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　　［摘要］　目的　诱导复发性实验性自身免疫性葡萄膜炎（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｕｖｅｏｒｅｔｉｎｉｔｉｓ，
ＥＡＵ）小鼠模型，评价其发生过程及特点。方法　完全弗氏佐剂（ＣＦＡ）乳化的光感受器间维生素 Ａ类
结合蛋白（ＩＲＢＰ）１６１－１８０肽段免疫Ｂ１０．ＲⅢ小鼠作为诱导组（３５只），用ＣＦＡＰＢＳ免疫小鼠作为对照
组（６只）。小鼠免疫后７、１４、２１、２８、３５ｄ裂隙灯显微镜和光学显微镜观察及评价眼部炎症发生、眼部
表现和病理学变化；待炎症完全消失时，再次免疫小鼠，评价小鼠眼部炎症复发。结果　诱导组首次免
疫后７ｄ出现初发炎症，１４ｄ炎症达高峰，随后炎症消退，至３５ｄ完全消失。第３５天进行再次免疫，
３６ｄ出现复发炎症，４２ｄ达炎症高峰，随后炎症消退，但至观察期第９６天部分鼠（１／５）仍维持炎症。眼
部表现为睫状充血、前房渗出、瞳孔受损。病理学表现为视网膜和脉络膜炎性细胞浸润，血管炎、肉芽肿

性炎，光感受器细胞层破坏，视网膜下渗出。对照组未见明显炎症。结论　建立的 ＥＡＵ呈现慢性复发
性病程，其眼部表现和病理学特征与人类葡萄膜炎相似，可作为葡萄膜炎研究的新型动物模型。

　　［关键词］　实验性自身免疫性葡萄膜炎；表型；病理学；复发；动物模型
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　　葡萄膜炎是世界范围内重要致盲眼病［１］，不仅病

因复杂、类型繁多和治疗棘手，而且常因其慢性化和复

发性病程导致患者视力的严重损害或盲目。实验性自

身免疫性葡萄膜炎（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｕｖｅｏｒｅｔｉ
ｎｉｔｉｓ，ＥＡＵ）是一种 Ｔ细胞介导、靶器官特异的自身免
疫相关的疾病，由大鼠、小鼠所诱导的ＥＡＵ模型是研究
人类葡萄膜炎的经典动物模型［２－３］。多种视网膜抗原，

尤其是由完全弗氏佐剂（ｃｏｍｐｌｅｔｅＦｒｅｕｎｄ’ｓａｄｊｕｖａｎｔ，
ＣＦＡ）乳化的光感受器维生素 Ａ类结合蛋白１６１－１８０
肽 段 （ｉｎｔｅｒｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ ｒｅｔｉｎｏｉｄｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＩＲＢＰ１６１－１８０）免疫Ｂ１０．ＲⅢ小鼠诱导的ＥＡＵ，其发生的病
理学特征和免疫机制与人类葡萄膜炎近似，是最经典和

最广泛使用的葡萄膜炎动物模型［４－５］，但具有单向自限

性的病程［６］。因此，在公认的Ｂ１０．ＲⅢ小鼠诱导 ＥＡＵ
模型的研究基础之上，探讨其炎症慢性化和复发的条

件和特点，寻求更接近于人类葡萄膜炎的发生及其特

点的动物模型，将为人类葡萄膜炎研究提供更为理想

的动物模型。本研究应用ＣＦＡ乳化的ＩＲＢＰ１６１－１８０诱导
Ｂ１０．ＲⅢ小鼠建立ＥＡＵ小鼠模型，在免疫后７、１４、２１、
２８、３５ｄ进行炎症的临床表现和病理组织学特征研
究，评价小鼠眼部的炎症发生、发展及转归的过程及其

特征；待炎症完全消失后，再次免疫小鼠，评价小鼠葡

萄膜炎炎症的复发条件、过程、特点及转归。

１　材料与方法

１．１　复发性 ＥＡＵ小鼠模型的诱导
　　选择 ＳＰＦ级６～８周龄 Ｂ１０．ＲⅢ小鼠（来源于美
国Ｊａｃｋｓｏｎ实验室，由重庆医科大学附属第一医院杨培
增教授友情赠送），饲养于重庆医科大学实验动物中

心 ＳＰＦ环境系统［生产许可证号：ＳＣＸＫ（渝）２０１２
０００１，使用许可证号：ＳＹＸＫ（渝）２０１２０００１］。由 ＣＦＡ
（美国 Ｓｉｇｍａ公司）充分乳化的包含５０μｇＩＲＢＰ１６１－１８０
多肽（ＳＧＩＰＹＩＩＳＹＬＨＰＧＮＴＩＬＨＶＤ，上海生工生物工程公
司合成）ＰＢＳ溶液２００μＬ，依据文献［７］的方法经皮下
依次注射于 Ｂ１０．ＲⅢ小鼠尾根部和两侧大腿内侧共
３５只（每部位注射体积分别对应为 １００、５０μＬ和
５０μＬ）。为评价ＥＡＵ模型眼部炎症的复发情况，在首
次免疫后观察到眼部炎症基本消失时，按上述方式再次

免疫Ｂ１０．ＲⅢ小鼠。仅用ＣＦＡＰＢＳ乳化物２００μＬ免

疫６只Ｂ１０．ＲⅢ小鼠作为正常对照组，注射部位、注射
用量及方式与诱导组相同。所有动物实验遵行重庆医

科大学医学伦理原则和赫尔辛基宣言的各项要求执行。

１．２　ＥＡＵ小鼠模型的发生及眼部炎症临床评价
　　模型诱导组和正常对照组小鼠，分别于免疫后隔
天进行裂隙灯显微镜眼前段观察炎症发生和临床表

现，首次诱导后７、１４、２１、２８、３５ｄ记录眼部临床炎症
评分。ＥＡＵ小鼠眼部炎症复发模型里，在再次免疫后
隔日进行临床裂隙灯显微镜眼前段检查。根据 Ｔｉａｎ
等［８］研究团队报道的方法进行眼部临床炎症评价，即

按照角膜水肿、睫状充血、前房炎症以及虹膜后粘连划

分标准，每个标准根据炎症情况分为轻微（＋）、中度
（＋＋）和严重（＋＋＋），结合所有标准，采用双盲法对
ＥＡＵ小鼠眼部炎症的严重程度进行０～５等级的临床
评分。

１．３　ＥＡＵ小鼠模型眼部炎症病理组织学评价
　　模型诱导组小鼠首次诱导后７、１４、２１、２８、３５ｄ和
复发炎症最高峰以及复发炎症消失时牺牲小鼠摘取眼

球，４％戊二醛缓冲液固定１ｈ后，１０％中性福尔马林
固定。石蜡包埋切片，ＨＥ染色，光学显微镜观察玻璃
体、脉络膜和视网膜等病理组织改变。根据 Ｃｈａｎ
等［９］报道的方法进行眼部病理组织学的炎症评价，具

体评分标准为非肉芽肿病灶，脉络膜、睫状体、视网膜

的单核细胞浸润评分０．５分；视网膜血管周和玻璃体
的单核细胞浸润，评分１分；葡萄膜和视网膜的肉芽性
肿形成，视网膜血管炎，光感受器层紊乱及破坏评分

２分；视网膜色素上皮细胞肉芽肿形成，视网膜下新生
血管形成评分 ３分；根据病灶损伤的严重情况评定
４分；采用双盲法对上述 ＥＡＵ小鼠炎症的严重程度进
行病理组织评分。

２　结果

２．１　小鼠ＥＡＵ初发炎症和复发炎症的发生及其临床
表型评价

　　裂隙灯显微镜观察结果显示，ＩＲＢＰ１６１－１８０多肽首次
免疫Ｂ１０．ＲⅢ小鼠后７ｄ小鼠双眼均开始出现炎症
（６／６），表现为轻微睫状充血；随后炎症逐渐加重，１４ｄ
均达到炎症高峰期，临床表现为睫状充血、角膜混浊、

前房纤维素性渗出物、瞳孔不规则和破裂缺损，瞳孔边
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Ａ：对照组，未见明显炎症；Ｂ：首次诱导７ｄ，轻微睫状充血；Ｃ：首次诱导１４ｄ，睫状充血、角膜水肿、前房炎症见纤
维素性渗出物、结膜充血、瞳孔不规则和缺损；Ｄ：首次诱导２１ｄ，炎症消退，轻微睫状充血；Ｅ：首次诱导２８ｄ，轻微
睫状充血；Ｆ：首次诱导３５ｄ，未见炎症；Ｇ：再次诱导后７ｄ，睫状充血，角膜水肿，瞳孔不规则以及前房渗出物；
Ｈ：再次诱导后１５ｄ，部分鼠炎症完全消失

图１　裂隙灯显微镜观察ＥＡＵ小鼠眼前段临床表现

缘纤维素性物渗出；随后炎症迅速消退，诱导第２１天
临床表现转归为轻微睫状充血；２８ｄ炎症进一步减
轻，直至免疫后３５ｄ炎症完全消失。在首次免疫后第
３５天进行再次免疫，首次免疫后 ３６ｄ（再次免疫后
１ｄ）均出现复发炎症（５／５），表现为轻微睫状充血；随
后炎症加重，４２ｄ（再次免疫后７ｄ）复发炎症均达到高
峰，临床表现睫状充血，角膜水肿，瞳孔不规则以及前

房渗出物；随后炎症消退，４８ｄ（再次免疫后１３ｄ）可见
睫状充血，部分可见瞳孔不规则；炎症进一步消退，

５０ｄ（再次免疫后１５ｄ）部分鼠（１／５）复发炎症完全消
退（图 １），观察至 ９６ｄ（再次免疫后 ６１ｄ）部分鼠
（４／５）的炎症完全消退，部分鼠（１／５）保持复发性炎
症，表现为睫状充血。正常对照组未见明显炎症改变。

　　临床炎症评分结果显示，诱导组首次免疫后７ｄ为
（０．６７±０．５１）分，１４ｄ升高为（３．００±０．６３）分，随后评
分下降，至 ３５ｄ炎症评分降为 ０。在初次免疫后第
３５天再次进行免疫，３６ｄ复发临床炎症评分为（１００±
０．００）分，４２ｄ复发炎症评分为（２．８０±０．８４）分，随后
评分下降，但到观察期９６ｄ仍维持至（０．２０±０．４５）分。
见图２。
２．２　小鼠ＥＡＵ初发和复发炎症的病理组织学改变
　　ＩＲＢＰ１６１－１８０多肽首次免疫Ｂ１０．ＲⅢ小鼠后７ｄ，病

理学观察结果显示，视网膜巨噬细胞浸润；炎症高峰期

（１４ｄ）可见大量巨噬细胞和中性粒细胞浸润脉络膜、
视网膜及视网膜下，可见血管炎和渗出物，视网膜结构

紊乱，光感受器细胞层和双极细胞层弯曲折叠、破损；

免疫后２１ｄ，炎症明显减轻，但仍可见光感受器层不规
则；诱导后２８ｄ，可见少许巨噬细胞，３５ｄ未见明显病
理改变。首次诱导后４２ｄ达复发炎症高峰期，病理观
察结果显示，视网膜层可见肉芽肿性炎，视网膜结构紊

乱，光感受器细胞层和双极细胞层弯曲以及脉络膜增

厚，首次诱导后５０ｄ，部分鼠炎症消退，未见明显炎症
（图３）。
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图２　ＥＡＵ小鼠临床炎症评分
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Ａ：对照组（ｖ：玻璃体；ｇ：神经节细胞层；ｐ：光感受器层；
ｒ：视网膜色素上皮细胞；ｃ：脉络膜；ｓ：巩膜）；Ｂ：首次诱导
后７ｄ，视网膜有单核细胞的浸润；Ｃ：首次诱导后１４ｄ，炎
性细胞浸润至视网膜各层、视网膜肉芽肿、视网膜光感受

器细胞层折叠变曲甚至破坏、血管炎及视网膜下新生血管

形成；Ｄ：首次诱导后２１ｄ，单核细胞浸润视网膜及玻璃体；
Ｅ：首次诱导后２８ｄ，视网膜可见少许单核巨噬细胞；Ｆ：诱
导后３５ｄ，未见明显炎症；Ｇ：首次诱导后４２ｄ，视网膜层可
见肉芽肿性炎，视网膜结构紊乱，光感受器细胞层弯曲以

及脉络膜增厚；Ｈ：首次诱导后５０ｄ，部分鼠未见明显炎症
图３　ＥＡＵ小鼠眼组织病理学变化　（ＨＥ×２００）

　　病理组织炎症评分结果显示，首次免疫后７ｄ炎
症评分为（０．３３±０．２５）分，１４ｄ时炎症评分达到最高
（２８３±０．７５）分，２１ｄ炎症评分降低至（０．６７±０．２８）分，
２８ｄ炎症评分进一步降低为（０．１７±０．２５）分，至３５ｄ
评分为０。对照组未见明显异常病理改变。

３　讨论

　　基于ＣＦＡ中包含热灭活结核杆菌成分可以触发天
然免疫反应进而产生获得性免疫反应以及ＩＲＢＰ多肽的
致葡萄膜炎活性，本研究选择含５０μｇ的 ＩＲＢＰ１６１－１８０
ＣＦＡ首次免疫 Ｂ１０．ＲⅢ易感小鼠，在免疫后７ｄ炎症
开始出现，１４ｄ炎症达高峰期，随后炎症消退，３５ｄ基本

消失；在初次免疫后３５ｄ应用含５０μｇ的 ＩＲＢＰ１６１－１８０
ＣＦＡ再次进行免疫，再次免疫后１ｄ出现复发性炎症，
７ｄ达高峰期，随后炎症消退，１５ｄ部分鼠（１／５）复发
性炎症出现消失，直至再次免疫后观察至６１ｄ仍有部
分鼠（１／５）维持炎症，初发炎症和复发炎症完全发生。
在病程上，复发炎症较初发炎症发生急、到达炎症高峰

期经历时间短、炎症消退快，但炎症消退表现具有异质

性，部分鼠长期保持慢性温和炎症状态。虽然 Ｃｈａｎ
等［９］早在１９９０年应用 ＩＲＢＰ通过两次诱导经环磷酰
胺预处理的Ｂ１０．ＢＲ小鼠，通过病理组织学观察发现，
在初次免疫后第２周出现初次炎症（发生率２８．５％），
到第５周炎症达到高峰（发生率８５．６％），第７周炎症
完全消退，随后第８周又出现复发炎症，到第１０周复发
炎症达高峰期（发生率８２．９％），但初发炎症和复发炎症
的发生率都未能达到１００％。除此，Ｓｈａｏ等［１０］研究团

队过继转移 Ｒ１６（源于 ＩＲＢＰ１１７７－１１９１的抗原肽）致敏的
Ｔ细胞诱导的Ｌｅｗｉｓ大鼠眼组织复发性炎症，但复发率
仅为７５％。另外，ＤｉｅｄｒｉｃｈｓＭｏｈｒｉｎｇ等［１１］应用ＣＦＡ乳
化的Ｒ１４（源于 ＩＲＢＰ１１６９－１１９１抗原肽）单独或联合其致
敏的Ｔ细胞诱导出 Ｌｅｗｉｓ大鼠眼组织的复发炎症，其
复发率从８５．７％到１００％不等。
　　我们通过裂隙灯观察发现，初发炎症和复发炎症
的临床评分皆经历由低到高，再由高至低的过程；两次

炎症的发生期、高峰期和消退期的平均临床评分和临

床表现较为一致，其中在高峰期两次炎症的平均临床

评分均超过２．８分，且主要表现前房炎症，如睫状充
血、角膜混浊、前房纤维素性渗出物、瞳孔不规则和破

裂缺损，瞳孔边缘纤维素性物渗出等。同时我们也发

现，两次炎症的演变过程存在差异，即复发炎症在再次

诱导后第１天开始发生，随后炎症加重至７ｄ达高峰，
然后炎症消退，至１５ｄ部分鼠炎症完全消退，至观察
期６１ｄ仍有部分鼠维持低度炎症；而初发炎症在首次
诱导后７ｄ发生，随后炎症加重至１４ｄ达高峰，然后炎
症消退至第３５天完全消退。因此，本研究按两次免疫
Ｂ１０．ＲⅢ小鼠共诱导出两次炎症，在病程上具有反复
发生、慢性化的特性。

　　另外，本研究病理组织学观察发现，初发炎症主要
以血管炎、纤维素性渗出物以及巨噬细胞弥漫性浸润

脉络膜、视网膜及视网膜下各层，视网膜结构紊乱，光

感受器细胞层和双极细胞层弯曲折叠、破损为主要特

征。复发炎症以肉芽肿性炎、视网膜结构紊乱，光感受

器细胞层和双极细胞层弯曲以及脉络膜增厚为主要特

征。两次炎症病理组织学特征与 Ｃｈａｎ诱导的慢性复
发性 ＥＡＵＢ１０．ＢＲ小鼠模型以及人类慢性葡萄膜炎
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的病理组织学特征较为一致［９］。

　　有关葡萄膜炎的发生及复发机制，前期研究表明，
ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈ调节性 Ｔ细胞（Ｔｒｅｇｓ）细胞数量和功能
的降低是人类葡萄膜炎发生的重要机制［１２］，而在ＥＡＵ
小鼠模型里，脾脏和淋巴结来源的 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ
细胞数量和功能的增强是疾病迅速消退重要机制［１３］。

新近Ｓｉｌｖｅｒ等［１４］发现小鼠眼组织内的 ＩＲＢＰ抗原肽特
异的ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞是促使 ＥＡＵ疾病消退和
维持疾病不复发的重要机制。在ＥＡＵＬｅｗｉｓ大鼠模型
里，Ｒ１４抗原特异 Ｔ细胞产生高水平的 ＩＦＮγ是诱导
葡萄膜炎复发的重要机制［１５］。在本研究中何种因素

通过何种方式诱导了 ＥＡＵ的慢性复发性炎症以及这
种慢性复发性炎症在发生机制上是否与单相自限性炎

症的存在异同，将是下一步要研究的内容。

　　综上所述，本研究通过 ＩＲＢＰ１６１－１８０多肽经两次诱
导Ｂ１０．ＲⅢ小鼠，建立了慢性复发性 ＥＡＵ小鼠模型，
在临床表现和病理组织学特征方面与目前经典应用的

单相自限性ＥＡＵＢ１０．ＲⅢ小鼠模型相似，并且具有慢
性复发性炎症，将可能成为一种能较好模拟人类慢性

复发性葡萄膜炎的新型动物模型。
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