
恶性肿瘤的发病涉及了多因素多步骤的参

与 ,该过程有多种基因和/或蛋白异常表达 ,分别或

共同地作用于肿瘤的发生发展过程。研究表明 ,环

氧合酶 (cyclooxygenase, COX) 和诱导型一氧化氮

合酶( inducible nitric oxide synthase, iNOS) 在一些

肿瘤如舌鳞癌 [1]、肺癌 [2]、胃癌 [3]、结肠癌 [4]中高表

达 , 在组织分布、表达等方面表现很相似 , 共同参

与了一些生理病理过程 ; 在舌鳞癌的转移和转移

灶的生长中两者起着十分重要的协同作用[1]。本文

研究地鼠颊囊癌模型形成过程中 COX- 2 和 iNOS

的表达意义 ,探讨其相互关系。
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摘 要 : 【目的】研究环氧合酶- 2( COX- 2)和诱导型一氧化氮合酶 ( iNOS)在地鼠颊囊肿瘤发生发展中

的表达 ,探讨两者可能的相关性。【方法】90 只金黄地鼠被分成两组 : 实验组 80 只 , 对照组 10 只 , 利用二甲

基苯并蒽 ( 9,10- dimethyl- 1,2- benz- anthracene, DMBA)诱导地鼠颊囊癌变 , 免疫组化法检测 iNOS和 COX- 2

的动态表达。 【结果】在 16 周时所有存活的实验组地鼠颊囊全部发生癌变 , iNOS 从正常黏膜、异常增生

到浸润癌阳性表达率增加 ,分别为 0%, 62%, 82.14%, 有显著性差异 ; COX- 2 从正常黏膜、异常增生到浸润

癌阳性表达率增加 , 分别为 11.11%, 16.67%, 56.25%, 有显著性差异 ; iNOS , COX- 2 存在呈正相关性 (γ=

0.279, P<0.05)。【结论】iNOS和 COX- 2 表达在地鼠颊囊鳞癌发展中起重要作用,并呈正相关作用。
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Abstract : 【Objective】 To study the expression of inducible nitric oxide synthase (iNOS) and

cyclooxygenase - 2 (COX - 2) and their relationship with cheek pounch carcinogenesis in golden hamster .

【Method】Eighty hamsters were used as experiment group and 10 hamsters as control group. DMBA was

applied on cheek pouch in the experiment group hamster but not in the control group. The expression of

iNOS and COX- 2 were checked in cheek pouch by immunohistochemistry with iNOS and COX- 2 antibody.

【Result】 The expression ratio of iNOS increased gradually from normal (0% ), hyperplasia (66 .67% ), to

carcinoma (93.75%) in experiment group (P< 0.05). COX- 2 expression ratio also increased gradually from

normal (11 .11% ), hyperplasia (16 .67% ), to carcinoma (56.25% ) in hamster pouch of experiment group.

The expression of iNOS and COX- 2 was correlated (γ=0.279, P< 0.05). 【Conclusion】The expression of

iNOS and COX - 2 are correlated with each other and may play an important role in the development of

cheek pouch carcinogenesis in golden hamster .
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表 2 iNOS、COX- 2 在颊囊癌变各阶段表达

Table 2 Positive expression of iNOS and COX- 2 in every

stage of carcinogenesis

Compared with normal epithelium and dysplasia, the protein

expression of iNOS in squamous cell carcinoma showed significance

(χ2 =22.916, P < 0.05) ; Compared with normal epithelium and

dysplasia, the protein expression of COX2 in squamous cell

carcinoma showed significance(χ2=9.281, P< 0.05)
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1 材料与方法

1.1 金黄地鼠颊囊癌动物模型的建立及实验分组

1.1.1 实验动物和试剂 采用金黄地鼠 (由中山

大学实验动物中心提供 ) 90 只 , 普通级 , 体质量

80～100 g, 6～8 周龄 ,雌雄各半 ,在空气流通、干燥、

恒温 25 ℃、24 h 光暗循环条件下统一饲养。 二

甲基苯并蒽 ( 9,10- dimethyl- 1,2- benz- anthracene,

DMBA)购自 SIGMA 公司 , 配成 5 mg/L 的 DMBA

丙酮液避光保存。

1.1.2 动物分组 按随机数字表将 90 只地鼠分

出 10 只作为对照组, 不做任何处理 ;剩余 80 只地

鼠分成 4 组作为实验组 , 每组 20 只 , 用 2 号水粉

画笔沾 5 mg/L DMBA 丙酮液涂布实验组地鼠右

侧颊囊黏膜 , 连续 9 周 , 在第 6 周、第 9 周、第 12

周、第 16 周末分批处死各组地鼠 , 对照组 10 只不

进行任何处理 ,在第 16 周处死。切取地鼠 0.5 cm

×1 cm大小颊囊病变组织 , 用 100 mL/L甲醛固定

48 h, 常规石蜡包埋 , 连续切片厚度约 4 μm, HE

染色后镜检。按 WHO口腔癌前病变协作中心上皮

异常增生 12 项诊断标准 ,双盲法镜检。

1.2 免疫组化法检测地鼠颊囊黏膜 iNOS, COX-

2 蛋白表达

1.2.1 试剂和方法 兔抗鼠 iNOS 多克隆抗体 , 兔

抗鼠 COX- 2 多克隆抗体均购自武汉博士德公司

产品 ,按 SABC免疫组化操作步骤进行。

1.2.2 结果判断 以已知 COX- 2 和 iNOS乳腺癌

阳性组织切片为阳性对照 , 以 PBS代替一抗作阴

性对照 , 光镜下观察染色结果 , 阳性反应呈棕黄色

或棕褐色颗粒 , 位于细胞浆 , 根据阳性细胞所占比

例分为 0%阴性( - ) 1%～20%弱阳性( +) , 21%～50%

阳性( ++) ,≥51%强阳性( +++)。

1.3 统计方法

各组 iNOS 和 COX- 2 阳性分布用非参数检

验 , iNOS 和 COX- 2 表达的相关性采用 Spearman

相关性检验 , 全部统计分析采用 SPSS 11.0 统计软

件包 ,检验水准定为 α=0.05 。

2 结 果

2.1 地鼠颊囊黏膜组织学及光镜检查结果

除 2 只地鼠在 13、14 周分别死亡外 , 其余实

验地鼠分别在 6、9、12、16 周处死 , 各组地鼠颊囊

黏膜病理切片在光镜镜检确定为各型上皮异常增

生和早期浸润鳞癌出现数目(表 1)。

2.2 iNOS, COX- 2 免疫组化表达结果

iNOS 在正常地鼠颊囊黏膜鳞状上皮未见表

达 , 呈阴性 ; 在上皮异常增生期颊囊黏膜有 31

( 62%)例出现阳性表达,细胞浆染色,呈棕黄色 , 到

浸润癌阶段 , iNOS阳性率增多 , 达到 23( 82.14%)

例(图 1) ; COX- 2 在 10 例正常地鼠颊囊黏膜鳞状

上皮仅有 1 例阳性表达 , 在上皮异常增生颊囊黏

膜有 8( 19.04 %)例出现阳性表达 ,胞浆呈棕黄色 ,

随病变发展 , 到浸润癌阶段 , COX- 2 阳性有 16

( 57.14%)例(图 2)。浸润癌与正常上皮、异常增生

iNOS 蛋白阳性表达率差异有统计学意义 (χ2=

15.48, P< 0.05) , 浸润癌与正常上皮、异常增生

COX- 2 蛋白表达率差异有统计学意义 (χ2=16.63,

P< 0.05,表 2)。

2.3 实验组各组 iNOS 和 COX- 2 表达的相关性

表 1 各实验组地鼠颊囊黏膜组织病理观察结果

Table 1 Pathological distribution of mucous in hamster cheek

pouch (cases)
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图 1 颊囊黏膜上皮的 iNOS 表达

Fig.1 Expression of iNOS in bucall pouch epithelium

Left: Negative expression in normal bucall pouch epithelium; Middle: Positive expression in dysplasia of bucall pouch epithelium; Right:

Positive expression in carcinoma cell of bucall mucosa; Arrow: Yellow brown positive products locates in cytoplasm; (SABC×200)

实验各组地鼠黏膜 iNOS和 COX- 2 表达均为

阴性有 30 例 , 均为阳性表达有 21 例 ,仅 iNOS 表

达阳性而 COX- 2 表达阴性的有 33 例, 仅 COX- 2

表达阳性而 iNOS表达阴性的有 4 例, Spearman 相

关系数 r=0.279, P< 0.05. 提示 iNOS与 COX- 2 阳

性表达呈正相关关系 , 但相关关系并不密切 (相关

系数小于 0.5)。

3 讨 论

一氧化氮合酶 ( nitric oxide synthase, NOS)在

生物体内有 3 种同工酶 , 分别为诱导型( iNOS)、内

皮型( endothelial nitric oxide synthase, eNOS)、神经

元型 ( neuronal nitric oxide synthase, nNOS) , iNOS

可由炎症、缺氧等刺激因素作用而诱导产生 , 其

催化 L- 精氨酸生成大量的一氧化氮可参与包括

肿瘤在内的病理生理过程 [5]。地鼠正常颊囊黏膜

iNOS未见阳性表达 , DMBA涂擦颊囊黏膜的过程

中 , 化学和机械损害刺激地鼠颊囊黏膜产生充血、

糜烂、炎症 ,从而诱导出 iNOS 表达。地鼠颊囊黏膜

异常增生期有 31 例 iNOS开始出现阳性表达 , 在

浸润鳞癌阶段的部位, iNOS阳性表达增强达 22

例,肿瘤阳性细胞主要位于癌巢,围绕癌珠周围。高

浓度 NO 可引起 DNA 断链 , 引起基因突变或失

控 , 癌基因激活和抑癌基因失活 , 从而促进致癌作

用[6]。

环氧合酶(cyclooxygenase,COX) 是花生四烯酸

转化为前列腺素 (prostaglandin,PG) 的关键酶 [3],至

少有两种亚型: 结构型 COX- 1 和诱生型 COX- 2。

COX1 可见于几乎所有正常组织及炎症组织,主要

合成 PGs,以维护人体正常生理功能。正常情况下,

诱生型 COX(COX- 2)静息时表达极少 ,某些生长因

子、细胞因子、促肿瘤剂 , 一些癌基因(如 ras)及其

产物等通过信号系统介导促进 COX2 在肿瘤及癌

前病变中普遍高表达。本实验中 DMBA诱导颊黏

膜癌变的过程中 ,化学刺激 ,损伤 ,炎症诱导 COX-

2 阳性表达增加 , 并促使合成大量 PGs。本研究中

正常颊囊黏膜 COX- 2 表达很少 , 异常增生阶段

COX- 2 表达增多 ,浸润癌中 COX- 2 表达更加增多

(P< 0.05), 提示在 COX- 2 表达地鼠颊囊癌变过程

中可能起重要作用。传统非甾体药物 ( NSAID)通

过抑制环氧合酶减少 PGs 的合成而在结肠癌预防

中起重要作用 , PGs 影响着一系列调控肿瘤细胞

的黏附和生长信号传导通路 , 也参与肿瘤细胞增

殖和转移。研究表明 , COX- 2 从多个环节参与肿瘤

形成 :主要是抑制肿瘤细胞凋亡 , 促进细胞增殖 [4];

图 2 颊囊黏膜上皮的 COX- 2 表达

Fig.2 Expression of COX- 2 in bucall pouch epithelium

Left: Negative expression in normal bucall pouch epithelium; Middle: Positive expression in dysplasia of bucall pouch epithelium; Right:

Positive expression in carcinoma cell of bucall mucosa; Arrow: Yellow brown positive products locates in cytoplasm; ( SABC×200)
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[1]

[2]

[3]

肿瘤中 COX- 2 高表达还与新生血管形成有关 , 新

生血管又进一步促进肿瘤生长和转移 [7];与肿瘤转

移关系密切: 抑制肿瘤细胞增殖和血管生成等,直

接影响癌细胞与细胞外基质,还可直接影响癌细胞

与细胞外基质的黏附性并可上调基质金属蛋白酶

的表达 [8]。大量研究结论为 COX- 2 抑制剂塞来昔

布( celecoxib)治疗肠道肿瘤提供了依据[9]。

iNOS和 COX- 2 在生理状态下不表达或少表

达 , 但共同参与一些病理过程如感染、梗死、肿瘤

等。暴露在 LPS和细胞因子如 ! 干扰素、肿瘤坏死
因子、白细胞介素- 1 等环境中 , iNOS和 COX被共

同诱导 , 说明 iNOS和 COX- 2 在激活途径或机制

上有着共同点。本实验中由金黄地鼠天然颊囊为

基础 , 直接致癌剂 DMBA涂布颊囊黏膜产生由异

常增生到原位癌再到浸润癌的癌变过程 , 反映了

颊鳞癌自然发生过程 , 动态显示 iNOS 和 COX- 2

的表达过程更有意义 , iNOS和 COX- 2 在浸润癌中

的表达明显高于正常黏膜和异常增生的黏膜,并且

随癌的生成发展,两者之间呈正相关性(r=0.279, P<

0.05), 提示在颊囊癌变过程中有协同性 [10],和

Cianchi 及 Ozel 研究结论一致 [11,12], Cianchi 不仅发

现在直结肠癌中 iNOS和 COX- 2表达呈显著正相

关性, 并发现 NO在刺激 COX的活性上起重要作

用[11]。Gallo[13]研究头颈肿瘤发现,P53 的突变对上调

iNOS和 COX- 2 活性起主要作用,野生型 P53 表达

的恢复通过抑制 iNOS和 COX- 2 的传导通路而抑

制肿瘤的生长。这表明在肿瘤的发生发展过程中 ,

iNOS 和 COX- 2 之间存在“串话”机制 ,即指在一

原发信号转导途径中活化的信号分子能调节另一

原发的信号转导途径的信号分子的机制。已有研究

使用 COX- 2 特异性抑制剂可以显著降低小鼠舌鳞

癌发生率[14];如果能够明确研究“串话”协同性机理

基础上 , 使用同时抑制 iNOS和 COX- 2 活性的药

物, 或者在传导路径某一环节或靶点上阻断 iNOS

和 COX- 2 的表达,可能更好抑制肿瘤发生发展。
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