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摘 要：目的　探讨 RRx⁃001 对实验性自身免疫性神经炎（EAN）的保护作用及机制的影响。方法　采用人工合成 P253～78 肽段与

完全弗氏佐剂混合免疫 Lewis 大鼠建立 EAN 模型，RRx⁃001 腹腔注射给药。实验分为 3 组：对照组、模型组和实验组。通过检测大

鼠体重和临床评分，评估病情进展。采用透射电镜观察坐骨神经脱髓鞘变化。检测血液异硫氰酸荧光素―右旋糖酐，评估肠道

屏障通透性。检测肠道一氧化氮（NO）、谷胱甘肽（GSH）和超氧化物歧化酶（SOD），评估氧化应激水平。采用 ELISA 试剂盒检测白

细胞介素（IL）⁃1β、IL⁃18 和肿瘤坏死因子 α（TNF⁃α）表达情况。采用流式细胞术分析 CD3+ T 细胞、CD3+CD4+ T 细胞、CD3+CD8+ T
细胞、CD4+CD44H+ T 细胞、CD4+CD62L+ T 细胞和 CD11b+F4/80+巨噬细胞。结果　与模型组相比，RRx⁃001 可以减少 EAN 大鼠体重

丢失、降低临床评分（P<0.05）；缓解坐骨神经脱髓鞘；提高 SOD 活力，降低 IL⁃1β 和 TNF⁃α 表达水平，减轻肠道损伤而改善肠通透

性（P<0.001）；降 低 CD4+ T/CD8+ T 淋 巴 细 胞 和 CD11b+F4/80+ 巨 噬 细 胞 比 例 ，提 升 CD3+ T 淋 巴 细 胞 的 比 例（P<0.05）。 结论　

RRx⁃001 可以改善 EAN 大鼠临床症状，其机制可能与调节免疫细胞活化和抑制炎症因子释放有关，发挥对 EAN 大鼠的保护作用。
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Abstract：  Objective　To investigate the protective effect of RRx⁃001 on experimental autoimmune neuritis （EAN） and 
related mechanism. Methods　Lewis rats were immunized with a synthetic P253⁃78 peptide mixed with complete Freund’s 
adjuvant to establish a model of EAN， and RRx⁃001 was administered by intraperitoneal injection. The rats were divided 
into control group， model group， and experimental group. Body weight and clinical score were determined to assess disease 
progression； transmission electron microscopy was used to observe the demyelination of sciatic nerve； blood fluorescein 
isothiocyanate （FITC）⁃dextran level was measured to assess intestinal barrier permeability； the levels of nitric oxide （NO）， 
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glutathione （GSH）， and superoxide dismutase （SOD） in the intestinal tract were measured to assess the level of oxidative 
stress； ELISA kits were used to measure the expression levels of interleukin⁃ 1β （IL⁃1β）， interleukin⁃18 （IL⁃18）， and 
tumor necrosis factor⁃α （TNF⁃α）； flow cytometry was used to analyze CD3+ T cells， CD3+CD4+ T cells， CD3+CD8+ T cells， 
CD4+CD44H+ T cells， CD4+CD62L+ T cells， and CD11b+F4/80+ macrophages. Results　Compared with the model group， 
RRx ⁃ 001 reduced the weight loss and clinical score of EAN rats （P<0.05）， alleviated sciatic nerve demyelination， and 
improved intestinal permeability by increasing the activity of SOD， reducing the expression levels of IL⁃1β and TNF⁃α， and 
alleviating intestinal damage （P<0.001）； it also reduced the percentages of CD4+ T/CD8+ T lymphocytes and CD11b+F4/80+ 
macrophages and increased the percentage of CD3+ T lymphocytes （P<0.05）. Conclusions　 RRx ⁃ 001 can improve the 
clinical symptoms of EAN rats and exert a protective effect on EAN rats possibly by regulating the activation of immune cells 
and inhibiting the release of inflammatory factors.

［Journal of International Neurology and Neurosurgery, 2023, 50(6): 1⁃6］
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吉兰-巴雷综合征（Guillain⁃Barré syndrome， GBS）是

一种周围神经系统免疫性疾病，主要表现为急性迟缓性

麻痹，伴或不伴感觉或自主神经损害［1］。目前机制尚未

明确，临床主要采用特异性免疫治疗，如血浆置换和静脉

注射免疫球蛋白，但二者皆不能阻断疾病的进展。实验

性自身免疫性神经炎（experimental autoimmune neuritis， 
EAN）是 GBS 的经典动物模型，EAN 的病理特征是 T 细胞

活化和巨噬细胞浸润到周围神经系统破坏血―神经屏

障，导致炎症性脱髓鞘和周围神经轴索损伤［2］。

研究表明，EAN 大鼠肠黏膜屏障受损和免疫微环境

失衡。Meng 等［3］的研究发现，EAN 大鼠肠道内促炎症菌

群和代谢产物增多，致使肠道屏障受损，有利于肠道微生

物及其产物的转移，引发外周血中 CD4+ T/CD8+ T 细胞比

值、巨噬细胞和炎症因子增加，从而导致坐骨神经脱髓鞘

病变。RRx⁃001 作为Ⅲ期临床试验的抗肿瘤药物，已证实

具有调节免疫微环境和抑制炎症小体激活的作用［4］。

Chen 等［5］的研究发现，RRx⁃001 可以抑制小鼠炎症因子释

放和免疫细胞浸润，从而缓解肠上皮屏障破坏和脊髓神

经脱髓鞘。但是，RRx⁃001 是否调节 EAN 大鼠免疫细胞

活化和抑制炎症因子释放，发挥保护肠道黏膜和改善坐

骨神经脱髓鞘的作用，目前尚不清楚。因此，本实验建立

EAN 大鼠模型，观察 RRx⁃001 治疗后 EAN 大鼠病理改变、

肠黏膜屏障和免疫微环境的变化。

1　材料和方法

1. 1　实验动物及试剂

健康雄性 Lewis 大鼠，6～8 周，体重 200～240 g，购于

北京维通利华实验动物有限公司。大鼠进入实验室后进

行 1 周的适应性喂养。9 只大鼠被随机分为对照组、模型

组和实验组，每组 3 只。所有实验过程中的相关操作均遵

循国际卫生研究机构和蚌埠医学院第一附属医院医学伦

理委员会有关动物实验的要求。

周围神经髓鞘抗原 P253～78，购于上海强耀生物科技

有限公司；完全弗氏佐剂购于美国 Sigma 公司；RRx⁃001
购于美国 Selleck 公司；白细胞介素（interleukin， IL）⁃1β、

IL⁃18 和肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor⁃α， TNF⁃α）

的 ELISA 试剂盒，购于武汉伊莱瑞特生物科技股份有限

公 司 ；一 氧 化 氮（nitric oxide， NO）、超 氧 化 物 歧 化 酶

（superoxide dismutase， SOD）和 谷 胱 甘 肽（glutathione， 
GSH）自由基试剂盒，购于南京建成生物工程研究所；异

硫氰酸荧光素（fluorescein isothiocyanate， FITC）―右旋糖

酐（dextran）、FITC⁃CD4、Percp eFluor710⁃CD3、FITC⁃CD8、

FITC⁃F4/80、APC⁃CD11b，购于美国 Thermo Fisher 公司；

Alexa F647 ⁃ CD62L、PE ⁃ CD44H，购 于 美 国 Santa 公 司 ；

PE⁃CD4，购于武汉三鹰生物技术有限公司。

1. 2　研究方法

1. 2. 1　EAN模型建立及RRx⁃001治疗　250 μg 的 P253～78
乳化于等量的完全弗氏佐剂（含 10 mg/mL 结核分枝杆菌

H37Ra）作为致敏剂。模型组和治疗组大鼠均于后肢双

足底、多点注射致敏剂（每只共 100 μL）。治疗组于开始

致敏前 30 min 腹腔注射 2.5 mg/kg 的 RRx⁃001，隔天 1 次，

共注射 9 次。对照组和模型组腹腔注射等量的溶剂。

1. 2. 2　体重监测及神经系统体征临床评分　自免疫当

日起，由 2 位实验员于每天同一时间称重和评分。评分标

准如下：正常为 0 分；鼠尾肌张力降低，尾尖上翘为 1 分；

尾瘫，翻正反射部分缺失为 2 分；翻正反射缺失为 3 分；步

态失调，姿态异常为 4 分；后肢轻瘫为 5 分；后肢中度瘫痪

为 6 分；后肢严重瘫痪为 7 分；四肢瘫痪为 8 分；濒临死亡

为 9 分；死亡为 10 分［6］。

1. 2. 3　血液 FITC⁃Dextran 检测　免疫后第 18 天，FITC⁃
Dextran 溶于 PBS 灌胃，1 h 后在 10% 水合氯醛麻醉状态下

眼眶取血。4 ℃环境，3 000 转/min 离心 15 min，取上清

液。FITC⁃Dextran 逐级稀释成不同浓度的标准品。使用

荧光酶标仪检测。

1. 2. 4　坐骨神经形态学评价　免疫后第 18 天，麻醉状态
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下分离坐骨神经，置于 0.2 mol/L 戊二醛中固定。常规脱

水、包埋、超薄切片、染色，透射电镜观察坐骨神经轴突脱

髓鞘情况。

1. 2. 5　肠道组织 SOD、NO、GSH 检测　免疫后第 18 天，

麻醉状态下取肠道组织，清洗、匀浆、离心后取上清。严

格按照试剂盒操作步骤，在酶标仪下检测 OD 值。

1. 2. 6　肠道组织 IL⁃1β、IL⁃18、TNF⁃α 检测　肠道组织匀

浆，4℃环境，4 000 转/min 离心 10 min，取上清液。按照说

明 书 要 求 在 酶 标 板 检 测 孔 加 入 标 准 品 和 待 测 样 本

100 μL，37 ℃孵育 90 min。弃去孔内液体，每孔加抗体

100 μL，37 ℃孵育 60 min。洗板后加酶结合物工作液

100 μL，37 ℃孵育 30 min。弃去液体，洗板后加入底物溶

液 90 μL，37 ℃避光孵育 15 min，加入终止液 50 μL。酶标

仪检测 OD 值。

1. 2. 7　脾脏流式细胞检测　免疫后第 18 天，麻醉状态下

取脾脏，使用淋巴细胞分离液研磨，经过离心、重悬等步

骤获取淋巴细胞，显微镜下计数。流式管各加入 100 μL

细胞悬液，加入相应的抗体 4 ℃避光孵育 1 h。每管加入

2 mL 的 5%BSA⁃PBS 溶液，4 ℃环境，2 000 转/min 离心 5 
min。弃去液体，1% 多聚甲醛固定细胞后，上机检测。

1. 3　统计学方法

采用 SPSS 16.0 统计软件分析数据。计量数据以均

数±标准差（x-±s）表示，3 组间比较采用单因素方差分析，3
组间两两比较采用 Mean⁃Whitney U 检验。P<0.05 为差异

有统计学意义。

2　结果

2. 1　体重和临床评分

模型组和实验组大鼠在免疫后第 5 天开始出现症状，

第 18 天达到高峰。发病高峰期，实验组临床评分〔（2.67±
1.16）分〕较模型组〔（6.33±0.58）分〕明显降低（P<0.05）。

模型组大鼠自出现临床症状开始体重增速减慢，第 8 天到

第 18 天体重逐渐下降。RRx⁃001 干预后实验组大鼠第 8
天到第 10 天体重略有下降，第 10 天后体重逐渐增加。

见图 1。

2. 2　坐骨神经髓鞘脱失情况

经透射电镜检测提示，模型组神经轴突不完整，髓鞘

板层肿胀呈蜂窝状改变，髓鞘内层与轴索剥离。与模型

组相比，实验组神经轴突不完整、髓鞘板层肿胀与轴索剥

离等病理改变有所减轻。见图 2。

图 1　RRx⁃001处理对大鼠体重和临床评分的影响

图 2　大鼠坐骨神经透射电镜检测（上图为坐骨神经纤维轴突；红色箭头指示处为髓鞘板层；放大倍数：3.0 K。）

300
280
260
240
220
200

对照组

模型组

实验组

体重

0             5             10           15           20
免疫后时间/d

体
重

/g

0              5             10            15            20
免疫后时间/d

对照组

模型组

实验组

临床评分

8
6
4
2
0

临
床

评
分

/分

模型组 实验组

··3



http://www.jinn.org.cn2023，50（6） 高远，等：RRx-001 对吉兰-巴雷综合征大鼠模型的保护作用及机制研究

2. 3　血液 FITC⁃Dextran 浓度水平

与对照组大鼠比较，模型组大鼠血液 FITC⁃Dextran 水

平 显 著 升 高（P<0.01）。 与 模 型 组 比 较 ，实 验 组 FITC ⁃
Dextran 水平显著降低（P<0.01）。见表 1。

2. 4　肠道组织 SOD、NO、GSH 水平

与对照组相比，模型组 NO 含量升高，GSH 浓度下降，

但差异无统计学意义（P>0.05）。与模型组相比，实验组

NO 含 量 降 低 ，GSH 浓 度 升 高 ，但 差 异 无 统 计 学 意 义

（P>0.05）；SOD 活力明显升高（P<0.05）。见表 2。

2. 5　肠道组织 IL⁃1β、IL⁃18、TNF⁃α 检测

与对照组相比较，模型组大鼠 IL⁃1β 和 IL⁃18 水平升

高，但差异无统计学意义（P>0.05）；TNF⁃α 水平明显升高

（P<0.05）。与模型组对比，实验组 IL⁃18 水平降低，但差

异无统计学意义（P>0.05），IL⁃1β 和 TNF⁃α 水平明显降低

（P<0.05）。见表 3。

2. 6　 脾 脏 CD3+CD4+T、CD3+CD8+T、CD4+CD44H+T 和

CD11b+F4/80+细胞检测

流式细胞术检测显示，与对照组相比，模型组 CD3+T
和 CD4+CD44H+T 细 胞 阳 性 率 明 显 降 低（P<0.05），

CD3+CD4+T 细 胞 阳 性 率 和 CD4+T/CD8+T 比 值 明 显 升 高

（P<0.05），CD11b+F4/80+ 巨 噬 细 胞 阳 性 率 显 著 升 高

（P<0.01）。与模型组对比，实验组 CD11b+F4/80+巨噬细胞

阳性率和 CD4+T/CD8+T 比值明显降低（P<0.05）， CD3+T 细

胞阳性率明显升高（P<0.05）。见表 4 和图 3。

表 1　血液 FITC⁃Dextran 水平          （x-±s）
组别

  对照组

  模型组

  实验组

  F值

  P值

例数

3
3
3

FITC⁃Dextran水平/（ng/mL）
19. 24±4. 51                        

331. 55±7. 31a                       
                     132. 84±1. 64ab                      
                          2 943. 70                          

<0. 01
注：a为与对照组比较，P<0.01；b为与模型组比较，P<0.01。

表 3　肠道组织炎症因子水平          [(x-±s)；(pg/mL)]

组别

  对照组

  模型组

  实验组

  F值

  P值

例数

3
3
3

IL⁃1β
367. 40±31. 56    
485. 10±57. 69    
276. 90±100. 40b 
           5. 81           

0. 03

IL⁃18
3 732±329. 70
4 260±239. 50

  3 016±814. 60
         4. 23         

0. 07         

TNF⁃α
453. 60±135. 60
725. 70±98. 21a 
430. 90±93. 47b 

6. 58
         0. 03         

注：a 为与对照组比较，P<0.05；b 为与模型组比较，P<0.05；IL⁃1β=白

细胞介素⁃1β；IL⁃18=白细胞介素⁃18；TNF⁃α=肿瘤坏死因子α。

表 2　肠道组织 SOD、NO、GSH 水平          （x-±s）
组别

  对照组

  模型组

  实验组

  F值

  P值

例数

3
3
3

SOD活性/U
5. 62±0. 63    
5. 91±0. 21    
6. 87±0. 11ab  

         8. 43         
0. 02

NO/（μmol/g）
0. 63±0. 38    
1. 24±0. 31    

  0. 95±0. 40    
         2. 09         

0. 21

GSH/（μmol/g）
1. 26±0. 47    
0. 94±0. 09    
1. 59±0. 75    

         1. 23         
0. 36

注：a 为与对照组比较，P<0.01；b 为与模型组比较，P<0.01；SOD=超

氧化物歧化酶；NO=一氧化氮；GSH=谷胱甘肽。

图 3　流式细胞术检测细胞分布
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表 4　脾脏流式细胞术检测          （x-±s）

组别

  对照组

  模型组

  实验组

  F值

  P值

例数

3
3
3

CD3+T
41. 27±3. 15     
30. 70±3. 48a    
40. 47±4. 19c    

            7. 42            
0. 02

CD3+CD4+T
33. 20±2. 12     
42. 17±2. 20b    
38. 60±2. 86     

           10. 49           
0. 01

CD3+CD8+T
2. 93±0. 57      
1. 99±0. 23      
3. 37±0. 98      

            3. 36            
0. 11

CD4+T /CD8+T
11. 53±1. 42      
21. 45±3. 16a     
12. 14±3. 67c     

           10. 94           
0. 01

CD4+CD44H+T
28. 50±2. 72      
23. 47±1. 60a     
26. 30±0. 79      

            5. 41            
0. 04

CD11b+F4/80+

3. 41±0. 55       
11. 90±2. 26b      

5. 27±2. 47c      
           15. 57           

0. 01
注：a为与对照组比较，P<0.05；b为与对照组比较，P<0.01；c为与模型组比较，P<0.05。
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3　讨论

GBS 是一种免疫介导的多神经根性神经病，大部分

患者发病前 4 周伴有呼吸道和消化道感染症状，常见病原

体包括空肠弯曲菌和寨卡病毒等，临床症状表现为肢体

无力和四肢对称性反射减弱或消失。EAN 是 GBS 的经典

动物模型，其特征是活化的 T 细胞和巨噬细胞浸润到外

周神经，引起外周神经脱髓鞘和轴索损伤。许多研究表

明，EAN 大鼠和 GBS 患者肠道菌群稳态失衡，肠道促炎症

菌群和代谢产物增加，影响 T 细胞活化和巨噬细胞极化，

免疫细胞穿透血―神经屏障并释放细胞因子，最终导致

神经脱髓鞘病变［3， 7⁃8］。RRx⁃001 通过抑制巨噬细胞和重

组 NLR 家族，含吡啶结构域的蛋白 3（recombinant NLR 
family， pyrin domain containing protein 3， NLRP3）炎症小

体活化，减少 IL⁃1β 和 IL⁃18 释放，发挥减轻肠上皮破坏、

抑制免疫细胞浸润和缓解神经脱髓鞘的作用［5， 9］。因此，

本研究通过建立 EAN 模型鼠，发现使用 RRx⁃001 可以改

善临床症状，降低临床评分和体重丢失，形态学上减轻坐

骨神经脱髓鞘程度。

肠道菌群稳态在宿主自身免疫反应以及肠道屏障方

面发挥着重要作用［10］。空肠弯曲菌感染的 GBS 患者早

期，Th1 细胞分泌的促炎症 IFN⁃γ、IL⁃1β、TNF⁃α、IL⁃6 和 IL
⁃10 细胞因子上调，而 Th2 细胞的分泌的抗炎症 TGF⁃β 和

IL⁃4 细胞因子下调［11］。接种空肠弯曲菌的小鼠不但改变

了肠道菌群组成，还引发 Th1、Th2 和 Th17 细胞自身抗体

的产生［12］。EAN 大鼠肠道内促炎症 Ruminococcaceae 和

Lachnospiraceae 菌群占比升高，促炎症细胞因子 IL⁃1β、IL
⁃6 和 TNF⁃α 释放增加，与肠道屏障相关的蛋白 ZO⁃1 和

occludin 表达下降，提示肠道黏膜屏障受损［3］。本研究发

现，EAN 大鼠 NO 含量升高，GSH 浓度降低，经 RRx⁃001 治

疗后肠道组织内 GSH 浓度和 SOD 活力升高，NO 浓度降

低。进一步检测肠黏膜屏障通透性发现，模型组血液

FITC⁃Dextran 浓度明显升高，而 RRx⁃001 干预后 FITC⁃
Dextran 降低，故推测 RRx⁃001 通过提升 GSH 浓度和 SOD
活力，清除 NO 自由基，促进细胞的抗氧化反应，介导对肠

道的保护作用。

Sun 等［13］发现，小鼠肠道菌群失衡后 IL⁃1β、IL⁃18 和

TNF⁃α 释放增加，抑制 NLRP3 炎症小体活化可降低炎症

因子释放，减轻炎症反应。寨卡病毒感染的 GBS 病例中，

巨噬细胞内 NLRP3 炎症小体活化，诱导 caspase⁃1 裂解和

IL⁃1β 分泌［14］。RRx⁃001 通过共价结合到 NLRP3 蛋白

NACHT 结构域，抑制 NLRP3 炎症小体活化，减少 IL⁃1β 和

IL⁃18 释放，发挥肠道保护作用［5］。本研究发现，RRx⁃001
干预后大鼠肠道组织中 IL⁃1β、IL⁃18 和 TNF⁃α 含量减少，

故推测 RRx⁃001 通过抑制炎症因子释放，发挥肠道保护

作用。

肠道菌群失衡破坏了肠道屏障的完整性，导致致病

菌和有毒代谢物进入体循环，诱发宿主外周和中枢免疫/
炎症反应［15］。Sindern 等［16］发现，患者血清 T 细胞亚群组

成不同取决于前驱感染，巨细胞病毒感染后 CD8+ T 细胞

比例异常高，而 CD4+ T 细胞比例异常低；相比之下，空肠

弯曲菌感染后 CD8+ T 细胞显著降低。Harness 等［17］发现，

GBS 患者外周血中 CD4+CD25+ T、CD3+ T 和 CD8+ T 细胞百

分比减少，认为 CD3+ T 细胞的减少归因于毒性/抑制性

CD8+ T 细胞减少。但是外周血中 CD4+ T 和 CD8+ T 细胞

的 相 对 比 例 存 在 一 定 争 议 ，这 可 能 与 疾 病 阶 段 有 关。

EAN 大鼠早期血清中，CD3+ T 和 CD8+ T 细胞减少，但是

CD4+ T/CD8+ T 比例正常，可能是疾病早期免疫微环境尚

未失衡；疾病高峰期时，CD3+ T 和 CD8+ T 细胞进行性减

少，CD4+ T 细胞和 CD4+ T/CD8+ T 比例显著升高，此阶段

CD3+ T 细胞的持续减少可能与大量 T 细胞渗入周围神经

组织有关［3］。本研究发现，模型组大鼠疾病高峰期 CD4+ 
T 细胞、CD11b+F4/80+巨噬细胞和 CD4+ T/CD8+ T 比值显著

升高，而 CD3+ T 细胞、CD8+ T 细胞和 CD4+CD44H+ T 细胞

减少。经过 RRx⁃001 治疗后，CD4+ T/CD8+ T 细胞比值和

巨噬细胞明显降低。提示 RRx⁃001 可能通过增加肠道组

织内 GSH 浓度和 SOD 活力，清除肠道组织中 NO 自由基，

减轻肠道氧化应激反应，从而抑制炎症因子 IL⁃1β、IL⁃18
和 TNF⁃α 释放，有助于维持肠道黏膜屏障的完整性。肠

道屏障有效阻止了致病菌和有毒代谢物进入体循环，宿

主通过脑肠轴调节外周免疫，减少致病性 CD4+ T 淋巴细

胞和 CD11b+F4/80+巨噬细胞表达，进而对 EAN 大鼠发挥

治疗作用。

综上所述，本研究发现，RRx⁃001 能改善肠道通透性、

调节免疫细胞活化和炎症反应。但需要进一步验证 RRx⁃
001 是否通过调节肠道菌群和代谢产物而影响 T 细胞活

化和巨噬细胞极化。此外，RRx⁃001 抑制 IL⁃1β 和 IL⁃18
释放，是否通过抑制 NLRP3 炎症小体信号通道，还需要进

一步的实验支持。但是本研究显示给予 RRx⁃001 干预改

善了 EAN 大鼠临床症状，为治疗该病提供了新的策略。
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