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［摘要］  背景与目的：二氢杨梅素（dihydromyricetin，DHM）通过抑制细胞周期、促进细胞凋亡和抑制新生血管生成等

机制发挥抗肿瘤作用。探讨DHM对胃癌的抗癌作用，并研究其可能作用机制。方法：不同剂量DHM作用体外人脐静脉内

皮细胞（human umbilical vein endothelial cells, HUVEC）和胃癌细胞系MKN28后，采用细胞计数试剂盒（cell counting kit-

8，CCK-8）法筛选无毒剂量的DHM，Transwell小室实验测定细胞侵袭；小管形成实验测定HUVEC体外血管生成能力；采

用蛋白质印迹法（Western blot）检测血管内皮生长因子A（vascular endothelial growth factor A, VEGFA）、phospho-血管内

皮生长因子受体（vascular endothelial growth factor receptor, VEGFR）2、细胞外信号调节激酶（extracellular signal-regulated 

kinase，ERK）、phospho-c-Jun氨基端激酶（c-Jun NH2-terminal kinase，JNK）和phospho-p38表达水平；基质胶塞实验测

定DHM对体内血管形成的影响；通过皮下肿瘤细胞注射法建立MKN28裸鼠异种移植瘤模型，观察DHM给药对体内胃癌

生长的影响，Ki-67增殖指数及CD34、VEGFA在移植瘤组织中的表达通过免疫组织化学法测定。结果：（0.5~2.5 μmol/

L）的DHM对HUVEC和MKN28细胞生长无明显抑制作用，该浓度范围的DHM呈浓度依赖性地抑制HUVEC侵袭和小管形

成，VEGFA（20 μg/L）可明显逆转DHM对HUVEC侵袭和小管形成的抑制效果；DHM处理可导致MKN28细胞中VEGFA和

phospho-ERK表达呈剂量依赖性下降，而对p-p38和p-JNK的表达无明显影响；DHM处理可导致HUVEC中phospho-VEGFR2

表达呈剂量依赖性下降；低剂量（30 mg/kg）DHM对裸鼠无明显的不良反应，但可抑制体内血管形成，同时有效延缓体

内胃癌生长，体内肿瘤组织中的CD34和VEGFA的表达受到DHM的显著下调作用，但低剂量DHM对Ki-67无明显作用。结

论：低剂量的DHM可有效抑制体内外血管生成和体内胃癌生长，该作用至少部分是通过ERK/VEGFA/VEGFR2信号通路来

实现的。
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［Abstract］ Background and purpose: Dihydromyricetin (DHM) exerts anti-cancer effects by inhibiting cell cycle, promoting 

apoptosis and decreasing angiogenesis. The aim of this study was to investigate the anti-angiogenic effect of DHM on the gastric 

cancer in vitro and in vivo and its mechanisms. Methods: Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) and human gastric 

cancer MKN28 cells were exposed to increasing doses of DHM. Nontoxic doses of DHM were screened by cell counting kit-8 (CCK-

8) assay. The migratory capacity of HUVECs was analyzed using transwell migration chambers. The capillary tube formation assay 
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　　胃癌作为全球范围内主要的公共卫生问题

之一，2017年胃癌在中国癌症发病率中排名第

二，在癌症相关死亡的原因中位列第四。早期胃

癌缺乏典型临床症状，同时胃癌的血供极为丰

富，早期就可能发生腹腔转移或远处转移，从

而导致胃癌患者的预后较差［1-2］。尽管在早期诊

断和治疗方面做出了巨大努力，但应用于临床

胃癌的传统化疗药物效果不甚理想，目前抑制

肿瘤新生血管形成已成为研发抗癌药物的新方

向，已有诸多抗血管生成靶向药物如多靶点酪

氨酸激酶抑制剂-索拉非尼和血管内皮生长因子

（vascular endothelial growth factor，VEGF）/血
管内皮生长因子受体（vascular endothelial growth 
factor receptor，VEGFR）单抗-阿西替尼等应用

于临床胃癌化疗，取得显著疗效，但大多靶向药

物均存在一定程度的不良反应，同时很多患者对

靶向药物存在不同程度的耐药，提高总体生存率

的进展相对缓慢［3-4］。寻找低毒、高效的抗胃癌

药物以改善胃癌患者预后具有十分重要的临床 

意义。

　　二氢杨梅素（dihydromyricetin，DHM）是

从延胡索属的叶中分离的一种氢化黄酮醇类有机

物，药理研究表明，DHM具有对抗炎症因子、

抑制细菌生长和舒张小动脉等多种功效［5-6］。此

外，DHM还可抑制肺癌、肝癌和结肠癌等多种

恶性肿瘤生长，并促进细胞凋亡，同时对正常

人体细胞几乎没有细胞毒效应［7-8］，从而为天

然产物应用于临床抗肿瘤药物提供了更多的选

择。然而，DHM对恶性肿瘤血管生长的影响尚

未可知，本研究将围绕DHM对体外人脐静脉内

皮细胞（human umbilical vein endothelial cells，

HUVEC）侵袭和小管形成、体内胃癌生长和血

管生成、蛋白水平的机制进行系统性研究。

1 材料和方法

1.1  细胞系和主要试剂

　　HUVEC和人胃癌细胞系MKN28购自美国

典型培养物保藏中心（American Type Culture 
Collection，ATCC）；DHM、血管内皮生长

因子A（vascular endothelial growth factor A，

VEGFA）和Drabkin 525试剂盒购自美国Sigma
公司；DMEM高糖培养基和胎牛血清购自杭州

四季青生物工程材料有限公司；含EDTA胰蛋白

酶购自杭州吉诺生物医药技术有限公司；Matrix
基质胶和Transwell小室购自美国BD公司；细胞

计数试剂盒-8（cell counting kit-8，CCK-8）购

自上海碧云天生物技术有限公司；BCA蛋白质

浓度测定试剂盒和RIPA裂解物购自北京中山生

物工程有限公司；VEGFA、phospho-VEGFR2、

Total-VEGFR2、phospho-细胞外信号调节激酶

（extracellular signal-regulated kinase，ERK）、

温培楠，等  二氢杨梅素通过ERK/VEGFA/VEGFR2通路对体内外胃癌血管生成的影响 

was used to evaluate the angiogenic activity of HUVEC. Western blot was employed to analyze the levels of vascular endothelial 

growth factor A (VEGFA), phospho-vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR) 2, phospho-extracellular signal-regulated 

kinase (ERK), phospho-c-Jun NH2-terminal kinase (JNK) and phospho-p38 in the HUVEC and MKN28 cells. Matrigel plug assay 

was employed to analyze the anti-angiogenic potential of DHM in vivo. MKN28 cells were implanted subcutaneously into right 

flank of nude mice to observe the anti-cancer effect of DHM in vivo. Immunohistochemistry was employed to analyze the levels 

of Ki-67, CD34 and VEGFA in the xenografts after DHM treatment. Results: DHM exerted no cytotoxic effects on the growth of 

both HUVECs and MKN28 cells from the concentration of 0.5 μmol/L to 2.5 μmol/L. However, nontoxic doses of DHM treatment 

significantly inhibited HUVEC migration and tube formation, and the suppressive effects of DHM on HUVEC migration and tube 

formation were partly reversed by the addition of VEGFA. In MKN28 cells, the levels of VEGFA and phospho-ERK declined in a 

dosage-dependent manner after DHM treatment, whereas the addition of DHM did not change the expression levels of phospho-

JNK and phospho-p38. DHM treatment also triggered a dosage-dependent phospho-VEGFR2 down-regulation in HUVEC. In vivo 

experiment showed the angiogenesis and the growth of subcutaneously implanted tumors were notably inhibited by DHM at low 

dosage with almost no chemotoxic side effects. The protein level of CD34 and VEGFA in tumor tissues were obviously decreased by 

the treatment of DHM. Conclusion: A low dosage of DHM inhibits the angiogenesis of gastric cancer both in vitro and in vivo. And 

the anti-angiogenic function of DHM, at least partly, is realized by inactivating ERK/VEGFA/VEGFR2 signaling pathway.

［Key words］ Dihydromyricetin; Gastric cancer; Extracellular signal-regulated kinase; Angiogenesis
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Total-ERK、phospho-c-Jun氨基端激酶（c-Jun 
NH2-terminal kinase，JNK）和Total-JNK抗体购

自美国Epitomics公司；phospho-p38、Total-p38和

β-actin抗体购自美国Santa Cruz公司。 
1.2  细胞培养

　　采用DMEM培养基对细胞进行培育，同时

在DMEM培养基中添加10%胎牛血清，细胞放置

于细胞培养箱环境中，使用含EDTA胰蛋白酶消

化，按照1∶3的比例进行传代。

1.3  配制药液

　　把100 mg的DHM添加至10 mL的DMSO内，

制作得到10 mg/mL的液体成分，随后妥善放置

4 ℃环境中，临使用时将母液置于37 ℃水浴箱

内溶解后再添加DMEM培养基稀释成所需浓度，

0.1%为DMSO在DHM溶液中浓度的上限，0.1% 

DMSO对细胞活力无显著抑制作用。使DHM浓度

梯度为0.5、1.0、2.5、5.0、10.0、25.0、50.0和 

100.0 mmol/L，现配现用。

1.4  CCK-8法检测细胞活力     

　　HUVEC或MKN28细胞加入96孔板中，每孔

中分配2×104个细胞，药物初步处理后放在37 ℃
环境中4 h，随后将10 μL的CCK-8试剂添加至每

个96孔板中，借助酶标仪对吸光度值进行检测和

记录。

1.5  细胞体外侵袭实验      

　　每个Transwell上室铺有一层Matrix基质胶

模拟体内环境，收集对数生长期的HUVEC或

MKN28细胞悬液，经冰PBS缓冲液洗涤3次，并

将细胞悬液的密度调节至2×105/mL，将20 μL细

胞悬液加至Transwell上室，再将500 μL的DMEM
完全培养基加入Transwell下室，Transwell小室置

于37 ℃中温育过夜后加入1~2滴结晶紫试剂，反

应15 min后在光学显微镜下观察转移至Transwell
小室背侧的细胞，在×200视野下随机计数5个视

野下的蓝染细胞，实验重复3次，取平均值。

1.6  小管形成实验

　　将不含胎牛血清的培养基和Matrigel基质

胶放置冰箱冷藏柜内12 h，待其变成胶冻状，

以1∶2的比例混合培养基和Matrigel基质胶，将 
250 μL稀释后的Matrigel基质胶加入24孔板中，

再放入37  ℃细胞培养箱中温育 1  h，观察到

Matrigel基质胶凝结成块。将HUVEC悬液的密度

调节至3×106/mL，将0.1 mL细胞液滴加至预先铺

好基质胶的24孔细胞培养板中，最后放入37 ℃ 
细胞培养箱中培养1 h，在光学显微镜下对小管形

成状况进行观察和拍照。

1.7  蛋白质印迹法（Western blot）检测

　　HUVEC或MKN28细胞在细胞裂解液的作用

下提取蛋白，总蛋白经匀浆、离心和变性等操作

后，使用凝胶电泳分离后转移至硝酸纤维素膜上

后通过脱脂奶粉进行封闭操作，整体实验环境为

４℃，维持12 h，硝酸纤维素膜分别经过一抗和 
二抗的温育后，利用显影定影试剂盒完成最后的

显色和曝光操作。

1.8  基质胶塞实验

　　3~7周的BALB/c雌小鼠从中国科学院上海

生命科学研究院购得，裸小鼠放置在层流净化

屏障系统内饲养。将Matrigel基质胶放置4 ℃下 

12 h，待其变成液态，实验分对照组、VEGFA组

和VEGFA+DHM组，每组5只裸鼠，对照组裸鼠

经皮下注射Matrigel基质胶0.5 mL，VEGFA组裸

鼠经皮下注射添加VEGFA（20 μg/L）的Matrigel
基质胶0.5 mL，VEGFA+DHM组裸鼠皮下注射物

为混匀VEGFA（20 μg/L）和DHM（5 mmol/L）

的Matrigel基质胶0.5 mL，皮下注射部位为裸小

鼠的腹中线附近。Matrigel基质胶注射入皮下组

织后迅速形成一个胶塞，1周后处死裸鼠取出基

质胶塞，严格根据Drabkin 525试剂盒的说明书的

步骤和说明进行血红蛋白浓度测定。

1.9  建立裸鼠MKN28移植瘤模型

　　在DMEM培养基中重悬MKN28细胞，并将

细胞悬液的密度调节至3×107/mL。将0.2 mL悬浮

肿瘤细胞液皮下注射到裸小鼠的右下肢，接受

注射2周后，皮下异种移植物的体积在裸小鼠可

长达100 mm3或更大，将10只注射肿瘤细胞成功

的荷瘤裸小鼠按随机数表法分为对照组和DHM
组，对照组5只裸小鼠经灌胃给予0.1%DMSO
（0.2 mL/只），DHM组5只裸小鼠经食管插管

给予DHM（30 mg/kg），调整每次给药剂量为 
0.2 mL，每天1次，共2周。在第4周结束时，终
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止体内实验，取皮下肿瘤组织称重并进行H-E染

色。

1.10  免疫组织化学法检测Ki-67增殖指数及

CD34、VEGFA的表达

　　所有样品用5％甲醛溶液固定过夜，用梯度

乙醇脱水法将肿瘤组织进行脱水处理，包埋在石

蜡中，并切片。根据SP染色法进行免疫组织化学

染色，Ki-67阳性染色少数位于细胞质中，大都

在细胞核中，CD34少数表达于细胞质中，绝大

部分表达于细胞膜中，VEGFA阳性表达大都在细

胞质中，随机选择20个视野并在低倍镜下拍照，

使用Image-Pro Plus 6.0图像处理软件分析Ki-67和

VEGFA在样本中的积分光密度（IOD）值，在

×200光学显微镜下选取10个视野，计数每个视野

下CD34阳性细胞，取平均值。

1.11  统计学处理

　　在该实验中获得的所有测量数据表示为x±s，

并且通过ANOVA方差SNK-q方法分析两个样品

之间的差异，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1  DHM对体外MKN28细胞或HUVEC生长的

影响

　　将依次浓度升高的DHM（0.5、1.0、2.5、

5.0、10.0、25.0、50.0和100.0 mmol/L）分别作

用MKN28细胞或HUVEC，24 h后经CCK-8法测

定细胞活力情况，结果表明低浓度DHM（0.5~ 
10.0 mmol/L）对体外MKN28细胞的生长无明显

抑制作用，最高浓度（100.0 mmol/L）的DHM作

用MKN28细胞后仅使细胞存活率从100.00%（对

照组）降低到（59.21±12.34）%。而HUVEC
对DHM的敏感性明显高于MKN28细胞，低浓

度（0.5~2.5 mmol/L）的DHM对HUVEC活力

无明显影响，但较高浓度（5~100 mmol/L）的

DHM可有效抑制HUVEC活力，呈浓度依赖关系 

（图1），2.5 mmol/L的DHM对约90%的HUVEC
没有明显的毒性，表明浓度不超过2.5 mmol/L
的DHM对细胞生长没有影响，因此本研究选择

0.5~2.5 mmol/L的DHM进行后续实验。

图 1  不同浓度DHM对体外MKN28细胞或HUVEC活力的影响 

Fig. 1  The viability of MKN28 cells and HUVEC after DHM 

treatment was detected by performing CCK-8 assay
*: P<0.05, compared with control group  

2.2  DHM对HUVEC侵袭和小管形成的抑制 

作用

　　首先，采用细胞体外侵袭实验对DHM处理后

的MKN28细胞侵袭行为进行分析。如图2A所示，

依次浓度升高的DHM（0.5、1.0、2.5 mmol/L）作

用于MKN28细胞后对MKN28细胞侵袭行为无

明显影响，与对照组比较，差异均无统计学意义

（P>0.05）。而VEGFA（20 mg/L）处理明显增强

了MKN28细胞侵袭行为，与DHM（2.5 mmol/L）

组比较，差异有统计学意义（P<0.05）。

　　如图2B所示，相同浓度的DHM对HUVEC
侵袭行为的抑制作用明显强于MKN28细胞，

（0.5、1.0、2.5 mmol/L）的DHM作用HUVEC
后，侵袭细胞数分别为31.6±5.6、27.2±3.9和

25.6±4.3，DHM可以明显抑制HUVEC的侵袭行

为，与对照组（57.8±8.9）比较，差异均有统计

学意义（P<0.01）。

　　其次，利用小管形成实验检验DHM对体外

HUVEC的体外血管生成能力，如图2C所示，

HUVEC在体外铺满Matrigel基质胶的培养板中

生长12 h后，细胞逐渐向两端延长呈梭形，同

时细胞延长端开始在Matrigel基质胶中伸展，相

邻细胞开始出现联接并出现管腔样结构，0.5、

1.0、2.5 mmol/L的DHM作用于HUVEC后，

体外小管形成数分别为24.3±4.8、21.4±3.9、

20.6±3.2，均显著低于对照组（52.6±7.2），差

温培楠，等  二氢杨梅素通过ERK/VEGFA/VEGFR2通路对体内外胃癌血管生成的影响 
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异有统计学意义（P<0.001），表明DHM可有

效地抑制HUVEC体外小管形成能力。而VEGFA 
（20 mg/L）处理可一定程度上逆转DHM对

HUVEC侵袭和小管形成能力的抑制作用，与

DHM（2.5 mmol/L）组相比较，差异均有统计学

意义（P<0.001）。综上所述，以上结果表明低

浓度DHM无明显细胞毒作用，但可有效地抑制

HUVEC体外血管生成能力。

图 2  不同浓度DHM对体外MKN28细胞和HUVEC侵袭能力及小管形成作用的影响  

Fig. 2  Effects of DHM on the invasive abilities of MKN28 and HUVEC cells in vitro and tube formation 

A: The invasive ability of MKN28 cells; B: The number of invaded HUVEC was determined by Transwell invasion assay after DHM treatment; C: 
Tube formation assay was employed to detect the angiogenic ability of HUVEC in vitro after DHM treatment; *: P<0.05, compared with each other; 
**: P<0.01, compared with each other; ***: P<0.001, compared with each other
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别为（3.62±0.59）g/L和（32.70±6.80）g/L，两

组之间的差异有统计学意义（P<0.001）；而

VEGFA+DHM组基质胶塞在巨观下可见新生血管

数量较VEGFA组明显减少，其血红蛋白浓度为

（9.10±1.50）g/L，较VEGFA组之间的差异有统

计学意义（P<0.001）。

2.5  DHM对MKN28裸鼠移植瘤生长和血管生成

的影响

　　随后通过建立MKN28裸鼠皮下移植瘤研究

DHM对体内胃癌生长及血管新生的影响。首先

通过在DHM（30 mg/Kg）用药的2周内每日监

测裸鼠体质量变化（图4B），对照组裸鼠体质

量从给药前的（20.71±0.32）g升至实验结束时

的（21.53±0.23）g，而DHM组裸鼠体质量在

给药前和实验结束时分别为（20.86±0.36）g和

（20.65±0.32）g，两组裸鼠体质量在给药前和实

验结束后差异均无统计学意义（P>0.05），从而

表明本次实验所选用的DHM剂量（30 mg/Kg）

对实验动物无明显不良反应。

　　在4周处死裸鼠后，将皮下肿瘤仔细剥离并

称重，两组裸鼠尸检结果如图4C所示，对照组平

均肿瘤质量为（0.45±0.09）g，DHM组平均肿瘤

质量为（0.14±0.03）g，两组比较差异有统计学

意义（P<0.001）。

　　H-E染色后在镜下可见对照组肿瘤细胞为低

分化胃癌，增殖活跃，肿瘤中血供丰富，DHM
组肿瘤细胞增生相对较慢，血供较为贫乏，可

见大量组织坏死（图4D）；免疫组织化学法测

定Ki-67、CD34和VEGFA在裸鼠皮下异种移植物

中的阳性染色情况如图4D所示，对照组和DHM
组肿瘤组织中Ki-67的IOD值分别为156.63±30.35
和138.67±22.54，两组比较差异无统计学意义

（P>0.05）；对照组和DHM组肿瘤组织中CD34
阳性表达分别是32.1±6.43和11.7±3.49，差异有

统计学意义（P<0.001）；VEGFA在对照组和

DHM组肿瘤组织中的IOD值分别为284.91±53.86
和104.64±24.32，VEGFA在DHM组中的阳性

表 达 较 对 照 组 明 显 降 低 ， 差 异 有 统 计 学 意 义

（P<0.001）。

图 3  DMY对体外MKN28细胞和HUVEC中ERK/VEGFA/

VEGFR2信号通路蛋白水平的影响 

Fig. 3  Effects of DMY on the protein expression levels of ERK/

VEGFA/VEGFR2 pathway factors in MKN28 cells and HUVEC 

detected by Western blot 

A: MKN28 cells; B: Results of endogenous VEGFR2 in HUVECs 

2.3  DHM对MKN28细胞和HUVEC中ERK/

VEGFA/VEGFR2通路相关蛋白水平的影响

　　为探讨DHM对HUVEC发挥血管生成抑制

作用的分子机制，应用Western blot法测定ERK/
VEGFA通路蛋白在MKN28细胞中的含量。如图

3A所示，用（0.5、1.0、2.5 mmol/L）的DHM作

用于MKN28细胞后，可导致VEGFA和phospho-
ERK的表达随DHM浓度升高而下降，而DHM对

MKN28细胞中phospho-p38和phospho-JNK的表达

无明显影响。另外，相同浓度DHM作用HUVEC
后 可 呈 浓 度 依 赖 性 抑 制 H U V E C 中 p h o s p h o -
VEGFR2的表达（图3B）。

2.4  DHM对体内血管生成的影响

　　为进一步明确DHM对血管生长的调控作

用，应用基质胶塞实验检测DHM对体内血管生

成的作用。实验结果后留取3组胶塞如图4A所

示，对照组基质胶塞色灰白，散在血管分布；

加入VEGFA（20 μg/L）的基质胶塞在裸鼠皮

下组织血管化明显，色泽暗红，在显微镜下可

见血管内大量红细胞，表明新生血管在基质胶

塞中形成，对照组和VEGFA组血红蛋白浓度分

温培楠，等  二氢杨梅素通过ERK/VEGFA/VEGFR2通路对体内外胃癌血管生成的影响 
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3 讨  论

　　DHM作为一种近年来药理学研究非常深

入的活性氢化黄酮醇类有机物，在多种疾病模

型中具有良好效果［5-6］。同时DHM具有优秀

的抑癌效应，但既往将DHM用于体外抗癌研

究的浓度范围大多为50~100 μmol/L［7-8］，在

其发挥抗癌效应的同时不可避免地会产生一定

的 不 良 反 应 。 为 此 ， 本 研 究 首 先 使 用 依 次 增

高浓度的DHM分别作用体外胃癌MKN28细胞

和HUVEC，发现低浓度（0.5~10.0 μmol/L）

的DHM对体外胃癌细胞生长和侵袭行为无明

显抑制作用，但HUVEC对DHM的生长抑制效

应更加敏感，5.0 μmol/L的DHM即可有效抑制

体外HUVEC生长，同时更低浓度范围（0.5~ 
2.5 μmol/L）的DHM对体外HUVEC的侵袭和小

管形成具有明显抑制作用。另外在体内实验中，

较低剂量（30 mg/Kg）的DHM对实验动物无明

显的不良反应，但低剂量的DHM对胃癌皮下移

植瘤生长和血管新生具有明显抑制效应。这是首

次全面报道DHM在低剂量下对体内外细胞无明

显的不良反应，但可通过阻断肿瘤血管生成，从

而抑制恶性肿瘤生长，本研究表明DHM可望作

为一种低毒高效的血管生成抑制剂用于临床胃癌 

治疗。

　　血管内皮细胞在细胞炎性信号、切应力和激素

水平等信号的作用下，可分泌多种血管活性物质，

从而调节血液稳态、新生血管形成和组织再生。肿

瘤组织中的血管内皮细胞在组织形态、增生方式和

免疫学特征等方面和正常组织血管内皮细胞存在

较大差异，肿瘤组织内血管内皮细胞增生为顺应

肿瘤生长的需要，在肿瘤细胞分泌的多种促血管生

长因子的作用下，肿瘤血管内皮细胞的活力、侵袭

能力及新生血管能力均得到不同程度增强，以适

图 4　DHM对小鼠体内肿瘤生长的影响

Fig. 4    The effect of DHM on tumor cell growth in vivo

A: Effects of DHM on mouse tumor growth; B: Effects of DHM on mouse body growth; C: Effects of DHM on mouse tumor growth compared with 
control group;  D: Immunohistochemistry for Ki-67, CD34 and VEGFA in harvested tumors from tumor bearing nude mice 
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应肿瘤发展和转移的需要。一般而言，肿瘤生长至 

1 mm3时就需要新生血管生成以维系恶性肿瘤不

断增殖所需要的养分。为此，根据肿瘤内皮细胞的

特点，靶向肿瘤血管内皮细胞的治疗应运而生，有

效抑制包括胃癌在内的恶性肿瘤血管新生，可有效

抑制恶性肿瘤的发展和转移，从而改善恶性肿瘤

患者预后［9-10］。本研究中，低剂量的DHM不仅对

体外血管生成具有显著抑制效应，还可以抑制体

内血管生成；虽然DHM对体内胃癌生长具有显

著延缓作用，但DHM并不能有效地降低Ki-67增

殖指数，而DHM给药后可明显抑制体内胃癌新

生血管形成，因此，本研究显示低剂量的DHM
不能干扰肿瘤细胞恶性增殖，但能通过抑制新生

血管形成从而造成肿瘤处于“饥饿”状态，进而

达到延缓肿瘤生长的作用，通过H-E染色观察到

DHM组肿瘤组织中出现大片细胞坏死的痕迹可

以说明这一点，表明抑制新生血管形成在低剂量

DHM发挥抑制体内胃癌生长过程中发挥主导作

用。

　　ERK作为一种脯氨酸导向的丝氨酸/苏氨酸

激酶，主要位于细胞质中，在诸如生长因子、

激素、细胞因子、高糖和缺氧等刺激后发生磷酸

化，磷酸化的ERK可进入细胞核中，进一步活化

NF-κB及P70核蛋白体S6激酶，使得相邻脯氨酸

的丝氨酸/苏氨酸发生磷酸化。磷酸化ERK在介

导信号从细胞膜表面受体转导至细胞核过程中发

挥关键调控作用，p-ERK可激活STATs、c-Myc、

Jun、EIk-1、ATF2和Max等转录因子，进而对这

些转录因子各自靶基因的转录和翻译过程产生影

响，最终对内皮细胞的迁移、分化和增殖等多种

生理功能发挥调控作用［11-13］。VEGF作为一种在

可由正常细胞和肿瘤细胞合成分泌的细胞因子，

在正常组织细胞中呈低水平表达，且表达水平较

为恒定，但其在许多肿瘤细胞中表达上调，是促

进肿瘤细胞新生的最重要调节因子。VEGFA作为

VEGF家族中与血管新生关系最密切的一员，有

研究表明，VEGFA在恶性肿瘤细胞中的异常表

达与肿瘤肝转移存在正相关性，同时与恶性肿瘤

患者的预后呈明显负相关。VEGFA在肿瘤细胞

中的表达与ERK磷酸化水平关系密切，另外人肝

细胞生长因子可通过ERK信号通路上调肿瘤细胞

中VEGFA的表达，从而促进肿瘤组织中血管生 

成［14-15］。在本研究中，DHM可抑制体外胃癌细

胞中ERK的磷酸化水平，同时下调VEGFA在体内

外胃癌中的表达，同时在体外实验中，DHM对

血管内皮细胞功能的影响能被额外添加的VEGFA
所逆转，证实DHM主要通过下调VEGFA的表达

从而发挥抑制血管新生抑制作用；而在体内实验

中，DHM可在VEGFA存在的情况下有效抑制体

内血管生长，这可能是因为体内外环境的差异

从而导致DHM作用效果的不同；除了ERK，还

有诸如JNK和p38等多种信号通路可调控血管生 

成［16］，但在本研究条件下，低浓度DHM不能

影响JNK和p38的磷酸化水平。因此，DHM可能

通过抑制ERK/VEGFA信号通路抑制肿瘤血管生

成，从而干扰肿瘤的恶性增殖。

　　新生血管生成需要大量血管生成因子参与调

控，包括VEGFR，VEGF自肿瘤细胞分泌后与位

于内皮细胞表面的VEGFR结合，有助于内皮细

胞募集和血管通透，并通过调节血管内皮细胞的

降解、分化、增殖和迁移等过程，在调节血管生

成过程中发挥非常关键的效应，最终促进新血管

的形成［17-18］，而VEGFA/VEGFR2是其中最重要

的血管生成信号轴。本实验也观察到DHM可有

效抑制VEGFR2在HUVEC中的磷酸化水平，结合

之前的实验结果，从而表明DHM可能通过调控

胃癌细胞中ERK信号通路，影响胃癌细胞VEGFA
的表达，同时抑制VEGFR2在血管内皮细胞中的

表达从而抑制内皮细胞功能。

　　综上所述，DHM在发挥抑制肿瘤血管新生

过程中伴有ERK/VEGFA/VEGFR2通路的失活，

但鉴于体外实验中额外添加的VEGFA可一定程度

下逆转DHM对HUVEC的影响，从而表明VEGFA
可以通过其他信号通路促进血管内皮细胞的功

能，所以还需要进一步研究DHM发挥抗血管新

生的作用机制，同时本次体内实验中DHM作用

时间较短（2周），可能使实验结果产生偏倚，

还需进一步实验明确。但本次研究仍然为开发

低毒高效的抗癌药物提供了新的思路，有望将

DHM作为临床胃癌化疗的“补充选择”。

温培楠，等  二氢杨梅素通过ERK/VEGFA/VEGFR2通路对体内外胃癌血管生成的影响 
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