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摘要　 目的　 探索趋化因子 ＣＸＣＬ１ 在增殖期婴幼儿血管瘤

（ＩＨ）中的表达情况及外源性 ＣＸＣＬ１ 对血管瘤干细胞（Ｈｅｍ⁃
ＳＣｓ）的影响。 方法 　 免疫组化法检测 ＣＸＣＬ１ 在增殖期 ＩＨ
标本中的表达情况。 通过 ＣＤ１３３ 免疫磁珠将 ＨｅｍＳＣｓ 原代

细胞从增殖期 ＩＨ 组织中分选出。 设置 ５ 组不同浓度的 ＣＸ⁃
ＣＬ１（０、１０、２０、５０、１００ ｎｇ ／ ｍｌ）与 ＨｅｍＳＣｓ 进行共培养，通过

细胞活率、迁移实验研究外源性 ＣＸＣＬ１ 对 ＨｅｍＳＣｓ 的影响。
结果　 ＣＸＣＬ１ 在增殖期 ＩＨ 间质组织中表达，总体表达量

低，但在 ＩＨ 瘤内间质组织表达量高于瘤旁间质组织。 其中

ＣＸＣＬ１ 阳性面积率瘤内（０. ７７３ ± ０. １０１）％ 相比瘤旁（０. ２６８
± ０. ０８１）％ ，差异有统计学意义（ ｔ ＝ ７. ８４３，Ｐ ＜ ０. ００１）。 外

源性 ＣＸＣＬ１ 促进 ＨｅｍＳＣｓ 增殖，不同浓度 ＣＸＣＬ１ 加入 Ｈｅｍ⁃
ＳＣｓ 中培养 ２４、４８、７２ ｈ 后，差异均有统计学意义 （ Ｆ ＝
１４. ６１０，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ ＝ １４. ４３０，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ ＝ ５. ３８８，Ｐ ＜
０. ０１）。 但加入外源性 ＣＸＣＬ１ 并不影响 ＨｅｍＳＣｓ 的迁移能

力。 结论　 ＣＸＣＬ１ 在增殖期 ＩＨ 瘤内间质表达高于瘤旁间

质，外源性 ＣＸＣＬ１ 可促进 ＨｅｍＳＣｓ 增殖。
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　 　 婴幼儿血管瘤（ ｉｎｆａｎｔｉｌｅ ｈｅｍａｎｇｉｏｍａｓ，ＩＨ）发生

在约 ４％ ～５％的婴儿中，是儿童期最常见的良性肿

瘤之一［１］，发病机制不明。 虽然大多数 ＩＨ 会发生

自发性消退，但根据肿瘤生长的位置不同，部分 ＩＨ
仍会造成功能损害甚至危及生命［２］。 对于有干预

指征的患儿宜行早期治疗。 ＩＨ 是以内皮细胞异常

增生和血管结构异常为特征的病变。 血管瘤干细胞

（ｈｅｍａｎｇｉｏｍａ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＨｅｍＳＣｓ）被确定为 ＩＨ 的细

胞来源［３］。 既往研究［４ － ５］ 中，通过作用于 ＨｅｍＳＣｓ，
可减少血管生成和促进成脂分化，为 ＩＨ 的治疗提供

了新的思路。 趋化因子在肿瘤的发生发展中起着重

要作用。 ＣＸＣＬ１ 作为趋化因子的一种，在肿瘤（包
括肝癌和结肠癌）的血管生成中发挥重要作用［６ － ７］。
Ｙａｍａｓｈｉｔａ ｅｔ ａｌ［８］采用人血管生成抗体阵列膜对增

殖期与非增殖期 ＩＨ 的血液样本研究发现两者间

ＣＸＣＬ１ 具有表达差异，然而其在增殖期 ＩＨ 的组织

中的表达尚无报道。 该研究目的是探索 ＣＸＣＬ１ 在

增殖期 ＩＨ 组织中的表达情况及其对 ＨｅｍＳＣｓ 的影

响，为 ＩＨ 的治疗提供新思路。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 血管瘤病理组织　 ２０ 对瘤及瘤旁标本取自

２０１５ 年 １ 月—２０２１ 年 ６ 月在安徽医科大学第二附

属医院整形外科手术切取后经病理科确诊为 ＩＨ 增

殖期的患儿。 其中男 ７ 例，女 １３ 例，年龄 ２ ～ １５ 个

月。 本研究获得安徽医科大学第二附属医院伦理委

员会批准，征得患儿家属同意并签署知情同意书。
１． １． ２　 主要试剂与仪器　 ＣＤ１３３ 免疫磁珠试剂盒

（德国 Ｍｉｌｔｅｎｙｉ Ｂｉｏｔｅｃ 公司），ＥＣＭ 培养基（美国 Ｓｃｉ⁃
ｅｎＣｅｌｌ 公司），ＰＢＳ（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司），胎牛血清及

胰酶（美国 Ｇｉｂｃｏ 公司），ＣＸＣＬ１ 一抗 （美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ 公司），免疫组化试剂盒（北京中杉金桥有限公

司），ＣＸＣＬ１ 重组蛋白（上海生工生物工程股份有限

公司），细胞培养箱和超净台（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公
司），倒置和正置显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司），酶标

仪（上海科华生物工程股份有限公司）。
１． ２　 ＨｅｍＳＣｓ 原代细胞分选 　 增殖期 ＩＨ 组织用

ＰＢＳ 清洗去除表面血凝块，用眼科剪和小镊子去除

较大脂肪、筋膜组织。 然后将剩余组织放入 ５ ｍｌ 离
心管中，剪成 １ ｍｍ３ 大小的组织块，加入等体积

０. ２５％ Ⅳ胶原酶置于 ３７ ℃水浴箱中消化 ２ ｈ。 消

化完全后用 ２００ 目的无菌滤膜过滤，获得单细胞悬

液。 每 １ × １０８ 个细胞加入 １００ μｌ ＣＤ１３３ 免疫磁珠

充分混合。 将细胞悬液加入分选柱中，收集磁珠结
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合的 ＣＤ１３３ 阳性细胞。 以 ５ × １０５ 个细胞 ／孔接种于

５００ ｎｇ ／ ｍｌ 的纤维连接蛋白包被的 ６ 孔培养板中，置
于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的细胞培养箱内。 ２４ ｈ 后传代接

种。
１． ３　 免疫组化　 染片前将石蜡切片脱蜡，枸橼酸钠

抗原修复 １５ ｍｉｎ，过氧化物酶抑制剂处理 １５ ｍｉｎ，洗
涤后破膜 １０ ｍｉｎ，再次洗涤后用 １０％山羊血清室温

封闭 １ ｈ，孵育一抗 ＣＸＣＬ１ 后置于暗盒中 ４ ℃过夜。
第 ２ 天洗涤后用反应增强液 １５ ｍｉｎ，二抗孵育 １５
ｍｉｎ 后 ＤＡＢ 显色，苏木精染色后酒精梯度脱水，自
然风干后封片，于正置显微镜下观察拍照。 每例组

化标本在 ４００ 倍镜下随机取 ５ 处完整而不重复的视

野进行定量分析，测定 ＣＸＣＬ１ 蛋白免疫组化反应阳

性面积的百分率和平均光密度，取每张切片的均值

作为该例的测量值。
１． ４　 ＣＣＫ⁃８ 增殖实验　 使用 ＣＣＫ⁃８ 法检测 Ｈｅｍ⁃
ＳＣｓ 细胞增殖能力。 取对数生长期 ＨｅｍＳＣｓ 细胞，
经胰酶（含 ０. ２５％ ＥＤＴＡ）处理后用 ＥＣＭ（含 ０、１０、
２０、５０、 １００ ｎｇ ／ ｍｌ ＣＸＣＬ１， 浓度设置参考 Ｃｕｉ ｅｔ
ａｌ［９］，０ ｎｇ ／ ｍｌ ＣＸＣＬ１ 即为对照组） 培养基重悬计

数，２ ０００ 个细胞 ／孔接种于 ９６ 孔板。 培养 ２４、４８、
７２ ｈ 后，每孔加入 ＣＣＫ⁃８ ２０ μｌ，细胞培养箱中放置

２ ｈ 后，立刻在设置为 ４５０ ｎｍ 波长的酶标仪上测吸

光度（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）。 每组设置 ５ 个复孔，实
验重复 ３ 次。
１． ５　 迁移实验　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室用于检测 ＣＸＣＬ１ 对

ＨｅｍＳＣｓ 细胞迁移能力的影响。 ２４ 孔板（Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
下室）中每孔加入 ５００ μｌ 的 １０％ ＦＢＳ ＥＣＭ 培养基

（含 ５０ ｎｇ ／ ｍｌ ＣＸＣＬ１）。 上室加入 ＨｅｍＳＣｓ ２. ０ × １０４

个细胞 ／孔，每孔加入 １５０ μｌ 的 １０％ ＦＢＳ ＥＣＭ 培养

基。 培养 ２４、４８ ｈ 后，将 ２４ 孔板从培养箱中取出。
小室在 ４％ 多聚甲醛中固定 ２０ ｍｉｎ，棉签擦去上层

细胞，ＰＢＳ 洗涤 ２ 次。 结晶紫染色 １５ ｍｉｎ 后再洗涤

２ 次，棉签擦干后在倒置显微镜下观察拍照。 每组

设置 ３ 个复孔，实验重复 ３ 次。 每个迁移小室复孔

在 １００ 倍镜下随机取 ３ 处完整而不重复的视野进行

定量分析，测定迁移细胞数量，取 ３ 个复孔的均值作

为该组的测量值。
１． ６　 统计学处理　 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 对免疫组化图片和

迁移细胞数量进行定量分析。 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
８. ０ 对实验数据进行统计学分析及绘图。 计量资料

以 �ｘ ± ｓ 表示，两组间比较采用两独立样本 ｔ 检验，多
组间比较采用单因素方差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）。
Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＣＸＣＬ１ 在增殖期 ＩＨ 瘤内表达高于瘤旁　 对

增殖期 ＩＨ 标本进行 ＣＸＣＬ１ 免疫组化染色发现 ＣＸ⁃
ＣＬ１ 在增殖期 ＩＨ 间质中表达，血管中无表达，见图

１。 总体 ＣＸＣＬ１ 表达量不高，但瘤内间质中 ＣＸＣＬ１
表达量高于瘤旁。 瘤内 ＣＸＣＬ１ 阳性面积率为

（０. ７７３ ± ０. １０１ ）％ ， 而 在 瘤 旁 仅 占 （ ０. ２６８ ±
０. ０８１）％ ，差异有统计学意 义 （ ｔ ＝ ７. ８４３， Ｐ ＜
０. ００１）。 瘤内 ＣＸＣＬ１ 平均光密度（１. ２３８ ± ０. ０９９）
高于瘤旁（０. ８３５ ± ０. １５０），差异有统计学意义（ ｔ ＝
４. ４８７，Ｐ ＜ ０. ０１）。

图 １　 增殖期 ＩＨ 免疫组化染色 × ４００
Ａ：ＩＨ 组织；Ｂ：瘤旁组织

２． ２　 ＨｅｍＳＣｓ 原代分离和培养　 经 ＣＤ１３３ 免疫磁

珠分选后，所得细胞形态均一，得到 ＨｅｍＳＣｓ 原代细

胞纯度较高。 接种 ４ ｈ 后贴壁，细胞呈长梭形。 Ｐ３
代培养 ２４ ｈ 后光镜下拍照，见图 ２。

图 ２　 ＨｅｍＳＣｓ原代细胞培养 × ２００

２． ３　 ＣＸＣＬ１ 促进 ＨｅｍＳＣｓ 增殖 　 设置 ５ 组重组

蛋白 ＣＸＣＬ１ 浓度（０、１０、２０、５０、１００ ｎｇ ／ ｍｌ）与提取

的 ＨｅｍＳＣｓ 原代细胞进行增殖实验，实验发现使用

外源性 ＣＸＣＬ１ 刺激后，ＨｅｍＳＣｓ 细胞数相较于未刺

激组增加，且 ２４、４８、７２ ｈ 都有差异（Ｆ ＝ １４. ６１０，Ｐ ＜
０. ００１；Ｆ ＝ １４. ４３０，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ ＝ ５. ３８８，Ｐ ＜ ０. ０１）。
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图 ３　 不同浓度 ＣＸＣＬ１ 对 ＨｅｍＳＣｓ的增殖影响

与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

比较 ３ 个时间点的 ５０ 和 １００ ｎｇ ／ ｍｌ ＣＸＣＬ１ 刺激后

的细胞增殖率，发现差异无统计学意义（ ｔ ＝ ０. ２６１，Ｐ
＞ ０. ０５；ｔ ＝ ０. ７８５，Ｐ ＞ ０. ０５； ｔ ＝ ０. ０９８，Ｐ ＞ ０. ０５）。
ＣＸＣＬ１ 促进 ＨｅｍＳＣｓ 增殖，后续实验使用 ５０ ｎｇ ／ ｍｌ
作为 ＣＸＣＬ１ 的浓度。 见图 ３。
２． ４ 　 ＣＸＣＬ１ 对 ＨｅｍＳＣｓ 迁移无影响 　 采用 ５０
ｎｇ ／ ｍｌ ＣＸＣＬ１ 浓度对 ＨｅｍＳＣｓ 进行迁移实验，结果

发现对照组和 ＣＸＣＬ１ 处理组间细胞数差异无统计

学意义。 培养 ２４ ｈ 后对小室细胞计数统计分析得：
对照组细胞数 （１２２. ０ ± １０. ４ ） 个， ＣＸＣＬ１ 处理组

（１２７. ８ ± １４. ９）个，两者比较差异无统计学意义（ ｔ ＝
０. ６３４，Ｐ ＞ ０. ０５）。 培养 ４８ ｈ 后对小室细胞计数统

计分析得：对照组细胞数（３４８. ８ ± １８. ９）个，ＣＸＣＬ１
处理组（３５６. ５ ± １６. ３）个，两者比较差异无统计学

意义（ ｔ ＝ ０. ６２２，Ｐ ＞ ０. ０５）。 由此得出 ＣＸＣＬ１ 对

ＨｅｍＳＣｓ 迁移无影响，见图 ４、５。

图 ４　 ５０ ｎｇ ／ ｍｌ ＣＸＣＬ１ 对 ＨｅｍＳＣｓ迁移影响 × １００

图 ５　 ＣＸＣＬ１ 处理组与未加 ＣＸＣＬ１ 对照组间迁移细胞数比较

３　 讨论

　 　 在本研究中经免疫组化发现在增殖期 ＩＨ 组织

中瘤内 ＣＸＣＬ１ 蛋白阳性面积率和平均光密度高于

瘤旁组织。 基因在瘤内和瘤旁的差异性表达是研究

疾病的重要依据。 ＣＸＣＬ１ 在肝癌和乳腺癌中都具

有瘤内和瘤旁的差异，研究［９ － １０］ 发现 ＣＸＣＬ１ 促进

乳腺癌和肝癌细胞的增殖和迁移。 趋化因子 ＣＸ⁃
ＣＬ１ 对 ＨｅｍＳＣｓ 的作用尚无研究。 通过 ＣＤ１３３ 免疫

磁珠法提取 ＩＨ 组织中的 ＨｅｍＳＣｓ 原代细胞。 当使

用外源性 ＣＸＣＬ１ 作用于 ＨｅｍＳＣｓ 时，与未加 ＣＸＣＬ１
的对照组比较细胞增殖能力增强。 相较于 ＣＸＣＬ１
对肿瘤的生长和转移的影响，本研究得出外源性

ＣＸＣＬ１ 对 ＨｅｍＳＣｓ 原代细胞仅有增殖的影响。 能否

通过抑制 ＣＸＣＬ１ 从而减弱 ＨｅｍＳＣｓ 的增殖进而抑

制增殖期 ＩＨ 的恶性进展有待后续进一步研究。
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ＣＸＣＬ１ 通过一系列下游通路促进肿瘤的恶性发展。
比如通过 ＥＲＫ ／ ＭＭＰ２ ／ ９ 通路促进乳腺癌的恶性发

展［１０］，通过 ＣＸＣＬ１ 介导的 Ａｋｔ 磷酸化促进胰腺癌

的迁移和侵袭［１１］。 ＣＸＣＬ１ 对于 ＨｅｍＳＣｓ 增殖作用

更详细的机制有待进一步的研究。
综上所述，ＣＸＣＬ１ 在增殖期 ＩＨ 瘤内间质中表

达高于瘤旁间质，外源性 ＣＸＣＬ１ 促进 ＨｅｍＳＣｓ 增殖

但对迁移无影响。 ＣＸＣＬ１ 与 ＨｅｍＳＣｓ 间的通路联系

及其对 ＩＨ 的治疗价值有待后续深入研究。
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