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三子颗粒治疗大鼠慢性湿疹模型皮损的作用机制研究
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　　摘要：目的 应用三子颗粒治疗大鼠慢性湿疹模型，探讨其外治慢性湿疹的作用机制。方法 40 只 SD 雄性大鼠，随
机分为正常组、模型组、三子颗粒组、青鹏软膏组，每组 1 0 只。以二硝基氯苯丙酮溶液制备大鼠慢性湿疹模型，模型组湿
敷生理盐水，三子颗粒组湿敷三子颗粒洗剂，青鹏软膏组外用青鹏软膏。通过皮损评分评价疗效，苏木精-伊红染色法
（hematoxylin -eosin staining，HE）染色观察皮肤组织形态学变化，甲苯胺蓝染色法观察皮肤组织肥大细胞数量，免疫组化
技术检测皮损组织干扰素γ（interferon gamma，IFN -γ）、白介素 4（interleukin -4，IL -4）的蛋白表达，Western blot法检测
皮损组织中白介素 1 7（interleukin -1 7，IL -1 7）、叉头样转录因子 3（forkhead transcription factor 3，Foxp3）、磷酸化 p38 丝
裂原活化蛋白激酶（phosphorylated -p38 mitogen activated protein kinase，p -p38MAPK）、p38 丝裂原活化蛋白激酶（p38
mitogen activated protein kinase，p38MAPK）、磷酸化核转录因子-κB p65（phosphorylated -nuclear factor -κB p65，p -NF -
κB p65）、核转录因子-κB p65（nuclear factor -κB p65，NF -κB p65）的蛋白表达含量。结果 模型组大鼠病理表现为角

化过度、角化不全，颗粒层和棘层显著增厚，胶原纤维变粗；模型组肥大细胞数量显著升高，IFN -γ、Foxp3 蛋白表达降
低、IL -4、IL -1 7、p -p38MAPK/p38MAPK、p -NF -κB p65 /NF -κB p65 蛋白表达升高。与模型组比较，三子颗粒组的
皮损评分在第 6、8、1 0 天均显著减少，病理改变减轻，IFN -γ、Foxp3 表达明显增高（P<0.01）、IL -4、p -p38MAPK/
p38MAPK、p -NF -κB p65 /NF -κB p65 表达均显著降低（P<0.05 和P<0.01），IL -1 7 表达下降，但差异无统计学意义
（P>0.05）。结论 三子颗粒可通过抑制肥大细胞过度增生，上调 IFN -γ、Foxp3 的蛋白水平，降低 IL -4、IL -1 7、p -
p38MAPK/p38MAPK、p -NF -κB p65 /NF -κB p65 的蛋白水平，发挥其对慢性湿疹的治疗作用，初步揭示了三子颗粒外
治慢性湿疹的作用机制。
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Study on Mechanism of Sanzi Granules（三子颗粒）in Treating Skin Lesions in
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Abstract：Objective To treat the rat model of chronic eczema by Sanzi Granules（三子颗粒）and explore its mechanism of
external treatment for chronic eczema.Methods Forty male SD rats were randomly divided into normal group，model group，Sanzi
Granules group and Qingpeng Ointment（青鹏软膏）group，with 1 0 rats in each group.The rat models of chronic eczema were
prepared by sensitization with dinitrochlorophenylacetone solution.The model group was given wet compress with normal saline，
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the Sanzi Granules group was given wet compress with Sanzi Granules lotion，and the Qingpeng Ointment group was externally ap-
plied with Qingpeng Ointment.Skin lesion score was used to evaluate the curative effect.HE staining method was used to observe
the morphological changes of the skin tissue.The expressions of interferon gamma（IFN -γ）and interleukin -4（IL -4）in skin
lesions were detected by immunohistochemical technique.The protein levels of interleukin -1 7（IL -1 7），forkhead transcription
factor 3（Foxp3），phosphorylated -p38 mitogen activated protein kinase（p -p38MAPK），p38 mitogen activated protein kinase
（p38MAPK），phosphorylated -nuclear factor -κB p65（p -NF -κB p65）and nuclear factor -κB p65（NF -κB p65）in skin
lesions were detected by Western blot.Results The model group rats showed hyperkeratosis and dyskeratosis，with significant
thickening of both the granular and spinous layers，and coarser collagen fibers.In the model group，the number of mast cells was
significantly increased，the protein expressions of IFN -γand Foxp3 were decreased，and the protein expressions of IL -4，IL -
1 7，p -p38MAPK/p38MAPK and p -NF -κB p65 /NF -κB p65 were increased.Compared with those of the model group，the
skin lesion scores of the Sanzi Granules group was significantly reduced on the 6th，8th and 1 0th day.The alleviated pathological
changes and the protein expressions of IFN -γand Foxp3 significantly increased（P<0.01），the protein expressions of IL -4，
p -p38MAPK/p38MAPK and p -NF -κB p65 /NF -κB p65 were significantly reduced（P<0.05，P<0.01），while the expres-
sion of IL -1 7 decreased，but the difference was not statistically significant（P>0.05）.Conclusion Sanzi Granules can inhibit
hyperplasia of mast cells，up -regulate the protein levels of IFN -γand Foxp3，and reduce protein levels of IL -4，IL -1 7，p -
p38MAPK/p38MAPK and p -NF -κB p65 /NF -κB p65，and play a therapeutic role in chronic eczema.These results prelimi-
narily reveal the mechanism of Sanzi Granules treating chronic eczema.

Keywords：chronic eczema；Sanzi Granules（三子颗粒）；IFN -γ；IL -4；IL -1 7；Foxp3；p38MAPK/NF -κB p65

　　湿疹是由多种内、外因素引起的真皮浅层及表皮炎症，皮
疹呈多样性，慢性期以浸润、肥厚、角化、苔藓样变为特征，并伴

有剧烈瘙痒，病程较长，病情易反复发作［1］。近年来，我国普

通人口的患病率达到了 7.5%［2］。湿疹的病因相当复杂，至今

还没有被完全解释清楚，而传统的观点普遍认为这主要是由超

敏反应所引发的。众多的炎症细胞和细胞因子通过免疫调控

网络体系或信号通路传导参与了湿疹的发病。三子颗粒是辽

宁中医药大学附属医院皮肤科院内制剂，应用于临床外治湿疹

数十年，疗效显著，未见明显局部不良反应，但其药物作用机制

尚不清楚。基于此，本研究通过建立大鼠慢性湿疹模型进行动

物实验，探讨三子颗粒治疗慢性湿疹的作用机制。

1 　材料
1 .1 　实验动物　SD 大鼠雄性，40 只，SPF 级，体质量范围
（250 ±25）g，许可证号：SCXK（辽）2020 -0001（由辽宁长生生
物技术股份有限公司提供）。实验大鼠饲养于辽宁中医药大

学实验动物中心实验室，一鼠一笼饲养，实验动物中心许可证

号：SYXK（辽）201 9 -0004。
1 .2　实验药物　三子颗粒（辽宁中医药大学附属医院院内制
剂，批准文号：辽药制字 Z201 50671，生产批号：2021 1 01 8）。青
鹏软膏（甘肃奇正藏药有限公司，批准文号：国药准字

Z540201 40，生产批号：21 09243）。
1 .3　主要试剂　PAGE 凝胶快速制备试剂盒，雅酶生物科技
有限公司，批号：PG1 1 3（1 2.5%）；基础型化学发光检测试剂盒
（皮克级），雅酶生物科技，批号：SQ202；BCA 蛋白定量试剂盒，
弗德生物，批号：FD2001；柱式动物组织/细胞总蛋白抽提试剂
盒，雅酶生物科技，批号：PC201；NF -κB p65 一抗，武汉三鹰生
物技术有限公司，批号：1 0745 -1 -AP；p -NF -κB p65 一抗，
Abcam，批号：ab76302；IFN -γ一抗，武汉三鹰生物技术有限公

司，批号：1 5365 -1 -AP；IL -4 一抗，武汉三鹰生物有限公司，
批号：661 42 -1 -Ig；IL -1 7 一抗，武汉三鹰生物有限公司，批
号：551 69 -1 -AP；Foxp3 一抗，武汉三鹰生物有限公司，批号：
22228 -1 -AP；p38MAPK一抗，武汉三鹰生物有限公司，批号：
1 2874 -1 -AP；p -p38MAPK一抗，武汉三鹰生物有限公司，批
号：28796 -1 -AP；HRP Goat anti -Rat IgG，Abbkine，批
号：A21 040。
1 .4　主要仪器及设备　M-Blot快速转膜仪，中科通仪，TY -
201 -01；全能型转印系统，BIO -RAD，Trananblot Turbo；全自
动数码凝胶图像分析系统，Tanon，5200；实时荧光定量 PCR，
Nikon，QuantStudio 3；LEICA切片机，Leica 公司，型号：2245；荧
光倒置显微镜，型号：Nikon 公司；石蜡包埋机，亚光医用电子
技术有限公司，型号：YB -7LF。
2　实验方法
2.1　动物分组　40 只雄性 SD 大鼠，按照随机数字表法被随
机分配到正常组、模型组、三子颗粒组和青鹏软膏组，每组

1 0 只。
2.2　制备大鼠湿疹模型［3 -4］及用药治疗　对各组大鼠背部的
A和 B两个位置均进行剃毛处理，A位置面积是 2 cm ×2 cm，B
位置面积则是 4 cm ×4 cm。正常组不致敏、不激发。其他各组
大鼠在 A位置的皮肤上涂抹 7%的二硝基氯苯丙酮溶液 1 00

μL进行致敏。致敏后，大鼠表现出强烈的瘙痒感，经常出现抓
挠和打滚的行为，持续约 2 h。7 d 后，在 B 位置的皮肤涂抹
0.7%的二硝基氯苯丙酮溶液 200 μL 进行激发。每隔 5 d 激
发 1 次，每次激发后均可见大鼠因瘙痒剧烈而频繁搔抓、打滚。
激发处渐渐出现红斑、丘疹或隆起的水肿红斑、渗出、结痂、抓

痕、血痂、脱屑和角化肥厚，每次激发后均记录皮损情况，并评

分和统计分析。在第 6 次激发后，各组大鼠皮损处均能观察到
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上述皮肤表现，停止激发。此后开始在 B 位置进行药物治疗。
正常组无药物干预；模型组湿敷生理盐水；青鹏软膏组外用青

鹏软膏，2 次/d；三子颗粒组湿敷三子颗粒洗剂，2 次/d，1 h/
次。每组均用药 1 0 d。
2.3　皮损评分　拍照记录 B 位置皮损用药前、后的情况，评
分后统计分析。皮损评分方法参照湿疹面积及严重度指数

（eczema area and severity Index，EASI）评分法中的临床症状评
分［5］。皮损的临床表现分为 5 种，分别是红斑、硬肿或水肿/丘
疹、表皮剥脱、渗出或结痂、苔藓化现象。对于每一种皮损的严

重程度，评分标准是 0 ~3 分。0：无，经过仔细观察，体征仍不
能确定；1：轻，体征确实存在，但需细致查看才能观察到；2：中，
体征可以立刻观察到；3：重，体征显而易见。在各种症状的评
分中，可以记取半级分，即 0.5。红斑表现为红色或暗红色的
炎症性斑，按压后褪色；丘疹或水肿为皮损出现针头般大小的

丘疹或丘疱疹，或是隆起的红色斑块，即红斑水肿稍微隆起；表

皮剥脱、抓痕是指通过搔抓造成的表皮损伤，这包括皮损上的

线状糜烂和在角化皮损上的皲裂；渗出或结痂描述的是皮损表

面的湿润状态，这也包括渗液干燥后形成的结痂；苔藓化导致

的皮肤损伤表现为浸润和肥厚，以及角化过度现象。

2.4　皮肤组织病理学观察　对各组大鼠采用 2%戊巴比妥
钠，按 2 mL/（kg·只）计量腹腔注射麻醉后，剪下 B处皮肤，即
刻 1 0%中性甲醛固定液中固定组织块，脱水、石蜡包埋，烘箱
65 ℃烤片 3.5 h，37 ℃过夜，脱蜡后脱水，常规 HE 染色，光镜
下观察皮肤组织形态学变化。

2.5　甲苯胺蓝染色法观察肥大细胞的数量　10%的福尔马林
溶液固定新鲜皮肤组织，行常规脱水包埋处理，4 μm 厚度石蜡
组织切片，正常脱蜡后，系列乙醇脱蜡，甲苯胺蓝染色 1 ~5
min，ddH2O反复清洗。冰醋酸分化大概 25 ~30 s，生物显微镜
必须以视野下颗粒清晰为最终效果。系列梯度环境的酒精展

开脱水过程，二甲苯试剂透明，加以树胶固片。

2.6　免疫组化技术检测皮损组织细胞因子 IFN -γ、IL -4 的
蛋白表达　石蜡包埋切片（4 μm厚），烘箱内 70 ℃烤片 1 h，二
甲苯脱蜡，梯度乙醇脱水，3%双氧水避光 1 0 min 以灭活内源
性酶，pH 6.0 枸橼酸盐修复液高压热修复 3 min，加入抗体，4
℃孵育过夜；加入二抗，常温孵育 30 min，DAB 显色，镜下控制
反应时间，染色后自来水冲洗，苏木素复染，再次梯度乙醇脱

水，二甲苯透明，中性树胶封片。光镜下观察，阳性：表皮细胞

胞浆内棕黄色颗粒，阴性：PBS 代替一抗，每张切片随机选取 5
个 200 倍视野，观察大鼠上皮细胞中胞膜和部分胞浆中的棕黄
色颗粒。Image -Pro Plus 6.0 软件测定阳性信号的平均光密
度值。

2.7 　Western blot 法检测皮损组织中 IL -1 7、Foxp3、p -
p38MAPK、p38MAPK、p -NF -κB p65、NF -κB p65 的蛋白表
达　将 B处皮损组织研磨后匀浆，离心，提取蛋白，5 ×loading
buffer调整蛋白浓度。1 0%十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶
（SDS -PAGE）进行电泳，湿转法将蛋白转印到 PVDF 膜。用
含 5% BSA的 Tris盐酸缓冲液封闭 1 h 后，封闭液稀释一抗，
室温孵育 30 min，4 ℃过夜。TBST洗膜 5 次，5 min/次。然后，
膜与相应的氧化物酶（HRP）共轭二抗室温孵育 1 h，TBST洗膜
5 次，5 min/次，β-actin 抗体作为内参，采用增强型化学发光
液（ECL）反应，曝光 1 0 ~20 s，显影，定影。使用 Image J 软件
分析蛋白强度。

2.8　统计学方法　使用 Graphpad 8.0 软件，对于计量资料数
据采用 ■x±s进行统计描述，多组间比较采用单因素方差分析，
P<0.05 说明差异存在统计学意义。
3　结果
3.1　皮损评分　各组大鼠进行外用药物治疗之前，皮损处均
表现出红斑、丘疹和/或水肿、表皮剥脱、渗出和/或结痂、苔藓
化的症状，但在皮损评分上差异没有统计学意义（P>0.05）。
相较于模型组，三子颗粒组和青鹏软膏组在第 6 天、第 8 天和
第 1 0 天的皮损评分均有显著下降（P<0.01）。所观察到的皮
肤红斑、丘疹和/或水肿、表皮剥脱、渗液和/或结痂以及苔藓化
现象都较前减轻。见插页Ⅴ图 1。与青鹏软膏组比较，三子颗
粒组皮损评分差异无统计学意义（P>0.05），说明三子颗粒减
轻皮损的疗效与青鹏软膏近似。见表 1、图 2。
3.2　皮肤组织光镜下病理学观察　正常组大鼠表皮及真皮结
构完整，未见异常；模型组大鼠病理表现为角化过度及角化不

全，颗粒层和棘层都显著地增厚，胶原纤维变粗。青鹏软膏组

和三子颗粒组大鼠表皮角化过度、角化不全和颗粒层、棘层肥

厚度均有减轻。见插页Ⅴ图 3。
3.3　甲苯胺蓝染色观察皮损组织肥大细胞数量　与正常组比
较，模型组肥大细胞数量有显著升高（P<0.01）。与模型组相
比，青鹏软膏组和三子颗粒组的肥大细胞数量均显著降低

（P<0.01）。青鹏软膏组与三子颗粒组相比，肥大细胞数量
差异无统计学意义（P>0.05），说明三子颗粒对肥大细胞过
度增生的抑制作用与青鹏软膏近似。见表 2、图 4、插页Ⅵ
图 5。
3.4　皮损组织 IFN -γ、IL -4 的蛋白表达　IFN -γ：相较于正
常组，模型组的 IFN -γ表达水平有所下降，差异有显著统计
学意义（P<0.01）；相较于模型组，青鹏软膏组的 IFN -γ表达
有所上升，但差异无统计学意义（P>0.05）；相较于模型组，三
子颗粒组的 IFN -γ表达水平有了明显的提升，差异有统计

表 1 　各组大鼠皮损评分（■x±s）

组别 n 用药前 用药 2 d 用药 4 d 用药 6 d 用药 8 d 用药 1 0 d

模型组　　 1 0 5.70 ±1 .90 4.00 ±2.06 4.1 0 ±1 .45 4.50 ±1 .28 4.40 ±0.80 3.90 ±0.79
三子颗粒组 1 0 5.50 ±1 .50 3.20 ±1 .33 2.90 ±1 .45 2.1 0 ±1 .1 4** 1 .75 ±1 .25** 1 .25 ±1 .23**

青鹏软膏组 1 0 5.80 ±2.44 3.50 ±1 .75 2.90 ±1 .45 2.20 ±1 .54** 1 .85 ±0.98** 1 .20 ±0.71 **

　　注：**与模型组相比，P<0.01。
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图 2　各组大鼠皮损评分比较
表 2　各组大鼠皮损组织肥大细胞数量（■x±s） 单位：个

组别 n 肥大细胞数量

正常组　　 3 4.1 7 ±1 .95
模型组　　 3 21 .83 ±1 .77##

三子颗粒组 3 8.1 7 ±2.1 1 **

青鹏软膏组 3 9.33 ±2.81 **

　　注：##与正常组相比，P<0.01；**与模型组相比，P<0.01。

　　注：##与正常组相比，P<0.01；**与模

型组相比，P<0.01。

图 4　各组大鼠皮损组织肥大细胞数量比较

学意义（P<0.01）。青鹏软膏组与三子颗粒组相比，差异无统
计学意义（P>0.05）。

IL -4：相较于正常组，模型组的 IL -4 表达水平有了明显
的提升，其差异有显著统计学意义（P<0.01）；相较于模型组，
青鹏软膏组、三子颗粒组表达均降低，差异均有显著统计学意

义（P<0.01）；三子颗粒组与青鹏软膏组相比，差异无统计学
意义（P>0.05）。见表 3、图 6 -图 7、插页Ⅵ图 8、插页Ⅶ图 9。
表 3　各组大鼠皮损组织中 IFN -γ、IL -4 的蛋白表达（■x±s）

组别 n IFN -γ IL -4

正常组　　 3 1 24.09 ±1 3.35　 25.59 ±0.69　
模型组　　 3 23.73 ±3.1 0## 89.1 3 ±1 .26##

三子颗粒组 3 75.52 ±1 5.1 3** 50.50 ±1 .72**

青鹏软膏组 3 53.92 ±6.40 50.41 ±1 .71 **

　　注：##与正常组相比，P<0.01；**与模型组相比，P<0.01。

3.5　皮损组织中 IL -1 7、Foxp3、p -p38MAPK/p38MAPK、p -
NF -κB p65 /NF -κB p65 蛋白表达的比较　IL -1 7：相较于正
常组，模型组表达显著升高（P<0.01）；相较于模型组，青鹏软

　　注：##与正常组相比，P<0.01；**与模

型组相比，P<0.01。

图 6　各组大鼠皮损组织 IFN -γ蛋白表达

　　注：##与正常组相比，P<0.01；**与模

型组相比，P<0.01。

图 7　各组大鼠皮损组织 IL -4 蛋白表达

膏组表达下降，差异有统计学意义（P<0.05），三子颗粒组表
达下降，但差异无统计学意义（P>0.05）。三子颗粒组与青鹏
软膏组相比，差异无统计学意义（P>0.05）。

Foxp3：相较于正常组，模型组 Foxp3 表达明显下降（P<
0.01）；相较于模型组，青鹏软膏组、三子颗粒组表达均有较为
明显的升高，差异均有显著统计学意义（P<0.01）；三子颗粒
组与青鹏软膏组相比，差异无统计学意义（P>0.05）。

p -p38MAPK/p38MAPK：相较于正常组，模型组表达升高
（P<0.05）；相较于模型组，青鹏软膏组、三子颗粒组表达均下
降，差异均有统计学意义（P<0.05）；三子颗粒组与青鹏软膏
组相比，差异无统计学意义（P>0.05）。

p -NF -κB p65 /NF -κB p65：相较于正常组，模型组表达
呈现明显升高趋势（P<0.01）；相较于模型组，青鹏软膏组表

达明显下降，蛋白表达有显著性差异（P<0.01）；相较于模型

组，三子颗粒组表达降低，蛋白结果差异有统计学意义（P<

0.05）；三子颗粒组与青鹏软膏组相比，差异无统计学意义

（P>0.05）。见表 4、图 1 0 -图 1 5。

4　讨论

三子颗粒是辽宁中医药大学附属医院皮肤科院内制剂，由

蛇床子、地肤子、苍耳子、苦参、黄柏、白鲜皮、芦荟、桑白皮、防
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表 4　各组大鼠皮损组织中 IL -1 7、Foxp3、p -p38MAPK/p38MAPK、

p -NF -κB p65 /NF -κB p65 蛋白表达的比较（■x±s）

组别 n IL -1 7 Foxp3
p -p38MAPK/

p38MAPK

p -NF -κB p65/

NF -κB p65
正常组　　 3 0.94 ±0.07　 1.1 5 ±0.1 4　 0.80 ±0.1 7　 0.68 ±0.02　
模型组　　 3 1.46 ±0.1 5## 0.39 ±0.1 0## 1.61 ±0.36# 1.1 9 ±0.09##

三子颗粒组 3 1 .1 0 ±0.09 1 .42 ±0.08** 0.81 ±0.01 * 0.83 ±0.08*

青鹏软膏组 3 1 .09 ±0.1 3* 1 .51 ±0.27** 0.74 ±0.28* 0.52 ±0.1 8**

　　注：#与正常组相比，P<0.05；##与正常组相比，P<0.01；*与模型组相比，P<0.05；**

与模型组相比，P<0.01。

　　注：#与正常组相比，P<0.05；##与正常组相比，

P<0.01；*与模型组相比，P<0.05；**与模型组

相比，P<0.01。

图 1 0　各组大鼠皮损组织 IL -1 7 蛋白表达比较

　　注：#与正常组相比，P<0.05；##与正常组相比，

P<0.01；*与模型组相比，P<0.05；**与模型组

相比，P<0.01。

图 1 1 　各组大鼠皮损组织 Foxp3 蛋白表达比较

风 9 味中药组成。方中“三子”蛇床子、地肤子、苍耳子功效清
热燥湿、解毒祛风、杀虫止痒；苦参、黄柏、白鲜皮能清热燥湿解

毒；芦荟长于泻火解毒、化瘀润燥；防风、桑白皮长于祛风止痒。

临床应用外治慢性湿疹数十年，疗效明显，具有外用方便、局部

不良反应少等特点，广受患者好评。湿疹是一种影响表皮和真

皮浅层的炎症性疾病。关于湿疹的研究已有数个世纪的历史，

但是其完全治愈仍然是皮肤科的一个难题。近年来，关于湿疹

的发病机制，研究者们从炎性细胞、细胞因子导致的免疫失衡

以及激活相关信号通路传导途径等方面开展了深入研究。本

研究正是从上述角度，探讨三子颗粒外治慢性湿疹的分子

　　注：#与正常组相比，P<0.05；##与正常组相比，P<

0.01；*与模型组相比，P<0.05；**与模型组相比，

P<0.01。

图 1 2　各组大鼠皮损组织 p -NF -κB p65 /

NF -κB p65 蛋白表达比较

　　注：#与正常组相比，P<0.05；##与正常组相比，P<

0.01；*与模型组相比，P<0.05；**与模型组相比，

P<0.01。

图 1 3　各组大鼠皮损组织 p -p38MAPK/

p38MAPK蛋白表达比较

图 1 4　各组大鼠皮损组织 IL -1 7、Foxp3 蛋白表达

机制。

在湿疹病理发展进程中，肥大细胞及其相关介质在湿疹的

病理发展进程中发挥了极为重要的作用。Toshiaki 及其研究
团队发现，肥大细胞是引发湿疹的主导因素。控制或抑制肥大

细胞的过度增生是治疗超敏反应的核心环节［6］。在本研究

中，模型组的肥大细胞的数量显著超过了正常组。相较于模型

组，青鹏软膏组与三子颗粒组的肥大细胞数量均明显减少。青

鹏软膏组与三子颗粒组相比，肥大细胞数量差异无统计学意义
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图 1 5　各组大鼠皮损组织 p -p38MAPK、p38MAPK、

p -NF -κB p65、NF -κB p65 蛋白表达

（P>0.05），说明二者对肥大细胞过度增生的抑制作用近似。
深入研究发现，辅助性 T细胞 1 /辅助性 T细胞 2（Helper T

cell1 /Helper T cell2，Th1 /Th2）和辅助性 T细胞 1 7/调节性 T细
胞（Helper T cell1 7/Regulatory T -cell，Th1 7/Treg）之间的免疫
功能失衡，被认为是湿疹已知的关键发病原因。Th1、Th2、
Th1 7、Treg以及它们标志性的 IFN -γ、IL -4、IL -1 7 和 Foxp3
之间，都存在着一种相互影响和调节的关系［7］。IFN -γ的分
泌主要是由 Th1 细胞驱动的，它可以抑制 Th2 细胞产生 IL -4
并阻止 B细胞产生 IgE，而 Th2 细胞介导的 IL -4 则主要对
Th1 细胞起到抑制作用，同时也促进 B细胞产生 IgE，这两种细
胞之间存在相互抑制和拮抗的关系，从而保持 Th1 与 Th2 的平
衡状态［8］。近期的科学研究揭示，CD +4 T 细胞不只是分化为
Th1 和 Th2，它们还涵盖了辅助性 T淋巴家族中的 Th1 7 和 Treg
等亚群。

已有临床研究表明，湿疹患者体内的 Th1 7/Treg处于失衡
状态［9］。李晓燕等研究发现肛周湿疹患者经治疗后，Th1 7 细
胞亚群显著降低，Treg 细胞亚群显著升高，表明可通过调节
Treg/Th1 7 免疫平衡，来发挥治疗湿疹的作用［1 0］。慢性湿疹

不仅是一种皮肤炎症反应，其实质还是屏障功能受损性疾病，

因此在抗炎治疗的过程中，也需要对皮肤屏障予以修护，以阻

断湿疹病理进展中的恶性循环［1 1］，杨凡等推测可通过调节

Th1 7/Treg平衡状态，对角质形成细胞产生影响，进而增强湿疹
皮肤的屏障功能［1 2］。IL -1 7 是 Th1 7 细胞的主要效应因
子［1 3］，在湿疹的病理生理机制中，它发挥了不可或缺的角色。

研究发现，IL -1 7 在健康的皮肤组织细胞中并没有表达，但在
急性和慢性湿疹的患者中，无论是表皮角质形成细胞还是真皮

浸润淋巴细胞，都存在 IL -1 7 的表达［1 4］。从另一个角度看，

Treg是身体内的一种免疫反应被抑制的细胞，对多种 Th 细胞
尤其是 Th1 7 细胞免疫反应产生抑制作用，发挥重要的机体免
疫平衡作用［1 5］。Foxp3 是 Tregs 的特异性标志，Foxp3 不仅能
够直接抑制免疫激活，还可以对 Tregs 的细胞发育、功能和免
疫稳态产生影响，并在免疫性疾病和许多其他疾病的免疫耐受

和平衡中起重要作用［1 6 -1 7］。

本研究发现，相较于正常组，模型组 IL -4 和 IL -1 7 的蛋
白表达水平均显著升高，IFN -γ、Foxp3 明显降低，与文献报道

相一致，表明 IFN -γ、IL -4、IL -1 7、Foxp3 均参与了湿疹的炎
症反应；与模型组相比，三子颗粒组、青鹏软膏组的 IL -4、IL -
1 7 蛋白水平均降低，IFN -γ、Foxp3 均增高，提示上述细胞因子
调节了导致湿疹发病的免疫失衡状态，修护了受损的皮肤屏障

功能。三子颗粒组与青鹏软膏组相比，上述指标差异均无统计

学意义（P>0.05），说明三子颗粒组与青鹏软膏组作用效果相
近。上述结果表明，免疫失衡是诱发湿疹的重要原因之一，三

子颗粒对改善湿疹大鼠免疫水平有一定的意义。

MAPK 是丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶家族中的一员，
p38MAPK被认为是与炎症关系最为密切的通道［1 8］。在炎症

反应过程中，通过将非磷酸化状态转变为磷酸化状态，从而促

使下游底物的磷酸化水平升高，以实现信号快速传递，通过介

导炎症反应而促进炎性介质的分泌［1 9］。张荣榕等研究证实，

湿疹的发生破坏了 Th1 /Th2 的表达平衡，通过释放促炎因子，
使 p38MAPK信号通路被激活，从而增强了炎症反应程度，加
速了湿疹的病情进展［20］。近期研究表明，中断 p38MAPK级联
反应可以有效地缓解炎症反应，可减轻湿疹早期皮损症状。黄

翠萍等实验结果亦证实，IL -4 的产生和作用可依赖 p38 蛋白
激酶的活化［21］。马敬雪发现通过激活 p38MAPK信号通路可
有效地抑制 Foxp3 的表达，并在 Treg细胞的凋亡过程中发挥作
用，同时也会影响与凋亡相关的蛋白表达［22］。张明昊等观察

到，在湿疹大鼠的背部皮肤组织中，p38 MAPK和 p -p38MAPK
蛋白的表达量明显上升，这揭示了 p38 MAPK的磷酸化程度与
湿疹的发生有一定的关联性［23］。

NF -κB是一种经典的转录因子，在湿疹、骨关节炎、类风
湿关节炎、哮喘等多种炎症性疾病的发生及发展过程中，通过

病理性激活参与免疫反应、炎症相关反应、细胞内信号传递等

多个过程。NF -κB p65 被视为 NF -κB 中最核心的功能子单
位之一，NF -κB p65 的磷酸化和乙酰化状态会直接决定其转
录反应的强度和持久性。文海泉等研究发现，在特应性湿疹患

者的外周血单核细胞中，NF -κB 的活性显著上升，并且随着
病情的进一步加重，NF -κB的活性也呈现出增加的趋势；IL -
4 和 lgE 的表达水平明显提升，而 IFN -γ和 IL -1 2 的表达水
平则明显下降［24］。IL -1 7 的异常表达与慢性炎症性疾病和自
身免疫疾病之间存在着紧密的联系。IL -1 7 在与受体结合之
后，具有激活MAPK和 NF -κB 的能力，并进一步使树突状细
胞、单核细胞以及成纤维细胞被激活。这个过程对中性粒细胞

的分化、成熟和活化起到了促进作用，并最终通过促炎性因子

等机制与体内免疫系统建立联系，导致组织炎性细胞浸润，以

发挥其生物学活性［25 -26］。通过使用 NF -κB 诱骗剂来抑制其
活性，可逆转 Th1 7 和 Treg 之间的失衡现象，通过减少炎性细
胞因子的活性，可以有效地缓解炎症的反应［27］。p38MAPK能
够促进核 NF -κB 复合体中的 TATA 结合蛋白进行磷酸化作
用，从而对 NF -κB的转录功能产生影响［28］。当 p38MAPK被
激活时，这可能会引起组蛋白 H3 的磷酸化反应，进而促进
NF -κB与目标基因之间的紧密结合和转录活动［28］。NF -κB
作为 p38MAPK信号通路被激活后的下游作用靶点，其活化后
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可促进 NF -κB p65 进入细胞核，将信号向下级靶点传导，改
变炎症细胞因子的表达量［29］。李孜怡等实验研究亦表明，p -
p38MAPK与 NF -κB，是促进炎症因子释放，诱导湿疹发生的
关键［30］。

本研究证实，与正常组相比较，模型组 p -p38MAPK/
p38MAPK、p -NF -κB p65 /NF -κB p65 蛋白表达量升高，表
明 p38MAPK/NF -κB信号通路参与了湿疹的发病；与模型组
相比，青鹏软膏组、三子颗粒组蛋白相对表达量均下降，说明青

鹏软膏、三子颗粒具有抑制 p38MAPK/NF -κB 信号通路激活
的能力，并能降低炎症细胞因子的表达水平；与青鹏软膏组相

对照，三子颗粒组在上述各项指标上的差异没有统计学意义

（P>0.05），提示二者外治慢性湿疹疗效相似。
以上研究提示 p38MAPK与 NF -κB 通路之间的联系，可

能通过相互影响或诱导多种细胞因子的功能改变，引发了

Th1 /Th2、Th1 7/Treg 免疫失衡的发生，从而诱发了湿疹的发
病。三子颗粒可能通过以上作用机制发挥其对慢性湿疹的治

疗作用，这为其治疗慢性湿疹实现成果转化提供了客观实验学

数据，也为外治湿疹的新药研发提供了思路。
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三子颗粒治疗大鼠慢性湿疹模型皮损的作用机制研究

（正文见 26 -32 页）

图 1　各组大鼠治疗前后皮肤表现

图 3　各组大鼠皮肤组织病理学观察结果（HE 染色，200 ×）
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图 5　各组大鼠皮损组织肥大细胞数量（100 ×）

图 8　各组大鼠皮损组织 IFN -γ蛋白表达（免疫组化，200 ×）
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图 9　各组大鼠皮损组织 IL -4 蛋白表达（200 ×）

中药单体调控肿瘤浸润淋巴细胞抗肿瘤的研究进展

（正文见 162 -167 页）

图 1　中药单体皂苷类调控免疫细胞抗肿瘤的作用机制


