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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）大鼠的保护作用及其与黏附分子 CD44 的关系。方法　将 40 只

大鼠随机分为 4 个组：正常对照组、EAE 组、大小剂量雌激素治疗组，每组 10 只。观察大鼠发病情况及脑组织病理变化，并采用免

疫组织化学法检测各组大鼠脑组织 CD44 的含量。结果　EAE 组及大小剂量雌激素治疗组大鼠均有不同程度的发病，但大小剂

量雌激素治疗组 EAE 临床症状均较 EAE 组轻。免疫组织化学显示，EAE 组及大小剂量雌激素治疗组大鼠中枢神经系统（CNS）白

质及灰白质交界处可见不同程度的 CD44 阳性细胞表达。图像分析结果显示，与 EAE 组比较，大小剂量雌激素治疗组 CNS 白质

CD44 表达水平均明显降低（P<0.01）；与小剂量雌激素治疗组比较，大剂量雌激素治疗组 CNS 白质的 CD44 表达水平显著降低

（P<0.01）。结论　多发性硬化动物模型 EAE 大鼠中存在黏附分子 CD44 的高表达，雌激素可能通过抑制黏附分子 CD44 的表达而

发挥对 EAE 大鼠的保护作用。                                                                              [国际神经病学神经外科学杂志, 2023, 50(1): 36⁃40]
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Abstract：  Objective　To investigate the protective effect of estrogen on rats with experimental allergic encephalomyelitis 

（EAE） and its association with the adhesion molecule CD44. Methods　A total of 40 rats were randomly divided into normal 
control group， EAE group， and high⁃ and low⁃dose estrogen treatment groups， with 10 rats in each group. The rats were ob⁃
served in terms of disease onset and pathological changes of brain tissue， and immunohistochemistry was used to measure the 
content of CD44 in brain tissue. Results　The rats in the EAE group and the high⁃ and low⁃dose estrogen treatment groups 
had disease onset with different severities， but the high⁃ and low⁃dose estrogen treatment groups had milder clinical symptoms 
than the EAE group. Immunohistochemistry showed varying degrees of the expression of CD44⁃positive cells in the white mat⁃
ter and gray⁃white matter junction of the central nervous system （CNS） in the EAE group and the high⁃ and low⁃dose estrogen 
treatment groups. Image analysis showed that compared with the EAE group， the high⁃ and low⁃dose estrogen treatment groups 
had a significant reduction in the expression of CD44 in the CNS white matter （P<0.01）， and compared with the low⁃dose es⁃
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trogen treatment group， the high⁃dose estrogen treatment group had a significant reduction in the expression of CD44 in the 
CNS white matter （P<0.01）. Conclusions　There is high expression of the adhesion molecule CD44 in the multiple sclerosis 
animal model of EAE， and estrogen may exert a protective effect on EAE rats by inhibiting the expression of the adhesion mol⁃
ecule CD44. ［Journal of International Neurology and Neurosurgery, 2023, 50(1): 36-40］
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多发性硬化（multiple sclerosis， MS）是一累及中枢神

经系统（central nervous system， CNS）白质的自身免疫性

脱髓鞘性疾病［1］。实验性自身免疫性脑脊髓炎（experi⁃
mental autoimmune encephalomyelitis， EAE）是公认的研究

MS 的理想动物模型。

临床观察及较多研究均证实，妊娠剂量的雌激素可

以抑制免疫反应而对 MS/EAE 具有保护作用，其具体作用

机制尚不完全明确［2⁃4］。同时有研究显示，超生理剂量的

雌激素可以抑制 CD44 的表达，从而起到抑制免疫反应、

减少炎症因子释放的作用［5⁃6］。CD44 是一种黏附性糖蛋

白，主要参与细胞–细胞、细胞–基质之间的黏附。既往

研究提示，EAE 中黏附分子 CD44 分子表达增加，并促进

EAE 的发生发展［7⁃10］。那么雌激素是否通过抑制 CD44 的

表达而发挥对 MS 的保护作用呢？目前未见相关研究报

道。本实验通过建立 EAE 模型，并给予大小剂量雌激素

干预，测定 EAE 组及雌激素治疗组大鼠脑和脊髓组织中

CD44 的含量，探索雌激素对 EAE 的保护作用及其与黏附

分子 CD44 的关系。

1　材料与方法

1. 1　实验动物及试剂

西南医科大学实验动物科提供豚鼠 4 只，体重 400~
450 g；雄性Wister大鼠40只，6~8周龄，体重200~250 g。

中性甲醛固定液由西南医科大学病理教研室提供；

弗氏完全佐剂由美国 Sigma 公司提供；兔抗大鼠 CD44 单

克隆抗体由北京博奥森生物技术有限公司提供。

1. 2　方法

1. 2. 1　大鼠分组及 EAE 模型的建立　40 只雄性大鼠随

机分为正常对照组、EAE 组、大剂量雌激素治疗组和小剂

量雌激素治疗组，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

量弗氏完全佐剂混合，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（myelin basic protein， MBP）抗

原。将 MBP 抗原注入 EAE 组及大小剂量雌激素治疗组

大鼠双后肢足垫皮下，每只 0.2 mL/100 g；正常对照组注

射等量生理盐水。

1. 2. 2　模型干预　EAE 模型建立后进行常规饲养，于造

模当天开始，小剂量雌激素治疗组每日皮下注射苯甲酸雌

二醇 250 µg/kg，大剂量雌激素治疗组每日皮下注射苯甲

酸雌二醇 1 mg/kg（用橄榄油稀释，使给药容积均为1 mL/kg）；

正常对照组及EAE组每日皮下注射橄榄油1 mL/kg。均连续

10 d。

1. 2. 3　临床观察　于建模当天开始，每日同一时段由同

一人单盲观察发病情况并记录，观察各组大鼠的临床症

状，记录各组大鼠的发病率、发病潜伏期（从造模到开始

出现神经系统症状的时间）及进展期的时间（出现症状至

连续 3 d 症状和体征不再加重的时间），以及高峰期神经

功能障碍评分。

神经功能障碍评分方法：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。

1. 2. 4　脑和脊髓组织 CD44 的测定　采用免疫组织化学

法检测脑组织 CD44 的表达；严格按 SP 试剂盒提供的说

明书进行操作。

1. 3　结果判断

免疫组织化学检查的图像采集采用美国 Nikon&Spot
图像采集系统；图像分析采用 Image⁃Pro Plus Version 5.1
图像分析系统。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置于光镜下（×400）观察

10 个视野，计算 CD44 平均吸光度（A）值。

1. 4　统计学方法

采用 SPSS 26.0 软件进行统计学分析。计量资料以

均数±标准差（x-±s）表示，正态分布的数据方差齐时，多组

间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 LSD 检

验；方差不齐时，采用 Kruskal⁃Wallis 检验。符合正态分布

的数据采用 Pearson 相关分析法进行变量间相关性分析；

不符合正态分布的则采用 Spearman 相关分析法。P<0.05
为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　各组发病情况

正常对照组大鼠未发病；EAE 组发病率为 100%，表

现为不同程度的肢体无力、共济失调、尿便失禁等。大小

剂量雌激素治疗组发病率分别为 50%、80%。

EAE 组及大小剂量雌激素治疗组的发病潜伏期、进

展 期 、高 峰 期 症 状 评 分 比 较 ，差 异 有 统 计 学 意 义

（P<0.01）。见表 1。
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2. 2　CD44 表达情况

正 常 对 照 组 大 鼠 CNS 内 未 发 现 CD44 阳 性 细 胞 。

EAE 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及部分间质细胞，呈棕

黄色深染颗粒；CD44 高表达部位的炎症表现较重。图像

分析结果显示，与 EAE 组比较，大小剂量雌激素治疗组

CNS 白质 CD44 表达水平均明显降低（P<0.01）；与小剂量

雌激素治疗组比较，大剂量雌激素治疗组 CNS 白质 CD44
的表达水平显著降低（P<0.01）。见表 2、图 1。

2. 3　3 组大鼠脑组织 CD44 表达与潜伏期、进展期及高

峰期神经功能障碍评分相关性分析

相关性分析的结果显示：EAE 组及大小剂量雌激素

治疗组大鼠脑组织中 CD44 阳性细胞的表达与潜伏期呈

负相关（P<0.01 或 P<0.05），与进展期呈正相关（P<0.01 或

P<0.05），与高峰期神经功能障碍评分呈正相关（P<0.01
或 P<0.05）。见表 3。

3　讨论

EAE 是用动物髓鞘蛋白作抗原致敏敏感动物所引起

的迟发性过敏反应性疾病。目前认为 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，但其具体

发病机制尚不清楚。

研究表明，生理剂量的雌激素具有促进炎症反应的

作用，而妊娠剂量的雌激素具有抗炎作用［11］。这与临床

研究发现女性患者更易患 MS，但女性 MS 患者妊娠后，临

床症状却明显减轻、复发率减少相一致［12⁃13］。推测可能

是女性妊娠期体内大剂量的雌激素通过抑制炎症反应等

机制对 MS 患者产生了保护作用。较多学者的研究证实

了上述假设。Javadian 等［14］通过对 MS 患者进行雌激素干

预后发现，雌激素显著增加了 MS 患者白细胞介素 10（in⁃
terleukin 10， IL⁃10）的表达和分泌，降低了细胞中促炎因

子［肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor⁃α， TNF⁃α）］的

表达，提示雌激素可影响炎症和抗炎细胞因子的表达和

分泌，调节免疫应答，从而发挥对 MS 患者的保护作用。

表 1　EAE 组、大小剂量雌激素治疗组发病潜伏期、进展期时间及高峰期神经功能障碍评分比较　(x-±s)

分组

EAE组

小剂量雌激素治疗组

大剂量雌激素治疗组

F值

P值

例数

10
10
10

潜伏期/d
11. 6±2. 5                   
17. 5±1. 6a                  

                  24. 2±3. 0ab                  
                      48. 12                      

<0. 01

进展期/d
7. 4±1. 7                    
5. 1±1. 4a                   

                  3. 2±0. 8ac                  
                      14. 23                      

<0. 01                      

高峰期神经功能障碍评分/分
3. 1±1. 1                    
1. 5±1. 1a                   

                  0. 6±0. 7ac                  
                      16. 82                      

<0. 01                      
注：a为与EAE组比较，P <0.01； b为与小剂量雌激素治疗组比较，P<0.01； c为与小剂量雌激素治疗组比较，P<0.05。

　　表 3　3 组大鼠脑组织 CD44 表达与潜伏期、进展期及

神经功能障碍评分相关性

项目

潜伏期                      
进展期                      
神经功能障碍评分

EAE组

r 值

⁃0. 889
0. 797
0. 772

P值

<0. 01
<0. 01
<0. 01

小剂量雌激素

治疗组

r值

⁃0. 875
0. 832
0. 881

P值

<0. 01
<0. 01
<0. 01

大剂量雌激素

治疗组

r值

⁃0. 951
0. 901
0. 755

P值

<0. 05
<0. 05
<0. 05

A：正常对照组脑组织无 CD44阳性细胞表达； B：EAE组脑组织 CD44阳性细胞表达较多； C：小剂量雌激素治疗组脑组织 CD44
阳性细胞表达较少； D：大剂量雌激素治疗组脑组织CD44阳性细胞表达更少

图 1 大鼠脑组织免疫组织化学检查光镜下所示（×400）

　　表 2　EAE 组、大小剂量雌激素治疗组 CNS 内 CD44 表达的

平均光密度值　(x-±s)

分组

EAE组

小剂量雌激素治疗组

大剂量雌激素治疗组

F值

P值

例数

10
10
10

CD44平均吸光度值

0. 280±0. 006          
0. 230±0. 005a         

        0. 180±0. 003ab       
            11. 41            

               <0. 01              
注：a 为与 EAE 组比较，P <0.01； b 为与小剂量雌激素治疗组比较，

P<0.01。
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Talaat 等［15］研 究 也 发 现 ，MS 患 者 雌 激 素 水 平 和 体 内

IL⁃10、IL⁃4 含量呈正相关，而和 TNF⁃α 呈负相关，提示雌

激素具有抗炎效应，并认为其可作为 MS 的治疗选择。

Seifert 等［16］进一步通过雌激素预处理后再制作 EAE 小鼠

模型，发现雌激素可显著下调关键的促炎细胞因子、趋化

因子受体基因，保护小鼠不发病或脱髓鞘明显较轻。上

述研究均表明，妊娠剂量的雌激素通过抑制免疫反应对

EAE 具有保护作用。那么是否大剂量雌激素仅对雌性具

有保护作用呢？该团队也进行了相关研究，其通过对雄

性及雌性去势 EAE 大鼠进行外源性雌激素干预发现，外

源性雌激素可不依赖于内源性雌激素，通过下调炎症因

子、上调抗炎因子等免疫调节，对雌雄性 EAE 大鼠均具有

保护作用［17］。

本研究在造模当天开始使用大小剂量雌激素干预，

2 组均皮下注射高于生理剂量的苯甲酸雌二醇，直至实验

终结。本研究结果显示，雌激素可降低 EAE 动物的发病

率，延长 EAE 动物发病潜伏期，缩短病情的进展期，减轻

神经功能的损害，减轻 EAE 大鼠的病理损害，其作用大小

与雌激素剂量有关，大剂量作用更明显。提示超生理剂

量的雌激素对 EAE 具有保护作用，且保护作用与剂量呈

正相关。目前大剂量雌激素对 EAE 产生保护作用的具体

机制尚不明确，考虑主要与其介导的免疫调节有关。

CD44 分子属于细胞表面跨膜蛋白多糖，其广泛表达

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，其主要功能为参与细胞–

细胞、细胞–基质之间的黏附。T 细胞上的 CD44 与其配

体（如透明质酸、骨桥蛋白、层粘连蛋白、胶原蛋白等）结

合可促进 T 细胞的黏附，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，可见到很多关于自身免

疫性疾病中 CD44 表达增加的报道，如类风湿关节炎、系

统性红斑狼疮、特发性血小板减少性紫癜等［18⁃21］。

近年来有研究发现，CD44 在 EAE 及 MS 的发生发展

中具有重要作用。Li 等［22］指出，CD44 是 MS 发病的关键

细胞外蛋白。有研究发现，在 EAE 前脑中 CD44 富集表

达，并增强与其配体骨桥蛋白结合的能力；同时，在活动

性 MS 患者脑脊液中 CD44 表达增高，其促进 MS 的发生发

展［23］。Nagy 等［24］研究发现，MS 及 EAE 中可见透明质酸

（hyaluronic acid， HA）及其配体 CD44 分子的高表达，HA
和 CD44 结合通过 p56（LCK）激活和 ZAP⁃70 磷酸化介导

而增强 T 细胞的活化；并通过抑制少突胶质细胞成熟和

阻 止 受 损 髓 磷 脂 的 修 复 ，从 而 促 进 EAE 的 发 生 发 展 。

Reinbach 等［25］对 CD44 在 MS/EAE 中的时空表达模式进行

了初步探索，发现 CD44 的表达以时间依赖的方式被诱

导；CD44 上调的位置主要是浅表及血管周围的胶质细胞

及脱髓鞘的白质，尤其是脱髓鞘的胼胝体。Cavalli 等［26］

通过对临床孤立综合征（clinically isolated syndrome， CIS）
患者进行研究发现，CIS 患者外周血中巨噬细胞移动抑制

因子（macrophage migration inhibition factor， MIF）和 D⁃多

巴色素互变酶（D⁃dopa pigment tautomerase， DDT）及其受

体 CD44 分子过度表达；从而促进 CIS 向临床确诊的 MS 的

发展。有学者给 EAE 大鼠喂食黄芩素后发现大鼠的临床

严重程度和病理上的脱髓鞘明显减轻，检测大鼠体内

CD44hiCD62Llow 和致病 Th17 细胞的表达下调，推测黄芩

素可能通过抑制上述分子而发挥保护 EAE 的作用［27］。上

述研究均提示，黏附分子 CD44 的高表达在 MS/EAE 的发

病中具有促进作用，抑制 CD44 的高表达，可能减轻 MS/
EAE 的发病和病理改变。

同时，也有研究表明，生理剂量的雌激素促进 CD44
的表达，超过生理剂量的雌激素可以抑制 CD44 的表达，

并由此影响细胞的分化［5］，这与雌激素对 MS/EAE 的作用

一致。

汪贵明等［28］研究发现，大鼠去势后，与对照组比较，

骨 髓 细 胞 CD44 表 达 明 显 增 加 ，提 示 雌 激 素 具 有 抑 制

CD44 表达的作用。Salem 等［6］在研究雌激素对免疫调节

的作用时指出，避孕剂量的雌激素可抑制 CD44 的表达，

此与上述超过生理剂量的雌激素可以抑制 CD44 的表达

的观点一致，此研究表明大剂量的雌激素抑制 CD44 的表

达，其介导的免疫反应抑制可能是由于炎症细胞归巢和

激活的抑制，大剂量雌激素且可以抑制促炎因子 TNF⁃α
和 γ 干扰素（interferon⁃γ， IFN⁃γ）的基因表达和产生，抑制

淋巴细胞功能激活蛋白 1 的数量及 CD3+和 CD4+T 细胞的

相对数量等。故推测大剂量雌激素可能通过抑制 CD44
的表达，进而抑制免疫细胞与内皮细胞的黏附，抑制炎性

因子的释放，从而对 MS 发挥着保护作用，但目前尚未见

相关研究报道，故大剂量雌激素对 CD44 的具体作用机制

及其对 MS 的保护机制尚不明确。

本研究结果显示，EAE 组及大小剂量雌激素治疗组

大鼠脑和脊髓白质组织均不同程度地表达了 CD44 分子；

大小剂量雌激素治疗组大鼠脑和脊髓白质组织表达的

CD44 较 EAE 组均减低。相关性分析显示，EAE 组及大小

剂量雌激素治疗组发病高峰期 CD44 与发病潜伏期呈负

相关，与进展期呈正相关，与发病高峰期神经功能障碍评

分呈正相关。这提示 EAE 存在黏附分子 CD44 的高表达，

其与 EAE 的发生发展密切相关；经雌激素治疗，CD44 明

显下降，且大鼠神经功能损害明显轻于 EAE 组，提示雌激

素可能通过下调 CD44 的表达而抑制 MS 的发生发展，其

作用大小与剂量呈正相关。但雌激素下调 CD44 具体信

号转导机制尚不清楚，后续有必要对其进行更深入的

研究。
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