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摘要$目的$探讨蝎毒多肽提取物抗肿瘤血管生成的机制" 方法$建立
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只" 连续干预
#$

天" 绘制肿瘤体积生长曲线并计算

抑瘤率&
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染色观察各组肿瘤组织病理变化&采用
UT

法检测各组肿瘤组织微血管密度#

>?IP0S;RR;1
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!
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$" 采用免疫组织化学法及
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肝癌血管生成!其机制可能与抑制肿瘤微环境中
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$$蝎毒多肽提取物 $

M01.M;MN?E; ;ONP-IN QP0>

RI0PM?0B S;B0>

!

T=U/

&是从东亚钳蝎蝎毒中提取

分离的抗肿瘤有效成分!为含
%" b :"

个氨基酸的多

肽混合物!具有多种生物活性' 研究证实!

T=U/

在体

内外具有显著的抗肿瘤作用(

#

!

!

)

!可改善荷瘤机体免

疫功能抑制状态!但其防治肿瘤血管生成的机制还未

完全阐明' 肿瘤血管生成在肿瘤的发生发展过程中起

着至关重要的作用(

&

)

' 近年来抗肿瘤血管治疗成为

防治肿瘤研究的热点' 本研究以小鼠
8

!!

肝癌为研究

对象!体内观察
T=U/

对肿瘤血管生成的影响!并通过

检测
T=U/

对肿瘤组织磷脂酰肌醇#

&

#激酶 $

MA0R

#

MA-N?E.1?B0R?N01 &

#

F?B-R;

!

T)&X

&*磷酸化蛋白激酶
Y

$

MA0RMA0

#

MP0N;?B F?B-R; Y

!

T

#

ZFN

&*缺氧诱导因

子#

#!

$

A.M0O?-

#

?BEGI?W1; Q-IN0P

#

#!

!

8)V

#

#!

&*血管

内皮生长因子#

Z

$

S-RIG1-P ;BE0NA;1?-1 CP0DNA Q-I

#

N0P

#

Z

!

/=[V

#

Z

&的影响!探讨
T=U/

抑制肿瘤血管生

成的可能机制!为临床肿瘤的治疗提供实验依据'

材料与方法

#

$细胞株$

8

!!

肝癌小鼠腹水瘤种! 由山东省医

学科学院药物所提供! 腹水瘤种每
5

天传
#

次! 第
!

代用于实验'

!

$实验动物$

: b 4

周龄清洁级昆明种小鼠

$"

只!雄性!体重
#4 b !! C

!购自山东大学实验动物

中心!合格证号#

U'cX

$鲁&

!""<"""#

' 小鼠适应性

饲养
&

天!本实验在山东省医学科学院基础医学研究

所病理实验室进行'

&

$药物$蝎毒冻干粉购自邹平县蝎蚁生物科技

有限公司!蛋白含量
!4"\

%

T=U/

由本课题组研制!取

蝎毒冻干粉溶解$

"

!

"!% CL>_

!

M8 5

!

$

&!离心半径

:

!

<% I>

!

% """ PL>?B

离心
&" >?B

!

"

!

$% ">

和

"

!

!! ">

微孔滤膜过滤!将超滤物冻干' 取超滤蝎毒冻

干粉
$"" >C

加磷酸缓冲液!经葡萄糖凝胶层析!收集

蝎毒
#

$

$

蛋白峰!再进行阳离子交换层析!紫外分光光

度仪$吸收波长
!4" B>

& 检测!收集
T=U/

蛋白峰'

T=U/

在
8T_'

色谱显示有
$

个峰! 主峰占总面积的

$%

!

#\

(

$

)则说明
T=U/

制作成功' 用前以生理盐水稀

释至合适浓度'

%

"氟尿嘧啶$

%

#

Q1G0P0GP-I?1

!

%

#

VG

&购

自天津金耀氨基酸有限公司$

#" >_

%

"

!

!% C

!批号#

#!#"#4#

&'

$

$试剂及仪器$

T)& X?B-R; M##" !

$批号#

$!$<

&!

TA0RMA0

#

ZFN

$批号#

U;P$5&

!批号#

$":"

&

一抗及
%

#

-IN?B

$批号#

$<5"

&单克隆抗体购自
';11

U?CB-1?BC

%

8)V

#

#!

$批号#

WR

#

"5&57

&!

/=[V

#

Z

$批

号#

WR

#

#<%57

&一抗及山羊抗兔
)C[L

辣根酶标记二抗

$批号#

WR

#

"!<%[

#

87T

&购自北京博奥森生物技术有

限公司%

JZY

二氨基联苯胺显色试剂盒购自北京中杉

金桥生物技术有限公司%

+;RN;PB W10N

相关试剂购自

江苏碧云天生物技术研究所%

Y;IF>-B Z11;CP- :$ 7

台式高速冷冻离心机购自美国贝克曼库尔特有限公

司&%

_;?I- J,$"""Y

光学显微镜购自德国徕卡仪器

有限公司% 德国
_;?I- 9D?B/&

图像分析软件%

)>-C; (

图像分析软件'

%

$模型制备*分组及干预方法$无菌抽取肿瘤细

胞!用生理盐水稀释!调整细胞密度至
#"

5 个
L>_

后!于

每只小鼠右腋下注射
"

!

! >_

肿瘤细胞悬液$第
"

天&!

接种后第
%

天!测量肿瘤体积均达
%"

&

4" >>

&

!造模

成功率
#""\

' 将成瘤小鼠随机分为荷瘤对照组$对照

组&!

%

#

VG

组!

T=U/

高*低剂量组!每组
#"

只'

%

#

VG

组

于接种后第
5

*

#"

*

#&

*

#:

*

#<

天腹腔注射
%

#
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$

!" >CL
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(

%
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$" >CLFC

(

:

)

!

"

!

! >_

&*低剂量$

#"

>CLFC

!

"

!

! >_

&组每天灌胃
#

次%对照组等体积生理盐

水灌胃!实验共进行
!#

天'

:

$检测指标及方法

:

!

#

$肿瘤体积增长曲线测绘及抑瘤率计算$从

用药当天开始!隔日用游标卡尺测量肿瘤长径$

Z

&和

垂直短径$

Y

&!计算肿瘤体积!公式#

/ d Z

'

Y

!

L!

!描

绘肿瘤体积增长曲线' 末次给药
!$ A

后!脱颈处死小

鼠!完整剥离肿瘤组织!称重并计算抑瘤率$

?BA?W?N0P.

P-N;

!

)7

&!公式#

)7

$

\

&

d

$对照组平均瘤重"给药组

平均瘤重&

L

对照组平均瘤重'

#""\

'

:

!

!

$

8

!!

肝癌组织形态学观察$肿瘤组织置于

#"\

中性甲醛中固定
!$ A

!石蜡包埋切片$

$ ">

&!脱

蜡至水!

8=

染色
% >?B

!盐酸酒精分化!反蓝!

8=

染

色
% >?B

!脱水!透明!中性树胶封片!观察
8

!!

肝癌组

织形态'

:

!

&

$

8

!!

肝癌组织微血管密度 $

>?IP0S;RR;1

E;BR?N.

!

,/J

&*

T)&X

*

T

#

ZFN

*

8)V

#

#!

及
/=[V

#

Z

蛋

白表达灰度值检测$每组各取
#"

个样本!以中性福尔

马林固定!石蜡包埋切片$

$ ">

&!采用
UT

检测法'

严格按照试剂盒说明书操作!

JZY

显色' 显微镜下观

察结果'

'J&$

标记血管内皮细胞!阳性结果以胞浆

呈现棕黄色染色'

T)&X

*

T

#

ZFN

阳性结果均为细胞质

或细胞膜着色!胞浆内出现明显的棕褐色颗粒或棕黄

色颗粒'

8)V

#

#!

表达于细胞核和细胞质!

/=[V

#

Z

表

达于细胞浆或胞浆和胞膜上!均以呈现棕黄色或褐色

为阳性结果' 用显微镜图像采集系统采集图像!采用

双盲法检测
'J&$

*

T)&X

*

T

#

ZFN

*

8)V

#

#!

*

/=[V

#

Z

的
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染色强度!每张切片随机选取
%

个视野$ '

!""

&阳性

着色区域!并用
_;?I- 9D?B/&

图像分析软件进行灰

度值的半定量分析!数值范围#

"

&

!%%

!取其平均值即

为该例灰度值' 蛋白表达量与灰度值呈负相关!即灰

度值越高!蛋白表达越低'

,/J

参考
+;?EB;P 3

等(

5

)方法!即首先在低倍镜$ '

$"

和'

#""

&下选取癌

视野中微血管最密集的
&

个区域!然后在高倍镜$ '

$""

&下进行计数!取平均值进行统计分析'

:

!

$

$

8

!!

肝癌组织
T)&X

*

T

#

ZFN

*

8)V

#

#!

及

/=[V

#

Z

蛋白表达检测$采用
+;RN;PB W10N

半定量

检测法' 每组取肿瘤组织
#"" >C

加裂解液提取组织

总蛋白!用
Y'Z

法测蛋白浓度!总蛋白
#""

( 加热

变性
#" >?B

' 配置
#"\

分离胶及
%\

浓缩胶!加样!

电泳后转移至
T/J'

膜!经
%\

脱脂奶粉进行抗原封

闭后加入相应一抗$兔抗
T)&X

*

T

#

ZFN

单克隆抗体!兔

抗
8)V

#

#!

*

/=[V

#

Z

多克隆抗体&

$

( 过夜!

T)&X

和

T

#

ZFN

按
#

%

# """

稀释!

8)V

#

#!

和
/=[V

#

Z

按
#

%

%""

稀释'

*YU

洗膜后加入山羊抗兔
)C[L

辣根酶标记二

抗!室温孵育
#

!

% A

!

JZY

显影!

)>-C; (

软件分析

T)&X

*

T

#

ZFN

*

8)V

#

#!

*

/=[V

#

Z

条带'

5

$统计学方法$采用
UTUU #5

!

"

软件!所有计量

数据均以
O

)

R

表示' 组间数据比较采用
KB;

#

D-.

Z3K/Z

进行检验!

T ]"

!

"%

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$各组小鼠一般状态比较$对照组与
T=U/

高*低剂量组及
%

#

VG

组比较!小鼠状态较差!饮食量较

少!活动度欠佳' 在接种后第
#<

天时!对照组小鼠死

亡
#

只!可能原因为肿瘤体积过大!超过机体消耗'

!

$各组小鼠体质量*瘤重*肿瘤体积及
)7

比较

$图
#

!表
#

&$随着干预时间的增长!各组小鼠移植瘤

的体积逐渐增加!

%

#

VG

组!

T=U/

高*低剂量组分别从

第
#%

*

#5

*

#<

天起与对照组肿瘤体积比较!差异有统

计学意义$

T ]"

!

"%

&' 与对照组比较!三个给药组瘤

重降低!肿瘤体积缩小$

T ]"

!

"#

!

T ]"

!

"%

&!与
T=U/

低剂量组比较!

T=U/

高剂量组瘤重降低!肿瘤体积缩

小$

T ]"

!

"%

!

T ]"

!

"#

&'

$$注#与对照组同期比较!

"

T ] "

!

"%

!

""

T ] "

!

"#

%与

T=U/

低剂量组同期比较!

#

T ]"

!

"%

!

##

T ]"

!

"#

图
#

$各组
8

!!

肝癌小鼠肿瘤体积增长曲线

&

$各组肿瘤组织形态学结果比较 $图
!

&$对照组

新生血管丰富!坏死区较少且面积较小!少见核固缩*核碎

裂等凋亡形态学改变'

%

#

VG

组可见多个大面积片状坏死

区!大部分肿瘤细胞呈现核固缩*核碎裂等多种凋亡形态

学改变'

T=U/

高*低剂量组肿瘤组织内可见多个片状坏

死!微血管减少!肿瘤细胞可见核固缩!核碎裂等多种凋亡

形态学改变!癌巢周围有单核细胞浸润'

表
#

$各组小鼠体质量*瘤重*肿瘤体积及
)7

比较$$

O

)

R

&

组别 剂量$

>CLFC

&

B

小鼠体质量$

C

&

干预前 干预后
瘤重$

>C

& 肿瘤体积$

>>

&

& )7

$

\

&

对照 +

< !!

*

4

)

!

*

! !%

*

:

)

&

*

5 "

*

5#

)

"

*

#& # "%5

)

#:

+

%

#

VG !" #" !&

*

%

)

#

*

$ !&

*

<

)

#

*

%

"

*

!%

)

"

*

":

""

$

4&$

)

4

""

:$

*

4

T=U/

低剂量
#" #" !!

*

<

)

#

*

" !$

*

:

)

$

*

%

"

*

$<

)

"

*

"$

"

$

:""

)

<

"

&!

*

$

T=U/

高剂量
$" #" !$

*

"

)

!

*

% !%

*

!

)

!

*

<

"

*

$"

)

"

*

"%

""#

$

$<!

)

5

""##

$&

*

5

$$注#与对照组比较!

"

T ]"

*

"%

!

""

T ]"

*

"#

%与
T=U/

低剂量组比较!

#

T ]"

*

"%

!

##

T ]"

*

"#

%下表同

$$注#

Z

为对照组%

Y

为
T=U/

低剂量组%

'

为
T=U/

高剂量组%

J

为
%

#

VG

组%黑色箭头表示坏死区

图
!

$各组
8

!!

肝癌组织形态学结果$$

8=

! '

!""

&
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%

$$注#

Z

*

=

*

)

*

,

为对照组%

Y

*

V

*

(

*

3

为
T=U/

低剂量组%

'

*

[

*

X

*

K

为
T=U/

高剂量组%

J

*

8

*

_

*

T

为
%

#

VG

组%

Z b J

为
T)&X

表

达%

= b8

为
T

#

ZFN

表达%

) b _

为
8)V

#

#!

表达%

, bT

为
/=[V

#

Z

表达

图
&

$各组肿瘤组织
T)&X

*

T

#

ZFN

*

8)V

#

#!

*

/=[V

#

Z

蛋白表达$$

UT

! '

$""

&

表
!

$各组肿瘤组织
T)&X

*

T

#

ZFN

*

8)V

#

#!

*

/=[V

#

Z

蛋白表达平均灰度值比较$$平均灰度值!

O

)

R

&

组别 剂量$

>CLFC

&

B T)&X T

#

ZFN 8)V

#

#! /=[V

#

Z

对照 +

< #!!

)

4 #$:

)

$ #"$

)

& #"5

)

:

T=U/

低剂量
#" #"

#&%

)

%

"

#:"

)

#"

"

##5

)

%

"

##<

)

%

"

T=U/

高剂量
$" #"

#%:

)

5

""#

#4<

)

$

""#

#$!

)

<

""#

#$$

)

%

""#

%

#

VG !" #"

#::

)

:

""

#<%

)

$

""

#5$

)

:

""

#:4

)

5

""

$$

$

$各组肿瘤组织
T)&X

*

T

#

ZFN

*

8)V

#

#!

*

/=[V

#

Z

蛋白表达比较$图
&

!表
!

&$与对照组比较!三个给药

组
T)&X

*

T

#

ZFN

*

8)V

#

#!

*

/=[V

#

Z

蛋白表达平均灰度

值升高$

T ]"

!

"%

!

T ]"

!

"#

&' 与
T=U/

低剂量组比

较!

T=U/

高剂量组
T)&X

*

T

#

ZFN

*

8)V

#

#!

*

/=[V

#

Z

蛋

白表达平均灰度值均升高$

T ]"

!

"%

&'

%

$各组肿瘤组织
,/J

比较 $表
&

!图
$

&$与对

照组比较!三个给药组
,/J

均降低$

T ] "

!

"%

!

T ]

"

!

"#

&%与
T=U/

低剂量组
,/J

比较!

T=U/

高剂量

组
,/J

差异无统计学意义$

T e"

!

"%

&'

:

$各组肿瘤组织
T)&X

*

T

#

ZFN

*

8)V

#

#!

*

/=[V

#

Z

表
&

$各组肿瘤组织
,/J

比较$$个!

O

)

R

&

组别 剂量$

>CLFC

&

B ,/J

对照 +

< 5

*

5

)

#

*

$

T=U/

低剂量
#" #"

%

*

$

)

#

*

%

"

T=U/

高剂量
$" #"

%

*

&

)

#

*

:

"

%

#

VG !" #"

$

*

$

)

#

*

4

""

蛋白表达比较$表
$

!图
%

&$与对照组比较!三个给药

组
T)&X

*

T

#

ZFN

*

8)V

#

#!

*

/=[V

#

Z

表达均降低 $

T ]

"

!

"%

!

T ]"

!

"#

&' 与
T=U/

低剂量组比较!

T=U/

高

剂量组
T)&X

*

T

#

ZFN

*

8)V

#

#!

*

/=[V

#

Z

蛋白表达均降

低$

T ]"

!

"%

&'
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$$注#

Z

为对照组%

Y

为
T=U/

低剂量组%

'

为
T=U/

高剂量组%

J

为
%

#

VG

组%箭头指示血管

图
$

$各组肿瘤组织
,/J

结果$$

UT

! '

$""

&

表
$

$各组肿瘤组织
T)&X

*

T

#

ZFN

*

8)V

#

#!

*

/=[V

#

Z

相对蛋白表达比较$$

O

)

R

&

组别 剂量$

>CLFC

&

B T)&X T

#

ZFN 8)V

#

#! /=[V

#

Z

对照 +

% "

*

4<4

)

"

*

"#& #

*

"%$

)

"

*

""% #

*

"!4

)

"

*

""4 #

*

"&4

)

"

*

""4

T=U/

低剂量
#" %

"

*

5<$

)

"

*

"##

"

#

*

"&"

)

"

*

""5

"

"

*

<44

)

"

*

""4

"

"

*

<#!

)

"

*

""4

"

T=U/

高剂量
$" %

"

*

5"4

)

"

*

""4

""#

"

*

<:4

)

"

*

""4

""#

"

*

<&4

)

"

*

""4

""#

"

*

4""

)

"

*

"#"

""#

%

#

VG !" %

"

*

:5!

)

"

*

""4

""

"

*

<#"

)

"

*

""5

""

"

*

454

)

"

*

""4

""

"

*

:"$

)

"

*

""4

""

$$注#

Z

为对照组%

Y

为
T=U/

低剂量组%

'

为

T=U/

高剂量组%

J

为
%

#

VG

组

图
%

$各组肿瘤组织
T)&X

*

T

#

ZFN

*

8)V

#

#!

*

/=[V

#

Z

蛋白表达

讨$$论

新生血管的形成是肿瘤生长和发展的关键' 新生

血管的生成不仅为肿瘤生长提供氧气和营养物质!而

且在肿瘤的侵袭和转移中也发挥着重要作用' 因此!

抗血管生成治疗是很有前景的癌症治疗策略' 蝎毒具

有镇痛*抗肿瘤*抗癫痫*免疫调节等多种生物学作用!

并作为一种传统中药被应用于多种疾病的治疗' 前期

研究发现
T=U/

具有抗血管生成活性!能抑制人脐静

脉内皮细胞的增殖活性!抑制鸡胚尿囊膜新生血管生

成(

#

!

4

)

' 进一步研究还发现
T=U/

可通过影响血管生

成因子
/=[V

*

8)V

#

#!

和第
#"

号染色体同源性丢失

性张力蛋白"磷酸酶基因$

MA0RMA-N-R; -BE N;BR?B

A0>010C. E;1;N;E 0B IAP0>0R0>; *;B

!

T*=3

&的

表达而直接抑制细胞增殖*抑制血管生成(

$

)

' 研究已

证实!

:4\

的人类常见恶性肿瘤$胃癌*食管癌*肺癌*

乳腺癌*胰腺癌*前列腺癌等&和癌前病变中均有

8)V

#

#!

蛋白的高表达(

<

!

#"

)

' 肿瘤组织缺氧是新生血

管形成的始动因素!缺氧反应基因的调控主要是由

8)V

#

#

来实现(

##

!

#!

)

' 缺氧时肿瘤组织内
8)V

#

#!

的活

性增加!通过多种途径上调
/=[V

的表达!进而促进肿

瘤血管生成(

#&

)

'

/=[V

能够直接刺激血管内皮细胞

的分裂增殖!最直接地参与和诱导肿瘤血管的形

成(

#$

)

'

,/J

通常用来判断肿瘤微血管的生长情况!

是评价血管生成的金标准' 有文献报道
/=[V

的表达

与
,/J

值呈正相关(

#%

)

' 本实验发现
T=U/

低剂量

组
8

!!

肝癌小鼠移植瘤生长明显减慢!随着给药剂量

的增加!高剂量组移植瘤体积较低剂量组明显缩小'

T=U/

高*低剂量组间瘤重及肿瘤体积差异均有统计

学意义$

T ]"

!

"%

!

T ]"

!

"#

&' 本实验研究结果也表

明了
T=U/

干预后
8

!!

肝癌组织中
8)V

#

#!

*

/=[V

#

Z

的表达减少'

T=U/

高*低剂量组
8)V

#

#!

*

/=[V

#

Z

蛋白表达组间比较!差异有统计学意义$

T ]"

!

"%

&'

T)&XLZFN

信号通路为细胞内重要的信号转导通

路!该通路能通过激活激酶
M5"U:X#

和
8J,!

调控

/=[V

和
8)V

#

#

的表达!促进血管生成(

#:

)

'

ZFN

是

T)&X

下游作用的靶蛋白!是
T)&XLZFN

信号转导通路

的核心!其持续活化与肿瘤的发生密切相关(

#%

)

' 抑制

内皮细胞中
ZFN

的活化能够抑制生长因子诱导的血

管生成(

#4

)

' 张蕾等(

#<

) 发现
T=U/

较好地抑制了

T)&XLZX*

信号转导途径及该通路作用的下游通路!

通过影响调控因子促进
X%:!

细胞的凋亡' 本研究利

用免疫组织化学法和
+;RN;PB W10N

法检测肿瘤组织

中
T)&X

*

T

#

ZFN

的表达!结果表明与对照组比较!

T=U/

低剂量能显著降低
8

!!

肝癌肿瘤组织中
T)&X

*

T

#

ZFN

的表达 $

T ] "

!

"%

&!且两个蛋白的表达随

T=U/

剂量的增大下调更为明显$

T ]"

!

"#

&!与其抑
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制血管生成的效应相一致' 说明
T=U/

较好地抑制了

T)&XLZX*

信号转导途径中
T)&X

*

T

#

ZFN

信号蛋白的

表达!从而通过减少下游信号通路中
8)V

#

#!

*

/=[V

#

Z

的表达抑制肿瘤血管生成!并藉此抑制肿瘤生长'

综上所述!

T=U/

能够通过抑制
T)&X

*

T

#

ZFN

信

号蛋白表达!调节
8)V

#

#!

*

/=[V

#

Z

的表达!从而抑制

肿瘤血管生成!这可能是
T=U/

抑制肿瘤血管生成的

机制!这为
T=U/

防治肿瘤提供了新的实验依据!并为

开发新的抗肿瘤药物提供了新的思路' 对于
T=U/

抗

肿瘤血管生成的具体成分及其对肿瘤的作用和作用机

制还需要进一步研究证实'
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