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托法替尼对实验性自身免疫性脑脊髓炎大鼠滤泡调节性 Ｔ细胞／
滤泡辅助性 Ｔ细胞平衡及 ＣＸＣＬ１３、转化生长因子β１表达的影响
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摘　要：目的　探讨托法替尼对实验性自身免疫性脑脊髓炎（ＥＡＥ）大鼠滤泡调节性 Ｔ细胞（Ｔｆｒ）／滤泡辅助性 Ｔ细胞

（Ｔｆｈ）平衡及 ＣＸＣＬ１３、转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）表达的影响。方法　选择 ５０只 Ｗｉｓｔａｒ雌性大鼠，随机分为正常对照

组、ＥＡＥ对照组、托法替尼小、中、大剂量防治组，每组１０只。采用髓鞘碱性蛋白及完全弗氏佐剂制造 ＥＡＥ模型。从造模

前 ３ｄ开始 ＥＡＥ对照组及小、中、大剂量托法替尼防治组分别予以生理盐水和托法替尼１、２、４ｍｇ／ｋｇ／ｄ灌胃，连续１０ｄ。

观测大鼠发病情况、脾组织中 Ｔｆｈ和 Ｔｆｒ比例、Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值变化、脑组织匀浆中 ＣＸＣＬ１３、ＴＧＦβ１含量变化。结果　ＥＡＥ

对照组大鼠发病潜伏期（１０．２０±１．９９）ｄ，托法替尼小、中、大剂量防治组发病潜伏期分别为（１６．７０±１．５０）ｄ、（２０．２０±

２．４４）ｄ和（２２．９０±１．７９）ｄ，托法替尼各防治组发病潜伏期均较 ＥＡＥ对照组延长（Ｐ＜０．０１）。ＥＡＥ对照组大鼠进展期

（１０．５０±１．８４）ｄ，托法替尼小、中、大剂量防治组发病进展期分别为（８．００±２．００）ｄ、（５．６０±１．５１）ｄ和（３．００±

１．１６）ｄ，托法替尼各防治组发病进展期均较 ＥＡＥ对照组缩短（Ｐ＜０．０１）。ＥＡＥ对照组大鼠发病高峰期神经功能障碍评

分（３．８０±１．０３）分，托法替尼小、中、大剂量防治组发病高峰期神经功能障碍评分分别为（２．３０±１．３４）分、（１．２０±

１．４０）分和（０．６０±０．８４）分，托法替尼各防治组发病高峰期神经功能障碍评分均较 ＥＡＥ对照组降低（Ｐ＜０．０１）。托法

替尼各防治组与 ＥＡＥ对照组比较，Ｔｆｈ细胞比例显著降低，Ｔｆｒ细胞比例及 Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值显著升高，ＣＸＣＬ１３含量明显减少、

ＴＧＦβ１含量明显增加，且呈剂量依赖关系，剂量越大作用越明显（Ｐ＜０．０１；Ｐ＜０．０５）。结论　托法替尼对 ＥＡＥ大鼠发

病具有防治作用，且呈剂量依赖关系。其防治作用机制可能与下调 ＥＡＥ大鼠 Ｔｆｈ比例及 ＣＸＣＬ１３的表达，上调 Ｔｆｒ比例

及 ＴＧＦ１的表达，维持 Ｔｆｒ／Ｔｆｈ平衡，并促使平衡向 Ｔｆｒ偏移有关。
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　　多发性硬化（ｍｕｌｔｉｐｌｅｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＭＳ）是中枢神
经系统（ｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ，ＣＮＳ）的自身免疫性
疾病，本病以白质炎性脱髓鞘为特点［１］，好发于青

壮年女性，且复发率和致残率高。实验性自身免疫

性脑脊髓炎 （ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｌｌｅｒｇｉｃｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ，
ＥＡＥ）是公认研究 ＭＳ的理想动物模型。托法替尼
（ｔｏｆａｃｉｔｉｎｉｂ）是一种作用于两面神激酶（ＪａｎｕｓＫｉ
ｎａｓｅ，ＪＡＫ）的新型小分子口服抑制剂，早期用于类
风湿性关节炎的治疗［２］，有研究显示其对银屑病、

炎症性肠病、肾移植排斥反应等多种免疫性疾病也

取得了较好的疗效［３５］。Ｚｈｏｕ等［６］近期研究发现，

托法替尼可诱导产生耐受性树突状细胞（ｔｏｌｅｒｏｇｅｎｉｃ
ＤＣｓ，ｔｏｌＤＣｓ），进而通过干扰 Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ平衡来改
善 ＥＡＥ病情的进展。但目前国内外还未见托法替
尼通过影响滤泡调节性 Ｔ细胞（ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴ
ｃｅｌｌ，Ｔｆｒ）／滤 泡 辅 助 性 Ｔ细 胞 （Ｔｆｏｌｌｉｃｕｌａｒｈｅｌｐｅｒ
ｃｅｌｌ，Ｔｆｈ）平衡来防治 ＥＡＥ／ＭＳ的报道，因此，本研
究通过探讨托法替尼对 ＥＡＥ大鼠 Ｔｆｒ／Ｔｆｈ平衡及
相关细胞因子的影响，期望为 ＭＳ的治疗提供新的
理论依据。

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　实验动物　选用 ＳＰＦ级 ６～８周龄、体质
量 ２００～２５０ｇＷｉｓｔａｒ雌性大鼠 ５０只及体质量 ２５０
～３００ｇ健康豚鼠 １０只，均购自我院实验动物中
心，动物使用许可证：ＳＹＸＫ（川）２０１３１８１。实验
前在我院动物房适应性饲养 ７ｄ，保持动物房清洁
适宜的温度和湿度。

１．１．２　实验药品及试剂　托法替尼（Ｐｆｉｚｅｒ，美
国）；百日咳毒素（上海雅吉生物科技有限公司，中

国）；完 全 弗 氏 佐 剂 （Ｓｉｇｍａ，美 国）；ＡｎｔｉＭｏｕｓｅ

ＣＤ４ＦＩＴＣ、Ｆｏｘｐ３ＰＥ、ＣＸＣＲ５ＡＰＣ、ＩＣＯＳＰＥＣＹ５
（上海嵘崴实业有限公司，中国）；ＣＸＣＬ１３ＥＬＩＳＡ
试剂盒、ＴＧＦβ１ＥＬＩＳＡ试剂盒（上海桥社生物科技
有限公司，中国）。

１．２　方法
１．２．１　ＥＡＥ模型制作　将 ５０只 Ｗｉｓｔａｒ雌性大鼠
随机分为正常对照组、ＥＡＥ对照组及托法替尼小、
中、大剂量防治组，每组 １０只。ＥＡＥ对照组及托
法替尼小、中、大剂量防治组大鼠双侧后肢足掌皮

下注入髓鞘碱性蛋白（ｍｙｅｌｉｎｂａｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＢＰ）与
完全弗氏佐剂（ｃｏｍｐｌｅｔｅＦｒｅｕｎｄ’ｓａｄｊｕｖａｎｔ，ＣＦＡ）
（０．２ｍｌ／１００ｇ）建立模型，正常对照组按同等剂
量注入无菌生理盐水与 ＣＦＡ。建模后当天及第 ２
天，将百日咳素（ｐｅｒｔｕｓｓｉｓｔｏｘｉｎ，ＰＴＸ）注入各组大鼠
腹腔，每只 ０．２ｍｌ，加强免疫反应。
１．２．２　模型干预　托法替尼小、中、大剂量组自
造模前 ３ｄ开始连续 １０ｄ分别按体重灌胃托法替
尼 １、２、４ｍｇ／ｋｇ／ｄ，正常对照组和 ＥＡＥ对照组均
灌胃等量生理盐水。

１．２．３　动物模型评价　由同一人自建模后每天
上午定时（９∶００）评判大鼠临床表现及神经功能障
碍评分。评分标准：０分：无临床症状；１分：尾部
瘫痪拖地，轻度后肢无力；２分：中度单后肢或双后
肢无力；３分：重度双后肢无力；４分：四肢全瘫、尿
便失禁；５分：抽搐、濒死或死亡。
１．２．４　实验终止　在发病高峰期（症状评分连续
３ｄ无加重、四肢全瘫或死亡）处死大鼠，未发病大
鼠饲养 ８周后处死。
１．２．５　脾脏 Ｔｆｈ细胞及 Ｔｆｒ细胞比例测定　实验
终止时取大鼠脾脏制作脾细胞悬液，采用流式细胞

仪测定脾细胞悬液 Ｔｆｈ细胞及 Ｔｆｒ细胞比例，按说
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明书操作进行。

１．２．６　脑组织匀浆 ＣＸＣＬ１３、ＴＧＦβ１含量测定　
采用双抗体夹心（ＡＢＣＥＬＩＳＡ）法（按说明书操作进
行）对脑组织匀浆 ＣＸＣＬ１３、ＴＧＦβ１含量进行测定。
１．３　统计学方法

采用 ＳＰＳＳ２０．０统计软件包完成统计分析，计
量资料结果均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，两组间样
本均数比较采用 ｔ检验。当方差齐时，多组计量资
料均数比较用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），
当方差不齐时用 Ｈ检验（ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ），变量间相
互关系采用 Ｐｅａｒｓｏｎ直线相关分析。检验水准为双
侧 α＝０．０５，Ｐ＜０．０５表示差异存在统计学意义。
２　结果
２．１　ＥＡＥ对照组及托法替尼各防治组大鼠发病
情况

正常对照组未发病。ＥＡＥ对照组大鼠均不同
程度发病，托法替尼各防治组大鼠部分发病，发病

大鼠多于造模后 １０～１２ｄ开始出现精神萎靡、体
重减轻、活动及食量减少等，此后病情逐渐加重，

造模后 １５～２０ｄ达疾病高峰（衰弱、消瘦、单后肢
或双后肢无力拖地、共济失调、瘫痪甚至死亡）。

ＥＡＥ对照组及托法替尼各防治组大鼠发病潜伏期、
进展期和高峰期神经功能障碍评分结果见表 １。

表１　ＥＡＥ对照组及托法替尼各防治组发病潜伏期、进展期和高峰

期神经功能障碍评分比较　（ｘ±ｓ）

组别
例数

（ｎ）
潜伏期

（ｄ）
进展期

（ｄ）
神经功能

障碍评分

ＥＡＥ对照组 １０ １０．２０±１．９９ １０．５０±１．８４ ３．８０±１．０３
小剂量托法

替尼防治组

１０ １６．７０±１．５０ａ ８．００±２．００ａ ２．３０±１．３４ａ

中剂量托法

替尼防治组

１０ ２０．２０±２．４４ａｂ ５．６０±１．５１ａｂ １．２０±１．４０ａｃ

大剂量托法

替尼防治组

１０ ２２．９０±１．７９ａｂｄ ３．００±１．１６ａｂｄ０．６０±０．８４ａｂｅ

注：ａ为与ＥＡＥ对照组相比较，Ｐ＜０．０１；ｂ为发病潜伏期和进展期与

小剂量托法替尼组相比较，Ｐ＜０．０１；ｃ为发病高峰期神经功能障碍

评分与小剂量托法替尼组相比较，Ｐ＜０．０５；ｄ为发病潜伏期和进展

期与中剂量托法替尼组相比较，Ｐ＜０．０１；ｅ为发病高峰期神经功能

障碍评分与中剂量托法替尼组相比较，Ｐ＞０．０５。

２．２　正常对照组、ＥＡＥ对照组及托法替尼各防治
组大鼠发病高峰期 Ｔｆｈ细胞、Ｔｆｒ细胞比例及 Ｔｆｒ／
Ｔｆｈ比值

ＥＡＥ对照组与正常对照组比较，Ｔｆｈ％显著升
高，Ｔｆｒ％及 Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值显著降低（Ｐ＜０．０１；Ｐ＜

０．０５）。而托法替尼各剂量组较 ＥＡＥ对照组 Ｔｆｈ％
明显降低，Ｔｆｒ％及 Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值明显升高（Ｐ＜
０．０１；Ｐ＜０．０５）。见表 ２。
２．３　正常对照组、ＥＡＥ对照组和托法替尼各防治
组脑组织匀浆中 ＣＸＣＬ１３、ＴＧＦβ１含量变化

ＥＡＥ对照组与正常对照组比较，ＣＸＣＬ１３含量
明显增加，ＴＧＦβ１含量明显减少（Ｐ＜０．０１），而
托法替尼各剂量组较 ＥＡＥ对照组 ＣＸＣＬ１３含量明
显降低，ＴＧＦβ１含量明显升高（Ｐ＜０．０１；Ｐ＜
０．０５）。见表 ３。

表２　正常对照组、ＥＡＥ对照组及托法替尼各剂量组大鼠脾脏Ｔｆｈ、

Ｔｆｒ含量及Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值变化　（ｘ±ｓ）

组别 例数（ｎ） Ｔｆｈ（％） Ｔｆｒ（％） Ｔｆｒ／Ｔｆｈ
正常对照组 １０ ３．０３±０．６２ ７．０７±１．０１ ２．２３±０．３９
ＥＡＥ对照组 １０ ８．８６±０．５７ａ ２．１３±０．９１ａ ０．２３±０．０９ａ

小剂量托法

替尼防治组

１０ ７．４２±０．６１ａｃ ４．２３±０．７７ａｃ ０．５７±０．０６ａｃ

中剂量托法

替尼防治组

１０ ６．４９±１．０５ａｃｅ ５．０５±０．６３ａｃｄ ０．７８±０．０５ａｃ

大剂量托法

替尼防治组

１０ ５．４８±１．０６ａｃｄｆ６．１４±０．８９ｂｃｄｇ１．１３±０．１０ａｃｄｆ

注：ａ为与正常对照组相比较，Ｐ＜０．０１；ｂ为与正常对照组相比较，Ｐ

＜０．０５；ｃ为与ＥＡＥ对照组相比较，Ｐ＜０．０１；ｄ为与小剂量托法替尼

组相比较，Ｐ＜０．０１；ｅ为与小剂量托法替尼组相比较，Ｐ＜０．０５；ｆ为

与中剂量托法替尼组相比较，Ｐ＜０．０１；ｇ为与中剂量托法替尼组相

比较，Ｐ＜０．０５。

表３　正常对照组、ＥＡＥ对照组及托法替尼各防治组大鼠脑组织匀

浆中ＣＸＣＬ１３、ＴＧＦ１含量变化　（ｘ±ｓ）

组别 例数（ｎ）ＣＸＣＬ１３（ｎｇ／ｍｌ） ＴＧＦ１（ｎｇ／ｍｌ）
正常对照组 １０ ５．８４±０．７８ ８５．６０±８．１４
ＥＡＥ对照组 １０ ９．０３±０．３５ａ ４２．７０±５．１３ａ

小剂量托法替尼防治组 １０ ８．３１±０．４９ａｂ ４９．１５±６．０１ａｂ

中剂量托法替尼防治组 １０ ７．５４±０．７０ａｃｄ ５９．７９±６．３３ａｃｅ

大剂量托法替尼防治组 １０ ６．７９±０．８１ａｃｅｆ ６８．６８±７．０３ａｃｅｇ

注：ａ为与正常对照组相比较，Ｐ＜０．０１；ｂ为与ＥＡＥ对照组相比较，Ｐ

＜０．０５；ｃ为与ＥＡＥ对照组相比较，Ｐ＜０．０１；ｄ为与小剂量托法替尼

组相比较，Ｐ＜０．０５；ｅ为与小剂量托法替尼组相比较，Ｐ＜０．０１；ｆ为

与中剂量托法替尼组相比较，Ｐ＜０．０５；ｇ为与中剂量托法替尼组相

比较，Ｐ＜０．０１。

３　讨论
ＭＳ是一种以 ＣＮＳ炎性脱髓鞘为特点的自身免

疫性疾病。ＭＳ的发病机制迄今尚不明了，细胞免
疫被认为是 ＭＳ发病的主要机制，而近期研究发现
Ｂ细胞介导的体液免疫也可促进 ＭＳ的发展。Ｔｆｈ
是 Ｓｃｈａｅｒｌｉ等［７］和 Ｂｒｅｉｔｆｅｌｄ等［８］在人扁桃体中发现
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的以 ＣＤ４＋ＣＸＣＲ５＋为表型的 Ｔ细胞亚群，Ｔｆｈ可辅
助 Ｂ细胞活化、增殖和分化，并形成生发中心，产
生高亲和力抗体，参与体液免疫反应［９］。Ｔｆｈ细胞
数量增加及功能增强在多发性硬化、类风湿性关节

炎和系统性红斑狼疮等自身免疫性疾病的发病机

制中起到重要作用［１０］。另外，Ｔｆｒ是在人类扁桃体
中新发现的一类调节性 Ｔ细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌ，
Ｔｒｅｇ）亚群，能够高分泌 Ｔｒｅｇ标志性分子（Ｆｏｘｐ３、
ＣＤ２５、ＴＧＦ１和 ＩＬ１０等），抑制 Ｔｆｈ细胞介导的免
疫反应，发挥免疫调节作用［１１，１２］。Ｄｈａｅｚｅ等［１３］研

究发现，ＭＳ患者体内 Ｔｆｒ数量较正常对照组明显减
少，支持 Ｔｆｒ与 ＭＳ发病有关。本研究发现，与正常
对照组相比，ＥＡＥ对照组大鼠发病高峰期脾组织中
Ｔｆｈ细胞比例升高，Ｔｆｒ细胞比例及 Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值均
降低。表明在本实验中 ＥＡＥ大鼠脾脏 Ｔｆｈ细胞比
例升高、Ｔｆｒ细胞比例降低、Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值失衡可能
参与了 ＥＡＥ的发病过程。

ＣＸＣＬ１３由 Ｔｆｈ细胞、树突状细胞和吞噬细胞
合成［１４］。当机体免疫应答异常时，树突状细胞、Ｔｆｈ
细胞数量及活性上调，过表达 ＣＸＣＬ１３，后者可与
Ｔｆｈ细胞表面 ＣＸＣＲ５结合，趋化 Ｔｆｈ细胞至淋巴滤
泡内，辅助 Ｂ细胞活化、产生抗体，诱导异常体液
免疫反应。已有研究表明，ＣＸＣＬ１３的异常表达与
多发性硬化及其严重程度正相关［１５］。ＴＧＦ１是 Ｔｆｒ
细胞发挥免疫抑制作用的关键因子之一。２０１４
年，ＭｃＣａｒｒｏｎ等［１６］研究发现，ＴＧＦ１能够抑制 Ｔｆｈ
细胞的聚积、自身反应性 Ｂ细胞的激活及自身抗
体的产生，进而抑制体液免疫反应。Ｆｅｇｅｒ等［１７］研

究发现，在复发
!

缓解型 ＭＳ患者急性期 ＴＧＦ１表
达下降、症状加重而缓解期表达升高、症状缓解。

本研究发现，与正常对照组相比，ＥＡＥ对照组大鼠
发病高峰期脑组织匀浆中 ＣＸＣＬ１３含量增加，
ＴＧＦ１含量减少。表明在本实验中 ＥＡＥ大鼠脑组
织中 ＣＸＣＬ１３含量增加，ＴＧＦ１含量减少可能参与
了 ＥＡＥ的发病过程。

托法替尼是 ＪＡＫ抑制剂，其通过抑制 ＪＡＫ磷酸
化，阻断细胞内 ＪＡＫＳＴＡＴ信号转导通路，抑制
ＣＤ４＋ Ｔ细胞增殖及多种炎性细胞因子（ＩＬ２、ＩＬ
６、ＩＬ７、ＩＬ９、ＩＬ１１、ＩＬ１５和 ＩＬ２１等）的合成与
分泌，达到抗炎、调节免疫的作用。Ｚｈｏｕ等［６］研究

发现，托法替尼可通过产生耐受性树突状细胞

（ｔｏｌｅｒｏｇｅｎｉｃＤＣｓ，ｔｏｌＤＣｓ）、下调 Ｔｈ１／Ｔｈ１７细胞比
例、上调 Ｔｒｅｇ细胞比例以调节 Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ平衡来延

缓 ＥＡＥ病情的进展，并且 Ｂｅｎｖｅｎｉｓｔｅ等［１８］提出托法

替尼有望成为 ＭＳ新的有效治疗方式。本研究发
现，与 ＥＡＥ对照组相比，托法替尼各防治组大鼠发
病潜伏期延长、进展期缩短、高峰期神经功能障碍

评分降低，且呈剂量依赖关系，提示托法替尼对

ＥＡＥ发病具有防治作用。同时本研究发现，与 ＥＡＥ
对照组相比，托法替尼各防治组大鼠发病高峰期

Ｔｆｈ细胞比例、ＣＸＣＬ１３含量降低，而 Ｔｆｒ细胞比
例、Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值及 ＴＧＦ１含量升高，提示托法替尼
可通过下调 Ｔｆｈ细胞比例及 ＣＸＣＬ１３水平、上调
Ｔｆｒ细胞比例及 ＴＧＦ１水平、维持 Ｔｆｒ／Ｔｆｈ平衡并促
使平衡向 Ｔｆｒ偏移而发挥对 ＥＡＥ的防治作用。

综上所述，托法替尼可能通过调节 Ｔｆｒ／Ｔｆｈ平
衡及 ＣＸＣＬ１３、ＴＧＦ１因子表达发挥对 ＥＡＥ大鼠的
防治作用。相信随着研究的不断深入，有望将托法

替尼作为 ＭＳ治疗新的靶向药物。
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