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Abstract: Objective  To observe the reversal effects of cyclooxygenase-2(COX-2) selective inhibitor 
NS-398 on the multi-drug resistance of colorectal cancer cell line HCT-8/Fu and its regulatory effects on 
the expression of P-glycoprotein(P-gp), multi-drug resistance related protein(MRP), in order to explore its 
mechanism. Methods  (1)The inhibition rate and the reversal of multi-drug resistance(MDR) of HCT-8/Fu 
cells by NS-398 were detected by CCK-8 kit; (2)NS-398, 5-Fu or NS-398 combined with 5-Fu were added 
on HCT-8/Fu cells for 24h respectively. Caspase-3 activity was analysed by automatic fluorescence enzyme-
linked immunoassay detector; the cells were stained by Hoechst33342 and observed under fluorescent 
inverted microscope; (3)HCT-8/Fu cells were treated by NS-398(0, 10 and 20μmol/L) for 24h, ELISA 
analysis were performed to detect PGE2 concentration in the culture supernatant; and the expression of P-gp, 
MRP before and after 20μmol/L NS-398 treatment were detected by immunocytochemical staining. Results  
(1)The inhibition rates were 6% and 8% respectively after HCT-8/Fu cells were treated by 10 and 20 μmol/L 
NS-398 for 24 h; when combined with various concentrations of 5-Fu, the reversal effects were 3.42 and 
7.50 times respectively, in a dose-dependent manner. (2)Caspase-3 activity of the combined group(20μmol/L 
NS-398+320μg/ml 5-Fu) was increased significantly by 386.11%, compared with 179.94% in 320 μg/ml 5-Fu 
group and 125.23% in 20 μmol/L NS-398 group; the morphological changes by Hoechst33342 staining were 
consistent with this result;(3) The expression of P-gp and  MRP were decreased significantly after treated by 
20 μmol/L NS-398 for 24h detected by immunocytochemical staining. Meanwhile, when HCT-8/Fu cells were 
treated with 10 and 20 μmol/L NS-398 for 24h, the levels of PGE2 were 189.50 and 151.25 ng/L respectively, 
significantly lower than 340.13 ng/L PGE2 treated with 0μmol/L NS-398. Conclusion  COX-2 selective 
inhibitor NS-398 could reverse multi-drug resistance of colorectal HCT-8/Fu cells, in a dose-dependent manner. 
The reversal mechanism may be through inhibiting the expression of P-gp, MRP and the level of PGE2.
Key words: Colorectal cancer; Multi-drug resistance(MDR); NS-398; P-glycoprotein(P-gp); Multi-drug 
resistance related protein
摘  要：目的  观察COX-2选择性抑制剂NS-398对结肠癌耐药细胞HCT-8/Fu多药耐药的逆转作用及其

对P-糖蛋白（P-glycoprotein, P-gp）、多药耐药相关蛋白（multi-drug resistance related protein, MRP）的

调控，以初步探讨其作用机制。方法  （1）CCK-8法检测NS-398对HCT-8/Fu的毒性作用及对HCT-8/
Fu细胞多药耐药（multi-drug resistance, MDR）的逆转作用；（2）将NS-398、5-Fu、NS-398+5-Fu分

别作用于HCT-8/Fu 24 h，酶标仪检测Caspase -3活性、Hoechst33342染色观察药物诱导细胞凋亡情况；

（3）0、10、20 μmol/L NS-398分别作用癌细胞24 h后ELISA法检测培养液中PGE2含量；0、20 μmol/L 
NS-398作用癌细胞24 h后，免疫细胞化学检测癌细胞P-gp、MRP的表达。结果  （1）10、20 μmol/L 
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NS-398作用癌细胞24 h，抑制率分别

为6%、8%，与各浓度5-Fu联用后，

耐药逆转倍数分别为3.42、7.50，

且呈剂量依赖性；（2）20 μmol/L 
NS-398+320 μg/ml 5-Fu组Caspase-3
活性增加百分比为386.11%，较320 
μg/ml 5-Fu组的179.94%、20 μmol/L 
N S - 3 9 8组的1 2 5 . 2 3 %明显增高；
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Hoechst33342染色从形态学上也得出相一致的结论；（3）

20 μmol/L NS-398作用24 h后，癌细胞P-gp、MRP表达较0 
μmol/L NS-398显著减少；同时在10、20 μmol/L NS-398作

用24 h，细胞培养上清液中PGE2含量分别为189.50、151.25 
ng/L，较0 μmol/L NS-398时的340.13 ng/L明显下降。结论 
COX-2选择性抑制剂NS-398对结肠癌耐药性有显著逆转作

用，并呈剂量依赖性，其逆转机制可能是通过抑制P-gp、

MRP的表达及抑制PGE2生成而发挥逆转作用的。

关键词：结肠癌；多药耐药；NS-398 ；P-糖蛋白 ；多药耐

药相关蛋白  
中图分类号：R73-36+1    文献标识码：A

0  引言
结肠癌化疗在其临床综合治疗中占有重要

地位，但化疗多药耐药性（multi-drug resistance, 
M D R ） 严 重 影 响 了 化 疗 效 果 ， 或 导 致 化 疗 失

败 。 寻 求 一 种 能 够 逆 转 M D R ， 增 强 其 化 疗 效

果 ， 但 又 不 会 对 人 体 正 常 细 胞 产 生 不 良 反 应

的 辅 助 药 物 十 分 必 要 。 研 究 显 示 ， 环 氧 合 酶2
（cyclooxygenase-2, COX-2）在肿瘤中的过表达

可能与MDR的产生有关，是导致结肠癌MDR的

重要因素之一[1]，特异性干扰RNA抑制COX-2的

过表达，可重新恢复肿瘤细胞对化疗药物的敏感

度，但其作用机制尚不完全明确[2-3]。本研究采用

COX-2选择性抑制剂NS-398，对结肠癌5-Fu耐药

细胞株HCT-8/Fu进行研究，试图探究COX-2选择

性抑制剂作为MDR逆转剂的可能性，从而为结直

肠癌等恶性肿瘤提高临床化疗敏感度或制定新辅

助化疗方案提供理论依据。

1  材料和方法
1.1  材料

1.1.1  细胞与试剂  人结肠癌耐药细胞株HCT-8/
Fu购自凯基生物科技发展有限公司；NS-398为

Cayman公司产品；5-氟尿嘧啶购自上海旭东海普

药业有限公司；胎牛血清及RPMI1640培养液购

自Gibco公司；胰蛋白酶-EDTA消化液购自凯基生

物科技发展有限公司；CCK-8试剂盒购自北京庄

盟国际生物基因科技有限公司；Hoechst33342染

液购自北京索莱宝科技有限公司；人前列腺素E2

（PGE2）酶联免疫分析试剂盒由美国R&D公司生

产；二步法免疫组织化学检测试剂盒为北京中杉

金桥生物技术公司产品；Caspase-3活性测定试剂

盒购自普利莱基因技术有限公司。

1.1.2  仪器  超净工作台为苏州安泰空气技术有

限公司；二氧化碳培养箱购自美国热电公司；荧

光倒置显微镜为日本尼康公司产品；高速冷冻离

心机购自德国贺利氏公司；Spectra Max M2e多功

能检测仪为美谷分子仪器有限公司产品。

1.2  实验方法

1.2.1  细胞培养  HCT-8/Fu细胞培养于无Hepes含

10%胎牛血清，100 u/ml青霉素与100 μg/ml链霉素

的RPMI1640培养液中，加入终浓度为15 000 ng/ml
的5-Fu以维持其耐药性，置37℃ 5%CO2饱和湿度

培养箱中培养，细胞每1~2天传代1次，取对数生

长期的细胞进行实验。

1.2.2  采用CCK-8法测定NS-398对结肠癌细胞

的 毒 性   取 对 数 生 长 期 细 胞 株 H C T- 8 / F u ， 以

RPMI1640培养液调整细胞悬液浓度为1×105/ml，
接种于96孔板，细胞贴壁后加药0、10、20、40、

80、160 μmol/L NS-398。空白组为不含细胞和药

物的培养液。每一浓度设5个复孔，终体积为每孔

200 μl，培养24 h后，每孔加入20 μl CCK-8液继续培

养4 h。采用全自动酶联免疫检测仪490 nm波长处测

吸光度OD值，取6个孔OD值均数，计算细胞增殖

抑制率（IR），IR=[1－（实验组OD值－空白组OD
值）/（对照组OD值－空白组OD值）]×100%，选取

IR<10%的药物浓度为NS-398的无毒剂量。

1.2.3  NS-398对HCT-8/Fu细胞MDR的逆转作用检

测  取对数生长期的HCT-8/Fu细胞，调整细胞悬液

浓度为1×105/ml，接种于96孔板，每孔200 μl，待细

胞贴壁弃培养液后加药，设5-Fu单用组、5-Fu+10 
μmol/L NS-398组、5-Fu+20 μmol/L NS-398组。

5-Fu等倍稀释成6个药物浓度梯度，每组设5个

复孔，每孔终体积为200 μl，培养24 h后，每

孔加入CCK-8试剂20 μl，继续培养4 h，采用全

自动酶联免疫检测仪490 nm波长测吸光度OD
值，计算IC50值，从而计算出逆转倍数，逆转倍

数=IC50（HCT-8/Fu+5-Fu）/IC50（HCT-8/Fu+5-
Fu+NS-398）。

1.2.4  HCT-8/Fu细胞中Caspase-3活性测定  先按

Caspase-3活性检测试剂盒说明书测定4-硝基苯胺

（p-nitroaniline, pNA）标准曲线，取对数生长期

的HCT-8/Fu细胞，设320 μg/ml 5-Fu组、20 μmol/L 
NS-398组、20 μmol/L NS-398+320 μg/ml 5-Fu组、

对照组为不加药组。按分组浓度加药，培养24 h
后，吸取细胞培养液，胰酶消化收集细胞悬液，

1 000 g 离心5 min收集细胞，吸尽上清液，PBS
洗涤3次，按每200万细胞加100 μl裂解液震荡裂

解冰浴10 min，再次震荡，4℃，12 000g离心10 
min，取上清液按试剂盒说明书添加样品及试剂
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于96孔板上，酶标仪405 nm处测定吸光度OD值，

Caspase-3活性增加百分比=100%×实验处理组OD
值/实验对照组OD值。

1.2.5  Hoechst 33342染色观察细胞凋亡  取对数生

长期的HCT-8/Fu细胞，制成1×105/ml单细胞悬液，

接种于载有盖玻片的6孔板中，每孔3 ml，贴壁24 h
后加药，设320 μg/mL5-Fu组，20 μmol/L NS-398
组，20 μmol/L NS-398+320 μg/mL5-Fu组，继续培

养24 h，吸弃培养液，每孔加入1 ml Hoechst 33342
染色液，避光条件下孵育25 min，PBS洗涤3次，

荧光倒置显微镜下观察细胞形态并拍照。

1.2.6  免疫细胞化学检测P-gp、MRP的表达  取

对数生长期的HCT-8/Fu细胞，制成1×105/ml单细胞

悬液，依上述方法接种于6孔板中，贴壁24 h后加

药，设0、20 μmol/L NS-398组，继续培养24 h，

10%多聚甲醛固定10 min，PBS冲洗2 min×3次，按

照二步法免疫组织化学检测试剂盒说明书染色，

在显微镜下，随机计数至少6个高倍（×40）视野

的细胞，计数600个细胞。根据细胞染色阳性率分

级，无阳性表达者为阴性（-），阳性率低于25%
者为弱阳性（+），阳性率在25%~75%之间为中阳

性（++），阳性率大于75%为强阳性（+++）。

1.2.7  细胞培养上清液中PGE2含量的检测  取对

数生长期的HCT-8/Fu细胞，分别加入含不同浓度

NS-398（终浓度为0、10、20 μmol/L），加药后

继续培养24 h，用无菌管收集，2 000 r/min离心20 
min，收集上清液，按ELISA试剂盒说明书测定标

准曲线及PGE2含量。

1.3  统计学方法 

采用SPSS17.0软件进行统计分析，结果以均

数±标准差（x±s）表示，采用方差分析进行组间

比较，以P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果
2.1  NS-398对HCT-8/Fu细胞的毒性

通过CCK-8法测定NS-398作用HCT-8/Fu24 h
后 抑 制 率 呈 剂 量 依 赖 性 下 降 ， 差 异 有 统 计 学

意义（10 μmol/L NS-398 vs.20 μmol/L NS-398 
P=0.001，余各组之间P均=0.000），且在终浓度为

20、10 μmol/L时抑制率分别为8%、6%，对HCT-8/
Fu无明显毒性，见图1。

2.2  NS-398对HCT-8/Fu细胞MDR的逆转作用

终浓度为0、10、20 μmol/L NS-398分别与

终浓度为20、80、320、1 280、5 120、20 480 
μg/ml 5-Fu联合作用24 h后，其抑制率与5-Fu及

NS-398浓度呈剂量依赖性，差异有统计学意义

（P<0.05）。5-Fu单用组、5-Fu+10 μmol/L NS-398
组、5-Fu+20 μmol/L NS-398组IC50值分别为19 650、

5 744、2 620 μg/ml，经计算可得10、20 μmol/L 
NS-398逆转倍数分别为3.42、7.50。

2.3  细胞Caspase-3活性检测

不同药物作用后，酶标仪405 nm处测得底物裂

解产生的荧光强度，通过标准曲线计算出20 μmol/L 
NS-398+320 μg/ml 5-Fu组pNA含量明显高于其他

两组（320 μg/ml 5-Fu组，20 μmol/L NS-398组），

数据统计表明，各分组药物可不同程度的诱导

HCT-8/Fu细胞中Caspase-3活性水平上升，其中

20 μmol/L NS-398+320 μg/ml 5-Fu组Caspase-3活

性增加百分比同比320 μg/ml 5-Fu组和20 μmol/L 
NS-398组升高明显，差异具有统计学意义（分别

为P=0.000和P=0.010），pNA含量及Caspase-3活

性增加百分比，见表1。

2.4  细胞凋亡形态学观察

Hoechst33342染色后，荧光倒置显微镜下观

察，正常细胞核呈弥散均匀的低蓝色，而发生

凋亡的细胞核荧光强度增加，呈致密浓染或碎

块状，颜色亮白，320 μg/ml 5-Fu组、20 μmol/L 
NS-398组细胞核多为浅蓝色，只有部分细胞发生

凋亡呈致密浓染，而20 μmol/L NS-398+320 μg/ml 

*: P <0.05, compared with each other group

图1  NS-398对HCT-8/Fu细胞的生长抑制作用  
Figure1  Inhibition effect of NS-398 on growth of HCT-8/
Fu cells 

表1  不同药物对HCT-8/Fu作用24h后Caspase-3活性变化
（x±s）
Table1  Caspase-3 content in HCT-8/Fu cells treated with 
different concentration drugs for 24h(x±s)

Groups p-nitroaniline
content (μmol)

Caspase-3 activity   
(%)

320μg/ml 5-Fu   24.62±0.62*△   179.94±2.09△

20μmol/L NS-398      8.25±0.98*△   125.23±3.26△

NS-398+5-Fu combination 83.75±2.25* 386.11±8.27
Control  0.66±0.03
Notes: *: P<0.05, compared with control group; △: P<0.05, compared 

with NS-398+5-Fu combination group
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5-Fu组细胞数目减少，荧光强度增加，呈致密浓

染，细胞凋亡率增加，见图2。

2.5  NS-398对HCT-8/Fu细胞株P-gp、MRP表达的

影响

免疫细胞化学结果显示20 μmol/LNS-398作用

24 h后，细胞P-gp、MRP表达量较对照组（0 μmol/
L）明显减少，主要为细胞膜着色，P-gp阳性率由

83%下降为19%，由强阳性变为弱阳性，MRP阳性

率由79%下降为23%，同样由强阳性变为弱阳性，

见图3。

2.6  NS-398对HCT-8/Fu PGE2含量的影响

10、20 μmol/LNS-398作用细胞24 h后，ELISA
法测定PGE2含量分别为189.50、151.25 ng/L与0 
μmol/L NS-398组的340.13 ng/L相比明显减少，差

异有统计学意义（分别为P=0.002和P=0.000），

同时其含量变化呈剂量依赖性，随NS-398剂量增

加，PGE2含量呈下降趋势。ELISA结果分析显示，

NS-398通过抑制COX-2的表达，降低PGE2含量。

3  讨论
结肠癌是常见的消化道恶性肿瘤，也是我国

十大恶性肿瘤之一。近年来，虽然一些新的抗癌

药物如细胞毒性药物、肿瘤分子靶向药物等开始

逐步应用于临床，使结肠癌等恶性肿瘤的临床治

疗有了明显改观，但仅仅处于初步阶段。目前肿

瘤的治疗仍以手术、化疗和放疗为主，其中化疗

在结肠癌的治疗中占了重要地位。但由于MDR的

存在，严重影响了化疗效果。

MDR是指由一种药物引发，同时对其他多种

结构和作用机制完全不同的抗癌药物产生交叉耐

药的一种现象，其中P-gp、MRP是经典的多药耐

药基因，且在结直肠癌耐药细胞中多呈高表达。

两者同属于ATP结合盒膜转运蛋白超家族膜转运

蛋白，能将带负电荷的药物分子逆浓度泵出细胞

外，降低细胞内药物浓度，使其低于细胞杀伤浓

度，导致细胞耐药。因此，如果COX-2选择性抑

制剂能够抑制耐药基因P-gp、MRP的表达，则有

望能够降低化疗药物的外排，充分发挥药物的效

能，有效提高患者的生存期及生存质量[4]。

环氧合酶是花生四烯酸转变为前列腺素过程

中的关键限速酶。环氧合酶有三种同工酶，即

COX-1、COX-2、COX-3，其中COX-2是一种诱导

酶，在正常组织中极少表达，但在炎症及一些癌

症相关生物学途径被激活的诱导下可大量表达[5]。

有研究表明，COX-2在85%的结肠癌中过表达，且

这一变化发生在约50%的腺瘤中，说明COX-2在结

肠癌形成的早期阶段发挥重要作用[6]。COX-2过表

达还与多种具有分泌性能的组织类型的肿瘤对化

A: MRP expression after treated by 0μmol/L NS-398 for 24h; B: MRP expression after treated by 20μmol/L NS-398 for 24h; C: P-gp expression after 

treated by 0μmol/L NS-398 for 24h; D: P-gp expression after treated by 20μmol/L NS-398 for 24h; P-gp: P-glycoprotein, MRP :multi-drug resistance 

related protein

图3  NS-398作用24h后MRP和P-gp在HCT-8/Fu细胞的表达
Figure3  MRP and P-gp expression in HCT-8/Fu cells treated with NS-398 for 24h

A: 20μmol/L NS-398; B: 320μg/ml 5-Fu; C: 20μmol/L NS-398 + 320μg/ml 5-Fu 

图2  荧光倒置显微镜下观察不同药物作用24h后的细胞凋亡（×20）

Figure2  Apoptotic effects of different drugs on HCT-8/Fu cells after 24h under inverted fluorescence microscope(×20)



肿瘤防治研究2015年第42卷第9期  Cancer Res Prev Treat,2015,Vol.42,No.9 ·881·

疗的抵抗性及预后有关[7]。

本研究发现，浓度为20 μmol/L NS-398对

HCT-8/Fu无明显抑制作用，但与5-Fu联用后有明

显的逆转作用，使HCT-8/Fu对5-Fu敏感度增加。

COX-2选择性抑制剂可使结肠癌细胞增殖受抑制并

增强化疗药物的抗癌效果[8]。为了更进一步证实这

种想法，我们采用Hoechst 33342染色、Caspase-3
活性测定检测20 μmol/L NS-398组、320 μg/ml 5-Fu
组、20 μmol/L NS-398+320 μg/ml 5-Fu组的凋亡情

况，结果发现20 μmol/L NS-398+320 μg/ml 5-Fu
组Hoechst33342染色大量癌细胞呈致密浓染， 
Caspase-3活性增加，均说明此组细胞凋亡增加，

NS-398逆转癌细胞MDR作用显著。

关于COX-2选择性抑制剂逆转MDR机制目前

还不清楚。有研究认为可能是通过降低P-gp等耐

药基因的表达发挥作用的[9-12]，同时MRP亦能发挥

这种作用[13]。本研究发现，20 μmol/L NS-398作用

24 h后P-gp、MRP的表达量较0 μmol/L NS-398组

显著减少，提示NS-398可能是通过降低细胞膜表

面多药耐药基因P-gp、MRP的表达，减少5-Fu外

排，从而提高癌细胞内5-Fu浓度，诱导癌细胞发

生凋亡，达到逆转癌细胞对5-Fu的耐药性而杀伤

癌细胞的目的。

另外，COX-2为花生四烯酸转变为前列腺素

过程的关键限速酶。本研究应用20 mol/L NS-398
作用于癌细胞24 h后，ELISA法检测到培养上清液

中PGE2含量显著低于其他各组。其含量降低可能

是NS-398发挥逆转效应的又一有力证据。Cannon
等[14]和Wong等[15]认为，COX-2选择性抑制剂可使

PGE2表达减少，降低调节性T细胞的数量及抑制活

性，从而恢复了机体的抗肿瘤免疫反应及自然杀

伤细胞数量，抑制肿瘤的生长及转移。

综上所述，NS-398能够有效逆转HCT-8/Fu
细胞的多药耐药性，且在一定范围内呈剂量依赖

性；NS-398逆转结肠癌耐药机制可能是通过降低

P-gp、MRP的表达及抑制PGE2的产生而实现的。

COX-2选择性抑制剂有望成为结直肠癌等恶性肿

瘤临床化疗方案的备选药物或新辅助化疗的重要

药物；但是COX-2选择性抑制剂逆转MDR作用机

制可能较为复杂，还有待更深入的研究。
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