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反义 VEGF 165 基因关节腔注射抑制大鼠胶原性关节炎形成的病理观察
Inhibition of rheumatoid arthritis by adenovirus mediated antisense VEGF165 gene injection into joint cavity 

in rats 
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[摘要] 町的:观察反义血管内皮生长因子(VEGF)l 65 基因体内转染对大鼠类风湿关节炎形成的影响。方徐: Wistard 大

鼠 30 只，关节炎诱导 2 周后随机等分为 3 组，并分别给予相应处理 :A 组(关节腔注射 100μl 生理盐水)、B 组(关节腔注射 100

μl 空病毒载体)和 C 组(关节腔注射 100μl 反义 VEGF165 重组腺病毒); 4 周后处死大鼠，对关节炎的发病情况、病理评分、X

线放射学评分结果进行对比研究。结果:给药 4 周后， C 组大鼠的关节肿胀程度明显轻于 A、B 组 C 组的病理评分低于 A、B

组;藏红花红染色显示 C 组关节软骨多糖破坏轻于 A、B 组。结伦:腺病毒介导的反义 VEGF 基因转染可以有效地减轻胶原

性关节炎的症状，减轻滑膜血管磐对关节软骨的破坏和病理改变。
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2.1 大体观察 致敏 2 周后，各组大鼠关节肿胀，关节炎形

成。关节腔注射后， C 组大鼠关节肿胀程度明显轻于 A 、B 两

组 (P<O. 05 ，图1)。
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关节腔注射不同液体对大鼠足爪肿胀的影晌
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图 1

滑膜血管弱的形成是类风湿关节炎病理改变的重要特

征。如果能够抑制血管野的形成就有可能阻止类风湿关节

炎的病变发展，对关节炎产生一定的预防和治疗作用。我们

成功制备了反义血管内皮生长因子 (VEGF)165 重组腺病毒

载体，并在体外培养的关节炎大鼠滑膜细胞中进行了转染和

表达[1] 。实验发现重组腺病毒可以有效抑制滑膜细胞

VEGF 蛋白的表达。本实验拟通过体内基因转染的方法观

察反义 VEGF 基因对大鼠关节炎形成的影响，探讨类风湿关

节炎的反义 VEGF 基因疗法。

35 14 21 28 
致敏后时间 (tld)

7 

2.4 

2.0 

1.8 

1.6 

1.4 

0 

2.2 

2.2 病理观察及坪分 病理切片显示 :A 、 B 两组的关节间

隙有丰富的滑膜组织增生和血管黯形成，关节面软骨受血管

黯侵蚀破坏 ;C 组的滑膜增生程度较轻，软骨面较光整(图

2) 。蛋白多糖染色(图 3)显示 :A 、 B 两组关节软骨多糖丢失

明显， C 组蛋白多糖少量丢失，软骨关节面较光滑。病理评

分结果 :A 组 (21 土 3.4) 分， B 组 (23 土 3. 7)分， C 组 (9 :1: 1. 5) 

分， C 组明显低于 A 、B 两组 (P<0.05) 。
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1. 1 动物分组与处理 成年雄性 Wistard 大鼠 50 只，体质

量050土 30) go II 型胶原溶液致敏 2 周后选择成功诱导为

胶原性关节炎大鼠的 30 只作为实验动物。动物入选标准

为:出现典型的关节红肿、关节疼痛、活动量减少等症状。实

验动物随机等分为 3 组，用 100 μl 微量注射器分别进行后足

关节内注射(其中 A 组关节注射 100μl 生理盐水， B 组关节

注射 100 μl 空载体病毒， C 组关节注射 100μl 反义

VEGF165 腺病毒)后放回笼中饲养，每隔 l 周，用自制的足

体积测量器检测包括躁关节在内的全足体积。 4 周后各组大

鼠全部处死，将包括躁关节的全足取下， X 线摄片后用 10%

甲醒溶液固定 24 h ，置于 10% 的甲酸脱钙液中脱钙 14 d。脱

钙过程中用大头针针刺法检测脱钙程度，待脱钙完全将关节

纵向剖开，石蜡包埋，切片，分别进行 H-E 和藏红花红染色。

1. 2 关节炎病理评分 参照文献 [2J方法，低倍镜下观察腔

距、跟距、距舟 3 个关节，每一关节根据炎症渗出情况、滑膜

血管黯形成情况、关节软骨及软骨下骨破坏情况分别进行评

分。评分标准:无 (0 分) ，轻(l分) ，中 (2 分) ，重 (3 分 )0 3 个

关节评分之和为关节炎总积分。

1. 3 关节软骨蛋白多糖染色 采用藏红花红对组织切片进

染色，观察关节面蛋白多糖的丢失情况，反映血管黯对软骨

的破坏程度。

材料和方法1 
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图 2 关节炎大鼠反义 VEGF165 基因治疗前后的病理改变 (H-E ， X40) 

A 、 B:盐水对照组(A)和空载体组 (B)关节间隙大量滑膜血管黯形成，关节软骨破坏较明显;

C:反义基因治疗组滑膜增生较轻，软骨面光滑平整
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图 3 关节炎大鼠反义 VEGF165 基因治疗前后蛋白多糖的改变(藏红花红染色， XI00) 

A 、 B:盐水对照组(A)和空载体组(B)关节软骨表面有软骨剥脱，蛋自多糖丢失;

C:反义基因治疗组关节面光滑平整，蛋白多糖丢失不明显

3 讨论

类风湿关节炎是一种与遗传因素有关的、病因不明的自

身免疫性疾病。该病发病率高，对人类健康危害大，目前尚元

一种十分有效的治疗方法。药物疗法是目前最常用的治疗方

法，各种药物虽然能够一定程度缓解症状，但不良反应大，疗

效欠佳。

反义基因疗法又称为基因封闭疗法，它是 Izant 等问在

1984 年提出的概念，主要用于抑制肿瘤基因的表达，其基本

原理是:通过基因转移手段向靶器官或组织导入一种外源性

基因序列，该外源性基因序列可与靶基因互补结合，抑制靶

基因的表达，从而治疗疾病。目前开展的反义治疗技术主要

有反义寡核背酸疗法及载体介导的反义基因转移疗法。

滑膜血管增生、血管野的形成被认为是类风湿关节炎的

重要特征。血管黯是一种炎性增生的滑膜组织，它对周围组

织具有很强的侵蚀性和破坏性，它是类风湿关节炎关节软骨

遭受破坏的病理基础。大量研究证实 VEGF 是在滑膜血管

黯中高度表达促进血管野的形成并维持其生物状态的重要

生物因子川，并有实验证实向关节腔注射 VEGF 抗体或其受

体拮抗剂可以明显减轻关节炎的症状，抑制血管野的形

成[5.吨。我们在前期体外实验观察发现，反义 VEGF 腺病毒

感染培养的滑膜细胞，可以有效抑制滑膜细胞表达和分泌

VEGF 蛋白[口。所以我们将 VEGF 作为抑制滑膜血管黯形

成的反义治疗靶基因。

本实验将反义 VEGF 腺病毒进行关节腔注射初步观察

后发现:反义基因注射组的关节肿胀较对照组轻，关节病理

评分低于对照组。提示反义 VEGF 基因可能通过对 VEGF

基因表达的封闭作用达到抑制类风湿关节炎滑膜血管野的

形成，减轻血管黯对关节软骨的破坏作用。其组织中 VEGF

基因表达情况尚需进一步的实验证实，其表达强度、时间、在

体表达的量效关系等尚需继续探讨。
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