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心房钠尿肽在基因敲除小鼠黑色素瘤肺转移中的作用

亓翠玲，曹静桦，何亚军，李倩明，李梦诗，杨　 扬，王丽京∗

（广东药科大学，基础学院血管生物学研究所，广州　 ５１０００６）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨心房钠尿肽 （ａｔｒｉａｌ ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ， ＡＮＰ） 对黑色素瘤肺转移的作用。 方法　 将体外

培养的黑色素瘤 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞株通过尾静脉注射到心房钠尿肽敲除小鼠（ＡＮＰ － ／ － 小鼠）和 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠的体内，
建立黑色素瘤肺转移模型，模型建立后第 ２１ 天计数转移到肺表面的结节数目，并把肺组织包埋固定、切片、ＨＥ 染

色后，确定肺转移结节并计数。 结果　 ＡＮＰ 敲除小鼠肺表面转移的黑色素瘤结节数明显比 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠少，差异

有显著性；ＡＮＰ 敲除小鼠肺微转移结节数目也明显比 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠少，差异有显著性。 结论　 ＡＮＰ 敲除显著抑制

了黑色素瘤的肺转移。
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　 　 钠尿肽（ ａｔｒｉａｌ ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ， ＡＮＰ）家族是

人们在心和脑中发现的一种与水钠代谢有关的肽

类激素家族，包括心房钠尿肽［１］、脑钠肽（ＢＮＰ） ［２］、
Ｃ⁃型尿钠肽 （ ＣＮＰ） ［３］ 和树眼镜蛇性利尿钠肽

（ＤＮＰ） ［４］。 心房钠尿肽是由心房合成并储存的的

一种活性多肽，具有利钠利尿、扩张血管、降低血压

等作用。 心房钠尿肽与高血压、心和肾功能不全、
妊娠相关疾病及肺水肿等疾病具有密切的关系。
但是，关于 ＡＮＰ 对肿瘤发生发展的作用报道不多，
本文利用 ＡＮＰ 敲除小鼠建立黑色素瘤肺转移模型，
研究 ＡＮＰ 对黑色素瘤肺转移的作用。



１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＡＮＰ 敲除纯合子小鼠（ＡＮＰ － ／ － ），由耿建国教

授惠赠，ＳＰＦ 级，６ ～ ８ 周龄，体重 １８ ～ ２０ ｇ，雄性 ２
只，雌性 ４ 只。 ＳＰＦ 级雌性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，６ ～ ８ 周

龄，体重 １８ ～ ２０ ｇ，１０ 只，购自广东省医学实验动物

中心［ＳＣＸＫ（粤）２００８ － ０００２］。 小鼠饲养及操作均

在广东药科大学实验动物中心进行 ［ ＳＹＸＫ（粤）
２０１２ － ０１２５］，并严格遵守广东药科大学动物伦理

的规定（福利伦理审查证：ｇｄｐｕｌａｃ２０１５０１４）。
１􀆰 ２　 细胞

Ｂ１６Ｆ１０ 黑色素瘤细胞株购于中国科学院上海

生命科学研究院细胞库，常规培养于含 １０％胎牛血

清的 ＤＭＥＭ 培养液中。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 肺转移小鼠模型建立

肺转移小鼠模型根据文献报道建立［５］，简单概

括为：把处于对数生长期的 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞用胰酶消

化后，用无菌 ＰＢＳ 调整细胞密度为 １ × １０５ ／ ｍＬ，用台

盼蓝染色确定活细胞数在 ９５％以上，通过尾静脉给

每只小鼠注射 ０􀆰 ２ ｍＬ（１ × １０５ 个细胞）。 Ｂ１６Ｆ１０ 细

胞接种后 ２１ ｄ，安乐死处死小鼠，分离小鼠肺，在倒

置显微镜下计数肺表面转移肿瘤的数目。
１􀆰 ３􀆰 ２　 病理检查

肿瘤组织石蜡包埋后，切片。 将切片脱蜡至

水，自来水清洗，用苏木素染色，自来水冲洗，１％ 盐

酸乙醇酸化后返蓝，用伊红染色，脱水用中性树胶

封片。 在显微镜下计数转移到肺组织中的结节

数目。
１􀆰 ４　 统计学方法

用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 软件和 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ 软件处理

所有数据，实验数据以平均数 ± 标准误（􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ）表

示，各组间比较用 ｔ 检验，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显

著性。

２　 结果

２􀆰 １　 ＡＮＰ 敲除抑制了黑色素瘤 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞的肺

转移

在肺转移小鼠模型建立的第 ２１ 天，用安乐死法

处死小鼠，分离肺组织，发现所有小鼠的肺表面都

有黑色的转移瘤，计数转移到肺表面的肿瘤数目，
ＡＮＰ 敲除小鼠肺表面转移黑色素瘤的数目明显比

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 鼠少。

注：与 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 １　 ＡＮＰ 敲除对黑色素瘤的肺转移的作用

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＡＮＰ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｆｏｃｉ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｌｕｎｇ ｓｕｒｆａｃｅ

２􀆰 ２　 ＡＮＰ 敲除对肺组织中微转移结节数目的影响

转移模型建立后的第 ２１ 天，处死小鼠，分离小

鼠肺组织，固定、包埋、切片后，ＨＥ 染色，Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ
小鼠及 ＡＮＰ 敲除小鼠的肺组织中都有黑色素瘤转

移结节（见图 ２Ａ 和 ２Ｂ），发现 ＡＮＰ 敲除小鼠肺组织

中微转移结节的数目明显比 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 少 （见图

２Ｃ）。

３　 讨论

心房钠尿肽作为一种经典的血管活性肽，在肿

瘤中的作用研究甚少。 本研究利用 ＡＮＰ 敲除小鼠

和 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠， 通 过 尾 静 脉 注 射 黑 色 素 瘤

Ｂ１６Ｆ１０ 细胞，建立黑色素瘤肺转移瘤小鼠模型。 利

用 ＡＮＰ 敲除小鼠研究黑色素瘤对肺转移的作用，较
其它模型具有一大优点：ＡＮＰ 基因的作用在小鼠中

被完全消除，更能明确证实 ＡＮＰ 基因在黑色素瘤肺

转移中的作用。 本研究利用 ＡＮＰ 敲除小鼠建立肺

转移模型，此模型具有肿瘤发生率高、容易建立、时
间短、肿瘤转移均一性好、个体差异小等优点。 利

用此小鼠模型，我们发现 ＡＮＰ 敲除显著抑制了黑色

素瘤的肺转移。 但文献报道用 ＡＮＰ 治疗 ＤＭＢＡ
（ｉｎｉｔｉａｔｏｒ） ／ ｃｒｏｔｏｎ ｏｉｌ 诱导的小鼠皮肤癌，发现 ＡＮＰ
通过激活 ＮＦ⁃κＢ 信号、肥大细胞及 ＭＭＰ２ ／ ９ 显著抑

制了皮肤癌的生长［６］。 Ｔａｋａｓｈｉ 等［７］ 也报道 ＡＮＰ 通

过抑制肺癌 Ａ５４９ 细胞与内皮细胞粘附，进而抑制

了肿瘤的肺转移。 这些研究与我们的研究结果相

反，需要进一步探讨。 与我们研究不一致的原因可

能如下：我们是利用 ＡＮＰ 敲除小鼠研究 ＡＮＰ 对黑

色素瘤的肺转移的作用，主要观察 ＡＮＰ 基因对肿瘤

的作用，而 Ｔａｋａｓｈｉ 等主要是用 ＡＮＰ 蛋白治疗肿瘤

２ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ６ 月第 ２８ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ６



注：（Ａ、Ｂ） Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠及 ＡＮＰ 敲除小鼠肺组织的 ＨＥ 染色图（Ｂａｒ ＝ ５００ μｍ）及局部转移结节的放大图（ Ｂａｒ ＝

５０ μｍ）；与 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠比较，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ２　 ＡＮＰ 敲除显著抑制了肺组织中微转移结节数目

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＡＮＰ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｃｒｏｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｆｏｃｉ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ
ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｂｙ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ

小鼠模型，研究 ＡＮＰ 蛋白对肿瘤的作用，ＡＮＰ 在基

因水平及蛋白水平对肿瘤的作用可能不一致。
综上所述，ＡＮＰ 与黑色素瘤的肺转移有着密切

的关系，在黑色素瘤的肺转移中发挥着正向调控的

重要作用，但 ＡＮＰ 对 Ｂ１６Ｆ１０ 黑色素瘤细胞肺转移

的作用机制还不明确，需要进一步的探讨。 若进一

步探讨 ＡＮＰ 对肿瘤的作用，可为判断患者预后及寻

找理想的抗肿瘤治疗靶点提供重要的理论依据。
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