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异甘草素对实验性自身免疫性神经炎大鼠模型的影响及机制研究①

何谷芬②ꎬ符　 婉ꎬ肖子建③

(南华大学附属第一医院神经内科ꎬ湖南 衡阳　 ４２１００１)

摘要　 目的:观察异甘草素( ＩＳＬ)对大鼠实验性自身免疫性神经炎(ＥＡＮ)的影响并探讨机制ꎮ 方

法:足底注射 Ｐ２５７－８１多肽建立 ＥＡＮ 大鼠模型ꎬ免疫后 １ ｈꎬ每天腹腔注射 ＩＳＬ(６０ ｍｇ / ｋｇ)溶液ꎬ共

１４ ｄꎮ观测大鼠发病情况ꎬ运用 ＨＥ染色及透射电镜观察坐骨神经结构ꎬＥＬＩＳＡ法检测血清中炎症因

子水平ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测脾脏单核巨噬细胞中诱导型一氧化氮合酶( ｉＮＯＳ)和精氨酸酶 １(Ａｒｇ１)、信
号转导及转录激活因子 ３(ＳＴＡＴ３)包括 ｔ￣ＳＴＡＴ３ 和 ｐ￣ＳＴＡＴ３ 的蛋白表达ꎮ 结果:与 ＥＡＮ 组比较ꎬ
ＥＡＮ＋ＩＳＬ组大鼠行为评分显著降低ꎬ体重明显增加ꎬ坐骨神经中炎症细胞浸润数明显减少ꎬ坐骨神

经的脱髓鞘现象明显减少ꎬ血清中白介素￣１β( ＩＬ￣１β)、肿瘤坏死因子￣α(ＴＮＦ￣α)、白介素￣６( ＩＬ￣６)和

干扰素￣γ( ＩＦＮ￣γ)水平明显降低ꎬ脾脏单核巨噬细胞中 ｉＮＯＳ 蛋白表达显著下调ꎬＡｒｇ１ 表达显著上

调ꎬｐ￣ＳＴＡＴ３蛋白表达及 ｐ￣ＳＴＡＴ３ / ｔ￣ＳＴＡＴ３比值均明显降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论:ＩＳＬ 对 ＥＡＮ 具有抑制

作用ꎬ其机制可能与调控 ＳＴＡＴ３￣巨噬细胞极化途径有关ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ: Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎ ( ＩＳＬ) ｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ
ｎｅｕｒｉｔｉｓ ( ＥＡＮ) ｉｎ ｒａｔｓ ａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｉｔｓ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ. Ｍｅｔｈｏｄｓ: Ｍａｌｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅ
(ＳＰＦ) Ｌｅｗｉｓ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ Ｐ２５７￣８１ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｐｌａｎｔａｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａｎ ＥＡＮ ｍｏｄｅｌ.
Ｔｈｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ＩＳＬ (６０ ｍｇ / ｋｇ) ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｅｖｅｒｙ ｄａｙ ｆｏｒ １４ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ １ ｈ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ.
Ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｓｃｉａｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ. Ｔｈｅ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍｏｆ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ
ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ( ｉＮＯＳ)ꎬ ａｒｇｉｎａｓｅ １ (Ａｒｇ１)ꎬ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ３
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(ＳＴＡＴ３) ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｔ￣ＳＴＡＴ３ ａｎｄ ｐ￣ＳＴＡＴ３ ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｒｅｓｕｌｔｓ: Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＥＡＮ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｒｅｄｕｃｅｄꎬ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｒａｔｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇ ｉｎ
ｔｈｅ ｓｃｉａｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄꎬ ｔｈｅ ｄｅｍｙｅｌｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｃｉａｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１β ( ＩＬ￣１β)ꎬ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣α ( ＴＮＦ￣α)ꎬ
ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ (ＩＬ￣６) ａｎｄ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ￣γ (ＩＦＮ￣γ) ｏｆ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ. Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅꎬ ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉＮＯＳ ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄꎬ
ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｒｇ１ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ. Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｐ￣ＳＴＡＴ３ ａｎｄ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｐ￣ＳＴＡＴ３ ｔｏ ｔ￣ＳＴＡＴ３ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＥＡＮ ＋ ＩＳＬ ｇｒｏｕｐ (Ｐ <
０.０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ: ＩＳＬ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＥＡＮꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＴＡＴ３￣
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: ｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎꎻ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｎｅｕｒｉｔｉｓꎻ ｒａｔｓꎻ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎꎻ ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ３

　 　 吉 兰￣巴 雷 综 合 征 ( Ｇｕｉｌｌａｉｎ￣Ｂａｒｒｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎬ
ＧＢＳ)是一种周围神经系统自身免疫性疾病ꎬ主要病

理学特征包括炎症细胞的浸润和周围神经的脱髓鞘

病变[１－２]ꎮ ＧＢＳ的确切病因和详细的发病机制目前

仍未完全阐明ꎬ置换血浆和免疫球蛋白治疗可以缓

解 ＧＢＳ 的病情ꎬ但是治疗费用较高[３－４]ꎬ因此ꎬ寻找

新的高效 ＧＢＳ防治途径具有十分重要的意义ꎮ 实验

性自 身 免 疫 性 神 经 炎 ( ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ
ｎｅｕｒｉｔｉｓꎬ ＥＡＮ)是公认的理想 ＧＢＳ 动物模型ꎬ在 ＧＢＳ
和 ＥＡＮ的病变部位均有大量的炎症细胞浸润ꎬ而巨

噬细胞是主要的功能细胞ꎮ 巨噬细胞存在两种主要

的极化表型ꎬ既具有促炎效应的 Ｍ１ 型ꎬ也具有抗炎

效应的 Ｍ２型[５]ꎮ 研究显示ꎬ调控巨噬细胞的极化ꎬ
抑制 Ｍ１型ꎬ促进 Ｍ２的转化ꎬ能有效缓解 ＥＡＮ 大鼠

的神经炎症[６－７]ꎮ 信号转导及转录激活因子 ３
(ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ３ꎬ
ＳＴＡＴ３)是一种核内转录因子ꎬ是巨噬细胞极化的重

要调节因子[８－９]ꎮ
异甘草素( ｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎꎬ ＩＳＬ)是一种二氢黄

酮类化合物ꎬ是从中草药甘草中分离得到的有效成

分ꎮ ＩＳＬ具有广泛的药理学作用ꎬ如清除自由基、抗
病毒、抑制炎症反应和抑制肿瘤生长等[１０－１１]ꎮ 目前

关于 ＩＳＬ对外周神经炎症性疾病 ＧＢＳ抑制作用的研

究较少ꎮ 鉴于此ꎬ本研究旨在探讨 ＩＳＬ 对 ＥＡＮ 大鼠

模型的影响ꎬ并从 ＳＴＡＴ３￣巨噬细胞极化的角度探讨

其可能的作用机制ꎬ为 ＧＢＳ的防治提供新线索ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 实验动物和实验试剂

无特定病原体级雄性的 Ｌｅｗｉｓ 大鼠(购自北京

维通利华实验动物有限责任公司)ꎬ约 ８ 周龄ꎬ体重

为(１８０.６２±２０.１５)ｇꎮ 将大鼠饲养于标准动物房中ꎮ

在大鼠适应性喂养 １周后开始进行实验ꎮ 本实验方

案经南华大学第一附属医院医学伦理委员会审核批

准(ＮＯ.２０２１ＬＬ０３１６００４)ꎮ

周围神经髓鞘抗原(Ｐ２５７￣８１)多肽、完全弗氏佐

剂、ＩＳＬ、胰蛋白酶、噻唑蓝 (美国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎮ

ＲＰＭＩ１６４０ 培养基和小牛血清 (美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司)ꎮ 白介素￣１β( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １βꎬ ＩＬ￣１β)、肿瘤坏死

因子￣α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬ ＴＮＦ￣α)、白介素￣６

(ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ꎬＩＬ￣６)和干扰素￣γ ( ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ￣γꎬ ＩＦＮ￣

γ)酶联免疫吸附测定试剂盒(购自武汉博士德生物

工程公司)ꎮ 山羊抗大鼠诱导型一氧化氮合酶

(ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅꎬ ｉＮＯＳ)、精氨酸酶 １

(ａｒｇｉｎａｓｅ １ꎬ Ａｒｇ１)、ｔ￣ＳＴＡＴ３、ｐ￣ＳＴＡＴ３ 和 β￣ａｃｔｉｎ 多

克隆抗体及相应二抗(美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ公司)ꎮ

１.２　 ＥＡＮ大鼠模型的建立及实验分组

电子天平秤取 Ｐ２５７￣８１多肽ꎬ加至磷酸盐缓冲液

(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒꎬ ＰＢＳ)１００ μＬ中ꎬ配制成多肽溶液

(２ ｇ / Ｌ)ꎮ 将多肽溶液与同体积的完全弗氏佐剂混

匀ꎬ乳化ꎬ配制成抗原乳剂(１ ｇ / Ｌ)ꎮ 抽取抗原乳剂ꎬ

在大鼠的后肢足底进行注射ꎬ每只大鼠左右后肢的
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足底分别注射抗原乳剂溶液 ５０ μＬꎬ诱导 ＥＡＮ 大鼠

模型[１２]ꎮ

按照随机数字表法分为对照组、ＥＡＮ 组、 ＩＳＬ
组、ＥＡＮ＋ＩＳＬ组ꎬ每组 １０只大鼠ꎮ ＩＳＬ组大鼠每天通

过腹腔注射给药 ＩＳＬ(６０ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ共１４ ｄꎻＥＡＮ＋ＩＳＬ
大鼠每天在大鼠免疫后 １ ｈ 通过腹腔注射给药 ＩＳＬ
(６０ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ共 １４ ｄꎮ 对照组和 ＥＡＮ组大鼠每天通

过腹腔注射给予等剂量的生理盐水ꎮ

１.３　 大鼠行为评分

从免疫前 １天开始的每日同一时间段称量大鼠

体重并观察发病情况ꎮ 每天对大鼠进行行为评分ꎬ
行为评分的标准如下ꎮ 正常记 ０ 分ꎮ 大鼠出现尾部

无力ꎬ肌张力降低记 １分ꎮ 大鼠开始出现后肢瘫痪ꎬ
翻正反射部分消失记 ２分ꎮ 大鼠出现明显的后肢瘫

痪ꎬ翻正反射全部消失记 ３ 分ꎮ 大鼠出现四肢瘫痪

记 ４分ꎮ 大鼠出现死亡记 ５分[１３]ꎮ

１.４　 动物处死及取材

ＩＳＬ处理结束后的第 ２ 天通过脱颈椎的方法处

死大鼠ꎬ将大鼠的右侧坐骨神经取出ꎬ神经干的中枢

端做病理切片ꎬ外周端进行透射电镜检测ꎮ

１.５　 坐骨神经病理学观察

将坐骨神经组织常规固定、石蜡包埋、切片、ＨＥ
染色ꎬ光镜下观测ꎮ 在每张切片中随机取 ５ 个观察

视野ꎬ计算炎症细胞的数量ꎮ

１.６　 坐骨神经的超微结构检测

大鼠处死后ꎬ将右侧坐骨神经的外周端浸泡在

０.２ ｍｏｌ / Ｌ 的戊二醛溶液中 ２ ｈꎬ４ ℃条件下进行固

定ꎮ 经脱水、包埋、切片和染色流程后ꎬ进行透射电

镜检测ꎮ

１.７　 脾脏单核巨噬细胞的分离

大鼠处死后ꎬ在 ７５ 的乙醇溶液中浸泡 １０ ｍｉｎꎮ

无菌操作要求下ꎬ在超净台内剪开大鼠腹腔ꎬ取出脾

脏ꎮ 将脾脏置于碾钵中ꎬ磨碎ꎬ用 ２００钼孔径的尼龙筛

网过滤到 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基中ꎬ制备组织匀浆ꎮ 收集

组织匀浆ꎬ室温下以 １ ５００ ｒ / ｍｉｎ 的速度离心１０ ｍｉｎꎮ
吸去上清液ꎬ再加入 ３ ｍＬ红细胞裂解液ꎬ混匀ꎮ ５ ｍｉｎ
后加入 ＰＢＳ ３ ｍＬꎬ混匀ꎬ室温下以１ ５００ ｒ / ｍｉｎ的速度离

心 １０ ｍｉｎꎮ 重复用 ＰＢＳ 洗 ２ 次ꎮ 用 ＲＰＭＩ１６４０ 培养

基(１０ 小牛血清)重悬细胞ꎮ

１.８　 酶联免疫吸附法检测

ＩＳＬ处理后的第 ２ 天ꎬ通过尾静脉采集血液ꎬ静
置 １ ｈ后ꎬ以 １ ５００ ｒ / ｍｉｎ 的速度离心 ５ ｍｉｎꎬ取上清

液ꎮ 按试剂盒操作说明书进行操作ꎬ采用酶标仪测

量ꎬ设置波长为 ４５０ ｎｍꎬ检测各孔的 ＯＤ 值ꎮ 根据标

准曲线ꎬ计算出血清中 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 和 ＩＦＮ￣γ
的水平ꎮ

１.９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｏｌｔ法检测

收集脾脏单核巨噬细胞ꎬ加入蛋白裂解液ꎬ冰上

裂解ꎬ提取细胞的总蛋白ꎮ 蛋白浓度测量通过 ＢＣＡ
法ꎮ 取总蛋白样本加入到上样缓冲液中ꎬ烧开变性

蛋白ꎮ 分离蛋白通过 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ电泳法ꎬ电转将蛋白

转移到 ＰＶＤＦ膜上ꎮ 将 ＰＶＤＦ膜浸泡在牛血清白蛋白

溶液中 ２ ｈꎬ封闭非特异的抗原ꎮ 加入 ｉＮＯＳ(１ ∶ ４００)、
Ａｒｇ１(１ ∶ ３００)、ｔ￣ＳＴＡＴ３(１ ∶ ３００)、ｐ￣ＳＴＡＴ３(１ ∶ ４００)
和 β￣ａｃｔｉｎ(１ ∶ ５００)的一抗ꎬ在 ４ ℃条件下孵育过夜ꎮ
ＰＢＳ洗膜ꎬ加入二抗工作液ꎬ室温下孵育 ２ ｈꎮ 洗膜ꎬ
采用 ＥＣＬ试剂盒曝光显色ꎮ 凝胶成像系统观察并拍

照ꎬ图像分析软件对结果进行半定量分析ꎮ

１.１０　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ ２０.０统计软件分析数据ꎬ计量资料以

(ｘ±ｓ)表示ꎬ多组间的差异比较采用单因素方差分

析ꎬ而组间的差异比较采用 ＬＳＤ￣ｔ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 为

差异具有统计学意义ꎮ

２　 结果

２.１　 大鼠行为评分

ＥＡＮ组大鼠在免疫第 ６ 天首次出现症状ꎬ此后

的大鼠行为评分逐渐增加ꎬ在免疫第 ８ 天所有大鼠

的行为学评分均达到 ２ 分以上ꎬ提示 ＥＡＮ 大鼠模型

的建立是成功的ꎮ 与对照组比较ꎬＥＡＮ 组大鼠的行

为评分从免疫第 ６天开始到第 １５天均显著升高( ｔ ＝

５.２４２、５.６７１、６.５１５、６.９７２、７.３２７、７.８１３、７.９７８、８.５４６、
８.２７７ꎬＰ<０.０５)ꎮ 与 ＥＡＮ 组比较ꎬＥＡＮ＋ＩＳＬ 组大鼠

从免疫第 ６ 天开始到第 １５ 天行为评分均显著下降

( ｔ＝ ４.８７、５. １２、 ５. ６７、 ５. ９５、 ６. ０８、 ６. ３６、 ６. ８５、 ７.０４、
７.１３ꎬＰ<０.０５)ꎬ对照组和 ＩＳＬ 组的大鼠均没有观测

到明显的神经功能障碍ꎬ行为评分均为 ０ 分ꎮ 各组

大鼠行为评分的变化见图 １ꎮ
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与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＥＡＮ组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎮ

图 １　 各组大鼠行为评分的变化

２.２　 大鼠体重变化

ＥＡＮ组大鼠在免疫第 ３天开始出现体重减轻的

现象ꎬ从免疫第 ６天到免疫第 １５ 天的体重均明显低

于对照组(Ｐ<０.０５)ꎻ对照组和 ＩＳＬ组大鼠体重比较ꎬ

差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ与 ＥＡＮ组比较ꎬＥＡＮ＋

ＩＳＬ组大鼠从免疫第 ９天至第 １５ 天体重均明显增加

(Ｐ<０.０５)ꎬ见表 １ꎮ

表 １　 各组大鼠体重变化比较(ｘ±ｓꎬｇ)

组别 ｎ 免疫第 １天 免疫第 ３天 免疫第 ６天 免疫第 ９天 免疫第 １２天 免疫第 １５天
对照组 １０ １８７.３４ ± ６.７２ １９５.０５±６.９４ ２０４.２３±７.７１ ２１３.８４±７.２９ ２２７.４３±７.３３ ２３７.７１±８.１３
ＥＡＮ组 １０ １８６.７７±７.１３ １８８.２１±７.６４ １８５.３９±８.５９ａ １９１.２７±９.４２ａ １９３.６４±９.３７ａ １９６.７７±９.０１ａ

ＩＳＬ组 １０ １８８.０６±７.４１ １９７.８３±７.９３ ２０６.７４±８.４２ ２１５.６１±８.１１ ２１９.３１±８.３４ ２４０.０６±９.１５
ＥＡＮ＋ＩＳＬ组 １０ １９０.０７±６.８７ １９３.６４±７.１４ １９６.７２±７.０８ ２０８.６７±７.０４ｂ ２１４.８６±８.０１ｂ ２１８.１９±８.１１ｂ

Ｆ ３.５２１ ４.８１７ ８.６４２ １１.０５４ １５.７５６ １４.８４３
Ｐ >０.０５ >０.０５ <０.０５ <０.０５ <０.０５ <０.０５

　 　 　 与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＥＡＮ组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎮ

２.３　 大鼠坐骨神经的形态结构变化

４组大鼠坐骨神经中浸润的炎症细胞数量比较ꎬ

差异具有统计学意义〔对照组、ＥＡＮ 模型组、ＩＳＬ 组

和 ＥＡＮ＋ＩＳＬ组大鼠坐骨神经中浸润的炎症细胞数

分别为(１２５.３７±１１.７７)、(６７５.８９±８０.６７)、(１１７.３２±

９.１５)和(２３３.４５±２５.１３)个 /平方毫米ꎬＦ＝ １３.７５３ꎬＰ<

０.０５〕ꎻＥＡＮ组大鼠坐骨神经中浸润的炎症细胞数量

与对照组比较ꎬ差异有统计学意义 ( ｔ ＝ ６. ４９７ꎬＰ <

０.０５)ꎻ与 ＥＡＮ组比较ꎬＥＡＮ＋ＩＳＬ组大鼠坐骨神经中

浸润的炎症细胞数明显减少( ｔ＝ ５.７１６ꎬＰ<０.０５)ꎮ 各

组大鼠坐骨神经的形态结构变化见图 ２ꎮ

与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＥＡＮ组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎮ

图 ２　 各组大鼠坐骨神经的形态结构变化(ＨＥ染色ꎬ ×４００)
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２.４　 各组大鼠坐骨神经的超微结构变化

对照组大鼠坐骨神经的髓鞘结构正常ꎬ髓鞘的

形状大部分呈现椭圆形ꎬ髓板层的结构显示清晰ꎬ轴

索的结构显示完整ꎮ ＥＡＮ组大鼠的坐骨神经中发现

有明显的髓鞘结构破坏和髓鞘脱失的现象ꎬ鞘板层

中发现有空泡样病变ꎮ 与 ＥＡＮ组比较ꎬＥＡＮ＋ＩＳＬ 组

大鼠坐骨神经的髓鞘结构得到了明显的改善ꎬ脱髓

鞘现象明显减少ꎬ鞘板层内空泡样病变明显减少ꎮ

各组大鼠坐骨神经的超微结构变化见图 ３ꎮ

图 ３　 各组大鼠坐骨神经的超微结构变化(比例标尺:２ μｍ)

２.５　 各组大鼠血清 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 和 ＩＦＮ￣γ 水
平的变化

与对照组比较ꎬＥＡＮ 组大鼠的血清中促炎细胞

因子 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 和 ＩＦＮ￣γ 水平均明显增加

(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＥＡＮ 组比较ꎬＥＡＮ＋ＩＳＬ 组大鼠血清中

促炎细胞因子 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６和 ＩＦＮ￣γ水平均明

显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ２ꎮ

表 ２　 各组大鼠血清 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６和 ＩＦＮ￣γ水平的变化(ｘ±ｓꎬμｇ / Ｌ)

组别 ｎ ＩＬ￣１β ＴＮＦ￣α ＩＬ￣６ ＩＦＮ￣γ

对照组 １０ ４.１１ ±０.４２ １３.７４ ± １.６４ １６.８４ ± ２.５４ ７.４２ ± ０.８９

ＥＡＮ组 １０ １０.７３±０.９７ａ ４７.９３ ± ５.７７ａ ３０.０２ ± ４.７３ａ ２９.５１ ± ３.２７ａ

ＩＳＬ组 １０ ４.０３ ± ０.３７ １３.９８ ± １.５１ １４.９３ ±２.１５ ７.４８ ± ０.５９

ＥＡＮ＋ＩＳＬ组 １０ ６.２７ ± ０.４９ｂ ２６.１９ ± １.８４ｂ １９.３６ ± ２.７９ｂ １３.２８ ± １.６７ｂ

Ｆ ７.２４６ ８.９２１ １１.８２７ ８.１５９

Ｐ <０.０５ <０.０５ <０.０５ <０.０５

　 　 　 与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＥＡＮ组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎮ

２.６　 异甘草素对大鼠的脾脏单核巨噬细胞中 ｉＮＯＳ
和 Ａｒｇ１蛋白表达的影响

与对照组比较ꎬＥＡＮ 组大鼠的脾脏单核巨噬细

胞中 ｉＮＯＳ蛋白的表达显著上调ꎬ而 Ａｒｇ１ 蛋白的表

达显著下调( ｔ ＝ ５.２７、５.９３ꎬＰ<０.０５)ꎮ 与 ＥＡＮ 组比

较ꎬＥＡＮ＋ＩＳＬ组大鼠的脾脏单核巨噬细胞中 ｉＮＯＳ 蛋

白的表达显著下调ꎬ而 Ａｒｇ１ 蛋白的表达显著上调

( ｔ＝ ４.０８、４.１７ꎬＰ<０.０５)ꎮ ＩＳＬ 对大鼠的脾脏单核巨

噬细胞中 Ａｒｇ１和 ｉＮＯＳ蛋白表达的影响见图 ４ꎮ
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Ａ.各组大鼠脾脏单核巨噬细胞中 ｉＮＯＳ和 Ａｒｇ１蛋白表达直观图(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ法)ꎻ(ＢꎬＣ) .各组大鼠脾脏单核巨噬细

胞中 ｉＮＯＳ和 Ａｒｇ１蛋白表达比较(灰度扫描图)ꎮ 与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＥＡＮ组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎮ

图 ４　 ＩＳＬ对大鼠的脾脏单核巨噬细胞中 Ａｒｇ１和 ｉＮＯＳ蛋白表达的影响

２.７　 ＩＳＬ对大鼠脾脏单核巨噬细胞中 ＳＴＡＴ３蛋白表

达的影响

ＥＡＮ组大鼠的脾脏单核巨噬细胞中 ｐ￣ＳＴＡＴ３蛋

白表达水平及 ｐ￣ＳＴＡＴ３ / ｔ￣ＳＴＡＴ３ 比值ꎬ与对照组比

较显著增加( ｔ ＝ ５.３７、４.８５ꎬＰ<０.０５)ꎻ与 ＥＡＮ 组比

较ꎬＥＡＮ＋ＩＳＬ组大鼠的脾脏单核巨噬细胞中ｐ￣ＳＴＡＴ３

蛋白表达水平及 ｐ￣ＳＴＡＴ３ / ｔ￣ＳＴＡＴ３ 比值明显降低

( ｔ＝ ６.７７、５.４１ꎬＰ<０.０５)ꎬ见图 ５ꎮ

Ａ.各组大鼠脾脏单核巨噬细胞中 ＳＴＡＴ３蛋白表达直观图(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ法)ꎻ(ＢꎬＣ) . 各组大鼠脾脏单核巨噬细胞中 ＳＴＡＴ３

蛋白表达比较(灰度扫描图)ꎮ 与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＥＡＮ组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎮ

图 ５　 ＩＳＬ对大鼠脾脏单核巨噬细胞中 ＳＴＡＴ３蛋白表达的影响

３　 讨论

ＧＢＳ是神经系统常见的自身免疫性疾病ꎬ是导

致患者出现急性肌无力的主要原因ꎮ ＧＢＳ 的临床发

病率为 １.２~１.８ 例 / １０ 万ꎬ患者包括各个年龄阶段ꎬ

而以中老年患者最为常见ꎬ临床表现主要有肢体的

感觉障碍ꎬ四肢出现麻木感ꎬ四肢发生迟缓性瘫痪、

四肢无力等症状[１４]ꎮ 目前的治疗手段ꎬ如免疫球蛋

白注射及血浆置换等ꎬ只对部分 ＧＢＳ 患者有一定的

缓解ꎬ其整体的治疗效果仍达不到理想状态[１５－１６]ꎮ

当前 ＧＢＳ病死率为 ５ ~ ８ ꎬ部分患者在急性期恢

复良好ꎬ但依然有多种长期后遗症存在ꎬ约 １ / ５ 的患

者在 １年内有肢体残疾的症状[１７]ꎮ

ＥＡＮ是一种由 Ｔ细胞介导的急性自身免疫性疾

病的动物模型ꎬ主要的病理特征包括有周围神经的

髓鞘脱失病变ꎮ 反应性 Ｔ 细胞、Ｂ 细胞以及巨噬细

胞在神经干中浸润ꎬ由于许多临床、病理学及免疫学

的特征与 ＧＢＳ类似ꎬ而被公认为是研究 ＧＢＳ 的理想

动物模型[１８－１９]ꎮ 尽管 ＥＡＮ 的病变主要由 Ｔ 细胞介

导和启动ꎬ但是巨噬细胞通过抗原提呈ꎬ介导炎症反

应ꎬ局部浸润神经组织ꎬ是导致周围神经纤维发生髓

鞘脱失等病变的主要功能细胞ꎬ在 ＥＡＮ 的发生进展

进程中发挥关键作用[２０]ꎮ

１２
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ＩＳＬ是一种黄酮类化合物ꎬ是从传统中药材甘草

中提取得到的有效成分ꎬ其药理学功效非常广泛ꎬ如

抗病毒、抑菌、拟肾上腺皮质激素作用、抗氧化、抗抑

郁、抗肿瘤、拟雌激素作用和抑制血小板聚集

等[２１－２２]ꎮ 近年来大量的研究发现ꎬＩＳＬ 在体内、体外

均展示出较好抑制炎症反应的作用[２３￣２４]ꎮ 本研究结

果显示ꎬＩＳＬ能显著增加 ＥＡＮ模型大鼠的体重ꎬ显著

降低 ＥＡＮ模型大鼠的行为评分ꎬ减少 ＥＡＮ模型大鼠

的坐骨神经中浸润的炎症细胞数量ꎬ明显改善坐骨

神经纤维的髓鞘脱失现象ꎬ这些结果表明 ＩＳＬ 对

ＥＡＮ具有抑制作用ꎮ

巨噬细胞根据其功能表型以及产生的细胞因子

而被分为两种不同的极化类型ꎬ即 Ｍ１ 型和 Ｍ２

型[２５]ꎮ Ｍ１ 型巨噬细胞主要分泌促炎因子ꎬ如:

ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１、ＩＬ￣１２和 ＩＬ￣２３ 等ꎬ也可高表达 ｉＮＯＳꎬ主

要有促进炎症反应的作用ꎬ发挥宿主地针对入侵微

生物的免疫功能ꎬ也可引发正常组织的损伤[２６]ꎮ Ｍ２

型巨噬细胞主要分泌抗炎细胞因子ꎬ如:ＩＬ￣４、ＩＬ￣１０、

ＩＬ￣１３和转化生长因子￣β 等ꎬ也可诱导 Ａｒｇ１ 的表达ꎬ

主要有抑制炎症反应的作用ꎬ促进组织损伤的修

复[２７]ꎮ 研究显示ꎬ二甲基延胡索酸可促进 Ｍ１ 型巨

噬细胞向 Ｍ２ 型极化ꎬ从而缓解 ＥＡＮ 的临床症

状[２８]ꎬ提示抑制 Ｍ１ 型巨噬细胞或促进其向 Ｍ２ 型

极化可能是 ＧＢＳ新的治疗手段ꎮ ＳＴＡＴ３家族是一种

转录因子ꎬ参与多种生理及病理过程ꎬ如:细胞增殖、

凋亡及免疫应答等ꎬ也是调控巨噬细胞极化的重要

信号分子[２９]ꎮ 当胞外的刺激信号通过跨膜信号转

导机制诱导 ＳＴＡＴ３磷酸化ꎬ磷酸化的 ＳＴＡＴ３ 可发生

核转移ꎬ进入细胞核后可调控下游靶基因的表

达[３０]ꎮ 研究显示ꎬ ＩＳＬ 对 ＳＴＡＴ３ 信号具有调控作

用[３１]ꎮ 本研究结果显示ꎬＩＳＬ 显著降低 ＥＡＮ 模型大

鼠血清中促炎细胞因子 ＴＮＦ￣α、ＩＦＮ￣γ、ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣６

的水平ꎬ显著下调 ＥＡＮ模型大鼠的脾脏单核巨噬细

胞中 ｉＮＯＳ蛋白的表达ꎬ而显著上调 Ａｒｇ１ 蛋白的表

达ꎬ明显降低大鼠的脾脏单核巨噬细胞中 ｐ￣ＳＴＡＴ３

蛋白表达水平及 ｐ￣ＳＴＡＴ３ / ｔ￣ＳＴＡＴ３ 比值ꎮ 这些结果

提示ꎬＩＳＬ可抑制巨噬细胞 Ｍ１型极化ꎬ而促进 Ｍ２ 型

极化ꎬ这可能是 ＩＳＬ抑制 ＥＡＮ的原因ꎬ而其机制可能

涉及到 ＳＴＡＴ３信号通路ꎮ

综上所述ꎬ本实验的研究结果表明ꎬＩＳＬ 对 ＥＡＮ

大鼠模型具有抑制作用ꎬ其机制可能与 ＩＳＬ 抑制

ＳＴＡＴ３信号通路ꎬ进而抑制巨噬细胞 Ｍ１ 型极化ꎬ而

促进 Ｍ２型极化ꎬ抑制神经炎症有关ꎮ 本实验的研究

结果可为 ＧＢＳ的防治提供新的思路和靶点ꎮ
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