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PKA 干预淫羊藿苷治疗实验性自身免疫性
脑脊髓炎对中枢神经 CREB 表达的影响 *
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摘要 ：目的  研究淫羊藿苷（ICA）治疗实验性自身免疫性脑脊髓炎（EAE）对环磷腺苷效应元件结合蛋

白（CREB）的影响，并探讨 ICA 治疗的作用机制。方法  复制 C57BL/6 小鼠 EAE 模型，并将其分为 3 组，每组 

6 只。模型对照组 ：予生理盐水 3 ml/d 灌胃 ；ICA 组 ：予以 ICA 300 mg/（kg·d）灌胃 ；ICA+H89 组 ：予以

ICA 300 mg/（kg·d）灌胃并予以蛋白激酶 A（PKA）特异性阻断剂 H89 5 mg/（kg·d）腹腔注射 ；另取 6 只未

经模型复制的 C57BL/6 小鼠同等条件下饲养作为正常对照组，予生理盐水 3 ml/d 灌胃。EAE 小鼠在发病达高峰

时开始给药，1 次 /d，连续给药 5 d。每日进行神经损害评分，至给药结束后次日。给药结束后次日进行神经损

害评分后处死小鼠，立即采集脊髓颈膨大部分进行 Western blotting 检测，检测 CREB 的表达。结果  ICA 组小鼠

神经损害表现明显改善，与治疗前比较差异有统计学意义（P <0.05），而 ICA+H89 组小鼠及模型对照组小鼠神

经损害评分均无改善，治疗前后比较差异无统计学意义（P >0.05）。模型对照组脊髓组织中 CREB 的表达较

正常对照组降低（P <0.05）。ICA 组治疗后 CREB 的表达与模型对照组比较，差异有统计学意义（P <0.05），

ICA 组 CREB 的表达升高。但同时给予 ICA 与 H89 治疗的小鼠并不能提高脊髓组织中 CREB 的表达，与模

型组比较差异无统计学意义（P >0.05）。结论  ICA 可能是通过 PKA 途径提高中枢神经系统中 CREB 的表达，

从而发挥对 EAE 的治疗作用。
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Abstract:  Objective  To study the expression of cAMP-response element binding protein (CREB) in 
the treatment of experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) by Icariin (ICA), and explore the possible 
therapeutic mechanisms of ICA.  Methods  EAE was established successfully on C57BL/6 EAE mice. Mice were 
divided randomly into three groups (n = 6): model control group (saline 3 ml/d gavage), ICA group (ICA 300 mg/
(kg•d) gavage), and ICA plus H89 group [ICA: 300 mg/(kg•d) gavage, H89: 5 mg/(kg•d), intraperitoneal injection]. 
H89 is a specific blocker of protein kinase A (PKA). Six normal mice were set up as normal control group and 
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多发性硬化（multiple sclerosis, MS）是一种以中

枢神经系统白质炎症性脱髓鞘为主要病理变化的自身

免疫性疾病。目前，针对该病仍缺乏有效的治疗方法，

对于急性或复发加重的治疗，较公认的观点仍是以大

剂量糖皮质激素（Glucocorticoid, GC）冲击治疗为主 [1]。 

然而，大剂量 GC 可导致某些严重的副作用，如消化

道出血、高血糖、骨质疏松等。因此，研究人员尝试

开发某些新的具有治疗潜力的分子或药物，以求减少

GC 使用剂量甚至替代 GC。

本研究前期初步发现，具有植物雌激素活性的中

药单体淫羊藿苷（Icariin, ICA）对 MS 的动物模型实

验性自身免疫性脑脊髓炎（experimental autoimmune 

encephalomyelitis, EAE）有治疗作用。ICA 主要通过

雌激素受体 β 发挥雌激素效应，从而改善 EAE 病情 [2]。 

ICA 还可通过调节 HPA 轴、抗细胞凋亡等途径与甲

泼尼龙达到协同治疗 EAE 的作用 [3]，表明 ICA 具有减

少 GC 使用剂量的潜力，并具有良好的治疗 MS 的前景。

然而，ICA 的具体作用机制仍不十分清楚。为此本文

在前期研究的基础上，以信号通路的终止与交汇点

环磷腺苷效应元件结合蛋白（cAMP-response element 

binding protein, CREB）作为切入点，进一步深入探讨

ICA 的作用机制，以期明确并验证 ICA 对这一关键靶

点的作用及机制，为开发新的治疗 MS 药物提供实验

依据。

1    材料与方法

1.1    实验动物与试剂

 C57BL/6 小鼠，无特定病原体（specific pathogen 

free, SPF）级，雌性，6 ～ 8 周龄，体重 15 ～ 20 g，购自

广东省医学实验动物中心（许可证号 ：SCXK 粤 2013-

0002）。MOG35-55（2568）购自美国 Tocris Bioscience 公司，

ICA（I1286）及 H89（B1427）购自美国 Sigma-Aldrich

公司，BCA 蛋白浓度定量分析试剂盒（NCI3225CH）

购自美国 Thermo 公司，GAPDH 小鼠一抗（AF0006）、

辣根酶标记羊抗小鼠 IgG（A0216）购自上海碧云天

生物技术有限公司，CREB 兔一抗（9197S）购自美国

CST 公司，辣根酶标记羊抗兔 IgG（ab6721）购自英国

Abcam 公司。

1.2    实验方法

1.2.1      EAE 模型复制及评估    采用 C57BL/6 小鼠复

制 EAE 模型。用 0.01 mol/L 磷酸盐缓冲液（phosphate 

buffer saline, PBS）将 MOG35-55 稀释成 300 μg/ml，然

后将稀释液与等量的完全弗氏佐剂（complete Freund's 

adjuvant, CFA）（结核杆菌的终浓度为 4 mg/ml）混合，

用玻璃注射器抽打至油包水状态，制备成诱导 EAE

的抗原乳剂。乳化后皮下注射于小鼠双侧侧腹壁（分

4 点，每个部位 50 μl），免疫后 7 d 加强免疫 1 次（等

剂量 MOG/CFA）。在免疫后第 0 及 48 小时腹腔内注

射 500 ng 百日咳毒素。免疫接种后每日观察小鼠反应、

进食、体重、行动等情况，并依据 Becher 的标准 [4] 对

神经损害表现进行评分。0 分 ：正常或无任何神经缺损

症状；0.5 分：尾巴远端无力；1 分：尾巴完全无力；1.5 分： 

尾巴无力并后肢无力；2 分：单侧后肢部分瘫痪；2.5 分： 

双侧后肢部分瘫痪 ；3 分 ：双侧后肢完全瘫痪 ；3.5 分 ：

双后肢完全瘫痪并一侧前肢瘫痪 ；4 分 ：四肢瘫痪 ；

5 分 ：濒临死亡状态或死亡。评分≥ 1 为临床发病。

1.2.2    病理学检查    EAE 发病后，随机取 3 只小鼠进

行苏木精 - 伊红（HE）染色，且髓鞘染色验证模型是

否符合病理标准。小鼠以 4% 多聚甲醛心脏灌注后，

取脊髓颈膨大组织进行冷冻切片，再行 HE 染色及劳

克坚牢蓝（luxol fast blue, LFB）髓鞘染色，光学显微

镜下观察组织形态学变化。

received saline 3 ml/d gavage. Treatment was started when EAE mice was presented with severe clinical 
symptoms. Meanwhile, the neurological signs were evaluated on daily basis. Mice were treated once a day for five 
days and were sacrificed at the sixth day after treatment. The cervical enlargement of the spinal cords was separated 
and used to investigate the expressions of CREB by western blotting.  Results  The mean clinical scores were 
significantly reduced by the treatment of ICA (P < 0.05) when compared with model control group, which was 
abolished by H89 treatment (P < 0.05). Western blotting results revealed that the expression of CREB in the central 
nervous system decreased in model control group compared with normal control group (P < 0.05). Treatment with 
ICA promoted the expressions of CREB when compared with model control group (P < 0.05), which was reversed 
by H89 (P < 0.05).  Conclusions  Icariin ameliorates neurological symptoms of EAE potentially due to promotion 
of CREB expressions in the central nervous system through PKA pathway.

Keywords:  experimental autoimmune encephalomyelitis/ encephalomyelitis; multiple sclerosis; Icariin; 
cAMP-response element binding protein; protein kinase A
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1.2.3      实验分组及给药    EAE 发病小鼠按评分相当

原则随机取 18 只入组，分成 3 组，每组 6 只。模型

对 照 组 ：予 生 理 盐 水 3 ml/d 灌 胃 ；ICA 组 ：予 ICA 

300 mg/（kg·d）灌胃；ICA+H89 组：予 ICA 300 mg/（kg·d）

灌胃并予蛋白激酶 A（protein kinase A, PKA）特异性阻

断剂 H89 5 mg/（kg·d）腹腔注射 ；另取 6 只未经模型

复制的 C57BL/6 小鼠同等条件下饲养作为正常对照组，

予生理盐水 3 ml/d 灌胃。小鼠发病后，约 3 ～ 5 d 发病

达高峰时开始给药，1 次 /d，连续给药 5 d。每日进行

神经损害评分，至给药结束后次日。给药结束后次日

进行神经损害评分后处死小鼠，立即采集脊髓颈膨大

部分进行 Western blotting 检测。

1.2.4      Western blotting  检测脊髓中 CREB 的表达    

分离小鼠脊髓颈膨大，将所取组织加入 RIPA 裂解缓

冲液制备成匀浆，置入 -80℃冷冻保存。采用 BCA 蛋

白浓度定量分析试剂盒检测总蛋白浓度。配平后行

聚丙烯酰胺凝胶电泳，电泳结束后转膜。PVDF 膜封

闭液内封闭 1 h，加入 CREB 及 GAPDH 一抗，4℃过

夜。次日 TBST 缓冲液洗膜后，再加入辣根过氧化物

酶标记二抗，室温孵育 1 h，TBST 缓冲液洗膜，然后

以 ECL 进行显影曝光成像。将显影后的胶片扫描至

计算机内，采用 Qantity One 凝胶图像分析系统对蛋白

条带灰度进行分析，以 CREB/GAPDH 灰度值分别表

示 CREB 的表达水平。

1.3    统计学方法

数据分析采用 SPSS 19.0 统计软件。首先对数据

做正态性检验及方差齐性检验，计量资料以均数 ± 标

准差（x±s）表示，治疗前后小鼠神经损害评分采用

Wilcoxon 秩和检验，多组间 CREB/GAPDH 灰度值比较

采用单因素方差分析，两两比较采用 LSD-t 检验，P < 

0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    EAE 小鼠发病情况

免疫诱导后，小鼠于第 13 和 14 天先后发病，表

现为体重进行性下降、尾巴张力减退，继之尾巴无力，

并发展为后肢或四肢无力、麻痹、大小便失禁，约 3 ～ 

5 d 发病达高峰。EAE 小鼠脊髓组织 HE 染色，光学

显微镜下可见小血管充血，管壁增厚，内皮细胞有破

坏，血管周围大量炎症细胞浸润，以淋巴细胞为主，

并在小血管周围形成典型的袖套样改变（见图 1A）。

LFB 髓鞘染色，光学显微镜下可见髓鞘呈蓝色，EAE

小鼠脊髓组织可见髓鞘有不同程度脱失（见图 1B）。

2.2    EAE 小鼠治疗前后神经损害评分的比较

ICA 组小鼠神经损害表现有明显改善，与治疗前

比较差异有统计学意义（P <0.05），而 ICA+H89 组小

鼠及模型对照组小鼠，神经损害评分均无改善，治疗

前后比较差异无统计学意义（P >0.05）。见表 1 和图 2。

2.3    ICA 治疗对 CREB 表达的影响

Western blotting灰度值结果示，模型对照组（1.000± 

0.151），正常对照组（1.703±0.182），ICA 组（2.204± 

0.247），ICA+H89 组（1.243±0.194）。4 组比较，差异

有统计学意义（F =45.212，P =0.000）。模型对照组脊

髓组织中 CREB 的表达较正常对照组降低（P <0.05）。

治疗后 ICA 组与模型对照组比较，CREB 的表达升高

表 1    EAE 小鼠给药前后神经损害评分比较 

（n =6，x±s）

组别
给药前 1 天 
（治疗前）

给药第 6 天 
（治疗后）

Z 值 P 值

模型对照组 1.832±0.407 1.752±0.419 -1.577 0.115

ICA 组 2.083±0.576 1.423±0.583 -2.201 0.028

ICA+H89 组 1.932±0.417 1.903±0.556 -0.105 0.917

A：HE 染色，箭头所指为血管周围形成袖套样改变；B：LFB

染色，箭头所指为髓鞘脱失表现。

图 1    EAE 模型组小鼠脊髓颈膨大染色结果    （×100）

                           A                                                     B
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图 2    各组小鼠给药前后神经损害评分的变化趋势
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（P <0.05）。但 ICA+H89 组小鼠脊髓组织中 CREB 的

表达与模型对照组比较，并未升高（P >0.05）。见图 3。

3    讨论

淫羊藿是一种富含植物雌激素的补肾中药，是

MS 中医辨证治疗中常用的中药之一。而 ICA 作为淫

羊霍的活性单体，是其发挥雌激素活性的主要物质。

近年来，ICA 的药理作用已成为多学科领域所关注的

热点。有研究发现，ICA 具有神经保护作用、改善心

脑血管系统功能、抗炎、增强免疫、调节内分泌等作

用 [5-6]。本研究前期也发现 ICA 对 EAE 有治疗作用，

然而，ICA 对 EAE 治疗的具体机制尚不明确，ICA 是

如何介导 EAE 的神经保护、参与免疫调节、抗炎等

作用，亟待进一步研究解答。

近年来，核转录因子 CREB 在神经系统疾病中

的发挥的作用越来越被关注。研究表明，其在参与神

经保护、免疫调节、抗炎等方面发挥着重要作用 [7-8]。

CREB 是一种真核生物细胞核内调控因子，在神经系

统中通常作为许多信号通路的终止与交汇点，包括 G

蛋白偶联受体激活的 cAMP/PKA 通路、电压敏感型

钙离子通道（voltage-sensitive calcium channel, VSCC）

或 激 活 钙 离 子 / 钙 离 子 结 合 蛋 白 依 赖 性 蛋 白 激 酶

（calcium/calmodulin-dependent protein kinase, CaMK）

通路、生长因子 / 受体酪氨酸激酶（Ras/Erk/RSK2）通

路、应激或炎症相关的细胞因子通路，如丝裂原活化蛋

白激酶（mitogen-activated protein kinase, MAPK）、PI3K/

AKT 等 [9]。胞内外信号分子可通过不同的通路作用于

CREB，从而激活相关信号分子及其靶基因的转录。其

调控的上下游信号分子及其靶基因和 CREB 一起参与

神经干细胞增殖、细胞周期调控、神经元诱导分化、

学习记忆等正常生理活动。CREB 可以介导神经元对

各种神经营养因子包括脑源性神经营养因子、神经生

长因子、胶质源性神经营养因子等的反应，从而调控

神经再生、细胞修复及突触可塑性等功能 [10-11]。因此，

CREB 可能在 MS 或 EAE 的神经保护、修复等环节上

发挥着关键性作用。

本研究通过动物体内实验，验证 ICA 具有提高

EAE 小鼠脊髓组织中 CREB 表达的作用，且 CREB

表达的升高与 EAE 小鼠神经损害评分的改善密切相

关，提示 CREB 参与 ICA 对 EAE 的治疗过程，而这一

治疗作用可被 PKA 特异性阻断剂 H89 所阻断，表明

ICA 可能是通过 PKA 途径增加中枢神经系统中 CREB

的表达，从而发挥对 EAE 的治疗作用。近年来，也有

类似的研究发现，ICA 可通过活化 cAMP/ PKA/CREB

途径促进骨细胞的生成 [12]，表明 ICA 对 PKA/CREB 这

一信号通路的调控，是其发挥神经保护、细胞增殖等

治疗作用的重要机制之一。本研究初步阐明 ICA 对

信号通路的终止与交汇点 CREB，这一关键靶点的作

用，今后还有待进一步从分子层面、体外实验等角度

验证 CREB 在 ICA 治疗过程中的客观必要性，为揭示

ICA 的作用机制，探索开发新的治疗 MS 药物提供实

验依据。
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