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热休克预处理对实验性自身免疫性
脑脊髓炎大鼠模型的保护作用

张金凤１，黄榕１，徐俊２，金世杰３，杨于嘉１
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　　［摘　要］　目的　观察热休克预处理对实验性自身免疫性脑脊髓炎（ＥＡＥ）热休克蛋白７０（ＨＳＰ７０）表达及神
经细胞凋亡的影响，探讨其对ＥＡＥ模型的保护作用。方法　将３６只Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为对照组（ＣＯＮ），ＥＡＥ组
和热休克预处理组 （ＨＳＰ）。ＥＡＥ组，采用Ｗｉｓｔａｒ大鼠制作ＥＡＥ模型；ＨＳＰ组给予热休克预处理；ＣＯＮ组不行特殊
处理。观察临床症状，进行神经功能评分。于免疫后１４～１７ｄ处死动物，取脊髓行苏木精伊红染色，ＨＳＰ７０免疫
组化及神经细胞的凋亡的检测。结果　ＨＳＰ能明显改善 ＥＡＥ临床症状，降低临床评分，延缓发病（Ｐ＜０．０５），增
加脊髓ＨＳＰ７０阳性细胞表达（２１．０８±０．８７ｖｓ１０．１７±０．５１，Ｐ＜０．０１），抑制神经细胞凋亡（２１．９２±１．００）％ ｖｓ
（５８．９２±１．６７）％，Ｐ＜０．０１。结论　 热休克预处理对ＥＡＥ大鼠具有一定的神经保护作用，其保护机制可能与增
加ＨＳＰ７０表达而导致神经细胞凋亡减少有关。 ［中国当代儿科杂志，２００７，９（６）：５６３－５６６］
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　　实验性自身免疫性脑脊髓炎 （ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕ
ｔｏｉｍｍｕｎｅｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ，ＥＡＥ）是一种实验诱导
的变态反应性疾病，由 ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞介导，以中
枢神经系统脱髓鞘、部分轴索损伤为特征。其与人

类中枢神经系统脱髓鞘疾病———多发性硬化 （ｍｕｌ
ｔｉｐｌｅｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＭＳ）具有很多共同的特征，是研究

ＭＳ常用的动物模型。热休克预处理 （ｈｅａｔｓｈｏｃｋ
ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＨＳＰ）是将动物短时间暴露于非致
死温度下使机体产生热休克蛋白的一种预处理方

法，它可起到减轻致死性损伤对动物造成的损害作

用，并对心、脑等多个器官有保护作用［１］。我们对

感染性脑水肿保护作用的研究证实，热休克预处理

·３６５·
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的保护机制与热休克蛋白７０（ＨＳＰ７０）表达增加有
关［２］。ＨＳＰ７０与 ＥＡＥ关系目前尚不清楚，本研究
拟通过建立大鼠 ＥＡＥ动物模型，观察热休克预处
理后 ＥＡＥ大鼠脊髓中 ＨＳＰ７０蛋白水平的表达及与
神经细胞凋亡的关系，探讨热休克预处理对ＥＡＥ大
鼠模型保护作用的机制。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　主要试剂　　小鼠抗 ＨＳＰ７０单克隆抗体购
自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ，免疫组化染色ＳＰ试剂盒及ＤＡＢ显色
剂购自北京中杉生物技术有限公司，卡介苗、百日咳

菌液购自北京生物制品研究所。ＴＵＮＥＬ原位凋亡
试剂盒购自美国罗氏公司。

１．１．２　实验动物分组及处理　　健康豚鼠３只，体
重４００～４５０ｇ，雌雄不拘。根据文献［３，４］提示选取

健康的、６～８周龄的雌性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠作为模型动
物，符合二级动物标准，体重１８０±２０ｇ，由湖南农业
大学实验动物中心提供。将３６只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机
分为空白对照组（ＣＯＮ）；实验性自身免疫性脑脊髓
炎组（ＥＡＥ组）；热休克预处理组（ＨＳＰ组）。每组
１２只，ＣＯＮ组 和ＥＡＥ组不做预处理。ＨＳＰ组给予
热休克预处理后再行ＥＡＥ模型制作。常规饲养，自
由进食、饮水。

１．２　方法
１．２．１　热休克预处理　　大鼠麻醉后，置４５℃水
浴箱中，使其肛温升至４２℃后，转至４２℃水浴箱
中维持１５ｍｉｎ，然后置室温恢复２４ｈ后，重新麻醉
制作ＥＡＥ模型。
１．２．２　ＥＡＥ动物模型制备　　参照林嘉友等［５］方

法。取羊毛脂１０ｇ与石蜡油４０ｍＬ加热混匀，高压
灭菌后 ４℃保存，使用时加入卡介苗（终浓度为
１０ｍｇ／ｍＬ），制备成完全福氏佐剂（ｃｏｍｐｌｅｔｅＦｒｅｕｎｄ′ｓ
ａｄｊｕｖａｎｔ，ＣＦＡ）。取豚鼠脊髓制成５０％（重量／体积）
生理盐水匀浆，与等量完全福氏佐剂混匀制成完全

福氏佐剂－豚鼠全脊髓匀浆（ｇｕｉｎｅａｐｉｇｓｐｉｎａｌｃｏｒｄ
ｈｏｍｏｇｅｎａｔｅｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅＦｒｅｕｎｄ′ｓａｄｊｕｖａｎｔ，ＣＦＡＧＰ
ＳＣＨ），然后 Ｗｉｓｔａｒ大鼠每足垫皮内注射 ＣＦＡＧＰ
ＳＣＨ乳剂０．１ｍＬ，每只共注射０．４ｍＬ。左足背皮
下注射百日咳菌液０．０５ｍＬ（５×１０９个菌体）。
１．２．３　神经功能评分与取材　　从免疫当日起采
用双人双盲法记录３组动物体重变化、神经功能评
分、发病时间。ＥＡＥ神经功能评分标准：０分，无症
状；１分，动物尾部肌张力低；２分，动物尾部麻痹 ＋
后肢肌张力低；３分，尾麻痹＋后肢肌张力重度低；４
分，尾麻痹 ＋四肢麻痹；５分，濒死状态。免疫后

１４～１７ｄ处死动物，以０．１ＭＰＢＳ经左心室灌注
至肝脏变白，再以４％多聚甲醛灌流至尾部僵直，留
取脊髓，经４％多聚甲醛固定２４ｈ，然后常规石蜡包
埋、切片，片厚５μｍ，行常规苏木精伊红染色光镜
观察ＣＮＳ病理改变，以及 ＨＳＰ７０免疫组化，ＴＵＮＥＬ
法检测神经细胞的凋亡。

１．２．４　ＨＳＰ７０免疫组织化学染色　　将上述组织
的脊髓腰膨大石蜡切片脱蜡至水，３％Ｈ２Ｏ２去离子
水孵育１０ｍｉｎ，置于柠檬酸盐缓冲液中微波修复，血
清封片，室温孵育１５ｍｉｎ，滴加小鼠抗大鼠 ＨＳＰ７０
抗体（１∶５０）于３７℃孵育２ｈ，ＰＢＳ洗２次，滴加生物
素标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ，３７℃孵育 １５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗
２次，滴加辣根酶标记链霉卵白素工作液，３７℃孵育
１５ｍｉｎ，ＤＡＢ显色后，进行苏木素复染、脱水、透明、
封片。细胞浆／核呈深棕色的细胞为 ＨＳＰ７０阳性细
胞。每一个标本取３张切片，以均数 ±标准差表示
ＨＳＰ７０阳性细胞数。
１．２．５　ＴＵＮＥＬ法检测神经细胞凋亡　　石蜡切片
常规脱蜡至水，３％ Ｈ２Ｏ２去离子水孵育１０ｍｉｎ，蒸馏
水洗，ＰＢＳ浸泡；蛋白酶Ｋ孵育室温３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗
５ｍｉｎ×２次，擦干；滴加 ＴＵＮＥＬ反应混合溶液，
３７℃孵育６０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次，擦干；滴加转
化剂ＰＯＤ，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ５ｍｉｎ×３次。
ＤＡＢ显色，脱水，透明，中性树胶封片。阴性对照：
用标记溶液代替 ＴＵＮＥＬ反应混合液，余步骤同前；
阳性对照：经过固定和通透的样本用 ＤｎａｓｅＩ使之产
生 ＤＮＡ链缺口，余步骤同前。凋亡细胞于 ＴＵＮＥＬ
染色后细胞核呈棕色或棕褐色。光镜下观察切片

ＴＵＮＥＬ染色情况。并计数连续两张切片阳性细胞，
取其平均数。

１．２．６　统计学处理　　用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件处
理，计量资料数据以均数±标准差 （ｘ±ｓ）表示，各
组数据均经正态检验和方差齐性检验，正态分布资

料多组间两两比较采用单因素方差分析，计数资料

采用Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法检验，Ｐ＜０．０５认为有统计
学意义。

２　结果

２．１　临床表现
ＥＡＥ组大鼠在免疫后第１０天开始发病，第１５

天病情达高峰，临床表现从体重下降、尾部无力、拖

地，发展到四肢无力，麻痹，大小便失禁，甚至濒死状

态。个别大鼠仅表现腹胀，便秘，肠梗阻。观察过程

中各组大鼠无死亡。ＣＯＮ组无发病。ＥＡＥ组发病
率９１．７％，ＨＳＰ组大鼠发病率为５８．３％，两组比较
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。起病时间 ＥＡＥ组为
·４６５·
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９．４２±０．４８ｄ，ＨＳＰ组为１４．５８±０．４５ｄ，两组比较
ＨＳＰ组起病明显延迟（Ｐ＜０．０５）。神经功能评分
ＨＳＰ组评分 １．８３±０．３２，较 ＥＡＥ组评分 ２．８８±
０．２９明显降低（Ｐ＜０．０５）。ＥＡＥ组体重增加值较
ＣＯＮ组明显减低，ＨＳＰ组大鼠体重较 ＥＡＥ组明显
增加（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　各组大鼠发病情况比较 （ｎ＝１２）

组别
发病数

（个）

发病率

（％）
体重增长值

（ｇ）
免疫后起病

（ｄ）
神经功能

评分（分）

ＣＯＮ ０ ０ ２３．２５±２．０６ － －
ＥＡＥ １１ ９１．６７ ７．９２±０．９１ａ ９．４２±０．４８ ２．８８±０．２９
ＨＳＰ ７ ５８．３３ｂ １７．２２±１．２８ｂ １４．５８±０．４５ｂ １．８３±０．３２ｂ

　　ａ与ＣＯＮ组比较Ｐ＜０．０５；ｂ与ＥＡＥ组比较Ｐ＜０．０５

２．２　脊髓病理改变
从苏木精伊红染色看，对照组大鼠脊髓染色均

匀，神经细胞胞体清晰，轮廓正常，胞质内尼氏体分

布均匀，胞核及核仁清晰可见。ＥＡＥ组脊髓内可见
大量炎性细胞浸润，围绕血管周围形成“袖套样”改

变，神经元细胞肿胀，核膜、核仁模糊，神经元胞体

内尼氏体减少。ＨＳＰ组脊髓内炎性细胞较 ＥＡＥ组
减少，部分神经细胞肿胀，核膜核仁稍模糊（见图

１Ａ～Ｃ）。
２．３　ＨＳＰ７０免疫组化和神经细胞凋亡

正常组大鼠脊髓内 ＨＳＰ７０阳性细胞偶见，ＥＡＥ
组ＨＳＰ７０阳性表达的神经元较正常组增多，热休克
预处理后ＨＳＰ７０表达水平显著高于 ＥＡＥ组 （Ｐ＜
０．０１）。神经元凋亡在正常大鼠出现稀少，ＥＡＥ大
鼠起病急性期神经元凋亡明显增加，可见核染色质

浓缩，核缩小、核碎裂，及凋亡小体。热休克预处理

组神经元凋亡明显减少，（Ｐ＜０．０１）。见图１Ｄ～Ｉ
和表 ２。

　表２　ＨＳＰ７０表达水平和凋亡细胞百分率比较 （ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＨＳＰ７０表达水平 凋亡细胞百分率（％）

ＣＯＮ １２ １．６７±０．３１ ２．５８±０．４７
ＥＡＥ １２ １０．１７±０．５１ａ ５８．９２±１．６７ａ

ＨＳＰ １２ ２１．０８±０．８７ｂ ２１．９２±１．００ｂ

　　ａ与ＣＯＮ组比较 Ｐ＜０．０１；ｂ与ＥＡＥ比较 Ｐ＜０．０１

!"# ! $%$ ! &'( !

　　图１　各组大鼠脊髓病理改变。Ａ，Ｄ，Ｇ为正常组；Ｂ，Ｅ，Ｈ为ＥＡＥ组；Ｃ，Ｆ，Ｉ为ＨＳＰ组。Ａ～Ｃ为苏木精伊红染色，Ｄ～
Ｆ为ＨＳＰ７０免疫组化，ＤＡＢ显色；Ｇ～Ｉ为ＴＵＮＥＬ检测细胞凋亡，ＤＡＢ显色（４００×）。与正常组相比ＥＡＥ组炎性细胞浸润增多，可见
血管套和神经元的破坏，神经元ＨＳＰ７０表达增高、神经元凋亡也增多；热休克预处理后炎性细胞减少，神经元结构清晰，ＨＳＰ７０表达
更高，神经元凋亡明显抑制。阳性细胞如箭头所示。

·５６５·
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３　讨论

热休克预处理是机体内源性保护机制之一，亚

致死量的刺激所诱导的热应激反应可使细胞对随后

发生的致死性损伤产生耐受，减轻致死性损伤对机

体细胞的破坏作用。ＨＳＰ７０在正常细胞中含量较
低，在应激状态下，当其他蛋白合成明显受到抑制

时，其合成量反而显著增加。因此它成为热休克蛋

白中最引人关注的一个家族。

ＨＳＰ７０的增加是组织受到应激后产生的内源
性保护蛋白，因而又称热应激蛋白。本实验发现，在

ＭＢＰ免疫刺激发病的ＥＡＥ大鼠脊髓内 ＨＳＰ７０表达
较正常大鼠明显增高，且阳性细胞主要位于灰质内，

部分阳性细胞在白质内。热应激后增加更明显，说

明热应激能刺激 ＥＡＥ大鼠产生更多的 ＨＳＰ７０蛋
白。在ＨＳＰ７０增高的同时，大鼠神经功能评分降
低，体重增加，发病延迟。提示 ＨＳＰ７０的表达增加
对ＥＡＥ大鼠发病可能有抑制作用。李峰 等［６］的研

究也显示，热应激可诱导少突胶质细胞和视网膜神

经节细胞中ＨＳＰ７０的表达，从形态学上和病理上能
明显减轻大鼠视神经受牵拉后对神经元和少突胶质

细胞的损伤，并因此推测，热休克预处理通过提前、

增高及延长 ＨＳＰ７０的表达来发挥对视神经的保护
作用。同时本实验发现预处理产生的保护作用需要

两个重要条件，即预处理对机体的影响程度及其与

创伤的间隔时间。预处理的目的是在不引起神经损

伤的同时使基因表达出保护性蛋白，所以我们预处

理的温度设置在肛温４２℃。另外，在预处理后２４
ｈ制作模型也是为了使机体有时间表达 ＨＳＰ７０。

ＥＡＥ中细胞的凋亡对疾病的进展和恢复起着
重要作用。通过对 ＭＳ患者 ＭＲＩ和尸检发现，神经
元与轴索的损害与其慢性神经功能障碍密切相关。

多发性硬化患者的脑脊液可以诱发体外培养的神经

元的凋亡［７］。在髓鞘少突胶质细胞糖蛋白诱导的

视神经炎中发现有神经元的凋亡［８］。Ｂｏ等［９］通过

对 ＭＳ患者大脑皮层的病理学研究发现病灶区域神
经元的密度明显减低，灰质脱髓鞘和神经元的丢失

与残疾和认知障碍相关。本研究发现在 ＥＡＥ大鼠
脊髓内同样也存在着神经元的凋亡。神经元凋亡增

加的同时，大鼠症状明显，神经功能评分也增高。说

明神经元的凋亡与神经功能障碍相关。

细胞凋亡是由一些基因控制的，很多因素可激

活这些基因而导致细胞凋亡。热休克蛋白作为分子

伴侣参与细胞凋亡的过程。Ｌｅｅ等［１０］在 ＨＳＰ７０基
因敲除小鼠的局灶性脑缺血模型中观察到，基因敲

除小鼠与普通小鼠相比，脑梗死体积明显增大，神经

细胞凋亡数明显增加。而过表达大鼠 ＨＳＰ７０的转
基因小鼠在局灶性脑缺血再灌注损伤后，其脑梗死

体积较普通小鼠明显减小，海马ＣＡ１和ＣＡ３区嗜酸
性细胞亦明显减少，提示过表达 ＨＳＰ７０可抑制神经
细胞凋亡，减轻神经损伤［１１］。

通过我们的实验确实发现对照组的脊髓中

ＨＳＰ７０阳性细胞偶见，ＨＳＰ７０蛋白的表达在ＥＡＥ组
动物发病急性期增加、热休克预处理组增加更明显，

而神经细胞凋亡百分比在 ＨＳＰ组 ＨＳＰ７０表达增高
的同期降低。推测热休克预处理可能通过增加

ＨＳＰ７０的表达抑制实验性自身免疫性脑脊髓炎脊
髓神经细胞的凋亡。虽然内源性的 ＨＳＰ７０在 ＥＡＥ
中有所增加，但其量和持续时间均不足以产生有效

的保护作用。因此，我们设计通过热休克预处理来

增加内源性 ＨＳＰ７０的量和持续时间，从而起到抗神
经细胞凋亡的作用。
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ｇｌｏｂａｌｉｓｃｈｅｍｉａ，ｏｒｋａｉｎｉｃａｃｉｄｉｎｄｕｃｅｄｓｅｉｚｕｒｅｓ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｓｕｒ
ｇｅｒｙ，２００３，５３（５）：１１７９１１８８．

（本文编辑：吉耕中）
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