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诱导型一氧化氮合酶抑制剂对胆管癌细胞生物学行为的影响
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摘   要 目的：探讨诱导型一氧化氮合酶抑制剂（iNOS）抑制剂对胆管癌细胞生物学行为的影响。

方法：不同浓度 iNOS 抑制剂 1400W 孵育人胆管癌 QBC939 细胞 24 h 后，分别用硝酸还原酶法、MTT

比色法检各组细胞中 NO 浓度与增殖情况，并计算半抑制浓度（IC50）；根据 IC50 值，选择合适浓度的

1400W 处理 QBC939 细胞 24 h 后，分别用划痕试验、Transwell 小室法检测细胞迁移及侵袭情况。以

上实验均以未加 1400W 培养基处理的 QBC939 细胞为空白对照。

结果：与空白对照组比较，各 1400W 处理组 QBC939 细胞中 NO 含量及增殖率均呈浓度依赖性降低

（均 P<0.05），IC50 值为 51.24 μmol/L；用 50 μmol/L 的 1400 W 处理 QBC939 细胞 24 h 后，实验组

的细胞划痕愈合率（61.7% vs. 92.3%）和细胞侵袭数（72.7 个 vs. 128.0 个）均较对照组明显降低（均

P<0.05）。

结论：iNOS 抑制剂 1400W 能抑制胆管癌细胞增殖、迁移和侵袭，其机制可能与 NO 下游的信号分子

变化有关。
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Effect of inducible nitric oxide synthase inhibitor on the biological 
behaviors of cholangiocarcinoma cells
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Abstract Objective: To investigate the effect of inducible nitric oxide synthase (iNOS) inhibitor on the biological 

behaviors of cholangiocarcinoma cells.

Methods: Human cholangiocarcinoma QBC939 cells were cultured in different concentrations of iNOS inhibitor 

1400W for 24 h, and then, the NO contents and proliferation status of each group of cells were determined 

by nitrate reductase assay and MTT assay respectively, and the half-inhibitory concentration (IC50) was also 

calculated. After that, QBC939 cells were exposed to an appropriate concentration of 1400W, according to the 

IC50 value, for 24 h, and then, the cell migration and invasion were detected by wound healing assay and Transwell 

invasion assay, respectively. QBC939 cells cultured with the medium without 1400W were used as blank control 
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胆管癌（cholangiocarcinoma）系指胆管系统

衬覆上皮发生的恶性肿瘤[1]，近年来胆管癌的发病

率 及 死 亡 数 正 逐 年 上 升 [ 2 ]。 诱 导 型 一 氧 化 氮 合 酶

（iNOS）在包括肝癌、乳腺癌、胆管癌在内的许

多肿瘤发生发展中起着重要作用。1400W是高度

选择性iNOS抑制剂。1400W是从双异硫脲改进而

来的，是一种缓慢的、在体内与iNOS选择性紧密

结合的药物。其对iNOS的抑制呈NAPDH依赖性和

时间依赖性，其对人iNOS的抑制能力比对人eNOS

和nNOS的抑制能力分别高5000倍和200倍，是迄

今为止最有选择性的iNOS抑制剂。有研究[3]发现选

择性iNOS抑制剂1400W可抑制人肝癌SMMC-7721

细胞株iNOS表达，提示选择性抑制iNOS对肝癌新

生 血 管 的 形 成 具 有 预 防 效 果 和 潜 在 的 治 疗 价 值 ，

从 而 对 肝 癌 细 胞 的 增 殖 与 转 移 产 生 影 响 。 因 此 ，

笔 者 推 测 i N O S 抑 制 剂 1 4 0 0 W 对 胆 管 癌 细 胞 增 殖

与 转 移 的 影 响 可 能 与 其 对 肝 癌 细 胞 的 影 响 效 果 相

似。笔者前期研究发现，iNOS高表达与胆管癌发

展呈正相关，为探讨iNOS抑制剂1400W对胆管癌

细胞增殖与转移的影响，本次研究观察iNOS抑制

剂1400W对人胆管细胞癌QBC939细胞系转移与增

殖的影响，以探讨1400W抑制iNOS表达用于治疗

肿 瘤 的 可 能 性 ， 为 临 床 肝 内 胆 管 细 胞 癌 靶 向 治 疗

提供理论依据。

1　材料与方法

1.1  研究材料

人胆管癌细胞株（QBC939）购自赛百慷（上

海 ） 生 物 技 术 股 份 有 限 公 司 ， 由 湖 南 省 人 民 医 院

临床医学研究所保存，选择性iNOS抑制剂1400W

购自美国Cayman公司，NO试剂盒购自南京建成生

物制剂研究所。

1.2  研究方法

1.2.1  细胞培养及药物准备　用含 10% 胎牛血清

的 低 糖 DMEM 培 养 基 在 37 ℃、5%CO2 饱 和 湿 度

的培养箱中培养，待其融合度达到 80% 以上进行

传代，取对数期细胞进行实验。分别加入 iNOS 抑

制剂 1400W 调节终浓度为 1、10、25、50、100、

200 μmol/L。

1.2.2  硝酸还原酶法检测 QBC939 细胞 NO 含量

　NO 检测试剂盒检测各组细胞上清液 NO 含量。

检 测 试 剂（ 从 冰 箱 取 出 ） 与 收 集 的 各 个 样 本 置

37 ℃ 水 浴 5 min 后， 按 NO 试 剂 盒 说 明 书 进 行 操

作。 待 全 部 反 应 结 束 后 蒸 馏 水 调 零， 分 光 光 度 计

550nm 波长下测定吸光值（OD）。按下列公式计

算 NO 含 量，NO（μmol/L）=[（ 测 定 管 OD 值 -

空白管 OD 值）/（标准管 OD 值 - 空白管 OD 值）]×

标准品浓度（100 μmol/L）× 样品测试前稀释倍数。

取 5 次相同实验的结果的平均值为 NO 含量。

1.2.3  MTT 比色法检测 QBC939 细胞增殖　取对

数生长期胆管癌细胞，1×104/ 孔接种于 96 孔培养

板 中，24 h 后 弃 细 胞 培 养 上 清 液。 分 别 加 入 不 同

浓度 1400W 培养液 180 μL，每个浓度设 7 个复孔，

对 照 组 加 入 不 含 1400W 的 培 养 液 180 μL， 培 养

24 h 时 倾 去 培 养 液， 每 孔 加 入 MTT 液 20 μL， 继

续 培 养 4 h 后 弃 上 清 液， 加 入 150 μL 的 DMSO。

水平摇床摇荡 10 min，全自动酶 / 标仪于 490 nm

波 长 处 检 测 各 孔 吸 光 度（ 值）QBC939 细 胞 增 殖

抑 制 率（IR）=（1- 实 验 组 A 值 / 对 照 组 A 值 ）

×100%。 从 中 选 取 半 抑 制 浓 度（IC50） 的 1400W

用于后续实验。

1.2.4  划痕试验检测 QBC939 细胞迁移能力　对数

期细胞接种于培养板中，待生长至 90% 融合后，

无血清饥饿处理，用 10 μL 移液头在中央区域划痕

造成无细胞划痕区。PBS 冲洗 3 次后加入含 IC50 的

for all experiments.

Results: Compared with blank control group, the NO content and proliferation in each 1400W treatment group 

were significantly reduced, with a concentration-dependent trend, and the IC50 was 51.24 μmol/L. In QBC939 

after exposure to 50 μmol/L 1400W, the healing rate of the scratch wound (61.7% vs. 92.3%) and number of 

invaded cells (72.7 vs. 128.0) were all significantly lower than those in blank control group (both P<0.05).

Conclusion: iNOS inhibitor 1400W can suppress the growth, migration and invasion of cholangiocarcinoma 

cells, the mechanism may be associated with the changes in NO downstream signaling molecules.

Key words Bile Duct Neoplasms; Nitric Oxide Synthase; Enzyme Inhibitors; Neoplasm Invasiveness
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1400W 浓度的培养基并培养 24 h，再于 24 h 后进行观

察。划痕愈合率 =（划痕后即刻的划痕面积 - 划痕后

24 h 的划痕面积）/ 划痕后即刻的划痕面积 ×100%。

1.2.5  Transwell 小 室 检 测 QBC939 细 胞 侵 袭

能 力　 用 培 养 基 稀 释 Matrigel（2:1） 均 匀 涂 布

Transwell 小室上室膜中，待成固体后加入 200 μL

含 IC50（1400W） 药 物 浓 度 无 血 清 培 养 基 重 悬 的

细 胞 悬 液（5×104 个 细 胞）， 下 室 加 入 500 μL 含

10% 胎牛血清的培养基。在细胞培养箱中培养 24 h，

用棉签小心拭去上室未转移细胞，PBS 洗涤下室细

胞后用 4% 多聚甲醛固定，最后用瑞氏吉姆萨染液

染 色 后 计 数， 于 400 倍 光 镜 下 进 行 观 察， 计 数 透

膜细胞总数，取 5 次相同实验的结果的平均值为细

胞侵袭数，分析肿瘤细胞的侵袭能力。

1.3  统计学处理

应 用 S P S S  1 6 . 0 统 计 软 件 对 实 验 数 据 进 行 分

析，数据均采用均数±标准差（x±s）示。组间差

异采用单因素方差分析与LSD检验，P<0.05为差异

有统计学意义。

2　结　果

2.1  1400w 对 QBC939 细胞 NO 含量的影响

分 别 用 1 、 1 0 、 2 5 、 5 0 、 1 0 0 、 2 0 0  μ m o l / L 

1400W培养液孵育QBC939细胞24 h后检测上清液

NO浓度，以上浓度1400W处理的QBC939细胞平均

NO含量为68.55、51.32、43.10、24.63、13.18、

3 . 1 0  μ m o l / L ， 而 空 白 对 照 组 平 均 N O 含 量 为 

70.94 μmol/L，各组间差异有统计学意义（P<0.05）

（图1）。
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图 1　各组 QBC939 细胞 NO 含量的比较　　注：1）与空

白对照组比较，P<0.05
Figure 1　Comparison of the NO contents among groups of 

QBC939 cells　　Note: 1) P<0.05 vs. blank control group 

空白对照组

2.2  1400W 对 QBC939 细胞增殖能力的影响

分 别 用 1 、 1 0 、 2 5 、 5 0 、 1 0 0 、 2 0 0  μ m o l / L 

1 4 0 0 W 培 养 液 孵 育 Q B C 9 3 9 细 胞 2 4  h ， 与 对 照 组

比 较 ， 以 上 浓 度 1 4 0 0 W 处 理 的 Q B C 9 3 9 细 胞 的 平

均细胞存活率分别为95.39%、90.28%、85.85%、

47.48%、22.93%、6.33%，统计学分析显示，各组

细胞存活率差异有统计学意义（P<0.05）（图2）。

采用GraphPad Prism 5计算IC50值为51.24 μmol/L，

故采用50 μmol/L 1400W作为后续实验的处理药物

浓度。

图 2　各组 QBC939 细胞存活率比较　　注：1）与空白对

照组比较，P<0.05
Figure 2　Comparison of the cell viabilities among groups of 

QBC939cells　　Note: 1) P<0.05 vs. blank control group
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2.3 1400W 对 QBC939 细胞迁移的影响

Q B C 9 3 9 细 胞 制 造 划 痕 并 P B S 冲 洗 3 次 后 ，

用50 μmol /L  1400W培养液180 μL培养24 h，再

于24 h后进行观察。结果显示，实验组细胞划痕

愈合率明显低于空白对照组[（61.7±3.1）% v s .  

（92.3±3.2）%，P<0.05]（图3）。

图 3　细胞迁移能力检测（×20）　　A：空白对照组； 

B：1400W 处理组

Figure 3　Determination of cell migration ability (×20)　 　 
A: Blank control group; B: 1400W treatment group

A B
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2.4  1400W 对 QBC939 细胞侵袭能力的影响

用 5 0  μ m o l / L  1 4 0 0 W 培 养 液 处 理 Q B C 9 3 9 细

胞24 h，Transwel l小室侵袭实验结果显示，实验

组 的 侵 袭 细 胞 数 明 显 多 于 空 白 对 照 组 [ （ 7 2 . 7 ± 

3.5）个 vs.  （128.0±6.2）个，P<0.05]（图4）。

3　讨　论

胆 管 癌 在 癌 症 比 例 逐 年 上 升 ， 在 全 部 癌 症 死

者中达到2.88%~4.65%[4]。胆管癌有发病隐匿、易

淋 巴 转 移 等 特 点 ， 手 术 R 0切 除 率 低 ， 对 放 化 疗 不

敏感，胆管癌患者预后极差，近端胆管癌的5年生

存率仅为9%~18%，远端胆管癌为20%~30%，无

法 手 术 切 除 或 有 远 处 转 移 的 患 者 预 后 差 ， 中 位 生

存期<1年 [5-9]。由于大多数能检查出的胆管癌的患

者 已 到 癌 症 晚 期 ， 即 使 能 手 术 治 疗 ， 预 后 也 比 较

差 ， 效 果 并 不 明 显 。 更 严 重 的 是 ， 传 统 的 化 学 疗

法 和 放 射 治 疗 对 晚 期 胆 管 癌 的 治 疗 作 用 有 限 ， 无

法 有 效 延 长 患 者 生 命 。 分 子 靶 向 治 疗 已 成 功 运 用

恶 性 肿 瘤 治 疗 并 取 得 较 好 疗 效 。 因 此 ， 寻 找 靶 向

治 疗 药 物 用 于 胆 管 癌 治 疗 对 于 改 善 患 者 预 后 有 重

要意义。

靶 向 治 疗 已 成 为 恶 性 肿 瘤 综 合 治 疗 的 新 方

向 ， 引 起 了 越 来 越 多 医 学 研 究 者 的 重 视 [ 1 0 - 1 1 ]。 分

子 靶 治 疗 向 相 对 其 他 治 疗 方 法 更 具 针 对 性 ， 在 肿

瘤 治 疗 的 临 床 实 践 中 ， 分 子 靶 向 治 疗 具 有 目 标 准

确、适应证广、副作用少等特点 [ 12]，具有能高效

的 选 择 性 杀 伤 肿 瘤 细 胞 ， 减 少 治 疗 对 正 常 组 织 的

损 伤 。 靶 向 治 疗 用 于 恶 性 肿 瘤 已 有 成 功 案 例 ， 例

如易瑞沙可以控 制非小细胞肺癌 [ 13]，多吉美可以

控制肝癌、肾癌 晚期的靶向 [ 14]，但对与胆管癌，

目前还没有特异性的靶向药物控制病情。

有研究 [15-16 ]显示结肠癌、乳腺癌及黑色素瘤

中eNOS表达增强，且与肿瘤分级呈正相关，因此

推 测 e N O S 过 度 表 达 对 肿 瘤 的 生 长 及 转 移 有 促 进

作 用 。 研 究 [ 1 7 ]证 实 ： i N O S 催 化 产 生 N O 的 能 力 较

eNOS强，且持续时间长，主要参与机体的病理生

理过程。因此，本研究探讨iNOS抑制剂对人胆管

细胞癌QBC939细胞抑制作用及与细胞内NO的关

系 ， 为 临 床 胆 管 癌 分 子 靶 向 药 物 研 究 提 供 实 验 依

据。研究结果显示，在胆管癌QBC939细胞中，使

用iNOS抑制剂1400W后，可显著抑制细胞增殖，

其 机 制 可 能 涉 及 细 胞 内 N O 减 少 。 同 时 ， 考 察 了

1400W对QBC939细胞迁移和侵袭能力的影响。结

果证实，实验组较对照组QBC939细胞增殖、迁移

和侵袭能力均明显降低。

VEGF是已知的作用最强的血管生成因子，在

肿 瘤 血 管 形 成 中 具 有 重 要 作 用 ， 能 强 烈 诱 导 血 管

形 成 及 刺 激 肿 瘤 复 发 转 移 。 大 多 数 研 究 者 认 为 调

节VEGF表达可能是iNOS诱导肿瘤血管生成的一条

重要途径。因此，1400W可能通过抑制iNOS的表

达，从而阻断血管内皮因子VEGF表达，降低细胞

增殖侵袭迁移能力 [18]。且iNOS分子靶向治疗的针

对性较强，毒副作用相对较小[19-20]，因此在胆管癌

的治疗中，iNOS抑制剂如1400W等研究并开发临

床 分 子 靶 向 用 药 具 有 一 定 前 景 ， 但 具 体 药 物 及 用

药机制有待进一步探讨。
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图 4　细胞侵袭力检测（×20）　　注：1）与空白对照组比较，P<0.05
Figure 4　Determination of cell invasion ability (×20)　　Note: 1) P<0.05 vs. blank control group
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