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益肾达络饮对实验性自身免疫性脑脊髓炎小鼠

CDC

'

A1:;#

'

A1:;!

蛋白表达的影响

朱文浩#

"高"颖#

"娄利霞!

"朱陵群!

摘要"目的"研究益肾达络饮对实验性自身免疫性脑脊髓炎!

6EF6G:96<H-1 -IH0:99I<6 6<?6FJ-

$

109.61:H:K

"
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#小鼠蛋白脂质蛋白!

CDC

#$少突胶质细胞转录因子
#

!

A1:;#

#$

A1:;!

蛋白表达的影响% 方

法"将
$"

只小鼠随机分为正常组$模型组$中药组和西药组"每组各
#"

只&模型组$中药组$西药组每只小

鼠上腹部分两点皮下注射抗原乳剂
!"" !D

!含
CDC#&7

#

#%# #%" !;

$

M&5NL $"" !;

#"记为第
#

天&第

#

$

&

天尾静脉注射百日咳杆菌液
#"" !D

!含百日咳杆菌
"

!

>

%

#"

> 个#&造模后第
5

天给药"正常组和模型组

给予生理盐水
"

!

# 9DB#" ;

灌胃"中药组给予益肾达络饮!

"

!

! ;

生药
B#" ;

#灌胃"西药组给予泼尼松药液

!

"

!

"&7 9;B#" ;

#灌胃"共干预
%$

天% 采用
+6KH6G< O10H

法测定
8L8

小鼠脑组织内
CDC

$

A1:;#

$

A1:;!

的

变化% 结果"与正常组比较"模型组小鼠
CDC

及
A1:;!

蛋白表达降低!

C P"

!

"%

#% 与模型组比较"中药组

CDC

$

A1:;#

及
A1:;!

蛋白表达均升高!

C P"

!

"%

#"西药组
CDC

及
A1:;!

蛋白表达均升高!

C P"

!

"%

#&与西药

组比较"中药组
A1:;#

的表达水平升高!

C P "

!

"%

#% 结论"益肾达络饮可通过升高
8L8

小鼠脑组织内

A1:;#

$

A1:;!

的水平促进髓鞘再生%

关键词"益肾达络饮&实验性自身免疫性脑脊髓炎&髓鞘再生&蛋白脂质蛋白&少突胶质细胞转录因子
#
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8L8

%是一种特异性

致敏
'@$

_

*

细胞介导的自身免疫性疾病"是研究多

发性硬化$

9I1H:F16 K?16G0K:K

"

,^

%的理想动物模型"

以中枢神经系统内小血管周围大量的单核细胞浸润和

髓鞘脱失为主要病理特征(

#

)

* 因此"抑制炎症反应和

促进髓鞘再生是治疗
,^

和
8L8

的主要措施* 目前

中医药治疗
,^

和
8L8

的研究多集中在调节免疫和

抑制炎症反应"而对促进髓鞘再生的研究较少* 本实

验以蛋白脂质蛋白
#&7

#

#%#

$

FG0H6:< 1:F0FG0H6:<

#&7

#

#%#

"

CDC#&7

#

#%#

%免疫雌性
^(D

小鼠建立复

发#缓解型
8L8

模型"并给予中药复方益肾达络饮治

疗"对其促进
8L8

小鼠脑组织髓鞘再生的疗效及作用

机制进行研究*

材料与方法

#

"实验动物"

4 `#!

周龄
^(D

雌性小鼠
$"

只"

体重$

#4

!

>

&

"

!

&

%

;

"购自北京维通利华实验动物技

术有限公司"生产许可证编号#

^'a]

$京%

!"#!

#

"""#

* 实验前小鼠于北京中医药大学东直门医院中

医内科学教育部重点实验室先进行适应性饲养
#

周"

温度
!"

'

!%

("相对湿度
%"b

'

5"b

"

#! JB#! J

明

暗交替"自由饮水及进食*

!

"药物"醋酸泼尼松片"

% 9;B

片"河南天方药

业股份有限公司生产"批号#

#!"$&#47"

&益肾达络饮

饮片$由熟地
!" ;

'鹿角胶
#" ;

'当归
#" ;

'川萆

#% ;

'石菖蒲
#" ;

'栀子
#" ;

'莶草
#% ;

'生甘草

> ;

等共
#!

味药组成%购自北京同仁堂参茸有限责任

公司"饮片按照常规方法用去离子水煎煮
!

次"混匀后

用双层纱布过滤"收集滤液"文火煎煮浓缩成
! ;

生药
B9D

"分装灭菌后
$

( 冰箱内保存备用* 醋酸泼

尼松片用去离子水配制成
"

!

&7 9;B9D

溶液*

&

"试剂及仪器"

CDC#&7

#

#%#

多肽$

M^DW]

$

+DWMC@]c

%"由北京赛百盛基因技术有限公司合

成"纯度
7%

!

&$b

"订单号#

#&"$"#

#

&

&人型结核分枝

杆菌$

,2*IO6G?I10K:K M&5 NL

%"购自美国
@)c'A

公司"批号#

!"5!"%$

&完全弗氏佐剂$

'09F16H6 cG6

$

I<S

)

K LS[I\-<H

"

'cL

%"购自美国
^:;9-

公司"批

号#

#"#,45##

&百日咳杆菌原液"购自北京天坛生物

制品股份有限公司"批号#

!"#!"!!!

&

DIE01 Q-KH

O1I6

染液"购自美国
^:;9-

公司"批号#

#5]#&#&

&

CDC

$

W

$

#5

%"购自美国
^-<H- 'GIY

公司"批号#

)!4##

&抗少突胶质细胞转录因子
#

$

01:;0S6<SG0?.H6

HG-<K?G:FH:0< Q-?H0G #

"

A1:;#

%抗体"购自美国
LZ

$

'L,

公司"批号#

WN$>!!!

#

%

&抗
A1:;!

抗体"购自

美国
LO?-9

公司"批号#

WN!!%#7

#

7

&小鼠抗 #

"

$

L?H:<

"购自武汉博士德生物公司"批号#

Z,">!5

&辣

根酶标记兔抗山羊
);W

$

M _D

%# 购自北京中杉金桥

生物技术有限公司"批号#

#"$>>7

&辣根酶标记山羊

抗兔
);W

$

M _D

%"购自北京中杉金桥生物技术有限公

司"批号#

#"&5%>

&辣根酶标记山羊抗小鼠
);W

$

MNC

"

购自武汉博士德生物公司"批号#

Z^*"5L#7ZM

&

U^4&

#

#

型内切式组织匀浆器$浙江省浙西机械厂%"

&]#%

型
$

( 低温离心机$美国
^:;9-

公司%"

,]&

型酶标仪$德国赛默飞世尔仪器有限公司%"

,/^

$

#

型

旋涡混合器$北京金北德工贸有限公司%"

VZ#""#

型

隔水式培养箱$上海福玛实验设备有限公司%*

$

"分组及模型制备"

$"

只雌性
^(D

小鼠随机

分为正常组'模型组'中药组和西药组"每组各
#"

只*

在模型组'中药组'西药组每只小鼠上腹部"分两点皮

下注射抗原乳剂
!"" !D

$含
CDC#&7

#

#%# #%" !;

'

M&5NL $"" !;

%"记为第
#

天&第
#

'

&

天尾静脉注射

百日咳杆菌液
#"" !D

$含百日咳杆菌
"

!

>

%

#"

>

个%

(

!

)

* 正常组不做任何处理* 死亡或未发病的小鼠

予以剔除*

%

"干预方法"造模后第
5

天给药* 正常组和模

型组给予生理盐水
"

!

# 9DB#" ;

灌胃"中药组给予益

肾达络饮$

"

!

# 9DB#" ;

"相当于临床人用药量的
7

倍%灌胃"西药组给予泼尼松药液$

"

!

# 9DB#" ;

"相当

于临床人用药量的
7

倍%灌胃"共干预
%$

天*

>

"

CDC

'

A1:;#

'

A1:;!

蛋白检测及方法"最后一

次治疗结束后
! J

取材* 先用
&

!

%b

水合氯醛腹腔注
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射麻醉"迅速剪开胸腔"暴露心脏"将灌注针经左心室

插入主动脉"在右心耳处剪开右心房"先用预冷的生理

盐水灌注"待流出的液体由红色变成无色时"迅速取出

脑和脊髓"放入液氮中保存"备用* 采用
+6KH6G<

O10H

法"取脑和脊髓"加入
N)CL

裂解液"用电动匀浆

器低温条件下匀浆"

$

('

#! """ G B9:<

离心
#" 9:<

"

提取蛋白"

Z'L

法测定蛋白浓度* 经
#!b ^@^

$聚丙

烯酰胺凝胶电泳后将电泳产物转移至
3'

膜上"

%b

脱

脂奶粉封闭"一抗(

CDC

$

W

$

#5

%

#

*

&""

稀释&

L<H:

$

A1:;# -<H:O0S. #

*

# """

稀释&

L<H:

$

A1:;! -<H:O0S.

#

*

# """

稀释)孵育"二抗(辣根酶标记兔抗山羊
);W

#

*

> """

稀释"辣根酶标记山羊抗兔
);W #

*

> """

稀

释"辣根酶标记山羊抗小鼠
);W#

*

> """

稀释)孵育"

8'D

发光"显影"定影* 用
3)M )9-;6 (#

!

$#

计算灰

度值"与内参$

"

#

-?H:<

%做比值后分析*

5

"统计学方法"采用
^C^^ #5

!

"

统计软件进

行分析"计量资料用
E

&

K

表示* 计量资料进行正态性

和方差齐性检验"多个样本均数的比较用
D^@

检验"

C P"

!

"%

为差异有统计学意义*

结""果

#

"各组发病率及死亡率比较"模型组小鼠的发

病率为
4"

!

"b

$

4B#"

%"中药组小鼠的发病率为

55

!

4b

$

5B 7

%"西药组小鼠的发病率为
>"

!

"b

$

>B

#"

%"三组发病率比较差异无统计学意义$

C d"

!

"%

%"

中药组小鼠在
8L8

发病前因肺部感染死亡
#

只*

!

"各组小鼠脑组织
CDC

'

A1:;#

及
A1:;!

蛋白表

达比较$图
#

"表
#

%"与正常组比较"模型组小鼠
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讨""论

,^

是一种以中枢神经系统白质炎性脱髓鞘为主

要病理特点的自身免疫性疾病(

&

)

* 目前尚无有效根

治措施"治疗的主要目的是抑制急性期的炎症反应*

泼尼松是治疗多发性硬化的主要治疗药物"能通过抑

制炎症反应而改善轴索传导"促进血脑屏障的恢复"缩

短急性期和复发期的病程"但不能防止复发(

&

)

* 中医

药可以减轻
,^

患者的症状"并且有降低复发率'减少

不良反应的优势*

本课题组认为
,^

的基本病机是+湿热浊毒"损伤

督脉"戕害脑髓"败坏形体,

(

$

)

* 益肾达络饮是基于此

病机拟定的用于治疗
,^

的有效方剂"本方由熟地'鹿

角胶'栀子'石菖蒲'萆'签草'生甘草等药物组成"

具有益肾温阳'清热化湿'解毒通络的功效"临床应用

可改善
,^

患者的临床症状"延缓复发* 研究表明"本

方可以改善
8L8

小鼠的神经功能评分"降低复发率"

减轻炎性细胞浸润和髓鞘脱失(

!

)

*

CDC

是一种含疏水氨基酸的具有离子传送特性的

内层膜蛋白(

%

"

>

)

"也是脑髓鞘的主要成分之一"通过检测

CDC

含量的变化可以反映髓鞘损伤的程度* 本实验研

究结果显示"模型组
8L8

小鼠
CDC

的表达水平低于正

常组$

C P"

!

"%

%"说明模型组
8L8

小鼠存在明显的髓

鞘脱失"经益肾达络饮'泼尼松治疗后"中药组'西药组

8L8

小鼠
CDC

的表达水平高于模型组$

C P"

!

"%

%"说

明益肾达络饮'泼尼松有减轻髓鞘损伤的作用*

A1:;

包括
A1:;#

'

A1:;!

和
A1:;&

三种亚型"属于新

的碱性螺旋 #环 #螺旋 $

O-K:? J61:E

$

100F

$

J61:E

"

OMDM

%转录因子家族* 在脊髓"

A1:;

和原神经基因共

同构成了神经元'星形胶质细胞和少突胶质细胞的组

合码(

5

)

* 其中
A1:;#

和
A1:;!

特异性表达于神经组

织"

A1:;&

主要表达于非神经组织(

4

)

*

A1:;#

是脑内少

突胶质细胞髓鞘再生的主要调节子(

7

)

"它能使少突胶

质前体细胞分化成髓鞘形成少突胶质细胞"在
,^

的

髓鞘再生中起重要作用(

#"

)

*

A1:;!

过表达可以诱导神

经干细胞分化成成熟的少突胶质细胞(

##

)

"注射
A1:;!

$
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3^'K

可以减轻复发 #缓解型
8L8

小鼠的神经功能

缺损症状(

#!

)

* 本实验研究结果显示"中药组
8L8

小

鼠
A1:;#

'

A1:;!

的表达水平明显高于模型组 $

C P

"

!

"%

%"中药组
A1:;#

表达水平高于西药组 $

C P

"

!

"%

%"

A1:;!

表达水平与西药组无差异$

C d "

!

"%

%"

说明益肾达络饮可通过升高
8L8

小鼠脑内
A1:;#

'

A1:;!

的水平促进髓鞘再生"而泼尼松可以通过升高

A1:;!

的水平而促进髓鞘再生* 因此"

A1:;#B!

过表达

是促进内源性髓鞘再生和
'3^

脱髓鞘疾病功能恢复

的有效治疗方法(

#&

)

*

综上所述"本实验从蛋白水平检测了
8L8

小鼠脑

组织内
CDC

'

A1:;#

'

A1:;!

表达"结果表明益肾达络饮

可升高
8L8

小鼠脑组织内
A1:;#

'

A1:;!

水平"升高脑

组织中
CDC

表达"提示益肾达络饮可能通过促进脑组

织内
A1:;#

'

A1:;!

表达"促进髓鞘再生* 本实验未对

CDC

'

A1:;#

'

A1:;!

基因表达进行检测"在今后的实验

中应进一步研究
CDC

'

A1:;#

'

A1:;!

基因水平表达"使

其机制更加明确* 本实验证明"中药可以促进少突胶

质细胞转录因子的表达"促进髓鞘再生"为
,^

等脱髓

鞘疾病的治疗提供了理论依据*
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