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COX-2 抑制剂尼美舒利对 HSC-T6 细胞增殖及凋亡的影响
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[摘　 要] 　 目的　 探讨环氧合酶-2(COX-2)抑制剂尼美舒利对肝星状细胞(HSC) -T6 细胞增殖、凋亡的影响。 方法　 将 HSC-
T6 细胞实验分为对照组(RPMI-1640 培养液)、低剂量组(尼美舒利 200 μmol / L 培养液)和高剂量组(尼美舒利 400 μmol / L 培

养液)。 采用免疫细胞化学法检测各组 COX-2 蛋白表达水平,MTT 法检测各组细胞增殖能力,流式细胞术检测各组细胞凋亡

情况。 结果　 低剂量组、高剂量组 COX-2 表达水平均低于对照组(P<0. 05)。 在 48、72 h 时,HSC-T6 细胞增殖能力为高剂量

组<低剂量组<对照组(P<0. 05)。 高剂量组、低剂量组 HSC-T6 细胞凋亡率均高于对照组(P<0. 05)。 结论　 尼美舒利对大鼠

HSC-T6 细胞具有抑制增殖、诱导凋亡的作用。
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Effects of COX-2 inhibitor nimesulide on the proliferation and apoptosis of HSC-T6 cells
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To explore the effects of cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitor nimesulide on the proliferation and apoptosis
of hepatic stellate cell(HSC)-T6. 　 　 Methods　 The HSC-T6 cells experiment were divided into a control group (RPMI-1640 medi-
um), a low-dose group (nimesulide 200 μmol / L medium), and a high-dose group (nimesulide 400 μmol / L medium). 　 Immunocy-
tochemistry was used to detect the expression level of COX-2 protein in each group, MTT assay was used to detect the cell proliferation
ability of each group, and flow cytometry was used to detect cell apoptosis. 　 　 Results　 The expression levels of COX-2 in both low-
dose and high-dose groups was lower than that in the control group (P<0. 05). 　 At 48 and 72 hours, the proliferation ability of HSC-
T6 cells was in an order of the high-dose group<the low-dose group<the control group (P<0. 05). 　 The apoptosis rate of HSC-T6 cells
in the high-dose and low-dose groups was higher than that in the control group (P<0. 05). 　 　 Conclusion　 Nimesulide has inhibitory
effects on proliferation and induces apoptosis in rat HSC-T6 cells.
[KEY WORDS]　 COX-2;　 nimesulide;　 cell proliferation;　 cell apoptosis;　 HSC-T6

　 　 肝纤维化是慢性肝病进展的关键病理过程,与
肝细胞癌的发生发展密切相关,目前尚缺乏有效的

治疗手段[1-4]。 肝星状细胞 ( hepatic stellate cells,
HSC)作为肝纤维化的核心效应细胞,在肝脏受损时

由静止态转化为活化态,通过过度分泌细胞外基质

驱动纤维化进程[5],因此调控 HSC 的增殖与凋亡成

为干预肝纤维化的重要策略。 环氧合酶-2(cycloox-
ygenase-2,COX-2)作为诱导型炎症介质,在正常肝

脏组织中表达微弱,但在慢性肝炎和肝硬化组织中

呈现进行性高表达特征,其表达水平与肝纤维化程

度呈正相关[6-7]。 虽然本课题组前期研究发现 COX-
2 抑制剂可显著改善大鼠肝纤维化[8-9],但其具体作

用机制尚未阐明。 本研究选用选择性 COX-2 抑制

剂尼美舒利,通过观察其对 HSC-T6 细胞增殖和凋

亡的影响,旨在揭示 COX-2 促进肝纤维化细胞分子

机制,为临床防治肝纤维化提供新的理论依据和治

疗靶点。
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1　 材料和方法

1. 1　 主要材料

　 　 HSC-T6 细胞株(南华大学药理实验室传代保

存);尼美舒利(美国 Sigma 公司);RPMI-1640 培养

基(美国 Gibco 公司);二甲基亚砜(上海艾锐化工

有限公司);10%小牛血清(杭州四季青生物工程材

料有限公司);Annexin V-APC / 7-AAD 细胞凋亡检

测试剂盒(美国 BD 公司)。
1. 2　 细胞培养及分组

HSC-T6 细胞接种于 10% 小牛血清的 RPMI-
l640 培养基中,于 37 ℃饱和湿度、含 5% CO2 的孵

箱中培养。
根据不同的培养液,将 HSC-T6 细胞实验分为

对照组(RPMI-1640 培养液)、低剂量组(尼美舒利

200 μmol / L 培 养 液 ) 和 高 剂 量 组 ( 尼 美 舒 利

400 μmol / L 培养液)。
1. 3　 免疫细胞化学法检测 COX-2 表达水平

将 处 于 对 数 生 长 期 的 HSC-6 细 胞 以 4 ×
104 个 / mL 的密度接种于 6 孔板内的玻片上,培养

48 h。 细胞爬片经 PBS 洗涤 3 次后,30 ℃甲醇固定

15 min;0. 1% Triton X-100 透化 10 min;10%山羊血

清于 30 ℃ 封闭 30 min。 随后,实验组加入兔抗

COX-2 一抗(1 ∶ 200),阴性对照组则以 PBS 代替一

抗,4 ℃ 孵育过夜。 次日,加入生物素标记的二抗

(1 ∶ 500,30 ℃,1 h)和链霉亲和素-过氧化物酶复

合物(30 ℃,30 min),DAB 显色 1 min 终止。 样本

经脱水、透明后封片。 COX-2 阳性信号定位于胞质,
呈棕黄色[10]。 随机计数 10 个高倍视野(约 1 000 个

细胞 / 视野),计算阳性细胞百分比并取均值。
1. 4　 MTT 法检测细胞增殖能力

将 HSC-T6 细胞以 5×103 个 / 孔接种于 96 孔板

中,每孔加入 200 μL 含 10%胎牛血清的 RPMI-1640

培养液,37 ℃、5% CO2 条件下培养 2 ~ 3 h。 低剂量

组、高剂量组分别加入 100 μL 含 200 μmol / L 和

400 μmol / L 尼美舒利的培养液,对照组加入等量培

养液,每组设 3 个复孔。 各组培养 24、48、72 h 后,
弃上清,PBS 洗涤,每孔加入 100 μL PBS 和 120 μL
5 g / L MTT 溶液,继续培养 4 ~ 6 h。 终止培养后加

入 150 μL 二甲基亚砜,振荡 10 min,用酶标仪于

490 nm 波长处测定光密度(optical density,OD)值。
1. 5　 流式细胞术检测细胞凋亡情况

将 HSC-T6 细胞置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中,

采用含 10% 胎牛血清的 RPMI-1640 培养基培养

48 h。 经 0. 2%胰酶消化后离心收集细胞,用 4 ℃预

冷 PBS 洗涤 2 次。 加入 250 μL 结合缓冲液重悬细

胞,调整密度至 1×106 个 / mL。 取 100 μL 细胞悬液

加入流式管,依次加入 5 μL Annexin V-FITC 和

10 μL 20 μg / mL PI 染液,30 ℃ 避光孵育 15 min。
最后用 400 μL PBS 重悬细胞,经 400 目筛网过滤

后,采用流式细胞仪检测各组细胞凋亡率,数据通

过 ModFit LT 软件进行分析。
1. 6　 统计学处理

采用 SPSS16. 0 统计软件分析数据。 计量资料

比较采用方差分析,计数资料比较采用卡方检验。
P<0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 各组 COX-2 表达水平比较

对照组 HSC-T6 细胞胞质内存在大量棕黄色颗

粒,而其他两组棕黄色颗粒减少(图 1)。 COX-2 阳

性表达率,低剂量组(40. 13% ±4. 40% )和高剂量组

(30. 36% ± 5. 81% ) 均 低 于 对 照 组 ( 70. 13% ±
2. 40% )(P<0. 05;图 1)。

图 1　 各组 HSC-T6 细胞 COX-2表达情况比较(SP,200×)

879 ISSN 2095-1116 Medical Science Journal of Central South China,Vol 53,No 6,2025



2. 2　 各组 HSC-T6 细胞增殖能力比较

对照组 HSC-T6 细胞增殖能力随时间的延长呈

持续增强趋势(P<0. 05)。 在 48、72 h 时,HSC-T6
细胞的增殖能力为高剂量组 <低剂量组 <对照组

(P<0. 05;表 1)。
2. 3　 各组 HSC-T6 细胞凋亡率比较

HSC-T6 细 胞 凋 亡 率, 低 剂 量 组 ( 25. 2% ±
7. 7% )和高剂量组(65. 9% ±2. 9% )均高于对照组

(10. 2% ±1. 3% )(P<0. 05;图 2)。

表 1　 各组 HSC-T6 细胞不同时间增殖 OD490 值比较

时间 对照组 低剂量组 高剂量组

0 h 0. 369±0. 015 0. 400±0. 025 0. 389±0. 022

24 h 0. 602±0. 051a 0. 526±0. 003a 0. 725±0. 045a

48 h 1. 201±0. 103ab 1. 109±0. 218abd 0. 475±0. 087abde

72 h 1. 928±0. 142abc 0. 969±0. 055abcd 0. 227±0. 051abcde

　 　 注:a 为 P<0. 05,与同组 0 h 比较;b 为 P<0. 05,与同组 24 h 比
较;c 为 P<0. 05,与同组 48 h 比较;d 为 P<0. 05,与对照组同时间比
较;e 为 P<0. 05,与低剂量组同时间比较。

图 2　 流式细胞术检测各组 HSC-T6 细胞凋亡情况

A、B、C 分别为对照组、低剂量组、高剂量组双变量流式细胞仪的散点图;其中,左上象限(B1)为细胞收集过程中产生的损伤细胞;
右上象限(B2)是晚期凋亡细胞和坏死细胞;左下象限(B3)展示的是活细胞;右下象限(B4)则代表早期凋亡细胞。

3　 讨　 论

尼美舒利作为一种选择性 COX-2 抑制剂和非

甾体抗炎药,已被证实具有抗肿瘤和抗增殖活性,
可诱导多种肿瘤细胞凋亡[11-12]。 本研究发现,尼美

舒利能显著降低 HSC-T6 细胞中 COX-2 的阳性表达

率(P<0. 05),同时抑制细胞增殖并促进细胞凋亡

(P<0. 05),这一结果为阐明其抗肝纤维化作用机制

提供了新的实验依据。 本课题组前期研究曾报道

尼美舒利具有抗肝纤维化作用[8],但其具体机制尚

未明确。 本研究从细胞水平证实,尼美舒利可通过

调控 HSC-T6 细胞的增殖与凋亡发挥抗肝纤维化

作用。
COX-2 作为前列腺素合成的关键酶,其代谢产

物在 HSC 功能调控中具有重要作用。 研究表明,肝
脏 M2 巨噬细胞分泌的前列腺素 E2 ( prostaglandin
E2,PGE2)可通过与 HSC 表面的 E 型前列腺素受体

4(prostaglandin E Receptor 4,EP4)结合,促进 HSC
自噬,进而增强其活化及细胞外基质沉积[13]。 本实

验中尼美舒利显著抑制 COX-2 表达,提示其可能通

过干扰 COX-2 / PGE2 / EP4 信号轴抑制 HSC 活化。
此外,张丽君等[14]发现,沉默 COX-2 可抑制 HSC-T6
细胞增殖,且该作用可被 P53 信号通路抑制剂

Pifithrin-α 逆转,表明 COX-2 可能通过 P53 通路调

控 HSC 增殖。 虽然本研究未直接探讨 P53 通路的

作用,但为后续研究提供了重要方向。
在细胞凋亡调控方面,本实验发现尼美舒利可

显著提高 HSC-T6 细胞凋亡率(P<0. 05)。 研究表

明,COX-2 代谢产物 2-花生四烯酰甘油(2-arachi-
donoylglycerol,2-AG)能选择性诱导 HSC 凋亡[15],而
尼美舒利作为 COX-2 抑制剂,可能通过减少 2-AG
的分解促进 HSC 凋亡。 这一假设需通过检测 2-AG
水平变化进一步验证。 COX-2 在正常组织中表达

水平极低,但在肝纤维化过程中被显著诱导[5-6] 。
本研究证实,抑制 COX-2 可通过双重机制———即

抑制 HSC-T6 细胞增殖和促进其凋亡———发挥抗

纤维化作用,这为肝纤维化的治疗提供了新的

靶点。
综上所述,本研究揭示了尼美舒利通过抑制

COX-2 表达调控 HSC-T6 细胞增殖与凋亡的作用,
为阐明 COX-2 促进肝纤维化的分子机制提供了实

验依据。 未来研究可进一步探索:①尼美舒利是否

通过 P53 信号通路抑制 HSC 增殖;②其对 COX-2
下游代谢产物(如 PGE2、2-AG)的具体调控机制。
这些研究将有助于开发以 COX-2 为靶点的抗肝纤

维化新策略。 (下转第 1100 页)
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疗。 相较于认知水平低的父母,认知水平较高的父

母更易主动发现 CH 患儿的智力障碍情况并及时就

诊,整体治疗依从性高,使用正确的训练方法改善

CH 患儿的智力水平[15]。
综上所述,CH 患儿神经精神发育情况与 FT3、

FT4、TSH 水平呈一定相关性,早产、母亲甲状腺功能

减退、父母学历情况、FT3、FT4、FSH 对 CH 患儿神经

精神发育均有显著影响,临床可针对性采取措施预

防 CH 患儿神经精神发育不良。
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