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!摘要"!目的#研究 S,DCBA Z# "R:ZM #和 S,DCBA Z# ?:@>2A "R:ZM>#1W7R在实验性变态反应性神经

炎"3,*3B:132)>?>??3@:=23EB:):0! 6R7#大鼠坐骨神经'脾脏'外周血和淋巴结中的动态变化% 方法#%J 只

93M:0大鼠随机分为 6R7模型组和完全弗氏佐剂对照组"O5R组# % 分别在第 ' 天'第 $P 天'第 "J 天处

死动物!采用反转录聚合酶链反应技术检测坐骨神经根'脾脏'外周血单个核细胞和淋巴结中 R:ZM 和

R:ZM> 1W7R的表达水平% 结果#6R7组大鼠在抗原免疫后第 $P 天达到发病高峰!R:ZM 和 R:ZM>

1W7R在第 ' 天"发病早期 #和第 $P 天时表达均较高!与第 "J 天 "恢复期 # 相比!差异有统计学意义

"=d#/#& # !各时间点与对照组相比差异有统计学意义"=d#/#& # &O5R组大鼠无症状&6R7组中 R:ZM

和 R:ZM> 1W7R在坐骨神经和淋巴结中各时间点表达均升高!在外周血单个核细胞中微量表达% 结论#

R:ZM UR:ZM> 可能与 6R7发病有关%

!关键词"! 实验性变态反应性神经炎&!吉兰I巴雷综合征&!SQZ# (!SQZ#9

<SG#$#/%'J' +]/:002/$JP"IP%ZP/"#$#/#'/#$$

!/+"5*((."+-$:;ZM<:;ZM857J6*+$V)$'*5$+#"="==$'-*(+$3'*#*1

XUR787:2@# 9G8>2@# QGRSTC# 9GVYE2(>:# ORGY>2# HV7Q:2@>2@# 9GR78g:2@(E:

!0#123%4#$%'56#(3'7'89# :+2$892 ;'<1+%27# "#$%327&'(%) *$+,#3<+%9# ")2$8<)2 Z$###[ # ")+$2"

6C1#'"(#$!DCE$(#*B$!LC3,>1:23)(33,*B300:C2 CD1W7RCDS,DCBA Z# !R:ZM " >2A S,DCBA

Z# ?:@>2A ! R:ZM> " :2 )(30=:>):=23BF3# 0*?332# *3B:*(3B>?-?CCA 1C2C2E=?3>B=3??0>2A ?.1*(

2CA30CD3,*3B:132)>?>??3@:=23EB:):0!6R7"/F$#.%21!L(:B).I0:,93M:0B>)0M3B3B>2AC1?.>0I

0:@23A :2)C>2 6R7@BCE* >2A >O5R@BCE*/L(3B>)0M3B30>=B:D:=3A C2 ')(# $P)(# >2A "J)( A>.

>D)3B:11E2:̀>):C2/R:ZM >2A R:ZM> 1W7RM>0A3)3=)3A -.B3F3B03)B>20=B:*):C2 *C?.13B>03=(>:2

B3>=):C2 :2 )(30*?332# 0=:>):=23BF30# *3B:*(3B>?-?CCA 1C2C2E=?3>B=3??0>2A ?.1*(C2CA30/7$13=#1

!L(3*3>N CD=?:2:=>?=CEB03=>13C2 $P)( A>.>D)3B)(3:11EE:̀>):C2 :2 6R7/L(31W7R3,*B30I

0:C2 CDR:ZM UR:ZM> M>0(:@(3BC2 [)( A>.>2A $P)( A>.)(>2 )(>)C2 "J)( A>.>D)3B)(3:1I
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!!实验性变态反应性神经炎 ! 3,*3B:132)>?>??3I

@:=23EB:):0# 6R7"是研究吉兰I巴雷综合征 ! 8E:?I

?>:2IT>BB3% 00.2ABC13# 8TH "的理想动物模型#其

病理改变主要为周围神经髓鞘脱失和炎性细胞

浸润#而周围神经髓鞘蛋白抗原特异性 O<Z

j

L细

胞的活化是其发病关键 + S,DCBA Z# ! SQZ# "及其

配体 ! S,DCBA Z# ?:@>2A#SQZ#9" 是新近发现的协

同刺激分子#它们在维持 O<Z

j

L细胞的增殖 ,分

化和长期存活方面发挥重要作用'$(

+ 本实验通过

观察 R:ZM 和 R:ZM > 1W7R在 6R7大鼠坐骨神

经 ,脾 脏 , 外 周 血 和 淋 巴 结 的 动 态 变 化# 探 讨

R:ZM UR:ZM > 与 6R7发病的关系#从而为 6R7提

供新的治疗途径 +

HI材料与方法

$/$!试剂与仪器

弗氏完全佐剂购自美国 H:@1>公司 &髓鞘抗

原蛋白 _" &%IP[ 购自上海吉尔生化公司 &大鼠淋

巴细胞分离液购自长沙瑞晶生物公司 &LB:̀C?提取

液购自美国 G2F:)BC@32 公司 &反转录试剂盒购自美

国 _BC13@>公司 &_OW;:,试剂购自北京天根生物

公司 +

仪器为生物显微镜 !日本 S?.1*E0TQ&# " &高

速微型离心沉淀机 !德国 6*332ACD&&$Z=" &_OW

仪 ! 德国 6**32ACD8B>A:32)" # VGb<YYIJO电泳仪

!北京六一仪器厂 " & 病理分析采用同济千屏

U_GRHI$### 高清晰彩色病理图像分析系统 +

$/"!动物分组与模型制备

%J 只 93M:0大鼠#清洁级#雌性#J u[ 周#体

质量 $J# u$[# @#购于北京维通利华实验动物技

术有限公司 + 随机分为 6R7模型组和完全弗氏

佐剂 ! =C1*?3)35B3E2A % 0>A]EF>2)# O5R" 对 照 组

!O5R组 " #每个时间点各 J 只大鼠#处死时间为

动物免疫后第 ' 天 !疾病早期 " ,第 $P 天 !疾病高

峰期 " ,第 "J 天 !疾病恢复期 " + 观察 R:ZM 和

R:ZM > 1W7R在不同发病时期的动态变化 + 6R7

组用 "##

"

9接种物 ! $##

"

@合成肽段 _" &%I

P[>>#$##

"

9O5R#$##

"

9生理盐水 " 充分混匀

后用微型注射器注入大鼠双后肢足垫 &O5R组用

"##

"

9不含抗原的接种物 ! $##

"

9O5R#$##

"

9

生理盐水 "同样方法注入大鼠双后肢足垫 + 按临

床症状大鼠分级评分 $ # 分为正常 & #/& 分为介

于正常和临床症状之间 &$ 分为尾部无力 &" 分为

后肢轻度瘫痪 &% 分为后肢严重瘫痪 &Z 分为四肢

瘫痪 +

$/%!标本制备和 W7R提取

在各时间点用水合氯醛麻醉各组大鼠#无菌

状态下取下腔静脉血#立即分离外周血单个核细

胞 ! *3B:*(3B>?-?CCA 1C2C2E=?3>B=3??0# _T;O#包括

淋巴细胞和单核细胞 "并提取 W7R&取脾脏 ,淋巴

结及坐骨神经置于冻存管中 #放置于液氮中保

存#用 LB:̀C?法提取各组织和外周血单个核细胞

中 1W7R+ 取部分坐骨神经根置于 $#e甲醛液中

固定 "Z (#流水冲洗 $ ( 左右#制成石蜡块 #切片

行 U6染色及 a3:?染色#光镜下观察病理改变 +

$/Z!反转录聚合酶链反应

采用美国 _BC13@>公司反转录试剂盒进行反

转录#总反应体积 "#

"

9#Z" h J# 1:2 后反转录#

P# h $# 1:2 灭活反转录酶# 4"# h保存或立即

进行 _OW扩增 + R:ZM 和 R:ZM > 1W7R引物序列

在 _B:13B&/# 中设计#并由上海生工生物工程技

术服务有限公司合成 + 各序列分别为 $

!

I>=):2

! Z&" -* " 正义链 &nI8R8R888RRRLO8L8O8L8RI

%n# 反 义 链 &nIORLOL8OL88RR88L88RORI%n&

R:ZM !W2CBF3@:=E07;v#$%#Z' " ! $'" -* " 正义

链 &nI88LL888L8OOL88LOLRI%n#反义链 &nILRLI

88L8R8OO8OL8L8RI%n&R:ZM > ! W2CBF3@:=E07;v

#&%&&"/$ " ! "%# -* " 正义链 &nIOR8LL8RL8RLI

8ROO8RRLI%n# 反 义 链 &nIRR8L88RR8RR88L8

OLRRI%n+ 依次加入 _OW;:,$"/&

"

9#上下游引

物各 $

"

9#模板 =<7R"

"

9# AAU

"

S[/&

"

9至终

体积 "&

"

9#混匀离心 + 反应条件设定为 'Z h

" 1:2#'Z h $ 1:2#&& h Z& 0#J[ h $# 1:2 进行

%& 个循环#P" h $# 1:2 完成后 Z h保温 &&

"

9

_OW扩增产物在含有溴乙锭的 "e琼脂糖凝胶中

电泳# 时间 %# 1:2# 电压 $"# p#电流 &# 1R+ 电

泳后紫外灯检测#在 6>@?36.3

&

型图像处理系统

上计算出 R:ZM #R:ZM > 和
!

I>=):2 密度# 用
!

I>=I

):2 密度作为参照#求出 R:ZM 和 R:ZM > 基因表达

的相对值 +

$/&!统计学处理

数值采用均数 c标准差 !?c<" 表示#成组设

计多个样本均数的比较用 R7SpR检验#多个样

本均数间每两个均数比较用 9H<I%检验 + 检验水

准
#

l#/#& #=d#/#& 为差异有统计学意义 +

&J'
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MI结II果

"/$!发病情况和组织病理学改变

6R7组大鼠从第 P 天开始出现精神萎靡#第

[ u' 天全部出现尾部无力#活动减少#平均第

![/[% c#/Z$ "天开始发病 &第 $P 天 6R7组 J 只

大鼠均发病#质量明显下降#其中 Z 只评分为

%/& 分#" 只 % 分#平均 ! %/%% c#/"J "分#进入发

病高峰期 &第 "J 天 6R7组 J 只发病大鼠中 $ 只 %

分#" 只"/& 分#" 只 $/& 分#$ 只 $/# 分 &所有大

鼠发病均缓解#但仍有症状 !图 $ " + O5R组大鼠

无发病 +

U6染色及髓鞘染色显示#6R7组大鼠坐骨神

经第 ' 天有少量炎性细胞浸润&第 $P 天有大量炎

性细胞浸润和髓鞘脱失 !图 " #% " &第 "J 天炎性

细胞浸润减少#髓鞘脱失减轻 &O5R组大鼠坐骨

神经无明显异常改变!图 Z " +

!"#$% !"

#$#%#&&'&(&$&%&&'($%&

)

)*$

&*)

&*$

#*)

#*$

%*)

&
'

(
)

%*$

+,-*

.-/*

图 HI;6J组和046组大鼠临床评分'

4*-LHI0=*+*("=1(%'$1*+#.$;6J -'%3)"+2#.$046

-'%3)L

图 MI;6J组大鼠坐骨神经炎性细胞浸

润$K;染色& XMYY%'

4*-LMI9+&="55"#%'/ ($==1*+&*=#'"#*%+

*+#.$1(*"#*(+$'B$*+#.$;6J

-'%3)$K;& XMYY%L

图 PI;6J组大鼠坐骨神经脱髓鞘( 轴

突变性$^$*=染色& XQYY%'

4*-LPI!$5/=*+"#*%+*+"+2"V%+"=2$-$O

+$'"#*%+*+#.$1(*"#*(+$'B$*+

#.$;6J-'%3)$^$*=& XQYY%L

图 QI046组坐骨神经无明显脱髓鞘

$^$*=染色& XQYY%'

4*-LQIJ% *+&="55"#%'/ ($==1*+&*=#'"O

#*%+*+#.$1(*"#*(+$'B$*+#.$

046-'%3)$^$*=& XQYY%L

"/"!R:ZM 和R:ZM> 1W7R表达水平

6R7组和 O5R组相比#R:ZM 1W7R在坐骨

神经 ,脾脏和淋巴结中各个时间点表达均升高#

差异有统计学意义!=d#/#& " #而 R:ZM 在_T;O

上仅有微量表达!未统计" #6R7组中 SQZ# 在第

' 天和第 $P 天均较高#与第 "J 天相比明显升

高#差异有统计学意义!=d#/#& #表 $ " +

6R7组和 O5R组相比#R:ZM > 1W7R在坐骨

神经 ,脾脏和淋巴结中各个时间点表达均升高#

差异有统计学意义!=d#/#& " #在脾脏仅少量表

达#在外周血仅第 $P 天有微量表达#余时间点未

见表达!未统计 " #6R7组中 R:ZM > 在第 ' 天和

第 $P 天均较高#与第 "J 天相比明显升高#差异

有统计学意义!=d#/#& #表 " " +

表 HI:;ZM 57J6在各组织中的表达$! c"&#lJ%

8"CLHI;V)'$11*%+%&:;ZM 57J6*+#*113$1$! c"&#lJ%

组别 第 '天 第 $P天 第 "J天

坐骨神经

!6R7组
#/Z[& c#/#$[

!#

#/&#P c#/#P"

!#

#/%%" c#/#%%

#

!O5R组 #/$&& c#/#"% #/$[# c#/#"P #/$#% c#/#$Z

脾脏

!6R7组
#/&P& c#/#Z#

!#

#/JPJ c#/$##

!#

#/%P% c#/#"P

#

!O5R组 #/"$Z c#/#$& #/"&# c#/#$J #/$JJ c#/#$"

淋巴结

!6R7组
#/J[# c#/#"[

!#

#/P"% c#/#Z&

!#

#/%Z" c#/#%P

#

!O5R组 #/""" c#/#%' #/%#" c#/#ZJ #/$P' c#/#"%

!!与第 "J天相比#

!

=d#/#&& 与O5R组在各时间点相比#

#

=d#/#&+

JJ'
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表 MI:;ZM857J6在各组织的表达$! c"&#lJ%

8"CLMI;V)'$11*%+%&:;ZM857J6 *+#*113$1$ ! c"&

#lJ%

组别 第 '天 第 $P天 第 "J天

坐骨神经

!6R7组
#/%'P c#/#"$

!#

#/Z"$ c#/#%%

!#

#/"Z% c#/#"[

#

!O5R组 #/$'& c#/#$[ #/"$J c#/#$' #/$%& c#/#'#

脾脏

!6R7组
#/"## c#/#$$

!#

#/"Z% c#/#"%

!#

#/$"' c#/#$%

#

!O5R组 #/$$# c#/##Z #/$"[ c#/##' #/#P" c#/#$"

淋巴结

!6R7组
#/ZJ% c#/#"$

!#

#/Z[" c#/#J#

!#

#/"P& c#/#%$

#

!O5R组 #/$'Z c#/#"P #/"$% c#/#"% #/$%& c#/#$$

!!与第 "J天相比#

!

=d#/#&& 与O5R组在各时间点相比#

#

=d#/#&+

PI讨II论

8TH 是一种常见的周围神经系统自身免疫性

疾病#其病理改变表现为周围神经髓鞘脱失和炎

性细胞浸润+ 6R7是研究人类 8TH 的动物模型#

是由主动免疫或神经髓鞘特异性 L细胞继承性

转移诱导发病#其临床表现 ,组织病理 ,电生理和

免疫病理等与 8TH 十分类似+ 6R7的发病机制

可能是免疫注射的肽段与动物自身周围神经髓

鞘成份有相同抗原决定簇#导致髓鞘蛋白特异性

O<Z

j

L细胞活化扩增后附着于周围神经小静脉

内皮细胞#接着 O<Z

j

L细胞穿过血管神经屏障

! -?CCAI23BF3->BB:3B# T7T"浸润周围神经#并通过

细胞因子召集更多活化的 L细胞和巨噬细胞促

进局部炎症反应'"(

&另外#抗原特异性 O<Z

j

L细

胞活化的巨噬细胞是引起脱髓鞘的主要效应细

胞#参与 6R7周围神经病理损伤过程'%(

+ 聚集的

巨噬细胞不仅吞噬髓鞘残片#而且还分泌大量细

胞毒性的细胞因子和反应性氧化产物#或作用于

内皮细胞导致 T7T破坏 #或作用于施旺细胞引起

髓鞘脱失#或直接作用引起轴突变性+ 因此#抗

原特异性的 O<Z

j

L细胞活化是诱导 6R7发生 ,

发展的关键因素+

O<Z

j

L细胞活化需要 " 个刺激信号#一是由

L细胞受体 ! L=3??B3=3*)CB# LOW" 与抗原呈递细

胞 !>2):@32 *B3032):2@=3??# R_O" 提呈的主要组织

相容性复合体 $抗原肽复合物结合所产生的第一

信号 !抗原识别信号 " #二是由 R_O表面的协同

刺激分子与 L细胞表面对应受体分子结合产生

的第二 信 号 ! 协 同 刺 激 信 号 " + 除 TP +O<"[ ,

O<Z# +O<Z#9和 O<$%P +O<$%P9等 外# SQZ# +

SQZ#9是新发现的在细胞免疫应答中发挥重要

作用的协同刺激分子+ 对多种自身免疫性疾病

研究发现#SQZ# +SQZ#9可以维持 O<Z

j

L细胞

的增殖 ,存活#促进记忆性 O<Z

j

L细胞的生成和

长期存活'$(

#而其在 6R7发病中的作用尚未见

报道+

本实验中检测到 6R7大鼠坐骨神经和淋巴

结中 R:ZM 和 R:ZM > 1W7R有较高表达#脾脏中

R:ZM > 1W7R少量表达#_T;O中两者在高峰期

有微量表达&整个病程中#两者在各组织中的表

达 6R7组明显高于 O5R组&病程中各时间点相

比#发病初期和高峰期两者表达均较高#进入恢

复期后明显下降+

6R7发病初期#活化的 O<Z

j

L细胞表面表达

SQZ# #SQZ# +SQZ#9可促进活化的 O<Z

j

L细胞

进一步扩增+ 本实验发现 6R7大鼠坐骨神经和

淋巴结中 R:ZM 和 R:ZM > 1W7R在发病早期表达

明显增高#提示 R:ZM UR:ZM > 可能参与了 6R7

发病诱导阶段#推测 R:ZM 在此阶段发挥作用的

机制 可 能 如 下 $ 首 先# 在 O<Z

j

L细 胞 活 化 后

R:ZM 促使其分泌一些细胞因子调节细胞分裂#

使细胞经历更多增殖周期增加数量&其次#这些

细胞因子同时抑制外周 L细胞的活化诱导的细

胞死亡#其具体机制将在后续实验中进一步研

究+ 既往研究显示 $淋巴结 O<Z

j

L细胞活化时

R:ZM 和 R:ZM > 1W7R表达均增加'Z(

#R:ZM 缺陷

小鼠免疫应答减弱#其抗原特异性 L细胞的增殖

能力显著降低'&(

#在初次应答中仅形成少量抗原

特异性 O<Z

j

L细胞'J(

#在 R:ZM > 缺陷或单抗封

闭 R:ZM > 的小鼠试验中也有相同发现 + 把激动

型 SQZ# 单抗加入已经活化的 O<Z

j

L细胞中#发

现 O<Z

j

L细胞反应能力明显增强#并与抗体呈

剂量依赖关系'P(

+

随着 6R7病程进展#R:ZM 和 R:ZM > 1W7R

在高峰期有最高表达#说明 R:ZM UR:ZM > 在 6R7

效应阶段也发挥重要作用+ 实验结果可能与以

下机制有关 $一方面它参与维持活化 O<Z

j

L细

胞的分化 ,扩增及长期存活#既往的体外实验结

果也支持这种可能+ 有研究者'Z(发现 R:ZM 缺陷

小鼠初次免疫应答减弱# 其抗原特异性 L细胞

的增殖能力显著降低+ 同 时 有 试 验'[( 显 示 在

SQZ#

4+4

L细胞内 -=?I" 和 -=?I,?量较 SQZ#

j

L细

PJ'
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胞明显减少#SQZ#

4+4

L细胞大量死亡#而 SQZ#

j

L细胞仅少数发生凋亡#推测其可能机制''( 是$

! $ "促进细胞因子的转录 & ! " "上调表达 T=?I"

家族抗凋亡基因 &! % "抑制 5>0或 5>09的表达或

其功能的发挥 &! Z "抑制细胞毒 L淋巴细胞相关

抗原 Z 的负调控作用 + 另一方面它显著增加迁

移到病变部位 O<Z

j

L细胞数目#加剧 6R7周围

神经病理损伤#这种推测基于在发病高峰期 6R7

组大鼠坐骨神经中大量炎性细胞浸润 + 而在发

病期的 6R6小鼠#浸润中枢神经系统的 SQZ#

j

O<Z

j

L细胞和 SQZ#9

j巨噬+小胶质细胞在临床

症状出现前一天和高峰期比例很高#缓解期则不

再表达 + 另外# R:ZM UR:ZM > 可以促进 O<[

j

L

细胞的分化 ,生存'$#(

#促进 T细胞扩增分化和产

生高效价的抗体'$$(

#还可以促进树突状细胞分化

成熟增强 L细胞和 <O之间的相互作用#最终发

挥对周围神经更强的细胞毒性作用 +

实验中发现 R:ZM 和 R:ZM > 在坐骨神经和

淋巴结中表达较高#脾脏中 R:ZM > 表达较少#外

周血中两者仅在高峰期有微量表达#提示 R:ZM U

R:ZM > 主要表达在炎症浸润部位的炎性细胞上#

这可能与 R:ZM UR:ZM > 介导 6R7中 O<Z

j

L细胞

或单核细胞与血管内皮细胞的黏附#从而促进

SQZ#9

j

R_O和 SQZ#

j

L细胞浸润炎症部位有

关 + 国外学者'$"I$&(在实验中也发现$在 6R6脾脏

和_T;O未 检 测 到 或 仅 在 高 峰 期 检 测 到 微 量

SQZ#

j

O<Z

j

L细胞和 SQZ#9

j

R_O+

因此#本实验结果表明 R:ZM UR:ZM > 可能与

6R7发病有关#其机制可能是两者维持髓鞘蛋白

特异性 O<Z

j

L细胞的活化 ,增殖和长期存活#并

促进 SQZ#9

j

R_O和 SQZ#

j

L细胞浸润周围神

经 + 由于 R:ZM UR:ZM > 抗原特异性强#且主要集

中在病变部位#这些特点提示 R:ZM UR:ZM > 可以

成为临床治疗 6R7和其它免疫相关疾病的一个

新的重要靶点 +
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*B3F32)0O<[ L=3??3DD3=)CBA:DD3B32):>):C2 -.O<$%Z >2A

O<$%P AE>?=C0):1E?>):C2 ' g( /gG11E2C?# "##[ # $[$

! $$ " $PP" [IPP%P/

' $$ ( G̀1>:?CF>6# a>?N3BW# 5:)̀@3B>?A ;# 3)>?/ Ê>2):)>):C2 CD
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