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过表达血管生成抑制蛋白 1 对人结直肠癌细胞恶性生物学行为的影响
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[ 摘　要 ]     目的：探讨过表达血管生成抑制蛋白 1（vasohibin-1，VASH1）对人结直肠癌细胞恶性生物学行为的影响。方法：包

装慢病毒并感染人结直肠癌 SW680、SW620细胞以构建过表达 VASH1的细胞系，以未经感染的细胞为对照；qPCR实验和

WB实验检测 VASH1的过表达效果，小管形成实验、CCK-8实验、软琼脂克隆形成实验、Transwell实验和划痕愈合实验检测过

表达 VASH1在体外对细胞的微血管形成、增殖、克隆形成以及迁移能力的影响，NOD-SCID小鼠皮下成瘤实验检测过表达

VASH1对 SW620细胞移植瘤的体内生长和肺转移的影响。结果：成功构建过表达 VASH1的 SW480和 SW620细胞。体外实

验表明，与对照组相比，过表达 VASH1的结直肠癌细胞的微血管形成能力、增殖能力、克隆形成能力以及迁移能力均显著降低

（均 P<0.05）。体内实验表明，与对照组相比，过表达 VASH1的 SW620细胞 NOD-SCID小鼠皮下移植瘤的生长速度以及肺转

移能力也明显降低（均 P<0.05）。结论：过表达 VASH1能够抑制人结直肠癌细胞的恶性生物学行为。
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[Abstract]  Objective: To investigate the effects of over-expressing VASH1 on the malignant biological behaviors of human colorectal
cancer cells. Methods: Lentivirus was packaged and transfected into human colorectal cancer cells SW680 and SW620 to construct an
over-expressed VASH1 cell line, the untransfected cells were used as control. qPCR experiment and WB experiment were used to detect
the over-expression effect of VASH1. The effects of VASH1 over-expressed on microangiogenesis, proliferation, colony formation and
migration of colorectal cancer cells were detected respectively by tubule formation, CCK-8 assay, soft agar assay, Transwell assay and
Wound healing assay in vitro. In addition, tumor growth and lung metastasis were detected in NOD-SCID mice subcutaneously injected
with  VASH1-overexpressing  SW620  cells.  Results:  Successfully  constructed  SW480  and  SW620  cells  over-expressing  VASH1.
Compared  with  the  control  group,  the  abilities  of  microangiogenesis,  proliferation,  colony  forming  and  migration  were  significantly
reduced  in  colorectal  cancer  cells  over-expressing  VASH1  (P<0.05)  in  vitro.  The  abilities  of  subcutaneous  tumor  growth  and  lung
metastasis of colorectal cancer cells over-expressing VASH1 were also significantly reduced (P<0.05) in vivo. Conclusion: Over-expression
of VASH1 can suppress the malignant biological behaviors of human colorectal cancer cells.
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结直肠癌是世界第三大癌症，其发病率正在逐

年升高，平均每年世界上约有 100万新发病例和

55万病死病例[1]。尽管近年来分子靶向药物联合化

疗的治疗方案取得了一定进展，但已经发生转移的

结直肠癌患者预后仍不理想[2-3]。另外，结直肠癌转

移过程的机制尚未完全明了，因此急需寻找与转移

过程密切相关的分子标志物来监测结直肠癌的转移

进程，以便及时采取合理的方法进行干预。血管新

生是肿瘤发展过程中的一个关键步骤，该过程由肿

瘤细胞及其间质中一系列的血管再生刺激因子和抑

制因子共同调控[4-9]。了解这些刺激因子和抑制因子

的生物功能及其调节机制对于通过抗血管生成治疗

来控制结直肠癌等癌症的发生发展具有重要意义。

在哺乳动物体内已经发现了多种血管生成抑制因

子，其中血管生成抑制蛋白 1（vasohibin-1，VASH1）
是一种由血管内皮细胞合成的、具有广谱抗血管生

成活性的抑制因子[10-13]，其广泛表达于多种癌症的

内皮细胞，如乳腺癌、宫颈癌、前列腺癌等，影响癌

症的临床进程。本研究通过体内、体外实验观察过

表达 VASH1对人结直肠癌 SW680、SW620细胞恶

性生物学行为的影响。 

1    材料与方法
 

1.1    主要材料与试剂

人 脐 静 脉 内 皮 HUVEC细 胞 、 人 结 直 肠 癌

SW480和 SW620细胞、人胚肾 HEK293T细胞、载

体质粒、慢病毒包装系统质粒均为本实验室保存。

DMEM培养基、胎牛血清均购自美国 Gibco公司，

感受态大肠杆菌 E. coli DH5α购自北京原平皓生物

技术有限公司，PBS购自北京天根生化科技有限公

司，Matrigel基质胶购自美国 BD公司，Nuclease-Free
Water购自德国 QIAGEN公司，Polybrene病毒感染

增强剂购自美国 Sigma公司，逆转录试剂盒购自日

本 TaKaRa公司，SybrGreen qPCR Mastermix试剂购

自美国 Bio-Rad公司，胰蛋白酶购自英国 Oxoid公

司，抗 β-acting抗体、抗 VASH1抗体、HRP-羊抗鼠

二抗均购自美国 Proteintech公司，CD31抗体和

VEGFA抗体购自英国 Abcam公司。普通显微镜、

倒置荧光显微镜均购自日本 Olympas公司，电泳系

统、转膜仪、PCR仪均购自美国 Bio-Rad公司。 

1.2    细胞培养

SW480、 SW620和 HEK293T细 胞 均 采 用 含

10%胎牛血清的 DMEM培养基培养，HUVEC细胞

采用 EGM2培养基，均置于 37 ℃、5% CO2 孵箱内

恒温培养。 

1.3    慢病毒的制备

取对数生长期的 HEK293T细胞接种于 10 cm

培养皿，于 37 ℃ 孵箱恒温培养 24 h使细胞生长至

约 70%汇合，加入包装质粒和 pCCL转移质粒的混

合溶液，培养 3.5～4 h后吸弃上清液，加入含 10%FBS
的 DMEM培养基继续培养，在更换培养基之后的

24、48和 72 h分别收取培养皿中的上清，过滤后获

得的慢病毒克隆置于–80 ℃ 保存备用。 

1.4    实验分组与转染

实 验 分 为 对 照 组 （ 转 染 pCCL空 载 体 ） 和

VASH1组（转染 pCCL-VASH1载体）。取对数生长

期的 SW480和 SW620细胞分别接种于 6孔板，待

细胞生长至约 70%汇合时用 Polybrene介导转染。

转染条件：吸去培养皿中的上清液后，每孔加入 3 ml
病毒液，MOI值均为 30，培养 7～8 h后弃去上清更

换为完全培养基，培养过夜。 

1.5    qPCR 实验检测转染 pCCL-VASH1 对结直肠癌

细胞中 VASH1 mRNA 表达的影响

用 TRIzol法提取各组细胞总 RNA，逆转录得

到 cDNA。用 SybrGreen qPCR Mastermix试剂盒配

制 20 μl体系 qPCR反应混合液，进行上机扩增。反

应条件：95 ℃ 10 min，随后 95 ℃ 15 s、55 ℃ 30 s、
72 ℃ 30 s，共进行 40个循环。每个样品设 3个复

孔，以管家基因 GAPDH作为内参，通过公式 2–△△Ct

计算目的基因的相对表达水平。 

1.6    WB 实验检测转染 pCCL-VASH1 对结直肠癌

细胞中 VASH1 蛋白表达的影响

培养稳定转染的上述各组细胞，用 RIPA裂解

液裂解细胞提取其总蛋白，采用 BCA法进行蛋白定

量。蛋白样品置于 100 ℃ 金属浴中变性 10 min，然

后进行 SDS-PAGE，再将蛋白转到 PVDF膜上，用

TBST（0.1%）清洗膜后加入封闭液，室温封闭 1 h，
加入 VASH1（1∶5 000）或者 β-acting（1∶10 000）
一抗稀释液，置于 4 ℃ 摇床孵育过夜，回收未结合

的一抗，洗膜后加入 HRP-羊抗鼠二抗稀释液，室温

孵育 1 h。回收未结合的二抗，用 TBST（0.1%）洗膜

后滴加 ECL发光液显影。 

1.7    小管形成实验观察 VASH1 过表达的结直肠癌

细胞培养上清液对 HUVEC微血管形成的影响

用 EGM2培养液培养 HUVEC，胰酶消化后接

种 于 预 铺 Matrigel基 质 胶 的 24孔 板 内 ， 每 孔

5×104 个细胞，VAH1组和对照组细胞培养 48 h后

取上清液，分别用其培养 HUVEC，37 ℃ 孵育箱培

养 3～5 h。吸弃上清，用 PBS缓冲液轻轻洗一次，

每孔加 250 μl培养液，在 1 h之内拍照，用 ImageJ
软件分析照片，计算血管生成数。 

1.8    CCK-8 法检测 VASH1 过表达对结直肠癌细胞

增殖的影响

用 CCK-8试剂盒进行细胞增殖实验，将各组细
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胞分别接种于 96孔板中，每组设 5个复孔，每孔

1×103 个细胞。细胞置于 37 ℃ 培养箱 24 h后取出，

按照试剂盒操作步骤进行实验，最后用酶标仪检测

样品在 450 nm波长处的光密度（D）值，计算增殖

率。增殖率=（DVASH1−DCont）/ DCont×100%。 

1.9    软琼脂克隆形成实验检测 VASH1 过表达对结

直肠癌细胞克隆形成的影响

分别配制 2×DMEM培养基、Argrose上层胶和

下层胶。将下层胶和 2×DMEM等体积混合后迅速

加入 6孔板，室温放置至凝固。将上层胶和 2×DMEM
等体积混合，将培养好的各组细胞与上层胶混合，

每孔加入 1×104 个细胞。待上层胶凝固后置于孵

育箱中培养 2～3周。培养结束后，用结晶紫染色，

PBS洗涤后拍照、计数，观察各组细胞的克隆形成

能力。 

1.10    Transwell 实验检测 VASH1 过表达对结直肠

癌细胞迁移能力的影响

将含有 10% FBS的完全培养基加入到 24孔板

中（500 μl/孔），再将 Transwell小室（8 μm孔径）置

于孔内，分别将 VASH1组和对照组的 1×105 个
SW620细胞悬浮在 200 μl含有 1% FBS的培养基

中，接种于小室中，将小室置于 37 ℃、5% CO2 的恒

温孵箱中，常规培养 36 h，用棉签将细胞从上室移

出并用 PBS缓冲液清洗小室。穿过并附着在膜底部

的细胞用 4%甲醛固定 10 min，然后用 0.5%的结晶

紫染液室温染色 3 h，之后用 PBS清洗小室，室温晾

干后在倒置显微镜下拍照。用 Photoshop软件的计

数工具对穿过小室的细胞进行计数。 

1.11    划痕愈合实验检测 VASH1 过表达对结直肠

癌细胞迁移能力的影响

将 2×105 个分别过表达 VASH1和空载体的

SW620细胞接种在 24孔板中，之后置于 37 ℃、5%
CO2 的恒温孵箱中，常规培养。当细胞长满后，用

10 μl移液器 Tip头在培养板中间画一条线，制作一

个“伤口”，并更换为含 1%FBS培养基。在划痕后

的第 0和第 24小时，在倒置显微镜下拍照记录伤口

情况，用 Image J软件的测量工具测量伤口长度。伤

口愈合率=伤口缩短长度/原始伤口长度×100%。 

1.12    NOD-SCID 小鼠皮下移植瘤实验检测过表达

VASH1 在体内对移植瘤生长以及肺转移的影响

将 6～8周龄的雄性 NOD/SCID小鼠随机分为

两组（每组 n=4）。将 3×106 个过表达 VASH1或空

载体的 SW620细胞接种到每只小鼠的腋下皮下位

置。在接种细胞后的第 12天开始，每隔一天测量一

次小鼠移植瘤的体积 [V=（长）×（宽）2×0.5]。在第

32天处死所有小鼠，将小鼠的肺组织和肿瘤组织置

于 4%多聚甲醛中固定 24 h，之后进行梯度脱水并

进行石蜡包埋和切片。随后进行 H-E染色分析小鼠

的肺转移情况，即分析小鼠肺部转移灶的数量和肺

部转移灶占小鼠肺组织总面积的百分比，具体方法

为利用显微镜拍摄经 H-E染色的小鼠完整的五叶肺

组织照片，然后利用 Photoshop软件中的测量工具

测算每只小鼠五叶肺组织中转移灶的总面积以及五

叶肺组织的总面积，最后根据以下公式计算转移灶

面积占小鼠肺组织总面积百分比，即每只小鼠的肺

转移灶面积百分比=转移灶总面积/五叶总面积×100%。 

1.13    免疫组化（IHC）染色法分析移植瘤中 CD31
和 VEGFA 的表达水平

将石蜡切片置于烤片机上烘烤 2～3 h后进行梯

度脱蜡，然后置于抗原修复液利用微波炉加热进行

抗原修复，冷却后利用 3%的 H2O2 溶液去除内源性

过氧化物酶。将切片置于湿盒内，滴加抗原封闭

液，室温封闭 1 h，然后加入 CD31或者 VEGFA的

抗体稀释液，置于 4 ℃ 摇床孵育过夜。回收一抗，

用 PBST（0.1%）清洗切片后加入生物素标记的二抗

稀释液，室温孵育 2 h。用 PBST（0.1%）清洗后加

入 HRP-生物素液，室温孵育 1 h，用 PBST（0.1%）清

洗切片后滴加 DAB显色液进行染色 1～3 min，苏木

精染色 30 s，自来水终止染色。最后经梯度脱水后，

中性树胶封片。 

1.14    统计学处理

¹x
数据采用 SPSS 22.0和 GraphPad Prism 5.0软件

进行分析处理，呈正态分布的计量资料以 ±s 表示，

两组间比较用 t 检验，以 P<0.05或 P<0.01表示差异

具有统计学意义。 

2    结    果
 

2.1    成功构建过表达 VASH1 的 SW480 和 SW620
细胞

qPCR和 WB检测细胞中 VASH1的过表达效

果，结果（图 1）显示，VASH1组 SW480和 SW620
细胞中 VASH1的 mRNA（P<0.01）和蛋白表达水平

均有所提高。 

2.2    过表达 VASH1 人结直肠癌细胞的培养上清抑

制 HUVEC 微血管形成

小管形成实验结果（图 2）显示，VASH1组细胞

的血管形成数均低于对照组（P<0.05），说明在

SW480和 SW620细胞中过表达 VASH1后，其上清

液能抑制 HUVEC的血管形成能力。 

2.3    过表达 VASH1 抑制结直肠癌细胞的增殖

CCK-8实验结果（图 3）显示，VASH1组 SW480
和 SW620细胞的增殖率均显著低于对照组（均

P<0.05），说明过表达 VASH1能够显著抑制 SW480
和 SW620细胞的增殖。 
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2.4    过表达 VASH1 抑制结直肠癌细胞的克隆形成

能力

软琼脂克隆形成实验结果（图 4）显示，在

SW480和 SW620细胞中，VASH1组细胞的克隆形

成数均显著低于对照组（P<0.05），说明过表达

VASH1能够抑制 SW480和 SW620细胞的克隆形

成能力。

 

Control

VASH1

SW480 SW620 
图 4  过表达 VASH1 对人结直肠癌细胞

克隆形成能力的影响
Fig.4   Over-expression of VASH1 inhibited the colony

formation ability of colorectal cancer cells
  
2.5    过表达 VASH1 抑制 SW620 细胞的迁移

Transwell实验和划痕愈合实验结果（图 5）显

示，VASH1组 SW620细胞迁移数和划痕愈合率均

显著低于对照组（均 P<0.05），说明过表达 VASH1
能够显著抑制 SW620细胞的迁移能力。 

2.6    过表达 VASH1 抑制 SW620 移植瘤的生长和

肺转移

VASH1组移植瘤的生长速度显著低于对照组

（P<0.05，图 6A、B），且 H-E染色结果（图 6C、D）

显示，VASH1组的肺组织转移灶的数量和面积均显

著低于对照组细胞（均 P<0.05）。
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Fig.1   Detection of VASH1 over-expression in colorectal cancer cells
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图 2  过表达 VASH1 人结直肠癌细胞的培养上清抑制
HUVEC 细胞微血管形成

Fig.2   The microvascular formation of HUVEC cells was
inhibited by the culture supernatant of human colorectal

cancer cells over-expressing VASH1
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IHC染色结果（图 6E、F）显示，与对照组相比，

VASH1组移植瘤中血管内皮细胞标志物 CD31阳性

的细胞数明显降低，微血管数量显著减少，而且表

达和分泌 VEGFA的细胞也明显减少（均 P<0.05）。 

3    讨    论

肿瘤的新生血管为肿瘤细胞提供生长所需的养

分，并可作为肿瘤的一条重要转移路径[14-15]。微血

管密度评估是量化瘤内血管新生最常用的方法，微

血管密度与多种肿瘤的恶性潜能有关[16-19]。但是在

某些肿瘤中并非如此，如肾透明细胞癌，MIKAMI
等[20] 提出，肾透明细胞癌中微血管密度与预后的关

系是不同的，微血管密度并不能完全反映血管新生

的活性，因为血管内皮细胞的标志物如 CD31、CD34
等是由静态和活跃的内皮细胞共同表达的，而静态

内皮细胞可能并没有血管新生活性；YILDIZ等[21]

则认为，尽管肾透明细胞癌通常是富血供的，但在

高级的肾透明细胞癌中血管密度是降低的，原因在

于肿瘤细胞的过度增殖。因此，需要寻找一种更能

反映肿瘤恶性潜能的分子标志物。

VASH1近年来被鉴定为一种新型的由 VEGF
诱导的内皮来源的血管生成抑制剂[10,13]。其在病理

性血管新生中发挥重要作用，比如视网膜疾病[12] 和

糖尿病肾病[22]。VASH1主要表达于血管内皮细胞，

主要由 VEGF和 FGF-2等血管生成刺激因子诱导表

达[10, 23]。近年来发现，VASH1在口腔鳞状细胞癌、

子宫颈鳞状细胞癌、食管鳞状细胞癌、非小细胞

肺癌、肝癌、结直肠癌、卵巢癌、乳腺癌、头颈部

鳞状细胞癌等恶性肿瘤中均表达，并参与肿瘤的

发生、发展以及预后过程。例如，在非小细胞肺癌

的研究中发现，在小鼠 Lewis肺癌细胞中过表达

VASH1显著抑制了小鼠体内肿瘤的生长和肿瘤血

管的生成[13]；卵巢癌研究中发现，VASHl在体外对

细胞的生长无影响，但在小鼠的卵巢癌移植瘤组

织中高表达 VASH1会对体内移植瘤生长和血管生

成发挥明显的抑制作用，且对肿瘤细胞向腹水的

播散有抑制作用[24]；在肾透明细胞癌研究中，有报

道 [20] 指出，VASH1的表达与其病理分期和远处转

移呈正相关，VASH1的表达也是肾透明细胞癌患者

无进展生存期和总生存期的独立预后指标。而且，

有几项研究[25-27] 证实，VASH1在内皮细胞中的表达

比微血管密度更能预示癌症患者的预后。

WATANABE等 [13] 和 HEISHI等 [28] 均 发 现 ，

VASH1可在一定程度上抑制 VEGF和其他因子

（如 PDGF和 FGF）的血管生成功能。在肿瘤微环

境的缺氧条件下 HIF-1α可上调 VEGF的表达，而

VASH1能够增强脯氨酸羟化酶的表达从而促进

HIF-1α的脯氨酰羟基化，并导致泛素介导的蛋白酶

体途径降解 HIF-1α来抑制内皮细胞的增殖，抑制肿

瘤血管生成，但是肿瘤细胞可通过蛋白水解作用降

解由内皮细胞合成和分泌的 VASH1蛋白，从而促

进肿瘤的生长和血管生成[11, 29]。
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本研究成功构建了 VASH1慢病毒载体，并且其

用其高效转染在 SW480和 SW620细胞发现，过表

达 VASH1后，细胞的小管形成、增殖、克隆形成和

迁移能力均显著降低，反映了其微血管形成、恶

性增殖能力和迁移能力的降低以及群体依赖性的

升高，这体现了肿瘤细胞的恶性潜能有所下降。

此外，过表达 VASH1也显著降低了 SW620细胞

NOS-SCID小鼠皮下移植瘤的生长速度以及肺转移

能力。LIU等[30] 在结肠癌研究中也发现，结肠癌患

者肿瘤组织中的 VASH1水平与肿瘤体积、临床分

期和远处转移呈负相关，结肠癌细胞中过表达

VASH1可诱导细胞衰老、凋亡，以及抑制细胞生长

和克隆形成。

总之，本研究结果表明，VASH1能够抑制人结

直肠癌细胞的微血管形成、恶性增殖以及迁移过

程，提示其有潜力成为结直肠癌治疗的新靶点，为

结直肠癌的治疗方案提供了新思路。
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