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73 2 血管生成的抑制作用
’

李颖 嘉
’ .

王 东 高奉浮 陈 俐 (第三军 医大学附属大坪 医院野战外科研究所病理科 ) 重 庆
,

4 0 0 0 42

提 要 目的
:

研 究血管内皮生长 因子 ( V
a s e u

l
a r e n d o t h

e l ia l g r o w t h fa e t o r V E G F )抗体的抗骨肉瘤血

管生成作用
。

方法
:

应用鸡胚尿囊 膜 ( C h ie k e
m b r y o e

h
o r io a

ll
a n t o i e m e m b r a n e ,

C A M )模 型观察 V E G F 抗体对

骨 肉瘤血管生成 及肿 瘤生长的影响
。

结果
:

V E G F 抗 体组血管数 目在给 予抗体后第 2
、

4
、

6
、

8 天均 显著低于

P BS 对照组 ( 尸 < 0
.

05 或 P < 0
.

01 )
,

光镜下瘤细胞减少
,

新生血管腔减少
。

结论
: V E G F 抗体对骨肉瘤治疗

具有 良好的应用前景
。

关健词 血管内皮生长因子 ;骨 肉瘤
;
抗体 ;鸡胚尿囊膜

中图法分类号 R 3 9 2
.

1 1 ; R 7 3 8
.

1

实体瘤的生长和转移是依赖于血管生成的 .1[
2 〕 ,

因

此干扰和阻断肿瘤血供是有效的治疗方法
。

我们过去

的 研 究 表 明 肿 瘤 内 微血 管密 度 ( In t r a t u m o r a l m i
-

e r o v e s s e l d e n s i t y ,

M V D ) 与骨 肉瘤 的转移 和预后有

关阎
,

在多种血管生成相关 因子 中
,

V E G F 持续 高表

达
,

证明 V E G .F 是人体骨肉瘤重要的血管生成相关因

子 之一
。

据此
,

本实验 以 V E G F 为靶点
,

选择高表达

V E G F 的 骨 肉瘤 细 胞 株 0 5
一

7 3 2 接种 鸡 胚 尿 囊膜

( C A M ) 并给予 V E G F 抗体
,

观察其对骨 肉瘤血管 生

成的抑制作用
,

为从抗血管生成途径治疗骨肉瘤提供

实验依据
。

材料和方法

1
.

1 材料

人骨 肉瘤 0 5
一

7 3 2 细胞株购 自北京积水潭医 院骨科实验

室
.

V E G F 抗体是 亲和纯化的抗 G S T 融合 蛋白的兔源性多克

隆抗体
,

其 中 G S T 融合 蛋白包含有人 源性 V E G F 序列
。

本抗体

为 S a n at C ur
:
产 品

,

购自北京中山生物技术公司
。

1
.

2 胚蛋来源及制备

胚蛋源于西南农业 大学养鸡场
,

天平称 重选择大小相仿的

纯 种华联蛋
,

经福尔马林熏蒸 消毒 20 m in 后置于 37
.

8
O

C
,

相对

湿度为 6 0 % ~ 8 0 % 的恒温孵箱中
,

胚头斜向上方
,

孵育至 g d

时制备鸡胚 尿囊膜
,

制备方 法参考 付生 法闭的方法并 加 以改

进
。

1
.

3 摘细胞接种及 实验分组

胚蛋 30 只
,

随机分为 3 组
,

每组 10 只
。

攀露已制备好 的

C A M
,

选择 近胚头 1 C m 处两条前卵黄静脉之间的相对 无血管

区接种对数生长期 0 5
一

7 3 2 细胞
,

每 只 5 x z 0 6

/ 1 0 0 拜l
,

共接种两

组
。

接种 2 4 h 后 以 甲 基纤维 素碟 为载体
,

治疗 组每 只给予

V E G F 抗体 1 0 ” g / 1 0 0 朴l
,

对照组每只给予 P B S 1 0 0 拌1
.

甲荃纤

维素碟的制备参考付生法 [’j 的方法
。

另设空 白对 照组
,

开窗后

不给予任何措施
,

用 以排除胚 蛋开窗 后污染
、

操作技术等非处

理因素对实验结果的干扰
。

上 述 3 组鸡胚分别在给予 V E G F 抗

体或 P BS 后第 2
、

4
、

6
、

8 天于解剖显微镜下 以侧微尺确定接种

区周围 s m m 范 围并计数该范 围内的血管数目
,

同时观察有无

出现 接种 区周 围血管向致瘤 区弯曲
、

靠 近
,

呈放射状集 中
,

即

“
血管辐揍现象

” 。

1
.

4 原位铺片及石蜡切片的制备和观察

C A M 常规 4写多 聚 甲醛 原位 固定 15 m in
,

以接种 区为中

J

心取膜
,

部分标本常规石蜡包埋
,

切 片 H E 染色
,

另取部分标本

平铺于透 明大玻片上
,

苏木素染色
,

梯度酒精脱水
,

二 甲苯透

明
,

各步骤较常规 H E 染色处理时间延长
。

光镜下观察肿瘤细

胞生 长情况
、

肿瘤 区内部新 生血 管的分布
、

数量及 与周围宿 主

血管 的关系
。

1
.

5 统计学处理

实验数据用 S P L M 软件处理
,

方差分析确定均数间差异显

著性
,

iF hs
e r

确切概率法确定率间差异显著性
.

2 结果
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.

1 V E G F 扰体对人 0 5
一

73 2 骨肉瘤细 胞诱导血管

生成的抑制作用

图 1 示不同时相点 V E G F 抗体对人 0 5
一

7 32 骨肉瘤细胞诱

导血管生成的抑制作用
。

给予 V E G F 抗体后第 2 , 6天
,

肿瘤诱

导 的血管生成受到明显抑制
,

V E G F 抗体组血管数 目显著低于

P B S 对照组 ( 尸 < 0
.

05 成 尸 < 0
.

0 1 )
,

并在第 2 ~ 4 天接近正常

空 白对 照组 ( 尸 > 。
.

0 5)
.

而此期亦为 0 5
一

7 3 2 骨肉启细胞诱导
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V E G F 抗体对骨 肉瘤 0 5
一

73 2 血管生成的抑制作用 4 9 7

表 1 V E G F 多克隆抗体对鸡胚尿 . 膜骨肉摘 0 5
一

73 2 的生长及血管生成的抑制作用

aT b 1 I n h ib it i o n o f g r o w t h a n d n e o v a s e u l a r i z a t io n o f 0 5
一

7 3 2 o n t h e e h ie k e
m b r y o

e h o r i o a l la n t o ie m e m b r a n e b y a P o ly e lo n a l a n t ibo d y a g a in s t V E G F

G r o s s ly t u m o r T u m o r ig e n i e r a t e B l o o d
v e s s e l

s
B lo o d v e s s e l s e o u n t

G or u P

lg e n I C r a t e ( b y m i e r o s e o Py ) e o n v e r g e r a t e Zn d d a y 4 t h d a y 6 t h d a y s t h d a y

P BS
~ e o n t r o l

A n t i
一

V E G F

B la n k e o n t r o l

4 / 1 0

0 / 1 0

0 / 1 0

1 0 / 1 0

1 0 / 1 0

8 / 10 2 2
.

9士 5
.

4 3 1
.

4士 6
.

6 4 4
.

2士 1 0
.

3 5 1
.

0士 6
.

9

2 / 10 1 8
.

2士 3
.

4 2 3
.

4士 5
.

3 2 5
.

2士 5
.

5 3 0
.

0士 4
.

6

1 7
.

4士 2
.

5 19
.

0士 2
.

8 1 7
.

7士 2
.

6 1 4
.

3士 3
.

3

3 讨论

业已证明大多数实体恶性肿瘤能分泌多种促血管

生长因子
,

诱导血管生成
,

支持肿瘤生长 sj[
。

肿瘤诱生

的血管无论在病理
、

生理还是形态功能上都有着特征

性
,

这些都为传统的化疗药物构成了
“
血瘤屏障

” ,

使得

肿瘤细胞得以逃逸化疗药物的杀伤 6j[
。

识别肿瘤血管

生成过程与正常血管生成过程的差异
,

选择性攻击肿

瘤 血管特异性 犯部位
,

将 大大加速 肿瘤 治疗进 程
。

V E G F 是从牛垂体滤泡星状细胞培养物中纯化分离出

来的强烈的内皮细胞有丝分裂原
,

通过与内皮细胞上

的酪氨酸激酶受体 n d 和 K D R f/ kI l 特异性结合
,

使受

体 自身礴酸化而激活细胞内信号传导通路
,

产生生物

效应如诱导内皮细胞增殖
、

迁移
,

调节内皮细胞整合素

及蛋 白酶激活因子的表达
,

增加微血管通透性
,

促进血

浆蛋白外漏
,

基底膜降解
,

导致新的基质及新生血管腔

形成
。

在迄今发现的 20 多种多肤类血管生长因子中
,

V E G F 是针对内皮细胞特异性最高
,

促血管生长作用

最强的关键调节因子 7j[
,

在多种原发性恶性肿瘤组织

中均呈高表达 [`〕 ; 新近 T a k a h a s h i [ , 〕发现 v E G F 高表

达与结肠癌转移的发生有密切联系
,

提示 V E G F 在原

位肿瘤的形成和生长及转移瘤的形成 中均起着举足轻

重的作用
。

已经证实其它多种血管生长因子是通过直

接或 间接诱导
、

刺激 V E G F 表 达而发 挥作 用的
,

如

T G F
一 a 、

b F G F
、

T G F
一

p
、

T N F
一 a 、

K G F 等 均 可 上 调

V E G F 的表达 [ , o
·

川
。

因此
,

V E G F 是阻断肿瘤血供的

理想靶点
。

iK m K J 利用 V E G F 单抗成功地抑制 了横

纹肌肉瘤
、

恶性胶质瘤
、

平 滑肌 肉瘤 在裸 鼠体 内的生

长 ; A s a n o [ , 2〕利用 V E G F l z ,

单抗 M V
3 o 3

不仅抑制 T 体

外培养的人脐静脉内皮细胞生长及 B A L B / C 鼠体 内

人 纤 维 肉瘤细胞 株 H T
一

1 0 8 0 的 生 长
,

而且 抑 制 了

B A L B / C 鼠转移瘤的形成
。

我们的实验证实 V E G F 多

克隆抗体对骨肉瘤细胞 0 5
一

73 2 的血管生成及肿瘤细

胞的生长也有抑制作用
,

且 V E G F 多克隆抗体作用较

V E G F 单抗可能更全面
,

较小剂量时即能 比较完全地

阻断 V E G F 的作用
。

本实验采用 C A M 模型
,

结合解剖显微镜下血管

计数
、

大体观察及原位铺片的组织病理学观察
,

证实 了

V E G F 抗体能够显著抑制骨 肉瘤细胞 0 5
一

73 2 的血管

生成并影响肿瘤细胞生长
。

早在 7 0 年代
,

W ol f 就观察

到肿瘤细胞能够诱导血管生成
, “
吸引

”
宿主血管主干

向致瘤区 弯曲
、

靠近
,

呈放射状集 中的现象
,

骨 肉瘤细

胞 0 5
一

73 2 诱 导血管生成过程与之符合
,

且这一过程

能被 V E G F 抗体 抑制
。

进 行抗 肿瘤血 管生成 研究
,

C A M 模型能够同时观察肿瘤区血管变化及瘤细胞生

长状态
,

效果直观而清晰
。

本实验还发现在停止一次性给予抗体 6 d 后
,

抗

体对肿瘤血管的抑制作用有减弱趋势
,

除可能跟抗体

作用维持时间有关外
,

还 由于肿瘤血管生成是一复杂

的多步骤过程
,

调控因素甚多
,

单一阻断一种血管生长

因子的作用并不能够完全达到抑瘤作用
。

因此联合应

用多种血管生成抑制剂将为抗肿瘤血管生成治疗开辟

更广阔的治疗前景
。
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表 1 宫颈糜烂程度与疗效的关系
3 讨论

疗效

程度 治愈率
例数 痊愈 有效 无效

I 度 3 0 2 7 1 2 9 0
.

0 %

44101 3 1 7

5 5

4 5 2 3

3 8
.

2 %

3 5
.

8%

8 7
.

2%

J性d
孟八6八J11行II 度

I 度

合计

表 2 宫颈糜烂类型与疗效关 系

近 年来
,

病 理学和 生物学 的研究表明
,

慢 性宫颈 炎与单纯

疤疹病毒和人乳 头瘤病毒感染有关
。

奥平栓是一 种具有抗病毒

作用的生 物制品
,

其 主要成分为
a 一

干扰素
.

通 过与靶细胞膜 上

受体结合
,

使细胞膜 发生变 化
,

进而激 活细胞 内抗病毒蛋 白基

因
,

抗病毒 蛋 白基 因按 照
“
正 中的法则

”
指 导合成抗 病毒蛋 白

,

由抗病毒蛋 白发挥抗病毒作用
,

使单纯疙疹病毒和人乳 头瘤病

毒的侵染得到控制
,

达到治愈慢性宫颈炎病因的 目的 .2[ 3〕 .

该药

使用方便
,

无副作用易推广应用
。

关艘词 慢性宫颈炎 ; a 一

干扰素

中图法分类号 R 71 1
.

3

疗效
类型

病例 痊愈 有效 无效
治愈率 参考文献

2

4

l 0

8 1
.

8 %

4 4
.

8 %

3 1
.

3肠

87
.

2 %

4127232713545
八JQù浦bn汽ú,J,口11t了单纯型

顺粒 型

乳头型

合计

单纯 型糜烂 的治愈率显著高于其它两型 ( P < 0
.

01 )
,

而后

两型之间差异无 显著意义 ( P > 0
.

0 5 )
。
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