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血管增生(neovascularization)，即从已存在的毛细血管网

上大量生成新生血管的过程；最新研究表明，新生血管可以

直接由内皮祖细胞分化产生。血管增生在创伤和外周循环

闭塞情况下具有恢复血供和促进伤口愈合的积极作用，但在

更多的情况下血管增牛则是持续、无控性的过程，已成为肿

瘤和血管增生性眼病等重大疾病的主要病理特征之一。血

管增生是这些疾病的共同表现，以血管增生为靶点正成为治

疗恶性肿瘤和其他血管增生性疾病的研究热点u工J。本文就

血管抑制因子治疗血管增生性疾病的研究进展作一综述。

1 新生血管形成的平衡失控假说

血管生成过程受到血管增生刺激因子和血管增牛抑制

因子的调节。常见的刺激因子有血管内皮生长因子

(VEGF)、碱性成纤维生长冈子(bFGF)、胰岛素样生长因子-

1(IGF—1)等，常见的抑制因子有血管抑素(angiostatin)、内皮

抑素(endostatin)、色素上皮衍生因子(PEDV)、kallistatin，肿

瘤抑素(tumstatin)等。刺激因子和抑制因子之间的平衡在血

管增生的调节中起关键作用。在生物发育的早期，组织增

生、分化需要大量的新生血管提供营养，此时，血管新生刺激

因子高表达，在平衡中占主导地位；成年以后，除去伤L]愈合

等特殊情况，血管新生减弱甚至停止，此时，血管新生抑制因

子高表达，在平衡中占主导地位；但在病理状态下如糖尿病

性视网膜病和肿瘤，局部微环境出现低氧(hypoxia)。低氧诱

导刺激因子(如VEGF)过度产生而抑制因子(如PEDF)产生下

降，正常的平衡被打破从而导致大量不正常的新生血管形成。

新生血管形成的平衡假说已为大量的研究所证实。几

乎所有的新生血管丰富的实体瘤(solid tumor)都有VEGF及

其受体的高表达；在实验性角膜、视网膜血管增生动物模型

和相应的患者中均检测到VEGF及其受体的高表达和内源

性抑制闪子(如PEDF、kallistatin)的低表达。目前治疗血管

增生性疾病着眼于血管增生平衡调控的两个方面：要么应用

血管增生抑制剂，要么采用血管增生刺激因子的拮抗剂，以

恢复病理状况下被打破的血管增生调控的平衡。

2血管新生抑制因子

血管新生的研究，早期着重于血管增生刺激因子的拮

抗，但只阻断VEGF的作用仪能部分抑制肿瘤和血管增生性

眼病的血管新生。内源性血管生成抑制因子血管抑素、内皮

抑素等在20世纪90年代初被发现并成功用于肿瘤生长抑

制的实验研究并进入临床试验。“，极大促进了多个新的血管

增生抑制因子的发现及其功能研究。
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内源性血管生成抑制因子包括两类，一类是蛋白质家族

中的一些成员，如目前最典型的丝氨酸蛋白酶抑制剂家族

(serine proteinase inhibitor，serpin super family)中的PEDF，激

肽释放酶结合蛋白(kallikrein—binding protein，KBP)，抗凝血

酶(antithrombin)，maspin等均具有抑制血管增生的活性，本

文以PEDF为例介绍该类抑制剂的特点。另一类为蛋白质

大分子前体的水解产物，如纤溶酶原(plasminogen)水解后可

产生一组具有抑制血管增生作用的小分子片段：angiostatin

(kfingles 1—4)，kfingles l一5，kringles l一3和kfin—es 5

(plasminogen kfinde 5，K5)【4’；内皮抑素是胶原蛋白X VⅢ

的水解多肽；肿瘤抑素是胶原蛋白Ⅳ的水解多肽。本文以

l(5为列介绍该类抑制剂的特点。

2．1 PEDF

2．1．1 PEDF的定义及生物学活性PEDF最初于i989年

由Tombran．Tink等从胎儿视网膜色素上皮细胞培养液中分

离出来。分子量50 kDa。基闪位于染色体17p13。PEDF属

于丝氨酸蛋白酶抑制剂(serine pmte聃e inhibitor，serpin)基因

家族，PEDF最早在人胚胎RPE细胞中表达，显示PEDF是影

响早期神经元发育的一个候补因子。随后研究表明，PEDF

不仅对原代培养的小脑颗粒细胞的生存有显著促进作用，还

可以有效地促进脊髓神经元的分化和生存‘“。

PEDF除r上述的神经保护作用．Dawson等怕1于1999

年首次发现PEDF还具有很强的抑制血管的作用，可能是维

持角膜、玻璃体等眼内组织无血管形成的主要原因。缺氧诱

导的视网膜新生血管小鼠模型实验发现视网膜细胞产生的

抑制性PEDF的量与氧浓度成lF相关，因此PEDF浓度的降

低町引起缺血所致的视网膜新牛血管的形成，提示PEDF是

一种强有力的新生血管形成抑制剂。

2．1．2 PEDF与肿瘤的关系原发性肿瘤的生长、入侵与转

移都依赖于肿瘤的血管生成，抑制血管生长就有可能有效地

控制肿瘤的生长与转移。包括内皮抑素、血管抑素、肿瘤抑

素在内的多种血管抑制因子在临床前实验中被证实具有抗

肿瘤的作用，PEDF这种天然高效的新生血管抑制剂和肿瘤

的关系及其用于肿瘤治疗的潜在可能性也引起了人们的注

意。研究表明，PEDF有3种不同的抗肿瘤活性：(1)诱导肿

瘤细胞分化．川；(2)抑制血管生成；(3)促进Schwann细胞及

神经节细胞的生长以产生更多的PEDF。

2．1．3 PEDF抗血管增生机制PEDF抑制新生血管的机制

目前尚未明确。Stelimaeh等认为PEDF可能是通过促进活

化的血管内皮细胞凋亡，使血管内皮细胞对缺氧诱发的新生

血管的信号不起反应。同样。在体内实验中，用PEDF处理

的高氧动物的视网膜凋亡的血管内皮细胞与未用PEDF处

理的视网膜相比，高达8倍一1，对已经存在的正常的血管内
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皮细胞则无反应，说明PEDF仅对活化的血管内皮细胞起作

用。PEDF促进血管内皮细胞凋亡，与前文中提到的在神经

元生存活动中抑制凋亡作用相反．PEDF对小脑颗粒细胞的

保护作用是由～种分子量为80 kDa的受体介导，PEDF对血

管内皮细胞的抑制作用也可能是由受体介导的，但可能是另

一种受体。PEDF存在胶原蛋白-l结合位点．且与肝索结合

位点、神经保护活性区域、serpin裸露环结构域等分布在

PEDF多肽链不同区域，PEDF与胶原蛋白-1和肝素有高度亲

和性．提示PEDF可能作用于细胞黏附分子，即靶向细胞外

基质来调节其抑制内皮细胞增牛的活性。是否存在PEDF

特异性受体及PEDF抑制内皮细胞的信号转导通路等，均有

待进一步研究。

2．2 Kringle 5(K5)

2．2．1 K5的分子结构与生物学特性1994年O’Reilly等

从携肺癌低转移突变株(LLG．LM)小鼠的尿液和血清中分离

纯化得到血管抑素，它与人纤溶酶原kringlel-4功能区有高

度同源性。人纤溶酶原是分子量为92 kDa亮的糖蛋白，由

一个丝氨酸蛋白酶结构域和5个通过二硫键连接的联环结

构域(kringle)构成，每个联环结构域由80个氨基酸组成．含

3个二硫键。血管抑素的分子量为38 kDa亮，其氨基酸序列

与纤溶酶原N末端第98位缬氨酸以后的氨基酸序列有

98％以上的同源性，包含纤溶酶原前4个联环结构域(见图

1)。Cao等通过实验证明血管抑素能特异地抑制内皮细胞

增殖，也可以抑制原发瘤及转移瘤组织中的血管生成。

图l 纤溶酶原与血管抑素结构关系示意图

K5是纤溶酶原中与血管抑素相连的另一个联环结构域

(见图1)，由80个氨基酸残基组成，包含3个二硫键，分子量

为16 kDa。Castellino等发现K5在结构上与其它4个联环区

相似，具有较高的同源性。其中与K1同源性最高，

为57．5％。K5与Kl结构上的相似性可能与是它们都有较

强的抑制内皮细胞增殖活性相关。K5是抑制内皮细胞增殖

和迁移最有效的纤溶酶原片断，其活性是血管抑素的2倍以

上[81。

2．2．2 1(5抑制血管增生的分子机制 血管增生是一个复

杂过程，包含多个步骤。K5能在多个环节上发挥抗血管增

生活性．但其作用的具体机制目前尚不清楚。(1)K5与内皮

细胞的迁移、增殖和凋亡：I‘5能特异性地作用于血管内皮细

胞，使细胞周期停滞，并能诱导内皮细胞凋亡。9。⋯。细胞增

695

殖周期是受正负信号严密调控，K5能直接或间接拮抗生长

刺激因子和细胞周期调控因子，如bFGF。cyclin、eyelin—

dependent protein kinases等，从而选择性使内皮细胞周期停

滞．阻止细胞从G．期进入s期，而对其它细胞无此作用，这

也可能是K5抑制内皮细胞增殖的部分原因。Claesson．

Welsh等用l(5处理内皮细胞8 h可以观察到部分细胞收缩、

变小，呈颗粒化．用TUNEL法检测到细胞凋亡特异性DNA

断裂片段。血管抑素也可以诱导内皮细胞凋亡，但不能使内

皮细胞周期停滞于G，期。l<5选择性抑制内皮细胞迁移是

其抗血管增生的重要环节。Ji等研究发现K5能抑制bFGF

诱导的内皮细胞迁移，这种作用与血管抑素相似。l(5和血

管抑素都只能影响处于增殖状态的内皮细胞。对静止内皮细

胞或正常内皮细胞无作用。(2)K5与血管增生平衡：K5能

通过抑制HIF．i和p42／p44 MAPK的活性来下调内源性血管

刺激因子VEGF的表达，同时提高内源性血管增生抑制因子

PEDF的表达。这种调节有利于已打破的血管增生平衡恢复

正常，也揭示了血管刺激因子和抑制因子之间的联系。

VEGF是视网膜中主要血管增生刺激因子，在缺氧情况

下，H1F．1能促进VEGF产生．在这过程中HIF-la的核转位

是关键步骤。在低氧诱导视网膜血管增生动物模型中核

HIF一1Q升高与VEGF的增加密切相关。在该动物模型玻璃

体中注射K5能显著降低视网膜中核HIF—la的水平．抑制

HIF-1a的核转位。这表明l(5可能是通过抑制HIF一10f．的活

化来减少VEGF表达。

Sodhi等实验发现P42／P44有丝分裂原激活蛋白激酶

(P42／P44 MAPK)途径能调节VEGF的表达，同时VEGF也

能通过相应受体激活P42／P44 MAPK途径。内皮细胞中l(5

能快速地抑制P42／P44活化，l(5可能通过抑制P42／P44活

化来降低VFGF活性。Redlitz等研究表明，血管抑素也町以

抑制内皮细胞中P42／P44 MAPK的活性，l(5与血管抑索可

能有相似的抗血管增生机制。(3)K5的受体：对于内皮细

胞上是否存在K5的特异性受体目前也没有一致的看法，有

报道认为内皮细胞上电压依赖性阴离子通道(voltage-

dependent f1．nion channel，VDAC)一¨和伴侣分子GRP78¨引是

I(5结合的受体。也有学者H引认为．K5可能是通过细胞外基

质中某些多糖分子如整合素来发挥作用，因为整合素是维持

MAPK活性所必需的。

3本实验室开展的研究工作

笔者于1999年1月一2002年5月在美国期间开始研究

人纤溶酶原I(5等血管抑制因子抑制视网膜血管增生的作用

和机制。阐明了内源性抑制因子PEDF降低在视网膜新生

血管发生中起核心作用，而非过去认为的单纯刺激因子如

VEGF的上调所导致，提出并证明内源性血管增生抑制因子

和刺激因子之间的平衡失调是血管增生的基本分子机制；发

现大鼠对低氧诱导的视网膜血管增生具有种属特异性，并回

答了差异的分子机制；首次成功建立了理想的视网膜血管增

生大鼠模型。利用该模型发现I(5通过上调PEDF同时下调

VEGF纠正抑制因子和刺激因子之间的平衡失调，从而抑制

视网膜血管增生。在生物化学和糖尿病专业国际权威杂志

上．如Journal of Biological Chemistry，Diabetes等发表论文6

篇(第一作者4篇)。

 



2002年6月回国后获得中山大学985学科建设基金近

300万元支持，组建了先进的分子生物学实验室，建立和培养

了一支以年轻教师和研究生并重的研究队伍，继续深入探讨

血管抑制因子对恶性肿瘤、角膜和视网膜血管增生性疾病的

治疗作用和分子机制。获得国家自然科学基金、CMB学者项

目、教育部新世纪优秀人才支持计划、广东省团队项目等基

金的资助，课题经费约400万元。发现l(5通过诱导内皮细

胞凋亡、抑制新生血管阻止肝癌生长和角膜血管增生。新构

建一种较l(5具有更强抑制血管增生活性的缺失突变体，已

申请发明专利，该基因工程产品具有产业化潜力，正在进行

中试；初步明确了I(5抑制血管增生的结构域。证明KBP是

一种新的血管抑制因子，发现KBP通过抑制新生血管抑制

异位和原位种植型胃癌、肝癌生长并阻止原位胃癌向腹腔淋

巴结和肝脏浸润转移；PEDF具有抗炎作用。发表SCI论文

15篇(通讯作者6篇，第一作者1篇)。发表论文被国际期

刊引用307次。最高单篇引用97次。

3．1 建立研究血管增生珏需的和理想的动物模型

3．1．1 建立低氧诱导的视网膜血管增生模型并发现血管抑

制因子的重要性理想的动物模型是科学研究极其重要的

工具和进入人体研究前必不可少的阶段，研究血管增生同样

需要合适的动物模型。早产儿从高压氧仓撤出后会产生相

对低氧(hypoxia)，引起新生儿视网膜血管增生和视网膜病，

1994年美国哈佛大学的Smith教授等模拟该环境，将新生小

鼠放入高压氧仓，5天后取出放在空气中，几天后即可诱导出

视网膜病理性血管增生¨“。由于大鼠模型比小鼠模型在新

生血管研究方面具有更多的优点，多家实验室用Sprague

Dawley大鼠拟建立氧诱导的大鼠视网膜血管增生模型，但均

未达到小鼠模型的效果¨L”J。

我们用Brown Norway大鼠建立的大鼠模型具有和经典

的小鼠模型相同程度的典型的视网膜血管增生(见图2)；大

鼠的玻璃体腔远大于小鼠，可容纳更大体积的注射液(药物

等)，该大鼠模型可代替经典的小鼠模型用于血管增生的研

究；利用该模型观察到内源性血管抑制因子PEDF下调和刺

激因子VEGF上调共同负责病理性血管增生，这也是国际上

证明PEDF是血管抑制因子的第2篇报道，研究结果提示内

源性血管抑制因子在血管增生过程中起关键作用，现在认为

PEDF是维持正常角膜、玻璃体无血管的主要因子【17 J。

3．1．2发现大鼠对低氧诱导的视网膜血管增生具有种属特

异性我们发现Brown Norway大鼠较Sprague Dawley大鼠对

低氧诱导的视网膜血管增生更加敏感，Brown Norway大鼠是

建立视网膜血管增生大鼠模型的理想动物。其差异的分子

基础是低氧对两种大鼠视网膜组织VEGF／PEDF基因表达调

控不同。低氧上调Brown Norway大鼠视网膜组织血管增生

刺激因子VEGF同时下调血管增生抑制因子PEDF，VEGF／

PEDF比值增加10倍，导致内源性血管增生抑制因子

(PEDF)和刺激因子(VEGF)之间的平衡失调从而诱发新生

血管；但低氧对Sprague Dawley大鼠视网膜组织VEGF／PEDF

基因表达调控不明显¨引。

3．2血管抑制因子人纤溶酶原l(5对血管增生性疾病的治

疗作用 ．

3．2．1证明人纤溶酶原l(5具有阻断视网膜、角膜血管增生

图2 Brown Norway大鼠与Sprague D删tey大鼠对低
氧诱导的视网膜血管增生比较

和渗漏的作用 我们发现基因工程重组蛋白K5特异性抑制

视网膜微血管内皮细胞的增殖，首次报道J(5在视网膜血管

增生大鼠模型中预防和阻断新生血管的形成，K5具有治疗

糖尿病视网膜血管并发症的潜在应用价值¨1。新生血管性

眼病已成为发达国家致盲的首位因素，回国后我们继续拓展

l(5在眼科新生血管相关疾病中的应用价值。最近，我们发

现K5尚具有抑制碱烧伤兔角膜模型角膜血管新生的作

用‘”1；在视网膜血管新生和糖尿病大鼠模型中降低血管渗

漏‘⋯，血管渗漏是血管增生和炎症过程的早期重要特征之

一，也是早期干预的有效环节。上述结果提示K5具有广泛

的治疗眼血管增生性疾病的潜在价值和开发前景。

3．2．2首次报道I(5通过诱导内皮细胞凋亡、抑制新生血管

阻止肝癌生长 l(5的研究主要集中在眼新生血管领域，有

关l(5对恶性肿瘤血管增生和肿瘤生长转移的报道缺乏。一

直到2005年才有l(5基因治疗脑神经胶质原位瘤的首例报

道i2¨。

回国后在国家自然科学基金等基金的资助下，我们证实

在肝癌细胞同种种植小鼠模型和异种种植裸鼠模型，l(5基

因工程重组蛋白通过诱导caspase切割和活化导致内皮细胞

和肿瘤组织凋亡、抑制新生血管阻止肝癌生长，在肝癌裸鼠

模型l(5总剂量为12．5 mg／kg时抑瘤率达到68％(见图3)。

这是有关K5治疗肝癌的首例报道，拓宽了K5治疗血管增生

性疾病的范围，提高了其应用价值，也为肝癌等恶性肿瘤的

治疗提供了新的强效候选药物旧J。

3．3 l凸抑制血管增生、治疗血管增生性疾病的分子机制

3．3．1 阐明l(5对内源性血管因子的双向调节作用在血

管内皮细胞和低氧诱导的视网膜血管增生模型，我们发现

l(5通过上调血管增生抑制因子PEDF并同时下调血管增生
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图3肝癌裸鼠模型K5抑制肿瘤生长的效果

刺激因子VEGF，降低了VEGF／PEDF比例，恢复或部分纠正

了病理性低氧状态下内源性血管增生抑制因子和刺激因子

之间的平衡失调；明确了l(5下调VEGF的信号传导通路：

通过抑制MAP kinase的活性和HIF．10t的核转位。这也是第

一次发现一种血管因子(K5)可以同时对其它两种作用相反

的血管因子(VEGF／PEDF)进行双向调控以更加有效地纠正

病理性血管增生抑制因子和刺激因子之间的平衡失调z3]。

3．3．2率先提出并证明“内源性血管增生抑制因子和刺激

因子之间的平衡失调假说” 是血管增生的基本分子机制。

较长一段时间，人们认为血管增生单纯是由内源性血管增生

刺激因子如VEGF、IGF·1、FGF等表达增加促进血管内皮细

胞增殖、迁移、重构毛细血管的结果。我们在上述建立的病

理性血管增生动物模型中均发现除去血管增生刺激因子

VEGF的升高，还同时伴有血管增生抑制因子PEDF的下调，

内源性血管抑制因子和刺激因子平衡失调共同负责病理性

血管增生；K5通过降低VEGF／PEDF比例，恢复或部分纠正

了病理性状态下血管增生抑制因子和刺激因子之间的平衡

失调，从而产生抑制血管增生的作用。最近我们发现，在视

网膜内皮细胞、Muller细胞和低氧诱导的视网膜血管增生模

型，PEDF显著降低了VEGF的表达；发现在MOiler细胞中通

过SiRNA沉默PEDF基因会导致VEGF在RNA水平和蛋白

水平的表达明显增加，进～步研究表明PEDF通过抑制HIF·1

核移位和MAPK磷酸化下调VEGF。这说明血管增生抑制因

子和刺激因子之间可能存在反向交互调控，病理状态下

PEDF的降低会导致VEGF的显著增加，反之VEGF的增加

又会进一步加剧PEDF的降低。

在此基础上，结合他人的研究结果，在《Drug Discovery

Today)杂志邀约的综述中，我们提出了血管增生的平衡失调

假说：内源性血管增生抑制因子和刺激因子之间的平衡失调

是血管增生的基本分子机制一1。该假说目前得到了普遍承

认，并被邀请在美国NIH“PEDF论坛”上大会报告。

3．4探讨K5抑制血管增生活性的结构基础

3．4．1 新构建一种较K5具有更强抑制血管增生活性的缺

失突变体I(5具有治疗血管增生性疾病的潜在临床应用价

值，但K5完整多肽已获专利保护。为此，在国家自然科学基

金(30370313)的资助下，我们对I(5基因进行改造．获得较

K5分子量更小、性质更稳定的突变型K5 Mutl基因工程纯

化蛋白。体外实验结果表明突变型K5 Mutl具有较l<5更强

的抑制视网膜血管内皮细胞牛长的活性；体内实验结果同样

表明突变型l(5具有较K5更强的抑制氧诱导的视网膜血管

增生大鼠模型血管增生的作用。最近我们发现突变型I(5重

组蛋白具有较K5更强的抑制小鼠肝癌血管新生和肿瘤生长

的作用。引。

3．4．2初步明确了K5抑制血管增生的结构域 为明确I(5

抑制血管增生的活性和Kringle结构域中二硫键的位置、数

量所决定的内外环结构的关系，我们构建了第二种突变型

K5 Mut2：仅保留2个二硫键和l(5内环结构域，进一步降低

分子量。观察打开一个二硫键、破坏K5外环结构域的突变

型l(5是否仍具有抑制血管增生的活性，体外细胞实验结果

表面该突变型失去了抗血管增生的活性．提示完整的包括三

个二硫键的Kxingle结构域是该类多肽抑制血管增生活性的

结构基础‘⋯。

3．5对其它内源性血管抑制因子的研究

3．5．1 首次证明KBP是一种新的血管抑制因子 KBP是

激肽释放酶一激肽系统的重要组成部分，并属于丝氨酸蛋白

．酶抑制剂家族，参与了高血压、变态反应及炎症等病理生理

过程。我们首次发现KBP尚具有独立于上述功能之外的抑

制血管增牛的作用，体外细胞实验证实KBP特异性抑制视

网膜毛细血管内皮细胞的增生，在低氧诱导的视网膜血管增

生大鼠模型上进一步发现KBP呈剂量依赖性降低血管渗漏

和血管增生；KBP下调视网膜组织VEGF表达。这些结果表

明。KBP是一种新的血管抑制因子，为治疗血管增生性疾病

提供了新的候选药物。”J。

3．5．2 KBP通过抑制新生血管抑制胃癌、肝癌生长并阻止

原位胃癌向腹腔淋巴结和肝脏浸润转移 最近我们发现

KBP抑制异位和原位种植型胃癌。⋯、肝癌∞1生长。并首次

发现KBP阻止原位胃癌向腹腔淋巴结和肝脏浸润转移，KBP

通过降低转录因子HIF-lot的核转位下调血管内皮细胞和肿

瘤细胞表达VEGF，通过抑制新生血管发挥作用。

3．5．3．首次发现PEDF具有抗炎作用 我们最新的研究表

明，在脂多糖(LPS)诱导的葡萄膜炎大鼠视网膜和血浆中

P．EDF表达显著降低，玻璃体腔注射PEDF在下调炎症因子

VEGF、MCP．1、TNF．Of．和ICAM—l的同时降低糖尿病及低氧

诱导的视网膜病大鼠血管渗漏；PEDF同样下调低氧条件下

视网膜毛细血管内皮细胞产生的炎性因子ICAM-l和

TNF-q；用RNA干扰技术沉默PEDF的表达可以显著增加视

网膜Muller细胞TNF-a和VEGF的分泌。这些结果表明，

PEDF通过抗炎作用抑制血管渗漏和血管增生，PEDF是一种

新的内源性抗炎因子ⅢJ。

o
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上述研究所需要的PEDF基因工程纯化蛋白是我们首

次从大肠埃希菌原核表达体系中获得。这是目前获得PEDF

基因工程纯化蛋白最简便和最有效的方法一“。
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