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NF-κB 在砷诱导人正常膀胱上皮细胞 COX-2表达中的作用
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摘要: 目的 观察 NF-κB 核转录因子在砷诱导人正常膀胱上皮细胞 ( SV-HUC-1) 环氧化酶-2 ( COX-2) 表达

中的作用。方法 在细胞培养液中加入不同浓度的 NaAsO2，24 h 后提取细胞总 RNA 和核蛋白，用 RT-PCR 和 Western
blot 方法分别分析 COX-2 mRNA 表达和 NF-κB 蛋白水平; 选择 COX-2 高表达的 NaAsO2 处理组，再用 NF-κB 抑制剂

( PDTC) 处理，观察 COX-2 mRNA 表达水平的变化。结果 4、8 μmol /L NaAsO2 处理细胞后，COX-2 mRNA 表达水平

显著高于对照组 ( P ＜ 0. 05) ; 4 μmol /L NaAsO2 处理组细胞 NF-κB 蛋白水平也显著提高，高于对照组，而 10 μmol /L
NaAsO2 处理组细胞 NF-κB 蛋白水平低于对照组 ( P ＜ 0. 05 ) ; 同时用 4 μmol /L NaAsO2 和 PDTC 共同处理细胞后，

COX-2 mRNA 表达水平降低，显著低于单纯用 4 μoml /L NaAsO2 处理细胞的 COX-2 mRNA 表达水平 ( P ＜ 0. 05) 。结论

低剂量的砷能够诱导人正常膀胱上皮细胞 COX-2 mRNA 和 NF-κB 蛋白表达水平的增高，砷诱导的核转录因子 NF-κB
活化在砷诱导的 COX-2 表达水平增高中起一定作用。
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Effects of NF-κB on COX-2expression in arsenite exposed SV-HUC-1cells
XI Shu-hua，WANG Hui-hui，WANG Fei，LIU Sheng-nan，SUN Gui-fan

( Department of Biogeochemical Disease，School of Public Health，China Medical University; Liaoning Provincial Key Labo-
ratory for Arsenic Biology and Arsenic Poisoning，Shenyang 110001，China)

Abstract: Objective To explore the effects of NF-κB on COX-2 mRNA expression in SV-HUC-1 cells exposed to arse-
nite． Methods Cells were cultured in medium contained 0，1，2，4，8 and 10 μmol /L arsenite or PDTC，the inhibitor of
NF-κB for 24 h，then the expressions of COX-2 mRNA and nuclear protein NF-κB were determined by RT-PCR and Western
blot，respectively． Results Compared with those in control group，the expressions of COX-2 mRNA in cells exposed to 4 and
8 μmol /L arsenite and the expressions of NF-κB in cells exposed to 4 μmol /L arsenite were increased significantly ( P ＜ 0. 05) ，

while expressions of NF-κB nuclear proteinum in the cells exposed to 10 μmol /L arsenite were decreased significantly． On the
other hand，expressions of COX-2 mRNA in cells exposed to both 4 μmol /L arsenite and PDTC were lower significantly than
those in the cells only exposed to 4 μmol /L arsenite ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion Findings from this study suggested that low dose
of arsenic could induce the expression of COX-2 mRNA and NF-κB in SV-HUC-1 cells，while the activation of NF-κB induced
by arsenic might play some role in the process mentioned above．
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砷是自然界广泛存在的环境毒物，不仅能够引起

机体产生急慢性中毒及皮肤损害，而且还与多种癌症

的发生有关。在孟加拉、智利、中国台北和大陆等国

家和地区均有调查显示，饮水砷暴露可引起肺癌、膀

胱癌、肝癌等恶性肿瘤死亡率增加
［1 ～ 4］，特别是台湾

西部黑脚病地区，饮水砷所致的膀胱癌死亡率与其他

内脏癌比较为最高
［5］，并随改水措施的实施，砷暴

露水平下降，膀胱癌的死亡率也下降
［6］。尽管人们

已认识到砷暴露可增加膀胱癌的发病危险，但对砷致

膀胱癌的机理尚不清楚。目前国内外均有报道膀胱癌

患者的癌组织和尿脱落细胞中有环氧化酶-2 ( COX-
2) 表达，特别是与膀胱移行细胞癌的分级、分期和

预后有显著相关性
［7 ～ 10］。COX-2 可通过促进细胞增

殖、抑制细胞凋亡、促进血管形成、增加肿瘤细胞浸

润转换等参与肿瘤的发生发展。人的 COX-2 基因启

动子上有 2 个 NF-κB 结合位点，称为 NF-κB 调控元

件，当刺激因子作用后，胞质内的 NF-κB 可活化而

转入细胞核，与 DNA 结合，诱导 COX-2 中 NF-κB 结

合元件活化，从而增加 COX-2 的表达。有研究显示，

各种因素作用所产生的活性氧自由基是激活 NF-κB
的主要物质

［11，12］。我们的研究已发现砷可显著增加

人正常膀胱上皮细胞活性氧、自由基水平，那么砷是

否可通过激活 NF-κB 而增加 COX-2 表达，本文对此

进行了研究。
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1 材料与方法

1. 1 主要试剂和仪器

亚砷酸钠 ( NaAsO2 ) 分析纯，美国 Fluka 公司;

F12K 培养 基，美 国 Sigma 公 司; 胎 牛 血 清，德 国

Biochrom 公司; 胰蛋白酶，美国 Hyclone 公司; TR-
Izol，琼脂糖，美国 Invitrogen 公司; Easy RT-PCR 试

剂盒，北京全式金生物技术有限公司; 核蛋白提取试

剂盒，南京凯基生物有限公司; NF-κB 一抗，山羊抗

兔二抗，中杉金桥生物试剂公司; NF-κB 抑制剂，美

国 CALBIOCHEM 公司。
超净工作台，江苏苏净集团公司; 150 型二氧化

碳恒温培养箱，荷兰 Heraeus 公司; PCR 仪，美国

ABI 公司; 电泳仪，上海天能科技有限公司; 凝胶成

像仪扫描成像系统，美国 Alpha Innotech 公司; 3K18
型超速低温离心机，美国 Sigma 公司。
1. 2 细胞培养与染毒

人膀胱上皮细胞系 SV-HUC-1 购自美国典型菌种

保 藏 中 心 ( ATCC， 编 号: CRL-9520 ) ，5% CO2、
37 ℃条件下常规培养于 F12K 完全培养基 ( 10% 胎

牛血清，100 U /ml 青霉素，100 μg /ml 链霉素) 中，

隔日 换 液，待 细 胞 生 长 至 85% ～ 90% 融 合 后，以

0. 25%胰蛋白酶消化传代。染毒时，细胞以 1 × 105

个 /ml 的密度接种至各规格培养板或培养皿，待细胞

进入对数生长期至 80%融合后，以 F12K 完全培养基

配制 0、1、2、4、8、10 μmol /L NaAsO2 溶液，进行

细胞染毒。
1. 3 NF-κB 核蛋白表达

1. 3. 1 核蛋白提取 细胞达到染毒终点后，弃去培

养液，PBS 清洗，裂解，离心，收集上清，测定核蛋

白浓度。
1. 3. 2 Western blot 制备胶板，蛋白电泳，转膜，

封闭，抗体结合，显色，拍照，用 Quantitiy One 软件

分析蛋白条带，其光密度值作为 NF-κB 表达的相对

水平。
1. 4 RNA 提取及 RT-PCR 检测

应用 TRIzol ( Invitrogen) 法进行细胞总 RNA 提

取，260 /280 nm 进行 RNA 质量的评价，提纯后的

RNA 溶解于 DEPC 水中，置于 － 80 ℃ 保存备用。按

照 Easy RT-PCR 试剂盒说明书操作，将 1 μg 总 RNA
合成 cDNA 并扩增为 DNA，以 β-actin 作为内参，对

COX-2 的 RNA 水平进行半定量分析。PCR 反应条件

为 94 ℃预变性 5 min，接着 30 个循环 ( 94 ℃ 30 s，
60 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s) ，最后 72 ℃延伸 5 min。反应

完成后取 10 μl PCR 产物，加 2 μl Genefinder 染色，

进行琼脂糖凝胶电泳，应用凝胶成像仪扫描成像。
COX-2 引物序列: 上游 5'-TGAAACCCACTCCAAACA-
CAG-3'，下游 5'-TCATCAGGCACAGGAGGAAG-3'，片

段长度 为 232 bp; β-actin 引 物 序 列: 上 游 5'-GTC-
CACCTTCCAGCAGATGTG-3'， 下 游 5'-GCATTTGCG-
GTGGACGAT-3'，片段长度为 76 bp。
1. 5 统计学分析

采用 SPSS 13. 0 for Windows 软件进行数据的统计

分析。采用单因素方差分析 ( ANOVA) 比较各实验

组与对照组间的统计学差异，组间两两比较采用 LSD
检验，以 P ＜ 0. 05 为差异具有统计学意义。
2 结果

2. 1 砷对人正常膀胱上皮细胞 COX-2 mRNA 表达水

平的影响

SV-HUC-1 细胞用砷处理 24 h 后，4、8 μmol /L
NaAsO2 处理组细胞 COX-2 mRNA 表达水平显著升

高，高于对照组 ( P ＜ 0. 05) ，见图 1。

注: 与 0 μmol /L NaAsO2 组相比，* P ＜ 0. 05。

图 1 不同浓度亚砷酸钠处理 SV-HUC-1 细胞后

COX-2 mRNA 表达水平

2. 2 砷对人正常膀胱上皮细胞核转录因子 NF-κB 蛋

白表达水平的影响

分别用 0、1、2、4、8、10 μmol /L NaAsO2 处理

细胞 24 h 后，观察细胞核蛋白 NF-κB 表达情况，发

现 4 μmol /L NaAsO2 处理的 SV-HUC-1 细胞核蛋白

NF-κB 表达水平增高，而 10 μmol /L NaAsO2 处理的

细胞 NF-κB 蛋白的表达水平降低，低于对照组 ( P ＜
0. 05) ，其表达趋势与 COX-2 mRNA 表达趋势基本相

同，见图 2。
2. 3 NF-κB 抑制剂对砷诱导人正常膀胱上皮细胞

COX-2 mRNA 表达的影响

对 4 μmol /L NaAsO2 处 理 的 SV-HUC-1 细 胞 用

NF-κB 抑制剂 ( PDTC) 处理，发现 PDTC 能够降低
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注: 与 0 μmol /L NaAsO2 组相比，* P ＜ 0. 05。

图 2 不同浓度亚砷酸钠处理 SV-HUC-1 细胞后

NF-κB 核蛋白表达情况

砷诱导的 COX-2 mRNA 表达水平 ( P ＜ 0. 05) ，说明

NF-κB 在砷诱导的 COX-2 表达中起一定的作用，见

图 3。

注: 与 4 μmol /L NaAsO2 组相比，* P ＜ 0. 05。

图 3 NF-κB 抑制剂 ( PDTC) 对砷诱导的 COX-2mRNA
表达水平的影响

3 讨论

COX-2 是前列腺素合成的一个限速酶，哺乳动物

的 COX 有两种亚型，COX-1 和 COX-2。COX-1 是正

常细胞的组成蛋白，在大部分的组织中都有稳定表

达; 而 COX-2 在大部分正常组织中无表达，受到一

定因素如细胞因子、生长因子、致癌物等诱导后方有

表达，被做为肿瘤生物标志物成为近几年肿瘤研究的

热点。NF-κB 为核转录因子，调控多种基因的表达，

其中有 COX-2。NF-κB 在没有外界刺激时与其抑制蛋

白 IkB 结合，呈不具活性的状态存在于胞质中。当刺

激因子作用后，如细胞因子、氧自由基、紫外线辐射

等，IkB 激酶 ( IKK) 激活，使 IkB 磷酸化，被蛋白

酶体降解，NF-κB 脱落活化而转入细胞核，与 DNA
结合，诱导 COX-2 中 NF-κB 结合元件活化，从而活

化 COX-2 的表达。
本研究显示，低剂量的砷不仅能够诱导人正常膀

胱上皮细胞 COX-2 mRNA 表达增加，也可增加核转

录因子 NF-κB 蛋白的表达升高，与他人的研究结果

一致
［13，14］。然 而， 当 砷 浓 度 达 到 一 定 剂 量 ( 10

μmol /L) 反而开始抑制 COX-2 mRNA 表达和 NF-κB
蛋白的表达。COX-2 具有促进增殖、抑制凋亡作用，

本结果说明小剂量的砷会在促进膀胱上皮细胞增殖中

起一定作用，可能是砷致膀胱癌发生的一个因素。然

而，砷剂量加大后，COX-2 mRNA 表达水平和 NF-κB
蛋白的表达均又下降，低于对照组，可能与砷的促凋

亡作用有关。在用 NF-κB 抑制剂处理后，COX-2 表

达水平明显下降，可以推测砷诱导的 COX-2 表达在

一定程度上与砷引起核转录因子 NF-κB 活化有关。
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