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PDSW 联合热疗对胃癌细胞和组织中 COX-2、Bcl-2 
表达的影响
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摘 要 ： 旨在探讨生理性深层海水（PDSW）联合热疗对人胃癌 SGC-7901 细胞和组织中 COX-2 和 Bcl-2 表达的影响，明确

其在人胃癌 SGC-7901 体外和体内的抗癌作用。通过在体外培养人胃癌 SGC-7901 细胞株，随机分为实验组、对照组和空白组，实

验组加 PDSW，对照组加生理盐水，空白组不做其他处理，分别在 37℃、40℃和 43℃热疗温度下培养。同时，将 SGC-7901 细

胞注射至裸鼠皮下，建立移植瘤模型，随机分为 5 组，至肿瘤长至直径为 1 cm 时，分别进行 H2O+RT、H2O +40℃、H2O +43℃、

PDSW+40℃、PDSW+43℃处理，用实时荧光定量 PCR 检测细胞和组织中 COX-2 和 Bcl-2 基因表达情况，Western blot 检测 COX-2

和 Bcl-2 蛋白的表达情况。结果显示，在 SGC-7901 细胞中和裸鼠皮下移植瘤的组织中，热疗均能降低 COX-2、Bcl-2 基因及蛋白的

表达，同时，与生理盐水组相比，PDSW 联合热疗处理下，细胞和组织中 COX-2、Bcl-2 表达量显著下降。PDSW 联合热疗能抑制

胃癌 SGC-7901 细胞中 COX-2、Bcl-2 基因和蛋白的表达，从而有效抑制胃癌细胞的增殖。
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Abstract: This work aims to explore the effect of PDSW combined with hyperthermia on COX-2 and Bcl-2 expressions in gastric cancer 

cells SGC-7901 and tissues，and to clarify its anti-cancer effects on gastric cancer cells SGC-7901 in vitro and in vivo. The SGC-7901 cells were 

cultured in vitro and then were randomly divided into experimental，control and blank groups ；the experimental group was added with PDSW，

control group was given with normal saline，blank group was in no other treatment，and each group were cultured under 37℃，40℃ and 43℃ 

respectively. Concurrently，the SGC-7901 cells were injected into the nude mice subcutaneous to establish the transplantation tumor model. The 

injected mice were randomly divided into 5 groups，and then given the treatment with H2O+RT，H2O +40℃，H2O +43℃，PDSW+40℃，

and PDSW+43℃ respectively when the tumor cells grew to 1 cm diameter. qRT-PCR and Western blot were used to detect the mRNA of 

gene COX-2 and Bcl-2 and the protein expression of COX-2 and Bcl-2 in the cells and tissues. As results，in SGC-7901 cells and nude mice 

subcutaneous transplantation tumor tissues，the expressions of gene COX-2 and Bcl-2 mRNA and their protein expressions decreased under 

the treatment of hyperthermia. Compared with the treatment of normal saline group，the expressions of gene COX-2 and Bcl-2 and their protein 

expression decreased remarkably under the treatment of PDSW combined with hyperthermia. Conclusively，PDSW combined with hyperthermia 

may inhibit the expressions of gene COX-2 and Bcl-2 and their protein expressions in gastric cancer SGC-7901 cells and tissues，so as to 

effectively inhibit the proliferation of gastric cancer cells.
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胃癌（Gastric cancer）是比较常见的一种恶性

肿瘤，其发病率和死亡率较高，在我国每年死于胃

癌的人数高达十几万［1］，目前热疗在肿瘤治疗上应

用较广，但它在临床应用中存在一些缺点，如体温

明显升高会使心脏的负荷增加，引起神经上、生理

上的不良反应，而温和的全身热疗由于温度上升范

围小而延长治疗时间，且在温和热疗的治疗条件下，

肿瘤细胞的活性可能仍维持较高水平。所以，温度

过高或治疗时间过长，都会增加治疗的危险性，甚

至引起一系列副作用［2，3］。因此，寻找有效的治疗

手段是医学界急待解决的问题。目前已有相关文献

报道，生理性深层海水（PDSW）是“平衡微量元素”

不可替代的最佳资源［4］，它具有低温、水质洁净稳定、

富含营养成分和矿物成分、细菌和病原菌较少等特

点，将热疗与 PDSW 相结合，能提高全身热疗的疗效，

减轻副作用。

胃癌的发生通常是因为癌基因的激活和抑癌基

因的抑制或失活而引起的。环氧合酶 -2（COX-2）

是合成前列腺素 E2（PGE2）的一个关键酶［5，6］。

大量研究表明 COX-2 表达高低与胃癌的发生密切相

关［7］。COX-2 在正常组织中表现出低表达或不表达，

但在肿瘤细胞中的表达量较高，因而使肿瘤细胞中

的 PGE2 大量合成，PGE2 除了能够使肿瘤细胞快速

生长增殖，还会激活 Bcl-2 的表达，Bcl-2 为凋亡抑

制基因，Bcl-2 的表达则会抑制癌细胞的凋亡［8］。

近年来，已有很多基于 COX-2 和 Bcl-2 基因在

癌组织中的表达及其临床意义的研究［9］，但关于

PDSW 联合热疗对胃癌细胞 COX-2 和 Bcl-2 基因表

达的影响还未见报道，因此，本实验通过 PDSW 联

合热疗，对人胃癌 SGC-7901 细胞进行体外培养，并

将 SGC-7901 细胞注入裸鼠皮下，应用实时荧光定量

PCR 和 Western blot 来检测胃癌细胞及裸鼠组织中

COX-2、Bcl-2 mRNA 和蛋白的表达情况，旨在探讨

PDSW 联合热疗对 COX-2 和 Bcl-2 mRNA 及蛋白表

达的影响，为 PDSW 联合热疗治疗胃癌提供分子依

据，以期为胃癌的辅助治疗提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 材料

人胃癌 SGC-7901 细胞，由昆明医科大学第三

附属医院肿瘤研究所提供。PDSW 来源 ：取我国南

海海域的“深层海水”（海平面 200 m 以下），闭光

运送至昆明，室温闭光储存，在超微过滤后，用铜

锌合金去除海水中的重金属，用反复冻融的方法浓

缩海水，并去除多余的盐份，制备成 PDSW，其主

要元素含量测定由农业部产品质量监督检验测试中

心（昆明）检测，具体方法见本实验室前期的研究［10］。

4-5 周龄 BALB/c-nu/nu 雄性裸鼠。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养与处理 用含有 10% FBS 的 RPMI-
1640 培 养 液 培 养 SGC-7901 细 胞， 置 于 5% CO2、

37℃的恒温培养箱中，隔天换液 1 次。当细胞汇合

并铺满培养瓶底约 80%-90% 时进行传代。待稳定

增长后，取对数生长期、细胞活力达到 95% 的细

胞，制成单细胞悬液，接种于 6 孔板中，培养 24 h
后，进行分组处理。对照组（NC）：培养基 + SGC-
7901+ 生理盐水 ；实验组（PDSW）：培养基 + SGC-
7901+PDSW（1∶38 稀 释，50 mL 培 养 液 加 1.3 mL 
PDSW）；空白组（CON）：培养基 + SGC-7901。分

别置于 37℃（常规细胞培养）、40℃（持续培养 6 h）、

43℃（持续培养 1 h）热疗温度下培养，复温 37℃

后继续培养 48 h，收集样品。

1.2.2 SGC-7901 人 胃 癌 裸 鼠 皮 下 移 植 瘤 模 型 建

立 购买 4-5 周龄 BALB/c-nu/nu 雄性裸鼠，明暗交

替适应性饲养 1 周后开始实验。在左腋背部皮下注

射 SGC-7901 细胞，至肿瘤长至直径为 3 mm 大小时，

按温度、给药不同随机分为 5 组，入组饲养至肿瘤

长至直径 1 cm 大小时开始热疗，隔日热疗一次，至

第 45 d 处死全部小鼠。具体分组处理如下 ：荷瘤鼠

+H2O+RT ；荷瘤鼠 +H2O+40℃ ；荷瘤鼠 +H2O+43℃

（H2O 为生理盐水）；荷瘤鼠 +PDSW+40℃ ；荷瘤鼠

+PDSW+43℃。

1.2.3 基 因 表 达 分 析 采 用 TaKaRa 公 司 的 Trizol 
Reagent 提取 SGC-7901 细胞和裸鼠皮下移植瘤组织

中的总 RNA，提取得到的 RNA 用由超微量分光光

度计（Biomate3）和琼脂糖凝胶电泳检测其质量。

检测合格的 RNA 用 ABI High capacity cDNA reverse 
transcription 试剂盒进行反转录。将反转录后得到的

cDNA 作为模板，按照 ABI 公司的荧光定量分析试
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剂盒（SYBR Select Master Mix）进行 RT-PCR，荧光

定 量 反 应 体 系 为 ：SYBR Premix Ex Taq TM II（2×）

10 μL， 上 下 游 引 物 各 1 μL，cDNA 模 板 2 μL，

RNase-free water 6 μL，总体积 20 μL。根据引物设计

原则，从 NCBI 上获得的目的基因 mRNA 全长序列，

并使用软件设计人的内参基因 GAPDH 和目的基因

COX-2、Bcl-2，引物见表 1。反应在 ABI-7500 荧光

定量 PCR 仪器中进行，以 GAPDH 为内参，运用 2- △△ t 
法进行分析，△△ CT=（CT 目的基因 -CT 管家基因）实验组 -

（CT 目的基因 -CT 管家基因）。每个实验数据 3 次重复。

表 1 COX-2 Bcl-2 基因实时荧光定量 PCR 所用引物

基因名称 引物序列（5'-3'） 温度 /℃

COX-2
ATGCACTACTCACCAGACGC

60
CCAATGTATGGGATGGCGGA

Bcl-2
TGGCCTTCTTTGAGTTCGGT

60
GCAGAGTCTTCAGAGACAGCC

GAPDH
GCAAATTTCCATGGCACCGT

60
GCCCCACTTGATTTTGGAG

1.2.4 总蛋白的提取 使用 RIPA 裂解液（购自北

京索莱宝生物科技有限公司）提取细胞和组织中的

总蛋白，用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒（购自碧云

天生物科技有限公司）检测所得蛋白的浓度，采用

Western blot 检测蛋白条带，最后用图像分析软件

ImageJ 对目的蛋白及内参蛋白（GAPDH）条带进行

灰度值测试，以目的 / 内参灰度值比值表示蛋白表

达情况。

1.2.5 数据处理 数据用统计软件 SPSS11.5 分析

和 Duncan 多重比较，统计结果用软件 Sigmaplot10.0 
作图。

2 结果

2.1 SGC-7901细胞中COX-2和Bcl-2基因表达情况

分别提取 SGC-7901 细胞 CON、NC 和 PDSW 组

在 3 个温度条件处理下的总 RNA，琼脂糖凝胶电泳

检测 RNA 结果（图 1）显示，电泳后均出现了 3 条

清晰的 rRNA 条带，表明提取的 RNA 质量较好。

总 RNA 经逆转录合成 cDNA 后，进行 qRT-PCR

检测。对获得的 CT 值进行相对定量分析，结果表明，

热疗后 3 个处理下的 COX-2 基因表达量均随温度的

升高而不断下降，PDSW+43℃联合热疗组 COX-2 基

因 mRNA 水平有较大幅度的下调，比 37℃处理下的

表达量低 24.3%，表现出显著差异（P=0.015），但

相同温度条件下空白组和生理盐水组下降差异不显

著，分别比 37℃处理下的表达量低 16.1% 和 19.5%

（图 2-A）；热疗后 3 个处理下的 Bcl-2 基因表达量

均下调，PDSW+43℃联合热疗组 Bcl-2 mRNA 水平

下调量较大，比 37℃处理下的表达量低 23.0%（图
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图 2 SGC-7901 细胞中 COX-2（A）和 Bcl-2（B）荧光定
量检测结果
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2-B），表现出显著差异（P=0.018）。说明热疗能有

效抑制 COX-2 和 Bcl-2 基因的表达，PDSW 联合热

疗组 COX-2 和 Bcl-2 表达量更低。

2.2 裸鼠组织中COX-2和Bcl-2基因表达情况

分别提取不同温度处理下裸鼠肿瘤组织中的总 
RNA，用紫外分光光度仪测定 RNA 的纯度和浓度，

OD260/280 比值均在 1.8-2.0 之间，表明提取的 RNA 纯

度较高，1% 琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 结果（图 3）

表明，电泳后均出现了 28S、18S 和 5S 三条清晰的

rRNA 条带，表明提取 RNA 较好。

表达下降差异更明显。

2.3 SGC-7901细胞中COX-2和Bcl-2蛋白表达情况

分别提取不同处理细胞的总蛋白，经 BCA法定

量后，每个胶孔中加入等量的蛋白，以 GAPDH 为

内 参， 运 用 Western blotting 检 测 细 胞 中 COX-2 和

Bcl-2 蛋白表达，结果（图 5）表明，在相对分子量

74 kD（COX-2）和 26 kD（Bcl-2）的位置出现了清

晰的目的条带。
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图 3 RNA 琼脂糖凝胶电泳图谱

总 RNA 经逆转录合成 cDNA 后，进行 qRT-PCR

检测，对获得的 CT 值进行相对定量分析，结果

（图 4）表明，与常温处理条件相比，在 H2O+40℃、

H2O+43℃、PDSW+40℃ 和 PDSW+43℃ 的 处 理 条

件下，COX-2 和 Bcl-2 的表达水平均下降，且在相

同温度下，PDSW 组的表 达 量 低 于 H2O 组 的 表 达

量。 对 于 COX-2，PDSW+40℃ 处 理 下 表 达 量 比 正

常组低 22.4%，表现出显著差异（P=0.015），同时

比 H2O+40℃处理下的表达量低 14.7%，PDSW+43℃

处理下表达量比正常组低 57.1%，表现出极显著差

异（P=0.00）， 同 时 比 H2O+43℃ 处 理 下 的 表 达 量

低 31.9% ；对 于 Bcl-2，PDSW+40℃ 处 理 下 表 达 量

比正常组低 15.3%，差异不显著（P=0.061），同时

比 H2O+40℃处理下的表达量低 9.0%，PDSW+43℃

处理下表达量比正常组低 35.0%，表现出极显著差

异（P=0.002），同时比 H2O+43℃处理下的表达量低

20.4%。表明 PDSW 联合热疗后胃癌组织中 COX-2
和 Bcl-2 基因的表达水平下降，并且随着温度的升高，

COX-2 Bcl-2
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图 4 qRT-PCR 检测 COX-2 和 Bcl-2 基因在 mRNA 水平
的表达
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图 5 Western Blot 检测细胞中 COX-2 和 Bcl-2 的蛋白条带

用 Image J 图 像 分 析 软 件 分 别 对 目 的 蛋 白

COX-2、Bcl-2 和内参 GAPDH 蛋白条带分别进行分

析，计算其表达量。运用 t 检验进行显著性差异分

析，结果显示如图 6。在 PDSW 联合热疗下，COX-
2/GAPDH 灰度比值明显下调，且差异性显著，在

43℃ 下 CON、NC 和 PDSW 组 分 别 比 在 37℃ 下 低

30.5%（P=0.004）、44.5%（P=0.00）和 54.7%（P=0.00）。

Bcl-2/GAPDH 在 PDSW 联合热疗下的灰度比值也下

降，在 43℃下 CON、NC 和 PDSW 组分别比在 37℃

下 低 28.3%（P=0.001）、9.6%（P=0.16） 和 10.1%
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（P=0.00）。表明不同温度不同条件处理后，COX-2
和 Bcl-2 蛋白表达量均降低，在 PDSW 联合热疗处

理下蛋白表达较低，与基因表达情况一致。

用 ImageJ 图像分析软件分别对目的蛋白 COX- 
2、Bcl-2 和内参 GAPDH 蛋白条带分别进行半定量 
分析，计算其表达量。运用 t 检验进行显著性差异

分析，结果（图 8）显示，在 H2O+RT、H2O+40℃、

PDSW+40℃ 和 H2O+43℃ 处 理 组 中， 胃 癌 组 织 中 
COX-2 和 Bcl-2 蛋 白 表 达 变 化 不 明 显， 在 PDSW+ 
43℃处理下表达急剧下降，与正常组相比，COX-2
和 Bcl-2 蛋白表达量分别比正常组低 43.5%（P=0.004）

和 16.9%（P=0.016）。说明 PDSW 联合热疗能有效

降低 COX-2 和 Bcl-2 蛋白的表达量。
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图 6 不同处理下细胞中 COX-2（A）和 Bcl-2（B）蛋白
表达情况

2.4 裸鼠组织中COX-2和Bcl-2蛋白表达情况

分别提取不同处理裸鼠组织中的总蛋白，以

GAPDH 为内参，运用 Western blotting 检测细胞中

COX-2 和 Bcl-2 蛋白表达，得到的目的蛋白条带如

图 7。
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图 7 Western Blot 检测组织中 COX-2 和 Bcl-2 的蛋白条带
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图 8 不同处理下组织中 COX-2 和 Bcl-2 蛋白表达情况

3 讨论

在肿瘤治疗中，热疗既能诱导细胞凋亡，又

能使细胞直接死亡，很多体外研究发现，热疗一般

存在一个阈温度，主要机制为在阈值以下温度诱

导细胞的凋亡，而阈值以上温度则会引起细胞坏

死。Tang 等［11］研究表明，对于多数胃癌细胞而言，

43℃只有短暂的抑制细胞增殖的作用，并不存在细

胞凋亡。PDSW 能为细胞生长提供平衡的微量元素，

本实验室前期的研究表明，由于肿瘤细胞在功能和

结构上存在缺陷，因此在 PDSW 条件下，正常细胞

表达增强，提高了热的阈温度值，增强了耐热能力；

而肿瘤细胞代谢能力旺盛，在 PDSW 条件下，细胞

内富集了某些元素，可导致这些元素在瘤细胞中不

断积累并超载，从而使肿瘤细胞的阈温度降低，耐

热力降低［12］。本研究通过 PDSW 联合热疗对胃癌

SGC-7901 细胞进行体外和体内处理，检测 COX-2 和
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Bcl-2 基因及蛋白的表达，试图从分子及蛋白层面上

来解释 PDSW 联合热疗对胃癌细胞的抑制作用机制。

COX-2 蛋白是一种可诱导型限速酶，一般在正

常的组织中含量很低，当发生炎症反应时能被迅速

诱导，从而导致发热、红肿或疼痛等症状的发生。

有关研究表明，COX-2 蛋白在结肠癌［13］、乳腺癌［14］

等癌组织中表达量较高，COX-2 可能有以下几方面

的作用机制［15-17］：（1）加快合成前列腺素，抑制

机体免疫反应 ；（2）促进肿瘤血管形成并抑制肿瘤

细胞的凋亡 ；（3）使肿瘤细胞基质中金属蛋白表达

上调 ；（4）诱导活化致癌前体物质。由于 COX-2 高

表达发生在癌前病变，且显著高于正常组织，所以

一般认为 COX-2 的高表达出现在肿瘤发生早期，因

此很多研究把 COX-2 作为治疗胃癌的靶点。李士坤

等［7］检测了不同类型的胃息肉组织，发现其中都有

COX-2 蛋白的表达，且不同类型间的表达率存在显

著差异，尤其是瘤样组织中的 COX-2 蛋白表达极为

显著。有研究发现［18］，COX-2 蛋白在胃癌组织、不

典型增生组织、萎缩化生性病变组织、浅表性胃炎

组织和正常胃黏膜组织中的表达情况完全不同，在

胃癌组织中表达率最高，正常胃黏膜组织中表达最

低，其中，不典型增生组织中 COX-2 蛋白的表达率

随着病变程度的加重而增高，认为 COX-2 与胃癌发

生前期有密切联系。由于 COX-2 的高表达会使肿瘤

细胞中的 PGE2 大量合成，PGE2 除了能够使肿瘤细

胞快速生长增殖，还会激活凋亡抑制基因 Bcl-2 的

表达，最终会抑制癌细胞的凋亡，加快癌变的发展。

本研究通过 PDSW 联合热疗对胃癌细胞及组织进行

处理，结果表明，无论在 SGC-7901 细胞中还是裸鼠

皮下移植瘤的组织中，热疗均能降低 COX-2 基因及

蛋白的表达，通过抑制 COX-2 的表达来抑制癌细胞

的增长，同时，与生理盐水组相比，PDSW 联合热

疗处理下，细胞和组织中 COX-2 表达量显著下降，

这说明 PDSW 与热疗相联合，能有效抑制 COX-2 的

表达，从而抑制胃癌肿瘤细胞的增长。

癌基因 Bcl-2 是一个凋亡抑制基因，近年来已

发现 Bcl-2 基因在结肠癌、淋巴瘤和乳腺癌等很多肿

瘤组织中均过表达［9］。Bcl-2 的表达与胃癌关系密切，

Forones 等［20］研究了胃癌中 Bcl-2 蛋白的表达情况，

发现在胃癌组织中，Bcl-2 蛋白的表达率为 68%，显

著高于其在肠化组织中的表达率，而且早期胃癌组

织中的表达率要比进展期胃癌组织的表达率高。因

此，Bcl-2 同样在正常的胃黏膜组织中表达量较低。

Bcl-2 蛋白的表达量在胃癌从良性向恶性过渡的过

程中逐渐升高，在胃癌组织和正常组织中表达存

在显著性差异。田明等［21］研究发现，胃癌组织和

正常胃组织中的 Bcl-2 蛋白表达率分别为 62.5% 和

14.3%，表明 Bcl-2 基因在胃癌发生过程中起重要作

用，其高表达同样是胃癌发生的早期事件。彭鹏等［22］

研究推测，Bcl-2 与肿瘤的进展无显著相关，而与癌

变前期的过程有关。因此可将 Bcl-2 的表达情况作

为监测胃黏膜早期癌变与否的指标。本研究结果表

明，没经过处理的 SGC-7901 细胞和裸鼠皮下移植瘤

的组织中，Bcl-2 基因和蛋白的表达较高，可反映出

胃癌细胞较高的增殖活性，经热疗处理后，Bcl-2 表

达量降低，且 PDSW 联合热疗处理后 Bcl-2 表达量

更是显著降低，间接反映出 PDSW 联合热疗能有效

抑制胃癌细胞的增殖，从而起到治疗肿瘤的效果。

本实验前期应用 PDSW 联合热疗对肝癌细胞进

行了研究发现，单用 PDSW 处理肝癌细胞时，没有

促进肝癌细胞的生长，但 PDSW 联合热疗后，能使

带肝癌肿瘤的实验动物生存时间延长，且能增强热

疗的抗癌作用［12］。本研究结果也表明，PDSW 联合

热疗可以通过控制癌基因和抑癌基因的表达，进而

抑制人胃癌 SGC-7901 细胞的增殖和移植瘤实验动物

癌组织的增长，提高抗癌作用。综上所述，PDSW

联合热疗能有效抑制 SGC-7901 细胞和裸鼠皮下移植

瘤组织中 COX-2、Bcl-2 基因和蛋白的表达，从而抑

制胃癌细胞的增殖。其中更多的作用机制和抑制途

径，还需进行深入的研究，关于 PDSW 联合热疗能

抑制 SGC-7901 细胞的增殖，其在临床上的应用，以

及可能产生的不良反应、并发症等还需大量的研究。

4 结论

PDSW 联合热疗能有效抑制 SGC-7901 细胞和裸

鼠皮下移植瘤组织中 COX-2、Bcl-2 基因和蛋白的表

达，从而抑制胃癌细胞的增殖，最终达到治疗肿瘤

的疗效。
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