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实验研究

补肾益髓方及其拆方对实验性自身免疫性脑脊髓炎

小鼠脑和脊髓中 ｐＴａｕ和 Ｂｅｔａｔｕｂｕｌｉｎ表达的影响
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摘要　目的：观察补肾益髓（ＢｕＳｈｅｎＹｉＳｕｉ，ＢＳＹＳ）方及其拆方补肾（ＢｕＳｈｅｎ，ＢＳ）和化痰活血（ＨｕａＴａｎＨｕｏＸｕｅ，ＨＴＨＸ）
方对实验性自身免疫性脑脊髓炎（ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＡｕｔｏｉｍｍｕｎｅＥｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ，ＥＡＥ）小鼠脑和脊髓中 ｐＴａｕ和 Ｂｅｔａｔｕｂｕｌｉｎ
的作用。方法：Ｃ５７ＢＬ／６小鼠雌性随机分为正常对照（ＮＣ）、模型（ＭＯ）、醋酸泼尼松（ＰＡ）、梓醇（ＣＡ）、ＢＳＹＳ、ＢＳ和 ＨＴＨＸ
组。造模当天与造模后第７天于小鼠背部两侧皮下注射抗原，即５０μｇ髓鞘少突胶质细胞糖蛋白（ＭＯＧ）３５５５、完全弗氏
佐剂（ＣＦＡ）与结核分支杆菌（ＴＢ）混合，并在免疫当天和２ｄ后腹腔注射５００ｎｇ的百日咳毒素（ＰＴＸ）。每天对小鼠进行灌
胃，观察其体重及神经功能评分，并于造模第２０ｄ和第４０ｄ分别取脑和脊髓进行病理检测。采用免疫组化法检测 ｐＴａｕ
和ｂｅｔａｔｕｂｕｌｉｎ的表达。结果：与ＭＯ组比较，ＢＳＹＳ、ＢＳ和ＨＴＨＸ组体重与神经功能评分均出现明显上升，ＨＥ染色可观察
到炎细胞显著减少，核固缩减轻，同时，ＢＳＹＳ、ＢＳ和ＨＴＨＸ方均可明显下调 ｐＴａｕ表达（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），上调 ｂｅｔａｔｕ
ｂｕｌｉｎ蛋白表达（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。结论：ＢＳＹＳ方及其拆方ＢＳ和ＨＴＨＸ均对ＥＡＥ小鼠有神经保护作用，表现在减少体
重丢失，降低神经功能评分，减轻炎炎性细胞浸润，减轻轴突损伤及促进其修复，尤以ＢＳＹＳ全方更为显著。
关键词　补肾益髓方及其拆方；多发性硬化；实验性自身免疫性脑脊髓炎；ＰＴａｕ；Ｂｅｔａｔｕｂｕｌｉｎ
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　　多发性硬化（ＭｕｌｔｉｐｌｅＳｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＭＳ）是一种中枢
神经系统（ＣｅｎｔｒａｌＮｅｒｖｏｕｓＳｙｓｔｅｍ，ＣＮＳ）自身免疫反
应介导的炎性神经退行性病变［１］，病理学改变是以

ＣＮＳ内存在多处炎性反应、髓鞘脱失、轴突损伤、胶
质增生和程度不一的髓鞘再生为特征［２］。其中轴突

损伤与患者神经功能障碍密切相关［３］，患者还伴有

认知功能障碍、感觉障碍、视力障碍、疲劳、共济失调

等相关症状［４６］。因此，如何促进轴突损伤的修复对

于临床治疗具有重要意义。但现代医学对于 ＭＳ患
者的治疗多为调节免疫反应，对于神经修复面临诸

多困难［７］。

中医药在促进轴突再生修复方面有潜在优势，

研究发现，中药在改善 ＭＳ症状、调节免疫功能、促
进神经功能恢复、减缓疾病进程等都方面具有较好

的疗效［８］。中医认为 ＭＳ以正虚为本，邪实为标。
本虚涉及脾、肝、肾三脏不足，标实有瘀血、痰浊、热

毒、水湿、腑实、痰蒙窍闭等差异［９］。经过大样本临

床病例的统计分析，ＭＳ患者的基本病机概括为肝肾
阴虚和痰瘀阻络［１０］。补肾益髓方（原称二黄方）是

天坛医院樊永平教授在长期治疗 ＭＳ的临床实践中
创立的有效方，具有补肾化痰活血的功效，对肾虚兼

痰瘀互阻的ＭＳ患者效果明显［１１］。前期实验研究也

发现，ＢＳＹＳ方对ＭＳ动物模型ＥＡＥ有明显的防治作
用。能够有效减轻髓鞘脱失与轴突损伤，促进神经

再生与修复［１２１３］。

Ｔａｕ蛋白是一种微管相关细胞骨架蛋白，可在
神经元与轴突中高度表达，其异常磷酸化导致细胞

内神经纤维缠结，造成相关神经递质的运输、储存和

释放障碍，故可作为反映轴突损伤的指标蛋白［１４］。

Ｂｅｔａｔｕｂｕｌｉｎ是组成神经元微管的重要蛋白之一，能
够促进细胞的生长、分裂及维持细胞骨架的稳定，在

促进突触可塑性调节、突起形成、结构稳定和神经元

发育中发挥重要作用［１５］。故其可以作为轴突修复

的指标蛋白。

为了深入探讨ＢＳＹＳ方的作用机制，我们依其治
法将其拆分为ＢＳ和ＨＴＨＸ方进行研究。主要采用免
疫组化法（Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）观察 ＢＳＹＳ方
及其拆方ＢＳ和ＨＴＨＸ方对ＥＡＥ小鼠的作用及对其
脑与脊髓中ｐＴａｕ和ｂｅｔａｔｕｂｕｌｉｎ表达的影响。
１　材料与方法
１１　实验材料

１１１　实验动物　７０只 ＳＰＦ级 Ｃ５７ＢＬ／６雌性小
鼠，体质量控制在１５～１７ｇ。购于北京维通利华实
验动物技术有限公司［许可证号为 ＳＣＸＫ（京）２０１２
０００１］。动物饲养于首都医科大学实验动物中心（许
可证号ＳＹＸＫ（京）２０１０００２０），具备独立通气笼（Ｉｎ
ｄｉｖｉｄｕａｌＶｅｎｔｉｌａｔｅｄＣａｇｅｓ，ＩＶＣ）系统，单笼饲养，温度
１８～２２℃，相对湿度４０％ ～６０％，自由接触饲料和
饮水。每日上午添加饲料、更换水和垫料。所有实

验均经首都医科大学伦理委员会批准。

１１２　实验药物　ＢＳＹＳ方由生地黄、熟地黄、浙贝
母、水蛭、全蝎、益母草等组成；ＢＳ方由生地黄、熟地
黄等组成；ＨＴＨＸ方由浙贝母、水蛭、全蝎、益母草等
组成，均由北京亚东生物制药有限公司制备。醋酸

泼尼松片（ＰｒｅｄｎｉｓｏｎｅＡｃｅｔａｔｅ，ＰＡ）由天津力生制药
有限公司生产，梓醇（Ｃａｔａｐｏｌ，ＣＡ）由杭州康木科技
有限公司提供。

１１３　主要试剂　髓鞘少突胶质细胞糖蛋白（Ｍｙｅ
ｌｉｎＯｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅＧｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＯＧ）３５５５由北京
旭和源生物科技有限公司合成；完全弗氏佐剂

（ＣｏｍｐｌｅｔｅＦｒｅｕｎｄ′ｓＡｄｊｕｖａｎｔ，ＣＦＡ，货号 Ｆ５８８１）、百
日咳毒素（ＰｅｒｔｕｓｓｉｓＴｏｘｉｎ，ＰＴＸ，货号 Ｐ７２０８）均由美
国Ｓｉｇｍａ公司提供；灭活结核分支杆菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍＴｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＴＢ，货号２３１１４１）由美国ＢＤ公司提
供。ｐＴａｕ抗体（货号 ａｂ１３１３５４）和 Ｂｅｔａｔｕｂｕｌｉｎ（货
号ａｂ６０４６）均由美国 Ａｂｃａｍ公司提供；ＡｌｅｘａＦｌｕ
ｏｒ５９４标记山羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（货号ＺＦ０５１６）购于
北京中杉金桥生物技术有限公司等。

１２　方法
１２１　分组与模型制备　将小鼠随机分为７组：正
常（ＮＣ）、模型（ＭＯ）、ＰＡ、ＣＡ、ＢＳ、ＨＴＨＸ及 ＢＳＹＳ
组。每组１０只。造模当天与造模后第７天于小鼠
背部两侧皮下注射 ０２ｍＬ的免疫抗原，由 ５０μｇ
ＭＯＧ３５５５、１００μＬＣＦＡ、０３ｍｇＴＢ和 １００μＬ生理
盐水混合而成。每只动物在免疫当天和两天后腹腔

注射５００ｎｇ的 ＰＴＸ。正常组注射同体积的生理盐
水［１６］。

１２２　给药方法　ＰＡ组小鼠给予 ＰＡ５ｍｇ／ｋｇ体
重灌胃；ＣＡ组给予ＣＡ４０ｍｇ／ｋｇ体重灌胃；ＢＳ方组
给予ＢＳ混悬液１４４生药／ｋｇ体重；ＨＴＨＸ方组给予
ＨＴＨＸ混悬液１５７ｇ生药／ｋｇ体重灌胃；ＢＳＹＳ方组
给予相应ＢＳＹＳ混悬液３０２生药／ｋｇ体重灌胃。ＮＣ
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和ＭＯ组均灌服相同剂量的蒸馏水。１次／ｄ，共计
４０ｄ。
１２３　体重和神经功能评分　每天测量记录小鼠
体重，并对其进行神经功能评分。神经功能评分标

准按照Ｗｅａｖｅｒ′ｓ的１５分评分方法［１７］对 ＥＡＥ小鼠
的神经症状进行观察评分。将小鼠尾巴活动分为３
个等级，肢体活动分为４个等级，通过累积分数得出
评分。若出现死亡则总分记为１５分。
１２４　标本采集　造模第２０ｄ（急性期）和第４０ｄ
（缓解期）取小鼠脑和脊髓，每组１０只。常规灌流，
４％多聚甲醛内、外固定。梯度乙醇脱水，二甲苯透
明，石蜡包埋，以２μｍ厚度连续切片。
１２５　ＨＥ染色　取材组织块固定后，常规石蜡包
埋，２μｍ切片。组织石蜡切片经二甲苯脱蜡，梯度
乙醇洗脱至水，后用苏木素染色５ｍｉｎ，自来水冲洗，
盐酸乙醇分化３０ｓ，再用自来水浸泡１５ｍｉｎ。置于
伊红液２ｍｉｎ，最后常规脱水，透明，封片。
１２６　ＩＨＣ染色　ＩＨＣ法测定小鼠脑和脊髓中 ｐ
Ｔａｕ、Ｂｅｔａｔｕｂｕｌｉｎ表达。组织石蜡切片经二甲苯脱
蜡，梯度乙醇洗脱至水，ＰＢＳ冲洗，放入柠檬酸缓冲
液（ｐＨ６０～６１），入微波炉进行抗原修复，室温下
自然冷却至 ３５℃以下，用 ３％Ｈ２Ｏ２室温孵育 １０
ｍｉｎ，滴加一抗稀释液 ｐＴａｕ（１∶２００）／Ｂｅｔａｔｕｂｕｌｉｎ
（脑１∶４５０，脊髓１∶５００）等，放入４℃冰箱中孵育过
夜（１２ｈ）。取出后在室温下复温１ｈ，滴加生物素标
记的二抗，并进行３７℃孵育。ＤＡＢ显色１～５ｍｉｎ，
脱水，透明，中性树胶封片，光学显微镜下观察，每个

切片选择 ５个不重叠视野照相，并用 ＮＩＳＥｌｅｍｅｎｔｓ
ＢＲ３２软件测定积分光密度值（ＩｎｔｅｇｒａｔｅｄＯｐｔｉｃａｌ
Ｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ）。
１２７　统计学处理　实验数据以均值 ±标准差（珋ｘ
±ｓ）表示。应用 ＳＰＳＳ１３０统计软件处理，统计方
法采用单因素方差分析，组间比较采用 ＬＳＤ检验。
Ｐ＜００５为差异具有统计学意义。
２　结果
２１　ＢＳＹＳ方及其拆方ＢＳ和ＨＴＨＸ方对ＥＡＥ小鼠
体重的影响　造模前各组小鼠体重差异无统计学意
义（Ｐ＞００５）。造模后各小鼠体重缓慢上升，于第
１１天开始，与ＮＣ组比较，其他各造模组小鼠体重开
始出现明显下降（Ｐ＜００５）。于第１９天降至最低，
后缓慢回升。但第１９天到第４０天各造模组动物体
重均较ＮＣ组显著降低（Ｐ＜００１）。在第２３天到４０
天，ＢＳＹＳ和ＢＳ组小鼠体重与 ＰＡ组比较，回升明显
（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）。见图１。

图１　各组小鼠体重变化

图２　各组小鼠神经功能评分变化

图３　各组小鼠脑组织病理学变化（ＨＥ×４００）

２２　ＢＳＹＳ方及其拆方ＢＳ和ＨＴＨＸ方对ＥＡＥ小鼠
神经功能评分的影响　各造模组小鼠至第１２天陆
续发病，其神经功能评分呈现不同程度升高，此前各

治疗组之间比较差异无统计学意义。第１７天，各治
疗组评分明显低于 ＭＯ组（Ｐ均 ＜００５）。ＭＯ组小
鼠评分于第２２天达最高峰，峰值为６５分，第２２天
ＰＡ与 ＢＳＹＳ组评分明显低于 ＭＯ组（Ｐ＜００１），
ＨＴＨＸ组、ＢＳ组和ＣＡ组评分也低于ＭＯ组，但效果
不如ＢＳＹＳ组明显，尤其ＨＴＨＸ组与ＢＳＹＳ组组间比
较差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。随后评分逐渐下
降，第２５天、３２天，各治疗组与 ＭＯ组比较，评分显
著降低，其中 ＣＡ组和 ＨＴＨＸ组评分高于其他治疗
组，与 ＰＡ、ＢＳＹＳ组比较差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。第３５天各组小鼠病情趋于平稳，但未恢复
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正常，各治疗组病情较 ＭＯ组均明显减轻，ＰＡ和
ＢＳＹＳ组评分明显低于 ＭＯ组（Ｐ＜００１），各治疗组
之间比较无统计学意义，第３４天到４０天，各治疗组
与ＭＯ组比较，评分显著降低，其中 ＢＳＹＳ组较 ＰＡ
组评分下降明显（Ｐ＜００５）。见图２。
２３　ＢＳＹＳ方及其拆方ＢＳ和ＨＴＨＸ方对ＥＡＥ小鼠
脑与脊髓不同时间点病理学的影响　ＮＣ组小鼠脑
组织，着色均匀，结构有序完整。ＭＯ组脑白质血管
周围有炎细胞浸润，核固缩明显。ＰＡ、ＣＡ、ＢＳ、
ＨＴＨＸ和ＢＳＹＳ组脑白质血管周围有炎细胞浸润，部
分核固缩。病理程度较ＭＯ组低。脊髓病理变化与
脑相似。见图３、图４。

图４　各组小鼠脊髓组织病理学变化（ＨＥ×４００）

表１　各组小鼠脑和脊髓中ｐＴａｕ变化

分组 Ｎ 脑

第２５天 第４０天
脊髓

第２５天 第４０天
ＮＣ ４４３２３±３８４ ４２２７±３９６ ４４１２±４８８ ４３６８±３７８
ＭＯ ４６５５９±５１４６２００±３６０６６１６±９２７６３２３±６０２

ＰＡ ４４６３３±４３４＃＃ ４３２３±７９３＃＃ ４７１２±５９５＃＃ ４３９２±３２４＃＃

ＣＡ ４５６７９±５７４＃ ５２０２±９２２＃ ５７１５±２６４＃ ５４９７±３６１＃

ＢＳ ４４９２８±３９０＃ ４５４７±４０７＃ ４９３５±５９１＃ ４６５７±２７７＃

ＨＴＨＸ ４５６５７±６３５＃ ５３２４±３９７＃ ５６６５±９２８＃ ５４９８±５９７＃

ＢＳＹＳ ４４７８０±４２０＃＃ ４４３７±３８５＃＃ ４８１５±２９１＃＃ ４５７６±２９０＃＃

　　注：与ＮＣ组比较，Ｐ＜０００１；与ＭＯ组比较，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１。

２４　ＢＳＹＳ方及其拆方ＢＳ和ＨＴＨＸ方对ＥＡＥ小鼠
脑和脊髓中 ｐＴａｕ的影响　各组小鼠发病第２５天
和第４０天，ＭＯ组小鼠脑ｐＴａｕ表达较ＮＣ组显著上
调（Ｐ＜０００１），各治疗组小鼠脑 ｐＴａｕ表达与 ＭＯ
组相比不同程度下降（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜
０００１）。各组小鼠脊髓内ｐＴａｕ表达变化趋势与脑

相似。见表１，图５６。

图５　各组小鼠脑中ｐＴａｕ蛋白的表达变化（ＩＨＣ×４００）

图６　各组小鼠脊髓中ＰＴａｕ蛋白的表达变化（ＩＨＣ×４００）

表２　各组小鼠脑和脊髓中Ｂｅｔａｔｕｂｕｌｉｎ变化

组别 Ｎ 脑

第２５天 第４０天
脊髓

第２５天 第４０天
ＮＣ ４ １１５７±１０３ １１８４±０５６ １１６４±０５４ １２０９±０５４
ＭＯ ４ ８５３±０７０８８７±０３２８６６±０４９９０６±０５３

ＰＡ ４ １０４７±０５８＃＃ １０８９±０４８＃＃ １０６８±０６９＃＃ １１０４±０６０＃＃

ＣＡ ４ ９２０±０４８＃ ９４９±０５８＃ ９３９±０４４＃ ９６９±０４７＃

ＢＳ ４ ９７３±０４８＃ ９９０±０４０＃ ９８３±０５４＃ １０２１±０７１＃

ＨＴＨＸ ４ ９４０±０４９＃ ９５６±０５６＃ ９４７±０５７＃ ９６２±０５２＃

ＢＳＹＳ ４ １０１１±０５３＃＃ １０３３±０４９＃＃ １０３１±０６２＃＃ １０７０±０５２＃＃

　　注：与 ＮＣ组比较，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１；与 ＭＯ组比较，＃Ｐ＜

００５，＃＃Ｐ＜００１。

２５　ＢＳＹＳ方及其拆方ＢＳ和ＨＴＨＸ方对ＥＡＥ小鼠
脑和脊髓中ｂｅｔａｔｕｂｕｌｉｎ的影响　造模第２５天和第
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４０天，ＭＯ组小鼠脑 ｂｅｔａｔｕｂｕｌｉｎ表达较 ＮＣ组明显
下调（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），各治疗组小鼠脑 ｂｅｔａ
ｔｕｂｕｌｉｎ表达与 ＭＯ组相比不同程度上升（Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１）。各组小鼠脊髓内 ｂｅｔａｔｕｂｕｌｉｎ表达变化
趋势与脑相似。见表２、图７、图８。

图７　各组小鼠脑中ｂｅｔａｔｕｂｕｌｉｎ表达变化（ＩＨＣ×４００）

图８　各组小鼠脊髓中ｂｅｔａｔｕｂｕｌｉｎ表达变化（ＩＨＣ×４００）

３　讨论
ＭＳ在神经系统疾病中属于疑难性疾病，对于

ＭＳ的治疗进展关注一直持续上升，西医治疗虽有进
展尝试以新的药物及治疗方法替代，但仍以糖皮质

激素、β干扰素为常规治疗药物［１８２１］，但存在反复发

作、不良反应发生率较高、费用高等问题。中医药治

疗本病从理论文献到临床有自己的独特的治疗体

系，并在近年的治疗中取得较好的效果［８，２２２７］。中医

无ＭＳ病名，可根据其临床表现与病因病机归为“骨
痿”［２８］，以肝肾阴虚与痰瘀阻络为主要病机，樊永平

教授以滋补肝肾培其本、化痰活血缓其标［２９］，二法

并用标本兼治，在长期的临床中取得良好的治疗效

果，在近期的实验研究中亦取得成果［３０３１］。通过本

次实验的结果发现，ＢＳＹＳ方在升高 ＥＡＥ小鼠的体
重与降低神经功能评分的同时，显著降低炎细胞浸

润与减轻细胞核固缩，说明本方对 ＥＡＥ小鼠有较好
的防治作用，这些结果和以前的实验结果是一致

的［１２，３２］，关于本方剂量的选择，是参考以往实验结

果，ＢＳＹＳ方以３０２ｇ／ｋｇ为优，并根据此将剂量计算
拆方ＢＳ和 ＨＴＨＸ方的剂量。本实验中以 ＰＡ作为
代表药物，ＣＡ为本方君药地黄的主要成分。在本次
实验中，ＰＡ、ＣＡ、ＢＳ和 ＨＴＨＸ治疗组对 ＥＡＥ小鼠也
有一定的防治作用，但以ＢＳＹＳ方的效果最优。

我们又进一步研究了本方对 ＥＡＥ轴突损伤及
其修复作用。Ｔａｕ过度磷酸化积累是多种神经退行
性病变的重要特征之一。研究报道 ｐＴａｕ蛋白在
ＭＳ患者中大量增加，尤其是疾病早期［３３３４］。已有从

ＭＳ患者脑脊液中提取 Ｔａｕ蛋白作为 ＭＳ患者的生
物标记物，用于疾病的诊断［３５］。在本次实验中我们

发现，急性期和缓解期 ＥＡＥ小鼠脑和脊髓中 ｐＴａｕ
有显著的升高，各治疗组均有明显降低 ｐＴａｕ的作
用，说明可以减少ＥＡＥ小鼠的轴突损伤。各治疗组
之间无明显差异。

Ｂｅｔａｔｕｂｕｌｉｎ在支持神经元细胞骨架和沿神经突
起和突触释放神经递质转运中发挥着重要的作用。

研究发现，ＭＳ患者脑脊液中 ｔｕｂｕｌｉｎ的含量远低于
其他神经系统疾病患者与正常对照组脑脊液中 ｔｕ
ｂｕｌｉｎ的含量，认为脑脊液中ｔｕｂｕｌｉｎ的含量可以作为
轴突修复的指标之一［３６］。我们的实验发现，ＥＡＥ小
鼠脑和脊髓中 ｂｅｔａｔｕｂｕｌｉｎ的表达在急性期和缓解
期均有显著下降，各治疗药物显著上升 ｂｅｔａｔｕｂｕｌｉｎ
的表达，可以促进 ＥＡＥ小鼠轴突的修复。其中以
ＢＳＹＳ方效果最为明显。说明补肾配伍化痰活血法
对于ＭＳ治疗的有效性。

综上所述，ＢＳＹＳ方及其拆方 ＢＳ和 ＨＴＨＸ均能
ＥＡＥ小鼠有防治作用，并能减轻轴突损伤及促进其
修复，尤以ＢＳＹＳ全方更为显著，为临床应用补肾化
痰活血法治疗ＭＳ提供科学内涵。
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