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Abstract: Objective  To explore the effect of the 5th subunit of β-HCG, chorionic gonadotropin beta 
polypeptide 5 (CGB5), on human epithelial ovarian cancer cell line OVCAR-3 in vasculogenic mimicry 
(VM) formation. Methods  The CGB5 overexpressed vector, blank vector, CGB5 siRNA and scramble 
siRNA were transfected into OVCAR-3 cells. The OVCAR-3 cells without treatment were taken as blank 
control. The human choriocarcinoma cells BeWo with CGB5 high expression was used as a positive control. 
These cells were injected subcutaneously into the nude mice. When the tumors grew to an average size of 
1-2 cm3, the mice were sacrificed by cervical decapitation. The HE staining, CD34-PAS dual staining and 
transmission electron microscopy were used to observe the morphology characteristic of VM in xenografts. 
Results  Compared with the control groups, VM channels in xenografts were increased significantly in 
CGB5- overexpressed OVCAR-3 cells group and reduced significantly in CGB5-knockdown OVCAR-3 cells 
group. Conclusion  CGB5 may promote the formation of VM, it may provide a new way for ovarian cancer 
therapy.
Key words: Ovarian cancer; OVCAR-3 cell; CGB5; VM
摘  要：目的  探讨β绒毛膜促性腺激素的第5号亚基（chorionic gonadotropin beta polypeptide 5, 
CGB5）对卵巢癌OVCAR-3细胞血管生成拟态形成的影响。方法  采用慢病毒载体转染的方法，在卵

巢癌OVCAR-3细胞中分别转入CGB5过表达载体、空载体、CGB5 siRNA及无关序列siRNA。另将未

处理的OVCAR-3细胞作为空白对照，高表达CGB5的绒癌细胞BeWo作为阳性对照。将两种细胞分别

注入随机分组的裸鼠右侧腋窝皮下构建皮下移植瘤模型，取肿瘤组织用HE染色及CD34-PAS双染色观

察各组中血管生成拟态（vasculogenic mimicry, VM）的形成，并用透射电子显微镜观察各组肿瘤中血

管生成拟态的形成。结果  CGB5过表达组的血管生成拟态形成的数量较对照组明显增加，而CGB5干
扰组的血管生成拟态形成的数量较对照组明显减少。结论  CGB5能促进卵巢癌OVCAR-3细胞血管生

成拟态的形成，这将有望为卵巢癌的治疗提供新的靶标和思路。
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·基础研究·

0  引言
肿瘤组织的生存、转移和复发[1]需要足够的血

液供应，多年来以血管内皮细胞（endothelial cell, 
EC）为靶点的肿瘤抗血管治疗被认为是重要甚至

是唯一途径[2-3]。但单纯以EC为靶点的抗血管治疗

在部分高度恶性的肿瘤中并未能有效改善患者的

5年生存率。血管生成拟态（vasculogenic mimicry, 
VM）是近年来被证实的无EC参与的另一种血管形

成方式，VM无血管内皮内衬，肿瘤细胞可以随时

脱落进入血管并随血流发生转移，拥有VM的恶性

肿瘤，大多容易复发转移、预后差、生存率低。
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人绒癌的合体滋养细胞可分泌人绒毛膜促性

腺激素（human chorionic gonadotropin, HCG），

滋养细胞侵犯子宫肌层后可发生血管重铸，肿瘤

浸润宿主后形成的微循环管腔与卵巢癌细胞VM
有着惊人的相似，于是我们推测HCG在卵巢癌细

胞VM形成过程中发挥重要作用。本研究用过表

达质粒上调及小干扰RNA（small interfering RNA, 
siRNA）下调卵巢癌OVCAR-3细胞中HCG的表

达，并在裸鼠模型上观察HCG表达对OVCAR-3细

胞VM形成的影响。

1  材料与方法
1.1  材料及试剂

卵巢癌OVCAR-3细胞和绒癌BeWo细胞株均

购自中国典型培养物保藏中心。SPF级4~6周龄

BALB/c雌性裸鼠由中国科学院动物实验中心提

供，动物实验在SPF级实验动物室进行。慢病毒

载体和质粒购自美国Invitrogen公司。胎牛血清和

RPMI 1640培养液购自美国Gibco公司。总RNA
提取试剂RNAiso Plus、反转录试剂盒PrimeScript 
RT Reagent Kit购自日本TaKaRa公司。PCR引物

由上海生工合成。ELISA试剂盒、免疫组织化学

试剂盒、HE染色试剂盒购自武汉博士德生物工

程有限公司。PAS染色试剂盒购自美国Sigma公

司。大鼠抗小鼠CD34抗体购自美国Santa Cruz
公司。JEOL-1230透射电子显微镜装置购自日本

Tokyo公司。

1.2  方法

1.2.1  CGB5上调或下调细胞株构建  采用慢病毒

载体转染的方法[4]，在卵巢癌OVCAR-3细胞中分

别转染CGB5过表达载体、空载体、CGB5 siRNA
及无关序列siRNA。另将未处理的OVCAR-3细

胞作为空白细胞对照，高表达CGB5的绒癌BeWo
细胞作为阳性对照。用实时定量PCR检测转染后

CGB5的表达，各组分别为：空白细胞对照（blank 
control），CGB5过表达组（CGB5），空载体

组（blank vector），CGB5干扰组（CGB5 siR-
NA），无关序列siRNA组（scramble siRNA），

BeWo细胞组（BeWo）。

1.2.2  实时定量PCR  用TRIzol提取细胞总RNA
后，用SYBR Green One-Step qRT-PCR试剂盒进

行定量PCR检测，反应程序为：50℃反转录反应3 
min，95℃预变性5 min，95℃变性15 s，60℃退火

并延伸，循环40次。CGB5上游引物：5’-CTACT-
GCCCCACCATGACC-3’，下游引物：5’-ATG-

GACTCGAAGCGCACATC-3’；内参GAPDH上游

引物：5’-AAGGTGAAGGTCGGAGTC-3’，下游

引物：5’-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’。
1.2.3  裸鼠皮下移植瘤模型的建立   取36只裸

鼠，随机分成6组，每组6只。分别将6株细胞

（空白细胞、CGB5过表达细胞、空载体细胞、

CGB5干扰细胞、无关序列siRNA细胞和BeWo细胞

组），以200 μl（每只1×106个细胞），注入裸鼠

右侧腋窝皮下建立皮下移植瘤模型，待肿瘤生长

到直径1~2 cm左右取下标本。

1.2.4  HE染色  将裸鼠卵巢肿瘤组织做成石蜡切

片，二甲苯脱去切片中的石蜡，再经由高浓度到

低浓度乙醇，最后置入蒸馏水。将已置入蒸馏水

后的切片放入苏木精水溶液中染色数分钟。盐酸

及氨水中分色，各数秒钟。流水冲洗1 h后置入蒸

馏水片刻。置入70%和90%乙醇中脱水各10 min。

置入乙醇伊红染色液染色2~3 min。染色后的切片

经纯乙醇脱水，再经二甲苯使切片透明，中性树

胶封片。

1.2.5  CD34-PAS双染色  首先进行CD34免疫组

织化学染色：裸鼠卵巢肿瘤组织石蜡切片于37℃

过夜后以二甲苯脱蜡15 min×3次。分别经无水乙

醇×10 min，95%乙醇×10 min，80%乙醇×10 min，

蒸馏水×10 min，脱二甲苯。3% H2O2室温孵育20 
min，以阻断内源性过氧化物酶活性。PBS洗5 min
×3次。切片置入抗原修复液中60℃水浴25 min，

以修复抗原。PBS洗5 min×3次。擦干PBS，置玻

片于湿盒内，以1.5%正常山羊血清封闭。滴加一

抗，湿盒置4℃冰箱过夜。取出玻片，以PBS洗5 
min×3次，擦干。滴加二抗，室温下放置l h。PBS
洗5 min×3次。切片置入DAB中染色，镜下观察

染色情况，DAB显色后，于显微镜下控制显色时

间，待血管内皮细胞着色后，放入PBS中以终止

反应。然后进行PAS染色：将切片置于0.5%过碘

酸溶液中氧化8~15 min，以10 min为佳；流水冲洗

3 min后，置于Sehiff液中，避光条件下反应15~30 
min，一般以15 min为宜；蒸馏水洗1 min×3次，流

水冲洗3~5 min；苏木精对比染色细胞核，盐酸-乙
醇分化，氨水返蓝；常规梯度乙醇脱水、二甲苯

透明，中性树胶封片。

1.2.6  透射电子显微镜观察  取裸鼠卵巢肿瘤组

织块小于1 mm3。固定：2.5%戊二醛4℃预固定2 h
→PBS洗涤15 min×3次→l%饿酸4℃后固定2 h。

清洗：PBS洗涤15 min×3次。脱水及置换（各15 
min）：50%乙醇→70%乙醇→90%乙醇→90%乙
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醇：90%丙酮（1:1）→90%丙酮，以上在4℃进行

→100%丙酮，室温进行3次置换。浸透：样品在纯

丙酮：包埋液（2:l）室温浸透3 h→纯丙酮：包埋

液（1:2）室温过夜→纯包埋液37℃浸透2 h。固化:
样品37℃过夜→45℃ 12 h→60℃ 24 h。LKB-I型
超薄切片机切片50 nm。3%醋酸铀-枸椽酸铅双染

色。JEOL-1230透射电子显微镜观察，拍片。

1.2.7  微血管数（microvessel density, MVD）计数

方法  计数微血管时先在低倍显微镜（×100）下

扫描整个视野，选择血管最密集的10个区域，即

“热点”，然后转至高倍镜（×400）下计数10个

视野的微血管数，取其平均值，即为该组织切片

每高倍视野的微血管数。

1.3  统计学方法

采用SPSS19.0统计软件对实验数据进行统计

学分析。多组均数比较采用单因素方差分析，两

组间比较采用独立样本t检验，P<0.05为差异有统

计学意义。

2  结果
2.1  实时定量PCR鉴定构建细胞株中CGB5的

mRNA表达

实时定量PCR检测结果显示，CGB5组的CGB5
表达显著升高，CGB5 siRNA组的CGB5表达被抑

制，阳性对照BeWo细胞中CGB5高表达，见图1。

2.2  HE染色观察各组中血管生成拟态的形成

HE染色可见只有肿瘤细胞围成的管道样结

构，中间有红细胞通过的即为VM。通过微血管计

数可知：CGB5过表达组的血管生成拟态的数量较

对照组显著增加，而CGB5干扰组的血管生成拟态

的数量较对照组显著减少，见图2。

2.3  CD34-PAS双染色观察各组中血管生成拟态的

形成

CD34-PAS双染色可见CD34染色阴性，PAS
染色阳性的管道样结构，中间有大量红细胞通过

的即为VM。通过微血管计数可知：CGB5过表达

组的血管生成拟态的数量较对照组显著增加，而

CGB5干扰组肿瘤组织大量坏死，其血管生成拟态

的数量较对照组显著减少，见图3。

2.4  透射电子显微镜观察各组肿瘤中血管生成拟

态的形成

采用透射电子显微镜可以很明显地观察到各

组中肿瘤细胞所围成的管道样结构，中间有红细

胞通过。同样发现，CGB5过表达组的血管生成拟

态的数量较对照组显著增加，见图4。

3  讨论
卵巢癌是一种实体肿瘤，由肿瘤的实质和间质

组成。肿瘤间质中存在着大量的微血管，直接影响

着肿瘤细胞的生长、侵袭和转移，肿瘤的生长和转

移都依赖于新生血管的生成[5]。传统意义上，肿瘤

新生血管的生成主要包括：血管生成和血管发生。

近年来，很多其他类型的血管形成也被一一证实，

包括芽生式、套叠式、充塞式、内皮祖细胞的参

*,**: all P=0.000, compared with Blank control group; A: Blank 

control group; B: CGB5 group; C: Blank vector group; D: CGB5 

siRNA group; E: Scramble siRNA group; F: BeWo group

图1  实时定量PCR鉴定构建细胞株中CGB5的表达
Figure1  mRNA levels of CGB5 in constructed cells 
detected by real-time quantitive PCR

*, **: all P=0.000, compared with Blank control group

图2  HE染色观察各组中血管生成拟态的形成
Figure2  VM formations in different groups observed by 
HE staining
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与、马赛克式及血管生成拟态[6]，其中没有内皮细

胞参与的方式即血管生成拟态具体指具有高度侵袭

性的肿瘤细胞能够模仿内皮细胞的表型形成基质丰

富的血管网状结构，并有血浆和红细胞通过[7-9]。目

前，继黑色素瘤后，VM又在乳腺癌、前列腺癌、

肝癌、肾癌、胃癌、成胶质细胞瘤、结肠直肠癌、

绒癌、卵巢癌及膀胱癌中被证实[7,10-19]。

研究发现，当实体恶性肿瘤刚形成时，没有自

身的血管系统，主要通过周围组织的渗透作用来获

取营养，这一时期称为肿瘤的无血管期。当肿瘤组

织块长至直径约1~2 cm时，若仅靠单纯的周围组织

渗透作用，已不能满足肿瘤细胞尤其肿块中央部位

的细胞生长所需营养。而实际上，当肿块直径大于

1 cm时，却很少出现明显的组织坏死。这一时期称

为血管期，因为有大量的新生血管生成[20]。本研究

成功构建了裸鼠皮下移植瘤模型，并取血管期的直

径为1~2 cm的肿瘤组织作为研究标本。

HCG是由合体滋养细胞分泌的一种糖蛋白，

研究发现，HCG除了作为一种与妊娠相关因子

外，也是一种促血管因子[21]。例如，HCG可以通过

促进内皮细胞的增生和血管内皮生长因子（vascu-
lar endothelial growth factor, VEGF）的表达来增加

子宫动脉血流及促进卵巢新生血管发生[22-23]；受孕

期间，HCG也可诱导胎盘新生血管的发生等[24]，

所以我们也大胆猜测HCG可能与卵巢癌血管生成

拟态也有着密切关系。HCG由α和β两个亚基组成

的一个异源二聚体，其中α亚基与黄体生成素α亚

基几乎完全相同，β-HCG又是一个由β1、β2、β3、

β5、β7和β8这6个同源基因组成的亚基[25-27]，同源

率达99.7%。但只有其中的β5、β3和β8才具有与

肿瘤相关的转录活性，且β5是最关键的一个亚

型 [26-27]。所以本研究选取了CGB5来研究HCG与

卵巢癌之间的关系。

本研究利用成功建立的CGB5上调或下调及其

相应对照的卵巢癌细胞OVCAR-3、高表达CGB5的

BeWo绒癌细胞构建了裸鼠皮下移植瘤模型，取肿

瘤组织同时用HE染色、CD34-PAS双染色及透射电

子显微镜观察各组中血管生成拟态的形成，与对

照组相比，结果均显示CGB5过表达组的VM数量

显著增加，而CGB5干扰组的VM数量显著减少。

综上所述，如果HCG确实与卵巢癌血管生成

拟态的形成有密切联系，那么随着对血管生成拟

态的进一步深入研究，人们对卵巢癌的浸润、转

移、复发等恶性生物学行为的认识和防治也将会

进一步深入。这将为我们今后临床工作中卵巢癌

的治疗提供一种新的思路。
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