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中药研究

紫草素对银屑病 Ｔ淋巴细胞增殖、活化的影响
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（首都医科大学附属北京中医医院／北京市中医研究所，北京，１０００１０）

摘要　目的：研究具有凉血、解毒作用的中药单体紫草素对银屑病病理状态下异常活化的Ｔ淋巴细胞功能及相关信号转
导通路的影响。方法：选取ＪｕｒｋａｔＥ６１Ｔ淋巴细胞，以佛波醇酯和离子霉素活化 ＪｕｒｋａｔＥ６１Ｔ淋巴细胞，同时将０５～２
μｇ／ｍＬ浓度的紫草素作用于细胞，采用ＣＣＫ８法检测Ｔ淋巴细胞增殖能力；流式细胞术检测细胞膜 ＣＤ６９的表达及细胞
内游离钙离子浓度（［Ｃａ２＋］ｉ）的变化；用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测Ｔ淋巴细胞释放白细胞介素２（ＩＬ２）、干扰素γ
（ＩＦＮγ）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）的水平；用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法分别观察核转录因子ｍＲＮＡ及蛋白的表
达影响。结果：不同浓度的紫草素均可明显抑制细胞增殖、ＣＤ６９表达及Ｔｈ１类细胞因子分泌；均可有效降低［Ｃａ２＋］ｉ和蛋
白激酶Ｃ（ＰＫＣ）磷酸化蛋白的水平；显著降低核转录因子ＮＦＡＴｍＲＮＡ的表达，下调ｃＪｕｎ的ｍＲＮＡ及蛋白表达并可抑制
核因子κＢ蛋白的表达。以上各项指标均有一定量效关系。结论：紫草素可以通过抑制过度活化的Ｔ淋巴细胞功能从而
发挥免疫调控作用，为紫草素治疗银屑病的作用机制及应用前景提供实验依据。

关键词　紫草素；Ｔ淋巴细胞活化；信号转导通路；银屑病；凉血解毒
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　　银屑病中医称之为“白秓”，是一种临床常见的
难治性疾病，该病属于具有一定遗传背景的自身免

疫性疾病，异常活化的 Ｔ淋巴细胞及其释放的细胞
因子是银屑病发病的核心环节。中医认为，“血分蕴

毒、热毒入血伤络”是银屑病发病的主要病机［１］，治

疗上多以凉血解毒为法，凉血活血胶囊就是在该思

想指导下由首都医科大学附属北京中医医院创制的

治疗银屑病血热证的院内制剂。前期工作证明，凉
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血活血胶囊不仅能够显著改善患者的红斑、浸润及

瘙痒等症状、降低外周血炎性反应递质水平，其全方

及拆方组分还可显著抑制体外Ｔ淋巴细胞的过度增
殖、活化，体现出明显的免疫抑制及抗炎作用。紫草

为凉血活血胶囊中的君药，具有凉血活血解毒的多

重作用。为进一步研究凉血解毒类药物对银屑病的

治疗作用机制，本研究选择紫草的主要活性成分紫

草素作为研究对象，试图观察其对活化 Ｔ淋巴细胞
增殖、活化、释放细胞因子的影响，并利用中药单体

对相关信号转导通路做初步研究。

１　材料
１１　细胞　ＪｕｒｋａｔＥ６１Ｔ淋巴细胞株：中国医学科
学院协和细胞资源中心，３７℃、５％ＣＯ２常规培养条
件下用含 １０％的胎牛血清（ＦｅｔａｌＢｏｖｉｎｅＳｅｒｕｍ，
ＦＢＳ）的ＰＲＩＭ１６４０培养基培养，连续培养３ｄ进行
传代。

１２　试剂　紫草素（ｓｈｉｋｏｎｉｎ）标准品（中国药品生
物制品鉴定所）；佛波醇酯（ｐｈｏｒｂｏｌ１２，１３ｄｉｂｕ
ｔｙｒａｔｅ，ＰＤＢ）（美国Ｓｉｇｍａ公司，货号 Ｐ８１３９）；离子霉
素（Ｉｏｎｏｍｙｃｉｎ，ＩＭ）（美国 Ｓｉｇｍａ公司，货号 Ｉ９６５７）；
ＣＣＫ８检测试剂盒（日本同仁化学研究所，货号
ＪＧ６５９）；ＣＤ６９抗体（美国 ＢＤ公司，货号 ３４１６５２）；
白细胞介素２（ＩＬ２）、干扰素γ（ＩＦＮγ）、肿瘤坏死
因子α（ＴＮＦα）ＩｎｓｔａｎｔＥＬＩＳＡ检测试剂盒（美国
Ｂｅｎｄｅｒ公司，货号分别为：ＢＭＳ２２１ＨＳ，ＢＭＳ２２８ＨＳ，
ＢＭＳ２２３ＨＳ）；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ公司，货号：２３２２７）；山羊抗兔 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、山
羊抗小鼠ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）远红外标记二抗（美国ＫＰＬ公
司，货号分别为：０７２０７１５０６，０７２０７１８０６）；ｐｃ
Ｊｕｎ（Ｓｅｒ６３）、ｐ核因子κＢｐ６５单克隆抗体（美国
ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，货号分别为：９２６１Ｐ，
３０３３）。
１３　ＰＣＲ引物　引物均由上海生工合成。见表１。
１４　仪器　超净工作台（北京东联哈尔仪器制造有
限公司），ＣＯ２培养箱（ＭＣＯ２０ＡＩＣ型 ＳＡＮＹＯ日
本），流式细胞仪（ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ，美国 ＢＤ公司），荧
光定量ＰＣＲ仪（美国ＡＢＩ７５００应用生物系统公司），
电泳仪、电转仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司），细胞破碎仪
（ＨＤ３１００型，德国Ｂａｎｄｌｉｎ公司），酶标仪（美国Ｍｕｌ

ｔｉｓｋａｎｓｐｅｅｔｒｕｍＴｈｅｒｍｏ公司），Ｏｄｙｓｓｅｙ双色红外扫描
仪（美国ＧｅｎｅＣｏｍｐａｎｙＬｉｍｉｔｅｄ）。
２　方法
２１　药品制备　紫草素先用二甲基亚砜（Ｄｉｍｅｔｈｙｌ
ｓｕｌｐｈｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）溶解，然后用乙醇进行稀释，临用
前以磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）
将溶液中 ＤＭＳＯ含量稀释至１‰以下，乙醇含量稀
释至１０％以下，如在稀释过程中出现紫草素析出，
采用超声使其完全溶解。

２２　紫草素浓度筛选　ＣＣＫ８法检测。将细胞浓
度调至１×１０５／ｍＬ接种于９６孔板中，每孔１００μＬ；
以终浓度分别为２×１０－７ｍｏｌ／Ｌ的 ＰＤＢ和５×１０－７

ｍｏｌ／Ｌ的ＩＭ刺激活化细胞，同时加入终浓度分别为
０２５μｇ／ｍＬ、０５μｇ／ｍＬ、１μｇ／ｍＬ、２μｇ／ｍＬ和 ４
μｇ／ｍＬ的紫草素置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中４８ｈ；
检测前４ｈ，每孔加入１０μＬＣＣＫ８，酶标仪４５０ｎｍ
波长处检测吸光度值。选择对正常细胞无毒性且具

有一定药效学作用的浓度范围作为后续实验的应用

剂量。

２３　紫草素对活化的 Ｔ淋巴细胞活性的影响　
ＣＣＫ８法检测。将细胞浓度调至１×１０５／ｍＬ接种于
９６孔培养板中，每孔１００μＬ；加入终浓度分别为２×
１０－７ｍｏｌ／Ｌ的 ＰＤＢ和５×１０－７ｍｏｌ／Ｌ的 ＩＭ刺激活
化细胞，同时加入由 ２２确定剂量的紫草素。３７
℃、５％ＣＯ２条件下培养４８ｈ，检测前４ｈ，每孔加入
１０μＬＣＣＫ８，酶标仪４５０ｎｍ波长处检测吸光度值。
每组设６个复孔，实验重复３次。
２４　紫草素对活化的 Ｔ淋巴细胞表达 ＣＤ６９的影
响　流式细胞术检测。将细胞浓度调至２×１０５／ｍＬ
接种于１２孔板中，每孔１５ｍＬ；加入终浓度分别为
２×１０－７ｍｏｌ／Ｌ的ＰＤＢ和５×１０－７ｍｏｌ／Ｌ的ＩＭ，同时
加入由２２确定剂量的紫草素，３７℃、５％ＣＯ２培养
２４ｈ。收集细胞并每组加入１０μＬａｎｔｉＣＤ６９ＰＥ，４
℃冰箱避光孵育 ３０～４０ｍｉｎ。流式细胞仪检测
ＣＤ６９阳性细胞表达率。每组设２个复孔，实验重复
３次。
２５　紫草素对活化的Ｔ淋巴细胞分泌白细胞介素
２（ＩＬ２）、γ干扰素（ＩＦＮγ）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦ
α）的影响　酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测。将

表１　引物序列及产物大小

基因 正向引物序列（５′３′） 反向引物序列（５′３′）

ＮＦＡＴｃ１ ５′ＣＣＡＣＣＧＡＧＣＣＣＡＣＴＡＣＧＡＧＡ ５′ＣＡＧＧＡＴＴＣＣＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡＴ
ｃＪｕｎ ５′ＣＴＣＡＧＡＣＡＧＴＧＣＣＣＧＡＧＡＴＧ ５′ＧＣＴＧＣＧＴＴＡＧＣＡＴＧＡＧＴＴＧＧ
βａｃｔｉｎ ５′ＣＴＡＧＡＡＧＣＡＴＴＴＧＣＧＧＴＧＧＡＣＧＡＴＧＧＡＧＧＧ ５′ＴＧＡＣＧＧＧＧＴＣＡＣＣＣＡＣＡＣＴＧＴＧＣＣＣＡＴＣＴＡ
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细胞浓度调至 １×１０６／ｍＬ加入 １２孔板中，每孔 １
ｍＬ；加入终浓度分别为２×１０－７ｍｏｌ／Ｌ的 ＰＤＢ和５
×１０－７ｍｏｌ／Ｌ的ＩＭ，同时加入由２２确定剂量的紫
草素，３７℃、５％ＣＯ２条件下培养至４８ｈ；离心收集
细胞上清液，严格按 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书步骤操
作。每组设２个复孔，实验重复３次。
２６　紫草素对活化的 Ｔ淋巴细胞内游离［Ｃａ２＋］ｉ
的影响　流式细胞术检测。将细胞浓度调至 ５×
１０５个／ｍＬ接种于６孔板中，每孔１５ｍＬ；加入终浓
度分别为２×１０－７ｍｏｌ／ＬＰＤＢ和５×１０－７ｍｏｌ／Ｌ的
ＩＭ，同时加入由２２确定剂量的紫草素，３７℃、５％
ＣＯ２条件下培养 １６ｈ；收集细胞并加入浓度为 ５
μｍｏｌ／Ｌ的 Ｆｌｕｏ３ＡＭ１００μＬ，３７℃避光孵育 ３０
ｍｉｎ；洗去未结合染料，流式细胞仪检测细胞内游离
Ｃａ２＋的荧光强度。每组设２个复孔，实验重复３次。
２７　紫草素对活化的 Ｔ淋巴细胞内蛋白激酶 Ｃ
（ＰＫＣ）磷酸化蛋白水平的影响　ＥＬＩＳＡ检测。将细
胞浓度调至 １×１０６／ｍＬ接种于 ６孔板中，每孔 ３
ｍＬ；加入终浓度分别为２×１０－７ｍｏｌ／Ｌ的 ＰＤＢ和５
×１０－７ｍｏｌ／Ｌ的ＩＭ刺激活化细胞，同时加入由２２
确定剂量的紫草素，３７℃、５％ＣＯ２条件下培养 ２４
ｈ，裂解细胞提取蛋白。ＥＬＩＳＡ操作步骤严格按照试
剂盒说明书进行。每组设２个复孔，实验重复３次。
２８　紫草素对核转录因子 ＮＦＡＴ和 ＡＰ１组分 ｃ
ＪｕｎｍＲＮＡ表达的影响　ｑＰＣＲ法检测。将细胞浓
度调至１×１０６个／ｍＬ接种于６孔细胞培养板中，每
孔３ｍＬ；加入终浓度分别为２×１０－７ｍｏｌ／Ｌ的 ＰＤＢ
和５×１０－７ｍｏｌ／Ｌ的 ＩＭ及确定剂量的紫草素，３７
℃、５％ＣＯ２条件下培养２４ｈ。收获细胞，提取细胞
总ｍＲＮＡ并进行逆转录，实验操作按产品说明书进
行。采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ标记，ＡＢＩ７５００型荧光定量
ＰＣＲ仪检测４０个循环，采用２－△△ＣＴ法进行目的基
因的相对定量分析。每组设２个复孔，实验重复３
次。

２９　紫草素对核转录因子 ＡＰ１组分 ｃＪｕｎ及核因
子κＢ蛋白表达的影响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法检测。
将细胞浓度调至１×１０６／ｍＬ接种于细胞培养瓶中，
每瓶 ７ｍＬ；加入终浓度分别为 ２×１０－７ｍｏｌ／Ｌ的
ＰＤＢ和５×１０－７ｍｏｌ／Ｌ的 ＩＭ，及由２２确定剂量的
紫草素，３７℃、５％ＣＯ２条件下培养２４ｈ。离心收集
细胞，裂解、提取总蛋白，ＢＣＡ法蛋白定量。将聚丙
烯酰胺凝胶中的蛋白质电泳转移到聚偏氟乙烯

（ＰＶＤＦ）膜上，分别与 ｐｃＪｕｎ（１∶５００）／ｐ核因子
κＢｐ６５（１∶２０００）／βａｃｔｉｎ（１∶２０００）一抗４℃孵育过

夜。再与羊抗兔或羊抗鼠远红外标记的二抗（１∶
１００００稀释）室温孵育１５ｈ。Ｏｄｙｓｓｅｙ双色红外扫描
仪进行条带扫描。实验重复３次。
２１０　统计学方法　采用ＳＰＳＳ２２０统计软件进行
数据分析，计量数据以（珋ｘ±ｓ）表示，采用单因素方差
分析进行组间比较。计数资料用率表示。以 Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。
３　结果
３１　紫草素对活化的 Ｔ淋巴细胞活性的影响　实
验结果显示，４μｇ／ｍＬ的紫草素将 Ｔ淋巴细胞的活
性降低至正常水平以下，与对照组比较，差异有统计

学意义（Ｐ＜００５），表现出对细胞具有杀伤毒性；２
～０５μｇ／ｍＬ的紫草素均可显著抑制经 ＰＤＢ＋ＩＭ
刺激活化的 Ｔ淋巴细胞的活性，降低细胞增殖率，
抑制率分别达到３１５１％、２６４５％和２６４５％，与模
型组比较，差异有统计学意义（均Ｐ＜００５）；而浓度
为０２５μｇ／ｍＬ的紫草素对活化的 Ｔ淋巴细胞未表
现出抑制作用，与模型组比较，差异无统计学意义

（Ｐ＞００５），显示不出药效。见表２。
因此，后续实验选择２～０５μｇ／ｍＬ作为紫草

素的应用浓度。

表２　紫草素对活化Ｔ淋巴细胞活性的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 Ａ值

对照组 １４５４±０１７２

模型组 ２１３６±０１３７△

紫草素组（μｇ／ｍＬ） ２０５１±０４９５△

０２５ １５７１±０３７０

０５０ １５１７±０４１１

１００ １４６３±０４５４

２００ １０８６±０２８７△

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５；与对照组比较，△Ｐ＜００５

表３　紫草素对Ｔ细胞活化标志ＣＤ６９表达
的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 ＣＤ６９表达率（％） 抑制率（％）

对照组 １５６０±００６

模型组 ９００８±１１９△

紫草素组（μｇ／ｍＬ）
　０５０ ５５４５±０４３△ ３８４４
　１００ ３４９７±１４３△ ６１１８
　２００ ３１３６±１２４△ ６５１７

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５；与对照组比较，△Ｐ＜００５

３２　紫草素对 Ｔ细胞活化 ＣＤ６９表达的影响　本
实验用０５～２μｇ／ｍＬ的紫草素作用于经 ＰＤＢ和
ＩＭ活化的Ｔ淋巴细胞，结果显示各浓度紫草素均可
显著降低 Ｔ淋巴细胞表面 ＣＤ６９的表达率，与模型
组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），其抑制率分
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图１　紫草素对Ｔ细胞活化标志ＣＤ６９表达的影响

图２　紫草素对活化的淋巴细胞中［Ｃａ２＋］ｉ的影响

别为３８４４％、６１１８％和６５７％，平均降幅达５５％。
其中，以２μｇ／ｍＬ的抑制作用最为明显，其次为 １
μｇ／ｍＬ，０５μｇ／ｍＬ的紫草素抑制率最低，呈现一定
的量效关系。见图１、表３。
３３　紫草素对活化 Ｔ细胞分泌 ＩＮＦγ的影响　以
０５～２μｇ／ｍＬ的紫草素作用于活化的Ｔ淋巴细胞，
均可显著降低其 ＩＮＦγ的分泌，分别为 ４１８８％、
６１５１％、６８６３％，与模型组比较，差异有统计学意
义（Ｐ＜００５），表现出一定的量效关系；其中以 ２
μｇ／ｍＬ紫草素的下调作用最为显著，但其水平仍高
于未活化细胞，与对照组比较，差异有统计学意义

（Ｐ＜００５）。见表４。
３４　紫草素对活化Ｔ细胞分泌 ＩＬ２的影响　本实
验中，０５μｇ／ｍＬ、１μｇ／ｍＬ和２μｇ／ｍＬ的紫草素均
可显著降低活化Ｔ淋巴细胞分泌ＩＬ２的能力，与模
型组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；以２μｇ／
ｍＬ的下调作用最为明显，其抑制率可达７４７４％，
有效地抑制了细胞因子的过度释放；０５μｇ／ｍＬ和
１μｇ／ｍＬ的紫草素对ＩＬ２的抑制率分别为４０８２％
和５０８３％，均不及２μｇ／ｍＬ的作用，可见药物浓度
越高抑制作用越强。见表４。
３５　紫草素对活化Ｔ细胞分泌 ＴＮＦα的影响　本
实验所用０５μｇ／ｍＬ、１μｇ／ｍＬ和２μｇ／ｍＬ的紫草
素均可显著抑制活化的 Ｔ淋巴细胞分泌 ＴＮＦα，其
抑制率分别为 １９６３％、２３５５％、４９３４％，与模型
组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），药物浓度越
高则抑制率越高。其中２μｇ／ｍＬ紫草素的抑制作
用最为明显，该组 ＴＮＦα的水平与对照组水平相

当，与对照组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５），
说明该浓度药物具有很好地抑制 ＴＮＦα分泌的功
效，可将细胞调节至活化前水平；０５μｇ／ｍＬ和 １
μｇ／ｍＬ的紫草素虽也可有效降低 Ｔ淋巴细胞分泌
ＴＮＦα的水平，但与对照组比较其水平仍过高，与对
照组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表４。
表４　紫草素对活化Ｔ细胞分泌ＴＮＦα和ＩＬ２、ＩＮＦγ

的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６，ｐｇ／ｍＬ）

组别 ＩＮＦγ ＩＬ２ ＴＮＦα

对照组 ４１７±０５６ １５２８±０８０ １７２９±０１９

模型组 ３７３９±１３５△ ８１０３±１６５△ ３５４１±０２６△

紫草素组（μｇ／ｍＬ）
　０５０ ２１７３±２６０△４７９５±１０５△ ２８４６±０４５△

　１００ １４３９±１３０△３９８４±０１２△ ２７０７±０４９△

　２００ ８７３±００６△２０４７±００３△ １７９４±１１６

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５；与对照组比较，△Ｐ＜００５

３６　紫草素对活化 Ｔ淋巴细胞内游离［Ｃａ２＋］ｉ变
化的影响　结果显示，活化后的 Ｔ淋巴细胞内 Ｃａ２＋

荧光强度明显升高，Ｃａ２＋峰明显右移，活化后胞内游
离Ｃａ２＋浓度较静息状态提高近３００％，与对照组比
较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。０５μｇ／ｍＬ、１
μｇ／ｍＬ和２μｇ／ｍＬ紫草素组细胞的 Ｃａ２＋浓度较模
型组均有所降低，其抑制率分别为 １８１８％、
３１１１％和６４８４％，与模型组比较，差异有统计学
意义（Ｐ＜００５），降幅与药物浓度正相关。见图２、
表５。
３７　紫草素对胞质ＰＫＣ磷酸化蛋白水平的影响　
　　实验结果表明，经活化后 Ｔ淋巴细胞内的 ＰＫＣ
磷酸化蛋白水平明显上升，比对照组提高６２２８％，
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与对照组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。１
μｇ／ｍＬ和２μｇ／ｍＬ的紫草素作用于细胞后，均可明
显降低其 ＰＫＣ磷酸化蛋白的水平，降幅分别为
１６８２％和２１４％，与模型组比较，差异有统计学意
义（Ｐ＜００５）；而０５μｇ／ｍＬ紫草素组的磷酸化蛋
白的水平仅比模型组降低９６５％，与模型组比较，
差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见图２、表５。
表５　草素对活化Ｔ淋巴细胞中［Ｃａ２＋］ｉ及ＰＫＣ磷酸化

蛋白水平的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 ［Ｃａ２＋］ｉ（％） ｐｈｏｓｐｈｏＰＫＣ（ｐｇ／ｍＬ）

对照组 ７０１±０３２ ３５３４±０５９

模型组 ２６６８±１３４△ ５７３５±１０５△

紫草素组（μｇ／ｍＬ）
　０５０ ２１８３±０５７△ ５１８１±１４５△

　１００ １８３８±０９２△ ４７７０±０５８△

　２００ ９３８±０４９△ ４５０７±０３６△

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５；与对照组比较，△Ｐ＜００５

３８　紫草素对Ｔ淋巴细胞核转录因子 ＮＦＡＴｍＲ
ＮＡ表达的影响　本实验中模型组核转录因子 ＮＦ
ＡＴ的ｍＲＮＡ大量表达，比对照组表达量提高２倍
多（Ｐ＜００５）。经不同浓度紫草素作用后的细胞，
ｍＲＮＡ表达量均显著下降，其降幅分别为３１７１％、
３２４０％和４７７４％，与模型组比较，差异有统计学
意义（Ｐ＜００５）；其中０５μｇ／ｍＬ和１μｇ／ｍＬ剂量
组的作用相近；２μｇ／ｍＬ组的抑制作用最为明显，表
现出高浓度药物作用明显的趋势。见表６。
３９　紫草素对Ｔ淋巴细胞核转录因子ｃＪｕｎｍＲＮＡ
表达的影响　实验表明，模型组细胞 ｃＪｕｎｍＲＮＡ
表达量明显高于对照组，比对照组提高５２０５％（Ｐ
＜００５）。经０５～２μｇ／ｍＬ紫草素处理后的细胞
ｃＪｕｎｍＲＮＡ 表 达 均 有 所 下 降，降 幅 分 别 为
１２２８％、１８１３％、２５７３％，与模型组比较，差异有
统计学意义（Ｐ＜００５），且与药物浓度相关。见
表６。
表６　草素对活化Ｔ淋巴细胞核转录因子ＮＦＡＴ和

　　ｃＪｕｎｍＲＮＡ表达的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 ＮＦＡ／βａｃｔｉｎ ｃＪｕｎ／βａｃｔｉｎ

对照组 ００９２±００１０ ００８２±０００４

模型组 ０２８７±００１１△ ０１７１±００２０△

紫草素组（μｇ／ｍＬ）
　０５０ ０１９６±００１０△ ０１５０±０００５△

　１００ ０１９４±０００６△ ０１４０±０００４△

　２００ ０１５０±００１８△ ０１２７±００１５△

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５；与对照组比较，△Ｐ＜００５

３１０　紫草素对Ｔ淋巴细胞核转录因子 ｃＪｕｎ蛋白
表达的影响　结果显示，模型组蛋白表达水平明显

高于对照组，０５～２μｇ／ｍＬ紫草素组的蛋白与模型
组比较均有不同程度的降低。见图３。

图３　紫草素对活化的Ｔ淋巴细胞ｃＪｕｎ蛋白表达的影响

３１１　紫草素对Ｔ淋巴细胞核因子κＢ蛋白表达的
影响　结果显示，模型组核因子κＢ蛋白表达水平
明显高于对照组；经０５～２μｇ／ｍＬ紫草素处理后
的细胞，其核因子κＢ蛋白表达量均受到抑制，以１
μｇ／ｍＬ紫草素的作用最明显。见图４。

图４　紫草素对活化的Ｔ淋巴细胞ＮＦκＢ蛋白表达的影响

４　讨论
凉血活血胶囊是首都医科大学附属北京中医医

院的院内制剂，该方是在赵炳南、张志礼等皮外科名

家治疗银屑病常用有效方剂凉血解毒汤的基础上经

过改进工艺研制而成，充分体现中医对于银屑病血

热证治疗以“清热凉血、活血解毒”为法的辨证思

想，是“凉血、解毒”治则指导下治疗银屑病的有效

方剂。本课题组对凉血活血胶囊治疗银屑病的临床

疗效做了长期且深入的验证和研究，证明该药治疗

寻常型银屑病血热证安全有效，且凉血活血不留瘀，

解毒养阴不伤正［２］。临床研究证实，凉血解毒汤可

明显改善患者皮损处红斑、浸润面积、瘙痒等症状，

总有效率达６９２３％［３］；并且可明显下调银屑病血

热证患者外周血中 ＩＬ１７、ＩＬ１β、ＩＦＮγ、ＩＬ６、ＴＮＦα
和血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）的水平［４６］，表现出一

定的免疫抑制和调控作用。前期基础研究表明，高、

中、低剂量的凉血活血胶囊均可显著抑制 Ｔ淋巴细
胞的异常活化，从而调控炎性反应进程，具有一定的

免疫抑制功效［７］；其凉血、解毒拆方组分虽然在一

定程度上也可抑制炎性反应，但总体作用不如全

方［８］。

本课题组在对凉血活血胶囊的拆方研究中发

现，组方中的凉血类与解毒类药物在划分时存在一

个交叉点，即单味中药紫草。紫草是凉血活血胶囊

中的君药，始载于《神农本草经》，列为中品。味苦，

性寒。有凉血、活血、解毒、透疹之功［９］。可见，一

味紫草身集凉血、解毒双重功效，是凉血解毒中医治

则的典型代表。临床研究表明，以紫草为君药的紫
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草汤治疗寻常型银屑病总有效率达 ８５７１％［９１０］。

外用紫草乳膏可有效改善银屑病皮损处的干燥、脱

屑、瘙痒等症状，总有效率达７５８６％［９，１１］。实验研

究表明，紫草素可降低咪喹莫特诱导的银屑病样小

鼠皮损的表皮层厚度，并可降低血清中 ＩＬ１７、ＩＬ６、
ＴＮＦα、ＩＬ２２的水平［１２］；可抑制角质细胞的过度增

殖、诱导凋亡［１３１４］；并可抑制树突细胞成熟、分化，

从而抑制其促淋巴细胞增殖的能力，从而改善银屑

病样小鼠的皮损程度［１５１６］。

本研究继续观察紫草素对 Ｔ淋巴细胞活化及
相关信号转导通路的影响。结果显示 ０５～２０
μｇ／ｍＬ不同剂量的紫草素均可明显降低 Ｔ淋巴细
胞的增殖、显著抑制细胞表面活化分子 ＣＤ６９的表
达和Ｔ细胞分泌Ｔｈ１类细胞因子的功能，且有剂量
依赖性，表现出一定的免疫抑制作用。

Ｔ淋巴细胞的活化是受到严格调控的。其中，
ＰＫＣ的激活和细胞内 Ｃａ２＋浓度的升高是活化的早
期事件，也是调控 Ｔ细胞活化的中心步骤。ＰＫＣ活
化后一方面可通过经典的 ＤＡＧ、Ｒａｓ、Ｒａｆ和 ＭＡＰ
ＫＫＫ途径激活Ｆｏｓ和Ｊｕｎ蛋白结合形成的异源二聚
体ＡＰ１，另一方面通过 ＢＣＬ１０、Ｃａｒｍａ１、ＭＡＬＴ１等
信号分子直接激活核因子κＢ［１７］。胞内持续的
Ｃａ２＋脉冲信号可诱导ＣａＮ磷酸化，导致核转录因子
ＮＦＡＴ脱磷酸而被活化，并移位入核［１８］。活化的核

转录因子ＮＦＡＴ与由ＰＫＣ途径生成的ＡＰ１结合形
成转录复合物，与靶基因的调控元件结合，共同对靶

基因的表达进行调控。而活化的核因子κＢ与其抑
制蛋白 ＩκＢα解离后转位入核，其序列上有 ＩＬ２、
ＩＮＦγ、ＴＮＦα等多种基因的结合位点，可直接调控
多种细胞因子的表达。

紫草素对 Ｔ细胞活化信号转导通路的研究结
果显示，０５～２０μｇ／ｍＬ紫草素均可显著降低细胞
内游离Ｃａ２＋的浓度和ＰＫＣ磷酸化蛋白的水平，说明
紫草素可对信号转导通路上游的第二信使及关键节

点激酶发挥抑制作用。由此提示，紫草素可能对信

号转导通路的下游同样具有调节作用，从而调控炎

性反应的进程。实验对信号通路下游的核转录因子

ＮＦＡＴ、ＡＰ１、核因子κＢｍＲＮＡ和蛋白表达的研究
结果证实：１）不同剂量的紫草素均对核转录因子
ＮＦＡＴｍＲＮＡ的表达产生明显的抑制作用，浓度越
高抑制作用越明显。２）各剂量紫草素均可有效降
低ＡＰ１主要组分ｃＪｕｎ的ｍＲＮＡ表达，并对其蛋白
表达也均有明显的抑制趋势。对 ｃＪｕｎ蛋白表达的
抑制可有效抑制ＡＰ１异源二聚体的形成，从而抑制

ＡＰ１的生物活性，使其无法与核转录因子ＮＦＡＴ在
细胞核内结合，进而遏制需二者共同启动的靶基因

的表达。３）各组紫草素均可抑制核因子κＢ蛋白的
表达，其中以１μｇ／ｍＬ紫草素的作用最明显。

综上所述，本研究证明紫草素可以显著抑制 Ｔ
淋巴细胞增殖、活化及细胞因子的释放，具有一定的

免疫抑制作用；同时还证明，紫草素可以通过下调信

号转导通路中的第二信使 Ｃａ２＋浓度和关键节点激
酶ＰＫＣ的水平，抑制核转录因子 ＮＦＡＴ、ＡＰ１和核
因子κＢ等核转录因子的 ｍＲＮＡ及蛋白表达，从而
对Ｔ淋巴细胞活化的信号转导通路进行调控。本
研究为紫草素作为免疫抑制剂用于银屑病的治疗提

供了实验依据。
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究黄连吴茱萸药对是通过相须、相使的作用以增强
疗效；亦或是通过相畏相杀而起到相互制约而降低

药物的不良反应。本质谱研究中质荷比选择了１００
～１０００和 ２００～８００２个条件进行优化，结果显示
１００～１０００范围内的质荷比能获得相对较多色谱峰
数，以Ｓ１黄连、吴茱萸配伍药对为样品采用 ＵＰＬＣ
ＭＳ技术进行检测，鉴定１６个特征色谱峰中主要成
分和化合物，通过分析ＵＰＬＣＭＳ与ＭＳ系统分析，同
时结合色谱峰参考文献［２１２５］，结果显示除了９、１５和
１６号特征色谱峰外，来源于黄连的成分和化合物有
分别归属其来源，其中盐酸小檗碱、盐酸巴马汀、盐

酸药根碱、黄连碱和表小檗碱；来源于吴茱萸的成分

和化合物有吴茱萸内酯、吴茱萸碱和吴茱萸次碱；结

合化合物质谱裂解规律，推测出３种化合物，分别为
木兰花碱、格陵兰黄连碱和 １甲基２壬基４（１Ｈ）
喹诺酮。
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［Ｊ］．中药新药与临床药理，２０１２，２３（２）：２０８２１２．

［１３］林滔，黄丽萍，万东华．超声法提取黄连中紫外吸收剂的试验研

究［Ｊ］．中国药师，２００８，１１（１１）：１３３５１３３６．

［１４］朱彭龄．梯度洗脱［Ｊ］．分析测试技术与仪器，２０１０，１６（１）：５６

５９．

［１５］袁清照，张水寒，李顺祥，等．吴茱萸道地药材的高效液相指纹图

谱研究［Ｊ］．中草药，２０１０，４１（９）：１５３４１５３８．

［１６］霍志鹏，王玉，周水平，等．黄连生物碱成分的 ＨＰＬＣＤＡＤＭＳ分

析［Ｊ］．天津药学，２０１６，２８（２）：８１２．

［１７］高青，刘颖，宋彬彬，等．超高效液相色谱与高效液相色谱方法转

换及验证［Ｊ］．药物分析杂志，２０１６，９（７）：１２７９１２８６．

［１８］潘浪胜，徐晓梅，吕秀阳，等．黄连与吴茱萸分煎后配伍时主要组

分含量变化规律研究［Ｊ］．中国药学杂志，２００５，４０（４）：２５８２６１．

［１９］彭明兴，吴永江，程翼宇．黄连与吴茱萸配伍时黄连中主要化学

组分溶出率变化规律研究［Ｊ］．中国中药杂志，２００３，２８（７）：６２９

６３２．

［２０］周晟，陈澈，孟庆刚．黄连吴茱萸药对配伍结构及应用规律［Ｊ］．

中医杂志，２０１７，５８（１９）：１６４６１６４９．

［２１］马岩，张万军，卫军营，等．反相高效液相色谱双梯度洗脱分离肽

混合物及质谱分析［Ｊ］．色谱，２０１１，２９（３）：２０５２１１．

［２２］陈军辉，赵恒强，李文龙，等．高效毛细管电泳电喷雾飞行时间

质谱联用分析黄连中的生物碱［Ｊ］．化学学报，２００７，６５（２３）：

２７４３２７４９．

［２３］王道武，刘志强，郭明全，等．黄连中小檗碱及其同分异构体的电

喷雾质谱研究［Ｊ］．分析化学，２００３，３１（９）：１１０１１１０４．

［２４］陈焕文，郑健，王伟萍，等．电喷雾解吸电离质谱快速测定吴茱萸

中生物碱［Ｊ］．分析化学，２００９，３７（２）：２３７２４１．

［２５］廖琼峰，谢智勇，张蕾，等．液相色谱电喷雾质谱联用研究吴茱

萸化学成分的溶出规律［Ｊ］．中成药，２００９，３１（２）：２５９２６３．

（２０１８－０３－２２收稿　责任编辑：杨觉雄）

（上接第２８６７页）
［１４］孙丽蕴，邓丙戌，陈凯，等．靛玉红紫草素对角质形成细胞株凋

亡的影响［Ｊ］．中国皮肤性病学杂志，２００４，１８（６）：３３６３３８．

［１５］王燕，赵京霞，林燕，等．紫草素对人外周血单核细胞来源的树

突状细胞表型及功能的影响［Ｊ］．免疫学杂志，２０１４，３０（８）：６６７

６７０，６７６．

［１６］ＷａｎｇＹ，ＺｈａｏＪ，ＺｈａｎｇＬ，ｅｔａｌ．Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆβ，βｄｉｍｅｔｈｙｌ

ａｃｒｙｌｏｙｌａｌｋａｎｎｉｎｏｎａｃｔｉｖａｔｅｄｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓｉｎａｎｉｍｉｑｕｉｍｏｄｉｎ

ｄｕｃｅｄｐｓｏｒｉａｓｉｓｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＩｎｔＪＣｌｉｎＥｘｐＰａｔｈｏｌ，２０１５，８

（６）：６６６５６６７３．

［１７］李迎秋，王旭东，龚宇，等．ＳＵＭＯ化修饰调控Ｔ细胞免疫突触形

成和Ｔ细胞活化［Ｊ］．中国科学基金，２０１６（４）：３１５３１９．

［１８］赵海慧，赵阴环．Ｔ细胞异常活化在系统性红斑狼疮中的分子免

疫机制［Ｊ］．中国临床药理学与治疗学，２０１２，１７（４）：４５２４５７．

（２０１８－０５－２４收稿　责任编辑：杨觉雄）
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