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口服卡介菌治疗实验性自身免疫性脑脊髓炎的研究 *
李争鸣 周秀萍 林 梅 李秀萍
（怀化医学高等专科学校 湖南怀化 418000）

摘要 目的：观察口服卡介菌对实验性变态反应性脑脊髓炎(EAE)的治疗效果。方法：制备 EAE大鼠模型，随机分为 BCG高、中、
低剂量组和 PBS对照组，每组各 15只，对大鼠治疗后的临床症状及病理组织学进行评估，提取脾脏淋巴细胞，流式细胞术检测 T
淋巴细胞亚群，3H-TdR掺入法检测淋巴细胞增殖能力。结果：BCG组 EAE大鼠与对照组相比，临床症状减轻，发病时间延迟，
炎性细胞浸润数减少；急性期，口服 BCG各组 CD4+、CD8+T细胞的数量随剂量增加而增加，缓解期 CD4+、CD8+T细胞数量减少；
口服 BCG可促进 EAE大鼠 T淋巴细胞增殖能力；高、中剂量组上述变化均较其它分组明显。结论：口服 BCG可很好的诱导免疫
耐受，延迟 EAE发病，减轻炎症反应，改善临床症状。
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ABSTRACT Objective: To investigate the therapeutic effect of oral BCG on experimental autoimmune encephalomyelitis. Methods:
The EAE rats were randomly divided into four groups: high dose BCG group, medium dose BCG group, low dose BCG group and PBS
control group. Clinical score and HE staining were respectively used for clinical symptom assessment and pathological examination.
Lymphocytes were extracted from spleen, then T-type lymphocyte subsets were tested by flow cytometry and lymphocyte proliferation
was tested by assay of 3H-TdR incorporation. Results: Compared with control group, clinical symptom was relieved, the disease onset
time was delayed, and the number of inflammatory cell infiltration was reduced in oral BCG group. The number of CD4+ and CD8+ T
lymphocytes of oral BCG group was increased in a dose-dependent manner during acute phase, but decreased during remission phase.
Oral BCG inhibited the proliferation of T lymphocytes. These changes in high and medium dose group were more obvious than those in
low dose and control groups. Conclusion: Oral BCG could induce immune tolerance, delay the onset time, relieve inflammatory response
and improve the clinical symptoms of EAE.
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前言

多发性硬化症(Multiple sclerosis, MS)为中枢神经系统自身
免疫性脱髓鞘疾病，患者表现为运动功能障碍、视觉损害以及
感觉异常等，病情反复发作，具有较高的致残率，严重影响患者

生活质量，但目前尚无理想的 MS治疗措施，可达到阻止病情
发展，减轻神经系统损伤的目的[1]。研究认为，多发性硬化症为
一种细胞免疫、体液免疫共同参与的自身免疫性疾病，而卡介
菌(BCG)对免疫系统，特别是 T细胞，具有广泛的正向调节作
用，特别是口服 BCG可通过口服耐受中的旁站抑制原理，诱导
特异性 T细胞产生免疫耐受[2-4]。因此我们观察了卡介菌口服对
于 MS 的经典动物模型实验性自身免疫性脑脊髓炎(Experi-
mental autoimmune encephalomyelitis, EAE)治疗效果，以期为临
床MS治疗提供新的思路与实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物
健康雌性 Lewis大鼠，7～8周龄，体重 200～250g，由湖南

农大实验动物中心提供，清洁级环境中饲养，饮食自由。
1.2 主要试剂和仪器
卡介菌(BCG，北京生物制品研究所)；大鼠MBP87-99(美国

AIEXIS生物化学公司)；完全弗氏佐剂、Ficoll淋巴细胞分离液
(Sigma 公司 )；FITC-CD4+ 单抗和 PE-CD8+ 单抗 (美国 Bio-
sciences Pharmingen 公司)；3H-TdR(上海原子能研究所)；刀豆
球蛋白 A四型 ConA Type IV (Calbiochem公司)；流式细胞仪
(Beckman Coulter公司)
1.3 方法
1.3.1 EAE 大鼠模型的建立 以 125μL 预冷生理盐水溶解
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MBP87-99 150μg，按 1：1比例加入含 10mg/ml卡介菌的完全
弗氏佐剂(CFA)配成乳化液，经大鼠双后足底多点注射，免疫当
天及免疫后坚持每天观察发病情况。
1.3.2 动物分组及干预 EAE模型大鼠随机分为 4组，每组 15
只，其中 A：BCG 高剂量组 (30mg/kg)，B：BCG 中剂量组
(10mg/kg)，C：BCG低剂量组(0.5mg/kg)，D：PBS对照组(相应等
体积 PBS），各实验组大鼠于免疫后 0～14d连续经口灌药，体
积均为 0.5ml。免疫完成后，每天对 EAE大鼠临床症状进行评
分，标准为 0分：无明显症状；1分：尾张力部分或完全消失，引
发垂尾；2分：后肢力部分麻痹，引发行路不稳和(或)姿态维持
缺乏；3分：后肢完全麻痹和(或)前肢力弱；4分：四肢完全麻痹，
或伴尿便失禁；5分：涉死状态或死亡，同时观察记录大鼠的体
重变化。分别于免疫后第 15d(急性期)、第 27d(缓解期)处死大
鼠进行检测。
1.3.3 脊髓组织病理染色 参照文献进行[5]，大鼠腹腔注射 10%
水合氯醛麻醉后，开胸经左心室灌注 100ml温生理盐水冲洗，
100ml 4%多聚甲醛固定，分离脊髓，脱水包埋做冰冻切片
(5μm)。HE染色后于高倍镜下（400倍）计数视野内炎性细胞，
进行组织学评分，0：无炎症细胞浸润，1：仅血管与脊膜周围存
在炎性细胞浸润，2：脊髓内轻微炎性细胞浸润（每视野细胞计
数 1～10），3：脊髓内中度炎性细胞浸润（每视野细胞计数 11～
100），4：脊髓内重度炎性细胞浸润（每视野细胞计数 >100）。
1.3.4 脾脏淋巴细胞提取制备及检测 无菌条件下，摘取大鼠脾
脏，剥除表面结缔组织被膜，200目滤网中研磨，PBS冲洗收集
细胞沉淀，加入 Tris-NH4Cl 裂解红细胞后，1500r/min 离心
5min，取细胞沉淀以 PBS洗涤，DMEM重悬并调整细胞浓度为
1×107/ml。取细胞悬液 0.5ml，分别加入 10μl FITC-CD4+单抗

和 PE-CD8+单抗，4℃避光孵育 1h后，预冷 PBS洗涤细胞，经
1%多聚甲醛固定后进行单核淋巴细胞流式细胞仪检测。
1.3.5 淋巴细胞增殖实验 96孔板中加入分离的淋巴细胞 (1×
106个 /孔)，设 3个复孔,孔中加入 PHA（终浓度 5mg/L）或
ConA（终浓度 5 mg/L），于 37℃、50% CO2孵育 72 h，加入
3H-TdR（终浓度 1μCi/ml），继续培养 16h，收集细胞，β射线
计数器测定放射脉冲数(cpm)值。
1.4 统计学处理
所有结果以均数±标准差或百分比表示，采用 SPSS13.0

统计软件进行样本间 t检验或方差分析，以 P＜0.05认为差异
有统计学意义。

2 结果

2.1 组间大鼠临床观察比较
EAE模型大鼠表现为精神萎靡，皮毛无光泽，运动减少，食

欲下降和体重减轻，神经系体损伤主要症状为尾巴下垂，双后

肢力弱或麻痹，部分大鼠出现四肢瘫痪，大小便失禁，严重者出

现濒死状态或死亡，病情多于发病后 3～8d内自行或经治疗后
缓解好转。其中 A组 EAE大鼠首次发病时间为 14～19d（平均
16.72±0.91d），B 组首次发病时间 15～18d（平均 16.34±
0.77d），C组首次发病时间 10～15d（平均 12.03±1.01d），A、B
两组平均发病时间显著长于 C组(P<0.05)，而 A、B两组间比较
差异无显著性 (P>0.05)，A、B、C 组与 D 组 (9～13d，平均

10.14±0.35d)相比发病时间均明显延迟(P<0.01)；A组高峰期
临床症状评分为 1.26±0.21，B组为 1.53±0.29，C组为 1.84±
0.31，均显著低于 D组 3.28±0.26大鼠临床评分(P<0.01)，其中
又以 A组大鼠临床症状最轻，（图 1）。发病前 1～2d，EAE模型
大鼠体重明显下降，以后随着病情的缓解，大鼠体重可逐渐恢

复至正常水平，且体重减少程度与临床症状程度一致，A组最
大体重变化为 16.35±4.78g，B 组为 19.12±5.16g，C 组为
32.87±11.05g，D组为 39.15±13.33g，以 D组大鼠体重变化最
明显，各组间比较差异均有显著性(P<0.05)（图 2）。

2.2 组间大鼠组织病理学检查比较
显微镜下可见，EAE模型大鼠脊髓组织内呈明显炎症反

应，表现为血管扩张、充血、水肿，炎性细胞浸润明显（以淋巴细
胞为主），存在典型的 "袖套 "状改变。A组炎症评分 2.08±
0.17，B组炎症评分 2.16±0.22，C组炎症评分 2.52±0.44，D组
炎症评分 3.72±0.35，其中 A、B、C组大鼠炎症程度均明显低
于 D组(P<0.01)，而 A组与 B组间比较差异无显著性(P>0.05)
（图 3），提示 BCG能够减轻炎症细胞在 EAE病灶局部的浸
润。

图 1 组间 EAE大鼠临床评分比较
Fig.1 Comparison of clinical score between groups

图 2 组间 EAE大鼠体重变化比较
Fig.2 Comparison of change of body weight between groups

图 3 各级间炎症评分比较
*P<0.01与 D组比较；#P<0.01与 C组比较

Fig.3 Comparison of inflammatory score between groups

*P<0.01 compared with D group; #P<0.01 compared with C group
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2.3 组间 T淋巴细胞百分比变化
免疫当天，各组间大鼠脾脏 CD4+和 CD8+T淋巴细胞数目

差异无显著性 (P>0.05)，急性期时（治疗后第 15d），CD4+和

CD8+T淋巴细胞相较于治疗前明显升高，而在缓解期（治疗后
第 27d），两者水平逐渐恢复；第 15d，A组 CD4+ T细胞最高
(P<0.01)，依次为 A组 >B组 >C组 >D组，但 C组与 D组间比

较差异无统计学意义(P>0.05)，第 27d，A组 CD4+ T 明显低于
其它组(P<0.05)，而 B组、C组间无显著差异(P>0.05)；第 15d，A
组、B组间 CD8+T淋巴细胞无明显差异，但仍高于 C组和 D组
(P<0.05)，第 27d，各组 CD8+T淋巴细胞数目减少，其中以 A组
变化程度最大(P<0.05)（表 1）。

Note :▲P＜0.01●P＜0.05 compared with D group；#P<0.05 compared with B group

表 1 各组 EAE大鼠 CD4+和 CD8+T淋巴细胞的变化（%）
Table 1 Changes of levels of CD4+ and CD8+ T lymphocytes between groups

Groups
CD4+T（%） CD8+T（%）

Before treatment 15d post-treatment 27d post-treatment Before treatment 15d post-treatment 27d post-treatment

A group 38.27±3.21 56.63±2.52▲ 36.84±2.94▲ 13.68±0.55 21.93±1.46● 16.31±0.53▲

B group 38.10±3.42 49.58±2.19▲# 40.27±2.35●# 14.08±0.77 19.25±1.18● 15.85±0.66●#

C group 37.76±3.60 43.01±3.23 41.65±2.17 13.92±0.86 16.72±1.53 15.91±0.82

D group 37.92±3.18 41.66±3.87 43.38±3.22 14.15±1.03 17.31±0.92 14.26±0.74

2.4 组间 T淋巴细胞增殖能力比较
BCG高剂量组、中剂量组、低剂量组与 PBS对照组 cpm
值分别为 18368±975、18074±692、14573±501 和 11893±
287，各 BCG组 cpm值明显高于 PBS对照组，并以高剂量组淋
巴细胞水平最高(P<0.01)，提示口服中 BCG对于 EAE大鼠 T
淋巴细胞增殖能力有显著的促进作用，（图 4）。

3 讨论

MS主要发病机制为继发于炎症反应后出现异常免疫应
答，导致中枢神经系统功能损伤，因此抑制机体异常免疫反应，

使得免疫系统处于特异性无应答状态，可有效阻止病情发展，

改善临床相关症状。口服耐受是指经过口服某种蛋白质抗原，
诱导粘膜组织产生针对该抗原的免疫耐受，而对其它抗原仍保

持着正常的免疫应答能力[6,7]。口服耐受的临床疗效观察在多种
自身免疫的动物模型应用中均取得了令人满意的结果，但 III
期临床研究中治疗效果却未能达到预期效果，分析其可能原因

为自身免疫性疾病相关抗原、发病机制与免疫反应的复杂性[8]。
而近年来口服耐受中旁站抑制理论的提出，则表明可以通过筛

选某种非特异性的抗原物质，诱导机体特异性免疫耐受的形

成，阻止靶器官的免疫病理反应和炎症发生，适应不同患者和

(或)疾病的需要[9]。
研究发现，卡介菌可通过抑制抗体生成，调节细胞因子与

受体的表达，有效减少过敏性哮喘的发病率，延迟发病时间，缓

解哮喘的严重程度，提示通过口服 BCG进行机体免疫系统的
调节来治疗某些自身免疫疾病具有一定的可行性[10,11]。本研究
中，观察比较了口服不同剂量 BCG对 EAE模型大鼠的治疗效
果，结果表明，BCG治疗可呈剂量依赖性的延迟大鼠首次发病
时间，减轻临床表现，使得达到高峰时的临床评分与体重改变

程度均低于阴性对照组，特别是在高剂量组最为明显。此外
EAE大鼠病理表现类似于MS患者，表现为炎性细胞的浸润所
引起的病灶局部脱髓鞘等中枢神经系统破环，而本研究中病理

学检查结果显示 BCG可降低脊髓组织学评分，有效抑制炎症
反应，减轻炎性细胞在脊髓中的浸润，起到神经元保护作用[12,13]。
已知 BCG为非特异性免疫增强剂，可激活 T淋巴细胞，增
强细胞免疫功能，同时稳定 肥大细胞膜，减少活性物质释放，

从而调节机体失调的免疫反应恢复正常[14-16]。我们检测了各组
EAE大鼠脾脏单核 T淋巴细胞亚群，流式检测发现各 BCG组
CD4+ 和CD8+T 淋巴细胞百分率较 PBS 对照组增加，而
3H-TdR掺入法结果表明 BCG三种浓度均可增强淋巴细胞的
增殖能力，促进淋巴细胞转化，表明 BCG治疗 EAE的可能机
制为激活细胞免疫能力，调节机体体液免疫功能，与文献报道

相一致。
可见，口服 BCG可以诱导机体产生免疫耐受，减轻炎症反
应，改善 EAE临床症状，且病情严重程度与口服 BCG抗原的
用量关系密切，但其可能的作用机制仍有待于进一步研究。
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