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COX-2 特异性抑制剂 NS-398 对胰腺癌生长及肿瘤血管 

生成影响

张旭，葛春林

（中国医科大学附属第一医院  胰腺外科，辽宁 沈阳 110001）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：探讨 COX-2 特异性抑制剂 NS-398 对胰腺癌生长的影响及其机制。

方 法： 分 别 用 qRT-PCR 与 Western blot 检 测 不 同 人 胰 腺 癌 细 胞 株（BxPC-3、SWl990、Capan-2、

Aspc-1、PANC-1）中 COX-2 及 VEGF 表达，并用 MTT 法检测 NS-398 在体外对人胰腺癌细胞增殖抑

制作用；用体外实验最敏感细胞株建立裸鼠胰腺癌原位移植瘤模型，并随机将荷瘤鼠分为实验组和

对照组，分别用 NS-398 与生理盐水处理，比较两组移植瘤的生长情况，并检测肿瘤组织中 COX-2、

VEGF 蛋白表达及肿瘤微血管密度（MVD）。

结果：各胰腺癌细胞中均有 COX-2 及 VEGF 表达，NS-398 呈时间与浓度依赖性抑制各胰腺癌细胞的

体外增殖，其中 Bxpc-3 细胞 COX-2 与 VEGF 表达量最高，且对 NS-398 最敏感。用 Bxpc-3 细胞建立

原位移植瘤的实验组与对照组裸鼠比较，平均肿瘤体积明显减小（20.215 2 mm3 vs. 204.444 4 mm3），

瘤组织中 COX-2 与 VEGF 表达及 MVD 均明显降低（均 P<0.05）。

结论：NS-398 对胰腺癌的生长有抑制作用，其机制可能是通过 COX-2 途径降低 VEGF 基因表达从而

抑制肿瘤血管生成有关。
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Influence of COX-2 specific inhibitor NS-398 on growth and tumor 
angiogenesis of pancreatic cancer

ZHANG Xu, GE Chunlin
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Abstract Objective: To investigate the influence of COX-2 specific inhibitor NS-398 on growth of pancreatic cancer and its 

mechanism.  

Methods: The expressions of COX-2 and VEGF in different human pancreatic cancer cell lines (BxPC-3, SWl990, 

Capan-2, Aspc-1, PANC-1) were determined by qRT-PCR and Western blot respectively, and the inhibitory 

effects of NS-398 on proliferation of each pancreatic cancer cell line in vitro were measured by MTT assay. 

Orthotopic transplantation models of pancreatic cancer using the most sensitive cell line identified by in vitro 
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胰 腺 癌 恶 性 度 高 ， 预 后 差 ， 对 于 该 肿 瘤 晚 期

的治疗目前仍没有好的治疗方法[1]，因此探索胰腺

癌全新治疗方法具有重要的临床意义。环氧合酶二

（cyclooxygenase -2，COX -2） [2]，可能在肿瘤发

生发展等病理状态下诱导性表达 [3]。已有研究 [4]表

明，COX-2的表达高低与肿瘤微血管生成有关。血

管内皮生长因子（VEGF）是肿瘤血管生成的关键

生长因子[5]。而肿瘤的生长赖于足够的血液供应，

大量研究 [6 -8 ]表明，C OX -2、VE GF与恶性肿瘤的

发生有密切关系。NS -398是一种选择性COX -2抑

制 剂 ， 且 已 被 发 现 能 够 抑 制 多 种 肿 瘤 细 胞 活 性
[ 9 ] ， 但 在 胰 腺 癌 体 内 动 物 实 验 中 的 研 究 较 少 [ 1 0 ]。

本 研 究 旨 在 检 测 出 多 种 胰 腺 癌 细 胞 均 有 C O X - 2 及

VEGF表达基础上，观察NS-398在体外对细胞生长

活 力 影 响 ， 选 出 合 适 细 胞 株 构 建 出 人 胰 腺 癌 裸 鼠

原位移植瘤模型，在体内进一步研究NS -398对人

胰 腺 癌 生 长 和 血 管 生 成 影 响 ， 初 步 探 讨 其 抗 肿 瘤 

机制。

1　材料与方法

1.1  实验材料  

细胞系：人胰腺癌细胞株Bxpc-3、SW1990、

Capan -2、Aspc -1、PANC -1购自ATCC。胎牛血

清购于克拉克；DMEM高糖培养基、1640培养基

购 自 G i b c o 公 司 。 选 择 性 C O X - 2 抑 制 剂 N S - 3 9 8 购

自Sigma公司；兔鼠抗人COX-2、VEGF、MVD多克

隆抗体购自美国Abcam公司。实验动物：BALB/C 

（ n u / n u ） 裸 小 鼠 3 0 只 购 自 北 京 维 通 利 华 实 验 动

物技术有限公司。4周龄，雌性，13~16 g，分笼

饲 养 于 我 校 实 验 动 物 部 屏 障 系 统 的 洁 净 层 流 架 内

（SPF级）。

1.2  实验方法

1.2.1  细 胞 培 养　 人 胰 腺 癌 细 胞 株 Bxpc-3、

PANC-1 培 养 于 10%FBS 的 DMEM 高 糖 培 养 液

中，SW1990、Capan-1、Aspc-1 培养于 10%FBS 的

1640 培养液中，置 37 ℃ 、5% CO2 培养箱，3~4 d

传代 1 次，取对数生长期细胞用于实验。

1.2.2  胰 腺 癌 细 胞 株 中 COX-2 与 VEGF mRNA

的 检 测　 采 用 qRT-PCR 法。TRIzol 法 提 取 各 组

细 胞 总 RNA， 用 PrimeScript™RT Master Mix 逆

转 录 试 剂 盒 将 mRNA 逆 转 录 为 cDNA。COX-2

上、 下 游 引 物 序 列 分 别 为 5'-CCT GAG CAT CTA 

CGG TTT G-3'、5'-CAG TAT TAG CCT GCT TGT 

CT-3' 产 物 为 171 bp；VEGF 上、 下 游 引 物 序 列

分 别 为 5'-CCC ACT GAG GAG TCC AAC A-3'、

5'-CAA ATG CTT TCT CCG CTC T-3' 产 物 为 

174 bp； 以 GAPDH 作 为 内 参 照， 其 上、 下 游

引 物 序 列 分 别 为 5'-AGA AGG CTG GGG CTC ATT 

G-3'、5'-AGG GGC CAT CCA CAG TCT TC-3' 产物为 

265 bp。PCR 反应体系 25 μL，其中 SYBR®Premix 

Ex Taq™II 12.5 μL， 上 下 游 引 物 各 1 μL，cDNA  

tests were established in nude mice, and then the tumor-bearing mice were randomly divided into experimental 

group and control group, which underwent treatment with NS-398 or normal saline respectively. The growths of 

the tumor xenografts in the two groups were compared and the expressions of COX-2 and VEGF protein as well 

as microvessel density (MVD) in the tumor tissues were detected. 

Results: All the pancreatic cancer cell lines presented COX-2 and VEGF expressions with varying degrees; NS-

398 inhibited the in vitro proliferation of all the pancreatic cancer cells in time- and concentration-dependent 

manner, and among them, Bxpc-3 cells had the highest expression levels of COX-2 and VEGF, and were also 

most sensitive to NS-398. After establishment of orthotopic pancreatic cancer model with Bxpc-3 cells, in mice in 

experimental group compared with those in control group, the average tumor volume was significantly reduced 

(20.215 2 mm3 vs. 204.444 4 mm3), and the expression levels of COX-2 and VEGF as well as MVD were all 

significantly reduced (all P<0.05).

Conclusion: NS-398 has inhibitory effect on growth of pancreatic cancer, and the mechanism may be related to 

its decreasing VEGF gene expression via COX-2 pathway and thereby reducing tumor angiogenesis.

Key words Pancreatic Neoplasms; Cyclooxygenase 2; Vascular Endothelial Growth Factors; Xenograft Model Antitumor 

Assays

CLC number: R735.9
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2 μL，灭菌蒸馏水 8.5 μL；循环参数：预变性 95 ℃ 

30 s，然后每个循环 95 ℃变性 5 s，退火延伸 60 ℃ 

30 s，共 40 个循环 [11]。反应结束后制作熔解曲线，

验证 PCR 产物的特异性。琼脂糖电泳验证产物片

段 大 小。 用 目 的 基 因 2-ΔΔCt 值 表 示 目 的 基 因 相 对

表达量。

1.2.3  胰腺癌细胞株中 COX-2 与 VEGF 蛋白的检

测　 提 取 总 蛋 白 与 上 样 缓 冲 液 混 合 加 热 后 上 样，

电泳后转移到 PVDF 膜上，1:400 兔鼠抗人 COX-2

抗体、1:500 兔鼠抗人 VEGF 抗体 4 ℃过夜；然后 

1:5 000 羊抗兔 IgG/HRP 二抗室温 2 h，充分洗涤

后 加 入 ECL 工 作 液 [12]， 用 Typhoon 多 功 能 激 光

扫描成像系统扫描。Gel-pro 软件测量积分光密度

（IOD），以目的基因条带与 GAPDH 条带积分光

密度的比值为改基因相对表达量。

1.2.4  NS-398 对人胰腺癌细胞增殖的影响　采用

MTT 检测 NS-398 对人胰腺癌细胞株生长的影响。

实验组加入 100 μL 不同浓度 NS-398，终浓度分别

为 12.5、25、50、75、100 μmol/L，每浓度设 5 个

复孔 [9]，分别培养 24、48、72 h 后于每孔中加入新

鲜配制的 MTT 液 20 μL，继续培养 4 h，吸去孔内

上清液，每孔加入二甲基亚砜（DMSO）150 μL，

振 荡 至 结 晶 物 充 分 溶 解 后， 在 全 自 动 酶 标 仪 上 

570 nm 波长处检测记录各孔吸光度（OD）值。计

算细胞生长抑制率（IR）：IR（%）=（1- 实验组

OD 值 / 对照组 OD 值）×100%[10]。

1.2.5  荷 瘤 裸 鼠 人 胰 腺 原 位 移 植 瘤 模 型 建 立　

收 集 对 数 生 长 期 人 胰 腺 癌 Bxpc-3 细 胞， 计 数 将

1.5×108 个胰腺癌细胞悬液悬浮于 3 mL 完全培养基

中带入 SPF 级手术室，10% 水合氯醛 0.004 mL/g 腹

腔 注 射 麻 醉 裸 鼠；75% 酒 精 消 毒 皮 肤， 沿 左 上 腹

切开约 l cm 纵行切口，进入腹腔后仔细分开胃脾

之 间 薄 膜， 带 出 脾 脏， 暴 漏 胰 腺， 小 心 展 平， 切

勿 损 伤 胰 腺 背 膜， 用 微 量 注 射 器 浆 悬 浮 胰 腺 癌 细

胞 100 μL（5×106 个细胞）植入胰腺体尾部 [13]，

以包膜向上鼓起，脱离腺体表面无外漏为造模成功

标准，将胰腺及脾脏送回腹腔，6-0 不可吸收外科

缝线分层缝合腹膜及皮肤。以上所有操作均在佩戴

外科手术放大镜下完成。术后自由进食饮水，术后

每日记录裸鼠的一般状况、手术并发症，死亡数、

体质量，肉眼观察并触诊腹部肿瘤的生长状况 [14]。

1.2.6  动物实验分组及处理方法　裸鼠 30 只造模

后随机分为 2 组，每组 15 只，对照组（术后 15 d

每隔 3 日腹腔注射生理盐水 0.2 mL），实验组（术

后 15 d 每 隔 3 d 腹 腔 注 射 NS-398 6 mg/kg）[15]。

连续给药 10 次，每天检查和每 3 d 称体质量，给

药 结 束 后 自 由 活 动 1 周 处 死 动 物 解 剖 取 出 肿 瘤 观

察 大 体 形 态， 收 集 肿 瘤 病 灶 以 及 所 有 可 能 发 生 侵

袭、转移的脏器，取出的肿瘤及其他脏器置于 4%

多聚甲醛中 4 度固定 24 h，然后石蜡包埋。行 HE

染色观察各组裸鼠肿瘤的组织病理学改变。测量肿瘤

长径（A）及短径（B），肿瘤体积按如下公式计算：

体积（mm3）=A×B2/2。计算抑瘤率：抑瘤率（%）= 

（ 对 照 组 平 均 瘤 体 积 – 实 验 组 平 均 瘤 体 积）/ 对

照组平均瘤体积 ×100%。记录治疗前及治疗后裸

鼠体质量，计算裸鼠体质量变化，同时绘制动物体

体质量变化曲线 [16]。

1.2.7  免疫组化检测 COX-2 及 VEGF 蛋白表达及

肿瘤微血管密度（MVD）　按照武汉博士德生物

技术有限公司 SABC 免疫组化试剂盒实验步骤说明

进 行 免 疫 组 化 染 色。 阴 性 对 照 用 PBS 代 替 一 抗。

图片结果用 Image-Pro Plus 6.0 图像处理软件进行

来 进 行 分 析 积 分 光 密 度（IOD）。MVD 测 定： 根

据 CD34 阳性情况判断 MVD[17]。

1.3  统计学处理

用SPSS 22.0软件进行分析，计量资料以均数

±标准差（ x ± s ）表示，单样本和组间行 t 检验，

组间比较采用双因素方差分析，COX-2、VEGF、

MVD之间采用Pearson相关分析。P<0.05为差异有

统计学意义。

2　结　果

2.1  COX-2 与 VEGF mRNA 在人胰腺癌细胞株

的表达

qRT-PCR检测结果显示，BxPC-3、SWl990、

C a p a n - 2 、 A s p c - 1 、 P A N C - 1 中 C O X - 2  m R N A 相

对表达水平分别为1.000 0±0.032 2、0.141 7± 

0.042 2、0.561 7±0.093 1、0.002 2±0.041 4、 

0.003 7±0.031 2，差异有统计学意义（t=-3.396，

P=0.027）；BxPC-3、SWl990、Capan-2、Aspc-1、

P A N C - 1 中 V E G F  m R N A 相 对 表 达 水 平 分 别 为 

1.000 0±0.021 1、0.319 7±0.035 6、0.544 3± 

0.050 8、0.405 4±0.065 1、0.244 4±0.048 9，

差异有统计学意义（t=–3.693，P=0.021）（图1）。

产 物 特 异 性 经 过 溶 解 曲 线 验 证 ， 经 琼 脂 糖 电 泳 鉴

定产物片段长度符合引物扩增结果。
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图 1　不同胰腺癌细胞 COX-2 及 VEGF mRNA 相对表达量
Figure 1　Relative expression levels of COX-2 and VEGF mRNA 

in different pancreatic cancer cells

2.2  COX-2 与 VEGF 蛋白在人胰腺癌细胞株的

表达

COX-2和VEGF蛋白的表达在和mRNA在人胰

腺癌细胞株的表达趋势基本是一致的（图2）。人

胰腺癌细胞BxPC-3、SWl990、Capan-2、Aspc-1、

PANC-1中COX-2蛋白相对表达水平分别为1.591 0± 

0.068 9、0.957 7±0.070 1、0.897 2±0.082 1、

0.363 8±0.022 4、0.392 3±0.040 7，差异有统

计学意义（ t =-3.343，P =0.029）。VEGF蛋白相

对表达水平分别为1.003 8±0.029 1、0.636 5±  

0.059 9、0.678 4±0.043 4、0.465 7±0.061 6、

0.406 3±0.058 8，差异有统计学意义（t=-3.496，

P=0.025）。

2.3  不同浓度 NS-398 对人胰腺癌细胞增殖的影响

N S - 3 9 8 分 别 处 理 人 胰 腺 癌 细 胞 B x p c - 3 、

SW1990、Capan -2、Aspc -1、PANC -1 24、48、

72  h后用MTT法 测定其570  nm吸光度值（ A ），

发现NS -398对人胰腺癌细胞的增殖抑制作用呈时

间、浓度依赖性，浓度在12.5~100 μmol/L时，随

着 浓 度 的 增 大 和 培 养 时 间 的 延 长 吸 光 度 值 明 显 变

小，差异均有统计学意义（均P<0.05）（图3）。

2.4  造模后裸鼠及原位肿瘤生长情况

基 于 以 上 体 外 实 验 结 果 人 胰 腺 癌 细 胞 株

Bxpc-3高表达COX-2及VEGF，且对NS-398相对最

敏 感 ， 因 此 本 研 究 选 择 该 种 细 胞 建 立 荷 瘤 裸 鼠 人

胰腺原位移植瘤模型。造模后30只裸鼠术后第1天

死亡1只可能为麻醉意外，第2天死亡1只，解剖可
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图 2　不同胰腺癌细胞 COX-2 和 VEGF 蛋白相对表达量
Figure 2　Relative expression levels of COX-2 and VEGF protein in different pancreatic cancer cells
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图 3　NS-398 对不同胰腺癌细胞体外细胞增的影响
Figure 3　Effect of NS-398 on proliferation rate in different pancreatic cancer cells
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见 扩 大 的 胃 ， 疑 为 术 后 急 性 胃 扩 张 死 亡 ， 其 他 裸

鼠1周内进食饮水正常；对照组4周后出现活动力

减弱，实验组状态良好；5周后对照组逐渐出现消

瘦 、 体 质 量 下 降 、 皮 下 脂 肪 明 显 减 少 等 恶 病 质 生

物学特性，实验组状态尚可。对照组14只原位接

种6周后触及明显质硬包块，左上腹轻度隆起，实

验 组 可 能 为 打 药 干 预 后 未 触 及 明 显 包 块 。 接 种 第

52、54天对照组2只荷瘤鼠死亡，皆因肿瘤广泛转

移 至 周 围 脏 器 及 腹 膜 所 致 。 接 种 后 裸 鼠 体 质 量 变

化曲线如图4所示，对照组与实验组有统计学差异

（P<0.05）。接种后第57 天，对照组体质量持续

下 降 ， 恶 性 肿 瘤 晚 期 症 状 较 典 型 ， 实 验 组 状 态 一

般 ， 处 死 荷 瘤 鼠 解 刨 观 察 原 位 移 植 瘤 的 生 长 。 在

饲养期间实验组未发现裸鼠出现药物毒件反应。
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图 4　两组裸鼠平均体质量变化
Figure 4　Changes in average body weight of the two groups of 

nude mice

2.5  肿瘤组织病理学观察

28只裸鼠25只胰腺均移植瘤生长，接种成功

率89.28%，其中实验组肿瘤的平均体积（20.215 2± 

4 . 8 5 7  6 ） m m 3 ， 对 照 组 为 （ 2 0 4 . 4 4 4  4 ± 

14.140 8）mm3，平 均 抑 瘤 率 达 9 0 . 1 1 % ， 差 异 有 统

计 学 意 义 （ t = 5 7 . 5 3 9 ， P = 0 . 0 0 0 ） 。 病 理 学 大 体

观 察 ： 原 位 移 植 瘤 呈 类 圆 形 ， 表 面 凹 凸 不 平 ， 质

较 硬 ， 表 面 可 见 滋 养 血 管 ， 无 完 整 包 膜 ， 于 周 围

组 织 分 界 不 清 ， 切 面 中 心 为 灰 白 色 ， 可 见 广 泛 浸

润 至 腹 膜 和 其 他 组 织 器 官 。 肿 瘤 组 织 固 定 后 行 石

蜡切片，HE染色后光镜下观察肿瘤组织的病理学

变 化 ： 肿 瘤 细 胞 呈 多 边 形 ， 边 界 清 楚 ， 胞 核 大 而

圆 ， 染 色 深 异 型 性 明 显 ， 可 见 病 理 性 核 分 裂 相 ；

肿 瘤 细 胞 结 节 状 生 长 ， 排 列 成 实 性 巢 片 状 结 节 ，

内 有 小 的 血 窦 ， 可 见 腺 腔 样 结 构 ， 符 合 胰 腺 高 分

化腺癌（图5）。

2.6  免疫组化分析 NS-398 对肿瘤组织 COX-2、

VEGF 表达影响及 MVD 测定

C O X - 2 和 V E G F 阳 性 染 色 为 棕 黄 色 ， 主 要 是

胞 浆 着 色 ， 少 数 为 核 膜 着 色 ， 呈 弥 漫 性 分 布 。

图 片 经 过 I m a g e - P r o  P l u s  6 . 0 图 像 处 理 软 件 分 析

后，阳性细胞比例用IOD表示，COX -2及VEGF在

对 照 组 肿 瘤 组 织 中 呈 高 表 达 ， 而 实 验 组 中 C O X - 2

（ t = 5 . 1 9 6 ， P = 0 . 0 3 5 ） 、 V E G F （ t = 4 . 4 2 7 ，

P = 0 . 0 2 1 ） 的 表 达 水 平 均 较 对 照 组 明 显 降 低 

（ 图 6 A - E ） 。 V E G F 与 C O X - 2 存 在 相 关 性

（r=0.828，P=0.03）。

肿 瘤 M V D 测 定 ： C D 3 4 抗 体 染 色 阳 性 的 肿 瘤

组 织 新 生 血 管 内 皮 细 胞 被 染 成 棕 黄 色 ， 癌 组 织 微

血 管 形 态 不 规 则 ， 部 分 血 管 无 明 显 管 腔 ， 表 现

为 内 皮 细 胞 簇 ， 新 生 血 管 可 分 布 在 肿 瘤 任 何 位 置

（图6E-F）。结果显示对照组MVD计数平均值为

27.4±7.7，实验组MVD计数为9.2±1.4，实验组

裸鼠肿瘤组织中MVD明显低于对照组（ t=4.674，

P = 0 . 0 1 0 ） 。 M V D 与 C O X - 2 及 V E G F 均 呈 正 相 关

（r=0.751，P=0.012；r=0.642，P=0.046）。

图 5　裸鼠原位移植瘤的病理学观察　　A：对照组肿瘤大体形态；B：实验组肿瘤大体形态；C：移植瘤组织病理检测

（HE×200）
Figure 5　Observation of orthotopic transplantation tumor of pancreatic cancer in nude mice　　A: Gross tumor shape in control group;  

B: Gross tumor shape in experimental group; C: Histopathological examination of xenograft tissue (HE×200)

A                                            B                                                                        C
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3　讨　论

由 于 胰 腺 癌 的 早 期 临 床 表 现 隐 匿 ， 相 当 部 分

患 者 就 诊 时 已 属 晚 期 ， 手 术 可 切 除 率 不 高 ， 所 以

化疗仍然是当今治疗胰腺癌的重要手段 [ 18]。但不

论 是 单 药 化 疗 还 是 联 合 化 疗 ， 其 治 疗 效 果 仍 不 能

达到满意的程度 [ 19]。因此，胰腺癌的治疗根本改

观有赖于新药的发现和治疗方案的改进[20]。

近年来多项研究 [21]表明，人体在发生肿瘤后

COX-2在肿瘤发生部位普遍高表达，而周边部位不

表 达 或 低 表 达 。 表 明 该 基 因 的 表 达 上 调 可 能 与 肿

瘤 的 发 生 可 能 有 关 。 而 肿 瘤 的 生 长 需 要 一 定 的 血

供 ， 新 生 的 血 管 的 长 入 是 肿 瘤 生 长 、 发 展 的 基 础

和先决条件。相关研究[22]已证实，COX-2的催化产

物 可 参 与 肿 瘤 血 管 的 新 生 ， 促 进 血 管 依 赖 实 体 瘤

的不断生长和转移。VEGF是公认的直接作用于血

管 内 皮 细 胞 的 生 长 因 子 ， 具 有 促 进 静 脉 血 管 通 透

性 增 加 、 血 管 内 皮 细 胞 不 断 分 裂 、 增 殖 以 及 诱 导

新生血管形成等作用。肿瘤细胞中分泌的VEGF以

自 分 泌 及 旁 分 泌 方 式 刺 激 其 血 管 生 长 。 该 基 因 已

在 多 种 肿 瘤 患 者 的 的 血 液 中 检 测 到 ， 且 与 患 者 预

后及分期有关。Ninomiya等 [23]研究证实结直肠癌

COX-2表达的高低与VEGF及肿瘤微血管密度MVD

表 达 密 切 相 关 。 且 这 种 现 象 已 多 种 肿 瘤 动 物 模 型

中得到证实[24]。

自 抗 血 管 生 成 疗 法 用 于 治 疗 癌 症 以 来 ， 已 有

十 几 余 种 血 管 生 成 抑 制 剂 不 断 的 从 实 验 室 走 向 期

临床实验 [25]，传统的NSAID的毒副作用主要由抑

制COX-1所致。COX-2选择性抑制与传统NSAID比

较 ， 有 效 地 降 低 胃 肠 道 副 作 用 ， 是 一 类 新 型 、 高

效、低毒的抗血管生成药物。NS -398化学结构上

属 于 甲 磺 酰 苯 胺 类 ， 为 选 择 性 C O X - 2 抑 制 剂 ，

对 C O X - l 抑 制 很 少 ， 安 全 性 可 明 显 提 高 。 相 关

研 究 [ 2 6 ]表 明 ， N S - 3 9 8 可 以 通 过 抑 制 C O X - 2 及 其

mRNA的表达从而抑制多种肿瘤细胞的增殖。以上

研 究 为 肿 瘤 的 预 防 和 治 疗 提 供 了 重 要 线 索 。 一 般

认为COX-2抑制剂的抗肿瘤作用与其抑制COX-2的

环 氧 合 酶 活 性 ， 减 少 前 列 腺 素 生 成 有 关 ， 而 在 人

类胰腺癌中是否能够通过抑制COX-2的表达来发挥

抗 肿 瘤 效 应 目 前 尚 有 待 大 量 研 究 证 实 。 但 已 有 研

究[27]表明，人胰腺癌中COX-2、VEGF的过度表达

可 能 与 胰 腺 癌 的 发 生 发 展 有 关 ， 于 是 本 研 究 用 实

A B C

D E F

图 6　免疫组化检测瘤组织中 COX-2 与 VEGF 表达及 MVD（×200）　　A：对照组 COX-2；B：实验组 COX-2；C：对照组

VEGF；D：实验组 VEGF；E：对照组 CD34；F：实验组 CD34
Figure 6　Immunohistochamical staining for COX-2 and VEGF expressions and MVD in xenograft tissues (×200)　　A: COX-2 

expression in control group; B: COX-2 expression in experimental group; C: VEGF expression in control group; D: VEGF expression 
in experimental group; E: CD34 expression in control group; F: CD34 expression in experimental group
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时荧光定量PCR及Western blot观察了不同胰腺癌

细胞中COX-2与VEGF mRNA相对表达量及蛋白表

达 水 平 。 结 果 显 示 ， 在 不 同 人 胰 腺 癌 细 胞 中 均 有

COX-2及VEGF阳性表达，部分细胞，如Bxpc-3细

胞系存在过度表达。

肿 瘤 对 药 物 敏 感 的 实 验 分 为 体 内 实 验 和 体 外

实验两个阶段， 体外实验是体内实验的基础 [ 28]。

基 于 此 ， 本 研 究 通 过 M T T 法 体 外 观 察 了 选 择 性

COX -2抑制剂NS -398单独对胰腺癌细胞株的增殖

抑制作用，发现在12.5~100 μM浓度范围内NS-398

对 人 胰 腺 癌 细 胞 的 均 有 增 殖 抑 制 作 用 ， 且 抑 制 程

度随培养基中的NS -398浓度增加和时间延长而增

强 ， C O X - 2 表 达 强 度 越 高 ， 药 物 对 细 胞 生 长 活 力

的抑制作用越强，其中以Bxpc -3该细胞株作用明

显，因此可以认为COX-2可能是胰腺癌治疗的重要

靶标之一[29-30]。但到目前为止，选择性COX-2抑制

剂 抗 胰 腺 肿 瘤 作 用 的 分 子 机 制 仍 不 十 分 明 确 。 由

于VEGF是与肿瘤血管新生关系密切的生长因子，

故笔者推断选择性COX-2抑制剂可能通过抑制胰腺

癌细胞VEGF的产生从而影响肿瘤血管的生成，但

有待于在体内做进一步研究以明确。Bxpc -3细胞

是体外研究胰腺 癌的代表性细胞系之一 [ 31]，与胰

腺癌组织类似。PCR及免疫印迹证实其存在COX-2

及VEGF高表达，且NS-398对其作用最敏感。因此

本 研 究 选 择 此 细 胞 系 建 立 裸 鼠 胰 腺 癌 原 位 移 植 瘤

模型 [32]，进一步在体内验证单独应用NS -398对裸

鼠 胰 腺 癌 原 位 移 植 瘤 的 增 殖 抑 制 作 用 及 初 步 探 索

其抗肿瘤机制。

成伟等 [33]用免疫组织化学方法检测64位喉癌

患者COX -2和VEGF的表达情况，同时以CD34免

疫组化测定肿瘤微血管密度，发现COX-2和VEGF

的表达率分别达65.63%和68.75%。COX-2的表达

与VEGF表达显著正相关。VEGF高表达者微血管

密度显著高于低表达者，COX-2和VEGF均阳性者

微 血 管 密 度 值 显 著 高 于 均 阴 性 者 ， 这 些 结 果 表 明

C O X - 2 和 V E G F 在 刺 激 肿 瘤 血 管 形 成 、 促 进 肿 瘤

发 生 方 面 起 重 要 作 用 。 这 种 现 象 在 软 组 织 肿 瘤 、

骨 肉 瘤 、 食 管 癌 等 多 种 肿 瘤 中 也 得 到 证 实 [ 3 4 - 3 6 ]，

本动物实验结果也表明，NS -398可显著抑制裸鼠

胰腺癌细胞Bxpc -3原位移植瘤的生长。裸鼠胰腺

癌原位移植瘤经NS-398干预后，NS-398治疗组肿

瘤 体 积明显小于对照组，而重要脏器包括胃肠道无

明显形态学的差异，表明该药有较高的胃肠道安全

性。用免疫组织化学的方法检测了肿瘤组织COX-2、 

V E G F 的 表 达 以 及 血 管 生 成 的 情 况 [ 3 7 ]。 结 果 提 示

NS -398可显著抑制COX -2的表达，同时使肿瘤组

织 中 V E G F 表 达 下 调 ， M V D 明 显 降 低 ， 经 统 计 分

析结果显示COX-2与VEGF及MVD之间存在显著相

关性。提示NS -398可能通过抑制COX -2的表达而

减少VEGF的产生、抑制肿瘤组织中新生血管的生

成。初步表明COX -2特异性抑制剂NS -398其治疗

人类胰腺癌的潜在机制之一可能是通过抑制COX-2

来降低VEGF表达从而降低VEGF对肿瘤血管生成

的刺激左右[38]。

综上所述，通过本实验研究结果初步表明NS-

398对人类胰腺癌细胞具有抑制其增殖抑制作用和

抗血管生成作用，其作用机制可能与抑制COX-2表

达下调VEGF和降低MVD有关，但肿瘤的生长和肿

瘤血管的生成的是多通路进行的，COX-2相关通路

中 是 否 存 在 其 他 途 径 抑 制 肿 瘤 血 管 新 生 仍 有 待 于

进 一 步 探 索 ， 只 作 用 于 其 一 还 不 能 完 全 抑 制 肿 瘤

的 生 长 ， 因 此 需 要 后 续 更 多 的 实 验 研 究 ， 本 试 验

为 今 后 的 研 究 打 下 了 良 好 的 基 础 。 相 信 不 远 的 将

来 定 能 发 现 疗 效 更 高 、 安 全 性 更 好 的 抗 肿 瘤 血 管

生成药物，通过调控COX-2基因表达来防治肿瘤将

会更为普遍,可为胰腺癌的治疗开辟旷阔的前景。
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本刊对来稿中统计学处理的有关要求

1. 统计研究设计：应交代统计研究设计的名称和主要做法。如调查设计 ( 分为前瞻性、回顾性或横断面调查研究 )；实验

设计 ( 应交代具体的设计类型，如自身配对设计、成组设计、交叉设计、正交设计等 )；临床试验设计 ( 应交代属于第几期临

床试验，采用了何种盲法措施等 )。主要做法应围绕 4 个基本原则 ( 随机、对照、重复、均衡 ) 概要说明，尤其要交代如何控

制重要非试验因素的干扰和影响。

2. 资料的表达与描述：用 x-   ± s 表达近似服从正态分布的定量资料，用 M(QR) 表达呈偏态分布的定量资料；用统计表时，

要合理安排纵横标目，并将数据的含义表达清楚；用统计图时，所用统计图的类型应与资料性质相匹配，并使数轴上刻度值

的标法符合数学原则；用相对数时，分母不宜小于 20，要注意区分百分率与百分比。

3. 统计分析方法的选择：对于定量资料，应根据所采用的设计类型、资料所具备的条件和分析目的，选用合适的统计分

析方法，不应盲目套用 t 检验和单因素方差分析；对于定性资料，应根据所采用的设计类型、定性变量的性质和频数所具备条

件以分析目的，选用合适的统计分析方法，不应盲目套用 χ2 检验。对于回归分析，应结合专业知识和散布图，选用合适的回

归类型，不应盲目套用简单直线回归分析，对具有重复实验数据的回归分析资料，不应简单化处理；对于多因素、多指标资

料，要在一元分析的基础上，尽可能运用多元统计分析方法，以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内在联系进行全面、

合理的解释和评价。

4. 统计结果的解释和表达：当 P<0.05( 或 P<0.01) 时，应说明对比组之间的差异有统计学意义，而不应说对比组之间具有

显著性 ( 或非常显著性 ) 的差别；应写明所用统计分析方法的具体名称 ( 如：成组设计资料的 t 检验、两因素析因设计资料的

方差分析、多个均数之间两两比较的 q 检验等 )，统计量的具体值 ( 如 t=3.45, χ2=4.68, F=6.79 等 ) 应可能给出具体的 P 值 ( 如

P=0.0238)；当涉及到总体参数 ( 如总体均数、总体率等 ) 时，在给出显著性检验结果的同时，再给出 95% 置信区间。
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