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蝎毒提取物抑制 Lewis 肺癌化疗期间再增殖实验研究 
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摘  要：目的  观察转移性 Lewis 肺癌在 5-Fu 化疗期间再增殖加速现象及蝎毒提取物（PESV）对再增殖的抑制作用。方法 
C57BL/6 小鼠尾 iv Lewis 肺癌细胞，从第 7 天开始，每隔 7 天 ip 5-Fu 1 次，建立 Lewis 肺癌化疗期间再增殖模型，以 PESV
干预，每隔 7 天处死 6 只动物，统计肺转移灶数目和肺质量，并以免疫组织化学方法检测 Lewis 肺癌增殖细胞核抗原

（proliferating cell nuclear antigen，PCNA）、血管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）表达水平和微血管

密度（microvessel dentity，MVD）。结果  模型组从第 21 天到第 28 天，大肿瘤转移灶数目平均增加 2.5 个，而从第 14～21
天仅平均增加 0.8 个；模型组肺质量增加在第 21～28 天显著大于第 14～21 天；模型组 PCNA 表达在第 21 天表达最低，在

第 28 天最高，但第 28 天与第 14 天差异无显著性，PESV 高、低剂量组在第 28 天表达水平皆低于模型组，以 PESV 高剂量

组作用显著。模型组 VEGF 表达在第 28 天显著上调（与模型组第 21 天相比，P＜0.01）。与模型组相比，PESV 高剂量组在

第 21、28 天肿瘤组织 VEGF 表达下调，尤其是在第 28 天表达显著下调（P＜0.01），而 PESV 低剂量组仅在第 28 天与模型

组差异存在显著性（P＜0.05）。MVD 计数显示，模型组在第 21 天最低，在第 28 天最高，但在第 28 天和第 14 天差异无显

著性。而在 PESV 高剂量组，第 14 天高于第 21 天，第 21 天高于第 28 天，差异均有显著性。在 PESV 低剂量组，第 14 天

高于第 21 天，但第 21 天与第 28 天差异无显著性。结论  在 5-Fu 对 Lewis 肺癌化疗期间存在再增殖加速现象，PESV 可有

效抑制此 Lewis 肺癌再增殖，作用机制之一是通过抑制肿瘤新生血管生成来抑制肿瘤细胞再增殖。 
关键词：蝎毒提取物；再增殖；增殖核抗原；微血管密度；Lewis 肺癌；血管内皮生长因子 
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Inhibition of polypeptide extract from scorpion venom on repopulation  
in Lewis lung adenocarcinoma during chemotherapy 
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of Medical Sciences, Jinan 250062, China  

Abstract: Objective  To identify the repopulation in metastatic Lewis lung adenocarcinoma during 5-Fu chemotherapy and observe 
the inhibition of polypeptide extract from scorpion venom (PESV) on the repopulation. Methods  To make repopulation model, Lewis 
cells were iv injected into caudal vein of C57BL/6 mice, the mice were ip injected by 5-Fu once every 7 d since day 7 and intervened 
by ig administration of PESV. Groups were treated differently. Six mice were sacrificed every 7 d, with counting metastatic foci in lung 
and detecting the level of proliferating cell nuclear antigen (PCNA), vascular endothelial growth factor (VEGF), and microvessel 
dentity (MVD) expression in Lewis lung metastatic loci by using immunohistochemistry. Results  In model groups, from day 21 to 
day 28 the numbers of metastatic big loci increased 2.5 averagely, while from day 14 to day 21 increased 0.8 only; The weight of lung 
from day 21 to day 28 increased more than that from day 14 to day 21; The expression of PCNA was the lowest in day 21, the highest in 
day 28, and there was no significant difference between day 28 and day 14; The expression in both high- and low-dose PESV groups in 
day 28 was lower than that in model group. There was a significant effect in high-dose PESV group. In model group the expression of 
VEGF in day 28 was upregulated significantly (P<0.01 vs that in model group in day 21). Compared with model group, VEGF 
expression in high-dose PESV group in day 21 and day 28 was downregulated, especially in day 28 (P<0.01). In low-dose PESV group 
only in day 28 the difference was found (P<0.05 vs that in model group); The change of MVD was the same as PCNA. The expression 
was the lowest in day 21, the highest in day 28, and there was no significant difference between day 28 and day 14. While in high-dose 
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PESV group, the number of MVD in day 14 was more than that in day 21, and in day 21 more than in day 28, there were significant 
 was found between day 21 and day 

28. Conclusion  The phenomen lation acceleration is found in Lewis lung adenocarcinoma during 5-Fu treatment and 
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化疗后肿瘤细胞再增殖过程与肿瘤细胞产生耐

药性密切相关。化疗后残存肿瘤细胞再增殖过程加

速，是肿瘤细胞产生耐药性的原因之一。因此抑制

肿瘤细胞的再增殖对肿瘤治疗有重要意义，前期实

验已经证明，以 5-氟尿嘧啶（5-Fu）对H22皮下荷瘤

小鼠进行周期性化疗，肿瘤组织存在再增殖加速现

象。蝎毒提取物（polypeptide extract from scorpion 
venom，PESV）从东亚钳蝎Buthus martensii Karsch
中提取的，为含 50～60 个氨基酸、相对分子质量在

6 000～7 000 的多肽混合物，有研究表明PESV具有

随机分为对照组、模型组和PESV高、低剂量（40、
10 mg/kg）组。模型组：分别于第 7、14、21 天ip
给予 5-Fu 20 mg/kg；PESV高、低剂量组：分别于

第 11、12、13、18、19、20、25、26、27 天ig给予

PESV，并于第 7、14、21 天ip给予 5-Fu，对照组，

荷瘤小鼠ip生理盐水，实验共进行 28 d。实验重复

进行 3 次。 
2.2  肺肿瘤转移灶计数 

分别于第 14、21、28 天每组各随机取 6 只小鼠，

处死，取肺脏，以中性福尔马林

显著的抗肿瘤再增殖作用[1]。本实验采用Lewis肺癌 镜下统计肺表面肺肿瘤转

荷瘤小鼠，以 5-Fu对小鼠进行化疗，建立转移性 大转移灶，小于 3 mm 为

Lewis肺癌化疗期间再增殖模型，观察PESV对肺内

Lewis肺癌再增殖的抑制作用，并检测肿瘤组织增殖

细胞核抗原（ proliferating cell nuclear antigen，

小转移灶数目之和，各组不同时间点取均值。取每

只小鼠肺脏中最大转移灶制作切片。 
2.3  肿瘤组织 PCNA

owth factor，VEGF）和微血管密度（microvessel 
ntity，MVD），初步

和Ⅷ因子表达。肺转移灶切片先以 3%H
探讨作用机制。 

材料 
源性过氧化物酶活性，热修复后，分别加入一抗，

工作浓度为 1︰100，4 ℃过夜，DAB显色，显微镜

C57BL/6 小鼠，雄性，3～4 周龄，购自北京维

通利华实验动物有限公司，合格证号：SCXK(京）

2007-0001。Lewis 肺癌瘤株，由山东省医学科学院

基础医学研究所免疫室张玲研究员赠予。 
1.2  药品、试剂与仪器 

PESV提取见参考文献方法[2]，5-Fu，购自天津

金耀氨基酸有限公司，批号：0612022。PCNA、Ⅷ

因子一抗，购自北京中杉金桥生物技术有限公司。

德国Leica DM4000B光学显微镜。德国Leica公司

Qwin V3 图像分析软件。 
2  方法 
2.1  模型建立、分组和干预方法 

VEGF主要表达于细胞浆。每张切片选取 5 个视野

（×200）进行光学灰度值分析，数值在 0～255，染

色越强，灰度值越低，取其平均值计为该片的灰度

值。Ⅷ因子表达于肿瘤组织血管内皮细胞的胞浆中。

MVD计数：200倍光镜下检测Ⅷ因子表达的微血管，

选取 5 个表达高的区域，取平均值，即为该检测样

本MVD计数。 
2.4  统计方法 

数据均以

先将Lewis肺癌瘤株种植于C5
扩增。实验时无菌

5×10 /mL，每只小6

iv 0.1 mL，注射当天为第 0 天，第 7 天将小鼠

2O

sx ± 表示，采用 SPSS 11.5 软件统计

处理，多组资料的比较采用单因素方差分析

(One-way ANOVA)进行检验，两组资料的比较，采

用两两比较 t 检验。 
3  结果 
3.1  对化疗期间小鼠 Lewis 肺癌转移灶数目和肺

果见表 1。对照组肺表面转移灶数目在第 14、
质量的影响 

结
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21、28 天逐渐增多、增大；与对照组相比，模型组

肿瘤在第 21～28 天增殖迅速。而 PESV 高剂量组转

移灶增加缓慢，第28天和第21天差异不显著。PESV
低剂量组有转移灶增加缓慢的趋势，但在第 28 天，

最高，但第 28 天与第 14 天 PCNA 表达差异无显著

性，对照组在 3 个时间点中以第 14 天最高，第 21、
28 天表达无显著差异。与对照组相比，模型组在第

14、21 天表达水平显著下调，且存在显著差异，但

低剂量组和模型组之间差异不显著。模型组肺质量

增加迅速，第 28 天 PESV 高剂量组与模型组间存在

在第 28 天差异无显著性。PESV 高剂量组在第 28
天 PCNA 表达最

显著差异（P＜0.05）。 
3.2 

低，在第 14 天最高；PESV 低剂量

组在第 14 天 PCNA 表达最高，在第 21 天最低，但

移灶

 对化疗期间转移性 Lewis 肺癌组织 PCNA 表

达水平的影响 
模型组 PCNA 表达在第 21 天最低，在第 28 天

表 1  PESV 对 Lewis 肺癌小鼠肺转

第 28 天与第 21 天差异无显著性；PESV 高、低剂

量组在第 28 天 PCNA 表达均低于模型组。结果见

图 1。 

数目和肺质量的影响 ( 6=± n , sx ) 
tastatic loci and lung weight of mice (Table 1  Effect of PESV on number of Lewis lung me 6=± n , sx ) 

总转移灶/个 肺质量/g 大转移灶/个 
组别 

剂量/ 

(mg·kg−1) 第 14 天 第 21 天 第 28 天 第 14 天 第 21 14天 第 28 天 第 天 第 21 天 第 28 天 

对照 − 2.5±1.4 4.8±2.7 7.0±2.4 8.8±2.3 0.08 0.32±0.11 46±0.17 9.1±2.8 10.0±  0. ±5.3 21 0.

模型 − 2.7±1.5 3.5±2.1 6.0±2.4 7.2±2.

PESV 40 1.0±0.6

4 7.5±

3*

2 

2.2 8.1±1.6 0.16±0.07 0.21±0.08 0.37±0.10 

3.5±1.0* 1.5±1.0 1.7±0.8** 4.0±2.

 10 1.5±1.0 1.0±0.9

** 4.7±2.4* 0.16±0.09 0.19±0.05 0.26±0.08*

* 3.0±1.8* 5.6±1. 6.0±2.4 6.5±2.3 0.17±0.08 0.21±0.04 0.32±0.13 

与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，表 2 同 
*P<0.05  **P<0.01 vs model group, Table 2 is same 

     
21 天                模型组第 28 天 模型组第 14 天                  模型组第

     
对照组第 28 天               PESV 低剂量组第

图 1  PESV 对 Lewis 肺癌小鼠

Fig. 1  Effect of PESV on expression
 
3.3  对化疗期间转移性 Le

28 天         PESV 高剂量组第 28 天 

 
 of PC ng metastatic loci 

wis 肺癌组织 MVD 计数

21 天最低，在第

28 天

2 和表 2。 
疗期间转移性 Lewis 肺癌组织 VEGF 表

瘤组织在第 14、21、28 天，VEGF 表

达水

肺组织 PCNA 表达的影响

NA in Lewis lu

的影响 
MVD 计数显示，模型组在第

最高，但在第 28 天和第 14 天，差异无显著性。

对照组 MVD 在第 14 天最高，但是 3 个时间点差异

无显著性；而 PESV 高剂量组，以第 14 天最高，以

第 28 天最低，第 14 天与第 21 天，及第 21 天与第

28 天之间差异皆有显著性；PESV 低剂量组，以第

14 天最高，以第 21 天最低，但第 21 天与第 28 天

差异无显著性。见图

3.4  对化

达的影响 
模型组肿

平逐渐上调，尤其是从第 21～28 天，表达水平 
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21 天                 模型组第 28 天 模型组第 14 天                  模型组第

     
对照组         PESV 低剂量组第  PESV 高剂量组第 28 天 

P Lew 鼠 M 响

f SV  i n ic

表   PES 对 Lew 肺癌小鼠 MVD 的影响 

第 28 天     28 天        

图 2  ESV 对 is 肺癌小 肺转移灶 VD 的影  
Fig. 2  E fect of PE  on MVD n Lewis lu g metastat  loci 

 
2 V is 肺转移灶中

( 6=± n , sx
Table 2  Effect of P i tas

) 
ESV on MVD in Lew s lung me tatic 

loci ( 6=± n , sx ) 

MVD 组

(mg·kg−1) 第 14 天 第 21 天 第 28 天 
 别 剂量/ 

对照 − 26.3±6.6 30.2±9.4 28.4±10.5 
模型 − 19.3±3.2 15.4±4.5 20.5± 9.5 

40 17.8±5.1 12.8±4.7 12.2± 1.6**PESV 
10 18.5±4.2 13.5±5.4 17.6± 1.7*

 
显著上调（P＜0.01）。对照组在第 14 天最高，在第

28 天最低，但 3 个时间

剂量表达持续缓慢上调，与模型组相比，PESV 高

剂量组在第 天肿瘤 达

尤其是在第 表达显 01
低剂量组仅在第 28 天与模型差异存在显著性（P＜
0.05）。对照组则在第 21 天表达水平最高，但低于

模型组第 28 天的表达水平（P＜0.05）。见图 3。 
4  讨论 

加拿大多伦多大学Tannock等[3-4]首先提出化疗

期间肿瘤再增殖加速模型，认为此模型在连续数个

疗程化疗期间肿瘤细胞的再增殖速度随着时间而加

快，且化疗使肿瘤体积暂时缩小后再生长并不是因

性改变所致,而是由于

肿瘤细胞的加速增殖引起的。由于化疗作为治疗  

点表达无差异性；PESV 高 为瘤细胞对化疗药物的敏感

21、28 组织 VEGF 表 下调，

28 天， 著下调（P＜0. ）；PESV

     
模型组 28 天 第 14 天                   模型组第 21 天              模型组第

     

     对照组第 28 天              PESV 低剂量组第

图 3  PESV 对 Lewis 肺癌小

Fig. 3  Effect of PESV on expressio

28 天          PESV 高剂量组第 28 天 

鼠肺转移

n of 
灶 VEGF 表达的影响 

VEGF in Lewis lung metastatic loci 
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恶性肿瘤的三大常规方法之一，因此如何提高化疗

治疗肿瘤的疗效有重大意义。 
Lewis 为自发性肺内未分化上皮样癌，移植于

动物皮下、肌肉爪垫后肿瘤细胞即可通过血行播散

到肺，形成肺转移灶。本实验鼠尾 iv Lewis 细胞，

使肿瘤细胞直接进入血液，进而产生肺转移瘤形成，

因其具有高的肺内成瘤

是研究肿瘤治疗理想的模型。PCNA 表达于细胞核，

为在细胞周期 S 期广泛表达的一种蛋白，其表达反

映肿瘤细胞的增殖活性。本实验采用 5-Fu 对 Lewis
荷瘤小鼠进行连续周期性化疗以建立肿瘤组织化疗

期间再增殖模型，结果发现，无论从肺转移灶、肺

质量及转移瘤 PCNA 表达水平变化，都说明在第

14～21 天肿瘤生长出现缓慢现象，而在第 28
天肿瘤生长速度加速，提示

存细胞增殖加快，即化疗期间肿瘤细胞再增殖加

速

预

表达都有明显改变，提示 PESV 具有显著的抗化疗

 
肿瘤组织内有大量的促血管生成因子，促进肿

血供，因此

验结果表明，模型组肿瘤组织在第 21 天MVD最少，

说明 5-Fu有一定的抗血管生成作用，与文献报道一

致[9]。在第 28 天MVD显著升高，说明在第 21～28
天肿瘤生长迅速，也就是再增殖加速。再增殖加速

需要大量的新生血管，以保障血液供应。而PESV
高剂量组MVD逐渐减少，显示随着化疗进展，高剂

量PESV可显著抑制化疗

成。低剂量PESV作用结果在高剂量和模型组之间。

结合PCNA表达和肿瘤转移灶及肺质量，说明PESV
通过抑制肿瘤组织微血管生成以对抗化疗期间肿瘤

组织再增殖加速。 
VEGF具有直接刺激内皮细胞分裂增殖，调节

内皮细胞的多重功能，直接参与诱导肿瘤血管生成

等作用[10-12]。VEGF是一种最

已经有研究表明抗癌

为是肿瘤转移和预后的重要细胞因子。本实验发现，

模型组在第 21 天前，VEGF表达增加缓慢，在第 28
天，表达显著上调。而PESV高剂量组VEGF表达则

持续缓慢上调，但 3 个时间点表达差异不显著。结

合模型组说明PESV显著抑制了化疗期间再增殖加

速肿瘤组 分泌VEGF。结合MV 和VEGF相关性

化疗期间肿瘤组织分

泌VEGF，来抑制肿瘤组织中新生血管生成，从而

起到抑制化疗期间肿瘤组织再增殖作用。 
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