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依达拉奉对大鼠实验性自身免疫性脑脊髓炎的保护作用
汤 熠 魏 伟 魏麓云△

（南华大学附属第二临床医院神经内科 湖南衡阳 421001）

摘要 目的：研究依达拉奉对实验性自身免疫性脑脊髓炎（Experimental Autoimmune Encephalomyelitis，EAE）的影响。方法：72只

健康成年雌性Wistar大鼠随机分为：正常对照组、EAE组、EAE+小剂量依达拉奉组、EAE+大剂量依达拉奉组（n=18）。正常对照

组注射生理盐水，其它组采用自制完全抗原诱导 EAE模型。EAE组建模后不做任何处理，EAE+小剂量依达拉奉组、EAE+大剂

量依达拉奉组分别在建模后给予依达拉奉 4 mg/kg·d、10 mg/kg·d。比较各组发病率并行神经功能评分，取脊髓组织行 HE染色、
iNOS、OPN免疫组织化学染色观察。结果：依达拉奉干预组大鼠较 EAE组发病率、神经功能缺损评分均明显降低（P<0.05）。HE结

果显示依达拉奉干预组较 EAE组炎症反应减少，损伤程度减轻。依达拉奉组 iNOS、OPN表达均明显小于 EAE组（P <0.05）。大剂

量依达拉奉 iNOS、OPN表达均低于小剂量依达拉奉组（P <0.05）。结论：依达拉奉对 EAE具有保护作用，可能与抑制小神经胶质

细胞活化，减轻炎症反应，降低 iNOS和 OPN表达有关。
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ABSTRACT Objective: To study the effect of edaravone on experimental autoimmune encephalomyelitis(EAE) in rats. Methods: 72

adult healthy female Wistar rats were randomly divided into 4 groups: normal control group, EAE group, EAE group plus low dose edar-

avone group, EAE group plus large dose of edaravone group( n = 18). Normal group were subcutaneously injected saline water. The EAE

model were established with self -made complete antigen, then the small (4mg/kg o d) and large(10mg/kg o d) doses of edaravone were

given according the experimental protocol. The incidence and the scores of neurologic impairment were recorded,also the HE staining,

the inducible nitro oxide synthase( iNOS) and Osteopontin(OPN) immunohistochemistry staining were performed and analyzed. Results:

After the treatment of edaravon, the incidence and scores of neurologic impairment were significantly decreased (P<0.05). HE staining

showed that the edaravone group with alleviation of inflammatory reaction and degree of injury. Either low or large -dose edaravone

group, the expression of iNOS, OPN was significantly less than the EAE group (P<0.05). In large-dose edaravone group, the expres-

sion of iNOS and OPN was significantly lower than low-dose edaravone group (P<0.05). Conclusion: The results suggested that Edar-

avone have protective role on EAE, which maybe related to the inhibition of microgliacyte activation, alleviation of inflammatory reac-

tion and reduction of iNOS and OPN expression.
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多发性硬化（Multiple Sclerosis, MS）是常见的慢性中枢神

经系统脱髓鞘疾病，其发病机制尚不明确[1]。近年来越来越多

研究表明自由基损伤与 MS发病可能密切相关 [2]。依达拉奉

（Edaravone）是一种新型的自由基清除剂，通过抑制脂质、脑细

胞过氧化而发挥脑保护作用，同样对其他脏器也有保护作用[3,4]。

但依达拉奉对于MS是否具有保护作用尚缺乏相关研究。实验

性自身免疫性脑脊髓炎 （Experimental Autoimmune En-

cephalomyelitis，EAE）具有与人类MS极为相似的临床、生化、

免疫及病理特征，是研究人类MS理想的动物模型[5]。本研究采

用大鼠 EAE模型，通过神经功能评分、HE染色、诱导型一氧化

氮合酶（Inducible nitro oxide synthase，iNOS）和骨桥蛋白（Os-

teopontin，OPN）免疫组化等，观察依达拉奉治疗对其影响。

1 材料与方法

1.1 材料
6-8周龄雌性Wistar大鼠，体重 180-200 g（南华大学实验

动物中心，许可证号:SYXK-012）；自备豚鼠脊髓匀浆（Guinea
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Pig Spinal Cord Homogenate，GPSCH）；自备完全弗式佐剂

（Freud's Complete Adjuvant，CFA）；卡介苗 60 mg/ml（上海生物

制品研究所）；百日咳杆菌 2×1010/ml（上海生物制品研究所）；

多克隆兔抗大鼠 iNOS抗体、多克隆兔抗大鼠 OPN抗体（武汉

博士德生物工程有限公司）；依达拉奉（南京先声药业东元制药

有限公司）。
1.2 方法
1.2.1 自制完全抗原的制备 将豚鼠用水合氯醛（350 mg/kg）麻

醉后，置于冰上迅速取其脊髓，剥除脊膜，称重后使用手动匀浆

器按 1 g脊髓：1 ml生理盐水制成 GPSCH。将等量的 GPSCH

和含有 5 mg/ml的 CFA充分混合至油包水乳剂，制成完全抗

原。
1.2.2 动物分组与模型 将大鼠随机分为 4 组：正常对照组、
EAE组、EAE+小剂量依达拉奉组、EAE+大剂量依达拉奉组

（n=18）。正常对照组大鼠在四个足垫及背部皮下各注射 0.1 ml

生理盐水，其余三组用自制完全抗原，按 0.5 ml/只分别于大鼠

四个足垫及背部皮下注射，百日咳杆菌原液 0.2 ml足背注射，

建立 EAE动物模型。EAE组建模后不做任何处理。小、大剂量

依达拉奉组在建模后第 1 天开始分别腹腔给予依达拉奉 4

mg/kgod、10 mg/kgod，每日一次，连续 15-18天。对动物的处置

符合中华人民共和国科学技术部颁布的《关于善待实验动物的

指导性意见》的有关规定[6]。
1.2.3 神经功能缺损评分 模型建立后，每天上下午对动物每天

体重改变、精神状态及活动情况进行观察，并采用 Hooper标

准[7]进行神经功能缺损评分：0分：正常，1分：被毛不光整 +尾

部无力，2分尾部瘫痪，3分：尾部瘫痪 +后肢无力，4分：尾部

瘫痪 +后肢部分瘫痪，5分后肢完全瘫痪，6 分：四肢瘫痪，7

分：濒死状态或者死亡。症状介于两者之间者以±0.5。
1.2.4 标本取材、染色及观察 于免疫诱导后第 15天，将各组

动物发病级别在 4级以上(包括 4级)的动物处死，其余的在第
18天处死。使用水合氯醛麻醉后，经左心室主动脉插管后先用

生理盐水冲洗血液，再用 4 %多聚甲醛缓冲液约 300 ml灌注固

定，然后取腰膨大脊髓固定于 4 %多聚甲醛缓冲液中后固定 24

小时。常规石蜡包埋，组织切片机取 4 μm厚度连续切片，并每

间隔 100 μm取 1张，每个脊髓组织取 3张切片做常规 HE染

色及 iNOS和 OPN免疫组织化学染色。常规 HE染色后，在光

学显微镜下进行观察，了解组织中血管周围炎症细胞浸润情

况。免疫组织化学按照说明书进行，经 DAB显色后苏木素复染

细胞核，中性树胶封片。切片在显微镜下观察，计数每张切片脊

髓内随机 5个高倍视野下阳性细胞个数。
1.3 统计学分析

计量资料以均数±标准差（X±S）表示，组间比较采用单

因素方差分析（ANOVA），其中两两比较采用 SNK-q检验。计

数资料采用 x2检验。以 P<0.05为差异具有统计学意义，使用
SPSS 15.0统计软件完成数据分析。

2 结果

2.1 实验动物发病率及神经功能缺损评分

免疫当天麻醉醒后无大鼠死亡。正常组无大鼠发病。动物

发病主要表现为尾部肌张力降低，双后肢无力、瘫痪，可伴有大

小便失禁，严重者出现四肢瘫痪甚至死亡。依达拉奉干预组大

鼠较 EAE组发病率、神经功能缺损评分均明显降低（P<0.05）。

大剂量依达拉奉组与小剂量依达拉奉组之间有差异（P<0.05）。

见表 1。

Note：* P<0.05 compared with EAE group,# P<0.05 compared with low does of edaravone group

表 1 各组大鼠的发病情况及神经功能缺损评分（X±S, n = 18)

Table 1 The incidence and scores of neurologic impairment in different group（X±S, n = 18)

Group Number of incidence Incidence Scores of neurologic impairment

Normal group 0 0 0

EAE group 15 83.33 5.14±0.73

EAE + low dose edaravone group 10 55.56* 3.66±0.69*

EAE+ large dose of edaravone group 6 33.33*# 0.78±1.98*#

3.2 组织病理学表现
正常组的大鼠未见异常。依达拉奉干预组大鼠中枢神经系

统内的组织病理改变与 EAE组比较病理变化的形式相同，但
均有不同程度减轻，如病灶的炎症浸润细胞数、"血管套 "，依
达拉奉干预组明显小于 EAE组（P<0.05），两干预组中大剂量
依达拉奉组与小剂量依达拉奉组之间比较有差异（P<0.05）。见
图 1表 2。

3.3 脊髓组织中 iNOS、OPN的表达
除正常组表达为阴性外其他三组在发病高峰期可见阳性

表达细胞，其胞浆呈棕黄色或棕色颗粒。与 EAE组比较，依达
拉奉干预组大鼠脊髓组织中 iNOS、OPN阳性细胞数明显减少
（P<0.05）；大剂量依达拉奉 iNOS、OPN表达均低于小剂量依达
拉奉组（P <0.05），见图 2、3。
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Note：* P<0.05 compared with EAE group,# P<0.05 compared with low does of edaravone group

3 讨论

近年来大量研究证明自由基在MS或 EAE最终效应阶段
起着关键作用[8,9]。在 EAE和MS的炎症部位，巨噬细胞和小胶
质细胞吞噬髓鞘的过程中产生大量活性氧（Reactive Oxygen
Species，ROS）及一氧化氮（Nitric Oxide，NO），引发脂质过氧
化，破坏髓鞘，并引起血脑屏障的损伤及代谢功能障碍，最终导

致轴突的结构和功能损伤，引起永久神经功能丧失。依达拉奉
易通过血脑屏障，可以抑制星形胶质细胞 iNOS的表达和减少
小胶质细胞 NO的产生[10]，并且可直接清除羟基，有效抑制脂
质自由基的生成，并有效抑制自由基介导的蛋白质、核酸不可
逆的破坏作用[11]。

EAE急性期最早的改变之一就是血脑屏障的通透性异常
增加，并伴有免疫细胞在血管周围形成 "袖套 "样改变以及向

图 1 各组脊髓 HE染色(×400)

注：A正常组，B EAE组，C EAE+小剂量依达拉奉组，D EAE+大剂量依达拉奉组
Fig.1 HE staining in spinal cord in different group(×400)

Note: A normal group, B EAE group，C EAE plus low dose edaravone group, D EAE plus large dose of edaravone group

表 2 各组大鼠脊髓组织中血管周围炎性浸润细胞数（X±S, n = 18)

Table 2 Number of inflammatory infiltration cell around blood vessel in different group（X±S, n = 18)

Group Number of inflammatory infiltration cell around blood vessel

Normal group 0

EAE group 48.7±9.6 8

EAE+ low dose edaravone group 31.2±7.4 *

EAE+ large dose of edaravone group 13.66±8.96*#

图 2 各组脊髓 iNOS免疫组织化学(×400)

注：A正常组，B EAE组，C EAE+小剂量依达拉奉组，D EAE+大剂量依达拉奉组
Fig. 2 Immunohistochemistry staining of iNOS in spinal cord in different group(×400)

Note: A normal group, B EAE group，C EAE plus low dose edaravone group, D EAE plus large dose of edaravone group

图 3 各组脊髓 OPN免疫组织化学(×400)

注：A正常组，B EAE组，C EAE+小剂量依达拉奉组，D EAE+大剂量依达拉奉组
Fig. 2 Immunohistochemistry staining of OPN in spinal cord in different group(×400)

Note: A normal group, B EAE group，C EAE plus low dose edaravone group, D EAE plus large dose of edaravone group
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组织中浸润[12]。已证实在 EAE及MS，增生的星形细胞可产生
的高水平 NO导致血脑屏障的通透性增加，引起水肿并促进炎
症细胞浸入实质[13]。NO浓度过高则具有细胞毒性作用和脱髓
鞘轴突发生逆传导阻断的可能致病因子。体内 NO的含量及生
物学作用全依赖于 NO合酶（NOS）的活性，而 iNOS是 NO产
生的主要责任酶。EAE病变活跃区侵润的巨噬细胞产生大量

NO及活化的胶质细胞体外表达 iNOS也催化产生大量 NO，均
对少突胶质细胞具有细胞毒作用，续而引起 EAE脊髓的髓鞘
破坏。本研究结果表明，依达拉奉干预后血管 "袖套 "改变、炎
症反应、脱髓鞘减轻，iNOS阳性表达减少，推测可能是通过减
少巨噬细胞和抑制小胶质细胞的活化，减轻星形细胞的增生，
减少 NO生产，使得 iNOS的表达减少。

OPN是一种广泛表达的多效性细胞因子，在炎症发生时
会提高表达水平，能够被 NO直接诱导产生并受其调控[14]，NO
释放增加也能够增强 OPN的表达。OPN基因是MS的一种易
感基因，在MS及 EAE大鼠脊髓组织中激活的星形胶质细胞
和小胶质细胞 OPN表达水平均明显上调[15,16]，可致脑脊髓组织
中炎性细胞的浸润增加，通过调节细胞免疫中巨噬细胞的聚集
影响病情进展过程及严重程度[17]。本研究结果表明 EAE发病
前依达拉奉干预对 OPN的表达有明显抑制作用，推测可能是
通过减少巨噬细胞浸润，并抑制小胶质细胞活性和炎症反应，
以减轻 OPN，并且通过减少 NO的产生，进一步减少 OPN。

总之，本研究结果显示依达拉奉干预在 EAE发病前有预
防发病作用、发病后有一定治疗效果，其对 EAE/MS的保护作
用机制可能是通过减少巨噬细胞浸润和抑制小胶质细胞活性，
抑制炎症，减轻星形细胞的增生，使得 NO产生减少，减轻对髓
鞘破坏作用。详细机制尚需更深一步的研究。
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Note：* P<0.05 compared with EAE group,# P<0.05 compared with low does of edaravone group

表 3 各组大鼠脊髓组织中 iNOS、OPN阳性细胞数（X±S, n = 18)

Table 3 Number of iNOS and OPN immuno-positve cell in spinal cord in different group（X±S, n = 18)

Group
Number of Inos

immuno-positve cell
Number of OPN immuno-positve cell

Normal group 0 0

EAE group 48.62±7.34 34.54±5.68

EAE + low dose edaravone group 27.37±6.35* 21.65±3.67*

EAE+ large dose of edaravone group 15.41±5.61*# 10.32±3.12*#
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