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[摘要 ]　目的: 探讨脑组织血红素氧合酶 1 (HO 21) 在实验性变态反应性脑脊髓炎 (EA E) 发病中的作用及可能的信号转导机

制。方法: 健康成年雌性W istar 大鼠 78 只, 随机分为 3 组 (n= 26) : 对照组, 不做任何处理; EA E 组, 应用豚鼠脊髓匀浆2完全

弗氏佐剂诱导大鼠 EA E 模型; 吡咯烷二硫代氨基甲酸盐 (PD TC) 组, EA E 模型诱导前 1 h 腹腔注射N F2ϑB 特异性抑制剂

PD TC 100 m gökg, 以后 1 次öd, 连续 7 d 。诱导后 1、7、14、21 d 以R T 2PCR 法测定 EA E 大鼠脑组织中HO 21 mRNA 表达的动

态变化, 并观察其与症状之间的关系。结果: 对照组大鼠脑组织仅有少量HO 21 mRNA 表达 (0. 27±0. 05) ; 诱导EA E 后, 随着

大鼠 EA E 症状的出现和加重, 脑组织HO 21 mRNA 水平逐渐升高; 在发病潜伏期 (免疫后 7 d) 达高峰 (1. 11±0. 12) ; 发病期

(免疫后 14 d) 保持较高水平 (1. 06±0. 18) ; 恢复期 (免疫后 21 d) 逐渐下降 (0. 37±0. 10) , 大鼠 EA E 症状也逐渐恢复。应用

N F2ϑB 特异性抑制剂 PD TC 后, 大鼠 EA E 症状明显减轻, 脑组织HO 21 mRNA 水平显著下降, 显示脑组织HO 21 mRNA 的动

态变化与 EA E 病情密切相关; N F2ϑB 特异性抑制剂可以调节 HO 21 mRNA 表达水平。结论: 脑组织 HO 21 mRNA 表达在

EA E 发病中起着重要的作用, 应用N F2ϑB 特异性抑制剂可能是防治该病的有效方法之一。
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[ABSTRACT ]　Objective: To invest igate the ro le of hem e oxygenase21 (HO 21) in mo lecu lar m echan ism of experim en tal aller2
gic encephalom yelit is (EA E). M ethods: Seven ty2eigh t healthy fem ale W istar rats w ere random ly divided in to 3 group s (n=

26) : ra ts in con tro l group received no treatm en t; ra ts in EA E group w ere induced w ith comp lete F reund’s adjuvan t and

Gu inea p ig sp inal co rd homogenate (CFA 2GPSCH ) ; and rats in pyrro lidine2dith iocharbam ate (PD TC) group received PD TC

(100 m gökg) , a specific inh ib ito r of N F2kB , 1 h befo re and after (once a day fo r 7 d) CFA 2GPSCH treatm en t. HO 21 mRNA

exp ression w ere analyzed w ith reverse transcrip t ion po lym erase chain react ion (R T 2PCR ) on 1 d, 7 d, 14 d, and 21 d after EA E

induction, respect ively. T he relat ionsh ip betw een HO 21 and symp tom s of EA E w as also invest igated. Results: T he exp res2
sion of HO 21 mRNA w as very low in the b rain s of the con tro l group (0. 27±0. 05) , w hereas enhanced gradually w ith onset

and developm en t of EA E in EA E group , peaked on d 7 (1. 11±0. 12) , kep t at a h igh level t ill d 14 (1. 06±0. 18) and de2
creased on d 21 (0. 37±0. 1). HO 21 mRNA exp ression change w as in parallel w ith severit ies of EA E. In PD TC group , the

EA E symp tom s w ere m it igated m arkedly and the exp ression of HO 21 mRNA reduced no ticeab ly compared w ith that of EA E

group. Conclusion: B rain HO 21 mRNA exp ression m ay p lay an impo rtan t ro le in the pathogenesis of EA E, and app licat ion of

som e inh ib ito rs of N F2kB m ay be one of the po ten tia l therap ies fo r p reven tion and treatm en t of EA E.
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Ξ 　 实验性变态反应性脑脊髓炎 (experim en ta l a l2
lerg ic encephalom yelit is, EA E) 是研究人类中枢神

经系统自身免疫性脱髓鞘疾病——多发性硬化的经

典模型, 但是其发病的详细机制尚不清楚。近年研究

发现, 氧化应激反应是 EA E 发病的重要因素之一,

其中尤以血红素氧合酶 1 (hem e oxygenase21, HO 2
1)作用至关重要[ 1 ] , 但在 EA E 发病中的变化及作用

尚未见报道; 其次, 由于HO 21 基因中存在核转录因

子 ϑB (nuclear facto r2ϑB, N F2ϑB) 结合位点, N F2ϑB

活性抑制剂吡咯烷二硫代氨基甲酸盐 (pyrro lid ine

d ith iocarbam ate, PD TC ) 能否通过阻断二者的结

合, 而达到调节HO 21 的表达水平值得研究。

本研究动态观察了 EA E 大鼠脑组织 HO 21
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m RNA 在 EA E 发病中的变化, 旨在了解其在 EA E

病理生理过程中的作用, 为阐明 EA E 的发病机制

提供理论依据, 为临床治疗提供新的思路; 同时, 应

用 PD TC 进行干预, 以期观察HO 21 和N F2ϑB 之间

的关系, 为阐明HO 21 m RNA 被激活的信号转导机

制提供理论依据。

1　材料和方法

111　主要试剂及仪器　异硫氰酸胍、十二烷基肌酸

钠、PD TC (Sigm a) ; 核糖核酸酶抑制剂、逆转录酶、

dN T P, T aq DNA 聚合酶、随机引物 (P rom ega) ; Ge2
neAm p 9600 型 PCR 仪 (PE ) , GD S 凝胶扫描系统

( Im age) , SCR 20B 高速低温离心机 (日本, 三洋)。

112　动物模型及分组　健康成年雌性W istar 大鼠

78 只, 体质量 180～ 230 g, 由河北省实验动物中心

提供。随机分为 3 组 (n= 26) : (1)对照组, 不做任何

处理; (2) EA E 组, 按我室方法应用豚鼠脊髓匀浆2
完全弗氏佐剂诱导 EA E 模型并判定临床病情程

度[ 2 ]; (3) PD TC 组, 于免疫诱导 EA E 模型前 1 h 腹

腔注射 PD TC (100 m gökg) , 以后每天 1 次, 至免疫

后 7 d。各组在 1、7、14、21 d 后分别取 3 只大鼠, 断

头处死, 迅速取脑 (每份 100 m g) , 4℃D EPC 水中洗

去血液, 于液氮中保存待测。各组其余大鼠用作临床

病情观察 (n= 14) , 其中 EA E 组排除因麻醉死亡的

4 只大鼠 (n= 10)。

113　R T 2PCR 检测HO 21 m RNA 表达　采用异硫

氰酸胍2酚2氯仿一步法提取各组大鼠脑组织总

RNA (n= 3) ; 取总 RNA 4 Λg 进行逆转录后, 取产

物 6 Λl (25 Λl 体系) , 在 Gene Am p PCR System

9600 (美国 PE 公司)上进行 PCR。HO 21 cDNA 特异

性片段的上游引物: 5′2TCT TA G CCT CT T CT G

TCA CCC T 23′, 下游引物: 5′2CT G GAA GA G

GA G A TA GA G CGA A 2 3′) , 长度为 390 bp [ 3 ]。同

时扩增鼠 Β2act in 用作内参照, 94℃ 2 m in; 94 ℃ 45

s, 56 ℃ 45 s, 72 ℃ 45 s, 循环 30 次, 72℃延伸 5

m in。取R T 2PCR 产物 8 Λl, 在 115% 琼脂糖凝胶中

电泳, 80 V , 45 m in, 用 GD S 凝胶图像成像和分析系

统 (Gel2P ro A nalyzer V er 310)分析结果。

114　统计学处理　数据用 xθ±s 表示, 以均数比较

的 t 检验统计分析, 组间比较用单因素方差分析

(one w ay ANOVA ) , 均用 SPSS 910 统计软件分

析; 发病率用 ς2 检验; R T 2PCR 产物半定量用凝胶

图像分析系统分析结果。

2　结　果

211　实验各组大鼠的发病情况　对照组大鼠毛发

光泽, 活动多, 进食正常。EA E 组大鼠免疫 1 d 后食

欲减低, 免疫 7 d 后有 1ö10 例发病, 14 d 时 6ö10 例

发病; 发病前 2～ 3 d 多出现活动减少, 食欲下降, 毛

发失去光泽, 逐渐出现尾部肌张力降低、后肢和前肢

无力、瘫痪, 伴大小便失禁; 部分大鼠以下肢瘫为首

发症状, 1～ 2 d 后迅速加重至 4 级。21 d 时病情大

多恢复, 仍有 2ö10 例发病。平均发病时间 (12122±

3131) d, 总发病率 90% , 病情程度 (2140±1126)级;

EA E+ PD TC 组大鼠发病的首发症状与 EA E 组大

鼠相似, 但是其发病率 42186% (6ö14)、病情程度

( 0178±1112) 级, 与 EA E 组比较均明显降低 (P <

0101) ; 发病时间 (15111±3171) d, 与 EA E 组比较

差异不显著。

212　R T 2PCR 检测脑组织HO 21 m RNA 表达　对

照组大鼠脑组织仅有少量HO 21 m RNA (390 bp ) 表

达 (0127±0105)。诱导大鼠 EA E 1 d 后, 即可见

HO 21 m RNA 表达升高, 7 d 达到高峰 ( 1111 ±

0112) , 14 d 时开始下降 ( 1106± 0118) , 至 21 d

HO 21 m RNA 表达基本回落至对照组水平 (0137±

0110) , 分别为对照组的 1198、4105、3186 和 1135

倍。与同期 EA E 组比较, 应用N F2ϑB 特异性抑制剂

PD TC 后, 脑组织HO 21 m RNA 表达水平均明显降

低 ( P < 0101) , 分别为对照组的 01529、21774、

21628、01803 倍。实验各组 Β2act in m RNA 的表达量

在各组间无明显差异。

3　讨　论

EA E 的发生是由于针对自身髓鞘特异性的 T

细胞激活为主的自身免疫性脱髓鞘疾病。近年研究

认为, 氧化应激在 EA E 的发病中也起着不可忽视

的作用。其中尤以HO 21 的清除氧自由基, 保护脑细

胞的作用最为显著。HO 21 是诱生型酶, 在组织病理

发生中起着重要作用, 可被多种因素诱导, 如氧化应

激、热休克、紫外线辐射、缺血再灌注、炎性细胞因子

(如 IL 21、TN F2Α[ 4 ])、一氧化氮 (NO )、血红素等[ 5, 6 ]。

能催化具有强氧化活性的血红素最终生成等分子的

胆绿素ö胆红素、一氧化碳 (CO )、游离铁。胆绿素ö胆

红素是一种强力的抗氧化剂; CO 既是重要的气体
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信使分子, 又可以抑制NO 的活性, 减轻其损害; 游

离铁可以刺激细胞表达铁蛋白, 隔离游离铁, 达到保

护细胞的作用[ 5 ]。

在脑中, HO 21 能对应激因素作出快速强烈反

应。可下调细胞免疫功能, 包括N K 细胞和 T 淋巴

细胞介导的细胞毒, 并可抑制淋巴细胞增生反应[ 7 ]。

其代谢产物CO 和NO 之间的作用也支持 HO 21 的

抗炎性作用[ 8 ]。HO 21 对NO 和 (或)随后产生的氧化

应激均表现出防御反应[ 9 ]。本实验发现, 随着 EA E

诱导后病程的延长, HO 21 m RNA 水平迅速增高。其

中HO 21 m RNA 表达在发病 7 d (潜伏期) 即达到高

峰, EA E 14 d (发病期) 开始下降; EA E 21 d (恢复

期) 接近对照组水平, 显示出与 EA E 病程明显相

关, 提示 HO 21 可能在调节神经系统的炎症反应中

起着重要作用。由于HO 21 启动子区含有N F2ϑB 结

合位点, 而N F2ϑB 正是调节炎性细胞因子的关键环

节[ 10, 11 ] , 如 TN F、 IL 21、 IL 22、 IFN 2Χ、 ICAM 21、

V CAM 21、炎性酶类 ( iNO S) 等, 从而在 EA E 发病

中起着关键的作用[ 3 ]。

正常情况下N F2ϑB 以一种无活性的形式与其

抑制性蛋白 ( IϑB )相结合存在于胞质中, 应激、炎性、

自由基、细胞因子等刺激因素可以通过一个或多个

信号途径使 IϑB 磷酸化、泛素化、降解, N F2ϑB 与之

解离并由胞质移位至胞核, 与DNA 上启动子区域

相应的靶基因位点结合, 从而启动一系列免疫相关

基因 (如 IL、TN F 等) 的转录程序, 使其表达增多,

从而引起或进一步加重体内炎性反应[ 11, 12 ]。但是有

关N F2ϑB 和HO 21 之间的相关性尚未见报道。

本研究发现, 应用N F2ϑB 特异性抑制剂 PD TC

后, EA E 大鼠发病率、病情程度显著降低, 脑组织

HO 21 m RNA 水平也较同期EA E 大鼠显著降低, 说

明 PD TC 可能通过阻断N F2ϑB 激活而部分抑制了

HO 21 的表达, 减轻了脑组织的氧化损伤程度。提示

HO 21 可能是N F2ϑB 的下游作用元件, N F2ϑB 水平

的高低可以调节 HO 21 的活性及其生物学作用, 所

以探索调节N F2ϑB 活性的药物及用量可能是临床

治疗该病的新途径之一。
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