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化学性静脉炎动物模型观察指标的研究现状
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摘要:对国内外有关化学性静脉炎动物模型观察指标的研究现状进行综述,总结分析化学性静脉炎在不同动物模型中的判断标

准、检测方法及观察指标的内容,为未来的相关实验研究提供参考。
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  化学性静脉炎是指输注刺激强、浓度高、渗透压

高、pH值低的药物后,对血管造成直接损伤而引起的

炎性反应或血栓形成[1-2]。临床表现为局部静脉发

红、发热、疼痛、肿胀和/或可触及条索状硬结[2-3]。在

临床仅通过肉眼观察临床表现来判断存在主观性,在
动物实验研究中已经有较多的观察指标被应用,提高

了判断化学性静脉炎的准确性和有效性。但是,相同

检测抗体或因子在不同检测方法或不同动物模型中

出现不同的结果。因此,本文将有关化学性静脉炎观

察指标的实验研究现状进行归纳总结和分析,旨在为

未来的相关实验研究提供参考。

1 化学性静脉炎的外观判断标准

1.1 兔模型化学性静脉炎 研究者主要参考美国

静脉输液治疗实践标准(2016版),并结合动物的实

验特点,去除有关疼痛的指标,将静脉炎分为5等

级:0级,无症状;1级,穿刺部位发红;2级,穿刺部

位发红和/或水肿;3级,穿刺部位发红,条状痕/纹

形成,可触及条索状静脉;4级:穿刺部位发红,可触

及条 索 状 静 脉,长 度 大 于2.5
 

cm,有 化 脓 性 液

体[3-4]。

1.2 鼠模型化学性静脉炎 鼠尾及周围组织的静脉

炎判断,主要是通过电子数显卡尺在不同的时间、固
定的部位测量鼠尾直径,并用公式肿胀度(%)=(治
疗后小鼠尾直径-治疗前小鼠尾直径)/治疗前小鼠

尾直径×100%来计算肿胀程度,与未做处理的小鼠

尾直径比较,差异有统计学意义为化学性静脉炎的有

效判断标准[5-6]。邱敏等[6]在鼠尾静脉注射长春瑞滨

前、后6
 

h、24
 

h及48
 

h
 

,用电子数显卡尺来测量鼠尾

穿刺点近心端3
 

cm处的直径,结果发现模型组的鼠

尾肿胀程度明显高于空白组。
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2 化学性静脉炎的病理组织学检测

2.1 染色
 

2.1.1 苏木精-伊红染色 苏木精-伊红染色(Hema-
toxylin-Eosin

 

staining,
 

HE)是石蜡切片中最基本、
应用最广泛的染色法。苏木精是碱性染液,能让胞核

染色质及胞质核酸呈紫蓝色,伊红是酸性染料,能使

胞质和胞外基质中的成分呈红色。大多数研究者采

用HE染色来观察兔模型中化学性静脉炎的病理组

织情况[4,7-8]。付晓燕等[8]通过HE染色,在光学显微

镜下观察到有化学性静脉炎模型组的血管内皮细胞

发生脱落、坏死,血管周围组织水肿明显,并有大量炎

症细胞浸润,伴有血管腔内血栓形成,而对照组的血

管内皮细胞没有发生明显的形态学改变。
2.1.2 Masson染色 Masson染色作为组织纤维和

炎症细胞的染色方法之一,采用2种或3种阴离子染

料进行染色,光学显微镜下观察组织中的胶原纤维呈

现蓝色,肌纤维呈现红色。Roberto等[9]将标本进行

Masson染色发现,血管腔内有大量红细胞聚集的血

管充血及在血管壁细胞数量增加的内膜增生,这比

HE染色能更好地观察到组织损伤和血栓形成。唐

文帅等[10]通过 Masson染色,在光学显微镜下清晰地

观察组织的胶原纤维呈蓝色,肌纤维、纤维素、胞质及

红细胞呈红色,胞核呈蓝褐色,以便分析纤维蛋白鞘

的具体成分。
2.1.3 玫瑰红染色 研究者使用玫瑰红染色来检测

内皮细胞黏附率[5]。具体的方法是从模型收集20
 

mL的静脉血并用肝素抗凝,用标准密度梯度分离方

法分离嗜中性粒细胞,再用瑞氏染色剂染色并在光学

显微镜下鉴定。用公式计算黏附率:细胞黏附率

(%)=(刺激组的吸光度-阴性对照组的吸光度)/阴

性对照组的吸光度×100%。每个实验一式三份,并
独立进行至少3次。Wang等[5]在长春瑞滨诱导鼠模

型中,通过玫瑰红染色检测显示长春瑞滨增加中性粒

细胞对内皮细胞的黏附率,长春瑞滨组、对照组分别

为(38.70±8.34)%、(8.93±4.85)%(两组比较,
P<0.01)。
2.2 光学显微镜观察及判断标准 光学显微镜简称

为光镜,是利用光学原理将微小物体放大以观察到微

细结构。标本组织染色后光镜下观察的组织病理判

断标准分为4类。①炎症反应程度。为4等级:无炎

症反应(-),仅见血管周围结缔组织充血水肿;轻度

炎症(+),血管周围结缔组织见淋巴细胞、浆细胞浸

润,血管壁及血管腔未见炎性细胞;中度炎症(􀳥),血
管周围结缔组织及血管壁各层有淋巴细胞、浆细胞及

少许中性粒细胞浸润;重度炎症(􀳦),血管周围结缔

组织、血管壁各层及血管腔可见弥漫性淋巴细胞、中
性粒细胞浸润,血管腔内可见较多的渗出物及坏死的

细胞碎片[4,7,11]。②血栓形成标准。每份组织标本切

片3或5张,其中1张及以上切片中出现血栓即定为

血栓形成,血栓被分为新鲜血栓或机化血栓,切片均

无血栓即定为无血栓形成[7,12-13]。有研究者将血栓形

成分为4个等级,无
 

(-)、轻度(+)、中度
 

(􀳥)、重度
 

(􀳦),由病理医生进行盲法判断[14]。③观察组织病

理内容包括血管内皮肿胀、血管周围水肿、炎症细胞

浸润、血栓形成、血管扩张、管腔淤血、管壁增厚、内皮

细胞增生、纤维增生及周围出血10个项目,分为无

(-)、轻微(+)、中度(􀳥)及重度(􀳦)4个等级[15-16]。
④病理分级。国外研究者多根据临床、病因学、解剖

学及病理学(Clinical,
 

Etiologic,
 

Anatomic,
 

Patho-
logic,

 

CEAP)分类来评估组织病理学变化,通过细胞

内皮丢失、炎性浸润、水肿、表皮变性或血栓形成进行

病理分级。静脉内皮细胞脱落分级为0~3级:0级

为无;1级为<血管横断面的1/3;2级为1/3~2/3的

血管横断面;3级为>血管横断面的2/3。炎性细胞

浸润分为0~3级:0级为无;1级为静脉壁或血管周

围组织有少量炎症细胞浸润;2级为静脉壁或血管周

围组织有大量炎性细胞浸润;3级为血管周围组织有

弥漫和密集的炎症细胞浸润。水肿分级为0~3级:0
级为无;1级为血管周围组织局部水肿;2级为血管周

围组织弥漫性水肿;3级为整个区域水肿。血栓形成

分为0~3级:0级为无;1级为<血管横断面的1/3;2
级为1/3~2

 

/3的血管横断面;3级为>血管横断面

的2/3[1,3,17-18]。
2.3 电子显微镜观察 电子显微镜简称电镜,其分

辨率是光学显微镜的1
 

000倍。Zhang等[19]通过透

射电镜观察血管内皮细胞超微结构的病理变化,电镜

下观察到造模血管内皮细胞膜脱落或坏死、细胞质溶

解、内质网扩张、线粒体肿胀及空泡变性。
3 其他结局指标的观察

3.1 酶联免疫学(ELISA)
酶联免疫学是通过兔耳、鼠尾静脉或心脏采血2

 

mL放入干燥试管,分离血清后,取上层血清液检测

炎症或血栓形成因子的含量,因其具有很高的特异性

和敏 感 性,能 更 好 地 观 察 和 判 断 化 学 性 静 脉

炎[5,8,20-21]。
3.1.1 观察炎症反应因子 观察炎症反应的因子有

细胞 间 黏 附 分 子-1(ICAM-1)、血 管 黏 附 分 子-1
(VCAM-1)、E-选择素(E-selectin)和P-选择素(P-se-
lectin)、C反应蛋白(CRP)、肿瘤坏死因子(TNF-α)、
白细胞介素-6(IL-6)、白细胞介素-1β(IL-1β)等

[5,8,20]。
化学性静脉炎发生的分子学机制主要是血管内皮间

黏附因子与炎症细胞之间的相互作用,E/P-selectin
在血管内皮表达并介导白细胞在血管壁滚动、黏附,
ICAM-1及VCAM-1继续介导白细胞黏附、迁移和渗

出血管内皮,最终导致内皮细胞脱落,血管通透性增

加,炎症细胞浸润和组织水肿,甚至血栓形成[5-6,8]。
Wang等[5]研究发现注入长春瑞滨的兔及鼠模型血

清中E-selectin含量明显高于注入生理盐水的对照
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组,而 在 兔 模 型 血 清 中 P-selectin、ICAM-1 及

VCAM-1两组无明显变化。付晓燕等[8]研究显示,在
兔耳缘静脉注入长春瑞滨的模型组血清中ICAM-1
及E-selectin含量明显高于空白对照组。CRP作为

炎症相关的急性蛋白,TNF-α、IL-6及IL-1β作为重

要的炎症细胞因子,在化学性静脉炎的发生过程中起

着重要的作用[11,20,22]。Li等[22]发现由甘露醇诱导化

学性静脉炎兔模型的血浆中 CRP、TNF-α、IL-6及

IL-1β值高于空白组。
3.1.2 观察血栓形成因子 观察血栓形成的因子有

血管性血友病因子(vWF)、D-二聚体及血浆组织因子

(TF)[12-14,21]。vWF通过介导血小板和血管内皮胶原

纤维之间的黏附作用,促进血小板黏附、聚集到受损

的血管壁,从而形成血栓;D-二聚体来源于纤溶酶溶

解的交联纤维蛋白凝块,是纤维蛋白单体经因子ⅩⅢ
交联后,经纤溶酶降解后产生的一种特异性产物,其
浓度升高说明血管及组织处于纤维蛋白溶解过程;
TF是组织损伤时释放的重要凝血因子,与凝血因子

Ⅶ结合形成Ⅶa-TF复合物并被激活,并经过外源性

凝血 系 统 激 活 一 系 列 酶 促 反 应,促 进 血 液 凝

固[12-14,21]。Mo等[12]研究发现,使用甘露醇造模组在

第3、5、7天的TF和vWF值明显高于对照组。
3.2 免疫组织化学技术 免疫组织化学简称免疫组

化。研究者将标本进行石蜡切片,采用免疫组化SP
法 观 察 组 织 中 ICAM-1、VCAM-1、E/P-selectin、
TNF-α、IL-1β、IL-6、白细胞介素-10(IL-10)、NF-κB、

p65、p-p38、iNOS(诱导型-氧化氮合酶)及COX-2(环
氧化酶-2)等抗体变化[1,6,11,20,23]。免疫组化结局多以

浅棕黄色、棕黄色或褐色颗粒为阳性指标[1,11,20,23]。
ICAM-1、VCAM-1、E/P-selectin着色于血管内皮细

胞、淋巴细胞的细胞核或胞质,TNF-α着色于炎性细

胞、内皮细胞胞浆或胞核内,IL-1β、IL-6及IL-10均

着色于炎性细胞、内皮细胞胞质及胞膜,NF-κB、p65、

p-p38在炎症细胞、血管内皮细胞、吞噬细胞的胞核或

胞浆内可见明显表达,p-p38在软骨细胞有明显表

达[1,6,11,20,23]。在高倍视野下(×400)使用Image
 

Pro
 

Plus软 件(6.0)、BI-2000图 像 分 析 系 统 或 Nikon
 

NIS-Elements的光谱成像系统来分析阳性细胞的光

密度,在显微镜下观察每个切片中5个不连续的高倍

视野(×200),每个视野的细胞数≥500个,对每个视

野炎性细胞、血管内皮细胞的阳性细胞进行计数,再
求每张切片的平均阳性细胞数[1,6,11,24]。邱敏等[6]在

鼠尾静脉注入长春瑞滨6
 

h后,E-selection在内皮细

胞的表达量比空白组高,而P-selection
 

表达量与空白

组比较差异无统计学意义;同样ICAM-1与空白组相

比有明显表达,而VCAM-1表达量则无明显变化,两
组差 异 无 统 计 学 意 义。这 与 Li等[22]在 兔 模 型

ELISA检测结果较一致,但与 Wang等[5]在兔模型

ELISA检测中血浆ICAM-1含量与对照组无差异的

结果不一致,需要进一步去研究。
3.3 流式细胞术 在化学性静脉炎的模型中,学者

使用流式细胞术观察抗体表达,以检测细胞凋亡情

况[1,5,12]。细胞凋亡分析方法是收集细胞悬浮于缓冲

液中,使用凋亡检测试剂盒来处理样品,然后通过流

式细胞术进行分析。Mo等[12]对石蜡切片进行脱蜡

后,用流式细胞术来检测阳性细胞数,结果发现甘露

醇组细胞凋亡的阳性细胞数明显高于生理盐水组。
Wang等[5]通过培养和收集人内皮细胞,并用流式细

胞术分析E-selectin的表达,结果显示长春瑞滨上调

人内皮细胞中E-selectin表达。
3.4 蛋白质印迹分析(Western

 

Blot) 目前,蛋白质

印迹分析在化学性静脉炎模型中,通过p-p38MAPK
(磷酸化P38丝裂原活化蛋白激酶)、p38MAPK(p38
丝裂原活化蛋白激酶)、NF-κBp65、PKC(蛋白激酶

C)、iNOS、TNF-α及COX-2等特异抗体的蛋白质表

达,发现血管内皮细胞凋亡[1,22]。当血管内皮细胞受

损,ROS(一氧化氮合酶)诱导p38产生,激活 NF-κB
信号通路,通过p38的磷酸化加速炎症介质如TNF-
α,ILs和iNOS的过度释放,导致细胞炎症反应和细

胞凋亡;NF-κB被激活后诱导嗜中性粒细胞凋亡,产
生大量炎症介质和氧自由基,促进炎性细胞因子和纤

维化因子表达,进而加重静脉炎的发生;PKC作为丝

氨酸苏氨酸蛋白激酶,参与血管平滑肌细胞增殖时信

号传导过程;COX-2诱导的前列腺素类产物与炎症

性疾病有关,其特征是水肿、趋化因子产生和炎性细

胞浸润[1,22,24]。Li等[22]研究发现,由甘露醇诱导的模

型组NF-κBp65及PKC蛋白表达高于空白组。
3.5 聚合酶链式反应测定 研究者通过反转录聚合

酶链式反应(RT-PCR)评估 E-selectin、NF-κBp65、
PKC、TNF-α及COX-2

 

mRNA表达[5,22,24]。提取静

脉组织或细胞的总RNA,以 mRNA为模板,利用反

应混合物反转录为cDNA,然后进行PCR扩增获得

目标或检测基因的表达,通过凝胶分析系统对图像进

行扫描并通过Gel-PRO分析仪系统进行分析[22-24]。
Li等[22]研究显示甘露醇诱导的模型组中 NF-PBp65
和PKC水平均高于对照组。
3.6 线粒体膜电位分析 线粒体膜电位(MMP)在
化学性静脉炎模型主要用于早期细胞凋亡的检测。
收集细胞用JC-1染料在37℃染色30

 

min,然后镜下

分析红/绿色荧光值。研究显示,长春瑞滨诱导静脉

炎造模组的凋亡细胞数量比对照组高8倍[1]。
 

4 小结

关于化学性静脉炎的动物实验研究近年来颇多,
取得不少突破性的进展,特别是在结局指标方面,检
测的抗体或因子更加丰富化、技术更加多样化及深入

化。随着动物实验研究的结局指标应用的不断发展,
在实验中也有不少问题出现:①相同抗体或细胞因子

在不同动物模型或技术检测中呈现的结果不尽相同。
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原因可能为不同的动物种类或不同的药物造模等因

素影响到了同一抗体或细胞因子的实验结果。此外,
实验人员的操作技术、试剂盒的质量也会影响检测结

果。②相同抗体在免疫组化中阳性指标判断标准不

一致,尤其是关于同一抗体的阳性指标着色于胞膜、
胞浆或胞核,在不同的文献中有不同的报道。这需要

未来更多样本量的基础研究,让结局指标的判断标准

更加规范化。
总之,结局指标的正确检测为化学性静脉炎的防

治提供了基础,也为临床化学性静脉炎的判断提供依

据和参考。在未来的有关化学性静脉炎的动物实验

研究中,如何准确检测各种观察指标、建立规范的判

断标准以适应护理的基础实验研究将是非常重要的

内容。
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