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Bevacizumab 联合吉西他滨对荷肝癌裸鼠移植瘤生长的抑制作用
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摘要 目的：探讨抗血管生成药物 Bevacizumab 联合吉西他滨对人肝癌裸鼠皮下移植瘤生长的抑制作用。方法：构建人肝癌细胞

HepG2 裸鼠皮下移植瘤模型，随机分为空白对照组、Bevacizumab 组、吉西他滨组和联合用药组。观察用药前后肿瘤体积，绘制肿

瘤生长曲线；应用免疫组化检测肿瘤微血管密度(MVD)；Western Blot 检测 Bcl-2 蛋白的表达。结果：Bevacizumab 和吉西他滨单药

均能抑制肿瘤生长，两药联合疗效明显增强(P =0.000)。与对照组和吉西他滨组相比，Bevacizumab 组和联合用药组能明显抑制肿

瘤血管生成，MVD 值均明显降低,以联合用药组最为明显( P 均 0.000)。Bevacizumab 和吉西他滨单药均能下调 Bcl-2 的表达，两

药联合下调作用明显增强。结论：Bevacizumab 联合吉西他滨能增强对人肝癌裸鼠移植瘤的生长及微血管生成的抑制作用，其机

制可能与调控 Bcl-2 的表达有关。
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ABSTRACT Objective: To investigate inhibitory effect of Bevacizumab combined with gemcitabine against HepG2 hepatocellul ar
carcinoma (HCC) tumor xenografts. Methods: Established HepG2 HCC xenograft models. Mice were divided into four groups: untreated
control group,Bevacizumab treated group,gemcitabine treated group and combination treatment group. Tumor volumes were recorded
and microvessel density (MVD) was examined by immunohistochemistry.The expression of Bcl-2 was evaluated by western blot.
Results: Bevacizumab and gemcitabine alone inhibits the growth of HepG2 HCC tumor xenografts. The efficacy of combination was
significantly better than Bevacizumab or gemcitabine administered alone (P =0.000). The immunohistochemistry results showed that the
MVD were reduced in Bevacizumab group, especially in combination groups ( P=0.000).In addition, Bevacizumab and gemcitabine
alone reduced Bcl-2 expression in tumor tissues,especially in combination groups. Conclusion: Bevacizumab combined with gemcitabine
can greatly inhibit the growth and angiogenesis of tumor in HCC xenograftmodels via an inhibition of Bcl-2 expression possibly.
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Bevacizumab（Avastin；Genentech 公司）是一种针对 VEGF
的重组人源化单克隆抗体，现已成为抗肿瘤的重要治疗方法，

包括肝细胞癌[1,2]。近年来很多临床研究表明 Bevacizumab 联合

化疗药物后抗肿瘤效果更好，但目前其机制不是很清楚。本研

究应用人肝癌细胞 HepG2 裸鼠皮下移植瘤模型, 探讨 Beva-
cizumab 与化疗药物吉西他滨的联合作用及可能机制, 旨在为

这种新型生物化疗模式的临床应用提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 细胞株及实验动物

人肝癌细胞 HepG2，购自中国科学院上海细胞生物学研究

所，常规传代培养。BALB/C 裸鼠购自南方医科大学动物中心，

4~6 周龄，雌雄各半，体重 20g 左右。所有裸鼠均于 SPF 条件下

分笼饲养。
1.2 主要药物及试剂

Bevacizumab 注射液(Avastin，Roche 公司)；盐酸吉西他滨

注射液(泽菲，江苏豪森药业)；兔抗人 CD34(广州华拓生物公

司)；PV 二步法免疫组化试剂盒及 DAB 显色试剂盒(北京中杉

金桥生物公司)；Bcl-2 抗体购自美国 cell signal 公司。
1.3 荷瘤裸鼠模型的建立

常规培养人肝癌 HepG2 细胞至对数生长期时，用 0. 25 %
的胰酶消化并离心收集细胞,用 PBS 制成细胞悬液，调整细胞

浓度为 2.5×107 /ml。用带 6 号针头的注射器抽取 0. 2 ml 人肝

癌 HepG2 细胞悬液接种裸鼠,每只裸鼠注射部位为裸鼠右腋下

部皮下, 方便观察, 注射肿瘤细胞悬液(0. 2 ml/ 只) ，含活细胞

5×106/0.2 ml。
1.4 实验分组及给药治疗
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图 1 Bevacizumab 联合吉西他滨对荷人肝癌细胞 HepG2 裸鼠移植瘤生

长的影响

Fig.1 Effects of Bevacizumab combined with Gemcitabine on growth of

HepG2 cell Xenografts in nude mice

1.联合用药组；2.吉西他滨；3.Bevacizumab；4.空白对照组

图 2 Western Blot 法检测 Bcl-2 蛋白表达

Fig. 2 Expression of Bcl-2 protein by Western Blot

取已成瘤的 20 只荷瘤裸鼠，按完全随机数表(n＝20)随机

科学分组，共分成 4 组，每组 5 只。其中 A 组：空白对照组，予

以无菌生理盐水，0.2 ml/ 只；B 组：Bevacizumab 组，5 mg/kg；C
组：吉西他滨组，100 mg/kg；D 组：Bevacizumab5 mg/kg＋吉西

他滨 100 mg/kg 联合组。各组给药均为 2 次 / 周，共 4 周，腹腔

注射。
1.5 观察指标

肿瘤体积(V)的测量：自接种后第 19 天起，每周用游标卡

尺测量皮下移植瘤的长径(a)和短径(b)，按公式(V=ab2/2)计算瘤

体积，绘制生长曲线。计算抑瘤率，抑瘤率(%)=(1－实验组平均

瘤体积 / 对照组平均瘤体积)×100%。4 组荷瘤裸鼠连续给药 4
周后停药一周，取出皮下移植瘤。微血管密度(MVD)采用标准

EnVisionTM 法进行免疫组化流程染色，按 Weidner[3]微血管计

数方法计数其微血管量。在 100 倍镜下观察全部视野,选取肿

瘤血管密度最高的区域,即 " 热点 "，然后在 400 倍镜下计数 3
个高倍视野内微血管数，计数 3 次，取其平均值作为 MVD 值。
1.6 Western Blot 检测 Bcl-2 蛋白

提取荷人肝癌 HepG2 裸鼠组织蛋白，各组取等量总蛋白

进行 SDS- 聚丙烯凝胶电泳,并转印到 PVDF 膜上,用含 5 %脱

脂奶粉的封闭液中封闭特异性抗原, 加入封闭液稀释的 HRP-
兔抗鼠 Bcl-2 多克隆抗体 1∶30, 4℃孵育过夜。次日 TBST 洗

膜,将膜投入 DAB/Nicl 显色液中，显色数分钟，以自来水终止

反应。
1.7 统计学处理

采用 SPSS11.5 软件行统计学处理。对照组与各治疗组间

移植瘤体积比较采用重复测量数据的方差分析；对照组与各治

疗组间微血管密度 （MVD） 的比较采用单因素方差分析（LSD
法）。P＜0.05 有统计学意义。

2 结果

2.1 Bevacizumab 联合吉西他滨抑制人肝癌 HepG2 裸鼠移植

瘤生长

第 28 天，空白对照组、Bevacizumab 组、吉西他滨组、Beva-
cizumab+ 吉西他滨组的移植瘤体积分别为：（1.26±0.34）、

（0.72±0.36）、（0.55±0.10）、（0.13±0.05）cm3，各治疗组的抑

瘤率分别为 40.35 %、45.61 %、84.21 %。从图 1 可见，各治疗组

治疗后体积与对照组相比增长均较缓慢，其中 Bevacizumab+
吉西他滨组最为明显。各治疗组与空白对照组比较均有显著性

差异（P 值分别为 0.002、0.001、0.000）；Bevacizumab+ 吉西他滨

组与 Bevacizumab、吉西他滨组之间均有显著差异(P 值分别为

0.004、0.010)。各治疗组裸鼠均未出现明显毒副反应。因此，

Bevacizumab 与吉西他滨均可延缓肿瘤的生长，而且 Beva-
cizumab 联合吉西他滨可显著增加二者单药的疗效。
2.2 Bevacizumab 联合吉西他滨对人肝癌 HepG2 裸鼠移植瘤

微血管密度的影响

空白对照组、Bevacizumab 组、吉西他滨组、Bevacizumab+
吉西他滨组的 MVD 分别为 29.40 2.07、18.40 2.07、28.00 1.58、
12.80 1.92。与对照组比较，单药吉西他滨组 MVD 无显著差异

（P=0.267）；单药 Bevacizumab 组及联合吉西他滨组的 MVD 均

减少，与对照组比较差异均有统计学意义 （P 值均为 0.000）；

Bevacizumab 联合吉西他滨组的 MVD 减少较 Bevacizumab 组

更为显著，差异有统计学意义（P=0.000）。
2.3 Western Blot 检测 Bcl-2 的表达

结果如图 2 所示，Bcl-2 基因编码分子量为 28KD 的蛋白

质，4 组均在分子量为 28KD 处出现特异性反应条带，其中空白

组的 Bcl-2 的表达明显强于其余三组的表达，而其中以联合组

的 Bcl-2 的表达最弱。

3 讨论

原发性肝癌(肝细胞癌，HCC)是全世界最具挑战性的恶性

肿瘤之一，超过 70%的患者在确诊时已无手术治疗的指征。传

统化疗药物对大部分患者疗效差，可能与化疗耐药有关[4]。Be-
vacizumab 抗肿瘤治疗已有一定的疗效，而且研究表明 Beva-
cizumab 可增加传统化疗药物治疗实体瘤的疗效，包括结肠癌

和非小细胞肺癌[5,6]。Xiong YQ[7]等研究表明 Bevacizumab 联合

阿霉素可明显抑制荷肝癌裸鼠移植瘤的生长，减少移植瘤组织

的微血管密度（MVD）。吉西他滨治疗肝癌单药有效率在 20 %
以下，而一项Ⅱ期临床实验表明[2]，Bevacizumab 联合吉西他滨

和奥沙利铂用于 33 例晚期肝癌，有效率为 20 %。
在本研究的动物实验中，Bevacizuma 与吉西他滨均可抑制

人肝癌细胞 HepG2 裸鼠移植瘤的生长 （P 值分别为 0.002、
0.001），但 Bevacizumab 联合吉西他滨可显著增加二者单药时

的抑制作用 (P 值分别为 0.004、0.010)。本结果充分显示了 Be-
vacizumab 和吉西他滨联合抑制人肝癌细胞裸鼠移植瘤生长的

协同作用。微血管密度(microvessel density，MVD)被认为是一
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种反映肿瘤血管生成的重要指标。Bevacizumab 组和联合用药

组镜下少见新生血管生成，二组 MVD 与对照组比较显著减少

（P 值均为 0.000），且联合用药组的 MVD 较单药 Bevacizumab
组减少更显著（P=0.000）。这一实验结果也验证了 Bevacizumab
主要是通过抑制新生血管形成而发挥疗效的。当 Bevacizumab
联合化疗药物吉西他滨后，其对移植瘤生长的抑制作用较二者

单药时均增强。对此目前提出的理论有：一、过度表达的 VEGF
会产生不规则的、高密度的、高通透性的血管，这会引起肿瘤间

流体静力压增高，这些不正常的现象都会抑制化疗药物渗透入

肿瘤[8]。而 Bevacizumab 可通过减少大分子 VEGF 的渗透（进而

形成的间隙液体压力）而使血管正常化，从而促进化疗药物的

灌注[9]。因此，Bevacizumab 可能促进吉西他滨进入肿瘤内部，

从而增强单一疗法对荷肝细胞癌裸鼠的疗效。二、血管生成抑

制可造成远离已生成血管的肿瘤细胞的死亡，从而缩小了肿瘤

体积，使得化疗药物更容易通过肿瘤组织而发挥作用[10]。三、最
新研究表明[7]，Bevacizumab 可通过抑制抗凋亡蛋白 survivin 的

表达而增加肿瘤对化疗药物的敏感性。本研究也对二者联合协

同作用进行了初步研究。
细胞凋亡是由基因控制的细胞主动死亡过程，该过程的紊

乱与肿瘤的关系尤为密切。Bcl-2 为抑制凋亡基因，其表达与恶

性肿瘤发生发展和生物学行为密切相关[11,12]。李清龙[13]等研究

发现 Bcl-2 蛋白在肝癌组织中有较高的阳性表达率，同时在不

同分化程度的肝癌组织中，Bcl-2 蛋白阳性表达率亦不相同，因

此认为 Bcl-2 蛋白的表达可能与肝癌的发生及预后有关。
VEGF 在肿瘤组织内除自身高表达外，还能够上调 Bcl-2 的表

达，从而保护细胞不因血管生长抑制因子的作用而凋亡。Ger-
ber 等[14]认为 Bcl-2 基因可能是 VEGF 的靶基因，因而对 VEGF
表达的调控可以间接地调控 Bcl-2 的表达。当生长因子缺乏

时，内皮细胞和 (或) 肿瘤细胞可相继经历程序性细胞死亡

(PCD)或凋亡。Harmey[15]也认为，VEGF 对肿瘤细胞而言还扮演

着生存因子的角色(如：诱导 Bcl-2 表达以抑制凋亡)。那么 Be-
vacizumab 就有可能通过封闭 VEGF 来调控 Bcl-2 及内皮细胞

和肿瘤细胞的凋亡。目前，关于这方面研究的报道较少。而在本

研究中，空白组的 Bcl-2 的表达明显强于 Bevacizumab 联合

（或）吉西他滨组，而 Bevacizumab 联合吉西他滨组最弱。结果

说明，无论化疗药物还是 Bevacizumab，均可以下调 Bcl-2 的表

达，而当两药联合时，Bcl-2 的表达下降更为明显，提示两种药

物协同作用的机制可能与下调 Bcl-2 蛋白的表达从而促进细

胞凋亡有关。
综上所述，Bevacizumab 联合吉西他滨对人肝癌细胞裸鼠

移植瘤的生长抑制具有协同作用，其机制可能与细胞凋亡相

关，还需进一步深入研究其分子机制，这为抗血管生成药物联

合传统化疗药物治疗肝细胞癌提供充分的理论依据，以显示其

较好的治疗前景。
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