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摘  要｜目的：研究 Twist 促进 VM 的形成，丰富和完善了血管生成拟态理论。方法：

观察胃癌组织及正常胃组织 Twist、EMT 标志蛋白（E-cadherin 和 Vimentin）

及 VM 标记物 CD34-PAS 的表达情况，分析 Twist、EMT 标志蛋白与胃癌临床

病理特征的相关性，研究 VM 与 EMT 标志蛋白的关系，Twist 与 EMT 标志蛋

白的关系。进一步验证 Twist 通过促进胃癌 EMT、从而促进 VM 的形成结果：

EMT 标志蛋白和 VM 有统计学差异，Twist 及 EMT 标志蛋白有一定的相关性。

结论：Twist 可能诱导胃癌细胞 EMT 的发生，并促进胃癌 VM 的形成。
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Twist 是人类胚胎发育的主要调控因子，其中 Twist1 基因通过其诱导上皮 -

间充质转化（EMT）的能力，被证明有利于癌细胞的转移扩散。通过之前的研
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究表明，很大一部分人类癌症过度表达了 Twist1 或 Twist2 基因［1］。胃癌（gastric 

carcinoma，GC）是一种恶性肿瘤，源于胃黏膜上皮细胞的异常增生。胃癌的流

行病学表现在不同地区呈现显著差异，特别是西北和东部沿海地区，发病率比

南方地区明显偏高。胃癌通常易发病于 50 岁以上人群，但随着现代饮食结构的

改变、工作压力的增大以及幽门螺杆菌感染等多种因素的影响，胃癌呈年轻化

趋势。尽管在发达国家（如欧美等）胃癌的患病率和死亡率呈下降趋势，这与

社会经济发展和生活水平提高相关，但在亚洲和拉丁美洲等地，胃癌依然属高

发疾病。近年来，胃癌早期诊断率、综合治疗效果、手术切除率以及术后生存

率都有所提高［2］。

1  肿瘤血管生成与血管生成拟态

传统的血管生成理论认为，肿瘤的生长依赖于新血管的形成。一旦实体肿

瘤的直径超过 2mm，就迫切需要引导血管生成，以获取足够的血液供应以维持

其持续性生长；否则，肿瘤细胞可能因为缺乏足够的血氧供应而发生坏死［3］。

抗血管生成治疗应运而生，但随着抗血管生成药物的广泛应用，有学者发现并

没有取得预期的效果。1999 年，美国 Maniotis 等［4］在研究高侵袭性人眼葡萄膜

黑色素瘤微循环时发现并命名了一种新的血液供应模式——VM。VM 的发现打

破了传统认为肿瘤获得血供的唯一途径为内皮血管的理论，解释了具有高侵袭

性、高转移性的恶性肿瘤的生物学行为。VM 是由肿瘤细胞而不是内皮细胞（内

皮细胞标记物 CD34 阴性）在特定的微环境下通过自身塑形及细胞外基质重塑围

成的、内有一层基膜样物质（正常血管壁及 VM 壁的组成部分标记 PAS 阳性）

的不规则的网格状类血管样管道［5］。三维培养是目前体外实验研究 VM 的一个

相当重要的评价方法［6］，基质胶的作用与哺乳动物细胞基底膜类似，是体外研

究 VM 理想的支架来源之一。

2  EMT 与血管生成拟态

参与形成 VM 的肿瘤细胞模拟内皮细胞的功能和表型，而内皮细胞本身属

于间质细胞的一种，因而可能发生肿瘤细胞由上皮型向间质型内皮细胞转化，
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这种现象就是 EMT［7］。EMT 是一定条件下紧密连接的上皮细胞向连接松散的

纺锤体样间质细胞转化的动态病理过程，同时细胞形态发生相应的变化。通过

EMT，肿瘤细胞获得了较高的转移和侵袭能力，在肿瘤的发生发展过程中扮演

重要角色。

3  材料和方法

3.1  研究对象 

收集临床上经手术切除并经病例证实的原发性胃癌石蜡标本，术前未进行

化疗、放疗及免疫治疗等肿瘤特异性治疗。搜集患者年龄、肿瘤直径、临床分期、

组织学分级、有无淋巴结转移及脉管癌栓形成等资料。另外病理证实胃良性溃

疡术后或胃减重手术后正常胃组织标本作为对照研究。患者签署受试者知情同

意书，并遵守单位医学伦理委员会的相关规定。

3.2  方法 

蛋白免疫组织化学染色：采用 S-P 免疫组织化学方法检测 Twist、E-cadherin、

N-cadherin 蛋白表达，具体操作如下：

（1）石蜡切片厚度 3μm，60 ～ 65℃烘烤 4 小时；

（2）PBS 缓冲液冲洗 2 次，每次 5 分钟；

（3）组织抗原修护；

（4）PBS 缓冲液洗涤 3 分钟；

（5）每片加 50μL 过氧化物酶使溶液闭塞，室温孵育 10 分钟；

（6）PBS 冲洗 33 分钟；

（7）去 PBS，每片加无免疫性动物血清 50μL，室温孵育 10 分钟；

（8）PBS 冲洗 35 分钟；

（9）去 PBS，每片加液，室温温育；

（10）PBS 冲洗 33 分钟；去 PBS，每片加 1 滴，室温孵育 10 分钟；PBS 冲

洗 3 次，每次 3 分钟；
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（11）去 PBS，每片加新鲜 DAB1 ～ 2 次，显色 3 ～ 10 分钟，阳性显色为

褐色或黄色；

（12）自来水冲洗，苏木素复染，自来水冲洗 10 ～ 15 分钟；

（13）配制 DAB 显色试剂，切片梯度酒精脱水干燥，透明化用二甲苯，按“切

片脱蜡，水化”程序反向进行，最后中性树胶封固。

CD34-PAS 双重染色：

（1）包埋好的标本用石蜡切片机切片，厚度 4μm；

（2）切片经烤片处理、二甲苯脱蜡、梯度酒精至水；

（3）将切片放入 pH 为 6.0 的 0.1mol/L 柠檬酸抗原修复液中，进行沸水浴处理，

保持 20 分钟，停止加热后自然冷却 20 ～ 30 分钟。

（4）用 0.01mol/LPBS 清洗 3 次，每次 3 分钟，阻水笔圈画组织，滴加 3%

的过氧化氢，封闭 10 分钟，以去除内源性过氧化物酶；

（5）用 0.01mol/LPBS 洗涤 3 次，每次 3 分钟，洗去过氧化氢，甩干 PBS，

滴加 5% 的山羊血清室温封闭 1 小时；

（6）滤纸吸干多余封闭液，根据预实验结果或抗体说明书中的建议浓度，

滴加适宜浓度的一抗置湿盒中 4℃孵育过夜；

（7）第二天，使用 0.01mol/L 的 PBS 进行 3 分钟的清洗，共进行 5 次，将

一抗去除。将多余的 PBS 甩去后，滴加二抗，将切片置于室温下的孵育盒中进

行 30 分钟的孵育；

（8）用 0.01mol/LPBS 清洗 5 次，每次 3 分钟，洗去多余的二抗，甩去多余

PBS，保持切片湿润的状态下，滴加 DAB 显色液，显微镜下观察阳性，记录最

佳显色时间，其余切片相同时间显色；

（9）水洗多余的 DAB（DAB 为一类致癌物，水洗后的废液需要加入硫酸 -

高锰酸钾水溶液中和，可安全排出）；

（10）去离子水轻洗玻片，置换掉自来水分，甩干玻片上的水分，滴加高

碘酸液，室温处理 10 分钟，去离子水洗 2 ～ 3 次，每次静置 1 ～ 2 分钟；

（11）甩去玻片上的水分，4℃取出 PAS 试剂，直接滴染，室温孵育 10 分钟；

注意该步反应需要及时避光；用避光纸盖住即可，不要移动，防止染液流动；
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（12）PAS 染色时间到后，使用亚硫酸冲洗液清洗玻片 3 ～ 5 次，每次静

置 1 ～ 2 分钟；

（13）复染，滴加苏木素染色液，室温 3 分钟，0.01mol/LPBS 洗去多余的染液，

3 分钟 3 次；

（14）进行梯度酒精复水处理：先使用 80% 酒精浸泡 5 秒，然后 95% 酒精

浸泡 10 秒，接着使用 100% 酒精浸泡 3 分钟，之后再用 100% 酒精浸泡 5 分钟。

接下来，使用二甲苯Ⅱ进行透明处理 5 分钟，然后使用二甲苯Ⅰ进行透明处理 5

分钟（如果未完全透明，可适当延长时间）；

（15）中性树胶封片，待树胶干透后，镜检。

结果判定、评分：免疫组化结果的判定采用免疫反应半定量积分法，总分

等于染色强度积分乘以阳性细胞比例积分。染色强度积分按照不显色为 0 分，

淡黄色为 1 分，棕黄色为 2 分，棕褐色为 3 分进行评分；阳性细胞比例积分通

过在低倍镜下随机计数 10 个视野，确保总肿瘤细胞数不低于 1000 个，计算阳

性细胞比例，分别为 0 分（0%）、1 分（1% ～ 10%）、2 分（11% ～ 50%）、

3 分（51% ～ 80%）、4 分（>80%）。总分范围为 0 ～ 12 分，定义 0 ～ 3 分为

阴性，3 分为阳性。CD34-PAS 双重染色及 VM 判定：CD34 阳性颗粒在血管内

皮细胞浆 / 膜表达，PAS 阳性在血管腔壁基膜表达，呈紫红色或樱桃红色。具体

判定标准为：由 CD34 阴性肿瘤细胞（在 HE 光镜下确认）围成的内有一层不规

则血管状结构的 PAS 阳性基膜样物质，有时其内可见红细胞，管路周围无出血、

坏死及明显炎细胞，判定为 VM。其中，CD34 和 PAS 均为正向表达的规则环状

物质，被排除为内皮血管。

3.3  统计学方法

本研究采用 SPSS22.0 软件进行统计分析，以 X±S 表示计量数据计数数据

采用χ2 检验，并加以采纳。将检验标准定为α =0.05，在 p 值小于 0.05 的情况下，

会认为差值存在统计学意义。
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4  结果

4.1  人胃癌组织中 VM 表达情况分析

这项研究在术后对 50 名胃癌患者实施了蜡块 VM 表达的组织检测。研究结

果显示，的确有 VM 现象存在于胃癌患者身上。研究发现，50 例胃癌患者中，

VM 表达 (+) 的患者有。此外，VM 阳性表达与统计学上具有一定意义（p<0.05）

的肿瘤组织分化较差、临床分期较高、复发转移等有关。

4.2  人胃癌组织中 VM 蛋白和 EMT 蛋白表达的相关性分析

这 项 研 究 发 现， 在 11 例 VM 阳 性 结 肠 癌 组 织 中，Vimentin 的 高 表 达 率

为 63.7%，而 E-cadherin 的低表达率为 18.2%。相比之下，在 VM 阴性组中，

Vimentin 的低表达率为 15.4%，E-cadherin 的低表达率为 74.4%（详见表 1）。

通过统计学分析发现，VM 阳性组与阴性组的 E-cadherin 的胃癌细胞在表达方式

（p<0.05）上存在显著差异，具有统计学意义。这表明，在有 VM 的胃癌组织中，

上皮间质转化（EMT）更容易发生在肿瘤细胞中，表达的 Vimentin 和 E-cadherin

有相关性。

表 1  VM与 EMT标记蛋白表达之间的关系［n (%)］

Table 1 Relationship between VM and EMT-tagged protein expression ［n (%)］

VM 表达 Vimentin 表达 E-cadherin 表达 p
+ - + -

+（n=11） 7（63.7） 4（36.3） 2（18.2） 9（81.8）
0.001

-（n=39） 6（15.4） 33（84.6） 29（74.4） 10（25.6）

4.3  Twist 和 EMT 蛋白在胃癌组织中的表达

在 50 例胃癌组织标本中，Twist 蛋白表达阳性的病例数为 35 例（70.00%），

E-cadherin 蛋白表达阳性的病例数为 19 例（38.00%），维门汀蛋白表达阳性的

病例数为 24 例（48.00%）。经统计分析发现，Twist 蛋白在表达上（p=0.000）

在胃癌组织中差异明显（表 2）。
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表 2  Twist 与 EMT标记蛋白表达之间的关系［n (%)］

Table 2 Relationship between Twist and EMT-tagged protein expression ［n (%)］

组别 例数 Twist Vimentin 表达 E-cadherin 表达 p

胃癌
组织

50
+（%） p +（%） p +（%） p

0.00135
（70.00）

0.001
24

（48.00）
0.001

19
（38.00）

0.001

研究的 50 例胃癌组织标本中，35 例显示 Twist 蛋白表达阳性，其中 19 例胃

癌组织呈现 E-cadherin 蛋白表达阳性。此外，在 15 例 Twist 蛋白呈阴性表达的

胃癌组织中，有 11 例患者出现 E-cadherin 蛋白呈阴性表达。Spearman 等对这两

种蛋白的相关性分析表明：Twist 蛋白 E-cadherin 蛋白表达呈正相关系数为 0.544，

其相关性具有统计学意义（p=0.010）。此外，35 例表达 Twist 蛋白阳性的胃癌

组织中，24 例显示 Vimentin 蛋白表达阳性；然而，在 15 例 Twist 蛋白呈阴性表

达的胃癌组织中，有 12 例患者出现 Vimentin 蛋白呈阴性表达。Spearman 等对这

两种蛋白的相关性分析表明：Twist 蛋白 Vimentin 蛋白表达呈正相关系数为 0.362，

其相关性具有统计学意义（p=0.010）。

5  讨论

TWIST 基因是一种重要的转录因子，已被证明在多种癌症中发挥关键作用，

尤其在胃癌的发展中具有显著影响［8］，且该研究表明 TWIST 通过调控细胞黏附、

迁移和侵袭相关基因，引导胃癌细胞发生上皮间质转化。上皮 - 间质转化使癌

细胞失去上皮细胞独有的结构，获得间质细胞的特征，从而增强了细胞的迁移

和侵袭能力。TWIST 还参与了胃癌组织中的易化血管生成拟态，促使血管内皮

细胞发生拟态变化，表现出肿瘤相关的血管生成特征［9］。这进一步支持了肿瘤

的生长和营养供应。在分子水平上，TWIST 通过与其他转录因子和信号通路相

互作用，调控了一系列与癌细胞生物学特征相关的基因表达，这包括促进细胞

周期的变化、抑制凋亡、增强细胞迁移和侵袭等关键过程［10，11］。TWIST 的过

度表达与胃癌的临床病理特征、预后及治疗反应密切相关，因此，TWIST 基因

可能成为胃癌预后评估和治疗靶点的重要标志物［12］。未来的研究可以重点关注
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以下方向：深入挖掘 TWIST 在信号通路中的交叉调控机制，阐明其与其他关键

因子的相互作用；探讨 TWIST 在胃癌早期诊断和预测预后中的潜在价值；开展

药物筛选研究，寻找能够干预 TWIST 作用的新型治疗靶点。TWIST 作为胃癌发

展的关键调控因子，其在诊断、治疗和预后评估方面具有广阔的应用前景。深

入研究 TWIST 的分子机制有望为开发靶向 TWIST 的治疗药物提供理论基础，为

个体化治疗和精准医学奠定基础。TWIST 在人胃癌组织中的作用机制复杂而多

样，涉及上皮间质转化和易化血管生成拟态等多个方面。未来的研究和应用将

有望深化对 TWIST 在胃癌中的理解，并为相关治疗策略的制定提供有力支持。

综上所述，TWIST 基因在人胃癌组织中通过促进上皮间质转化和易化血管

生成拟态等多个机制参与了肿瘤的发展和进展。深入理解 TWIST 在胃癌中的作

用有望为胃癌的治疗提供新的靶点和策略。
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Investigation of the Mechanisms by which Twist 
Regulates Epithelial-mesenchymal Transition and
Vasculogenic Mimicry in Human Gastric Cancer Tissues
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Abstract: Objective: The aim of this study was to investigate the role of Twist 

in promoting Vasculogenic Mimicry, thereby enriching and enhancing the 

theory of vasculogenic mimicry. Methods: The expression of Twist, Epithelial-

mesenchymal Transition markers (E-cadherin and Vimentin), and VM marker 

CD34-PAS were observed in gastric carcinoma tissues and normal gastric 

tissues. The correlation between Twist, EMT markers, and clinical pathological 

features of gastric carcinoma was analyzed. The relationship between VM and 

EMT markers, as well as Twist and EMT markers, was studied. Furthermore, the 

involvement of Twist in promoting gastric carcinoma EMT and VM formation 

was validated. Results: Significant differences were observed in the expression 

of EMT markers (E-cadherin and Vimentin) and VM marker CD34-PAS. Twist 

showed a certain correlation with EMT markers. Conclusion: Twist may induce 

EMT in gastric carcinoma cells and promote the formation of VM in gastric 

carcinoma. Note The translation provided aims to align with the language style 

typically used in scientific publications.
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