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bFGF抗体对人结直肠癌相关内皮细胞增殖、迁移、
血管新生的影响和机制研究

余杰 宋泽凯 蔡谢潇 曹高健

[摘要] 目的 探究碱性成纤维细胞生长因子（bFGF）抗体对人结直肠癌相关内皮细胞增殖、迁移、血管新生及转

录激活因子 3（STAT3）通路的影响。方法 以结直肠癌 LOVO 细胞培养上清诱导人脐静脉内皮（HUVECs）细胞形

成的结直肠癌相关内皮细胞为研究对象。采用CCK-8法和成管实验测定 bFGF抗体对 bFGF刺激内皮细胞增殖、迁

移、成管功能的影响。采用 Western blotting 法测定 STAT3 通路蛋白表达。结果 与抗体组比较，不同浓度联合组

的内皮细胞增殖抑制率均明显升高（t分别=13.65、25.95、55.07、32.43，P均＜0.05）；与对照组比较，不同浓度抗体组

内皮细胞迁移距离明显缩短（t分别=3.69、7.19、7.29、14.34，P均＜0.05），且各组抑制率升高和迁移距离缩短均呈剂

量依赖性（t分别=19.57、18.00、5.59；3.51、3.46、4.77，P均＜0.05）。与对照组比较，抗体组、雷抗组、联合组内皮细胞

管腔形成数目均明显减少（t分别=2.58、13.85、17.16，P均＜0.05），雷抗组和联合组数量明显少于抗体组，联合组明

显少于雷抗组（t分别=3.14、6.15、6.67，P均＜0.05）。与 bFGF 组比较，不同浓度抗体组细胞中 pSTAT3 蛋白相对表

达量均明显下降（t分别=2.21、6.14、10.60、14.16，P均＜0.05），且下降随着抗体浓度升高而降低（t分别=3.59、3.41、

6.23，P均＜0.05）。结论 bFGF抗体对 bFGF刺激的细胞增殖、迁移及血管新生等功效具有明显抑制作用，抑制作

用存在剂量效应，且可能与抑制STAT3磷酸化有关。
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Effect and mechanism of bFGF antibody on proliferation，migration and angiogenesis of human colorectal can⁃
cer associated endothelial cells YU Jie，SONG Zekai，CAI Xiexiao，et al.Department of Gastroenterology，The Third Af⁃
filiated Hospital of Wenzhou Medical University，Wenzhou 325200，China.
[Abstract] Objective To investigate the effects of basic fibroblast growth factor（bFGF）antibody on the proliferation，

migration，angiogenesis and transcriptional activator 3（STAT3）pathway of human colorectal cancer（CRC）related endo⁃
thelial cells. Methods The formation of human umbilical vein endothelial（HUVECs）cells induced by LOVO cell cul⁃
ture of colorectal cancer was studied.The effects of bFGF antibody on proliferation，migration and tube formation of endo⁃
thelial cells stimulated by bFGF were determined by CCK-8 method，and tube formation test.The expression of STAT3
pathway protein was determined by Western blotting. Results Compared with antibody group，the proliferation inhibition
rate of endothelial cells in combined group with different concentration of bFGF antibody was significantly increased（t=
13.65，25.95，55.07，32.43，P＜0.05）.Compared with the control group，the migration distance of endothelial cells in dif⁃
ferent antibody concentration groups was significantly shortened（t=3.69，7.19，7.29，14.34，P＜0.05），and the increase of
inhibition rate and the reduction of migration distance in each group were dose-dependent（t=19.57，18.00，5.59，3.51，

3.46，4.77，P＜0.05）.Compared with the control group，the number of endothelial cell lumen formation in antibody group，

thunder reactant group and combined group was significantly reduced（t=2.58，13.85，17.16，P＜0.05），the number of
thunder reactant group and combined group was significantly less than that in antibody group，and the number of com⁃
bined group was significantly less than that in combined group （t=3.14，6.15，6.67，P＜0.05）. Compared with bFGF

group，the expression level of pSTAT3 in all anti⁃
body groups was significantly decreased （t=2.21，

6.14，10.60，14.16，P＜0.05），and the decrease was
significant with the increase of antibody concentra⁃
tion（t=3.59，3.41，6.23，P＜0.05）.Conlusion bF⁃
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GF antibody can significantly inhibit cell proliferation，migration，and angiogenesis stimulated by bFGF.The inhibition has
a dose-effect and may be related to the inhibition of STAT3 phosphorylation.
[Key words] colorectal cancer； endothelial cells； proliferation； migration； angiogenesis； basic fibroblast
growth factor antibody

结直肠癌是临床常见的新生血管丰富的实体

肿瘤，国内每年有约55.5 万新发病例和28.6 万死亡

病例[1]。以往对于结直肠癌的研究证实血管新生对

于结直肠癌肿瘤的发生、发展，尤其在肿瘤细胞浸

润、转移和复发等过程中起着至关重要的作用[2]。

贝伐珠单抗和雷珠单抗等抗血管内皮生长因子

（vascular endothelial growth factor，VEGF）代表性药

物已广泛应用于转移性肿瘤的一、二线方案治疗

中，但其使用会引发耐药性、药毒性，从而限制了其

临床应用[3]。碱性成纤维细胞生长因子（basic fibro⁃
blast growth factor，bFGF）是一种典型的血管新生诱

导剂，控制参与肿瘤标志的信号通路，提示其可成

为抗癌治疗的又一靶点[4,5]。本次研究旨在探究

bFGF抗体对细胞增殖、迁移、血管新生的影响作用。

现报道如下。

1 材料与方法

1.1 实验对象 温州医科大学附属第三医院胃肠

外科于 2023年 3 月至 2023年 12 月开展本次研究。

经典血管模型-人脐静脉内皮细胞（human umbili⁃
cal vein endothelial cells，HUVECs）由武汉普诺赛生

命科技有限公司培育，CL-0675、人结直肠癌细胞

株LOVO细胞（A01X823）由上海抚生实业有限公司

培育。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 ①结直肠癌条件培养液制备：用

内含 10％胎牛血清的DMEM培养液培养 LOVO细

胞至细胞融合度达到 80％左右，更换不含胎牛血

清的新鲜培养液继续培养 48 h；胰酶消化后离心，

收集上清液并过滤后保存待用。②HUVECs 细胞

制备：HUVECs细胞的冷冻管恒温解冻 60 s后接种

至 DMEM 培养基中复苏，待贴壁生长后更换培养

基细胞传代和消化，收集 3代后对数期细胞待用。

③结直肠癌相关血管内皮细胞制备：将对数生长

期 HUVECs 细胞接种于结直肠癌条件培养液与

EMEM培养液（1∶1）混合而成的培养液中，培养至

细胞融合度达80％左右。

1.2.2 CCK-8法测定细胞增殖能力 取对数生长

期内皮细胞制备单细胞悬液（1×105 /mL），接种于96

孔细胞培养板中（每孔 100 μL），置于CO2培养箱培

养 24 h；将细胞随机分为九份，弃去多余培养液，对

照组加入内含 20 ng/mL bFGF的培养液 100 μL，抗
体组仅加入内含不同浓度 bFGF 抗体（0.25、1、4、
16 μmol/L）的培养液 100 μL，联合组分别加入内

含 20 ng/mL bFGF和不同浓度 bFGF抗体的培养液

100 μL，CO2培养箱培养 24 h；每孔加入内含 10 μL
CCK-8溶液的新鲜培养液继续孵育 2 h。酶标仪于

450 nm处测定吸光值，计算抑制率（％）=（1-抗体组

或联合组OD值/对照组OD值）×100％。

1.2.3 划痕实验测定细胞迁移能力 结直肠癌相

关血管内皮细胞用内含 0.2％胎牛血清白蛋白的无

血清培养液进行细胞重悬浮（1×106/mL）。在6孔培

养板背面划出横线和竖线。将制备的单细胞悬液

接种于6孔细胞培养板中待生长融合度达到70％～

80％时，用200 μL无菌枪头沿垂直孔板平面制造细

胞划痕线。将细胞随机分为五份，分别加入内含

20 ng/mL bFGF（对照组）和不同浓度 bFGF抗体组

（0.25、1、4、16 μmol/L）的条件培养基，培养 24 h。
分别于培养前和培养 24 h结束时拍照记录。选用

Image J软件对内皮细胞迁移距离进行处理分析。

1.2.4 成管实验测定血管新生 按照 50 μL/孔的

量，将预冷处理的Matrigel的胶铺在 96孔细胞培养

板中，操作全程在冰上完成；CO2培养箱中静置处

理 60 min 待其凝固，将细胞随机分为四份，内含

20 ng/mL bFGF（对照组）、20 ng/mL bFGF+16 μmol/L
bFGF 抗体（抗体组）、20 ng/mL bFGF+16 μmol/L
雷珠单抗（雷抗组）、20 ng/mL bFGF+8 μmol/L
bFGF抗体+8 μmol/L雷珠单抗（联合组），分别将传

代培养内皮细胞悬液接种于96孔细胞板中，37 ℃条

件下继续培养6 h。利用Matrigel体外三维成型法检

测各组结直肠癌相关血管内皮细胞管腔形成数量。

1.2.5 Western blotting 法测定 STAT3 通路蛋白表

达 将内皮细胞悬液接种于 6孔细胞培养板中（5×
105个细胞/孔），并将细胞随机分为六组，对照组培

养基中不含 bFGF 及抗体，bFGF 组内含 20 ng/mL
bFGF，各抗体组分别内含 0.25、1、4、16 μmol/L
bFGF 抗体和 20 ng/mL bFGF，培养 24 h后裂解细
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胞。BCA法测定细胞蛋白浓度，取 40 μg提取总细

胞蛋白进行 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳；然后滴加

入 pSTAT3 和 GAPDH 抗体，4 ℃条件下孵育过夜，

冲洗 3 次后加羊抗兔抗体，继续孵育 2 h，最后显影

曝光，凝胶成像系统扫描并分析STAT3通路蛋白表

达结果。

1.3 统计学方法 采用SPSS 16.0统计学软件进行

数据分析。计量资料以均数±标准差（x±s）表示。

两组间计量资料比较采用 t检验；重复测量资料比

较用重复测量资料方差分析，两两比较采用 LSD-t
法；计数资料比较采用 χ2检验。设 P＜0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 各组内皮细胞增殖抑制率比较见表1
表1 各组内皮细胞增殖抑制率的比较/％

组别

抗体组

联合组

0.25 μmol/L
6.71±0.93

15.24±1.50▲

1 μmol/L
7.54±1.20

41.84±3.54*▲

4 μmol/L
6.46±1.28

71.81±3.10#▲

16 μmol/L
7.11±1.19

86.64±6.83△▲

注：*：与同组 0.25 μmol/L bFGF 抗体比较，P＜0.05；#：与

1 μmol/L bFGF抗体比较，P＜0.05；△：与 4 μmol/L bFGF抗体

比较，P＜0.05；▲：与同浓度抗体组比较，P＜0.05。
由表 1可见，不同浓度抗体组内皮细胞的增殖

抑制率比较，差异无统计学意义（F=1.33，P＞0.05）。

不同浓度联合组内皮细胞的增殖抑制率比较，差异

有统计学意义（F=454.85，P＜0.05），联合组两两比

较，随着抗体浓度升高，内皮细胞增殖抑制率逐渐

升高（t分别=19.57、18.00、5.59，P均＜0.05）。与同

浓度抗体组比较，联合组内皮细胞增殖抑制率均明

显升高，差异均有统计学意义（t分别=13.65、25.95、
55.07、32.43，P均＜0.05）。
2.2 各组内皮细胞迁移距离比较 对照组内皮细

胞迁移距离（258.25±20.79）μm，0.25、1、4、16 μ mol/L
bFGF抗体浓度的抗体组内皮细胞迁移距离分别为

（221.38±19.15）μm、（189.13±17.54）μm、（163.13±
11.99）μm、（132.75±13.44）μm，各组内皮细胞迁移

距离间比较，差异有统计学意义（F=67.10，P＜

0.05）。与对照组比较，抗体组内皮细胞迁移距离均

明显缩短（t 分别 =3.69、7.19、7.29、14.34，P 均＜

0.05）；并且随着抗体浓度升高，内皮细胞迁移距离

明显缩短，差异均有统计学意义（t分别=3.51、3.46、
4.77，P均＜0.05）。
2.3 各组内皮细胞管腔形成数目比较 对照组、抗

体组、雷抗组、联合组内皮细胞管腔形成数目分别

为（128.63 ± 3.38）个、（108.44 ± 14.41）个、（91.35 ±
6.86）个、（71.16±7.79）个，差异有统计学意义（F=
48.26，P＜0.05）。与对照组比较，抗体组、雷抗组、

联合组管腔形成数目均减少（t 分别=2.58、13.85、
17.16，P均＜0.05），雷抗组和联合组明显少于抗体

组，联合组明显少于雷抗组，差异均有统计学意义（t
分别=3.14、6.15、6.67，P均＜0.05）。
2.4 各组内皮细胞中pSTAT3和STAT3蛋白表达比

较见表2
表2 各组内皮细胞中pSTAT3和STAT3蛋白表达比较

组别

对照组

bFGF组

0.25 μmol/L抗体组

1 μmol/L抗体组

4 μmol/L抗体组

16 μmol/L抗体组

pSTAT3蛋白

相对表达量

0.17±0.04
0.61±0.10*
0.49±0.11#

0.31±0.09#△

0.19±0.04#△▲

0.07±0.02#△▲▽

STAT3蛋白

相对表达量

0.56±0.12
0.66±0.10
0.60±0.10
0.64±0.08
0.56±0.11
0.50±0.12

注：*：与对照组比较，P＜0.05；#：与bFGF组比较，P＜0.05；△：

与0.25 μmol/L抗体组比较，P＜0.05；▲：与1 μmol/L抗体组比

较，P＜0.05；▽：与4 μmol/L抗体组比较，P＜0.05。
由表 2可见，各组的 STAT3蛋白相对表达量比

较，差异无统计意义（F=1.54，P＞0.05）；各组的

pSTAT3蛋白相对表达量比较，差异有统计学意义

（F=57.44，P＜0.05）。 与 对 照 组 比 较 ，bFGF 组

pSTAT3 蛋白表达量增大（t=11.19，P＜0.05），与

bFGF组比较，不同浓度抗体组细胞中 pSTAT3蛋白

相对表达量均明显下降（t 分别=2.21、6.14、10.60、
14.16，P均＜0.05）；且pSTAT3蛋白相对表达量随着

抗体浓度升高而降低，差异均有统计学意义（t分别=
3.59、3.41、6.23，P均＜0.05）。
3 讨论

bFGF又名 FGF-2，是 FGF家族成员之一，也是

第一个被鉴定出来的血管新生刺激因子，高表达于

大多数实体肿瘤组织中，通过与受体结合，参与肿

瘤细胞增殖、迁移、血管形成和肿瘤复发等活动[6]，

但尚缺少其在结直肠癌病情进展中的研究报道。

血管内皮细胞是衬在心血管及淋巴管内表皮

的单层上皮细胞，负责血管功能调节，确保血管正

常代谢和更新。血管内皮细胞增殖是血管新生的

基础，不仅为血管新生提供所需营养物质和能量，

同时也是血管的必备细胞单元。血管新生是恶性

肿瘤病灶转移的必备条件。吕经纬等[7]研究发现，
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与 VEGF 功能相似，一定浓度的 bFGF 对猪血管内

皮细胞增殖和迁移具有促进作用。以往研究显示，

bFGF抗体可通过与bFGF蛋白结合，降低bFGF蛋白

表达，缓解bFGF促血管新生作用[5,8]。本次研究结果

显示，联合组对内皮细胞增殖抑制率均明显高于抗

体组，内皮细胞迁移距离均明显小于抗体组，且随

着抗体浓度增大，其对内皮细胞增殖抑制率逐渐增

大，内皮细胞迁移距离明显缩短（P均＜0.05），结果

表明单独加入bFGF抗体对内皮细胞增殖和细胞迁

移具有一定抑制作用，与周娟等[5]报道的bFGF抗体

组卵巢癌抑制瘤抑制率观察结果相似，可能原因在

于bFGF抗体可与细胞内原有代谢形成bFGF结合，

从而阻断了bFGF与相应受体结合所形成的促细胞

增殖效应。张宇等[9]在乳腺癌研究中发现，bFGF源

化单抗E12有助于增强化疗对肿瘤细胞增殖的抑制

作用，且其抑制作用与剂量相关，本次研究在内皮细

胞增殖中观察到相似结果。同时本次研究结果还显

示，bFGF抗体组内皮细胞管腔形成数目少于对照组，

且其与雷珠单抗联用组效果更明显（P均＜0.05），提
示bFGF抗体对bFGF刺激的血管新生具有明显抑制

作用，且其与雷珠单抗联用能获得增效作用，可能原

因在于消除了VEGF在血管生成方面的补偿作用。

STAT3是非受体酪氨酸激酶（janus tyrosine ki⁃
nase，JAK）/STAT信号通路中的重要信号分子，其被

激活后形成的 pSTAT3可与启动子结合，从而启动

下游诸如细胞周期调控基因表达[10]。bFGF、VEGF
等促血管生成因子是 STAT3信号途径的下游效应

分子，pSTAT3可促进内皮细胞、炎症细胞和肿瘤细

胞等分泌VEGF、bFGF等促血管生成因子，然后以

旁分泌或自分泌形式驱动内皮增殖，促进肿瘤血管

新生[11]。Cui等[12]发现，STAT3的持续激活与VEGF、
bFGF等表达呈正相关；抑制STAT3可下调HUVECs
中一氧化氮合酶、bFGF等与肿瘤血管生成和毛细血

管发芽相关的促血管生成因子表达[13]。本次研究结

果显示，抗体组 pSTAT3表达水平与 bFGF组相比明

显下降（P均＜0.05），且变化趋势与在内皮细胞增殖

和血管生成中的影响一致，提示 bFGF抗体可通过

抑制 STAT3 激活，阻断结直肠癌相关内皮细胞增

殖、迁移和血管生成。

综上所述，bFGF 抗体对 bFGF 刺激的细胞增

殖、迁移及血管新生等功效具有明显抑制作用，该

抑制作用存在剂量效应，且可能与抑制STAT3磷酸

化有关。
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