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·论  著· 

 

贝伐单抗对 Lewis 肺癌裸鼠血清及移植瘤中血管内皮生长因子 A 表达

的影响 
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摘要：目的  检测贝伐单抗对 Lewis 肺癌裸鼠血清和移植瘤中血管内皮生长因子 A(vascular endothelial growth factor-A，

VEGF-A)表达的影响。方法  选择♂ BALB/c 裸鼠 32 只，制作 Lewis 肺癌裸鼠皮下移植瘤模型，随机均分为对照组、贝

伐单抗组、顺铂组、联合用药组。给药 3 周后处死裸鼠，ELISA 法检测血清和皮下瘤中 VEGF-A 表达，取出皮下瘤做病

理切片观察血管情况，并用免疫组化方法检测皮下瘤中 VEGF-A 表达。结果  3 个给药组裸鼠血清 VEGF-A 含量显著低

于对照组(P<0.05)。3 个给药组裸鼠皮下瘤 VEGF-A 含量均比对照组低，其中贝伐单抗及联合用药组与对照组之间的差异

有统计学意义(P<0.05)。3 个给药组的皮下瘤较对照组坏死、血管更少；联合用药组较贝伐单抗组坏死、血管更少；贝伐

单抗组较顺铂组的血管更少，但坏死无明显差别。3 个给药组皮下瘤 VEGF-A 阳性数均明显低于对照组(P<0.05)。结论  贝

伐单抗能抑制 Lewis 肺癌生长，可能与抑制血清和皮下瘤 VEGF-A 表达有关，且顺铂能增强该作用。此外，VEGF-A 高

表达的裸鼠，其皮下瘤的血管也更丰富。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To detect the expression of vascular endothelial growth factor-A(vascular endothelial growth 

factor-A) in serum and subcutaneous tumors of nude mices with Lewis lung carcinoma cell after intervention by bevacizumab. 

METHODS  Thirty-two male BALB/c nude mices were equally randomed into control group, bevacizumab group, cisplatin 

group, and bevacizumab combined with cisplatin group after they were transplanted Lewis lung carcinoma cell and appeared 

subcutaneous tumor. After 3 weeks by administration, the mices were killed, and the expression of VEGF-A was detected by 

ELISA in serum and transplated tumor, and transplated tumor were maked into pathological section to obverse the vessel, and the 

expression of VEGF-A in transplated tumor was detected by immunohistochemical method. RESULTS  The VEGF-A 

expression of serum in 3 medication groups was significantly lower than that in control group(P<0.05). The VEGF-A expression 

of subcutaneous tumors in 3 medication groups was lower than that in control group, the difference between bevacizumab group 

and control group, and between bevacizumab combined with cisplatin group and control group were significant(P<0.05). 

According to pathology, the transplant tumor of 3 medication groups had less necrosis and less blood vessels than the controled 

group. The necrosis and blood vessels of bevacizumab combined with cisplatin group was less than bevacizumab group, and the 

blood vessel of bevacizumab group was less than cisplatin group, but there was no significance in necrosis between bevacizumab 

group and cisplatin group. The positive number of VEGF-A of serum subcutaneous tumors in 3 medication groups was less than 

this in control group, and the whole difference was significant(P<0.05). CONCLUSION  Bevacizumab can inhibit the growth 

of Lewis lung cancer, which is related to bevacizumab reduces the expression of VEGF-A, and cisplatin can enhance the effect. 
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What’s more, the more expression of VEGF-A, the more vessel in subcutaneous tumor. 
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顺铂是非小细胞肺癌化疗的常用药物，但存

在一定的耐药性，其疗效有限。血管内皮生长因

子 A(vascular endothelial growth factor-A，VEGF-A)

是肿瘤血管生成的核心成分，通过作用血管内皮

细胞等多种方式促进肿瘤血管生成，从而影响肿

瘤的生长、侵袭和转移等。贝伐单抗于 2006 年被

美国 FDA 批准联合紫杉醇、卡铂治疗晚期或复发

非小细胞肺癌，而后关于贝伐单抗治疗肺癌的临

床研究越来越多[1]，但有关贝伐单抗治疗肺癌的动

物实验研究，特别是 VEGF-A 高表达的肺腺癌的

裸鼠实验研究非常少。因此本研究将 VEGF-A 高

表达的 Lewis 肺腺癌细胞接种裸鼠后，分为对照

组、贝伐单抗组、顺铂组、联合用药组，并通过

检测裸鼠血清或皮下移植瘤的 VEGF-A 表达，探

讨贝伐单抗治疗肺癌的可能机制，以期为临床上

使用贝伐单抗治疗肺癌提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试药 

MICROM HM340E 石 蜡 切 片 机 ( 德 国

MICROM 公司)；LEICA DMLB2 型显微镜摄像机

(德国 LEICA 公司)；GNP-9080 型隔水式恒温培养

箱(中国上海精宏医疗设备有限公司)；DHG-9140A

型电热恒温干燥箱(中国上海精宏医疗设备有限公

司)；Leica HI120 型摊片机(德国 Leica 公司)。 

鼠源性 Lewis 肺癌细胞(山东省医学科学院)；

DMEM 培养基(杭州达文生物有限公司)；血清(美

国 Gibco)；免疫组化检测试剂盒 GTVisionTM 

Two-Step(丹麦 DAKO 公司，批号：00002568101)；

VEGF-A 的免疫组化试剂(美国 protein 公司，批号：

19003-1-AP)；VEGF-A ELISA 试剂盒(R&D 公司，

批号：MMV00)；贝伐单抗(美国罗氏公司，批号：

H0132804；规格：100 mg·4mL1)；顺铂(山东齐鲁

制药有限公司，批号：1WA2A1410071B，规格：

每支 20 mg)。 

1.2  动物 

6~8 周龄，♂，SPF 级 BALB/c 裸鼠 32 只，体

质量(20±2) g，购于上海西普尔必凯实验动物，生

产许可证号：SCXK2013-0016。饲养条件为每笼 4

只，湿度 50%~60%，(23±1) ℃，每天光照时间为

12 h，饲料和水无限制供应。 

1.3  方法 

1.3.1  肺癌移植瘤模型的建立   复苏鼠源性

Lewis 肺癌细胞株，在含 10%胎牛血清的 DMEM

培养基中培养，并放置于 37 ℃、5%CO2 的培养箱

中，连续传代 3 代，取对数生长期的细胞接种于

裸鼠右腋下。每只接种 0.2 mL 细胞，细胞数量 2

×106 个[2-3]。接种后每天观察裸鼠生长情况及皮下

移植瘤的生长情况，用游标卡尺记录每天裸鼠皮

下瘤的体积。 

1.3.2  分组与给药  接种后 7 d，大部分裸鼠的皮

下瘤长至 100~300 mm3 [4]。用随机数字表法将 32

只裸鼠随机分为 4 组，即对照组：腹腔注射 0.4 mL 

0.9% 生理盐水；贝伐单抗组 [5] ：腹 腔注射

15 mg·kg1 贝伐单抗，每周 2 次；顺铂组：腹腔注

射 5 mg·kg1 顺铂，每周 2 次；联合用药组：腹腔

注射 15 mg·kg1 贝伐单抗+5 mg·kg1 顺铂，每周 2

次。用药后每天观察皮下移植瘤生长情况，用游

标卡尺每2 d测1次皮下瘤 长径(a)和相应垂直径

(b)，计算瘤体积，体积公式[6]：V=π×a×b2/6。用

药 3 周后，采用水合氯醛麻醉后取血清及皮下瘤，

血清放置 4 ℃冰箱，皮下瘤常温放置于中性福尔

马林固定 1 d 后做病理切片及免疫组化。 

1.3.3  血清及皮下瘤组织 VEGF-A 的检测  通过

摘眼球取出全血，离心后得到上层血清。血清和

组织 ELISA 检测主要区别在于组织需要经过 PBS

冲洗、匀浆、离心后取得组织上清液。按试剂盒

说明书检测血清和组织 VEGF-A。 

1.3.4  皮下瘤的病理切片  从福尔马林中取出组

织，冲洗，乙醇梯度脱水，二甲苯透明，浸蜡，

石蜡包埋，切片，二甲苯脱蜡、乙醇梯度水化，

苏木素染色，水洗，0.5%盐酸乙醇水化，冲洗，

温水蓝化，95%乙醇脱水 1 min，伊红染色，80%

乙醇水化，乙醇脱水，二甲苯透明，镜下观察。 

1.3.5  皮下瘤的免疫组化  石蜡切片制作后，二

甲苯脱蜡，乙醇梯度水化，抗原修复，PBS 冲洗，

3%H2O2水溶液阻断内源性过氧化物酶，PBS冲洗，

加一抗，加二抗，PBS 冲洗，DAB 显色，苏木素

染核，乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。

免疫组织化学阳性为黄色或黄棕色，细胞核衬染

呈蓝色。VEGF-A 组化的阳性具体表达采用图像分
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析系统测量：先在显微镜 200 倍视野下选择确定

移植瘤非坏死区，选择 5 个区域并拍照，使用

Image-ProPlus 5.0 图像分析软件对该视野表达强

弱的阳性细胞 IOD 值进行测量，平均 IOD 值代表

该标本的染色强度。 

1.3.6  统计学方法  应用 SPSS 17.0 软件进行分

析。计量资料用 sx  表示，组间比较采用单因素

方差分析的 SNK 或 LSD 法，P<0.05 为差异具有

统计学意义；计数资料的比较采用2 检验，显著

性水平 α=0.05。 

2  结果 

2.1  对裸鼠瘤重及肿瘤体积的影响 

与对照组相比，3 个给药组的瘤重及肿瘤体积

显著下降(P<0.05)。给药后，联合用药组瘤重 小，

顺铂组与联合用药组瘤重均显著低于贝伐单抗组

(P<0.05)，而顺铂组与联合用药组的瘤重差异无统

计学意义。结果见表 1。 

表 1  瘤重、肿瘤体积( sx  ，n=8) 

Tab. 1  Tumor gravity and volume ( sx  , n=8) 

组 别 瘤重/g 肿瘤体积/mm3 

对照组 7.62±1.68 5 108.82±91.80 

贝伐单抗组 4. 03±0.831)  2 152.91±91.161) 

顺铂组 2.06±1.141) 2)  1 419.55±85.291) 

联合用药组 0.98±0.381) 2)   908.16±78.921) 

注：与对照组比较，1)P<0.05；与贝伐单抗组比较，2)P<0.05。 

Note: Compared with control group, 1)P<0.05; compared with 
bevacizumab group, 2)P<0.05. 

2.2  对抑瘤率的影响 

按公式计算抑瘤率[1]：抑瘤率=(对照组瘤体积

给药组瘤体积)/对照组瘤体积×100%。3 个给药

组的抑瘤率分别为 57.86%，72.21%，82.22%，组

间差异均无统计学意义。 

2.3  对裸鼠血清和皮下瘤 VEGF-A 表达的影响  

对照组、贝伐单抗组、顺铂组、联合用药组

血清 VEGF-A 浓度分别为(131.40±4.82)，(111.89

±5.38)，(116.99±6.14)，(105.46±8.87)pg·mL1
。

3 个给药组的 VEGF-A 均显著低于对照组

(P<0.05)，3 个给药组间差异均无统计学意义。 

对照组、贝伐单抗组、顺铂组、联合用药组

皮下瘤组织 VEGF-A 浓度分别为(1.04±0.23)，

(0.51±0.08)，(0.76±0.17)，(0.38±0.07)pg·mL1
。

3 个给药组的 VEGF-A 水平均低于对照组，其中贝

伐单抗及联合用药组与对照组之间的差异有统计

学意义(P<0.05)；联合用药组和顺铂组间的差异也

有统计学意义(P<0.05)；联合用药组、顺铂组与贝

伐单抗组间的差异无统计学意义。 

2.4  皮下瘤的病理切片 

如图 1 所示，黑色箭头代表坏死区域，灰色

箭头代表血管。对照组可见坏死多，血管多；贝

伐单抗组可见坏死较多，血管较少；顺铂组可见

坏死较多，血管较多；联合用药组可见坏死少，

血管少。 

 
图 1  裸鼠皮下瘤的组织病理形态(HE 染色，100×) 
A对照组；B贝伐单抗组；C顺铂组；D联合用药组。 

Fig. 1  Histopathological changes of subcutaneous transplanted tumor of all groups(HE staning, 100×) 
Acontrol group; Bbevacizumab group; Ccisplatin group; Dcombined medication group. 

2.5  皮下瘤的免疫组化 

对照组、贝伐单抗组、顺铂组、联合用药组

的 VEGF-A 阳 性 数 分 别 为 (9.87±1.46) ，

(6.69±0.49)，(5.91±0.42)，(3.97±1.27)。3 个给

药组的 VEGF-A 阳性数均显著低于对照组

(P<0.05)；联合用药组的 VEGF-A 阳性数显著低于

贝伐单抗组和顺铂组(P<0.05)；贝伐单抗组和顺铂

组间的差异无统计学意义。具体如图 2 所示，箭

头代表阳性表达区域。对照组可见大量阳性

VEGF-A，贝伐单抗组可见较少阳性 VEGF-A，顺

铂组可见较多阳性 VEGF-A，联合用药组可见极少

数阳性 VEGF-A。  
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图 2  各组皮下瘤免疫组化的 VEGF-A 表达(200×) 
A对照组；B贝伐单抗组；C顺铂组；D联合用药组。 

Fig. 2  Expression of VEGF-A in immunohistochemistry of all groups(200×) 
Acontrol group; Bbevacizumab group; Ccisplatin group; Dcombined medication group.

3  讨论 

肺癌是 常见的恶性肿瘤之一，发病率和死

亡率逐年增加，其中约 85%是非小细胞肺癌，1

年生存率<15%，5 年生存率更低[7]。尽管贝伐单抗

已用于治疗肺癌，但目前关于贝伐单抗治疗肺癌

的动物试验研究主要集中在耐药、A549 腺癌、小

鼠、免疫等方面[4,8-9]，而关于贝伐单抗治疗裸鼠

Lewis 肺癌移植瘤的实验研究近年少见，因此本研

究从此处着手探讨贝伐单抗治疗肺癌的机制。 

鼠源性 Lewis 肺癌细胞是腺癌细胞，而贝伐

单抗临床上多用于肺腺癌的研究，且缺乏免疫的

裸鼠相比其他鼠类更适合做肿瘤实验，因此本研

究选择 Lewis 肺癌接种裸鼠腋下成瘤后用贝伐单

抗干预，探讨贝伐单抗治疗肺癌的可能机制。此

外，尽管临床上贝伐单抗多联合卡铂、紫杉醇治

疗晚期或复发非小细胞肺癌，但顺铂比卡铂更为

常用，因此本研究以顺铂作为对照。 

VEGF-A 是血管内皮生长因子家族中 常见

的一种，该家族中还有 VEGF-B、VEGF-C、

VEGF-D 等。VEGF-A 由肿瘤细胞或血管内皮细胞

等分泌，通过与其受体结合促进血管内皮细胞增

殖而促进肿瘤血管生成，并增加血管通透性，从

而促进肿瘤生长、侵袭和转移等[10]。 

本研究中，3 个给药组的瘤重比对照组的明显

下降，说明给药组均能抑制肺癌的生长。且顺铂

组瘤重比贝伐单抗组更小，说明顺铂疗效强于贝

伐单抗，而联合用药组瘤重比贝伐单抗组和顺铂

组瘤重更低，说明顺铂联合贝伐单抗能增强抑制

肺癌生长的作用，这一点在抑瘤率方面也同样体

现出来。病理下，3 个给药组裸鼠皮下瘤较对照组

坏死更少、血管更少；联合用药组较贝伐单抗组

及顺铂组的坏死更少、血管更少；贝伐单抗组较

顺铂组的血管更少，坏死无明显差别。说明给药

组均能抑制血管生长，且贝伐单抗比顺铂明显，

二者联合作用更显著。ELISA 方面，3 个给药组血

清和皮下瘤 VEGF-A 表达均比对照组低，贝伐单

抗组比顺铂低，联合用药组更低，说明贝伐单抗

比顺铂更能抑制 VEGF-A 的表达，二者联合作用

更强，这一点在皮下瘤的免疫组化检测的 VEGF-A

阳性数方面也同样能体现出来。 

本研究结果表明，尽管顺铂比贝伐单抗能更

明显地抑制裸鼠皮下瘤的生长，但贝伐单抗比顺

铂更明显降低血清和皮下瘤 VEGF-A 表达，且血

管更少，此结果也验证 VEGF-A 与血管生成有关，

表明贝伐单抗能通过抑制 VEGF-A 表达间接抑制

肿瘤血管生成，从而抑制肺癌的生长、侵袭与转

移。此外，本研究发现贝伐单抗联合顺铂比贝伐

单抗和顺铂单用更明显地抑制裸鼠皮下移植瘤生

长、降低血清和组织 VEGF-A 表达。这可能与贝

伐单抗使异常血管正常化，增加顺铂敏感性，并

降低肿瘤组织间隙压力，使顺铂更顺利地到达肿

瘤部位， 终共同抑制肺癌生长、侵袭和转移有

关[11]。该研究结果提示，贝伐单抗联合顺铂治疗

肺癌在一定程度上能降低顺铂用量而达到相同的

疗效，从而减少顺铂的不良反应。 

总之，本研究发现贝伐单抗能明显降低血清

或皮下瘤组织中 VEGF-A 表达，干预肺癌的血管

生成，从而抑制肺癌原位移植瘤的生长，而且联

合顺铂能加强其作用。然而，本研究不足之处在于

只研究了 VEGF-A 表达情况，或许贝伐单抗也可能

通过降低或上调其他因子而抑制肺癌生长。因此，

还需要更多的实验探讨贝伐单抗治疗肺癌的机制，

以便更好地为临床上治疗肺癌提供理论依据。 
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疏肝调脂方对高脂血症模型大鼠血脂、肝肾功能及微循环的影响 
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摘要：目的  探讨疏肝调脂方对高脂血症模型大鼠血脂、肝肾功能及微循环的影响。方法  采用高糖高脂饲料复合酒饮

建立高脂血症大鼠模型，造模 2 周后大鼠灌胃给予疏肝调脂方(0.66，1.32，2.64 g·kg1)，每天 1 次，连续 6 周。观察给

药前后各组大鼠的一般体征；测定血清总胆固醇(total cholesterol，TC)、甘油三酯(triglyceride，TG)、高密度脂蛋白胆固

醇(high density lipoprotein-cholesterol，HDL-C)、肌酐(creatinine，CR)、尿素氮(blood urea nitrogen，BUN)含量和丙氨酸氨

基转移酶(alanine aminotransferase，ALT)活性，计算低密度脂蛋白胆固醇(low density lipoprotein-cholesterol，LDL-C)含量

及动脉粥样硬化指数(atherosclerosis index，AI)；采用激光多普勒技术测定大鼠尾部微循环血流量。结果  疏肝调脂方 3

个剂量均能改善高脂血症大鼠的一般体征，降低血清 TC、TG、LDL-C 含量及 AI，升高尾部微循环血流量(P<0.05 或<0.01)；

1.32 g·kg1 能降低血清 ALT 活性(P<0.05)；1.32，2.64 g·kg1 能降低血清 CR 含量(P<0.05)。结论  疏肝调脂方可改善高脂

血症模型大鼠的血脂水平、肝肾功能及微循环血流量，提示其具有调节血脂、改善肝肾损伤及微循环障碍的作用。 
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Effect of Shugan Tiaozhi Fang on Blood Lipid, Liver and Kidney Function and Microcirculation in 
Hyperlipidemia Model Rats 
 
NI Zhaocheng1, LIANG Hui1, WANG Nannan1, SU Jie2, LYU Guiyuan2*, CHEN Suhong1,3*(1.Wenzhou Medical 

University, Wenzhou 325035,China; 2.Zhejiang Chinese Medical University, Hangzhou 310053, China; 3.Zhejiang Technology 
University, Hangzhou 310014, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effects of Shugan Tiaozhi Fang on blood lipid levels, liver and kidney function 
and microcirculation in hyperlipidemia model rats. METHODS  The hyperlipidemia rat model was established by high-sugar 
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