
第 23 卷第 2 期 细胞 生 物 学杂志 87 

在细胞因子产生方面受到削弱是由于 T 细胞

发育缺失所致，而不是由于 OPGL 对成熟 T 细

胞的作用所致。

4. opgZ - I - 小鼠完全缺乏淋巴结

对。ρIgl-I 小 鼠的次级淋巴器官进行解剖

学分析 ，发现肠系膜、颈部 、下顿骨、腹股沟 、腋

部、副主动脉和1国动脉处缺少淋巴结。 对这些

部位进行组织化学切片分析证实，缺少类似于

早期的淋巴结原基的组织 。 将 oρ'gl -I一 胚胎肝

细胞转移到 ragl - I一 小鼠中表明 ， 0ρIgl -I- T 细

胞和 B 细胞能够使淋 巴结增殖 。 这表明缺少

淋巴结是由于细胞自 引导缺失所致。 转移正常

的骨髓细胞到新生的。ρ'gl -I- 小鼠中并不能恢

复淋巴结形成。

尽管。ρIgl- I- 小 鼠缺少所有淋巴结，但是

仍然能观察到淋 巴集结( Peyer' s patches ) 。

。ρIgl -I 小鼠淋巴集结也含有 B 细胞和 T 细胞

区，并且具有完整的脾脏结构，该脾结构含有正

常的红髓和白髓，正常的 T 细胞和 B 细胞分离

区 ， 以及含有 T 细胞和 B 细胞区的滤泡结构 、

边缘区以及泡状和网状树突细胞网 。 这些结果

表明缺少 OPGL 对于脾结构以及淋巴集结的

形成没有明显的影响 ，但是 OPGL 表达对于淋

巴结形成是必需的 。
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摘 要

OPGL 是 OPG( osteoprotegri n) 的配体。 人

opgl cDNA 编码 317 个氨基酸的多肤，是一种

跨膜蛋白 。 研究表明 OPGL 是一种新发现的

破骨细胞分化因子。 破骨细胞前体在 OPGL

的作用下 ， 可分化为成熟的破骨细胞。 OPGL

可激活离体的成熟破骨细胞吸收骨质。 最新的

研究表明， 0ρ'gl-kn∞kout 小 鼠出现严重的石骨

症，对骨髓再造形具有重要的作用 ;并且小鼠的

胸腺细胞和 B 淋巴细胞的发育受阻，淋巴结的

器官发生也受到抑制，不能形成淋巴结。
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平阳霉素对鸡胚绒毛尿囊膜血管内皮细胞生长的影晌

武利存宋守芹王丽 张维东孙公甲

( 山东省医学科学院基础医学研究所 济南 250062) 

内皮细胞的移动与增殖是血管生成过程的

主要内容。 血管生成不仅存在于胚胎发育、黄

体形成等生理过程，而且在许多病理过程如恶

性肿瘤、风湿性关节炎、糖尿病视网膜病变、银

屑病、创伤愈合中起重要作用[ 1 ] 。 因 此，血管

生成与抑制研究成为近年来广为关注的热点 。

特别是抑制血管生成为控制肿瘤生长和抗转移

开辟了一条新的途径而日益受到重视[2引 。 而

本文 1999年6月 14 日收到，2000年 1月 12 日 接受。
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大多数血管生长抑制剂都是抑制内皮细胞 ( en­

dothel ial cell , EC)的移动与增殖。由此可见，研

究 EC移动与增殖的实验方法显得尤为重要。

本文介绍一种研究血管 EC 移动和增殖的

体内实验方法一一-鸡胚绒毛尿囊膜(chori侃1 -

lantoic membrane , C灿的法，并用此法研究平阳

霉素(pingyangmycin ， PY)对 C刷血管内皮细

胞生长的影响 。 鸡胚 C灿4 是在胚龄 4 - 5 天

时由绒毛膜的体壁中胚层和尿囊膜的脏层中胚

层融合而成的。 在孵育至第 6-7 天时 C灿f

及其血管覆盖了整个卵黄囊表面，大部分绒毛

膜与壳膜相接触。 尿囊体积迅速增大，绒毛膜

尿囊膜的两中胚层互相融合。 CAM 的组织学

结构有三层:外胚层，位于壳膜下方，由来自绒

毛膜的上皮组成;中胚层，是一层富含毛细血管

的结缔组织;内胚层，位于尿囊，由来自尿囊膜

的内皮形成。 CAM 是一体外呼吸器官，随胚龄

增加而增大，且毛细血管极其丰富[4] 。

材料与方法

1.材料

1吨hom 鸡胚由 山 东省农科院家禽研究所提

供， 3H-TdR和核凹型乳胶均由北京中国原子能研究院

提供，盐酸平阳霉素 (PY) 由 天津河北制药厂生产(批

号 971026) 。 另外还有孵箱、牙科电动钻、检蛋灯、载

体、透明玻璃纸、Camoy 固定液、暗盒、显影液、定影液、

中性加拿大树胶、立体显微镜、摄影显微镜等。

2. 方法

(l )PY 对血管 EC 移动的影响 取 Leghom 鸡

胚在 38'C和 60%相对湿度下孵育至第 7 天时，将鸡胚

随机分为对照组和实验组。 对照组 .分别取胚龄第 8 、

10 、 12 、 14 、 16 和 18 天的鸡胚各 5 枚，元菌条件下，在气

室端(胚蛋大头端)用电动牙科钻锯- 1 x 2cm2 的小

窗，小心去除蛋壳，暴露壳膜，以 10% 甲1m固定，并用细

针头注射 10 % 甲应少许歪 CAM 下使其固定。 实验

组:取第 8 天的胚蛋 10 枚，暴露壳膜(方法同上 ) ，将一

吸附有 5μgPY 的玻璃纤维滤纸载体(φ5mm)置于壳膜

中央，用透明玻璃纸密封蛋壳，放入孵箱中 。 隔日 一次

取出胚蛋，掀开玻璃纸，往载体上滴加 5μg PY ， 密封后

放回孵箱。 第 18 天时，取出胚蛋，揭去玻璃纸，用 10%

甲应固定壳膜和 CAM。 将两组固定后的完膜和 CAM

各剪取 2 X 2cm2 ，在 10% 甲腔中继续固定，待做组织学

检查。 判断 EC 移动的标准:在 100 倍视野下通过显维

电视系统计数移至外胚层与壳膜之间的毛细血管数和

内皮细胞数。

(2)PY 对血管 EC增殖的影响 取胚龄为 10 天的

L唔hom 胚蛋 20 枚，分为对照组和实验组，每组 10 枚。

用假气室法，在蛋壳上开一 1 x 2cm2 的小窗，小心拨去

蛋壳和壳膜，暴露 C灿4。 实验组将一吸附有 5μg PY 

的玻璃纤维泼、纸载体置于 C灿4 中央;对照组在 CAM

上放一吸附 PBS(pH7.0)10μl 的玻璃纤维滤纸载体。

然后，在每个鸡胚 C灿4 上滴加3H-TdR7 . 4 x 105Bg，用

透明玻璃纸密封后放回孵箱中 。 5 小时后取出胚蛋，掀

去玻璃纸，用适量Camoy 液固定 30 分钟 ，以载体为中

心剪下 CAM 约 2 X 2cm2 ，继续固定 6 -12 小时后，做

组织学切片，片厚匀，并做常规 H-E 染色，不封片 。 将

染好的切片，在暗室内涂乳胶膜。 将室温下干燥的制

片放入暗盒中，在 4'C冰箱中曝光 10 - 14 天 。 曝光完

毕经显影和定影，风干，封片 (5 ) 。

结果

1. PY 对血管 EC 移动的影晌

对照组 在孵育第 8 天时， C灿4 的内 、

中 、外胚层三层结构已经形成。 毛细血管都位

于中胚层内，这些毛细血管相互连接形成血管

网在绒毛膜上皮细胞下方。 EC 外形扁平 ，只有

在核区稍增厚。 C灿4 毛细血管壁仅有 1-2 个

这种 EC 构成。 EC 核亦呈梭形，不突向管腔 ，

因此管腔平滑 ，几乎呈圆形或椭圆形。 核质淡

染，含有一明显核仁，核内见少量染色质。

第 10 天时， CAM 毛细血管仍位于外胚层

上皮细胞之下 。 EC 改变与第 8 天相似。

第 12 天时， CAM 毛细血管开始向绒毛膜

上皮细胞层及其上方移动，与壳膜更加接近。

EC 核变圆，使该区向血管腔突出，核染色质明

显增加 。

第 14 天 时， CAM 毛细血管已完成向绒毛

膜上皮上方的移动 ， EC 移至外胚层上方，与壳

膜紧贴。 EC 靠近壳膜的一侧明显变薄。

第 16 和 18 天 时， 毛细血管 EC 位于外胚

层上皮细胞上方， 与壳膜紧贴，与第 14 天时所

见相同 。 EC 核更圆，核区常向血管腔突出 ， 核
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染色质深染，富含染色质，EC 核多位于远离壳

膜的一侧(图版图 1) 。

实验组 第 18 天时， Cl仙4 毛细血管 EC

移动受到明显抑制，仍停留于外胚层上皮细胞

的下方，距壳膜较远(图版图 2) 。 与对照组中

第 8 和 10 天时所见相似。

两组移至外胚层与壳膜之间的毛细血管数

和内皮细胞数比较(表1) 。对照组见大量毛细血

管移至CAM外胚层之上，且见毛细血管融合成

血管窦，难以计数，或见交通支与中胚层相通。

表 1 两组移至外胚层与壳膜之间的

毛细血管数和内皮细胞堂皇比较

组别 毛细血管数 内皮细胞数 P 

对照组 11 .08 :t 3.21 13. 52 士 2 . 87

实验组 1. 24 :t 0.15 2. 92 :t 0.85 <0.01 

由此可见， py 可抑制 C丛4 毛细血管 EC

的移动，使第 18 天胚龄时早已该移至外胚层之

上的毛细血管 EC仍停留在外胚层上皮细胞层

之下。 抑制 EC移动可能是其抑制血管新生的

重要机制之一。

2. PY 对血管 EC增殖的影晌

在光学显微镜下观察处于外胚层绒毛膜上

皮细胞下方井与之紧靠的毛细血管或血窦 EC

的3H-TdR 标记率。 因为这时胚龄已 10 天，大

部分毛细血管都接近外胚层的绒毛膜上皮，比

较容易观察。 如果每个细胞银粒少于 3 个，即

被认为是本底标记数而认为该细胞是不被标记

的，我们规定如果一个细胞内银粒数大于 10

个，就认为这个细胞被标记。 在油镜下每次计

数 100 个 EC，共 4 次，对照组与实验组 EC

的~H-TdR 标记率平均值分别为 41. 5% :t 3. 

4 %和 20. 3 % :t 1. 5 % (图 3 、 4 ) 。 经统计学处

理，两组间有非常显著性差异 ( P <0. 01 ) 。 说

明 PY 可使 C灿4 毛细血管 EC 的3H-TdR 标记

率明显降低，DNA 合成减少， 即抑制 EC 增殖 。

讨论

迄今，研究 EC 移动的方法有Boyden 室法

(Boyde口 chamber as田y) [ 6J 、吞噬动力轨迹法

(Phagokinetic track assay)[7 J及 Linear under-a­

garose assa/ 8 J 等，上述方法均为体外 EC 培养
法，十分复杂。 Ausprunk 等报告用电镜观察

EC有无伪足来判断 EC 移动[9] ，但费用太高，

而且操作与观察技术要求高而复杂。 因此作者

设想能否用较简单的办法研究 EC 移动，果然

在一次观察 C灿f 组织学结构时发现孵育第 9

天的 C灿4 毛细血管 EC 都位于外胚层绒毛膜

上皮之下，而孵育至第 14 天后 C灿4 毛细血管

EC 大都移至上皮之上，紧贴壳膜。 这是因为胚

胎发育需要越来越多的弥散氧气之故。 py 能

抑制 CAM 毛细血管 EC 移动，使其停留在绒毛

膜上皮之下 。

在鸡胚发育中，胚龄 10 天时 C灿4 毛细血

管 EC 分裂增殖最旺盛， DNA 合成达到高峰

期[9] ，因此，选用第 10 天的鸡胚做3H-TdR 标

记最便于观察。 结果表明 py 能抑制 EC 增殖，

是抑制血管生成的又一重要机制 。

CAM 上能被3H-TdR 标记的细胞除 EC

外，还有绒毛膜细胞 (chorionic ectodermal 

cells) 、尿囊内胚层细胞 ( allantoic endodermal 

cells) 、结缔组织细胞和血细胞。 在鉴别一个被

标记的细胞是不是 EC 时，主要根据 CAM 的组

织学结构特点 。 第 10 天时， C灿4 毛细血管 EC

大多移近外胚层，集中在绒毛膜上皮下方，毛细

血管或血窦管腔清晰，井常可见到红细胞，血管

壁上能被标记的细胞只有 EC，所以不难识别 。

py 是一细胞毒类抗肿瘤抗生素。 作者证

明它不仅可强烈抑制鸡胚 C陆4 的血管生长，

还可抑制 S180 、 LεWlS 肺癌等肿瘤的血管生成。

本文证明 PY 抑制血管生成的机制是抑制 EC

的移动和增殖。 另外，郑勤田等在局部注射

py 治疗小儿血管瘤和淋巴管瘤这两种内皮细

胞增殖性肿瘤临床实践中己取得了满意的疗

效[ 1 0 ， 门 ]。 提示 py 是一有潜力的血管生长抑

制剂 。 鸡胚 C川可作为研究 EC 移动和增殖

的体内模型，用于血管生成剌激因子和抑制因

子的筛选和研究 。
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摘要

利用鸡胚绒毛尿囊膜研究平阳毒素对血管

内皮细胞移动和增殖的影响。 ( 1)内皮细胞移

动:采用组织学切片、常规 H-E 染色，通过观察

不同胚龄鸡胚 CAM 的组织学结构即可判定毛

细血管 EC移动。发现鸡胚在第 8 、 10 、 12 天胚

龄时 CAMEC都位于外胚层绒毛膜上皮之下，

随胚龄增大，EC 逐渐由中胚层移向外胚层。 而

孵育至第 14 天后 ( 16 、 18 天 )CAM 毛细血管

EC 大都移至外胚层上皮之上，紧贴壳膜。 py

可明显抑制 EC 移动，使第 18 天胚龄时早已该

移至外胚层之上的毛细血管 EC 仍停留在外胚

层上皮之下 。 (2) 内皮细胞增殖 :用放射自显影

技术对第 10 天胚龄的鸡胚 C灿1 EC 进行3H_

TcIR标记，标记率即反映 EC 增殖的程度 。 同

时用血管生长抑制剂 py 对比研究对 EC 增殖

的影响 。 对照组和实验组 EC 3H-TdR 标记率

分别为 41. 5 :t 3 . 4% 和 20 . 3 :t 1. 5 % , py 可使

C灿1 EC 的 DNA 合成减少，即抑制 EC 增殖 。

鸡胚 CAM 可作为研究 EC 移动和增殖的体内

模型，用于血管生成剌激因子和抑制因子的筛

选和研究。

关键词:鸡胚绒毛尿囊膜 血管内皮细胞

增殖 平阳霉素
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THE EFFECT OF PINGYANGMYCIN ON THE PROL 
IFERATION OF ENDOTHELIAL CELLS OF THE CHICK 

CHORIOALLANTOIC MEMBRANE( CAM) 

WU Li Cun SONG Shou Qing W AJ'1G Li ZHANG Wei lling SUN Gong J ia 

( lnstitute 01岛sic Medical Sciences , Shandong Academy 01 Medical Sciences , j inan 250062) 

AßSTRACf 

To introduce an in vivo model-chick chorioallantoic membrane( C灿1) as a m臼ns of investigating endothelial cell migra­

tion and proliferation. (1) Endothelial cell migration 挡回y: EC migra tionαn be evaluated by observing the histological changes 

of chick embryonic C且iI at certain intervals after incubation. The histolc毡 ical section of C剧\1 was stained with routine hema­

toxylin and 仅充in . We discovered that CAM EC on day 8 , 10 , and 12 after incubation 1∞alized beneath the chorionic ecto­

derm , but with the age growing , EC gradually migrated toward ectodelm from m巳ench严ne. EC migrat ion was completed on 

day 14 and localized between ectoderm and shell membrane. Whereas in the PY-treated group , EC was sti ll beneath ectoderm 

even on the 18 th day . (2) EC proliferation assay : Thymidine autorad吨raphi cal technique was employed to investigate EC 3 H­

TdR labelling rate which repr巴巴nts the degree of EC proli feration. 3H-TdR labelling index of the ∞ntrol and PY group was 

41.5 :t 3. 4 % and 20. 3 :t 1. 5 % , respectively. EC proli feration was i出ib i ted significantly by PY . so a conclusion may be 

drawn that chick embryonic C剧\1 can be used as an in vivo model to investigate EC migration and proliferation , funhermore , 
to detect angiogenesis promoters and inhibi tors 

Key words : 0 1Orioallantoic membrane( CAM) Endothelial cell ( EC) Proliferation Pingyangmycin( PY) 
C+ OC + o<. + oc + oc + oc + oc . 。与 . 。也0+ 。ι + oc + 。‘~ . o<.. . oc . 。 ι . oc + 。ι . oc . oc + oc + 'J C . oc . oc . oc . oc . 。‘~ . oc . oc . oc . oc . o' . 。、~ . oc . :) 、_ . OC + )C . 

本刊 2001 年第一期"动点蛋白功能的研究迸展(综述)"一文的联系人为姚雪彪。
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