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血管活性肠肽（VIP）对实验性自身免疫性脑脊髓炎（EAE）大鼠脑组织IL-17A含量的影响

杨  元，袁正洲，吕志宇，张淑江，李晓红，李作孝

（西南医科大学附属医院神经内科，四川泸州， 646000）
[摘要]目的  探讨血管活性肠肽（vasoative intestinal peptide, VIP）对实验性自身免疫性脑脊髓炎（experimental autoimmune encephalomyelitis EAE）大鼠脑组织IL-17A含量的影响。方法  60只健康雌性Wistar大鼠随机分成正常对照组、EAE对照组、VIP低剂量防治组和VIP高剂量防治组。利用髓鞘碱性蛋白（MBP）+完全福氏佐剂(CFA)诱导建立EAE模型。自造模当日起，每隔一日分别对VIP低、高剂量防治组大鼠腹腔注射VIP 4 nmol/kg（0.2 mL）、16 nmoL/kg（0.8 mL），正常对照组及EAE对照组注射0.8 mL生理盐水，连续10 d。观察大鼠发病情况；ELISA法检测脑组织匀浆中IL-17A因子含量变化；免疫组化技术，利用抗胶质纤维酸性蛋白抗体(GFAP)检测脑组织内的星型胶质细胞活化情况。结果  VIP各剂量防治组大鼠发病潜伏期延长、进展期缩短、发病高峰期神经功能障碍评分（NDS）降低，脑组织匀浆中IL-17A含量降低，活化的星型胶质细胞即GFAP+细胞量减少，且各剂量组间存在一定剂量依赖关系。结论  VIP通过降低脑组织中IL-17A含量、抑制星型胶质细胞活化，发挥对EAE的防治作用。

【关键词】血管活性肠肽；实验性自身免疫性脑脊髓炎；IL-17A；GFAP+星型胶质细胞

【中图分类号】R-33【文献标识码】A【文章编号】1671-7856（2016）10-0000-00

Doi:10.3969/j.issn.1671-7856.2016.10.000

Effect of vasoactive intestinal peptide (VIP) on the content of IL-17A in the brain tissue of rats with experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE)
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[Abstract] Objective To explore the effect of vasoactive intestinal peptide (VIP) on the content of IL-17A in the brain tissue of rat models of experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE). Methods Sixty healthy female Wistar rats were randomly divided into normal control group, EAE control group, low-dose VIP group and high-dose VIP group. Ten healthy guinea pigs were used to prepare anti- IL-17A antibody. Myelin basic protein (MBP) + completely adjuvant (CFA) were used to establish the EAE model. Since the first day of modelling, the low-dose and high-dose VIP groups received intraperitoneal injection of VIP 4 nmol/kg (0.2 mL) and 16 nmol/kg (0.8 mL), respectively, every other day for 10 consecutive days. The normal control group and EAE group were injected with 0.8 mL saline instead of VIP. The incubation period, progression and the peak of neurological dysfunction scores (NDS) of the rats were recorded. The levels of IL-17A in the brain tissue was determined by ELISA assay, and the GFAP+ astrocyte activation in brain at morbidity peak in the rats was examined using anti-GFAP (glial fibrillary acidic protein) antibodies. Results The incubation period were extended, the progression period was shortened and the peak neuological dysfunction score (NDS) was decreased in the VIP-treated groups, in a dose-response relationship. The cytokine levels of IL-17A and the astrocyte activation degree in brain tissue were reduced in each VIP dose group, in a dose-response relationship. Conclusions VIP exerts therapeutic effect on experimental autoimmune encephalomyelitis through lowering the IL-17A content and inhibition of astrocyte activation in the brain tissue.
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   多发性硬化(multiple sclerosis, MS)作为一种中枢神经系统（central nervous system，CNS）的自身免疫性疾病，其病因尚不明确，各种病因通过破坏Th1/Th2细胞免疫平衡，最终导致CNS炎细胞浸润、白质脱髓鞘、轴突变性等病理改变[1,2]。随着对其动物模型实验性自身免疫性脑脊髓炎(EAE)研究深入，越来越多的证据表明Th17细胞分泌的IL-17A因子在该疾病发病过程中也发挥重要的作用[3-5]。血管活性肠肽（vasoactive intestinal peptide, VIP）是一种非胆碱能非肾上腺能神经递质，由28个氨基酸残基组成，属于胰高血糖素-胰泌素家族[6-7]。研究表明VIP通过诱导免疫细胞增殖、分化、活化及迁移，抑制炎症因子（IL-17A、IFN-(、NO等）的合成及分泌，发挥免疫调节的作用[8]。国内外有将VIP运用在类风湿关节炎（RA）的治疗报道[9-10]，但尚未明确阐明VIP对MS发病中各种免疫细胞因子的具体作用，因此本实验通过探讨VIP对EAE大鼠脑组织IL-17A含量影响、星型胶质细胞活化影响，为临床应用VIP治疗MS提供理论依据。
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1材料和方法

1.1 主要实验动物、药物及试剂

   健康雌性Wistar大鼠60只（200 g~250 g/只、6~8周龄）、健康豚鼠10只（250 g~300 g/只），均购买于西南医科大学实验动物中心，均为一级合格动物【生产许可证号：SCXK(川)2013-17】（喂食清洁饲料和自来水，每日按时更换垫料，保持动物房的清洁、适宜的温度和湿度等）；血管活性肠肽(北京博奥森生物技术有限公司）；完全弗氏佐剂CFA(美国Sigma公司产品)；IL-17A ELISA免疫试剂盒(广州雅怡生物科技有限公司 )；兔抗GFAP多克隆抗体（1:160）(上海雅吉生物科技有限公司)；SP免疫组化试剂盒(武汉博士德生物技术公司)。

1.2 实验方法

1.2.1 免疫抗原的制备：断颈处死10只豚鼠后，在无菌条件下迅速分离出脊髓，去脊膜，称重后移入玻璃匀浆器，与等量的0℃生理盐水混合后研磨成50%的全脊髓匀浆(WSCH)。将完全弗氏佐剂（CFA）与WSCH等体积混合，玻璃注射器抽打至油包水乳状，以滴在水面不散即为合格抗原。

1.2.2 实验动物分组、制模及药物干预：将60只雌性Wistar大鼠随机分为四组(15只/组)：正常对照组、EAE对照组、VIP低剂量防治组、VIP高剂量防治组。将免疫抗原注入EAE对照组、VIP低、高剂量防治组大鼠双侧后肢足掌皮下(0.2 mL/100 g)进行主动免疫，正常对照组给予等量生理盐水+CFA。自造模当日起，VIP低、高剂量防治组每隔一日分别腹腔注射VIP 4 nmoL/kg (0.2 mL)、16 nmoL/kg (0.8 mL)，正常对照组及EAE对照组给予腹腔注射0.8 mL NS，连续10 d。

1.2.3 动态观察实验动物：自造模日起，每日早晨10 时 由同一观察者采用Kono’s评分标准对大鼠进行神经功能让障碍评分（NDS）。在发病高峰期（将连续3 d评分无加重、四肢瘫痪或死亡作为大鼠发病高峰期）处死大鼠，未发病大鼠饲养8周后处死。

1.2.4 检测脑组织匀浆中IL-17A含量变化：采用双抗体夹心（ABC-ELISA）法检测脑组织匀浆中IL-17A含量。
1.2.5检测脑组织中星型胶质细胞的活化情况：利用免疫组织化学（SP）技术，采用抗胶质纤维酸性蛋白抗体(GFAP)检测各组大鼠脑组织内的星型胶质细胞活化情况。

   将大鼠脑组织行石蜡切片后常规脱蜡、水化、清除内源性过氧化物酶活性、封闭组织蛋白后，逐次滴加一抗(以1∶160 稀释的兔抗GFAP多克隆抗体)、生物素标记的二抗 (山羊抗兔IgG抗体)、链霉卵白素（辣根酶标记），DAB显色液，复染，脱水，透明，封片。400倍光镜下观察大鼠脑组织GFAP+细胞表达情况，胞质呈棕黄色为阳性细胞。采用ImagePro Plus 软件分析GFAP+细胞的平均光密度值（IOD），对GFAP+表达行半定量测定。
2 统计学方法

    计量资料结果以
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 表示；多组计量资料均数比较，当方差齐时用单因素方差分析，方差不齐时采Kruskal-Wallis检验；两两比较采LSD检验；变量间相互关系采用Pearson 直线相关分析。SPSS l7.0软件包完成统计分析，P<0.05具有统计学意义。

3 结果

3.1各组大鼠的发病情况
   正常对照组大鼠未发病，EAE对照组、VIP各剂量组大鼠均出现不同程度的临床症状：发病大鼠先后表现为食量下降，精神萎靡，后肢无力，尾部拖地，在免疫后第14~17天病情症状最为典型：大鼠出现双侧后肢无力拖地、行走画圈、爬行困难、自伤后肢、精神极度衰弱、抽搐、甚至死亡。但与EAE对照组比较，VIP低、高剂量组大鼠症状明显缓解，表现为发病潜伏期时间延长、进展期时间缩短、发病高峰期NDS降低。见表1。
3. 2各组大鼠脑组织中IL-17的含量变化
   同正常对照组比较，EAE对照组、VIP各剂量组大鼠脑组织匀浆中IL-17A含量升高；与EAE对照组比较，VIP各剂量组大鼠脑组织匀浆中IL-17A含量明显降低；与VIP低剂量组比较，VIP高剂量组脑组织匀浆中IL-17A含量明显降低。说明在IL-17A在EAE发病过程中起促进作用；同时VIP可以降低EAE大鼠脑组织匀浆中IL-17A含量，且呈一定剂量依赖关系。见表2。
 3.3 各组大鼠脑组织中星型胶质细胞活化情况

    正常对照组大鼠脑组织未见GFAP+细胞表达；EAE对照组大鼠脑组织内活化的GFAP+细胞呈弥漫性分布；VIP各剂量组大鼠脑组织GFAP+细胞明显减少，主要延血管周围分布。见表3，图1。

表1  EAE对照组、VIP各剂量组大鼠发病潜伏期、进展期及高峰期神经功能障碍评分（NDS）的比较（
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Tab. 1  Comparison of the incubation period, progression period and the peak neurological dysfunction scores in the EAE control group and each dose VIP treatment group

	组别 Groups
	潜伏期(天)

incubation

period
	进展期(天)

Progression period
	NDS(分)

NDS scores

	EAE对照组 Contol
	10.34±2.13
	 7.85±1.65
	4.16±0.77

	VIP低剂量组
Low dose VIP
	14.17±1.67★
	 6.20±1.97☆
	3.75±0.98(

	VIP高剂量组
High dose VIP
	 20.73±1.98★●
	3.99±1.57★○
	2.59±0.58★●

	F
	37.48
	28.54
	18.95

	P
	<0.01
	<0.05
	<0.01


注： 与EAE对照组比较，★P <0.01、☆P<0.05、( P>0.05; 与VIP低剂量组比较，●P <0.01、○P<0.05. 
Note. ★P<0.01, ☆P<0.05 and ( P>0.05, Compared with the control group. ●P<0.01, ○P<0.05, Compared with the low-dose VIP group.
表2 各组大鼠脑组织匀浆中IL-17A含量（
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Tab. 2 Content of IL-17A in the brain tissue of each group rats 

	组别 Groups
	动物数n
	IL-17A (pg/mL) 

	正常对照组

Normal control
	15
	22.84±3.51

	EAE对照组

EAE control
	15
	78.26±5.87★

	VIP低剂量组
Low-dose VIP
	15
	57.49±4.85★●

	VIP高剂量组
High-dose VIP
	15
	  30.01±5.59★●▲

	F
	
	101.99

	P
	
	<0.01


 注：与正常对照组比较，★P<0.01；与EAE对照组比较，●P<0.01；与VIP低剂量组比较，▲P<0.01。
Note. ★P<0.01, compared with the normal control group. ●P<0.01, compared with the EAE control group. ▲P<0.01, compared with the low-dose VIP group.
表3   EAE对照组及VIP各剂量组大鼠脑组织免疫组化GFAP+细胞的平均IOD值((10-2)( 
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Tab. 3 The average IOD of GFAP+ cells in the brain tissue of EAE control group and each dose VIP group by immunohistochemistry（(10-2） 
	组别 Groups
	动物数n
	  GFAP+细胞平均IOD（(10-2）
Mean IOD of  GFAP+ cells

	EAE对照组

EAE control
	15
	15.78±1.92

	VIP低剂量组
Low-dose VIP
	15
	12.40±1.79☆  

	VIP高剂量组
High-dose VIP
	15
	8.32±1.82★▲    

	F
	
	 48.09

	P
	
	   <0.01


注:  与EAE对照组比较，★P <0.01、☆P<0.05；与VIP低剂量组比较，▲P <0.01。

Note. ★P <0.01, ☆P<0.05, compared with the EAE control group. ▲P <0.01, compared with the low-dose VIP group.
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(正常对照组大鼠GFAP+细胞                               (EAE对照组大鼠GFAP+细胞

( GFAP+ cells in a normal control rat.                          ( GFAP+ cells in a EAE control rat.
( VIP低剂量组大鼠GFAP+细胞                              ④VIP高剂量组大鼠GFAP+细胞             

( GFAP+ cells in a low-dose VIP treated rat.                      ④GFAP+ cells in a high-dose VIP treated rat.                       
图1各组大鼠侧脑室旁脑组织GFAP+细胞表达。免疫组化染色，(标尺= 100 μm)。

 Fig. 1 Expression of GFAP+ cells in the rat lateral ventricle of all group rats. Immunohistochemical staining. 
3.4相关性分析显示
   利用Pearson 直线相关软件分析,结果显示发病大鼠脑组织匀浆中IL-17A因子含量与与发病高峰期NDS呈正相关 (r = 0.798, P<0.05)，与脑组织匀浆中GFAP+细胞平均IOD呈正相关（r = 0.825, P<0.05）。

4讨论     

    IL-17A作为一种具强促炎作用的细胞因子，其主要作用包括：①调节固有免疫 [11-12]：IL-17A作为炎症介质，参与自身免疫性炎性疾病的发生和发展，通过作用于基因靶点产生急性反应蛋白、炎症趋化因子等物质，同时上调MHC-II抗原、集落共刺激因子、及T细胞刺激因子、促使T细胞活化，导致免疫失衡；②信号转导作用[13-14]：IL-17A作为细胞内及细胞间信使，参与信号的转导过程，可促进多种炎性蛋白的转录及合成，加速免疫紊乱。

    星型胶质细胞作为中枢神经系统一种非特异性抗原提呈细胞（APC），参与复杂的免疫病理过程[15]。在EAE的炎症反应中，IL-17A通过Act1转录因子激活星型胶质细胞促进释放炎症因子，加速髓鞘脱失的发生发展 [16-17]，同时活化的星型胶质细胞通过上调GFAP+的表达，形成活化的胶质斑块[18]。因此抑制LI-17A产生、干预星型胶质细胞介导的炎症过程，是治疗EAE的一种有效方法。
本实验研究发现：与正常对照组相比，EAE对照组、VIP各剂量组大鼠脑组织匀浆中IL-17A含量升高(P均 <0.01)、脑组织中GFAP+细胞的平均光密度值（IOD）增加（P <0.01、P<0.05），表明IL-17A在EAE发生发展过程中起促进作用。与EAE对照组比较，VIP各剂量组大鼠脑组织匀浆中IL-17A含量均明显降低(P<0.01)、脑组织中GFAP+细胞的IOD明显降低(P<0.01)，且两者呈正相关关系（r = 0.825, P<0.05）。表明VIP通过降低发病大鼠脑组织匀浆中IL-17A含量，可明显缓解EAE大鼠脑组织星型胶质细胞活化的病理改变,从而减轻EAE的临床表现。
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