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Abstract: Aim To observe the effects of Astragalo-
side Ⅳ on the airway remodeling in a murine model of
chronic asthma． Methods 48 BALB /c mice were
randomly divided into 4 groups，namely Control group，
Asthma group ( OVA group ) ，Astragaloside Ⅳ group
and Budesonide group with 12 mice in each group．
BALB /c mice sensitized to ovalbumin ( OVA ) were
chronically challenged with aerosolized OVA for eight
weeks． Mice in the Astragaloside Ⅳ group were intra-
gastrically administered with Astragaloside Ⅳ ( 50 mg
·kg －1 ) daily for 8 consecutive weeks． Mice in the
Budesonide group were exposed to an aerosol of budes-
onide ( 8 ml) daily for 8 consecutive weeks． 24 hours
after the last OVA challenge，pulmonary functions were
measured to evaluate the resistance of expiration in 6
mice of each group． Cells in BAL fluid ( BALF) were
counted． The sections were stained with either hema-

toxylin ＆ eosin to assess the inflammatory cell infil-
trates，and Masson's trichrome to determine subepithe-
lial fibrosis in the lungs． The levels of VEGF in BALF
were measured by ELISA． The expression of α-SMA
and VEGF protein in lungs was detected by immuno-
histochemistry． Results Treatment with Astragaloside
Ⅳ markedly inhibited the airway inflammation，airway
hyperresponsiveness ( AHR) and remodeling． Astraga-
loside Ⅳ significantly decreased the level of VEGF in
BLAF． In addition，Astragaloside Ⅳ obviously attenua-
ted the protein expression of α-SMA and VEGF in
lungs． Conclusions Astragaloside Ⅳ can suppress
the progression of airway remodeling in a murine model
of chronic asthma． Partly，the effects might be due to
inhibition of the expression of VEGF．
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摘要:目的 探讨化合物 BSSD-1 对斑马鱼新生血管的影响

以及对大肠癌 HT29 裸鼠肿瘤的抑制作用。方法 采用 24
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hpf ( hours post fertilization) 健康 TG( VEGFR2: GFP) 系血管

荧光转基因斑马鱼作为实验动物模型，加入不同剂量 BSSD-
1 与胚胎共同孵育 24 h，在荧光显微镜下观察背部节间血管

( intersegmental vessels，ISV) 生成情况，并计数评价抑制程

度; 进而建立人大肠癌 HT29 细胞裸小鼠模型，观察 BSSD-1
不同剂量作用下对裸鼠肿瘤的抑制作用，根据瘤体积及瘤

重，计算相对肿瘤增殖率和肿瘤生长抑制率。结果 化合物

BSSD-1 在 0. 25 ～ 25. 0 mg·L －1
范围抑制斑马鱼背部节间血

管生成具有剂量相关性，12. 5 mg·L －1
抑制率可达 98. 8% ;

裸鼠肿瘤抑制试验中，大、中、小剂量组肿瘤生长抑制率试验

结果分别为 31. 1%、40. 0%和 40. 0%，统计学处理 3 组差异

均有显著性。结论 BSSD-1 可以抑制荷瘤裸鼠移植瘤的生

长，该作用与抑制肿瘤新生血管生成有关。
关键词: BSSD-1; 斑马鱼; 抗肿瘤作用; 节间血管; 血管生成;

HT29; 大肠癌
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血管生成 ( angiogenesis) 是指在原有的毛细血

管和( 或) 微静脉基础上通过血管内皮细胞的迁移

和增殖，从已存在的血管处以芽生或非芽生( 套迭)

形式形成新的、以毛细血管为主的血管系统过程。
血管生成是许多促进或抑制血管生成的分子参与调

节的一个平衡过程
［1 － 2］。大量研究表明，血管生成

对 恶 性 肿 瘤 的 生 长 和 转 移 起 着 至 关 重 要 的 作

用
［3 － 5］，抑制肿瘤新生血管生成已经成为肿瘤生物

靶向治疗的重要研究方向。
斑马鱼 ( zebrafish，Danio rerio) 是原产于印度、

孟加拉国的一种热带鱼，成鱼体长 3 ～ 5 cm。自

1994 年冷泉港集会以及《Nature》和《Science》杂志

发表专题评述
［6 － 7］，到 2009 年斑马鱼全基因组测序

的完成，斑马鱼已经成为一种公认的新型模式生物，

正逐渐拓展和深入到生命体的多种系统的发育、功
能和疾病的研究中。和其他脊椎动物一样，斑马鱼

的第一个血管原细胞也来源于中胚层。血管原细胞

迁移到中线部位后形成血管索，进而分化为成血管

细胞和造血细胞，成血管细胞进一步分化形成轴向

血管、背部主动脉和后主静脉，该血管生成过程已被

证明与人类肿瘤新生血管生成过程极其相似
［8］。

另外斑马鱼最大特点在于其胚胎透明可视，在胚胎

发育早期的血管生成过程可以在显微镜下方便观察

到，因此是一种理想的活体抗血管生成药物的筛选

模型。国内外利用斑马鱼血管生成模型已经开展了

大规模的血管生成抑制的筛选
［9 － 10］。

BSSD-1 是一种新型的酪氨酸激酶抑制剂，化学

名为 1-( 4-氯苯胺基) -4-( 4-甲基吡啶基) -2，3-二氮

杂萘 琥 珀 酸 盐，已 经 申 请 获 得 我 国 发 明 专 利 保

护
［11］。本文通过斑马鱼药物筛选模型考察了化合

物 BSSD-1 抑制新生血管生成的作用，并进一步考

察 BSSD-1 在荷瘤裸鼠模型中对人大肠癌 HT29 细

胞肿瘤的抑制作用，初步揭示了化合物 BSSD-1 在

抗肿瘤方面的应用潜力。
1 材料与仪器

1． 1 材料 TG ( VEGFR2: GFP) 系血管荧光转基

因斑马鱼为山东省科学院生物研究所药物筛选研究

室提供。裸小鼠: SPF 级 BALB /c nu，♂，中国医学

科学院实验动物研究所繁育场提供，许可证编号:

SCXK 京 2005-0013。人大肠癌 HT29 细胞系，由山

东省医学科学院基础所提供。
BSSD-1: 由山东省科学院生物研究所生物化工

研究 室 提 供，淡 黄 色 针 状 结 晶，HPLC 测 定 含 量

98. 3%。麻醉药 Tricaine( MS222) : Sigma 公司产品;

阳性对照药呋氟尿嘧啶( FT207 ) : 齐鲁制药厂生产

( 批号: 20010215 ) ; RPMI 1640 培养基: 美国 Gibco
BRL 公司产品( 批号: 31800-022) ; 胎牛血清: 中国医

学科学院血液研究所提供 ( 批号: 2006 年 8 月) ; 链

霉蛋白酶( Pronase E) : 上海源聚生物科技有限公司

( 批号: 000607) ; 其余试剂为分析纯。
1． 2 仪器 SZX16 型荧光显微镜、DP2-BSW 图像

采集系统( 日本 Olympus 公司) ; XSJ-D 型倒置显微

镜( 重庆光电仪器公司产品) ; Forma 3111 型水套式

CO2 培养箱( 美国 Forma 公司) ; 斑马鱼养殖饲养设

备( 北京爱生科技公司) 。
2 方法

2． 1 斑马鱼胚胎获取 ♀♂斑马鱼分开喂养，照明

14 h /黑暗 10 h 交替进行，定时喂以人工颗粒状饵料

和刚孵出的卤虫无节幼体( Artemia nauplii) 。采卵

时，取健康性成熟的斑马鱼，按♀♂ 1 /1 或 1 /2 的比

例放入交配缸内，次日 9 ～ 10 时获得受精卵。对受

精卵进行消毒和清洗后，移入斑马鱼胚胎培养用水

( 含 5 mmol·L －1 NaCl，0. 17 mmol·L －1 KCl，0. 4
mmol·L －1 CaCl2，0. 16 mmol·L －1 MgSO4 ) 中，28℃
下控光培养。
2． 2 BSSD-1 对转基因斑马鱼模型血管生成的抑制

作用 在受精卵发育 24 h 时，使用 1 g·L －1Pronase
E 溶液脱去卵膜。在体视显微镜下挑选正常的斑马

鱼胚胎，移入 24 孔培养板中，每孔 8 枚。将 BSSD-1
用二甲基亚砜( DMSO) 配成 5 g·L －1

母液，用蒸馏

水稀释成 500 mg·L －1
样品液，取一定体积至培养

孔中，然后用培养水加至 2 ml，使 BSSD-1 终浓度分

别为 0. 25、1. 25、2. 5、12. 5、25 mg·L －1，对照为 1%
DMSO。然后加盖，置于光照培养箱 ( 28℃ ) 让胚胎

继续发育。在 48 hpf 时，荧光显微镜观察并计数斑

马鱼体节间血管( intersegmental vessels，ISV) 数，计

算抑制率，并观察胚胎死亡获畸形情况。抑制率 /%
= ( 正常对照组血管数 － 给药组血管数) ÷ 正常对

照组血管数 × 100%。
2． 3 BSSD-1 对转基因斑马鱼 48 hpf 胚胎的血管

的影响 根据“2. 2”中剂量范围，选择 1. 25、12. 5、
25 mg·L －1 3 个剂量组观察药物对已经形成的血管

的影响。24 孔板的样孔中预先加入各实验组溶液

( 对照组为 1% DMSO) ，再挑选健康 48 hpf 胚胎，随

机放入样孔中，每个实验组 10 个胚胎。随后于光照

培养箱中恒温( 28℃ ) 孵育，并分别于施药后 72 hpf
观察并记录各实验组胚胎的心脏形态、循环系统血

流、心率等指标。
2． 4 BSSD-1 对荷瘤( 人大肠癌 HT29 细胞) 裸鼠

的抑制作用 BSSD-1 根据剂量要求用 0. 5 % 羧甲
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基纤维素钠配成所需浓度的混悬液，备用。将人大

肠癌 HT29 细胞进行常规传代、增殖培养至所需细

胞量后胰酶消化收集细胞，取细胞悬液置显微镜下

计数调整细胞数，于裸小鼠右腋皮下接种。接种量:

2. 0 × 107
个细胞 /0. 2ml /只。种瘤后 3 d 局部可触

及微小瘤块时，用游标卡尺分别测量瘤体积，随机分

组分别为阴性对照组 10 只，阳性对照组 10 只，受试

物大、中、小 剂 量 组 各 10 只，受 试 物 剂 量 分 别 为

100、75 和 50 mg·kg －1，阳性对照组为 FT207 110
mg·kg －1。每天灌胃给药，连续给药 27 d，灌胃体

积均为 0. 5 ml。对照组灌胃给同体积无菌蒸馏水。
于试验 d 0、6、10、20、27 测量各组肿瘤体积，同时称

量鼠重。肿瘤体积计算公式 V = 1 /2 × a × b2，其中

a、b 分别为瘤体的长、宽。根据测量结果计算相对

肿瘤体积( RTV) ，RTV = Vt /V0，V0 为分组时( d 0) 测

得肿瘤体积，Vt 为每次测得肿瘤体积，评价指标为

相对肿瘤增殖率 T /C( % ) ，计算公式为 T /C( % ) =
T( RTV) /C( RTV) × 100。末次给药后 24 h 处死动

物，解剖瘤块称瘤重及体重，计算肿瘤生长抑制率。
疗效评价公式: 肿瘤生长抑制率 /% = ( C － T) /C ×
100%，T 为给药组平均瘤重，C 为对照组平均瘤重。
2． 5 数据统计 应用 SPSS13. 0 对实验所得数据进

行方差分析，血管数以 珋x ± s 的形式表示。
3 结果

3． 1 BSSD-1 对斑马鱼药物筛选模型血管生成的抑

制作用 文献显示斑马鱼节间血管的发育时间为

24 ～ 48 hpf［10］，本实验观察的现象与文献报道相同，

斑马鱼胚胎 24 hpf 时节间血管尚未出现，到 48 hpf
时节间血管发育完全，见 Fig 2。

不同浓度的药物对斑马鱼胚胎的节间血管的影

响见 Fig 1，2( Fig 1 横坐标为药物剂量，纵坐标为节

间血管数) 。正常节间血管在荧光显微镜下呈均匀

等距纵向排列，在受到药物抑制后，在局部会出现血

流消失、血管缺失、血管变细，甚至全部缺失。对于

24 hpf 处理的胚胎，到 48 hpf 时，BSSD-1 在低浓度

0. 25 mg·L －1
即体现一定抑制斑马鱼胚胎新生节间

血管的趋势，随着浓度逐渐增大，抑制作用逐渐增

强，12. 5 mg·L －1
抑制率达到 98. 8% ( Fig 1，2 ) ，与

对照组相比，差异有显著性。同时，在斑马鱼模型加

药孵育的过程中，实验组胚胎无死亡，25 mg·L －1

剂量组出现 2 只心囊略膨大、水肿现象。
3． 2 BSSD-1 对斑马鱼心脏及已形成血管的影响

发育 24 hpf 的斑马鱼胚胎，心跳出现。发育 48 hpf
的胚胎，心脏区已形成，跳动增强，48 hpf 时加药可

观察药物对斑马鱼胚胎心脏毒性以及对血管的影

响
［11］。72 hpf 时观察各组节间数、计数 15 s 心率，

结果表明 BSSD-1 各剂量组节间血管数心率与对照

组相比，差异均无统计学意义，见 Tab 1。各给药组

实验过程中未见胚胎畸形或死亡。

Fig 1 Growth of ISV of zebrafish larva after treatment of different

concentrations of BSSD-1( n = 8)
＊＊P ＜ 0. 01 vs control group

Fig 2 Lateral view of TG( VEGFR2: GFP) zebrafish showing ISV

growth after treatment with BSSD-1 for 24 h

( A，a) : Vehicle-treated control at 24 hpf; ( B，b) : vehicle-treated

control at 48 hpf; ( C，c ) : Zebrafish larva treated with 1. 25 mg·L －1

BSSD-1; ( D，d) : Zebrafish larva treated with 12. 5 mg·L －1 BSSD-1．

The magnified views of A-D are shown in a-d，respectively． white arrow

indicates ISV． White scale indicates 200 μm

3． 3 BSSD-1 对荷瘤裸鼠的抑瘤作用 采用肿瘤重

量计算肿瘤生长抑制率的数据表明，化合物 BSSD-1
在高、中、低剂量组都具有明显的抑制肿瘤生长的作

用，抑制率分别为 31. 1%、40. 0%、40. 0%，统计学

结果显示高剂量组( 100 mg·kg －1 ) 和低剂量组( 50
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mg·kg －1 ) 差异具有显著性 ( P ＜ 0. 05 ) ，中剂量组

( 75 mg·kg －1 ) 与对照组比差异具有显著性 ( P ＜
0. 01，Tab 2) 。测量肿瘤体积计算的相对肿瘤增殖

率数据表明，化合物 BSSD-1 各剂量组相对肿瘤增

殖率分别为 61. 6%、89. 3% 和 47. 8%，统计学处理

仅小剂 量 组 ( 50 mg· kg －1 ) 差 异 有 显 著 性 ( P ＜
0. 05，Fig 3) 。化合物 BSSD-1 在 100 ～ 50 mg·kg －1

剂量范围内连续给药 27 次，试验动物健康( 阳性对

照组，受试物小剂量组均因操作失误致死动物各 1
只) ，对 BSSD-1 给药耐受性良好。

Tab 1 Changes of ISV and heart rate of 48 hpf

zebrafish larva treated with BSSD-1( 珋x ± s，n = 8)

Dose /mg·L －1 ISV Heart rate /15 s
Control － 25． 6 ± 1． 5 37． 8 ± 0． 8
BSSD-1 1． 25 25． 3 ± 1． 2 36． 8 ± 5． 9

12． 5 24． 6 ± 2． 2 38． 8 ± 1． 9
25 24． 4 ± 2． 8 39． 8 ± 1． 2

Tab 2 Inhibition rate of tumor growth of BSSD-1 in nude mice

bearing HT29 colorectal cancer cell( 珋x ± s，n = 10)

Dose /

mg·kg －1

Body weight /g
0 d 27 d

Tumor

weight /g

Inhibition rate of

tumor growth /%
Control － 21． 1 22． 1 1． 35 ± 0． 31 －
FT207 110 20． 9 21． 5 0． 57 ± 0． 44＊＊ 57． 8
BSSD-1 100 21． 0 20． 9 0． 93 ± 0． 51* 31． 1

75 20． 7 21． 5 0． 81 ± 0． 33＊＊ 40． 0
50 20． 6 21． 5 0． 81 ± 0． 39* 40． 0

* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01 vs control

Fig 3 Change of volume of tumor in nude mice bearing HT29 colo-

rectal cancer cell with BSSD-1 administration time
* P ＜ 0. 05 vs control group

4 讨论

目前国内普遍使用的血管抑制的筛选模型是鸡

胚绒毛尿囊膜模型( CAM) ，然而 CAM 法存在试验

周期长、操作繁琐、血管计数易受主观因素影响等问

题
［12］。斑马鱼作为新型的新生血管抑制活体筛选

模型具有明显优势: 斑马鱼是脊椎动物，基因与人的

具有很高的保守性，在蛋白质水平上，其关键部位的

同源性几乎是 100 % ; 一对成年鱼每周产卵一次，每

次产 200 ～ 400 个卵，更易获得实验材料; 实验周期

短，24 ～ 72 h 即可观察活性结果，发育速度远快于

老鼠; 实验费用更低，仅为老鼠的 0. 1% ～ 1% ; 样品

用量少( μg 级) ，给药容易( 溶于培养用水即可) 。
本实验所使用的为血管内皮生长因子Ⅱ型受体

( VEGFR2) 标记绿色荧光的转基因斑马鱼，化合物

BSSD-1 处理斑马鱼胚胎后，荧光减弱或消失，表明

药物抑制了 VEGFR2 的表达。同时在斑马鱼实验

中还发现，化合物 BSSD-1 安全性较高，对于 24 hpf
斑马鱼胚胎的血管生成抑制的同时，未见死亡与明

显发育畸形; 对于 48 hpf 斑马鱼胚胎的心率、血管、
发育表型等方面均未见明显异常，说明 BSSD-1 对

于已经形成的血管无明显影响。
化合物 BSSD-1 是针对肿瘤血管生成合成的酪

氨酸激酶抑制剂，通过专属性抑制肿瘤新生血管，抑

制实体肿瘤的生长，作用机制与细胞毒类抗肿瘤药

有本质不同。在裸鼠肿瘤抑制作用试验中，采用肿

瘤重计算肿瘤生长抑制率和利用肿瘤体积计算肿瘤

相对增殖率都是常用的评价方法，一般当肿瘤生长

抑制率 ＞ 40%，经统计学处理差异有显著性 ( P ＜
0. 05) ，评 定 受 试 物 有 一 定 疗 效; 相 对 增 殖 率≤
60%，并经统计学处理 P ＜ 0. 05 为有效。本化合物

BSSD-1 中剂量( 75 mg·kg －1 ) 和低剂量 ( 50 mg·
kg －1 ) 的肿瘤生长抑制率达到 40% ( P ＜ 0. 01) ，40%
( P ＜ 0. 05) ; 肿瘤相对增殖率仅低剂量达到 47. 8%，

且 P ＜ 0. 05。经分析认为与采用游标卡尺测量瘤径

时不准确有关。但本结果可初步说明 BSSD-1 对大

肠癌 HT29 有明显抑制作用，但量效依赖性不明显，

需要 进 一 步 扩 大 瘤 株 进 行 实 验。综 上，化 合 物

BSSD-1 具有明显的抑制荷瘤裸鼠肿瘤生长的作用，

该作用与抑制 VEGF Ⅱ型受体有关，初步的实验结

果表明该化合物安全性较高，具有较大的应用前景。
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Inhibitory effect of a norel tyrosine kinase inhibitor BSSD-1 on
angiogenesis of zebrafish embryo and tumor growth of HT-29

colon cancer xenografts in nude mice
HAN Li-wen1，2，WANG Si-feng1，WANG Jia-ning1，HE Qiu-xia1，

CHEN Guan-hong1，YUAN Yan-qiang1，CHEN Xi-qiang1，LIU Ke-chun1

( 1． Biology Institute of Shandong Academy of Sciences，Key Laboratory for Biosensor
of Shandong Province，Jinan 250014，China; 2． School of Chinese Materia

Medica，Tianjin University of Traditional Chinese Medicine，Tianjin 300193，China)

Abstract: Aim To investigate inhibitory effect of
BSSD-1 on angiogenesis zebrafish model and tumor
growth of HT-29 colon cancer xenografts in nude mice．
Methods Healthy transgenic zebrafish Tg( VEGFR2:

GFP) at 24 hpf was used as animal model． Growth of
intersegmental vessels ( ISV) of larva trunk was scored
under fluorescence microscope after different concen-
trations of BSDD-1 were added into medium of ze-
brafish and fertilized with zebrafish embryos for 24 h．
Furthermore，the model of colonic cancer of nude mice
were replicated by injecting HT29 colonic cancer cell
subcutaneously． Every nude mouse was lavaged after
the first injection for 27 d，and the relative tumor pro-
liferation rates ( RTV ) and inhibition rates of tumor
growth were counted based on the change of tumor vol-

ume and tumor weight of nude mice． Results BSSD-1
with the dose range of 0. 25 ～ 25. 0 mg·L －1 showed
inhibition effect on angiogenesis of zebrafish model in
the dose dependent manner，and the inhibition rate
was up to 98. 8% when its concentration was 12. 5 mg
·L －1 ． In the nude mice test，the inhibitory rate of
three BSSD-1 groups were 31. 1%， 40. 0% and
40. 0%，respectively，and there were significant differ-
ences between BSSD-1 groups and model group． Con-
clusion The results show that BSSD-1 can obviously
inhibit the growth of HT-29 colon cancer in nude mice，

which is mediated by anti-angiogenesis effect．
Key words: BSSD-1; zebrafish; anti-tumor; interseg-
mental vessel; angiogenesis; HT29; colon cancer
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