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摘要：目的 观察人骨肉瘤细胞系 =>5:?! 诱导微血管生成的解剖显微结构及超微结构特点。方法 应用鸡胚绒毛尿囊

膜模型，通过解剖显微镜、光镜及透射电镜观察该细胞系诱导生成微血管的解剖显微结构及超微结构特点。结果

=>5:?! 细胞系具有较强的诱导血管生成能力，解剖显微镜下可见血管辐辏现象，透射电镜下可见新生血管壁由单层内

皮细胞构成，内皮细胞裂隙增宽，基底膜不完整，缺乏平滑肌成分。结论 肿瘤诱导的新生血管在病理、生理及形态功能

方面都具有特征性，以血管为靶点治疗骨肉瘤对改善预后可能具有重要意义。
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肿瘤是典型的血管依赖性病变，新生血管不仅

为肿瘤细胞旺盛的生化代谢建立了运输通道，也为肿

瘤的浸润转移提供了便利条件［4］。近年来关于肿瘤血

管生成以及血管生成对肿瘤生物学行为影响的研究

有了较大进展，这对判断肿瘤的进展、转移、预后以及

临床抗肿瘤血管生成治疗具有重要意义［!］。我们以往

的研究提示骨肉瘤微血管密度与患者生存时间负相

关［?］。在此基础上，我们以鸡胚绒毛尿囊膜为模型，通

过解剖显微镜、光镜及电镜观察人骨肉瘤细胞系

=>5:?! 诱导微血管生成的特点，为深入了解骨肉瘤

血管生成的特征性及抗血管生成治疗提供实验依据。

4&&材料和方法

4B4&&细胞株和细胞培养

人骨肉瘤细胞株 =>5:?! 购自北京积水潭医院

骨科实验室，体外培养 4"" 代以上，病理组织学分型

为骨母细胞型。=>5:?! 细胞常规培养于含 4"a（质量

分数）新生小牛血清 A[-E547;" 培养基中，?:&!、<b&
Z=!、8<b空气、饱和湿度下 Z=! 孵箱内培养。

4B!&&胚蛋孵化及制备

胚蛋源于西南农业大学养鸡场，选择大小相仿的

纯种华联鸡蛋，经福尔马林熏蒸消毒 !"&S)2 后置于

?:B6&!、相对湿度 7"bc6"b的恒温孵箱中孵育，胚头

斜向上方。孵育至第 8 天时制备鸡胚绒毛尿囊膜

（WU)W‘&/S^*VO&WUO*)OI..I2,O)W&S/S^*I2/，ZC-），制备

方法参照文献［;］并加以改进：（4）在胚蛋气室端钻约

4B"c!B"&SS的小孔穿透气室壳膜，并以吸耳球在小孔处

行负压吸引造成假性气室，使尿囊膜下陷与卵壳膜分

离；（!）照卵灯下寻找胚头，在距胚头前 4&WS、两条前卵

黄静脉之间卵壳投影部位选定约 "B<&WS!4B<&WS 的
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图 2##鸡胚孵化 23#, 时瘤细胞接种组 45) 肿瘤诱导血管生成

!"#$% &’#"(#)’)*"* "’+,-)+ ./ 0,1(2 -)33 3"’) (’ %46+5/6(3+ -6"-7 )1.2/( -6(2"(5335’0("- 1)1.25’)
图 1##鸡胚孵化 23#, 时空白对照组 45) 毛细管

!"#$8 9(2153 -5:"3352")* (’ %46+5/6(3+ -6"-7 )1.2/( -6(2"(5335’0("- 1)1.25’)

长方形开窗位置；（7）89:酒精消毒卵壳，用牙科细砂

轮沿长方形区的边线磨切卵壳，勿伤及下方卵壳膜，

用眼科镊夹住卵壳缘揭除卵壳，暴露卵壳膜，倾去卵

壳粉尘；（;）用注射针头在卵壳膜上轻轻划破直径 2#<<
小孔（勿伤及下面的 45)），以吸耳球在小孔处行负

压吸引，待 45) 下陷后剪除长方框内卵壳膜，暴露

45)。

2=7##瘤细胞接种及实验分组

胚蛋 1> 只，随机分为 1 组（实验组和空白对照

组），每组 2> 只。实验组暴露已制备好的 45)，选择

近胚头 2#?<#处、两条前卵黄静脉间的相对无血管区

接种对数生长期 @A6871 细胞，每只 9!2>BC2>> !*。空

白对照组开窗后不给予任何措施，用以排除胚蛋开窗

后污染、操作技术等非处理因素对实验结果的干扰，

于接种第 1 天至接种第 D 天在解剖显微镜下逐日观

察接种区 9#<< 范围内血管数目及形态学变化。

2=;##电镜观察

45) 移植瘤标本以 7:戊二醛磷酸缓冲液固

定，经 >=1#<E*C* 蔗糖磷酸缓冲液漂洗，用 2:锇酸后

固定，梯度丙酮脱水，环氧树脂 B23 包埋，定位，超薄

切片，醋酸铀 6 柠檬酸铅双重电子染色，在 "F)#
1>>>FG 型透射电镜下观察。

2=9##组织切片的制备和观察

45) 常规 ;:多聚甲醛原位固定 29#<%.，以接

种区为中心取膜，标本石蜡包埋，;#!< 连续切片，行

HF 染色。

1##结果

1=2##@A6871 细胞诱导血管生成过程

45) 接种瘤细胞后第 1 天肿瘤细胞开始生长，

接种区周围血管增生，并向接种区爬行，部分宿主大

血管向接种区弯曲并相应扩张。当新生血管接触接种

区时，血管呈放射状集中，即“血管辐辏现象”!图 20。
第 7IB 天，血管及瘤细胞生长旺盛，血管长入或跨越

接种区，出现血管化现象，瘤细胞间出现大量带有核

红细胞的鸡血管。第 8I3 天，血管及瘤细胞生长速度

减慢。第 3ID 天，可出现中心性出血坏死。空白对照

组 45) 血管呈正常树枝状走行， 无“血管辐辏现

象”，血管密度明显低于瘤细胞接种组（图 1）。
1=1##@A6871 细胞诱导的新生血管超微结构

瘤细胞胞核形状不规则，核膜凹陷，异染色质分

布不均，核浆比例增大，细胞内细胞器较少。瘤细胞之

间新生血管密集，血管壁由单层内皮细胞构成，内皮

细胞裂隙增宽，基底膜不完整，血管壁缺乏平滑肌成

分（图 7）。

12

图 7##@A6871 细胞诱导的新生血管超微结构
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())讨论

实验证实实体瘤只有具备了血管生成表型后才

能恶性生长和成功转移。当肿瘤半径 *!)++ 时，它主

要依靠弥散在细胞周围的营养物质和氧气生存。随着

原位肿瘤细胞的不断增殖，肿瘤本身或宿主组织将建

立起新生血管网。新生血管网的生成取决于肿瘤周围

微环境中正负调控因子的平衡，转移的肿瘤细胞将建

立起自己的血管网络，从而打破宿主内在微环境的平

衡。早在 !, 世纪 ’, 年代，-./0［1］就观察到肿瘤细胞

诱导新生血管形成，“吸引”宿主血管主干向致瘤区弯

曲、靠近，呈放射状集中现象。应用 234 模型，我们

动态地观察到骨肉瘤 $%&’(!)细胞具有较强的促血

管生成能力，其诱导血管生成过程与 5.67 的观察一

致。肿瘤诱生的血管，无论在病理、生理还是形态功能

上都有着特征性［8］。应用透射电镜我们观察到骨肉瘤

$%&’(! 细胞诱生的新生血管基底膜不完整，内皮细

胞裂隙增宽，缺乏平滑肌等特点。这些特点一方面使

肿瘤血管通透性增高，有利于血浆蛋白和纤维蛋白外

渗至细胞外间隙，外渗的纤维蛋白与其他蛋白质如纤

维连接蛋白等凝结成纤维凝胶，为成纤维细胞、内皮

细胞和其他细胞迁移提供暂时的基质成分，并最终转

化为血管化的连接组织［’］；另一方面血管通透性增高

及基质形成有利于肿瘤细胞脱落进入血管或向邻近

基质扩散，后一过程主要受黏附作用、细胞迁移力及

一些基质水解酶的影响。越来越多的证据表明新生血

管形成与肿瘤生长和转移密切相关［9，:］，因此研究肿

瘤血管生成过程与正常血管生成过程的差异，寻找肿

瘤血管特征性靶点，将为抗肿瘤治疗开辟新的途径。

肿瘤的持续生长和侵袭转移有赖于充足的微血

管生成以供应血液，微血管生成取决于血管生长激活

因子和血管生长抑制因子两者平衡的精密调节。肿瘤

细胞与基质细胞之间的沟通是通过包括各种生长因

子、细胞因子、蛋白水解酶系统在内的复杂网络来实

现的，这一过程的实现则紧紧依赖于组织的微环境。

骨肉瘤是富含血管的肿瘤之一，手术后血行转移一直

是临床治疗失败的重要原因。肿瘤新生血管不仅为肿

瘤组织快速生长提供了物质基础，而且为肿瘤转移提

供了新的门户。尽管血管形成的研究涉及多种实体

瘤，但目前针对人骨肉瘤的报道国内外却较少，已有

的研究也多限于人体组织标本的观察，对人骨肉瘤血

管生成过程的特征性缺乏深入研究。我们以往的研究

表明人骨肉瘤组织中微血管密度及包括血管内皮生

长因子、碱性成纤维细胞生长因子在内的多种生长因

子及其受体的表达与临床转归具有相关性［:］。我们的

实验也发现人骨肉瘤细胞株 $%&’(! 具有较强的诱

导血管生成能力，进一步研究发现其血管生成过程与

多种血管生长因子的表达相关［;,］。因此进一步深入了

解肿瘤微血管生成的分子机制，直接针对肿瘤血管生

成的各个环节（如血管内皮细胞、基底膜、基质水解

酶、胞外基质分子、血管生长因子及其受体等）选择合

适的靶部位将为从抗微血管生成途径治疗骨肉瘤提

供新的思路。
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