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Abstract: Objective Toobservetheeffectofdexamethasoneontumor growthandvascularendothelial

growthfactor ( VEGF ) expressioninmouseH 22 model. Methods H22 cellswereinoculatedsubcutaneousinto

BALBΠcmice.Intra peritonealin jectionofdexamethasonebe ganfromtheda yinoculation.Diametersoftumor

weremeasuredever yda y.Tumormicrovesselcountwas performedb yimmunohistochemicalstainin gwithanti 2
CD31monoclonalantibod y.ProliferationofH 22 cellsandECV 2304cells (humanumbilicalveinendothelialcell )

invitrowereexaminedb ythiazol ylblueassa y.VEGFmRNAex pressionintumorsandculturedcellswereana 2
lyzedb yRT 2PCR. Results Invivo,treatmentwithdexamethasoneinhibitedtumor growthsi gnificantl ycom 2
paredwithcontrol group.Aftertreatmentwithdexamethasone,microvesselcountandVEGFmRNAex pression

oftumordecreasedmarkedl yvs.control, P <0.01.Invitro,dexamethasoneinhibited proliferationofECV 2
304cellsobviousl y.Whentheconcentrationofdexamethasonewasincreasin g,theinhibitionenhanced.VEGF

mRNAex pressionofH 22 cells,invitro,decreaseddose 2dependentl yontheconcentrationofdexmethasonetoo.

Conclusion Dexamethasoneinhibitstumor growthsi gnificantl yinmouseH 22 model.Dexamethasoneinhibits

VEGFmRNAex pressionofH 22 tumorinvivoandofH 22 cellsinvitro.Theinhibitionofdexamethasoneon

VEGFmRNAex pressionofH 22 cellma ybeanim portantreasonforitsanti 2angiogeniceffectandanti 2tumorre 2
sult.
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摘　要 :目的　探讨地塞米松对小鼠 H22肿瘤生长及血管内皮生长因子 (VEGF )表达的影响。方法 　

BALBΠc小鼠皮下接种 H22肿瘤细胞 ,腹腔注射地塞米松 ,每天测肿瘤直径。用抗 CD31单抗对肿瘤组织做免

疫组化微血管计数。噻唑蓝法检测地塞米松对体外培养的 H22细胞和人脐静脉内皮细胞 ECV2304 增殖的影

响。RT2PCR法测定肿瘤组织和体外培养细胞的 VEGFmRNA 表达。结果　地塞米松可以显著抑制体内

H22肿瘤的生长 ,给药组肿瘤体积与对照组比较 P <0.05 。给药组微血管计数和 VEGFmRNA 表达比对照

组显著减少。体外实验中 ,随着地塞米松浓度的增加 ,ECV2304 细胞的增殖率降低 ;H 22细胞中 VEGFmR 2
NA表达下降。结论　地塞米松可以显著抑制小鼠 H22肿瘤的生长。地塞米松对体内 H22肿瘤组织和体外

H22细胞的 VEGFmRNA 表达均有显著的抑制作用。地塞米松对肿瘤细胞 VEGF 表达的抑制作用可能是其

抗 H22肿瘤及抗血管生成的一个重要原因。

关键词 :小鼠肝癌细胞系 H22 ;地塞米松 ;抗肿瘤 ;血管生成 ;VEGF

中图分类号 :R73236　　文献标识码 :A　　文章编号 :100028578 (2003) 0220098204

0　引言

地塞米松 ( dexamethasone )作为抗过敏、抗炎症

药物在临床中广泛应用。有资料表明 ,地塞米松可以

显著抑制大鼠体内 C6、9L 神经胶质瘤的生长 ,给药

组与对照组相比 ,肿瘤体积及微血管密度明显降

低[1,2]
;还能够抑制体外诱导的人动脉血管平滑肌细

胞[3]和大鼠神经胶质瘤细胞[4] 的血管内皮生长因子
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(VEGF ) mRNA 表达 ,说明地塞米松也具有一定的

抗肿瘤和抗血管生成的作用。但目前尚未见有关地

塞米松对小鼠 H22肿瘤模型生长及 VEGF 表达影响

的报道。本文记述了我们观察地塞米松对小鼠 H22

肿瘤生长影响的结果 ,并对其机制进行了初步的研

究 ,旨在探讨地塞米松治疗肝癌的可能性。

1　材料与方法

1.1 　药品、试剂及仪器　地塞米松磷酸钠注射液 ,连

云港正大天晴制药有限公司产品 ,批号 200011291 。

大鼠抗小鼠 CD31抗体 ,克隆号 390, 购自深圳达科为

生物技术有限公司。生物素化的兔抗大鼠 IgG,购自

北京中山生物技术有限公司。噻唑蓝 (MTT )购自华

美生物工程公司。VEGF 和三磷酸甘油醛脱氢酶

(GAPDH)引物 ,购自北京鼎国生物技术发展中心。

VEGF 上游引物序列 :5′TCGGGCCTCCGAAAC

CATGA3 ′;下游引物序列 :5′TCCATGAACTTC

ACCACTTC3 ′,扩增片段长度 147b p。GAPDH上

游引物序列 :5′GGTCGGAGTCAACGGATTTG

3′;下游引物序列 :5′ATGAGCCCCAGCCTTCTC

CAT3 ′,扩增片段长 319b p。自动酶标仪 ,奥地利

Rainbow 公司产品。冰冻切片机 ,德国 Leica 公司产

品。PCR仪 ,英国 Hybaid公司产品。

1.2 　实验动物　6～8 周龄雄性 BALBΠc小鼠 ,体重

17.23 ±1.11 g, 清洁级动物 ,本部小动物室提供 ,合

格证号 :冀医动管字 04082。

1.3 　细胞 　小鼠肝癌细胞株 H22 ,本室保存。人脐

静脉内皮细胞株 ECV2304 来源于美国 ATCC, 购自

武汉大学中国典型培养物保藏中心。

1.4 　动物模型的建立及处理 　BALBΠc小鼠每只左

腹股沟皮下接种 H22细胞 1×10
7Π0.2ml, 随机分为给

药组和对照组 ,每组 6 只。从分组当天开始 ,给药组

每只小鼠腹腔注射 5m gΠkg地塞米松 0.1ml, 对照组

每只注射生理盐水 0.1ml, 每天 1次。从接种第 4天

开始测量肿瘤直径 ,计算肿瘤体积。肿瘤体积 (V) =

长×宽2Π2 。第 12天处死动物。

1.5 　微血管计数　新鲜的肿瘤组织做冰冻切片 ,厚

8μm, 220℃丙酮固定 10min,3%H 2 O2去除内源性过

氧化物酶活性 ,SP 法染色 ,大鼠抗小鼠 CD31 做一

抗。微血管计数的方法 ,参照文献 [5], 在低倍镜下 ,

选取五个微血管密度最高的区域 ,10 ×25 倍放大的

视野下 ,每一个着染的单个内皮细胞或细胞串计为一

个微血管。血细胞和大的血管腔不计。

1.6 　体外增殖实验　H22细胞和 ECV2304 细胞分别

用 20%NBS 2DMEM 和 1%NBS 2DMEM 配为 1×105Π
ml,96 孔培养板每孔 100μl。每孔加入 20μl地塞米

松 ,对照加 20μl 生理盐水 ,各孔分别用 20%NBS 2
DMEM 和 1%NBS 2DMEM 补足体积到 200μl。地塞

米松终浓度分别为 9.68 μmolΠL,24.21 μmolΠL,

48.41μmolΠL,96.82 μmolΠL, 每种处理设 3个重复孔 ,

37℃,5%CO 2 培养箱中培养 48h, 每孔加入5mgΠml

MTT20 μl,继续培养 4h, 离心 ,1000 转Πmin,2min,

去上清 ,加二甲基亚砜 150μl, 待溶解后 ,酶标仪测

550nm 吸光度。

1.7 　VEGFmRNA 表达　H22细胞和 ECV2304 细胞

分别在 20%NBS 2DMEM,24 孔培养板 ,37 ℃,5%

CO2 培养箱中培养 48h 。每孔终体积为 2ml, 细胞密

度和加入的地塞米松浓度同增殖实验 ,每种处理设 4

个重复孔。去上清 ,加无血清 DMEM 培养 24h, 细

胞用 PBS洗 1次。收集的培养细胞及液氮保存的肿

瘤组织 10m g左右 ,分别加 1ml0.5% 十二烷基磺酸

钠匀浆 ,加等体积的水饱和酚 ,冰浴振荡 15min, 离

心 15000 转Πmin,4 ℃,15min, 上清加等体积的异丙

醇 ,220℃过夜 ,离心后沉淀加适量 75%乙醇洗 2 次 ,

RNA沉淀用二乙基焦碳酸酯处理过的重蒸水悬起 ,

取 450n gRNA 为模板 ,GAPDH 做内参 ,做 RT2
PCR,同管扩增 ,引物用量参照说明书 ,40 个循环。

PCR产物做 5%聚丙烯酰胺凝胶电泳 ,银染显色。结

果做图象分析 ,采用同济医科大学 HPIAS21000 图象

分析系统。分别测定给药组及对照组 VEGF 带和

GAPDH带的光度值 ,计算 VEGF 的相对表达量。

VEGF 相对表达量 =VEGF 带的光度值 Π GAPDH

带的光度值。

2　结果

2.1 　体内抑瘤实验　地塞米松对肿瘤生长的抑制作

用 ,见图 1。将给药组和对照组每天测得的肿瘤体积

做配对 t 检验 , t =3.23, P =0.0072 。

2.2 　微血管计数

肿瘤组织免疫组化微血管计数结果 ,见表 1。给

药组比对照组微血管计数减少 ,差异有统计学意义。
表 1 肿瘤组织免疫组化微血管计数结果( x±s)

组别 例数 微血管计数 t P

地塞米松 6 33.40 ±24.86 2.92 0.0097

对照 6 81.20 ±26.91

2.3 　体外增殖实验　地塞米松对体外培养的 H22细

胞和 ECV2304 细胞增殖的影响 ,见图 2a,b 。高血清

浓度中 ,48.41 μmolΠL 和 96.82 μmolΠL 地塞米松显

著抑制 ECV2304 细胞增殖 , P值均小于 0.05, 但对

H22细胞增殖的抑制作用没有统计学意义 ,低浓度地

塞米松 (9.68 μmolΠL)反而促进 H22细胞增殖。在低

血清浓度中地塞米松对 H22细胞和 ECV2304 细胞增
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殖均没有表现出显著抑制作用 ,低浓度地塞米松 (9.

68μmolΠL)促进 ECV2304 细胞增殖。

　　　　图 1　地塞米松对体内 H22肿瘤生长

的抑制作用 ( x ±s)

a1:在 1%NBS 2DMEM 中培养的 ECV2304 细胞 ;a2: 在 20%

NBS2DMEM 中培养的 ECV2304细胞。b1:在 1%NBS 2DMEM

中培养的 H22细胞 ;b2:在 20%NBS 2DMEM 中培养的 H22细胞

图 2　地塞米松对体外培养的 H22细胞和 ECV2304 细胞

增殖的影响

2.4 　VEGFmRNA 表达 　肿瘤组织及体外培养细

胞中的 VEGFmRNA 表达 ,见图 3a。以 GAPDH 为

内参 ,计算 VEGFmRNA 的相对表达量 ,见图 3b。

给药组肿瘤组织中 VEGFmRNA 表达比对照组显著

减少 , t =14.70, P =6.23E 25。从 9.68 μmolΠL 到

96.82 μmolΠL, 随浓度的升高 ,地塞米松对体外培养

的 H22细胞中 VEGFmRNA 表达的抑制作用增强 ,

24.21 μmolΠL,48.41 μmolΠL 和 96.82 μmolΠL 地塞米

松与对照有显著差异 , P 值均小于 0.05 。ECV2304

细胞不表达 VEGF 。

肿瘤组织

a:肿瘤组织 ,体外培养的 H22细胞和 ECV2304细胞中的 VEGF

mRNA 表达
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　　　体外培养的 H22细胞　　　　　　　　肿瘤组织

b:肿瘤组织和体外培养的 H22细胞中 VEGFmRNA 的相对表

达量

图 3　肿瘤组织和体外培养细胞中的 VEGFmRNA 表达

3　讨论

实体瘤的生长依赖新生的血管不断提供养料和

氧 ,因此通过抑制肿瘤细胞诱导的血管生成来干扰肿

瘤的生长、浸润和转移 ,从而治疗肿瘤的策略 ,在近几

年得到了迅速的发展[6] 。目前 ,已经发现的血管生成

抑制剂数以百计 ,其中包括一些人们早已熟知的药

物 ,如 :地塞米松。肝动脉灌注地塞米松可以有效的

抑制大鼠 K12ΠTRb结肠癌细胞诱导的血管生成和肝

转移[7] 。关于地塞米松抗肿瘤和抗血管生成的分子

机制还没有完全阐明 ,其作用效果因肿瘤细胞的类型

不同会有所不同 ,作用的机制也有可能不同[1,2,7]
,到

目前为止 ,地塞米松对肿瘤的治疗作用还没有引起大

家的重视。

本文中给小鼠 H22肿瘤模型腹腔注射地塞米松 ,

结果显示 ,给药组 H22肿瘤的生长被显著抑制 ,肿瘤

体积与对照组比较 P <0.05 。免疫组化法检测肿瘤

组织中的微血管密度 ,给药组比对照组微血管计数显

著减少 ,说明地塞米松可以抑制体内 H22肿瘤的生长

和血管生成。

高血清浓度的体外增殖实验中 ,随着地塞米松浓

度的增加 ,H 22细胞和 ECV2304 细胞的增殖率均降

低 ,48.41 μmolΠL 和 96.82 μmolΠL 地塞米松显著抑

制 ECV2304 细胞增殖 , P值均小于 0.05;H 22细胞对

地塞米松的敏感性似乎低于 ECV2304 细胞 ,细胞增

殖虽有下降 ,但没有统计学意义。低血清浓度下 ,地

塞米松对细胞增殖的抑制作用减弱了 ,两种细胞增殖

与对照相比均无显著差异。从血清浓度的影响和两

种细胞的增殖结果 ,提示地塞米松对细胞生长的抑制

作用可能与生长因子有关。黄海东等的研究显示 ,地

塞米松在体外能够抑制 VEGF 和碱性成纤维细胞生

长因子 (bFGF )诱导的人脐静脉内皮细胞生成类毛细

管结构 ,但不影响内皮细胞增殖[8] ,似与本文结果不

符 ,本文中低浓度地塞米松 (9.68 μmolΠL )不仅不抑

制细胞增殖 ,反而促进 H22细胞和 ECV2304 细胞增

殖 ,估计这种差异是由于实验方法和所用药物浓度不

同造成的。

地塞米松在体外能够抑制 VEGF 和 bFGF 诱导

的人脐静脉内皮细胞生成类毛细管结构[8]
;对体外诱

导的人血管平滑肌细胞的 VEGF 基因表达有抑制作

用[3]
;在氧诱导的小鼠视网膜病的发生过程中 ,可抑

制伴随血管增生而显著增加的 TNF2α的产生[9] 。而

VEGF 、bFGF 和 TNF2α都是与血管生成密切相关的
因子 ,说明地塞米松可能通过抑制血管生成诱导因子

的表达来抑制血管生成及抗肿瘤生长。本文中地塞

米松对体外培养细胞 VEGFmRNA 表达的影响结果

显示 ,地塞米松可以抑制 H22细胞中的 VEGFmRNA

表达 ,且这种抑制作用有随地塞米松浓度升高而增强

的趋势。体内实验的结果可见 ,给药组 VEGFmR 2
NA表达比对照组显著减少 ,结合给药组肿瘤组织微

血管密度降低的结果 ,说明地塞米松可以通过抑制

H22细胞表达 VEGF 来抑制体内 H22肿瘤的生长及微

血管生成。

综上所述 ,我们认为地塞米松具有抑制小鼠 H22

肿瘤生长和血管生成的作用。地塞米松对肿瘤细胞

VEGF 表达的抑制作用可能是其抗 H22肿瘤及抗血

管生成的一个重要原因。
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