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重组人内皮抑素对裸鼠胃癌瘤株生长的影响
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　　摘要：目的　探讨重组人内皮抑素（ｒｈＥＳ）对胃癌裸鼠瘤株生长的影响。方法　随机将 １２只胃癌
荷瘤裸鼠分为实验组与对照组。对照组瘤周注射生理盐水０．１ｍｌ，实验组瘤周注射 ｒｈＥＳ２ｍｇ／ｋｇ，１次／
ｄ，连用 １０ｄ。自用药开始，每 ５ｄ测量肿瘤体积，直至用药结束后 ５ｄ，检测肿瘤组织 ＶＥＧＦ，ｂＦＧＦ，
ＰＤＧＦ，ＶＥＧＦｃ，ＶＥＧＦＲ３，ＦＶＩＩＩＡｇ，ＰＣＮＡ和 ｂｃｌ２及肿瘤细胞凋亡指数（ＡＩ）；计算抑瘤率，肿瘤缩小
率；分析对照组与实验组 ＡＩ，肿瘤体积及微血管密度以及实验组治疗前后肿瘤体积差异的显著性。结
果　用药前实验组肿瘤体积与对照组差别无统计学意义。用药后实验组肿瘤体积迅速减小；用药后 ５ｄ
肿瘤体积与对照组相比明显缩小（Ｐ＝０．０００１）。实验组肿瘤用药后较用药前明显缩小（Ｐ＝０．００１５）。
抑瘤率为 ９１．２％，肿瘤缩小率为 ５３．５％。实验组 ＶＥＧＦ，ｂＦＧＦ，ＶＥＧＦｃ，ＶＥＧＦＲ３，ｂｃｌ２及 ＰＤＧＦ表达
强度均低于对照组；实验组 ＡＩ高于对照组相（Ｐ＝０．００００）；ＭＶＤ低于对照组相（Ｐ＝０．００２２）；ＨＥ染
色坏死区多于对照组。结论　ｒｈＥＳ可减少肿瘤血管生成，增加肿瘤细胞凋亡，抑制肿瘤生长。
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　第４期　　　　　 王天宝，等：重组人内皮抑素对裸鼠胃癌瘤株生长的影响

　　目前认为新生血管对实体肿瘤患者的病期进

展有重要作用，抑制肿瘤血管形成可抑制肿瘤生

长。１９９７年，Ｏ′Ｒｅｉｌｌｙ等［１］发 现 鼠 源 内 皮 抑 素

（ＥＳ），能特异性地抑制血管内皮细胞增殖，有效地

抑制血管生成及肿瘤生长。笔者用本室已建立的

胃癌荷瘤裸鼠作为实验动物模型，给予重组人内皮

抑素（ｒｈＥＳ）治疗，以研究 ｒｈＥＳ对人胃癌裸鼠瘤株

生长的抑制作用。

１　材料与方法

１．１　动物

１２只 Ｂａｌｂ／ｃｎｕ／ｎｕ裸鼠购自中国医学科学院

动物研究所，周龄 ５～１０周，体重 １０～２０ｇ，雌、雄

兼用。

１．２　肿瘤移植方法

将第 ７代瘤株癌组织切成 １ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ

组织块，０．３％威力碘消毒裸鼠右后肢背侧皮肤，

眼科剪刀剪开皮肤约 ０．３ｃｍ，并建立长约 ０．６ｃｍ的

皮下隧道，用 １２号针头将 ３块 １ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ

胃癌组织送入其中，再次消毒皮肤，自瘤株肿瘤离

体到皮下移植完毕约 ３０～４０ｍｉｎ。

１．３　实验分组

移植 ２０ｄ后，将 裸 鼠 随 机 分 为 ２组 （每 组 ６

只）：（１）实验组，ｒｈＥＳ（山东烟台荣昌制药有限公

司惠 赠）２ｍｇ／ｋｇ，瘤 周 注 射，１次／ｄ，连 用 １０ｄ；

（２）对照组瘤周给予生理盐水注射 ０．１ｍｌ，１次／ｄ，

连用 １０ｄ。实验操作均遵循无菌原则。

１．４　观察项目

１．４．１　移植瘤生长情况　移植后逐日观察荷瘤

鼠生活情况，肿瘤大小与外观，记录潜伏期。用药

后，每 ５ｄ测量肿瘤长径（ａ），短径（ｂ），按 Ｖ＝ａ×

ｂ２／２求得肿瘤的近似体积。计算抑瘤率（ｔｕｍｏｒｉｎ

ｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ，ＴＩＲ），ＴＩＲ＝（对照组肿瘤体积 －实验

组肿瘤体积）／对照组肿瘤体积 ×１００％。肿瘤缩

小率（ｔｕｍｏｒｃｏｎｄｅｎｓｉｎｇｒａｔｅ，ＴＣＲ），ＴＣＲ＝（治疗前肿

瘤体积 －治疗后肿瘤体积）／治疗前肿瘤体积 ×

１００％。绘制移植瘤生长曲线。

１．４．２　ＨＥ染色病理检查　处死时移植瘤株瘤组

织行常规病理检查；肝、肺行 ＨＥ染色病理检查确

定有无转移。

１．４．３　ＳＡＢＣ免疫组织化学检测 　免疫组化检测

移植瘤组织中 ＶＥＧＦ，ｂＦＧＦ，ＶＥＧＦｃ，ＰＣＮＡ，ＦＶＩＩＩＡｇ

以及 ｂｃｌ２表 达 情 况，操 作 步 骤 依 说 明 书 进 行。

ＶＥＧＦ，ｂＦＧＦ，ＶＥＧＦｃ，ＰＣＮＡ以及 ｂｃｌ２判断标准：

阳性表达为细胞胞浆着色（ＰＣＮＡ胞核染色）呈棕

黄色，阴性为未见棕黄色染色的细胞；低表达（＋）

为每 ２００倍视野阳性细胞数 ＜２０％；高表达（＋＋）

为每 ２００倍视野阳性细胞数 ＞２０％。基于 ＦＶＩＩＩＡｇ

染色的微血管记数：选择微血管密集的 ４个区域，

在 ２００倍显微镜下记数血管数，取平均值作为每个

标本的微血管数。

１．４．４　原位杂交测定 ＰＤＧＤ表达　操作步骤依说

明书进行，结果判断同 ＳＡＢＣ判断指标。

１．４．５　原位末端标记法测定肿瘤细胞凋亡　操

作步骤依说明书进行。评价方法：在 ４００倍视野下

记数 ４个凋亡细胞集中区，平均每 １００个肿瘤细胞

中凋亡细胞数，即凋亡指数（ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｅｘ，ＡＩ）。

１．５　统计学处理

用 ＳＡＳ６．１２统计软件分析实验组与对照组 ＡＩ，

ＭＶＤ及肿瘤体积差异的显著意义。

２　结　果

２．１　移植瘤生长情况

瘤株肿瘤生长潜伏期均为 ８～１０ｄ，肿瘤呈膨胀

性生长，质地略韧，活动。移植后 ２０ｄ，对照组裸鼠

瘤株肿瘤体积平均（２０２．７±４９．２）ｍｍ３，实验组为

（２０５．２±５５．５）ｍｍ３（ｔ＝ －０．２９９２，Ｐ ＝

０．７７１６）。用药后对照组依然迅速生长，而实验组

肿瘤生长立即被阻止而且迅速缩小。用药开始后

１５ｄ，对照组肿瘤体积平均为（１０５７．４±１１４．２）

ｍｍ３，实 验 组 平 均 为 （９５．４±２８．１）ｍｍ３（ｔ＝

－２０．０４４２，Ｐ＝０．０００１）。抑瘤率为 ９１．２％，平均

ＴＣＲ为５３．５％。实验组用药后肿瘤体积明显小于用

药前（ｔ＝４．３１９４，Ｐ ＝０．００１５）。肿瘤生长曲线

随时间延长而迅速下降，与对照组迅速上升形成鲜

明对比（图 １）。对照组部分裸鼠出现恶液质，局部

皮肤破溃，但均未见肝、肺转移，而实验组所有裸鼠

生活良好，均未出现恶液质，亦未见肝、肺转移。

９６２
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ｒｈＥＳ注射后肿瘤体积迅速下降，与对照组迅速上升形成鲜

明对比

图 １　ｒｈＥＳ实验组与对照组移植瘤生长曲线比较

２．２　ＨＥ染色病理检查

两组瘤株均为中分化腺癌：癌细胞核深染、增

大，可见双核，胞浆丰富，细胞排列欠规则，有腺腔

结构，与人胃癌病理结构相同，但实验组坏死区多

于对照组。肝、肺均未见转移。

２．３　ＳＡＢＣ免疫组化检测

对照 组 ＶＥＧＦ，ｂＦＧＦ，ＶＥＧＦｃ，ＶＥＧＦＲ３，ｂｃｌ２

及 ＰＣＮＡ表达强度均为（＋＋）；基于 ＦⅧＡｇ染色而

测定的 ＭＶＤ平均为（２０．０±４．５６）个／２００×Ｈｐ。

实验 组 ＳＡＢＣ免 疫 组 织 化 学 检 测 ＶＥＧＦ，ｂＦＧＦ，

ＶＥＧＦｃ，ＶＥＧＦＲ３及 ｂｃｌ２表达强度为（０～＋）；

ＭＶＤ平均为（１０．０±１．５２）个／２００×Ｈｐ（图 ２），

均明显低于对照组（ｔ＝５．０９６５，Ｐ ＝０．００２２）。

但 ＰＣＮＡ表达强度为（＋＋）。

Ａ：实验组 ＭＶＤ（１０．０±１．５２）个 ／２００×Ｈｐ；Ｂ：对照组

ＭＶＤ（２０．０±４．５６）个 ／２００×Ｈｐ

图 ２　ｒｈＥＳ实验组与对照组移植瘤组织 ＭＶＤ比较

（×２００）

２．４　原位杂交

实验 组 ＰＤＧＦ表 达 强 度 为 （０～ ＋）；对 照 组

ＰＤＧＦ表达强度为（＋＋）。

２．５　肿瘤细胞 ＡＩ

对照组 ＡＩ平均为（２．４２±０．５８）％；实验组

ＡＩ平均为（５．７７±０．８３）％ （ｔ＝８．０７２４，Ｐ ＝

０．００００）（图 ３）。

Ａ：实验组肿瘤细胞凋亡多；Ｂ：对照组凋亡细胞较少

图 ３　ｒｈＥＳ实验组与对照组移植瘤细胞凋亡比较

（×４００）

３　讨　论

治疗肿瘤应把肿瘤分为两个不同的细胞群：肿

瘤细胞群与血管内皮细胞群。Ｏ′Ｒｅｉｌｌｙ［１］报道内皮

抑素治疗肿瘤并不是使肿瘤细胞的增殖减少，而是

肿瘤细胞凋亡速度比治疗前高出 ７倍。内皮细胞

具有正常的染色体基因组，存在遗传上的稳定性，

不易产生耐药性，因此针对内皮细胞治疗实体肿瘤

广谱有效。Ｂｏｅｈｍ等［２］用 ＥＳ治疗小鼠的实验性

Ｌｅｗｉｓ肺癌，未出现耐药性。组织切片发现，残留肿

瘤组织只有少量或完全没有血管生成，说明 ＥＳ能

抑制内皮细胞生长和血管生成。骆成玉等［３］报道

ＥＳ及 ＥＳ与 ５ＦＵ联合应用可使结肠癌肝转移率明

显降低。Ｙａｍａｎａｋａ等［４］将含有 ＥＳ基因的病毒注入

鼠 Ｂ１６脑瘤瘤体内，可明显抑制肿瘤生长，减少瘤

组织血管形成。刘江秋［５］发现 ｒｈＥＳ抑制小鼠黑素

瘤的生长、转移及新生毛细血管的形成。

本实验结果显示，ｒｈＥＳ明显抑制胃癌荷瘤裸鼠

肿瘤的生长，ＴＩＲ高达 ９１．２％，平均 ＴＣＲ为５３．５％，

效果极其明显。且 ＭＶＤ明显减少，说明 ｒｈＥＳ可使

实体肿瘤的血管生成减少，从而使肿瘤缺氧，营养

供应不足，促进凋亡，进一步抑制肿瘤生长。ＰＣＮＡ

表达均为强阳性，提示 ｒｈＥＳ并不影响肿瘤细胞的

增殖；凋亡抑制基因 ｂｃｌ２表达下调，ＡＩ升高，证实

ｒｈＥＳ可促进胃癌荷瘤裸鼠肿瘤细胞发生凋亡。Ｂｅｒ

ｔｏｌｉｎｉ等［６］发现 ＥＳ作用机制在于抑制内皮细胞增

０７２
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殖，加速其凋亡。实验组裸鼠均未见消瘦、出血、食

欲不振等毒副作用，对 ｒｈＥＳ耐受良好，与文献［１］报

道相一致。但本实验还发现 ｒｈＥＳ能下调与血管生

成有关的因子如 ＶＥＧＦ，ｂＦＧＦ，ＰＤＧＦ表达及与淋巴

管生成有关的因子如 ＶＥＧＦｃ，ＶＥＧＦＲ３表达，其确

切机制未明。然而上述因子表达下调，肯定能减少

微血管及淋巴管生成，从而抑制肿瘤生长及转移。

李文等［７］经生物学活性测定 ｒｈＥＳ，发现可抑制 ｂＦ

ＧＦ对牛毛细血管内皮细胞的增殖作用。孙惠川

等［８］给肝癌复发转移模型皮下注射 ｒｈＥＳ４ｍｇ／（ｋｇ．

ｄ），结果显示 ｒｈＥＳ不仅抑制肝癌复发，而且减少肺

转移灶的数目，延长裸鼠生存期。ｒｈＥＳ可减少原位

移植肝癌的 ＭＶＤ，增加肿瘤细胞凋亡［９］；抑制人舌

癌的浸润与血行转移［１０］。同时给予自杀基因与内

皮抑素基因治疗人肾癌裸鼠肿瘤疗效显著［１１］。

综合本文资料及文献，笔者认为 ｒｈＥＳ对胃癌的

影响包括：（１）ｒｈＥＳ抑制微血管内皮细胞的迁移、

增殖，抑制肿瘤血管生成；（２）ｒｈＥＳ不影响肿瘤细

胞增殖，但增加肿瘤细胞凋亡，从而抑制肿瘤的生

长；（３）ｒｈＥＳ抑制肿瘤生长具有广谱性，尚未发现

耐药性及毒副作用。
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