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摘要： 目的　 观察五子衍宗丸对实验性自身免疫性脑脊髓炎 （ＥＡＥ） 小鼠内质网应激的影响。 方法　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雌鼠随

机分为正常组、 模型组和五子衍宗丸组， 免疫后第 ３ 天起， 进行药物干预， 持续 ２５ ｄ。 每天记录神经功能评分。 采集

小鼠脊髓标本， 进行苏木素⁃伊红染色和髓鞘染色观察五子衍宗丸的神经保护作用； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测脊髓 ＧＲＰ７８、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２、 ＣＨＯＰ 的蛋白表达。 结果　 与模型组相比， 五子衍宗丸可延缓小鼠起病时间 （Ｐ＜０ ０１） 并改善神经功能

（Ｐ＜０ ０１）， 抑制脊髓炎性细胞浸润和白质髓鞘脱失 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 降低脊髓组织 ＧＲＰ７８、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２、 ＣＨＯＰ
的蛋白表达 （Ｐ＜０ ０５）。 结论　 五子衍宗丸对 ＥＡＥ 小鼠有一定的防治作用， 可能与抑制 ＧＲＰ７８ 来减轻持续的内质网

应激有关。
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　 　 多发性硬化是一种中枢神经系统自身免疫性疾病， 其

特征是遍布中枢神经系统炎性病变导致严重的神经功能障

碍， 脱髓鞘、 轴突损伤和血脑屏障改变其病理学标志［１］ 。
其发病机制可能是由于中枢神经系统内原存的病变， 伴有

的不同程度的炎症， 导致髓磷脂慢性脱落， 或是因外周 Ｔ
细胞进入中枢神经系统并与巨噬细胞和 Ｂ 细胞一起攻击髓

磷脂， 使髓鞘乃至轴突产生病变［２］ 。 实验性自身免疫性脑

脊髓膜炎 （ＥＡＥ） 是多发性硬化的成熟动物模型［３］ 。 目前

在用于治疗多发性硬化的药物中， 部分能够预防炎性组织

损伤， 但均无法直接促进修复， 且有一定的毒副作用［４］ 。
基于中医肾藏精生髓， 上充于髓海之脑的理论， 肾亏

髓空被认为是多发性硬化的根本病机［５］ 。 五子衍宗丸具有

补肾填精充髓的功效。 现代研究表明， 五子衍宗丸能够提

高大鼠机体免疫［６］ 。 课题组前期研究发现［７⁃８］ ， 五子衍宗

丸能够通过抑制炎性反应发挥对多发性硬化的神经保护效

应， 且其有抗凋亡的作用。 近来有研究［９］ 表明， 二甲双胍

能够 下 调 内 质 网 应 激 相 关 基 因 葡 萄 糖 调 节 蛋 白 ７８
（ＧＲＰ７８） 和增强子结合蛋白同源蛋白 （ＣＨＯＰ） 的表达，
这或是其能保护由鱼藤酮诱导的帕金森病小鼠内巴胺能神

经元的一个原因。 二至丸通过下调内质网应激相关因子

ＣＨＯＰ 和半胱天冬氨酸蛋白酶 １２ （Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２） 的蛋白表

达， 改善帕金森病小鼠的运动和学习记忆功能［１０］ 。 五子衍

宗丸是否可以减轻 ＥＡＥ 小鼠的内质网应激而发挥治疗作

用？ 基于此， 本研究将探讨五子衍宗丸对 ＥＡＥ 小鼠内质网

应激的影响。
１　 材料与方法

１ １　 动物　 ８ ～ １０ 周龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雌性小鼠 ２４ 只， 体质量

１８～２１ ｇ， 购于北京维通利华实验动物公司， 动物生产许可

证号 ＳＣＸＫ （京） ２０１６⁃０００６。 获山西中医药大学伦理委员

会批准， 实验操作严格执行国际动物实验方针。 动物于无

菌动物房 （温度 ２２ ～ ２５ ℃， 相对湿度 ４０％ ～ ６０％ ） 进行 １
周适应性饲养， 而后开展实验。
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１ ２　 药物　 五子衍宗丸含菟丝子 （炒）、 枸杞子、 五味子

（蒸）、 覆盆子、 盐车前子五种中药， 购于太原市同仁堂药

店 （北京同仁堂股份有限公司， 批号 １８０３５０４１， 规格 ０ １
ｇ ／粒， 成人用量口服， ６ ｇ ／次， ２ 次 ／ ｄ）。 将药丸研磨至细

粉后， 以 ０ ９％ 生理盐水配制成 ０ ３２ ｇ ／ ｍＬ 的五子衍宗丸药

液备用。
１ ３ 　 仪 器 　 电 泳 仪 （ 美 国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公 司， 型 号

ＰｏｗｅｒＰａｃＴＭ）； 酶标仪 （德国 Ｌｅｉｃａ 公司， 型号 Ｃ⁃１１５０）；
冷冻离心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司， 型号 ５８４０）； 转膜仪

（型号 ＰｏｗｅｒＰａｃＴＭ ）、 凝胶成像分析仪 （型号 ＨＯＯＤ⁃Ⅱ）
（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； 冰冻切片机 （型号 ＣＭ１９５０）、 正置

显微镜 （型号 ＤＭ４０００Ｂ ／ ＤＦＣ４５０Ｃ） （德国 Ｌｅｉｃａ 公司）。
１ ４　 试剂 　 小鼠髓鞘少突胶质细胞糖蛋白多肽 ３５⁃５５
（ＭＯＧ３５－５５） （上海强耀生物科技有限公司， 批号 ９００１）；
结核分枝杆菌 （美国 Ｂｅｃｔｏｎ Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ 公司， 批号 ２３１１４１）；
百日咳毒素 （美国 Ｓｉｇｍａ 公司， 批号 ２３１１４４）； 完全弗氏佐

剂 （美国 Ａｌｅｘｉｓ 公司， 批号 ６０３０１）； 抗葡萄糖调节蛋白 ７８
蛋白抗体 （批号 ＧＲ３２８１９６２⁃１）、 抗半胱天冬氨酸蛋白酶 １２
蛋白抗体 （批号 ＧＲ３２２５３４１⁃３）、 抗增强子结合蛋白同源蛋

白蛋白抗体 （批号 ＧＲ３２５９４１４⁃５） 均购自英国 Ａｂｃａｍ 公司。
１ ５　 模型制备　 将 ＭＯＧ３５－５５溶解于 ０ ９％ ＮａＣｌ 溶液， 结核

分枝杆菌于完全弗氏佐剂中溶解， 后以针管混合器将二者

以相同体积充分混合成油包水样乳剂， 待静置后无分层方

可使用。 取该试剂 （ＭＯＧ３５－５５浓度为 ２５０ μｇ ／只， 结核分枝

杆菌浓度为 ３５０ μｇ ／只， ０ １ ｍＬ ／只） 于小鼠背部脊椎两侧

选取 ４ 点进行皮下注射； 免疫当日和 ４８ ｈ 后， 对小鼠按每

只 ３００ ｎｇ ／次的规格腹腔注射百日咳毒素。 待其尾部肌张力

下降， 视 ＥＡＥ 模型制成。
１ ６　 动物分组及给药　 根据其平均体质量按照随机数字表

法将 ２４ 只小鼠均分为正常组、 模型组、 五子衍宗丸组。 免

疫后第 ３ 天开始持续 ２５ 天灌胃， 每天给正常组和模型组以

５０ ｍＬ ／ ｋｇ 的生理盐水， 五子衍宗丸组给予每天 １６ ｇ ／ ｋｇ 的

五子衍宗丸药液， 体积为每次 ０ ５ ｍＬ ／只［７］ ， 每日 ２ 次，
早晚间隔 １２ ｈ。
１ ７　 行为学观察　 从免疫当天起， 每日对各组小鼠进行临

床神经功能评分。 采纳国际通用 ５ 分制［３］ ： ０ 分， 无症状；
１ 分， 尾张力消失， 跛行； ２ 分， 后肢无力， 翻其可复； ３
分， 后肢完全瘫痪， 触其可动； ４ 分， 后肢全瘫和前肢部

分瘫痪； ５ 分， 濒死或亡。 症状介于两者之间则以均值计。
１ ８　 采样及检测　 药物干预至第 ２８ 天， 腹腔注射 １０％ 水

合氯醛 （８ ｍＬ ／ ｋｇ） 麻醉， 于每组中随机取 ４ 只以 ０ ９％ 生

理盐水快速灌注， 后以 ４％ 多聚甲醛缓慢灌流固定， 提取脊

髓， 脱水包埋， 再行液氮冷冻， 制 １０ μｍ 厚的冰冻切片， ４
℃保存备用； 取各组另 ４ 只以 ０ ９％ 生理盐水进行心脏灌

注， 快速提取脊髓组织再低温研磨， 高速离心， 匀浆后提

蛋白， 定量备用。
１ ８ １　 苏木素⁃伊红染色检测脊髓组织炎性细胞浸润程

度　 水中浸泡脊髓切片 １０ ｍｉｎ， 继而室温苏木素染色

１２ ｍｉｎ， 流水速洗 ５ ｍｉｎ， 后于 ０ ５％ 盐酸酒精中分化 １３ ｓ，
流水速洗 ２ ｍｉｎ， 伊红染色 １～２ ｍｉｎ， 流水速浸 ６ ｍｉｎ， 再以

梯度乙醇脱水， 继而以二甲苯透明， 用中性树胶进行封片，
光镜下采集图片。
１ ８ ２　 髓鞘染色检测脊髓白质脱髓程度 　 脊髓切片浸于

９５％ 乙醇中固定 １５ ｍｉｎ， 后浸于固蓝置 ６０ ℃ 烤箱中孵育

２０ ｈ， 继而以 ９５％ 乙醇溶液浸 ９ ｍｉｎ， 去离子水流洗 ５ ｍｉｎ，
０ ０５％ 碳酸锂快速浸 １０ ｓ， 再以 ７０％ 乙醇分化， 重复此两

步操作至能够清晰辨别出灰质， 去离子水浸流 ６ ｍｉｎ， 以梯

度乙醇脱水， 再以二甲苯透明， 中性树胶封片， 光镜下采

集图片。
１ ８ ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＧＲＰ７８、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２、 ＣＨＯＰ 蛋白表

达　 取组织蛋白， ４ ℃条件下裂解组织， 以 ＢＣＡ 法测定蛋白

含量， 再制蛋白上样缓冲液。 以 １０％凝胶电泳， 后以半干式

转膜法转至硝酸纤维膜上。 ５％ 脱脂牛奶摇床封闭 １ ５ ｈ， 洗

涤后以 ＴＢＳＴ 分别稀释 ＧＲＰ７８ （１ ∶ １００）、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ （１ ∶
１ ０００）、 ＣＨＯＰ （１ ∶ ２００） 和 Ｔｕｂｕｌｉｎ （ １ ∶ １０ ０００） 一抗，
４ ℃孵育过夜， 次日洗涤后加入相应的 ＨＲＰ 耦联二抗 （１ ∶
１０ ０００）， 室温进行 ２ ｈ 孵育， ＴＢＳＴ 漂洗， 以 ＥＣＬ 试剂显色

曝光条带， 后计算灰度值并比较再统计。
１ ９　 统计学方法　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ ０ 统计软件进行

数据分析， 计量资料用均数±标准差 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比

较用单因素方差分析 （ＡＮＯＶＡ）， 两两比较采用 ｔ 检验，
若不符合正态分布或方差齐性， 则采用非参数检验， Ｐ＜
０ ０５ 则认为其差异具有统计学意义。
２　 结果

２ １　 五子衍宗丸对小鼠神经功能的影响　 如图 １ 所示， 模

型组小鼠于免疫后第 １０ 天开始发病， 五子衍宗丸组小鼠于

免疫后第 １４ 天开始发病。 模型组、 五子衍宗丸组平均起病

时间分别为 （１０ ８８±１ １３）、 （１４ ８８±０ ８３） ｄ， 与模型组

相比， 五子衍宗丸组小鼠平均起病时间推迟 （Ｐ＜０ ０１），
平均最高神经评分分别为 （３ ４４± ０ ３２）、 （２ ３８± ０ ３５）
分， 五子衍宗丸组小鼠平均最高神经评分降低 （Ｐ＜０ ０１）。

注： 与正常组比较，∗ Ｐ＜ ０ ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０ ０１； 与模型组比较，＃＃ Ｐ ＜
０ ０１。 平均起病时间以各组小鼠首次出现症状的天数计， 平均最

高神经功能评分以各组小鼠免疫后 ２８ ｄ 内最高神经功能评分计。

图 １　 五子衍宗丸对小鼠神经功能的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

２ ２　 五子衍宗丸对小鼠脊髓影响炎性细胞浸润的影响　 如

图 ２ 所示， 正常组、 模型组、 五子衍宗丸组脊髓白质区炎
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性细胞浸润面积占整个脊髓面积的比值分别为 （０ ７１ ±
０ １１）％ 、 （３ ０７±０ ３９）％ 、 （１ ５７±０ ２２）％ 。 与正常组比

较， 模型组炎性细胞浸润增加 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型组相比，
五子衍宗丸组炎性细胞浸润减少 （Ｐ＜０ ０１）。

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 ２　 五子衍宗丸对小鼠脊髓影响炎性细胞浸润的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

２ ３　 五子衍宗丸对小鼠脊髓髓鞘脱失的影响 　 如图 ３ 所

示， 正常组、 模型组、 五子衍宗丸组髓鞘脱失面积与脊髓白

质面积比值分别为 （１ ４７ ± ０ ２８）％ 、 （９ ４３ ± ２ ４７）％ 、

（３ ４０±０ ８１）％ 。 与正常组比较， 模型组髓鞘脱失增加 （Ｐ
＜０ ０１）； 与模型组相比， 五子衍宗丸组髓鞘脱失减少 （Ｐ＜
０ ０５）。

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５。

图 ３　 五子衍宗丸对小鼠脊髓髓鞘脱失的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

２ ４　 五子衍宗丸对小鼠脊髓 ＧＲＰ７８、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２、 ＣＨＯＰ 蛋

白表达的影响　 如图 ４ 所示， 与正常组比较， 模型组脊髓

组织 ＧＲＰ７８、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２、 ＣＨＯＰ 蛋白表达均升高 （ Ｐ ＜

０ ０１）； 与模型组比较， 五子衍宗丸组脊髓组织 ＧＲＰ７８、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２、 ＣＨＯＰ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０ ０５）。

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５。

图 ４　 五子衍宗丸对小鼠脊髓 ＧＲＰ７８、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２、 ＣＨＯＰ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

３　 讨论

多发性硬化是一种的中枢神经系统炎性变性疾病脱髓

鞘疾病［１１］ 。 中医将肾虚视为多发性硬化的发病之本［１２］ 。 补

肾方药对于多发性硬化患者临床症状的改善， 及生活质量

的提高， 都具有积极影响［１３］ 。 现代研究表明， 五子衍宗丸

组分中枸杞子具有一定的抗凋亡作用［１４］ ， 五味子有抗内质

网应激和抗炎作用［１５］ ， 菟丝子具有抗炎活性［１６］ 。 本研究结

果显示， 补肾经方五子衍宗丸可改善 ＥＡＥ 小鼠神经功能评

分并可延缓起病时间。 苏木素⁃伊红染色和髓鞘染色结果证

实， 五子衍宗丸能够抑制脊髓白质炎性细胞浸润和髓鞘
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脱失。
在多发性硬化发作之前或期间， 炎性介质的刺激或因

神经细胞试图再髓鞘时导致内质网上蛋白超负载［１７］ ， 可能

会触发内质网应激。 内质网应激通过未折叠蛋白反应来恢

复内质网稳态［１８］ 。 内质网应激主调节器 ＧＲＰ７８ 与未折叠的

蛋白质结合， 同时与三个跨膜未折叠蛋白反应信号转导器

解离， 从而启动内质网应激的三条分支通路即肌醇需要酶

１、 ＰＫＲ 样内质网激酶和激活转录因子 ６［１９］ 。 再髓鞘化和轴

突的修复、 再生的一个信号便是适当的内质网应激触发的

未折叠蛋白反应［２０］ 。 持续的内质网应激能使未折叠蛋白反

应激活炎症信号通路［２１］ 甚至促进神经毒性和凋亡程序［２２］ 。
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 和 ＣＨＯＰ 是内质网应激的两条主要的细胞凋亡途

径［２３］ 。 在内质网应激期间， 钙稳态被打破坏， 可以特异性

地激活 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２， 而后启动相关级联反应［２４］ 。 未折叠蛋

白反应的三条通路均能作用于 ＣＨＯＰ， 肌醇需要酶 １ 能够上

调 ＣＨＯＰ 转录因子表达［２３］ ， ＰＫＲ 样内质网激酶能够诱导

ＡＴＦ４ 激活， 而后激活 ＣＨＯＰ， 切割后的激活转录因子 ６ 能

够调节 ＣＨＯＰ 的表达［２５］ 。 未折叠蛋白反应的三条通路的激

活都会产生转录因子分别为激活转录因子 ６ａ、 剪切转录因

子 Ｘ 盒结合蛋白 １ 和激活转录因子 ４， 均能激活 ＧＲＰ７８ 基

因， 从而提高内质网正常折叠蛋白质的能力［１７］ 。 有研究发

现， ＥＡＥ 小鼠体内 ＧＲＰ７８、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 和 ＣＨＯＰ 蛋白表达

水平升高［２６］ 。 另有研究发现， 缺乏 ＧＲＰ７８ 基因表达的小鼠

能够导致少突胶质细胞丢失并加剧 ＥＡＥ 的发展［２７］ 。 在本实

验中， ＥＡＥ 小鼠的 ＧＲＰ７８、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２、 ＣＨＯＰ 蛋白表达水

平同时升高， 再结合其病理结果可知， ＥＡＥ 小鼠此时

ＧＲＰ７８ 的高表达可被认为是持续的内质网应激标志物而非

适度的内质网应激标志物， 且可推测此时高表达状态下的

ＧＲＰ７８ 发挥的保护作用远不及由 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 和 ＣＨＯＰ 产生

的触发凋亡加重炎症的髓鞘脱失的作用， 而这种持续的内

质网应激亦是由 ＧＲＰ７８ 启动的。 ＧＲＰ７８ 对髓鞘细胞有保护

作用， 而由 ＧＲＰ７８ 启始的持续的内质网应激导致的病理作

用是高表达的 ＧＲＰ７８ 的保护作用所不能弥补的。 五子衍宗

丸能够下调 ＧＲＰ７８、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 和 ＣＨＯＰ 蛋白的表达， 表明

其可减轻持续的内质网应激， 减轻对髓鞘损害本身也是一

种保护髓鞘的表现。
综上， 五子衍宗丸对 ＥＡＥ 小鼠具有一定的防治作用，

这可能与通过抑制 ＧＲＰ７８ 的表达来下调持续的内质网应激

有关。 持续的内质网应激下的 ＧＲＰ７８ 可能是五子衍宗丸治

疗多发性硬化的一个潜在的新的治疗靶点。 这为今后深入

探索内质网应激通路参与五子衍宗丸对 ＥＡＥ 小鼠的防治机

制提供了研究基础， 也为临床应用五子衍宗丸治疗多发性

硬化提供了实验基础。
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摘要： 目的　 研究姜黄素对糖尿病肾病 （ＤＮ） 小鼠肾脏自噬及氧化应激的影响。 方法　 小鼠尾静脉多次注射链脲佐

菌素及摘除右肾法诱导建立 ＤＮ 小鼠模型。 以随机数字法将模型小鼠分为模型组、 姜黄素高、 低剂量组、 缬沙坦组，
每组 １０ 只。 另选取 １０ 只同龄小鼠为空白组。 各组小鼠灌胃予相对应药物 ９０ ｄ， 每日 １ 次， 空白组与模型组予等容积

生理盐水。 给药结束后， 收集小鼠尿液计算其尿量， 自动生化分析仪检测小鼠 ２４ ｈ 尿蛋白 （ＵＰ） 及血清中肌酐

（Ｓｃｒ）、 尿素氮 （ＢＵＮ） 水平。 ＨＥ 染色后观察小鼠肾脏病理变化。 试剂盒检测肾脏的羟自由基 （⁃ＯＨ）、 活性氧

（ＲＯＳ） 水平及线粒体呼吸链复合物 Ｉ、 ＩＩＩ （Ｃｏｍｐｌｅｘ Ｉ、 ＩＩＩ） 的活性。 ＥＬＩＳＡ 法检测肾脏锰超氧化物歧化酶 （Ｍｎ⁃
ＳＯＤ）、 过氧化氢酶 （ＣＡＴ） 的活性。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肾脏组织中线粒体自噬蛋白 ｐ⁃ｍＴＯＲ、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ ３ 的蛋白表

达。 结果　 与模型组相比， 缬沙坦、 姜黄素高、 低剂量组的小鼠尿量、 Ｓｃｒ、 ＢＵＮ、 ＵＰ 水平降低 （Ｐ＜０ ０５）。 肾组织

病理形态有所改善， ＣＡＴ、 Ｍｎ⁃ＳＯＤ、 Ｃｏｍｐｌｅｘ Ｉ、 ＩＩＩ 的活性提高， ⁃ＯＨ、 ＲＯＳ 的水平降低 （Ｐ＜ ０ ０５）。 自噬蛋白 ｐ⁃
ｍＴＯＲ 表达减少， Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ ３ 表达增加 （Ｐ＜０ ０５）。 结论　 姜黄素能改善肾功能及其病理状态， 这可能与其改善肾

脏的氧化应激和自噬有关。
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　 　 糖尿病是人体代谢紊乱所造成的基础疾病且无法根治

而伴随终身， 因此长期高血糖会导致多种的并发症所发

生［１］ 。 糖尿病肾病是因为肾脏的高糖环境使大量的活性氧

（ＲＯＳ） 产生而造成肾脏微血管氧化应激损伤的常见糖尿病
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