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自1972年Folkman首先提出新血管生成的概念以来[1]，肿
瘤新血管生成越来越受到生物医学界和制药行业的广泛重
视，但目前有关恶性肿瘤新血管生成的机制所知甚少[1-3]。有
研究表明，恶性肿瘤血管并非都由血管内皮细胞组成，还存在
一种与经典肿瘤血管生成途径不同的不依赖机体内皮细胞的
全新肿瘤微循环模式，即血管生成拟态[4-5]。因此，关于肿瘤血
管生成的机制及抗肿瘤血管生成药物的研究成为目前肿瘤研
究的热点之一[6]。笔者研究粉防己碱对人肺癌A549细胞血管
生成拟态的影响及其机制，为将其开发为抗肿瘤血管生成药
物提供理论依据。

1 材料
1.1 仪器

CO2培养箱、聚合酶链反应（PCR）仪（美国Thermo公司）；

多功能读板机[美谷分子仪器（上海）有限公司]；智能图像导航
仪（日本Olympus公司）。

1.2 药品与试剂

粉防己碱（苏州大学中药研究所）；胎牛血清（FBS，澳大利
亚PAA公司）；高糖DMEM培养基、Matrigel（美国HyClone公
司）；胰蛋白酶（美国Biosharp公司）；RNaseA（美国Biomiga公
司）；瑞 -姬氏染液（南京建成科技有限公司）；二甲基亚砜
（DMSO，美国 Sigma 公司）；GelRed 核酸凝胶染料（美国
Boitium公司）；Alamarblue试剂、Trizol试剂（美国 Invitrogen公
司）；逆转录试剂盒（美国Fermentas公司）；PCR试剂盒（大连宝
生物工程有限公司）；引物（上海生工生物工程股份有限公
司）；基质胶（美国BD公司）。

1.3 细胞

人肺癌A549细胞株购自中国科学院上海细胞库，培养于
DMEM（高糖）培养基。在 5％CO2、37 ℃培养箱常规培养，2 d
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摘 要 目的：研究粉防己碱对人肺癌A549细胞血管生成拟态的影响。方法：采用细胞黏附试验观察粉防己碱对A549细胞黏附

作用的影响；通过细胞迁移试验检测粉防己碱对A549细胞迁移能力的影响；通过血管生成拟态试验观察粉防己碱对A549细胞体

外类血管生成的作用；实时定量聚合酶链反应（RT-PCR）法检测粉防己碱对A549细胞血管生成拟态相关基因表达的影响。结果：

5、10、20 μmol/L粉防己碱作用A549细胞30 min后，细胞的黏附作用受到抑制，并与浓度呈正相关；与对照比较，5、10、20 μmol/L

粉防己碱处理A549细胞12、24 h后，A549细胞迁移数减少，A549细胞管腔形成数明显减少，管腔长度明显缩短；A549细胞以粉防

己碱处理后，血管生成拟态相关基因VE-cadherin、VEGF的表达减弱。结论：粉防己碱可抑制A549细胞黏附、细胞迁移和血管生

成拟态，其机制可能与抑制血管生成拟态相关基因VE-cadherin、VEGF的表达有关。
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Effects of Tetrandrine on Vasculogenic Mimicry of Human Lung Cancer A549 Cell Line
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of tetrandrin on vasculogenic mimicry of human lung cancer A549 cell line.

METHODS：The effect of tetrandrin on the cell adhesion of A549 was observed by cell adhesion assay. The effect of tetrandrin on

the cell migration of A549 was studied by cell scratch adhesion test. The effect of tetrandrin on the tube-like formation of A549 cell

in vitro was observed by tube formation assay. The effect of tetrandrin on the expression of A549 vasculogenic mimicry related

genes was assessed by semi-quantitative RT-PCR assay. RESULTS：5，10 and 20 μmol/L tetrandrin effectively inhibited the cell adhe-

sion of A549 cell 30 min later and was positively associated with concentration. Compared with control solution，5，10 and

20 μmol/L tetrandrin strengthened the migration of A549 cell，inecreased the number of cell tube formulation significantly and

shortened the length of cell tube 12 and 24 hours later. Tetrandrin markedly inhibited the expression of vasculogenic mimicry-related

genes VE-cadherin and VEGF in A549 cell. CONCLUSIONS：Tetrandrin could effectively inhibit the cell adhension and cell migra-

tion of A549，and the A549-mediated vasculogenic mimicry，which may be associated with inhibiting the expression of vasculogen-

ic mimicry-related genes VE-cadherin and VEGF.

KEYWORDS Tetrandrin；Human lung cancer A549 cell line；Vasculogenic mimicry；Cell migration；Cell adhesion
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换液1次，3～4 d传代1次。

2 方法
2.1 细胞黏附试验

用不同浓度（5、10、20 μmol/L）粉防己碱（即为粉防己碱

①、②、③组）处理A549细胞24 h（对照组加入PBS），用无血清

培养基重悬后以台盼蓝染色，计数活细胞，调整细胞密度至

2.0×105 ml－1，接种于96孔板中。接种细胞前先在96孔板中铺

0.1％明胶，37 ℃孵育1 h，吸弃上层液体再铺细胞。待细胞贴

壁后吸弃培养基，PBS 洗 3 次，加入新鲜培养基，并加入

Alamarblue试剂10 μL/孔。2 h后用酶标仪测560/590 nm波长

处光密度（OD）值，计算细胞黏附率。试验重复3次。

2.2 细胞迁移试验

将处于对数生长期的A549细胞以合适密度接种于6孔板

中，24 h后用黄枪头进行划痕，吸弃培养基后用PBS洗3次，重

新加入含5％FBS的新鲜培养基，分别加入不同浓度（5、10、20

μmol/L）粉防己碱（即为粉防己碱①、②、③组），对照组加入含

0.6％DMSO的培养基，分别于给药后0、12、24 h拍照。试验重

复3次。

2.3 血管生成拟态试验

用不同浓度（5、10、20 μmol/L）粉防己碱（即为粉防己碱

①、②、③组）处理A549细胞24 h（对照组加入PBS），培养基含

5％FBS。试验前1 d将Matrigel置于冰上过夜，试验时取融化

的Matrigel，加置48孔板中，轻拍使之均匀分布，37 ℃孵育0.5

h，使Matrigel聚合成胶。取合适数量（4.0×104 ml－1）细胞经台

盼蓝染色，计数活细胞，接种在Matrigel上，于37 ℃、5％CO2培

养箱培养4 h，瑞-姬氏染液染色，显微镜观察（40×）并拍照。

2.4 实时荧光定量PCR法检测A549细胞血管生成拟态相关

基因的表达

用不同浓度（5、10、20 μmol/L）粉防己碱处理 A549细胞

24 h（对照组加入PBS）。采用Trizol提取细胞总RNA，逆转录

合成cDNA。PCR反应体系为25 μl[双蒸水18.3 μl，10×PCR缓

冲液2.5 μl，2.5 mmol/L三磷酸脱氧核糖核苷（dNTP）2 μl，上游

引物 0.5 μl，下游引物 0.5 μl，cDNA 1 μl，rTaq 酶 0.2 μl]。PCR

条件：94 ℃预变性3 min；94 ℃变性30 s，55 ℃退火30 s，72 ℃

延伸 1 min，22～35 个循环，72 ℃延伸 8 min。PCR 产物经

1.5％琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像仪拍照，试验重复3次。引物

序列见表1。

表1 引物序列

Tab 1 Primer sequence

基因
β-actin

VE-cadherin

Sema4D

VEGFA

PlexinB1

引物序列（5′-3′）
正向引物：AAGAGCTACGAGCTGCCTGACG

反向引物：CGCCTAGAAGCATTTGCGGTGG

正向引物：CTGTCTACTCCTTATCCCTTGGTTT

反向引物：GTCAGTGTTATCTACAATCCCTTGC

正向引物：TGTCTGTGGAGTATGAGTTTGTGTT

反向引物：GGGTGTAGTTCACATCTTTCTTGAT

正向引物：AGAAGAGACACATTGTTGGAAGAAG

反向引物：CGGTACAAATAAGAGAGCAAGAGAG

正向引物：AGGATGGCCCAGGAGACAATGAGTG

反向引物：GGACCTTCGGATCCTGGTAGGCAAA

产物片段，bp

420

372

552

439

663

2.5 统计学方法

数据以x±s 表示，采用 SPSS16.0软件处理分析试验数

据。多组间单因素比较先用单因素分析其正态分布，后以

LSD法进行统计。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 粉防己碱对A549细胞黏附的影响

粉防己碱作用A549细胞30 min后，细胞的黏附作用受到

抑制，并呈浓度相关性。当粉防己碱浓度达 20 μmol/L时，细

胞黏附作用抑制率达60％，提示粉防己碱可明显抑制A549细

胞黏附。粉防己碱对A549细胞黏附的影响见图1。

3.2 粉防己碱对A549细胞迁移的影响

与对照组比较，A549细胞用粉防己碱 5、10、20 μmol/L处

理12、24 h后，其浓度为5 μmol/L时在一定程度上抑制A549细

胞的迁移，其浓度为10、20 μmol/L时明显抑制A549细胞的迁

移。粉防己碱对A549细胞迁移的影响见图2。

3.3 粉防己碱对A549细胞血管生成拟态的影响

与对照组比较，粉防己碱各组A549细胞管腔形成数明显

减少，管腔长度明显缩短；其浓度为 5 μmol/L时，A549细胞形

成完整管腔的能力逐渐减弱，浓度为10、20 μmol/L时，几乎无

法形成血管，表明粉防己碱可以抑制 A549细胞体外类血管

结构的形成。粉防己碱对A549细胞血管生成拟态的影响见

图 3。

3.4 粉防己碱对 A549细胞血管生成拟态相关基因表达的

影响

A549细胞以粉防己碱处理后，血管生成拟态相关基因

VE-cadherin、VEGF 的表达受到不同程度的抑制，Sema4D、

PlexinB1 则无明显变化，表明粉防己碱的特异性靶点是

VE-cadherin、VEGF。提示粉防己碱可能通过选择性下调

A549细胞血管生成拟态相关基因VE-cadherin、VEGF的表达，
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图1 粉防己碱对A549细胞黏附的影响
与对照组比较：＊P＜0.05

Fig 1 Effects of tetrandrin on the adhesion of A549 cell
vs. control group：＊P＜0.05
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图2 粉防己碱对A549细胞迁移的影响

Fig 2 Effects of tetrandrin on the migration of A549 cell
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抑制血管生成拟态。粉防己碱对A549细胞血管生成拟态相

关基因表达的影响见图4。

4 讨论
血管生成是指源于已存在的毛细血管和毛细血管后微静

脉的新的毛细血管性血管的生长[7]。肿瘤血管生成的机制和

生理条件并不完全相同。血管生成拟态是近年研究热点，研

究表明有些类型的肿瘤细胞可相互连接，形成不存在内皮细

胞的血管样管道，这种全新的肿瘤微循环模式被称为血管生

成拟态。

近年来，肺癌的发病率及病死率呈上升趋势，5年生存率

约为15％[8]，在癌症相关疾病中肺癌病死率居首位[9]，严重影响

人类健康。目前对于肺癌的治疗仍以手术及放化疗为主，而

抗血管生成药物已经成为研究治疗肺癌药物的热点之一，但

对于血管生成拟态形成的机制和对抗药物的研究目前并不

多。粉防己碱是千金藤属防己科植物粉防己的主要活性成

分，化学结构属双苄基异喹啉类化合物，具有广泛的生理活性

及抗炎、镇痛、降压等药理作用，临床上主要用于治疗高血压、

肺纤维化等疾病[10]。近年来研究表明，粉防己碱可作为一种抗

肿瘤物，对胶质细胞瘤、结肠癌、肺癌等肿瘤具有良好的抑制

作用，但其作用机制并不明确。本研究结果表明，粉防己碱浓

度分别为5、10、20 μmol/L 时，可明显抑制A549细胞的黏附和

迁移，并与浓度呈正相关；粉防己碱在浓度为5 μmol/L 时可在

一定程度上抑制血管生成拟态，在 10、20 μmol/L 时明显抑制

血管生成拟态，表明其在体外可以抑制肺癌细胞株A549肿瘤

类血管形成。血管生成对于肿瘤组织的生长、浸润和转移有

重要意义，新近报道也证实粉防己碱在体外裸鼠模型中可以

抑制肿瘤血管生成并抑制肿瘤转移[11]，表明粉防己碱具有抗肿

瘤血管生成的作用。粉防己碱可选择性下调A549细胞血管

生成拟态相关基因VE-cadherin和VEGF的表达。VE-cadherin

和VEGF 均是经典的促血管生成因子，可作用于血管内皮细

胞，介导内皮细胞黏附连接，使其分化形成新的血管，并保持血

管通透性和完整性[12]。近年来有学者发现VE-cadherin和VEGF

等基因参与肿瘤细胞的血管生成拟态[3，5]，并在一些高度侵袭性

肿瘤细胞中高表达，VE-cadherin、VEGF与肿瘤侵袭性以及恶

性程度相关，并且是有关肺癌抗血管治疗的重要靶点。

综上所述，粉防己碱可能通过抑制血管生成拟态相关基

因VE-cadherin、VEGF的表达来抑制人肺癌A549细胞迁移、细

胞黏附和血管生成拟态，进而抑制肿瘤血管生成而发挥抗肿

瘤作用。粉防己碱抑制A549细胞血管生成拟态的具体机制

有待进一步研究。
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摘 要 目的：采用热熔挤出技术（HME）制备穿心莲提取物的固体分散体，并对其进行体外评价。方法：以穿心莲内酯和脱水穿

心莲内酯含量为指标，采用单因素试验，分别对亲水性载体种类、穿心莲提取物与载体用量比例进行筛选，确定最优穿心莲提取物

热熔挤出固体分散体的制备方法，并对形成的固体分散体进行体外溶出度试验和差式扫描量热分析、电镜扫描、X-射线衍射等物

相鉴别。结果：穿心莲提取物热熔挤出固体分散体的最优制备工艺为：以Soluplus为载体，穿心莲提取物 ∶Soluplus＝1 ∶ 2（m/m）混

合，热熔挤出区段升温程序为130→135→140→130 ℃，螺杆转速为27 r/min，加料速度为15 g/min。物相鉴别试验显示穿心莲提

取物在热熔挤出分散体中以无定形态分散。结论：HME能使穿心莲提取物以无定形状态分散，提高穿心莲提取物的溶解度。

关键词 穿心莲内酯；脱水穿心莲内酯；Soluplus；热熔挤出技术；溶出度

Preparation of Andrographis paniculata Extract Solid Dispersion by Hot-melt Extrusion Technology
LIU Pan，HE Qian，DENG Li-hong，YIN Shan-shan，PAN Wei-zeng，LAI Xiao-ping，ZHANG Jun（New Drug De-
velopment Research Centre，Guangzhou University of TCM，Guangzhou 510006，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To prepare Andrographis paniculata extract solid dispersion by using hot-melt extrusion（HME）tech-

nology，and to evaluate it in vitro. METHODS：The type of hydrophilic carrier and the proprotion of A. paniculata extract to carri-

er were screened by single factor test using andrographolide and dehydroandrographolide as index. The preparation technology of A.

paniculata extract solid dispersion was optimized. The dissolution rate in vitro was studied，and DSC，SEM，X-ray diffraction were

used to analyze the solid dispersion. RESULTS：The optimal technology of A. paniculata extract solid dispersion by HME were as

follows：chosing polyethylene caprolactam-polyvinyl acetate-soluplus as the carrier；the ratio of A. paniculata extract to soluplus

was 1 ∶ 2（m/m）；the temperate-rasing program of HME should be 130→135→140→130 ℃；the rotation rate of screw arbor was 27

r/min，feeding speed was 15 g/min. The results of physicochemical characterization experiment indicated that A. paniculata extract

were in amorphous state in solid dispersion by HME. CONCLUSIONS：HME can disperse A. paniculata extract in amorphous

state，and improve its solubility.

KEYWORDS Andrographolide；Dehydroandrographolide；Soluplus；Hot-melt extrusion method；Dissolution
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热熔挤出技术（HME）又称熔融挤出技术（Melt extrusion

technique），是近年来欧、美、日等国大力开发的一门新兴的固

体分散技术。 20世纪 70年代从塑料工业应用中引入制药行

业。HME 具有分散效果好、药物损失少、不使用有机溶剂、

安全无污染、可高效率地进行放大生产、工艺重现性高等优

点[1-2]，已广泛用于提高难溶性药物的溶解度、溶出速率以及口

服生物利用度[3-5]。

目前，穿心莲制剂多为片剂和胶囊，但其主要指标成分穿

心莲内酯、脱水穿心莲内酯等二萜内酯类成分疏水性强，因而

大多存在体外溶出慢、生物利用度低的状况[6-9]。本研究采用

HME制备穿心莲固体分散体，通过抑制药物结晶，改善其理化

性质，使其以无定形态分散在亲水性载体中，以期提高指标成
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