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【实验研究】

阿柏西普对葡萄膜黑色素瘤细胞的作用及其机制研究△
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【摘要】　目的　探索阿柏西普对葡萄膜黑色素瘤细胞的作用及其机制。方法　将
Ｂ１６Ｆ１０细胞（葡萄膜黑色素瘤细胞）分为实验组和对照组，对照组不使用药物处
理，实验组分别用０．２ｇ·Ｌ－１、２．０ｇ·Ｌ－１、４．０ｇ·Ｌ－１阿柏西普进行干预。通过实
时细胞电子分析系统（ＲＴＣＥＳ）、ＣＣＫ８法探讨不同剂量的阿柏西普对葡萄膜黑色
素瘤细胞生长过程的影响；ＥＬＩＳＡ分析阿柏西普对葡萄膜黑色素瘤细胞中ＶＥＧＦＡ
含量的影响；ＲＴＰＣＲ检测不同剂量阿柏西普对葡萄膜黑色素瘤细胞 ＶＥＧＦＡｍＲ
ＮＡ表达的影响；流式细胞仪分析不同剂量阿柏西普对葡萄膜黑色素瘤细胞周期和
凋亡的影响。结果　０．２ｇ·Ｌ－１、２．０ｇ·Ｌ－１、４．０ｇ·Ｌ－１的阿柏西普作用 Ｂ１６Ｆ１０
细胞 ２４ｈ后，细胞存活率分别下降至（９５．１０±１．７６）％、（８７．３３±２．２０）％和
（７４．３６±１．６７）％。ＲＴＰＣＲ检测结果显示：阿柏西普能够下调细胞中 ＶＥＧＦＡ
ｍＲＮＡ的表达；ＥＬＩＳＡ检测结果表明，阿柏西普可抑制细胞中ＶＥＧＦＡ的水平，其中
４．０ｇ·Ｌ－１阿柏西普抑制作用最为明显。此外，与对照组［细胞凋亡率０％，Ｇ１期
细胞比例为（２７．６０±０．３６）％］相比，０．２ｇ·Ｌ－１、２．０ｇ·Ｌ－１、４．０ｇ·Ｌ－１阿柏西普
干预２４ｈ后，Ｂ１６Ｆ１０细胞凋亡率分别升高为３．５１％、１１．１０％和１４．７７％，Ｇ１期细
胞比例分别升高至（６４．０９±０．３４）％、（６６．０２±０．６５）％、（６７．４９±０．３３）％，差异均
有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。结论　阿柏西普对葡萄膜黑色素瘤细胞有显著抑
制作用，其作用机制为抑制细胞中ＶＥＧＦＡ水平，从而诱导细胞发生凋亡和Ｓ期阻
滞，其作用具有浓度依赖性。
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　　恶性黑色素瘤是人类致死率很高的肿瘤之一，
最早由希波克拉底提出［１］。葡萄膜黑色素瘤是成人

最常见的原发性眼内恶性肿瘤，占眼内黑色素瘤的

８３．０％，极易发生转移，常见的为肝转移，其次是肺
转移和骨转移，如果在肿瘤发生全身转移前进行诊

断和治疗，患者存活率可提高到９０．０％［２］。众所周

知，人血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）是影响血管生成的
主要因子之一，异常的血管生成与肿瘤的生长、转移

密切相关［３］。研究发现，阻断 ＶＥＧＦ的产生并抑制
肿瘤新生血管形成被认为是一种有效的抗肿瘤治疗

方法［４］。阿柏西普是一种抗 ＶＥＧＦ的眼内注射药
物，是由 ＶＥＧＦ的受体１、受体 ２与人免疫球蛋白 Ｆｃ
片段重组形成的融合蛋白，可通过特异性地结合

ＶＥＧＦＡ所有亚型和胎盘生长因子（ＰＬＧＦ）等 ＶＥＧＦ
家族成员及促血管生成细胞因子，从而抑制 ＶＥＧＦ
家族成员与天然 ＶＥＧＦ受体的结合与激活，减少血
管内皮细胞分裂、增殖，降低血管通透性，进一步抑

制新生血管的生成［５］。在转移性结肠癌患者肿瘤模

型中，阿柏西普可以使肿瘤的脉管系统及体积减小，

抑制腹水生成［６］。因此我们推测，阿柏西普可以通

过拮抗ＶＥＧＦ的某个受体，从而抑制葡萄膜黑色素
瘤的生长。本实验主要研究抗ＶＥＧＦ药物阿柏西普

对葡萄膜黑色素瘤 Ｂ１６Ｆ１０细胞生长的影响和靶向
机制，揭示阿柏西普在ＵＭ治疗过程中的作用。

１　材料与方法　

１．１　材料　葡萄膜黑色素瘤细胞株 Ｂ１６Ｆ１０（中国
科学院细胞库）；阿柏西普（美国拜耳公司）；胎牛血

清（ＦＢＳ；澳大利亚ＧＩＣＯ公司）；高糖ＤＭＥＭ培养液
（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；ＰＢＳ试剂、ＣＣＫ８试剂盒和
ＰＣＲ试剂盒均购自山东思科捷生物科技有限公司；
ＰＣＲ引物由上海生工生物有限公司合成；ＥＬＩＳＡ试
剂盒购自上海将来实业股份有限公司；流式细胞仪

试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司。裂隙灯

显微镜（德国 Ｚｅｉｓｓ）；高倍显微镜（美国 ＬｅｉｃａＭ８４１
型）；高速冷冻离心机（美国 ＨｅａｌＦｏｒｃｅ）；流式细胞
仪（美国 ＢＤＦＡＣＳＶｅｒｓｅ）；快速温度梯度 ＰＣＲ仪（美
国 ＢｉｏＲＡＤ）；荧光定量 ＰＣＲ反应机（德国罗氏
４８０）；酶联免疫仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ）；细胞培养箱（上海
新苗）。

１．２　方法　
１．２．１　细胞培养　将购买的葡萄膜黑色素瘤
Ｂ１６Ｆ１０细胞用含体积分数１０％ＦＢＳ、１００ｍｇ·Ｌ－１链
霉素、１００×１０３Ｕ·Ｌ－１青霉素的高糖ＤＭＥＭ培养基
进行培养，置于３７℃、含体积分数５％ ＣＯ２细胞培
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养箱中培养。当培养瓶中细胞占据９０％～１００％时，
用０．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶进行消化、传代，本实验所用
的细胞为第３－６代。
１．２．２　ＲＴＣＥＳ动态监测各组细胞生长状态　将
１０×１０３个 Ｂ１６Ｆ１０细胞分别种植于 １６孔板中，在
３７℃、含体积分数５％ ＣＯ２细胞培养箱中培养２０ｈ，
去除培养液，实验组按加入药物浓度不同设为０．２
ｇ·Ｌ－１阿柏西普组、２．０ｇ·Ｌ－１阿柏西普组、４．０ｇ·
Ｌ－１阿柏西普组，各实验组细胞加入不同浓度阿柏西
普与ＤＭＥＭ混合的培养液继续培养，对照组细胞加
入等量ＤＭＥＭ培养液继续培养。利用 ＲＴＣＥＳ分析
器记录并分析各组细胞经不同浓度阿柏西普干预９０
ｈ内的生长趋势。
１．２．３　ＣＣＫ８法检测各组细胞生存率　将Ｂ１６Ｆ１０
细胞按每孔１０×１０３个接种于９６孔板内，置于３７℃、
含体积分数５％ＣＯ２细胞培养箱中培养２４ｈ，实验组
细胞用含不同浓度（０．２ｇ·Ｌ－１、２．０ｇ·Ｌ－１、４．０
ｇ·Ｌ－１）的阿柏西普与 ＤＭＥＭ混合的培养液继续培
养，对照组细胞加入等量ＤＭＥＭ培养液继续培养，每
组设置３个复孔。继续培养２４ｈ后，每孔加入２００
μＬＣＣＫ８检测试剂，培养 ４ｈ后检测各组细胞在
４９０ｎｍ波长下的吸光度（Ｄ），计算细胞生存率。细
胞生存率（％）＝（Ｄ实验组／Ｄ对照组）×１００％。
１．２．４　ＲＴＰＣＲ检测各组细胞中 ＶＥＧＦＡｍＲＮＡ
的相对表达量　利用 ＲＴＰＣＲ检测 Ｂ１６Ｆ１０细胞经
阿柏西普干预后 ＶＥＧＦＡｍＲＮＡ的表达。提取总
ＲＮＡ后采用 Ｔａｋａｒａ逆转录试剂盒逆转录合成 ｃＤ
ＮＡ，ＶＥＧＦＡ的引物序列如下：上游引物为５’ＧＣ
ＣＣＴＴＧＣＣＴＴＧＣＴＧＣＴＣＴＡＣＣ３’，下游引物为５’ＧＴ
ＧＡＴＧＡＴＴＣＴＧＣＣＴＣＣＴＣＣＴＴＣ３’。以βａｃｔｉｎ作为内
参照行 ＰＣＲ扩增。反应条件为：９５℃ ３ｍｉｎ预变
性；９５℃ ３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，共４０个循环，然后 ９５℃
６０ｓ，６０℃ ６０ｓ。按２－ΔΔＣｔ计算各组细胞中 ＶＥＧＦＡ
ｍＲＮＡ的相对表达水平。
１．２．５　ＥＬＩＳＡ检测各组细胞中 ＶＥＧＦＡ含量　将
实验组 Ｂ１６Ｆ１０细胞分别用 ０．２ｇ·Ｌ－１、２．０ｇ·
Ｌ－１、４．０ｇ·Ｌ－１阿柏西普与ＤＭＥＭ的混合培养液进
行处理，对照组细胞加入等量 ＤＭＥＭ培养液培养。
２４ｈ后收集每孔上清液２００μＬ，利用ＶＥＧＦＡＥＬＩＳＡ
试剂盒进行分析，具体操作严格按照试剂盒说明书

进行。

１．２．６　各组细胞周期检测　将Ｂ１６Ｆ１０细胞培养至
对数生长期，在生长状态良好的情况下进行实验。

细胞经 ＰＢＳ清洗、胰蛋白酶消化计数后稀释至 ６０×
１０３个·ｍＬ－１，然后将其吹打混匀，取５ｍＬ按每瓶
３００×１０３个细胞接种于６孔板上，置于３７℃、含体
积分数５％ＣＯ２饱和湿度细胞培养箱内培养 ２４ｈ。
０．２ｇ·Ｌ－１、２．０ｇ·Ｌ－１、４．０ｇ·Ｌ－１阿柏西普分别加
入实验组对应培养板内，对照组加入等量 ＤＭＥＭ培

养液，置于细胞培养箱继续培养４８ｈ。连同培养上
清液一起收集阿柏西普作用 ４８ｈ后的细胞，１０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，用 ＰＢＳ清洗一遍，再用体积分
数７０％冰乙醇４℃固定１２ｈ以上。将固定好的细
胞离心去除乙醇，预冷 ＰＢＳ清洗２遍后，０．５ｍＬ预
冷的 ＰＢＳ重悬细胞。分别加入５μＬ的１０ｇ·Ｌ－１

ＲＮａｓｅＡ，对不同浓度阿柏西普作用后的细胞于
３７℃避光处理３０ｍｉｎ。再用 ０．０５ｇ·Ｌ－１碘化丙
啶于４℃避光处理３０ｍｉｎ。利用流式细胞仪对处
理好的各组细胞进行细胞周期检测。

１．２．７　细胞凋亡检测　将Ｂ１６Ｆ１０细胞培养至对数
生长期，细胞经 ＰＢＳ清洗、胰蛋白酶消化计数后稀释
至３０×１０３个·ｍＬ－１，然后将其吹打混匀，取５ｍＬ
以每孔１５０×１０３个接种于６孔板中，于 ３７℃、含体
积分数５％ＣＯ２饱和湿度细胞培养箱内培养 ２４ｈ。
分别取０．２ｇ·Ｌ－１、２．０ｇ·Ｌ－１、４．０ｇ·Ｌ－１阿柏西
普加入对应实验组孔内，对照组加入等量 ＤＭＥＭ培
养液，将孔板置于３７℃、含体积分数５％ＣＯ２饱和湿
度细胞培养箱培养 ４８ｈ。连同培养上清液一起收
集，１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗。先用 ５００
μＬＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＦＩＴＣｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ重悬细胞，再分别
依次加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和碘化丙啶，避光处理１５
ｍｉｎ。将处理好的细胞用流式细胞仪进行细胞凋亡
检测。

１．３　统计学方法　采用ＳＰＳＳ２０．０统计软件进行数
据分析，实验结果用珋ｘ±ｓ表示，实验组与对照组比较
采用独立样本 ｔ检验，不同实验组间比较采用单因素
方差分析。检验水准：α＝０．０５。

２　结果　

２．１　各组细胞生长状态　ＲＴＣＥＳ连续监测阿柏西
普作用Ｂ１６Ｆ１０细胞９０ｈ的生长状态曲线显示：与对
照组相比，４．０ｇ·Ｌ－１阿柏西普组细胞的生长受抑制
作用最明显，２．０ｇ·Ｌ－１阿柏西普组与对照组相比细
胞生长受抑制较明显，０．２ｇ·Ｌ－１阿柏西普组与对照
组相比细胞生长受抑制作用不明显（图１）。

图１　ＲＴＣＥＳ连续监测各组细胞生长状态　
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２．２　各组细胞的生存率　随着时间的推移，Ｂ１６Ｆ１０
细胞经过不同浓度阿柏西普处理后发现，实验组细

胞相较于对照组具有明显的抗细胞增殖活性，其中

４８ｈ检测结果提示细胞生存率下降最为明显，０．２
ｇ·Ｌ－１、２．０ｇ·Ｌ－１、４．０ｇ·Ｌ－１阿柏西普组细胞生
存率分别为（９５．１０±１．７６）％ 、（８７．３３±２．２０）％和
（７４．３６±１．６７）％，且表现出浓度和时间依赖性。
２．３　各组细胞中ＶＥＧＦＡｍＲＮＡ的相对表达量　
ＲＴＰＣＲ检测结果显示，对照组细胞中 ＶＥＧＦＡｍＲ
ＮＡ的相对表达量为１．００±０．０３，４．０ｇ·Ｌ－１阿柏西
普组细胞中 ＶＥＧＦＡｍＲＮＡ相对表达量（０．７０±
０．０５）较对照组下调，０．２ｇ·Ｌ－１阿柏西普组、２．０
ｇ·Ｌ－１阿柏西普组细胞中 ＶＥＧＦＡｍＲＮＡ表达较对
照组均下调，相对表达量分别为０．７３±０．０３、０．８２±
０．０１，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。
２．４　各组细胞中 ＶＥＧＦＡ含量　ＥＬＩＳＡ检测结果
表明，阿柏西普干预 Ｂ１６Ｆ１０细胞２４ｈ后，对照组细
胞中ＶＥＧＦＡ含量为（９７．８４±０．７６）ｎｇ·Ｌ－１；０．２
ｇ·Ｌ－１阿柏西普组、２．０ｇ·Ｌ－１阿柏西普组、４．０ｇ·
Ｌ－１阿柏西普组作用２４ｈ后，Ｂ１６Ｆ１０细胞 ＶＥＧＦＡ
含量分别下降为（８５．５０±０．８８）ｎｇ·Ｌ－１、（６２．７０±
０．１９）ｎｇ·Ｌ－１、（４３．１１±０．１７）ｎｇ·Ｌ－１，与对照组相
比，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。
２．５　各组细胞周期结果　阿柏西普对Ｂ１６Ｆ１０细胞

作用２４ｈ后，对照组与０．２ｇ·Ｌ－１阿柏西普组、２．０
ｇ·Ｌ－１阿柏西普组、４．０ｇ·Ｌ－１阿柏西普组 Ｇ１期和
Ｇ２期的细胞比例比较，差异均有统计学意义（均为
Ｐ＜０．０５）；各组间Ｓ期细胞比例比较，差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）。结果提示，阿柏西普可以引起
Ｂ１６Ｆ１０细胞 Ｓ期阻滞，从而抑制细胞周期性增殖
（表１）。

表１　流式细胞仪检测各组细胞周期结果 （珋ｘ±ｓ）
组别 Ｇ１期／％ Ｇ２期／％ Ｓ期／％

对照组 ２７．６０±０．３６ ５７．８１±０．３４ １０．５４±０．３７

０．２ｇ·Ｌ－１阿柏西普组 ６４．０９±０．３４ １４．０４±０．１０ １６．８３±０．３９

２．０ｇ·Ｌ－１阿柏西普组 ６６．０２±０．６５ １３．８３±０．０４ １６．３３±０．０５

４．０ｇ·Ｌ－１阿柏西普组 ６７．４９±０．３３ １３．４５±０．０１ １５．８５±０．３２

　　注：与对照组相比，Ｐ＜０．０５。

２．６　流式细胞仪检测各组细胞凋亡结果　对照组
培养２４ｈ后正常细胞比例为９６．３４％，破碎、坏死细
胞的比例为 ２．５１％，凋亡细胞的比例为 ０．００％。
０．２ｇ·Ｌ－１、２．０ｇ·Ｌ－１、４．０ｇ·Ｌ－１阿柏西普组处理
细胞 ２４ｈ后，正常细胞比例显著下降，分别为
９０．５３％、７２．３６％、６７．４０％，凋亡细胞的比例明显上
升，分别为３．５１％、１１．１０％、１４．７７％。结果表明，阿
柏西普可以促进Ｂ１６Ｆ１０细胞的凋亡，并呈浓度依赖
性（图２）。

图２　流式细胞仪检测各组细胞凋亡情况　Ａ：对照组；Ｂ为０．２ｇ·Ｌ－１阿柏西普组；Ｃ：２．０ｇ·Ｌ－１阿柏西普组；Ｄ：
４．０ｇ·Ｌ－１阿柏西普组。

３　讨论

葡萄膜黑色素瘤是成人常见的眼内恶性肿瘤，

早期无明显症状，容易漏诊和误诊，且恶性程度高，

易侵袭转移，一旦转移预后极差［７］。目前，葡萄膜黑

色素瘤的治疗主要包括眼球摘除术、局部肿瘤切除

术、局部放射治疗（巩膜外敷贴放射治疗、立体放射

治疗、质子束治疗）和激光光凝治疗（经瞳孔温热疗

法、光动力疗法）［８］。虽然治疗方法有所改善，但疗

效各异。迄今为止，还没有一种较为理想的治疗方

法。众所周知，葡萄膜黑色素瘤细胞的高增殖活性

和极易发生眼外转移是导致该肿瘤诊疗困难及死亡

率高的主要原因［９］。肿瘤的生长、发育及转移均依

赖血管提供必需的营养物质，运走代谢废物。肿瘤

新生血管不仅能为组织提供日常代谢的营养，并且

为肿瘤细胞进入循环系统向远处转移提供了途

径［１０］。基于此，如果能成功阻断或抑制肿瘤血管的

新生，切断其营养通路，肿瘤细胞最终将停止增殖而

死亡，以此来达到治疗肿瘤的目的，这也正是享有盛

誉的抗肿瘤血管生成疗法［１１］。

迄今研究认为，抗 ＶＥＧＦ药物也是抑制肿瘤的
药物，目前阿柏西普作为一种抗 ＶＥＧＦ的眼内注射
药物，广泛应用于湿性黄斑变性、黄斑水肿等眼病的

治疗，并取得了良好的疗效，但其对于治疗葡萄膜黑

色素瘤是否依然有效目前尚不明确，并且国内的相

关研究报道也不多。葡萄膜黑色素瘤细胞发育过程
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可以表达更多的 ＶＥＧＦ，而肿瘤细胞的生长也依赖
ＶＥＧＦ［１２］。ＶＥＧＦ家族成员包括 ＶＥＧＦＡ、ＶＥＧＦＢ、
ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＤ、ＶＥＧＦＥ和 ＰＬＧＦ，在新生血管形
成过程中是不可或缺的关键因子，通过刺激血管内

皮细胞的有丝分裂和迁移诱导血管形成［１３］。阿柏

西普是由 ＶＥＧＦ受体（ＶＥＧＦＲ）胞外结构域（ＶＥＧ
ＦＲ１Ｉｇ２区和 ＶＥＧＦＲ２Ｉｇ３区）与人免疫球蛋白 Ｇ１
的Ｆｃ片段相结合的一种重组蛋白，具有半衰期长、
与 ＶＥＧＦＡ受体亲和性高及抑制新生血管形成等特
征［１４１５］。阿柏西普作为 ＶＥＧＦ的可溶性诱饵受体，
可与 ＶＥＧＦＡ的所有亚型、ＶＥＧＦＢ及 ＰＬＧＦ结合，
阻断肿瘤组织中新生血管形成，从而间接达到抗肿

瘤的目的［１６］。研究表明，阿柏西普与所有 ＶＥＧＦＡ
亚型的亲和力大于 ＶＥＧＦＡ与其自身受体的亲和
力，可有效防止ＶＥＧＦ结合并激活其受体［１７］。

本研究采用几种细胞生物学技术探究了阿柏西

普对葡萄膜黑色素瘤细胞增殖和凋亡的影响。实时

细胞检测系统 ＲＴＣＥＳ可以连续记录分析葡萄膜黑
色素瘤细胞生长的全过程，描绘阿柏西普干预后９０
ｈ内的细胞生长曲线，提供了大量的动态反应信息，
结果显示，４．０ｇ·Ｌ－１阿柏西普干预 Ｂ１６Ｆ１０细胞效
果最为明显。ＣＣＫ８法检测结果发现，阿柏西普可
显著抑制葡萄膜黑色素瘤细胞的活力，且呈剂量和

时间依赖性。ＥＬＩＳＡ检测结果提示，阿柏西普干预
葡萄膜黑色素瘤细胞２４ｈ后，能够呈浓度依赖性地
抑制细胞中 ＶＥＧＦＡ的表达。ＲＴＰＣＲ检测结果发
现，高浓度剂量组的阿柏西普可以明显下调细胞中

ＶＥＧＦＡｍＲＮＡ的表达，并且流式细胞仪检测结果显
示，阿柏西普呈剂量依赖性地诱导葡萄膜黑色素瘤

细胞发生凋亡和 Ｓ期阻滞。因此可以推断，阿柏西
普可能是通过下调 Ｂ１６Ｆ１０细胞中 ＶＥＧＦＡｍＲＮＡ
的表达来抑制 ＶＥＧＦＡ的分泌，然后通过 ＶＥＧＦＡ
来拮抗ＶＥＧＦ，从而达到抑制葡萄膜黑色素瘤细胞生
长并且诱导其发生凋亡的目的。

综上所述，阿柏西普可诱导葡萄膜黑色素瘤细

胞发生凋亡和 Ｓ期阻滞，这可能与其抑制 ＶＥＧＦＡ
的分泌和 ＶＥＧＦＡｍＲＮＡ的表达有关。本研究为进
一步开发阿柏西普的抗肿瘤作用提供了新的证据支

持，但不同剂量的阿柏西普对葡萄膜黑色素瘤细胞

的安全性研究有待进一步开展。
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