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表达的影响!探讨卤米松对他扎罗汀治疗银屑病效应的潜在影响*方法
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方法检测不同浓度卤米松和

他扎罗汀对
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细胞增殖的影响#
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%法检测不同浓度卤米松和他扎罗汀作用
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细胞中
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和
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的
QJNI

水平和蛋白水平的变化*结果
!

卤米松和他扎罗汀均可抑制角质形成

细胞增殖*卤米松使
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细胞的
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和
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水平和蛋白水平升高*他扎罗汀作用后
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的
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水平降低!而蛋白水平在
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升高!
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降低*结论
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卤米松作用角质形成细胞后可上调
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和
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表达!这可能有

助于提高角质形成细胞对他扎罗汀作用的反应性!从而提高他扎罗汀的作用效应*

%关键词&

!

JNI

!信使#银屑病#受体!维甲酸#卤米松#他扎罗汀#

5EGEM

细胞#

JIJ/

)

#

J]J/

&

%中图分类号&

!

J.30)#*

%文献标识码&

!

I

%文章编号&

!

!#.!/0*10

"

2(!#

%

!3/2(10/(*

S//045>,/E=:,805=>,60=6-5=;=7,5060,60N

?

70>>.,6,/FBFH

!

=6-FTFH

"

.6E38=6R07=5.6,4

A

50>

$

"(&

'

%)

R

)(&

#

C<(&

'

P$&

#

A#"#$

*

#

"(&

'

S)

1

#&

'

#

C</)8<)&9$

#

+$)+$(&

#

"(&

'

"#$

#

A)(&

'

3#

!

E#

1

(56,#&6/

7

E#5,(6/9/

'*

#

J$&

O

$(/A/B

1

$6(9

#

6<#I<$5@D$9$6(5

*

D#@$>(9G&$=#5B$6

*

#

8</&

'O

$&

'

1(((*.

#

8<$&(

"

!!

*

B9>57=45

+

!

C9

D

045.@0

!

M&'-89,;'

A

E;9;B99==9D;&=BEF&Q9;E,&-9E-%;E[E:&;9-9&-;B99Y

R

:9,,'&-&=:9;'-&'DED'%:9D9

R

;&:,

!

JIJ/

)

&

J]J/

&

"

'-D@F;@:9%'QQ&:;EF'[9%Z9:E;'-&D

<

;9F'-9/5EGEMD9FF'-8';:&

#

E-%;&9Y

R

F&:9;B9

R

&;9-;'EF9==9D;&=BEF&Q9;E,&-9

&-;E[E:&;9-9'-

R

,&:'E,',;:9E;Q9-;)+05E,->

!

GGV/0WE,@,9%;&%9;9D;;B9D9FF

R

:&F'=9:E;'&-&=5EGEMD9FF,;:9E;9%?

<

%'==9:9-;

D&-D9-;:E;'&-&=BEF&Q9;E,&-9E-%;E[E:&;9-9)MB99Y

R

:9,,'&-,&=JIJ/

)

E-%J]J/

&

QJNIE-%

R

:&;9'-'-5EGEMD9FF,;:9E;9%?

<

%'==9:9-;D&-D9-;:E;'&-&=BEF&Q9;E,&-9E-%;E[E:&;9-9=&:!2BE-%21BW9:9%9;9D;9%?

<

JM/>GJE-%W9,;9:-?F&;;'-

A

)F0>3:5>

!

5EF&Q9;E,&-9E-%;E[E:&;9-9?&;B'-B'?';9%D9FF

R

:&F'=9:E;'&-&=Z9:E;'-&D

<

;9,)MB99Y

R

:9,,'&-,&=JIJ/

)

E-%J]J/

&

W9:9'-D:9E,9%

;B:&@

A

B;:9E;Q9-;W';BBEF&Q9;E,&-9=&:!2BE-%21B)I-%;B9QJNI9Y

R

:9,,'&-&=JIJ/

)

E-%J]J/

&

W9:9%9D:9E,9%W';B

;E[E:&;9-9;:9E;Q9-;

#

WB'F9;B99Y

R

:9,,'&-,&=

R

:&;9'-WE,'-D:9E,9%E=;9:!2BE-%%9D:9E,9%E=;9:21B)G,64:3>.,6

!

MB99Y

R

:9,/

,'&-,&=JIJ/

)

E-%J]J/

&

E:9@

R

:9

A

@FE;9%?

<

BEF&Q9;E,&-9'-Z9:E;'-&D

<

;9,

#

WB'DBQ'

A

B;D&-;:'?@;9,;&'Q

R

:&89;B9ED;'8';

<

&=

;E[E:&;9-9E-%:E',9';,9==9D;)

*

I0

A

2,7->

+

!

JNI

#

Q9,,9-

A

9:

,

R

,&:'E,',

,

:9D9

R

;&:,

#

:9;'-&'DED'%

,

BEF&Q9;E,&-9

,

;E[E:&;9-9

,

5EGEMD9FF

,

JIJ/

)

,

J]J/

&

!!

银屑病是皮肤科临床上常见的慢性&复发性&炎症性皮肤

病#外用疗法是目前银屑病治疗的主要方法之一#糖皮质激素

与他扎罗汀联合使用治疗银屑病已得到多国银屑病治疗指南

的肯定*
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'作为核激素受体超家族成员#糖皮质激素与维甲

酸均通过与其各自的受体结合而发挥药理效应'鉴于核受体

超家族成员间可能存在着一定程度的相互影响*
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#当外用激

素与他扎罗汀联合治疗银屑病时#糖皮质激素是否会对他扎罗

汀的治疗效应产生影响尚有待探索'为此#本研究以
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角质形成细胞为研究对象#以表皮中表达量最高的维甲酸受体
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+为主要研究指标#观察

不同浓度卤米松和他扎罗汀作用对角质形成细胞中
JIJ/

)

和

J]J/
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的表达影响#以探讨卤米松对他扎罗汀治疗银屑病效

应的潜在影响'
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材料与方法
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Î K

"#超 灵 敏 凝 胶 成 像 系 统

!

_IH1(!(

#美国
PS

"#

GGV/0

试剂盒!日本同仁化学"'

!)"

!

方法

!)")!

!

细胞培养
!

将
5EGEM

细胞用含
!(U

胎牛血清的
J>/

CK!#1(

培养液#在
*.l

#

3U G6

2

孵箱中培养#

!

%

2%

传代
!

次#待细胞传至
*

%

3

代时接种至孔板'

!)")"

!

卤米松和他扎罗汀的使用及分组
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为空白对照组'分别作用
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细胞
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和总蛋白'
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细胞增殖测定
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将传至
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代的细胞接种至
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板#每孔细胞接种数约!
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#按照上述设置的浓度和分

组进行培养'
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后弃去原培养基#每孔加入
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用无血

清培养基稀释
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试剂#
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后在酶标仪上设定波长
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检测光密度!
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细胞总
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提取
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参照
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反转录
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反应和结果分析
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目的
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目的
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分别收集各药物浓度处理组及空白对照

组总蛋白
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用预冷的磷酸盐缓冲液!
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"清洗
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次#加入
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Q_>̂ H

于细胞培养瓶中#用细胞刮刮下细胞后吸入至离心

管#
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离心
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#吸取

上清液于新的离心管中用
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法测蛋白浓度'按照蛋白总体

积
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十二烷基硫酸钠
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聚丙烯酰胺凝胶电泳!
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"上样

缓冲液为
1o!

的比例加入上样缓冲液#煮沸使蛋白变性'配
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(下层
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分离胶和上层
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内参抗体#工作浓度为
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次
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#目的蛋白膜上加入辣根过氧化酶标记的羊抗兔二

抗
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3(((
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膜上加入辣根过氧化酶标记的羊抗鼠二

抗
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3(((

#
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#

M̂ HM

洗膜
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显色试剂盒说明书显色'

!)#

!

统计学处理
!

采用
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进行分析#计量资料用
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B

表示#组间比较采用
6

检验和单因素分析#检验水准
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以
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为差异有统计学意义'
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结
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果
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卤米松与他扎罗汀对角质形成细胞增殖活性的影响
!

随

着卤米松和他扎罗汀浓度的升高#

LE

值降低#细胞的增殖活

力越弱#见图
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卤米松对角质形成细胞中
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和
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表达的影响
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卤米松对
5EGEM

细胞
JIJ/
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和
J]J/

&

QJNI

表达

的影响
!

JIJ/

)

在卤米松处理组均比在空白对照组的基因水

平表达量高#随着卤米松浓度的增高#

JIJ/

)

QJNI

表达水平

增高#差异有统计学意义!
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在

卤米松作用于
5EGEM

细胞
!2B

后均比空白对照组的相对表

达量低#但
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在卤米松作用
5EGEM

细胞
21B

后比空白

对照组表达高#且随着浓度的增高而增高#差异有统计学意义
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"#见图
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图
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不同浓度卤米松和他扎罗汀作用
5EGEM

细胞
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值
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图
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和
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对
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表达的影响
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影响
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不同浓度卤米松作用
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和
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后
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蛋白水平
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表达的影响
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的
QJNI

水平的影响
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和
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在他扎罗汀作用
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和
21B

后均比空白对照组的相对表达量降

低#差异有统计学意义!
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不同浓度他扎罗汀作用
5EGEM

细胞
!2B

和
21B

后
JIJ/

)

和
J]J/

&

基因的影响

")#)"

!

他扎罗汀对
5EGEM

细胞
JIJ/

)

和
J]J/

&

蛋白水平

的影响
!

不同浓度他扎罗汀作用于角质形成细胞
!2B

后

JIJ/

)

和
J]J/

&

蛋白表达量比空白对照组高#但
21B

后蛋白

表达量降低#见图
3
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银屑病是皮肤科临床上常见的以红斑鳞屑为主要临床表

现的慢性&复发性&炎症性皮肤病#病因及发病机制尚未完全明

确#病理上以表皮细胞过度增殖&异常分化等为主要特征'外

用疗法是治疗银屑病的主要手段#糖皮质激素&维甲酸类药物&

维生素
L*

衍生物等是目前银屑病外用疗法中的常用药物*

"

+

'

卤米松是一种具有抗炎&抗过敏&收缩血管&止痒&对局部皮损

有免疫调节作用的强效糖皮质激素外用制剂#其起效迅速&作

用强大#但长期使用会引起皮肤局部萎缩&色素沉着等不良反

应#限制了其临床的应用'他扎罗汀作为第
*

代维甲酸药物#

具有调节表皮分化和增殖等作用#促使角质形成细胞异常分化

正常化#降低角质形成细胞的增生和降低炎症标志物的表达#

使皮肤恢复正常'二者联合使用既减少了激素的剂量#增强了

疗效#还减少了不良反应#但其具体机制尚未见报道'

本研究发现卤米松与他扎罗汀作用角质形成细胞后均可

抑制角质形成细胞增殖#二者联用可增强彼此的抑制作用#提

示激素和维甲酸类药物对角质形成细胞有抗增殖的能力#从而

使角化过度的角质形成细胞趋于正常化#达到治疗目的'目前

研究已确定#糖皮质激素主要是通过与细胞质中的核激素受体

PJ

&

结合而发挥生物学作用#

PG

与
PJ

&

的复合体移位至细

胞核内与糖皮质激素受体操纵元件!

PJS

"结合后#进而调控基

因的转录和表达*

!(

+

'维甲酸的调节作用通过
JIJ

和
J]J

介

导发挥#二者的受体均属于核激素受体家族成员'众多研究表

明#核受体超家族成员间可能存在交叉对话#且
J]J

与其他核

受体之间形成二聚体发挥作用'鉴于此#

cEQE

A

@DB'

等*

!!

+研

究地塞米松作用小鼠肝细胞对
J]J

的影响#发现地塞米松能

增加
J]J/

&

的
QJNI

水平和蛋白水平#增强甲状腺激素的活

性'而
P:@QQ9:

等*

!2

+发现地塞米松作用小鼠肺泡细胞后等

增加
JIJ/

+

和表面蛋白
G

的表达#促进肺泡细胞分化和发育'

本研究也发现#他扎罗汀作用角质形成细胞后以下调
JIJ/

)

和
J]J/

&

表达为主#而卤米松作用角质形成细胞后上调细胞

中
JIJ/

)

和
J]J/

&

表达#因而可能通过此路径达到增加他扎

罗汀调节角质形成细胞正常分化&抗增殖的活性的作用#以提

高其治疗银屑病的效应#在一定程度上解释了临床上卤米松联

合他扎罗汀治疗银屑病疗效优于单用的现象#为临床上外用激

素与他扎罗汀联合治疗银屑病提供了一定的实验研究依据和

理论基础'但其具体机制尚待进一步研究证实'
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IDB

"与巨噬细胞上的特异性受体
E.-IGBJ

相结合#从而抑

制
MNO/

&

的释放'有国外学者相继发现#不仅巨噬细胞上存

在有
&

.-IGBJ

#在神经系统中#神经元及不同的神经胶质细胞

中同样有
&

.-IGBJ

的表达*

!2

+

#提示这些神经系统细胞也有可

能成为胆碱能抗炎作用的靶标*

!*

+

'

L&@

A

9FE,

等*

!1

+通过研究

证明在
GNH

中确实存在有通过激活
E.-IDBJ

而诱导的
GI>

#

这为控制
HGK

后的继发性炎性反应提供了一个新的思路和

方向'

目前已经证明了通过电刺激迷走神经可以促进释放大量

乙酰胆碱#进而激活
GI>

#抑制
MNO/

&

等促炎性因子的上调#

减轻全身炎性反应'因此#本研究建立兔
HGK

模型#采用刺激

迷走神经的方法来调节
HGK

后的继发性炎性反应'结果显示#

迷走神经剌激能够降低
HGK

后脊髓组织内的促炎因子
MNO/

&

的水平#与经典药物
C>

的作用基本相当'其调节机制可能与

外周炎性反应的调节机制相类似#

GNH

的小胶质细胞和星形

胶质细胞等参与炎性反应的细胞通过自分泌&旁分泌或内分泌

的方式接受循环血液及组织液中神经递质
IDB

的调控#激活

其表面的
&

.-IGBJ

#抑制促炎因子
MNO/

&

的产生#从而实现

其免疫抑制功能'实验中还发现#刺激迷走神经只能减少
HGK

部位的
MNO/

&

的蛋白水平#对
MNO/

&

QJNI

没有抑制作用#

这与
&̂:&8'Z&8E

等*

*

+的研究结果相一致#表明
IGB

的抗炎靶

点是作用于蛋白#而非转录水平'实验结果显示#在刺激迷走

神经的同时结合使用
C>

#可以进一步降低损伤部位的
MNO/

&

的表达水平#表明两种方法具有协同作用#可能的机制是由于

二者的抗炎靶点不同#不存在竞争性抑制'

C>

的作用靶点是

抑制
MNO/

&

的基因转录和翻译*

0

+

#当
MNO/

&

QJNI

转录已经

开始进行#

C>

则不能抑制
MNO/

&

的表达#而激活
GI>

可以对

MNO/

&

的转录后水平发挥抑制作用*

*

+

#从而实现持续性免疫

调节过程'

综上所述#

HGK

后脊髓组织中的
MNO/

&

表达水平快速&显

著升高#加剧了继发性
HGK

'而刺激迷走神经能够通过
GI>

抑制损伤后脊髓组织中的
MNO/

&

的合成及分泌#发挥有效的

抗炎和脊髓保护作用#同时可以辅助或部分替代
C>

#以避免

或减少
C>

的毒副作用#对继发性
HGK

的治疗具有非常重要的

意义'
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