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　　【摘要】　目的　研究系统性硬皮病（ＳＳｃ）发病与血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）及基质金属蛋白酶唱１
（ＭＭＰ唱１）表达的关系，探讨硬皮病可能的发病机制。 方法　采用免疫组化 ＳＰ法检测 ５３ 例 ＳＳｃ 患者皮损中
ＶＥＧＦ及 ＭＭＰ唱１的表达，２１例正常人皮肤组织作为正常对照组。 结果　（１）ＶＥＧＦ在 ＳＳｃ患者皮损的表达明
显强于对照组（P ＜０畅００１）。 （２）ＭＭＰ唱１在 ＳＳｃ患者皮损的表达明显强于对照组（P ＜０畅００１）。 结论　ＶＥＧＦ
和 ＭＭＰ唱１在 ＳＳｃ患者皮损中表达明显增强，ＶＥＧＦ参与了 ＳＳｃ的病理纤维化过程，其可能与 ＳＳｃ 皮肤的硬化
密切相关。
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　　系统性硬皮病（ＳＳｃ）是一种以皮肤及各系统胶原纤维进行
性硬化为特征的结缔组织病，患者体内存在多种自身抗体，并有
多种细胞因子的过度表达。 其发病机制有许多学说，但确切病
因仍未明了。 笔者采用免疫组化 ＳＰ 法检测 ＳＳｃ 患者皮损中血
管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）及基质金属蛋白酶唱１（ＭＭＰ唱１）的表达，
结果报道如下。

一、对象和方法
１．对象：５３ 例肢端型 ＳＳｃ患者皮损（均处于硬化期）标本来

自广西医科大学第一附属医院皮肤性病科 ２００６ 年 ３ 月至 ２０１１
年 ２月门诊和住院确诊患者，均符合枟中国临床皮肤病学枠有关
诊断标准［１］ 。 其中男 ２２ 例，女 ３１ 例；年龄 １７ ～５６ 岁，平均
（３１畅１１ ±１４畅５５）岁；病程 ６个月至 ５年，平均 １畅５ 年。 对照组 ２１
例标本为广西医科大学第一附属医院外科手术修剪舍弃外伤患

者的正常皮肤组织，排除系统性和其他慢性疾病，男 ９ 例，女 １２
例；年龄 １３ ～６０ 岁，平均（２９畅３５ ±１３畅７５）岁，所有标本经 １０％福
尔马林溶液固定，石蜡包埋后制成蜡块备用。

２．主要试剂：ＶＥＧＦ抗体（工作浓度１∶２５０）购自武汉博士德
公司，ＭＭＰ唱１抗体（工作浓度 １∶１００）、ＳＰ试剂盒购自福州迈新生
物技术公司。

３．实验方法：应用免疫组织化学 ＳＰ法，实验步骤按说明书，
具体如下：蜡块连续切片（厚约 ３ ｍｍ），附于经多聚赖氨酸处理
过的载玻片上，常规脱蜡至水后用 ＰＢＳ（０畅０１ ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ ７畅４）冲
洗 ３次，每次 ３ ～５ ｍｉｎ，０畅０１ ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸盐缓冲液中微波修复
（约 ９５ ℃）１０ ｍｉｎ，每张切片加 ５０ μｌ过氧化物酶阻断液室温孵
育 １０ ｍｉｎ，以去除因内源性过氧化酶造成的非特异性染色，ＰＢＳ
冲洗 ３ 次，每张切片加 ５０ μｌ 正常非免疫动物血清室温孵育
１０ ｍｉｎ，以去除因检测试剂的抗体蛋白与组织发生静电吸引而导
致的非特异性染色，甩去不洗，每张切片加一抗 ２５１ μｌ（ＶＥＧＦ抗
体或 ＭＭＰ唱１抗体）４ ℃过夜，ＰＢＳ冲洗 ３次，每张切片加 ５０ μｌ生
物素化二抗室温孵育 １０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 冲洗 ３ 次，每张切片加 ５０ μｌ

链霉菌抗生物素一过氧化物酶室温孵育 １０ ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，苏木
素复染，脱水、透明、封片。 用 ＰＢＳ代替一抗作空白对照。

４．结果判定：以细胞胞质中出现棕黄色或棕褐色染色颗粒
为阳性细胞，无着色为阴性细胞。 参照 Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｃｒ 等［２］的评分

标准，按照染色强度及染色细胞百分数进行评分。 染色强度积
分为：不染色为 ０，轻度染色为 ｌ，中度染色为 ２，强染色为 ３。 着
色范围为在×４００ 高倍镜下随机选取 ５ 个视野（每个视野计数
１００ 个细胞）计数阳性细胞所占的百分数均值：染色细胞百分数
分 ０ ～３ 级：细胞染色 ＜５％为 ０ 级，６％ ～２５％为 １ 级，２６％ ～
５０％为２级， ＞５１％为３级。 每张切片染色程度得分与染色细胞
百分比得分相乘，为其最后得分。 ０ ～１ 分为（ －）；２ ～３ 分为
（ ＋）；４ ～６分为（ ＋＋）；９分为（ ＋＋＋）。

５．统计学分析：采用 ＳＰＳＳ １６畅０ 统计软件包统计分析，总体
组间差异比较采用秩和检验，率的比较采用卡方检验，P ＜０畅０５
为差异有统计学意义。
二、结果
１．ＶＥＧＦ免疫组化染色结果：５３ 例 ＳＳｃ 中 ５１ 例阳性，阳性

率为 ９６畅２３％。 棕黄色或棕褐色染色颗粒分布于表皮细胞及真
皮细胞、血管内皮细胞（图 １），２１ 例正常人皮肤中 １１ 例可见或
偶见棕黄色或棕褐色染色颗粒分布于表皮细胞及真皮细胞、血
管内皮细胞（图 ２），阳性率为 ５２畅３８％。 经统计分析，ＳＳｃ 组
ＶＥＧＦ的表达明显强于对照组（Z＝６畅２９０，P＜０畅００１），见表 １。

表 1　ＳＳｃ皮损中 ＶＥＧＦ、ＭＭＰ唱１表达与对照组的比较（例）

分组 例数
ＶＥＧＦ

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋

ＭＭＰ唱１ 父
－ ＋ ＋＋ ＋＋＋

ＳＳｃ 组 ５３  ２ 骀４ 吵４１ 浇６ 热１ 珑５ 创３９ 揪８ 膊
对照组 ２１  １０ �１０ 乔１ ┅０ 热１５ �６ 创０ *０ 膊

　　注：ＳＳｃ 中 ＶＥＧＦ、ＭＭＰ唱１ 表达明显高于对照组 （ ＶＥＧＦ：Z ＝６畅２９０，

P ＜０畅００１；ＭＭＰ唱１：Z ＝６畅９１１，P ＜０畅００１），其中 ＳＳｃ中 ＶＥＧＦ、ＭＭＰ唱１ 阳性
表达为 ＋＋或 ＋＋＋的均为 ４７ 例，占 ８８畅６８％，明显高于对照组的 ４畅８％

及 ０，P 均 ＜０畅００１

　　２．ＭＭＰ唱１免疫组化染色结果：５３ 例 ＳＳｃ 中 ５２ 例阳性，阳性
率为 ９８畅１１％。 棕黄色或棕褐色染色颗粒分布于表皮细胞及真
皮细胞（图 ３），２１例正常人皮肤中 ６ 例可见或偶见棕黄色或棕
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褐色染色颗粒（图 ４），阳性率为 ２８畅５７％。 ＳＳｃ 皮损中表皮细胞
及真皮细胞 ＶＥＧＦ表达均强于正常对照组。 经统计分析，ＳＳｃ 组
ＭＭＰ唱１的表达明显强于对照组（Z ＝６畅９１１，P ＜０畅００１），见表 １。
　　三、讨论

微血管病变是 ＳＳｃ患者大部分临床表现及并发症的组织病
理基础。 通常，组织中微血管病变坏死后常有新的微血管代偿
性增生，而 ＳＳｃ组织中并无新生的微血管，认为可能是由于组织
中刺激血管增生与抑制血管增生的细胞因子比例失衡的结果。
目前认为血管内皮细胞是 ＳＳｃ发病的主要靶细胞［１］ 。

ＶＥＧＦ是近年来发现的一种具有肝素活性的生长因子，在炎
症、创伤、缺血缺氧等病理状态下有较高表达。 国内外的研究表
明 ＶＥＧＦ的高表达可能参与组织纤维化及硬化的过程。 Ａｇｕｉｌｅｒａ
等［３］认为 ＶＥＧＦ的高表达增加了血管通透性，促进腹膜纤维化。
龙武彬等［４］研究发现血清 ＶＥＧＦ的升高与 ＳＳｃ 肺间质病变发生
率呈正相关，对评估 ＳＳｃ肺间质病变的病情活动性有意义。 Ｗｉｌ唱
ｌｉａｍｓ等［５唱６］的研究显示 ＶＥＧＦ的高表达促进动脉粥样硬化及肾
纤维化。 本实验发现 ＳＳｃ 皮损中血管内皮细胞、表皮细胞及真
皮细胞的 ＶＥＧＦ 表达均强于正常对照组，经统计分析，ＳＳｃ 组
ＶＥＧＦ的表达明显强于对照组（Z ＝６畅２９０，P ＜０畅００１），而真皮层
无新生毛细血管，此提示 ＶＥＧＦ在 ＳＳｃ皮肤硬化过程中可能起一
定作用。 其可能机制为：（１）低氧可刺激 ＶＥＧＦ 表达上调，局部
ＶＥＧＦ增高是对皮肤病变所致低氧的反应。 （２）ＶＥＧＦ具有增高
血管通透性的作用，引起血浆蛋白（特别是纤维蛋白）渗出血管，
外渗的纤维蛋白原凝固成纤维蛋白而沉积组织间隙致间质炎

症。 （３）ＶＥＧＦ通过与特异受体结合明显促进成纤维细胞、内皮
细胞的生长，合成和分泌胶原等细胞外基质。 （４）血浆蛋白外渗
及细胞外基质的异常增多可刺激巨噬细胞产生组织纤维化的关

键因子 ＴＧＦ唱β１，从而导致皮肤硬化。
胶原酶是 ＭＭＰ 家族的一员，是降解胶原的惟一金属蛋白

酶。 ＭＭＰ唱１又称胶原酶唱１、成纤维细胞胶原酶或间质胶原酶，是
最早被纯化和 ｃＤＮＡ克隆的脊椎动物胶原酶，可降解Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、
Ⅶ和Ⅹ型胶原及蛋白多糖。 在正常成人组织中 ＭＭＰ唱１ 表达量
极少，但在病理情况下如创伤愈合、修复或重塑过程中，ＭＭＰ唱１
表达量增加。 ＭＭＰ 是组织重塑的关键酶，在体内，其活性受到
基质金属蛋白酶组织抑制剂（ＴＩＭＰ）的调节。 Ｔａｋａｈａｒａ 等［７唱９］国

内外较多学者对人及动物模型的研究均发现实验组标本组织中

ＭＭＰ唱１表达增加，ＭＭＰ唱１参与了肝、肾、肺纤维化形成的病理过

程，认为可能与 ＭＭＰ／ＴＩＭＰ 比例的失衡相关。 本实验亦发现
ＳＳｃ皮损中表皮细胞及真皮细胞 ＭＭＰ唱１ 表达均高于正常对照
组，经统计分析，ＳＳｃ组皮损 ＭＭＰ唱１的表达明显强于对照组（Z ＝
６畅９１１，P＜０畅００１），尽管皮损 ＭＭＰ唱１ 的表达量明显增加，却未能
发挥应有的作用，减轻皮肤胶原硬化和纤维化，是否还有其他因
素的干扰，考虑可能与 ＭＭＰ唱１／ＴＩＭＰ比例失衡有关，但确切的机
制有待进一步研究。
本实验结果表明，ＶＥＧＦ 与 ＭＭＰ唱１ 在 ＳＳｃ 患者皮损中表达

明显增强，但 ＶＥＧＦ 参与了 ＳＳｃ 的病理纤维化过程，其可能与
ＳＳｃ皮肤的硬化密切相关。
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