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姜黄素联合内皮抑素对小鼠肉瘤生长抑制及血管生成的影响 
   
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摘要：目的  探讨姜黄素与内皮抑素联合治疗对小鼠皮下移植肉瘤的生长抑制以及血管生成的影响。方法  随机将 72 只

荷瘤小鼠分为对照组、姜黄素组、内皮抑素组和联合治疗组，分别给予相应药物治疗，每天 l 次，连续给药 14 d，观察

肿瘤生长情况，在荷瘤小鼠处死前从小鼠的尾静脉注射荧光标记物后分离肿瘤组织，计算抑瘤率，观察肿瘤灌注血管荧

光标记，计算肿瘤组织的灌注血管平均距离及微血管密度。结果  各药物治疗组对肿瘤的生长都有明显的抑制作用，姜

黄素组、内皮抑素组、联合治疗组的抑瘤率分别为 30.93%，32.33%，61.66%；对照组、姜黄素组、内皮抑素组及联合治

疗组的平均灌注血管距离分别为 (35.29±6.45)， (56.42±9.57)， (59.15±10.06)， (76.98±11.16)µm，微血管密度分别为

(60.35±11.22)，(45.23±8.76)，(44.77±8.03)，(29.62±5.81)个·(400 Hp)1，各药物治疗组与对照组比较差异有统计学意义

(P<0.05)，联合治疗组与单独用药组比较具有明显的统计学差异(P<0.01)；单独用药组之间相比差异无统计学意义。结论  
姜黄素与内皮抑素治疗小鼠皮下移植肉瘤时都能够抑制肿瘤血管的生成，降低微血管密度，抑制肿瘤的生长，且二者联

合治疗的作用效果更佳，明显优于单独用药治疗，表明二者对实体肿瘤的抗血管生成治疗具有协同作用。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effect of curcumin combined with endostatin on growth inhibition and 
angiogenesis of subcutaneous transplanted tumor in mice. METHODS  Seventy-two sarcoma bearing mice were randomly 
divided into control group, curcumin group, endostatin group and combined treatment group, gave the corresponding drug 
treatment, respectively, once a day, 14 d continuous dosing, observed the tumor growth. The mice were sacrificed when 
fluorescence labeling was injected into the tail vein, then the tumor tissue was isolated. The tumor volumes were measured and 
the tumor inhibition rate, the tumor perfusion vascular fluorescent tags and microvessel density was calculated. RESULTS  
Each drug treatment group showed obvious inhibition on tumor growth. The tumor inhibition rates of curcumin group, endostatin 
group and the combined treatment group were 30.93%, 32.33% and 61.66%, respectively. In the control group, curcumin group, 
endostatin group and the combined treatment group, the average distance of perfusion vessels was (35.29±6.45), (56.42±9.57), 
(59.15±10.06), (76.98±11.16)µm, and the microvascular density was (60.35±11.22), (45.23±8.76), (44.77±8.03), (29.62± 
5.81) ind·(400 Hp)1, respectively. There were statistically significant differences between the drug treatment group and the 
control group(P<0.05), and there were statistically significant differences between the combined treatment group and the single 
drug treatment group(P<0.01). There was no significant difference between the groups treated alone. CONCLUSION  Both 
curcumin and endostatin can inhibit tumor angiogenesis, decrease microvascular density and inhibit tumor growth when treating 
subcutaneous sarcoma transplantation in mice. However, the combined treatment has a better effect, which is obviously better 
than the single drug treatment. It indicates that the combined treatment has a synergistic effect on anti-angiogenic treatment of 
solid tumors. 
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姜黄素从姜黄科植物的根茎中提取得到，具

有抗肿瘤作用广泛，不良反应低的优点，被称为

“第 3 代肿瘤治疗药物”[1]，在许多疾病中都有良

好的治疗作用[2-3]，特别是在抗肿瘤血管生成方面

具有重要作用。内皮抑素是一种具有强烈抑制血

管生成的抗肿瘤血管生成抑制剂，在体内外的研

究中都表明对血管内皮细胞作用强烈，具有抑制

肿瘤新生血管生成的作用。相关研究表明姜黄素
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与血管内皮抑素单独治疗实体肿瘤都具有一定的

疗效，但两者联合治疗实体肿瘤报道却较少。因

此，本研究通过建立小鼠肿瘤模型，探讨姜黄素

与内皮抑素联合治疗对肿瘤的生长抑制作用和血

管生成的影响。 
1  材料和方法 
1.1  试剂 

重组人血管内皮抑素[山东先声麦得津生物科

技有限公司，批号：YY2009005；规格：每支

15 mg·(3 mL)1]；兔抗人多克隆抗体 CD34、SP 试

剂盒(福州迈新生物科技有限公司，批号：YT498)；
姜黄素(美国 Sigma 公司，批号：C1178000；规格：

每支 1 g)；细胞膜荧光探针碘化物[DiOC7(3)，
3,3’-diheptyloxacarbocyanine iodide，美国 Sigma
公司，批号：AAT-22040]；DAB 显色液和二抗及

其他相关试剂均购自上海江莱生物科技有限公司。 
1.2  细胞株和实验动物 

S180 肉瘤细胞株由南京医科大学基础医学院

提供。ICR 小鼠 80 只，♂，SPF 级，体质量(18~23)g，
动物生产许可证号：SCXK(宁)2007-0006，购于南

京医科大学实验动物中心。 
1.3  建立动物模型及分组 

抽取 S180 瘤株 6 d 小鼠的腹水，制备细胞悬

液，稀释悬液使细胞数为 4×107 个·mL1，并抽取

稀释的肿瘤细胞悬液 0.2 mL 在实验小鼠的右前肢

腋下注射接种，80 只小鼠接种 4 d 后可见肿瘤小

结节并开始生长，对比各小鼠肿瘤结节的大小后

将 8 只肿瘤结节不均匀的小鼠排除，剩下 72 只成

瘤小鼠随机分为 4 组，每组 18 只：姜黄素组给予

腹腔注射姜黄素(100 mg·kg1)治疗，内皮抑素组给

予瘤周皮下注射重组人血管内皮抑素(20 mg·kg1)
治疗，联合治疗组给予腹腔注射姜黄素(50 mg·kg1)
和瘤周皮下注射重组人血管内皮抑素(10 mg·kg1)
治疗，对照组给予瘤周皮下注射等量的生理盐水，

各组小鼠都持续给药 14 d。 
1.4  指标检测及方法 
1.4.1  肿瘤体积、瘤重及抑瘤率检测计算  小鼠

皮下移植肉瘤细胞接种后第 6 天使用不同药物治

疗，从第 1 次药物注射治疗开始，每 3 日对移植

瘤的最大径 (a)和最小径 (b)进行测量，并通过

V=ab2/2 计算出移植瘤体积，绘制出移植瘤生长曲

线；在完成治疗后的第 2 天将小鼠处死，并于死

前 1 min 在尾静脉注射浓度为 1 mg·kg1 荧光标记

物 DiOC7(3)，处死小鼠后将肿瘤组织完整剥离称

重，计算肿瘤最终体积和抑瘤率：抑瘤率(%)= (对
照组肿瘤体积实验组肿瘤体积)/对照组肿瘤体

积×l00%，然后将肿瘤组织进行冰冻切片制作和免

疫组化染色。 
1.4.2  肿瘤灌注血管检测分析  将新鲜肿瘤的一

部分置于液氮中冰冻，再将冰冻的肿瘤组织标本包

埋后连续快速切片，切片厚度为 3~4 µm，将切片

组织快速置于荧光显微镜下观察 DiOC7(3)在灌注

血管里发出的绿色荧光。并用日本索尼的自动成像

系统采集肿瘤血管图像和相关软件计算灌注血管

平均距离[4]。灌注血管的平均距离与其密度成反比。 
1.4.3  肿瘤组织微血管密度(microvessel density，
MVD)检测  MVD 检测操作步骤按试剂使用说明

进行，按照 Weidner 标准，先将切片在低倍光镜下

(100×)确定肿瘤内 CD34染色阳性的微血管密集区

域，然后在阳性染色最密集区域，在高倍光镜的

视野(400×)下选取 5 个视野进行血管计数，取平均

值为切片的 MVD 值。 
1.5  统计学方法 

使用 SPSS 17.0 对所有数据进行统计学处理，

计量资料用 sx  表示，多组间比较采用单因素方

差分析，方差齐性的组间多重比较采用 LSD 法，

方差不齐的组间多重比较采用 Games-Howell 法，

2 组比较采用独立样本 t 检验；计数资料用百分数

表示，采用 χ2 检验，检验水准 P=0.05，以 P<0.05
为差异具有统计学意义。 
2  结果 
2.1  各组小鼠皮下移植肉瘤的生长情况及生长曲

线比较 
小鼠皮下移植肉瘤细胞接种后能在接种部位

成瘤生长，第 4 天后可触摸到小结节样的移植瘤

体。第 5 天测量计算肿瘤体积约为 85 mm3，各药

物治疗后小鼠进食、饮水良好，生长基本正常，

无小鼠死亡，在实验末期，对照组有 2 只老鼠因

肿瘤的增大，表现出消瘦的形象，各组小鼠腋下

肿瘤基本上呈椭圆形或类圆形样生长，在小鼠接

种部位可扪及逐渐增大的肿瘤块，联合治疗的肿

瘤块生长较对照组明显缓慢。通过移植瘤生长体

积情况绘制的生长曲线表明，对照组肿瘤生长曲

线明显较各药物治疗组陡直，位于各药物治疗组

曲线的上方，各用药治疗组生长曲线比对照组平

坦，均位于对照组曲线下方，联合治疗组的生长

曲线在在最下方，生长曲线也更为平坦。各药物

治疗组在检测时间点的平均体积小于对照组
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(P<0.05)，联合治疗组的移植瘤体积小于姜黄素及

内皮抑素单独用药组(P<0.01)，姜黄素组的体积与

内皮抑素组相比无统计学差异，见图 1。 

 
图 1  各组肿瘤生长曲线的比较 
Fig. 1  Comparison of tumor growth curves in each group  

2.2  各治疗组对小鼠移植瘤的抑制作用 
各药物治疗组对小鼠移植瘤都有抑制作用，

其平均瘤重和体积小于对照组，与对照组比较具

有统计学差异(P<0.05)，联合治疗组的移植瘤瘤重

和体积小于姜黄素及内皮抑素单独用药组

(P<0.01)，姜黄素组的瘤重、体积与内皮抑素组相

比无统计学差异，姜黄素组、内皮抑素组、联合

治疗组的肿瘤生长抑制率分别为 30.93%，32.33%，

61.66%。结果见表 1。 

表 1  各药物治疗组对小鼠移植瘤体积和质量的影响

( sx  ，n=18) 
Tab. 1  Effects of drug treatment groups on the volume and 
weight of transplanted tumor in mice( sx  , n=18) 

组别 肿瘤平均体积/mm3 平均瘤重/g 抑瘤率/%
对照组 3 526.47±672.48 6.21±1.29 0 
姜黄素组  2 435.62±503.391)  4.38±0.971) 30.93 
内皮抑素组  2 386.17±478.261)  4.06±0.911) 32.33 
联合治疗组  1 351.96±357.331)2)3)  2.28±0.721)2)3) 61.66 

注：与对照组比较，1)P<0.05；与姜黄素组比较，2)P<0.01；与内皮抑

素组比较，3)P<0.01。 
Note: Compared with the control group, 1)P<0.05; compared with 
curcumin group, 2)P<0.01; compared with endostatin group, 3)P<0.01. 

2.3  各药物治疗组对肿瘤灌注血管距离的影响  
经药物治疗后，各药物治疗组都能增大灌注

血管间距离，各药物治疗组的灌注血管平均距离

明显大于对照组，与对照组比较具有统计学差异

(P<0.05)；联合治疗组的灌注血管平均距离明显大

于姜黄素和内皮抑素单独用药组，与单独用药组

相比具有统计学差异(P<0.01)；姜黄素组的灌注血

管平均距离与内皮抑素组相比无统计学差异。结

果见表 2、图 2。 
2.4  各治疗组对肿瘤 MVD 的影响作用 

各药物治疗组经治疗后都能降低肿瘤组织的

MVD，各药物治疗组的 MVD 明显低于对照组，

与对照组比较具有统计学差异(P<0.05)；姜黄素和

内皮抑素单独用药组的 MVD 明显高于联合治疗

组，差异有统计学意义(P<0.01)；姜黄素组的 MVD
高于内皮抑素组，但二者相比无统计学差异。结

果见表 2、图 3。 

表 2  各药物治疗组对肿瘤组织灌注血管 DiOC7(3)距离、

MVD 的影响( sx  ，n=18) 
Tab. 2  Effect of each drug treatment group on the distance 
of tumor perfusion vessels DiOC7(3) and MVD( sx  , n=18) 

组别 DiOC7(3)/µm MVD/个·(400 Hp)1 
对照组 35.29±6.45 60.35±11.22 
姜黄素组  56.42±9.571) 45.23±8.761) 
内皮抑素组   59.15±10.061) 44.77±8.031) 
联合治疗组   76.98±11.161)2)3) 29.62±5.811)2)3) 

注：与对照组比较，1)P<0.05；与姜黄素组比较，2)P<0.01；与内皮抑

素组比较，3)P<0.01。 
Note: Compared with the control group, 1)P<0.05; compared with 
curcumin group, 2)P<0.01; compared with endostatin group, 3)P<0.01. 

 
图 2  各组肿瘤组织灌注血管 DiOC7(3)荧光显像(200×) 
A对照组；B姜黄素组；C内皮抑素组；D联合治疗组。 
Fig. 2  DiOC7(3) fluorescence imaging of perfusion vessels 
in tumor tissues of each group(200×) 
Acontrol group; Bcurcumin group; Cendostatin group; 
Dcombination therapy group. 

 
图 3  各组肿瘤组织免疫组化检测微血管密度情况(DAB，
400×) 
A对照组；B姜黄素组；C内皮抑素组；D联合治疗组。 
Fig. 3  Immunohistochemical detection of microvascular 
density in tumor tissues of each group(DAB, 400×) 
Acontrol group; Bcurcumin group; Cendostatin group; 
Dcombination therapy group. 
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3  讨论 
肿瘤的新生血管与肿瘤发生发展密不可分，迅

速生长的肿瘤达到一定体积时，因缺血缺氧的病理

特征，需要新生血管为其生长提供营养物质[5]，同

时也为肿瘤的侵袭、转移创造有利条件，但这种

快速生长的血管往往不成熟，从而导致功能的异

常[6]，因而想要抑制肿瘤的发展壮大，关键就是抑

制肿瘤新生血管的形成。 
目前许多抗血管生成药物已应用于临床或处

于临床试验阶段，如血管内皮因子抑制剂、血管

抑素及血管内皮抑素等，其中内皮抑素是新应用

于临床的抗肿瘤血管生成药物，具有较强的抗血管

生成作用，它能阻断与血管内皮生长因子相关的血

管生成途径，对肿瘤血管内皮细胞的分化增殖和迁

移都有较强的抑制作用，还能使肿瘤组织的异常血

管结构逐渐正常化[7]，促使内皮细胞凋亡[8-9]，对血

管生成的多个靶点进行作用[10]，从而抑制血管产

生，阻断为肿瘤提供营养的途径，抑制肿瘤细胞

的增殖和转移[11]，具有不良反应小、抗瘤作用广

泛和不易耐药等优点。Huang 等[12]研究内皮抑素

与紫杉类联合治疗乳腺癌表明内皮抑素的治疗效

果良好，并且具有较小的不良反应。Su 等[13]用内

皮抑素与吉西他滨联合治疗卵巢癌时表明经内皮

抑素联合治疗后患者的肿瘤控制良好，并且明显

提高了生存期，有良好的抗肿瘤作用。Gao 等[14]

研究也表明内皮抑素联合治疗晚期胃癌有良好的

治疗效果，并能提高患者生存期，并且不良反应

少。此后，许多研究[15-17]都表明内皮抑素在许多

实体肿瘤的治疗中均具有抗血管生成作用，能够

明显抑制肿瘤的生长转移，改善患者的生存生活

质量，安全可靠。 
姜黄素是一种多酚化合物，从姜黄科植物的

根茎中提取得到，对细胞有多重保护作用，可通

过多个靶点调节细胞基因表达或直接作用于细胞

因子而发挥抗肿瘤、抗细胞增殖、抗炎、抗氧化、

抗病毒等作用[18-22]，因其具有良好抗肿瘤作用和

药物不良反应少的特点，已成为肿瘤治疗研究的

热点，并被列为第三代抗肿瘤治疗药物，能够有

效降低肿瘤血管生成[23]，目前已经发现姜黄素对

肺癌、膀胱癌、乳腺癌、卵巢癌、前列腺癌、宫

颈癌等多种恶性实体肿瘤具有明显的治疗作用[24-30]。 
本研究通过在小鼠皮下成功建立肉瘤动物模

型后，使用内皮抑素与姜黄素治疗，发现各药物

治疗组都能够抑制肿瘤的生长，姜黄素组、内皮

抑素组及联合治疗组的抑瘤率分别为 30.93%，

32.33%，61.66%。其中联合用药组的治疗效果最

明显，提示 2 种药物联合用药更能发挥抗肿瘤治

疗作用，可以提高肿瘤治疗的效率，具有明显的

协同作用。至于其良好治疗效果的原因，可能与

内皮抑素和姜黄素各自的作用机制相关，内皮抑

素对血管内皮细胞有直接和间接的抑制作用，诱

导内皮细胞的凋亡，从而阻断新生血管的产生，

使肿瘤的营养无通道供给，进而达到“饿死”肿

瘤的目的；而姜黄素则能通过降低肿瘤血管内皮

生长因子、促血管生成素或提高血小板反应素等

抑血管生成因子的表达水平来调节血管生成因子

的平衡，从而影响肿瘤新生血管的产生，进而达

到阻止肿瘤细胞生长或扩散的目的。 
MVD 代表着肿瘤的结构血管数量，在肿瘤的

血管形成评价中起着非常重要的作用，常作为新

生血管生成程度的金标准，肿瘤的 MVD 能够通过

CD34 抗体的免疫组化检测出结构血管的情况，但

并不能直接反映出有血液灌注的血管情况，而

DiOC7(3)是一种能在血管里形成荧光的标记物，

可以随着血液循环流动到肿瘤组织的微小血管,并
可在在荧光显微镜下直视观察，通过测量计算灌

注血管之间的平均距离，就能反映出灌注血管总

体情况，灌注血管间的距离与其密度成反比。本

研究通过免疫组织化学检测结果发现，各药物治

疗组对肿瘤的血管生成都有抑制作用，能够降低

肿瘤组织的 MVD，治疗效果明显，且联合治疗组

的作用效果明显优于单独用药治疗组；内皮抑素

与姜黄素单独用药治疗时，肿瘤血管都可受到抑

制，但二者的治疗效果却无统计学差异，说明二

者对肿瘤血管的抑制相差无几，二者在肿瘤的结

合治疗中，都可以作为抗血管治疗的选择药物，

在与化疗药物的联合治疗中，如果同时选择二者

进行联合治疗，可能治疗效果更佳。而对肿瘤组

织灌注血管研究表明，各治疗组均可增大灌注血

管的距离，说明各用药组药物治疗后灌注血管的

密度减少，并且联合治疗组增大灌注血管的距离

情况明显强于单独用药治疗组，说明联合治疗的

作用效果明显优于单独用药治疗组，对肿瘤组织

灌注血管的研究结果与其结构血管的检测结果保

持了一致。说明经过内皮抑素与姜黄素治疗后，

二者不仅能降低结构血管密度，也能降低灌注血管

密度，减少灌注血管数，并且内皮抑素与姜黄素协

同治疗，作用效果更显著，其抑制肿瘤生长的作用
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是通过抑制肿瘤新生血管的生成来实现的。 
综上所述，本研究表明，内皮抑素与姜黄素

都能够对肿瘤的血管生成具有明显的抑制作用，

通过抑制血管生成而抑制肿瘤生长，二者在肿瘤

的结合治疗中，都可以作为抗血管治疗的选择药

物，能够作为实体肿瘤综合治疗的组成部分，且

内皮抑素与姜黄素联合治疗实体肿瘤时，作用效

果更好，二者具有协同作用，至于二者在抗血管

生成治疗中的具体作用机制，还有待进一步研究。 
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