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摘 要：血管新生是肿瘤发生发展中一个重要的病理特征，抗血管新生已经成为肿瘤治疗研究的一大热点。目前抗

血管新生的策略主要是应用血管新生刺激因子拮抗剂或血管新生抑制因子，以恢复肿瘤中被打破的血管新生平衡。相比

于血管新生刺激因子拮抗剂，内源性血管新生抑制因子展现了更好的治疗前景，但是其分子机制还有待进一步阐明。内

源性血管新生抑制因子包括两类，一类是前体蛋白的水解片段，如人纤溶酶原 K5（plasminogen kringle 5，K5）、血管抑素

（angiostatin/ kringle 1-4）、内皮抑素（endostatin）等；另一类是细胞分泌性的蛋白质，如色素上皮衍生因子（pigment epithelium-
derived factor，PEDF）、激肽释放酶结合蛋白（kallikrein-binding protein，KBP/kallistatin）、抗凝血酶（antithrombin）等。本文以

K5、PEDF、KBP为例，分别介绍其生物学功能、抗肿瘤血管新生机制及应用前景等方面的研究进展，希望这些研究能够为

未来抗肿瘤血管新生治疗提供借鉴。

关键词：肿瘤；血管新生；内皮细胞凋亡；K5；PEDF；KBP
中图分类号：R73 文献标志码：A 文章编号：1672-3554（2017）02-0204-11

Inhibition of Tumor Angiogenesis by Targeted Induction of Endothelial Cell Apoptosis
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Abstract：Angiogenesis is one of the important pathological characteristics in the development of tumor growth. Hence，an⁃
ti-angiogenes is has become a hot topic in the field of cancer research. The current strategy for anti-angiogenesis therapy is to restore
the angiogenic balance which is broken in the tumor via either block of proangiogenic factorsor application of angiogenic inhibitors.
Endogenous angiogenic inhibitors show more promising prospects compared with proangiogenic factor antagonists. However，the un⁃
derlying mechanisms for the angiogenic inhibitors remain to be thoroughly elucidated. There are two kinds of endogenous angiogenic
inhibitors，one is the hydrolyzed fragments of precursor protein，such as plasminogen Kringle 5（K5），angiostatin/ kringle 1~4，end⁃
ostatin，etc；the other is cell secreted proteins，such as pigment epithelium-derived factor（PEDF），kallikrein-binding protein
（KBP/kallistatin），antithrombin，etc. Here we summarized the research progresses on the biological functions，underlying mecha⁃
nisms of tumor angiogenesis and application prospects of K5，PEDF，and KBP，so as to provide insights into the antiangiogenic ther⁃
apies of tumor in the future.
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血管新生（angiogenesis）是指从已经存在的毛

细血管网上再大量生成新生血管的过程，包括血

管基膜和血管外基质的降解，内皮芽孢的生成、增

殖和迁移，以及血管管腔的形成和动静脉分化，最

后形成毛细血管的过程。在某些情况下，如外伤

和血管闭塞过程中，血管新生对恢复血供和促进

伤口愈合起到积极作用。然而在肿瘤进程中，当

肿瘤体积增长到一定程度时，即 2 ~ 3 mm3，肿瘤

内部就会有新生血管的生成。新生血管的长入不

仅提供肿瘤生长需要的营养物质和氧气以及带走

代谢废物，内皮细胞还为肿瘤组织生长提供促进

因子如血管内皮生长因子（vascular endothelial
growth factor，VEGF）和成纤维生长因子（fibro⁃
blast growth factor，FGF）等。同时由于新生血管结

构和功能的不完整，更是癌细胞广泛浸润、转移和

肿瘤复发的基础［1］。血管新生是肿瘤发生发展中

一个重要的病理特征，抗血管新生已经成为肿瘤

治疗研究的一大热点。目前抗血管新生的策略主

要是应用血管新生刺激因子拮抗剂或血管新生抑

制因子，以恢复肿瘤中被打破的血管新生平衡。

相比于血管新生刺激因子拮抗剂，内源性血管新

生抑制因子包括两类，一类是前体蛋白的水解片

段，如人纤溶酶原K5（plasminogen kringle 5，K5）、

血 管 抑 素（angiostatin/ kringle 1- 4）、内 皮 抑 素

（endostatin）等；另一类是细胞分泌性的蛋白质，

如色素上皮衍生因子（pigment epithelium-derived
factor，PEDF）、激肽释放酶结合蛋白（kallikrein-
binding protein，KBP/kallistatin）、抗凝血酶（anti⁃
thrombin）等。本文以 K5、PEDF、KBP 为例，分别

介绍其生物学功能、抗肿瘤血管新生机制及应用

前景等方面的研究进展，希望这些研究能够为未

来抗肿瘤血管新生治疗提供借鉴。

1 抗肿瘤血管新生策略

关于肿瘤血管新生的研究可以追溯到 100多

年前，当时的德国病理学家们发现肿瘤的发生发

展往往伴随着血管的增多［2］，但是原因不明。直

到 1968年，有学者提出：可能是肿瘤分泌了某些

促进血管新生的物质导致血管的增多［3］。1971
年，Judah Folkman发现肿瘤的生长是依赖血管新

生的，他提出了通过抑制肿瘤的血管新生治疗肿

瘤的学说［4］。此后抑制肿瘤血管新生成为肿瘤治

疗研究的一大热点。

新生血管的形成是一个极其复杂的过程。在

这一过程中，血管新生刺激因子和血管新生抑

制因子共同发挥作用，二者的动态平衡对血管的

稳态起到关键作用。常见的刺激因子有 VEGF、
bFGF、胰岛素样生长因子（insulin-like growth fac⁃
tors，IGF）等，常见的抑制因子有血管抑素（angio⁃
statin）、内皮抑素（endostatin）、PEDF、kallistatin、肿
瘤抑素（tumstatin）等。刺激因子和抑制因子之间

的平衡在血管新生的调节中起关键作用。在生物

发育的早期，组织增生、分化需要大量的新生血管

提供营养，此时，血管新生刺激因子高表达，在平

衡中占主导地位；成年以后，除去伤口愈合等特殊情

况，血管新生减弱甚至停止，此时，血管新生抑制

因子高表达，在平衡中占主导地位；但是在肿瘤等

某些疾病状况下，肿瘤微环境中的低氧（hypoxia）
条件能够诱导刺激因子如VEGF过度产生而抑制

因子如 PEDF产生下降，正常的平衡被打破从而

导致大量不正常的新生血管形成。

新生血管形成的平衡假说已为大量的研究所

证实。几乎所有的新生血管丰富的实体瘤（solid
tumor）都有VEGF及其受体（VEGF receptor，VEGFR）
的高表达和内源性抑制因子如PEDF、kallistatin的

低表达。所以目前治疗肿瘤血管新生的主要策略

是：要么采用血管新生刺激因子的拮抗剂，要么应

用血管新生抑制因子，以恢复病理状况下被打破

的血管新生调控的平衡［5］。

2 抗肿瘤血管新生的药物

如前所述，治疗肿瘤血管新生的主要策略是

采用血管新生刺激因子的拮抗剂或者应用血管新

生抑制因子，因此抗肿瘤血管新生的药物主要为

以下两种：

2.1 血管新生刺激因子的拮抗剂类药物

在血管新生刺激因子中，VEGF 及其受体

VEGFR是血管新生过程中最有特征性和代表性

的信号通路，早期的抗肿瘤血管新生治疗药物研

发主要集中在应用血管新生刺激因子拮抗剂阻断

VEGF/VEGFR 信号通路。VEGF家族至少有 7种

异构体，其中VEGFA是最重要的血管新生刺激因

子，其主要来源于肿瘤细胞、肿瘤微环境下的基质

细胞。VEGF 通过与 VEGFR1（Flt-1）和 VEGFR2
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（Flk-1/KDR）结合启动下游信号通路，促进细胞

分裂增殖、增加血管通透性、促进血管重构，因此

阻断VEGF/VEGFR信号通路可以抑制血管新生。

美国FDA批准的第一个针对肿瘤血管新生的药物

贝伐单抗（avastin）即是针对VEGF的单克隆抗体，

通过抗体阻断VEGF/VEGFR信号通路的激活，从

而抑制血管新生［6］。阿柏西普（aflibercept），是

VEGFR1 和 VEGFR2 的重组融合蛋白，能够与内

源性的VEGF-A、VEGF-B结合，抑制VEGF/VEG⁃
FR信号通路的活化从而抑制血管新生［7］。

VEGFR属于酪氨酸激酶型受体，针对VEGFR
也上市了不少药物，包括索拉菲尼（sorafenib）和

舒尼替尼（sunitinib）等，其中，索拉菲尼是一种多

激酶抑制剂，能够有效抑制 Raf 激酶、VEGFR1、
VEGFR2、VEGFR3、PDGFR-β等，从而抑制肿瘤增

殖和肿瘤血管新生。而舒尼替尼则是一种酪氨酸

激酶抑制剂，通过抑制VEGFR从而抑制肿瘤血管

新生。

虽然这些上市的抗血管新生药物在抑制血管

新生方面取得了一定的疗效，但是也存在很多问

题，包括：①容易产生耐药性；②特异性不强，副作

用较大；③抗血管效果不佳，由于这些拮抗剂只能

阻断 VEGF的作用，而对其他血管新生刺激因子

不能发挥作用，因此效果受限。

2.2 内源性血管新生抑制因子类药物

内源性血管新生抑制因子由于其靶向作用于

增殖的血管内皮细胞，且对已有的正常血管无影

响，副作用小，抗血管活性强，不易产生耐药性等

优点备受关注。内源性血管新生抑制因子包括两

类，一类为蛋白质大分子前体的水解产物，如纤溶

酶原（plasminogen）水解后可产生一组具有抑制血

管新生作用的小分子片段：血管抑素（angiostatin/
kringle 1-4），kringles 1-5，kringles 1-3和 kringles 5
（Plasminogen kringle 5，K5）；内皮抑素（endostatin）
是胶原蛋白XVIII的水解多肽；肿瘤抑素（tumsta⁃
tin）是胶原蛋白 IV的水解多肽［8］；另一类是蛋白

质家族中的一些成员，如目前最典型的丝氨酸蛋

白酶抑制剂家族（serine proteinase inhibitor，serpin
super family）中 的 PEDF（pigment epithelium de⁃
rived factor），KBP（kallikrein-binding protein），抗凝

血酶（antithrombin），乳腺丝抑蛋白（maspin）等。

在以上血管新生抑制因子中，血管抑素（angi⁃
ostatin）、内皮抑素（endostatin）等在二十世纪九十

年代初被发现并成功用于肿瘤生长抑制的实验研

究并进入临床试验，极大促进了多个新的血管新

生抑制因子的发现及其功能研究［9］。重组人血管

内皮抑素（Endostar，恩度）成为我国针对肿瘤血管

新生第一个上市的药物。恩度主要是通过特异性

的诱导内皮细胞凋亡，从而抑制肿瘤血管新生和

肿瘤生长，其疗效还需要临床上进一步观察和确

定。而后来出现的K5、PEDF、KBP等拥有更高效

的抗血管生成活性，在靶向抑制内皮细胞增殖的

同时，还具有血管正常化、对放化疗增敏的功能，

展现了很好的抗肿瘤血管新生的前景。下面重点

就近年来本课题组对这 3个靶向诱导内皮细胞凋

亡的血管新生抑制因子的研究作一综述。

3 人纤溶酶原K5
3.1 K5的分子结构与生物学功能

在已发现的众多的血管抑制因子中，人纤溶

酶原K5是目前发现的分子质量小、性质稳定、活

性最强的血管新生抑制剂之一［10］。人纤溶酶原

（plasminogen）含有 5个环状结构域（kringles），每

个环由 80个氨基酸残基组成，含 3个二硫键，形成

双环状构象。水解后可产生一组具有抑制血管新

生作用的小分子片段：angiostatin（kringles 1-4），

kringles 1-5，kringles 1-3和 kringles 5（K5）［8］。K5
和血管抑素都是人纤溶酶原的水解片段，均具有

抑制血管新生的作用。较之血管抑素（分子质量

约 45 ku），K5具有分子质量小（16 ku）、性质稳定

且活性更强（动物实验表明，angiostatin的EI50约为

70 nmol/L，K5的EI50约为 30 nmol/L）的优点，K5还

可抑制内皮细胞的迁移及诱导内皮细胞凋亡。因

此我们推测K5与血管抑素类似，同样具备抗肿瘤

的作用。

以往，K5的研究主要集中在眼新生血管领域，

有关K5对恶性肿瘤血管新生和肿瘤生长转移的

报道缺乏。一直到2005年才有K5基因治疗脑神经

胶质原位瘤的首例报道［11］。我们发表在 Cancer

Biology & Therapy的研究论文首次报道K5具有抑

制小鼠和裸鼠肝癌血管生成和肿瘤生长的作用［12］，

也是治疗肝癌的首例报道。与我们的研究类似，

近年来其他课题组的研究也发现K5通过有效抑

制肿瘤组织血管新生抑制多种组织来源的肿瘤生

长，例如神经胶质瘤［13］、Lewis肺癌［14］、卵巢癌［15］、
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乳腺癌［16］等。这些研究拓宽了K5治疗血管新生

性疾病的范围、提高了其应用价值，也为肝癌等恶

性肿瘤的治疗提供了新的强效候选药物。

3.2 K5抗血管新生活性的结构基础

相对于K5功能和潜在临床应用价值的研究，

其抑制血管新生的活性和 Kringle结构域中二硫

键的位置、数量所决定的内外环结构的关系尚不

明确。Cao等［17］研究证实破坏血管抑素Kringle环
与环之间和环内部的二硫键能显著降低其抗内皮

细胞增殖的活性。但是对K5的Kringle结构与其

功能关系的研究尚无明确结论［18-19］。Ji等［18］用还

原和烷基化处理的K5比K5本身具有更强的抗内

皮细胞增殖的能力，其原因可能是 Kringle 结构

“掩盖”了K5中某些功能性基团与内皮细胞的有

效作用；而Tarui等［19］用高浓度的尿素（8 mol/L）处

理纯化的 K5，能使 K5丧失抗内皮细胞增殖和迁

移的能力。

究竟是天然构型的K5还是打开二硫键的还

原型K5更有活性需要进一步探讨。因此，为了明

确 K5 结构与功能的关系，我们根据 K5 蛋白的

结构特征和二硫键分布特点，用基因缺失的方法

准确地构建了 K5 的四种缺失突变体：K5 mut1
（Cys462-Cys541），K5 mut2（Met463-Cys541），K5
mut3 （Cys483- Cys536） 和 K5 mut4 （Gln484-
Cys536）。其中，K5 mut1删除了K5 kringle结构域

外环两端的氨基酸残基，但保留完整的由三个二

硫键构成的 kringle结构域；K5 mut2是在K5 mut1
的基础上将K5第一个二硫键打开；K5 mut3仅保

留由两个二硫键组成的内环结构；K5 mut4在K5
mut3的基础上将K5第二个二硫键打开。利用原

核表达体系获得高纯度、可溶性重组蛋白［20］。在

体外细胞模型和体内肝癌小鼠和裸鼠皮下种植瘤

模型上分析其抗血管新生的活性，从而判断维持

K5生物活性所需的最小氨基酸序列和基本空间

结构，以明确K5 kringle结构域和二硫键与其功能

的关系［21］。我们的研究发现，含有不完整Kringle
结构的其他 3种缺失突变体不具备抗血管新生的

活性，因此该研究结果提示完整的 Kringle 结构

（包含 3个二硫键）是维持人纤溶酶原K5抗血管

新生活性的必需结构域，K5分子中Kringle结构域

外的N端和C端氨基酸并非其活性所必需［22］。

我们的体外实验结果表明K5 mut1具有较K5
更强的抑制视网膜毛细血管内皮细胞生长的活

性；在氧诱导的视网膜血管增生大鼠模型的体内

实验中，K5 mut1展现了其较K5更强的抑制视网

膜血管新生的作用［23］；在两种肝癌模型的体内实

验中，我们同样发现K5 mut1具有比K5更强的抑

制肝癌血管生成和肿瘤生长的作用［24］。我们分析

K5 mut1活性增强的可能原因是K5蛋白N-端10个
氨基酸残基中含有 5个带负电荷的酸性氨基酸，

通过与 kringle结构内带正电荷的碱性氨基酸相互

作用遮挡和掩盖了K5与内皮细胞特异性结合的

功能域，因此影响了K5的活性［24］。

3.3 K5抑制肿瘤血管新生的分子机制

K5能够在血管新生的多个环节发挥其抗血

管新生的作用，但其中的具体机制还不完全清

楚。目前认为K5抗血管新生的机制主要有以下

两种。

3.3.1 抑制内皮细胞迁移、增殖，促进内皮细胞凋

亡 Ji等［18］证实K5可选择性地抑制处于增殖状

态下的内皮细胞迁移，但对静止期及正常内皮细

胞的迁移则没有影响。与血管抑素一样，K5可特

异性地抑制内皮细胞的增殖，使细胞周期停滞，阻

止细胞从G1期进入G2期，诱导其凋亡［25］。与之

类似，我们的研究显示K5细胞特异性地抑制视网

膜微血管内皮细胞的生长，而对非内皮细胞来源

的视网膜周皮细胞、正常肝细胞、肝癌细胞的生长

无明显作用，显示K5具有细胞特异性的抑制内皮

细胞生长的作用。在体内的两种肝癌模型上，K5
展现了其抑制肝癌小鼠和裸鼠肿瘤生长的效应；

肿瘤组织微血管密度的结果显示K5通过抗血管

新生来抑制肿瘤生长；K5激活HepA肝癌小鼠肿

瘤组织 Caspase-3的切割，提示K5可以诱导肿瘤

组织的凋亡［12］。我们的研究首次发现K5通过调

节线粒体和胞浆中Bak/Bcl-XL的比例，降低线粒

体膜电位，促进 Cyt c释放，激活线粒体途径诱导

内皮细胞凋亡［26］，但其上游通路还不明确，值得

进一步探讨。

K5与受体结合才能发挥功能，目前已报道的

K5结合蛋白或受体主要是位于血管内皮细胞或

肿瘤细胞表面的VDAC［27-29］。电压依赖性阴离子

通道（voltage-dependent anion channel，VDAC）主要

位于线粒体外膜，通过其通道的开放或关闭调控

线粒体凋亡途径。近年发现VDAC也可转位到线

粒体以外的膜结构包括细胞膜［27-29］和内质网膜［30］

等。文献报道，K5通过与细胞膜上的VDAC结合
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诱导前列腺癌细胞系 1-LN细胞凋亡［27］和抑制人

脐静脉内皮细胞HUVEC增殖［29］；我们最近的研究

也发现，K5通过与视网膜Müller细胞膜上 VDAC
结合介导其抑制VEGF表达的作用［31］。我们最近

发表在 J BiolChem的研究首次发现在血管内皮细

胞中，K5通过与其受体VDAC结合抑制泛素化降

解上调 VDAC 的表达和促进其磷酸化，减少

VDAC-HK结合，促进VDAC-Bax结合，增加线粒

体膜通透性，导致线粒体内 Cyt c的释放，诱导血

管内皮细胞凋亡。我们的研究首次阐明配体K5
和受体 VDAC 之间存在“VDAC1-AKT-GSK3β-
VDAC1”正反馈调节环路促进K5对细胞凋亡的诱

导放大功能［32］。正反馈调节环路的存在可以经济

有效地放大生长因子等配体调控细胞的功能，具

有重要的生理学意义。

3.3.2 K5促进血管新生平衡 除了对内皮细胞的

作用，课题组早期研究发现K5能通过抑制HIF-1
和 p42/p44 MAPK的活性来下调内源性血管刺激

因子 VEGF的表达，同时提高内源性血管新生抑

制因子 PEDF 的表达［33］。这种调节有利于已打破

的血管新生平衡恢复正常，也揭示了血管刺激因

子和抑制因子之间的联系。我们最近的研究发现

K5通过减少肺癌细胞HIF-1α的表达，进而抑制

其下游蛋白 CXCR4和VEGF的表达，减少荷瘤小

鼠肺组织中 SDF-1α的含量，最终抑制肺癌转移和

生长［34］。P42/P44有丝分裂原激活蛋白激酶（P42/
P44 MAPK）途径能调节VEGF的表达，同时VEGF
也能通过相应受体激活 P42/P44 MAPK途径。而

K5能够快速抑制 P42/P44 MAPK活化，进而下调

VEGF的活性，但是具体的信号转导机制尚不明确。

3.4 K5抗肿瘤血管新生应用前景

一些研究进一步探讨了K5抗肿瘤血管新生

应用前景。单独应用重组K5蛋白可以靶向诱导

增殖的内皮细胞发生凋亡从而抑制肿瘤生长，抑

制作用呈剂量依赖性；将K5重组蛋白与放疗、化

疗联用后，能够明显增强放化疗对肿瘤细胞的杀

伤性。Shi等［35］发现在胶质母细胞瘤中，用人钠/
碘转运体（sodium/iodide symporter）介导的 131碘放

射治疗与K5联用可以增加内皮对K5诱导凋亡的

敏感性。Jin等［14］在肺癌研究中，用重组K5蛋白联

合化疗处理荷瘤小鼠，对比单独进行化疗和单独

注射K5重组蛋白，对肿瘤有更明显的抑制效果，

而且毒性反应也更小。除此之外，McFarland等［13］

发现，在恶性胶质瘤中，预先使用放射（2 ~ 5 Gy）
处理皮肤微血管内皮细胞（MvEC）后，再加入重组

K5蛋白处理，可以明显提高K5诱导MvEC凋亡的

能力（500倍）。Ahn等［36］研究表明K5与常规化疗

药 5-氟脲嘧定（5-fluorouracil）联用，对比单独使

用化疗药和K5组，可以增加结肠癌小鼠的生存周

期。这些研究证明注射重组蛋白K5不单可以直

接治疗肿瘤血管新生，也可以作为肿瘤放疗和化

疗的一种辅助治疗方式。

由于单纯注射K5重组蛋白药效维持时间短，

需要长时间注射才能起作用，为了改进K5的给药

方式，Bui等［15］构建了K5的腺相关病毒（AAV），通

过肌肉注射 5×109滴度的AAV-K5后，小鼠血清中

K5的浓度能够达到 800 ng/mL，而血清中K5的表

达高峰期出现在第 63天，其后才逐渐减少。注射

AAV后，小鼠的卵巢癌原位瘤缩小，血管新生明

显减少，且 AAV 安全性高，所引起的毒副作用

小。这些实验证明构建K5腺相关病毒治疗卵巢

癌可以明显延长K5的起效时间，减少给药频率。

K5具有治疗血管增生性疾病的潜在临床应用

价值和较血管抑素更多的优势，但是K5已在美国

和中国获得专利保护（美国专利序号 08/832，087，
1997 年 4 月 3 日，美国伊利诺伊州艾博特公司；

中国专利公开号CN1223690A，1997年7月21日），

限制了其进一步开发和应用。本课题组经过多年

的前期研究，应用基因突变和基因重组技术开发

出一种新的突变型K5重组蛋白（K5 mut5）［37-38］，去

除无关序列并对 N 端 5 个酸性氨基酸进行替代

消除其对活性部位的“遮挡效应”，具有分子质量

更小、可溶性更强、表达量高、性质稳定、易于纯

化及更强的抗血管增生活性等优点，具有良好的

开发前景。已获得发明专利一项（专利号 ZL
2010 1 0600078.9），具有自主知识产权，已完成实

验室规模发酵、蛋白纯化、基本的药效学、安全性

评价并已初步明确其通过抑制血管新生治疗肝癌

的作用机制。在国家科技重大专项的支持下，目

前正在进行临床前研究。

4 色素上皮衍生因子PEDF
4.1 PEDF的定义及生物学功能

PEDF是一种分子质量为 50 ku的分泌性糖蛋

白，最早是从胎儿色素上皮视网膜细胞的培养上
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清中分离出来的［39］。之后被鉴定为丝氨酸蛋白酶

抑制剂超家族的一员，具有神经营养的活性［40］。

经过最近几十年的研究，PEDF越来越多的生物学

功能被揭示，研究证明PEDF具有神经保护［41］、促神

经干细胞自我更新［42］、抑制血管新生［43］、抗炎［44］、调

控脂质代谢［45］以及抗肿瘤［46］等多种生物学功能。

以往包括我们在内的研究显示 PEDF的抗肿

瘤作用主要是通过其抑制血管新生和诱导肿瘤细

胞凋亡来实现的。迄今为止，已在多种组织来源

的肿瘤上证明了 PEDF通过有效地抑制肿瘤组织

中的血管新生达到抑制肿瘤生长的目的，这些肿

瘤包括结肠癌、黑色素瘤、前列腺癌、肝癌、肺癌、

胰腺癌等［47］。我们最近的研究也显示，PEDF通过

诱导血管内皮细胞凋亡、抑制肿瘤组织的血管新

生抑制视网膜母细胞瘤［48］、宫颈癌［49］、鼻咽癌［50］、

胃癌［51］和结肠癌［52］的生长。除抑制血管新生的

作用外，PEDF对少数肿瘤细胞具有直接杀伤作

用：PEDF抑制骨肉瘤细胞［53］、黑色素瘤细胞［54］、

前列腺癌细胞［55］和胶质瘤细胞［56］增殖，诱导上述

肿瘤细胞凋亡。我们最新的研究发现 PEDF具有

诱导肺癌［57］、前列腺癌细胞凋亡［58］和抑制乳腺癌

转移的作用［59］。

4.2 PEDF抗肿瘤血管新生机制

PEDF与受体结合才能发挥功能，目前已报道

的 PEDF结合蛋白或受体主要有脂肪甘油三酯脂

肪酶（adipose triglyceride lipase，ATGL）［60］、层粘连

蛋白受体（laminin receptor，LR）［61］、ATP合成酶的

F1亚基（F1ATPase）［62］和低密度脂蛋白相关受体

蛋白（low-density lipoprotein receptor-related pro⁃
tein，LRP6）［63］，这些蛋白能与 PEDF以高亲和力

结合并介导 PEDF 的生物学功能。目前关于

PEDF抗血管新生的机制主要有以下 4种。

4.2.1 对内皮细胞的直接作用 PEDF能够激活

P38/MAPK信号通路抑制内皮细胞迁移［64］，激活

的 P38通过上调胞质磷脂酶 A2α（PLA2α），进而

上调 PPARγ，PPARγ作为转录因子促进了促凋亡

因子 P53的表达，最终诱导内皮凋亡。PEDF还能

激活MEK5 Erk5信号通路激活NF-κB，上调 FasL
进而引发外源性凋亡［65-66］。PEDF选择性的促进

重构血管的内皮细胞发生凋亡，而不影响已经存

在的成熟血管。机制可能是静息的内皮细胞低表

达 CD95L，血管重构中活化的内皮细胞膜表面

CD95L表达增加，因此PEDF处理后能够促进增殖

的内皮细胞通过死亡受体信号通路发生凋亡［65］。

除此之外，PEDF 还能够增加γ分泌酶介导的对

VEGFR1和 VEGFR2的切割，并促进 VEGFR的降

解，同时 PEDF能够抑制 VEGF诱导的 VEGFR 磷

酸化和激活［67-68］。我们的研究发现，PEDF能够靶

向抑制内皮细胞增殖，通过激活死亡受体信号通

路促进内皮细胞凋亡，注射 PEDF重组蛋白能够

抑制视网膜母细胞瘤、胃癌的血管新生［48］。

4.2.2 直接诱导肿瘤细胞凋亡 已有的研究表

明，PEDF能够直接促进黑色素瘤细胞、骨肉瘤细

胞等发生凋亡，主要由死亡受体凋亡通路介导［53-54］。

PEDF 有两个功能表位，即 PEDF34 和 PEDF44，
PEDF34的主要功能是促进内皮细胞凋亡和抑制

血管新生，PEDF44的功能则是促进神经内分泌细

胞的分化。然而究竟是 PEDF的哪个功能肽段诱

导肿瘤细胞发生凋亡及背后的具体机制还不清

楚。我们最近在前列腺癌细胞和脐静脉内皮细胞

（HUVEC）上的研究都证明了不是 PEDF44，而是

PEDF34能够上调 FasL和激活 caspase8，最终诱导

细胞发生外源性凋亡。PEDF34通过结合 Laminin
受体，从而磷酸化 JNK激活 JNKMAPK信号通路并

上调 FasL的转录调控因子 PPARγ，而对另一转录

因子 NF-κB则没有影响。PPARγ的上调促进了

FasL的转录合成增多，最终激活死亡受体信号通

路诱导前列腺癌细胞发生凋亡［58］。

一些研究已报道肺癌细胞 A549［69］，H720和

H69［70］普遍存在着细胞膜上 Fas的表达下调或缺

失，因而会较大程度地降低紫杉醇［71］和顺铂［72］等

通过死亡受体信号通路诱导细胞凋亡的化疗药物

的作用效果，甚至对这些化疗药物产生耐受。我

们的实验结果也显示，肺癌细胞A549和Calu-3细
胞膜上只有极少量的 Fas表达，且对 FasL介导的

凋亡不敏感。我们最近的研究首次报道 PEDF通

过 p53/FAP-1通路促进Fas细胞膜转位，修复Fas-
L/Fas 死亡受体信号通路直接诱导肺癌细胞凋

亡［57］。为 PEDF作为一种理想的肿瘤治疗候选药

物，尤其是为那些对 Fas介导的凋亡耐受的肿瘤

的治疗提供理论依据。

4.2.3 下调肿瘤细胞VEGF的表达和分泌 我们

的研究发现，PEDF通过诱导视网膜母细胞瘤分化

和抑制血管新生双重作用抑制视网膜母细胞瘤生

长［48］。我们首次报道 PEDF 在肿瘤组织中低表

达，通过抑制血管新生抑制宫颈癌、鼻咽癌和结肠
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癌肿瘤生长，并阐明 PEDF抑制血管新生的机制

为直接诱导内皮细胞凋亡及促进HIF-1α降解下

调肿瘤细胞旁分泌VEGF［49-50，52］。

4.2.4 其他的可能机制 PEDF主要存在于富含

胶原的组织中（如角膜，玻璃体），与细胞基质中的

成分如肝素、透明质酸及胶原蛋白等有高度的结

合亲和力［73-75］。提示 PEDF可能作用于细胞黏附

分子（胶原蛋白，肝素），即靶向细胞外基质来调节

其抑制血管内皮细胞增生的活性。

4.3 PEDF抗肿瘤血管新生应用前景

在 PEDF对鼻咽癌的研究中，我们发现，对比

单独注射 PEDF或者是单独放疗，用 PEDF与放疗

相结合的方法能够增强抗肿瘤的效果，显示PEDF
可能可以作为放疗的一种辅助药［50］。PEDF重组

蛋白虽然有着很强的抑制血管新生的能力，但是

PEDF蛋白的纯化以及稳定性、需要重复注射等都

成为了重组蛋白 PEDF治疗肿瘤的障碍，而基因

治疗能够较好解决这些问题。我们成功合成了纳

米载体 cRGD-PEG-PEI，通过与PEDF质粒结合形

成复合物，根据 cRGD与αvβ3的特殊亲和力，能够

靶向运输 PEDF基因到肿瘤内皮细胞中，进而过

表达PEDF达到抑制血管新生的目的［52］。

5 激肽释放酶结合蛋白（KBP）
5.1 KBP的定义及生物学功能

KBP，是丝氨酸蛋白酶抑制剂家族中的一员，

分子质量为 58 ku，能够与组织激肽释放酶结合并

抑制其活性，在多种病理生理情况下发挥调控血

压、抗血管和抗炎的作用［76-81］。KBP主要有两个

功能结构域：肝素结合结构域和反应中心环，通过

反应中心环铰链区与组织激肽释放酶结合发挥调

控血压、内皮增殖的作用，通过肝素结合结构域竞

争性抑制VEGF和 TNFα等与其受体的结合，发挥

抗血管生成、抗氧化应激和抗炎的作用［82-84］。

5.2 KBP抗血管新生抑制肿瘤生长的机制

KBP主要通过抑制肿瘤血管新生发挥抗肿瘤

作用，其抗血管新生的主要机制是：①与 VEGF、
bFGF竞争性结合内皮细胞表面的受体乙酰肝素

蛋白聚糖（HSPG），阻断血管生成信号转导通路促

进凋亡。②通过与激肽释放酶结合抑制其发挥作

用。在肝癌和胃癌中，我们发现，与 PEDF的机制

类似，KBP能够直接诱导内皮细胞凋亡和抑制肿

瘤细胞分泌VEGF的旁分泌作用［79-80］。我们最近

的研究发现 KBP 通过激活 Fas/FasL/caspase-8 通

路直接诱导结肠癌细胞凋亡［85］；同时还发现KBP
具有抗炎作用，通过上调 SOCS3表达抑制 LPS诱

导的TNF-α的产生［86］。

虽然目前肿瘤抗血管新生治疗已经取得了一

定的进展，但出现了效果不持久、耐药甚至可能诱

发肿瘤转移的报道。原因可能是多方面的：①肿

瘤的异质性、肿瘤干细胞的存在；②肿瘤微环境下

血管、内皮结构与功能均不正常；③肿瘤发生血管

拟态；④其他新的血管新生信号通路代偿。血管

新生抑制因子具有显著的抗血管生成活性和多重

作用，较好的特异性和较小的副作用，展现出良好

的治疗前景。但仅用血管新生抑制因子不能完全

控制肿瘤，需要和其他疗法相结合，血管新生抑制

因子的作用机制尚未完全阐明，新的更有效和

特异的血管新生抑制因子也需要进一步去发现。

相信随着研究的深入，作为肿瘤治疗的一种新

策略和手段必定会为人类全面征服肿瘤做出重要

贡献。

（致谢：非常感谢高国全教授和本实验室全体成员的

研究贡献，这些贡献体现在本文引用的已发表和尚待发

表的研究成果中。特别感谢 2016级博士生罗创华同学在

本综述撰写过程中收集文献和准备初稿等）
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