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多发性硬化（Multiple sclerosis，MS）是一种常见的以中枢

神经系统（Central nervous system，CNS）炎性脱髓鞘病变为特

征的自身免疫性疾病。实验性自身免疫性脑脊髓炎（Experi-

mental autoimmune encephalomyelitis，EAE）模型是目前国内外

公认研究MS的经典动物模型。

西维来司钠（Sivelestat sodium）是人工合成的低分子质量

的中性粒细胞弹性蛋白酶（Neutrophil elastase，NE）特异性抑

制剂，除了具有清除自由基、减轻炎症反应、抑制肿瘤发生的功

能外，近年来发现其可以通过抑制NE活性发挥明显的神经保护

作用[1]。目前已将其用于脑血管、脑外伤等病的治疗研究。本研

究以全脊髓匀浆（Guinea pig spinal cord homogenate，GPSCH）

作为免疫原诱发大鼠EAE模型，观察西维来司钠对EAE模型大

鼠的神经功能评分及外周血分泌干扰素γ（IFN-γ）、白细胞介素

4（IL-4）、巨噬细胞炎性蛋白1α（MIP-1α，又称CCL3）及调节活

化正常T细胞表达与分泌的趋化因子（CCL5）的影响，探讨其

在EAE模型大鼠发病中的保护作用及其免疫学机制。
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摘 要 目的：研究西维来司钠对实验性自身免疫性脑脊髓炎（EAE）模型大鼠的保护作用。方法：取Wistar大鼠60只，随机分为

正常对照（生理盐水）组、模型（生理盐水）组、阳性药物[醋酸泼尼松片 5 mg/（kg·d）]组和西维来司钠低、中、高剂量[5、8、10

mg/（kg·d）]组，每组10只。除正常对照组不作处理外，其余各组大鼠均以全脊髓匀浆作为免疫抗原建立EAE模型，建模当天开始

ip给予相应药物，连续16 d。对各组大鼠神经功能进行评分，观察其脑和脊髓组织病理学变化，检测其外周血中干扰素γ（IFN-γ）、

白细胞介素4（IL-4）、巨噬细胞炎性蛋白1α（CCL3）和调节活化正常T细胞表达与分泌的趋化因子（CCL5）的含量。结果：与正常

对照组比较，模型组大鼠的神经功能评分和 IFN-γ、CCL3、CCL5含量增加，IL-4含量降低（P＜0.01），组织呈现髓鞘脱失和炎性细

胞浸润。与模型组比较，阳性药物组和西维来司钠低、中、高剂量组大鼠的神经功能评分和CCL3、CCL5含量降低（P＜0.01），脱髓

鞘改变和炎性细胞浸润均减轻，阳性药物组和西维来司钠高剂量组大鼠的 IFN-γ含量降低、IL-4含量增加，西维来司钠中剂量组大

鼠 IL-4含量增加（P＜0.01），其余各组差异无统计学意义（P＞0.05）。上述效果均呈剂量依赖性。结论：西维来司钠能有效减轻

EAE模型大鼠髓鞘脱失和炎症细胞浸润，其机制可能与减少外周血中 IFN-γ含量、增加 IL-4含量、抑制CCL3和CCL5表达有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the protective effect of sivelestat sodium on experimental autoimmune encephalomyelitis

（EAE）model rats. METHODS：60 Wistar rats were randomly divided into normal control group（normal saline），model group

（normal saline），positive drug group [prednisone acetate tablets 5 mg/（kg·d）] and sivelestat sodium low-dose，middle-dose and

high-dose groups [5，8，10 mg/（kg·d）] with 10 rats in each group. Except for normal control group，other groups were given guin-

ea pig spinal cord homogenate as antigen to produce EAE model，and then given relevant medicine ip since the same day of model-

ing，for consecutive 16 d. The neurologic function of mice was scored，and pathological changes of brain and spinal cord were ob-

served；the content of IFN-γ，IL-4，CCL3，chemotactic factor CCL5 regulating and activating normal T cell expression and secre-

tion were determined. RESULTS：Compared with normal control group，neurological function score and the content of IFN-γ，

CCL5 and CCL3 increased，while IL-4 content decreased（P＜0.01）；myelinoclasis and inflammatory cell infiltration occurred.

Compared with model group，neurological function score and the content of CCL3 and CCL5 decreased in positive drug group and

sivelestat sodium low-concentration，medium-concentration and high-concentration groups（P＜0.01）；both myelinoclasis and in-

flammatory cell infiltration relieved；the content of IFN-γ decreased，while IL-4 content increased in positive drug group and sivele-

stat sodium high-concentration group；IL-4 content increased in sivelestat sodium medium-concentration group（P＜0.01）；there

was no statistical significance in other groups（P＞0.05）. Above effect depended on drug dose. CONCLUSIONS：Sivelestat sodium

can relieve myelinoclasis and inflammatory cell infiltration，and the mechanism may be related to the decrease of IFN-γ content，

the increase of IL-4 content，and inhibition of CCL3 and CCL5 expression in peripheral blood.
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1 材料
1.1 仪器

TJ-6低温离心机（美国Beckman公司，离心半径：10 cm）；

倒置光学显微镜（日本Olympus光学仪器公司）；722光栅分光

光度仪（上海第三分析仪器厂）。

1.2 药品与试剂

西维来司钠冻干粉末（上海巨龙药物研究开发有限公司，

批号：201677-61-4，规格：每瓶 100 mg）；醋酸泼尼松片（浙江

仙琚制药股份有限公司，批号：140146，规格：每片5 mg）；完全

弗氏佐剂（CFA，美国Sigma公司；规格：每支 10 ml，含灭活结

核杆菌1 mg/ml）；皮内注射用卡介苗（成都市生物制品研究所；

批号：S20013057；规格：含卡介菌0.5 mg）；水合氯醛溶液（苏州

正兴化工厂）；大鼠 IL-4、IFN-γ酶联免疫吸附（ELISA）试剂盒

（北京四正柏生物科技有限公司）；大鼠CCL3、CCL5 ELISA试

剂盒（美国R&D Systems公司）。

1.3 动物

SPF级Wistar大鼠，♀，7～8周龄，体质量 160～180 g；健

康成年豚鼠 10只，♀♂不分，体质量 400～450 g，均购自泸州

医学院实验动物中心，实验动物使用许可证号：SCXK（川）

2013-17。

2 方法
2.1 免疫抗原的制备

将豚鼠处死后，在无菌操作下，在冰上迅速剪开枕骨及椎

管，剥出脊髓，去掉马尾与脊膜，称质量后，在冰浴中加入等量

无菌冰生理盐水，用手动匀浆器将其制成 50％的豚鼠

GPSCH。用两个10 ml的无菌玻璃注射器经三通管对接，用封

口胶来回缠好。一个加入等量的CFA与卡介苗混合液（其中

卡介苗含量为 5 mg/ml），另一个装 GPSCH，按 1 ∶ 1比例，各 5

ml。两人轮流推动注射器，一人推的时候另一个人就松开注

射器，在冰上反复抽打约 1 h至抗原乳化液成W/O型，即为免

疫抗原。将其置于4 ℃的冰箱内保存并于12 h内用完。

2.2 分组与给药

将60只大鼠随机分为6组：正常对照（生理盐水）组、模型

（生理盐水）组、阳性药物[醋酸泼尼松片 5 mg/（kg·d）]组和西

维来司钠低、中、高剂量[5、8、10 mg/（kg·d）]组，每组10只。在

严格无菌条件下，从大鼠鼠爪的根部向趾尖处的足垫内皮下

注射免疫抗原（0.2 ml/100 g）建立EAE模型，正常对照组注射

等量生理盐水。在拔出针头前按压住针眼数分钟，防止乳剂

外漏。各组大鼠自建模后第 1天开始（建模当天记为第 1天）

分别 ip等量相应药物，连续16 d。

2.3 一般情况与神经功能评分

观察各组大鼠一般情况。大鼠免疫后（建模过程即为免

疫过程，故建模成功即为大鼠免疫成功），每天同一时间（上午

9：00）由同一人对各组大鼠进行称质量及神经功能评分。具

体评分标准：0分，无明显异常；1分，后肢不全瘫痪；2分，后肢

完全瘫痪；3分，后肢全瘫伴前肢不全瘫；4分，四肢全瘫或死

亡。症状介于两条标准之间者以±0.5分计。

2.4 组织病理学变化

于大鼠发病高峰期（第 16天）每组取 2只大鼠，ip 10％水

合氯醛，待大鼠完全麻醉后打开胸腔，左心室灌注预冷生理盐

水 20 ml，用 4％中性甲醛灌注固定，解剖分离脑和脊髓组织，

放入 4％中性甲醛固定 24 h。石蜡包埋切片，苏木精-伊红

（HE）染色观察脑和脊髓组织炎性细胞浸润情况。

2.5 外周血中 IFN-γ、IL-4、CCL3和CCL5含量测定

于大鼠发病高峰期（第 16天）取大鼠眼球血 4 ℃冰箱过
夜，待血凝块收缩后，以离心半径为10 cm、2 500 r/min离心10

min，吸取上层澄清的血清，所得血清－20 ℃保存，按相关ELI-

SA试剂盒操作方法测定各组大鼠外周血中 IFN-γ、IL-4、CCL3

和CCL5的含量。

2.6 统计学方法

采用SPSS 17.0软件进行统计分析，数据以x±s表示。计
数资料采用百分比表示，对样本数先行方差齐性检验，方差齐
时用One-way ANOVA检验；方差不齐时用Kruskal-Wallis H检
验比较总体差异，Mann-Whitney U检验进行两组间比较。P＜

0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 一般情况与神经功能评分情况

正常对照组大鼠无明显异常，其余各组大鼠均发病，主要
表现为精神萎靡、活动减少、体质量下降、摄食减少及注射部
位皮肤红肿、破溃。注射抗原12 d后，模型组大鼠逐渐出现神
经功能障碍症状，表现为双后肢或双后肢伴前肢不同程度的
瘫痪，尿便失禁，甚至死亡。与模型组比较，阳性药物组和西
维来司钠低、中、高剂量组大鼠上述症状均减轻，潜伏期相对
较长，无死亡。

与正常对照组比较，模型组大鼠神经功能评分增加（P＜

0.01）；与模型组比较，阳性药物组和西维来司钠低、中、高剂量
组大鼠神经功能评分减少（P＜0.01）；与西维来司钠低剂量组
比较，阳性药物组和西维来司钠高剂量组大鼠神经功能评分
减少（P＜0.01）。各组大鼠神经功能评分见表1。

表1 各组大鼠神经功能评分

Tab 1 Neurologic function score of rats in each group

组别
正常对照组
模型组
阳性药物组
西维来司钠低剂量组
西维来司钠中剂量组
西维来司钠高剂量组
F

P

n

10

10

10

10

10

10

1分，只
0

0

7

3

3

5

2分，只
0

3

1

3

4

3

3分，只
0

4

2

3

2

2

4分，只
0

3

0

1

1

0

神经功能评分
0

2.86±0.31＊

0.31±0.17＊#Δ

1.64±0.22＊#

1.29±0.48＊#

0.46±0.13＊#Δ

84.37

＜0.01

注：与正常对照组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.01；与西

维来司钠低剂量组比较，ΔP＜0.01

Note：vs. blank control group，＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.01；vs. sivelestat sodium low-dose group，ΔP＜0.01

3.2 组织病理学变化

正常对照组大鼠脑和脊髓无异常。模型组大鼠发病高峰
期可见组织疏松肿胀；血管周围主要是小静脉周围可见大量
炎性细胞浸润，主要为单个核细胞，呈典型“袖套”样改变，血
管周围白质明显脱髓鞘改变。西维来司钠低、高剂量组大鼠
脱髓鞘改变及炎性细胞浸润较模型组明显减轻，且高剂量组
病理改变程度最轻。这证明EAE建模成功，西维来司钠可减
轻EAE模型大鼠的病理损害，且效果与剂量有关。各组大鼠
脑组织病理学变化见图1。

3.3 外周血中 INF-γ、IL-4 、CCL3和CCL5 含量比较

与正常对照组比较，模型组大鼠外周血中 IFN-γ、CCL3、

CCL5含量增加，IL-4含量降低（P＜0.01）。与模型组比较，阳
性药物组和西维来司钠低、中、高剂量组大鼠外周血中CCL3、

CCL5含量降低（P＜0.01），阳性药物组和西维来司钠高剂量组
大鼠外周血中 IFN-γ含量降低、IL-4含量增加，西维来司钠中剂

量组大鼠外周血中 IL-4含量增加（P＜0.01），与西维来司低剂
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量组比较，西维来司高剂量组大鼠上述指标改善效果更明显
（P＜0.01），其余各组差异无统计学意义（P＞0.05）。上述效果
均呈剂量依赖性。各组大鼠外周血中 IFN-γ、IL-4 、CCL3和
CCL5含量比较见表2。

表2 各组大鼠外周血中 IFN-γ、IL-4 、CCL3和CCL5含量比

较（x±±s，n＝10，ng/ml）

Tab 2 Comparison of the contents of IFN-γ，IL-4，CCL3

and CCL5 in peripheral blood of rats in each group

（x±±s，n＝10，ng/ml）

分组
正常对照组
模型组
阳性药物组
西维来司钠低剂量组
西维来司钠中剂量组
西维来司钠高剂量组
F

P

IFN-γ

0.22±0.02

0.39±0.03＊

0.24±0.10#Δ

0.33±0.02＊

0.34±0.05＊

0.27±0.02＊#Δ

104.75

＜0.01

IL-4

20.27±0.95

11.69±0.94＊

18.53±0.77＊#Δ

14.45±0.44＊

16.43±0.82＊#

18.37±0.61＊#Δ

253.77

＜0.01

CCL3

118.21±11.27

264.38±15.23＊

143.26±21.53＊#Δ

159.21±8.82＊#

179.82±6.91＊#

199.34±9.36＊#Δ

100.35

＜0.01

CCL5

151.19±9.51

321.52±11.37＊

203.87±13.91＊#Δ

229.27±13.35＊#

241.29±18.54＊#

267.25±11.24＊#Δ

243.51

＜0.05

注：与正常对照组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.01；与西

维来司钠低剂量组比较，ΔP＜0.01

Note：vs. blank control group，＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.01；vs. sivelestat sodium low-dose group，ΔP＜0.01

4 讨论
目前认为MS是多种因素作用下免疫系统异常而出现的

CNS自身免疫性脱髓鞘疾病，主要由CD4+ T细胞介导。其特
征为 CNS 的小血管周围出现单个核细胞浸润及髓鞘脱失 [2]。

而EAE因与MS在发病机制、临床表现及免疫学特点等方面极
为相似，因此EAE是目前公认研究MS的最为理想的动物模
型。由于EAE的发病机制目前被认为是免疫因素介导的炎症
性病变，故以糖皮质激素为主要药物的免疫抑制治疗是治疗
EAE的经典方案，因此本研究以标准剂量泼尼松作为阳性药
物用以评价研究药物的治疗效果。

NE是一种主要由中性粒细胞释放的弹性蛋白酶，一方面
其能够影响炎性细胞的黏附和迁移，另一方面能够诱导多种
细胞因子的分泌从而促进炎症反应的发展[3]。由于EAE是一
种由免疫因素介导的炎性反应，有研究表明NE也参与了EAE

的发病过程。西维来司钠是一种 NE 的特异性抑制剂，近年
来，越来越多的学者关注到其对中枢神经系统的保护作用。

Saadoun S等[4]的研究表明西维来司钠可抑制NE，减少中性粒
细胞的聚集活化，减轻视神经脊髓炎的中性粒细胞浸润，从而
减轻其急性期的CNS损伤。EAE模型是一种获得性的髓鞘脱
失的动物模型，是由特异性的CD4+ T细胞为主介导的中枢神
经系统小血管周围淋巴细胞浸润以及髓鞘脱失的自身免疫性
病变。CD4+ T细胞主要分为Th1细胞和Th2细胞两类。IFN-γ

主要由Th1细胞分泌，调节中性粒细胞募集到CNS，由于其可
破坏血脑屏障（BBB）和产生活性氧，被认为可促进EAE的发
展[5]。IL-4是由Th2细胞分泌，抑制 IFN-γ的分泌，发挥强大的抗
炎作用[6]。目前认为EAE 的发生发展与Th1/Th2细胞比例失
衡有关。本研究结果发现，模型组大鼠外周血中 IFN-γ含量较
正常对照组明显增加，而 IL-4含量明显降低，这也证实炎症反
应参与了MS的发病过程。通过西维来司钠对EAE模型大鼠
的干预发现，高剂量能明显降低 IFN-γ含量，中、高剂量能增加
IL-4含量，且这一现象呈剂量依赖性，表明西维来司钠对抑制
EAE模型大鼠炎症介质的释放和促进抗炎因子的释放均具有
良好的作用。此外，通过与干预后各组大鼠一般情况及神经
功能评分比较，各组大鼠外周血中 IFN-γ、IL-4含量变化趋势与
神经功能评分变化呈一定相关性，由此笔者推测，IFN-γ、IL-4

平衡的紊乱可能参与了MS发病过程。

以往认为，中性粒细胞在MS和EAE的发生发展中作用较
小，然而，Thiele S等[7]在BALB/c小鼠的EAE模型中发现星形
胶质细胞可表达趋化因子CCL3和CCL5，诱导刺激大量中性
粒细胞迁移至CNS，产生类似Th1细胞的炎性作用，下调Th2

细胞表达，从而参与EAE的发生发展。此外，目前认为CCL3

和CCL5与体内多种炎症性疾病关系密切[8-9]。作为趋化因子
的一种，CCL3和CCL5能调节并活化正常T细胞的表达与分
泌，从而参与机体的免疫过程。另外，Wu F等[10]在C57BL/6 小
鼠的EAE模型发病高峰期的脱髓鞘和轴突变性病灶中检测到
大量中性粒细胞，由此认为在EAE急性期中性粒细胞可能有
助于脱髓鞘和轴突变性，在EAE发病机制中发挥比以前认为
的更大的作用。本研究通过观察各组大鼠外周血 CCL3和
CCL5含量发现，上述趋化因子在EAE模型组中明显升高提示
CCL3和CCL5可能参与了EAE的发病过程，而这一过程可继
续引发中性粒细胞等炎性细胞的聚集。而在西维来司钠干预
后，CCL3和CCL5呈下降趋势且呈剂量依赖性，提示西维来司
钠可能在源头抑制EAE的炎症反应。

综上所述，西维来司钠对EAE有一定的改善作用，可减轻
CNS的炎症细胞浸润、髓鞘脱失和轴突损伤，其机制可能与减
少外周血中 IFN-γ含量、增加 IL-4含量、抑制CCL3和CCL5表
达有关。
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注射用胸腺法新对人肺癌A549细胞凋亡的影响
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摘 要 目的：研究注射用胸腺法新对人肺癌A549细胞凋亡的影响。方法：以0（空白对照）、25、50、100、200、400 mg/L注射用胸

腺法新作用于肺癌A549细胞24、48、72 h后，用MTT法检测并计算细胞增殖抑制率。以0（空白对照）、50、100 mg/L注射用胸腺法

新作用于肺癌A549细胞48 h后，用流式细胞仪检测细胞的凋亡情况，用Western blot法检测凋亡相关蛋白Caspase-3、Bcl-2、Bax的

表达和蛋白激酶B（Akt）的磷酸化水平。结果：与空白对照比较，注射用胸腺法新作用后A549细胞的增殖抑制率增加，与浓度和

作用时间呈正相关（P＜0.05）；50、100 mg/L的注射用胸腺法新作用48 h后A549细胞的凋亡率增加（P＜0.05）；100 mg/L的注射用

胸腺法新作用48 h后A549细胞中Caspase-3表达增强、Bcl-2/Bax和Akt磷酸化水平降低（P＜0.05）。结论：注射用胸腺法新可通

过激活Caspase-3、下调Bcl-2/Bax比例、抑制Akt信号通路来抑制A549细胞增殖，并促进其凋亡。

关键词 注射用胸腺法新；人肺癌A549细胞；增殖；凋亡；Akt信号通路
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of Thymalfasin for injection on the apoptosis of human lung cancer A549 cells.

METHODS：After treated with 0（blank control），25，50，100，200 and 400 mg/L Thymalfasin for injection for 24，48 and 72 h，

the cell proliferation inhibitory rate was analyzed with MTT and calculated. After treated with 0（blank control），50 and 100 mg/L

Thymalfasin for injection for 48 h，cell apoptosis was detected by flow cytometry，and the expression of Caspase-3，Bcl-2 and Bax

and the phosphorylation level of Akt were deteced by Western blot. RESULTS：Compared with blank control group，proliferation in-

hibitory rate of A549 cells increased after treated with Thymalfasin for injection，in concentration and time-dependent manner（P＜

0.05）. The apoptotic rate of A549 cells increased after treated with Thymalfasin for injection 50，100 mg/L for 48 h（P＜0.05）.

The expression of Caspase-3 increased while the Bcl-2/Bax and phosphorylation level of Akt decreased in A549 cells after treated

with Thymalfasin for injection 100 mg/L（P＜0.05）. CONCLUSIONS：Thymalfasin for injection can inhibit the proliferation of

A549 cells by activating Caspase-3，decreasing Bcl-2/Bax ratio，inhibiting Akt signal pathway and induce the apoptosis of A549 cells.

KEYWORDS Thymalfasin for injection；Human lung cancer A549 cells；Proliferation；Apoptosis；Akt signal pathway
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