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［摘要］　目的：通过探讨一种慢性实验变态反应性脑脊髓炎（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉ
ｔｉｓ，ＥＡＥ）模型的制备方法，为研究多发性硬化的发病机制打下基础。方法：７２只近交系清洁级 ８～１０
周健康雌性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，随机分为发病组、佐剂组和空白对照组，各组小鼠又分为发病初期、发病高
峰期和慢性期组。发病组用 ｍＭＯＧ３５５５免疫 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠制成慢性 ＥＡＥ动物模型。结果：本实验终止
时，发病组 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠累计有２０／２４（８３．３％）的小鼠发病，累计有１／２４（８．３％）的小鼠死亡，最高
临床症状评分达 ５级，即全身皆瘫后死亡。发病组小鼠第 １次免疫后 １３ｄ内均未发病，１４～２０ｄ发
病，２０～２４ｄ达高峰，２８～３２ｄ进入慢性期，部分临床症状可缓解；空白对照组和佐剂组均没有发病。
发病小鼠病理学检测有特征性表现。结论：本实验采用人工合成 ｍＭＯＧ３５５５与自制完全弗氏佐剂混合而
成抗原乳剂，成功建立了慢性 ＥＡＥ小鼠模型。本实验所复制的慢性 ＥＡＥ模型具有发病率高、死亡率低、
模型稳定的特点，可用于研究多发性硬化。
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　　多发性硬化（ｍｕｌｔｉｐｌｅｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＭＳ）是一种主
要由 ＣＤ４＋Ｔ细胞介导的中枢神经系统（ＣＮＳ）炎
性脱髓鞘性疾病。病理特点主要表现为 ＣＮＳ白
质脱髓鞘及其小血管周围炎性细胞浸润，而轴索

相对保持完好［１］。其发病率高，呈慢性病程，倾

向于青壮年。实验变态反应性脑脊髓炎（ｅｘｐｅｒｉ
ｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ，ＥＡＥ），尤其是
慢性 ＥＡＥ与 ＭＳ在临床表现和病理上更为接近，
因此被作为研究 ＭＳ的发病机制和治疗策略的理
想动物模型。ＥＡＥ模型可通过注射 ＣＮＳ髓鞘、特
定的髓鞘蛋白或其选择肽段加完全弗氏佐剂主

动诱导；或转移已致敏的 ＣＤ４＋Ｔ细胞进行过继免
疫诱导。

大多数动物诱导的模型呈单程病程，但如果

选择不同的抗原和免疫方法及动物品种和品系，

也可诱导出慢性不复发、复发缓解型和继发进
展型 ＥＡＥ。髓 鞘 成 分 主 要 为 髓 鞘 碱 性 蛋 白
（ＭＢＰ）、髓鞘脂蛋白（ＰＬＰ）、髓鞘少突胶质细胞
糖蛋白（ＭＯＧ）和髓鞘相关糖蛋白（ＭＡＧ），其中
ＭＢＰ和 ＰＬＰ是髓鞘中抗原性最强的蛋白质，两者
占髓鞘总蛋白的 ８０％，其致敏可造成经典的急性
ＥＡＥ模型；ＭＯＧ尽管含量极少，约占髓鞘总蛋白
的 ０．０５％，但具有较强的致脑炎作用［２７］。同时，

在髓鞘蛋白中只有某些序列具有抗原性，如 ＭＯＧ
的第 ３５～５５氨基酸序列抗原性强，常用来免疫
易感小鼠 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ制成 ＥＡＥ模型。ｍＭＯＧ３５５５免
疫的 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠在病程上表现为急性发作、
不缓解的慢性过程，病理表现为局灶性脱髓鞘反

应和炎性细胞浸润，在 ＭＳ的临床表现和病理上
较急性模型更为接近［８］。本课题参照 ＭｅｎｄｅｌＩ造
模方法并加以改进［８］，用人工合成 ｍＭＯＧ３５５５免疫
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠（Ｈ２ｂ）建立主动免疫性的慢性
非缓解的 ＥＡＥ模型，旨在为以后研究 ＭＳ的发病
机制和治疗研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　主要试剂　　ＭＯＧ３５５５多肽 ＭＥＶＧＷＹＲＳＰＦＳ

ＲＶＶＨＬＹＲＮＧＫ（西安美联多肽合成有限公司合
成，纯度 ＞９７％），－８０℃保存备用；百日咳毒素
（ＬＩＳＴＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｃａｍｐｂｅｌｌ，ＣＡ）；ＩＦＡ

（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；卡介苗（５０ｍｇ／支）（上海生
物制品研究所）。

１．２　实验动物　　７２只近交系清洁级 ８～１０
周健康雌性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，体质量 １８～２２ｇ，
由中南大学实验动物中心代购。

１．３　实验流程　　应用随机数字表，将 ７２只
８～１０周 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠分为发病组（Ａ组）、佐剂
组（Ｂ组）、空白对照组（Ｃ组）。普通光镜下观察
病理组织形态。Ａ组（ｎ＝３２）分为 ４个亚组，分
别为发病前组（Ａ１）、发病初期组（Ａ２）、发病高
峰期组（Ａ３）和慢性期组（Ａ４）（Ａ１～４亚组，
ｎ＝８）。于实验第 ０天、第 ７天以 ＭＯＧ３５５５抗原乳
剂免疫动物。分别在以上 ４个时间点断头处死
动物行病理检查。随机分出 ２０只小鼠作为Ｂ组，
以 ＰＢＳ代替 ＭＯＧ３５５５免疫动物，同 Ａ组时间点分
为 ４个亚组（Ｂ１～４亚组，ｎ＝５）处死动物并行病
理检查。随机分出 ２０只小鼠作为 Ｃ组，不予免
疫及干预措施。

慢性 ＥＡＥ模型的制作，将卡介苗加入不完全
弗氏 佐 剂，配 成 完 全 弗 氏 佐 剂，卡 介 苗 浓 度

１０ｇ／Ｌ。完全弗氏佐剂呈油状，再与 ＰＢＳ溶解的
抗原充分混合成乳剂，免疫当天记为第 ０天，以
抗原乳剂 ２００μＬ（由 ３ｇ／ＬＭＯＧ３５５５，１００μＬＣＦＡ
和 ＰＢＳ组成）；第 ７天以同样剂量的抗原乳剂皮
下注射。免疫当天和 ４８ｈ后经腹腔注射百日咳
毒素每只小鼠 ０．４ｍｇ／Ｌ。免疫均在充分固定下
进行。Ｂ组用同剂量的 ＰＢＳ代替 ＭＯＧ，其他注射
同 Ａ组，包括 ＣＦＡ及百日咳毒素。Ｃ组不予免疫
及干预措施。

１．４　模型评价　　从初次免疫第 ０天起至第
３２天实验终止前，采用盲法，每天 ２人至少 １次
在同一时间按 Ｂｅｎｓｏｎ评分标准［９］，对 ＥＡＥ严重性
进行临床评估，评分 ２分以上者（包括 ２分）进行
发病率的计算。１级：尾部无力或蹒跚步态伴尾
部有力；２级：蹒跚步态伴尾部无力（共济失调）；
２．５级：共济失调伴部分单肢麻痹；３级：单肢完全
麻痹；３．５级：单肢完全麻痹伴另一肢体部分麻
痹；４级：双肢完全麻痹；４．５级：四肢麻痹；５级：
死亡。

１．５　标本的制备　　动物断头处死后，立即在
无菌条件下取出脑；一次性 ２０ｍＬ无菌注射器装
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有 ＲＮａｓｅｆｒｅｅ的灭菌生理盐水冲出完整的脊髓。
部分标本作 ＲＴＰＣＲ，部分标本置于 ４％多聚甲醛
中固定 １２～２４ｈ，然后流水冲洗约 １ｈ，制成石蜡
块，放置 ４℃冰箱保存备用。具体步骤如下：（１）
脱水。７０％乙醇 ５ｈ，８０％乙醇 ２ｈ，９５％乙醇
（Ⅰ）２ｈ，９５％乙醇（Ⅱ）２ｈ，１００％乙醇（Ⅰ）２
ｈ，１００％乙醇（Ⅱ）１ｈ。（２）透明。酒精二甲苯
混合液（１∶１）１０ｍｉｎ，二甲苯（Ⅰ）１５ｍｉｎ，二甲苯
（Ⅱ）１５ｍｉｎ。（３）浸蜡。石蜡Ⅰ（５２℃ ～５４℃）
１０ｍｉｎ，石蜡Ⅱ（５６℃ ～５８℃）１５ｍｉｎ，石蜡Ⅲ
（６０℃ ～６２℃）１ｍｉｎ。（４）包埋。石蜡（６０℃ ～
６２℃）包埋。将断头无菌取出的脑和脊髓制成
石蜡块切片，４μｍ切片行 ＨＥ染色，８～１０μｍ行
Ｗｅｉｌ氏髓鞘染色，光镜下观察。

２　结果

２．１　实验小鼠的行为及形态学变化　　Ａ组中
Ｃ５７ＢＬ／６ＪＥＡＥ小鼠发病前毛色发暗，活动减少，
反应迟钝，食欲较差；发病时，首发症状多为尾部

远端无力下垂，体重明显减轻，临床评分随着时

间延长加重，临床症状有多种表现，例如尾部完

全松弛无力，蹒跚步态，双后肢爬行困难，不能站

立；发病小鼠的临床症状无缓解，但部分小鼠症

状稍减轻，活动量较前略增加，反应仍较迟钝，体

重没有进一步下降。Ｂ组和 Ｃ组食欲好，形态活
泼，反应灵敏，尾部有张力。
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图 １　实验小鼠体质量的变化。

Ｆｉｇ．１　Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ’ｓｖａｒｉａｎｃｅｓｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｍｉｃｅ．

２．２　实验小鼠的发病率、体质量及临床评分
变化　　本实验终止时，Ａ２～４组 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小
鼠累计有 ２０／２４（８３．３％）的小鼠发病，累计有
１／２４小鼠 （８．３％）死亡，最高临床症状评分达 ５
级，即全身皆瘫后死亡。Ａ２～４组在第 １次免疫
后 １３ｄ内均未发病，１４～２０ｄ发病，２０～２４ｄ

达高峰，２８～３２ｄ进入慢性期，部分临床症状可
缓解；Ｂ组和 Ｃ组小鼠均没有发病，体质量没有
下降并呈增加趋势。在人为处死之前，Ａ４组小
鼠因疾病严重而自然死亡 １只，其余组未出现自
然死亡。发病期体质量下降明显（图 １），且 Ａ１
～４组平均临床评分分别为（０±０），（２．３±
０．５），（３．９±０．４）和（３．５±０．４）分（图 ２）。
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图 ２　实验小鼠的临床评分。与其余两组比较，
Ｐ＜０．０１。

Ｆｉｇ．２　 Ｃｌｉｎｉｃａｌｓｃｏｒｅｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｍｉｃｅ．Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｔｈｅｏｔｈｅｒ２ｇｒｏｕｐｓ，Ｐ＜０．０１．

２．３　实验小鼠病理观察　　Ｂ组和 Ｃ组小鼠的
脑和脊髓中 ＨＥ染色和 Ｗｅｉｌ氏髓鞘染色均未发现
明显异常改变。Ａ组中 Ａ１组为临床症状出现
前，其小鼠的脑和脊髓中 ＨＥ染色和 Ｗｅｉｌ氏髓鞘
染色，与 Ｂ组和 Ｃ组一样，未发现明显异常改变。
Ａ２～４组 ＣＮＳ脑干、小脑、大脑和脊髓白质区内
有不同程度的炎性细胞浸润，多见于小血管旁，

呈血管袖套样改变；神经细胞肿胀、变性；疾病高

峰期，髓鞘脱失呈局灶性，严重时可见大片坏死

而崩解消失，多位于小血管旁，脊髓脱髓鞘大多

位于脊髓表面。同时在脱髓鞘区可见到大量格

子细胞存在，大脑皮质下的白质区可见散在胶质

小结形成，甚至能看见噬神经现象。随着病情的

增加，炎症病灶的范围和细胞浸润的程度也相应

增加，临床评分 ３级以上者，可在视交叉区域及
大脑的皮质、皮髓交界处甚至深部髓质、脑脊膜

和侧脑室周围有大量典型的血管周袖套样炎性

细胞浸润（图 ３Ａ～Ｊ）。
２．４　实验小鼠 ＭＲＩ扫描　　１．５Ｔ头部和脊髓
扫描发现，ＥＡＥ组病变多分布于脑室周围及枕
叶，呈斑块状改变。病变在 ＭＲＩ冠状切面，横断
面 Ｔ２加权像及水抑制像可见多个散在长 Ｔ２高信
号，但在 Ｔ１加权像及脊髓信号中不易辨认。这
与人类 ＭＳ的影像改变有相似之处，可说明该模
型的可靠性（图 ４）。
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图３　不同组实验小鼠ＣＮＳ病理表现。Ａ：正常大脑白质（ＨＥ，×１００）；Ｂ：正常脊髓（ＨＥ，×１００）；Ｃ：大脑白质少量炎症细胞浸
润（发病初期，ＨＥ，×２００）；Ｄ：大脑白质炎症细胞浸润，形成血管袖套样改变（发病高峰，ＨＥ，×１００）；Ｅ：大脑皮层噬神
经现象（ＨＥ，×４００）；Ｆ：小脑皮质胶质小结形成（ＨＥ，×１００）；Ｇ：脊髓侧索脱髓鞘（ＨＥ，×１００）；Ｈ：神经细胞坏死（ＨＥ，×
２００）；Ｉ：正常小脑白质（Ｗｅｉｌ’ｓ染色，×１００）；Ｊ：大脑白质节段性脱髓鞘（Ｗｅｉｌ’ｓ染色，×１００）。

Ｆｉｇ．３　ＰａｔｈｏｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆＣＮＳｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ．Ａ：Ｎｏｒｍａｌｃｅｒｅｂｒａｌｗｈｉｔｅｍａｔｔｅｒ（ＨＥ，×１００）；Ｂ：Ｎｏｒｍａｌｓｐｉｎａｌｃｏｒｄ
（ＨＥ，×１００）；Ｃ：Ｃｅｒｅｂｒａｌｗｈｉｔｅｍａｔｔｅｒｗｉｔｈｌｉｔｔｌｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ（ａｔｃａｔａｄｒｏｍｅ，ＨＥ，×２００）；Ｄ：Ｃｅｒｅｂｒａｌ
ｗｈｉｔｅｍａｔｔｅｒｗｉｔｈｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｖａｓｃｕｌａｒｓｌｅｅｖｅｌｉｋｅｃｈａｎｇｅｓ（ｉｎｔｈｅｐｅａｋ，ＨＥ，×１００）；Ｅ：
Ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎｏｆｐｈａｇｏｃｙｔｉｚｉｎｇｎｅｕｒｏｎｉｎｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘ（ＨＥ，×４００）；Ｆ：Ｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｃｏｌｌｏｉｄｎｏｄｅｉｎｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍｃｏｒｔｅｘ
（ＨＥ，×１００）；Ｇ：Ｄｅｍｙｅｌｉｎａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｆｕｎｉｃｕｌｕｓｌａｔｅｒａｌｉｓｍｅｄｕｌｌａｅｓｐｉｎａｌｉｓ（ＨＥ，×１００）；Ｈ：Ｎｅｃｒｏｓｉｓｏｆｔｈｅｎｅｕｒｏｎ（ＨＥ，×
２００）；Ｉ：Ｎｏｒｍａｌｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍｗｈｉｔｅｍａｔｔｅｒ（Ｗｅｉｌ’ｓｓｔａｉｎｉｎｇ，×１００）；Ｊ：Ｓｅｇｍｅｎｔａｌｄｅｍｙｅｌｉｎａｔｉｏｎｉｎｃｅｒｅｂｒａｌｗｈｉｔｅｍａｔｔｅｒ
（Ｗｅｉｌ’ｓｓｔａｉｎｉｎｇ，×１００）．
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一种慢性ＥＡＥ模型的制备方法　颜津津，等

图４　实验小鼠的１．５ＴＭＲＩ扫描结果。Ａ：佐剂组和空白对照组小鼠头部未见异常；Ｂ：ＥＡＥ组小鼠头部可见散在的斑点样长
Ｔ２信号；Ｃ：佐剂组和空白对照组小鼠脊髓横断面扫描未见异常；Ｄ：ＥＡＥ组小鼠脊髓横断面可见散在的斑点状、小片样
长Ｔ２信号。

Ｆｉｇ．４　１．５ＴＭＲＩｓｃａｎｏｆｔｈｅｃｅｒｅｂｒａａｎｄｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｍｉｃｅ．Ａ：Ｃｅｒｅｂｒａｏｆｂｏｔｈｔｈｅａｄｊｕｖａｎｔｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ
ｗｅｒｅｎｏｒｍａｌ；Ｂ：ＴｈｅｒｅｗｅｒｅｓｐｏｒａｄｉｃｓｐｏｔｌｉｋｅＴ２ｈｙｐｅｒｉｎｔｅｎｓｅｉｎｔｈｅｂｒａｉｎｏｆＥＡＥｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｗａｓｓｃａｎｅｄｔｒａｎｓ
ｖｅｒｓｅｌｙｉｎｂｏｔｈｔｈｅａｄｊｕｖａｎｔｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，ｎｏａｂｎｏｒｍａｌｉｔｙｗａｓｓｅｅｎ；Ｄ：ＩｎｔｒａｎｓｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｏｆＥＡＥ
ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｐｏｒａｄｉｃｓｐｏｔｌｉｋｅ，ｆｌａｋｙＴ２ｈｙｐｅｒｉｎｔｅｎｓｅ．

３　讨　　论

ＭＳ的发病主要是由抗原特异性 ＣＤ４＋Ｔ细胞

针对自身组织髓鞘蛋白成分的炎症性病理反应。

目前 ＥＡＥ常用于 ＭＳ的炎性脱髓鞘的病理和免

疫发病机制研究，其模型的制备方法多样，但各

有优缺点，具体表现在动物品种和品系的选择、

抗原和抗原乳剂的制备、免疫方法的不同。急性

ＥＡＥ的临床表现为急性发作，完全缓解的单病

程，是急性播散性脑脊髓炎的理想模型；慢性

ＥＡＥ在临床表现上呈慢性非缓解型，组织病理上

表现为炎性细胞浸润和局灶性脱髓鞘，与 ＭＳ更

为接近。

本实验采用人工合成 ｍＭＯＧ３５５５与自制完全弗
氏佐剂混合而成抗原乳剂，成功建立了慢性 ＥＡＥ
小鼠模型。ｍＭＯＧ３５５５作为抗原与脑脊髓匀浆相
比，结构明确，可精确定量，有利于进行 ＥＡＥ机
制的研究。本实验中百日咳毒素为有免疫原性

的佐剂，国内外有文献报道，加入百日咳毒素可

以明显增加 ＥＡＥ的发病程度，但发病率无明显差
异。在慢性 ＥＡＥ小鼠模型的建立中，作者通过摸
索总结了一些经验并在 Ｍｅｎｄｅｌ等模型建立的基
础上进行了改良。与国外及国内 ＥＡＥ模型和高
波廷等报道用 Ｈ３７ＲＡ结核分枝杆菌制成 ＣＦＡ不
同［８，１０］，用冻干的卡介苗代替 Ｈ３７ＲＡ结核分枝杆
菌自制 ＣＦＡ（结核分枝杆菌的终浓度为 １０ｇ／Ｌ，
而国内 ＣＦＡ中结核分枝杆菌浓度仅为 ４ｇ／Ｌ），
价廉易得，配制时需避光并充分混匀。皮下接种
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时避免堵针和跑针，使接种的抗原量不充分，可

能会导致小鼠 ＥＡＥ的发病率下降。本研究中，发
病小鼠的组织病理染色提示 ＥＡＥ脊髓损害大多
位于脊髓表面，如脊髓前索、侧索和后索，与 ＭＳ
主要是累及深部白质不同，可能是两者脊髓的大

小和引流静脉分布的差别所致。

在该实验中还探索性地采用 １．５ＴＭＲＩ对发
病动物进行了扫描，发现 Ｔ２ＷＩ和水抑制像的冠
状位和横段位对脑组织结构的改变较敏感，在发

病高峰期病灶显示高信号并呈多发特点，这与人

类 ＭＳ的影像学改变一致［１１］。为今后用更高磁场

强度的 ＭＲＩ观察和随访疾病活动性变化和观察
ＥＡＥ药物实验治疗效果进行了有益的探索。但
病灶 Ｔ１ＷＩ和脊髓信号改变不易辨认，考虑该实
验动物为小鼠，体积偏小的缘故。

本实验中动物发病率为 ８３．３％，动物死亡率
为 ８．３％。ＭＯＧ３５５５免疫 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠慢性 ＥＡＥ
模型在病程上表现为急性发作，而非缓解的慢性

过程；但可见动物存在部分临床表现恢复现象，

与 Ｊｉｆｅｎ等［１２］报道一致。

本次实验所复制的慢性 ＥＡＥ模型具有发病
率高、死亡率低、模型稳定的特点，但仍需进一步

的研究比较，使其成为研究 ＭＳ的理想动物模型。
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