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一氧化氮释放型阿司匹林对荷瘤小鼠前列腺癌血管形成的抑制作用

程继文，蒙清贵，陆浩源，王植柔，白先忠

广西医科大学附属肿瘤医院泌尿外科，南宁５３００２１

　　［摘要］　目的　探讨一氧化氮释放型阿司匹林（ＮＯＡＳＡ）对小鼠皮下种植前列腺癌的生长及肿瘤血管形成的抑制作
用。方法　皮下荷前列腺癌小鼠体内注射ＮＯＡＳＡ后监测肿瘤生长情况；处死小鼠后以ＥＬＩＳＡ法检测小鼠血清 ＶＥＧＦ的
表达，实时定量ＰＣＲ法检测肿瘤中ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达，免疫组化法检测肿瘤中ＣＤ３４的表达并量化微血管数目，以未注射

ＮＯＡＳＡ的皮下荷前列腺癌小鼠为对照。受精鸡胚尿囊膜（ＨＥＴＣＡＭ）试验检测 ＮＯＡＳＡ在体外对血管形成的影响。结

果　小鼠体内注射ＮＯＡＳＡ后皮下种植的前列腺癌的生长受到抑制，小鼠血清以及肿瘤组织的 ＶＥＧＦ表达明显降低，肿瘤
组织中的ＣＤ３４表达减少，与对照组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。ＮＯＡＳＡ对受精鸡卵尿囊膜上的血管生长

也有明显抑制作用。结论　ＮＯＡＳＡ可抑制前列腺癌肿瘤生长和血管形成。
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　　通过抑制肿瘤血管生成来抑制肿瘤生长的治疗
策略在肺癌、胃癌等多种肿瘤中已有临床应用，而在
前列腺癌中尚缺乏相关的成熟方案，而且基础研究
不多。目前的研究表明，一氧化氮（ＮＯ）释放型阿司
匹林（ＮＯｄｏｎａｔｉｎｇａｓｐｉｒｉｎ，ＮＯＡＳＡ）是很有前景
的具有抑制肿瘤血管生成作用的非甾类抗炎药［１］。

ＮＯＡＳＡ有３种异构体［２］，分别为 ｍｅｔａ、ｏｒｔｈｏ、

ｐａｒａＮＯＡＳＡ，其中 ｐａｒａ和 ｏｒｔｈｏ两种 ＮＯＡＳＡ
的作用效果相近且都优于 ｍｅｔａＮＯＡＳＡ。已有报
道显示ＮＯＡＳＡ在结肠癌、胰腺癌等多种肿瘤中有

较好的抑制肿瘤生长的作用［３５］。鉴于此，本研究以
腋窝皮下种植前列腺癌ＲＭ１细胞成瘤Ｃ５７小鼠为
研究对象，观察ＮＯＡＳＡ对肿瘤及肿瘤血管的抑制
作用，为寻找前列腺癌治疗新思路提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　动物及试剂　小鼠前列腺癌细胞株ＲＭ１购
自上海麦莎生物科技有限公司，动物许可号：ＳＣＸＸ
（沪）２００７０００５。６周龄雄性Ｃ５７小鼠购自上海斯
莱克实验动物有限公司，体质量（２２±２）ｇ，标准条件
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饲养。ＮＯＡＳＡ、小鼠 抗人血管内皮生长因子
（ＶＥＧＦ）ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自 Ｓｉｇｍａ公司。抗鼠

ＣＤ３４单克隆抗体购自福州迈新生物技术有限公司。

ＶＥＧＦ、βａｃｔｉｎ引物由上海捷瑞生物工程有限公司
合成。ＴＲＩｚｏｌＲＮＡ提取试剂盒购自上海捷瑞生物
工程有限公司。５０～６０ｇＳＰＦ级受精鸡卵购于北京
梅里亚维通实验动物技术有限公司，ＲＰＭＩ１６４０培
养液购自 Ｇｉｂｃｏ公司。

１．２　细胞培养　小鼠前列腺癌 ＲＭ１细胞，采用

１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液，在５％ＣＯ２、饱

和湿度下３７℃的培养箱中培养，２～３ｄ换液１次，

取对数生长期的细胞进行实验。

１．３　实验分组和模型制备　将１６只小鼠随机分

实验组和对照组（ｎ＝８）。每只小鼠于腋窝皮下接种

ＲＭ１细胞１×１０６个。接种肿瘤细胞１周后开始经

尾静脉注射给药，每周２次，共６次。实验组每只小

鼠单次给予浓度为１．５ｍｏｌ／Ｌ的 ＮＯＡＳＡ（ｐａｒａ
型）２００μｌ；对照组给予等量的生理盐水。于第２１天

处死小鼠后完整剥离肿瘤并测定肿瘤的体积、质量；

将肿瘤分为２份，于液氮冻存及制备石蜡标本。

１．４　免疫组化法测定皮下种植瘤微血管密度　采

用ＣＤ３４二步免疫组化法（ＳＰ法），按试剂说明书操

作。先于１００倍光镜下寻找肿瘤中心微血管密度最

高的３个区域，在２００倍镜下计算肿瘤微血管数目

的均值。计数黄染形成环形的内皮细胞，本过程按

盲法操作。

１．５　ＥＬＩＳＡ法测定小鼠血清中ＶＥＧＦ含量　小鼠

处死前眼球取血置于１．５ｍｌ离心管中，常温下静置

３０ｍｉｎ，１７６０×ｇ离心５ｍｉｎ，收集上清置－７０℃超

低温冰箱保存，检测前按１４０稀释，依照ＥＬＩＳＡ
试剂盒操作流程测定血浆ＶＥＧＦ浓度。

１．６　实时定量ＰＣＲ检测小鼠皮下种植瘤 ＶＥＧＦ
的表达　小鼠ＶＥＧＦ上游引物５′ＧＡＡＣＧＣＴＴＧ
ＣＣＴＴＡＴＧＡＴ３′，下游引物５′ＴＧＣＴＣＣＣＴＣ
ＴＴＴＣＡＡＣＡＴ３′；内参βａｃｔｉｎ上游引物５′ＴＧＧ
ＡＡＴＣＣＴＧＴＧＧＣＡＴＣＣＡＴＧＡＡＡＣ３′，下游
引物 ５′ＣＧＧ ＡＣＴ ＧＴＴ ＡＣＴ ＧＡＧ ＣＴＧ ＣＧＴ
ＴＴＴＡ３′。反应条件：ＰＣＲ活化９５℃２ｍｉｎ；９４℃
变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ（信号检
测），循环４０次。

１．７　体外受精鸡卵尿囊绒膜试验（ＨＥＴＣＡＭ）检
测血管形成　将受精鸡卵２０只分为实验组和对照
组（ｎ＝１０）。先在气室顶端打１～２ｍｍ小孔，然后
在距胚头前１ｃｍ、两条卵黄静脉之间的卵壳投影部

位（或正对鸡胚的位置），用铅笔画出１ｃｍ×１．５ｃｍ
长方形区，７５％乙醇消毒后，用牙科细砂轮沿长方形
取得边线磨切透卵壳，用眼科镊子揭去长方形蛋壳，
剪除长方框内的卵壳膜。选近胚头１ｃｍ处两条前
卵黄静脉之间的相对无血管区，将无菌明胶海绵小
块（２ｍｍ ×２ｍｍ ×２ｍｍ）若干，分别浸入１．５
ｍｏｌ／Ｌ的 ＮＯＡＳＡ（实验组）和生理盐水（对照组）
中，使之充分饱和，然后置于相对无血管区，用透明
胶纸封闭卵壳口，３７℃孵育２ｄ后观察鸡胚血管生
长情况。

１．８　统计学处理　实验结果使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ４
软件自动进行统计分析。两组间比较采用ｔ检验，多
组间比较采用方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意
义。

２　结　果

２．１　检测肿瘤的成瘤性　１６只小鼠均成瘤，成瘤
率为１００％，在ＲＭ１细胞接种１４ｄ时可触及肿瘤。
各组小鼠实验期间精神、饮食正常，实验结束时１６
只小鼠均存活。于第２１天处死小鼠，肿瘤完整剥离
后，可见实验组的肿瘤明显小于对照组（图１），对照
组和实验组的肿瘤平均质量分别为（１．４９±０．１５）、
（１．０７±０．２１）ｇ，体积分别为（２．４３±０．２７）、（１．９４±
０．１９）ｃｍ３，组间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．２　肿瘤组织中ＣＤ３４表达情况　图２显示，实验
组的肿瘤组织与对照组相比其微血管形成明显减

少，对照组新生微血管与实验组新生血管的数目分
别为每个视野（１１．６４±３．８７）、（３．８６±１．７７）个，组
间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．３　ＮＯＡＳＡ对小鼠血清和肿瘤组织内ＶＥＧＦ表
达的影响　注射ＮＯＡＳＡ后，血清ＶＥＧＦ蛋白的表
达明显下降，ＥＬＩＳＡ结果显示对照组与实验组血清
中ＶＥＧＦ分别为（１．１２±０．２２）、（０．６１±０．１１）ｎｇ／

ｍｌ，两组之间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。肿瘤
组织中ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达结果与小鼠血清 ＶＥＧＦ
的表达相似，对照组与实验组ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达
分别为０．８４±０．２７、０．２４±０．１４，组间差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０１）。

２．４　ＨＥＴＣＡＭ试验检测ＮＯＡＳＡ对鸡胚血管形
成的影响　图３表明实验组的血管明显少于对照
组。在此基础上我们将直径≥２ｍｍ的主支血管和
第一分支血管称为Ⅰ级血管，直径＜２ｍｍ的第一分
支血管称为Ⅱ级血管，对鸡胚血管图进行量化得到
对照组与实验组Ⅰ级血管＋Ⅱ级血管总量分别为
（３５±９）、（１６±５）个，结果也显示实验组的血管明显
少于对照组（Ｐ＜０．０５）。
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图１　ＮＯＡＳＡ对皮下种植瘤大小的影响

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅＡＳＡｏｎｔｕｍｏｒｓｉｚｅ
ＮＯＡＳＡ：Ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｄｏｎａｔｉｎｇａｓｐｉｒｉｎ．ＡＣ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＤＦ：

ＮＯＡＳＡｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ

图２　对照组（Ａ）与实验组（Ｂ）肿瘤组织ＣＤ３４染色情况

Ｆｉｇ２　ＣＤ３４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｏｎｔｒｏｌ（Ａ）ａｎｄ

ＮＯＡＳＡｔｒｅａｔｍｅｎｔ（Ｂ）ｇｒｏｕｐ（ＳＰ）

ＮＯＡＳＡ：Ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｄｏｎａｔｉｎｇａｓｐｉｒｉｎ．Ａｒｒｏｗｓｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅａｎｇｉｏ

ｇｅｎｅｓｉｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图３　ＨＥＴＣＡＭ法检测ＮＯＡＳＡ体外对血管形成的影响

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮＯＡＳＡｏｎｉｎｖｉｔｒｏａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｂｙＨＥＴＣＡＭ

ＮＯＡＳＡ：Ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｄｏｎａｔｉｎｇａｓｐｉｒｉｎ．Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＮＯ

ＡＳＡｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　ＮＯ生理功能广泛，许多病理过程与缺乏 ＮＯ

有关。这一事实构成了 ＮＯ替代治疗的生理学基
础。药理上将ＮＯ连接到药物分子上获得释放ＮＯ
的药物，例如ＮＯ非甾类消炎药［６７］和ＮＯ释放型他
汀类药物［８］等。研究表明 ＮＯＡＳＡ很有希望作为
一种抑癌剂或一线化疗药物辅助剂应用于临床，目
前已经发现其对胰腺癌、结肠癌、肺癌和舌癌细胞等
有抑制作用。研究表明 ＮＯＡＳＡ防治肿瘤的作用
机制可能有以下几个方面：（１）通过氧化应激反应诱
导细胞凋亡，如调节器官组织当中的一氧化氮合酶
的作用，间接调节肿瘤的生长［９］；（２）抑制癌细胞的

ＣＯＸ活性［１０１１］；（３）影响多种信号转导途径，如有丝
分裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫｓ）的活化［１２］；（４）减少
核受体过氧化物酶体增殖物激活受体的表达［１３］。
但其具体的抑癌机制目前还没有得到充分阐明。

　　本实验中我们发现，给予荷瘤小鼠注射 ＮＯ
ＡＳＡ后可以影响肿瘤的生长，肿瘤体积相对于对照
组明显缩小；同时我们发现肿瘤组织中的微血管生
成减少，表现为组织切片ＣＤ３４染色的血管内皮细
胞减少，提示ＮＯＡＳＡ的抑癌作用可能与血管生成
抑制有关。ＶＥＧＦ是一种重要的与血管生成有关的
细胞因子，它的高表达不仅可以直接促进微血管的
形成，也可以上调或影响其他与血管生长相关的细
胞因子的表达，如血管生成素、ＩＬ６、ＩＬ８、ＴＧＦβ、

ＭＣＰ１等［１４］，检测 ＶＥＧＦ 表达情况可间接提示

ＮＯＡＳＡ对血管生成的作用。Ｏｕｙａｎｇ等［１５］在人结

肠癌 ＨＴ２９小鼠移植模型中也证实，ＮＯＡＳＡ可以
影响结肠癌移植瘤中 ＶＥＧＦ的表达。我们后续的
实验在前列腺癌动物移植模型中也得到了相似的结

论（资料待发表），进而证实了这种推测：ＮＯＡＳＡ
通过抑制小鼠体内或肿瘤内ＶＥＧＦ的表达，影响了
肿瘤部位微血管的生成，导致肿瘤营养代谢受限制，
进而影响肿瘤细胞的生长，从而发挥了抑癌作用。
由于ＮＯ与炎症之间可以相互影响、相互调控，而炎
症又与肿瘤的血管形成密切相关，因此我们猜想

ＮＯＡＳＡ对血管的作用可能是通过炎症介导来实
现的，但尚需进一步的研究予以证明。
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·消　息·

我校“世界卫生组织基因合成与表达合作中心”获准进入Ⅱ期建设

　　依托我校基础部病原生物学教研室的“世界卫生组织基因合成与表达合作中心”（以下简称“合作中心”），经过第一个任期

（２００５－２００９年）的建设，完成了指定建设任务，达到了预期目标。

　　根据 ＷＨＯ规定，世界卫生组织合作中心在一个任期结束后需提出第二个任期申请，并经过 ＷＨＯ总部和西太平洋地区

委员会评审获准后，方可再任命。据此，“合作中心”主任潘卫庆教授于２００８年底赴日内瓦 ＷＨＯ总部进行了工作汇报，并于

２００９年初递交了第二个任期的申请。

　　ＷＨＯ负责该“合作中心”的部门（疫苗研发部，ＩＶＲ）对“合作中心”前４年的工作总结和开展Ⅱ期建设的任务和目标进行

了全面评估，并递交 ＷＨＯ西太平洋地区委员会进行评审。２００９年７月２８日 ＷＨＯ西太平洋地区主任正式致函我校刘振全

校长，同意该“合作中心”进入第二个任期建设，提出了Ⅱ期建设任务和目标。第二个任期时间为２００９年７月２８日至２０１３年

７月２７日。

　　“合作中心”Ⅱ期建设的主要任务包括：（１）利用“合作中心”已建立的技术平台，开展 ＷＨＯ优先的热带病疫苗研发，包括

多价疟疾疫苗、血吸虫被膜蛋白疫苗等；（２）建立中国不同地区疟原虫种群遗传数据库，建立疟原虫溯源检测技术，为全球消除

疟疾规划提供技术支持；（３）通过与“ＷＨＯ疫苗研发部”和“ＷＨＯ热带病培训和研究特别规划署”的合作，参与全球热带病研

究与防治的合作网络；（４）举办分子生物学和生物技术在热带病研究中应用的各种培训班，为全球从事热带病研究或获得

ＷＨＯ资助的个人和实验室提供技术支持，特别是能为发展中国家或疾病流行地区的研究能力建设和提高提供支持。


