
子宫内膜癌是女性生殖道常见的三大肿瘤

之一，在发达国家女性恶性肿瘤中排名第四位［1］。

大量的研究表明肥胖、糖尿病和胰岛素抵抗是子

宫内膜癌发病的高危因素［2-3］，糖尿病患者发生子

宫内膜癌的几率是非糖尿病患者的 2倍［4］，而且

糖尿病也会增加子宫内膜癌患者的病死率［5-6］。

而且，抗糖尿病药物对恶性肿瘤的作用倍受关注，

目前越来越多的证据提示不同的糖尿病药物与恶
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艾塞那肽抑制子宫内膜癌 Ishikawa细胞株裸鼠
移植瘤的血管生成
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摘 要：【目的】探讨艾塞那肽在子宫内膜癌细胞株 Ishikawa裸鼠皮下移植瘤内血管生成中的作用。【方法】构建子宫内

膜癌细胞株 Ishikawa裸鼠皮下移植瘤动物模型；实验分为艾塞那肽组和对照组；采用免疫组化的方法检测瘤内微血管密度

（MVD，CD31阳性）和巨噬细胞浸润密度（MID，F4/80阳性）；采用Western blot 检测瘤内的血管生成因子（VEGF）的含量。

【结果】①艾塞那肽组瘤内MVD-CD31阳性为（13.2 ± 1.4）/400高倍镜，比对照组的（25.9 ± 5.8）/400高倍镜少（P < 0.01）。

②艾塞那肽组的瘤内VEGF含量低于对照组（P < 0.05）。③艾塞那肽组瘤内MID-F4/80阳性为（31.4 ± 3.4）%，比对照组的

（72.1 ± 4.2）% 低（P < 0.01）。【结论】艾塞那肽可减少子宫内膜癌 Ishikawa细胞株裸鼠移植瘤局部的肿瘤相关巨噬细胞的浸

润，减少VEGF生成，抑制移植瘤内的血管生成。
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Exenatide Weaks Tumor Angiogenesis within Endometrial Cancer Ishikawa Xenografts in
Nude Mice
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Abstract：【Objective】To investigate the role of exenatide on angiogenesis in endometrial cancer Ishikawa xenografts in nude
mice.【Method】We used the subcutaneous human endometrial cancer cell Ishikawa xenografts in nude mice model，and divided
them into control group and exenatide- treated group. The harvested tumors were preserved for immunohistochemistry staining and
western blot analysis.【Results】The micro-vessel density（CD31 positive）in exenatide-treated group was（13.2 ± 1.4）/400 power
field，less than that in control group［（25.9 ± 5.8）/400 power field ］（P < 0.01）. The expression level of VEGF was significantly
lower in exenatide-treated group than that in control group（P < 0.05）. The mean density of tumor associated macrophages（F4/80
positive）is（31.4 ± 3.4）% in exenatide -treated group and（72.1 ± 4.2）% in control group with significant difference（P < 0.01）.
【Conclusion】Exenatide weaks tumor angiogenesis within endometrial cancer Ishikawa xenografts in nude mice.
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性肿瘤存在不同的风险关系。胰高血糖素样肽-1
受体激动剂类药物如艾塞那肽近几年用于临床，

是否会对肿瘤产生某些作用，临床医师非常关注。

我们的研究显示艾塞那肽可以抑制子宫内膜癌

Ishikawa细胞株的裸鼠皮下移植瘤体积的增长［7］；

本文通讯作者及其他研究者的研究提示艾塞那肽

可减少机体炎症反应［8-10］，减少巨噬细胞的浸润［11］。

而新生血管生成有赖于巨噬细胞［12-13］，目前关于

艾塞那肽对子宫内膜癌的血管生成作用尚未见有

报道。因此，本研究建立子宫内膜癌 Ishikawa细
胞株的裸鼠皮下移植瘤的动物模型，分为艾塞那

肽组和对照组；采用免疫组化的方法检测瘤内微

血管密度（MVD，CD31阳性）和巨噬细胞浸润密度

（MID，F4/80阳性）；采用Western blot 检测瘤内的

血管生成因子（VEGF）的含量。

1 材料与方法

1.1 动物与细胞

4周龄的无特殊病原体（special pathogen free，
SPF）BALB/c雌性裸鼠，平均体质量 16 ~ 18 g（北

京维通利华实验动物技术有限公司），许可证：

SCXY（京）2006-2009。饲养于中山大学附属第三

医院疫苗研究所动物实验室 SPF级屏障系统内，

设施使用合格证号：SYXK（粤）2007-0083。人子

宫内膜癌细胞株 Ishikawa由中山大学附属第三医

院妇科实验室保存。

1.2 主要试剂

胎牛血清购自Hyclone公司，DMEM和胰酶购

自Gibco公司，艾塞纳肽购自Lily公司，抗鼠CD31抗
体和 GAPDH 抗体购自 Cell Signaling Technology，
抗鼠 F4/80购自 Santa Cruz，抗VEGF抗体（即抗兔

VEGF-A抗体）购自Merck Millipore。
1.3 主要方法

1.3.1 细胞培养 Ishikawa细胞于含 100 mL/L胎

牛血清、100 U/mL青霉素和 100 μg/mL链霉素的

DMEM培养液中培养。细胞于 37℃、体积分数为

5%CO2 的条件下进行培养。

1.3.2 人子宫内膜癌裸鼠模型的建立及实验分

组 取 4周龄裸鼠 10只，适应性喂养 1周。取对

数生长期的 Ishikawa细胞，以 0.25%胰酶消化后制

成单细胞悬液，每只裸鼠接种 0.2 mL（3 × 107/mL）
细胞悬液，接种于裸鼠右侧臀部皮下。1周后，随

机分为艾塞那肽组（5只）和对照组（5只），开始进

行药物治疗。艾塞那肽组的裸鼠按每天每公斤体

质量 24 nmol/L艾塞那肽，腹腔内注射；对照组的

裸鼠予腹腔注射等量的生理盐水，6 d/周，共 4周。

1.3.3 移植瘤组织处理与观察 干预结束处死裸

鼠，取出瘤组织，分取部分组织冻存于-80℃，部分

瘤体中性甲醛固定，石蜡包埋，常规切片作免疫组

化，中性树胶封片，光镜下观察。

1.3.4 免疫组化 组织石蜡切片脱蜡水化，加入过

氧化酶阻断溶液室温下孵育 10 min以阻断内源性

过氧化物酶的活性，根据抗体使用说明用稀释的鼠

抗 CD31（1∶300）及鼠抗 F4/80（1∶100）室温孵育切

片，再用生物素标记的第二抗体孵育，然后DAB染

色并冲洗，苏木素复染，冲洗，脱水，在光学显微镜

下观察。MVD计数法参照Weidner［14］方法进行量化

分析，即每张标本首先在低倍镜下寻找血管高密度

集中的区域作为“热点”，然后在高倍镜下选取5个
视野计数微血管密度，取其平均值作为该标本的

MVD。任何一个与周围其它组织有明显界限、胞浆

呈棕染的单个内皮细胞或内皮细胞簇，无论有无管

腔、无论管腔内有无红细胞均定义为一个微血管，

凡管腔直径大于8个红细胞或管壁有明显肌层以及

纤维硬化、炎症及坏死的微血管均不计入总数。F4/
80的免疫组化阳性结果为细胞膜及包浆上的棕黄

染色。细胞计数采用 40 倍物镜下观察，每样品计

10 个视野，统计40 倍物镜下的阳性细胞数。

1.3.5 Western blotting检测VEGF 蛋白表达 提取

一块瘤体组织的蛋白，紫外光分光光度计定量，聚

丙烯酰胺凝胶电泳，转印至硝酸纤维素膜上，常规

进行免疫印迹实验操作，分别VEGF兔抗（1∶500）
和 GAPDH 鼠抗（1∶200）及Ⅱ抗抗体（1∶10 000）孵

育，增强发光（ECL）显色。对膜上的免疫复合物

条带进行分析。

1.4 统计学方法

采用 SPSS l5.0统计软件进行统计学的处理，

各组间各指标的比较先采用正态性检验和方差齐

性检验；若为正态分布且方差齐则采用 t检验，不

符合正态分布的计量资料则采用Mann-Whitney U
检验。按α = 0.05的检验水准，P < 0.05表示差异

有统计学意义。

2 结 果

2.1 艾塞那肽减少移植瘤内的CD31表达
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A-D：The positive staining of CD31 is brown in immunohistochemi⁃
cal sections and expresses in cytoplasm of vascular endothelial cells（×
400）. E：Data shown are CD31-MVD of each individual tumor with the
mean indicated by a horizontal line±SE. 1）P = 0.009 < 0.01.
图 1 子宫内膜癌 Ishikawa细胞裸鼠皮下移植瘤内CD31

的表达情况

Fig.1 Exenatide reduces CD31 expression in
endometrial cancer Ishikawa xenografts
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CD31表达阳性为在血管上皮胞浆内棕色颗

粒。对子宫内膜癌 Ishikawa细胞株裸鼠移植瘤的

石蜡切片进行 CD31 免疫组化并进行计算 CD31
阳性的平均血管密度（MVD-CD31阳性），结果艾

塞那肽组为（13.2±1.4），对照组为（25.9 ± 5.8），两

者的差异具有统计学意义（P < 0.01，图 1A，B），

提示艾塞那肽可减少子宫内膜癌 Ishikawa 细胞

株裸鼠移植瘤的血管生成。

2.2 艾塞那肽减少移植瘤的VEGF表达

血管的生成需要VEGF，我们进行western blot
检测移植瘤内的VEGF表达，结果艾塞那肽组中

的 VEGF表达量明显比对照组的低（P < 0.05，图
2A，B），表明艾塞那肽可减少子宫内膜癌 Ishikawa

细胞株裸鼠移植瘤的VEGF表达，从而减少血管

生成。

2.3 艾塞那肽减少移植瘤内的巨噬细胞（F4/80

阳性）浸润

肿瘤相关的巨噬细胞可分泌血管生成因子

如 VEGF，而 F4/80 蛋白在越成熟的巨噬细胞中

分泌越多［12］。本研究的结果显示艾塞那肽组的

F4/80的表达平均密度为（31.4 ± 3.4）%，而对照组

的为（72.1 ± 4.2）%，两组的差异存在统计学意义

（P < 0.01，图 3），说明艾塞那肽可减少子宫内

膜癌 Ishikawa 细胞株裸鼠移植瘤内的巨噬细胞

浸润。

3 讨 论

目前，艾塞那肽已在全球广泛应用于抗糖尿

病治疗中，并显示出许多胰腺以外的获益，其中艾

塞那肽可抑制机体的炎症及巨噬细胞浸润。糖

A：The tumor tissues whose phenotype were in the middle（n = 3 in
each group）were selected to detect protein VEGF and GAPDH（as a load⁃
ing control）by Western Blot analysis. B：The expression level of VEGF
protein was significantly lower in the exenatide group than that in control
group from three independent experiments of Western Blot analysis. 1）P =
0.019 < 0.05.

图 2 子宫内膜癌 Ishikawa细胞裸鼠皮下移植瘤内

VEGF的表达情况

Fig.2 Exenatide decreases VEGF expression in
endometrial cancer Ishikawa xenografts

ControlExenatide

ControlExenatide

VEGF

GAPDH

1）1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

VE
GF

rela
tive

uni
ts

A

B

张 宇，等. 艾塞那肽抑制子宫内膜癌 Ishikawa细胞株裸鼠移植瘤的血管生成 329



中山大学学报（医学科学版） 第38卷

A-D：F4/80 positive staining indicates macrophages in immuno-his⁃
tochemical sections. E：Data shown（right panel）are Macrophages（F4/
80 positive）infiltration density of each individual tumor with the mean in⁃
dicated by a horizontal line±SE. 1）P = 0.004 < 0.01.
图 3 子宫内膜癌 Ishikawa细胞裸鼠皮下移植瘤内F4/80

的表达情况

Fig.3 Exenatide lessens macrophages（expressing F4/80）
in endometrial cancer Ishikawa xenografts

×1
00

Exenatide Control

Exenatide Control

1）

×1
00

100

80

60

40

20

0
EE

AA BB

CC DD

Me
an

den
sity

ofF
4/8

0

尿病、肥胖及胰岛素抵抗是子宫内膜癌的高危因

素，许多子宫内膜癌的患者同时合并糖尿病需要

降血糖治疗，那么，艾塞那肽对子宫内膜癌组织

的影响也备受关注。本研究结果显示艾塞那肽

可以抑制子宫内膜癌细胞株 Ishikawa裸鼠移植瘤

内的巨噬细胞浸润，减少VEGF的含量，减少血管

生成。

肿瘤局部的血管生成决定肿瘤局部的生

长及转移。一般而言，肿瘤局部的淋巴细胞包

括肿瘤相关的巨噬细胞（TAM）来自血液中的单

核细胞，浸润到肿瘤组织。之前这些淋巴细胞

更多地被认为是对肿瘤组织的生长起到免疫

监视的作用。但近年来许多研究表明 TAM与肿

瘤的生物学行为包括生长、增殖、基质形成及血

管生成更为相关［15］。TAM可以分泌血管生成因

子例如VEGF［16］、肿瘤坏死因子α（TNF-α）［17］、碱

性成纤维细胞生长因子（bFGF）和白介素-8［18］

等来发挥它的作用。VEGF 是最熟知的血管生

成因子［19-20］。

肿瘤的微小血管密度（Micro-Vessel Density ，

MVD）是一个重要的肿瘤微循环指标。使用免疫

组化方法检测血管内皮的标记抗体常见的有

VWF 抗体、CD 抗体和 CD 抗体，而 CD31 抗体更

好地标记新生血管。本研究中艾塞那肽组的

MVD-CD31显著低于对照组，表明艾塞那肽可以

减少子宫内膜癌细胞株 Ishikawa裸鼠移植瘤的血

管生成。

F4/80是小鼠含生长因子样模体黏液样激素

样受体 1（EMR1），它的 68%的氨基酸序列与人

成熟的巨噬细胞分泌的 EMR1 相同。巨噬细胞

通过生成分泌细胞因子刺激血管生成［12］。近期

的研究表明艾塞那肽通过激活 SIRT1 降低血

TNF-α水平、ATGL 和 HSL 脂解相关蛋白的表

达来促进肥胖小鼠脂肪组织脂解作用［8］。另外

exendin-4（艾塞那肽的主体）通过减少肝内的巨

噬细胞募集和活化，而减少肝内组织的炎症反

应［11］；exendin-4不仅改善肝脏的代谢紊乱并且减

轻肝脏的炎症反应［9］。另一研究表明 exendin-4
可以迅速地从细胞水平和因子水平上减轻机体

的炎症反应，而且并不依赖于体重减轻，其中减

少的炎症因子有 TNFα、interleukin-1β、JNK-1、
TLR-2、TLR-4 和 SOCS-3［10］。我们之前的研究

显示脂肪组织的血管生成与巨噬细胞的功能不

全是相关的［13］。本研究结果同样显示艾塞那肽

可以减少子宫内膜癌细胞株 Ishikawa 裸鼠移植

瘤内的成熟型巨噬细胞（F4/80阳性），并可能与

瘤体内VEGF的减少相关，减少肿瘤组织内的血

管生成。

综上所述，本研究提示艾塞那肽可减少子宫

内膜癌 Ishikawa细胞株的裸鼠皮下移植瘤内的巨

噬细胞浸润，降低肿瘤组织内的VEGF含量，抑制

肿瘤局部的血管生成。期待增加样本量来证实本

研究的结论，并进一步研究瘤体内血管生成受抑

制的具体机制，及与瘤体生长受限的因果关系及

机制。
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