
２０１７ 年 ３ 月

第 ２７ 卷　 第 ３ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｍａｒｃｈ， ２０１７

Ｖｏｌ． ２７　 Ｎｏ． ３

［通讯作者］任应国（１９７３ － ），男，医学硕士，主治医师，研究方向：神经内科疾病基础与临床研究。 Ｅｍａｉｌ： ｒｅｎｙｉｎｇｇｕｏ＠ １２６． ｃｏｍ




 

研究报告

黄岑苷对实验性自身免疫性脑脊髓炎小鼠的影响

任应国，张保朝，贾东佩，胡　 科

（南阳市中心医院神经内科， 河南 南阳　 ４７３０００）

　 　 【摘要】 　 目的 　 观察不同浓度黄岑苷 （ ｂａｉｃａｌｉｎ） 对实验性自身免疫脑脊髓炎 （ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ
ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ，ＥＡＥ）小鼠模型的作用，并研究其初步机制。 方法　 建立实验性自身免疫性脊髓炎小鼠模型，免
疫后第 ３ 天给予高低剂量黄岑苷灌胃，每天 １ 次，共 ２０ ｄ。 对小鼠活动进行神经功能评分，ＴＵＮＥＬ 染色检测脊髓组

织细胞凋亡情况，ＡＴＰ 水平检测试剂盒检测脊髓组织 ＡＴＰ 含量水平，免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）检测 Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２、
ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ⁃９ 和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ⁃３ 蛋白表达水平。 结果　 黄岑苷能够提高实验性自身免疫脑脊髓炎小鼠神经功能，延后

发病时间；黄岑苷干预后，Ｔｕｎｅｌ 染色结果显示脊髓组织凋亡细胞数下降，ＡＴＰ 水平下降，免疫印迹法结果显示 Ｂｃｌ⁃
２ 的蛋白表达显著上升，Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ⁃９ 和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ⁃３ 的蛋白表达显著下降。 结论　 黄岑苷可通过抑制线粒体

内源性凋亡途径抑制细胞凋亡，保护线粒体，提高实验性自身免疫脑脊髓炎小鼠神经功能，为预防疾病提供了实验

理论依据。
【关键词】 　 黄岑苷；实验性自身免疫脑脊髓炎；细胞凋亡；线粒体；多发性硬化

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】１６７１⁃７８５６（２０１７） ０３⁃００５２⁃０５
ｄｏｉ： １０ ３９６９． ｊ． ｉｓｓｎ． １６７１ － ７８５６ ２０１７ ０３ ０１０

Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｂａｉｃａｌｉｎ ｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ
ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ

ＲＥＮ Ｙｉｎｇ⁃ｇｕｏ， ＺＨＡＮＧ Ｂａｏ⁃ｃｈａｏ， ＪＩＡ Ｄｏｎｇ⁃ｐｅｉ， ＨＵ Ｋｅ
（Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ， Ｎａｎｙａｎｇ Ｃｅｎｔｒｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｎａｎｙａｎｇ ４７３０００， Ｃｈｉｎａ）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂａｉｃａｌｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ （ＥＡＥ） ａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＥＡＥ
ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｗｉｔｈ ＭＯＧ３３⁃５５ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｎｄ ｂａｃｉｌｌｕｓ Ｃａｌｍｅｔｔｅ⁃Ｇｕｅｒｉｎ （ ＢＧＧ） ｖａｃｃｉｎｅ ｗｉｔｈ ｃｏｍｐｌｅｔｅ Ｆｒｅｕｎｄ ａｄｊｕｖａｎｔ
（ＣＦＡ）． Ａｔ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ， ｈｉｇｈ ａｎｄ ｌｏｗ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｂａｉｃａｌｉｎ ｗｅｒｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｌｌｙ
ｏｎｃｅ ａ ｄａｙ ｆｏｒ ２０ ｄａｙｓ． Ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ． ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｔｉｓｓｕｅ． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡＴＰ ｉｎ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ａｎ ＡＴＰ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｋｉｔ． Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ， ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｂａｘ， Ｂｃｌ⁃２， ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ⁃３ ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ⁃９ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　
Ｂａｉｃａｌｉｎ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｌａｙｅｄ ｔｈｅ ｏｎｓｅｔ ｔｉｍｅ ｉｎ ＥＡＥ ｍｉｃｅ． Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｂａｉｃａｌｉｎ， ｔｈｅ
ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ＡＴＰ ｌｅｖｅｌ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ．
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ，
ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ⁃３ ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ⁃９ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｂａｉｃａｌｉｎ ｃａｎ ｒｅｄｕｃｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ， ｐｒｏｔｅｃｔ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｉｎＥＡＥ ｍｉｃｅ， ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｐｒｏｖｉｄｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ．



【 Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ 】 　 Ｂａｉｃａｌｉｎ； Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ； Ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ； Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ；
Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ

　 　 多发性硬化（ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＭＳ）是一种中枢

神经系统的自身免疫性疾病，特征性病理改变主要

有白质脱髓鞘、炎性细胞浸润和轴突破坏等［１］。 多

发性硬化患者多数表现为反复发作的神经功能障

碍，病情严重者丧失正常的自理能力，对患者和家

属带来诸多不便。 实验性自身免疫性脑脊髓炎是

多发性硬化的动物模型，主要病理特征是免疫细胞

穿过血脑屏障进入中枢神经系统［２］。
黄岑苷是提取自黄岑的有效单体成分，近年

来研究表明黄岑苷具有抗氧化、抗炎、抗菌以及抗

凋亡的作用［３， ４］ 。 研究指出黄岑苷通过调节 Ｂａｘ ／
Ｂｃｌ⁃２ 平衡，抑制线粒体内源性凋亡途径减轻肾小

管上皮细胞的凋亡［５］ 。 黄岑苷通过下调 ＮＦ⁃κＢ 信

号通路的相关因子，对脑缺血大鼠具有抗炎与抗

凋亡的作用［６］ 。 目前尚未有关于黄岑苷对多发性

硬化作用的报道，本实验通过建立实验性自身免

疫性脊髓炎小鼠模型，观察不同浓度黄岑苷对实

验性自身免疫性脊髓炎小鼠的作用，并对初步机

制进行探究。

１　 材料和方法

１ １　 材料

１ １ １　 实验动物

ＳＰＦ 级雌性 Ｃ５７Ｂ ／ ６ 小鼠 ６０ 只，８ ～ １０ 周龄，体
重 １８ ～ ２２ ｇ，购自上海斯莱克实验动物有限责任公

司【ＳＣＸＫ（泸）２０１２ － ０００２】，所有小鼠饲养于南阳

市中医药学校药理实验室 【 ＳＹＸＫ （豫） ２０１３ －
００１６】，温度 ２２ ～ ２５℃，相对湿度 ４０％ ～ ８０％ 环境

中，自由饮食。
１ １ ２　 实验试剂

黄岑苷百日咳毒素购自中国食品药品检定研

究院；结核杆菌购自 ＤＩＦＣＯ 公司；完全弗氏佐剂购

自 Ｓｉｇｍａ 公司；ＭＯＧ３３ － ３５ 多肽购自西安联美生物

科技有限公司；ＡＴＰ 检测试剂盒购自碧云天生物技

术研究所；ＴＵＮＥＬ 试剂盒购自 Ｒｏｃｈｅ 公司；Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃
２、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ⁃９、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ⁃３ 和 ＧＡＤＰＨ 抗体购自

Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司。
１ ２　 方法

１ ２ １　 实验性自身免疫性脑脊髓炎模型的建立

参照文献［７］，用 ０ ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＰＢＳ（ｐＨ７ ２）将
ＭＯＧ３３ － ５５ 多肽稀释成 ３ ｍｇ ／ ｍＬ；将结核杆菌放入

完全弗氏佐剂（ＣＦＡ）中，使结核杆菌最终浓度为 ４
ｍｇ ／ ｍＬ，与 ＭＯＧ３３ － ５５ 多肽等体积混合，用注射器

于冰上抽打至油包水状态，作为诱导 ＥＡＥ 的抗原乳

剂。 于小鼠背部、颈部、腋窝和蹊部四个点皮下注

射抗原乳剂 ０ ２ ｍＬ ／只，并于免疫当天和第 ２ 天分

别给予腹腔注射百日咳毒素每只 ５００ ｎｇ。
１ ２ ２　 实验分组与给药

将小鼠随机分为四组，每组 １５ 只小鼠，正常对

照组（ｃｏｎｔｒｏｌ），无任何干预措施，给予正常饮食；自
身免疫性脑脊髓炎模型组（ＥＡＥ），相应时间点灌胃

相同体积生理盐水；黄芩苷低剂量组（Ｂａｉ⁃Ｌ）和黄芩

苷高剂量组（Ｂａｉ⁃Ｈ），造模后第 ３ 天开始，分别给予

黄岑苷 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 和 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ 灌胃，每天 １ 次，共给

药 ２０ ｄ。
１ ２ ３　 神经功能评分

观察各组小鼠的活动情况，参照胡晓等［７］ 的标

准进行神经功能评分：０ 分：行动正常，无明显异常；
１ 分：尾部无力；２ 分：双后肢轻微无力；３ 分：双后肢

严重瘫痪；４ 分：双后肢瘫痪；５ 分：濒临死亡或死亡。
对麻醉清醒后的大鼠进行神经功能评分，１ － ３ 分为

造模成功，０、４ 分为造模不成功。
１ ２ ４　 脊髓取材与 ＴＵＮＥＬ 染色检测

给药完成后，１０％ 水合氯醛腹腔注射过量麻醉

处死，打开胸腔暴露心脏，由心尖部插管至升主动

脉，剪开右心耳，０ ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 约 ５０ ｍＬ 迅速灌注

至循坏血液洗净，分成两份，一份保存于 － ８０℃液氮

中，另一份用 ４％ 多聚甲醛固定，制作成石蜡切片，
用 ４％ ＰＦＡ ／ ＫＰＢＳ 溶液浸染 １５ ｍｉｎ，滴入 ２０ μｇ ／ ｍＬ
蛋白酶 Ｋ 工作液，室温孵育 １０ ｍｉｎ，４％ ＰＦＡ 固定 ５
ｍｉｎ，加入 １００ μＬ 平衡液 ８ ｍｉｎ，滴加 ＴＵＮＥＬ 反应

液，并于湿盒中避光孵育 ４５ ｍｉｎ，３７℃，终止反应，
ＫＰＢＳ 洗涤，滴入 ＤＡＰＩ 染液，孵育 １５ ｍｉｎ，封片，置
于光学显微镜下观察，以视野内 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞数

与总细胞数的比值表示。
１ ２ ５　 脊髓组织的 ＡＴＰ 水平检测

按照 ＡＴＰ 检测试剂盒操作，将上述存放于液氮

中的脊髓组织去除，每 ２０ ｍｇ 组织样品加入 ０ ２ ｍＬ
裂解液，冰上用匀浆器匀浆 ２０ ｍｉｎ，４℃离心 １０ ｍｉｎ，
取上清液，加入 ０ １ ｍＬ ＡＴＰ 检测工作液至检测孔，
放置 ３ ｍｉｎ，加入 １０ μＬ 样品或标准品，依据标准曲

线计算出样品 ＡＴＰ 的浓度。
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１ ２ ６　 免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）
提取细胞蛋白定量，调整蛋白量。 取等量裂解

产物，加入体积∶ 上样缓冲液（１ ∶ ４）进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
电泳。 电泳后转移至 ＰＶＤＦ 膜上，５％脱脂牛奶室温

封闭 ２ ｈ，加入相应一抗 ４℃孵育 ４ ｈ，ＴＢＳＴ 洗涤 ３
次，每次 １０ ｍｉｎ；再加入相对应二抗室温孵育 １ ｈ，
ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，暗室中进行荧光显色。
１ ２ ７　 统计学分析

用 ＳＰＳＳ１６ ０ 统计软件对数据进行分析。 计量

数据均值 ±标准差（ｘ ± ｓ）表示，各组间数据采用方

差分析，两组间比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 校正的 ｔ 检验，
以 Ｐ ＜ ０ ０５ 表示统计学上差异有显著性。

２　 结果

２ １　 各组小鼠的症状与神经功能评分

对照组小鼠活动状态良好，无发病；ＥＡＥ 组小

鼠发病高峰在免疫后 １０ｄ 发病，并在发病后 ２ ～ ４ ｄ
内达发病高峰；与 ＥＡＥ 组小鼠相比，Ｂａｉ⁃Ｌ 组与 Ｂａｉ⁃
Ｈ 组小鼠的神经功能评分明显降低，发病时间延后，
并在短时间内恢复接近正常水平，如图 １ 所示。

图 １　 各组小鼠的神经功能评分

Ｆｉｇ． １　 Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２ ２　 Ｔｕｎｅｌ 染色检测细胞凋亡情况

ＴＵＮＥＬ 染色结果显示，ＥＡＥ 组小鼠 ＴＵＮＥＬ 阳

性细胞数量显著高于 ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ｐ ＜ ０ ０５）；给予黄

岑苷干预后，Ｂａｉ⁃Ｌ 组与 Ｂａｉ⁃Ｈ 组的 ＴＵＮＥＬ 阳性细

胞数量显著低于 ＥＶＥ 组（Ｐ ＜ ０ ０５），并随黄岑苷

剂量增大而减少。 如图 ２ 所示。
２ ３　 各组小鼠脊髓组织 ＡＴＰ 含量水平的检测

结果显示，与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＥＡＥ 组小鼠脊髓

组织中 ＡＴＰ 含量水平显著下降（Ｐ ＜ ０ ０５）；与 ＥＡＥ
组相比，Ｂａｉ⁃Ｌ 组与 Ｂａｉ⁃Ｈ 组小鼠脊髓组织中 ＡＴＰ
含量水平显著上升（Ｐ ＜ ０ ０５），并随黄岑苷浓度的

注：Ａ：ｃｏｎｔｒｏｌ 正常对照组；Ｂ：ＥＡＥ 模型组；Ｃ：Ｂａｉ⁃Ｌ
黄芩苷低剂量组；Ｄ：Ｂａｉ⁃Ｈ 黄芩苷高剂量组。 下图同。

∗Ｐ ＜０ ０５，ｖｓ 正常对照组；＃Ｐ ＜０ ０５，ｖｓ 模型组。 （ｘ ± ｓ，ｎ ＝６）

图 ２　 Ｔｕｎｅｌ 染色检测细胞凋亡情况

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ； Ｂ： ＥＡＥ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ； Ｃ： Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｂａｉｃａｌｉｎ ｇｒｏｕｐ；
Ｄ： Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｂａｉｃａｌｉｎ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｉｎ Ｆｉｇ． ３ ａｎｄ ４．

∗Ｐ ＜ ０ ０５， ｖｓ． ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０ ０５， ｖｓ． ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｎｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｂｒａｉｎｓ

增大而上升程度增大。 如表 １ 所示。
２ ４　 Ｂａｘ 与 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达水平的变化

与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＥＡＥ 组的 Ｂａｘ 蛋白表达显著

上升（Ｐ ＜ ０ ０５），Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达显著降低（Ｐ ＜
０ ０５）；与 ＥＡＥ 组相比，Ｂａｉ⁃Ｌ 组与 Ｂａｉ⁃Ｈ 组的 Ｂａｘ
蛋白表达显著下降（Ｐ ＜ ０ ０５），Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达显

著上升（Ｐ ＜ ０ ０５）。
表 １　 各组小鼠脊髓组织 ＡＴＰ 含量水平（ｘ ± ｓ）

Ｔａｂ． １　 Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡＴＰ ｉｎ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ
ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

ＡＴＰ 含量水平
Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＡＴＰ ／ ｎｍｏｌ ／ ｍＬ

正常对照组
ｃｏｎｔｒｏｌ ４３ １７ ± ６ ７３

模型组
ＥＡＥ ２４ ６７ ± ４ ６７∗

黄芩苷低剂量组
Ｂａｉ⁃Ｌ ３２ ２９ ± ３ ７３∗＃

黄芩苷高剂量组
Ｂａｉ⁃Ｈ ３７ ５１ ± ３ １１∗＃

注：∗Ｐ ＜ ０ ０５，ｖｓ 正常对照组；＃Ｐ ＜ ０ ０５，ｖｓ 模型组。
Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０ ０５， ｖｓ． ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０ ０５， ｖｓ． ｔｈｅ ＥＡＥ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ．

２ ５ 　 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ⁃９ 和 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ⁃３ 蛋白表达水

平的变化

与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＥＡＥ 组的 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ⁃９ 和
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注：∗Ｐ ＜ ０ ０５，ｖｓ 正常对照组；＃Ｐ ＜ ０ ０５，ｖｓ 模型组。 （ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

图 ３　 Ｂａｘ 与 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达水平的变化

Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０ ０５， ｖｓ． ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０ ０５， ｖｓ． ｔｈｅ ＥＡＥ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ⁃３ 蛋白表达显著上升（Ｐ ＜ ０ ０５）；与 ＥＡＥ
组相比， Ｂａｉ⁃Ｌ 组与 Ｂａｉ⁃Ｈ 组的 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ⁃９ 和

ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ⁃３ 蛋白表达显著下降（Ｐ ＜ ０ ０５），下降幅

度与黄岑苷浓度呈正比。

３　 讨论

多发性硬化是导致青中年非创伤性神经残疾

的主要原因之一，是中枢神经系统炎性脱髓鞘疾

病，但病因尚不明确，普遍认为多发性硬化的发病

是遗传与环境因素相互作用的结果，约有 １５％ ～
２０％的患者具有多发性硬化家族史，大多数患者家

庭有不超过两个或三个受影响的人［８］。 近年来，认
为氧化应激反应对于多发性硬化的发生发展起到

重要作用。
本实验建立实验性自身免疫性脑脊髓炎小鼠

模型，免疫 ３ ｄ 后给予黄岑苷灌胃，观察小鼠的发病

情况，数据显示 ＥＡＥ 小鼠普遍在免疫后 １０ ｄ 发病，
而给予黄岑苷干预后，发病时间显著延迟，且小鼠

临床症状明显减轻，并逐渐平缓。 提示黄岑苷具有

改善 ＥＡＥ 小鼠神经功能的作用。
线粒体是 ＡＴＰ 生成的主要来源，ＡＴＰ 水平能够

反映线粒体的功能状况［９］。 线粒体损伤引起线粒

体膜通透性增加，钙离子内流增加，促进氧自由基

的生成，使合成 ＡＴＰ 产生障碍，最终导致细胞凋

亡［１０］。 有报道指出氧化损伤的强信号存在于多发

性硬化活动性病灶区域，而非活动性病灶显示较弱

的氧化损伤信号［１１］。 本实验显示实验性自身免疫

性脑脊髓炎小鼠脊髓组织中 ＡＴＰ 含量水平显著降

低，ＴＵＮＥＬ 染色结果显示阳性凋亡细胞数增多，在
给予黄岑苷干预后，显著升高 ＥＡＥ 组小鼠脊髓组织

的 ＡＴＰ 含量水平，但凋亡细胞数显著减少，并与黄

岑苷剂量呈负相关。 提示黄岑苷可能通过提高 ＡＴＰ
的含量，具有保护线粒体的作用，同时通过抑制细

胞凋亡，起到发挥保护神经元的作用，从而提高

ＥＡＥ 小鼠的神经功能，对实验性自身免疫性脑脊髓

炎具有一定的改善作用。
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注：∗Ｐ ＜ ０ ０５，ｖｓ 正常对照组；＃Ｐ ＜ ０ ０５，ｖｓ 模型组。 （ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

图 ４　 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ⁃９ 和 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ⁃３ 蛋白表达水平的变化

Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０ ０５， ｖｓ． ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；
＃Ｐ ＜ ０ ０５， ｖｓ． ｔｈｅ ＥＡＥ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｌｅａｖｅ ｃａｓ⁃９ ａｎｄ
ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ⁃３ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

Ｂｃｌ⁃２ 家族中的促凋亡因子 Ｂａｘ 与抗凋亡因子

Ｂｃｌ⁃２ 之间相互作用，当 Ｂｃｌ⁃２ 激活后，导致线粒体

外膜孔道形成，促使 ｃｙｔ⁃ｃ 转移至胞质中，激活

ｃａｓｐａｓｅ⁃９，被激活的 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 进而激活 ｃａｓｐａｓｅ⁃３，
从而诱导细胞凋亡［１２］。 本实验发现 ＥＡＥ 小鼠 Ｂｃｌ⁃
２、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 与 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达在免

疫后升高，与线粒体损伤相对应，黄岑苷显著抑制

Ｂｃｌ⁃２、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 与 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达，
抑制线粒体损伤，减少促凋亡因子的水平同时提高

抗凋亡因子的水平，从而减少细胞凋亡的发生。 提

示黄岑苷可能通过线粒体内源性凋亡途径抑制

ＥＡＥ 小鼠脊髓组织细胞凋亡，从而发挥对实验性自

身免疫性脑脊髓炎的改善作用。
综上所述，本实验观察黄岑苷提高 ＥＡＥ 小鼠的

神经功能，通过发挥对线粒体的保护作用，抑制线

　 　 　

粒体途径的细胞凋亡，为黄岑苷用于临床研究提供

了一定的实验理论基础。
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ｉｓｃｈｅｍｉａ［Ｊ］ ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ２０１１， ３４（５）： ４６３ － ４７０．

［ ７ ］ 　 胡晓，袁军，万兴，等． 实验性自身免疫性脑脊髓炎小鼠模型

的建立及其病理学和影像学表现［ Ｊ］ ． ２００９， ３４ （６）： ６１３
－ ６１７．

［ ８ ］ 　 Ｓａｆａｖｉｚａｄｅｈ Ｎ， Ｒａｈｍａｎｉ ＳＡ， Ｚａｅｆｉｚａｄｅｈ Ｍ． Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ
ｃｙｔｏｃｒｏｍ ｃ ｏｘｉｄａｓｅ ｇｅｎｅ ｓｕｂｕｎｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｉｎｄｉａｎ Ｊ Ｈｕｍ Ｇｅｎｅｔ， ２０１３， １９（１）： １８ － ２５．

［ ９ ］ 　 Ｗｙｓｏｃｋａ⁃Ｋａｐｃｉｎｓｋａ Ｍ， Ｋｕｃｈａｒｃｚｙｋ Ｒ． Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ， ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ
ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＡＴＰ ｓｙｎｔｈａｓｅ
ｃｏｍｐｌｅｘ［Ｊ］ ． Ｐｏｓｔｅｐｙ Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２０１２， ５８（３）： ３４４ － ３５２．

［１０］ 　 秦双立，官至忠． 线粒体损伤和氧化应激的关系［Ｊ］ ． 国外医

学（医学地理分册， ２０１３， ３４（３）： １９７ － ２００．
［１１］ 　 Ｌｕｃｃｈｉｎｅｔｔｉ Ｃ， Ｂｒｕｃｋ Ｗ， Ｐａｒｉｓｉ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ ｏｆ

ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｌｅｓｉｏｎｓ： ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ
ｄｅｍｙｅｌｉｎａｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ａｎｎ Ｎｅｕｒｏｌ， ２０００， ４７（６）： ７０７ － ７１７．

［１２］ 　 Ｑｉ Ｘ， Ｌｅｗｉｎ ＡＳ， Ｓｕｎ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｏｐｔｉｃ ｎｅｕｒｉｔｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ．
２００７， ４８（２）： ６８１ － ６９１．

〔修回日期〕２０１６ － ０４ － ２９

６５ 中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ２７ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ３


