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  [摘要] 目的 探讨排斥性导向分子a(RGMa)对实验性自身免疫性脑脊髓炎(EAE)小鼠神经功能的影

响,以及 RGMa调控IL-27的相关分子机制。方法 C57BL/6小鼠分为正常对照组,EAE模型组,RGMa
 

RNAi组(rAd5-shRNA-RGMa重组腺病毒),空载体对照组(空载体rAd5-HK重组腺病毒),Rho激酶抑制剂

组和PBS组,每组10只。除正常对照组外均构建EAE小鼠模型,每天行神经功能评分评价小鼠神经功能,造

模当天记做免疫第0天,
 

免疫12
 

d后对RGMa
 

RNAi组、空载体对照组、Rho激酶抑制剂组及PBS组分别给予

rAd5-shRNA-RGMa重组腺病毒[(2.51×1010)pfu/mL,6
 

μL]、空载体rAd5-HK重组腺病毒[(2.51×1010)

pfu/mL,6
 

μL]、Rho激酶特异性抑制剂Y-27632(按体质量10
 

mg/kg)、等体积PBS干预,正常对照组及EAE
模型组无其他干预。免疫18

 

d后行 Western
 

blot检测血清RGMa及Rho激酶的表达水平,ELISA检测血清

IL-27的表达。结果 Western
 

blot结果显示RGMa
 

RNAi组小鼠RGMa及Rho激酶表达较EAE模型组显

著降低(0.07±0.01
 

vs.
 

0.58±0.09,P<0.001;42.98±5.69
  

vs.
  

66.74±8.35,P=0.027)。神经功能评分示

RGMa
 

RNAi组小鼠起病时间较EAE模型组及空载体对照组明显推迟,神经功能损伤明显减轻(P<0.05或

P<0.01)。ELISA结果显示,与EAE模型组(1
 

145.36±134.45)比较,RGMa
 

RNAi组(658.46±83.41,P=
0.004)及Rho激酶抑制剂组(804.45±133.90,P=0.019)IL-27表达水平显著降低,与PBS组(1

 

060.73±
104.54

 

)比较,Rho激酶抑制剂组IL-27表达水平显著降低(P=0.022)。结论 特异性抑制EAE小鼠RGMa
可显著缓解其神经功能损伤,抑制IL-27的表达水平,这一作用可通过Rho激酶介导。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

rejection
 

guide
 

molecule
 

a
 

(RGMa)
 

on
 

the
 

neurologi-
cal

 

function
 

of
 

experimental
 

autoimmune
 

encephalomyelitis
 

(EAE)
 

mice,and
 

the
 

related
 

molecular
 

mechanism
 

of
 

RGMa
 

regulating
 

IL-27.Methods C57BL/6
 

mice
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

normal
 

control
 

group,the
 

EAE
 

model
 

group,the
 

RGMa
 

RNAi
 

group
 

(rAd5-shRNA-RGMa
 

recombinant
 

adenovirus),empty
 

vector
 

control
 

group
 

(empty
 

vector
 

rAd5-HK
 

recombinant
 

adenovirus),the
 

Rho
 

kinase
 

inhibitor
 

group
 

and
 

the
 

PBS
 

group
 

(n=10
 

per
 

group).Except
 

for
 

the
 

normal
 

control
 

group,EAE
 

mouse
 

models
 

were
 

constructed
 

in
 

the
 

other
 

groups.The
 

neurological
 

function
 

scores
 

were
 

recorded
 

every
 

day
 

to
 

evaluate
 

the
 

neurological
 

function
 

of
 

mice.The
 

day
 

of
 

modeling
 

was
 

recorded
 

as
 

the
 

0th
 

day
 

of
 

immunization.12
 

days
 

after
 

immunization,the
 

RG-
Ma

 

RNAi
 

group,the
 

empty
 

vector
 

control
 

group,the
 

Rho
 

kinase
 

inhibitor
 

group
 

and
 

the
 

PBS
 

group
 

were
 

given
 

rAd5-shRNA-RGMa
 

[(2.51×1010)pfu/mL,6
 

μL],empty
 

vector
 

rAd5-HK
 

[(2.51×1010)pfu/mL,6
 

μL],Rho
 

kinase
 

specific
 

inhibitor
 

Y-27632
 

(10
 

mg/kg)
 

and
 

equal
 

volume
 

of
 

PBS
 

intervention,respectively.Western
 

blot
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was
 

performed
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

serum
 

RGMa
 

and
 

Rho
 

kinase
 

at
 

18
 

days
 

after
 

immunization,
and

 

the
 

expression
 

of
 

serum
 

IL-27
 

was
 

detected
 

by
 

ELISA.Results Western
 

blot
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

ex-
pression

 

leves
 

of
 

RGMa
 

and
 

Rho
 

kinase
  

in
 

the
 

RGMa
 

RNAi
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

EAE
 

model
 

group
 

(0.07±0.01
 

vs.
 

0.58±0.09,P<0.001;42.98±5.69
 

vs.
 

66.74±8.35,P=0.027).The
 

neurological
 

function
 

score
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

onset
 

of
 

disease
 

attack
 

time
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

RGMa
 

RNAi
 

group
 

was
 

significantly
 

delayed
 

and
 

the
 

neurological
 

damage
 

was
 

significantly
 

alleviated
 

when
 

compared
 

with
 

the
 

empty
 

vector
 

control
 

group
 

(P<0.05,P<0.01).ELISA
 

results
 

showed
 

that,IL-27
 

expression
 

level
 

in
 

the
 

RGMa
 

RNAi
 

group
 

(658.46±83.41,P=0.004)and
 

the
 

Rho
 

kinase
 

inhibitor
 

group
 

(804.45±133.90,
P=0.022)

 

was
 

significantly
 

reduced,when
 

compared
 

with
 

the
 

EAE
 

model
 

group
 

(1
 

145.36±134.45).The
 

expression
 

level
 

of
 

IL-27
 

in
 

the
 

Rho
 

kinase
 

inhibitor
 

group
 

was
 

significantly
 

reduced
 

(P=0.022),when
 

com-
pared

 

with
 

the
 

PBS
 

group
 

(1
 

060.73±104.54).Conclusion The
 

specific
 

inhibition
 

of
 

RGMa
 

in
 

EAE
 

mice
 

can
 

significantly
 

alleviate
 

the
 

neurological
 

damage
 

and
 

inhibit
 

the
 

expression
 

of
 

IL-27,which
 

probably
 

mediates
 

through
 

Rho-kinase.
[Key

 

words] multiple
 

sclerosis;experimental
 

autoimmune
 

encephalomyelitis;repulsive
 

guidance
 

mole-
culea;Rho-kinase;IL-27

  多发性硬化(multiple
 

sclerosis,MS)是一种中枢

神经系统自身免疫性疾病,特征性病理改变包括白质

脱髓鞘、炎性细胞浸润、轴突破坏等。MS病程反复发

作,是30岁以下年轻人最常见的致残性神经系统疾

病,常导致永久性躯体功能残疾[1]。实验性自身免疫

性脑 脊 髓 炎(experimental
 

autoimmune
 

encephalo-
myelitis,EAE)模型是研究 MS炎性反应与免疫等病

理生理过程常用的经典动物模型。
最近研究表明排斥性导向分子a(repulsive

 

guid-
ance

 

molecule
 

a,RGMa)在 MS的病理过程具有重要

作用。采用RGMa特异性抗体抑制RGMa的表达能

够促进小鼠的轴突和髓鞘再生,减少小胶质细胞激活

面积,促进神经功能恢复[2-3],但具体作用机制仍未完

全明确。白细胞介素-27(IL-27)是近年来新发现的

IL-12家族成员,在自身免疫疾病和宿主抗感染过程

中起重要作用[4]。笔者团队前期研究发现IL-27表达

在EAE小鼠显著升高,而且抑制IL-27的表达能够显

著缓解EAE小鼠的神经功能损伤程度[5]。本研究旨

在通过EAE小鼠模型,利用特异性RNA干扰分子抑

制RGMa的表达,探讨RGMa对EAE小鼠神经功能

的影响及通过Rho激酶调控IL-27的相关分子机制,
为 MS的临床治疗提供新的思路和理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

雌性C57BL/6小鼠(8~10周)购自重庆医科大

学实验动物中心,饲养于重庆医科大学附属第一医院

动物实验中心空气层流饲养室(不限食物与水的摄

入)。所有小鼠在相同环境下喂养,饲养环境温度

18~28
 

℃,相对湿度40%~80%,每天喂养正常鼠

粮。饲养及实验过程符合《实验室动物饲养和使用

条例》。

1.1.2 主要试剂

RGMa
 

RNAi重组腺病毒rAd5-shRNA-RGMa
及空载体重组腺病毒rAd5-HK(中国武汉晶赛生物

工程技 术 有 限 公 司),Rho激 酶 特 异 性 抑 制 剂 Y-
27632、完全福氏佐剂(美国FCA 公司)、MOG31-55
多肽(美国Sigma公司),RGMa多克隆抗体(美国

Santa
 

Cruz公司),Rho激酶多克隆抗体(美国CST公

司),IL-27
 

ELISA试剂盒(美国R&D公司),卡介苗

(中国生物制品研究所),百日咳菌液由重庆市渝中区

疾病预防与控制中心赠送。

1.2 方法

1.2.1 EAE模型建立及干预

MOG31-55多肽用PBS(0.01
 

mol/mL,pH7.2)
稀释至3.0

 

mg/mL后,与等体积CFA混合成乳浊

液,于小鼠四肢皮下注射免疫(0.2
 

mL/只)。免疫当

天记做第0天,分别于免疫后0
 

h和48
 

h腹腔注射百

日咳菌液(15
 

μg/kg)
[6],每天观察小鼠体重、症状及

神经功能评分,评估EAE建模情况。由神经功能评

分确定造模是否成功,评分大于0分记为造模成功

(参见1.2.3部分),至免疫后第10天神经功能评分

仍为0分的小鼠视为建模失败不再纳入研究。

1.2.2 分组

正常对照组常规饲养,无任何干预处理;造模小

鼠在免疫后12
 

d分为EAE模型组、空载体对照组、

rAd5-shRNA-RGMa组(RGMa
 

RNAi组)、Rho激酶

抑制剂组和PBS组,每组10只。EAE模型组仅造

模,无其他特殊处理,RGMa
 

RNAi组和空载体对照

组分别于造模后12
 

d[7]给予侧脑室内立体定位注射

重组腺病毒rAd5-shRNA-RGMa及空载体重组腺病

毒rAd5-HK,转染滴度(2.51×1010
 

pfu/mL,6
 

μL)参
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照笔者前期实验结果[8]。Rho激酶抑制剂组造模后

给予Rho激酶特异性抑制剂Y-27632(按体重10
 

mg/

kg[9]),PBS组给予相同体积的PBS。除观察神经功

能评分的小鼠,其余在免疫后第18天麻醉处死后取

脊髓组织。

1.2.3 神经功能评分

EAE模型组、RGMa
 

RNAi组及空载体对照组(5
 

只/组)在免疫当天及免疫后每天进行神经功能评分,
连续观察21

 

d。采用通用的5分评分法:0分,正常,
无发病;1分,动物尾无力;2分,双后肢无力;3分,双
后肢麻痹;4分,双后肢加前肢瘫痪;5分,濒死状态或

死亡。症状介于两级之间则分别记作0.5、1.5、2.5、

3.5、4.5分。评分越高代表神经功能损伤程度越重。
首次观察到评分大于0.5分记做起病,根据EAE小

鼠神经功能先加重后逐渐恢复的自然病程,评分最高

时记做神经功能损伤最高峰。

1.2.4 Western
 

blot检测脊髓RGMa和Rho激酶表

达水平

正常对照组及免疫后18
 

d的各组小鼠腹腔麻醉,
断头迅速取新鲜脊髓组织,提取全蛋白20

 

μg上样进

行十 二 烷 基 硫 酸 钠-聚 丙 烯 酰 氨 凝 胶 电 泳(SDS-
PAGE),恒压(浓缩胶80

 

V,分离胶100
 

V)分离蛋白,
转膜,5%脱脂奶粉封闭,4

 

℃孵一抗过夜,第2天复

温、TBST漂洗、孵二抗、TBST漂洗后凝胶成像仪成

像,结果用Quantity
 

One软件进行图像条带灰度值分

析,以目的蛋白条带灰度值/β-actin条带灰度值表示

目的蛋白相对表达水平。
 

1.2.5 ELISA检测各组小鼠血清IL-27的表达

正常对照组、EAE模型组、空载体对照组、RGMa
 

RNAi组、Rho激酶抑制剂和PBS组免疫后第18天

收集小鼠静脉血,按照ELISA试剂盒说明书,最终所

得孔板使用酶标仪在450
 

nm波长处测得各标本孔吸

光度(A)值,根据标准品浓度与 A值绘制标准曲线,
通过各样本A值计算出样本对应浓度(pg/mL),每组

实验重复3次取平均值。

1.2.6 苏木素-伊红(HE)染色

4
 

μm石蜡切片通过梯度二甲苯和乙醇依次脱蜡

至水,苏木素染色3~8
 

min,自来水冲洗,1%的盐酸

乙醇分化,0.6%氨水返蓝,流水冲洗后入伊红染液中

染色1~3
 

min,再依次梯度乙醇及二甲苯脱水透明,
封片后显微镜镜检,图像采集分析。炎性细胞浸润程

度分级依据文献[10]。

1.3 统计学处理

采用SPSS18.0软件进行数据分析。对数据进行

正态性和方差齐性检验,符合正态分布的计量资料以

x±s表示,组间两两比较采用Bonferroni检验或t检

验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 各组神经功能评分比较

对EAE模型组、RGMa
 

RNAi组及空载体对照

组进行神经功能评分。EAE模型组小鼠自于免疫后

第8天起病,神经功能损伤逐渐加重,约免疫后第18
天神经功能损伤达最高峰。空载体对照组于免疫后

免疫后第9天起病,免疫后第18天达病情最高峰,与
EAE模型组相似。而RGMa

 

RNAi组于免疫后第12
天起病,免疫后第18天病情达最高峰。与前两组比

较起病时间明显推迟,神经功能评分明显降低,神经

功能损伤明显减轻,见图1;同时HE染色结果也显示

RGMa
 

RNAi组脊髓前角炎性细胞浸润程度较空载

体对照组明显减轻(炎性指数0.72±0.25
  

vs.
  

3.37±
0.81,P=0.002),见图2。

  a:P<0.01,b:P<0.05,
 

与EAE模型组比较。

图1  各组EAE小鼠神经功能损伤程度(n=5)

  A.HE染色;B.炎性指数;a:P<0.01,与空载体对照组比较。

图2  颈髓前角炎性细胞浸润及炎性指数评分

2.2 Western
 

blot示EAE小鼠RGMa表达水平
  

与EAE模型组(0.58±0.09)比较,RGMa
 

RNAi
组(0.07±0.01)RGMa相对表达水平明显降低(P<
0.001),见图3A。

2.3 各组小鼠Rho激酶表达水平比较

与正常对照组(18.23±2.60)小鼠比较,EAE模

型组(66.74±8.35)Rho激酶相对表达水平显著升高

(P=0.038),空载体对照组(73.02±12.47)Rho激酶

表达与EAE模型组比较无明显差异,而RGMa
 

RNAi
组(42.98±5.69)Rho激酶相对表达水平较EAE模

型组明显降低(P=0.027),见图3B。
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  A:RGMa;B:Rho激酶。

图3  Western
 

blot
 

检测RGMa和Rho激酶的表达水平

2.4 各组小鼠IL-27表达比较
  

EAE模型组(368.98±30.85)免疫后第18天IL-
27表达水平与正常对照组(1

 

145.36±134.45)比较

显著升高(P<0.001)。与EAE模型组比较。空载

体对照组(1
 

200.90±163.27,P=0.100)IL-27表达

水平亦较高,但差异无统计学意义(P=0.010),而
RGMa

 

RNAi组(658.46±83.41,P=0.004)及Rho
激酶抑制剂组(804.45±133.90,P=0.022)IL-27的

表达较EAE模型组显著降低;与PBS组(1
 

060.73±
104.54)比较,Rho激酶抑制剂组IL-27表达显著降低

(P=0.022),见图4。

  a:P<0.01,与EAE模型组比较;b:P<0.05,与PBS组比较。

图4  ELISA示IL-27表达水平

3 讨  论

  MS是以脱髓鞘、慢性炎性反应、轴突破坏为特征

的中枢神经系统自身免疫性疾病,MOG诱导的EAE
小鼠模型是研究 MS等中枢神经系统免疫介导的脱

髓鞘病的经典动物模型。RGMa属糖基磷脂酰肌醇

(glycosylphosphatidylinositol,GPI)锚定蛋白家族,是
近年来新发现的轴突再生抑制因子,目前发现其主要

作为轴突再生抑制因子抑制神经损伤后的神经再生,
笔者团队前期利用腺病毒介导的RGMa

 

RNAi干预

缺血再灌注大鼠模型,发现特异性抑制RGMa的表达

可显著促进缺血再灌注大鼠的轴突出芽,改善神经功

能损伤程度和炎性细胞浸润水平[8],本研究同样利用

RGMa
 

RNAi特异性抑制EAE小鼠的RGMa表达,
发现抑制RGMa可显著改善EAE小鼠的神经功能损

伤程度。MURAMATSU等[4]发现抑制RGMa可通

过抑制T细胞反应抑制 MOG诱导的EAE小鼠的炎

性反应,促进其神经功能恢复[3],这表明RGMa可作

用于 MS免疫调节而发挥致病作用,但具体作用机制

仍不明确。本研究说明RGMa可通过调节EAE小鼠

的Rho激酶表达调控IL-27的表达,这可能是RGMa
参与 MS病理过程的重要分子机制,同时也进一步揭

示了RGMa免疫调控作用的具体方式,但RGMa这

一作用是通过免疫细胞还是非免疫细胞介导,尚需进

一步深入探讨。

Rho激酶作为RGMa及其受体neogenin的下游

信号分子,主要抑制轴突外向性生长,介导RGMa的

轴突抑制作用[11]。研究发现抑制Rho激酶激活可显

著促进 MS、脊髓损伤等疾病中的神经功能恢复,提高

突触可塑性[12-13]。本实验特异性抑制RGMa的表达

后发现其下游 Rho激酶表达水平亦明显降低,而
EAE小鼠神经功能亦明显恢复,表明RGMa对EAE
小鼠的神经抑制作用可能是通过Rho激酶介导的,后
期尚需Rho激酶水平的进一步干预研究以验证其在

这一通路中的具体分子机制。此外Rho激酶是否具

有免疫调节作用尚不明确,本实验同时显示RGMa可

以通过Rho激酶活性调控IL-27的表达水平,有助于

深入明确Rho激酶的生物学功能和信号通路。

IL-12细 胞 因 子 家 族 包 括IL-12、IL-23、IL-27
等[14],IL-12、IL-23等作为前炎性细胞因子在中枢神

经系统的致炎性作用已被广泛证实。而IL-27尽管目

前研究虽少有报道,但已显示出其在免疫反应调控中

具有独特作用:IL-27可诱导 Th1细胞的分化,抑制

Th2细胞和Th17细胞的发育,具有促炎与抗炎的双

重特征[15]。研究发现 MS患者的IL-27表达水平明

显升高,星形胶质细胞、小胶质细胞及巨噬细胞等均

可分泌IL-27,与T淋巴细胞表面的IL-27受体结合

介导 MS的病理损伤。但同时亦有研究发现IL-27可

刺激 T 细胞分 泌IL-10从 而 抑 制 EAE 的 炎 性 损

伤[16]。目前认为上述看似相反的结论在于研究角度

是以IL-27作为病理性前炎性细胞因子亦或继发性宿

主反应而产生的保护行为而致[14],也间接反映了深入

研究IL-27的生物学功能的必要性。本课题组前期利

用IL-27受体抑制剂干预EAE小鼠能明显缓解中枢

神经系统的炎性损伤程度和神经功能损伤[5],同时结

合本研究进一步说明RGMa很可能通过对IL-27的

调控介导EAE小鼠的神经功能损伤,也提示在后续

工作中尚需进一步开展针对IL-27的特异性干预措施

以深入验证。
综上所述,本研究发现特异性抑制RGMa可促进

EAE小鼠的神经功能恢复,这一作用可能是通过Rho
激酶调控IL-27的表达而实现的。这一结论的发现有

利于深入揭示RGMa参与中枢神经系统免疫介导的

脱髓鞘病病理损伤的分子机制,同时为以 MS为代表

的中枢神经系统免疫介导的脱髓鞘病的临床治疗提
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供新的思路。
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