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口服普萘洛尔对婴幼儿血管瘤ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ１、ＴＩＭＰ２表达水平的影响
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院：整形外科１，血管甲状腺外科２）

　　［摘要］　目的　研究口服普萘洛尔前后婴幼儿血管瘤病灶内 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ１、ＴＩＭＰ２表达水平的影响。
方法　 选择２０１０年５月至２０１１年１２月来我院就诊、年龄≤３个月、血管瘤病灶位于肢体或隐蔽部位、家属要求手术治疗
却具备单独口服普萘洛尔治疗条件、排除口服普萘洛尔禁忌证、先前未接受过其他任何相关治疗的病例作为研究对象，共

３９例。经过与家属沟通并征得其书面同意，先按口服普萘洛尔诊疗常规，口服用药前在局麻下夹取血管瘤体组织活检，后
口服８周普萘洛尔［剂量：２ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），分２次，每１２小时用药］，继而手术切除瘤体。采用免疫组化、实时荧光定量
ＲＴＰＣＲ的方法，检测口服用药前后病灶组织内ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ１、ＴＩＭＰ２表达水平的变化，计算口服用药前后病灶
微血管密度（ＭＶＤ）。结果　 免疫组化与实时荧光定量ＲＴＰＣＲ结果均提示，口服普萘洛尔后血管瘤病灶内ＭＶＤ值明显
减低且具有统计学意义（ｔ＝１８．４５８，Ｐ＜０．０１），ＭＭＰ２、ＭＭＰ９表达水平较用药前明显减少（Ｐ＜０．０１），ＴＩＭＰ１、ＴＩＭＰ２表
达水平明显增高（Ｐ＜０．０１）。且口服用药后上述４个因子免疫组化平均积分光密度、ｍＲＮＡ相对表达量变化与ＭＶＤ值变
化密切相关。结论 　 普萘洛尔可下调血管瘤病灶内ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达，上调ＴＩＭＰ１、ＴＩＭＰ２的表达，从而抑制新生
血管的形成。
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　　［中图法分类号］　Ｒ７３２．２；Ｒ９６６；Ｒ９７２　　 ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　福建省医学创新课题（２０１２ＣＸ１７）；福建省教育厅资助省属高校项目（ＪＫ２０１２０２０）

［通信作者］　陈幸生，Ｅｍａｉｌ：ｒｌｃｘｓ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

ＥｆｆｅｃｔｏｆｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ２，ＭＭＰ９，ＴＩＭＰ１ａｎｄＴＩＭＰ２ｉｎ
ｉｎｆａｎｔｉｌｅｈｅｍａｎｇｉｏｍａ
ＬｉＭｉｎｇ１，ＣｈｅｎＸｉｎｇｓｈｅｎｇ２，ＧｕｏＺｈｉｈｕｉ１，ＸｉｅＹｉｄｅ１，ＺｈａｎＭｉｎｇｋｕｎ１，ＺｈｏｕＹａｋｕａｎ１，ＪｉａｎｇＣｈｅｎｇｈｏｎｇ１，Ｃｈｅｎ
Ｘｉａｏｓｏｎｇ１（１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｌａｓｔｉｃＳｕｒｇｅｒｙ，２ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＶａｓｃｕｌａｒ＆ＴｈｙｒｏｉｄＳｕｒｇｅｒｙ，ＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＦｕｊｉａｎＵｎｉｏｎＨｏｓｐｉｔａｌ，ＦｕｊｉａｎＭｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｆｕｚｈｏｕ，ＦｕｊｉａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ，３５０００１，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏ
ｔｅｉｎａｓｅ２（ＭＭＰ２），ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９（ＭＭＰ９），ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１（ＴＩＭＰ１）
ａｎｄｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２（ＴＩＭＰ２）ｉｎｉｎｆａｎｔｉｌｅｈｅｍａｎｇｉｏｍａ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｉｒｔｙｎｉｎｅｐａｔｉｅｎｔｓ
（ａｇｅ≤３ｍｏｎｔｈｓ）ｗｉｔｈｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｐｈａｓｅｏｆｈｅｍａｎｇｉｏｍａｉｎｏｕｒｈｏｓｐｉｔａｌｆｒｏｍＭａｙ，２０１０ｔｏＤｅｃｅｍｂｅｒ，２０１０
ｗｅｒｅｅｎｒｏｌｌｅｄ．Ｔｈｅｐａｔｉｅｎｔｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌｆｏｒ８ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｈｅｍａｎｇｉｏｍａｂｉｏｐｓｙ，ａｎｄｔｈｅｎｕｎｄｅｒ
ｗｅｎｔｓｕｒｇｅｒｙｆｏｒｈｅｍａｎｇｉｏｍａｒｅｓｅｃｔｉｏｎ．ＴｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭＭＰ２，ＭＭＰ９，ＴＩＭＰ１
ａｎｄＴＩＭＰ２ｉｎｈｅｍａｎｇｉｏｍａｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｂｙｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲａｎｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｍｅｔｈｏｄ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄｔｈｅｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙ（ＭＶＤ）ｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌｔｒｅａｔ
ｍｅｎｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＴｈｅＭＶＤｉｎｔｈｅｈｅｍａｎｇｉｏｍａｔｉｓｓｕｅｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｆｔｅｒｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌｔｒｅａｔｍｅｎｔ（Ｐ＜
０．０１）．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＭＭＰ２ａｎｄＭＭＰ９ｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０１），ｂｕｔｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＴＩＭＰ１ａｎｄＴＩＭＰ２ｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｆｔｅｒｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌｔｒｅａｔｍｅｎｔ（Ｐ＜
０．０１）．ＴｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆＭＶＤｗｅｒｅｃｌｏｓｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭＭＰ２，
ＭＭＰ９，ＴＩＭＰ１ａｎｄＴＩＭＰ２．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌｃａｎｒｅｄｕｃｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｈｅｍａｎｇｉｏｍａｔｈｒｏｕｇｈｄｏｗｎ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＭＭＰ２ａｎｄＭＭＰ９ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＴＩＭＰ１ａｎｄＴＩＭＰ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｈｅｍａｎｇｉｏｍａ；ｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌ；ＭＭＰ２；ＭＭＰ９；ＴＩＭＰ１；ＴＩＭＰ２

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＭｅｄｉｃａｌＩｎｎｏｖａｔｉｖｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＦｕｊｉａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ（２０１２ＣＸ１７）ａｎｄｔｈｅＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＰｒｏｊｅｃｔＦｕｎｄｅｄｂｙＦｕｊｉａｎＥｄｕｃａｔｉｏｎＤｅｐａｒｔｍｅｎｔ
（ＪＫ２０１２０２０）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＣｈｅｎＸｉｎｇｓｈｅｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｒｌｃｘｓ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

３０４２
第３４卷第２３期
２０１２年１２月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２３
Ｄｅｃ．１５　２０１２



　　婴幼儿血管瘤是婴幼儿最常见的良性肿瘤。发病
率约１０％［１］。其最大特点是病程具有自限性，到５岁
前约有 ５０％的患者血管瘤可完全消退，７岁前约
７０％，到 ９岁前这一比例可以达到 ９０％［２］。尽管如

此，但是其对婴幼儿却存在一些不容忽视的潜在危害。

约５０％的血管瘤患者在病灶大部分消退后会局部仍
会残留毛细血管扩张、瘢痕形成、脂肪瘤等外形损害；

增殖迅速的血管瘤还可能发生溃疡、功能障碍或者毁

容甚至危及生命；甚至影响孩子的心理健康造成自卑

的心理，给患儿及家属造成压力。因此目前仍主张对

婴幼儿血管瘤采取适当、有效的治疗措施［３］。选择治

疗方案的原则和目的为以尽可能小的代价控制瘤体生

长，尤其是不进一步破坏容貌，或形成新的医源性损

害。２００８年 ７月，法国 Ｂｏｒｄｅａｕｘ儿童医院 Ｌéａｕｔé
Ｌａｂｒéｚｅ在新英格兰医学杂志上报道了普萘洛尔对严
重婴幼儿血管瘤具有显著的抑制作用［４］。其后又有

数篇文献报道了普萘洛尔治疗血管瘤［治疗剂量：２～
３ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］，结果均支持ＬéａｕｔéＬａｂｒéｚｅ的发现［５－１７］。

由于普萘洛尔副作用相对较小，应用于儿童至今尚无

出现死亡及严重心血管事件并发症的报道，因此迅速

成为临床治疗婴幼儿血管瘤的首选方案但其治疗机制

尚未完全明确。本研究拟通过测定、比较口服普萘洛

尔前后血管瘤病灶内 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ１、ＴＩＭＰ２
这４个与血管生成密切相关因子表达水平的变化，探
讨普萘洛尔在收缩血管、降低局部灌注的同时，是否可

同时抑制血管瘤血管内皮细胞增殖，并对其治疗血管

瘤的机制作初步研究。

１　资料与方法

１．１　一般资料
　　本治疗及研究经医院医务部及伦理委员会核准。选择
２０１０年５月至２０１１年１２月来福建医科大学附属协和医院整形
外科就诊、年龄≤３个月、血管瘤病灶位于肢体或隐蔽部位、家属
要求手术治疗却具备单独口服普萘洛尔治疗条件、排除口服普

萘洛尔禁忌证（如哮喘等）、先前未接受过其他任何相关治疗的

病例作为研究对象。共收集到完整病例３９例，其中男性１６例，
女性２３例，年龄最小３３ｄ，最大２个月零３周，年龄（５７６２±
１１．２６）ｄ。经过与家属沟通并征得其书面同意，治疗前先按口
服普萘洛尔诊疗常规，局部消毒铺巾，用皮肤活检枪在局麻下

夹取血管瘤体组织，以６０可吸收线缝合１针。后口服８周盐
酸普萘洛尔片（河南天方药业股份有限公司生产，剂量：

２ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），分２次，每１２小时用药），继而手术切除瘤体。

１．２　免疫组化材料
　　１０％中性福尔马林、二甲苯、无水乙醇（上海试一化学试剂
有限公司）、９５％乙醇、８５％乙醇、７５％乙醇、ｄｄＨ２Ｏ、ＰＢＳ溶液、
辣根过氧化物酶标记羊抗鼠单克隆抗体（包括抗原修复液、３％

Ｈ２Ｏ２去离子水、ＤＡＢ显色剂，中杉金桥ＰＶ９００２），鼠抗人ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ１、ＴＩＭＰ２、ＣＤ３４单克隆抗体（福州迈新）、苏木精
（福州迈新）、中性树脂。

１．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ材料
　　Ｔｒｉｚｏｌ（ＴａＫａＲａＲＮＡｉｓｏｐｌｕｓ），氯仿（上海试一化学试剂有
限公司），异丙醇（上海生工），逆转录试剂盒（ＴａＫａＲａＰｒｉｍｅ
Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ，ＤＲＲ０３７Ａ），荧光定量试剂盒（ＴａＫａＲａ
ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ，ＤＲＲ８２０Ａ），ＤＥＰＣ处理水配置的
７５％乙醇，无核酶水，内参引物（ＴａＫａＲａＨｕｍａｎＧＡＰＤＨＰｒｉｍｅｒ）
（Ｂ７０２Ａ），其余引物由ＴａＫａＲａ公司合成。序列见表１。

表１　实时荧光定量ＲＴＰＣＲ引物序列

基因名称　
ＧｅｎＢａｎｋ　　

登录号　　
序列　　　　　

扩增片段

长度（ｂｐ）

ＧＡＰＤＨ ＮＭ＿００２０４６．３ 上游：５′ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ３′ １２９
下游：５′ＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＧＧＡ３′

ＭＭＰ２ ＮＭ＿００１１２７８９１．１上游：５′ＣＴＣＡＴＣＧＣＡＧＡＴＧＣＣＴＧＧＡＡ３′ １０４
下游：５′ＴＴＣＡＧＧＴＡＡＴＡＧＧＣＡＣＣＣＴＴＧＡＡＧＡ３′

ＭＭＰ９ ＮＭ＿００４９９４．２ 上游：５′ＡＣＧＣＡＣＧＡＣＧＴＣＴＴＣＣＡＧＴＡ３′ ９４
下游：５′ＣＣＡＣＣＴＧＧＴＴＣＡＡＣＴＣＡＣＴＣＣ３′

ＴＩＭＰ１ ＮＭ＿００３２５４．２ 上游：５′ＣＣＴＴＡＴＡＣＣＡＧＣＧＴＴＡＴＧＡＧＡＴＣＡＡ３′ １９４
下游：５′ＡＧＴＧＡＴＧＴＧＣＡＡＧＡＧＴＣＣＡＴＣＣ３′

ＴＩＭＰ２ ＮＭ＿００３２５５．４ 上游：５′ＧＧＡＧＣＡＣＴＧＴＧＴＴＴＡＴＧＣＴＧＧＡ３′ ９６
下游：５′ＡＣＡＴＧＣＧＣＡＧＴＣＴＧＣＴＴＧＴＣ３′

１．４　主要仪器
　　ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＣｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４３０Ｒ高速低温离心机，ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏ
Ｓｙｓｔｅｍｓ２７２０ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒＰＣＲ仪，ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏＳｙｓｔｅｍｓ７５００荧
光定量 ＰＣＲ仪，ＴｈｅｒｍｏＮＡＮＯＤＲＯＰ１０００分光光度计 ＋
ＮＤ１０００Ｖ３．６．０分析软件，ＬｅｉｃａＲＭ２２４５切片机，Ｎｉｋｏｎ显微
镜＋Ｏｌｙｍｐｕｓ摄像头。

１．５　方法
１．５．１　组织材料处理　　将收集的治疗前活检标本或手术切
除标本用ＰＢＳ溶液洗净，切取１～２ｍｍ３小块，放入冻存管后置
入液氮罐内冻存。其余标本浸入１０％中性甲醛溶液内固定，并
将组织块经脱水透明、浸蜡包埋等处理后，制成４μｍ厚组织薄
切片。

１．５．２　免疫组化方法　　选择 ＰＢＳ代替Ⅰ抗作为阴性对照，
选择已确定阳性表达的样本作阳性对照。①烘片：将组织切片
放７０℃恒温烤箱中１．５ｈ。②脱蜡及水化：将切片置二甲苯
Ⅰ、Ⅱ中依次脱蜡１５ｍｉｎ，再依次浸入无水乙醇Ⅰ、无水乙醇
Ⅱ、９５％、８５％、７５％梯度酒精３ｍｉｎ水化。ＰＢＳ冲洗２ｍｉｎ，重
复３次。③滴加３％过氧化氢去离子水溶液，加盖室温下放置
１４ｍｉｎ，以阻断内源性过氧化物酶。ＰＢＳ冲洗２ｍｉｎ，重复３次。
④浸于抗原修复液中热修复２ｍｉｎ，缓慢降温至室温（２５℃左
右）。ＰＢＳ冲洗３ｍｉｎ，重复５次。⑤滴加Ⅰ抗，室温孵育２ｈ。
ＰＢＳ冲洗３ｍｉｎ，重复５次。⑥滴加辅助剂，室温孵育１５ｍｉｎ。
ＰＢＳ冲洗３ｍｉｎ，重复５次。⑦滴加辣根过氧化物酶标记山羊
抗鼠ＩｇＧ抗体（Ⅱ抗），室温孵育１５ｍｉｎ。ＰＢＳ冲洗３ｍｉｎ，重复
５次。⑧滴加ＤＡＢ显色５ｍｉｎ。双蒸水中洗涤５ｍｉｎ。苏木精
复染２～３ｍｉｎ，１％盐酸酒精分化。双蒸水冲洗 １０～１５ｍｉｎ。
⑨７５％、８５％、９５％梯度酒精脱水２ｍｉｎ，无水乙醇Ⅰ脱水５ｍｉｎ。
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⑩浸入二甲苯Ⅱ、Ⅰ各３ｍｉｎ透明，中性树脂封片，镜下观察并
拍照。瑏瑡应用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件，选择每张切片的空白处
进行校正后，测定互不重叠的４个高倍镜视野（×４００）下阳性
反应的平均积分光密度、阳性反应面积，计算阳性面积率。以

平均值作为该例的测量值。瑏瑢计算微血管密度（ＭＶＤ）：２００倍
光镜下挑选微血管内皮细胞染色清晰，背景对照良好的区域，

在４００倍视野下计数１０个互不重叠的视野的血管内皮细胞
ＣＤ３４阳性的血管数目，取其平均值作为该切片的ＭＶＤ值。剔
除染色不清、难以分辨的细胞，单个棕黄色内皮细胞或细胞簇

作为１个血管计数。管腔＞８个红细胞直径和含管壁肌层的血
管不加入计数。

１．５．３　ＲＮＡ提取及实时荧光定量 ＲＴＰＣＲ　　 ①将新鲜冻
存标本，置于经ＤＥＰＣ水处理预冷无菌的研钵内，液氮中充分
研磨至细粉末状。加入１ｍｌＴｒｉｚｏｌ，待开始融化后反复研磨至
透亮液态。将研磨匀浆移至ＥＰ管内，室温静置５ｍｉｎ。于４℃
１４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。②将上清液移入新ＥＰ管中，加入２００μｌ
氯仿，剧烈振荡１ｍｉｎ后，室温静置５ｍｉｎ。于４℃１４０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ。③重复②步骤１遍。④小心转移上清液至新 ＥＰ
管内，加入５００μｌ异丙醇，颠倒混匀，室温静置１０ｍｉｎ。于４℃
１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。⑤小心弃上清液，留沉淀，加入１ｍｌ
７５％乙醇（无水乙醇 ＋ＤＥＰＣ水配置）洗涤。４℃ ７５００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，小心弃上清。７０００ｒ／ｍｉｎ短暂离心１０ｓ，将管壁附
着液体移至管底，小心吸除，室温静置５～１０ｍｉｎ晾干。⑥根据
ＲＮＡ沉淀量加入适量无核酶水溶解。⑦用分光光度计测定
ＲＮＡ纯度及浓度，样本要求Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）为１．８５～２．００，浓
度不低于１００ｎｇ／μｌ。不符合者重新提取ＲＮＡ。⑧按照逆转录
试剂盒说明，在２００μｌＰＣＲ管内配置如下反应体系：５×Ｐｒｉｍｅ
Ｓｃｒｉｐｔ Ｂｕｆｆｅｒ（ｆｏｒＲｅａｌｔｉｍｅ）４μｌ，１× ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ
ＥｎｚｙｍｅＭｉｘⅠ１μｌ，ＯｌｉｇｏｄＴＰｒｉｍｅｒ（５０μｍｏｌ／Ｌ）１μｌ，Ｒａｎｄｏｍ６
ｍｅｒｓ（１００μｍｏｌ／Ｌ）１μｌ，ＴｏｔａｌＲＮＡ１μｇ，并加入ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄＨ２Ｏ
至反应体系为２０μｌ，并离心混匀。⑨将配置好逆转录反应体
系置于ＰＣＲ仪内，按３７℃ １５ｍｉｎ→８５℃ ５ｓ→４℃进行逆转
录。所得ｃＤＮＡ样本置于 －２０℃冰箱内冻存。⑩按荧光定量
试剂盒说明，在９６孔ＰＣＲ反应板上配置如下反应体系：ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ（２×）１０μｌ，ＰＣＲＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）
０．８μｌ，ＰＣＲＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．８μｌ，ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅ
ＤｙｅⅡ（５０×）０．４μｌ，ｃＤＮＡ模板２．０μｌ，灭菌蒸馏水６．０μｌ构
成２０μｌ反应体系，充分混匀。每个样品均设３个复孔。瑏瑡置
于荧光定量ＰＣＲ仪内，按两步法标准ＰＣＲ扩增程序进行反应：
９５℃ ３０ｓ预变性，９５℃ ５ｓ，６０℃ ３４ｓ并循环 ４０次，９５℃
１５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ，９５℃ １５ｓ。瑏瑢保存并确认 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ的
扩增曲线和融解曲线。瑏瑣将 ｃＤＮＡ样本按１０倍梯度稀释后，
按照步骤瑏瑡 ～瑏瑢进行反应，绘制标准曲线，计算扩增效率。
瑏瑤荧光定量ＲＴＰＣＲ检测数据收集：取结果接近３个复孔平均
值作为 Ｃｔ值，如果３个复孔 Ｃｔ值偏离较大（≥２），则重新检
测。另外利用绘制的标准曲线计算出各基因扩增效率。根据

Ｃｔ值结果，计算各指标相对于内参 ＧＡＰＤＨ的相对表达量，计
算公式如下：

　　１／相对表达量＝
Ｅｔａｒｇｅｔ^Ｃｔｔａｒｇｅｔ
ＥＧＡＰＤＨ Ｃ^ｔｔａｒｇｅｔ

　　Ｅｔａｒｇｅｔ：待测基因扩增效率；Ｃｔｔａｒｇｅｔ：待测基因 Ｃｔ值；ＥＧＡＰＤＨ：
内参扩增效率；ＣｔＧＡＰＤＨ：内参Ｃｔ值。

１．６　统计学分析
　　将平均积分光密度、ＭＶＤ以 珋ｘ±ｓ表示，平均阳性面积率以
中位数／４分位间距表示。使用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件，用配对 ｔ
检验（平均阳性面积率采用配对样本比较的Ｗｉｌｃｏｘｏｎ符号秩和
检验）对口服普萘洛尔治疗前后血管瘤组织内同一蛋白表达水

平以及ＭＶＤ值差异进行比较分析。各指标相对表达量以中位
数／四分位间距表示，最后采用ＲＥＳＴ２００９软件进行统计分析。
相关性分析：计算口服用药前后ＭＶＤ值的比值（近似作为疗效
判断指标），以及４个因子平均积分光密度（近似作为蛋白表达
量）、ｍＲＮＡ相对表达量比值，进行Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析。

２　结果

２．１　临床病例观察
　　３９例病例经口服普萘洛尔治疗后，血管瘤病灶均出现消退
迹象，表现为瘤体减小，表面颜色变暗、张力减低。典型病例：

患儿，男性，３个月，右肩部血管瘤伴破溃出血清创缝合后，口服
用药前病灶与口服用药８周后病灶对比见图１。

!
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Ａ：用药前；Ｂ：用药８周后

图１　血管瘤患儿口服普萘洛尔治疗前后的对比观察

２．２　免疫组化结果
２．２．１　ＣＤ３４染色结果与 ＭＶＤ计数情况　　ＣＤ３４主要表达
于血管内皮细胞细胞质中（图２）。口服普萘洛尔前可见病灶
内有新生血管致密，部分内皮细胞呈团块状增生，内皮细胞胞

浆内有大量浓密棕黄色颗粒；计算 ＭＶＤ值为（９６．２９７０±
１８３９２３）。口服普萘洛尔后病灶内新生血管密度明显减低，
血管腔增大，周围结缔组织增多，内皮细胞细胞质内棕黄色浓

度较前减低；计算ＭＶＤ值为（４２．２８２１±１２．７８３５）。口服普萘
洛尔治疗前后ＭＶＤ值采用配对 ｔ检验，二者差异存在统计学
意义（ｔ＝１８．４５８，Ｐ＜０．０１）。

!
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图２　血管瘤患儿口服普萘洛尔治疗前（Ａ）、后（Ｂ）病灶内

ＣＤ３４的表达　（ＰｏｌｙｍｅｒＨＲＰ×４００）
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表２　免疫组化检测血管瘤患儿口服普萘洛尔治疗前后４个指标的表达（ｎ＝３９）

平均积分光密度（珋ｘ±ｓ） 平均阳性面积率（中位数／四分位间距）
指标

治疗前 治疗后 ｔ值 Ｐ值 治疗前 治疗后 Ｚ值 Ｐ值
ＭＭＰ２ １７．１２９０５０±１．６１５７３１ ８．１３７３４１±０．８２６９８２ ３２．９８３ ＜０．０１ ０．１４７９９２／０．０１９８００ ０．０６１１２８／０．００１１００ －５．４４２ ＜０．０１
ＭＭＰ９ １６．３６２４６０±１．８６８３１０ ７．７４５７３３±１．３９２２０３ ２７．１８１ ＜０．０１ ０．１３６５０６／０．０１９９００ ０．０５４１３２／０．００３０００ －５．４４２ ＜０．０１
ＴＩＭＰ１ ３．１１１１１６±０．２８８０１５ ９．４５４８５２±１．００１２８３ －３９．１０７ ＜０．０１ ０．０１２５２２／０．００１９００ ０．１２０００１／０．０２０９００ －５．４４２ ＜０．０１
ＴＩＭＰ２ ２．８９７６８７±０．３４４３９６ １０．１７６７００±０．９７５６４１ －４１．５９０ ＜０．０１ ０．０１１７４９／０．００２４００ ０．１２８８０３／０．０４０６００ －５．４４２ ＜０．０１

２．２．２　ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ１、ＴＩＭＰ２染色结果　　４种蛋白
均主要定位于血管内皮细胞胞浆内（图３～６）。口服普萘洛尔
前病灶内内皮细胞胞浆中有较多 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９表达（大量棕
黄色颗粒沉着），而ＴＩＭＰ１、ＴＩＭＰ２表达水平较低（棕黄色颗粒
稀疏）。而口服普萘洛尔后细胞质内 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９表达水平
下降（棕黄色浓度减低），而 ＴＩＭＰ１、ＴＩＭＰ２表达水平上升（棕
黄色颗粒较前浓密）。上述４个因子治疗前后表达水平差异均
具有统计学意义（Ｐ＜００１，表２）。
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图３　血管瘤患儿口服普萘洛尔治疗前（Ａ）、后（Ｂ）病灶内
ＭＭＰ２的表达　（ＰｏｌｙｍｅｒＨＲＰ×４００）
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图４　血管瘤患儿口服普萘洛尔治疗前（Ａ）、后（Ｂ）病灶内
ＭＭＰ９的表达　（ＰｏｌｙｍｅｒＨＲＰ×４００）

!

"

图５　血管瘤患儿口服普萘洛尔治疗前（Ａ）、后（Ｂ）病灶内
ＴＩＭＰ１的表达　（ＰｏｌｙｍｅｒＨＲＰ×４００）

!

"

图６　血管瘤患儿口服普萘洛尔治疗前（Ａ）、后（Ｂ）病灶内
ＴＩＭＰ２的表达　（ＰｏｌｙｍｅｒＨＲＰ×４００）

２．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ结果
　　各样本各指标扩增曲线均已到达平台期，３个复孔重复性
良好。融解曲线形成高窄单峰，未检测到引物二聚体形成。经

ＲＥＳＴ２００９软件分析，用药后 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９ｍＲＮＡ转录水平
较用药前下降，ＴＩＭＰ１、ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ转录水平较用药前上升，
差异均有统计学意义（Ｐ＜００１，表３）。

表３　实时荧光定量ＲＴＰＣＲ检测血管瘤患儿口服普萘洛尔治疗前后
４个指标的表达（ｎ＝３９）

相对表达量（中位数／４分位间距）
指标 扩增效率 Ｐ值

治疗前 治疗后

ＭＭＰ２ ２．０１８７２５ ０．７９２５４５／０．７１３３５２ ０．０４０５５０／０．００３６７２ ＜０．０１
ＭＭＰ９ ２．００９３５６ ０．２０１９４４／０．２７８７７４ ０．０１６５２０／０．０２３２５０ ＜０．０１
ＴＩＭＰ１ １．９９７５３３ ０．００００９１／０．０００１６８ ０．０８８００７／０．０３０１５０ ＜０．０１
ＴＩＭＰ２ ２．００１１６３ ０．０００４７３／０．００１４０５ ０．２８６８４３／０．１８０６１７ ＜０．０１

内参ＧＡＰＤＨ的扩增效率为：１．９９３７２１

２．４　治疗前后 ＭＶＤ比值与 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ１、
ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ及蛋白表达的相关性分析

　　口服用药前后ＭＶＤ比值与ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ１、ＴＩＭＰ
２平均积分光密度比值相关系数分别为０．８９５、０．９７４、－０８６９、
－０．８９０（Ｐ＜０．０１）。口服用药前后ＭＶＤ比值与ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、
ＴＩＭＰ１、ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ相对表达量比值相关系数分别为
０９８２、０．９５８、－０．９９６，－０．９９８（Ｐ＜０．０１）。

３　讨论

　　目前对血管瘤的确切发病机制仍尚未完全清楚。
Ｆｏｌｋｍａｎ等［１８］提出，血管瘤的发生是由于血管发生及

修复的紊乱失调所引起，血管发生是血管瘤形成的重

要的因素，其主要的特征是毛细血管的内皮细胞增生。

而Ｂｏｙｅ等［１９］研究发现，血管瘤内皮细胞增殖是由于

体细胞基因突变，导致控制内皮细胞生长的几种调节

因子基因表达失调，使内皮细胞克隆性增生。但是内

皮细胞大量增殖并不能独立完成新生血管的形成。新

生血管形成还需要基底膜局部降解，内皮细胞在细胞

外间质迁移，并进一步分化而成。

　　基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）是一类具有锌离子及钙
离子依赖性的细胞外蛋白水解酶。它不仅可促进血管

生成因子ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ等的释放，促进血管生成，还可
降解细胞外基质，促进内皮细胞迁移及管状结构的形

成。ＭＭＰｓ在胚胎发育及在生理或病理状态下都具有
重要作用，如细胞增殖、血管重塑、恶性肿瘤的侵袭及

转移等。目前已知的 ＭＭＰｓ有２０余种，其中 ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９属于Ⅳ型胶原酶，而Ⅳ型胶原酶是人体基底膜
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及细胞外基质的组成成分，在血管形成中起着重要作

用。而ＴＩＭＰ２、ＴＩＭＰ１分别是二者的拮抗剂。目前已
有研究者发现，增殖期、消退期血管瘤病灶内 ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ１、ＴＩＭＰ２表达水平存在差异。其中增
殖期ＭＭＰ２、ＭＭＰ９表达水平高于消退期，而ＴＩＭＰ１、
ＴＩＭＰ２表达水平低于消退期［２０－２１］。

　　普萘洛尔（商品名：心得安）是第１个应用于临床
的非选择性β受体阻滞剂，被认为是２０世纪最重要的
临床药学发明之一。其左旋异构体可可逆性地与 β１
和β２肾上腺素能受体结合，稳定细胞膜结构，并产生
降低心率、降低心输出量、收缩外周血管，降低外周血

管血流量的作用。目前临床上主要用于各种快速性心

律失常、心绞痛、高血压、嗜铬细胞瘤等的治疗。目前

已有研究发现，普萘洛尔干预可使体外培养的人脐静

脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）发生 Ｇ０／Ｇ１期停滞，与细胞周
期相关蛋白ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＣｙｃｌｉｎＤ３和ＣＤＫ６表达水平下
调，而 ＣＤＫ拮抗剂 ｐ１５ＩＮＫ４Ｂ，ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１ａｎｄ
ｐ２７Ｋｉｐ１表达上调，下调ＶＥＧＦ的表达以及ＶＥＧＦ介导
的下游产物磷酸化过程。同时可抑制 ＨＵＶＥＣｓ在基
质胶中定向移动和分化为毛细血管状管状结构，从而

抑制新生血管形成［２２］。

　　本研究通过免疫组化及实时荧光定量ＲＴＰＣＲ比
较口服普萘洛尔前后婴幼儿血管瘤病灶内 ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ１及ＴＩＭＰ２表达水平的变化，发现婴幼
儿血管瘤病灶内上述４个因子表达水平在口服用药前
后存在显著性差异（Ｐ＜０．０１）。口服用药后 ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９表达水平下调，而 ＴＩＭＰ１、ＴＩＭＰ２表达水平上
调。同时通过相关性分析提示，口服用药前后上述４
个因子变化水平与病灶改善程度（用 ＭＶＤ值变化程
度表示）密切相关。提示普萘洛尔不仅可收缩血管、

降低病灶局部灌注，还可同时通过下调ＭＭＰ２、ＭＭＰ９
的表达，上调 ＴＩＭＰ１、ＴＩＭＰ２的表达等途径抑制血管
瘤血管内皮细胞增殖以及新生血管的形成，从而达到

治疗血管瘤的目的。
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血管瘤的初步临床观察［Ｊ］．中华整形外科杂志，２０１１，２７（３）：
１６６－１６９．

［１８］ＦｏｌｋｍａｎＪ．ＳｅｍｉｎａｒｓｉｎＭｅｄｉｃｉｎｅｏｆｔｈｅＢｅｔｈＩｓｒａｅｌＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｂｏｓｔｏｎ．
Ｃｌｉｎｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｏｆｒｅｓｅａｒｃｈｏｎａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＮＥｎｇｌＪＭｅｄ，
１９９５，３３（１）：１７５７－１７６３．

［１９］ＢｏｙｅＥ，ＹｕＹ，ＰａｒａｎｙａＧ，ｅｔａｌ．Ｃｌｏｎａｌｉｔｙａｎｄａｌｔｅｒｅｄｂｅｈａｖｉｏｒｏｆ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｆｒｏｍｈｅｍａｎｇｉｏｍａｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，２００１，１０７
（６）：７４５－７５２．

［２０］ＳｕｎＺＹ，ＹａｎｇＬ，ＹｉＣＧ，ｅｔａｌ．Ｐｏｓｓｉｂｉｌｉｔｉｅｓａｎｄｐｏｔｅｎｔｉａｌｒｏｌｅｓｏｆ
ｅｓｔｒｏｇｅｎｉｎｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｈｅｍａｎｇｉｏｍａｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ
［Ｊ］．ＭｅｄＨｙｐｏｔｈｅｓｅｓ，２００８，７１（２）：２８６－２９２．

［２１］王彪，庄福连，吴秀凤，等．ＭＭＰ２、ＴＩＭＰ２、ＶＥＧＦ和ｂＦＧＦ在血
管瘤增生及消退过程中的变化［Ｊ］．中华医学美学美容杂志，
２００７，１３（５）：２８０－２８３．

［２２］ＬａｍｙＳ，ＬａｃｈａｍｂｒｅＭＰ，ＬｏｒｄＤｕｆｏｕｒＳ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌｓｕｐｐｒｅｓ
ｓｅｓａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｖｉｔｒｏ：ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ａｎｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＶａｓｃｕｌＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０１０，５３
（５／６）：２００－２０８．
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