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血管生成评价方法和模型研究进展

崔鹤蓉１，李红艳２，姜文艳３，马涛１，王鹏龙１，雷海民１
（１．北京中医药大学中药学院，北京 １０２４８８；２．辽宁中医药大学

药学院，辽宁 大连 １１６６００；３．北京工业大学生命科学与生物工程学院，北京１００１２４）

摘要：血管生成（ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ）系指从已有的毛细血管或毛细血管后静脉发展形成新血管的过程。血管生成主要发生在出生
后，是许多血管结构形成的基础，参与体内多种生理、病理过程。由于研究对象的特殊性和种属的差异性，某一种模型得到的

实验结果未必能在另一种模型上得到确证，目前全面评价受试因素对血管生成的影响一般需要不同模型结果的相互印证。

笔者综述了国内外近十年血管生成相关文献，从细胞、组织、整体水平对目前公认度较高的主要评价方法与实验模型进行归

纳，以期为血管生成相关药物研发及活性评价提供依据。
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　　心血管系统是脊椎动物胚胎发育过程中形成的第一个
功能器官系统，其发展是一个复杂的过程。血管的生成主要

经历两个不同过程，即血管新生（ｖａｓｃｕｌｏｇｅｎｅｓｉｓ）和血管生成
（ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ）（图１）［１］。探索这一过程形成机制的系列研
究已经成为了生物学历史上一个代表性贡献（图２）［２］。

血管生成是指在现有血管基础上通过内皮细胞（ｅｎｄｏ
ｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＥＣｓ）的出芽、增殖、迁移形成新血管的过程。相
对于血管新生而言，血管生成不涉及内皮细胞的再分化，仅

是响应血管内皮生成因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，
ＶＥＧＦ）信号后、对现有血管网的重组和／或细化［２３］，主要

　　　　

图１　血管生成的两种类型示意图［１］
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图２　绒毛尿囊膜横断面结构示意图［２］

包括套叠（分裂）［ｉｎｔｕｓｓｕｓｃｅｐｔｉｖｅ（ｓｐｌｉｔｔｉｎｇ）ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ］和
芽生（ｓｐｒｏｕｔｉｎｇａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ）两种类型，其中，套叠（分裂）是
在现有血管中发生的，内皮细胞线形“柱”的形成、延伸（到

血管中部）、直径扩大，最终导致原血管分裂生成新血管的过

程；芽生（ｓｐｒｏｕｔｉｎｇａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ）系指通过生成血管信号通路
启动，内皮尖端（ｔｉｐ）细胞延展板状伪足和丝状伪足到无血管
空间，内皮细胞并排促进细胞增殖、延展、形成血管，最终形

成垂直于原血管的新血管的过程（图１）［１］。血管生成是许
多血管结构在发育过程中形成的基础，包括但不限于发育中

的视网膜、四肢、卵黄囊、心脏等血管以及间血管的形

成［３１０］。血管生成对许多生理病理过程都很重要，比如能促

进缺血组织损伤功能恢复（缺血损伤是心肌梗死和中风等疾

病的重要致死因素之一），应对缺氧、心血管疾病、风湿性关

节炎及成人机体的伤口愈合等［１１１３］。特别是在肿瘤生长供

氧及转移方面，因恶性实体肿瘤突破上皮基底膜后进一步生

长必须依赖新血管的生成，所以阻断肿瘤组织血液供应途径

（血管生成）可抑制实体瘤的生长和转移，这已是目前治疗肿

瘤的临床认可疗法［３，１４１６］。

目前评价血管生成的实验模型有很多，但受制于研究对

象的特殊性和种属之间的差异性，每一种模型都有其自身局

限性，某一种模型得到的结果可能难以在另一种模型上重

现，目前比较公认地全面评价血管生成需要不同模型之间的

结果相互印证［１］。笔者通过综述近十年血管生成评价相关

文献，从细胞、组织、整体水平，归纳目前用于评价血管生成

的公认度较高的主要方法与评价模型，以期为血管生成相关

药物研发及活性评价提供参考依据。

１　细胞模型
血管生成依赖于内皮细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＥＣｓ）的出

芽、增殖、迁移，因此，体外模型中比较经典的是通过综合检

测内皮细胞出芽、增殖与迁移能力间接论述研究对象对血管

生成的作用［１７］。目前最常用的内皮细胞是人脐带静脉内皮

细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ），有商
品化的如ＨＵＶＥＣ１２可直接使用；此外，还有不同器官特异

性ＥＣ品系，如ＢＢＢＥＣｓ、Ｌ型 ＥＣｓ、Ｈ型 ＥＣｓ等；用于评价肿
瘤血管生成时常用内皮细胞与肿瘤细胞共培养［１５１６］。细胞

模型评价血管生成的系列实验，原理都是基于内皮细胞的各

方面能力对该活性的侧面相对评估，实验操作简单，相关技

术比较成熟，公认度和重复性比较好，局限性是无法考虑到

机体代谢等因素对受试剂的影响，适用于体内实验结果的进

一步验证和关键机制分析、以及大规模受试药物的快速评

价。根据近些年文章报道，比较公认的用于评价血管生成的

常用实验方法如下。

１１　增殖实验
细胞的增殖能力主要以净细胞数测定和细胞周期分析

实验评价。净细胞数测定直观反映了细胞的增殖能力，为细

胞周期分析提供表型基础；细胞周期分析初步揭示了受试因

素对细胞增殖的干预环节，证实净细胞数测定结果的可靠

性。净细胞数测定和细胞周期分析实验结果相互佐证，共同

评价细胞的增殖能力。

净细胞数测定的常用方法包括流式细胞术法［１７１８］、免疫

细胞荧光法［１９］、ＭＴＴ法、ＳＲＢ法、［３Ｈ］胸腺嘧啶核苷参入
法［２０］，其中重复性较好、公认度较高的是流式细胞术法；细

胞周期分析的常用方法包括流式细胞技术［１７１８］、基于 ＰＣＲ
技术的周期ｍＲＮＡ检测、基于ＷＢ技术的周期蛋白检测［２１］，

其中流式细胞技术操作简单、方法学成熟、节约成本，广泛应

用于内皮细胞周期分析实验。此外，结合免疫组化技术，检

测内皮细胞Ｋｉ６７染色的阳性率，也能直观反映细胞增殖能
力［２２］，该实验涉及到细胞爬片、抗原修复及一抗浓度筛选等

技术难点，操作性和性价比局限了其普适性。

１２　迁移实验
细胞迁移实验以 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移和划痕实验最常

用［１７，２１，２３］。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验结果可信度更高，孔径、细胞
基质、诱导因子的选择是该实验的重点和难点；相比于前者，

划痕实验更易操作，重点是给药剂量的设置要首先排除增殖

对迁移的影响，避免出现假阳性结果。

比较公认的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验方法是参照 ２０１１年
Ｏｏｍｍｅｎ等［２３２５］的研究，在适宜孔径的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ内部接种细
胞并诱导迁移，一定时间后，将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ底部的迁移细胞消
化并计数。划痕实验方法是在一定培养条件下，用灭菌枪头

对均匀生长的单层细胞造成划痕，显微镜下观察相隔一定时

间同一个位置图像情况，结合图像软件统计划痕闭合

面积［１９，２１，２３］。

１３　Ｔｕｂｅ形成实验
Ｔｕｂｅ形成实验被广泛用于体外评价内皮细胞的血管生

成能力，该实验方法操作简单、条件稳定、公认度很高，重点

在于基质胶浓度及培养时间的选择，难点在于成胶体系的构

建。２００９年，ＢｏｒｒａｄａｉｌｅａｎｄＰｉｃｋｅｒｉｎｇ［２６］报道了比较规范的管
腔形成实验具体操作流程，即基质胶预铺板上种内皮细胞，

不同条件刺激细胞后，培养一定时间，用立体显微镜观察统

计随机３个目镜下、内皮细胞形成管腔网络的分枝点数量、
网络总长度［７，２７］。
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１４　球体出芽实验
相对于上述几种实验，球体出芽实验的公认度更高，对

培养条件要求很高，实验难点在于细胞板和刺激因子的选

择。早在１９９８年就有学者报道过内皮细胞成球实验［２８２９］，

每个球体（１０００个细胞）在非吸附圆底培养板中悬浮在处理
因素条件下培养，经过一定时间后刺激出芽，结合图像分析

软件比较球体宏观图、出芽数量和长度，综合评价各考察因

素对血管生成的影响［５，２２，２３］。

２　组织模型
细胞模型缺乏正常的血液循环微环境，内皮细胞可能

出现分子特征的变化，在一定程度上局限了实验结果的可

靠性。组织模型评价血管生成系列实验，原理都是通过分

离血管结构发育丰富的组织、立体培养后考察其对受试因

素的反映，在分离一定时间内，组织能够在模拟环境中保持

体内部分功能，结果直观、可信度高；局限性是相关实验操

作复杂，离体培养组织的成活率难以保证，适用于局部组织

相关疾病的基础研究，以及在体外实验的基础上从组织水

平论证实验结果的可靠性。几种常用的组织实验模型介绍

如下。

２１　动脉环实验
动脉环实验能通过统计自动脉环生长的血管出芽数和

出芽长度，直观反映受试因素对血管生成的干预作用，该实

验的难点主要是动脉环的离体培养。１９９０年 Ｎｉｃｏｓｉａ等［３０］

就报道了大鼠动脉环的实验细节，２０１１年，Ｂａｋｅｒ等［６］规范

了动脉环实验的操作流程。将包埋于纤维蛋白胶或胶原蛋

白胶的大鼠动脉环在培养液中培养，在一定处理因素刺激

后，采用软件统计分析自动脉环生长的血管出芽情况。

２２　跖骨实验
跖骨实验结果直观、可信度较高，对实验操作及实验条

件要求很高，实验难点在于跖骨样本的分离及软骨组织的模

糊化处理，对成像系统要求较高。Ｄｅｃｋｅｒｓ等［３１］在２００１年就
报道过小鼠骨移植培养用于评价药物阻断血管生成的方法，

主要操作是在给予受试药物／因子刺激后，分离小鼠的跖骨
样本，模糊软骨组织，统计管状结构、总血管长度和分枝点

数量［１９］。

２３　视网膜移植实验
小鼠视网膜移植培养实验在很多文献中用以评价内皮

细胞出芽及延展能力［１７１８］，结合生物电镜，能直观评价受试

因素的血管出芽能力，实验难点在于视网膜的取材及培养。

２０１０年，Ｓａｗａｍｉｐｈａｋ等［３２］报道了比较规范的视网膜移植实

验具体操作，即取出生后４～５ｄ小鼠视网膜在一定体系下培
养，根据实验需要添加不同生长因子，若干小时后染色，比较

不同处理因素下血管发育情况［３３］。

３　整体动物模型
细胞和组织所处的环境脱离整体血管环境而导致其特

性与体内血管有一定差异，药物的早期开发与筛选，必须建

立与其活性相对应的体内模型，证实活性和安全性后，才能

进入下一阶段的研究。整体动物模型评价血管生成系列实

验，都是基于某一种动物的发育特点，观察受试因素对血管

生成的影响效应与机制，相关技术比较成熟，公认度和重复

性好；局限性是实验操作存在一定难度、无法用于大规模受

试药物的快速评价。下面介绍了几种血管生成相关的体内

模型，从整体水平上进一步评估细胞、组织水平的实验结果。

３１　绒毛尿囊膜实验
Ｓｃｉｅｎｃｅ上报道了鸡胚绒毛尿囊膜（ｃｈｉｃｋｃｈｏｒｉｏａｌｌａｎｔｏｉｃ

ｍｅｍｂｒａｎｅ，ＣＡＭ）实验模型［３４］，具有直观、快速、低成本等优

点。ＣＡＭ一般选用孵化第５～９天的活鸡胚进行实验研究，
由胚龄４～５ｄ绒毛膜体壁中胚层和尿囊膜脏层中胚层融合
而成。其组织学结构有３层：外胚层，位于壳膜下方，由绒毛
膜上皮组成；中胚层，富含毛细血管的结缔组织；内胚层，位

于尿囊，由尿囊膜内皮形成（图３）。第６～７天的 ＣＡＭ及其
血管覆盖了整个卵黄囊表面，且随着胚龄的增加而增大，毛

细血管极其丰富。再加上 ＣＡＭ是天然免疫缺陷宿主，并可
耐受一定的温度变化，有利于检测某些对温度敏感的肿瘤细

胞的生物学行为。通过对比评价给药后 ＣＡＭ上血管发育情
况（统计血管数目和发育面积），能够简单评估处理因素对

（肿瘤）新生血管形成的作用［９］。此外，也常作为癌细胞培

养的载体，评价处理因素对细胞肿瘤形成能力的作用［３５］。

３２　斑马鱼实验
基于斑马鱼载体评价血管生成实验对操作技术及实验

条件要求较高，实验难点首先是受试因素的转染，其次是培

养环境和设备要求，最后是血管渗漏和异常血管系统的排

除、以避免出现假阳性结果。取斑马鱼胚胎麻醉并通过微

注射方式，转染一定处理过的、适宜菌落数的分支杆菌或大

肠杆菌，转染后的胚胎放回正常培养环境。通过微血管造

影技术探测血管渗漏和异常脉管系统，评价方式主要是统

计由主动脉内的红信号与主动脉右中红色信号分离的

比例［２９，３６］。

３３　缺血性视网膜病变模型
氧诱导视网膜病变模型是重复性好、操作简单、结果直

观的经典体内模型，广泛用于评价血管生成能力［１１，２９，３５，３７３９］，

对平台和设备的要求较高。该实验操作流程与评价方法非

常成熟，也能通过结合多种设备，从多个角度对血管生成进

行较为全面的评价。新生哺乳状态的Ｐ８小鼠在８５％的氧气
中维持３ｄ，放回到一定氧气的室内空气中，诱导视网膜病变
模型。此外，也有敲除特定基因诱导视网膜病变模型［３３］。

取样前注射预处理试剂，收集小鼠眼睛去核，切去半球，结合

光学相干断层成像（ｏｐｔｉｃａｌｃｏｈｅｒｅｎｃｅｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ，ＯＣＴ）设备、
透射电镜、激光共聚焦技术、原位杂交技术等，比较各实验组

视网膜微血管形态学、径向血管面积、分枝点、出芽、ＰＥＣＡＭ
１组化阳性细胞表达等情况［３７３９］。

３４　颅骨血管成像实验
小鼠颅骨血管成像实验主要基于成像系统的血管重定

位技术，从宏观和细胞两个水平，直观评价受试因素对血管
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生成的影响。实验重点在于颅骨削薄及成像。具体操作如

下：颅骨麻醉小鼠，暴露颅骨，将感觉皮质区上方１ｍｍ直径
的颅骨区削薄到３０μｍ左右厚度，固定周围的颅骨，以便在
成像时稳定头部。重定位颅骨血管进行第一次拍照；小鼠接

受处理后，血管重定位并再次成像。成像结果中各类细胞表

达情况作为血管生成方面的主要评价指标，并统计各组分枝

点数和血管长度、密度变化作为辅助指标［３３，４０４１］。

３５　肿瘤模型
肿瘤模型是用来检测药物抗血管生成和抗肿瘤作用的

最终模型。通过给小鼠注射相应的肿瘤诱发因子、建立不同

部位的肿瘤模型，结合免疫荧光技术分析同尺寸大小肿瘤中

脉管系统发展情况，通过血管数、血管长度、血管分枝数、微

血管密度、活体成像观察微血管形成过程等分析手段，对血

管生成作用综合评估［１２１４，４２４６］；也可以通过检测样本中 ｐｒｏ
ＶＥＧＦＡ、ＶＥＧＦＡ等基因／蛋白表达情况［１９，４１］，ＣＤ３１＋、Ｋｉ６７＋

阳性细胞数间接评价受试因素对血管生成的影响［４，１７，４２］。

肿瘤的抗血管生成作用理论相对比较成熟，然而，近年

的临床试验［３］发现，目前对肿瘤疾病的抗血管生成疗法存在

一个瓶颈，即有部分患者经过这种疗法不仅没有明显的疗

效、甚至会产生促进肿瘤生长的副作用［４７］；因此，对哪部分

患者适用于这种疗法的深入研究成为近几年的研究重

点［４８５０］，如结合肿瘤微环境对血管生成的影响以及适用于抗

血管生成疗法的ｂｉｏｍａｒｋｅｒ研究等。

４　小　结
药物研发的早期阶段一般先经过分子、细胞水平的体

外筛选，再通过组织、器官水平的实验验证，最后应用于体

内模型进行有效性、安全性的全面评价。体外筛选简单高

效，实验误差容易控制；体内筛选操作复杂，实验结果相对

更可靠，适用于体外筛选结果的进一步验证。笔者综述了

近１０年血管生成评价相关文献，从细胞、组织、整体３个水
平，总结了目前用于评价血管生成的公认度比较好的主要

评价方法及实验模型（图３），以期为相关药物研发提供参
考依据。

图３　近 １０年文献报道血管生成的主要评价方法与实验
模型
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