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摘要　目的：探讨寻常型银屑病血热、血瘀、血燥证形成与皮肤组织中 ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ３信号通路的关系。方法：选取２０１３年
１０月至２０１４年１０月东直门医院皮肤科门诊和病房收治的寻常型银屑病患者１８例（严格中医辨证分为血热证、血瘀证、
血燥证三型），正常人受试者６例，记录患者一般情况，用ＲＴＰＣＲ法检测各组受试者皮肤组织中ＩＬ２２Ｒ１、ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ３、Ｃ
ｍｙｃ、ＶＥＧＦ的ｍＲＮＡ表达差异。结果：检测２４例受试者皮肤组织，ＩＬ２２Ｒ１、ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ３、Ｃｍｙｃ的 ｍＲＮＡ表达相互间均
呈正相关，差异有统计学意义（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）；血热证患者皮损中，ＩＬ２２Ｒ１、ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ３、Ｃｍｙｃ的 ｍＲＮＡ表达均
明显高于正常人，差异有统计学意义（Ｐ＜００１），血燥证ＩＬ２２Ｒ１、ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ３的 ｍＲＮＡ表达高于正常人，差异有统计学
意义（Ｐ＜００５）。结论：ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ３信号通路的异常活跃，可能是银屑病血热证临床表现形成的重要因素；且ＪＡＫ／ＳＴＡＴ
信号通路活化差异可能与血热证向血瘀、血燥证转变的过程相关。
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　　银屑病是临床常见的慢性炎性反应性皮肤病，
固有免疫系统中各种炎性反应因子和粘附分子刺激

导致 Ｔ细胞发生活化和分化，进而介导角质形成细
胞（Ｋｅｒａｔｏｃｙｔｅ，ＫＣ）异常增殖凋亡是本病重要的病理
学改变［１］。在这一病理过程中Ｊａｎｕｓ激酶（ＪａｎｕｓＫｉ
ｎａｓｅ，ＪＡＫ）／信号转导和转录激活因子（ＳｉｇｎａｌＴｒａｎｓ
ｄｕｃｅｒａｎｄＡｃｔｉｖａｔｏｒｏｆＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＳＴＡＴ）通路发挥
重要作用［２］。ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ３信号通路是 ＫＣ内信息
传递的一条通道［３］，ＩＬ２２通过与 ＫＣ表面的特异性
受体ＩＬ２２Ｒ１结合，活化ＫＣ内的ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ３信号
传导通路，进而诱导其下游的细胞周期调控因子原

癌基因（Ｃｍｙｃ）表达，从而改变ＫＣ增殖、凋亡周期，
形成银屑病表皮增殖凋亡异常的病理改变［４］。本研

究拟采用ＲＴＰＣＲ技术检测寻常型银屑病患者皮损
中通路特异性受体 ＩＬ２２Ｒ１，通路关键因子 ＪＡＫ１、
ＳＴＡＴ３，以及通路下游细胞周期调控基因 Ｃｍｙｃ的
ｍＲＮＡ表达，以探究 ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ３信号通路介导的
ＫＣ异常增殖，在寻常型银屑病血热、血瘀、血燥３大
基本中医证型形成中发挥的作用。

１　材料与方法
１１　材料　本研究经北京中医药大学伦理委员会
批准，患者均签署知情同意书。寻常型银屑病患者
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皮损组织包括：血热证、血瘀证、血燥证各６例，均为
２０１３年１０月至２０１４年１０月东直门医院皮肤科门
诊和病房收治患者。正常对照组健康人皮肤组织６
例取自东直门医院手术室捐献者健康皮肤。所有受

试者近２周内未接受外用药治疗，且无心、脑血管，
肝、肾及造血系统等严重原发性疾病。所有皮肤组

织样本收集后立即放入液氮，冻存备用。

１２　试剂　Ｔｒｉｚｏｌ购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＲＮＡ提
取试剂盒（批号：ＣＷ０５８１），反转录 ｃＤＮＡ合成试剂
盒（批号：ＣＷ０７４４），ＰＣＲ扩增试剂盒 （批号：
ＣＷ０７１６Ａ）均购自北京康为世纪公司。
１３　方法
１３１　引物合成　内参基因 βａｃｔｉｎ以及 ＩＬ２２Ｒ１、
ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ３、Ｃｍｙｃ的引物由上海生工公司合成，
引物序列如下：βａｃｔｉｎ上游引物 ５′ＴＧＡＣＧＴＧＧＡ
ＣＡＴＣＣＧＣＡＡＡＧ３′，下游引物 ５′ＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡ
ＣＡＧＣＧＡＧＧ３′；ＩＬ２２Ｒ１上游引物５′ＴＴＴＣＡＧＣＴＴＴ
ＧＣＴＣＴＧＧＴＣＡ３′，下游引物 ５′ＧＧＴＧＧＣＴＴＧＡＧＧＧ
ＴＡＧＴＧＴＧ３′；ＪＡＫ１上游引物 ５′ＡＧＴＧＣＣＣＴＧＡＧＣ
ＴＡＣＴＴＧＧＡ３′，下游引物５′ＡＧＧＴＣＡＧＣＣＡＧＣＴＣＣＴ
ＴＡＣＡ３′；ＳＴＡＴ３上游引物 ５′ＧＧＡＧＧＡＧＧＣＡＴＴＣＧ
ＧＡＡＧ３′，下游引物 ５′ＡＴＣＴＧＴＧＴＧＡＣＡＣＣＡＡＣＧＡ
３′；Ｃｍｙｃ上游引物 ５′ＣＧＴＣＣＴＣＧＧＡＴＴＣＴＣＴＧＣＴＣ
３′，下游引物５′ＧＣＴＧＧＴＧＣＡＴＴＴＴＣＧＧＴＴＧＴ３′。
１３２　样本ＲＮＡ提取及浓度纯度测定　加入１ｍＬ
Ｔｒｉｚｏｌ，在液氮下研磨５０ｍｇ皮肤组织样本，提取步骤
按试剂说明书进行，提取物即总 ＲＮＡ稀释５０倍测
定其纯度为ＯＤ２６０／ＯＤ２８０的比值（１８～２０），测定总
ＲＮＡ浓度为２×ＯＤ２６０。然后以 ２μＬｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ
加入８μＬ提取物中，进行琼脂糖凝胶进行电泳，以
检测样本是否降解。

１３３　ｃＤＮＡ合成　将无 ＲＮＡ酶水１１μＬ、模板２
μＬ，ｏｌｉｇｏｄＴ２μＬ加入反应管中，掌上离心机离心后
在６５℃下孵育５ｍｉｎ，在４℃下１０ｍｉｎ。在向上述
反应管中加入５×ＲＴｍｉｘ４μＬ、ＥｎｚｙｍｅＭｉｘ１μＬ，掌
上离心机离心后在３７℃下孵育４０ｍｉｎ，７０℃保温
１０ｍｉｎ。然后在－２０℃中长期保存备用。
１３４　ＰＣＲ反应　在反应管中加入１０μＬ２×ＰＣＲ
Ｍｉｘｔｕｒｅ、１０μＭ上下游引物各 １μＬ、ｃＤＮＡ模板 ２
μＬ、无ＲＮＡ酶水６μＬ，配成２０μＬ反应体系。上机
后设置ＰＣＲ扩增条件为预变性９５℃１０ｍｉｎ，（９５℃
１５ｓ，５９℃ ６０ｓ）×３０个循环。取扩增产物进行琼
脂糖凝胶电泳，观察结果并拍照。

１３５　图像分析和数据处理　用ＧｅｌＰｒｏ３２图像分

析系统对 βａｃｔｉｎ、ＩＬ２２Ｒ１、ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ３、Ｃｍｙｃ的
扩增产物进行灰度值分析，计算 ＩＬ２２Ｒ１／βａｃｔｉｎ、
ＪＡＫ１／βａｃｔｉｎ、ＳＴＡＴ３／βａｃｔｉｎ、Ｃｍｙｃ／βａｃｔｉｎ的比
值，以此代表 ＩＬ２２Ｒ１、ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ３、Ｃｍｙｃ的 ｍＲ
ＮＡ相对水平。
１４　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２００进行统计学分
析，计数资料进行卡方检验，计量资料数据以平均值

±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，单因素方差分析采用 Ｏｎｅ
ＷａｙＡＮＯＶＡ检验。同时进行数据相关性分析，正态
分布数据运用 Ｐｅａｒｓｏｎ相关，非正态分布数据运用
Ｓｐｅａｒｍａｎ相关。

图１　各组指标ＲＴＰＣＲ结果
　　注：ＭＤＮＡ分子量标准；１正常人组；２血热证组；３
血瘀证组；４血燥证组。

２　结果
２１　受试者一般情况　入组银屑病患者中男１３例
（占７２２％），女５例（占２７８％），正常人组男３例
（占５０％），女３例（占５０％），性别分布差异无统计
学意义（Ｐ＞００５）。入组银屑病患者最大年龄 ６５
岁，最小３０岁；正常人年龄最大４９岁，最小３３岁。
其中，血热证组平均年龄（４８５０±８５５）岁，血瘀证
组平均年龄（４８６７±１０７３）岁，血燥证组平均年龄
（５２００±１２３６）岁，正常人组平均年龄（４４５０±
８８７）岁，各组年龄分布差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。入组银屑病患者病程，血热证组平均值为
（１２６７±８０２）年，血瘀证组平均值为（１０６７±
７７４）年，血燥证组平均值为（１６３３±１１５７）年，各
组间病程长短差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。入组
银屑病患者ＰＡＳＩ评分，血热证组平均值为（１２３０±
８９６），血瘀证组平均值为（１１２６±５０９），血燥证组
平均值为（１３２３±９７９），各组间 ＰＡＳＩ评分差异无
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统计学意义（Ｐ＞００５）。受试者一般情况均差异无
统计学意义，组间存在可比性。

２２　ＰＣＲ产物鉴定　对 ＰＣＲ扩增产物进行琼脂糖
凝胶电泳，以 ＤＮＡ标记 Ｍａｒｋｅｒ作为参照，ＩＬ２２Ｒ１
的ｍＲＮＡ扩增片断大小为 １９４ｂｐ，ＪＡＫ１为 ３７１ｂｐ，
ＳＴＡＴ３为１７４ｂｐ，Ｃｍｙｃ为３８０ｂｐ，βａｃｔｉｎ为２０５ｂｐ，
与设计相符。见图１。
２３　ＩＬ２２Ｒ１、ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ３、Ｃｍｙｃ的 ｍＲＮＡ表达
相关性分析　全体受试者 ＩＬ２２Ｒ１与通路因子
ＪＡＫ１（ｒ＝０４２，Ｐ＜００５）、ＳＴＡＴ３（ｒ＝０５９，Ｐ＜
００１）呈正相关，与通路下游因子 Ｃｍｙｃ（ｒ＝０６０，Ｐ
＜００１）呈正相关。ＪＡＫ１与通路因子 ＳＴＡＴ３（ｒ＝
０４８，Ｐ＜００５）呈正相关。ＳＴＡＴ３与通路下游因子
Ｃｍｙｃ（ｒ＝０５６，Ｐ＜００１）呈正相关。
２４　ＲＴＰＣＲ检测结果　通路特异性受体 ＩＬ２２Ｒ１
的ｍＲＮＡ表达，血热证、血燥证均明显高于正常人，
差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；血瘀证与正常人差
异无统计学意义（Ｐ＞００５）；３证型之间比较，血热
证明显高于血瘀证，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；
血燥证高于血瘀证，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；
通路因子 ＪＡＫ１的 ｍＲＮＡ表达，血热证明显高于正
常人，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；血燥证高于正
常人，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；血瘀证与正常
人，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；３证型之间，差异
无统计学意义（Ｐ＞００５）。通路因子 ＳＴＡＴ３的 ｍＲ
ＮＡ表达，血热证、血燥证均明显高于正常人，差异有
统计学意义（Ｐ＜００１）；血瘀证高于正常人，差异有
统计学意义（Ｐ＜００５）；３证型之间比较，血热证高
于血瘀证，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。通路下
游因子Ｃｍｙｃ的ｍＲＮＡ表达，血热证明显高于正常
人，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；血瘀证、血燥证
与正常人差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；３证型之间
比较，血热证明显高于血瘀证，差异有统计学意义

（Ｐ＜００１）。见表１。
３　讨论

ＪＡＫ／ＳＴＡＴ是由膜至核的信号通路，激活本通
路关键因子ＳＴＡＴ３影响细胞的生长增殖［５］。ＳＴＡＴ３

的活化是通过 ＳＡＴＡ３分子酪氨酸残基的磷酸化而
实现的，磷酸化的 ＳＴＡＴ３形成二聚体进入细胞核
内，通过信号识别与下游靶基因启动子的特异性位

点结合，调节相应基因的表达［６］。ＩＬ２２Ｒ１是 ＩＬ２２
特异性结合位点，在皮肤中主要表达于 ＫＣ［７８］。ＩＬ
２２能通过活化银屑病患者ＫＣ中的ＳＴＡＴ３信号传导
通路，诱导其下游的细胞周期调控因子Ｃｍｙｃ表达。
Ｃｍｙｃ是非常重要的细胞生长周期调控因子，能参
与细胞的生长、分化过程，其表达高低对于细胞从分

裂前（Ｇ１）期进入分裂（Ｓ）期极为重要。高水平的
Ｃｍｙｃ表达使细胞大量增殖，而分化受到抑制［９］。

在银屑病患者体内，Ｃｍｙｃ表达明显增多［４］，使 ＫＣ
大量增殖、分化抑制，进而出现表皮角化过度伴角化

不全的病理改变。在本研究中，我们通过检测银屑

病患者皮肤组织中 ＩＬ２２Ｒ１、ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ３、Ｃｍｙｃ的
ｍＲＮＡ表达水平的相关性发现，各因子之间均呈正
先关，证明随着配体与通路特异性受体 ＩＬ２２Ｒ１结
合，ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ３通路活化开放，下游因子 Ｃｍｙｃ的
ｍＲＮＡ表达水平也同时上调。而Ｃｍｙｃ表达增加主
要改变 ＫＣ增殖、凋于周期，使表皮增殖凋亡异常，
出现表皮角化不全的表现。

“辨血为主，从血论治”是银屑病的基本辨证思

路［１０］，历代医家通过大量临床实践，总结出血热证、

血燥证、血瘀证３大银屑病基本证型［１１］。其中，血

热证可以说是银屑病发生的核心环节，也是向血瘀、

血燥证转变的枢机［１２］。银屑病初起或复发加重时

皮疹特点为皮疹鲜红、新疹出现或原疹扩大，这些都

属于血热证的典型表现。血热证的形成是由于外感

淫邪或内伤情志或饮食不节导致的血热毒盛，热毒

壅于皮肤而发红斑、鳞屑；然热毒内盛，煎灼阴液，血

行失畅，瘀阻脉络，肌肤失养，皮损肥厚、顽固难消，

而成血瘀证；热毒蕴结日久，耗伤阴血，生风化燥，肌

肤失养，皮损干燥皲裂、反复不愈，而呈血燥证［１３］。

本研究中，我们比较了血热证、血瘀证、血燥证银屑

病患者皮损中 ＩＬ２２Ｒ１、ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ３、Ｃｍｙｃ的 ｍＲ
ＮＡ表达，结果显示ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ３信号通路相关因子
的表达呈现血热证＞血燥证＞血瘀证的特点，血瘀

表１　银屑病３大基本证型与正常人通路相关因子的ｍＲＮＡ表达水平（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

血热证 血瘀证 血燥证 正常人 Ｆ（χ２） Ｐ

ＩＬ２２Ｒ１ ０３８±００６▲▲ ０２３±００５ ０３１±００９▲ ０１７±００６ １１８３ ０００
ＪＡＫ１ ０３０±００６ ０２４±００４ ０２７±００７ ０１９±００５ ４８０ ００１
ＳＴＡＴ３ ０３５±００８▲ ０２６±００６ ０３０±００５ ０１８±００８ ６８９ ０００
Ｃｍｙｃ ０３４±０１１ ０２０±００６△△ ０２５±００７ ０１６±００９ ５００ ００１

　　注：与正常人比较，表示Ｐ＜００５，表示Ｐ＜００１；与血热证比较，△△表示Ｐ＜００１；与血瘀证比较，▲表示Ｐ＜００５，▲▲表示Ｐ＜００１。
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证表达与正常人差异无统计学意义。而我们前期研

究［１４］发现ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ３通路的启动因子ＩＬ２２在银
屑患者外周血中的水平也呈现血热证＞血燥证＞血
瘀证的趋势，这与我们皮损中通路相关因子的表达

趋势一致。由此可见，在 ＫＣ异常增殖的病理过程
中，血热证银屑病患者的 ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ３信号通路异
常活跃。而正是这种活跃的表达促使 Ｃｍｙｃ表达
增加，使ＫＣ增殖凋亡异常，形成了血热证银屑病大
量脱屑的临床表现。同时，ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ３通路活化
程度的差异，也可能与血热证向血瘀、血燥证转变的

过程相关。
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