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摘要　实验性自身免疫性脑脊髓炎（ＥＡＥ）模型是国际公认的多发性硬化（ＭＳ）的经典动物模型，被广泛用于 ＭＳ发病机
制和评价免疫调节药物的实验研究。实验操作中仍有较多缺陷导致发病率不能达到１００％和死亡率偏高，需要对造模的
关键技术不断完善。加强该模型免疫前准备工作、免疫操作和免疫后护理３个方面的研究，分析ＥＡＥ模型成功建立的关
键性问题，并根据实验操作过程提出解决办法，完善ＥＡＥ模型的规范化造模流程，可以使ＥＡＥ模型具备发病率高、死亡率
低、模型稳定的特点。
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　　实验性自身免疫性脑脊髓炎（ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＡｕ
ｔｏｉｍｍｕｎｅＥｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ，ＥＡＥ）是由自身抗原特
异性 Ｔ细胞进行介导的自身免疫性疾病，在病理特
征以及临床表征上与多发性硬化（ＭｕｌｔｉｐｌｅＳｃｌｅｒｏｓｉｓ，
ＭＳ）非常相似，是当前国际公认的、被广泛运用来评
价防治ＭＳ的免疫调节药物和探讨 ＭＳ的发病机制
进行动物实验研究的经典 ＭＳ实验动物模型［１４］。

Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ纯系小鼠具有遗传背景明确的品系特点，
髓鞘少突胶质细胞糖蛋白（ＭＯＧ３５５５）诱导免疫的
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠ＥＡＥ模型主要表现为复发缓解型病
程，适合从分子免疫学的角度探讨发病机制［５］，日渐

成为ＭＳ临床前研究、复杂新药开发的重要研究手
段。但是，该模型实验操作中仍有较多缺陷导致发

病率不能达到１００％、临床表现和病程重复性差、死
亡率偏高。因此，ＭＯＧ３５５５诱导 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠造模
过程中的诸多细微的关键技术无疑应该成为值得关

注的问题。

１　免疫前准备工作
１１　实验动物的确定与饲养　不同品种或品系的
实验动物诱导ＥＡＥ的易感性与临床特点迥异，可能
由主要组织相容性复合体基因的多样性表达引

起［６］；ＥＡＥ的敏感性和临床过程的特点与实验动物
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的动物品种、年龄、性别具有相关性［７］。而小鼠在病

理学方面的特点与人类非常相似［８］，无论是慢性进

展型病程还是复发缓解型病程上的模型在病理上
均可见脱髓鞘特征。Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠一直被认定为
“标准”的近交系，可以为多种突变基因提供遗传背

景，是生理学方面、免疫学方面、遗传学方面、肿瘤学

方面在实验研究中的常用品系。ＭＯＧ３５５５诱导
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠建立ＥＡＥ模型实验过程中，宜选用８
～１０周龄雌性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，体质量 １８ｇ左
右［９１０］。免疫操作前小鼠进行适应性饲养 １周左
右，饲养环境维持明暗每次各１２ｈ交替循环，笼中
每天给予充足的饲料和洁净饮水［３］。

１２　抗原乳剂的配制　完全弗氏佐剂（Ｃｏｍｐｌｅｔｅ
Ｆｒｅｕｎ′ｓＡｄｊｕｖａｎｔ，ＣＦＡ）是实验中最常用的免疫佐
剂，无论是皮内还是皮下注射 ＣＦＡ均可提高细胞免
疫反应的强度来激发多种自身免疫性疾病。大多数

ＥＡＥ模型在诱导方案中会采用 ＣＦＡ降低机体对抗
原的破坏以延迟机体对抗原的免疫耐受，同时促进

抗原的弥散，从而使抗原对机体缓慢持续的发挥免

疫原性［１１］。相对于易感大鼠，小鼠对诱导 ＥＡＥ相
对抵抗，主要体现在发病率以及发病时间的差异，因

此需要佐剂辅助。此外，ＣＦＡ可增加ＥＡＥ模型血脑
屏障（ＢｌｏｏｄＢｒａｉｎＢａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）的通透性和中枢神
经系统血管周围血清蛋白渗出［１２］。结核分枝杆菌

在ＥＡＥ模型的诱导中主要通过激发 Ｔ细胞介导的
免疫反应来扩大免疫效应并引起淋巴结增生［１３］。

乳化于完全弗氏佐剂的中枢神经系统不同特异

性抗原在不同实验动物上诱导多种 ＥＡＥ，常见的抗
原包括髓磷脂碱性蛋白（ＭＢＰ）、蛋白脂质蛋白质
（ＰＬＰ）、髓鞘相关糖蛋白（ＭＡＧ）和 ＭＯＧ，Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ
小鼠是具有 ＥＡＥｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ特性的品系之一，其对
ＭＯＧ的敏感抗原表位是３５５５位氨基酸［１４］，其致敏

的主要抗原是 ＭＯＧ３５５５多肽（ＭＥＶＧＷＹＲＳＰＦＳＲＶ
ＶＨＬＹＮＧＫ）。

ＭＯＧ３５５５抗 原 油 包 水 乳 剂 的 配 制 首 先 将
ＭＯＧ３５５５多肽１５ｍｇ加入生理盐水７５ｍＬ混匀为 Ａ
液（每１００μＬ液体含 ＭＯＧ３５５５２００μｇ），将结核杆菌
粉末３０ｍｇ加入完全弗氏佐剂（ＴＢ１ｍｇ／ｍＬ）７５
ｍＬ中混为Ｂ液（每１００μＬ含结核杆菌５００μｇ），采
用玻璃注射器吸取Ａ液和Ｂ液后反复用力抽打２个
小时以上充分乳化至将抗原油包水乳剂滴可以在清

洁水面聚集而不分散并保持小球状。见图１。
１３　百日咳毒素溶液的配制　早期的研究显示，当
用小鼠脊髓匀浆组织溶于完全弗氏佐剂中来诱导

ＥＡＥ模型时，百日咳毒素可以增加模型的成功率和
加重神经功能损伤症状［１５］。后来的研究显示百日

咳毒素能破坏血脑屏障，防止自身反应 Ｔ细胞抗原
产生，刺激抗原呈递细胞（ＡＰＣｓ），不可逆地抑制第
二信使和影响信号通路［１６］，所有的这些结果都在解

释百日咳毒素帮助诱导 ＥＡＥ模型的可能机制。将
百日咳毒素采用生理盐水稀释成０１ｍＬ含４００ｎｇ
百日咳毒素的溶液。

图１　抗原乳剂配制成功的标准

２　免疫操作
２１　Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠麻醉　麻醉是保障动物福利的
重要内容之一，也是动物实验的一项重要基本技

术［１７１８］。实验动物麻醉是保证实验成功的一个重要

环节，采用安全、有效、适宜的麻醉方法以达到良好

的麻醉效果是保证实验安全性、数据可靠性的重要

基础。影响动物麻醉效果的因素主要包括麻醉剂的

种类、浓度、剂量和给药方式。一项针对乌拉坦、阿

佛丁和水合氯醛对 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠的麻醉研究证
明［１９］，使用乌拉坦则麻醉效果差、死亡率高，以合适

剂量注射阿佛丁或水合氯醛（４％水合氯醛以０２０
ｍＬ／２０ｇ）对Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠的麻醉时可以达到起效
时间短、维持时间适中、死亡率低的效果。水合氯醛

是在动物实验中具有良好效果和安全性保证的一种

麻醉药［４］，具有性价比高、麻醉诱导快、术后苏醒快、

死亡率低等优点［２０］。一项水合氯醛对 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小
鼠麻醉研究表明，选择水合氯醛（２５％水合氯醛以
０１０ｍＬ／１０ｇ）腹腔注射麻醉Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠就可以
诱导浅麻状态［２１］。ＭＯＧ３５５５诱导 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠皮
下注射抗原油包水乳剂过程中诱导至浅麻状态即

可，因此，建议使用２５％水合氯醛以０１０ｍＬ／１０ｇ
腹腔注射进行麻醉。

２２　皮下注射部位　建立 ＥＡＥ模型抗原油包水乳
剂给予部位主要有后肢足掌、尾部和侧腹皮下，其临

床病程、高峰期、最高临床得分各不相同。Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ
小鼠抗原给予部位均以侧腹皮下为主，其中蛋白脂

蛋白（ＰＬＰ）＋ＣＦＡ＋百日咳毒素（ＰＴ）制成的抗原诱
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导慢性病程，高峰期为２３～２５ｄ；以髓脂质碱性蛋白
（ＭＢＰ）联合ＰＬＰ＋ＣＦＡ＋ＰＴ制成的抗原诱导也为慢
性病程，高峰期为１０～２０ｄ；以 ＭＯＧ的抗原诱导为
复发缓解病程，高峰期为１４～２０ｄ［２２２３］。由于抗原
乳剂能够诱导强烈的炎性反应，甚至导致局部皮肤

的肉芽肿和坏死，ＭＯＧ３５５５诱导 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠注射
抗原油包水乳剂建议在小鼠侧腹皮下分四点皮下注

射共计０２ｍＬＭＯＧ３５５５抗原乳剂。注射完抗原乳剂
３０ｍｉｎ后每只小鼠腹腔内注射０１ｍＬ（４００ｎｇ）百日
咳毒素溶液，４８ｈ后每只小鼠再次腹腔内注射１次
０１ｍＬ（４００ｎｇ）溶液。
３　免疫后护理

动物的福利考虑周全，其中对动物的优质护理

能够很大程度上减少应激因素在动物实验中对实验

结果准确性、可靠性的干扰［５］。其中动物麻醉中采

取适当的水浴恒温垫保温措施，可以显著缩短麻醉

周期和麻醉后恢复自主期的时间，减轻寒颤发生，增

加动物舒适度，对辅助实验动物安全顺利苏醒有着

重要的作用［２４］。

免疫后小鼠由于强烈的炎性反应产生众多的免

疫调节功能，小鼠出现激惹状态，建议减少单笼小鼠

数量，并给予足量食物和水，否则弱小小鼠会被吃

掉。免疫后３ｄ体质量缓慢下降，并伴有精神萎靡、
皮毛不光滑、活动减少等特征，但是无运动功能障

碍，随后体质量有所恢复。免疫第１１天左右，伴随
着出现体质量明显下降，小鼠逐渐依次出现尾部远

端无力、尾麻痹、跛行、弓背、肢体瘫痪、濒死貌等症

状，此时部分小鼠可以自行进食、饮水，多数小鼠进

食、饮水比较困难，必须注意单笼饲养、食料及饮水

嘴边放置、保温等精心呵护，必要时进行人工灌胃４
次／ｄ以防止其营养缺乏、脱水及水电解质紊乱等引
起死亡，造模后死亡几乎全由免疫后护理不周全引

起。

４　结语
综上所述，ＥＡＥ模型模拟人类 ＭＳ或与人类 ＭＳ

极为相似的发病现象旨在有助于人们深入研究 ＭＳ
并探索合适的治疗方法。ＭＯＧ３５５５诱导Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小
鼠ＥＡＥ模型在病理学特点上与人类 ＭＳ相似，在复
发缓解型病程上可见脱髓鞘特征，组建 ＭＯＧ３５５５诱
导Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠ＥＡＥ模型的规范化流程弥补实验
操作中的导致发病率不能达到１００％和死亡率偏高
的缺陷是进行 ＭＳ研究和治疗的根基，其他研究工
作都要围绕在均一性动物模型成功建立的基础上展

开。因此，加强免疫前准备工作、免疫操作和免疫后

护理３个方面的研究，分析 ＥＡＥ模型成功建立的关
键性问题，对于其后一系列研究的成功有着重要意

义。
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［２２］ＬｉｕＺ，ＸｕＹ，ＺｈａｎｇＸ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｍｏｔｏｒｉｚｅｄＲｈｏＧＡＰｍｙｏｓｉｎＩＸｂ

（Ｍｙｏ９ｂ）ｉｎｌｅｕｋｏｃｙｔｅｓｒｅｇｕｌａｔｅｓｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｅｎｃｅｐｈａ

ｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｉｍｍｕｎｏｌ，２０１５，２８２：

２５３２．

［２３］ＳａｋｕｍａＨ，ＫｏｈｙａｍａＫ，ＰａｒｋＩＫ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｔｕｄｙｏｆａ

ｍｙｅｌｉｎｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｉｎｄｕｃｅｄｄｅｍｙｅｌｉｎａｔｉｎｇｄｉｓｅａｓｅ

ｉｎＬＥＷ．１ＡＶ１ｒａｔｓ［Ｊ］．Ｂｒａｉｎ，２００４，１２７（Ｐｔ１０）：２２０１２２１３．
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