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[摘要] 目的 探讨甲强龙对实验性变态反应性脑脊髓炎小鼠的协同刺激分子 CD80和 CD86的影响。 

方法 实验性变态反应性脑脊髓炎(EAE)模型通过以髓鞘少突胶质细胞糖蛋白多肽 35—55(MOG35．55)为抗 

原诱导。将3O只雌性C57BL／6J小鼠随机分为甲强龙组、EAE组和正常组，每组1O只。采用蛋白质印迹法检 

测大脑的CD80和CD86表达水平。结果 甲强龙组神经功能缺损症状轻于EAE组，大脑 CD80表达水平明 

显低于 EAE组(P<0．05)，而 CD86表达明显高于 EAE组(P<0．05)。结论 甲强龙能改善 EAE小 鼠的症 

状，其作用机制之一是抑制CD80表达并上调 CD86的表达。 
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[Abstract] Objecfive To explore the effect of methylprednisolone on the levels of cluster of differentiation 

(CD)80 and CD86 in the central nervous system of mice with experimental autoimmune encephalomyelitis(EAE)． 

Methods The EAE model WaS induced in mice by immunized with myelin oligodendrocyte glycoprotein peptides 

(MOG35-55)．30 female C57BL／6J mice were randomly divided into 3 groups：methylprednisolone—treated group， 

EAE group and normal group．The brain tissues were collected and their expressions of CD80 and CD86 were detected 

using western blot．Results Th e neurological deficits of the methy1predniso10ne—treated mice were lighter than those 

of the EAE mice(P<0．05)，while the methylprednisolone—treated mice displayed the lower expression of CD80 and 

the higher expression of CD86 than the EAE mice did(P<0．05)．Conclusion Methylprednisolone can protect a— 

gainst EAE in mice by the inhibition of CD80 and upregulation of CD86． 
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多发性硬化(multiple sclerosis，MS)是一种累及 

中枢神经系统(CNS)的自身免疫性疾病。实验性变 

态反应性脑脊髓炎 (experimental antoimmune en— 

cephalomyelitis，EAE)作为 MS经典的动物模型，其 

免疫反应主要 由髓鞘特异性 CIM T细胞介导。 

CD4 T淋巴细胞的活化与增殖需要协同刺激分子的 

作用，其中抗原提呈细胞表面表达的 CDS0和 CD86 

是最重要的两种协同刺激分子 l J。MS发作期的常 

用治疗药物之一甲基强的松龙(又称甲强龙)，其对 

MS急性期的疗效已经得到临床证实 J，然而其免 

疫抑制作用机理尚未完全明了，需进一步研究明确 

甲强龙是否对协同刺激分子 CD80和 CD86有调节 

作用。本研究于2013年分别在华中科技大学同济 

医学院和广西壮族自治区人民医院实验中心进行， 

使用甲强龙对 EAE小鼠进行干预，通过蛋白质印迹 

法(western blot)检测干预后小 鼠大脑的 CD80和 
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CD86的表达，研究甲强龙对 EAE小鼠CD80和CD86 

的影响，以阐明甲强龙治疗MS的作用机制。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物 6—8周 SPF级雌性的健康 C57BL／ 

6J小鼠30只，体重16—20 g，购自湖南斯莱克景达 

实验动物有限公司，饲养于华中科技大学同济医学 

院实验动物中心。动物实验程序严格遵照华中科技 

大学同济医学院实验动物管理委员会相关规定执行。 

1．2 主要试剂 MOG35-55(序列 MEVGWYRSPFS— 

RVVHLYRNGK)由上海强耀生物科技有限公司合 

成，纯度 >97％。百 13咳毒素购 自美国 Enzo公司。 

完全弗氏佐剂(CFA)购自美国Sigma公司。卡介苗 

购自石家庄伟天科学仪器设备有限公司。CD80单 

克隆抗体和CD86单克隆抗体均购自美国Epitomics 

公司，甲泼尼松龙琥珀酸钠注射液购 自辉瑞制药比 

利时公司。 

1．3 方法 

1．3．1 制模及分组 用 0．01 mol／L磷酸盐缓冲液 

(PBS)将少突胶质细胞糖蛋 白(MOG35—55)稀释成 

3 mg／ml，与等体积的含 10 mg／ml卡介苗的 CFA充 

分混合 ，用全玻璃注射器反复推拉形成油包水乳剂。 

通过随机数表法将 C57BL／6J小鼠随机分为甲强龙 

组、EAE组和正常组，每组 10只。甲强龙组、EAE 

组于小鼠背部皮下多点注射 MOG35—55乳剂抗原 

0．2 ml／只。正常组用等量生理盐水代替 MOG35-55， 

其余步骤相同。免疫当天计为第 1天，分别于第 1、 

2天给每只小鼠腹腔注射百 日咳毒素400 ng／次。 

第7天，甲强龙组、EAE组小鼠再次于背部皮下多 

点注射 MOG35—55乳剂抗原0．2 ml／只，正常组则皮 

下注射等量生理盐水。 

1．3．2 给药 甲强龙组在发病当天开始腹腔注射甲 

强龙40 mg／kg，每天上午 10：00注射一次，连用 3 d。 

EAE组和正常组均以等体积生理盐水腹腔注射，其 

余方法同甲强龙组。 

1．3．3 神经功能评分 免疫后每天上午由同一人 

采用 Benson评分标准对小鼠进行神经功能评分并 

记录：O分为不发病，1分为尾部无力或蹒跚步态伴 

尾部有力，2分为蹒跚步态伴尾部无力(共济失调)， 

2．5分为共济失调伴部分单肢麻痹，3分为单肢完全 

麻痹或双肢部分麻痹且部分麻痹肢体尚能爬行，3．5 

分为单肢完全麻痹伴另一肢体部分麻痹或双肢部分 

麻痹且不能爬行，4分为双肢完全麻痹，4．5分为四 

肢麻痹，5分为濒死状态或死亡。 

1．3．4 解剖及样品制备 于疾病高峰期将小鼠麻 
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醉后，在冰上迅速解剖分离出大脑和脊髓，于大脑基底 

节处取少许组织置于匀浆器中，尽量剪碎，加单去污剂 

裂解液裂后匀浆器中匀浆，然后置于冰上裂解30 min 

后，用移液器将裂解液移至离心管中，然后于4℃下 

12 000 rpm离心5 min后取上清分装置于 一20℃保 

存备用。 

1．3．5 蛋白质印迹法检测 取上述样品溶液经考 

马斯亮蓝法对样品蛋白质定量，含 50 mg蛋白的溶 

液经蛋白变性后加入 SDS聚丙酰胺凝胶每个点样 

孔中电泳，确定片段大小后，电印迹转染到硝酸纤维 

素膜，5％ 的脱脂奶粉封闭 1 h，继之用 目的蛋 白 

CD80、CD86、B-actin的一抗 4℃过夜孵育，PBS冲 

洗后加人结合辣根过氧化物酶的二抗孵育。化学发 

光法显现蛋白带，照像，用BandScan V5．0分析目标 

条带的灰度值(A值)，用 CD80／13一actin和 CD86／13。 

actin分别表示 CD80和 CD86的相对表达水平。 

1．4 统计学方法 应用 SPSS16．0软件进行统计分 

析，计量资料以均数 ±标准差( ±s)表示，两样本均 

数比较采用成组 t检验，多样本均数比较采用单因 

素方差分析，多样本的两组间比较当方差齐时采用 

SNK检验。P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 各组神经功能评分比较 评分≥1分表示小 

鼠发病，甲强龙组、EAE组各有 80％(8／10)小鼠发 

病，均无死亡。两组小鼠多在免疫第 13天后开始陆 

续发病，出现尾部失张力，蹒跚步态，翻身困难及肢 

体瘫痪，临床症状最严重者表现为双后肢完全麻痹伴 

左前肢部分麻痹。正常组无一只发病。甲强龙组的峰 

值评分明显低于 EAE组[(3．75 4-1．48)VS(2．50 4- 

1．22)，P<0．05]。 

2．2 各组大脑的 CD80和 CD86表达比较 CD80 

在EAE小鼠的大脑中表达明显升高(P<0．05)，甲 

强龙组大脑的 CD80表达较 EAE组明显下降(P< 

0．05)。甲强龙组和 EAE组大脑的CD86表达均高 

于正常组(P<0．05)，甲强龙组大脑的CD86表达明 

显高于 EAE组。见图1，表 1。 

A：甲强龙组；B：EAE组；C：正常组(Western Blot) 

图1 各组大脑 CD80和 CD86表达比较图 

O  6  n 
8  8  n  
D D 
C C 

3  



· 418· 

表 1 各组大脑的CD80和 CD86表达比较(元4-s) 
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注：与EAE组比较， P<0．05；与正常组比较， P<O．05 

3 讨 论 

3．1 甲强龙是一种人工合成的中效糖皮质激素，是 

在泼尼松龙的6 位引人甲基，其抗炎作用增强(为 

氢化可的松的 7倍)、水盐代谢作用减弱。由于其 

静脉注射起效快，作用持久 ，副作用少等优点，其在 

临床中应用广泛。目前已知甲强龙具有抑制T细 

胞活化、促进T细胞凋亡、下调炎性因子生成等一 

系列抑制免疫的作用，但其对协同刺激分子的作用 

研究甚少，国内未见有相关报道。 

3．2 本次实验发现，甲强龙组的峰值评分均低于 

EAE组，说明甲强龙可减缓 EAE病情进展。国外 

EAE制模多采用人结核分枝杆菌的H37Ra菌种，但 

人结核分枝杆菌在国内受到严格管制，不易获得-3]， 

限制了其在本研究中的应用，因此本实验采用卡介 

苗作为免疫佐剂。本次实验虽然采用卡介苗的EAE 

发病率在80％左右，略低于目前国外EAE研究的发 

病率水平 ，但能满足本研究的条件。本研究还进 
一 步发现，EAE发病后 CD80／CD86显著上调；甲强 

龙治疗能改善 EAE的临床症状，同时显著下调 CD80 

的表达，升高 CD86的表达水平，与国外 Vanderheyde 

等-5 研究结果相符合。CD4 T淋巴细胞的活化、增 

殖及分化除了抗原提呈细胞(APCs)释放细胞因子 

提供的一个合适细胞因子微环境之外，还需要两个 

必须因素：其一是由APCs-MHC分子一抗原肽与 TCR 

结合传导第一信号，其二是协同刺激分子传导的第 

二信号，如果共刺激信号不足，可造成 T细胞死亡 

或无反应⋯。其中，APCs表面表达的 CD80／CD86 

与T淋巴细胞表面的CD28／细胞毒性T细胞相关抗 

原4(CTLA-4)是 目前发现的最重要的协同刺激分 

子。CD80／CD86主要表达在 APCs表面，CD80表达 

在活化的APCs表面，而正常情况下 CD86呈低水平 

表达，APCs激活后表达显著上调‘。J。CD28／CTLA-4 

均为 T细胞表面的跨膜受体，CD28在所有 CD4 T 

细胞表面均有表达，而 CTLA4则在活化后期 的 

CD4 T细胞表面表达，且表达水平低于 CD28【 。 

CTLA-4表达上调能终止 T细胞的过度活化，这在一 

定程度上起抑制免疫进展的作用 J。抗 CD80抗体 

干预可显著改善 EAE的临床症状，而抗 CD86抗体 

则致使 EAE的病情恶化 J。CD80对 T细胞免疫有 

正向调节作用，而 CD86具有抑制 T细胞的作用，通 

过调控 CD80／CD86能对 T细胞免疫为主的自身免 

疫疾病发挥抑制免疫的作用。再结合本研究可知， 

甲强龙能通过抑制 CD80并上调 CD86进而对 T细 

胞产生负向调节的作用。 

总之，甲强龙能改善 EAE的临床症状，其治疗 

作用之一是通过调控协同刺激分子 CD80／CD86的表 

达。由于协同刺激分子除了CD80／CD86还有 CD28／ 

CTLA-4等分子存在，还需进一步研究这些分子以阐 

明甲强龙对协同刺激分子的调节作用，并由此发现 

甲强龙治疗 MS／EAE的靶点。 
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