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［摘 要］ 目的：探讨血管内皮生长因子（=1>?）和肿瘤坏死因子 $!（+’? $!）在佐剂关节炎（@@）大鼠滑膜组

织中的表达及其与关节病理积分的关系。方法：建立 @@ 大鼠模型，常规 A1 染色，计算关节病理积分，并用免疫组

织化学染色检测 =1>? 和 +’? $!蛋白表达。结果：@@ 组大鼠滑膜 =1>? 和 +’? $!蛋白表达在 # 周、. 周及 !" 周时

均明显高于健康对照组（均 ! B "C"/），且二者均与关节病理积分呈显著正相关（均 ! B "C"/），二者之间亦呈显著正

相关（均 ! B "C"/）。结论：=1>? 和 +’? $!在关节炎的形成及发展过程中起重要作用，二者互相作用并影响滑膜新

生血管的形成。

［关键词］ 内皮生长因子；肿瘤坏死因子；滑膜；关节炎，实验性；关节炎，类风湿

［中图分类号］ D#&# ［文献标识码］ @

肿瘤坏死因子 $!（<E2(F 8,6F(G4G H36<(F，+’? $!）

是类风湿性关节炎（F;,E23<(45 3F<;F4<4G，D@）发病过程

中极为重要的炎性细胞因子［/］，+’? $!可抑制滑膜

细胞凋亡，促进滑膜细胞增生。近几年研究表明血

管内 皮 生 长 因 子（ I3G6E-3F ,85(<;,-43- 9F(7<; H36<(F，
=1>?）对内皮细胞生长有重要作用，它能促进血管增

生和增强血管通透性［!］。=1>? 在 D@ 形成及发展过

程中的作用，以及 =1>? 与 +’? $!的关系报道较

少。本研究通过佐剂关节炎（35JEI38< 3F<;F4<4G，@@）

大鼠模型，观察 @@ 滑膜 =1>? 与 +’? $!蛋白表达

与病理积分的关系，探讨 =1>? 与 +’? $!在 D@ 发

病过程中的作用及其机制。

材 料 和 方 法

! 动物及试剂

%" 只 & 周龄健康 K4G<3F 雄性大鼠，体重（/*0 L
/0）9，购于山东大学西校区实验动物中心。卡介苗

（MN>）：由兰州生物制品研究所生产。完全弗氏佐剂

（6(2O-,<, ?F,E85’G 35JEI38<，N?@）：由美国 >4P6( 公司

生产。兔抗大鼠单克隆抗体 =1>?（’() M@"%"*）与

+’?$!（’() M@"/#/）、二抗羊抗兔血清、免疫组化成

套试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司。

" 分组及模型复制方法

随机将大鼠分成 ! 组，对照组：/& 只；佐剂关节

炎（@@）组：!% 只。无菌条件下，取 @@ 组大鼠的右足

垫，皮内注射 "C/ 2Q N?@（含 MN> / 29），对照组在同

部位注射 "C/ 2Q 生理盐水。

# 病理学和免疫组织化学检测及半定量分析

接种 N?@ 后第 # 周分别处死大鼠对照组 % 只、

@@组 . 只；第 . 周、!" 周分别处死大鼠对照组各 &
只，@@ 组各 . 只。无菌取踝关节滑膜组织，用 /"R
的甲醛液固定，以备做病理及免疫组织化学检测。

常规 A1 染色，光镜下观察组织形态变化，并参照文

献［#］的标准计算关节病理积分：正常为 " 分；滑膜轻

度炎症增生为 / 分；滑膜中度炎症增生为 ! 分；滑膜

中度炎症增生及轻度软骨及骨改变为 # 分；有严重

滑膜炎、纤维增生、软骨及骨破坏为 % 分。

免疫组化检测用 S@MN（链霉亲和素生物素酶复

合物）法，阴性对照 TMS 代替一抗，UM@ 显色，苏木素

复染，光镜下观察。=1>? 与 +’? $!阳性细胞均为

细胞浆着色，呈颗粒状的棕黄色或棕褐色。阳性细

胞的计数用目镜网格测微尺（/" V /" 方格表）进行半

定量计数，滑膜组织 +’? $!及 =1>? 阳性细胞数均

按以下计算：每个切片随机取 0 个高倍视野，分别计

算每个视野 0 V /" 方格中的 =1>? 或 +’? $!阳性细

胞数占该区域中细胞总数的百分数，求其平均值。

$ 统计学处理

用 STSS /"C" 统计软件包进行处理，数据用"" L
# 表示，采用 $ 检验。
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结 果

! "" 大鼠滑膜病理学改变及关节病理积分

!#! 病理学改变 正常对照组滑膜层有 ! " # 层滑

膜细胞较疏松的平行排列，滑膜下层为疏松层，有丰

富的血管、淋巴、脂肪及肽能神经构成。$$ 组 # 周

时滑膜充血水肿，有灶性坏死及纤维蛋白性渗出，可

见到大量淋巴细胞、单核细胞及少量中性粒细胞浸

润。% 周时滑膜内有大量淋巴细胞、浆细胞及单核巨

噬细胞呈局限性或弥漫性浸润。滑膜细胞增生，层

次增多，可见到多核巨细胞，细胞核位于细胞浆外

周，成花环状排列（图 &）。可见肉芽组织及血管翳形

成。!’ 周时 $$ 组滑膜细胞明显增多，排列紊乱，滑

膜下层有淋巴细胞、单核细胞、及浆细胞浸润，软骨

呈纤维素样坏死。

!#$ $$大鼠不同时期的关节病理积分 由表 & 可

以看出接种 ($) # 周、% 周、!’ 周 $$ 组大鼠滑膜病

理积分均明显高于正常对照组（均 ! * ’+’&）。

表 ! "" 大鼠不同时期的关节病理积分

,-. & /0123 4-35060718-6 980:; 0< $$ :-39 12 =1<<;:;23 93-7;9（!" > #）

?:0@4 $ # A;;B9 % A;;B9 !’ A;;B9
(023:06 C ’ ’ ’
$$ % #+’ > ’+C" #+! > ’+C" !+’ > ’+%"

" ! * ’+’& %# 8023:06+

$ %&’( 与 )*( +!的染色结果

正 常 对 照 组 大 鼠 的 滑 膜 组 织 中 仅 见 少 量 的

DE?) 与 ,F) "!阳性细胞，而在 $$ 大鼠接种 ()$ #
周、% 周、!’ 周滑膜组织中的 DE?) 与 ,F) "!阳性细

胞数均明显高于对照组（均 ! * ’+’&），主要为滑膜

细胞、血管内皮细胞及单核 " 巨噬细胞（图 ! " C）。

表 $ "" 大鼠滑膜 %&’( 与 )*(+!阳性细胞百分率

,-. ! ,5; 4;:8;23-7; 0< DE?) -2= ,F) "!409131G; 8;669 12 35; 9H20G1@I 0< $$ :-39（J K!" > #）

?:0@4 $
# A;;B9

DE?) ,F) "!

% A;;B9
DE?) ,F) "!

!’ A;;B9
DE?) ,F) "!

(023:06 C L+’ > ’+% L+L > &+’ L+! > &+’ L+# > ’+% L+# > ’+L L+M > ’+L
$$ % LM+& > M+&" LL+# > !+C" LM+# > M+’" LM+& > M+#" #!+’ > #+L" #’+M > !+N"

" ! * ’+’& %# 8023:06+

, %&’( 蛋白表达与大鼠关节病理积分的关系

表达 DE?) 阳性的细胞百分数与关节病理积分

在 # 周、% 周及 !’ 周均呈显著正相关关系（ & 分别等

于 ’+N%M、’+NN% 及 ’+NLO，均 ! * ’+’&）。

- )*( +!蛋白表达与大鼠关节病理积分的关系

表达 ,F) "!阳性的细胞百分数与关节病理积

分在 # 周、% 周及 !’ 周均呈显著正相关关系（ & 分别

等于 ’+NOO，’+NNL 及 ’+NO%，! * ’+’&）。

. %&’( 与 )*( +!蛋白表达的相关关系表达

DE?) 及 ,F) "!阳性的细胞百分数在 # 周、% 周

及 !’ 周均呈显著正相关关系（ & 分别等于 ’+NN%、

’+NN% 及 ’+NN&，! * ’+’&）。

讨 论

DE?) 是一个分子量约为 MC BP 的高度糖基化

的碱性蛋白，是内皮细胞的特异性有丝分裂原［M］，可

促进内皮细胞增殖，参与血管分化和生成［L，C，&#］，提

高血管通透性，促使炎性细胞渗出。促进内皮细胞

血浆蛋白溶酶激活物，并诱导组织因子、蛋白水解酶

等在内皮细胞的表达，从而改变血管外基质诱导血

管形成［O］。本研究发现正常的滑膜组织也少量表达

DE?) 和 ,F) "!，提示 DE?) 和 ,F) "!在维持滑膜

的正常功能中起一定作用。接种完全免疫佐剂 # 周

后 $$ 大鼠关节滑膜层及滑膜下层有大量的 DE?)
和 ,F) "!阳性细胞，表达 DE?) 和 ,F) "!的阳性

细胞百分率均显著高于正常对照组，其中主要是炎

性浸润细胞中的单核巨噬细胞、浆细胞及少量的滑

膜细胞［%］；% 周后，$$ 大鼠滑膜组织以滑膜细胞呈

肿瘤样增生，大量新生血管形成为特点，表达 DE?)
和 ,F) "!阳性的细胞主要是滑膜细胞、新生血管内

皮细胞及部分浸润的炎性细胞；!’ 周后，$$ 大鼠滑

膜组织部分纤维化，此期的 DE?) 和 ,F) "!阳性表

达细胞较 % 周时已明显减少，但仍显著高于正常对

照组。而且，各阶段 DE?) 和 ,F) "!阳性表达细胞

百分数与关节病理积分均呈正相关，表明 DE?) 和

,F) "!可能是滑膜炎进展过程中重要的细胞因子，

直接通过滑膜细胞、血管内皮细胞及浸润的单核巨

噬细胞等起作用，DE?) 的主要靶细胞是血管内皮细

胞，通过增加血管内皮细胞的有丝分裂，促进新生血

管形成，通过增强血管的通透性，促进炎性渗出，进

而促进炎症的形成和发展。因此，DE?) 在关节炎的

形成及病理进展过程中有极其重要的作用。各阶段

,F) "!与 DE?) 阳性表达细胞百分数均呈显著正相

关，表明："DE?)的分泌受,F) "!的调节，即,F)

·&!’!·
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!!参与炎症调控，可能主要通过上调 "#$% 的分泌

而促进滑膜新生血管的形成［&，’(］。)*% !!直接或间

接通过滑膜细胞、血管内皮细胞及浸润的单核巨噬

细胞等起作用，增强血管的通透性，促进炎性渗出，

进而促进炎症的形成和发展［’’］。""#$% 与 )*% !!
在 ++ 发病过程中互相影响［’,］，共同发挥作用。这

些发现为今后运用单克隆抗体治疗类风湿性关节炎

提供了有力的理论依据。
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