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重组人血管内皮抑素联合NP方案对人乳腺癌裸鼠移植瘤作 

用的实验研究 

程 丽 ，张幸平 ，杨鸿捷 ，周涛琪 ，饶明月 

(1．重庆医科大学附属第一医院肿瘤科，重庆 400016；2．成都医学院基础医学院形态学教研室，成都 610081) 

【摘 要】目的：探讨重组人血管内皮抑素(Recombinant human endostatin，rh—ES)联合长春瑞滨+顺铂(NP方案)化疗对人乳 

腺癌裸鼠移植瘤的肿瘤生长及新生血管生成的抑制作用。方法：将40只荷瘤裸鼠随机分成NP方案组(A组)、rh—Es组(B组)、 

联合用药组(C组)和空白对照组(D组)，每组 10只。A组给予 NP方案化疗 1周期，B组给予rh—Es 2周期，c组给予rh—Es 

两周期加NP方案 1周期，D组给予等剂量生理盐水。其中，rh—Es连续用药 14 d为 1周期，间隔7 d后重复 1周期。计算各组抑 

瘤率，绘制肿瘤生长曲线。肿瘤组织进行免疫组化法染色，测各组血管内皮生长因子(Vascular endothelial growthfact。 ．VEGF) 

及微血管密度(Microvascular density，MVD)的表达。结果：A、B、C 3组抑瘤率分别为61．80％、64．79％、88．95％，C组抑瘤率明显 

高于其它两组。C组与A、D两组比较VEGF表达，具有显著的统计学差异(P值均为0．001)。c组与A、B、D 3组比较MVD，P 

值分别为O．000，0．006和0．000，均具有统计学意义。结论：rh—ES联合NP方案化疗能明显抑制人乳腺癌裸鼠移植瘤生长及新生 

血管生成，且两者联用具有协同作用。 
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Experimental study of recombinant human endostatin combined with 

NVB—Cisplatin On human breast cancer xenografts in nude mice 

CHENG Liz,ZHANG Xing-pinf，YANG Hong_jie2,ZHOU Tao-qi1,RA0 Ming-yuet 

(』。Department of Oncology，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University；2．Department of 

Morphology，School Q厂Basic Medical Schence，Chengdu Medical College) 

【Abstract】Objective：To evaluate the inhibitory effect of recombinant human endostatin(rh—ES)combined with NP treatment on tumor 

growth and antiagiogenesis in nude mice after xenograft of MCF-7 cell line．Methods：40 nude mice models with human breast carci- 

noma were divided into group NVB—Cisplatin(group A)，group rh—ES(group B)，group NVB—Cisplatin+rh—ES(group C)and control 

group(group D)，each group had 10 nude mice．Group A was given NP treatment one cycle．Group B was given rh-Endostatin two 

cycles．Group C was given NP treatment one cycle combined with rh-Endostatin two cycles．Group D was given normal saline solution 

respectively．Rh-Endostatin was used two cycles，each cycle for 14 days，two cycles interval 7 days．Tumor inhibition rate(TIR)and 

growth curve of each group was calculated and plotted．The vascular endothelial growth factor(VEGF)and microvascular density(MVD) 

expression were detected by immunohistochemistry． Results：TIR of A，B and C groups were 6 1．80％ ，64．79％ and 88．95％． The TIR of 

group C was obviously higher than other two groups． Compared with VEGF expression，group C was significantly lower than group A and 

group D(both P were O．001)．Compared with MVD，group C was significantly lower than other three groups．Conclusion：Rh—Endo— 

statin combined NP treatment have synergistic effect，they can  obviously inhibit tumor growth and angiogenesis． 

【Key words】breast cancer；MCF一7 cell line；recombinant human endostatin；VEGF；MVD 

乳腺癌是妇女最常见的恶性肿瘤 ，居我国城市妇女恶性 

肿瘤的首位。作为血管生成依赖性实体肿瘤，乳腺癌新生血 

管在其发生、发展及转移中起着重要作用。因此，针对肿瘤新 

生血管生成的生物靶向治疗成为乳腺癌治疗的研究热点。 

重组人血管内皮抑素(Recombinant human endostatin，rh— 

ES)是我国学者研发的一种抑制新生血管生成的生物靶向制 

剂。已有研究表明lll，rh—ES对包括肺癌、结直肠癌在内的多种 

实体肿瘤新生血管有强烈的特异性抑制作用，从而达到治疗 

肿瘤的目的。本实验采用人 MCF一7乳腺癌细胞株裸鼠移植 

瘤动物模型，观察rh—Es联合 NP(长春瑞滨+顺铂，NVB+ 

DDP)方案化疗对人乳腺癌裸鼠移植瘤模型肿瘤生长及新生 

血管生成的抑制作用。 

1 材料和方法 

1．1 实验材料 

1．1．1 实验试剂 重组人血管内皮抑素注射液(山东先声麦 

得津生物制药有限公司，15 mg／支，批号 20080902)；长春瑞 

滨(江苏豪森药业股份有限公司，30 me：／支，批号 081102)； 

顺铂(云南生物谷灯盏花药业有限公司，10 mg／支，批号： 

20080601)；VEGF、CD31抗体、DAB显色液(武汉博士德 )； 

sP检测试剂盒(中杉金桥，批号：511783A)。 

1．1．2 细胞株 人乳腺癌MCF一7细胞株，由成都医学院生 

化教研室张涛老师惠赠。培养条件：细胞株生长于含 10％小牛 

血清(TBD公司生产 )、青霉素 100 tx／ml、链霉素 100 txg／ml、 

RPMI1640完全培养基，37℃，5％CO 孵箱培养。细胞呈贴壁 

生长，隔日换液，2～3 d传代 1次。 

1．1-3 实验动物模型的建立 3—4周龄 BALB／c—nu／nu裸鼠 

45只，雌性，体重 18～25 g，购于四川省实验动物检测中心，合 

格证号 SCXK(川 )2008—24，饲养于 SPF级层流室。取对数 

生长期MCF～7细胞，用0．25％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，800 r／min，离心5 min， 

PBS稀释，制成细胞悬液，浓度为 1 x 10，个／ml，于裸鼠右侧 

腋窝下注射0．2 ml。注射后 18～24 d可见到肿瘤开始生长，并 

逐渐增大。45只裸鼠全部成瘤。 

1．2 实验方法 

1．2．1 实验分组 45只荷瘤鼠全部成瘤后，测量肿瘤最大径 

(a)和最小径(b)，将肿瘤最小径达2 mm以上的纳入实验。 

共有 40只荷瘤鼠进入实验，随机分成 4组(随机数字表法)， 

每组 10只。肿瘤体积V(mm )=l／6~rab2,各组肿瘤平均体积 

差异无统计学意义 (P=0．72)。 

1．2．2 实验用药方案 A组：NP方案化疗 1个周期：NVB 

10 mg／kg，第 1天、第 8天；DDP 10 mg／kg，第3—5天。B组 

rh—Es 5 mg，kg，连续用药14 d为 1周期，间隔7 d后重复 1周 

期；C组：rh—ES两周期加 NP方案 1周期，给药方法及剂量同 

前；D组 ：生理盐水 0．2 ml／d，给药时间同 B组。所有药物均用 

生理盐水稀释至0．2 ml，给药途径均为腹腔内注射。 

1．3 观察指标及方法 

1-3．1 肿瘤生长曲线及抑瘤率 自用药前 1 d起，每3 d用游 

标卡尺测量肿瘤最大径和最小径，直至实验结束后 1 d。取每 

组每次测量的肿瘤体积平均值，绘制肿瘤生长曲线，并计算 

每组抑瘤率(Tumor inhibition rate，TIR)。TIR=(对照组肿瘤 
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3 讨 论 

1971年美国学者F0lkman嚯 乳腺癌研究中，首次系统提出 

肿瘤生长和转移依赖于血管生成的学说。1996年 Hanahan等 

【4提 出了血管生成的开关平衡假说 (Angiogenie switch)，认为 

血管形成是自身存在的血管生长抑制因子，如血管他丁、内 

皮抑素(Endostatin，ES)与促血管生长因子，如VEGF和碱性 

成纤维细胞生长因子等共同调控的结果。当促进因子的表达 

水平显著高于抑制因子时，开关打开，血管生成发生；反之血 

管生成被抑制。此后大量研究发现，Es是目前公认作用最强 

的血管生成抑制剂。最近研究发现，Es对多种肿瘤通过抑制 

新生血管生长起到抑制肿瘤的作用，尤其是实体肿瘤【I】。其表 

面的肝磷脂硫酸结合位点可以通过与 VEGF及成纤维细胞 

生长因子2(Fibroblast growth factor-2，FGF一2)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，从而竞 

争性地抑制VEGF的表达，达到抑制血管生长的作用。而 

VEGF是目前唯一特异性作用于血管内皮细胞的一种生长因 

子。在肿瘤发生、发展过程中，肿瘤细胞通过旁分泌和自分泌 

方式释放VEGF，诱导新生血管生成，为肿瘤进一步生长和转 

移提供条件。有研究表明，在肿瘤、炎症、创伤愈合等病变过 

程中VEGF表达显著升高I5·63。因此，在肿瘤抗血管生成治疗 

过程中，Es主要通过与 VEGF竞争性地与血管内皮生长因 

子受体(Vascular endothelial growth factor receptors，VEGFR) 

结合起到抑制新生血管生成，从而抑制肿瘤的生长和转移。 

在乳腺癌的化学治疗中，NP方案为常用的化疗方案。其 

中长春瑞滨作用于微管蛋白通过抑制微管形成，诱导微管解 

聚，使癌细胞分裂中止于有丝分裂中期。顺铂通过与DNA链 

上的碱基作用，引起DNA复制障碍，从而抑制肿瘤细胞分裂。 

两者协同作用于肿瘤细胞，抑制肿瘤细胞的增殖，起到治疗 

肿瘤的作用。NP方案作为乳腺癌拯救治疗方案在临床应用 

中取得了良好的效果171。 

本研究中，我们观察到rh—Es联合 NP化疗方案治疗人乳 

腺癌裸鼠移植瘤时，肿瘤生长速度缓慢，肿瘤体积明显较单 

一 用药组小。其抑瘤率为88．95％，远远高于单一用药组的抑 

瘤率 61．80％和 64．79％。单用rh—Es的抑瘤率为64．79％，与 

国内外文献报道【目的Es抑瘤率在45％ 99％之间的结果相似。 

通过对肿瘤生长曲线的观察，可以看到联合用药组肿瘤生长 

缓慢，肿瘤生长呈消退趋势，但未观察到文献报道的肿瘤消 

失现象 。 

本研究通过比较各组 VEGF表达情况 ，从分子水平上证 

实rh—Es通过下调 VEGF表达起到抑制肿瘤新生血管生成 

的作用；rh—ES联合 NP方案时下调VEGF表达的作用尤为 

显著，说明rh—Es联合NP方案具有协同作用。其作用机制可 

能为NP方案抑制肿瘤细胞增殖，肿瘤细胞自分泌的VEGF减 

少 ；rh—ES竞争性 占据内皮细胞上 VEGF结合位点 ，拮抗 

VEGF表达。两者通过不同方式共同下调 VEGF表达，达到抑 

制新生血管生成的作用，从而抑制肿瘤生长。rh—Es组与NP 

组 VEGF表达之间无统计学差异，也证实两者均有下调VEGF 

表达的作用。rh—Es组与联合用药组在VEGF表达上无统计 

学差异，提示联合用药时，NP方案主要抑制肿瘤细胞增殖，而 

rh—Es主要抑制新生血管生成。 

通过各组MVD的比较，从细胞水平证实：rh—Es具有抑 

制新生血管生成的作用，且与NP方案联用时，抑制作用更为 

显著。rh—Es组与NP组 MVD无统计学差异，证实两者均能 

抑制新生血管生成。该结论与本试验中各实验组抑制 VEGF 

表达情况一致。 

因此，本研究结果从分子水平和细胞水平均证实，rh—Es 

联合NP方案化疗能抑制乳腺癌肿瘤生长及新生血管生成， 

且两者联用具有协同作用。但本研究未见到肿瘤有消失现 

象，可能为本实验仅行 rh—ES治疗两周期，治疗时间较推荐 

的时间短有关。后续实验可在本实验基础上延长 rh—ES治疗 

周期，以观察是否存在肿瘤消失。 
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