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摘要： 目的　 探讨丹酚酸 Ａ 对干扰素 γ （ＩＦＮ⁃γ） 和 ＴＲＡＩＬ 联合诱导的人皮肤 ＨａＣａＴ 细胞凋亡及炎症因子分泌的影响

及其机制。 方法　 噻唑蓝 （ＭＴＴ） 检测丹酚酸 Ａ 处理后 ＨａＣａＴ 细胞的活性， 以确定最佳给药浓度。 ＩＦＮ⁃γ 和 ＴＲＡＩＬ 诱

导 ＨａＣａＴ 细胞损伤后， 以丹酚酸 Ａ 干预， 或用丹酚酸 Ａ 和核转录因子⁃κＢ （ＮＦ⁃κＢ） 信号通路激活剂佛波酯处理。
ＭＴＴ、 流式细胞术、 ＥＬＩＳＡ 法、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法分别检测 ＨａＣａＴ 细胞活性， 凋亡， 炎症因子 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 分泌， ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ＩκＢα、 ｐ⁃ＩκＢα、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达。 结果　 不同浓度丹酚酸 Ａ 分别作用于人皮肤 ＨａＣａＴ 细

胞 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 时， 细胞活性呈先降后升再降的趋势， 以 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 丹酚酸 Ａ 作用效果最显著。 ＩＦＮ⁃γ 和 ＴＲＡＩＬ 联合

诱导的 ＨａＣａＴ 细胞活性降低， 细胞凋亡率、 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 水平及 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｐ⁃ＩκＢα、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 丹酚酸 Ａ 提高 ＩＦＮ⁃γ 和 ＴＲＡＩＬ 联合诱导的 ＨａＣａＴ 细胞活性， 降低细胞凋亡率、 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 水平及

ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｐ⁃ＩκＢα、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 佛波酯可抑制丹酚酸 Ａ 对 ＩＦＮ⁃γ 和 ＴＲＡＩＬ 联合损伤的

ＨａＣａＴ 细胞活性的促进作用， 促进丹酚酸 Ａ 对细胞凋亡、 炎症因子分泌的抑制作用。 结论　 丹酚酸 Ａ 通过调控 ＮＦ⁃κＢ
信号通路活性来促进 ＩＦＮ⁃γ 和 ＴＲＡＩＬ 联合诱导的人皮肤 ＨａＣａＴ 细胞增殖， 抑制其凋亡和炎症因子分泌。
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　 　 特应性皮炎是一种多功能、 异质性的慢性炎症性皮肤

病， 因其遗传和化学过敏原等多种环境因素的复杂相互作

用， 其临床表现各异［１］ 。 常用的治疗特应性皮炎的药物是

抗炎皮质类固醇。 然而， 这些类固醇的长期使用可引起皮

肤萎缩和全身不良影响［２］ 。 因此， 需要开发副作用低的新

天然候选物来治疗和缓解该病。 丹酚酸 Ａ 是从中药丹参中

提取的一种具有生物活性的多酚化合物［３］ 。 研究表明， 丹

酚酸 Ａ 是一种具有多种药理活性的多靶点药物， 如抗氧

化、 抗炎症、 抗纤维化、 抗血小板剂和抗血栓［４⁃６］ 。 丹酚酸

Ａ 抑制过氧化氢诱导的人脐静脉内皮细胞损伤［７］ ， 其对缺

血再灌注急性期脑具有保护作用［８］ 。 核转录因子⁃κＢ
（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ， ＮＦ⁃κＢ） 信号通路在多种炎症性皮肤病

的发病机理中起关键作用［９］ 。 然而丹酚酸 Ａ 在干扰素 γ
（ＩＦＮ⁃γ） 和 ＴＲＡＩＬ 联合诱导的人皮肤 ＨａＣａＴ 细胞损伤中的

功能， 及其是否通过 ＮＦ⁃κＢ 信号通路发挥作用目前仍不清

楚。 基于此， 本研究构建 ＩＦＮ⁃γ 和 ＴＲＡＩＬ 联合诱导的人皮

肤 ＨａＣａＴ 细胞损伤模型［１０⁃１１］ ， 考察了丹酚酸 Ａ 对细胞增

殖、 凋亡和炎症因子分泌的影响， 并评估了丹酚酸 Ａ 在

ＨａＣａＴ 细胞损伤过程的作用机制。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞、 药物与试剂 　 人皮肤 ＨａＣａＴ 细胞购自美国典

型培养物保藏中心 （ＡＴＣＣ）。 丹酚酸 Ａ （纯度≥９８％ ） 购

自成都曼斯特生物公司。 高糖 ＤＭＥＭ 培养基购自美国

Ｇｉｂｃｏ 公司； ＩＦＮ⁃γ、 ＴＲＡＩＬ 购自美国 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公司； 佛波

酯购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司； 白细胞介素⁃６ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６， ＩＬ⁃
６）、 白细胞介素⁃１β （ ｉｎｔｅｒ ｌｅｕｋｉｎ⁃１β， ＩＬ⁃１β） 酶联免疫

（ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ， ＥＬＩＳＡ） 试剂盒购自美

国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司； 异硫氰酸荧光素标记的膜联素Ⅴ／碘化

丙啶 （Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ） 细胞凋亡检测试剂盒、 二喹啉

甲酸 （ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄ， ＢＣＡ） 蛋白检测试剂盒购自江苏

凯基生物技术股份有限公司； 活化的含半胱氨酸的天冬氨

酸 蛋 白 水 解 酶 ３ （ ｃｌｅａｖｅｄ ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ３， ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３）、 ＩκＢα、 磷酸化 ＩκＢα （ ｐ⁃
ＩκＢα）、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 和磷酸化 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ （ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５） 一

抗购自英国 Ａｂｃａｍ 公司； 辣根过氧化物酶标记二抗购自北

京中杉金桥生物技术有限公司。
１􀆰 ２　 细胞培养　 ＨａＣａＴ 细胞于含 １０％ 胎牛血清、 １％ 青⁃链
霉素高糖 ＤＭＥＭ 培养基中培养后， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２、 湿

润环境中继续培养。
１􀆰 ３　 ＭＴＴ 检 测 ＨａＣａＴ 细 胞 活 性 　 收集对数生长期的

ＨａＣａＴ 细胞接种于 ９６ 孔板， 接种密度为 １×１０４ ／孔， ３７ ℃
孵 育 ２４ ｈ， 分 别 加 入 ２􀆰 ５、 ５、 １０、 ２０、 ４０、 ８０、
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１６０ μｍｏｌ ／ Ｌ丹酚酸 Ａ［８］ ， 同时将不含丹酚酸 Ａ 的细胞作为

正常培养组， 继续培养 ２４、 ４８、 ７２ ｈ。 处理结束后， 加入

５ ｍｇ ／ ｍＬ ＭＴＴ 溶液 １０ μＬ 反应 ４ ｈ， 然后加入 １５０ μＬ 二甲

基亚砜， 摇床振荡 １０ ｍｉｎ 溶解结晶， 酶标仪检测波长

４９０ ｎｍ处光密度 （ＯＤ） 值。 细胞存活率 ＝ （实验组 ＯＤ
值 ／对照组 ＯＤ 值） ×１００％ 。
１􀆰 ４　 细胞处理与分组　 ＭＴＴ 筛选出最佳丹酚酸 Ａ 给药浓

度 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 后， 将细胞 ＨａＣａＴ 随机分为正常培养组

（正常培养的细胞 ＨａＣａＴ）、 ＩＦＮ⁃γ ＋ ＴＲＡＩＬ 组 （ ５０ μｇ ／ Ｌ
ＩＦＮ⁃γ 和 ４ μｇ ／ Ｌ ＴＲＡＩＬ 联合处理 ＨａＣａＴ 细胞 ４８ ｈ［１２］ ）、
ＩＦＮ⁃γ＋ ＴＲＡＩＬ ＋丹酚酸 Ａ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 （ ＩＦＮ⁃γ、 ＴＲＡＩＬ、
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ丹酚酸 Ａ 处理细胞 ＨａＣａＴ）、 ＩＦＮ⁃γ＋ＴＲＡＩＬ＋丹酚

酸 Ａ ＋佛波酯组 （ ＩＦＮ⁃γ、 ＴＲＡＩＬ、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 丹酚酸 Ａ、
０􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 佛波酯处理细胞 ＨａＣａＴ）、 ＩＦＮ⁃γ＋ＴＲＡＩＬ＋丹酚

酸 Ａ＋ＰＢＳ 组 （ ＩＦＮ⁃γ、 ＴＲＡＩＬ、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 丹酚酸 Ａ、 ＰＢＳ
处理细胞 ＨａＣａＴ）， 给药时先加入 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 丹酚酸 Ａ 处理

２ ｈ， 再进行 ＩＦＮ⁃γ、 ＴＲＡＩＬ 联合处理。 处理结束后收集细

胞， 按 “１􀆰 ３” 项下方法检测 ＨａＣａＴ 细胞的活性。
１􀆰 ５　 流式细胞术检测 ＨａＣａＴ 细胞凋亡　 按 “１􀆰 ４” 项下方

法收集 ＨａＣａＴ 细胞， 调整密度为 １×１０６ ／ ｍＬ， 重悬于缓冲

液， 依次加入 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ、 ＰＩ 各 ５ μＬ 充分混合， 混匀

后于室温避光反应， １５ ｍｉｎ 后采用流式细胞仪检测 ＨａＣａＴ
细胞凋亡。
１􀆰 ６　 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平　 按 “１􀆰 ４” 项下方法

收集 ＨａＣａＴ 细胞， 严格按照相关 ＥＬＩＳＡ 试剂盒的步骤检测

ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平。
１􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ＩκＢα、 ｐ⁃ＩκＢα、
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达 　 按 “１􀆰 ４” 项下方法

处理细胞后， 采用 ＲＩＰＡ 裂解液提取蛋白， 通过 ＢＣＡ 试剂

盒定量后取 ３０ μｇ 蛋白样品进行 １２％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳，
转膜， 加入 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ＩκＢα、 ｐ⁃ＩκＢα、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、
ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 β 肌动蛋白 （β⁃ａｃｔｉｎ） 一抗 （１ ∶ １ ０００）， 在

４ ℃下过夜孵育， 洗膜后加入辣根过氧化物酶标记二抗

（１ ∶ ５ ０００） 孵育 ２ ｈ， 使用 ＥＣＬ 增强发光液显色， 曝光，
以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参蛋白， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析各蛋白条带。
１􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 两组间比较采用 ｔ 检验， 多组间比较采用单

　 　 　 　

因素方差分析， 组间多重比较采用 ＳＮＫ⁃ｑ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表

示差异具有统计学意义。
２　 结果

２􀆰 １　 丹酚酸 Ａ 对 ＨａＣａＴ 细胞存活率的影响　 如表 １ 所示，
与正常培养组比较， 不同浓度丹酚酸 Ａ 分别作用于人皮肤

ＨａＣａＴ 细胞 ２４、 ４８、 ７２ ｈ， 细胞存活率呈先下降后升高再

下降的趋势， 以 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 丹酚酸 Ａ 效果最显著， 故后续

选择该浓度进行实验。
表 １　 丹酚酸 Ａ 对 ＨａＣａＴ 细胞存活率的影响（ｘ±ｓ， ｎ＝９）

组别
存活率 ／ ％

２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ
正常培养组 １０１􀆰 ８２±４􀆰 ８４ １００􀆰 ９３±４􀆰 ７５ １０１􀆰 ４３±３􀆰 ８３
丹酚酸 Ａ ２􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 １００􀆰 １６±３􀆰 ３４ １０３􀆰 ０５±５􀆰 ８２ ９８􀆰 ７８±５􀆰 ８０
丹酚酸 Ａ ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 １０５􀆰 ４１±５􀆰 １５ ９６􀆰 ９５±５􀆰 ５９ ９６􀆰 ８５±４􀆰 １７
丹酚酸 Ａ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 １１２􀆰 ６４±４􀆰 ５２∗ １１０􀆰 ６６±７􀆰 １６∗ １０４􀆰 ８１±７􀆰 ３４
丹酚酸 Ａ ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 １０２􀆰 ５１±４􀆰 ４３ ９９􀆰 ５３±６􀆰 ５３ ９５􀆰 ４５±６􀆰 ７２
丹酚酸 Ａ ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ８８􀆰 １７±６􀆰 ８０∗ ８２􀆰 １３±５􀆰 ２７∗ ７５􀆰 １２±５􀆰 ７９∗

丹酚酸 Ａ ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ７２􀆰 ２９±４􀆰 ３５∗ ６８􀆰 ３４±５􀆰 １９∗ ６３􀆰 ８２±４􀆰 ２３∗

丹酚酸 Ａ １６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ６２􀆰 ７８±３􀆰 ８７∗ ５９􀆰 ７４±４􀆰 ６５∗ ５９􀆰 ２４±３􀆰 ９０∗

　 　 注：与正常培养组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

２􀆰 ２　 丹酚酸 Ａ 对 ＩＦＮ⁃γ、 ＴＲＡＩＬ 联合处理 ＨａＣａＴ 细胞存活

率的影响 　 如表 ２ 所示， 与正常培养组比较， ＩＦＮ⁃γ ＋
ＴＲＡＩＬ 组 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 细胞存活率降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； 与

ＩＦＮ⁃γ＋ＴＲＡＩＬ 组比较， ＩＦＮ⁃γ＋ＴＲＡＩＬ＋丹酚酸 Ａ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ
组 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 细胞存活率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
表 ２　 丹酚酸 Ａ 对 ＨａＣａＴ 细胞存活率的影响（ｘ±ｓ， ｎ＝９）

组别
细胞存活率 ／ ％

２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ
正常培养组 １０１􀆰 ５２±４􀆰 ８７ １００􀆰 ５８±３􀆰 ８５ １０１􀆰 ６８±４􀆰 ２４
ＩＦＮ⁃γ＋ＴＲＡＩＬ 组 ７２􀆰 ２７±５􀆰 ９３∗ ６８􀆰 ０３±４􀆰 ２６∗ ６９􀆰 ４６±５􀆰 ８５∗

ＩＦＮ⁃γ＋ＴＲＡＩＬ＋丹酚酸

Ａ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组

８９􀆰 ４２±５􀆰 ６７＃ ８５􀆰 ７３±４􀆰 ８４＃ ８７􀆰 １４±４􀆰 ３７＃

　 　 注：与正常培养组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＩＦＮ⁃γ＋ＴＲＡＩＬ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

２􀆰 ３　 丹酚酸 Ａ 对 ＨａＣａＴ 细胞凋亡和炎症因子分泌的影响

　 如图 １、 表 ３ 所示， 与正常培养组比较， ＩＦＮ⁃γ＋ＴＲＡＩＬ 组

细胞凋亡率、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达、 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 水

平均升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 与 ＩＦＮ⁃γ ＋ＴＲＡＩＬ 组比较， ＩＦＮ⁃γ ＋
ＴＲＡＩＬ＋丹酚酸 Ａ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ＨａＣａＴ 细胞凋亡率、 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达、 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 １　 各组 ＨａＣａＴ 细胞凋亡 （Ａ）、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３蛋白表达 （Ｂ）

２􀆰 ４　 丹酚酸 Ａ 对 ＨａＣａＴ 细胞 ＮＦ⁃κＢ 信号通路的影响 　 如

图 ２、 表 ４ 所示， 与正常培养组比较， ＩＦＮ⁃γ＋ＴＲＡＩＬ 组 ｐ⁃
ＩκＢα、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＩκＢα、 ＮＦ⁃

κＢ ｐ６５ 蛋白表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与 ＩＦＮ⁃γ＋ＴＲＡＩＬ
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　 　 　 表 ３　 丹酚酸 Ａ 对 ＨａＣａＴ 细胞凋亡和炎症因子分泌的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）
组别 ＩＬ⁃６ ／ （ｎｇ·Ｌ－１） ＩＬ⁃１β ／ （ｎｇ·Ｌ－１） ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 细胞凋亡率 ／ ％

正常培养组 ２５􀆰 ２４±２􀆰 ３４ １９􀆰 ７１±１􀆰 １６ ０􀆰 １７±０􀆰 ０３ ２􀆰 ２５±０􀆰 ２９
ＩＦＮ⁃γ＋ＴＲＡＩＬ 组 １６８􀆰 ８６±２２􀆰 ６７∗ ８６􀆰 ６５±９􀆰 ５８∗ ０􀆰 ６２±０􀆰 ０７∗ １０􀆰 ３５±１􀆰 ５８∗

ＩＦＮ⁃γ＋ＴＲＡＩＬ＋丹酚酸 Ａ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ６７􀆰 ４５±５􀆰 ９４＃ ３８􀆰 ５３±２􀆰 ８８＃ ０􀆰 ３５±０􀆰 ０５＃ ５􀆰 ３６±０􀆰 ８７

　 　 注：与正常培养组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＩＦＮ⁃γ＋ＴＲＡＩＬ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 各组 ＨａＣａＴ 细胞 ＩκＢα、 ｐ⁃ＩκＢα、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ｐ⁃
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达

组比较， ＩＦＮ⁃γ＋ＴＲＡＩＬ＋丹酚酸 Ａ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ｐ⁃ＩκＢα、 ｐ⁃
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＩκＢα、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋

白表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
２􀆰 ５　 佛波酯抑制丹酚酸 Ａ 对 ＨａＣａＴ 细胞的保护作用 　 如

图 ３、 表 ５ 所示， 与 ＩＦＮ⁃γ＋ＴＲＡＩＬ＋丹酚酸 Ａ＋ＰＢＳ 组比较，
ＩＦＮ⁃γ＋ＴＲＡＩＬ＋丹酚酸 Ａ＋佛波酯组 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 细胞存活

率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＩκＢα、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达无明显变

化 （Ｐ＞０􀆰 ０􀆰 ５）， ｐ⁃ＩκＢα 蛋白表达增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２􀆰 ６　 佛波酯促进丹酚酸 Ａ 对 ＨａＣａＴ 细胞凋亡和抑制炎症

因子分泌　 图 ４、 表 ６ 显示， 与 ＩＦＮ⁃γ＋ＴＲＡＩＬ＋丹酚酸 Ａ＋
ＰＢＳ 组比较， ＩＦＮ⁃γ＋ＴＲＡＩＬ＋丹酚酸 Ａ＋佛波酯组细胞凋亡

率、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达及 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

表 ４　 丹酚酸 Ａ 对 ＨａＣａＴ 细胞 ＮＦ⁃κＢ 信号通路的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）
组别 ＩκＢα ｐ⁃ＩκＢα ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５

正常培养组 ０􀆰 ５６±０􀆰 ０８ ０􀆰 １６±０􀆰 ０３ ０􀆰 ６４±０􀆰 ０８ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０３
ＩＦＮ⁃γ＋ＴＲＡＩＬ 组 ０􀆰 ６０±０􀆰 ０９ ０􀆰 ５１±０􀆰 ０８∗ ０􀆰 ６５±０􀆰 ０７ ０􀆰 ６２±０􀆰 ０７∗

ＩＦＮ⁃γ＋ＴＲＡＩＬ＋丹酚酸 Ａ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ０􀆰 ５７±０􀆰 ０８ ０􀆰 ３５±０􀆰 ０４＃ ０􀆰 ６８±０􀆰 ０５ ０􀆰 ４１±０􀆰 ０４＃

　 　 注：与正常培养组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＩＦＮ⁃γ＋ＴＲＡＩＬ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 各组细胞 ＩκＢα、 ｐ⁃ＩκＢα、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
蛋白表达

３　 讨论

表皮的主要功能是提供屏障， 保护人体免受环境因素

的影响。 角质形成细胞是角蛋白产生的表皮细胞， 约占表

皮细胞的 ９０％ ［１３］ 。 角质形成细胞除了维持皮肤的生化和物

理状态， 也参与各种炎症性皮肤病的发展， 其释放炎症介

质， 例如促炎细胞因子和趋化因子， 以响应包括紫外线，
过敏原和化学制剂在内的免疫触发［１４］ 。 在本研究中， 以体

外培养的人皮肤 ＨａＣａＴ 细胞为对象， 采用 ＩＦＮ⁃γ 和 ＴＲＡＩＬ
联合诱导损伤 ＨａＣａＴ 细胞， 发现丹酚酸 Ａ 对细胞损伤具有

一定的保护作用， 并且这种保护作用与调控 ＮＦ⁃κＢ 途径有

关， 为特应性皮炎的药物开发提供了新的启示。
细胞凋亡是角质形成细胞在正常和病理状态下的另一

个重要生理因素［１５］ 。 细胞凋亡是细胞死亡的一种程序化形

式， 它是一种严格调控的生化过程， 通过多种与蛋白酶

（如降解蛋白质的 ｃａｓｐａｓｅｓ） 激活相关的不同机制发生。
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 被认为是最重要的执行因子， 可被任何一种启动

子 ｃａｓｐａｓｅ （ｃａｓｐａｓｅ⁃８、 ⁃９ 或⁃１０） 激活［１６］ 。 炎症因子 ＩＬ⁃１β
和 ＩＬ⁃６ 等过度表达与特应性皮炎相关， 并参与病理反应的

诱导， 被认为是皮肤炎症发病的关键因素［１７］ 。 本实验中，
丹酚酸 Ａ 提高 ＩＦＮ⁃γ 和 ＴＲＡＩＬ 联合诱导的 ＨａＣａＴ 细胞存活

率， 降低细胞的凋亡率和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达， 提示

丹酚酸 Ａ 通过可以促进 ＩＦＮ⁃γ 和 ＴＲＡＩＬ 联合损伤的 ＨａＣａＴ
细胞增殖， 并减少细胞凋亡。 同时， 丹酚酸 Ａ 降低了 ＩＦＮ⁃
γ 和 ＴＲＡＩＬ 联合诱导的人皮肤 ＨａＣａＴ 细胞中炎症因子 ＩＬ⁃６
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　 　 　 　 表 ５　 佛波酯抑制丹酚酸 Ａ 对 ＨａＣａＴ 细胞存活率的保护作用 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）

组别
细胞存活率 ／ ％

２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ
ＩκＢα ｐ⁃ＩκＢα ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５

ＩＦＮ⁃γ＋ＴＲＡＩＬ＋丹酚酸 Ａ＋ＰＢＳ 组 １００􀆰 ３７±３􀆰 ７２ １００􀆰 ７６±４􀆰 ０７ １０１􀆰 ２１±５􀆰 ６２ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０５ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０４ ０􀆰 ５８±０􀆰 ０８ ０􀆰 ４２±０􀆰 ０４
ＩＦＮ⁃γ＋ＴＲＡＩＬ＋丹酚酸 Ａ＋佛波酯组 ８９􀆰 ３８±４􀆰 ２４∗ ８４􀆰 ７３±５􀆰 ３８∗ ７６􀆰 ２６±６􀆰 １１∗ ０􀆰 ５３±０􀆰 ０６ ０􀆰 ５１±０􀆰 ０５∗ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０７ ０􀆰 ５４±０􀆰 ０５∗

　 　 注：与 ＩＦＮ⁃γ＋ＴＲＡＩＬ＋丹酚酸 Ａ＋ＰＢＳ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 各组细胞凋亡 （Ａ）、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３蛋白表达 （Ｂ）

表 ６　 佛波酯促进丹酚酸 Ａ 对 ＨａＣａＴ 细胞凋亡和抑制炎症因子分泌 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）
组别 ＩＬ⁃６ ／ （ｎｇ·Ｌ－１） ＩＬ⁃１β ／ （ｎｇ·Ｌ－１） ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 细胞凋亡率 ／ ％

ＩＦＮ⁃γ＋ＴＲＡＩＬ＋丹酚酸 Ａ＋ＰＢＳ 组 ６４􀆰 ２８±４􀆰 ２８ ３４􀆰 ２５±２􀆰 ８３ ０􀆰 ２６±０􀆰 ０３ ５􀆰 ２５±０􀆰 ５４
ＩＦＮ⁃γ＋ＴＲＡＩＬ＋丹酚酸 Ａ＋佛波酯组 １０２􀆰 ６７±８􀆰 ６８∗ ４８􀆰 ８６±３􀆰 ７４∗ ０􀆰 ３７±０􀆰 ０５∗ ７􀆰 ４７±０􀆰 ８８∗

　 　 注：与 ＩＦＮ⁃γ＋ＴＲＡＩＬ＋丹酚酸 Ａ＋ＰＢＳ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。
和 ＩＬ⁃１β 的分泌， 说明丹酚酸 Ａ 可以减轻人皮肤 ＨａＣａＴ 细

胞损伤后的炎症反应。 由此可见， 在 ＩＦＮ⁃γ 和 ＴＲＡＩＬ 联合

损伤的 ＨａＣａＴ 细胞中， 丹酚酸 Ａ 一方面促进细胞的增殖能

力和抑制凋亡， 另一方面抑制细胞中炎症因子的分泌， 从

而发挥保护作用， 与丹酚酸 Ａ 在其他模型损伤中［７⁃８］ 的功

能相符。
ＮＦ⁃κＢ 家族包括被各种刺激激活的关键转录因子， 如

ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃γ 和脂多糖等［１８］ 。 刺激后， 细胞质中的 ＮＦ⁃
κＢ 复合物易位至细胞核， 并参与众多促炎基因的表达［１９］ 。
ＮＦ⁃κＢ 信号通路已被证明与 ＨａＣａＴ 细胞炎症有关［２０］ ， ＩＦＮ⁃
γ 和 ＴＮＦ⁃α 可以激活角质形成细胞中的 ＮＦ⁃κＢ 途径［２１］ 。 本

研究中， ＩＦＮ⁃γ 和 ＴＲＡＩＬ 联合诱导使 ＨａＣａＴ 细胞内 ｐ⁃ＩκＢα、
ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达升高， 使用丹酚酸 Ａ 处理则抑制了

此作用， 提示丹酚酸 Ａ 对 ＩＦＮ⁃γ 和 ＴＲＡＩＬ 联合诱导的

ＨａＣａＴ 细胞损伤的保护作用可能是通过抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号通

路活性而实现的。 另外， ＮＦ⁃κＢ 信号通路激活剂佛波酯能

够抑制丹酚酸 Ａ 对 ＩＦＮ⁃γ 和 ＴＲＡＩＬ 联合损伤的 ＨａＣａＴ 细胞

存活率的促进作用， 并能促进丹酚酸 Ａ 对细胞凋亡、 炎症

因子分泌的抑制作用。 这些结果证实， 抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号通

路是丹酚酸 Ａ 在 ＩＦＮ⁃γ 和 ＴＲＡＩＬ 联合损伤的 ＨａＣａＴ 细胞中

发挥药效的重要途径。
总之， 丹酚酸 Ａ 对 ＩＦＮ⁃γ 和 ＴＲＡＩＬ 联合诱导的 ＨａＣａＴ

细胞损伤具有一定的保护效果， 可以促进细胞的增殖， 并

抑制凋亡和细胞炎症因子的分泌， 这种保护作用可能与调

控 ＮＦ⁃κＢ 信号通路有关。
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摘要： 目的　 探讨吴茱萸酒制前后对痛经小鼠的作用及其物质基础。 方法　 采用苯甲酸雌二醇联合缩宫素诱导痛经模

型， 随机分为正常组， 模型组， 吴茱萸生品高、 低剂量组， 吴茱萸酒制品高、 低剂量组， 罗通定组。 给药干预后， 观

察各组小鼠的扭体次数及扭体潜伏期， ＥＬＩＳＡ 法检测小鼠血清 ＰＧＥ２、 ＥＴ⁃１、 ＮＯ 水平。 采用超高效液相色谱⁃四级杆

飞行时间质谱仪 （ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ） 对吴茱萸的生品和酒制品的化学成分进行定性定量分析。 结果　 与正常组比较，
模型组小鼠扭体次数增多 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 扭体潜伏期缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 血清 ＥＴ⁃１ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＰＥＧ２、 ＮＯ 水平

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 吴茱萸酒制品高剂量组小鼠的扭体次数减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 吴茱萸生品、 酒制品低、
高剂量组小鼠的扭体潜伏期均延长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 吴茱萸酒制品低、 高剂量组小鼠血清 ＥＴ⁃１ 水平降低， ＰＧＥ２、 ＮＯ 水

平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 鉴定结果显示， 酒制后芦丁、 Ｅｖｏｌｌｉｏｎｉｎｅｓ Ａ、 山柰酚⁃３⁃鼠李糖基葡萄

糖苷⁃７⁃葡萄糖苷、 吴茱萸酰胺 ４ 种成分增加； 主要镇痛成分芦丁、 去氢吴茱萸碱、 柠檬苦素、 吴茱萸碱和吴茱萸次碱

的含量明显增加。 结论　 吴茱萸酒制后其镇痛活性发生了显著变化， 其有效成分含量在酒制前后也发生一定程度的改

变， 为吴茱萸酒制前后药效和物质基础研究提供实验依据。
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