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血管性血友病因子在感染性关节炎发生发展中的

作用
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［摘　要］目的：研究血管性血友病因子（ＶＷＦ）在感染性关节炎发生发展中的作用。方法：采用金黄色葡萄
球菌尾静脉注射方法建立小鼠感染性关节炎模型，分为两个阶段实验；第一阶段研究去除ＶＷＦ对感染性关节炎
的影响，使用７只ＶＷＦ基因敲除小鼠作为实验组，７只ＮＭＲＩ小鼠作为对照组，于建模后第３、４、７、１０天观察小
鼠的一般情况，计算体质量变化率，评定关节炎指数和关节炎频率；第二阶研究ＶＷＦ对感染性关节炎的影响，使
用ＮＭＲＩ小鼠２５只，随机分为Ｍｉｎｉｒｉｎ组（ｎ＝１３）和ＰＢＳ组（ｎ＝１２），Ｍｉｎｉｒｉｎ组于建模前１ｈ腹腔注射醋酸去氨
加压素（ＤＤＡＶＰ），ＰＢＳ组注射等量ＰＢＳ处理，分别于建模后第３、４、７、１０天观察小鼠的一般情况，称量并计算小
鼠的体质量变化率和存活率，评定关节炎指数、关节炎频率和多关节炎频率，计算肾脏肿胀指数及肾脏进行细菌

承载量，实验结束时取两组小鼠关节进行影像学检查，并评估骨损伤指数和骨损伤频率；于实验第１０天处死小
鼠后收集血清检测白细胞介素６（ＩＬ６）和角质形成细胞衍生的细胞因子（ＫＣ）水平。结果：第一阶段实验，实验
组和对照组小鼠的体质量变化率比较，差异无统计学意义（Ｐ＜００５）；从实验第３天起，实验组小鼠关节炎指数
和关节炎频率均明显低于对照组，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；第二阶段实验，两组小鼠在感染后
第３天开始出现不同程度的关节炎症状，关节及皮肤表面出现红肿等炎症变化；影像学显示，Ｍｉｎｉｒｉｎ组和ＰＢＳ组
均出现骨损伤；与ＰＢＳ组比较，Ｍｉｎｉｒｉｎ组小鼠存活率、关节炎指数、关节炎频率、多关节炎频率、肾脏脓肿程度、
肾脏细菌承载量、骨损伤指数、骨损伤频率以及小鼠血清中 ＩＬ６、ＫＣ水平比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
结论：ＶＷＦ减少是影响金黄色葡萄球菌感染性关节炎的关键因素，ＤＤＡＶＰ对关节炎的发生发展无明显作用。

［关键词］葡萄球菌，金黄色；毒力因子类；小鼠；醋酸去氨加压素；血管性血友病因子；感染性关节炎
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　　金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）属于
葡萄球菌属，为革兰阳性球菌，是人类重要的致病

菌之一，可引起社区或医院性感染，如果未能及时

治疗，感染可扩散至周围组织或经菌血症转移至其

他器官［１］。金黄色葡萄球菌是导致感染性关节炎

最常见的致病菌［２］，该菌可分泌多种毒力因子，血

管性血友病因子结合蛋白（ｖｏｎＷｉｌｌｅｂｒａｎｄｆａｃｔｏｒ
ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ｖＷｂｐ）是其中之一。ｖＷｂｐ可与血
管性血友病因子（ｖｏｎＷｉｌｌｅｂｒａｎｄｆａｃｔｏｒ，ＶＷＦ）结合
引发凝血反应［３］。醋酸去氨加压素（ｄｅｓｍｏｐｒｅｓｓｉｎ，
ＤＤＡＶＰ）是临床上最常用于治疗轻中度血管性血
友病（ｖｏｎＷｉｌｌｅｂｒａｎｄｄｉｓｅａｓｅ，ＶＷＤ）的药物［４］，可

促进病人血液中的ＶＷＦ和凝血因子 ＶＩＩＩ释放，提
高血小板功能和机体的凝血功能［５］。本实验采用

小鼠感染性关节炎模型［６］来研究 ＶＷＦ在感染性
关节炎的发生发展中的作用机制。

１　材料与方法
１１　主要材料
１１１　实验动物　ＮＭＲＩ雌性小鼠，６～１２周龄，
购自荷兰实验室（Ｅｎｖｉｇｏ，ｔｈｅＮｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ）；ＶＷＦ基

因敲除鼠，６～１２周龄，由比利时鲁汶大学血栓研
究实验室赠予［７］。小鼠的饲养条件及动物实验伦

理均符合瑞典哥德堡动物研究伦理委员会的要求。

１１２　实验试剂　ＤＤＡＶＰ商品名为Ｍｉｎｉｒｉｎ，规格
为４ｇ／Ｌ，购自ＦｅｒｒｉｎｇＬｋｅｍｅｄｅｌＡＢ公司（马尔默，
瑞典）。

１１３　实验菌株　实验中用到的金黄色葡萄球菌
菌株为野生型（ＷＴＮｅｗｍａｎ），菌株由德国图宾根
大学微生物遗传学实验室提供。菌株用大豆胰蛋

白酶肉汤甘油 －８０℃保存，每次实验准备的菌液
均定量接种血琼脂平板以进行菌液浓度及细菌存

活能力的验证，菌株的处理参照文献［８］。
１２　实验方法

共有两个独立实验。实验一，研究 ＶＷＦ在感
染性关节炎发病中的作用：随机抽取 ＶＷＦ基因敲
除鼠（ＶＷＦ－／－）（ｎ＝７）和 ＮＭＲＩ小鼠（ｎ＝７）分
别进行编号设立实验组和对照组，每只小鼠通过尾

静脉注射０３×１０７ＣＦＵ的 ＷＴＮｅｗｍａｎ菌液。动
物采用混养以保证实验组和对照组有相同的饲养

条件，每笼５～１０只，自由饮水取食。定期监测小
鼠的体质量和关节炎的发展情况。１０ｄ后处死小
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鼠，收集血清以检测细胞因子水平，收集四肢用于

影像学检测骨损伤情况，收集肾脏用于评估细菌承

载量［９］。实验二，研究在使用 ＤＤＡＶＰ增加小鼠
ＶＷＦ含量后对小鼠感染性关节炎的影响：随机抽
取ＮＭＲＩ小鼠进行编号设立 Ｍｉｎｉｒｉｎ组（ｎ＝１３）和
ＰＢＳ组（ｎ＝１２），Ｍｉｎｉｒｉｎ组每只小鼠腹腔注射 Ｍｉ
ｎｉｒｉｎ０１μｇ［１０］，ＰＢＳ组注射等量的 ＰＢＳ１ｈ后，每
只小鼠通过尾静脉注射０３×１０７ＣＦＵ的 ＷＴＮｅｗ
ｍａｎ菌液；其余处理与实验一相同。
１３　观察指标
１３１　小鼠体质量、存活率和关节炎指数　于实
验开始后每日观察小鼠一般情况、记录存活数，且

于实验 第３、５、７、１０天记录小鼠的体质量，计算体
质量变化率 ＝检测体质量（第 ｎ天）／原始体质量
×１００％；评估小鼠的关节炎严重程度，评估标准参
照文献［１１］，０分为无炎症，１分为轻微的可见肿
大和红斑，２分为中等的肿大和红斑，３分为明显的
肿大和红斑；关节炎指数统计的是每只小鼠四肢评

分总和的均值，关节炎频率是指有关节炎的小鼠数

占总数的百分比，多关节炎的定义是指两个或两个

以上关节同时有关节炎症状。

１３２　小鼠双肾脓肿程度和双肾细菌承载量　小
鼠处死后，收集双侧肾脏并对其脓肿程度进行评

分，标准参照文献［１２］。０分为完全健康的双肾；１
分为双肾无形状改变，但有１～２处小型脓肿形成；
２分为多于２处脓肿，但总面积＜７５％；３分为大面
积的脓肿，且分布面积＞７５％。评估之后将肾脏研
磨用定量的 ＰＢＳ稀释后转种血平板，培养２４ｈ后
进行菌落计数并估算双肾的细菌承载量。

１３３　小鼠四肢的影像学分析　小鼠处死后，收
集的小鼠四肢关节用４％福尔马林保存，使用微型
ＣＴ扫描仪进行扫描，所得图像进行三维立体（３Ｄ）
结构重建。所用仪器型号为 Ｓｋｙｓｃａｎ１１７６ｍｉｃｒｏＣＴ
（Ｂｒｕｋｅｒ，Ａｎｔｗｅｒｐ，Ｂｅｌｇｉｕｍ），参数为５５ｋＶ、４５５ｍＡ、
０２ｍｍ铝滤光片，曝光时间４７ｍｓ；得到的图像用
软件ＮＲＥＣＯＮ（版本１５１，Ｂｒｕｋｅｒ）进行３Ｄ重构，
然后使用软件 ＣＴｖｏｘ（版本 ２４，Ｂｒｕｋｅｒ）进行分
析。每个关节都由两名对实验分组未知的课题组

员进行评估：０分，完全健康的关节；１分，有轻度骨
破坏；２分，中度骨破坏；３分，明显的骨破坏。骨损
伤指数是每个关节评分的均值骨损伤频率是有骨

破坏的关节数占总关节数的比例。

１３４　白细胞介素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）和角质
形成细胞衍生的细胞因子（ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅｄｅｒｉｖｅｄｃｙ

ｔｏｋｉｎｅ，ＫＣ）检测 　 使用酶联免疫吸附试验
（ＥＬＩＳＡ）检测小鼠血清中的 ＩＬ６和 ＫＣ，使用试剂
为ＤｕｏＳｅｔＥＬＩＳＡＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔＫｉｔ（Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓＥｕ
ｒｏｐｅ，Ｌｔｄ）。
１４　统计学分析

所有数据使用 Ｐｒｉｓｍ８软件分析 （Ｐｒｉｓｍ８ｆｏｒ
Ｍａｃ，Ｖｅｒｓｉｏｎ８００，ＧｒａｐｈＰａｄＳｏｆｔｗａｒｅ）。组间比较
使用ｔ检验，使用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验和 χ２检验
分析其他非参数数据。除非另有说明，否则所有结

果以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示。Ｐ＜００５为差异
具有统计学意义。

２　结果
２１　第一阶段实验结果
２１１　一般情况　随实验进程，实验组和对照组
小鼠精神逐渐萎靡，活动量、摄食量减少，出现关节

红肿、关节僵直等情况，严重可出现跛行甚至残疾。

２１２　小鼠体质量变化率、关节炎指数和关节炎
发生频率　实验组与对照组小鼠体质量变化率比
较，差异无统计学意义（Ｐ＝００５），见图１Ａ；从实
验第３天起，实验组小鼠关节炎指数和关节炎频率
均明显低于对照组，差异具有统计学意义（Ｐ＜
００５，Ｐ＜００１），见图１Ｂ和图１Ｃ。
２２　第二阶段实验结果
２２１　小鼠体质量变化率、存活率　两组小鼠体
质量在感染后呈持续下降趋势（图２Ａ）；小鼠病死
情况于感染后第６天开始出现，最终 Ｍｉｎｉｒｉｎ组的
存活率为７６９％，ＰＢＳ组的存活率为９１７％，但差
异无统计学意义（Ｐ＝０４），见图２Ｂ。
２２２　小鼠关节炎表现、关节炎指数、关节炎频率
和多关节炎频率　两组小鼠在感染后第３天开始
均出现程度不一的关节炎症状、关节及皮肤表面出

现红肿等炎症变化。与 ＰＢＳ组比较，Ｍｉｎｉｒｉｎ组关
节炎指数、关节炎频率和多关节炎频率较低，但差

异无统计学意义（Ｐ＞００５），见图 ２Ｃ、图 ２Ｄ和
图２Ｅ。
２２３　小鼠关节影像学检查　Ｍｉｎｉｒｉｎ组和 ＰＢＳ
组骨损伤指数和骨损伤频率比较，差异无统计学意

义（Ｐ＝０１８），见图 ３Ａ。ＰＢＳ组小鼠骨损伤频率
为２１７％，Ｍｉｎｉｒｉｎ组为３０１％，两组比较差异无统
计学意义（Ｐ＞０９９），见图３Ｂ。影像学检查显示，
Ｍｉｎｉｒｉｎ组和ＰＢＳ组均出现骨损伤表现，与无损伤
的关节比较，受损的骨关节可见骨结构不完整，骨

质表面粗糙，并有空洞形成，见图４Ａ～图４Ｅ。
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注：（１）与对照组相比，Ｐ＜００５；（２）与对照组相比，Ｐ＜００１。

图１　两组小鼠体质量、关节炎指数和关节炎频率的变化
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ，ａｒｔｈｒｉｔｉｓｉｎｄｅｘａｎｄａｒｔｈｒｉｔｉｓｆｒｅｑｕｅｎｃｙｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

图２　Ｍｉｎｉｒｉｎ组和ＰＢＳ组小鼠体质量、存活率、关节炎指数、关节炎频率和多关节炎频率的变化
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ，ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅ，ａｒｔｈｒｉｔｉｓｉｎｄｅｘ，ａｒｔｈｒｉｔｉｓｆｒｅｑｕｅｎｃｙ，

ａｎｄｍｕｌｔｉｐｌｅａｒｔｈｒｉｔｉｓｆｒｅｑｕｅｎｃｙｉｎＭｉｎｉｒｉｎａｎｄＰＢＳｇｒｏｕｐｓ

图３　Ｍｉｎｉｒｉｎ组和ＰＢＳ组小鼠骨损伤指数和骨损伤频率
Ｆｉｇ．３　ＢｏｎｅｉｎｊｕｒｙｉｎｄｅｘａｎｄｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆｂｏｎｅｉｎｊｕｒｙｉｎＭｉｎｉｒｉｎａｎｄＰＢＳｇｒｏｕｐｓ

２２４　肾脏肿胀指数、双肾细菌承载量及小鼠血
清中ＩＬ６、ＫＣ表达水平　在肾脏的脓肿程度和细
菌承载量方面，Ｍｉｎｉｒｉｎ组和ＰＢＳ组比较，差异无统

计学意义（Ｐ＝０２２，Ｐ＝０２２），见图５Ａ和图５Ｂ。
小鼠血清中ＩＬ６、ＫＣ的表达水平进行比较，差异无
统计学意义（Ｐ＝０８１，Ｐ＝０３１），见图５Ｃ。
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注：（１）为ＰＢＳ组小鼠无损伤骨影像学图片，（２）为Ｍｉｎｉｒｉｎ组损伤骨影像学图片；
Ａ为前掌，Ｂ为肩关节，Ｃ为髋关节，Ｄ为膝关节，Ｅ为后脚掌；箭头为骨损伤处。

图４　Ｍｉｎｉｒｉｎ组和ＰＢＳ组小鼠的关节影像学表现
Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｊｏｉｎｔｉｍａｇｉｎｇｆｉｎｄｉｎｇｓｏｆｍｉｃｅｉｎＭｉｎｉｒｉｎａｎｄＰＢＳｇｒｏｕｐｓ

注：Ａ为肾脏脓肿指数，Ｂ为肾脏细菌承载量，Ｃ为小鼠血清中ＩＬ６、ＫＣ水平。

图５　Ｍｉｎｉｒｉｎ组和ＰＢＳ组小鼠肾脏肿胀指数、肾脏细菌承载量及小鼠血清中ＩＬ６、ＫＣ水平
Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅｋｉｄｎｅｙｓｗｅｌｌｉｎｇｉｎｄｅｘ，ｋｉｄｎｅｙｂａｃｔｅｒｉａｌｌｏａｄａｎｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｓｅｒｕｍ

ＩＬ６ａｎｄＫＣｉｎＭｉｎｉｒｉｎａｎｄＰＢＳｇｒｏｕｐｓ

３　讨论

感染性关节炎主要由细菌感染引起，常累及一

个或多个关节，以膝关节和髋关节最为常见［１３］。

因病情进展迅速、死亡率高、愈后差，被认为是最危

险的关节疾病之一［１４］。其发病机制涉及到固有免

疫、获得免疫系统的启动和促炎症因子的激活，最

终因一系列复杂的炎症反应导致受感染关节骨损

伤及骨质破坏［１５］，如果不予及时治疗，数日内将会

导致关节的不可逆损伤。

感染性关节炎发病机制的关键是细菌侵入关

节，而金黄色葡萄球菌作为最常见的病原菌［１６］，通

过血源性传播到达关节滑膜是其主要的致病途

径［１７］。金黄色葡萄球菌的致病力与其产生的凝固

酶和毒力因子有关。ｖＷｂｐ一方面可激活凝血酶
原，将纤维蛋白原裂解成纤维蛋白，将菌体包裹其

中利于抵抗宿主免疫系统的清除［１８］；另一方面，

ｖＷｂｐ通过与 ＶＷＦ的结合，帮助金黄色葡萄球菌
粘附于血管内皮细胞［１９］，从而有助于细菌侵入组

织。之前有研究显示敲除 ｖＷｂｐ基因后将会降低
金黄色葡萄球菌的致病力［２０］，本实验室近期的实
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验结果也证明，对比野生型金黄色葡萄球菌，敲除

ｖＷｂｐ的菌株对关节炎的致病能力有明显下降，进
一步发现ｖＷｂｐ与ＶＷＦ的结合更是导致感染性关
节炎的关键（此部分数据暂未发表）。

因此本文通过 ＤＤＡＶＰ能够增加体内 ＶＷＦ的
释放，以改善机体凝血功能为切入点来研究机体

ＶＷＦ增高后金黄色葡萄球菌毒力因子对感染性关
节炎的影响，对于临床的治疗和预后具有一定的指

导价值。ＤＤＡＶＰ是对天然精氨酸加压素的化学结
构进行修饰后人工合成的类似物，它具有类似的生

理功能，即能够促进机体血液中的 ＶＷＦ的释放。
ＶＷＦ近年被发现是多种炎性疾病的新的炎症标志
物，炎症时由血管上皮细胞迅速释放，它能够直接

与白细胞结合或通过募集血小板而使白细胞聚集，

从而进一步使炎症反应加重［２１］。基于此，机体内

的ＶＷＦ是否是影响感染性关节炎的主要关键因
素，以及若在机体内 ＶＷＦ相对较高的前提下，关
节炎的发生率是否会相应增高是本次研究的目的。

在本研究中，相较于普通小鼠，ＶＷＦ基因敲除小鼠
体质量减轻明显较少，关节炎的发生频率和严重程

度都明显降低。说明 ＶＷＦ参与了感染性关节炎
的发生发展。那若通过给予小鼠 ＤＤＡＶＰ增加其
体内ＶＷＦ含量，是否会使关节炎的发生率增加、
骨质破坏程度加重？在第二阶段实验中，小鼠接受

ＤＤＡＶＰ预处理后，无论在关节炎的发生发展，还是
骨质损伤和体内促炎症因子的表达水平上均无明

显差异，但是可以看出Ｍｉｎｉｒｉｎ组在体质量下降率、
死亡率及关节的损伤程度上比 ＰＢＳ组要高。说明
在感染性关节炎时，病情的发生发展可能与当时体

内ＶＷＦ的浓度在一定的程度上有相关性，这可能
与小鼠血浆中 ＶＷＦ与金黄色葡萄球菌分泌的
ｖＷｂｐ结合受体内复杂环境所限制，亦或是体内
ＶＷＦ的本底表达量已足够有关。

综上，ＶＷＦ是影响感染性关节炎的因素之一，
且在一定程度上ＶＷＦ与ｖＷｂｐ的结合对感染性关
节炎的发生发展具有一定的影响，但关节炎的病情

牵涉到复杂的病理发展过程，因此，要想寻找抗感

染治疗的新的可行方向，还需要对其致病的机制和

治疗方案进行更深入的研究。
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　４期 胡智成等　血管性血友病因子在感染性关节炎发生发展中的作用
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