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【摘要】 目的 探讨血清miR⁃199a⁃5p、miR⁃378a⁃3p水平与婴幼儿增殖期面部血管瘤普萘洛尔停药后复发的

关系。方法 增殖期面部血管瘤患儿 93例，均接受普萘洛尔治疗，随访治疗后血管瘤复发情况，并将患儿分

为复发组（23 例）和无复发组（70 例）。治疗前、后采集静脉血，qRT⁃PCR 检测血清 miR⁃199a⁃5p、miR⁃378a⁃
3p 表达，分析血清 miR⁃199a⁃5p、miR⁃378a⁃3p 表达与增殖期面部血管瘤婴幼儿普萘洛尔停药后复发的关

系。结果 无复发组治疗后血清miR⁃199a⁃5p、miR⁃378a⁃3p表达较治疗前增高（P＜0.05），复发组治疗后血清

miR⁃199a⁃5p、miR⁃378a⁃3p表达与治疗前比较差异无统计学意义（P＞0.05）。复发组治疗后血清miR⁃199a⁃5p、
miR⁃378a⁃3p表达低于无复发组（P＜0.05）。治疗后瘤体分级Ⅲ～Ⅳ级患儿血清miR⁃199a⁃5p、miR⁃378a⁃3p表

达高于Ⅰ～Ⅱ级患儿（P＜0.05）。Logistic回归分析结果显示miR⁃199a⁃5p低表达、miR⁃378a⁃3p低表达、治疗后

瘤体分级Ⅰ～Ⅱ级是增殖期面部血管瘤婴幼儿普萘洛尔停药后复发的危险因素（P＜0.05）。结论 血清miR⁃
199a⁃5p、miR⁃378a⁃3p低表达与增殖期面部血管瘤婴幼儿普萘洛尔停药后血管瘤复发有关。
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【Abstract】 Objective To investigate the relationship between serum miR⁃199a⁃5p and miR⁃378a⁃3p levels and the
recurrence of infants with proliferative facial hemangioma relapsed after propranolol withdrawal in infants. Methods
Ninety⁃three infants with proliferative facial hemangioma were selected, all of whom received propranolol treatment. The
recurrence of the hemangioma after treatment was followed up, and the children were divided into a recurrence group
(23 patients) and a nonrecurrence group (70 patients). Venous blood was collected before and after treatment, and the se⁃
rum levels of miR⁃199a⁃5p and miR⁃378a⁃3p were detected by qRT⁃PCR, and the relationship between the serum levels
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of miR⁃199a⁃5p and miR⁃378a⁃3p and the recurrence of proliferative facial hemangioma relapsed after propranolol with⁃
drawal in infants was analyzed. Results The serum expressions levels of miR⁃199a⁃5p and miR⁃378a⁃3p in non⁃re⁃
lapsed group were increased after treatment compared with before treatment (P < 0.05), and there was no significant dif⁃
ference in the levels of miR⁃199a⁃5p and miR⁃378a⁃3p in the serum of the recurrence group after treatment compared
with before treatment (P > 0.05). After treatment, the levels of miR⁃199a⁃5p and miR⁃378a⁃3p in the serum of the recur⁃
rence group were lower than those of the nonrecurrence group (P < 0.05). After treatment, the serum levels of miR⁃199a⁃
5p and miR⁃378a⁃3p in patients with Ⅲ ~Ⅳ Norm grade hemangioma were higher than those in patients with Ⅰ~Ⅱ Norm
grade hemangioma (P < 0.05). Logistic regression analysis showed that the low expression of miR⁃199a⁃5p, low expression
of miR⁃378a⁃3p and tumor grade Ⅰ~Ⅱ after treatment were risk factors for the recurrence of proliferative facial hemangi⁃
oma after propranolol withdrawal in infants (P < 0.05). Conclusion Low serum levels of miR⁃199a⁃5p and miR⁃378a⁃3p
are associated with the recurrence of proliferative facial hemangioma after propranolol withdrawal in infants.
【Key words】 micro ribonucleic acid; miR⁃199a⁃5p; miR⁃378a⁃3p; propranolol; infant; hemangioma; recur⁃
rence; endothelial cell proliferation
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血管瘤是来源于血管内皮细胞的良性肿瘤，

好发于婴幼儿，增殖期血管瘤瘤体生长迅速易发

生溃疡，发生于面部的血管瘤严重影响美观，增大

瘤体可压迫周围器官导致视力、听力障碍或鼻软

骨扩张，影响器官功能［1］。普萘洛尔是治疗增殖期

血管瘤的一线用药，起效快，疗效显著，安全性

高［2］。普萘洛尔停药后复发是影响血管瘤疗效、困

扰临床医师的一大问题，临床研究显示普萘洛尔

停药后复发率达 25%，其中头颈部血管瘤复发几

率较其它部位明显增加［3］。普萘洛尔停药后复发

机制尚不清楚，现有研究发现普萘洛尔停药后复

发与未复发患者存在显著的微小 RNA（micro
RNA，miRNAs）表达差异［4］。miR⁃199a⁃5p可通过靶

向低氧诱导因子 1a抑制血管瘤细胞增殖和诱导细

胞凋亡［5］，miR⁃378a⁃3p是恶性肿瘤潜在标志物，体

外研究显示上调miR⁃378a⁃3p表达可抑制血管瘤内

皮细胞增殖以及侵袭［6］。miR⁃199a⁃5p、miR⁃378a⁃3p
与婴幼儿增殖期面部血管瘤普萘洛尔停药后复发

是否有关尚不清楚，鉴于此，本研究拟检测增殖期

面部血管瘤患儿血清miR⁃199a⁃5p、miR⁃378a⁃3p表

达，分析其与血管瘤复发的关系。

1 资料和方法

1.1 临床资料

本研究已经获得西安交通大学口腔医院伦理

委员会批准（审批号：2017pz06315），选取 2017年 1

月至 2020年 1月西安交通大学口腔医院门诊收治

的增殖期面部血管瘤患儿 93例。男性 24例，女性

69例，年龄 21 d～9个月，平均（5.23 ± 1.16）个月；

瘤体大小 4～9 cm2，平均（6.82 ± 2.09）cm2；血管瘤

分型：单发型 11例，多发型 22例，节段型 49例，中

间型 11 例；血管瘤分类：浅表性 21 例，深在性 52
例，混合性 20例。所有患儿家属均知情同意签署

同意书。

纳入标准：①符合 2016版《血管瘤和脉管畸形

诊断和治疗指南》中诊断标准［7］；②年龄＜9个月；

③接受普萘洛尔治疗，耐受性良好。

排除标准：①患儿生长缓慢、先天性心脏病、

支气管痉挛、颅内动脉异常等；②血管内皮瘤、肌

纤维瘤、横纹肌肉瘤；③喂养不良、呼吸困难、睡眠

紊乱；④服药依从性差，随访失联。

1.2 主要仪器和试剂

TRIzol 试 剂（批 号 170305、181006、190116、
000209，Invitrogen生命技术公司，美国）；全波长酶

标仪（型号Multiskan SkyHigh，赛默飞公司，美国）；

miRNeasy 试剂盒（批号 17DC12、18PK06、19AA03、
00GB02，Qiagen 公司，德国）；Prime Script RT 试剂

盒（批号 SG1235、5K1342、PO41M2、L35184，Takara
生物技术有限公司，中国）；qRT⁃PCR 系统（型号

CFX96，BIO⁃RAD公司，美国）。

1.3 血清miR⁃199a⁃5p、miR⁃378a⁃3p检测方法

所有患儿治疗前（普萘洛尔治疗前）、后（普
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萘洛尔停药后 1周内）采集静脉血 3 mL注入干燥

试管，室温下静置 30～60 min后取上层血清离心

（3 000 rpm，半径 10 cm，时间 10 min）后-20 ℃保存

备用。取复融血清标本 20 μL加入 TRIzol试剂提

取组织中总 RNA，全波长酶标仪选取 OD260：OD280

1.8～2.0样本，miRNeasy试剂盒提取miRNA，Prime
Script RT 试剂盒将 miRNA 逆转录为 cDNA。取 2
μL cDNA 样品加入反应体系，qRT⁃PCR 系统进行

基因表达分析。引物由金斯瑞生物科技公司合

成，引物序列：miR ⁃ 199a ⁃ 5p，上游：5′ ⁃ CAATC⁃
GCTTTCAAATAG⁃3′，下游：5′⁃CAGGAGATGCTGT⁃
CATC⁃3′。miR⁃378a⁃3p，上游：5′⁃TCAACTGGTGTC⁃
GTGGAGT⁃3′，下游：5′⁃GGGACTGGACTTGGAGTC⁃
3′ 。 U6（ 内 参 ）上 游 ：5′ ⁃ GCTTCGGCAGCA⁃
CATATACTAAAAT ⁃ 3′ ，下 游 ：5′ ⁃ CGCTTCAC⁃
GAATTTGCGTGTCAT ⁃ 3′。反应体系包括 Prime⁃
Script RT Enzyme Mix 1.0 μL，RTPrimer Mix 1.0 μL，
5×PrimeScript Buffer 2 4.0 μL，RNase Free dH2O 4.0
μL，cDNA模板 2 μL，上下游引物各 1 μL，加水至

20 μL。扩增条件：95 ℃预变性 5 min，然后 95 ℃变

性 10 s和 60 ℃退火 30 s，共 40个循环，每个循环延

伸时间递增 1 s，最后 72 ℃延伸 7 min，4 ℃保存。

2⁃ΔΔCt法计算血清miR ⁃199a⁃5p、miR⁃378a⁃3p相对表

达水平。

1.4 血管瘤治疗

普 萘 洛 尔（批 号 174219、180243、190242、
000147，云鹏制药有限公司，中国）初始剂量，1 mg/
kg/d，分 2次口服，维持治疗 3～7 d后增加剂量至

1.5 mg/kg/d，继续治疗 3～7 d后增加剂量至 2.0 mg/
kg/d［8］，治疗期间出现低血糖、低血压、睡眠障碍者

可减少至初始剂量，患儿满 1岁或无明显瘤灶或瘤

体达到最大消退量并维持 3个月可停药［9］。浅表

性血管瘤采用 1%普萘洛尔软膏（西安交通大学口

腔医院自制）外涂于瘤体表面，3次/d，持续用药至

瘤体颜色完全消退。混合性血管瘤患者普萘洛尔

口服联合 1%普萘洛尔软膏外用，方法同上。

1.5 随访

停药后随访 6个月，其中 23例（复发组）停药

后再次出现血管瘤病灶或血管瘤病灶体积较治疗

结束时明显增大，颜色加深；70例（无复发组）停药

后病灶逐渐萎缩，原有病灶未增大或未出现新

病灶。

1.6 血管瘤复发危险因素收集

收集患儿性别、年龄、早产、瘤体大小、血管瘤

分型、血管瘤分类、停药时年龄、停药时服药疗程、

治疗后瘤体分级。根据 Achauer等［10］提出的标准

评价治疗后瘤体分级，Ⅰ级：瘤体缩小＜25%或瘤

体表面颜色略变浅；Ⅱ级：瘤体缩小 26%～50%或

瘤体表面颜色稍微变浅；Ⅲ级：瘤体缩小 51%～

75%且瘤体表面颜色明显变浅；Ⅳ级：瘤体缩小＞

75%或瘤体表面颜色消退。

1.7 统计学分析

采用 SPSS 22.00进行数据分析，miR⁃199a⁃5p、
miR⁃378a⁃3p 等计量资料经 Kolmogorov⁃Smirnov 检

验符合正态分布以均数 ± 标准差表示，采用配对 t

检验（组内）或独立样本 t检验（组间）。性别、血管

瘤分型、血管瘤分类、治疗后瘤体分级等计数资料

以例（%）表示采用 c2检验。Logistic回归分析影响

婴幼儿增殖期面部血管瘤普萘洛尔停药后复发的

危险因素。检验水准α＝0.05。

2 结 果

2.1 婴幼儿增殖期面部血管瘤复发组和无复发组

基线资料

复发组停药时年龄＜1岁、停药时服药疗程＜

6个月、治疗后瘤体分级Ⅰ～Ⅱ级患儿比例高于无

复发组（P＜0.001）（表 1）。

2.2 婴幼儿增殖期面部血管瘤复发组和无复发组

治疗前后血清 miR⁃199a⁃5p、miR⁃378a⁃3p 的表达

比较

复发组和无复发组治疗前血清miR⁃199a⁃5p、
miR⁃378a⁃3p 表达差异无统计学意义（P＞0.05）。

无复发组治疗后血清miR⁃199a⁃5p、miR⁃378a⁃3p表

达较治疗前增高（P＜0.05），复发组治疗后血清

miR⁃199a⁃5p、miR⁃378a⁃3p表达与治疗前比较差异

无统计学意义（P＞0.05），复发组治疗后血清miR⁃
199a⁃5p、miR⁃378a⁃3p表达低于无复发组（P＜0.05）
（表 2）。

2.3 婴幼儿增殖期面部血管瘤治疗后不同瘤体分

级患儿血清miR⁃199a⁃5p、miR⁃378a⁃3p表达比较

治疗后瘤体分级Ⅲ～Ⅳ级患儿血清miR⁃199a⁃
5p、miR⁃378a⁃3p表达高于Ⅰ～Ⅱ级（P＜0.05）（表

3）。

2.4 婴幼儿增殖期面部血管瘤普萘洛尔停药后复

发影响因素分析

以婴幼儿增殖期面部血管瘤普萘洛尔停药后

是否复发为因变量（赋值：0＝否，1＝是），停药时

年龄（赋值：0＝≥1岁，1＝＜1岁）、停药时服药疗
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程（赋值：0＝≥6个月，1＝＜6个月）、治疗后瘤体

分级（赋值：0＝Ⅲ～Ⅳ级，1＝Ⅰ～Ⅱ级）、miR⁃
199a⁃5p（原值代入）、miR⁃378a⁃3p（原值代入）为自

变量，逐步法排除无关变量，最终miR⁃199a⁃5p低表

达、miR⁃378a⁃3p低表达、治疗后瘤体分级Ⅰ～Ⅱ级

是婴幼儿增殖期面部血管瘤普萘洛尔停药后复发

的危险因素（P＜0.05）（表 4）。

3 讨 论

普萘洛尔是非选择性 β⁃阻断剂，可抑制一氧

表 1 婴幼儿增殖期面部血管瘤复发组和无复发组基线资料

Table 1 Baseline data of infants with proliferative facial hemangioma in the recurrence group and the nonrecurrence group
x ± s, n（%）

Item
Age/year
Gender
Hemangioma size/cm2

Hemangioma typing

Hemangioma classification

Preterm birth
Age of withdrawal

Period of treatment

Hemangioma grading after treatment

Male
Female

Single
Multiple
Segmental
Middle
Superficial
Deep
Mixed

< 1 year
≥ 1 year
< 6 months
≥ 6 months
Ⅰ⁃Ⅱ grade
Ⅲ⁃Ⅳ grade

Recurrence group（n＝23）
5.19 ± 1.20
5（21.74）

18（78.26）
6.93 ± 1.96
3（13.04）
6（26.09）

11（47.83）
3（13.04）
5（21.74）

16（69.57）
2（8.71）
8（34.78）

18（78.26）
5（21.74）

19（82.61）
4（17.39）

20（86.96）
3（13.04）

Nonrecurrence group（n＝70）
5.24 ± 1.13
19（27.14）
51（72.86）
6.78 ± 2.11
8（11.42）

16（22.86）
38（54.29）
8（11.43）

16（22.86）
36（51.43）
18（25.71）
19（27.14）
20（28.57）
50（71.43）
22（31.43）
48（68.57）
17（24.29）
53（75.71）

t/c2 value
0.181
0.264
0.301

0.290

3.360

0.490
17.689

18.396

28.382

P

0.857
0.607
0.764

0.962

0.186

0.484
＜0.001

＜0.001

＜0.001

表 2 婴幼儿增殖期面部血管瘤复发组和无复发组治疗前后血清miR⁃199a⁃5p、miR⁃378a⁃3p的表达差异

Table 2 Difference in the serum levels of miR⁃199a⁃5p and miR⁃378a⁃3p in infants with proliferative facial hemangioma of the
recurrence group and the nonrecurrence group before and after treatment x ± s

Group
Recurrence group

Nonrecurrence group

Comparison within the recurrence group at different time points
Comparison within the nonrecurrence group at different time points
Comparison between groups before treatment
Comparison between groups after treatment

n

23

70

Time
Prior treatment
Post treatment
Prior treatment
Post treatment
t/P

t/P

t/P

t/P

miR⁃199a⁃5p（2⁃ ΔΔCt）

1.24 ± 0.31
1.29 ± 0.33
1.25 ± 0.30
2.83 ± 0.62
0.640/0.524

11.746/＜0.001
0.138/0.891

11.366/＜0.001

miR⁃378a⁃3p（2⁃ ΔΔCt）

1.17 ± 0.29
1.20 ± 0.31
1.19 ± 0.28
3.08 ± 0.94
0.409/0.684
9.474/＜0.001
0.295/0.769
9.395/＜0.001

表 3 婴幼儿增殖期面部血管瘤治疗后不同瘤体分级患儿血清miR⁃199a⁃5p、miR⁃378a⁃3p的表达差异

Table 3 Differences in serum levels of miR⁃199a⁃5p and miR⁃378a⁃3p in infants with different proliferative facial hemangioma grades
after treatment x ± s

Hemangioma grading
Ⅰ⁃Ⅱ grade
Ⅲ⁃Ⅳ grade
t

P

n

37
56

miR⁃199a⁃5p（2⁃ ΔΔCt）

1.67 ± 0.30
2.96 ± 0.47

14.806
＜0.001

miR⁃378a⁃3p（2⁃ ΔΔCt）

1.71 ± 0.25
3.21 ± 0.60

14.383
＜0.001
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化氮释放引起血管收缩，减少瘤体血供抑制瘤体

生长，还可通过上调miR⁃125b的表达抑制血管瘤

细胞的生长并诱导细胞凋亡［11］。但是普萘洛尔停

药后存在复发现象，尤其是面部血管瘤，较其它血

管瘤复发更早、更频繁［12］。miRNAs具有调控血管

内皮细胞增殖、血管内皮生长因子表达、血管生成

信号转导等作用，与血管瘤进展以及对普萘洛尔

治疗反应性均存在密切关系［13⁃14］。

miR⁃199a⁃5p是miR⁃199家族成员，在恶性肿瘤

中可损害癌细胞增殖、侵袭和转移能力，发挥抑癌

基因作用，是多种恶性肿瘤的潜在生物标志

物［15］。miR⁃199a⁃5p在血管内皮细胞中表达，可促

使一氧化氮产生并提高一氧化氮生物利用度，调

控血管内皮细胞迁移、新生血管形成以及维持血

管稳态［16］。miR⁃199a⁃5p还参与血管内皮细胞一氧

化氮合酶/一氧化氮通路调节血管收缩和舒张，并

通过调控血管内皮生长因子表达调节新生血管形

成［17］。Wang等［5］研究发现miR⁃199a⁃5p在血管瘤

中表达降低，miR⁃199a⁃5p与增殖细胞核抗原表达

呈负相关，提示miR⁃199a⁃5p可抑制血管瘤内皮细

胞增殖。miR⁃199a⁃5p与婴幼儿面部血管瘤普萘洛

尔停药后复发是否存在关系尚不清楚，本研究发

现面部血管瘤普萘洛尔停药后复发患儿血清miR⁃
199a⁃5p 表达低于无复发患儿，治疗后瘤体分级

Ⅲ～Ⅳ级患儿血清 miR⁃199a⁃5p 表达高于Ⅰ～Ⅱ
级，说明miR⁃199a⁃5p表达与血管瘤普萘洛尔治疗

后瘤体缩小程度以及复发均有关。进一步回归分

析结果显示治疗后miR⁃199a⁃5p低表达是普萘洛尔

停药后血管瘤复发的危险因素，说明miR⁃199a⁃5p
表达缺失可能导致了增殖期面部血管瘤婴幼儿普

萘洛尔治疗后复发。分析原因可能为miR⁃199a⁃5p
通过下游靶基因Oxidored硝基含有结构域的蛋白 1
（oxidored nitro domain containing protein 1，NOR1）抑

制血管内皮生长因子表达［18］，miR⁃199a⁃5p表达缺

失则引起 NOR1，血管内皮生长因子上调，导致血

管瘤细胞增殖和治疗后复发。

miR⁃378a⁃3p属于miR⁃378家族成员，源自过氧

化物酶体增殖物激活受体 γ共激活因子 1⁃β基因

的第一个内含子，参与代谢、细胞生长和血管生成

等多种生物学过程，与肿瘤细胞增殖、侵袭和转

移，化疗耐药均有关［19］。通过高通量测序发现miR
⁃378a⁃3p在血管瘤中表达下调，且与血管瘤发生、

发展有关［20］。本研究无复发组治疗后血清 miR⁃
378a⁃3p表达较治疗前增高，复发组治疗前后血清

miR⁃378a⁃3p表达则无明显变化，说明miR⁃378a⁃3p
表达与血管瘤患儿对普萘洛尔治疗反应有关。分

析可能机制如下：首先，miR⁃378a⁃3p可通过靶向抑

制融合蛋白抑制剂间接调节声波刺猬蛋白信号通

路的下游靶基因血管内皮生长因子⁃A，抑制肿瘤

血管形成［21］；其次，miR⁃378a⁃3p 还可靶向抗增殖

蛋白⁃ErbB2转录因子 2，抑制细胞周期蛋白 D1表

达，促使细胞周期G1/S停滞，抑制内皮细胞增殖，

诱导内皮细胞凋亡增殖［22］。由此可见，miR⁃378a⁃
3p表达缺失可促使血管瘤内皮细胞增殖、迁移以

及血管网络形成，可能导致血管瘤进展，引起普萘

洛尔停药后复发。本研究结果显示治疗后瘤体分

级Ⅲ～Ⅳ级血清miR⁃378a⁃3p表达高于Ⅰ～Ⅱ级，

说明miR⁃378a⁃3p低表达与血管瘤普萘洛尔治疗低

反应有关，回归分析结果证实miR⁃378a⁃3p低表达

是增殖期面部血管瘤婴幼儿普萘洛尔停药后复发

的危险因素，验证miR⁃378a⁃3p与普萘洛尔停药后

复发的关系。

综上，增殖期面部血管瘤普萘洛尔停药后复

发患儿血清 miR⁃199a⁃5p、miR⁃378a⁃3p 表达均降

低，miR⁃199a⁃5p、miR⁃378a⁃3p低表达与普萘洛尔停

药后血管瘤复发有关。miR⁃199a⁃5p、miR⁃378a⁃3p
可作为增殖期面部血管瘤婴幼儿普萘洛尔停药后

复发评估的潜在指标。
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Factors
miR⁃199a⁃5p
miR⁃378a⁃3p
Hemangioma grading after treatment

β

-0.663
-0.409
0.395

SE

0.203
0.135
0.106

Wald

10.667
9.179

13.886

OR (95%CI)
0.515（0.346～0.767）
0.664（0.510～0.866）
1.484（1.206～1.827）

P

＜0.001
0.003

＜0.001

表 4 婴幼儿增殖期面部血管瘤普萘洛尔停药后复发影响因素Logistic回归方程

Table 4 Logistic regression equation of affecting factors for recurrence in infants with proliferating facial hemangioma after propranolol
withdrawal
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