
 

中国现代应用药学 2021 年 3 月第 38 卷第 5 期                         Chin J Mod Appl Pharm, 2021 March, Vol.38 No.5        ·555· 

坎地沙坦诱导肿瘤血管正常化增强阿霉素抗肿瘤作用研究 
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摘要：目的  探讨坎地沙坦诱导肿瘤血管正常化对阿霉素抗肿瘤作用的影响。方法  培养 4T1 乳腺癌细胞和成纤维细胞

3T3 细胞，按 1∶3 的比例混合后于裸鼠皮下接种，构建荷瘤裸鼠模型。比较研究坎地沙坦、阿霉素、坎地沙坦联合阿

霉素对肿瘤体积增长的抑制作用，计算肿瘤抑制率，通过酶联免疫吸附法检测各组裸鼠血清中 I 型胶原、透明质酸和

TGF-β1 的含量，采用免疫组化法检测各组瘤块中的 CD31、TSP-1 及 HIF-1α 表达情况，考察肿瘤血管正常化相关指标。

结果  坎地沙坦、阿霉素、坎地沙坦联合阿霉素均能抑制肿瘤体积的增长，其中坎地沙坦联合阿霉素组对肿瘤体积的

抑制作用明显优于其他 2 组，坎地沙坦、阿霉素、坎地沙坦联合阿霉素的肿瘤抑制率分别为 33.33%，40.00%，53.33%。

较其他试验组相比，坎地沙坦联合阿霉素组的荷瘤裸鼠血清 I 型胶原、透明质酸和 TGF-β1 含量下降更显著，同时坎地

沙坦联合阿霉素组的 CD31 与 HIF-1α 表达明显下降，而 TSP-1 表达上升。结论  坎地沙坦可以通过减少肿瘤组织纤维

化，降低血管密度，改善肿瘤血管功能来诱导肿瘤血管正常化，从而提高阿霉素抗肿瘤作用。 
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Study on Tumor Blood Vessel Normalization to Enhance the Antitumor Effect of Adriamycin Induced by 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the enhanced anti-tumor effect of adriamycin based on normalization of tumor blood 
vessels induced by candesartan. METHODS  4T1 breast cancer cells and fibroblasts 3T3 cells were cultured and mixed at a 
ratio of 1∶3 and inoculated subcutaneously in nude mice to construct a nude mouse model bearing tumors. The inhibitory 
effects of candesartan, adriamycin, and adriamycin combined with candesartan on tumor growth were compared. Tumor 
suppression rate was calculated. The contents of type I collagen, hyaluronic acid and TGF-β1 in rats serum were detected by 
enzyme linked immunosorbent assay, and the expression of CD31, TSP-1 and HIF-1α were detected by immunohistochemistry, 
the related indexes of tumor vascular normalization were observed. RESULTS  Candesartan, adriamycin, adriamycin combined 
with candesartan could inhibit the growth of tumor. Among them, adriamycin combined with candesartan group significantly 
inhibited tumor growth better than the other two groups. The percentage of tumor inhibition rate of candesartan group, 
adriamycin group, adriamycin combined with candesartan group was 33.33%, 40.00%, 53.33%, respectively. Compared with 
other experimental groups, the content of type I collagen, hyaluronic acid and TGF-β1 in adriamycin combined with candesartan 
group decreased significantly, while the expression of CD31 and HIF-1α in adriamycin combined with candesartan group 
decreased significantly, and the expression of TSP-1 increased. CONCLUSION  Candesartan may improve the antitumor effect 
of adriamycin by reducing the fibrosis of tumor tissue, reducing vascular density and inducing the normalization of tumor blood 
vessels. 
KEYWORDS: candesartan; adriamycin; tumor blood vessel normalization; antitumor effect 
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恶性肿瘤是人类健康的最大威胁，化疗是肿

瘤治疗常用手段，但至今仍存在着疗效瓶颈难以

突破。相关研究发现肿瘤微环境是肿瘤发生、发

展、转移和耐药的“土壤”，传统肿瘤治疗与研究

多专注于肿瘤细胞而忽视肿瘤微环境的影响，这

可能是未能突破疗效瓶颈的重要原因[1-2]。其中，
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肿瘤血管的特异性是造成化疗效果不佳的重要因

素，这是由于肿瘤新生血管形态结构大多异常，

表现为卷曲、扩张、相互交错、直径大小不一、

分支增多，虽然血管密度较大，但大多是畸形无

效的血管且分布不均，其中大约 50%的肿瘤血管

不具备正常血管的功能，血流局部停滞或紊乱，

无法有效地输送血液和氧气；同时，肿瘤组织被

致密的肿瘤细胞外基质所包裹，形成肿瘤组织纤

维化，显著升高肿瘤内部静态流体压力(interstitial 
fluid pressure，IFP)，导致穿行于基质中的肿瘤新

生血管受到挤压，造成血流分布异质性，进一步降

低肿瘤新生血管中的血液灌注量，导致到达肿瘤深

部组织的药物进一步减少，且加重肿瘤组织缺氧状

态，引起肿瘤细胞耐药，降低了抗肿瘤作用[3]。 
血 管 紧 张 素 II 受 体 拮 抗 剂 (angiotensin 

receptor blockers，ARBs)除了广泛用于治疗心血

管疾病，其在肿瘤治疗方面也具有相当大的潜

力。研究发现 ARBs 通过重塑肿瘤微环境，可直

接和间接地影响肿瘤的生长和转移[4]。已有研究

表明 ARBs 可以通过影响 AngII/AT1R 信号通路

降低基质胶原蛋白和透明质酸的产生，进而减轻

IFP，有利于提高抗肿瘤药物在肿瘤组织中的灌

注量提升抗肿瘤效果；同时 ARBs 治疗可以降低

体内血管内皮生长因子的表达，减少不成熟的血

管以降低肿瘤微血管密度，使之重新排列整齐，

内部血流畅通，诱导肿瘤血管“正常化”，暂时

改善肿瘤血管系统功能，使得化疗药物更容易在

肿瘤组织中蓄积，增强抗肿瘤效果[5]。基于此，

本实验选择坎地沙坦作为模型药物，探讨其通过

改变肿瘤组织的微环境，诱导肿瘤血管正常化，

对阿霉素抗肿瘤的增强作用。 
1  材料 
1.1  动物和细胞 

SPF 级 BALB/c 裸鼠 20 只，♀，5~6 周龄，体

质量 19~21 g，由浙江中医药大学动物实验研究中

心提供，动物生产许可证号：SCXK(沪)2017-0005，

动物使用许可证号：SYXK(浙)2021-0012。鼠源性

4T1 肿瘤细胞和鼠源性成纤维细胞 3T3 细胞均购

自中科院细胞库。 
1.2  试剂和仪器 

坎地沙坦原料药(北京华威锐科化工有限公

司，批号：P1089470)；阿霉素原料药(上海麦克林

生化科技有限公司，批号：D807083)；小鼠 I 型胶

原蛋白 ELISA 试剂盒(货号：MM-0993M1；批号：

20190911)、小鼠透明质酸 ELISA 试剂盒(货号：

MM-0514M1；批号：20190902)、小鼠转化生长

因子 β1(transforming growth factor-β1，TGF-β1) 
ELISA 试剂盒(货号：MM-0135M1；批号：20190921)
均 购 自 四 季 青 试 剂 公 司 。 CD31 抗 体 ( 货 号 ：

AF6191；批号：46m7852)、TSP-1 抗体(货号：

DF6848；批号：75e9814)、HIF-1α 抗体(货号：

AF1009；批号：14z7399)均购自 Affinity 公司。 
LRH-150 型生化培养箱(上海齐欣科学仪器有

限公司)；CMaxPlus 型酶标仪(MD 公司)。 
2  方法 
2.1  荷瘤裸鼠模型制备 

收集对数生长期鼠源性 4T1 肿瘤细胞和鼠源

性成纤维细胞 3T3 细胞，4T1 和 3T3 细胞按照 1∶

3 的比例混合，接种细胞浓度每毫升 2×107 个，接

种剂量 0.2 mL，在裸鼠颈部右侧皮下接种 0.2 mL，

接种后饲养于 SPF 环境，2~3 周后供实验用[6-7]。 
2.2  分组与给药 

当荷瘤裸鼠瘤块长到约 80 mm3 时进行分组给

药，每组 5 只，分为模型对照组、坎地沙坦组

(20 mg·kg−1 灌胃，连续 14 d)、阿霉素组(尾静脉注

射 10 mg·kg−1，每 72 h 给药 1 次，每次 0.2 mL，

于第 1，4，7，10，13 天给药，一共给药 5 次，

阿霉素总给药剂量为 50 mg·kg−1)、坎地沙坦联合

阿霉素组(坎地沙坦 20 mg·kg−1 灌胃，每次 0.3 mL，

连续 14 d；阿霉素尾静脉注射 12.5 mg·kg−1，于第

4，7，10，13 天给药，一共给药 4 次，阿霉素总

给药剂量为 50 mg·kg−1)。在给药期间记录裸鼠活

动情况，每次给药前测量裸鼠体瘤径，计算瘤体

体积，给药 14 d 后处死裸鼠，取瘤块后称重，计算

肿瘤抑制率。肿瘤体积=(肿瘤长径×肿瘤短径 2)/2；

肿瘤抑瘤率=(1−实验组平均瘤重/模型对照组平均

瘤重)×100%。 
2.3  血清中 I 型胶原、透明质酸和 TGF-β1 含量测定 

采用 ELISA 检测血清中 I 型胶原、透明质酸

和 TGF-β1 的 含 量 。 裸 鼠 处 死 前 眼 眶 取 血 ，

3 500 r·min−1 离心 15 min，分离血清，−80 ℃冰箱

封存。检测前从冰箱中取出血清，室温复温平衡

20 min，按照以下步骤完成实验：①加标准品和待

测样本：取足够数量的酶标包被板，固定于框架

上，分别设置标准品孔、待测样本孔和空白对照

孔，记录各孔位置，在标准品孔中加入标准品 
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50 μL，待测样本孔中先加入待测样本 10 μL，再

加样本稀释液 40 μL(即样本稀释 5 倍)，空白对照

孔不加；②除空白对照孔外，标准品孔和样本孔

中 每 孔 加 入 辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 的 检 测 抗 体

100 μL；③温育：用封版膜封住反应孔，37 ℃水

浴锅或恒温箱温育 60 min；④洗板：弃去液体，

吸水纸上拍干，每孔加满洗涤液，静置 1 min，甩

去洗涤液，吸水纸上拍干，如此重复洗板 5 次(也
可用洗板机按说明书操作洗板)；⑤显色：每孔先

加入显色剂 A 液 50 μL，再加入显色剂 B 液 50 μL，

平板混匀器混匀 30 s(或用手轻轻震荡混匀 30 s)，
37 ℃避光显色 15 min；⑥终止：取出酶标板，每

孔加终止液 50 μL，终止反应；⑦测定：以空白对

照孔调零，在终止后 15 min 内，用 450 nm 波长

测量各孔的吸光度(OD 值)。 
2.4  免疫组化检测 

采 用 免 疫 组 化 法 检 测 肿 瘤 组 织 中 CD31、

TSP-1、HIF-1α 的表达情况。取肿瘤组织切片，按

照相关操作说明进行免疫组化分析。切片在 200
倍显微镜下取随机不重复 6 个视野。免疫组化半

定量分析采用平均光密度(average optical density，

AOD)作为指标：AOD=灰度/阳性面积比。 
2.5  统计学处理  

采用 SPSS 16.0 统计软件进行数据分析，所有

数据以 sx ± 表示，P<0.05 为差异有统计学意义。

组间两两比较，方差齐性者采用两独立样本 t 检

验，方差不齐者采用 Kruskal-Wallis。 
3  结果 
3.1  裸鼠体质量变化 

各组裸鼠在给药期间都能自由摄取食物和水，

自由活动。各组荷瘤裸鼠体质量均有增长，在同一

时间点的各组裸鼠体质量无明显统计学意义。 
3.2  荷瘤裸鼠肿瘤体积变化及抑瘤率 

与模型对照组相比，坎地沙坦组、阿霉素组、

坎地沙坦联合阿霉素组对肿瘤体积增长均具有抑

制作用(P<0.05 或 P<0.01 或 P<0.001)；坎地沙坦

联合阿霉素组对肿瘤体积增长的抑制作用明显优

于坎地沙坦组和阿霉素组，显示坎地沙坦能够增

强阿霉素的抗肿瘤作用。结果见图 1。各给药组的

肿瘤质量和肿瘤抑制率见表 1。 
3.3  血清中 I 型胶原、透明质酸和 TGF-β1 变化 

与模型对照组相比，坎地沙坦组、阿霉素组、

坎地沙坦联合阿霉素组的荷瘤裸鼠血清 I 型胶原、 

 
图 1  各组肿瘤体积增长比较( sx ± ，n=5) 
与模型对照组相比，1)P<0.01，2)P<0.001；与坎地沙坦组相比，3)P<0.05；
与阿霉素组相比，4)P<0.05。 
Fig. 1 Comparison of tumor volume growth among 
groups( sx ± ，n=5) 
Compared with model control group, 1)P<0.01, 2)P<0.001; compared with 
candesartan group, 3)P<0.05; compared with adriamycin group, 4)P<0.05. 
 

表 1  各组肿瘤质量和肿瘤抑制率比较( sx ± ，n=5) 
Tab. 1  Comparison of tumor weight and the percentage of 
tumor weight inhibition in each group( sx ± , n=5) 

组别 肿瘤质量/g 肿瘤抑制率/% 

模型对照组 3.0±0.8 − 

坎地沙坦组 2.0±0.4 33.33 

阿霉素组 1.8±0.51) 40.00 

坎地沙坦联合阿霉素组 1.4±0.22)3)    53.33 

注：与模型对照组相比，1)P<0.05，2)P<0.01；与坎地沙坦组相比，
3)P<0.05。 
Note: Compared with model control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared 
with candesartan group, 3)P<0.05. 

 

透明质酸和 TGF-β1 含量均发生下降，其中坎地沙

坦组和坎地沙坦联合阿霉素组对血清中 I 型胶原、

透 明 质 酸 下 降 作 用 有 统 计 学 意 义 (P<0.05 或

P<0.01)。与其他 2 个试验组相比，坎地沙坦联合阿

霉素组对荷瘤裸鼠血清 I 型胶原、透明质酸和

TGF-β1 含量下降作用更为显著。结果见图 2。 
3.4  肿瘤组织中 CD31、TSP-1、HIF-1α 表达水平 

与模型对照组相比，阿霉素组、坎地沙坦组、

坎地沙坦联合阿霉素组的肿瘤组织中 CD31 表达显

著下降，而 TSP-1 表达显著上升(P<0.05 或 P<0.01)，
提示其对肿瘤血管的增殖具有抑制作用；同时坎

地沙坦组、坎地沙坦联合阿霉素组的肿瘤组织中

的 HIF-1α 表达显著下降(P<0.05 或 P<0.01)，提示

其能够改善肿瘤组织的缺氧环境，可能是由于肿

瘤血管的增殖被抑制后，提高了血液灌注量，从

而增加了含氧量。结果见表 2 和图 3~5。 
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图 2  各组血清中 I 型胶原、透明质酸和 TGF-β1 比较 
a−模型对照组；b−坎地沙坦组；c−阿霉素组；d−阿霉素联合坎地沙坦组；与模型对照组相比，1)P<0.05，2)P<0.01，3)P<0.001；与坎地沙坦组相

比，4)P<0.05；与阿霉素组相比，5)P<0.05。 
Fig. 2  Comparison of type I collagen, hyaluronic acid and TGF-β1 in serum of each group 
a−model control group; b−candesartan group; c− adriamycin group; d−candesartan combined with adriamycin group; compared with model control group, 
1)P<0.05, 2)P<0.01, 3)P<0.001; compared with candesartan group, 4)P<0.05; compared with adriamycin group, 5)P<0.05. 
 
表 2  各组肿瘤组织 CD31、TSP-1、HIF-1α 平均光密度( sx ± ，n=3) 
Tab. 2  Average optical density of CD31, TSP-1, HIF-1α in tumor tissues of each group( sx ± , n=3) 

组别 CD31 TSP-1 HIF-1α 
模型对照组 35.50±3.25 11.99±1.38 15.98±1.94 
坎地沙坦组  26.45±2.311)  24.06±2.602)  11.01±1.581) 
阿霉素组  23.99±2.341)  21.74±2.862) 12.03±1.00 
坎地沙坦联合阿霉素组  18.13±1.572)   29.27±3.062)   8.82±1.052) 

注：与模型对照组相比，1)P<0.05，2)P<0.01。 
Note: Compared with model control group,1)P<0.05, 2)P<0.01. 

 

          
 模型对照组                 坎地沙坦组                  阿霉素组            坎地沙坦联合阿霉素组 

图 3  各组肿瘤组织 CD31 表达(IHC，200×) 
Fig. 3  Expression of CD31 in tumor tissues of each group(IHC, 200×) 

          
 模型对照组                 坎地沙坦组                  阿霉素组            坎地沙坦联合阿霉素组 

图 4  各组肿瘤组织 TSP-1 表达(IHC，200×) 
Fig. 4  Expression of TSP-1 in tumor tissues of each group(IHC, 200×) 

          
 模型对照组                 坎地沙坦组                  阿霉素组            坎地沙坦联合阿霉素组 

图 5  各组肿瘤组织 HIF-1α 表达(IHC，200×) 
Fig. 5  Expression of HIF-1α in tumor tissues of each group(IHC, 200×) 
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4  讨论 
肿瘤血管正常化最早由 Jain 等[8]提出，并且获

得了临床前研究的证据。相关研究发现，在肿瘤

血管正常化的过程中，肿瘤血管的形态和功能发

生许多变化，不仅能够影响肿瘤的生物学特性，

同时能够改善其对治疗的敏感性[9]。目前，在实验

室 评 估 肿 瘤 血 管 正 常 化 的 方 式 仍 以 病 理 学 
诊断为主，包括血管形态、密度，周细胞覆盖率，

血流灌注，血管通透性，缺氧状态的改善等。本研

究选择了肿瘤微血管密度和缺氧状态作为重要指

标对肿瘤血管正常化进行了评估，免疫组化结果显

示，各给药组与肿瘤微血管密度密切相关的 CD31
显著下降(P<0.05 或 P<0.01)，而与抑制肿瘤血管增

殖的 TSP-1 表达显著上升(P<0.01)，这说明坎地沙

坦可以降低荷瘤裸鼠中血管相关因子的表达，减少

不成熟的血管以降低肿瘤微血管密度，使之重新排

列整齐，内部血流畅通，诱导肿瘤血管正常化；同

时，与肿瘤组织乏氧状态密切相关的 HIF-1α 表达

显著下降(P<0.05 或 P<0.01)，有研究认为，缺氧的

改善是肿瘤血管正常化的重要特征，并且缺氧是

TSP-1 的关键诱导因素之一，在缺氧状态下会抑制

肿瘤血管的无序增殖，这些结果也证明肿瘤血管正

常化后可以提高血液灌注量，有利于化疗药物在肿

瘤组织的分布[10]。由此可见，坎地沙坦可以直接对

肿瘤血管进行修复，诱导肿瘤血管正常化而增强抗

肿瘤效果。 
同时，肿瘤组织纤维化也是造成肿瘤血管异

质性的重要原因，这是由于肿瘤组织内基质异常

增多和过度沉积会导致 IFP 显著上升，使得肿瘤新

生血管受到挤压，降低血液灌注量，不利于化疗

药物的输送，因此课题组进一步分析了坎地沙坦

对肿瘤基质的影响[11]。图 2 结果表明坎地沙坦能

够显著抑制肿瘤基质如透明质酸、I 型胶原蛋白等

肿瘤基质增生，并且对于 TGF-β1 也有明显的抑制

作用。有相关研究表明，TGF-β1 在调控成纤维细

胞的增殖及胶原蛋白的合成与降解中起着重要作

用，是目前最有效的促纤维化因子之一，因此可

能的作用机制是坎地沙坦通过抑制 TGF-β1 从而

减少肿瘤成纤维细胞分泌胶原蛋白和透明质酸，

降低 IFP，有利于诱导肿瘤血管正常化[12]。 
本研究验证了坎地沙坦以通过减少肿瘤组织

纤维化，降低血管密度，改善肿瘤血管功能来诱

导肿瘤血管正常化，从而提高阿霉素抗肿瘤作用。

但是肿瘤血管正常化的窗口期可能较短，需要在

窗口期给予化疗药物才能达到最大效果，因此需

要进一步摸索具体的窗口期，同时也需要通过研

究坎地沙坦对阿霉素在肿瘤组织分布的影响来进

一步验证化疗增效的机制。 
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