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脱髓鞘病变中轴突损伤的实验研究

王顺和* * （重庆医科大学基础医学院病理学教研室，重庆 %"""!)）

* * 摘 * 要：目的 * 探讨多发性硬化等脱髓鞘疾病中轴突的损伤以及轴突损伤出现的时间、形态特征。方法 * 用
+,-($ . $$蛋白多肽免疫 /$012 3 )4小鼠复制多发性硬化的动物模型，结合常规形态学染色和神经系统特殊染色，在疾病发
作前期、疾病发作期、高峰期和慢性期不同时间点观察炎症反应、髓鞘脱失和轴突的变化。结果* 髓鞘的脱失和轴突的损
伤出现在疾病的发作前期，并且这种改变与炎症细胞浸润及髓鞘脱失有密切的关系。损伤的轴突在形态上表现为不规

则、肿胀、直径不一致、扭曲；轴突断裂，在断端呈球状、卵圆形或橄榄状；另一种突出的变化是轴突消失。结论* 脱髓鞘病
变中轴突的损伤是一种早期的和普遍的病变，且轴突的损伤与多种因素有关。

* * 关键词：实验性变态反应性脑脊髓炎；多发性硬化；脱髓鞘病变；轴突损伤
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* * 多发性硬化（D<HCL@H> KMH>BEKLK，+:）是一种炎症
性脱髓鞘变性疾病，由自身反应性淋巴细胞和炎症性

淋巴因子攻击中枢神经系统引起中枢神经炎症细胞浸

润、髓鞘脱失和轴突损伤，进而导致多种神经功能障

碍，如肢体无力、麻痹、瘫痪、视觉障碍、感觉异常、内脏

神经功能障碍等［!］。全世界大约有 &$" 万多发性硬化
患者，发病年龄大多为青中年女性，男女性别比为

!Z（& [ (），其中 ’"\的患者为缓解#复发型［&］。
* * 传统的观点认为，多发性硬化的病变特征是中枢
神经系统的白质炎症细胞浸润、髓鞘脱失、胶质细胞增
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生，形成胶质瘢痕，导致硬化，而轴突相对不受影响。

但是，最近的研究表明：在多发性硬化病变及其动物模

型实验性变态反应性脑脊髓炎中，轴突的损伤也是一

种重要的病变，并且这种不断聚集的轴突损伤和轴突

的脱失是导致不可逆性神经功能障碍的主要原因［(］。

临床对多发性硬化往往采用免疫抑制剂和激素治疗，

但是治疗效果不理想，这或许与脱髓鞘病变中轴突的

损伤有关系。因此，近年来提倡对多发性硬化采用免

疫调节、抗炎症及神经保护的综合治疗［%，$］。

* * 目前，国内关于脱髓鞘病变中轴突损伤的研究较
少，尤其关于轴突损伤出现的时间、损伤轴突的组织形

态学表现就更少。因此，本研究用 /$012 3 )4 小鼠复
制多发性硬化的动物模型，研究轴突损伤出现的时间

窗，轴突损伤与炎症细胞浸润、髓鞘脱失的关系以及损

伤轴突的组织形态学特征。
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!" 材料与方法

$# $" 实验动物及分组
" " 雌性 %!&’( ) *+小鼠，$, - $. 周龄，体质量为 ., /左右，饲
养在 0%. 级实验动物中心。动物自动进食和自动饮水。所有
操作过程按照有关实验动物使用管理条例进行。共 1. 只小鼠
分为对照组 $. 只和实验组 ., 只。
$# ." 实验性变态反应性脑脊髓炎（ 2342567289:; :<9=>

677<82 28?24@:;=7A2;696B，CDC）模型的建立
" " 每只实验组动物采用皮下注射 .,, !/ EFG1! H!!（D<B424，
E2;I=<582）合成多肽，混合在完全福氏佐剂（%JD；K6L?=，K295=69，
EM）中，其中含 N 7/ ) 7;灭活卡介苗。注射的当天和注射后NO @，
分别由尾静脉注射 1,, 8/百日咳毒素（(6B9 I6=; ;:IB，%:74I2;;，
PQD），用 4R值为 &# N的 0’Q稀释。对照组只注射 0’Q。
$# 1" 动物一般情况观察
" " 免疫动物后，每天观察实验动物的发病情况。根据以下的
临床症状标准进行评分：, 分：无临床症状；$ 分：尾部无力；.
分：后肢无力；1 分：后肢瘫痪；N 分：后肢瘫痪，并有前肢无力或
瘫痪；! 分：临死状态。分别在"发病前期，约免疫后 & S；#发
病初期，一般在免疫后 $. - $N S（临床评分为 $ 分）；$发病高
峰期，一般在免疫后 $O - ., S（临床评分为 1 - N 分）；%慢性
期，一般在免疫后 1, S（临床评分为 1 - ! 分）。用过量 %F.处

死小鼠，解剖取出脑、小脑和脊髓做进一步实验。

$# N" 组织病理学检查
" " 解剖取出小鼠的脑、小脑和脊髓，固定在 $,T的中性福尔
马林中。石蜡包埋，! !7 厚连续切片。常规 RC 染色，观察中
枢神经系统的炎症细胞浸润情况并评分：, 分：无炎症细胞浸
润；$ 分：炎症细胞仅浸润在脑表面，即蛛网膜下腔内；. 分：轻
度炎症细胞脑实质浸润；1 分：中度炎症细胞脑实质浸润；N 分：
重度和弥漫性脑实质见炎症细胞浸润。

$# !" 神经组织特殊染色及观察
$# !# $" (<3=; J:B9 ’;<2>RC髓鞘染色" " ! !7厚石蜡切片，常
规脱蜡、水化，入 ,# $T (<3=; J:B9 ’;<2 溶液，*, U烤箱，. @，室
温冷却 $! 768，用 &,T乙醇洗去多余的染液，切片入 NT饱和
碳酸锂分化至神经白质与灰质分界清楚。切片再进行常规 RC
染色，脱水、透明、封片。根据以下标准评分：, 分：无髓鞘脱失；
$ 分：轻度髓鞘脱失；. 分：中度髓鞘脱失；1 分：重度髓鞘脱失。
$# !# ." ’62;B?@=VBWA轴突银染色" " ! !7 厚石蜡切片，常规脱
蜡至双蒸水，入预热的.,T硝酸银（X6956? Q6;Y25）溶液中1& U烤
箱，避光，染色 $! 768。切片入双蒸水中洗 $, 768，同时于 .,T
硝酸银中加入浓氨水溶液，制成氨银溶液，将切片转移至该溶液

中，1& U烤箱，避光，$, 768。然后加入 & - O 滴发展液，显色
1, 768 左右。加入 !T硫代硫酸钠（Q=S6<7 Z@6=B<;L:92），室温，
! 768。常规脱水透明、封片。根据脊髓轴突损伤的面积对轴突损
伤评分，,分：正常；$ 分：损伤小于 .!T；. 分：损伤面积占 .!T -
!,T；1分：损伤面积占 !,T -&!T；N分：损伤面积大于 &!T。

#" 结果

.# $" CDC模型的临床过程
" " 实验组动物全部发病。如图 $ 所示，最早出现尾部无力的

时间是在免疫后第 $, 天，以后发病的动物逐渐增多、症状逐渐
加重，第 $! 天全部动物发病。在免疫后第 ., 天，动物的临床
症状达到高峰期，平均临床评分为 1# O。从第 .1 天后，动物的
临床症状有所缓解，但维持在较高的水平。平均临床评分为

1[ N。对照组动物无一发病。
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.# ." CDC组织形态学改变
" " CDC的主要组织形态学变化是血管扩张、水肿和炎症细胞
的浸润。在疾病的发作期，炎症细胞主要浸润在脑的被膜下方

即蛛网膜下腔中和脑白质血管周围形成血管淋巴袖套，浸润的

炎症细胞类型主要是淋巴细胞，有的病例也可见到中性粒细胞

（图 .D）。在疾病发作高峰期的时候，炎症细胞从蛛网膜下腔
和血管周围向脑实质中扩散，数量和范围都增加。脑、小脑和

脊髓的白质，尤其是脊髓的白质是主要的浸润部位（图 .’）。
在慢性期时，炎症细胞的浸润也比较明显，但比高峰期有所减

轻（图 .%）。在对照组中，个别病例可见轻度的炎症细胞浸润，
主要在蛛网膜下腔中。图 1 所示实验组和对照组在不同时期
的炎症细胞浸润程度。

.# 1" CDC模型中的脱髓鞘变化
" " 髓鞘被 (<3=; J:B9 ’;<2 染成蓝色。正常的中枢神经系统白
质含有丰富的髓鞘，因此在大脑的深部白质、小脑白质和脊髓

的白质均被染成蓝色。在 CDC 模型中，疾病发作初期可见髓
鞘被破坏的碎片，但是没有大片的髓鞘脱失（图 .K）。在疾病
的高峰期和慢性期的时候，可见大片的髓鞘脱失（图 .C、J）。
在 %!&’( ) * 小鼠的 CDC中，脊髓和小脑的脱髓鞘更加明显，也
易于观察，尤其是脊髓的脱髓鞘。髓鞘脱失的区域往往有大量

的炎症细胞浸润，表明髓鞘的破坏与炎症有一定的关系。在某

些炎症细胞中可见到吞噬的髓鞘碎片。不同时间点髓鞘脱失

变化见图 N。

.# N" CDC模型中的轴突损伤的形态学特征
" " 本结果显示，在 CDC 的发作初期，已有较明显的轴突损
伤，疾病高峰期和慢性期时，轴突损伤更加明显（图 !）。轴突
损伤的部位往往和炎症细胞的浸润和髓鞘的脱失一致，表明轴

突的损伤与炎症和髓鞘的脱失有关。损伤的轴突表现为形态

不规则、肿胀、直径不一致、扭曲；轴突断裂，在断端表现为球

状、卵圆形或橄榄状；另一种突出的变化是轴突的消失，这种变

化往往与疾病的严重程度一致（图 .G、R、M）。
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发病初期 发病高峰期 疾病慢性期

!、"、#：$%染色；&、%、’：()*+, ’-./ ",)0染色；1、$、2："30,.45+6.78染色
图 !" 实验性变态反应性脑脊髓炎不同时期炎症、脱髓鞘及轴突损伤"（ 9 :;;）
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!：%!%发作前期（免疫后 < =）；"：%!%发作期（免疫后 >> =）；#：%!%高峰期（免疫后 :> =）；&：%!%慢性期（免疫后 ?@ =）
图 #" 中枢神经系统炎症细胞浸润与时间的关系
图 $" 中枢神经系统髓鞘脱失与时间的关系
图 %" 脊髓轴突损伤变化与时间的关系

#" 讨论

?A >B 轴突损伤是脱髓鞘病变中的早期事件
B B 本实验用 #@<"( C DE 小鼠，以 FG1?@ H @@多肽为抗

原复制多发性硬化的动物模型。该模型为慢性进行型

多发性硬化的模型。实验动物在免疫后第 >; 天开始
陆续发病。第 :; 天时，动物的平均临床评分达到高
峰。以后动物的临床症状有轻微的降低，但是维持在

一个较高的平台水平。组织学检查结果表明，在疾病

的发作前期，即免疫后第 < 天，中枢神经的蛛网膜下腔
及少数病例的白质血管周围有轻度的炎症细胞浸润。

第 >; 天开始，这种炎症细胞的浸润变得明显，除了白
质的血管周围外，脑实质中也可见明显的浸润。并持

续到疾病的慢性期。()*+, ’-./ ",)0 染色表明髓鞘的
损伤和脱失也随疾病临床症状的加重而明显。值得特

别注意的是，"30,.45+6.78银染色表明在疾病发作的初
期已经有轴突的损伤，这种损伤表现在形态不规则、直

径不一致、扭曲。发作期时，这种改变更加明显，并伴

II? B B B B B B B B B B B 第 B 三 B 军 B 医 B 大 B 学 B 学 B 报 B B B B B B B B B B B B 第 ?;卷
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随着轴突的断裂，断端表现为球状、卵圆形或橄榄状。

随着疾病的发展，髓鞘的脱失和轴突的损伤变得更加

明显，部分病例的脊髓白质中 $!%以上的轴突消失。
结合组织学改变和髓鞘染色的结果，轴突的损伤和消

失与炎症细胞的浸润和髓鞘的损伤有一定的关系。

" " 最近研究显示，脱髓鞘性病变中轴突的损伤是一
种早期变化，随着病程的进展，轴突的损伤逐渐加重，

并导致不可逆性神经功能障碍。据报道用免疫组织化

学的方法，对多发性硬化病变组织的 !&’((（!&)*+&
,-./ 0123415-1 01-62.7）进行了检测，表明急性多发性硬
化、慢性活动期等病变组织有较多的 !&’(( 沉积，因
为早期轴突的轴浆运输功能障碍导致 !&’(( 的沉
积［8］。低磷酸化的神经微丝或无磷酸化的神经微丝

是轴突损伤的又一标志物，91)00 应用抗这种神经微
丝的抗体 :;<&=>，结合激光共聚焦显微镜研究了多发
性硬化病变脑组织，该研究表明轴突的横断是多发性

硬化中轴突损伤的一种普遍的特征，并且与炎症浸润的

程度有关。本研究利用 ?.2,53@-A5B+ 银染方法，同样揭
示了在 C’C中，脊髓轴突在发作前期已出现形态学的
变化，随着疾病的进展，出现轴突的断裂、轴突的消失，

在高峰期和慢性期时，部份病例脊髓中$!%以上的轴突
消失。因此，在脱髓鞘病变中轴突的损伤是一种早期

的、普遍的病变，并且与炎症细胞的浸润有一定关系。

=# >" 脱髓鞘病变中轴突损伤的机制
" " 关于脱髓鞘病变中轴突损伤的机制很复杂，还未
彻底阐明。最近，多发性硬化和其动物模型被广泛的

认为是一种炎症性脱髓鞘性神经变性疾病［$］，其轴突

损伤的机制和传统的神经变性疾病、脑缺血、脑创伤等

疾病中轴突损伤有共同的机制。脱髓鞘病变中轴突损

伤的机制主要涉及以下几方面："轴突的损伤与浸润
的 DEF G的细胞毒性 9淋巴细胞有关。轴突损伤的部
位和严重程度均与炎症细胞浸润的数量密切有关。

DEF G的细胞毒性 9淋巴细胞可以直接损伤轴突，或间
接的释放轴突溶解的因子，如 021H-1.7，I1)7J+*25，使
轴突损伤［F］。#病灶中除了浸润的 DEF G的细胞毒性

9淋巴细胞以外，浸润的巨噬细胞和增生、激活的小胶
质细胞释放的细胞因子和其他炎症介质，如 9KL&$、
<LK&%等均可以导致轴突的损伤。&氧自由基对轴突
的损伤。’兴奋性神经毒性氨基酸导致轴突的损
伤［M］。(线粒体的功能障碍，影响到能量代谢，使
K) G &N G泵的功能受损［OP］。)轴突的钠泵增多，使钠
离子内流增多，导致钠钙交换泵的逆转，使大量的钙离

子内流，致使钙依赖性蛋白酶的激活，如 3),0).7，5023&
61.7，0@-50@-,.0)52 D，0@-50@&-,.0)52 ’>，01-6.27 B.7)52
D，7.61.3 -Q./2 5+76@)52等引起轴突的破坏［OO，O>］。*病
变中抗体和补体也可以引起轴突的损伤。

" " 一般来讲，急性期轴突的损伤与炎症反应有密切的

关系，而慢性期轴突的损伤与离子泵的功能异常有关。

既然轴突的损伤是脱髓鞘病变中早期的和普遍的事实，

那么在多发性硬化治疗策略上应当选择神经保护的药

物，结合抗炎症和免疫抑制剂的综合治疗措施，如已有

研究表明钠离子通道阻滞剂如 H,23).7./2，,)*-61.I.72和
0@27+6-.7等能有效保护 C’C中轴突的损伤［O=］。
" " 综上所述，本研究结果表明，脱髓鞘病变中轴突的
损伤是一种早期的和普遍的病变，损伤的轴突在形态

上表现为形态不规则、肿胀、直径不一致、扭曲；轴突断

裂，在断端呈球状、卵圆形或橄榄状；另一种突出的变

化是轴突的消失。在疾病的高峰期和慢性期这种变化

更加明显。同时，这种轴突的损伤与炎症反应、髓鞘脱

失、各种致炎因子、离子通道的异常等多种因素有关。
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