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·论著·

百日咳毒素减轻实验性自身免疫性

脑脊髓炎小鼠模型炎症反应的机制研究

王进昆，高锋，谢姝，陈雪菲，王崇谦，汤志伟

昆明医科大学第一附属医院神经外科，云南省昆明市　６５００３２

摘　要：目的　探讨百日咳毒素（ＰＴｘ）对实验性自身免疫性脑脊髓炎（ＥＡＥ）小鼠模型的作用及机制。方法　将 Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠随机分为正常对照组、ＥＡＥ组和 ＰＴｘ治疗组，每组１２只。ＥＡＥ组和 ＰＴｘ治疗组用 ＭＯＧ３５５５诱导 ＥＡＥ模型。ＰＴｘ组于

建模后第７天给予腹腔注射 １０００ｎｇ的 ＰＴｘ。随后观察两组临床症状，组织学染色评价炎症反应和脱髓鞘改变，并观察

ＶＥＧＦ和血管新生现象，并用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测脊髓 ＶＥＧＦ和 ＣｏｌｌａｇｅｎＩＶ的整体水平。在体外，用 ＰＴｘ刺激原代培养的神经

元，评价 ＰＴｘ对在体外对神经元ＶＥＧＦ表达的影响。结果　ＰＴｘ能减轻ＥＡＥ模型的炎症反应和脱髓鞘改变，在大脑ＰＴｘ将炎

症评分从（３．４±０．５５）分降至（１．２＋０．４５）分，Ｐ＜０．０１；脱髓鞘评分从（３．６＋０．５５）分降至（１．４＋０．５５）分，Ｐ＜０．０１。在

脊髓 ＰＴｘ将炎症评分从（３．６＋０．５５）分降至（１．０＋０．７１）分，Ｐ＜０．０１；脱髓鞘评分从（４．２＋０．８４）分降至（１．４＋０．５５）分，

Ｐ＜０．０１。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，与正常对照组比较，ＥＡＥ组 ＶＥＧＦ下降 ４９．０％（Ｐ＜０．０１），ＣｏｌｌａｇｅｎＩＶ下降 ３６．０％（Ｐ＜

０．０１）；ＰＴｘ治疗后，与 ＥＡＥ组比较，ＶＥＧＦ上升５９．５％（Ｐ＜０．０１），ＣｏｌｌａｇｅｎＩＶ上升４５．０％（Ｐ＜０．０１）。体外实验显示，ＰＴｘ

治疗２４ｈ后ＶＥＧＦ在神经元上的表达增加，与正常对照相比，１００ｎｇ／ｍｌ组上调３４．６％（Ｐ＜０．０１），４００ｎｇ／ｍｌ组上调７６．９％

（Ｐ＜０．０１）。结论　ＰＴｘ可上调神经元内源 ＶＥＧＦ的表达和血管新生现象，继而在 ＥＡＥ模型中起保护作用。

关键词：百日咳毒素；多发性硬化；血管内皮生长因子；神经元；血管新生；小鼠
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ＶＥＧＦ（Ｐ＜０．０１）ａｎｄａ４５．０％ ｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｃｏｌｌａｇｅｎＩＶ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｉｎｖｉｔｒｏｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔａｔ２４ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒＰＴｘｔｒｅａｔｍｅｎｔ，
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｐｅｒｔｕｓｓｉｓｔｏｘｉｎ；ｍｕｌｔｉｐｌｅｓｃｌｅｒｏｓｉｓ；ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ；ｎｅｕｒｏｎ；ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ；ｍｏｕｓｅ

　　多发性硬化（ｍｕｌｔｉｐｌｅｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＭＳ）是一种发
生于中枢神经系统的炎症性脱髓鞘疾病。实验性

自身免疫性脑脊髓炎模型（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ
ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ，ＥＡＥ）是研究该疾病的基本模型。
文献报道和我们的前期工作发现，大剂量百日咳毒

素（ｐｅｒｔｕｓｓｉｓｔｏｘｉｎ，ＰＴｘ）可减轻 ＥＡＥ模型的临床症
状［１］，但具体机制尚不完全清楚。

研究表明血管内皮细胞生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎ
ｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）及血管新生（ａｎｇｉｏｇｅｎｅ
ｓｉｓ）可能在 ＥＡＥ和 ＭＳ的病理生理过程中发挥作
用。有的报道提示，在 ＥＡＥ模型中 ＶＥＧＦ和血管新
生现 象 增 加，而 有 的 认 为 减 少［２－４，１７－１９］。 目 前

ＶＥＧＦ和 血管新生在 ＥＡＥ发病机制中的作用依旧
不清楚。Ｌｕ等［５］报道 ＰＴｘ可以在体外脑微血管内
皮细胞系及体内诱导产生血管新生现象。此外，有

证据表明，ＶＥＧＦ具有神经保护作用，它能刺激神
经元生长和存活 ［６，７］。为此，我们提出假设，ＰＴｘ
能增加 ＶＥＧＦ的表达进而诱导血管新生产生，同时
这一作用对 ＥＡＥ有保护作用。
１　材料和方法
１．１　实验动物和 ＥＡＥ模型诱导

将雌性的 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（６～８周，ＴａｃｏｎｉｃＬａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ，ＮｅｗＹｏｒｋ，ＵＳＡ）随机分为 ３组：正常对照
组、ＥＡＥ组和 ＰＴｘ治疗组，每组 １２只。

ＥＡＥ的诱导方法参考文献资料 ［１］，对 ＥＡＥ组和
ＰＴｘ治疗组的小鼠给予皮下注射２００μｇ髓鞘少突胶
质细 胞 糖 蛋 白 （ｍｙｅｌｉｎｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，
ＭＯＧ３５５５；ＭＥＶＧＷＹＲＳＰＦＳＲＶＶＨ
ＬＹＲＮＧＫ，ＢｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓＩｎｃ．Ｌｅｗｉｓｖｉｌｌｅ，ＴＸ），
ＭＯＧ３５５５溶解于５０μｌ完全弗氏佐剂乳胶剂，该乳
胶剂含 ０．５ｍｇ加热灭活的结核分枝杆菌 （ＣＦＡ，
ＤｉｆｃｏＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｄｅｔｒｏｉｔ，ＭＩ）。在免疫诱导当天和
和第４８小时，分别腹腔注射 ＰＴｘ２００ｎｇ（ＬｉｓｔＢｉｏｌｏｇｉ
ｃａｌｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓＩｎｃ．）。在免疫诱导后第 ７天，给 ＰＴｘ
治疗组小鼠再额外腹腔注射１０００ｎｇＰＴｘ。
１．２　神经功能检测

神经功能检测实验由实验观察者在双盲情况下

给每只小鼠进行评价。采用 ５分法标准等级量表对

ＥＡＥ模型进行临床分级评分：０分 ＝无症状；１分 ＝
尾巴瘫痪；２分 ＝单侧后肢无力；３分 ＝不完全双侧
后肢瘫痪伴或不伴部分前肢无力；４分 ＝完全后肢
瘫痪伴部分前肢无力；５分 ＝濒死状态或死亡［１，８］。

对３组小鼠每天进行神经功能检测，并记录分值。
１．３　组织学检测

建模第 １９天，取小鼠脊髓和大脑。用 Ｈ＆Ｅ染
色和 Ｌｕｘｏｌｆａｓｔｂｌｕｅ／ｐｅｒｉｏｄｉｃａｃｉｄＳｃｈｉｆｆｒｅａｇｅｎｔ（ＬＦＢ／
ＰＡＳ）分别来评价大脑和脊髓的炎症反应和脱髓鞘
改变。免疫组织化学染色检测 ＶＥＧＦ及 ＣｏｌｌａｇｅｎＩＶ
的表达［１１］。

１．３．１　半定量系统评价大脑和脊髓的炎症反应
和脱髓鞘改变

采用组织学打分半定量系统评价大脑和脊髓

的炎症反应和脱髓鞘改变的程度。计数浸润渗透

到脊髓及大脑的炎症细胞来评价炎症反应的程度。

数码图片用 Ａｘｏｐｌａｎ显微镜（Ｚｅｉｓｓ，Ｔｈｏｒｎｗｏｏｄ，ＮＹ）
采集，明亮视野下放大 ４００倍。在 Ｈ＆Ｅ染色中炎
症细胞浸润渗透的严重程度根据下面的标准来打

分［９］：０分 ＝无炎症反应；１分 ＝炎症细胞仅渗透到
血管及脑膜周围；２分 ＝炎症细胞轻度渗透到实质
部分（每个区域 １～１０个细胞）；３分 ＝炎症细胞
中度渗透到实质部分（每个区域 １１～１００个细
胞）；４分 ＝炎症细胞重度渗透到实质部分（每个区
大于 １００个细胞）。
１．３．２　用 Ｌｕｘｏｌｆａｓｔｂｌｕｅ染色法对脱髓鞘程度进
行评价

用 Ｌｕｘｏｌｆａｓｔｂｌｕｅ染色的方法对多聚甲醛固定
过的脑和脊髓切片进行染色，并在双盲条件下根据

量表对脱髓鞘程度进行评价［１０］：０分 ＝正常白质；１
分 ＝轻度局部脱髓鞘；２分 ＝多个部位脱髓鞘；３
分 ＝汇合成片的血管周围或软膜下脱髓鞘；４分 ＝
大片的血管周围或软膜下脱髓鞘，包括半边脊髓或

大脑实质内有炎症细胞浸润渗透；５分 ＝广泛的血
管周围和软膜下脱髓鞘，包括脊髓或大脑实质内有

炎症细胞浸润渗透。每只小鼠至少计数 ６个部位。
１．３．３　免疫组织化学的方法检测ＶＥＧＦ和ＣｏｌｌａｇｅｎＩＶ

免疫组织化学的方法检测 ＶＥＧＦ（ＮＧ１６５１６３６，
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ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ，ＭＡ）和 ＣｏｌｌａｇｅｎＩＶ
（ａｂ１９８０８，ＡｂｃａｍＩｎｃ．，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ）在各组小
鼠脊髓和大脑的表达情况。用免疫荧光双染检测

ＶＥＧＦ在神经元上的表达情况，用 ＮｅｕＮ（ＭＡＢ３７７，
ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ，ＭＡ）抗体来标记神经
元。实验设置阴性对照和阳性对照，以排除抗体及

染色过程中造成的假阳性或假阴性。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ蛋白定量分析
建模第１９天，收集脑和脊髓组织，使用 ＢＣＡ蛋

白浓度测定试剂盒，进行蛋白浓度测定。取相同剂

量蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ。电泳及转膜，分别加入一
抗 ＶＥＧＦ和 ＣｏｌｌａｇｅｎＩＶ，４℃缓慢摇动孵育过夜。加
入辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的二抗（７０７４，Ｃｅｌｌ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ；Ｄａｎｖｅｒｓ，ＭＡ），室温下孵育 １ｈ
后显色。结果与内参 βａｃｔｉｎ（ｓｃ４７７７８，ＳａｎｔａＣｒｕｚ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．，ＳａｎｔａＣｒｕｚ，ＣＡ）进行比较，结
果以百分比的形式表示。

１．５　体外实验
培养原代神经元细胞：取新生第一天小鼠，无

菌条件下，在显微镜下取脑，分离出双侧皮质，置

于神经元培养基（ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，ＣＡ）中。将
皮质组织剪碎，Ｐａｐａｉｎ消 化 液 （Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ，Ｂｉｏ
ｃｈｅｍｉｃａｌ，Ｌａｋｅｗｏｏｄ），３７℃消化 ２０ｍｉｎ，持续震荡
（１５０ｒｐｍ）。加入 １０％ ＦＢＳ液（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，
ＭＯ）终止消化过程，７０μｍ过滤器过滤。将所得混
合液离心３ｍｉｎ，转速１５００ｒｐｍ，弃上清液。用含有
０．５％左旋谷氨酸（Ｌｇｌｕｔａｍｉｎｅ）和 ２％无血清 Ｂ２７
（ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，ＣＡ）的神经元培养基，重新
形成细胞悬液。将细胞植入到 ＰｏｌｙＤｌｙｓｉｎｅ预处
理过的培养皿。放置于 ３７℃，５％ ＣＯ２的培养箱继
续培养，每 ３～４ｄ更换一次培养基。

细胞培养的第 ７天，ＰＴｘ治疗组原代神经元细
胞予 ＰＴｘ处 理，干 预 浓 度 分 别 为 １００ｎｇ／ｍｌ和
４００ｎｇ／ｍｌ。治疗 ２４ｈ后，用 ４％多聚甲醛固定细
胞。用 ＶＥＧＦ（ＮＧ１６５１６３６，ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，
Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ，ＭＡ）和 Ｍａｐ２（３－１１０３，Ｇａｉｎｅｓｖｉｌｌｅ，ＦＬ）
抗体双标记 ＶＥＧＦ和神经元，检测 ＶＥＧＦ在神经元
上的表达。用 ＶｉｓｉｏｎＷｏｒｋｓ ＬＳ图像获取和分析软
件 （ＩｍａｇｅＡｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎａｎｄＡｎａｌｙｓｉｓＳｏｆｔｗａｒｅ，ＵＶＰ，
ＬＬＣ，ＣＡ）测定并计算 ＶＥＧＦ表达的平均密度，作
为 ＶＥＧＦ的表达量进行比较。
１．６　统计学分析及图片处理

数据的记录、处理、运算、作图和统计学分析应

用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２００７、ＳＰＳＳ１３．０软件进行处理。
计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）的形式表示，记
数资料用卡方检验进行分析，均数用成组设计的两

样本均数的配对 ｔ检验或非配对 ｔ检验，Ｐ＜０．０５
为有差异统计学意义。图像资料采用 ＡｄｏｂｅＰｈｏｔｏ
ｓｈｏｐＣＳ（Ａｄｏｂｅ，Ｉｎｃ．）软件进行编辑和处理。
２　结果
２．１　ＰＴｘ治疗能减轻 ＥＡＥ模型的临床神经功能
损伤、炎症反应和脱髓鞘改变

建立 ＥＡＥ模型后，小鼠在１２ｄ左右开始出现临
床症状，主要表现为肢体功能障碍，且逐渐加重。在

第１９天时，临床评分为（３．８３±０．３９）分，而 ＰＴｘ治
疗组的 ＥＡＥ小鼠基本没有临床症状（图１Ａ）。

组织学检测提示，在 ＥＡＥ组的脊髓和大脑，可
见大量炎症细胞在血管周围和实质内浸润渗透，且

脱髓鞘改变明显，而 ＰＴｘ治疗组炎症反应程度和脱
髓鞘改变显著减轻（图 １Ｂ、图 １Ｃ）。

在大脑 ＰＴｘ将炎症评分从（３．４±０．５５）分降
至（１．２±０．４５）分，Ｐ＜０．０１；脱髓鞘评分从（３．６
±０．５５）分降至（１．４±０．５５）分，Ｐ＜０．０１。在脊
髓，也可看到相似的治疗效果，ＰＴｘ将炎症评分从
（３．６±０．５５）分降至（１．０±０．７１）分，Ｐ＜０．０１；
脱髓鞘评分从（４．２±０．８４）分降至（１．４±０．５５）
分，Ｐ＜０．０１（表 １）。

表１　ＥＡＥ组和ＰＴｘ治疗组的炎症评分和脱髓鞘评分比较　（ｘ±ｓ）

炎症（Ｈ＆Ｅ）
大脑 脊髓

脱髓鞘（ＦａｓｔＢｌｕｅ）
大脑 脊髓

ＥＡＥ组 ３．４±０．５５ ３．６±０．５５ ３．６±０．５５ ４．２±０．８４
ＰＴｘ治疗组 １．２±０．４５ １．４±０．５５ １．０±０．７１ １．４±０．５５
Ｐ值 ０．０００１ ０．０００２ ０．０００２ ０．０００２

２．２　ＰＴｘ治疗可以增加 ＶＥＧＦ表达和血管新生
在 ＥＡＥ组中，脊髓灰质和大脑皮质的 ＶＥＧＦ和

ＣｏｌｌａｇｅｎＩＶ表达较正常对照组下降，而 ＰＴｘ治疗
后，在这些区域 ＶＥＧＦ和 ＣｏｌｌａｇｅｎＩＶ表达明显上调
（图 ２Ａ、图 ２Ｂ）。尽管在 ＥＡＥ组的炎症细胞渗透
和脱髓鞘部位，ＶＥＧＦ的表达和血管新生现象增
加。但 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与正常对照组
相比，ＶＥＧＦ下降 ４９％（Ｐ＜０．０１），ＣｏｌｌａｇｅｎＩＶ下
降 ３６％（Ｐ＜０．０１）。而 ＰＴｘ治疗后，与 ＥＡＥ组相
比，ＶＥＧＦ上升 ５９．５％（Ｐ＜０．０１），ＣｏｌｌａｇｅｎＩＶ上
升 ４５％（Ｐ＜０．０１）（图 ２Ｃ）。

·４１１·
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图 ２　ＰＴｘ能 ＥＡＥ模型的 ＶＥＧＦ表达和血管新生。Ａ：ＰＴｘ可增加 ＥＡＥ模型的 ＶＥＧＦ表达（ｎ＝５，×４００）。Ｂ：Ｃｏｌ

ｌａｇｅｎＩＶ抗体染色提示 ＰＴｘ可增加 ＥＡＥ模型的血管新生（ｎ＝５，×４００）。Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示 ＥＡＥ模型的

ＶＥＧＦ和 ＣｏｌｌａｇｅｎＩＶ的表达下降（ｎ＝４；与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５），而 ＰＴｘ可增加 ＥＡＥ模型的 ＶＥＧＦ

和 ＣｏｌｌａｇｅｎＩＶ的表达（ｎ＝４；与 ＥＡＥ组比较，Ｐ＜０．０５；与 ＥＡＥ组比较，Ｐ＜０．０１）。

２．３　ＰＴｘ治疗可以增加神经元 ＶＥＧＦ表达并减少
神经元凋亡

采用 ＶＥＧＦ和 ＮｅｕＮ抗体双染，来检测神经元
ＶＥＧＦ的表达情况。结果显示，诱导 ＥＡＥ后，ＶＥＧＦ
阳性的神经元细胞较正常对照组有所减少，但差异

无统计学意义。而 ＰＴｘ治疗后，将脊髓灰质区的
ＶＥＧＦ和 ＮｅｕＮ双阳性细胞从６４±１１个／ｍｍ２上调到
１８８±２５个／ｍｍ２（Ｐ＜０．０１），在大脑则从 ８７±１５
个／ｍｍ２上调到 ４０８±６７个／ｍｍ２（Ｐ＜０．０１）（图 ３
Ａ、图 ３Ｂ）。采用 Ｃａｓｐａｓｅ３和 ＮｅｕＮ抗体双染来检测
·５１１·
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神经元的凋亡情况，结果显示，正常组 Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｎｅ
ｕＮ双阳性细胞数为 ５±５个／ｍｍ２，ＥＡＥ组为 ７０±１０
个／ｍｍ２，ＰＴｘ治疗组为２１±５个／ｍｍ２，与 ＥＡＥ组相比
差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）（图３Ｃ、图３Ｄ）。
２．４　体外实验显示 ＰＴｘ增加 ＶＥＧＦ在神经元上
的表达

为了进一步观察 ＰＴｘ能否在体外增加神经元

上 ＶＥＧＦ的表达，我们培养了原代神经元细胞。在
细胞培养的第 ７天，用 １００ｎｇ／ｍｌ和４００ｎｇ／ｍｌ两个
浓度级别的 ＰＴｘ刺激神经元。结果显示，ＰＴｘ治疗
２４ｈ后 ＶＥＧＦ在神经元上的表达增加，与正常对照
组相比较，１００ｎｇ／ｍｌ组上调 ３４．６％（Ｐ＜０．０１），
４００ｎｇ／ｍｌ组上调７６．９％（Ｐ＜０．０１）（图４）。
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图 ３　ＰＴｘ能上调 ＥＡＥ模型的神经元 ＶＥＧＦ的表达和减少神经元的凋亡。Ａ和 Ｂ：ＶＥＧＦ和 ＮｅｕＮ抗体双染提示 ＰＴｘ

可增加 ＥＡＥ模型神经元 ＶＥＧＦ的表达（ｎ＝５，×２００），半定量分析显示在大脑和脊髓，ＰＴｘ治疗后，表达

ＶＥＧＦ神经元的数量增加（ｎ＝５；与 ＥＡＥ组比较，Ｐ＜０．０１）。Ｃ和 Ｄ：Ｃａｓｐａｓｅ３和 ＮｅｕＮ抗体双染提示 ＰＴｘ

可减少 ＥＡＥ模型神经元的凋亡（ｎ＝５，×２００），半定量分析显示，诱导 ＥＡＥ模型后神经元凋亡增加（ｎ＝５；
与正常对照组比较，Ｐ＜０．０１），而 ＰＴｘ治疗可减少神经元的凋亡（ｎ＝５；与 ＥＡＥ组比较，Ｐ＜０．０１）。
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图 ４　ＰＴｘ在体外能增加神经元 ＶＥＧＦ的表达。Ａ：ＶＥＧＦ和 ＭＡＰ２抗体双染原代培养神经元细胞（×２００）。Ｂ：半

定量分析显示 ＰＴｘ可增加体外神经元 ＶＥＧＦ的表达，且和浓度成正相关（ｎ＝１０；与正常对照组比较，Ｐ

＜０．０５；与 ＰＴｘ１００ｎｇ／ｍｌ组比较，Ｐ＜０．０５）。
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３　讨论
早期的研究显示，当用小鼠脊髓匀浆组织溶于

完全弗氏佐剂中来诱导 ＥＡＥ模型时，ＰＴｘ可以增加
模型的成功率和加重神经功能损伤症状［１２］。后来

的研究显示 ＰＴｘ能破坏血脑屏障，防止自身反应 Ｔ
细胞抗原产生，刺激抗原呈递细胞（ＡＰＣｓ），不可逆
地抑制第二信使和影响信号通路［１３－１５］。所有的这

些结果都在解释 ＰＴｘ帮助诱导 ＥＡＥ模型的可能机
制。最近，我们和其他研究者的结果显示，ＰＴｘ对
ＥＡＥ有治疗作用，无论是单次大剂量还是反复多次
小剂量给药都有治疗和保护作用［１，１６］。尽管这些

发现是全新的并能引起人们兴趣的，但其中的机制

尚不清楚。

我们的研究发现，诱导小鼠 ＥＡＥ模型后，在小
鼠脊髓和大脑的白质区域发生严重的炎症反应和

脱髓鞘改变，但 ＰＴｘ腹腔注射治疗可显著减轻白质
区域的炎症反应和脱髓鞘改变。我们发现在 ＥＡＥ
模型中，ＶＥＧＦ和血管新生现象是下降的，而 ＰＴｘ治
疗能逆转这种现象，并显著升高脊髓和大脑灰质区

域的 ＶＥＧＦ和血管新生现象，且能减轻神经元的凋
亡。在体外实验中，我们发现，ＰＴｘ能增加原代神
经元 ＶＥＧＦ的表达，并和剂量呈正相关。据此，我
们认为 ＶＥＧＦ和血管新生现象在 ＥＡＥ模型中起保
护作用，是 ＰＴｘ在 ＥＡＥ模型中起保护作用的机制
之一。

ＶＥＧＦ和血管新生现象在 ＥＡＥ模型中的变化报
道结果不一致，有的报道提示，ＶＥＧＦ和血管新生
现象增加，而有的认为减少［２－４，１７－１９］。究其原因，

一方面是检测的时间点和检测方法不同［１８］；另一

方面，是由于检测局部还是整体造成的。Ｔｈａｍ
等［１７］和 Ｐｒｏｅｓｃｈｏｌｄｔ等［４］都用豚鼠的 ＭＢＰ肽在 Ｌｅｗｉｓ
大鼠中诱导 ＥＡＥ模型，Ｔｈａｍ等的结果显示在脊髓
灰质和腰段脊髓匀浆组织中 ＶＥＧＦ的表达是下降
的，而 Ｐｒｏｅｓｃｈｏｌｄｔ等发现 ＶＥＧＦ在 ＥＡＥ炎症部位
（白质）是增加的。谭书伟等［３０］报道，多发性硬化

的患者较正常人更易患者缺血性脑血管病，提示在

多发硬化患者中枢系统血管新生现象减少可能。

我们的结果显示 ＶＥＧＦ和血管新生现象在 ＥＡＥ病
变部位（白质）是增加的，但这种增加是局部的，与

炎症反应相关的，并没有改变 ＶＥＧＦ和血管新生现
象在 ＥＡＥ模型中总体的降低。

Ｌｕ等［５］研究结果显示，在体外 ＰＴｘ能诱导大脑
微血管内皮细胞血管新生现象，在体内也能诱导血

管新生现象。有报道显示，ＰＴｘ能诱导内皮细胞产
生一氧化氮（ＮＯ）［２０］。而 ＮＯ有助于血管新生现象
的产生［２１］。我们的研究结果显示，当 ＰＴｘ治疗后，
ＥＡＥ模型临床症状和炎症反应都明显减轻，组织学
检测显示在脊髓和大脑的灰质区，ＶＥＧＦ和血管新
生现象都增加，且匀浆组织检测总体水平也增加。

提示上调 ＶＥＧＦ和血管新生现象是 ＰＴｘ保护 ＥＡＥ
模型的机制之一。

研究显示 ＶＥＧＦ具有神经保护作用并能刺激神
经元生长和增加存活能力［６，７，２２］。在运动系统疾病

中，神经元的退变与神经元内源性的 ＶＥＧＦ表达下
调是相关的，如肌萎缩侧索硬化症（ａｍｙｏｔｒｏｐｈｉｃｌａｔ
ｅｒａｌｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＬＳ）和 Ｋｅｎｎｅｄｙ疾病［２３－２７］。已有报道

显示，用基因修饰的方法使 ＶＥＧＦ的表达下调会导
致运动神经元退行性改变［２４，２５］。有意思的是，Ｓｍｉｔｈ
等［２８］报道在 ＥＡＥ模型的脊髓中，不仅仅是髓质还
包括神经元都是淋巴细胞攻击的目标，并随之退行

性改变。已有证据表明，在 ＥＡＥ模型中，神经元细
胞减少［２８，２９］。我们发现 ＰＴｘ治疗显著的上调神经
元上 ＶＥＧＦ的表达，并且 ＰＴｘ治疗能防止 ＥＡＥ模型
中炎症反应和脱髓鞘改变的发生。这些结果提示，

上调神经元的 ＶＥＧＦ表达在 ＥＡＥ模型中起神经保
护作用。

总的来讲，我们的研究结果发现 ＰＴｘ治疗可上
调神经元内源性 ＶＥＧＦ表达和血管再生现象，能减
轻 ＥＡＥ模型的炎症反应和脱髓鞘改变，以及减少
神经元凋亡，在 ＥＡＥ模型中起保护作用。
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