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大麻素ＷＩＮ５５，２１２２对双环己酮草酰二腙诱导的脱髓鞘模型髓鞘修复作用的研究
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　　［摘要］　目的　探讨大麻素ＷＩＮ５５，２１２２对双环己酮草酰二腙（ｃｕｐｒｉｚｏｎｅ，ＣＰＺ）诱导Ｃ５７ＢＬ／６小鼠脱髓鞘模型的治
疗作用。方法　 取６周龄Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠，分为正常组、第２周ＷＩＮ５５，２１２２给药组与ＤＭＳＯ对照组、第４周ＷＩＮ５５，
２１２２给药组及ＤＭＳＯ对照组，每组１０只。正常组每天喂养普通饲料，ＣＰＺ模型持续喂养含有０．２５％ ＣＰＺ的混合饲料，在
第２周和第４周时进行ＷＩＮ５５，２１２２注射，ＤＭＳＯ对照组则在相同条件下注射１０％的ＤＭＳＯ，继续喂养ＣＰＺ混合饲料。于
第３、５周末通过体质量变化观察整体状态；旋转棒实验观察小鼠运动功能，利用ＬＦＢ和ＭＢＰ免疫组化技术染色观察胼胝
体区域髓鞘，ＧＦＡＰ染色观察星形胶质细胞。结果　 与ＤＭＳＯ对照组相比，ＷＩＮ５５，２１２２给药组模型体质量下降趋势明显
减缓（Ｐ＜０．０５）；旋转棒实验中，ＷＩＮ５５，２１２２给药组小鼠运动功能仍弱于正常小鼠，但是与 ＤＭＳＯ对照组相比，ＷＩＮ５５，
２１２２给药组运动功能明显改善（Ｐ＜０．０１）；ＬＦＢ染色结果显示 ＤＭＳＯ对照组髓鞘脱失明显，ＷＩＮ５５，２１２２给药组介于正
常与ＤＭＳＯ对照组之间，ＭＢＰ染色进一步证实了这一结果；ＧＦＡＰ免疫组化实验结果显示 ＤＭＳＯ对照组 ＣＰＺ模型小鼠胼
胝体区域ＧＦＡＰ阳性细胞广泛表达，而经过ＷＩＮ５５，２１２２治疗的小鼠 ＧＦＡＰ表达量明显低于 ＤＭＳＯ对照组（Ｐ＜０．０５）。
结论　大麻素ＷＩＮ５５，２１２２可通过降低髓鞘的脱失和星形胶质细胞的活化，对脱髓鞘病变具有一定缓解的作用。
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　　大麻素是从大麻中提取的一种活性物质，在药学
中的应用已经有很长的历史，能够缓解诸多神经症

状［１］。有研究发现大麻素可以通过激活ＣＢ１或ＣＢ２受
体发挥免疫抑制作用，达到对多发性硬化症（ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＭＳ）等疾病的治疗作用，而在大麻素不涉及
免疫调节的条件下治疗ＭＳ等脱髓鞘疾病目前却少见
相关报道。

　　ＭＳ是一种严重的慢性炎性脱髓鞘疾病，其主要病
理特征为中枢神经系统炎症，髓鞘的脱失和轴突的破

坏，从而导致运动、感觉功能的障碍［２］，具有反复发作

性，目前对其还没有明确的治疗手段。双环己酮草酰

二腙（ｃｕｐｒｉｚｏｎｅ，ＣＰＺ）能特异性的诱导少突胶质细胞
的死亡，此模型的特点为在不涉及免疫调节的条件下

引起髓鞘的脱失，因此我们利用 ＣＰＺ诱导的脱髓鞘模
型来研究人工合成的大麻素ＷＩＮ５５，２１２２对ＭＳ中髓
鞘脱失的治疗作用，探讨大麻素治疗髓鞘脱失疾病的

可能性。

１　材料与方法

１．１　动物分组和标本采集
　　５０只６周龄 Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠（第三军医大学实验动物
中心），体质量１４～１６ｇ，分为５组：正常组（Ｎｏｒｍａｌ），第２周注
射ＤＭＳＯ对照组（ＤＭＳＯ２）、第２周注射 ＷＩＮ５５，２１２２给药组
（ＷＩＮ２）、第４周注射 ＤＭＳＯ对照组（ＤＭＳＯ４）、第 ４周注射
ＷＩＮ５５，２１２２给药组（ＷＩＮ４），每组１０只。在相同环境下喂
养。ＷＩＮ５５，２１２２（Ｔｏｃｒｉｓ公司）溶于１０％ ＤＭＳＯ∶生理盐水１∶１
的混合液中，腹腔注射，１ｍｇ／ｋｇ，每天１次，对照组注射 ＤＭＳＯ
混合液。

　　正常组每天喂养正常鼠粮，对照组与给药组每天喂养含有
０．２５％ＣＰＺ（Ｓｉｇｍａ公司）的鼠粮。在第２、４周时，给药组腹腔
注射大麻素ＷＩＮ５５，２１２２，对照组注射相同体积的１０％ＤＭＳＯ∶
生理盐水混合液，每天１次，注射２周，同时继续喂养 ＣＰＺ鼠
粮。给药前后进行转棒实验。给药２周后（第３、５周末）进行
灌注取材，用１％戊巴比妥钠麻醉后，固定，打开胸腔，灌注针扎
至左心室，快速滴注３７℃生理盐水，剪开右心耳放血，待流出
清亮液体后切换至４℃４％多聚甲醛固定液缓慢滴注。固定结
束后取含有胼胝体的脑组织，置于３０％蔗糖脱水，待脑组织下
沉后进行冰冻切片，切片厚度为２０μｍ，置于４％多聚甲醛固定
液中４℃保存。
１．２　体质量检测和行为学实验方法
１．２．１　体质量检测　　从建立模型开始，每隔１ｄ于下午４点
对小鼠进行称量，观察其整体情况的变化。

１．２．２　转棒实验　　从模型建立开始，每隔１ｄ对小鼠进行旋

转棒实验检测，观察小鼠的运动功能状态，髓鞘脱失后小鼠的

运动功能会有所下降。制造模型之前，先让小鼠在转棒仪（转

棒式疲劳仪ＹＬＳ４Ｃ，上海软隆科技发展有限公司）上进行适应
训练，转速为１５～２０ｒ／ｍｉｎ，每天练习１０ｍｉｎ，共练习２ｄ，第
３天进行记录，在练习中筛选出运动功能较差的小鼠，剔除后对
该组小鼠进行补充。正式进行记录时，转速为４０ｒ／ｍｉｎ，总时
间为５ｍｉｎ，小鼠从旋转棒上掉下或抱转棒旋转２周为实验结
束，记录小鼠在转棒上停留的时间。

１．３　形态学检测
１．３．１　卢卡斯快蓝（ｌｕｘｏｌｆａｓｔｂｌｕｅ，ＬＦＢ）染色　　切片用
００１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗后转入０．０１％的 ＬＦＢ染液中３７℃过夜，
９５％酒精、蒸馏水漂洗，０．０５％碳酸锂分化至灰白质明显，７０％
酒精终止分化至白质染色明显，灰质染色浅为止，蒸馏水充分

漂洗，晾干，酒精梯度脱水，二甲苯透明，中性树胶封片，显微镜

下观察。ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ６０显微镜照相，图片数据的收集采用 Ｓｐｏｔ
Ａｄｖａｎｃｅ。
１．３．２　免疫组化染色　　切片用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗３次，
５ｍｉｎ／次，３０％过氧化氢封闭内源性过氧化物酶 １５ｍｉｎ，
０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗 ３次，捞至含有 １％ ＢＳＡ／０．４％ Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ１００封闭液中，３７℃封闭３０ｍｉｎ，切片在稀释好的兔抗小鼠
一抗ａｎｔｉ髓鞘碱性蛋白（ｍｙｅｌｉｎｂａｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＢＰ），ａｎｔｉＧＦＡＰ
中３７℃孵育２．５ｈ，后转至４℃冰箱过夜。切片在含有生物素
标记的山羊抗兔二抗中 ３７℃孵育 ２ｈ后，加入 ＡＢＣ复合物
３７℃ 孵育１．５ｈ，ＤＡＢ显色，切片捞至载玻片上，晾干，酒精梯
度脱水，二甲苯透明，晾干，中性树胶封片。显微镜下观察。

ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ６０显微镜照相，图片数据的收集采用 ＳｐｏｔＡｄｖａｎｃｅ。
免疫组化利用ＩＰＰ５．０进行分析。

１．４　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０行独立样本ｔ检验。

２　结果

２．１　大麻素ＷＩＮ５５，２１２２对ＣＰＺ诱导脱髓鞘模型小
鼠体质量和运动功能的影响

　　喂养０．２５％ ＣＰＺ鼠粮之后，在实验结束时 ＤＭＳＯ对照组
小鼠的体质量［ＤＭＳＯ２（１３．２９±１．２９）ｇ、ＤＭＳＯ４（１３．７６±
０６５）ｇ］明显低于正常组［第３、５周末分别为（１９．６４±１．３８）、
（２１５２±１．８６）ｇ］。与ＤＭＳＯ对照组相比，注射大麻素ＷＩＮ５５，
２１２２后，ＣＰＺ诱导的脱髓鞘模型小鼠的体质量有所增加［ＷＩＮ
２（１５．１３±０．２９）ｇ、ＷＩＮ４（１５．７８±０．５６）ｇ，Ｐ＜０．０５］。
　　转棒实验结果显示，正常组一直维持在比较平稳的水平
［第３、５周末分别为（２８４．９２±５．９８）、（２８６．６８±５．１７）ｓ］。喂
养０．２５％ ＣＰＺ鼠粮后，ＤＭＳＯ对照组模型鼠的运动能力快速
下降，然后维持于相对稳定的水平［ＤＭＳＯ２（１８２．８４±１２．６７）ｓ、
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ＤＭＳＯ４（１７４．２０±７．０９）ｓ］。与 ＤＭＳＯ对照组相比，注射大麻
素ＷＩＮ５５，２１２２后，ＣＰＺ诱导的脱髓鞘模型小鼠的运动功能障
碍明显减轻［ＷＩＮ２（２０６．５９±２６．３４）ｓ、ＷＩＮ４（１９７．８４±
１６１６）ｓ，Ｐ＜００１］。

２．２　大麻素 ＷＩＮ５５，２１，２２对 ＣＰＺ诱导脱髓鞘模型
小鼠髓鞘的作用

　　正常组小鼠胼胝体区域 ＬＦＢ染色后颜色较深，比较均匀，
主要为深蓝色［第３、５周末均为（０．１４±０．０１）］，喂养０２５％
ＣＰＺ鼠粮后，ＤＭＳＯ２组和 ＤＭＳＯ４组胼胝体区域髓鞘染色变
浅，呈现块状，淡蓝色，与ＤＭＳＯ２组（０．０８±００２）相比，ＤＭＳＯ
４组（０．０５±０．０１）胼胝体区域颜色几乎完全消失。给予
ＷＩＮ５５，２１２２治疗后发现胼胝体区域髓鞘染色［ＷＩＮ２（０１０±
０．０１）、ＷＩＮ４（０．０７±０．０１）］比同期注射ＤＭＳＯ的对照组明显
加深（Ｐ＜０．０５），块状分布减少。同时对２组给药组进行比较
发现，第２周开始注射ＷＩＮ５５，２１２２比第４周开始注射有更好
的治疗效果（Ｐ＜０．０５）。见图１。

２．３　大麻素ＷＩＮ５５，２１２２对ＣＰＺ诱导脱髓鞘模型小
鼠ＭＢＰ表达的影响

　　免疫组织化学染色结果显示，正常组胼胝体区域 ＭＢＰ染
色为深棕色，比较致密［第 ３、５周末分别为（０．１１±０．０１）、
（０１０±０．００）］，而 ＤＭＳＯ２组和 ＤＭＳＯ４组胼胝体区域 ＭＢＰ
染色比正常组浅［ＤＭＳＯ２（０．０５±０．００）、ＤＭＳＯ４（０．０２±
００１）］，呈斑块状，与ＤＭＳＯ２组相比，ＤＭＳＯ４组ＭＢＰ染色几
乎消失，斑块较少。注射 ＷＩＮ５５，２１２２之后，ＣＰＺ诱导的脱髓
鞘模型小鼠ＭＢＰ的脱失程度降低［ＷＩＮ２（０．０８±０．００）、ＷＩＮ
４（０．０５±０．０１），Ｐ＜０．０５］，第２周开始注射大麻素 ＷＩＮ５５，

２１２２的效果优于第４周（Ｐ＜０．０５）。见图２。

２．４　大麻素ＷＩＮ５５，２１２２对ＣＰＺ诱导脱髓鞘模型小
鼠星形胶质细胞表达的影响

　　免疫组化染色结果显示，正常组胼胝体区域星形胶质细胞
数量较少，形态比较规则［第３、５周末分别为（２１±１）、（１８±
２）］。ＤＭＳＯ２组和 ＤＭＳＯ４组细胞阳性数量增多［ＤＭＳＯ２
（５１±３）、ＤＭＳＯ４（７１±２）］，形态不规则。注射 ＷＩＮ５５，２１２２
后与同期ＤＭＳＯ对照组比较发现星形胶质细胞数量明显减少
［ＷＩＮ２（２７±２）、ＷＩＮ４（３８±３），Ｐ＜０．０５］，不规则细胞数量
减少，组间比较发现第２周给药比第４周给药更能很好地减少
星形胶质细胞的数量（Ｐ＜０．０５）。见图３。

３　讨论

　　ＭＳ是一种慢性神经疾病，能够引起髓鞘的脱失，
严重影响人们的生命健康，到目前为止还没有发现一

种对其完全有效的治疗措施［３－４］。

　　大麻素主要作用被认为是一种具有缓解 ＭＳ症
状，并具有抗炎和神经保护作用的一种潜在的药

物［５－６］。大麻素发挥作用主要通过 ＣＢ１和 ＣＢ２两个
受体发挥作用，不管是单独通过 ＣＢ１受体［７］还是 ＣＢ２
受体［８］，大麻素都能通过免疫抑制作用达到对 ＭＳ疾
病的治疗作用。１ｍｇ／ｋｇ的ＷＩＮ５５，２１２２能同时激活
ＣＢ１受体和ＣＢ２受体，优于单独应用ＣＢ１或ＣＢ２受体
激动剂对实验性自身免疫性脑脊髓炎（ＥＡＥ）模型的
治疗作用［９－１０］。
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Ａ：正常组；Ｂ：ＤＭＳＯ２组；Ｃ：ＷＩＮ２组；Ｄ：ＤＭＳＯ４组；Ｅ：ＷＩＮ４组
图１　各组胼胝体区域髓鞘变化　（ＬＦＢ×１００）
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Ａ：正常组；Ｂ：ＤＭＳＯ２组；Ｃ：ＷＩＮ２组；Ｄ：ＤＭＳＯ４组；Ｅ：ＷＩＮ４组
图２　各组胼胝体区域ＭＢＰ染色观察　（ＩＨＣ×２００）
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Ａ：正常组；Ｂ：ＤＭＳＯ２组；Ｃ：ＷＩＮ２组；Ｄ：ＤＭＳＯ４组；Ｅ：ＷＩＮ４组
图３　各组胼胝体区域星形胶质细胞计数比较　（ＩＨＣ×１００）
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　　ＣＰＺ是一种选择性铜离子螯合剂，小剂量能够特
异性的诱导少突胶质细胞死亡从而引起髓鞘脱失，但

对神经元影响较小，也表明 ＣＰＺ诱导模型主要为引起
了中枢神经系统髓鞘的脱失［１１－１２］。在注射 ＷＩＮ５５，
２１２２后我们发现ＷＩＮ５５，２１２２能够很好地缓解 ＣＰＺ
诱导的脱髓鞘症状，促进运动功能的恢复，减缓髓鞘的

脱失，同时能够减少星形胶质细胞的形成。目前对ＭＳ
研究的模型主要为 ＥＡＥ和 ＣＰＺ模型，ＥＡＥ能够通过
激活Ｔ细胞引起自身免疫反应，引起髓鞘和大脑的炎
性症状［１３］，能很好地从免疫系统模拟 ＭＳ疾病，但缺
点为模型制作期间并不稳定，可变因素较多。ＣＰＺ则
是从髓鞘的脱失及再生角度对疾病进行模拟，能特异

性的诱导中枢神经系统少突胶质细胞的死亡，引起髓

鞘脱失［１４］。该模型在第２周时会出现运动功能下降
等症状，在第４周时细胞死亡达到高峰［１５］，因此我们

利用该模型在此时间段进行给药，观察大麻素

ＷＩＮ５５，２１２２对ＣＰＺ诱导的脱髓鞘模型的治疗效果。
　　体质量是ＭＳ等脱髓鞘患者的整体状态的１项间
接指标，在模型制作过程中，我们每天对 ＣＰＺ模型小
鼠进行体质量的检测来观察其整体情况，结果显示注

射ＷＩＮ５５，２１２２后，能够明显改善小鼠体质量下降的
趋势，表明ＷＩＮ５５，２１２２可以改善ＣＰＺ诱导的脱髓鞘
模型小鼠的整体情况，也可能有利于患者的进一步治

疗。运动功能受损是ＭＳ等脱髓鞘疾病中的一个明显
的特征［１６］。在ＣＰＺ诱导的脱髓鞘模型中，ＣＰＺ模型小
鼠的运动功能会有所的下降，我们通过旋转棒实验对

其运动功能检测，发现注射 ＷＩＮ５５，２１２２后，模型鼠
的运动功能较ＤＭＳＯ对照组得到改善，可能为以后因
脱髓鞘疾病导致运动功能障碍患者的康复提供了一个

新的药物治疗方法。

　　髓鞘脱失是 ＭＳ疾病的一个显著的病理特征之
一。通过ＬＦＢ染色和免疫组化检测结果显示，注射
ＷＩＮ５５，２１２２后，髓鞘脱失明显减缓，证明了大麻素能
够促进髓鞘的修复发挥神经保护作用，同时发现第

２周给药明显优于第４周给药，因此在疾病早期我们
应该进行药物治疗，从而降低少突胶质细胞的死亡。

胶质瘢痕是ＭＳ等脱髓鞘疾病难以愈合的原因之一，
星形胶质细胞是胶质瘢痕形成的主要成分。通过免疫

组化染色观察发现，注射ＷＩＮ５５，２１２能够减少星形胶
质细胞的形成，延缓疾病的进程，可能是因为星形胶质

细胞形成下降导致胶质瘢痕减少从而为髓鞘的形成提

供了良好环境有关。

　　本实验通过建立 ＣＰＺ诱导的脱髓鞘模型以及利
用ＷＩＮ５５，２１２２在疾病发展的各个时间段对其进行
治疗，结果显示ＷＩＮ５５，２１２２可以在非免疫条件下通

过降低髓鞘的脱失和星形胶质细胞活化达到缓解脱髓

鞘病变的目的，可为大麻素在临床中治疗 ＭＳ等脱髓
鞘疾病提供新的证据。
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