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摘 要:目的 探讨雌激素对实验性变态反应性脑脊髓炎( EAE) 的影响。方法 将 30 只 大 鼠 随 机 分 为 EAE 组及大、小

剂量雌激素干预组，每组 10 只，制作 EAE 模 型，大、小 剂 量 雌 激 素 干 预 组 分 别 给 予 皮 下 注 射 苯 甲 酸 雌 二 醇 1 mg / kg / d、

250 μg /kg /d，连续 10 d，观察各组的发病情况并采用 HE 染色观察脑和脊髓组织病理变化。结果 大、小剂量雌激素干预

组的临床症状均较 EAE 组轻，表现为发病率减少、潜伏期延长、进展期缩短、高峰期神经功能损害较轻。病 理 切 片 提 示 雌

激素干预组脑和脊髓炎症细胞浸润明显减少，其中以大剂量组更明显。结论 雌 激 素 对 多 发 性 硬 化 动 物 模 型 EAE 具 有

保护作用，且与剂量相关。
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Abstract: Objective To investigate the effect of estrogen on experimental allergic encephalomyelitis (EAE) in rats．Methods Thir-

ty male rats were randomly divided into three groups: EAE model group，high-dose estrogen treatment group，and low-dose estrogen

treatment group，with 10 rats in each group． The high-and low-dose estrogen treatment groups were subcutaneously injected with estra-

diol benzoate 1 mg /kg /d and 250 μg /kg /d，respectively，for ten days． Clinical symptoms of the rats were observed，and the pathologi-

cal changes in cerebral and spinal cord tissues were observed by HE staining． Ｒesults The high-and low-dose estrogen treatment

groups showed milder clinical symptoms as compared with the EAE model group，including lower incidence，longer delitescence，shor-

ter progression period，milder neurological dysfunction at the peak stage of disease，and reduced infiltration of inflammatory cells into

cerebral and spinal cord tissues． The protective effect was more obvious in the high-dose estrogen treatment group． Conclusions Estro-

gen has a protective effect on the multiple sclerosis model of EAE，and the effectiveness is positively correlated with dosage．
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多 发 性 硬 化 ( multiple sclerosis，MS ) 被 广 泛 认

为 是 累 及 中 枢 神 经 系 统 ( central nervous system，

CNS) 白 质 的 自 身 免 疫 性 脱 髓 鞘 性 疾 病。实 验 性 自

身免 疫 性 脑 脊 髓 炎 ( experimental autoimmune encepha-
lomyelitis，EAE) 是 公 认 的 研 究 MS 的 理 想 动 物 模

型。近 年 研 究 认 为 MS 的 发 病 机 制 兼 有 自 身 免 疫

性损 伤 和 神 经 变 性 损 伤 两 方 面
［1］。多 项 研 究 表 明 ，

雌 激 素 具 有 广 泛 的 免 疫 调 节 作 用 和 神 经 保 护 作 用 ，

在 多 种 自 身 免 疫 性 疾 病 及 神 经 变 性 性 疾 病 模 型 中

具 有 重 要 作 用。但 目 前 关 于 雌 激 素 与 MS 的 研 究

报 道 较 少。本 实 验 通 过 制 造 EAE 模 型 及 雌 激 素 干

预 ，观 察 雌 激 素 对 EAE 大 鼠 临 床 表 现 及 病 理 改 变

的 影 响。
1 材 料 与 方 法

1 ． 1 实 验 动 物 及 试 剂

雄 性 Wistar 大 鼠 30 只 ，6 ～ 8 周 龄 ，体 重 ( 200
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～ 250 g) ;豚 鼠 5 只 ，体 重 400 ～ 450 g，以 上 动 物

由 泸 州 医 学 院 实 验 动 物 科 提 供。主 要 实 验 试 剂 : 氟

氏 完 全 佐 剂 ，购 自 美 国 Sigma 公 司 ; 苯 甲 酸 雌 二 醇 ，

购 自 上 海 通 用 药 业 股 份 有 限 公 司。中 性 甲 醛 固 定

液 由 病 理 教 研 室 提 供。
1 ． 2 方 法

1 ． 2 ． 1 大 鼠 分 组 及 EAE 模 型 的 建 立
［2］ 30 只 雄

性 大 鼠 随 机 分 为 EAE 组 ，大 剂 量 雌 激 素 组 ，小 剂 量

雌 激 素 组 ，每 组 10 只。将 豚 鼠 处 死 后 ，在 无 菌 操

作 下 ，迅 速 剥 出 脊 髓 ，去 掉 马 尾 与 脊 膜 ，称 重。加

入 生 理 盐 水 研 磨 成 50% 匀 浆 ，与 等 量 福 氏 完 全 佐

剂混 合 ，用 注 射 器 反 复 抽 打 成 油 包 水 乳 液 ，即 制 得

粗 制 碱 性 髓 鞘 蛋 白 ( MBP) 抗 原。将 MBP 抗 原 注 入

3 组 大 鼠 双 后 肢 足 垫 皮 下 ，每 只 0 ． 2 ml / 100 g。
1 ． 2 ． 2 模 型 干 预 EAE 模 型 建 立 后 常 规 饲 养 ，于

造 模 当 天 开 始 ，小 剂 量 雌 激 素 组 每 日 皮 下 注 射 苯 甲

酸 雌 二 醇 250 μg / kg / d，连 续10 d。大 剂 量 雌 激 素

组 每 日 皮 下 注 射 苯 甲 酸 雌 二 醇 1 mg / kg / d，连 续

10 d。EAE 对 照 组 每 日 注 射 橄 榄 油 ，连 续 10 d。
1 ． 3 神 经 功 能 评 分 及 评 分 标 准

于 建 模 后 第 1 天 开 始 ( 建 模 当 天 计 为 第 1 天 ) ，

每 日 同 一 时 段 由 同 一 人 单 盲 观 察 发 病 情 况 ，进 行 神

经 功 能 评 分。0 分 : 无 明 显 异 常 ;1 分 : 后 肢 不 全 瘫

痪 ;2 分 : 后 肢 完 全 瘫 痪 ;3 分 : 后 肢 全 瘫 伴 前 肢 不

全 瘫 ;4 分 : 四 肢 全 瘫 或 死 亡。症 状 介 于 两 条 标 准

之 间 者 以 ± 0 ． 5 分 计。造 模 到 开 始 发 病 的 时 间 为

潜 伏 期 ，四 肢 瘫 痪、死 亡 或 连 续 3 d 症 状 评 分 无 加

重 时 为 高 峰 期 ，中 间 时 间 则 为 进 展 期。
1 ． 4 脑 和 脊 髓 组 织 病 理 观 察

脑和脊髓组 织 标 本 用 中 性 甲 醛 固 定 后，在 泸 州

医学院病理教 研 室 作 组 织 切 片，常 规 脱 水、透 明、浸

蜡、石蜡包埋和切 片 ( 8 μm 厚 )。切 片 后 烘 干、脱 蜡

和常规苏木素一伊红染色，光镜下观察病理改变。
1 ． 5 统 计 学 方 法

所 得 数 据 以 x ± s 表 示 ，各 组 间 样 本 均 数 比 较

采 用 方 差 分 析 ，两 两 比 较 采 用 LSD 检 验。计 数 资

料 采 用 Fisher’s Exact Test 检 验。统 计 学 处 理 由

SPSS 16 ． 0 软 件 完 成。
2 结 果

2 ． 1 发 病 情 况

EAE 发 病 动 物 表 现 为 脱 毛、食 欲 减 退、体 质 量

下 降 显 著 ，出 现 不 同 程 度 的 肢 体 无 力、共 济 失 调、

瘫 痪 等 ，部 分 动 物 伴 尿 便 失 禁。雌 激 素 治 疗 组 发 病

率 减 低 ，潜 伏 期 延 长 ，进 展 期 缩 短 ，高 峰 期 症 状 评

分 减 低 ，以 大 剂 量 组 变 化 更 明 显。见 表 1。

表 1 各组临床表现比较 (x ± s)

组别
发病率

(% )

潜伏期

(d)

进展期

(d)

高峰期症状

评分(分)

EAE 对照组 100 11． 6 ± 2． 5 7． 2 ± 1． 4 3． 1 ± 1． 1
雌激素小剂量组 80 17． 5 ± 1． 6▼ 5． 1 ± 0． 6▼ 1． 5 ± 1． 1▼

雌激素大剂量组 50▲ 24． 2 ± 3． 0▼★ 3． 4 ± 0． 8▼☆ 0． 6 ± 0． 7▼☆

注:与 EAE 对照组比较，▲P ＜ 0． 05，▼ P ＜ 0． 01;与小剂量组比

较，☆P ＜ 0． 05，★P ＜ 0． 01。

2 ． 2 病 理 学 检 查

EAE 对照 组 大 鼠 发 病 高 峰 期 可 见 组 织 疏 松 肿

胀，脑及脊髓实质内小血管充血，血管周围主要是小

静脉周围有大 量 炎 性 细 胞 浸 润，主 要 为 淋 巴 细 胞 及

单核细胞，形 成“袖 套”状 改 变，血 管 周 围 白 质 明 显

脱髓鞘改变，少突胶质细胞变性。大、小剂量雌激素

组脑及脊髓也可见淋巴细胞单核细胞等炎性细胞浸

润，及不同 程 度 的 白 质 脱 髓 鞘 改 变，但 较 EAE 对 照

组明显减轻，其中大剂量雌激素组病理改变最轻，部

分未发病动物未见明显病理损害。见图 1。

图 1 病 理 学 检 查 结 果 ，HE × 400。A:EAE 组 ;B: 小 剂 量 雌 激 素 组 ;C: 大 剂 量 雌 激 素 组。

·603·

Journal of International Neurology and Neurosurgery 2014 ，41 ( 4 )



3 讨 论

目 前 MS 的 病 因 及 发 病 机 制 尚 不 清 楚 ，国 内 外

研究 均 发 现 ，MS 患 者 中 存 在 多 种 抗 体 ，支 持 MS 系

免 疫 相 关 的 疾 病
［3］。EAE 作 为 一 种 中 枢 神 经 系 统

变 态 反 应 性 脱 髓 鞘 病 变 模 型 ，是 世 界 公 认 的 研 究 人

类 MS 的 动 物 模 型。许 多 研 究 证 实 ，EAE 是 细 胞 免

疫 及 体 液 免 疫 均 参 与 的 错 综 复 杂 的 病 理 免 疫 过 程 ，

以 细 胞 免 疫 为 主
［4］。同 时 MS 患 者 晚 期 多 有 明 显

智能 损 害 ，MＲI 提 示 脑 沟 增 宽、脑 回 变 窄、脑 室 系 统

扩 张 等 脑 萎 缩 表 现。近 年 国 外 研 究 发 现 ，MS 病 程

中 伴 随 有 灰 质 的 萎 缩 ，白 质 损 害 中 也 伴 随 有 华 勒 变

性 及 轴 突 的 减 少 ，故 目 前 认 为 ，MS 的 发 病 机 制 兼 有

自 身 免 疫 性 损 伤 和 神 经 变 性 损 伤 两 方 面
［1］。

研 究 表 明 ，雌 激 素 对 中 枢 神 经 系 统 发 挥 着 重 要

的调 节 和 保 护 作 用 ，这 一 观 点 得 到 广 泛 认 可
［5］。雌

激 素 可 影 响 学 习 记 忆 和 认 知 功 能 ，降 低 老 年 性 痴 呆

的 发 病 率
［6］ ，减 轻 脑 损 伤 后 脑 细 胞 死 亡 的 程 度 ，提

高 脑 损 伤 后 的 恢 复 能 力。国 外 大 量 关 于 雌 激 素 与

EAE / MS 的 研 究 表 明 ，EAE 大 鼠 的 发 病 情 况、症 状

严 重 程 度 与 雌 激 素 水 平 也 有 一 定 关 系
［7］ ． 针 对 MS

患 者 的 研 究 也 表 明 ，MS 患 者 中 枢 神 经 系 统 病 灶 处

的 雌 激 素 水 平 明 显 增 高
［8］。雌 激 素 能 够 延 迟 MS /

EAE 的 病 程 进 展 ，降 低 复 发 率 ，减 少 活 动 病 灶
［9］ ，

对 MS 具 有 明 显 的 保 护 作 用。此 作 用 是 通 过 与 其

受 体 结 合 实 现 的。体 内 多 种 细 胞 的 细 胞 膜 或 细 胞

核 上 均 有 雌 激 素 受 体 ( estrogen receptor，EＲ ) 表 达。
EＲ 分 为 EＲα 和 EＲβ 两 种。通 过 选 择 性 雌 激 素 受

体配 体 实 验 研 究 显 示
［10］ ，在 MS 发 病 的 初 期 及 高 峰

期 ，雌 激 素 主 要 通 过 与 EＲα 结 合 ，通 过 免 疫 调 节 ，

抑制 炎 症 反 应 而 达 到 保 护 EAE 的 作 用 ; 而 在 疾 病

后 期 及 缓 解 期 ，雌 激 素 主 要 通 过 与 EＲβ 结 合 ，通 过

非 抗 炎 效 应 ，对 疾 病 发 挥 重 要 的 保 护 作 用。但 最 近

又有 研 究 表 明 ，雌 激 素 对 EAE 大 鼠 的 神 经 系 统 的

保护 作 用 以 及 抗 炎 作 用 是 通 过 EＲα 而 非 EＲβ 受 体

传 导 途 径 实 现 的
［11］。故 雌 激 素 对 MS / EAE 发 挥 保

护 作 用 的 具 体 机 制 目 前 尚 不 清 楚。

本 实 验 为 避 免 内 源 性 雌 激 素 干 扰 ，故 选 用 了 雄

性 大 鼠。研 究 结 果 提 示 ，模 型 组 大 鼠 经 过 一 定 潜 伏

期 后 均 出 现 不 同 程 度 的 EAE 症 状 ，提 示 造 模 成 功 ，

雌 激 素 干 预 组 部 分 动 物 发 病 ，发 病 率 与 雌 激 素 剂 量

呈 反 比。从 雌 激 素 对 大 鼠 EAE 模 型 发 病 的 影 响 可

以 看 出 ，雌 激 素 具 有 降 低 EAE 动 物 发 病 率、延 长 发

病潜 伏 期、缩 短 病 情 的 进 展 期、减 轻 神 经 功 能 的 损

害、降 低 EAE 死 亡 率 的 作 用 ，其 作 用 大 小 与 雌 激 素

剂 量 有 关 ，高 剂 量 作 用 更 明 显。

经 神 经 组 织 病 理 切 片 检 查 证 实 EAE 模 型 组 脱

髓鞘 改 变 及 炎 性 细 胞 浸 润 明 显 ，符 合 EAE 病 理 表

现。雌 激 素 各 治 疗 组 病 理 表 现 较 EAE 对 照 组 减

轻 ，以 高 剂 量 治 疗 组 病 理 改 变 最 轻。说 明 雌 激 素 可

减 轻 EAE 大 鼠 的 病 理 损 害 ，作 用 与 雌 激 素 剂 量 有

关。本 实 验 病 理 切 片 未 见 明 显 轴 突 崩 解、神 经 细 胞

数 量 减 少 等 神 经 变 性 表 现 ，可 能 与 复 制 的 系 急 性 单

相 病 程 的 EAE 模 型 ，病 程 比 较 短 ，在 疾 病 高 峰 期 就

已 经 处 死 动 物 ，尚 未 出 现 此 类 损 害 表 现 有 关。有 待

我 们 进 一 步 进 行 深 入 的 研 究。

雌 激 素 对 EAE 作 用 的 深 入 研 究 ，为 防 治 MS 提

供 了 新 方 法。国 外 已 有 将 雌 激 素 用 于 治 疗 MS 患

者 的 研 究 报 道
［1，12］ ，并 发 现 它 能 明 显 减 少 MS 患 者

中枢 神 经 系 统 内 的 病 灶 ，同 时 还 能 改 善 MS 所 致 的

认 知 功 能 的 损 害。但 目 前 ，雌 激 素 的 临 床 应 用 还 存

在 广 泛 争 议 ，如 雌 激 素 能 增 加 乳 腺 癌、子 宫 内 膜

癌、卵 巢 癌 的 发 病 率 等。乳 腺 和 子 宫 内 膜 等 组 织 中

主 要 表 达 的 是 EＲα，故 近 年 有 研 究 尝 试 通 过 使 用 选

择 性 EＲβ 配 体 治 疗 达 到 保 护 MS 的 作 用 而 避 免 其

导 致 生 殖 系 统 肿 瘤 的 副 作 用 的 发 生
［1］。故 将 来 有

望 通 过 使 用 雌 激 素 或 选 择 性 的 作 用 于 雌 激 素 的 受

体 的 药 物 来 达 到 临 床 上 治 疗 MS 的 目 的。本 实 验

仅 观 察 研 究 了 雌 激 素 对 EAE 临 床 表 现 及 病 理 变 化

的 影 响 ，进 一 步 深 入 研 究 雌 激 素 对 EAE 的 作 用 机

制 将 为 雌 激 素 的 临 床 安 全 治 疗 提 供 重 要 依 据。
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