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血管生成拟态与翼状胬肉初发型及复发型的相关性

贺梦璇*，杨铃*，张俊芳，秦柏，顾宏卫，唐秋阳，管怀进，石海红

(南通大学附属医院眼科，江苏 南通 226001)

[摘　要]	 目的：探讨血管生成拟态(vasculogenic mimicry，VM)与翼状胬肉初发型及复发型的相关性。方法：采

用血小板-内皮细胞黏附分子/过碘酸雪夫(platelet endothelial cell adhesion molecule-1/periodic acid-

schiff，CD31/PAS)免疫组织化学双重染色法检测139例翼状胬肉组织(初发型105例；复发型34例)

和10例正常结膜中VM的表达，分析VM与初发型及复发型翼状胬肉的相关性及其与患者性别、年

龄等因素的关系。原代培养人翼状胬肉成纤维细胞(human pter ygium fibroblasts，HPFs)，免疫细

胞化学染色法鉴定，利用三维培养及PAS染色观察初发型和复发型HPFs构成VM管腔个数的差异。

结果：10例正常结膜均未见VM结构，初发型翼状胬肉VM阳性率43.81%，复发型翼状胬肉VM阳性

率82.35%，差异具有统计学意义(P<0.001)。相关性分析显示VM与复发型翼状胬肉呈显著正相关

(r=0.332)。不同性别、年龄及病程的翼状胬肉患者VM的表达差异均无统计学意义(均P>0.05)。原

代培养的HPFs Vimentin表达阳性，符合成纤维细胞特性。细胞三维培养及PAS染色结果提示HPFs

具有构建体外VM模型的能力，且复发型HPFs构成的VM管腔数明显高于初发型，差异具有统计学

意义(P<0.01)。结论：翼状胬肉组织中存在VM结构，可作为其血供途径之一。VM与翼状胬肉的

复发具有密切关系。
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翼状胬肉是常见的眼表疾病之一，临床上表

现为睑裂区球结膜与角膜上的一种赘生组织[1]。翼

状胬肉初期通常无不适或仅有轻微的干涩感、异

物感等症状，当胬肉发展侵入角膜则会导致角膜

散光 [ 2 ]、视力下降，若增生组织越过瞳孔遮盖视

轴则会严重影响患者的生活质量。翼状胬肉局部

浸润发展、术后易复发的行为学特点，以及微卫

星不稳定性、杂合性丢失、p53基因突变及端粒酶

表达上调等发病机制均与肿瘤相类似，故部分学

者认为其是一种肿瘤样病变[3]。VM是Maniotis等[4]

于1999年在葡萄膜黑色素瘤中发现的一种肿瘤微

循环模式，它是由高度侵袭性的肿瘤细胞通过自

身变形及细胞外基质重塑形成，管腔无内皮细胞

衬覆，且可与宿主血管相连通使肿瘤获得血液供

应 [5]。VM的管壁呈PA S染色阳性，而血管内皮细

胞标志物CD31则不表达，符合其不依赖血管内皮

细胞的特性，因此CD31/PAS双重染色常作为组织

V M的检测方法。有研究发现，V M也存在于翼状

胬肉组织中，参与胬肉的血液供应 [6]，且VM与进

展期翼状胬肉呈显著正相关 [7]。但VM与翼状胬肉

复发的关系未见报道，本研究从组织水平及细胞

水平对比初发型和复发型翼状胬肉血管生成拟态

的情况，以探讨VM与翼状胬肉复发的相关性。

1  对象与方法

1.1  对象

收集2019年6月至2020年1月于南通大学附属

医院眼科行翼状胬肉切除手术患者的初发型翼状胬

肉标本105例，男35例，女70例，年龄(60.46±9.21)
岁；以及2 0 1 9年1月至2 0 2 0年1 2月于本院行同一

手术的复发型翼状胬肉标本34例，男12例，女22
例，年龄(63.47±9.66)岁；另选10例于本院捐献眼

球的正常结膜组织作为对照，男5例，女5例，年龄

(68.20±8.52)岁。所有患者胬肉位于鼻侧，且排除

其他眼表疾病及眼部外伤史、手术史和长期用药

史，手术均由同一医生完成，所取标本均为完整的

翼状胬肉组织。所有对照组患者无眼表疾病、眼部

外伤史、手术史和长期用药史。本研究遵循赫尔辛

基宣言，通过南通大学附属医院伦理委员会审查批

准，患者签署知情同意书。

1.2  主要试剂与仪器

柠檬酸钠抗原修复液、PAS染色试剂盒购自北

京索莱宝科技有限公司；GTVisionTMIII抗鼠/抗兔

通用型免疫组织化学检测试剂盒购自上海基因科技

有限公司；CD31抗体、Vimentin抗体、Cytokeratin
抗体购自英国Abcam公司；DAB显色试剂盒购自北

京中杉金桥生物技术有限公司；胎牛血清、青霉

素-链霉素混合液、0.25%胰蛋白酶-EDTA、DMEM/
F12培养基及DMSO购自美国Gibco公司；Matrigel
胶购自美国BectonDickinson公司；DM3000光学显

微镜及显微摄像系统购自德国Leica公司。

1.3  CD31/PAS 免疫组织化学双重染色

将术中取下的正常结膜及翼状胬肉组织用4%

conjunctival tissues. The correlation between VM and primary pterygium, recurrent pterygium and the factors 
such as gender and age of patients were analyzed. Human pterygium fibroblasts (HPFs) were primary cultured 
and identified by immunocytochemical staining. The differences in the number of VM channels between primary 
HPFs and recurrent HPFs were observed by three-dimensional culture and PAS staining. Results: There was no 
VM structure in 10 normal conjunctiva and the positive rate of VM was 43.81% in primary pterygium and 82.35% 
in recurrent pterygium with a significantly difference (P<0.001). Correlation analysis showed a significant positive 
correlation between VM and recurrent pterygium (r=0.332). There was no significant difference in the expression 
of VM in pterygium patients with different sex, age and course (all P>0.05). Vimentin was positive in the primary 
cultured cells, which was consistent with the characteristics of fibroblasts. The results of three-dimensional culture 
and PAS staining indicated that HPFs had the ability to construct VM model in vitro, and the number of VM 
channels constituted by recurrent HPFs was significantly higher than that by primary HPFs, the difference was 
statistically significant (P<0.01). Conclusion: VM exists in pterygium tissues, and it can be used as one of the 
blood supply routes, which is closely related to the recurrence of pterygium. 

Keywords pterygium; vasculogenic mimicry; three-dimensional culture
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多聚甲醛固定，常规脱水，石蜡包埋，以组织长轴

连续纵切，制成厚度约为4 μm的切片，脱蜡至水，

65 ℃烘箱中干燥40 min，PBST(含0.05%Triton-100的

PBS溶液)漂洗3次，每次5 min，柠檬酸钠缓冲液抗

原修复15~20 min，PBST漂洗5 min×3次，3%H2O2消

除内源性过氧化物酶活性20 min(避光)，PBST漂洗

3次，每次5 min，10%山羊血清封闭40 min，不洗，

加入CD31(1:50)一抗，4 ℃孵育过夜。复温，PBST
漂洗3次，每次5 min，滴加抗鼠/抗兔通用型二抗 
37 ℃孵育30 min，PBST漂洗3次，每次5 min，DAB
显色，蒸馏水浸洗，高碘酸氧化5 min，蒸馏水浸

洗，Schiff氏液避光染色10 min，蒸馏水浸洗，苏木

精染核5 min，稀盐酸乙醇分化2~5 s，自来水漂洗，

蒸馏水返蓝，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，自然干

燥后中性树胶封片，光学显微镜下观察。

1.4  人翼状胬肉成纤维细胞原代培养及鉴定

将手术切除的新鲜翼状胬肉组织用含1%青霉

素-链霉素的PBS缓冲液漂洗3次，洗净血液，去除

上皮，剪碎，加入0.08%胰蛋白酶-EDTA，室温消

化8 min后终止，1 500 r/min离心5 min弃上清，利

用牙科探针将组织小块均匀接种于培养瓶内，加

入少许完全培养基，将培养瓶底朝上置于37 ℃，

5 % CO 2培养箱中，2 4  h后待组织小块贴壁，加入

适量完全培养基，缓慢翻转培养瓶，静置培养，

每3 d换液一次。

取传至第二代的细胞接种爬片，4%多聚甲醛固

定1 h，PBS漂洗3次，每次5 min，0.2%Triton-100通

透20 min，PBS漂洗3次，每次5 min，消除内源性过

氧化物酶活性、封闭同1.3，加入Vimentin(1:500)、

Cy tokerat in(1:50)及PBS(阴性对照)，4 ℃孵育过

夜。复温，PBS漂洗3次，每次5 min，二抗37 ℃孵

育30 min，PBS漂洗3次，每次5 min，DAB显色，染

核，分化，返蓝，脱水，透明，封片，观察同1.3。

1.5  细胞三维培养及 PAS 染色

取出Matrigel胶，4 ℃解冻过夜。将Matrigel胶
以50 μL的体积缓慢加至96孔板，不可产生气泡。

为避免Matrigel胶受热凝固，所有操作必须在冰上

进行，且所用的枪头及9 6孔板均需预冷。将铺好

胶的96孔板置于37 ℃孵箱内30 min使其固化。将

初发型HPFs及复发型HPFs分别以1×105个/孔的数

量接种于Mat r ige l胶上，置细胞培养箱内培养5  h
后，倒置显微镜下观察细胞的管状结构排列及成

管的完整程度，随机取3个不同视野(×100)计数成

管的数量，计算平均值。观察完成后，将上述培

养5 h后的细胞行PAS染色。染色步骤为高碘酸氧化

5 min，蒸馏水稍洗，Schiff氏液避光染色10 min，

稀盐酸酒精分化2~5 s，水洗2次。

1.6  统计学处理

采用SPSS 23.0软件进行统计学分析，计量资

料以均数±标准差(x±s)表示。计量资料采用独立样

本t检验，计数资料采用Pearson Chi- Square检验，

双变量相关性分析采用Spearman’s相关性分析，以
P<0.05为差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  VM 在翼状胬肉中的表达

CD31/PAS免疫组织化学双重染色结果见图1，

可 见 血 管 内 皮 细 胞 C D 3 1 染 色 阳 性 呈 棕 黄 色 ， 管

壁 PA S 染色阳性呈紫红色，为具有内皮细胞的正

常血管；CD31染色阴性，PA S染色阳性的管道状

结构，是VM的特有形态。本研究统计得出，10例

正常结膜均未见V M结构，初发型翼状胬肉V M阳

性率43.81%(46/105)，复发型翼状胬肉VM阳性率

8 2 . 3 5 % ( 2 8 / 3 4 )，差异具有统计学意义(P < 0 . 0 5， 
表1)。Spearman’s相关性分析显示VM与复发型翼

状胬肉(r=0.332，P<0.001)呈显著正相关。

2.2  VM 在翼状胬肉中的表达与患者一般资料的关系

根 据 患 者 的 性 别 、 年 龄 及 病 程 ， 分 别 观 察

VM在不同指标分组中的表达情况。Pear son Chi-
S q u a re检验结果提示，不同性别、年龄及病程的

翼状胬肉患者V M的表达差异均无统计学意义(均
P>0.05，表2)。

2.3  HPFs 原代培养及鉴定

翼状胬肉组织块接种后10 d，初发组可见细胞

从组织块向周围发散爬出，数量较少，分布较为

零星(图2A)。复发组爬出的细胞较初发组多，且

相互连接，细胞形态多为长梭形、三角形，逐渐

向四周延伸(图2B)。由于成纤维细胞对胰酶的耐受

性较差，故当细胞传至第2代时已基本纯化，细胞

呈长梭形，长满后呈旋涡状(图2C)。免疫细胞化

学染色结果显示PBS空白对照组及Cy tokeratin染色

均为阴性(图3A，3B)，Vimentin染色阳性，表现为
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胞质棕黄色(图3C)，符合成纤维细胞特性。

2.4  不同类型 HPFs 构建 VM 的差异

细 胞 三 维 培 养 结 果 显 示 ： H P F s 能 够 黏 附 于

M a t r i g e l 胶表面，通过细胞自身变形、彼此相连

形成大小不等的网格样、环状管腔结构，且 PA S

染色呈阳性，提示管腔样结构是由HPFs构成，即

V M结构(图4 A )。图4 B可见复发型H P Fs所构成的

VM管腔较初发型大，且数量较初发型多。初发型

和复发型HPFs形成VM的个数分别为21.00±2.65、

3 0 . 3 3 ± 1 . 5 3 ， 差 异 具 有 统 计 学 意 义 ( t = − 5 . 2 9 2 ，
P=0.006；图4C)。

表1 翼状胬肉中VM的表达

Table 1 Expression of VM in pterygium

翼状胬肉 VM(+) VM(−) χ2 P

初发型 46 59 15.326 <0.001

复发型 28 6

图1 翼状胬肉中VM的表达(×400)

Figure 1 Expression of VM in pterygium (×400)

CD31阳性且PAS阳性的管腔为具有血管内皮细胞的血管；CD31阴性PAS阳性且管腔中可见红细胞(箭头)的管道为VM结构。

CD31+/PAS+ channels were defined as endothelial vessels. CD31–/PAS+ and red blood cells (arrow) within the cavities were confirmed as 

VM vessels.

VM

(CD31–，PAS+)

正常血管

(CD31+，PAS+)

表2 翼状胬肉VM与患者一般资料的关系

Table 2 Correlation between the VM and the general information of pterygium patients

一般资料 n VM(+) VM(−) χ2 P

性别 2.044 0.153

男 47 29 18

女 92 45 47

年龄 0.092 0.762

≤60岁 58 30 28

>60岁 81 44 37

病程 0.986 0.611

≤1年 7 5 2

>1~5年 54 28 26

>5年 78 41 37
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图2 HPFs原代培养(×100)

Figure 2 Primary culture of HPFs (×100)

(A)原代培养第10天，初发型胬肉组织中细胞爬出情况；(B)原代培养第10天，复发型胬肉组织中细胞爬出情况；(C)传至

第二代的细胞。

(A) Cell growth of primary pterygium on day 10 of primary culture; (B) Cell growth of recurrent pterygium on day 10 of primary culture; (C) 

Cells well grew after 2 times of passages.

图3 HPFs鉴定(×200)

Figure 3 Identification of HPFs (×200)

(A)以PBS为一抗，染色阴性；(B)Cytokeratin表达阴性；(C)Vimentin表达阳性，细胞质棕黄色。

(A) Negative expression of PBS; (B) Negative expression of Cytokeratin; (C) Positive expression of Vimentin and the cytoplasm was 

yellowish-brown. 

图4 HPFs构建体外VM模型(×100)

Figure 4 VM model was constructed by HPFs in vitro (×100)

(A)初发型HPFs构建体外VM，PAS染色阳性；(B)复发型HPFs构建体外VM；(C)初发型及复发型HPFs构建VM管腔个数量化

图。**P<0.01。

(A) VM model was constructed by primary HPFs and the PAS staining was positive; (B) VM model was constructed by recurrent HPFs; (C) 

Quantification of the number of VM channels constructed by primary and recurrent HPFs. **P<0.01.
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3  讨论

翼状胬肉是全球范围内较为多发的眼科疾病[8]。

据最新统计，中国4 0岁及以上人群翼状胬肉患病

率为13.4% [9]，处于较高水平，且随着年龄的增长

而不断升高，好发于长期紫外线暴露的人群，日

光、粉尘等的慢性刺激 [10]可能是其主要诱因。翼

状胬肉类肿瘤样特性为其表达VM奠定了一定的理

论基础。

V M 是 最 新 发 现 的 肿 瘤 微 循 环 模 式 ， 其 主 要

特点如下 [ 1 1 - 1 2 ]：1 )管道由肿瘤细胞及细胞外基质

构成；2 )管腔内壁没有血管内皮细胞衬里；3 )肿

瘤细胞变形成条索状并模仿正常血管结构围成管

腔，可输送血液；4 )肿瘤细胞在管壁成分外表面

排列；5 )管道周围无明显的炎症细胞浸润。许多

学者发现，VM表达阳性的肿瘤存在更强的侵袭、

转移及复发的能力[13-14]。目前，在乳腺癌[15]、卵巢

癌 [16]、肺癌 [17]、前列腺癌 [18]、肝癌 [19]等许多恶性

肿瘤中均检测到VM结构。VM的管壁呈PAS染色阳

性，而血管内皮细胞标志物CD31则不表达，符合

其不依赖血管内皮细胞的特性，因此CD31/PAS双

重染色常作为组织VM的检测方法。

本研究采用CD31/PAS双重染色检测翼状胬肉

中的V M结构，结果显示：翼状胬肉中存在V M结

构，而正常结膜中未见，且复发型翼状胬肉VM阳

性率大于初发型，VM与复发型翼状胬肉呈显著正

相关。本研究结果与李永平等[6]的结论共同支持了

“VM结构不是肿瘤组织所独有的血供模式”这一

观点。推测VM是由于机体局部组织由于某些原因

需要大量的营养供应，但自身血管不能满足其需

要而形成的一种供给方式。复发型翼状胬肉组织

中细胞增殖水平较初发型翼状胬肉显著升高 [20]，

即复发型胬肉进展速度快、时间短，需要较多的

血液供应，故V M形成率较高。同时，V M结构的

产生，使胬肉获得充分的血液供应，进一步促进

了翼状胬肉的进展。一般资料统计结果得出，不

同性别、年龄及病程的翼状胬肉患者VM的表达无

显著差异。这些结果与肿瘤组织中VM阳性者具有

更强的侵袭及复发的能力，VM阳性率与肿瘤患者

一般资料无显著相关性相对应。

李 永 平 等 [ 6 ]指 出 ， 翼 状 胬 肉 V M 主 要 表 现 为

PAS阳性的细胞外基质包绕在成纤维细胞伸出的突

起表面形成的管道状结构，即成纤维细胞是构成

翼状胬肉VM的主要成分，因此本研究使用原代培

养的HPFs构建体外VM。对于体外培养的肿瘤细胞

而言，其可与Matrigel基质胶或鼠尾I型胶原蛋白等

模拟的细胞外基质成分一起构建体外细胞培养的

三维模型，如果肿瘤细胞可以在Matrigel基质胶或

鼠尾I型胶原蛋白中通过自身变形、彼此相互连接

而围成环状、网状结构，且可被PAS染成紫红色，

则可将其认定为VM结构，这种方法常被用来作为

体外VM的检测。本研究发现：在翼状胬肉中，具

有侵袭性的H P Fs也能够黏附于Mat r i ge l基质胶表

面，通过细胞自身变形、彼此相连形成大小不等

的网格样、环状管腔结构，且PAS染色呈阳性，提

示HPFs具有在体外形成VM结构的能力，进一步验

证了李永平等 [ 6 ]的观点。经过对初发型及复发型

H PFs构成VM管腔数量的统计得出，复发型H PFs
构成的VM管腔数量明显较初发型多。可能原因是

复发型翼状胬肉向角膜及深层浸润发展迅速 [21]，

其成纤维细胞具有更强的侵袭及迁移能力，故可

形成较多的VM结构。

综上所述，翼状胬肉组织中存在VM结构，可

作为其血供途径之一，且复发型翼状胬肉VM阳性

率及复发型HPFs构建VM的数量均高于初发型，即

VM与翼状胬肉的复发密切相关。因此，进一步研

究针对VM的靶向药物，可能对预防翼状胬肉复发

具有重大意义。
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