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普萘洛尔对人脐静脉内皮细胞生物学行为及SOX18、
MMP-7、VEGFA表达的影响
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［摘要］ 目的　探讨普萘洛尔对人脐静脉内皮细胞 （human umbilical vein endothelial cell, HUVEC） 增殖、凋

亡、迁移及成管能力，以及对性别决定区 Y 框 18 （sex determining region Y-box 18, SOX18）、基质金属蛋白酶-7

（matrix metalloproteinase-7, MMP-7） 和血管内皮生长因子 A （vascular endothelial growth factor A, VEGFA） 表达的影

响。方法　以不同浓度的普萘洛尔处理 HUVEC，采用 CCK-8 法检测细胞活力，选出最佳浓度及时间。实验分为

对照组，普萘洛尔不同浓度 （50、100、150 μmol/L） 组，采用流式细胞术、细胞划痕实验和成管实验观察

HUVEC 凋亡、迁移和管腔形成情况，Western blot 和实时荧光定量 PCR 法检测 SOX18、MMP-7、VEGFA 蛋白及

mRNA 表达水平。结果　与对照组相比，普萘洛尔不同浓度组细胞凋亡率升高 （P<0.05），且随药物浓度增加显

著升高 （P<0.05）；普萘洛尔不同浓度组伤口愈合率降低，成管节点数和成管总长度减少，SOX18、MMP-7、

VEGFA 蛋白及 mRNA 表达下调 （P<0.05）。结论　普萘洛尔可抑制 HUVEC 的增殖、迁移、成管能力并促进细胞

凋亡，降低 SOX18、MMP-7 和 VEGFA 表达水平。 ［中国当代儿科杂志，2024，26 （10）：1115-1121］
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Effects of propranolol on the biological behavior of human umbilical vein endothelial 
cells and the expression of SOX18, MMP-7, and VEGFA
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Abstract: Objective　To investigate the effects of propranolol on the proliferation, apoptosis, migration, and tube 

formation ability of human umbilical vein endothelial cells (HUVEC), as well as its impact on the expression of sex-

determining region Y-box 18 (SOX18), matrix metalloproteinase-7 (MMP-7), and vascular endothelial growth factor A 

(VEGFA). Methods　HUVEC were treated with different concentrations of propranolol, and cell viability was assessed 

using the CCK-8 method to determine the optimal concentration and treatment duration. The experiment consisted of a 

control group and groups treated with different concentrations of propranolol (50, 100, 150 μmol/L). Apoptosis, 

migration, and tube formation of HUVEC were observed using flow cytometry, wound healing assays, and tube 

formation assays. Western blot and real-time quantitative PCR were used to detect the expression levels of SOX18, 

MMP-7, and VEGFA proteins and mRNA. Results　 Compared to the control group, the apoptosis rate in the 

propranolol treatment groups increased significantly (P<0.05), and it rose significantly with increasing drug 

concentration (P<0.05). The wound healing rate decreased in the propranolol treatment groups, and both the number of 

tube formation nodes and total tube length were reduced (P<0.05). The expression levels of SOX18, MMP-7, and 

VEGFA proteins and mRNA were downregulated in the propranolol treatment groups (P<0.05). Conclusions　
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Propranolol can inhibit the proliferation, migration, and tube formation ability of HUVEC and promote cell apoptosis, 

resulting in decreased expression levels of SOX18, MMP-7, and VEGFA.
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婴幼儿血管瘤 （infantile hemangioma, IH） 是儿

童常见的良性肿瘤，其形成主要源于胚胎发育阶段

血管组织的异常增长，其中以血管内皮细胞的异常

增殖为主要特点。IH 通常出现在皮肤和软组织中，

部分血管瘤存在自行消退的趋势，但重要器官周围

生 长 的 血 管 瘤 可 能 对 生 命 造 成 威 胁 。 2008 年

Lèautè-Labrèze 等［1］ 发现常用于治疗高血压等心血

管疾病的 β 受体阻滞剂普萘洛尔可使 IH 瘤体表面

颜色变浅、体积缩小，随后有大量国内外临床病例

报道普萘洛尔在 IH 治疗方面取得了良好的疗效，

现今普萘洛尔已取代皮质类固醇成为 IH 的一线治

疗药物［2-5］，但其确切机制尚不完全清楚。

性别决定区 Y 框 18 （sex determining region Y-

box 18, SOX18） 是一种转录因子，有研究显示其是

血管发育的主要调节因子［6］。同时，研究发现

SOX18 可能作为上游因子调控肿瘤相关蛋白基质金

属 蛋 白 酶 （matrix metalloproteinase, MMP） -7［7］。

MMP-7 属于 MMP 系列中的一种，其作用十分广泛，

可降解蛋白多糖、纤维连接蛋白、弹力纤维及Ⅳ型

胶原纤维等，从而促进细胞增殖分化、新血管形

成、肿瘤转移等生物学过程［8］。此外，MMP-7能够

与血管内皮生长因子 （vascular endothelial growth 

factor, VEGF） 协同表达，而 VEGF 可改变内皮细胞

的活化形式，促进 MMP-7 分泌［9］。本研究通过观

察 普 萘 洛 尔 对 人 脐 静 脉 血 管 内 皮 细 胞 （human 

umbilical vein endothelial cell, HUVEC） 增 殖 、 凋

亡、迁移能力、成管能力，以及对SOX18、MMP-7、

血 管 内 皮 生 长 因 子 A （vascular endothelial growth 

factor A, VEGFA） 表达的影响，初步探讨普萘洛尔

治疗IH的作用机制，为临床治疗提供理论依据。

1 材料与方法

1.1　材料

HUVEC 购于北京北纳创联生物科技有限公司，

内皮细胞培养基购于美国 ScienCell 公司，胰酶消

化液、凋亡试剂盒、ECL 发光液购于美国 Genview

公司，盐酸普萘洛尔购于上海阿拉丁生化科技股

份有限公司，无菌 PBS、CCK-8 试剂盒、BCA 蛋白

定量试剂盒、蛋白标准品购于长沙艾碧维生物科

技有限公司，基质胶购于美国 Corning 公司，RIPA

细胞裂解液购于北京鼎国昌盛生物技术有限责任

公司，SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒购于中国白鲨生

物技术有限公司，电泳液、转膜液、TBS 缓冲液、

脱 脂 奶 粉 购 于 武 汉 赛 维 尔 生 物 科 技 有 限 公 司 ，

PVDF 转印膜购于美国 Millipore 公司，SOX18 兔抗

购 于 杭 州 华 安 生 物 技 术 有 限 公 司 ， MMP7、

VEGFA、 羊 抗 兔 IgG 二 抗 购 于 ABclonal 公 司 ，

GAPDH 购于美国 Proteintech 公司，RNA 提取试剂

盒购于湖南艾科瑞生物工程有限公司，逆转录试

剂盒、UltraSYBR Mixture 购于江苏康为世纪生物科

技股份有限公司。

1.2　细胞培养

HUVEC 使用含 90% 内皮细胞培养基、10% 胎

牛血清、1% 青链霉素及内皮细胞生长因子的专用

培养基，置于 37 ℃、5% CO2的饱和湿度培养箱中

培养，每 2~3 d 更换 1 次培养基。待细胞生长达

80% 左右，用胰酶消化传代。

1.3　CCK-8法检测细胞增殖

取对数生长的 HUVEC 100 μL （约 5×103/孔）

均匀铺板于 96 孔板中，置于 5% CO2，37 ℃培养箱

中培养 24 h 后弃去旧培养基。加入 100 μL 含有不

同浓度普萘洛尔 （0、50、100、150、200 μmol/L）

的培养基，各组均设置 3 个复孔，置于培养箱中继

续培养 24 h、48 h。每孔加入 10 μL 的 CCK-8 溶液，

培养箱孵育 4 h，酶标仪测定 450 nm 处的吸光度。

细胞增殖活性= （药物处理组吸光度-空白组吸光

度） / （对照组吸光度-空白组吸光度）。实验独立

重复 3 次。

1.4　流式细胞术检测细胞凋亡

实验分为对照组、普萘洛尔不同浓度 （50、

100、150 μmol/L） 组。细胞接种于 6 孔板中，待细

胞贴壁后，加入不同浓度普萘洛尔干预 24 h，消化

收集细胞，PBS 洗涤 2 次，1 000 r/min 离心 5 min，

收集约 1×105~5×105 个细胞，加入 500 μL 结合液

悬浮细胞；加入 5 μL Annexin V-FITC，5 μL PI 染

色液，混匀；室温避光反应 10 min。1 h 内用流式

细胞仪检测。实验独立重复 3 次。
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1.5　划痕实验检测细胞迁移能力

在 6 孔板背面用记号笔画出均匀横线。细胞接

种于 6 孔板中 （约 5.0×105/孔），按 1.4 小节分组处

理细胞，待细胞贴壁后，用 200 μL 无菌枪头在孔

底部垂直于横线划痕。使用无菌 PBS 冲洗已划伤区

域细胞 3 次，加入无血清培养基。记录 0 h、24 h、

48 h 时划痕照片。应用 Image J 软件分析实验结果，

伤口愈合率= （初始细胞间距离均值-观察时刻细

胞 间 距） /初 始 细 胞 间 距 离 均 值 。 实 验 独 立 重

复 3 次。

1.6　成管实验检测细胞成管能力

提前 15 h 将基质胶、96 孔板和枪头置于 4 ℃

冰箱预冷。后续操作均在冰盒上进行，往预冷的

96 孔板每孔加入 60 μL 基质胶均匀铺满孔 （避免产

生气泡），4 ℃静置 10 min 后转至 37 ℃培养箱中静

置 60 min 待基质胶凝固。按 1.4 小节分组处理细胞

后，胰酶消化细胞，用细胞计数板计数细胞悬液，

向带有凝固基质胶的 96 孔板中每孔加入 1×104 个

细胞，各组均设置 3 个复孔，置于培养箱中再次培

养 8 h。取出 96 孔板，在倒置显微镜下观察并拍

照，采用 Image J 软件分析节点及成管总长度。实

验独立重复 3 次。

1.7　Western blot检测SOX18、MMP-7、VEGFA

蛋白的表达

按 1.4 小节分组处理细胞。采用 4℃预冷 PBS

洗涤细胞 2 次后，加入 RIPA 裂解液裂解细胞，冰

上裂解 30 min，收集细胞悬液，预冷后超声破碎

8 min；置于预冷离心机，14 000 r/min 离心 5 min，

迅速将上清 （蛋白提取液） 转移至 EP 管中，即为

细胞总蛋白。按照 BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋白

浓 度 。 经 12% SDS-PAGE 电 泳 分 离 ， 半 干 转 至

PVDF 膜上，用含 5% 脱脂奶粉的 TBST 溶液 4 ℃封

闭 1.5 h。一抗 （SOX18、MMP7、VEGFA 按 1∶500

稀释，GAPDH 按 1∶5 000 稀释） 4 ℃孵育过夜，

二 抗 室 温 孵 育 1.5 h。 TBST 清 洗 3 次 （每 次

10 min），ECL 发光液处理后显影仪显影。Image J

软件分析灰度值，蛋白表达水平以目的蛋白与内

参蛋白灰度值比值表示。实验独立重复 3 次。

1.8　实时荧光定量 PCR 检测 SOX18、MMP-7、

VEGFA mRNA的表达

按 1.4 小节分组处理细胞。收集各组细胞，按

RNA 提取试剂盒说明书提取总 RNA，分光光度计

检测 RNA 的浓度和纯度。采用逆转录试剂盒按说

明书将 RNA 逆转录成 cDNA。PCR 引物由中国擎科

生物公司合成 （表 1）。取 1 μL cDNA 进行 PCR 扩

增 。 PCR 扩 增 反 应 条 件 ： 95 ℃ 预 变 性 10 min；

95 ℃变性 15 s，60 ℃退火 30 s，共 40 个循环。以

GAPDH 作为内参基因，使用 2-ΔΔCt法计算目的基因

mRNA 相对表达水平。实验独立重复 3 次。

1.9　统计学分析

采用 SPSS 25.0 软件对数据进行统计分析。符

合正态分布的计量资料以均数±标准差 （x̄ ± s） 表

示。两组间比较采用独立样本 t 检验，多组间比较

采用单因素方差分析，组间两两比较采用 SNK-q 检

验。P<0.05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1　普萘洛尔对细胞增殖的影响

CCK-8 法检测结果显示，与对照组相比，普萘

洛尔不同浓度组细胞活性降低 （P<0.05），且呈浓

度和时间依赖性 （表 2）。后续实验选取浓度为 50、

100、150 μmol/L 的普萘洛尔处理细胞 24 h。

表1　SOX18、MMP-7、VEGFA、GAPDH基因引物序列

基因名称

SOX18

MMP-7

VEGFA

GAPDH

序列 (5'→3')

上游: AAGCGTCACTGTGGCAAAGA
下游: TTATTGTGGCCTCTCCGTCC

上游: CATGATTGGCTTTGCGCGAG
下游: AGACTGCTACCATCCGTCCA

上游: TGCTCTACTTCCCCAAATCACT
下游: ACTCACTTTGCCCCTGTCG

上游: ACAGCCTCAAGATCATCAGC
下游: GGTCATGAGTCCTTCCACGAT

片段长度 (bp)

105

150

154

104

基因号

1520687852

4316

7422

2597
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2.2　普萘洛尔对细胞凋亡的影响

流 式 细 胞 术 检 测 结 果 显 示 ， 对 照 组

（3.70%±0.93%）、50 μmol/L 组 （7.68%±0.28%）、

100 μmol/L 组 （10.65%±0.61%）、 150 μmol/L 组

（13.68%±0.66%） 细胞凋亡率比较差异有统计学

意义 （F=124.438，P<0.001）；随药物浓度升高，

细胞凋亡率升高 （P<0.05）。

2.3　普萘洛尔对细胞迁移能力的影响

细 胞 划 痕 实 验 结 果 显 示 ， 与 对 照 组 相 比 ，

24 h、48 h 时普萘洛尔不同浓度组伤口愈合率降低

（P<0.05）。见图 1、表 3。

2.4　普萘洛尔对细胞成管能力的影响

成管实验结果显示，与对照组相比，普萘洛

尔不同浓度组成管节点数和成管总长度均减少 （P

<0.05）。见图 2、表 4。

2.5　 普 萘 洛 尔 对 HUVEC 中 SOX18、 MMP-7、

VEGFA mRNA和蛋白表达水平的影响

实时荧光定量 PCR 结果显示，与对照组相比，

普 萘 洛 尔 不 同 浓 度 组 SOX18、 MMP-7、 VEGFA 

mRNA 表达水平降低 （P<0.05）。Western blot 结果

显 示 ， 与 对 照 组 相 比 ， 普 萘 洛 尔 不 同 浓 度 组

SOX18、 MMP-7、 VEGFA 蛋 白 表 达 水 平 降 低 （P

<0.05）。见表 5、图 3。

表2　不同浓度普萘洛尔对HUVEC细胞活性影响

（x̄ ± s，n=3）

组别

对照组

50 μmol/L 组

100 μmol/L 组

150 μmol/L 组

200 μmol/L 组

F 值

P 值

24 h

1.000±0.011

0.924±0.011a

0.892±0.014a,b

0.838±0.011a,b,c

0.807±0.008a,b,c,d

133.606

<0.001

48 h

1.000±0.019

0.870±0.008a

0.850±0.015a,b

0.810±0.012a,b,c

0.715±0.022a,b,c,d

100.702

<0.001

t 值

0.000

6.831

3.374

3.133

6.666

P 值

1.000

0.003

0.028

0.035

0.012

注：a 示与对照组比较，P<0.05；b 示与 50 μmol/L 组比较，P
<0.05；c 示与 100 μmol/L 组比较，P<0.05；d 示与 100 μmol/L 组比
较，P<0.05。

对照组
Control group

50 μmol/L 组
50 μmol/L group

100 μmol/L 组
100 μmol/L group

150 μmol/L 组
150 μmol/L group

0 h

24 h

48 h

图1　普萘洛尔对HUVEC迁移能力的影响 （倒置显微镜，×100）   0 h、24 h、48 h 时观察划痕情况，随着时间

延长，各组划痕面积均逐渐减小。普萘洛尔不同浓度组 HUVEC 迁移能力较对照组减弱。

表3　普萘洛尔不同浓度组HUVEC伤口愈合率比较

（x̄ ± s，n=3）

组别

对照组

50 μmol/L 组

100 μmol/L 组

150 μmol/L 组

F 值

P 值

24 h

0.633±0.015

0.371±0.011a

0.278±0.030a

0.147±0.019a,b,c

313.177

<0.001

48 h

0.861±0.015

0.607±0.019a

0.428±0.007a,b

0.304±0.040a,b

316.217

<0.001

注：a 示与对照组比较，P<0.05；b 示与 50 μmol/L 组比较，
P<0.05；c 示与 100 μmol/L 组比较，P<0.05。
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3 讨论

IH 作为儿童最常见的良性肿瘤，发病率为

4%~5%［10-11］，具有特征性的增生期及消退期，增

生期 IH 呈现内皮细胞大量异常增生，而 HUVEC 也

表现出显著的增殖特性，且该细胞在成管能力上

与 IH 内皮细胞具有相似性［12］，选择 HUVEC 作为

本研究的细胞模型。在 20 世纪 60 年代，普萘洛尔

的出现为心血管疾病治疗带来了革命性突破，是

最早应用于医学治疗的非选择性的 β 受体阻滞剂，

目前广泛用于治疗高血压和心律失常等疾病。

研究报道 IH 异常增殖的血管内皮细胞来源于

不完全分化、失调的胎盘源性内皮祖细胞，血管

内皮祖细胞在母亲妊娠期间可能受到化学物质、

重金属、病原体和电离辐射等致畸因素的影响，

导致其发育异常，而不良的子宫环境也可能引起

免疫反应，从而诱发 IH 的发生［13］。胎盘源性内皮

对照组
Control group

50 μmol/L 组
50 μmol/L group

100 μmol/L 组
100 μmol/L group

150 μmol/L 组
150 μmol/L group

图2　普萘洛尔对HUVEC成管能力的影响 （倒置显微镜，×100）   与对照组相比，普萘洛尔不同浓度组药物浓

度愈大，成管愈少。

表4　普萘洛尔不同浓度组HUVEC成管能力指标比较　 （x̄ ± s，n=3）

组别

对照组

50 μmol/L 组

100 μmol/L 组

150 μmol/L 组

F 值

P 值

成管节点数

2 779±36

2 085±4a

1 440±78a,b

1 022±57a,b,c

668.530

<0.001

成管总长度

1 368±57

1 090±54a

716±83a,b

464±24a,b

137.744

<0.001

注：a 示与对照组比较，P<0.05；b 示与 50 μmol/L 组比较，P<0.05；c 示与 100 μmol/L 组比较，P<0.05。

表5　各组SOX18、MMP-7、VEGFA mRNA及蛋白表达水平比较 （x̄ ± s，n=3）

组别

对照组

50 μmol/L 组

100 μmol/L 组

150 μmol/L 组

F 值

P 值

mRNA

SOX18

1.00±0.04

0.62±0.07a

0.26±0.05a,b

0.17±0.05a,b

163.466

<0.001

MMP-7

1.002±0.078

0.717±0.059a

0.319±0.021a,b

0.176±0.011a,b,c

165.628

<0.001

VEGFA

1.048±0.038

0.724±0.033a

0.463±0.021a,b

0.314±0.007a,b,c

416.946

<0.001

蛋白

SOX18

0.55±0.05

0.33±0.04a

0.10±0.05a,b

0.04±0.04a,b

58.083

<0.001

MMP-7

0.471±0.029

0.220±0.017a

0.101±0.030a,b

0.033±0.012a,b

28.586

<0.001

VEGFA

0.550±0.020

0.330±0.026a

0.153±0.021a,b

0.030±0.026a,b,c

274.284

<0.001

注：［SOX18］ 性别决定区 Y 框 18；［MMP-7］ 基质金属蛋白酶-7；［VEGFA］ 血管内皮生长因子 A。a 示与对照组比较，P<0.05；b 示与
50 μmol/L 组比较，P<0.05；c 示与 100 μmol/L 组比较，P<0.05。

GAPDH

SOX18

MMP-7

VEGFA

A B C D

图 3　 Western blot 法 检 测 各 组 SOX18、 MMP-7、

VEGFA 蛋白表达电泳图  A：对照组；B：50 μmol/L 组；

C：100 μmol/L 组；D：150 μmol/L 组。
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祖细胞由于缺氧、胎盘组织栓塞、梗死或绒毛膜

穿刺术等原因，可能随血流进入胎儿体内，在某

些部位形成异位定植［14］。国内外已有大量研究表

明普萘洛尔在 IH 治疗中的疗效显著，其机制可能

与抑制血管生成有关［12，15］。而在 IH 增殖生长的过

程中，内皮细胞的增殖、凋亡、迁移及成管是关

键的步骤。本研究结果表明，普萘洛尔可抑制

HUVEC 的增殖、迁移及成管能力，同时促进细胞

的凋亡。

研究显示，在 IH 增殖过程中存在多种细胞因

子、信号通路及基因的异常表达［16］。VEGF 是最重

要的促血管生成因子，不仅参与原始血管的形成，

还在血管的后期萌芽、重塑等生成过程中发挥作

用［17］。SOX 基因在血管细胞生成、骨骼发育及神

经系统等多种早期胚胎发育过程中发挥重要作

用［6］。近年来，SOX18 的异常表达引起了广泛关

注 ， 其 与 多 种 肿 瘤 的 发 生 和 发 展 有 着 密 切 联

系［7，18-19］，但关于其在 IH 中的研究较少。2018 年

钱世宁等［20］ 构建了含人 SOX18 基因真核表达载体

并将其转染到 HUVEC 中，发现 SOX18 能够显著促

进血管内皮细胞的增殖，并上调 VEGF 的表达，表

明 SOX18 可能通过上调 VEGF 来促进 HUVEC 的增

殖。本研究发现，普萘洛尔可以下调 SOX18 及

VEGFA mRNA 及蛋白表达。

研究发现，SOX18 在多种肿瘤中高表达，其作

为上游因子，能够直接调节 MMP-7 的表达［7，21］。

MMP 是细胞外蛋白酶的一个主要家族，靶向多种

细胞外分子，如细胞外基质成分、细胞因子和受

体［22］。MMP 通常在出现伴随血管生成的情况上

调，例如伤口愈合、月经、癌症、微生物感染和

其他炎症性疾病等［23-24］。有研究发现 MMP-7 在

HUVEC 中可以通过降解内源性 VEGF 抑制剂 （可

溶性 VEGF 受体-1） 促进 VEGF 的表达，从而促进

HUVEC 的成管、迁移能力［9］。本研究结果显示，

普萘洛尔可以显著下调 MMP-7、VEGFA 的 mRNA

及蛋白表达水平，提示可能与抑制血管生成有关。

综上，普萘洛尔对 HUVEC 的增殖、迁移、成

管能力有明显抑制作用，并可以促进其凋亡，与

临床观察结果相互印证。同时，普萘洛尔负向调

节 HUVEC 中 SOX18、MMP-7、VEGFA 的 mRNA 及

蛋白质表达水平，可能通过 SOX18/MMP-7 信号通

路抑制 IH 增殖生长，这一发现为普萘洛尔治疗 IH

的作用机制提供了分子层面的解释。
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