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·论　著·
血管紧张素Ⅱ１型受体拮抗剂对裸鼠胰腺癌的抑制作用

江　华，李兆申，许国铭
（第二军医大学长海医院消化内科，上海２００４３３）

［摘要］　目的：探讨选择性血管紧张素Ⅱ１型受体拮抗剂ＺＤ７１５５对裸鼠胰腺癌的抑制作用及其作用机制。方法：６０只裸鼠

接种胰腺癌ＰａＴｕ８９８８ｓ细胞建立胰腺癌移植瘤模型，成瘤后随机分成对照组、低剂量（１０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）ＺＤ７１５５治疗组和

高剂量（２０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）ＺＤ７１５５治疗组，每组２０只。治疗１０ｄ后每组各处死１０只裸鼠，测量肿瘤体积，称取瘤体质量，

免疫组化检测移植瘤新生血管的ＣＤ３１表达，透射电镜观察细胞凋亡；其余裸鼠共治疗３０ｄ，记录生存期并观察ＺＤ７１５５的毒

副作用等共４９ｄ。结果：（１）对照组和低、高剂量治疗组的实体瘤平均体积分别为（３５．８±６．７）、（２１．５±６．１）、（１０．７±４．１）

ｃｍ３（Ｐ＜０．０１）。（２）低剂量组以及高剂量组在治疗后１０ｄ的平均抑瘤率分别为２２．７％和４４．６％（Ｐ＜０．０１），与对照组相比

均具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。（３）对照组和低、高剂量组平均微血管数目分别为１６．７±０．９、１１．５±０．５、６．０５±０．７（Ｐ＜
０．０１）。（４）对照组细胞未见凋亡改变，两治疗组均可见大量典型的处于不同阶段的凋亡细胞。（５）治疗组裸鼠生存期较对照组

显著延长（Ｐ＜０．０１），而且高剂量组裸鼠生存期较低剂量组亦显著延长（Ｐ＞０．０１）。（６）未见明显毒副作用。结论：选择性血

管紧张素Ⅱ１型受体拮抗剂在体内能抑制胰腺癌细胞生长、抑制肿瘤血管生成、促进肿瘤细胞凋亡，可望成为治疗胰腺癌的安

全有效药物。
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　　胰腺癌是一种恶性程度极高的肿瘤，发病率在
国内外均呈上升趋势。确诊为胰腺癌的患者大多数
属晚期，已丧失手术时机，而且由于其转移倾向以及
对细胞毒性化疗药物产生耐受，导致非手术疗法通
常无效，因此９９％的患者都会在１年内死亡。尽管

近年来有关胰腺癌的研究已经取得了很大的进展，
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但目前仍缺乏有效的治疗手段，因此迫切需要寻找
新的治疗措施，改善其预后。本研究旨在探讨新型
血管紧张素Ⅱ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡｎｇⅡ）１型受体
（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ Ⅱ ｔｙｐｅ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ ，ＡＴ１）拮抗剂

ＺＤ７１５５对胰腺癌细胞系ＰａＴｕ８９８８ｓ裸鼠移植实体
瘤的生长抑制、促凋亡和血管生成的抑制作用。

１　材料和方法

１．１　实验细胞株、动物及试剂　ＰａＴｕ８９８８ｓ胰腺癌
细胞系，德国 Ｍａｒｂｕｒｇ市Ｐｈｉｌｉｐｐｓ大学细胞生物学
和分子病理学研究所Ｅｌｓａｓｓｅｒ博士惠赠，来源于一
中度分化胰腺导管腺癌伴肝转移患者，其倍增时间
为６２．４ｈ，具有转移潜能。６０只雄性ＢＡＬＢ／ｃ裸
鼠，购自第二军医大学实验动物中心，实验动物质量
合格证号为００２３６２７，许可证号为ＳＣＸＫ（沪）２００２
０００６，实验动物使用许可证号为ＳＹＸＫ（沪）２００２
００２６。经适应性饲养１周后接种胰腺癌细胞建立裸
鼠胰腺癌移植瘤模型。ＥｎＶｉｓｉｏｎ免疫组化试剂盒、
鼠源性及兔源性ＥｎＶｉｓｉｏｎＴＭＨＲＰｓｙｓｔｅｍ，均购自美
国Ｄａｋｏ公司；大鼠抗小鼠ＣＤ３１抗体购自ＰｈａｒＭ
ｉｎｇｅｎＡｂｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司。选择性 ＡＴ１型受
体拮抗剂ＺＤ７１５５，由美国 ＴｏｃｒｉｓＣｏｏｋｓｏｎ公司提
供。

１．２　模型建立及分组　将ＰａＴｕ８９８８ｓ传代培养细
胞以每只０．１ｍｌ（含１．５×１０８个细胞）注入鼠右侧
胁腹部近腋下皮下，待肿瘤生长至直径约为１５ｍｍ
时，将荷瘤裸鼠随机分为３组（每组２０只）：对照组
（生理盐水）、ＺＤ７１５５ 低剂量治疗组 （１０ ｍｇ·

ｋｇ－１·ｄ－１ＺＤ７１５５）和高剂量治疗组（２０ｍｇ·ｋｇ－１

·ｄ－１ＺＤ７１５５），０．１ｍｌ／ｄ皮下注射。

１．３　观察指标　自注射之日起观察肿瘤生长情况、
体质量变化，治疗１０ｄ后每组各随机脱颈处死１０
只裸鼠，测量肿瘤体积（肿瘤体积＝ａｂ２／２，ａ：长；ｂ：
宽），称取瘤体质量，计算抑瘤率［用药组平均抑瘤率
（ＩＲ）＝（１－用药组平均瘤质量／对照组平均瘤质
量×１００％］；免疫组化检测移植瘤新生血管的ＣＤ３１
表达；透射电镜观察细胞凋亡；其余裸鼠共治疗３０
ｄ，记录生存期并观察ＺＤ７１５５的毒副作用（活动性、
体重下降、皮肤皱褶及死亡情况等）等共４９ｄ。

１．３．１　免疫组化检测　移植瘤组织迅速分别用

１０％中性甲醛溶液固定，常规脱水，石蜡包埋，制备

５μｍ厚连续切片，分别进行 ＨＥ染色作组织病理
学检查以及免疫组织化学染色。应用ＥｎＶｉｓｉｏｎ免
疫组化二步法检测裸鼠移植瘤组织的微血管密度，
观察ＺＤ７１５５对荷瘤裸鼠实体瘤的血管生成的影

响，并对ＣＤ３１阳性微血管进行计数，比较不同瘤组
织的微血管密度。微血管密度计数方法参考文
献［１］：先用低倍镜（×１００）观察识别出含最多微血管
的一个视野（ｈｏｔｓｐｏｔｓ），然后在高倍镜（×２００）下计
数该视野的微血管数目，凡是阳性染色的内皮细胞
或内皮细胞丛并且可清楚地与邻近的内皮细胞丛相

区分，即可认为是一个可计数的微血管。

１．３．２　透射电镜观察　移植瘤经４％多聚甲醛、

１％饿酸双重固定，梯度乙醇脱水等处理后，行１０
ｎｍ超薄切片，用于透射电镜观察。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ软件包进行统计学
分析。计数资料以珚ｘ±ｓ表示，各组之间的比较采用

ｔ检验和方差分析，率的比较采用χ
２检验。

２　结　果

２．１　模型成瘤率　１０ｄ后所有的裸鼠接种部位皮

下均出现可触摸到的肿瘤，成瘤率为１００％，直径约

为９ｍｍ，质中，活动度欠佳。

２．２　ＺＤ７１５５对荷瘤裸鼠实体瘤体积的影响　与对

照组相比，ＺＤ７１５５注射后，显著抑制了肿瘤生长，肿

瘤生长缓慢，边界较清晰，表面光整，边界欠清，对照

组于６ｄ后出现肿瘤进行性增大且分叶状。治疗１０

ｄ时，对照组和１０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ＺＤ７１５５治疗组以

及２０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ＺＤ７１５５治疗组的平均体积分

别为（３５．８±６．７）、（２１．５±６．１）、（１０．７±４．１）ｃｍ３，

两治疗组的肿瘤平均体积均小于对照组 （Ｐ＜
０．０１），且高剂量治疗组肿瘤平均体积小于低剂量组

（Ｐ＜０．０５）。

２．３　ＺＤ７１５５对荷瘤裸鼠实体瘤抑瘤率的影响　治

疗后１０ｄ，对照组肿瘤（３．７９±０．５３）ｇ，１０ｍｇ·

ｋｇ－１·ｄ－１ＺＤ７１５５治疗组以及２０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１

ＺＤ７１５５治疗组肿瘤分别为（２．９３±０．２１）和（２．１０±

０．２８）ｇ，平均抑瘤率分别为２２．７％和４４．６％（Ｐ＜
０．０１），与对照组相比均具有统计学意义 （Ｐ＜
０．０１）。

　　一半裸鼠存活时间超过５周，最长达７周。治

疗组裸鼠生存期较对照组显著延长（Ｐ＜０．０１），而

且２０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ＺＤ７１５５治疗组裸鼠生存期较

１０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ＺＤ７１５５治疗组亦显著延长（Ｐ＜
０．０１）（图１）。

２．４　ＺＤ７１５５对荷瘤裸鼠的毒性反应　对照组６只

（６／１０）鼠活动明显减少、精神萎靡、皮肤灰暗，并且

消瘦明显，生存期明显缩短；而１０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１
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ＺＤ７１５５治疗组与２０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ＺＤ７１５５治疗

组分别有６只（６／１０）和８只（８／１０）鼠活动良好、精

神尚可、皮肤有光泽，消瘦不明显。

图１　ＺＤ７１５５治疗对裸鼠生存期的影响

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＺＤ７１５５ｏｎ

ｓｕｒｖｉｖａｌｐｅｒｉｏｄｓｏｆｎｕｄｅｍｉｃｅ

２．５　 荷瘤裸鼠实体瘤组织病理学改变 　Ｐａ

Ｔｕ８９８８ｓ裸鼠移植瘤组织病理学检查显示瘤细胞密

集增生，个别处有腺样结构，间质少。瘤细胞核大深

染，核质比例增大，可见核分裂和瘤巨细胞。切面有

多灶性坏死区，呈灶性或片状坏死。炎症细胞以单

核细胞浸润为主，多见于肿瘤坏死区边缘部。瘤组

织呈膨胀性生长，周围见轻度纤维组织增生。治疗

组和对照组组织病理学检查无明显区别。

２．６　ＺＤ７１５５皮下注射对荷瘤裸鼠实体瘤血管生成

的作用　免疫组化结果见图２。２０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１

ＺＤ７１５５治疗组和１０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ＺＤ７１５５治疗

组的平均微血管数目分别为６．０５±０．７、１１．５±０．５
（Ｐ＜０．０１）、而对照组的平均微血管数目为１６．７±

０．９（与两治疗组分别相比Ｐ＜０．０１）。

图２　ＺＤ７１５５对荷瘤裸鼠实体瘤血管生成的作用

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＺＤ７１５５ｏｎａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｘｅｎｏｇｒａｆｔｓｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅ（×２００）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：１０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ｇｒｏｕｐ；Ｃ：２０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ｇｒｏｕｐ

２．７　透射电镜观察ＺＤ７１５５治疗组和对照组实体

瘤细胞凋亡情况　透射电镜显示对照组和ＺＤ７１５５
治疗组ＰａＴｕ８９８８ｓ移植瘤细胞形态不规则，核大深

染，核质比例增大。对照组几乎未见细胞凋亡征象

（图３Ａ），１０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ＺＤ７１５５治疗组和２０

ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ＺＤ７１５５治疗组均可见大量处于不

同阶段的凋亡细胞：凋亡早期，细胞核染色质聚集、

边集（图３Ｂ）；并在细胞核膜周边聚集成新月体形，

随后染色质发生环状或块状固缩，电子密度明显增

强，核形变得不规整，核膜表面凹凸不平，细胞核碎

裂 （图３Ｃ）；凋亡后期，细胞质散裂明显或形成沟裂，

并可见膜包裹的内有较完整细胞器和细胞核碎片的

凋亡小体而细胞器结构基本正常（图３Ｄ）。

３　讨　论

　　ＡｎｇⅡ作为肽类激素，是肾素血管紧张素系统

的活性成分，调节机体内环境稳定、醛固酮分泌、肾

功能及血管平滑肌收缩。目前研究显示，ＡｎｇⅡ受

体在多数肿瘤如结直肠癌、乳腺癌等恶性肿瘤中表

达增加。肿瘤中的 ＡｎｇⅡ受体主要是 ＡＴ１。Ｆｕｊｉ

ｍｏｔｏ等［１］最早研究发现ＡＴ１在胰腺癌细胞系中存

在高表达，Ａｍａｙａ等［２］的研究表明ＡｎｇⅡ通过其受

体ＡＴ１分别激活 ＭＡＰ激酶、ＮＦκＢ以及存活素、

ＢｃｌＸＬ等抗凋亡分子从而发挥其对胰腺癌细胞的促

有丝分裂活性和抗凋亡作用，我们以往的实验证实

了ＡＴ１在胰腺癌细胞系和胰腺癌组织中均有高表

达［３４］。本研 究 深 入 探 讨 了 新 型 ＡＴ１ 拮 抗 剂

ＺＤ７１５５能抑制裸鼠移植实体瘤的体积、瘤重，荷瘤

裸鼠生存期的影响及可能的作用机制。

　　本实验第一次证实了选择性 ＡＴ１拮抗剂具有

抑制胰腺癌的血管生成以及诱导胰腺癌细胞的凋亡

作用。ＺＤ７１５５抑制肿瘤生长作用与其抑制阻断

ＡｎｇⅡ的信号转导通路和 ＡｎｇⅡ诱导的有丝分裂

作用有关［５］，而其抑制血管生成活性的机制尚不清
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图３　ＺＤ７１５５治疗组和对照组透射电镜观察细胞凋亡结果

Ｆｉｇ３　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｃｅｌｌｓｉｎＺＤ７１５５ｔｒｅａｔｅｄａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓｕｎｄｅｒｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×８００）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓｈｏｗｉｎｇｎｏａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＺＤ７１５５ｇｒｏｕｐｓｈｏｗｉｎｇａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅａｒｃｈｒｏｍａｔｉｎ；Ｃ：ＺＤ７１５５ｇｒｏｕｐｓｈｏｗｉｎｇｉｒｒｅｇｕｌａｒ

ｋａｒｙｏｍｏｒｐｈｉｓｍａｎｄｕｎｅｖｅｎｋａｒｙｏｌｅｍｍａ；Ｄ：ＺＤ７１５５ｇｒｏｕｐｓｈｏｗｉｎｇｓｐａｌｌｉｎｇｃｙｔｏｐｌａｓｍ，ａｐｏｐｔｏｔｉｃｂｏｄｙ

楚。血管生成是实体瘤生长和转移的必需条件之

一，肿瘤生长到一定程度时，其进一步生长有赖于血

管为其提供氧气和营养成分，新生血管形成已被公

认为评估实体肿瘤之可靠的预后因素，胰腺癌也不

例外，胰腺癌的血管生成也是一项可靠的预后评估

指标，与肿瘤大小、淋巴结转移以及患者的生存期密

切相关，据此有助于进一步选择更好的治疗胰腺癌

方案［６］。肿瘤诱导的血管生成是一个复杂的现象，

可能与很多细胞因子有关如 ＶＥＧＦ、ＰＤＧＦ、ｂＦＧＦ、

ＥＧＦ、ＴＮＦα和ＴＧＦα、ＴＧＦβ等，其中ＶＥＧＦ是最

重要的介导血管生成的细胞因子［７］。微血管密度

（ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｄｅｎｓｉｔｙ，ＭＶＤ）反映了血管生成的程

度，被用来标准化评价血管生成状况［８９］。ＣＤ３１即

血小板内皮细胞黏附分子１（ｐｌａｔｅｌｅｔｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ

ａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＰＥＣＡＭ１），是内皮细胞特异

性标记物之一，对维持其表达阳性细胞的活力和生

存发挥重要作用［１０］，在大多数肿瘤包括胰腺癌的新

生血管中均呈阳性表达［６，８，１０］。抑制新生血管的形

成，有助于抑制肿瘤的生长，减少和预防转移的发

生，成为肿瘤治疗的新策略［１１］。体外和动物实验也

表明抗肿瘤血管生成治疗对晚期胰腺癌可能是一种

新的有效的治疗途径［１２１３］。ＡＴ１拮抗剂诱导胰腺

癌细胞凋亡作用的机制可能与其诱导其他细胞凋亡

的机制相类似［１４］。ＡＴ１拮抗剂抑制肿瘤生长和诱

导凋亡作用还可能与 ＡｎｇⅡ２型受体（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ

Ⅱｔｙｐｅ２ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡＴ２）的作用增强有关。因阻断

ＡＴ１减少了ＡＴ１的抑制肾素分泌作用而使ＡｎｇⅡ
的分泌增多，从而过度刺激ＡＴ２，而ＡＴ２的作用是

抑制细胞生长、抑制血管生成和诱导细胞凋亡［１５１６］，

而且，ＡＴ２的促凋亡作用与激活抑癌基因ｐ５３的表

达有关，ｐ５３通过降低Ｂｃｌ２与Ｂａｘ蛋白的比值而促

进细胞凋亡［１７］，从而抑制肿瘤生长。

　　本研究发现，ＺＤ７１５５治疗能改善移植瘤裸鼠一

般情况如体重、活动能力、精神状况等。治疗组较对

照组实体瘤平均体积减小（Ｐ＜０．０１）；高剂量组较

低剂量组实体瘤平均体积减小（Ｐ＜０．０５）；低剂量

组和高剂量组在治疗后１０ｄ的平均抑瘤率分别为

２２．７％和４４．６％（Ｐ＜０．０１），与对照组相比均具有

统计学意义（Ｐ＜０．０１）；治疗组平均微血管数目也

较对照组显著减少（Ｐ＜０．０１），抗ＣＤ３１的免疫组织

化学染色显示ＺＤ７１５５能显著抑制裸鼠移植瘤的血

管生成，而且呈剂量依赖性；裸鼠移植实体瘤组织的

透射电镜也显示对照组细胞未见凋亡改变，而治疗

组均可见大量典型的凋亡细胞；治疗组裸鼠生存期

较对照组显著延长（Ｐ＜０．０１），且高剂量组裸鼠生

存期较低剂量组亦显著延长（Ｐ＜０．０１）。由此可

见，选择性ＡＴ１拮抗剂在体内能抑制胰腺癌细胞生

长、抑制肿瘤血管生成并能促进肿瘤细胞凋亡，可望

成为治疗胰腺癌的安全有效药物。本研究初步探讨

了选择性ＡＴ１拮抗剂在体内对胰腺癌的抑制作用

及其机制，也为深入研究胰腺癌的分子发病机制和

ＡＴ１拮抗剂的临床抗肿瘤应用奠定了理论基础，从

而为改进胰腺癌的诊断和治疗模式，以及改善其预

后开辟新的途径，但其确切抗胰腺癌的分子机制尚

有待进一步研究。
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《口腔病———名家医案·妙方解析》和《肾脏病———名家医案·妙方解析》已出版

　　中医临床案例教学系列丛书之《口腔病———名家医案·妙方解析》《肾脏病———名家医案·妙方解析》已于２００７年１月由

人民军医出版社出版。大３２开，平装。

　　《口腔病———名家医案·妙方解析》ＩＳＢＮ９７８７５０９１０５１０８，定价１６．００元。本书汇集了众多医家治疗口腔疾病的经验与

妙方，涵盖了牙体病、牙周病、口腔黏膜病、神经系统相关疾病、口腔颌面部感染、口腔颌面部肿瘤等内容，且针对每一种疾病从

辨证论治、名家医案解析两方面加以讨论并给出处方及说明，重点指出医案的精要之处，揭示名医独特的学术思想、知常达变

的诊治技巧和遣方用药的特色。

　　《肾脏病———名家医案·妙方解析》ＩＳＢＮ９７８７５０９１０６０４４，定价２６．００元。全书以现代病为纲，扼要阐述疾病特征与中

医证属和经典辨证论治，并精选了古今著名中医医家的经典医案，详细介绍了病史、辨证及诊治经过，并对处方作了详细解析，

重点指出医案的精要之处，揭示了名医独特的学术思想、知常达变的诊治技巧和遣方用药的特色。

　　这两本书可供中医、中西医结合临床专业案例教学时作为教材使用，也可供广大中医、中西医结合临床工作者阅读参考。
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