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　　［摘要］　目的　探讨重组人血管内皮抑素注射液恩度（ｅｎｄｏｓｔａｒ）对非小细胞肺癌淋巴转移的抑制作用。方法　于裸鼠

右侧腋窝经皮下注射 Ａ５４９肺癌细胞（１×１０７／ｍＬ，０．２ｍＬ）建立裸鼠荷瘤模型，选择建模成功的５６只裸鼠随机分为８组

（狀＝７）：对照组（生理盐水０．２ｍＬ，１次／ｄ），顺铂组（顺铂２０μｇ，隔日１次），３种浓度恩度组（恩度２、４、６ｍｇ／ｋｇ，１次／ｄ），３种

浓度恩度＋顺铂（恩度２、４、６ｍｇ／ｋｇ，１次／ｄ；顺铂２０μｇ，隔日１次）。所有实验用药均经尾静脉注射，连续给药１４ｄ。给药结

束后观察７ｄ，测量并记录肿瘤直径，统计各组肿瘤大小的变化。处死裸鼠，对肿瘤组织及可疑转移淋巴结采用 ＨＥ染色和免

疫组织化学染色，并计算各组淋巴转移阳性率、转移淋巴结数目及微淋巴管密度。结果　各用药组给药后与给药前肿瘤直径

差值均小于对照组（犘＜０．０５），且３种浓度恩度＋顺铂组的肿瘤直径差值均小于３种浓度恩度组和顺铂组（犘＜０．０５）。３种浓

度恩度组和３种浓度恩度＋顺铂组的淋巴转移阳性率、转移淋巴结数目及微淋巴管密度均低于对照组和顺铂组（犘＜０．０５）；

６ｍｇ／ｋｇ恩度组和６ｍｇ／ｋｇ恩度＋顺铂组淋巴转移阳性率、转移淋巴结数目及微淋巴管密度均低于２、４ｍｇ／ｋｇ恩度组和２、

４ｍｇ／ｋｇ恩度＋顺铂组（犘＜０．０５）。结论　恩度和顺铂均能抑制非小细胞肺癌肿瘤生长，恩度与顺铂联合使用对肿瘤生长的

抑制作用强于两者单独使用；恩度能够抑制肿瘤微淋巴管生成及肿瘤淋巴转移，且作用强度与浓度有关，顺铂未发现类似

作用。
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　　非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，

ＮＳＣＬＣ）约占肺癌的８０％，多通过淋巴、血液及肿瘤

浸润等方式进行局部侵犯和远处转移［１］。如何切断

肿瘤浸润转移的途径是目前控制肺癌进展的研究热

点。重组人血管内皮抑素注射液———恩度 （ｅｎ

ｄｏｓｔａｒ）是内源性血管生成抑制剂，能够选择性抑制

血管内皮细胞的增殖与迁移，达到抑制肿瘤形成新

生血管、切断肿瘤细胞的营养供给途径、诱导肿瘤细

胞凋亡，抑制肿瘤增殖或转移的目的［２］。研究表明，

恩度联合化疗能够提高疗效［３４］。恩度对肿瘤血管

生成的抑制作用已有较多研究［５７］，但其对肿瘤淋巴

管的生成是否具有抑制作用鲜见报道。为此，我们

设计了相关研究，以期探讨恩度对ＮＳＣＬＣ淋巴管生

成及淋巴转移的作用。

１　材料和方法

１．１　动物及试剂　Ａ５４９肺癌细胞株购于北京协和

基础实验室细胞库，细胞在海军总医院中心实验室

培养，采用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）培

养液培养，细胞培养环境为５％ ＣＯ２、３７．５℃恒温培

养箱。ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠，雌雄各半，体质量２２～２５ｇ，

购于军事医学科学院实验动物中心［许可证号：

ＳＣＸＫ（军）２０１２０００４］。所有动物均在室温（２２±

１）℃、１２ｈ光照／１２ｈ黑暗环境中饲养。动物实验获

得海军总医院医学伦理委员会批准。恩度（国药准

字Ｓ２００Ｓ００８８）购自山东先声麦得津生物制药有限

公司；顺铂（国药准字 Ｈ３７０２１３５８）购自山东齐鲁制

药有限公司；ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）培养基、胎牛血清、

胰蛋白酶及实验耗材购自北京圣希康生物科技有限

公司；鼠抗 ＰｏｄｏｐｌａｎｉｎＰｒｏｔｅｉｎ／ｇｐ３６试剂盒、ＰＶ

６０００通用型免疫组化检测试剂盒和ＤＡＢ染色试剂

盒购于上海科敏生物科技有限公司。

１．２　动物模型的建立与分组　于裸鼠右侧腋窝经皮

下注射密度为１×１０７／ｍＬ的Ａ５４９肺癌细胞０．２ｍＬ，

建立裸鼠异种移植荷瘤模型［８］。注射肿瘤细胞３周

后，选取５６只建模成功的荷瘤裸鼠［肿瘤平均直径为

（７．０±０．４）ｍｍ］，随机分为８组（狀＝７）：对照组，注射

生理盐水０．２ｍＬ，每日１次；顺铂组，给予顺铂２０μｇ，

隔日１次；３个浓度恩度组，分别给予恩度２、４、

６ｍｇ／ｋｇ，每日１次；３个浓度恩度＋顺铂组，分别给予

恩度２、４、６ｍｇ／ｋｇ，每日１次，加顺铂２０μｇ，隔日１次。

给药方法均为尾静脉给药，连续给药１４ｄ。

１．３　观察指标　给药７ｄ后，所有裸鼠称量、测量并

记录肿瘤直径，根据用药前后裸鼠肿瘤直径的差异

来评价各组药物对肿瘤生长的抑制作用。然后处死

裸鼠，取肿瘤组织和可疑转移淋巴结进行 ＨＥ染色

和免疫组织化学染色。免疫组织化学染色诊断由北

京中杉金桥生物科技有限公司完成，采用免疫酶标

法，以抗鼠ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ蛋白抗体作为一抗，ＰＶ６０００

（辣根酶标记羊抗兔／小鼠ＩｇＧ多聚体）作为二抗，二

氨基联苯胺（ＤＡＢ）溶液作为显色剂，染色成功后微

淋巴管内皮细胞呈棕黄色。Ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ是一种表达

于脉管系统内皮细胞内的特异蛋白，对识别淋巴管

内皮细胞具有较高的特异性［９１０］。在高倍镜下进行

微淋巴管计数，取５个不同视野的平均值作为微淋

巴管密度。通过比较各组微淋巴管密度、转移淋巴

结数目及淋巴结转移阳性率的差异评价恩度对肿瘤

淋巴转移的抑制作用。
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１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行

统计学分析，数据以珔狓±狊表示，组间差异采用独立

样本的狋检验进行比较。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　各组肿瘤直径差值的比较　与给药前相比，给

药后对照组、顺铂组、３个浓度（２、４、６ｍｇ／ｋｇ）恩度

组、３个浓度（２、４、６ｍｇ／ｋｇ）恩度＋顺铂组肿瘤变化

差值分别为（３．５８±０．４３）、（１．４７±０．３０）、（１．６８±

０．２６）、（１．５０±０．２６）、（１．２５±０．２２）、（０．３３±

０．１８）、（０．３０±０．１６）、（０．０８±０．１６）ｍｍ，各实验组

肿瘤平均直径差值小于对照组（犘＜０．０５），恩度联合

顺铂各组肿瘤直径差值小于单独使用恩度各组与顺

铂组（犘＜０．０５）；单独使用恩度与顺铂的各组之间肿

瘤直径差值差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

２．２　肿瘤组织、转移淋巴结形态学观察　对肿瘤组

织和可疑转移淋巴结组织进行 ＨＥ染色，结果显示，

肿瘤组织符合肺腺癌病理改变，淋巴结组织符合转移

癌组织病理改变，病理诊断为肺腺癌和肺癌淋巴结转

移（图１）；肿瘤组织免疫组织化学染色结果显示，表达

有ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ的微淋巴管内皮细胞呈棕黄色（图２）。

图１　肿瘤组织和转移淋巴结犎犈染色结果

犉犻犵１　犎犈狊狋犪犻狀犻狀犵狅犳狋狌犿狅狉狋犻狊狊狌犲犪狀犱犿犲狋犪狊狋犪狋犻犮犾狔犿狆犺狀狅犱犲狊

Ａ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅ；Ｂ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｍｅｔａｓｔａｔ

ｉｃｌｙｍｐｈｎｏｄｅｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图２　各组肿瘤组织经免疫组化处理微淋巴管着色后结果

犉犻犵２　犐犿犿狌狀狅犺犻狊狋狅犮犺犲犿犻犮犪犾狊狋犪犻狀犻狀犵狅犳犿犻犮狉狅犾狔犿狆犺犪狋犻犮狏犲狊狊犲犾狊狅犳狋狌犿狅狉狋犻狊狊狌犲犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｃｉｓｐｌａｔｉｎｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｅｎｄｏｓｔａｒ２ｍｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｅｎｄｏｓｔａｒ２ｍｇ／ｋｇ＋ｃｉｓｐｌａｔｉｎｇｒｏｕｐ；Ｅ：Ｅｎｄｏｓｔａｒ

４ｍｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ；Ｆ：Ｅｎｄｏｓｔａｒ４ｍｇ／ｋｇ＋ｃｉｓｐｌａｔｉｎｇｒｏｕｐ；Ｇ：Ｅｎｄｏｓｔａｒ６ｍｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ；Ｈ：Ｅｎｄｏｓｔａｒ６ｍｇ／ｋｇ＋ｃｉｓｐｌａｔｉｎｇｒｏｕｐ．

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．３　各组淋巴结转移数、阳性率、微淋巴管密度的

比较　由表１可见，３个浓度（２、４、６ｍｇ／ｋｇ）恩度

组、３个浓度（２、４、６ｍｇ／ｋｇ）恩度＋顺铂组的淋巴结

转移阳性率、转移淋巴结数目及微淋巴管密度均明

显低于对照组和顺铂组（犘＜０．０５或犘＜０．０１）；３

个浓度恩度组与３个浓度恩度＋顺铂组中，６ｍｇ／ｋｇ

恩度和６ｍｇ／ｋｇ恩度＋顺铂组组淋巴转移阳性率、

转移淋巴结数目及微淋巴管密度均低于２、４ｍｇ／ｋｇ

恩度组和２、４ｍｇ／ｋｇ恩度＋顺铂组（犘＜０．０５），而

相同浓度恩度对应的恩度组和恩度＋顺铂组间淋巴

结转移阳性率、转移淋巴结数目及微淋巴管密度差

异无统计学意义（犘＞０．０５）。
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表１　各组淋巴结转移数、转移阳性率和微淋巴管密度的比较

犜犪犫１　犖狌犿犫犲狉狅犳犿犲狋犪狊狋犪狋犻犮犾狔犿狆犺狀狅犱犲狊，狆狅狊犻狋犻狏犲狉犪狋犲狅犳犿犲狋犪狊狋犪狊犻狊，犪狀犱犾狔犿狆犺犪狋犻犮狏犲狊狊犲犾犱犲狀狊犻狋狔犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

狀＝７，珔狓±狊

Ｇｒｏｕｐ
Ｍｅｔａｓｔａｔｉｃｌｙｍｐｈｎｏｄｅ

Ｎｕｍｂｅｒ Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ
Ｍｉｃｒｏｌｙｍｐｈａｔｉｃｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ２．７１±０．７６ １．００±０．００ ９．９４±０．１９

Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ２．７１±１．３８ ０．８６±０．０１ ９．２９±０．２９

Ｅｎｄｏｓｔａｒ２ｍｇ／ｋｇ １．００±０．５８ ０．７１±０．０１ ６．３０±０．３４

Ｅｎｄｏｓｔａｒ４ｍｇ／ｋｇ ０．８６±０．９０ ０．５７±０．００ ５．５５±０．３９

Ｅｎｄｏｓｔａｒ６ｍｇ／ｋｇ ０．４３±０．７９△ ０．２９±０．００△ ４．３３±０．２９△

Ｅｎｄｏｓｔａｒ２ｍｇ／ｋｇ＋ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ０．９６±０．６９ ０．７１±０．００ ６．３９±０．２９

Ｅｎｄｏｓｔａｒ４ｍｇ／ｋｇ＋ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ０．８６±１．０７ ０．４３±０．００ ５．４８±０．３１

Ｅｎｄｏｓｔａｒ６ｍｇ／ｋｇ＋ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ０．２９±０．４９△ ０．２９±０．００△ ４．３５±０．２５△

　
犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｏｒｃｉｓｐｌａｔｉｎｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓ２ｏｒ４ｍｇ／ｋｇｅｎｄｏｓｔａｒｏｒ２ｏｒ４ｍｇ／ｋｇｅｎｄｏｓｔａｒ＋

ｃｉｓｐｌａｔｉｎｇｒｏｕｐ

３　讨　论

在我国，肺癌发病率和死亡率均居恶性肿瘤第

一位，是对人类健康和生命威胁最大的恶性肿瘤之

一［１１］，且确诊时约三分之二为不可手术切除的晚期

患者［１］。全身化疗是治疗中晚期肺癌的主要措施，

细胞毒性药物是目前肿瘤化疗的一线药物，虽然能

在一定程度上延缓肿瘤进展，但是不能完全阻止肿

瘤的生长和转移，同时还伴有严重的不良反应［１２］。

本研究采用重组人血管内皮抑素注射液———恩度单

独或联合顺铂治疗裸鼠肺癌模型，结果显示恩度联

合顺铂提高了肿瘤的治疗效果，对肿瘤生长的抑制

作用优于两种药物单独使用。恩度可以抑制血管内

皮细胞的增殖和迁移，导致肿瘤血管生成减少，并增

加血管渗透性，导致暴露于细胞毒性药物的肿瘤组

织增加，使肿瘤细胞更容易被化疗药物杀死或抑

制［１３１４］；同时，顺铂可以影响血管形成的过程，并导

致严重的脉管毒性，进而增强内皮抑素的抗血管生

成疗效［１５］。因此，细胞毒性药物和抗血管生成药物

联合使用能更有效地抑制肿瘤生长。

淋巴转移是肿瘤转移的主要途径之一，部分肿

瘤患者在发现原发病灶的同时，已经出现了多处淋

巴结转移［１６］，因此研究阻断肿瘤淋巴转移途径的方

法意义重大。早期的观点普遍认为肿瘤通过周围已

有的淋巴管转移，随着研究的深入，发现肿瘤可以诱

导淋巴管生成从而促进转移［１７１８］。本实验的创新点

即在于研究重组人血管内皮抑素恩度对肺癌动物模

型新生淋巴管的抑制作用，以期为血管生成抑制因

子如重组人血管内皮抑素能否抑制肿瘤淋巴转移提

供实验依据。比较实验中各组淋巴转移阳性率、转

移淋巴结数目及微淋巴管密度检测结果的差异，可

以认为恩度确实具有抑制肿瘤淋巴管生成的作用。

Ｓｌｅｅｍａｎ
［１９］认为，肿瘤发生早期进入血管的少量肿

瘤细胞会因为血液中的血流动力学压力等因素而大

部分被破坏，而淋巴管中淋巴液流动相对缓慢，侵入

淋巴道的肿瘤细胞则可以继续增殖，先造成淋巴结

转移，并在转移淋巴结内分化增殖，最终大量的肿瘤

细胞通过胸导管进入血液循环到达全身各处组织器

官而形成远处转移。推测恩度对肿瘤淋巴管生成的

抑制作用，可以减少肿瘤细胞经过淋巴循环进入血

液的机会，有效阻断肿瘤远处转移，降低肿瘤复发和

转移的风险。

综上所述，我们通过对恩度抑制 ＮＳＣＬＣ裸鼠

模型淋巴转移的基础研究，证实了恩度与传统化疗

药物联合使用能够显著提高肿瘤的治疗效果，同时

发现恩度除了被大家熟知的对肿瘤血管生成的抑制

作用［５７］外，还具有抑制肿瘤组织中淋巴管生成的作

用，从而阻断肿瘤的淋巴转移，降低肿瘤复发和转移

的风险。本研究结果不仅对ＮＳＣＬＣ患者的治疗具

有参考价值，也为易发生淋巴转移的其他恶性肿瘤

提供了新的用药选择。

４　利益冲突
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