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·论 著·
血管内皮抑素对小鼠肺癌影响的研究

汪力慧

摘要：目的 观察血管内皮抑素(Endostatin)对小鼠体内Lewis肺癌生长、血管生成及转移的影响。方法 将荷Lew⁃
is肺癌的C57鼠进行不同剂量组的内皮抑素血管内皮抑素和顺铂干预，观察肿瘤生长、移植瘤及转移瘤体内的微血管
密度(MVD)的表达及转移发生率，采用SPSS19.0进行统计学分析。结果 血管内皮抑素对鼠Lewis肺癌的生长有明显
的抑制作用，并能显著下调移植瘤及转移瘤内微血管密度，减少肿瘤肺转移率，其作用程度与内皮抑素剂量呈现明显

正相关，且血管内皮抑素中未见获得性耐药现象发生。结论 血管内皮抑素可以通过下调肿瘤组织中的MVD，抑制肿
瘤生长及减少转移的发生，不会诱发肿瘤对化疗药物的耐药现象发生，值得在抗癌治疗中使用。

关键词：血管内皮抑素（Endostatin）；微血管密度(MVD)；凋亡
中图分类号：R734.2 文献标识码：A 文章编号：1009-9727(2012)10-1182-03

Study of anti-angiogenestic and anti-metastatic effect of Endostatin on Lewis lung carcinoma xenograft in
mice．WANG Li-hui.(Port Hospital in Qinhuangdao City,Qin huangdao 066003 Hebei, P.R.China)

Abstract:Objective To investigate the anti-tumor, anti-angiogenestic and anti-metastatic effects of endostatin on lewis
lung carcinoma xenograft in mice. Methods Different doses of Endostatin and Cisplatin were given to C57 mice burdened
Lewis lung carcinoma xenograft, then tumor growth, MVD both in planted xenogrft tumor and metastatic tumor in lungs and
metastases rate were observed and analyzed statistically.Results Endostatin inhibited tumor growth down-regulated MVD
both in planted xenogrft tumor and metastatic tumor in lungs and metastases rate, dose-dependent effect was observed in some
degree. Conclusion Endostatin could inhibite the growth and metastases of Lewis lung carcinoma through down-regulating
MVD both in planted xenogrft tumor and metastatic tumor in lungs，Worthy to use in the treatment of cancer.
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近年，非小细胞肺癌（NSCLC）的发病率逐年上
升，已排在恶性肿瘤首位，占大城市癌症发病率和死

亡率的首位。化疗是肺癌的主要治疗手段，能够缩小

肿瘤体积，降低临床分期，但多种方法治疗后仍难避

免复发、进展，多药耐药现象的产生是影响NSCLC化
疗效果的主要原因。肿瘤血管生成是肿瘤生长和转

移的形态学基础，抗血管生成靶向药物毒性小、不易

产生耐药，能够安全、有效切断肿瘤生长和转移所依

赖的“命脉”已成为当今肿瘤治疗领域研究的热点之

一。本文笔者采用荷Lewis肺癌小鼠模型，观察了内
源性抗血管生成因子血管内皮抑素对肿瘤生长及转

移的影响，现将结果分析如下。

1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 实验动物 5周龄健康清洁级C57（北京维通
利华公司）小鼠65只，体重(18±2)g。
1.1.2 药物及试剂 重组人血管内皮抑制素注射液
（Endostatin），来自天津医科大学临床药理实验基地
惠赠，15mg/只；顺铂，购自南京制药厂，20mg/只。An⁃
ti VEGF(C-1) Antibody单克隆，血小板内皮细胞粘附
分子（PECAM-1）购自天津市灏洋生物制品科技有限

公司。

1.2 方法
1.2.1 细胞培养 采用ＤＭＥＭ培养基与 10%胎牛
血清作为培养基，置于 37℃、5%CO2的卵育箱内培养

Lewis肺癌细胞系。
1.2.2 实验分组 将 C57小鼠按随机数字表分为 6
组，每组10只，另5只小鼠不接种肿瘤、以便取其肺组
织作为正常对照组。将Lewis肺癌细胞制成单细胞悬
液注射并注射 0.1ml于小鼠的左腋下，两周后第 1～6
组荷瘤鼠分别皮下注射为不同剂量药物：Endostatin
400μg/(d. 只)、Endostatin 300μg/(d. 只)、Endostatin
200μg/(d.只)、Endostatin200μg+顺铂 40ug/(d.只)、顺铂
40μg/(d.只)、注射用水0.1ml/(d.只)，每组均注射10d。
1.2.3 肿瘤生长曲线的绘制 给药后每周用游标卡
尺测肿瘤最大层面处的最长径和最短径，绘制肿瘤生

长曲线。

1.2.4 免疫组织化学染色(MVD) 10%甲醛固定肿
瘤和肺的标本24h后，石蜡包埋连续切片4张，每张厚
4mm, 1张作HE染色，核实组织病理学诊断，另两张
按免疫组化试剂盒说明书作做MVD染色进行免疫组
化检查，其余备用。微血管密度MVD计数方法参考
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文献标准[1]。

1.2.5 流式细胞技术检测细胞凋亡和P170含量 取
5瓶生长旺盛的 lewis肺癌细胞，并进行编号，每瓶底
面积已铺满 80%以上生长状态好且处于对数生长期
的肿瘤细胞，去掉原培养液，加入新鲜细胞培养液每

瓶5ml，分别往第1～5瓶加入药物为①高浓度血管内
皮抑素组（15μg）；②中浓度血管内皮抑素组（12μg）；
③低浓度血管内皮抑素组（8μg）；④对照组
（DMSO100ul）；⑤对照组：培养基，作用 24h后，应用
流式细胞仪测定凋亡细胞比例。

1.3 统计学分析 采用 SPSS19.0统计软件进行分
析，抑瘤率采用公式=(对照组平均瘤重-实验组平均
瘤重）/对照组平均瘤重，各组平均瘤重、微血管密度
比较采用方差分析进行分析，肿瘤转移率比较采用

Fisher确切概率法检验。
2 结果
2.1 Endostatin对荷瘤C57鼠肿瘤的作用 血管内皮
抑素对荷瘤C57鼠肿瘤平均直径呈现明显剂量-效应
关系和时间-效应关系，顺铂联合Endostatin作用于荷
瘤C57鼠肿瘤平均直径呈现明显的时间-效应关系，
对照组肿瘤平均直径明显大于各实验组，肿瘤生长曲

线见图1。

图图 11 肿瘤生长曲线肿瘤生长曲线

FigFig 11 tumor growth curvetumor growth curve
2.2 抑瘤率 DDP组抑瘤率为 0.98±0.01，400μg血
管内皮抑素为 0.93 ± 0.04，300μg血管内皮抑素为
0.94±0.07，200μg+DDP组为 0.92±0.08，200μg组为
0.81±0.08，DDP组与其它各组有差异P<0.05。
2.3 抗肿瘤转移作用 Endostatin 处理组（内含
400μg、300μg、200μg和 200μg+DDP组）平均肺转移
率为 37.5%，模型组转移率为 80%，Endostatin处理组
明显低于模型组（P = 0.0303），DDP单独处理组和模
型组转移率间的差异无统计学意义（P = 0.3498）。
2.4 对MVD的影响 对原位移植瘤组织中MVD的
影响比较,400μg、300μg<200μg+DDP组<200μg组<
DDP组<模型组, 400μg、300μg肿瘤微血管密度差异
不明显。对肺转移处肿瘤（转移肿瘤）组织中MVD的
影响比较为400μg、300μg和200μg组<200μg+DDP组
<DDP组<模型组, 400μg、300μg和200μg组肺转移瘤

组织微血管密度差异不明显；原位移植瘤MVD与肺
转移肿瘤组织中MVD表达间呈正相关（r =0.97673，
P=0.0008），结果见图2。

表表 11 各组肺转移数各组肺转移数((只只））及转移率及转移率

TableTable 11 The number and rate of lung metastases in each groupThe number and rate of lung metastases in each group

组别Group

对照组

Control group
400μg组
Endo400μg
300μg组
Endo300μg
200μg组
Endo200μg
200μg＋DDP组
Endo200μg＋DDP
DDP组

肺转移

Lung
metastasis
8

2

4

5

4
5

非肺转移

Non-lung
metastasis
2

8

6

5

6
5

比例

The ratio

8/10

2/10

4/10

5/10

4/10
5/10

百分率

Transfer
rate（%）
80.00

37.5

50.00

（个/ m m
2

）

图图 22 不同处理方法对原位移植瘤和肺转移瘤中不同处理方法对原位移植瘤和肺转移瘤中MVDMVD的影响的影响
FigFig 22 Effect of different treatment on orthotopic transplantedEffect of different treatment on orthotopic transplanted

tumor and MVD of lung metastasis tumortumor and MVD of lung metastasis tumor
2.5 血管内皮抑素对 lewis肺癌细胞系凋亡比例 血
管内皮抑素不同浓度的 lewis肺癌细胞系凋亡比例分
别为:15μg组为 33.2%，12μg组为 11.5%，8μg组为
3.82%,对照组为1.12%，二甲基亚砜组为1.77%。
2.6 P170的检测结果 采用流式细胞技术检测
P170，15μg、12μg、8μg组、对照组和二甲基亚砜组的
P170结果结果见表2，表明血管内皮抑素中未见获得
性耐药现象发生，提示其不会诱发肿瘤对化疗药物的

抗拒，临床上应用血管内皮抑素与化疗联合治疗具有

可行性。

3 讨论
恶性肿瘤具有无限制浸润性生长和远处转移两

大特征，血管生成在参与肿瘤浸润生长与转移发挥重

要作用，抑制血管生成能够给抑制体内外血管生成，
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从而抑制肿瘤生长，在肿瘤治疗领域中有广阔的前

景，在众多血管生长抑制因子中，其中新型人血管内

皮抑素血管内皮抑素（Endostatin）抑制血管新生和抗
肿瘤作用最为明显[2-5]。Endostatin是由鼠内皮细胞瘤
(EOMA)培养液中分离出分子量为 20KD、由 184个氨
基酸残基构成的内源性的血管生成抑制剂[6]。胶原蛋

白XVIII的NCI结构域通过蛋白水解可裂解出 End⁃
ostatin，Endostatin是内源胶原蛋白XIII的C末端的非
胶原区(NCI)，一般不引起免疫反应[7]。

表表22 各组耐药蛋白各组耐药蛋白PP170170检测结果检测结果（（%%））
TableTable 22 Result of PResult of P170170

组别Group
15μg/ml组（group）
12μg/ml组（group）
8μg/ml组（group）
demso组（group）
对照组Control

空白对照Control group
1.38
1.98
1.09
1.73
1.31

实验结果Result
8.66

14.8
4.08

16.5
4.98

Endostatin能够强大的特异性抑制血管内皮细胞
增殖的作用，并且特异性地靶向作用于增生的内皮细

胞，达到抑制内皮细胞增生和迁移、拮抗肿瘤新生血

管生成、阻断肿瘤血液供应，起到抑制肿瘤生长而使

其进入“休眠状态”并导致凋亡，且不会诱发骨髓抑制

和胃肠道反应等化疗药物所常表现出的不良反应
[8-11]。

国内、外研究表明，MVD是肿瘤发生转移的危险
因素，本文结果显示，血管内皮抑素能够降低肿瘤

MVD，且其效果与剂量呈正比，但是化疗药物顺铂抑
制肿瘤MVD作用微弱，说明Endostatin可以使原发及
转移肿瘤灶MVD减少，其变化情况与VEGF一致，血
管内皮抑素对MVD作用是全身性的。同时通过End⁃
ostatin对原位移植肿瘤的生长和转移发生的影响结
果表明，Endostatin有抑制（预防）肿瘤转移的作用，且
作用优于顺铂，但作用不如化疗药物Cisplatin强烈，
表明 Endostatin对已形成的瘤体难以达到明显的疗
效。

肿瘤细胞耐药是严重影响肿瘤患者化疗疗效及

临床预后的关键原因之一，其耐药机制可能为细胞泵

出化疗药物使细胞内药物浓度降低，或增强肿瘤细胞

自我修复药物引起损伤的活性，或抗凋亡机制 [12-13]。

多药耐药MDR ( Multidrug Resistance)是目前临床研
究最热门的方向，它是由7号染色体921.1的MDR1基
因介导的跨膜糖蛋白，在正常骨髓细胞、粒和单核细

胞均有一定量的表达，但在粒和单核细胞中表达较低
[14-15]。P170是一类多向性的膜转运蛋白，与部分抗肿
瘤药物有较强亲和力，从而将细胞内的化疗药物泵

出，降低细胞内药物浓度导致耐药。本文结果显示，

血管内皮抑素不会诱发肿瘤对化疗药物的抗拒。

综上所述，Endostatin可直接作用于内皮细胞而
使MVD下降而减少肺转移的发生，并提示在血管内
皮抑素中未见获得性耐药现象发生，有必要做更多的

研究阐明其抗肿瘤效应的潜在临床意义。
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