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心房钠尿肽对基因敲除小鼠移植黑色素瘤生长
的抑制作用
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨心房钠尿肽 （ａｔｒｉａｌ ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ， ＡＮＰ） 对黑色素瘤生长的作用。 方法　 将体外培

养的黑色素瘤 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞分别接种于 ＡＮＰ 敲除小鼠和 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠的皮下，建立黑色素移植瘤模型，从第 ７ 天

开始测量肿瘤的长径和短径，计算肿瘤的体积；接种肿瘤后的第 １２ 天断颈处死小鼠，分离移植瘤并称重。 肿瘤组

织石蜡包埋后，用免疫组化检测肿瘤细胞增殖和微血管密度。 结果　 ＡＮＰ 敲除小鼠的肿瘤体积明显比 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ
小鼠小，肿瘤重量也明显轻。 ＡＮＰ 敲除小鼠的肿瘤组织中细胞增殖数目和微血管密度也明显比 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠少。
结论　 ＡＮＰ 缺失可能通过抑制肿瘤细胞增殖和微血管形成而明显地抑制了黑色素瘤的生长。

【关键词】 　 心房钠尿肽；心房钠尿肽敲除小鼠；黑色素瘤；肿瘤细胞增殖；肿瘤血管形成
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　 　 心房钠尿肽（ ａｔｒｉａｌ ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ， ＡＮＰ）是
Ｄｅ Ｂｏｌｄ 等［１］ 于 １９８１ 年首次在心房肌细胞中发现

的，是钠尿肽家族（ＮＰｓ）被发现的第一个成员。 之

后发现了其他的成员，即脑钠肽（ＢＮＰ） ［２］、Ｃ⁃型钠

尿肽 （ ＣＮＰ） ［３］ 和树眼镜蛇性钠尿肽 （ ＤＮＰ） ［４］。
ＡＮＰ 与细胞膜上的受体鸟苷酸环化酶相互作用，发
挥了重要的生物学功能。 ＡＮＰ 最主要的生物学作

用是排钠利尿，调节血压及参与水盐平衡等。 研究

表明 ＡＮＰ 还具有其他生物学功能，如通过减少自由

基的生成和抵制氧化应激反应，从而起到保护心肌

的作用；通过重塑心肌结构，从而改善心力衰竭的

症状；还可通过对子宫血管重塑，对生殖等发挥重

要作用。 但是，ＡＮＰ 对黑色素瘤生长的作用未见报

道。 作者利用 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 背景的 ＡＮＰ 敲除小鼠建立

黑色素瘤皮下移植瘤模型，研究 ＡＮＰ 对黑色素瘤生

长的作用。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ＡＮＰ 杂合子小鼠（ＡＮＰ ＋ ／ － ），雄性 ２ 只，
雌性 ６ 只，６ ～ ８ 周龄，体重 １８ ～ ２０ ｇ，由耿建国教授

提供。 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，ＳＰＦ 级，雌性，１０ 只，６ ～ ８ 周

龄，体重 １８ ～ ２０ ｇ，购自广东省医学实验动物中心

［ＳＣＸＫ（粤）２００８ － ０００２］。 小鼠饲养于广东药科大

学实验动物中心，动物实验操作也在此进行［ＳＹＸＫ
（粤）２０１２ － ０１２５］，并严格按照广东药科大学动物

伦理要求进行动物实验 （福利伦理审查证号：
ｇｄｐｕｌａｃ２０１５０１４）。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

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；Ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ Ｋｉ６７ 抗体

及 ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＣＤ３１ 抗体购自博士德生物工程

有限公司；Ｍｏｕｓｅ ａｎｔｉ⁃ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ 购自北京中杉金桥

生物有限公司。
主要仪器有 ＰＣＲ 仪（美国应用生物系统公司）；

光学显微镜及照相系统（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）；全自

动生物组织包埋机（ＰＲ 公司）；烤片机（ＰＲ 公司）；
石蜡切片机和冰冻切片机（德国徕卡仪器公司）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 ＡＮＰ 纯合子敲除小鼠的建立

ＡＮＰ 纯合子敲除小鼠由 ＡＮＰ 杂合子小鼠相互

配种构建所得。 本实验针对 ＡＮＰ 基因设计了引物：
引物 １∶ ５′⁃ ＣＣＴ ＴＣＴ ＡＴＣ ＧＣＣ ＴＴＣ ＴＴＧ ＡＣＧ ⁃３′；
引物 ２∶ ５′⁃ ＣＴＧ ＴＣＣ ＡＡＣ ＡＣＡ ＧＡＴ ＣＴＧ ＡＴＧ ⁃３′；

引物 ３ ∶ ５′⁃ ＣＴＧ ＴＴＧ ＣＡＧ ＣＣＴ ＡＧＴ ＣＣＡ ＣＴ ⁃３′。
反应条件为： ９４℃ 预变性 ３ ｍｉｎ， ９４℃ ３０ ｓ， ６４℃
１ ｓ， ７２℃ １ ｓ； ３５ 个循环；７２℃充分延伸 ２ ｍｉｎ。 扩

增产物为 ７００ ｂｐ。
１􀆰 ３􀆰 ２　 皮下移植瘤模型的建立　

以 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠作为对照组，ＡＮＰ 敲除小鼠

为实验组。 对数生长期的黑色素瘤 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞，
用胰酶消化离心后，用无菌的 ＰＢＳ 重悬细胞。 用台

盼蓝对细胞进行染色以确定死细胞数低于 ５％ 后，
在小鼠的右上肢腋下皮下接种 ０􀆰 ２ ｍＬ 的黑色素瘤

细胞（１ × １０５ 个细胞）。 在接种后第 ７ 天每天用游

标卡尺测量移植瘤的最大径（ａ）和最小径（ｂ），移植

瘤体积的计算公式为：０􀆰 ５２ × ａｂ２。 在肿瘤细胞接种

１２ ｄ 时，处死小鼠，分离小鼠肿瘤组织，并称重。
１􀆰 ３􀆰 ３　 免疫组织化学染色

将小鼠的肿瘤组织石蜡包埋、切片后进行免疫

组织化学染色。 切片脱蜡、水化后，放于 ３％ Ｈ２Ｏ２ ⁃
甲醇液中，３７℃ 浸泡 ３０ ｍｉｎ 以消除内源性过氧化

酶。 ＰＢＳ 清洗 ３ 次后，高压修复 １０ ｍｉｎ。 血清封闭

５０ ｍｉｎ 后，加 ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ Ｋｉ６７ 抗体或 ｒａｂｂｉｔ
ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＣＤ３１ 抗体，４℃过夜。 ＰＢＳ 清洗 ３ 次后，
加二抗，３７℃孵育 ５０ ｍｉｎ。 ＰＢＳ 清洗 ３ 次后，ＤＡＢ 染

色，苏木素复染后，常规脱水、透明、封片。
１􀆰 ４　 统计学方法

所 有 数 据 采 用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｉｓｍ ５ 软 件 和

Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ 软件统计和做图，实验数据以平均数 ± 标

准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，用 ｔ 检验确定各组间是否有统计

学差异。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 ＡＮＰ 敲除小鼠的鉴定与扩群

本 实 验 所 有 小 鼠 均 为 ＡＮＰ 杂 合 子 小 鼠

（ＡＮＰ ＋ ／ － ），用雄性 ＡＮＰ ＋ ／ － 小鼠与雌性 ＡＮＰ ＋ ／ － 小

鼠杂交，子代有杂合子、纯合子和野生型三种基因

型小鼠。 １、２、４ 和 ６ 号小鼠的电泳条带大小为 ７００
ｂｐ，为纯合子小鼠；３ 号和 ５ 号小鼠电泳条带大小为

７００ ｂｐ 和 ４３４ ｂｐ，为杂合子小鼠。 接着，用 ＡＮＰ － ／ －

小鼠与 ＡＮＰ － ／ － 小鼠配种，对 ＡＮＰ － ／ － 小鼠扩群。
２􀆰 ２　 ＡＮＰ 敲除抑制了黑色素移植瘤的生长

在 ＡＮＰ 敲除小鼠和 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠皮下接种黑

色素瘤 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞建立黑色素移植瘤模型，７ ｄ 后

均形成明显的肿瘤结节。 成瘤后，每天测量肿瘤的

长径和短径，计算小鼠的肿瘤体积，发现在对应的

时间内 ＡＮＰ 敲除小鼠的肿瘤体积明显比 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ
小鼠的肿瘤体积小（见图 ２Ａ）。 在肿瘤接种 １２ ｄ
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注：３ 号和 ５ 号小鼠条带分别为 ７００ ｂｐ 和 ４３４ ｂｐ，为 ＡＮＰ 杂合

子小鼠，１ 号、２ 号、４ 号及６ 号小鼠的条带为 ７００ ｂｐ，为 ＡＮＰ 敲

除纯合子小鼠。 Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ ２０００ ｂｐ；ＡＮＰ － ／ － 小鼠有一条带为

７００ ｂｐ；ＡＮＰ ＋ ／ － 小鼠有两条带，分别为 ７００ ｂｐ 和 ４３４ ｂｐ，野生

型小鼠有一条带为 ４３４ ｂｐ。

图 １　 ＡＮＰ 基因的鉴定图

Ｎｏｔｅ． Ｌａｎｅ ３，５： ＡＮＰ ＋ ／ － ｍｉｃｅ； Ｌａｎｅ１， ２，４，６： ＡＮＰ － ／ － ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇ． １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｍａｇｅ ｏｆ ＡＮＰ ｇｅｎｅ

时，用断颈法处死小鼠，分离小鼠肿瘤组织并称重，
发现 ＡＮＰ 敲除小鼠的肿瘤重量明显比 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小
鼠的肿瘤重量轻（见图 ２Ｂ）。

注：与 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ２　 ＡＮＰ 敲除对小鼠黑色素移植瘤的作用

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｏｕｓｅ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＡＮＰ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｍｅｌａｎｏｍａ ｉｎ ｍｉｃｅ

２􀆰 ３　 ＡＮＰ 敲除对黑色素瘤肿瘤细胞增殖和肿瘤微

血管密度的作用

小鼠肿瘤组织石蜡包埋、切片后，用 Ｋｉ６７ 及

ＣＤ３１ 抗体检测肿瘤组织中增殖的细胞及血管。 对

于增殖细胞的统计，每张切片在 ４００ 倍光镜下拍照，
每张切片随机记录 ４ ～ ５ 个视野，计数每个视野中阳

性细胞数及全部细胞数，增殖指数为增殖细胞数占

全部细胞数的比值。 发现 ＡＮＰ 敲除小鼠肿瘤组织

中细胞增殖指数明显比 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠少（图 ３Ａ）。
关于微血管密度，每张切片在 ２００ 倍光镜下拍照，每
张切片随机记录 ４ ～ ５ 个视野，计数每个视野中血管

的数目，发现 ＡＮＰ 敲除小鼠肿瘤组织中微血管数目

明显比对照组少（图 ３Ｂ）。

３　 讨论

ＡＮＰ 是广泛分布于心脏血管系统、中枢神经系

统、免疫系统及肾脏组织中由心肌细胞合成和分泌

的激素。 ＡＮＰ 主要与 ＮＰＲＡ 结合，激活 Ｇ 蛋白和鸟

苷酸环化酶，进而促进细胞内环磷酸鸟苷的生

成［５ － ８］，从而利钠利尿、舒张血管、降低血压、参与脂

质代谢及调节免疫等［９ － １２］。 近年研究表明 ＡＮＰ 还

对纤维化、心肌缺血再灌注损伤等具有重要作

用［１３ － １４］。 但是， ＡＮＰ 对肿瘤生长的作用尚未见

报道。
为了确定 ＡＮＰ 对黑色素瘤的作用，本研究利用

ＡＮＰ 敲除小鼠建立了黑色素瘤皮下移植模型。 利

用基因工程小鼠建立肿瘤移植瘤模型具有其它模

型无法比拟的优势：可以在基因产物的作用完全消

除的情况下，研究单个基因在动物体内对肿瘤的作

用，更能模拟肿瘤在人类体内发生发展的过程。 本

实验所用的基因工程小鼠为 ＡＮＰ 敲除小鼠，在 ＡＮＰ
敲除小鼠体内 ＡＮＰ 的功能完全缺失。 利用 ＡＮＰ 敲

除小鼠及其对照 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠建立的黑色素瘤皮

下移植瘤模型，每组小鼠的肿瘤成功率可达 １００％ ，
而且肿瘤生长速度较一致，个体差异也较小，而且

肿瘤长于体表，易于观察及测量肿瘤，可以客观地

判断 ＡＮＰ 对肿瘤生长的作用。
本研究利用 ＡＮＰ 敲除小鼠建立的黑色素瘤皮

下移植瘤模型，发现 ＡＮＰ 敲除显著抑制了黑色素瘤

的生长。 为了进一步确定 ＡＮＰ 敲除抑制黑色素瘤

的作用，我们用免疫组化检测了肿瘤组织中增殖的

细胞及微血管密度，发现 ＡＮＰ 敲除后显著抑制了肿

瘤细胞的增殖及微血管的密度。 所以，ＡＮＰ 敲除可
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注：与 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ３　 ＡＮＰ 缺失抑制了肿瘤细胞增殖和肿瘤血管形成（Ｂａｒ ＝ １００ μｍ）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｏｕｓｅ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇ． ３　 Ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ＡＮＰ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ．

能通过抑制肿瘤细胞的增殖及减少微血管的数目，
从而抑制了黑色素皮下移植瘤的生长。

综上所述，ＡＮＰ 缺失显著抑制了黑色素瘤的生

长，但其分子机制尚不清楚，需进一步研究。 进一

步探讨 ＡＮＰ 与肿瘤发生、发展的关系，将对于理想

的抗肿瘤治疗靶点及判断患者预后具有重要意义，
而且为 ＡＮＰ 作为治疗肿瘤患者的新型药物提供了

重要依据。
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