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非甾体抗炎药塞来昔布和吲哚美辛对胃癌细胞	

MKN45 的抑制作用

祝喜萍，任旭，李锐，于丹，康永明

(黑龙江省医院消化病院消化内科，哈尔滨 150001)

[摘　要]	 目的：探讨非甾体抗炎药塞来昔布和吲哚美辛对胃癌细胞MKN45的增殖、凋亡的作用及相关作用

机制。方法：MTT法检测不同浓度的塞来昔布和吲哚美辛对MKN45增殖的影响。非甾体抗炎药单

独或联合应用P38MAPK信号通路抑制剂(SB203580)处理MKN45细胞，采用流式细胞术检测体外

细胞周期及细胞凋亡情况；Western印迹法检测COX2，p-P38MAPK及P38MAPK蛋白的表达情况。

结果：MTT的检测结果显示非甾体抗炎药塞来昔布和吲哚美辛均可浓度依赖性的抑制胃癌细胞

MKN45的体外增殖。流式细胞周期的检测结果显示非甾体抗炎药可抑制MKN45细胞周期的G1/S转

换，而联合应用SB203580则可部分逆转非甾体抗炎药的抑制效应。细胞凋亡的检测结果显示非甾

体抗炎药可上调细胞中P53和cleaved-caspase3/caspase3的表达，促进MKN45细胞凋亡；而联合使用

SB203580可降低单加药组的细胞凋亡率，部分抑制细胞中P53和cleaved-caspase3/caspase3的表达。

此外，Western印迹法的检测结果显示非甾体抗炎药可抑制细胞中COX2的表达，增加p-P38MAPK/

P38MAPK的蛋白表达水平；联合使用SB203580可部分逆转该作用。结论：非甾体抗炎药可通过

P38MAPK信号通路抑制胃癌细胞MKN45的增殖，并促进其凋亡。

[关键词]	 非甾体抗炎药；MKN45；胃癌细胞；增殖；凋亡；P38MAPK信号通路
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Abstract Objective: To investigate the effect and related mechanism of nonsteroidal anti-inflammatory drugs, such 

as celecoxib and indomethacin, on the proliferation and apoptosis of gastric cancer cells MKN45. Methods: 

The effect of celecoxib and indomethacin of various concentrations on the proliferation of MKN45 in gastric 

cancer cells was measured by MTT assay. After cells were treated with nonsteroidal anti-inflammatory drugs 

alone or accompanied with P38MAPK pathway inhibitor SB203580, cell cycle distribution and cell apoptosis 
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胃癌是消化系统的常见恶性肿瘤之一，虽然

其发病率一直居高不下，但由于早期诊断及治疗

技术的不断改进，现在早期胃癌的5年生存率已达

95%以上 [1]。然而，针对进展期胃癌的治疗，仍不

尽人意。目前主要的治疗手段包括放疗、化疗、免

疫治疗及分子靶向治疗[1-2]。流行病学调查研究[3-5] 

多次报道：长期规律服用非甾体抗炎药对多种肿

瘤 具 有 抑 制 效 果 ， 可 降 低 肿 瘤 的 发 生 率 和 病 死

率。且一项关于非甾体抗炎药阿司匹林与胃癌发

病风险的Meta分析[6]显示：非甾体抗炎药可显著降

低胃癌，特别是胃体癌的患病风险。早期有研究[7]

显示非甾体抗炎药塞来昔布可通过促进凋亡的途

径抑制1,2-二甲肼(DMH)所致的结肠癌。且非甾体

抗炎药吲哚美辛可促进人胃癌细胞KATO I I I的凋

亡[8]，但非甾体抗炎药对低分化胃癌细胞的增殖及

凋亡等生物学行为的影响并无确切系统的研究。

Liu等[9]研究显示：第二代选择性COX2抑制剂伐地

昔布可通过激活P38MAPK信号通路，进而上调Fas
及Fa sL的表达，最终诱导人食管癌细胞系Ec a 1 0 9
的 凋 亡 。 虽 然 P 3 8 M A P K 信 号 通 路 的 异 常 可 介 导

多种肿瘤细胞生物学行为的改变，但是关于其在

非甾体抗炎药物介导的胃癌细胞生物学行为变化

中的相关作用，目前尚缺乏足够的研究资料。因

此，本研究应用非选择性COX抑制剂吲哚美辛及

选择性 C OX 2 抑制剂塞来昔布作为干预因素，初

步探讨非甾体抗炎药对低分化胃腺癌细胞MKN45
增殖及凋亡的影响；借助P38MAPK特异性抑制剂

(SB203580)进一步分析非甾体抗炎药除COX2之外

的抑制胃癌发生、发展的作用机制，旨在为胃癌

的预防及合理用药提供一定的理论依据。

1  材料与方法

1.1  材料及试剂

人 胃 腺 癌 低 分 化 细 胞 系 M K N 4 5 由 黑 龙 江 医

院分子病理实验室冻存；胎牛血清 (f e t a l  b o v i n e 
s e r u m ， F B S ) 及 R P M I 1 6 4 0 培 养 基 均 购 于 美 国

G i b c o 公 司 ； P 3 8 M A P K 特 异 性 抑 制 剂 S B 2 0 3 5 8 0
购于美国Si g m a公司；抗P 5 3 (货号：s c - 7 1 8 1 9 )、

cleaved-caspase3(货号：sc-166589)、caspase3(货

号 ： s c - 2 7 1 7 5 9 ) 、 C O X 2 ( 货 号 ： s c - 5 1 4 4 8 9 ) 、

p-P38MAPK(货号：sc-365487)、P38MAPK(货号：

sc-166182)及β-actin(货号：sc-81178)抗体购于美国

Santa Cruz公司；MTT细胞增殖及细胞毒性检测试

剂盒购于碧云天生物技术研究所；细胞周期检测试

剂盒及细胞凋亡检测试剂盒购于南京凯基生物科技

发展有限公司；其他试剂均为国产市售分析纯。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养、分组及处理

实验用MKN45细胞常规传代培养于预先配置

好并滤过除菌的RPMI1640完全培养基(含10%胎牛

血清及双抗)中，培养箱条件设置为37 ℃、饱和湿

度、5%CO2，隔天换液，每3 d传代1次。

1.2.2  MTT 法

将 处 于 对 数 生 长 期 的 细 胞 接 种 于 9 6 孔 板 ( 密

度为2 × 1 0 5个/ m L) ，按浓度梯度依次加入塞来昔

布( 0， 2 0， 4 0， 6 0， 8 0， 1 0 0  μ m o l / L) 或吲哚美

辛(0，100，200，400，600，800 μmol/L)后继续

于培养箱中孵育18 h。之后向每孔加入MTT试剂 
20 μL，置于细胞培养箱中继续反应4 h，最后用酶

were detected by flow cytometry, respectively. Furthermore, the protein expression of COX2, p-P38MAPK and 

P38MAPK was measured by Western blot. Results: MTT assay showed that both celecoxib and indomethacin 

inhibited the proliferation of MKN45 in gastric cancer cells in vitro with a concentration dependent manner. 

flow cytometry showed that nonsteroidal anti-inflammatory drugs restrained the cell cycle G1/S transition and 

accompanied use of SB203580 could partly reverse the inhibitory effect of nonsteroidal anti-inflammatory drugs. 

Detection of cell apoptosis showed that nonsteroidal anti-inflammatory drugs up-regulated the protein expression 

of P53 and cleaved-caspase3/caspase3, promoted MKN45 cell apoptosis; while accompanied use of SB203580 

down-regulated the protein expression of P53 and cleaved-caspase3/caspase3 and decreased cell apoptotic 

rate in celecoxib group or indomethacin group. Furthermore, cells treated with nonsteroidal anti-inflammatory 

drugs exhibited higher COX2 protein expression and lower p-P38MAPK/P38MAPK protein expression; while 

accompanied used of SB203580 partly reverse its effect. Conclusion: Nonsteroidal anti-inflammatory drugs could 

inhibit the proliferation of MKN45 in gastric cancer cells and promoted its apoptosis via P38MAPK pathway. 

Keywords nonsteroidal anti-inflammatory drugs; MKN45; gastric cancer cells; proliferation; apoptosis; P38MAPK pathway
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标仪测定490 nm波长处的吸光度(OD)值，并计算

增 殖 抑 制 率 。 每 组 设 置 3 个 复 孔 取 平 均 值 ， 另 设

单孔只加入培养基作空白对照。增殖抑制率(IR)= 
[(OD对照−OD加药)/OD对照]×100%。

1.2.3  流式细胞术

各组细胞经相应的药物处理2 4  h后，离心收

集 细 胞 ， 经 预 冷 的 P B S 漂 洗 后 加 冰 乙 醇 ( 7 0 % ) 于 
4 ℃条件下固定24 h；离心洗去乙醇。依据试剂盒

说明书，先加入R Na se于3 7  ℃温浴反应3 0  min，

然 后 加 入 碘 化 丙 啶 ( P I ) 染 色 液 于 冰 上 避 光 孵 育 
30 min，最后经流式细胞仪检测Ex=488 nm处的红

色荧光强度，分析DNA周期及各期细胞比例。细

胞分组如下：对照组(Co n t ro l，Ctrl)、塞来昔布

组(Celecox ib，Cel)、吲哚美辛组(Indomethacin，

Indo)、塞来昔布+P38MAPK抑制剂组(Cel+SB，先

加入20 μmol/L的SB203580预孵2 h，后加塞来昔布

处理)、吲哚美辛+P38MAPK抑制剂组(Indo+SB，

先加入20 μmol/L的SB203580预孵2 h，后加吲哚美

辛处理)。

1.2.4  Annexin V/PI 双染色法

各组细胞经相应的药物处理24 h后，按照说明

书要求，加入不含EDTA的胰酶消化并收集各组细

胞，之后加入试剂盒中的结合缓冲液重悬细胞。然

后依次加入Annexin V-FITC染液(室温条件下避光孵

育10 min)和PI染液(室温条件下避光孵育5 min)。最

后用流式细胞仪检测Ex=488 nm，Em=530 nm处的

荧光强度，分析细胞的凋亡情况。细胞分组设置同

方法1.2.3。

1.2.5  Western 印迹

Western印迹测定蛋白水平加含有蛋白酶抑制

剂的R IPA裂解液提取各组细胞的总蛋白，经BCA

蛋白定量试剂盒测定所提蛋白浓度后，调整各组

上样蛋白总量至80 μg。并向每组蛋白液中加入4倍

体积的上样缓冲液，95 ℃条件下变性5 min，然后

上样进行SDS-PAGE凝胶电泳。电泳结束后将蛋白

电转至P VDF膜上。取出含有蛋白的P VDF膜置于

5%脱脂牛奶中室温封闭2 h，依据说明书的要求加

入相应比例的一抗置于4  ℃条件下孵育过夜，次

日将PVDF膜转移至TBST溶液中洗涤5 min×3次；

而后加入对应的二抗置于室温条件下孵育2 h，将

PVDF膜转移至TBST溶液中再次洗涤10 min×3次。

然后于暗室中加ECL发光液显影，曝光定影后冲洗

胶片，最后用Image J行蛋白半定量灰度分析。细

胞分组设置同方法1.2.3。

1.3  统计学处理

采用SPSS 17.0统计软件进行数据分析。实验

结果以均数±标准差(x±s)表示。两组计量资料的组

间差异采用t检验，多组计量资料行单因素方差分

析，同时采用Bonferroni校正的t检验进行均数组间

的两两比较，计数资料的比较采用χ2检验。 P<0.05
为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  非甾体抗炎药对胃癌细胞 MKN45 增殖活性的

影响

M T T 的检测结果 ( 图 1 ) 显示：塞来昔布和吲

哚美辛均可浓度依赖性的抑制胃癌细胞MKN45的

增殖活性；相对于吲哚美辛，塞来昔布的抑制作

用较为显著。表明非甾体抗炎药可抑制胃癌细胞

MKN45的增殖活性。

图1 非甾体抗炎药对胃癌细胞MKN45增殖活性的影响

Figure 1 Effect of nonsteroidal anti-inflammatory drugs on the proliferation of gastric cancer cells MKN45

(A)塞来昔布；(B)吲哚美辛。

(A) Celecoxib; (B) Indomethacin.
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2.2  非甾体抗炎药对胃癌细胞 MKN45 细胞周期的

影响

在 常 规 培 养 的 胃 癌 细 胞 M K N 4 5 中 加 入 
60 μmol/L塞来昔布或600 μmol/L吲哚美辛单药处

理，或联用P38MAPK抑制剂SB203580，采用MTT
法检测细胞增殖的变化，结果显示(图2A)：单加

非甾体抗炎药处理可显著抑制细胞增殖，而联用

P 3 8 M A P K抑制剂SB 2 0 3 5 8 0后，M K N 4 5细胞增殖

率部分回升( P < 0 . 0 5 )。进一步采用流式细胞术检

测MKN45细胞的周期分布情况(图2B，2C)，对照

组、塞来昔布组、塞来昔布+P38MAPK抑制剂联用

组、吲哚美辛组、吲哚美辛+P38MAPK抑制剂联用

组细胞G0/G1期所占百分比分别为(60.48±4.13)%，

(77.57±3.740%，(69.49±3.41)%，(75.56±3.12)%
及(67.58±2.94)%，差异有统计学意义(P<0.05)，

S 期 细 胞 所 占 百 分 比 分 别 为 ( 3 2 . 4 1 ± 2 . 2 1 ) % ，

(16.4±2.16)%，(23.77±2.73)%，(17.92±2.45)%及

(25.37±2.08)%，差异有统计学意义(P<0.05)，说

明 单 用 非 甾 体 抗 炎 药 处 理 可 抑 制 M K N 4 5 细 胞 周

期由 G 0/ G 1期向 S 期转化；联用 P 3 8 M A P K 抑制剂

SB203580可部分逆转非甾体抗炎药所致的G 1/S周

期阻滞。

图2 非甾体抗炎药对胃癌细胞MKN45增殖的影响

Figure 2 Impact of nonsteroidal anti-inflammatory drugs on cell proliferation of gastric cancer cells MKN45

(A)MTT法检测细胞的增殖；(B，C)流式细胞术检测细胞周期。

(A) Cell proliferation was detected with MTT assay. (B, C) Cell cycle was determined by flow cytometry. 
#P<0.05 vs Cel or Indo; *P<0.05 vs Ctrl.
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图3 非甾体抗炎药对胃癌细胞MKN45凋亡的影响

Figure 3 Effect of nonsteroidal anti-inflammatory drugs on cell apoptosis of gastric cancer cells MKN45

(A)流式细胞术检测细胞凋亡；(B)Western印迹法检测细胞凋亡相关蛋白的表达。

(A) Cell apoptosis was detected by flow cytometry; (B) Expression of cell apoptotic-related protein was determined by Western blot. 
#P<0.05 vs Cel or Indo; *P<0.05 vs Ctrl.
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2.3  非甾体抗炎药对胃癌细胞 MKN45 细胞凋亡的

影响

细胞凋亡检测(图3 A )显示：对照组、塞来昔

布组、塞来昔布+ P 3 8 M A P K抑制剂联用组、吲哚

美辛组、吲哚美辛+P38MAPK抑制剂联用组细胞的

早期凋亡率分别为(7.21±0.62)%，(27.96±1.52)%，

(15.26±0.89)%，(25.28±1.15)%以及(13.67±0.74)%，

说明单用非甾体抗炎药处理可促进MKN45细胞凋

亡，联用P38MAPK抑制剂SB203580可部分逆转非甾

体抗炎药所致的细胞凋亡。

此外，Western印迹结果(图3B)示：相较于对

照组，塞来昔布和吲哚美辛处理后，MKN45细胞

中P 5 3，c l eaved- c a s pa se 3 / c a s pa se 3的蛋白水平均

显著升高；联用 P 3 8 M A P K 抑制剂 S B 2 0 3 5 8 0 后两

组的P 5 3，c l eaved- c a s pa se 3 / c a s pa se 3蛋白表达水

平有所回落。
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2.4  非甾体抗炎药对 P38MAPK 信号通路的影响

We s t e r n 印 迹 的 结 果 如 图 4 所 示 ， 相 较 于 对

照 组 ， 塞 来 昔 布 和 吲 哚 美 辛 处 理 后 ， M K N 4 5 细

胞 中 C O X 2 的 蛋 白 水 平 均 显 著 降 低 ， 且 塞 来 昔

布 组 C O X 2 的 含 量 显 著 低 于 吲 哚 美 辛 组 ； 联 用

P38M APK抑制剂SB203580后两组的COX2蛋白表

达水平进一步降低。此外，塞来昔布和吲哚美辛

均可促进 M K N 4 5 细胞中 p - P 3 8 M A P K / P 3 8 M A P K
的 表 达 ， 联 用 P 3 8 M A P K 抑 制 剂 S B 2 0 3 5 8 0 后

p - P 3 8 M A P K / P 3 8 M A P K 的 表 达 显 著 低 于 单 加 药

组。提示非甾体抗炎药可抑制COX2的表达，并激

活P38MAPK信号通路。
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图4 非甾体抗炎药对P38MAPK信号通路活性的影响

Figure 4 Effect of nonsteroidal anti-inflammatory drugs on the activation of P38MAPK pathway
#P<0.05 vs Cel or Indo; *P<0.05 vs Ctrl.

3  讨论

肿瘤的发生发展通常与肿瘤细胞生物学特性

的改变密切相关，肿瘤细胞的恶性增殖是肿瘤形

成及发展的关键机制。本研究首先通过MTT法检

测了非甾体抗炎药的两类代表塞来昔布和吲哚美

辛对低分化高表达COX 2的胃癌细胞M K N 4 5增殖

活性的影响，结果显示：塞来昔布和吲哚美辛均

可 浓 度 依 赖 性 地 抑 制 胃 癌 细 胞 M K N 4 5 的 增 殖 活

性；相对于吲哚美辛，塞来昔布的抑制作用较为 
显著。

目 前 有 研 究 [ 1 0 ] 显 示 ： 非 甾 体 抗 炎 药 可 通 过

C O X 2 途 径 和 非 C O X 2 途 径 发 挥 抑 癌 作 用 。 其 中

非 C O X 2 途 径 主 要 涉 及 N F - κ B ， P 3 8 M A P K 等 多

条 信 号 通 路 以 及 癌 基 因 的 表 达 [ 1 1 - 1 3 ] 。 本 研 究 选

取 P 3 8 M A P K 信 号 通 路 作 为 研 究 的 着 手 点 ， 通 过

P 3 8 M A P K 特异性抑制剂 S B 2 0 3 5 8 0 探讨非甾体抗

炎药抑制胃癌细胞MKN45增殖的可能作用机制。

MTT细胞增殖分析和流式细胞周期检测的结果显

示：单用非甾体抗炎药塞来昔布或吲哚美辛处理

均可抑制MKN45细胞周期由G0/G 1期向S期转化；

而联用P38MAPK抑制剂SB203580可部分逆转非甾

体抗炎药所致的G 1/S周期阻滞。表明非甾体抗炎

药可抑制M K N 4 5细胞增殖，该作用与P 3 8 M A P K
信 号 通 路 密 切 相 关 。 增 殖 与 凋 亡 的 平 衡 失 常 被

认 为 是 癌 细 胞 恶 变 主 要 特 征 。 本 研 究 发 现 单 用

非 甾 体 抗 炎 药 塞 来 昔 布 或 吲 哚 美 辛 处 理 可 促 进

MKN45细胞凋亡，联用P38MAPK抑制剂SB203580
可部分逆转非甾体抗炎药所致的细胞凋亡；表明

非 甾 体 抗 炎 药 可 促 进 M K N 4 5 细 胞 凋 亡 ， 该 作 用

也 与 P 3 8 M A P K 信 号 通 路 密 切 相 关 。 众 所 周 知 ，

P 3 8 M A P K 信 号 通 路 又 被 称 为 M A P K 应 激 信 号 通

路，该通路的激活可有效调节其他信号通路并影

响细胞中基因的表达、蛋白质的合成，最终引起

细胞的凋亡 [14-16]。为进一步验证P38MAPK信号通

路在非甾体抗炎药抑制胃癌细胞增殖中的作用，

本研究通过Wester n印迹检测了COX 2的表达以及

P38MAPK信号通路的活性，结果提示非甾体抗炎

药可抑制COX2的表达并激活P38MAPK信号通路，

且联用 P 3 8 M A P K 抑制剂 S B 2 0 3 5 8 0 可进一步降低

COX2的表达。这表明P38MAPK可能是COX2的上

游激酶，但其中具体的作用机制还需进一步深入

的研究。

综 上 ， 非 甾 体 抗 炎 药 可 通 过 抑 制 胃 癌 细

胞 增 殖 并 促 进 其 凋 亡 发 挥 抑 癌 作 用 ， 且 该 作 用

P38MAPK信号通路密切相关。
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