
重庆医科大学学报 2011年第 36卷第 11期 (Journal of Chongqing Medical University 2011．VOI．36 No．1 1】 一 1 335 — 

基础磊歼究 D0I：10．39696．issn．0253—3626．2011．11．016 

小剂量紫杉醇联合重组人血管内皮抑素对乳腺癌 MCF一7 

细胞抑制作用的实验研究 

饶明月，张幸平，程 丽，周涛琪，杨 敏，何阳科 

(重庆医科大学附属第一医院肿瘤科，重庆 400016) 

【摘 要 】目的：观察小剂量(40 I~g／m1)紫杉醇(Paclitaxel，PTX)联合重组人血管内皮抑素(Recombinant human endostatin．rh— 

ES)对人乳腺癌MCF一7细胞生长及其血管内皮生长因子(Vascular endothelial growth factor，VEGF)表达的抑制作用。方法：实验 

分为对照组(A组)、PTX组(B组)、rh—Es组(c组)及 trl~+rh—ES组(D组)。用细胞计数板计数法测定各组药物作用于 MCF一7 

细胞 24 h后的细胞存活数并计算细胞抑制率。免疫细胞化学 SABC法检测各组 VEGF蛋白表达，RT—PCR法检测各组 VEGF 

mRNA表达。结果：D组的细胞抑制率明显高于 C组(P=O．002)，但与 B组比较无统计学差异(P=0．57)。D组的 VEGF蛋白及 

mRNA的表达较其余3组明显减少，差异具有统计学意义(尸<0．05)。细胞抑制率的增加与VEGF表达减少之间具有线性相关性 

(r=0．564，P<0．001)。结论：小剂量PTX与rh—Es联合应用可明显抑制乳腺癌MCF一7细胞生长及其VEGF表达。提示两者联用 

在抑制肿瘤血管生成方面具有协同作用 
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【Abstract]Objective：To observe the low—dose(40~g／m1)paclitaxel(PTX)combined with recombinant human endostatin(rh-ES)in 

inhibiting the growth of human breast cancer MCF-7 cell line and suppressing the gene expression of vascular endothelial growth 
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factor(VEGF)．Methods：The experiment had four groups：con— 

trol group(group A)，group PTX(group B)，group rh—ES(group 

C and group PTX+rh-ES(group D)．It enumerated the sur— 

viving MCF一7 cells after 24 h，which were treated with the four 

对大鼠等小动物的无创性检查上具有其独特的优势，对评价 

SD大鼠肾上腺区人 NB异种移植瘤造模有较高价值。 
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methods．Inhibitory rate of cells of the four groups was calculated．The VEGF protein and mRNA expressions were detected by l‘m- 

munocyt0chemistry and RT—PCR．Results：The inhibitory rate of group D was higher than that of group C(P=0．002)，but there was no 

statistic significance of inhibitory rate between group D and group B(P=0．57)．When VEGF protein and mRNA expressions were com— 

pared between each group，those in group D were significantly lower than in the other three groups(P<0．05)．The increased inhibitory 

rate of MCF一7 cells and the decreased expression of VEGF were in linear correlation(r=O．554，P<0．001)．Conclusion：Low-dose P1x 

combined with rh—ES can obviously inhibit the growth of MCF一7 cell line and suppress gene expression of VEGF．Our results demon～ 

strate the combined use of low—．dose PTX and rh—-ES has synergistic effects in inhibiting tumor growth and angiogenesis． 

【Key words]breast cancer；paclitaxel；antiangiogenic chemotherapy；recombinant human endostatin；VEGF 

乳腺癌是女性常见恶性肿瘤之一，其治疗模式为以手术 

为主的综合治疗。抗血管生成治疗的深入研究为乳腺癌的合 

理治疗提供了新思路。重组人血管内皮抑素(Recombinant 

human endostatin．rh—ES)在治疗非小细胞肺癌[ 1中已被证实 

能通过抑制肿瘤新生血管生成而有效地缩小肿瘤体积，但其 

在乳腺癌的治疗中少有报道。最近的研究口，31还发现，化疗药 

物紫杉醇(Paclitaxel，Prx)在小剂量、高频率应用下能有效地 

抑制肿瘤细胞血管内皮生长因子(Vascular endothelial growth 

factor．VEGF)的表达、血管内皮细胞增殖及迁移，继而抑制肿 

瘤新生血管生成。本实验通过研究小剂量 PTX联合 rh—Es 

对人乳腺癌 MCF一7细胞生长及 VEGF表达的抑制作用 ，为 

探讨两者联用在抗肿瘤新生血管生成上的作用及其可能的 

机制提供一些实验依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

人乳腺癌 MCF一7细胞株(由成都医学院形态学教研室 

惠赠)、紫杉醇(江苏奥赛康药业有限公司 ，100 mg／支 ，批号 

H20064299)、重组人血管内皮抑素(山东先声麦得津生物制 

药有限公司，15 mg／支，批号 $20050088)。RPMI1640培养基 

购自GIBCO公司，小牛血清购自杭州四季青公司。兔抗人 

VEGF多克隆抗体及免疫细胞化学SABC试剂盒均购自武汉 

博士德生物工程有限公司。RNAiso Plus、Prime Script RT Kit 

均购 自大连 TaKaRa公司，2*Taq PCR Master Mix购 自北京 

天根生物有限公司，PCR扩增引物由上海生工合成。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 人乳腺癌 MCF一7细胞株培养于含 10％／J~ 

牛血清、青霉素 lO0 Ixg／ml、链霉素 100／~g／ml的 RPMI 1640 

完全培养基，5％CO：、37℃孵箱培养。细胞呈贴壁生长
。隔 日 

换液，2-3 d传代 1次 

1．2．2 实验分组及用药方案 待 MCF一7细胞处于对数生长 

期时，常规传代于50 ml细胞培养瓶中培养。将传代细胞随机 

分为4组：对照组(A组)、PTX组(B组)、rh～ES组(c组)及 

x+rh—Es组(D组)，每组20瓶。用药方案：根据临床用药 

剂量经体表面积公式换算后药物终浓度为： 1x 40 ml； 

rh—ES 15 g，ml。A组：PBS 275 Ixl；B组：小剂量 PTX给药一 

次(r'TX 200 l+生理盐水 75 1)；C组：rh—ES给药一次(rh— 

ES 75 Ixl+生理盐水 200 1)；D组：小剂量 PTX及 rh—ES联合 

给药一次(PTX 200 pJ+rh—ES 75 1)。 

1．2．3 细胞计数板计数法测定细胞存活数、计算细胞抑制率 

取对数生长期细胞，调整细胞悬液浓度为 2x10 个／ml。将 

细胞以每瓶 5 ml接种于 5O ml的培养瓶中，待细胞贴壁后再 

培养 12 h，每组加入相应的药物。用药后细胞培养 7 h后常 

规换液，加入不含药物的培养基培养至24 h，测定各组细胞 

的数量后 ，D组继续培养至 48、72 h。观察各组细胞在用药后 

24 h时的形态学变化 ，用细胞计数板进行计数、计算细胞抑 

制率。细胞抑制率=f(对照组细胞数～实验组细胞数)，对照组 

细胞数]xl00％。继续观察 D组细胞在用药后 48、72 h的形 

态学变化，用细胞计数板进行计数、计算细胞抑制率。 

1．2．4 RT—PCR法检测 VEGF mRNA表达 将对数生长期 

的细胞培养于 50 m1培养瓶内，实验分组及处理同前。各组 

于处理24 h后收集细胞．按照试剂说明书提取细胞总RNA 

并合成 cDNA模板。PCR扩增引物序列如下：VEGF上游 ： 

CCAGGAAAGACTGATACAGAACG：VEGF下游：CTCCCAA— 

CTCAAGTCCACAGC；扩增长度为 453 bp。GAPDH上游 ：A～ 

GAAGGCTGGGGCTCATITG；GAPDH 下 游 ：AGGGGCCATC— 

CACAGTCqTC；产物长度为 258 bp。PCR扩增条件为：94~C 3 

min；94oC 30 8、59℃30 s、72℃30 S，循环 35次 ；72℃ 5 min 

PCR产物进行 1．5％ 琼脂糖凝胶电泳 30 min(电压80 v)．凝 

胶成像系统[Chemi Doc XRS(BIO—RAD)]CCD拍照．Quantity 

One软件对条带灰度值进行分析，以 VEGF基因与 GAPDH相 

对浓度的比值反映VEGF表达量。 

1．2．5 免疫细胞化学SABC法检测VEGF蛋白表达 将对 

数生长期的细胞制成细胞悬液，接种于24孔板 (内置 lO 

mmxlO mm玻片，用于细胞爬片)。待细胞贴壁 12 h后
，随机 

分为4组，每组 15孔。药物浓度同前。根据细胞生长面积调 

整药物剂量为 ：A组 PBS 11 Ixl；B组 PTX 8 I+生理盐水 3 

txl；C组 rh—ES 3 l+生理盐水 8 l；D组 PTX 8 1+rh—ES 3 

l。每组加入相应的药物后 7 h常规换液，加入不含药物的 

培养基培养至24 h。细胞经95％E,醇固定后，先予以0．3％甲 

醇双氧水阻断内源性过氧化物酶，再将一抗稀释至 1：5O滴 
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3 讨 论 

肿瘤新生血管生成是促血管生成因子与抑制因子失衡 

的结果。Tseng等 E实了VEGF是目前已知活性最强、特异 

性最高的促血管生成因子。Folkman的研究发现[51，rh—ES表 

面的肝磷脂硫酸结合位点通过与VEGF竞争性地结合内皮 

细胞表面的肝磷脂或乙酰肝素硫酸盐蛋白聚糖，可抑制VEGF 

的表达，达到对多种实体肿瘤新生血管生成的抑制作用。 

临床上应用细胞毒药物PTX化疗时多采用人体最大耐 

受量 ：单药为 135～200 mg／m ，联合用药为 135～175 mg／m 。 

Lyons[~建立的离体乳腺癌组织促血管生成模型发现实验组 

经小剂量、高频率应用 PTX后 ，血管初始形成较对照组减少 

69％。血管增长较对照组减少 81％，总体血管生成较对照组 

减少 94％。 

在本实验中，将小剂量 PTX(40 t~g／m])和 rh—Es分别及 

联合作用于乳腺癌 MCF一7细胞 。通过观察细胞形态及细胞 

计数板计数，我们发现各组用药后均能有效地抑制MCF一7细 

胞生长。联合用药组的细胞抑制率明显高于 rh—ES组及空白 

对照组 (P值分别为 0．002，0．003)，但与 瞰 组相 比无统计 

学差异( 0．57)。提示 PTX在小剂量应用下仍能有效抑制肿 

瘤细胞生长，但与 rh—ES联用尚不能证实在抑制肿瘤细胞生 

长上具有协同效应。 

目前研究表明，PTX的抗血管生成效应的机制主要是 

通过下调 VEGF受体一2v，81，以减少 VEGF的有效表达。ca— 

ballero等【9】选择 33例对铂类药物耐药的头颈部鳞癌患者 ．每 

周应用小剂量 PTX。6周后患者血清 VEGF水平至少降低 

3o~(p=o．01)。我们的实验结果表明，小剂量的 PTX能一定 

程度地抑制 MCF一7细胞 VEGF的表达 ，但与对照组比较差 

异无统计学意义( 0．22)，其原因可能为本实验为离体细胞 

实验 ，仅行 PTX治疗 1个周期 ，治疗时间较文献报道的时间 

短有关。后续研究可在本实验的基础上加做动物实验。增加 

PTX的治疗周期。 

本实验证实了 rh—Es组和 PTX+rh～ES联合用药组均能 

抑制MCF一7细胞 VEGF的表达，但联合用药组作用更为显 

著(P=0．01)，提示两者联用对抑制 VEGF表达具有协同作 

用。该结果与Holm[t嚏 立的卵巢癌在体实验结果一致。其可 

能的作用机制为：(1)PTX在小剂量应用时能下调 VEGF受 

体一2的表达，使其与 VEGF结合产生的二聚体减少 ．针对其 

信号通路中的起始环节 ，切断信号传导的途径。(2)rh—ES竞 

争性地占据 VEGF结合位点，拮抗 VEGF表达。两者共同抑 

制 VEGF信号通路 ，关闭血管生成“开关 ”，抑制肿瘤血管生 

成，从而达到抑制肿瘤生长的目的。 

本研究还发现 ，各实验组间肿瘤细胞的抑制率越高，其 

VEGF表达程度越低，该结论与文献资料fl1报道一致。这一结 

论也提示 ，肿瘤及其血管的生长与 VEGF表达程度密切相 

关。其可能的机制[ 21为肿瘤细胞分泌的 VEGF能促进微血管 

生成 ，为肿瘤提供更多的营养物质及氧，促进肿瘤的生长及 

转移。而减少肿瘤细胞 VEGF的表达，能抑制肿瘤血管生成， 

从而间接抑制肿瘤生长。 

小剂量 PTX与 rh—Es联合应用可明显抑制乳腺癌 

MCF一7细胞生长及其 VEGF表达，提示两者联用在抑制肿瘤 

血管生成方面具有协同作用。但我们的实验仅为离体的细胞 

实验，有局限性 ，还需要进一步的动物实验研究来证实这一 

结论。 
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