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基于缺氧诱导因子及 ＰＩ３ＫＡＫＴｍＴＯＲ信号通路
诱导佐剂关节炎滑膜血管新生的实验观察
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［摘要］　目的　观察佐剂关节炎大鼠滑膜血管ＰＩ３ＫＡＫＴｍＴＯＲ信号通路及缺氧诱导因子（ＨＩＦ１α）、血管
内皮细胞生长因子（ＶＥＧＦＡ）、滑膜微血管密度（ＭＶＤ）表达。方法　采用随机数字表法将３０只大鼠均分成两
组：正常组，模型组，模型组采用弗氏完全佐剂建立佐剂关节炎模型。造模成功后１９ｄ，采用免疫组织化学法检
测滑膜血管ＭＶＤ表达，酶联免疫吸附法检测血清白介素６（ＩＬ６）、白介素１０（ＩＬ１０）、ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦＡ表达，免
疫印迹检测滑膜血管 ＰＩ３ＫＡＫＴｍＴＯＲ通路蛋白表达。结果　与正常组比较，模型组大鼠关节炎及 ＭＶＤ计数
升高，血清ＩＬ６、ＶＥＧＦ、ＨＩＦ１α和滑膜血管磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）、蛋白激酶 Ｂ１（ＡＫＴ１）、ｐＡＫＴ１、哺乳动物
雷帕霉素靶向蛋白（ｍＴＯＲ）表达显著升高，ＩＬ１０降低（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１）。结论　ＰＩ３ＫＡＫＴｍＴＯＲ通路过
度激活可能是引起滑膜血管新生的原因之一。
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　　类风湿关节炎（ＲＡ）炎症会造成关节变形、甚至
残废，严重影响患者生存质量。ＲＡ病理本质为血管
炎和滑膜炎［１］。滑膜炎和血管炎的形成过程受多种

因素调节，其中滑膜血管新生的形成与ＲＡ病理表现
密切相关。研究发现新生血管生成不仅是维持滑膜

细胞增生的必要条件，而且与滑膜炎症程度有关［２］。

ＲＡ滑膜血管新生机制复杂，近年来，磷脂酰肌醇３激
酶（ＰＩ３Ｋ）／蛋白激酶Ｂ（ＡＫＴ）信号通路和缺氧诱导因
子 １α（ＨＩＦ１α）表达失衡成为研究的热点［３］。

ＨＩＦ１α是缺氧状态下滑膜血管生成的核心调控因子，
ＨＩＦ１α可以通过合成一氧化氮使血管舒张，上调血
管内皮生长因子（ＶＥＧＦΑ）表达使滑膜血管通透性
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增加。而ＶＥＧＦΑ可以通过血小板衍生生长因子等
一系列作用，诱导血管内皮细胞迁移和增生，产生细

胞外基质，进而形成加重滑膜血管新生形成［４］。哺乳

动物雷帕霉素靶向蛋白（ｍＴＯＲ）是ＨＩＦ１α的正性调
节因子。ＰＩ３ＫＡＫＴｍＴＯＲ信号通路可以导致ＨＩＦ１ａ
含量增加，进而促进滑膜血管新生形成。笔者通过弗

氏完全佐剂（ＦＣＡ）复制佐剂关节炎（ＡＡ）大鼠模型，
通过观察ＡＡ大鼠滑膜血管新生表现，检测滑膜血管
ＰＩ３ＫＡＫＴｍＴＯＲ通 路 及 ＨＩＦ１α表 达，并 分 析
ＰＩ３ＫＡＫＴｍＴＯＲ信号通路、ＨＩＦ１α与滑膜血管新生
的关系，探讨ＲＡ滑膜血管新生的原因。
１　材料与方法
１．１　实验动物　大鼠：ＳＤ大鼠，由安徽省实验动物中
心提供。实验动物经安徽中医学院第一附属医院和基

础研究伦理委员会批准审核通过，清洁级标准饲养。

１．２　试剂　ＦＣＡ：Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ，批号：１１６Ｋ８７０６；ＨＩＦ１α：
Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司，ＵＳＡ，批号：２２０６１０４６１；ＶＥＧＦＡ试剂盒：
美国ｓａｎｔａｃｒｕｚ生物技术公司，批号：ｓｃ５０７；ＶＥＧＦＡ试
剂盒：圣塔克鲁兹公司，ＵＳＡ，批号：ｓｃ１０４５；ＭＶＤ试剂
盒：圣塔克鲁兹公司，ＵＳＡ，批号：ｓｃ３７６９７５；白细胞介
素６（ＩＬ６）、白细胞介素１０（ＩＬ１０）试剂盒：ＲＤ公司，
ＵＳＡ，批号：２０１３０１２２０５、２０１２１００２０４。羊抗 ＰＩ３Ｋ、鼠抗
ＡＫＴ１、兔抗ｐＡＫＴ１、兔抗ｍＴＯＲ抗体：圣塔克鲁兹公
司，ＵＳＡ，批号：ｓｃ４８６３７、ｓｃ５２９８、ｓｃ１３５６５０、ｓｃ８３１９；兔
抗内皮抑素（ＥＳ）：ａｂｃａｍ公司，ＵＳＡ，批号：ａｂ０１３８７。
１．３　仪器与设备　病理切片机：ＬＥＩＣＡ，德国，型号：
２２３５；显微摄像系统：ＯＬＹＭＰＵＳ，日本，型号：ＢＸ５１Ｔ
３２０００２；高速冷冻离心机：Ｓｉｇｍａ，德国，型号：２１６ＰＫ。
电泳仪：美国 Ａｍｅｒｓｈａｍ公司，型号：ＥＰＳ３０１；凝胶图
像分析仪：美国ＢｉｏＲＡＤ公司，型号：ＧｅｌＤｏｃＸＲ。
１．４　方法
１．４．１　模型制备与分组　采用随机数字表法将３０只
将大鼠均分为正常组和模型组。向模型组大鼠注射

ＦＣＡ０．１ｍＬ致炎，复制成 ＡＡ大鼠模型［５］，致炎后第１９
天开始检测指标。

１．４．２　血清ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦＡ、ＩＬ６、ＩＬ１０表达的检
测　采用 ＥＬＩＳＡ法检测大鼠血清 ＭＶＤ、ＨＩＦ１α、
ＶＥＧＦＡ。具体步骤依照试剂盒操作。
１．４．３　滑膜ＭＶＤ测定　将各组大鼠无菌取双膝关
节滑膜，常规制备石蜡包埋切片，行 ＳＡＢＣ法染色。
采用山羊抗鼠ＭＶＤ多克隆抗体标记血管内皮细胞
（一抗浓度稀释比例１∶２００），显微镜下观察各组血
管新生情况。在×１００倍的视野下计数３个微血管

密集区的微血管数，取其平均值表示ＭＶＤ［６］。
１．４．４　滑膜ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐＡＫＴ、ｍＴＯＲ蛋白检测　制
备滑膜组织蛋白样品，取１５μｇ总蛋白上样电泳、转膜，
封闭、孵育ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐＡＫＴ、ｍＴＯＲ一抗２ｈ，分别采
用抗羊、小鼠、兔二抗孵育１ｈ。用增强化学发光法显
色，曝光，冲洗，用扫描仪对胶片进行扫描、摄像；采用

图像分析软件对条带进行分析处理，计算各组条带的

灰度值，以条带与各组内参βａｃｔｉｎ灰度值的比值做为
滑膜ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐＡＫＴ、ｍＴＯＲ蛋白的表达量［７］。

１．５　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１７．０进行统计处理。
观测数据主要为计量资料，以 ｘ±ｓ表示，组间比较
为成组ｔ检验。相关性采用ＰＥＡＲＳＯＮ相关性分析。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　足跖肿胀度、关节炎指数的变化　关节炎模型复制
前，两组大鼠关节症状差异无统计学意义。致炎后，模型

组关节症状均明显高于正常组（Ｐ＜００１）。见表１。

表１　两组大鼠足跖肿胀度及关节炎指数变化 （ｘ±ｓ）

组别
鼠数

（只）

足跖肿胀度（％）
致炎前１ｄ 致炎１９ｄ

关节炎指数（分）

致炎１２ｄ 致炎１９ｄ
正常组 １５ １．３８±０．２７ ８．８６±２．４５ ０．００±０．００ ０．００±０．００
模型组 １５ １．４０±０．２５ ２５．４７±８．３６ ０．９６±０．０９ ４．７８±１．６３
ｔ值 ０．２１１ ７．３８４ ４１．３１２ １１．３５８
Ｐ值 ０．８３５ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

２．２　血清ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦＡ、ＩＬ６、ＩＬ１０变化　与正常
组比较，模型组大鼠血清ＩＬ６、ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦＡ明显升
高，ＩＬ１０表达降低（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。见表２。

表２　两组大鼠血清ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦＡ、ＩＬ６、ＩＬ１０比较
（ｘ±ｓ，ｎｇ／Ｌ）

组别
鼠数

（只）
ＨＩＦ１α ＶＥＧＦ ＩＬ６ ＩＬ１０

正常组 １５ ５９．７９±９．７８ ６５．７５±９．３５ ５５．７０±８．７５ ２８．２９±７．８９
模型组 １５ ６４．３４±１３．１２９８．１４±１２．１７７９．４６±１１．３６３６．４３±９．５７
ｔ值 １．０７７ ８．１７４ ６．４１８ ２．５４２
Ｐ值 ０．２９１ ＜０．００１ ＜０．００１ ０．０１７

２．３　大鼠滑膜血管 ＭＶＤ计数比较　模型组大鼠
滑膜组织新生血管丰富、数量多、密集，ＭＶＤ明显高
于正常组 （Ｐ＜０．０１）。见图１。
２．４　大鼠滑膜组织 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ１、ｐＡＫＴ１、ｍＴＯＲ蛋
白表达　与正常组比较，模型组大鼠滑膜组织
ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ１、ｐＡＫＴ１、ｍＴＯＲ均升高。见图２。
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　　Ａ：正常组（ＳＰ法，×２００），Ｂ：模型组（ＳＰ法，×２００），Ｃ：正常组

和模型组ＭＶＤ比较（与正常组比较，ａＰ＜０．０１）

图１　两组大鼠滑膜血管微血管密度变化

　　　　　　　　　　　　　与正常组比较，ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１

图２　两组大鼠滑膜ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐＡＫＴ、ｍＴＯＲ比较

２．５　相关性分析　相关性分析显示，ＨＩＦ１α与
ＭＶＤ、ＶＥＧＦＡ呈正相关，ＰＩ３Ｋ与 ＭＶＤ计数、
ｐＡＫＴ１蛋白呈正相关，ＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ１与 ＶＥＧＦΑ、
ＨＩＦ１α呈正相关，ｍＴＯＲ与 ＶＥＧＦＡ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ呈
正相关（Ｐ＜０．０５）。见表３。

表３　两组观察指标的相关性分析（ｒ值）

指 标 ＭＶＤ ＨＩＦ１α ＶＥＧＦＡ ｍＴＯＲ ＰＩ３Ｋ ＡＫＴ１
ＨＩＦ１α ０．１８３
ＶＥＧＦＡ ０．６０２ａ ０．５８２ａ

ｍＴＯＲ －０．４４５－０．３６７ －０．６０１ａ

ＰＩ３Ｋ －０．１７５ ０．１０６ ０．５２２ａ ０．５８６ａ

ＡＫＴ ０．５７７ａ－０．３２７ －０．０１８ ０．６０２ａ ０．３９０
ｐＡＫＴ１ ０．３１７ ０．５３７ａ ０．１５６ ０．３７１ ０．５６４ａ ０．４０２

　　注：采用ＰＥＡＲＳＯＮ相关性分析，ａＰ＜０．０５

３　讨论
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路激活、ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦΑ表达

失衡可能是滑膜血管新生的重要因素［８］。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
通路是ＲＡ滑膜血管新生的重要调节因子，ＨＩＦ１α是
调节氧稳态的转录因子，能够调节ＶＥＧＦΑ表达，进
而诱发血管形成和血管通透性增加［９１０］。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
通路过度激活会促使 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦΑ表达升高。
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路和ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦΑ表达之间的连系

点 是 ｍＴＯＲ。ｍＴＯＲ 是 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ下 游 底 物。
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ激活ｍＴＯＲ可以调节细胞增殖和生长。

ＰＩ３Ｋ具有调节细胞新陈代谢、增殖、凋亡的作
用。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路激活可参与组织细胞炎性反应
的增强，并导致低氧环境诱导的滑膜血管的分化、生

长，从而发挥其介导参与细胞生长、发育和血管调节

作用的生物学效应。ＰＩ３Ｋ的活化而使 ＡＫＴ发生磷
酸化。ＡＫＴ是 ＰＩ３Ｋ的效应器，ＰＡＫＴ通常被认为
是ＰＩ３Ｋ激活的标志。ＰＩ３Ｋ激活后逐渐激活 ＡＫＴ，
活化的ＡＫＴ能够促进细胞增殖、抑制凋亡，增加细
胞因子的基因表达［１１］。因此，ＰＩ３Ｋ激活 ＡＫＴ过程
中滑膜血管新生发生的重要启动点。同时，滑膜血

管生成与 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦΑ表达有关。ＨＩＦ１α是
ＶＥＧＦΑ激活和滑膜血管新生形成的调节蛋白，
ＨＩＦ１α的高表达可直接参与滑膜血管新生的形成。
ＨＩＦ１α可参与滑膜炎的发生、发展过程，ＨＩＦ１α表
达高低可反映关节炎症的程度。ＶＥＧＦΑ、ＨＩＦ１α
在ＲＡ滑膜血管新生中起直接诱导作用。ＶＥＧＦΑ
可致血管内皮细胞分裂、增殖，导致ＲＡ血管新生形
成。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路可调节 ＨＩＦ１α表达，进而诱导
ＶＥＧＦΑ表达［１２］。同时，ＶＥＧＦΑ 的分泌也受
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路的调节。本研究显示，ＡＡ大鼠滑膜
血管 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ表达升高，且 ＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ与
ＶＥＧＦΑ、ＨＩＦ１α呈正相关，而 ＶＥＧＦΑ、ＨＩＦ１α表
达随之升高。说明ＡＡ大鼠滑膜中ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路
的过度激活可能会上调 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦΑ的表达，
进而介导的转录活动，促进滑膜血管新生形成。本

次研究结果与文献［１３１４］研究结论一致。

ｍＴＯＲ对滑膜细胞的增殖分化起作用。滑膜炎
症的进一步增加会使关节腔处于缺氧的微环境中，

处于缺氧状态的滑膜细胞通过新生血管生成，导致

滑膜细胞炎性细胞不断浸润，恶性循环加重滑膜炎

症和关节炎程度。ＨＩＦ１α是缺氧状态下调控关节
腔微环境和滑膜血管新生的关键因子［１５］。ｍＴＯＲ
的激活可以明显增加 ＨＩＦ１α蛋白的合成。ｍＴＯＲ
在ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路过度激活后，可引起 ｍＴＯＲ通路
的激活，从而进一步导致 ＨＩＦ１α升高，加重滑膜炎
症和滑膜血管新生的形成。研究［１６］显示，ｍＴＯＲ能
增强缺氧诱导因子 ＨＩＦ１α的表达，而 ＨＩＦ１α表达
的增加，会进一步促进与滑膜血管新生密切相关的

ＶＥＧＦΑ表达，加重滑膜血管新生的形成。笔者研
究结果发现 ＡＡ大鼠滑膜血管出现新生变化时，
ｍＴＯＲ蛋白表达升高，同时，滑膜血管 ＨＩＦ１ａ和
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ＶＥＧＦ表达升高，相关性分析亦显示，ｍＴＯＲ与
ＶＥＧＦ表达呈正相关。提示ｍＴＯＲ、ＨＩＦ１ａ、ＶＥＧＦΑ
可能共同参与滑膜血管新生的过程。进一步联系

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ蛋白表达发现，ｍＴＯＲ表达与 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ
蛋白表达呈一定相关性。这说明ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号传
导通路的过度激活，可能会导致ｍＴＯＲ表达量增加，
进而刺激ＨＩＦ１ａ分泌升高，而ＨＩＦ１ａ表达升高会增
强其下游基因ＶＥＧＦΑ等的转录活性，促进滑膜新生
血管生成。此结果与 Ｌｉｎ等［１７］研究结论相似。研

究［１８］表明，ｍＴＯＲ可以增加 ＨＩＦ１α转录活性，增加
ＨＩＦ１α蛋白表达和合成；ｍＴＯＲ还可促进热休克蛋白
的表达，而热休克蛋白不但具有刺激滑膜炎性增加的

作用，还具有抑制ＨＩＦ１α蛋白的功能。
总之，根据以上研究结果，笔者推测ｍＴＯＲ一方

面受ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路诱导激活，一方面可以增加
滑膜ＨＩＦ１α蛋白的合成或抑制其降解，使得ＨＩＦ１α
蛋白水平增加，导致ＶＥＧＦＡ升高，从而通过促进滑
膜新生血管生长，参与滑膜炎症的过程和血管病变。
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