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血管瘤是婴幼儿时期常见的良性肿瘤，是以血

管内皮细胞异常增殖、大量血管增生为主要病理学

特征的良性血管病变。目前对血管瘤发生、发展和
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[摘要] 目的 探讨肥大细胞、Clusterin/apoJ和转化生长因子-β（TGF-β）在不同时期血管瘤发生、发展过程中的

表达及相关性。方法 采用免疫组织化学方法检测不同时期血管瘤中Clusterin/apoJ、TGF-β的表达水平以及采用甲

苯胺蓝染色法对各期肥大细胞进行染色。结果 增生晚期肥大细胞计数明显多于增生早、中期（P<0.01），退化早期

肥大细胞计数明显多于退化中、晚期（P<0.01）。Clusterin/apoJ和TGF-β在增生晚期的表达明显强于其在增生早、中

期的表达（P<0.01），在退化早期的表达明显强于其在退化中、晚期的表达（P<0.01）。不同时期中肥大细胞计数与

Clusterin/apoJ和TGF-β表达的平均阳性面积率间具有显著正相关性（P<0.01），不同时期中Clusterin/apoJ和TGF-β表

达的平均阳性面积率间具有显著正相关性（P<0.01）。结论 肥大细胞可能对血管瘤的消退进程起促进作用。Clus-
terin/apoJ和TGF-β可能具有促进血管内皮细胞凋亡，发挥促进血管瘤消退的作用；TGF-β可能通过正性调节Clus－
terin/apoJ的表达而发挥促进血管瘤自然消退的作用。
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Expression and correlation of mast cell, Clusterin/apoJ and transforming growth factor-β in the different
stages of human dermal hemangioma YUAN Wei-li1, QIN Xing-jun2, WANG Xu-kai2.（1. Dept. of Stomatology,
The Fourth Affiliated Hospital, China Medical University, Shenyang 110032, China; 2. Dept. of Oral and Maxillofa－
cial Surgery, College of Stomatology, China Medical University, Shenyang 110002, China）
[Abstract] Objective To investigate the expression and correlation of mast cell, Clusterin/apoJ and transforming
growth factor-β（TGF-β） in the different stages of human dermal hemangioma. Methods Immunohistochemical stain
technique（SABC） and toluidine blue（TB） stain technique were respectively used to detect the expression level of
Clusterin/apoJ and TGF-β and the number of mast cells in the different stages of human dermal hemangioma. Results
There was remarkable statistical difference between the advanced stage of proliferative hemangioma and the other
stages of proliferative hemangioma in the number of mast cell（P<0.01）. There was also remarkable statistical difference
between the early stage of involutional hemangioma and the other stages of involutional hemangioma in the number of
mast cell（P<0.01）. The expression of Clusterin/apoJ and TGF-β in the advanced stage of proliferative hemangioma
was significantly higher than the other stages in proliferative hemangioma（P<0.01）. The expression of Clusterin/apoJ
and TGF -β in the early stage of involutional hemangioma was significantly higher than the other stages in
involutional hemangioma（P<0.01）. There was a significantly positive correlation between Clusterin/apoJ and TGF-β in
the different stages of human dermal hemangioma（P<0.01）. The expression level of Clusterin/apoJ and TGF-β was
positively correlated with the number of mast cell in the different stages of human dermal hemangioma（P<0.01）.
Conclusion Mast cell may play a promotive role of apoptosis during the spontaneous regulate the expression of
Clusterin/apoJ and promote the spontaneous involution of human dermal hemangioma.
[Key words] hemangioma； vascular endothelial cells； mast cell； Clusterin/apoJ； transforming growth factor-β
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自然消退的机制仍不清楚 [1]。在血管瘤自行退化过

程中，无炎症反应和组织坏死，非常符合凋亡的过

程，因此有人推测是由于血管内皮细胞凋亡导致血

管瘤自然消退 [2]。迄今为止，已发现肥大细胞分泌

的许多细胞因子可以调控血管内皮细胞的凋亡，如

碱性成纤维细胞生长因子（basic fibroblast growth fac-
tor，bFGF）、转化生长因子-β（transforming growth
factor-β，TGF-β）、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis
factor-α，TNF-α）、干扰素-γ（interferon-γ，IFN-γ）
等，而其中一些细胞因子如bFGF、TGF-β等在血管

瘤组织中的表达明显高于正常皮肤组织[3-4]。
Clusterin/apoJ被认为是凋亡性细胞死亡的重要

标志物[5]。近年来国内外学者对该因子在其他肿瘤

方面的研究较多，但对不同时期血管瘤内皮细胞表

达Clusterin/apoJ抗原还缺乏专门的研究。
目前尚缺乏肥大细胞、Clusterin/apoJ和TGF-β

在血管瘤病程中相互关系的研究。本实验对血管瘤

不同时期（增生早、中、晚期，退化早、中、晚期）

的肥大细胞进行计数分析，采用免疫组织化学法检

测Clusterin/apoJ和TGF-β在不同时期血管瘤中的表

达及相关性，以初步探讨血管瘤自然消退的机制。

1 材料和方法

1.1 标本

收集中国医科大学盛京医院病理科2005—2007
年皮肤毛细血管瘤（又称草莓样血管瘤，为真性血

管瘤）存档蜡块56例，均为手术切除标本，病变部

位为颌面部皮肤，所有患儿术前未经过激素或其他

药物治疗，所选标本术后均由2名病理科医师证明

是真性血管瘤。按照Mulliken分类标准并且结合增

殖 细 胞 核 抗 原（proliferating cell nuclear antigen，

PCNA）表达情况进行分组。其中PCNA是以血管瘤

内皮细胞核内出现棕黄色颗粒为阳性反应，用以区

分血管瘤增生期和退化期，增生期血管瘤内皮细胞

核肥大，核内弥漫分布棕黄色颗粒，PCNA表达强；

退化期血管瘤内皮细胞核扁平，少数胞核内有少量

棕黄色颗粒，PCNA为弱表达。正常皮肤内PCNA为

弱表达。具体分组情况如下：增生期30例，退化期

26例，另取血管瘤周围正常皮肤组织6例作为对照。
同时根据患儿的年龄将所有标本分为6个阶段[6]：增

生早期（1～3月）4例，增生中期（4～6月）9例，增生晚

期（7～12月）17例，退化早期（1～3岁）10例，退化中

期（3～5岁）9例和退化晚期（5岁以上）7例。
1.2 试剂和仪器

甲苯胺蓝（toluidine blue，TB）（由中国医科大学

组织胚胎教研室提供，配制成0.5%甲苯胺蓝溶液），

即用型兔抗人TGF-β单克隆抗体、即用型鼠抗人

Clusterin/apoJ单克隆抗体、即用型鼠抗人PCNA单克

隆抗体、SABC通用型免疫组织化学试剂盒、DAB显

色试剂盒及多聚赖氨酸（北京中杉金桥生物技术开

发公司）。烘片箱（上海华岩仪器设备有限公司），

组织切片机（YL3-A型，上海医用仪表厂），恒温水

箱式摊片仪（BS2-I型，北京医疗设备厂），医用型

格兰仕微波炉（佛山格兰仕微波炉电器有限公司），

光学显微镜（Olympus公司，日本）。
1.3 甲苯胺蓝快速染色和结果判定

将病理标本蜡块切成4 μm厚切片，二甲苯脱蜡

至水化，流水洗5 min；0.5%甲苯胺蓝染色10～15 s，
流水洗3 min；丙酮（Ⅰ、Ⅱ）脱水各2 min，风干；二

甲苯（Ⅰ、Ⅱ）透明各15 min，DPX封片。染色后背景

为淡蓝色，肥大细胞胞浆内含紫红色粗大颗粒者为

甲苯胺蓝染色阳性。
1.4 免疫组织化学法染色和结果判定

将石蜡标本制备成4 μm厚切片，参照SABC免

疫组化试剂盒说明书进行染色。步骤为：1）载玻片

防脱片剂处理：选用1%多聚-L-赖氨酸，捞片后于

58～60 ℃烤箱中30～60 min使切片紧密黏附；2）切片

脱蜡至水；3）新鲜配制3%过氧化氢室温孵育5～
10 min以灭活内源性酶，蒸馏水洗3次；4）微波修复

抗原：将切片浸入0.01 mol/L枸橼酸盐缓冲液中，微

波炉加热至96～100 ℃，持续20～30 min，室温冷却；

5）滴加抗原修复液，室温10 min，蒸馏水洗3次；6）
滴加正常工作血清封闭液，室温10 min，甩去多余

液体不洗；7）滴加即用型一抗PCNA、Clusterin/apoJ
或TGF-β，37 ℃孵育2 h，0.01 mol/L PBS洗2 min×3
次；8）滴加生物素山羊抗兔IgG或兔抗鼠IgG，37 ℃
孵育20 min，0.01 mol/L PBS洗2 min×3次；9）滴加试

剂SABC，37 ℃孵育20 min，0.01 mol/L PBS洗5 min×
4次；10）DAB显色：取1 mL蒸馏水，加DAB试剂盒

中A、B试剂各1滴，混匀后加至切片，室温显色，

镜下控制反应时间，一般为20～30 min；11）苏木素

轻度复染，脱水，透明，中性树胶封片，显微镜下

观察。Clusterin/apoJ和TGF-β以细胞浆和细胞膜出

现棕黄色颗粒为阳性反应。阴性对照组除细胞核染

成蓝色外，无棕黄色反应物。
1.5 图像分析

采 用 显 微 图 像 分 析 系 统 Metamorph/Evolution
MP5.0/BX51（US/JP，UIC/Olympus）对进行甲苯胺蓝

染色的肥大细胞进行定量分析，每张切片随机选取

5个镜下视野（×200），测定每个高倍视野（high power
field，HPF）下肥大细胞的数目，以每5个视野（×200）
下肥大细胞计数的平均值作为每张切片的肥大细胞
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表 1 不同时期血管瘤中肥大细胞计数、Clusterin/
apoJ和TGF-β表达的平均阳性面积率

Tab 1 Mast cell count and average positive area
rate of the expression of Clusterin/apoJ and
TGF-β in the different stages of heman-
gioma

分期 肥大细胞/个 Clusterin/apoJ/% TGF-β/%

增生早期 11.800 0±6.816 0 0.933 9±0.623 8 1.234 9±0.500 7

增生中期 12.333 3±3.518 7 2.060 3±0.590 8 1.433 7±0.493 5

增生晚期 30.133 3±11.764 8 7.867 2±1.598 9 2.893 1±0.928 7

退化早期 35.933 3±16.589 5 10.021 0±2.630 5 4.035 0±1.359 6

退化中期 18.933 3±15.530 9 8.756 0±1.749 0 3.532 7±1.315 7

退化晚期 11.533 3±7.529 6 5.549 5±3.261 4 2.762 5±1.337 4

平均计数值。同法对TGF-β和Clusterin/apoJ的表达

进行定量分析，计算每5个视野（×200）下的平均阳

性面积率（阳性面积率=单位面积中阳性反应的总面

积/单位面积中细胞的总面积）。
1.6 统计学分析

采用SPSS 11.0统计软件对不同时期血管瘤组织

中肥大细胞的数目、Clusterin/apoJ和TGF-β免疫组

织化学反应阳性颗粒的平均阳性面积率行单因素方

差分析和t检验，检验水准α为0.05。采用Pearson相

关分析法对 不 同 时 期 血 管 瘤 中 肥 大 细 胞 数 目 与

Clusterin/apoJ和TGF-β表达的平均阳性面积率分别

进行相关性分析；对不同时期血管瘤中Clusterin/
apoJ和TGF-β表达的平均阳性面积率作相关性分析。

2 结果

2.1 肥大细胞计数

各期肥大细胞计数见表1。在血管瘤增生早期

肥大细胞较少，增生中期渐多，进入增生晚期肥大

细胞数目骤增；退化早期数目也较多，随后进入退

化中期数目开始回落，退化晚期数目较退化早、中

期明显减少（图1、2）。每高倍视野下，增生期肥大细

胞平均计数值为（20.022 2±15.355 6）个，退化期肥大

细胞平均计数值为（20.200 0±14.093 2）个，正常皮

肤内肥大细胞平均计数值为（3.1±1.3）个。统计学分

析表明，增生期与退化期肥大细胞平均计数值相比

差异无统计学意义（P＞0.05）。但各期肥大细胞平均

计数值却有较大差异，增生晚期与增生早、中期相

比差异有统计学意义（P<0.01），增生晚期与退化早

期相比差异无统计学意义（P＞0.05），退化早期与退

化中、晚期相比差异有统计学意义（P<0.01）。正常

皮肤内肥大细胞平均计数值与增生各期、退化各期

肥大细胞平均计数值相比差异均有统计学意义（P<
0.01）。

图 1 增生晚期血管瘤组织中可见大量肥大细胞 TB × 200
Fig 1 There were a large amount of mast cells among the he-

mangioma tissues during the advanced stage of prolifera-
ting hemangioma TB × 200

图 2 退化晚期血管瘤组织中可见大量脂肪细胞取代血管瘤组

织，纤维结缔组织中可见散在分布肥大细胞 TB × 200
Fig 2 The hemangioma tissues can be seen to substitute with a

large amount of fat cells during the advanced stage of
involuting hemangioma. Small amounts of mast cells spread
among the fibrous connective tissues TB × 200

2.2 Clusterin/apoJ的表达

由表1可见，Clusterin/apoJ在增生晚期的表达与

增生早、中期相比差异有统计学意义（P<0.01），在

退化早期的表达与退化中、晚期相比差异有统计学

意义（P<0.01），Clusterin/apoJ在增生晚期的表达与

退化早期相比差异无统计学意义（P>0.05）。增生早、
中期血管瘤内皮细胞膜或细胞浆内无或有少量的棕

黄色颗粒，增生晚期棕黄色颗粒明显增多（图3）；

退化早期血管瘤内皮细胞浆或细胞膜内可见大量棕

黄色颗粒沉积，但是随着血管瘤进入退化中、晚期，

表达逐渐减弱（图4）。
2.3 TGF-β的表达

由表1可见，TGF-β在增生晚期的表达与增生

早、中期相比差异有统计学意义（P<0.01），在退化

早期的表达与退化中、晚期相比差异有统计学意义

（P<0.01），TGF-β在增生晚期的表达与退化早期相

比差异无统计学意义（P>0.05）。增生早期、中期血

管瘤内皮细胞浆内无或有极少量棕黄色颗粒，增生
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晚期棕黄色颗粒明显增多（图5）；退化早期内皮细

胞胞浆或部分细胞外基质中见较多棕黄色颗粒，随

血管瘤进入退化中、晚期，表达逐渐减弱（图6）。

图 3 增生晚期血管瘤内皮细胞胞浆内可见大量Clusterin/apoJ强
阳性颗粒表达 SABC × 200

Fig 3 Clusterin/apoJ strong positive expression in the vascular
endothelial cells during the advanced stage of proliferating
hemangioma SABC × 200

图 4 退化晚期可见少量血管瘤内皮细胞的存在，其细胞浆内

可见Clusterin/apoJ阳性颗粒表达，周围间质内可见大量脂

肪细胞存在 SABC × 200
Fig 4 Clusterin/apoJ positive expression in the vascular endothe-

lial cells during the advanced stage of involuting heman-
gioma. Numerous fat cells could be seen in the interstitial
tissue of hemangioma SABC × 200

图 5 增生晚期血管瘤内皮细胞胞浆内可见大量TGF-β强阳性

颗粒表达 SABC × 200
Fig 5 TGF-β strong positive expression in the vascular endothe-

lial cells during the advanced stage of proliferating he-
mangioma SABC × 200

图 6 退化晚期可见大量脂肪细胞取代血管瘤组织，血管内皮

细胞胞浆内可见少量TGF-β阳性颗粒表达 SABC × 200
Fig 6 TGF -β positive expression in the vascular endothelial

cells，the hemangioma tissues can be seen to substitute
with a large amount of fat cells during the advanced stage
of involuting hemangioma SABC × 200

2.4 相关性分析

不同时期 中 肥 大 细 胞 计 数 与Clusterin/apoJ和

TGF-β表达的平均阳性面积率间具有显著正相关性

（P<0.01），不同时期中Clusterin/apoJ和TGF-β表达的

平均阳性面积率间具有显著正相关性（P<0.01）。

3 讨论

3.1 血管瘤分类方法的探讨

本实验按Mulliken分类标准并结合PCNA表达情

况将血管瘤组织分为增生期和退化期，再按患儿年

龄将标本分6个阶段[6]。采用这种分类方法可获得各

种细胞或细胞因子相对动态的表达变化情况，实现

对血管瘤发生、发展病理演变过程的动态分析。
3.2 肥大细胞与血管瘤

Takahashi等[7]对38例血管瘤标本进行研究，结

果发现肥大细胞可能是促进血管瘤消退的因素。
Hasan等[8]报道了以糖皮质激素促消退治疗的血管瘤

中肥大细胞数较未进行治疗的血管瘤高4倍。
本研究中肥大细胞在增生晚期数量骤增直至退

化中期数目开始减少，此过程是血管瘤内皮细胞由

增生转入退化的关键时期，表明其与血管瘤内皮细

胞的凋亡消退密切相关，肥大细胞可能通过分泌其

他细胞因子诱导血管瘤内皮细胞的凋亡，至于肥大

细胞计数在退化中、晚期逐渐减少，可能是血管瘤

组织已大部分被纤维结缔组织和脂肪组织取代，血

管瘤内皮细胞已消亡殆尽，进而肥大细胞诱导血管

瘤内皮细胞凋亡的活性也减弱，数量也逐渐减少。
3.3 Clusterin/apoJ与血管瘤

Clusterin/apoJ是一个异二聚体的硫酸糖蛋白。
它最早是在鼠睾丸液中分离出来的 [9]。有研究者认

为Clusterin/apoJ与小鼠阉割后导致前列腺细胞的程
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序性死亡有关[10]。Clusterin/apoJ在体内调节细胞凋亡

的方式与其在细胞中的表达形式有关，Clusterin/apoJ
全长mRNA在应激刺激下产生的nCLU是一种促凋亡

信号，抑制细胞生长和生存[11]。
免疫组化染色发现Clusterin/apoJ在血管瘤增生

早期、中期无表达或表达水平极低，而在增生晚期

中表达逐渐增强，与Hasan等[12]的研究结果不同，其

认为血管瘤增生期不表达Clusterin/apoJ[12]。结合图像

分析结果，推测在血管瘤发展过程中Clusterin/apoJ
可能具有促进血管瘤内皮细胞凋亡的作用，在血管

瘤的自发消退过程中起重要作用。
3.4 TGF-β与血管瘤

以往文献对TGF-β及其受体在血管瘤组织中的

表达仅仅停留于增生期和退化期等较粗略的分期研

究。Hasan等[8]认为增生期血管瘤组织中不表达TGF-
β。Chang等[13]发现增生期血管瘤组织中表达TGF-β，

但程度较低。免疫组化染色发现TGF-β在血管瘤增

生早、中期的血管内皮细胞中表达水平极低，而在

增生晚期的血管内皮细胞中表达增强。随血管瘤进

入退化早期，TGF-β在血管瘤内皮细胞中的表达进

一步增强，但进入退化中、晚期表达逐渐减弱。结

合图像分析结果，认为TGF-β可能具有强大的促进

血管内皮细胞凋亡的作用，抑制血管内皮细胞的增

殖，从而达到促进血管瘤消退的作用，其在血管瘤

的自发性消退过程中可能扮演着极其关键的角色。
3.5 肥大细胞、Clusterin/apoJ和TGF-β在血管瘤中

表达的相关性

不同时期中肥大细胞计数与各个时期Clusterin/
apoJ表达的阳性面积率间具有显著正相关性，在一

定程度上证明肥大细胞与Clusterin/apoJ在血管瘤的

增生消退中具有密切关系。肥大细胞在增生早期至

退化晚期的数量变化与Clusterin/apoJ在血管瘤增生

早期至退化晚期表达基本一致。
Clusterin/apoJ基因启动子包括一个保守的转录

因子活化蛋白-1位点，能对TGF-β作出反应。在

TGF-β缺乏时，极早基因c-fos蛋白的存在可抑制

Clusterin/apoJ表达；而TGF-β存在时，其干扰c-fos
的功能而允许Clusterin/apoJ的表达 [14]。本研究发现

Clusterin/apoJ和TGF-β在不同时期血管瘤组织中表

达的平均阳性面积率呈显著正相关。由此推测，血

管瘤从增生期进入消退期，由于内皮细胞中TGF-β
（主要是TGF-β1）表达上升[13]，影响c-fos的功能，从

而促使Clusterin/apoJ表达，与其他凋亡相关的蛋白

共同作用促使血管内皮细胞凋亡，而凋亡的内皮细

胞可能又产生一些和凋亡相关的蛋白，最终导致血

管瘤的消退。
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