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Abstract
誗AIM:To investigate the expression and function of TNF-
related apoptosis - inducing ligand ( TRAIL) apoptosis
system on infiltrated cells in Sprague-Dawley (SD) rats
with endotoxin- induced uveitis(EIU), and to study the
role of TRAIL on apoptosis.
誗METHODS: EIU model was established by injecting a
dose of 1mg/ kg endotoxin (LPS) into the footpads of SD
rats. At different time points (6, 12, 18, 24, 48 hours)
after endotoxin injection, clinical symptoms were
observed with ophthalmoscope. The cells in the aqueous
humor one eye in each rat were counted. Eyes were
enucleated for histological examination at different time
points. Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
dUTP- biotin nick end labeling assay (TUNEL) method
was used to assess the infiltrated cells apoptosis. The
expression of TRAIL was determined by sreptavidin -
biotin complex ( SABC ) immune histochemistry. The
positive stain section was analyzed by computer - based
image analysis system.
誗RESULTS: Intraocular inflammation appeared 6 hours
after LPS injection, peaked at 18 - 24 hours, and
obviously weakened at 48 hours. The cells of aqueous
humor were gradually increased peaked at 24 hours.
TUNEL stain indicated: a number of apoptotic infiltrated
cells could be seen at the time of 6 hours to 24 hours
after endotoxin injection. TRAIL was constitutively
expressed on the rat iris weakly. TRAIL was expressed
on the infiltrated cells. The intensity was weak in the 6

hours, 12 hours, at a peak in the 18 to 24 hours.
誗CONCLUSION: Uveitis was induced in the rat eyes with
injecting 1mg/ kg endotoxin. The short duration of EIU
may be associated with apoptosis of infiltrated cells in
inflammation. The TRAIL system may be associated with
the infiltrated cells apoptosis in EIU.
誗KEYWORDS:endotoxin; uveitis; cell apoptosis; TNF-
related apoptosis-inducing ligand
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摘要
目的: 在 内 毒 素 诱 导 的 葡 萄 膜 炎 ( endotoxin induced
uveitis, EIU)模型中,观察葡萄膜炎病变中炎症细胞凋亡
的发生,研究大鼠虹膜组织中炎症细胞肿瘤坏死因子相
关凋亡诱导配体(TRAIL)的表达与炎症细胞凋亡的关
系,探讨 TRAIL 凋亡途径可能参与炎症细胞的凋亡。
方法:以 1mg / kg 内毒素注射于大鼠后足垫建立 EIU 模
型,分别于注射后不同时间点观察大鼠眼内的炎症反应。
吸取房水观察细胞数。 摘取眼球,行 HE ( hematoxylin
eosin) 染色观察大鼠虹 膜 组 织 的 病 理 改 变; TUNEL
(terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick-
end labeling)法检测炎症细胞凋亡情况;同时运用 SABC
法检测在内毒素诱导后的不同时间 TRAIL 在炎症细胞上
的表达,并行图像分析。
结果:内毒素注射 6h 开始出现炎症,以后炎症加重,于
18 ~ 24h 达到炎症高峰,48h 炎症明显消退。 房水中的细
胞数也在 24h 组达到最多。 HE 染色显示:内毒素注射后
6h,即出现炎症细胞,细胞数目在 24h 组最多,多数为多
形核中性粒细胞,少数为单核细胞和淋巴细胞,48h 组炎
症细胞几乎消失。 TUNEL 染色显示:在内毒素注射后 6h
组即有炎症细胞出现阳性着色,24h 组凋亡数达到最多。
免疫组化显示:TRAIL 蛋白在大鼠的虹膜色素上皮层呈
弱阳性着色;TRAIL 在炎症细胞上呈阳性着色,24h 组在
炎症细胞中的着色数量及着色强度达到最高。
结论:以 1mg / kg 的内毒素注射于 SD 大鼠后足垫可诱导
出葡萄膜炎反应,炎症反应在 24h 组最为强烈。 炎症细
胞凋亡可能是 EIU 炎症迅速消退的原因之一。 TRAIL 可
能参与了炎症细胞的凋亡。
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0 引言
摇 摇 葡萄膜炎是常见眼病,也是主要致盲眼病之一[1],它
多发于青壮年,易反复发作。 由于病因及发病机制目前
尚不完全清楚,治疗颇为棘手。 内毒素诱导的葡萄膜炎
(endotoxin induced uveitis, EIU)是研究人类葡萄膜炎较
为成熟的动物模型之一。 EIU 炎症迅速消退的机制目前
认为与炎症细胞凋亡有关,但凋亡途径尚不完全清楚,以
往的研究大都集中在 Fas / FasL 途径。 TRAIL 是新发现的
肿瘤坏死因子家族成员之一。 TRAIL 与其死亡受体 DR4
(TRAIL-R1)或 DR5(TRAIL-R2)结合后,引起许多细胞
发生快速凋亡。 而其诱饵受体(Decoy Receptors) DcR1
(TRAIL-R3)和 DcR2(TRAIL-R4)以及可溶性受体 OPG
(Osteoprotegerin)可以和 DR4 及 DR5 竞争 TRAIL,从而抑
制凋亡[2]。 死亡受体及诱饵受体的存在使得 TRAIL 精确
地、可选择性地诱导凋亡,成为当前肿瘤治疗研究中的热
点。 随着研究的深入,发现 TRAIL 及其受体同家族中的
其它成员一样,在许多细胞上有表达,可诱导活化 T 细
胞、中性粒细胞凋亡,推测 TRAIL 及其受体在自身免疫性
疾病中可能起到不可估量的作用[3]。
摇 摇 本研究通过建立 EIU 动物模型,通过光学显微镜下
苏木素-伊红(hematoxylin-eosin, HE)染色,观察注射内
毒素后大鼠虹膜组织中的炎症反应;结合末端脱氧核苷
酸转移酶介导的生物素化 dUTP 缺口末端标记( terminal
deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP-biotin nickend
labeling, TUNEL)技术,观察炎症细胞的凋亡情况;同时
运用 SABC 法检测在注射内毒素后不同时间炎症细胞
TRAIL 表达,观察其与炎症细胞凋亡的关系,以探讨 EIU
模型中炎症迅速消退的原因,并推测人类葡萄膜炎与动
物模型的差异,为人类葡萄膜炎病变的治疗提出新设想。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 健康清洁级 SD 大鼠 72 只(购自解放军第八
十九医院实验动物中心),8 ~ 10 周龄,体质量 180 ~
220g,雌雄不拘。 随机分为 3 组,空白对照组 7 只;实验
对照组(生理盐水注射组)25 只;实验组(内毒素注射组)
40 只。 根据注射后时间不同分为 6,12,18,24,48h 五个
亚组,实验对照组每亚组各 5 只,内毒素注射组每亚组各
8 只。 主要试剂:一抗:兔抗大鼠 TRAIL 多克隆抗体;二
抗:生物素化山羊抗兔 IgG(武汉博士德公司产品);SABC
试剂盒(武汉博士德公司产品)。 细胞凋亡检测试剂盒
(POD)、胰蛋白酶(北京中山公司产品)。
1. 2 方法
1. 2. 1 动物模型的制备摇 参照 McMenamin 等方法,采用
大肠杆菌内毒素(LPS)制作 EIU 动物模型[4]。 内毒素溶
于无菌生理盐水中,浓度为 1mg / mL,实验组每只大鼠双
后足垫共注射 1mg / kg 内毒素;实验对照组注射 1mg / kg
9g / L 生理盐水;空白组不行任何处理。
1. 2. 2 裂隙灯观察与房水细胞计数检测摇 实验对照组与
实验组大鼠在各个时间点进行裂隙灯观察,详细记录临
床体征的改变,并摄像。 空白组亦进行相应的观察。 分
别于内毒素注射后相应时间点麻醉大鼠,5g / L 地卡因滴
眼剂局部麻醉,在解剖显微镜下用微量注射器自大鼠单
眼角膜缘抽出房水后滴 1 滴于细胞计数板上,显微镜下
人工数计数板内 4 个角的大方格中的白细胞总数,将所
得数伊10伊1 / 2 即得每微升房水的白细胞数。 每亚组取平
均值进行分析。

表 1摇 内毒素注射后不同时间点单眼房水中白细胞计数

(軃x依s,个 / 滋L)
组别 n(眼) 白细胞数 F
注射后 6h 8 32. 50依7. 56 149. 103
摇 摇 摇 12h 8 106. 88依25. 49
摇 摇 摇 18h 8 178. 13依22. 03
摇 摇 摇 24h 8 207. 50依27. 12
摇 摇 摇 48h 8 15. 00依5. 35

1. 2. 3 HE染色观察眼内组织炎症随时间的变化 摇 分别
在各时间点处死实验组大鼠,迅速摘除一眼,中性福尔马
林固定,石蜡包埋,4滋m 连续切片,HE 染色。
1. 2. 4 免疫组织化学染色观察 TRAIL表达摇 石蜡切片常
规免疫组织化学染色。 石蜡切片常规脱蜡至水,3%过氧
化氢室温孵育,抗原修复,正常山羊血清封闭,滴加适当
比例稀释的一抗,4益过夜,滴加生物素标记的二抗工作
液,DAB 显色。 以 PBS 代替一抗作为阴性对照。 光镜下
观察免疫组织化学染色切片,抗 TRAIL 抗体染色阳性的
细胞表现为胞浆程度不同,基本均匀的棕黄色粗大颗粒
反应,反之为染色阴性。
1. 2. 5 TUNEL 染色检测不同时间凋亡细胞个数 摇 石蜡
切片常规 TUNEL 染色。 石蜡切片常规脱蜡至水,胰蛋白
酶 37益孵育,加入转化剂-POD 孵育,DAB 显色。 光镜下
观察 TUNEL 切片,染色阳性的细胞表现为核为棕黄色着
色,反之为染色阴性。
1. 2. 6 计算机图像分析摇 采用 CMIAS 计算机医学图像分
析系统对上述各组组织切片进行分析。 实验对照组和实
验组每亚组及空白组取 8 张切片,每张切片在虹膜部位
随机取 5 个视野(400 倍)做图像分析,计算 8 张切片的
平均光密度,作为此组的阳性细胞的平均光密度。
摇 摇 统计学分析:实验数据以 軃x 依 s 表示,经计算机
SPSS 11. 5 软件进行单因素方差分析,P<0. 05 为差异有
统计学意义。
2 结果
2. 1 裂隙灯观察和单眼房水细胞计数摇 实验组内毒素注
射 6h 后出现炎症,以后炎症加重,表现为房水闪辉、前房
纤维渗出、虹膜充血、瞳孔缩小,18 ~24h 炎症达高峰(图 1)。
48h 炎症反应明显减轻。 实验对照组和空白组无炎症表
现。 房水中细胞数见表 1,实验组 18h 组和 24h 组对比无
统计学差异(P>0. 05),其余组两两比较均有显著统计学
差异(P<0. 01)。
2. 2 组织学检查观察不同时间点眼内炎症变化 摇 HE 染
色切片在光镜下观察,实验对照组和空白组无炎症表现
(图 2)。 实验组中不同时间点实验动物表现不同。 高峰
期(LPS 注射后 24h)时前房有纤维素渗出,前房、后房、
虹膜、睫状体有大量的中性粒细胞和少量的单核细胞与
淋巴细胞浸润(图 3)。
2. 3 免疫组化染色检测 TRAIL在眼内组织以及炎症细胞
中着色情况摇 免疫组化显示大鼠 TRAIL 弱阳性着色主要
见于虹膜上皮细胞(图 4),TRAIL 阳性染色主要见于渗
出的炎症细胞(图 5)。 计算机图像分析系统测量 TRAIL
阳性细胞的平均光密度值见表 2。 结果显示:实验组 6h
组和 12h 组,18h 组和 24h 组对比无统计学差异 ( P >
0郾 05);其余组两两比较,皆有统计学差异(P<0. 05)。
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图 1摇 内毒素注射后 24h,大鼠虹膜充血,纹理模糊,瞳孔缩小。
图 2摇 正常大鼠虹膜组织结构清晰,无炎症浸润(HE伊400)。
图 3摇 内毒素注射后 24h,炎症细胞数目增多(尹),伴纤维渗出(HE伊200)。
图 4摇 正常虹膜色素上皮层 TRAIL有弱阳性表达(SABC伊400)。
图 5摇 内毒素注射后 24h,炎症细胞 TRAIL强阳性表达(尹)(SABC伊400)。
图 6摇 内毒素注射后 24h,凋亡细胞数明显增多(尹)(SABC伊400)。

表 2摇 内毒素注射后不同时间点 TRAIL阳性表达平均光密度值

軃x依s
组别 TRAIL 阳性平均光密度值

注射后 6h 0. 0592依0. 0091
摇 摇 摇 12h 0. 0674依0. 0137
摇 摇 摇 18h 0. 0791依0. 0135
摇 摇 摇 24h 0. 0828依0. 0093
摇 摇 摇 48h 0. 0436依0. 0081

表 3摇 内毒素注射后不同时间点炎症细胞凋亡个数 (軃x依s,个)
组数 细胞凋亡个数 F
注射后 6h 2. 48依1. 22 95. 504
摇 摇 摇 12h 3. 85依0. 75
摇 摇 摇 18h 8. 98依1. 25
摇 摇 摇 24h 10. 78依2. 12
摇 摇 摇 48h 0. 33依0. 28

2. 4 TUNEL染色检测不同时间点炎症细胞的凋亡情况摇
TUNEL 阳性染色主要见于浸润的炎症细胞(图 6)。 计算
机图像测量 TUNEL 阳性细胞数见表 3。 结果显示:实验
组中两两比较,6h 组与 12h 组,18h 组与 24h 组对比无统
计学差异(P>0. 05),余各组两两比较均有显著统计学差
异(P<0. 01)。
3 讨论
摇 摇 葡萄膜炎多见于中青年,常因病情反复与慢性化而致
盲,目前无理想的预防及治疗措施。 由于人类葡萄膜炎的
研究受诸多因素的限制,目前主要通过动物模型进行研
究。 内毒素诱导的葡萄膜炎动物模型与人类葡萄膜炎有

一些共同的病理改变[5]。 Guex-Crosier 等研究认为大鼠
在注射 LPS 后眼部病理改变是:2 ~ 4h 前房开始蛋白渗
出,6 ~ 10h 炎症开始浸润,同时蛋白渗出,炎症反应在 24h
达到高峰,48h 炎症明显消退[6]。 主要浸润细胞是多形核
中性粒细胞和少量的单核细胞及淋巴细胞。 本次实验亦
证实使用大肠杆菌内毒素在 SD 大鼠上成功诱导出了葡
萄膜炎,其临床表现与病理改变与以往报道基本相符。
摇 摇 EIU 模型与人类葡萄膜炎在病程上有很大差异性,表
现为 EIU 起病快,病程短,炎症消散迅速。 以往认为炎症
的消散多是通过巨噬细胞的吞噬作用来清除[7]。 最近有
报道,炎症细胞如中性粒细胞、单核细胞和淋巴细胞也可
经凋亡途径发生死亡[8]。 本次实验通过 TUNEL 染色结合
电镜发现,在 EIU 的早期即内毒素注射后 6h 虹膜组织即
发生明显的炎症反应,组织中也开始出现凋亡细胞,这似
乎表明在早期发生炎症的组织较早开始了炎症的消退。
随着炎症程度的加深,凋亡细胞的数目也增加,在 24h 组,
炎症细胞凋亡数量达到最多。 EIU 虹膜组织中炎症细胞
的凋亡可能是标志 EIU 开始消退的最初征象之一,这与
Smith 等实验结果基本一致[9]。 杨培增等在实验性自身免
疫性葡萄膜视网膜炎研究中也发现,炎症细胞一进入眼组
织即发生凋亡,认为炎症细胞在眼组织的迅速凋亡是此种
炎症迅速消退的重要机制[10]。
摇 摇 近来,杨培增教授研究发现,葡萄膜炎患者淋巴细胞
对凋亡有很大抵抗性,造成了自身免疫性淋巴细胞长期存
在,导致了葡萄膜炎的慢性化或复发,人类淋巴细胞抗凋
亡能力增强与这些细胞的凋亡分子(如 Fas / FasL)表达不
平衡有关[11]。 由此可见,葡萄膜炎患者体内的某些细胞
对凋亡的抵抗性也许可以解释人类葡萄膜炎与 EIU 的不
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同病程。
摇 摇 以往对于葡萄膜炎中细胞凋亡的研究都集中在
Fas / FasL 途径上,认为 Fas / FasL 系统介导的凋亡参与免
疫反应过程中淋巴细胞的调控,该系统发生功能紊乱时,
淋巴细胞凋亡不足或过多,将引起自身免疫性疾病。 活化
的淋巴细胞上Fas 或FasL 的表达增高时,可经Fas / FasL 系统
至凋亡途径而死亡[12]。
摇 摇 TRAIL 和 TNF 家族其他成员相比,其主要特点在
于[13]TRAIL 具有广谱诱导细胞凋亡的作用,TNF 家族成
员也只有 FasL 可以与之相媲美,而其他的 TNF 家族成员
均具有较高的组织和细胞特异性;与 FasL 仅表达于活化
T 淋巴细胞和一些免疫禁区不同的是,TRAIL mRNA 不仅
广泛表达于机体多种正常组织,特别是成人的脾、前列腺
和肺等[14]。 而且一些对 FasL 有抗性的细胞却对 TRAIL
敏感。 有研究表明,活化后的 T 细胞 DR4 或 DR5 表达上
调,而 DcR1 和 DcR2 的表达降低,使之处于一种凋亡易感
状态[15]。 Stephen 等发现 TRAIL 可通过调节其假靶受体
与死亡受体的比率而影响中性粒细胞的凋亡率[16]。 由此
推测 TRAIL 及其受体在抗炎中也必然占据着一席之地。
摇 摇 随着 Lee 等[17]发现 TRAIL 同 FasL 一样,也广泛存在
于人和鼠的眼组织中,通过免疫组化技术,研究者们发现
TRAIL 蛋白广泛地表达在眼组织中,在角膜主要在上皮、
内皮细胞上表达,少量在基质中表达;在虹膜、睫状体上皮
细胞中也有表达;同样在脉络膜、视网膜上都有其表达。
提示 TRAIL 作为一种新的凋亡因子,在保护眼组织的功
能、控制炎症细胞的入侵方面可能和 FasL 一同起到了关
键作用,都可能参与了眼免疫赦免的形成。
摇 摇 在本次实验中,我们第一次观察了 EIU 中炎症细胞
TRAIL 表达的情况,并对 EIU 中炎症细胞凋亡的情况做了
连续观察。 我们发现 TRAIL 表达于正常大鼠虹膜色素上
皮层。 EIU 中,大多数的炎症细胞都表达 TRAIL,并且随
着炎症程度的加深表达增强。 同时也观察到炎症细胞凋
亡在早期即发生,随着炎症程度的加深,炎症细胞的凋亡
数目也随着增加,在 24h 组凋亡数目最多。 凋亡变化与以
往的研究大致相同。 就 TRAIL 如何诱导炎症细胞凋亡的
方式上来说,我们推测可能是通过以下两种途径:一是通
过炎症细胞上的 DR5 同表达 TRAIL 的眼组织相接触,诱
导炎症细胞的凋亡;二是通过表达 TRAIL 和 DR5 的炎症
细胞的相互接触从而导致其凋亡。 籍莉等[18]在 EIU 中发
现内毒素不仅活化血淋巴细胞参与炎症反应,同时还诱导
血淋巴细胞发生凋亡,这样的结果是进一步加快了炎症消
退。 因为 Fas / FasL 也被证实在 EIU 中促进了炎症细胞的
凋亡,因此我们不排除 TRAIL 和 FasL 系统可能有相互协
同作用,共同为炎症的消除发挥了不可估量的作用。
摇 摇 细胞表面 TRAIL 受体表达的相对水平,即诱饵受体
和死亡受体的相对量可能是决定一种细胞凋亡与否的标
志,通过改变死亡受体和诱饵受体的表达比例有可能改变
某些细胞的凋亡趋势。 但是如何改变其比例,TRAIL / DR5
在人类葡萄膜炎患者中的表达尚需要进一步研究。
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