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Abstract
A I M :  T o s t u d y t h e a n t i - t u m o r e f f e c t s 
o f r e c o m b i n a n t C a n s t a t i n p r o t e i n p l u s 
5-fluorouracil (5-FU) on pancreatic cancer in 
order to develop a new treatment modality.

METHODS: Tumor xenografts were established 
by subcutaneous inoculation of 1×107 SW1990 
pancreatic cancer cells into the right flanks 
of 32 BALB/c nude mice. When the tumors 
reached 2-3 mm in diameter, mice were ran-
domly divided into 4 groups: phosphate buffer 
solution (PBS) group were treated with PBS 0.3 
mL per day for 3 weeks; Canstatin group were 
treated with Canstatin 5 mg/kg per day for 3 
weeks; 5-FU group were treated with 5-FU 12.5 
mg/kg per day for 5 days; and combination 
group were treated with 5-FU 12.5 mg/kg per 
day for 5 days plus Canstatin 5 mg/kg per day 
for 3 weeks. All the agents were injected intra-
peritoneally. During the treatment period, the 
subcutaneous tumors were measured by com-
passes and caliper every 3 or 4 days. At the end 

of the experiment, all the tumors were resected, 
and both routine pathological and immunohis-
tochemical examinations were performed to 
observe the drug toxicity and intratumoral mi-
crovescular density (MVD).

RESULTS: The size of tumors treated with 
Canstatin was significantly decreased in com-
parison with that of PBS group from the 10th day 
after treatment (P < 0.01). In 5-FU group, the tu-
mor size was obviously smaller than that in PBS 
group from the 7th day after treatment (P < 0.05), 
and in combination group from the 3rd day after 
treatment (P < 0.05). At the end of the experi-
ment, the size of tumors in combination group 
was the lowest (P < 0.05), with the highest tumor 
suppression rate of 83.2%. During treatment, no 
obvious toxicity was observed. The immunohis-
tochemical examination showed that the MVD 
in Canstatin group (25.2 ± 3.7) or combination 
group (22.0 ± 4.8) was significantly lower than 
that in PBS group (36.8 ± 9.4) or 5-FU group (31.6 
± 4.0)(P < 0.05). No significant difference was 
found in MVD between 5-FU and PBS group.

CONCLUSION: Recombinant human Canstatin 
protein effectively retards the growth of pancre-
atic cancer through inhibiting the angiogenesis 
of tumors, without remarkable adverse ef-
fects. Synergic anti-tumor effect is achieved as 
Canstatin is combined with cytotoxic drugs.
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摘要
目的: 探讨血管生成抑制剂Canstatin与细胞毒
药物5-FU联合应用治疗胰腺癌的效果, 以期探
索胰腺癌治疗新途径. 

方法: 胰腺癌SW1990细胞(1×107/只)注射
到32只裸鼠皮下 ,  建立胰腺癌皮下移植瘤
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■背景资料
胰腺癌无论治疗
与 否 ,  预 后 都 很
差, 迫切需要寻找
新的治疗策略. 抗
血管生成治疗以
肿瘤新生血管为
靶点, 切断肿瘤生
长转移所依赖的
“命 脉” ,  成 为
胰腺癌治疗领域
的 研 究 热 点 .  自
2004-02美国FDA
陆续批准Avastin, 
Sorafenib和Sutent
等3个抗血管生成
生物制剂用于晚
期肿瘤治疗, 更促
进了抗肿瘤血管
生成治疗领域的
研究进程.

■研发前沿
理论上讲, 抗血管
生成治疗使肿瘤
体积缩小到一定
程度, 肿瘤便蛰伏
起来, 只有和细胞
毒药物或放射治
疗联合使用, 才有
可能彻底杀死肿
瘤细胞, 抗血管生
成治疗和这些治
疗联合使用的疗
效及合理联合方
案亟待深入研究.

®



模型. 当肿瘤长至2-3 mm时, 随机分4组, 即
PBS (0.3 mL/d)对照组、5-FU (12.5 mg/(kg·d)
×5 d)治疗组、Cans ta t in(10 mg/(kg·d)×
3 wk)治疗组、及5-FU [12.5 mg/(kg·d)×5 
d]+Canstatin[10 mg/(kg·d)×3 wk)]联合治疗
组, 给药途径均为ip. 治疗期间, 定期用圆规和
游标卡尺测量皮下移植瘤大小. 疗程结束时, 
取下瘤体, 常规病理切片, 观察药物毒性反应, 
CD34免疫组化染色, 检测肿瘤内微血管密度
(MVD). 

结果: Canstatin治疗组移植瘤体积从第10天
起显著小于对照组(P <0.01), 5-FU治疗组第7
天起就显著小于对照组(P <0.05), 而联合治疗
组自第3天起, 移植瘤体积就显著小于对照组
(P <0.05). 疗程结束时, 联合治疗组小鼠移植
瘤体积显著小于其余各组(P <0.01), 抑瘤率最
高, 达83.2%. 治疗期间, 各实验组未观察到明
显毒性反应. 免疫组化染色显示, Canstatin组
(25.2±3.7)和联合治疗组(22.0±4.8)治疗小鼠
肿瘤组织内MVD显著低于对照组(36.8±9.4)
和5-FU治疗组(31.6±4.0) (P <0.05), 而5-FU治
疗组与对照组间无显著差异.

结论: 重组人Canstatin蛋白能有效抑制人胰
腺癌生长, 无明显副作用, 作用机制是抑制肿
瘤新血管形成, 与细胞毒药物联合使用, 具有
协同作用, 为胰腺癌治疗提供了新的有力的治
疗方法.

关键词: 胰腺癌; 血管生成; Canstatin蛋白
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0  引言

胰腺癌无论治疗与否, 预后都很差[1-2]. 在美国, 
每年有胰腺癌新增病例约27 000例, 年死亡病例

约26 000例, 位居肿瘤死因第4位. 在我国, 胰腺

癌也位居肿瘤死因前10位, 严重影响着人类的

健康. 胰腺癌局部侵袭力非常强, 当产生症状并

确诊时, 病程常到晚期, 手术可切除率不到20%. 
治疗上通常采用联合治疗, 如联合化疗、放疗

或手术切除. 尽管如此, 胰腺癌5 a存活率依然

不足5%[3]. 迫切需要寻找新的治疗策略. 胰腺癌

和其他恶性肿瘤一样, 新生血管在其生长转移

中起着关键作用[4-5]. 研究证实, 胰腺癌微血管密

度(MVD)与肿瘤组织恶性程度直接相关, MVD
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高者预后差[6-7]. 抗血管生成治疗以肿瘤新生血

管为靶点, 目的是切断肿瘤生长转移所依赖的

“命脉”, 成为胰腺癌治疗领域的研究热点[8-9]. 
Cans ta t in是继血管抑素和内皮抑素后新发现

的一种内源性血管生成抑制剂[10-12]. 体内外实

验表明, Canstatin具有抑制新生血管生成，抑

制异种移植人前列腺癌和人肾癌的生长的作

用, 疗效甚至强于Endostatin, 引起人们普遍关

注. 但是, Canstatin对人胰腺癌的作用如何, 尚
未见报道, 其与传统化疗药物联合应用的疗效

亦有待阐明. 我们在既往研究中, 成功克隆了

canstatin基因[13], 并表达出活性重组人Canstatin
蛋白[14], 在此基础上, 我们探讨了Canstatin蛋白

联合化疗药物5-FU治疗胰腺癌的疗效, 旨在探

索胰腺癌治疗新途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 SW1990胰腺癌细胞系购于美国ATCC
公司, 来源于一中度分化胰腺导管腺癌患者, 其
倍增时间为64 h, 具有局部浸润转移能力. 大鼠

抗小鼠CD34 IgG抗体, 购自荷兰Hbt公司. 抗大鼠

第二抗体购自晶美公司. ♂SPF级BALB/c裸鼠32
只, 4周龄, 体质量16-18 g, 购自上海中科院实验

动物培育中心. 
1.2 方法 体外培养人胰腺癌细胞株SW1990, 取
对数生长期贴壁生长细胞, 2.5 g/L胰酶消化, 离
心、收集细胞后用PBS液重悬, 1000 r/min室温下

离心5 min, 弃上清, 再用PBS液重悬后离心收集

细胞, 调整细胞悬液浓度至1×1011个/L. 于裸鼠

右肋背部皮下接种SW1990细胞, 0.1 mL/只. 至接

种10 d后可见接种部位皮下长出小米粒大小硬

结, 为皮下移植瘤模型建成. 32只皮下移植瘤的

裸鼠, 随机分4组, 即PBS对照组(PBS 0.3 mL/d×
3 wk]、Canstatin治疗组[Canstatin 5 mg/(kg·d)×
3 wk)、5-FU治疗组[5-FU 25 mg/(kg·d)×5 d]及
5-FU+Canstatin联合治疗组[Canstatin 5 mg/(kg·d)
×3 wk+5-FU 12.5 mg/(kg·d)×5 d], 共4组, 给药

途径均为ip, 疗程3 wk. 在开始治疗后分别于第

3, 7, 10, 14, 17, 21 d用圆规和游标卡尺测量肿瘤

大小. 肿瘤体积计算按公式: 肿瘤体积(mm3) = A
×B2/2(A、B分别为经过中心点的肿瘤最大径和

最小径). 同时测量小鼠体质量, 计算肿瘤生长抑

制率: 肿瘤生长抑制率 = (V确定时间点对照组体积-V确定时

间点治疗组体积)/V确定时间点对照组体积×100%. 动物实验结

束采用颈椎脱臼法处死, 无菌条件下取出肿瘤组

织, 称重, 以40 g/L甲醛固定. 为观察药物毒性反

www.wjgnet.com

■相关报道
Kamphaus et al 通
过体外实验发现, 
Canstatin具有抑制
内皮细胞的迁移
和管状结构形成, 
诱导内皮细胞调
亡, 最终抑制新生
血管生成的作用. 
体内实验亦表明, 
Canstatin能有效抑
制异种移植人前
列腺癌和人肾癌
的生长, 作用甚至
强于Endostatin, 引
起人们普遍关注.

■创新盘点
本研究成功克隆
了canstatin基因, 
并 表 达 出 活 性
重组人Canstatin
蛋 白 ,  在 此 基 础
上 ,  证 实 重 组 人
Canstatin蛋白能有
效抑制人胰腺癌
生长, 其作用机制
是抑制肿瘤新生
血管形成. 与细胞
毒药物联合应用, 
能显著增强抗肿
瘤效果, 为胰腺癌
治疗开辟了新方
法.
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应, 同时取出实验动物的心、肝、胃、胰腺、肠

等组织以40 g/L甲醛固定. 免疫组化染色采用链

霉素抗生物素蛋白-过氧化酶法. 镜下微血管计

数分级方法: 先在100倍光镜下选择5个血管密度

高的“热点”, 在200倍视野下行微血管计数, 5
个视野均值为MVD. 微血管判断标准: 不以含有

红细胞或出现管腔作为判断标准, 只要与周围肿

瘤细胞和结缔组织成分明显区别的任何染成棕

色的内皮细胞或细胞丛计数就可作为一个微血

管计数, 而厚壁血管或管径大于50 μm的血管则

排除在外.
统计学处理 所有实验数据结果均以均数±

标准差(mean±SD)表示, 采用SPSS 10.0软件包

中的重复测量资料的方差分析进行统计处理, 
两两比较用非配对T-test.

2  结果

2.1 裸鼠皮下移植瘤体积变化 32只裸鼠, 在接种

部位均生长出新生物, 表明该模型构建成功率

是100%. 在不同时间点测量裸鼠皮下移植瘤大

小, 并计算其体积, 结果表明, Canstatin治疗组移

植瘤体积从第10天起显著小于对照组(P <0.01), 
5-FU治疗组第7天起就显著小于对照组(P <0.05), 
到第10天时, 有非常显著差异(P<0.01), 而联合治

疗组自第3天起, 移植瘤体积就显著小于对照组

(P<0.05), 到第7天时, 有非常显著差异(P<0.01, 图
1). 疗程结束时, 联合治疗组小鼠移植瘤体积显

著小于Canstatin或5-FU治疗组(P <0.01), 抑瘤率

分别为83.2%, 60.6%和72.6%. 
2.2 毒副作用观察 各治疗组小鼠给药后未出现

明显精神萎靡, 活动减少, 双眼微闭表现, 实验

期间, 食粮无明显减少, 疗程结束时, Canstatin治
疗组和5-FU治疗组与对照组相比较, 体质量无

明显差异(P >0.05), 有趣的是, 联合治疗组小鼠

体质量高于对照组, 经统计学检验, 有显著性差

异(P <0.05, 表1). 各实验组动物心、肝、胃、胰

腺、肠等脏器常规病理检查未发现明显异常. 
2.3 免疫组化改变 疗程结束时, 病理切片经免疫

组化染色, 以5个高倍视野计算, 各试验组MDV
分别是: A组36.8±9.4; B组25.2±3.7; C组22.0±
4.8; D组 31.6±4.0(图2A-C).

3  讨论

胰腺癌恶性程度高, 预后很差, 号称“癌中之

王”, 5 a生存率不到5%[1-2]. 如何改善胰腺癌患

者预后, 是临床医生面临的棘手问题. 近年来, 
胰腺癌化疗取得重大进展, 健择取代5-FU成为

胰腺癌化疗的一线药物[15-16]. 但是, 虽然健择能

明显改善晚期胰腺癌患者症状, 但对患者预后

的改善非常限, 与5-FU相比较, 接受健择治疗的

晚期转移胰腺癌患者中位生存期仅略有升高(分
别为5.6 mo和4.4 mo), 1 a生存率分别是18%和

2%[16]. 因此, 仍迫切需要研发治疗胰腺癌的新的

■应用要点
本文证实了重组
人Canstatin蛋白对
胰腺癌的治疗作
用及与细胞毒药
物联合应用的意
义,为胰腺癌治疗
开辟了新方法.

图  1  各实验组皮下移植瘤体积变化.
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图  2  肿瘤组织内MVD变化. A: PBS对照组CD34免疫组化
染色, 血管丰富; B: Canstatin治疗组肿瘤组织CD34免疫组化
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有效药物. 
1971年, Folkman[17]首次提出, 肿瘤生长依

赖于新生血管形成, 后被大量研究所证实. 当肿

瘤体积增至1-2 mm3以上时, 如果没有新生血管

长入, 肿瘤组织将保持休眠状态或发生退化. 新
生血管供给肿瘤生长所需要的氧和营养物质, 
并带走代谢产物, 因此, 一旦血管长入肿瘤, 肿
瘤将快速生长并达到难以控制的体积. 此外, 肿
瘤新生血管不成熟, 结构缺乏完整性, 通透性较

高, 易于肿瘤细胞发生血行转移; 同时, 因间质

内压力增高, 淋巴回流加速, 也易于肿瘤发生淋

巴转移. 研究证实, 新生血管在胰腺癌的生长

转移中也起着关键作用, 胰腺癌MVD与恶性程

度直接相关, MVD高者预后差[7-8]. 抗血管生成

治疗以肿瘤新生血管为靶点, 有希望长期控制

肿瘤生长, 成为胰腺癌治疗领域研究热点. 血管

生成是促血管生成因子和抑制因子作用失平衡

的结果[18-20]. 促血管生成因子主要是一些经典

的肽类生长因子, 如: 血管内皮细胞生长因子

(VEGF)、碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)、血

管生成素(Ang)、基质金属蛋白酶(MMP)、血

小板衍生生长因子(PDGF)等, 其中最重要的是

VEGF,  bFGF和Ang. 血管生成抑制因子则包括

血管抑素(angiostatin)、内皮抑素(endostatin)、
组织金属蛋白酶抑制剂(TIMP)、 血小板因子

-4(PF-4)等[21-25]. 众多研究表明, 抑制促血管生成

因子作用和/或增强血管生成抑制因子作用, 能
有效抑制新生血管形成. 与既往研究结果类似, 
本研究表明, 重组人Canstatin蛋白能有效抑制

人胰腺癌生长, 有望成为治疗胰腺癌的新药物. 
Canstatin 5mg/(kg·d), ip, 治疗第10天起, 肿瘤体

积显著低于对照组, 第21天时, 肿瘤体积较对照

组缩小近3倍, 抑瘤率达60.6%. 治疗期间, 未观

察到明显毒副作用, Canstatin治疗组小鼠体重

与对照组相比无显著差异. 免疫组化结果显示, 
Canstatin治疗组小鼠肿瘤内MVD显著低于对照

组, 提示Canstatin抗肿瘤作用是通过与抑制肿瘤

新生血管生成有关. 与细胞毒药物相比, 抗血管

生成治疗具有多种优点[26-27]: 首先是毒性低; 其
次肿瘤内血管不成熟, 对药物反应较敏感; 另外, 
当某一根毛细血管塌陷使血流中断, 可能会产

生抗血管作用放大效应; 而且因内皮细胞遗传

性状稳定, 不同于肿瘤细胞, 产生耐药的机会少. 
另外, 本实验研究结果表明, 联合治疗组疗

效最好, 自第3天起, 移植瘤体积就显著小于对

照组(P <0.05), 疗程结束时, 该组小鼠移植瘤体

积显著小于其余各组(P <0.01), 抑瘤率达83.2%. 
这是因为抗血管生成治疗和细胞毒药物的作用

机制不同, 两者合用产生了协同作用. 而且理论

上讲, 抗血管生成治疗使肿瘤体积缩小到一定

程度, 当肿瘤生长不再依赖新生血管时, 肿瘤便

蛰伏起来, 但若和细胞毒药物联合使用, 则有可

能彻底杀死肿瘤细胞. 本研究还发现, 疗程结束

时, 联合治疗组小鼠体重甚至略高于对照组, 经
统计学检验有显著差异(P <0.05). 这可能是因为

联合应用抗血管生成药和细胞毒药物, 在未增

加明显毒性反应情况下, 增强了抗肿瘤疗效, 使
肿瘤负荷减轻所致. 

总之, 我们的研究证实, 重组人Canstatin蛋
白能有效抑制人胰腺癌生长, 其作用机制是抑

制肿瘤新生血管形成. 与细胞毒药物联合应用, 
能显著增强抗肿瘤效果, 为胰腺癌治疗开辟了

新方法. 
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