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Celecoxib抑制 Lewis肺癌移植瘤淋巴管生成的作用机制及量效关系 *
陆相前 肖文静 沈方臻△ 孙同琳 李 晓 姚如永

（青岛大学附属医院肿瘤中心肿瘤科 山东青岛 266003）

摘要 目的：COX-2过度表达及淋巴管的生成与肺癌早期转移、不良预后密切相关。观察不同剂量 COX-2特异性抑制剂 Celecoxib

对 Lewis肺癌移植瘤生长、COX-2、VEGF-C表达和微淋巴管生成影响，探讨 Celecoxib对 Lewis肺癌移植瘤淋巴管生成可能作用

机制及量效关系。方法：将 Lewis肺癌细胞株接种于 C57BL/6小鼠左侧腹股沟皮下建立移植瘤模型，随机分为 4组：对照组、塞来

昔布低剂量 (30 mg ㎏· -1·d-1)、中剂量(90 mg ㎏· -1·d-1)、高剂量(180 mg ㎏· -1·d-1)组。观察荷瘤小鼠生存状态，瘤体积变化，计算抑瘤

率，种瘤 42 天后牺牲小鼠，切取移植瘤组织，免疫组化染色检测 COX-2、VEGF-C 表达及微淋巴管密度（Lymphatic microvessel
density，LMVD）。结果：塞来昔布低、中、高剂量组的抑瘤率分别为 13.3％、46.8％和 56.3％。塞来昔布高、中剂量组较对照组抑瘤
作用明显，差异有统计学意义(P＜0.05)，但低剂量组差异无统计学意义（P＞0.05）。免疫组织化学染色结果分析显示：塞来昔布高、

中剂量组 COX-2、VEGF-C的表达水平及微淋巴管密度均明显减低，差异有统计学意义(P＜0.05)，低剂量组略有减低但差异无统

计学意义（P＞0.05）。抑制程度呈明显的剂量依赖性。结论：塞来昔布抑制 Lewis肺癌移植瘤的生长及淋巴转移，可能与下调
COX-2的表达，减少 VEGF-C的产生，抑制微淋巴管生成有关，该抑制作用呈一定的剂量相关性，为抗肺癌早期淋巴转移，改善患

者预后的药物研发提供了一定的实验基础。
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The Inhibitory Effect of Celecoxib on Lewis Lung Tumor
Lymphangiogenesis and Dose-response Relationship*

COX-2 overexpression and lymphangiogenesis have been related to early-metastasis and poor prognosis in
lung cancer. To observe the effect of different doses of Celecoxib, a cyclooxygenase-2 inhibitor, on tumor growth, COX-2, VEGF-C

expression and lymphangiogenesis in Lewi Lung Carcinoma homograft in C57BL/6 mice and explore the possible role of Celecoxib on

Lewis lung tumor lymphangiogenesis mechanism and the dose-response relationship. Lewi Lung Carcinoma cell lines were
seeded in C57BL / 6 left groin subcutaneous to establish homograft models. These models were randomly divided into four groups:

control group , low-dose（30 mg ㎏· -1·d-1) group, medium-dose (90 mg ㎏· -1·d-1) group , and high dose (180 mg ㎏· -1·d-1) group. Then we
observed the tumor-bearing survival statuses and tumor volume changes of the mice. Transplanted tumor tissues were collected after 42

days and we made a detection of COX-2, VEGF-C expression and lymphatic microvessel density by immunohistochemical staining

method. Low-dose group, medium-dose group and high-dose group of Celecoxib inhibition rates were 13.3%, 46.8% and 56.3%,
respectively. Compared with the control group. There were significant statistacally differences in the inhibitory effect on tumors of high

and medium-dose groups (P<0.05), however no difference could be seen in low-dose group (P>0.05). Immunohistochemical staining
showed that celecoxib with medium and high-dose lowered the expressions of COX-2, VEGF-C and lymphatic microvessel density

（LMVD）. And compared with the control group, there were significant differences (P<0.05 ). Though expressive levels decreased

slightly, there were no significant differences between Low-dose group and control group (P>0.05). The degree of inhibition was
dose-related. Celecoxib inhibits the growth of Lewis lung tumor and lymph node metastasis by reducing expressions of

COX-2 and VEGF-C and inhibiting lymphangiogenesis which is related to dosage. That provides certain experimental basis for drug
development of anti-cancer lymph node metastasis in early stage and the patients prognosis improvement.
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前言

目前肺癌发病率已高居全球男性恶性肿瘤的首位，女性恶

性肿瘤的第二位[1]，严重威胁着人类的生命健康。早期淋巴转移

已成为肺癌不良预后的重要危险因素。

环氧合酶 -2 (Cyclooxygenase-2,COX-2)是环氧合酶的一种

诱导酶，近年来研究发现 COX-2可诱导肿瘤血管生成,促进肿

瘤细胞增殖并抑制其凋亡,提高肿瘤发生及转移的潜能, 增加

肿瘤细胞的侵袭力。在肿瘤的发生和发展、转移中起重要的促

进作用。Celecoxib作为新一代高选择性 COX-2抑制剂，最近已

通过 FDA 批准用于家族性肠癌息肉的辅助治疗。研究发现

Celecoxib对肝癌、乳腺癌、头颈部癌、结肠癌、胰腺癌、肺癌等多

种肿瘤的增殖有抑制作用[2-7]，是目前抗肿瘤的研究热点。但是

关于 Celecoxib抑制肿瘤生长的作用机制和合适的临床用量仍

未明确，限制了其临床应用 [8]，有研究表明 Celecoxib 对肺癌新

生血管具有明显的抑制作用 [9]，但对淋巴管生成的作用的研究

相对较少，而 Celecoxib对肺癌淋巴转移的影响及量效关系更

鲜有报道。

本实验通过建立高恶性度、高转移率的 Lewis肺癌移植瘤

模型，应用不同剂量的 Celecoxib对 Lewis肺癌小鼠分组进行干

预，研究 Celecoxib对肿瘤生长、COX-2、VEGF-C表达及微淋巴

管生成的影响，并探讨 Celecoxib对淋巴管的生成作用的量效

关系及可能机制，为探讨肺癌治疗的新途径提供实验基础。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 试剂 DMEM高糖培养基、胎牛血清、胰蛋白酶及非必需

氨基酸购自美国 Hyclone公司；兔抗鼠 COX-2单克隆抗体、兔

抗鼠血管内皮生长因子 -C（vascular endothelial growth factor-C，

VEGF-C）单克隆抗体均购自北京博奥森生物技术有限公司、兔

抗鼠肾小球足突细胞膜蛋白（Podoplanin）多克降抗体购自美国

Santa Cruz试剂公司，SP二抗试剂盒（SP-0023）、DAB显色试剂

盒均购自北京博奥森生物技术有限公司；塞来昔布购自辉瑞制

药有限公司。

1.1.2 细胞株 Lewis肺癌细胞株（Lewis Lung Carcinoma cell，

LLC）由青岛大学医学院附属医院中心实验室惠赠。

1.1.3 实验动物 无特定病原体（specific pathogen free，SPF）

级，雄性，C57BL/6小鼠（4～5周龄）60只，体质量 14～16 g，于

种瘤前 3周购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司，动物生产

许可证号：HNASLKJ20102739，实验动物合格证编号：SCXK

（湘）2009-0004。

1.2 方法
1.2.1 细胞培养 LLC细胞使用含 10％新生胎牛血清、100 滋／
mL 青霉素和 100 滋／mL 链霉素的 DMEM 高糖培养基，在

37℃含体积分数为 5％的 CO2培养箱中培养，每 2-3天传代 1

次。

1.2.2 构建 C57BL/6 小鼠皮下移植瘤 取处于对数生长期的

LLC细胞分别在 C57BL/6小鼠左腹股沟皮下种植，细胞数量约

为 2×10 7／只。观察并记录种瘤后小鼠精神、饮食、体质量及活

动状态等情况。将小鼠随机分为生理盐水对照组、塞来昔布低、

中、高剂量组(30、90、180㎎.㎏-1.d-1)，每组 15只。待皮下瘤结节

“米粒”大小时即种瘤后第 10天，采用灌胃方式给药。用游标卡

尺测量肿瘤长径(a)和短径(b)，按公式 V（mm3）=ab2π/6 计算瘤

体积，绘制肿瘤体积增长曲线。种瘤 42天摘眼球法处死小鼠，

取血检测血生理、生化指标。剥离肿瘤组织，称取瘤质量，计算

抑瘤率，抑瘤率(％)=(对照组平均瘤重一给药组平均瘤重)／对

照组平均瘤重×100％。并称取去瘤后小鼠体质量。肿瘤组织取

部分置于中性甲醛溶液中固定，常规石蜡包埋、切片。

1.2.3 免疫组织化学法（immunohistochemistry，IHC)染色检测肿
瘤组织中 COX-2、VEGF-C 表达以及微淋巴管密度（Lymphatic
microvessel density，LMVD） 肿瘤组织组织切片用二甲苯脱

腊，梯度酒精水化，3%H2O2（80%甲醇）室温封闭 10 min，98℃微
波热修复抗原 10 min。按 SP三步法行免疫组织化学检测：滴加
山羊血清封闭 30 min，甩去不洗；随后分别滴加兔抗小鼠
COX-2 (1：150)、VEGF-C (1：200)及 Podoplanin (1：200)，4℃ 过
夜；PBS洗涤，滴加生物素化的羊抗兔 IgG，37℃孵育 30 min，
PBS洗涤，37℃孵育 30 min，DAB显色，梯度乙醇脱水，二甲苯
透明，苏木素衬染，中性树胶封片。

1.2.4 结果判定 参考 Beasley等 [10] 的方法光镜下观察 LMVD

并计数，即先在低倍镜下(×100)观察切片，寻找肿瘤内染成棕

褐色单个内皮细胞或内皮细胞簇，作为一个微淋巴管，含有肌

层的细胞不以计数，每个标本在高倍镜下(×400)随机计数 10

个视野，取平均数作为该 LMVD值。VEGF-C和 COX-2蛋白均

主要表达于胞浆，结合免疫组化图像分析系统，据染色强度及

阳性细胞率评判：无染色计为 0分，弱染色(浅黄色)计为 1 分，

中等染色(棕黄色)计为 2分，强染色(黄褐色)计为 3分；阳性细

胞率≤5％计 0 分，5％-25％计 1 分，25％-50％计 2 分，>50％

计 3分；上述两项得分相加并取均数。

1.3 统计学方法

实验结果数据采用均数(x±s)±标准差(S)描述。数据处理

用 SPSS17.0软件，首先进行单因素方差分析(AVONA)，组间两

两比较用 LSD-t检验分析，等级资料比较采用秩和检验，P＜

0.05时，认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 成瘤及 LLC荷瘤小鼠的一般情况
60只小鼠均种瘤成功，成瘤率 100％，成瘤时间为细胞种

植后第 7～9天。肿瘤细胞种植后第 13天，肿瘤直径平均达 5

mm。成瘤后早期小鼠的体质量和活动情况没有明显变化，随着

肿瘤逐渐增大，小鼠出现消瘦，活动减少，摄食量明显下降。对

照组移植瘤生长迅速，其中 5只小鼠皮下移植瘤出现皮肤破

溃，表面溃疡形成。Celecoxib干预后，高剂量、中剂量给药组与

对照组相比瘤体生长明显缓慢，瘤体变小，且瘤体较规则，与周

围少见粘连。低剂量给药组瘤体生长略显缓慢，较对照组变化

不明显(图 1)。

2.2 LLC荷瘤小鼠血生理、生化参数及去瘤后体质量

不同剂量的 Celecoxib对荷瘤小鼠毒性作用，血生理、生化

参数检测未有明显差异，无统计学意义（P＞0.05）。去瘤后小鼠

的体质量高剂量、中等剂量组较对照组、低剂量组差异有统计

学（P＜0.05）可能与随着移植瘤生长小鼠出现消瘦，活动减少，
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摄食量明显下降有关(表 1)。

2.3 LLC荷瘤小鼠皮下移植瘤生长曲线
测量四组 LLC荷瘤小鼠不同时间肿瘤体积，求其平均值。

并于种瘤 42天后处死小鼠，绘制肿瘤生长曲线，结果发现在种

瘤后 20天时肿瘤体积高、中剂量组比对照组小，但无统计学差

异（P＞0.05）。30天后高、中剂量组较低剂量、对照组生长明显

减缓，有统计学差异（P＜0.05）。对照组、低剂量组、中剂量组和

高剂量组小鼠的最终肿瘤体积分别为 6488.59± 1606.14 mm3 ,

3879.37 ±1085.04 mm3, 1149.94 ±670.45 mm3, 839.53±272.77

mm3(图 2）。

图 1 四组 LLC荷瘤小鼠移植瘤大小、形态的比较，高剂量、中剂量给药组与对照组相比瘤体生长明显缓慢，瘤体变小，且瘤体较规则

A：高剂量组(180 mg·kg-1·d-1)；B：中剂量组(90 mg·kg-1·d-1)；

C:低剂量组(30 mg·kg-1·d-1)；D: 对照组

Fig. 1 The comparison of the size and shape of tumor homografts in LLC tumor-bearing mice among four groups. In the high-dose group and

middle-dose group, the tumor showed a small and regular figure and a slowe-growing behavior compared to the control group

A：High dose group(180 mg·kg-1·d-1)；B：Middle dose group(90 mg·kg-1·d-1)；C: Low-dose group(30 mg·kg-1·d-1)；D:Control group

表 1 LLC荷瘤小鼠血生理、生化参数及去瘤后体质量 (x± s）

Table 1 Quality of life of each group and blood physiological and biochemical parameters (x± s）

Group WBC(103/滋l) ALT(U/L) PLT(103/滋l) the body weight after tumor-removed(g)

Control group

Low-dose

Middle dose

High dose

6.43± 1.23

6.68± 1.56

4.83± 1.79

5.56± 2.13

25± 13

36± 15

33± 20

30± 18

656± 123

628± 189

458± 232

568± 187

18.2± 1.2

19.2± 1.8

23.2± 2.3*

22.8± 1.7*

2.4 瘤质量及抑瘤率

Celecoxib 各给药组瘤质量均较对照组减小，高、中剂量给

药组较对照组差异明显，有统计学意义（P＜0.05），但高、中剂

量组间比较差异不明显，无统计学意义（P＞0.05）。Celecoxib高

剂量组抑瘤率较塞来昔布低剂量组差异明显(P<0.05)。Celecoxib

中剂量组抑瘤率高于低剂量组，而低于高剂量组，与低剂量组

相比差异有统计学意义（P＜0.05），但与高剂量组相比差异无

统计学意义(P＞0.05)（表 2）。

2.5 免疫组化
2.5.1 不同剂量的 Celecoxib 对 LLC 移植瘤组织 COX-2、
VEGF-C表达的影响 对照组瘤组织中，COX-2、VEGF-C蛋白

表达阳性肿瘤细胞分布广泛，染色较强。Celecoxib高剂量、中剂

量组 COX-2、VEGF-C染色强度比对照组减弱，（图 3，图 4)。四

组 COX-2、VEGF-C表达积分测定进行秩和检验。Celecoxib高

剂量、中剂量组较低剂量组、对照组表达量明显降低，有统计学

差异(P＜0.05)。然而低剂量组较对照组及高、中剂量组间比较

无统计学差异（P＞0.05）(表 3)。

注：低剂量组、中剂量组、高剂量组、对照组：WBC、ALT、PLT组间比较差异无统计学意义（P＞0.05）。去瘤后体质量：*P＜ 0.05, vs对照组。低剂量

组 vs对照组：P＞0.05。

Note: Low-dose；Middle dose；High dose，Control group：WBC、ALT、PLT Pairwise comparisons among groups (P＞0.05). body mass after tumor:*P ＜

0.05, vs Control group. Low-dose group vs Control group: P＞0.05.

图 2 四组 LLC荷瘤小鼠移植瘤体积生长曲线：高剂量和中等剂量组

的移植瘤生长显著降低。高剂量组和中剂量组※P <0.05与低剂量组

与对照组相比

Fig. 2 The growth curves of tumor homografts in LLC tumor-bearing

mice of four groups (high dose, mid-dose,low dose,control group). The

capacity of tumorigenicity in high dose and mid-dose group was

significantly reduced. High dose group and Mid-dose group※P <0.05

compared with Low dose group and Control group

6427· ·

PDF 文件使用 "pdfFactory Pro" 试用版本创建           www.fineprint.cn

http://www.shengwuyixue.com
http://www.fineprint.cn


现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.33 NOV.2014

2.5.2 不同剂量的 Celecoxib 对 LLC 移植瘤组织 LMVD 的影
响 应用淋巴管标记物 Podoplanin标记淋巴管内皮细胞，可见

Podoplanin特异性地表达于淋巴管。Podoplanin阳性表达的管

状结构，呈棕色，不规则，管腔大，符合微淋巴管的形态学特征。

对照组 Podoplanin阳性淋巴管密度高，管腔扩张，在较大的淋

巴管腔内常可见到癌细胞及其碎片。Celecoxib高剂量、中剂量

组 Podoplanin阳性淋巴管密度较对照组明显减少，阳性淋巴管

分布稀疏，呈散在，点状分布，染色较浅。统计分析显示：400倍

视野中高剂量组、中剂量组、低剂量组和对照组的微淋巴管平

均个数分 别为 8.503 ±3.216、7.360±2.238、4.177±2.344、

3.445±1.355。高、中剂量组较低剂量组、对照组 LMVD明显减

少，有统计学差异（P＜0.05）。低剂量组较对照组及高、中剂量

组间比较无统计学差异（P＞0.05）。Celecoxib对 LLC荷瘤小鼠

移植瘤微淋巴管的生成有明显抑制作用且有一定的量效关系

（图 5）。

表 2 四组 LLC荷瘤小鼠移植瘤瘤质量和抑瘤率(x± s）

Table 2 Homograft tumor weight of four group and the inhibition rate, (x± s）

Group N Tumor mass（g） Tumor Inhibition rate(％)

Control

Celecoxib(mg·kg-1·d-1)

30

90

180

15

15

15

15

3.47± 0.42

2.92± 0.43

1.88± 0.32**

1.56± 0.38**

13.3

46.8

56.3

注：低剂量组；中剂量组；高剂量组；对照组：瘤质量：**P﹦0.0000＜ 0.01, vs对照组。低剂量组 vs对照组：P=0.9799＞0.05。

Note: Low-dose; Middle dose; High dose, Control group: tumor mass: **P﹦0.0000＜ 0.01, vs Control group.

Low-dose group vs Control group: P=0.9799＞ 0.05.

图 3 免疫组化染色测定 COX-2在 LLC荷瘤小鼠移植瘤组织中的表

达,(× 200)

A：高剂量组(180 mg·kg-1·d-1)；B：中剂量组(90 mg·kg-1·d-1)；

C:低剂量组(30 mg·kg-1·d-1) ；D: 对照组

Fig. 3 COX-2 protein expression (DAB staining, × 200) in Lewis Lung

Carcinoma homografts among four groups were detected by

immunohistochemisty.The arrows represent the particles positively

expressed in tumor homografts.

A: High dose group(180 mg·kg-1·d-1); B: Middle dose group(90 mg·

kg-1·d-1);

C: Low-dose group(30mg·kg-1·d-1) ; D: Control

group

图 4 免疫组化染色测定 VEGF-C在 LLC荷瘤小鼠移植瘤组织中的表

达（× 400)

A：高剂量组(180 mg·kg-1·d-1)；B：中剂量组(90 mg·kg-1·d-1)；

C:低剂量组(30 mg·kg-1·d-1) ；D:对照组

Fig .4 VEGF-C protein expression (DAB staining, × 400) in Lewis Lung

Carcinoma homografts among four groups were detected by

immunohistochemisty.The arrows represent the particles positively

expressed in tumor homografts.

A: High dose group(180 mg·kg-1·d-1); B：Middle dose group(90 mg·

kg-1·d-1);

C: Low-dose group(30 mg·kg-1·d-1) ; D: Control group
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3 讨论

最新的流行病学调查显示肺腺癌已成为非小细胞肺癌

（Non-small cell lung cancer，NSCLC）最常见的病理类型[11]。随着

近些年分子靶向药物治疗的兴起，使部分肺腺癌患者的生存期

明显延长，生活质量得到改善。临床研究[12]表明，虽然表皮生长

因子受体（epidermal growth factor receptor, EGFR）突变阳性的肺

腺癌患者对 EGFR酪氨酸激酶抑制剂（tyrosine kinase inhibitors,

TKIs）的有效率可达 70%-80%，但是野生型的患者有效率仍仅

约 10%-20%，治疗上尚存诸多局限性。即便 EGFR-TKI初始治

疗有效的患者，随着治疗时间的延长，几乎所有患者都最终会

出现获得性耐药。探讨适用人群广的靶向药物成为目前肺癌研

究的趋势之一。

环氧合酶是花生四烯酸转化为前列腺素的关键酶，包括

COX-1和 COX-2 两种形式。近年来大量研究证实 COX-2作

为一种诱导酶过度表达对肿瘤的发生、发展及不良预后都起到

至关重要的作用 [13,14]，COX-2 在头颈部肿瘤、食管癌、结肠癌、

乳腺癌、胰腺癌和前列腺癌中皆过表达。1998年，Hida等[15]首先

报道约 70％的肺癌组织中可见 COX-2高表达，在淋巴结转移

灶中，COX-2染色阳性的癌细胞数较原发肿瘤高。COX-2高表

达可见于从癌前病变到癌的全过程，其他多项研究也证实了

COX-2在肺癌中表达的重要性[16,17]。近来研究发现，在肺癌中的

腺癌、鳞状上皮细胞癌、大细胞癌和小细胞癌这 4种类型中，以

腺癌 COX-2 表达增强最为明显，约 70% 过度表达，以进展期

病例占多数，而小细胞肺癌几乎不表达 COX-2，鳞癌的 COX-2

表达相对较弱。肺原位癌、浸润性腺癌 COX-2表达阳性率均超

过 80%[18]，说明在肺癌早期就有 COX-2表达的增高，且主要见

于 NSCLC，特别是肺腺癌中。

Celecoxib作为新一代选择性 COX-2抑制剂，由于能特异

性作用于 COX-2，对正常组织中 COX-1的表达无明显影响，

所以消化道、肾脏和血液的不良反应低，已成为抗肿瘤研究的

热点。本实验结果统计学分析发现不同剂量 Celecoxib各给药

组对移植瘤的生长均有抑制作用，尤以高、中剂量组抑瘤作用

较显著，与对照组比较，有统计学差异（P＜0.05），低剂量组抑

瘤作用较弱与对照组比较，无统计学差异（P＞0.05），这与 Mas-

ferrer 等[19]关于塞来昔布不仅可抑制 LLC 移植瘤的生长，也可

抑制裸鼠结肠癌皮下移植瘤的肺转移，且呈现一定剂量依赖性

研究一致。本实验结果显示 Celecoxib对肺癌移植瘤的生长有

一定抑制作用，且对肿瘤抑制呈现明显的量效关系，不同剂量

的 Celecoxib对荷瘤小鼠毒性作用未见明显差异，说明 Celecox-

ib应用安全剂量范围可能较大，对临床应用抗肺癌适宜剂量研

究提供了一定实验基础。关于 Celecoxib抑制肿瘤生长的作用

机制目前存在不同的观点。有学者认为选择性 COX-2抑制剂

通过抑制 COX-2、减少前列腺素（PG）的生成以及抑制多种细

胞生长控制基因及其表达产物如 ERK2的活性，从而抑制肿瘤

的生长；而另有研究认为，Celecoxib通过非 COX-2依赖途径发

挥抑瘤作用[20,21]。

近年来，Celecoxib抗肺癌作用研究多集中在其对肺癌细胞

本身及血管生成的影响上，而对淋巴管生成作用研究较少，特

别 Celecoxib抗肺癌淋巴管生成是否存在剂量依赖性更是鲜有

报道。早在 2001 年 Jackson [22]提出了肿瘤微淋巴管生成的理

论，发现有诸多因素参与微淋巴管生成，目前多数学者认为微

淋巴管的生成是肿瘤生长和转移中最关键的步骤。微淋巴管的

表 3 四组 LLC荷瘤小鼠移植瘤 COX-2、VEGF-C表达比较 (x± s）

Table 3 The expression of COX-2、VEGF-C in four groups of homografts in LLC mice (x± s）

Group
n

COX-2 VEGF-C

- + + + + + + - + + + + + +

Control

Low-dose

Middle dose*

High dose*

15

15

15

15

0

1

6

8

2

2

4

5

3

5

4

2

10

7

1

0

0

1

5

8

3

3

5

5

3

4

3

1

9

7

2

1

注：低剂量组；中剂量组；高剂量组；对照组：* P＜0.05, vs对照组;低剂量组 vs对照组；高剂量组 vs中剂量组 : P＞0.05。

Note: study group: Low-dose; Middle dose; High dose, Control group: * P＜ 0.05, vs Control group; Low-dose vs Control group;

Middle dose vs High dose: P＞0.05.

图 5免疫组化染色 Podoplanin测定微淋巴管密度在四组移植瘤组织
中的表达(× 400)

A：高剂量组(180 mg·kg-1·d-1)；B：中剂量组(90 mg·kg-1·d-1)；
C:低剂量组(30 mg·kg-1·d-1)；D: 对照组

Fig. 5 LMVD (Lymphatic microvessel density）(DAB staining, × 400) in
tumor homografts in C57BL/6 mice among four groups were detected by

immunohistochemisty.The arrows represent the particles positively
expressed in tumor homografts and the micro - lymphatic vessel.
A: High dose group(180 mg·kg-1·d-1); B: Middle dose group(90 mg·

kg-1·d-1);
C: Low-dose group(30 mg·kg-1·d-1); D: Control group
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生成对肺癌早期淋巴转移有重要促进作用，已成为 NSCLC独

立的不良预后因素之一[23-25]。研究发现 VECF-C过表达促进了

淋巴管的生成，VEGF-C通过旁分泌的形式激活毛细淋巴管内

皮的特异性受体 VEGER-3，使其受体自身磷酸化，从而促进毛

细淋巴管生成，促进肿瘤的转移。对包括甲状腺癌、前列腺癌、

胃癌、结肠癌、食管癌、头颈部鳞癌和宫颈癌等多种肿瘤的研究

结果，支持 VEGF-C／VEGFR-3信号通路参与肿瘤淋巴管生

成或扩张，为肿瘤细胞与淋巴管内皮间的接触和对淋巴管的侵

袭及向淋巴结转移提供了更多的机会。本实验通过免疫组化染

色证实了应用不同剂量的 Celecoxib作用的 LLC移植瘤组织中

COX-2表达都减少，相应的 VEGF-C表达及淋巴管生成也减

少，经统计分析发现，高、中剂量给药组 COX-2、VEGF-C 的表

达较对照组明显减少，差异有统计学意义（P＜0.05），但低剂量

组较对照组及高、中剂量组间比较，差异无统计学意义（P＞

0.05）。说明 Celecoxib对 COX-2、VEGF-C表达抑制作用呈现一

定的剂量依赖性。具体机制尚不十分明了。有学者认为 COX-2

对 VEGF-C表达及淋巴管的生成可能存在协同或促进作用，该

影响作用涉及到多条信号通路。COX-2 可能通过催化前列腺

素 2(PGE2)的合成，而 PGE2与前列腺素受体结合后可使之激

活，该受体的激活促进了人表皮生长因子受体 HER／Neu-2酪

氨酸磷酸化，该信号通过有丝分裂原激活蛋白激酶(mit0gen ac-

tivated proteinkinase，MARK)p38 介导并刺激转录因子 NF-Kb。

而包括 MAPK、NF—KB等在内的信号通路在部分肿瘤细胞中

已证明都与 VEGF-C的表达调节有关 [20]。COX-2也可能通过

EP4和 EP1受体途径上调 VEGF-C表达促进淋巴管的生成，进

而促使淋巴转移 [26, 27]。本实验发现 Celecoxib可使 LLC移植瘤

COX-2和 VEGF-C表达同时下降，且表达下降程度随给药剂

量的增加而增加，呈明显剂量依赖性，但这种下降程度并非随

着剂量增加无限制增加，提示 Celecoxib 可能存在最适剂量既

能达到良好的抗肺癌移植瘤微淋巴管生成的疗效，又对正常组

织器官不良反应最小。其抑制淋巴管生成的机制可能通过抑制

COX-2的表达进而抑制 VEGF-C表达的信号通路实现的。

Podoplanin是类似粘蛋白的跨膜糖蛋白，表达于淋巴管内

皮。因为它的表达是存在血管系统中的淋巴管内皮细胞，因此

可以通过免疫组织化学方法区分淋巴管和血管。Schmid等[28]研

究发现通过 CD34和 Podoplanin双重染色可以区分淋巴管和毛

细血管。Cursiefen等[29]采用免疫金标记技术及免疫电镜技术研

究了角膜的淋巴管生成，发现表达 Podoplanin的内皮细胞具有

淋巴管内皮细胞的超微结构特点，因而 Podoplanin可以作为淋

巴管内皮细胞的特异性标志物。本实验通过免疫组化染色检测

不同剂量 Celecoxib 给药组 LLC 移植瘤组织中 Podoplanin 表

达，计数 LMVD,结果表明高、中剂量组较对照组 LMVD明显减

少，差异有统计学意义（P＜0.05），而低剂量组较对照组及高、

中剂量组间比较，差异无统计学意义（P＞0.05）。

综上，本实验研究发现不同剂量 Celecoxib对 LLC荷瘤小

鼠的一般生存状态，COX-2、VEGF-C 的表达及微淋巴管的生

成均有抑制作用，高、中剂量组较低剂量组抑制作用明显，说明

Celecoxib 可能通过抑制肺癌组织中 COX-2 的表达，下调

VEGF-C的产生，抑制肺癌微淋巴管生成，这种抑制作用呈现

一定的剂量依赖性。本研究结果不仅有助于 Celecoxib作为化

疗药物推广于临床，从而改善化疗方案，减少化疗药物的毒副

作用,而且对研究一种能够抗肺癌早期微淋巴转移,改善肺癌患

者预后的药物提供了一定的实验基础。Celecoxib抑制肺癌微淋

巴管生成的作用是否存在其他机制,对其机制更深入的研究能

否发现治疗肺癌的新靶点都尚有待于大量的实验室和临床的

探索，Celecoxib应用到临床抗肺癌早期淋巴转移最适宜安全剂

量也有待进一步探讨。
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