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胃癌细胞血管生成拟态的形态学及机制研究 

张 婧，高 青 

(重庆医科大学附属第一医院消化内科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：血管生成拟态(Vasculogenic mimicry，VM)是近年来发现的一种全新的肿瘤微循环模式。本研究通过体外三维培 

养的方式对胃癌细胞血管生成拟态进行形态学的研究 ，并探讨其可能的分子机制。方法：体外三维培养 SGC一7901细胞，观察其 

是否可以形成血管生成拟态。免疫细胞化法检测参与血管生成拟态形成的胃癌细胞中MMP一2与MT1一MMP的表达水平。观察 

PI3K信号通路抑制剂对MMP一2和 MT1一MMP的表达水平及对胃癌细胞血管生成拟态的影响。结果：胃癌细胞 SGC一7901在体 

外三维培养条件下能够形成血管生成拟态。参与血管生成拟态的癌细胞中MMP一2与MT1一MMP高表达。PI3K信号通路抑制剂 

能够抑制 MMP一2与MT1一MMP的表达，导致 SGC一7901细胞血管生成拟态的能力明显降低。结论：体外三维培养时胃癌细胞 

SGC一7901具有形成血管生成拟态的能力：PI3K信号通路的抑制剂可以抑制胃癌血管生成拟态的形成，其机制之一可能是通过 

抑制 MMP-2与MT1一MMP的表达。 
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Morphology and mechanism research of gastric cancer vasculogenic mimiC 

ZHANG Jing，et al 

(Department of Gastrointestry，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：Vasculogenic mimicry(VM)is a new microcirculation form of tumor cells which found resent years．This 

research observed whether gastric cancer SGC-790 1 cells can form vasculogenic mimicry in 3-dimentional culture and had a 

primer examination on its mechanism．Methods：Put SGC一790 1 cells in 3-dimentinal culture and observed if it could form  

vasculogenic mimicry．Immunohischemistry tested the MMP-2 and MT1-MMP level of 3-dimentional cultured SGC一7901 cells． 

Observe the effect of PI3K way inhibitor on MMP-2、MT1一MMP level and VM form ation of gastric cancer cells．Results： 

Gastric cancer SGC-790 1 cells can form VM in 3-demintional culture．MMP-2 and MT1-MMP highly expressed in gastric 

cancer cells that took part in the tube structure．PI3K way inhibitor decreased MT1-MMPmRNA and MMP-2 protein level and 

inhibited VM formation of SGC一7901cells．Conclusion：Gastric cancer SGC一7901 cells had the ability to form vasculogenic 

mimicry in vitro 3-dimentional culture．One of its mechanism was probably through decreasing MT1一MMP and MMP一2 leve1． 

【Key words】Gastric tumor；Vasculogenic mimicry；Mechanism 

血管生成拟态是近年来发现的一种全新的肿 

瘤微循环模式。它是指高度恶性肿瘤细胞模拟血管内 

皮细胞形成的一种具有输送血液的管道结构。该理论 

的提出对以往的肿瘤微循环模式提出了挑战，同时 

也是一个重要的补充。它从一方面解释了恶性肿瘤的 

快速生长和早期转移，从而为肿瘤的治疗提供了一 

个新的方向。目前的研究发现，在恶性黑色素瘤l1l、肝 

癌 、胆囊癌 、双向分化肿瘤[41等种存在着 VM现 
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研究方向：消化道肿瘤的基础与临床。 
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象。在胃癌中是否也存在该种管道结构，相关研究还 

比较少。本研究通过体外三维培养的方式对胃癌细胞 

中血管生成拟态现象进行研究，并对其发生的相关 

机制进行初步的探讨。 

1 材料与方法 

1．1 细胞株 

胃癌细胞株 SGC一7901由重庆医科大学基础医学院病 

生教研室提供。10％FBS为TBD公司产品，倒置显微镜为日本 

Olympus公司产品。 
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1 ． 2 细 胞 的 三 维 培 养及 染 色

胃癌 细 胞 的 三 维 培 养 ：2 4 孑L培 养 板 中每 孑L放 人 1 张 经

消 毒 的 1 0 m m × l Om m 盖 玻 片 。 在 每 张 盖 玻 片 的 中 央 滴 加

2 0 “ l 的 鼠尾 I 型 胶 原 ( 美 国 B D 公 司 ) ， 室 温 下 每 孔 加 入 等

量 的 无 水 乙 醇 ， 停 留 5 m i n ， 再 加 入 4 5 斗 l 的 P B s ， 室 温 停 留

5 m j n ， 弃 去 ， 重 复用 P B S 洗涤 1 次 。 取 对 数生 长期 的 胃癌 S G

c 一 7 9 0 1 细胞 ， 调 整 细胞 浓 度 为 1 × l 0 2 个 ／m l ， 每孔 中加 入 1 m 1

细胞悬 液 ， 3 7 ℃ ， 5 ％ C 0 ： 条件下 培养 ， 每 日更换新 鲜 的培 养液 ，

倒置 显 微镜 下 观 察 ， 进行 P A s 及 H E 染 色 。

l -3 免 疫 细 胞 化 学 法 检 测 参 与 形 成 v M 的 S G C 一 7 9 0 l 细 胞

中 M M P 一 2 及 M T l — M M P 的 表 达

常规进 行 细胞 的三 维培 养 7 2 h 。 弃去 其 中的培养液 ， P B s

冲洗 ， 9 5 ％ 乙 醇 固 定 ， 0 _3 ％ H ：0 ：
一 甲醇 液 封 闭 内源 性 过 氧 化

物酶 ， 血 清封 闭 ， 滴加 兔抗 人 M M P 一 2 ， M T l — M M P 多克 隆抗 体

( 武 汉 博 士 德 公 司 ) ， 4 ℃ 湿 盒 过 夜 ， 滴 加 二 抗 ( 羊抗 兔 免 疫 组

化 试 剂 盒 购 自深 圳 晶美 公 司 ) ， 3 7 ℃ 孵 育 2 0 m i n ， D A B 显 色 ，

显 微镜下 观 察结果 。

1 ． 4 L Y 2 9 4 0 0 2 对 胃癌 细 胞 中 v M 生 成 的 影 响

常规进 行细胞 的 i 维 培 养 ， 3 7 ℃ ， 5 ％ c O ： 孵育 l h ， 弃去 其

中的培 养液 。 对 照 组 和试 验组 每组 设 为 1 2 个 复孔 ， 试 验组 每

孔 加入 含有 2 0 斗 m 0 帆 L Y 2 9 4 0 0 2 ( 美 国 C e U s i g n a l i n g 公 司 )的

培养液 ，试 验组则每孔加 人含有等体积 D M s 0 的培养液 ，3 7 ℃ ， 5 ％

C 0 ： 条件下继续培养 。 每 日更换 1 次培养液 ，培养 7 2 h 后 ， 倒 置

显 微 镜下 观 察结果 。 P A s 染色 。 选 择 v M 结构相对 集 中的 区 域

进行 ， 每孔 随机 取 上 下 左 右 中 5 个 视野 进 行计 数 。

1 ． 5 R T — P C R 检 测 L Y 2 9 4 0 0 2 对 胃癌 细 胞 中 M T l — M M P m R —

N A 表 达 水 平 的 影 响

实验组 和 对 照 组 的设 置 同 1 ． 4 。 人 M T l 一 M M P m R N A 引物

使用 P r i m e r 5 ． 0 软件进行合成 ， 上 游 引物 ：5
’

一 T G c c G G G T G A G —

C A A T A A C 一 3
’

， 下 游 弓I物 ：5
’

一 G C A G C A T C A A T C T T G T C G G T 一

3
’

。 产 物 大小 3 3 0 b p 。 使 用 内参 照 为 G A D P H ， 上 游 引 物 ：5
’

一 C A C C A C c T C G T G c T c A G T G T 一 3
’

， 下 游 弓l 物 为 ：5
’

一 G G A A G

C T G A A G G T C C G G T C 一 3
’

。 产物 大小 为 8 4 2 b D 。 细 胞 中总 R N A

图 l 倒 置 显 微 镜 下 观 察 S C c 一 7 9 0 1 细 胞 血 管

生 成 拟 态 的形 成 ×4 0 0

的抽 提按 照 试 剂 盒说 明书进 行 ， R T ：4 5 ℃ 逆 转 录 3 0 m i n ， 9 9 ℃

变性 5 m i n ， 4 qc 保存 。 P c R 反 应 条件 ：9 4 ℃ 变性 2 m i n ， 9 4 ℃ 变

性 3 0 s ， 5 6 ℃ 延 伸 3 0 s ， 7 0 。C 退 火 1 m i n ， 总 共 3 0 个循 环 ， 产 物

保存 于 一 7 0 ℃ 。 取 R T — P c R 产物进 行 琼 脂糖 凝 胶 电泳 ， 比较

实验 组 和 对 照 组 M T l 一 M M P m R N A 吸光度 ， 对 其进行半 量 分

析 。

1 ． 6 w e s t e m b l o t 法 检 测 L Y 2 9 4 0 0 2 对 胃癌 细 胞 中 M M P 一 2

蛋 白表 达 的 影 响

实 验 组 和 对 照 组 的设 置 同 1 ． 4 。 细胞 中总 蛋 白的提 取 按

照试 剂盒 ( 购 自碧云 天 公 司 )说 明书进 行 ， 提取 后 进 行 蛋 白浓

度 的测 定 ， 蛋 白垂 直 电泳 时按 照 等量 加样 。 电泳 条件 ：浓缩胶

8 0 v ， 2 0 m i n ， 分离胶 1 0 0 V ， 4 0 m i n ， 转膜 条件 ：2 0 m A ， 恒流 ， 16 h 。

脱 脂 奶 粉封 闭 2 h ， 孵 育 兔 抗 人 M M P 一 2 多 克 隆 一 抗 ( 稀 释 度

为 1 ： 1 【)0 ， 购 自武 汉 博 士 德公 司 ) ， 4 ℃ 过 夜 ， 孵 育 H P R 标记

的羊抗 兔 二 抗 ( 稀 释 度 为 l ：2 0 0 0 ， 购 自联 科 生 物 技 术有 限

公 司 ) ， 3 7 ℃ ， 2 h 。 E c L 显 色 ， 凝 胶 成像仪下 观 测 结 果 。

1 ． 7 统 计 学方 法

实验 结 果 采用 两 样 本均数 比较 的 ￡检验 ，f '< 0 ． 0 5 为 差 异

有 显 著性 。

2 结 果

2 ． 1 胃癌 细 胞 株 s G c 一 7 9 0 1 三 维培 养形 态 学观 察

S G C 一 7 9 0 1 细 胞 在 接 种 后 8 h 部 分 细 胞 开 始 变

为 长 梭形 ， 类 似 于 血 管 内皮 细 胞 ， 沿 着 胶 原 纤 维 生

长 ， 接 种 2 4 h 开 始排 列 成 线 性 结 构 、 环 形 结 构 等 形

态 ， 培 养 7 2 h 后 则 可 以 看 到典 型 的环 状 V M 结构 ， 网

络状结 构 。 如 图 1 为倒 置 显 微镜 下 观 察培 养 7 2 h 后

的 V M 结 构 ， 视 野 中为 2 个 背靠背 的环 形 V M ， 如箭

头 所 示 ， 参与形 成 V M 的 S G c 一 7 9 0 l 细 胞 变 形 ， 由多

边 形 变 为长 梭形 ， 类 似于 血 管 内皮 细胞 。 图 2 为 培

养 7 2 h 后 H E 染 色结果 ， 图 中可 以 看 到环 形 、 半 环 形

图 2 普通 光 学显 微 镜 下 观 察 s G C 一 7 9 0 1 细 胞 血 管

生 成 拟 态 的形 成 H E 染 色 ×2 0 0
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一 1 0 6 5

一

图 3 免 疫 细 胞 化 学 法检测 参 与血 管 生 成 拟 态

形 成 的 s G C 一 7 9 0 l 细 胞 中 M M P 一 2 表 达 ×4 0 0

使用 2 0 “ m o l几 L Y 2 9 4 0 0 2 处 理 后 s c c 一 7 9 叭 细 胞 没 有

明 显 的 血 管 生 成拟 态 形 成

图 5 实 验 组 血 管生 成 拟 态 的形 成 P A S ×2 0 0
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图 7 L Y 2 9 4 0 0 2 对 S G C 一 7 9 0 l 细 胞 中 M T l — M M P m R N A 、

M M P 一 2 蛋 白表 达 及 v M 数量 的影 响

以 及 线 形 的 V M 结 构 ， 中 央 为 3 个 背靠 背 的 环 形 结

构构成 的 网络 状 结 构 。

2 ． 2 免 疫 细 胞 化 学检 测 参 与 形 成 v M 的 s G C 一 7 9 0 l

细 胞 中 M M P 一 2 与 M T l 一 M M P 表 达

图 3 为 M M P 一 2 免疫细 胞 化 学 染色结 果 ， 图 中所

示 的是 一 个 呈 半环 形 的 V M 结 构 ， 可 以 看 到 ， 参 与形

成半环 形 结构 的 s G C 一 7 9 0 1 细 胞 染 色较 周 围 的其他

细胞 明显 加 深 。 图 4 则 为 M T l — M M P 染 色结 果 ， 图

中央 为 1 个 环 形 的 V M 结构 ， 参与形成 的s G c 一 7 9 0 1

细胞 被染 成棕 黄 色 ， 周 围 的 细 胞 染 色 也 加 深 ， 而 靠

图 4 免 疫 细 胞 化 学 法 检 测 参 与 血 管 生 成 拟 态 形

成 的 S C c 一 7 9 0 1 细 胞 中 M T l — M M P 表达 ×4 0 0

对 照 组 S G C 一 7 9 0 1 细胞 有 多个 拟态 血 管 的形 成 ，

表 现 为 多个 环 状结 构

图 6 对 照 组 血 管生 成 拟 态 的形 成 P A S × 2 0 0

外 围 的细 胞 染色则较淡 。

2 ．3 L Y 2 9 4 0 0 2 对 胃 癌 细 胞 S G C 一 7 9 0 1 V M 形 成 的

抑 制 作 用

见 图 5 ， 为实 验 组 细 胞 培 养 7 2 h 后 P A S 染 色结

果 ， 视野 中几 乎 看 不 到典型 的 V M 结 构 出现 。 图 6

则 为 对 照 组 ， 视 野 中可 以 看 到 多个 环 状 结 构 ， 显 微

镜挑 选 V M 结构相 对 集 中的 区 域进行计数 ， 对 照 组

V M 结构 的数量 为 (5 ． 1 2 ± Q7 2 )个 ， 实验组 则为 ( 0 ． 5 2 ±

0 ． 4 9 )个 。 差 别 具 有 统 计 学 意 义 (P < 0 ． 0 5 ) 。

2 -3 R T — P C R 结 果

实验 组 M T l 一 M M P m R N A 相 对 表达 量 为 ( 0 ． 2 0 ±

0 ． 1 0 ) ， 对 照 组 则为 ( 0 ． 7 4 ± 0 ． 1 0 )。 差 别具有统计学意义

(P < 0 ． 0 5 ) 。

2 ． 4 W e s t e m b 10 t 结 果

实 验 组 M M P 一 2 蛋 白表 达 量 较 对 照 组 明 显 降

低 。 对 照 组 蛋 白相 对表达 量 为(0 ． 6 5 ± 0 ． 1 5 ) ， 实验组 则

为 ( O． 2 9 ± 0 ． 1 3 ) ， 差 别具有统计学 意义 (P < 0 ． 0 5 )。

实验 组 与对 照 组 相 比 M T l 一 M M P 与 M M P 一 2 的
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相对表达量分别下降了73％与 55％，从而导致了VM 

数量下降为对照组的 10％。 

3 讨 论 

实体肿瘤的生长有赖于血管的形成。经典的肿 

瘤血管生成理论认为，当肿瘤的直径达到 2mm时， 

需要激活内皮细胞形成自身的血管，否则就会因为 

缺血缺氧发生坏死。但在 1999年美国Maniotis等[51 

根据对人眼葡萄膜黑色素瘤微循环的研究，首次提 

出了一种与经典的肿瘤血管生成途径完全不同、不 

依赖机体内皮细胞的全新肿瘤微循环模式，即血管 

生成拟态的概念。从一方面为高度恶性肿瘤细胞快 

速生长和早期转移提供了一个新的可能的解释。 

Folberg等哝 有关 VM的阐述中定义了几种形态的 

VM，包括有或无分支的弧形 、封闭的环形、网络状 、 

平行或交叉的直线形。在经典的二维培养体系中， 

细胞离开了体内与细胞外基质共同构成的整体环 

境，因而其表现的许多生物学特性与在体内存在较 

大的差异。本研究通过体外三维培养的方式为离体 

的胃癌细胞提供一个类似于体内的三维环境。在形 

态学试验中可以看到胃癌细胞由正常的多边形变 

为长梭形，类似于血管内皮细胞。Folberg等l71人在研 

究中发现参与形成 VM的黑色素瘤细胞侵袭能力 

降低，不能再增殖，而在形态学上从上皮样细胞变 

为纺锤形细胞。说明了恶性肿瘤细胞的可塑性是 

VM形成的机制之一。 

基质金属蛋白酶是一组重要的细胞外基质降 

解酶，它们通过对细胞外基质中不同成分的降解，在 

肘瘤的侵袭椭 中起至I觑 的作用。在勃 中MMP一2 

在肿瘤细胞介导的细胞外基质的降解中起到重要 

的作用，而 MT1一MMP则是 MMP一2活化的条件。Ri 

chard等嘲人在他们的研究中发现，高度恶性黑色素 

瘤细胞中 MMP一2与 MT1一MMP较低侵袭性黑色素 

瘤细胞高表达，并且在培养液中加入二者相应的抗 

体后，VM现象受到抑制。Sood AK等[91在有关卵巢 

癌 VM的研究中也得出了类似的结论。并且他们发 

现在 MMP一2、MT1一MMP高表达的病例标本中坏死 

现象少见并且 VM存在。在本实验中，免疫细胞化 

学结果说明二者在胃癌细胞 VM的形成中也起到 

重要的作用，其高表达可以促进胃癌细胞VM的形 

成。 

PI3K信号通路参与细胞的增殖、分化和凋亡等 

过程。近年的研究发现其活性异常不仅可以导致细 

胞的恶性转化，而且与肿瘤细胞的迁徙、粘附、肿瘤 

血管的生成及细胞外基质的降解等相关。PI3K信号 

通路是调节 MT1一MMP和 MMP一2的重要因素 ，而 

二者在胃癌细胞 VM的形成中起到重要的作用。本 

实验结果和 Angela等人【-01在有关恶性黑色素瘤细 

胞中VM现象的实验结论类似。这说明 PI3K信号 

通路可以通过上调 MT1一MMP和 MMP一2的表达来 

促进 胃癌细胞 VM的形成。因此它可能成为抑制 

VM生成的一个新靶点。 

VM现象是一种有关肿瘤微循环模式的全新理 

论。有关其研究目前还处于起步阶段。相关的研究 

发现，VM的发生可能和肿瘤细胞 自身基因表达的 

变异、分子信号传递的改变[tt1、肿瘤细胞自身的可塑 

性以及肿瘤组织微循环【-2】的影响等等方面。有研究 

显示 VM与高度恶性肿瘤的生长、侵袭和转移以及 

患者的预后都有十分重要的关系。目前针对肿瘤血 

管生成的治疗只是针对肿瘤 自身血管，并没有考虑 

到 VM这种微循环模式的存在。胃癌在临床上仍然 

是常见病 ，多数患者在发现时已属中晚期，预后不 

佳。有关 VM的研究可能为其治疗提供一个新的途 

释 
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成脊柱或双下肢全长图像，图像密度均匀性 、拼接 

质量及临床测量能够达到医疗的需要，但 CR图像的 

空间分辨率和信噪比不及 DR图像 MRI系统的 

全脊柱拼接成像有报告，MRI能够获得密度均匀性 

好且拼接准确的理想的全脊柱影像，但缺点是MR扫 

描病人不能直立检查，而脊柱侧弯需要观察重力状 

态下的侧弯程度，且 MRI检查费用昂贵l 5】。 

近年来，DR在图像拼接技术方面有很大提高， 

DR拼接图像的原始图像采集方式有两种。一种图 

像拼接，往往是 X线管垂直上下移动的同时，DR平 

板探测器跟随 X线管实现同步移动。另一种图像拼 

接，X线管相对静止在一个感兴趣区中心位置 ，当 

DR平板探测器在上下做垂直运动的同时，X线管 

上下转动角度。这两种方式只要有合适的图像拼接 

软件都可以满足临床诊断和治疗的需要，我院采用 

的是第一种方式，对 35例骨科患者进行了全景拼接 

成像(见表 1)，获得较为满意的全脊柱侧弯病人术 

前、术后拼接图像和双下肢拼接图像(见图 1-3)。个 

矮的患者下肢全景成像通常两次曝光采集可完成。 

部分疾病的拼接图像临床医师不要求观察骨盆，仅 

显示从股骨开始的全景像，曝光采集两次完成，可降 

低患者的辐射剂量。准确拼接全脊柱和下肢图像的关 

键有两个要点，一个是轴线，二是缝线，图像轴线要 

对齐且不能成角，图像的衔接处不能分离且重叠较 

少，才能保证图像不变形，使测量更加准确。Canon图像 

处理软件有一定的缺陷，无图像平滑处理，因此全 

景图像的密度均匀性不是很理想，但拼接的脊柱和 

下肢的全长图像及角度、长度测量可以满足骨科临 

床医疗需要。 
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