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摘　要：目的　探讨黏附分子 ＣＤ４４在实验性自身免疫性脑脊髓炎（ＥＡＥ）发病中的作用。方法　将 ２０只大鼠随机分为
正常对照组及ＥＡＥ组，ＥＡＥ组采用粗制髓鞘碱性蛋白（ＭＢＰ）抗原注入大鼠后足掌皮下（０．２ｍｌ／１００ｇ）制作ＥＡＥ模型，观

察大鼠的发病情况及病理表现；并采用免疫组织化学法检测两组大鼠脑组织 ＣＤ４４的含量。结果　正常对照组大鼠未发

病，ＥＡＥ组大鼠均有不同程度的发病。ＨＥ染色后，光镜下观察，正常对照组大鼠脑和脊髓无异常；ＥＡＥ组大鼠可见脑及

脊髓实质内小血管充血，小静脉周围有大量炎性细胞浸润，血管周围白质脱髓鞘改变。免疫组化显示，正常对照组大鼠

脑和脊髓组织未发现 ＣＤ４４阳性细胞；ＥＡＥ组大鼠中枢神经系统（ＣＮＳ）白质及灰白质交界处可见大量 ＣＤ４４阳性细胞。

结论　ＥＡＥ模型中存在黏附分子 ＣＤ４４的高表达，其对 ＥＡＥ的发病可能起到促进作用。
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　　多发性硬化（ｍｕｌｔｉｐｌｅｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＭＳ）被广泛认
为是一累及中枢神经系统（ｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ，
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（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｅｎｃｅｐｈａ
ｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ，ＥＡＥ）是公认的研究 ＭＳ的理想动物模
型。ＣＤ４４是一种黏附性糖蛋白，主要参与细胞

"
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细胞、细胞
"

基质之间的黏附。目前可见很多自身

免疫性疾病中 ＣＤ４４表达增加的报道，如系统性红
斑狼疮、银屑病、ＩｇＡ肾病、溃疡性结肠炎、特发性
血小板减少性紫癜等［１－５］。研究表明［６］，在 ＭＳ患
者中骨桥蛋白（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）表达增高，其主要
与 ＣＤ４４结合，促进 ＩＬ１、ＩＬ２、ＩＬ１２等的表达，
抑制 ＩＬ４的表达，从而使免疫格局向 Ｔｈ１偏移，促
进 ＭＳ的发生发展，可见 ＯＰＮ是 ＣＤ４４表达的主要
调控者。目前关于 ＣＤ４４分子在 ＥＡＥ中表达情况
的研究报道较少。本实验通过制造 ＥＡＥ模型，测
定正常对照组及 ＥＡＥ组大鼠脑和脊髓组织中
ＣＤ４４的含量，观察黏附分子 ＣＤ４４在 ＥＡＥ中的表
达情况及初步探讨在其发病中的可能作用。

１　材料与方法
１．１　实验动物及试剂

雄性 Ｗｉｓｔｅｒ大鼠 ２０只，６～８周龄，体重 ２００～
２５０ｇ；豚鼠 ４只，体重 ４００～４５０ｇ，以上动物由西
南医科大学实验动物科提供。主要实验试剂：氟氏

完全佐剂（购自美国 Ｓｉｇｍａ公司）；兔抗大鼠 ＣＤ４４
单克隆抗体（购自北京博奥森生物技术有限公

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　２０只雄性
大鼠随机分为正常对照组和 ＥＡＥ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（ｍｙｅ
ｌｉｎｂａｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＢＰ）抗原。将 ＭＢＰ抗原注入 ＥＡＥ
组大鼠双后肢足垫皮下，每只 ０．２ｍｌ／１００ｇ。
１．２．２　神经功能评分及评分标准［７］　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：后肢不完全瘫痪；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。
１．２．３　试验终止　ＥＡＥ组连续 ３ｄ症状评分无加
重或四肢瘫痪、死亡作为 ＥＡＥ发病高峰期，在高峰
期处死大鼠；正常对照组 ４周后处死。
１．２．４　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（８μｍ厚）。切片后烘干、脱蜡和常规苏木素!

伊红染色，光镜下观察病理改变。

１．２．５　ＣＤ４４的测定　采用免疫组织化学法检测
脑和脊髓组织 ＣＤ４４的表达；操作严格按 ＳＰ试剂
盒提供的说明书进行。

１．２．６　结果判断　免疫组化结果用美国 Ｎｉｋｏｎ
Ｓｐｏｔ图像采集系统进行图像采集，用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ
Ｖｅｒｓｉｏｎ５．１图像分析系统分析。包浆呈棕黄色至
深棕黄色为 ＣＤ４４阳性染色细胞。每张大鼠脑组
织切片于光镜下（×４００）观察 １０个视野，计算
ＣＤ４４平均光密度（Ａ）值。
１．３　统计学方法

统计学处理由 ＳＰＳＳ１６．０软件完成。所得数据
以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，变量间相互关系采
用 Ｐｅａｒｓｏｎ直线相关分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

２　结果
２．１　发病情况

正常对照组大鼠未发病。ＥＡＥ对照组均有不
同程度的发病，发病率 １００％。发病动物表现为脱
毛、食欲减退、体重下降显著，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。

ＥＡＥ组发病潜伏期为（１１．６±２．５）ｄ，进展期为
（７．２±１．４）ｄ，高峰期症状评分为（３．１±１．１）
分。

２．２　病理学检查
将大鼠的脑和脊髓切片经 ＨＥ染色后，在光镜

下观察显示：正常对照组大鼠脑和脊髓未见异常。

ＥＡＥ对照组大鼠发病高峰期可见脑及脊髓实质内
小血管充血，脑组织疏松肿胀，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，典型者形成“袖套”状改变，血管周围白

质片状脱髓鞘改变。见图 １Ａ、图 １Ｂ。
２．３　ＣＤ４４表达情况

正常对照组大鼠 ＣＮＳ内未发现 ＣＤ４４阳性细
胞。ＥＡＥ对照组大鼠 ＣＮＳ白质及灰白质交界处可
见大量 ＣＤ４４阳性细胞，主要分布在神经细胞胞
浆，部分间质细胞亦有表达，呈棕黄色颗粒，染色

深。ＣＤ４４高表达部位的炎症表现较重。图像分析
结果显示，ＥＡＥ组 ＣＤ４４平均光密度值为 ０．２８±
０．００６。见图 ２Ａ、图 ２Ｂ。
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注：Ａ：正常对照组；Ｂ：ＥＡＥ组
图 １　切片经 ＨＥ染色后，光镜下所见（ＨＥ×４００）

注：Ａ：正常对照组；Ｂ：ＥＡＥ组
图 ２　两组脑组织中 ＣＤ４４表达的情况（×４００）

２．４　ＥＡＥ组 ＣＤ４４表达与发病潜伏期、进展期及
高峰期神经功能障碍评分相关分析

结果显示：ＥＡＥ组发病高峰期 ＣＤ４４表达与发
病潜伏期呈负相关（Ｐ＜０．０１）；与进展期呈正相
关（Ｐ＜０．０１）；与发病高峰期神经功能障碍评分
呈正相关（Ｐ＜０．０１）。见表 １。

表１　ＥＡＥ组ＣＤ４４表达与潜伏期、进展期及神经功能

障碍评分相关性

项目 Ｒ Ｐ
潜伏期 －０．８８９ ＜０．０１
进展期 ０．７９７ ＜０．０１
神经功能障碍评分 ０．７７２ ＜０．０１

３　讨论
ＥＡＥ作为一种中枢神经系统自身免疫性脱髓鞘

病变模型，是世界公认的研究人类 ＭＳ的动物模型。
较多研究证实，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［８］；自

身免疫性Ｔ细胞从外周迁移ＣＮＳ可以破坏生理性免
疫豁免［９］。ＣＤ４４分子是细胞表面跨膜蛋白多糖的

一个家族，广泛表达于多种细胞上，包括 Ｂ淋巴细
胞、Ｔ淋巴细胞、单核巨噬细胞、内皮细胞及成纤维
细胞等，主要参与细胞

!

细胞、细胞
!

基质之间的黏

附。ＣＤ４４分子的配体为细胞外基质，主要有透明质
酸、层粘连蛋白、纤粘连蛋白和胶原蛋白等多种配

体。Ｔ细胞上的 ＣＤ４４与其配体结合可促进 Ｔ细胞
的黏附，诱导 ＩＬ２产生，增加 Ｔ细胞的活性；而单核

细胞的 ＣＤ４４与配体结合则使 ＩＬ１释放增多，促进
单核细胞的聚集，从而促进免疫反应。

目前可见多种自身免疫性疾病（如银屑病、系

统性红斑狼疮等）ＣＤ４４表达增加的报道。近年来
国外已开始有关 ＣＤ４４在 ＥＡＥ中 的 研 究。Ｋｉｍ
等［１０］经过对 ＥＡＥ大鼠脊髓进行研究发现，ＣＤ４４在
星形胶质细胞及炎性细胞中表达明显增加，促进

ＥＡＥ的发生发展。Ｇａｒｉｎ等［１１］通过向 ＥＡＥ大鼠体
内接种 ＣＤ４４的干扰基因，抑制 ＣＤ４４的表达，发现
ＥＡＥ的严重程度明显减轻，其病理结果提示中枢神
经系统损害明显减轻，浸润细胞凋亡增加。以上研

究提示黏附分子 ＣＤ４４有促进 ＥＡＥ发生发展的作
用。但目前 ＣＤ４４分子对 ＥＡＥ的作用机制尚不明
确。Ｃｌｅｍｅｎｔｅ等［１２］研究发现，骨桥蛋白在 ＥＡＥ的复
发中有重要的作用，其分子 Ｃ端与黏附分子 ＣＤ４４
结合，可下调 ＩＬ１０的表达，抑制淋巴细胞的凋亡，
故 ＣＤ４４分子有可能通过骨桥蛋白通路促进 ＥＡＥ
复发。Ｃｈａｎｇ等［１３］研究表明，ＣＤ４４、透明质酸及多
功能蛋白聚糖等分子可能被白质的星型胶质细胞

上调，这些分子形成络合物，抑制少突胶质细胞的

成熟和髓鞘的再生，提示 ＣＤ４４可能通过皮层髓鞘
再生减少而促进 ＥＡＥ发病。Ｃｈｉｔｒａｌａ等［１４］通过将

ＣＤ４４基因敲除的老鼠的排泄物移入 ＣＤ４４野生型
的 ＥＡＥ大鼠发现，ＥＡＥ症状的明显减轻；经对肠道
菌群高通量细菌 １６ＳｒＲＮＡ基因测序，ＥＡＥＣＤ４４
基因敲除大鼠与 ＣＤ４４野生型 ＥＡＥ大鼠比较，显示
出显著的多样性、丰富性和均匀性；故其研究结论

认为 ＣＤ４４基因缺失的小鼠，可能通过改变肠道微
生物群和不饱和短链脂肪酸而导致 ＥＡＥ的缓解，
此研究为 ＣＤ４４在 ＥＡＥ中的作用机制提出了全新
的观点。Ｗｉｎｋｌｅｒ等［１５］研究指出，中枢神经系统血

管内皮细胞淋巴细胞溢出是炎性脱髓鞘疾病（包

括 ＭＳ及 ＥＡＥ）的关键步骤。葡糖胺聚糖透明质酸
（ｇｌｙｃｏｓａｍｉｎｏｇｌｙｃａｎｈｙａｌｕｒｏｎａｎ，ＨＡ）与其受体脑血管
内皮细胞上的 ＣＤ４４分子结合，对于激活 Ｔ细胞进
入中枢神经系统至关重要，这也为 ＣＮＳ炎性脱髓
鞘的机制提供了新的见解。上述研究均表明，

ＣＤ４４分子可能通过多种机制在 ＥＡＥ的发病中起
着促进作用。

但同时，也有研究得出了相反的结论。Ｆｌｙｎｎ
等［１６］通过研究却发现，ＣＤ４４缺乏的 ＥＡＥ小鼠与野
生型比较，其临床症状更重、中枢神经系统的免疫

细胞数量及细胞因子含量更多，其研究结论认为
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ＣＤ４４分子可能通过作用于细胞因子的产生、Ｔ细
胞的分化，Ｔ细胞内皮细胞的相互作用、以及血脑
屏障的完整性而发挥对 ＥＡＥ的保护作用。故目前
ＣＤ４４在 ＥＡＥ中的作用尚无一致定论。

本研究结果提示，ＥＡＥ组大鼠经过一定潜伏期
后均出现不同程度的 ＥＡＥ症状，且其神经组织病
理切片检查证实存在脱髓鞘改变及炎性细胞浸润，

符合 ＥＡＥ病理表现，提示造模成功；采用免疫组化
技术对正常对照组、ＥＡＥ组大鼠脑和脊髓白质组织
表达 ＣＤ４４的阳性细胞进行了检测，结果显示正常
对照组大鼠脑和脊髓白质组织未发现 ＣＤ４４表达
的阳性细胞，ＥＡＥ对照组大鼠脑和脊髓白质组织可
见大量 ＣＤ４４表达的阳性细胞，主要分布在大脑、
脑干、脊髓白质及灰白质交界的小血管周围。相关

性分析显示，ＥＡＥ对照组大鼠发病高峰期 ＣＤ４４表
达量与 ＥＡＥ发病的潜伏期呈负相关，与进展期和
高峰期神经功能障碍评分呈正相关。提示 ＥＡＥ大
鼠中枢神经系统存在 ＣＤ４４分子的过度表达，且表
达程度与 ＥＡＥ大鼠发生、发展及病情程度密切相
关；此研究结果与之前大多数研究（认为 ＣＤ４４对
ＥＡＥ具有发病具有促进作用）相一致。但本研究
只是对 ＣＤ４４在 ＥＡＥ中的表达情况进行了初步探
索，尚未对其机制进行深入研究。总的来说，目前

ＣＤ４４在 ＥＡＥ中的作用尚无定论，且其机制尚不清
楚，值得深入探讨。
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ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｐｒｏｍｏｔｅｓｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｅｘｔｒａｖａｓａｔｉｏｎｉｎｅｘｐｅｒｉ

ｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，

２０１２，２８７（４０）：３３２３７３３２５１．

［１６］ＦｌｙｎｎＫＭ，ＭｉｃｈａｕｄＭ，ＭａｄｒｉＪＡ，ｅｔａｌ．ＣＤ４４ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏｅｎｈａｎｃｅｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙ

ｅｌｉｔｉｓ：ａｒｏｌｅｉｎｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌｓａｎｄｖａｓｃｕｌａｒｃｅｌｌｓｏｆｔｈｅｂｌｏｏｄ

ｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ［Ｊ］．ＡｍＪＰａｔｈｏｌ，２０１３，１８２（４）：１３２２

１３３６．

·６８３·

　 　　ＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＮｅｕｒｏｌｏｇｙａｎｄＮｅｕｒｏｓｕｒｇｅｒｙ　２０１９，４６（４）　


