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·综述·

细胞注射法建立裸鼠血管瘤模型的研究进展

陈淑明１　陈少全２　张再重２　谈华敏２　郭　良２　原　博２　王　烈２

　　血管瘤是婴幼儿最常见的血管疾病。目前有口
服激素、激光、核素注射及手术治疗，但存在较多不

良反应和创伤，近年来口服普萘洛尔的疗效已获得

证实，但作用机制仍不明确，建立有效的血管瘤模型

成为研究婴幼儿血管瘤发病机制、生物学特性及治

疗方案的迫切需要。近年来随着组织培养学及实验

动物学的发展，采用细胞注射法建立血管瘤的体外

模型成为一种理想方法。现就其研究进展综述如

下。

一、细胞种类

长期以来婴幼儿血管瘤被认为来源于血管内皮

细胞（ＥｎｄｏｔｈｅｌｉａｌＣｅｌｌｓ，ＥＣｓ）［１］。其过度增殖是血
管瘤组织病理学上的重要形态表现。血管瘤的增

殖、消退主要表现为血管瘤内皮细胞与外周细胞的

变化，而血管瘤内皮细胞被认为是体现该进程的标

志细胞［２］。有报道通过在裸鼠皮下注射血管瘤内

皮细胞（ＨｅｍＥＣｓ）建立血管瘤动物模型，证实原代
血管瘤内皮细胞裸鼠皮下注射可以建立可靠的血管

瘤模型［３，４］。陆阳等［５］应用培养的永生化人脐静脉

内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）与可降解材料 Ｍａｔｒｉｇｅｌ混合后
注射于裸鼠皮下，移植后可见血管样结构的形成，血

管内皮细胞的大量增殖。一定程度上再现了血管瘤

增生期内皮细胞增殖的病理过程，提示以人脐静脉

内皮细胞构建血管瘤模型的可行性。人外周血管内

皮祖细胞（ＥＰＣｓ）是血管内皮细胞的前体细胞，具有
很强的扩增分化能力，且其不断分化是加速血管内

皮细胞增殖的潜在原因［６，７］。此外，ＥＰＣｓ与血管瘤
组织在分子生物学上还具有较为相近的生物学特

性［８，９］。很适合作为构建血管瘤模型的材料，且通

过移植 ＥＰＣｓ与基质胶混匀后，移植到裸鼠皮下育
出了与血管瘤有着许多相似之处的组织，也验证了

运用该细胞构建血管瘤模型的可行性［１０，１１］。但无

论是人脐静脉内皮细胞还是人外周血管内皮祖细

胞，均表明建立模型的可能性，未得到很好的证实。

也有研究报道利用小鼠血管瘤内皮细胞瘤细胞系建

立裸鼠血管瘤模型，但所造的模型常伴有血栓形成、

ＤＩＣ及脾肿大等症状，最终小鼠因各种并发症而死
亡，一般用于ＫａｓａｂａｃｈＭｅｒｒｉｔｔ或致死性血管瘤模型
的研究，不利于单纯血管瘤疾病模型的研究。

自２００８年Ｋｈａｎ等［１２］首次报道从婴幼儿血管

瘤组织中提取出血管瘤干细胞（ＨｅｍＳＣｓ），将单个细
胞克隆后，植入裸鼠体内，７ｄ后可形成人类血管，
从血管组织提取干细胞，植入第２只裸鼠后，能再次
形成血管组织。血管瘤干细胞成为一种建立婴幼儿

血管瘤模型的理想细胞。这样形成的血管组织能够

表达婴幼儿血管瘤的特异免疫诊断标志物葡萄糖转

运蛋白ＧＬＵＴ－１和和层黏连蛋白 Ｍｅｒｏｓｉｎ［１３］；植入
２个月后，血管数目减少，而脂肪细胞变得明显，证
实血管瘤来源细胞在裸鼠体内形成了血管和脂肪细

胞。该研究重建了独特的婴幼儿血管瘤演变过程：

形成血管，随后转变为脂肪组织。提示干细胞可能

是婴幼儿血管瘤的来源细胞。２０１１年 Ｓｈｏｓｈａｎａ
Ｇｒｅｅｎｂｅｒｇｅｒ等［１４］通过在裸鼠皮下注射 ＣＤ１３３＋血
管瘤干细胞建立动物模型，证实地塞米松可以抑制

血管瘤干细胞中ＶＥＧＦ—Ａ的产生，但不能抑制血管
瘤内皮细胞ＶＥＧＦ—Ａ的产生。ＤａｎＸｕ等［１５］也通过

血管瘤干细胞成功建立模型，研究发现，增长期血管

瘤培养的 ＨｅｍＳＣｓ比消退期血管瘤培养的 ＨｅｍＳＣｓ
表达明显增多的 ＳＡＬＬ４＋和 ＣＤ１３３＋细胞。这些研
究表明了血管瘤干细胞建立婴幼儿模型的可行性与

理想性。

二、细胞分离、培养与鉴定

（二）血管瘤内皮细胞的分离培养与鉴定

血管瘤内皮细胞标本取自于１岁以内处于增殖
期的草莓状血管瘤，未接受过其它治疗，且家属要求

手术的婴幼儿血管瘤患者，以前人们采用机械刮除

法［１６］和通过流式细胞仪及后期免疫磁珠法［１７］分离

出内皮细胞，虽能获得较高纯度的内皮细胞，但存在

着价格昂贵，细胞得率不高，细胞损伤较大，操作复
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杂，且往往易造成微生物污染，不便于广泛使用等因

素。又由于血管瘤内皮细胞增殖缓慢 ，且贴壁能力

差。所以近年来人们在培养过程中使用血管生成因

子或肿瘤条件培养基来刺激内皮细胞增殖。且为了

利于细胞贴壁，可预先在培养器皿表面铺一层明胶、

纤连蛋白或胶原等构成促贴壁基质。随后魏珩

等［１８］采用组织块结合酶消化法培养血管瘤内皮细

胞。采用该两种方法培养的血管瘤内皮细胞不但成

活率高，细胞纯度高，细胞损伤较小，便于细胞贴壁

生长，也避免了因组织消化而混入大量的纤维细胞，

并抑制成纤维细胞生长，进一步发现大量血管瘤内

皮细胞从组织块边缘长出，细胞形态单一、整齐。近

年来又陆续报道了通过２次过滤网过滤来获得单细
胞悬液［１９，２０］。简单的说就是，血管瘤样本经过 ＰＢＳ
冲洗、切碎，胶原酶消化后获得的组织匀浆先通过

１００目滤网过滤，并在样品中加入红细胞裂解液。
再次将样品通过４０目滤网过滤，得到单细胞悬液后
于完全内皮细胞培养基培养。最后将细胞置于

３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度培养箱中培养，每 ２～３ｄ
换液１次。组织块接种后４～５ｄ成纤维细胞过度
生长可抑制内皮细胞的生长，经纯化的内皮细胞生

长汇合后，用相差倒置显微镜观察，发现细胞呈多角

形或鹅卵石样形态，培养３～４周呈旋涡式生长。血
管瘤内皮细胞的特异性标记物有：ＶｏｎＷｉｌｌｅｂｒａｎｄ因
子（ｖＷＦ）及Ⅷ因子相关抗原、ＣＤ３４、ＣＤ３１等［２１］。

第Ⅷ凝血因子相关抗原、ＣＤ３４是鉴定血管瘤血管内
皮细胞的特异性标记物。因此通常采用 ＣＤ３４单克
隆抗体和第Ⅷ因子相关抗原（ＦⅧＲＡｇ）鉴定，采用
ＣＤ３４免疫荧光染色法对血管瘤血管内皮细胞进行
鉴定，结果显示细胞核周围呈现橙色均匀团状的结

构。显微镜下观察，第Ⅷ凝血因子相关抗原主要表
达于血管瘤内皮细胞的细胞浆，阳性颗粒均呈棕黄

色。

（二）脐静脉内皮细胞和人外周血管内皮祖细

胞分离培养与鉴定

脐静脉内皮细胞采用健康产妇分娩后新鲜脐带

经消化酶灌注－反复贴壁纯化法提取，可以获得比
较满意的效果。培养的人脐静脉内皮细胞早期呈小

多角、球形、呈团状，２４ｈ后可见细胞贴壁，逐渐生
长成梭形，有些呈鱼贯状相连。３～４ｄ后达到融
合，呈多角形，为单层呈铺路石样状排列［２２］。第Ⅷ
因子相关抗原经免疫荧光检测脐静脉内皮细胞，显

微镜下胞质中可见大量黄绿色荧光，摄取 ａｃ—ＬＤＬ
和吸附ＵＥＡ—１的细胞功能，ＤｉｌａｃＬＤＬ红色荧光，

荧光强度高；ＦＩＴＣＵＥＡ１绿色荧光，荧光强度高，胞
核呈蓝色荧光［２３］。也可用内皮细胞标志物 ＣＤ３１
鉴定，染色结果为细胞核内可见橙色颗粒。人外周

血管内皮祖细胞标本来自于健康人外周血，经多次

稀释、加入人淋巴细胞分离液离心后于 ＥＧＭ－２培
养基培养隔天换液。ＣＤ１３３＋血管内皮祖细胞体外
培养形态观察：贴壁小细胞团在４～５ｄ可见伪足伸
出，７ｄ后呈克隆状迅速生长，２～３周后密集区细胞
呈“鹅卵石”样，培养 ４周后融合小的细胞呈梭
形［２４］。通过免疫组化检测其细胞表面标志ＣＤ１３３、
ＣＤ３４、ＶＥＧＦＲ—２和Ⅷ因子表达均呈阳性。

（三）小鼠血管瘤内皮细胞瘤细胞分离培养与

鉴定

小鼠血管瘤内皮细胞瘤细胞系 ＥＯＭＡ分离自
一自发荷瘤的１２９／Ｊ小鼠，常规培养于 ＤＭＥＭ培养
基中［含 １０％（体积分数）ＦＢＳ，１００Ｕ／ｍｌ青霉素，
１００ｍｇ／ｍＬ链霉素］，置于 ３７℃１０％（体积分数）
ＣＯ２细胞培养箱中。ＥＯＭＡ单层培养呈“鹅卵石”
样排列、围成管腔样结构。

（四）血管瘤干细胞分离培养与鉴定

大量研究发现血管瘤干细胞可能来源于同一原

始干细胞，Ｂｏｙｅ等［２５］发现，血管瘤内皮细胞是无性

繁殖，并表现出增高的生长和迁移特性。血管瘤干

细胞的培养标本来源同血管瘤内皮细胞，标本经

ＰＢＳ漂洗后切成小块（１ｍｍ×１ｍｍ），再次经 ＰＢＳ
漂洗，经２％胶原蛋白Ａ消化后，置于ＤＭＥＭ培养基
（含２％ＰＢＳ、１２６ｍｍｏｌＣａＣｌ２、０．９３ｍｍｏｌＭｇＣｌ２、１００
Ｕ／ｍＬ青霉素、１００μｇ／ｍＬ链霉素、０．２５μｇ／ｍＬ两性
霉素Ｂ），３７℃水浴半小时，所得组织匀浆经１００目
滤网过滤，加入红细胞裂解液，再次将样品通过４０
目滤网过滤，得到单细胞悬液后，用 ＣＤ１３３免疫磁
珠分选出血管瘤干细胞培养于涂有纤维蛋白胶的

ＥＢＭ－２／２０％ ＦＢＳ培养基，每２ｄ更换一次培养液。
所分离的单细胞悬浮液通过免疫组化检测血管瘤干

细胞标记物，ＳＡＬＬ４、ＣＤ１３３和 ＦＤＲ均阳性表达，且
婴幼儿血管瘤的特异免疫诊断标志物葡萄糖转运蛋

白ＧＬＵＴ－１也呈阳性表达。
三、细胞注射法建立模型

刘超等［４］将培养的 ＨｅｍＥＣ２００μｌ（１０６ｃｅｌｌｓ／
ｍＬ）接种到ＢＡＬＢ／ｎｕｎｕ裸鼠腋下，７ｄ后可见小米
粒样凸起，大小约１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ，部分开始形
成血管，第３０天大小约５ｍｍ×４ｍｍ×３ｍｍ，形成
大量小血管，第 ６０天大小约为 ２ｍｍ×３ｍｍ×
２ｍｍ，部分血管开始萎缩。所建立模型的时间可达
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６０ｄ，为进行药物刷选及药效观察提供充足时间。
而陆阳等［５］利用 ＨＵＶＥＣ建立的模型，切取移植１
周后的组织块，ＨＥ镜下观察Ｍａｔｒｉｇｅｌ内出现大量管
道样结构，某些管样结构内出现红细胞，５周后的组
织块，ＨＥ镜下观察可见Ｍａｔｒｉｇｅｌ内出现大量圆形管
样结构，某些管样结构内出现红细胞，这使得利用

ＨＵＶＥＣ建立血管瘤模型成为一种可能，但是尚未
得到长期证实。李文志等［９］将培养的 ＥＰＣｓ于
Ｍａｔｅｉｇｅｌ混合注射至裸鼠腹部皮下组织，１周后可见
凸起的肿块，２周后生长迅速，体积明显增大，外形
呈圆球状，４周后生长缓慢，血管腔大小不一，部分
呈血窦样，６周后几乎生长停滞。同 ＨＵＶＥＣ一样，
通过 ＥＰＣｓ建立的模型目前尚未很好的证实。Ｍｉ
ｃｈａｅｌ等采用３～５周龄同源１２９／Ｊ小鼠，于皮下注
射５×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ小鼠血管瘤内皮细胞瘤细胞系
ＥＯＭＡ，２ｄ后肿瘤即可出现，但所造模型常伴有血
栓形成、ＤＩＣ及脾肿大等症状，最终小鼠因各种并发
症而死亡，一般用于研究ＫａｓａｂａｃｈＭｅｒｒｉｔｔ或致死性
血管瘤模型的研究，不利于单纯血管瘤模型的研究。

Ｋｈａｎ等［１０］将培养的血管干细胞同 Ｍａｔｒｉｇｅｌ（一
种能支持血小板及血管生成的可溶性基底膜基质）

混合后２００μｌ（１．５×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ）注射至 ｎｕｎｕ裸
鼠皮下，第７天便可见血管形成，直到第５６天仍可
观察到血管，不过更多的是脂肪细胞的填充。然而

同等条件下采用相同方法皮下注射 ＨｅｍＥＣｓ，血管
瘤内皮祖细胞 ＨｅｍＥＰＣｓ，骨髓间充质干细胞（ＢＭ
ＭＳＣｓ），脐带血内皮祖细胞（ｃｂＥＰＣｓ），人类新生儿
皮肤成纤维细胞（ＮＨＤＦｓ）分别与 Ｍａｔｒｉｇｅｌ混合后均
不能见到血管形成。Ｘｕ等［１３］将培养的血管干细胞

与Ｍａｔｒｉｇｅｌ混合后２００μｌ（１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ）注射至免疫
缺陷的６周龄ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠双侧腋下。观察肿瘤
生长，且所有肿瘤 ＧＬＵＴ－１表达均阳性，证实为血
管瘤，通过切取组织切片染色观察：细胞注射的第

１０天可见大量增殖的内皮细胞，第２０天可见血管
组织和脂肪组织，第３０天大部分细胞已经分化，肿
瘤进入消退期。此模型生长过程的３０ｄ周期代表
人类婴幼儿血管瘤５～９年的演变过程。此外Ｄａｖｉｄ
Ｍ等［２６］将培养的 ＨｅｍＥＣｓ（１．５×１０６）联合 ＨｅｍＳＣｓ
（１．５×１０６）同 Ｍａｔｒｉｇｅｌ混合后，２００μｌ注射至 ｎｕｎｕ
裸鼠背部也成功建立了模型，第１０天便可见丰富的
血管形成。ＭＡＩＨｕａｍｉｎｇ等［２７］将 ＨｅｍＳＣ混悬于
Ｍａｔｒｉｇｅｌ中植入裸鼠皮下，注射１～２周便可形成微
血管。联合脐静脉内皮细胞混悬于 Ｍａｔｒｉｇｅｌ中，则
形成的血管数量显著增加，新形成的血管均表达血

管瘤特异性标记Ｇｌｕｔ—１。而单独注射脐静脉内皮细
胞未见血管生成。这些都表明利用血管瘤干细胞建

立的血管瘤模型很好的模拟了婴幼儿血管瘤增殖、

消退、消退完成期的病理过程，更适合关于血管瘤疾

病的研究，也是我们今后研究的重点。

总之，细胞注射法建立裸鼠血管瘤模型技术趋

向成熟，血管瘤干细胞建立的裸鼠血管瘤模型虽然

能够很好模拟人类血管瘤增殖、消退、消退完成期的

病理过程，但仍存在所形成的血管瘤组织并没有出

现与临床类似的快速增长及有效的药物干预治疗尚

未在模型很好运用，相信随着研究的深入，我们能够

更好研究其发病机制、病理过程，为血管瘤的治疗提

供更有效的治疗手段。
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２０１４年南方省（区）小儿外科学术研讨会暨
全国小儿外科新技术学习班通知

为加强南方各省（区）的科研合作与交流，促进小儿外科实验研究与临床技术水平的提高。经研究，由

中南、西南地区小儿外科学分会主办，湖南省医学会、湖南省医学会小儿外科学分会承办，湖南省儿童医院协

办的２０１４年南方省（区）小儿外科学术研讨会拟定于２０１４年５月在湖南岳阳召开。大会将邀请著名专家作
专题讲座，介绍小儿外科各专业医疗技术的最新进展，并在小儿外科基础应用研究及临床新技术等方面进行

学术交流。欢迎各位同道踊跃投稿、参会。现将会议有关事宜通知如下：

① 会议时间：２０１４年５月２３～２５日；② 会议地点：南湖宾馆·岳阳市南湖邕园路３６号；③报到时间：
２０１４年５月２３日８：００－２２：００；④注册费：８００元／人，注册费含会务费，资料费、餐费；⑤住宿：会务组将按
回执进行安排。单双间统一按２３８元／间／天，费用回单位报销；⑥学分证书：凡注册代表均可获得 Ｉ类国家
级医学教育学分；⑦会务及投稿联系人：殷波　电话：１３５７４８６７３６３，湖南省医学会小儿外科专业委员会，湖
南省儿童医院，Ｅｍａｉｌ：ｙｂ０３０３０３＠１６３．ｃｏｍ

湖南省医学会

湖南省医学会小儿外科学专业委员会

二○一四年四月
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