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张沁丽，王玉芬，刘红，等． 阿托伐他汀对自身免疫性脑脊髓炎小鼠髓鞘修复及 ＲｈｏＡ ／ Ｒｏｃｋ１ 通路的影响 ［Ｊ］． 中国比较医学杂

志， ２０２２， ３２（４）： ６８－７６．
Ｚｈａｎｇ ＱＬ， Ｗａｎｇ ＹＦ， Ｌｉｕ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ ｏｎ ｍｙｅｌｉｎ ｒｅｐａｉｒ ａｎｄ ｔｈｅ ＲｈｏＡ ／ Ｒｏｃｋ１ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ
ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２２， ３２（４）： ６８－７６．
ｄｏｉ： １０． ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６． ２０２２． ０４． ０１０

［基金项目］山西省卫生和计划生育委员会科研课题（２０１７１６４）。
［作者简介］张沁丽（１９７９—），女，硕士，副主任医师，研究方向：脑血管病、脱髓鞘疾病。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｓｈｅｎｇｍｉｎｇｋｘ２０２０＠ １６３．ｃｏｍ
［通信作者］王玉芬（１９６６—），硕士，主任医师，研究方向：脑血管病。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：３３８５３１４７９９＠ ｑｑ．ｃｏｍ

阿托伐他汀对自身免疫性脑脊髓炎小鼠髓鞘修复及
ＲｈｏＡ ／ Ｒｏｃｋ１ 通路的影响

张沁丽，王玉芬∗，刘　 红，刘博雯

（长治医学院附属和平医院神经内科，山西 长治　 ０４６０００）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨阿托伐他汀对自身免疫性脑脊髓炎（ＥＡＥ）小鼠髓鞘修复及 ＲｈｏＡ ／ Ｒｏｃｋ１ 通路的影响。
方法　 采用 ＭＯＧ３５－５５ 免疫建立 ＥＡＥ 小鼠模型，小鼠随机分为空白组、模型组、阿托伐他汀组、高脂饮食组、高脂

饮食＋阿托伐他汀组，每组 ６ 只，阿托伐他汀每只小鼠每天按 ０. ５ ｍＬ 混悬液灌服，连续 ２８ ｄ。 各组小鼠神经功能评

分，采用苏木精－伊红（ＨＥ）、固蓝（ＬＦＢ）染色、透射电镜及免疫组化染色方法检测各组小鼠脊髓组织炎症反应、髓
鞘脱失及髓鞘再生情况；酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测小鼠血清中肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ⁃α）、白介素－６（ＩＬ⁃６）、一
氧化氮（ＮＯ）的表达；蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）法检测脑组织 ＲＡＳ 同源基因家族成员 Ａ（ＲｈｏＡ）、Ｒｈｏ 相关蛋白

激酶 １（Ｒｏｃｋ１）蛋白表达；实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）检测脊髓组织硫酸软骨素蛋白多糖（ＮＧ２）、髓鞘碱性蛋白

（ＭＢＰ）及脑组织 ＲｈｏＡ、Ｒｏｃｋ１ ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与空白组比较，模型组小鼠见较多炎性细胞浸润、发生明显脱髓

鞘改变、部分髓鞘崩解、断裂、脱失；模型小鼠血清中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＮＯ 的含量及脑组织 ＲｈｏＡ、Ｒｏｃｋ１ 蛋白和 ｍＲＮＡ
表达均明显升高（Ｐ＜０. ０１），脊髓组织 ＮＧ２、ＭＢＰ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达明显降低（Ｐ＜０. ０１）。 与模型组比较，阿托伐他

汀组小鼠见极少量炎性细胞浸润、脱髓鞘程度明显好转，明显降低小鼠血清中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＮＯ 的含量及脑组织

ＲｈｏＡ、Ｒｏｃｋ１ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达（Ｐ＜０. ０５），明显升高 ＭＢＰ、ＮＧ２ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达（Ｐ＜０. ０５）；高脂饮食＋阿托伐他

汀组明显降低小鼠神经功能评分、脑组织 ＲｈｏＡ、Ｒｏｃｋ１ 蛋白表达，明显升高 ＮＧ２ ｍＲＮＡ 表达。 结论　 阿托伐他汀能

改善 ＥＡＥ 小鼠炎性细胞浸润及脱髓鞘程度，降低高脂饮食 ＥＡＥ 小鼠神经功能评分，其中作用机制可能与调节

ＲｈｏＡ ／ Ｒｏｃｋ１ 通路改善脱髓鞘程度，从而发挥对 ＥＡＥ 小鼠的治疗作用有关。
【关键词】 　 自身免疫性脑脊髓炎；髓鞘修复；阿托伐他汀；ＲｈｏＡ ／ ＲＯＣＫ⁃１ 通路
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Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ ｏｎ ｍｙｅｌｉｎ ｒｅｐａｉｒ ａｎｄ ｔｈｅ ＲｈｏＡ ／ Ｒｏｃｋ１ ｐａｔｈｗａｙ
ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ

ＺＨＡＮＧ Ｑｉｎｌｉ， ＷＡＮＧ Ｙｕｆｅｎ∗， ＬＩＵ Ｈｏｎｇ， ＬＩＵ Ｂｏｗｅｎ
（Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ， Ｈｅｐｉｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｃｈａｎｇｚｈｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ， Ｃｈａｎｇｚｈｉ　 ０４６０００， Ｃｈｉｎａ）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ ｏｎ ｍｙｅｌｉｎ ｒｅｐａｉｒ ａｎｄ ｔｈｅ ＲｈｏＡ ／ Ｒｏｃｋ１ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ
ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ （ ＥＡＥ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 ＭＯＧ３５⁃５５ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａｎ ＥＡＥ
ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ． Ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ， ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ｇｒｏｕｐ



ａｎｄ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ＋ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ ６ ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ）． Ｔｈｅ ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ ｗａｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｔｏ ｅａｃｈ ｍｏｕｓｅ ｄａｉｌｙ ｂｙ ０. ５ ｍＬ
ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ， ｆｏｒ ２８ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ． Ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｓｃｏｒｅｄ ｆｏｒ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ．
Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ （ ＨＥ ） ｓｔａｉｎｉｎｇ， Ｌｕｘｏｌ ｆａｓｔ ｂｌｕｅ （ ＬＦＢ ） ｓｔａｉｎｉｎｇ， ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ａｎｄ
ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｍｙｅｌｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｍｙｅｌｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ
ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α （ＴＮＦ⁃α）， ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６ （ ＩＬ⁃６） ａｎｄ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ
（ＮＯ） ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ （ＥＬＩＳＡ）； ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｍｍａｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｓｓａｙ（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）
ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｒａｓ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒ Ａ （ＲｈｏＡ） ａｎｄ Ｒｈｏ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ １ （ＲＯＣＫ１） ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ． Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ （ｑＲＴ⁃ＰＣＲ） ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎ ｓｕｌｆａｔｅ ｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎ （ＮＧ２） ａｎｄ ｍｙｅｌｉｎ ｂａｓｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ （ＭＢＰ） ｉｎ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ａｎｄ ＲｈｏＡ ａｎｄ Ｒｏｃｋ１ ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｍｏｒｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ
ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ， ｍａｒｋｅｄ ｄｅｍｙｅｌｉｎａｔｉｏｎ， ｐａｒｔｉａｌ ｍｙｅｌｉｎａｔｉｏｎ ｄｉｓｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ， ｂｒｅａｋａｇｅ ａｎｄ ｄｅｍｙｅｌｉｎａｔｉｏｎ； ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＮＯ ｉｎ
ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲｈｏＡ， Ｒｏｃｋ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＮＧ２ ａｎｄ ＭＢＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｉｎ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０. ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｄｅｍｙｅｌｉｎａｔｉｏｎ， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＮＯ ｉｎ ｓｅｒｕｍ， ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲｈｏＡ ａｎｄ Ｒｏｃｋ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｉｎ
ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＢＰ， ＮＧ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ （Ｐ＜０. ０５）． Ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ＋
ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｓｃｏｒｅｓ， ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ＲｈｏＡ ａｎｄ Ｒｏｃｋ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＮＧ２ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｄｅｍｙｅｌｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ ＥＡＥ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｓｃｏｒｅｓ ｉｎ ＥＡＥ ｍｉｃｅ ｏｎ ａ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ． Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ
ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＲｈｏＡ ／ Ｒｏｃｋ１ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｄｅｍｙｅｌｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｕｓ ｅｘｅｒｔ ａ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ＥＡＥ ｍｉｃｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ； ｍｙｅｌｉｎ ｒｅｐａｉｒ； ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ； ＲｈｏＡ ／ ＲＯＣＫ⁃１ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 多发性硬化症（ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＭＳ）是中枢神

经系统（ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ，ＣＮＳ）的一种慢性自

身免疫性和退行性疾病，其病理改变包括中枢神经

系统白质中的多发性脱髓鞘斑块，并伴有反应性胶

质增生和轴突损伤［１］。 尽管对 ＭＳ 的病因、发病机

制和治疗的研究越来越多，但目前对 ＭＳ 的治疗方

案尚相对有限，ＭＳ 仍然是世界范围内的治疗挑

战［２］。 虽然 ＭＳ 的病因和机制仍不清楚，但神经炎

症被证明在 ＭＳ 的发生和发展中发挥了关键作用，
过度的炎症会导致细胞死亡和组织损伤，如脱髓鞘

损伤和轴突损伤［３］。 在成人 ＣＮＳ 中，受损神经元轴

突再生不良的部分原因是髓鞘相关轴突生长抑制

剂的存在，如髓鞘相关糖蛋白、Ｎｏｇｏ、少突胶质细胞

－髓鞘糖蛋白等，这些抑制剂可以激活 ＲｈｏＡ［４］。 研

究表明 ＲｈｏＡ 的激活会导致生长锥的塌陷和轴突生

长的抑制，而 ＲｈｏＡ 的失活可以促进受损中枢神经

系统的轴突再生和功能恢复，ＲｈｏＡ 的下游效应因

子是 Ｒｈｏ 相关激酶（Ｒｏｃｋ），包括 Ｒｏｃｋ１ 和 Ｒｏｃｋ２，
Ｒｏｃｋ 活化可促进肌球蛋白轻链磷酸酶的磷酸化［５］。
因此，我们推测 ＲｈｏＡ ／ Ｒｏｃｋ 信号通路可能参与自身

免疫性脑脊髓炎。 他汀类药物是 ３－羟基－３－甲基

戊二酰辅酶 Ａ（ＨＭＧ⁃ＣｏＡ）还原酶抑制剂，广泛用于

降低胆固醇，以减少动脉粥样硬化和心血管发病

率［６］。 最近在自身免疫性疾病动物模型中的研究

表明，他汀类药物的抗炎和免疫调节特性可能有益

于神经退行性疾病的治疗［７］。 目前关于阿托伐他

汀在治疗 ＭＳ 中的作用机制的研究主要集中在免疫

调节方面，关于其是否可通过调节髓鞘修复及

ＲｈｏＡ ／ Ｒｏｃｋ 通路来改善 ＭＳ 进展的研究尚少。 因

此，本研究旨在探讨阿托伐他汀对自身免疫性脑脊

髓炎小鼠髓鞘修复及 ＲｈｏＡ ／ Ｒｏｃｋ１ 通路的影响，以
期为 ＭＳ 的治疗提供数据支撑。

１　 材料和方法

１. １　 实验材料

１. １. １　 实验动物

选用 ３０ 只 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雌性近交系小鼠，６
～８ 周，１８～ ２０ ｇ，购自成都达硕实验动物有限公司

［ＳＣＸＫ（川）２０２０－０３０］，饲养于长治医学院动物实

验房［ＳＹＸＫ（晋）２０２２－０００１］，饲养条件为室温（２４
±２）℃的环境中，维持光－暗 １２ ｈ 循环交替，并予以

充足的饲料和洁净饮水。 研究方案经长治医学院

实验动物伦理委员会批准（ＩＡＣＵＣ ２０１９０７２Ａ），并按

照实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道关怀。

９６中国比较医学杂志 ２０２２ 年 ４ 月第 ３２ 卷第 ４ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ａｐｒｉｌ ２０２２，Ｖｏｌ． ３２，Ｎｏ． ４



１. １. ２　 菌株

结核杆菌 Ｈ３７Ｒａ（批号：ＲＮＣＣ２６３８３４）购自美

国 ＡＴＣＣ 公司。
１. ２　 主要试剂与仪器

　 　 阿托伐他汀（批号：２０１４１００８）购自辉瑞制药；
ＭＯＧ３５－５５ 购自西安联美生物，纯度＞９５％杆菌；百
日咳素（ＰＴＸ，批号：Ｃ７８９７）、完全弗氏佐剂（ＣＦＡ，批
号：Ｆ５８８１）购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；苏木素染液（批

号：Ｒ２０５６８）、伊红染液 （批号：Ｒ２４０４４） 购 ｙｕａｎｙｅ
Ｂｉｏ⁃Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏ．， Ｌｔｄ （上海）； ＩＬ⁃６ （货号： ＺＣ⁃
３６４０４）、 ＴＮＦ⁃α （货号： ＺＣ⁃３７６２４）、 ＮＯ （货号： ＺＣ⁃
Ｓ０６４７）ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自上海茁彩生物；相关一抗

ＮＧ２（货号：＃５２６３５）、ＭＢＰ（货号：＃２３９６）、ＲｈｏＡ（货
号：＃２１１７）、Ｒｏｃｋ１（货号：＃ ４０３５）、生物素化山羊抗

兔 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（货号：＃３２９３５）购自 ＣＳＴ；ＲＮＡ ＴＲＩｚｏｌ
Ｒｅａｇｅｎｔ （批号： １５５９６０２６ ）、 ＴＢ ＧｒｅｅｎＴＭ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｑＴＭ Ⅱ （ 货 号： Ａ４４６６２ ） 购 自 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
ＳＣＩＥＮＴＩＦＩＣ（上海）；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 细胞裂解液 （货

号：Ｐ００１３）、 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒 （货号：
Ｐ０００９）购自上海碧云天生物；ＥＣＬ 发光试剂盒（货
号：Ｅ⁃ＩＲ⁃Ｒ３０７）、Ｉｍｍｏｂｉｌｏｎ⁃ＰＳＱ ＰＶＤＦ 膜（货号：Ｅ⁃
ＢＣ⁃Ｒ２６６） 购自武汉 Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ。 实时荧光定量

（ＲＴ⁃ＰＣＲ）仪（型号 ＰＩＫＯＲｅｄ ９６）和全功能酶标仪

ＭＫ３ 均为美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 仪器。
１. ３　 实验方法

１. ３. １　 自身免疫性脑脊髓炎小鼠模型制备及分组

　 　 将实验小鼠随机分为 ５ 组，空白组、模型组（实
验性自身免疫性脑脊髓炎）、阿托伐他汀组、高脂饮

食组、高脂饮食＋阿托伐他汀组，每组 ６ 只。 建模步

骤［８］：将抗原 ＭＯＧ３５⁃５５ 用生理盐水稀释成 ５ ｍｇ ／
ｍＬ，并按 １ ∶ １ 等体积加入 ＣＦＡ，加入结核杆菌

Ｈ３７Ｒａ 使其终浓度为 ４ ｍｇ ／ ｍＬ，充分混合乳化。 乳

化后按每只 ０. １ ｍＬ 于小鼠脊柱两侧分四点皮下注

射，０、４８ ｈ 每只小鼠腹腔注射 ０. ５ ｍＬ ＰＴＸ（百日咳

毒素 ５００ ｎｇ）。 空白组以等量生理盐水代替 ＭＯＧ
多肽，其余步骤和方法相同。
１. ３. ２　 给药方法

　 　 高脂饮食组、高脂饮食＋阿托伐他汀组均给予

高脂饲料喂养 ３ 周后开始免疫、干预，空白组、模型

组、阿托伐他汀组给予普通饲料喂养 ３ 周后开始免

疫、干预。 阿托伐他汀给药剂量为 ８ ｍｇ ／ （ ｋｇ·ｄ），
将 ４０ ｍｇ 阿托伐他汀溶于 １２５ ｍＬ 的 ０. １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ
溶液中形成混悬液，其终浓度为 ０. ３２ ｍｇ ／ ｍＬ。 免疫

后第 ３ 天开始应用小鼠灌胃针每只小鼠每天灌服

０. ５ ｍＬ 混悬液，连续 ２８ ｄ。 其中，高脂饲料配比为：
胆固醇 １％、蛋黄粉 １０％、猪油 １０％、普通饲料 ７９％。
阿托伐他汀给药剂量参考 Ｚｅｙｇｈａｍｉ 等［９］的报道。
１. ３. ３　 神经功能评分

　 　 采用 Ｋｎｏｚ 评分法［１０］ 评估小鼠病情变化，连续

观察直至动物处死，具体评分标准如下：０ 分：无症

状；１ 分：尾部失去张力；２ 分：后肢力弱；３ 分：后肢

瘫痪；４ 分：后肢及前肢瘫痪；５ 分：濒临死亡或死亡。
１. ３. ４　 ＨＥ 染色和 ＬＦＢ 染色观察

　 　 苏木精－伊红（ ＨＥ）染色：取小鼠脑脊髓，用
４％多聚甲醛固定 ２４ ｈ 后，将组织标本放入含

３０％蔗糖的 ４％多聚甲醛中保存，脑脊髓组织石

蜡包埋，连续切片，厚度 ５ μｍ，用 ＨＥ 染色评价炎

性细胞浸润情况。 并采用双盲法进行炎细胞浸

润评分：０ 分，无炎性细胞浸润；１ 分，脑膜细胞浸

润；２ 分，血管周细胞浸润最多 ４ 个小区域；３ 分，
血管周细胞浸润 ５ 个或 ５ 个以上小区域，和 ／或
１ 个以上大型细胞浸润；４ 分，大量细胞浸润，累
及 ２０％以上的白质。

固蓝（ＬＦＢ）染色：为了评估脱髓鞘，切片按上述

方法处理，并用 ＬＦＢ 染色。 将组织切片在 ６０℃ 的

０. １％ ＬＦＢ 溶液中孵育过夜，然后在 ０. ０５％的碳酸

锂溶液中进行区分，以区分白质和灰质，最后在光

学显微镜下观察切片。 采用以下评分标准对小鼠

的脱髓鞘情况进行双盲法评估：０ 分，无髓鞘丢失；
１ 分，小范围髓鞘丢失；２ 分，２ 个或 ３ 个小范围髓鞘

丢失；３ 分，最多 ２ 个大规模髓鞘丢失；４ 分，大范围

髓鞘丢失，累及超过 ２０％的白质。
１. ３. ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测

　 　 按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明操作，检测小鼠血清中

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＮＯ 的表达。
１. ３. ６　 透射电镜观察

　 　 取脑组织，切取胼胝体区域组织，组织块切成 １
ｍｍ３×１ ｍｍ３×３ ｍｍ３ 大小转入 ２. ５％戊二醛固定液

中 ４℃固定 ２４ ｈ。 组织块用 １％锇酸后固定 ２ ｈ，然
后梯度丙酮脱水，组织块用环氧树脂包被，切取半

薄切片 １％甲苯胺蓝染色后，超薄切片用醋酸铀酰

和柠檬酸铅染色，在透射电镜下观察中枢神经系统

胼胝体区髓鞘超微结构改变。
１. ３. ７　 免疫组织化学染色观察

　 　 脑脊髓组织切片脱蜡复水，用 ３％ Ｈ２Ｏ２ 室温孵

育 ３０ ｍｉｎ，加正常山羊血清后 ３７℃孵育 ３０ ｍｉｎ，滴
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加一抗（ＮＧ２、ＭＢＰ（１ ∶ ３００））３７℃孵育 １ ｈ。 用山

羊抗兔 ＩｇＧ－辣根过氧化物酶（１ ∶ ２００）室温孵育 ２
ｈ。 用 ＤＡＢ 试剂显示阳性细胞，苏木精复染、酒精盐

酸分化、脱水、中性树胶封片，显微镜观察，用 Ｉｍａｇｅ
Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６. ０ 软件对 ＮＧ２、ＭＢＰ 进行定量分析。
１. ３. ８　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测

　 　 根据制造商的说明，采用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂从脑组

织或脊髓组织中提取总 ＲＮＡ，然后对 ＲＮＡ 进行量

化，将一定量的 ＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡ。 随后使用

ＴａＫａＲａ ＴＢ ＧｒｅｅｎＴＭ ＰｒｅＭｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ的聚合酶链式

反应对基因表达水平进行定量，用 ２－ΔΔＣＴ方法计算

基因表达水平，并用内源性参考 ＧＡＰＤＨ 值进行归

一化。 本研究中使用的引物序列如表 １ 所示。
ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 反应条件为预变性 ９５℃ ３０ ｓ，变性 ９５℃
５ ｓ，退火 ５５℃ ３０ ｓ，延伸 ７２℃ ３０ ｓ，４５ 个循环，记
录 ＣＴ 值。

表 １　 ＰＣＲ 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物 Ｐｒｉｍｅｒ 正向引物 Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ（５’－３’） 反向引物 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ（５’－３’）
ＭＢＰ ＡＣＡＣＣＣＴＴＴＣＡＡＧＴＴＣＡＣＣＣ ＧＧＡＡＧＣＣＴＧＧＡＣＣＡＣＡＣＡＧ
ＮＧ２ ＴＣＣＡＧＴＣＡＴＧＣＣＧＡＡＡＴＣＴＣＡＣ ＴＧＧＴＡＧＧＧＴＣＣＡＣＧＡＣＡＴＧＡＡＧ
ＲｈｏＡ ＧＧＡＧＴＧＴＴＣＡＧＣＡＡＡＧＡＣＣＡＡＡＧ ＣＡＣＡＡＧＡＴＧＡＧＧＣＡＣＣＣＡＧＡ
Ｒｏｃｋ１ ＧＧＡＡＡＣＧＣＴＣＣＧＡＧＡＣＡＣＴＧ ＣＴＧＧＧＡＴＴＴＧＣＴＧＡＡＧＧＴＡＡＧ
ＧＡＤＰＨ ＡＴＣＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣＣＣＡＧ ＣＣＡＴＣＡＣＧＣＣＡＧＴＴＴＴＣＣ

表 ２　 各组小鼠神经功能评分
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

给药前
Ｐｒｅ⁃ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

给药 １５ ｄ
Ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ １５ ｄ

给药 ２８ ｄ
Ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ２８ ｄ

空白组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０. ００±０. ００ ０. ００±０. ００ ０. ００±０. ００
模型组 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ３. ３６±０. ５０∗∗ ３. ５６±０. ５３∗∗ ３. ４９±０. ７２∗∗

阿托伐他汀组 Ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ ３. ３４±０. ４１ １. ８３±０. ８８＃ １. １４±０. ０２＃

高脂饮食组 Ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ｇｒｏｕｐ ３. ３３±０. ３９ ２. ２５±０. ７８ ２. ０８±０. ０５
高脂饮食阿托伐他汀组 Ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ＋ ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ ３. ３９±０. ２５ １. ８６±１. ３６＃ １. ５２±０. ０２＃

注：与空白组比较，∗∗Ｐ＜０. ０１；与模型组比较，＃Ｐ＜０. ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０. ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０. ０５．

１. ３. ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

　 　 脑组织用冷 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，用添加了蛋白酶和

磷酸酶抑制剂的裂解缓冲液从脑组织提取蛋白质，
冰上孵育，裂解产物在 １２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 １５ ｍｉｎ，
收集上清液，并通过 ＢＣＡ 蛋白检测试剂盒分析蛋白

浓度。 然后，将上清液与 １２％十二烷基硫酸钠－聚
丙烯酰胺凝胶样品加载缓冲液混合，并转移到

ＰＶＤＦ 膜（微孔）上，根据制造商的说明，转移的印迹

与封闭剂（５％脱脂牛奶在 Ｔｒｉｓ 缓冲盐水中）室温封

闭 ２ ｈ 后，将膜与抗 ＲｈｏＡ（１ ∶ ５００）、Ｒｏｃｋ１ （１ ∶
５００）或 β⁃ａｃｔｉｎ（１ ∶ ２５００）的抗体在 ４ 抗下一起孵育

过夜。 然后，在摇床上用 ＴＢＳＴ 缓冲液 （含 ０. １％

Ｔｗｅｅｎ ２０ 的 Ｔｒｉｓ 缓冲液，ｐＨ＝ ７. ６）和生物素化山羊

抗兔 ＩｇＧ 抗体孵育 ２ ｈ。 使用增强型化学荧光检测

试剂盒（ＥＣＬ）进行显影，使用化学发光成像仪检测

化学发光膜的免疫反应性，并通过使用 Ｉｍａｇｅ⁃
ＰｒｏＰｌｕｓ 分析光密度，以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参，对蛋白进行

量化，实验重复 ３ 次。
１. ４　 统计学方法

　 　 使用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 软件（ＩＢＭ Ｃｏｒｐ．）对数据进行统

计分析，数据表示为平均数±标准差（�ｘ±ｓ），采用单因

素方差分析（ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）进行多组间比较分析，
方差齐性时用 ＬＳＤ 检验，方差不齐时用Ｔａｍｈａｎｅ’ｓ Ｔ２
检验。 Ｐ＜０. ０５ 表示差异具有统计学意义。

２　 结果

２. １　 阿托伐他汀对自身免疫性脑脊髓炎小鼠神经

功能评分的影响

　 　 与空白组比较，模型组小鼠神经功能评分于给

药前、给药 １５ ｄ、给药 ２８ ｄ 时均明显升高 （ Ｐ ＜
０. ０１），与模型组比较，阿托伐他汀组和高脂饮食＋
阿托伐他汀组于给药 １５ ｄ 和给药 ２８ ｄ 明显降低神

经功能评分，且 ２８ ｄ 时降低更明显（Ｐ＜０. ０５），见
表 ２。
２. ２　 阿托伐他汀对自身免疫性脑脊髓炎小鼠炎性

脑浸润和脊髓脱髓鞘的影响

　 　 空白组：未见明显炎性细胞浸润（炎细胞浸润

评分为 ０ 分）及未发生脱髓鞘改变（脱髓鞘评分 ０
分）。 模型组：小鼠脑组织白质区神经纤维束间见

较多炎性细胞浸润，以核呈圆形深染的淋巴细胞为
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主，部分炎性细胞围绕在血管周围；脊髓组织 ＬＦＢ
染色可见髓鞘蓝染区域的面积显著减少，可见大面

积髓鞘脱失后着色为白色的区域，即发生明显脱髓

鞘改变。 阿托伐他汀组和高脂饮食组：小鼠脑组织

白质区神经纤维束间见极少量炎性细胞浸润，以及

少量小胶质细胞增生；脱髓鞘程度较模型组好转。
高脂饮食＋阿托伐他汀组：小鼠脑组织白质区神经

纤维束间见少量淋巴细胞浸润，少量小胶质细胞增

生；脱髓鞘程度较模型组好转。 进一步量化分析，

与模型组比较，阿托伐他汀组、高脂饮食＋阿托伐他

汀组小鼠炎细胞浸润评分及脱髓鞘评分明显降低

（Ｐ＜０. ０１）（图 １）。
２. ３　 阿托伐他汀对自身免疫性脑脊髓炎小鼠炎性

细胞因子的影响

　 　 与空白组比较，模型组小鼠血清中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃
６、ＮＯ 的含量明显升高（Ｐ＜０. ０１），与模型组比较，阿
托伐他汀可明显降低小鼠血清中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＮＯ
的含量（Ｐ＜０. ０５），见表 ３。

注：Ａ：ＨＥ 染色及定量分析；Ｂ：ＬＦＢ 染色及定量分析。 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０. ０１；与模型组比较，＃＃Ｐ＜０. ０１。

图 １　 小鼠炎性脑浸润和脊髓脱髓鞘变化

Ｎｏｔｅ． Ａ， ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｂ， ＬＦＢ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０. ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０. ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｒａｉｎ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｄｅｍｙｅｌｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ

表 ３　 各组小鼠血清中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＮＯ 的含量
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＮＯ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＴＮＦ⁃α（ｐｇ ／ ｍＬ） ＩＬ⁃６（ｐｇ ／ ｍＬ） ＮＯ（μｍｏｌ ／ Ｌ）

空白组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ９３. ４３±２. ２９ １７. ５０±０. ８８ ０. ８０±０. ０３
模型组 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １０４. ３６±２. ５０∗∗ ２０. ８１±０. ４２∗∗ ０. ９１±０. ０３∗∗

阿托伐他汀组 Ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ ９７. ００±３. ８５＃ １８. １４±０. ８８＃ ０. ８３±０. ０２＃

高脂饮食组 Ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ｇｒｏｕｐ １０２. １３±３. ８９ １９. ０５±１. ７８ ０. ８８±０. ０５
高脂饮食＋阿托伐他汀组 Ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ＋ ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ ９９. ３９±４. ８５ １９. ６８±１. ３６ ０. ８６±０. ０２

注：与空白组比较，∗∗Ｐ＜０. ０１；与模型组比较，＃Ｐ＜０. ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０. ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０. ０５．
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２. ４　 阿托伐他汀对自身免疫性脑脊髓炎小鼠髓鞘

再生修复的影响

　 　 透射电镜观察结果显示，空白组小鼠的轴突间

距、髓鞘板层结构正常。 模型组髓鞘呈松散的层状

结构，排列极为松散，部分髓鞘崩解、断裂、脱失，轴
索萎缩变性，结构不清晰。 阿托伐他汀组和高脂饮

食＋阿托伐他汀组可见髓鞘排列松散，少量髓鞘崩

解脱失及轴索萎缩，结构尚清晰。 高脂饮食组髓鞘

注：Ａ：透射电镜观察；Ｂ：ＭＢＰ 免疫组化染色；Ｃ：ＮＧ２ 免疫组化染色；Ｄ：ＭＢＰ 平均光密度；Ｅ：ＮＧ２ 平均光密度；Ｆ：

ＭＢＰ、ＮＧ２ ｍＲＮＡ 表达。 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０. ０１；与模型组比较，＃Ｐ＜０. ０５，＃＃Ｐ＜０. ０１。

图 ２　 各组小鼠髓鞘再生修复情况

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ． Ｂ， ＭＢＰ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｃ， ＮＧ２
ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｄ， ＭＢＰ ａｖｅｒａｇｅ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ． Ｅ， ＮＧ２ ａｖｅｒａｇｅ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ． Ｆ， ＭＢＰ ａｎｄ ＮＧ２

ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０. ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０. ０５，＃＃Ｐ＜０. ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｒｅｍｙｅｌｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｐａｉｒ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

呈松散的层状结构，结构不清晰（图 ２Ａ）。 免疫组

化检测结果显示，模型组较空白组 ＮＧ２、ＭＢＰ 表达

明显降低（Ｐ＜０. ０１），与模型组比较，阿托伐他汀组

ＮＧ２、ＭＢＰ 表达明显升高（Ｐ＜０. ０１） （图 ２Ｂ ～ ２Ｅ）。
ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测表明，与空白组比较，模型组 ＭＢＰ、
ＮＧ２ ｍＲＮＡ 表达明显降低（Ｐ＜０. ０１），与模型组比

较，阿托伐他汀可明显升高 ＭＢＰ、ＮＧ２ ｍＲＮＡ 表达

（Ｐ＜０. ０５）（图 ２Ｆ）。

２. ５ 　 阿托伐他汀对自身免疫性脑脊髓炎小鼠

ＲｈｏＡ ／ ＲＯＣＫ⁃１通路的影响

　 　 与空白组比较，模型组小鼠脑组织 ＲｈｏＡ、Ｒｏｃｋ１
ｍＲＮＡ 和蛋白表达均明显升高（Ｐ＜０. ０１），与模型组

比较，仅阿托伐他汀可明显降低小鼠脑组织 ＲｈｏＡ、
Ｒｏｃｋ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达（Ｐ＜０. ０５），见图 ３。

３　 讨论

　 　 ＭＳ 是一种以自身免疫性炎症、脱髓鞘和轴突

损伤为特征的中枢神经系统慢性疾病［１１］。 文献［１２］

显示脂质代谢和炎症途径在许多点相互交叉调节，
并通过局部机制参与调节中枢神经系统的神经功

能。 不仅如此，Ｍａｎｄｏｊ 等［１３］ 认为与胆固醇异常稳

态相关的血栓形成和神经退行性机制可能有助于

ＭＳ 进展。 Ｔｅｔｔｅｙ 等［１４］ 进行的一项前瞻性队列研究

亦表明高胆固醇水平对于 ＭＳ 患者产生不利影响，
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注：Ａ：ＲｈｏＡ、Ｒｏｃｋ１ ｍＲＮＡ 相对表达；Ｂ：ＲｈｏＡ、Ｒｏｃｋ１ 蛋白表达条带；Ｃ：ＲｈｏＡ、Ｒｏｃｋ１ 蛋白相对表达。 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０. ０１；与模

型组比较，＃Ｐ＜０. ０５，＃＃Ｐ＜０. ０１。

图 ３　 各组小鼠 ＲｈｏＡ ／ ＲＯＣＫ⁃１ 通路相关因子的表达

Ｎｏｔｅ． Ａ， ＲｈｏＡ ａｎｄ Ｒｏｃｋ１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｂ， ＲｈｏＡ ａｎｄ Ｒｏｃｋ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂａｎｄｓ． Ｃ， ＲｈｏＡ ａｎｄ Ｒｏｃｋ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０. ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０. ０５， ＃＃Ｐ＜０. ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲｈｏＡ ／ ＲＯＣＫ⁃１ ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ

与残疾及疾病的进展相关。 故高脂与 ＭＳ 之间存在

一定联系。 阿托伐他汀作为临床常用的降血脂药

物，其安全性已经得到肯定，但目前关于其是否可

改善 ＭＳ 髓鞘修复及是否可通过调节降脂水平来改

善 ＭＳ 的研究尚少。 ＥＡＥ 可较好的模拟 ＭＳ 临床表

现及病理特征，由此，本研究选用 ＭＯＧ３５⁃５５ 多肽片

段诱导 ＥＡＥ 小鼠模型作为研究对象，设置阿托伐他

汀组的同时设置高脂饮食组、高脂饮食＋阿托伐他

汀组，观察其对髓鞘再生修复情况及对 ＲｈｏＡ ／ Ｒｏｃｋ⁃
１ 通路的影响，为他汀在 ＭＳ 治疗中的应用提供更多

依据，为 ＭＳ 的治疗提供更多契机。
神经炎症是中枢神经系统最基本的保护性反

应之一，在许多生理和病理过程中发挥着至关重要

的作用［１５］。 大脑和脊髓作为一种自我防御机制，可
以对损伤产生免疫反应，这些反应包括消除侵袭性

病原体，清除受损细胞，促进组织修复［１６］。 然而，神
经炎症过程是一把双刃剑，在不平衡的条件下，可
能导致不同程度的组织损伤和功能障碍［１７］。 过度

的神经炎性反应已被认为是 ＭＳ 的病因之一，控制

炎症是该病早期的主要治疗目标［１８］。 在 ＥＡＥ 模型

小鼠连续给予阿托伐他汀、高脂饮食＋阿托伐他汀

后，我们观察到与未治疗的小鼠相比，神经学评分

被明显改善，而高脂饮食组小鼠神经学评分未见明

显变化。 此外，脑部炎症浸润以及脊髓脱髓鞘程度

也有所减轻。 ＥＡＥ 模型小鼠血清中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、
ＮＯ 的含量明显高于空白组，阿托伐他汀可明显降

低 ＥＡＥ 模型小鼠血清中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＮＯ 的含量，
高脂饮食＋阿托伐他汀干预后 ＥＡＥ 模型小鼠血清中

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＮＯ 的含量无明显变化，但有降低趋

势。 在正常的中枢神经系统条件下，ＮＯ 调节多种

生理过程，如血流、免疫反应和突触传递。 然而，越
来越多的证据表明 ｉＮＯＳ 诱导的高 ＮＯ 水平与 ＭＳ
的许多病理表现有关［１９］。 同样，本实验证实 ＥＡＥ
模型小鼠的 ＮＯ 含量明显升高。 根据阿托伐他汀缓

解 ＥＡＥ 症状的功能，阿托伐他汀可下调 ＮＯ 的产

生，高脂饮食＋阿托伐他汀组可下调 ＮＯ 的水平，但
无明显改善。 因此，中枢神经系统抗炎能力的明显

提高可能归因于阿托伐他汀的神经保护作用，饲喂

高脂饲料的 ＥＡＥ 小鼠给予阿托伐他汀后 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃
６、ＮＯ 含量较 ＥＡＥ 模型小鼠有降低趋势，提示阿托

伐他汀可能通过降脂改善 ＭＳ 病理学特征和促炎因

子的表达等。
髓鞘修复被认为是 ＭＳ 功能恢复的关键，然而，

脱髓鞘给轴突带来了巨大的新陈代谢负担，造成不

可逆的损害，导致 ＭＳ 的永久性神经缺陷［２０］。 ＭＳ
的脱髓鞘病变是由神经炎症和自身免疫机制引起
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的，然而，中枢神经系统可以在脱髓鞘事件后再生，
特别是在 ＭＳ 的初期。 但随着脱髓鞘攻击次数的增

加和时间的延长，再髓鞘形成的效果似乎降低，并
导致具有神经症状的损伤［２１］。 研究已表明 ＩＦＮ⁃γ
诱导的炎症和少突胶质细胞死亡被认为是 ＭＳ 病变

髓鞘再生不良的主要因素［２２］。 ＥＡＥ 中过多的 ＩＬ⁃
１β 产生会杀死神经元和少突胶质细胞，但也会通过

诱导胰岛素样生长因子 １（ ＩＧＦ⁃１）的产生来促进髓

鞘再生［２３］。 此外 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 在 ＥＡＥ 小鼠的脱髓

鞘免疫炎症病变中驱动脱髓鞘［２４］。 由此，探讨髓鞘

修复对于开发抗 ＭＳ 进展的恢复性疗法至关重要。
ＮＧ２ 是一种表达在少突胶质前体细胞膜上的糖蛋

白，可作为少突胶质前体细胞的特异性细胞标志

物［２５］。 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［２６］，在
少突胶质前体细胞分化过程中，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，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［２７］。 ＲｈｏＡ ／ ＲＯＣＫ⁃１ 信号通路是体内普遍

存在的信号转导通路，参与细胞的形态发生、粘附、
迁移和增殖等多种生物学过程［２８］。 在成人中枢神

经系统中，受损神经元轴突再生不良的部分原因是

髓鞘相关轴突生长抑制剂的存在，如髓鞘相关糖蛋

白、Ｎｏｇｏ、少突胶质细胞－髓鞘糖蛋白等，这些抑制

剂可以激活 ＲｈｏＡ［４］。 激活的 ＲｈｏＡ 会导致生长锥

塌陷和轴突生长抑制，而 ＲｈｏＡ 的失活可以促进受

损中枢神经系统的轴突再生和功能恢复，ＲｈｏＡ 的

下游效应因子 Ｒｏｃｋ 活化可促进肌球蛋白轻链磷酸

酶的磷酸化［５］。 本研究结果显示，阿托伐他汀组和

高脂饮食＋阿托伐他汀组可见髓鞘排列松散，少量

髓鞘崩解脱失，少量轴索萎缩，结构尚清晰；模型组

小鼠较空白组 ＮＧ２、ＭＢＰ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达明显降

低，阿托伐他汀可明显升高小鼠 ＭＢＰ、ＮＧ２ 蛋白及

ｍＲＮＡ 表达；且模型组小鼠脑组织 ＲｈｏＡ、Ｒｏｃｋ１ 蛋

白和 ｍＲＮＡ 表达均较空白组明显升高，仅阿托伐他

汀可明显降低小鼠脑组织 ＲｈｏＡ、 Ｒｏｃｋ１ 蛋白和

ｍＲＮＡ 表达。 揭示阿托伐他汀在自身免疫性脱髓鞘

疾病中的有效保护作用，可能通过降脂改善 ＭＳ 髓

鞘崩解。
综上所述，阿托伐他汀明显缓解了 ＥＡＥ 疾病的

进展，促进了 ＥＡＥ 髓鞘修复，抑制炎症因子的产生，
并有降低高脂饮食 ＥＡＥ 小鼠神经功能评分及髓鞘

崩解的作用，是潜在的治疗 ＭＳ 的药物，具有新的作

用机制，ＲｈｏＡ ／ Ｒｏｃｋ⁃１ 可能是治疗 ＭＳ 的一个有前

途的治疗靶点。
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