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大麻素１型受体过表达在实验性自身免疫性脑脊髓炎小鼠中的作用
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　　［摘要］　目的　探讨大麻素１型受体（ｃａｎｎａｂｉｎｏｉｄ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＣＢ１Ｒ）过表达对实验性自身免疫性脑脊髓炎

（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ，ＥＡＥ）小鼠神经功能的影响及其作用机制。方法　选取２４只Ｃ５７Ｂ／Ｌ６

小鼠，采用ＭＯＧ３５５５免疫诱导构建ＥＡＥ小鼠模型，随机分为２组，一组采用质粒转染技术使小鼠脊髓组织ＣＢ１Ｒ过表

达，另一组给予溶剂作为对照。观察对照组和ＣＢ１Ｒ过表达组ＥＡＥ小鼠的神经功能缺损症状，采用蛋白质印迹法检测

小鼠脊髓组织中ＣＢ１Ｒ蛋白的表达，采用酶联免疫吸附试验检测小鼠脊髓组织中细胞因子白介素（ＩＬ）１０、ＩＬ１７、ＩＬ６、

肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）的浓度。结果　免疫后第１４、２８天时ＣＢ１Ｒ过表达组ＥＡＥ小鼠发生神经功能缺损的程度低

于对照组（犘＜０．０５）。与对照组相比，ＣＢ１Ｒ过表达组ＥＡＥ小鼠脊髓组织中ＣＢ１Ｒ蛋白的表达水平升高（犘＜０．０１），

ＩＬ１０的浓度升高（犘＜０．０５），而ＩＬ１７、ＩＬ６、ＴＮＦα的浓度降低（犘＜０．０５，犘＜０．０１）。结论　中枢神经细胞中ＣＢ１Ｒ

的过表达能够延缓ＥＡＥ的发生和发展，这种作用可能是通过免疫调节实现的。
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　　近年来，内源性大麻素系统（ｅｎｄｏｃａｎｎａｂｉｎｏｉｄ

ｓｙｓｔｅｍ，ＥＣＳ）在多发性硬化（ｍｕｌｔｉｐｌｅｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，

ＭＳ）中的作用正逐渐得到广泛关注并成为新的研究

热点。已有研究证实在 ＭＳ中存在ＥＣＳ功能失

调［１］，但多个有关植物源性大麻素治疗 ＭＳ的大型

临床双盲实验的结论并不一致［２３］。内源性大麻素

具有按需合成、快速降解的特点，因此大麻素受体

（ｃａｎｎａｂｉｎｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＣＢＲ）在 ＭＳ发生和发展中

的调节作用已成为新的研究热点和难点。

研究提示大麻素１型受体（ｃａｎｎａｂｉｎｏｉｄ１

ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＣＢ１Ｒ）参与了 ＭＳ的发生和发展，可能具

有神经保护作用［４６］，但对于ＣＢ１Ｒ在正常小鼠和实

验 性 自 身 免 疫 性 脑 脊 髓 炎 （ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ，ＥＡＥ）小鼠病程的

不同时期以及中枢神经系统不同类型细胞上的表达

特点却知之甚少，阻碍了有关ＣＢ１Ｒ在ＭＳ发生、发

展中的作用机制的研究。本研究通过质粒转染技术

诱导ＣＢ１Ｒ过表达，探讨ＣＢ１Ｒ在ＥＡＥ发生、发展

中的可能机制。

１　材料和方法

１．１　实验动物及试剂　健康雌性Ｃ５７Ｂ／Ｌ６小鼠２４

只，８～１０周龄，体质量２２～２５ｇ，购自上海斯莱克

实验动物有限公司［动物许可证号：ＳＣＸＫ（沪）

２００７０００５］。ＭＯＧ３５５５肽段购自杭州联科生物公

司。白介素（ＩＬ）１０、ＩＬ１７、ＩＬ６、肿瘤坏死因子α

（ＴＮＦα）购自美国Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司。

１．２　ＭＯＧ３５５５抗原混悬液制备　取 ＭＯＧ３５５５肽段

３ｍｇ，溶于１ｍＬＰＢＳ（３ｍｇ／ｍＬ）中；另取３ｍｇ结

核菌素溶于１ｍＬ完全弗氏佐剂（４ｍｇ／ｍＬ）中。采

用针管混合器将两种溶液等体积充分混合，制成油

包水样乳白色混悬液，以静置后无分层为合格。

１．３　ＭＯＧ３５５５诱导的ＥＡＥ小鼠模型构建及症状

评估　Ｃ５７Ｂ／Ｌ６小鼠背部脊柱两侧四点皮下注射

ＭＯＧ３５５５抗原混悬液（２００μＬ／只），同时尾静脉注射

百日咳毒素（ＰＴＸ）２００ｎｇ／只，４８ｈ后再次尾静脉

注射ＰＴＸ２００ｎｇ加强免疫。所有小鼠置于相同的

饲养环境中，自由饮食，自然作息。每周记录小鼠体

质量，评估临床症状。从免疫当天开始进行小鼠的

临床症状评分，直至免疫后第２８天。症状评估采用

国际评分标准：０分，无症状；１分，垂尾；２分，行路

不稳／后肢力弱／翻正反射迟钝；３分，后肢麻痹和

（或）前肢力弱；４分，前肢麻痹；５分，四肢瘫；６分，

濒临死亡或死亡。

１．４　ＭＯＧ３５５５诱导的ＥＡＥ小鼠分组及处理　取

ＥＡＥ小鼠２４只，随机分为ＥＡＥ对照组和ＥＡＥ

ＣＢ１Ｒ过表达组，每组１２只，两组小鼠的神经功能

评分差异无统计学意义。免疫当天，ＥＡＥ对照组小

鼠于Ｌ４／５间隙注射对照溶剂１５μＬ，过表达组于Ｌ４／５

间隙注射经预实验筛靶选取的实验用载体，过表达

ＣＢ１Ｒ（ＮＭ＿００７７２６．３）的载体ｐＬＯＶ．ＣＭＶ．ｅＧＦＰ．

２Ａ．ＥＦ１ａ．ＰｕｒｏＲ（ｐＬＯＶ）。引物序列：正义链（同源重

组序列目的基因５′端配对序列）５′ＡＡＣＣＣＣＧＧＴ

ＣＣＧＡＴＧ ＧＣＴＡＧＣＡＴＧ ＡＡＧＴＣＧＡＴＣ ＴＴＡ

ＧＡＣＧＧＣＣ３′；反义链（同源重组序列目的基因３′端

配对序列）５′ＣＧＴＣＡＴＣＣＴＴＧＴＡＧＴＣＧＣＴＡＧ

ＣＣＡＧＡＧＣＣＴＣＧＧＣＡＧＡＣＧＴＧＴＣ３′。

１．５　蛋白质印迹法检测ＣＢ１Ｒ蛋白表达水平　免

疫后第２８天处死小鼠取脊髓组织，采用成分蛋白抽

提试剂盒（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）抽提细胞膜蛋白，ＢＣＡ法定

量。蛋白质提取物（３０μｇ）用ＳＤＳＰＡＧＥ分离，并

转移到ＰＶＤＦ膜。常规方法进行封闭、洗膜，一抗、

二抗作用后在膜抗ＣＢ１Ｒ中过夜（４℃）。用化学发

光（ＥＣＬ）系统（ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ）辣根过氧化物酶

（ｈｏｒｓｅｒａｓｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的二抗和ＥＣＬ

试剂盒检测条带。

１．６　酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测细胞因子的

表达　免疫后第２８天分别取对照组和ＣＢ１Ｒ过表

达组ＥＡＥ小鼠脊髓，称取８０ｍｇ脊髓组织，冰浴条

件下提取组织胞质蛋白。在３７℃细胞培养箱中孵

育４８ｈ后取上清液，ＥＬＩＳＡ法检测ＩＬ１０、ＩＬ１７、

ＩＬ６、ＴＮＦα的浓度。

１．７　统计学处理　使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０软件

进行分析。计量资料用犉检验进行样本方差齐性检

验；样本符合正态分布且方差齐性时，两组均数比较

采用狋检验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　各组ＥＡＥ小鼠神经功能缺损评分的动态

变化　免疫后第７、１４、２１、２８天评估小鼠的神经功

能缺损情况。第１４天时对照组与ＣＢ１Ｒ过表达组

ＥＡＥ小鼠的神经功能缺损评分差异有统计学意义
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第３期．程　洁，等．大麻素１型受体过表达在实验性自身免疫性脑脊髓炎小鼠中的作用

（犘＜０．０５），第２８天时ＣＢ１Ｒ过表达组小鼠的神经

功能缺损评分也低于对照组（犘＜０．０５，图１）。

图１　不同时间点对照组和犆犅１犚过表达组

犈犃犈小鼠神经功能缺损的变化

犉犻犵１　犆犾犻狀犻犮犪犾狊犮狅狉犲狊狅犳狀犲狌狉狅犾狅犵犻犮犪犾犱犲犳犻犮犻狋犻狀犈犃犈

犿犻犮犲犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻犿犲狆狅犻狀狋狊犻狀犮狅狀狋狉狅犾

犪狀犱犆犅１犚狅狏犲狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犵狉狅狌狆狊

ＣＢ１Ｒ：Ｃａｎｎａｂｉｎｏｉｄ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ；ＥＡＥ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ

ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ．犘＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．狀＝１２，珔狓±狊

２．２　各组ＥＡＥ小鼠脊髓组织中ＣＢ１Ｒ的蛋白

水平　蛋白质印迹法结果（图２）显示，相较于对照

组，ＣＢ１Ｒ过表达组ＥＡＥ小鼠脊髓组织中ＣＢ１Ｒ蛋

白的表达水平升高（犘＜０．０１）。

图２　对照组和犆犅１犚过表达组犈犃犈小鼠

脊髓组织中犆犅１犚的表达水平

犉犻犵２　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犆犅１犚犻狀狊狆犻狀犪犾犮狅狉犱犻狀犈犃犈犿犻犮犲

犻狀犮狅狀狋狉狅犾犪狀犱犆犅１犚狅狏犲狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犵狉狅狌狆狊

ＣＢ１Ｒ：Ｃａｎｎａｂｉｎｏｉｄ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ；ＥＡＥ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ

ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ； ＧＡＰＤＨ： Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ；ｏｖＣＢ１Ｒ：ＣＢ１Ｒｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．犘＜０．０１ｖｓ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．狀＝１２，珔狓±狊

２．３　各组 ＥＡＥ 小鼠脊髓组织中细胞因子的

浓度　ＥＬＩＳＡ实验结果（图３）显示，相较于对照组，

ＣＢ１Ｒ过表达组ＥＡＥ小鼠脊髓组织中ＩＬ１０的浓度

升高（犘＜０．０５），而ＩＬ１７、ＩＬ６、ＴＮＦα的浓度降低

（犘＜０．０５，犘＜０．０１）。

图３　对照组和犆犅１犚过表达组犈犃犈小鼠

脊髓组织中细胞因子的表达

犉犻犵３　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犮狔狋狅犽犻狀犲狊犻狀狊狆犻狀犪犾犮狅狉犱犻狀犈犃犈犿犻犮犲

犻狀犮狅狀狋狉狅犾犪狀犱犆犅１犚狅狏犲狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犵狉狅狌狆狊

ＣＢ１Ｒ：Ｃａｎｎａｂｉｎｏｉｄ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ；ＥＡＥ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ

ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ；ＩＬ：Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ；ＴＮＦ：Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ．

犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．狀＝１２，珔狓±狊

３　讨　论

ＣＢ１Ｒ又名中枢型大麻素受体，主要位于脑、脊

髓与周围神经系统中。脑内ＣＢ１Ｒ主要分布于基底

神经节（黑质、苍白球、外侧纹状体）、海马ＣＡ锥体

细胞层、小脑和大脑皮质。ＣＢ１Ｒ的分布特征可能

与大麻类物质对记忆、认知、运动控制的调节作用

有关。

随着研究的深入，目前发现ＣＢＲ系统在众多神

经系统疾病中起着重要的神经保护和免疫调节作

用［７８］。既往研究表明正常小鼠脑内ＣＢ１Ｒ主要在

神经元中表达，少量在小胶质细胞中表达，而在星形

胶质细胞中不表达［９］。与正常小鼠比较，ＥＡＥ小鼠

神经元上ＣＢ１Ｒ的阳性细胞百分数显著降低，而小

胶质细胞中ＣＢ１Ｒ的阳性细胞百分数显著增加
［９］。

Ｂｅｒｒｅｎｄｅｒｏ等
［１０］也发现ＥＡＥ病程中ＣＢ１Ｒ的表达

减少与小鼠的神经功能缺损程度密切相关。由此表

明ＣＢ１Ｒ在ＥＡＥ中可能具有神经保护的作用，其对

ＥＡＥ发生、发展的影响可能通过小胶质细胞介导的

免疫反应实现。

实验表明，ＣＢ１Ｒ活化后对ＥＡＥ神经功能缺损

的影响结果并不一致［１１１２］。上调ＣＢ１Ｒ或脑损伤后

给予内源性大麻素（２ＡＧ）可产生脑保护作用
［１３１４］。

本课题组前期研究发现特异性 ＣＢ１Ｒ 拮抗剂

ＳＲ１４１７１６Ａ（ＳＲ１）干预的ＥＡＥ小鼠的起病时间（免

疫后第５天）提前，早期神经功能缺损显著高于对照

组［９］。为明确ＣＢ１Ｒ是否参与了ＥＡＥ发生、发展中

的神经保护，本研究通过质粒转染技术使ＥＡＥ小鼠

脊髓ＣＢ１Ｒ过表达，结果发现ＣＢ１Ｒ过表达组ＥＡＥ

小鼠的神经功能较同时点对照组显著减轻。此外，

我们发现ＣＢ１Ｒ过表达组脊髓中ＥＡＥ小鼠ＩＬ１０
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的浓度明显升高，而ＩＬ１７、ＩＬ６、ＴＮＦα的浓度降

低。ＩＬ１０是由Ｔｈ２细胞产生的强效抗炎因子，可

下调促炎因子的表达，从而发挥免疫调节作用。也

有研究证实ＩＬ１０水平升高在ＭＳ的免疫病理过程

中具有重要的保护作用［１５］。ＩＬ１７由Ｔｈ１７细胞分

泌、ＩＬ６由Ｔｈ２细胞分泌、ＴＮＦα由Ｔｈ１细胞分

泌，这些Ｔ细胞因子均有促炎作用，参与诱导麻痹

和炎症反应［１６］；其中ＩＬ１７Ａ不仅与中枢神经系统

脱髓鞘疾病发病密切相关，还与疾病的严重程度有

关［１７］。ＣＢ１Ｒ可调控炎性因子的水平，同时也受炎

性因子的影响。研究发现不同细胞群与促炎因子特

别是ＴＮＦα的刺激也可诱导犆犅１犚 ｍＲＮＡ的合

成［１８］。本研究中ＣＢ１Ｒ过表达ＥＡＥ小鼠脊髓组织

中ＩＬ１０的浓度升高，而ＩＬ１７、ＩＬ６、ＴＮＦα的浓度

降低，表明ＣＢ１Ｒ可能参与了ＥＡＥ的发生与发展，

并具有一定的免疫保护作用。

综上所述，中枢神经系统ＣＢ１Ｒ过表达能够减

轻ＥＡＥ的发生和发展，这种作用可能是通过调节细

胞因子的表达来实现的。今后我们将进一步深入研

究ＥＡＥ小鼠中ＣＢ１Ｒ的表达变化及相关机制，为寻

求ＭＳ新的治疗策略提供新思路。
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