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Abstract
AIM: To investigate the effect of hypoxia on vas-
culogenic mimicry (VM) formation in hepatocel-
lular carcinoma (HCC) and to explore possible 
mechanisms involved.

METHODS: A three-dimensional cell culture 
system for human HCC cell line MHCC97-H 
was established to observe VM formation under 
normoxic and hypoxic conditions. Semi-quan-
titative reverse transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR) and Western blot were used 
to detect the effect of hypoxia on the mRNA and 
protein expression of hypoxic inducible factor-
1α (HIF-1α), matrix metalloproteinase (MMP)-2 
and MMP-9, respectively. Immunohistochem-
istry was used to identify patterned matrix 
VM and investigate the expression of HIF-1α, 
MMP-2 and MMP-9 in 151 HCC samples.

RESULTS: Patterned matrix VM or tubular VM 
was produced under hypoxic conditions, while 
cells cultured under normoxic conditions for 48 
h failed to form patterned matrix VM or formed 
shorter tubular VM. After cells were cultured for 
48 h, the mRNA and protein expression levels of 
HIF-1α, MMP-2 and MMP-9 were significantly 
higher under hypoxia than under normoxia 
(mRNA: 0.70 ± 0.05 vs 0.51 ± 0.10, 0.90 ± 0.09 vs 
0.67 ± 0.09, 0.64 ± 0.10 vs 0.42 ± 0.07, P = 0.03, 
0.013, 0.01; protein; 0.52 ± 0.09 vs 0.41 ± 0.09, 0.63 
± 0.11 vs 0.50 ± 0.11, 0.50 ± 0.14 vs 0.38 ± 0.09, 
P = 0.035, 0.023, 0.008). Thirty-one of 151 HCC 
samples exhibited evidence of patterned matrix 
VM. The staining intensity of HIF-1α, MMP-2 
and MMP-9 expression was significantly higher 
in the VM group than in the non-VM group (4.5 
± 1.6 vs 3.4 ± 1.7, 4.5 ± 1.6 vs 3.4 ± 1.7, 3.9 ± 1.9 vs 2.9 
± 1.8, P = 0.001, 0.030, 0.007).

CONCLUSION: Hypoxia can induce VM forma-
tion in HCC by regulating the expression of HIF-
1α, MMP-2 and MMP-9.

Key Words: Vasculogenic mimicry; Hepatocellular 
carcinoma; Hypoxic inducible factor-1α; Matrix me-
talloproteinase; Immunohistochemistry
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■背景资料
多年来, 肿瘤血管
被认为是由血管
内皮细胞单独排
列而成. 然而, 近
些年的一些研究
表明, 除了血管内
皮细胞之外, 可塑
性肿瘤细胞也可
能贡献于肿瘤的
血管化作用. 由可
塑性肿瘤细胞形
成的血管生成拟
态(VM)是对传统
肿瘤血管生成理
论的重要补充, 为
抗肿瘤血管生成
治疗提供了崭新
的思路. 

■同行评议者
徐泱, 副教授, 上
海复旦大学附属
中山医院肝肿瘤
外科
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摘要
目的��: 研究缺氧对肝癌血管生成拟态(vasculo-(vasculo-
genic mimicry, VM)的影响及其可能机制.的影响及其可能机制..

方法�: 建立基质胶Matrigel三维培养体系, 观建立基质胶Matrigel三维培养体系, 观
察高转移人肝癌细胞系M H C C97-H在常氧
(常氧组)和缺氧(缺氧组)条件下形成VM的差
异; 应用RT-PCR和Western blot技术检测两组
缺氧诱导因子-1α(HIF-1α)、基质金属蛋白酶
(matrix metalloproteinase, MMP)-2和MMP-9的
表达. 选择151例肝癌组织标本, 免疫组织化学
方法检测VM是否存在及HIF-1α、MMP-2和
MMP-9的表达.

结果��: 三维培养48 h, 缺氧组能形成基质型VM
或管形VM, 而常氧组不形成基质型VM或形
成较短的管形VM. 缺氧组HIF-1α、MMP-2和
MMP-9 mRNA和蛋白表达水平明显较常氧组
高(mRNA: 0.70±0.05 vs  0.51±0.10, P  = 0.03; 
0.90±0.09 vs  0.67±0.09, P  = 0.013; 0.64±
0.10 vs  0.42±0.07, P  = 0.01; 蛋白: 0.52±0.09蛋白: 0.52±0.090.52±0.09 
vs  0.41±0.09, P  = 0.035; 0.63±0.11 vs  0.50±
0.11, P  = 0.023; 0.50±0.14 vs  0.38±0.09, P  = 
0.008). 151例肝癌组织标本中31例存在VM, 
存在VM的标本HIF-1α、MMP-2和MMP-9免
疫组织化学染色综合得分较不存在VM的标
本高(4.5±1.6 vs  3.4±1.7, P  = 0.001; 4.5±1.6 
vs  3.4±1.7, P  = 0.030; 3.9±1.9 vs  2.9±1.8, P  
= 0.007).

结论�: 缺氧能促进肝癌VM的形成, 诱导HIF-缺氧能促进肝癌VM的形成, 诱导HIF-
1α、MMP-2和MMP-9表达可能是其作用机制
之一.

关键词: 血管生成拟态; 肝细胞癌; 缺氧诱导因子

-1α; 基质金属蛋白酶; ������免疫组织化学
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0  ��引言

血管生成拟态(vasculogenic mimicry, VM)是
Maniotis等[1]于1999年发现的一种新的微循环模

式, 即在侵袭性黑色素瘤中, 肿瘤细胞获得内皮

细胞特性, 形成能传导血液的血管样结构, 这一

过程独立于经典的血管生成和内皮细胞增殖. 此
后, VM在恶性食管间质瘤、乳癌、胶质瘤、结

直肠癌和肝癌等肿瘤中均有报道均有报道报道[2-7]. VM在肿瘤

生物学中可能具有十分重要的意义[2,6-8]. 然而, 
形成VM的机制目前还不清楚. 缺氧诱导因子

-1α(hypoxic inducible factor-1α, HIF-1α)、基质

金属蛋白酶(matrix metalloproteinase, MMP)-2或
MMP-9可能与卵巢癌、黑色素瘤等肿瘤VM形

成具有一定的关系[9-11]. 本课题采用三维培养模

型, 观察常、缺氧条件下肝癌细胞VM形成以及

HIF-1α、MMP-2和MMP-9表达的差异, 并结合

肝癌组织VM以及HIF-1α、MMP-2和MMP-9免
疫组织化学检测, 以研究缺氧对肝癌VM形成的

影响及其可能机制. 

1  �����材料和方法

1.1 材料 高转移人肝癌细胞系MHCC97-H购于

复旦大学中山医院肝癌研究所, 高糖DMEM培

养基及胎牛血清购自美国Hyclone公司, 基质

胶Matrigel购自美国BD公司, TRIzol购自美国

Invitrogen公司, RT-PCR试剂盒购自日本TaKaRa
公司, PCR引物由上海生物工程公司合成, 蛋白

酶K购自美国Sigma-Aldrich公司, 鼠抗人层粘

连蛋白单克隆抗体购自美国Milipore公司, 鼠抗

人CD34单克隆抗体, 兔抗人HIF-1α、MMP-2、
MMP-9单克隆抗体购自美国Santa Cruz公司, 二
步法免疫组织化学检测试剂盒购自北京中杉生

物技术公司; Western blot相关试剂、试剂盒购

自碧云天生物技术研究所.
1.2 方法方法 
1.2.1 基质胶Matrigel三维培养: MHCC97-H于

37 ℃、50 mL/L CO2及饱和湿度条件下培养

在高糖DMEM培养基中, 内含100 mL/L胎牛血

清、100 kU/L青霉素和100 mg/L链霉素, 取对数

生长期细胞用于实验. 于24孔培养板每孔中加

入200 μL Matrigel原液, 37 ℃培养箱内温育60 
min, 再向每孔添加1 mL浓度为6×105个/mL的
细胞悬液. 如每孔加25 μL Matrigel原液则细胞

浓度为2×105个/mL. 实验分常氧组(950 mL/L空
气和50 mL/L CO2)和缺氧组(10 mL/L O2, 50 mL/
L CO2和940 mL/L N2), 均于37 ℃培养48 h. 使用

相差显微镜进行拍照, 所摄照片用美国国立卫

生研究院影像软件进行分析, 测量每张照片中

血管样结构的长度(长度>200 µm被定义为血管

样结构[12]), 并计算每张照片的总长度. 
1.2.2 RT-PCR检测HIF-1α、MMP-2 和MMP-9表

达: 细胞在常氧与缺氧条件下三维培养48 h, 用

■研发前沿
VM的现象在黑色
素瘤、胶质瘤、
乳癌、结直肠癌
和肝癌等多种肿
瘤 中 均 有 报 道 . 
V M 在 肿 瘤 生 物
学中可能具有十
分重要的意义. 然
而, 形成VM的机
制目前还不清楚, 
亟待进一步研究.
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胰蛋白酶消化收集细胞, 以TRIzol抽提总RNA. 
依照TaKaRa二步法试剂盒说明步骤反转录和

PCR扩增. HIF-1α上游引物5'-GAAACTTCT-
GGATGCTGGTG-3', 下游引物5'-TATACGT-
G A AT G T G G C C T G T-3', 扩增片段长度393 
bp; MMP-2上游引物5'-GATGATGCCTTT-
GCTCG-3', 下游引物5'-AGTGGACATGGCG-
GTCT-3', 扩增片段长度597 bp; MMP-9上游引物

5'-GAGGTTCGACGTGAAGGCGCAGATG-3', 
下游引物5'-AGGTCACGTAGCCCACTTG-
GTC-3', 扩增片段长度175 bp; β-actin上游引物

5'-GGGACCTGACTGACTACCTC-3', 下游引

物5'-ACTCGTCATACTCCTGCTTG-3', 扩增片

段长度546 bp. 12.5 μL PCR反应体系: 5×PCR 
Buffer 2.5 μL, RNase Free dH2O 7.188 μL, 上、

下游引物各0.125 μL, TaKaRa Ex Taq HS 0.063 
μL, cDNA 2.5 μL. PCR反应条件: 94 ℃预变性5 
min, 94 ℃变性40 s, 55 ℃退火30 s, 72 ℃延伸45 
s, 共35个循环后72 ℃延伸10 min. PCR反应结束

后, 取5 µL PCR扩增产物在2%琼脂糖凝胶上电

泳, 利用Tanon凝胶成像系统采集图像并进行吸

光度测定, 以目的条带与内参照条带的灰度值

比值代表目的基因mRNA的表达水平. 
1.2.3 Wes te rn b lo t检测HIF-1α、MMP-2和

MMP-9表达: 细胞在常氧与缺氧条件下三维培

养48 h, 用胰蛋白酶消化收集细胞, 加蛋白裂解

液制备总蛋白, 采用BCA法检测蛋白浓度. 总
蛋白100 ℃加热变性10 min, 取50 μg样品上样

检测. 10% SDS-PAGE胶电泳分离蛋白后, 半干

式电转膜仪17 V 30 min将蛋白转移至PVDF膜
上. 5%脱脂奶粉室温下封闭1 h, TBST漂洗3×5 
min, 抗HIF-1α, 抗MMP-2, 抗MMP-9或抗β-actin
单克隆抗体室温孵育1 h或4 ℃过夜. TBST漂洗

3×5 min后加HRP标记的二抗(1∶5 000)室温孵

育1 h. TBST漂洗3×5 min后使用ECL化学发光

法显影、定影. 利用Tanon凝胶成像系统采集图

像并进行吸光度测定, 以目的条带与内参照条

带的灰度值比值代表目的蛋白的表达水平. 
1.2.4 免疫组织化学方法检测肝癌组织中VM表

达: 151例经病理证实为肝细胞癌的组织标本蜡

块来自安徽省立医院肝脏外科2003-2008年手术

切除标本. 对甲醛溶液固定、石蜡包埋的标本甲醛溶液固定、石蜡包埋的标本固定、石蜡包埋的标本

进行4 μm切片, 经二甲苯脱碏, 梯度酒精水化后

以3%过氧化氢阻断内源性过氧化物酶活性. 柠
檬酸盐缓冲液抗原热修复用于对CD34、HIF-
1α、MMP-2和MMP-9检测. 蛋白酶K修复用于

对层粘连蛋白检测. PBS冲洗后以3%山羊血清

封闭20 min, 每张切片滴加50 μL一抗(层粘连

蛋白1∶100、CD34 1∶100、HIF-1α 1∶300、
MMP-2 1∶300、MMP-9 1∶300), 4 ℃孵育过夜

或37 ℃孵育2 h. PBS冲洗3次, 滴加生物素化的

山羊抗鼠二抗, DAB显色, 苏木素复染, 自来水

冲洗, 返蓝, 酒精脱水, 二甲苯透明, 中性树胶封

片. 结果判定: 每张切片在400倍视野下随机选

择10个视野, 每个视野计数100个肿瘤细胞, 共
计1 000个细胞, 计算每张切片阳性染色细胞百

分率. 阳性细胞数<10%为0分, 10%-25%为1分, 
25%-50%为2分, >50%为3分. 细胞不着色为0分, 
淡黄色为1分, 中等黄色为2分, 深黄色为3分. 每
张切片染色综合得分为染色强度与阳性细胞百

分率得分之和[2]. 
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行分

析, 计量资料结果以mean±SD表示, 组间比较

采用两样本t检验. 非正态分布资料采用Mann-
Whitney U检验. P <0.05为差异有统计学意义.

2  ��结果

2.1 缺氧对肝癌细胞管道形成的影响 在常氧条

件下三维培养48 h, 生长在厚胶(每孔200每孔200孔200 μL)上
的肝癌细胞不能形成基质型VM(patterned ma-
trix VM), 而在缺氧条件下则形成明显的基质型

VM(图1A, B). 生长在薄胶(每孔25每孔25孔25 μL)上的肝癌

细胞都能形成管形VM(tubular VM), 但缺氧条件

下形成的管道明显较常氧条件下长(图1C-E). 
2.2 缺氧对肝癌细胞HIF-1α、MMP-2和MMP-9
基因表达的影响 三维培养48 h后, 缺氧组HIF-
1α、MMP-2和MMP-9 mRNA表达水平均显著

高于常氧组(0.70±0.05 vs  0.51±0.10, P  = 0.03; 
0.90±0.09 vs  0.67±0.09, P  = 0.013; 0.64±0.10 
vs  0.42±0.07, P  = 0.01, 图2). 
2.3 缺氧对肝癌细胞HIF-1α、MMP-2和MMP-9
蛋白表达的影响 三维培养48 h后, 缺氧组HIF-
1α、MMP-2和MMP-9蛋白表达水平显著高于常

氧组(0.52±0.09 vs  0.41±0.09, P  = 0.035; 0.63±
0.11 vs  0.50±0.11, P  = 0.023; 0.50±0.14 vs  0.38
±0.09, P  = 0.008, 图3). 
2.4 VM在肝癌组织中表达 肝癌组织中基质型

VM通过包绕3-15个肿瘤细胞的层粘连蛋白阳性

环来识别. VM的同一位置不显示内皮细胞标志

物CD34, 这表明层粘连蛋白阳性环不是肝血窦, 
而CD34阳性者为肝血窦(图4). 比较图4A与图4B, 
似乎层粘连蛋白阳性环与肝血窦相连通. 在151

■相关报道
相 比 不 存 在 V M
的肝癌组织, 存在
V M 的 肝 癌 组 织
缺氧可能更严重. 
MMP-2和MMP-9
表达水平在存在
VM的肝癌组织中
也明显较高. 此结
果与最近Li等在
胃腺癌中的报道
相似.
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例肝癌组织标本中有31例存在基质型VM表达.
2.5 肝癌组织中HIF-1α、MMP-2和MMP-9表达 
我们应用免疫组织化学方法对存在VM(VM组)
和不存在VM(非VM组)的两组肝癌组织中HIF-
1α、MMP-2和MMP-9进行检测, 发现HIF-1α
在细胞核或细胞质中表达(图5A, B), MMP-2和
MMP-9表达于细胞质(图5C-F). 综合肿瘤细胞

染色强度和阳性细胞百分率进行半定量处理, 
显示VM组HIF-1α、MMP-2和MMP-9染色综合

得分明显较非VM组高(P  = 0.001, 0.030, 0.007, 
表1).

3  ��讨论

肿瘤内微环境明显不同于正常组织, 其主要差

别在于肿瘤血管结构缺陷, 肿瘤细胞生长快于

血管生成, 造成肿瘤内许多区域血液供应不足, 
并因此而缺氧[13]. 缺氧不仅可以诱导肿瘤细胞对

放疗、化疗的耐受性, 而且可以促进肿瘤细胞

的生长、侵袭和转移等恶性生物学行为的发生. 
缺氧调控的一系列基因和蛋白的表达正是这些

现象发生的根本原因, 而HIF家族是调控这一系

列基因和蛋白的关键因素. 在HIF家庭中, HIF-
1α是一种缺氧依赖性的蛋白质, 在正常氧分压

时被泛素依赖的蛋白水解酶水解. 缺氧时HIF-
1α在细胞内很快稳定下来, 与一系列缺氧反应

靶基因上的特定结合位点缺氧反应元件结合, 
可在转录水平上调控细胞增殖, 激活许多缺氧

■创新盘点
本研究采用三维
培 养 模 型 ,  观 察
常、缺氧条件下
肝 癌 细 胞 V M 形
成以及HIF-1α、
MMP-2和MMP-9
表达的差异, 并结
合肝癌组织进行进行
免疫组织化学检
测, 首次探讨了缺了缺缺
氧 对 肝 癌 V M 形
成的影响及其可
能机制. 

表  1  VM组与非VM组肝癌组织中HIF-1α、MMP-2和
MMP-9的差异表达 (mean±SD, 分)

     
               分组

   Z值  P 值
VM组 非VM组

HIF-1α 4.5±1.6 3.4±1.7 -3.470 0.001

MMP-2 4.5±1.6 3.4±1.7 -2.168 0.030

MMP-9 3.9±1.9 2.9±1.8 -2.682 0.007

图� �� ����������������������  1 常氧和缺氧三维培养条件下 肝癌管道形成形态. A: 常氧、厚胶培养(×200); B: 缺氧、厚胶培养(×200); C: 常氧、薄

胶培养(×200); D: 缺氧、薄胶培养(×200); E: 管形VM形成的长度. aP<0.05 vs  常氧组. 
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反应性基因的表达, 与肿瘤的能量代谢、血管

生成、浸润和转移等密切相关[14-16]. 
研究表明, 缺氧也能促进肿瘤细胞VM的形

成, 其对VM的调控可能涉及多种机制[9,17-19]. 在
黑色素瘤鼠模型中, 缺氧环境使肿瘤细胞HIF-
1α表达增加, 诱导VM通道形成, 以获得充足的

血液供应[10]. 缺氧也是卵巢上皮性癌细胞形成

VM的重要诱导因素, 而西罗莫司通过抑制HIF-
1α mRNA的表达阻断VM的形成[11]. 在尤因肉

瘤组织中, VM周围的肿瘤细胞内存在着缺氧并

高表达HIF-1α及其靶基因葡萄糖载体GLUT1; 
当尤因肉瘤细胞被培养在低氧条件下, 一些与

VM相关的基因表达增加. 表明缺氧可能通过激

活HIF-1α而促进尤因肉瘤VM形成[9]. 我们通过

对肝癌细胞系MHCC97-H进行常氧和缺氧条件

下三维培养, 发现在缺氧条件下, 在厚胶上培养

48 h的肝癌细胞能形成基质型VM, 而常氧环境

下的细胞48 h未见基质型VM形成. 在薄胶上三

维培养48 h, 常氧组与缺氧组的肝癌细胞均能形

成管形VM, 但缺氧组形成的管道长度明显较常

氧组长. 表明缺氧能促进肝癌VM的形成. 我们

同时也发现, 在缺氧条件下, 伴随着VM的形成

HIF-1α也显著地被缺氧环境所上调. 
影响VM通道形成的因素包括肿瘤细胞的

■应用要点
本研究表明缺氧
能够促进肝癌VM
形成 ,  诱导HIF-
1α、M M P - 2 和
MMP-9表达可能
是其机制之一. 这这
可能对肝癌分子
靶向治疗具有一
定的临床意义. 

图� �� �������������  2 常氧和缺氧培养下 HIF-1α、MMP-2和MMP-9基因表
达. A: RT-PCR检测; B: 灰度扫描. aP<0.05, bP<0.01 vs  常氧组. 
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图� �� �������������  3 常氧和缺氧培养下 HIF-1α、MMP-2和MMP-9蛋白表
达. A: RT-PCR检测; B: 灰度扫描. aP<0.05, bP<0.01 vs  常氧组. 
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图� �� ���������� 4   肝癌组织中的VM. A: 层粘连蛋白染色可见包绕肿瘤细胞的环(箭头����������  �����������������������  指���������  �����������������������  示); B: CD34染色阳性者为肝血窦(箭头���������  指��������  示); C: 层

粘连蛋白染色未见包绕肿瘤细胞的环(箭头��������������指�������������示为胆管和血管基底膜). 
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可塑性、细胞外基质(extracellular matrix, ECM) 
重塑和VM与宿主微循环的连结[18,20]. ECM重塑

为VM形成提供了所需的空间, 其与肿瘤细胞分

泌的MMP有关. 在MMP中, MMP-2和MMP-9是最

主要的MMP, 能降解各种ECM蛋白, 促进肿瘤血

管生成、侵袭和转移, 并能促进VM形成[2,5,20-25]. 
尽管一些关于缺氧或HIF-1α对MMP-2和MMP-9
作用的研究结果还存在着争议, 但似乎缺氧更

可能会诱导MMP-2和MMP-9表达[23,26,27]. 因此, 
我们推测MMP-2和MMP-9可能涉及缺氧诱导的

VM形成机制. 我们的三维培养实验也证实, 伴
随着VM的形成, MMP-2和MMP-9基因和蛋白表

达水平均明显升高, 这表明缺氧也可能通过诱

导MMP-2和MMP-9表达而促进肝癌VM形成. 
肝癌由肝炎病毒的慢性感染或在肝硬化基

础上发展而来, 因肝内纤维化破坏脉管系统及癌

基因激活和(或)抑癌基因失活等使癌细胞增殖

失控导致缺氧. HIF-1是特异性低氧状态下发挥

活性的转录因子, 其中HIF-1α是唯一的氧调节亚

基, 广泛参与细胞缺氧诱导的特异性应答[28]. 鉴
于肝癌组织中基质型VM能通过包绕3-15个肿瘤

细胞的层粘连蛋白阳性环来识别[4,29], 我们先用

层粘连蛋白免疫组织化学方法证实了151例肝

癌标本中31例存在VM, 接着发现存在VM的肝

癌组织中HIF-1α表达水平明显高于不存在VM
的肝癌组织, 表明相比后者, 存在VM的肝癌组

织缺氧可能更严重. MMP-2和MMP-9表达水平

在存在VM的肝癌组织中也明显较高. 此结果与

最近Li等[30]在胃腺癌中的报道相似. 这也从另一

个角度说明缺氧可能促进了肝癌VM的形成. 
总之 ,  缺氧能够促进肝癌V M形成 ,  诱导

HIF-1α、MMP-2和MMP-9表达可能是其机制之

一. 然而缺氧是否通过激活HIF-1α、MMP-2和
MMP-9酶活性而诱导肝癌VM形成, 还有待进一

A B

C D

E F

25 mm 25 mm

25 mm 25 mm

25 mm 25 mm

图� �� ������������������ 5   VM组与非VM组肝癌组织中HIF-1α、MMP-2和MMP-9表达. A: HIF-1α在VM组中表达; B: HIF-1α在非VM组中的表达; 

C: MMP-2 在VM组中表达; D: MMP-2 在非VM组中表达; E: MMP-9在VM组中表达; F: MMP-9在非VM组中表达. 

■同行评价
本文选题较好, 设选题较好, 设
计 合 理 ,  结 果 可
靠, 具有很好的学
术价值.
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步证实. 肝癌VM形成缺氧机制的阐明可能对肝

癌靶向治疗具有一定的临床意义. 
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