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细胞粘附分子在增殖型糖尿病性

视网膜病变中的意义
①

唐仕波 ⑧

(中山医科大学眼科研究所 ;广州
,

5 1 0 0 6 0)

提 要 在国 内首次报道细胞间粘附分子和血管细胞粘附分子与增殖型糖尿病性视网膜病

之间的关系
.

结果表明
,

在糖尿病视网膜病变组织中
,

细胞间粘附分子的阳性率为 9。 % (3 6/ 4的
;

血

管细胞粘附分子为 80 % ( 32 / 4 0)
。

阳性细胞主要为淋巴细胞
,

此外
,

还有纤维母细胞
,

视网膜色素上

皮细胞及新生血管内皮细胞
。

细胞间粘附分子和血管细胞粘附分子在糖尿病视网膜病变组织中的

表达
,

提示细胞与细胞间的相互作用以及免疫反应在增殖型糖尿病性视网膜病的发生发展中起重

要作用
。

主题词 胞间粘附分子 /免疫学 ; 细胞粘着分子 /免疫学 , 糖尿病视网膜病 /免疫学
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糠尿病可以严重损害多个组织器官
,

眼

是其中一个易损器官之一
,

尤其是由其引起

的增殖型糖尿病性视网膜病变 ( p r o l i f e r a t iv e

d i a b e t i e r e t i n o p a t h y
,

p D R ) 是 目前世界上主

要的致盲眼病之一
。

糖尿病性视网膜病变引

起的增殖性视网膜前膜是导致眼部严重并发

症并最终致盲的主要病理改变
。

但是
,

糖尿病

性视网膜前膜的发生机理 目前 尚不清楚
。

在

诸如视网膜前膜的多细胞组织 中
,

细胞与细

胞之间的相互作用可能是控制细胞移行
、

识

别
、

粘附
、

以及细胞分化
、

增殖的一个主要因

素
。

细胞间粘附分子 ( i n t e r e e l l u l a : a d h e s io n

m o l e e u l e 一1
,

I C A M
一

l ) 及 血管细胞粘附分子

( v a s e u l a r e e l l a d h e s i o n m o l e e u l e 一 l
,

V C A M
-

l) 被认为在上述过程中起重要作用以及参与

免疫反应的启动过程 .l[
’ 〕

。

本研究通过免疫组

化 技术
,

应 用 特 异 性 单克 隆 抗 体来研 究

IC A M
一

1 及 V C A M
一

1 与增殖型糖尿病性视

网膜病变中的关系
。

1 材料和方法

1
.

1 糖尿病性视网膜前膜的收集和处理

在本研究中
,

共收集了 40 例 ( 30 例由德

国 R e g e n s b u r g 大学眼科医院 G a b e l 教授 收

集
,

10 例为作者于本校眼科中心收集 )糖尿

病性视网膜前膜
,

分别来自 40 位增殖型糖尿

病性视网膜病变患者
。

所有标本均在玻璃体

视 网膜显微手术中获取
。

标本取出后立即放

入 iR n
ge

: 液在 4 ℃冰箱 中保存
,

保存时间不

超过 4 h
,

将标本取出进行包埋
,

在液氮中快

速冷冻
,

然后作 6 拌m 厚的冰冻切片
,

所用的

玻片经 Q
.

1 %多聚左旋溶解素预先处理过
。

切片后
,

放于室温下
,

空气中干燥 4 h
,

接着

用预先冷却的丙酮固定 10 m in
,

然后用透明

胶袋封装
,

存于一 40 ℃以下备用
。

各标本的一

半用于免疫组化研究
,

余下的另一半用 10 %

甲醛溶液固定 6一 24 h
,

然后作常规苏木精
-

依红染色
,

进行常规的细胞结构和形 态的分

析
。

1
.

2 检测用单克隆抗体

1
.

2
.

1 鼠抗人 IC A M
一

1 单克隆杭体 德国

D I A N O V A 公 司提供
,

它是一种 鼠 I g G I ,

能

① 本文部分工作获国家教委资金资助
;② 作者

,

1 9 6 1 年出生
,

男
,

医学博士
,

副教授

DOI : 10. 13471 /j . cnki . j . sun. yat -sen. univ (med. sci ) . 1996. 0061



1 8 6 中山医科大学学报 ( A e a
d J S U M S ) 1 9 9 6

,
1 7 ( 3 )

识别存在于不同细胞表面的 C D 54 抗原
,

如单

核 / 巨噬细胞
,

激活的淋巴细胞
,

激活的血管内

皮细胞和成纤维母细胞
。

本抗体的工作稀释浓

度是 1 : 2 5 0 ( T r i s / H C I溶液
,

p H 7
.

6 )
。

1
.

2
.

2 鼠杭人 V C A M
一

1 单克隆杭休 德国

D IA N O V A 公 司提供
,

也是 一种鼠类 Ig G I

抗体
。

它能特异性地识别 v c A M
一

1
。

v c A M
-

1 是一种 90 k u
膜糖蛋 白

,

主要存在于激活

的血管内皮细胞表面
。

抗 V C A M
一

1 抗体的工

作 稀释 浓 度 是 l , 1 0 0 ( T r is / H e l 溶 液
,

P H 7
.

6 )
。

L 3 免疫组化染色

应 用 A P A A P (碱性磷酸酶抗碱性磷酸

酶 )技术进行免疫组化染色
,

方法是先将玻片

放在 0
.

0 5 m o l / L T r is / H C I ( p H 7
.

6 )溶液中

复水 2一 3 m in
,

然后在玻片上滴上正常兔血

清或兔 Ig G
,

孵化 5 m in
,

以阻断和防止非特

异性或背景染色
;
轻轻拭干玻片 (无须冲洗 )

,

将原始单克隆抗体滴于标本上
,

放在湿度为

1 00 纬的湿房中
,

在室温条件下孵化 45 m in ;

然后用 0
.

0 5 m o l / L T r i s / H C I ( p H 7
.

6 ) 缓

冲液轻轻冲洗玻片
,

接着在同样条件下与连

接抗体 (兔抗 鼠 l g G )孵化 3 0 m i n ,

再次冲洗

后
,

滴上 A P A A P 复合物 ( 鼠 Ig G 联合碱性

磷酸酶 )
,

在同上条件下孵化 30 m in
,

轻轻冲

洗玻 片并拭干
,

将 0
.

1 %快速红染色底物 (内

含磷酸蔡酚
,

4
一

氛
一

2 甲基苯和左旋咪哇 )加在

玻 片上
,

孵 化 20 m in ; 轻轻冲洗玻 片后
,

用

M ay er
’ s
苏木精进行细胞核复染色

,

然后 用

低流量自来水漂洗 5 m in ; 用甘油明胶封片
,

在光镜下观察
。

新鲜人类扁桃体组织作为阳性对照
,

所

用材料及检查方法同上
。

阴性对照有两种
,

一

是用人类角膜移植后供体眼的眼后段组织

(包括了巩膜
、

脉络膜及视网膜组织 )
,

材料及

方法同上
; 二是被查标本

,

方法同上
,

但单克

隆抗体由缓冲液代替
。

1
.

4 结果观察与分析

为了对标本的细胞含量进行分析
,

在显

微镜下 ( x 6 0 0 )
,

选择 3 个视野
,

数出每个视

野所有细胞的总数
,

取平均数
,

分为 4 级
:

①

< 10 个细胞 /视野 (十 ) ;② 10 ~ 30 个细胞 /视

野 (++ ) ;③ 3 1 ~ 5 0 个细胞 /视野 (份 ) ;④ > 5 0

个 /视野 (姗 )
。

为计算 IC A M
一

1 和 V C A M
一

1

的阳性染色细胞密度
,

同样选 3个视野
,

在显

微镜下 ( X 6 0 0) 数 出所有呈阳性和阴性反应

的细胞数后
,

计算出阳性反应细胞所占的百

分率
。

2 结 果

2
.

1 阳性和阴性对照结果

阳性对照染色显示所有单克隆抗体均呈

阳性反应
。

IC A M
一

和 V C A M
一

1 在扁桃体组

织中呈高强度表达
。

阳性反应表现为在清晰

(无色 )的背景衬托下呈鲜红颜色
,

而细胞核

则呈蓝色
,

阳性反应证实了所用单克隆抗体

的反应性
。

阴性对照中未见阳性染色
,

说明无

非特异性反应存在
。

2
.

2 cI A M
一

1 和 v c A M
一

1在糖尿病性视网

膜前膜中的表达

在 4 0 例 P D R 视 网膜 前 膜 中
,

36 例

( 90 % )对抗 IC A M
一

1抗体呈阳性反应
,

32 例

( 8 0 % ) 对抗 V C A M
一

l 抗体阳性
。

表 1 显示

31 例 可以计数的 P D R 标本 中
,

I C A M
一

1 和

v c A M
一

1 的 阳性细胞 率
。

在 阳性标 本 中
,

cI A M
一

1 和 v c A M
一

1 的表达 分布于整个前

膜标本
,

明显见于细胞密度高的区域
,

许多标

本中
,

它们还明显存在于标本的表面
。

阳性染

色的细胞主要是一些小而圆的细胞 (淋巴细

胞 )
,

有时也会有梭形细胞 (纤维母细胞 )及含

色素的细胞 (视 网膜色素上皮细胞或巨噬细

胞 )
。

在一些病例中
,

IC A M
一

1 和 V C A M
一

1 可

以散 在分布于 细 胞 间区 域
。

cI A M
一

1 和

V C A M
一

1 的表达强度各例有所不同
,

与 P D R

病变严重程度有关
,

但与患者的年龄及性别

无 关
。

总 的 来看
,

IC A M
一

1 的 表 达 强 于

v C A M
一

1 的表达
。

另外
,

在新生血管 内皮细

胞上也同样发现 IC A M
一

1 和 V C A M
一

1 的表

达
。

在 血管 中
,

V C A M
一

1 的 表达 则强 于
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IC A M
一

1的表达
。

与组织学检查结果相 比较
,

IC A M
一

1 和

V C A M
一

1阳 性 的 P D R 前 膜标本 中
,

细胞

成分和 新 生血 管 也相 对较 多
。

反 之
,

4例

IC A M
一

1 和 V C A M
一

1 均呈 阴性 的标本几乎

无细胞成分
,

也无新生血管
。

从大体上看
,

这

些标本均较细小及菲薄
。

被检标本的细胞密

度与 IC A M
一

1 及 V C A M
一 1 表达的关系见表

2
。

表 1 P D R 视网膜前膜中 cI A M
一

1/ V C A M
一

1

阳性细胞密度

阳性细胞率 ( % ) 视网膜前膜标本 (个 )

( 1 0

1 0 ~ 2 0

2 1 ~ 3 0

> 3 0

Z` 宝牛 Q l

口 , . 口 1

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 曰曰 . . . 口 .州 . . . . . . , . .
. 目自 .口 . . . . . 目 . . .

视野倍数
: x 6 00

表 2 P D R 视网膜前膜中的细胞密度与 cI A M
一

1 和 V C A M
一

1 的表达 (例 )

细胞数 /视野 分 级 视网膜前膜 IC A M
一

1 阳性 V C A M
一

1 阳性

( 1 0

1 0 ~ 3 0

3 1 ~ 5 0

> 5 0

1 7

l 4

l 6

l 4

l 4

1 1

+料份姗

视野倍数
: x 6 00

3 讨 论

增殖型糠尿病性视网膜病变 (P D R )的发

生发展是一个涉及多种因素
,

包括多种生长

因子
、

基因遗传倾向和 自身免疫反应等非常

复杂的过程
,

其确切的发生机理 目前尚未清

楚
。

在以往的研究 3[] 中
,

作者已证实了糖尿病

性视网膜前膜中含有多种细胞成分包括免疫

细胞
,

如巨噬细胞
,

T 辅助 /诱导淋 巴细胞
,

T

抑制 /杀伤性淋 巴细胞以及 B 淋 巴细胞等
,

提示机体的免疫系统参与了 P D R 的发生发

展过程
。

为了阐明这些免疫细胞之间以及免

疫细胞与血管内皮细胞之间的相互联系及相

互作用
,

我们研 究 了两 种细胞间粘附分 子

( I C A M
一

l 和 V C A M
一

1 )在 P D R 组织 中表达

情况
,

结 果显 示
,

90 %的 标本表 达 IC A M
一

1

及 80 %表达 V C A M
一

1
,

阳性细胞主要为淋巴

细胞
,

以及视网膜色素上皮细胞和纤维母细

胞
。

令人感兴趣的是
,

IC A M
一

1 和 V C A M
一

1

还表达在 P D R 组织中新生血管内皮细胞上
。

正常情况下
,

IC A M
一

1 主要 由血源细胞 系统

的细胞表达
,

如 巨噬 /单核细胞
,

激活 T 淋巴

细胞
,

扁桃体和淋巴结生发中心树突细胞等
。

也可表达于少数非造血细胞
,

如血管内皮细

胞
,

胸腺上皮细胞及成纤维母 细胞
,

不过
,

在

非造血细胞中的表达很弱
。

V C A M
一

1在正常

的
、

处于静状态的血管内皮细胞上不表达
。

当

组织细胞受到刺激
,

尤其是受某些细胞因子
,

如白细胞介素
一

1
、

下
一

干扰素
,

以及 件肿瘤坏死

因子等的刺激时
,

或者当它们处于激活状态

时
,

IC A M
一

1 和 V C A M
一

1 可以很强地在不同

的细胞表达 出来
,

比如
,

未受刺激的培养视网

膜色素上皮细胞和视网膜血管内皮细胞基本

不表达 IC A M
一

1和 V C A M
一

1
。

而当它们被上

述细胞因子激活后
,

IC A M
一

1 和 V C A M
一

l 就

会被诱导并强烈表达
,

类似于组织相容抗原

第二类抗原的表达情况 [’, 5〕 。

在本研究中
,

在

增殖型糖尿病性视网膜病变的组织 中发现较

高强度的 IC A M
一

1和 V C A M
一

1表达
,

提示这

些表达 IC A M
一

1 和 V C A M
一

1 的细胞处 于一

种被刺激或激活的状态
。

研究发现
,

抗原提呈
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细胞和淋巴细胞之间的相互作用需要细胞间

粘附分子 的参与才能发生免疫反应
,

以及此

后的 T 细胞与 T 细胞及 T 细胞与 B 细胞之

间的 相互作 用亦 需要 它 们 的参与
。

此外
,

IC A M
一

1 和 v c A M
一

1 还能 为淋 巴 细胞准确

进入免疫反应的位置提供特殊信息闭
。

表达于血管内皮 细胞上的 IC A M
一

1 和

v c A M
一

1 参与淋 巴细胞与血管 内皮细胞间

的相互作用
,

并表明这些血管 内皮细胞处于

激活状态
。

它们分别与位于淋 巴细胞表面的

淋巴细胞功能抗原
一

1 和迟发抗原
一

4 结合
,

从

而使淋 巴细胞粘 附于激 活的血管 内皮细胞

上
。

这是淋巴细胞通过血管内皮细胞间隙移

行进入周 围组织
,

引起并参与免疫反应的关

键步骤川
。

IC A M
一

1和 V C A M
一

1 的异常表达

已经在一些免疫相关性病变
,

如肾炎
,

肾移植

排斥反应及某些皮肤病中发现 〔卜
` 0]

。

因此
,

本研究结果显示的 IC A M
一

1 和 v C A M
一

1 在

P D R 视网膜前膜中的表达
,

表明免疫反应存

在于 P D R 病变中
,

证实了免疫 反应与 P D R

的关系
,

并揭示了在 P D R 中免疫反应发生的

起始过程
,

为进一步阐明 P D R 的病理生理机

制及发生发展过程提供了重要依据
。
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细胞粘附分子在增殖型糖尿病性视网膜病变中的意义
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