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小剂量长春瑞滨抗血管生成化疗的实验研究
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【摘　要】目的：探讨长春瑞滨在体内外的抗血管生成活性及其可能的作用机制。方法：以人肺腺癌Ａ５４９细胞为对照，采用ＭＴＴ
法、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室趋化实验、体外小管形成实验及流式细胞术（Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ），观察长春瑞滨对人脐静脉内皮细胞（Ｈｕｍａｎ
ｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｃｅｌｌ，ＨＵＶＥＣ）细胞增殖、迁移、形成毛细网管样结构的能力及细胞凋亡的影响；利用鸡胚绒毛尿囊膜
（Ｃｈｉｃｋｅｎｃｈｏｒｉｏａｌｌａｎｔｏｉｃｍｅｍｂｒａｎｅ，ＣＡＭ）模型，观察长春瑞滨对体内ＣＡＭ新生血管的抑制作用。结果：小剂量（０．１～１．０ｎｇ?ｍｌ）
长春瑞滨作用４８ｈ，对ＨＵＶＥＣ和Ａ５４９细胞增殖抑制具有差异细胞毒作用（Ｐ＝０．０００）。０．１～０８ｎｇ?ｍｌ长春瑞滨对ＨＵＶＥＣ作
用１２ｈ的迁移抑制率在２０．５６％～５７．８７％之间，与对照组相比，细胞迁移数明显减少（Ｐ＜０．０５，Ｆ＝７２．９７９，Ｐ＝０．０００）。０．１～
０８ｎｇ?ｍｌ长春瑞滨对ＨＵＶＥＣ作用２４ｈ的小管形成抑制率在２９０７％～５６．８３％之间，与对照组相比，小管形成数目明显减少且
管腔结构趋于不完整，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｆ＝７５７９４，Ｐ＝０．０００）。０．１～０８ｎｇ?ｍｌ长春瑞滨作用４８ｈ，诱导ＨＵＶＥＣ
细胞凋亡率在２２．３０％～３７．０５％之间，高于对照组细胞凋亡率１５．６０％（Ｐ＜０．０５；注：与对照组相比，在０．１、０．４、０．８ｎｇ?ｍｌ长春
瑞滨组的相应Ｐ＝０．０３６、Ｐ＝０．０１３、Ｐ＝０．０１２）。体内实验显示，０．１～０．８ｎｇ?ｍｌ长春瑞滨能够抑制ＣＡＭ新生血管形成，抑制率
在２１．０５％～４２．１１％之间，且抑制作用随药物浓度增加而增强。结论：①小剂量长春瑞滨在体外具有抑制血管内皮细胞增殖、迁
移、小管形成及诱导细胞凋亡的作用。②小剂量长春瑞滨在体内具有抑制ＣＡＭ血管形成的作用。
【关键词】长春瑞滨；人脐静脉内皮细胞；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ；流式细胞术；鸡胚绒毛尿囊膜；抗血管生成
【中国图书分类法分类号】Ｒ７３３６＋１ 【文献标志码】Ａ 【收稿日期】２０１１１０１２

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｔｕｄｙｏｆｌｏｗｄｏｓｅｓｏｆＶｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅｉｎｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ
ＷＡＮＬｉ

（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｎｃｏｌｏｇｙ，ｔｈｅＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＮａｎｊｉｎｇＳｅｃｏｎｄＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｏｕｔｈｅａｓｔＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ）
【Ａｂｓｔｒａｃｔ】Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅａｎｔｉａｎｇｉｏｇｅｎｉｃａｂｉｌｉｔｙａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＶｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｉｎｖｉｔｒｏ，
ＭＴＴｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＶｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ（ＨＵ
ＶＥＣ）ａｎｄｈｕｍａｎｐｕｌｍｏｎａｒｙａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａＡ５４９ｃｅｌｌｓ．Ｔｒａｎｓｗｅｌｌｃａｂｉｎｔｅｓｔａｎｄｏｕｔｂｏｄｙｃａｎａｌｉｃｕｌｉｚａｔｉｏｎｔｅｓｔｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅ
ｔｈｅｉｍｐａｃｔｏｆＶｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅｏｎｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｃａｐｉｌｌａｒｙｌｉｋｅｔｕｂｅｆｏｒｍａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ，ａｎｄｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＨＵＶＥＣｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙ
ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ（ＦＣＭ）．Ｉｎｖｉｖｏ，ｔｈｅｃｈｉｃｋｅｎｃｈｏｒｉｏａｌｌａｎｔｏｉｃｍｅｍｂｒａｎｅ（ＣＡＭ）ｍｏｄｅｌｗａｓｕｓｅｄｔｏｃｈｅｃｋｗｈｅｔｈｅｒｔｈｅｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａ
ｔｉｏｎｏｆＣＡＭｃｏｕｌｄｂｅｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＬｏｗｄｏｓｅＶｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅ（０．１～１．０ｎｇ?ｍｌ）ｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＡ５４９ａｎｄＨＵ
ＶＥＣａｆｔｅｒ４８ｈｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ａｎｄｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＝０．０００）．ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｍｉｇｒａｔｉｎｇＨＵＶＥＣｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５，Ｆ＝７２．９７９，Ｐ＝０．０００），ａｎｄｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｍｉｇｒａｔｉｏｎｗａｓｂｅｔｗｅｅｎ
２０５６％～４０４０％ ｗｈｅｎｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ０．１～０．８ｎｇ?ｍｌＶｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅｆｏｒ１２ｈ．Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｔｕｂｕｌｅｓｗａｓｒｅｄｕｃｅｄａｎｄｔｈｅｌｕｍｅｎｌｏｓｔｉｔｓ
ｉｎｔｅｇｒｉｔｙａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５，Ｆ＝７５．７９４，Ｐ＝０．０００），ａｎｄｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｔｕｂｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｗａｓ
ｂｅｔｗｅｅｎ２９．０７％～５６．８３％ ｗｈｅｎｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ０．１～０．８ｎｇ?ｍｌＶｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅｆｏｒ２４ｈ．ＷｈｅｎＨＵＶＥＣｗａｓｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈ０．１～０．８ｎｇ?
ｍｌＶｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅｆｏｒ４８ｈ，ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｗａｓｂｅｔｗｅｅｎ２２．３０％～３７．０５％．Ａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ，ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔ
ｏｆ１５．６０％ ｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；Ｎｏｔｅ：ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ，Ｐｖａｌｕｅｆｏｒ０．１，０．４ｎｇ?ｍｌ，ａｎｄ０．８ｎｇ?ｍｌＶｉ
ｎｏｒｅｌｂｉｎｅｗａｓＰ＝０．０３６，Ｐ＝０．０１３，ａｎｄＰ＝０．０１２ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）．ＷｅａｌｓｏｏｂｓｅｒｖｅｄｔｈａｔＶｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅ，ａｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ０１，０４
ｎｇ?ｍｌ，ａｎｄ０．８ｎｇ?ｍｌ，ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｔｈｅｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＣＡＭｉｎｖｉｖｏ，ａｎｄｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｗａｓｂｅｔｗｅｅｎ２１．０５％～４２．１１％．
Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｗａｓｅｎｈａｎｃｅｄａｓｔｈｅｄｒｕｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｃｒｅａｓｅｄ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：① Ｉｎｖｉｔｒｏ，ｌｏｗｄｏｓｅＶｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅｃａｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｔｕｂｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＨＵＶＥＣ，ａｎｄｈａｓｔｈｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｉｎｄｕｃｉｎｇａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨＵＶＥＣ．② Ｉｎｖｉ
ｖｏ，ｌｏｗｄｏｓｅＶｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｓａｎｔｉａｎｇｉｏｇｅｎｉｃａｂｉｌｉｔｙｏｆＣＡＭ．
【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】Ｖｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅ；ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（ＨＵＶＥＣ）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ；ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ（ＦＣＭ）；ｃｈｏｒｉｏａｌｌａｎｔｏｉｃｍｅｍ
ｂｒａｎｅ（ＣＡＭ）；ａｎｔｉａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ

—４３４— 重庆医科大学学报２０１２年第３７卷第５期 （ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ２０１２．Ｖｏｌ．３７Ｎｏ．５）



　　长春瑞滨是１种半合成长春花生物碱，具有阻
滞微管蛋白聚合及诱导微管解聚从而使细胞分裂停

止于有丝分裂中期的作用。长春瑞滨与长春碱同属

于长春花生物碱类，但两者结构存在一些差异，已有

实验证明长春碱［１］在小剂量运用时具有抗血管生成

作用，本实验旨在通过体内外实验探讨长春瑞滨的

抗血管生成能力。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要试剂　内皮细胞培养液（ＥＧＭ２）及胎牛血清系
Ｌｏｎｚａ公司产品，ＲＰＭＩ１６４０培养液、细胞消化酶及四甲基偶
氮唑盐（ＭＴＴ）系Ｇｉｂｃｏ公司产品，新生牛血清系兰州民海生
物工程公司产品，二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）系上海凌峰公司产
品，冷磷酸缓冲液（ＰＢＳ）自配。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（２４孔、膜上孔
径８μｍ）购系Ｃｏｒｎｉｎｇ公司产品，甲基纤维素 Ｍ２０及纤维蛋
白原系Ａｍｅｒｓｃｏ公司产品，凝血酶系Ｓｉｇｍａ公司产品，Ａｎｎｅｘ
ｉｎＶ－ＦＩＴＣ凋亡检测试剂盒系 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品。酒石酸
长春瑞滨注射液购自江苏豪森药业股份有限公司。受精６ｄ
鸡蛋购自南京源创禽业发展有限责任公司。

１．１．２　细胞株　人肺腺癌Ａ５４９细胞系本实验室常规培养，
生长于含１０％新生牛血清的ＲＰＭＩ１６４０完全培养液中，取对
数生长期用于实验。人脐静脉内皮细胞（Ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌ
ｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＨＵＶＥＣ）经人新鲜脐带原代分离，生长于
含１０％胎牛血清的ＥＧＭ２内皮细胞完全培养液。
１．２　方法

１．２．１　ＨＵＶＥＣ的获取和培养　参照 Ｊａｆｆｅ等［２］的方法并改

良，取新鲜新生儿脐带（约２０ｃｍ），ＰＢＳ冲洗脐静脉内壁至干
净，０．２５％胰酶３７℃消化７ｍｉｎ，收集消化液，ＲＰＭＩ１６４０培
养液冲洗内壁，冲洗液一并收集，１０００ｒ?ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收
集ＨＵＶＥＣ以 ＥＧＭ２完全培养液重悬接种于培养皿，置
３７℃ ５％ＣＯ２饱和湿度培养箱中培养。取第 ３～６代用于
实验。

１．２．２　ＭＴＴ法测定细胞体外增殖实验　ＲＰＭＩ１６４０和ＥＧＭ
２分别调整 Ａ５４９和 ＨＵＶＥＣ细胞浓度至３．２×１０４个?ｍｌ和
２．６×１０４个?ｍｌ接种于９６孔板，３７℃ ５％ＣＯ２饱和湿度孵育
２４ｈ后，加入含药物的培养液（终浓度为０．１、０．２、０．４、０６、
０．８、１．０ｎｇ?ｍｌ长春瑞滨），对照组加入等量不含药物的培养
液，同时设只含培养液的空白对照组，每组设３个复孔，继续
孵育４８ｈ，加入２０μｌＭＴＴ孵育４ｈ后弃去上清液，加入２００
μｌＤＭＳＯ震荡１０ｍｉｎ，酶标仪４９０ｎｍ波长下测吸光度（Ａｂ
ｓｏｒｂｅｎｃｅ，Ａ），计算细胞增殖抑制率：细胞抑制率＝（对照组Ａ
值－实验组Ａ值）?（对照组Ａ值－空白组Ａ值）×１００％。
１．２．３　体外迁移实验　参照 Ｕｒｉａｒｔｅ等［３］的方法，将 Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室内套倒置，底面用１０μｇ?ｍｌ纤维粘连蛋白溶液１００
μｌ包被、风干；下室加入６００μｌ含１０％胎牛血清的 ＥＧＭ２；
常规消化含０．５％胎牛血清 ＥＧＭ２培养１２ｈ的 ＨＵＶＥＣ，并

用该培养液调整细胞密度至４×１０６个?ｍｌ，按每室５０μｌ接
种于上室；并在药物组上室中加入５０μｌ含药物的０．５％胎
牛血清 ＥＧＭ２培养液（浓度为０．１、０．４、０．８ｎｇ?ｍｌ长春瑞
滨），对照组上室中加入等量不含药物的 ０．５％胎牛血清
ＥＧＭ２培养液，３７℃ ５％ＣＯ２孵育；１２ｈ后棉签棒拭去膜上
表面细胞，下表面用１０％甲醛固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗，结晶紫
染色２０ｍｉｎ，再ＰＢＳ漂洗干净，取下微孔膜使底面朝上置于
载玻片，显微镜下观察、拍照，随机计数５个视野，取平均数
作为趋化细胞数，计算细胞迁移抑制率。

１．２．４　体外小管形成实验　参照 Ｃｈａｌｕｐｏｗｉｃａ等［４］的方法，

构建ＨＵＶＥＣ培养模型模拟新生血管生成，具体为：无血清
ＥＧＭ２调整２０ｍｇ?ｍｌ纤维蛋白原溶液至１．０ｍｇ?ｍｌ，按每孔
２２５μｌ加入２４孔板，再按每孔１８μｌ添加１２．５Ｕ?ｍｌ凝血酶，
３７℃孵育 ５ｍｉｎ聚合成底层凝胶；收集 ＨＵＶＥＣ，无血清
ＥＧＭ２重悬成２．５×１０４个?ｍｌ的细胞悬液，每孔１ｍｌ加于上
述底层凝胶上，３７℃ ５％ＣＯ２孵育；２４ｈ后换入含不同浓度
长春瑞滨的培养液（终浓度分别为０．１、０．４、０．８ｎｇ?ｍｌ），对
照组换入等量不含药物的培养液；继续孵育１ｈ后移去培养
液，在该层细胞上按底层凝胶方法制作含上述各浓度长春瑞

滨的顶层凝胶，对照组不含药物，在顶层凝胶上加入１ｍｌ含
１０％胎牛血清的ＥＧＭ２培养液，３７℃ ５％ＣＯ２孵育；２３ｈ后
观察拍摄小管形成情况。

１．２．５　双标记流式细胞仪检测 ＨＵＶＥＣ凋亡率　收集对照
组及药物组（０．１、０．４、０．８ｎｇ?ｍｌ长春瑞滨）作用４８ｈ的ＨＵ
ＶＥＣ，１００μｌＢｕｆｆｅｒ重悬，顺序加入１０μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和
５μｌＰＩ染料，混匀后避光１５ｍｉｎ，加入４００μｌＢｕｆｆｅｒ缓冲液，
振荡后流式细胞仪检测。

１．２．６　体内鸡胚绒毛尿囊膜实验（Ｃｈｉｃｋｅｎｃｈｏｒｉｏａｌｌａｎｔｏｉｃ
ｍｅｍｂｒａｎｅ，ＣＡＭ）７５％乙醇擦拭孵育第７天的鸡受精卵，在气
室顶端蛋壳上开窗（直径约１ｃｍ），放置甲基纤维素薄片于
暴露的尿囊膜上，滴加１０μｌ含不同浓度药物的生理盐水溶
液于薄片上，并以不含药物的生理盐水为阴性对照，以０．５
ｍｇ?ｍｌ地塞米松为阳性对照，无菌贴膜封闭窗口继续孵育；
每２４ｈ追加等量药物，７２ｈ后１０％甲醛固定１０ｍｉｎ，将薄片
周围３ｃｍ直径区域的尿囊膜剪下，显微镜下观察薄片周围
毛细血管生长情况，按每组１０个鸡胚计数尿囊膜新生血管
数（Ｂ），计算药物对其抑制率，抑制率＝（生理盐水组Ｂ数－
药物组Ｂ数）?生理盐水组Ｂ数×１００％。
１．２．７　统计学处理　统计分析采用ＳＰＳＳ１５．０软件统计包，
对实验数据作单因素方差分析，进行Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ－检验，Ｐ＜
０．０５认为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　长春瑞滨对Ａ５４９和ＨＵＶＥＣ细胞体外增殖的影响
小剂量长春瑞滨（０．１～１．０ｎｇ?ｍｌ）作用４８ｈ对 ＨＵＶＥＣ

增殖抑制率为２５．７６％～６２．２７％，与药物浓度呈正相关（ｒ＝
０．９９３，Ｐ＝０．０００）；相同条件下，药物对 ＨＵＶＥＣ抑制率高于
对Ａ５４９抑制率，Ｐ＜０．０５（Ｐ＝０．０００），两者间存在差异细胞

—５３４—重庆医科大学学报２０１２年第３７卷第５期 （ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ２０１２．Ｖｏｌ．３７Ｎｏ．５）



毒作用（见图１）。

图１　长春瑞滨作用４８ｈ对Ａ５４９和

ＨＵＶＥＣ细胞增殖的抑制作用

Ｆｉｇ．１　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆＶｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅｏｎｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

ｏｆＨＵＶＥＣａｎｄＡ５４９ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ４８ｈｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２．２　长春瑞滨对ＨＵＶＥＣ体外迁移能力的影响

经０．１、０．４、０．８ｎｇ?ｍｌ长春瑞滨作用１２ｈ，平均细胞迁
移数分别为３４９．２０±２４．０６、２６２．００±１７．８９、１８５．２０±２２０３，
与对照组（４３９．６０±２７．１２）相比，药物组细胞迁移数明显减
少（Ｐ＜０．０５，见图２，Ｆ＝７２．９７９，Ｐ＝０．０００）；０．１、０．４、０．８
ｎｇ?ｍｌ长春瑞滨抑制 ＨＵＶＥＣ迁移率分别为 ２０．５６％、
４０４０％、５７．８７％，抑制强度与浓度呈正相关（ｒ＝０．９５４，Ｐ＝
００００）。

　　　Ａ．对照组 Ｂ．０．８ｎｇ?ｍｌ长春瑞滨

图２　长春瑞滨作用１２ｈ后对ＨＵＶＥＣ迁移的影响（１００×）

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＶｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ

ｏｆＨＵＶＥＣａｆｔｅｒ１２ｈｔｒｅａｔｍｅｎｔ（１００×）

２．３　长春瑞滨对ＨＵＶＥＣ小管形成的影响
作用ＨＵＶＥＣ２４ｈ，对照组能形成较致密的毛细管网腔样

结构，而药物组形成的网管样结构的宽度和长度都明显减少，

同时小管管腔也趋于不完整，即小剂量长春瑞滨能够抑制

ＨＵＶＥＣ形成小管样结构（Ｐ＜０．０５，Ｆ＝７５．７９４，Ｐ＝００００），且
抑制作用与药物浓度呈正相关（ｒ＝１．０００，Ｐ＝００１７），抑制率
在０．１、０．４、０．８ｎｇ?ｍｌ浓度组分别为 ２９０７％、４１．６３％、
５６８３％（见图３）。
２．４　长春瑞滨对ＨＵＶＥＣ细胞凋亡的影响

ＨＵＶＥＣ经０．１、０．４、０．８ｎｇ?ｍｌ长春瑞滨作用４８ｈ，细胞
凋亡率分别为２２．３０％、３０．１０％、３７．０５％，与对照组凋亡率
１５．６０％相比，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，见图４。注：
与对照组相比，在０．１、０．４、０．８ｎｇ?ｍｌ长春瑞滨组的相应Ｐ＝
０．０３６、Ｐ＝０．０１３、Ｐ＝０．０１２）。

２．５　长春瑞滨对体内ＣＡＭ血管生成的影响
如表 １所示，与生理盐水组相比，长春瑞滨药物组的

ＣＡＭ新生血管数目减少（Ｐ＜０．０５，Ｆ＝４３．５５６，Ｐ＝０．０００）；
长春瑞滨抑制新生血管形成率与其浓度呈正相关（ｒ＝
０９９８，Ｐ＝０．０３９），且抑制率均高于地塞米松阳性对照组（见
图５）。

　　　Ａ．对照组 Ｂ．０．８ｎｇ?ｍｌ长春瑞滨
图３　长春瑞滨作用２４ｈ对ＨＵＶＥＣ小管形成的影响（１００×）
Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＶｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅｏｎｔｈｅｔｕｂｅｆｏｒｍａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ

ｏｆＨＵＶＥＣａｆｔｅｒ２４ｈｔｒｅａｔｍｅｎｔ（１００×）

　　　　Ａ．对照组 Ｂ．０．８ｎｇ?ｍｌ长春瑞滨
图４　长春瑞滨作用４８ｈ对ＨＵＶＥＣ细胞凋亡率的影响
Ｆｉｇ．４　ＱｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｏｆＨＵＶＥＣ

ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｉｎｇｗｉｔｈＶｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅｆｏｒ４８ｈ

表１　长春瑞滨对鸡胚尿囊膜新生血管的影响
Ｔａｂ．１　ＣＡＭａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＶｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅ

组别
新生血管数

（珋ｘ±ｓ）
抑制率

（％）
生理盐水阴性对照组 ３０．４０±４．６２ …

０．５ｍｇ?ｍｌ地塞米松阳性对照组 ２４．６０±１．９５ １９．０８

长春瑞滨

０．１ｎｇ?ｍｌ ２４．００±１．００ ２１．０５
０．４ｎｇ?ｍｌ ２１．６０±１．１４ ２８．９５
０．８ｎｇ?ｍｌ １７．６０±１．１４ ４２．１１

注：“…”表示无数据

　　Ａ．阴性
对照组

Ｂ．阳性对照
（０．５ｎｇ?ｍｌ地塞米松）

Ｃ．０．８ｎｇ?ｍｌ
长春瑞滨

　

图５　不同处理方法对鸡胚尿囊膜血管生成的影响（１００×）
Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｔｈｏｄｓｏｎ
ａｎｔｉａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆＣＡＭ（１００×）

—６３４— 重庆医科大学学报２０１２年第３７卷第５期 （ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ２０１２．Ｖｏｌ．３７Ｎｏ．５）



３　讨　论

肿瘤血管生成来源于两个方面［５，６］：一方面通过

已存在血管内皮细胞芽生形成，另一方面由骨髓来

源的成血管细胞募集到新生血管形成位点分化为内

皮细胞参与新生血管形成，为肿瘤生长、转移及复发

提供了极其重要的通路。

以血管内皮细胞为靶点的抗血管生成治疗，具

有靶点基因型稳定、不易产生耐药性、毒副作用低等

特点，受到肿瘤界学者的密切关注。近年来研究发

现，某些化疗药物在小剂量应用时，作用靶点不是肿

瘤细胞而是血管内皮细胞，通过遏制肿瘤血供而使

其生长受阻，这种治疗模式被界定为小剂量化疗

（Ｌｏｗｄｏｓｅｍｅｔｒｏｎｏｍｉｃｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ）或抗血管生成
化疗（Ａｎｔｉａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ）［７，８］。一些传统
细胞毒药物如长春碱［１，９］、卡培他滨［９］、环磷酰

胺［１０］、紫杉醇［１１，１２］在小剂量应用时的抗血管生成作

用，为肿瘤有效治疗提供了广阔平台。

长春瑞滨是抗瘤谱较广的临床常用化疗药，对

肺癌、乳腺癌、卵巢癌等有较好治疗作用，但由于其

存在明显的骨髓抑制、神经及皮肤毒性等限制其临

床应用，因此，我们研究小剂量长春瑞滨在体内外是

否具有抗血管生成作用，以期为年老体弱等不能耐

受大剂量化疗或耐药细胞肿瘤病人提供新的治疗

模式。

本实验观察到，小剂量长春瑞滨（０．１～１．０ｎｇ?ｍｌ）
对ＨＵＶＥＣ增殖抑制作用大于对 Ａ５４９细胞增殖抑
制，表现出差异细胞毒性；０．１～０．８ｎｇ?ｍｌ长春瑞滨
呈剂量依赖性抑制 ＨＵＶＥＣ迁移及阻遏 ＨＵＶＥＣ形
成毛细管网样结构，表现出药物对细胞趋化活性及

分化能力的抑制作用；０．１～０．８ｎｇ?ｍｌ长春瑞滨诱
导ＨＵＶＥＣ凋亡率在２２．３０％～３７．０５％之间，表现出
药物具有阻断内皮细胞 ＤＮＡ合成从而抑制血管生
成的功能。此外，ＣＡＭ实验显示０．１～０．８ｎｇ?ｍｌ长
春瑞滨能够抑制体内新生血管形成，且抑制作用与

药物浓度呈正相关；考虑到地塞米松［１２，１３］具有抗

ＣＡＭ血管生成的作用，因此在 ＣＡＭ实验中设定其
为阳性对照，并观察小剂量长春瑞滨（０．１～０．８ｎｇ?
ｍｌ）对ＣＡＭ血管生成抑制率均高于地塞米松阳性对
照组（１９．０８％）。

综上所述，小剂量长春瑞滨在体内外具有抗血

管生成作用，其机制可能与其干扰 ＨＵＶＥＣ增殖、抑
制ＨＵＶＥＣ迁移、阻止ＨＵＶＥＣ形成毛细网管样结构
及诱导ＨＵＶＥＣ凋亡相关。长春瑞滨这一活性的发
现，为其在临床更为广阔的抗瘤应用带来了希望，但

我们也认识到，本实验对其抗血管生成机理只进行

了初步探讨，为了更系统地评价长春瑞滨抗血管生

成活性，还需要大量后续的研究如采用荷瘤鼠动物

实验观察其抗血管生成作用及深入研究其抗血管生

成机制，为其真正由实验走向临床打下坚实的理论

基础。
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