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黄芩苷对自身免疫性脑脊髓炎大鼠
细胞凋亡的影响
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　　［摘　要］　目的　观察黄芩苷（ＢＡＣ）对自身免疫性脑脊髓炎（ＥＡＥ）大鼠的疗效及其对脊髓炎症细胞凋亡的
影响。方法　４４只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为正常对照组（ＮＣ，ｎ＝１０）、ＥＡＥ组（ｎ＝１２）、地塞米松治疗组（ＤＸＭ，
ｎ＝１２）、ＢＡＣ治疗组（ｎ＝１０）。ＤＸＭ 组和 ＢＡＣ组在抗原免疫后 １周分别予以 ＤＸＭ （１ｍｇ／ｋｇ）和 ＢＡＣ
（２００ｍｇ／ｋｇ）治疗７ｄ；观察各组动物脊髓病理变化及髓鞘碱性蛋白（ＭＢＰ）表达的情况和脊髓炎症细胞凋亡情况。
结果　ＥＡＥ组、ＤＸＭ组和 ＢＡＣ组较 ＮＣ组体重均下降，ＢＡＣ组体重较 ＥＡＥ组及 ＤＸＭ组明显上升（Ｐ＜０．０５）。
ＤＸＭ组和 ＢＡＣ组大鼠神经功能评分明显优于ＥＡＥ组（Ｐ＜０．０５）；ＤＸＭ组和 ＢＡＣ组脊髓 ＭＢＰ阳性数均较 ＥＡＥ
组显著增多（Ｐ＜０．０５）。ＤＸＭ组和 ＢＡＣ组脊髓炎症细胞凋亡数均较ＥＡＥ组显著增多（Ｐ＜０．０５）。结论　ＢＡＣ对
ＥＡＥ大鼠有治疗作用，并且能促进大鼠脊髓炎症细胞凋亡。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（８）：６６５－６６８］

［关　键　词］　实验性自身免疫性脑脊髓炎；细胞凋亡；地塞米松；黄芩苷；大鼠
［中图分类号］　Ｒ－３３　　［文献标识码］　Ａ　　［文章编号］　１００８－８８３０（２０１１）０８－０６６５－０４

Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｂａｉｃａｌｉｎｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｒａｔｓｗｉｔｈａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ
ＸＵＪｕｎ，ＨＵＡＮＧＲｏｎｇ，ＹＡＮＧＹｕＪｉａ，ＪＩＮＳｈｉＪｉｅ，ＺＨＡＮＧＪｉｎｇＦｅｎｇ．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｅｄｉａｔｒｉｃｓ，ＸｉａｎｇｙａＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｃｅｎ
ｔｒａｌＳｏｕｔｈＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈａｎｇｓｈａ４１０００８，Ｃｈｉｎａ（ＨｕａｎｇＲ，Ｅｍａｉｌ：ｈｒｏｎｇｘｙ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｉｃａｃｙｏｆｂａｉｃａｌｉｎａｎｄｉｔｓｅｆｆｅｃｔｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓｉｎ
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ｒｅｍｏｖｅｄ１４ｄａｙｓａｆｔｅｒｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ，ａｎｄｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎａｎｄｅｏｓｉｎ．ＭＢＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．ＴｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓｉｎｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴＵＮＥＬ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅ
ｗｅｉｇｈｔｇａｉｎｒａｔｅｉｎｔｈｅｕｎｔｒｅａｔｅｄＥＡＥａｎｄｔｈｅＤＸＭｏｒｂａｉｃａｌｉｎｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｗｅｉｇｈｔｇａｉｎｒａｔｅｉｎｔｈｅｂａｉｃａｌｉｎｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅ
ｕｎｔｒｅａｔｅｄＥＡＥａｎｄｔｈｅＤＸＭｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｓｃｏｒｅｓｏｆｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｔｈｅｔｗｏｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｕｎｔｒｅａｔｅｄＥＡＥｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＤＸＭｏｒｂａｉｃａｌｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅＭＢＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｕｎｔｒｅａｔｅｄＥＡＥｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄｍｏｒｅｉｎｔｈｅＤＸＭａｎｄｔｈｅｂａｉｃａｌｉｎｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｕｎｔｒｅａｔｅｄＥＡＥｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＢａｉｃａｌｉｎｈａｓｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔＥＡＥｉｎｒａｔｓ．Ｉｔｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓｉｎ
ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｓ． ［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１１，１３（８）：６６５－６６８］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ；Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ；Ｂａｉｃａｌｉｎ；Ｒａｔｓ

　　急性播散性脑脊髓膜炎是中枢神经系统（ＣＮＳ）
脱髓鞘的自身免疫性疾病，实验性自身免疫性脑脊

髓炎 （ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ，
ＥＡＥ）是理想的ＣＮＳ脱髓鞘疾病的研究模型。近年

来研究表明，凋亡与自身免疫性疾病的发生、发展

和预后密切相关［１］。国外学者曾发现 ＥＡＥ的 ＣＮＳ
中浸润的Ｔ淋巴细胞、巨噬细胞的凋亡与疾病的恢
复密切相关，并发现地塞米松（ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ，

·５６６·
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ＤＸＭ）能促进ＣＮＳ浸润的炎症细胞的凋亡［２］。糖皮

质激素被公认为对中枢神经脱髓鞘疾病有治疗作

用，但这类药有抑制正常免疫、水钠潴留及抑制蛋白

合成、促进蛋白质分解的不良反应。黄芩苷（ｂａｉｃａ
ｌｉｎ，ＢＡＣ）是中药黄芩中提取的黄酮类化合物，具
有抑菌抗炎、抗变态反应，清除超氧阴离子等作用。

目前大量研究证实ＢＡＣ对细胞凋亡有调控功能，它
能促进肿瘤细胞［３４］及炎症细胞的凋亡［５］，从而促

进疾病的恢复。本研究旨在观察 ＢＡＣ对 ＥＡＥ大鼠
ＣＮＳ中浸润的炎症细胞凋亡的影响，并对它的作用
机制进行探讨。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物及分组　　健康６～８周龄雌性
Ｗｉｓｔａｒ大鼠４４只由湖南农业大学动物部提供，体重
１６０±２０ｇ，随机分为正常对照组（ＮＣ组）１０只、
ＥＡＥ模型组（ＥＡＥ组）１２只、地塞米松治疗组（ＤＸＭ
组）１２只和黄芩苷治疗组（ＢＡＣ组）１０只。
１．１．２　主要试剂　　兔抗鼠髓鞘碱性蛋白（ｍｙｅｌｉｎ
ｂａｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＢＰ）单克隆抗体购自武汉博士德生
物工程有限公司；ＳＰ９００１免疫组化染色试剂盒为
ＺＹＭＥＤ公司进口分装；ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测试剂
盒为美国罗氏公司产品；ＤＡＢ显色试剂盒为上海长
岛生物技术有限公司产品；佐剂用卡介苗购自北京

生物制品研究所；ＢＡＣ粉剂由湘雅医院药剂科提
供，纯度＞９５％，使用时以生理盐水溶解，调节 ｐＨ
值至７．０，浓度为２．０％；ＤＸＭ注射液为福建古田药
业有限公司生产。

１．２　实验方法
１．２．１　ＥＡＥ模型制作　　参照曹翠丽等［６］的方法

稍作修改，将含 ０．５ｇ／ｍＬ的豚鼠脊髓匀浆与完全
弗氏佐剂（含卡介苗６ｍｇ／ｍＬ）等体积混合成油包
水乳剂，分别向ＥＡＥ组、ＢＡＣ组和 ＤＸＭ组大鼠的４
个足垫皮内注射，每只大鼠共注释０．４ｍＬ乳剂 １
次。ＮＣ组大鼠不做任何处理。
１．２．２　给药方法　　抗原免疫后１周，ＤＸＭ组予
以ＤＸＭ１ｍｇ／ｋｇ腹腔注射，每日１次共７ｄ；ＢＡＣ组
予以ＢＡＣ溶液 ２００ｍｇ／ｋｇ腹腔注射，每日 １次共
７ｄ；ＥＡＥ组和 ＮＣ组每日以同容积的生理盐水腹
腔注射，每日１次共７ｄ。
１．２．３　观察项目　　动物免疫后常规饲养，采取双
盲法，每日对各组大鼠进行神经功能评分［７］。０分：
正常；１分：尾部无力；２分：步态笨拙或轻度的共济

失调；３分：后肢无力；４分：后肢严重瘫痪伴大小便
失禁；５分：四肢瘫痪，濒死状态或死亡。≥１分为发
病；观察各组发病的潜伏期、发病率，称量每只动物

入组时及处死时的体重，并计算体重比（处死时／入
组时×１００％）。
１．２．４　标本制备　　动物免疫后 １４ｄ时麻醉后处
死，取脊髓腰膨大处，用 ４％ 多聚甲醛固定 ２４ｈ，石
蜡包埋，苏木精伊红染色。
１．２．５　ＭＢＰ检测及评分　　取上述各组石蜡块切
片按 ＳＰ免疫组化步骤操作。髓鞘呈棕黄色或棕褐
色者为 ＭＢＰ阳性。染色强度分与百分比的积即为
ＭＢＰ阳性数。４００倍显微镜下每张脊髓腰膨大处切
片计数 ５个视野的 ＭＢＰ阳性数。
１．２．６　细胞凋亡检测　　取上述各组石蜡块切片
按ＴＵＮＥＬ法检测。４００倍光镜下计数５个视野１００
个细胞中阳性细胞数，计算凋亡细胞数。

１．３　统计学分析
应用 ＳＰＳＳ１１．０统计学软件，数据以均数 ±标

准差（ｘ±ｓ）表示，多样本均数比较采用方差分析，计
数资料比较采用卡方检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　各组发病情况的比较
ＥＡＥ组大鼠于免疫后第８天开始发病，表现为

精神萎靡、体重下降，尾部张力消失、后肢或四肢瘫

痪，大小便失禁，严重者濒临死亡。发病潜伏期

ＥＡＥ组为９．６±０．５ｄ，ＢＡＣ组为９．９±０．７ｄ，差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＤＸＭ组的潜伏期（１１．０
±０．９ｄ）较 ＥＡＥ组及 ＢＡＣ组均延长，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。ＤＸＭ组、ＢＡＣ组的体重下降、
神经功能评分较 ＥＡＥ组明显改善（均 Ｐ＜０．０５）。
ＤＸＭ组的发病潜伏期较 ＥＡＥ组延长（Ｐ＜０．０５），
ＢＡＣ组发病率、发病潜伏期与ＥＡＥ组比较差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＢＡＣ组的体重比较 ＤＸＭ组
和ＥＡＥ组增加（Ｐ＜０．０５

"

；ＢＡＣ组发病率与 ＤＸＭ
组差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表１。

表１　各组大鼠发病情况比较　（ｘ±ｓ）

组别 例数 潜伏期（ｄ） 发病率（％） 神经功能评分（分） 体重比（％）

ＮＣ １０ － ０ 　　０ １１４±７
ＥＡＥ １２ ９．６±０．５ ７５．０ ２．６±０．８ ９９±４ｂ

ＤＸＭ １２ １１．０±０．９ａ ６６．７ １．６±０．５ａ ９３±６ａ

ＢＡＣ １０ ９．９±０．７ｃ ８０．０ １．９±０．６ａ １０５±４ａ，ｃ

　　ａ：与ＥＡＥ组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与ＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与ＤＸＭ组

比较，Ｐ＜０．０５

·６６６·
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２．２　各组脊髓病灶数的比较
ＮＣ组未见病灶。与ＥＡＥ组比较，ＤＸＭ组病灶

数明显减少（Ｐ＜０．０５）；ＢＡＣ组病灶数与 ＥＡＥ组比
较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表２。
２．３　各组ＭＢＰ表达

ＮＣ组脊髓腰膨大 ＭＢＰ着色呈深棕色。与 ＮＣ
组比较，ＥＡＥ组、ＤＸＭ组、ＢＡＣ组 ＭＢＰ着色减轻，
ＭＢＰ阳 性 细 胞 数 减 少，差 异 有 统 计 学 意 义
（Ｐ＜０．０５）；ＤＸＭ组和 ＢＡＣ组 ＭＢＰ阳性细胞数明
显高于ＥＡＥ组（Ｐ＜０．０５）；ＤＸＭ组 ＭＢＰ阳性细胞
数和ＢＡＣ组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
见表２。
２．４　各组大鼠脊髓ＴＵＮＥＬ检测结果

ＮＣ组大鼠脊髓组织未见或偶见ＴＵＮＥＬ阳性细
胞表达。与ＮＣ组比较，ＥＡＥ组、ＤＸＭ组、ＢＡＣ组均
可见较多的 ＴＵＮＥＬ阳性细胞，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）；ＤＸＭ组和 ＢＡＣ组的 ＴＵＮＥＬ阳性细胞
较ＥＡＥ组增多（Ｐ＜０．０５）；ＤＸＭ组的ＴＵＮＥＬ阳性
细胞与ＢＡＣ组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），
见表２、图１。与同一蜡块相邻切片苏木精伊红染
色对照，从形态学推断上述阳性细胞为浸润的炎症

细胞。

　　表２　各组大鼠脊髓腰膨大病灶数、ＭＢＰ阳性数和凋
亡细胞数的比较　（ｘ±ｓ）

组别 例数 病灶数 ＭＢＰ阳性数 ＴＵＮＥＬ阳性细胞数

ＮＣ １０ ０ １４．８±１．０ １．０±０．９
ＥＡＥ １２ ４．６±２．６ 　８．０±２．２ｂ ４４．２±４．１ｂ

ＤＸＭ １２ ２．１±１．３ａ １０．３±１．６ａ，ｂ ６３．３±４．６ａ，ｂ

ＢＡＣ １０ ３．８±１．９ １０．１±１．５ａ，ｂ ５７．２±３．４ａ，ｂ

　　ａ：与ＥＡＥ组比较Ｐ＜０．０５；ｂ：与ＮＣ组比较Ｐ＜０．０５

　　图１　各组大鼠脊髓ＴＵＮＥＬ检测（ＤＡＢ，×４００）　ＮＣ组脊髓未见ＴＵＮＥＬ阳性细胞；ＥＡＥ组脊髓可见散在的棕色阳性细
胞；ＤＸＭ组脊髓可见较多阳性细胞；ＢＡＣ组脊髓可见较多阳性细胞。箭头示ＴＵＮＥＬ阳性细胞。

３　讨论

ＥＡＥ的发生是由于 Ｔ淋巴细胞和巨噬细胞侵
入ＣＮＳ，导致ＣＮＳ脱髓鞘。目前大量研究已证实浸
润到ＣＮＳ的炎症细胞凋亡在 ＥＡＥ恢复和耐受形成
中起重要作用。２００４年陈慧芳等［８］研究发现 ＥＡＥ
病程中ＣＮＳ浸润的炎症细胞在发病高峰期达最高
水平，进入恢复期后，炎症细胞出现凋亡而数量递

减。这种单峰曲线的变化规律提示，炎症细胞凋亡

与ＥＡＥ病情恢复存在密切联系。
ＤＸＭ具有免疫抑制作用，不仅可以减少 ＥＡＥ

周围Ｔ淋巴细胞的活化，还能增加ＣＮＳ浸润Ｔ淋巴
细胞的凋亡，从而终止自身反应性 Ｔ淋巴细胞对神
经系统的免疫攻击［９］，这也是其治疗的重要机制。

ＢＡＣ具有抑菌抗炎、抗变态反应的功效。目前大量
研究证实ＢＡＣ对细胞凋亡具有调控功能，ＢＡＣ预处
理能够有效地减轻新生大鼠缺氧缺血后脑组织损

伤，减少神经元凋亡［１０］。同时，ＢＡＣ又能促进肿瘤

细胞和炎症细胞的凋亡，从而起到抗肿瘤的作用。

ＢＡＣ还可通过抑制淋巴细胞功能及抑制炎症介质
产生而发挥抗炎作用，它能通过介导急性胰腺炎大

鼠模型的炎症细胞凋亡，从而减少大鼠的肾损

伤［１１］。

本研究发现对于ＥＡＥ大鼠，ＢＡＣ治疗组临床症
状有明显缓解作用，并且 ＢＡＣ治疗组大鼠 ＣＮＳ浸
润的炎性细胞的凋亡率明显增高，同时对比了 ＤＸＭ
治疗组对ＣＮＳ浸润的炎性细胞的凋亡作用，发现两
者促凋亡程度相当，提示 ＢＡＣ对 ＥＡＥ大鼠的治疗
作用可能与促进其ＣＮＳ浸润细胞的凋亡有关。ＣＮＳ
浸润的炎性细胞凋亡增多，从而部分终止了自身反

应性Ｔ淋巴细胞对神经系统的免疫攻击，减少了髓
鞘的脱失，临床症状缓解。本研究中ＢＡＣ组病灶数
较ＥＡＥ组有所减轻，但差异不明显，考虑在 ＢＡＣ给
药时ＥＡＥ模型中的免疫系统已经启动，炎性细胞也
已浸润到 ＣＮＳ。ＢＡＣ的治疗意义在于它促进浸润
细胞的凋亡，从而改善症状。而 ＤＸＭ不仅能促进
ＣＮＳ浸润炎症细胞的凋亡，还能减少外周 Ｔ淋巴细
·７６６·
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胞的增殖与活化，因而使得ＣＮＳ浸润的炎症细胞明
显减少。

本研究仅观察了ＢＡＣ治疗 ＥＡＥ大鼠发病早期
和高峰期的疗效和高峰期 ＣＮＳ炎症细胞凋亡率的
情况，关于ＢＡＣ对ＥＡＥ恢复期的影响，以及它是通
过何种途径来调控 ＥＡＥ大鼠 ＣＮＳ炎症细胞凋亡还
有待于进一步研究，这将可能更好地解释ＢＡＣ的治
疗机制。
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第二届全国、全军儿科疾病细胞治疗学习班暨高峰论坛通知

由海军总医院儿科主办，北京儿科学分会、全军儿科学会、中国神经修复学会筹办委员会、中国医药生物技术协会

再生医学专业委员会协办的全国暨全军儿科疾病细胞治疗高峰论坛将于２０１１年１０月１４－１６日在北京举行。
近年来干细胞及其相关临床前研究和临床研究发展迅速，经典的造血干细胞移植方兴未艾，传统的细胞免疫疗法

日新月异，胚胎干细胞、ｉＰＳ细胞、各种成体干细胞的基础与临床研究突飞猛进，国际上有关干细胞的临床试验逐年增
加，我国《国家中长期科技发展纲要》（２００６～２０２０年）将干细胞技术列为重点支持项目，国家高技术研究发展计划
（８６３计划）、９７３计划、国家自然科学基金每年投入大量资金支持干细胞相关研究。本届论坛将邀请国内外知名院士
和专家讲授细胞疗法的基础和临床研究最新进展，涉及血液肿瘤，自身免疫及免疫缺陷病，围产期脑损伤，难治性神经

肌肉系统疾病，遗传代谢，消化，内分泌等系统疾病，欢迎您的参加！本次论坛将授予国家、军队继续教育学分。
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