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【摘 要】目的：研究新型免疫抑制剂他克莫司(Tacrolimus，FK506)对大鼠实验性变态反应性脑脊髓炎(ExPerimental autoimmune 

encephalomyelitis，EAE)的治疗作用和作用机制，并与已论证的传统治疗方法甲基泼尼松龙对EAE实验治疗做临床对比其疗效。 

方法：豚鼠脊髓匀浆和完全福氏佐剂制成的混合液诱导 SD大鼠建立 EAE模型，免疫 10 d后 将 FK506分别以 1 mg／kg，0．5 

mg／kg剂量给予每日腹腔注射 EAE大鼠，连续给药 10 d，观察其发病情况 ，外周血 T淋巴细胞 CD3、CD4、CD8、NK细胞比率， 

免疫后 30 d，观察脑、脊髓组织病理变化，免疫组织化学生长相关蛋白43(Growth associated protein43，Gap一43)显示神经再生的 

形态学证据。结果：FK506能减轻 EAE的临床症状，促进 EAE的临床缓解和恢复；减轻中枢神经系统的炎症浸润 ；减轻髓鞘 

和轴突损伤，促进轴突再生作用，且停药后未见动物复发。结论：FK506对实验性变态反应性脑脊髓炎有一定的实验性治疗 

作用。 
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【Abstract]Objective：To explore the efficacy and therapeutic mechanism of immune inhibitor tacrolimus(FK506)for experimental 

autoimmune encephalomyelitis rats and compare the efficacy of FK506 and confirmed traditional methvllprednisol0ne．Methods：the 
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rats respetively for daily for ten days．Clinical features were observed，their peripheral blood lymphocytes CD3，CD4，CD8 and NK subsets 

were counted，pathology changes of brain and spinal cord were observed，and the evidence of nerve regeneration was shown by 

immunohistoehemistry stain．Result：FK506 could relieve remits the clinical phenonoue of EAE promote the climical and release and 

reeoveny of EAE，decrease the inflammatory infiltration in the CNS，decrease demyelination and axonal damage in CNS ，promote for 

axons regeneration．Furthermore，no replase after stopping drug was observed．Conclusion：FK506 as a immune inhibitor can be used the 

Autoimmune disease，such as EAE． 

【Keywords】Multiple sclerosis(MS)；Experimental autoimmune encephal0myelitis(EAE)；Rat；Tacrolimus 

多发性硬化(Multiple sclerosis，MS)是中枢神经系统常见 

的自身免疫性疾病 ，以中枢神经系统炎症细胞浸润 、髓鞘脱 

失、少突胶质细胞凋亡和轴突损伤为特征_l】，发病特点为时间 

上和空间上的多发性，导致多种神经功能障碍、如肢体无力、 

视觉障碍、感觉异常、认知功能障碍等121。全世界约有二百五 

十多万多发性硬化患者 ，发病年龄以青壮年人群为主，近年 

来，在我国的发病率呈上升趋势。 

MS尚无特别有效的治疗方法，临床治疗以调控机体免 

疫反应为主，传统的糖皮质激素等免疫抑制药物是使用最为 

广泛，具有一定治疗效果 ，但其副作用较大，所带来的不良反 

应不容忽视 ，因此 ，寻找 MS新的治疗药物及途径是众多医 

学研究者努力的方向。 

他克莫司(Tacromulis，FK506)是一种新型免疫抑制剂 ， 

是一种广泛应用于器官移植的大环内酯类免疫抑制药物，于 

1984年从 日本筑波山土壤中被分离到。具有高效低毒的优 

点。最近，研究者发现他克莫司与神经免疫亲和素 FK506结 

合蛋白(FK506 Bincling proteins，FKBP)结合还具有促神经再 

生和神经保护和的作用[31。 

本研究利用髓鞘碱性蛋白(Myelin basic protein，MBP)作 

为抗原，复制 MS的动物模型 EAE(Experimental autoimonune 

eneephalomyelitis，EAE)观察 FK506对 EAE临床症状、中枢 

神经组织炎症细胞浸润、髓鞘脱失 、脊髓轴 突的损伤以及 

FK506对淋巴细胞增殖的影响探讨 FK506治疗多发性硬化 

的病理学机制。 

1 材料与方法 

1．1 动物 

雌性 sD大鼠，7~8周龄，体重在 200 g左右，SPF雄性豚 

鼠，体重400 g，均购于重庆医科大学动物实验中心。 

1．2 药物与试剂 

卡介苗、FK506、百El咳疫苗(上海生物制品研究所)，医 

用羊毛脂(重庆化学试剂厂)，医用石蜡油(分析纯)(重庆化 

学试剂厂)，大鼠 CD3试剂盒 LOT 05010207)，CD4试剂盒 

(LOT 0409)，CD8试剂盒(LOT 0709)和 NK试剂 盒(LOT 

02020401)(美国 California Cahag公司)。 

1-3 实验性变态反应性脑脊髓炎(EAE)动物模型的制备[41 

取体重400 g左右的豚鼠，用过量的3．5％水合氯醛腹腔 

注射至死，迅速在冰上取脊髓 ，去除脊膜称重后，用冰生理盐 

水制成50％(重量，体积比)的豚鼠脊髓生理盐水匀浆，4℃保 

存。取羊毛脂 10 g，液体石蜡油40 ml，混合盛于三角烧瓶内， 

高压灭菌 l5磅 30 min，制成不完全福氏佐剂 4℃保存。将失 

活的卡介苗原浆(80 mg／m1)50 ILl加入 1 ml不完全福氏佐剂 

中，制成每mI含 4 mg结核杆菌的完全福氏佐剂(Complete 

ffeund’S adjuvant，CFA)。将等量的脊髓匀浆和CFA混合，以 

无菌注射器在冰上抽打 ，直至成为油包水乳剂 ，此即为免疫 

抗原。4~C保存 ，12 h用完。将 SD大鼠以 3．5％水合氯醛(1 

mYl00g体重)腹腔麻醉后，碘酒酒精局部消毒。4足足垫内各 

注射免疫抗原 0．1 ml，共计 0．4 ml／只。同时后足足背皮内注 

射约 1×10 百 日咳疫苗 0．1 ml。 

1．4 动物分组及给药 

将 SD大鼠随机分为 4组 ，FK506A组 (n=lO)，FK506B 

组(n=10)，EAE模型组(n=10)，对照组(n=5)。在免疫后第 

10 d，FK506A组以 FK506 1 mg&g腹腔注射给药，FK506B组 

以Fk506 0．5 mg／kg腹腔注射给药，模型组只注射生理盐水。 

1．5 SD大鼠EAE发病情况的临床评分口间 

根据文献的方法对 EAE发病情况进行分级和评价，0 

分：正常；1分：鼠尾张力障碍；2分：部分后肢瘫痪或步态不 

稳；3分：完全后肢瘫痪；4分：部分或完全前肢瘫痪；5分：濒 

死状态或死亡[51。同时记录大鼠的体重变化和死亡率。 

1．6 流式细胞检测 

在实验第 20 d分别在尾尖采血 30 Ixl，EDTA抗凝，用流 

式细胞仪法测 T淋巴细胞 CD3+、CD4+、CD8+比率变化。 

1．7 病理学观察 

在实验的第 26 d，随机将各组大鼠予 3．5％水合氯醛(10 

ml／kg体重)腹腔麻醉后，开胸常规左心室灌注 422的生理盐 

水(加肝素)及 4％的多聚甲醛灌注内固定后 ，取脑和脊髓， 

4％甲醛固定 48～72 h，石蜡包埋 ，制成 5txm厚切片 ，常规 

HE染色，观察中枢神经系统的炎症细胞浸润情况。根据文献 

报道 ，对炎症反应程度进行评分 ：0分 ：无炎症细胞浸润；1 

分 ：炎症细胞仅浸润在脑表面 ，即蛛网膜下腔内；2分 ：轻度 

炎症细胞脑实质浸润；3分：中度炎症细胞脑实质浸润；4分： 

重度和弥漫性脑实质见炎症细胞浸润。 

1．7．1 神经病理学特殊染色及观察 Luxol Fast Blue—H．E． 

髓鞘染色 5 m厚石蜡切片，常规脱蜡、水化 ，人 0．1％Luxol 

Fast Blue溶液中60℃烤箱，2 h，室温冷却 15 min，用 70％酒 
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2．3 流式细胞仪检测外周血 T淋巴细胞亚群比率 

在实验第 20 d，模型组(FK506A组，FK506B组 )大鼠外 

周血 T淋巴细胞 CD3、CD4、CD8比率较对照组低 ，NK比率 

较模型组低( 0．05)(表 3)。 

3 讨 论 

MS是神经内科临床疑难病症之一。实验性变态反应性 

脑脊髓炎是人类多发性硬化的动物模型，其病理学特征和临 

床过程与多发性硬化具有许多的相似性，已用于多发性硬化 

的实验性治疗。在以往不断有研究证实，轴突损伤发生 MS 

的早期，且轴突损伤是造成患者伤残的主要原因。轴突的损 

伤与浸润的CD8+的细胞毒性T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。CD8+ 

的细胞毒性 T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 perforin，granzymes，使轴突损伤 1。FK506是 

一 种免疫抑制剂，在对脊髓损伤的模型中具有神经保护，神 

经营养，和促进神经再生作用和抑制 T细胞增生，活化。因 

此，本实验的目的主要观察 FK506是否能减轻实验性变态反 

应性脑脊髓炎中炎症细胞的浸润和促进临床症状的缓解，观 

察其减轻髓鞘脱失和轴突损伤和以及轴突再生的作用。 

从实验结果我们可以发现 ，FK506能改善 EAE动物的 

临床评分和较短时间内恢复动物的活动能力 ，并延缓动物的 

发病时间，停药后未见动物复发。组织学上，FK506能明显减 

轻或消除病灶中淋巴细胞的浸润，减轻髓鞘的脱失和轴突损 

伤，与Bruce G．Gold[91等人的研究报道相一致。与甲基泼尼松 

龙对 EAE的实验性治疗中对比中发现，甲基泼尼松龙对 EAE 

有确切疗效 ，可有效改善 EAE动物的临床评分和恢复动物 

的活动能力，但停用甲基泼尼松龙的治疗后，动物重新出现 

临床症状，髓鞘脱失和轴突损伤又明显出现，达到未治疗组 

的程度。在 MS的脱髓鞘病变中，细胞免疫异常在其发生发 

展中具有重要作用 ，有文献研究表明 MS患者外周血及脑脊 

液中存在淋巴细胞亚群的异常，外周血中CD8+T细胞显著 

降低，CD4+／CDS+比值升高；CD4+、CDS+T细胞减少 ，外 

周血反复活动的 CD4+／CDS+比值往往倾向于疾病的活动 1。 

而在我们的实验中发现 ，外周血 CD4、CD8+T细胞 ，NK细胞 

数量的显著降低，CD4+／CD8+比值升高，显示动物的发病时 

间明显延缓 ，症状明显减轻 ，而这种变化与动物中枢神经系 

统内的炎症细胞浸润 ，髓鞘的脱失 ，轴突的损伤的程度出现 

明显的相关性。有研究显示 ，把 MBP特异性 T淋巴细胞注入 

动物的中枢神经系统，并不致病，但如果注入动物外周循环 

系统则可致病，提示辅助性 T细胞激活和 ／或血管壁损害是 

致病的。FK506的免疫抑制作用的机制是抑制活性 T淋巴细 

胞核因子去磷酸化 ，减少 IL一2的分泌，从而抑制 T细胞增 

生、活化。EAE是Thl型免疫占优势的自身免疫性疾病， 

FK506对 EAE大鼠的临床症状的减轻和发病时间的延缓可 

能是通过减低 白介素 一2水平 ，从而抑制 Thl辅助性 T细胞 

的增值活化实现的。另外，FK506能显著减低CD8+T细胞水 

平 ，从而减低其对 EAE大鼠的轴突损失 ，可能也是减轻 EAE 

大鼠临床症状的原因。免疫组织化学 gap一43染色结果显示 ， 

EAE组中枢神经系统神经元胞体和轴突也有少量浅褐色颗 

粒，实验组神经元及其胞体染色强度明显高于EAE组。本实 

验结果提示 ，FK506通过抑制 CD4+、CD8+T、NK细胞的增生 

活化，从而减轻中枢神经系统的炎症细胞浸润，并一定程度 

上促进轴突的再生加快动物运动功能的恢复来治疗 EAE。 
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