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阿司匹林对抑制结肠癌小鼠肝转移的作用及机制研究
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［摘　要］　目的　探讨阿司匹林抑制结肠癌小鼠肝转移的作用及可能机制。方法　３２只 ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠注射 ＣＴ２６结肠癌细
胞建立结肠癌肝转移模型，死亡３只，得到对照组１５只和实验组１４只，对照组给予生理盐水灌胃０．２ｍＬ／ｄ，实验组给予阿司匹林
灌胃３０ｍｇ／ｋｇ。干预３０ｄ后处死小鼠并开腹剥离肝脾计算肝重量及转移瘤数量，免疫组化法进行ＨＥ和ＣＤ３１染色，观察肿瘤转移
和血管形成情况。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分析ＶＥＧＦ及ｃｏｘ２蛋白表达量。结果　实验组小鼠平均肝重及肝转移瘤结节数均显著低于对照
组（Ｐ＜０．０５）；病理检查结果显示实验组小鼠肝肿瘤细胞的数量及肝新生血管均显著少于对照组（Ｐ＜０．０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示
阿司匹林干预后ＣＴ２６细胞的ＶＥＧＦ及ｃｏｘ２表达均显著下调（Ｐ＜０．０５）。结论　阿司匹林可通过下调ＶＥＧＦ及ｃｏｘ２蛋白的表达
抑制结肠癌肝转移肿瘤的增殖及血管生成，从而抑制结肠癌细胞的肝转移，达到治疗的目的。
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　　近年来，随着环境污染、人们生活作息及饮食结构
的改变，结肠癌发病率在我国呈逐渐升高的趋势。目

前临床治疗结肠癌仍然以手术加化疗放疗的模式为

主，但效果不甚理想，流行病学统计患者术后５年生存
率５０％～６０％，而导致治疗失败或复发的原因是结肠
癌肝转移的发生［１］。肝是结肠癌血行转移的主要靶

器官，结肠癌肝转移也是结肠癌患者的主要死亡原

因［２］。阿司匹林是经典的非甾体抗炎药，通过抑制环

氧合酶２（ｃｏｘ２）起效，可有效防治结肠癌及转移，现

已作为防治结直肠癌复发的药物进入Ⅱ／Ⅲ期临床研
究，但对其扼制结肠癌细胞肝转移的效果及机制研究

很少［３４］。本研究通过建立结肠癌肝转移小鼠模型，探

讨阿司匹林对肿瘤生长及血管生成的影响。

１　材料与方法

１．１　动物与细胞株
实验选用４～６周龄雄性 ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠３２只，体

质量２０～２５ｇ，由中山大学实验动物中心提供并饲养。
小鼠结肠癌细胞株 ＣＴ２６细胞购自中国科学院细胞
库，复苏后于３７℃、５％ＣＯ２条件下培养箱常规培养。

９１３局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０１７，２６（５）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



１．２　药品与试剂
ＤＭＥＭ完全培养液（ＤｕｌｂｅｃｃｏｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅｍｅ

ｄｉｕｍ）购于美国 Ｇｉｂｃｏ公司。胎牛血清（ｆｅｂａｌｂｏｖｉｎｅ
ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）购于美国 Ｈｙｃｌｏｎ公司。胰蛋白酶ＥＤＴＡ
购于美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司。ＭＴＴ购于美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公
司。ＤＭＳＯ及阿司匹林购于美国ｓｉｇｍａ公司。ｃｏｘ２及
ＶＥＧＦ抗体均购于美国Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司。ＳＰ免疫组化试
剂盒购于北京博奥森生物技术有限公司。ＤＡＢ显色
试剂盒购于武汉博士德生物工程有限公司。磷酸盐缓

冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）购于北京中杉金
桥生物技术有限公司。

１．３　方法
１．３．１　结肠癌肝转移动物模型的建立　　将处于对
数生长期的ＣＴ２６细胞以生理盐水配成浓度为１．５×
１０６／ｍＬ的细胞悬液备用。参照文献［５７］采用脾内种
植、切除脾脏的经典方法建立结肠癌肝转移模型。具

体步骤：小鼠以４％水合氯醛０．１ｍＬ／１０ｇ腹腔内注射
麻醉成功后，消毒无菌条件下打开腹腔，于脾下极的包

膜下注入ＣＴ２６细胞悬液０．１ｍＬ，注射后轻轻按揉脾
脏５ｍｉｎ使肿瘤细胞经脾静脉入肝，结扎脾蒂，切除脾
脏并用１号丝线间断缝合关腹。
１．３．２　分组与给药　　３２只小鼠随机分为２组，每组
１６只，空白对照组每天用生理盐水灌胃，每次０．２ｍＬ；
实验组用阿司匹林３０ｍｇ／ｋｇ灌胃，每天１次。全部小
鼠术后２ｄ开始腹腔内注射药物，对照组以同等量生
理盐水代替药物，实验期间小鼠自由进食，观察小鼠体

型变化及活动情况。

１．４　观察与测定方法
造模３０ｄ后定期观察并记录小鼠生存情况，末次

给药后１２ｈ引颈法处死小鼠。打开腹腔剥离脾及肝，
称重，计算肝表面肿瘤结节数。用４％甲醛固定４８ｈ，进
行石蜡包埋，组织切片用苏木精伊红染色，后树胶封片，

在光学显微镜下观测组织病理情况。观察肝肿瘤转移情

况，计算肝表面的肿瘤结节数目。对肝切片进行ＣＤ３４免
疫组化染色，观察肿瘤组织中平均微血管密度（ＭＶＤ）。

ＭＶＤ的判断标准及计算方法按Ｆｏｏｔｅ等［８］的方法

进行，即先在低倍镜下选取微血管最丰富区域，避开肿

瘤坏死和出血区，再在高倍镜下计算该区域的微血管

数目，计数５个视野的微血管数，取平均值。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＶＥＧＦ及ｃｏｘ２表达

取对数生长期 ＣＴ２６细胞，接种于 １００ｍｍ培养
皿，调整细胞密度为１×１０７／Ｌ，设阴性对照组，其余各
组分别不同浓度药物进行干预２４ｈ后，加入细胞裂解
液及酶蛋白抑制混合液提取细胞总蛋白；用１０％ ＳＤＳ

ＰＡＧＥ凝胶电泳，转膜，封闭，加入稀释１０００倍的一抗
液，封口，４℃孵育过夜，后用ＰＢＳ洗膜３次；再加辣根
标记的二抗，封口，ＰＢＳ洗膜３次，压片，显影，检测蛋
白，分析各条带灰度值。

１．６　统计学处理
采用 ＳＰＳＳ２２．０软件进行统计学分析，计数资料

结果以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较采用 ｔ检
验，计量资料比较采用 χ２检验，Ｐ＜０．０５则表示差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　小鼠死亡情况及肝脏转移瘤数目
实验结束３２只小鼠共有３只死亡，其中对照组

１只，实验组２只。干预３０ｄ后，２组小鼠肝平均质量
比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；试验后２组小鼠
肝表面肿瘤结节数比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
见表１。
表１　２组小鼠肝质量及肝表面肿瘤结节数比较（珋ｘ±ｓ）

组别　 ｎ 肝质量（ｇ） 肝表面肿瘤结节数（个）

对照组 １５ ２．１７４±０．３５７ ３９．８３±１１．７４

实验组 １４ １．６８３±０．１８６ １５．６４±３．６６

：与对照组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　ＨＥ染色观察肝组织病理学改变
病理切片结果显示小鼠经脾结肠癌肝转移模型构

建成功，并且在病理学上将肝表面的白色结节诊断为

结肠癌转移灶。对照组镜下观察，癌细胞成团块化生

长，可见白色结节，细胞形态不规则，分化差，异型性明

显；实验组可见肿瘤组织有较多坏死区，高倍镜下可见

凋亡小体，残存瘤细胞可见明显的异型性（图１）。

黄色箭头：肿瘤细胞；红色箭头：坏死区；黑色箭头：结节；蓝色

箭头：凋亡小体　ａ：对照组（×１００）；ｂ：对照组（×２００）；ｃ：实验
组（×１００）；ｄ：实验组（×２００）

图１　实验组和对照组小鼠肝病理切片对比

０２３ 局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０１７，２６（５）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



２．２　２组小鼠肝转移瘤的微血管密度比较
对照组肝转移瘤的微血管密度为（１３．１４±２．１７）％，

实验组肝转移瘤的微血管密度为（８．４２±１．８７）％，实
验组的微血管明显少于对照组，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５），见图２。

箭头：微血管　ａ：对照组；ｂ：实验组
图２　小鼠肝转移瘤中的微血管密度（×４００）

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测阿司匹林对 ＣＴ２６结肠癌细胞
ＶＥＧＦ和ｃｏｘ２蛋白的影响
对照组与实验组均检测出ＶＥＧＦ及ｃｏｘ２特异蛋白

条带。与对照组相比，治疗组ＶＥＧＦ与ｃｏｘ２的表达均
显著下降，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）见图３、表２。

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测阿司匹林对 ＣＴ２４结肠癌细胞 ＶＥＧＦ

和ｃｏｘ２的影响

表２　阿司匹林对ＣＴ２６细胞ＶＥＧＦ及ｃｏｘ２蛋白表达的影响

组别　 ＶＥＧＦ ｃｏｘ２

对照组 ０．８３１±０．０３２ ０．７２１±０．０２７

实验组 ０．３９７±０．０５０ ０．６８２±０．０７１

：与对照组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论

结肠癌是最常见的恶性肿瘤之一，其发病率呈逐

年增长的趋势，已然成为我国发病率增长最快的恶性

肿瘤之一。虽然早期发现治疗可有效延缓其进展，但

针对结肠癌患者的早期筛查在我国尚未普及，确诊时

往往已进入中晚期，此时大部分患者已发现有肝转移，

即便可接受手术切除的患者中也有１５％ ～２５％发生
肝转移［９］。８０％～９０％的肝转移病灶无法获得根治性
切除［１］，因此预防及治疗结肠癌肝转移是治疗结肠癌

的难点及重点。了解结肠癌肝转移的机制，采用有效

的化疗药物组合，根据患者病情制定个性化的治疗方

案，进行综合治疗，延缓结肠癌肝转移的发生发展，提

高转移灶手术切除率和５年生存率是当前临床工作者
研究的重点［１０］。

结肠癌肝转移的机制主要包括细胞外围机制降

解、细胞黏附性改变、肿瘤细胞局部浸润、肿瘤血管生

成及免疫逃逸等方面。其中肿瘤血管生成是肿瘤生长

和扩散的必要条件，伴随着肿瘤的发生、发展、侵袭与

转移过程。一般认为当肿瘤超过２～３ｍｍ时，就开始
形成新生血管提供营养物质及氧气。肿瘤最早通过新

生微血管发生浸润与转移，事实上肿瘤在血管化之前

极少能够进入血液循环，而一旦生成新生微血管，由于

其整体结构不完整，血管壁薄缺乏屏障，极易被肿瘤细

胞渗透，肿瘤细胞得以沿着血管进行转移；另外肿瘤细

胞可通过释放血浆蛋白酶原激活及胶原酶合成转移的

基质，并利用基质迁移进入血液循环，在别处形成转移

灶；因此，肿瘤血管生成是肿瘤生长和转移的必要条

件。研究发现肿瘤微血管密度（ＭＶＤ）与肿瘤的恶性
程度呈正相关［８，１１］。肿瘤血管的形成依赖于与血管形

成相关因子的调节，ＶＥＧＦ是最关键的血管生成驱动
因子，与微血管的形成密切相关。ＶＥＧＦ可促进新生
血管生成，加快肿瘤生长和转移，与肿瘤的大小、分级、

淋巴结转移呈正相关。抑制血管生成相关因子阻断血

管生成，切断肿瘤细胞氧和营养物质来源，可达到治疗

肿瘤目的［１２］。有研究表明 ＭＶＤ除了与 ＶＥＧＦ有关
外，也与ｃｏｘ２有密切关系；Ｌｅｕｎｇ等［１３］发现胃癌细胞

中 ＶＥＧＦ会随着 ｃｏｘ２表达增多而上调；在使用
ＮＳＡＩＤｓ药物塞来昔布治疗前列腺癌的研究中，研究者
发现局限区域的 ＭＶＤ与区域内细胞表达 ｃｏｘ２密切
相关，研究表明 ｃｏｘ２抑制剂可以降低肿瘤细胞内
ＶＥＧＦ表达，减弱了内皮细胞中 ＶＥＧＦ诱导的游戏分
裂激活蛋白酶活性［１４］。

以阿司匹林为代表的非甾体抗炎药抑制消化道肿

瘤的作用最初是由于其对胃肠黏膜的损伤引起关注

的，后在一系列的流行病学研究中发现许多抗炎药物

都有降低诸如胃癌、结直肠癌等消化道肿瘤的发病危

险，长期服用可降低肿瘤的发生发展或复发的概率，提

高生存率［１５１７］。这类药物对肿瘤的防治作用引起了

科学家广泛关注，阿司匹林在结直肠癌二级预防的价

值，最有名的证据来自哈佛大学麻省总医院（ＭＧＨ）著
名学者陈志辉领导的研究小组发现阿司匹林对结肠癌

术后复发的预防可能与 ＰＩＫ３ＣＡ基因突变有关；２０１５
年，荷兰莱登大学（ＬｅｉｄｅｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ）医学院在欧洲癌
症大会（ＥＣＣ）上公布了包含１３７１５例病例的最新研
究结果显示，癌症确诊后常规服用阿司匹林能显著改

善来源于整个消化道的癌症；美国国立综合癌症网络
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（ＮＣＣＮ）发布了２０１７版结肠癌和直肠癌临床实践指
南，并在指南中专门增加了“结直肠癌术后生存患者

的二级化学预防”章节，来阐述早期结直肠癌患者根

治术后推荐口服低剂量阿司匹林的相关内容［１８］。一

系列研究结果表明阿司匹林具有防治消化道癌症的潜

力，但是对于其具体的作用机制尚未完全解析，目前主

要观点集中在通过抑制 ｃｏｘ２起效，ｃｏｘ２高表达与肿
瘤发生发展有密切关系。ｃｏｘ２在肿瘤细胞的增殖、凋
亡中扮演重要的角色及其抑制剂的治疗效果，现已成

为近年来研究的热点［１９２０］。

本研究通过构建结肠癌肝转移小鼠模型，对小鼠

进行阿司匹林干预，探讨其预防结肠癌转移的机制。

结果显示，经过阿司匹林预处理后，实验组平均肝质量

显著低于对照组。ＨＥ病理染色结果显示实验组转移
瘤明显较少，呈局灶性生长，有坏死区，可见凋亡小体，

对照组肿瘤细胞排列紧密，团块状生长，间质少，核大

且深，正常肝组织挤压变形，结果提示阿司匹林可有效

延缓结肠癌的肝转移；在 ＣＤ３４染色后的肝切片可以
观察到阿司匹林干预后肝的微血管密度显著小于对照

组。上述结果提示阿司匹林能明显减少结肠癌的肝转

移灶，抑制肝转移瘤的生长，本实验结果发现实验组小

鼠生存时间长于对照组。其作用机制一方面是通过抑

制ｃｏｘ２活性控制癌症细胞的增殖、分化，促进肿瘤细
胞凋亡，从而延缓病灶的扩散；另一方面是通下调

ＶＥＧＦ表达，抑制内皮细胞增殖，减少肿瘤新生血管生
成，同时降低血管通透性，达到阻止肿瘤细胞迁移的作

用。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测在阿司匹林干预下ＣＴ２６癌
细胞血管生成相关因子 ＶＥＧＦ与 ｃｏｘ２蛋白的表达，
在未进行干预前二者都为高表达，经过阿司匹林处理

后ＶＥＧＦ与ｃｏｘ２均同时呈现显著下降。阿司匹林是
ｃｏｘ２抑制剂，而 ｃｏｘ２的主要产物前列腺素 Ｅ２
（ＰＧＥ２）已被研究证实具有促血管生成作用，值得注意
的是在正常组织细胞中 ｃｏｘ２基因几乎是不表达的，
只有当外界刺激下才呈现高表达状态。本次结果表明

ｃｏｘ２与 ＶＥＧＦ具有相关性二者有可能通过 ｃｏｘ２／
ＰＧＥ２／ＶＥＧＦ通路抑制肿瘤血管生成，其具体的作用机
制有待于后续验证，该作用机制也与阿司匹林作用于

结肠癌细胞的机制相似。

综上所述，本研究发现阿司匹林可能通过下调

ｃｏｘ２／ＰＧＥ２／ＶＥＧＦ蛋白通路相关因子的表达抑制结
肠癌细胞肝转移，其作用机制与其作用于结肠癌细胞

相似，这对临床研究防治结肠癌肝转移有一定的借鉴

意义。阿司匹林作为一种低毒，廉价的药物，研究其与其

他化疗药物的协同作用意义重大，本研究也为非甾体抗

炎药用于防治结肠癌的提供了一定的实验依据［４，９１２，１５２０］。
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［摘　要］　目的　探讨扩散峰度成像（ＤＫＩ）主要的３个参数对外周带前列腺癌的诊断价值。方法　对４０例外周带前列腺癌
患者进行常规ＭＲＩ扫描和ＤＫＩ序列扫描，以病理检测为金标准，观测指标包括外周带肿瘤区域和非肿瘤区域平均表观扩散系数
（ＡＤＣ）值、各项异性（ＦＡ）值及平均峰度（ＭＫ）值。应用双样本 ｔ检验比较肿瘤区域和非肿瘤区域间 ＤＫＩ各参数值的差异，应用
ＲＯＣ曲线分析ＤＫＩ各参数对外周带前列腺癌的诊断效能。结果　外周带前列腺癌的ＦＡ及ＭＫ值均明显高于正常外周带组织，差
异具有极显著性统计学意义（Ｐ＜０．０１），而ＡＤＣ值明显低于正常组织，差异具有极显著性统计学意义（Ｐ＜０．０１）。ＤＫＩ的３个参数
（ＡＤＣ值、ＦＡ值及ＭＫ值）诊断前列腺癌的ＲＯＣ曲线下面积分别为０．９６６、０．８７１和０．９９８。结论　ＤＫＩ的３个参数（ＡＤＣ值、ＦＡ值
及ＭＫ值）对于外周带前列腺癌均具有诊断意义，而ＭＫ值是敏感性及特异性俱佳的参数。
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