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"摘要#
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目的
!

建立人结肠癌鸡胚移植模型!探讨龙葵碱&

g3Vb

抗体及两者联合对人结肠癌细胞诱导肿瘤血管生成及肿瘤

增殖的影响$方法
!

将人结肠癌
9:.1(

细胞鸡胚移植模型分为实验组和对照组!实验组加入龙葵碱&

g3Vb

抗体和龙葵碱
h

g3Vb

抗体混合液!对照组加入磷酸盐缓冲液"

_QP

#液$通过立体显微镜照相&

R__)&%

图像分析软件分析图片%免疫组织化学方

法检测
5O'0

抗原和
L#.)-

抗原!观察龙葵碱&

g3Vb

抗体和龙葵碱联合
g3Vb

抗体对肿瘤血管生成及肿瘤增殖的影响$结果
!

肿瘤血管面积&

5O'0

抗原和
L#.)-

抗原表达'龙葵碱
hg3Vb

抗体组明显优于单药
g3Vb

抗体组和龙葵碱组!

g3Vb

抗体组优于

龙葵碱组!

'

组均明显优于对照组"

;

#
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#$结论
!

龙葵碱&

g3Vb

抗体及两者联合时均能抑制人结肠癌
9:.1(

细胞系诱导的

肿瘤血管生成及肿瘤增殖!为抗肿瘤血管生成提供了一种新途径$

"关键词#

!

龙葵碱%人结肠癌
9:.1(

细胞%

g3Vb

抗体%肿瘤血管生成%
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结直肠癌是消化道最常见的恶性肿瘤#其发生*发展*侵袭

及转移与肿瘤血管生成密切相关)寻找高效*低毒的血管生成

抑制剂是抗肿瘤血管生成的热点之一)作为传统中草药龙葵#

其提取物龙葵碱#在抗肿瘤作用方面已取得较好的研究成

果&

$

'

(血管内皮生长因子$

>B+DK6B=<,!"?@<6#B6

E
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#

g3Vb

%是血管形成最为关键的刺激因子#其抗体已证实具有

抑制血管生成的作用&

1

'

)为探究龙葵碱*

g3Vb

抗体及两者联

合应用对人结肠癌肿瘤血管生成及肿瘤增殖影响效果#本研究

应用鸡胚绒毛尿囊膜$

D@#DL<C;=

A

"D@"=#"B66B,?"#DC<C;=B,<

#
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%模型#研究龙葵碱与
g3Vb

抗体对人结肠癌
9:.1(

细

胞系诱导的肿瘤血管生成及移植瘤的影响)

@

!

材料与方法

@&@

!

材料
!

人结肠癌细胞系
9:.1(

细胞株遵义医学院中心

实验室提供)实验试剂
4_NR$)0%

培养基*南美胎牛血清*胰

蛋白酶均为
9

A

D6",<

公司产品)龙葵碱$纯度
(2X

%购自陕西

慈缘生物技术有限公司(兔抗人
g3Vb

多克隆抗体购自北京

博奥森生物有限公司)受精鸡蛋购自广东南雄养鸡场#每个平

均
22

$

)%

E

#孵化机购自德州德兴孵化设备有限公司)

@&A

!

方法

@&A&@

!

细胞培养
!

9:.1(

细胞生长于含
$%X

灭活胎牛血清

4_NR$)0%

培养基中#

'-[

*

2X57

1

及饱和湿度的恒温培养

箱中培养#

'

$

2!

传代
$

次#实验时采用对数生长期的细胞)

@&A&A

!

鸡胚孵育
!

将受精鸡蛋在高锰酸钾液中消毒后#气室

向上置于温度为
'/&1[

*湿度
)%X

的孵化器孵育#每天翻蛋
$

次)选取
(!

后孵育成功的鸡胚#作为实验备用)

@&A&B

!

试剂配制
!

龙葵碱液的配制!将纯度
(2X

的龙葵碱
2

C

E

溶于
$CY

二甲基亚砜$

ONP7

%液中#用
H

9-&0

*

%&%$N

磷

酸盐缓冲液$

_QP

%

(((CY

调整含龙葵碱的
ONP7

#使
ONP7

液在
%&$X

以下#抽取
$%%CY

含龙葵碱的
_QP

液溶于
1CY

的
_QP

液#配置成剂量为
12%

%

E

"

CY

的龙葵碱#无菌保存备

用)

g3Vb

抗体液的配制!将
$C

E

g3Vb

抗体溶于
$CY_QP

液中#取
$%%

%

Y

溶于
(%%

%

Y_QP

液#配制成
$%%

%

E

"

CY
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重庆医学
1%$)

年
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月第
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卷第
'

期
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%(遵义医学院中青年基金$院字&
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作者简介!杨雪峰$
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任医师#硕士#主要从事消化道肿瘤的研究)
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抗体液#无菌保存备用)

@&A&C

!

明胶海绵制备
!

将明胶海绵剪成大小约
%&2CC]

%&2CC

#无菌保存备用)

@&A&I

!

人结肠癌鸡胚移植模型的建立
!

$

$

%
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制备#参照

$(('

年付生法的方法并加以改进#在照蛋器下#选取孵育至
(

!

生长较好的鸡胚#距胎头下方
%&2

$

$&%DC

处划定开窗位

置#其大小约
$&%DC]$&%DC

#予
-2X

乙醇消毒后置于超净台

中#改进方面用无菌锯片在鸡胚上沿划定的开窗大小轻轻划

开#用无菌眼科镊沿开口打开蛋壳#用
2CY

的无菌注射器刺

破卵壳膜#并加无菌生理盐水
$

滴使卵壳膜与
58N

分离#制

造人工气室去除卵壳膜暴露
58N

)$

1

%
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细胞接种#取

生长对数期的细胞#消化*离心$

$%%%=

"

C#,

#

2C#,

#

$2

$

$/

[

%#用
_QP

调整细胞数为
0]$%

)

#以制作好的明胶海绵为载

体#取
1%

%

Y9:.1(

细胞悬液接种于鸡胚
58N

相对无血管区

域)用无菌封口膜封口#置于孵化机继续孵育)

@&A&J

!

给予不同类型试剂
!

将接种
9:.1(

细胞的鸡胚于继

续孵育后的第
1

天#分为实验组
'

组$龙葵碱组*

g3Vb

抗体

组*龙葵碱
hg3Vb

抗体组#

$i$%

%和对照组$

$i$%

%#去除封

口膜后分别加入剂量为
12%

%

E

"

CY

的龙葵碱#

$%%

%

Y

"

CY

的

g3Vb

抗体各
1%

%

Y

#以及
12%

%

E

"

CY

的龙葵碱
h$%%

%

Y

"

CY

的
g3Vb

抗体各
$%

%

Y

(对照组给予等量的
_QP

)封口膜封口

后继续孵育
2!

#每天观察鸡胚的生长情况及血管特性)

@&A&K

!

固定取膜
!

给药第
2

天后#用
0X

的甲醛溶液原位固

定移植瘤
$2

$

1%C#,

#以接种区为中心用眼科镊剪下
58N

#平

铺于平皿中立体显微镜拍照#收集
58N

上移植瘤血管图片#

用
RCB

E

<.

H

="

H

6K+)&%

图像分析软件处理图像#收集数据(取下

的移植瘤常规石蜡包埋*切片#采用
3,>#+#",

二步法#检测移

植瘤
5O'0

抗原标记的肿瘤微血管密度$

NgO

%和
L#.)-

抗原

表达指数反应肿瘤增殖)

@&B

!

统计学处理
!

采用
P_PP$-&%

版统计软件包#计量资料

用
. <̀

表示#组间比较采用
4

检验#检验水准
"

i%&%2

#以
;

#

%&%2

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!
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细胞移植后肿瘤新生血管的生成
!

对照组中#接

种
9:.1(

细胞
10@

内#细胞呈淡白色黏附于
58N

接种区#除

58N

上原有的正常血管外#未见明显的血管变化(

1!

后接种

区域的癌细胞开始聚集#并可见少量微细的血管向瘤体集中)

'

$

2!

后大量的新生血管向肿瘤组织接近#呈放射状#排列紊

乱#部分血管长入或跨越瘤体表面#移植瘤迅速生长#直径可达

2CC

#瘤体也由最初的苍白色变成深褐色#部分瘤体表面有白

色小点#见图
$

)

图
$

!!
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细胞移植后肿瘤新生血管的生成

%

2!

甲醛固定&

A&A

!

龙葵碱*

g3Vb

抗体和龙葵碱联合
g3Vb

抗体对肿瘤新

生血管面积的影响
!

在实验组中#应用
RCB

E

<.

H

="

H

6K+)&%

图

像分析软件定量处理图片和收集数据后#得出龙葵碱组

$

/&(1̀ %&-(

%*

g3Vb

抗体组$

2&%-̀ %&'%

%及龙葵碱
hg3Vb

抗体组$

'&0%̀ %&1%

%与对照组$

11&($̀ $&02

%比较#肿瘤血管

新生面积均减少#

g3Vb

抗体组优于龙葵碱组#龙葵碱
h

g3Vb

抗体组明显优于龙葵碱组和
g3Vb

抗体组#上述差异

有统计学意义$

;

#

%&%$

%#见图
1

)
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8

!对照组(

Q

!龙葵碱组(

5

!

g3Vb

抗体组(

O

!龙葵碱
hg3Vb

抗体组)

图
1

!!

不同类型试剂血管新生面积

!!

8

!对照组(

Q

!龙葵碱组(

5

!

g3Vb

抗体组(

O

!龙葵碱
hg3Vb

抗体组)

图
'

!!

不同类型试剂
5O'0

的表达%

3,>#+#",]$%%

&

A&B

!

龙葵碱*

g3Vb

抗体和龙葵碱联合
g3Vb

抗体对
NgO

的影响
!

免疫组织化学显示
5O'0

标记
NgO

!龙葵碱组

'0'

重庆医学
1%$)

年
$

月第
02

卷第
'

期



$

$)&0̀ '&2$

%*

g3Vb

抗体组$

$0&(`1&20

%和龙葵碱
hg3Vb

抗体组$

$1&)̀ 1&'(

%与对照组$

'-&/'̀ 0&%'

%比较#

NgO

值均

降低#

g3Vb

抗体组优于龙葵碱组#龙葵碱
hg3Vb

抗体组明

显优于龙葵碱组和
g3Vb

抗体组$

;

#

%&%$

%#与血管新生面积

的结果相一致#见图
'

)

A&C

!

龙葵碱*

g3Vb

抗体和龙葵碱
hg3Vb

抗体对
L#.)-

抗原

的影响
!

L#.)-

抗 原 表 达 反 应 肿 瘤 增 殖 程 度!龙 葵 碱 组

$

10&-0̀ 1&'$

%*

g3Vb

抗体组$

11&%-`$&--

%*龙葵碱联合

g3Vb

抗体组$

$-&$2̀ $&%)

%与对照组$

2/&-2̀ 0&1(

%比较#

L#.

)-

抗原表达指数均降低#

g3Vb

抗体组优于龙葵碱组#龙葵

碱
hg3Vb

抗体组优于龙葵碱组和
g3Vb

抗体组#上述组间

存在差异有统计学意义$

;

#

%&%$

%#见图
0

)
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8

!对照组(

Q

!龙葵碱组(

5

!

g3Vb

抗体组(

O

!龙葵碱
hg3Vb

抗体组)

图
0

!!

不同类型试剂
L#.)-

的表达%

3,>#+#",]$%%

&

B

!

讨
!!

论

58N

已成为经典的研究血管及抗血管形成的理想体内

模型)王捷等&

'

'应用
58N

作为载体#研究人乳腺癌细胞血管

侵袭机制)本实验通过建立
58N

#动态观察人结肠癌细胞系

9:.1(

诱导的肿瘤血管生成及移植瘤生长特点#与于文静

等&

0

'建立的人大肠癌鸡胚移植模型及诱导的血管生长特性相

似)同时#运用建立的
58N

#研究龙葵碱*

g3Vb

抗体及两者

联合应用时对肿瘤血管及移植瘤的影响)

现有的研究证明#龙葵碱可通过多种途径达到抗肿瘤作

用)李志雄等&

2

'研究发现龙葵碱可诱导
OK$02

及
YW5B_

细

胞发生凋亡#从而达到抗肿瘤增殖的作用(同样#龙葵碱还可通

过升高人乳腺癌
N5b.-

细胞微观系统内管蛋白及微管相关蛋

白$

N8_.1

%的表达#将
N5b.-

细胞阻滞于
P

期#抑制乳腺癌

N5b.-

细胞增殖&

).-

'

)张卫东等&

/

'研究发现龙葵碱可通过减

少胃癌
NV5./%'

荷瘤小鼠癌细胞钙黏蛋白的表达#干扰
#

.

5B?<,#,

"

:5b

复合物的形成#阻断
e,?

"

#

.5B?<,#,

信号通路而

诱导期凋亡)许扬等&

(

'研究显示龙葵给药组药物载体下
58N

组织周围血管数与对照组比较明显减少#并可见部分大中血管

结构受到严重破坏#提示龙葵中含有抗肿瘤血管成分)基于

此#本实验研究发现龙葵碱组血管新生面积及
NgO

明显低于

对照组#证实了龙葵碱能抑制人结肠癌细胞诱导的肿瘤血管生

成(

L#.)-

抗原表达降低程度#龙葵碱组优于对照组#提示龙葵

碱可抑制肿瘤细胞增殖)但这一现象是龙葵碱直接作用于瘤

体组织#还是通过抑制肿瘤诱导的新生血管而抗肿瘤作用#或

者同时作用于两者的结果#还待进一步研究)

肿瘤血管生成是指肿瘤细胞分泌因子的刺激下#肿瘤血管

生成相关因子被激活或者诱导生成形成血管#它能加速实体肿

瘤生长*侵袭与转移&

$%

'

)

g3Vb

是公认的直接作用于血管内

皮细胞的最强生长因子#与肿瘤的发生*发展存在密切关系)

李贵新等&

$$

'研究发现乳腺癌组织中
H

2'

基因和
g3Vb

之间存

在正相关性#在
H

2'

和
g3Vb

同时阳性的肿瘤中#其
NgO

明

显增高#且易发生颈淋巴结转移)因此#通过下调
g3Vb

的表

达#抑制肿瘤新生血管生成#降低
NgO

值#可达到抗肿瘤增殖

作用)

g3Vb

抗体#作为
g3Vb

特异性抗体#已被证实能明显

抑制肿瘤血管生成)郑青平等&

$1

'研究证实了
g3Vb

抗体能使

肝癌组织中
g3Vb

表达下降#抑制肿瘤血管因子的生成)李

明娥等&

$'

'研究表明抗
g3Vb$1$

抗体能够有效降低肿瘤组织

中
NgO

#抑制裸鼠体内浆液性卵巢癌下移植肿瘤的血管形

成#从而抑制肿瘤生长)因此#本实验发现移植瘤周围血管数

明显减少#肿瘤组织生长缓慢)

NgO

*血管新生面积及
L#.)-

抗原表达明显低于对照组$

;

#

%&%$

%)表明
g3Vb

抗体能抑

制人结肠癌
9:.1(

细胞系诱导的肿瘤血管生成#从而达到抗

肿瘤目的)本实验还发现#对微血管面积与
NgO

的影响#

g3Vb

抗体组高于龙葵碱组(而
L#.)-

核增殖抗原表达#

g3Vb

抗体组高于龙葵碱组$

;

#

%&%$

%)结果显示
g3Vb

抗肿瘤作

用强于龙葵碱#其原因有待进一步研究)

然而#由于肿瘤细胞的异质性#诱导相应肿瘤血管生长因

子的生成多样性#以及血管内皮细胞的多样性#单一肿瘤血管

抑制剂与联合用药治疗某一实体肿瘤相比较#有效性可能

差&

$0

'

)龙葵碱与
g3Vb

抗体联合#利用两者不同的抗肿瘤机

制#一方面龙葵碱既可直接杀死肿瘤细胞#也可通过抑制肿瘤

血管生成而抗肿瘤增殖#弥补
g3Vb

抗体单一通过抑制肿瘤

血管形成而抗肿瘤作用(另一方面#

g3Vb

抗体弥补龙葵碱的

抗肿瘤作用不及
g3Vb

抗体#起到增强作用)因而#龙葵碱与

g3Vb

抗体起到了协同抑瘤作用)本实验初步应用龙葵碱与

g3Vb

抗体联合作用于人结肠癌细胞所诱导的肿瘤血管生成#

实验显示#龙葵碱联合
g3Vb

抗体作用于人结肠癌细胞诱导

的肿瘤血管生成#其微血管面积*

NgO

及
L#.)-

核增值抗原均

明显低于龙葵碱与
g3Vb

抗体单体应用$

;

#

%&%$

%)

综上所述#龙葵碱与
g3Vb

抗体均能抑制人结肠癌诱导

肿瘤血管生成#达到抗肿瘤增殖作用#而单药
g3Vb

抗体强于

龙葵碱(但龙葵碱与
g3Vb

抗体联合应用#能明显抑制肿瘤血

管生成#增加抗肿瘤效果作用#为临床指导抗肿瘤血管生成的

治疗方面提供了一个新途径)
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冰片是龙脑香科植物龙脑香树脂的加工品#主要成分为龙

脑和龙脑的差向异构体异龙脑)冰片味辛苦#微寒#归心*脾和

肺经#具有开窍醒神和通诸窍功效)临床常用于抗炎*抗菌和

止痛&

2.)

'

)本课题结果显示#与对照组和冰片灌胃组比较#经滴

鼻给予冰片#可改善全身麻醉大鼠后气血#缩短翻正反射恢复

时间#缩短大鼠在水迷宫的逃避潜伏期和提高空间探索能力#

提示冰片滴鼻可明显提高全身麻醉大鼠的苏醒时间#且明显提

高大鼠全身麻醉后的认知)原因有以下几点&

-.$1

'

!$

$

%药物经

鼻黏膜吸收入脑至少存在
'

条通路#嗅神经*嗅黏膜上皮和血

液循环)经鼻腔给药后#药物滞留在嗅黏膜#经嗅神经和嗅黏

膜上皮前进入嗅球与脑脊液#同时也可绕过血脑屏障进入中枢

神经系统#避免胃肠道酶破坏及肝脏首过效应($

1

%冰片具有促

进血脑屏障开放#但与脑外伤或脑炎的病理性开放有本质不

同#冰片开放血脑屏障不仅不会引起脑病理性损害反而具有保

护作用#冰片可促使脑的微血管内皮细胞生成一氧化氮$

W7

%#

抗脑缺血损伤作用#加速脑缺血后脑血管内皮的修复($

'

%冰片

通过增加海马超氧化歧化酶$

P7O

%活性#增强
P7O

对自由基

的清除能力#降低慢性脑缺血所引起的氧化应激对脑神经的影

响($

0

%冰片可以调节下丘脑去甲肾上腺素$

W8

%*多巴胺

$

O8

%*组胺$

9#+

%及
2.

羟色胺$

2.9:

%含量#这些递质与机体觉

醒状态的发生和维持密切相关($

2

%冰片可增加脑中总
5B

1h含

量#增加脑游离
5B

1h水平#游离
5B

1h可促进血脑屏障进一步

开放#使更多冰片进入#使得冰片延长在脑内的时间#增加冰片

在病灶的水平($

)

%冰片的相对分子质量为
$20

#是小分子脂溶

性单萜类化合物#虽然可经肠道迅速吸收#也有益于缩短全身

麻醉后苏醒时间#但与滴鼻给药仍存在明显差异#全身麻醉昏

迷患者经口服给药并不方便#因此#冰片适于鼻黏膜吸收而发

挥作用)

本课题中冰片滴鼻低剂量和高剂量的滴鼻剂量分别为
%&(

C

E

"

$%%

E

和
$&/C

E

"

$%%

E

#有效剂量折合人用为
%&20

$

$&%/

C

E

"人#远远低于
1%$%

版中国药典的使用低限
%&$2

E

"

L

E

)因

此#从安全性考虑滴鼻的高低剂量均是人体可接受的(从有效

性方面#高剂量效果优于低剂量#可见给药时#首选高剂量#尤

其适用于实热证患者)但冰片味辛*凉#微寒#存在肝肾虚或虚

寒体质者若用本品需减量)

本课题显示#冰片独立滴鼻给药可显著改善全身麻醉大鼠

的苏醒时间和全身麻醉后的认知功能#与冰片经鼻腔给药可迅

速透过血脑屏障达到中枢神经有关#中医古籍记录冰片具有

+独行则势弱#佐使则有功,和+芳香走窜#引药上行,的特点#可

见冰片通常与其他药物配伍#如麝香保心丸*复方丹参片*安宫

牛黄丸和冰硼散#尤其麝香具有醒脑开窍功能#那么冰片与麝

香配伍是否较冰片在术后苏醒方面更具效果值得下一步研究)
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