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血管生成拟态蛋白在脑膜瘤组织的表达意义
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摘要 探讨血管生成拟态(VM)在脑膜瘤组织中的表达及
意义。收集 56 例脑膜瘤患者术后肿瘤病理标本，同期 18 例
颅内减压术后的脑组织标本为对照，行免疫组织化学 SP 法
染色，检测 VM相关蛋白血管上皮钙黏附素(VE-cadherin)、
上皮细胞激酶(EphA2) 在脑膜瘤的脑膜组织中的表达;
Western blot 进一步检测两组 VE-cadherin、EphA2 蛋白表达。
结果显示，与正常脑膜组织相比较，VE-cadherin、EphA2 在脑
膜瘤中表达阳性率显著提高(P ＜ 0. 01);随着脑膜瘤病理分
级的上升，其 VE-cadherin、EphA2 蛋白的表达逐渐上升。VM
形成相关蛋白 VE-cadherin、EphA2 参与了脑膜瘤的发生与
进展。
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缺血低氧是恶性肿瘤发展进程中的必经阶段，

快速增长的肿瘤需要微环境中供氧增加，故管道结

构的形成至关重要
［1］。血管生成拟态(vasculogenic

mimicry，VM)是管道结构中虽然没有内衬血管内皮
细胞，但肿瘤细胞围成条索管道样结构而模拟血管

生成，血液可在这些无内皮细胞管道样结构中流

动
［2］。研究［3］表明，VM相关的信号通路蛋白血管
上皮钙黏附素(VE-cadherin)-上皮细胞激酶(epithe-
lial cell kinase，EphA2)-磷脂酰肌醇-3-羟激酶-基质
金属蛋白酶在 VM网络状结构形成中作用明显。研
究表明，抑制胰腺癌

［4］、黑色素瘤［5］细胞中 VE-cad-
herin、EphA2 蛋白的表达可抑制 VM 形成。但有关
VM形成过程中 VE-cadherin、EphA2 在脑膜瘤中的
表达及其与临床分级间的关系尚未见文献报道。该
研究探讨 56 例不同级别脑膜瘤中 VE-cadherin、E-
phA2 的表达，分析脑膜瘤中 VM表达及意义。

1 材料与方法

1． 1 标本与试剂 2013 年 10 月 ～ 2016 年 10 月神
经外科 56 例行手术治疗的脑膜瘤患者，其中男 23
例，女 33 例，年龄 41 ～ 76(51. 4 ± 12. 7)岁;其中 I级
脑膜瘤患者 32 例，Ⅱ级 14 例，Ⅲ级 10 例;56 例患
者均为首发病例，无较为严重的其他并发症;选择同

期 18 例脑外伤行颅内减压术后的脑组织为正常对
照。患者均知情同意。兔抗人 VE-cadherin、EphA2
多克隆抗体购自美国 Bioworld Technology 生物技术
公司;免疫组织化学 SP 试剂盒、DAB 显色剂试剂盒
购自北京中杉金桥有限公司;其他试剂均为分析纯。
1． 2 血管拟态蛋白免疫组化染色方法和阳性结果
判定 手术切除脑膜瘤组织和蛛网膜组织行石蜡包

埋，制备切片、常规二甲苯脱蜡、梯度乙醇水化，行免
疫组化 SP 法检测 VE-cadherin、EphA2 蛋白表达。
步骤如下，柠檬酸缓冲液微波抗原修复，PBS 缓冲液
洗涤;内源性过氧化物酶用 3%H2O2 孵育消除，PBS
缓冲液洗涤;山羊血清封闭 15 min。滴加一抗(兔
抗人 VE-cadherin多克隆抗体，PBS 稀释 1∶ 150，兔
抗人 EphA2 多克隆抗体，PBS 稀释 1 ∶ 200);4 ℃孵
育过夜。次日室温放置 2 h 后，滴加羊抗兔二抗;
DAB显色，苏木精复染，镜下观察，中性树胶封固。
以 PBS 代替一抗做阴性对照。阳性结果的判定由
两名病理科医师进行独立完成，细胞质染色均匀，呈

棕黄色或棕褐色判定为阳性细胞。VE-cadherin、E-
phA2 免疫组化结果判断标准:以细胞质、细胞核染
色为黄色颗粒者为阳性反应细胞，显微镜下( × 400
倍)记数每张玻片 500 个细胞，计算染色阳性细胞
占总细胞的百分比;阳性反应染色强弱标准:“－”:
无阳性或阳性细胞 ＜ 10%，染色较淡;“+”:阳性反
应细胞 10% ～25%，染色呈浅黄色;“”:阳性反应
细胞 26% ～50%，染色呈黄色;“”:阳性反应细胞
＞ 50%，染色棕褐色。
1． 3 Western blot 法检测组织血管拟态蛋白表达
取少许超低温冰箱冻存管中少量脑膜瘤组织和蛛

网膜组织，添加蛋白裂解液将其研磨至粉状，然后在

冷水中运用超声细胞破碎仪反复破碎，12 000 r /min
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离心 10 min 后，转至离心管中;BCA 标准蛋白测定
样品中的蛋白浓度。取 30 μg总蛋白上样进行 SDS-
PAGE电泳，加入兔抗人 VE-cadherin 多克隆抗体
(PBS 稀释 1 ∶ 1 500)，兔抗人 EphA2 多克隆抗体
(PBS 稀释 1 ∶ 1 800)，4 ℃孵育过夜，次日加二抗孵
育后，ECL化学发光剂显影，曝光，结果使用 Image J
软件进行灰度分析，以 β-actin 为内参，用目的条带
和内参照条带的比值表示目的蛋白相对表达水平。
实验重复 3 次。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 18. 0 软件进行分析，
脑膜瘤阳性染色表达率组间差异采用 χ2 检验;VE-
cadherin、EphA2 目的蛋白的相对表达用 珋x ± s 表示，
采用独立样本 t 检验观察组间差异，P ＜ 0. 05 为差
异有统计学意义。

2 结果

2． 1 VE-cadherin、EphA2 在脑膜瘤组织中的阳性
表达 与正常组相比，在脑膜瘤组织中，VE-cadherin
阳性表达 ( 73. 21% ) 水平明显提高，较正常组
(27. 78% )差异有统计学意义( χ2 = 11. 956，P =
0. 001)，见表 1、图 1;EphA2 在脑膜瘤细胞中的阳性
表达(69. 64% )亦显著高于正常组(33. 33% )，差异
有统计学意义( χ2 = 7. 536，P = 0. 006)，见表 1、
图 2。
2． 2 不同级别脑膜瘤组织中 VE-cadherin 和 E-
phA2 的表达 临床中，脑膜瘤级别主要分为Ⅰ级、
Ⅱ级和Ⅲ级，免疫组织化学染色显示，随着脑膜瘤病

理分类级别的升高，秩相关分析显示，脑膜瘤组织中

VE-cadherin和 EphA2 的表达逐渐越高，与病理级别
呈正相关性(F = 3. 264，P ＜ 0. 05)，见表 2。

表 1 VE-cadherin及 EphA2 在对照组和脑膜瘤

组组织中表达水平比较(n)

组别
VE-cadherin表达

－ +  
阳性率

(% )
EphA2 表达

－ +  
阳性率

(% )
正常 13 5 0 0 27． 78 12 6 0 0 33． 33
脑膜瘤 15 14 17 10 73． 21 17 19 13 7 69． 64

表 2 不同级别脑膜瘤组组织中 VE-cadherin及
EphA2 表达水平的比较(n)

组别

(脑膜瘤)

VE-cadherin表达
－ +  

阳性率

(% )
EphA2 表达

－ +  
阳性率

(% )
Ⅰ级(n =32) 13 9 8 2 59． 38 14 15 2 1 56． 25
Ⅱ级(n =14) 2 4 5 3 85． 71 2 3 7 2 85． 71
Ⅲ级(n =10) 0 1 4 5 100． 00 1 1 4 4 90． 00

2． 3 Western blot 法检测脑膜瘤组织中 VE-cad-
herin和 EphA2 蛋白表达 Western blot 实验结果
显示，不同分化级别脑膜瘤组织与正常脑外伤的脑

组织中可检测到 VE-cadherin 和 EphA2 蛋白的表
达。由图像分析可知，与正常脑组织相比，脑膜瘤组
织中 VE-cadherin 和 EphA2 蛋白的表达明显增强，
Ⅰ级、Ⅱ级和Ⅲ级分化的脑膜瘤组织中 VE-cadherin
/β-actin和 EphA2 /β-actin 蛋白的表达明显高于正
常脑组织组蛋白的表达，差异有统计学意义( t =
3. 216、6. 105，P ＜ 0. 05、P ＜ 0. 01)，见图 3。

图 1 VE-cadherin蛋白表达 SP × 400

A:正常脑组织中表达( － );B:脑膜瘤Ⅰ级组织中表达( + );C:脑膜瘤Ⅱ级组织中表达();D:脑膜瘤Ⅲ级组织中表达()

图 2 EphA2 蛋白表达 SP × 400

A:正常脑组织中表达( － );B:脑膜瘤Ⅰ级组织中表达( + );C:脑膜瘤Ⅱ级组织中表达();D:脑膜瘤Ⅲ级组织中表达()
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图 3 Western blot法检测 VE-cadherin和 EphA2 的蛋白表达

1:正常脑组织;2:Ⅰ级脑膜瘤组织;3:Ⅱ级脑膜瘤组织;4:Ⅲ级

脑膜瘤组织;与正常组比较:* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

3 讨论

脑膜瘤属于脑部的良性肿瘤，由于肿瘤细胞异

常增殖和侵袭周围正常脑组织，脑膜瘤术后患者易

复发
［2］。肿瘤的生长和侵袭需要丰富的血管为其
提供充足的氧和营养，脑膜瘤是一种实体肿瘤，血供

丰富，研究其血管新生的机制可能为降低脑膜瘤复

发率和辅助分子靶向治疗提供理论依据;在脑膜瘤

抗血管治疗中，以血管内皮生长因子为靶点的贝伐

单抗已应用于Ⅲ级脑膜瘤和复发性脑膜瘤中，且有
一定的疗效

［6］。但抗血管新生分子靶向单一的药
物疗效不够理想，抗肿瘤血管新生的多分子靶向治

疗为药物研发的一个方向，研究
［7］
显示，肿瘤细胞

可塑性的一种常见表现是 VM 形成，其本质是发生
于内胚层的上皮细胞向中胚层的血管内皮细胞分

化，并形成具有间充质细胞的特性，故肿瘤细胞上

皮-间质转化过程的一种表现形式为 VM 的形成，
VE-cadherin是其中一个重要的交叉作用位点。钙
依赖黏附素家族的 VE-cadherin 是第一个被明确的
VM重要调控因子，可以介导同型细胞间的黏附［3］。
研究
［4 － 5］
表明，抑制胰腺癌和黑色素瘤细胞中 VE-

cadherin的表达，可以抑制 VM 的形成。本研究表
明，正常脑组织中 VE-cadherin的表达明显弱于脑膜
瘤组织，而且随着脑膜瘤病理分级水平的升高，VE-
cadherin的表达逐渐增加，可见 VE-cadherin 可能在

脑膜瘤组织的 VM 发生和信号转导通路中发挥功
能。

EphA2 为受体蛋白酪氨酸激酶，可以调节血管
生成和迁移，以及组织细胞的增生和凋亡。有研
究
［8］
显示，在胰腺癌治疗中抑制 EphA2 的表达可以

通过阻止 VM 管道的形成而取得一定的疗效。E-
phA2 生物功能多样，在正常人体组织中低表达，在
肿瘤组织中表达升高，且与肿瘤浸润转移、病理分级
和预后有一定的相关性

［9］。本研究通过免疫组织
化学和 Western blot技术观察了 EphA2 在正常脑组
织和不同级别的脑膜瘤中的表达，结果显示，在脑膜

瘤细胞中的阳性表达明显高于正常组，差异有统计

学意义，表明 EphA2 蛋白的表达与脑膜瘤的发生有
相关性。EphA2 在高级别的脑膜瘤组织中表达更
高。

Guo et al［10］通过连续切片、免疫荧光、免疫共沉
淀等技术发现在胰腺癌的血管形成中 VE-cadherin
和 EphA2 共定位，主要位于细胞黏附处。显示两者
之间有着密切联系。Lai et al［11］抑制黑色素瘤中 E-
phA2 和 VE-cadherin 的表达，可以抑制 VM 形成和
肿瘤的进展。本研究需要通过免疫共沉淀等技术进
一步确定 EphA2 和 VE-cadherin 是否均参与 VM 的
形成，以及调控 VM 形成机制中的下游靶点。综上
所述，本研究推测，VE-cadherin 和 EphA2 蛋白在脑
膜瘤组织中高表达，两者可能参与了脑膜瘤的发生

与发展，两者与脑膜瘤的复发相关性有待进一步深

入研究。
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Expression and significance of vasculogenic mimicryproteins in meningiomas
Hu Chaofeng1，2，Cheng Hongwei1，Shan Ming1，et al

( 1Dept of Neurosurgery，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022;
2Dept of Neurosurgery，West Area of The Third Affiliated Hospital of Anhui Medical University，

The First People’s Hospital of Hefei，Hefei 230061)

Abstract To investigate the expression and significance of vasculogenic mimicry(VM)proteins in meningiomas． 56
cases of meningioma surgical pathology specimens，and in the same period，18 cases after decompression of normal
arachnoid tissue as normal control group． VM related proteins of vascular epithelial calcium (VE -cadherin) and
epithelial cell kinase (EphA2) expression in meningioma tissues were detected by immunohistochemical SP staining
and Western blot． Ｒesults showed that compared with normal control groups，the positive rate of VE -cadherin，E-
phA2 expression in meningioma increased significantly(P ＜ 0. 01) ． With the increase of pathological grade of men-
ingiomas ，the expression of VE-cadherin and EphA2 protein increased gradually． VE - cadherin and EphA2 pro-
tein involved in the VM formation，occurrence and progress in meningioma．
Key words angiogenesis mimicry; VE -cadherin; EphA2; meningioma
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