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重组人内皮抑素联合紫杉醇 +顺铂化疗方案治疗人乳腺癌祼鼠移植瘤的研究

邓, 莉!，张轩珍&，王卫东!，陈正堂!，曹正怀! , , （ !第三军医大学新桥医院全军肿瘤诊治研究所，重庆 %"""*)；&重庆市妇
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, , 摘, 要：目的, 探讨重组人内皮抑素（-./01234，商品名恩度）联合化疗方案对人乳腺癌（567#)）裸鼠模型的治疗，观
察其对祼鼠血管生成及肿瘤生长的抑制作用。方法, 将 %’ 只荷瘤鼠按随机数字表法分为 8组及 9组，每组 &% 只，两组
再分为化疗组、内皮抑素组、联合用药组及对照组，化疗组给予紫杉醇 +顺铂（:;），紫杉醇 &" <= > ?=，腹腔注射，第 !、)、!%
天，顺铂 $ <= > ?=，腹腔注射，第 !、) 天；内皮抑素组给予重组人内皮抑素 !" <= > ?=，静脉推注，连续 !% /；联合用药组给予
重组人内皮抑素 + :;：紫杉醇 &" <= > ?=，腹腔注射，第 !、)、!% 天，顺铂 $ <= > ?=，腹腔注射，第 !、) 天，重组人内皮抑素
!" <= > ?=，静脉推注；对照组连续 !% /静脉推注等体积生理盐水，比较各组的抑瘤率，绘制肿瘤生长曲线。@ABC8 方法检
测血清血管内皮生长因子（D@E7），肿瘤组织病理切片，观察微血管密度（5DF）、凋亡指数，9 组动物观察其生存期。结
果, 联合用药组 D@E7、5DF与其他各组比较明显减低（! G "H "$），凋亡指数与其他各组比较明显增加（! G "H "$），生存
时间与对照组比较明显延长（! G "H "$）。结论, 重组人内皮抑素联合 :;方案治疗人乳腺癌裸鼠移植瘤对肿瘤生长及肿
瘤血管抑制优于单一化疗，但 ! 个周期联合化疗用药不能延长生存期。
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, , 乳腺癌是女性常见恶性肿瘤，近年来发病率呈逐
年递增趋势，生物治疗成为继放化疗、内分泌治疗后的

另一种值得期待的保守治疗方法。作为血管依赖的实

体肿瘤，乳腺癌的血管生成在其生长及侵袭中有重要

作用，并与其预后有关系。内皮抑素是近年来发现的

一种抑制血管生成的蛋白质［!］。本实验采用重组人
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内皮抑素联合紫杉醇 !顺铂（"#）化疗方案对人乳腺
癌裸鼠模型进行研究，以探讨其对乳腺癌血管生成和

肿瘤生长以及预后的影响。

!" 材料与方法

$% $& 材料
$% $% $ & 实验试剂 & & 重组人内皮抑素（ ’()*+,-.，商品名恩
度），由江苏先声药业提供；紫杉醇 /0 12 3支，山西普德药业生
产，批号 40050$0$，顺铂，$0 12 3支，齐鲁药业生产，批号
50/0$678，均购于本院中心药房；9:;8 :<=>?试剂盒购自美国
@-.A’,公司；免疫组化一抗 7B/6、B?C显色液均购于武汉博士
德；"DE:<试剂盒购自德国罗氏公司。
$% $% 4& 细胞株& & 人乳腺癌 @78F5 细胞株，由第三军医大学
军事预防医学院提供，培养条件：生长于含 $0G胎牛血清（"CB
公司）、青霉素 $00 D 3 1H、链霉素 $00 !2 3 1H 的 I#@=$J60 液体
培养基（KL7H*(’ 公司），/5 M、饱和湿度、NG 7O4 孵箱培养。

细胞呈贴壁生长，每日换液，4 P / )传代 $ 次。
$% $% /& 实验动物模型的建立& & 6 P N 周龄 C?<C 3 QF(R 3 (R 裸
鼠 N4 只，雌性，体质量 $S P 4N 2，购于北京医科大学实验动物
中心，合格证号 >7TU（京）F400500$，饲养于本院实验动物中心
>#8级层流室。取对数生长的 @78F5 细胞，用 0% 4NG胰酶消
化，含血清的培养基终止消化，弯头吸管吹打成细胞悬液，S00
. 3 1V(，离心 N 1V(，#C>稀释，制成细胞悬液，细胞数为 /% / W $05

1H X$，于裸鼠右侧乳垫下注射 0% / 1H，注射后 4 P 5 ) 可见到肿
瘤开始生长，逐渐增大，未见到肿瘤消退，N4 只裸鼠全部成瘤。

$% 4& 方法
$% 4% $& 实验分组& & 人乳腺癌 @78F5 细胞原位接种后 $0 )，
N4只荷瘤鼠全部成瘤，测量肿瘤最大径（-）和最小径（Y），计算
肿瘤体积（!）：! Z -Y4 3 4，将肿瘤体积过大及过小者排除，共有
6S 只荷瘤鼠进入实验，按随机数字表法分成 ?、C 4 组，各组再
按用药不同分成 6 个亚组，每组 J 只，各组肿瘤平均体积差异
无统计学意义（" [ 0% 0N）。联合用药组（重组人内皮抑素 !
"#）：紫杉醇 40 12 3 A2，腹腔注射，第 $、5、$6 天，顺铂 N 12 3 A2，
腹腔注射，第 $、5 天，重组人内皮抑素 $0 12 3 A2，静脉推注，自
第 $ 天起连续用药 $6 )；化疗组（"#）：紫杉醇 40 12 3 A2，腹腔注
射，第 $、5、$6 天，顺铂 N 12 3 A2，腹腔注射，第 $、5 天；内皮抑素
组：重组人内皮抑素 $0 12 3 A2，静脉推注，连续 $6 )；对照组：等
量无菌生理盐水，静脉推注，连续 $6 )，? 组进行各项指标检
测，C组观察各组生存期。
$% 4% 4& 检测指标及方法
$% 4% 4% $& 肿瘤体积及肿瘤生长曲线& & 每 / 天用游标卡尺测
$ 次肿瘤体积，直至注药结束后 $ )，取各组平均值，绘制肿瘤生
长曲线；实验结束，完整剥离肿瘤，称质量，计算抑瘤率。

& & 抑瘤率（G）Z对照组瘤体质量 X实验组瘤体质量
对照组瘤体质量

W $00G

$% 4% 4% 4& 血管内皮生长因子（9:;8）检测 & & 注药结束后
$ )，眼球拔除取血，N 000 . 3 1V(，离心 S 1V(，取上清，X 50 M保
存，双抗夹心 :<=>?法测 9:;8，检测标本按 $\ $00 进行稀释，
混匀，标准品已经 $\ $00 稀释（按操作步骤按照说明书进行）。

取血后颈椎脱位致死，完整将肿瘤剥离，将剥离的肿瘤组织立

即用 $0G甲醛固定，石蜡包埋、N !1切片、免疫组化染色。
$% 4% 4% /& 肿瘤微血管密度（@9B）& & 采用 $\ $00 稀释的小鼠
7B/6 多克隆抗体为一抗，编号：C?ON/4，B?C 显色，操作步骤
按说明书进行，切片观察先用 60 倍光镜扫视整个切片确定血
管密度最高的区域，再用 600 倍光镜视野下计数血管数目。结
果用 N 个不连续 600 倍视野下的血管数目的平均数来表示。
$% 4% 4% 6& 癌细胞凋亡指数（?=）& & 采用末端转移酶介导的
)D"#切口末端标记法（"DE:< 法）。酶溶液（含 ")"）和标记
液（含 CV*,V(F)D"#）按 $\ ]混合，配成 "DE:<反应液（按实验步
骤按说明书进行）。细胞核呈棕黄色者为凋亡细胞。在 600 倍
视野下，选取 N 个癌区，计算阳性细胞在全部癌细胞中所占的
比例。

& & ?=（G）Z凋亡细胞数
癌细胞总数

W $00G

$% 4% 4% N& 生存期& & 实验 C组连续用药 $6 )后，结束用药，正
常饲养，直至自然死亡，记录各组动物自接种肿瘤细胞开始至

死亡的时间，绘制生存曲线。

$% /& 统计学方法
& & 肿瘤体积、9:;8、@9B、?= 数据用 !# ^ $ 表示，采用单因素
方法分析，生存时间采用 U-_H-(F@’V’. 分析，绘制生存曲线，所
有数据用 >#>> $/% 0 进行统计学处理。

#" 结果

4% $& 各组肿瘤生长曲线的比较
& & ?组至实验结束，无死亡，全部进入指标检测，每日观察动
物生活情况，各组动物能正常进食，活泼，无明显消瘦。自用药

前 $ )开始，每 / 天测 $ 次肿瘤长短径，直至用药结束，用药后
前 / )，各组肿瘤生长平缓，体积比较无统计学差异（" [ 0% 0N），
第 / 天后，各组肿瘤生长出现差异，联合用药组及化疗组生长
曲线平缓，但未停滞，对照组生长较快，曲线陡直，第 $4 天，联
合用药组与化疗组比较有统计学差异，实验结束各组体积比较

有统计学差异（" ‘ 0% 0N）。肿瘤生长曲线见图 $，注药结束，各
实验组瘤体质量分别为联合组（0% N4/ / ^ 0% $$J J）2，化疗组
（0% SJ/ / ^ 0% $$6 N）2，内皮抑素组（$% 0NN 0 ^ 0% $5] ]）2，对照
组（$% /J/ / ^ 0% /5] /）2，联合用药组抑瘤率为 54% 04G，化疗组
抑瘤率为 /6a $0G。
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-：" ‘ 0a 0N，与化疗组比较；Y：" ‘ 0a 0N，组间两两比较
图 !" 各组肿瘤生长曲线的比较
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!! !"

!# !$
%：联合用药组；&：内皮抑素组；’：化疗组；(：对照组
图 !" 各组肿瘤组织细胞凋亡 #$%&’染色结果"（ ) *++）

,# ," 免疫组化方法比较 -.(
" " 采用 ’(/* 标记微血管，’(/* 蛋白阳性染色呈棕黄色，定
位于移植瘤微血管内皮细胞的细胞膜和（或）细胞质，与其他组

织分界清晰，任何被 ’(/* 染成棕色的内皮细胞或内皮细胞簇，
必须与邻近微血管、肿瘤细胞和周围结缔组织分界清楚，才可

作为 0 个微血管计数，管腔大于 1 个红细胞及有较厚肌层的血
管不计数，背景中阳性染色的浆细胞、白细胞依据形态排除（图

,）。-.(计数：联合用药组（,,# 02 3 4# !1），化疗组（/2# // 3
56 1+），内皮抑素组（/,# ++ 3 /# /4），对照组（*1# ++ 3 /# *0）。联
合用药组与其他 / 组 -.( 计数明显比较减少，差异有统计学
意义（! 7 +# +4）。

,# /" 各实验组肿瘤组织内凋亡细胞的比较
" " 光镜下 89:;<染色阳性信号呈棕黄色，位于细胞核内，浓
缩的核质紧贴核膜，或出现均匀的染色，各组凋亡指数分别为

联合用药组（5+# ++ 3 4# //）=，化疗组（/1# ++ 3 2# ,0）=，内皮
抑素组（//# 1/ 3 2# ,0）=，对照组（00# 4+ 3 /# 21）=，联合用药
组凋亡指数高于其他各组，差异有统计学意义（! 7 +# +4）。

,# *" ;<>?%法检测血清 .;@A
" " 联合用药组血清 .;@A（//# 4+ 3 ,# 02）BC D EF，化疗组
（*46 52 3 /# 45）BC D EF，内皮抑素组（*0# // 3 *# !/）BC D EF，对照
组（2/# 52 3 /# 4+）BC D EF，各组比较差异有统计学意义（! 7
+6 +4）。

,# 4" 生存分析
" " 平均生存时间：联合用药组（2!# 4+ 3 /# 04）G，化疗组
（2/6 02 30# ,1）G，对照组（4+# 4+ 3 /# +*）G，内皮抑素组（5!# // 3
,6 ,,）G。联合用药组平均生存期与化疗组比较差异无统计学
意义（! H +# +4），与对照组比较生存期延长，差异有统计学意义
（! 7 +# +4）。

(" 讨论

" " 0!!2 年，I’JKLFFM 等［0］从小鼠血管内皮瘤细胞的
培养上清液中分离得到一种相对分子量为 ,, ) 0+/的

蛋白质———内皮抑素，研究表明内皮抑素是胶原!"
的 ’末端非胶原区 :’> 结构域的 01* 个氨基酸片段。
内皮抑素的作用机制不明，有报道认为整合素、原肌球

蛋白、磷脂酰肌醇蛋白聚糖、层黏连蛋白、--NO, 是其
结合蛋白，但这些受体对于是否发挥抗肿瘤作用依然

不明确［,，/］。目前有研究认为其作用机制是通过阻断

内皮细胞特异性表达的 ;O选择素来调节内皮细胞黏
附和血管骨架的形成。还有研究认为内皮抑素通过下

调 #O连环素的活性，抑制细胞周期蛋白 (0 的表达，引
起内皮细胞 @0期阻滞

［*］。PLQ 等［4］研究得出联合重组
人内皮抑素治疗 &05A0+ 黑素瘤能减少肿瘤血管生
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成，增加肿瘤组织凋亡；!"#等［$］研究表明联合放疗与
内皮抑素质粒治疗小鼠 !%&’(肺癌模型能增强抗肿瘤
疗效。

) ) 本实验采用的重组人内皮抑素（商品名恩度），由
烟台麦得津公司 *+++ 年利用大肠杆菌在全球首次将
内皮抑素大规模成功复性，并创造性的在内皮抑素肽

链 ,端加了 - 个氨基酸，能与金属螯合，这一变化解
决了传统方法生产成本高，纯度过低，稳定性差等难

题。内皮抑素的作用机制已有较多研究，但未达成共

识，乳腺癌是女性高发肿瘤，经过不断的摸索和新的化

疗药物的出现，其有效率也有所提高，但化疗毒副反应

强，容易产生耐药性，以赫塞丁、贝伐单抗为代表的靶

向治疗成为新的研究热点，血管内皮基因稳定，针对血

管内皮靶向治疗可长期用药，不易产生耐药性，内皮抑

素抑制肿瘤血管生成的能力，在肿瘤的不同时期有不

同作用，在血管形成期的应用效果大于血管成熟

期［.］。

) ) 促血管生成因子中最重要的是 /012，能增加血
管的通透性、促进内皮细胞的迁移、增生和肿瘤新生血

管的生成，促进肿瘤的生长和转移。最近研究表明，

内皮抑素的作用与 /012 信号通路有关，其通过抑制
/012诱导的 /01234*（563 7 2894:）酪氨酸磷酸化和
细胞外信号调节激酶（035）的活性来抑制血管生成
和肿瘤细胞活性，抑制内皮细胞增殖，促使内皮细胞凋

亡［;］；谢家印等［-］对 :$* 例非霍奇金淋巴瘤患者血清
内皮抑素及 /012 水平进行检测，发现 /012 与内皮
抑素呈显著正相关。本实验也观察到联合用药组血清

/012较其他组明显减低（! < += +>），这对于临床上寻
找重组人内皮抑素是否有效的生物学标志有参考价

值。

) ) 本实验在肿瘤成瘤早期即开始用药，观察到了对
肿瘤生长和血管生成的抑制，但远期疗效，与单一化疗

方案比较，未观察到生存期延长（! ? += +>）。对于此
结果，分析原因为恶性肿瘤的保守治疗，推荐采用序贯

化疗。本研究仅进行了 : 个周期治疗，用药结束后残
存肿瘤细胞可继续增殖，从而影响远期疗效。使用内

皮抑素对于临床常见的中晚期肿瘤疗效如何，用药时

机的把握，还需继续研究。

) ) 本研究利用重组人内皮抑素联合 @A 方案治疗人
乳腺癌裸鼠，结果显示，与单用 @A 方案比较，肿瘤血
管的生长受到明显抑制，肿瘤组织中凋亡细胞增多，瘤

体未见到消退或明显缩小，但肿瘤生长速度减慢，实验

结束，各组体积差异有统计学意义（! < += +>）。联合

用药优于单一化疗，与黄纯等［:+］运用重组人内皮抑素

对肺癌进行研究实验结果一致。原因可能是紫杉醇作

为一种细胞毒剂，其稳定微管特性使细胞阻滞于 1*期

及 B期而诱导肿瘤细胞凋亡［::］，而内皮抑素干扰血
管形成，破坏了肿瘤细胞赖以生长的营养管道。

) ) 本研究采用人乳腺癌 BC24. 细胞株建立人乳腺
癌裸鼠模型，该细胞株基因型为野生型 A>D，对化疗药
物敏感，与抗肿瘤化疗药物协同，减少了肿瘤血管生

成，加速了肿瘤细胞的凋亡，影响其生长。同时我们进

行了 : 个周期的药物干预后，观察到联合用药组与化
疗组生存时间差异无统计学意义（! ? += +>），考虑到
疗程不够，可导致残存肿瘤细胞的增殖，所以我们推荐

在课题的后续实验及临床试验中进行 * 个周期以上的
药物干预，这为临床使用重组人内皮抑素治疗乳腺癌

用药方案的选择提供一定的实验依据。
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