
［８］　国家中医药管理局．中医病症诊断疗效标准［Ｓ］．北京：中国中医
药出版社，２０１７：４８－４９．

［９］　郑筱萸．中药新药临床研究指导原则［Ｍ］．北京：中国医药科技
出版社，２００２：２８－３１．

［１０］　ＰＡＮＡＧＯＰＯＵＬＯＳＡ，ＢＩＬＬＩＳＥ，ＦＬＯＲＯＳＧＲ，ｅｔａｌ．Ｃｒｏｓｓ－ｃｕｌ
ｔｕｒａｌａｄａｐｔａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＧｒｅｅｋｖｅｒｓｉｏｎｓｏｆｔｈｅｌｙｓｈｏｌｍｋｎｅｅｓｃｏｒｉｎｇ
ｓｃａｌｅａｎｄｔｅｇｎｅｒａｃｔｉｖｉｔｙｓｃａｌｅ［Ｊ］．Ｃｕｒｅｕｓ，２０２０，１２（７）：ｅ９３７２．

［１１］　辛蕊，夏，李瑞，等．国医大师张震疏调气机论治膝骨关节
炎［Ｊ］．河北中医，２０２４，４６（８）：１２３７－１２３９，１２４４．

［１２］　汪正明，葛海雅，陆洁航，等．膝骨关节炎中骨、筋、肉认知与
演变考析［Ｊ］．安徽中医药大学学报，２０２４，４３（４）：１－４．

［１３］　梁鹏，韦瑞文，宁莉，等．双合汤联合关节腔药物注射治疗膝
关节骨性关节炎临床观察［Ｊ］．中华中医药学刊，２０２４，４２
（６）：２２８－２３１．

［１４］　谢飞，徐枝芳，苑功名，等．针灸治疗类风湿关节炎临床及机
制研究进展［Ｊ］．国际中医中药杂志，２０２４，４６（７）：９４７－９５１．

［１５］　刘一畅，王东岩，梅轶芳，等．针灸干预类风湿关节炎免疫调节
机制的研究进展［Ｊ］．国际免疫学杂志，２０２４，４７（４）：４２２－４２８．

［１６］　常露，田雪秋，任桂珍．中医康复技术治疗膝骨关节炎概述
［Ｊ］．中医研究，２０２４，３７（７）：８４－８７．

［１７］　王芝怡，费宇彤，任书盟，等．艾灸治疗膝骨关节炎的系统评
价再评价［Ｊ］．中国中医药信息杂志，２０２４，３１（３）：５６－６３．

［１８］　石晓瑞，范天祥，阮剑钊，等．ＮＬＲＰ３炎症小体在骨关节炎中
的研究进展［Ｊ］．中国骨与关节杂志，２０２３，１２（３）：２２１－２２５．

［１９］　孟祥睿，安方玉，颜春鲁，等．微小ＲＮＡ介导的炎症反应相关
信号通路在骨关节炎发生发展中的调控机制［Ｊ］．中华骨质疏
松和骨矿盐疾病杂志，２０２２，１５（２）：１９６－２０５．

［２０］　薛若雪，汤苏安，阮光峰，等．长链非编码ＲＮＡｓ靶向软骨炎症
信号通路调节骨关节炎的研究进展［Ｊ］．中国药理学通报，
２０２２，３８（１）：１－５．

［２１］　古宾．基于“筋骨平衡理论”分析温针灸联合揿针治疗膝骨关
节炎的临床效果［Ｊ］．实用中西医结合临床，２０２４，２４（１５）：
３７－３９，５９．

［２２］　林栋，龚萌，齐诗仪，等．基于炎性反应动态性视域下对针灸介入
时机的再思考［Ｊ］．针刺研究，２０２３，４８（１０）：１０６２－１０６７．

［２３］　李永明．神经免疫抗炎的转化医学之路及对针灸的启示［Ｊ］．
针刺研究，２０２３，４８（１）：２１－２７．

［２４］　单帅，姚小强，周亚婕，等．艾灸治疗类风湿关节炎研究进展
［Ｊ］．河南中医，２０２３，４３（１２）：１９２５－１９３０．

［２５］　徐枝芳，公一囡，窦报敏，等．针灸改善慢性炎性反应的效应
规律及机制研究现状与展望［Ｊ］．针刺研究，２０２３，４８（２）：
１１１－１１７．

［２６］　金观源．抗炎针灸的理念及其临床应用前景［Ｊ］．中华中医药
学刊，２０２４，４２（８）：１６－２４．
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黄芪对银屑病小鼠中性粒细胞维生素 Ｄ受体表达及
中性粒细胞胞外诱捕网形成的影响

李红霞１，赵泽鑫１，卢忠２，罗德苹１，陈雨佳１，管连城１，杨凡１，李福伦１，３

（１．贵州中医药大学第二临床医学院，贵州 贵阳 ５５００００；２．复旦大学附属华山医院，上海 ２０００４０；
３．上海中医药大学附属岳阳中西医结合医院，上海 ２００４３７）

　　摘要：目的 研究黄芪对银屑病小鼠中性粒细胞维生素Ｄ受体（ＶｉｔａｍｉｎＤｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＶＤＲ）表达及中性粒细胞胞外诱
捕网（Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｒａｐｓ，ＮＥＴｓ）形成的影响。方法 选取健康雄性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，选用咪喹莫特乳膏构建银屑病
小鼠模型，造模成功后按照随机数字表法分为模型组、黄芪低剂量组、黄芪中剂量组、黄芪高剂量组、维生素 Ｄ组，另设
空白对照组。苏木素－伊红（ＨＥ）染色观察小鼠皮损组织病理，酶联免疫吸附试验（Ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓ
ｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测血清中２５－羟基维生素Ｄ［２５－ＨｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎＤ３，２５（ＯＨ）Ｄ３］、髓过氧化物酶（Ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）
表达水平，实时荧光聚合酶链反应（Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅｑＰＣＲ）检测外周血中性
粒细胞ＶＤＲｍＲＮＡ表达，蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）检测外周血中性粒细胞ＶＤＲ蛋白表达，免疫荧光检测皮损
组织ＭＰＯ蛋白表达。结果 与空白对照组相比，模型组可见明显银屑病样组织病理改变；模型组血清中２５（ＯＨ）Ｄ３、外
周血中性粒细胞ＶＤＲｍＲＮＡ、ＶＤＲ蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜００５），血清中ＭＰＯ及皮损组织中ＭＰＯ蛋白表达水平显
著升高（Ｐ＜００５）。与模型组相比，各药物干预组银屑病样组织病理改善；黄芪高剂量组、维生素 Ｄ组血清中２５（ＯＨ）
Ｄ３与黄芪中剂量组、黄芪高剂量组、维生素 Ｄ组外周血中性粒细胞 ＶＤＲｍＲＮＡ、ＶＤＲ蛋白表达水平显著升高（Ｐ＜
００５），黄芪中剂量组、黄芪高剂量组、维生素Ｄ组血清中ＭＰＯ及皮损组织中 ＭＰＯ蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜００５）。
结论 黄芪可能通过调控ＶＤＲ，抑制ＮＥＴｓ的形成，从而改善银屑病小鼠炎症状态及角质细胞增生。
　　关键词：银屑病；黄芪；维生素Ｄ；中性粒细胞胞外诱捕网

中图分类号：Ｒ２８５．５　　　　　　文献标志码：Ａ　　　　　　文章编号：１６７３７７１７（２０２６）０８００４８０７

基金项目：国家自然科学基金项目（８２１６０８３３）；贵州中医药大学学术新苗项目（贵科合学术新苗〔２０２３〕－４０号）；贵州中医药大学研究生教育创
新计划项目（ＹＣＸＫＹＢ２０２３０２５）

作者简介：李红霞（１９９５－），女，贵州贵阳人，主治医师，硕士，研究方向：中西医结合皮肤疾病诊治。
通讯作者：李福伦（１９７８－），男，重庆人，教授，博士研究生导师，博士，研究方向：中西医结合皮肤炎症性疾病的临床与转化。Ｅｍａｉｌ：ｄｒｌｉｆｕｌｕｎ＠

１６３．ｃｏｍ。
杨凡（１９７９－），女，贵州六盘水人，教授，硕士研究生导师，博士，研究方向：中西医结合皮肤疾病诊治。Ｅｍａｉｌ：３０６９８１１７２＠ｑｑ．ｃｏｍ。
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ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＨｕａｎｇｑｉ（ＡｓｔｒａｇａｌｉＲａｄｉｘ）ｏｎＶＤＲＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄＮＥＴｓ
ＦｏｒｍａｔｉｏｎｉｎＮｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓｏｆＰｓｏｒｉａｔｉｃＭｉｃｅ
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（１．ＴｈｅＳｅｃｏｎｄＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＧｕｉｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｇｕｉｙａｎｇ５５００００，Ｇｕｉｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ；
２．ＨｕａｓｈａｎＨｏｓｐｉｔａｌＡｆｆｉｌｉａｔｅｄｔｏＦｕｄａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２０００４０，Ｃｈｉｎａ；
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ｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，Ｈｕａｎｇｑｉ（ＡｓｔｒａｇａｌｉＲａｄｉｘ）ｌｏｗ－ｄｏｓｅ，ｍｅｄｉｕｍ－ｄｏｓｅａｎｄｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓａｎｄｖｉｔａｍｉｎＤｇｒｏｕｐ
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ｔｈｏｌｏｇｙｏｆｍｏｕｓｅｓｋｉｎｌｅｓｉｏｎｓ．Ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ（ＥＬＩＳＡ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ２５
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ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｏｂｖｉｏｕｓｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｐｓｏｒｉａｓｉｓ－ｌｉｋｅｔｉｓｓｕｅｓ．Ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆ２５（ＯＨ）Ｄ３ｉｎｓｅｒｕｍ，ＶＤＲｍＲＮＡａｎｄ
ＶＤＲｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５），ａｎｄｔｈｅｌｅｖ
ｅｌｓｏｆＭＰＯｉｎｓｅｒｕｍａｎｄＭＰＯｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｓｋｉｎｌｅｓｉｏｎｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｏｆ
ｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｐｓｏｒｉａｓｉｓ－ｌｉｋｅｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙｏｆｅａｃｈｄｒｕｇｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗａｓｉｍｐｒｏｖｅｄ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ２５
（ＯＨ）Ｄ３ｉｎｓｅｒｕｍｏｆＨｕａｎｇｑｉ（ＡｓｔｒａｇａｌｉＲａｄｉｘ）ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐａｎｄＶｉｔａｍｉｎＤｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＶＤＲｍＲＮＡ
ａｎｄＶＤＲｐｒｏｔｅｉｎｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓｏｆＨｕａｎｇｑｉ（ＡｓｔｒａｇａｌｉＲａｄｉｘ）ｍｅｄｉｕｍ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，Ｈｕａｎｇｑｉ（ＡｓｔｒａｇａｌｉＲａｄｉｘ）
ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐａｎｄＶｉｔａｍｉｎＤｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭＰＯｉｎｓｅｒｕｍａｎｄ
ＭＰＯｐｒｏｔｅｉｎｉｎｓｋｉｎｌｅｓｉｏｎｓｏｆＨｕａｎｇｑｉ（ＡｓｔｒａｇａｌｉＲａｄｉｘ）ｍｅｄｉｕｍ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，Ｈｕａｎｇｑｉ（ＡｓｔｒａｇａｌｉＲａｄｉｘ）ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ
ａｎｄＶｉｔａｍｉｎＤｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５）．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＨｕａｎｇｑｉ（ＡｓｔｒａｇａｌｉＲａｄｉｘ）ｍａｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｏｆＮＥＴｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＶＤＲ，ｔｈｅｒｅｂｙｉｍｐｒｏｖｉｎｇｔｈｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｓｔａｔｅａｎｄｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｐｓｏｒｉａｓｉｓｍｉｃｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｐｓｏｒｉａｓｉｓ；Ｈｕａｎｇｑｉ（ＡｓｔｒａｇａｌｉＲａｄｉｘ）；ＶｉｔａｍｉｎＤ；ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｒａｐｓ

　　银屑病（ｐｓｏｒｉａｓｉｓ，ＰｓＯ）是一种自身免疫性皮肤病，临床特
征性表现为浸润性红斑，表面附着银白色鳞屑，患者常有持续

的皮肤瘙痒［１］，受环境、遗传、免疫等多因素相互影响［２］。常

合并代谢综合征，包括高血糖、高血压、高血脂、肥胖［３］。银屑

病是皮肤科中的常见病，全球患病率达１１．４３％［４］，皮损易泛

发全身，导致皮肤遭受损容性改变，使患者生活质量、身心健康

严重受影响［５］。由于银屑病的发病机制复杂，难以根治，积极

探索银屑病的相关发病机制，寻找新的治疗靶点，研发安全有

效的临床治疗药物意义重大。

目前认为银屑病的发病主要与角质形成细胞、免疫炎症细

胞交互对话形成复杂的炎症环路影响有关［６］。其中，中性粒

细胞胞外诱捕网（Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｒａｐｓ，ＮＥＴｓ）与银屑病
之间的关系备受关注，有望成为潜在的治疗新靶点。维生素Ｄ
能够通过结合表达于角质形成细胞的ＶＤＲ影响皮损局部炎症
情况与细胞增殖、分化功能，其相关衍生物是银屑病的一线治

疗药物之一。研究表明，维生素Ｄ对中性粒细胞ＮＥＴｓ形成存
在调控［７］。黄芪具有益气固表、扶正祛邪等作用，临床治疗银

屑病收效良好，显著调节患者的免疫功能紊乱。前期研究表

明，黄芪能够通过调节维生素 Ｄ系统改善银屑病小鼠皮损病
理及炎症［８］。故此，本研究通过观察黄芪对银屑病小鼠模型

中性粒细胞维生素 Ｄ受体（ＶｉｔａｍｉｎＤＲｅｃｅｐｔｏｒ，ＶＤＲ）及 ＮＥＴｓ
形成的影响，以期探究黄芪干预银屑病的作用机制。

１　实验资料
１．１　实验动物

健康雄性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，体质量１６～２２ｇ［许可证号ＳＣＸＫ
（鄂）２０２０－０００５］，外观毛发完好无损，购于斯克贝斯生物科
技股份有限公司。

１．２　实验药物
黄芪购自贵州中医药大学第二附属医院，按照《中华人民

共和国药典》（２０２０版）要求，选用经鉴定合格的黄芪饮片。黄
芪烘干后称取适量，水浸泡３０ｍｉｎ后煎煮，水煎煮２次，合并２
次药液，离心，用旋转蒸发仪浓缩药液，生药含量为１．０ｇ／ｍＬ，
过滤除菌，置于４０℃冰箱中备用。５％咪喹莫特乳膏（明欣利
迪，生产批号：４０２２０２０２），凡士林乳膏（Ｖａｓｅｌｉｎｅ，生产批号：
２０２４０９０８），维生素Ｄ（Ｓｉｇｍａ，生产批号：Ｄ１５３０）。
１．３　主要实验试剂

苏木素染液（旗赛生物，批号ＢＴ－Ｐ１０７），伊红染液（旗赛
生物，批号ＢＴ－Ｐ１０９），２５－羟基维生素Ｄ［２５－Ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ
Ｄ３，２５（ＯＨ）Ｄ３］酶联免疫吸附试验（Ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕ
ｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒（伊莱瑞特，批号 Ｅ－ＥＬ－

９４
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００１５ｃ），髓过氧化物酶（Ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）－ＤＮＡＥＬＩＳＡ
试剂盒（酶免，批号ＹＪ３６１０４１），ＶＤＲ抗体（武汉三鹰生物技术
有限公司，批号６７１９２－１－Ｉｇ），ＭＰＯ－ＤＮＡ抗体（酶免，批号
２２２２５－１－ＡＰ）。
１．４　主要实验器材

实时荧光定量 ＰＣＲ仪（型号 ＶｉｉＡ－７，ＡＢＩ），微量分光光
度计（型号 ＮＤ－１００，杭州米欧），Ａｑｕａｐｒｏ超级纯水仪（型号
ＡＪＹ－０５０１，艾科浦），水平电泳仪（型号 ＯＹＹ－６Ｃ，北京久一
仪器），荧光显微镜（型号 ＢＸ５３，奥林巴斯），全自动酶标仪
（Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，ＭｕｌｔｉｓｋａｎＭＫ３）。
２　方法
２．１　造模与分组

取ＳＰＦ级、健康雄性 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，外观毛发完好无损。
适应性饲养１周，随机分为空白对照组和造模组。将小鼠背部
２ｃｍ×２ｃｍ中央区域的皮毛刮去。造模组５％咪喹莫特乳膏
均匀涂抹于脱毛部位，对照组凡士林乳膏均匀涂抹１次／ｄ，连
续２周。造模成功后予以药物灌胃，模型组生理盐水灌胃，黄
芪低剂量组（２．４ｇ／ｋｇ）、黄芪中剂量组（４．８ｇ／ｋｇ）、黄芪高剂
量组（９．６ｇ／ｋｇ）、维生素Ｄ组（骨化三醇３０ｎｇ／ｋｇ）按标示剂量
给药。

２．２　标本与取材
给予相应药物干预３０ｄ，无痛条件下取血。采集外周血，

ＴＡ－Ｋ２抗凝保存；收集血清，－８０℃低温保存。剪取２ｃｍ×２
ｃｍ区域皮肤分批４％多聚甲醛固定保存及液氮保存。

中性粒细胞提取：取抗凝血液红细胞沉降液按比例混匀；

离心后吸取中性粒细胞层；反复离心、裂解，直至红细胞裂解完

全；留细胞沉淀备用。

２．３　观察指标
２．３．１　皮损组织病理观察　取各组经４％多聚甲醛固定的皮
损组织制成组织病理切块。常规苏木素 －伊红（ＨＥ）染色后，
通过显微镜采集图片观察皮损组织形态变化。

２．３．２　ＥＬＩＳＡ检测小鼠血清２５（ＯＨ）Ｄ３、ＭＰＯ－ＤＮＡ水平　
将各组小鼠腹腔注射１％戊巴比妥钠（５０ｍｇ／ｋｇ）麻醉，经腹主
动脉取血，室温静置于分离胶促凝管中３０ｍｉｎ后，３０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ（４℃），分离收集血清，置于 －８０℃冰箱备用，采
用ＥＬＩＳＡ法测定血清２５（ＯＨ）Ｄ３、ＭＰＯ－ＤＮＡ水平。
２．３．３　实时荧光聚合酶链反应（Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙ
ｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅｑＰＣＲ）检测 ＶＤＲ　按照小鼠
外周中性粒细胞分离试剂盒的说明书提取并分离中性粒细胞，

置冰箱备用。严格遵照操作说明提取总 ＲＮＡ，通过超微量光
谱仪进行ＲＮＡ纯度检测，得到 Ｄ２８０／Ｄ２６０于１．８０～２．００，将
总ＲＮＡ放于－８０℃冰箱内保存以备用。遵照ｃＤＮＡ合成试剂
盒设置的反应体系合成ｃＤＮＡ。在ｃＤＮＡ模版的基础上加入引
物进行扩增。引物序列见表１。每个样品设置３个复孔，绘制
熔解曲线，以２－△△Ｃｔ进行分析样本的相对定量值。

表１　引物序列

基因 引物 序列（５＇－３＇） ｑＰＣＲ产物

ＭｕｓＶＤＲ Ｆｏｒｗａｒｄ ＧＡＣＣＧＣＣＴＡＴＣＣＡＡＣＡＣＡＣＴ ２０９ｂｐ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＡＴＣＴＣＡＴＴＧＣＣＧＡＡＣＡＣＣＴＣ

ＭｕｓＧＡＰＤＨ Ｆｏｒｗａｒｄ ＡＴＧＧＧＴＧＴＧＡＡＣＣＡＣＧＡＧＡ ２２９ｂｐ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣＴＧＧＧＣＡ

２．３．４　蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）检测 ＶＤＲ　将各
组小鼠分离提取后的中性粒细胞提取液，置冰箱－２０℃备用。
依照ＢＣＡ试剂盒标准蛋白浓度和相应 ＯＤ值，计算样本蛋白
浓度。配置电泳胶、上样、电泳、转膜，分别加入一抗（１∶１０００）
和二抗（１∶５０００），３７℃摇床孵育２ｈ，ＴＢＳＴ充分洗膜。最后加
ＥＣＬ发光，凝胶成像仪曝光成像，拍照并分析条带灰度。
２．３．５　免疫荧光检测ＭＰＯ蛋白　皮肤标本石蜡切片经脱蜡、
水化、洗涤，微波修复抗原，组化笔画圈后加入自发荧光淬灭

剂，以５％ＢＳＡ常温封闭，加入 ＭＰＯ（１∶２００）抗体，ＰＢＳ洗涤，
二抗常温孵育，ＤＡＰＩ复染细胞核，经洗涤、封片等步骤，于荧光
显微镜下观察并采集图像，通过 ＩｍａｇｅＪ软件计算面积占比进
行分析。

２．４　统计学方法
采用ＳＰＳＳ２６．０进行统计学分析，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，

多组独立样本根据资料特征选用单因素方差分析。当实验数

据不符合正态性、方差齐性时，采用秩和检验并进行组间两两

比较。Ｐ＜００５为差异具有统计学意义。
３　结果
３．１　对小鼠皮损组织病理的影响

结果显示：空白对照组小鼠背部皮肤结构未见异常；与空

白对照组比较，模型组表皮可见 Ｍｕｎｒｏ微脓肿，角化过度伴角
化不全，棘层增厚，真皮层可见炎性细胞浸润，毛细血管扩张明

显；与模型组比较，各药物干预组角化过度伴角化不全、毛细血

管扩张均有不同程度改善，棘层变薄。见插页Ⅻ图１。
３．２　对小鼠血清２５（ＯＨ）Ｄ３、ＭＰＯ水平的影响

结果显示：与空白对照组比较，模型组２５（ＯＨ）Ｄ３水平显
著降低（Ｐ＜００５），ＭＰＯ水平显著升高（Ｐ＜００５）；与模型组
比较，黄芪高剂量组和维生素 Ｄ组２５（ＯＨ）Ｄ３水平显著升高
（Ｐ＜００５），黄芪中剂量组、黄芪高剂量组、维生素 Ｄ组 ＭＰＯ
水平显著降低（Ｐ＜００５），见图２、图３。

　　注：数据符合方差齐性，采用单因素方
差分析；与模型组比较，Ｐ＜００５。
图２　各组小鼠血清２５（ＯＨ）Ｄ３水平

３．３　对小鼠外周血中性粒细胞ＶＤＲｍＲＮＡ表达的影响
结果显示：与空白对照组比较，模型组ＶＤＲｍＲＮＡ表达水

平显著降低（Ｐ＜００５）；与模型组比较，黄芪中剂量组、黄芪高
剂量组、维生素 Ｄ组 ＶＤＲｍＲＮＡ表达水平显著升高（Ｐ＜
００５），见图４。
３．４　对小鼠外周血中性粒细胞ＶＤＲ蛋白表达的影响

结果显示：与空白对照组比较，模型组ＶＤＲ蛋白表达水平
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　　注：数据符合方差齐性，采用单因素方
差分析；与模型组比较，Ｐ＜００５。
图３　各组小鼠血清ＭＰＯ蛋白水平

　　注：数据符合方差齐性，采用单因素方差分
析；与模型组比较，Ｐ＜００５。
图４　各组小鼠外周血中性粒细胞ＶＤＲｍＲＮＡ表达

显著降低（Ｐ＜００５）；与模型组比较，黄芪中剂量组、黄芪高剂
量组、维生素Ｄ组ＶＤＲ蛋白表达水平显著升高（Ｐ＜００５），见
图５、图６。

　　注：Ａ：空白对照组 Ｂ：模型组 Ｃ：黄芪低剂量组 Ｄ：
黄芪中剂量组 Ｅ：黄芪高剂量组 Ｆ：维生素Ｄ组。
图５　各组小鼠外周血中性粒细胞ＶＤＲ蛋白表达

３．５　对小鼠皮损ＭＰＯ蛋白表达的影响
结果显示：与空白对照组比较，模型组ＭＰＯ蛋白表达水平

显著升高（Ｐ＜００５）；与模型组比较，黄芪中剂量组、黄芪高剂
量组、维生素 Ｄ组 ＭＰＯ蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜００５）。
见插页ⅩⅢ图７、图８。
４　讨论

中医学认为正气亏虚是银屑病发病的根源。“正气存内，

邪不可干”，《黄帝内经》着重强调了正气不足是疾病发生发展

的根源。同样《诸病源候论》中也有该观点的提出，曰：“此谓

　　注：数据符合方差齐性，采用单因素方差
分析；与模型组比较，Ｐ＜００５。
图６　各组小鼠外周血中性粒细胞ＶＤＲ蛋白表达

　　注：数据符合方差齐性，采用单因素方
差分析；与模型组比较，Ｐ＜００５。
图８　各组小鼠皮损ＭＰＯ蛋白表达

阴阳二气偏虚，则受于毒”。有中医学者从患者体质论述与银

屑病发病的关系，其中尤以气虚、血虚、阴虚体质为主要体质类

型，同时也是导致银屑病发病率高的原因［９］。中药黄芪为补

气之长，具有扶正祛邪之效，兼具补脾益肺、益卫固表，符合临

床上治疗银屑病益气扶正的用药规律［１０］。现代药理学发现，

黄芪用于银屑病疗效较好，能明显改善皮损处炎症反应、局部

血液循环障碍及氧化应激反应，疗效显著［１１］。既往本团队研

究及相关文献报道黄芪能够显著改善炎症微环境，通过抑制血

管扩张及角质细胞异常增生等多种途径改善银屑病小鼠皮

损［１２－１３］。本研究也表明黄芪可改善银屑病小鼠皮损处炎症反

应，对角质形成细胞异常增殖抑制作用明显。

在银屑病患者中，维生素Ｄ缺乏的情况普遍存在［１４］，在人

体内维生素Ｄ发挥免疫反应的形式主要是胆钙化醇（Ｖｉｔａｍｉｎ
Ｄ３，ＶＤ３），维生素Ｄ的特异性受体（ＶＤＲ）在全身广泛表达，角
质形成细胞的ＶＤＲ通过与维生素Ｄ结合后可影响皮损局部炎
症反应与角质形成细胞的增殖和分化功能［１５］。维生素Ｄ缺乏
与银屑病发生发展之间存在相关性，其机制与加重免疫失衡及

皮肤炎症反应，促进角质形成细胞增殖和破坏皮肤屏障功能有

关［１６］。本次实验研究结果显示，模型组小鼠血清中２５（ＯＨ）
Ｄ３水平及ＶＤＲ蛋白表达显著降低；黄芪干预后，显著上调小
鼠血清中２５（ＯＨ）Ｄ３水平及中性粒细胞 ＶＤＲ蛋白表达，表明
黄芪可能通过调控ＶＤＲ达到治疗银屑病的作用。

中性粒细胞中具有维生素 Ｄ受体、维生素 Ｄ代谢相关酶

１５
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的表达［１７］，活性形式的维生素 Ｄ已被证明可抑制 ＮＥＴｓ的形
成［１８］。中性粒细胞中ＮＯＸ２活化后可激活颗粒蛋白酶并产生
ＮＥＴｓ［１９］；ＭＰＯ作为ＮＥＴｓ的标志物之一，使用其相关抑制剂可
阻断ＮＥＴｓ的形成［２０］。且实验研究证明，维生素 Ｄ可通过下
调中性粒细胞中吞噬细胞氧化酶（ＮＡＤＰＨｏｘｉｄａｓｅ２，ＮＯＸ２）表
达并阻断核因子κＢ通路（Ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａ－ｌｉｇｈｔ－ｃｈａｉｎ－
ｅｎｈａｎｃｅｒｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄＢｃｅｌｌｓｐａｔｈｗａｙ，ＮＦ－κＢ），降低 ＭＰＯ的活
性，影响钙离子浓度等多种途径干预 ＮＥＴｓ的形成。研究发
现，黄芪与维生素 Ｄ系统紧密联系。黄芪多糖通过调节维生
素Ｄ系统激活与灭活的关键酶２５－羟基维生素Ｄ３－２４－羟化
酶（２５－ＨｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎＤ３－２４－Ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＣＹＰ２４Ａ１）、２５－
羟基维生素Ｄ３－１α－羟化酶（２５－ＨｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎＤ３－１α－
Ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＣＹＰ２７Ｂ１）表达［２１］。

近来发现，固有／适应性免疫细胞与活化的角质形成细胞
之间相互作用是导致银屑病发生的重要因素［６］。在固有免疫

细胞中，中性粒细胞的含量是最多的，是免疫防御的重要防

线［２２］，其在血管中被趋化后浸润于真皮中，并进一步迁移到表

皮形成 Ｍｕｎｒｏ或 Ｋｏｇｏｊ微脓疡，形成典型的银屑病病理表
现［２３］。中性粒细胞受代谢产物、炎症因子等刺激后转变为“中

性粒细胞胞外诱捕网（ＮＥＴｓ）”。有研究发现，银屑病患者血清
中ＮＥＴｓ的含量明显高于正常人群，银屑病皮损 ＮＥＴｓ表达明
显升高，且升高水平与疾病严重程度正相关［２４］。在银屑病患

者经过治疗病情得到缓解后，ＮＥＴｓ亦随之降低［２５］。本实验研

究结果显示，模型组小鼠血清ＭＰＯ水平及皮损中ＭＰＯ蛋白表
达显著升高；黄芪干预后，显著下调血清ＭＰＯ水平及皮损中的
蛋白表达，这表明黄芪对抑制ＮＥＴｓ的形成具有显著作用［２６］。

综上，推测黄芪可能通过调控ＶＤＲ，抑制ＮＥＴｓ的形成，从
而改善银屑病小鼠炎症状态及角质细胞增生。关于黄芪是否

通过其他途径干预银屑病，我们将在接下来的实验研究中进一

步探索。
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ａｎｄｐｏｔｅｎｔｉａｌｐｏｉｎｔｓｏｆｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＰｈａｒｍａ
ｃｏｌ，２０２０，１１：１１６９．

［２１］　杨凡，管连城，柴艺汇，等．黄芪多糖对ＬＰＳ诱导Ｈ２９５Ｒ细胞
损伤的维生素Ｄ系统关键酶表达及皮质酮分泌的影响［Ｊ］．时
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［２２］　ＬＩＥＷＰＸ，ＫＵＢＥＳＰ．Ｔｈｅｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ’ｓｒｏｌｅｄｕｒｉｎｇｈｅａｌｔｈａｎｄｄｉｓ
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［２３］　ＢＯＥＨＮＣＫＥＷ Ｈ，ＳＣＨ?ＮＭＰ．Ｐｓｏｒｉａｓｉｓ［Ｊ］．Ｌａｎｃｅｔ，２０１５，
３８６（９９９７）：９８３－９９４．

［２４］　屈小燕，陈盼，倪文琼，等．对银屑病患者外周血中性粒细胞
胞外诱捕网形成的观察［Ｊ］．中国免疫学杂志，２０２４，４０（３）：
５９９－６０３，６０９．

［２５］　ＨＯＦＦＭＡＮＮＪＨＯ，ＳＣＨＡＥＫＥＬＫ，ＨＡＲＴＬＤ，ｅｔａｌ．Ｄｉｍｅｔｈｙｌ
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Ⅻ

黄芪对银屑病小鼠中性粒细胞维生素Ｄ受体表达及
中性粒细胞胞外诱捕网形成的影响

（正文见４８－５２页）

图１　各组小鼠皮损组织病理图（ＨＥ染色，×１００）
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ⅩⅢ

图７　各组小鼠皮损ＭＰＯ蛋白表达的影响（免疫荧光，×２００）
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