
            
 
 

   
 
 
 

 

 
รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ 

 
โครงการบทบาทหนาที่ของไคติเนสทรีไลทวันและไซโตไคน
กับการสรางหลอดเลือดใหมแบบ vasculogenic mimicry ใน

มะเร็งปากมดลูก  
(Roles of CHI3L1 and cytokines on vasculogenic 

mimicry in cervical cancer) 
 
 
 

โดย ดร. นิภาพร  เงินยวง 
 
 
 

เดือนกรกฎาคม ป 2560 
 



สัญญาเลขที ่TRG5880156 

 
 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ 
 
 

โครงการบทบาทหนาที่ของไคติเนสทรีไลทวันและไซโตไคน
กับการสรางหลอดเลือดใหมแบบ vasculogenic mimicry ใน

มะเร็งปากมดลูก  
(Roles of CHI3L1 and cytokines on vasculogenic 

mimicry in cervical cancer) 
 
 

ผูวิจัย ดร. นิภาพร  เงินยวง    
สังกัดวิทยาลัยแพทยศาสตรนานาชาติจุฬาภรณ 

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร 
 
 
 

      สนบัสนนุโดยสํานักงานกองทนุสนบัสนุนการวิจัยและ
ตนสังกัด 

 
(ความเหน็ในรายงานนี้เปนของผูวจิัย  

สกว.และตนสงักัดไมจาํเปนตองเห็นดวยเสมอไป) 



                           เอกสารแนบหมายเลข 2 
 
Project Code (รหัสโครงการ) : TRG5880156 
Project Title (ชื่อโครงการ) : บทบาทหนาท่ีของไคติเนสทรีไลทวันและไซโตไคนกับการสรางหลอด

เลือดใหมแบบ vasculogenic mimicry ในมะเร็งปากมดลูก  
                                               Roles of CHI3L1 and cytokines on vasculogenic mimicry in cervical 

cancer 
Investigator (ชื่อนักวิจัย) : ดร. นิภาพร  เงินยวง   
                                          สังกัดวิทยาลัยแพทยศาสตรนานาชาติจุฬาภรณ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร 
E-mail Address : nngernyuang@gmail.com 
Project Period (ระยะเวลาโครงการ) : 2 ป 

------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
 

Abstract 
Introduction: Vasculogenic mimicry (VM) is the formation of fluid-conducting channels mediated by 
aggressive tumor cells. It provides a pathway for perfusion that is independent of angiogenesis. VM 
is associated with tumor growth, metastasis, and short survival time of several cancers. Our previous 
study showed that the expression of chitinase 3 like 1 (CHI3L1) is associated with VM and 
metastasis in invasive cervical cancer.  
Objectives: 1. To address whether CHI3L1 was associated with VM in cervical cancer. 
                2. To confirm whether CHI3L1 played a key role in VM formation. 
Methods: We examined CHI3L1 expression and VM formation using immunohistochemistry and 
CD34 - Periodic acid-schiff (PAS) dual staining in 66 tissue samples of cervical cancer and the tube-
like structure formation assay was performed in cervical cancer cell lines. 
Results: The significant association between CHI3L1 expression and VM formation was observed 
(P=0.031). Moreover, VM negative were positively correlated with non-metastasis (P=0.035) in 
cervical cancer patients. Moreover, we found that the recombinant CHI3L1 enhanced cervical cancer 
cell lines to form tube-like structures.  
Conclusion: Our present data reveals the crucial role of CHI3L1 on promoting VM formation which 
may contribute to tumor aggressiveness and suggests that targeted CHI3L1 may be a valuable 
strategy for the reduction of cervical cancer progression and metastasis. 



บทคัดยอ 

 
บทนํา: Vasculogenic mimicry (VM) เปนรูปแบบการสรางหลอดเลือดใหมซึ่งพบมากในกอนมะเร็งท่ีอยูใน
ระยะรุกราน โดยเปนรูปแบบการสรางหลอดเลือดท่ีไมเกี่ยวของกับรูปแบบการสรางหลอดเลือดปกติแบบ  
angiogenesis และพบวาการสรางหลอดเลือดแบบ VM มีความสัมพันธกับการเจริญเติบโตของกอนมะเร็ง 
การรุกรานของมะเร็ง และการมีชีวิตอยูรอดส้ันของผูปวยโรคมะเร็ง  
วัตถุประสงค: ในการศึกษาครั้งนี้จึงมุงเนนศึกษาการแสดงออกของโปรตีน chitinase 3 like 1 (CHI3L1) และ
การเกิดรูปแบบการสรางหลอดเลือดแบบ VM ในผูปวยมะเร็งปากมดลูกและดูความสัมพันธกับการเกิดการ
รุกรานของมะเร็ง 
วิธีการศึกษา: ทําการยอมอิมมูโนฮิสโตเคมีในชิ้นเนื้อมะเร็งของผูปวยเพ่ือดูความสัมพันธของการแสดงออก
ของโปรตีน CHI3L1 และการเกิดหลอดเลือดแบบ VM (CD34 - Periodic acid-schiff (PAS) dual staining 
และทําการทดสอบในเซลลมะเร็งเพาะเล้ียงโดยการทรีทเซลลมะเร็งปากมดลูกดวยโปรตีน CHI3L1 เพ่ือดูการ
สรางโครงสรางของหลอดเลือดใหม 
ผลการศึกษา: พบวาการแสดงออกของโปรตีน CHI3L1 มีความสัมพันธในเชิงบวกกับการเกิดหลอดเลือด
แบบ VM โดยหากมีการแสดงออกของโปรตีน CHI3L1 มากขึ้นจะพบการเกิดการสรางหลอดเลือดใหมแบบ 
VM เพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P=0.031) และเมื่อทดสอบในเซลลเพาะเล้ียงมะเร็งปากมดลูกพบวา
โปรตีน CHI3L1 มีความสามารถในการกระตุนใหเซลลมะเร็งเพาะเล้ียงเกิดการสรางโครงสรางคลายหลอด
เลือดท่ีเพ่ิมมากข้ึนอยางมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม   
สรุปผลการทดลอง: ความรูท่ีไดจากการวิจัยครั้งนี้ สามารถนํา CHI3L1 ใชเปนตัวบงชี้เพ่ือติดตามการ
เปล่ียนแปลงของเซลลจากระยะกอนมะเร็งไปเปนระยะมะเร็งปากมดลูก  และสามารถใชเปนตัวบงชี้การเกิด
หลอดเลือดใหมท้ังแบบ angiogenesis และแบบ VM ซึ่งอาจจะใชเปนขอมลูพ้ืนฐานในการหาตัวรับท่ีจําเพาะ
กับ CHI3L1 ในอนาคตเพ่ือใหเกิดประโยชนในการรักษาผูปวยมะเร็งปากมดลูกอยางมีประสิทธิภาพ และ
เพ่ือใหผูปวยมีคุณภาพชีวิตท่ีดีขึ้นรวมท้ังอัตราการรอดชีวิตท่ียาวขึ้น 
 



รายงานผลการดําเนินงาน 
1. ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย/ความสอดคลองกับยุทธศาสตรหรือประเด็นการวิจัย
หลักของมหาวิทยาลัย 
 มะเร็งปากมดลูก (cervical cancer; CxCa) เปนมะเร็งท่ีพบมากเปนอันดับสาม และเปนมะเร็งท่ีมี
อัตราการเสียชีวิตของผูปวยสูงเปนอันดับท่ีส่ีในผูหญิงท่ัวโลก นอกจากนั้นยังพบวาอุบัติการณเกิดมะเร็งปาก
มดลูกในผูหญิงท่ัวโลกมีจํานวนเพิ่มสูงขึ้น (1) โดยสาเหตุสวนใหญของการเกิดมะเร็งปากมดลูกคือการติดเชื้อ
ไวรัส human papillomavirus (HPV) ชนิดเส่ียงสูง เชน HPV 16 และ 18 (2) การวินิจฉัยระยะของมะเร็งปาก
มดลูกถูกกําหนดใหใชตามแบบแผนของ International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) 
เพ่ือเปนเกณฑในการรักษาและการติดตามผลการรักษา  ปจจบัุนการรักษาโรคมะเร็งปากมดลูกประกอบดวย
การผาตัด รังสีรักษาและการใหยาเคมีบําบัดหรือการรักษาโดยใชวิธีการรักษารวมกัน ซึ่งขึ้นอยูกับระยะของ
โรค (3) อยางไรก็ตามพบวาผูปวยบางรายมีการกลับมาเปนโรคซ้ําหลังจากไดรับการรักษาในขั้นตน หรือไม
ตอบสนองตอการรักษา (4) ซึ่งสวนใหญมักจะพบในผูปวยโรคมะเร็งระยะลุกลาม นอกจากนี้ยังมีปจจัยอื่นๆ ท่ี
มีผลตอการกลับมาเปนโรคซ้ํา เชน ขนาดของกอนมะเร็ง ตําแหนงของกอนมะเร็ง สภาวะของตัวผูปวยเอง 
ตลอดจนวิธีการรักษาท่ีไมเหมาะสมกับผูปวย (5, 6) นอกจากน้ันแลวปจจัยท่ีสําคัญอีกส่ิงหนึ่งคือ การเกิด
หลอดเลือดใหมของกอนมะเร็ง ซึ่งหลอดเลือดท่ีเกิดใหมเหลานี้มีหนาท่ีลําเลียงน้ําและสารอาหารใหเซลลมะเร็ง 
ซึ่งเปนสาเหตุสําคัญท่ีทําใหกอนมะเร็งเติบโต มีการดําเนินโรคและระยะลุกลามท่ีรวดเร็วขึ้น โดยปกติแลว
กอนมะเร็งจะเกิดการสรางหลอดเลือดใหมท่ีเรียกวา angiogenesis ซึ่งเปนการสรางหลอดเลือดใหมจากเซลล 
endothelial และมีการศึกษาพบวาการเกิดหลอดเลือดใหมเหลานี้มีผลตอการดําเนินโรคท่ีไมดีและอัตราการ
รอดชีวิตต่ําในผูปวยมะเร็งปากมดลูก (7) 
 ในปจจุบันนี้มีการศึกษาพบวานอกจากการสรางหลอดเลือดใหมแบบ angiogenesis ท่ีมี
ความสัมพันธกับระยะรุกลามของมะเร็ง (metastatic cancers) แลวนั้น ยังมีการสรางหลอดเลือดแบบใหมโดย
เปนการสรางหลอดเลือดใหมท่ีไมเกี่ยวของกับ endothelial ซึ่งเปนการสรางหลอดเลือดใหมโดยการรวมตัวกัน
ของเซลลมะเร็งเอง ปรากฏการณการสรางหลอดเลือดใหมท่ีแตกตางจาก traditional tumor angiogenesis นี้
เรียกวา vasculogenic mimicry (VM) ซึ่งพบในมะเร็งหลายชนิด (8-15) นอกจากนั้นแลวยังมีการศึกษาพบวา
การเกิดหลอดเลือดแบบใหมนี้มีความสัมพันธกับการเกิดการรุกลามของมะเร็งและการดําเนินโรคท่ีไมดีใน
มะเร็งอีกดวย (16) 
 การศึกษากอนหนานี้ Sakunjia และคณะ (17) ไดทําการศึกษาความแตกตางในระดบัการแสดงออก
ของยีน (gene differential expression profiling) โดยวิธีไมโครอารเรย ในกลุมผูปวยท่ีไมมีความผิดปกติ กลุม
ผูปวยกอนเปนมะเร็งปากมดลูก (precancerous lesion; low-grade intraepithelial lesions (LSIL) และ high-
grade intraepithelial lesions (HSIL)) และผูปวยมะเร็งปากมดลูก พบวายีนหลายชนิดมีการแสดงออกเพ่ิม
สูงขึ้นในผูปวยท่ีเปนมะเร็งปากมดลูก และหนึ่งในนั้นคือยีน chitinase 3 like 1 (CHI3L1) ซึ่งการแสดงออก
ของยีน CHI3L1 มีระดับเพ่ิมขึ้นในกลุมผูปวยระยะกอนเปนมะเร็ง และผูปวยมะเร็งปากมดลูก เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุมปกติ  แสดงใหเห็นถึงหนาท่ีสําคัญของยนี CHI3L1 ท่ีเกี่ยวของกับการดําเนินของ
โรคมะเร็งปากมดลูก (17)  และเมื่อผูวิจัยและคณะไดทําการศึกษาบทบาทหนาท่ีการทํางานของ CHI3L1 
พบวานี้มีบทบาทเปนปจจัยท่ีชักนําใหเกิดการสรางหลอดเลือดใหมแบบ angiogenesis โดยชักนําใหเซลล 
endothelial มีการเคล่ือนท่ีและชักนําใหเกิดการสรางโครงสรางของหลอดเลือดในผูปวยมะเร็งปากมดลูก (18) 
นอกจากนั้นแลวระดับการแสดงออกของโปรตีน CHI3L1 ยังมีความสัมพันธกับการแสดงออกของโปรตีน 
vascular endothelial growth factor (VEGF) ซึ่งเปนโปรตีนหลักในการสรางหลอดเลือดใหมแบบ 
angiogenesis และระดับการแสดงออกของโปรตีนยังมีความสัมพันธกับจํานวนหลอดเลือดใหมท่ีเกิดขึ้นใน
ผูปวยมะเร็งปากมดลูก (18) 



 ดังนั้นในการศึกษาคร้ังนี้เรามีสมมติฐานเกี่ยวกับบทบาทหนาท่ีใหมของ CHI3L1 ซึ่งอาจจะเปน
โปรตีนสําคัญท่ีกระตุนใหเซลลมะเร็งปากมดลูกเกิดการสรางหลอดเลือดแบบ VM ซึ่งสงผลใหผูปวยมะเร็งปาก
มดลูกมีการดําเนินโรคท่ีไมดี เพ่ือการพิสูจนสมมติฐานดังกลาว การศึกษาครั้งนี้คณะผูวิจัยทําการศึกษา
บทบาทหนาท่ีการทํางานรวมท้ังกลไกการทํางานของ CHI3L1 ในการชักนําใหเกิดการสรางโครงสรางลักษณะ
คลายหลอดเลือดของเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งปากมดลูก รวมถึงศึกษาความสัมพันธของการแสดงออกของ 
CHI3L1 และการเกิดหลอดเลือดใหมแบบ VM ในชิ้นเนื้อมะเร็งของผูปวยมะเร็งปากมดลูก  
 ความรูท่ีไดจากผลการศึกษาครั้งนี้อาจจะใชเปนซึ่งเปนองคความรูดานขอมูลพ้ืนฐานวา CHI3L1 อาจ
สามารถพัฒนาไปเปนยีนเปาหมายในการรักษาโรคแบบยีนบําบัด (targeted therapy) ในอนาคต เพ่ือใหเกิด
ประโยชนในการรักษาผูปวยมะเร็งปากมดลูกอยางมีประสิทธิภาพ และเพ่ือใหผูปวยมีคุณภาพชีวิตท่ีดีขึ้น
รวมท้ังอัตราการรอดชีวิตท่ียาวข้ึน 
 
2. วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

2.1 เพ่ือศึกษาบทบาทหนาท่ีของ CHI3L1, IL-6 และ TNF-α ในดานการเหน่ียวนําเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็ง
ปากมดลูกใหการเกิดหลอดเลือดใหมแบบ VM  

2.2 เพ่ือวิเคราะหความสัมพันธระหวางระดับการแสดงออกของ CHI3L1, IL-6 และ TNF-α และขอมูลทาง
คลินิก รวมท้ังการเกิดหลอดเลือดใหมแบบ VM ในผูปวยมะเร็งปากมดลูก 

2.3 เพ่ือศึกษาความสัมพันธระดับการแสดงออกของ CHI3L1 และการแสดงออกของ inflammatory 
cytokines (IL6 และ TNF-α)  

2.4 เพ่ือศึกษาความสัมพันธระดับการแสดงออกของ CHI3L1 และการแสดงออกของ inflammatory 
cytokines (IL6 และ TNF-α) ในการเกิดหลอดเลือดใหมแบบ VM ในผูปวยมะเร็งปากมดลูก 

 
3. ขอบเขตของโครงการวิจัย 
ศึกษาบทบาทหนาท่ีของ CHI3L1 ในการชักนําเซลลเพาะเล้ียงมะเร็งปากมดลูกใหเกิดการสรางหลอดเลือด
ใหมแบบ VM  และศึกษาการแสดงออกของ CHI3L1 และการเกิดโครงสรางหลอดเลือดแบบ VM ในผูปวย
มะเร็งปากมดลูก และนํามาวิเคราะหความสัมพันธกับขอมูลทางคลินิก  
 
4. ทฤษฎี สมมุติฐาน (ถามี) และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  
 จากการศึกษากอนหนาของผูวิจัยและคณะ แสดงใหเห็นถึงบทบาทหนาท่ีการทํางานของ CHI3L1 
ในการชักนําใหเกิดการสรางหลอดเลือดใหมแบบ angiogenesis โดยชักนําใหเซลล endothelial มีการ
เคล่ือนท่ีและชักนําใหเกิดการสรางโครงสรางของหลอดเลือด และยังมีความสัมพันธกับการเกิดการลุกลามของ
มะเร็ง (metastasis) ในผูปวยมะเร็งปากมดลูก (18) ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้เรามีสมมติฐานเกี่ยวกับบทบาท
หนาท่ีใหมของ CHI3L1 วาอาจจะเปนตัวการสําคัญท่ีชักนําใหเซลลมะเร็งเกิดการสรางหลอดเลือดแบบ VM 
ในผูปวยมะเร็งปากมดลูก ซึ่งผูวิจัยคาดวาความรูท่ีไดจากผลการศึกษาครั้งนี้อาจจะใชเปนขอมูลพ้ืนฐานวา 
CHI3L1 อาจสามารถพัฒนาไปเปนยีนเปาหมายในการรักษาโรคแบบยีนบําบัด (targeted therapy) ในอนาคต 
ดังกรอบแนวความคิดดานลาง 
 
 
 
 
 



กรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 
 

 
  
5.  วิธีการดําเนินการวิจัย และสถานท่ีทําการทดลอง/เก็บขอมูล 
      5.1 วิธีการดําเนินการวิจัย   
ในการศึกษาครั้งนี้แบงการทดลองเปน 3 สวน ดังนี้ 
สวนท่ี 1 ทําการสอบหนาท่ีของโปรตีน CHI3L1, IL-6 และ TNF-α โดยการทรีทโปรตีนเหลานี้ลงในเซลล
เพาะเล้ียงมะเร็งปากมดลูก และตรวจสอบการกระตุนเซลลเพาะเล้ียงมะเร็งปากมดลูกใหเกิดหลอดเลือดใหม
แบบ VM รวมท้ังตรวจสอบการเปล่ียนแปลงระดับยีนตางๆ ท่ีเกี่ยวของกับการเกิดหลอดเลือดใหมแบบ VM 
(VE-cadherin และ N-cadherin) 
สวนท่ี 2 ทําการตรวจสอบระดับการแสดงออกของโปรตีน CHI3L1 และและการแสดงออกของไซโตไคน IL-6 
และ TNF-α และแสดงออกของหลอดเลือดใหมแบบ VM ดวยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมี (IHC) ในชิ้นเนื้อมะเร็งปาก
มดลูกของผูปวย 
สวนท่ี 3 วิเคราะหความสัมพันธระหวางระดับการแสดงออกของโปรตีน CHI3L1, IL-6 และ TNF-α ในการชกั
นําใหการเกิดหลอดเลือดใหมแบบ VM รวมท้ังขอมูลทางคลินิกของผูปวยมะเร็งปากมดลูก 
 
5.2 ระเบียบวิธีทําวิจัย 
       5.2.1 การเก็บตัวอยางชิ้นเนื้อมะเร็งปากมดลูก 
ในการศึกษานี้ไดทําการเก็บตัวอยางชิ้นเนื้อมะเร็งปากมดลูกจากผูปวยท่ีเขารับการรักษาท่ีโรงพยาบาลมะเร็ง
อุบลราชธานี ซึ่งกําลังเตรียมหนังสือเพ่ือย่ืนขอจริยธรรมในมนุษย โดยคํานวณจํานวนตัวอยางท่ีไดโดยใชสูตร
คํานวณดังนี้ 
N = (Za/2))2 × P(1-p)/d2 
N = sample size 
Z�/2 = 95% confidence interval = 1.96 
P* = prevalence of abnormality = 13% 
D = error in estimating P = ±0.1 (2 direction) 
N = 1.962 × 0.13(1-0.13)/0.12 = 43 cases 



* คาดคะเนอุบัติการณการแสดงออกของ VM ท่ีไดจากการศึกษามะเร็งสมองของ Liu XM, et al., 2011 (40) 
 
5.2.2  การเล้ียงเซลลเพาะเล้ียงมะเร็งปากมดลูก 
เซลลเพาะเล้ียงมะเร็งปากมดลูก 2 ชนิด คือ เซลล CaSki และเซลล HeLa จะถูกเล้ียงในจานเพาะเล้ียงดวย
อาหาร DMEM high-glucose (DMEM-HG) ท่ีประกอบดวย 10% ของ fetal bovine serum (FBS) และ 1% 
Penicillin/Streptomycin (Invitrogen, Carlsbad, CA).  
 
5.2.3 การศึกษาการเกิดการสรางโครงสรางของหลอดเลือดใหมในจานเล้ียงเซลลเพาะเล้ียง (tube formation 
assay) 
นํา growth factor-reduced Matrigel (BD Bioscience, SanJose, CA) ปริมาณ 50 ไมโครลติร ใสลงใน 96-
well plate หลังจากนั้นนําเซลลเพาะเล้ียงมะเร็งปากมดลูกจํานวน 1 × 104 เซลล ใสลงในเพลทดังกลาว โดย
แบงกลุมการทดลองเปนสองกลุม กลุมแรกเปนกลุมท่ีเติมอาหารท่ีไมใสรีคอมบิแนนทโปรตีน CHI3L1 และ
กลุมท่ีสองคือกลุมทดลองโดยเติมรีคอมบิแนนทโปรตีน CHI3L1 หลังจากนั้นเล้ียงเซลลตอเปนเวลานาน 6 
ชั่วโมง เมื่อครบเวลานําไปดูใตกลองจุลทรรศนและถายภาพโครงสรางหลอดเลือดใหมท่ีเกิดขึ้น  
 
5.2.4 การศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีเปล่ียนแปลงไปดวยวิธี Reverse transcription PCR (RT-PCR) 
ทําการทรีทเซลลเพาะเล้ียงมะเร็งปากมดลูกท้ัง 2 ชนิด ดวยรีคอมบิแนนทโปรตีน CHI3L1 ท่ีผลิตไดจากขอ 
6.2.3 หลังจากนั้นทําการสกัด RNA ดวย TRIzol reagent (Gibco, Grand Island, NY) และเปล่ียนเปน first 
strand complementary DNA (cDNA)  ดวยไพรเมอร oligo d(T) ในชุดการสังเคราะห Improm IITM 
Reverse Transcriptase System (Promega, Madison, WI) และทําการตรวจสอบการแสดงออกของยีนท่ี
เกี่ยวของกับการเกิด VM เชน VE-cadherin และ N-cadherin ดวยวิธี PCR 
 
5.2.5 การศึกษาดวยเทคนิคอิมมูโนฮีสโตเค็มมิสตรี (Immunohistochemistry, IHC) 
ตัดเนื้อเยื่อมะเร็งปากมดลูกท่ีฝงในพาราฟนใหมีความหนา 4 ไมครอน วางบนสไลด แลวนําไปผาน
กระบวนการละลายพาราฟน (deparaffinization) ดวย xylene และกระบวนการเอาน้ํากลับคืน (rehydrated) 
ดวย ethanol หลังจากนั้นนําไปผานกระบวนการ Antigen retrieval โดยการตมใน 0.01 M citrate buffer (pH 
6.0) นาน 15 นาที และผานกระบวนการกําจัด endogenous peroxidase ดวย 0.5% H2O2  เปนเวลา 30 
นาที และทําการยับย้ัง nonspecific site ดวยการหยด จากนั้นแชใน phosphate buffered saline (PBS) 10 
นาที 20% FBS นาน 30 นาที ซึ่งจะทําให back ground ลดลง จากนั้นหยด primary antibody และบมท่ี
อุณหภูมิหองนาน 16 ชั่วโมง จากน้ันลางดวย PBS 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที จึงเริ่มทําการทดสอบตามขั้นตอนของ
ชุดทดสอบ EnVisionTM system (DAKO corporation, Carpinteria, CA) ขั้นตอนสุดทายนํา 3,3-
diaminobenzidine DAB substrate (DAKO corporation) บม 2-3 นาที แลวลางดวยน้ํากล่ัน ปละนําไปยอม
ทับดวยสี hematoxylin นาน 45 วินาที จากนั้น mount ดวย glycergel (Dako Cytomation.; Carpinteria, 
CA, USA) ปดดวย cover glass นําไปอานผลภายใตกลองจุลทรรศน 
 
5.2.6 การศึกษาการแสดงออกของ VM โดยการยอม CD34-PAS dual staining 
การสรางหลอดเลือดใหมแบบ VM สามารถตรวจสอบไดดวยการยอม CD34–PAS dual staining ซึ่งเมื่อทํา
การยอม IHC ของ CD34 (primary antibody) ในเนื้อเยื่อมะเร็งปากมดลูกดวยแลว เมื่อถึงขั้นตอนสุดทายคือ
การบมดวย EnVisionTM System (DAKO corporation, Carpinteria, CA) หลังจากนั้นใหนําไปแชน้ําเปน
เวลา 5 นาที ใหนาํไปบมดวย periodic acid–Schiff (PAS) นาน 15 นาทีแลวยอมทับดวย hematoxylin นาน 



45 วินาที จากนั้น mount ดวย glycergel (Dako Cytomation.; Carpinteria, CA, USA) ปดดวย cover glass 
นําไปอานผลภายใตกลองจุลทรรศน บริเวณที่เกิดการสรางหลอดเลือดใหมแบบ VM จะมีการติดสีมวง แตถา
หากเกิดการสรางหลอดเลือดแบบ angiogenesis จะติดสีน้ําตาลแดงของ CD34 เพียงอยางเดียว  
 
5.2.7 การวิเคราะหทางสถิติ 
ใช Pearson test วิเคราะหความสัมพันธระหวางการแสดงออกของ CHI3L1 และการเกิดหลอดเลือดใหมแบบ 
VM ในผูปวย หากคาของ P value นอยกวา 0.05 ถือวามีความแตกตางกันทางสถิติ 
 
6. สรุปผลการดําเนินงานของโครงการโดยยอ 
6.1 ศึกษาการเปล่ียนแปลงของยีนและโปรตีนท่ีเกี่ยวของกับการเกิดหลอดเลือดใหมแบบ VM เชน (VE-
cadherin และ N-cadherin) ในเซลลเพาะเล้ียงมะเร็งปากมดลูกท่ีทรีทดวยรีคอมบิแนนทโปรตีน CHI3L1 โดย
ใชวิธี RT-PCR 
 ในขั้นแรก ผูวิจัยทําการหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการทําพีซีอารของยีนตางๆ โดยผลดังรูปท่ี 1 
พบวายีน Beta Actin (231 bp), N-cadherin (224 bp), IL-6 (214 bp), syndecan-1 (250 bp), TNF-α (211 
pb) และ VEGF (269 pb) มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมคือ 58, 62, 58, 62, 62 และ 54 องศาเซลเซียส ตามลําดับ 

 
รูปท่ี 1 การหาอุณหภูมิ (52, 54, 56, 58, 60 และ 62 องศาเซลเซียส) ท่ีเหมาะสมในการทําพีซีอารยีนตางๆ ท่ี

คาดวานาจะเกี่ยวของกับการเกิด VM โดยใช cDNA ของผูปวยมะเร็งปากมดลูกในระยะรุนแรงมาใช
เปน DNA template และ NTC คือ non template control 

 
หลังจากท่ีทําการเพาะเลี้ยงเซลลเพาะเล้ียงมะเร็งปากมดลูกท้ัง  3 ชนิด และทําการเติมรีคอม

บิแนนทโปรตีน CHI3L1 ท่ีระดับความเขมขน 400 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ลงในอาหารเพาะเลี้ยงเซลลมะเร็ง
ปากมดลูก หลังจากนั้นเพาะเล้ียงเซลล เปนระยะเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาที่กําหนดดังกลาว
เรียบรอยแลว นําเซลลมะเร็งมาสกัดอารเอ็นเอและสังเคราะหเปนดีเอ็นเอสายแรก หลังจากนั้นนํามาตรวจสอบ
ยีนตางๆ ท่ีคาดวานาจะเกี่ยวของกับการเกิด VM โดยใชสภาวะท่ีเหมาะสมในการทําพีซีอารของแตละยีน ผล
พบวาเซลลเพาะเล้ียงมะเร็งปากมดลูกท้ัง  3 ชนิด ใหผลท่ีแตกตางกัน โดยพบวาเซลล HeLa มีการตอบสนอง
และการเปล่ียนแปลงยีนมากกวาเซลลเพาะเล้ียงมะเร็งปากมดลูกชนิด Caski และ SiHa (รูปท่ี 2) ซึ่งอาจเกิด
จากเซลลมะเร็งท่ีตางชนิดกันจะมีองคประกอบท้ังภายในเซลลมะเร็งแตกตางกันรวมท้ังรีเซ็ปเตอรบนผิวของ



เซลลมะเร็งก็แตกตางกันดวย ดังนั้นอาจเปนเหตุท่ีทําใหผลการแสดงออกของยีนแตกตางกันและการตอบรับ
ของการกระตุนจากการเติมรีคอมบิแนนทโปรตีน CHI3L1 ท่ีระดับความเขมขน 400 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ลง
ในอาหารเพาะเล้ียงแตกตางกันดวย  

เมื่อทําการเติมรีคอมบิแนนทโปรตีน CHI3L1 ท่ีระดับความเขมขน 400 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ลงใน
อาหารเพาะเล้ียงเซลล HeLa พบวาการแสดงออกของยีน IL6, VEGF และ TNF-α มีการแสดงออกท่ีเพ่ิมมาก
ขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกบักลุมควบคุมซึ่งไมไดรับการเติมรีคอมบิแนนทโปรตีน CHI3L1 ท่ีระดับความเขมขน 
400 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และนอกจากนั้นยังพบวามีการแสดงออกเพ่ิมมากขึ้นเมื่อเพ่ิมระยะเวลาเพาะเลี้ยง 
หลังจากการเติมรีคอมบิแนนทโปรตีน CHI3L1 ท่ีระดับความเขมขน 400 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร จากระยะเวลา
นาน 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง ตามลําดับ (รูปท่ี 3) อาจเปนไปไดวาเซลล HeLa สามารถตอบสนองตอ
โปรตีน CHI3L1 มากกวาเซลลมะเร็งปากมดลูกชนดิอ่ืนๆ 

 
 รูปท่ี 2 การแสดงออกของยีนตางๆ ของเซลลเพาะเล้ียงมะเร็งปากมดลูกท้ัง 3 ชนิด ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารท่ี

เติมรีคอมบิแนนทโปรตีน CHI3L1 ท่ีระดับความเขมขน 400 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร เปนระยะเวลา 0, 
24 และ 48 ชั่วโมง และใช cDNA ของผูปวยมะเร็งปากมดลูกในระยะรุนแรงมาใชเปน Positive 
control (Pos), NTC: non template control 

 

 
รูปท่ี 3 การแสดงออกของยีน IL6, VEGF และ TNF-α ในเซลล HeLa มีแนวโนมท่ีเพ่ิมมากขึ้นเมื่อ

เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมซึ่งไมไดรับการเติมรีคอมบิแนนทโปรตีน CHI3L1 ท่ีระดับความเขมขน 
400 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ลงในอาหารเพาะเล้ียงเซลลมะเร็งปากมดลูก และเพาะเล้ียงตอนาน 24 
ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง 

 



6.2 ศึกษาการแสดงออกของ VM ในชิ้นเนื้อมะเร็งปากมดลูก 
      เพ่ือวิเคราะหความสัมพันธระหวางระดับการแสดงออกของ CHI3L1 และขอมูลทางคลินิก รวมท้ังการเกิด
หลอดเลือดใหมแบบ VM ในผูปวยมะเร็งปากมดลูก ผูวิจัยตรวจสอบการแสดงออกของ โปรตีน CHI3L1 ดวย
เทคนิคอิมมูโนฮีสโตเค็มมิสตรี (IHC) และตรวจสอบการแสดงออกของหลอดเลือดใหมแบบ VM ดวยการยอม 
CD34–PAS dual staining ในเนื้อเย่ือมะเร็งปากมดลูก ผลการวิจัยพบวามีผูปวยท้ังหมด 66 ราย พบผูปวยท่ี
มีการแสดงออกของ VM 15 ราย คิดเปนรอยละ 22.72 (รูปท่ี 4) 
 

                              
 รูปท่ี 4 รูปแสดงหลอดเลือดใหมแบบ angiogenesis (A) และหลอดเลือดใหมแบบ VM (B-D) 
  
6.3 ศึกษาความสัมพันธระหวางการแสดงออกของ CHI3L1 การแสดงออกของ VM และขอมูลทางคลินิก 
       ผลการวิจัยพบวามีผูปวยท้ังหมด 66 ราย สามารถจัดจําแนกกลุมออกเปน 2 กลุมตามระดับการ
แสดงออกของโปรตีน CHI3L1 โดยมีคาเกณฑการแบงกลุมอยูท่ีการแสดงออกของระดับ CHI3L1 
immunoreactive scores เทากับ 126 พบวาผูปวยท่ีมีการแสดงออกของ CHI3L1 ในระดับสูงมีความสัมพันธ
กับการพบ VM อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P= 0.031) (รูปท่ี 5) 
 นอกจากนั้นยังพบวากลุมผูปวยท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน CHI3L1 สูงมีแนวโนมสัมพันธกับการมี
ชีวิตท่ีส้ันของผูปวยเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมผูปวยท่ีมีการแสดงออกของ CHI3L1 นอยอีกดวย (43.9 และ 
64.6 เดือน ตามลําดับ, P = 0.079) (รูปท่ี 6).  
 

 
รูปท่ี 5 ความสัมพันธระหวางการแสดงออกของหลอดเลือดใหมแบบ VM และการแสดงออกของโปรตีน 
CHI3L1  



 
รูปท่ี 6 ความสัมพันธระหวางการแสดงออกของหลอดเลือดใหมแบบ VM และการแสดงออกของโปรตีน 
CHI3L1 
 
6.4 ศึกษาความสัมพันธระหวางการแสดงออกของ CHI3L1 ในการกระตุนเซลลมะเร็งปากมดลูกในการสราง
โครงสรางคลายหลอดเลือด 

เมื่อทดสอบในเซลลเพาะเล้ียงมะเร็งปากมดลูกพบวาโปรตีน CHI3L1 มีความสามารถในการกระตุน
ใหเซลลมะเร็งเพาะเล้ียงเกิดการสรางโครงสรางคลายหลอดเลือดท่ีเพ่ิมมากขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P≤ 
0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (รูปท่ี 7) 
 

 
 
รูปท่ี 7 ความสัมพันธระหวางการแสดงออกของโปรตีน CHI3L1 ในการกระตุนใหเซลลมะเร็งปากมดลูกเกิด
การสรางโครงสรางคลายหลอดเลือด 
 
6.4 ศึกษาความสัมพันธระหวางการแสดงออกของ CHI3L1 การแสดงออกของ TNF-α IL-6 และขอมูลทาง
คลินิก 
 ผลการวิจัยพบวามีผูปวยท้ังหมด 66 ราย พบผูปวยท่ีมีการแสดงออกของ VM 15 ราย คิดเปนรอย
ละ 22.72 และพบวา CHI3L1 และ TNF-α ท่ีมีความสัมพันธตอการพบ VM ในชิ้นเนื้อมะเร็งของผูปวยมะเร็ง
ปากมดลูก  



 
7. สรุปและวิจารณผลการทดลอง และขอเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคต 
 นอกจากนี้ความรูท่ีไดจากการวิจัยครั้งนี้ สามารถนํา CHI3L1 ใชเปนตัวบงชี้เพ่ือติดตามการ
เปล่ียนแปลงของเซลลจากระยะกอนมะเร็งไปเปนระยะมะเร็งปากมดลูก  และสามารถใชเปนตัวบงชี้การเกิด
หลอดเลือดใหมท้ังแบบ angiogenesis และแบบ VM ซึ่งอาจจะใชเปนขอมูลพ้ืนฐานในการหาตัวรับท่ีจําเพาะ
กับ CHI3L1 ในอนาคตเพ่ือใหเกิดประโยชนในการรักษาผูปวยมะเร็งปากมดลูกอยางมีประสิทธิภาพ และ
เพ่ือใหผูปวยมีคุณภาพชีวิตท่ีดีขึ้นรวมท้ังอัตราการรอดชีวิตท่ียาวขึ้น 
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Summary

Vasculogenic mimicry (VM) is an alternative microvascular system which tumor cells 

orchestrate, independent of endothelial cell-mediated angiogenesis. VM develops tumor 

vascular networks that correlate with tumor growth, metastasis, and short survival time of 

patients with a number of cancers. However, little is known regarding VM in the 

vascularization of cervical cancer. Chitinase 3 like 1 (CHI3L1) was previously reported to 

display the ability to induce angiogenesis in cervical cancer.  Here, we explored a pathologic 

role of CHI3L1 in tumor cell-mediated vascularization. Sixty-six samples of cervical cancer 

were collected to examine CHI3L1 expression and VM formation using 

immunohistochemistry and CD34-Periodic acid-schiff (PAS) dual staining. CHI3L1 

expression was correlated with formation of tumor cell-associated vascular channels in the 

absence of endothelial cells (P=0.031). Interestingly, tumor samples lacking VM were 

positively correlated with non-metastasis (P=0.035). Patients with VM positive tumors 

tended to have decreased overall survival (OS) compared to those with VM negative samples 

(43.9 vs. 64.6 months, P= 0.079). In addition, recombinant CHI3L1 enhanced cervical cancer 

cell lines to form tube-like structures, supporting the notion that CHI3L1 mediates VM in 

cervical cancer. Our present data reveals the crucial role of CHI3L1 in the formation of VM, 

which may contribute to tumor aggressiveness. Therefore, targeting CHI3L1 may be a 

valuable strategy for the reduction of cervical cancer vascularization and metastasis.

Key words: YKL-40; vasculogenic mimicry; angiogenesis; dual staining  
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INTRODUCTION

Cervical cancer is the fourth most common cancer in women and is diagnosed in nearly 

530,000 women globally each year.1 In 2017, an estimated 12,820 new cases of invasive 

cervical cancer are diagnosed in U.S.,2 in which a high risk of infection with human 

papillomavirus (HPV) is the leading cause of carcinogenesis.3 Over the past several decades, 

accumulating evidence has revealed that highly metastatic cancers are intimately associated 

with vessel-like formation that is primarily derived from tumor cells, independent of 

endothelial cell-mediated angiogenesis. This alternative microvascular formation lacking 

endothelial cells is known as vasculogenic mimicry (VM). It is emerging that VM plays an 

essential pathologic role in a wide variety of human cancers.4-10 The development of VM is 

strongly correlated with a poor prognosis in a number of cancers including hepatocellular 

carcinoma11, gastrointestinal stromal tumors12 and glioma13. However, little is known 

regarding VM in the development of cervical cancer.

Chitinase 3 like 1 (CHI3L1), also known as YKL-40, is a secreted glycoprotein with 

molecular mass of approximately 40 kDa. CHI3L1 is related in amino acid sequence to the 

chitinase protein family but it lacks enzymatic property due to a mutation in the chitinase-3-

like catalytic domain in which an essential glutamic acid is replaced with a leucine. CHI3L1 

is mainly produced by macrophages, neutrophils and cancer cells.14 High expression of 

CHI3L1 has been found in sera of patients with various diseases including inflammatory 

diseases,15-18 and human solid tumors including cervical cancer.19-23 Our previous study 

reported that CHI3L1 acts as an angiogenic factor in cervical cancer to promote endothelial 

cell migration and tube formation in vitro. Moreover, the expression of CHI3L1 was 

positively correlated with metastasis in cervical cancer patients.24 However, it is unclear 

whether or not the elevated levels of CHI3L1 are associated with the formation of VM and 

cancer progression. To explore the potential role CHI3L1 in tumor vasculogenesis, we test 
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the hypothesis that CHI3L1 promotes the formation of tumor cell-mediated blood supply 

network, thereby contributing to the aggressiveness of cervical cancer. 

 Our present findings will provide novel pathologic insights into CHI3L1 active role 

in the microvasculogenesis of cervical cancer; thus defining a potential therapeutic target for 

cervical cancer therapy.

MATERIALS AND METHODS

Patients and tumor samples

Cervical tissues were collected from patients who were treated at the Tumor Clinic, 

Srinagarind Hospital, Thailand. This project was approved by the Ethical Committee of 

Thammasat University (MTU-EC-OO-4-098/58). All the patients provided informed 

consents and did not receive chemotherapy or radiotherapy before operation. The 

histopathology of 66 tissue samples was reviewed and analyzed by pathologists. These 

cervical cancer samples were squamous cell carcinoma (SCCA) including 4 stage I, 21 stage 

II, 37 stage III and 4 stage VI. The clinical data involved age, tumor stage, metastasis, and 

overall survival time. 

Immunohistochemistry (IHC) analysis

In brief, 4 µm thickness tissue sections were deparaffinized with xylene and rehydrated 

through a graded series of ethanol. The antigen retrieval was performed under the boiling 

cooker in 0.01 M citrate buffer (pH 6.0) for 15 min. After cooling down for 15 min at room 

temperature, the slides were incubated with 3% H2O2 for 30 min at room temperature to 

inactivate the endogenous peroxidase, followed by incubation with blocking buffer 

containing 20% fetal bovine serum (FBS) for 30 min. The slides were then incubated with 

primary antibodies (1:400, anti-CHI3L1) for 16 h at room temperature in a humidified 
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chamber. After washing in PBS, proteins were detected by immunodetection using the 

EnVision+ System - HRP labelled polymer anti-rabbit (DAKO corporation, Carpinteria, CA) 

for 15 min at room temperature. Finally, IHC staining was developed using 3,3-

diaminobenzidine DAB substrate (DAKO corporation) for several minutes. After washing, 

samples were counterstained with Meyer’s hematoxylin. For reliability and consistency of the 

analysis, the slides were independently blind-reviewed by different pathologists .The CHI3L1 

staining was evaluated as multiplied scores of percent (0–100%) and intensity of positive 

staining cells (0, negative; 1+, weakly positive; 2+, moderately positive; and 3+, strongly 

positive) giving rise the score ranging from 0 to 300.  

Determination of VM by CD34 - periodic acid-schiff (PAS) dual staining

VM was detected by CD34-PAS dual staining. Briefly, the process for IHC of CD34 was 

performed as mentioned previously7, the dilution1:100 of anti-CD34 (BD Pharmingen, San 

Diego, CA) was used as a primary antibody at 4C for 16 h in a humidified chamber, 

followed by immunodetection using the EnVision+ System - HRP labelled polymer anti-

mouse (DAKO corporation, Carpinteria, CA) for 15 min at room temperature.  Subsequently, 

the slides were rinsed with distilled water for 5 min, incubated with PAS for 15 min, 

counterstained with Mayer’s hematoxylin for 1 min, and viewed under a light microscope to 

detect CD34 and PAS signals. All areas of the slides were examined for the presence of VM 

(CD34-negative and PAS-positive vessels).

Cell culture 

Cervical cancer cell lines (CaSki, HeLa and SiHa) were maintained in Dulbecco's modified 

Eagle's medium high-glucose (DMEM-HG) supplemented with 10% fetal bovine serum 

(FBS) and 1% Penicillin/Streptomycin (all from Gibco, Carlsbad, CA) in a humidified 
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atmosphere of 5% carbon dioxide (CO2) at 37°C. Cells were passaged when they reached 

80% confluence. 

Tube-like structure formation assay

The ability of cervical cancer cell lines to develop vascular channels was evaluated by a tube-

like structure formation assay. The 50 µl of growth factor-reduced Matrigel (BD Bioscience, 

San Jose, CA) was added to each well of a 96-well plate and allowed to polymerize at 37 °C 

for 30 min. Cervical cancer cells (1 x 104 cells) were suspended in the DMEM-HG with or 

without CHI3L1 (400 ng/ml)24 and seeded on a 96-well plate coated with Matrigel. After 6-hr 

incubation, the number of tube-like structures of each group was assessed at least for 6 

different fields under the light microscope with 200x magnification.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed with SPSS version 20. The relationship of VM formation 

with the clinicopathological parameters was analyzed using two-tailed Chi-square test and 

Kappa test. Survival analysis was performed using Kaplan-Meier and log rank test. 

Students’t-test was used to analyze between treated and untreated control groups. P value < 

0.05 was statistically significant.

RESULTS

CHI3L1 expression is associated with VM in cervical cancer patients

To evaluate the potential relationship between CHI3L1 expression levels and VM formation, 

expression of CHI3L1 and tumor cell-mediated vascular tissue were determined in 66 

cervical cancer cases. Using CD34-PAS double-staining (Fig. 1), VM was distinguished by 

channels lined with cancer cells from shuttle-like endothelial cell-associated vessels that 
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express CD34.25 These vascular channels showed PAS-positive but CD34-negative structure, 

in which a large amount of blood cells were identified, confirming that cells around the 

channels were not composed of endothelium. No necrotic and infiltrating inflammatory cells 

were observed around the channels. VM was detected in 15 cases out of 66 cervical cancer 

cases (22.72%) whereas endothelial cell-associated angiogenesis was present in all of the 

cases, indicating a large subset of cervical cancer that develops tumor cell-associated vascular 

channels. Next, to evaluate the relationship between the VM-positive tissue and CHI3L1 

expression, 66 cervical cancer cases were categorized into 2 groups based on a cut-off value 

of the median of CHI3L1 immunoreactive scores (126).24 Cancer samples with VM positive 

expressed higher CHI3L1 than those with VM negative (P= 0.031) (Fig. 2), suggesting that 

VM formation correlated with CHI3L1 expression in cervical cancer patients.

Association of VM with clinicopathological features of cervical cancer patients

The clinicopathological features of 66 cervical cancer patients related to VM were 

summarized in Table 1. The VM negative was significantly correlated with non-metastasis 

status in cervical cancer patients (P = 0.035), implicating VM formation as an indicator of 

tumor progression and metastasis. Moreover, survival analysis revealed that patients with 

VM positive tended to have short overall survival (OS) compared to those with VM negative 

(43.9 vs. 64.6 months, P = 0.079) (Fig. 3). No significant correlations were found between 

VM formation and age or tumor stage.

Recombinant CHI3L1 protein promotes tube-like structure formation of cervical 

cancer cell lines 

The clinical data indicated that VM formation was associated with CHI3L1 expression. To 

address whether CHI3L1 plays a key role in VM formation, a tube-like structure formation 
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assay was performed in cervical cancer cell lines (CaSki, HeLa, and SiHa). We found that 

recombinant CHI3L1 enhanced cervical cancer cells to form more tube-like structures when 

compared to controls (P≤ 0.05) (Fig. 4). Taken together, all the data suggest that CHI3L1 

prompts tumor cells to participate in the development of vascular channels in cervical cancer.

DISCUSSION

Cervical cancer is the most common cancer that causes woman death worldwide.1  Although 

the radiotherapy and radical surgery are equally effective for early stage disease and give rise 

to a favorable outcome with 5-year survival rate over 90% 26, the combination regimen of 

chemo-radiotherapy used for advanced disease is only effective in 40% of patients who can 

survive longer than 5 years.27 A vast majority of advanced diseases eventually develop 

progressive, recurrent tumors or distant metastases.28  It is noteworthy that patients initially 

diagnosed with metastatic disease have poorer outcomes with a 5-year survival rate of 

16.5%.29 At present, chemotherapy with cisplatin or carboplatin is recommended for these 

patients as the standard course, whereas non-platinum regimens including paclitaxel and 

topotecan are alternative for patients who cannot tolerate cisplatin.30-31

To gain highly effective intervention in metastatic diseases, the conjunctive treatment 

of cytotoxic drugs with anti-angiogenic agents has received significant attention as compared 

with monotherapy.32 For example, the combination of chemotherapy and VEGF inhibitor 

bevacizumab compared with chemotherapy alone showed a significant improvement in 

overall response rate (ORR), progression free survival (PFS), and OS.33 While the combined 

therapy demonstrated the advantage over the single therapy, some of patients could still not 

receive notable benefit from the intervention, since advanced cancers can escape from VEGF 

inhibition and thus develop resistance to bevacizumab. The molecular mechanisms that 

mediate anti-VEGF-drug resistance were probably ascribed to the alternative tumor 
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vascularization such as VM.34-35 A study in 2013 by Steeg36 has reported that VM poses a 

major challenge to anti-angiogenesis treatment in hepatocellular carcinoma (HCC), where 

some of anti-angiogenesis drugs have showed minimal effectiveness in the treatment of 

HCC.36 Therefore, targeting both angiogenic and VM pathways may pave a novel therapeutic 

avenue to effectively block tumor vasculogenesis and metastasis.

Here, we demonstrated the correlation of CHI3L1 expression and VM formation in 

human cervical cancer. Moreover, we uncovered the critical role of CHI3L1 on VM 

formation in vitro, which was consistent with the study in glioblastoma and other cancers.37 

In addition, previous studies reported that VM contributes to metastasis of multiple cancers, 

including hepatocellular carcinoma38, laryngeal squamous cell carcinoma39, and colon 

cancer.25 We found that VM negative had strong correlation with non-metastasis status.  

Although increased cancers are needed to probably gain significant difference in survival 

time and cancer metastasis, our finding suggests that cervical cancer patients with VM 

positive have a tendency of poor prognosis compared to those with VM negative. 

Collectively, the current data suggest that the increased CHI3L1 expression mediates VM 

formation, thereby facilitating cancer aggressiveness and metastasis.

In conclusion, our findings have shown the first time that CHI3L1 expression was 

associated with VM formation in cervical cancer, in addition to angiogenesis.24 The study 

might suggest a feasible therapeutic strategy for targeting CHI3L1 expression in cervical 

cancer with both classic angiogenesis and VM formation.

Conflicts of interest and sources of funding: This project was financially supported by 
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Figure captions

Fig. 1

VM formation in cervical cancer tissue samples. (A) CD34+ blood vessels (red arrow 

indicates typical blood vessels with brown CD34+ staining; green arrow indicates red blood 
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cells). (B-D) VM formation in cervical cancer tissue (red arrows indicate typical blood 

vessels with brown CD34+ staining; green arrows indicate red blood cells and black arrows 

indicate VM channels formed by tumor cells).

Fig. 2

VM formation was positively correlated with CHI3L1 expression level in cervical cancer 

tissues. (A) Representative images of CHI3L1 immunostaining (left) and VM formation in 

cervical cancer tissue (right) (magnification: ×400). (B) The scatter plot showed that patients 

with VM positive had higher expression level of CHI3L1 than those with VM negative 

(P=0.031). Horizontal black bars indicate mean of expression level. Horizontal black bars 

indicate mean of expression level. VM negative (n=51) vs. VM positive (n=15).

Fig. 3 

Effect of VM formation on patients’ overall survival. Patients with VM positive tended to 

have short overall survival when compared to those with VM negative (P=0.079). VM 

negative (n=51) vs. VM positive (n=15).

Fig. 4 

Effect of recombinant CHI3L1 on VM formation in cervical cancer cell lines. Cells (1×104) 

were seeded on a layer of Matrigel and cultured in the presence or absence of CHI3L1 (400 

ng/ml) for tube formation analysis. The recombinant CHI3L1 protein (400 ng/ml) 

significantly enhanced cervical cancer cells to form vessel-like structures. The representative 

pictures (left) and quantification mean numbers (right) of tube-forming structures. *P<0.05 

compared with the control group. (SF, Serum-free medium). n=6.
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Table 1. Relationship between clinicopathological variables and VM formation.

VM formation

Variables Cases (n) Negative (%) Positive (%) P

Age (years) 0.142

≤54 33 23 (69.7) 10 (30.3)

>54 33 28 (84.8) 5 (15.2)

FIGO stage 0.263

Stage I 4 4 (100.0) 0 (0.0)

Stage II 21 16 (76.2) 5 (23.8)

Stage III 37 29 (78.4) 8 (21.6)

Stage IV 4 2 (50.0) 2 (50.0)

Metastasis *0.035

Negative 49 41 (83.7) 8 (16.3)

Positive 17 10 (58.8) 7 (41.2)

Mean OS time

(months)

66 64.599 

(52.316-76.881)

43.900 

(25.072-62.728)

0.079
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