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大鼠胸腺内注射 MBP 诱导免疫耐受对手术 SBI 引起的
脑神经功能缺陷和脑水肿作用研究

姚　 斌1,洪晓雅2∗,尚福泰2,惠亮亮1,安旭生1

(南京医科大学附属淮安第一医院 1. 重症医学科,2. 麻醉科, 江苏 淮安 223300)

摘　 要:　 为探讨大鼠胸腺内注射髓鞘碱性蛋白(MBP)诱导免疫耐受对手术脑受损(SBI)引起的脑神经功能

缺损和脑水肿的影响。 选取 SD 大鼠随机分为假手术组、SBI 模型组和 MBP 处理组,模型组胸腺注射等渗盐水,
MBP 处理组注射 MBP,采用改良神经功能缺陷评分(MNSS)评价各组大鼠神经功能,检测各组大鼠脑水肿体积及

血清炎性因子,PCR 检测脑组织 FasL mRNA 表达。 结果显示大鼠胸腺内注射 MBP 诱导免疫耐受,可改善 SBI 大鼠

的脑神经功能缺陷和脑水肿,减轻炎性反应,说明 MBP 通过诱导免疫耐受,减轻脑受损大鼠的脑神经功能缺陷和

脑水肿。
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Effects of MBP immunization induced by thymus injection on SBI
induced brain dysfunction and brain edema in rats
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Abstract: 　 To investigate the effect of intrathymic injection of myelin basic protein ( MBP)-induced immune
tolerance on brain neurological deficits and cerebral edema caused by surgical brain damage (SBI). SD rats were randomly
divided into sham operation group, SBI model group and MBP treated group. The SBI model group and the MBP treated
group was injected with isotonic saline and MBP, respectively. The neurological function of each group was evaluated by
modified neurological deficit score (MNSS). The cerebral edema volume and serum inflammatory factors were detected.
The expression of FasL mRNA in brain tissue was detected by PCR. The results showed that intrathymic injection of MBP
induced immune tolerance in rats, which may improve brain neurological deficits and brain edema in SBI rats and reduce
inflammatory response, hitting MBP may improve brain neurological deficits and brain edema in SBI rats by inducing im-
mune tolerance.

Key words:　 myelin basic protein;　 thymus;　 surgical brain injury;　 cranial nerve function defect;　 brain edema;
　 rat

　 　 手术脑受损(SBI)是指在实施神经外科手术过

程中导致非疾病本身引成的神经系统免疫反应[1]。
人们的正常机体内存在一些微量的抗脑抗体,但是

当 SBI 破坏血脑屏障时,会释放出大量的脑抗原进

入血液,刺激机体产生大量的脑抗体,激活免疫系

统引起继发反应导致脑水肿、血脑屏障破坏及神经

元死亡,进一步加重脑损伤[2]。 目前临床上治疗继

发性炎症反应比较新颖的方式是针对抗原特异性

的诱导免疫耐受治疗方法[3]。 胸腺是一个对于 T
淋巴细胞非常重要的场所。 T 淋巴细胞在其经历分

化、发育和成熟阶段,它可以经过阴性选择获得自

身免疫耐受特性,而胸腺表达的内源性蛋白质也会

经过抗原提呈细胞提呈给淋巴细胞,诱导中枢免疫

耐受[4]。 髓鞘碱性蛋白(myelin basic protein,MBP)
是在中枢神经系统中仅次于蛋白脂蛋白之后含量

395中南医学科学杂志 2019 年 11 月第 47 卷第 6 期



第二丰富的蛋白质,但是在胸腺中并不表达[5]。 所

以本文拟在大鼠胸腺内注射 MBP 诱导免疫耐受,观
察其能否减轻 SBI 引起的脑神经功能缺陷和脑

水肿。

1　 材料与方法

1. 1　 实验动物

选取 SD 大鼠 30 只,体重 260 ~ 300 g,雌雄各

半,购自苏州工业园区爱尔麦特科技有限公司,许
可证号:SDK(苏)2009-0001;饲养室温 22 ~ 25 ℃,
湿度 35% ~ 50% ,自由摄食及饮水,适应性喂养 1
周后进行试验,随机分为假手术组、模型组和 MBP
处理组,每组 10 只。
1. 2　 实验方法

1. 2. 1　 大鼠 SBI 模型制备 　 经腹腔注射 100 g / L
水合氯醛麻醉后备皮,安装立体定向仪,头部消毒。
无菌条件下,正中矢状位切开头皮,暴露颅骨,于矢

状缝右侧 2 mm、冠状缝后 1 mm 处开直径 4 mm 骨

窗,尖刀切开硬脑膜后锐性切除大小 2 mm×3 mm ×
3 mm 脑组织,止血后逐层缝合,随后,大鼠取仰卧

位,无菌条件下沿颈部正中切开皮肤和皮下组织,
仔细分离肌肉,沿胸部正中剪开胸骨柄,暴露胸腺。
在直视下,模型组和 MBP 处理组分别每侧胸腺注射

50 μL 等渗盐水和 MBP(1 mg / mL)。 止血后逐层缝

合皮下组织和皮肤[6]。
假手术组:照同样方法开骨窗,但保持硬脑膜

完整,暴露胸腺只进行空针穿刺,未注射任何物质。
1. 2. 2　 大鼠神经系统行为评价　 造模后的 1 天、7
天和 14 天, 对 大 鼠 进 行 神 经 系 统 行 为 评 价

(MNSS),评分包括 5 个方面:提尾反射(0 ~ 3 分)、
行走测试(0 ~ 3 分)、感觉测试(0 ~ 2 分)、平衡测试

(0 ~ 6 分)、反射缺失和反常运动(0 ~ 4 分),大鼠缺

失 1 项反射或不能完成测试即计相应分数,分数越

高,损伤越重。
1. 2. 3　 大鼠脑水肿体积检测　 造模后的 1、7 和 14
天,对大鼠行头部 MRI 扫描,并利用交互式分割算

法分割每个断面,获得每个断层图像的边缘,计算

每个截面的面积并乘以该断层厚度即可获得水肿

部分体积。
1. 2. 4　 血清炎性因子检测 　 造模术后 1、3、7、14、
21 天心脏穿刺取血 800 μL,分离血清-80 ℃保存,
ELISA 法检测 IL-1、IL-2 和 TGF-β 浓度。
1. 2. 5　 PCR 检测　 (1)组织总 RNA 提取:用 TRIzol
试剂盒提取匀浆后的脑组织的 RNA(按照说明步骤

进行),然后用紫外分光光度计进行定量,并保存在

-70℃ 冰箱备用;(2) 逆转录合成 cDNA:以 Oligo
(dT)18 为引物,反应体积 2 μL,补 DEPC 处理的水

至终体积 25 μL,按说明操作。 -20 ℃ 冻存;(3)
PCR 扩增, 上游 引 物 为 5′-GGAATGGGAAGACA-
CATATGGAACTGC-3′,下游引物 5′-CATATCTGGC-
CAGTAGTGCAGTAATTC-3′, 25 u12xSYBR GREEN
MIX 和 cDNA2 μL,200 μmol 上下游引物,补 ddH20
至 50 μL,然后以 50 ℃ 2 min,95 ℃ 10 min 的反应

条件,进行 50 个循环(95 ℃ 15 s,退火温度 30 s,72
℃ 30 s)进行 PCR 扩增。
1. 3　 统计学处理

数据分析采用 SPSS19. 0 软件,MNSS 评分、脑
水肿体积、炎症因子及 mRNA 表达采用 x±s 表示,多
组间比较使用重复测量方差分析或方差分析,两两

比较采用 LSD-t 检验。 检验水准 α=0. 05。

2　 结　 　 果

2. 1　 各组大鼠 MNSS 评分比较

　 　 三组随时间延长,MNSS 评分有所降低;模型组

和 MBP 处理组处理后 7d、14d MNSS 评分明显高于

假手术组,其中 MBP 处理组处理后 7 天、14 天

MNSS 评分明显低于模型组(P<0. 05)。 见表 1。

表 1　 各组大鼠 MNSS 评分比较

组别 处理前
处理后(分)

1 天 7 天 14 天

假手术组 5. 83±0. 72 5. 75±0. 87 2. 01±0. 48a 1. 23±0. 15a

模型组 5. 92±0. 81 5. 80±0. 90 4. 98±0. 81a 4. 16±0. 68a

MBP 处理组 5. 86±0. 90 5. 77±0. 91 3. 44±0. 73ab 2. 15±0. 71ab

　 　 与假手术组比较aP<0. 05;与模型组比较bP<0. 05(n=10).

2. 2　 各组大鼠脑水肿体积比较

模型组和 MBP 处理组处理后 7 天脑水肿体积

达到高峰;模型组和 MBP 处理组处理后 1、7、14 天

脑水肿体积明显高于假手术组,其中 MBP 处理组处

理后 1、7、14 天脑水肿体积明显低于模型组。 见

表 2。
2. 3　 各组血清 IL-1、IL-2 和 TGF-β 水平

模型组和 MBP 处理组随时间延长,IL-1、 IL-2
和 TGF-β 水平有所降低;模型组和 MBP 处理组处

理后 1、7、14 天,IL-1、IL-2 和 TGF-β 水平明显高于

假手术组,其中 MBP 处理组处理后 1、7、14 天,IL-
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1、IL-2 和 TGF-β 水平明显低于模型组。 见表 3 ~ 5。

表 2　 各组大鼠脑水肿体积比较 (mm2)

组别 处理前
处理后

1 天 7 天 14 天

假手术组 11. 21±1. 22 11. 24±1. 16 12. 20±1. 20 12. 06±1. 30

模型组 11. 42±1. 32 34. 41±2. 12a 84. 03±5. 15a 61. 15±9. 22a

MBP 处理组 11. 32±1. 29 29. 89±2. 20ab 68. 46±7. 87ab 41. 60±10. 15ab

　 　 与假手术组比较aP<0. 05;与模型组比较bP<0. 05.

表 3　 各组血清 IL-1水平比较 (pg / mL)

组别 处理前
处理后

1 天 7 天 14 天

假手术组 13. 38±1. 92 13. 34±1. 80 13. 44±1. 90 13. 46±1. 55

模型组 13. 40±1. 82 30. 40±2. 15a 24. 41±3. 22a 19. 87±2. 11a

MBP 处理组 13. 43±1. 91 25. 51±3. 03ab 20. 02±2. 81ab 17. 61±2. 03ab

　 　 与假手术组比较aP<0. 05;与模型组比较bP<0. 05(n=10).

表 4　 血清 TGF-β水平 (pg / mL)

组别 处理前
处理后

1 天 7 天 14 天

假手术组 44. 18±4. 11 44. 20±3. 46 44. 15±2. 90 45. 50±2. 44

模型组 44. 60±3. 92 70. 41±2. 90a 62. 28±2. 78a 56. 61±3. 03a

MBP 处理组 44. 45±4. 03 61. 25±2. 79ab 53. 34±2. 90ab 49. 94±3. 10ab

　 　 与假手术组比较aP<0. 05;与模型组比较bP<0. 05(n=10).

表 5　 血清 IL-2水平 (pg / mL)

组别 处理前
处理后

1 天 7 天 14 天

假手术组 15. 83±2. 01 15. 80±1. 91 15. 74±1. 87 15. 70±1. 60

模型组 15. 78±1. 95 35. 46±2. 80a 30. 42±2. 76a 22. 15±2. 03a

MBP 处理组 15. 80±2. 00 30. 44±3. 28ab 24. 08±2. 90ab 18. 16±1. 87ab

　 　 与假手术组比较aP<0. 05;与模型组比较bP<0. 05(n=10).

2. 4　 各组脑组织 FasL mRNA 表达

MBP 处理组脑组织 FasL mRNA 相对表达量为

(0. 876±0. 112),明显高于假手术组和模型组。 见

表 6。
表 6　 各组脑组织 FasL mRNA 表达

组别 FasL mRNA 相对表达 F P

假手术组 0. 101±0. 037

模型组 0. 097±0. 040 23. 122 <0. 05

MBP 处理组 0. 876±0. 112ab

　 　 与假手术组比较aP<0. 05;与模型组比较bP<0. 05(n=10).

3　 讨　 　 论

开颅手术一般都会有较大的创口,由此会导致

免疫细胞攻击一些暴露出的具有免疫耐受的神经

组织,继而激活小胶质细胞,并释放一些炎性因

子[7]。 此外脑组织中的部分蛋白和血液中的淋巴

细胞会由于血脑屏障的破坏而互相交换地方,调节

性 T 细胞在抗原与免疫细胞的接触诱导下会向 TH1
细胞转化[8]。 巨噬细胞会被炎症因子诱导游动到

损伤组织周围释放炎症因子,进一步造成机体发生

炎症反应,产生免疫应答,加重脑损伤。 MBP 是一

种强碱性膜蛋白,由脊椎动物神经系统 ( CNS 和

PNS)的细胞合成的[9]。 当中枢神经系统受到损害,
血脑屏障遭到破坏时,血清中的 MBP 含量就会明显

增高,有研究[10]证明,MBP 可以诱导机体产生自身

免疫疾病,还能自主免疫保护中枢神经系统,所以

MBP 能减轻脑损伤带来的危害。
MNSS 评分是评价神经功能的重要方式,其分

数越高,说明神经功能损害越严重,实验通过对各

组大鼠进行 MNSS 评分,我们发现随着时间的延长,
各组的 MNSS 评分都明显的下降,且三组 MNSS 评

分由高到低依次为模型组、MBP 处理组和假手术

组,说明三组大鼠都有一定的神经缺陷,但是对于

脑损伤的大鼠来说,注射 MBP 可以改善神经缺陷。
MRI 检测脑水肿体积可以反映 SBI 后神经系统损伤

程度及恢复程度,由实验结果我们可以看出,模型

组和 MBP 处理组处理后 7 天脑水肿体积达到高峰,
且三组脑水肿的程度由高到低依次是模型组、MBP
处理组和假手术组,也进一步说明了 MBP 具有降低

神经损伤、利于恢复的作用[11]。 IL-1 是一种细胞因

子,是当机体发生感染时由单核细胞、内皮细胞、成
纤维细胞等细胞产生的,集落刺激因子、血小板生

长因子等细胞因子可以在 IL-1 的刺激下分泌增加,
参与免疫应答和组织修复[12]。 IL-2 主要是由活化

的 T 细胞产生的一种重要的促炎因子,它可以趋化

CD4+T 细胞和 CD8+T 细胞到达损伤部位建立器官

特异性的免疫反应。 TGF-β 即转化生长因子,它属

于调节细胞生长和分化的 TGF-β 超家族,对细胞的

生长、分化和免疫功能都有重要的调节作用,可以

在同种异体移植耐受或自身免疫耐受中起到作

用[13]。 本实验结果显示,随时间延长,MBP 处理组

较模型组 IL-1、IL-2 和 TGF-β 水平有所降低,说明

向胸腺注射 MBI 可以减轻炎症反应。 介导哺乳动

物细胞调亡的途径有多种,而 Fas / Fasl 的相互作用
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介导途径就是其中之一[14]。 它在胸腺选择、免疫豁

免等许多重要的生理过程发挥着重要的作用。 其

主要在 CD4+CD8+早期阶段介导细胞凋亡,经过阴

性选择后的胸腺细胞可以清除自身反应性细胞来

获得中枢免疫耐受,并经自分泌方式诱导 T 细胞自

身凋亡维持外周细胞免疫耐受。 实验结果显示

MBP 处理组的 FaslmRNA 明显的高于模型组和假手

术组,说明胸腺注射 MBP 可以术后 Fasl 的表达,促
进 T 细胞的凋亡,诱导免疫耐受[15]。

综上所述,大鼠胸腺内注射 MBP 诱导免疫耐受

可以减轻 SBI 引起的脑神经功能缺陷和脑水肿,并
且降低炎症反应发生的概率。
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