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Akt1 在环氧合酶鄄2 抑制剂抑制宫颈癌
Hela 细胞增殖中的作用
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摘摇 要:摇 目的摇 研究 Akt1 在环氧合酶 2 抑制剂 NS398 抑制宫颈癌 Hela 细胞增殖过程中的作用。 摇 方法摇
以不同浓度的 NS398 或 Akt1 选择性激动剂 IGF鄄1 与 NS398 共同处理 Hela 细胞,采用噻唑蓝(MTT)比色法分析细

胞生长抑制率,Western blotting 免疫印迹技术分别检测 Akt1 蛋白表达的变化。 摇 结果摇 与对照组比较,不同浓度

的 NS398 处理 Hela 细胞后,细胞生长抑制率( IR)增加(P < 0. 05);NS398 呈浓度和时间依赖性下调 Hela 细胞 Akt1
蛋白质的表达(P < 0. 05);与单独用 NS398 组比较,Akt1 激动剂与 NS398 共同处理细胞后,细胞 IR 值逐渐下降,并
且其作用呈浓度依赖和时间依赖性(P < 0. 05)。 摇 结论摇 NS398 呈剂量和时间依赖性抑制 Hela 细胞的增殖,其作

用机制可能与下调 Akt1 蛋白的表达有关。
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Effect of Akt1 on Inhibition of Cervical Cance Hela Cell蒺s
Proliferation by Cyclooxygenase鄄2 Inhibitor

Liu Xiaoye,Zhou Jianbin,Li Ting,Huang Yuliang
(Department of Obstetrics and Gynaecology,the Second Affiliated Hospital,

University of South China,Hengyang,Hunan 421001,China)

Abstract:摇 Objective摇 Investigate to the effect of Akt1 on Inhibition of Cervical Cance Hela Cell Proliferation by Cy鄄
clooxygenase鄄2 inhibitor. 摇 Methods摇 Hela cells were treated with NS398 and (or) Akt1 agonist IGF鄄1,then the growth
inhibitory rate (IR) of cell was evaluated by MTT assay. The expressions of Akt1 were detected by Western Blotting. 摇 Re鄄
sults摇 NS398 significantly increase the IR of Hela cells and down鄄regulate the Akt1 protein expression(P < 0郾 05). Akt1
agonist IGF鄄1 decreased the IR of Hela cells compared with only treated with NS398 groups. These effects are dose鄄depend鄄
ent manner. 摇 Conclusion摇 NS398 inhibits Hela cell growth in a dose鄄dependent and time鄄dependent manners,and the
mechanism may be related to down鄄regulate the expressions of Akt1.
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摇 摇 宫颈癌是较为常见的女性生殖系统恶性肿瘤,据
WHO 统计,全球 80%的宫颈癌患者集中在发展中国

家,国内每年新增病例约 11 万以上[1],对宫颈癌发病

机制的研究越来越引起研究者的重视。 环氧合酶(cy鄄
clooxygenase,COX)是前列腺素生物合成过程中重要的

限速酶,COX鄄2 是其中的一种亚型,生长因子,促炎症

细胞因子等的激活可以促进 COX鄄2 的表达。 大量的研

究发现,COX鄄2 存在于许多恶性肿瘤中,如结肠癌、肺
癌、乳腺癌、胰腺癌和宫颈癌等,可能通过影响肿瘤细

胞的增殖,增强肿瘤侵袭力,促进肿瘤转移等机制与恶

性肿瘤的不良预后及低生存率密切相关[2鄄3]。 氮鄄2,环
己氧鄄4,硝基苯鄄甲基磺胺(NS398)是 COX2 的特异性抑

制剂,研究发现它可抑制肿瘤的增殖,促进肿瘤细胞的

凋亡,但其具体机制尚不清楚。 Akt1 是一种丝氨酸 /苏
氨酸蛋白激酶,又称为蛋白激酶 B(protein kinase,
PKB)。 活化的 Akt1 可以抑制细胞的凋亡,促进细胞周
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期运行,促进细胞侵袭和转移[4]。 本研究以人宫颈癌

细胞株(Hela 细胞)为研究对象,观察 NS398 对 Hela 细

胞增殖的抑制作用及 Akt1 蛋白表达的变化,并采用

Akt1 激动剂活化 Akt1,进一步探讨 Akt1 在 NS398 抑制

Hela 细胞增殖过程中的作用。

1摇 材料与方法

1. 1摇 主要试剂

摇 摇 NS398 购自美国 Sigma 公司,溶解在 100%二甲

基亚砜(DMSO)溶剂中,配成 100 mmol / L 的液体,
实验时稀释至不同浓度。 IGF鄄1 购自澳大利亚

GroPep 公司,磷酸化 Akt1 单克隆抗体(即 p鄄Akt,为
Ser473 位点磷酸化)购自美国 Cell Signaling Tech鄄
nology 公司,Western blotting 免疫印迹所用二抗购自

武汉博士德生物工程有限公司。 DMEM 培养基购

自美国 Hyclone 公司,BCA 蛋白检测试剂盒购自

Hyclone 公司,噻唑蓝(MTT)比色法试剂盒、丽春红

染色剂及其它检测试剂盒均为国产试剂。
1. 2摇 细胞株及培养条件

人宫颈癌细胞株(Hela 细胞)购自中科院上海

细胞生物学研究所。 细胞贴壁生长于含双抗(青霉

素和链霉素) 及 10% 小牛血清的 DMEM 中,置

37 益、5% 的 CO2 饱和湿度培养箱中培养,以 0.
25%胰酶和 0. 02% 乙二胺四乙酸(EDTA)1 颐 1(V /
V)混合的消化液进行传代换液,各组实验分别取对

数生长期的细胞进行。
细胞在给 NS398 和 IGF鄄1 前无血清培养基饥饿

过夜,使细胞处于相同增殖状态。 NS398 用 DMSO
配制成 50mmol / L 的贮存液(使用时培养液中 DMSO
浓度不超过 0. 1% ),鄄80毅C 保存,使用时用无血清培

养基稀释成所需要的工作浓度。
1. 3摇 MTT 比色法检测细胞的生长

取对数生长期的培养细胞,传代并接种于 96 孔

板中,培养 24 h 后,以无血清培养液处理 24 h,然后

换含不同处理因素的培养液分别分组处理细胞,每
组设 5 个复孔,分别培养相应的时间后,加入新鲜配

制的 MTT,再继续培养 4h 后,弃去培养液,加入二

甲基亚砜(DMSO),10 min 后在全自动酶标仪上测

定 570 nm 处吸光度(A 值),以 A570 nm值代表细胞活

力。 细胞生长抑制率(IR)按如下公式计算:生长抑

制率(% ) = (对照组 A 值 -实验组 A 值) /对照组 A
值 伊 100% 。

1. 4摇 Western blotting 免疫印迹检测蛋白质的表达

采用悬浮缓冲液裂解细胞,常规提取细胞总蛋

白。 经 BCA 法蛋白定量后,各组分别取。 50 滋g 蛋

白进行电泳,转 PVDF 膜后用丽春红染色检测转膜

效果,再用 10% 脱脂奶粉封闭 PVDF 膜,然后依次

孵育一抗(4 益孵育过夜)、TBST 液洗涤(三次,共
15 min)、二抗(室温孵育 1 h),经 TBST 液洗涤(三
次,共 15 min)后,以 Western 免疫荧光检测试剂盒

激发荧光,于暗室中显示于 X 光片,结果用凝胶图

像分析系统对胶片扫描进行相对灰度分析。
1. 5摇 统计学分析

采用 SPSS13. 0 统计软件处理数据。 实验结果

以均数 依标准差( x 依 s)表示,两两之间比较采用 t
检验,多组间数据的比较采用单因素方差分析,P <
0. 05 被认为差异有显著性。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 环氧合酶抑制剂 NS398 对 Hela 细胞增殖的影响

为了解 NS398 对 Hela 细胞增殖的影响,采用

MTT 法检测细胞的吸光度,计算 IR 值后显示,不同

浓度(0、50、100、150、200 滋mol / L)NS398 分别处理

细胞 0,12,24,36,48 h 后,细胞代谢 MTT 的能力明

显降低,IR 值逐渐上升,这表明 NS398 可明显抑制

Hela 细胞的生长,并且其抑制作用呈浓度依赖性和

时间依赖性(P < 0. 05)(图 1)。

图 1摇 MTT 法分析不同浓度的 NS398 对 Hela 细胞生长抑

制率的影响摇 #表示同一个浓度组内分别与 0 h 组比较,同一时间

组内分别与 0 滋mol / L 组比较,P < 0. 05,n = 5

2. 2 摇 环氧合酶抑制剂 NS398 对 Hela 细胞 p鄄Akt1
蛋白表达的影响

为观察环氧合酶抑制剂 NS398 对 Hela 细胞 p鄄
Akt1 蛋白质表达的影响,采用不同浓度(0、50、100、
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150、200 滋mol / L)NS398 处理 Hela 细胞 24 h 后,以
Western blotting 免疫印迹法检测 p鄄Akt1 蛋白质的表

达,结果显示,随着 NS398 浓度的增加,细胞中 p鄄
Akt1 蛋白的表达逐渐下调,其效应呈浓度依赖性

(P < 0. 05)(图 2)。

图 2摇 不同浓度 NS398 处理 Hela 细胞 24 h 后 p鄄Akt1 蛋白

质表达的变化摇 #与 0 滋mol / L 组比较,P < 0. 05,n = 3

摇 摇 此外,为观察环氧合酶抑制剂 NS398 对 Hela 细

胞 p鄄Akt1 蛋白质表达的影响的时效性,采用 150
滋mol / L 的 NS398 处理 Hela 细胞不同时间(0,12,
24,36,48 h),以 Western blotting 免疫印迹法检测 p鄄
Akt1 蛋白质的表达,结果显示,随着 NS398 处理时

间的增加,细胞中 p鄄Akt1 蛋白的表达逐渐下调,其
效应呈时间依赖性(P < 0. 05)(图 3)。

图 3摇 NS398(150 滋mol / L)处理 Hela 细胞不同时间后 p鄄
Akt1 蛋白表达的变化摇 #与 0 h 组比较,P < 0. 05,n = 3

2. 3摇 Akt1 激动剂 IGF鄄1 在 NS398 抑制 Hela 细胞增

殖过程中的作用

为进一步探讨 Akt1 在环氧合酶抑制剂 NS398

影响 Hela 细胞增殖过程中的作用,在 150 滋mol / L
NS398 处理细胞的基础上,同时结合不同浓度的

Akt1 激动剂 IGF鄄1(50,100,150 ng / ml)处理 Hela 细

胞 0,12,24,36,48 h,经 MMT 法检测细胞的吸光度

并计算 IR 值后显示,Akt1 激动剂处理后,Hela 细胞

代谢 MTT 的能力明显增强,其 IR 值逐渐下降,这表

明 Akt1 活性增强可以在一定程度上逆转 NS398 对

Hela 细胞增殖的抑制作用,并且其作用呈浓度依赖

性和时间依赖性(P < 0. 05)(图 4)。

图 4 摇 不同浓度 IGF鄄1 对 NS398 (150 滋mol / L)作用下的

Hela细胞生长抑制率的影响摇 #表示不同处理组内分别与 0 h 组

比较,同一时间组内分别与仅用 NS398 处理组比较,P <0. 05,)n =5

3摇 讨摇 摇 论

宫颈癌是女性最常见的恶性肿瘤,发病率居女

性生殖道肿瘤的首位,近年来其发病率有逐年上升

和发病年轻化的趋势[5],但目前宫颈癌的发病机制

尚未完全阐述清楚。 NS398 是环氧合酶鄄2 ( Cy鄄
colooxygenase 2,COX鄄2)的选择性抑制剂,属磺胺类

制剂的衍生物,是非甾体类抗炎药物之一[6]。 近年

来,大量的研究表明 NS398 除特异性地抑制 COX鄄2
的表达之外,还可以抑制肿瘤细胞的增殖,诱导肿瘤

细胞凋亡[7鄄8]。 有研究发现,NS398 可呈浓度依赖性

抑制舌鳞癌细胞株 Tca8113 细胞中 MMP2 的表达,
抑制肿瘤细胞的增殖和侵袭[9]。 邹明英等[5] 研究

发现,NS398 抑制宫颈癌 Hela 细胞增殖及 MMP2 的

表达。 这些研究说明 NS398 可以抑制宫颈癌的发

展,但其具体分子机制尚未研究清楚。 我们在实验

中也发现,NS398 可呈浓度依赖性和时间依赖性抑

制 Hela 细胞的增殖。
Akt1 在组织中分布广泛,是 Akt 的亚型之一,

也是 PI3K / Akt 通路下游的主要作用靶点。 它作为

细胞信号网络中的中枢环节,对细胞增殖、分化及存
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活等多种生物学业过程起重要的调节作用,参与调

节肿瘤、糖尿病、炎症和动脉粥样硬化等疾病的发

生。 研究发现,Akt 可磷酸化 Caspase鄄9 前体,抑制

细胞凋亡[10];上调抑癌基因 c鄄Myc 的表达,调节细

胞周期,促进细胞的增殖[11];Akt 稳定转染的细胞

株能诱导上皮间质转换且 E鄄钙黏素表达下调,细胞

黏附性降低,促进细胞的侵袭和转移,从而在肿瘤的

发生发展中起着重要的作用[12]。 此外,国内研究也

发现,磷酸化 Akt(p鄄Akt)特异性过表达于子宫内膜

样癌中,与其侵袭、转移等恶性生物学行为密切

相关[13]。
本研究采用环氧合酶抑制剂 NS398 处理宫颈

癌 Hela 细胞后,发现 p鄄Akt1 蛋白质表达下调,并且

NS398 的作用效应呈浓度依赖性和时间依赖性,这
提示 NS398 抑制宫颈癌细胞增殖的作用可能与 p鄄
Akt1 表达的下调有关。 为明确 Akt1 在其中的作

用,我们采用了不同浓度的 Akt1 激动剂 IGF鄄1 与

NS398 共同处理 Hela 细胞,结果发现,Akt1 激动剂

可以在一定程度上逆转 NS398 对 Hela 细胞增殖的

抑制作用,并且其作用效应也呈浓度依赖性和时间

依赖性。 本实验表明,Akt1 参与了 NS398 抑制宫颈

癌 Hela 细胞增殖的作用,NS398 可能是通过抑制

Akt1 的表达而影响 Hela 细胞的增殖。
总之,本研究证实了 p鄄Akt1 表达的变化能影响

NS398 对 Hela 细胞增殖的抑制作用,表明 Akt1 与

宫颈癌的发生发展有着较为密切的关系,可能是环

氧合酶鄄2 抑制剂抗宫颈癌的可能作用机制之一。
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