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摘要!目的 观察环氧化酶 -2!COX-2"选择性抑制剂塞来昔布对化学致癌剂 7#12-二甲基苯蒽!DM BA "化学诱发的大

鼠乳腺癌形成的影响% 方法 DM BA 油剂灌胃复制大鼠乳腺癌模型#90只大鼠分为 3组$单纯诱癌组作为阴性对照&三

苯氧胺组作为阳性对照和塞来昔布组#观察塞来昔布对大鼠乳腺肿瘤发生率和 COX-2&VEGF 蛋白表达的影响% 结果

三苯氧胺组!48.15% "和塞来西布组!50.00% "肿瘤发生 率 明 显 低 于 单 纯 诱 癌 组!85.71% "#差 异 具 有 显 著 性!P=0.003’

!=0.004"%塞来昔布组 COX-2蛋白表达率!28.57% "低于单纯诱癌组!83.33% "和三苯氧胺组!69.23% "#差异具有显著性

!!=0.001’!=0.035"% 塞来昔布组 VEGF 蛋白表达率 !42.86% " 低于单纯诱癌组 !79.17% "!!=0.023"’ 和三苯氧胺组

!46.15% "无 显 著 性 差 异!!=0.863"% 结 论 塞 来 昔 布 能 抑 制 DM BA 诱 发 的 大 鼠 乳 腺 癌 的 发 生&发 展#下 调 COX-2 和

VEGF 蛋白表达可能是其机制之一%
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814+’;.+< =1>(.+,)( To evaluatethechemopreventiveeffectofcelecoxib,aspecificcyclooxegenease-2 (COX-2)inhibitor,

on chemically induced breastcancerofratsand itseffecton COX-2 expression. ?(+"%@4 7, 12-dimethylbenzanthracene

(DM BA) wasadministered intragastrically in SD femaleratsto establish breastcancermodels, which weredivided subse-

quently into controlgroup,tamoxifen group and celecoxib group to receivedifferenttreatmentsaccordingly.Theoccurrence

rateofbreastcancerwasobservedandtheeffectofcelecoxibonCOX-2andvascularendothelialgrowthfactor (VEGF) ex-

pressionsassayedbyimmunohistochemicalSP method.A(4:/+4 Theincidenceofbreastcancerin tamoxifengroup (48.15% )

andcelecoxibgroup(50.00% )werebothsignificantlylowerthanthatinthecontrolgroup(85.71% ;!=0.003and !=0.004,re-
spectively).ThepositivityrateofCOX-2expressionincelecoxibgroup(28.57% )wassignificantlylowerthanthoseoftamox-

ifengroup(48.15% )andcontrolgroup(83.33% ;!=0.001 and !=0.035,respectively).ThepositivityrateofVEGF expression
incelecoxibgroup(42.86% )wassignificantlylowerthanthatofcontrolgroup(79.17% ,!=0.023),butcomparablewiththatin
tamoxifengroup (46.15% , !=0.863). !B%*./:4,%* CelecoxibcansignificantlysuppressDM BA-inducedbreastcancerinfe-
maleratspossiblythroughdown-regulationofCOX-2andVEGF expressions.

C(D E%’94< breastneoplasms;celecoxib;tamoxifen;cyclooxygenase-2;vascularendothelialgrowthfactor

环氧化酶!COX"参与维持机体各种生理和病理

过程% COX-1是一种结构酶#它催化产生的 PG 参与

机体正常生理过程和保护功能% COX-2被认为是诱

导型酶#只在病理情况下才表达#包括炎症&损伤&修

复及肿瘤的生长和转移%许多癌前病变和恶性肿瘤均

有 COX-2 基因扩增和蛋白的高表达 (1)# 有效抑制

COX-2的表达可能对肿瘤发生&发展具有重要意义(2)%
本研究在用化学致癌剂 7#12-二甲基苯蒽!DM AB"
诱发大鼠乳腺癌的过程中# 观察 COX-2特异性抑制

剂 塞 来 昔 布 对 DM BA 化 学 诱 发 的 乳 腺 癌 形 成 及

COX-2及 VEGF 蛋白表达的影响%

1 材料和方法

1.1 模型制造

实验用未交配雌性 SD 大鼠 90只 !动物合格证

号$陕医动字第 08-005号#西安交通大学医学院实验

动物中心提供"#鼠龄!45!5" d#体质量!110!10"g#以

DM BA 油剂 20m g/100g灌胃复制大鼠乳腺癌模型%
1.2 动物分组

每组 30只大鼠#分为单纯诱癌组!造模后正常饮

食"作为阴性对照&三苯氧胺组!每 kg饮用水加入 4

mg三苯氧胺#正常饮用"作为阳性对照和塞来昔布组

!每 kg饲料加入 1000 mg塞来昔布# 用玉米油溶解

后#拌于正常饲料内喂养"%观察各组大鼠进食&毛发&
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Group!!!!!!!!!! Breastcancer !!!!!!!!!!!!!!!!!!2 !!!"*
Control 28 24 85.71

Tamoxifen 27 13 48.15 8.811 0.003

Celecoxib 28 14 50.00 8.187 0.004

表 1 各组乳腺癌发生率比较

!"#$% &’()"*+,’- ’. /01 +-2+31-21 ’. #*1",/
2"-1* +- 3+..1*1-/ 4*’5),

*Comparedwiththeincidenceofbreastcancerincontrolgroup

Incidenceof
breastcancer(% )

图 1单纯诱癌组大鼠乳腺浸润性导管癌组织

6+4$% 7-.+8/*"/+-4 352/"8 2"-21* ’. *"/ ("(("*9 48"-3 +- 2’-/*’8 4*’5) (HE staining,originalmagnification:! 200)

图 2单纯诱癌组大鼠乳腺不典型增生组织

6+4$: ;/9)+2"8 09)1*)8",+" ’. *"/ ("(("*9 48"-3 +- 2’-/*’8 4*’5) (HE staining,originalmagnification:!200)
图 3塞来昔布组大鼠乳腺浸润性导管癌组织

6+4$< 7-.+8/*"/+-4 352/"8 2"-21* ’. *"/ ("(("*9 48"-3 +- 21812’=+# 4*’5) (HE staining,originalmagnification:!200)
图 4塞来昔布组大鼠乳腺增生组织

6+4$> ?9)1*)8",+" ’. *"/ ("(("*9 48"-3 +- 21812’=+# 4*’5) (HE staining,originalmagnification:!200)

1 2

3 4

排泄情况!并每周两次检测大鼠乳腺"
1.3 标本检测

于实验第 120天停药!经阴道涂片检查!证实为

间情期" 以 5% 乌拉坦液腹腔注射麻醉!将每个乳腺

连同周围皮肤#皮下组织解剖!自乳头部对半切开乳

腺进行大体观测!计数肿瘤数量及形态" 标本固定于

10% 中性福尔马林溶液中!常规石蜡包埋!HE 染色" 乳

腺癌诊断参考实验性大鼠乳腺癌分类诊断标准$3%"
1.4 免疫组化 SP 法检测 COX-2和 VEGF蛋白表达

4"m 石蜡切片! 二甲苯常规脱蜡! 梯度酒精水

化!3% H2O2-甲醇室温下封闭!微波炉修复抗原!非免

疫性羊血清以阻断组织中非特异性吸附!滴加兔抗鼠

COX-2#VEGF 多克隆抗体&1"100’(湿盒内 4#冰箱

过夜!滴加生物素标记的二抗 IgG !滴加辣根过氧化

酶标记的链霉卵白素工作液(DAB 显色! 苏木素复

染!脱水!二甲苯透明!中性树胶封片"结果判断)以细

胞胞质出现棕黄色颗粒为阳性! 阳性判定标准)&-’)
无阳性染色(&+’) 弥散弱的胞质染色! 染色细胞数

<10% (&++’)中等至强的胞质染色!阳性细胞数介于

10% ~50% (&+++’)50% 以上细胞强染色"
1.5 统计学处理

应用 SPSS10.0 软件进行! 采用 !2 检验!"<0.05
为有显著性差异"

2 结果

2.1 三组乳腺癌发生率的比较

实验结束前死亡大鼠未纳入实验结果统计!实验

结束时单纯诱癌组#三苯氧胺组#塞来昔布组数据完

整的大鼠数目及各组乳腺癌发生率见表 1"

2.2 组织学观察

单纯诱癌组)浸润性导管癌癌细胞密集!排列呈

巢状!腺样结构!间质成分较少!癌细胞形状不规则!
核异型性明显!核分裂相多见!组织象较杂乱&图 1’(
未发生肿瘤的乳腺!可见不同程度的乳腺小叶增生和

腺上皮不典型增生!表现为腺泡细胞排列紊乱!多层

排列!核质比增大及核异型性改变&图 2’" 塞来昔布

组)癌细胞出现坏死!间质成分较多!核分裂相少见

&图 3’(未发生肿瘤的乳腺上皮无或仅轻度增生!小叶

内和小叶间纤维组织增多!腺泡少见!仅见导管&图4’"

南方医科大学学报(JSouthM edUniv) 第 26卷1600* *

!!连接 " #$%& !’(( )* !+(



Group!!!!!!!!!! COX-2!-" COX-2!+" COX-2!++" COX-2!+++"
Control 24 4 4 7 9

Tamoxifen 13 4 1 4 4

Celecoxib 14 10 1 2 1

表 2 COX-2蛋白在各组乳腺癌组织中的表达

!"#$% &’()*++,-. -/ 012-% ()-3*,. ,. 4,//*)*.3 5)-6(+

5 6

图 5 塞来昔布组大鼠乳腺癌组织 COX-2蛋白阳性染色

7,5$8 9-+,3,:* *’()*++,-. -/ 012-% ,. #)*"+3 ;".;*) 3,++6* ,. ;*<*;-’,# 5)-6(
(SP staining,originalmagnification:!!400)

图 6 单纯诱癌组大鼠乳腺癌组织 COX-2蛋白强阳性染色

7,5$= 9-+,3,:* *’()*++,-. -/ 012-% ,. #)*"+3 ;".;*) 3,++6* ,. ;-.3)-< 5)-6( (SP
staining,originalmagnification:!!400)

7 8

图 7塞来昔布组大鼠乳腺癌组织 VEGF 蛋白阳性染色

7,5$> 9-+,3,:* *’()*++,-. -/ ?&@7 ,. #)*"+3 ;".;*) 3,++6* ,. ;*<*;-’,# 5)-6(
(SP staining,originalmagnification:!!400)

图 8单纯诱癌组大鼠乳腺癌组织 VEGF蛋白强阳性染色

7,5$A 9-+,3,:* *’()*++,-. -/ ?&@7 ,. #)*"+3 ;".;*) 3,++6* ,. ;-.3)-< 5)-6(
(SP staining,originalmagnification:!!400)

2.3 COX-2蛋白在各组乳腺癌组织中的表达

COX-2蛋白的阳性染色颗粒位于乳腺癌细胞的

胞质内#部分内皮细胞可见阳性着色$塞来昔布组!图

5"与单纯诱癌组!图 6"比较#COX-2蛋白的表达明显

减弱$ COX-2蛋白在各组肿瘤组织中的表达情况见

表 2$ 统计学检验表明%3组乳腺肿瘤之间 COX-2蛋

白表达阳性率差别显著!!2=11.767#"=0.003"$塞来昔

布 组 COX-2 蛋 白 表 达 低 于 单 纯 诱 癌 组!!2=11.396#
"=0.001"& 塞来昔布组 COX-2蛋白表达低于三苯氧

胺组!!2=4.464#"=0.035"&三苯氧胺组和单纯诱癌组

COX-2蛋白表达无显著性差异!!2=0.990#"=0.320"$
2.4 VEGF蛋白在各组乳腺癌组织中的表达

VEGF 蛋白的阳性染色颗粒位于乳腺癌细胞的

胞质内#部分内皮细胞可见阳性着色$塞来昔布组!图

7"与单纯诱癌组!图 8"比较#VEGF 蛋白的表达明显

减弱$ VEGF 蛋白在各组肿瘤组织中的表达情况见表

3$ 统计学检验表明%3 组之间阳性表达率差异显著

!!2=6.457#"=0.040"#塞来昔布组 VEGF蛋白表达低于

单纯诱癌组!!2=5.179#"=0.023"#塞来昔布组 VEGF 蛋

白表达与三苯氧胺组无显著性差异!!2=0.030#"=0.863"#
三苯氧胺组和单纯诱癌组 VEGF 蛋白表达有显著性

差异!!2=4.194#"=0.041"$

3 讨论

本研究发现#塞来昔布组乳腺肿瘤发生率明显低

于单纯诱癌组# 表明塞来昔布能有效抑制 DM BA 诱

发的大鼠化学性乳腺癌的发生’发展#对乳腺癌高危

人群预防具有潜在的应用价值$其他学者也有类似报

道$Nakatsugi等(4)研究发现尼美书利可降低肿瘤发生
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Group ! VEGF!-" VEGF!+" VEGF!++" VEGF!+++"
Control 24 5 5 6 8

Tamoxifen 13 7 2 4 0

Celecoxib 14 8 2 3 1

表 3 VEGF蛋白在各组乳腺癌组织中的表达

!"#$% &’()*++,-. -/ 0&12 ()-3*,. ,. 4,//*)*.3 5)-6(+

率#明显降低肿瘤的大小$多发率% Harris等&5’用塞来

昔布处理 DM BA 诱导的乳腺癌模型# 发现塞来昔布

能明显延迟肿瘤的发生# 与优布芬相比更加有效(饲

料内混入塞来昔布乳腺癌的发生率$多发率及肿瘤体

积较对照组分别降低 68% $86% $81% %
COX-2参与肿瘤的发生发展的机制尚不完全清

楚#可能包括)刺激肿瘤细胞的增殖 &6’$抑制细胞凋

亡 &7’$增 强 细 胞 膜 金 属 蛋 白 酶 活 性$抑 制 E-cadherin

表达 &8’$抑制机体免疫机能 &9’$参与前致癌物的代谢$
影响肿瘤细胞周期&10’等途径%本研究发现塞来昔布组

乳腺组织的不典型增生$腺管上皮细胞的增生程度明

显减轻#而单纯由 DM BA 诱发的大鼠乳腺癌 COX-2

表达显著增高# 部分不典型增生细胞中也有 COX-2

表达# 表明 COX-2的高表达参与了肿瘤发生发展的

病理生理过程% 塞来昔布组大鼠肿瘤 COX-2的表达

在蛋白水平明显低于单纯诱癌组和三苯氧胺组#提示

塞来昔布组可能是 通 过 下 调 COX-2 的 蛋 白 表 达 水

平#进而抑制了乳腺癌的发生和发展% 其他作者也有

类似报道&10’%
COX-2 过度表达可刺激肿瘤新生血管的形成#

但其机制尚未完全明确#其直接产物 PGE2能直接刺

激血管生成(同时# PGE2能诱导组织生成 VEGF#产

生的 VEGF 以旁分泌和自分泌的形式作用于内皮细

胞#从而促进血管形成%本研究发现#在塞来昔布处理

的肿瘤组织中#VEGF 蛋白的表达水平明显低于单纯

诱癌组#表明作为 VEGF 的上调因子#抑制 COX-2的

表达和活性可明显下调 VEGF 的表达# 两者具有明

显的相关性% 其他研究也有类似报道% M asferrer等&2’

实验证明 COX-2与肿瘤血管形成密切相关# 特异性

抑制剂能明显抑制肿瘤发生和新血管生成%人结肠癌

细胞株转染 COX-2 基因 发 现 肿 瘤 细 胞 在 过 度 表 达

COX-2 的 同 时 # 促 血 管 生 成 因 子 VEGF$bFGF$
PDGF$内皮素等均明显上调#并促进人脐静脉内皮细

胞株增殖并形成网状的内皮细胞条索&11’% Chang等&12’

的研究也认为 COX-2 诱 导 的 乳 腺 癌 发 生$ 发 展 与

PGE2依赖的的肿瘤新血管生成关系密切% 这些均说

明 COX-2能刺激肿瘤新血管生成#而下调 VEGF表达

是特异性 COX-2抑制剂塞来昔布的抗肿瘤机制之一%
我们的研究证明)COX-2可能参与了 DM BA 诱

发的化学性大鼠乳腺癌的发生$发展#选择性 COX-2

抑制剂塞来昔布可以有效预防大鼠乳腺癌的发生$发

展#机制可能与下调 COX-2和 VEGF 蛋白表达有关%
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