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·实验研究·
塞来昔布对直肠癌 HCA-7细胞放射敏感性的实验研究

宫文静 孙 萍 姚连昌 刘爱娜 由 栋
（青岛大学医学院附属烟台毓璜顶医院肿瘤内二科 山东烟台 264000）

摘要 目的：观察环氧合酶 -2（COX-2）抑制剂塞来昔布对直肠癌 HCA-7细胞株的放射敏感性及探讨其机制。方法：采用MTT法
检测塞来昔布作用不同时间对直肠癌 HCA-7细胞株增殖的影响，计算出塞来昔布的半数抑制浓度 IC50；HCA-7细胞克隆形成实

验用于检测塞来昔布对 HCA-7细胞的放射敏感性,并绘制存活曲线；流式细胞仪（FCM）测定塞来昔布对 HCA-7的细胞周期的

影响。结果：塞来昔布对 HCA-7细胞株的抑制率随时间的延长而升高，48h的 IC50是 40.19μmol/L；照射组 +药物组的 SF2、D0、
Dq、SER较单纯照射组均有所下降。塞来昔布使 HCA-7细胞发生 G2和M期阻滞，并抑制 S期的比例。结论：塞来昔布能增加直
肠癌 HCA-7细胞的放射敏感性。
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ABSTRACT Objective: To study the radiosensitization of cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitor celecoxib on rectal HCA-7 cells in

vitro and try to venture into possible radiosensitizing mechanisms. Methods: MTT assay was used to measure the proliferation inhibition

of celecoxib on HCA-7 cells and determine the concentration IC50. Rectal HCA-7 exposed to diffrerent dose of radiation with or without

the 20% of IC50 concentration of celecoxib. Celecoxib's radiosensitization was measured by clongenic assay,and survival curve was

described. The cell cycle distribution was analyzed by flow cytometry (FCM). Results: Inhibition of cell proliferation seemed more

dependent on the time. The value of SF2、D0、Dq of the group of radiation combined with celecoxib was significantly lower than that of
radiation alone group. Cell cycle analysis showed that the cell population with celecoxib in G2/M phase increased and in S phase

decreased. Conclusion: Celecoxib could enhance the radiotherapy on HCA-7 cells by promotion of apoptosis, inhibition of sublethal

damage repair and facilitation of redistribution of tumor cell cycle.
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前言

直肠癌是常见的十大恶性肿瘤之一, 随着我国人口老龄

化以及饮食结构与生活习惯的改变,我国直肠癌的发病率、死
亡率也逐渐上升,在消化系统肿瘤中位置仅次于胃癌。既往研
究显示术前放射治疗可以降低进展期直肠癌的分期，延长生

存期，降低局部复发率。近年来，化疗药物的联合使用使直肠
癌患者更加获益，已成为局部进展期直肠癌术前治疗的标准
[1-3]。大量的临床研究及动物实验已证实 COX-2与直肠癌的关
系十分密切,不仅在肿瘤的发生、发展、转移中发挥作用,而且
可能是直肠癌预防和治疗的靶点。本实验以 COX-2抑制剂塞
来昔布作用于直肠癌细胞，探讨其放射敏感性及可能存在的

机制[4-5]。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 主要材料和试剂 人直肠癌细胞株 HCA-7细胞由青岛

大学医学院微生物教研室提供；选择性环氧合酶 2抑制剂塞来

昔布（纯度为 99%）购自南京德宝生化器材有限公司；PRMI-1640、
EDTA和胰蛋白酶由 GIBCO BRL公司提供；胎牛血清由杭州

四季青生物公司提供。
1.1.2 主要仪器 AIRTECH超净工作台，紫外可见分光光度

计，瓦里安电子直线加速器，olympus倒置显微镜，流式细胞仪。
1.1.3 细胞培养 人直肠癌细胞株 HCA-7细胞置于含有体积

分数 0.10胎牛血清的 PRMI-1640 培养液中，置于 37℃、饱和
湿度、体积分数 0.05的 CO2培养箱中培养，取对数生长期细胞
进行实验。
1.2 方法

1.2.1 MTT法测定塞来昔布对直肠癌 HCA-7细胞的毒性实验

取对数生长期 HCA-7 细胞，更换含有不同浓度的塞来昔布

（10、20、40、80μmol/L）培养液，设置对照组和空白组，对照组接
种细胞并加入等量的培养液，空白组仅加入等量的培养液，不

接种细胞。48h后，弃去培养液，加入 150μLDMSO,避光振荡
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10min,酶标检测仪测定各孔于 490nm波长处的吸光度(A)值。

实验重复 3次。计算细胞增殖抑制率。公式如下：细胞增殖抑制

率 =1-（实验组 A值 /对照组 A值）×100%。塞来昔布浓度为横

轴，细胞生长抑制率为纵轴，绘制细胞生长抑制曲线。根据半数

抑制浓度(IC50)软件计算塞来昔布作用 HCA-7细胞后 50%的

细胞生长受抑制的浓度，即半数抑制浓度 IC50。
1.2.2 克隆形成实验检测塞来昔布对直肠癌 HCA-7细胞的放

射敏感性 塞来昔布用 DMSO溶解，配置成 10mmol/L母液。

实验分 4组（1）对照组：不做任何处理；（2）单纯照射组：分别设

不同照射剂量亚组 (2、4、6、8Gy)；（3）单纯药物组：因为 20%

IC50是无毒浓度，常使用该浓度进行放射增敏实验，故单纯药

物组浓度取 20%IC50（8μmol/l）；（4）照射加药组：经过 8μmol/l

的塞来昔布处理后的细胞分别给予 2、4、6、8Gy的剂量照射。

取对数生长期的 HCA-7细胞培养 24h，更换新鲜培养液（其中

单纯药物组和照射加药组更换含有 8μmol/L塞来昔布的培养

液），继续培养 48h，单纯照射组和照射加药组分别给予不同剂

量照射。继续培养 4h。然后根据所受照射剂量不同（0Gy到
8Gy），接种适当数量的细胞到六孔板培养 12天，低倍镜下计

数大于 50个细胞的克隆数。计算克隆形成率（plating efficien-

cy, PE）= 克隆数 / 接种细胞数×100%；根据多靶单击模型
SF=1- (1-e-D/D0)N拟合细胞存活曲线，计算放射敏感性参数:

平均致死剂量（D0）、准域剂量（Dq）、2Gy剂量照射时的细胞存

活分数（SF2）、外推数（N）以及放射增敏比（sensitizing enh-

ancement ratio, SER），SER=D0 (单纯放射组)/D0（放射 +药物

组）。实验重复 3次。
1.2.3 流式细胞术（FCM）检测细胞周期分布 实验分两组：对

照组和药物组，对照组不做任何处理，药物组加 8μmol/l塞来

昔布。将细胞接种于六孔板中，待细胞贴壁后，药物组更换含有
8μmol/L塞来昔布的培养液，对照组更换无药培养液。处理后

培养 48h，固定、染色后上流式细胞仪检测，采用 Modifit软件

分析数据。实验重复 3次。
1.2.4 统计学处理 用 sigmaplot和 PPMS 1.5[6]统计软件处理

数据，实验数据用均数±标准差（x±s）形式表示，组间比较采

用假设检验。以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 塞来昔布对 HCA-7细胞生长抑制的影响

塞来昔布对细胞的生长抑制率随药物浓度的升高而逐渐

升高，结果见图 1，呈现剂量依赖性。根据细胞生长抑制率公式

计算出塞来昔布作用 48h 的 IC50 为 40.19μmol/L。20%IC50

（8μmol/L）的塞来昔布作用 HCA-7细胞 48h毒性较小，可作为

放射增敏浓度进行研究。

图 1 不同浓度的塞来昔布对直肠癌细胞生长抑制率的影响

Fig.1 Growth inhibition rate of HCA-7 cells after treatment of celecoxib

2.2 塞来昔布的放射增敏实验结果

实验结果经多靶单击模型拟合细胞存活曲线见图 2所示。

单纯照射组和照射加药物组的 SF2、D0、Dq、SER结果见表 1。

照射加药物组曲线肩区较单纯照射组缩小变窄，存活曲线放射

加药组较单纯照射组左移，且各剂量点存活分数均小于单纯照

射组。说明照射加药组的细胞亚致死性损伤修复能力降低。

2.3 塞来昔布对 HCA-7细胞周期的影响

流式细胞术结果显示塞来昔布使 HCA-7细胞周期发生改

变，G2和M期细胞比例增高，而 S期细胞比例减少，差异有显

著性（配对检验,t=12.02,6.93 P<0.05）；G0-G1期细胞比例无明

显变化，见表 2。
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表 1 塞来昔布对直肠癌细胞的放射敏感性的影响

Table 1 Radiosensitization of HCA-7cells when treated with celecoxib

图 2 塞来昔布对直肠癌细胞的放射敏感性结果

Fig.2 Survival fraction of HCA-7 cells after treatment of celecoxib

Group SF2 D0 Dq SER

Irradiation group 0.63 3.87 0.012
1.16

Irradiation plus celecoxib group 0.59 3.34 0.011

3 讨论

放射治疗在直肠癌的综合治疗中发挥着重要的作用。由于

肿瘤本身存在的敏感性、乏氧程度等不同，且直肠癌的放疗可
以引起出血、疼痛、穿孔等消化道副反应，因此研制良好的放射
增敏剂是提高直肠癌放疗效果及提高患者生活质量的重要途
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表 2 塞来昔布对直肠癌 HCA-7细胞周期的影响（%）（x±s）
Table 2 Cell cycle of HCA-7 when treated with celecoxib

Group
Cell cycle

G0～G1 S G2～M

Control group 44.9 8±1.57 37.12±1.15 17.99±2.14

Celecoxib group 45.85±1.29 26.97±1.72* 27.18±1.95*

Celecoxib compared with control group *t=12.02,6.93 P<0.05

径，也成为肿瘤放疗研究的热门。环氧合酶（COX）是花生四烯
酸合成前列腺素的关键限速酶，COX-2是诱导型酶，只有在受

到炎症、缺氧、损伤、修复过程中以及肿瘤生长中才有 COX-2

高表达[7]。这使得 COX-2抑制剂成为预防和治疗肿瘤的一个新

靶点[8]。

近几年，人们对 COX-2抑制剂的放射增敏作用进行了大

量的研究[9-10]，范志刚[11]研究显示直肠癌 5-Fu联合放疗组中，22

例可行手术治疗，其中 12 例行保肛手术，保肛率为 52.2%

(12/23); 而 5-Fu联合塞来昔布加放疗组 31例手术，25例行保

肛手术，保肛率 80.6%(25/31)，联合塞来昔布治疗组可以改善

患者放化疗期间的疼痛症状、进食及睡眠等，提高了手术后病

理消退分级；两组治疗期间不良反应无显著性差异。Xia等[12]证

明活化 PI3K/Akt/COX-2传导途径是抑制剂宫颈癌 hela 细胞

的放射敏感性的主要原因，塞来昔布可以通过多处靶点抑制

PI3K/Akt/COX-2轴的激活。Che SM等[13-14]发现 COX-2抑制剂
NS398通过抑制 AKT激活和诱导凋亡，下调 β-catenin的表达

促进放射抗拒食管癌细胞 Eca109R50Gy的放射敏感性，而不

是通过前列腺素 E2。然而 Rivera[15]等研究发现，在直肠癌的放

化疗联合治疗中，联合 5-Fu或者卡培他滨组的无明显的总生存

期和无病生存期的提高，塞来昔布组的结果也是令人失望的。

本实验采用MTT方法研究塞来昔布对肿瘤细胞的生长抑

制情况,随着浓度梯度的升高，塞来昔布对肿瘤细胞的抑制率

逐渐升高。本实验采用集落形成实验来检测塞来昔布对肿瘤细

胞的生长抑制的影响。本实验发现，照射加药组的 D0、Dq、SF2

均比单纯照射组的参数低，可见 HCA-7细胞经药物处理后对

射线的抵抗力降低，更容易凋亡；在肿瘤细胞的存活曲线上，照

射加药组中的肩区减小，提示该组细胞受照射后亚致死性损伤

修复能力减弱。本实验还进行了流式细胞术检测细胞周期的分

布情况进一步探讨塞来昔布对直肠癌细胞的放射增敏作用机

制。结果显示塞来昔布可以使直肠癌细胞的 G2和M期比例升

高，S期比例降低，而 G2和 M期细胞对射线敏感，S期细胞对

射线不敏感，表明塞来昔布使细胞周期再分布，使对放射敏感

的 G2和M期细胞比例增加，受照射后更容易凋亡。

本实验研究显示，塞来昔布对体外直肠癌细胞有较好的细

胞毒性和放射增敏作用，为临床上直肠癌的治疗提供了新途

径。但塞来昔布对直肠癌放射增敏的具体运用方法和确切作用

机制还有赖于进一步研究。
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