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摘要：目的 建立裸鼠原位人荧光蛋白肝癌移植瘤模型，研究不同处理组肿瘤组织VEGF的表达变化，

探讨南蛇藤乙酸乙酯提取物对人肝癌生长抑制作用的相关机制。方法 BALB/c裸鼠肝脏接种荧光蛋白

标记的人肝癌细胞（RFP-HepG2），建立肝癌动物模型并随机分为空白对照组（G1组）、奥沙利铂

阳性对照组（G2组，25 mg/kg）、南蛇藤小剂量治疗组（G3组，20 mg/kg）、南蛇藤大剂量治疗组

（G4组，40 mg/kg）和南蛇藤预防治疗组（G5组，20 mg/kg）。奥沙利铂为尾静脉注射给药，南蛇藤

为灌胃给药，G1组用等渗盐水替代，G3组、G4组自RFP-HepG2细胞接种第20天开始每日给药1次，

连续4周。G5组自RFP-HepG2 细胞接种第2天开始给药至治疗结束。治疗结束后组织标本进行VEGF
免疫组织化学染色，采用Image-pro plus 6.0（IPP）软件分析，用平均光密度评估各图片免疫组织化

学染色程度。采用RT-PCR方法检测标本VEGF表达。结果 南蛇藤可抑制体内、外肿瘤细胞的生长，

G4组、G5组对肿瘤的抑制更明显，与之结果相一致，G2组的VEGF阳性表达率最低，G4组、G5组
的VEGF阳性表达率显著低于G3组与G1组（t = 4.657、6.440、7.712、8.900，P = 0.0037、0.0031、＜ 
0.001、＜ 0.001）。各实验组肿瘤组织VEGF mRNA水平与免疫组织化学显示VEGF表达呈平行关系。

奥沙利铂治疗组的VEGF mRNA水平最低，G4组、G5组的VEGF mRNA水平显著低于G1组、G3组
（t = 6.320、7.563、12.907、12.545，P = 0.0002、0.0003、＜ 0.001、＜ 0.001）。结论 南蛇藤乙酸乙

酯提取物可抑制裸鼠原位人荧光蛋白肝癌移植瘤模型肿瘤的生长及人肝癌细胞中VEGF表达，提示南

蛇藤可能通过抑制人肝癌细胞中VEGF的表达来抗肝癌血管形成，从而抑制肝癌细胞的生长和转移。
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Abstract: Objective To invest the inhibitory effect of tumor growth and the expression of vascular 
endothelial growth factor (VEGF) by acetoacetate extractive of Celastrus orbiculatus Thunb in orthotropic 
human liver carcinoma nude mice model. Methods Human HCC HepG2 cells transduced with red fluorescent 
protein (RFP-HepG2) were inoculated into the liver of BALB/c nude mice. The tumor-bearing nude mice 
were randomly divided into five groups: control group (G1 group), Oxaliplatin positive control group (G2 
group, 25 mg/kg), COT low dose group (G3 group, 20 mg/kg), COT high dose group (G4 group, 40 mg/kg) 
and COT early treatment group (G5 group, 20 mg/kg). G5 group of mice was treated with COT p.o. from day 
2 post tumor implantation. All other mice were treated from day 20 post tumor implantation. The growth of 
xenografted tumors was traced weekly by in vivo fluorescence imaging technology. Real time whole body 
fluorescence imaging was performed to measure tumor growth during the study. At the end of treatment, all 
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南蛇藤（celastrus orbiculatus thumb）具有抗肿

瘤、抗感染镇痛、抗菌、抗病毒、抗生育等广泛的

药理活性[1-5]。目前，关于南蛇藤抗癌活性及其机

制的研究已有报道。血管内皮生长因子（vascular 

endothelial cell growth factor，VEGF）是肿瘤诱导

产生新生血管的最主要的细胞因子[6]。VEGF是迄

今研究证明作用最强的促血管生成因子。VEGF作

为肿瘤组织中最主要的血管生成因子，不仅与肿

瘤血管发生、增殖有关，并可使微血管的通透性增

加，促进血浆纤维蛋白外渗，为血管内皮细胞的增

殖、迁移及新血管形成提供基质支架。本研究在前

期肝癌原位荧光动物模型的基础上，通过对肿瘤组

织VEGF表达的研究，进一步揭示南蛇藤乙酸乙酯

提取物对肿瘤生长的抑制作用可能的机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物  选择50只BALB/c裸鼠，4～6周龄，

雌雄各半（无特定病原体级，购自南京军区医学动

物实验中心）。所有裸鼠在无特定病原体级屏障系

统中饲养和实验（实验室使用许可证编号：SYXK

（苏）2007-0011）。饲料为60钴辐射灭菌的专用颗

粒饲料（购自江苏协同医药生物公司）。

1.2 肿瘤细胞系  红色荧光蛋白（red fluorescent 

protein，RFP）标记的人肝癌HepG2 细胞株（RFP-

HepG2）购自美国组织细胞库，37 ℃、体积分数

5% CO2及饱和湿度条件下培养于RPMI 1640 培养液

中。

1.3 RFP-HepG2细胞皮下种植  取5 × 106 个RFP-

HepG2细胞接种于3只裸鼠皮下，生长的瘤体供肝

癌模型造模用。

1.4 肝癌模型的建立  取皮下种植生长的RFP-HepG2

肿瘤，在培养液中分割成1 mm3的碎块。常规麻

醉、消毒，在裸鼠左上腹做一切口，暴露肝脏，肝

脏表面划5 mm深切口，在8×外科手术显微镜下，

将1个瘤组织碎块植入肝脏，黏胶海绵轻压止血，

5-0外科缝线缝合、关闭腹腔，整个过程在超净工

作台中完成。

1.5 实验分组及方法  小鼠分5组，每组8只，分别为

空白对照组（G1组，等渗盐水），奥沙利铂阳性治

疗组（G2组，奥沙利铂25 mg/kg），南蛇藤小剂量治

疗组（G3组，南蛇藤20 mg/kg），南蛇藤大剂量治疗

组（G4组，南蛇藤40 mg/kg），南蛇藤预防治疗组

（G5组，南蛇藤20 mg/kg）。南蛇藤配制方法：南

蛇藤提取物有效药物含量为50%，二甲基亚砜助溶。

G2组在瘤块移植后第2天开始灌胃给药，每天1次。

20天后，治疗组开始用药，奥沙利铂采用尾静脉注

射给药，南蛇藤为灌胃给药，每天1次，共4周。实

验终点小鼠麻醉后剖腹取移植瘤称重记录，标本置

于－196 ℃液氮中，2～3小时后转入－80 ℃低温冰

of mice were killed and tumor tissue were collected. VEGF expression in the tumors collected at autopsy 
was analyzed by immunohistochemical staining. VEGF mRNA expression in the tumors collected at autopsy 
was analyzed by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR). Results The COT significantly 
inhibited the growth of xenografted tumors. The inhibitory effect of COT in G5 group was superior to those 
in G3 group and G4 group, which was almost close to G2 group. VEGF protein was found to be expressed in 
the cytoplasm of all liver cells and the cell membrane of some liver cells. Average optical density (D) of the 
tumor VEGF expression was significantly reduced by high-dose COT  and early COT treatment, compared to 
G1 group and G3 group (t = 4.657, 6.440, 7.712, 8.900; P = 0.0037, 0.0031, ＜ 0.001, ＜ 0.001). The tumors 
from early treatment with COT and oxaliplatin-treated mice had significantly lower VEGF expression levels 
compared to all other COT-treated mice. Consistent with VEGF protein expression by immunohistochemistry, 
the tumor VEGF mRNA expression was significantly reduced by G4 group and G5 group, compared to G1 
group and G3 group (t = 6.320, 7.563, 12.907, 12.545; P = 0.0002, 0.0003, ＜ 0.001, ＜ 0.001). Conclusions 
The acetoacetate extractive of C. articulatus Thunb possess the effect of anti-tumor in vivo. The COT inhibits 
the growth of tumor. Inhibit VEGF expression by COT may inhibit angionesis and then may contribute in part 
to the inhibition of tumor growth.
Key words: Celastrus; Acetic ether extract of Celastrus; Liver carcinoma; Vascular endothelial growth factor
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箱中保存，部分标本用4%甲醛固定保存。

1.6 荧光成像测定肿瘤体积变化  动物活体荧光影像

系统由体视显微镜（ZOOM645S型，购自江南禹

成光学仪器有限公司）、CCD 图像传感器（Retiga 

Exi Cooled Digital Color型，购自美国QImaging公

司）、荧光激发仪（LG-150-A型，购自南京超腾科

技发展有限公司）组成。影像分析采用美国Media 

Cybernetics公司开发的Image-Pro软件。每周测量1 

次小鼠原位肿瘤长径和短径，Image-Pro软件计算肿

瘤体积，并拍摄典型照片。肿瘤体积=肿瘤长径×

肿瘤短径2/2

1.7 免疫组织化学检测VEGF表达  将标本进行常规包

埋切片，进行VEGF免疫组织化学染色，显微镜下观

察并拍照。实验结果判定：以己知阳性切片为标准，

光镜下VEGF阳性表达以肝癌细胞细胞膜和（或）细

胞浆内出现棕黄色颗粒为准。所有照片在同一条件

下拍摄（禁用自动白平衡功能），采用Image-pro plus 

6.0（IPP）软件分析，选用累积光密度（integrated 

optical density，IOD）与面积两个测量项目，IOD 

SUM表达图片上阳性物总量，整个视野的平均光密

度（D）= IOD SUM/面积SUM，利用整个视野的平均

光密度来表示各图片免疫组织化学染色程度。

1.8 RT-PCR检测VEGF表达  将每个标本的另一半

用匀浆机捣成匀浆，按照美国Promega公司细胞

总RNA提取试剂盒说明书进行总RNA的提取纯

化。由上海生工生物工程技术服务有限公司合成

VEGF的引物序列，VEGF正义引物序列为：5’-

GGGGGATCCGCCTCCGAAACCATGAACTT-3’，反

义引物序列为：5’-CCCGAATTCTCCTGGTGAGAG 

ATCTGGTT-3’，扩增长度为550 bp。转录合成

cDNA按照Access RT-PCR试剂盒说明书进行操作，

最后用凝胶图像分析系统扫描分析，计算VEGF/

GAPDH的比值。

1.9 统计学分析  所有实验数据应用SPSS 12.0统计学

软件进行处理。率采用χ2
检验，P ＜ 0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 南蛇藤乙酸乙酯提取物对小鼠肝脏移植瘤体积

的影响  RFP-HepG2细胞接种第20天治疗组开始用

药，第31天的影像扫描结果提示各组移植瘤体积出

现差异，第45天达高峰。G5组在移植第31、38、

45天的移植瘤体积与G1组相比，均明显减小（t = 

5.043、3.574、3.723，P = 0.001、0.009、0.007）。

G4组在移植第31、38天的移植瘤体积明显小于G1组

（t = 4.599、2.419，P = 0.002、0.046），第45天时

的移植瘤体积虽小于G1组，但差异无统计学意义（t 

= 2.156，P = 0.068）。G3组在治疗过程中的移植瘤

体积与G1组相比无明显减小（P = 0.701、0.674、

0.853）。G2组移植瘤生长速度慢，体积最小，与

G1组、G3组相比，差异均有统计学意义（治疗45

天，P = 0.003、0.002）；与G4组相比，移植第31天

时的移植瘤体积差异无统计学意义（t = 2.146，P = 

0.069），但第38、45天时G4组移植瘤体积明显较

G2组大（t = 2.569、4.526，P = 0.037、0.003）。G2 

组与G5组移植瘤体积差异在各时间点均无统计学

意义（t = 1.973、0.715、0.937，P = 0.089、0.498、

0.163）。各组移植瘤生长曲线见图1。

图 1 治疗期间各组肿瘤的平均体积变化

2.2 各实验组肿瘤组织的VEGF表达  VEGF主要表达

于肝癌细胞的细胞浆内，部分肝癌细胞的细胞膜亦

有表达，偶有间质中表达，G2组的阳性表达率最

低，G4组、G5组的阳性表达率显著低于G1组、G3

组（t = 4.657、6.440、7.712、8.900，P = 0.0037、

0.0031、＜ 0.001、＜ 0.001），见图2、图3、表1。

2.3 各实验组肿瘤组织的VEGF mRNA水平  各组肿

瘤组织GAPDH的表达无差异，通过半定量的RT-

PCR方法，对比内参照物GAPDH，VEGF mRNA在

不同实验组的水平自G1组至G5组依次为（1.281 ± 
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0.114）、（0.688 ± 0.048）、（1.160 ± 0.079）、

（0.918 ± 0.075）、（0.720 ± 0.056），见图4、

5。各实验组肿瘤组织VEGF mRNA水平与免疫组

织化学显示VEGF表达呈平行关系。G2组的VEGF 

mRNA水平最低，G4组、G5组的VEGF mRNA

水平显著低于G1组、G3组（t = 6.320、7.563、

12.907、12.545，P = 0.0002、0.0003、＜ 0.001、＜ 

0.001）。

图 4 VEGF mRNA水平半定量的RT-PCR

图 5 各实验组肿瘤组织的VEGF mRNA水平

3 讨论

在肿瘤的生长、发展、转移等各阶段中，血管

生成发挥着重要的作用。肿瘤细胞可分泌促血管生

成的各种因子，进而促进新生血管的生成，新生的

血管为肿瘤生长提供所需要的营养，促进肿瘤进一

步发展和转移[6-10]。VEGF是肿瘤诱导新生血管生成

的最主要的细胞因子之一，而且是目前研究证实作

用最强的促血管生成因子。在正常组织中，VEGF表

达水平极低，而在大多数恶性肿瘤中则呈高水平表

达。肿瘤细胞中VEGF的表达显著增加，肿瘤新生血

管增多，其结构和功能均与正常血管不同，癌细胞

更易侵入血管出现远处转移，因此，VEGF是肿瘤细

胞在生长和转移过程中最重要的因子之一[11-13]。

近年多项系列研究结果表明，南蛇藤多种有效

成分具有抗肿瘤作用，对多种肿瘤细胞株的生长、

增殖有较好的抑制作用，在抑制肿瘤侵袭、转移中

表现出一定优势[1-3]。本实验应用荧光蛋白基因工

程表达的人肝癌细胞RFP-HepG2 接种到BALB/c裸

鼠肝脏，成功建立了人肝癌动物模型，比较不同剂

 

图 2 肝癌组织中VEGF表达（免疫组织化学染色）
注：A为空白对照组（200 ×）；B为南蛇藤预防治疗组（200 ×）

图 3 VEGF在各实验组肿瘤组织中的表达

表 1 VEGF在各实验组肿瘤组织中的表达（ x  ± s）
IOD SUM D

G1组 32347.75 ± 2981.11 0.296 ± 0.028
G2组 19991.88 ± 2496.68 0.174 ± 0.021

G3组 29241.25 ± 2534.69 0.263 ± 0.018

G4组 25858.50 ± 2128.05 0.219 ± 0.019

G5组 21013.38 ± 2280.19 0.183 ± 0.023

注：G1 vs G2：t = 9.942，P ＜ 0.001；G1 vs G3：t = 2.817，
P = 0.017；G1 vs G4：t = 6.440，P = 0.003；G1 vs G5：t = 8.900，
P ＜ 0.001；G2 vs G5：t = 0.790，P = 0.428；G2 vs G4：t = 4.474，P 
= 0.003；G3 vs G4：t = 4.457，P = 0.004；G3 vs G5：t = 7.712，P ＜ 
0.001；G4 vs G5：t = 3.427，P = 0.011

A

B
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量的南蛇藤乙酸乙酯提取物对人肝癌动物模型的抗

肿瘤疗效。采用活体荧光影像技术追踪肿瘤生长情

况，动态观察肿瘤的体积变化，并进一步通过对肿

瘤组织VEGF表达的研究，揭示南蛇藤乙酸乙酯提

取物对肿瘤生长的抑制作用可能的机制[14,15]。本课

题组前期系列研究显示[16]，南蛇藤乙酸乙酯提取物

可抑制体内、外肿瘤细胞的生长，对裸鼠人肝癌移

植瘤的生长具有一定的治疗和预防作用G4组、G5

组对肿瘤的抑制更明显。本研究表明，南蛇藤可抑

制体内、外肿瘤细胞的生长，同时具有抗血管形成

作用，与前期研究[16]结果相一致的，G4组、G5组

的免疫组织化学VEGF阳性表达率显著低于G1组、

G3组；各实验组肿瘤组织VEGF mRNA水平与免

疫组织化学VEGF表达呈平行关系。G2组的VEGF 

mRNA水平最低，G4组、G5组的VEGF mRNA水平

显著低于G1组、G3组。

综上所述，南蛇藤乙酸乙酯提取物可抑制裸

鼠原位人荧光蛋白肝癌移植瘤模型肿瘤的生长及

其VEGF表达，提示南蛇藤乙酸乙酯提取物抑制肝

癌的生长和转移的作用可能通过抑制其VEGF的表

达，继而抑制肝癌血管形成。
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