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黄柏对湿疹小鼠颗粒蛋白前体的影响*
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  摘 要:目的 分析黄柏对湿疹小鼠颗粒蛋白前体(PGRN)的影响。方法 将30只昆明种雄性小鼠按照

随机数字表法分为空白对照组、湿疹模型组、黄柏治疗组,每组各10只。湿疹模型组与黄柏治疗组采用2,4-二

硝基氯苯(DNCB)溶液建立小鼠湿疹模型。评估小鼠皮肤损伤状况,采用实时荧光定量聚合酶链反应检测小鼠

皮肤损伤处PGRN基因相对表达水平,采用酶联免疫吸附试验检测外周血PGRN蛋白表达水平和肿瘤坏死因

子(TNF)-α水平。结果 与空白对照组相比,湿疹模型组有明显红肿、角化结痂、渗出等皮肤损伤,小鼠皮肤损

伤程度评分、皮肤PGRN基因相对表达水平、外周血PGRN蛋白表达水平及TNF-α水平明显升高,差异有统

计学意义(P<0.05)。与湿疹模型组比较,黄柏治疗组红肿、角化结痂、渗出等皮肤损伤减轻,小鼠皮肤损伤程

度评分、皮肤PGRN基因相对表达水平、外周血PGRN蛋白表达水平及TNF-α水平明显降低,差异有统计学

意义(P<0.05)。结论 湿疹小鼠PGRN基因和蛋白表达水平异常,且黄柏可通过抑制PGRN,抑制炎症反

应,有效治疗湿疹。
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  湿疹是一种慢性复发炎症性皮肤病,合并强烈瘙

痒,是最常见的皮肤病之一,成年人患病率为
 

2%~
10%,儿童患病率高达20%[1]。湿疹是一种嗜酸性海

绵状皮肤炎症,具有年龄依赖性分布特征[2]。近年

来,研究发现颗粒蛋白前体(PGRN)是多种系统功能

(如先天免疫反应、炎症反应及组织再生)的关键参与

者和调节剂[3]。中医认为湿疹多因禀赋不耐,饮食失

节,脾胃受损,湿热内生,又兼外受风邪,内外两邪相

搏,充于腠理,浸淫肌肤,发为本病。湿疹病位在表,
外治药物不仅可以直达病所,透达腠理发挥局部的治

疗作用,还能通过肌腠毛窍,深入脏腑起到内外合治

的作用。黄柏是治疗湿疹的常用药物,但作用机制尚

不明了[4]。PGRN与湿疹之间存在何种联系,中药黄

柏对湿疹小鼠PGNR有何种影响,仍待研究。本研究

拟检测湿疹小鼠PGNR的表达情况,探讨中药黄柏对

湿疹小鼠的作用,为中医药治疗湿疹提供客观的实验

依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物 昆明种雄性小鼠30只,体质量

(20±2)g,由江西中医药大学实验动物中心提供。饲

养条件:自然光照,温度
 

25
 

℃,相对湿度50%,保持动

物房环境及鼠笼清洁、透气。小鼠自由进食、饮水。

1.2 仪器与试剂 2,4-二硝基氯苯(DNCB)购于山

东西亚化学股份有限公司。聚合酶链反应(PCR)引
物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成;总

RNA抽提试剂TRIzol、反转录试剂盒和实时荧光定

量PCR检测用
 

SYBR
 

Green
 

mix
 

荧光染料均购自

TaKaRa
 

公司。

1.3 方法

1.3.1 实验分组及建立急性湿疹模型 采用随机数

字表法将
 

30只小鼠分为空白对照组、湿疹模型组、黄
柏治疗组,每组各10只。除空白对照组外,湿疹模型

组和黄柏治疗组均建立急性湿疹模型。造模前所有

小鼠在饲养条件下适应性喂养1周。实验第1天起,
在小鼠耳内侧涂抹50

 

μL
 

5%
 

DNCB溶液,每日1次,
持续5

 

d,第6天 起,在 小 鼠 耳 部 涂 抹50
 

μL
 

1%
 

DNCB溶液,每日1次,持续5
 

d。涂抹后24
 

h见耳部

皮肤出现红肿、丘疹、渗出、结痂等典型急性湿疹表

现,证明造模成功。
黄柏治疗组采用黄柏洗剂(药物浓度为1

 

000
 

mg/mL)涂抹于小鼠皮肤损伤处,每天3次,每次2
 

mL,连续10
 

d,于停药后24
 

h、末次治疗结束24
 

h后,
留取湿疹皮肤损伤处皮肤组织。

1.3.2 皮肤损伤评分 由2位研究者分别进行皮肤

损伤评分,并在评分前隐去组别信息。参照湿疹面积

及严重度指数评分法肉眼观察小鼠皮肤损伤情况,根
据红斑、水肿/丘疹、渗出/结痂、抓痕/表皮剥脱4种

临床表现,按照0
 

分(无)、1
 

分(轻度)、2
 

分(中度)、3
 

分(重度)对皮肤损伤评分,分值可记半分(0.5
 

分)。
每组小鼠皮肤损伤评分的平均分为该组的分数,取2
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位研究者的平均分纳入统计分析。

1.3.3 提取组织标本进行实时荧光定量PCR 采用

颈椎脱臼法处死小鼠后,沿耳基线剪下患耳耳廓,采
用8

 

mm打孔器取得耳廓组织,将其置于液氮中磨成

粉末,并提取 RNA,采用实时荧光定量PCR(美国,

A&B7500
 

Real
 

Time
 

PCR
 

System)检测
 

PGRN
 

mR-
NA及β-actin表达水平。β-actin

 

F:GTGCTATGT-
TGCTCTAGACTTCG;R:ATGCCACAGGATTC-
CATACC。PGRN

 

F
 

:CAACAGGGCAGTGTCTT
 

TGC;R:AGATGGCATTGGGCATTGGA。PGRN
基因相对表达水平采用2-ΔΔCt法计算。

1.3.4 酶联免疫吸附试验(ELISA)检测PGRN蛋白

和肿瘤坏死因子(TNF)-α水平 PGRN半衰期为40
 

h[5],早晨8:00-9:00眼眶采血。取小鼠外周血50
 

μL,采用 ELISA 检测PGRN 蛋白表达水平。小鼠

PGRN
 

ELISA
 

试剂盒购自R&D公司。取小鼠外周

血50
 

μL,采 用 ELISA 检 测 TNF-α水 平,TNF-α
 

ELISA试剂盒购自南京建成生物工程研究所。

1.4 统计学处理 采用SPSS26.0统计软件进行数

据处理及统计学分析。呈正态分布、方差齐的计量资

料以x±s表示,多组间比较采用方差分析,多组间中

的两两比较采用SNK-q检验。以P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结  果

2.1 3组小鼠耳部湿疹皮肤损伤程度及评分比较 
空白对照组、湿疹模型组和黄柏治疗组皮肤损伤评分

分别为0、(2.40±0.52)、(1.80±0.54)分。与空白对

照组比较,湿疹模型组有明显红肿、角化结痂、渗出等

皮肤损伤,皮肤损伤程度评分明显升高,差异有统计

学意义(P<0.05);与湿疹模型组比较,黄柏治疗组耳

部皮肤红肿、角化结痂、渗出等损伤减轻,皮肤损伤评

分明显降低,差异有统计学意义(P<0.05)。
2.2 3组小鼠PGRN基因相对表达水平比较 空白

对照组、湿疹模型组和黄柏治疗组PGRN基因相对表

达水平分别为(0.43±0.16)、(2.09±0.31)、(1.44±
0.17)。与空白对照组比较,湿疹模型组PGRN相对

表达水平明显升高,差异有统计学意义(P<0.05);与
湿疹模型组比较,黄柏治疗组PGRN

 

相对表达水平明

显降低,差异有统计学意义(P<0.05)。
2.3 3组小鼠外周血PGRN蛋白表达水平比较 空

白对照组、湿疹模型组和黄柏治疗组外周血PGRN蛋

白表达水平分别为(865.90±60.37)、(1
 

556.31±
68.16)、(1

 

202.20±90.06)ng/mL。与空白对照组比

较,湿疹模型组外周血PGRN蛋白表达水平明显升

高,差异有统计学意义(P<0.05)。与湿疹模型组比

较,黄柏治疗组外周血PGRN蛋白表达水平明显降

低,差异有统计学意义(P<0.05)。

2.4 3组小鼠外周血 TNF-α水平比较 空白对照

组、湿疹模型组和黄柏治疗组 TNF-α水平分别为

(155.97±16.43)、(374.01±24.04)、(226.83±
20.02)ng/mL。与空白对照组比较,湿疹模型组外周

血TNF-α水平明显升高,差异有统计学意义(P<
0.05)。与湿疹模型组比较,黄柏治疗组TNF-α水平

明显降低,差异有统计学意义(P<0.05)。
3 讨  论

湿疹是最常见的炎症性皮肤病,导致皮肤干燥、
开裂和发痒。轻度湿疹患者的皮肤有小块干燥,而中

度湿疹患者的皮肤损伤区域更大、更红或肿胀。患有

严重湿疹的人会出现全身发红的皮痂和破损的皮肤

(可能会渗出液体)。反复抓挠会触发自我持续的瘙

痒-抓挠循环,这会对患者的生活质量产生重大影响。
湿疹的病因复杂,但皮肤屏障异常和免疫失调是主要

因素,包括辅助性 T细胞(TH 细胞)活性增加等。

BIEDERMANN等[6]的研究表明,免疫细胞调节湿疹

的发展,其中CD4
 

TH细胞亚群的异常表达是该疾病

的主要原因之一。TH1、TH2、TH17和 TH22的增

加,以及炎症细胞因子的过度积累不可避免地导致湿

疹发生。2型免疫反应和增强的IgE反应是诱发湿疹

的主要因素[7]。抗原引发的TH2细胞及其相关细胞

因子包括白细胞介素(IL)-4、IL-5
 

和IL-13
 

会诱导免

疫功能障碍,随后破坏皮肤组织的完整性,导致湿疹

发生[8]。

PGRN是一种多效性生长因子,能够调节细胞生

长周期,在免疫反应的调节中发挥着核心作用[9]。

PGRN可诱导多种炎症细胞因子的分泌,如IL-8、IL-
6、IL-10、TNF-α。在对硬皮病的研究中发现,PGRN
的过表达将抑制真皮成纤维细胞对TNF-α的抗纤维

化作用[10]。在对糖尿病小鼠的研究中发现,PGRN缺

乏会增加肾损伤,PGRN可防止高糖诱导的足细胞损

伤[11]。PGRN可通过抑制高迁移率族蛋白1负调节

自噬来防止哮喘气道重塑。同时PGRN还可抑制气

道上皮细胞中自噬标志物和自噬体水平,从而控制体

内和体外的纤维化过程[12]。PGRN在多种免疫介导

的疾病发展中具有保护作用,在包括类风湿关节炎、
炎症性肠病、1

 

型糖尿病和多发性硬化症等多种疾病

中参与调节重要的免疫信号通路,特别是 TNF-α/

TNF受体信号通路。然而,PGRN在银屑病、系统性

红斑狼疮和系统性硬化症中的作用仍存在争议。
目前,关于湿疹发病机制的研究取得了重大进

展,但缺乏持久且耐受性良好的治疗方法。免疫抑制

药物,如类固醇,最常用于治疗湿疹,但不良反应严

重,可导致免疫抑制、机会性感染和骨质疏松症[13]。
因此,迫切需要长期有效且耐受性良好的新型疗法。
中医药对免疫炎症疾病具有理想的治疗效果。黄柏
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是治疗湿疹的高频中药,味苦,性寒,归肾、膀胱经,具
有清热燥湿,

 

泻火解毒,消肿祛腐等作用,其临床作用

还包括调节免疫功能、抗菌、抗氧化、抗癌等。研究表

明,黄柏治疗可明显抑制湿疹小鼠瘙痒和皮肤损伤,
减少炎症细胞的浸润,黄柏可减少炎症细胞因子的表

达,包括IL-1β、IL-4、干扰素(IFN)-γ、IL-13
 

和
 

IL-17,
并增加炎症细胞因子IL-10的表达,减轻了皮肤炎症,
同时促进调节性T细胞表达,降低

 

CD4+T细胞的表

达[14]。黄柏外用治疗糖尿病足溃疡可促进溃疡愈合,
提高生长因子水平,促进血清表皮生长因子水平升

高[15]。在溃疡性结肠炎小鼠结肠中
 

IL-6、TNF-α、核
因子(NF)-κB和环氧化酶-2(COX-2)表达水平升高,
而给予复方黄柏液灌肠后,IL-6、TNF-α、NF-κB

 

和
 

COX-2的表达水平明显降低,该实验结果表明复方黄

柏液可能通过抑制
 

NF-κB
 

/COX-2
 

信号通路的激活,
进一步降低炎症介质TNF-α和IL-6

 

的表达水平,对
湿疹起到治疗作用[16]。

综上所述,本实验证实PGRN与湿疹密切相关。
湿疹模型小鼠 PGRN 基因相对表达水平、外周血

PGRN蛋白表达水平及TNF-α水平均明显升高。黄

柏对湿疹有显著治疗效果,其作用机制可能与PGRN
有关。黄柏治疗湿疹小鼠,湿疹小鼠皮肤红肿、角化

结痂、渗出等损伤减轻,小鼠皮肤PGRN基因相对表

达水平、外周血PGRN蛋白表达水平及TNF-α水平

均明显降低。
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