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摘要:  为研究抗血管生成药物 Endosta tin作用下,肿瘤血管生成过程中基质力学环境及血管生成

抑素的影响, 考虑内皮细胞 ( EC)和细胞外基质 ( ECM )两相, 耦合抗血管生成药物 Endostatin和血

管生成抑素 Ang iostatin的抑制效应, 建立肿瘤内外血管生成的二维数值模型.抗血管生成因子 An-

g iosta tin和药物 Endosta tin耦合作用时, 可明显降低肿瘤组织内的微血管密度, 对肿瘤快速生长起

到一定的抑制作用. 所给出的模型, 可以较好模拟基质力学环境影响下,肿瘤抗血管生成因子对内

皮细胞迁移和增殖的抑制作用.
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引   言

肿瘤血管生成是导致肿瘤从 /良性休眠 0状态过渡到 /恶性疯长 0状态的关键, 因此 Fo lk-

man
[ 1]
提出了阻断血管生成是抑制肿瘤生长的有效策略,由此产生了抗血管生成治疗肿瘤的

设想. 近年来,随着对血管生成在肿瘤发生过程中的作用及其机制研究的不断深入, 抗血管生

成疗法以其治疗效果稳定、不易产生耐药性、毒副作用小等特点,引起科学家们的极大关注,已

成为肿瘤治疗研究的热点之一
[ 2 ]

.

研究表明,内皮抑素 Endostat in( ES)是目前应用最广, 抑制肿瘤生长效果最好的抗血管生

成药物之一, 由美国 O . Re illy等
[ 3]
于 1997年首先在小鼠中发现. 动物实验已证明 Endostatin

具有高效抑制肿瘤血管生成,进而抑制肿瘤生长、侵袭和转移的作用. 血管生成抑素 Ang iosta-
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t in(AS)是由原发性肿瘤自身分泌的纤维蛋白溶解酶原 38KD的水解产物,有较强的血管生成

抑制活性
[ 4]
.

近 30多年来,抗肿瘤血管生成疗法在实验、临床研究进展迅速
[ 5]
. 该疗法的关键在于抑制

肿瘤新生血管网的生成,改变血管网形态结构或血管的生物力学特性 (如管壁渗透率等 ). 因

此,其最直观的表现为肿瘤内血液灌注量的改变. 由于肿瘤毛细管的尺度很小 (一般在几微米

之间 ), 通常采用的血液流动成像技术无法精确显示微观的网络结构形态以及血液流动信息.

因此, 需要借助生物建模、计算机数值模拟等手段, 来进一步明确肿瘤生长对抗血管生成药物

的响应机制.

目前考虑抗血管生成因子影响下的肿瘤血管生成数值模拟相对较少. Anderson和 Chap-

lain
[ 6]
首先建立了血管抑素 Ang iostat in抑制二次瘤 ( secondary tumor)血管生成的一维连续模

型. Levine等
[ 7]
建立的包括内皮细胞、巨噬细胞、Pericy tes细胞、TAF、蛋白水解酶、F ibronectin

和血管生成抑素 Angiostatin等多个因素在内的连续模型,描述了内皮细胞在细胞外基质中朝

向肿瘤的迁移过程.赵改平等
[ 8]
利用连续-离散模型, 首次模拟了肿瘤内部和外部血管网的抗

血管生成抑制过程,但其没有考虑外部基质引起的力学作用.本文之前的工作
[ 9]
, 考虑了胞外

基质 ( ex tra-ce llu larm atrix, ECM )的粘弹性作用对肿瘤血管生成的影响.本文在此基础上, 进一

步研究抗血管生成药物 Endostatin作用和血管生成抑素 Ang iostat in对内皮细胞 ( endo the lia

cel,l EC )运动形成新生血管的抑制效应.

1 数 学建 模

内皮细胞向肿瘤迁移主要通过自身的扩散运动、由于 ECM细胞牵引力被动引起的对流运

动、趋化运动 (对促血管生成因子 TAF的响应 )及趋触运动 (对纤维连接蛋白 [ F ibronect in,

FN ]的响应 ) .而由肿瘤自身分泌的血管生成抑素 Ang iostatin,在肿瘤附近组织内形成一定的浓

度梯度,将影响内皮细胞的趋化运动.抗血管生成药物内皮抑素 Endostat in可抑制内皮细胞的

有丝分裂,通过和 TAFs竞争与内皮细胞上的 HSP受体相束缚或降低 TAFs受体的活性来抑制

内皮的增殖,并且能够选择性的诱导内皮细胞凋亡.因此,本模型中将内皮细胞自身的增殖和

ES对内皮细胞增殖的抑制作用相结合,考虑注射药物 ES作用下内皮细胞的凋亡.

1. 1 考虑基质力学环境的抗血管生成模型

肿瘤新生血管的内皮细胞密度 n、TAF浓度 c、FN浓度 f、AS浓度 a及血浆中 ES浓度 e满

足内皮细胞增殖方程组
[ 8]

  9n
9t

= D 0 ý
2
n

扩散运动

- ý # V0
1 + Rc

ný c - ý # (N0 aný a)

趋化运动 ( TAFs和 ang iostan tin)

- ý # (J0ný f )

趋触运动 ( FN)

+

    Ar 1 -
n
n0

nH ( c)

增殖

1 -
Emax e

e50 + e

endos tantin抑制

, ( 1)

  9c
9t

= - Knc, ( 2)

  9f
9t

= Xn - Lnf, ( 3)

  9a
9t

= D a1 ý
2
a - C2a, ( 4)
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  9e
9t

= ( - C e e + U I, ex ) /Vp . ( 5)

方程 ( 1)中, D 0, V0, N0, J0分别为内皮细胞的随机扩散、响应 TAF和响应 AS的趋化性、趋

触性迁移系数. Ar为正常数, n0是初始内皮细胞密度, Emax表示 ES对内皮细胞的最大抑制作用,

e50表示能够诱使 50%最大抑制效用的 ES浓度.H ( c)是与 TAF浓度分布相关的 /开关0函数

  H ( c) =
0,       c [ c

*
,

( c - c
*

) c0,   c > c
*
,

当 TAF浓度高于阈值 c
*
时,内皮细胞即可发生增殖,否则处于静息状态.方程 ( 2) ~ ( 4)中 K,

X, L, D a1, C2均为正常数系数. 方程 ( 5)中 Ce为血浆中 ES的清除率, U I, ex为外部 ES的注射速

率, Vp为血浆体积.

在肿瘤血管生成的过程中,作为微环境之一的力学环境对其整个过程都有一定的影响.本

文将细胞外基质 ( ECM )设为线性粘弹性体,以描述 ECM与 EC间的粘附力作用.因此, 在内皮

细胞增殖方程 ( 1)中, 增加了 ECM引起的对流通量 J = - ( 9u /9t ) n, 其中向量 u ( x, t )代表

ECM相对原始位置的位移.为求得 ECM位移,引入力平衡方程和 ECM质量守恒方程
[ 9]

  ý # (L1Et + L2Ht I )

粘性力

+
E

1+ T
E+

T
1- 2T

HI

弹性力

+
SIn

1+ An
2

细胞牵引力

=
s
Q
ut

外力

, ( 6)

  9 Q
9 t

- Q0Ht
T

1- T
= 0,   H= ý# u . ( 7)

方程 ( 6)表示了内皮细胞牵引力、ECM粘弹性力与外力之间的平衡,其中 E为弹性模量, T

为 po isson比, L1, L2为粘性系数,局部应变张量 E= ( ý u + ý u
T
) /2,上标 T为转置; 牵引力被

认为是各向同性的,即 S( E) = SI, I = Dij, A为正常数; ut为基质局部位移速度, s为比例常数.

将 ECM看作薄板,初始有均一厚度 Q0, 厚度随 ECM 密度而变化. 根据薄板小挠度基本假设

( K irchhoff假设 ) ,忽略垂直于板面方向的正应力得到方程 ( 7) ,其中 Q为 ECM密度.

对方程 ( 1) ~ ( 7)进行无量纲化,设时间尺度 S= L
2
/D c, L为肿瘤中心到母管的距离, 即空

间尺度, D c为 TAFs的扩散系数.引入以下无量纲量:

  n
*

=
n

n0

, c
*

=
c

c0
, f

*
=

f

f 0
, a

*
=

a

a0

, e
*

=
e

e0
,

  Q
*

=
Q
Q0
, u

*
=

u
L
, x

*
=

x
L
, y

*
=

y
L
, t

*
=

t
S
.

将无量纲量代入上述方程中,省略上标,得到无量纲化方程

  9n
9t

= D ný
2
n - ý # V

1 + Dc
ný c - ý # (Naný a) - ý # ( Wný f ) +

    Br ( 1- n ) nH ( c) 1-
Emax ee0

e50 + ee0
- ý # 9u

9t
n , ( 8)

  9c
9t

= - Gnc, ( 9)

  9f
9t

= Bn - Cnf, ( 10)

  9a
9t

= D aý
2
a - Caa, ( 11)

  9e
9t

= - Cc e + CuU I, ex, ( 12)
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  9Q
9t

- Ht
T

1 - T
= 0, ( 13)

  ý # (L
c
1Et + L

c
2Ht I ) + ( E+ T

c
HI ) +

rn

1+ A
c
n
2I =

s

Q
9u
9t
. ( 14)

其中

  D n =
D 0

D c
, V =

V0 c0
D c

, D=
c0

R
, N=

N0a
2
0

D c
, W=

J0 f0

D c
, Br =

ArL
2

D c
, G =

Kn0L
2

D c
,

  B =
Xn0L

2

f0D c
, C=

Ln0L
2

D c
, D a =

D a1

D c
, Ca =

C2L
2

D c
, Cc =

CeL
2

D cVp
, Cu =

L
2

D c e0Vp
,

  L
c
1 =

( 1 + T)L1
ET

, L
c
2 =

2( 1 + T)L2
ET

, T
c
=

1
1 - 2T

, Ac= n
2
0A,

  H ( c) =
0,     c [ c

*
,

c - c
*
,   c > c

*
.

1. 2 初始条件和边界条件

内皮细胞和 ECM均保持在模拟的组织区域中,故在区域边界采用不可穿透的边界条件.

初始时除母管芽尖外其它区域内皮细胞密度设为 0, ECM有均一密度 Q( x, 0) = 1.

TAF、FN、AS的初始浓度分布分别为
[ 8 ]

  c(x, y, 0) =

1,       0 [ r [ 0. 3,

(M- 0. 3)
2

M- 0. 477 1
,   0. 3 [ r,

( 15)

  f (x, y, 0) = kc# e
-x 2/E2 , ( 16)

  a ( x, y, 0) = Fe
- y2 /E3 , ( 17)

M, k
c
, E2, F, E3是正常数, r = ( x - 1)

2
+ ( y - 0. 5)

2
.

ES初始浓度为 e0 = 2e- 9mo l /L. 随后考虑在肿瘤血管生长的第 6 d以 20 mg / ( kg# d)的

剂量持续注射.

1. 3 方程离散化求解
对方程 ( 8) ~ ( 12)采用 Eu lar有限差分方法离散,对方程 ( 13) ~ ( 14) ,空间差分采用二阶

AD I格式,时间差分采用显式前差格式.区域为 [ 0, 1] @ [ 0, 1], 距离步长为 h,时间步长为 k .

内皮细胞运动方程离散为

  n
q+ 1
l, m = n

q

l, mP 0 + n
q

l+ 1, mP1 + n
q

l- 1mP 2 + n
q

l, m+ 1P3 + n
q

l, m- 1P 4, ( 18)

式中下标 l, m表示二维网格中的具体位置,上标 q表示时间步, 即 x = lh, y = mh, t = qk . 内皮

细胞的运动方向由 P0 ~ P 4这 5个系数决定, 它们与内皮细胞运动的方向: 静止 (P 0 )、向右

(P1 )、向左 (P 2 )、向上 (P3 )和向下 (P4 ) 的概率成正比例. 当芽尖到达肿瘤并穿越肿瘤边界

时, P n将会根据肿瘤内部的复杂特性被调整. 新生血管的出芽及分叉融合现象的模拟规则具

体详见文献 [ 10] .

2 数值模拟与结果

2. 1 数值模拟结果

模拟区域为矩形 [ 0, 1] @ [ 0, 1] ,相当于实际大小 2 mm @2 mm .肿瘤考虑为半圆形,半径

0. 5,其中心位于 ( 1, 0. 5). 一般来说, 肿瘤内部的血管网络分布存在明显的不同,因此, 模型中
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将肿瘤划分为 3层
[ 8 ]

:富血管区 T 1 ( 0. 3 [ r < 0. 5)、半坏死区 T 2 (0. 1[ r < 0. 3)、坏死区 T 3 (0

[ r < 0. 1) .所有模拟在 200 @ 200的均匀矩形网格中, 空间尺度 L = 2. 0mm, D c = 2. 9 @ 10
- 7

cm
2
s
- 1
, 时间步长 S = L

2
/D c,约为 1. 5 d. X = 0即 y轴为母血管,设母血管上最初存在 5个芽

尖.计算所用部分无量纲系数值
[ 11-13 ]

  D n = 0. 000 625, D= 0. 35, V = 0. 38, N= 0. 1, W= 0. 22, Br = 1. 5,

  Emax = 1. 0, G = 0. 1, B = 0. 05, C= 0. 1, D a = 0. 1, Ca = 6. 0, Cc = 8. 0,

  Cu = 15. 0, T= 0. 1, M= 1. 07, L
c
1 = 0. 02, L

c
2 = 0. 1, s = 2 000.

本文考虑 3种不同的微环境情况:第 1种是单独考虑基质力学环境;第 2种是基质力学环

境影响下,仅考虑血管抑素 AS的作用;第 3种是基质力学环境影响下,同时考虑血管抑素 AS

和内皮抑素 ES作用.图 1分别列出了这 3种情况的肿瘤血管生成模拟结果.

 ( a) 基质力学环境单独作用

 ( b) 基质力学环境与 AS联合作用

 ( c) 基质力学环境与 AS, ES联合作用

图 1 不同微环境作用下肿瘤内外血管生成的时空演化图

由图 1可以看出, 3种模拟情况下, 第 6 d时新生的毛细血管都已穿过肿瘤边界进入肿瘤

内部. 随后芽尖分支越来越多, 形成 / brush border0 (毛刷 )现象,即:毛细血管芽尖越靠近肿瘤,
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芽尖分支越多. 因此, 在第 12 d时,肿瘤外层已形成富血管区, 这不仅为肿瘤组织的迅速生长

提供了营养条件,同时也为肿瘤细胞的转移提供了路径.

比较图 1( a)和图 1( b)两种情况可以看出, 引入血管生成抑素 AS后, 新生微血管网变得

比较稀疏,即微血管密度减少. 而 AS对血管芽尖的生长速度没有较为明显的抑制作用. 由于

血管抑素 AS是由原发肿瘤自身分泌的,因此,即使在不用药物的情况下也应考虑这一抑制血

管生成因子的作用.

在肿瘤转移前进行抗血管生成药物的治疗,选取肿瘤血管生长的第 6 d以 20mg / ( kg# d)

的剂量持续注射抗血管生成药物内皮抑素 Endostatin. 对比图 1( b)和图 1( c)的第 12 d可以

看出, 在药物作用下, 血管芽尖的生长速度变慢,同时分支变少,血管密度大幅下降. 虽然到第

18 d时,仍有部分芽尖进入肿瘤内部,然而由于血管密度显著减少,导致肿瘤组织内血管网络

不成熟,无法为肿瘤的进一步发展提供充足的营养及运输代谢产物的通道, 因此对肿瘤组织的

快速生长能起到一定的抑制作用.

2. 2 数值模拟结果和实验比较
W u等

[ 14]
将不考虑力学环境因素的肿瘤血管生成二维模型成功扩展为三维模型.与三维

模型相比,二维模型同样可以直观反映出肿瘤新生血管的一些病理特点,特别是构型上的分层

及 /毛刷现象 0,而这些正是影响肿瘤血液动力学乃至微环境变化的关键因素之一.同时目前

的临床肿瘤病理学资料多为二维切片,因此,本文仍采用上述的二维简化模型与实验结果分别

进行定性及定量的比较.

图 2为培养人真皮层微血管内皮细胞 ( HDMEC s)所做的实验
[ 15]

. 实验利用成纤维细胞生

长因子 ( fibroblast grow th factor, FGF)来诱导内皮细胞迁移和增生. FGF是一种血管生成因子,

参与肿瘤血管生成和侵袭过程.实验显示加入血管生成抑素 AS和抗血管生成药物 ES后, 血

管数量均有所减少,说明 AS和 ES对内皮细胞增殖和迁移能起到一定的抑制作用.本文模型

可以较好的定性反映出这些实验现象.

图 2 实验观测到的 AS, ES对内皮细胞迁移的抑制 (下排为对应上排的局部放大图 ) [ 16]

为了定量比较血管抑素 AS和内皮抑素 ES的抗血管生成的作用效果, 引入微血管密度

MVD (M icrovesse l density ). W e idner
[ 16]
指出 MVD可作为一个肿瘤诊断的指标,并给出了乳腺

癌病理组织切片的 MVD数据.实验共选取 49份已出现转移的病人的病理切片, 先通过低倍数

显微镜选择血管密度最大的区域,多出现在肿瘤边缘,再放大 200倍计算所选区域上的 MVD.

本文为了与其实验比较,进行了以下处理:
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� ) 选取肿瘤最外层的富血管区计算 MVD;

� ) 由于第 6 d新生血管已进入肿瘤内部, 假设随后即出现转移,因此选取第 7. 5 d时的

MVD进行比较;

� ) 由于数值模拟中存在随机数,因此, 对文中提及的 3种不同微环境作用情况分别进行

了 50次模拟计算平均 MVD .

表 1列出了数值模拟结果与实验结果的 MVD比较.

表 1 不同微环境作用数值模拟结果与实验结果的 MVD值比较

乳腺癌病理

切片 [ 16]

基质力学

环境作用

基质力学环境

作用 + AS

基质力学环境

作用 + AS+ ES

样本数 49 50 50 50

MVD变化范围 ( u /mm2 ) 21~ 293* 305~ 731 128~ 344 12~ 138

MVD平均值 (�u /mm2 ) 157* 518 236 75

  (注: * 原实验单位面积为 0. 74 mm2,现统一化为 1 mm 2 )

对于仅考虑基质力学环境的模型, 其 MVD值远高于真实病理组织的 MVD . 考虑了肿瘤

自身分泌的血管生成抑素 AS后, 所得 MVD值接近实验结果, 但仍稍偏高.由于实验观测中仪

器放大倍数及清晰度的限制,一些毛细血管聚集形成的簇团被认为是单根毛细血管.此外, 数

值模型简化了真实肿瘤组织中复杂的力学环境及生化环境机制, 这些都是造成考虑 AS后的

MVD值仍高于实验样本 MVD的原因之一.通过比较可以明显看出,在肿瘤生长早期 (第 6 d)

使用抗血管生成药物 ES后,可以大大降低肿瘤组织内的 MVD (减少约 68% ), 从而达到抑制

肿瘤快速生长的效果.

3 结   论

本文在之前工作的基础上, 结合力学环境以及抗血管生成因子 AS的影响,数值模拟了抗

血管生成药物 ES作用下肿瘤内外的微血管网生成过程.模拟结果与实验结果定量比较,直观

的反映出抗血管生成药物 ES对肿瘤血管生成的抑制作用. 新生血管进入肿瘤内部形成可灌

注回路,为原发肿瘤的快速生长提供了运输营养及代谢产物的通道.抗血管生成药物可以减缓

这一通道的产生速度,并且减少新生血管的数量, 从而改变肿瘤内部异常的微环境. 结合肿瘤

血液动力学的分析,对肿瘤内部的微环境 (特别是缺氧环境 )进行研究, 最终实现抑制肿瘤细

胞生长的效果,这是我们下一步即将进行的工作.
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Abstract: To invest igate the in fluence of an t-i angiogenesis d rug Endostatin to so lid tumor an-

g iogenes is, a m athem atical m odel o f tumor angiogenesis was developed w ith combined in flu-

ences o f local ex tra-ce llu lar m atrix m echanica l env ironment, and the inh ib it ing effects of An-

g iostatin and Endostatin. The s im ulation results show that Angiostat in and Endostatin can effec-

tively inh ib it the process o f tum or angiogenes is, and decrease the num ber o f blood vessels in

the tum or. The presen tmodel could be used as a valid theoreticalm ethod in the invest igation of

ant-i ang iogenic therapy of tum ors.

Key words: tum or ang iogenes is; ant-i ang iogenes is; m echan ical environm ent; m athem atical

model
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