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Abstract
誗AIM:To study the relationship between inducible nitric
oxide synthase ( iNOS) and vascular endothelial factor
CD34 with the incidence of recurrent pterygium.
誗 METHODS: From March 2012 to October 2014, 15
patients with recurrent pterygium were treated as the
experimental group of this study and 15 cases with
simple pterygium were selected as the control group.
iNOS and CD34 in two groups of patients were detected
by immunohistochemical Envision method. Microvessel
density(MVD) was calculated. The positive expression
rates of iNOS and CD34 and MVD in the two groups were
compared, and the effect of iNOS and CD34 on recurrent
pterygium was analyzed.
誗RESULTS:The positive expression rate of iNOS was 7%
(1 case) in the control group and 87% (13 cases) in the
experimental group. The positive expression rate of CD34
in control group was 13% (2 cases) and was 80% (12
cases ) in the experimental group. The positive
expression rate of iNOS and CD34 in the patients with
recurrent pterygium were significantly higher than those
in the normal group (P < 0. 01) . The MVD value of the
experimental group was 46. 02 依 10. 88, and the control
group MVD was 23. 48 依 5. 68. The MVD of the
experimental group was significantly higher than that of
the control group and the difference between the two

groups was statistically significant (P<0. 01) .
誗CONCLUSION:iNOS and CD34 were significantly higher
in the patients with recurrent pterygium. The relationship
between iNOS and CD34 was related to the occurrence
and development of recurrent pterygium.
誗 KEYWORDS: inducible nitric oxide synthase;
pterygium;CD34;immunohistochemistry test
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摘要

目的:研究分析诱导型一氧化碳合成酶( inducible nitric
oxide synthase,iNOS)和血管内皮因子 CD34 与复发性翼

状胬肉发病之间的联系。
方法:选取 2012-03 / 2014-10 本院收治的复发性翼状胬

肉患者 15 例作为本次研究的实验组,另选取同期 15 例

单纯性胬肉患者作为对照组。 通过免疫组化 Envision 法

对两组患者的手术标本中的 iNOS 与 CD34 检测,并计算

微血管密度(microvessel density,MVD),比较两组患者的

iNOS 与 CD34 阳性表达率和 MVD 值,分析 iNOS 和 CD34
对复发性翼状胬肉的影响作用。
结果:对照组中 15 例单纯性胬肉患者 iNOS 阳性表达率

为 7% (1 例),实验组中 15 例复发性翼状胬肉患者 iNOS
阳性表达率为 87% (13 例);对照组 CD34 阳性表达率为

13% (2 例),实验组 CD34 阳性表达率为 80% (12 例)。
iNos 与 CD34 在复发性翼状胬肉患者中较结膜正常人群

中的阳性表达率明显增高,且均存在显著性差异(P <
0郾 01)。 实验组 MVD 值为 46. 02依10. 88,对照组 MVD 为

23. 48依5. 68,实验组 MVD 值明显高于对照组且两组存在

统计差异(P<0. 01)。
结论:iNOS 与 CD34 在复发性翼状胬肉患者中阳性显著

表达率高,说明 iNOS 与 CD34 与复发性翼状胬肉疾病的

发生、发展存在一定联系。
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0 引言

摇 摇 翼状胬肉为纤维血管从结膜向角膜处增生的外眼疾

病[1],不但对患者外观造成影响,还会影响其视觉功能,
目前主要采用手术切除的方式治疗,但复发率高,因此找
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到治疗新思路的意义重大[2]。 有研究表明[3-4],诱导型一

氧化碳合成酶( inducible nitric oxide synthase,iNOS)活性

的增高与肿瘤血管形成有关,翼状胬肉较肿瘤有相似之

处,故本次研究以分析 iNOS 与血管内皮因子 CD34 对复

发性翼状胬肉发病的影响作用为研究目的做本次报告。
1 对象和方法

1. 1 对象摇 选取 2012-03 / 2014-10 本院收治的复发性翼

状胬肉患者 15 例作为实验组对象,另选取同期 15 例单

纯性胬肉患者作为对照组。 实验组中男 9 例,女 6 例,年
龄 36 ~ 66(平均 48. 20 依3. 60)岁,病程 11mo ~ 8a,平均

3郾 21依0. 82a;对照组男 8 例,女 7 例,年龄 38 ~ 65(平均

49. 61依2. 74)岁,该组均无其他角膜及结膜等疾病。 两组

患者结膜组织标本均以 10% 甲醛固定,进行常规脱水与

石蜡包埋。 本实验研究均经过患者及其家属同意,通过

医学伦理委员会审核批准。
1. 2 方法摇 CD34 与 iNOS 的单克隆体,SP 免疫组为试剂

盒,本次实验研究中涉及到的所有试剂均为福建迈新生

产。 实验步骤:将标本进行固定,然后利用脱水石蜡对其

进行包埋处理,并利用相关实验仪器对其做规格为 3滋m
的切片,保存,将克隆单体分别进行免疫组织染色与 HE
染色,最终将制作好的切片进行脱蜡,完全水化。 进行完

以上步骤后,对标本使用浓度为 30g / L 过氧化氢溶液孵

育 10min,取出后加工其内源性过氧化物酶至活性完全消

除后,使用蒸馏水完全冲洗。 完成该步骤之后,将 PBS 完

全浸泡 30min,利用微波炉对其进行抗原修复工作。 至冷

却到室温后,加入一定浓度的 CD34 与 iNOS 的单克隆

体,在 37益环境下孵育 30min。 利用动物血清和 PBS 阴

性空白进行完全对照。 将 PBS 完全冲洗 30min 加入增强

剂 A,在 37益环境下孵育 30min 后,加入增强剂 B,同样

将 PBS 完全冲洗 30min。 利用重型树胶封片保存,并使

用显微镜进行观察并照相记录。
摇 摇 结果判定:通过上述步骤,iNOS 染色的阳性反应为

胞浆内有棕黄色颗粒状物体出现。 CD34 染色的阳性反

应为小静脉、毛细血管等上皮胞浆出现棕黄色颗粒状物

体。 现取表达最强的位置,进行阳性细胞数量和染色强

度的分级工作,依照颜色强度,可将其分为:(1)0 分:未
染色或染色背景与染色相似。 (2)1 分:着色程度较浅,
但可以看出比背景颜色不同。 (3)2 分:染色程度较强,
与背景色有明显差异性存在。 (4)3 分:染色程度强,深
棕色着色。 阳性细胞数量分级标准:(1)阳性细胞数量占

总数 1 / 4 以下者为 0 分。 (2)阳性细胞数量占总数 1 / 4 ~
1 / 2 者为 1 分。 (3)阳性细胞数量占总数>1 / 2 ~ 3 / 4 者为
2 分。 (4)阳性细胞数量占总数 3 / 4 以上为 3 分。 将上
述两种评判标准进行全面分级,则有 0 ~ 1 分( -),2 分
(+),3 ~ 4 分( + +),5 分以上( + + +)。 依照国外专家
Weidner 所研制出的方法,对微血管密度 ( microvessel
density,MVD)进行计算,MVD 以计数结果呈现,为样本
单位面积中的微血管的个数。
摇 摇 统计学分析:本次实验数据采用 SPSS 14. 0 软件进
行统计学分析。 两组 INOS 与 CD34 表达结果比较采用
等级资料的秩和检验,MVD 值比较采用独立样本 t 检验。
P<0. 01 为差异具有统计学意义。

表 1摇 两组 iNOS的表达情况 例

组别 例数 - + ++ +++ 阳性率

实验组 15 2 4 5 4 87%
对照组 15 14 1 0 0 7%

表 2摇 两组 CD34 的表达情况 例

组别 例数 - + ++ +++ 阳性率

实验组 15 3 3 5 4 80%
对照组 15 13 2 0 0 13%

2 结果
2. 1 iNOS表达结果比较摇 本次研究实验组 15 例患者中
iNOS 阳性表达率达 87% (13 / 15),15 例对照组患者中
iNOS 阳性表达率为 7% (1 / 15),具体见表 1。 iNOS 在复
发性翼状胬肉患者与单纯性胬肉患者的阳性表达率比
较,差异有显著性统计学意义(Z= -4. 32,P=0. 00)。
2. 2 CD34 表达结果比较摇 实验组 CD34 阳性表达率为
80% (12 / 15),对照组 CD34 阳性表达率为 13% (2 / 15),
见表 2。 CD34 在复发性翼状胬肉患者与单纯性胬肉患
者的阳性表达率比较,差异有显著性统计学意义( Z =
-3. 60,P=0. 00)。
2. 3 MVD结果比较摇 经过计算 MVD 得到,实验组 MVD
值为 46. 02依10. 88,对照组 MVD 为 23. 48依5. 68,两组数
据经 t 检验比较,得到 t=6. 74,P=0. 00,复杂性翼状胬肉
患者病变标本 MVD 值远高于单纯性胬肉患者病变组织,
差异具有统计学意义(P<0. 01)。
3 讨论
摇 摇 近几年专家发现一氧化氮是生物体中一个极为重要
的细胞内信使分子,一氧化氮的分子量较小,该化合物在
人体病理反应中起到了至关重要的作用,郭林等认为一
氧化氮的产生和肿瘤的发展经历有着十分密切的关
系[5]。 NO 是一种生物合成的关键酶,较少机会在正常组
织中表达,当机体中存在巨噬细胞以及癌细胞的时候,该
物质会在相关刺激因素的诱导下大量出现。 有研究表明
翼状胬肉为增生性疾病[6-7],从当前情况来看,已知有 3
种 NOS,分别为神经型、诱导型以及内皮型。 iNOS 为诱
导型 NOS,该物质的活性在很大程度上受钙离子的影响,
因此,该类型也被称之为钙依赖型。 国内相关学者认为,
内皮型 iNOS 催化残生的一氧化氮参与机体内血管舒张
以及神经信息的传递,而 iNOS 并不受钙离子的影响,因
此在正常情况下,该物质并不具备活性,但由于受某种因
素的影响,该物质会参与到机体本身发生癌变的过
程中[8]。
摇 摇 近年来,相关医学专家对一氧化氮和肿瘤生物学研
究中得出,iNOS 和肿瘤的生长有着非常密切的关系存
在,在多种肿瘤细胞中,该物质均存在着显著性增高的迹
象。 一氧化氮能促进机体内血管瘤的生成,强化了肿瘤
组织血液供应,加快了肿瘤细胞的增长[9]。 相关研究表
明,翼状胬肉并不是肿瘤,但该物质和肿瘤及其类似。 翼
状胬肉同样存在着细胞增殖异常和凋亡的情况。 肿瘤的
病理学基础是血管瘤的增长和侵袭转移,翼状胬肉的增
长需要新血管的支持[10]。 本次研究中发现翼状胬肉患
者 MVD 值明显增高,可以进一步证明了翼状胬肉患者类
似肿瘤学的病理进程。 血管的形成是翼状胬肉向角膜发
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展的必备条件之一,从本实验相关结果中,我们可以看
出,iNOS 在翼状胬肉中被高度表达,提示翼状胬肉的发
展与血管的形成有着密切的关系。 对于进展期翼状胬肉
CD34 和 iNOS 和单纯性胬肉患者的结膜组织相比,有着
显著性提高。 同时 MVD 值检测出高值,说明翼状胬肉血
管有着较强的活性存在,这也是翼状胬肉术后易复发的
重要原因。 近年来,有相关医学文献表明,一氧化氮是一
种血管扩张剂,能够在根本上刺激 VEGF 物质的产生,并
且参与到了其生成的每一个环节中。
摇 摇 CD34 作为血管生成因子主要在微血管内皮细胞中
存在,它可借助抗体和血管内皮中的相应细胞相结合,从
而提高内皮细胞中的化学趋向性,促使血管内皮进行分
裂并促进毛细血管的生长,使蛋白溶解酶不断生成,从而
使内皮细胞更易于穿过基质,使新血管生成[11]。 所以说
CD34 是血管生成最为特异性的标记物,而 CD34 含量的
多少则可直接显示出翼状胬肉中的血管多少。 有研究表
明[12]CD34 在翼状胬肉中可能参与了翼状胬肉的发展过
程,当 CD34 含量增大时,则可表明存在一定数量的新生
血管,尤其在复发性翼状胬肉中最为明显。 本次研究 15
例实验组患者中 iNOS 阳性表达率达 87% (13 / 15),15 例
对照组患者中 iNOS 阳性表达率为 7% (1 / 15);实验组
CD34 阳性表达率为 80% (12 / 15),对照组 CD34 阳性表
达率为 13% (2 / 15)。 iNOS 与 CD34 在复发性翼状胬肉
患者与单纯性胬肉患者结膜组织中的阳性表达率均存在
显著性差异 (P < 0. 01)。 此外实验组 MVD 为 46. 02 依
10郾 88,对照组 MVD 为 23. 48 依5. 68,两组存在统计差异
(P<0. 01)。 由此可见,iNOS 与 CD34 在复发性翼状胬肉
患者中呈现高表达,说明 iNOS 与 CD34 复发性翼状胬肉

患者结膜内的血管生成活性高,与复发性翼状胬肉存在
一定关系,因此对 iNOS 与CD34 进行选择性抑制可成为对翼
状胬肉复发的一种可行性手段,值得进一步深入研究。
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