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尼美舒利通过ＰＰＡＲγ途径抑制结肠癌细胞增殖
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（１．南京医科大学附属淮安第一医院ＩＣＵ，江苏淮安２２３３００；２．江苏省徐州市第一人民医院消化科　２２１００２；
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　　摘　要：目的　观察过氧化物酶增殖物激活受体γ（ＰＰＡＲγ）抑制剂ＧＷ９６６２干预后，尼美舒利（Ｎ）对结肠癌细胞凋亡和增殖

的影响，探讨ＰＰＡＲγ途径在Ｎ抗癌机制中的作用。方法　体外培养结肠癌ＳＷ４８０细胞，设立不加药对照组、单用ＰＰＡＲγ抑制

剂ＧＷ９６６２组（ＧＷ９６６２组，药物浓度０．１、０．５、１．０、５．０μｍｏｌ／Ｌ）、单用Ｎ组、ＧＷ９６６２＋Ｎ组共４组。ＭＴＴ检测各组细胞生长抑

制率；流式细胞术（ＦＣＭ）检测细胞凋亡及细胞周期的变化。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组中ＰＰＡＲγ、ｐ
２１Ｗａｆ１、ｐ

２７Ｋｉｐ１、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＶＥＧＦ蛋

白的表达。结果　ＭＴＴ检测结果：ＧＷ９６６２组较对照组细胞增殖差异无统计学意义（犘＞０．０５）；Ｎ组呈时间依赖性抑制ＳＷ４８０

细胞增殖（犘＜０．０１）；在ＧＷ９６６２＋Ｎ组中ＧＷ９６６２呈剂量及时间依赖性减弱 Ｎ抑制细胞增殖的作用。ＦＣＭ 检测结果：细胞凋

亡率在ＧＷ９６６２组与对照组之间差异无统计学意义（犘＞０．０５）；Ｎ组与对照组比较，ＳＷ４８０细胞凋亡率显著增加，差异有统计学

意义（犘＜０．０１），Ｇ０／Ｇ１ 期细胞比例明显增加，Ｓ期及Ｇ２／Ｍ 期细胞比例显著减少；ＧＷ９６６２＋Ｎ组细胞凋亡率较 Ｎ组明显降低

（犘＜０．０１），细胞在Ｇ０／Ｇ１ 期的比例降低，Ｓ期和Ｇ２／Ｍ 期细胞的比例升高。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果：Ｎ组与对照组比较ＳＷ４８０

细胞的ＰＰＡＲγ、ｐ
２１Ｗａｆ１、ｐ

２７Ｋｉｐ１、Ｂａｘ蛋白表达率显著增加（犘＜０．０５或犘＜０．０１），Ｂｃｌ２、ＶＥＧＦ的表达率则明显下调（犘＜０．０１）；

ＧＷ９６６２＋Ｎ组与Ｎ组比较，ＳＷ４８０细胞的ＰＰＡＲγ、ｐ
２１Ｗａｆ１、ｐ

２７Ｋｉｐ１、Ｂａｘ蛋白显著表达下调（犘＜０．０５或犘＜０．０１），而Ｂｃｌ２、

ＶＥＧＦ的表达则上调（犘＜０．０５）。结论　Ｎ在体外能有效抑制结肠癌细胞ＳＷ４８０的增殖，促进其凋亡。ＰＰＡＲγ通路在 Ｎ影响

结肠癌细胞增殖、凋亡中发挥重要作用。
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　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｓｔｕｄｙＰＰＡＲγｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ＧＷ９６６２），ｏｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒＳＷ４８０ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｔｅｒｖｅｎｅｄ

ｂｙＮｉｍｅｓｕｌｉｄｅ（Ｎ）ｉｎｖｉｔｒｏ，ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｒｏｌｅｏｆＰＰＡＲγｐａｔｈｗａｙｉｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐ

ｔｏｓｉｓｐｒｏｍｏｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙＮｉｍｅｓｕｌｉｄｅ．犕犲狋犺狅犱狊　Ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ４ｇｒｏｕｐｓ，ｎａｍｅｌｙ：ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＧＷ９６６２ｇｒｏｕｐ

（ＧＷ９６６２０．１，０．５，１．０，５．０μｍｏｌ／Ｌ），Ｎｇｒｏｕｐ，ＧＷ９６６２＋Ｎｇｒｏｕｐ．ＭＴＴａｓｓａｙａｎｄＦＣＭｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ａｐ

ｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＳＷ４８０ｃｅｌｌｓ．ＡｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＰＡＲγ，ｐ
２１Ｗａｆ１，ｐ

２７Ｋｉｐ１，Ｂｃｌ２，Ｂａｘ，ＶＥＧＦｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙ

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．犚犲狊狌犾狋狊　ＮｉｎｈｉｂｉｔｅｄＳＷ４８０ｃｅｌｌｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎａｔｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ（犘＜０．０１）．Ｄｕｒｉｎｇａｓｐｅｃｉａｌｒａｎｇｅ，

ＧＷ９６６２ａｔｔｅｎｕａｔｅｄｅｆｆｅｃｔｏｆｎｉｍｅｓｕｌｉｄｅｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＳＷ４８０ｃｅｌｌｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎａｄｏｓｅａｎｄｔｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ＦＣＭｓｈｏｗｅｄ：ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｏｆＳＷ４８０ｃｅｌｌｓｈａｄｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｃｈａｎｇｅｂｅｔｗｅｅｎＧＷ９６６２ｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（犘＞０．０５）．

ＣｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｇｒｏｕｐＮｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（犘＜０．０１）．ＴｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｏｆＳＷ４８０ｃｅｌｌｓ

ｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＮｉｍｅｓｕｌｉｄｅａｎｄＧＷ９６６２ｄｒｏｐｐｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＮｉｍｅｓｕｌｉｄｅａｌｏｎｅ（犘＜０．０１）．Ａｂｏｖｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄ

ｔｈａｔＧＷ９６６２ｃｏｕｌｄａｔｔｅｎｕａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｎｉｍｅｓｕｌｉｄｅｏｎｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｃｅｌｌｃｙｃｌｅ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＰＡＲγ，ｐ
２１Ｗａｆ１，ｐ

２７Ｋｉｐ１，Ｂａｘｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｎｉｍｅｓｕｌｉｄｅｇｒｏｕｐ（犘＜０．０５

ｏｒ犘＜０．０１），ｂｕｔＢｃｌ２ａｎｄＶＥＧＦｗｅｒｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（犘＜０．０１）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｎｉｍｅｓｕｌｉｄｅｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｏｆＰＰＡＲγ，ｐ
２１Ｗａｆ１，

ｐ
２７Ｋｉｐ１ａｎｄＢａｘｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｏｂｖｉｏｕｓｌｙｉｎＧＷ９６６２＋Ｎｇｒｏｕｐ（犘＜０．０５ｏｒ犘＜０．０１）．Ｃｏｒｒｅ

ｓｐｏｎｄｉｎｇｌｙ，Ｂｃｌ２ａｎｄＶＥＧＦｗｅｒｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｏｂｖｉｏｕｓｌｙ（犘＜０．０５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＮｃｏｕｌｄｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｈｉｂｉｔＳＷ４８０ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａ

ｔｉｏｎａｎｄｉｎｄｕｃｅｉｔｓａｐｏｐｔｏｓｉｓ．ＰＰＡＲγｐａｔｈｗａｙｍａｙｐｌａｙａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＮｉｍｅ

ｓｕｌｉｄｅｉｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｓ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ；ＳＷ４８０ｃｅｌｌ；ｎｉｍｅｓｕｌｉｄｅ

　　结肠癌是最常见的消化道恶性肿瘤之一，流行病学研究显

示，长期服用阿司匹林可明显降低结直肠癌发病的危险性［１］。

２０００年，美国食品与药品管理局（Ｕ．Ｓ．ｆｏｏｄａｎｄｄｒｕｇａｄｍｉｎｉｓ

ｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）已批准将选择性环氧化酶２（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２，

ＣＯＸ２）抑制剂罗非昔布用于ＦＡＰ的治疗
［２］。多数学者认为

非甾体抗炎药（ＮＳＡＩＤｓ）主要通过抑制ＣＯＸ途径发挥抗肿瘤
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 基金项目：徐州市科技计划项目（社会发展ＸＦ１１Ｃ０７４）。　作者简介：章向成（１９７９－），主治医师／讲师，硕士，主要从事消化系统肿瘤的

研究。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｇｘ＿ｃｈｅｎ２０１０＠１６３．ｃｏｍ。



作用，本课题组前期试验证明，无论是选择性还是非选择性

ＣＯＸ２抑制剂均可呈时间和剂量依赖性抑制结肠癌细胞增

殖［３］。过氧化物酶增殖物激活受体（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ

ａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＰＰＡＲｓ）是一类由配体激活的核转录因子，

ＰＰＡＲγ在多种肿瘤细胞中表达，如结肠癌、胃癌、前列腺癌

等［４６］，国外最近有学者发现ＰＰＡＲγ、ＮＦκＢ等非ＣＯＸ途径在

ＮＳＡＩＤｓ的抗肿瘤机制中也具有重要作用
［４］。ＮＳＡＩＤｓ可通过

激活ＰＰＡＲγ在结肠癌早期调节炎性因子，从而促进肿瘤细胞

凋亡［７］。本研究旨在探讨ＰＰＡＲγ在尼美舒利（ｎｉｍｅｓｕｌｉｄｅ，Ｎ）

影响结肠癌细胞凋亡及增殖中发挥的作用及其机制，以期为临

床提供结肠癌防治的新策略。

１　材料与方法

１．１　材料　人结肠癌细胞系ＳＷ４８０购自上海细胞生物研究

所。碘化丙啶（ＰＩ）购自晶美生物有限公司。胰蛋白酶、小牛血

清、ＲＰＭＩ１６４０细胞培养液购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；Ｎ、四甲基偶

氮唑蓝（ＭＴＴ）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、ＧＷ９６６２购自美国Ｓｉｇ

ｍａ公司，青霉素、链霉素购自华北制药厂，ＲＮＡ酶购自厦门泰

晶生物有限公司；ＤＡＢ试剂盒、Ｐｏｗｅｒｖｉｓｉｏｎ染色试剂盒购自

北京中山金桥生物技术有限公司；兔抗ＰＰＡＲγ单克隆抗体、

鼠抗ｐ
２１Ｗａｆ１、ｐ

２７Ｋｉｐ１、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＶＥＧＦ单克隆抗体购自美国

ＳａｎｔａＣｒｕｚ生物技术公司；二抗购自北京中山金桥生物工程

公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　复苏后细胞转入细胞培养瓶中，加入约５

ｍＬ细胞培养液，在３７℃，５％ ＣＯ２ 条件下含有双抗（青霉素

１００Ｕ／ｍＬ；链霉素１００Ｕ／ｍＬ）的ＲＰＭＩ１６４０培养基（含０．００２

μｍｏｌ／Ｌ的Ｌ谷氨酞胺４０μＬ，１０％小牛血清）培养，常规进行

细胞传代，取对数生长期细胞进行实验。

１．２．２　实验分组　实验共分４组：（１）不加药对照组；（２）

ＧＷ９６６２组（终浓度分别为０．１、０．５、１．０、５．０μｍｏｌ／Ｌ）；（３）Ｎ

组；（４）ＧＷ９６６２＋Ｎ组。

１．２．３　ＭＴＴ法检测细胞增殖情况　取对数生长期ＳＷ４８０细

胞，以１×１０５／ｍＬ的细胞密度接种于９６孔板中，０．２ｍＬ／孔，

常规培养。２４ｈ后加入ＧＷ９６６２（终浓度分别为０．１、０．５、１．０、

５．０μｍｏｌ／ｌ）干预，干预０．５ｈ后再分别加入 Ｎ（终浓度为２００

μｍｏｌ／Ｌ），按实验分组，每组每个浓度每个时间点设１２个复

孔，分别培养至２４、４８、７２ｈ后，每孔加入 ＭＴＴ液２０μＬ，３７℃

孵育４ｈ后弃上清液，每孔加入 ＤＭＳＯ１５０μＬ，轻轻震荡１０

ｍｉｎ使其充分溶解后，在４９０ｎｍ波长酶标仪上测定各孔光吸

收值（犗犇）来评估细胞增殖情况。细胞生长抑制率＝（１－给

药组犗犇值／空白组犗犇值）×１００％。

１．２．４　流式细胞术（ＦＣＭ）检测细胞周期及凋亡情况　将对

数生长期ＳＷ４８０细胞以每孔２×１０５／ｍＬ的细胞密度接种于

２４孔板，１ｍＬ／孔，常规培养，２４ｈ后加入 ＧＷ９６６２（终浓度为

０．５μｍｏｌ／Ｌ）干预，干预０．５ｈ后加入 Ｎ（终浓度为２００μｍｏｌ／

Ｌ）。按实验分组每组设６个复孔，进行下面步骤：（１）０．２５％

胰蛋白酶消化收集细胞，用ＲＰＭＩ１６４０培养液洗涤３遍；（２）

加入７０％冷乙醇４℃固定过夜；（３）ＰＢＳ洗涤３次，每次洗涤

后，８００ｒ／ｍｉｎ，离心２～３ｍｉｎ，去上清液。最后加入ＰＩ染液，４

℃避光染色３０ｍｉｎ。采用Ｂｅｃｋｏｎ／ＤｉｃｋｉｎｓｏｎＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ型

流式细胞仪，在４８８ｎｍ波长处进行检测，记录激发波长４８８

ｎｍ处的红色荧光。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞 ＰＰＡＲγ、ｐ
２１Ｗａｆ１、ｐ

２７Ｋｉｐ１、

Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和ＶＥＧＦ蛋白的表达　将ＳＷ４８０细胞稀释为１×

１０５／ｍＬ，按每瓶１０ｍＬ接种于５０ｍＬ培养瓶，培养２４ｈ细胞

附壁后，倒掉培养液，加入 ＧＷ９６６２（终浓度分别为０．１、０．５

μｍｏｌ／Ｌ）干预，干预０．５ｈ后再加入 Ｎ（终浓度为２００μｍｏｌ／

Ｌ），按实验分组，每组３个平行样本，继续培养２４ｈ后取出，

０．２５％胰酶消化、离心收集细胞，ＰＢＳ洗涤３次。细胞超声粉

碎机粉碎细胞后收集上清液作为细胞总蛋白，并用考马斯亮蓝

蛋白定量试剂盒进行蛋白定量。取一定量的蛋白质样品与２

×十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）上样缓冲液（１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ碱、

２００ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ、４％ＳＤＳ、０．２％溴酚蓝、２０％甘油）混合，按

每泳道３０μｇ加载于ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳样品孔中，１００Ｖ电

泳至溴酚蓝达分离胶，加大电压至２００Ｖ，直至溴酚蓝达凝胶

底部。半干电转移至硝酸纤维膜上，３％牛血清清蛋白封闭，分

别加入１∶５００稀释的兔抗ＰＰＡＲγ单克隆抗体、１∶４００稀释

的鼠抗ｐ
２１Ｗａｆ１、ｐ

２７Ｋｉｐ１、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＶＥＧＦ单克隆抗体，４℃孵育

过夜，加入二抗，室温孵育２ｈ，ＮＢＴ／ＢＣＩＰ显色观察结果。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行数据处理和

Ｅｘｃｅｌ软件制图。计量资料以狓±狊表示，组内比较采用狋检

验，组间比较采用单因素方差分析，以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　不同浓度ＧＷ９６６２干预后，Ｎ对ＳＷ４８０细胞增殖影响的

变化　ＭＴＴ法结果显示，单用不同浓度的ＧＷ９６６２（０．１、０．５、

１．０、５．０μｍｏｌ／Ｌ）作用于ＳＷ４８０细胞２４、４８、７２ｈ较对照组无

明显变化，见图１。Ｎ（２００μｍｏｌ／Ｌ）较对照组呈时间依赖性抑

制ＳＷ４８０细胞的生长（犘＜０．０１）。在一定剂量范围内，不同

浓度ＧＷ９６６２干预后，Ｎ作用于ＳＷ４８０细胞２４、４８、７２ｈ，其抑

制ＳＷ４８０细胞增殖的作用被 ＧＷ９６６２呈时间剂量依赖性减

弱。当ＧＷ９６６２浓度为０～０．５μｍｏｌ／Ｌ，２４ｈ时，对 Ｎ的抑制

作用达高峰，４８ｈ后开始下降，而到７２ｈ时对Ｎ的抑制作用明

显下降，见表１、图２。

表１　　ＧＷ９６６２、Ｎ对ＳＷ４８０细胞增殖的影响（狓±狊，狀＝１２）

组别
细胞增殖抑制率（％）

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

对照组 ０ ０ ０

ＧＷ９６６２组

　Ｇ：０．１μｍｏｌ／Ｌ －２．９４±０．３２ －０．４３±０．０６ －５．４６±０．６８

　Ｇ：０．５μｍｏｌ／Ｌ －４．７８±０．５２ －１．８６±０．２２ －１．４７±０．１７

　Ｇ：１．０μｍｏｌ／Ｌ －０．８４±０．０８ ２．１５±０．２４ ７．０８±０．８２ａ

　Ｇ：５．０μｍｏｌ／Ｌ １．８３±０．２３ ３．１５±０．３８ １．３３±０．１５

Ｎ组

　Ｎ：２００μｍｏｌ／Ｌ ３１．０１±３．２４ｂ ４９．５１±５．５４ｂ ６０．６２±７．８３ｂ
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续表１　　ＧＷ９６６２、Ｎ对ＳＷ４８０细胞增殖的影响（狓±狊，狀＝１２）

组别
细胞增殖抑制率（％）

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

ＧＷ９６６２＋Ｎ组

　Ｇ：０．１μｍｏｌ／Ｌ＋Ｎ：２００μｍｏｌ／Ｌ １９．９９±２．３２ｃ ２５．７７±２．９１ｃ ４４．６８±５．２３ｃ

　Ｇ：０．５μｍｏｌ／Ｌ＋Ｎ：２００μｍｏｌ／Ｌ ８．０２±０．９０ｃ ８．８７±１．１０ｃ ３１．２８±４．２５

　Ｇ：１．０μｍｏｌ／Ｌ＋Ｎ：２００μｍｏｌ／Ｌ ２３．９８±２．５７ ４４．４５±６．９２ｃ ５８．９７±６．９５

　Ｇ：５．０μｍｏｌ／Ｌ＋Ｎ：２００μｍｏｌ／Ｌ ３３．８０±３．６４ ６０．６９±７．５４ ６１．４２±７．３２

　　Ｇ：ＧＷ９６６２；ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与对照组比较；ｃ：犘＜０．０１，与Ｎ组比较。

２．２　不同浓度ＧＷ９６６２干预后，Ｎ对ＳＷ４８０细胞凋亡及细胞

周期影响的变化　ＦＣＭ 分析结果显示，与对照组比较，

ＧＷ９６６２组无明显变化，Ｎ组ＳＷ４８０细胞凋亡率明显增加，

Ｇ０／Ｇ１ 期细胞比例增加，Ｓ期和Ｇ２／Ｍ 期细胞比例减少，细胞

阻滞在Ｇ０／Ｇ１ 期；ＧＷ９６６２＋Ｎ作用于ＳＷ４８０细胞２４ｈ后细

胞凋亡率较Ｎ组明显降低，见表２、图３，并且改变了细胞周期

的分布：ＳＷ４８０细胞在 Ｇ０／Ｇ１ 期受阻滞的比例降低，Ｓ期和

Ｇ２／Ｍ期比例升高，见表２。ＧＷ９６６２＋Ｎ组与 Ｎ组或对照组

比较，差异均有统计学意义（犘＜０．０１）。

　　Ｇ：ＧＷ９６６２。

图１　　ＧＷ９６６２对ＳＷ４８０细胞增殖的影响

２．３　ＧＷ９６６２及 Ｎ对ＳＷ４８０细胞ＰＰＡＲγ和ｐ
２１Ｗａｆ１、ｐ

２７Ｋｉｐ１、

Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＶＥＧＦ表达的影响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，Ｎ

组较对照组细胞的ＰＰＡＲγ表达增强，同时ｐ
２１Ｗａｆ１、ｐ

２７Ｋｉｐ１、Ｂａｘ

表达亦增强，而Ｂｃｌ２、ＶＥＧＦ的表达下调；ＧＷ９６６２＋Ｎ组与Ｎ

组比较，细胞的ＰＰＡＲγ表达减低，同时ｐ
２１Ｗａｆ１、ｐ

２７Ｋｉｐ１、Ｂａｘ表

达亦减低，而 Ｂｃｌ２、ＶＥＧＦ的表达增强，差异有统计学意义

（犘＜０．０５或犘＜０．０１），见表３。

　　Ｇ：ＧＷ９６６２；Ｎ：Ｎ；ａ：犘＜０．０１，与Ｎ组比较。

图２　　ＧＷ９６６２、Ｎ对ＳＷ４８０细胞增殖的影响

　　
ａ：犘＜０．０１，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０１，与Ｎ组比较。

图３　　ＧＷ９６６２、Ｎ对细胞凋亡率的影响

表２　　ＧＷ９６６２、Ｎ对结肠癌ＳＷ４８０细胞凋亡及细胞周期的影响（狓±狊，％，狀＝６）

组别 凋亡率
细胞周期

Ｇ０／Ｇ１ Ｇ２／Ｍ Ｓ

对照组 １．９１±０．２０ ５２．６１±６．３２ ２０．１４±２．２４ ２７．２５±２．８４

ＧＷ９６６２组（Ｇ：０．５μｍｏｌ／Ｌ） １．８９±０．２１ ５２．３６±５．６９ ２０．５９±２．１３ ２７．０５±２．９０

Ｎ组（Ｎ：２００μｍｏｌ／Ｌ） ８．４３±１．０３ａ ７０．５７±８．４４ａ １０．０９±１．２４ａ １９．３４±２．３５ａ

ＧＷ９６６２＋Ｎ组（Ｇ：０．５μｍｏｌ／Ｌ＋Ｎ：２００μｍｏｌ／Ｌ） ４．９６±０．６４ｂ ５３．２１±６．１１ｂ ２０．３５±２．４５ｂ ２６．４４±３．２３ｂ

　　Ｇ：ＧＷ９６６２；ａ：犘＜０．０１，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０１，与Ｎ组比较。

表３　　ＧＷ９６６２、Ｎ对ＰＰＡＲγ、ｐ
２１Ｗａｆ１、ｐ

２７Ｋｉｐ１、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＶＥＧＦ表达的影响（狓±狊，狀＝４）

组别 ＰＰＡＲγ Ｂｃｌ２ Ｂａｘ ｐ２１Ｗａｆ１ ｐ２７Ｋｉｐ１ ＶＥＧＦ

对照组 １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００

Ｎ组

　Ｎ：２００μｍｏｌ／Ｌ １．６４±０．１７ａ ０．３８±０．０５ａ ３．７８±０．４２ａ ２．６６±０．２９ａ ７．４６±０．８２ａ ０．４２±０．０４ａ
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续表３　　ＧＷ９６６２、Ｎ对ＰＰＡＲγ、ｐ
２１Ｗａｆ１、ｐ

２７Ｋｉｐ１、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＶＥＧＦ表达的影响（狓±狊，狀＝４）

组别 ＰＰＡＲγ Ｂｃｌ２ Ｂａｘ ｐ２１Ｗａｆ１ ｐ２７Ｋｉｐ１ ＶＥＧＦ

ＧＷ９６６２＋Ｎ组

　Ｎ：２００μｍｏｌ／Ｌ＋Ｇ：０．１μｍｏｌ／Ｌ １．２８±０．１１ｃ ０．８４±０．０９ｂ ２．０８±０．２２ｂ １．８０±０．１９ｂ ５．８０±０．６２ｃ ０．７９±０．０９ｂ

　Ｎ：２００μｍｏｌ／Ｌ＋Ｇ：０．５μｍｏｌ／Ｌ １．２０±０．１５ｂ ０．８９±０．０８ｂ １．９８±０．１６ｂ １．６４±０．１３ｂ ５．３７±０．５７ ０．８１±０．１１ｂ

　　Ｇ：ＧＷ９６６２；ａ：犘＜０．０１，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０１，ｃ：犘＜０．０５，与Ｎ组比较。

３　讨　　论

本研 究 ＭＴＴ 法 检 测 细 胞 增 殖 情 况，结 果 显 示，当

ＧＷ９６６２浓度超过０．５ｍｏｌ／Ｌ时，对 Ｎ的对抗的作用不再增

强，反而使细胞增殖抑制率明显增加，可能与ＰＰＡＲγ受体已

饱和及ＧＷ９６６２本身对细胞的毒性作用有关。ＮＳＡＩＤｓ可改

变结肠癌细胞周期分布，并促进细胞凋亡［８］。本研究进一步行

ＦＣＭ检测发现，Ｎ作用后可增加细胞的凋亡率，并使 Ｇ０／Ｇ１

期细胞比例升高，Ｓ期和 Ｇ２／Ｍ 期细胞比例降低。而加入

ＧＷ９６６２干预后，Ｎ的促细胞凋亡减弱，且Ｇ０／Ｇ１ 期细胞比例

有所降低，Ｓ期和Ｇ２／Ｍ期细胞比例有所升高。说明Ｎ促使结

肠癌细胞凋亡、改变细胞周期的作用能被 ＰＰＡＲγ抑制剂

ＧＷ９６６２对抗，提示ＰＰＡＲγ通路在 ＮＳＡＩＤｓ影响细胞周期中

很可能具有重要作用。国外Ｓｃｈｗａｂ等
［９］研究亦表明美沙拉

嗪可通过ＰＰＡＲγ通路抑制结肠癌细胞增殖并使结肠癌细胞

阻滞于Ｇ０／Ｇ１ 期 。

ｐ
２１Ｗａｆ１、ｐ

２７Ｋｉｐ１属于细胞周期蛋白依赖性激酶抑制因子（ｃｙ

ｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ＣＫＩｓ）的ＣＩＰ／ＫＩＰ家族，是细

胞周期调控的重要物质基础。ｐ
２１Ｗａｆ１、ｐ

２７Ｋｉｐ１在细胞周期调控细

胞Ｇ１ 期向Ｓ期转变。本研究结果证实 Ｎ可明显上调结肠癌

细胞株ｐ
２１Ｗａｆ１、ｐ

２７Ｋｉｐ１的表达，而且这种作用在 ＧＷ９６６２＋Ｎ组

明显减弱，从而证明 Ｎ 通过激活 ＰＰＡＲγ通路，进而引起

ｐ
２１Ｗａｆ１、ｐ

２７Ｋｉｐ１在细胞内的活化，改变结肠癌细胞的细胞周期，促

进其凋亡。Ｂａｘ通过与自身组成同源二聚体或与Ｂｃｌ２、Ｂｃｌ

ＸＬ组成异源二聚体抑制Ｂｃｌ２或ＢｃｌＸＬ的活性而发挥促细

胞凋亡的作用。大量资料表明，在多种肿瘤组织中都存在Ｂｃｌ

２和／或Ｂａｘ蛋白表达失常，而一些抗癌药物往往能够调节

Ｂｃｌ２及Ｂａｘ蛋白的表达
［１０１１］。ＰＰＡＲγ被激活后可以通过下

调Ｂｃｌ２家族蛋白发挥促凋亡作用。本研究对Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达

进行了 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，结果表明 Ｎ对Ｂｃｌ２表达下调及

Ｂａｘ的上调作用可被ＧＷ９６６２所对抗。因此作者推断ＰＰＡＲγ

通路为Ｎ诱导结肠癌细胞凋亡的途径之一。

ＶＥＧＦ是一种功能强大且能产生多种生物学效应的细胞

因子，肿瘤ＶＥＧＦ的表达与肿瘤侵袭转移有关
［１２］。本研究通

过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＶＥＧＦ表达，观察ＰＰＡＲγ通路是否参与

了Ｎ下调ＶＥＧＦ表达，从而抑制肿瘤转移的过程。研究结果

表明ＰＰＡＲγ通路参与Ｎ抑制ＶＥＧＦ释放的过程。

综上所述，ＧＷ９６６２可部分对抗 Ｎ对结肠癌ＳＷ４８０细胞

的作用，由于ＧＷ９６６２是特异性ＰＰＡＲγ抑制剂，所以作者推

测Ｎ通过ＰＰＡＲγ途径发挥抗肿瘤作用，其具体机制与以下因

素有关：（１）增加ｐ
２１Ｗａｆ１、ｐ

２７Ｋｉｐ１表达，阻止细胞周期进程；（２）降

低Ｂｃｌ２的表达，增加Ｂａｘ的表达，促进肿瘤细胞的凋亡；（３）

抑制ＶＥＧＦ表达，从而抑制肿瘤血管生成。
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