
收稿日期: 2006-05-07

基金项目:广东省自然科学基金( 032573) ; 广东省科技计划项目( 2005B30901014) ; 广东省卫生厅科研基金( A2005113)

作者简介:曾曙光 ( 1969- ) , 男 , 湖南衡山人 , 博士研究生 , 副主任医师 , 硕士研究生导师,课题负责人

一氧化氮 ( nitric oxide, NO)是生物体内一种

小分子气体。近期的研究发现 NO同时也参与包

括肿瘤在内的许多病理过程。内源性 NO是由一

氧化氮酶( nitric oxide synthase, NOS)以 L-精氨酸

为底物氧化合成的。生物体内的 NOS至少有 3 种

类型 , 其中诱导型一氧化氮合酶 ( inducible nitric

oxide synthase, iNOS)主要由活化的巨噬细胞 , 肿

瘤细胞诱导产生 , 作用缓慢而持久 , 其产生的 NO

量 也 较 多 [1]。 血 管 内 皮 生 长 因 子 ( vascular

endothelial growth factor, VEGF) 是由正常细胞或

诱导型一氧化氮合酶和血管内皮生长因子
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摘 要 : 【目的】探讨诱导型一氧化氮合酶 ( iNOS)和血管内皮生长因子 ( VEGF) 在舌鳞癌细胞株 Tca8113

中的表达 , 为进一步研究 iNOS和 VEGF 在舌鳞癌肿瘤血管生成中的作用提供实验基础。【方法】采用逆转录-

聚合酶链反应(RT - PCR)法和 SP 免疫组化方法,对舌鳞癌细胞株 Tca8113 中 iNOS和 VEGF mRNA 和蛋白表达

情况进行检测。【结果】RT- PCR 检测到舌鳞癌 Tca8113 细胞株中 iNOS\VEGF mRNA条带明显 , SP免疫组化检

测到 iNOS\VEGF 蛋白在舌癌细胞胞浆中呈强阳性表达。【结论】iNOS\VEGF mRNA 和蛋白在舌鳞癌 Tca8113

细胞株中呈高水平表达。
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Abstract:【Objective】 To investigate the expression of inducible nitric oxide synthase ( iNOS) and vascular

endothelial growth factor (VEGF) in Tca8113 and provide basement of experiment for further study on the role of

iNOS and VEGF in tongue carcinoma angiogenesis. 【Methods】iNOS and VEGF mRNA and protein were detected

by RT- PCR and SP immunohistochemistry. 【Results】The band of iNOS and VEGF mRNA were obvious and the

expression of iNOS and VEGF protein were strongly positive by immunohistochemistry in Tca8113 cells.

【Conclusion】There were overexpression of iNOS and VEGF mRNA and protein in Tca8113cells.
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肿瘤细胞产生的。近期的研究表明 [2]: iNOS和

VEGF 在头颈肿瘤中高水平表达 , 由 iNOS诱导产

生的 NO在肿瘤血管的形成中起着关键的信号传

导作用 ,并调控 VEGF,共同促进肿瘤血管的生成。

舌鳞癌是口腔最常见常见的恶性肿瘤 , iNOS 和

VEGF 是否共同促进舌癌肿瘤血管生成 , 尚不甚清

楚。我们采用逆转录-聚合酶链反应(RT - PCR)法

和 SP免疫组化法对舌癌细胞株 Tca8113 细胞株中

iNOS\VEGF mRNA和蛋白表达情况进行检测, 为

探讨 iNOS和 VEGF 在口腔癌肿瘤血管生成中的

相互作用奠定实验基础。

1 材料和方法

1.1 细胞的来源及培养

将冻存的舌鳞癌 Tca8113 细胞株(由上海交通

大学第九人民医院何荣根教授惠赠)复苏后 , 置于

含 10%胎牛血清(杭州四季青)的 DMEM低糖培养

基(美国 Gibco公司), 37 ℃, 5%CO2 恒温细胞培养

箱中培养。每隔 3～4 d 传代一次。掌握 Tca8113 细

胞株基本生长规律。

1.2 所用材料及设备

细胞培养所需 1640 购自 Gibco公司, 含 0.2%

EDTA 的 0.2%的胰酶购自 sigma 公司。提取总

RNA的 Trizol 试剂购自 Invitrogen 公司。行 RT实

验的试剂盒购自捷克的 Fermentas公司。PCR 实验

所需试剂购自 Takaca 公司的试剂盒。100 bp 的

Marker 购自天为时代公司。PCR 所需的 iNOS、

VEGF、以及内参 GAPDH 的引物经 Primer 5 软件

设计,由上海生物工程公司合成。引物如下:

iNOS基因 :上游引物 , 5′- GGA GCC AGC TCT

GCA TTA TC- 3′; 下游引物 , 5′- TTT TGT CTC

CAA GGG ACC AG- 3′。VEGF 基因:上游引物 , 5′-

GAT CCT GCC CTG TCT CTC TG- 3′; 下游引物 ,

5′- GAC TCG CCC TCA TCC TCT T- 3′。SP 超敏免

疫组化试剂盒购自 Santer Cruze 公司 , 抗 VEGF 多

克隆抗体、抗 iNOS抗体购自 Sigma 公司。3- 3′-

Diaminobenzidine(DAB)显色剂购自武汉博士德公

司。

1.3 实验方法

1.3.1 细胞总 RNA 的提取 取两瓶对数生长期

Tca8113 细胞(约 5×106/瓶 )原培养基 ,冰 PBS 洗两

遍,在每瓶中加 1 mL Trizol 液,静置约 15 min,待细

胞裂解后移入 EP 管中 , 加 0.2 mL 氯仿 , 再静置

10～15 min, ,然后 4℃ 12 000 r/min 离心 15 min,吸

取上层水相置一新的 EP 管中 , 加入等量的异丙

醇 , 静置 10 min 左右 , 4 ℃ 12 000 r/min 离心 10

min,弃上清液,加入预冷等体积 75%冰乙醇 1 mL。

再 4 ℃ 10 000 r/min 离心 5 min。弃上清液 , 开管

干燥 5 min 左右 ,将产物溶于约 30 μL经 DEPC处

理过的无 RNase 水中。取约 5 μL 进行 OD 值检

测。另取约 3 μL, 与上样 buffer 约 2 μL,金染料 1

μL混匀后上样于 1%的琼脂糖凝胶电泳电泳。其

余产物置于- 20 ℃冰箱中保存。

1.3.2 RT- PCR 扩增目的基因 mRNA 片段 按

Fermen 的 RT试剂盒的说明进行单链 cDNA的合

成。RT反应体系 20 μL: 含总 RNA 产物 3 μL,

Oligo( dT)引物 1 μL, 5×RT buffer 4 μL, 10MdNTPs

2 μL, Rnase 抑制剂 1 μL, AMV 1 μL, 无 RNA 酶

水补足体积。42 ℃温育 60 min, 70 ℃灭活 AMV

10 min。PCR 反应: 取 RT 产物 2 μL, 依次加入

10×PCR buffer 2.5 μL, dNTP 4 μL, 上下游引物各

约 1 μL (约 25 pmol), Taq 酶 0.25 μL(约 1 U) , 高

压灭菌水补足体积 ,使终体积为 25 μL。两个目的

基因的反应条件分别为 : iNOS 基因 , 95 ℃ 5 min,

94 ℃变性 30 s, 58 ℃退火 45 s,72 ℃延伸 45 s,共

35 个循环 , 4 ℃保持 ; VEGF基因 , 95 ℃ 5 min, 94

℃变性 30 s, 56 ℃退火 40 s,72 ℃延伸 40 s,共 35

个循环, 4 ℃保持。分别取各自产物约 3 μL, 与上

样 buffer 约 2 μL, 金染料 1 μL 混匀后上样于

1.2%的琼脂糖凝胶电泳。同时设 Marker 对照。

1.3.3 SP免疫组化法检测 Tca8113细胞 iNOS\VEGF

蛋白的表达步骤按试剂盒说明进行, DAB显色。每

批次均以 PBS代替一抗作阴性对照片一张 , 以已

知 iNOS\VEGF阳性片作阳性对照。

2 结 果

RT- PCR 检测到舌鳞癌 Tca8113 细胞株中

iNOS\VEGFmRNA 条带明显 (图 1, 2) , iNOS\VEGF

蛋白在舌癌细胞胞浆中呈强阳性表达(图 3, 4)。

3 讨 论

现已知 iNOS在许多肿瘤细胞如乳腺癌、头颈

癌等细胞中高表达。Reveneau 等 [ 3]发现 iNOS 在
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67.5%的乳腺癌中高表达 , 而正常组织中无 iNOS

表达。Fujimoto等 [ 4]发现 iNOS的活性在原发性肺

癌中正常组织要高 , 尤其是肺腺癌中的 iNOS的活

性比其它类型的肺癌都要高。Abms 等 [ 5]发现 iNOS

在正常结肠组织中几乎不表达 , 但在肿瘤组织中

表达明显上升 , 近 60%的人结肠癌中有 iNOS表

达。Gallo等 [ 2]发现在头颈部肿瘤组织中总 NOS、

iNOS的表达比正常粘膜中的表达要高 ;并且在有

淋巴结转移的肿瘤标本中总 NOS 的活性比无淋

巴结转移的肿瘤标本要高得多。他们在测定 27 例

头颈肿瘤标本及正常组织中 NOS 活性、cGMP 水

平中发现 : 总的 NOS、iNOS、和 cGMP 水平在肿瘤

标本中显著高于正常组织水平。Kristina 等 [ 6]对 10

例头颈部鳞癌 5 例正常口腔粘膜 NOS 活性进行

免疫组化研究 , 发现头颈部鳞癌组织中 iNOS的活

性有明显增高 , 这与本实验结果相符合。

Folkman[7]认为肿瘤的生长分为两个阶段 : 第

一阶段为血管前期 , 在此阶段肿瘤组织中无血管

的存在 , 肿瘤组织的营养主要来源于周围组织营

养的渗透 , 肿瘤生长相对较慢 ; 第二阶段为血管

期 , 此期新生血管开始形成 , 肿瘤组织有了新生血

管持续不断地为其提供营养和排除代谢废物 , 增

长迅速 , 因此肿瘤的生长和侵袭转移的基础是新

生血管的形成。肿瘤组织必须不断的产生新生血

管 , 才能维持其继续生长 , 而肿瘤的血管的形成是

正负因子之间平衡调节的结果。VEGF 是目前已知

的促血管生成的主要细胞因子之一 , 对血管内皮

细胞的增殖、水解基底膜、迁移和血管构建的调控

图 1 总 RNA 提取后电泳结果

Fig.1 Total RNA electrophoregram

The PCR outcome disclosing intact RNA in two samples(A,B)

图 2 iNOS 基因和 VEGF 基因 PCR 后电泳结果

Fig.2 The iNOS\VEGF mRNA apparent band in two

samples PCR outcome

The band of iNOS(A,B) and VEGF(C,D) are 200 bp and 500 bp

图 3 SP 免疫组化检测 iNOS 蛋白结果

Fig.3 The expression of iNOS protein by SP

immunohistochemistry

iNOS protein strong positive express in the cytoplasm of Tca8113

cells (DAB staining×200 arrow)

图 4 SP 免疫组化检测 VEGF 蛋白结果

Fig.4 The expression of VEGF protein by SP

immunohistochemistry

VEGF protein positive express strongly in Tca8113 cells

cytoplasm (DAB staining×200 arrow)
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[1]

[2]

[3]

[4]

作用较强且特异性高。人 VEGF 基因位于染色体

6p21.3, 由 8 个外显子和 7 个内含子构成 , 具有以

下功能 [ 8] :①可增加微血管的通透性 , 诱导血管内

大分子物质的漏出 , 有利于血管外基质的形成 , 为

血管内皮细胞增生、血管的形成提供支架 , 辅助血

管生长;②VEGF 可通过内皮细胞特异性受体刺激

血管内皮细胞增生和毛细血管绊形成 , 诱导血管

内有丝分裂 , 直接刺激血管生成并产生纤维蛋白

原激活物和胶原酶 , 促使癌细胞脱落进入血管或

向邻近结缔组织扩散 ,为肿瘤浸润转移创造条件。

有研究表明 : NO参与 VEGF 促肿瘤血管生成

每一步骤 [ 9]。我们的前期研究也表明 [10, 11], 在舌鳞

癌组织 iNOS mRNA表达阳性组中 , iNOSmRNA表

达水平与 VEGF 阳性表达水平呈正相关关系且与

舌鳞癌颈淋巴结转移正相关。Jenkins 等 [ 12]的研究

认为 NO与肿瘤新生血管密切相关。此外 ,还有研

究表明 VEGF 在促进恶性黑色素瘤 A375 细胞增

殖过程中伴随着 iNOS高水平表达 [ 13] , 在头颈鳞癌

中 , iONS与 VEGF- C的表达正相关并共同促进淋

巴管的生成和肿瘤的淋巴结转移 [ 14]。在本实验中 ,

我们检测到在舌癌 Tca8113 细胞株中 iNOS\VEGF

mRNA 及蛋白均呈现高水平表达 , 但 iNOS 与

VEGF 在促进肿瘤的发生发展中存在何种联系 , 其

作用机理还有待进一步研究。
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