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内皮抑素-力达霉素辅基蛋白融合蛋白对乳腺癌、胰腺癌和食管癌的靶向性
研究 
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摘  要：目的  研究内皮抑素-力达霉素辅基蛋白融合蛋白（ES-LDP）对人乳腺癌、胰腺癌和食管癌组织的靶向性。方法  分
别采用人体乳腺癌、胰腺癌和食管癌组织芯片，利用免疫组化的方法，研究 ES-LDP 与癌细胞的亲和力；并采用 Image-Pro Plus 
6.0 软件计算吸光度值，进行统计分析。结果  与辅基蛋白比较，ES-LDP 对乳腺癌、胰腺癌和食管癌亲和力显著增高（P＜
0.001）。在胰腺癌组织，这种亲和力也显著高于对正常组织的亲和力（P＜0.05）。结论  ES-LDP 对不同组织器官，亲和力

有所不同；在进行体内抗肿瘤活性评价时要注意选择合适的模型。 
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Abstract: Objective  To study the targeting activity on human breast cancer, pancreatic cancer, and esophageal cancer of endostatin- 
lidamycin fusion protein (ES-LDP). Methods  Multiple tissue microarrays of breast cancer, pancreatic cancer, and esophageal cancer 
were used. ES-LDP and its affinity was studied by immunohistochemical way. Additionally, the cases were analyzed by Image-Pro 
Plus 6.0 software. The absorbance was log transformed and mainly performed statistical analysis. Results  ES-LDP had higher affinity 
than LDP to breast cancer, pancreatic cancer, and esophageal cancer (P < 0.001). Additionally, the affinity of ES-LDP to pancreatic 
tumor was higher than that of normal pancreatic tissue (P < 0.05). Conclusion  The binding activity of ES-LDP is different to kinds of 
tissues. The suitable models are necessary to investigate its antitumor activity in vivo. 
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内皮抑素选择性靶向新生血管内皮细胞，从而

抑制肿瘤生长，是一种已经在实验和临床患者中应

用的血管生成抑制剂。通常情况下，内皮抑素需要

与细胞毒化疗药物联合使用[1]。力达霉素是一种高

效的抗肿瘤抗生素，它由辅基蛋白和发色团构成[2]。

为了同时发挥内皮抑素和力达霉素靶向肿瘤新生血

管和肿瘤细胞的作用，以及内皮抑素的抗血管生成

活性和力达霉素的高细胞毒活性，本实验室设计了

重组内皮抑素 - 力达霉素辅基蛋白融合蛋白

（ES-LDP），并组装获得了与发色团结合的强化融合

蛋白，初步研究了其抗肿瘤活性[3]。为了进一步在

多种肿瘤组织和模型继续研究其抗肿瘤作用，有针 
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对性的开展临床前、临床应用研究，本实验采用组

织芯片技术，在乳腺癌、胰腺癌和食管癌多种人体

肿瘤组织开展实验，研究 ES-LDP 与不同组织的亲

和力和靶向性。 
1  实验材料 
1.1  组织芯片 

组织芯片来自西安艾丽娜生物科技有限公司代

理的 US Biomax 的产品。乳腺癌组织芯片包含 60
例浸润性导管癌，9 例髓样癌和 3 例边缘组织（产

品编号 BC08013a）。胰腺癌及正常组织芯片包含 78
例腺癌，腺泡–神经内分泌混合癌、肉瘤样癌、鳞

状细胞癌、神经内分泌癌及腺泡细胞癌各 1 例，腺

鳞癌及类癌各 3 例，实性假乳头状癌 2 例和 5 例正

常胰腺组织（产品编号 PA961a）。食管癌及正常组

织芯片含 64 例鳞癌，腺鳞癌 3 例，腺癌 2 例，黏膜

表皮样癌 1 例和 10 例正常组织（产品编号 ES807）。
所有芯片均 1 例 1 点，附基本临床资料、TNM 临床

分期和病理分级。正常组织来源于同种组织，但不

是相同的患者。所有的组织在采集的时候都遵循最

高的道德标准，将全部的信息都告知捐献者，并

征得他们的同意，保证遵循医疗标准保护捐献者

隐私。 
1.2  抗体与试剂 

辅基蛋白和抗辅基蛋白抗体由本实验室制备，

内皮抑素（质量浓度 2 mg/mL，批号 20101223）、
ES-LDP（质量浓度 4 mg/mL，批号 20110601）均

由清华大学罗永章教授实验室制备并惠赠。西妥昔

单抗（批号 7661101）购自德国 Merck 公司。抗

His-Tag 的抗体（2A8）购自 Abmart 公司。通用型

超敏型二步法免疫组化检测试剂盒（PV9000）、浓

缩型 DAB 显色试剂盒（ZLI-9018）均为北京中杉金

桥公司产品。 
2  实验方法 
2.1  免疫组化方法 

将组织芯片在 60 ℃烤箱中烘烤 2 h。脱蜡，水

化；3% H2O2室温孵育 5～10 min；抗原热修复；5%
的牛血清白蛋白（BSA）封闭；冲洗后加入内皮抑

素、辅基蛋白、ES-LDP 孵育过夜，浓度均为 0.05 
mmol/L；冲洗后分别加入抗–His-Tag 抗体和抗辅

基蛋白抗体；然后采用中杉金桥公司两步法免疫组

化试剂盒进行检测，接着采用 DAB 显色试剂盒显

色，苏木素复染，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中

性树胶封片。在光镜下，阳性细胞显示出棕褐色，

Leica 显微镜低倍镜下照相保存结果[4]。 
2.2  结果判断 

相同光照条件、相同放大倍数下，每个组织均

单独保留 1 张全组织的照相结果。免疫组化照片采

用 Image-Pro Plus 6.0 软件中的 Pathology 批处理程

序进行计算棕褐色的累积吸光度（A）值[5]，结合镜

下照片确立阳性和阴性标准，对阳性率和 A 值分别

进行统计分析。 
阳性率＝A 大于 500 万的病例数/总例数 

2.3  统计方法 

应用 SPSS 17.0 软件进行数据的统计分析。计

量资料以⎯x ± s 表示，两组均数比较应用 t 检验，多

组均数比较应用方差分析，均数之间比较采用 Sidak
法。等级资料的统计使用 χ2 检验或者 Fisher’s 精确

检验。 
3  实验结果 
3.1  ES-LDP 与芯片结合的代表性免疫组化染色 

采用西妥昔单抗作为标准品对照[3]，并参考之

前肺癌组织芯片阳性判断标准，发现 ES-LDP 对不

同肿瘤组织和正常组织的亲和力不同。选取 1 组代

表性组织芯片免疫组化染色图片供比较，见图 1。
对胰腺癌来说，ES-LDP 对正常组织的亲和力低于

对肿瘤组织的亲和力。 

 

图 1  ES-LDP 与乳腺、胰腺、食管正常组织、肿瘤组织的

亲和力 
Fig. 1  Binding affinity of ES-LDP with breast, pancreatic 

and esophageal normal tissue and carcinoma 

3.2  内皮抑素、辅基蛋白和 ES-LDP 与乳腺癌组织

芯片的亲和力 

实验过程中有 3 例组织脱落，共统计 66 例乳腺

癌组织和 3 例边缘组织（表 1）。χ2检验结果表明，

内皮抑素和辅基蛋白与乳腺癌组织的亲和力无显著

差别；但是 ES-LDP 对乳腺癌组织的亲和力显著高

于内皮抑素和辅基蛋白（P＜0.001）。采用 A 值进行
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统计也获得了一致的结论。边缘组织只有 3 例，也

观察到 ES-LDP 对其亲和力的增加，增加样本需进

一步研究。 
3.3  内皮抑素、辅基蛋白和 ES-LDP 与胰腺癌组织

芯片的亲和力 
去掉 2 例脱落组织，共统计 89 例胰腺癌组织和

5 例正常组织（表 2）。χ2 检验或 Fisher’s 精确检验

结果表明，内皮抑素和 ES-LDP 与胰腺癌组织的亲

和力显著高于辅基蛋白（P＜0.001）；并且也高于对

正常组织的亲和力。采用 A 值进行方差分析统计也

获得了相似的结论，比较 A 值发现，内皮抑素和

ES-LDP 对胰腺癌的亲和力显著高于正常组织。 

3.4 内皮抑素、辅基蛋白和 ES-LDP 与食管癌组织

芯片的亲和力 
去掉 1 例脱落组织，共统计 69 例食管癌组织和

10 例正常组织（表 3）。χ2 检验结果表明，内皮抑素

和胰腺癌组织的亲和力显著高于辅基蛋白（P＜
0.05）；ES-LDP 阳性率高于辅基蛋白，但无统计学

意义，正常组织各组间的差别也无显著统计学差别。

而采用 A 值进行方差分析统计可以看到内皮抑素、

ES-LDP 对食管癌组织的亲和力显著升高（P＜

0.001）；同时也看到内皮抑素、ES-LDP 对正常组织

而言亲和力也显著升高；但正常组织与胰腺癌组织

的亲和力相比无显著差别。 

表 1  内皮抑素、辅基蛋白和 ES-LDP 融合蛋白与乳腺癌组织芯片亲和力比较 
Table 1  Comparison of proteins binding capability of endostatin, LDP, and ES-LDP in breast cancer tissue microarray 

乳腺癌（n = 66） 边缘组织（n = 3） 
组别 剂量/(mmol·L−1) 

阳性率 lgA 阳性率 lgA 

内皮抑素 0.05 54.5 6.86±0.42 0 6.32±0.31 

辅基蛋白 0.05 65.2 6.90±0.49 0 6.05±0.18 

ES-LDP 0.05 96.7### 7.32±0.22*** 100 7.36±0.19 

与内皮抑素或辅基蛋白组比较：***P＜0.001（方差分析）；###P＜0.001（χ2检验） 
***P <0.001 (analysis of variance) and ###P <0.001 (χ2 test) vs endostatin or LDP group 

表 2  内皮抑素、辅基蛋白和 ES-LDP 融合蛋白与胰腺癌组织芯片亲和力比较 
Table 2  Comparison of proteins binding capability of endostatin, LDP, and ES-LDP in pancreatic carcinoma tissue microarray 

胰腺癌（n = 89） 正常组织（n = 5） 
组别 剂量/(mmol·L−1) 

阳性率 lgA 阳性率 lgA 

内皮抑素 0.05 84.3### 7.42±0.70*** 40^ 6.36±0.40▲ 

辅基蛋白 0.05 49.4 6.52±0.50 0 5.70±0.90 

ES-LDP 0.05 78.7### 7.30±0.42*** 20^ 6.15±0.12▲▲ 

与辅基蛋白组比较：***P＜0.001；与胰腺癌组比较：▲P＜0.05  ▲▲P＜0.01（方差分析）。与辅基蛋白组比较：###P＜0.001（χ2检验）。与胰腺

癌组比较：
^P＜0.05（Fisher’s精确检验） 

***P <0.001 vs LDP group; ▲P <0.05  ▲▲P <0.01 vs pancreatic cancer group (analysis of variance).  ###P <0.001 vs LDP group (χ2 test). ^P <0.05 vs 
pancreatic cancer group (Fisher’s test) 

表 3  内皮抑素、辅基蛋白和 ES-LDP 融合蛋白与食管癌组织芯片亲和力比较 
Table 3  Comparison of proteins binding capability of endostatin, LDP, and ES-LDP in esophageal carcinoma tissue microarray 

胰腺癌（n = 69） 正常组织（n = 10） 
组别 剂量/(mmol·L−1) 

阳性率 lgA 阳性率 lgA 

内皮抑素 0.05 88.4# 7.89±0.08*** 90 7.65±0.13*** 

辅基蛋白 0.05 73.9 7.26±0.32 60 6.87±0.35 

ES-LDP 0.05 85.5 7.88±0.09*** 100 7.75±0.10*** 

与辅基蛋白组比较：***P＜0.001（方差分析）；#P＜0.05（χ2 检验） 
***P <0.001 (analysis of variance) and #P <0.05 (χ2 test) vs LDP group 
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4  讨论 
ES-LDP 是本课题组采用基因工程方法获得的

兼具靶向性和肿瘤杀伤活性的融合蛋白。之前的研

究中发现，ES-LDP 及其强化融合蛋白能够在体内

外抑制肿瘤的生长和转移。尤其是 ES-LDP 能够在

体内肺癌部位聚集，并且对人肺癌组织具有更高的

亲和力，可以在一定程度上克服内皮抑素治疗肿瘤

必须与化疗药物合用的缺陷[3]。内皮抑素临床上主

要用于治疗肺癌[6-7]，但是也可以和多种化疗方案合

用治疗胰腺癌、食管癌、乳腺癌、头颈部鳞癌及大

肠癌等多种肿瘤[8]。 
于是采用组织芯片研究了 ES-LDP 与其他不同

肿瘤组织的亲和能力。研究同时采用肉眼观察和计

算机辅助图像分析手段对组织芯片进行数据资料的

采集和统计。采用计算机辅助图像分析能够获得更

客观，更精确的数据资料，便于进行统计[5, 9]。 
在乳腺癌组织芯片，可以看到 ES-LDP 对乳腺

癌亲和力显著增高，与内皮抑素和辅基蛋白显著不

同。因为内皮抑素和辅基蛋白均具有不同程度的靶

向性，所以 ES-LDP 的这种高靶向性是两种蛋白综

合作用的结果，但同时也可看到 ES-LDP 对肿瘤边

缘组织的亲和力也同时升高了。还这需要进一步实

验以明确 ES-LDP 对正常乳腺组织的亲和力。 
在胰腺癌和食管癌组织芯片，可以看出 ES- 

LDP 对其亲和力的升高主要是由于内皮抑素本身

对于胰腺癌和食管癌组织亲和力较高，从而使得融

合蛋白亲和力升高。并且在胰腺癌组织，这种亲和

力也高于对正常组织的亲和力，这说明 ES-LDP 在

作为靶向药物时，可以减少对正常组织的损害[10]。

在食管癌组织芯片中对正常组织的亲和力也是升高

的，通过 A 值的比较，可以得出较为明确的结论，

这可能与食管的组织类型有关，在选择食管癌模型

进行治疗性实验的时候，要注意其副作用。 
总之，对不同器官，ES-LDP 亲和力不同，具

有一定的选择性。不同组织表面靶点不同，影响了

融合蛋白的结合。这都增加了对内皮抑素和

ES-LDP 的认识，为今后选择合适的模型进行体内

外实验提供了重要的指导。 
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