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赖氨匹林对小鼠移植乳腺癌的生长抑制和诱导凋亡作用

梅峥嵘 , 张月林 ,吴华璞 , 祝晓光

[摘要 ]目的:观察不同浓度的赖氨匹林对 C
3
H小鼠移植性乳腺癌的抑制作用 、 肿瘤细胞凋亡和造血系统及肝肾功能的影响 ,

为赖氨匹林抗肿瘤作用的临床应用研究提供实验佐证。方法:用细胞悬液法将肿瘤细胞接种于 C
3
H小鼠前肢腋窝皮下 , 接种

后将小鼠随机分成 aspisol大 、中 、小剂量组和生理盐水(NS)组及氟尿嘧啶(5-Fu)组 ,于接种后第 2天分别腹腔注射相应药物 ,

1次 /天 , 连续给药 28天。第 30天取血 , 处死小鼠 ,称瘤体重量 , 计算抑瘤率;观察小鼠对造血系统 、肝肾功能的变化;观察肿

瘤组织病理变化;TUNEL法检测赖氨匹林对肿瘤细胞凋亡的影响。结果:赖氨匹林对小鼠乳腺癌的生长具有显著的抑制作

用(P<0.01),苏木精 -伊红(HE)染色组织病理学检查显示:赖氨匹林各剂量组肿瘤组织有不同程度的坏死。各治疗组肿瘤

细胞均呈现明显凋亡形态改变 ,在一定的用药时间和用药范围内赖氨匹林对小鼠的造血系统及肝 、肾功能无明显影响。结

论:赖氨匹林对 C3H小鼠移植乳腺癌的生长具有抑制作用 , 能诱导其凋亡 ,但对其造血系统及肝 、肾功能无明显影响。
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Growthinhibitionandapoptosisinductedbyaspisolontransplantedbreastcancerofmice
MEIZheng-rong, ZHANGYue-lin, WUHua-pu, ZHUXiao-guang

(DepartmentofPharmacology, BengbuMedicalCollege, Bengbu233030, China)

[ Abstract] Objective:ToobservetheantineoplasticactionofaspisolontransplantedtumorsofC3Hmiceandtheinfluenceofaspisol

onhematopoieticorgans, hepaticfunctionandrenalfunctionofmice.Tumorcellapoptosishadalsobeendeterminedforproviding

experimentbasesofaspisolinbreastcancertherapy.Methods:Thesuspensionofcellswasinjectedsubcutaneouslyintoforelimbaxillas

ofC3Hmice.Fromthenextday, theexplantedanimalswerereceiveddifferentconcentrationofaspisolbyintraperitoneallyonceaday

for28days.Thereferencegroupwasgiven5-Fuandcontrolgroupwasgivennormalsaline.At30thdayaftertreatment, themicewere

sacrificed, tumorweightwereexamined, haemocytenumberwerecalculated, hepaticfunctionandrenalfunctionweredetected.The

histopathologicalchangewereobservedmicroscopically, TUNELassayinsituwereperformedfordeterminetheapoptosis.Results:

aspisolcaninhibitthegrowthoftumorsignificantly, thetumorvolumeweredramaticallyreduced(P<0.01).Histologicalexamination

resultsshowedapparentnecrosisinaspisolgroup.Typicalapoptoticmorphologicalchangeswereseeninallthetreatedgroups.aspisol

didn' taffecthematopoieticorgans, hepaticfunctionandrenalfunctionofthetumorbearinganimalsatcertaintimeordosage.

Conclusions:aspisolhassignificantlyantitumoreffectsonC3Hmicetransplantablebreastcancer, caninducetumorcellapoptosis,

withoutobviousinfluenceonhematopoieticsystem, hepaticfunctionandrenalfunction.

[ Keywords] breastneoplasms;neoplasms, experimental;aspisol;cyclooxygenase2;apoptosis;mice

　　研究发现环氧化酶 -2 (cyclooxygenase2, COX-

2)与多种人类恶性肿瘤的发生密切相关
[ 1 ～ 3]
。流行

病学资料表明 ,长期服用阿司匹林和其它非甾体类

抗 炎 药 (nonsteroidal anti-inflammatory drugs,

NSAIDs)可以使直 、结肠癌的发病率减少 40% ～

50%
[ 4]
,并能有效降低乳腺癌的发病率

[ 5]
。最近的

研究表明 ,常规使用 NSAIDs5 ～ 9年 ,可以使乳腺癌

的发病率减少 21%,而规则使用 10年或以上可使

其发病率减少 28%
[ 6]
。临床前期实验也表明

NSAIDs对乳腺癌有抑制作用
[ 7]
。赖氨匹林为赖氨

酸乙酰水杨盐的无菌粉末 ,主要成分为阿司匹林。

本实验制备可移植性的小鼠乳腺癌模型 ,在体内情

况下观察赖氨匹林对肿瘤生长的抑制作用及对造血

器官和肝肾功能的影响 ,同时检测赖氨匹林对小鼠

肿瘤细胞凋亡的影响 ,旨在探讨和评价赖氨匹林抗

乳腺癌作用和机制 ,为赖氨匹林抗乳腺癌的临床应

用研究提供理论和实验佐证 。

1　材料与方法

1.1　实验动物　C3H小鼠 60只 ,购于中国医学科

学院实验动物中心 ,实验动物许可证编号:SCXK

(京)2002 -0003 ,雌性 , 6周龄 ,体重 18 ～ 22 g。瘤

源为 C3H小鼠自发性乳腺癌 。常规条件下饲养 ,包

括通风 、洁净 、恒温 、自由进食 、饮水。

1.2　试验材料　MEM培养基 、胎牛血清(FCS)、胰
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蛋白酶和 Hepese购于 GIBCO公司。TUNEL原位凋

亡试剂盒:购于 Roche公司。氟尿嘧啶(5-Fu):购于

上海旭东海普药业有限公司。赖氨匹林:购自安徽

丰原药业股份有限公司。

1.3　移植瘤模型建立及分组　将自发性成瘤的

C3H小鼠 ,于无菌条件下取出乳腺瘤块组织。用

PBS液清洗 ,去除坏死及液化组织 ,置 200目网筛中

研磨(下置培养皿), PBS液冲洗后收集分散细胞 ,

在 1 500 r/min离心 10 min,用无血清 MEM培养液

稀释 ,调细胞悬液浓度为 2 ×10
10
/L。取 50只 6周

龄雌性非自发性乳腺癌 C3H小鼠 ,在小鼠的右前肢

腋窝皮下接种肿瘤细胞悬液每只 0.2ml。次日将小

鼠随机分成 5组 ,即 5-Fu(10 mg/kg)组 ,赖氨匹林

175mg/kg、350 mg/kg、700mg/kg组 ,以及生理盐水

(NS)组;分别腹腔注射相应药物 , NS组注射等体积

的生理盐水 ,每天 1次 ,连续给药 28天。停药后继

续观察至接种后的第 30天 。喂养期间观察小鼠精

神 、饮食及排便情况。接种后第 30天称量小鼠的体

重 ,眶后静脉取血行白细胞计数及肝 、肾功能检查;

颈椎脱臼处死小鼠 ,观察消化道有无出血 、溃疡;剥

离瘤块 ,瘤块完整剥离称重后立即固定于 4%多聚

甲醛中 ,常规石蜡包埋 ,以下式计算肿瘤生长抑制

率:

肿瘤生长抑制率 (%)=(1 -给药组平均瘤

重)/生理盐水组平均瘤重 ×100%

1.4　TUNEL法检测移植瘤的细胞凋亡　原位凋亡

的检测采用脱氧核糖核酸末端转移酶介导的缺口末

端 标 记 (TdT-mediateddutp nick end labeling,

TUNEL)法 ,将肿瘤组织蜡块切片脱蜡 ,按 Roche公

司原位凋亡检测试剂盒说明进行 ,显色后光镜下观

察 TUNEL染色切片 ,判定结果:细胞核中有蓝黑色

颗粒者为阳性细胞 ,即凋亡的细胞。观察各组凋亡

细胞数量的变化 。

1.5　肿瘤标本的组织形态改变　瘤块完整剥离称

重后立即固定于 4%多聚甲醛中 ,常规石蜡包埋 、切

片 、苏木精 -伊红(HE)染色 ,显微镜下观察其病理

变化。

1.6　统计学方法　采用方差分析及 q检验 。

2　结果

2.1　赖氨匹林对小鼠乳腺癌生长的抑制作用　给

药后 ,生理盐水组及赖氨匹林的各剂量组小鼠一般

状况良好 ,饮食无明显变化 ,未见脱毛 、血便 、腹泻等

症状。 5-Fu组小鼠给药后精神不振 , 活动明显减

少 ,皮毛无光泽 ,脱落 ,进食进水较少 ,消瘦 。按照肿

瘤生长抑制率公式计算并比较各组抑瘤率。结果显

示 5-Fu组及赖氨匹林的各剂量组 ,对乳腺癌小鼠肿

瘤生长均有明显的抑制作用(P<0.01),其中 5-Fu

组的抑瘤率最大(见表 1)。

表 1　各组动物的抑瘤率比较(ni=10;x±s)

分组 瘤重(g) 抑瘤率 (%)

NS组 3.4±0.5 —

5-Fu组 1.4±0.2＊＊ 60.47

赖氨匹林 175mg/kg组 2.1±0.2＊＊ 38.95

赖氨匹林 350mg/kg组 1.8±0.3＊＊ 48.26

赖氨匹林 700mg/kg组 1.8±0.4＊＊ 47.09

F 50.86

P <0.01

MS组内 0.116

　　q检验:与 NS组比较＊＊P<0.01

2.2　赖氨匹林对荷瘤小鼠肿瘤的组织学影响　NS

组可见细胞呈多形性 ,大小不一 ,失去极性 ,核深染 ,

核浆比例升高(见图 1A);赖氨匹林各剂量组可见

细胞异形性明显 ,视野中可见大片的无结构红染坏

死(见图 1B)。

2.3　赖氨匹林对荷瘤小鼠造血系统的影响　5-Fu

组小鼠 WBC、中性粒细胞 (GRAN)、淋巴细胞

(LYM)和 BPC均明显低于 NS组及各剂量赖氨匹林

组(P<0.01),而赖氨匹林的各剂量组小鼠除赖氨

匹林 175mg/kg组(P<0.05)外 ,其余各指标与 NS

组差异均无统计学意义(P>0.05)(见表 2)。

2.4　赖氨匹林对荷瘤小鼠肝肾功能的影响　结果

显示赖氨匹林的各剂量组荷瘤小鼠肝肾功能与 NS

组差异均无统计学意义 (P>0.05),在本实验的用
药范围与用药时间内赖氨匹林对荷瘤小鼠的肝肾功

能无明显影响(见表 3)。

2.5　赖氨匹林诱导荷瘤鼠肿瘤细胞凋亡 　TUNEL

细胞原位凋亡检测 ,结果其中 NS组可见少量的凋

亡细胞 , 赖氨匹林的各剂量组有大量细胞核为蓝黑

色颗粒状的凋亡细胞(见图 2)。

3　讨论

　　NSAIDs是临床上广泛应用的一类解热镇痛药。

当前 , NSAIDs逐渐成为全球处方中最常见的药物之

一 ,其解热 、镇痛 、抗炎 、抗风湿的效果 ,已在多年的

临床实践中得到了验证 。赖氨匹林为赖氨酸乙酰水

杨酸盐的无菌粉末 ,静脉注射后 ,起效快 ,血药浓度

高 ,在临床上广泛用于解热 、镇痛 、抗炎 、抑制血小板

聚集 。近年来的研究发现 ,包括结直肠癌 、乳腺癌 、

膀胱癌 、前列腺癌和肺癌等多种人类肿瘤 COX-2的
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表 2　赖氨匹林对荷瘤小鼠造血系统的影响(ni=10, x±s)

分组
WBC

(1×109 /L)

GRAN

(1×109 /L)

LYM

(1×109 /L)

RBC

(1×1012 /L)

Hb

(g/L)

BPC

(1×109 /L)

NS组 5.6±1.3 0.40±0.01 4.20±1.25 7.00±2.35 128±3 879±87

5-Fu组 2.8±0.9＊＊ 0.20±0.01＊＊ 1.90±0.98＊＊ 7.50±1.86 129±3 685±76＊＊

赖氨匹林 175mg/kg组 6.4±1.6 0.38±0.02# 4.50±1.35 6.80±1.58 129±3 880±90

赖氨匹林 350mg/kg组 6.2±1.5 0.41±0.02 4.10±1.23 7.20±2.01 130±4 867±70

赖氨匹林 700mg/kg组 5.1±1.3 0.39±0.01 3.90±1.03 6.90±1.69 127±3 801±74

F 11.62 351.36 7.82 0.21 1.25 10.94

P <0.01 <0.01 <0.01 >0.05 >0.05 <0.01

MS组内 1.800 0 0.000 2 1.383 8 3.674 9 10.400 0 63 642 000

　　q检验:与其它各组比较＊＊P<0.01;与 NS组比较#P<0.05

表 3　赖氨匹林对荷瘤小鼠肝 、肾功能的影响(ni=10, x±s)

分组
丙氨酸氨基

转移酶(u/L)

天冬氨酸氨基

转移酶(u/L)

ALP

(u/L)

尿素

(mmol/L)

CR

(umol/L)

NS组 73.2±15.3 296.1±78.3 34.2±10.8 8.9±1.8 14.8±3.6

5-Fu组 89.4±17.9 312.5±89.5 39.8±11.6 10.8±2.4 18.9±5.8

赖氨匹林 175mg/kg组 87.5±16.9 309.4±82.6 38.7±12.5 11.2±3.3 19.8±6.5

赖氨匹林 350mg/kg组 89.6±17.4 314.5±87.5 40.6±14.5 13.7±5.9 21.3±7.4

赖氨匹林 700mg/kg组 95.4±19.5 350.8±92.5 51.5±18.7 14.6±7.3 22.8±8.5

F 2.25 0.56 2.11 2.46 2.12

P >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05

MS组内 304.624 7 435.280 193.478 21.598 43.172

表达明显增高 ,抑制 COX-2表达有可能预防和逆转

肿瘤的发生
[ 8 ～ 12]

。 NSAIDs是 COX的特异性抑制

剂 ,研究证实 NSAIDs对于结直肠癌 、胃癌及乳腺癌

等具有较强的抑制作用
[ 13, 14]

,但对 NSAIDs体内抗

乳腺癌的作用报道不多。

赖氨匹林对荷瘤小鼠生长的影响:赖氨匹林

(175mg/kg、350 mg/kg、700 mg/kg)各组小鼠肿瘤

体积均比 NS组明显缩小(P<0.01),其抑瘤率依次

为 38.95%、48.26%、47.09%。病理学检查显示各

用药组肿瘤组织有不同程度的坏死 ,部分组织呈凝

固性坏死。以上结果表明 ,赖氨匹林对 C3H小鼠移

植性乳腺癌的生长具有明显的抑制作用。

本实验观察了赖氨匹林对小鼠造血系统及肝肾

功能的影响 。赖氨匹林 3组小鼠的白细胞数与生理

盐水组比较无统计学意义(P>0.01),而 5-Fu组小

鼠白细胞数与生理盐水组有统计学意义 (P<

0.05)。在本实验的用药剂量范围内 ,发现随用药

剂量的增加 ,丙氨酸氨基转移酶(ALT)、天冬氨酸氨

基转移酶(AST)等的值也增加 ,但与 NS组之间无统

计学意义(P>0.05),当赖氨匹林的用药量过大可

能对小鼠的肝 、肾功能有一定的影响。本实验结果

提示 ,在一定的用药时间和用药范围内赖氨匹林对

小鼠正常组织和造血系统无明显影响。

NSAIDs抑制肿瘤的机制尚不清楚 ,其抗肿瘤作

用途径可能是多方面的 , 可能抑制 COX-2酶的活

性
[ 15]
,从而阻断前列腺素的合成 ,起到抑制肿瘤细

胞增殖 、肿瘤血管生成 、肿瘤转移的作用有关 。本实

验室前期研究证实了赖氨匹林可抑制 COX-2酶的

活性而抑制乳腺癌细胞增殖
[ 16]
。另外 , NSAIDs还

可诱导肿瘤细胞凋亡 ,近年研究表明 ,凋亡在肿瘤的

发生 、发展和治疗中有重要意义 ,本研究中观察到赖

氨匹林可明显诱导小鼠乳腺癌细胞凋亡 ,这可能是

其抑制肿瘤的机制之一 。

目前 , NSAIDs作为非细胞毒性药物 ,其价格便

宜 ,腺瘤的干预性治疗效果好 ,可同时预防心 、脑血

管血栓性病变 ,可能具有现行抗肿瘤药所不能比拟

的高效低毒的抗癌潜质 。因此 ,通过体内外实验探

讨其具体作用机制 ,为 COX抑制剂应用于临床肿瘤

化疗提供依据 ,将是非常有意义的课题 。

　　(本文图 1、2见封三)
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(上接第 632页)(P<0.05),这表明对于鱼藤酮诱导

的细胞损伤 ,细胞本身可以通过自我调节某些基因

的表达进行一定的代偿 ,如提高 PAC1受体的表达 ,

增加保护性神经肽 PACAP的分泌 ,从而部分拮抗外

界的毒性反应。

同时 ,我们的研究发现内源性 PACAP的增高与

PAC1的作用可能无直接关系。以往的研究
[ 5, 9]
表

明 PACAP可以刺激 PC12细胞内源性 PACAP基因

的转录 ,并且通过自主分泌或旁分泌的方式增强自

身 PACAP的表达 ,起到一个类似正反馈的作用 。我

们的研究结果提示外源性 PACAP无论是否与 PAC1

受体拮抗剂 PACAP6-27共同作用都可以刺激在鱼

藤酮作用下 PC12细胞内源性 PACAP的表达 ,由于

PACAP通常需要 PAC1受体介导而发挥作用 ,因此

这提示 PC12细胞可能最终通过内源性 PACAP作

用于自身促进了 PACAP的转录 。然而 ,由于转录水

平与翻译水平表达可能并不一致 , PAC1及 PACAP

的蛋白水平表达还有待进一步研究。
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