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摘要： 目的　 探究扶正和肤止痒方对小鼠银屑病样皮损改善及免疫调节的作用。 方法　 体内实验： 将 ３０ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ
小鼠随机分为空白组、 模型组、 地塞米松组 （１􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 复方醋酸地塞米松乳膏） 和扶正和肤止痒方 （ＦＺＨＦＺＹ） 低、
高 （２􀆰 ５、 ５ ｇ ／ ｋｇ） 剂量组， 每组 ６ 只。 ＦＺＨＦＺＹ 各剂量组涂抹相应剂量扶正和肤止痒方， 空白组和模型组涂抹生理盐

水， 地塞米松组涂抹复方醋酸地塞米松乳膏， 连续给药 １０ ｄ。 给药第 ４ 天开始， 除空白组外各组小鼠涂抹咪喹莫特乳

膏进行造模， 连续 ７ ｄ。 ＰＡＳＩ 评分评估各组小鼠银屑病皮损面积和严重程度； 苏木精⁃伊红 （ＨＥ） 染色观察皮损组织

病理学变化； 免疫组化 （ ＩＨＣ） 染色检测皮损组织 Ｆ４ ／ ８０ 水平； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测皮损组织 Ｐ３８、 ｐ⁃Ｐ３８、 Ｅｒｋ、 ｐ⁃
Ｅｒｋ、 Ｐ６５ 和 ｐ⁃Ｐ６５ 表达； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测皮损组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１７、 ＩＬ⁃２３ 和 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达。 体外实验： 培养

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞， 分为空白组、 ＬＰＳ 组和 ＦＺＨＦＺＹ １ ２００、 ６００、 ３００、 １５０ μｇ ／ ｍＬ 组， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 Ｐ３８、 ｐ⁃
Ｐ３８、 Ｅｒｋ、 ｐ⁃Ｅｒｋ、 Ｐ６５ 和 ｐ⁃Ｐ６５ 蛋白表达， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃２３、 ＩＬ⁃８ ｍＲＮＡ 表达。 结果　 体内

实验结果显示， 与模型组比较， ＦＺＨＦＺＹ 组小鼠 ＰＡＳＩ 评分降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 皮损组织表皮增厚、 角化不全等病变均得

到改善， Ｆ４ ／ ８０ 表达降低； 皮损组织 ｐ⁃Ｐ３８ ／ Ｐ３８、 ｐ⁃Ｅｒｋ ／ Ｅｒｋ、 ｐ⁃Ｐ６５ ／ Ｐ６５ 蛋白表达比值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃
１７、 ＩＬ⁃２３ 和 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 体外实验结果显示， ０～ ２ ４００ μｇ ／ ｍＬ ＦＺＨＦＺＹ 对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７
细胞无明显毒性 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 与 ＬＰＳ 组比较， ＦＺＨＦＺＹ １ ２００、 ６００ μｇ ／ ｍＬ 组细胞 ｐ⁃Ｐ３８ ／ Ｐ３８、 ｐ⁃Ｅｒｋ ／ Ｅｒｋ、 ｐ⁃Ｐ６５ ／ Ｐ６５
蛋白表达比值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１７、 ＩＬ⁃２３ 和 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 扶正和肤

止痒方可能通过抑制 Ｐ３８ ／ Ｅｒｋ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路减轻了咪喹莫特诱导的小鼠银屑病皮损和 ＬＰＳ 刺激的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞

炎症反应。
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ｔｈｉｃｋｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｐａｒａｋｅｒａｔｏｓｉｓ ｏｆ ｓｋｉｎ ｌｅｓｉｏｎｓ ａｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｂｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆ４ ／ ８０ ｉｎ
ＩＨＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｃｔｉｏｎｓ； ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ｐ⁃Ｐ３８ ／ Ｐ３８， ｐ⁃ＥＲＫ ／ Ｅｒｋ ａｎｄ ｐ⁃Ｐ６５ ／ Ｐ６５ ｉｎ ｓｋｉｎ （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１７， ＩＬ⁃２３ ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｉｎ ｔｈｅ ｓｋｉｎ （Ｐ＜０􀆰 ０１）．
ＦＺＨＦＺＹ （０ ～ ２ ４００ μｇ ／ ｍＬ） ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｏｗａｒｄｓ ＲＡＷ２６４􀆰 ７ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）．
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ＦＺＨＦＺ ａｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ １ ２００ ａｎｄ ６００ μｇ ／ ｍＬ
ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ｐ⁃Ｐ３８ ／ Ｐ３８， ｐ⁃ＥＲＫ ／ Ｅｒｋ， ａｎｄ ｐ⁃Ｐ６５ ／ Ｐ６５ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１７， ＩＬ⁃２３ ａｎｄ ＩＬ⁃１β （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）．
ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 ＦＺＨＦＺＹ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｉｍｉｑｕｉｍｏｄ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｓｏｒｉａｔｉｃ ｌｅｓｉｏｎｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ＬＰＳ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ＲＡＷ２６４􀆰 ７ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ Ｐ３８ ／ Ｅｒｋ ／ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｆｕｚｈｅｎｇ Ｈｅｆｕ Ｚｈｉｙａｎｇ Ｆｏｒｍｕｌａ （ ＦＺＨＦＺＹ）； ｐｓｏｒｉａｓｉｓ； ｉｍｉｑｕｉｍｏｄ ｃｒｅａｍ； ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ；
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ； Ｐ３８ ／ Ｅｒｋ ／ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 银屑病是一种慢性炎症性皮肤病， 其发病因素

众多， 包括遗传因素、 环境因素和行为因素等， 这

些因素直接或间接触发机体炎症， 导致角质形成细

胞过度增殖、 细胞凋亡减少、 血管生成增多， 最终

形成银屑病样皮损［１⁃２］。 银屑病具有病程较长、 易

反复发病的特点， 临床常用药物尚存在停药后易复

发、 长期安全性不佳的缺点［３］， 因此寻找替代疗

法具有重要意义。 当前， 白细胞介素 （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，
ＩＬ） ⁃１７ ／ ＩＬ⁃２３ 轴被认为是银屑病的核心驱动因

素［２］， 巨噬细胞独特的免疫调控网络在银屑病中

也发挥着重要作用［４］。 核因子 κＢ （ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ
ｋａｐｐａ⁃Ｂ， ＮＦ⁃κＢ） 作为炎症反应的核心转录因子，
在银屑病病程中占据枢纽地位［５］。 丝裂原活化蛋

白激酶 （ ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ， ＭＡＰＫ）
是一组蛋白激酶， 可被不同的细胞外刺激激活， 参

与细胞的增殖、 转化、 分化及凋亡［６］。 ｐ３８ ＭＡＰＫ
和细胞外信号调节激酶 （ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ， Ｅｒｋ） 作为 ＭＡＰＫ 家族的重要成员，
分别通过调控转录因子和细胞周期蛋白， 驱动角质

形成细胞异常增殖与炎症因子分泌， 是银屑病病程

中的关键环节［７］。 调控 Ｐ３８ ／ Ｅｒｋ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路

对银屑病的治疗具有一定价值。
中医药因不良反应少、 治疗效果好、 价格低

廉， 在银屑病治疗中具有显著优势。 扶正和肤止痒

方 （ＦＺＨＦＺＹ） 由白鲜皮、 当归、 熟地黄、 蛇床

子、 石榴皮、 土茯苓和徐长卿等 ７ 味中药组成， 具

有扶正化湿、 和肤止痒的功效。 前期研究发现，
ＦＺＨＦＺＹ 通过外用治疗银屑病具有较好的临床疗

效， 但具体机制尚不明晰。 本研究通过体内外实验

探讨该方对银屑病样皮损的改善作用及其抗炎作用
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机制， 以期为 ＦＺＨＦＺＹ 的推广和运用提供科学

依据。
１　 材料

１􀆰 １　 实验动物 　 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雄性小鼠 ３０ 只，
６～８ 周龄， 体质量 ２０～２２ ｇ， 购自南方医科大学实

验动物中心 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （粤）
２０２１⁃０１６７］， 饲养于广东省中医药科学院实验动物

中心 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （粤） ２０１８⁃
００９４］， 饲养环境温度 ２２ ～ ２５ ℃， １２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗

交替， 自由饮食、 饮水。 本动物实验方案经广东省

中医院动物实验伦理委员会批准 （审批编号为

２０１９１２）， 动物实验操作遵守实验动物福利和伦理

标准。
１􀆰 ２　 细胞　 小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞购自美

国典型培养物保藏中心。
１􀆰 ３　 药物　 复方醋酸地塞米松乳膏 （ＤＸＡ， 华润

三九医药股份有限公司， 批号 Ｈ４４０２４１７０）； 咪喹

莫特乳膏 （ ＩＭＱ， 四川明欣药业有限公司， 批号

Ｈ２００３０１２８ ）； ＦＺＨＦＺＹ 由 白 鲜 皮 （ 批 号

１８０２０３６４１） ３０ ｇ、 当归 （批号 １８０１０５９５１） ２０ ｇ、
熟地黄 （批号 １８０４０５６１１） ３０ ｇ、 蛇床子 （批号

１８０１０２８１１） ２０ ｇ、 石 榴 皮 （ 批 号 １８０４００４３１ ）
３０ ｇ、 土茯苓 ３０ ｇ、 徐长卿 （批号 １８０２０００４１） ３０
ｇ 组成， 组方药材由康美药业股份有限公司提供，
按照常规流程切块、 浸泡、 煎煮、 浓缩， 制成 ０􀆰 ５
ｇ ／ ｍＬ 药液。
１􀆰 ４ 　 试 剂 　 ＤＭＥＭ 培养基、 胎牛血清 （美国

Ｇｉｂｃｏ 公司， 批号 １８４８５０９）； 脂多糖 （ ＬＰＳ）、 噻

唑蓝 （ ＭＴＴ）、 胰 酶 （ 美 国 Ｓｉｇｍａ 公 司， 货 号

Ｌ２７５５、 Ｍ２１１８、 ２５２００⁃５６ ）； ＴＲＩｚｏｌ （ 美 国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司， 批号 １５５９６０２６）； 定量 ＰＣＲ 专用

反转录试剂盒 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ ｋｉｔ ｗｉｔｈ
ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ （Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ）、 高特异性 ｑＰＣＲ
试剂 ＴＢ Ｇｒｅｅｎ 􀅺 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ （ Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ
Ｐｌｕｓ ） （ 日 本 ＴａＫａＲａ 公 司， 货 号 ＲＲ０４７Ａ、
ＲＲ８２０Ａ）； β⁃ａｃｔｉｎ、 Ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ｐ⁃Ｐ３８ ＭＡＰＫ、
Ｅｒｋ１ ／ ２、 ｐ⁃Ｅｒｋ１ ／ ２、 ＮＦ⁃κＢ Ｐ６５、 ＮＦ⁃κＢ ｐ⁃Ｐ６５ 抗

体、 Ａｎｔｉ⁃ｒａｂｂｉｔｅ ＩｇＧ 二 抗、 Ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ 二 抗

（美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司， 货号 ４９６７、
８６９０、 ４５１１、 ４６９５、 ４３７０、 ８２４２、 ３０３３、 ７０７４Ｓ、
７０７６Ｐ２）； 肿瘤坏死因子⁃α （ ＴＮＦ⁃α）、 白细胞介

素 （ＩＬ） ⁃１７、 ＩＬ⁃２３、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃８ ＥＬＩＳＡ 试

剂盒 （江苏酶免实业有限公司， 货号 ＭＭ⁃０１３２Ｍ１、
ＭＭ⁃４８０２４Ｍ２、 ＭＭ⁃４５７７３Ｍ２、 ＭＭ⁃０９０５Ｍ２、 ＭＭ⁃

１０１１Ｍ２、 ＭＭ⁃１２９２Ｏ２）。
１􀆰 ５　 仪器　 荧光定量 ＰＣＲ 仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司， 型号 ＶｉｉＡ７）； 倒置相差显微镜 （日
本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司， 型号 ＢＸ⁃４１）； 低温高速离心机

（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司， 型号 ５８１０Ｒ）； 酶标仪 （美国

Ｐｅｒｋｉｎｅｌｍｅｒ 公司， 型号 ＶＩＣＴＯＲ Ｘ５）； ＣＯ２ 培养箱

（加拿大 Ｎｅｗ Ｂｒｕｎｓｗｉｃｋ 公司， 型号 Ｇａｌａｘｙ １７０ Ｓ）。
２　 方法

２􀆰 １　 体内实验

２􀆰 １􀆰 １　 动物分组、 造模及给药　 ３０ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小

鼠适应性喂养 １ 周后， 随机分为空白组、 模型组、
地塞米松组 （１􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ） 和 ＦＺＨＦＺＹ 低、 高剂量

（２􀆰 ５、 ５ ｇ ／ ｋｇ） 组， 每组 ６ 只， ＦＺＨＦＺＹ 组给药剂

量参照前期研究［８］。 参考文献 ［９］ 报道， 各组小

鼠背部剃除约 ６ ｃｍ２ 毛发， 在剔除毛发区域进行局

部涂抹给药， ＦＺＨＦＺＹ 低、 高剂量组涂抹 ＦＺＨＦＺＹ
２􀆰 ５、 ５ ｇ ／ ｋｇ， 空白组和模型组涂抹生理盐水， 地

塞米松组涂抹复方醋酸地塞米松乳膏 １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ， 连

续给药 １０ ｄ。 给药第 ４ 天开始造模， 于背部剃毛区

域涂抹 ５％ 咪喹莫特乳膏 ３􀆰 １２５ ｇ ／ ｋｇ， 空白组则涂

抹等剂量凡士林， 造模 ７ ｄ。
２􀆰 １􀆰 ２　 ＰＡＳＩ 评分　 每日观察并记录各组实验小鼠

的皮损变化情况， 根据小鼠银屑病皮损面积和严重

程度指数 （ＰＡＳＩ） 的 ３ 个参数 （红斑、 鳞屑、 浸润

增厚程度） 在 ０～４ 分范围内独立评分， 三者评分相

加为最终 ＰＡＳＩ 评分［１０］。 ＰＡＳＩ 评分标准见表 １。
表 １　 ＰＡＳＩ 评分标准

Ｔａｂ􀆰 １　 ＰＡＳＩ ｓｃｏｒｉｎｇ ｃｒｉｔｅｒｉａ

参数 评分 ／ 分 特征

红斑 ０ 无

１ 淡红色

２ 红色

３ 深红色

４ 红色极深

鳞屑 ０ 无

１ 部分皮损表明覆有鳞屑，细微鳞屑为主

２ 大多数皮损表面覆有鳞屑，鳞屑成片

３ 几乎全部皮损覆有鳞屑，鳞屑较厚成层

４ 全部皮损表面均覆有鳞屑，鳞屑很厚成层

浸润增厚 ０ 无

１ 皮损轻微高于正常皮肤

２ 皮损易触及，边缘圆形或斜坡形

３ 皮损隆起，边缘清晰

４ 皮损高度肥厚，隆起极明显

２􀆰 １􀆰 ３　 苏木精⁃伊红 （ＨＥ） 染色观察皮损组织病

理形态　 将皮损组织固定于 ４％ 多聚甲醛中， 石蜡

包埋， 然后切成 ５ μｍ 的切片， 用二甲苯及梯度乙
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醇 脱 水， 再 用 苏 木 精⁃伊 红 （ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ
ｓｔａｉｎｉｎｇ， ＨＥ） 染色， 用中性树脂封片， 于显微镜

下观察组织学改变。
２􀆰 １􀆰 ４　 免疫组化染色检测皮损组织 Ｆ４ ／ ８０ 表达　 皮

损组织石蜡切片脱水后， 放入柠檬酸抗原修复缓冲

液 （ｐＨ ６􀆰 ０） 中进行抗原修复， 再放入 ３％ 双氧水

溶液中静置以阻断内源性过氧化物酶， 滴加 ３％
ＢＳＡ 封闭 ３０ ｍｉｎ。 加入抗 Ｆ４ ／ ８０ 的特异性一抗，
４ ℃孵育过夜； 加入二抗， 室温孵育 ５０ ｍｉｎ； 使用

ＤＡＢ 显色， 苏木素复染。 将切片于显微镜下观察

皮损组织 Ｆ４ ／ ８０ 阳性表达。
２􀆰 １􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测皮损组织 Ｐ３８、 ｐ⁃Ｐ３８、
Ｅｒｋ、 ｐ⁃Ｅｒｋ、 Ｐ６５ 和 ｐ⁃Ｐ６５ 蛋白表达 　 每组随机选

取皮肤组织样本 ３ 份， 剪碎、 研磨后加入 ＲＩＰＡ 裂

解液继续充分研磨， 离心后收集上清， 进行蛋白定

量， 加入蛋白上样缓冲液后进行蛋白变性。 取蛋白

样品上样， １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 胶电泳， 转膜， ５％ 脱脂

奶粉溶液室温封闭 ２ ｈ， 再加入 Ｐ３８、 ｐ⁃Ｐ３８、 Ｅｒｋ、
ｐ⁃Ｅｒｋ、 Ｐ６５ 和 ｐ⁃Ｐ６５ 一抗 ４ ℃ 孵育过夜， 洗膜 ３
次， 加入兔二抗室温孵育 １ ｈ， 洗膜后用增强化学

发光显影， 凝胶图像分析仪曝光， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软

件对条带强度进行分析， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参计算目

的蛋白相对表达量。
２􀆰 １􀆰 ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测皮损组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１７、
ＩＬ⁃２３ 和 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达　 每组随机选取皮肤组织

样本 ３ 份， ＴＲＩｚｏｌ 法提取 ＲＮＡ， 用 ＤＥＰＣ 水溶解，
测定浓度， 逆转录为 ｃＤＮＡ， 随后进行扩增反应。
通过 ＧｅｎＢａｎｋ 查询目标基因序列， ＰｒｉｍｅｒＢａｎｋ 进

行引物设计。 引物由英潍捷基 （上海） 贸易有限

公司合成， 引物序列见表 ２。
表 ２　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因 引物序列（５′→３′）
ＴＮＦ⁃α 正向 ＡＣＴＧＡＴＧＡＧＡＧＧＧＡＧＧＣＣＡＴ

反向 ＣＣＧＴＧＧＧＴＴＧＧＡＣＡＧＡＴＧＡＡ
ＩＬ⁃６ 正向 ＴＴＣＴＴＧＧＧＡＣＴＧＡＴＧＣＴＧＧＴ

反向 ＣＣＴＣＣＧＡＣＴＴＧＴＧＡＡＧＴＧＧＴ
ＩＬ⁃８ 正向 ＣＴＡＧＧＣＡＴＣＴＴＣＧＴＣＣＧＴＣＣ

反向 ＣＡＧＡＡＧＣＴＴＣＡＴＴＧＣＣＧＧＴＧ
ＩＬ⁃１７ 正向 ＴＣＡＡＡＧＣＴＣＡＧＣＧＴＧＴＣＣＡＡ

反向 ＴＣＴＴＣＡＴＴＧＣＧＧＴＧＧＡＧＡＧＴＣ
ＩＬ⁃２３ 正向 ＣＡＡＡＧＧＡＴＣＣＧＣＣＡＡＧＧＴＣＴ

反向 ＧＧＡＧＧＴＧＴＧＡＡＧＴＴＧＣＴＣＣＡ
ＩＬ⁃１β 正向 ＴＧＣＣＡＣＣＴＴＴＴＧＡＣＡＧＴＧＡＴＧ

反向 ＡＡＧＧＴＣＣＡＣＧＧＧＡＡＡＧＡＣＡＣ
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ＧＴＧＡＣＧＴＴＧＡＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧＡ

反向 ＧＣＣＧＧＡＣＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴＣＣ

２􀆰 ２　 体外实验

２􀆰 ２􀆰 １　 细胞培养 　 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞用含 １％ 双抗

（青霉素和链霉素） 和 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基，
置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２、 饱和湿度条件下的培养箱中

培养， 取对数生长期的细胞进行实验。
２􀆰 ２􀆰 ２　 药物制备　 将白鲜皮 ３０ ｇ、 当归 ２０ ｇ、 熟

地黄 ３０ ｇ、 蛇床子 ２０ ｇ、 石榴皮 ３０ ｇ、 土茯苓

３０ ｇ、 徐长卿 ３０ ｇ 用蒸馏水提取， 将提取物浓缩至

５ ｇ ／ ｍＬ， 滤过后加入 ＤＭＥＭ 培养基稀释至 １５０、
３００、 ６００、 １ ２００、 ２ ４００、 ４ ８００ μｇ ／ ｍＬ， 在 ４ ℃下

保存备用。
２􀆰 ２􀆰 ３　 ＭＴＴ 法检测细胞活性 　 取对数生长期

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞接种于 ９６ 孔板中， 每孔加入不同

质 量 浓 度 ＦＺＨＦＺＹ （ １５０、 ３００、 ６００、 １ ２００、
２ ４００、 ４ ８００ μｇ ／ ｍＬ）， 每组设 ３ 个复孔。 孵育

２４ ｈ后加入 １０％ ＭＴＴ 孵育 ４ ｈ， 弃去上清液， 每孔

加入 １００ μＬ 二甲基亚砜 （ＤＭＳＯ）， 摇床振荡 １０
ｍｉｎ 后， 于酶标仪 ４９０ ｎｍ 波长处检测各孔光密度

（ＯＤ） 值。 细胞活性＝ （实验组 ＯＤ 值－空白组 ＯＤ
值） ／ （对照组 ＯＤ 值－空白孔 ＯＤ 值） ×１００％ 。
２􀆰 ２􀆰 ４　 细 胞 分 组 及 造 模 　 取 对 数 生 长 期 的

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞， 以每孔 １􀆰 ５×１０５ 个的密度接种于

６ 孔板中， 分为空白组、 ＬＰＳ 组和 ＦＺＨＦＺＹ １ ２００、
６００、 ３００、 １５０ μｇ ／ ｍＬ 组。 空白组不做处理， ＬＰＳ
组用 １ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 处理 １２ ｈ， ＦＺＨＦＺＹ 组用相应质

量浓度 ＦＺＨＦＺＹ 处理 １２ ｈ 后再加入 １ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ
刺激 １２ ｈ。
２􀆰 ２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 Ｐ３８、 ｐ⁃Ｐ３８、 Ｅｒｋ、
ｐ⁃Ｅｒｋ、 Ｐ６５ 和 ｐ⁃Ｐ６５ 蛋白表达 　 细胞按 “２􀆰 ２􀆰 ４”
项下方法处理， 干预结束后收集各组细胞， 加入

ＲＩＰＡ 裂解液充分裂解， 提取总蛋白。 按 “２􀆰 １􀆰 ５”
项下方法检测细胞 Ｐ３８、 ｐ⁃Ｐ３８、 Ｅｒｋ、 ｐ⁃Ｅｒｋ、 Ｐ６５
和 ｐ⁃Ｐ６５ 蛋白相对表达。
２􀆰 ２􀆰 ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃２３、
ＩＬ⁃８ ｍＲＮＡ 表达　 收集各组细胞， 按 “２􀆰 １􀆰 ６” 项

下方法检测细胞 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃２３、 ＩＬ⁃８ ｍＲＮＡ
表达。
２􀆰 ３　 统计学分析 　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０􀆰 １ 软

件进行处理， 实验结果以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比

较采用单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计

学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 体内评价

３􀆰 １􀆰 １　 ＦＺＨＦＺＹ 对银屑病小鼠银屑病样皮损的影

３５５２
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响　 如图 １ 所示， 经咪喹莫特造模后， 模型组小鼠

出现明显的银屑病样病变， 包括皮肤红斑、 鳞屑和

皮肤厚度增加， ＰＡＳＩ 评分升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模

型组比较， 地塞米松组和 ＦＺＨＦＺＹ 低、 高剂量组小

鼠银屑病样病变明显改善， 且 ＰＡＳＩ 评分均降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 １􀆰 ２　 ＦＺＨＦＺＹ 对银屑病小鼠皮损组织病理形态

及 Ｆ４ ／ ８０ 表达的影响　 ＨＥ 染色显示， 空白组小鼠

表皮正常， 无明显炎症或病变； 模型组小鼠皮损组

织表皮增生增加、 棘层肥厚、 角化不全、 拉长的网

状嵴和大量的炎症浸润； 地塞米松组和 ＦＺＨＦＺＹ 各

剂量组均表现出较平滑的表皮， 较少的角化不全和

表皮增厚。
Ｆ４ ／ ８０ 染色显示， 皮肤组织中巨噬细胞的募集

和活化被认为是银屑病重要的致病因素［１１⁃１２］， 使

用 Ｆ４ ／ ８０ 标记可以明确区分巨噬细胞与其他细

胞［１３］。 与空白组比较， 模型组小鼠皮损组织 Ｆ４ ／
８０ 表达增加； 与模型组比较， 地塞米松组和

ＦＺＨＦＺＹ 各剂量组小鼠皮损组织 Ｆ４ ／ ８０ 表达有不同

程度的减少。 结果见图 ２。
３􀆰 １􀆰 ３　 ＦＺＨＦＺＹ 对银屑病小鼠皮损组织 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１７、 ＩＬ⁃２３ 和 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达的影响 　 如图 ３
所示， 与 空 白 组 比 较， 模 型 组 小 鼠 皮 损 组 织

　 　 　 　 　 　

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 ＦＺＨＦＺＹ 对银屑病小鼠银屑病样皮损的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＦＺＨＦＺＹ ｏｎ ｍｏｕｓｅ ｐｓｏｒｉａｔｉｃ ｓｋｉｎ

ｌｅｓｉｏｎｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

图 ２　 ＦＺＨＦＺＹ 对银屑病小鼠皮损组织 ＨＥ 染色 Ｆ４ ／ ８０ 染色的影响 （×１００）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＦＺＨＦＺＹ ｏｎ ｍｏｕｓｅ ｐｓｏｒｉａｔｉｃ ｓｋｉｎ ｌｅｓｉｏｎｓ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ Ｆ４ ／ ８０ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｔ ×１００ ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ）

ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１７、 ＩＬ⁃２３ 和 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达均升高

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）； 与 模 型 组 比 较， 地 塞 米 松 组 和

ＦＺＨＦＺＹ 高剂量组小鼠皮损组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１７、
ＩＬ⁃２３ 和 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达均降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， ＦＺＨＦＺＹ 低剂量组 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１７ 和 ＩＬ⁃１β
ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 １􀆰 ４　 ＦＺＨＦＺＹ 对银屑病小鼠皮损组织 Ｐ３８ ／ Ｅｒｋ ／
ＮＦ⁃κＢ 信号通路的影响　 如图 ４ 所示， 与空白组比

较， 模型组小鼠皮损组织 ｐ⁃Ｐ３８ ／ Ｐ３８、 ｐ⁃Ｅｒｋ ／ Ｅｒｋ
和 ｐ⁃Ｐ６５ ／ Ｐ６５ 蛋白表达比值均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

模型组比较， 地塞米松组和 ＦＺＨＦＺＹ 高剂量组 ｐ⁃
Ｐ３８ ／ Ｐ３８、 ｐ⁃Ｅｒｋ ／ Ｅｒｋ 和 ｐ⁃Ｐ６５ ／ Ｐ６５ 蛋白表达比值

均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ２　 体外评价

３􀆰 ２􀆰 １　 ＦＺＨＦＺＹ 对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞活性的影响　 如

图 ５ 所 示， ＦＺＨＦＺＹ （ ０ ～ ２ ４００ μｇ ／ ｍＬ ） 对
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注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 ＦＺＨＦＺＹ 对银屑病小鼠皮损组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１７、 ＩＬ⁃
２３ 和 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＦＺＨＦＺＹ ｏｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α，
ＩＬ⁃１７， ＩＬ⁃２３ ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｐｓｏｒｉａｔｉｃ ｌｅｓｉｏｎｓ
（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

　 　 　 　

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞无毒性作用。 因此， 选择 １５０、
３００、 ６００ 和 １ ２００ μｇ ／ ｍＬ ＦＺＨＦＺＹ 进 行 后 续

实验。
３􀆰 ２􀆰 ２　 ＦＺＨＦＺＹ 对 ＬＰＳ 诱导的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ＩＬ⁃
６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃２３ 和 ＩＬ⁃８ ｍＲＮＡ 表达的影响　 如图

６ 所示， 与空白组比较， ＬＰＳ 组 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞

ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃２３ 和 ＩＬ⁃８ ｍＲＮＡ 表 达 均 升 高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ＬＰＳ 组比较， ＦＺＨＦＺＹ ３００、 ６００ 和

１ ２００ μｇ ／ ｍＬ 组细胞 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃２３ 和 ＩＬ⁃８
ｍＲＮＡ 表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＦＺＨＦＺＹ
１５０ μｇ ／ ｍＬ 组细胞 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃２３ 和 ＩＬ⁃８ ｍＲＮＡ 表达

均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ２􀆰 ３　 ＦＺＨＦＺＹ 对 ＬＰＳ 诱导的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞中

Ｐ３８ ／ Ｅｒｋ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路的影响　 如图 ７ 所示， 与

空白组比较， ＬＰＳ 组 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ｐ⁃Ｐ３８ ／ Ｐ３８、
ｐ⁃Ｅｒｋ ／ Ｅｒｋ 和 ｐ⁃Ｐ６５ ／ Ｐ６５ 蛋白表达比值均升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ＬＰＳ 组比较， ＦＺＨＦＺＹ １ ２００、
６００ μｇ ／ ｍＬ 组 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ｐ⁃Ｐ３８ ／ Ｐ３８、 ｐ⁃Ｅｒｋ ／
Ｅｒｋ 和 ｐ⁃Ｐ６５ ／ Ｐ６５ 蛋白表达比值均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 ＦＺＨＦＺＹ 对银屑病小鼠皮损组织 ｐ⁃Ｐ３８ ／ Ｐ３８、 ｐ⁃Ｅｒｋ ／ Ｅｒｋ 和 ｐ⁃Ｐ６５ ／ Ｐ６５ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＦＺＨＦＺＹ ｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｐ⁃Ｐ３８ ／ Ｐ３８， ｐ⁃Ｅｒｋ ／ Ｅｒｋ ａｎｄ ｐ⁃Ｐ６５ ／ Ｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｍｏｕｓｅ

ｐｓｏｒｉａｔｉｃ ｌｅｓｉｏｎｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

全球流行病学调查显示， 银屑病的发病率为

１％ ～３％ ［１４］， 该病具有病程长、 治愈率低、 易反复

发病的特征， 对患者的身心影响巨大， 在世界范围

内广受关注［１５⁃１６］。 近年来兴起的生物制剂虽然有

效， 但存在价格昂贵、 长期疗效难以保持等问

题［１７］。 中医药治疗银屑病的历史悠久， 由卢传坚

教授 提 出 的 中 药 新 复 方———扶 正 和 肤 止 痒 方

（ＦＺＨＦＺＹ）， 在临床上已被证明具有显著的抗银屑

病作用。 前期研究发现该方的主要活性成分包括没
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注： 与空白组 （０ μｇ ／ ｍＬ） 比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 ＦＺＨＦＺＹ 对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞活性的影响 （ｘ±ｓ，
ｎ＝６）

Ｆｉｇ􀆰 ５ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＦＺＨＦＺＹ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
ＲＡＷ２６４􀆰 ７ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

注： 与空 白 组 比 较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与 ＬＰＳ 组 比 较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 ＦＺＨＦＺＹ 对 ＬＰＳ 诱导的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃
α、 ＩＬ⁃２３ 和 ＩＬ⁃８ ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＦＺＨＦＺＹ ｏｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＩＬ⁃６，
ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃２３ ａｎｄ ＩＬ⁃８ ｉｎ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＡＷ２６４􀆰 ７
ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

食子酸、 绿原酸、 儿茶素、 落新妇苷、 异落新妇苷

等［１８］。 相关研究表明儿茶素、 没食子酸、 绿原酸

等活性物质具有调控炎症因子影响银屑病病程的功

效［１９⁃２０］。 然而， ＦＺＨＦＺＹ 治疗银屑病的具体作用机

制尚不清楚， 因此本研究通过体内外实验探索

ＦＺＨＦＺＹ 在银屑病样皮肤炎症中的保护作用及其

机制。
体内实验发现， ＦＺＨＦＺＹ 表现出良好的银屑病

表型改善作用， 减少了皮肤红斑、 鳞屑、 表皮增

厚、 炎症浸润等银屑病样皮损现象。 巨噬细胞通过

分泌炎症递质， 在促进免疫失调、 角质形成细胞和

血管内皮细胞异常增殖中发挥着重要作用， 极大地

影响 着 银 屑 病 的 发 病 过 程［２１］。 本 研 究 发 现，
ＦＺＨＦＺＹ 可减少巨噬细胞的增殖， 减轻银屑病样皮

损。 既往研究表明， Ｍ１ 型巨噬细胞在干扰素、 肿

瘤坏死因子等细胞因子的诱导下活化， 可分泌 ＩＬ⁃
６、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃２３、 ＩＬ⁃１２、 ＩＬ⁃１７Ａ 等多种具有促炎

作用的炎症因子［２１］。 本研究发现， ＦＺＨＦＺＹ 能降

低皮损组织中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃２３ 和 ＩＬ⁃１７ ｍＲＮＡ
表达。 体外实验也表现出相似的结果， 不同质量浓

度 ＦＺＨＦＺＹ 能在不同程度上降低 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃
２３ 和 ＩＬ⁃８ ｍＲＮＡ 表达。

Ｅｒｋ 是 ＭＡＰＫｓ 中最重要、 最经典的信号转导

途径之一， 与细胞的增殖相关， 在特定细胞中还可

以介导分化信号、 调节细胞周期及凋亡。 ｐ３８ 是

ＭＡＰＫｓ 的亚类之一， 在炎症、 应激方面有重要作

用， 是调节细胞和自身免疫反应的关键［２２］。 研究

表明 Ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 Ｅｒｋ１ ／ ２ 广泛参与了银屑病的发

病过程［７］， 而 Ｐ３８ ＭＡＰＫ 磷酸化在介导 ＩＬ⁃１α 和

ＩＬ⁃１β 等下游炎症因子表达上调中起到重要调控作

用［２３］。 已有临床证据表明， 银屑病患者皮损组织

中 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ｐ３８ 以及 Ｅｒｋ 磷酸化水平升高［２４⁃２５］，
在咪喹莫特诱导的小鼠银屑病模型中， ＮＦ⁃κＢ 信号

通路的特异性抑制可减轻表皮增厚和炎症浸润［２６］。
此外， ｐ３８、 Ｅｒｋ 和 ＮＦ⁃κＢ 之间存在复杂的协同激

活网络， 可促进下游炎症因子的释放从而放大银屑

病炎症。 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 亚基核易位和磷酸化是皮肤炎

症的关键过程， 既可直接驱动 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 等炎症

因子的快速转录， 亦能通过 ＴＬＲ４ 等通路交互作用

放大炎症级联反应［２７］。 本研究发现， ＦＺＨＦＺＹ 可

下调皮肤组织和细胞中的 ｐ⁃Ｐ３８ ／ Ｐ３８、 ｐ⁃Ｅｒｋ ／ Ｅｒｋ、
ｐ⁃Ｐ６５ ／ Ｐ６５ 蛋白表达。 以上结果表明 ＦＺＨＦＺＹ 能过

通过阻断 ＭＡＰＫ、 ＮＦ⁃κＢ 信号通路， 下调下游

ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１２、 ＩＬ⁃２３ 和 ＩＬ⁃１７ 等炎症因子

的表达、 减少巨噬细胞的增殖， 最终达到对银屑病

样皮损的改善作用。
综上所述， ＦＺＨＦＺＹ 可能是通过调控 Ｐ３８ ／

Ｅｒｋ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路减轻炎症反应， 从而改善咪喹

莫特诱导的小鼠银屑病样皮损模型和 ＬＰＳ 刺激的

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞炎症模型。
利益冲突： 本文不存在任何利益冲突。
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注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＬＰＳ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 ＦＺＨＦＺＹ 对 ＬＰＳ 诱导的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ｐ⁃Ｐ３８ ／ Ｐ３８、 ｐ⁃Ｅｒｋ ／ Ｅｒｋ 和 ｐ⁃Ｐ６５ ／ Ｐ６５ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＦＺＨＦＺＹ ｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｐ⁃Ｐ３８ ／ Ｐ３８， ｐ⁃Ｅｒｋ ／ Ｅｒｋ ａｎｄ ｐ⁃Ｐ６５ ／ Ｐ６５ ｉｎ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＡＷ２６４􀆰 ７

ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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摘要： 目的　 探讨温肺降浊方对 Ａβ２５⁃３５诱导 ＢＶ⁃２ 细胞线粒体功能的影响。 方法　 通过 Ａβ２５⁃３５诱导 ＢＶ⁃２ 细胞建立阿尔

茨海默病 （ＡＤ） 细胞模型， 确定 Ａβ２５⁃３５干预的最佳浓度和时间点， 设置 ＬＦＨＰ⁃１ｃ 组 （抑制剂） 和温肺降浊方含药血

清组。 ＣＣＫ⁃８ 法检测最佳干预浓度和时间点， Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验观察细胞迁移情况， Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色观察细胞凋亡情

况， 免疫荧光法检测 ＰＧＡＭ５、 Ｄｒｐ１ 的阳性细胞表达情况， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＰＧＡＭ５、 Ｄｒｐ１、
ＯＰＡ１、 Ｍｆｎ１ ／ ２ ｍＲＮＡ 和蛋白表达。 结果 　 以终浓度 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ａβ２５⁃３５干预 ４８ ｈ 为制备 ＡＤ 细胞模型的最佳条件，
２０％ 温肺降浊方含药血清干预 ４８ ｈ 细胞活性最佳。 与对照组比较， 模型组细胞迁移数量减少， 存在较多亮蓝色阳性凋

亡细胞， ＰＧＡＭ５、 Ｄｒｐ１ 阳性细胞数、 ｍＲＮＡ 和蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＯＰＡ１、 Ｍｆｎ１ ／ ２ ｍＲＮＡ 和蛋白表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 各给药组细胞迁移数量增加， 亮蓝色阳性凋亡细胞减少， ＰＧＡＭ５、 Ｄｒｐ１ 阳性细胞数、 ｍＲＮＡ
和蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＯＰＡ１、 Ｍｆｎ１ ／ ２ ｍＲＮＡ 和蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 温肺降浊方可以调控 ＰＧＡＭ５⁃
Ｄｒｐ１ 轴减轻 ＡＤ 模型细胞损伤， 改善线粒体稳态平衡， 从而提高认知水平， 发挥脑保护效应。
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Ａｕｇｕｓｔ ２０２５
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