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膀胱癌有75％～85％是浅表性肿瘤[1]，是泌尿系统最常见

的恶性肿瘤之一，膀胱癌术后灌注化疗是减少复发率及延长

复发时间的必要措施。但长期应用丝裂霉素（MMC）灌注化疗

会产生一定的副作用和复发风险。肿瘤细胞化疗的同时，耐药

性的产生有多重机制，可能涉及到 Bcl-2基因的异常表达 [2]。

塞来昔布是一种选择性环氧化酶 2（Cyclooxygenase-2，COX-

2）抑制剂非甾体消炎药，具有诱导肿瘤细胞凋亡的作用[3]。近

年来发现塞来昔布抑制肿瘤血管生成、增强治疗药物的敏感

性与抑制基因Bcl-2的表达有关，Bcl-2的表达可以增强肿瘤的

化疗疗效和避免术后复发[4]。低剂量的MMC联合使用塞来昔

布不但可以提高疗效，而且还可以减少不良反应[5]。本研究探

讨MMC与塞来昔布联合使用是否对浅表性膀胱癌T24细胞

具有增殖抑制作用，并初步探讨其机制。

1 材料
1.1 仪器

细胞计数仪（美国Beckman公司）；CO2培养箱（美国Ther-

mo forma公司）；倒置显微镜（日本Olympus公司）；超速离心

机（美国 Sigma公司）；CIAS-1000细胞图像分析系统（北京恒

大图像视觉有限公司）；PowerPac3000电泳仪、EC-120电泳槽

（美国Bio-Rad公司）。

1.2 药品与试剂

MMC原料药（批号：H20020163，纯度：99.9％）、塞来昔布

原料药（批号：H20070325，纯度：99.9％）均由海正辉瑞制药有

限公司提供；MTT注射用粉末（博大泰恒生物技术有限责任公

司）；兔抗人 Bcl-2 多克隆抗体（北京博奥森生物技术有限公

司）；TaKaRa RNA、实时定量聚合酶链式反应（RT-PCR）试剂
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摘 要 目的：研究体外丝裂霉素（MMC）联合塞来昔布对浅表性膀胱癌T24细胞增殖的影响及其可能机制。方法：体外培养浅

表性膀胱癌T24细胞，分为MMC[0（对照组）、2、5、10、25、50 µmol/L]组及其与塞来昔布（50 µmol/L）混合组，每个浓度5个复孔，采

用MTT法检测作用24 h后细胞的增殖抑制率。采用免疫组化法、实时定量聚合酶链式反应法、酶联免疫吸附测定法检测对照组、

MMC（50 µmol/L）组和混合[塞来昔布+ MMC（50 µmol/L）]组作用 48 h 细胞中 Bcl-2蛋白、作用 24 h 细胞血管内皮生长因子

（VEGF）mRNA的表达及作用96 h内VEGF蛋白浓度。结果：MMC能明显抑制细胞增殖（P＜0.05），且呈浓度依赖性；塞来昔布

能明显增强 MMC 对细胞的增殖抑制作用（P＜0.05）；与对照组比较，MMC 组和塞来昔布+ MMC 组细胞中 Bcl-2蛋白、VEGF

mRNA表达均明显降低（P＜0.05），且后2组组间比较有统计学差异（P＜0.05）；塞来昔布+ MMC组细胞中VEGF蛋白浓度随作用

时间延长明显降低（P＜0.01）。结论：塞来昔布可协同增强 MMC 抑制 T24细胞增殖的作用，其机制可能与降低 Bcl-2、VEGF

mRNA表达水平和抑制细胞分泌VEGF蛋白作用有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the effects of mitomycin（MMC）combined with celecoxib on the proliferation of su-

perficial bladder cancer cell line T24 and the possible mechanism. METHODS：The superficial bladder cancer T24 cell line were

cultured in vitro，and divided into MMC groups [0（control group），2，5，10，25 and 50 µmol/L] and MMC combined with cele-

coxib（50 µmol/L）group with each concentration of 5 bores. MTT method was used to detect the proliferation inhibition rate after

24 h. Immunohistochemistry assay，RT-PCR and ELISA method were adopted to detect the expression of Bcl-2 protein after 48 h of

treatment and VEGF mRNA after 24 h of treatment and the protein concentration of VEGF within 96 h of treatment in control

group、MMC（50 µmol/L）group and mixture [celecoxib+MMC（50 µmol/L）] group. RESULTS：MMC could inhibit the prolifera-

tion of T24 cell（P＜0.05），in dose dependent manner；celecoxib could significantly enhance the inhibitory effect of MMC（P＜

0.05）. Compared with control group，the expression of Bcl-2 protein and VEGF mRNA were decreased significantly in MMC

group and celecoxib+MMC group（P＜0.05）；there was statistical significance between the latter 2 groups（P＜0.05）. The concen-

tration of VEGF protein in celecoxib+MMC group was decreased significantly statistically with time（P＜0.01）. CONCLUSIONS：

Celecoxib can collaboratively enhance inhibitory effect of MMC on the proliferation of T24 cell. The mechanism may be related to

reducing the expression of Bcl-2 and VEGF mRNA and inhibiting the secretion of VEGF protein.
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盒（宝生物工程大连有限公司）；人细胞血管内皮生长因子

（VEGF）、酶联免疫吸附测定（ELISA）试剂盒（上海众华生物有

限公司）；二甲基亚砜（DMSO，美国Amresco公司）；RPMI 1640

培养液（美国Gibco公司）。

1.3 细胞

T24细胞由中国科学院上海分院提供。

2 方法
2.1 溶液的制备

用RPMI 1640培养液将MMC原料药配制成1 000 µmol/L

溶液，－20 ℃避光保存，应用时稀释至0、2、5、10、25、50 µmol/

L。

取塞来昔布原料药，用DMSO溶解配制成 100 µmol/L溶

液，应用时稀释至50 µmol/L。

用 0.01 µmol/L、pH 7.2的磷酸盐缓冲液（PBS）将 MTT 配

制成5 µmol/L的MTT液。

2.2 细胞的培养

T24细胞常规培养于含 10％胎牛血清RPMI 1640培养基

（加双抗）中，将对数生长期的细胞接种于培养基中，随机分

组。

2.3 MTT法检测细胞的增殖抑制率

将T24细胞接种于96孔板中，3 000个/孔，置于35 ℃、5％

CO2恒温孵育箱中常规培养12 h，分为MMC[0（对照组）、2、5、

10、25、50 µmol/L]组及其与塞来昔布（50 µmol/L）混合组，每个

浓度5个复孔。先加入50 µmol/L塞来昔布溶液10 µl培养8 h

后，弃去培养液，再分别加入相应浓度的MMC溶液20 µl，继续

培养 24 h；然后每孔均加MTT液 20 µl，培养 4 h后终止培养，

离心弃去上清液；每孔加入DMSO 150 µl，振荡 10 min使晶体

充分溶解。用酶标仪在 490 nm波长处测定各孔光密度（OD）

值，MMC组和混合组均为试验组。按公式计算各组细胞的增

殖抑制率（IR），IR＝（1－试验组OD值/对照组OD值）×100％。

2.4 免疫组化法检测细胞内Bcl-2蛋白表达

取“2.3”项下对照组、MMC组（50 µmol/L）和混合[塞来昔

布（50 µmol/L）+MMC（50 µmol/L）]组细胞给药后48 h的爬片，

同时用 PBS代替一抗作为阴性对照，染色，加入兔抗人Bcl-2

多克隆抗体（1 ∶ 150稀释，试验按其他比例稀释时Bcl-2蛋白表

达阳性率较差），用二氨基联苯胺（DAB）显色，苏木素复染，中

性树胶封固，检测各组细胞内Bcl-2蛋白表达阳性率。结果判

断标准：凡细胞质中出现明显棕黄色颗粒者，为Bcl-2蛋白阳

性细胞。每片观察5个高倍视野，不少于500个细胞。

2.5 RT-PCR检测细胞内VEGF mRNA表达

根据 Genebank 中已知基因序列，设计合成引物如下：

VEGF 上游引物序列为 5′-ATGAACTTTCTGCTGTCTTGG-

3′，下游引物序列为 5′-TCACCGCCTCGGCTTGTCACA-3′；β-

肌动蛋白（β-actin）上游引物序列为 5′-GATTGGAATCTGGC-

TACT-3′，下游引物序列为 5′-TAGGGCTGAAGCACAGGG-

3′。提取“2.3”项下培养 24 h 后的对照组、MMC（50 µmol/L）

组、混合[塞来昔布（50 µmol/L）+MMC（50 µmol/L）]组细胞的

总RNA，取 1 µg RNA进行逆转录，得到第 1段 cDNA，产物用

于扩增目的基因。反应条件：92 ℃ 5 min，92 ℃ 30 s，58 ℃ 1

min，72 ℃ 1 min，反复循环 30次，72 ℃延长 10 min，结束反

应。PCR产物进行1％琼脂糖凝胶电泳40 min，凝胶成像系统

检测目的条带和β-actin的OD值，以其比值表示VEGF mRNA

表达，重复操作5次。

2.6 ELISA法检测细胞内VEGF蛋白浓度

按ELISA试剂盒建立VEGF蛋白标准曲线，选取“2.3”项

下对照组、MMC 组（50 µmol/L）和混合[塞来昔布（50 µmol/

L）+MMC（50 µmol/L）]组细胞，分别收集作用 12、24、36、48、

60、72、84、96 h 后上层培养基[考虑此试验单独使用 MMC 对

T24细胞分泌 VEGF 蛋白的抑制作用不明显（P＞0.05），因此

检测另外两组]，每个时间点设 5个复孔，另外设置标准孔、待

测样本孔和空白对照孔，按试剂盒说明进行加样、洗板、显色、

检测OD值（450 nm）。根据标准曲线计算最终浓度。

2.7 统计学处理

采用 SPSS 13.0统计软件进行统计学分析。计量资料用

x±s表示，采用单因素方差分析法，两两比较用q检验，方差不

齐用Dunett B检验。P＜0.05表示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 T24细胞 IR

与对照组比较，MMC组细胞的 IR明显增加（P＜0.05），且

呈浓度依赖性。与MMC组相应浓度比较，混合组细胞的 IR均

明显增加（P＜0.05），且呈浓度依赖性。表明塞来昔布能增强

MMC对T24细胞的增殖抑制作用，结果见表1。

表1 各组细胞的 IR检测结果（％％，x±±s，n＝5）

Tab 1 Inhibition rate of T24 bladder cancer cell prolifera-

tion in each group（％％，x±±s，n＝5）

组别

MMC组
混合组

MMC，μmol/L

0

0

4.10±0.49＊#

2

1.29±0.98＊

55.06±0.67#

5

26.48±0.89＊

69.01±0.79#

10

35.61±0.81＊

77.07±0.60#

25

52.44±0.74＊

82.04±0.83#

50

71.65±0.89＊

83.02±0.63#

与对照组比较：＊P＜0.05；与MMC组比较：#P＜0.05

vs. control group：＊P＜0.05；vs. MMC group：#P＜0.05

3.2 T24细胞内Bcl-2蛋白表达

结果表明，对照组、MMC组和混合组细胞内Bcl-2蛋白表

达阳性率分别为（90.23±6.17）％、（45.23±7.87）％、（35.69±

6.30）％。与对照组比较，MMC组和混合组细胞内Bcl-2蛋白

表达阳性率明显降低（P＜0.05）。与MMC组比较，混合组细

胞内Bcl-2蛋白表达阳性率明显降低（P＜0.05）。表明塞来昔

布能协同MMC降低Bcl-2蛋白的表达。显微镜图见图1。

3.3 T24细胞内VEGF mRNA表达

结果表明，对照组、MMC组和混合组细胞内VEGF mRNA

表达分别为 0.97±0.10、0.36±0.04、0.29±0.03。与对照组比

较，MMC组和混合组细胞内VEGF mRNA表达明显降低（P＜

0.05）。与MMC组比较，混合组细胞内VEGF mRNA表达明

显降低（P＜0.05）。表明塞来昔布能增强MMC对T24细胞内

VEGF mRNA表达的抑制作用。电泳图见图2。

3.4 T24细胞内VEGF蛋白质量浓度

与对照组比较，混合组细胞内VEGF蛋白质量浓度随作用

时间延长明显降低，24 h后比较均有显著性差异（P＜0.01），且

呈时间依赖性。混合组细胞内VEGF蛋白的低表达可能与塞

来昔布增强 MMC 对 T24细胞 VEGF mRNA 表达的抑制作用

有关，结果见表2。

4 讨论
有研究[6-7]表明，化疗、放疗过程中出现的肿瘤细胞凋亡率

下降可能和Bcl-2有关[7]，其机制可能是COX-2上调Bcl-2的表
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图2 各组细胞内VEGF mRNA表达的电泳图

Fig 2 Electrophoretogram of mRNA expression of VEGF in

each group

VEGF

β-actin

对照组 MMC组 混合组

表2 作用不同时间两组细胞内VEGF蛋白浓度（x±±s，n＝5）

Tab 2 VEGF protein concentration of 2 groups at different

time（x±±s，n＝5）

时间，h

12

24

36

48

60

72

84

96

平均VEGF蛋白的质量浓度，mg/L

混合组
3.714±0.051

3.348±0.048＊

3.201±0.036＊

2.891±0.031＊

2.561±0.025＊

1.672±0.017＊

0.605±0.021＊

0.077±0.012＊

对照组
3.906±0.050

3.911±0.096

3.865±0.072

3.899±0.065

3.853±0.082

3.885±0.076

3.789±0.059

3.901±0.062

与对照组比较：＊P＜0.01

vs. control group：＊P＜0.01

达使Bcl-2高表达而抑制细胞的凋亡，从而促进肿瘤的发生发

展。关于这点本试验结果一致，即对照组Bcl-2蛋白的表达明

显高于MMC组和混合组（P＜0.05），MMC组和混合组细胞 IR

明显低于对照组（P＜0.05）。

VEGF是内皮细胞的特异性有丝分裂源，也是一种有效的

血管形成和通透性诱导因子。一方面VEGF可以促进肿瘤细

胞生长、转移；另一方面，VEGF一直作用于肿瘤细胞，促进肿

瘤细胞的分裂增殖。在人的膀胱癌、子宫内膜癌等研究中均

见报道 [8-9]。Bcl-2基因表达对 VEGF 产生有抑制作用，Bcl-2

缺失的肿瘤细胞的VEGF出现高活性[10]。血管新生的调控除

了和 Bcl-2、VEGF 等有关之外，还受其他多种因素的共同调

节。研究[11]表明，VEGF的高表达可能与COX-2本身或其代谢

产物前列腺素 E2（PGE2）有关。本研究通过 ELISA 法检测

VEGF蛋白也可以得到证实，混合组VEGF蛋白和药物的作用

时间具有相关性。目前还未见报道说明VEGF与Bcl-2之间有

直接相关性。

提高膀胱癌灌注化疗和减少术后肿瘤的复发及增强化疗

药物的敏感性，是一个可以深入研究的问题。本试验在体外

环境下采用塞来昔布联合MMC研究对T24细胞的增殖抑制

作用。塞来昔布是一种常用的抗炎、镇痛及退热药，此联合使

用对增强MMC对膀胱癌的化疗疗效和避免术后复发、改善患

者生存质量具有一定的意义，同时小剂量的使用MMC对降低

化疗费用有一定的帮助。
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A B

C

图1 各组细胞免疫组化的显微镜图（×400）
A. 对照组；B. MMC组；C. 混合组

Fig 1 Microscopic images of cell immunohistochemical ex-

pression in each group（×400）
A. control group；B. MMC group；C. mixture group
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