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不同剂量的重组人血管内皮抑素腹腔给药
对腹水瘤小鼠的疗效观察
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摘要：目的　观察不同剂量重组人血管内皮抑素（恩度）对腹水瘤小鼠腹水疗效的差异。方法　建立腹水瘤小鼠模型。将１６０
只小鼠随机分成５组，每组３２只，依次给予相同体积的生理盐水（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）、１２．５ｍｇ·ｋｇ－１恩度、２５ｍｇ·ｋｇ－１恩度、５０ｍｇ·
ｋｇ－１恩度、１００ｍｇ·ｋｇ－１恩度，隔天给药。记录各组小鼠的体质量、腹围及生存期，观察腹水的性状，检测腹膜通透性。结果　
（１）第７天各组随机解剖１３只小鼠检测腹膜通透性，观察到小鼠腹水发生率为８０％；（２）体质量方面，仅１００ｍｇ·ｋｇ－１剂量组
与Ｃｏｎｔｒｏｌ组的差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），余剂量组比较均差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；（３）腹围方面，对比 Ｃｏｎｔｒｏｌ组，
５０ｍｇ·ｋｇ－１和１００ｍｇ·ｋｇ－１剂量组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），余剂量组比较均差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；（４）
随着恩度剂量增加，血性积液程度整体上呈减少趋势；（５）与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，各恩度剂量组的生存期、５４０ｎｍ波长处 Ｅｖａｎ蓝
的吸光度（ＯＤ５４０）值的比较均差异无统计学意义 （Ｐ＞０．０５）。结论　恩度对血性积液的效果与剂量相关。５０、１００ｍｇ·ｋｇ

－１

剂量组相对其余剂量组腹水抑制作用明显，为恩度腔内治疗的有效剂量。

关键词：重组人血管内皮抑素（恩度）；腹腔注射；腹水瘤；腹膜通透性；血管内皮生长因子
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　　恶性腹水为晚期恶性肿瘤的常见并发症。引
发恶性腹水的原发病以卵巢癌最常见，其他可见于

胃肠道肿瘤、胰腺癌、子宫癌。大部分患者中位生

存期为数周至数月。众所周知，新生血管的生成及

血管通透性的增加与恶性腹水的发生发展息息相

关，因此抗血管靶向治疗应运而生。重组人血管内

皮抑素（恩度）具有多靶点抗血管生成作用。现有

的基础研究及临床研究均显示恩度在恶性腹水治

疗中具有较好的疗效及安全性［１４］。但目前恩度给

药剂量、频率以及给药方式的标准不一，为临床参

考带来了一定的困难。本研究从剂量标准出发，通

过不同剂量恩度给药，比较各组间腹水疗效的差

异，现报道如下。
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１　材料和方法
１．１　材料　ＩＣＲ小鼠１６０只购于北京维通利华实
验动物技术有限公司，体质量１６～１８ｇ，雄性，饲养
于ＳＰＦ级环境中，动物资格许可证号：ＳＣＸＫ（京）
２０１２０００１。小鼠艾氏腹水癌细胞（ＥＡＣ细胞）由勇
山生物科技公司培育。重组人血管内皮抑素（恩

度）由先声药物有限公司提供（批号２０１６０３０１３），用
生理盐水配置成所需剂量，现用现配。

１．２　建立小鼠腹水瘤模型　复苏并扩增 ＥＡＣ细
胞，用不含血清的１６４０培养基调整细胞浓度为每毫
升５×１０７个，取０．１ｍＬ细胞悬液接种于小鼠腹腔
内传代。待小鼠出现腹水后（接种第７～９天）断颈
处死小鼠，无菌条件下抽取腹水，放入离心管中，

１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，弃上清，加入生理盐水吹
洗，再离心，共２次。再用生理盐水稀释肿瘤细胞
悬液每毫升２．０×１０７个细胞。取该悬液每只０．１
ｍＬ（相当于每只细胞数２．０×１０６个）接种于１６０只
小鼠腹腔。

１．３　实验分组与给药　接种 ＥＡＣ细胞次日（第１
天）将１６０只小鼠依体质量随机分成５组，每组３２
只，每组随机解剖１２只小鼠，用注射器采集腹水，６
只检测腹膜通透性，６只取腹膜组织备用。余小鼠
按组依次腹腔给予相同体积的生理盐水（Ｃｏｎｔｒｏｌ
组），１２．５、２５、５０、１００ｍｇ·ｋｇ－１恩度，于第１、３、５天
分别给药１次。第７天每组随机解剖１３只小鼠，采
集腹水，７只检测腹膜通透性，６只取腹膜组织备
用。每组剩余７只小鼠观察生存期。
１．４　观察指标和检测方法　（１）体质量：从第１天
起隔日测量每只小鼠的体质量，绘制体质量变化曲

线；（２）腹围：从第１天起隔日测量每只小鼠的腹
围，绘制腹围变化曲线；（３）腹水性状：第７天采集
腹水，记录各组腹水颜色；（４）腹膜通透性：从小鼠
尾静脉注射０．２ｍＬ５％伊文思蓝（５％Ｅｖａｎ蓝），２ｈ
后处死小鼠，收集腹水，将腹水离心５ｍｉｎ后取上清
用酶标仪检测 ５４０ｎｍ波长处 Ｅｖａｎ蓝的吸光度
（ＯＤ５４０），间接反映Ｅｖａｎ蓝的浓度，从而分析腹膜通
透性；（５）生存期：记录各组剩余７只小鼠的存活时
间，绘制生存曲线。

１．５　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计
分析。以ｘ±ｓ描述小鼠体质量、腹围、ＯＤ５４０值等计
量资料，组间比较采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），
方差齐时两两比较采用 ＬＳＤ法，方差不齐时两两
比较采用ＧａｍｅｓＨｏｗｅｌｌ法。采用Ｋａｐｌａｎｍｅｉｅｒ生存
分析并用Ｌｏｇｒａｎｋ检验。Ｐ＜０．０５表示组间差异有
统计学意义。

２　结果
２．１　对体质量变化的影响　各组小鼠体质量测量
结果及变化曲线分别见表１和图１。第１天给药前
各组小鼠体质量差异不明显。第９天各组小鼠的
体质量均较第１天增加，各恩度治疗组体质量均轻
于Ｃｏｎｔｒｏｌ组，剂量分组对体质量影响明显（Ｆ＝
３．２２０，Ｐ＝０．０２７），其中仅１００ｍｇ·ｋｇ－１恩度组与
Ｃｏｎｔｒｏｌ组之间差异有统计学意义（Ｐ＝０．００８）。

表１　各组小鼠体质量

组别
剂量／

ｍｇ·ｋｇ－１
小鼠数／只

第１天 第９天

体质量／（ｇ，ｘ±ｓ）

第１天 第９天

Ｃｏｎｔｒｏｌ组 ０ ２０ ７ ２２．４±１．２３ ３５．２４±１．８６

恩度组 １２．５ ２０ ７ ２２．９±．０９１ ３５．０３±１．５３

２５ ２０ ７ ２２．３±１．０３ ３４．８４±２．８１

５０ ２０ ７ ２２．６±０．８４ ３２．５４±３．５１

１００ ２０ ７ ２２．１±０．７０ ３１．１０±３．３１ａ

　　注：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ａＰ＜０．０５。

图１　各组小鼠体质量变化曲线

２．２　对腹围变化的影响　各组小鼠腹围测量结果
及变化曲线分别见表２和图２。第１天给药前各组
小鼠腹围差异不明显。第９天各组小鼠的腹围均
较第１天增加，恩度剂量分组对腹围影响明显（Ｆ＝
６７９１，Ｐ＝０．００１），其中５０、１００ｍｇ·ｋｇ－１组腹围均
小于Ｃｏｎｔｒｏｌ组，５０ｍｇ·ｋｇ－１恩度组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组的
差异（Ｐ＝０．０１１）、１００ｍｇ·ｋｇ－１恩度组与Ｃｏｎｔｒｏｌ组
的差异均有统计学意义（Ｐ＝０．０１０），但 ５０ｍｇ·
ｋｇ－１与１００ｍｇ·ｋｇ－１组间差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。
２．３　采集腹水情况　第７天处死小鼠，无菌注射器
采集腹水。经 ５％Ｅｖａｎ蓝处理后的腹水外观均呈
蓝色。排除个体差异情况下，整体观察，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组相比，随着恩度剂量增加，腹水血性成分整体呈

减少趋势。且１００ｍｇ·ｋｇ－１恩度组的腹水量整体
较少，部分小鼠未采集到明显腹水。
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图２　各组小鼠腹围变化曲线

２．４　对腹膜通透性的影响　第 １、７天各组腹水
ＯＤ５４０值见表３和图３。第１天由于小鼠腹水尚未生
长，故予腹腔注射４ｍＬ无菌生理盐水后行５％Ｅｖａｎ
蓝检测吸光度，各组 ＯＤ５４０均为０．４左右，各组之间
差异不明显。第７天各组ＯＤ５４０均较第１天增大，且
各恩度组ＯＤ５４０均小于 Ｃｏｎｔｒｏｌ组，但恩度剂量分组
对ＯＤ５４０影响不明显（Ｆ＝０．７７３，Ｐ＞０．０５），各组间
均差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
２．５　对生存情况的影响　各组小鼠生存情况及生
存曲线分别见表４和图４。中位生存时间最长的为
５０ｍｇ·ｋｇ－１剂量组，且该组的生存曲线较其他组下
降相对平缓。至第２２天其余组小鼠均死亡，５０ｍｇ·

表３　各组小鼠腹水ＯＤ５４０值比较

组别 剂量／ｍｇ·ｋｇ－１
ＯＤ５４０

第１天 第７天

Ｃｏｎｔｒｏｌ组 ０ ０．４１±０．０４ １．２５±０．１６

恩度组 １２．５ ０．４２±．０２５ １．２０±０．２４

２５ ０．４１±０．１９ １．２３±０．２３

５０ ０．４３±０．２２ １．０３±０．０３

１００ ０．４０±０．２０ １．２１±０．１８

图３　各组小鼠第１天和第７天腹水ＯＤ５４０值

ｋｇ－１组仍有２只小鼠生活状态良好，实施安乐死，解
剖腹腔未见明显腹水。但与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，各恩度
剂量组小鼠生存期差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表２　各组小鼠腹围变化的比较

组别 剂量／ｍｇ·ｋｇ－１
小鼠数／只

第１天 第９天

腹围／（ｃｍ，ｘ±ｓ）

第１天 第９天

Ｃｏｎｔｒｏｌ组 ０ ２０ ７ ８．２５±０．４２ １０．２９±０．３４

恩度组 １２．５ ２０ ７ ８．２８±．０２８ １０．５７±０．５４

２５ ２０ ７ ８．１８±０．３３ １０．４４±０．４６

５０ ２０ ７ ８．０４±０．３８ ９．５６±０．７１ａ

１００ ２０ ７ ８．００±０．３３ ９．５４±０．３６ａ

　　注：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ａＰ＜０．０５。

表４　各组小鼠生存情况

组别 剂量／ｍｇ·ｋｇ－１
动物数／只

第１天 第９天

生存期／ｄ

中位生存期 最后１只动物死亡时间 均值／ｘ±ｓ

Ｃｏｎｔｒｏｌ组 ０ ２０ ７ １２ 第１６天 １２．５７±０．８１

恩度组 １２．５ ２０ ７ １３ 第１４天 １２．４３±０．４３

２５ ２０ ７ １３ 第１５天 １２．８６±０．４６

５０ ２０ ７ １６ 第２２天ａ １６．４３±１．６３

１００ ２０ ７ １４ 第１７天 １４．２９±０．５７

　　注：ａ：于第２２天将２只尚存活的小鼠用ＣＯ２人为安乐死，第２２天为删失数据。
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图４　各组小鼠生存曲线

３　讨论
恶性腹水往往预示着癌症晚期，大量腹水可导

致患者腹式呼吸受限、食欲减少，睡眠质量下降，肠

梗阻发生率升高，低蛋白血症及继发性贫血，加重

或诱发恶液质的发生，患者往往一般状况差，预后

不佳，中位生存期短，因此恶性腹水的治疗在提高

晚期癌症患者的生活质量，延长其生存期具有重要

意义［５］。目前临床常用的处理方式主要有限制液

体入量，改善低蛋白血症，常规应用利尿剂，腹腔置

管引流，腹腔热灌注化疗，免疫治疗及腹腔静脉分

流术等［６７］，但疗效均不理想，且反复抽液、腹腔化

疗易刺激腹膜、加重蛋白丢失、诱发肠粘连、肠梗

阻等。

随着对腹水形成机制的探究，Ｔａｍｓｍａ等［８］提

出腹水的产生主要与两条途径相关，淋巴吸收的减

少以及腹膜腔内液体产生的增多。当肿瘤细胞侵

犯或转移至腹膜时，肿瘤细胞会分泌多种生物活性

肽，后者可促进新生血管的生成，致毛细血管内膜

的总面积增加及血管通透性的升高，蛋白质渗出致

腹腔内胶体渗透压升高，最终导致了腹腔内大量液

体的产生。这些生物活性肽主要是血管内皮生长

因子（ＶＥＧＦ）和碱性成纤维生长因子［９］。目前已有

多项研究显示了ＶＥＧＦ在血管通透性、血管生成方
面的重要作用［１０］。Ｏ′Ｒｅｉｌｌｙ等［１１］发现的内皮抑素

可通过与血管内皮的ＶＥＧＦ受体特异性结合阻碍血
管内皮增生。恩度是我国研发的新型重组人血管

内皮抑素，可直接抑制血管内皮细胞的增殖、迁移

及分化，并促进内皮细胞的凋亡，多靶点抗肿瘤血

管的生成［１２］。目前已有多项临床研究表明，恩度联

合化疗腹腔给药具有较好的近期疗效，可改善晚期

肿瘤患者的生存质量，不增加化疗的毒性反应，为

恶性腹水的治疗提供了新途径［１３１５］。

我们在临床工作中发现一定范围下增加恩度

给药剂量，患者腹胀症状及腹水消退的效果越来越

明显，同时部分患者出现了胸闷、心慌等不适。药

物剂量是影响疗效的一项关键因素，剂量过低可能

无明显疗效，过高易加重药物的毒副反应。因此，

我们设想恩度腹腔给药是否存在最佳剂量。但目

前的报道尚无明确标准，已有文献中多为小样本的

临床观察，联合化疗恩度剂量每次１５～６０ｍｇ不等，

动物实验剂量大多为８ｍｇ·ｋｇ－１，缺乏高级别的循
证医学证据。本实验将恩度稀释为 ４个剂量组
（１２．５、２５、５０、１００ｍｇ·ｋｇ－１），以生理盐水为对照

实验，多方面对比疗效。

实验结果显示，高剂量组５０、１００ｍｇ·ｋｇ－１在
体质量、腹围指标上呈现阳性结果。临床上腹水明

显时，最简单、直观的表现就是体质量增加、腹围增

大，而腹围大小与腹水量息息相关，故该指标可间

接反映药物抑制腹水生成的疗效。与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相
比，１００ｍｇ·ｋｇ－１剂量组可明显降低小鼠体质量和
腹围（Ｐ＜０．０５），显示出该剂量对腹水的抑制作用。

而５０ｍｇ·ｋｇ－１剂量组相对Ｃｏｎｔｒｏｌ组小鼠腹围明显
减小（Ｐ＜０．０５），但体质量下降不明显，我们考虑可

能与小鼠灵活好动，称重时并非完全静态，存在称

重误差相关。

采集腹水时我们观察到在排除个体差异情况

下，随着恩度的剂量加大，腹水血性成分减少，提示

恩度对血性积液的产生具有很好的抑制作用，且同

剂量相关。当肿瘤侵犯腹膜血管，腹膜通透性增高

致大量红细胞渗出，即引起血性腹水。本实验结果

与文献［１６１７］研究验证的恩度对血性积液的疗效
相符。对于１００ｍｇ·ｋｇ－１组个别小鼠未采集到腹
水，以及生存期最长的５０ｍｇ·ｋｇ－１组中２只小鼠

安乐死后解剖腹腔未见腹水生成的情况，我们认为

除了模型接种失败的原因外还可能是该剂量下药

物作用的结果，同时生存曲线中也显示出５０ｍｇ·
ｋｇ－１剂量组的优势。

此外，我们发现在相同的实验背景下，文献［１９
２０］的实验中以恩度８ｍｇ·ｋｇ－１给药即呈现出理想
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的阳性结果，反观本实验中相对高剂量给药体系仍

出现的阴性结果，可能的解释有：（１）两位学者采用
连续给药，疗程至少１周，而本课题隔天给药，疗程
也相对较短；（２）文献［１７］选用的是 Ｈ２２腹水瘤细
胞，而本课题以艾氏腹水瘤细胞构建腹水模型，可

能是不同的腹水瘤细胞对恩度疗效的反应不尽相

同，值得深思的是提示临床中不同瘤种来源的腹水

对血管内皮抑素的效果是否也存在差异，有待进一

步探究。

综上所述，本实验设计体系下，恩度 ５０ｍｇ·
ｋｇ－１剂量和１００ｍｇ·ｋｇ－１剂量相对其他剂量组对
腹水抑制作用明显，可认定为内皮抑素腔内给药的

有效剂量。前期动物实验显示恩度对腹水的抑制

可能与降低腹水、腹膜组织中的血管内皮生长因子

受体２（ＶＥＧＦＲ２）的表达相关［１８１９］。后续我们将

对实验采集的腹水及腹膜组织进行 ＶＥＧＦＲ２的检
测，从分子水平了解差异。同时鉴于实验中各剂量

组梯度较大，下一步可以围绕着５０～１００ｍｇ·ｋｇ－１

进一步细化剂量梯度，寻找给药剂量与腹水量、

ＶＥＧＦＲ２表达水平的关系，试图了解腔内给药的最
佳剂量。
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疗非小细胞肺癌恶性胸腔积液的效果［Ｊ］．齐鲁医学杂志，

２０１６，３１（２）：１４８１５１．

［１６］毛丽伟，廖国清，王红梅，等．恩度联合顺铂治疗恶性血性胸腔

积液临床疗效观察［Ｊ］．西南国防医药，２０１１，２１（７）：７２３７２５．

［１７］魏红梅，秦叔逵，殷晓进，等．重组人血管内皮抑制素联合顺铂

对小鼠腹水瘤抑制作用及其机制探讨［Ｊ］．中华肿瘤防治杂

志，２０１５，２２（６）：４４２４４６．

［１８］吴春艳，王伟，陈鑫，等．重组人血管内皮抑素治疗小鼠恶性腹

腔积液疗效及作用机制研究［Ｊ］．中国临床药理学与治疗学，

２０１４，１９（５）：５０７５１１．

［１９］储赏奇，陈健，贾伟，等．血管内皮抑素抑制小鼠恶性腹水形成

的实验研究［Ｊ］．肝胆外科杂志，２０１５，２３（６）：４６３４６６．

（收稿日期：２０１７０１０６，修回日期：２０１７０４０２）
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