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Abstract
AIM: To investigate the effects of tanshinone 
IIA (an active component of traditional Chinese 
medicine salvia miltiorrhiza) on angiogenesis in 
subcutaneous colorectal cancer xenografts in mice.

METHODS: An ectopic mouse model of colorectal 
cancer was established by subcutaneously inocu-
lating colon carcinoma C26 cells into the armpit of 
mice. The mice were then randomly divided into 5 
groups: model control group, low-dose tanshinone 
IIA group [0.5 mg/(kg•d)], mid-dose tanshinone 
IIA group [1 mg/(kg•d)], high-dose tanshinone 
IIA group [2 mg/(kg•d)], and 5-fluorouracil 

(5-FU) group [1 mg/(kg•d)]. Normal saline 
(model control group), tanshinone IIA of differ-
ent doses and 5-FU were injected via the vena 
caudalis once daily for one week, respectively. 
Seven days later, the eyeballs were removed 
to collect blood samples, and the tumors were 
peeled off to measure tumor size and weight. 
The microvessel density (MVD) was tested by 
immunohistochemistry. Tumor necrosis was de-
tected by hematoxylin and eosin staining. Serum 
VEGF level was assayed by enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA). 

RESULTS: Compared with the model control 
group, tumor weight decreased by 45.8%, 60.3% 
and 84.5% in the low-, mid- and high-dose tan-
shinone IIA groups, respectively. Correspond-
ing tumor size decreased by 50.5%, 60.7% and 
84.2%, respectively. Tumor necrosis was mild in 
the model control group and low-dose tanshi-
none IIA group, but moderate to severe in the 
mid- and high-dose tanshinone IIA groups. The 
MVD was higher in the model control group 
and low-dose tanshinone IIA group than in the 
mid- and high-dose tanshinone IIA groups (86.5 
± 14.6 and 73.5 ± 19.8 vs 48.6 ± 15.2 and 19.4 ± 6.6, 
respectively). Serum VEGF level was significant-
ly higher in the model control group than in the 
normal control group. Compared to the model 
control group, serum VEGF levels decreased by 
15.8%, 34.2% and 74.8% in the low-, mid- and 
high-dose tanshinone IIA groups, respectively. 

CONCLUSION: Tanshinone IIA can inhibit tu-
mor angiogenesis and growth of colorectal can-
cer xenografts in mice perhaps via inhibition of 
VEGF and MVD. 
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摘要
目的: 探讨中药丹参活性成分TanⅡA对肠癌

www.wjgnet.com

®

■背景资料
自1971年美国波
士顿儿童医院的
Folkman教授首先
提出血管新生学
说以来, 血管新生
与肿瘤的关系越
来越受到科研人
员的重视. 研究证
实, 微血管生成在
大肠癌的发生、
发展、侵袭、转
移中发挥重要作
用, 已经成为大肠
癌向其他脏器转
移扩散和手术后
复发的关键因素.

■同行评议者
杜群, 副研究员, 广
州中医药大学脾
胃研究所药理室



小鼠皮下移植瘤微血管生成的抑制作用.

方法: 通过腋下接种小鼠C26肠癌细胞, 建立
小鼠结肠癌移植瘤模型, 随机分为: 模型组、
TanⅡA低[0.5 mg/(kg•d)]、中[1 mg/(kg•d)]、高
[2 mg/(kg•d)]剂量组、5-氟脲嘧啶[1 mg/(kg•d)]
组, 经尾静脉分别给予生理盐水、不同浓度的
TanⅡA及5-氟脲嘧啶, 每天1次, 给药1 wk. 给
药7 d后摘除眼球取血, 剥离瘤体, 测量大小及
质量. 免疫组织化学法检测MVD, HE染色检
测肿瘤组织坏死情况, ELISA法检测小鼠血清
VEGF的表达. 

结果: TanⅡA低、中、高剂量的肿瘤质量抑
制率分别为: 45.8%、60.3%及84.5%, 肿瘤体
积抑制率为: 50.5%、60.7%及84.2%; 模型组
与低剂量组肿瘤组织以轻度坏死为主, MVD
值分别为: 86.5±14.6与73.5±19.8, 中、高剂
量组则以中、重度坏死为主, MVD值分别为: 
48.6±15.2与19.4±6.6; 模型组血清VEGF的
浓度显著高于空白组, TanⅡA低、中、高剂
量组VEGF抑制率分别为: 15.8%、34.2%及
74.8%. 

结论: TanⅡA能够抑制小鼠肠癌微血管生成, 
并对肠癌的生长有明显抑制作用, 其抗肠癌作
用与抑制VEGF、MVD有关. 

关键词: 丹参酮ⅡA; 血管新生; 小鼠; 结肠癌; 血管

内皮生长因子

周利红, 刘宣, 王炎, 范忠泽, 孙珏, 李琦. 丹参酮ⅡA对小鼠肠

癌皮下移植瘤血管新生的抑制作用.  世界华人消化杂志  2009; 

17(31): 3203-3209

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/3203.asp

0  引言

大肠癌是临床上常见的消化系恶性肿瘤之

一, 发病率仅次于胃癌和肝癌, 并呈现逐年上

升的趋势[1], 成为严重威胁人类健康的重大疾

病. 肿瘤微血管生成在大肠癌的发生、发展、

侵袭转移过程是起着重要的作用[2]. 丹参酮Ⅱ

A(tanshinone ⅡA, TanⅡA) 是中药丹参的有效

活性成分, 最早用于心血管疾病, 近年来发现具

有明显的抗肿瘤作用, 其抗癌机制涉及抑制细

胞增殖[3]、促进细胞凋亡[4]、诱导肿瘤细胞分

化[5-6]等. 但对肠癌血管新生的作用尚未见报道. 
本研究建立C26细胞小鼠结肠癌移植瘤模型, 体
内研究TanⅡA对肠癌微血管生成的作用及对

血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
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factor, VEGF)和微血管密度(microvessel density, 
MVD)的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 Babl/c F1代小鼠60只, ♂, 体质量18±
2 g, 清洁级, 购自上海斯莱克实验动物有限责任

公司, 饲养于上海中医药大学附属普陀医院实验

动物室. 合格证编号: SCHK(沪) 2007-0005; 小鼠

C26结肠癌细胞(购自上海医药工业研究院); Tan 
ⅡA, 含量>98%, 西安冠宇生物技术有限公司, 批
号: 20070621;  5氟脲嘧啶(5-FU)为上海旭东海普

药业有限公司生产, 批号: 20070802; 小鼠VEGF 
ELISA试剂盒(美国Bio Sources公司); 山羊抗小

鼠CD34 mAb(美国R&D公司).
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 小鼠结肠癌C26细胞引自上海

医药工业研究院药理研究室. 细胞培养于含100 
mL/L胎牛血清、1×105 U/L青霉素、链霉素的

RPMI l640培养液中, 37℃, 50 mL/L CO2培养箱

内常规传代培养. 
1.2.2 小鼠肠癌模型的制作及分组给药: 参照文

献报道的方法[7], 取对数生长的C26细胞, 以5
×l06/只数量接种于小鼠腋下. 7-10 d后形成肿

瘤, 生长旺盛期的瘤组织剪切成1 mm3左右, 在
无菌条件下, 接种于小鼠右侧腋窝皮下, 如此传

3代后, 大批接种小鼠腋下, 待瘤体生长约100 
mm3随机分为5组, 每组8只, 分别为模型组、

TanⅡA低、中、高剂量组[8]和5-FU组. TanⅡ
A低、中、高剂量组分别经尾静脉注射0.5、
1、2 mg/(kg·d)的TanⅡA, 5-FU组尾静脉注射

1 mg/(kg·d)的5-FU, 空白组和模型组每天注射

等量的生理盐水, 连续给药1 wk. 给药7 d后, 小
鼠摘除眼球取血, 以颈椎脱臼法处死, 剥离剥离

体, 剔除结缔组织, 测量肿瘤长、宽及质量后, 
以40 g/L甲醛溶液固定, 石蜡包埋, 4 μm厚连续

切片. 
1.2.3 抑瘤率的计算: 抑瘤率以模型组和给药组

肿瘤体积及瘤体质量的变化进行计算, 肿瘤体

积(TV)的计算公式[9]为: TV = ab2/2, 其中a、b
分别表示瘤体的长、宽. 肿瘤体积抑制率 = (1-
实验组平均瘤体积/对照组平均瘤体积)×100%, 
瘤重抑制率 = (l-实验组平均瘤质量/对照组平均

瘤质量)×100%. 
1.2.4 HE染色: 取材组织块, 经40 g/L甲醛溶液

固定后, 常规石蜡包埋, 取完整的肿瘤蜡块以最

大面积4 μm厚切片, 在100倍光学显微镜下挑

www.wjgnet.com

■研发前沿
血 管 生 成 、 侵
袭、转移是肿瘤治
疗的最大的障碍, 
如何在肿瘤形成
过程中抑制肿瘤
血管新生, 阻断原
发瘤向其他器官
的侵袭转移是防
治大肠癌的一个
重要手段, 也是目
前肿瘤综合治疗
亟待解决的问题.
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选坏死面积最高密度区域, 在200倍光镜下随机

选择3个高倍视野进行拍照, 在专业图像处理软

件Image Pro Plus 6.0的辅助下采用双盲法分别

进行切片坏死面积统计. 坏死面积占切片总面

积的<5%记0分、5%-25%记1分、25%-50%记2
分、>50%记3分[10]. 
1.2.5 SP免疫组织化学染色: 取存档蜡块制成4 
μm连续切片, 二甲苯脱蜡, 梯度酒精脱水. 将切

片依次经内源性过氧化物酶清除、抗原修复、

正常血清封闭、抗体结合、D A B染色、蒸馏

水洗涤, 再经苏木素衬染, 烟酸酒精分化, 稀氨

水蓝化. 递增梯度酒精脱水, 二甲苯透明, 常规

树脂封片. 所用一抗为1∶50稀释的山羊抗小鼠

CD34 mAb, 二抗为1∶200生物素标记二抗, 显
色时加入1∶200辣根酶标记链霉卵白素, 3种试

剂均以磷酸盐缓冲液稀释. MVD的检测方法按

Weidner法[11]进行: (1)CD34阳性以血管内皮细胞

呈棕色或棕黄色染色为标准; (2)切片在100倍光

镜下挑选微血管分布最高密度区域, 在200倍光

镜下计数不重复视野中被CD34染成棕黄色的微

血管数, 取其平均值作为MVD. 每个与邻近微血

管明显分离的阳性染色的血管内皮细胞或血管

内皮细胞簇都视为独立的微血管; 只要结构不

相连, 其分支结构也计作一个血管计数. 
1.2.6 酶联免疫吸附试验(ELISA法): 将经眼球静

脉丛取出的正常组、模型组及给药组的小鼠全

血离心后, 收集血清, 采用小鼠VEGF ELISA检

测试剂盒分别测定各组小鼠血清VEGF的表达

情况, 具体检测方法参照美国Bio Sourse公司提

供的试剂盒说明书进行. 将检测结果用ELISA标

准曲线专用软件作出VEGF浓度的标准曲线, 分
别用标准曲线计算出各检测孔中VEGF的浓度.
统计学处理 采用PEMS3.1医学统计软件

包对数据进行统计分析, 所得到的计量资料数

据以mean±SD表示, 多样本均数比较用单因素

方差分析, 各组两两比较采用Student-Newman-
KeμLs检验, 等级资料使用等级资料频数表表

示, 数据统计用多个样本比较的秩和检验, 各组

两两比较采用Wilcoxon检验, 统计结果以P <0.05
为差异有显著性.

2  结果

2.1 TanⅡA对小鼠肠癌的抑制作用 肠癌皮下移

植瘤小鼠造模7 d后, 游标卡尺测量给药前各组

小鼠肿瘤体积大小, 各组之间无明显差异. 经尾

静脉给予不同浓度的TanⅡA后, 各组均有不同

程度的抑制作用, TanⅡA低、中、高剂量的肿

瘤质量抑制率分别为45.8%、60.3%、84.5%, 肿质量抑制率分别为45.8%、60.3%、84.5%, 肿抑制率分别为45.8%、60.3%、84.5%, 肿
瘤体积抑制率为50.5%、60.7%、84.2%, 与模型

组比较, 各给药组肿瘤质量及体积均低于模型质量及体积均低于模型及体积均低于模型

组(均均P <0.01). 中剂量的TanⅡA与同剂量的5-FU
瘤质量抑制率分别为60.3%和50.3%, 体积抑制质量抑制率分别为60.3%和50.3%, 体积抑制抑制率分别为60.3%和50.3%, 体积抑制

率分别为60.7%和53.1%, 2组相比无统计学意义

(P >0.05, 表1, 图1-2). 
2.2 TanⅡA对肠癌小鼠肿瘤组织坏死的影响 给
药前, 肉眼观察各组荷瘤小鼠肿瘤体积大小无

明显差异, 大小约为100 mm3. 给药7 d后, 各组

肿瘤均有不同程度的增长, 其中以模型组增长

最快. 处死小鼠后取出瘤体进行HE染色, 结果显

表  1  各组小鼠瘤体质量、体积及各给药组肿瘤抑制率 (n  = 8, mean±SD) 

     
分组                                 质量(g)             质量抑制率(%)	  体积(cm3)                   体积抑制率(%)

模型组		  0.73±0.22	      -		  1.00±0.17	         -

TanⅡA低剂量组	 0.40±0.22b	    45.8		  0.50±0.30b	       50.5

TanⅡA中剂量组	 0.29±0.09b	    60.3 		  0.40±0.12b	       60.7

TanⅡA高剂量组	 0.11±0.06b	    84.5 		  0.16±0.09b	       84.2

5-FU组		  0.36±0.17b	    50.3 		  0.47±0.18b	       53.1

bP<0.01 vs  模型组.

图  1  各给药组小鼠瘤质量及体积抑制率. A: 模型组; B: 
TanⅡA低剂量组; C: TanⅡA中剂量组; D: TanⅡA高剂量组; 

E: 5-FU组. bP<0.01 vs  模型组.
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■相关报道
2 0世纪 7 0年代 , 
Fo lkman教授就
提出 ,  肿瘤生长
与血管生成有重
要的联系 :  一方
面 ,  肿瘤生长需
要血管为之提供
养料并运走代谢
废料 .  另一方面 , 
肿瘤组织内血管
密度的增加、肿
瘤边缘部位的瘤
细胞与血管接触
增多 ,  也进一步
促使肿瘤细胞随
细胞数量的增多
而脱落进入血管
的机会增加.
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示, 模型组以无坏死和轻度坏死为主, TanⅡA各

剂量组以中重度坏死为主, 细胞核萎缩、变形

及破碎, 细胞排列稀疏, 以胞质着紫色及粉红色

为主, 中、高剂量组的肿瘤坏死程度与生理盐

水组相比, 具有显著性差异(均均P <0.05); 5-FU组

以轻、中度坏死为主(P >0.05), 坏死程度略高于

模型组及低剂量TanⅡA组, 但不及中、高剂量

TanⅡA组(表2, 图3).
2.3 TanⅡA对肠癌小鼠肿瘤微血管形成的影响 
免疫组织化学测定给药7 d的各组肠癌小鼠微血测定给药7 d的各组肠癌小鼠微血

管密度, 结果发现, 模型组肿瘤组织微血管新生

最为明显, 200倍光镜视野下满布密集的微血管, 
MVD值为86.5±14.6. 各给药组也有部分微血管

新生, 但微血管密度随药物剂量的加大而减少, 
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表  2  各给药组小鼠瘤体坏死情况 (n  = 24)

     
分组

                          	               各组坏死程度 (n )

		  0分        1分         2分	      3分	 总分

模型组		  13          11           0         0	  11

TanⅡA低剂量组	   7          13           3         1        25 

TanⅡA中剂量组	   2	 7         12         3	  44a

TanⅡA高剂量组	   1	 2         10       11	  55a

5-FU组		    3	9          10         2	  35 

aP<0.05 vs  模型组.

图  2  各组小鼠瘤体大小. A: 模型组; B: TanⅡA低剂
量组; C:  TanⅡA中剂量组; D:  TanⅡA高剂量组; E: 

5-FU组.

图  3  各给药组小鼠瘤体坏死情况(HE×200). A: 模型组; B: 5-FU组; C: Tan ⅡA低剂量组; D: Tan ⅡA中剂量组; E: Tan ⅡA
高剂量组.
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■创新盘点
传统中医药以其
独特的理论体系
与悠久的临床实
践为基础, 结合现
代的研究方法与
手段在肿瘤治疗
中发挥着重要的
作用, 特别是对于
早期肿瘤的预防
有着很好的疗效. 
本研究将具有活
血化瘀、凉血消
痈的中药丹参提
取物丹参酮ⅡA
作用于小鼠肠癌
模型, 观察丹参酮
ⅡA对肠癌血管
新生的抑制作用.
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MVD值以TanⅡA高剂量组的19.4±6.6最低, 其
次为中剂量组的48.6±15.2和5-FU组的51.9±
15.8, 而低剂量组则为73.5±19.8. 与模型组比较, 
TanⅡA高剂量组最具统计学意义(P <0.01), 肿瘤

微血管新生抑制作用最明显, TanⅡA中剂量组

和5-FU组抑制作用不如高剂量组, 但也有统计

意义(均均P <0.05), 低剂量组则无明显差别(图4-5).
2.4 各组小鼠血清VEGF的表达情况 给药后小鼠

眼球取血, ELISA法测得模型组血清VEGF的浓

度显著高于空白组(415.4±14.2 ng/L vs  292.0±
13.5 ng/L, P <0.01), TanⅡA各组VEGF的抑制作

用随浓度的增加而增强, 低、中、高浓度的抑制

率分别为15.8%、34.2%和74.8%, 低、中剂量组

作用明显低于高剂量组. 中浓度的TanⅡA与同等

剂量的5-FU相比, 两者对VEGF的抑制作用无明

显的统计学意义(表3, 图6).

3  讨论

肿瘤血管新生(tumor angiogenesis)或血管生成

(vascularization)是实体瘤生长非常关键的因素, 
不但成为肿瘤生长的基础, 而且构成了肿瘤细

胞侵袭转移的首要靶目标, 肿瘤细胞转移及其

在转移部位的生长也依赖于肿瘤血管生成. 早
在20世纪70年代, Folkman教授就提出, 肿瘤生

长与血管生成有重要的联系: 一方面, 肿瘤生长

需要血管为之提供养料并运走代谢废料. 没有血

管, 肿瘤一般只生长到1-2 mm; 另一方面, 肿瘤

组织内血管密度的增加、肿瘤边缘部位的瘤细

胞与血管接触增多, 也进一步促使肿瘤细胞随细

胞数量的增多而脱落进入血管的机会增加[12]. 肿
瘤血管生成受血管生成因子和血管生成抑制因

子的两者有机调控: 一旦血管生成因子上调或

血管生成抑制因子功能障碍, 二者平衡被打破

即发生肿瘤血管新生[13-14]. 肿瘤细胞分泌的血管

生成因子能将增强新血管生成和增殖的特殊基

因激活和蛋白表达的信号传递到正常组织周围, 
从而使血管内皮细胞加速分化, 产生微血管包

绕到肿瘤组织周围, 从而促进肿瘤侵袭和转移. 
因此, 肿瘤血管生成对肿瘤细胞的转移有直接

的和间接的促进作用, 可有效调控血管生成和

抑制因子间的动态平衡, 是抗肿瘤血管生成治

疗的关键和作用靶点[15]. 
近年来肠癌的发病率呈逐年上升趋势, 手

术作为治疗大肠癌的重要手段之一是必不可少

的, 但是术后5年生存率为50%-60%左右[16], 扩大

手术范围则无法提高患者的受益率. 近20年来, 
大肠癌术后防治研究虽然已有长足的发展, 治疗

手段不断提高(手术、放疗、化疗、生物反应调

节治疗等), 但5年生存率并没有得到明显提高[17], 
其主要原因是由于肿瘤血管新生导致的肿瘤向

其他脏器组织侵袭、转移. 因此, 肿瘤形成过程

的血管生成、侵袭、转移是肿瘤治疗的最大的

障碍, 如何在肿瘤形成过程中抑制肿瘤血管新

生, 阻断原发瘤向其他器官的侵袭转移是防治

大肠癌的一个重要手段, 也是目前肿瘤综合治

疗亟待解决的问题. 
TanⅡA是从中药丹参中提取的脂溶性有效

成分, 具有抗氧化、抗心脑血管疾病、抗菌消

炎等药理作用, 近年研究发现TanⅡA对肝癌、

胃癌、肠癌等肿瘤细胞具有杀伤作用. TanⅡA
为活血化瘀中药丹参提取的有效活性成分, 体
外研究显示TanⅡA对多种肿瘤细胞(肝癌、胃

癌、结直肠癌、鼻咽癌等) 具有抑增殖、促凋

亡的作用, 是一种较好的抗肿瘤中药单体, 但Tan
ⅡA体内抗肿瘤效应及作用机制研究目前报道

不多. 
目前对肿瘤新生血管形成研究中最常用的

方法是MVD的测定, 大量研究证明, MVD与血
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图  4  各组小鼠瘤体MVD. A: 模型组; B: TanⅡA低剂量组; C: 
TanⅡA中剂量组; D: TanⅡA高剂量组; E: 5-FU组. aP<0.05, 
bP<0.01 vs  模型组.

表  3  各组小鼠血清VEGF浓度及药物抑制率

     
分组       		    n                 VEGF (ng/L)      抑制率(%)

空白组		    8	 292.0±13.5b          -

模型组		  16	 415.4±14.2           -

TanⅡA低剂量组	 16	 395.9±11.9         15.8

TanⅡA中剂量组	 16	 373.2±9.3a           34.2 

TanⅡA高剂量组	 16	 323.1±14.2b        74.8 

5-FU组		  16	 384.1±20.4         25.6 

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组.

■应用要点
本研究提示, Tan
ⅡA具有较好的
抑制肠癌生长和
抗肿瘤血管新生
的作用, 随给药剂
量的加大抑制作
用更明显, 其抗肿
瘤作用与下调肿
瘤组织VEGF表达
有关, 且抑制作用
具有剂量依从性. 
对于明确中药的
抗肿瘤活性有着
重要的推动作用.
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道转移密切相关[18-19], 是一种较为可靠的研究

方法. MVD被认为是判断肿瘤进展及转移潜力

的指标, 是影响患者生存的独立预后因素[20], 目
前评价肿瘤血管形成大多经免疫组织化学微血
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管计数来分析肿瘤新生血管[21], 常用标记物有

F82RA、CD34、CD31等. 本研究以CD34为标

记对象, 以小鼠C26肠癌细胞接种Babl/c F1代小

鼠建立的小鼠肠癌异位移植瘤模型为研究对象, 
分别从抑制率、MVD计数和组织坏死情况3个
方面考察TanⅡA对肠癌小鼠肿瘤的抑制作用及

肿瘤血管新生的影响. 结果显示, TanⅡA具有较

好的抑制肠癌生长和抗肿瘤血管新生的作用, 
随给药剂量的加大抑制作用更明显, 其抗肿瘤

作用与下调肿瘤组织VEGF表达有关, 且抑制作

用具有剂量依从性.
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