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抗人血管内皮生长因子单克隆抗体抑癌作用的
形态学观察及作用机制探讨

房思炼 　王大章 　杨西川 　何志秀 　张 　杰 　郑光勇

摘要 　目的 :研究抗人血管内皮生长因子 (VEGF)单抗 E11抑制颊癌组织的形态学改变 ,并探讨 E11抑癌效应的机制。

方法 :接种人颊鳞癌的 BALBΠc 裸小鼠分别通过腹腔或瘤周皮下注射抗人 VEGF 单抗或生理盐水。接种后第 18 天

处死 ,取颊癌组织进行光镜及透射电镜观察。结果 : E11组颊癌组织中血管分布稀少、存在囊性变坏死区及癌细胞坏

死、凋亡等。此外还有血管内皮细胞变性、凋亡及血管壁受破坏、管腔变窄和堵塞等血管系统的异常改变。而生理

盐水组癌组织血管丰富 ,颊癌组织结构完整。结论 :抗人 VEGF单抗是通过抑制颊癌的血管生成而产生抑癌效应。
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Abstract
Objective :The purpose of this study was to investigate the mechanism of the inhibited effects of anti- human vascular endothe2

lial growth factor (VEGF) monoclonal antibodies E11 on the growth of buccal mucosal carcinoma. Methods : E11 was hypodermic

and celiac injected into BALBΠc nuΠnu mice , which were transplanted with buccal carcinoma. The saline was injected as the nega2
tive control. Mice were killed on the 18th day and the pathological alteration of tumor was evaluated. Results :Microscopically ,

massive necrosis and decreased vascular density was observed in tumor tissues treated with E11 . Correspondent with the aforemen2

tioned phenomena , degeneration and apoptosis was also found in the tumor cells. For the first time , degeneration and destruction

of the vascular endothelial cells in the tumor tissues treated with E11 were observed using microscopy and transmission electron mi2

croscopy examination. Conclusion : The study demonstrated that E11 inhibited the tumor angiogenesis by blocking the action of

VEGF and resulted in significant inhibitory effects on the tumor growth. The result would offer a therapeutic base to the clinical ap2
plication of the anti- human VEGF monoclonal antibodies.

Key words : 　VEGF　　angiogenesis 　　tumor 　　monoclonal antibody　　morphology

本课题为国家自然科学基金资助项目 (编号 39970798)

作者单位 : 510120 　中山大学附属第二医院口腔颌面外科 (房

思炼原华西医科大学口腔医学院口腔颌面外科博士研究生 ,现在

中山大学从事博士后研究) ,四川大学华西口腔医学院 (王大章 , 杨

西川 , 何志秀 ,郑光勇) ,四川大学华西医院 (张　杰)

　　血管内皮生长因子 (vascular endothelial growth

factor ,VEGF)是最重要的血管内皮细胞特异的促血

管生成调控因子 1 。常见的人类肿瘤均可高水平

表达 VEGF
2

,致肿瘤内血管增生 ,促使肿瘤迅速生

长。本课题组在荷人颊鳞癌裸鼠体内成功应用抗

人 VEGF 单抗 E11与颊癌组织中的 VEGF 结合 ,阻断

VEGF 促肿瘤血管生成作用 ,抑制颊癌血管生成 ,产

生较明显的抑瘤生长效应 3 ,4 。本研究旨在对抑癌

实验中的 E11 给药组、生理盐水组的颊癌组织行形

态学观察 ,探讨抗人VEGF 单抗 E11产生抑癌效应的

机制 ,为开展该单抗的应用性研究提供依据。
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1 　材料和方法

1. 1 　主要材料

抗人 VEGF单克隆抗体的制备见参考文献 3 。BALBΠc

裸小鼠、人颊粘膜鳞状细胞癌 BCaCD885 细胞株的来源见参

考文献 4 。

1. 2 　人颊癌动物模型的建立及抑瘤实验的分组

人颊癌动物模型的建立及抑瘤实验的分组设计见参考

文献 4 。

1. 3 　光镜观察

肿瘤标本用 10 %甲醛固定后 ,石蜡包埋 ,常规切片 ,HE

染色后 ,光学显微镜下观察。

1. 4 　透射电镜观察

颊癌实质区 (非坏死区)切取一块约 5 mm ×5 mm ×4mm

的癌组织 ,置入 4 ℃pH 714 的 3 %戊二醛 (预固定) 。样本经

PBS清洗 3 次后 ,在生理盐水中过夜。次日在 1 %锇酸 (pH

714)中固定 2 h ,丙酮梯度脱水 ,618 环氧树脂包埋 ,45～70 ℃

聚合 72 h ,半薄切片 (1 μm) 光镜下定位 ,行超薄切片 ,

铀 —铅双重染色 ,透射电镜下观察 ,摄片记录。

2 　结 　　果

2. 1 　光镜观察

生理盐水组颊粘膜鳞癌组织结构完整 ,血管丰

富 ,血管结构正常 ,管腔呈充盈状态 (图 1) 。E11 腹

腔给药和瘤周皮下注射两组颊癌组织光镜表现相

似 ,癌组织中血管分布稀少 (图 2) ,并有癌组织囊性

变区域 (图 3)及变性坏死区 ;且还观察到血管壁结

构受到破坏 ,呈纤维素样坏死 ,管腔中血栓形成而

致管腔堵塞 (图 4) 。

2. 2 　透射电镜观察

生理盐水组颊癌细胞体积较大 ,胞质密度高 ,

细胞器正常 ;核内染色质丰富 ,多数核内可见核仁 ;

细胞间以桥粒相连接 ,细胞表面微绒毛丰富。血管

内皮细胞结构清晰 ,胞浆内存在丰富的胞饮 ,核内

染色质均匀分布 ,细胞处于明显的增生状态 ;微血

管腔呈充盈状态 (图 5) 。

　　两种方式 E11给药后颊癌组织中多数癌细胞不

规则 ,细胞核和核仁均较模糊 ;胞浆内可见脂肪滴、

线粒体肿胀、内质网上核糖体脱落及有大量水分积

聚等细胞变性的异常改变。部分癌细胞膜失去连
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续性 ,微绒毛消失 ,核溶解 ,呈明显的细胞坏死状态

(图 6、7) 。部分颊癌细胞皱缩变形 ,以细胞核为明

显 ,可见染色质高度凝集、固缩 ,形成凋亡发生后的

细胞残体。血管内皮细胞的胞浆内细胞器数量减

少 ,无胞饮存在 ,微血管腔狭窄甚至闭塞。此外 ,血

管内皮细胞肿胀变性 ,细胞器严重受损 ,不能辨认

其结构 ,管腔变窄甚至管腔内血栓形成 (图 8、9) ;以

及血管壁受破坏变粗糙而呈绒毛状突起等血管系

统的异常改变。

3 　讨 　　论

作者首次用抗人 VEGF 单抗 E11进行了抑制移

植性人颊鳞癌生长的体内实验 ,结果表明该单抗可

明显抑制颊癌的生长 4 。而对该抑瘤实验的癌组

织进行深入的形态学研究 ,将有助于揭示单抗 E11

抑癌生长的机制。在以往的研究中 ,多只注意光镜

下细胞的改变 ,而未平行观察超微结构水平的改

变。本研究通过光镜观察证实 ,两种方式 E11 给药

后颊癌组织血管生成受到明显抑制 ,其血管分布明

显少于生理盐水组 ,并相应伴有因缺乏血供和营养

而导致的肿瘤组织的囊性变及坏死。同时 ,本研究

还率先应用透射电镜观察 ,进一步证实 E11给药后

颊癌细胞中存在细胞器结构破坏、细胞变性及颊癌

细胞的坏死、凋亡等因肿瘤血供受抑制而引起的超

微结构的改变。同时血管不仅分布稀少 ,而且还有

血管内皮细胞结构不完整、管腔狭窄甚至闭塞等超

微结构的异常改变。而生理盐水组肿瘤组织的血

管丰富 ,血管系统的结构完整。这些发现充分说明

E11给药后颊癌组织的血管生成在数量上和质量上

均受到了明显抑制。学者 Kim
5 的研究同样证实

抗 VEGF 单抗给药组的肿瘤组织血管密度明显低

于阴性对照组。而 Borgstrom 等 6 在荷瘤小鼠体内

应用抗 VEGF165 单抗后 ,运用活体内电视显微镜原

位观察技术 ,直接观察到肿瘤的血管生成明显减

少 ,导致肿瘤生长受到抑制。此外 ,本课题组的相

关研究已证实 E11给药组颊癌组织中的 VEGF 明显

减少 (另文发表) 。结合以上研究结果 ,笔者认为抗

人 VEGF 单抗 E11抑制颊癌生长的机制就是通过阻

断VEGF促肿瘤血管生成的作用 ,从而充分抑制颊
(下转第 146 页)
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癌血管生成 ,导致肿瘤组织缺乏必要的血供和营

养 ,而使肿瘤生长受到明显抑制。

此外 ,本研究中还首次在光镜下观察到 , E11给

药后颊癌组织同时还存在血栓形成及血管壁崩解

破坏等血管系统结构受破坏的改变。与此相对应 ,

血管系统的超微结构也存在着异常改变 ,如血管内

皮细胞肿胀变性、血管壁受破坏而呈绒毛状突起及

血栓形成等。究其原因 ,这是由于 VEGF 除可促进

肿瘤的血管生成 ,且还有维持肿瘤血管的形态和结

构的作用 7
,所以当抗人 VEGF 单抗阻断 VEGF 作

用后 ,肿瘤血管系统缺乏 VEGF 重要的维持作用 ,

导致其形态和结构受到明显破坏。这一发现提示

抗人 VEGF 单抗不仅可以抑制肿瘤新生血管的增

生 ,而且可以破坏肿瘤原有血管系统的结构。这对

于抗人 VEGF 单抗的广泛应用具有重要的指导意

义。因此 ,本研究结果为开展应用该单抗进行以血

管为靶的导向疗法来治疗口腔颌面部乃至其它部

位的癌瘤提供了重要的理论依据。
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