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摘  要 

目的：观察IDH1突变胶质瘤血管生成拟态的形成特点。方法：实验分为：突变IDH表达组(dox+组)，
野生IDH表达组(dox−组)。Western blot检测dox+组胶质瘤U87细胞内突变IDH1蛋白表达，HE染色观

察两组细胞形态变化；管形成实验检测血管生成拟态形成；6周龄裸鼠皮下注射建立移植瘤模型，观察

胶质瘤裸鼠移植瘤中的血管生成拟态，通过HE染色、免疫组化检测mutIDH1、CD34表达，高碘酸雪

夫(PAS)染色观察基底膜样物形成。结果：胶质瘤U87细胞形态饱满，血管生成拟态显示，dox+组细

胞管形成数量明显多于对照组(*P < 0.05)；dox+组胶质瘤U87细胞内表达mutIDH1蛋白。成功构建

IDH1突变(mutIDH1)人胶质瘤U87细胞移植瘤模型。HE染色显示瘤细胞生长密集，可见多量血管增生。

免疫组化显示，dox+组mutIDH1表达明显，dox−组不表达mutIDH1蛋白；CD34的表达在dox−组明显

多于dox+组；PAS染色发现，dox+组较dox−有更多血管生成拟态形成。结论：IDH1突变促进血管生

成拟态形成。 
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Abstract 
Objective: To observe the formation characteristics of angiogenesis mimicry in IDH1-mutant gli-
oma. Methods: The experimental groups were divided into IDH mutant group (dox+ group) and IDH 
non-mutant group (dox− group). Western blot was used to detect the expression of mutIDH1 pro-
tein in glioma U87 cells in the dox+ group, and the morphological changes of the two groups were 
observed by HE staining. The ability to form the tube was tested by the angiogenesis mimic experi-
ment. 6-week-old nude mice were injected subcutaneously to establish a xenograft model, and tis-
sue experiments were carried out to detect the expression of mutIDH1 and CD34 by HE staining, 
periodic acid sherf (PAS) reagent staining, and immunohistochemistry. Angiogenesis mimicry for-
mation in glioma nude mouse xenografts was observed. Results: The morphology of glioma U87 
cells was full, and the angiogenesis mimicry showed that the number of the tubes like structure 
formed in the dox+ group was significantly more than dox− group (*P < 0.05). Glioma U87 in the 
dox+ group expressed mutIDH1 protein in cells. An in vitro xenograft tumor model of IDH1 mutant 
(mutIDH1) human glioma U87 cells was successfully constructed. HE staining showed dense growth 
of tumor cells and multiple angiogenesis. Immunohistochemistry showed that mutIDH1 was signif-
icantly expressed in the dox+ group, but mutIDH1 protein was not expressed in the dox− group. 
The expression of CD34 was significantly higher in the dox− group than in the dox+ group. PAS 
staining showed that the dox+ group formed more angiogenic mimics than dox−. Conclusion: IDH1 
mutation promotes angiogenesis mimicry 
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1. 引言 

遗传学研究证实，胶质瘤是一组具有独特分子改变的肿瘤，低级别星形细胞瘤和少突胶质细胞瘤

(II 级和 III 级)、继发性胶质母细胞瘤(IV 级)常出现异柠檬酸脱氢酶(isocitrate dehydogenase, IDH)突变

[1]。该突变最常见为 R132H 型，占 88% [2]。IDH 突变可导致某些癌基因错误表达[3]。与驱动胶质瘤

迁移、侵袭、血管生成密切相关[4]。胶质瘤微血管结构异常和增生的形态不尽相同：低级别胶质瘤血

管为“薄壁毛细血管样”[5]，胶质母细胞瘤有高度增生的血管丛呈球状，称肾小球样小体[1]，少突胶

质细胞瘤中有薄壁“鸡爪样”血管[6]。胶质瘤细胞释放多种细胞因子、生长因子和趋化因子，促进肿

瘤血管生成。在血管生成的早期阶段，内皮细胞增殖占主要地位[7]。肿瘤细胞、内皮细胞、基质细胞

分泌大量 VEGF 进一步刺激内皮细胞增殖，促进出芽式血管新生。新生血管增生包括多个方面的过程，

如共选择、血管生成、血管发生、血管生成拟态(vasculogenic mimicry, VM)和肿瘤细胞转分化[8]。VM
是指肿瘤细胞形成类似血管、具有基底膜的小管状结构[1]，与内衬有内皮细胞的血管连接、沟通，构

成拟态网络，作为肿瘤微循环或不依赖血管生成的微环境成分[9]。本研究将利用表达突变型 IDH1 的

人胶质瘤 U87 细胞，制备裸鼠移植瘤模型，观察 VM 的形成，对研究 IDH1 突变胶质瘤血管增生的特

征有重要意义。 
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2. 实验材料 

2.1. 实验设备 

细胞培养箱(上海力康)；光学显微镜和倒置显微镜(日本 Olympus)；细胞培养瓶和冻存管(美国康宁)；
移液枪 Thermo (美国)；实验用高压锅和电磁炉(上海美的)。 

2.2. 实验材料 

强力霉素(doxycycline 剂量 10 μg·μL−1)诱导表达突变型 IDH1 的 U87 细胞由本实验室储存。HE 和 PAS
试剂盒、结晶紫染液、曝光液(上海尚宝生物有限公司)；山羊抗兔 IgG 和山羊抗鼠 IgG 购自 Cell Signal。
Doxycycline、小鼠抗 IDH1 (美国 Sigma)；一抗 CD34 (美国 Proteintech)；血清、DMEM-ALPPHA 培养基

(美国 HyClone)。 

3. 实验方法 

3.1. 细胞培养和实验分组 

含 1%双抗、10%血清 DMEM-ALPPHA 培养基，根据 doxycycline 诱导表达突变 IDH，实验分为 dox+
和 dox−组，48h 后荧光显微镜观察诱导效率，western blot 检测 IDH 突变蛋白。 

3.2. VM 实验 

基质胶与培养基按 1:2 比例混合。24 孔板每孔加入 300 uL 混合液，放入培养箱凝固。调整细胞悬液浓度

至 5 × 105/mL，每孔加入 25 万个细胞培养过夜。倒置显微镜下观察各组细胞成管，任意选取多个视野采图。 

3.3. 裸鼠移植瘤模型 

宁夏医科大学动物实验中心提供 12 只雌性 6 周龄 BALB/c Nude mouse 裸鼠。检疫室观察三天无异常

情况后移至动物屏障内进行正常饲养，待裸鼠适应一周后，称重及局部皮肤消毒，腹部给予细胞注射，

一组(6 只)给予 dox+ U87 细胞注射，另一组给予 dox− U87 细胞注射，每只裸鼠注射约 600 万细胞。每日

观察裸移植瘤鼠生长状况，瘤体剥离固定、石蜡包埋保存。 

3.4. HE 染色 

1 × 105 个细胞接种于 3 cm 皿培养，至细胞贴壁，固定细胞；石蜡切片脱蜡至水，苏木素 3 min，盐

酸酒精分化 2 秒，入伊红 1 min，入水冲洗。显微镜下观察。 

3.5. 免疫组化 

石蜡切片脱蜡至水，EDTA 9.0 高压修复，3%过氧化氢水溶液 10 min，一抗(mutIDH1 (1:500)、CD34 
(1:200)) 4℃过夜 37℃恒温箱复温 90 min，二抗 37℃恒温箱反应 30 min，适量 DAB 显色 10 min，苏木素

染液浸泡 1 min，脱水至蜡，封片剂封片通风，显微镜采图。 

3.6. PAS 染色 

石蜡切片脱蜡至水，氧化剂内静置 4~9 min，Schiff 染液避光静置 20 min，苏木素 2 min，脱水至蜡，

封片剂封片通风，显微镜采图。 

3.7. 统计学方法 

SPSS23.0 统计学软件分析，计量资料采用均数 ± 标准差(x ± s)，两两比较采用 LSD-t 法，P ≤ 0.05
为差异有统计学意义，各独立实验均重复 3 次。 
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4. 结果 

4.1. IDH1 突变促进胶质瘤 U87 细胞 VM 

doxycycline 诱导 48 小时后，Western blot 检测表明：dox+组表达突变 IDH1、dox−组不表达(图 1(A)、
图 1(B)) (**P < 0.01)。HE 染色可见，细胞形态饱满，分布均匀(图 1(C))；VM 实验显示：dox+组细胞形成

的拟态管腔多于 dox−组(图 1(D))。 
 

 
Figure 1. IDH 1 mutation promotes angiogenesis in glioma U87 cells: A and B. Western blot and the bar charts (**P < 0.01); 
(C) HE staining (200×); (D) tube formation test (100×) 
图 1. IDH1 突变促进胶质瘤 U87 细胞血管生成：(A)和(B) mutIDH1 蛋白印迹条带和蛋白表达量分析，(**P < 0.01)。(C) 
HE 染色(200×)；(D) 管形成实验(100×) 

4.2. 裸鼠移植瘤模型中突变 IDH 表达 

成功构建体外裸鼠移植瘤模型(图 2(A)、图 2(B))，HE 染色观察肿瘤组织形态变化(图 2(C))，免疫组

化显示，dox+组表达突变 IDH，阳性表达呈棕黄色颗粒状，位于细胞核与细胞浆(图 2(D))。 
 

 
Figure 2. The expression of IDH in the transplantation tumor: (A) transplantation tumors in nude mice; (B) the transplanta-
tion tumor; (C) HE staining (40×); (D) immunohistochemistry staining (100×) 
图 2. 裸鼠移植瘤模型中突变 IDH 表达：(A) 裸鼠体内长出移植瘤；(B) 移植瘤拍照记录；(C) HE 染色(40×)；(D) 免
疫组化(100×) 
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4.3. IDH1 突变裸鼠移植瘤中存在 VM 现象 

PAS 染色可见(图 3(A)) dox+组细胞外衬覆 PAS 染色阳性的基底膜，周围由肿瘤细胞呈条索状围绕，

其管道内可见红细胞，没有或少有血管内皮细胞衬覆，该类结构为拟态血管[9]；免疫组化显示(图 3(B))，
CD34 定位于内皮细胞呈棕黄色颗粒状，其表达在 dox−组明显多于 dox+组。 
 

 
Figure 3. The VM in the graft tumor: (A) PAS staining (40×); (B) immunohistochemistry staining (100×) 
图 3. 移植瘤内 VM 检测：(A) PAS 染色(40×)；(B) 免疫组化(100×) 

5. 讨论 

原发性中枢神经系统肿瘤中 40%为胶质瘤，15%为脑膜瘤，约 8%为神经鞘瘤[10]。胶质瘤侵袭和血

管生成与多种肿瘤生长因子、细胞因子和趋化因子的驱动有关[11]。IDH 突变是胶质瘤中最常见的遗传学

修饰异常，该突变导致“肿瘤代谢物”2HG 积累，是肿瘤生物学发展过程中的一种独特模式[12]，而且

IDH 突变与驱动胶质瘤迁移、侵袭、血管生成密切相关，并作为胶质瘤“驱动突变”的开始[13]，为开发

针对突变的临床技术手段奠定了一定的理论基础。目前，IDH 作为分子标志物在确定胶质瘤的分型和个

体化治疗及判断临床预后方面具有重要作用，存在 IDH 突变的胶质瘤预后较好[14]。 
血管生成指在现有的血管系统中形成新生血管，是肿瘤发生的最初环节，对肿瘤的发展至关重要[15]。

新血管的不断增加，是胶质瘤恶性度高的特征之一。研究表明，肿瘤细胞直接产生血管通道，并且独立

于内皮细胞[16]，称为 VM。VM 是由恶性肿瘤细胞在缺氧状态下形成的血管状管状结构，以满足自身血

液供应发展自身生长的需要，这为肿瘤细胞可塑性提供了新的视角[17]。近年来，抗 VM 的研究已成为

胶质瘤治疗的新方向。VM 最初发现于恶性黑色素瘤，呈现无内皮细胞的“血管样”结构[18]，其大概有

两种类型：一种是管状类型，其特征是肿瘤细胞依次排列在血管样结构上形成管样通道，另一种是分泌

基质蛋白的基质类型[18]。钙黏蛋白(VE-cadherin)和促红素人肝细胞 A2 (Erythropoietic human hepatocy-
tesA2, EphA2)是 VM 形成所必需的调控因子，与 VM 阳性胶质瘤呈正相关[19]。 

VM 参与肿瘤微环境的调节，是侵袭性肿瘤中非内皮肿瘤细胞排列而成的特殊微血管通道，对肿瘤
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的发生发展具有深刻影响。在裸鼠体内注射一定量胶质瘤细胞成功得到移植瘤模型，并且通过 CD34 内

皮标记物和 PAS 双染检测 VM 存在[20]。研究发现，通过从 101 名患者中收集肿瘤样本，13 个样本中存

在 VM，并且，VM 阳性与胶质瘤级别、高侵袭性呈正相关，提示其对患者的不良预后具有一定影响[21]。
VM 和内皮血管生成都可以出现在胶质瘤的发生和发展中，同时可能会相互影响相互作用。在胶质母细

胞瘤快速增殖生长出现营养不足时，VM 增多，提示其可以作为一种独特的生长方式为肿瘤生长提供支

持[22]。本研究中细胞学实验证实，IDH1 突变胶质瘤细胞形成的拟态管腔多于非突变组，说明 IDH1 突

变促进胶质瘤细胞 VM 形成。 
与体外细胞实验相比，动物肿瘤移植模型实验的环境更为复杂和真实，这有助于我们进一步验证实

验假设。本实验中使用 IDH1 突变的人源细胞株 U87 细胞在裸鼠腹部建立裸鼠移植瘤模型，这是一种更

具说服力的胶质瘤模型[23]。最完美的实验方法是通过注射器将脑胶质瘤细胞植入裸鼠大脑，从而成功构

建动物移植瘤模型。但是，这种方法存在诸多弊端：1) 实验所需要的裸鼠脑立体定向仪器操作复杂且价

格高昂；2) 观察裸鼠脑内肿瘤生长情况需要借助仪器存在仪器价格贵并且仪器测量精度误差大等问题；

3) 实验所用六周龄左右的裸鼠生长发育尚未十分完善，通过脑部注射一定量肿瘤细胞，加上一定的人为

注射手法操作因素等容易造成裸鼠意外死亡[24]。我们建立的裸鼠腹部的胶质瘤移植瘤模型，是一种相对

来说比较安全且成熟的造模方式，相比较于裸鼠脑部造模，操作过程中安全系数更高、更方便观察记录

并测量肿瘤大小且能很好的达到在裸鼠体内模拟动物的生长环境的效果。 
我们通过建立裸鼠移植瘤模型，在体内进一步检测 IDH1 突变胶质瘤 VM 现象。首先通过免疫组

化显示，dox+组 mutIDH1 表达明显，染色定位主要位于细胞核与细胞浆中，阳性染色呈棕黄色颗粒状。

证实成功将诱导表达 IDH1 突变的 U87 细胞种入裸鼠体内。通过 HE 染色观察两组瘤体内肿瘤组织形

态特点，移植瘤进行采用 PAS 染色观察拟态管道形成，dox+组可以看到，条索状形态的肿瘤细胞环绕

排列在 PAS 阳性基底膜上，围绕而成的管道中可以看到红细胞，没有或少有血管内皮细胞，该类结构

为拟态血管。免疫组化检测，CD34 的表达在 dox−组明显多于 dox+组，染色定位主要位于细胞核中，

阳性染色呈棕黄色颗粒状。以上结果表明，在所构建的 IDH1 突变胶质瘤裸鼠移植瘤组织中的确存在

VM。 
目前研究显示，作为胶质瘤最早和最重要的遗传学改变，IDH1 是启动胶质瘤演进的重要始动因素之

一，但其在胶质瘤中又呈现为“双刃剑”的作用，该突变产生的 R-2HG 通过靶向 FTO/m6A/MYC/CEBPA
信号通路对抗肿瘤[25]。本研究中我们在细胞形态学观察到 VM 形成，并证实 IDH1 突变促进 U87 细胞

VM 形成，我们又通过裸鼠体内移植瘤在体观察了 IDH1 突变胶质瘤 VM 现象，我们的实验证实，IDH1
突变促进胶质瘤 VM 形成从而改变肿瘤微环境。 
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