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辛伐他汀对变态反应性脑脊髓炎小鼠 

INF一̂y和 IL一1O表达的影响 

曹江晨 ，雷军平 ，李路军 ，陈光勇 

[摘要] 目的 研究辛伐他汀(Simvastatin)对实验性变态反应性脑脊髓炎(experiment allergic en— 

cephalomyelitis，EAE)小鼠肿瘤坏死因子一 (INF一̂y)和白细胞介素一1O(IL一10)表达的影响，探讨该药物对 

EAE保护作用的免疫调节机制。方法 通过皮下注射 MOG 肽段诱导小鼠急性 EAE模型，实验分为 

EAE给药组、EAE对照组和正常对照组。观察各组小鼠体重等变化，测定 EAE发病高峰期血清、培养的 

单核细胞及脾细胞培养上清液的 INF一 和 IL一10水平。结果 辛伐他汀能降低 EAE小鼠的发病率，减 

轻了症状的严重程度，并能显著降低 EAE小鼠血清、单个核细胞及脾细胞培养上清中 INF．_y水平，升高 

IL一10水平。结论 辛伐他汀可能通过其抑制 INF一̂y和上调 IL一1O的表达，调节免疫状态，从而对小 鼠 

EAE起到保护作用。 
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[Abstract] Objective To investigate the effect of simvastatin on expression of INF—and IL一10 in mice 

with experiment allergic encephalomyeli【is(EAE)，and the immunomodulatory mechanism for protection of al— 

lergic encephalomyelitis．Methods EAE was induced in C57BL／6J mice by immunization with M0G33-55． 

Mice were randomly divided into three groups：EAE simvastatin treatment group，EAE sham treatment group， 

and normal control group． rhe clinical assessment of EAE was performed daily．The levels of INF· and IL一10 

in the serum，and the cell suspension of cultured mononuclear cell(MNC)or spleen cell were analyzed by 

ELISA．Results Simvastatin reduced the incidence and severity of EAE．which was accomplished by the in— 

hibited expression of INF一̂y and enhanced expression of IL一10．Conclusions Simvastatin might ameliorated 

EAE through an immunomodulatory effect that inhibits the expression of INF- and enhances the expression of 

IL．1O． 
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多发性硬化(multiple sclerosis，MS)是中枢神经 

系统免疫相关性炎性脱髓鞘疾病，伴随缓慢或迅速 

加重的神经元轴突变性和功能丢失 ，呈现出系列 

的神经功能障碍症状。由于对该疾病的发病机制尚 

作者简介： 

作者单位 

曹江晨 (1974一)，男，浙江嘉兴人，本科，主治医 

师，从事内科临床工作 

1．214063 江苏无锡，解放军 73801部队门诊部； 

2 200433 上海，第二军医大学附属长海医院心内 

科；3．214063 江苏无锡，南京军区联勤部无锡干休 

所卫生所；4．351100 福建莆田，南京军区福州总医 

院第一附属医院 

缺乏完全的了解，因此，深入揭示 MS的发病机制， 

探索其治疗的新方法成为研究者们共同关注的热 

点。 

近年来的研究显示，他汀类药物具有潜在的抗 

炎和免疫调节作用 ]，对一些神经系统自身免疫性 

疾病可能具有预防和治疗作用，国外已经展开了他 

汀类药物应用于 MS治疗的临床试验工作 。实验 

性变态反应性脑脊髓炎(EAE)是研究 MS的模型之 
一

，有些学者使用阿托伐他汀和洛伐他汀均对 EAE 

临床症状具有明显的改善作用 引。本研究主要观 

察辛伐他汀对 EAE模型小鼠外周血清中细胞因子 
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肿瘤坏死因子一̂y(INF一 )和白细胞介素一10(IL一10) 

含量的影响，以及对培养的单核细胞和脾细胞分泌 

上述细胞因子的影响。探讨辛伐他汀对 EAE的保 

护作用及其机制，为临床治疗 MS提供理论依据，现 

报告如下。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物 雄性健康 C57BL／6J小鼠50只， 

清洁级，8周龄，体重 19～26 g，由中国科学院上海 

实验动物中心提供 ，动物使用许可证号为 SYXK 

(沪)200-0003；常规条件饲养。 

1．2 实验试剂 髓鞘少突胶质糖蛋白肽段 33—55 

(Myelin—oligodendrocyte glycoprotein，MOG33-55)、福氏 

完全佐剂(CFA)、结核分支杆菌 H37Ra、百 13咳毒 

素(PTX)，刀豆素 A(Con—A)等(均为美国 Sigma公 

司产品)。辛伐他汀(Simvastatin)(美国 Calbiochem 

公司产品)。RMPI1640培养基、胎牛血清(FCS)等 

(均为美国GIBCO生物技术公司产品)。免疫酶联 

反应(ELISA)方法测定 INF． 和 IL一10的试剂盒为 

上海晶美公司产品。 

1．3 EAE模型的建立 

1．3．1 建模方法 及分组 实验动物随机分为 

EAE给药组、EAE对照组、正常对照组，每组 10只。 

EAE给药组和对照组于实验开始 13，在小鼠双侧腰 

窝皮下注射 含 300~zg MOG，。 的磷 酸盐缓 冲液 

(PBS)100 l，同时注射含 500 I．zg结核分支杆菌 

H37Ra的福氏完全佐剂。免疫的当天及免疫后 48 

h分别静脉注射 200 ng百13咳毒素。正常对照组按 

同样方法注射等量不含 MOG 的 PBS及相应佐 

剂。辛伐他汀给药组小鼠从免疫当天开始按 2 mg／ 

(kg·d)体重的药量给予静脉注射。 

1．3．2 评价标准 自免疫当13始，每天由两名实验 

者对实验组动物 EAE症状进行盲法评价打分，直至 

实验结束日(第 26天或动物死亡)。0分：正常，无 

明显症状；1分：尾巴或者后肢无力；2分：尾巴和后 

肢同时无力；3分：后肢部分麻痹；4分：四肢瘫痪完 

全麻痹；5分：濒死或死亡。动物出现明显发病症状 

后，或 EAE评分连续 3 d无明显增加，视为疾病高 

峰期(平均为免疫后 17 d)；将症状开始减退后，或 

EAE评分连续 3 d无明显降低，为实验观察结束 13 

(平均26 d)。在计算每组发病率时，以EAE评分分 

值≥1视为发病。 

1．4 单核细胞分离与培养 免疫后第 l7天，取各 

实验组小鼠眶静脉血约 1 ml，血凝后分离收集血清， 
一 20℃保存待用。取肝素抗凝 (25 U／m1)全血约 

· 25· 

1．5 ml，Hanks液稀释 1倍后将其铺在葡聚糖一泛影 

葡胺(Ficoll—Urografin)分层液(比重 1．077)上，离心 

30 rain(2000 r／min，离心半径 8 cm)。单核细胞悬于 

分层液上层，呈 白膜状，用毛细吸管吸取单核细胞 

层，flanks液清洗、离心7 min(1500 r／min，离心半径 

8 crEL)，重复 3遍。加入含 5％小牛血清 RPMI-1640 

培养基制成细胞悬液(细胞计数 2×10 ／m1)。用台 

盼蓝染色法检测细胞活力，活细胞比例均 >95％。 

取 1：ml调配完毕的细胞悬液放入培养皿中，加入 

Con．A(10 g／m1)放置于37℃、5％CO：培养箱中孵 

育 4 h以激活单个核细胞。收集上清液，一20clC保 

存待用。 

1．5 脾细胞的分离与培养 免疫后第 17天，动 

物眶静脉取血留样后，颈椎脱位处死，取出脾脏，制 

作脾细胞悬液。在冰浴的 Hanks液中将其剪成小 

块，加入 400 U／ml胶原酶 (Ⅲ型)5 ml／只脾脏， 

37 ：消化20 min，用尼龙网过滤，得到单细胞悬液。 

用 T：fis．NH C1(Tris碱-氯化氨溶液)裂解去除红细 

胞后，细胞重悬浮于含 10％FCS RPMI 1640培液中， 

以5×10 每孔的密度种植于96孔板(美国Coming 

公司)，每只动物来源的细胞设 3个复孔，培液中加 

入 MOG 至 1O ml浓度。细胞上清液于 48 h 

后收集 一20℃保存待测。 

1．6 INF一 和IL-10含量测定 用 ELISA法测定动 

物血清、单核细胞和脾细胞培养上清液中 INF一 和 

IL一1()的含量，实验操作按照试剂盒说明进行。 

1．7 统计学处理 计量资料以均数 -t-标准差( 4- 

s)表示 ，进行单因素方差分析 (One-way ANOVA)， 

组问两两比较采用 t检验；计数资料采用 Fisher精 

确概率检验；P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 辛伐他 汀对 EAE小鼠体 重改变及 EAE评 分 

的影响 正常对照组未发病，其体重及行为均未见 

明显改变。动物在免疫后 14 d左右陆续出现发病 

症状，临床评分逐渐增加并伴随有体重的减轻，提示 

造模成功。实验发现，EAE给药组的发病率为 80％ 

(16／20)，低于 EAE对 照组 100％ (20／20)(P= 

0．053)，提示辛伐他汀可以降低EAE的发病率；同 

时，给药组动物体中体重下降幅度也明显小于对照 

组(图1)。更为重要的是，动物临床症状的评分发 

现，给药组患病小鼠症状的平均分值显著低于对照 

组(图2)，表明辛伐他汀能改善 EAE发病的严重程 

度，缓减临床症状。 
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图 1 两组 EAE小鼠体重变化情况 

注：与 EAE对照组比较，’P<0．05，一 P<0．01 

图2 两组 EAE小鼠临床评分值变化情况 

注 ：与 EAE对照组比较， P<0．05，一 P<0．01 

2．2 辛伐他汀对EAE小鼠血清、单核细胞及脾细胞 

中INF．̂y和 IL．10含量的影响 三个试验均提示： 

EAE给药组和 EAE对照组的 INF一̂y和IL一1O较之正 

常对照组均有显著增高，EAE给药组的INF- 升高幅 

度显著低于 EAE对照组；表明辛伐他汀能降低 EAE 

小鼠血清中的 INF一 水平。相反，EAE给药组的IL一 

1O升高幅度则显著高于EAE对照组，表明辛伐他汀 

能增加 EAE小鼠血清中的IL一1O水平。见表 1。 

3 讨 论 

MS的病因至今仍未完全阐明。较为普遍的一 

种观点认为是髓鞘成分特异的致敏性 T淋巴细胞 

(Thl细胞介导)侵人中枢神经系统攻击髓鞘，从而 

在局部造成髓鞘的炎症损害 。EAE模型很好地 

模拟了MS的这一自身免疫反应的病理过程，因而 

被作为研究 MS的理想动物模型 。血脑屏障完整 

性的破坏及其所致的通透性增加对 EAE疾病的进 

展起到了重要作用，被 MOG蛋白致敏的T淋巴细 

胞穿过血脑屏障进入脑实质，在局部产生大量细胞 

因子，攻击髓鞘，产生髓鞘碎片，继而被吞噬，造成脱 

髓鞘改变。在这一病理过程中，机体的多种炎性细 

胞和免疫调节细胞参与到其中，最终由于免疫功能 

的失衡而产生免疫变态反应。 

Thl细胞(T辅助细胞 1)和Th2细胞的免疫应 

答的发生和免疫反应的调控在其中起到关键的作 

用。Thl细胞分泌多种促炎性因子，激活免疫反应， 

其中代表性的因子就是 INF．-y。事实上，EAE就是 

典型 Thl细胞驱动的自身免疫病，抑制 INF一̂y能大 

大降低 EAE的发病率及其临床评分，减缓病情，而 

过继性移植髓鞘特异的INF- 分泌性 Thl细胞足以 

诱发 EAE 。相反，Thl细胞则主要分泌具有免疫 

抑制作用的细胞因子，对机体免疫起到负性调控作 

用，而 IL一10是其中的典型代表。实验表明，敲除 

IL一10基因的小鼠 EAE症状明显加重，死亡率增 

高 J，而用过表达 IL—l0基 因的神经干细胞移植 

EAE小鼠体内后，能产生比移植神经干细胞更好的 

治疗效果 。̈。，说明IL—l0对 EAE病情有明显的抑制 

和缓解作用。由于 INF． 和 IL一10的浓度水平反应 

机体免疫的平衡状态，因而也就成为了人们用来反 

映EAE病理过程发展的常用指标 。 

本研究结果表明，辛伐他汀能明显降低小鼠的 

EAE发病率，抑制了 EAE导致的体重减轻，并降低 

EAE临床评分，改善发病症状的严重程度，提示其 

可能对 MS具有治疗的作用 。为进一步探讨辛 

伐他汀改善 EAE病情的可能机制，观察辛伐他汀对 

是否可能通过免疫调节作用实现这一功能，本实验 

进一步测定了EAE发病高峰期(即免疫后第 17天) 

上述的两个指标，即 INF- 和 IL-l0的表达变化。 

结果发现辛伐他汀能显著的抑制 INF一 的表达而同 

时增强IL一10的表达，这一结果在检测外周血清水 

平、单核细胞分泌水平以及脾细胞分泌水平等三个 

不同的实验中得到了一致的验证。 

表 1 辛伐他汀对 EAE小鼠血清、单核细胞及脾细胞中 INF一 和 IL一10含量的影响(ns／n~， 4-s J 

注：与正常对照组比较， P<O．01；与 EAE对照组比较， <0．0l 

3  5  2  5  1  5  O  

2  1  O  

掣求拳 埠 
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此外 ，有些学者报告他汀类药物降低冠状动脉 

综合征患者血清肿瘤坏死因子一仪(TNF—ot)、白细胞 

介素-l5(IL-6)和 C反应蛋白(CRP)的水平，能明显 

抑制 炎症 反应，从 而 能 降低 心血 管 事件 发 生 

率 。 

综上所述，本研究提示辛伐他汀可能具有调节 

Thl细胞和 Th2细胞之间的平衡作用，从而调节 

EAE小鼠的免疫状态，达到预防或缓解 EAE之作 

用。本研究为辛伐他汀治疗 MS提供间接的证据， 

并给出了可能的机制解释。 
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