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　　［摘要］　目的　探讨多西环素对实验性变态反应性脑脊髓炎（ＥＡＥ）大鼠模型Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞平衡的影响。方法　将４０只雌

性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠分为ＥＡＥ对照组及低、中、高剂量多西环素组，每组１０只。观察大鼠发病情况及发病高峰期外周血单个核细胞

（ＰＢＭＣ）分泌白细胞介素（ＩＬ）４、干扰素γ（ＩＦＮγ）水平，测定高峰期脑组织ＩＬ１β、ＩＬ１０、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）水平及脑脊液

和血清清蛋白水平，计算脑脊液与血清清蛋白比值（ＱＡ值）。结果　各剂量多西环素组大鼠临床症状较ＥＡＥ对照组均减轻。各

剂量多西环素组大鼠发病高峰期外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）分泌ＩＦＮγ水平和ＩＦＮγ／ＩＬ４比值均较ＥＡＥ对照组降低，分泌ＩＬ４

水平均较ＥＡＥ对照组升高（犘＜０．０１）；高剂量多西环素组ＩＬ４水平较中剂量多西环素组增高差异无统计学意义（犘＞０．０５），其

余各剂量多西环素组间差异有统计学意义（犘＜０．０１）。各剂量多西环素组大鼠发病高峰期脑组织ＩＬ１β、ＴＮＦα水平及ＱＡ值较

ＥＡＥ对照组降低，ＩＬ１０水平较ＥＡＥ对照组升高（犘＜０．０５）。随多西环素剂量增加，各剂量多西环素组ＩＬ１β、ＴＮＦα水平及ＱＡ

值越低，ＩＬ１０水平越高，且各组间差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　多西环素可明显减轻ＥＡＥ大鼠临床症状，其机制可能

与多西环素降低大鼠Ｔｈ１细胞因子水平，升高Ｔｈ２细胞因子水平，纠正Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞平衡，从而保护血脑屏障有关。
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　　多发性硬化（ｍｕｌｔｉｐｌｅｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＭＳ）是一种常见的中枢神

经系统（ＣＮＳ）多灶性、炎性、脱髓鞘性疾病，其发病兼有神经变

性和免疫异常两方面［１］，但目前其具体的病因和发病机制仍不

完全清楚，迄今也无肯定的有效治愈方法。而通过致敏抗原诱

导敏感实验动物发生的由Ｔ细胞介导的迟发型超敏反应型自

身免疫疾病实验性变态反应性脑脊髓炎（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏ

ｉｍｍｕｎｅｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ，ＥＡＥ），是目前国际上公认的研究

ＭＳ的理想动物模型
［２］。传统观点认为细胞免疫Ｔｈｌ／Ｔｈ２平

衡失调与 ＭＳ和ＥＡＥ发病密切相关，Ｔｈｌ细胞为炎症促进细

胞，分泌的白细胞介素（ＩＬ）１ 、ＩＬ２、ＩＬ６、肿瘤坏死因子α

（ＴＮＦα）、干扰素γ（ＩＦＮγ）等细胞因子，能诱导巨噬细胞活

化，激活Ｔ细胞反应，增强抗原提呈作用；Ｔｈ２细胞是炎症抑

制细胞，分泌的ＩＬ４、ＩＬ１０等具有抗炎作用，可下调Ｔｈ１型免

疫应答反应并抑制其细胞因子产生［３］。Ｔｈｌ细胞免疫应答增

强和Ｔｈ２细胞免疫应答减弱是 ＭＳ发病重要机制
［４］。同时在

此免疫功能失衡的状态下，血脑屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，

ＢＢＢ）的免疫屏障功能受到破坏，异常激活的Ｔ型免疫细胞及

其细胞因子、血液中的蛋白等大分子成分则会通过受损的ＢＢＢ
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进入ＣＮＳ，进而成为脑脊液成分。因此，有学者认为，脑脊液

蛋白含量可以较理想地反映ＢＢＢ的状态，血清清蛋白水平比

值（ＱＡ值）与ＢＢＢ通透性受损程度呈正相关
［５］。

多西环素（ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ）作为半合成四环素类抗生素，不仅

具有抗菌活性，在一定程度上也能抑制基质金属蛋白酶（ｍａ

ｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）、中性粒细胞弹力蛋白酶、一氧

化氮合成酶，同时还具有生物利用度高、高脂溶性、易透过

ＢＢＢ、安全性高等优点。本实验旨在探究多西环素对ＥＡＥ大

鼠体内Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞平衡的影响。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　雌性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠４０只（四川大学华西实

验动物中心），６～８周龄，体质量（２００±２０）ｇ；豚鼠６只（四川

大学华西实验动物中心），体质量（４００±２０）ｇ。实验前 Ｗｉｓｔａｒ

大鼠在西南医科大学附属医院中心实验室常规饲养１周。

１．１．２　实验药品及试剂　多西环素针剂购自海口康力元制药

有限公司；卡介苗（ＢＣＧ）购自ＢＤ公司；不完全福氏佐剂（ＩＦＡ）

购自 Ｓｉｇｍａ公 司；ＩＬ４、ＩＬ１０、ＩＦＮγ 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

（ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自晶美生物工程有限公司。

１．２　方法

１．２．１　ＥＡＥ模型的制作　将 Ｗｉｓｔａｒ大鼠分为４组：ＥＡＥ对

照组及低、中、高剂量多西环素组，每组１０只。将ＢＣＧ加入

ＩＦＡ制成含５ｍｇ／ｍＬＢＣＧ浓度的完全福氏佐剂。在大鼠四

足掌胶质垫皮下注射完全福氏佐剂，每只０．５ｍＬ。

１．２．２　模型干预　从造模前３天开始每天分别给予低、中、高

剂量多西环素组多西环素５、１０、２０ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１腹腔注射；

ＥＡＥ对照组予以相同剂量生理盐水，连续１０ｄ。

１．２．３　动物模型评价　每天定时对实验大鼠进行神经功能障

碍评分。评分标准：０分，未发病；１分，后肢轻度无力（尾巴无

力）；２分，中度后肢无力或轻度共济失调；３分，中至重度后肢

无力；４分，严重后肢无力；５分，中度以下四肢无力的截瘫；６

分，四肢全瘫或严重共济失调或者死亡［６７］。

１．２．４　实验终止　将大鼠在连续３ｄ症状评分无加重、四肢

瘫痪或者大鼠死亡的发病高峰期处死，取大鼠脑脊液（ＣＳＦ）、

外周血和脾脏。

１．２．５　大鼠血清ＩＬ４、ＩＦＮγ水平测定　实验终止时，每只

Ｗｉｓｔａｒ大鼠经眶静脉丛取血８～９ｍＬ，用肝素抗凝后以２０００

ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，留取１／２血清保存于－２０℃冰箱，按ＩＬ４、

ＩＦＮγＥＬＩＳＡ试剂盒说明书检测。

１．２．６　脑组织ＩＬ１β、ＩＬ１０、ＴＮＦα水平的测定　实验终止

时，取３００～４００ｍｇ脑组织立即放入１ｍＬ生理盐水研磨成匀

浆，在４℃以３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，留取上清液保存于－２０

℃，１５ｄ内按ＩＬ１０ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书检测ＩＬ１０水平，通

过放射免疫法测定脑组织ＩＬ１β、ＴＮＦα水平。

１．２．７　ＣＳＦ和 ＱＡ值检测　实验终止时，将剩余１／２血清与

脑脊液送至医院检验科检测清蛋白水平，并计算脑脊液与血清

清蛋白比值即ＱＡ值。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计学处理，计

量资料用狓±狊表示，组间比较采用狋检验，多组间样本均数比

较采用单因素方差分析，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＥＡＥ对照组及各剂量多西环素组发病情况　ＥＡＥ对照

组大鼠多在免疫后１０ｄ左右开始逐渐出现病情，如活动量减

少、反应时间延长，继而出现单侧或双侧前后肢体无力、共济失

调、瘫痪甚至死亡。各剂量多西环素组实验大鼠症状均较

ＥＡＥ组减轻，表现为潜伏期延长，进展期缩短，神经功能障碍

评分减低。各剂量多西环素组并无大鼠死亡。

２．２　各组大鼠发病高峰期ＰＢＭＣ分泌ＩＮＦγ、ＩＬ４水平及

ＩＦＮγ／ＩＬ４比值　各剂量多西环素组大鼠发病高峰期ＰＢＭＣ

分泌ＩＦＮγ水平和ＩＦＮγ／ＩＬ４比值均较ＥＡＥ对照组降低，分

泌ＩＬ４水平均较ＥＡＥ对照组升高（犘＜０．０１）；高剂量多西环

素组ＩＬ４水平较中剂量多西环素组差异无统计学意义（犘＞

０．０５），其余各剂量多西环素组间差异有统计学意义（犘＜

０．０１），见表１。

表１　　各组发病高峰期ＰＢＭＣ分泌ＩＮＦγ、ＩＬ４水平及

　　　ＩＦＮγ／ＩＬ４比值（狓±狊）

组别 狀 ＩＦＮγ（ｎｇ／ｍＬ） ＩＬ４（ｐｇ／ｍＬ） ＩＦＮγ／ＩＬ４

ＥＡＥ对照组 １０ ０．８２±０．０７ １０．８２±０．６２ ７５．４４±８．２７

低剂量多西环素组 １０ ０．７１±０．０５ａ １３．４１±０．３４ａ ５２．３０±７．２６ａ

中剂量多西环素组 １０ ０．５２±０．０３ａｂ １５．５２±０．４７ａｂ ３２．４４±３．７６ａｂ

高剂量多西环素组 １０ ０．３４±０．０３ａｂｃ １５．５７±０．５７ａｂ ２２．６１±３．６４ａｂｃ

犉 １６７．３ １９２．５ １４６．９

犘 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：犘＜０．０１，与ＥＡＥ对照组比较；ｂ：犘＜０．０１，与低剂量多西环素

组比较；ｃ：犘＜０．０１，与中剂量多西环素组比较。

表２　　各组大鼠发病高峰期脑组织ＩＬ１β、ＩＬ１０、

　　　ＴＮＦα水平（狓±狊）

组别 狀
ＩＬ１β

（ｐｇ／ｍｇ）

ＩＬ１０

（ｎｇ／ｍｇ）

ＴＮＦα

（ｎｇ／ｍｇ）

ＥＡＥ对照组 １０ ２．９０±０．２８ ０．５９±０．１８ ２．９７±０．３９

低剂量多西环素组 １０ ２．１９±０．２１ａ ０．９０±０．２０ｂ ２．５６±０．２１ａ

中剂量多西环素组 １０ １．５０±０．１９ａｃ １．２２±０．１５ａｃ １．９２±０．２５ａｃ

高剂量多西环素组 １０ ０．８５±０．１１ａｃｄ １．４６±０．０９ａｃｄ １．４４±０．２０ａｃｄ

犉 １７９．５ ４６．４ ５７．２

犘 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：犘＜０．０１，ｂ：犘＜０．０５，与ＥＡＥ对照组比较；ｃ：犘＜０．０１，与低剂

量多西环素组比较；ｄ：犘＜０．０１，与中剂量多西环素组比较。

表３　　各组大鼠发病高峰期ＱＡ值变化

组别 狀 ＱＡ值（狓±狊，×１０－２）

ＥＡＥ对照组 １０ ７．１２±０．７８

低剂量多西环素组 １０ ４．６４±０．５８ａ

中剂量多西环素组 １０ ３．１４±０．５６ａｂ

高剂量多西环素组 １０ １．７１±０．５３ａｂｃ

犉 １３８．３

犘 ＜０．０１

　　ａ：犘＜０．０１，与ＥＡＥ对照组比较；ｂ：犘＜０．０１，与低剂量多西环素

组比较；ｃ：犘＜０．０１，与中剂量多西环素组比较。
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２．３　各组大鼠发病高峰期脑组织ＩＬ１β、ＩＬ１０、ＴＮＦα水平比

较　各剂量多西环素组大鼠发病高峰期脑组织ＩＬ１β、ＴＮＦα

水平较ＥＡＥ对照组降低，ＩＬ１０水平较ＥＡＥ对照组升高（犘＜

０．０５）。随多西环素剂量增加，各剂量多西环素组ＩＬ１β、ＴＮＦ

α水平越低，ＩＬ１０水平越高，各多西环素组组间差异有统计学

意义（犘＜０．０５），见表２。

２．４　各组大鼠发病高峰期ＱＡ值比较　各剂量多西环素组大

鼠发病高峰期 ＱＡ值较ＥＡＥ对照组明显降低（犘＜０．０１），随

多西环素剂量增加，各剂量多西环素组大鼠脑组织ＱＡ值水平

越低，各多西环素组间差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表３。

３　讨　　论

　　已有的研究发现，ＭＳ是在易感基因和环境因素共同作用

下诱发的异常自身免疫应答在ＣＮＳ的表现，包括血脑屏障破

坏，髓鞘蛋白破坏，Ｔ细胞过度激活，少突胶质细胞修复减弱

等［８９］。大量研究证实，ＥＡＥ是细胞免疫和体液免疫共同参与

的复杂免疫病理过程，是由因ＩＦＮγ介导的Ｔｈ１型免疫反应

过强，导致Ｔｈｌ／Ｔｈ２免疫平衡失调
［１０］。Ｔｈ１型免疫反应增强

的同时伴随Ｔｈ１型细胞因子激活，后者能明显上调ＢＢＢ内皮

黏附分子的表达，诱导激活的Ｔ细胞粘连、入侵ＢＢＢ，且活化

的免疫成分能通过激活 ＭＭＰｓ，降解构成ＢＢＢ的层黏蛋白、血

管内皮基底膜等，进一步破坏ＢＢＢ
［１１１２］。有研究显示，ＱＡ值

作为评估ＢＢＢ功能受损的指标，在ＥＡＥ病程早期已开始升

高，且随着病程的进展、临床症状的逐渐加重，ＱＡ值升高越明

显，提示ＱＡ值与ＢＢＢ受损程度有关
［１３］。

Ｔｈ１细胞因子（ＩＬ１、ＴＮＦα、ＩＦＮγ）是一类炎性细胞因

子，其中的ＩＬ１目前认为是参与最初免疫反应的，在其增强机

体免疫防御功能的同时也启动了炎症反应和组织损伤，并在神

经免疫轴中起关键作用，循环中的ＩＬ１活性大多来源于ＩＬ

１β。ＩＬ１β能通过诱导 ＭＭＰ９表达间接破坏ＢＢＢ、介导髓鞘

降解、诱导少突胶质细胞凋亡［１４］。Ｃａｎｔａｇｒｅｌ等
［１５］研究发现，

通过降低ＩＬ１基因表达或敲除ＩＬ１基因可减轻ＥＡＥ病情的

严重性，提示体内ＩＬ１水平与疾病的严重程度相关。ＴＮＦα

可促进星形胶质细胞分化、诱导少突胶质细胞凋亡、抑制髓鞘

形成；ＴＮＦα也可诱导内皮细胞分泌黏附分子，增加ＢＢＢ通透

性；同时ＴＮＦα可协同ＩＮＦγ诱导抗原提呈细胞的 ＭＨＣⅡ

抗原表达，并能诱导ＩＬ１活化、促进ＩＦＮγ产生
［１６１７］。Ｓｕｎ

等［１８］实验发现，将ＴＮＦα注入实验大鼠大脑半球可加重ＥＡＥ

大鼠病情。ＩＦＮγ在Ｔｈ０细胞分化时，可促进其向 Ｔｈ１细胞

分化，弱化 Ｔｈ２细胞分化，打破 Ｔｈ０细胞的分化平衡。在

ＥＡＥ活动期，ＩＦＮγ可通过强化抗原提呈作用、激活Ｔ细胞、

增强淋巴毒素释放破坏髓鞘［１９］。在 ＭＳ发病中，ＩＦＮγ可诱导

巨噬细胞产生ＩＬ１，并与ＩＬ１协同作用于星形细胞分泌

ＴＮＦα
［２０］。

Ｔｈ２细胞因子（ＩＬ４、ＩＬ１０）是炎症抑制因子，ＩＬ４可诱导

Ｔｈ０细胞向Ｔｈ２细胞分化增强，并促进Ｂ细胞增殖、分化、分

泌抗体，诱导免疫耐受；同时也能抑制Ｔｈ１细胞分化并下调其

功能［２１］。Ｂａｉ等
［２２］研究发现，通过鼻黏膜途径给予髓磷脂碱

性蛋白（ＭＢＰ）诱导ＥＡＥ大鼠免疫耐受，促进 Ｔｈ２细胞分泌

ＩＬ４，能缓解ＥＡＥ大鼠症状、预防复发。ＩＬ１０能抑制抗原提

呈作用和抗原特异性Ｔ细胞的作用，协同刺激因子，增强Ｔｈ２

细胞的免疫调节功能，抑制 Ｔｈ１细胞分泌ＩＬ６、ＴＮＦα
［２３］。

Ｓｏｎｏｂｅ等
［２４］发现，在ＥＡＥ大鼠发病时脾脏ＣＤ４＋、ＣＤ８＋Ｔ细

胞ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达下降，在疾病恢复期ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达开

始上调，认为调节性Ｔ细胞发挥免疫调节功能是来源于ＩＬ１０。

Ｍｉｎａｇａｒ等
［２５］研究显示，多西环素可抑制ＩＦＮγ、ＩＬ１等

炎性因子的表达，其机制可能是通过阻断细胞因子转录后过程

实现的。Ｓｕ等
［２６］在研究小鼠全身过敏反应时发现，多西环素

可通过抑制Ｐ１３Ｋ／Ａｋｔ／ｅＮＯＳ／ＶＥ钙黏蛋白通路下调ＴＮＦα、

ＩＦＮγ等炎性因子的分泌水平、促进抑炎因子ＩＬ４产生。而

ＩＦＮγ等炎性因子在ＥＡＥ发病中分泌增强，不仅能抑制Ｔｈ２

细胞分化，下调Ｔｈ２型抑炎因子水平，还可通过激活 ＭＭＰｓ加

重ＢＢＢ的损伤和ＣＮＳ的炎性变态反应。因而，多西环素通过

抑制ＩＦＮγ等炎性因子的活化，上调ＩＬ４等抑炎因子水平，可

间接抑制ＭＭＰｓ的激活，从而减轻ＢＢＢ的破坏。本实验显示：

在ＥＡＥ的发病中，多西环素可抑制Ｔｈ１型细胞因子分泌，促

进Ｔｈ２型细胞因子分泌，纠正Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞平衡紊乱，保护

ＢＢＢ，从而对ＥＡＥ的发病起防治作用。

Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞免疫失衡在ＥＡＥ发病中起重要作用，而多

西环素可通过抑制Ｔｈ１型细胞因子产生，促进Ｔｈ２型细胞因

子分泌，纠正Ｔｈ１／Ｔｈ２免疫平衡紊乱，从而减轻ＢＢＢ的受损，

其可能是ＥＡＥ与 ＭＳ治疗的一种有效途径。本实验研究为多

西环素在以后神经病学临床应用提供一定的理论依据。
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ＰｇＲＮＡｈａｓｌｉｍｉｔｅｄｉｍｐａｃｔ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１２，７（７）：

ｅ３６３４９．

［２６］ＴａｎｇＨ，ＭｃｌａｃｈｌａｎＡ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｈｅｐａ

ｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｂｙｎｕｃｌｅａｒｈｏｒｍｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｓａｃｒｉｔｉｃａｌｄｅ

ｔｅｒｍｉｎａｎｔｏｆｖｉｒａｌｔｒｏｐｉｓｍ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，

２００１，９８（４）：１８４１１８４６．

［２７］ＴａｎｇＨ，ＲａｎｅｙＡＫ，ＭｃｌａｃｈｌａｎＡ．Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｗｉｌｄ

ｔｙｐｅａｎｄａｎａｔｕｒａｌｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄｐｒｏｍｏｔｅｒ

ｖａｒｉａｎｔｉｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙｎｕｃｌｅａｒｈｏｒｍｏｎｅｒｅ

ｃｅｐｔｏｒｓｉｎｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅ［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌ，２００１，７５（１９）：８９３７

８９４８．

（收稿日期：２０１６０７１８　修回日期：２０１６０９１２）

７４重庆医学２０１７年１月第４６卷第１期


