
中国细胞生物学学报  Chinese Journal of Cell Biology 2012, 34(4): 332–342 http://www.cjcb.org

福安泰-03对人脐静脉内皮细胞凋亡 
和小鼠创伤愈合的影响
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摘要      研究福安泰-03(Fuantai, FAT-03)对人脐静脉血管内皮细胞(human umbilical vein en-
dothelial cells, HUVECs)凋亡和小鼠创伤愈合的影响。MTT法检查FAT-03对HUVECs和人低分化

鼻咽癌细胞(CNE-2Z)生长的影响; 聚碳酸酯膜小室趋化运动模型(Transwell model)检测FAT-03对HU-
VECs运动能力的影响; 荧光显微镜观察FAT-03作用下HUVECs的形态变化; 膜联蛋白V-异硫氰酸荧

光素(Annexin V-fluorescein isothiocyanate, Annexin V-FITC)双染检测FAT-03对HUVECs早期凋亡的

影响; 流式细胞术分析FAT-03对HUVECs周期及凋亡的影响; Western blot法分析FAT-03对HUVECs
的血管内皮细胞生长因子(VEGF)、Bcl-2、Bax表达的影响; 小鼠背部创伤模型检查FAT-03对组织

修复的影响; 免疫组化法检查FAT-03对创伤组织微血管密度(microvessel density, MVD)和VEGF表
达的影响。结果显示, FAT-03明显抑制HUVECs细胞的增殖和迁移, 其抑制效果与剂量和作用时间

相关, 作用HUVECs 24, 48, 72 h的IC50值为0.22, 0.17, 0.09 mg/mL, 但FAT-03对CNE-2Z细胞的生长

却无明显的影响; 0.16 mg/mL FAT-03作用HUVECs 24 h对细胞迁移的抑制率为57.9%(P<0.01); FAT-
03处理HUVECs 48 h, 细胞的早期凋亡率增加(P<0.05); FAT-03阻滞HUVECs于G0/G1期, 并呈现典

型的凋亡峰; 0.16 mg/mL FAT-03作用48, 72 h, HUVECs的凋亡率分别为14.6%、41.7%; FAT-03下调

HUVECs的VEGF和抑凋亡基因Bcl-2的表达, 上调促凋亡基因Bax的表达, 其效果与剂量相关。FAT-
03明显延迟小鼠创伤的愈合, 且其作用与剂量相关。FAT-03组小鼠创伤周围组织微血管密度和

VEGF阳性表达细胞都明显减少。因此, 可以推测,  FAT-03抑制HUVECs增殖并诱导其凋亡; 抑制创

伤组织的血管生成, 进而延迟创伤愈合; 它的这些作用可能与其下调VEGF、Bcl-2的表达, 上调Bax
的表达相关。
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血管生成(angiogenesis)是指从已经存在的微血

管床上芽生出新的以毛细血管为主的血管系统的过

程。血管生成有别于血管形成(vasculogenesis)[1]。血

管生成受到正向和负向调节信号的严密调控, 在生

理与病理过程中都起着重要作用, 是许多生理和病

理过程(如肿瘤、缺血性疾病、慢性炎症等)的基本

事件之一[2]。血管生成过度, 可导致血管生成性疾病, 

如肿瘤、血管瘤、糖尿病性视网膜病、牛皮癣、关

节炎等; 而血管生成不良, 则产生创伤、溃疡愈合及

微循环障碍, 直接影响疾病的治疗效果。

福安泰-03是本课题组从赤魟(Dasyatis akajei)组

织分离出来的一种相对分子质量大约为43 kDa、N末

端氨基酸序列为“PFGNTHNKWKLNYSAEQEFP”
的蛋白质[3]。此前已经证实FAT-03抑制鸡胚绒毛尿

囊膜的血管生成[4], 本文将研究FAT-03对人脐静脉内

皮细胞生长和小鼠创伤愈合的影响并初步探讨其作

用机制。
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1   材料与方法
1.1  试剂与药品  

RPMI-1640培养基购自美国Hyclone公司; 超
级无支原体新生牛血清购自杭州四季青公司; 胰
酶、噻唑蓝(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphe-
nyltetrazolium bromide, MTT)、溴化乙锭(ethidium 
bromide, EB)、碘化丙啶(propidium iodide, PI)、 
Hoechst-33342、吖啶橙(acridine orange, AO)、十二

烷基硫酸钠(sodium dodecyl sulfate, SDS)、RNase A
和Triton X-100购自美国Sigma公司; Annexin V-FITC
试剂盒购自晶美生物工程有限公司; 兔多克隆抗

VEGF(浓缩液)抗体, 抗Bax、Bcl-2和β-actin抗体, 抗
CD34抗体, 山羊抗兔IgG第二抗体, 免疫组化超敏

S-P试剂盒以及APES防脱片试剂均购自北京中山生

物公司; 恩度(15 mg/(3 mL·支))购自山东先声麦得津

生物制药有限公司; 硫酸胺、戊巴比妥钠等其余试

剂均为国产分析纯。

1.2  动物

7周龄、(26±4) g SPF级昆明种小鼠(KM), 雌雄

各半, 购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司(中国

长沙)(实验动物合格证号: SCXK(湘)2009-0004)。室

温(23±1) ºC, 12 h照明, 12 h黑暗。实验中严格遵守

中华人民共和国科学技术部2006年颁发的实验动物

福利和使用原则。

1.3  FAT-03的制备

从市场购得鲜活赤魟, 冰浴下去尾和内脏。无

菌预冷的生理盐水冲洗。在无菌、0~4 ºC条件下剥

离皮肤弃去, 分离软组织(肉)并切成小块。以无菌预

冷生理盐水离心洗涤, 加入适量无菌预冷生理盐水, 
用组织匀浆器破碎匀浆10 min。超声波处理。4 ºC、
8 500 r/min离心, 收集上清。加硫酸胺逐级沉淀。硫

酸铵逐级按20%饱和度递增的比例加入上清液。固

态硫酸铵缓慢加入, 同时搅拌溶液以使浓度均匀增

加。级间插入离心。以抑制血管生成活性作为同步

追踪的指标, 采用凝胶过滤、离子交换层析、疏水

层析、反向层析等方法分离纯化得到FAT-03[3]。过

滤除菌, –20 ºC保存备用。使用前以培养基稀释到

相应浓度。

1.4  FAT-03的鉴定

定性用双缩脲反应, 蛋白质浓度测定采用Lowry
氏法[5]; 蛋白质电泳采用SDS-PAGE法: 分离胶为10%
聚丙烯酰胺凝胶, 上样蛋白质量为90 μg, 考马斯亮

蓝染色。

1.5  细胞培养 
HUVECs购自武汉大学典型培养物保藏中心, 

人鼻咽癌细胞株CNE-2Z购自广东医学院生化教研

室。以含10%灭活新生牛血清、100 U/mL青霉素、

100 μg/mL链霉素的RPMI-1640培养基, 在37 ºC、5% 
CO2、饱和湿度条件下培养。以0.25%胰酶+0.02% 
EDTA消化细胞, 2~3天传代一次。对数生长期细胞

用于实验。

1.6  MTT法 
取细胞接种于96孔细胞培养板, 每孔90 µL细胞

悬液(1.0×104细胞)。待细胞长到约80%融合时, 加入

不同浓度的FAT-03 10 µL, 对照组加入相同体积的

RPMI-1640培养液, 每一浓度设4个平行孔。充分混

匀后, 于CO2培养箱中分别培养24, 48, 72 h。每孔加

入MTT 20 µL(5 mg/mL), 继续培养5 h。每孔加入三

联液100 µL。37 ºC放置过夜, 用酶标仪在570 nm波

长处测量各孔D值。

1.7  细胞迁移实验

采用24孔带有聚碳酸酯膜小室的培养板, 下室

加入600 μL含50 ng/mL VEGF的RPMI-1640培养液, 
37 ºC孵育1 h备用。将经0.16 mg/mL FAT-03处理24 h
的细胞悬液300 μL(2.0×104细胞)加入上室, 对照组为

未经FAT-03处理的HUVECs。设3个平行孔。细胞

在37 ºC下迁移4 h后, 取出小室。迁移到下表面的细

胞以3%福尔马林固定, 用50 μmol/L PI染色。在200
倍荧光显微镜下随机选择5个视野, 计数每个视野穿

过膜的细胞数。上述实验在给出的实验条件下重复

3次。按下式计算迁移抑制率: 迁移抑制率(%)=(1-
实验组迁移细胞数/对照组迁移细胞数)×100%。

1.8  荧光显微镜观察细胞形态

1.8.1　Hoechst-PI染色        细胞接种于24孔板, 每孔

900 μL细胞悬液(1×105细胞)。实验组加入0.16 mg/mL 
FAT-03 100 μL, 对照组加入等量培养基, 培养72 h。
离心24孔板5 min(1 000 r/min), 弃上清。PBS洗涤1次。

加入200 μL PBS, 然后加Hoechst 33342染色液, 使其

终浓度为50 μmol/L, 混匀。再加入PI染液, 使其终浓度

为10 μmol/L, 混匀, 染色15 min, 荧光显微镜观察、拍照。

1.8.2　AO-EB染色        细胞接种于24孔板, 每孔900 μL
细胞悬液(1×105细胞)。实验组加入0.16 mg/mL FAT-03 
100 μL, 对照组加等量培养基, 培养72 h。离心24孔
板5 min(1 000 r/min), 弃上清。PBS洗涤1次, 加入
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200 μL PBS和10 μL混合荧光染色液(含100 μg/mL 
AO和100 μg/mL EB), 混匀染色, 立即置于荧光显微

镜下观察并拍照。

1.9  流式细胞术分析

1.9.1　膜联蛋白V-FITC-PI双染        细胞接种于6
孔板, 每孔1.8 mL(5×105细胞)。培养24 h, 实验组加

200 μL不同浓度的FAT-03, 对照组加等量培养基。

培养48 h后, 胰酶消化, 离心5 min(1 500 r/min), 收集细

胞置于10 mL离心管中。4 ºC预冷的PBS洗两次。用

结合缓冲液重新悬浮细胞, 调节其浓度为1×109/L。
取100 mL细胞悬液置于5 mL流式管中, 加5 μL An-
nexin V-FITC(150 mg/L)和10 μL PI(120 mg/L), 混匀

后室温避光孵育15 min。在反应管中加500 μL PBS, 
进行流式细胞仪分析。

1.9.2　PI染色        细胞接种于6孔板, 每孔1.8 mL 
(5×105细胞)。贴壁生长后, 弃培养液, 加无血清的RP-
MI-1640培养液培养18 h, 使细胞同步化。再换含10%
新生牛血清的RPMI-1640培养液培养6 h。实验组加

0.08 mg/mL的FAT-03 200 μL, 对照组加等量培养基。

作用一定时间后, 胰酶消化, 离心5 min(1 500 r/min)。
收集细胞置10 mL离心管中。PBS洗涤2次, 体积分

数为70%的乙醇固定24 h以上。离心弃乙醇, 细胞重

悬于PBS中, 加入PI染液, 使其终浓度为50 μg/mL, 室
温下避光染色30 min。400目筛网过滤。采用美国

Coulter公司生产的EPICS型流式细胞仪, 以氩离子

激光器激发光源(激发波长为488 nm)进行流式细胞

术分析。数据输入计算机, 用Multicycle软件分析。

1.10  Western blot分析

取细胞悬液4.8 mL(1×106细胞), 加入不同浓度

FAT-03 200 μL, 对照组加等量培养基。培养72 h后, 
将培养瓶置于冰上, 细胞刮刀小心刮脱细胞, 转移到

50 mL离心管中。离心15 min(3 000 r/min), 收集细

胞。用预冷PBS洗涤2次, 加入600 μL细胞裂解液, 混
匀, 转移至Eppendorf管中。冰上裂解30 min后, 离心

15 min(4 ºC, 12 000 r/min)。收集上清, Lowry氏法测

定总蛋白质含量。在12%分离胶、5%浓缩胶上进行

电泳(每个泳道150 μg蛋白质)。Western blot法分析

VEGF、Bax、Bcl-2的表达水平。

1.11  小鼠背部创伤模型

剃毛器剃光小鼠背部被毛, 再用棉球蘸取脱毛

剂约0.5 mL, 在选定部位薄薄涂一层。30 s后用温水

洗去脱落的被毛。腹腔注射戊巴比妥钠(50 mg/kg), 
数分钟后, 小鼠即进入麻醉期。以圆形打孔器醮墨

水在小鼠背部正中印一个直径14 mm的圆形印迹, 
用无菌剪刀沿印迹剪除划定位置的皮肤及皮下组

织, 得到一大小、深浅基本相同的圆形伤口。

1.12  分组及实验步骤

70只小鼠, 按平均体重一致原则, 随机分为5组: 
对照组、恩度(阳性对照)组、FAT-03(0.02 mg/mL)
组、FAT-03(0.10 mg/mL)组、FAT-03(0.50 mg/mL)组, 
每组14只, 雌雄各半, 单只分笼饲养。脱毛并麻醉后, 
逐一制造圆形伤口, 当日即记为D1。D1开始给药, 
伤口滴加不同浓度(0.02, 0.10, 0.50 mg/mL) 100 µL  
FAT-03液, 每日给药1次, 一直到D13。恩度组滴加

100 µL恩度液(0.50 mg/mL)。对照组滴加100 µL 
PBS。每3日用游标卡尺测量伤口长、宽各一次, 并
观察伤口愈合情况, 统计每组愈合动物数[6]。

1.13  免疫组织化学法检测VEGF表达情况

D14每组颈椎脱位法牺牲4只动物, 雌雄各2只。

取创伤周围组织置10%中性福尔马林中固定, 常规

脱水, 石蜡包埋, 4 µm切片。免疫组化法检测VEGF
的表达[7-9]。表达产物定位于血管内皮细胞的胞浆、

胞膜, 以细胞膜或细胞浆内出现明确的棕黄色颗粒

为阳性细胞。每张切片至少观察5个具有代表性的

高倍视野, 计数不少于100个细胞。

1.14  免疫组织化学法检测微血管密度

取材及标本处理方法同1.13所述。SP免疫组化

法标记CD34[10], 苏木精–伊红(HE)复染。在40倍视

野下扫视整个组织切片。采用Weidner[11]微血管计

数法在200倍视野下计数热点区每个象限任选的5个
不重复视野中CD34被染成紫蓝色的微血管数, 取其

平均值作为组织MVD(microvessel density)。血管腔

的有无不作为判断血管的标准。

1.15  统计学处理

实验数据以(x－ ± s)表示。采用Student’s t检验分

析结果。P<0.05表示有显著性差异。

2   结果
2.1  FAT-03的纯度

获得的FAT-03的纯度>95%。FAT-03的层析图

谱为单一峰, 其SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱为单

一条带, 相对分子质量为43 kDa[3]。 
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2.2  FAT-03抑制HUVECs的增殖

FAT-03明显抑制HUVECs的增殖。FAT-03作用

HUVECs 24, 48, 72 h, 其IC50值分别为0.22, 0.17, 

0.09 mg/mL, 其抑制效果与剂量和作用时间相关(图
1)。然而,  FAT-03对人鼻咽癌细胞的生长却无明显

的影响(资料未显示)。

2.3  FAT-03抑制HUVECs的迁移

Transwell小室趋化运动模型检测结果显示, FAT-03

显著抑制HUVECs的迁移, 0.16 mg/mL FAT-03作用

24 h, 对细胞的迁移抑制率为57.9%(P<0.01)(图2)。

2.4  FAT-03诱导的HUVECs凋亡分析

2.4.1　荧光显微镜观察        (1)Hoechst-PI染色: 对

照组细胞核大小较均一, 呈圆形或者椭圆形, 染色质

分布均匀, 着蓝色。0.16 mg/mL FAT-03处理组细胞

皱缩、变形, 染色质浓缩呈红色, 部分核染色体碎裂, 
可见部分晚期凋亡细胞, 偶有凋亡小体出现(图3A)。
(2)吖啶橙-溴乙锭(AO-EB)染色: 对照组细胞核染色

质分布均匀, 着绿色, 呈正常结构。FAT-03处理组细胞

肿胀、胞浆浓缩、细胞核黄染、部分胞膜破损、胞核

碎裂, 可见部分染成橘红色的晚期凋亡细胞(图3B)。
2.4.2　流式细胞术分析        (1)膜联蛋白V-FITC-PI双
染[12]: 双染检测结果显示, FAT-03处理48 h的细胞早期

细胞以FAT-03处理, 处理方法如“材料与方法”所述。采用带有聚碳酸酯膜小室的24孔培养板, 下室加入600 μL含50 ng/mL VEGF的RPMI-1640
培养液, 上室加入经0.16 mg/mL FAT-03处理24 h的细胞悬液300 μL(2.0×104细胞), 对照组为未经FAT-03处理的HUVECs。细胞在37 ºC下迁移4 h。
迁移到下表面的细胞被固定、PI染色。计数穿过膜的细胞数。实验重复3次。A: 对照; B: FAT-03(0.16 mg/mL)。
Cells were treated with FAT-03 as described in “Materials and Methods”. A migration assay was performed using 24-well transwell insert. The lower 
chamber was filled with 600 µL of RPMI-1640 containing 50 ng/mL VEGF. The upper chamber was seeded with 2.0×104 HUVECs (300 µL cell sus-
pension) treated by FAT-03 (0.16 mg/mL) for 24 h. Cells were allowed to migrate for 4 h at 37 ºC, and then fixed and stained in PBS containing 50 μg/mL 
PI. The number of the migrated cells on the lower surface was calculated as percent of control values (original magnification, 100×). The experiment 
was repeated 3 times under identical conditions. A: control; B: FAT-03 (0.16 mg/mL).

图2　FAT-03对HUVECs运动能力的影响(100×)
Fig.2　Effect of FAT-03 on the migration of HUVECs(100×)

凋亡率增加(P<0.05), 并呈剂量依赖关系。0.04, 0.08,  
0.16 mg/mL FAT-03处理48 h, 早期凋亡率分别为

3.7%±0.9%、7.0%±1.7%和13.6%±1.5%(对照组为

1.7%±0.4%)(图4A)。(2)PI染色: 流式细胞术分析结果

显示, FAT-03阻滞HUVECs于G0/G1期。0.08 mg/mL 
FAT-03处理细胞24, 48, 72 h, 处于G0/G1期的细胞分

别从63.4%±0.3%、74.5%±0.8%和65.0%±2.6%增加

到74.3%±0.8%、84.0%±0.8%和83.4%±0.3%, 而处

细胞以不同浓度的FAT-03处理不同时间, MTT法检测细胞增殖情况, 
来自3次不同实验的数据以平均值±标准误表示。

Cells were treated with various concentrations of FAT-03 for different 
time intervals. The cell proliferation was determined by MTT assay. All 
values are expressed as means±SEM of three independent experiments.

图1　FAT-03对HUVECs生长的抑制作用

Fig.1　Inhibitory effect of FAT-03 on the growth of HUVECs
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于S期和G2/M期细胞的百分率则相应降低(图4B)。
0.08 mg/mL FAT-03作用细胞48 h, 在G1期左侧出现

1个明显的亚二倍体峰, 即凋亡峰, 细胞的凋亡率与

时间相关, FAT-03作用细胞48, 72 h的凋亡率分别为

14.6%和41.7%(图4C)。
2.5  FAT-03对VEGF、Bax、Bcl-2表达的影响

Western blot分析结果显示, FAT-03下调VEGF和
抑凋亡基因Bcl-2的蛋白质表达, 上调促凋亡基因

Bax的蛋白质表达(图5)。
2.6  FAT-03延迟创伤的愈合

对照组小鼠伤口第12天全部愈合, 恩度对照组

第13天全部愈合, FAT-03(0.02 mg/mL)组和FAT-03 
(0.10 mg/mL)组第14天全部愈合、FAT-03(0.50 mg/mL)
组小鼠伤口第18天才全部愈合(图6)。统计分析结

果表明, FAT-03对创伤愈合的延迟作用比恩度还强, 
且其作用与剂量相关(表1)。

细胞以0.16 mg/mL FAT-03处理72 h, 染色方法如“材料与方法”所述。Hoechst-PI染色凋亡细胞呈淡红色; AO-EB染色凋亡细胞呈黄色或橘红色。

A: Hoechst-PI染色对照; B: Hoechst-PI染色[FAT-03(0.16 mg/mL)]; C: AO-EB染色对照; D: AO-EB染色[FAT-03(0.16 mg/mL)]。
Cells were treated with 0.16 mg/mL FAT-03 for 72 h and stained with Hoechst-PI and AO-EB as described in “Materials and Methods”. Hoechst-PI 
cells in which nuclei were reddish indicate apoptotic cells. AO-EB cells in which nuclei were yellow or yellow-red indicate apoptotic cells. A: Hoechst-
PI control; B: Hoechst-PI [FAT-03 (0.16 mg/mL)]; C: AO-EB control; D. AO-EB [FAT-03 (0.16 mg/mL)].

图3　FAT-03诱导的HUVECs凋亡(200×)
Fig.3　FAT-03-induced apoptosis in HUVECs by double staining(200×)

表1　FAT-03延迟小鼠创伤愈合及愈合时间的比较

Table 1　Comparison of wound healing time and delayed healing induced by FAT-03 in mouse wound model
组别 动物数	        创伤愈合动物只数(天)              				    创伤愈合时间(天, x－±s)	 P
Groups	 Number of	        Number of wound healing animals at different days		 Wound healing	 P
	 animals	 8	 9	 10	 11	 12	 13	 14	 18	 time(day, x－±s)	
Control	 10	 -	 1	 1	 6	 10	  -	  -	  -	 11.1±0.99	 -
Endostar(0.50 mg/mL)	 10	 -	 -	 2	 5	 9	 10	  -	  -	 11.4±0.97	 0.50
FAT-03(0.02 mg/mL)	 10	 -	 -	 -	 2	 2	 6	 10	  -	 12.7±0.95	 0.02*
FAT-03(0.10 mg/mL)	 10	 -	 -	 -	 1	 4	 8	 10	  -	 12.7±0.95	 0.02*
FAT-03(0.50 mg/mL)	 10	 -	 -	 -	 2	 4	 5	 9	 10	 13.3±0.86	 0.02*
*P<0.05, 与对照组比较。

*P<0.05 vs control.
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A: 流式细胞术分析FAT-03诱导的HUVECs细胞早期凋亡, 此处显示FAT-03处理HUVECs 24 h后所得流式细胞仪直方图的代表。早期凋亡细胞的特

点是带有高膜联蛋白信号和低PI信号。a: 对照; b: FAT-03(0.04 mg/mL); c: FAT-03(0.08 mg/mL); d: FAT-03(0.16 mg/mL); B, C: 流式细胞术分析FAT-03
对HUVECs周期和凋亡的影响, 细胞接种于6孔板, 每孔5×105细胞。收集经FAT-03(0.08 mg/mL)处理过的和对照组的细胞, 乙醇固定24 h。细胞重悬

于PBS中, 加PI染色。流式细胞术分析染色细胞的DNA含量; B: 细胞群定量, *P<0.05; C: 流式细胞术分析。a~c: 对照; d~f: FAT-03(0.08 mg/mL)。
A: FAT-03-induced early apoptosis analyzed by flow cytometry representative examples of flow cytometric histograms after 24 h of FAT-03 treatment 
were shown. The appearance of cells with a high annexin signal and a low PI signal is characteristic of early apoptosis. a: control; b: FAT-03 (0.04 mg/mL); 
c: FAT-03 (0.08 mg/mL); d: FAT-03 (0.16 mg/mL); B, C: flow cytometric analysis of effects of FAT-03 on the cell cycle and apoptosis of HUVECs. 
Cells were seeded at a density of 5×105 cells in 6-well culture plates. FAT-03 (0.08 mg/mL)-treated and control cells were collected and fixed after the 
indicated time. After washing with ice-cold PBS, cells were suspended and then PI dye was added. The DNA content of stained nuclei was analyzed by 
flow cytometry; B: quantitation of cell population, *P<0.05; C: flow cytometric analysis. a~c: control; d~f: FAT-03 (0.08 mg/mL).

图4　流式细胞术分析FAT-03对HUVECs周期和凋亡的影响

Fig.4　Flow cytometric analysis of effects of FAT-03 on the cell cycle and apoptosis of HUVECs
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伤口滴加100 µL PBS、恩度或FAT-03液, 每日给药1次, 连续12日。A: 对照组; B: 恩度(0.50 mg/mL)组; C: FAT-03(0.50 mg/mL)组。

The surfaces of wound were loaded with 100 µL of PBS, endostar or FAT-03, daily for 12 days. A: control (PBS); B: endostar (0.50 mg/mL); C: FAT-03 
(0.50 mg/mL).

图6　FAT-03延迟小鼠创伤的愈合

Fig.6　Delayed healing induced by FAT-03 in mouse wound model

2.7  FAT-03抑制创伤组织的血管生成

CD34阳性颗粒经苏木精–伊红(HE)复染呈蓝紫

色, 主要定位于毛细血管、小静脉和小动脉血管内皮

细胞膜和胞质。结果显示, 对照组小鼠组织内毛细

血管大量增生, 平均微血管数为21.60±1.08。FAT-03 
(0.02, 0.10, 0.50 mg/mL)各组平均微血管数分别为

7.40±0.68、6.20±0.37和3.00±0.32, 其效果与剂量相

关。FAT-03组的MVD值显著地低于对照组(P<0.001, 
n=4)(图7)。
2.8  FAT-03下调小鼠创伤组织VEGF的表达

Western blot分析结果显示, FAT-03下调VEGF
的表达, 其效果与剂量相关(图8A)。免疫组织化学

法检测结果显示, VEGF阳性颗粒呈棕黄色, 其阳性

表达产物位于血管内皮细胞的胞浆和胞膜。对照组

VEGF阳性表达细胞多, FAT-03组VEGF阳性表达细

胞明显减少, 且其减少与FAT-03剂量相关(图8B)。

3   讨论
FAT-03是我们首次从赤魟组织中分离到的具有

抗血管生成活性的物质[3]。已经证实, 它既能显著

抑制鸡胚绒毛尿囊膜的血管生成, 又能明显抑制肿

瘤诱导的鸡胚绒毛尿囊膜的血管生成[4]。与此同时, 
FAT-03在体外对肿瘤细胞的生长无明显影响, 但在

体内对BALB/c裸鼠移植性肿瘤的生长和转移却有

强抑制效果[13]。本文的结果表明, FAT-03明显抑制

HUVECs细胞的增殖和迁移, 诱导其凋亡; 抑制创伤

组织的血管生成, 进而延迟创伤愈合。它的这些作

用可能与其下调VEGF、Bcl-2的表达、上调Bax的
表达相关。因此, 我们把FAT-03作为一种有希望应

用于肿瘤治疗的血管生成抑制剂来研究。

海洋生物物种及其所含物质的多样性和特异

性, 使海洋成为天然药物的巨大资源宝库, 具有极大

的开发潜力。已报道的海洋来源的肿瘤血管生成抑

人脐静脉血管内皮细胞裂解液的制备和Western blot分析如“材料与

方法”所述。1: 对照; 2: FAT-03(0.04 mg/mL); 3: FAT-03(0.08 mg/mL); 
4: FAT-03(0.16 mg/mL)。
Preparation of HUVEC lysates and Western blot analysis were carried 
out as described in “Materials and Methods”. 1: control; 2: FAT-03 
(0.04 mg/mL); 3: FAT-03 (0.08 mg/mL); 4: FAT-03 (0.16 mg/mL).
图5　FAT-03对HUVECs的Bcl-2、Bax和VEGF表达的影响

Fig.5　Effects of FAT-03 on the expressions of VEGF, Bcl-2 
and Bax in HUVECs
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制剂有20多种[14] 。赤魟, Dasyatis akajei(Müller & 
Henle), 英文名为Red stingray, 属软骨鱼纲, 下孔总

目, 鳐目, 魟科, 魟属。赤魟分布于中国南海和东海, 
长江口咸淡水中亦有。赤魟原为海产鱼类, 纯淡水

赤魟见于广西左江上游的南宁和龙州。其组织有食

用和药用价值, 但尾刺有毒[15-16]。 

FAT-03是我们课题组首次从湛江近海捕获的赤

魟组织中分离得到的, 相对分子质量大约为43 kDa, 
具有独特的N末端氨基酸序列(PFGNTHNKWKL-
NYSAEQEFP)和强抗血管生成活性、强抗肿瘤生长

以及转移作用的单一成分[3], 它与Luo等[17]报道的从

赤魟软骨中提取的具有抗血管生成活性、相对分子

D14每组颈椎脱位法牺牲4只动物, 雌雄各2只。取创伤周围组织置10%中性福尔马林中固定, 常规脱水, 石蜡包埋, 4 µm切片, 免疫组化法检测

VEGF的表达, 以兔抗CD34抗体为一抗, 生物素化二抗为二抗。A: 对照; B: FAT-03(0.02 mg/mL); C: FAT-03(0.10 mg/mL); D: FAT-03(0.50 mg/mL)。
箭头示CD34阳性。

14 days after the treatment of FAT-03, the specimens of wound tissues (n=4) from unselected mice in FAT-03-treated and control groups were excised, 
fixed in 10% formalin and routinely embeded in paraffin. Paraffin sections (4 μm) were baked, deparaffinized and rehydrated. Sections were probed 
with rabbit anti-CD34 antibody overnight at 4 ºC, followed by treatment with a biotinylated secondary antibody. A: control; B: FAT-03 (0.02 mg/mL); C: 
FAT-03 (0.10 mg/mL); D: FAT-03 (0.50 mg/mL). Arrow: CD34 positive.

图7　FAT-03对创伤组织血管生成的影响(100×)
Fig.7　Effect of FAT-03 on the angiogenesis of wound tissues(100×)
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A: Western blot分析。1: 对照; 2: FAT-03(0.02 mg/mL); 3: FAT-03(0.10 mg/mL); 4: FAT-03(0.50 mg/mL); B: 免疫组织化学法检测(100×)。a: 对照; b: 
FAT-03(0.02 mg/mL); c: FAT-03(0.10 mg/mL); d: FAT-03(0.50 mg/mL)。箭头示阳性染色的血管内皮细胞。**P<0.01, 与对照组比较。

A: Western blot analysis. 1: control; 2: FAT-03 (0.02 mg/mL); 3: FAT-03 (0.10 mg/mL); 4: FAT-03 (0.50 mg/mL); B: immunohistochemical staining as-
say (100×). a: control; b: FAT-03 (0.02 mg/mL); c: FAT-03 (0.10 mg/mL); d: FAT-03 (0.50 mg/mL). Arrow: positive dyed endothelial cells. **P<0.01 vs 
control.

图8　FAT-03下调小鼠创伤组织VEGF的表达

Fig.8　FAT-03 down-regulated the expression of VEGF in wound tissues
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质量3 kDa~300 kDa的混合物和余新威等[18]报道的

赤魟软骨血管生成抑制因子(相对分子质量62 kDa)
显然不同。姑且不论本文所报告的FAT-03所具有的

强抗血管生成活性, 即使作为一种新的天然产物加

入这个逐渐增长的海洋来源的肿瘤血管生成抑制剂

的清单, 这一事实本身就是令人感兴趣的。

正如本文在前言中提到的, 血管生成在生理与

病理过程中都起着重要作用。在生理情况下, 血管

生成的正向和负向调节处于动态平衡, 血管生成或

血管生成抑制都要适应机体生长发育和机体结构功

能状态的要求。胚胎期和机体生长发育阶段的血管

生成无疑比老年期旺盛。与此相反, 无论是这种平

衡失调表现为血管生成过度(如在肿瘤、湿性老年

黄斑变性等)或血管生成不良都属于病理状态。本

文结果提示, FAT-03有明显的抑制血管生成活性, 因
而有潜在的用于治疗血管增生性疾病(如肿瘤、湿

性老年黄斑变性、角膜和虹膜新生血管、糖尿病视

网膜病变等)的价值。本文结果还提示, FAT-03明显

延迟小鼠创伤的愈合, 因而对于孕妇、外伤和手术

病人可能有潜在的副作用。
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Effects of Fuantai-03 Isolated from Dasyatis akajei on the Apoptosis of 
Human Umbilical Vein Endothelial Cells and Mouse Wound Healing

Su Weiming1, Huang Laizhen1, Ma Rundi1*, Yu Lijian1*, Wang Qiang1, Zhang Xiaoyu1,2, Yu Tingxi1,3*
(1Key Laboratory of Marine Materia Medica, Guangdong Ocean University, Zhanjiang 524025, China; 2Department of Otorhinolaryn-
gology-Head and Neck Surgery, University of Maryland School of Medicine, MD 21228; 3Cell Biology Group, Department of Surgery, 
Department of Pathology, University of Maryland School of Medicine and Baltimore Veterans Affairs Medical Center, MD 21201,USA)

Abstract        The present study was undertaken to investigate the effects of Fuantai-03 (FAT-03) isolated  
from Dasyatis akajei effected on the apoptosis of human umbilical vein endothelial cells and wound healing. MTT 
assay was performed to measure the effect of FAT-03 on cell growth; migration assay was performed using a Tran-
swell model with polycarbonate membrane; apoptotic induction was determined by fluorescence microscopy and 
flow cytometry; Western blot analysis was performed for examing expressions of vascular endothelial growth factor 
(VEGF), Bcl-2 and Bax. Mouse wound model was applied to investigate the effect of FAT-03 on wound healing; 
immunohistochemical staining assay was adopted to examine the microvessel density (MVD) and expression of 
VEGF in wound tissues. FAT-03 obviously inhibited proliferation and migration of HUVECs in a dose- and time-
dependent manner the values of IC50 for the effect of FAT-03 on HUVECs at 24, 48, 72 h are 0.22 mg/mL, 0.17 mg/mL,  
0.09 mg/mL, respectively, but FAT-03 did not show significant effect on the growth of human nasopharyngeal car-
cinoma cell line (CNE-2Z). 0.16 mg/mL FAT-03 decreased the percentage of migrating HUVECs at 24 h by 57.9% 
(P<0.01). FAT-03-treated HUVECs showed typical morphologic and cellular evidences of apoptosis. The expres-
sions of VEGF and Bcl-2 in the FAT-03-treated HUVECs were evidently down-regulated, and the expression of Bax 
was obviously up-regulated. FAT-03 markedly decreased the MVD (P<0.05) and down-regulated the expression of 
VEGF in mouse wound tissues, and inhibited tissue repairing. These findings provide evidences that FAT-03 signifi-
cantly inhibits the proliferation and migration of HUVECs and induces their apoptosis, and inhibits tissue repairing 
in mouse wound model. The effects of FAT-03 might result from the down-regulation of expressions of VEGF and 
Bcl-2 and up-regulation of expression of Bax.
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