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【摘* 要】目的：研究糖皮质激素在实验性变态反应性脑脊髓

炎（1E1）治疗中对调节性 - 细胞的调变作用, 方法：采用从

新鲜牛脊髓中提取的髓鞘碱性蛋白（BIT）免疫诱导 I3/5 R >
小鼠成功诱发 1E1 后，分组注射糖皮质激素或者安慰剂，在

采用指标评估基础上，分别采用流式细胞术和 1X@HE 方法检

测 JL( M JL$’ M 调节性 - 细胞特异性 WUVT) 和血中 @X#!" 的

表达水平, 结果：与对照组相比，糖皮质激素注射组小鼠发病

程度轻，调节性 - 细胞特异性 WUVT) 和血中 @X#!" 的表达水

平均有明显差异, 结论：糖皮质激素可能通过增加调节性 -
细胞的数量及活性，减轻 1E1 的症状，为临床治疗多发性硬

化（BH）提供理论基础,
【关键词】糖皮质激素；脑脊髓炎，自身免疫性，实验性；- 细

胞；WUVT)；@X#!"
【中图号】Y&+%* * * 【文献标识码】E

JK 引言

多发性硬化（29/=4P/. A>/.C:A4A，BH）是由 - 细胞

介导的、以中枢神经系统（J?H）白质脱髓鞘病变为特

点的自身免疫性疾病［!］, 糖皮质激素可通过多种途

径调节免疫功能，是目前治疗 BH 急性复发期的首选

药物［$］, 在动物模型中，实验性变态反应性脑脊髓炎

（.OP.C42.7=3/ 39=:42297. .7>.P<3/:2D./4=4A，1E1）是

一种由 -< 细胞介导的局限于中枢神经系统的迟发性

超敏反应型自身免疫性疾病，被认为是人类 BH 公认

的理想动物模型［)］, 本实验我们用从牛脊髓中提取

出的髓鞘碱性蛋白（2D./47 53A4> PC:=.47，BIT），同时

注射百日咳杆菌菌液，诱发 I3/5 R > 小鼠产生 1E1
后，辅以糖皮质激素治疗，检测 JL( M JL$’ M 调节性 -
细胞特异性 WUVT) 和血中 @X#!" 的表达水平,

LK 材料和方法

L, LK 材料K I3/5 R > 雌性小鼠 )" 只，+ Z 0 N[ 龄，体

质量 !% Z $" 8，购自第四军医大学实验动物中心, 百

日咳杆菌菌液购自成都生物制品研究所, 福氏完全

佐剂（WJE）及其他未声明试剂皆购自 H4823 公司，氢

化可的松（<DFC:.:C=4A:7.，\J）浓度为 ’ 8 R X，由天津

金耀氨基酸有限公司提供, 检测鼠调节性 - 细胞的

B:9A. -C.8 W/:N-B 试剂盒购自 I4:/.8.7F 公司，@X#!"
1X@HE 检测试剂盒购自 Y]L HDA=.2 公司,
L, 3K 方法

!, $, !* BIT 的提取及定量 * BIT 的提取参照文献

［(］：将获得的新鲜牛脊髓去除杂质洗净后，将 $""
2X 预冷的氯仿#甲醇（$^!）混和液与 !"" 8 牛脊髓用

高速组织匀浆机制成组织匀浆, 将匀浆倒入烧杯中,
加入 0"" 2X 预冷的氯仿#甲醇（$^!）混和液，置于 (_
冰箱磁力搅拌过夜, 将磁力搅拌后的匀浆进行真空

抽滤后得到的滤渣重新加入 !""" 2X 氯仿#甲醇混和

液，磁力搅拌过夜, 同法操作 + 次, 取滤渣用 )"" 2X
消毒纯水溶解，调 P\ 至 ), ", 置于 (_ 冰箱中，磁力

搅拌 ( <，!$ """ C R 247 离心 ! <, 将上清液装入透析

袋，放入消毒纯水透析过夜, 将透析袋用 T1Q#$""""
浓缩 ), ’ <，分装，置于 ‘ %"_备用, 取少量浓缩液适

量稀释后，紫外分光光度计上测定 ($+"和 ($0"，计算出

!"# 第四军医大学学报（$ %&’()* +,- +./ 01,2）!334，!5（6）7 *))8：9 9 :&’(1;-< =>>’< ./’< ?1



浓缩液中的蛋白质浓度! 蛋白质浓度（" # $）%（&! ’(
!)*+ , +! -’ !).+）/ 稀释倍数!
&! )! )0 121 的诱导及发病动物的评估 0 按照每只

小鼠注射 3456782（&6&）混和液 +! ’ 9$，百日咳杆

菌菌液654: 混合液（&6(+）+! ) 9$! 免疫时间：第 &，

- 日共免疫 ) 次! 对照组的小鼠不注射抗原物质! 根

据 ;<=< 等［(］的分级方法将小鼠的症状分为 . 级，具

体为：+ 级（ 没有任何临床症状）；& 级（ 动物尾部无

力）；) 级（动物尾部无力 > 前肢或后肢中等无力）；?
级（前肢或后肢严重无力，人为翻身后不能恢复）；’
级（ 肢体麻痹，人为翻身后不能恢复）；( 级（ 濒死状

态）!
&! )! ?0 4@AB # C 小鼠 121 的糖皮质激素注射及外周

血采集0 将 4@AB # C 小鼠分为 121 诱导组、121 诱导

同时肌肉注射生理盐水组和 121 诱导同时肌肉注射

D8 组，每组 &+ 只! 121 诱导同时肌肉注射 D8 组按

照每只小鼠每日注射 +! & 9$ D8 连续 - E 或者到病

情缓解! - E 后每组各取 ( 只小鼠心脏血液，抗凝存

放! 其余 ( 只进行发病评估!
&! )! ’0 鼠外周血 F$G&+ 及调节性 H 细胞检测0 将抗

凝血稍静置，取上层血浆，按照 1$F:2 检测试剂盒说

明书检测外周血 F$G&+ 含量，余下血细胞用生理盐水

混匀后，以小鼠调节性 H 细胞检测试剂盒 3<IJK HLK"
7A<MH3测定调节性 H 细胞水平!

统计学处理：实验所得数据用 " # $ 表示，采用

:5:: &+! + 软件进行方差分析及 $:NG% 检验，以 & O
+! +( 表示具有统计学意义!

!" 结果

!! #" 小鼠指征评估 " 与文献［’］描述类似，4A@B # C
小鼠在 345 等免疫条件下，最早第 ? 日出现尾部无

力、后肢稍外展的临床症状；第 &+ P &( 日，症状达到

高峰，出现质量减轻、行动非常缓慢、推之不动、弓背、

尾部无力、后肢无力、明显外展、瘫痪等症状，最高临

床分级达 ’ 级；第 )& 日开始，症状缓解，第 ?+ 日基本

恢复正常! 但是在糖皮质激素治疗组，最早第 &+ 日

开始时，才出现轻微的尾部无力、后肢稍外展的 & 到

) 级临床症状，第 &? P &( 日，症状达到高峰，出现质

量减轻等症状，最高临床分级达到 ? 级，病情较快缓

解，到第 &Q 日基本恢复正常!
!! !" 小鼠调节性 H 细胞的检测0 在糖皮质激素治疗

组，8N’ > 8N)( > 和 7RS5? > 的调节性 H 细胞水平明

显高于对照组［（&(! * T ?! )）U ’$（)! ’ T &! .）U，

& O +! +(，( % (］和未治疗组［（&(! * T ?! )）U ’$
（)! Q T &! (）U，& O +! +(，( % (］，对照组和未治疗

组间没有明显差别［（)! ’ T &! .）U ’$（)! Q T &! (），

& V +! +(，( % (］（图 &）!

2：对 照；4：8N’ # 7RS5? 双 染 色；8：8N)( # 7RS5? 双 染 色；N：8N’ #

8N)( 双染色!

图 &0 糖皮质治疗组调节性 H 细胞的分布

!$ %" 小鼠外周血 &’(#) 水平的检测" 在糖皮质激素

治疗组，F$G&+ 水平高于对照组［（*+! ( T *! .）=" # $ ’$
（&*! . T (! .）=" # $，& O +! +(，( % (］和未治疗组

［（*+! ( T *! .）=" # $ ’$（)+! ’ T .! ?）=" # $，& O
+! +(，( % (］，对照组和未治疗组间没有明显差别

［（&*! . T (! .）=" # $ ’$（)+! ’ T .! ?）=" # $，& V
+! +(，( % (］!

%" 讨论

3: 是 H 细胞介导的 8W: 脱髓鞘疾病，已致敏的

H 淋巴细胞通过血脑屏障进入脑内，在抗原呈递细胞

作用下再次活化［.］! 以往发现，3: 发病时，小胶质细

胞作为 8W: 内最重要的抗原呈递细胞，对激活 H 细

胞具重要作用［-］! 对于针对 3: 或者 121 糖皮质激

素治疗的 H 淋巴细胞的研究中，往往着重于效应细

胞，如 8N’ > HX& # HX) 细胞，或者 8N* > 的杀伤性 H 细

胞，但 是 对 于 这 几 年 的 研 究 热 点 8N’ > 8N)( >

7RS5? > 调节性 H 细胞在糖皮质激素治疗下的调变，

迄今未见文献报道!
李茂全等［*］发现，在体外利用小胶质细胞系 WQ

模型模拟 121 糖皮质激素治疗后，WQ 表面的抗原递

呈分子 3D8 FF 和共刺激分子 RS’+$ 表达都显著下

调! H 细胞活化的双信号学说指出，抗原呈递细胞将

抗原处理成肽段与 3D8 结合形成复合物提供 H 细

胞活化所需的第一信号，而抗原呈递细胞与 H 细胞

表面的共刺激分子相互作用提供第二信号［Q］! RS’+
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及其配体 !"#$% 是近年发现的一对共刺激分子，研

究证实 !"#$ & !"#$% 的作用为抗原呈递细胞维持活

化后 ’ 淋巴细胞功能所必需［($］) 与此同时，*+, 等［((］

发现 !"#$% 分子能够从诱发阶段到效应阶段以及记

忆性调节性 ’ 细胞的功能丧失) 所以我们考虑是否

在 -.- 模型中，糖皮质激素一方面通过削弱小胶质

细胞的 ./0 功能，减低特异性 ’ 细胞杀伤效应；另一

方面减弱 !"#$% 的表达，从而减弱对局部调节性 ’
细胞的“失能”效应) 我们的实验结果显示，糖皮质激

素作用后，小鼠的 -.- 无论从发病的时间还是周期

都明显改善，调节性 ’ 细胞的数量与单纯 12/ 免疫

组和对照治疗组比较都有明显增加) 对应地，反映调

节性 ’ 细胞功能的 *%3($ 分泌水平也明显增加) *%3
($ 也是 抑 制 04# 5 和 046 5 ’ 细 胞 的 重 要 细 胞 因

子［(7］)
糖皮质激素对整个免疫过程的调节是多角度和

多层次的［(8］，我们的实验结论在一定基础上解释了

临床上激素治疗对 19 的缓解的原因) 由于小鼠的

-.- 模型和人类的 19 有一定差距，基于临床患者中

调节性 ’ 细胞的研究需要进一步进行)
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藏红花酒治疗压疮 ! 例疗效观察
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"# 引言# 压疮是临床上最常见的并发症之一) 压疮是局部

组织持续受压、血液循环障碍、持续缺血缺氧、营养不良而形

成的压力性溃疡) 多发、大面积压疮不但痊愈慢，而且易复

发，给患者带来极大的痛苦［(］) 我们采用藏红花酒局部湿敷

治疗压疮，特别是!期以上压疮，收到良好疗效)

$# 资料和方法

() (Y 一般资料Y 本组 X（男 V，女 7）例，年龄 U6 岁 a 67 岁) 据

压疮的临床表现进行评估：浅表溃疡期 V 例，坏死溃疡期 7
例) 压疮面积：b 7 IJ7 7 例，7 a L IJ7 # 例，c L IJ7 8 例) 患

者全身状况：极度消瘦 # 例，大小便失禁 8 例，肥胖 7 例) 压疮

分期：!期 U 例，"期 8 例) 压疮发生时间 U E a V J,)
() 7Y 药物配制Y 藏红花 7$ R 用 L$$ J% & % 乙醇浸泡 ( SB) (

SB 后过滤装瓶备用)
() 8Y 方法Y 彻底清创后，用藏红花酒均匀地喷于疮面上，湿

敷藏红花酒纱条后无菌敷料包扎，每日换药 8 次 a # 次)
() #Y 疗效标准Y 显效：换药 ( a 7 次，伤口内分泌物消失，创

面清洁，肉芽组织鲜红，四周皮肤向心性生长；有效：换药 # a
L 次，伤口内分泌物消失，肉芽组织开始生长，创缘出现新生

上皮细胞；无效：换药 6 a X 次，伤口内分泌物仍存在)

%# 结果# 本组 X 例，有效率 ($$d ) 浅表溃疡期 V 例，治愈

时间 ($ E；坏死溃疡期 7 例，治愈时间 7U E)

&# 讨论# 压疮的基本病理改变首先是患者受压部位的组织

缺血，继之发生坏死［7］) 藏红花，又叫红花，原产埃及，系从地

中海沿岸经印度传入西藏) 具有活血祛瘀、通络、凉血解毒、

养血的功能) 能促进血管新生，改善创面微循环，消除炎性水

肿，加速创面坏死组织脱落，促进肉芽组织生长，加速病损组

织修复的作用) 同时，L$$ J% & % 乙醇消毒，对皮肤、黏膜、伤口

的刺激小，并且有杀菌、使组织脱水、促进创面干燥的作用)
藏红花酒湿敷治疗压疮特别是创面肉芽组织生长缓慢或无肉

芽组织生长的"，#期压疮效果明显，且价格低廉，取材方便，

为临床应用提供了经验)
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