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对胶质瘤血管生成拟态的抑制作用及其相关机制&方法
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等方法检测
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对
LZN##

细胞增殖'迁移和血管形成能力的抑制作用及血管内皮生长因

子!

C=NQ

"'上皮细胞激酶!

=

>

3D%

"'基质金属蛋白酶
%

!

GGK%

"蛋白的表达&结果
#

对照组细胞迁移数为
$!"H!$c$"H"$

#实验

组!

$''+@)9

(

E

#

$'''+@)9

(

E

#

$''''+@)9

(

E

"细胞数目分别为
$#%H&!c$%H$%

#

T%H!$c$!HU"

和
P'H''c!H!%

#对照组细胞数显

著高于实验组!

I

$

'H'$

"%对照组拟态血管数目为
&UH"'c$%H%$

#也显著高于实验组!

#!H!$c$'H&"

#

$"H"Uc"H#'

#

"H#Pc&HU%
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I

$

'H'$

&
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虽然能作用于
C=NQ

通路#却不能直接抑制
C=NQ

蛋白的表达#但是可明显抑制
=

>

3D%

蛋白的磷酸化和

GGK%

蛋白的活化#减少血管生成拟态的形成&结论
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不但可抑制肿瘤血管内皮细胞依赖性血管#还能抑制血管生

成拟态#可能是理想的肿瘤血管抑制肽&
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##

血管生成拟态是近年来新发现的恶性肿瘤的血液供应形

式#它的管腔表面没有血管内皮细胞#而是由肿瘤细胞被覆#血

液可在管腔内流动*学者们认为#血管生成拟态仅仅存在于某

些高度恶性肿瘤当中#与肿瘤的恶性程度呈正相关*血管生成

拟态的发现是对传统肿瘤血管生成的重要补充*传统的肿瘤

血管抑制治疗仅仅针对肿瘤血管内皮细胞依赖性血管#而血管

生成拟态的发现使人们认识到#只有同时抑制内皮细胞依赖性

血管和血管生成拟态#才能达到良好的治疗效果*本课题的前

期研究进一步发现#

$%&

级恶性胶质瘤经二氯化钴$

M)M9

%

&

缺氧诱导后#也能形成拟态血管*如果仅仅针对血管内皮细胞

进行肿瘤的血管抑制治疗#不但不能达到良好的治疗效果#反

而会使肿瘤处于缺氧状态#血管生成拟态代偿性增多#进而增

加肿瘤的侵袭力及转移能力#增加肿瘤的恶性程度*
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是人纤维蛋白氨基末端
%#

肽#具有潜在的肿瘤血管

抑制作用*它能作用于肿瘤内异常的血管内皮细胞进而抑制

肿瘤的血管生成#对于正常的血管内皮细胞并没有破坏作用*

D9

>

31./1/*+

是否能抑制血管生成拟态的形成#至今尚无相关

报道*本研究拟采用三维培养.

-̀./-4+;9)/

等方法探讨
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对血管生成拟态的抑制作用及其相关机制*

C

#

材料与方法

CHC

#

材料
#

人源恶性胶质瘤细胞株
LZN##

由第四军医大学

神经外科研究所提供#
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多肽由上海吉尔生化有限

公司合成#序列为
D[L N=N [QE D=N NNC 5NK 5CC

=5Z

#

(41+.2-99

小室购自
M)./14

公司#

G1/4*

0

-9

基质胶购自

I[

公司#血管内皮生长因子$

C=NQ

&抗体#

=

>

3D%

抗体#

=6

>

3D%

磷酸化抗体#

GGK%

抗体购自
L1+/1M48A

公司*

CHD

#

方法
#

细胞培养
LZN##

由含
$']

胎牛血清的高糖

[G=G

培养基培养#

%:

传代
$

次#实验应用对数期生长细胞*

CHDHC

#

四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色法$

G((

&

#

取对数

生长期的
LZN##

细胞接种于
TU

孔板#每孔
&d$'

P 个#设立对

照组和实验组#每组
"

个复孔*细胞贴壁后#对照组每孔加入

M)M9

%

$''

"

@)9

"

E

#实验组加入
M)M9

%

$''

"

@)9

"

E

和不同浓度
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多肽$

$''

.

$'''

和
$''''+@)9

"

E

&*在
&]MB

%

#

P!e

培养箱中孵育
%#3

#每孔加入
%'

"

EG((

溶液#继续培

养
#3

#小心吸除培养液#加入
$&'

"

E

二甲基亚砜$

[GLB

&#低

速震荡
$'@*+

#在酶联免疫检测仪上检测
#T'+@

的吸光值

$

B[

&*

CHDHD

#

细胞迁移
#

将
LZN##

细胞加入
(41+.2-99

小室的上

#"'%

重庆医学
%'$$

年
!

月第
#'

卷第
%$

期

!

基金项目'国家自然科学基金资助项目$

P'U!%$%U

&*



室中#每孔加入
%d$'

# 个#上室中加入
$]

胎牛血清$

QIL

&的

[G=G

培养液
%''

"

E

和
M)M9

%

$''

"

@)9

"

E

#对照组下室加入

$']QIL

的
[G=G

培养液
U''

"

E

#实验组下室加入
$']QIL

的
[G=G

培养液
U''

"

E

和不同浓度的
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多肽$

$''

.

$'''

和
$''''+@)9

"

E

&*

$%3

后观察实验组与对照组的细胞

迁移至小室聚碳脂膜内的细胞数*

CHDHE

#

细胞三维培养
#

将
G1/4*

0

-9

基质胶与胎牛血清
$f$

混合后立即加入到
%#

孔板中#每孔加入混合物
%'

"

E

*将培

养板室温下放置
%'@*+

#待胶凝固后#每孔加入
LZN##

细胞

$d$'

# 个*将培养板置于
P!e

.

&]MB

%

的培养箱中培养#待

细胞贴壁后#将细胞分为对照组和实验组#对照组每孔加入

M)M9

%

$''

"

@)9

"

E

#实验组加入
M)M9

%

$''

"

@)9

"

E

和不同浓度
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多 肽 $

$''

.

$'''

.

$''''+@)9

"

E

&*观 察 各 组

LZN##

细胞血管生成拟态的形成情况*

CHDHF

#

-̀./-4+;9)/

检测
#

对照组和实验组设置同前#用
5<6

KD

裂解液提取细胞总蛋白#经
$']L[L6KDN=

凝胶电泳#转

移至
KC[Q

膜*封闭
%3

后分别与一抗孵育过夜#二抗孵育
$

3

#化学发光显色#以
'

617/*+

为内参校正*

CHE

#

统计学处理
#

所得结果均用
'c9

表示#采用
LKLL$%H'

统计软件进行分析#多组均数比较采用方差分析#相关性比较

采用
L

>

-14@1+

相关分析#以
I

$

'H'&

为差异有统计学意义*

D

#

结
##

果

DHC

#
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多肽不能抑制
LZN##

细胞的增殖
#

结果表

明#对照组的
B[

值为
'HP"c'H'P

#实验组$

$''

.

$'''

.

$''''

+@)9

"

E

&

B[

值分别为
'HP#c'H'!

.

'HPUc'H'!

.

'HP!c'H'!

#

各组间比较差异无统计学意义$

I

%

'H'&

&*

DHD

#

D9

>
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多肽能显著抑制
LZN##

细胞的迁移能力
#

(41+.2-99

法显示对照组细胞数为
$!"H!$c$"H"$

#实验组

$

$''

.

$'''

.

$''''+@)9

"

E

&细胞数目分别为
$#%H&!c$%H$%

.

T%H!$c$!HU"

和
P'H''c!H!%

#对照组细胞数显著高于实验

组#差异有统计学意义$

I

$

'H'$

&#细胞迁移数与
D9

>

31./1/*+

剂量呈负相关$

&gh'HTU&

#

I

$

'H'$

&#见图
$

*

##

D

'对照组%

I

'实验组$

$''+@)9

"

E

&%

M

'实验组$

$'''+@)9

"

E

&%

[

'

实验组$

$''''+@)9

"

E

&*

图
$

##
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对
LZN##

细胞迁移的抑制作用"

d$''

#

DHE

#

D9

>

31./1/*+

能显著抑制
LZN##

细胞的管状形成数目
#

!%3

后发现#对照组中
LZN##

细胞互相融合#互相连接形成

血管样结构#平均每视野管状数目为
&UH"'c$%H%$

*实验组

中血管样结构明显减少#并且随着
D9

>

31./1/*+

浓度的升高拟

态血管的数目逐渐降低#平均每视野管状数目分别为
#!H!$c

$'H&"

.

$"H"Uc"H#'

和
"H#Pc&HU%

$

I

$

'H'$

&*管状数目与

D9

>

31./1/*+

浓度呈负相关$

&gh'H"T#

#

I

$

'H'$

&#见图
%

*

DHF

#

-̀./-4+;9)/

检测结果
#

C=NQ

蛋白和上皮细胞激酶

$

=

>

3D%

&总蛋白的表达并无明显变化#但是磷酸化
=

>

3D%

蛋

白和基质金属蛋白酶
%

$

GGK%

&活化蛋白的表达随着
D96

>
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多肽浓度的增高而逐渐降低#见图
P

*

##

D

'对照组%

I

'实验组$

$''+@)9

"

E

&%

M

'实验组$

$'''+@)9

"

E

&%

[

'

实验组$

$''''+@)9

"

E

&*

图
%

##

D9

>

31./1/*+

对
LZN##

拟态血管

形成的抑制作用"

d$''

#

##

D9

>

31./1/*+

并不能直接抑制
C=NQ

蛋白的表达#但可明显抑制
=6

>

3D%

蛋白的磷酸化和
GGK%

蛋白的活化*

图
P

##

C=NQ

(

=

>

3D%

(

GGK%

蛋白的表达

E

#

讨
##

论

近年来#抑制血管生成治疗肿瘤是目前研究的热点(

$6%

)

*

传统观念认为#肿瘤血管是血管内皮细胞依赖性的#因此#针对

血管内皮细胞进行肿瘤血管抑制治疗是目前主要的治疗方

法(

P

)

*理论上这种治疗方法对肿瘤血管抑制作用较强#几乎对

所有实体瘤都有效#并且在治疗肿瘤的过程中不易产生耐药

性*但是#在治疗过程中#肿瘤针对血管内皮细胞的治疗方法

出现了不同程度的耐药性(

#6&

)

*如何提高肿瘤血管抑制治疗疗

效#是目前研究的热点*

血管生成拟态是近年来新发现的存在于高度恶性肿瘤的

一种微循环系统(

U6"

)

*它的管道内由一层肿瘤细胞而不是内皮

细胞被覆#管腔内可见血细胞#有时可见一层
KDL

阳性的基质

膜将肿瘤细胞和血细胞分开*血管生成拟态的发现使研究者

认识到#肿瘤组织内部的血液供应系统并不仅仅是血管内皮细

胞依赖性血管#还有其他形式的微循环结构*血管生成拟态的

形成机制目前尚不清楚#主要认为与肿瘤细胞的可塑性相关*

这种肿瘤细胞能够模仿内皮细胞的生物学行为#表达多种与内

皮细胞相关的基因#如
C=NQ

.血管内皮钙黏蛋白$

C=671:3-46

*+

&.

=

>

3D%

.

GGK.

等(

T

)

*

1̀+

0

等(

$'

)认 为
C=NQ6=

>

3D%6

GGK.6CG

是卵巢癌血管生成拟态的关键通路*作者前期研

究认为#缺氧能够诱导血管生成拟态的形成*针对血管内皮细

胞的肿瘤血管抑制治疗使肿瘤细胞处于缺氧状态#肿瘤细胞可

自身变形#连接形成拟态血管以满足肿瘤组织的营养*这可能

是肿瘤对传统血管抑制治疗产生抗性的原因*只有同时抑制

内皮细胞依赖性血管和拟态血管#才能彻底切断肿瘤的血液供

应#达到治疗肿瘤的目的*

D9

>

31./1/*+

是新发现的人纤维蛋白氨基末端
%#

肽#具有

&"'%
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潜在的肿瘤血管抑制作用(

$$

)

*研究表明#

D9

>

31./1/*+

能通过

抑制
C=NQ

通路和磷酸鞘氨醇$

L<K6D̂ (

&通路抑制肿瘤血管

生成#对正常组织血管并没有抑制作用(

$%6$P

)

*

D9

>

31./1/*+

多

肽能否抑制血管生成拟态#目前尚无相关研究*如果
D96

>

31./1/*+

能同时抑制血管内皮依赖性血管和拟态血管#那它将

是十分理想的血管抑制肽*

研究表明#

D9

>

31./1/*+

多肽虽然不能抑制
LZN##

细胞的

增殖#但是可以抑制其细胞迁移能力和管道形成能力#并且抑

制作用与浓度呈明显量
6

效关系#提示
D9

>

31./1/*+

不但能抑制

血管内皮细胞的迁移和血管腔的形成#还可能具有抑制血管生

成拟态的功能#并且对正常血管无明显破坏作用*

-̀./-4+

;9)/

检测表明
D9

>

31./1/*+

不能直接作用于
C=NQ

蛋白#但是

可以抑制
=

>

3D%

蛋白的磷酸化和
GGK%

蛋白的活化#减少层

粘连蛋白
&

!

%

切割片段
!

%i

和
!

%X

的形成#进而抑制血管生成

拟态的形成*

综上所述#如果仅仅抑制血管内皮依赖性血管#拟态血管

将发挥营养肿瘤的作用#不能达到治疗肿瘤的目的*

D96

>

31./1/*+

不但能抑制血管内皮细胞依赖性血管#还能抑制血管

生成拟态#可能是良好的血管抑制治疗药物#但是
D9

>

31./1/*+

对
LZN##

血管生成拟态的抑制作用还需进一步的研究*
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