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$摘 要% 背 景 与 目 的!W5:!% 是 新 合 成 的 重 组 人 血 管 内 皮 抑 制 素!!期 临 床 试

验已证实 W5:!% 联合 化疗治 疗 晚 期 非 小 细 胞 肺 癌 具 有 协 同 作 用) 本 文 探 讨 血 管

生成抑制剂 W5:!% 对结肠癌肝转 移的抑制作用* 方法!P<< 法测定血管生成抑制

剂 W5:!% 对 血 管 内 皮 细 胞 和 结 肠 癌 *<&% 细 胞 的 X*#’(经 小 鼠 脾 脏 下 极 包 膜 下 注

入 *<&% 细胞建立结肠癌肝 转移模型!%’ 只小鼠随 机 分 为 对 照 组+ 低 剂 量 W5:!%
组’中剂量 W5:!% 组’高剂量 W5:!% 组!W5:!% 剂量分别为 ’ EL Y ZL’’")’ EL [ ZL’
’"@# EL [ ZL 和 !"#’ EL [ ZL!术 后 & 周 观 察 各 组 小 鼠 肝 转 移 情 况 !采 用 免 疫 组 化 方

法 检 测 肝 转 移 瘤 组 织 中 血 管 内 皮 生 长 因 子 %\B.2G=B, -01+38-=9B= L,+H38 RB23+,!
]DUA#的 表 达 和 肿 瘤 微 血 管 密 度%E92,+\-..-= 1-0.93Q!P]^#* 结 果!%!#W5:!% 对

结 肠 癌 *<&% 细 胞 和 血 管 内 皮 细 胞 的 X*#’ 分 别 为 %&M!%_’"&>#"L [ E= 和 %’"%)_
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周志伟!等! 血管生成抑制剂 "#$%& 抑制结肠癌肝转移的研究

大肠癌是消化系统常见肿瘤! 临床上主要采

取以手术为主"化疗和放疗为辅的综合治疗!但效

果并不理想!近 ’( 年来患者术后 ) 年生存率一直

徘 徊 在 )(*+&(*# 治 疗 失 败 的 主 要 原 因 是 肝 转

移! 约 ,(*+-(*的 患 者 在 临 床 确 诊 时 已 有 肝 转

移 ! 根 治 术 后 肝 转 移 的 发 生 率 仍 可 高 达 ./*+
)(*! 因大肠癌转移而死亡的患者 )(*以上存 在

肝转移 $0%!大肠癌的预后主要与有无远处转移尤其

是肝转移密切相关! 抑制肝转移将显著提高大肠

癌的治疗效果# 近年来!随着血管生成抑制剂研究

的深入! 抗血管生成治疗为肿瘤治疗开辟了一条

新途径! 其高效低毒的特性使之在肿瘤治疗方面

具有广阔的前景! 成为肿瘤生物治疗的一个重要

补充# "1$0& 是新合成的血管生成抑制剂!其对恶

性肿瘤的治疗效果目前报道不多# 本研究利用结

肠癌肝转移动物模型! 探讨 "1$0& 对结肠癌肝转

移的抑制作用及其机制#

! 材料与方法

!"! 材料

02020 实 验 动 物 3 周 4564 7 8 雌 性 小 鼠 &/ 只

&由中山大学实验动物中心提供! 动物合格证号’
9&+,//-5//:(!体 重 约 9/ 克!实 验 小 鼠 无 特 殊 病

原菌!实验在本校 ;<= 级动物实验室进行)
>2>29 药物 "1$>& 由烟台麦得津生物工程股份

有限公司生产!羊抗鼠血管内皮生长因子&?@A8BC@D
EFGHIJECK@C LDHMIJ N@8IHD!OPQ=( 免疫组化试剂盒"
羊抗鼠!因子抗体购自 ;@FI@ RDBS 公司)
0202. 细 胞 株 小 鼠 结 肠 腺 癌 细 胞 株 RT,& 由 第

二军医大学免疫教研室赠送! 人肝静脉内皮细胞

PU,) 由中山大学动物实验中心提供) 两种细胞均

使 用 V<WX$>&-/ 细 胞 培 养 液 &含 >/*小 牛 血 清"
>// B 7 YC 青 霉 素 和 >// "L 7 YC 链 霉 素 (!.Z[")*
R\, 培养箱中进行培养)
!"# 方法

>2,2> WTT 法测定 "1$>& 对血管内皮细胞和结肠

癌细胞的 XR)/ 将处于指数生长期的 RT,&"PU,)
细 胞 配 成 /2) ]0/) 7 YC 的 细 胞 悬 液 !"1$0& 配 制

成等比的 3 个药物浓度’3 "L 7YC"- "L 7YC", "L 7YC"
0 "L 7YC"/2) "L 7YC"/2,) "L 7YC"/20,) "L 7YC"/2/&, )
"L 7 YC!对 照 组 以 生 理 盐 水 取 代 药 物!各 设 - 个 复

孔) 将 完 成 加 样 的 :& 孔 板 置 于 .Z[")* R\, 和

:/*湿度的孵箱中培养 Z, J!加入 /2)*WTT ,/ "C
继 续 孵 育 ) J! 然 后 除 去 培 养 液 ! 加 入 0// "C
UW;\!黑暗中放置 . J!使紫蓝色的沉淀还原产物

=HDY@S@F 溶解!用酶标读数仪在 )Z/ FY 的波长处

测量各孔的吸光度 ! 值) 根据以下公式计算各个

药物浓度的细胞存活抑制率’ 抑制率^&>_加药细

胞 ! 值 7 对照细胞 ! 值(]0//*) 通过药物浓度和

相应的抑制率计算 XR)/)
02,2, "1$0& 体内抑制结肠癌肝转移的动物实验

将处于指数生长期的细胞加适量生理盐水配成

0]0/& 7 YC 细胞悬液) -*水合氯醛&/20 YC 7 0/ L(腹

腔注射麻醉小鼠后!打开腹腔!于脾脏下极的包膜

下 注 入 RT,& 细 胞 悬 液 /20 YC!0 号 丝 线 间 断 缝 合

关腹) &/ 只小鼠 随 机 分 为 - 组!每 组 0) 只’对 照

组!低 剂 量 "1$0& 组&/2-/ YL 7 ‘L(!中 剂 量 "1$0&
组 &/2Z) YL 7 ‘L(!高 剂 量 "1$0& 组 &02)/ YL 7 ‘L()
全部小鼠术后 , 天开始腹腔内注射药物! 隔天一

次!对照组以同等量生理盐水代替药物!实验期间

小鼠自由进食)
病 理 观 察’接 种 后 , 周 处 死 小 鼠!打 开 腹 腔!

观 察 脾 脏 有 无 癌 灶!并 记 录 大 小"数 目!肿 瘤 体 积

&"(^@a, 7 ,&@’肿 瘤 最 大 径 !a’肿 瘤 最 小 径 (!如 有

多个肿瘤则计算体积总和) 仔细观察肝脏有无转

移!并记录转移灶数量!所有转移瘤均经病理切片

1P 染色证实) 根据肝转移灶数目分为四个等级!/
级’ 肝脏无转移病灶* #级’0+) 个转移病灶*$
级’&+0/ 个转移病灶*%级’b%/ 个转移病灶)

免疫组化方法’对肝转移瘤行 OPQ= 和微血管

密度&YK8DH?EAAEC GEFAKIc! WOU(免疫组化染色&羊

抗鼠!因子抗体染色(!所有操作严格按照试剂盒

说明进行)OPQ= 表达强度参考 THK 等 $,%的标准!分

为阴性&_(+低度表达&d("中等强度表达&dd(和强

/20/("L 7 YC!前 者 是 后 者 的 .2.3 倍*&,(对 照 组 !低 "中 "高

剂 量 "1$0& 组 肝 转 移 率 分 别 为 0//2/* ":,2.* "3/2/*和

Z.2.*)高剂量 "1$0& 组肝转移瘤数目明 显低于对照组"低

剂 量 "1$0& 组 和 中 剂 量 "1$0& 组&# 值 均e/2/)(*&.(对 照

组!低"中"高剂 量 "1$0& 组 脾 脏 肿 瘤 体 积 的 中 位 数 分 别 为

0203/ 8Y."02,/0 8Y."/233Z 8Y. 和 /2Z30 8Y.! 四 组 比 较 无

显 著 性 差 异 &$b/2/)(*&-("1$0& 各 剂 量 组 肝 转 移 瘤 组 织

中 OPQ= 的 表 达 较 对 照 组 无 明 显 降 低 ! 四 组 肝 转 移 瘤 的

WOU 分 别 为 &)2//f:2)3")320)g3230")02&(gZ20( 和 --2).g
002-Z!中 "高 剂 量 "1$0& 组 的 WOU 计 数 较 对 照 组 明 显 降

低! 高 剂 量 "1$0& 组 WOU 计 数 较 中 剂 量 和 低 剂 量 "1$0&
组 明 显 降 低&$ 值 均e(2()() 结 论!血 管 生 成 抑 制 剂 "1$0&
可以明显抑制结肠癌肝转移)
关键词! 大肠肿瘤* 肝肿瘤 7 继发性* 血管生成抑制剂
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阳性表达!!!!"# "#$ 计数参照 %&’()&* 等 $+%报道

的方法&先在低 倍 镜 下!,- 倍"确 定 肿 瘤 内 新 生 血

管最密集区作为’热点( !./012/01"进行血管计数&
然后在高倍镜下!3-- 倍"计数 4 个视野&将 4 个视

野的血管平均数作为该切片的 "#5 值#
!"# 统计学处理

所 得 数 据 采 用 6766 89:- 软 件 进 行 统 计 学 处

理&肝转移瘤数目)脾脏肿瘤的大小和 #;<= 表达

比较采用非参数检验方法&肝转移瘤 "#5 计数的

比较采用 ! 检验*

$ 结 果

$"! %&’!( 对 )*$+ 细胞和 ,-$( 细胞的 .,+/

>?@8A 对 BC3A 细胞和 ;534 细胞的 DB4E 分别

为!9:8AFEG9H"!I J KL 和 !-:A,F-:M-"!I N KL& 对 BC9A
细胞的 DB4- 是 ;594 细胞的 OGOH 倍*
$"$ 小鼠死亡情况

对照组 9 只小鼠术后 M, 天内死于肿瘤& 尸体

解剖时见肝脏弥漫转移灶+ 低剂量组 9 只于术后

第 M 天死亡&M 只死于肿瘤+中剂量 >?@MA 组和高

剂量 >?@MA 组均未见死亡*
$"# 肝脏转移瘤数目

成功建立了结肠癌肝转移模型&对照组肝转移

率达 M--G-P&低,中)高剂量 >?@MA 组肝转移率分

别为 Q9ROS)H-R-S及 TOROS# 经检验&高剂量 >?@

MA 组 肝 转 移 数 目 少 于 对 照 组 ) 低 剂 量 和 中 剂 量

>?@MA 组 !" 值 均U-R-4"&低 剂 量 和 中 剂 量 >?@MA
组和对照组比较无显著性差异!" 值均V-R-4"# 各

组肝脏转移瘤数目见表 M#

$"0 脾脏肿瘤体积

对 照 组&低)中)高 剂 量 >?@MA 组 脾 脏 肿 瘤 体

积的中位数分别为 MRMH- WKO)MR9-M WKO)-RHHT WKO

和 -RTHM WKO& 四组比较无显著性差异!"V-R-4"#
$"+ 肝转移瘤组织中 1)23 表达及 41* 计数

显微镜下观察& 肿瘤细胞胞浆内染成棕黄色

颗粒认定为 #;<= 表达阳性细胞&经统计分析&对

照组) 低剂量) 中剂量和高剂量 >?@MA 组四组间

#;<= 表 达 无 明 显 差 异 !"V-R-4"&见 表 9 及 图 M#
在 9-- 倍光镜视野下计算被抗"因子抗体染成棕

周志伟!等R 血管生成抑制剂 >?@MA 抑制结肠癌肝转移的研究

X Y

B 5

图 M 小鼠肝转移瘤组织中 #;<= 的表达!Z9--"
=’I[*& M C.& &\2*&11’/) /] #;<= ’) L’^&* K&0_10_1&1 /] K’W&!Z9--"

X- B/)0*/L I*/[2+ Y- ‘/a@(/1& >?@MA I*/[2+ B- "’((L&@(/1& >?@MA I*/[2+ 5-?’I.@(/1& >?@MA I*/[2
7/1’0’^& &\2*&11’/) /] #;<= ’) Wb0/2L_1K /] L’^&* K&0_10_1’1 W&LL1 1./a&( )/ (’]]&*&)W& _K/)I 0.& ]/[* I*/[21:

表 ! 各组肝脏转移瘤数目

"#$%& ! "’& ()*$&+ ,- %./&+ *&0#10#1&1
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表 ! 肝转移瘤组织中 "#$% 表达和 &"’ 计数

()*+, - (., ,/01,22345 46 "7$% )58 &"’ 94:5;
35 +3<,1 =,;)2;)2,2

JK)%/..5"# "L MJNOP(QR/%.
"L Q5S/N%"() TMU S"(V$

!!F."

周志伟!等D 血管生成抑制剂 01,78 抑制结肠癌肝转移的研究

图 A 小鼠肝转移瘤组织中 TMU!WBEE"
O5’(%/ B TMU 5V &5X/% Q/$Y.$Y./. "L Q5S/!WBEE"

Z#["V$%"& ’%"() \#]"+,-"./ 61,78 ’%"()$ [#T5--&/,-"./ 61,78 ’%"()$ U#15’9,-"./ 61,78 ’%"() T^U 5V Q5--&/,-"./ YV- 95’9,-"./
61,78 ’%"(). +/%/ &"+/% $9YV $9Y$ 5V S"V$%"& ’%"()% Q/Y.(%/- R_ 5QQ(V".$Y5V5V’ (.5V’ LYS$"% ! Q"V"S"&"VY& YV$5R"-_D

色的微血管数量% 经统计分析% 中剂量& 高剂量

61,78 组 TMU 计数均比对照组明显降低!" 值均‘
EDE:"% 高剂量 61,78 组 TMU 计数较中剂量和低

剂 量 61,78 组 明 显 降 低 !" 值 均‘EDE:"% 低 剂 量

61,78 组与对照组& 低剂量和中剂量 61,78 组比

较无显著性差异!"aEDE:"%见表 A 及图 A’

Z \

[ U

! 讨 论

肿瘤生长经历两个阶段#血管前期和血管期%
在肿瘤血管前期% 肿瘤细胞主要依赖弥散作用获

取营养% 当肿瘤生长至 7bA QQ@& 细胞数达到 7E>

左右时% 其继续生长就必须要由新生血管来提供

足够的氧气及营养物质 (C)*肿瘤新生血管不但为肿

瘤 生 长 提 供 氧 气 和 营 养 +带 走 代 谢 产 物 %而 且 还

通 过 旁 分 泌 作 用 分 泌 促 肿 瘤 生 长 因 子%从 而 促 使

肿 瘤 生 长 加 快* 肿 瘤 细 胞 分 泌 的 ^JNO& 碱 性 成

纤 维细胞生长因子 !RY.5S L5R%"R&Y.$ ’%"+$9 LYS$"%%

RONO" 等促血管生长因子亦可促进肿瘤血管内皮

细胞增殖* 同时%肿瘤细胞还可通过新生血管向周

围组织浸润和远处转移%在继发部位形成转移灶%
而转移灶的继续生长和转移仍然需要新生血管 (:)%
且新生血管对转移灶的形成比原发灶更为重要 (8)*
因此可通过干扰或阻断肿瘤新生血管形成而达到

治疗和控制肿瘤的目的 (>)*
61,78 是 一 种 胶 原!!S"&&Y’/V !"[ 端 AE c(

的连接蛋白% 一种可在大肠杆菌体内高效表达的

重组人血管内皮抑制素% 主要靶点为血管内皮细

胞* 我们的研究结果显示%61,78 对 [dA8 细胞的

e[:E 是 JUA: 细胞的 @D@H 倍%表明 61,78 主要针对

的是血管内皮细胞%而不是癌细胞%其对脾脏肿瘤

抑制作用不强的原因可能也在于此* 针对肿瘤血

管内皮细胞的治疗具有广阔的前景%其优势为#内

皮细胞属正常细胞%不象肿瘤细胞那样容易变异%
所以不易耐药$ 所有肿瘤细胞的血管内皮细胞均

相同或相似%抗血管治疗可针对所有实体瘤$血管

内皮细胞暴露于血流中%药物易于达到靶细胞$选

择性作用于血管内皮细胞%全身毒性小* "期临床

!"#
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试验 !!"结果表明#"#$%& 注射液单次以及连续静脉

滴注#均没有产生明显的不良反应$ 但由于 "’$%&
只能通过抑制肿瘤血管内皮细胞的增生而达到抑

制肿瘤生长的目的#而不能彻底消除肿瘤细胞#停

药后肿瘤继续生长#故需长期给药#这样我们就不

得不面对如何大量制备和纯化活性蛋白% 怎样降

低成本% 长期药物累积的不良反应以及远期疗效

如何等诸多问题$ 如何克服这一局限性是将来的

一个研究方向$
免 疫 组 化 结 果 显 示 #"’$%& 并 未 降 低 肝 转 移

瘤 ()*+ 的 表 达#,(- 却 明 显 降 低$ 其 作 用 机 理

可能是 "’$%& 主要通过抑制血管内皮细胞来抑制

肿瘤生长#从而使 ,(. 降低$ 有研究 !/#%0"显示#内

皮抑素和血管内皮细胞结合后可促进血管内皮细

胞的凋亡# 内皮抑素还可作为配体与粘附分子中

的整合素家族成员相结合# 从而抑制整合素介导

的血管内皮细胞迁移$ 但 "’$%& 对癌细胞无明显

杀伤作用#并不影响癌细胞本身 (1*2 的自分泌#
相 反 新 生 血 管 生 长 被 抑 制 后 瘤 体 内 相 对 缺 氧 加

重#有可能刺激肿瘤细胞分泌 (1*2!%%"$ 这与非选

择性抗癌药物通过杀伤肿瘤细胞引起 (1*2 降低

从而导致 ,(. 降低的机制有所不同 !%3"$本研究结

果同时显示# 对照组% 低剂量% 中剂量和高剂量

"’$%& 组 的 肝 转 移 率 为 %004 %53678 %904 及

:7;74#虽然低%中剂量 "’$%& 组和 对 照 组 比 较 未

能显示出统计学差异#但随着 "’$%& 剂量的增加#
肝转移率有逐渐降低的趋势#同时 ,(- 计数逐渐

降低# 表明 "’$%& 在一定的范围内抑制肝转移存

在量效关系#低%中剂量 "’$%& 组肝转移率和对照

组比较未能显示出统计学差异可能与样本量较少

及非参数检验方法敏感性较低有关# 进一步证实

尚需增加小鼠数量进行研究$
我们的研究结果表明# 一定剂量的 "’$%& 能

明显抑制结肠癌肝转移# 其作用可能是主要通过

攻击血管内皮细胞来实现的$ "’$%& 作为一种高

效低毒的药物# 可望为开展大肠癌多学科综合治

疗开辟新的途径$ 但 "’$%& 对肿瘤细胞没有直接

杀伤的作用#对原位肿瘤抑制作用较差$ "’$%& 联

合化疗药能否在不增加化疗不良反应的同时进一

步增强化疗对肝转移的抑制作用# 需要进一步的

研究$
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