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噻吗洛尔和普萘洛尔体外调控小鼠血管瘤

细胞增殖及凋亡作用的比较
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【摘要】　目的　通过比较同为非选择性β受体阻滞剂的普萘洛尔和噻吗洛尔对小鼠血管瘤（ＥＯ
ＭＡ细胞）细胞体外增殖及凋亡的调控作用，初步探讨普萘洛尔和噻吗洛尔对小鼠血管瘤的治疗作用及
可能机制，为临床应用β受体阻滞剂治疗婴幼儿血管瘤提供参考。 方法　体外培养ＥＯＭＡ细胞，取对
数生长期ＥＯＭＡ细胞，随机分为药物组和对照组，用不同浓度普萘洛尔和噻吗洛尔作用ＥＯＭＡ细胞，分
别干预２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ。通过连续光谱多功能酶标仪在５７０ｎｍ和６３０ｎｍ波长处测定以上质量浓度下
光吸收值。应用四甲基偶氮唑盐比色法（ＭＴＴ）检测细胞存活率、吖啶橙染色检测细胞凋亡情况，观察
普萘洛尔和噻吗洛尔对ＥＯＭＡ细胞体外增殖和凋亡的影响。 结果　普萘洛尔作用２４ｈ后，随剂量增
加，ＥＯＭＡ细胞存活率逐渐下降，与对照组相比，至药物浓度为５０μｍｏｌ／Ｌ时有显著差异（Ｐ＜００５），吖
啶橙染色亦显示药物浓度为５０μｍｏｌ／Ｌ时凋亡细胞显著增多。４８ｈ组和７２ｈ组变化趋势与２４ｈ组相
似。噻吗洛尔作用２４ｈ、４８ｈ及７２ｈ后，不同浓度和作用时间组之间，ＥＯＭＡ细胞存活率及凋亡率均无
显著差异（Ｐ＞００５）。 结论　普萘洛尔在体外可有效抑制小鼠血管瘤ＥＯＭＡ细胞的增殖，并促进其凋
亡；而同为非选择性β受体阻滞剂的噻吗洛尔在体外对ＥＯＭＡ细胞的增殖和凋亡无显著调控作用。提
示噻吗洛尔对小鼠血管瘤的作用可能与β受体通路以外的途径有关，其次，其治疗血管瘤的临床效果可
能还需要多中心、大样本研究来验证。

【关键词】　血管瘤；噻吗洛尔；普萘洛尔；细胞增殖；细胞凋亡；小鼠
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　　２００８年，法国 Ｂｏｒｄｅａｕｘ儿童医院 Ｌéａｕｔé
Ｌａｂｒèｚｅ等医生在美国《新英格兰医学杂志》报道了
他们应用普萘洛尔（ｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌ）治疗婴儿血管瘤的
重大发现［１］。因其治疗效果明显，相比类固醇有较

少的副作用，逐渐成为药物治疗血管瘤的新选

择［２－５］。普萘洛尔是临床常用非选择性β肾上腺素
受体阻滞剂，其治疗血管瘤的机制尚不完全清楚。

受其启发，其他β肾上腺素受体阻滞剂能否应用于
血管瘤的治疗呢？比如噻吗洛尔，其对 β肾上腺素
受体阻滞的药理作用是普萘洛尔的４～１０倍。本研
究以小鼠血管瘤（ＭｏｕｓｅＨｅｍａｎｇｉｏｅｎｄｏｔｈｅｌｉｏｍａＭｏｄ
ｅｌ，ＥＯＭＡ）细胞为模型，对普萘洛尔与噻吗洛尔对
ＥＯＭＡ细胞体外增殖及凋亡调控作用进行初步比较
研究［６］。

材料与方法

一、临床材料

小鼠血管瘤ＥＯＭＡ细胞（重庆医科大学金先庆
教授惠赠）。ＤＭＳＯ、ＭＴＴ、普萘洛尔（ｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌ）和
噻吗洛尔（Ｔｉｍｏｌｏｌ）购自 Ｓｉｇｍａ公司。吖啶橙（ＡＯ）
购自美国Ａｍｅｒｓｅｏ公司。胎牛血清、胰蛋白酶、青霉
素、链霉素和高糖ＤＭＥＭ培养基购于ＧＩＢＣＯ公司。

二、细胞培养方法

小鼠血管瘤（ＥＯＭＡ细胞）细胞由金先庆教授
惠赠。用含１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００
ｍｇ／Ｌ链霉素的高糖 ＤＭＥＭ培养基，在 ５％ＣＯ２，
３７℃恒温培养箱中培养，取对数生长期细胞实验。

三、ＭＴＴ比色法检测细胞增殖／存活率
取对数生长期细胞进行实验，将１０×１０５个／

ｍＬＥＯＭＡ细胞接种于９６孔板中，培养２４ｈ后加入
不同浓度普萘洛尔和噻吗洛尔 ＰＢＳ溶液：３１５、
６２５、１２５、２５０、５００、１０００、２０００、４０００和 ８０００
μｍｏｌ／Ｌ，终浓度分别为 ３１５、６２５、１２５、２５、５０、
１００、２００、４００和 ８００μｍｏＬ／Ｌ，作用时间分别为
２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ。单纯 ＰＢＳ处理作为溶剂对照组。

处理结束后，每孔加入２０μＬ、５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ溶液，
５％ＣＯ２、３７℃恒温培养箱继续孵育４ｈ，弃上清液，
每孔加入 １５０μＬＤＭＳＯ，酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ）测定
Ａ５７０ｎｍ和Ａ６３０ｎｍ值。

四、吖啶橙（ＡＯ）染色荧光显微观察细胞凋亡
于６孔板中放入盖玻片接种 ＥＯＭＡ细胞，分别

加入浓度为 ０μｍｏＬ／Ｌ、５００μｍｏＬ／Ｌ、１０００μｍｏＬ／
Ｌ、２０００μｍｏＬ／Ｌ普萘洛尔和噻吗洛尔溶液，终浓度
分别为 ０μｍｏＬ／Ｌ、５０μｍｏＬ／Ｌ、１００μｍｏＬ／Ｌ、２００
μｍｏＬ／Ｌ作用２４ｈ。弃上清液，加入１ｍＬＡＯ染液
（ＰＢＳ按１０∶１配制），室温避光染色３０ｓ，弃染液，
ＰＢＳ洗涤３次。荧光显微镜下观察，常规方法计数，
得出凋亡率。

五、统计学处理

所有实验重复３次，计数资料采用百分率进行
描述。对率进行平方根反正弦变换后，用重复测量

资料方差分析法比较不同浓度不同时间点普萘洛尔

和噻吗洛尔的效应差异。以 Ｐ＜００５为差异有统
计学意义。数据录入采用 Ｅｘｃｅｌ２００７，统计分析采
用ＳＰＳＳ１４０软件。

结　果

一、ＭＴＴ检测ＥＯＭＡ细胞增殖／存活率
普萘洛尔作用２４ｈ后，随剂量增加，ＥＯＭＡ细

胞存活率逐渐下降，与对照组相比，至药物浓度为

５０μｍｏｌ／Ｌ时有显著差异（Ｐ＜００５），继续增加至
８００μｍｏｌ／Ｌ时，细胞存活率接近 １０％。４８ｈ组和
７２ｈ组与对照组相比，至药物浓度２５μｍｏｌ／Ｌ时有
显著差异（Ｐ＜００５），变化趋势与２４ｈ组相似（表
１，图１）。噻吗洛尔作用２４ｈ后，各剂量组 ＥＯＭＡ
细胞存活率无明显降低，当药物浓度增加至

８００μｍｏｌ／Ｌ时，细胞存活率为（８８９７±７３４）％，与
对照组相比无显著差异（Ｐ＞００５）。４８ｈ组和７２ｈ
组变化趋势与２４ｈ组相似（表２，图２）。

·８１１·
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表１　普萘洛尔对ＥＯＭＡ细胞存活率的影响（％）
Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌｏｎｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＥＯＭＡｃｅｌｌｓ（％）

普萘洛尔浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）
２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ 普萘洛尔浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）
２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

ｃｏｎｔｒｏｌ ９９９９±７５９ １００±３２８ １００±２９５ ５０ ７５５３±１５３ ５９８３±５１７ ５３７４±４６４

３１２５ １０２８７±５５７ ９１４１±１４２ ８９７４±２５２ １００ ６５７６±０８３ ５８０３±０３１ ４７２１±０２８

６２５ ９６１９±４２４ ８６１２±３２０ ８３７１±４２８ ２００ ５４１６±０９８ ４０９３±０３３ ４４４３±０２９

１２５ ８４０４±２９９ ８０７４±２３７ ７６７７±３０４ ４００ ２５３９±０６８ ９２９±０６５ １２９６±０５９

２５ ７９７５±３００ ７１６８±３８５ ６４３９±３４５ ８００ １０１３±０６２ １２３±０５３ １１１±０３４

　　注：各组统计数据均以（ｘ±ｓ）表示，ｎ＝６，表示与各对照组相比，Ｐ＜００５。

图１　不同浓度普萘洛尔对ＥＯＭＡ细胞存活率的影响
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌｏｎｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｉｎＥＯＭＡｃｅｌｌｓ

表２　噻吗洛尔对ＥＯＭＡ细胞存活率的影响（％）
Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｉｍｏｌｏｌｏｎｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＥＯＭＡｃｅｌｌｓ（％）

噻吗洛尔浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）
２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ 噻吗洛尔浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）
２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

ｃｏｎｔｒｏｌ １００±２３７ １００±５３７ ９９９９±４５０ ５０ ９３３４±１５２ １０４４０±４５２ ９００４±４６５

３１２５ ９７９７±２９２ ９４６０±５９２ ９７０２±５０５ １００ ９０６５±１６０ ９０８３±４６０ ９５５５±４７３

６２５ ９９７７±２４２ ９１７０±５４２ ９４７７±４５５ ２００ ８６９３±１９７ ８５０１±４９７ ８１８１±４１０

１２５ ９２３９±４０３ ９６５３±７０３ ９７９５±６１６ ４００ ８６１７±０６８ ８７６５±３６８ ８０４７±２８１

２５ ９８５６±２２７ ９３３６±５２７ ９６０２±５４０ ８００ ８８９６±６７３ ８０４３±９７３ ８２９９±８８６

　　注：各组统计数据均以（ｘ±ｓ）表示，ｎ＝６，与对照组比较，Ｐ＞００５。

图２　不同浓度噻吗洛尔对ＥＯＭＡ细胞存活率的影响
Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｉｍｏｌｏｌｏｎｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＥＯＭＡｃｅｌｌｓ
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　　二、普萘洛尔和噻吗洛尔作用 ＥＯＭＡ细胞的
ＡＯ染色结果

普萘洛尔作用细胞后，经ＡＯ染色，荧光显微镜
下观察可见ＥＯＭＡ细胞数量明显减少，且细胞体积
缩小，细胞核固缩，可见浓缩致密的暗绿色或黄绿色

荧光，呈团状或串珠状，对照组为均匀一致的绿色荧

光，５０μｍｏｌ／Ｌ普萘洛尔作用细胞２４ｈ后，细胞开始

明显变化，２００μｍｏｌ／Ｌ时，细胞数量明显减少，体积
缩小、核固缩明显（图３）。

噻吗洛尔作用细胞后，经ＡＯ染色，荧光显微镜
下观察。凋亡细胞为细胞体积缩小，细胞核固缩，可

见浓缩致密的暗绿色或黄绿色荧光，呈团状或串珠

状，对照组为均匀一致的绿色荧光，不同剂量组细胞

凋亡率无显著性差异（图４）。

!"#$%&'$( )"" *+"
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图３　图３　普萘洛尔作用小鼠血管瘤细胞２４ｈ引起细胞凋亡（吖啶橙染色）
Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌｏｎｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＥＯＭＡｃｅｌｌｓｓｔａｉｎｅｄｂｙＡＯ（２４ｈ）

!"#$%&'$( )"" *+"

图４　噻吗洛尔作用小鼠血管瘤细胞２４ｈ（吖啶橙染色）
Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｉｍｏｌｏｌｏｎＥＯＭＡｃｅｌｌｓｓｔａｉｎｅｄｂｙＡＯ（２４ｈ）

　　普萘洛尔和噻吗洛尔诱导 ＥＯＭＡ细胞凋亡的
作用不同。当普萘洛尔浓度为５０μｍｏｌ／Ｌ时，能够
观察到较多凋亡细胞，与对照组相比有显著性差异

（Ｐ＜００５），且随浓度的增加诱导凋亡作用越明显，

当浓度为２００μｍｏｌ／Ｌ时凋亡率为（３４７±３６）％。
从ＡＯ染色结果观察并计数，不同浓度组噻吗洛尔
诱导ＥＯＭＡ细胞凋亡率与各对照组相比无显著性
差异（Ｐ＞００５，表３）。

表３　普萘洛尔和噻吗洛尔诱导ＥＯＭＡ细胞的凋亡率（ｘ±ｓ，％）
Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌａｎｄｔｉｍｏｌｏｌｏｎｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃＥＯＭＡｃｅｌｌｓ（％）

药物 ｃｏｎｔｒｏｌ ５０μｍｏｌ／Ｌ １００μｍｏｌ／Ｌ ２００μｍｏｌ／Ｌ

普萘洛尔 ０ １３６±２１ ２６５±４２ ３４７±３６

噻吗洛尔 ０ ２４±０３５ ５１±１２ ６４±０８５

　　注：各组统计数据均以（ｘ±ｓ）表示，ｎ＝３，表示与各对照组相比，Ｐ＜００５。

讨　论

普萘洛尔是非选择性竞争抑制肾上腺素β受体
阻滞剂，其常见药效及机制为：①抑制心脏起搏点
电位的肾上腺素能兴奋，用于治疗心律失常；②拮
抗异丙肾上腺素及去甲肾上腺素的作用；③降低血
浆肾素活性。此外，可以对抗支气管舒张，以及降低

胰岛素分泌量，缓解低血糖引起的不适［７］。

法国ＬéａｕｔéＬａｂｒèｚｅ等［１］报道了普萘洛尔治疗

血管瘤的新作用后，其药理作用机制再次引起同行

们关注。广义的血管瘤包括血管瘤（真性）及血管

畸形两大类［８］。目前普萘洛尔治疗报道多集中于

血管瘤（真性）［９－１１］。其与血管畸形的区别主要在

于血管内皮细胞等的增殖状态，前者常有异常增殖，

而后者增殖状态往往正常。这一区别提示，普萘洛

·０２１·
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尔治疗血管瘤可能与抑制细胞的增殖有关。

噻吗洛尔也是一种非选择性β肾上腺素受体阻
滞剂，小儿眼科医师将它作为青光眼的一线治疗药

物已经超过３０年，在婴幼儿人群中的应用具有较高
的安全性［１２］。近年来，有研究称，噻吗洛尔同样可

应用于血管瘤的治疗，且治疗效果良好，局部使用治

疗溃疡性血管瘤效果尤为明显［１３－１４］。

为进一步探讨噻吗洛尔对血管瘤的治疗作用及

可能机制，本研究以小鼠血管瘤（ＥＯＭＡ）细胞为模
型，对普萘洛尔与噻吗洛尔对 ＥＯＭＡ细胞体外增殖
及凋亡调控作用进行初步比较研究［９］。

ＥＯＭＡ瘤是一种 １２９Ｐ３／Ｊ小鼠来源的血管
瘤［１５］。主要由异常增殖的血管内皮细胞构成瘤体，

伴不同程度的管腔化，是目前常用的血管瘤实验动

物及细胞培养模型。本研究显示普萘洛尔处理组细

胞增殖状况明显低于对照组，细胞凋亡明显增加，提

示普萘洛尔具有抑制 ＥＯＭＡ细胞体外增殖，诱导其
凋亡的作用。从实验数据看，这一作用呈明显剂量

－效应依赖性。中、低剂量组，时间－效应依赖性不
明显，当剂量达到１００μｍｏｌ／Ｌ时呈现一定的时间—

效应依赖性。提示临床应用普萘洛尔治疗婴幼儿血

管瘤时，剂量对疗效的影响应予重视。

同为非选择性 β受体阻滞剂的噻吗洛尔，对 β
受体阻滞药理作用是普萘洛尔的４～１０倍，也有报
道称其对血管瘤有较好的临床治疗效果，据此，可以

推测其对ＥＯＭＡ细胞体外增殖及诱导凋亡的作用
更强。但是本研究中，与普萘洛尔相比，噻吗洛尔对

ＥＯＭＡ细胞体外增殖及凋亡的调控作用并不显著。
这一结果提示，噻吗洛尔对血管瘤的治疗机制可能

并不依赖β受体通路，还与其他途径有关。其次，虽
然本研究是针对小鼠血管瘤取得的结果，但一定程

度上，提示噻吗洛尔对婴幼儿血管瘤的治疗效果仍

需进行严格、有效的临床研究来验证。

综上所述，临床应用普萘洛尔治疗婴幼儿血管

瘤时，单次剂量对疗效的影响应予考虑。而对于目

前临床上使用噻吗洛尔等其他β受体阻滞剂治疗婴
幼儿血管瘤的尝试，建议采用多中心、大样本联合临

床研究。
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