
作者简介!顾宪文#男#副主任医师#主要从事胸部肿瘤的诊疗研究'

!论
!!

著!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$3&%)&%/'

阿司匹林通过调节血管生成相关因子抑制

非小细胞肺癌增殖及凋亡的机制
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要"目的
!

探讨阿司匹林通过调节血管生成相关因子抑制非小细胞肺癌
=(@?

增殖及凋亡的机制&

方法
!

将非小细胞肺癌
=(@?

细胞行体外培养至对数期!分别加入不同水平梯度"
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%的阿司匹林进行干预!应用噻唑蓝法"

UDD

%检测不同水平梯度的阿司匹林对细胞增殖率的影响!用

流式细胞仪测定不同细胞周期
=(@?

细胞凋亡率!

[/EF/.0HI8FF20

L

试验检测血管内皮生长因子"

WV-̂

%'表皮

生长因子受体"

V-̂ #

%'成纤维细胞生长因子"

-̂̂

%转录水平&结果
!

阿司匹林作用
=(@?

细胞后在倒置显微

镜下观察!细胞形态不规则!呈通透性增加!细胞脱落'破碎等改变&

UDD

结果显示!阿司匹林作用
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细胞

可抑制细胞增殖!且呈剂量及时间依赖性&阿司匹林可在
)

期诱导
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细胞凋亡!阻断
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细胞在
-
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期及
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期增殖&阿司匹林作用
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细胞后
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V-̂ #
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表达水平显著下降!且呈剂量依赖性&

结论
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阿司匹林可抑制非小细胞肺癌
=(@?

细胞体外增殖!诱导细胞在
)

期凋亡!其凋亡机制可能与阿司匹林

可抑制肿瘤血管生成相关因子表达有关&

关键词"血管内皮生长因子$

!

表皮生长因子受体$

!

成纤维细胞生长因子$
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非小细胞肺癌是临床常见的恶性肿瘤#病死率居

各类恶性肿瘤的首位#近年发病率呈上升趋势#患者

预后差#

(

年存活率仅为
$CB

+

$

,

'目前临床上对非小

细胞肺癌主要采用铂类化疗药物进行治疗#长期大剂

量应用铂类化疗药物可增加患者耐药性#降低化疗敏

感性+

%

,

'因此#寻找有效的治疗方案对改善非小细胞

肺癌患者预后#提高患者存活率有重要的意义'阿司

匹林属于非甾体抗炎药物#可通过抑制环氧化酶活性

而影响机体多种生理病理性活动+

C

,

'文献+

@

,指出#

阿司匹林可抑制多种肿瘤细胞增殖及生长#如肺癌)

胃癌)食管癌)肝癌)乳腺癌及子宫内膜癌等'关云哲

等+

(

,研究指出#长期服用阿司匹林等非甾体类抗炎药

物能有效降低恶性肿瘤发生率'相关流行病学证实#

非甾体类抗炎药物能有效降低结直肠癌发生率#可恢
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检验医学与临床
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年
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月第
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卷第
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复机体抗肿瘤免疫功能+
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'本研究通过体外细胞培

养探讨阿司匹林抑制非小细胞肺癌
=(@?

增殖及凋亡

的作用机制#旨在为非小细胞肺癌临床预防及治疗提

供指导'现报道如下'
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材料与方法
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实验材料
!

非小细胞肺癌
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细胞$湖南丰晖

生物科技有限公司&%新生胎牛血清$上海恒远生物有

限公司&%

#!UZ$>@'

培养基$上海博升生物科技有限

公司&%四甲基偶氮唑蓝$

UDD

#上海沪峰化工有限公

司&%二甲基亚砜$
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#上海伊卡生物技术有限

公司&'
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仪器与试剂
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光学显微镜$型号
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%

上海光学仪器厂&%微量移液器$
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公司&%台式微量离心机$型号
1$>(',[

%

北京大龙兴创实验仪器有限公司&%高速冷冻离心机

$型号
=$CC'$'C

%太仓市华美生化仪器厂&%台式低温

高速离心机$型号
D;,C(U

"

D;C(

%上海珂淮仪器有限

公司&%
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%

培养箱$型号
U"̀ ,%'=Z"

%上海旦鼎国际

贸易有限公司&%电子天平$

+!%$$;

型%

)G.F8.24E

公

司&%酶联免疫检测仪$型号
;<U,?>'%-

型%北京普

朗新技术有限公司&%流式细胞仪$型号
$@'$,c,%'#

%

贝克曼库尔特有限公司&'血管内皮生长因子

$

WV-̂

&试剂盒$上海吉泰依科赛生物科技有限公

司&%表皮生长因子受体$

V-̂ #

&试剂盒$北京雅康博

生物科技有限公司&%成纤维细胞生长因子$

-̂̂

&试

剂盒$上海纪宁实业有限公司&%细胞凋亡检测试剂盒

$北京索莱宝科技有限公司&'兔抗人
WV-̂

克隆抗

体)兔抗人
V-̂ #

克隆抗体)兔抗人
-̂̂

抗体均购于

美国
)G0FG-.4P

生物公司#阿司匹林购于河南福森药

业有限公司'
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方法
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非小细胞肺癌
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的培养
!

取非小细胞肺

癌
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细胞#在无菌操作条件下置于含
$'B

胎牛血

清$

$'' \
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MQ

青霉素
b$''

#

L

"

MQ

链霉素&

#!,

UZ$>@'

培养基中#恒温培养于
CA] "̀

%

培养箱中#

传代时依次加入
'&'$B

'

型胶原酶)

'&'7B

胰蛋白

酶消化
$'M20

#反复消化直至组织块消失'收集悬浮

液#离心过滤后留取沉淀物#继续传代培养于
CA ]

"̀

%

培养箱中#每次传代
%
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#收集对数生长期细

胞#每种实验重复
C

次'

$&'&/
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倒置显微镜下观察细胞形态
!

在
>

孔培养板

中接种非小细胞肺癌
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细胞
$_$'

( 个"孔#分别

加入阿司匹林
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#每组设
C

个复孔#将等体积生理盐水加入对照组#加入培养基#

培养
%@J

#后应用倒置显微镜下细胞形态'

$&'&'
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噻唑蓝$
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&法测定细胞生长抑制率
!

在

?>

孔板中接种对数期非小细胞肺癌
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细胞
$_

$'

@ 个"孔#将新生胎牛血清
$''

#

Q

分别加入孔中#置

于
CA] "̀

%

培养箱中培养#

%@J

后加药#分别加入

阿司匹林
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#每组设
C

个

复孔#将等体积生理盐水加入对照组#加入培养基#继

续恒温培养于
CA] "̀

%

培养箱中#分别加入
(

L

"

Q

UDD

溶液
%'

#

Q

#待培养
%@

)

@7

)

A%J

后#继续恒温孵

育
@J

#将培养液去掉#依次加入经生物素标记山羊抗

小鼠免疫球蛋白及辣根酶标记链霉卵白素工作液于

室温孵育'应用酶标仪测量样品在
(A'0M

处吸光

度#并计算生长抑制率'细胞生长抑制率$

B

&

a

$
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药物组
=

值"对照组
=

值&

_$''B

'
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非小细胞肺癌
=(@?

细胞凋亡率测定
!

应用

'&%(B

胰酶消化细胞制备悬液#在
>

孔培养板中培养

对数生长期非小细胞肺癌
=(@?

细胞
$_$'

( 个"孔'

分别加入阿司匹林
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#每

组设
C

个复孔#将等体积生理盐水加入对照组#加入

培养基#收集细胞于作用
%@J

后'采用
A'B

乙醇固

定细胞#行
=00/Y20W

"

!Z

双染色#具体操作!取
$'

万

个细胞#离心
(M20

#弃去上清液#加入
%''

#

Q=00/Y,

20W,̂ZD"

结合液#轻轻重悬细胞#室温下避光孵育

$'M20

#离心处理
(M20

后加入
$?'

#

Q=00/Y20W,

ẐD"

结合液#轻轻重悬细胞#加入
$'

#

Q

碘化丙啶染

色液#轻轻混匀#冰浴下避光放置
$'M20

后上机使用

流式细胞仪测定细胞凋亡率#重复操作
C

次'

$&'&2
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法测定相关蛋白
!

分别在
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阿司匹林作用
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细胞
%@

)

@7J

后加入细

胞裂解液#并于低温下高速离心
C'M20

#收集上清液#

加入考马斯亮蓝染色#酶标仪测定蛋白水平#并置于

沸水中加热
(M20

破坏蛋白结构#加入
$'B );),

聚

丙烯酰胺凝胶垂直电泳分离蛋白#并转移至
!W;̂

膜

上#加入
(B

脱脂奶粉封闭过夜#分别加入兔抗人

WV-̂

克隆抗体)兔抗人
V-̂ #

隆抗体)兔抗人
-̂̂

抗体#

D+)D

洗涤
%

次#

V"Q

显影压片'

$&1
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统计学处理
!

采用
)!))$?&'

统计软件进行统

计分析#对数据先行正态分布检验#对于符合正态分

布的计量资料采用
:fB

表示#组间比较采用
@

检验#

以
K

'

'&'(

为差异有统计学意义'

/

!

结
!!

果

/&$
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阿司匹林作用非小细胞肺癌
=(@?

细胞形态学

观察
!

在倒置显微镜下观察
$'&'MM8I

"

Q

阿司匹林

作用非小细胞肺癌
=(@?@7J

后#细胞呈通透性增加#

形态不规则#细胞脱落)破碎等改变'见图
$

'
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注!

=

为对照组非小细胞肺癌
=(@?

细胞形态学表现%

+

为
$'&'

MM8I

"

Q

阿司匹林作用非小细胞肺癌
=(@?@7J

后细胞形态学表现

图
$
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阿司匹林作用非小细胞肺癌
=(@?

细胞形态学观察

/&/

!

阿司匹林对非小细胞肺癌
=(@?

细胞增殖抑制
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作用
!

UDD

结果显示#阿司匹林可抑制非小细胞肺 癌
=(@?

细胞增殖#且呈剂量及时间依赖性'见表
$

'

表
$
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阿司匹林对非小细胞肺癌
=(@?

细胞的生长抑制率$

:fB

)

B

%

时间
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"
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"
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"
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"
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"
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A%&$%f$'&A7

"

A%J T
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阿司匹林诱导非小细胞肺癌
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未经处理的非小细胞肺癌
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期

的高达
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#较少处于凋亡期'经阿司匹林处理后#
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细胞处于
-

'

"

-

$

期数量明显减少#而处于
)

期

的细胞数明显增加'随着药物水平增加#细胞周期改

变#大部分细胞在
)

期发生凋亡#凋亡率呈时间及剂

量依赖性'见表
%

'

表
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阿司匹林作用非小细胞肺癌
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阿司匹林抑制肿瘤
WV-̂

)

V-̂ #

)

-̂̂

蛋白表

达
!

阿司匹林作用
=(@?

细胞后
WV-̂

)

V-̂ #

)

-̂̂

蛋白表达水平明显下降#且呈剂量依赖性#提示阿司

匹林抑制
=(@?

细胞凋亡的机制可能与其抑制血管相

关生成因子表达#影响肿瘤新生血管生成有关'见

图
%

'

图
%
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阿司匹林抑制肿瘤
WV-̂

#

V-̂ #

#

-̂̂

蛋白表达

'
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讨
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论
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化疗是目前治疗非小细胞肺癌的重要手段#但大

部分化疗药物会产生不良反应#影响患者化疗依从

性+

A

,

'此外#长期应用同一种化疗药物治疗容易导致

机体产生耐药性#影响化疗效果'因此#寻找安全有

效的抗肿瘤治疗方案对改善非小细胞肺癌患者预后#

提高患者存活率具有积极的作用'阿司匹林属于非

甾类药物#近年研究表明#阿司匹林在抗肿瘤治疗方

面具有广阔的应用前景+

7

,

'刘宇等+

?

,通过大样本对

照研究发现#慢性胃溃疡患者中服用过阿司匹林的患

者其胃癌发生率明显低于未服用过阿司匹林者#经年

龄)性别及社会因素校正后#提示服用阿司匹林可将

胃癌风险明显降低#且随着用药频率的增加#风险进

一步降低'

QZ"1DV<+V#-V#

等+

$'

,研究指出#阿司

匹林不仅能降低多种恶性肿瘤的发生率#而且还可通

过抑制糖原合成酶激酶
,C

+

及其下游基因产物活性#

达到吉西他滨促进胰腺癌细胞凋亡的作用'本研究

发现#阿司匹林能够对非小细胞肺癌
=(@?

细胞增殖

产生明显的抑制作用#使细胞活性降低#将细胞阻滞

在
;<=

合成的
)

期#从而有效诱导细胞凋亡#并呈时

间及剂量依赖性'

肿瘤的生成)增殖及转移过程伴随着血管的生

成#肿瘤血管生成过程包括内皮细胞迁移)增殖)管状

结构形成及血流贯通等步骤#而在这个过程中血管生

成相关因子起到重要的作用+

$$

,

'目前研究指出#

WV-̂

)

V-̂ #

)

-̂̂

等多种因子在肿瘤血管生成中起

到重要的调节作用+

$%

,

'

WV-̂

是最强的促血管生成

因子#可与血管内皮细胞表面受体结合#并增加血管

通透性#介导血管内皮细胞迁移'同时
WV-̂

可激活

!ZC6

"

=RF

信号通路#促进血管内皮细胞增殖#并诱导

血管生成#促进肿胀形成'阿司匹林能够抑制原癌基

因
V.H+%

的表达#进而抑制其下游细胞
WV-̂

信号

通路表达#抑制此信号通路在阿司匹林诱导的血管新

生中起重要作用'

V-̂ #

属于酪氨酸激酶型受体#可

参与细胞增殖及血管生成+

$C

,

'

1V<#*

等+
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,研究指

出#

V-̂ #

可介导多种信号转导并参与肿瘤进展#促

进肿瘤细胞增殖)侵袭及转移'研究指出#阿司匹林

的抗肿瘤作用机制主要与抑制
V-̂ #

的表达有关#阿

司匹林对胃癌的抑制作用主要与其抑制
V-̂ #

的表

达有关+
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-̂̂

由内皮细胞)平滑肌细胞)巨噬细胞

分泌'它的作用是促进内皮细胞的游走和平滑肌细

胞的增殖#能够修复损伤的内皮细胞及促进新血管形

成'因此#通过下调非小细胞肺癌患者肿瘤细胞中

WV-̂

)

V-̂ #

)

-̂̂

表达将有助于抑制肿瘤的生成'

本研究结果显示#阿司匹林作用
=(@?

细胞后
WV-̂

)

V-̂ #

)

-̂̂

表达水平显著下降#且呈剂量依赖性#提

示阿司匹林抑制
=(@?

细胞凋亡的机制可能与其抑制

血管相关生成因子表达#影响肿瘤新生血管生成

有关'

综上所述#阿司匹林可抑制非小细胞肺癌
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细胞体外增殖#诱导细胞在
)

期凋亡#其凋亡机制可

能与阿司匹林可抑制肿瘤血管生成相关因子表达

有关'
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