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Wnt５a信号通路调控NRTI引起的小脑神经炎症的研究

耿明星,吴　婷,张　娟,杨　意,刘小康,舒建洪
(浙江理工大学生命科学学院,杭州３１００１８)

　　摘　要:分别用 NRTI类药物 AZT(１００mg/kg)和３TC(５０mg/kg)对 C５７BL/６小鼠进行２、５、１４d的处理,并

于药物处理结束时采集小鼠小脑.通过 Westernblotting检测两种药物处理不同时间后小脑中炎症因子ILＧ１β,

TNFＧα和ILＧ６的表达水平,观察到炎症因子在小脑中都显著性增加.然后通过 HE染色研究 NRTI作用５d对小

脑病变的影响,组织形态学分析表明,NRTI药物作用５d未引起小脑发生显著病变.通过 Westernblotting检测到

小脑中 NRTI可明显上调 Wnt５a,提示 NRTI可能激活 Wnt５a,再利用 Wnt５a的特异性拮抗剂BOX５来抑制 Wnt５a,

BOX５可以显著性降低 NRTI诱导的炎症因子上调.因此,Wnt５a信号通路参与调控 NRTI引起的小脑神经炎症.
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０　引　言

人类感染人类免疫缺陷病毒(HIVＧ１)会导致获

得性免疫缺乏综合症[１].截至２０１６年２月,全国

报告现存活艾滋病病毒(HIV)感染者/AIDS病人

５８１６３２例,报告死亡１８５９５９例[２].HIVＧ１流行疾

病可以说是人类历史上的一大瘟疫,同时也是对药

物、公众健康和医学研究的一项大挑战.在１９９６
年,高效抗逆转录病毒治疗(HAART)的引入在全

球范围内极大地延长了患者的寿命,稳定了 AIDS
流行病.这个疗法可以将血浆中的病毒水平降到可

检测水平以下(＜２０个复制数目/mL)[３].核苷类

逆转录酶抑制剂(nucleosidereversetranscriptase
inhibitor,NRTI)作为 HAART的一个核心组成部

分,被广泛用于抑制 HIV 的复制和增殖.然而,长
期服用 NRTI类药物可引发神经毒性[４Ｇ５],主要表现

为神经炎症和多种神经认知障碍,如阿耳茨海默氏

病、帕金森氏病和慢性疼痛等[６Ｇ７].尽管 NRTI用于

治疗艾滋病已有数十年,但目前对于 NRTI引发神

经炎症的具体机制还是不甚明了.

Wnt５a是非典型 Wnt信号的主要配体之一,在
器官的发展和产后细胞功能的恢复中起重要作用.

Wnt５a可以结合多种受体,比如 Fzd２、Fzd４、Fzd５
和Ror２.Wnt５a/Ror２信号可以阻断典型的 WntＧ

βＧcatenin信号通路[８],并且在 Wnt５a敲除小鼠中典

型的 WntＧβＧcatenin信号通路后会增强[９].最近有

报道表明 Wnt５a介导多种炎症反应应答.但是

Wnt５a介导炎症的报道仅仅局限于外周组织,未见

Wnt５a参与中枢神经炎症的报道.
本实验研究了 Wnt５a信号通路对 NRTI引起

的小脑神经炎症的调控作用.不仅有助于理解

NRTI在小脑中对神经炎症发生的影响,而且将为

治疗 HIVＧ１相关的神经炎症提供潜在的药物靶点.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

C６７BL/６小鼠,雄性,８周龄.所有动物实验均

得到杭州师范大学实验动物伦福利伦理委员会授权

同意,动物合格证号为:２０１５－１０６.并饲养于该校

实验动物中心.NRTI药物:齐多夫定(AZT),拉米



夫定(３TC).AZT和３TC的粉末溶解在PBS中并

贮存于－２０℃.抗体:GoatAntiＧMouseIgGH&LＧ
HRP(Catalog,＃GS１００２);GAPDH(SANTA,scＧ
２５７７８);AntiＧTNFalpha 抗 体 (abcam,ab１７９３);

PurifiedRatAntiＧMouseIL６(BD,５５５４４００);Mouse
ILＧ１β抗体(R&D,AFＧ４０１ＧNA);GoatAntiＧRabbit
IgGH&LＧHRP(abcam,ab９７０５１);AntiＧWnt５a 抗

体(abcam,ab７２５８３).

１．２　方　法

１．２．１　实验分组

将C５７BL/６小鼠分为AZT、３TC和空白对照３
大组.每大组分为２、５、１４d３个小组,每组５只小

鼠.AZT组每天每只小鼠皮下注射０．２６mL浓度

１mg/mL的 AZT;３TC组每天每只小鼠皮下注射

０．２６mL浓度为０．５mg/mL的３TC;空白对照组

每天每只小鼠皮下注射０．２６mLPBS.小鼠５只/
笼,添加适量垫料,给予充足的食物和水,饲养于１２
h光照/１２h黑暗循环,(２１±３)℃的环境中.

１．２．２　小鼠小脑组织的分离

用预冷的PBS对麻醉后的小鼠进行心脏灌注,
然后再冰台上迅速取出脑组织,分离出小脑,用于

Westernblotting及石蜡切片的制备.

１．２．３　Westernblotting检测炎症因子及 Wnt５a
的表达

１mg的小脑加２００μL的RIPA裂解液机械匀

浆,然后冰上裂解３０min.４℃,１２０００r/min离心

５ min,取 上 清,用 BCA 蛋 白 质 定 量 试 剂 盒

(biomiga)测定其蛋白质含量.取５０μg蛋白质进行

SDSＧPAGE电泳,然后进行蛋白质转移,接着进行

免疫 反 应,所 用 一 抗 为:antiＧWnt５a(１∶１０００);

GAPDH(SANTA,scＧ２５７７８);AntiＧTNFalpha(１∶
１０００);PurifiedRatAntiＧMouseIL６(１∶１００００);

MouseILＧ１β(１∶２０００),所对应的二抗分别为 Goat
AntiＧRabbitIgGH&LＧHRP(１∶２０００),GoatAntiＧ
MouseIgGH&LＧHRP(１∶２５０００);最后用ECL发

光试剂盒进行显色,拍照保存.

１．２．４　HE染色检测小脑形态结构变化

５μm厚的石蜡切片,执行常规的 HE染色[１０],
观察小脑整个形态结构和神经元胞体形态.

１．２．５　统计分析

所有的实验数据均表示为 means±SEM.用

GraphPadPrism５．０软件进行统计分析.设P＜０．０５
具有统计学意义,P＜０．０１表示存在极显著差异.

２　结果与分析

２．１　NRTI对小脑的炎症因子表达影响

Westernblotting分析了NRTI处理２d后小脑

炎症因子的表达水平,结果(图１)显示与空白对照

组相比AZT组ILＧ６、ILＧ１β和TNFＧα的表达分别增

加了１．２６、１．３６、１．５９;３TC组ILＧ６、ILＧ１β和 TNFＧ
α的表达分别增加了１．１６、１．１５、１．１４.以上实验结

果初步表明 NRTI药物 AZT和３TC给药２d能够

上调小脑炎症因子表达.

图１　NRTI处理２d后小脑炎症因子的表达

注:Means±SEM 来 自 ５ 只 小 鼠,∗ 为 P ＜０．０５;∗∗ 为 P ＜

０．０１;∗∗∗ 为 P＜０．００１.

接下来分析了 NRTI处理５d后小脑炎症因子

的表达.Westernblotting结果(图２)显示与空白

对照组相比AZT组ILＧ６、ILＧ１β和TNFＧα的表达分

别增加了１．７１、１．９９、１．５３;３TC 组ILＧ６、ILＧ１β和

TNFＧα的表达分别增加了１．９３、２．２３、１．１８.AZT
和３TC引起小脑中ILＧ１β,ILＧ６,TNFＧα三种炎症因

子显著增加.表明上述两种 NRTI药物处理５d能

够引起小脑发生神经炎症.
进一步分析了NRTI处理１４d后大脑皮层炎症

因子的表达.Westernblotting结果(图３)显示与

空白对照组相比AZT组ILＧ６、ILＧ１β和TNFＧα的表

达分别增加了１．７９、１．９６、１．８６;３TC组ILＧ６、ILＧ１β
和 TNFＧα的表达分别增加了 １．８１、１．４８、１．５４;

AZT和３TC炎症因子显著增加,进一步证实了上

述两种 NRTI药物能够引起小脑的神经炎症.
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图２　NRTI处理５d后小脑炎症因子的表达

注:Means±SEM 来 自 ５ 只 小 鼠,∗ 为 P ＜０．０５;∗∗ 为 P ＜

０．０１;∗∗∗ 为P＜０．００１.

图３　NRTI处理１４d后小脑炎症因子的表达

注:Means±SEM 来自５只小鼠,∗ 为P＜０．０５;∗∗ 为P＜０．０１;∗∗∗

为P＜０．００１.

２．２　NRTI对小脑的形态结构变化的影响

小脑 HE染色结果(图４)显示,空白对照组小

脑结构完整,细胞核呈蓝紫色(图中深灰色部分),细
胞质呈粉红色(浅灰色的部分),并且核质对比明显,

AZT和３TC处理１４d后与空白对照组相比没有明

显差别,表明该阶段上述两种 NRTI药物未引起小

脑显著神经病变.

图４　NRTI处理１４d后小脑 HE染色结果

２．３　NRTI对小脑 Wnt５a表达的影响

Westernblotting检测 NRTI对小脑 Wnt５a表

达的影响.NRTI处理２d如图５(a),AZT 显著上

调小脑中 Wnt５a表达,３TC对小脑 Wnt５a表达没

有显著上调,但是呈现出上升趋势.NRTI处理５d
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如图５(b),小脑中 Wnt５a表达均开始显著增加.

NRTI处理１４d如图５(c),小脑中 Wnt５a表达显著

增加,其中 AZT处理后 Wnt５a表达增加２倍以上.
结果表 明 上 述 两 种 NRTI 药 物 显 著 上 调 小 脑

Wnt５a表达.

图５　NRTI处理不同时间后小脑 Wnt５a的表达

注:Means±SEM 来自 ５ 只小鼠∗ 为 P＜０．０５;∗∗ 为 P＜

０．０１;∗∗∗ 为P＜０．００１.

２．４　BOX５对小脑 NRTI引起神经炎症的影响

为了进一步研究 Wnt５a对 NRTI诱 导 的 神

经炎症的作用,本文利用 Wnt５a的特异性拮抗剂

BOX５来抑制 Wnt５a.观察 BOX５和 NRTI同时

作用１４d后对小脑炎症因子 TNFＧα和ILＧ６表达

的影 响.Westernblotting结 果 显 示 BOX５ 可 以

显著性降低 AZT和３TC(图６)诱导的炎症因子

上调,与空白对照组相比 BOX５本身并不影响这

些炎症因子的表达.说明小脑中 NRTI诱导的

Wnt５a上调至少部分介导了 NRTI导 致 的 神 经

炎症.

图６　BOX５对小脑炎症因子表达的影响

注:Means±SEM 来自 ５ 只 小 鼠,∗ 为 P＜０．０５;∗∗ 为 P＜

０．０１;∗∗∗ 为P＜０．００１.

３　讨　论

目前,HAART在治疗 AIDS疾病中广泛应用,

极大程度降低了机会性感染的发生几率[１１].然而,

长期服用 NRTI类药物会引发一系列神经毒性,例

如乳酸性酸中毒、线粒体毒性、周围神经病变等.神

经炎症则被普遍认为是神经疾病如 AIDS并发的痴
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呆和疼痛、中风及帕金森等的关键致病因素[１２],但

是NRTI类药物引发的神经毒性和神经炎症是否相

关联还不清楚.炎症因子如ILＧ１β、ILＧ６和 TNFＧα

是各种中枢神经系统疾病的关键的炎症调节介

质,也在中枢神经系统损伤引起的炎症应答反应

中发挥重要作用.本研究发现注射 NRTI药物后

小鼠小脑中炎症因子ILＧ６、ILＧ１β和 TNFＧα表达量

显著增加,说明 NRTI能够诱导小脑中神经炎症的

发生.

Wnt５a是非经典 Wnt信号的主要配体之一,

在组织发育和信号转导过程中发挥重要功能.近

年来,越来越多的研究表明 Wnt５a具有启动和调

节外周炎症应答的功能[１３].本研究中观察到注射

NRTI药物后小鼠小脑中 Wnt５a表达量显著增加,

所以推测 NRTI引起的神经炎症和 Wnt５a相关

联.利用 Wnt５a的特异性拮抗剂 BOX５来抑制

Wnt５a进 一 步 验 证 两 者 之 间 的 关 系. Western

Blotting结果表明,BOX５可以显著性降低 NRTI

诱导的小脑炎症因子上调.因此,以上结果表明

Wnt５a信 号 通 路 调 节 NRTI引 起 的 小 脑 神 经

炎症.

总的说来,本研究揭示 Wnt５a信号通路调节

NRTI引起的小脑神经炎症,为 NRTI刺激神经炎

症提供了病因机制,提示 Wnt５a信号通路是 HIV

相关中枢炎症和神经性疾病的一个很有潜力的防治

靶点.
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StudyonCerebellumNeuroinflammationInducedbyNRTI
RegulationwithWnt５aSignalChannel

GENGMingxing,WUTing,ZHANGJuan,YANGYi,LIUXiaokang,SHUJianhong
(CollegeofLifeScience,ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract:Inthisstudy,mice(C５７Bl/６)weretreatedwithNRTIdrugsAZT (１００mg/kg,sc．/days)

and３TC (５０ mg/kg)for２,５,or１４daysandcerebellum ofmicewascollectedattheendofdrug
treatment．Theexpressionlevelofinflammatoryfactors (ILＧ１β,TNFＧαandILＧ６)incerebellum was
detectedwithWesternblottingunderdifferenttreatmenttimeoftwodrugs．TheresultsshowthatILＧ１β,

TNFＧαandILＧ６significantlyincreaseinthecerebellumofNRTIＧtreatedmice．Then,theeffectofNRTI
treatmentfor５doncerebellumlesionwasinvestigatedthrough HEdyeing．Histomorphologyanalysis
showsthat NRTItreatmentfor５ddoesnotinducesignificantcerebellum lesion．Western blotting
detectionindicatesthatNRTIincerebellumcansignificantlyupＧregulate Wnt５a,whichpromptsthat
NRTImayactivate Wnt５a．Then,BOX５Ｇaspecific Wnt５aantagonistwasappliedtorestrain Wnt５a．
WesternblottingresultindicatesthatBOX５cansignificantlyreduceNRTIＧinducedinflammatoryfactorupＧ
regulation．Thus,Wnt５asignalchannelparticipatesinregulatingcerebellumneuroinflammationinduced
byNRTI．
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