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罗格列酮联用维甲酸在体内对直肠癌HCT一1 5细胞
COX一2、MMP一7、TIMP一1表达的影响

王猛苗瑞政徐涛 郭仁乐 姜言明

山东大学附属省立医院 胃肠外科 (山东 济南 250021)

【摘要】目的：研究罗格列酮(ROS)联用全反式维甲酸(ATRA)对赢肠癌裸鼠移植瘤HCT一1 5细胞

COX-2、MMP一7、TIMP一1表达的影响，并初步探讨其抗肿瘤的机制。方法：建立直肠癌裸鼠移植瘤模

型，荷瘤裸鼠随机分为未用药组、ROS组(ROS 25 mg·kg一·2d-，)、ATRA组(ATRA 11mg·kg_·2d卅)、
ATRA联用ROS组[(ROS 25 mg+ATRA 11 mg)。kg。1·2d-，l。灌胃40d后，观察各组裸鼠移植瘤体积变

化；利用免疫组化SP法观察移植瘤细胞中COX-2,MMP-7,TIMP-l的表达0结果：1)用药3组瘤体体

积与未用药组比较均缩小，差别有统计学意义(P《O．05)JATRA联用ROS组的荷瘤体积缩小更明显

(P<0．05)；ROS组与ATRA组瘤体体积相当(P>0．05)；2)用药3组移植瘤细胞内COX一2、MMP一7、

TIMP一1的表达与未用药组比较均降低(P《0．05)，屋ROS组与ATRA组移植瘤细胞内COX一2、

MMP一7、TIMP一1下降更明显(P<0，01)，ROS组与ATRA组移植瘤细胞内三者的表达相当(P>

O．05)。缩论：ROS与ATRA均有～定的抑瘸作用，ROS与ATRA联用可发挥协同抗肿瘤的作用，可能

是通过抑制移植瘤细胞内COX一2、MMP一7、TIMP■的表达而实现。
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In vivo西kCt of rosigtitazone combined with all—trans

retinoic acid on the积pression of COX一2、MMP一7、TIMP一1
Of rectal c铷舱er HCT-15 cells
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【ABSTRACT】删呀睨目睡∞；To investigate the effect of ros训协zone(ROS)combined with all—trans
retinoiC acid(ATRA)on the expression of COX一2、MMP一7、TIMP一’of transplanted rectal cancer in

nude mice，and to explore the mechanism of anti-carcinoma preliminarily。Methods：Established
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the modte of transplanted tumor in node mice by inoculating human rectal cancer cell line HCT一1|5 into

the right back of nude mice subcutaneously．The cancer-bearing nude mice were divided randomly in—

t049roups：grouplwithnodrugs，group2withROS(ROS25mg)‘kg‘1‘2出1，gfoup3withATRA(A—

TRAll mg-kg-1。2e醴)，group4ROScombinedwithATRA[(ROS25mg+ATRAllmg)-k94·2d卅1．Af一

懈treated{◇40 days,the volume change of tumor Were observed．The expression of COX-2、

MMP-7、TIMP-1，胁鞠nsplanted tumor cells were detected by immunohistochemicalj固匆鄹硒酝r驴
The volumes谚钓@@掣嗡穗霸剿爨鞠霸◇幽辔嘲譬剥碱露渤￡；|p 2,3,4 compared with group 1(&0．05)，
The volume of tumor in group 4 was significantly酾creased compared with group 2、3(P<0，05)，The
volume≥of tumor in group 2 was similar to group3(P>0．移谚2)The expression of COX-2,MMP-7，

TIMP-。1 in transplanted tumor were significantly decreased in group 2,3,4 compared with group 7

泸乏壁麓∥The expression of COX-2,MMP-7,TIMP-1 in group 4 were鳓gnificantly decreased

compared with group 2,3(P<0．01)．The expression of these three谚group2 and参∞up3 we糟quite

修醅p筋妨穆—细呦赡移簟and ATR?A can inhibit the growth of tumor and ROS combined with
ATRA can further inhibit the of tumor．The mechanism maybe that ROS and ATRA can inhibit

expression of COX-2,MMP-7,7黪移-1．I i||。 j

[KEY WORDS]Rosiglitazon：e,Alt trans retinoic acid-Cyclooxygenase,Matrix metallop nase

sue inhibitor谚metalloproteinase。： ‘|。 一

直肠癌是消化系统中常见的恶性肿瘤之一，其

发病率有明显增长的趋势。目前其主要治疗方式为

手术切除病灶，化疗也是重要的治疗方法。罗格列

酮(rosiglitazone，ROS)为过氧化物酶体增殖物活化

受体^y(peroxisome proliferators—activated receptors'y，

PPARy)合成配体，当ROS与PPAR、／结合后可激

活PPAR^y，从而发挥其抑制增殖、诱导细胞凋亡及

分化、抑制血管形成的作用。全反式维甲酸(all—

trans retinoic acid，ATRA)对多种肿瘤细胞有诱导

分化和促进凋亡的作用，ATRA的生物学活性是通

过细胞核内的维甲酸受体起作用的。维甲酸对肿瘤

细胞有抑制生长、促进凋亡及诱导分化的作用⋯。

ROS与ATRA联合应用后，可使ROS对肿瘤细胞

集落生成的抑制作用明显加强，增强对肿瘤细胞的

生长抑制作用‘2|。目前，针对恶性肿瘤的靶向药物

联合应用．是治疗及预防肿瘤的研究热点。本研究

通过探讨ROS与ATRA联合应用对直肠癌裸鼠移

植瘤细胞COX一2、MMP一7、TIMP一1表达的影响，观

察单独用药与联合用药之间的差距，并初步探讨其

可能机制。

1材料和方法

1．1 材料与试剂 人结直肠癌细胞株HCT一15购

白中科院上海细胞库。ROS与ATRA购自北京高盟

燕山科技有限公司(纯度>99％)，分别用DMSO配

制成1 mmol／L母液。一20℃冰箱保存，临用时用含

10％胎牛血清的RPMI一1640培养液稀释至所需浓

度。COX一2、MMP一7、TIMP一1兔抗人多克隆抗体购

自北京博奥森生物技术有限公司，SP染色试剂盒、

DAB显色试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限

公司。

1．2细胞培养与收集HCT一15细胞为贴壁生长细

胞，培养于含10％胎牛血清、100 mg／L链霉素的

RPMI一1640培养基中、100 U／mL青霉素，置于37℃．

5％CO：培养箱中培养传代。取对数生长期的细胞

用于实验，收集细胞，制成单细胞悬液。锥虫蓝染色

计数，并确认活细胞在95％以上．按每只裸鼠接种

0．2 rnL单细胞悬液计算，平均每只裸鼠可接种1×

107个细胞以上。

1．3直肠癌移植瘤模型的建立雄性裸小鼠60

只，3—4周龄，在相同条件下饲养1周。接种前体质

量为12．5～15．5 g。用1 rnL无菌注射器在无菌条件

下注射0．2 rnL单细胞悬液于小鼠右侧背部皮下。

1．4分组及治疗接种10 d后观察裸鼠的成瘤情

况(移植瘤长至大小约100 mm3时看做接种成

功)，共有55只裸鼠成瘤，灌胃前将成瘤裸鼠随机

分为4组，分别为未用药组(生理盐水0．2 mL·2 d。

灌胃)；ROS组(ROS 25 mg·kg‘1·2 d。灌胃)；A—

TRA组(ATRA 11 mg·kg。·2 d‘1灌胃)；ATRA联

用ROS组[(ROS 25 mg+ATRA 11 mg)·kg。1·2d。1

灌胃]。

1．5测量肿瘤大小与计算肿瘤生长抑制率灌胃

40 d后处死各组裸鼠，完整取出肿瘤，测量肿瘤的长

径(a)与短径(b)，按公式V=ab2／2计算肿瘤体积。抑瘤

率=(对照组V一实验组v)／x寸照组Vxl00％。
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1 6免疫组织化学SP法检测移植瘤中COX一2、

NNP-7、TIMP-1的表达将取出的移植瘤在4％甲

醛中同定24 h；石蜡包埋；切片；常规脱蜡至水，高

温抗原修复；3％H202去离子水孵育5～10 rain，PBS

冲洗．3 minx3次；滴加试剂A室温孵育10—15 mln．

倾去：滴加适当比例稀释的一抗4℃过夜．PBS冲

洗，3 minx3次；滴加试剂B．37℃孵育IO～15 min．

PBS冲洗．3 min×3次；滴加试剂c．37℃孵育10～15

rain，PBS冲洗，3 minx3次：DAB显色：自来水冲洗：

苏木精复染，脱水．透明；巾性树胶封片。细胞质呈黄

色或棕黄色颗粒为阳性染色。高倍(x400)显微镜下

观察COX一2．tvll～1P一7，TIMP—I表选水平．结果应用

高清晰度彩色病理罔象分析系统分析(1、jikon

TE2COC-U)。

I 7统计学处理采用SPSS 13 0软件包对实验数

据进行分析．数摒应用i灯表示，2组间比较用t检

验．多组间比较用单因素方差分析．P≤005为差异

有统计学意义。

2结果

21移植瘤体积变化本实验搀有60只裸鼠其

中55只裸鼠成瘤．9只在灌胃时死亡，46只裸鼠完

成变验．未用药组有10只、IIOS组鸯12只、ATllA

组有11只ATRA联用ROS组有13只。荷瘤未用

药组瘤体体积最大，其次是ROS组与ATRA组，A—

TRA联用ROS组瘤体体积鞋来用药组明鼎缩小

(P<005．图1．表1)。

2．2免疫组织化学法检测各组移植瘤中COX 2、

IMMP-7、TIMP一1蛋白量的表达变化各组移植瘤

目’#＆■镕e∞女c匕

^』I^Ⅲ．h-mH自l，_^m^}H．tj：llfMI_l^Ⅲ
$1，#q■E月4■目W*■$#囊悻AⅡ抑■$的*自

mⅢ 目#镕E(mm’) *■十(％)

*口^JH*目 3 637 4I±l 145 36 0

RfHⅢ 2 6326mn2 70 27．62

m^m 2 646 35|±372 27 27 25

I／OS+^rRA目475 2l±524 0P 86 94

“-‘Bm05。jJC№*m2“№#‘脚05 q R(IS目"ATII^Ⅲ№#

中3种蛋白均有表达．主要为细胞质染色．其中以

未用药组表选摄强(图2A、B．表2)，ATRA联用

I／OS组表达最弱(图2D、F．见表2)．ROS组与A—

TRA组表达介于二者之间(图2c、E)。

女2 COX 2、MMP 7．TIMP 1 3#*自

＆§自**十白勺mt$t{J¨，％)
Ⅸ镕☆“ltfH。l【 ^Ⅲ^Ⅲl“HH⋯^I¨、Ⅲ^⋯$Ⅲ

t()X 2 5002±3 58 49 88±3 27 20 35±2 21 70 59±6 89

Ⅵ^1P一7 54 58±310 49 65±21十 22∞￡i 38 76 67171¨

1．1MIo㈨37±2 67 5I 67±3 89 j7 23|士I 56 69)7±4 75

下冲丽爵可丽丌1可丽而砸r—————————一
3讨论

PPAR一／属于棱激素受体．是由配体撤活的转录

园子的一个亚型．在脂肪代谢和糖代谢中起重要的

■2§m棒■ga■自COX一2．MMP-7．TIMP一1 i自■∞§镕IsP．x枷l
^}月自m111～11，一l*自女镕．B}月*ⅢMMp-7《自&镕．c．ROS目COX 2*自女2 D：ATRA#月肿sm TIMp—l*自at E：A-

TIIA《i COX 2*自{4．F：ATPO．RⅢR0sm MMP一7Ⅲ自女△
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调节作用[3]。研究证实，PPAR、／在大肠癌组织及癌

细胞株中呈现高表达[41。PPARsy在抑制增殖、抑制

肿瘤血管形成、诱导细胞分化及肿瘤细胞的分化和

凋亡中起到非常重要的作用。PPAR可与核激素受

体超家族的另一成员维甲酸X受体结合形成异二

聚体，再结合于特定的DNA序列(过氧化物酶体增

值反应元件)，从而调控靶基因的转录[s-。

COX一2在肿瘤的发展和演进过程中发挥重要

作用，COX一2过度表达可促进细胞增殖及肿瘤生

长，抑制细胞凋亡。Kasper等吲应用COX一2抑制剂

美洛昔康后，结直肠癌与其肝转移灶中COX一2的

表达减少，并且促进了细胞的凋亡。MMP一7是基质

金属蛋白酶(matrix metalloproteinases．MMPs)家族

中分子最小的一员．也是唯一的有上皮肿瘤特异性

表达的酶，与肿瘤的侵袭转移有关，可通过各种机制

促进肿瘤的侵袭、生长和转移，比如降解细胞外基质

(extracellula matrix，ECM)，诱导和促进肿瘤血管生

成等Ⅲ。Horndler等吲研究发现，MMP一7与plGF一1R

是应用EGFR抑制剂后，预测不良预后的一个新指

标。除了其蛋白酶抑制作用．TIMPs在控制细胞生

长、细胞凋亡、血管形成和基因不稳定性等细胞信

号传导方面也起作用，血清中TIMP一1的高表达与

Dukes分期、淋巴结转移及不良预后有明显的联系，

并且低分化肿瘤患者血清中TIMP一1的水平明显高

于高、中分化肿瘤患者阻10]。

已有体外研究表明，ROS与ATRA联用后，可

抑制HCT一15细胞内COX一2、MMP一7、TIMP一1的表

达，从而发挥联合抗肿瘤的作用In]。本研究通过体

内细胞试验发现：1)未用药组瘤体的体积最大。单

独应用ROS或ATRA后，移植瘤的体积均有缩小且

ROS与ATRA作用相当，但联合用药后移植瘤体积

缩小更明显。2)COX一2、MMP一7、TIMP一1三者在未

用药组中高表达，阳性率分别为70．59％、76．67％、

69．37％；用药后移植瘤细胞内COX一2、MMP一7、

TIMP一1的表达均有降低，并且ROS联用ATRA降

低COX一2、MMP一7、TIMP一1表达的作用更明显，但

单独用药作用相当。这表明在体内环境下ROS或

ATRA可以抑制肿瘤细胞的生长和增殖，降低肿瘤细

胞内与生长、增殖有关的基因COX一2、MMP一7、

TIMP一1的表达；二者联合应用后COX一2、MMP一7、

TIMP一1的表达明显降低，明显抑制了肿瘤的生长、

增殖和转移，比单独用药效果更显著；ROS与ATRA

抑制肿瘤细胞的生长、转移的机制是通过下调肿瘤

细胞内与生长、增殖、浸润相关蛋白(COX一2、MMP一

7、TIMP-1)的基因表达来实现的。

通过体内细胞试验，本研究证实ROS与A—

TRA对人结直肠癌细胞株HCT一15的抑制作用．

以及联合用药的优越性，推测其可能机制是通过

抑制细胞内COX一2、MMP一7、TIMP一1表达而发挥

作用。本研究结果表明在体内环境下，联合应用

ROS与ATRA更合理，但其使用的有效浓度仍值

得进一步的研究。
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