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［摘要］ 目的 探讨抗整合素αⅤβ3 单抗诱导血管内皮细胞凋亡，抑制上皮性卵巢癌（epithelial ovarian

cancer，EOC） 血管及肿瘤生长的作用效应．方法 将 EOC 细胞株 TYK 细胞接种于鸡胚尿囊膜 （chick

chorioallantcic member， CAM）建立 EOC CAM模型，细胞接种后 12 h，分别加入抗整合素αⅤβ3抗体（实验

组）和生理盐水（对照组）．5 d后，应用图像分析系统检测 2组 CAM血管数目（number，N）、血管面积（area，

A）、血管面积比（vessel area，VA/A）及肿瘤组织面积（tissue，T） ．脐静脉内皮细胞株（human umbilical vein

endothelial cell，HUVEC） ECV304接种于玻连蛋白（vitronectin，Vn）表面，2 h后加入抗αⅤβ3抗体，计数 0、

12 h、24 h、48 h、72 h细胞凋亡率．结果 实验组 N、A、VA/A及 T分别为（16.80±0.71）根；（10.02±4.48）

mm2；25.50±11.41；（8.25±4.15） mm2，显著小于对照组的（42.20±15.32）根；（26.15±8.35） mm2；66.62±

17.64；（34.26±15.83） mm2（ ＜0.05）．抗αⅤβ3单克隆抗体诱导 HUVEC时间依赖性细胞凋亡，其 24 h、48

h和 72 h的凋亡率显著高于 IgG对照组．结论 抗整合素αⅤβ3单抗通过诱导血管内皮细胞凋亡而抑制卵巢癌

血管及肿瘤生长，整合素αⅤβ3可作为卵巢癌治疗的一个有效靶点．
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［Abstract］ Objective To explore the apoptosis induction effect of vascular endothelial cells and the

inhibiting effect of angiogenesis and tumor growth in EOC by anti-integrinαⅤβ3 antibody．Methods The EOC

TYK cells were implanted into CAM to establish the EOC CAM model， Anti- integrin αⅤβ3 antibody

（experiment group） and NS（control group） were added respectively into CAM at 12h after cells implanted. N， A，

VA/A and T of CAM in two groups were determined by image analysis on 5 d．HUVEC ECV304 cells were implanted

on the Vn surface，the cell apoptosis rate were counted at 0 h，12 h，24 h，48 h and 72 h．Results The N，

A， VA/A and T were 16.80±0.71， 10.02±4.48 mm2， 25.50±11.41 and 8.25±4.15 mm2 respectively in

experiment group， which were significantly lower than those in control group，which were 42.20±15.32， 26.15±

8.35 mm2， 66.62±17.64 and 34.26±15.83 mm2 respectively（ ＜0.05）．The HUVEC were induced to apoptosis

by integrinαⅤβ3 antibody in a time dependent manner，the apoptosis rate at 24 h，48 h and 72 h in integrinα

Ⅴβ3 antibody group were significantly higher than those in IgG group．Conclusion IntegrinαⅤβ3 antibody

inhibits angiogenesis and tumor growth in EOC by inducing vascular endothelial cells apoptosis，which might be a
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treatment target of EOC.
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抑制上皮性卵巢癌（epithelial ovarian cancer，

EOC）是严重威胁妇女健康和生命的恶性肿瘤，发

病率为妇科恶性肿瘤第二位，死亡率高居妇科恶

性肿瘤首位，虽然在过去的几十年里卵巢癌标准

治疗得到了明显改进，但因为细胞毒性化疗耐药

问题，仍有较多女性死于卵巢癌[1]．因此，研究新

的作用靶点及治疗策略具有重大意义．据报道，

整合素αⅤβ3与恶性黑色素瘤、乳腺癌、前列

腺癌和卵巢癌等多种肿瘤的侵蚀、转移及其肿瘤

血管生成有关，是细胞因子或肿瘤诱导的新生血

管形成过程中必不可少的物质，在血管生成的多

个步骤起重要作用 [2，3]．故本研究通过人卵巢癌

CAM血管及组织生成模型，应用整合素αⅤβ3

单抗阻断其作用后，观察卵巢癌血管生成及组织
生长情况，同时观察整合素αⅤβ3对血管内皮

细胞生长的影响，以探讨抗整合素 αⅤβ3抗体

对 EOC血管及肿瘤生长的影响以及其作为 EOC治

疗作用靶点的可行性．

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂 抗整合素 αⅤβ3 单抗 （批号：

18060620）、玻连蛋白 （批号：1921060710） 为
Pharmingen International产品，购至深圳精美有限

责任公司；NS为云南省第一制药厂生产．

1.1.2 实验器材 CO2培养箱为德国 Heraeus公司

生产；YJ-1450型净化工作台 （SW-CI-IF） 为苏

州安泰空气技术有限公司产品；303型电热恒温培

养箱为上海沪南科学仪器联营厂生产；Q970型图

像分析系统，英国剑桥仪器公司生产；照相机为

日本 Cannon生产；低温高速离心机为德国 Heraeus

公司生产，分别为 15R 型和 Megafugel 1.0R 型；

BH-2 型倒置相差显微镜为日本 Olympus 公司生

产．

1.1.3 实验动物及细胞株 鸡胚为德国伊沙鸡种，

购自昆明实验养鸡场．人卵巢癌细胞系 TYK引自

日本东京医科大学，由山东大学医学院齐鲁医院

提供．脐静脉内皮细胞株：ECV304，购至广州弗

尔博生物科技有限公司．

1.2 方法

1.2.1 人卵巢癌 CAM血管生成模型的建立 TYK

细胞生长于 15%小牛血清、青霉素 100 U/mL、链

霉素 100 滋g/mL的 PRI-1640培养液中，于 37℃温

密闭式、5% CO2的培养箱中培养．将指数生长期

的 TYK细胞以 1×109/只鸡胚窗法接种于 10日龄

发育良好的受精鸡胚尿囊膜上[5]．

1.2.2 抗整合素αⅤβ3 抗体对 CAM上人卵巢
癌血管生成及肿瘤生长的影响 24只鸡胚，分为

2组，实验组（n＝12），阴性对照组（n＝12）．细

胞接种后 12 h，实验组 CAM上加入抗整合素αⅤ

β3，25 滋g/20 滋L CAM，阴性对照组加入 NS， 20

uL/CAM．5 d后，用 HP I AS 2000图像分析系统检

测两组 CAM 血管数目（number，N）、血管面积

（area，A）、血管面积比（vessel area，VA/A）及肿

瘤组织面积（tissue，T），观察血管及肿瘤的变化.

1.2.3 整合素αⅤβ3对血管内皮细胞生存的影

响 将 Vn（5 滋g/mL） 覆盖于玻片表面，4 ℃过

夜；取指数生长期的 ECV304细胞，以 1×107/mL，

加细胞悬液于玻片上，100 滋L/片．37℃孵育 2 h

后，加入抗αⅤβ3抗体（25 滋g/mL），对照组加

入小鼠 IgG抗体．37℃培养箱中继续培养，培养

0、12 h、24 h、48 h、72 h，HE 染色，在光学显

微镜下观察细胞形态，计数细胞凋亡率．凋亡百

分比计数，先在低倍镜（40×10）下全面观察切

片以确定凋亡细胞最多处，在再高倍镜（40×40）

下．以细胞固缩成圆形，和聚集、靠边或断裂者

为凋亡的细胞．记录 5格视野内的凋亡细胞百分

比，取其平均值作为该切片的凋亡率．

1.3 统计学处理

应用 SPSS版统计软件包的单因素方差分析及

最小显著差法进行两两比较．检验水准为α=0.05.

2 结果

2.1 抗整合素αⅤβ3单抗对 CAM上人卵巢癌
血管及肿瘤组织生长的影响

TYK 细胞接种于 CAM 后 12 h，实验组 CAM

上加入抗整合素 αⅤβ3 抗体，5 d 后 N、A、

VA/A、T均显著低于对照组（＜0.05），见表 1．

2.2 整合素αⅤβ3对血管内皮细胞生存的影响

种植于 VN表面的 ECV304细胞，加入抗整合

素αⅤβ3单克隆抗体 LM609后，引起时间依赖

的内皮细胞凋亡，24 h、48 h和 72 h凋亡率显著高
于非特异性免疫抗体小鼠 IgG抗体组（ ＜0.05），

见表 2.
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非特异性免疫抗体小鼠 IgG作用于 ECV304

细胞 72 h细胞形态，细胞基本保持铺路石样生长，

未见明显凋亡细胞特征（HE×200），见图 1．抗

整合素αⅤβ3单抗 LM609作用于 ECV304细胞

72 h细胞形态，细胞铺路石样结构消失，细胞皱

缩成圆形，核聚集，靠边，出现细胞凋亡的形态

学变化（HE×200），见图 2．

表 2 整合素αⅤβ3对 ECV304细胞生存的影响（x±s）
Tab. 2 The effect of integrinαⅤβ3 on ECV304 cells survival（x±s）

表 1 抗αⅤβ3单抗对 CAM上人卵巢癌血管和肿瘤生长的作用（x±s）
Tab. 1 The effect of the anti-αⅤβ3 antibody on EOC angiogenesis and tumor growth in CAM（x±s）

组 别 N（根） A(mm2) VA/A T（mm2）

对照组 42.20±15.32 26.15±8.35 66.62±17.64 64.26±15.83

实验组 18.80±0.71* 10.02±4.48* 25.50±11.41* 8.25±4.15*

与对照组比较，* ＜0.0.5.

分 组 0 h 12 h 24 h 48 h 72 h

IgG抗体组 0 1.21±0.11 2.15±1.22 5.24±2.19 6.17±2.43

LM609组 0 5.34±1.98 10.39±5.32* 35.99±10.35* 40.6±12.54*

与 IgG抗体组比较，* ＜0.0.5.

图 2 抗整合素αⅤβ3抗体对 ECV304细胞的影响

Fig. 2 The effect of anti-integrinαⅤβ3 antibody on

ECV304 cells

图 1 小鼠 IgG抗体对 ECV304细胞的影响

Fig. 1 The effect of mouse IgG antibody on ECV304

cells

3 讨论

肿瘤血管形成是肿瘤细胞诱发毛细血管新生以

及肿瘤中毛细血管网的形成，为实体瘤的后续生

长及转移提供物质基础的过程[4]．血管生成过程中

需要内皮细胞相互粘附并与细胞外基质粘附才能形

成新微血管，内皮细胞对细胞外基质识别和迁移的

能力依赖于粘附分子中的整合素家族，整合素是广

泛分布于细胞膜表面的一类重要的细胞粘附分子，

主要介导细胞与细胞、细胞与细胞外基质之间的相

互粘附，并介导细胞与细胞外基质之间的双向信号

传导，对细胞的生长、增殖、分化和凋亡起重要的

调控作用[6]．多种整合素表达于有腔和无腔的内皮

细胞表面，参与内皮细胞迁移和毛细血管样管道形
成．其中，整合素αⅤβ3又称玻璃粘连蛋白受

体，是一个具有多种功能的整合素，它可以介导细

胞黏附到许多细胞外基质蛋白上，如纤维蛋白原、

胶原和层粘连蛋白．但在正常情况下，血管处于静

止状态，αⅤβ3也处于低水平表达;而在肿瘤和

创伤愈合的活跃新生血管中高表达[7]．

本课题组前期研究发现整合素αⅤβ3 与人

EOC血管生成、浸润、转移密切相关[8]，为了探讨

整合素αⅤβ3能否作为卵巢癌治疗的作用靶点以

及其治疗效应，笔者建立了 EOC CAM模型，应用

抗整合素αⅤβ3单克隆抗体，观察其对卵巢癌血

管生成及肿瘤组织生成的影响．发现，应用抗整合

素αⅤβ3单克隆抗体后能显著抑制卵巢癌血管生

成及肿瘤组织生长，同时，笔者体外实验发现应用

抗整合素αⅤβ3单抗能诱导血管内皮细胞凋亡．

推测抗整合素αⅤβ3单抗通过诱导血管内皮细胞

凋亡而抑制肿瘤血管生成，从而影响肿瘤生长．因
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此，整合素αⅤβ3可作为一个卵巢癌治疗靶点，

与卵巢癌常规治疗方案配伍应用．
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伞形科、芸香科、菊科、豆科、茄科等植物．香

豆素类化合物具有抗肿瘤、抗艾滋病、抗氧化、

抗炎、抗微生物、抗凝血等多方面的生物活性[6]．

本研究对滇产隆萼当归的化学成分进行了提取分

离，获得 6个线型呋喃类香豆素类化合物及阿魏

酸．经过初步的体外抗肿瘤活性筛选，发现阿魏

酸对所测试的两株人肿瘤细胞无细胞毒活性．6个

线型呋喃类香豆素化合物中，2和 6能明显抑制两

株人肿瘤细胞的增殖，并且其 IC50 值小于 2

滋g/mL，低于或接近阳性对照药顺铂．1， 3 在较

高浓度时能抑制肿瘤细胞的增殖，而 3，4则无明

显的作用．6个化合物的母核相同，除了 1外，在

5位和 8位均有取代基，但取代基的类型有较大差

异，这种差异造成了其活性的差异，进一步的活
性比较研究可望对它们的构效关系作出分析．2和

6具有良好的细胞毒活性，其抗肿瘤活性有深入研

究的价值．
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