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Abstract
AIM: To investigate the effect of expression of 
Eph receptor tyrosine kinase A2 (EphA2) under 
normoxia and hypoxia on vasculogenic mimicry 
in esophageal squamous cell carcinoma cells.

METHODS: The expression of EphA2 mRNA 
and protein was measured by RT-PCR and 
Western blot in two esophageal cancer cell lines 
Eca109 and TE13 incubated under normoxia and 
hypoxia. Eca109 and TE13 cells were then trans-
fected with a plasmid harboring small interfer-
ing RNA (siRNA) targeting EphA2. Tubular 
network formation in Eca109 and TE13 cells be-
fore and after siRNA transfection was analyzed 

using the three-dimensional Matrigel culture 
system under normoxia and hypoxia.

RESULTS: The expression of EphA2 in Eca109 
and TE13 cells was obviously enhanced under 
hypoxia (P < 0.05). The numbers of tubular 
networks remarkably increased in both Eca109 
and TE13 cells under hypoxia (P < 0.05). Al-
though the numbers of tubules obviously in-
creased under both hypoxia and normoxia, the 
increase was more significant under hypoxia (P 
< 0.01). Tubule-forming ability of cells trans-
fected with a plasmid harboring small inter-
fering RNA targeting EphA2 was significantly 
reduced.

CONCLUSION: Enhanced expression of EphA2 
under hypoxia can increase the numbers of 
tubular networks in esophageal squamous cell 
carcinoma cells. Tubule-forming ability of cells 
transfected with a plasmid harboring siRNA tar-
geting EphA2 was significantly inhibited. EphA2 
may play an essential role in the formation of 
vasculogenic mimicry under hypoxia.
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摘要
目的: 探讨在正常氧分压和缺氧条件下, 食管
癌细胞中上皮细胞激酶A2(EphA2)表达变化
及其对体外三维培养的影响. 

方法: 正常氧分压及缺氧条件下培养食管癌
Eca109及TE13细胞, RT-PCR及Western blot
分别监测细胞中EphA2表达的变化; EphA2 
miRNA干扰质粒转染Eca109和TE13细胞后, 
采用Matrigel体外三维培养观察正常氧分压和
缺氧条件下, Eca109及TE13细胞在抑制EphA2
表达前后管腔形成数量的变化.

®

■背景资料
EphA2可以通过
一系列信号转导
途径促进肿瘤细
胞的迁移、侵袭
和周围基质的重
塑, 最终导致某些
高度恶性肿瘤细
胞形成血管生成
拟态. 这种独特的
血液供应方式现
已成为恶性肿瘤
治疗的研究热点
之一, 但通过分子
生物学手段探讨
EphA2在食管鳞
癌细胞血管生成
拟态过程中的研
究并不多见.

■同行评议者
欧希龙 ,  副教授 , 
东南大学中大医
院消化科
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结果: 缺氧条件下Eca109和TE13细胞中EphA2
表达明显增加(P<0.05). Matrigel体外培养中, 缺
氧条件下其管腔形成数量明显高于正常氧分
压下(P<0.05). miRNA有效抑制EphA2表达后, 
在正常氧分压和缺氧条件下, 管腔数量明显下
降, 但常氧条件下数量减少更为明显(P<0.01).

结论: 缺氧环境能诱导肿瘤细胞EphA2高表
达, 并导致体外三维培养模型中管腔数量增
加, 抑制EphA2表达能够阻断此现象的发生, 
提示EphA2在缺氧条件下血管生成拟态形成
过程中发挥重要作用.

关键词: 食管鳞癌; 上皮细胞激酶A2; 血管生成拟态; 
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0  引言

近年来研究发现, 在部分恶性程度较高的肿瘤

组织内存在一种由PAS染色阳性的细胞外基质

包绕, 肿瘤细胞相互连接形成规律的袢环状结

构网络. 在这种血管样结构中可以见到大量红

细胞, 称为血管生成拟态(vasculogenic mimicry, 
V M)[1]. 研究提示V M在肿瘤组织微循环中发

挥重要作用, 他的发生与上皮细胞激酶A2(Eph 
tyrosine kinases A2, EphA2)、血管上皮钙黏附

素(VE-cadherin)、黏附斑激酶(focal adhesion 
kinase, FAK)、蛋白酪氨酸激酶(tyrosine kinase, 
TrK)等活化有关[2-4]. 我们前期研究发现食管癌及

胃癌中也存在VM现象, 并与肿瘤内部缺氧环境

有关[5]. 本研究拟采用VM的体外实验模型-体外

三维培养, 观察在缺氧条件下调控EphA2基因表

达对三维培养系统中细胞管腔结构形成的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 人食管鳞癌细胞株Eca109和TE13购自

中科院上海细胞所. EphA2的pcDNATM6.2-GW/
EmGFPmiR miRNA及阴性对照质粒(Invitrogen), 
DMEM(Gibco), LipofectamineTM2000(Invitrogen), 
克隆环(Sigma), 小鼠抗人EphA2 mAb(R&D), 鼠
抗人的Tubulin-α mAb(Sigma), HRP标记羊抗

小鼠二抗(Rockland), BCA蛋白定量试剂盒、

化学发光试剂盒(Pierce), 蛋白电泳及转膜系统

(Bio-Rad), 细胞培养箱(Thermo)以及人工基质

Matrigel(BD公司).  

1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 细胞复苏后于含100 mL/L的胎

牛血清的DMEM培养液中, 37 ℃, 50 mL/L CO2

条件下培养, 或于37 ℃, 10 mL/L O2(50 mL/L 
CO2、940 mL/L N2)的缺氧条件下培养. 
1.2.2  细胞转染 :  转染前1  d取对数生长期的

Eca109和TE13, 细胞2.0×105个接种于35 mm培

养皿, 培养于不含抗生素的DMEM培养液, 次日

观察细胞长至约90%聚合开始转染. 取EphA2干
扰质粒4 µg和LipofectamineTM2000 10 µL分别稀

释于250 µL不含抗生素的DMEM培养液, 5 min
内混匀, 室温孵育20 min后加入培养皿. 6 h后更

换新鲜的含100 mL/L胎牛血清DMEM培养液. 
其后每2-3 d换液. 细胞转染后24 h按1∶12的比

例传代, 48 h后开始用含6 mg/L的杀稻瘟菌素

Blasticidin(筛选浓度在转染前制杀伤曲线后获

得)的选择性培养液进行筛选, 约4 wk后挑取克

隆在6 mg/L的杀稻瘟菌素Blasticidin培养液中继

续传代, 扩大培养. 同步转染阴性对照质粒. RT-
PCR、Western blot鉴定干扰效果. 
1.2.3 Western blot: 常规制备总蛋白, 超声破碎

后4 ℃, 12 000 r/min, 离心10 min, 取上清, 采用

BCA法定量蛋白浓度. 取总蛋白40 µg于100 ℃
加热变性5 min后上样, 行120 V恒压SDS-PAGE
电泳, 250 mA恒流冰浴电转至PVDF膜, 5%脱脂

奶粉室温封闭1 h后, TBST漂洗5 min×3, 加入适

当浓度一抗(EphA2 1∶300, Tubulin-α 1∶5 000) 
4 ℃孵育过夜. 次日TBST漂洗5 min×3后再加

HRP标记的二抗(羊抗鼠1∶4 000)室温孵育1 h, 
TBST漂洗5 min×3. ECL化学发光法显影. 
1.2.4 半定量RT-PCR: TRIzol一步法提取细胞

总R N A, 按R N A逆转录试剂盒行逆转录合成

cDNA. 引物以Primer 5软件自行设计, 交由上

海申能博彩公司合成, EphA2上游引物5'-CT-
CACACACCCGTATGGCAAAG-3', 下游引物

5'-TCCTGGTCGCCAGACATCAC-3', 扩增片段

长度104 bp. 扩增结束后取PCR产物上样, 2%琼

脂糖凝胶电泳, EB染色, Tanon凝胶成像系统摄

片并分析结果. 
1.2.5 体外三维培养: 取24孔培养板每孔加入300 
μL Matrigel原液(以上操作在冰浴上进行), 37 ℃
培养箱内孵育30 min待其凝固后, 再往每孔内添

加1 mL浓度为5×108/L的各组细胞悬液, 继续分

别在常规环境氧浓度或于10 mL/L O2(50 mL/L 
CO2、940 mL/L N2)的缺氧条件下培养12 h, 观
察各组食管癌细胞的管状结构排列情况及完整

■创新盘点
本 文 通 过 基 因
干 扰 技 术 调 控
EphA2表达, 进而
观察EphA2表达
变化对缺氧条件
下食管癌血管生
成拟态的影响, 证
实EphA2是这一
过程的重要环节.



www.wjgnet.com

998                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年4月8日   第19卷   第10期

程度. 随机于倒置显微镜下(×200), 取上、下、

左、右、中心5个视野, 计数管状结构数量, 取
每个视野的平均值, 重复实验3次.

统计学处理 采用SPSS11.0统计软件处理数

据. Tanon Gis软件对感光胶片条带进行灰度值

分析, 以目的条带与内参照条带的比值代表目

的基因蛋白的表达水平. P<0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1  缺氧对E p h A2表达的影响  缺氧条件下

Eca109和TE13中EphA2 mRNA和蛋白表达随着

缺氧时间的延长逐步增加, 到缺氧12 h达顶峰, 
后逐渐减弱. 选定以缺氧12 h作为后续实验缺氧

时间(图1).
2.2 细胞转染 Eca109/7、TE13/6转染效率高, RT-
PCR及Western blot证实EphA2 mRNA及蛋白表

达均被显著抑制(P <0.01, 图2, 3), 转染阴性对照

质粒的细胞EphA2 mRNA和蛋白水平表达与未

转染的细胞无明显差异. 
2.3 三维培养 常氧情况下, Eca109、TE13及空载

体组细胞在Matrigel上均能模拟血管内皮细胞的

特性并相互连接, 约12 h后形成典型的血管网状

样结构, 呈单个环状或多个环相连的网格状. 缺
氧后细胞变形能力加强, 形成管状结构数目较常

氧时明显增加(P <0.05). 转染组细胞在常氧和缺

氧情况下下体外管道形成能力均被显著抑制, 环
状结构断裂, 多为不完全封闭环形及线状结构, 
管状结构数目明显少于对照组(P<0.05, 图4).

3  讨论

恶性肿瘤组织内部的缺氧环境是肿瘤内环境

的一大特点, 同时也是促使肿瘤血管生成、侵

袭、转移、耐药等恶性行为的诱因. 实体恶性

肿瘤为了维持上述恶性行为必须获得血液供应. 

人们长期认为血管发生是肿瘤获得血液供应的

唯一途径, 直到1999年, Maniotis等[1]在对眼葡萄

膜色素瘤及转移性皮肤黑色素瘤的研究中发现

一种全新的肿瘤微循环方式-VM. 相继研究发

现, 肝癌、卵巢癌、结肠癌、骨肉瘤等多种恶

性肿瘤中均存在VM现象[6-11]. 缺氧环境能够显

著促进VM发生. Hendrix等[12,13]在人皮肤黑色素

瘤的裸鼠移植瘤模型中通过诱导移植瘤的缺氧

环境, 发现VM现象明显增加. 缺氧环境似乎可

以诱导高侵袭性的黑色素瘤细胞及其他能形成

VM的恶性细胞基因型发生改变, 选择性表达某

些血管内皮相关细胞基因, 从而能够作为血管

内皮细胞样细胞参与VM. 我们通过改变细胞培

养的环境氧浓度, 也证实低氧环境能够促进三

维培养中食管癌细胞形成管腔趋势[14]. 
目前认为参与VM的基因包括EphA2、VE-

cadherin、FAK、TrK等[15-18]. 其中EphA2又称

上皮细胞激酶(epithelium cell kinase, ECK), 是
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图  1  Western blot检测Eca109和TE13细胞在缺氧条件下
EphA2蛋白表达变化. A: Eca109; B: TE13. 1: 正常氧分压; 2: 

缺氧6 h; 3: 缺氧12 h; 4: 缺氧24 h.
图  2  RT-PCR检测Eca109和TE13细胞转染EphA2 miRNA后
EphA2 mRNA表达变化. A: Eca109; B: TE13. M: Marker; 1: 

Eca109; 2: Eca109/Neo; 3: Eca109/miEphA2; 4: TE13/miE-

phA2; 5: TE13/Neo; 6: TE13.
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图  3  Western blot检测Eca109和TE13细胞转染EphA2 miRNA
后EphA2蛋白表达变化. A: Eca109; B: TE13. 1: Eca109; 2: 

Eca109/Neo; 3: Eca109/miEphA2; 4: TE13; 5: TE13/Neo; 6: 

TE13/miEphA2.
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■应用要点
EphA2对于肿瘤
转移及血管生成
拟态均具有重要
意义, 阐明他在肿
瘤发病中的作用
机制, 将有助于发
现针对肿瘤转移
和血管生成拟态
的治疗新靶点.
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Eph受体酪氨酸激酶家族中的一员, 他最先由

Scavelli等[9]化上皮细胞cDNA文库中筛选得到. 
正常低表达时, EphA2与其配体ephrin-A结合, 通
过Eph-ephrin信号转导机制负调节细胞的灶状

黏附和增殖[20]; 而当EphA2过表达或功能异常

时, 可以引起细胞恶变, 促进肿瘤细胞的迁移、

侵袭和周围基质的重塑, 最终导致某些高度恶

性肿瘤血管内皮细胞形成毛细血管样结构以及

肿瘤细胞形成VM[21-25]. 研究发现食管癌中存在

EphA2异常表达[26], 本研究应用RNAi技术有效

抑制EphA2表达后, 发现食管癌细胞体外管道形

成能力显著抑制, 提示食管癌中VM形成可能与

EphA2表达有有关. 这与Margaryan等的研究结

论一致[16,27-29]. 
本研究发现缺氧能够同时促进EphA2表达

和VM的形成. 为了明确在缺氧条件下EphA2表
达增强是作为VM增加的始动因素还是伴随现

象, 我们设计了EphA2 miRNA干扰质粒并成功

转染食管癌细胞中. 发现在有效抑制EphA2表达

后, 无论在正常还是缺氧条件下, 肿瘤细胞管腔

形成能力均受到影响. 而且食管癌细胞在抑制

EphA2表达后进行缺氧培养, 亦不能阻止VM形

成能力的减弱. 这进一步证实EphA2表达是食管

癌VM的重要环节, 而且EphA2可能涉及到缺氧

环境促进食管癌VM形成的信号途径. 

缺氧诱导因子-1(hypoxia-inducible factors, 
HIF-1)是目前机体适应低氧环境的关键信号分子, 
在大多数肿瘤细胞包括食管癌中表达增加[30-32]. 
本研究组前期研究发现[33], 缺氧条件下食管癌

细胞株中HIF-1α和EphA2同时升高; 而在针对

HIF-1α的稳定干扰株中, 缺氧亦不能使EphA2表
达增加. Vihanto等[34]的研究也支持这一结果, 提
示缺氧条件下EphA2的表达受HIF-1α的调控. 结
合本次研究结果, 提示缺氧诱导肿瘤细胞VM形

成过程中, HIF-1α-EphA2通路可能发挥了关键

作用. 这一结果为进一步阐明食管癌VM形成机

制提供了实验依据. 
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