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  摘 要:目的 探讨β干扰素Toll样受体结构域衔接蛋白(TRIF)在血栓闭塞性脉管炎(TAO)患者血管组

织中的表达水平及临床意义。方法 取因TAO行截肢手术的26例患者(TAO组)和因非血管疾病行截肢手

术的18例患者(对照组)的血管组织,采用反转录PCR(RT-PCR)及 Western
 

blot检测两组患者血管组织中的

TRIF表达水平并进行组间比较。进一步采用免疫荧光共聚焦技术观察TRIF在TAO患者血管组织中的表达

特点。结果 TAO患者血管组织中TRIF的 mRNA和蛋白表达水平明显高于对照组(P<0.05)。并且,在

TAO患者中,TRIF主要表达于血管平滑肌细胞。结论 TRIF的表达与TAO的起病关系密切,TRIF信号通

路诱导的炎性反应可能是TAO发病的重要因素之一。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

Toll/IL-1
 

receptor
 

domain
 

containing
 

adaptor
 

indu-
cing

 

beta-interferon
 

(TRIF)
 

in
 

vascular
 

tissues
 

of
 

patients
 

with
 

thromboangiitis
 

obliterans
 

(TAO)
 

and
 

its
 

clinical
 

significance.Methods The
 

vascular
 

tissues
 

of
 

26
 

patients
 

who
 

underwent
 

amputation
 

due
 

to
 

TAO
 

(TAO
 

group)
 

and
 

18
 

patients
 

who
 

underwent
 

amputation
 

due
 

to
 

non-vascular
 

disease
 

(control
 

group)
 

were
 

collected,and
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

detected
 

by
 

using
 

RT-PCR
 

and
 

Western
 

blot.The
 

expression
 

levels
 

of
 

TRIF
 

in
 

patients'
 

vascular
 

tissues
 

were
 

compared
 

between
 

the
 

two
 

groups.The
 

immunofluorescence
 

confocal
 

technique
 

was
 

further
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

expression
 

characteristics
 

of
 

TRIF
 

in
 

the
 

vascular
 

tissues
 

of
 

TAO
 

patients.Results In
 

patients
 

with
 

TAO,the
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expressions
 

of
 

TRIF
 

were
 

much
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

in
 

patients
 

without
 

vascular
 

diseases
 

(P<0.05),and
 

the
 

expression
 

of
 

TRIF
 

was
 

mainly
 

in
 

smooth
 

muscle
 

cells
 

of
 

blood
 

vessel.Conclusion The
 

expression
 

of
 

TRIF
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

development
 

of
 

TAO,and
 

the
 

inflammatory
 

response
 

induced
 

by
 

the
 

TRIF
 

signal
 

pathway
 

may
 

be
 

one
 

of
 

the
 

important
 

factors
 

in
 

the
 

onset
 

of
 

TAO.
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  血栓闭塞性脉管炎(TAO)是一种病因尚不明确

的主要累及中、小型动静脉的节段性、炎症性和闭塞

性疾病[1]。近期许多研究发现,过度自身免疫反应诱

发靶器官炎症进而导致的血管痉挛、炎性闭塞和血栓

形成与TAO的起病及进展密切相关[2-4]。β干扰素

Toll样受体结构域衔接蛋白(TRIF)信号通路是Toll
样受体家族重要的下游通路,其被证实与多种自身免

疫性疾病密切相关[5-6],本课题组前期研究发现TRIF
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在TAO患者的腰交感神经节中有高表达,其通过诱

发神经节炎症间接地导致血管痉挛,可能参与TAO
的发病过程[7]。但在TAO患者受损最严重的靶器官

外周血管组织中TRIF的表达情况及其意义却少见

报道,因此本课题组对 TAO患者血管组织中 TRIF
的表达水平进行了检测,并分析了其在血管组织中的

表达特点,旨在进一步阐明 TRIF信号通路与 TAO
发病的相关性。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2017年1月至2019年12月重

庆医科大学附属第一医院和重庆市急救医疗中心临

床诊断为TAO并行下肢截肢的患者(在术后病理诊

断确诊为TAO,排除术后病理无法确诊及确诊为其

他疾病的患者)作为 TAO组,共纳入26例,其中男

26例、女0例,年龄36~52岁(中位年龄42.2岁)。
选取同期重庆医科大学附属第一医院和重庆市急救

医疗中心无血管相关疾病病史因其他疾病行下肢截

肢的患者(术后病理检查均排除血管相关疾病)作为

对照组,共纳入18例,其中男11例、女7例,年龄

26~55岁(中位年龄44.5岁)。
1.2 仪器与试剂 TRIF、CD31、SAM抗体购自Sig-
ma公司,生物素化二抗(博士德,武汉),辣根过氧化

物酶(HRP)标记二抗(中杉,北京),RNA提取和扩增

试剂盒(TaKaRa),蛋白质裂解试剂盒,BCA蛋白浓度

试剂盒,配胶试剂盒,ECL显影试剂盒(碧云天,江
苏),荧光采集处理与分析系统(Leicaqwin,德国)。
1.3 反转录PCR(RT-PCR)检测 取上述纳入研究

者血管组织标本(均为下肢),先用 Trizol法进行总

RNA的提取,每50~100
 

mg组织标本碾碎后加入1
 

mL
 

Trizol试剂行组织裂解,取裂解液加入0.2
 

mL氯

仿,振荡后室温放置5
 

min,4
 

℃离心10
 

min(12
 

000
 

r/min),
 

转移水相后加入异丙醇再次离心,弃上清液

后加入预冷的75%乙醇洗涤、离心并检测 RNA 浓

度。然后按照PCR试剂盒说明书进行RNA的反转

录和目的基因扩增。PCR扩增引物(由上海英骏生物

有限 公 司 合 成),TRIF 上 游 引 物:5'-AAACCAG-
CACCAACTACCCA-3';下 游 引 物:5'-CTTC-
CAAACTTCACGCTCT-3';扩 增 片 段 为 293

 

bp。
GAPDH上游引物:5'-AGTCCACTGGCGTCTTCA-
3';下游引物:5'-AGTCCTTCCACGATACCAA-3';
扩增片段为232

 

bp。扩增条件为94
 

℃预变性2
 

min;
随后94

 

℃
 

30
 

s,72
 

℃延伸30
 

s,共35个循环;最后72
 

℃延伸10
 

min。最后运用Gene凝胶图像仪进行图像

采集、分析、测量、统计分析。
1.4 Western

 

blot检测 取少许新鲜血管组织放入

预先加入1
 

mL蛋白提取缓冲液和蛋白酶抑制剂的匀

浆器中,冰上研磨后吸取研磨液,冰上孵育10
 

min,
4

 

℃离心10
 

min(12
 

000
 

r/min)。吸取上清液用BCA
蛋白质定量试剂盒测量蛋白浓度后分装。按照1∶5

的比例加入上样缓冲液后置于100
 

℃沸水中3
 

min
进行蛋白变性。10%SDS聚丙烯酰胺凝胶中,每孔上

样量30
 

μL,60
 

V、30
 

min,再用100
 

V、1
 

h,PVDF膜

100
 

mA 转膜1
 

h,5%脱脂奶粉封闭2
 

h,加 入 按

1∶1
 

000稀释的TRIF一抗,4
 

℃孵育过夜。加入二

抗,37
 

℃孵育2
 

h,TBST清洗后用ECL发光试剂盒

进行曝光。选用GAPDH为内参对照。用ECL发光

试剂盒进行检测,Image
 

Lab凝胶成像分析软件进行

图像扫描与分析。
1.5 免疫荧光共聚焦检测 取冰冻临床手术标本组

织,用4%多聚甲醛缓冲液固定24
 

h后,用15%和

30%蔗糖梯度脱水,沉底后进行切片。加入5%山羊

血清37
 

℃,20
 

min。去血清后加入一抗 TRIF抗体

(1∶100),并分别加入CD31和SAM 抗体(1∶250),
4

 

℃过夜。次日加入二抗,37
 

℃,50
 

min,加入DAPI,
37

 

℃,6
 

min。封片后在激光共聚焦显微镜下进行观

察和采图。
1.6 统计学处理 采用SPSS18.0统计软件进行数

据分析,计量资料用x±s表示,组间比较行独立样本

t检验,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 TRIF
 

mRNA和蛋白在TAO组和对照组患者

血管组织中表达 RT-PCR结果显示,TRIF和内参

GAPDH的PCR扩增片段分别为293、232
 

bp;TAO
组TRIF

 

mRNA的吸光度值为0.831±0.033,明显

高于 对 照 组 TRIF
 

mRNA 的 吸 光 度 值(0.192±
0.008),差异有统计学意义(P<0.05),见图1。同时

Western
 

blot结果显示,TRIF和内参 GAPDH 的蛋

白相对分子质量大小分别为66×103、37×103;TAO
组TRIF蛋白的吸光度值为0.806±0.015,明显高于

对照组TRIF蛋白的吸光度值(0.162±0.017),组间

比较差异有统计学意义(P<0.05),见图2。

图1  TRIF
 

mRNA
 

RT-PCR检测的电泳图

图2  TRIF蛋白表达水平检测的 Western
 

blot图

2.2 TRIF在TAO患者血管组织细胞中的表达特

点 免疫荧光组织染色显示,在TAO患者血管组织
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中在可以见到TRIF的高表达,以SAM 染色代表平

滑肌,可观察到两者共表达,见图3。TAO患者血管

中膜的平滑肌细胞可以分泌TRIF蛋白,并且TRIF
主要在细胞质和细胞膜上表达。

  注:a表示细胞核染色;b为血管组织中TRIF的表达;c为平滑肌

的SAM染色;d表示SAM和TRIF的共表达情况。

图3  
 

TRIF在TAO患者血管组织中的表达特点(×400)

3 讨  论

  TAO又称Buerger's病,于1908年被首次报道。
虽经过了一个多世纪的探索和研究,TAO的发病机

制仍未阐明,其治疗效果亟待提高,截肢仍是绝大多

数 TAO 患者的最终结局[3,8]。近期许多研究发现

TAO的起病与烟草、细菌感染及寒冷刺激诱发的自

身免疫性炎症密切相关[9];TAO患者的病理生理改

变主要为血管痉挛、血管组织炎性损伤及继发血栓形

成,但其具体机制尚不明确[4,10]。因此,自身免疫性炎

症损伤与TAO发病的相关性逐渐成为TAO的研究

热点之一。自身免疫性炎症是复杂的分子生物过程,
多种免疫相关信号通路参与其中[11],Toll样受体

(TLRs)通路是机体最重要的非特异性固有免疫应答

途径,其可通过激活一系列下游信号通路进而调节机

体免疫应答和自身免疫性炎性反应[12];近期许多研究

也发现 TLRs通路与多种自身免疫性疾病密切相

关[13]。TRIF信号通路是 TLRs最重要的下游通路

之一,其主要与TLR4结合参与多种炎性疾病及自身

免疫性疾病的发病过程[14],但TRIF通路与TAO的

相关性的相关研究仍较少。本试验检测 TRIF在

TAO患者血管组织中的表达情况,初步探讨 TRIF
通路与TAO发病的相关性。

在TAO的发病及进展过程中,血管痉挛是最早

和最主要的临床表现之一,而且血管痉挛贯穿TAO
的整个病程[15]。绝大多数 TAO患者起病初期以血

管痉挛为主要表现,血管痉挛与交感神经功能紊乱密

切相关,因此,早期的TAO患者行腰交感神经切除术

或用药物阻断缺血患肢的周围交感神经可明显改善

下肢血管痉挛进而减轻缺血症状[15-16],但诱发及促进

TAO患者血管痉挛的机制尚未明确。有研究发现,
TAO患者血管外膜神经分布异常和儿茶酚胺的缺乏

可能是导致其血管痉挛的重要因素[17]。支配四肢小

血管舒缩功能的神经纤维来自交感神经节,主要是交

感缩血管神经纤维,若神经节发生病变,可导致神经

递质释放异常,进而引发神经炎症性血管痉挛[18],但
其具体机制有待进一步阐明。本课题组前期研究发

现TRIF在TAO患者腰交感神经节中高表达,该通

路可能参与神经功能异常诱发TAO患者血管痉挛的

发病过程[7]。
但随着TAO的进展,血管痉挛会进行性加重,而

且行腰交感神经切除术或用药物阻断患肢的周围交

感神经无法缓解血管痉挛。这种现象提示随着TAO
的进展,血管痉挛可能存在多因素的联合作用。血管

平滑肌在血管的收缩中也起重要作用,血管痉挛和血

管平滑肌的功能也存在密切相关[19]。研究发现,血管

平滑肌的炎症或者功能异常均可导致血管痉挛[20];同
时有研究发现TRL4信号通路可以参与脑血管痉挛

的病理生理过程,其作用机制可 能 与 TRL4通 过

TRIF通路激活下游的 NF-κB通路进而诱发的平滑

肌炎症有关[21]。因此,结合本课题组前期研究,笔者

推测TRIF通路也可能通过诱发TAO患者血管壁平

滑肌的炎性反应进而加重血管痉挛的发生。本研究

通过检测 TAO患者血管组织标本中 TRIF的 mR-
NA、蛋白发现其TAO患者血管组织中的表达远高于

对照组。同时荧光共聚焦显示TRIF主要在TAO患

者血管肌层的平滑肌细胞的细胞质和细胞膜表达,在
血管内膜的内皮细胞未见明显表达。这些结果证实

TRIF通路可能也可以诱发血管平滑肌的炎症进而加

重TAO患者的血管痉挛,导致疾病的进展。其具体

机制可能是TRIF通路激活其下游的 NF-κB通路进

而活化一系列炎性反应。首先NF-κB通路可以诱导

激活物蛋白1(AP-1)直接导致平滑肌细胞的损伤,导
致平滑肌细胞失去弹性并保持僵硬状态诱发持续性

血管痉挛[22];同时,NF-κB通路还可以诱导白细胞分

泌大量炎性介质如白细胞介素(IL)家族(IL-1、IL-2、
IL-8等),这些炎性介质可以诱发平滑肌炎性反应,引
起平滑肌细胞收缩进而导致血管痉挛[23];最后,NF-
κB通路还可以促进血管内皮细胞分泌内皮细胞间黏

附分子-1(ICAM-1)、血管细胞间黏附分子-1(VCAM-
1)等炎性介质进而诱发血管壁平滑肌细胞间的炎性

黏附导致血管痉挛[24]。但是各种炎性介质诱发的炎

性反应导致平滑肌细胞强烈收缩的机制仍需进一步

研究。
综上所述,TRIF在 TAO患者血管组织的高表

达与TAO的发病和进展密切相关。其可能的机制是

TRIF激活下游的 NF-κB通路诱发血管平滑肌细胞
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发生一系列严重的炎性反应,进而引导持续性的血管

痉挛导致TAO的发病及进展,但是其具体的作用机

制仍有待进一步的研究。同时针对 TRIF的靶向治

疗可能成为TAO治疗的新方法。
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