
书书书

第１７卷第４期
２０１１年８月 　　　　　　　　　　　　　　 中国耳鼻咽喉颅底外科杂志

ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ－ＳｋｕｌｌＢａｓｅＳｕｒｇｅｒｙ　　　　　　　　　　　　　
Ｖｏｌ．１７Ｎｏ．４
　 Ａｐｒ．２０１１

基金项目：衡阳市科学技术局科研计划项目（编号：２００９ＫＪ３５）。
作者简介：沈宝茗，女，主任医师。
通讯作者：沈宝茗，Ｅｍａｉｌ：ｓｈｅｎｂａｏｍｉｎｇ７７＠１６３．ｃｏｍ．

·基础研究·

美洛昔康对人喉癌 Ｈｅｐ２细胞株作用的研究

沈宝茗，周芝芳，刘　臖

（湖南南华大学第一附属医院 耳鼻咽喉科，湖南 衡阳　４２１００１）

　　摘　要：　目的　探讨美洛昔康对喉癌细胞株 Ｈｅｐ２凋亡作用和对体外培养喉癌 Ｈｅｐ２细
胞周期的影响及作用机制。方法　应用肿瘤细胞培养技术，随机分实验组和空白对照组，培养
不同时间后，用流式细胞仪检测美洛昔康对 Ｈｅｐ２细胞凋亡发生率及对细胞周期的影响，同时
检测美洛昔康作用 Ｈｅｐ２细胞后细胞线粒体跨膜电位的变化。结果　流式细胞仪分析显示美洛
昔康呈浓度依赖性诱导 Ｈｅｐ２细胞凋亡，且实验组 Ｇ１期细胞数明显增加，与对照组比较差异有
统计学意义（Ｐ ＜０．０５）；实验组 Ｈｅｐ２细胞线粒体跨膜电位明显下降，与对照组比较差异有统
计学意义（Ｐ ＜０．０５）。结论 美洛昔康具有诱导 Ｈｅｐ２细胞凋亡及抑制细胞分化的作用，其机
制可能与触发了线粒体凋亡途径有关。
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　　喉癌是头颈部常见的恶性肿瘤之一，
且具 有 上 升 趋 势［１，２］。 有 研 究 发 现 环 氧 合

酶２（Ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２，ＣＯＸ２）在头颈鳞癌
血管形成中起重要作用［３］。Ｃｈｅｎ等［４］用 环

氧合酶２抑制剂赛来昔布中发现赛来昔布
能抑制头颈部鳞状细胞癌细胞的生长，诱导

癌细胞的凋亡。美洛昔康 （Ｍｅｌｏｘｉｃａｍ）是一
种新型的选择性环氧合酶２抑制剂，具有
较强抗炎、镇痛和解热作用，且不良反应较

少，同时美洛昔康也具有抗肿瘤的特征［５，６］。

有实验表明美洛昔康能抑制结肠癌细胞［７］、

肝癌细胞［８］等 肿瘤细胞的生长增殖。但国

内还没有将美洛昔康作用于喉癌细胞的报

道。笔者以喉癌 Ｈｅｐ２细胞株为材料，研究
美洛昔康对 Ｈｅｐ２细胞生长抑制和对其凋
·５５２·



亡 的 诱 导 作 用，同 时 探 讨 美 洛 昔 康 诱 导

Ｈｅｐ２细胞凋亡的机制，为美洛昔康用于临
床治疗喉癌提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　细胞及体外培养
人喉癌Ｈｅｐ２细胞株引自中南大学湘雅

医院耳鼻咽喉头颈外科实验室，接种于含 １５％
小牛血清 ＲＰＭＩ１６４０培养基液中，常规培养，
在３７℃、９５％湿度、５％ＣＯ２孵箱中培养，每
１．５～２ｄ换液传代，取对数生长期细胞，加入
相应溶度的美洛昔康，并设立对照组。

１．２　药物和试剂
美洛昔康（ＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒＩｎｇｅｌｈｅｉｍＦｒａｎｃｅ公司

产品，分 子 量 是 ３５１．４，纯 度 ＞９６％），细
胞培养 ４ｈ内不加药物，然后随即分成 ４个
实 验 组 ，分 别 加 入 ０、０．４、０．８、１．２、
１．６ｍｍｏｌ／Ｌ不同浓度的美洛昔康；对照组
不加药物继续培养。

１．３　ＦＩＴＣ荧光标记、ＦＣＭ法测美洛昔康对
Ｈｅｐ２细胞凋亡的影响

取不 同 浓 度 美 洛 昔 康 （０、０．４、０．８、
１．２、１．６ｍｍｏｌ／Ｌ）处理细胞，每组 ３瓶标
本，细胞经 不 同 浓 度 美 洛 昔 康 处 理 ０、１２，
２４和 ４８ｈ后，用不含 ＥＤＴＡ的胰酶消化收
集 细 胞 ，ＰＢＳ洗 涤 细 胞 ３次 （２０００ｒｐｍ，
５ｍｉｎ），收集 １×１０５ ～５×１０５个细胞，加入
５００μｌ的 ｂｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ悬 浮 细 胞 ，再 加 入
５μｌＡｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ 混 匀 后，加 入 ５ μｌ
ＰｒｏｐｉｄｉｕｍＩｏｄｉｄｅ混 匀 ，室 温 避 光 ，反 应 ５～
１５ｍｉｎ后用流式细胞仪检测，选用 ４８８ｍｎ
激发波长测定样本。

１．４　美洛昔康对 Ｈｅｐ２细胞周期的检测
取 ０、０．４、０．８、１．２、１．６ｍｍｏｌ／Ｌ不同

浓度美洛昔康处理细胞，每组 ３瓶标本，细
胞经不同浓度美洛昔康处理 ２４ｈ，用不含
ＥＤＴＡ的胰酶消化收集细胞。ＰＢＳ洗涤细胞
３次（２０００ｒｐｍ，５ｍｉｎ），收集 １×１０５ ～５×
１０５个细胞，加入 ５００μｌ的 ｂｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ悬
浮细 胞，再 加 入 ５μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ 混 匀
后，加 入 ５μｌＰｒｏｐｉｄｉｕｍ Ｉｏｄｉｄｅ混 匀，室 温 避
光，反应 ５～１５ｍｉｎ后用流式细胞仪检测，
选用 ４８８ｍｎ激发波长测定样本，流式细胞

仪上检测处于 Ｇ１期细胞数量。
１．５　 流式细胞仪检测 Ｈｅｐ２细胞线粒体
跨膜电位

取 １．２ｍｍｏｌ／Ｌ美 洛 昔 康 处 理 细 胞 ０、
１２、２４和 ４８ｈ，每组设 ３瓶细胞，并设空白
对 照 组。 用 不 含 ＥＤＴＡ 的 胰 酶 消 化 收 集
细 胞 。ＰＢＳ洗 涤 细 胞 ３次 （２０００ｒｐｍ，
５ｍｉｎ），收集 １×１０５ ～５×１０５个细胞，加入
５００μｌ终溶度为 ５ｍｇ／ｍｌ的 ＪＣ１，３７℃恒
温箱避光温孵 １０ｍｉｎ，用 ＰＢＳ重悬沉淀，上
流式细胞仪检测，激发波长为 ４８８ｎｍ，通过
荧光通道 ＦＬ１（绿）和 ＦＬ２（红）检测荧光强
度，每份 Ｈｅｐ２细胞悬液标本获取 １０×１０３

个细胞，应用 ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件获取和分析数
据，发红色荧光即为线粒体结构未受损，统

计 Ｈｅｐ２细胞线粒体跨膜电位的变化。
１．６　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１３．０统 计 软 件，数 据 以 均 数
±标准差 （珋ｘ±ｓ）表示，两组间比较采用
独立样本 ｔ检验，多组间比较采用单因素方
差分析，Ｐ ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　美洛昔康促进 Ｈｅｐ２细胞凋亡的作用
美洛 昔 康 对 Ｈｅｐ２细 胞 周 期 的 检 测。

经 ０、０．４、０．８、１．２、１．６ｍｍｏｌ／Ｌ不 同 浓
度美洛昔康分别处理 ０、１２、２４和 ４８ｈ，流
式细胞仪 （见表 １）分析，随浓度增加凋亡
率也随之增加，方差分析各浓度组凋亡率差

异具有统计学意义（Ｐ ＜０．０５）。

表 １　不同浓度美洛昔康对 Ｈｅｐ２细胞凋亡的影响

浓度

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

时间

０ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ

０ ０．９±０．１ ０．９±０．１ １．１±０．２ １．２±０．３

０．４ － ４．０±０．２ ６．９±０．２ ７．３±０．３

０．８ － ４．９±０．３ ８．４±０．３ ７．６±０．４

１．２ － ６．４±０．３ １０．１±０．４ １４．５±０．４

１．６ － １１．８±０．５ １５．８±０．５ １６．９±０．５

２．２　美洛昔康对 Ｈｅｐ２细胞周期的检测
经 ０、０．４、０．８、１．２、１．６ｍｍｏｌ／Ｌ不同

浓度美洛昔康处理 ２４ｈ，流式细胞仪检测，
·６５２·
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其凋亡率分别（图 １），随溶度增加处于 Ｇ１
期细胞明显增加，溶度到 １．２ｍｍｏｌ／ｌ时 Ｇ１
期细胞达到高峰。方差分析各溶度组 Ｇ１期
细胞数差异具有统计学意义（Ｐ ＜０．０５）。

图 １　美洛昔康处理 Ｈｅｐ２细胞 ２４ｈ对其周期的
影响（Ｐ ＜０．０５）

２．３　美洛昔康对 Ｈｅｐ２细胞跨膜电位的
影响

喉癌 细 胞 株 Ｈｅｐ２经 美 洛 昔 康 处 理 后
的细胞跨膜电位情况见表 ２。对照组在 ０、
１２、２４、４８ｈ后均 无 明 显 细 胞 跨 膜 电 位 的
下降，而用药 ２４ｈ组细胞在不同浓度美洛
昔康（０、０．４、０．８、１．２、１．６ｍｍｏｌ／Ｌ）作用
后，随着美洛昔康浓度的增加，细胞跨膜电

位明显下降，细胞跨膜势能呈递减趋势，方

差分析各浓度组之间差异有统计学意义，有

明 显 剂 量 依 赖 性 （Ｐ＜０．０５，图 ２）。而
１．２ｍｍｏｌ／Ｌ用药组作用 ０、１２、２４和 ４８ｈ
后，随着药物作用时间延长，细胞跨膜电位

明显下降，细胞跨膜势能呈递减趋势，方差

分析各浓度组之间差异有统计学意义，有明

显剂量依赖性（Ｐ ＜０．０５，图 ３）。

表 ２　美洛昔康对 Ｈｅｐ２细胞跨膜电位的影响（Ｐ
＜０．０５）

浓度
时间

０ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ

０ ２３１．５±６．２ ２２４．９±６．６ ２１２．８±６．１ ２０４．１±７．３

０．４ － ２１０．７±６．４ ２０２．９±５．６ １９２．３±６．２

０．８ － １９９．３±６．１ １９４．８±４．３ １８６．７±５．４

１．２ － １８２．８±５．０ １７５．１±３．９ １６０．３±５．９

１．６ － １７５．６±５．３ １６１．５±４．２ １５２．５±３．８

图 ２　不同浓度的美洛昔康处理 Ｈｅｐ２细胞 ２４ｈ
对其线粒体跨膜势能的影响（Ｐ ＜０．０５）

图 ３　１．２ｍｍｏｌ／Ｌ美洛昔康处理 Ｈｅｐ２细胞不同时
间对其线粒体跨膜势能的影响（Ｐ＜０．０５）

３　讨论

　　肿瘤的生长速度主要决定于生长分数
及与肿瘤细胞的生成和丢失之比，与倍增时

间关系不大。生长分数是指处于增殖阶段

的细胞所占的比例，生长分数越大，肿瘤增

长越迅速，反之，增长越慢。因此通过抑制

肿瘤细胞的生长，诱导肿瘤细胞的凋亡来消

除肿瘤已经成为一种有效的肿瘤治疗途径。

近年来，细胞凋亡的研究重点从细胞核转向

线粒体，各种死亡信号诱导线粒体膜通透性

改变，引起线粒体膜电位下降，导致促凋亡

物质释放，继而激活 ｃａｓｐａｓｅ，最终使细胞凋
亡。Ｃａｓｐａｓｅ是一类对天冬氨酸特异的半胱
氨酸蛋白酶，在细胞凋亡执行过程中直接参

与早期 凋 亡 启 动、信 号 传 递 及 晚 期 凋 亡 效

应。本文应用细胞跨膜电位检测方法检测美

洛昔康对 Ｈｅｐ２细胞的细胞跨膜电位作用，
结果显示随着浓度增加和时间的延长，细胞

线粒体跨膜势能逐渐降低，呈一定的时间和

剂量依赖性特点，在高溶度 １．６ｍｍｏｌ／Ｌ时，
４８ｈ时细胞线粒体跨膜势能下降最多；不同
浓度美洛昔康作用 Ｈｅｐ２细胞 ２４ｈ，细胞线
粒体跨膜势能逐渐下降；１．２ｍｍｏｌ／Ｌ美洛昔
康作用 Ｈｅｐ２细胞不同时间后，其跨膜电位
逐渐下降。因此本实验充分证实美洛昔康的
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浓度和用药时间对喉癌 Ｈｅｐ２细胞的促凋亡
的有 效 性，这 一 结 果 和 国 内 相 关 研 究 一

致［９，１０］。ＣＯＸ２催化花生四烯酸是产生前列
腺素的限速酶，其中 ＰＧＥ２为主要催化产物，
ＰＧＥ２有促进肿瘤生长的作用，有研究显示
ＰＧＥ２可使 ＨＣＡ７结肠癌细胞克隆数增多，
选择性 ＣＯＸ２抑制剂 ＳＣ５８１２５减少其克隆
数，但 ＰＧＥ２可逆转其抑制作用。美洛昔康
是否对 Ｈｅｐ２细胞有诱导凋亡的作用，本实
验用流式细胞仪检测细胞凋亡率和细胞周

期，结果显示 １．６ｍｍｏｌ／Ｌ浓度组干预 ２４ｈ
后相对于其他浓度组和对照组，处于 Ｇ１期
细胞含量明显增加，凋亡细胞明显增加，细

胞 凋 亡 率 结 果 显 示 ，１．６ｍｍｏｌ／Ｌ组 干 预
４８ｈ后，细胞凋亡率与对照组差异有统计学
意义。
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（上接第 ２５４页）

　　 上述实验结果表明：ＦＸＹＤ６蛋白在鼻
咽 癌 组 织 中 存 在 高 表 达 ４．３％ （１０８／
１２８），而在鼻咽慢性炎症对照组中阳性表
达率仅为 ５％。ＦＸＹＤ６蛋白 在 有 颈 淋 巴 结
转移组（Ｎ１组）中的阳性率明显高于无颈淋
巴结转移组（Ｎ０ 组）（Ｐ ＜０．０１），但在年
龄、性别、病理类型、临床分期的分组中差

异均 无 统 计 学 意 义 （Ｐ ＞０．０５）。ＦＸＹＤ６
蛋白在鼻咽癌中存在过度表达，且和颈淋巴

结转移明显相关，说明 ＦＸＹＤ６蛋白在鼻咽
癌的发生和转移中可能起着重要的作用。
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