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去甲二氢愈创木酸对活体血管生成作用的实验研究

孙慧勤1 ,陈意生1 ,史景泉1 ,卞修武1 ,邹仲敏2 ,傅晓岚3 ,章　容1　　(第三军医大学:1 附属西南医院病理学研究所;2预防
医学系防原医学教研室 、全军复合伤研究所;3高原军事医学系中心实验室;重庆 400038)

　　提　要:目的　观察去甲二氢愈创木酸(NDGA)对在体血管生成的影响。方法　采用鸡胚绒毛尿囊膜(CAM)试验 , 检测 NDGA

对血管生成的影响。结果　2.5×10-6 mmol以上量的 NDGA均对血管生成有抑制作用 , 在实验剂量(0.5～ 50)×10-6 mmol范围内 ,

随给药量的增加 ,其抑制作用愈加明显。采用 Bouin' s 液原位固定后取膜 、DAB 染色 、普通显微镜下观察或用图像分析方法可使结

果更具可信性与可比性。结论　NDGA可抑制血管生成 , 对肿瘤及其它病理情况下的抗血管生成治疗可能具有重要的应用价值。
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Effects of nordihydroguaiaretic acid on angiogenesis in vivo
SUN Hui-qin , CHEN Yi-sheng , SHI Jing-quan , BIAN Xiu-wu , ZOU Zhong-min , FU Xiao-lan , ZHANG Rong(Research Institute of Pathology , South-

west Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the effect of nordihydroguaiaretic acid(NDGA)on angiogenesis.Methods　The chicken chorioallantoic

membrane(CAM)assary was used to detect the effect of NDGA on angiogenesis.Results　NDGA inhibited blood vessel formation in chicken

chorioallantoic membrane , with the lowest effective dose of 2.5×10-6mmol.This inhibitory effect was proportional to the dose of NDGA.The modi-

fied CAM assay , such as fixing CAMs in situ with Bouin' s solution , staining samples with DAB , and being quantified by image analysis , could make

the results more convincible.Conclusion　Our study find primarily that NDGA , an inhibitor of tumor cell growth , can effectively inhibit the angio-

genesis of CAM , which implies its application in the treatment of tumor or angiogenesis in other pathological conditions.
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　　近年发现去甲二氢愈创木酸(Nordihydroguaiaretic

acid , NDGA)具有多种生物学功能 ,其中以抑制多种肿

瘤的发生和发展作用尤为引人关注[ 1 , 2] ,但具体作用

机制不清。本室在既往的研究中发现NDGA对人恶性

胶质瘤不但具有显著的抑制生长和诱导分化作用
[ 3]
,

而且亦能减低移植瘤和实验性胶质瘤的微血管密度 ,

提示该药可能对胶质瘤的血管生成有影响;我们最近

的研究发现 NDGA在体外能有效抑制内皮细胞增殖 、

生长以及胶质瘤诱导的迁移 、成型等抗血管生成作用。

鸡胚绒毛尿囊膜(Chicken chorioallantoic membrane as-

say , CAM)试验法是一种经典的广泛用于血管生成的

研究方法 ,本研究采用 CAM 法 ,研究 NDGA对在体血

管生成的作用 , 以验证其抗血管生成效果 , 为阐明

NDGA抗肿瘤血管生成机制以及临床应用提供依据。
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1　材料与方法

1.1　测试物载体的制备
　　参照姜志钢等[ 4]的方法进行。 0.5%甲基纤维素(Sigama产

品)以无菌蒸馏水配制 , 9磅 、10 min 高压灭菌后 , 混匀 , 将 10 μl

的上述液体分 1、2 次加入模板内烘干 ,无菌针头挑出备用。

1.2　种蛋孵育及观察
　　新鲜种蛋购自重庆种鸡养殖厂 , 以湿纱布擦干净其表面 ,

置于37 ℃、60%相对湿度的孵箱内培养 , 每日翻动 2 次。孵育

至第 8天 , 在照蛋箱下检查胚胎孵育及存活情况 , 此时 , 成活的

鸡胚可见明显的尿囊膜主要血管 ,选择两条血管交接点而又离

胚体有一定距离处作记号以确定开窗位置。

1.3　开窗
　　先以有齿镊在气室顶端开一 1 ～ 2 mm 的小孔减压 , 然后 ,

以记号为中心 ,用碘酒及酒精消毒 ,以眼科有齿镊轻轻敲开一

小孔(注意防止因用力过猛而伤及下方的卵壳膜), 再向四周开

一约0.5 cm×0.5 cm 的窗口 ,滴少许等渗盐水在窗口的卵壳膜

上以使下方的尿囊膜与之分离 , 以眼科镊小心掀起壳膜(尽量

不要撕掉该膜), 此时可见下方的尿囊膜与其血管。

1.4　加测试物
　　将已制备的甲基纤维素小丸小心放置于所选中的测试区 ,

用微量移液器吸取不同浓度及体积的 NDGA(0.1 mmol/L×5 ,

×10 μl;0.5 mmol/ L×5 , ×10 μl;1 mmol/L ×10μl;5 mmol/ L×
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5 μl , ×10μl)或等体积的 PBS 液于甲基纤维素小丸上 , 将壳膜

盖回原位。然后以透明胶纸封闭卵壳开口 , 熔化石蜡封固四

周 ,放回孵箱继续培养至第 11 天。每个剂量组保证至少存活 8

只鸡胚。

1.5　原位观测 、取膜及标本制备
　　加测试物后 3 d , 用镊子去掉 CAM 平面以上的卵壳及卵壳

膜(注意勿伤及血管),在体视显微镜下原位观察并摄像记录给

药后的血管变化。然后以 Bouin' s 液原位固定 30 min , 剪下 , 以

70%乙醇洗数次 ,褪去固定液的颜色 , 置于涂有 1%白乳胶的载

玻片上 ,参照 Strawn 等[ 5]的方法 ,用 DAB 液(配制方法:DAB 适

量入PBS 中溶解 ,过滤 , 用前加入少许 30% H2O2 混匀)染膜 5

min以显示红细胞内源性过氧化酶的活性 ,待显色后 , 洗去 DAB

液 ,置 37 ℃烘干 , 中性树胶封片 , 长期保存。此外 , 小心剪下部

分鸡胚的 CAM ,作大体摄像 , 4%多聚甲醛固定后长期保存。

1.6　血管面积的测定
　　将上述经 DAB染色 、制备的标本在显微镜下观察 、摄像采

用德国 Leica公司 MD20 型真彩色图像分析仪测量分析 , 测定条

件:物镜放大倍数×6.3 , 测出测试区 DAB 阳性反应的总面积

(Area)。

1.7　统计学分析
　　数据以 x±s表示 , 采用Microsoft Excel提供的统计程序进

行单因素方差分析和 t检验。

2　结果

2.1　CAM 血管生成状况的大体变化
　　8 日龄的鸡胚绒毛尿囊膜主枝血管及血管网清晰可见 , 加

NDGA 作用后 3 d , 大体与体视显微镜观察 , 与对照组(图 1)相

比 ,除(0.5、1 、2.5)×10-6 mmol的剂量外 , (5、10、25、50)×10-6

mmol剂量组 ,给药区及其周围直径约 1 cm 处 ,小血管及血管网

明显减少甚至未见 ,见图 2 , 部分鸡胚还出现溶血现象 。此外 ,

NDGA 组鸡胚存活率也有下降。

图 1　PBS组鸡胚绒毛尿囊膜　　可见丰富的血管及毛细血管网(※:卵壳膜碎片)　(×20)

Fig 1　Chicken chorioallantoic membrane in PBS control group　　Abundant blood vessels and capi llary net-

work were found(※:egg shell fragments)　(×20)

图 2　NDGA 组 50×10-6 mmol 鸡胚绒毛尿囊膜　　测试区毛细血管网明显减少　(×20)

Fig 2　CAM treated with 50×10-6mmol NDGA　In tested area , less blood vessels and capillary network were

found　(×20)

2.2　原位固定取膜 、内源性过氧化酶显色观察 CAM

微血管方法的效果与比较
　　采用原位固定后取膜 、用 DAB 染色显示红细胞内源性过

氧化酶观察微血管情况的方法进行实验 , 固定后的 CAM 不但

韧性增加 ,且又避免了出血 , 使取膜容易而完整 , 较好地保持了

CAM 实验标本的完整性。 DAB 染色后在普通显微镜下观察可

见由血管内着棕黄色或红棕色的红细胞 , 显示出非常清晰的血

管或毛细血管网 ,易用图像分析方法处理结果 。

2.3　CAM 微血管网的显微观察与定量分析
　　经固定 、DAB 染色后的 CAM 在显微镜下观察 , 对照组可见

由着棕黄色或棕红色的红细胞显示出的非常清楚的血管或毛细

血管网 ,见图 3;在 NDGA 组 , 当给药量为 2.5×10-6 mmol 以上

时, 其给药区及附近的毛细血管也明显减少 ,表现为 DAB 染色减

弱、毛细血管稀疏 ,见图 4。图像分析表明:2.5×10-6 mmol 以上

的各个 NDGA剂量组毛细血管网面积均明显减少 , 且随给药量

的增加毛细血管网面积减少程度愈加明显, 统计学差异显著 , 见

表1。

表 1　不同剂量NDGA(×10-6 mmol)作用下 CAM毛细血管网面积的变化( x±s)

Tab 1　Changes of capillary network areas in CAM after different dose of NDGA treatment( x±s)

Dosage of NDGA(×10-6mmo l)
PBS

0.5 1 2.5 5 10 25 50

Area(μm2) 18 887±7 090 19 525±2 833 21 223±4 587 8 377±5 377＊ 6 746±2 554＊ 6 069±682＊ 4 598±1 713＊＊ 2 492±2 144＊＊

＊:P <0.05 , ＊＊:P <0.01 vs PBS
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图 3　PBS组鸡胚绒毛尿囊膜　　DAB染色显示丰富的毛细血管网　(DAB×40)

Fig 3　Micrographs of DAB stained CAM in PBS control group　　Showed abundant capillary network　(DAB×40)

图 4　NDGA组 10×10-6 mmol鸡胚绒毛尿囊膜　　测试区毛细血管网显著减少 ,DAB染色弱　(DAB×40)

Fig 4　Micrographs of DAB stained CAM in 10×10-6mmol NDGA treatment　　In tested area with less blood vessels

and capillary network , DAB staining much lighter　(DAB×40)

3　讨论

　　在鸡胚发育的第 4至第 5天 ,绒毛膜的体中胚层
与尿囊的内脏中胚层融合形成了鸡胚绒毛尿囊膜 ,此

高度血管化的膜作为鸟类胚胎的第一个呼吸系统进行

气体交换 ,一直维持至鸡胚发育的第19天。由于发育

中组织的生长 、分化使胚胎所需的氧量剧增 ,CAM 对

氧的弥散能力也必须与氧的需求相匹配 ,这使得在鸡
胚第 6 ～ 10天 ,间质中的毛细血管网迅速扩张 ,在第 10

～ 14天 ,毛细血管从深部间质移向绒毛 、甚至进入绒
毛上皮 ,极大的减少了弥散屏障。因此 ,胚龄 6 ～ 14 d

的鸡胚绒毛尿囊膜便成为与血管生成相关研究的极好

模型。Schlatter[ 6]的研究表明 ,鸡胚绒毛尿囊膜的血管

生成经历了3个时期:早期 ,从胚胎的第 5 ～ 7天 ,毛细
血管网主要以芽生方式进行血管生成;中期 ,从胚胎的

第8 ～ 12 天 , 则以套叠生长方式(Intussusceotive mi-
crovascular growth , IMG)形成新生血管占优势;后期 ,第

13 ～ 14天 , CAM结构已经成熟 ,毛细血管网主要是发
生膨胀 。我们选择在 8 d胚龄给药 ,正是鉴于此时鸡

胚绒毛尿囊膜的血管正处于生长高峰 ,如果 NDGA能

抑制血管生成 ,则给药区的血管减少应有明显表现 。

　　本实验观察了不同量的 NDGA对 CAM 血管生成

的影响 ,小剂量[ (0.5 、1)×10
-6

mmol]时对血管生成
无明显影响;2.5×10-6 mmol以上的量 ,则开始显示抑

血管生长效应 ,并随给药量的增加 ,作用越明显。2.5
×10-6 mmol剂量组在大体上观察血管的变化与对照

无明显差异 ,但在显微镜下 ,其毛细血管网却明显较对

照稀疏 。如果单纯只以大体观察血管变化的话 ,则该
剂量组将被认为与对照组无差异 ,在体视显微镜尤其

是经固定 、DAB染色后于普通显微镜下观察则见给药
区域附近的毛细血管明显减少 ,与对照组存在差异 。

　　NDGA是花生四烯酸代谢过程中脂氧化酶的强抑

制剂。在花生四烯酸代谢过程中 ,通过环氧化酶(Cy-

clooxygenase , COX)途径产生前列腺素 、前列环素等;通
过脂氧化酶(Lipoxygenase , LOX)通路产生 HETES 、白三

烯 ,这些代谢产物已证明在肿瘤的增生 、转移和免疫抑
制等方面发挥作用从而促肿瘤生长 。进一步的研究发

现:花生四烯酸及其脂氧化酶通路产物通过增加细胞

内钙 、激活MAPKs信号通路的外部 ERKs等机制而促

细胞增生[ 7] 。MAPKs信号通路目前认为是一系列生

长因子引起细胞分裂增生的常见通道 ,NDGA 通过抑
制花生四烯酸及其脂氧化酶通路产物的产生而抑制细

胞增生;同时 NDGA 能抑制 fos-jun-DNA 复合物的形

成 ,抑制生长因子激活的 NF-κB 也抑制细胞增生[ 8] 。

因此 ,对于增殖活性越高的细胞 ,花生四烯酸代谢越
快 ,NDGA抑制作用就表现越强 ,这可能是 NDGA对胶

质瘤细胞的抑制作用强于对内皮细胞的原因之一 。研
究发现 ,NDGA对内皮细胞增殖有明显抑制作用[ 9] ,我

们的研究也证实 NDGA不但对内皮细胞增殖有作用 ,

对迁移 、成型等多方面也有抑制
[ 10 ,11]

;我们还发现 ,
NDGA能降低内皮细胞 flk-1/KDR的表达水平(另文发

表), 而后者是血管形成和血管生成中的主要调节

者
[ 12]

,这可能是 NDGA 影响 CAM 血管生成的原因。
本实验结果也与本室胶质瘤裸鼠移植 、NDGA 抗移植

瘤内血管生长的抑制作用相符合 ,说明 NDGA 对在体

的血管生成有影响。由于 NDGA的相对无毒性 ,进一
步提示其在抗病理条件下的血管生成中可能具有良好

的应用前景。
　　在研究方法上 ,鸡胚绒毛尿囊膜是一非常菲薄而

又富于血管的薄膜 ,在实验操作(尤其是取膜)过程中 ,

很容易造成撕破和出血 ,影响试验结果 。用原位体视
显微镜观察 、摄影的方法 ,又因 CAM下方的同样也是
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富于血管的卵黄囊膜而影响和干扰结果 。我们采用经

原位固定后取膜 、用 DAB染色显示红细胞内源性过氧

化酶观察微血管情况的方法则可避免上述方法的不

足 ,固定后的CAM 不但韧性增加 ,且又避免了出血 ,使
取膜容易而完整 ,较好地保持了CAM实验标本的完整

性。DAB染色后可在普通显微镜下观察或用图像分
析方法处理结果 ,使之更具可信性与可比性。
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文章编号:1000-5404(2001)03-0279-01 经验与短篇

下颌阻生牙拔除后“痛必停”镇痛效果观察

Observation on the analgesia effect of “Tongbiting” used after mandibular third molar
extraction

游古莲 ,王建华 ,周正贵 ,张新芳 ,张　纲　　(第三军医大学附属新桥医院口腔科 ,重庆 400037)

　　一般资料:120 例(男 67 , 女 52)下颌阻生智齿拔除患者 , 既

往无心血管 、神经 、精神病史 , 年龄 18 ～ 37 岁。随机分成实验

组与对照组各 60 例。两组间年龄及性别组成 、阻生类型及程

度 、拔除方法 、术中情况(疼痛与断根)、手术时间(12.5±8.7)

min及创伤程度 、服药时疼痛计数相似 , 无显著差异;疼痛分组

计数:将疼痛强度作 0 ～ 10 计数 , 0 为无痛 , 1～ 3 轻微疼痛 , 4～ 6

中度疼痛 , 7 ～ 9 重度疼痛 , 10 极度疼痛;术后患者感到中度以

上疼痛时开始服药。实验组口服痛必停胶囊 1 粒(布洛芬 50

mg , 硝苯碇 10 mg), 对照组服乙酰水杨酸 500 mg。服药后 20 、40

min及 1、1.5、2 、2.5、4、6 和 8 h 时记录疼痛程度并评价药效。

用药后 2 h无效者加服 1粒(对照组 8人)。患者根据药物的镇

痛效果进行总评估:0:不好 , 1:尚可 , 2:较好 , 3:良好 , 4:优秀 , 共

5 组。

　　基线疼痛计数:实验组 5.6±1.2 , 对照组 5.4±1.1 , P >

0.01;各时点疼痛强度计数:服药后 20 min 及 40 min两组相似 ,

　　作者简介:游古莲(1963-),女 ,重庆市垫江县人 ,主管技师 ,主要从事口腔内

科方面的研究 ,发表论文 14篇。电话:(023)68774645

　　收稿日期:2000-03-03;修回日期:2000-09-05

2 h 后两组相差显著(P <0.01)。总评估:实验组 3.5±0.6 , 对

照组 2.2±1.1 , 相差显著(P <0.01)。

讨论

　　痛必停是由布洛芬和硝苯碇制成的缓释胶囊 , 布洛芬[ 1] 能

抑制环氧脂酶活性 , 在创伤和炎症局部抑制前列腺素的产生 ,

硝苯碇抑制 Ca
2+
内流 , 能拮抗前列腺素。两者协同作用 , 抗炎

镇痛作用强。

　　经临床观察 ,痛必停镇痛作用强且药效持久(8 h 以上), 无

毒副反应 ,成本低 , 病员易接受。

　　关键词:痛必停;疼痛强度;拔牙

　　中图法分类号:R782.11　　　文献标识码:B
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