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［摘要］　目的：检测培养的婴幼儿血管瘤内皮细胞Ｆａｓ和ＦａｓＬｉｇａｎｄ（ＦａｓＬ）的表达量。方法：采用组织块结合酶消化法培

养婴幼儿血管瘤内皮细胞，细胞培养成功后，分别运用流式细胞术（ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ）和荧光定量聚合酶链反应 （ｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｔｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＦＱＰＣＲ）２－ΔΔＣＴ法检测培养的血管瘤内皮细胞Ｆａｓ、ＦａｓＬ和Ｆａｓ、ＦａｓＬｍＲＮＡ表达

量，并分别与阳性对照人Ｊｕｒｋａｔ细胞和阴性对照人脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＨＵＶＥＣ）进行比较。

结果：ＦＣＭ检测培养的血管瘤内皮细胞 Ｆａｓ表达率为（９０．９７±２．３６）％，阳性对照Ｊｕｒｋａｔ细胞 Ｆａｓ表达率为（９３．８７±

７．６０）％，两者相比无显著差异（Ｐ＞０．０５），但高于阴性对照 ＨＵＶＥＣ（２５．０７±７．６０）％；ＦＱＰＣＲ结果显示，血管瘤内皮细胞

ＦａｓｍＲＮＡ的表达量为（１．２６±０．７２），与阳性对照Ｊｕｒｋａｔ细胞的表达量（１．４４８±０．０５９）比值为０．８７，差异无显著性（Ｐ＞
０．０５），与阴性对照 ＨＵＶＥＣ的表达量（０．３５４±０．１７０）之比为３．５６，差异具显著性（Ｐ＜０．０１）。ＦＣＭ和ＦＱＰＣＲ检测ＦａｓＬ和

ＦａｓＬｍＲＮＡ在血管瘤内皮细胞、Ｊｕｒｋａｔ细胞和 ＨＵＶＥＣ表达量均很低，没有生物学意义。结论：Ｆａｓ在婴幼儿血管瘤内皮细

胞呈高度表达，而ＦａｓＬ的表达量很低，血管瘤内皮细胞凋亡和Ｆａｓ高表达相关。
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第１１期．廖洪跃，等．Ｆａｓ、ＦａｓＬ在婴幼儿血管瘤内皮细胞的表达 ·１２９７　 ·

　　血管瘤（ｈｅｍａｎｇｉｏｍａ）是婴幼儿最常见的良性
肿瘤，一般在出生时或出生后１０～１４ｄ出现，４～５
个月时快速增长，１岁左右血管瘤大小达到最高峰，

１～２岁之间开始自发消退，完全消退需要１０～１２
年时间。研究显示血管瘤自发消退系内皮细胞凋亡
所致，目前已发现多种促凋亡基因在血管瘤组织中
表达，最近发现Ｆａｓ、ＦａｓＬｉｇａｎｄ（ＦａｓＬ）蛋白在血管
瘤组织中表达［１］。Ｆａｓ可与其天然配体ＦａｓＬ结合，
传递凋亡信号，启动凋亡程序，诱导细胞凋亡。本课
题研究体外培养的血管瘤内皮细胞是否表达Ｆａｓ和

ＦａｓＬ，为明确血管瘤内皮细胞通过Ｆａｓ／ＦａｓＬ途径
发生凋亡奠定分子生物学基础。

１　材料和方法

１．１　细胞培养试剂和检测仪器　ＧｉｂｃｏＭ１９９培养
基、胰蛋白酶、青霉素＋链霉素、Ｇｉｂｃｏ胎牛血清（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），碱性成纤维细胞生长因子（Ｐｅｐｒｏ公
司），肝素钠（上海伯奥生物科技有限公司），ｍｏｕｓｅ
ａｎｔｉｈｕｍａｎＣＤ３４（Ｄａｋｏ公司），ＦＩＴＣａｎｔｉｈｕｍａｎ
ＣＤ３４（Ｃａｌｔａｇ公司），ＦＩＴＣａｎｔｉｈｕｍａｎＦａｓ（ｅＢｉｏ
ｓｃｉｅｎｃｅ公司），ＦＩＴＣａｎｔｉｈｕｍａｎＦａｓＬ（ＢＤ公司），

ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ型流式细胞仪（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公
司），计算机数据处理软件（ＢＤ 公司 Ｃｅｌｌｑｕｅｓｔ软
件），ＢｉｏＲａｄＩｃｙｃｌｅｒ５色实时荧光定量ＰＣＲ仪、Ｉｃｙ
ｃｌｅｒｖｅｒｓｉｏｎ３．１．７０５０荧光定量分析软件（ＢｉｏＲａｄ
公司）。

１．２　婴幼儿血管瘤内皮细胞的培养　参照文献报
道的方法［２］，采用组织块＋酶消化法培养血管瘤内
皮细胞。先去除新鲜血管瘤标本多余的皮肤及脂
肪，选择瘤体丰富区域修剪成１～２ｃｍ３的组织块，用

０．２５％胰蛋白酶３７℃振荡消化１０～２０ｍｉｎ，将消化
后的组织块修剪成１ｍｍ３大小的微粒，接种于事先
用１％明胶包被的培养皿内，加入约０．５ｍｌ内皮细
胞培养液（成分为 Ｍ１９９培养基、２０％胎牛血清、２５
ｎｇ／ｍｌ碱性成纤维细胞生长因子、１００ｍｇ／Ｌ肝素、

１０ＩＵ／Ｌ青霉素、１００ｍｇ／Ｌ链霉素），仅使培养液刚
湿润组织块，勿使组织块浮起，置于体积分数为５％
ＣＯ２、３７℃培养箱内孵育，２４ｈ后补充０．５ｍｌ培养
液并置培养箱内继续培养，５ｄ后更换培养液。接种
后５～６ｄ去除组织块，倒置相差显微镜下确认内皮
细胞岛，细胞刮去除非内皮细胞，更换培养液后继续
培养。待细胞汇合成片铺满培养皿时按１∶３比例
接种于培养皿内传代培养。

１．３　人脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎ
ｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＨＵＶＥＣ）株的培养　ＨＵＶＥＣ株由

复旦大学附属中山医院血管外科何红兵教授馈赠，
细胞接种至培养皿中，使用内皮细胞培养液（成分为

Ｍ１９９培养基、１０％小牛血清、１０ＩＵ／Ｌ青霉素、１００
ｍｇ／Ｌ链霉素）进行培养，细胞铺满培养皿底后按

１∶３比例接种于培养皿内传代培养，每２ｄ换液１
次。

１．４　人Ｊｕｒｋａｔ细胞株的培养　人Ｊｕｒｋａｔ细胞株由
第二军医大学长海医院血液内科周虹老师馈赠。

Ｊｕｒｋａｔ细胞接种至培养瓶内，用淋巴细胞培养液（成
分为ＲＰＭＩ１６４０液体培养基、１０％胎牛血清）进行
培养，每天换液１次，细胞密度较高、聚集成团时将
细胞悬液按１∶４传代培养。

１．５　血管瘤内皮细胞形态学观察、鉴定及纯度检测

１．５．１　形态学观察　使用倒置相差显微镜观察血
管瘤内皮细胞生长情况和形态学特征，数码照相机
记录观察的结果。

１．５．２　免疫组化鉴定　培养成功的血管瘤内皮细
胞制作细胞爬片，采用免疫组化ＥｎＶｉｓｉｏｎ法，加入

ＣＤ３４鼠抗人抗体进行内皮细胞鉴定。

１．５．３　流式细胞术（ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ）检测内
皮细胞纯度　传代的血管瘤内皮细胞长满培养皿
后，用０．２５％胰蛋白酶消化细胞，离心（２２２×ｇ，５
ｍｉｎ）收集细胞，调整细胞密度为１×１０６／ｍｌ；加入

ＣＤ３４ＦＩＴＣ抗体；上流式细胞仪，检测培养细胞的

ＣＤ３４（＋）细胞数。

１．６　血管瘤内皮细胞表达Ｆａｓ、ＦａｓＬ的检测

１．６．１　ＦＣＭ 检测Ｆａｓ、ＦａｓＬ（＋）细胞数　传代的
血管瘤内皮细胞长满培养皿后，用０．２５％胰蛋白酶
消化细胞，离心（２２２×ｇ，５ｍｉｎ）收集细胞，调整细胞
密度为１×１０６／ｍｌ；分别加入ＦａｓＦＩＴＣ、ＦａｓＬＦＩＴＣ
流式抗体作用１５ｍｉｎ。上流式细胞仪，检测Ｆａｓ和

ＦａｓＬ（＋）细胞数。

１．６．２　荧光定量聚合酶链反应 （ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎ
ｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＦＱＰＣＲ）检测

Ｆａｓ、ＦａｓＬｍＲＮＡ表达　抽提贴壁细胞和悬浮细胞
的总 ＲＮＡ，Ｄｎａｓｅ Ⅰ （ＲｎａｓｅＦｒｅｅ）去除基因组

ＤＮＡ，ＲＮＡ 逆转录合成ｃＤＮＡ，ｃＤＮＡ 荧光定量

ＰＣＲ扩增３０μｌ体系，荧光定量反应体系：荧光定量

ＭａｓｔｅｒＭＩＸ（含ＳＹＢＲ荧光染料）２７μｌ，Ｆｏｒｗａｒｄ
Ｐｒｉｍｅｒ（２５ｐｍｏｌ）１μｌ，ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ（２５ｐｍｏｌ）１

μｌ，Ｔｅｍｐｌａｔｅ１μｌ，ＰＣＲ反应体系总体积为３０μｌ。
反应条件：９５℃３ｍｉｎ，９５℃２０ｓ、６１℃２０ｓ、７２℃
３０ｓ，共扩增５０个循环，最后７２℃延伸 ５ｍｉｎ，

５５℃～９５℃制作熔解曲线。每例样品均设３个平行
复孔，取其均值。引物设计：参考文献［１］，应用
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ＰＲＩＭＥＲ５．０（ＡＢＩ公司）设计ＰＣＲ引物，由上海生
工生物工程技术服务有限公司合成。Ｆａｓ：上游５′
ＴＴＧＣＴＡＧＡＴＴＡＴＣＧＴＣＣＡＡＡＡＧＴＧＴ３′，
下游５′ＧＣＡＣＴＴＧＧＴＧＴＴＧＣＴＧＧＴＧＡＧＴ
３′，产物大小２０５ｂｐ，ＦａｓＬ：上游５′ＴＴＣＡＧＣＴＣＴ
ＴＣＣＡＣＣＴＡＣ ＡＧＡ ＡＧＧ Ａ３′，下游５′ＴＣＡ
ＣＴＣＣＡＧＡＡＡＧＣＡＧＧＡＣＡＡＴＴＣ３′，产物大
小２１９ｂｐ，ＧＡＰＤＨ：上游５′ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴ
ＧＣＣＡＴＣ ＡＣ３′，下游 ５′ＴＣＣ ＡＣＣ ＡＣＣＣＴＧ
ＴＴＧＣＴＧＴＡ３′。产物大小４５０ｂｐ。

１．７　统计学处理　计量资料以珚ｘ±ｓ表示；实验数
据采用ＳＰＳＳ１１．０软件（第二军医大学统计学教研
室提供）进行统计学分析，ＦＱＰＣＲ值采用２－ΔΔＣＴ法
处理数据［３］。两组间均数比较应用ｔ检验，多组间
比较使用方差分析。

２　结　果

２．１　血管瘤内皮细胞的培养、观察、鉴定和纯度测
定　组织块接种后最早４８ｈ，就可见细胞从组织块
边缘爬出（图１Ａ），３～５ｄ细胞爬出量最丰富，去除
组织块后，３～４周细胞长满培养皿，内皮细胞呈圆
形或多角形，饱满，边界清楚，折光性强，胞膜完整，
胞质丰富，核圆形或椭圆形，居中，细胞呈单层分布，
无重叠生长，细胞融合后形成典型铺路卵石状排列
（图１Ｂ），传代培养３代后细胞呈现衰退迹象，并有
凋亡现象出现。免疫组化ＥｎＶｉｓｉｏｎ法检测培养的
细胞ＣＤ３４抗原呈阳性反应，细胞膜有明显的阳性
染色，细胞核无染色，表明阳性反应细胞存在ＣＤ３４
抗原膜抗原（图２Ａ、２Ｂ），证实为内皮细胞。ＦＣＭ检
测传 代 培 养 的 细 胞 ＣＤ３４（＋）阳 性 细 胞 数 为

７６．２８％，表明传代后血管瘤内皮细胞纯度较高。

图１　体外培养的婴幼儿血管瘤内皮细胞

Ｆｉｇ１　Ｃｕｌｔｕｒｅｄｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｆｒｏｍｉｎｆａｎｔｉｌｅｈｅｍａｎｇｉｏｍａ
Ａ：Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｇｒｏｗｏｕｔｆｒｏｍｔｈｅｅｘｐｌａｎｔｓ３ｄａｙｓａｆｔｅｒｅｍｂｅｄ

ｄｉｎｇ；Ｂ：Ａｆｔｅｒ３ｗｅｅｋｃｕｌｔｕｒｅ，ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｅｘｈｉｂｉｔｔｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒ

ｉｓｔｉｃｃｏｂｂｌｅｓｔｏｎｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×８０

图２　培养的血管瘤内皮细胞免疫组化鉴定（ＥｎＶｉｓｉｏｎ法）

Ｆｉｇ２　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｃｕｌｔｕｒｅｄ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｆｒｏｍｉｎｆａｎｔｉｌｅｈｅｍａｎｇｉｏｍａｓｆｏｒＣＤ３４
Ａ：ＴｈｅｂｌｏｏｄｖａｓｃｕｌａｒｓｐｅｃｉｆｉｃｍａｒｋｅｒＣＤ３４ｉｓｐｏｓｉｔｉｖｅｏｎｃｅｌｌｍｅｍ

ｂｒａｎｅｏｆｃｕｌｔｕｒｅｄｃｅｌｌｓ（Ａｒｒｏｗｓ）；Ｂ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｗｉｔｈｏｕｔｓｐｅｃｉｆｉｃ

ＣＤ３４ａｎｔｉｂｏｄｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．２　ＦＣＭ检测血管瘤内皮细胞Ｆａｓ、ＦａｓＬ的表达

　结果显示：培养的血管瘤内皮细胞Ｆａｓ（＋）细胞
数［（９０．９７±２．３６）％］显著高于阴性对照 ＨＵＶＥＣ
［（２５．０７±７．６０）％，Ｐ＜０．０１］，与阳性对照Ｊｕｒｋａｔ
细胞数［（９３．８７±１．６４）％］无显著差异（Ｐ＞０．０５），
表明培养的血管瘤内皮细胞 Ｆａｓ呈高表达。而

ＦａｓＬ（＋）细胞数在３种细胞中均很低，分别为
（１．８８±０．７７）％、（４．１７±１．７５）％ 和 （４．４５±
０．５０）％，没有生物学意义。

２．３　ＦＱＰＣＲ检测血管瘤内皮细胞的ＦａｓｍＲＮＡ、

ＦａｓＬｍＲＮＡ表达　结果显示：血管瘤内皮细胞Ｆａｓ
ｍＲＮＡ的２－ΔΔＣＴ平均值为（１．２６±０．７２）；与阳性对
照Ｊｕｒｋａｔ细胞（１．４４８±０．０５９）的比值为０．８７，差异
无显 著 性 （Ｐ ＞０．０５）；与 阴 性 对 照 ＨＵＶＥＣ
（０．３５４±０．１７０）的比值为３．５６，差异具显著性（Ｐ＜
０．０１）。血管瘤内皮细胞ＦａｓＬｍＲＮＡ的２－ΔΔＣＴ平
均值为（０．０３８±０．０２２），与Ｊｕｒｋａｔ细胞（０．０４４±
０．０２３）和ＨＵＶＥＣ（０．０２２±０．０１１）比值分别为

０．８６、１．７３，差异均无显著性（Ｐ＞０．０５）。

３　讨　论

　　１９８２年，Ｍｕｌｌｉｋｅｎ等［４］首先报道采用组织块体

外成功培养血管瘤内皮细胞，但到目前为止血管瘤
内皮细胞还没有成熟的培养方法。通过分析组织块
法培养血管瘤内皮细胞发现，瘤体被包裹或分散于
纤维脂肪组织中，如果不清除瘤体外的纤维脂肪组
织，要培养纯净的血管瘤内皮细胞较困难。因此在
组织块接种之前，使用胰蛋白酶消化纤维脂肪组织，
将消化后的瘤体组织接种至细胞培养皿培养，这样
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处理后的组织块培养的血管瘤内皮细胞纯度较高。

　　文献［５］报道肝素具有促进内皮细胞生长和抑制

成纤维细胞的作用，因此在组织块接种后，使用含肝
素的内皮细胞培养液，可以抑制成纤维细胞生长和
促进内皮细胞爬出，提高内皮细胞的纯度。

　　组织块接种后４８～７２ｈ，内皮细胞开始游出，

３～５ｄ内皮细胞大量游出，而成纤维细胞一般在接
种后１周左右游出，５ｄ左右去除组织块，可以避免
成纤维细胞的污染。

　　最后在相差显微镜下根据内皮细胞的形态标记
内皮细胞，采用机械刮除法刮除非内皮细胞形态的
杂细胞，通过上述措施可以显著提高原代培养的内
皮细胞纯度，内皮细胞融合后形成典型的铺路石样，
细胞长满培养皿后，即可传代培养，传代后的细胞免
疫组化ＣＤ３４抗原检测为阳性反应，证实培养的细
胞为内皮细胞。

　　Ｆａｓ为非特异性抗原分子，在人体组织和细胞
中都可表达或经激活诱导表达，在胸腺、肝脏、心脏、
肾脏、卵巢、子宫、皮肤以及激活的Ｔ淋巴细胞、Ｂ淋
巴细胞、淋巴瘤细胞、白血病细胞、造血系统细胞中
广泛存在。许多自身免疫性疾病、病毒感染和肿瘤
发生都和Ｆａｓ系统的异常相关，细胞Ｆａｓ表达增加，
使得细胞凋亡率增加。研究发现婴幼儿血管瘤组织
中Ｆａｓ和ＦａｓＬ表达增加［１］，尤其是在增殖晚期和消
退早期的血管瘤组织中，Ｆａｓ和 ＦａｓＬ表达最显著，

Ｆａｓ和ＦａｓＬ是一对和死亡受体通路相关的细胞膜
表面分子，Ｆａｓ和 ＦａｓＬ在血管瘤组织中表达的增
加，提示血管瘤的消退可能与Ｆａｓ和ＦａｓＬ介导的细
胞凋亡相关。研究显示，Ｆａｓ在Ｊｕｒｋａｔ细胞中表达
量很高 ［６］，正常人脐静脉内皮细胞Ｆａｓ表达量很
低，通过某种因子（如ＩＦＮγ）刺激后的人脐静脉内
皮细胞Ｆａｓ表达量可明显增加［７］，因此实验中我们
采用Ｊｕｒｋａｔ细胞中的Ｆａｓ表达量作阳性对照，正常
人脐静脉内皮细胞Ｆａｓ表达量作阴性对照，实验结
果显示，培养的血管瘤内皮细胞Ｆａｓ（＋）细胞数量
达（９０．９７±２．３６）％，与阳性对照细胞Ｆａｓ表达量接
近，显著高于阴性对照细胞Ｆａｓ表达量，血管瘤内皮
细胞高表达Ｆａｓ蛋白，提示血管瘤内皮细胞的凋亡
可能与Ｆａｓ／ＦａｓＬ相关。

　　ＦａｓＬ是Ｆａｓ在体内的天然配体，属ＴＮＦ家族
的细胞表面分子，ＦａｓＬ主要表达于激活的Ｔ细胞、

ＮＫ细胞、ＬＡＫ细胞、部分肿瘤细胞以及一些免疫
豁免区如眼前房、睾丸滋养细胞表面等。体外培养
的婴幼儿血管瘤内皮细胞ＦａｓＬ表达水平很低，而且
阳性对照Ｊｕｒｋａｔ细胞和阴性对照脐静脉内皮细胞
的ＦａｓＬ表达水平均低，提示ＦａｓＬ不在上述细胞中
表达。研究［８］显示，血管瘤组织的Ｔ淋巴细胞随着
血管瘤的演变发生相应的变化，随着血管瘤的增殖，
瘤体中成熟Ｔ细胞和辅助性Ｔ细胞（Ｔｈ）、细胞毒性

Ｔ细胞、树突状 Ｔ细胞逐渐增多，在血管瘤增殖晚
期和消退早期Ｔ细胞数量达到高峰 。而激活的Ｔ
细胞能够表达ＦａｓＬ，因此婴幼儿血管瘤的消退可能
是内皮细胞高表达的 Ｆａｓ蛋白与 Ｔ 细胞表面的

ＦａｓＬ结合，启动细胞凋亡程序，引起内皮细胞凋亡，
从而导致血管瘤消退。
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