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Abstract: Objective  To investigate the effects of different doses of bevacizumab on irinotecan distribution 
in nude mice bearing human colon cancer cell xenografts. Methods  DLD-1 human colon cancer cells were 
inoculated into 24 nude mice, which were randomly divided into four groups: control group, with 0.9% NaCl 
on d1, 5, 9 and irinotecan on d10; test group 1 to 3, with bevacizumab 2.5, 5 and 10 mg/kg respectively on 
d1, 5, 9 and irinotecan on d10. Tumor volume and irinotecan concentration in peripheral blood and xenograft 
tumor tissues in the four groups after treatment were analyzed. Results  No significant difference in tumor 
volume was observed among groups. Irinotecan concentration in peripheral blood in the three test groups 
was significantly higher than that in the control group, and increased in a dose-dependent manner[(432.33±
104.76), (409.69±267.15) and (719.21±253.00) vs. (299.69±83.63)ng/ml], moreover, there were significant 
difference between test group 3 and test group 2, control group (P=0.045, 0.010). Irinotecan concentrations 
in tumor tissues from the test groups were lower than that in the control group, and there was significant 
difference between test group 3 and control group (P=0.047). Conclusion  Bevacizumab might influence 
irinotecan distribution in nude mice bearing colon cancer cells in a dose-dependent manner. 
Key words: Bevacizumab; Irinotecan; Nude mice; Xenograft; Colon cancer
摘  要：目的  观察不同剂量贝伐单抗对荷结肠癌细胞裸鼠中伊立替康分布的影响。方法  接种人结

肠癌DLD-1细胞的裸鼠24只，随机分为4组。对照组：0.9%氯化钠溶液+伊立替康；实验1组：2.5 mg/kg
贝伐单抗联合伊立替康治疗；实验2组：5 mg/kg贝伐单抗联合伊立替康治疗；实验3组：10 mg/kg贝伐

单抗联合伊立替康治疗。观察不同组经处理后的肿瘤大小，外周血及肿瘤组织内伊立替康浓度的差异。

结果  对照组及3个实验组间肿瘤体积差异比较无统计学意义。外周血中伊立替康的浓度在3个实验组

中均明显高于对照组，且浓度随着贝伐单抗剂量增加而增加[（432.33±104.76）、（409.69±267.15）、

（719.21±253.00）vs. （299.69±83.63）ng/ml]。其中实验3组与实验2组、对照组的差异有统计学意义

（P=0.045, 0.010）。肿瘤组织内伊立

替康的浓度在3个实验组均明显低于

对照组，其中实验3组与对照组的差异

有统计学意义（P=0.047）。结论  贝

伐单抗的治疗能改变伊立替康在荷结

肠癌细胞裸鼠中分布，并与贝伐单抗

的剂量有关。

关键词：贝伐单抗；伊立替康；裸
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0  引言
新生血管形成是肿瘤发生、发展和转移的重

要基础，抗血管生成治疗是晚期结肠癌患者的重

要治疗策略[1]。贝伐单抗是全球首个被批准用于抗

肿瘤血管生成的药物，国内外多个Ⅰ~Ⅲ期临床试

验显示贝伐单抗安全有效、无剂量限制性毒性，

与化疗联合疗效增加而毒性无协同[2-4]。Hurwitz等

的Ⅲ期临床试验显示每两周5 mg/kg贝伐单抗明显

增加结直肠癌一线化疗方案IFL的疗效，E3200研

究则提示每两周10 mg/kg贝伐单抗明显增加结直肠

癌二线化疗方案FOLFOX4的疗效[2-3]。在这两项研

究中我们看到两个剂量水平的贝伐单抗均能明显

增加结直肠癌患者化疗的疗效。贝伐单抗的疗效

和剂量之间是线性关系还是增加到一定剂量后进

入平台期目前并不清楚。

有研究发现由单核细胞分化而来的浸润到肿

瘤组织内的肿瘤相关巨噬细胞（TAMs）与肿瘤细

胞间有相互调节作用 [5]。肿瘤细胞释放的趋化因

子，包括VEGF能够趋化单核细胞进入肿瘤组织分

化成TAMs，并能调节其活性；而TAMs分泌的趋

化因子（MIP）和细胞因子（IL-6、IL-1等）介导

肿瘤局部炎性反应，导致肿瘤组织肿胀，组织间

隙液体压力增加，使化疗药物不易进入肿瘤组织

内发挥其抗肿瘤作用[6-7]。以往研究显示贝伐单抗

能使肿瘤血管正常化，减少组织间隙液体压力，

增加进入肿瘤内的化疗药物[8-12]。本实验利用人结

肠癌DLD-1细胞建立皮下移植瘤裸鼠模型，观察

不同剂量贝伐单抗对肿瘤生长的抑制作用及对伊

立替康分布的影响。

1  材料和方法
1.1  主要试剂和细胞 

贝伐单抗注射液（瑞士Roche公司），盐酸

伊立替康注射液（美国辉瑞公司）。2795型高效

液相色谱系统、Quattro Premier串联质谱（MS）

检测器（美国Waters公司）；Heraus 1.0高速低温

离心机、生物安全柜等、D-37520 Biofuge高速离

心机（德国Kendro公司）；LDZ5-2型离心机（北

京医用离心机厂）；AT201十万分之一分析天平

（瑞士METTLER-TOLEDO公司）；RPMI 1640
培养液（美国Gibco公司），10%胎牛血清（美

国Hyclone公司）；人结肠癌DLD-1细胞购于中

国医学科学院肿瘤医院肿瘤研究所，用含10%胎

牛血清的RPMI 1640培养液，在37℃、5%CO2饱

和湿度条件下培养传代。伊立替康对照品（批

号：160711012，纯度：＞98%）由江苏恒瑞制

药公司提供；内标苯磺贝他斯汀对照品（天津田

边制药有限公司提供，批号：06-02，纯度：＞

99.0%）。

1.2  方法

1.2.1  裸鼠荷瘤及实验分组

BALB/c-nu/nu裸鼠（浙江中医药大学实验动物

中心）24只，3~4周龄，雌12只，雄12只，平均体

重16~20 g，饲养于SPF级环境中。取对数生长期的

DLD-1细胞，调整细胞悬液浓度为5×107个/毫升，

取0.2 ml接种于裸鼠腋下。待肿瘤细胞生长半月左

右，瘤体长径至5 mm3大小时进行分组实验。随机

分为4组，每组各6只。对照组：0.9%氯化钠溶液

分别于第1、5、9天静脉注射，伊立替康66.7 mg/kg
于第10天注射；实验1组：2.5 mg/kg贝伐单抗联合

伊立替康化疗；实验2组：5 mg/kg贝伐单抗联合伊

立替康化疗；实验3组：10 mg/kg贝伐单抗联合伊

立替康化疗。实验组贝伐单抗均分别于第1、5、

9天注射，伊立替康66.7 mg/kg于第10天注射。最

后4组分别于第10天伊立替康给药后半小时处死裸

鼠，留取外周血并取皮下肿瘤。

1.2.2  移植瘤大小观察  
裸鼠处死后测量肿瘤长径和短径，肿瘤体积=

长径×短径2/2。

1.2.3  外周血及肿瘤组织内伊立替康浓度测定 
摘除眼眶留取裸鼠外周血，置于肝素化抗凝

试管中，3 000 r/min，离心5 min，分离血浆，

于-70℃冰箱中保存待用。留取皮下肿瘤，用于肿

瘤组织内伊立替康浓度检测，于-70℃冰箱中保存

待用。LC-MS/MS法测定裸鼠血浆及肿瘤组织中伊

立替康浓度。

1.3  统计学方法

采用SPSS 13.0软件包进行统计分析，所得成

组资料数据用（x±s）表示，两组间比较采用独立

样本t检验，检验水准取α=0.05，P<0.05为差异有

统计学意义。

2  结果
2.1  裸鼠移植瘤大小的比较  

治疗结束后，测量瘤体长径和短径，计算肿

瘤体积。对照组、实验1组、实验2组和实验3组肿

瘤体积分别为：（1.54±0.21）、（1.33±0.46）、

（1.21±0.64）和（1.02±0.34）cm3。实验1组、实

验2组、实验3组与对照组比较，差异无统计学意

义（P=0.953）。实验1组、实验2组、实验3组三
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组间比较，差异也无统计学意义（P=0.804），见

图1。

2.2  外周血及肿瘤组织内伊立替康浓度测定

伊立替康给药30 min后在对照组、实验1组、

实验2组、实验3组的外周血伊立替康浓度分别为

（299.69±83.63）、（432.33±104.76）、（409.69
±267.15）、（719.21±253.00）ng/ml。实验1
组、实验2组、实验3组的浓度均明显高于对照

组，其中实验3组与对照组的差异有统计学意义

（P=0.010）。实验1组、实验2组、实验3组三组

间的比较，实验3组明显高于实验1组和实验2组，

其中实验3组与实验2组间的差异有统计学意义

（P=0.045），见图2。

肿瘤组织内伊立替康的浓度在对照组、实验1
组、实验2组、实验3组分别为（8.47±2.60）、（5.62
±3.12）、（5.73±1.79）和（5.11±3.26）μg/g。实验

1组、实验2组、实验3组的浓度均明显低于对照

组，其中实验3组与对照组的差异有统计学意义

（P=0.047）。实验1组、实验2组、实验3组三组间

的比较，差异无统计学意义（P=0.941），见图3。

3  讨论
研究显示贝伐单抗能使肿瘤血管正常化，改变

组织间隙液体压力，改善药物转运。Dani等[13]用10 
mg/kg的贝伐单抗治疗直肠癌细胞移植瘤，与0.9%
氯化钠溶液组相比，贝伐单抗治疗后第5天组织间

隙液体压力明显降低，肿瘤细胞对化疗药物的摄取

增加。Dickson等[10]研究显示贝伐单抗能增加成神

经细胞瘤移植瘤模型中托泊替康和依托泊苷肿瘤内

水平。Yanagisawa等[14]报道贝伐单抗能增加乳腺癌

裸鼠移植瘤中紫杉醇的浓度，而对外周血及肝脏

紫杉醇的浓度无影响。本研究显示肿瘤组织内伊

立替康的药物浓度在3个剂量水平的贝伐单抗实验

组中均明显低于0.9%氯化钠溶液组，外周血伊立

替康药物浓度在3个剂量水平的贝伐单抗实验组均

明显高于0.9%氯化钠溶液组。本研究数据与既往

文献报道不一致，分析其原因可能与贝伐单抗和伊

立替康的给药时间间隔有关。本研究中在贝伐单抗

给药3次后（首次给药后10天）给予伊立替康，可

能此时肿瘤局部血管已趋于正常，同时新生血管减

少，从而导致肿瘤局部药物浓度下降，外周血药物

浓度增加。Dickson等[10]研究中超声造影成像显示

肿瘤内灌注在贝伐单抗给药初期增加，在1周时反

而减少，亦支持本研究的数据。本研究3个剂量水

平间的比较显示10 mg/kg组对伊立替康分布的影响

最大，尤其是外周血伊立替康浓度，10 mg/kg组与

5 mg/kg的差异亦达到统计学意义。该结果显示不

同剂量的贝伐单抗对伊立替康的分布影响不同，是

否能转换成临床疗效的差异有待于进一步研究。随

着贝伐单抗的给药及剂量增加，结肠癌DLD-1细胞

Control group:0.9%NaCl+irinotecan; Test group1: 2.5mg/kg 

bevacizumab+irinotecan; Test group2: 5mg/kg bevacizumab+irinotecan; 

Test group3: 10mg/kg bevacizumab+irinotecan

图1  不同浓度贝伐单抗对移植瘤体积大小的影响
Figure1  Effects of different concentrations of bevacizumab 
on tumor volume of xenografts

*: P<0.05, compared with control group and test group 2

图2  不同浓度贝伐单抗对移植瘤外周血伊立替康浓度的
影响
Figure2   Ef fec t s  o f  d i f f erent  concentra t ions  o f 
bevacizumab on irinotecan concentration in peripheral 
blood of xenografts

*: P<0.05, compared with control group

图3  不同浓度贝伐单抗对移植瘤组织伊立替康浓度的影响
Figure3  Effects of different concentrations of bevacizumab 
on irinotecan concentration in tumor tissues of xenografts
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移植瘤体积逐渐减小，但差异均无统计学意义，提

示单药抗肿瘤作用活性不强，与临床观察到的单药

疗效相符[3-4]。

本研究结果显示贝伐单抗的治疗能改变伊立

替康在裸鼠内的分布，不同剂量的贝伐单抗产生

的作用不同。随着贝伐单抗药物疗效的出现，肿

瘤局部炎性因子、血管状态、肿瘤灌注等改变，

药物的分布会发生变化，其确切机制仍需进一步

研究探讨。
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