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摘要　 目的　 探讨婴儿血管瘤（ＩＨｓ）中 ｍｉＲ⁃１９ａ 是否与胰岛

素样生长因子 ２ 受体（ ＩＧＦ⁃２Ｒ）相互作用，影响血管瘤干细

胞（ＨｅｍＳＣｓ）的增殖、迁移和脂肪生成。 方法　 从 ＩＨｓ 标本

中分离、筛选和培养 ＨｅｍＳＣｓ，免疫组织化学鉴定 ＩＧＦ⁃２Ｒ 在

ＨｅｍＳＣｓ 中表达。 用 ｍｉＲ⁃１９ａ 模拟物和抑制剂对 ＨｅｍＳＣｓ 进

行转染，通过 ＣＣＫ⁃８、划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ、ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和免疫

印迹相关实验验证 ｍｉＲ⁃１９ａ 对于 ＨｅｍＳＣｓ 增殖与迁移的影

响。 结果　 与对照组相比，用 ｍｉＲ⁃１９ａ 抑制剂处理的 Ｈｅｍ⁃
ＳＣｓ 增殖与迁移速度显著增加，ｍｉＲ⁃１９ａ 过表达显著抑制

ＩＧＦ⁃２ 诱导的细胞迁移和增殖（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论 　 ｍｉＲ⁃１９ａ
可能通过靶向 ＩＧＦ⁃２Ｒ 抑制 ＨｅｍＳＣｓ 的增殖、迁移和脂肪生

成。
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　 　 婴儿血管瘤（ｉｎｆａｎｔｉｌｅ ｈｅｍａｎｇｉｏｍａｓ，ＩＨｓ）具有独

特的生物学特征［１］，在出生后 １ 至 ５ 个月内进入增

殖期，快速生长，在 ６ 至 ９ 个月生长缓慢，一岁后，肿
瘤的生长速度进一步减慢，并进入消退期，大多数在

５ ～ ７ 岁时自行消失，通常留下色素沉着过度、毛细

血管扩张和纤维脂肪团等问题［２］。 一些部位的 ＩＨｓ
会影响人和器官的外观和健康，在这种情况下，积极

干预以限制其生长是必要的［３］。 通过与胰岛素样

生长因子 ２ 受体（ ｉｎｓｕｌｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ２ ｒｅｃｅｐ⁃
ｔｏｒｓ，ＩＧＦ⁃２Ｒ）结合，胰岛素样生长因子 ２（ ｉｎｓｕｌｉｎ⁃ｌｉｋｅ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ２，ＩＧＦ⁃２）在细胞分化、增殖和个人生长

发育中发挥重要作用［４］，是控制脂肪转化和生成的

重要因素［５ － ６］。 此外，ｍｉＲＮＡ 是一种长度为 ２２ ｎｔ
的非编码 ＲＮＡ，调节参与细胞凋亡、增殖、分化和信

号转导的几个基因［７ － ８］， ｍｉＲ⁃１９ａ 可以靶向肺癌症

中的 ＩＧＦ⁃２Ｒ 诱导细胞凋亡并抑制细胞增殖［９］。 该

研究中，ｍｉＲ⁃１９ａ 通过靶向 ＩＧＦ⁃２Ｒ，在体外抑制血管

瘤干细胞 （ｈｅｍａｎｇｉｏｍａ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＨｅｍＳＣｓ）的增殖

和迁移，并且抑制 ＨｅｍＳＣｓ 向脂肪分化。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 组织标本　 本实验所用的增殖期的血管瘤

标本均来自 ２０１７ 年至 ２０１９ 年间就诊于安徽医科大

学第二附属医院整形外科的患者。 采集的 ２０ 例血

管瘤标本已征得患者知情同意并经医院伦理委员会

审查批准（批准号为 ＰＪ⁃ｂｂ２０１７⁃０２６）。 纳入标准为

年龄小于或等于 １ 岁，病理科确诊为增殖期血管瘤，
术前未接受任何治疗。
１． １． ２　 主要试剂和仪器 　 胎牛血清（ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ
ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；１％青霉素 － 链霉

素（ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ，ＰＳ）购自上海碧云天生物

科技公司；０. ２％胶原酶购自德国海德堡 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏ⁃
ｒｅｓｉｓ ＧｍｂＨ；ＣＤ１３３ 磁珠套盒购自德国 Ｍｉｌｔｅｎｙｉ 公

司；ＥＣＭ 内皮细胞培养基购自美国 ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ Ｒｅ⁃
ｓｅａｒｃｈ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ；间充质干细胞成脂诱导分化培

养基购自苏州赛业生物科技有限公司；ＣＣＫ⁃８ 试剂

盒（Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ⁃８）购自日本 Ｄｏｊｉｎｄｏ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司。 ｍｉＲ⁃１９ａ ｍｉｍｉｃｓ、ｍｉＲ⁃１９ａ ｍｉｍｉｃｓ
ＦＡＭ⁃ｄＮ⁃ＣＴＬ、 ｍｉＲ⁃１９ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、 ｍｉＲ⁃１９ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ＦＡＭ⁃Ｎ⁃ＣＴＬ 购自江苏凯基生物技术股份有限公司；
ｌｉｐｏ２０００ 美国赛默飞世尔科技公司；外源性 ＩＧＦ⁃２
购自美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ。 逆转录试剂盒购自大连宝生

物工程有限公司；ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＩＩ 购自大连

宝生物工程有限公司；４％ 多聚甲醛、蛋白酶抑制剂

及 ＲＩＰＡ 裂解液购自上海碧云天生物科技公司；
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶制备试剂盒购自武汉塞维尔生物科

技有限公司；封口膜购自美国 Ｐａｒａｆｉｌｍ 公司；超敏

ＥＣＬ 化学发光试剂盒购自美国 Ａｄｖａｎｓｔａ。 主要抗
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体：一抗（抗 β⁃ａｃｔｉｎ，抗 ＩＧＦ⁃２Ｒ，抗 ＰＰＡＲ⁃γ，抗 Ｃ ／
ＥＢＰ⁃α，抗 Ｃ ／ ＥＢＰ⁃β） 均购自美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｂｉｏｓｃｉ⁃
ｅｎｃｅｓ；二抗（过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ）购自北

京傲锐东源生物科技有限公司。 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室购自

美国康宁公司；倒置光学显微镜购自日本奥林巴斯

公司；倒置荧光显微镜 ＢＦ４１ 购自南京瞭望光电技

术有限公司；电泳仪购自上海天能科技有限公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 血管瘤干细胞的分离和培养　 收集增殖期

血管瘤组织，去除脂肪和皮肤组织，用 ＰＢＳ 冲洗样

品 ３ 次后将样本放入含有 ０. ２％胶原酶中酶解直到

组织变成糜烂状。 用 １００ μｍ 细胞过滤器反复过滤

后得到细胞悬浮液，再用磁珠分选法筛选出 ＣＤ１３３
表达阳性的细胞。 将获得的细胞加入含有 ２０％ 血

清和 １％双抗的 ＥＢＭ⁃２ 培养基中，然后在 ３７ ℃ 和

５％ ＣＯ２ 下培养。
１． ２． ２　 细胞免疫组化　 将消毒过的 ２０ ｍｍ 盖玻片

置于 ９０ ｍｍ 培养皿上，以 ２ × １０４ 个 ／ ｍｌ 的细胞密度

接种细胞进行细胞爬行，５ ｄ 后用 ＰＢＳ 冲洗。 然后

用 ４％多聚甲醛固定细胞 １５ ｍｉｎ，风干 ５ ｍｉｎ。 用

０. ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 孵育 ２０ ｍｉｎ，３％ Ｈ２Ｏ２ 孵育 １５
ｍｉｎ，１０％ ＦＢＳ 封闭 ２０ ｍｉｎ。 与一抗（抗⁃ＩＧＦ⁃２、抗⁃
ＩＧＦ⁃２Ｒ 和抗 － 肌动蛋白）在载玻片上 ４ ℃ 孵育过

夜，阴性对照组用 ＰＢＳ 代替抗体。 在 ３７ ℃ 下用二

抗孵育 １０ ～ １５ ｍｉｎ。 注入 ＤＡＢ 溶液 ３ ～ １０ ｍｉｎ 后，
用明视野显微镜（ × ４００）检查细胞。 室温下用苏木

精染色 ５ ｍｉｎ，烘干后取材，用明视野照明（ × ４００）
拍摄。
１． ２． ３　 细胞培养和转染　 在 ６ 孔板中加入 ２ ｍｌ 含
有 １ × １０６ 血管瘤干细胞的培养液，以 ４０％ ～６０％的

密度培养 １ ｄ。 转染前用 ＰＢＳ 冲洗细胞 ２ 次，然后

加入 ２ ｍｌ 无血清培养基。 在 ２５０ μｌ 无血清培养基

中溶解 １００ ｐｍｏｌ ｍｉＲ⁃１９ａ ｍｉｍｉｃ 或抑制剂，然后在

２５０ μｌ 无血清培养基中加入 ５ μｌ ｌｉｐｏ２０００，混匀后

室温静置 ５ ｍｉｎ。 两管混合后放入 ６ 孔板中 ２０ ｍｉｎ，
培养箱中放置 ６ ｈ 后更换为含血清的 ＥＢＭ⁃２ 培养

基。 ２４ ｈ 后，在相应的孔中加入 １００ μｌ １００ ｎｇ ／ ｍｌ
ＩＧＦ⁃２，４８ ｈ 后进行相关实验。
１． ２． ４　 ＣＣＫ⁃８ 测定　 转染后的血管瘤干细胞在 ９６
孔板中孵育，将培养基更换为含有 ５％ ＦＢＳ 的 ＥＢＭ⁃
２ 培养基并在相应的孔中添加 １００ ｎｇ ／ ｍｌ 的 ＩＧＦ⁃２。
在第 ０、１、３、５、７ 天，用含 ＣＣＫ⁃８ 试剂的培养基孵育

细胞，１ ｈ 后用酶标志物测量 ４５０ ｎｍ 处的吸光度。
１． ２． ５　 划痕测定和细胞迁移　 将转染后的血管瘤

干细胞接种在 ６ 孔板中，并在 ２４ ｈ 后用 ２００ μｌ 移液

管尖端刮擦。 用 ＰＢＳ 洗涤后，加入无血清培养基，
并向相应的孔中加入 １００ μｌ 的 １００ ｎｇ ／ ｍｌ ＩＧＦ⁃２。
２４ ｈ 后，在显微镜下进行照片比较，并使用 ＩｍａｇｅＪ
测量。 将转染后的血管瘤干细胞，用 ＩＧＦ⁃２ 处理后

置于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室中，将 ６００ μｌ 含有 ３０％ ＦＢＳ 的

ＥＢＭ⁃２ 培养基添加到下腔中。 孵育 ２４ ｈ 后进行固

定和染色。 用 １００ 倍光学显微镜对细胞成像并使用

ＩｍａｇｅＪ 软件计数。
１． ２． ６ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ　 使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取总 ＲＮＡ。
使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ 试剂，逆转录总 ＲＮＡ 以产生

ｃＤＮＡ。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 使用 ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ Ｉ，见
表 １。

表 １　 ｑＰＣＲ 引物名称与序列

引物名称 序列

ＩＧＦ⁃２⁃ Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ ５′⁃ＧＡＴＧＣＴＧＧＴＧＣＴＴＣＴＣＡＣＣＴ ⁃３
ＩＧＦ⁃２⁃ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ ５′⁃ＣＡＧＡＣＧＡＡＣＴＧＧＡＧＧＧＴＧＴＣ ⁃３
ＩＧＦ⁃２Ｒ⁃ Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ ５′⁃ＴＴＣＡＣＡＧＣＴＧＣＴＴＡＣＡＧＣＧＡ⁃３
ＩＧＦ⁃２Ｒ⁃ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ ５′⁃ＧＧＡＴＴＴＧＧＡＧＧＧＡＣＡＡＧＧＧＧ⁃３′
ＧＡＰＤＨ⁃ Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ ５′⁃ＧＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ⁃３
ＧＡＰＤＨ⁃ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ ５′⁃ＧＧＴＧＧＣＡＧＴＧＡＴＧＧＣＡＴＧＧＡＣ⁃３′
ＰＰＡＲγ⁃ Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ ５′⁃ＧＧＣＡＡＴＴＧＡＡＴＧＴＣＧＴＧＴＣＴＧＴＧＧ⁃３
ＰＰＡＲγ⁃ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ ５′⁃ＣＣＧＣＣＡＡＣＡＧＣＴＴＣＴＣＣＴＴＣＴＣ⁃３′
Ｃ ／ ＥＢＰα⁃ Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ ５′⁃ＧＣＧＡＧＧＡＧＧＡＴＧＡＡＧＣＣＡＡＧＣ⁃３′
Ｃ ／ ＥＢＰα⁃ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ ５′⁃ＴＴＧＣＴＧＴＴＣＴＴＧＴＣＣＡＣＣＧＡＣＴＴＣ⁃３′
Ｃ ／ ＥＢＰβ⁃ Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ ５′⁃ＴＡＣＴＡＣＧＡＧＧＣＧＧＡＣＴＧＣＴＴＧＧ⁃３′
Ｃ ／ ＥＢＰβ⁃ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ ５′⁃ＣＧＧＡＧＡＡＧＡＧＧＴＣＧＧＡＧＡＧＧＡＡＧ⁃３′

１． ２． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 收集血管瘤干细胞并用 ＲＩＰＡ
提取总细胞蛋白，使用 ＢＣＡ 试剂盒检测蛋白浓度后

利用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离蛋白并转移到 ＰＶＤＦ 膜上，脱
脂牛奶室温封闭后与下述稀释的一抗孵育。 抗⁃β⁃
ａｃｔｉｎ（１ ∶ １ ０００）、抗 ＩＧＦ⁃２Ｒ（１ ∶ ５００）、抗 ＰＰＡＲγ（１
∶ ５００）、抗 Ｃ ／ ＥＢＰβ （１ ∶ ５００） 和抗 Ｃ ／ ＥＢＰα （１ ∶
５００），加入对应山羊抗兔二抗（１ ∶ ２ ０００）室温封闭

１ ｈ， 最后滴 ＥＣＬ 曝光。
１． ３　 统计学处理　 使用 ＳＰＳＳ ２６. ０（ ＩＢＭ Ｃｏｒｐ． ）进
行统计分析，数据结果以 �ｘ ± ｓ 表示（每个实验 ｎ ＝
３）。 单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）用于分析各组之间

的差异。 当方差分析具有统计学意义时，使用

Ｔｕｋｅｙ 方法进行多组比较。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计

学意义。

２　 结果

２． １ 　 ＩＧＦ⁃２ 和 ＩＧＦ⁃２Ｒ 在 ＨｅｍＳＣｓ 中的表达 　 在

免疫组织化学实验中，在显微镜下可以观察到其显
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著的阳性表达，见图 １，ＩＧＦ⁃２ 主要定位于细胞质，
ＩＧＦ⁃２Ｒ 主要定位于细胞质和细胞膜。
２． ２　 转染后 ＨｅｍＳＣｓ 中 ｍｉＲ⁃１９ａ 的表达　 与对照

组相比，转染 ｍｉＲ⁃１９ａ 模拟物后，ＨｅｍＳＣｓ 中 ｍＲＮＡ
的表达水平升高，转染 ｍｉＲ⁃１９ａ 抑制物后，ＨｅｍＳＣｓ
中 ｍＲＮＡ 的表达水平降低。 见图 ２。
２． ３　 ｍｉＲ⁃１９ａ 通过 ＩＧＦ⁃２ ／ ＩＧＦ⁃２Ｒ 对 ＨｅｍＳＣ 增殖

的影响　 ＣＣＫ⁃８ 实验中，用 ｍｉＲ⁃１９ａ 抑制剂转染的

ＨｅｍＳＣｓ 显著增殖，通过添加 ＩＧＦ⁃２ 进一步刺激它们

的增殖。 与对照组相比，用 ｍｉＲ⁃１９ａ 模拟物转染的

ＨｅｍＳＣｓ 的增殖没有被显著抑制，并且在添加 ＩＧＦ⁃２
处理后细胞开始增殖，见图 ３Ａ。 在第 ７ 天时，ｍｉＲ⁃
１９ａ 抑制剂转染且添加 ＩＧＦ⁃２ 处理的 ＨｅｍＳＣｓ 增殖

最强，而 ｍｉＲ⁃１９ａ 模拟物转染的 ＨｅｍＳＣｓ 增殖最低，
见图 ３ｂ。 这些结果表明，ｍｉＲ⁃１９ａ 可以影响 ＩＧＦ⁃２Ｒ
与 ＩＧＦ⁃２ 的结合，从而影响 ＨｅｍＳＣｓ 的增殖。

图 １　 ＩＧＦ⁃２ 及其受体在 ＨｅｍＳＣｓ中的表达 × ４００
棕色：特异性抗体结合阳性

图 ２　 转染后 ＨｅｍＳＣｓ中 ｍｉＲ⁃１９ａ 的表达水平

　 　 ａ：ｍｉＲ⁃１９ａ ｍｉｍｉｃ ｎｃ；ｂ：ｍｉＲ⁃１９ａ ｍｉｍｉｃ；ｃ：ｍｉＲ⁃１９ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｎｃ；ｄ：ｍｉＲ⁃１９ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ；与 ｍｉＲ⁃１９ａ ｍｉｍｉｃ ｎｃ 比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ｍｉＲ － １９ａ ｉｎ⁃
ｈｉｂｉｔｏｒ ｎｃ 比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ３　 ｍｉＲ⁃１９ａ 通过 ＩＧＦ⁃２ ／ ＩＧＦ⁃２Ｒ 调节 ＨｅｍＳＣｓ增殖

　 　 Ａ：用 ＣＣＫ⁃８ 测定在 １、３、５ 和 ７ 天 ＨｅｍＳＣｓ 的增殖情况；Ｂ：在第 ７ 天时不同组 ＨｅｍＳＣｓ 增殖情况；ａ：ｍｉＲ⁃１９ａ ｍｉｍｉｃ ｎｃ；ｂ：ｍｉＲ⁃１９ａ ｍｉｍｉｃ；ｃ：

ｍｉＲ⁃１９ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｎｃ；ｄ：ｍｉＲ⁃１９ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ；ｅ：ＩＧＦ⁃２；ｆ：ＩＧＦ⁃２ ＋ ｍｉＲ⁃１９ａ ｍｉｍｉｃ；ｇ：ＩＧＦ⁃２ ＋ ｍｉＲ⁃１９ａ ｉｎｈｉｂｏｔｏｒ；与 ＩＧＦ⁃２ 比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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２． ４　 ｍｉＲ⁃１９ａ 通过 ＩＧＦ⁃２ ／ ＩＧＦ⁃２Ｒ 对 ＨｅｍＳＣ 迁移

的影响 　 在细胞功能实验中，ｍｉＲ⁃１９ａ 抑制剂可以

促进 ＨｅｍＳＣｓ 的迁移和增殖，特别是在添加 ＩＧＦ⁃２
刺激后，见图 ４Ａ、Ｄ。 由此可见，与单独添加 ＩＧＦ⁃２
相比，ｍｉＲ⁃１９ａ 过表达显著抑制 ＩＧＦ⁃２ 诱导的细胞迁

移和增殖（Ｆ ＝ １. ９１８、１. ０３６， Ｐ ＜ ０. ０５、０. ０５），并且

ｍｉＲ⁃１９ａ 抑制显著增加 ＩＧＦ⁃２ 诱导细胞迁移和增生

的能力（ Ｆ ＝ ５. ３９２、７. ２３３，Ｐ ＜ ０. ０１、０. ０５），见图

４Ｂ、Ｃ。
２． ５　 ｍｉＲ⁃１９ａ 通过靶向 ＩＧＦ⁃２Ｒ 影响 ＨｅｍＳＣｓ 向
脂肪细胞的分化　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结

果显示 ＩＧＦ⁃２ 促进 ＨｅｍＳＣｓ 中脂肪相关转录因子

ＰＰＡＲ、Ｃ ／ ＥＢＰ 和 Ｃ ／ ＥＢＰ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达，见
图５Ａ － Ｄ。在用ｍｉＲ⁃１９ａ抑制剂转染后，这些转录

图 ４　 ｍｉＲ⁃１９ａ 通过 ＩＧＦ⁃２ ／ ＩＧＦ⁃２Ｒ 调节 ＨｅｍＳＣｓ的迁移 × １００
　 　 Ａ、Ｂ：通过划痕实验分析等剂量的 ｍｉＲ⁃１９ａ 对照模拟物、ｍｉＲ⁃１９ａ 模拟物、ｍｉＲ⁃１９ａ 对照抑制剂、ｍｉＲ⁃１９ａ 抑制剂、ＩＧＦ⁃２、ＩＧＦ⁃２ 与 ｍｉＲ⁃１９ａ 模

拟物和 ＩＧＦ⁃２ 与 ｍｉＲ⁃１９ａ 抑制剂对 ＨｅｍＳＣｓ 迁移的影响；Ｃ、Ｄ：通过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验分析等剂量的 ｍｉＲ⁃１９ａ 对照模拟物、ｍｉＲ⁃１９ａ 模拟物、ｍｉＲ⁃１９ａ
对照抑制剂、ｍｉＲ⁃１９ａ 抑制剂、ＩＧＦ⁃２、ＩＧＦ⁃２ 与 ｍｉＲ⁃１９ａ 模拟物和 ＩＧＦ⁃２ 与 ｍｉＲ⁃１９ａ 抑制剂侵袭的影响；ａ：ｍｉＲ⁃１９ａ ｍｉｍｉｃ ｎｃ；ｂ：ｍｉＲ⁃１９ａ ｍｉｍｉｃ；ｃ：

ｍｉＲ⁃１９ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｎｃ；ｄ：ｍｉＲ⁃１９ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ；ｅ：ＩＧＦ⁃２；ｆ：ＩＧＦ⁃２ ＋ ｍｉＲ⁃１９ａ ｍｉｍｉｃ；ｇ：ＩＧＦ⁃２ ＋ ｍｉＲ⁃１９ａ ｉｎｈｉｂｏｔｏｒ；与 ＩＧＦ⁃２ 比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ５　 ｍｉＲ⁃１９ａ 通过 ＩＧＦ⁃２ ／ ＩＧＦ⁃２Ｒ 调节 ＨｅｍＳＣｓ的脂肪生成

　 　 Ａ － Ｃ：通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析等剂量的 ｍｉＲ⁃１９ａ 对照模拟物、ｍｉＲ⁃１９ａ 模拟物、ｍｉＲ⁃１９ａ 对照抑制剂、ｍｉＲ⁃１９ａ 抑制剂、ＩＧＦ⁃２、ＩＧＦ⁃２ 与 ｍｉＲ⁃１９ａ
模拟物和 ＩＧＦ⁃２ 与 ｍｉＲ⁃１９ａ 抑制剂对 ＨｅｍＥＣ 中脂肪生成的 ｍＲＮＡ 表达的影响，肌动蛋白是一种内部控制；Ｄ － Ｇ：通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析等剂量

的 ｍｉＲ⁃１９ａ 对照模拟物、ｍｉＲ⁃１９ａ 模拟物、ｍｉＲ⁃１９ａ 对照抑制剂、ｍｉＲ⁃１９ａ 抑制剂、ＩＧＦ⁃２、ＩＧＦ⁃２ 与ｍｉＲ⁃１９ａ 模拟物和 ＩＧＦ⁃２ 与ｍｉＲ⁃１９ａ 抑制剂对脂

肪生成的蛋白质水平的影响；ａ：ｍｉＲ⁃１９ａ ｍｉｍｉｃ ｎｃ；ｂ：ｍｉＲ⁃１９ａ ｍｉｍｉｃ；ｃ：ｍｉＲ⁃１９ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｎｃ；ｄ：ｍｉＲ⁃１９ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ；ｅ：ＩＧＦ⁃２；ｆ：ＩＧＦ⁃２ ＋ ｍｉＲ⁃１９ａ ｍｉｍ⁃
ｉｃ；ｇ：ＩＧＦ⁃２ ＋ ｍｉＲ⁃１９ａ ｉｎｈｉｂｏｔｏｒ；与 ＩＧＦ⁃２ 比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

因子的表达也显著更高，而 ｍｉＲ⁃１９ａ 过表达降低了

这些转录因子，见图 ５Ｅ － Ｇ，ＰＰＡＲ、Ｃ ／ ＥＢＰ 和 Ｃ ／
ＥＢＰ。

３　 讨论

　 　 ＩＨｓ 是婴儿期和儿童期常见的良性肿瘤，其确

切发病机制尚不清楚，尽管它们有独特的生命周

期［１ － ２］。 以前的大多数研究都集中在婴儿血管瘤内

皮细胞（ＨｅｍＥＣ）上，ＨｅｍＥＣｓ 是 ＩＨｓ 中微观疾病的

表现，而不是疾病发生的原因［１０］。 相关研究［１１ － １２］

已经证明 ＨｅｍＳＣｓ 在 ＩＨｓ 的发病机制中发挥着重要

作用。
　 　 越来越多的研究［１３］确定了 ｍｉＲＮＡ 在肿瘤中的

重要作用，它们在 ＩＨｓ 中的作用受到了研究人员的

高度关注。 ｍｉＲ⁃１９ａ 是 ｍｉＲ⁃１７⁃９２ 基因簇的重要成

员，可抑制 ＰＴＥＮ ／ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路并阻断肿瘤生

长［８］。 ＩＧＦ 是一种由 ３ 个配体（ ＩＧＦ１、ＩＧＦ２、ＩＧＦ３）
和 ３ 个受体（ＩＧＦ１Ｒ、ＩＧＦ２Ｒ、胰岛素受体）组成的肽

蛋白，配体及其各自受体的结合可以触发一系列细

胞内通路，这些通路在多种功能中发挥重要作用，包

括细胞生产、发育和代谢［５］。 根据相关研究［９］ 结

果，ｍｉＲ⁃１９ａ 与 ＩＧＦ⁃２Ｒ 呈负相关。 推测 ｍｉＲ⁃１９ａ 可

以作为靶点调节 ＨｅｍＳＣｓ 的迁移和增殖。 本研究中

证实 ＩＧＦ⁃２Ｒ 在 ＨｅｍＳＣｓ 中表达。 ＣＣＫ⁃８、划痕和 Ｔｒ⁃
ａｎｓｗｅｌｌ 实验结果说明，ｍｉＲ⁃１９ａ 通过 ＩＧＦ⁃２ ／ ＩＧＦ⁃２Ｒ
途径影响 ＨｅｍＳＣｓ 的迁移和增殖。
　 　 ＩＨｓ 最终会变成纤维脂肪组织，推测如果加速

ＨｅｍＳＣｓ 向脂肪细胞的转化，ＩＨｓ 在增殖期花费的时

间可以减少，从而减小 ＩＨｓ 对机体的影响。 相关研

究［１４］表明，晚期转录因子 ＰＰＡＲγ２ 的过表达促进血

管瘤性间充质干细胞向脂肪细胞分化，并可能促进

ＨｅｍＳＣｓ 向脂肪细胞的分化。 同时，ＩＧＦ⁃２Ｒ 在调节

细胞外蛋白水解酶和生长因子的生物利用度方面发

挥着关键作用［１５］。 ＩＧＦ⁃２ 通过调节 ＩＧＦ⁃２Ｒ⁃ＰＩ３Ｋ 信

号通路上调 ＡＫＴ 磷酸化，这不仅加速 ＨｅｍＳＣｓ 的增

殖，还刺激 ＨｅｍＳＣｓ 分化为脂肪细胞［１０］。 进行油红

Ｏ 染色时，ＩＧＦ２ 刺激 ＨｅｍＳＣｓ 中的脂肪生成和脂质

积累［１０］。 ＩＧＦ２Ｒ 与 ＩＧＦ２ 的结合受到 ｍｉＲ⁃１９ａ 对

ＩＧＦ２Ｒ 表达水平的调节的影响，进而影响 ＨｅｍＳＣｓ
向脂肪细胞的分化。 本研究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和
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ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析 ＰＰＡＲγ、Ｃ ／ ＥＢＰα 和 Ｃ ／ ＥＢＰβ 的表达

来验证这一结果。
　 　 课题组推测 ｍｉＲ⁃１９ａ 通过 ＩＧＦ⁃２Ｒ ／ ＰＩ３Ｋ 信号通

路影响 ＨｅｍＳＣｓ 的脂肪生成，这一点尚未得到证实，
将成为未来研究方向。 综上所述，本研究表明 ｍｉＲ⁃
１９ａ 通过靶向 ＩＧＦ⁃２Ｒ 影响 ＨｅｍＳＣｓ 的增殖、迁移和

脂肪分化，ｍｉＲ⁃１９ａ 可能作为血管瘤治疗的靶点，在
血管瘤快速增殖之前抑制其生长并促进其消退。 为

进一步研究 ｍｉＲ⁃１９ａ 对 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路的影响以及

随后的动物模型奠定了基础。
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