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NDGA对内皮细胞增殖抑制的作用研究

孙慧勤 ,陈意生 ,史景泉 ,卞修武 ,辛　榕　　(第三军医大学附属西南医院病理研究所 ,重庆 400038)

提　要　目的:探讨去甲二氢愈创木酸(NDGA)对内皮细胞增殖活性的影响及特点。方法:采用形态学

观察 、细胞计数 、流式细胞仪分析 、免疫组织化学等技术方法观测不同浓度 NDGA 作用下人脐静脉内皮细胞

ECV-304 细胞增殖活性的变化。结果:①不同浓度(50 ～ 200 μmol/ L)的 NDGA 处理 ECV-304 细胞 24 ～ 72 h

后或一定浓度(100 μmol/ L)的 NDGA 处理 ECV-304 细胞不同时间(1 ～ 8 d)后 , 均出现 NDGA 抑制细胞增殖

的作用 , 且这种作用与 NDGA的浓度和作用时间有关。 ②NDGA 处理细胞后出现细胞增殖活性降低 ,主要表

现为有丝分裂计数和细胞增殖指数降低 , 细胞的生长抑制率增加 ,细胞生长减慢 , 免疫组化显示 PCNA、BrdU

标记指数下降等。结论:NDGA对内皮细胞增殖有明显抑制作用 , 此抑制作用可能是其影响血管生成的主要

原因之一。
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Inhibitory effects of NDGA on endothelial cell proliferation
SUN Hui-qin , Chen Yi-sheng , SHI Jing-quan , BIAN Xiu-wu , XIN Rong (Depar tment of Pathology , Southw est Hospital ,

Third M ilitary Medical University , Chongqing 400038 , China)

Abstract　Objective:To investigate the proliferat ion inhibit ion and survival of endothelial

cells in response to NDGA.Methods:The ef fects of NDGA on the grow th and survival of human

umbilical vein endothelial cells (HUVEC)cell line ECV-304 were determined w ith light mi-

croscopy , flow cy tometry and immunhistochemist ry.Results:A concentrat ion-dependent prolifer-

ation inhibition and survival were demonstrated in the ECV-304 cells incubated for 1 ～ 3 day s in
the presence of NDGA.The proliferation inhibition was show n as the lessened cell grow th , de-

creased counting of mitotic cells , proliferation index , PCNA-positive cell rate and BrdU labeling

index.Conclusion:The inhibition of endothelial cell proliferation by NDGA may be the important

cause fo r angiogenetic suppression by NDGA.
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　　去甲二氢愈创木酸(Nordihydroguaiaretic acid ,

NDGA)是从常青灌木 Larrea divaricata 和 Guaiacum

of ficinale中提取的一种天然药物成分 ,近年发现其具
有抑制多种肿瘤的发生和发展的作用[ 1 , 2] ,但具体作

用机制不清。本室既往的研究也发现 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 NDGA 可能对胶质瘤的血管生成有影响。

对此进行深入研究 ,不仅有利于阐明 NDGA抗肿瘤机

制 ,也为临床应用 NDGA提供更多依据 。在血管生成

(Angiogenesis)过程中 ,血管内皮细胞的增殖是血管新

生化发生的最基本和最重要的环节[ 4] ,本研究拟通过

观测 NDGA对内皮细胞增殖活性的影响 ,探讨 NDGA

抗血管生成的作用机制。

1　材料与方法

1.1　细胞培养
人脐静脉内皮细胞系 ECV-304(ATCC CRI-1998)细胞 , 在

含 10%新生小牛血清(BS)、双抗(青霉素 100 单位/ ml , 链霉素

100 μg/ ml)的 M199 培养基(Gibco 产品)中于 37°C 、5%CO2 混

合空气的孵箱(湿度为 95%)培养 , 每 3 d 左右换液 1 次 , 约 3

～ 5 d 经 0.2%胰酶 、0.01%EDTA 消化后传代。

1.2　实验分组
试验组为 NDGA 组 , 给不同浓度的 NDGA(Sigma 产品);

对照组为 PBS 组 , 给等体积 0.01 mol/ L的 PBS(pH7.2)。
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1.3 　NDGA 对内皮细胞核分裂指数影响的观察
不同浓度(50 、100 、150 和 200 μmol/ L)NDGA 和 PBS 处理

后的细胞分别在倒置显微镜和经常规固定 、HE 染色后于普通

光镜下观察 ,同时测算细胞的核分裂指数 , 其方法为随机观察

500 个细胞 , 计算其中核分裂像的细胞所占的百分比为其分裂

指数 ,每时相点计算 5 次取均值。

1.4　NDGA对内皮细胞PCNA 、BrdU标记影响的观察
生长于盖玻片上的细胞各经100μmol/ L NDGA 和PBS 处理

后 1～ 3 d ,每日于收集前2 h 加入 BrdU液(Sigma 产品), 使其终

浓度为 5 μmol/ L ,作用 2 h 后取出 , PBS 洗后 , 4%多聚甲醛固定,

以SP法进行 PCNA(Dako公司, 1∶10)、BrdU(Zymed 公司 , 1∶20)

免疫组化染色 ,结果进行半定量分析 , 测定标记指数(LI)。

1.5　NDGA对内皮细胞增殖动力学影响的观测
1.5.1　NDGA 对生长曲线及活细胞百分率影响的测定　　实

验组和对照组各给 100μmol/ L NDGA与 PBS ,于给药后的 1 ～

8 d , 每日以 0.4%T rypan-blue染色后计算细胞密度及活细胞

数 ,并求出细胞生长抑制率。

每组 、每时相点各 3 孔细胞 , 取均值计算。

1.5.2　不同剂量 NDGA对内皮细胞计数及活细胞百分率影响

　　实验组给 50、100 、150 、200 μmo l/ L的 NDGA , 对照组给等

体积 PBS , 给药后 1、2、3 d 进行上述指标的观测。

1.6　细胞增殖指数的检测
将 100μmol/ L NDGA或 PBS 处理后 12 、24、48、72 h 的细

胞制成单细胞悬液 , 于 70%冷乙醇中-20°C 固定 , 经 RNA 酶

37°C 消化 30 min , 碘化丙锭染色 2 h , 用 FACStar plus型流式细胞

仪(Becton dickinson 公司)检测 , 以 CeLLF IT 软件分析测定细

胞周期 ,每个样本随机测定 104 个细胞 , 每组 、每时相点 3 孔细

胞 ,重复 3 次试验。求出细胞的增殖指数(PI),计算方法为:

1.7　统计学处理
所有计量数据均以 x ±s表示 , 采用本校数理统计教研室

提供的统计程序包 SPMR , 进行两样本均数间显著性检验;计

数资料采用 χ2 检验。

2　结果

2.1　NDGA对内皮细胞核分裂指数的影响
培养的 ECV-304 细胞多角形 , 呈典型的卵石状镶嵌排列 ,

有分裂像的细胞较多。 NDGA 处理后 , 细胞稀疏 , 胞体变长 , 细

胞透亮性(折光性)下降 , 脱落细胞及碎片增加 , 并可见酷似凋

亡细胞及凋亡小体的形态学变化(另文发表)。此变化随给

NDGA 后时间的延长和剂量的增加而加重 ,HE 染色核分裂像

明显减少 ,核分裂指数降低(P <0.01),见表 1。

2.2　PCNA 、BrdU免疫组织化学染色结果
ECV-304 细胞的 PCNA 、BrdU 阳性反应较强 , L I 分别在

33%和 25%左右;NDGA 处理后阳性表达减弱 , LI 降低 , 分别

在 20%和 15%左右。见图 1。

图 1　NDGA对 ECV-304 细胞 PCNA(左)、BrdU(右)

标记指数的影响

Fig 1　Ef fects of NDGA on PCNA(left), BrdU(right)

labeling index of ECV-304 cells

2.3　NDGA对内皮细胞增殖动力学的影响
2.3.1 　NDGA 对 ECV-304 细胞生长曲线的影响 　　100

μmol/ L的 NDGA 处理后 1 ～ 8 d ,细胞的生长明显受到抑制 , 24

h后细胞总数较对照组明显减少 , 且作用时间越长 , 差异越明

显 ,虽然 NDGA 明显削弱了内皮细胞生长的峰值 , 但细胞的增

殖高峰出现时间仍较一致 ,见图 2。 100 μmol/ L 的 NDGA处理

后细胞的生长抑制率 1 d 为 75.2%, 2 d 为 65%, 3 d 为

65.1%, 4 d 为 64.7%, 5 d 为 64.2%, 6 d 为 76.2%, 7 d 为

62.0%, 8 d 为 68.6%。

2.3.2　NDGA 抑制 ECV-304 细胞生长的剂量效应　　与对照

组相比 , 50 ～ 200 μmol/ L 浓度的 NDGA 对 ECV-304 细胞数均

有影响 ,且 NDGA 浓度越高 ,这种影响越明显 , 即呈明显的剂量

依赖性;50 μmol/ L 、100 μmol/ L 组活细胞百分率与对照组无显

著差异 ,但 150 μmol/ L 、200 μmol/ L 组其活细胞百分率则显著

低于对照组 , 并随作用时间的延长而亦明显。 50 、100、150 和

200 μmol/ L 的 NDGA处理细胞 24 h 后 ,细胞的生长抑制率分
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别为 16.1%、50.2%、51%和 54.7%;48 h 为 7.7%、45%、

45.5%和 72%;72 h 为 22%、68.7%、76.4%和 92.9%。

图 2　NDGA对 ECV-304 细胞生长影响的时间效应(左)

和剂量效应(右)

Fig 2　Time(left)-and dosage(right)effect of NDGA

on the growth of ECV-304 cells

2.4　NDGA对 ECV-304细胞增殖指数的影响
与对照组相比 , 100 μmol/ L NDGA 处理后 12 ～ 72 h , 细胞

周期中 G1 期细胞增多 , S 期和 G 2/M 期细胞减少 , 细胞增殖指

数降低 ,见表 2 ,且这种作用程度与作用时间有关 , 以给 NDGA

的 48 h 最明显。

3　讨论

本研究观察了 NDGA 对 ECV-304细胞作用的量

效及时效关系 ,结果发现 ,不同浓度(50 ～ 200 μmol/L)

的NDGA处理 ECV-304 细胞 24 h 以后或一定浓度

(100μmol/L)的NDGA 处理 ECV-304细胞不同时间 ,

均对 ECV-304细胞有明显的增殖抑制作用 ,表现为细
胞有丝分裂计数和细胞增殖指数降低 、细胞生长减慢 、

PCNA和 BrdU 表达减弱与标记指数下降等 ,且这种

作用有明显的剂量依赖性和时间依赖性 ,即在 50 ～

200 μmol/ L浓度范围内 ,NDGA 浓度越高 ,这种作用

越明显;在 100μmol/L 的 NDGA处理 1 ～ 8 d内 ,以处

理后 48 h这种增殖抑制作用最为明显 ,在给药后的第

2天 ,形态学观察也发现内皮细胞数目明显较对照组
减少 ,并随时间延长或药量增加而愈加明显 。同时本

实验还发现 ,当将 NDGA 处理后的细胞置于新鲜(不

含NDGA)培养基中培养 ,则细胞可恢复原有的增殖

分裂能力 ,提示 NDGA 对 ECV-304 细胞的这种抑制

作用是可逆的 ,且相对无毒性 ,这与 Dethlefsen 等[ 5]的

观察相符合。

NDGA 处理后 ,ECV-304 细胞中 G1(含 G0)期细

胞比例明显增多 ,S期和 G2/M 期细胞比例明显减少 ,

使细胞增殖指数下降 ,说明 NDGA对内皮细胞周期有

明显的影响 ,即 NDGA能够通过有效作用于细胞周期

G1※S 期 ,从而抑制内皮细胞生长 、增殖 。本室已有的

研究证实 NDGA 对胶质瘤细胞周期的抑制是与其降

低CDK4活性相关 ,NDGA 对内皮细胞周期的作用是

否也与此相关尚待进一步探讨 。
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 ,其通过环氧化酶

(Cyclooxygenase ,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
[ 6]
。

研究还发现: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 ,8]

。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[ 9] ,抑制生长因子激活的 NF-κB

也可抑制细胞增生[ 10] 。因此 ,本研究内皮细胞的增殖

抑制可能也与上述机制有关 ,但对于具体涉及的通路
和机制还需要进一步研究证实 。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 。在肿瘤等血管增殖性疾病

中 ,血管内皮细胞的增殖活性明显增强 , NDGA 对这

些增殖强的细胞也应有强的抑制性 ,这也提示该药在
抑制血管生成方面具有潜在的应用价值 。

(本室郭德玉 、郭乔楠博士分别为该研究提供了部分抗体 ,

特此致谢!)
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2　结果

2.1　VEGF 的表达情况
在正常组织中 , VEGF 主要表达于上皮的棘层及基底细胞

层 ,结缔组织间质阳性反应较弱 , 部分血管内皮细胞呈弱阳性

反应;在炎症组织中 , 上皮细胞的染色与正常组基本相同 , 另

外 ,在浆细胞 、巨噬细胞以及血管内皮细胞也呈现出阳性反应。

炎症组染色程度 Dλ值为 18.36 ±11.33 , 与正常组(11.24 ±

18.72)相比差异显著(P< 0.05)。

2.2　bFGF mRNA 表达情况
bFGF mRNA 阳性反应部位也主要位于胞浆中 ,为蓝紫色

细颗粒 , 各组标本中上皮细胞均为阴性着色。 在正常组中 ,

bFGF mRNA 的阳性反应一般较弱 ,其表达部位多位于血管内

皮细胞和成纤维细胞中 ,该组 Dλ值为 17.28±14.74;在炎症组

标本中 , bFGF mRNA 的反应程度明显增加 , 除血管内皮细胞

外和成纤维细胞表达外 , 巨噬细胞也有较强表达 , Dλ值为

29.04±17.25 , 与正常组相比差异非常明显(P< 0.01)。

3　讨论

颌面部损伤与人体其它组织相比 ,伤口容易愈合 , 且瘢痕

较小 ,其原因目前多认为与颌面部血运丰富有关。本研究结果

显示 ,在所有观察的正常组织上皮细胞中均未发现 bFGF mR-

NA的表达 , 而在间质中的成纤维细胞和血管内皮细胞中出现

表达;VEGF 不仅可由上皮细胞产生和分泌 , 血管内皮细胞也

可表达。在炎症组织中不仅 VEGF 和 bFGF 阳性反应增强 , 而

且部分炎细胞中也发现有 VEGF 和 bFGF 的表达。 上述结果

提示 , VEGF和 bFGF 无论在正常的口腔软组织 ,还是炎症状态

下的组织均有丰富的来源 ,显示了其可能发挥的作用。

生长因子一般是通过作用于靶细胞上的受体发挥作用的 ,

bFGF 的受体主要位于血管内皮细胞 , 显示了该生长因子具有

对上皮细胞作用的能力
[ 3]
。 VEGF 的受体 flt和 flk/ KDR 的表

达一般位于内皮细胞[ 4] , 同时 , 成骨细胞 、单核细胞 、造血细胞

和部分肿瘤细胞中也有表达[ 5] 。结合本结果提示 , bFGF 虽然

不能由上皮细胞直接产生和分泌 , 但来源于间质成纤维细胞 、

内皮细胞和巨噬细胞的 bFGF 可以以旁分泌的作用方式刺激

上皮增殖 ,同时以自分泌方式参与和维持结缔组织中的血管生

成和成纤维细胞生长。 VEGF 可以同时由上皮细胞和间质中

的细胞合成 ,分泌出的 VEGF 对上皮细胞和间质生长和代谢 ,

尤其是新生血管再生发挥着重要作用。本结果还揭示 , 在炎症

状态下 , VEGF 和bFGF 的表达均有明显增强 ,并且巨噬细胞等

炎细胞也参与合成和分泌 ,说明 VEGF 和 bFGF 可能也参与了

组织的炎症和修复调节。

关键词　口腔粘膜;血管内皮生长因子;成纤维细胞生长

因子
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