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!!&摘要'!目的!明确前列腺素*W!'%*W"在肺癌脑转移过程中的作用#并探讨阿司匹林!'%*W抑制剂"降低

肺癌脑转移的可能机制(方法!体外细胞培养#放射免疫法测定给予阿司匹林!P??;@-J"后不同时间点肺癌细胞

培养液中'%*W质量浓度的变化,将肺癌细胞和阿司匹林!P??;@-J"加入I<:,=A7@@构建的体外血脑屏障模型上

室后#17=>7<,D@;>法动态检测脑微血管内皮细胞内;BB@98+,蛋白的表达水平,通过辣根过氧化物酶检测体外血脑

屏障模型的通透性改变#47?;BH>;?7>7<法计数通过体外血脑屏障模型的肺癌细胞数(建立肺癌脑转移动物模

型#观察阿司匹林对裸小鼠肺癌脑转移发生率的影响(结果!在细胞水平上研究发现#给予阿司匹林后#肺癌细胞

培养液内'%*W质量浓度降低#于阿司匹林作用"W#?+,时降至最低(模型中脑微血管内皮细胞;BB@98+,蛋白的

表达于阿司匹林作用后增加#且于阿司匹林作用"W#?+,时增加程度最大(与此同时#模型中血脑屏障通透性和肺

癌细胞透过血脑屏障的数量亦于给予阿司匹林"W#?+,时降至最低值(动物模型观察发现#阿司匹林可以明显降

低肺癌脑转移的发生率!'%#C#T"(结论!阿司匹林可以降低肺癌脑转移的发生#其作用机制可能为阿司匹林抑

制肺癌细胞释放'%*W#进而上调紧密连接蛋白;BB@98+,的表达#从而降低了血脑屏障的通透性(
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!!肺癌是一种常见的肺部恶性肿瘤#肺癌脑转移

是肺癌常见的并发症#其中小细胞肺癌初诊脑转移

的发生率为"#_#有些患者甚至以脑转移瘤为首诊

而被发现
)"*(发生了脑转移的肺癌患者往往预后

差#致死致残率高)W $*(因此#明确肺癌脑转移的分

子机制并找到一种可以控制肺癌发生脑转移的方法

具有重要的临床意义(最近有研究表明#使用低剂

量的阿司匹林可以降低肺癌的转移
)T*#但其确切机

制尚未弄清(肺癌组织中前列腺素*W!'%*W"活性

明显高于正常肺组织#且'%*W可以开放血脑屏

障
)!*#因此#本研究旨在探讨阿司匹林是否可通过影

响肺癌细胞释放'%*W+降低血脑屏障通透性从而

抑制肺癌脑转移#为临床肺癌脑转移的防治提供理

论依据(

1!材料和方法

1C1!主要试剂与仪器

XT$V肺癌细胞株+人肺上皮细胞株+星形胶质

细胞株+培养基#购自中国医学科学院基础医学研究

所基础医学细胞中心,#C$%?孔径的I<:,=A7@@购

自美国 Y+@@+0;<7公司,'%*W放射免疫试剂盒购自

北京科美东雅生物技术有限公司,山羊抗大鼠

;BB@98+,抗体购自(:,>:.<9K公司,电泳仪!Oaa2

I3#北京六一仪器厂"+半干式碳板转移电泳槽

!Oaa2,$#.#北京六一仪器厂"+凝胶成像分析系

统!3+;2/:8#美国"+生物分子成像仪!3+;2/:8#美

国"(

1N/!?O36肺癌细胞株+人肺上皮细胞株和星形胶

质细胞株的培养

XT$V肺癌细胞株+人肺上皮细胞株和星形胶质

细胞株均用含有"T_胎牛血清!&3("的OY*Y 培

养基培养#置于SU^孵箱内孵育#并通以体积分数

为T_的.)W(

1C7!原代脑微血管内皮细胞的培养

新生 1+=>:<大鼠$只!凯学生物科技有限公

司"#用UT_酒精消毒后断头取脑#鼠脑置于预冷的

O24:,N1=液中#皮质经玻璃匀浆器匀浆后加入

"T_葡聚糖"#?J#离心后获得的底部/血管段0加

入$?J含W#_&3(的OY*Y 及"?J质量浓度

为T?--?J的/型胶原酶#SU^水浴孵育"#?+,#

"###<-?+,离心T?+,后弃上清#用OY*Y 培养

液轻柔吹打均匀后接种于已涂基质的一次性培养皿

中#同时加入"T#&W##%--?J内皮细胞生长因子

!*.%("#培养箱内静置培养至细胞生长较密集后

进行传代培养(

1C3!血脑屏障模型的制备

将星形胶质细胞调整密度为Te"#T ?J`"#取

W##%J种植于I<:,=A7@@膜的下侧#培养$6后将

培养池置于"W孔培养板上继续培养#待星形胶质细

胞增殖至培养皿的P#_时#取传代的原代脑微血管

内皮细胞种植于I<:,=A7@@膜上室继续培养#直至

两种细胞在I<:,=A7@@膜两侧分别呈单层生长(

1NO!放射免疫法测定培养液内IH./的质量浓度

当XT$V肺癌细胞+人肺上皮细胞分别增殖至

培养皿的P#_后!培养条件$SU^+体积分数为T_

的.)W"#采用放射免疫法检测两种细胞培养液内

'%*W的质量浓度(再将肺癌细胞分为实验组和对

照组#实验组肺癌细胞用阿司匹林!(+-?:公司#

P??;@-J"处理#对照组肺癌细胞未用阿司匹林处

理#两组细胞分别于阿司匹林处理"#?+,+S#?+,+

!#?+,+"W#?+,+"P#?+,和W$#?+,时采用放射免

疫法检测培养液内'%*W质量浓度#操作过程严格

按照操作指南进行(

1N5!P,:;,<(D>9;法动态检测脑微血管内皮细胞

内9$$>&-#(的表达水平

血脑屏障模型I<:,=A7@@小室上层加入 XT$V

肺癌细胞悬液!Te"#T ?J`""#实验分组同"CT(分

别于阿司匹林!P??;@-J"作用后的不同时间点

!"#?+,+S# ?+,+!# ?+,+"W# ?+,+"P# ?+, 和

W$#?+,"#采用 17=>7<,D@;>法检测脑微血管内皮

细胞内;BB@98+,的表达水平()BB@98+,抗体浓度为

"gT##以+2:B>+,作为内参照#用'3(代替一抗作

为阴性对照(结果以光密度值表示#以目的条带光

密度值与内参条带光密度值的比值作为目的蛋白的

相对表达量(

1N2!辣根过氧化物酶!WBI"测定血脑屏障的通透

性

血脑屏障模型I<:,=A7@@小室上层加入 XT$V

肺癌细胞悬液!Te"#T ?J`""#实验分组同"CT(分

别于阿司匹林!P ?Y-J"作用后的不同时间点

!"#?+,+S# ?+,+!# ?+,+"W# ?+,+"P# ?+, 和

W$#?+,"#去除上室液体#将I<:,=A7@@移入到一新

的"W孔板上#加入T%--?J4/'#作用W6后取下

室液体#酶标仪测定$VW,?处的吸光度!X"值#由

制作的标准曲线计算出下室 4/'的质量浓度#以

此来评估血脑屏障通透性(

1N4!W,C9$@;9C,;,<法计数X<'(:M,>>下室的肺癌

细胞数

PTP
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血脑屏障模型 I<:,=A7@@小室上层加入 XT$V

肺癌细胞悬液!Te"#T ?J`""#实验分组同"CT(分

别于阿司匹林!P??;@-J"作用后的不同时间点

!"#?+,+S# ?+,+!# ?+,+"W# ?+,+"P# ?+, 和

W$#?+," 收 集 I<:,=A7@@ 下 室 的 细 胞#

67?;BH>;?7>7<法计数肺癌细胞数(

1C6!阿司匹林对肺癌脑转移发生率的影响

3XJ3-B裸小鼠!上海斯莱克实验动物有限责

任公司"经W_戊巴比妥钠!$#?--N-"腹腔注射麻

醉后#裸鼠尾部皮肤常规UT_酒精消毒#将肺癌细

胞悬液经裸鼠尾静脉注入"##%J!"e"#!
个肿瘤细

胞"(尾静脉注入肿瘤细胞S#?+,后#实验组的裸

小鼠每日采用WT#?--N-阿司匹林灌胃#对照组用

等体积生理盐水代替阿司匹林(接种肺癌细胞T周

后处死裸鼠#取出完整的脑组织进行原代培养#获得

肿瘤上皮细胞者视为肺癌脑转移阳性(

1C10!统计学方法

'%*W质量浓度+;BB@98+,的蛋白表达水平+血

脑屏障通透性+肺癌细胞数以及肺癌脑转移发生率

均以&SoG表示(两样本均数间比较采用配对B检

验#'%#n#T为差异有统计学意义(

/!结果

/N1!肺癌细胞和肺上皮细胞培养液内IH./的质

量浓度

结果发现#肺癌细胞培养液内'%*W质量浓度

均值为 !VPC!oWCT"%--J#高 于 肺 上 皮 细 胞

4!"C$o#nU"%--J5#差异有统计学意义 !'%

#n#""(

/N/!阿司匹林对肺癌细胞培养液内IH./质量浓

度的影响

给予阿司匹林处理S#&W$#?+,时#肺癌细胞

培养液内 '%*W 质量浓度较对照组降低!'%

#n#T"#于阿司匹林作用"W#?+,时降至最低水平(

见表"(

/N7!脑微血管内皮细胞内9$$>&-#(的表达水平

表1!给予阿司匹林后不同时间点肺癌细胞培养液中IH./质量浓度的变化!!"G!R"

X'D>,1!IH./#(:&F,<(';'(;9A>&(G$'($,<$,>>:;<,';,-M#;%9<M#;%9&;':F#<#(';-#AA,<,(;;#C,F9#(;:!!"G!R"

%<;90 /
B-?+,

"# S# !# "W# "P# W$#

.;,><;@ "T V"C"So#C"" V#CT$o#C"# V"CWPo#CW" V#CPUo#CW# V#C$Vo#C"# V"C"To#CT"

X=0+<+, "T P$CWSo#C"S UUCTSo#CWV" !WC$!o#CPU" "!CS$o#CTV"" $#CU!o#CWS" TPCWUo#CW""

!!"'%#C#T#""'%#C#"#G=CB;,><;@-<;90

!!给予阿司匹林处理后#脑微血管内皮细胞内

;BB@98+,蛋白的表达水平于!#?+,较对照组开始

增加!'%#C#T"#"W#?+,达峰值!'%#C#""#其后

随时间推移而减少(见附图+表W(

/C3!血脑屏障的通透性变化

阿司匹林作用于血脑屏障模型"W#和"P#?+,

时#与对照组相比#血脑屏障通透性降低!'%

#n#T"#且于"W#?+,时降低最明显(见表S(

/NO!穿透至X<'(:M,>>下室的肺癌细胞数变化

给予阿司匹林后!#&W$#?+,#跨过体外血脑

屏障模型的肺癌细胞数与对照组相比有所减少

!'%#n#T"#且于"W#?+,时 XT$V细胞的通过率最

低(见表$(

/C5!阿司匹林对肺癌脑转移发生率的影响

给予阿司匹林组的裸小鼠肺癌脑转移发生率为

"W_ oW_#给予生理盐水组的裸小鼠肺癌脑转移

发生率为PU_ o!_#两组裸小鼠肺癌脑转移发生

率相比差异有统计学意义!'%#C#T"#即阿司匹林

附图!脑微血管内皮细胞内9$$>&-#(蛋白的表达水平

=#G!.EF<,::#9(>,*,>9A9$$>&-#(#(D<'#(C#$<9*':$&>'<,(-9;%,>#'>

$,>>:

表/!脑微血管内皮细胞内9$$>&-#(蛋白的表达水平

X'D>,/!.EF<,::#9(>,*,>:9A9$$>&-#(#(D<'#(C#$<9*':$&>'<,(-9;%,>#'>$,>>:

%<;90 /
B-?+,

"# S# !# "W# "P# W$#

.;,><;@ "T #CW$Wo#C#W #CWSVo#C#" #CW$"o#C#S #CW$#o#C#" #CW$$o#C#$ #CW$#o#C#!

X=0+<+, "T #CWTWo#C"# #C$WSo#C"" #CTP"o#C"$" #CVPVo#C"V"" #CT"#o#CWS #CSW$o#C""

!!"'%#C#T#""'%#C#"#G=CB;,><;@-<;90

VTP
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表7!血脑屏障的通透性!!"G!CR"

X'D>,7!I,<C,'D#>#;@9A;%,D>99-QD<'#(D'<<#,<!!"G!CR"

%<;90 /
B-?+,

"# S# !# "W# "P# W$#

.;,><;@ "T WUCTo#CS WUCUoWC" W!C"o"C$ W!CPo"CV WUCSoWCW WUCWoWCS
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可以降低肺癌脑转移的发生率(

7!讨论

血脑屏障是中枢神经系统的一种特殊结构#它

可以将周围循环与脑组织分隔开#并能够防止一些

有害物质进入脑组织#进而实现维持中枢神经系统

内环境稳态的作用
)U ""*(而小细胞肺癌在发生器

官转移时却表现出了对脑的/亲嗜性0#我们推测这

一病理特点很可能与其增加血脑屏障的通透性有

关(

研究表明#很多种类的肿瘤细胞有自分泌特性#

可以分泌一些细胞因子或其他一些生物活性物

质
)"W*#其中#前列腺素是较常见的一种肿瘤细胞自

分泌炎症因子(已有研究表明#前列腺素可以促进

一些恶性肿瘤的产生+增殖和分化)"S*(]4)R%

等
)!*
亦报道称#人类肺癌组织内'%*W的活性明显

高于其相邻的正常肺组织(

在我们前期的实验研究结果!尚未发表"中发

现#肺癌细胞培养液内'%*W质量浓度明显高于正

常的肺上皮细胞#这与]4)R% 等
)!*
的报道相一

致(本实验中#给予阿司匹林的肺癌细胞培养液内

'%*W质量浓度低于未给予阿司匹林的肺癌细胞培

养液#与对照组相比#给予阿司匹林"W# ?+,时

'%*W质量浓度最低(上述结果提示我们#肺癌细

胞可能通过释放'%*W而表现出一系列的临床病理

特征#而前列腺素抑制剂阿司匹林可以逆转上述过

程的发生(

阿司匹林是一种非甾体类抗炎药#广泛用于减

轻疼痛+发热和外周炎症)"$*(最近的研究表明#阿

司匹林可以降低肺癌的增殖和减少肺癌的转移
)"T*#

也就是说#阿司匹林是一种有潜在防治肺癌作用的

化学药物#但其确切的作用机制还不十分清楚(

研究发现#'%*W可以增加血脑屏障的通透性#

此作用可以被'%*W受体拮抗剂所抑制
)"!*(由此

我们推测#肺癌细胞之所以能够通过血脑屏障转移

入脑#可能亦与其释放的'%*W密切相关#而阿司匹

林可能会通过抑制肺癌细胞释放'%*W而降低血脑

屏障通透性(鉴于此设想#我们又构建了体外血脑

屏障模型#检测了肺癌细胞培养液对血脑屏障通透

性的影响及肺癌细胞通过血脑屏障的迁移数目#结

果发现#肺癌细胞培养液可以增加血脑屏障的通透

性#且其增加血脑屏障通透性最大时#肺癌细胞迁移

数目也最多(提示肺癌细胞可能通过释放'%*W而

增加了血脑屏障的通透性进而转移入脑(我们其后

又检测了体外血脑屏障模型上脑微血管内皮细胞

;BB@98+,的表达#发现肺癌细胞培养液可以降低

;BB@98+,的表达#且其变化趋势与血脑屏障通透性

变化相一致#说明肺癌细胞释放的'%*W通过影响

紧密连接蛋白;BB@98+,的表达而影响血脑屏障的通

透性(上述作用均可被阿司匹林明显逆转#与对照

组相比#给予阿司匹林"W#?+,时紧密连接蛋白

;BB@98+,表达量最多#而此时的血脑屏障通透性最

低+迁移肺癌细胞数最少(在动物模型上观察阿司

匹林对肺癌脑转移发生率的影响时发现#与对照组

相比#给予阿司匹林后的裸小鼠肺癌脑转移发生率

明显降低#较对照组降低约UT_(

综上所述#阿司匹林可以降低肺癌脑转移#此作

用可能通过减少肺癌细胞释放'%*W#增加紧密连

接蛋白;BB@98+,的表达#从而降低了血脑屏障通透

性而得以实现(
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