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肺癌A549细胞COX-2与MMP．2表达的关系
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[摘要] 目的：探讨肺癌A549细胞环氧化酶-2(COX-2)表达和基质金属蛋白酶-2(MMP-2)表达之间可能潜在

的关系。方法：①用Western blot法检测对照组和干预组(5、10、15 0e,／mL脂多糖(LPS)干预12 h，10蝎／mL的LPS

干预6、12、24 h)A549细胞MMP-2蛋白质表达；②用ELISA法检测对照组和干预组A549细胞培养上清液COX-2

活性产物前列腺素E2(PGE2)及MMP-2的变化。结果：①在5、10、15 Ve,／,11JL的LPS 12 h诱导下，肺癌A549细胞

MMP．2蛋白表达及MMP-2和PGE2的分泌增加；②10鹇／mL的LPS干预肺癌A549细胞6、12、24 h后MMP-2蛋白

表达及MMP-2和PGE2的分泌增加；③肺癌A549细胞PGE2与MMP-2正相关(rl=O．980，r2=0．975)。结论：①肺

癌A549细胞PGE2与MMP-2密切相关；②肺癌A549细胞可能通过激活肺癌A549细胞MMP-2，参与肺癌的侵袭与

转移。
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[Abstract]Aim：To study the effect of the change of COX-2 on the expression of MMP-2 in human

lung adenoearcinoma cell line A549 and the relationship between the expression of COX-2 and MMP-2．

Methods：①Human lung adenocarcinoma cell line A549 were stimulated in different concentration(5，

10，15斗g／mL)ofLPS for 12 h and in 10斗g／mL LPS for different time(6，12，24 h)．After stimulation，

human lung adenocareinoma cell line A549 were collected to measure the expression of MMP-2 for west—

ern blot analysis．②And the supematants were collected to measure the stable metobolite of PGE2 and

MMP-2 using enzyme—linked immunosorbent assays(ELISA)．Results：(堇)After Human Lullg Adenocar-

cinoma Cell Line A549 were stimulated in different concentration(5，10，15 p．g／mL)of LPS for 12 h，

the MMP-2 protein of cells expression and t11e secretion of MMP-2 and PGE．inereased in human Lung

Adenocarcinoma Cell Line 3．549 in a concentration—dependent manner within 12 h；@)After Human Lung

Adenocareinoma Cell Line A549 were stimulated in 10斗g／mL LPS for different time(6，12，24 h)，the
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secretion of PGE2 increased，simultaneously，the MMP一2 protein of cells expression and the secretion of

MMP-2 also increased in a time-dependent manner；③MMP-2 has positive correlation with PGE2．The

correlation coeffecients was 0．980 and 0．975，respectively．Conclusion：①MMP-2 has positive correla—

tion with PGE2 in human Lung Adenocarcinoma Cell Line A549；(2至)Stimulating MMPs，specially MMP-2

overexpression may be one of the pathways of COX-2 to promote to the invasion and metastasis of lung

P目trlPPr一

[Key words]human lung adenocarcinoma cell line A549；lipopolysaccharide(LPS)；cyclooxygen—

ase-2(COX-2)；matrixMetaHoproteinase-2(MMP-2)

肺癌是我国发病率最高的恶性肿瘤之一，5年

生存率低于15％，肺癌的浸润和转移是导致患者治

疗失败和死亡的主要原因。环氧化酶-2(COX-2)是

花生四烯酸转化为前列腺素(PGs)的重要的限速

酶。COX一2有两种酶的活性，将花生四烯酸转化为

具有多种生物活性的小分子物质，主要包括PGE：、

PGF2、PGD2、PGl2及血栓素(TXs)等。它们可以通

过多种途径参与机体的生理及病理生理过程。最近

国内外大量研究表明，COX-2在许多肿瘤的发生发

展中起着重要作用，COX-2不仅通过促进细胞增

殖、血管生成，抑制凋亡参与多种肿瘤的发生过程，

而且还可利用不同的途径来促进肿瘤的侵袭与转

移，COX-2可能通过促进基质金属蛋白酶(MMPs)

表达上调，尤其是基质金属蛋白酶2(MMP-2)的表达

显著升高，成为其促进肿瘤细胞的浸润、转移的可能

途径之一。本研究通过Western blot、ELISA法探讨肺

癌A549细胞COX-2、MMP-2表达及其分子机制。旨

在通过此研究探讨COX-2、MMP-2对患者的预后的

影响，并在预防肺癌的浸润、转移中寻找新的途径。

1材料与方法

1．1材料

肺癌A549细胞(中南大学湘雅医学院肿瘤研

究所提供)，DMEM、胎牛血清(Gibco—BRL Life Tech—

nologies，USA)，脂多糖(LPS)(美国Sigma公司)，

兔抗人MMP-2抗体、驴抗兔二抗、ECL—Western blot

试剂盒(Satan·Cruze公司)，PGE2 ELISA试剂盒(上

海太阳生物技术公司)，MMP-2 ELISA试剂盒(上海

森雄生物技术公司)

1．2方法

(1)细胞培养方法肺癌A549细胞培养在含

有体积分数10％胎牛血清、青霉素、链霉素各100

U／mL的DMEM培养基中，置37℃饱和湿度含体积

分数5％CO：和95％空气的恒温箱中无菌培养。

体积分数0．25％胰蛋白酶消化传代。取指数生长

期的A549细胞，以1×106／mL细胞接种于10 cm

培养皿中，细胞长至80％融合时，弃去含体积分数

10％胎牛血清的DMEM培养基，Hank’s液洗2次，

换以新鲜无血清培养基，然后分别加入LPS干预。

(2)脂多糖干预方法 以上细胞分实验组(含

浓度组和时间组)和对照组，浓度组按LPs的质量

浓度分3个亚组，每个亚组3瓶细胞加入终质量浓

度为5、10、15 pg／mL的LPS处理细胞12 h；时间组

加入10斗mol／L LPS后按刺激时间分3个亚组，分

别处理6、12和24 h。对照组细胞培养基中不加入

任何试剂。A549细胞培养至要求的时间时，吸取培

养基入EP管，1 000 r／min离心10 min，收集上清

液，一70℃冰箱保存待测。用ELISA法检测MMP一

2、PGE2。

(3)MMP-2蛋白表达测定(Westem blot法)将

以上实验组和对照组细胞用细胞裂解液[(50 mmoL／L

三羟甲基氨基甲烷盐酸盐(Tfis-c1)，质量分数为

0．1％十二烷基磺酸钠(SDS)，100斗g／mL苯甲基磺

酰氟(PMSF)，150 mmol／L氯化钠pH 8．0]裂解，收

集蛋白一70℃冰箱保存。根据《分子克隆实验指

南》配制质量分数8％聚丙烯酰胺胶，取40斗g上述

蛋白加等体积的2×加样缓冲液(100 mmol／L Tris．

cl，体积分数10％3-巯基乙醇，质量分数4％SDS，

体积分数0．2％溴酚蓝，质量分数20％甘油)，100

℃变性5 min，质量分数8％的SDS．聚丙烯酰胺胶电

泳100伏2 h，4℃50 mA电流12 h电转移胶上的

蛋白质至硝酸纤维素膜上，体积分数为5％脱脂奶
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粉封膜2 h。用质量分数0．05％TBS．T溶液稀释山

羊抗人MMP-2抗体(1：500)，4℃过夜，质量分数为

0．05％TBS．T洗膜3次，每次15 rain，抗山羊二抗用

质量分数0．05％TBS-T溶液稀释浓度为l：4 000，室

温下作用2 h，质量分数为0．05％TBS—T洗膜3次，

每次15 rain，ECL显影，在自动x片洗片机洗片。

(4)PCE：、MMP-2的浓度测定采用ELISA夹

心法检测5、10、15 ILLmol／L的LPS刺激A549细胞

12 h后细胞培养上清液和10弘mol／L的LPS分别刺

激6、12、24 h后细胞培养上清液PGE：浓度和MMP一

2浓度，严格按试剂盒说明书操作。

1．3统计分析

应用SPSS 10。0统计软件包进行统计学分析，

数据用均数±标准差(元．4-s)表示，两样本均数比较

采用t检验，两变量之间的关系采用pearson相关分

析，以P<0．05作为差异有显著性标准。

2 结果
’

2．1 ELISA法检测LPS对PGE2释放水平的影响

5、lO、15肛g／mL的LPS刺激A549细胞12 h

后，上清液PGE：质量浓度分别为(29．56±1．93)、

(45．55±2．58)、(56．66-4-2．72)pg／mL，对照组为

(15．95±1．55)pg／mL。与对照组比较5斗g／mL组

(t=9．52，P<0．02)、10斗g／mI,组(t m--．17．03，P<

0．005)、15 I-Lg／mg组(t=22．52，P<0．002)差异均

有显著性差异。10 I山g／mL的LPS处理A549细胞

6、12和24 h后上清液质量浓度分别为(22．77±

2．57)、(41．49±0．93)、(“．57±2．14)pg／mL。对

照组为(15．95±1．55)pg／mI．。与对照组比较6 h

组(t=3．94，P<0．01)、12 h组(t=24．56，P<

0．001)和24 h(t=18．75，P<0．001)组差异均有显

著性。

2．2 ELISA法检测LPS对MMP-2释放水平的影

晌

5、10、15斗g／mL的LPS刺激A549细胞12 h

后，上清液MMP-2质量浓度分别为(23．72±2．50)、

(30．48±2．05)、(42．56．4-1．82)p∥mL，对照组为

(16．10土0．83)pg／mL，与对照组比较5 IILg／mL组

(t=3．30，P<0．025)、10卜g／mL组(t：11．23，P<

0．001)、15斗g／mL组(t=22．81，P<0．001)，差异均

有显著性。10斗g／mL的LPS处理A549细胞6、12

和24 h后上清液MMP-2质量浓度分别为(14．57±

I．93)、(25．39±1．02)、(30．48±2．05)pg／mL，对

照组为(2．66±0．14)pg／mL，与对照组比较6 h组

(t=10．63，P<0．001)、12 h组(t：38．53．尸<

0．001)和24 h组(t=23．37，P<0．001)，差异均有

显著性。

2．3 PGE2、MMP-2释放水平的相关性

将上述PCE：、MMP一2释放水平进行相关性分

析，在LPS不同质量浓度时NMP-2与PCE：呈正相

关(r=0．980，P<0．01)；在LPS不同作用时间

MMP-2与PGE2呈正相关(r=0．975，P<0．01)。

2．4 Western blot结果

’如图1A为3种浓度LPS对A549细胞作用不

同时间后MMP一2蛋白表达的量一效关系图；图1B

为10斗g／mL的LPS刺激A549细胞12 h后MMP-2

蛋白表达的时一效关系图。随着LPS作用时间的

延长和剂量的增加，MMP-2表达的条带逐渐增强。

(图1C为13一aetine参照)

图1 LPS量效和时效关系图

3讨论

环氧化酶(COX)是花生四烯酸(AA)转化为前

列腺素(PGs)的限速酶，COX．2在细胞受到各种刺

激后迅速合成，参与多种病理生理过程，包括炎症过

程及肿瘤的发生、发展过程。在接受刺激后如LPS、

IL．1等COX-2的表达在24 h内可以增加数10倍，

活化的COx-2可以催化花生四烯酸产生多种PCs，

主要是PGE2。

MMP-2为相对分子量72 000的基质金属蛋白

酶(MMPs)的明胶酶类，是一种依赖锌离子的水解

蛋白酶，以无活性酶原形式存在，由多种细胞分泌，

如成纤维细胞、巨噬细胞、内皮细胞和恶性肿瘤细胞

等。MMPs几乎能降解细胞外基质(ECM)的所有成

分，促进癌细胞对周固正常组织的侵袭，导致肿瘤的

扩散和转移，ECM和基底膜的主要结构蛋白是Ⅳ型

胶原，而MMP-2和MMP-9是降解Ⅳ型胶原最主要

的酶，在癌细胞的侵袭与转移过程中起着重要的作

用。
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本实验用ELISA法检测LPS在5、10、15 Ixg／mL

质量浓度和lO斗g／mL质量浓度在6、12、24 h，肺腺

癌A549细胞PGE：释放水平和MMP-2释放水平。

实验结果表明，随着LPS浓度的增加和时间的延

长，肺腺癌A549细胞PGE2、MMP-2逐渐增加。对

两组数据进行相关分析发现MMP-2分泌程度与

PGE：分泌程度正相关，PGE：是COX．2的产物，从

而间接推断出COX一2与MMP一2正相关。COX-2可

能上调MMP-2促进肿瘤细胞的侵袭能力。

Tsujii等⋯对COX-2的研究表明在结肠癌细胞

中COX-2高表达使MMP-2表达增强，具有更强侵

袭力。COX-2抑制剂舒林酸可逆转COX-2过表达

的Caco-2细胞的生化改变，降低其侵袭性。在肺癌

中COX-2可诱导MMP一2表达上调而增加癌组织的

侵袭力胆J。Masferrer等∞1报道，COX一2影响MMP-2

的水平，使MMP-2激活。Byun等H1也发现在非小

细胞肺癌中COX-2与MMP-2有密切的关系，二者

与肺癌患者预后相关。国内翁晓丹等∞1报道在非

小细胞肺癌(NSCLC)中COX-2与MMP-2表达成正

相关。左顺庆等发现COX．2、MMP-2在NSCLC组织

中均呈高表达，其在肺癌侵袭、转移中起重要作

用‘61。

本实验还用Western blot法测定MMP一2蛋白表

达情况，实验结果表明随着LPS浓度的增加和时间

的延长，肺腺癌A549细胞PGE：释放水平逐渐增

加，MMP-2蛋白表达条带逐渐增强。PGE：与MMP一

2表达正相关，进一步证实COx_2可能上调MMP-2

表达而促进肿瘤的侵袭与转移。

通过研究COX-2和MMP-2在肺癌细胞的表达

及COX-2上调MMP-2表达这一现象有助于了解

COX-2在肺癌发病机制中的作用，COX-2促进肺癌

浸润转移的途径之一可能是通过诱导MMPs尤其是

MMP．2上调而促进肺癌的侵袭力，从而为肺癌的防

治寻找新的靶点。
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