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多发性硬化 ( multiple sclerosis, MS)是常见的

中枢神经系统炎症性脱髓鞘疾病 , 是造成青壮年

神经功能障碍的常见原因。近年来 , 研究发现 MS

也存在轴突损伤 , 并且当轴突损伤达到一定程度

后便可造成不可逆的神经功能障碍。作者既往的

研究发现同种食蟹猴脑白质均浆诱导的猴慢性实

验 性 变 应 性 脑 脊 髓 炎 ( experimental allergic

encephalomyelitis, EAE)病灶内存在轴突损伤[1]。MS

轴突损伤不仅存在于病灶内 , 而且还存在于非病

灶内。由于非病灶在脑和脊髓中占有较大的比例 ,
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摘 要 :【目的】探讨多发性硬化非病灶部位轴突损伤及其机制。【方法】以 8 只慢性实验性变应性脑脊

髓炎猴为研究对象 , 先对其进行磁共振扫描 , 然后对颈髓 3- 4 节段进行苏木素-伊红染色观察炎症细胞浸润、

银染色及神经丝免疫组化染色观察轴突损伤、双重染色标记凋亡的少突胶质细胞 , 同时观察轴突密度以及少

突胶质细胞的凋亡情况。【结果】在颈髓 3- 4 节段未发现有实验性变应性脑脊髓炎病灶、炎症细胞浸润及髓鞘

脱失 , 但是存在轴突损伤以及少突胶质细胞的凋亡 , 轴突密度波动于 1900～3232/单位面积 , 高倍视野下平均凋

亡少突胶质细胞数为 1.5～5.167。 【结论】造成多发性硬化或实验性变应性脑脊髓炎非病灶部位轴突损伤的

机制 , 可能与少突胶质细胞凋亡有关 , 而炎症细胞可能不参与非病灶部位的轴突损伤 , 髓鞘脱失并不是轴突损

伤的必要条件。
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Mechanism of Axonal Injury in Nonlesion Areas of Spinal Cord of Monkey with

Chronic Exper imental Allergic Encephalomyelitis

WANG Dun- jing, HU Xue- qiang, LU Zheng- qi

( Department of Neurology, The Third Affiliated Hospital, SUN Yat- sen University, Guangzhou 510630, China)

Abstract : 【Objective】To investigate axonal injury and its mechanism in the nonlesion areas of multiple scler-

osis (MS). 【Methods】Firstly, magnetic resonance imaging was performed on 8 monkeys with chronic experimental

allergic encephalomyelitis (EAE). Secondly, all of them were killed and slices from their No.3- 4 cervical segment

were stained with haematoxylin- eosin (HE) for inflammatory cells, modified Bielschowsky sliver impregnation and

neurofilament immunohistochemical staining for axons, double staining for the apoptotic oligodendrocytes. Mean-

while, axonal density and apoptotic oligodendrocytes were detected. 【Results】Lesions, inflammatory cells and the

loss of myelin sheath were not detected in the No.3- 4 cervical segment, but there existed the axonal injury and

apoptotic oligodendrocytes. The mean axonal density ranged from 1900 to 3232 per unit area, and mean apoptotic

oligodendrocytes from 1.5 to 5.167 per one high power field. 【Conclusion】The mechanisms contributing to the

axonal injury in the nonlesion areas of EAE and MS maybe include the apoptosis of oligodendrocytes, but not the

inflammatory cells. The loss of myelin sheath is not the prerequisite of axonal injury.
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图 2 轴突密度与细胞凋亡关系图

Fig.2 Relation of mean axonal densitv and mean

apoptotic cells

探讨非病灶内轴突损伤具有更加重要的意义 , 但

是非病灶内轴突损伤还没有引起应有的重视。本

文通过对慢性 EAE 猴非病灶部位少突胶质细胞

(oligodendrocyte, ODC)凋亡、炎性细胞浸润、轴突及

髓鞘结构等进行观察 , 并测定轴突密度和 ODC凋

亡的关系 ,以初步探讨 MS非病灶部位的轴突损伤

及其机制 ,为 MS治疗提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 EAE 模型建立

于 1997 年初参照文献 [ 2]的方法 , 建立了 8

只猴的 EAE 模型。然后托付给广东省实验动物中

心自然放养 3 年 , 于 2000 年底一次性收回。所有

动物均来源于广东省实验动物中心 , 其中雄性 4

只 , 雌性 4 只 , 年龄 3.5～4.5 岁 , 体质量 3.0～5.5

kg。单笼喂养 , 健康状况良好 , 符合国家实验动物

使用标准(合格证号为:粤检证记 97A015)。

1.2 试 剂

兔抗神经丝 200 抗体 (anti- Neurofilament 200

antibody)由 Sigma 公司提供 ; 小鼠抗 2′,3′- 环核苷

酸 - 3′- 磷酸二脂酶 ( 2′3′- cyclic nucleotide 3′-

phosphodiesterase, CNPase) 抗体由 NeoMarkers 公

司提供 ;细胞凋亡检测试剂盒、即用型 SABC试剂

盒及 DAB 显色试剂盒由武汉博士德生物工程有

限公司提供。

1.3 磁共振扫描

在动物处死前 , 进行头部及颈髓磁共振扫描

(飞利浦 ACSNT- 15 MR 仪 ,见文献[ 1] )。

1.4 病理取材及组织学检测

以戊巴比妥麻醉动物 , 放血处死 , 取脑和脊

髓 , 并置于 40 g/L的多聚甲醛磷酸盐缓冲液中固

定。取颈髓 3- 4 节段常规方法制作石蜡切片 HE

染色 ;采用改良的 Bielschowsky’s 法对轴突进行染

色(参见文献 [ 3] ) ; 以神经丝抗体 ( 100 倍稀释 )为

一抗 , 用 SABC法对轴突进行免疫组化染色 ;采用

双重染色标记凋亡的 ODC, 即先采用免疫组化染

色 SABC法 ,以 CNPase 抗体( 100 倍稀释)为一抗 ,

标记少突胶质细胞 , 然后参考凋亡试剂盒中提供

的方法检测凋亡细胞。

1.5 数据处理

轴突密度测定采用 BI- 2000 医学图像分析系

统 (成都泰盟科技有限公司生产 )计数双侧前索、

后索及侧索 6 个部位的单位面积内的轴突数目。

凋亡 ODC 的测定分别计数 1 个高倍视野下 (×

400)上述 6 个部位的凋亡细胞 , 取均数。做散点

图 ,观察凋亡 ODC与轴突密度的关系。

2 结 果

HE 染色未发现炎症细胞浸润以及 EAE 病

灶 , 轴突染色发现有轴突损伤 (图 1) , 单位面积内

的平均轴突数量在 1900～3232 之间 (图 2) ; 双重

染色发现在白质及灰质内均存在凋亡的 ODC, 但

是未见髓鞘脱失 (图 3) , 不同标本每个高倍视野

内平均凋亡 ODC数在 1.5～5.2之间(图 2)。

3 讨 论

本组 8例 EAE 猴进行磁共振扫描 , 未在颈髓

图 1 脊髓组织结构

Fig.1 Structure of spinal cord

A: HE staining (×200) showed polygonal neurons (→) and

gliacytes(→), but no infiltrating inflammatory cells and lesions in the

white and gray matter. B: Axonal silver staining (×200) showed

contorted axons(→). C: Axonal immunohistochemistry staining (×400)

showed irregular axonal transect (→) , axonal loss (→)and larger

space around axons (→)
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图 3 双重染色检测凋亡 ODC

Fig. 3 Double staining for detecting apoptotic ODC

A: Apoptotic ODC dispersed in the white and gray matter (×

100). B: Apoptotic cells (→) with yellow membrane appeared indigo,

myelin sheath(→) was complete(×400)

3～4 节段发现病灶 [1], HE 染色也未发现有病灶 ,而

两种轴突染色方法均发现了轴突损伤。这同目前在

MS中的发现相一致 , 即轴突损伤不仅存在于 MS

病灶部位而且存在于 MS的非病灶部位的[4]。轴突

损伤达到一定程度就可以导致不可逆的神经功能

障碍[5]。由于非病灶部位的体积相对较大,非病灶部

位内的轴突损伤在 MS神经功能障碍中也具有更

重要的意义[4]。目前,认为 Wallerian 变性是造成非

病灶部位轴突损伤的重要原因 [6], 而是否还有其他

机制参与非病灶部位的轴突损伤鲜见报道。

本文通过 HE 染色在慢性 EAE 猴的非病灶未

发现有 T细胞、巨噬细胞、浆细胞等炎症细胞的浸

润 , 这同普遍认为的非病灶部位无炎症细胞浸润

是一致的。但是在 EAE 或 MS病灶内通常存在数

量不等 T细胞、巨噬细胞、浆细胞等炎症细胞的浸

润 ,并与轴突损伤有关[7]。因此 ,可以认为炎症细胞

参与非病灶部位轴突损伤的可能性不大。

本文通过双重染色发现在慢性 EAE 猴的非病

灶部位存在数量不等的凋亡的 ODC。在 EAE 或

MS的非病灶部位是否存在 ODC凋亡及其是否参

与轴突损伤尚鲜见文献报道。但是对 EAE 或 MS

病灶进行的研究发现 ODC 凋亡及损伤在轴突损

伤中起着重要的作用 [2,8,9], 据此推测 ODC 凋亡在

非病灶部位轴突损伤中也可能起着一定的作用。

从图 2 的凋亡 ODC 与轴突密度的散点图可发现

随着凋亡 ODC数量的增加 , 轴突密度并没有呈现

出明显的减少趋势 , 这可能与以下两方面有关 :本

研究的样本量小 ;非病灶部位 ODC凋亡可能不是

造成轴突损伤的主要原因。为了明确非病灶部位

ODC凋亡对轴突损伤的影响 , 必须扩大研究的样

本量 ;从同一样本的不同的脊髓节段观察 ODC凋

亡与轴突密度的关系; 设立阴性对照 , 观察 ODC

数量与轴突密度、ODC减少与轴突密度减少之间

的关系。

本文发现在慢性 EAE 猴的非病灶部位尽管

存在轴突损伤 , 但是并没有出现髓鞘脱失 , 说明髓

鞘脱失并不是轴突损伤的必要条件。

总之 , 造成 MS或 EAE 非病灶部位轴突损伤

的机制 , 除了与 Wallerian 变性有关外 , 可能还与

ODC凋亡有关 , 而炎症细胞可能不参与非病灶部

位的轴突损伤 , 髓鞘脱失并不是轴突损伤的必要

条件 , ODC凋亡不是造成轴突损伤的主要原因。
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