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MAdCAM-1 在 EAU 小鼠模型中的表达及作用
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摘　要：目的 探讨粘膜地址素细胞黏附分子 1（Mucosal addressin cell adhesion molecule-1，MAdCAM-1）在实验性自身免

疫性葡萄膜炎（Experimental autoimmune uveitis，EAU）小鼠模型眼、小肠、脾中的表达。方法 主动免疫诱导法制备 EAU

小鼠模型，摘取眼球、小肠、脾制作石蜡切片，使用 MAdCAM-1 单克隆抗体进行免疫组化检测。制备眼、小肠、脾的总

蛋白提取物，经 Western blot 检测各组织中 MAdCAM-1 蛋白的表达。结果 正常对照组小鼠 MAdCAM-1 阳性细胞在眼内

几乎无表达，在肠和脾中处于低表达；EAU 组小鼠视网膜出现明显的炎性细胞浸润，眼组织中未见明显的 MAdCAM-1 阳

性细胞表达增加，而小肠、脾中 MAdCAM-1 阳性细胞表达均显著上调。MAdCAM-1 的蛋白正常对照组中几乎不表达，

EAU 模型小鼠中，眼组织中 MAdCAM-1 的蛋白表达略有增加，小肠、脾中 MAdCAM-1 的蛋白明显上调，且在肠道中表

达上调的最明显。各组结果均具有统计学差异。结论 EAU 小鼠模型中小肠和脾脏中 MAdCAM-1 的细胞和蛋白表达显著

上调，与 EAU 的炎症形成密切相关。
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1 材料与方法

1.1 EAU 造模与取材

本实验在中国中医科学院西苑医院中心实验室完成，

取无特定病原体级（SPF）6-8 周龄的雄性 C57BL/6J 小鼠

20 只，按随机数字表法将小鼠分为 2 组：正常对照组（ddH2O

组）10 只；EAU 模型组（IRBP 多肽＋ CFA+LPS 组）10 只。

小鼠均由北京斯贝福生物技术有限公司提供，实验动物的

采购、饲养及处死均遵循视觉眼科研究协会（Association for 

Research in Vision and Ophthalmology， ARVO）的相关规定。

造模过程如下：（1）按照每只鼠 1g/L 的浓度，将 5mg

肽段 IRBP161-180 溶解于 2.5ml 磷酸缓冲盐溶液 (PBS) 中，

另取等体积的 2.5ml 完全弗氏佐剂（CFA），在冰上反复

充分混匀两种液体 60min，直至混为白色乳剂，总体积约

为 5ml；（2）固定小鼠，按照每只鼠 0.2ml 的量用混匀后

的 IPBP+CFA 白色乳剂分别在小鼠的双后肢外侧、尾根部

进行皮下注射；（3）擦掉多余液体，勿挤压隆起处，防止

液体溢出。上述步骤均给予对照组小鼠同等体积的双蒸水

（ddH2O），并于免疫 7、14、21d 时观察 EAU 炎症情况。

取材过程如下：21d 时将小鼠进行性吸入深度麻醉后，

行颈椎脱臼处死法处死，将小鼠放入超净台固定。（1）用

眼科剪和镊子剪开眼周组织，取出眼球，放入眼球固定液中；

（2）剪开小鼠腹部，依次取出小鼠脾脏，小肠分别置入 4%

的多聚甲醛溶液中固定并贴好标签，固定完成，-80 摄氏度

冰箱保存。

1.2 H ＆ E 染色和组织病理学检测

将新鲜摘除的眼球置于眼球固定液（4％戊二醛 +10％

甲醛 +PBS）中固定过夜，石蜡包埋，沿瞳孔 - 视盘轴向矢

状面切片，行苏木精 - 伊红（H ＆ E）染色完成后，置于光

学显微镜下观察眼球组织的病理改变。参照 Caspi 组织病理

学分级标准对其评分。（1）0 分：无炎症，视网膜结构正常；

（2）0.5 分：炎性细胞轻度浸润视网膜，有光感受器细胞受

损；（3）1 分：炎性细胞轻度浸润、视网膜折叠和点状脱离、

脉络膜、视网膜可见个别肉芽肿和血管周围炎；（4）2 分：

轻度至中度炎性细胞浸润和 / 或受损部位扩展至外核层、视

网膜折叠脱离、斑点状光感受器细胞损伤；（4）3 分：中

度炎性细胞浸润，明显的视网膜折叠和脱离，中等程度光感

受器细胞损伤，中等程度的肉芽肿；（5）4 分：重度炎性

细胞浸润或视网膜全层破坏、受损、弥漫性视网膜脱离伴渗

出，广泛的光感受器细胞损伤。介于两个等级之间者计 0.5 分。
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1.3 石蜡切片免疫组化检测

将制备的石蜡切片置于 67℃烘箱中 67℃烘 2h，二甲苯

脱蜡，梯度酒精处理至 50% 乙醇后用 pH7.4 的 PBS 冲洗三

次，每次 3min。将切片置于 pH6.0 的 PBS 缓冲液，微波修

复。3%H2O2 处 理 10min，PBS 冲 洗 3 次。 将 MAdCAM-1

二抗（1:200，兔抗，索莱宝，中国）同源动物血清室温封

闭 1h，去除血清，滴加 MAdCAM-1 一抗（1:200，兔抗，索

莱宝，中国），室温下孵育 2h。PBS 冲洗 3 次。滴加 1 滴

酶标鼠抗兔聚合物（1:500，兔抗，索莱宝，中国），室温

下孵育 30min。PBS 冲洗 3 次。滴加新鲜配制的 DAB（二氨

基联苯胺）液，显微镜下观察 5min。再次复染，0.1% HCl

分化，自来水冲洗，氨水蓝化，切片经梯度酒精脱水干燥，

二甲苯透明，中性树胶封固，晾干后置于显微镜下观察。以

上实验各组重复 3 次以上，正常组 C57BL/6J 小鼠作为空白

对照，不加一抗为阴性对照。

1.4 样本总蛋白提取及 Western blot 检测

总蛋白提取液、蛋白电泳和转模参照试剂盒说明书方

法进行。转膜后备好样品，孵育 MAdCAM-1 一抗（1:200，

兔 抗， 索 莱 宝， 中 国） 加 入： 用 5% 脱 脂 牛 奶 -TBST 稀

释 MAdCAM-1 一抗，室温孵育 10min，放 4℃过夜。第二

天从 4 度拿出膜，在室温孵育 30min。TBST 洗 5 次，孵育

MAdCAM-1 二抗加入：用 5% 脱脂牛奶 -TBST 稀释（1:200，

兔抗，索莱宝，中国），室温轻摇 40min。洗 3 次后加入

ECL 到膜上后反应 3-5min，经曝光显影于胶片 10s-5min 显

影 2min，定影，得到 MAdCAM-1 于 β-actin 条带强度。以

上实验重复 3 次以上。

1.5 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行统计学分析，将各组结果进行

统计处理。计量资料采用均数 ± 标准差（表示，各组间比

较采用单因素方差分析，若方差齐采用 LSD-t 检验；若方

差不齐则行 Tamhane's T2 检验，以 P ＜ 0.05 为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 各组小鼠炎症评分和组织病理学评分

免疫第 21d 时观察正常对照组 EAU 模型组小鼠眼球炎

症情况并进行评分。EAU 组小鼠大部分出现虹膜血管扩张、

虹膜粘连、前房混浊。瞳孔缩小（膜闭）等炎症反应，这

提示 EAU 造模成功。组织病理学评分结果：（1）正常对照

组：虹膜睫状体未见血管扩张及炎性渗出，视网膜及玻璃体

均无炎性渗出，病理评分为 0 分；（2）EAU 组：部分小鼠

可见虹膜睫状体轻微炎症、血管扩张以及少量的蛋白渗出，

炎性细胞的浸润及渗出不明显，病理评分为 0.5 分；但视网

膜部出现中度至重度的炎性细胞浸润、视网膜结构排列出现

较为明显褶皱和脱离、光感受器细胞损伤，病理评分为 3.5

分。两组行单因素方差分析结果，见表 1。EAU 组炎症评分

（3.10±0.966）显著高于正常对照组炎症评分（0.021±0.018），

差异有统计学意义（F=101.539，P=0.000）。

表 1  两组小鼠视网膜组织病理学评分比较

组别 组织病理评分

正常对照组 0.021±0.018

EAU 组 3.10±0.966

F 101.539

P 0.000

2.2 两组小鼠眼、肠、脾中 MAdCAM-1 阳性细胞的表达

两组小鼠行眼、肠、脾石蜡切片免疫组化染色，检测

MAdCAM-1 的阳性细胞的表达，并选取相同倍数下视野

内 MAdCAM-1 表达情况计数统计，重复三次取均值，见表

2。正常对照组和 EAU 组眼组织中均未见明显 MAdCAM-1

阳 性 细 胞 表 达， 正 常 对 照 组 中 小 肠 和 脾 脏 均 可 见 少 量

MAdCAM-1 阳 性 细 胞 表 达（ 肠 1：15.40±1.222； 脾 1：

10.20±0.772）。而 EAU 组中肠道和脾脏中 MAdCAM-1 表

达明显增加（肠 2：51.90±2.354；脾 2：35.10±2.292）。

两组均为肠道中 MAdCAM-1 表达高于脾脏中 MAdCAM-1 表

达水平，差异有统计学意义（F 肠 =189.330, P 肠 =0.000；F

脾 =105.985, P 脾 =0.000）。

表 2  组肠、脾组织中 MAdCAM-1 阳性细胞表达比较。

组别 正常对照组 EAU 组

组织 肠 1 脾 1 肠 2 脾 2

MAdCAM-1 15.40±1.222 10.20±0.772 51.90±2.354 35.10±2.292

F 189.330 105.985 189.330 105.985

P 0.000 0.000 0.000 0.000

2.3 两组小鼠眼、小肠、脾中 MAdCAM-1 蛋白表达水

平比较

采用 Western blot 法检测了正常对照组小鼠和 EAU 组小

鼠眼、肠、脾中 MAdCAM-1 蛋白的表达情况。结果显示，

正常对照组中，眼组织几乎未见 MAdCAM-1 蛋白的表达（眼

1：0.010±0.003），而小肠和脾脏均可见少量 MAdCAM-1

蛋白表达（肠 1：1.247±0.105；脾 1：0.702±0.477），相
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比之下，EAU 组中眼 MAdCAM-1 蛋白表达略有增高（眼

2：0.025±0.002），而脾和肠道 MAdCAM-1 蛋白表达显著

增加（肠 2：3.675±0.867、脾 2：1.444±0.177），差异有

统计学意义（F 眼 =14.766, P 眼 =0.001；F 肠 =317.998, P 肠

=0.000；F 脾 =227.194, P 脾 =0.000），见表 3。

表 3  两组眼、肠、脾中 MAdCAM-1 蛋白表达水平。

组别 眼 小肠 脾

正常对照组（组 1） 0.010±0.003 1.247±0.105 0.702±0.477

EAU 组（组 2） 0.125±0.002 3.675±0.867 1.444±0.177

F 14.766 317.998 227.194

P 0.001 0.000 0.000

3 结论

本 研 究 中， 我 们 观 察 到 正 常 对 照 组 小 鼠 眼 中

MAdCAM-1无论细胞水平还是分子水平均处于低表达状态。

尽管在 EAU 模型中 MAdCAM-1 蛋白的表达略有增加，但眼

组织中未见明显 MAdCAM-1 阳性细胞。正常对照组小鼠肠

道和脾脏中有少量 MAdCAM-1 阳性细胞，而在 EAU 模型组

中，我们首次发现大量 MAdCAM-1 阳性细胞表达于小肠黏

膜固有层中的扁平血管内皮细胞表面，以及脾脏白髓的血管

内皮表面，同时 MAdCAM-1 的蛋白表达显著上调，分别升

高了 2.95 倍和 2.06 倍，且以小肠中的表达含量和上升幅度

为最，均具有显著的差异性。表明小肠内膜免疫系统和脾

脏中的 MAdCAM-1 表达上调可能与 EAU 的炎症密切相关，

我们的结果与 Kristina 等在 EAE 中的检测结果一致。说明

EAE 与 EAU 的发生都与 MAdCAM-1 介导的 ILH 作用相关，

循环中的组织特异性 T 淋巴细胞进入肠道被活化，之后随

着血液循环并穿越血 - 眼屏障或血 - 脑屏障从而引发了局

部的炎症。

综上，肠道菌群所产生的模拟抗原信号在 EAU 中可能

起着类似于“导火索”的作用；ILH 和归巢因子 MAdCAM-1

可能起到类似于“大门”和“门锁”的作用。肠道免疫、归

巢机制、归巢因子 MAdCAM-1 的研究可能会为揭示自身免

疫疾病中组织特异性 T 细胞的活化、增殖、迁移，及疾病

的发生、发展、转归找到新的线索。
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