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Lewis肺癌小鼠血管内皮生长因子的时间节律性表达 *

张 燕 何 萍△ 李立新 马志乾 王瑜玲 苏喜改
(河北省石家庄市第一医院 河北石家庄 050010)

摘要 目的：检测日间和夜间 Lewis肺癌小鼠血清中内血管内皮生长因子（VEGF）水平和肺癌组织中 VEGF蛋白表达的差别，探
讨肿瘤血管生成的昼夜节律。方法：选择 C57BL小鼠 30只，制备 Lewis肺癌小鼠模型后随机分为日间组（D组）和夜间组（N组），
在光照 -黑暗条件下饲养建立统一同步化日夜节律。随着成瘤过程，应用 ElISA方法测定两组小鼠模型第 0、3、5、7天血清中
VEGF浓度水平；成瘤后第 9天处死小鼠，应用Westeon-blot法检测瘤体中 VEGF蛋白的表达，并分别进行相关分析。结果：随着
成瘤过程，D组小鼠血清中 VEGF浓度均显著高于 N组（P＜0.05）；D组小鼠瘤体组织中 VEGF蛋白表达灰度值（8.87±1.20）均
明显高于 N组（6.43±1.35），有统计学意义（P＜0.05）。结论：Lewis小鼠休息期（白天）血清中 VEGF浓度及瘤体中 VEGF蛋白表
达水平均明显高于活动期（夜间），存在着明显的日夜差异，说明肺癌组织的血管生成可能具有一定日夜节律。
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ABSTRACT Objective: To detect the concentration of vascular endothelial growth factor (VEGF) in serum and the expression of

VEGF protein in lung cancer tissue at daytime and nighttime, for investigating the circadian rhythm of tumor angiogenesis. Methods:

Lung cancer mouse model made with 30 C57BL mice were divided into daytime group (D group) and nighttime (N group), which were

breed and synchronized to same circadian rhythm. To assay the Concentration of VEGF in serum on day 0, 3, 5, 7. To execute mice on

day 9 after forming of tumor and to detect the expression of VEGF protein in lung cancer tissue at daytime and nighttime, then to make

analysis respectively. Results: The concentration of VEGF in serum and grey scale of VEGF protein in D group were higher than those in

N group, and there was significant difference between two groups. Conclusion: The circadian rhythm of tumor angiogenesis could exist

in lung cancer tissue.
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无论是简单的单细胞生物还是复杂的哺乳动物均存在着

近日节律，它使得机体的生理、生化、代谢和行为与外界环境保
持一致。肿瘤的发生、生长也不例外，甚至在大多数的抗肿瘤药
物应用上，时辰用药也明显影响着疗效。这在许多临床研究中
均以证实[1, 2]。
目前研究发现，肿瘤的发生、发展不仅仅在于肿瘤细胞的
增殖，更与肿瘤微环境的变化关系密切，而血管生成恰是肿瘤

微环境中至关重要的环节。因此近年来抗血管治疗也成为肿瘤
治疗的研究热点之一，新的抗血管药物层出不穷[3]。作为在血管
生成中起主要作用的血管内皮生长因子（vascular endothelial

growth factor, VEGF）其表达和分泌是否也具有一定节律性，如

果掌握其表达规律将有利于进一步优化抗血管药物的应用，具

有深远的临床意义和指导作用[4]。本研究即通过比较小鼠模型

血清和肿瘤组织中 VEGF的分泌和表达水平在昼夜的不同，来

探讨 VEGF表达的近日节律特点。

1 材料与方法

1.1 实验动物与瘤株

Lewis肺癌瘤株由河北医科大学药理学教研室提供。30只
健康雌性 C57BL/6小鼠，3-5周龄，体重 12-19g清洁级，河北医

科大学动物中心提供。其中 6只作为健康对照。
1.2 实验试剂与仪器

VEGF试剂盒一抗（1：200）兔抗鼠 VEGF BA0407（武汉博

士德公司产品），碱性磷酸酶标记物羊抗兔 IgG（北京中杉公司

产品），硝酸纤维素膜（Milipore公司产品）。显微镜，电泳仪，凝
胶自动成像及分析系统（美国 Alphainnote）。
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1.3方法

1.3.1 肿瘤模型的制备和分组 ①小鼠的同步化建立：所有

C57BL/6 小鼠均在光照 -黑暗（Light-Dark，LD）条件下饲养，

LD即采用 12小时光照（光照期 6：00-18：00）与 12小时黑暗

（18：00-6：00）交替，自由饮水进食，动物房屋室温 25±2℃，湿

度为 45%-50%，同步化 2周后进行造模。②Lewis肺癌细胞

（LLC）悬液制备：以 10%FCS/DMEM培养液 LLC，取对数生长

期 LLC反复传代扩增对数生长期细胞至需要量（1×106/只

鼠），计数，以无血清培养液调整细胞密度为 1×107/mL。③小鼠

肺癌模型复制：取制备好的上述细胞悬液，每只小鼠注射

100μL，即 1×106个细胞 /只种植于小鼠右前腋皮下。接种肿

瘤细胞后第 6天，可观察到直径 3-5mm大小的皮下肿瘤结节，

第 8天长至 6-9mm,成瘤率为 100%。24只荷瘤小鼠随机分为

日间组（Day简称 D）和夜间组（Night简称 N），每组 12只。

1.3.2 标本获取与处理 ①标本获取：模型复制成功，于移植处

理后第 0、3、5、8天时，D组和 N组小鼠分别于 12：00点和 24：

00点尾静脉取血，进行血液学指标的检测；于 9天脱颈椎处

死，取肿瘤组织进行处理。②ELISA法检测血清中 VEGF水平：

置于 37℃水浴箱孵育 30min待血清自然析出后 5000r/min离

心 10min，留取血清 -20℃保存备 ELISA法检测 VEGF水平，

按 ELISA试剂盒说明书操作。③Western Blot法检测移植瘤

VEGF的表达：取约 0.2g瘤组织块，匀浆，采用考马斯亮蓝法测

定蛋白质含量，制备分离胶与浓缩胶，SDS-聚丙烯酰胺不连续

凝胶电泳，转膜，杂交，显色，并以 β-action内参蛋白作为对照，

扫描照相，用凝胶成像仪 VIDAS分析软件，测定条带的灰度

值，以代表蛋白相对表达量。

1.4 统计学方法

实验数据以均数±标准差（x±s） 表示，数据处理用

SPSS10.0软件包，进行方差分析（One-Way AVONA），P＜0.05

为有差异，P＜0.05。

2 结果

2.1 血清中 VEGF水平检测结果

第 0天时可以测到微量的 VEGF，两组之间差异不显著

（P＞0.05）。第 3天时两组血清中 VEGF浓度明显升高，且 D组

明显高于 N（P＜0.05）。第 5天、第 8天持续上升，D组和 N组

差异显著（P＜0.05）。结果说明随着成瘤过程，血清中 VEGF浓

度持续增高，且日间 D组显著高于夜间 N组，（见图 1，表 1）。

图 1 两组血清中 VEGF浓度曲线图

Fig.1 The diagram of concentration curves of VEGF in serum

表 1 两组血清中 VEGF浓度均数

Table 1 The mean of concentration of VEGF in serum in two groups

Day/Group Day0（pg/mL） Day3（pg/mL） Day5（pg/mL） Day8（pg/mL）

GroupD 35.02±9.38 155.28±1.94 209.37±2.20 201.94±7.66

GroupN 47.76±10.06 99.30±3.68 147.12±10.01 139.79±13.41

2.2 肿瘤组织 VEGF蛋白表达的差别

电泳后，所有 VEGF的扩增产物，均符合设计的大小，经

Band Scan软件扫描，分析条带的灰度值（见图 2）显示，D组

VEGF表达的灰度值为 8.22±0.30，N组 VEGF表达的灰度值

为 5.39±0.61，二者差异显著，有统计学意义（P＜0.05）。结果说

明，肿瘤组织中 VEGF蛋白的表达存在着日间和夜间的差异，

小鼠的休息期似乎高于活动期。
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图 3 Western blot法检测肿瘤组织 VEGF蛋白表达

Fig.3 The expression of VEGF protein in tumor by Western blot

3 讨论

血管内皮生长因子 ( vascular endothelial growth factor,

VEGF) ,也称为血管通透性因子，它是一高度特异的血管内皮

细胞有丝分裂素，能诱导内皮细胞增殖，促进血管生成，并有明

显的血管通透作用。自 1787年 John Hunter教授最早作出了血
管生成的猜想，直至 1971年 Folkman教授通过研究正式提出

了肿瘤血管生成理论[5]。该理论认为在肿瘤大小不超过 2mm3时，
肿瘤组织并无血供，仅靠弥散功能获取营养，处于“无血管期”
[6]。之后，肿瘤细胞能够分泌大量的血管内皮生长因子（vascular
endothelial growth factor, VEGF），打开“血管生成开关”，促使供
应肿瘤的血管生成，拥有血供的肿瘤迅速生长，并得以向远处

侵袭、转移[7]。
VEGF是目前发现的最重要的促血管生成因子之一，在肿

瘤血管生成过程中发挥关键作用。本研究结果显示，正常新生
大鼠肺组织有一定量 VEGF表达，表明 VEGF是维持正常肺发

育所必需的，与肺组织进一步分化成熟有关。同时，新生大鼠在
低温缺氧和复温复氧过程中，VEGF蛋白均呈高表达状态，提

示 VEGF与肺出血形成有关。研究表明，VEGF参与多种病理
生理过程，与肺水肿、肺出血及肺纤维化均密切相关。目前已有
许多研究证实了 VEGF与肺癌形成的关系，认为 VEGF家族具

有以下作用：直接刺激肺血管内皮细胞分化增殖和迁移；提高

血管通透性；改变细胞外基质，诱导血管生成；诱发恶性胸水形

成；促进淋巴管形成，促进肿瘤淋巴道转移等[8, 9]。
目前已有多项研究证实了 VEGF在非小细胞肺癌的阳性

表达与肺癌进展和预后的关系[10, 11]。更有深入研究 VEGF家族
成员之一的 VEGF-C及其受体 VEGFR-3在非小细胞肺癌血行

转移和淋巴道转移中的作用 [12, 13]。我们的研究从动物实验水
平再次证实了 VEGF与肺癌生长和发展的直接关系。
我们在研究中发现，小鼠血清中 VEGF水平在肿瘤移植前

非常微少，在第 5天也就是肿瘤生长至 3-5mm左右时分泌达

高峰，随着肿瘤继续生长，VEGF上升幅度逐步减少，至第 8天

时 VEGF的水平甚至略低于第五天而进入平台期。对照观察时
发现，肿瘤生长至 12mm-15mm左右时肿瘤开始出现溃烂，说

明血管生成和能量供给已经不能再满足肿瘤快速生长的需要。
VEGF这种伴随肿瘤生长不同阶段分泌量的节律性变化的也

与既往研究所发现的规律相符[14]。说明 VEGF是伴随肺癌生长
全过程的主要的血管生成促进因素之一，并且在肿瘤生长血管

生成初期分泌上升幅度最大，肿瘤生长也最迅速，随着肿瘤增

大，上升幅度增大，肿瘤增大到一定程度，VEGF分泌则不再进

一步升高。
近日节律存在于大自然的每一个角落，人体与肿瘤在多

种生理活动中都存在着昼夜节律的变化[15, 16]。我们在既往临床
观察研究中证实了多种细胞毒药物的时辰应用的价值，说明了

恶性肿瘤节律性研究和探索具有着重要意义[17, 18]。既往有研究
认为，人类肿瘤生成中血管生成在夜间（即：休息期）高于白天

（活动期）（注：人类和小鼠的活动期和休息期是相反的）[19, 20]。我
们在试验中发现了 24小时中 VEGF的分泌和蛋白表达存在着

一定节律，而以昼夜 12：00和 24：00差异最为显著，说明这种

肺癌组织 VEGF的分泌和表达的近日节律可能的确存在。
我们的研究中仅仅对比了相差 12小时的光照和黑暗状态

下两个代表性时间点 VEGF的差别，而其分泌和作用在 24小

时中还存在怎样动态的变化，还需要进一步的研究探索，这对

我们进一步的掌握肿瘤的生长特点和生长规律，了解目前作为

肺癌重要治疗靶点之一的 VEGF的表达规律，为优化抗血管治

疗药物的应用将具有很大的临床指导意义。

图 2 Western blot法检测肿瘤组织 VEGF蛋白表达

Fig.2 The expression of VEGF protein in tumor by Western blot
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