
及时发现并积极进行对症支持治疗，对ＡＬ化疗效果起到积极

作用。止凝血分子标志物能较好地反映体内早期凝血、抗凝及

纤溶系统激活的敏感指标，其检测能为早期预防ＡＬ合并血栓

性疾病提供依据，可作为疗效观察的辅助指标，也有助于 ＡＬ

病情观察。
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血管生成拟态研究分析

王启广 综述，谭黎明，曹友德△审校

（湖南省人民医院检验科，湖南长沙４１０００５）

　　关键词：血管生成拟态；　血管内皮钙黏蛋白；　综述
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　　随着血管生成拟态（ＶＭ）这一概念的提出，相关的研究和

报道逐渐引起关注。ＶＭ 在肿瘤的发生、发展及转移、分化过

程中起到重要的作用。近来抗肿瘤血管生成成为肿瘤治疗研

究的一个热点，但这种治疗是否会导致肿瘤恶性程度增高，也

颇具争议。本文旨在探讨目前有关 ＶＭ 形成的分子机制及相

关功能研究，为ＶＭ 靶向治疗肿瘤开发新药提供重要的参考

价值。

１　ＶＭ的发现

ＶＭ是近年来发现的一种不依赖机体血管内皮细胞的全

新肿瘤微循环模式，由ＰＡＳ及ＩＶ型胶原阳性的基质包绕内皮

样肿瘤细胞形成的管状网络，其内衬覆的肿瘤细胞可为实体细

胞团块，可形成腔隙，其中可见红细胞，光镜、透射电镜及免疫

组化均证实管壁中无内皮细胞存在。ＶＭ 的存在与肿瘤的发

展及预后相关，基因表达分析证实了形成 ＶＭ 的侵袭性黑色

素瘤表达了与多种细胞的表型相关的基因，具备相应的多种细

胞特点，如上皮细胞、内皮细胞及成纤维细胞等。另有一些与

血管发生和生成相关的基因表达上调，如ＥｐｈＡ２、血管内皮钙

黏蛋白（ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ）及ｌａｍｉｎｉｎ５γ２
［１，３］。形成 ＶＭ 的肿瘤常

表达一些细胞外基质（ＥＣＭ）成分
［１］。其中ｌａｍｉｎｉｎ５γ２、ＭＭＰ

２、ＭＴ１ＭＭＰ被证实为 ＶＭ 生成所必需，其分布与 ＶＭ 的管

道网络重叠。ＥＣＭ的表达及分布表明侵袭性黑色素瘤细胞可

通过改变ＥＣＭ来诱发或促进ＶＭ。
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２　ＶＭ的功能联系

ＶＭ是一种不依赖内皮细胞的全新的肿瘤微循环方式，发

挥血液灌注的作用。示踪及核磁共振成像显示内皮性血管与

ＶＭ之间存在生理性连接
［４］。多普勒成像示人类黑色素瘤移

植物的ＶＭ管状结构在心脏收缩期有血流通过
［５］。以上提示

ＶＭ可能确实参与肿瘤血供。

研究表明ＴＦ、ＴＦＰＩ１和ＴＦＰＩ２在形成 ＶＭ 的肿瘤中表

达上调［５］。尽管肿瘤血管内皮细胞表达 ＴＦ，但同时亦生成

ＴＦＰＩ１发挥重要的抗凝作用，从而避免肿瘤血管中过量纤维

素沉积和血栓栓塞形成。高侵袭性肿瘤细胞具备与内皮细胞

相似的抗凝机制，进一步辅证了 ＶＭ 的灌流作用。在侵袭性

越强的葡萄膜黑色素瘤中，其ＴＦ、ＴＦＰＩ１和ＴＦＰＩ２的表达量

就越高，同时，对 ＴＦＰＩ１和 ＴＦＰＩ２的染色发现，这两种分子

在沿着ＶＭ网状结构处的分布更为显著
［５］。虽然 ＴＦＰＩ２拮

抗ＴＦ的作用很小，但体外ＶＭ的生成却需要ＴＦＰＩ２，因为抗

ＴＦＰＩ２抗体（Ｒ１５５２）可抑制 ＶＭ 形成，而ＴＦ和ＴＦＰＩ１不参

与ＶＭ形成。ＴＦＰＩ２对 ＭＭＰ２有正性调节作用，但ＴＦＰＩ２

为丝氨酸蛋白酶抑制剂，丝氨酸蛋白酶能够活化 ＭＭＰｓ，因而

ＴＦＰＩ２对 ＭＭＰ２的调节并不一致，可能视细胞而定。可能

ＭＭＰ２的表达上调较ＴＦＰＩ２更为显著，从而避免 ＭＭＰ２活

性抑制。同样，ＴＦＰＩ２对 ＭＭＰ２的正性调节也可能为间接

作用。

微环境缺氧可激发肿瘤的应激机制。实验发现裸鼠腹腔

移植瘤的拟态血管仅存在于卵巢肿瘤组织中心区域，其 ＨＩＦ

１Ａ和ＶＥＧＦ的表达均明显高于周边肿瘤组织。王璐等
［６］探

讨了 ＨＩＦ１α基因沉默对人食管鳞癌 ＶＭ 相关基因表达的影

响。研究发现，ＨＩＦ１α沉默能显著抑制食管鳞癌裸鼠移植瘤

生长，并能有效抑制移植瘤 ＶＭ 相关基因 ＥＰＡＨ２和 ＶＥ－

ｃａｄｈｅｒｉｎ的表达，提示ＥＰＨＡ２和ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ可能是 ＨＩＦ

１α参与的ＶＭ 调控机制中重要的下游靶点。另在ＶＭ附近的

血流中也发现 ＨＩＦ１α的表达，而ＣＤ３１＋的血管中没有 ＨＩＦ

１α表达。虽然 ＨＩＦ１α并非仅在缺氧时活化，但哌莫硝唑染色

显示ＶＭ附近组织确实处于低氧状态
［７］。以上实验表明缺氧

也是ＶＭ生成的重要诱因。低氧条件下培养可生成 ＶＭ 的肿

瘤细胞，其ｌａｍｉｎｉｎ５γ２、Ｔｉｅ１、ＴＦＰＩ１及ＥｐｈＡ２等ＶＭ标志分

子的表达显著增加。

３　ＶＭ机制

３．１　分子机制　ＶＭ 形成分子机制的研究尚处于初步阶段，

在侵袭性黑色素瘤细胞中表达上调的基因包括与血管生成相

关的基因，如 ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ，ＥｐｈＡ２，ｅｎｄｏｇｌｉｎ，ＣＤ３４，ＮＲＰ１，和

细胞 外 基 质 成 分，如 ｌａｍｉｎｉｎ５γ２，ＭＭＰ１，２，９，１４（ＭＴ１

ＭＭＰ），胶原蛋白Ｉ、ＩＶ，纤连蛋白同时显著下调黑色素瘤细胞

相关基因［８］。

ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ是钙黏蛋白家族中一种内皮细胞特异性跨膜

蛋白，位于细胞间的黏附接合处，在内皮细胞及其前体上均有

表达。ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ通过其胞浆区促进细胞黏合，传递有关内

皮结构的完整性及血管稳定性的细胞内信号。ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ的

分化是肿瘤组织中的内皮细胞从休眠状态向成血管表型转化

的共同行为。实验表明基因敲除 ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ后侵袭性黑色

素瘤细胞无法形成ＰＡＳ阳性的管道网络，说明ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ对

于ＶＭ管状结构的形成至关重要
［２］。

ＥｐｈＡ２在形成 ＶＭ 的侵袭性黑色素瘤中表达上调。Ｅ

ｐｈＡ２表达量减少会抑制体外实验中ＶＭ 形成
［３，９］。在皮肤黑

色素瘤和葡萄膜黑色素瘤细胞（分别为Ｃ８１６１和 ＭＵＭ２Ｂ）

中，敲除ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ基因，ＥｐｈＡ２会重新分布到胞浆中且Ｅ

ｐｈＡ２磷酸化的量减少。但ＥｐｈＡ２缺失或磷酸化减少不影响

ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ的表达，说明 ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ与ＥｐｈＡ２在 ＶＭ 形成

过程中相继发挥作用。ＥｐｈＡ２超表达引起 ＭＭＰ２表达增加，

ＭＭＰ２与肿瘤侵袭性有关。与通过ＥｐｈＡ２ｓｉＲＮＡ技术处理

的小鼠相比，植入高表达ＥｐｈＡ２胰腺细胞的小鼠其胰腺癌的

肝转移率明显升高［１０１１］。ＥｐｈＡ２诱导 ＭＭＰ２表达进而增强

肿瘤侵袭性的这一效应过程依赖或至少部分依赖ＦＡＫ，因Ｅ

ｐｈＡ２超表达使ＦＡＫ磷酸化增加
［１０］。ＦＡＫ在低侵袭性和高

侵袭性的黑色素瘤中的表达没有差别，但在高侵袭性肿瘤中

ＦＡＫ磷酸化增加因而活性增加，特别是Ｔｙｒ３９７和Ｔｙｒ５７６位

上的磷酸化使ＦＡＫ充分活化
［１２］，增强侵袭性促进ＶＭ。减少

的ＦＡＫ抑制ＶＭ，活化的ＦＡＫ加强ＥＲＫ１／２的磷酸化，继而

增强 ＭＭＰ２和 ＭＴ１ＭＭＰ的活性。

ｌａｍｉｎｉｎ５γ２在可形成ＶＭ 的高侵袭性黑色素瘤的胞外基

质成分中含量增加。免疫组化染色可显示黑色素瘤细胞体外

三维培养物中富含ｌａｍｉｎｉｎ５γ２的网络。抑制ｌａｍｉｎｉｎ５γ２会阻

碍ＶＭ 形成
［１］。活化的 ＭＭＰ２和 ＭＴ１ＭＭＰ使ｌａｍｉｎｉｎ５γ２

裂解为片段γ２′和γ２ｘ。γ２′和γ２ｘ与侵袭性和转移有关。抑

制这些裂解片段可终止 ＶＭ 的形成
［１３］。体外实验使用抗

ＭＭＰ２和 ＭＴ１ＭＭＰ的抗体可导致ｌａｍｉｎｉｎ５γ２裂解片段生

成减少，而未裂解的ｌａｍｉｎｉｎ５γ２增多
［２］，同时 ＶＭ 受抑，说明

侵袭性黑色素瘤细胞通过 ＭＭＰ２和 ＭＴ１ＭＭＰ改变基质成

分，从而在启动和促进ＶＭ中发挥重要作用。

Ｈｅｎｄｒｉｘ等
［１４］提出一个调控 ＶＭ 形成信号通路模型。

ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ调控ＥｐｈＡ２的细胞膜移位，ＥｐｈＡ２与固定在细

胞膜上的配体作用，发生自身磷酸化。磷酸化的ＥｐｈＡ２激活

ＦＡＫ，之后ＰＩ３Ｋ被活化，但 ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ与ＥｐｈＡ２共存也可

直接活化 ＰＩ３Ｋ 而不依赖 ＦＡＫ。活化的 ＰＩ３Ｋ 诱导 ＭＴ１

ＭＭＰ的表达并促其活化，ＭＴ１ＭＭＰ 再活化 ＭＭＰ２
［１５］。

ＭＭＰ２与 ＭＴ１ＭＭＰ共同促进ｌａｍｉｎｉｎ５γ２裂解为片段γ２′和

γ２ｘ，微环境中这些片段的增加促进迁移、侵袭甚至最终 ＶＭ

的发生。但最先触发这一信号通路的因素仍然未知，推测诱导

ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ基因转录的因素可能是关键。参与 ＶＭ 形成的

一些新分子也不断被发现，如ｃＡＭＰ、Ｎｏｄａｌ／Ｎｏｔｃｈ、ｇａｌｅｃｔｉｎ３。

它们的调节机制正在进一步的研究之中。

３．２　肿瘤细胞可塑性机制　ＶＭ与胚胎中不依赖内皮细胞的

微循环形成方式具有一定相似性。研究发现高侵袭性黑色素

瘤细胞可以表达胚胎性角蛋白，提示侵袭性肿瘤细胞可能发生

了向多能胚胎样细胞方向的转化。ｃＤＮＡ微阵列显示，高侵袭

性黑色素瘤组合表达了多种细胞基因，如ｋｅｒａｔｉｎ８（上皮细

胞）、ＴＩＥ１（内皮细胞）。因此，形成 ＶＭ 可能是可塑性肿瘤细

胞所具备的多种潜在功能特性之一。

器官损伤时，定居在组织内的干细胞可以分化为内皮细

胞［１６］，参与组织修复。肿瘤中可能有类似的情形发生。从人

类肾癌组织中分离出的肾癌祖细胞，当培养在肿瘤培养基中，

具有分化为内皮细胞的能力［１７］。而接种到小鼠体内后，这些

表达干细胞标记分子ＣＤ１３３的祖细胞可以形成与宿主血管相

连接的功能性血管，促进肿瘤生长。２０１０年的两项研究进一

步阐述了这一观点［１８１９］。这两项研究发现，构成胶质母细胞
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瘤血管的部分内皮细胞来源于肿瘤干细胞样细胞。这些内皮

细胞具有与肿瘤细胞相同的基因组变化，并且除了表达特征性

内皮细胞标记分子，如 ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ和ｖＷＦ，同样表达肿瘤的

标记分子胶质纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）。研究者从人类胶质母

细胞瘤中分离出ＣＤ１３３阳性的未分化肿瘤细胞，体外传代培

养，然后种植到小鼠体内，结果在肿瘤的中心生成具有人类内

皮标记的血管，并与周围表达小鼠内皮标记分子的血管相连。

Ｓｃｕｌｌｙ等
［２０］确认了以上发现，并指出缺氧和 ＨＩＦ１参与了胶

质母细胞瘤细胞分化为内皮细胞的过程。综上，ＶＭ可能代表

着肿瘤干细胞向内皮系统分化过程中的一种不完全分化状态。

ＨＩＦ２α可能是重要的诱导肿瘤细胞可塑性的蛋白质
［２１］，

其表达与血管内皮生成和增加的肿瘤恶性程度相关。ＶＥｃａｄ

ｈｅｒｉｎ的在内皮细胞中的特异性表达是由转录起始位点上游的

２．５ｋｂ的ＤＮＡ区段（２４８６／＋２４）调控的。该区域含６个缺氧

反应元件（ＨＲＥ），为 ＨＩＦ１α和 ＨＩＦ２α的结合位点。ＨＩＦ２α

可与 ＨＲＥ结合而激活 ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ的启动子。可能的，ＨＩＦ

２α通过诱导ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ的转录，促进侵袭性肿瘤细胞的去分

化。与 ＨＩＦ２α诱导去分化的假设相一致的是，ＨＩＦ２α特异性

地调节Ｏｃｔ４基因的转录。Ｏｃｔ４是维持干细胞多向分化潜能

所必须的一种转录因子。Ｏｃｔ４可促进去分化。在 ＨＩＦ２α

ｋｎｏｃｋｉｎ肿瘤中，未分化细胞比例增加，这一效应可通过敲除

Ｏｃｔ４基因而逆转。以上预示着 ＨＩＦ２α在细胞分化中发挥作

用，并且提示其表达在侵袭性肿瘤中会有增加，因此，ＨＩＦ２α

成为ＶＭ研究中一个有趣的候选基因。

４　临床意义

体外三维培养的肿瘤细胞可生成管状网络，并表达内皮细

胞表型相关的基因，这些提示抗血管生成药物或许同样能够抑

制ＶＭ，但目前获得的关于抗血管生成药物对ＶＭ作用的数据

仍然不一致。

研究表明抗血管生成治疗可能导致肿瘤恶性程度增加。

ＶＥＧＦ受体抑制剂开始时表现出抑制小鼠胰腺癌的效应，致血

管退化和肿瘤生长停滞，但又会诱发一种逃避性抵抗反应，致

使肿瘤向更高的恶性程度演进，侵袭性增强，转移增加［２２］。用

舒尼替尼持续治疗小鼠，５周后，肿瘤侵袭性增强。舒尼替尼

为酪氨酸激酶抑制剂，作用于ＶＥＧＦＲ和ＰＤＧＦＲ，具有有效的

抗血管活性［２２］。这些结果表明抑制ＶＥＧＦ信号通路可增加肿

瘤的恶性程度。ＶＭ可能不仅仅是肿瘤的一种代偿性灌流方

式，也是一种转移途径。为进一步验证这种可能性，需要检测

在这些试验中，ＶＭ是否仍会生成甚至有所增加。值得注意的

是，尽管在鼠科动物中该疗法可引起抵抗机制和肿瘤发展，但

现有的临床研究尚未发现抗血管生成药物可以导致患者的肿

瘤恶性程度增加。

抗血管生成拟态药物研发虽还处于初级阶段，但基于其能

从另一层面有效抑制肿瘤的发展及血行转移，因此开发这类药

物有着可观的前景。ＶＭ靶向治疗策略包括抗ＶＥＧＦα治疗，

下调ＶＥ钙黏蛋白，敲除ＥｐｈＡ２基因、应用对抗 ＭＭＰｓ和５ｃ２

链的抗体和抗ＰＩ３Ｋ治疗 ，这对于抗血管生成疗法具有补充

意义。
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葡萄糖神经酰胺合成酶在肿瘤多药耐药中的研究进展

王　倩 综述，谢　平△审校

（南京医科大学附属无锡人民医院中心实验室，江苏无锡２１４０２３）

　　关键词：葡萄糖神经酰胺合成酶；　抗药性，多药；　神经酰胺

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１４．０５．０３５ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１４）０５０５８９０３

　　多药耐药（ＭＤＲ）是指对基于不同药理学机制的抗肿瘤药

物产生的交叉耐药。ＭＤＲ广泛存在于肿瘤细胞，成为临床抗

癌治疗的重大难题。研究发现葡萄糖神经酰胺合成酶（ＧＣＳ）

与 ＭＤＲ关系紧密，其在耐药细胞中高表达，调节促凋亡的神

经酰胺（Ｃｅｒ）与抗凋亡葡萄糖神经酰胺（ＧｌｃＣｅｒ）之间的平衡，

影响细胞对抗肿瘤药物的敏感性。

１　ＧＣＳ的结构与功能

ＧＣＳ几乎见于所有真核生物，在上百种鞘糖脂的合成中

发挥重要作用。人ＧＣＳ基因位于９ｑ３１染色体，全长３２ｋｂｐ，

包含９个外显子和８个内含子，启动子区ＴＡＴＡ及ＣＡＡＴ盒

缺失，含有富含ＧＣ碱基序列的高度保守Ｓｐ１结合位点。ＧＣＳ

一般由３９４个氨基酸组成，是包含两个３８ｋＤａ单体的异源二

聚体糖蛋白，同时也是顺式高尔基复合体的跨膜蛋白，其Ｎ端

为信号锚定区，Ｃ端为酶催化活性域，位于高尔基复合体胞质

面，抗原决定簇则包埋于高尔基复合体内部［１］。由于 ＧＣＳ与

高尔基体紧密结合，成为膜结构的一部分较难分离，因而限制

了ＧＣＳ结构的研究进展
［２］。

ＧＣＳ为ＣｅｒＤｇｌｕｃｏｓｅ转移酶，催化尿苷二磷酸葡萄糖

（ＵＤＰｇｌｕｃｏｓｅ）的糖基转移至Ｃｅｒ的伯羟基位形成 ＧｌｃＣｅｒ，其

催化活性受组织ＵＤＰｇｌｕｃｏｓｅ水平的调节，在 ＵＤＰｇｌｕｃｏｓｅ缺

失的情况下热稳定性较差［３］。此外睾酮、Ｃｅｒ也可上调 ＧＣＳ

表达。

２　ＧＣＳ介导肿瘤多药耐药

　　研究发现，ＧＣＳ介导肿瘤多药耐药，几乎所有耐药株ＧＣＳ

表达都呈增高状态［２］。外源 ＧＣＳ基因导入敏感细胞后，酶产

物增加，细胞获得性耐药，成功模拟了该耐药机制。如乳腺癌

细胞 ＭＣＦ７转染ＧＣＳ基因后，阿霉素和Ｃｅｒ耐药分别增加了

１１和５倍，当再次行 ＧＣＳ反义转染时耐药可被完全逆转
［４］。

现已发现的ＧＣＳ介导的耐药机制有以下几个方面。

２．１　ＧＣＳ通过下调Ｃｅｒ抑制肿瘤细胞凋亡　Ｃｅｒ调控细胞凋

亡，被认为是介导细胞周期阻滞和凋亡重要的第二信使［５］。

Ｃｅｒ在实体瘤细胞较之于周围正常组织表达降低，且患者生存

率与Ｃｅｒ水平呈正相关
［２］。近年来研究发现多种抗癌疗效亦

是通过上调内源性Ｃｅｒ得以实现：吉西他滨和多柔比星通过上

调Ｃｅｒ抑制肿瘤生长和恶化从而治疗头颈部上皮癌
［６］。

ＧＣＳ最直接的功能是将细胞内的Ｃｅｒ糖基化，为形成高

级鞘糖脂脑苷脂和神经节苷脂提供合成前体。ＧＣＳ表达增高

可明显降低胞内Ｃｅｒ水平，从而抑制细胞凋亡。抑制 ＧＣＳ后

Ｃｅｒ上调，细胞凋亡增多且使ｐ５３突变体细胞野生型肿瘤抑制

子ｐ５３功能恢复。ＧＣＳ下调!

源性 Ｃｅｒ致细胞凋亡减少在

ＣＨＰ１００人成神经细胞瘤中也已得到证实。细胞热休克应激

反应是Ｃｅｒ上调时细胞的特征性反应，ＮＩＨ ＷＴ３Ｔ３细胞中

的αＢ晶体蛋白———一种热休克蛋白在ＧＣＳ被抑制时表达增

高。经证实该晶体蛋白的高表达亦是源于ＧＣＳ抑制后Ｃｅｒ水

平的增高［７］。

２．２　ＧＣＳ通过增加ＧｌｃＣｅｒ诱导肿瘤细胞耐药　鞘糖脂代谢

异常导致肿瘤细胞耐药，胞膜上的鞘糖脂更是帮助肿瘤粘附和

侵袭。研究发现：经ＧＣＳ催化形成ＧｌｃＣｅｒ是这类耐药的主要

机制［８］。

Ｃｅｒ在 ＧＣＳ的作用下与 ＵＤＰ２ｇｌｕｃｏｓｅ的糖基结合形成

ＧｌｃＣｅｒ。ＧｌｃＣｅｒ不仅是膜上重要的脂质成分，而且参与调控细

胞增殖、细胞癌性转化、肿瘤侵袭等。此外，肿瘤细胞耐药亦与

ＧｌｃＣｅｒ密切相关。早在１９９６年，研究人员首次观察到 ＭＣＦ７

阿霉素耐药伴随ＧｌｃＣｅｒ水平增加。之后，ＧｌｃＣｅｒ与肿瘤耐药

的关系在诸如恶性黑色素瘤、白血病、神经母细胞瘤等多种肿

瘤耐药模型中得到证实［９］，且能通过ｃＳｒｃ和βｃａｔｅｎｉｎ通路上

调 ＭＤＲ１基因，诱导耐药亚型的产生
［１０］。研究发现耐药株中

的ＧｌｃＣｅｒ增高，尤其是在 ＭＣＦ７ＡｄｒＲ中，主要与 ＧＣＳ酶促

活性增强有关，与 ＧｌｃＣｅｒ消除减少关系不大。深入研究发现

他莫昔芬通过Ｐ糖蛋白逆转耐药也是由ＧＣＳ抑制、ＧｌｃＣｅｒ降

低介导，亦证实ＧＣＳ通过上调ＧｌｃＣｅｒ诱导肿瘤细胞耐药。

２．３　ＧＣＳ通过 ＭＤＲ１／Ｐｇｐ介导肿瘤细胞耐药　ＧＣＳ致肿瘤
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