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苏拉明对肺癌血管生成的抑制作用

王海东 ,王明荣 ,杨　康 ,杨军民 ,曾会昌　　(第三军医大学附属西南医院胸心外科 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　研究苏拉明对肺癌血管生成的抑制作用及其机制。方法　采用细胞培养和免疫组织化学的方法离体研究肺

癌A549 细胞 、人血管内皮 ECV-304 细胞 VEGF及其受体(Flt 、KDR)的表达及苏拉明的影响。结果　苏拉明对肺癌细胞产生和分泌
VEGF无影响;ECV-304 细胞 KDR、Flt的蛋白表达在苏拉明浓度为 0.25 ng/ml和 2.5 ng/ml时 , 受到显著抑制;而苏拉明浓度为 0.25

ng/ ml和 25 ng/ ml时Flt的表达 ,以及苏拉明浓度为2.5 ng/ ml和25 ng/ml时 KDR的表达则无明显变化(与对照组比较 , P>0.05);苏
拉明对A549 、ECV-304细胞增生无影响。结论　苏拉明抑制肺癌血管生成的作用机制可能是通过抑制血管内皮细胞上的 VEGF 受

体表达 ,减少 VEGF与其受体结合所致。
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Study of the inhibitory effect of suramin on the angiogenesis of lung cancer
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　　Abstract:Objective　To investigate the role of suramin in inhibiting the angiogenesis of lung cancer.Methods　The protein expression of

VEGF and its receptor fms-like tyrosine kinase(Flt), kinase insert domain-containing receptor(KDR)in lung cancer cell A549 and ECV-304 was

studied with immunohistochemical technique.The anti-angiogenesis effect of suramin was evaluated with immunohistochemical technique and cell cul-

ture.Results　Suramin showed no effect on the production of lung cancer cells and their secretion of VEGF.No possitive expression of Flt , KDR in

A549 was found in the suramin interfered group and non-interfered group , but VEGF was expressed in both groups.The Flt and KDR expressions in

ECV-304 cells were decreased significantly after the treatment of suramin at 0.25 ng/ml and 2.5 ng/ml respectively.There was no effect on prolifer-
etion of A549 and ECV-304 after suramin interference.Conclusion　The mechanism of inhibiting-angiogenesis of suramin is probably due to reduc-

ing the VEGF receptor expression in vascular endothelial cells and inhibiting the binding of VEGF and its receptors.
　　Key words:suramin;lung cancer;angiogenesis

　　肿瘤生长依赖于血管生成 ,丰富的血管可以持续不
断地向肿瘤提供营养和排泄代谢产物 ,为其生长提供物
质条件。肿瘤组织诱导的血管生成是一复杂的 、由多种
因素调节的过程。血管内皮生长因子(VEGF)由各种肿
瘤细胞及某些正常组织细胞产生 ,通过旁分泌机制 ,特
异地作用于表达 VEGF 受体的血管内皮细胞(EC),使
EC分裂增殖 ,新生血管生成 ,并使血管通透性增高 ,血
浆外渗 , 从而促进肿瘤的生长 、转移和体腔积液形
成
[ 1 ,2]

。研究表明 ,VEGF 在肿瘤的生长 、转移和腹水的
形成中发挥着重要作用 ,对VEGF 的深入研究可为肿瘤
治疗提供新的途径和方法[ 3 ,4] 。我们采用细胞培养技术
离体观察苏拉明对肺癌血管生成的抑制作用 ,旨在探讨
苏拉明抑制肺癌血管生成的部分生物学机制。

1　材料与方法

1.1　实验分组
　　按苏拉明血浆高峰浓度(PPC)为标准分为 4 组:①未加苏
拉明对照组。 ②苏拉明 0.25 ng/ml组(0.1 PPC)。 ③苏拉明

2.5 ng/ml组(1 PPC)。 ④苏拉明 25 ng/ ml组(10 PPC)。
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1.2　四甲基偶氮唑盐(MTT)法检测细胞增生
　　0.25%胰蛋白酶消化收集细胞。用含 10%胎牛血清的培

养液将细胞密度调整成 1×105 个/ml ,以每孔 100 μl加入 96 孔

培养板中 , 另补加 100 μl培养液 , 置 CO2 培养箱内使细胞贴壁

生长24 h ,换用无血清培养液培养 48 h ,使细胞处于增殖的相对

静止期。分组后常规条件下继续培养 48 h 后 , 每孔加入 1%

MTT 20μl ,培养 5 h , 吸掉培养液 ,以 Hanks液洗 3 次 , 每孔加入

二甲基亚砜 200μl并振荡使沉淀完全溶解。用 Bio-RAD 450 酶

标仪于 570 nm波长下检测各孔吸光度(D570)值。每个浓度取 8

孔 ,结果取其平均值。

1.3　A549细胞 、ECV-304细胞计数
　　将细胞密度调整为 4×104个/ml , 以每孔 1 ml加入 24孔培

养板中 ,贴壁培养 24 h 后换用无血清培养液 ,使细胞处于增殖

的相对静止期。分组后均加入同浓度的 10%胎牛血清 ,常规培

养 96 h 后收集细胞 ,用血球计数板计数各孔 A549 细胞数量。

1.4　A549细胞 、ECV-304细胞 VEGF 、Flt 、KDR免疫组

织化学检测及彩色图像分析
　　对 A549 细胞、ECV-304 细胞爬片分别进行鼠抗人 VEGF 单

克隆抗体(美国 Santa Cruz 公司 , 工作浓度为 1∶75)、兔抗人 Flt多

克隆抗体(美国 Santa Cruz 公司, 工作浓度为 1∶100)、兔抗人 KDR

多克隆抗体(美国 Santa Cruz 公司 ,工作浓度为 1∶50)免疫组织化

学检测(High-SABC 法)。所作的切片经过彩色图像分析系统处

理,每张切片随机选取 10个视野, 同一条件(同一光源与放大倍

数200)、同一表达水平在平均光密度灰度范围内(50 ～ 250)测定

各切片平均光密度值来表示免疫组织化学染色强度。
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1.5　统计学分析
　　采用第三军医大学数学教研室编制的统计程序包进行统

计 ,实验数据进行单因素方差分析。

2　结果

2.1　苏拉明干预后 A549 细胞 、ECV-304 细胞增生
MTT法检测结果

　　干预后在苏拉明不同浓度 0.25 ng/ ml(0.1 PPC)、2.5 ng/ml

(1 PPC)、25 ng/ml(10 PPC)3 组中均未见 A549 细胞 、ECV-304 细
胞对MTT 的摄取与代谢有明显变化 ,与未加苏拉明对照组比较

差异不显著(P>0.05), 见表 1。

表 1　苏拉明对 A549细胞 、ECV-304细胞增生的影响( x±s)

Tab 1　Effect of suramin on the proliferation of A549, ECV-304 cells( x±s)

A549 ECV-304
Group n

MTT Cell count MTT Cell count

(D 570) (×106/ml) (D 570) (×106/ml)

Control 8 0.420±0.002 1.063±0.031 0.149±0.002 1.024±0.023

0.25 ng/ml 8 0.422±0.002 1.011±0.027 0.157±0.001 1.071±0.030

2.5 ng/ml 8 0.424±0.002 0.992±0.035 0.161±0.002 0.982±0.012

25 ng/ml 8 0.406±0.003 1.113±0.016 0.160±0.003 1.041±0.022

2.2　苏拉明干预后 A549细胞 、ECV-304细胞增生计
数结果

　　干预后在不同浓度 0.25、2.5、25 ng/ml 3 组中均未见苏拉

明对A549 细胞 、ECV-304 细胞增生有明显的影响 , 与未加苏拉

明干预组比较差异不显著(P>0.05), 见表 1。

2.3　苏拉明分组干预后 A549细胞 VEGF 、Flt 、KDR免

疫组织化学检测结果
　　未干预组 、干预组 A549 细胞VEGF 免疫组化均为强阳性表

达 ,组间比较差异不显著(P>0.05)。 A549 细胞 Flt、KDR免疫

组化干预组 、未干预组均未见阳性表达。

2.4　苏拉明分组干预后 ECV-304细胞VEGF 、Flt 、KDR

免疫组织化学检测结果
　　干预组 、未干预组 ECV-304 细胞均无 VEGF 阳性表达。 未
干预组细胞在基础状态下也存在 Flt 、KDR的表达。其中 Flt表

达在苏拉明浓度为 2.5 ng/ml 时 、KDR 表达在苏拉明浓度为

0.25 ng/ml时较未干预组显著减弱(P<0.01),与其它干预组比

较差异也有显著性(P <0.01)。 在苏拉明浓度为0.25 ng/ml和

25 ng/ ml时Flt的表达 ,以及苏拉明浓度为2.5 ng/ ml和25 ng/ml

时KDR的表达与未干预组比较差异均无显著性(P>0.05), 见
表 2。

表 2　苏拉明干预后 ECV-304细胞 VEGF、Flt、KDR

免疫组织化学检测结果( x±s)

Tab 2　Result of VEGF , Flt , KDR expression in ECV-304 after suram in

interference detected by immunohistochemical technique( x±s)

Group n VEGF Flt KDR

Control 10 0.7601±0.0052 0.7244±0.0053 0.7761±0.0044

0.25 ng/ml 10 0.7519±0.0033 0.7151±0.0043 0.3340±0.0027＊＊

2.5 ng/ml 10 0.7521±0.0023 0.2779±0.0035＊＊0.7597±0.0023

25 ng/ml 19 0.7755±0.0012 0.7316±0.0028 0.7374±0.0037

＊＊:P<0.01 vs control

3　讨论

　　本实验显示在无苏拉明干预时 A549 、ECV-304细
胞 ,表现为正常增生 。A549细胞强阳性表达 VEGF 而

不表达 Flt 、KDR ,说明该细胞可以合成分泌 VEGF但不

存在VEGF 受体;ECV-304细胞VEGF 表达阴性而 Flt 、
KDR表达强阳性 ,说明 ECV-304细胞不分泌 VEGF 但

存在VEGF 受体 Flt和 KDR。上述结果与 VEGF 在血

管生成中的作用及VEGF 作用方式吻合 。
　　实验结果显示 ,苏拉明干预前后A549 、ECV-304细
胞增殖均无明显变化 ,说明苏拉明对A549 、ECV-304细
胞增殖这一生物学行为并无影响。苏拉明干预后
A549细胞VEGF 的表达仍为强阳性 ,表明苏拉明对肺
癌细胞产生和分泌VEGF 亦无影响。这与 Gradishar[ 5]

的研究结果相一致 ,其结果发现在苏拉明作用后乳腺
癌细胞中 VEGF蛋白及mRNA表达均无变化。本实验
同时显示 ,苏拉明可以显著抑制 ECV-304 细胞 Flt 、
KDR的蛋白表达。因此 ,苏拉明抑制肿瘤血管生成的
作用可能是通过抑制血管内皮细胞上的 VEGF 受体表

达 ,减少VEGF 与其受体结合所致 。
　　实验发现 , ECV-304细胞中 Flt 、KDR的表达分别

在不同浓度的苏拉明干预后受到显著的抑制 ,提示苏
拉明抑制 Flt 、KDR蛋白表达可能具有浓度选择性 ,即
只有在适宜的浓度时才可以发挥最大的抑制作用 ,浓
度过高过低均不能达到最佳抑制效果[ 6] 。另外 ,有学
者[ 7]在肝癌的研究中发现苏拉明抑制作用还具有时间

依赖性 ,在不同的作用时间其作用效率不同 ,并且总有
一个最佳作用时间 ,但苏拉明对肺癌血管生成的抑制
作用是否也具有上述特点 ,尚需进一步研究。
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