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摘要：肿瘤的生长、转移依赖新生血管形成，以新生血管形

成各环节为靶标的化合物在过去１０年中成为研发新型抗肿
瘤药物的热点。本文从 Ｂｃｌ２蛋白家族的生物学作用、与肿
瘤新生血管形成的关系及抑制Ｂｃｌ２蛋白后的药理学作用等
方面综述了Ｂｃｌ２作为抗肿瘤新生血管形成的新靶点。
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新生血管形成对肿瘤生长、转移是必需的一步，当肿瘤

体积超过０．２～２．０ｍｍ之后，如果没有新生血管形成，肿瘤
将停止生长。基于这种在多种肿瘤模型中已被证实的观点，

以抑制新生血管形成为基础的抗肿瘤、抗转移化合物在过去

１０年成为抗肿瘤药物研发的热点［１］。到 ２００２年，发现有明
确肿瘤新生血管形成抑制作用的化合物超过 ３００余种，
１００００多名癌症患者接受了不同形式的抗血管新生试验治
疗。然而，一方面临床前较有优势的单途径抗新生血管形成

化合物（如基质金属蛋白酶抑制剂 ＡＧ３３４０，血管内皮生长因
子受体激酶抑制剂 ＳＵ５４１６等）在Ⅰ ～Ⅲ期临床相继宣告失
败，另一方面一些复合途径抗新生血管形成的化合物又在临

床小范围内显示较为优越的治疗效果［２］，如沙利度胺

（ｔｈａｌｉｄｏｍｉｄｅ），非甾体类抗炎药塞来昔布（ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ）等，因此抗
肿瘤新生血管形成有待寻找新靶点。Ｂ细胞白血病蛋白 ２
（Ｂｃｅｌｌｌｅｕｋｅｍｉａ／ｌｙｍｐｈｏｍａ２，Ｂｃｌ２）是重要的抗凋亡蛋白，以
其为肿瘤治疗靶标已有多年。新近研究表明 Ｂｃｌ２表达与肿
瘤新生血管形成密切相关，作者在自己的研究中发现抑制

Ｂｃｌ２表达有显著抑制肿瘤生长的抗新生血管形成作用，本
文就此进行综述，证实 Ｂｃｌ２可能成为新型抗肿瘤新生血管
形成的治疗靶点。
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１ Ｂｃｌ２蛋白的作用基础

Ｂｃｌ２是首个发现的抗凋亡蛋白，也是维持细胞存活与
死亡平衡的重要调节蛋白，对其家族蛋白结构的研究为阐

明Ｂｃｌ２作用方式和设计 Ｂｃｌ２抑制剂奠定了基础。Ｂｃｌ２蛋
白家族已有２０多个成员，它们的序列同源性主要体现在 ４
个保守区域，即 Ｂｃｌ２同源结构域（ＢＨ１～ＢＨ４），按功能将其
分为抗凋亡蛋白和促凋亡蛋白，抗凋亡蛋白成员绝大多数含

４个ＢＨ结构域；促凋亡蛋白成员除 Ｂｃｌｘｓ外均缺乏 ＢＨ４结
构域，按含ＢＨ的多少又将其分为多 ＢＨ结构域蛋白和单一
ＢＨ３蛋白［３］。单一ＢＨ３家族蛋白与Ｂｃｌ２只有在ＢＨ３区有序
列同源性，ＢＨ３是一种与其他 Ｂｃｌ２家族成员相互作用必须
的两性螺旋［４］。这些蛋白位于细胞其他区域，在凋亡刺激后

转移至线粒体。一旦转移至线粒体，它们便与其他 Ｂｃｌ２家
族成员相互作用引起线粒体损伤和凋亡蛋白的释放。目前

认为Ｂｃｌ２促凋亡蛋白成员ＢＨ３结构域代表内源性凋亡通路
的开关，在这个开关转换过程中起重要作用的是单一 ＢＨ３蛋
白。单一ＢＨ３蛋白通常不转录、翻译，一旦释放即与 Ｂｃｌ２结
合，拮抗 Ｂｃｌ２的抗凋亡作用，触发细胞死亡［３］。有人曾认为
Ｂｃｌ２蛋白的作用是隔离单一 ＢＨ３蛋白，然而基因敲除结果
显示细胞内有限的是单一 ＢＨ３蛋白，而不是 Ｂｃｌ２样蛋白。
Ｋａｐｏｓｉ肉瘤相关烟草病毒（ＫＳＨＶ）Ｂｃｌ２类似物的ＮＭＲ结构显
示ＫＳＨＶ的Ｂｃｌ２与哺乳动物 Ｂｃｌ２有同样的球状折叠结构，
但荧光偏振实验中 ＫＳＨＶＢｃｌ２与细胞中类似物特异性明显
不同。细胞Ｂｃｌ２以高亲和性与单一ＢＨ３蛋白Ｂａｄ的ＢＨ３肽
结合（Ｋｄ０．６～１５ｎｍｏｌ·Ｌ－１），ＫＳＨＶ与该肽结合很弱（Ｋｄ３．９

μｍｏｌ·Ｌ
－１）；相反，细胞Ｂｃｌ２与多 ＢＨ促凋亡蛋白 Ｂａｋ的 ＢＨ３

肽结合弱（Ｋｄ１２．７μｍｏｌ·Ｌ
－１），ＫＳＨＶ与该肽结合很好（Ｋｄ＜

５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１）［５］。虽然有实验表明单一ＢＨ３蛋白中 Ｂａｄ的作
用依赖于促凋亡蛋白的其他成员，如Ｂａｘ和Ｂａｋ等，但尚无证
据表明他们与单一ＢＨ３蛋白直接结合。此外，有学者通过对
可利用的基因数据进行细微分析也证明，单一 ＢＨ蛋白的直
接靶标是促存活蛋白Ｂｃｌ２，而不是促凋亡蛋白 Ｂａｘ［６］。上述
结果提示，结构与单一 ＢＨ蛋白结合区相似的化合物可能有
诱导细胞凋亡的作用。

２ Ｂｃｌ２蛋白与肿瘤新生血管形成

肿瘤新生血管形成是一个多种因子参与，连续、整合的

动力过程。首先表现为毛细血管外基底膜降解，血管内皮细

胞在促血管生成因素刺激下迁入细胞外基质；接着内皮细胞

增殖，形成管状结构；最后新生血管分化连成新的血管网系

统。已证实促血管生成因子的形成及内皮细胞在新生血管
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形成中起关键作用，Ｂｃｌ２可通过调节内皮细胞存活及促血
管生成因子的分泌影响新生血管形成。

２．１ Ｂｃｌ２蛋白与内皮细胞
内皮细胞增殖和凋亡间的平衡决定新生血管形成。有

证据表明，Ｂｃｌ２在维持内皮细胞存活及对抗外来物质诱导
凋亡方面有重要作用［７］。γ干扰素（ＩＮＦγ）单独用或联合其
他细胞因子处理Ｂｃｌ２高表达的人脐静脉内皮细胞明显下调
Ｂｃｌ２蛋白，并伴随Ｂａｘ上调，而 Ｂｃｌｘｌ表达水平保持不变；培
养基质中缺失内皮生长因子也明显降低细胞 Ｂｃｌ２表达水
平，使细胞凋亡增加，但 Ｂｃｌｘｌ和 Ｂａｘ不受影响。因此，抗凋
亡蛋白Ｂｃｌ２与促凋亡蛋白Ｂａｘ间的相互作用调节着细胞凋
亡水平，也提示是Ｂｃｌ２／Ｂａｘ而不是Ｂｃｌｘｌ控制着内皮细胞凋
亡［８］。Ｈａｔａ等［９］在实验中将高浓度的ＮＯ释放剂与内皮细胞
共同孵育，内皮细胞中Ｂｃｌ２水平降低，Ｂａｘ水平增加，细胞凋
亡；在相同培养条件下，于基质中加入血管平滑肌细胞或

Ｂｃｌ２蛋白，几乎可以完全对抗 ＮＯ诱导的内皮细胞凋亡。由
此可见Ｂｃｌ２有维持内皮细胞存活及对抗外来物质促凋亡作
用。Ｒａｙｍｏｎｄ等［１０］用血清饥饿法预先应激的内皮细胞诱导
内皮细胞释放一种可溶性调质，这种调质使未预先应激的内

皮细胞抵抗凋亡、增殖加快、促进新生血管形成，检测证实该

可溶性调质是Ｂｃｌ２蛋白，继而表明 Ｂｃｌ２可减少内皮细胞凋
亡，促进新生血管形成。

２．２ Ｂｃｌ２蛋白与新生血管形成的促进因子
２．２．１ 基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ）

ＭＭＰ降解细胞外基质是肿瘤生长、迁移、新生血管形成、
浸润和转移所必需的主要事件之一，这种降解作用不仅是肿

瘤细胞浸润和迁移的必要条件，更重要的是在降解的同时从

间质释放一些低分子蛋白，如碱性成纤维生长因子（ｂａｓｉｃｆｉ
ｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）、肝细胞生长因子（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ）等促血管生成因子，参与新生血管形成，促进肿瘤生长
和转移［１１］。研究表明，Ｂｃｌ２可以单独或与其他蛋白一起促
进ＭＭＰ分泌与激活。Ｎｏｕｊａｉｍ等［１２］在羊成纤维神经瘤细胞
中观察到不论是Ｂｃｌ２单阳性（ＳＨＥＰ／Ｂｃｌ２）或 Ｂｃｌ２与 ＮＭｙｃ
双阳性（ＳＨＥＰ／ＮＭｙｃ／Ｂｃｌ２）的羊成纤维神经瘤细胞，ＭＭＰ２
的表达与分泌均增加，但 ＳＨＥＰ／ＮＭｙｃ／Ｂｃｌ２细胞中 ＭＭＰ２
的活性增加，而ＳＨＥＰ／Ｂｃｌ２细胞中 ＭＭＰ２的活性保持不变。
Ｙｏｓｈｉｄａ等［１３］在卵巢癌中发现，ＭＭＰ２在转移性强的粘液瘤
中表达比在转移性弱的透明癌中高，Ｂｃｌ２的表达在２种肿瘤
中没有差异，但转移灶中 Ｂｃｌ２及 ＭＭＰ２的表达均较原发灶
中高，提示Ｂｃｌ２的表达与 ＭＭＰ２的激活及肿瘤转移相关。
Ｒｉｃｃａ等［１４］先是发现Ｂｃｌ２在人耐多柔比星（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ）乳癌
细胞系ＭＣＦ７／ＡＤＲ中过表达增加转移相关物质 ＭＭＰ９的分
泌，增强ＭＣＦ７的致瘤性和转移能力，后来又证明 Ｂｃｌ２在
ＭＣＦ７细胞系中过表达诱导 ＭＭＰ９转录是通过增强核因子
Γｂ（ＮＦΓｂ）的活性来实现的。ＭＭＰ在肿瘤新生血管形成网络
中有多种作用，已被认为是抗新生血管形成的主要靶标之

一，Ｂｃｌ２有增强多种ＭＭＰ活性作用，促进新生血管形成也就
不言而喻。

２．２．２ 血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃ
ｔｏｒ，ＶＥＧＦ）

ＶＥＧＦ是连接新生血管形成各个网络的枢纽，多种研究
表明，Ｂｃｌ２与 ＶＥＧＦ可以相互调节，促进新生血管形成。

Ｂｉｒｏｃｃｉｏ等［１５］在实验中发现 Ｂｃｌ２过表达促进耐多柔比星人
乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７／ＡＤＲ的转移能力，为进一步阐明 Ｂｃｌ２
与ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞株转移能力的关系，他们又研究了 Ｂｃｌ２
是否参与血管生成因子的调节，结果表明：Ｂｃｌ２过表达促进
低氧诱导的ＶＥＧＦ蛋白及 ｍＲＮＡ合成，该细胞培养的上清液
对Ｃ５７ＢＬ／６小鼠体内植入的马萃胶（ｍａｔｒｉｇｅｌ）有明显促血管
新生作用，从而揭示了Ｂｃｌ２促进肿瘤转移的机制之一。Ｉｅｒ
ｖｏｌｉｎｏ等［１６］研究了Ｂｃｌ２增加低氧诱导 ＶＥＧＦ表达的分子机
制，发现在人黑素瘤细胞株中，Ｂｃｌ２通过稳定 ＶＥＧＦｍＲＮＡ
和激活肝细胞生长因子１转录增加新生血管形成，从而在黑
素瘤新生血管形成中起重要作用。Ｎｏｒ等［１７］先是报道了
“ＶＥＧＦ通过诱导 Ｂｃｌ２表达促进内皮存活、维持新生血管形
成”，接着又将Ｂｃｌ２表达水平不同的人皮肤微血管内皮细胞
（ｈｕｍａｎｄｅｒｍａｌｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＤＭＥＣ）植入生物
降解的海绵后与肿瘤细胞株共同植入严重免疫缺陷小鼠（ｓｅ
ｖｅｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｔｍｉｃｅ）体内，通过检验不同移植情
况小鼠瘤块大小及瘤内新生血管生成密度，发现 Ｂｃｌ２在微
血管内皮细胞中促进瘤内新生血管形成，加速肿瘤生长，同

时免疫酶联吸附检测一些细胞因子的表达情况表明，在

ＨＤＭＥＣＢｃｌ２细胞中白介素８（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ８，ＩＬ８）表达增加１５
倍。ＩＬ８有直接促进内皮细胞存活、增殖和 ＭＭＰ分泌作
用［１８］。

此外，一些早期的报道表明Ｂｃｌ２参与 ｂＦＧＦ及转化生长
因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ）调节的促新生血管形成
作用，在临床切除的肿瘤标本中，血管密度与 Ｂｃｌ２表达程度
呈正相关［１９］。以上工作为 Ｂｃｌ２作为抗肿瘤新生血管形成
靶标奠定了理论基础。

３ Ｂｃｌ２抑制剂抗肿瘤及抗新生血管形成作用

最早研究的Ｂｃｌ２抑制剂是反义寡核苷酸，Ｇｅｎｔａ公司针
对编码 Ｂｃｌ２基因的不同部分设计了几个反义序列，其中
Ｇｅｎａｓｅｎｓｅ反义寡核苷酸对 Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ有高特异性，临床前
研究表明对肿瘤治疗效果优于化疗药物，且与化疗药物有很

好的协同治疗作用［２０］。但寡核苷酸不能通过血脑屏障，加

上基因治疗存在的诸多问题和花费昂贵限制了反义寡核苷

酸的应用。随着对 Ｂｃｌ２蛋白家族结构的深入认识，人们了
解到促存活蛋白ＢＨ１、ＢＨ２、ＢＨ３区域形成一个亲水凹槽，单
一ＢＨ蛋白ＢＨ３区域两嗜性α螺旋４个亲水侧链与这个凹槽
锲合产生了蛋白间的相互作用，据此设计了一系列仅含单一

ＢＨ蛋白关键结合侧链的小分子多肽，并通过各种方法稳定
这些小肽，维持其活性。然而，实验发现这些小肽与 Ｂｃｌ２蛋
白的结合缺乏特异性，加之肽类分子的弱膜通透性，在细胞

内很难到达Ｂｃｌ２靶标［２１］。借助计算机模拟系统，小分子非
肽类Ｂｃｌ２拮抗剂的出现为解决上述难题带来了曙光。２０００
年Ｗａｎｇ等［２２］用 Ｂｃｌ２类似分子为靶点模型，通过计算机筛
选，从ＭＤＬ／ＡＣＤ３Ｄ数据库１９００００个化合物中鉴别报道了
第一个小分子Ｂｃｌ２抑制剂 ＨＡ１４１。该化合物以形状互
补优势、高虚拟亲和力及与 Ｂｃｌ２形成氢键的强度为基础得
分，通过体内外实验进行验证。在竞争性荧光偏振检测中，

ＨＡ１４１可从Ｂｃｌ２上替代Ｂａｋ７２８７肽，ＩＣ５０为９μｍｏｌ·Ｌ
－１，其类

·８１３· ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ ２００４ Ａｕｇ；１８（４）



似物也与Ｂｃｌ２有不同程度的亲和性。虽然 ＨＡ１４１对 Ｂｃｌ２
仅有中等程度的亲和性，但在 ５０μｍｏｌ·Ｌ

－１水平下可诱导

９０％人白血病 ＨＬ６０细胞凋亡。Ｅｎｙｅｄｙ等［２３］用相似的计算
机筛选模型从国立癌症研究所数据库评价了２０６０００个化合
物，鉴定出第二类小分子Ｂｃｌ２抑制剂，用竞争性荧光偏振法
测量了３５个高得分点化合物对 Ｂｃｌ２的亲和性，７个 ＩＣ５０在

１．６～１４μｍｏｌ·Ｌ
－１的化合物在 ＨＬ６０细胞中筛选抗增殖活

性，其中活性最强的化合物显示ＩＣ５０为４μｍｏｌ·Ｌ
－１，这些化合

物的活性直接与Ｂｃｌ２的表达水平相关，在 Ｂｃｌ２高表达细胞
株中以剂量依赖方式诱导细胞凋亡，而在 Ｂｃｌ２低表达细胞
株中表现出低活性或无活性。除上述２类非天然小分子Ｂｃｌ
２抑制剂外，也有人发现一些天然产物有抗 Ｂｃｌ２作用。如
Ｎａｋａｓｈｉｍａ等［２４］报道 ＴｅｔｒｏｃａｒｃｉｎＡ，一种细菌次级代谢产物，
能在Ｂｃｌ２过表达细胞株中诱导凋亡，抑制 Ｂｃｌ２调节的线粒
体功能，导致膜蛋白Ｆａｓ触发的线粒体跨膜电位丧失和细胞
色素Ｃ释放，从而对抗 Ｂｃｌ２调节的细胞存活。同样基于
Ｂｃｌ２结构，本研究室采用计算机虚拟药物筛选技术对含有
２５０００个小分子化合物ＡＣＤ（ＡｖａｉｌａｂｌｅＣｈｅｍｉｃａｌＤｉｒｅｃｔｏｒｙ）数据
库进行筛选，再根据 Ｂｃｌ２蛋白活性中心对配体的要求设计
合成了一系列化合物。经系统的生物学评价及初步药理学

实验，发现一些化合物具有选择性抑制 Ｂｃｌ２高表达肿瘤细
胞生长、诱导肿瘤细胞凋亡作用，其中化合物 Ｚ２４〔（３Ｚ）３
［（１吡咯２烃基）甲叉］１（１哌啶甲基）１，３２Ｈ吲哚２酮〕
能够剂量依赖性抑制在体移植瘤的生长，对肿瘤组织中血管

形成及鸡胚尿囊膜新生血管形成有明确抑制作用，对其深入

研究正在进行中。

４ 展望

抑制肿瘤新生血管形成可阻止肿瘤生长与转移已为人

普遍接受，与传统化疗药物相比，血管生成抑制剂具有以下

特点：①药物直接作用于血管内皮细胞，易于到达作用靶点；

②抑制小部分血管可以切断大部分肿瘤细胞的营养供应，使

其停止生长；③内皮细胞基因与肿瘤细胞基因相比较为稳

定，变异性小，不易耐药；④抗瘤谱广，从理论上讲对多种肿

瘤均有效［２］。Ｂｃｌ２是重要的抗凋亡蛋白，在多种肿瘤细胞
均有不同程度的表达。诸多研究表明，Ｂｃｌ２上调不仅抑制
凋亡，促进突变，参与正常细胞向肿瘤细胞转化，与肿瘤对传

统化疗和放疗的耐受相关，更重要的是通过多种机制参与肿

瘤新生血管形成，促进肿瘤的生长与转移［２５，２６］。Ｗａｎｇ等［２７］

报道，细胞通透性 Ｂｃｌ２结合肽在体外可与 ＨＬ６０细胞内的
Ｂｃｌ２蛋白结合，诱导细胞凋亡，而对人正常外周血淋巴细胞
没有影响；该肽在严重免疫缺陷小鼠体内实验中显示也有减

慢人白血病细胞生长作用，提示以 Ｂｃｌ２为靶点对肿瘤治疗
有较优的选择性。Ｂｃｌ２小分子非肽类抑制剂的研究才刚刚
起步，仅有少量体外抑制肿瘤细胞生长的初步报道。限于人

们目前对细胞生长调控通路的认识，Ｂｃｌ２小分子非肽类抑
制剂上市虽然尚有一段距离，以 Ｂｃｌ２为靶点既可抑制肿瘤
新生血管形成，又可直接抑制肿瘤生长，是一个很好的抗肿

瘤新生血管形成筛选模型之一。
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