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肿瘤基质血管内皮细胞血管形成能力研究 

朱红梅 ，汤为学 ，张大志 

(1．重庆医科大学病毒性肝炎研究所，重庆 400010；2．重庆医科大学病理生理学教研室，重庆 400016； 

3．重庆医科大学第二临床学院感染病科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：探讨肿瘤基质血管内皮细胞的血管形成能力。方法：对卵巢癌细胞 SKOV3培养上清液诱导人内皮细胞 

ECV304获得能稳定生长的ECV304一SKOV3细胞，用免疫细胞化学测定其血管形成因子的表达、PT—PCR测定其端粒酶活 

性、双室联合培养测定其游走能力与管腔形成能力，并分析其蛋白质合成能力、粘贴能力。并与亲代细胞 ECV304比较。结 

果：ECV304一SKOV3细胞蛋白质合成能力、端粒酶活性强于亲代细胞ECV304(P<0．001)，但粘贴能力减弱(P<0．001)。表 

达bel一2、基质金属蛋白酶一9(matrixmetalloproteinase 9，MMP一9)增强(P<0．05)，而粘合素(tenascin，TN)减弱(P<0．05)。 

ECV304一SKOV3细胞较ECV304细胞的游走能力强2．10倍，差异非常显著(P<0．001)，管腔形成能力也明显增强，平均每 

视野管腔数分别为(12．4±1．517)条和(6．4±0．894)条(P<0．01)，管腔长分别为(262．17±49．52)tan和(137．34±18．69)tma 

(P<0．01)。结论：肿瘤基质血管内皮细胞存活能力增强，表达多种细胞因子与血管形成因子增强，相应地游走能力与管腔形 

成能力明显增强。 
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Study On the angiogenic ability of tumor vascular endothelial cells 

ZHU Hongmei．et al 

(Institutefor Viral Hepatitis，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：rro explore the angiogenic ability of vascular endothelial cells in solid tumors．Methods：Imrnunocytochemistry， 

reverse transcription polymerase chain reaction(PT—PCR)，and two—well(3O—culture system were used to detect the expressions of 

matrix metalloproteinase 9(MMP～9)，transforming growth factor一91(TGF一91)，tenascin(TN)and bcl一2，telomerase activity， 

and their ability of both migration and tube formation of ECV304一sK0V3 cells respectively，which ，as the cell model，ha d been es— 

tablished in Our labo ratory before．Then their abilities of protein synthesis and adhesion were analysed．Results：The ability to syn the— 

size proteins and telomerase activity was enhanced(P<0．001)．Adhesion potential of ECV304一SKOV3 cells decremsed(P<0． 

001)．The expressions of MMP一9 and bel～2 in ECV304一SKOV3 cells increased(P<0．05)，while TN decreased(P<0．05)，as 

compared with that of ECV304 cells．The mi gratory capability of ECV304一 SKOV3 cells WaS 2．10 times greater than that of 

ECV304 cells(P<0．001)．ECV304一SKOV3 cells formed tubular structures more and longer than did ECB304 cells．when CO— 

cultured with SKOV3 cells(P<0．O1)．Conclusion：The results suggest that ECV304一SKOV3 cells。compared with parental cells 

ECV304，survive longer，express an d secrete various cytoldnes and angiogeneic factors stronger，and has greater ability to mi grate and 

form  vascular structure． 

【Key words】Tumor；Endothelial cell；Vasculature；Angiogenesis 

血管内皮细胞生长因子(vascular endothelial 

growth factor，Ⅵ GF)是最直接、最重要的促血管形 

成因子，它可通过多种信号传导途径促进肿瘤基质 

内皮细胞存活、增殖、游走与重塑基质形成管 

作者介绍：朱红梅(1975一 )，女，讲师，硕士， 

主要研究方向：肿瘤病理生理。 

型[1,2]。人卵巢癌细胞 SKOV3来 自有腹水的卵巢 

癌病人，能表达并分泌VEGF入其上清液 引。在用 

其培养上清液诱导人内皮细胞 ECV304获得肿瘤基 

质血管内皮细胞模型ECV304一SKOV3的基础上， 

分析其存活、游走、管腔形成能力。 

1 材料与方法 
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1．1 细胞 系 

人卵巢癌细胞系SKOV3由本室提供，人脐静脉内皮细 

胞系ECV304由本校张诩博士惠赠，肿瘤基质血管内皮细胞 

模型 ECV304一SKOV3由前期实验建立。 

1．2 细胞培养 

ECV304一SKOV3细胞用 SKOV3培养上清液与 20％ 

小牛血清(bovine serLIln，Bs)DM ，I—Fl2完全培养基 1：l(v／ 

v)制成的培养液培养，SKOV3、ECV304细胞分别用含 10％ 

BS的DMEM、10％BS的DMEM—F12培养液培养。 

1．3 细胞总蛋白测定 

按考马司亮蓝 G一250法测标准液与样品中的蛋白含 

量，绘制标准曲线，求出线性方程与样品蛋白浓度。 

1．4 计数与四甲基偶氮唑盐(Mrr)法检测细胞的粘贴能力 

调整ECV304一SKOV3与ECV304细胞浓度为1×10 ／ 

ml；每孔种2ml细胞悬液入 6孔培养板内，置 37℃、5％( 

饱和湿度孵箱内培养；于 30min、60rain、90min、120min分别 

取出3孔，吸出培养液入小试管中，再用 PBS轻洗 2次， 

lO00r／min离心5min，用台盼蓝拒染法进行活细胞计数，每 

管计数两次，取均值；同时6孔板中加入无血清培养液 800tA 

继续培养。于 120min时一起加 80t．1 m ，培养 4h。MTT 

法设 120min对照组3孔。计算粘贴率： 

计数法： 

粘贴率= 

MTT法 ： 

种入细胞数 

国Millipore公司)，用 0．5％BS DMEM—Fl2调 ECV304一 

SKOV3与ECV304细胞浓度为 5×10 ／ml，吸0．4ml细胞悬 

液入小室，继续培养；6h后，用棉签试去小室上面的细胞， 

PBS洗3次，固定，H&E染色，取下微孔滤膜，反贴于载玻片上。 

重复3孔。200倍光镜下计数 10个视野的细胞，取均值。 

1．8 内皮细胞管腔形成能力测定 

每孔种2ml 1×10 ／ml的SKOV3细胞悬液或2ml 10％ 

BSDMEM培养液(空白)入 6孔培养板，置37℃、5％0 饱 

和湿度孵箱内培养；第2天去上清液，PILS洗 2次，装配内铺 

Matrige(40pl／~L)的小室(均购自法国1VEllipore公司)；用0．5％ 

BSDMEM—Fi2调整 ECV304一SKOV3与 ECV304细胞浓 

度为 5×10 ／ml；设 ECV304一SKOV3／SKOV3(室上／室 

下)、ECV304一SKOV3倥 、ECV304／SKOV3、ECV304倥 共 

4组，加0．4ml细胞悬液入小室；加 0．5％BS DMEM—F12 

2ml每孔入6孔板，继续培养，每组重复 3孔。每 日在倒置 

显微镜下观察细胞的生长及形态变化，换液 1次；第4天取 

出小室，孔滤膜 PBS洗3次，固定，HE染色，取下微孔滤膜， 

贴于载玻片上；100倍光镜下随机选取 10个管型分布均匀 

的视野，计数管腔数，取均值，并用医学图像分析系统随机测 

定 10个管腔的长度，取均值。 

1．9 统计检验 

采用 t检验、方差分析、线性相关分析。数据用 SAS统 

计软件包分析。 

×100％ 

2 结 果 

粘贴率=· ×100％(t=30，60，90，120min) 
对照 

1．5 免疫细胞化学法(SP)检测基质金属蛋白酶 一9(matrix 

metalloproteinase 9，MMP一9)、粘合素(tenascin，TN)、bcl_ 

2、转化生长因子一B1(transforming growth factor—p1)的表 

达 

bcl一2多克隆抗体购自北京中山生物有限公司；MMP 
一 9，TN、TGF-B1单克隆抗体购自福州迈新生物技术发展 

公司。按试剂盒说明书操作，阴性对照以 PBS代替一抗。 

胞浆黄(棕)色着色为阳性，按着色强弱分为 4个等级：无着 

色0分，淡 黄色 1分，棕黄 色 2分，棕 褐色 3分，按 

H~ORE[4J-∑Pi(i+1)( o，1，2，3；Pi表示评分 i的比例) 

计算 0RE得分。 

1．6 端粒酶活性测定 

端粒酶检测试剂盒购自德国Promega公司，按试剂盒说 

明书操作。结果判定：阴性对照 A<0．2，阳性对照A>1．0 

为有效测定。 

1．7 内皮细胞游走能力测定 

每孔种 1 X 10 ／ml的 SKOV3细胞 2ml入 6孔培养板 

内，培养 5h后细胞贴壁，吸去上清液，PBS洗 2次，每孔加入 

0．5％BSDMEM—Ft22ml于 6孔板；18h装配小室(购自法 

2．1 细胞总蛋白测定 

标准液各浓度与光密度值A高度相关(r=0．9940， 

P<0．01)。一元线性方程为 Y=0．6879x+0．0229，标 

准曲线如图 1所示。在该条件下测得 1×10 个 

ECV304一SKOV3细胞蛋白浓度明显高于亲代细胞 

ECV304，分别为(0．665±0．019)mg／ml和(0．503 

±0．026)mg／ml(t=一12．2465，P<0．001)。标本 

品A值在标准曲线直线范围内，结果可靠。 

2．2 细胞的粘贴能力 

随着时间延长，细胞的粘贴能力增加，ECv304 

O．8 

§0．6 

鲁0．4 

0．2 

0 
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protein eoneentration(mg／m1) 

图1 细胞总蛋白的标准曲线 
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圈 2 ¨ v lJ细胞阳性表选 MMI， 9 】n【{ 40{ 

图3 H＼31)4 s W3细胞阳性表达 MMI 9 fInf{ 

400) 

细胞比荆r眦的 E(、V304 SK()V3 tiff胞增 101- 

(丧 I、2) 

2 3 抽胞 MM}】 9、IGI J TN l 2的表达 

IRV304 E(‘V304 SK(}V3 胞巾等强度 迭 

MMI q． 样椭越(，=2 4671，， <_)_05)． 率 

，’WlJ为95 m 96％(_刳2 3) 表达 TGF 差砰 

I5 ，⋯ -簪分5=}_I为 9l!t％ 92 2 r 嵌这 TN 

弱．均以埘 j· I率分圳为7【)4‰、64％． 

E(V3t}4 sl、(IV3纳儿乜呐 达Ⅲ弱( 2 2473，1， 

<0 05) 表达 nr【 2泓 川 rI：，均 If ‰表达． 

KLV304 SKOV3Ⅲ_显 褒f~#lll胞 ECV3[}4(t： 

2 7038．J’<I1 i15) 其 HN‘【)RE僻仆 挫3。 

2 4 端粒酶 活性 圳定 

E(‘V304 s }V3与 l ’V304细胞的 J粒酶活 

Pi：分圳为0 778+(1 I】【1和 ()692±0【】14．较采代 

赶明 1 增j)I；(， 25 2990 P<1)I1I11) (阴性 

刊 A ()02， 别肌 A 1 07) 

2 5 内虚细胞的游走能力 

经麒窜联 培养 系统删i }H V3114 SK(}V3 

恤较 EI．VNI4细咆晌衙走能力啦2 ll1俯．平均锸 

} 野游走绑憎数为(61 4=I【l 4) _J(I9 8 l g) 

． 肄 _卜带 酱(，=8 77 P<l】0001} 

2 6 内皮细胞管腔彤 成能力 

F 尢SKt)V3 胞_I_}，1一 们 1 V304细 
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传统的 ASP并发 ALI／ARDS的治疗常规需气 

管插管或气管切开机械通气，用 PEEE(呼吸末正 

压)呼吸模式治疗。NIPPV的应用，不仅可达到与 

有创性机械通气的治疗效果 而且患者痛苦少，患者 

家属都易于接受，患者可自主排痰，不影响进食与声 

带功能，可方便地用语言与外界交流。NIPPV因无 

需建立人工气道，可以随时给病人试用和撤除，容易 

被误认为是简单的人工通气方式。实际上，NIPPV 

对医务人员的要求更高，它需要病人的合作和强调 

病人的舒适感，因此要向病人讲述治疗的目的以及 

连接和拆除的方法，开始应用的4～8h需要有专人 

负责治疗和监护，指导病人有规律地放松呼吸，消除 

恐惧心理，使病人能够配合和适应，也有利于紧急情 

况下(如：咳嗽、吐痰或呕吐时)患者能够迅速拆除连 

接，提高安全性和依从性，这点是非常重要的。当病 

人适应治疗后或者病情改善后，可以降低监护的强 

度。NIPPV常见的不良反应(并发症)有胃胀气、口 

咽干燥、鼻肌部皮肤压伤、排痰障碍、不耐受、恐惧 

等，因此护理过程中首先要作好病人的心理护理及 

上呼吸机前给病人作好合适的教育是避免恐惧和不 

耐受以及胃胀气的主要方法；治疗过程中加强监护 

及床旁指导病人配合治疗、加湿化器以及协助病人 

排痰保持气道通畅、合理地调整鼻面罩的位置及松 

紧度等是解决不良反应的有效措施。本组 29例病 

人除有明显口咽干燥(与ASP需禁水有关)，另外有 

5例发生胃胀气，2例鼻面部皮肤压伤，其余无并发 

症发生。随着临床实践的深人，无创通气的有效性、 

安全性及可依从性必将得到进一步的肯定。 
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