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佐剂性关节炎大鼠血小板微粒、血小板参数
及滑膜组织的变化
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［摘要］　目的　观察佐剂性关节炎（ＡＡ）大鼠外周血血小板微颗粒（ＰＭＰｓ）及血小板参数、滑膜组织血管
内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、内皮抑素（ＥＳ）、微血管密度（ＭＶＤ）的表达。方法　将２４只ＳＤ大鼠随机数字表法分为
健康对照（ＮＣ）组、模型对照（ＭＣ）组，通过注射弗氏完全佐剂复制ＡＡ模型。造模成功３０ｄ后，观察两组大鼠足
趾肿胀度（Ｅ）、关节炎指数（ＡＩ）、关节病理损伤指数（ＪＰＩ）、血小板参数、ＰＭＰｓ及滑膜 ＥＳ、ＶＥＧＦ、ＭＶＤ的变化。
结果　与ＮＣ组比较，ＭＣ组Ｅ、ＡＩ、ＪＰＩ、ＭＶＤ、血小板参数（ＰＬＴ、ＰＣＴ）、ＰＭＰｓ及滑膜ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达升高，滑膜
ＥＳｍＲＮＡ表达降低，ＶＥＧＦｍＲＮＡ／ＥＳｍＲＮＡ升高。相关性分析结果表明ＰＭＰｓ与血小板参数ＰＬＴ、ＰＣＴ呈正相
关；ＰＭＰｓ与ＡＩ、Ｅ、ＪＰＩ、ＭＶＤ、ＶＥＧＦｍＲＮＡ、ＶＥＧＦｍＲＮＡ／ＥＳｍＲＮＡ呈正相关；ＰＬＴ与Ｅ、ＭＶＤ呈正相关；ＰＣＴ与
Ｅ、ＡＩ呈正相关（Ｐ＜０．０５）。结论　ＡＡ大鼠ＰＭＰｓ表达升高可能是引起ＶＥＧＦ／ＥＳ表达失衡，导致滑膜组织血管
增生、关节损伤的原因。
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　　类风湿关节炎（ＲＡ）是一种可致多系统受累的、
慢性、侵袭性自身免疫性疾病，以关节滑膜慢性炎症

为基本病理特征。滑膜组织血管增生形成血管翳对

关节软骨的侵蚀，是造成 ＲＡ关节功能障碍的最主

要原因。近年来血小板参数及血小板微粒的异常表

达［１２］、促血管生长因子／抑制血管生长因子的表达
失衡［３４］成为 ＲＡ关节病变发病机制研究的热点。
本研究通过观察 ＡＡ大鼠外周血血小板微颗粒
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（ＰＭＰｓ）、血小板参数（ＰＬＴ、ＰＣＴ、ＰＤＷ、ＭＰＶ）、滑膜
组织血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、内皮抑素（ＥＳ）及
滑膜微血管密度（ＭＶＤ）的变化，以探讨 ＰＭＰｓ、血小
板参数及ＶＥＧＦ、ＥＳ在ＲＡ病变中的作用机制。
１　材料与方法
１．１　动物及饲喂　雄性清洁级 ＳＤ大鼠２４只，购
于安徽省实验动物中心［动物许可证号：ＳＹＸＫ（皖）
２０１５０６］，大鼠体质量（２００±２０）ｇ，饲喂于安徽中
医药大学实验中心动物房，动物房环境保持安静，温

度１８～２６℃，相对湿度４０％ ～７０％，保持通风排气
１０～２０次／小时。
１．２　试剂　弗氏完全佐剂购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；
ＣＤ３１检测试剂盒、ＳＰ试剂盒和 ＤＡＢ试剂免疫组织
化学染色试剂盒购自北京中杉金桥生物有限公司；

Ｔｒｉｚｏｌ购 自 ＩＮＶＩＴＲＯＧＥＮ 公 司 提 供 （批 号：

１５５９６０２６）；逆转录试剂盒购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司
（批号：Ｋ１６２２）；荧光定量试剂购自北京康为世纪生
物科 技 有 限 公 司 （批 号：ＣＷ０９５６）；引 物 由
ＩＮＶＩＴＲＯＧＥＮ公司合成；藻红蛋白（ＰＥ）标记的
ＣＤ４１、异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）标记的 ＣＤ６１抗体购
自美国 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司，批号为 Ｂ１８８０６４、Ｂ１８１０８４。
标准荧光微珠购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，ｙｅｌｌｏｗｇｒｅｅｎ
１ｕｍ，批号：ＭＫＢＴ２８４１Ｖ。
１．３　主要仪器　足趾容积测量仪：北京吉安得尔科
技有限公司，型号：ＹＬＳ７Ｂ；电子天平：上海力衡仪
器仪表有限公司，型号 ＭＸＸ５００１；ＳｙｓｍｅｘＸＴ２０００ｉ
全自动血细胞分析仪器；组织石蜡包埋机：德国徕卡

（ＬＥＩＣＡ）公司，型号：Ａ１３０３９５；石蜡切片机：德国
ＬＥＩＣＡ公司，型号：ＲＭ２２４５；组织脱水机：德国
ＬＥＩＣＡ公司，型号：ＡＳＰ３００Ｓ；漂片机：美国伯明斯顿
（Ｂｌｏｏｍｉｎｇｔｏｎ）公司，型号：ＭＰ２２０；烘片机：德国
ＬＥＩＣＡ公司，型号：ＨＩ１２２０；染色机：德国赛利
（ＳＬＥＥ）公司，型号：ＭＡＳ。显微镜：日本奥林巴斯
（ＯＬＹＭＰＵＳ）公司，型号：ＴＧｒａｄｉｅｎｔＴｈｅｒｍｏｂｌｏｃｋ９６
ＰＣＲ扩增仪：德国Ｂｉｏｍｅｔｒａ公司；ＥｐｉｃｓＸＬ型流式细
胞仪：美国Ｂｅｃｋｍａｎｃｏｕｌｔｅｒ公司。
１．４　方法
１．４．１　模型复制及指标检测　大鼠适应性饲养７ｄ
后，按照随机数字表法分为健康对照（ＮＣ）组、模型
对照（ＭＣ）组，每组１２只。向模型组大鼠右后足跖
皮内注射弗氏完全佐剂致炎，注射量为 ０．１
ｍＬ／１００ｇ，制成佐剂性关节炎（ＡＡ）模型。致炎后
３０ｄ用１０％的水合氯醛（０．３５ｍＬ／１００ｇ）腹腔注射

麻醉，无菌环境下取大鼠膝关节滑膜组织，免疫组织

化学法检测滑膜组织ＣＤ３１表达计算滑膜ＭＶＤ值、
ＰＣＲ法检测滑膜组织 ＶＥＧＦｍＲＮＡ、ＥＳｍＲＮＡ表达；
取外周血流式细胞术检测血小板微粒表达。

１．４．２　足趾肿胀度、关节炎指数测定　足趾肿胀度
（Ｅ）：分别在模型复制前１天、致炎后３０天测量各
组大鼠足跖容积，计算各组大鼠足跖肿胀度。足跖

肿胀度［５］＝（Ｖｔ－Ｖｎ）／Ｖｎ×１００％（Ｖｎ、Ｖｔ分别代表
致炎前后足跖容积）。

关节炎指数（ＡＩ）：致炎后第３０天观察并记录
全身关节病变程度，根据未注射佐剂的其余３只肢
体的病变程度累积积分，计算出各组大鼠ＡＩ。０分：
无红肿；１分：小趾关节红肿；２分：趾关节和足跖肿
胀；３分：踝关节以下的足爪肿胀；４分：包括踝关节
在内的全部足爪肿胀［６］。把各个关节的积分累计

起来，即为每只大鼠的ＡＩ分值。
１．４．３　大鼠滑膜 ＪＰＩ、ＭＶＤ、ＥＳ、ＶＥＧＦ的检测　关
节病理损伤指数（ＪＰＩ）评定：末次用药２４ｈ后将动
物处死，切开大鼠右侧足趾关节。各组大鼠取后足

远端趾间关节，用４％多聚甲醛固定２４ｈ后，１０％乙
二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）脱钙５周；脱钙完全后，石蜡包
埋，切片，ＨＥ染色。采用 ＨＥ染色方法进行分级评
定［７］。即为每只大鼠的ＪＰＩ值。

ＭＶＤ的检测：末次用药２４ｈ后将动物处死，无
菌环境取膝关节滑膜组织，固定、包埋、切片后行免

疫组织化学学染色。ＣＤ３１抗体按１∶１００稀释，显色
后封片，以细胞胞浆或胞核中出现黄色或棕褐色颗

粒为阳性反应。免疫组织化学染色的半定量判定：

采用图像分析软件（美国 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ专业图像
分析软件系统，美国ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ公司）进行图
像分析，按照 Ｗｅｉｄｎｅｒ的方法［８］进行着色的微血管

计数即为微血管密度（ＭＶＤ）值。
滑膜 ＶＥＧＦ、ＥＳｍＲＮＡ检测：ＰＣＲ法检测大鼠

滑膜ＥＳ、ＶＥＧＦ的表达。取大鼠滑膜组织用匀浆器
匀浆，用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒提取总 ＲＮＡ按照 ＭＭｕｌｖ反
转录试剂盒说明书提供的方法进行反转录。引物序

列：ＶＥＧＦ序列：Ｆｏｒｗａｒｄ５′ＣＧＧＴＴＣＣＡＧＡＡＧＧＧＡ
ＧＡＧＧＡ３′，Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＣＴＧＧＧＡＣＣＡＣＴＴＧＧＣ
ＡＴＧＧ３′；ＥＳ序列 Ｆｏｒｗａｒｄ５′ＣＧＧＧＴＣＡＴＧＣＧＧ
ＡＣＡＧＴＴＣＧＣ３′，Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＣＣＧＧＡＣＴＧＴＴＣＧ
ＧＣＴＧＡＧＧＴ３′；采用实时荧光定量 ＰＣＲ法进行
ｍＲＮＡ表达量分析，数据分析计算方法为 ２－△△Ｃｔ，
计算目的基因相对表达量。
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１．４．４　外周血血小板参数、血小板微粒的检测　血
小板参数的检测：采用ＳｙｓｍｅｘＸＴ２０００ｉ全自动血细
胞分析仪器检测大鼠血小板参数。

血小板微粒的检测：末次用药２４ｈ后，腹腔注
射１０％水合氯醛溶液（０．３５ｍＬ／１００ｇ）麻醉，打开
腹腔，行腹主动脉采血２ｍＬ，以枸橼酸钠抗凝，８００
ｒ／ｍｉｎ室温离心２０ｍｉｎ，分离血浆，上层液为富血小
板血浆（ＰＦＰ），每管取ＰＦＰ５０μＬ，加入１μＬ标准荧
光微珠，ＣＤ６１ＦＩＣＴ和 ＣＤ４１ＰＥ各５μＬ，加样后室
温避光孵育３０ｍｉｎ，使荧光单抗与血小板微粒特异
性结合，检测前用 ＰＢＳ溶液将容积调整至０．５ｍＬ，
上机检测前取０．５ｍＬＰＢＳ中加入１μＬ标准荧光微
球以直径 １μｍ标准荧光微球进行定位对照及设
门，对门内颗粒（微颗粒直径在０～１μｍ）进行分
析，ＣＤ６１ＦＩＴＣ和ＣＤ４１ＰＥ双阳性颗粒为ＰＭＰｓ。结
果经ＦＡＣＳＡｒｉａ流式细胞仪 ＦｌｏｗＪｏ软件进行分析后
输出。

１．５　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１７．０软件包进行统
计学处理。实验数据主要为计量资料，用 ｘ±ｓ表
示，均先行正态性检验，两组间比较采用 ｔ检验；相
关性分析采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析。检验水准为
０．０５。
２　结果
２．１　ＡＡ大鼠外周血ＰＭＰｓ及血小板参数的变化　
与ＮＣ组比较，ＭＣ组 ＰＭＰｓ、血小板参数 ＰＬＴ、ＰＣＴ
明显升高（Ｐ＜０．０５）。见表１，图１。

图１　ＡＡ大鼠外周血ＣＤ６１＋ＣＤ４１＋ＰＭＰｓ的表达

２．２　各组大鼠足趾肿胀度、关节炎指数的变化　致
炎３０天，与 ＮＣ组相比较，ＭＣ组大鼠 Ｅ、ＡＩ显著升
高（Ｐ＜０．０５）。见表２。

表２　各组大鼠足趾肿胀度、关节炎指数的变化（ｘ±ｓ）

组别
鼠数

（只）

Ｅ（％）

致炎前 致炎３０ｄ

ＡＩ（分）

致炎前 致炎３０ｄ

健康对照组 １２ １．４５±０．４４ ２．５８±１．０４ ０．１４±０．０９０．３６±０．１４

模型对照组 １２ １．７６±０．３８２１．０６±６．９５ ０．２６±０．１８６．３７±１．６２

ｔ值 １．８４７ ９．１１０ ２．０６６ １２．８０４

Ｐ值 ０．０７８ ＜０．００１ ０．０５５ ＜０．００１

２．３　各组大鼠ＪＰＩ、ＭＶＤ、ＶＥＧＦ、ＥＳ的变化　与ＮＣ
组相比较，ＭＣ组大鼠 ＪＰＩ、ＭＶＤ显著升高，滑膜
ＶＥＧＦｍＲＮＡ显著升高，滑膜 ＥＳｍＲＮＡ显著降低，
ＶＥＧＦｍＲＮＡ／ＥＳｍＲＮＡ显著升高。见表３及图２。

表１　ＡＡ大鼠外周血ＰＭＰｓ及血小板参数的变化（ｘ±ｓ）

组别 鼠数（只）ＣＤ６１＋ＣＤ４１＋ＰＭＰｓ（％） ＰＬＴ（ｎｇ／Ｌ） ＰＣＴ（ｎｇ／Ｌ） ＰＤＷ（ｎｇ／Ｌ） ＭＰＶ（ｎｇ／Ｌ）

健康对照组 １２ ６５．２８±３．８２ １０５３．２８±１９６．４９ ０．８７±０．１７ １０．３４±１．３２ ８．５７±０．９２

模型对照组 １２ ７９．８６±４．０７ １３９１．５２±２０１．２４ １．２３±０．２１ １１．２７±１．２１ ９．２７±０．９１

ｔ值 ９．０４８ ４．１６６ ４．６１６ １．７９９ １．８７４

Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ０．０８６ ０．０７４

　　注：ＡＡ为佐剂性关节炎，ＰＭＰｓ为血小板微粒，下表同

表３　各组大鼠ＪＰＩ、ＭＶＤ、ＶＥＧＦ、ＥＳ的变化（ｎ＝１２，ｘ±ｓ）

组别 例数 ＪＰＩ ＭＶＤ ＶＥＧＦｍＲＮＡ ＥＳｍＲＮＡ ＶＥＧＦｍＲＮＡ／ＥＳｍＲＮＡ

健康对照组 １２ ０．７１±０．４２ １．３７±０．３８ １．１２±０．２７ ４．６７±１．４６ ０．２５±０．１７

模型对照组 １２ ７．２３±２．４３ ２．２７±０．７２ ３．０８±０．２６ ２．８２±１．２５ １．３３±０．３４

ｔ值 ９．１５９ ３．８２９ １８．１１４ ３．３３４ ９．８４２

Ｐ值 ＜０．００１ ０．００１ ＜０．００１ ０．００３ ＜０．００１

　　注：ＪＰＩ为关节病理损伤指数，ＭＶＤ为微血管密度，ＶＥＧＦ为血管内皮生长因子，ＥＳ为内皮抑素
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图２　滑膜组织病理、ＣＤ３１的表达及ＶＥＧＦ、ＥＳ溶解曲线

２．４　各组大鼠 ＰＭＰｓ与实验指标的相关性分析　
Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析结果表明，ＣＤ６１＋ＣＤ４１＋ＰＭＰｓ
（％）与血小板参数 ＰＬＴ、ＰＣＴ呈正相关；ＣＤ６１＋

ＣＤ４１＋ＰＭＰｓ（％）与 Ｅ、ＡＩ及 ＪＰＩ、ＭＶＤ、ＶＥＧＦｍＲ
ＮＡ、ＶＥＧＦｍＲＮＡ／ＥＳｍＲＮＡ呈正相关；血小板参数
ＰＬＴ与足趾肿胀度、ＭＶＤ呈正相关；血小板参数
ＰＣＴ与Ｅ、ＡＩ呈正相关（Ｐ＜０．０５）。见表４。

表４　各组大鼠血小板微粒与实验指标相关性分析

指标 ＰＭＰｓ（％）ＰＬＴ（ｎｇ／Ｌ）ＰＣＴ（ｎｇ／Ｌ）ＰＤＷ（ｎｇ／Ｌ）ＭＰＶ（ｎｇ／Ｌ）
足趾肿胀度 ０．６３７ａ ０．５３９ａ ０．３７２ａ ０．１２７ ０．１４６
关节炎指数 ０．７１６ａ ０．２９２ ０．３５７ａ ０．２２１ ０．２３１
关节病理损伤指数 ０．４７５ａ ０．３１７ ０．１２６ ０．２５５ ０．２１７
ＭＶＤ ０．６７２ａ ０．３３６ａ ０．２２１ ０．２７３ ０．０２２
ＣＤ６１＋ＣＤ４１＋ＰＭＰｓ － ０．５２６ａ ０．４２８ａ ０．１６５ ０．１７６
ＶＥＧＦｍＲＮＡ ０．４７２ａ ０．３１２ ０．２７３ ０．１６２ ０．１６３
ＥＳｍＲＮＡ －０．３０２ －０．２４７ －０．１６８ －０．１０２ －０．２５２
ＶＥＧＦｍＲＮＡ／ＳｍＲＮＡ ０．６２８ａ ０．３０７ ０．２４１ ０．１４７ ０．２３１

　　注：表中为ｒ值，ａＰ＜０．０５

３　讨论
ＲＡ滑膜组织血管新生、血管翳的形成，可破坏

关节软骨面，导致关节功能障碍。有研究发现 ＲＡ
血小板细胞的异常变化与 ＲＡ疾病活动密切相
关［９１０］。传统的观点认为血小板活化、聚集可发挥

凝血、止血、参与炎性反应等作用，而最近的研究表

明血小板活化后可通过分泌 ＰＭＰｓ参与免疫调节、
血管新生［１０１１］等重要生理病理学进程。而在ＲＡ的
滑膜病变中，血管新生相关生长因子的表达失衡尤

为显著。血小板活化及血小板微颗粒表达异常、血

管生长因子的分泌失衡，可诱发一系列免疫平衡的

紊乱引起滑膜血管增生。

佐剂性关节炎大鼠模型是现在较为认可的 ＲＡ
动物模型，弗氏完全佐剂造模后，动物关节的持续、

慢性病变与人 ＲＡ病变相类似。本研究观察到 ＡＡ

大鼠滑膜组织 ＣＤ３１表达显著升高，ＭＶＤ明显上
调，表明ＡＡ大鼠滑膜组织出现血管增生及血管翳
的形成。同时本研究发现模型组大鼠滑膜 ＶＥＧＦ
ｍＲＮＡ显著升高，滑膜 ＶＥＧＦｍＲＮＡ显著降低，
ＶＥＧＦｍＲＮＡ／ＥＳｍＲＮＡ显著升高，提示ＡＡ大鼠滑
膜组织的微血管增生与ＶＥＧＦ的表达升高，ＥＳ表达
降低及ＶＥＧＦ／ＥＳ的表达升高有关。

促血管生长因子／抑制血管生长因子失衡是
ＲＡ血管增生的重要因素［１２］。在多种以血管病理性

增生为发病特征的疾病中 ＶＥＧＦ与 ＥＳ之间的表达
失衡被认为是诱导血管增生的发病机制之一［１３１４］。

ＶＥＧＦ可磷酸化胞内酪氨酸残基，诱发内皮细胞周
围局部基底膜分解。在缺氧环境下ＶＥＧＦ可增加血
管通透性，调控血管内皮细胞形成血管芽诱导血管

新生［１５］。ＥＳ是已知研究发现的最有力的内源性血
管生成抑制因子，可抑制内皮细胞增殖、降低迁移及

血管芽成管，诱导内皮细胞凋亡进发挥抗血管新生

作用［１６１７］。本研究中 ＡＡ大鼠滑膜 ＶＥＧＦ表达升
高，ＥＳ表达降低，表明 ＡＡ大鼠滑膜组织促血管生
长因子／抑制血管生长因子状态失衡，进而促进了内
皮细胞增殖，导致滑膜血管增生。

相关性分析表明ＰＭＰｓ与血小板参数 ＰＬＴ、ＰＣＴ
存在正相关；前期的研究证明 ＡＡ大鼠存在血小板
参数（ＰＬＴ、ＰＣＴ）及血小板活化因子（ＰＡＦ）的异常升
高，表明 ＡＡ大鼠存在血小板异常活化［１０１８］。本次

研究中ＡＡ大鼠血小板参数（ＰＬＴ、ＰＣＴ）及 ＰＭＰｓ表
达率ＣＤ６１＋ＣＤ４１＋ＰＭＰ％显著高表达，表明 ＡＡ大
鼠血小板活化后血小板微粒释放增多。进一步的研

究表明 ＣＤ６１＋ＣＤ４１＋ＰＭＰｓ与 Ｅ、ＡＩ、ＭＶＤ、ＶＥＧＦ
ｍＲＮＡ、ＶＥＧＦｍＲＮＡ／ＥＳｍＲＮＡ呈正相关，提示
ＰＭＰｓ的高表达导致ＡＡ滑膜组织ＶＥＧＦ／ＥＳ的平衡
失衡。

ＰＭＰｓ是血小板细胞在活化后细胞膜向外伸展
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变形以出芽方式形成囊泡而释放或伪足断裂脱落进

入微循环所形成的小囊泡，其直径一般小于 １
μｍ［１９］。ＰＭＰｓ具有整套的血小板膜蛋白和膜脂质
等结构，其膜表面可表达血小板膜糖蛋白、血小板活

化因子、粘附分子、整合蛋白等。有研究表明血小板

微粒ＰＭＰｓ可促进血管内皮生长因子分泌增多［２０］。

而在多种血管病理性增生疾病中 ＰＭＰｓ均存在异常
表达［２１２３］。因此 ＡＡ大鼠 ＰＭＰｓ表达升高可上调
ＶＥＧＦ表达，导致促血管生成因子 ＶＥＧＦ／抑制血管
生成抑制 ＥＳ平衡失衡，诱导滑膜组织血管新生及
关节损伤。
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