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　　［摘要］　目的　探讨选择性雌激素受体调节剂（ＳＥＲＭ）减轻实验性自身免疫性脑脊髓炎（ＥＡＥ）炎症反应的可能机制。
方法　用 ＭＯＧ３５５５多肽诱发６０只ＥＡＥ小鼠模型，做去卵巢术。分为治疗组和对照组（ｎ＝３０），治疗组予ＳＥＲＭ（雷洛昔
芬）治疗。比较２组ＥＡＥ小鼠的临床症状评分。取脑和脊髓组织，行 ＨＥ染色、ｌｕｘｏｌｆａｓｔｂｌｕｅ（ＬＦＢ）ＨＥ染色观察病理学改

变；实时荧光定量ＰＣＲ及ＥＬＩＳＡ法检测基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、干扰素γ（ＩＦＮγ）、白细胞介素

４（ＩＬ４）水平；蛋白质印迹分析检测髓鞘碱性蛋白（ＭＢＰ）表达量，分析脱髓鞘情况。结果　治疗组ＥＡＥ小鼠与对照组相比，
治疗组临床症状减轻（Ｐ＜０．０１）、发病率降低（Ｐ＜０．０５）；ＨＥ染色显示治疗组炎细胞浸润减少（Ｐ＜０．０５）；ＬＦＢＨＥ染色结
果和 ＭＢＰ表达量显示治疗组脱髓鞘减轻（Ｐ＜０．０５）；实时荧光定量ＰＣＲ及ＥＬＩＳＡ结果示治疗组脑和脊髓组织中 ＭＭＰ９、

ＴＮＦα、ＩＦＮγ表达降低而ＩＬ４增加（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。结论　ＳＥＲＭ 可能通过降低 ＭＭＰ９、ＴＮＦα、ＩＦＮγ表达，增加
ＩＬ４表达，从而减轻ＥＡＥ小鼠炎症反应。

　　［关键词］　实验性自身免疫性脑脊髓炎；选择性雌激素受体调节剂；炎症
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　　实验性自身免疫性脑脊髓炎（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕ
ｔｏｉｍｍｕｎｅｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ，ＥＡＥ）是一种以特异
性致敏的ＣＤ４＋Ｔ细胞介导为主、以中枢神经系统
（ｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ，ＣＮＳ）内小血管周围出现
单核细胞浸润及髓鞘脱失为特征的自身免疫性疾

病，是国际公认的人类多发性硬化（ｍｕｌｔｉｐｌｅｓｃｌｅｒｏ
ｓｉｓ，ＭＳ）的动物模型。与其他多种自身免疫性疾病
一样，ＭＳ存在着性别差异，表现为：与男性相比，女
性发病率较高，且初发时间也较早。在女性 ＭＳ患
者妊娠末期，疾病的严重程度明显减轻，复发时间延
长，复发次数明显减少；但是在产后，伴随着雌激素
水平的下降，疾病的复发次数增多、症状又逐渐加
剧，提示体内高水平雌激素对女性 ＭＳ患者具有保
护作用［１］。雷洛昔芬（ｒａｌｏｘｉｆｅｎｅ）为人工合成的非类
固醇类苯噻酚化合物，是一种选择性雌激素受体调
节 剂 （ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｍｏｄｕｌａｔｏｒｓ，

ＳＥＲＭ）。研究发现雷洛昔芬对ＣＮＳ的保护作用与
参与免疫调节有关［２］，但对该作用的细胞和分子机
制目前还知之甚少。因此本实验构建了 Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠ＥＡＥ模型，观察用雷洛昔芬治疗后小鼠ＣＮＳ
中炎症因子的变化，探讨雷洛昔芬减轻ＥＡＥ小鼠炎
症反应的可能机制。

１　材料和方法

１．１　材料　雌性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠６０只，４～８周龄，
体质量１５～２０ｇ，购自重庆医科大学实验动物中心，
合格证号：ＳＣＸＫ（渝）２００７０００３４１。实验材料：

ＭＯＧ３５５５多肽（序列：ＭＥＶＧＷＹＲＳＰＦＳＲＶＶＨ
ＬＹＲＮＧＫ）购自西安美联多肽合成有限公司，纯度

＞９７％，－２０℃保存备用；百日咳毒素由成都生物制
品研究所馈赠；卡介苗购自中国药品生物制品检定
所；ｌｕｘｏｌｆａｓｔｂｌｕｅ（ＬＦＢ）、焦油紫、完全弗氏佐剂均
购自Ｓｉｇｍａ公司；ＴＲＩｚｏｌ试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；

ＢｉｏＲＴ反转录扩增试剂盒购自ＢｉｏＦｌｕｘ公司；ＳＹＢＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘｔｕｒｅ试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司；小鼠抗
髓鞘碱性蛋白（ｍｙｅｌｉｎｂａｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＢＰ）抗体购自

ＡＢＣＡＭ 公司，蛋白定 量试剂盒购自 ＨｙＣｌｏｎｅ
Ｐｉｅｒｃｅ公司；ＰＶＤＦ膜购自ＢｉｏＲａｄ公司；ＧＡＰＤＨ
抗体、羊抗鼠ＩｇＧ购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；小鼠 ＭＭＰ
９、ＴＮＦα、ＩＦＮγ、ＩＬ４ＥＬＩＳＡ试剂盒均购自 Ｒ＆Ｄ
公司；ＥＣＬＰＬＵＳ试剂盒购自Ａｍｅｒｓｈａｍ公司；雷洛

昔芬（易维特）购自礼来苏州制药有限公司；碳酸锂、
伊红等化学试剂购自恒因生物有限公司；引物由上
海生工生物工程技术服务有限公司设计并合成。

１．２　去卵巢手术及ＥＡＥ动物模型的制备　将雌性

Ｃ５７ＢＬ／６小鼠６０只腹腔麻醉行双侧输卵管结扎及
卵巢摘除，术后２周制备ＥＡＥ模型。用０．０１ｍｏｌ／Ｌ
的ＰＢＳ将 ＭＯＧ３５５５稀释成３００μｇ／ｍｌ，然后将稀
释液与等量的完全弗氏佐剂（卡介苗的终浓度为１０
ｍｇ／ｍｌ）混合，用玻璃注射器抽打至油包水状态，制
成诱导ＥＡＥ的抗原乳剂。按０．２ｍｌ／只分别于背
部、颈部、腋窝、蹊部４点皮下注射［３］，制作ＥＡＥ模
型。将去卵巢的ＥＡＥ小鼠分为治疗组和对照组，各

３０只。自免疫第１０天起，至免疫后３０ｄ，治疗组

ＥＡＥ小鼠每天予雷洛昔芬１ｍｇ／ｋｇ灌胃治疗［４］。

１．３　临床症状评分标准　免疫当日及免疫后所有
动物每日称重并进行神经功能评分，ＥＡＥ模型评分
采用较为通用的５分评分法：１分，动物尾部无力；２
分，后肢无力；３分，后肢瘫痪；４分，前肢瘫痪；５分，
濒死状态或死亡［５］。

１．４　标本采集　两组ＥＡＥ小鼠于免疫后第１６天
（急性期）、第２３天（缓解期）、第３０天（慢性期）分３
批取脑和脊髓组织，除一部分用于病理检查，余脊髓
组织即刻用于抽提ＲＮＡ，脑组织用无菌生理盐水冲
洗后置液氮中速冻，转移至－８０℃冰箱备用。

１．５　病理检查　取急性发病期ＥＡＥ小鼠３只的脊
髓和脑组织用４％多聚甲醛固定２４ｈ，石蜡包埋，制
成厚度５μｍ 的切片，用常规方法行 ＨＥ染色和

ＬＦＢＨＥ染色［３］。根据文献［６］，对炎症反应程度进
行评分：０分，无炎症细胞浸润；１分，炎症细胞仅浸
润在脑表面，即蛛网膜下腔内；２分，轻度炎症细胞脑
实质浸润；３分，中度炎症细胞脑实质浸润；４分，重
度和弥漫性脑实质见炎症细胞浸润。对脱髓鞘程度
进行评分：０分，无髓鞘脱失；１分，轻度髓鞘脱失；２
分，中度髓鞘脱失；３分，重度髓鞘脱失。

１．６　实时荧光定量ＰＣＲ检测脊髓组织中 ＭＭＰ９、

ＴＮＦα、ＩＦＮγ、ＩＬ４ｍＲＮＡ的表达水平　取２组ＥＡＥ
小鼠急性期、缓解期、慢性期脊髓组织，即刻用ＴＲＩｚｏｌ
试剂提取每个样本的总ＲＮＡ，经测定其２６０ｎｍ和

２８０ｎｍ光密度比值在１．８～２．２，用ＢｉｏＲＴ反转录扩
增试剂盒反转录合成ｃＤＮＡ，根据ＳＹＢＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
ｔｕｒｅ试剂盒的产品说明书进行实时定量ＰＣＲ检测。



·９４８　　 · 第二军医大学学报　２０１０年９月，第３１卷

βａｃｔｉｎ作为内参。引物序列分别为：ＭＭＰ９上游５′

ＧＣＣＣＴＧＧＡＡＣＴＣＡＣＡＣＧＡＣＡ３′，下游５′ＴＴＧ

ＧＡＡＡＣＴＣＡＣＡＣＧＣＣＡＧＡＡＧ３′；ＴＮＦα上游５′

ＧＣＣＡＣＡＡＧＣＡＧＧＡＡＴ ＧＡＧＡＡＧ３′，下游５′

ＧＣＣＡＣＡＡＧＣＡＧＧＡＡＴ ＧＡＧＡＡＧ３′；ＩＦＮγ上

游５′ＴＴＴＧＣＡ ＧＣＴＣＴＴＣＣＴＣＡＴ３′，下游５′

ＴＧＣＣＡＧＴＴＣＣＴＣＣＡＧＡＴＡ３′；ＩＬ４上游５′ＴＣＴ

ＣＧＡＡＴＧＴＡＣＣＡＧＧＡＧＣＣＡＴＡＴ Ｃ３′，下游５′

ＡＧＣＡＣＣＴＴＧＧＡＡＧＣＣＣＴＡ ＣＡＧＡ３′；βａｃｔｉｎ
上游５′ＧＴＧＧＡＣＡＴＣＣＧＣＡＡＡＧＡＣ３′，下游５′

ＡＡＡＧＧＧＴＧＴＡＡＣＧＣＡＡＣＴＡ３′。扩增条件为：

９５℃预变性３０ｓ；９５℃变性１０ｓ，５８℃退火１５ｓ，７２℃
延伸１０ｓ，４５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。同时设ＲＴ质

控和ＰＣＲ扩增２个空白对照。根据目的基因与内参

基因的Ｃｔ差值，得到２组标本的 ＭＭＰ９、ＴＮＦα、

ＩＦＮγ、ＩＬ４相对表达量。

１．７　ＥＬＩＳＡ法检测脑组织中 ＭＭＰ９、ＴＮＦα、ＩＦＮ

γ、ＩＬ４的浓度　２组ＥＡＥ小鼠于免疫后急性期、缓

解期、慢性期分３批取脑组织，取部分脑组织，冰上

ＰＢＳ冲洗，滤纸吸干，以生理盐水配成１０％脑组织匀

浆，匀浆液５０００ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝１０ｃｍ）低温离心１０ｍｉｎ，

取上清液，采用双抗体夹心ＥＬＩＳＡ法检测 ＭＭＰ９、

ＴＮＦα、ＩＦＮγ、ＩＬ４浓度，具体方法按ＥＬＩＳＡ试剂

盒说明书操作。

１．８　蛋白质印迹检测脑组织中 ＭＢＰ表达　取急性

发病期ＥＡＥ小鼠部分脑组织加蛋白裂解液匀浆器

４℃研磨，１４０００ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝８ｃｍ）高速离心４０ｍｉｎ
吸取上清液。使用蛋白定量试剂盒测定裂解产物的

蛋白浓度为２μｇ／μｌ。用ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离等量

的蛋白质，然后电转移至 ＰＶＤＦ 膜。将膜浸入

ＴＢＳＴ５％脱脂奶粉中室温放置１ｈ，与１１０００稀

释的小鼠抗 ＭＢＰ抗体和１２５００稀释的抗ＧＡＰ

ＤＨ抗体共孵育，４℃过夜。与１５０００稀释的羊抗

鼠ＩｇＧ在室温下孵育１ｈ。经过多次清洗，用ＥＣＬ

ＰＬＵＳ试剂盒观察蛋白条带。使用 ＡｌｐｈａＩｍａｇｅｒ

２２００凝胶成像分析系统扫描拍照，并测定条带的密

度值，以ＭＢＰ／ＧＡＰＤＨ条带密度的相对值表示蛋白

表达水平。

１．９　统计学处理　计量资料均以珚ｘ±ｓ表示，采用

ＳＰＳＳ１２．０统计软件进行数据分析，２组间比较用ｔ
检验；多组间参数比较采用单因素方差分析。检验

水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　临床症状评分比较　３０只对照组ＥＡＥ小鼠免
疫１２ｄ后开始逐渐发病，表现为活动减少、食欲减退、
体质量减轻、尾部及四肢无力。发病高峰为１４～１８ｄ，
高峰过后，ＥＡＥ小鼠的体质量逐渐恢复，症状有所缓
解，至第３０天有２只小鼠遗留有尾部拖垂的症状。按
照评分标准，大于１分为发病，对照组共２８只发病，发
病率达９０％以上，平均丧失最大体质量为（３．１８４±
１．２４２）ｇ。３０只治疗组ＥＡＥ小鼠免疫１４ｄ后开始逐渐
发病，共８只发病，发病率为２６．７％，平均丧失最大体
质量为（１．１２２±０．５８）ｇ。２组发病率及平均丧失最大
体质量差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。临床症状评分
见图１Ａ、体质量变化见图１Ｂ。

图１　各组ＥＡＥ小鼠临床症状评分及体质量变化曲线

Ｆｉｇ１　Ｃｌｉｎｉｃａｌｓｙｍｐｔｏｍｓｃｏｒｅａｎｄｗｅｉｇｈｔ

ｃｈａｎｇｅｃｕｒｖｅｏｆＥＡＥｍｏｕｓｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
　ＥＡＥ：Ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ．△△Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

２．２　病理改变　ＨＥ染色见对照组ＥＡＥ小鼠急性
发病期脑和脊髓组织有明显的炎性细胞浸润，以淋
巴细胞为主（图２Ａ），ＣＮＳ的炎症细胞浸润评分为
（３．８８±０．４８）分。治疗组ＥＡＥ小鼠ＣＮＳ内炎症细
胞的浸润明显减少（图２Ｂ），炎症细胞浸润评分为
（０．９６±０．３２）分，与对照组比较差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。ＬＦＢＨＥ染色见对照组ＥＡＥ小鼠脑
和脊髓有明显脱髓鞘改变（图２Ｃ），脱髓鞘评分为
（２．１２±０．２６）分，脱髓鞘区域有大量炎症细胞浸润，
提示髓鞘破坏和炎症有关系。治疗组脱髓鞘情况明
显减轻（图２Ｄ），评分为（０．７８±０．２８）分，与对照组
比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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图２　病理学观察炎症细胞浸润和脱髓鞘的情况

Ｆｉｇ２　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎａｎｄｄｅｍｙｅｌｉｎａｔｉｏｎ
ＥＡＥ：Ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ；Ａ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｓｐｉｎａｌｃｏｒｄａｔａｃｕｔｅｏｎｓｅｔｏｆＥＡＥｍｉｃｅｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｓｐｉｎａｌｃｏｒｄａｔａｃｕｔｅｏｎ

ｓｅｔｏｆＥＡＥｍｉｃｅｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＬＦＢＨＥｓｔａｉｎｉｎｇａｔａｃｕｔｅｏｎｓｅｔｏｆＥＡＥｍｉｃｅｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＬＦＢＨＥｓｔａｉｎｉｎｇａｔａｃｕｔｅｏｎｓｅｔｏｆ

ＥＡＥｍｉｃｅｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．３　ＥＡＥ 小鼠脊髓中 ＭＭＰ９、ＴＮＦα、ＩＦＮγ、

ＩＬ４ｍＲＮＡ表达量及其在脑组织中浓度测定　对
照组ＥＡＥ小鼠发病高峰过后，体质量逐渐恢复，随
着症状的缓解，脊髓中 ＭＭＰ９、ＴＮＦα、ＩＦＮγｍＲ
ＮＡ表达量及其在脑组织中浓度逐渐减低，ＩＬ４逐
渐增加。如图３、图４所示，治疗组ＥＡＥ小鼠发病

急性期（第１６天）和缓解期（第２３天）脊髓中 ＭＭＰ
９，ＴＮＦα，ＩＦＮγｍＲＮＡ表达量及其在脑组织中浓
度与对照组相比降低（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），ＩＬ４增
加（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），治疗组各指标在慢性发病
期（第３０天）与对照组相比差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。

图３　实时荧光定量ＰＣＲ检测脊髓中 ＭＭＰ９、ＴＮＦα、ＩＦＮγ、ＩＬ４ｍＲＮＡ表达量

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ９，ＴＮＦα，ＩＦＮγ，ａｎｄＩＬ４ｍＲＮＡｉｎｓｐｉｎａｌｃｏｒｄａｓｅｘａｍｉｎｅｄｂｙｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ
　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

图４　ＥＬＩＳＡ法检测脑组织中 ＭＭＰ９、ＴＮＦα、ＩＦＮγ、ＩＬ４含量

Ｆｉｇ４　ＣｅｒｅｂｒａｌＭＭＰ９，ＴＮＦα，ＩＦＮγａｎｄＩＬ４ｌｅｖｅｌｓａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＥＬＩＳＡ
　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

２．４　蛋白质印迹检测脑组织中 ＭＢＰ蛋白表达
量　蛋白质印迹分析结果可见相对分子质量约２１０００

的 ＭＢＰ特异性条带和相对分子质量约３６０００的

ＧＡＰＤＨ特异性条带（图５），治疗组急性发病期脑组
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织中 ＭＢＰ蛋白表达量为０．９７２±０．２１９，明显高于对
照组的０．１７７±０．０７２（Ｐ＜０．０５）。

图５　蛋白质印迹分析检测 ＭＢＰ蛋白的表达

Ｆｉｇ５　ＭＢＰｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｓｅｘａｍｉｎｅｄ

ｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ
　１，２：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；３，４：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　ＳＥＲＭ是近年来人工合成的非甾类化合物，具
有一定的组织特异性。在生殖系统组织中，表现为
雌激素拮抗剂的作用，不促进子宫内膜增生，不增加
阴道出血，从而避免了雌激素替代治疗引起的子宫
内膜增生和乳腺癌等副作用。而在生殖系统以外的
组织中，ＳＥＲＭ表现为部分雌激素激动剂的作用，能
够防止骨钙流失和降低血清胆固醇水平，这种组织
选择性拮抗剂／激动剂的特点使它有可能成为一种
激素替代治疗的理想药物。近年来ＳＥＲＭ 对ＣＮＳ
的作用也逐渐引起了人们的关注。研究发现ＳＥＲＭ
能够通过调节星形胶质细胞增殖修复脑损伤［２，７］，表
明ＳＥＲＭ 在ＣＮＳ可能表现为雌激素激动剂而起神
经保护作用［８］，然而关于ＳＥＲＭ 的神经保护作用的
细胞和分子机制，目前还知之甚少。本实验用雷洛
昔芬治疗的ＥＡＥ小鼠，其临床症状减轻、发病率降
低。取脑和脊髓组织行 ＨＥ染色发现治疗后ＥＡＥ
小鼠ＣＮＳ炎症细胞的浸润减少。ＭＢＰ作为 ＣＮＳ
髓鞘蛋白的主要构成成分，在ＣＮＳ脱髓鞘疾病中具
有重要价值。研究发现 ＭＢＰ可以作为ＣＮＳ白质脱
髓鞘的指标［９］。ＬＦＢＨＥ染色是显示神经纤维髓
鞘的可靠而常用的染色方法［１０］。本实验中ＬＦＢＨ
Ｅ染色及脑组织中 ＭＢＰ蛋白含量检测发现雷洛昔
芬治疗后ＥＡＥ小鼠ＣＮＳ髓鞘破坏减轻。这些说明
雷洛昔芬能减轻ＥＡＥ小鼠临床症状、炎症反应和髓
鞘脱失情况。

　　ＭＳ主要是由ＣＤ４＋ Ｔｈ１细胞介导的一种ＣＮＳ
炎性脱髓鞘性自身免疫疾病，细胞因子在其发病机
制中起重要作用［１１］。ＣＤ４＋细胞分为 Ｔｈ１和 Ｔｈ２
亚型，Ｔｈ１类细胞因子如ＩＬ２、ＩＬ１２、ＩＦＮγ、ＴＮＦα
等，能促进炎症的发生，激活巨噬细胞，对脱髓鞘的
产生起着极为重要的作用；Ｔｈ２型细胞因子如ＩＬ４、

ＩＬ５和ＩＬ１０等，有抑制Ｔｈ１型细胞因子的作用，通

过下调内皮细胞和巨噬细胞的应急状态参与炎症修

复，提示诱导或激活 Ｔｈ２细胞可能有潜在的保护

Ｔｈ１型细胞介导的自身免疫性疾病的作用。Ｔｈ１／

Ｔｈ２平衡是机体行使防御、自身稳定和免疫监视的
重要机制，大量研究表明 ＭＳ患者中存在Ｔｈ１／Ｔｈ２
类细胞因子的失衡［１２１４］，纠正Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡已成为
新的治疗策略之一［１５］。ＩＦＮγ是促进 Ｔｈ０细胞向

Ｔｈ１细胞分化的主要细胞因子，能促进淋巴毒素或

ＴＮＦα等介质的释放引起ＣＮＳ脱髓鞘，还能诱导其
他细胞因子如ＩＬ１和ＩＦＮα的产生，从而加重对髓
鞘及少突胶质细胞的破坏，是ＥＡＥ发病的关键致病
因子之一［１６］。与ＩＦＮγ相反，ＩＬ４主要促进Ｔｈ２的
分化，ＩＦＮγ与ＩＬ４之间的平衡对Ｔｈ０分化成Ｔｈ１
或Ｔｈ２起关键调控作用。ＴＮＦα是ＥＡＥ中另一种
重要炎性介质，它多由巨噬细胞产生，不仅能刺激巨
噬细胞释放炎性介质，对髓鞘也具有毒性作用。临
床研究表明，ＭＳ患者的血清和脑脊液中ＴＮＦα水
平升高，且与临床病程和血脑屏障的受损程度密切
相关［１７］。ＭＭＰｓ是一组锌钙依赖性蛋白水解酶，其
家族中的 ＭＭＰ９与 ＭＳ及 ＥＡＥ发病密切相关，

ＭＭＰ９表达于Ｔｈ１细胞，能增加Ｔｈ１细胞的迁徙
能力［１８］，对ＭＳ早期发病机制中ＣＮＳ的免疫细胞增
多具有重要调节作用。研究发现，ＥＡＥ鼠中 ＭＭＰ
９表达异常活跃，酶的活性明显增加，有损坏血脑屏
障、降解髓鞘和破坏轴索的作用［１９２０］。本实验发现
发病高峰期后，ＥＡＥ小鼠临床症状逐渐缓解，随之
脑和脊髓组织中 ＭＭＰ９、ＴＮＦα、ＩＦＮγ的含量逐
渐减低，ＩＬ４逐渐增高，进一步说明了这些炎症因子
与ＥＡＥ的发生发展密切相关，Ｔｈ１／Ｔｈ２类细胞因
子的失衡是ＥＡＥ发病的重要免疫机制。用雷洛昔
芬治疗的 ＥＡＥ 小鼠，脑和脊髓组织中 ＭＭＰ９、

ＴＮＦα、ＩＦＮγ的表达量较对照组降低，ＩＬ４增高。
这一结果似乎可以认为雷洛昔芬对 ＴＮＦα、ＩＦＮγ
的免疫抑制作用其实是雷洛昔芬对 Ｔｈ１型免疫反
应的抑制。由此推断，雷洛昔芬可能对ＣＤ４＋Ｔ细
胞分化进行调节，抑制 Ｔｈ１型反应，促使 Ｔｈ１向

Ｔｈ２转变，ＩＬ４ 增加。同时雷洛昔芬能够影响

ＭＭＰ９的生成，保护血脑屏障，减少ＥＡＥ炎性细胞
进入ＣＮＳ，这些可能是雷洛昔芬对ＥＡＥ发挥免疫
调节的重要机制。

　　综上，雷洛昔芬可抑制ＥＡＥ的发病，其免疫抑
制机制并不是单一的，而是多因素多途径的。本实
验应用雷洛昔芬治疗ＥＡＥ，希望能为今后临床应用
雷洛昔芬辅助治疗 ＭＳ等ＣＮＳ自身免疫性疾病提
供实验依据。
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