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Abstract: Nowadays, angiogenesis has gradually become one of the most popular research directions 
of cancer since Jodah Folkman put forward a theory about that tumor development needs angiogenesis. 
Meanwhile, relevant research methods are enriched step by step. In this paper, we have made a systematic 
review to provide methodological references for subsequent studies about tumor angiogenesis and 
antiangiogenic therapy.
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摘  要：自二十世纪七十年代Jodah Folkman提出肿瘤发展与血管生成相关的理论后，血管生成逐渐成

为肿瘤领域的研究热点，并伴随着血管生成研究方法的蓬勃发展，本文对目前血管生成相关研究方法

及进展进行了系统性综述，为后续肿瘤血管及肿瘤抗血管生成治疗相关研究提供方法学参考。
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·综  述·

0  引言
肿瘤的无限增殖能力，使其对营养物质和氧

气的需求加强，当现有的血管无法满足肿瘤生长

时，就需要形成新的血管以获取所需。目前研究

大多数将肿瘤分为无血管与有血管两个阶段：在

无血管期（直径<3 mm），肿瘤从其邻近组织获取

营养物质，并在邻近组织简单扩散；而当进入有

血管期（直径≥3 mm）后，肿瘤进展加快，体积

迅速增大，转移及侵袭能力迅速增强。肿瘤的发

生、发展及转移与血管生成密切相关。因此，研

究肿瘤血管生成的原因、现象及机制对于肿瘤防

治十分重要，其中血管生成研究方法作为血管生

成相关研究的方法学支撑，占据重要地位[1]。 

1  肿瘤血管生成的研究方法
在进行肿瘤血管生成研究时，细胞功能学方面

可评估血管内皮细胞的增殖、迁移能力；形态学方

面可评估形成的血管长度、面积、微血管密度、分

支点数量、萌芽数量等表型的改变；血管整体功能

方面可评估血管渗透、灌注、缺氧、黏附连接、成

熟度来进行定量分析，多方面综合评估血管生成能

力[2]。目前，众多血管生成实验并不仅仅只对单一

评价指标进行测量，在选择实验时可根据实验目的

及实验条件参考表1进行适当的组合选择。

1.1  内皮细胞功能实验

细胞迁移实验包括博伊登小室实验与划痕实

验，是实验室常用测定细胞迁移能动性的主力

军。经过长期的发展，两种实验已具备十分成
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熟、标准化的实验流程及设备，使实验显得更加

简单、精确，并在可重复性与高通量作业上得到

了显著的提升[3]。在此基础上，随着具有孵育模块

的延时录像显微镜[4]及计算机图像算法[5-6]的发展，

出现了随机迁移实验，不再拘泥于分析终点数据

或图像，而是可以在细胞迁移过程中进行实时动

态分析，并可从中获取单个细胞的轨迹以及其迁

移的关键参数，如速度、方向、方向持续性等。

经Visweshwaran对实验技术的优化，该实验已可在

三维层面进行[7]，所得结果较二维平面可能会具有

更高的预测价值。

目前已有大量细胞增殖实验方式，可根据不

同评估标准或实验目的对实验方式进行择优选

择。其中，细胞计数是测量细胞增殖最直接的方

法之一，也被认为是衡量增殖的金标准。另外也

可通过检测细胞代谢活性、细胞内ATP含量或利

用细胞增殖标志物、DNA labeling等来间接反应

细胞的增殖能力，常用方法包括CCK-8[8]、MTT
法[9]、流式细胞术[10]或Fucci技术[11]等。但其实验

方式大多对细胞具有一定的损伤，在实验选用时

需注意每种实验的特性。此外，目前已经开发完

成不同原理的具有无标记、自动化、实时、无损

的细胞监测平台，如Agelent公司的xCELLigence 
RTCA和Nikon公司出品的Eclipse Ti2-E等。

1.2  血管形态实验

小管形成实验是一种经典模拟人体内血管生

成过程的实验，操作性强、简单快捷、利于大规模

实验，是目前被各实验室广泛用以研究血管生成的

基础实验方法。原理是将原代人脐静脉内皮细胞静

态培养在基质胶上，利用内皮细胞的成管能力形成

管腔型结构，后经电子显微镜或免疫荧光成像后结

合图像分析软件对血管生成的长度、数量、分支点

数量及面积等进行分析。在进行实验时值得注意的

是，内皮细胞并不是唯一具有成管能力的细胞，在

与其他细胞共培养时要注意区分[3,12]。

胶原管腔实验是在小管形成实验基础上优化

改进后，更进一步还原体内三维组织状态的血管

生成实验[12]。其最初是利用胶原夹心法将内皮细

胞种植于两胶原中，但由于其实验方式，管腔无

法随机在三维环境中形成，不能充分模拟三维环

境。随后经过改进，将单个内皮细胞随机包埋在

基质胶中，并加入所必须的生长因子，如血管内

皮细胞生长因子（VEGF）、成纤维细胞生长因子

（FGF-2）等[13]。所得结果正如前文所提，较于

二维平面实验更加具有预测价值，并且所形成的

管腔更加完整、边界更加清晰，有利于随后的分

析。纤维蛋白珠实验是一种可以形成三维血管样

结构的实验方法。其原理是将内皮细胞铺在一种

纤维蛋白凝胶珠上，再将其嵌入基质胶中，以促

进内皮细胞在三维空间中成管。随后利用显微镜

结合图像分析软件对单个珠子的血管生成进行评

估，量化萌芽数量、长度、吻合支数量等。相较

于传统的小管形成实验中所形成的二维网状血管

结构而言，其模拟的三维结构更接近于体内天然

血管网络，且因内皮细胞种植于珠子表面，在一

定程度上也模拟了血管单层内皮细胞的结构[14]。

视网膜外植体培养实验是一种完整、快速提

取新生小鼠视网膜用以评估和量化发育中的血管

对药物、抑制剂或某种物质反应的技术。该实验

允许在体外生理环境中急性刺激或抑制内皮细胞

的细胞功能，是一种易于管理和高度灵活的实验

方式，不仅可用以量化评估血管生成数量、长度

表1  血管生成实验适用指标
Table 1  Applicable index of angiogenesis experiment

Experiment
Vascular morphology Vascular function

Length/Area/
Branch point/Quantity Sprout Microvessel

 density Permeability Perfusion Adhesion Maturity degree

Tube formation assay √
Collagen lumen assay √
Fibrin bead assay √ √
Retinal explant assay √ √ √
Murine allantois assay √ √
Aortic ring assay √ √
Corneal angiogenesis assays √
Chorioallantoic membrane assays √ √
Matrigel plug assay √ √ √ √
Vascularized micro-organ platform √ √ √ √
Co-culture spheroids √ √ √ √ √
Animal tumor model √ 　 √ √ √ √ √
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等，也可用来在血管生成萌发的复杂场景中，探

索内皮细胞中尖端细胞表型运动的分子机制。同

样可以通过转基因供体小鼠或者通过慢病毒、

CRISPR-Cas9技术处理视网膜以进行基因层面的研

究。由于视网膜取出后生理环境的改变或物理干

扰及损伤，通常会导致血管系统退化或细胞死亡

增加，因此并不适宜长时间培养观察[2,15]。

小鼠尿囊膜实验是将尿囊膜从小鼠胚胎分离

后，培养至体外以研究血管生成能力的一种实验

方式。与视网膜外植体培养实验有所不同的是，

血管生成始于远端尿囊，对哺乳动物的胎盘血管

化起重要作用，该实验为研究原始血管丛的重

塑、血管生成的萌芽以及壁细胞募集导致的毛细

血管网络的成熟等特性提供了强有力的工具。但

该实验中，尿囊膜培养存活时间较短，并且需要

实验人员具有扎实的处理胚胎小鼠的经验[16]。

主动脉环实验源于二十世纪八十年代，目前

被广泛用于研究血管生成基本机制和测试促/抗血

管生成化合物的效果。该实验是将大 /小鼠的主

动脉取出后剪为血管环，植入基质胶或三维水凝

胶中，在体外模拟血管生成，对血管生成萌发、

分支等进行评价。与其他血管生成实验或模型相

比，主动脉环实验的天然内皮细胞在培养过程中

更接近于体内生理状态，保留了其原有生理特

性。但其与视网膜外植体培养相似，可能会因外

部原因造成损伤。另外，在进行免疫组织化学染

色时，凝胶厚度对于抗体的穿透性至关重要，需

谨慎选择[17]。

角膜血管生成实验由Folkman团队提出，利用

兔角膜的解剖学特征建立了体内血管生成系统。

原理是将肿瘤细胞或组织样本、血管生成诱导因

子等引入角膜产生的微囊中，用裂隙灯立体显微

镜进行一定时间的观察并采集图像，以评估血管

生成能力。此后，该实验进一步拓展至啮齿动物

（小鼠和大鼠）上，相较于兔子而言，成本较低

且可结合基因工程鼠模型来研究特定的分子相关

性。但由于体型较小，操作难度有所提升，而在

兔子中，实验更易操作[18-19]。

鸡胚绒毛尿囊膜实验长久以来一直是研究哺

乳动物的经典模型，目前也被广泛用于血管生成

研究。其实验方案已有众多变化，但基本原理大

致相同[20]。经典实验方式是将孵化的鸡蛋上制作

一个窗口，通过该窗口将待测成分放置于鸡胚尿

囊膜上，重新封窗之后定期检查并测量结果。在

评估血管生成时，其量化标准是高度可变的，要

获得统计学意义需要多个样本。目前，已开发出

多种用于血管评估的方法，包括注射荧光示踪

剂、MRI、血管铸型和PET成像等[21]。此外，已发

展出人造蛋壳，结合特殊的微流控小室，使血管

评估和动力学研究更加便捷可靠[22]。

1.3  血管功能实验

基质胶栓实验是在动物皮下空间注射由基质

胶混合药物或测试因子形成栓子，使血管生长至

栓子内一段时间后取出进行分析[23]。由于基质胶

的光学半透明性和高渗透性，该实验非常适合与

各种荧光标记技术结合和3D图像的生成，可用

于小管形成、血管渗透性等各类血管生成能力评

估。其在血管生成实验中相对用途广、成本低、

操作简便，大多数实验室均可实现。但仍需注意

动物的选择、基质胶的处理等。与基质胶栓实验

相似的还有海绵植入实验[24]、圆盘血管生成系统[25]

及海绵-基质胶实验，都是将不同类型的材料混合

待测因子植入实验动物体内来获取结果。

血管化微器官平台（vascularized micro-organ 
platform, VMO）是一种利用微流控技术在三维基

质中形成可灌流血管网络的技术。多采用聚二甲

基硅氧烷（PDMS）制成一种具有多通道的透明实

验平台，利用微流控技术形成高压和低压微血流

通道，利用其压力差在血管生成或发育中驱动物

质流通凝胶基质，诱导血管生成。与其他实验不

同的是，VMO中内皮细胞暴露于流体力与剪切力

下，其同样也是诱导血管生成的因素[26]。VMO可

以在整个血管形成过程中进行成像和定量特定的

参数，如血管网络长度、分支和吻合支等，可进

行实时测量，另外也可根据灌流不同分子量的葡

聚糖来测定血管渗透性[27-29]。

内皮细胞共培养球体是将肿瘤细胞与内皮

细胞共培养的一种模拟体内环境的研究方法。

对分析内皮细胞与肿瘤间质或实质之间相互作

用、血管生成能力等研究都具有宝贵的价值。

该方法操作性、灵活性极强，可结合其他血管

生成研究方法进行组合研究。球体的产生方式

有很多种，如悬滴法、磁悬浮法、悬浮培养法

等。在进行实验时，细胞的选择和培养基的选

用十分重要，不同细胞的配对组合对结果的产

生具有决定性的作用，而选用的培养基需要能

够为每种类型的细胞提供足够的营养，又不会

过度刺激细胞产生增殖[30-31]。

动物肿瘤模型在肿瘤研究中已经广泛普及，

拥有众多类型，在肿瘤血管生成中也具有相当多
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的选择。目前，常见模型包括转基因肿瘤小鼠

模型、斑马鱼模型、爪蟾蝌蚪模型等。其中，小

鼠模型是目前实验室中较为常见的实验模型，其

成瘤方法及检测手段较为成熟，如人源肿瘤异种

移植模型、基因工程小鼠模型和自发及诱发性肿

瘤模型。斑马鱼和爪蟾蝌蚪模型在肿瘤血管生成

研究中同样具有相当突出的优点，源于其透明特

性，利用转基因荧光报告系统标记血管后，可轻

松实现体内血管的可视化和评估[32-34]。

动物模型对于评估血管生成能力是必不可少的

一环，其为研究肿瘤血管生成提供更接近人体内的

生理环境，结合活体成像技术[35-37]，特异性标记技

术等[38]，可对血管生成能力进行有效的评估。

2  结语与展望
肿瘤的血管生成相关分子机制对肿瘤治疗、

药物研发都具有十分重要的意义。目前来看，血

管生成相关实验虽有十足进展，但仍然无法完美

地模拟出体内的生理环境，使其在不同条件下的

实验结果具有易变性。在研究时，单一实验无

法对血管生成能力进行全面的评估，需要结合多

种实验来进行综合评定。相信随着高新技术的发

展，未来血管生成的研究环境会更趋近于体内环

境，实验方式会变得更加智能化、标准化、自动

化，得到更加准确、可靠的信息，其实验手段也

会更加简便、可靠。
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