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补肾益髓方促进实验性自身免疫性脑脊髓
炎小鼠髓鞘再生的作用
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揖摘要铱 摇 目的摇 观察补肾益髓方促进实验性自身免疫性脑脊髓炎(experimental autoimmune en鄄
cephalomyelitis,EAE)小鼠髓鞘再生的作用。 方法摇 80 只雌性 C57BL / 6 小鼠随机分为正常对照、模
型、醋酸泼尼松及补肾益髓方组。 以髓鞘少突胶质细胞糖蛋白(myelin oligodendroglia glycoprotein,
MOG) 35鄄55诱导小鼠 EAE 模型。 治疗组小鼠每天给予相应药物灌胃治疗,共 40 天,醋酸泼尼松为阳

性对照药物。 每天观察动物的一般情况,记录小鼠神经功能评分,统计小鼠的发病率、潜伏期、病程

和疾病负荷等。 取小鼠脑和脊髓经固蓝染色观察其髓鞘变化,免疫组化法测定髓鞘再生相关蛋白

硫酸软骨素蛋白多糖 2 胶质细胞和髓鞘碱性蛋白(myelin basic protein,MBP)的表达。 结果摇 补肾益

髓方能够延长小鼠发病潜伏期、缩短 EAE 病程、降低小鼠疾病负荷(P<0. 05),减少小鼠脑和脊髓内

炎细胞浸润和髓鞘脱失;本方还可促进 NG2 和 MBP 蛋白的表达(P<0. 01)。 结论摇 补肾益髓方对

EAE 小鼠有神经保护作用,并能减轻髓鞘损伤和促进髓鞘修复。
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揖Abstract铱摇 Objective摇 To observe the effect of Bushen Yisui formula on promoting remyelination in
mice with experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE). Methods摇 80 female C57BL / 6 mice were
randomly divided into normal control, model, prednisone acetate and Bushen Yisui formula鄄treated groups.
EAE model was established through the injection of myelin oligodendroglia glycoprotein (MOG) 35鄄55 . The
mice in treatment groups were administrated administration with corresponding medicines daily for 40 days.
Prednisone acetate was considered as the positive control. Animal condition was observed and
neurofunctional score was recorded every day. Meanwhile, the morbidity, latency, disease course and
disease burden were acquired. Luxol fast blue staining of the brain and spinal cord was performed to
observe the changes of myelin. The expressions of myelin regeneration associated proteins chondroitin
sulfate proteoglycan 2 and myelin basic protein (MBP) were determined by the immunohistochemistry
technique. Results摇 Bushen Yisui formula could prolong the latent period, shorten the course, lighten the
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disease burden(P<0. 05). It could reduce inflammatory cell infiltration and demyelination in the brain and
spinal cord of EAE mice. Bushen Yisui could also improve the protein expressions of NG2 and MBP
(P<0. 01). Conclusion摇 Bushen Yisui had neuroprotective effects on EAE mice. It was able to alleviate
myelin injury and promote the recovery of myelin.

揖Key words铱摇 Bushen Yisui formula;摇 Experimental autoimmune encephalomyelitis;摇 Remyelina鄄
tion

摇 摇 多发性硬化(multiple sclerosis,MS)是一种以中

枢神经系统脑白质脱髓鞘为病变特点的自身免疫

性疾病[1鄄2],髓鞘脱失、轴突损伤和少突胶质细胞等

破坏是 MS 的病理特征[3]。 研究发现,在疾病早期

髓鞘尚有一定的再生能力[4]。 MS 脱髓鞘后,髓鞘

再生主要由少突胶质前体细胞 ( oligodendrocyte
precursor cells,OPCs)募集至损伤部位,分化成少突

胶质细胞( oligodendrocytes,OLs)并产生髓磷脂包

裹受损的轴突[5鄄7] ,最终实现再髓鞘化来恢复神经

功能。 因此在治疗上,除了控制炎症以减轻神经

损伤外,促进髓鞘再生也是治疗 MS 的重要环

节[8] 。 目前西医采用免疫治疗(如激素、干扰素

等)以控制其炎症,糖皮质激素(如醋酸泼尼松等)
是治疗 MS 的基本药物[9] ,但长期大量使用,毒副

作用明显,现代医学在髓鞘再生方面几乎无药可

用[10] 。 而越来越多的文献报道显示了中医药在治

疗 MS 疾病方面存在的优势[11] 。 补肾益髓方具有

滋阴补肾、化痰活血的功用,能够改善 MS 患者症

状和体征,延长缓解期控制复发;同时能够调节免

疫功能,促进轴突及髓鞘的修复再生,临床效果明

显[12] 。 研究发现,髓鞘形成过程中在 OPCs 阶段

主要表达 NG2 和 A2B5,在髓鞘 OLs 阶段主要表达

MBP 和 O4 成熟的特异性蛋白[13鄄14] 。 因此本实验

在前期研究的基础上,利用 MS 动物模型实验性自

身 免 疫 性 脑 脊 髓 炎 ( experimental autoimmune
encephalomyelitis,EAE) 小鼠,观察补肾益髓方对

EAE 小鼠的神经保护作用,并通过免疫组化法观

察其对 NG2 和 MBP 表达的影响,以探讨本方促进

EAE 小鼠髓鞘再生的作用。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物

SPF 级 C57BL / 6 雌性小鼠,6 ~ 8 周龄,体质量

15 ~ 17 g,购于北京维通利华实验动物技术有限公

司,合格证号:SCXK(京)2012鄄0001,饲养于首都医

科大学实验动物中心国家标准实验室。 置于独立

通风系统单笼饲养, 温度 18 ~ 22益, 相对湿度

40% ~60% ,自由饮食和饮水。 所有实验步骤均经

首都医科大学伦理委员会审核批准。
1. 2摇 药物和试剂

补肾益髓方(生地黄 10 g、熟地黄 10 g、制何首

乌 10 g、酒大黄 2 g、益母草 10 g、浙贝母 6 g、水蛭

3 g、全蝎 2 g、天麻 3 g、连翘 6 g)由北京亚东生物制

药有限公司制备。 制备方法简述如下:浙贝母研粉

过筛;其余药物煎煮浓缩成稠膏,与浙贝母粉混匀

备用。 醋酸泼尼松片由天津力生制药有限公司

生产。
髓 鞘 少 突 胶 质 细 胞 糖 蛋 白 ( myelin

oligodendrocyte glycoprotein,MOG) 35鄄55由北京旭和源

生物 科 技 有 限 公 司 合 成; 灭 活 结 核 分 枝 杆 菌

( mycobacterium tuberculosis, H37Ra, MTB, 批 号:
4283842,购自 BD 公司);完全弗氏佐剂( complete
Freund爷 s adjuvant, CFA,批号: SLBH7316V,购自

Sigma 公司);百日咳毒素 ( pertussis toxin,PTX,批
号:SLBP1591V,购自 Sigma 公司); NG2 抗体 (批

号:GR26516鄄29,购自 abcam 公司);MBP 抗体(批
号:GR170892鄄2,购自 abcam 公司)。
1. 3摇 分组及模型制备

将 80 只小鼠随机分为正常对照组(n = 20)、模
型组(n=20)、醋酸泼尼松组(n = 20)及补肾益髓方

组(n=20)。 在免疫当天及免疫后第 7 天于小鼠后

背中线两侧皮下 4 点注射 MOG35鄄55 与 CFA 按 1 颐 1
混合的乳化抗原 0. 2 mL(含 50 滋g MOG35鄄55、100 滋L
CFA,0. 3 mg 的 MTB 和 100 滋L 生理盐水),且免疫

当天及 48 小时后,腹腔注射 PTX 500 ng /只,诱导小

鼠建立 EAE 模型。 正常对照组小鼠用同体积生理

盐水代替。
1. 4摇 给药和处理方法

免疫第一天开始分别灌胃给予醋酸泼尼松

(5 mg / kg 体重)和补肾益髓方(3. 02 g 生药 / kg 体

重)。 正常对照组和模型组均灌服相同体积蒸馏

水。 每天 1 次,连续 40 天,每天观察小鼠神经行为

学变化。 各组小鼠分别于发病急性期(20 天)、缓解

期(40 天)取脑和脊髓。
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1. 5摇 组织标本采集及处理

在发病第 20、40 天,每组取 4 只小鼠予 10% 水

合氯醛(190 mg / kg)腹腔注射麻醉,4% 多聚甲醛心

脏灌流,取脑和脊髓,石蜡包埋成 2 滋m 厚度的切

片,固蓝(luxol fast blue,LFB)染色,光镜观察组织形

态学变化。
1. 6摇 检测指标

1. 6. 1摇 小鼠神经行为学观察摇 小鼠造模后,每天对

小鼠进行神经功能评分。 神经功能评分采用 15 分

记分法:尾巴活动分为 3 级:无症状者 0 分,尾巴张

力减低或尾巴远端瘫痪 1 分,尾巴全瘫 2 分;肢体活

动分为 4 级:无症状者 0 分,步态不稳 1 分,肢体轻

瘫,行走时肢体拖曳 2 分,肢体全瘫,行走时肢体外

翻 3 分。 通过累积分数得出总分。 若出现死亡则记

为 15 分。 计算小鼠的发病率、潜伏期、病程和疾病

负荷。 疾病负荷是指观察期内每只小鼠神经功能

评分的总和。
1. 6. 2摇 NG2 与 MBP 免疫组化染色观察摇 小鼠脑和

脊髓切片经二甲苯脱蜡,梯度乙醇洗脱至水,PBS 冲

洗后,放入柠檬酸缓冲液中进行抗原修复 20 分钟,
取出,室温下自然冷却至 35益以下,用 3% H2O2孵

育 10 分钟,滴加一抗稀释液 NG2(1 颐 150) / MBP
(1 颐 350),4益孵育 12 小时。 取出后,在 37益放置 1
小时,再依次加入聚合酶辅助剂一、抗兔 IgG 多聚体

(试剂二)后,37益孵育 1 小时。 DAB 显色 1 ~ 5 分

钟,脱水、透明、中性树胶封片,光学显微镜下观察

照相,并用 NIS鄄Elements BR 3. 2 软件测定积分光密

度(integral optical density,IOD)值。
1. 7摇 统计学处理摇

数据应用 SPSS 16. 0 统计软件进行分析,计量

资料以均数依标准差( x依 s)表示,数据符合正态分

布,且方差齐,故组间比较采用单因素方差分析,两
两比较运用 LSD 检验法。 以 P<0. 05 为差异有统计

学意义,P<0. 01 为差异有显著统计学意义。

2摇 结果

2. 1 摇 补肾益髓方对 EAE 小鼠神经行为学变化的

影响

模型组小鼠于造模 12 天后开始发病,并于造模

19 天达到高峰,发病率为 100% ,随后成缓慢下降趋

势,但在 40 天时发病率仍为 80% 。 醋酸泼尼松和

补肾益髓方治疗组发病率变化趋势与模型组相一

致,但其发病高峰期稍有后移,发病率均低于模型

组。 其中醋酸泼尼松组于造模 12 天开始发病,第
20 天发病率最高为 90% ,在 40 天时发病率降至

50% ;补肾益髓方组于造模后 13 天开始发病,造模

21 天发病率最高为 90% ,在 40 天时发病率下降

为 40% 。
表 1 显示,模型组小鼠潜伏期为(14. 4依0. 6)

天,而醋酸泼尼松和补肾益髓方明显延长了 EAE 小

鼠的潜伏期,较模型组有统计学意义(P<0. 05)。
模型组小鼠的病程最长,为(36. 2 依2. 1)天,醋酸

泼尼松组的病程缩短为(31. 9 依2. 0)天,补肾益髓

方组的病程明显缩短为(28. 9 依2. 3)天,差异有统

计学意义(P<0. 05)。 并且醋酸泼尼松和补肾益

髓方组较模型组均能够降低 EAE 小鼠疾病负荷值

(P<0. 05)。

表 1摇 各组小鼠发病潜伏期、病程及疾病负荷的变化(x依s)

组别 n 潜伏期(天) 病程(天) 疾病负荷

模型组 10 14. 4依0. 6 36. 2依2. 1 73. 0依13. 6

醋酸泼尼松组 10 17. 3依0. 6a 31. 9依2. 0 42. 1依 8. 3a

补肾益髓方组 10 17. 2依1. 1a 28. 9依2. 3a 37. 0依 6. 3a

注: 与模型组相比,aP<0. 05。

2. 2摇 补肾益髓方对 EAE 小鼠脑及脊髓髓鞘的影响

LFB 染色结果分析得出,在 20 天时正常对照组

大鼠脑及脊髓均着色均匀,结构有序完整;模型组

有大量炎症细胞浸润现象,髓鞘板层结构疏松呈泡

沫状、髓鞘不连续、甚至呈片状脱失。 醋酸泼尼松

组及补肾益髓方组均有炎细胞浸润及髓鞘脱失现

象,但均相对于模型组较轻。 见图 1、2。
2. 3摇 补肾益髓方对 EAE 小鼠脑及脊髓组织中 NG2
表达的影响

第 20 天,模型组小鼠脑和脊髓中 NG2 表达较

正常对照组明显升高(P<0. 001),醋酸泼尼松和补

肾益髓方组 NG2 表达与模型组相比均明显降低

(P<0. 001);但在第 40 天时,模型组小鼠脑和脊髓

中 NG2 表达较正常对照组明显降低(P<0. 001),醋
酸泼尼松和补肾益髓方组小鼠 NG2 表达均较模型

组明显升高(P<0. 05,P<0. 01)。 见图 3、图 4,表 2。
2. 4摇 补肾益髓方对 EAE 小鼠脑及脊髓组织中 MBP
表达的影响

在第 20 天和第 40 天,模型组小鼠脑和脊髓中

MBP 表达较正常对照组均明显降低 ( P < 0 . 05,
P<0. 001),但经过醋酸泼尼松和补肾益髓方治疗

后,小鼠脑和脊髓中 MBP 表达均较明显升高,与模

型组比较有统计学意义(P<0. 05,P<0. 01)。 见图
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5、图 6,表 3。

注:A. 正常对照组;B. 模型组;C. 醋酸泼尼松组;D. 补肾益髓方组

图 1摇 各组小鼠脑第 20 天 LFB 病理变化(LFB ´200)

注: A. 正常对照组;B. 模型组;C. 醋酸泼尼松组;D. 补肾益髓方组

图 2摇 各组小鼠脊髓第 20 天 LFB 病理变化(LFB ´200)

注: A. 正常对照组(20 天);B. 模型组(20 天);C. 醋酸泼尼松组(20 天);D. 补肾益髓方组(20 天)
E. 正常对照组(40 天);F. 模型组(40 天);G. 醋酸泼尼松组(40 天);H. 补肾益髓方组(40 天)

图 3摇 不同时间各组小鼠脑 NG2 的表达(IHC伊400)

注:A. 正常对照组(20 天);B. 模型组(20 天);C. 醋酸泼尼松组(20 天);D. 补肾益髓方组(20 天)
E. 正常对照组(40 天);F. 模型组(40 天);G. 醋酸泼尼松组(40 天);H. 补肾益髓方组(40 天)

图 4摇 不同时间各组小鼠脊髓 NG2 表达(IHC ´400)
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表 2摇 不同时间点各组小鼠脑和脊髓 NG2 表达比较(x依s)

组别 n
脑

第 20 天 第 40 天

脊髓

第 20 天 第 40 天

正常对照组 4 20. 48依0. 62 20. 30依0. 36 19. 35依0. 50 20. 27依1. 05
模型组 4 36. 55依1. 17a 13. 76依0. 48a 34. 82依1. 31a 13. 06依1. 30a

醋酸泼尼松组 4 29. 02依1. 08d 16. 47依0. 93c 27. 63依0. 58d 16. 19依0. 40b

补肾益髓方组 4 28. 46依1. 12d 17. 91依0. 64d 28. 89依1. 70d 17. 46依0. 56c

注: 与正常对照组比较,aP<0. 001;与模型组比较,bP<0. 05,cP<0. 01,dP<0. 001。

注:A. 正常对照组(20 天);B. 模型组(20 天);C 醋酸泼尼松组(20 天); D. 补肾益髓方组(20 天)
E. 正常对照组(40 天);F. 模型组(40 天);G. 醋酸泼尼松组(40 天);H. 补肾益髓方组(40 天)

图 5摇 不同时间各组小鼠脑 MBP 的表达(IHC伊400)

注:A. 正常对照组(20 天);B. 模型组(20 天);C. 醋酸泼尼松组(20 天);D. 补肾益髓方组(20 天)
E. 正常对照组(40 天);F. 模型组(40 天);G. 醋酸泼尼松组(40 天);H. 补肾益髓方组(40 天)

图 6摇 不同时间各组小鼠脊髓 MBP 的表达(IHC伊400)

表 3摇 不同时间点各组小鼠脑和脊髓 MBP 的表达比较(x依s)

组别 n
脑

第 20 天 第 40 天

脊髓

第 20 天 第 40 天

正常对照组 4 26. 84依0. 88 26. 41依0. 75 26. 12依0. 98 25. 54依0. 79
模型组 4 17. 20依2. 02a 13. 82依0. 93a 16. 32依0. 40a 12. 42依0. 44a

醋酸泼尼松组 4 22. 12依0. 70b 17. 39依0. 66b 22. 04依0. 85d 16. 64依0. 61d

补肾益髓方组 4 21. 78依0. 67b 20. 39依1. 37d 20. 84依1. 34c 19. 32依0. 49d

注: 与正常对照组比较,aP<0. 001;与模型组比较,bP<0. 05,cP<0. 01,dP<0. 001。

3摇 讨论

MS 属于中医“痿症冶范畴,根据临床症状观察

该病与“骨痿冶最为相似[15鄄16]。 目前中医对该病的

认识为本虚标实,肾虚为发病之本,湿热浊毒为标,
与肾、脾、肝密切相关[16鄄17]。 临床研究发现,MS 患
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者的肝肾阴虚和痰瘀阻络证具有普遍性,因此,以
补肾配伍化痰活血法为指导创立了补肾益髓方。
方中生地黄、熟地黄滋肾养阴,奏扶正之功;浙贝

母、益母草、水蛭、全蝎等,化痰祛瘀通络,起祛邪之

用。 前期研究证实补肾益髓方对 EAE 模型具有明

显治疗作用[12]。 本次实验发现,补肾益髓方能够明

显降低 EAE 小鼠发病率,延长发病潜伏期、缩短了

病程,并明显降低了 EAE 小鼠的疾病负荷,与之前

的结果一致。 研究显示,在本病初期,CD4+ T 淋巴

细胞数目增多,并从外周经血脑屏障进入 CNS 攻击

髓鞘等,最终造成脱髓鞘损伤[18],是导致 MS 患者

神经功能障碍的主要原因。 从 LFB 染色结果分析

得出,补肾益髓方能够减轻 EAE 小鼠炎细胞浸润及

髓鞘脱失现象,从而发挥神经保护作用。
NG2 是一种表达在 OPCs 细胞膜上的糖蛋白,

称为硫酸软骨素蛋白多糖 NG2,其可作为 OPCs 的

特异性细胞标志物[19]。 MBP 是一种具有黏附作用

并在髓鞘的形成中起到关键作用的一个重要的髓

鞘组成成分[20],在 OPCs 分化过程中,有丝分裂后期

的少突胶质细胞成熟阶段,髓鞘抗原 MBP 被合

成[21],并在髓鞘外缘形成稳定膜状板层结构,从而

保证了髓鞘的完整性,故 MBP 是成熟少突胶质细胞

的标志。
本次实验结果发现,急性期 EAE 小鼠脑和脊髓

NG2 表达明显升高,在缓解期却明显降低,而 MBP
水平无论急性期还是缓解期均显著降低。 研究证

实,当 CNS 系统受到损伤后,NG2 细胞在损伤区的

周围迅速做出反应。 如在动物脊髓半损伤、兴奋性

中毒以及脱髓鞘模型中,均出现脑 NG2 细胞的增殖

反应[22]。 有学者认为 NG2 增殖机制可能与临近的

神经元和少突胶质细胞通过 Notch 信号通路调节

NG2 细胞有关[23]。 由于 NG2 细胞上存在腺苷受

体,其激活又会抑制 NG2 的过度增殖而加速其髓鞘

化过程[24],因此在缓解期 NG2 的表达量显著降低,
推测可能与 OPCs 逐渐分化以补偿损失的髓鞘成分

有关。 MBP 水平的持续降低说明 EAE 疾病发生

后,大量炎症细胞攻击髓鞘,导致髓鞘损伤,虽然髓

鞘的再生发生在 EAE 中,但其能力是有限的。 原因

可能是脱髓鞘后产生的抑制环境,特别是影响 OPCs
功能的内源性和外源性因素,如转录因子、脑源性

神经营养因子、抑制因子、趋化因子等异常表达,阻
碍了 OPCs 完成髓鞘再生过程,导致髓鞘再生失

败[25鄄26]。 然而补肾益髓方明显降低急性期 EAE 小

鼠 NG2,升高缓解期 NG2 水平,同时明显升高了急

性期和缓解期 MBP 的表达,说明补肾益髓方促进髓

鞘再生的作用与 OPCs 增殖有关。 Yang T 等[27] 的

研究中发现补肾益髓方促进髓鞘再生的作用还与

调节其转录因子 Olig1 和 Olig2 有关。
综上所述,补肾益髓方可减轻 EAE 动物的神经

损伤并促进其髓鞘再生,这些结果为本方临床治疗

MS 疾病提供了依据,但其深入的机制还有待进一

步研究。
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