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摘要 目的 探讨普萘洛尔对人增生期血管瘤裸鼠种植瘤

生长的影响。方法 将手术切除的 1 例儿童增生期毛细血
管瘤瘤体组织分切成组织块，分别植入 16 只幼小裸鼠
(BALB /c nu /nu)的皮下，每只 4 处。建立人增生期血管瘤
裸鼠模型，于第 45 天随机分成两组:普萘洛尔组的每只裸鼠
用 0. 01%普萘洛尔溶液 0. 4 ml 灌胃，每天 1 次，连续 1 周;

给予同样体积的蒸馏水每天 1 次，连续 1 周灌胃作为对照
组。密切观察裸鼠及移植瘤体的生长情况并做相应记录，通
过免疫组织化学方法以及 Western blot方法分别检测血管内
皮生长因子(VEGF)及胰岛素样生长因子-2( IGF-2)的表达
情况。结果 普萘洛尔组裸鼠的肿瘤体积在干预期内明显
下降，而对照组瘤体体积增加。使用普萘洛尔后，移植血管
瘤 VEGF、IGF-2 蛋白的表达明显减弱。结论 普萘洛尔可
以有效地抑制人血管瘤移植瘤生长速度，抑制 VEGF和 IGF-
2 的分泌，从而有效抑制肿瘤血管生成，加速肿瘤转化为消
退期。
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2008 年法国 Bordeaux 儿童医院的 Léauté-
Labrèze et al［1］在治疗婴幼儿肥厚性心肌病时发现
普萘洛尔也可用来治疗婴幼儿血管瘤，由于普萘洛

尔治疗血管瘤的疗效显著且并发症较少，目前已成

为临床医师治疗较复杂、较严重婴幼儿血管瘤的一
线选择，但具体治疗机制尚不统一，该研究以建立的

人增生期移植血管瘤裸鼠模型为载体，灌胃给予移

植血管瘤裸鼠注射普萘洛尔溶液，检测普萘洛尔干

预前后血管内皮生长因子 ( vascular endothelial
growth factor，VEGF) 及胰岛素样生长因子受体-2
( insulin-like growth factor 2，IGF-2)蛋白的表达，观
察普萘洛尔对移植血管瘤瘤体内 VEGF及 IGF-2 表
达的影响，进一步探讨普萘洛尔治疗血管瘤的可能

发生机制。

1 材料与方法

1． 1 裸鼠人血管瘤种植瘤模型的建立 移植供体
血管瘤的来源是 1 例 3 个月男性患儿左肩部增生期
巨大毛细血管瘤(基底直径约 7 cm)。无菌条件下
手术切除患儿左肩部血管瘤，分为两部分，一部分于

福尔马林固定后送病理，另一部分保存于 0 ～ 4 ℃
的无菌容器中送 SPF 级动物实验室，无菌条件下去
除血管瘤表皮，合理选择皮下组织，分别切成大小约

5 mm ×4 mm ×3 mm 的组织块若干，经皮肤切口移
植于 16 只裸鼠双侧胸壁、腰背部皮下组织内，每只
4 处，共 64 处，标本离体 1 h 内完成所有移植工作。
瘤体植入完成后待其自然生长，同时定期观察并记

录瘤体生长。移植后定期用游标卡尺测量肿瘤最大
直径，成瘤标准:皮下结节  ＞ 0. 5 cm。
1． 2 实验动物分组及处理 于瘤体移植后第 45 天
将 16 只成瘤后的裸小鼠随机分成两组，每组 8 只:
普萘洛尔组的每只裸鼠用 0． 01%普萘洛尔溶液 0. 4
ml灌胃，每天 1 次，连续 1 周;给予同样体积的蒸馏
水每天 1 次，连续 1 周灌胃作为对照组。普萘洛尔
干预当天及之后的每隔 2 d测量移植瘤体的最大径
(a)和最小径(b)，并计算其瘤体体积(公式:体积
(V) = π /6ab2)。药物干预第 22 天处死裸鼠，分离
瘤体，将瘤体组织分为 3 部分，分别保存用于 HE 染
色、免疫组化和 Western blot检测。
1． 3 主要试剂 一抗:鼠抗人 VEGF 单克隆抗体
(1 ∶ 150 稀释)、兔抗人 IGF-2 多克隆抗体(1 ∶ 150
稀释)、二抗是 PV9000 通用型试剂盒、β-actin、DAB
显色试剂盒均购于北京博奥森生物技术有限公司。
1． 4 VEGF及 IGF-2 的免疫组化检测及阳性细胞
判定 严格按试剂盒说明书进行操作，应用链霉抗

生物素蛋白 －过氧化酶反应，DAB 显色，苏木精复
染，分别设立阳性对照和阴性对照，试剂公司提供的

阳性图片为阳性对照，阴性对照为一抗用 PBS 液，
并镜检分析其结果。结果鉴定准则:VEGF 及 IGF-2
阳性均表达于血管瘤内皮细胞的胞质内，经免疫组

化染色以后胞质内可见较强的棕黄色阳性免疫的反

应颗粒。评定标准:在相同的显微镜放大倍率
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( × 400)下观察，随机选取 5 个高倍视野，镜下以胞
质出现黄色、棕黄色、棕褐色颗粒为阳性，每个视野
计数以 100 个血管内皮细胞作为标准，按阳性细胞
所占比例进行半定量分级: ＜ 20%为( － )，20% ～
45%为( + )，46% ～75%为()，＞ 75%为()。
1． 5 Western blot 检测 VEGF 及 IGF-2 的表达
普萘洛尔干预后，普萘洛尔组及对照组的离体瘤体

分别经匀浆、裂解、离心 8 min(1 000 r /min)，即得总
蛋白提取液，置于 － 80 ℃冷冻备存。步骤:① 蛋白
电泳: 配分离胶、浓缩胶，上样，开始电泳;② 转膜:
4 ℃，40 V恒流电 2 h;③ 印迹:用 TBST配制 5%脱
脂奶粉封闭，洗膜;加一抗工作液，4 ℃孵育过夜，洗
膜;加二抗工作液，37 ℃孵育 2 h，洗膜;④ 洗片:用
0. 1% PBST洗膜，Luminol Ｒeagent A 液与 B 液 1 ∶ 1
混匀后，随即滴于 PVDF 膜上，完成压片、曝光、定
影;⑤ 蛋白检测:采用 Lab Works 4． 5 图像获取以及
分析系统软件分别测定 VEGF、IGF-2 蛋白条带的积
分光密度( integral optical density，IOD)值，内参照用
β-actin，每个样品均同时检测 β-actin 蛋白条带的
IOD 值，VEGF、IGF-2 的相对表达量以 IODVEGF /
IODβ-actin、IODIGF-2 / IODβ-actin值表示。
1． 6 统计学处理 应用 SPSS 17． 0 统计软件进行
分析，数据以珋x ± s表示，两组之间的数据比较用 t检
验;计数资料之间的数据比较采用 χ2 检验。

2 结果

2． 1 人血管瘤组织移植后瘤体的变化 全部实验
用成瘤裸鼠均存活，瘤体移植处皮肤切口愈合良好，

无红肿、破溃。所种 64 处瘤体存活率 93． 75% (60 /
64)。瘤体移植后第 1 ～ 2 周基本上没有明显变化;
第 2 ～ 3 周时间内瘤体体积增长缓慢，平均直径均大
于 0． 5 cm，达到成瘤标准(图 1A)，3 ～ 5 周瘤体体积
增长较快。6 周时其直径可达 1 cm(图 1B)，移植后
第 1 ～ 6 周用游标卡尺测量瘤体最大径( a)和最小
径(b)，根据公式 V = π /6 × a × b2

估算瘤体体积变

化，见表 1。

表 1 移植瘤体体积增长情况(珋x ± s)

饲养时间(周) 瘤体体积(cm3)

1 0． 295 ± 0． 014
2 0． 352 ± 0． 026
3 0． 517 ± 0． 032
4 0． 692 ± 0． 063
5 0． 875 ± 0． 096
6 1． 043 ± 0． 105

图 1 移植后瘤体生长情况
A: 移植后第 3 周瘤体( ＞ 0. 5 cm); B:移植后第 6 周瘤体( ＞

1. 0 cm)

2． 2 普萘洛尔对裸鼠人血管瘤种植瘤生长的影响
药物干预前，两组裸鼠体重及移植血管瘤瘤体体

积差异无统计学意义，于药物干预试验后第 22 天后
处死裸鼠取肿瘤称重，药物干预后普萘洛尔组(含

32 处种植瘤)瘤组织生长速度明显慢于对照组(含
28 处种植瘤)(P ＜ 0. 05)，见表 2、图 2。普萘洛尔组
移植血管瘤的体积随着注入普萘洛尔后时间的延长

和浓度的增加，种植瘤生长越来越小，且呈时间 －剂
量 －效应依赖性。

表 2 普萘洛尔对裸鼠人血管瘤种植瘤生长的影响(珋x ± s)

组别
给药前瘤体体积

(cm3)

给药后瘤体体积

(cm3)

瘤体重量

(g)
普萘洛尔 0． 78 ± 0． 18 0． 42 ± 0． 11* 0． 30 ± 0． 13*

对照 0． 74 ± 0． 16 1． 75 ± 0． 29 1． 16 ± 0． 14
t值 0． 529 10． 381 9． 765

与对照组比较:* P ＜ 0． 05

图 2 普萘洛尔药物干预前后瘤体生长情况
A:普萘洛尔药物干预前;B:普萘洛尔药物干预后

2． 3 光镜下组织形态学及免疫组化结果观察 普
萘洛尔组瘤体在光镜下观察已失去血管瘤的组织结

构，细胞溶解，破碎，有变性的坏死灶，可见脂肪细胞

及少量纤维组织(图 3A)。而对照组内皮细胞密
集，细胞呈条索状或团块状排列，形态大小各异，可

见增生的大量毛细血管(图 3B)。光镜下( × 400)
见对照组有明显的 VEGF 和 IGF-2 的表达，主要位
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于内皮细胞的胞质内，呈棕黄色颗粒，表达较强。
而普萘洛尔组则明显下降，VEGF 和 IGF-2 的表达
较低，数量减少，颜色变淡(图 3C ～ 3F)。VEGF 在
普萘洛尔干预裸鼠人血管瘤种植瘤生长前后的表达

差异有统计学意义(χ2 = 33. 82，P ＜ 0. 05)，见表 3。
IGF-2 在普萘洛尔干预裸鼠人血管瘤种植瘤生长前
后的表达差异也有统计学意义( χ2 = 26. 75，P ＜
0. 05)，见表 3。

图 3 普萘洛尔药物干预后两组瘤体

组织的 HE染色结果及 VEGF、IGF-2 的表达情况
A:普萘洛尔组 HE 染色 × 400;B:对照组 HE 染色 × 400;

C:对照组 VEGF在血管瘤组织中高表达 SP × 400;D:普萘洛尔组
VEGF在血管瘤组织中低表达 SP × 400;E:对照组 IGF-2 在血管瘤

组织中高表达 SP × 400;F:普萘洛尔组 IGF-2 在血管瘤组织中低表

达 SP × 400

表 3 VEGF及 IGF-2 在普萘洛尔干预移植瘤体生长前后的表达

组别 n
VEGF

－ +   阳性率 (% )
IGF-2

－ +   阳性率 (% )
普萘洛尔 32 26 4 2 0 18． 75* 23 6 3 0 28． 13*

对照 28 0 0 10 18 100． 00 2 6 14 6 92． 86

与对照组比较:* P ＜ 0. 05

2． 4 Western blot检测 与对照组比较，经普萘洛
尔干预后 VEGF、IGF-2 蛋白表达水平均下降。见图

4、表 4。

图 4 Western blot法检测两组 VEGF、

IGF-2 蛋白的表达情况

表 4 VEGF、IGF-2 蛋白Western blot的 IOD值比较(珋x ± s)

组别 VEGF IGF-2
普萘洛尔 0． 24 ± 0． 02* 0． 35 ± 0． 01*

对照 0． 87 ± 0． 03 0． 71 ± 0． 02
t值 7． 136 5． 642

与对照组比较:* P ＜ 0． 05

3 讨论

普萘洛尔治疗血管瘤的优点主要存在于以下各

方面:① 见效迅速;② 疗效显著;③ 副作用较少见。
其次，Price et al［2］在 2011 年的一篇随机对照研究
中指出，普萘洛尔患者平均花费为 $ 205，而使用激
素类药物治疗的患者平均花费为 $ 416。因此，许多
研究者认为普萘洛尔可以代替激素类药物作为一线

药物治疗血管瘤，改变现有的血管瘤治疗现状
［3］。

有研究者分析普萘洛尔及其他治疗方式治疗婴幼儿

血管瘤的有效性，发现在人体不同部位的婴幼儿血

管瘤治疗中，普萘洛尔治疗的有效性优于激素类药

物、激光治疗及长春新碱治疗［4］。普萘洛尔作为典
型的 β 受体阻断剂，主要用于心脑血管疾病的防
治，而对作用于血管其他受体或靶点的研究国内外

报道较少，但体外研究
［5］
表明，普萘洛尔抑制肿瘤

干细胞和胎盘血管内皮细胞的增殖，且是剂量依赖

性的。但目前在活体内的相应观察资料报道较少。
Picard et al［6］发现 IGF-2 与 VEGFＲ-1 呈正相关

性增高，VEGF 可能是 IGF-2 基因表达调控的下游
产物，认为 VEGF 与 IGF-2 之间可能存在相关性。
有研究

［7］
显示，IGF-I Ｒ能促进胰腺癌细胞上 VEGF

的表达，在促肿瘤血管新生中起到重要作用。其促
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进血管生成的可能机制是:① 诱导缺氧诱导因子-
1α 的合成，后者再促进 VEGF 的转录;② 促进
VEGF(主要是 VEGF-A) 及其相应受体(主要为
VEGFＲ-2)的结合，发挥在下游靶点的酪氨酸磷酸
化、NO 产生、细胞 Ca2 +

稳定、血管内皮细胞增殖和
移行等方面的作用。
由此可以看出 VEGF和 IGF-2 因子在血管瘤的

发生、发展过程发挥着至关重要的作用，尤其是血管
瘤的增殖过程。本研究中，在健康的裸鼠体内的移
植人增长期血管瘤瘤内，普萘洛尔治疗后应用免疫

组化法及 Western blot 法检测 VEGF 和 IGF-2 在血
管瘤组织中均呈低表达，而对照组 VEGF 和 IGF-2
在血管瘤组织中均呈高表达，同时，观察到经普萘洛

尔治疗后移植血管瘤也逐渐消退，表明普萘洛尔能

使血管瘤中 VEGF 及 IGF-2 的表达减少。综上所
述，普萘洛尔可以有效地抑制人血管瘤移植瘤生长

速度，抑制 VEGF和 IGF-2 的分泌，从而有效抑制肿
瘤血管生成，加速瘤体转化为消退期。
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An experimental study on the mechanism of
therapy for hemangioma with propranolol

Ding Tao，Cao Dongsheng，Xie Juan，et al
(Dept of Plastic Surgery，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To discuss the effect of propranolol on the proliferation of human hemangioma on growth of
planting tumor in nude mice． Methods Surgery on 1 case of proliferative phase for children strawberry hemangio-
ma tissue fragments made from，respectively，16 pups in nude mice implanted (BALB /c nu /nu) under the skin on
each of 4． Establishment of nude mouse model of human hyperplastic vascular tumor was randomly divided into two
groups on the 45th day: In general group of propranolol，propranolol was given with 0． 01% solution 0． 4 ml after
intragastric infusion once a day for a week． In mice of control group，intragastric administration of the same volume
of distilled water was given once a day for a week． The growth conditions of the nude mice and transplanted tumors
were observed，using the method of immunohistochemistry and Western blot to detect the expression of vascular en-
dothelial growth factor (VEGF) and insulin-like growth factor-2 ( IGF-2) ． Ｒesults Experimental group in nude
mice tumor volume in the intervening period was declined significantly，while the tumor size in the control group
was increaseing． After intragastric administration of propranolol，the expression of VEGF and IGF-2 protein in graft
tumor was decreased significantly． Conclusion Propranolol can inhibits the growth of human hemangioma growing
speed in vivo and inhibits the secretion of VEGF and IGF-2． With decreased VEGF and IGF-2 secretion，the tumor
angiogenesis is inhibited and the fade transition is accelerated．
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