
［药　 　 理］
二妙丸对特应性皮炎小鼠皮损炎症及巨噬细胞 ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路
的影响
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摘要： 目的　 探讨二妙丸对特应性皮炎小鼠的缓解作用。 方法 　 体内实验： 将 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠随机分为正常组、 模型

组、 地塞米松组 （２ ｍｇ ／ ｋｇ） 和二妙丸高、 中、 低剂量组 （４􀆰 ６８、 ２􀆰 ３４、 １􀆰 １７ ｇ ／ ｋｇ）， 采用反复涂抹 ＤＮＣＢ 溶液构建特

应性皮炎小鼠模型， 造模同时灌胃给药， 连续 ２１ ｄ， 观察并记录小鼠背部皮损状况、 耳肿胀度、 耳片重量差， ＨＥ 染

色观察皮损组织病理变化， 甲苯胺蓝 （ＴＢ） 染色观察皮损组织肥大细胞浸润， ＩＨＣ 法检测皮损组织巨噬细胞标志物

Ｆ４ ／ ８０ 表达， ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＴＳＬＰ、 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃５ 和总 ＩｇＥ 水平。 体外实验： 取对数生长期 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞， 给予

４００、 ２００、 １００ μｇ ／ ｍＬ 二妙丸进行干预， ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞增殖情况， Ｇｒｉｅｓｓ 法检测细胞上清液 ＮＯ 水平， ＥＬＩＳＡ 法检

测细胞上清液 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路相关蛋白表达。 结果　 体内

实验： 与模型组比较， 二妙丸高剂量组小鼠背部皮损评分、 右耳肿胀度、 左右耳片重量差均降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 皮损组织表皮厚度减小， 肥大细胞、 巨噬细胞浸润减轻 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 血清炎症因子 ＴＳＬＰ、 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃
５、 总 ＩｇＥ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 皮损组织 Ｆ４ ／ ８０ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 体外实验： 与模型组比较， 二妙丸

４００、 ２００ μｇ ／ ｍＬ 组细胞 ＮＯ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｐ３８、 ＪＮＫ 和 Ｐ６５ 蛋白磷酸化水平

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 二妙丸能够缓解 ＤＮＣＢ 诱导的特应性皮炎小鼠皮损炎症， 其机制可能与抑制巨噬细

胞 ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路激活， 减轻巨噬细胞浸润和降低 Ｔｈ２ 细胞因子有关。
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　 　 特应性皮炎是常见的过敏性炎症皮肤病之一，
临床表现为反复发作的湿疹、 皮肤干燥和强烈的瘙

痒， 严重影响特应性皮炎患者的日常生活［１］。 目

前， 治疗特应性皮炎药物有糖皮质激素、 钙调神经

磷酸酶抑制剂及全身免疫抑制剂， 有一定疗效， 但

存在严重不良反应［２］。 生物制剂 （度普利尤单抗）
治疗特应性皮炎副作用较小［３］， 但价格昂贵。 因

此， 寻找安全有效、 经济适用的治疗特应性皮炎药

物备受关注。 中药复方二妙丸由黄柏和苍术 ２ 味中

药组成， 黄柏清热解毒， 苍术燥湿健脾， 两药合用

具有清热燥湿、 杀菌止痒的功效。 临床上二妙丸常

作为基础方用于治疗特应性皮炎、 湿疹等皮肤病，
可改善患者皮肤炎症症状， 疗效较为确切［４］， 但

二妙丸改善特应性皮炎的机制尚未完全阐明。 故本

研究拟通过构建特应性皮炎小鼠模型， 探讨二妙丸

改善特应性皮炎小鼠皮损炎症症状的作用及机制。
１　 材料

１􀆰 １　 动物与细胞　 雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， ６～８ 周龄，
体质量 ２０～２２ ｇ， 购自斯贝福 （北京） 生物科技有

限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （京）
２０１９⁃００１０］， 饲养于云南中医药大学动物房， 环境

温度 （２２±２）℃， 相对湿度 ５０％ ～ ６０％ ， 昼夜交替

各 １２ ｈ， 适应性喂养 １ 周。 本研究动物实验已通过

云南中医药大学动物伦理委员会批准 （伦理审批

编号 Ｒ⁃０６２０２１１０７）。 小鼠单核巨噬细胞白血病细

胞系 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞， 购自武汉普诺赛生命科技

有限公司， 使用含 １０％ 胎牛血清、 １％ 青⁃链霉素的

ＤＭＥＭ 高糖培养基， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中

培养， 每 １～２ ｄ 传代 １ 次。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 二妙丸 （北京同仁堂制药有限

公司， 国药准字 Ｚ１１０２０５６６）， 取 ９􀆰 ３６ ｇ 二妙丸研

磨为粉末， 加入 ４０ ｍＬ ０􀆰 ５％ ＣＭＣ⁃Ｎａ 充分混匀作

为高剂量， 分别稀释 ２、 ４ 倍得中、 低剂量， 用于

体内实验； 另取二妙丸浸泡于无菌 ＰＢＳ 溶液中，
超声使其充分混悬， 过滤后配制成 ０􀆰 ３ ｇ ／ ｍＬ 混悬

液作为母液， 用于体外实验， 实验时取适量母液用

完全培养基稀释， 配成所需质量浓度。 醋酸地塞米

松片 （ 浙 江 仙 琚 制 药 股 份 有 限 公 司， 批 号

ＬＢ２２５２）。 ２， ４⁃二硝基氯苯 （ＤＮＣＢ， 成都贝斯特

试剂有限公司， 批号 ９７⁃００⁃７）； ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃
１β、 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃５ ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （深圳欣博盛生物科

技有 限 公 司， 货 号 ＥＭＣ００４􀆰 ９６、 ＥＭＣ１０２ａ． ９６、
ＥＭＣ００１ｂ． ９６、 ＥＭＣ００３􀆰 ９６、 ＥＭＣ１０８􀆰 ９６ ）； 脂 多

糖 （ ＬＰＳ， 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司， 货 号

Ｌ８８８０）； 一氧化氮 （ＮＯ） 试剂盒、 ＢＣＡ 蛋白浓度

测定试剂盒 （上海碧云天生物技术股份有限公司，
货号 Ｓ００２１Ｓ、 批号 ０６０７２３２３１１２２）； 超敏 ＥＣＬ 化

学发光检测试剂盒、 一抗 Ｐ３８、 ｐ⁃Ｐ３８、 ｐ⁃ＪＮＫ、
ＪＮＫ、 Ｐ６５、 ｐ⁃Ｐ６５、 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体 （武汉三鹰生物技

术有限公司， 批号 ２００３３１０４、 货号 １４０６４⁃１⁃ＡＰ、
２９５３
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２８７９６⁃１⁃ＡＰ、 ８２３３５⁃１⁃ＲＲ、 ８０９７９⁃１⁃ＲＲ、 ８１１１５⁃１⁃
ＲＲ）。
１􀆰 ３　 仪器　 酶标分析仪 （南京德铁实验设备有限

公司， 型号 ＨＢＳ⁃１０９６Ｃ）； 电子分析天平 （美国奥

豪斯仪器有限公司， 型号 ＡＲ２２４ＣＮ）； 游标卡尺

（上海美耐特实业有限公司， 型号 Ｍｅｔｒ⁃ＩＳＯ）； 电

泳仪、 电泳槽 （北京六一生物科技有限公司， 型

号 ＤＹＹ⁃７Ｃ、 ＤＹＣＺ⁃２４ＤＮ７）； 水平摇床 （海门市其

林贝尔仪器制造有限公司， 型号 ＴＳ⁃１）； 玻片扫描

影像分析系统 （深圳市生强科技有限公司， 型号

ＳＱＳ⁃１０００）。
２　 方法

２􀆰 １　 体内实验

２􀆰 １􀆰 １　 小鼠分组、 造模及给药 　 实验前 １ ｄ， 将

４８ 只小鼠随机分为正常组、 模型组、 地塞米松组

（２ ｍｇ ／ ｋｇ） 和二妙丸高、 中、 低剂量组 （ ４􀆰 ６８、
２􀆰 ３４、 １􀆰 １７ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 ８ 只， 使用脱毛膏对各组

小鼠背部 （３ ｃｍ×３ ｃｍ） 进行脱毛处理。 参照文献

［５］ 报道方法造模， 第 １、 ３ 天， 正常组小鼠背部

脱毛部位及右耳分别涂抹基质溶液 （丙酮与橄榄

油比例为 ４ ∶ １） １００、 ５０ μＬ， 左耳不做任何处理；
其余各组小鼠背部脱毛部位及右耳分别涂抹 １％
ＤＮＣＢ （按照比列称取一定量 ＤＮＣＢ 固体溶于基质

溶液中） １００、 ５０ μＬ 进行致敏， 左耳涂抹 ５０ μＬ
基质溶液。 第 ７ 天开始， 正常组小鼠造模方法不

变， 其余各组小鼠背部脱毛部位及右耳分别涂抹

０􀆰 ５％ ＤＮＣＢ １００、 ５０ μＬ 进行激发， 左耳涂抹 ５０
μＬ 基质溶液， 隔天 １ 次。 从造模第 １ 天起， 正常

组和模型组小鼠灌胃给予 ０􀆰 ５％ ＣＭＣ⁃Ｎａ 溶液， 二

妙丸和地塞米松组灌胃给予相应药物， 灌胃体积

０􀆰 ２ ｍＬ ／ １０ ｇ， 每天 １ 次， 给药 ２１ ｄ。
２􀆰 １􀆰 ２　 背部皮损炎症评分　 第 １、 ８、 １４、 １８、 ２１
天， 观察小鼠背部皮损炎症， 参照文献 ［６］ 报道

对干燥或脱屑、 出血或红疹、 溃烂或表皮脱落症状

进行判定， 每种症状依次计为 １ 分 （轻度）、 ２ 分

（中度）、 ３ 分 （重度）， 无症状则计为 ０ 分， 计算

各组小鼠皮损评分。
２􀆰 １􀆰 ３　 右耳肿胀度测定 　 第 １、 ８、 １４、 １８、 ２１
天， 用游标卡尺对小鼠左右耳中部进行测量， 重复

３ 次， 分别取平均值， 进行右耳肿胀度统计。 右耳

肿胀度＝右耳厚度－左耳厚度。
２􀆰 １􀆰 ４　 左右耳片重量差 　 小鼠腹腔注射 １％ 戊巴

比妥钠进行麻醉， 腹主动脉取血后， 剪下左右耳

朵， 剃毛处理后用打孔器取直径 ８ ｍｍ 的耳片， 快

速称重， 计算左右耳片重量差。 公式为耳片重量

差＝右耳片重量－左耳片重量。
２􀆰 １􀆰 ５　 ＨＥ 染色检测小鼠右耳、 背部皮损组织表

皮厚度　 取右耳片和背部皮肤置于 ４％ 多聚甲醛固

定后送检， 制备石蜡切片后进行 ＨＥ 染色。 用

ＩｍａｇｅＶｉｅｗｅｒＧ 软件在 ２００ 倍数下观察右耳片和背部

皮损组织病理变化， 测量表皮角质层至基底层垂直

距离， 记录表皮增厚情况。
２􀆰 １􀆰 ６　 甲苯胺蓝 （ＴＢ） 染色检测右耳、 背部皮损

组织肥大细胞浸润　 取 “２􀆰 １􀆰 ５” 项下制备的右耳

和 背 部 皮 肤 石 蜡 切 片， 行 ＴＢ 染 色， 用

ＩｍａｇｅＶｉｅｗｅｒＧ 软件在 ２００ 倍镜下观察肥大细胞浸润

情况。
２􀆰 １􀆰 ７　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＴＳＬＰ、 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃５、 总

ＩｇＥ 炎症因子水平　 取 “２􀆰 １􀆰 ４” 项下收集的血液，
室温静置 ３０ ｍｉｎ 后， ４ ℃、 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５
ｍｉｎ， 取上清。 按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书检测小鼠

血清 ＴＳＬＰ、 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃５、 总 ＩｇＥ 水平。
２􀆰 １􀆰 ８　 免疫组织化学 （ ＩＨＣ） 法检测背部皮损组

织巨噬细胞浸润　 取 “２􀆰 １􀆰 ５” 项下制备的背部皮

肤石蜡切片， 经脱蜡、 抗原修复后封闭， 加 Ｆ４ ／ ８０
抗体 ４ ℃孵育过夜， 加二抗室温孵育 ５０ ｍｉｎ， ＤＡＢ
显色， 复染细胞核， 于光学显微镜下观察细胞核表

面棕黄色沉积颗粒， 脱水后封片。 用 ＩｍａｇｅＶｉｅｗｅｒＧ
软件在 ２００ 倍镜下观察巨噬细胞浸润情况。
２􀆰 ２　 体外实验

２􀆰 ２􀆰 １　 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞活力 　 取对

数生长期 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞， 以 １×１０５ 个 ／ ｍＬ 密度

接种于 ９６ 孔板中， 将细胞分为空白组、 对照组及

二妙丸组， 每组 ３ 个复孔。 空白组每孔加入完全培

养基 １００ μＬ， 对照组及二妙丸组每孔加入细胞悬

液 １００ μＬ， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 １２ ｈ，
吸弃培养基后， 空白组和对照组每孔加入完全培养

基 １００ μＬ， 二妙丸组加入含不同质量浓度二妙丸

（ ６􀆰 ２５、 １２􀆰 ５、 ２５、 ５０、 １００、 ２００、 ４００、 ８００
μｇ ／ ｍＬ） 的完全培养基 １００ μＬ， 每组浓度设 ３ 个

复孔， 孵育 １２ ｈ， 每孔中加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 溶液，
于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中继续孵育 １ ｈ， 用酶标

仪在 ４５０ ｎｍ 波长处测定光密度 （ＯＤ） 值， 计算细

胞存活率。
２􀆰 ２􀆰 ２　 ＮＯ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平检测　 取对

数生长期 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞， 以 ２×１０５ 个 ／ ｍＬ 密度

接种于 ２４ 孔板中。 根据 ＣＣＫ⁃８ 筛选得到的结果，
将细胞分为正常组、 模型组及二妙丸高、 中、 低剂
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量组 （ ４００、 ２００、 １００ μｇ ／ ｍＬ）， 每组 ３ 个复孔，
每孔加入细胞悬液 ５００ μＬ， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培

养箱中培养 １２ ｈ。 吸弃培养液， 正常组和模型组每

孔加入 ５００ μＬ 完全培养基， 二妙丸组加入含不同

质量浓度二妙丸的完全培养基 ５００ μＬ 预处理细胞

２ ｈ。 模型组和二妙丸组弃去完全培养基 ２０ μＬ 后

加入 ２０ μＬ ＬＰＳ （１ μｇ ／ ｍＬ 终浓度）， 于 ３７ ℃、 ５％
ＣＯ２ 培养箱中继续培养 １２ ｈ， 收集细胞上清液， 按

照试剂盒说明书测定 ＮＯ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β
水平。
２􀆰 ２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 信

号通路相关蛋白表达 　 取对数生长期 ＲＡＷ２６４􀆰 ７
细胞， 以 ２×１０５ 个 ／ ｍＬ 密度接种于 ６ 孔板中， 按

“２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法分组、 给药。 收集各组细胞，
提取细胞总蛋白， 用 ＢＣＡ 试剂盒对样品蛋白进行

定量。 使用 １０％ ＳＤＳ⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳， 转至

ＰＶＤＦ 膜上， ５％ 脱脂奶粉溶液室温封闭 ２ ｈ， 加入

ｐ⁃ＪＮＫ、 ＪＮＫ、 ｐ⁃Ｐ３８、 Ｐ３８、 Ｐ６５、 ｐ⁃Ｐ６５、 β⁃ａｃｔｉｎ
一抗， ４ ℃孵育过夜， 次日加入辣根过氧化物标记

的二抗， 摇床上室温孵育 ９０ ｍｉｎ， 加入 ＥＣＬ 显色

液显影， 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析蛋白条带灰度值。
２􀆰 ３　 统计学分析 　 通过 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０􀆰 ２ 软

件进行处理， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 两组间比较采

用单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学

意义。
３　 结果

３􀆰 １　 二妙丸对特应性皮炎小鼠背部皮损外观的影

响　 正常组小鼠背部毛发光滑、 结构完整； 模型组

小鼠背部表皮剥脱、 干燥、 结痂等皮肤组织受损；
地塞米松组及二妙丸高、 中剂量组小鼠背部皮肤结

痂减少、 新生毛发增多， 表明二妙丸能有效改善特

应性皮炎小鼠皮损， 见图 １。

图 １　 各组小鼠皮损外观图

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｓｋｉｎ ｌｅｓｉｏｎｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３􀆰 ２　 二妙丸对特应性皮炎小鼠背部皮损评分的影

响　 第 ８ 天起， 与正常组比较， 模型组小鼠皮损评

分升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 第 １８、 ２１ 天

地塞米松组及二妙丸各剂量组小鼠皮损评分降低

（Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 表明二妙丸能降低皮损评

分、 修复皮损， 见表 １。
表 １　 各组小鼠背部皮损评分比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂａｃｋ ｓｋｉｎ ｌｅｓｉｏｎ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别
皮损评分 ／ 分

１ ｄ ８ ｄ １４ ｄ １８ ｄ ２１ ｄ
正常组 ０ ０ ０ ０ ０
模型组 ０ １􀆰 ５００±０􀆰 ５００＃＃ ２􀆰 ０６７±０􀆰 ６８７＃＃ ２􀆰 ３１７±０􀆰 ４７１＃＃ ２􀆰 ３６１±０􀆰 ４７１＃＃

地塞米松组 ０ １􀆰 ３２３±０􀆰 ４７１ １􀆰 ３２３±０􀆰 ４４１∗ １􀆰 ３３３±０􀆰 ４７１∗∗ １􀆰 ３００±０􀆰 ５００∗∗

二妙丸高剂量组 ０ １􀆰 ５００±０􀆰 ５００ １􀆰 ５６７±０􀆰 ４７１ １􀆰 ５００±０􀆰 ５００∗∗ １􀆰 ４６７±０􀆰 ４７１∗

二妙丸中剂量组 ０ １􀆰 ５６７±０􀆰 ３７３ １􀆰 ６６２±０􀆰 ４７１ １􀆰 ５４７±０􀆰 ４７１∗ １􀆰 ５３３±０􀆰 ３７３∗

二妙丸低剂量组 ０ １􀆰 ６６７±０􀆰 ４７１ １􀆰 ６５０±０􀆰 ５００ １􀆰 ５６７±０􀆰 ４７１∗ １􀆰 ５６７±０􀆰 ４７１∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ３　 二妙丸对特应性皮炎小鼠右耳肿胀度的影

响　 与正常组比较， 模型组小鼠第 ８、 １４、 １８、 ２１
天右耳肿胀度增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 第

１４、 １８、 ２１ 天地塞米松组及二妙丸高、 中剂量组

小鼠右耳肿胀度降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 见

表 ２。

３􀆰 ４　 二妙丸对特应性皮炎样小鼠左右耳片重量差

的影响　 与正常组比较， 模型组小鼠左右耳片重量

差增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 地塞米松组和

二妙丸高、 中剂量组小鼠耳片重量差减少 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ２。
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表 ２　 各组小鼠右耳肿胀度比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｒｉｇｈｔ ｅａｒ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别
右耳肿胀度 ／ ｍｍ

１ ｄ ８ ｄ １４ ｄ １８ ｄ ２１ ｄ
正常组 ０􀆰 ０１０±０􀆰 ００４ ０􀆰 ０１４±０􀆰 ００９ ０􀆰 ００９±０􀆰 ００３ ０􀆰 ００８±０􀆰 ００５ ０􀆰 ０１３±０􀆰 ００５
模型组 ０􀆰 ０１０±０􀆰 ００６ ０􀆰 ０９４±０􀆰 ０３１＃＃ ０􀆰 １３３±０􀆰 ０２５＃＃ ０􀆰 １３７±０􀆰 ０１８＃＃ ０􀆰 １３７±０􀆰 ０１７＃＃

地塞米松组 ０􀆰 ０１３±０􀆰 ００５ ０􀆰 ０５７±０􀆰 ０２０ ０􀆰 ０５０±０􀆰 ０１３∗∗ ０􀆰 ０５０±０􀆰 ０１８∗∗ ０􀆰 ０５０±０􀆰 ０１３∗∗

二妙丸高剂量组 ０􀆰 ０１０±０􀆰 ００４ ０􀆰 ０７３±０􀆰 ０２２ ０􀆰 ０７６±０􀆰 ０１２∗∗ ０􀆰 ０８３±０􀆰 ０１２∗ ０􀆰 ０８７±０􀆰 ００９∗

二妙丸中剂量组 ０􀆰 ０１０±０􀆰 ００４ ０􀆰 ０６４±０􀆰 ０２７ ０􀆰 ０８３±０􀆰 ０２６∗ ０􀆰 ０８３±０􀆰 ０２５∗ ０􀆰 ０８３±０􀆰 ０２０∗

二妙丸低剂量组 ０􀆰 ０１０±０􀆰 ００４ ０􀆰 ０７４±０􀆰 ０２１ ０􀆰 ０８７±０􀆰 ０１４∗ ０􀆰 ０８７±０􀆰 ０２４∗ ０􀆰 ０９６±０􀆰 ０１７

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

注： 与正常 组 比 较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与 模 型 组 比 较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组小鼠左右耳片重量差比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｗｅｉｇｈｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｌｅｆｔ ａｎｄ

ｒｉｇｈｔ ｅａｒ ｐｉｅｃｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ ｘ ± ｓ，
ｎ＝８）

３􀆰 ５　 二妙丸对特应性皮炎小鼠皮损组织病理形态

的影响　 正常组小鼠右耳和背部皮肤结构完整， 层

次清晰， 表皮层薄， 无水肿和炎性反应； 与正常组

比较， 模型组小鼠右耳及背部皮损组织可见表皮组

织增生， 棘层肥厚， 基底层下移， 水肿和严重炎症

反应； 与模型组比较， 地塞米松组和二妙丸各剂量

组右耳及背部皮肤表皮增厚减轻， 水肿及炎性反应

减轻， 见图 ３。
３􀆰 ６　 二妙丸对特应性皮炎小鼠皮损组织真皮层肥

大细胞浸润的影响　 肥大细胞的浸润参与特应性皮

炎炎症发展［７］， ＴＢ 染色能够特异性地染色肥大细

胞颗粒。 如图 ４ 所示， 正常组小鼠右耳和背部皮损

组织真皮层见少量肥大细胞颗粒浸润； 与正常组比

较， 模型组小鼠真皮层肥大细胞颗粒浸润增多； 与

模型组比较， 地塞米松组和二妙丸各剂量组真皮层

肥大细胞颗粒积聚减少， 浸润数减少， 见图 ４。
３􀆰 ７　 二妙丸对特应性皮炎小鼠血清 ＴＳＬＰ、 ＩＬ⁃４、
ＩＬ⁃５、 总 ＩｇＥ 水平的影响　 ＴＳＬＰ、 Ｔｈ２ 细胞因子及

ＩｇＥ 水平与特应性皮炎疾病进展呈正相关［８］。 如图

５ 所示， 与正常组比较， 模型组小鼠血清 ＴＳＬＰ、
ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃５、 总 ＩｇＥ 水平均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， 地塞米松组和二妙丸高剂量组 ＴＳＬＰ、
ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃５、 总 ＩｇＥ 水平均降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 中剂量组 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃５、 总 ＩｇＥ 水平降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 低剂量组总 ＩｇＥ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ８　 二妙丸对特应性皮炎小鼠背部皮损组织巨噬

细胞浸润的影响　 在特应性皮炎炎症反应过程中，
巨噬细胞在炎症区域的聚集和活化推动炎症的发

展［９］。 如图 ６ 所示， 与正常组比较， 模型组小鼠皮

损组织巨噬细胞表面标记物 Ｆ４ ／ ８０ 表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 地塞米松组和二妙丸各剂

量组小鼠皮损组织 Ｆ４ ／ ８０ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）。
３􀆰 ９　 二妙丸对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞增殖的影响　 与

对照组比较， 二妙丸质量浓度在 ０ ～ ４００ μｇ ／ ｍＬ 时

对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞增殖无影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图

７。 因此选择 ４００、 ２００、 １００ μｇ ／ ｍＬ 质量浓度进行

后续实验。
３􀆰 １０　 二妙丸对 ＬＰＳ 诱导的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞

释放 ＮＯ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平的影响 　 与正

常组比较， 模型组细胞上清液中 ＮＯ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃
１β、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
二妙丸高、 中剂量组细胞上清液中 ＮＯ、 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 见

图 ８。
３􀆰 １１　 二妙丸对 ＬＰＳ 诱导的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞

ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路相关蛋白表达的影响 　 与

正常组比较， 模型组细胞 ｐ⁃Ｐ３８、 ｐ⁃ＪＮＫ 和 ｐ⁃Ｐ６５
蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 二妙丸

高、 中剂量组细胞 ｐ⁃Ｐ３８、 ｐ⁃ＪＮＫ 和 ｐ⁃Ｐ６５ 蛋白表

达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ９。
４　 讨论

特应性皮炎在中医中属 “四弯风” “奶癣”
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注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组小鼠右耳和背部皮损组织 ＨＥ 染色及表皮厚度比较 （×２００， ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｓｋｉｎ ｌｅｓｉｏｎｓ ｉｎ ｒｉｇｈｔ ｅａｒ ａｎｄ ｂａｃｋ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

（×２００， ｘ±ｓ， ｎ＝８）

注： 红色箭头所示为肥大细胞。 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组小鼠右耳和背部皮损组织 ＴＢ 染色及肥大细胞浸润数比较 （×２００， ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＴＢ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｍａｓｔ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｋｉｎ ｌｅｓｉｏｎｓ ｏｆ ｒｉｇｈｔ ｅａｒ ａｎｄ ｂａｃｋ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

（×２００， ｘ±ｓ， ｎ＝８）
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注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 各组小鼠血清 ＴＳＬＰ、 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃５和总 ＩｇＥ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＴＳＬＰ， ＩＬ⁃４， ＩＬ⁃５ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ＩｇＥ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 各组小鼠背部皮损组织 Ｆ４ ／ ８０ 表达比较 （×２００， ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｆ４ ／ ８０ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｂａｃｋ ｌｅｓｉｏｎｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×２００， ｘ±ｓ， ｎ＝８）
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注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 二妙丸对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞增殖的影响 （ｘ±ｓ，
ｎ＝３）

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｅｒ Ｍｉａｏ Ｗａｎ ｏｎ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＲＡＷ２６４􀆰 ７
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

“湿疮” 等范畴， 其病因病机主要为先天禀赋不

耐， 胎毒遗热， 心火亢盛， 外感六淫， 饮食失调，
脾虚失运而发病。 特应性皮炎病情迁延不愈， 反复

发作， 致使阴虚血燥， 肌肤失养［１０］。 主要采取以

健脾渗湿、 清热祛风、 养血润肤为主的治疗方法。
二妙丸因其具有清热燥湿的特性而被广泛用于治疗

特应性皮炎， 且疗效显著。
使用 ＤＮＣＢ 诱导的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠特应性皮炎模

型被广泛运用于各类研究中［１１］。 ＤＮＣＢ 作为一种

与过敏原相关的小分子半抗原， 与皮肤组织蛋白接

触后刺激机体 Ｔ 淋巴细胞致敏， 产生过敏炎症。
在上述炎症过程中， 巨噬细胞发挥抗原呈递和吞噬

作用， 促进炎症发展， 并在皮肤炎症中大量浸润，
与炎症免疫细胞 （如肥大细胞和 Ｔ 细胞） 相互作

　 　 　

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 各组细胞上清液中 ＮＯ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＮＯ， ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃６ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｃｅｌｌ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

用， 激活和放大炎症反应［１２⁃１３］。 Ｆ４ ／ ８０ 是一种在成

熟巨噬细胞中高表达的细胞表面糖蛋白， 是识别和

区分成熟小鼠巨噬细胞的重要标志物。 本研究发

现， 模型组小鼠背部皮损组织 Ｆ４ ／ ８０ 表达增加， 表

明巨噬细胞浸润增多； 二妙丸干预后巨噬细胞浸润

减少， 说明二妙丸可能通过抑制巨噬细胞浸润发挥

其抗炎作用， 修复皮损组织。 在特应性皮炎模型

中， 致敏 Ｔ 淋巴细胞分化成 Ｔｈ２ 细胞， 分泌 ＩＬ⁃４、
ＩＬ⁃５ 等细胞因子； ＩＬ⁃４ 促进 Ｂ 细胞活化并产生免疫

球蛋白 ＩｇＥ， 而 ＩＬ⁃５ 则可促进嗜酸性粒细胞的增生

和肥大细胞的增殖， ＩｇＥ 与肥大细胞表面高亲和力

受体 ＦｃεＲＩ 结合， 导致肥大细胞浸润［１４⁃１６］。 ＴＳＬＰ
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注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 各组细胞 ｐ⁃Ｐ３８、 ｐ⁃ＪＮＫ 和 ｐ⁃Ｐ６５ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐ⁃Ｐ３８， ｐ⁃ＪＮＫ ａｎｄ ｐ⁃Ｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

属于 ＩＬ⁃２ 细胞因子家族的 Ｉ 型细胞因子， 通过激活

树突状细胞 （ＤＣ） 诱导 Ｔｈ０ 细胞分化为 Ｔｈ２ 细胞，
产生 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃５ 和 ＩＬ⁃１３ 等炎症因子促进 Ｔｈ２ 介导

的免疫反应［８］。 本研究发现， 模型组小鼠血清炎

症因子 ＴＳＬＰ、 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃５、 总 ＩｇＥ 水平升高， 二妙

丸干预可降低炎症因子水平， 说明二妙丸可抑制

Ｔｈ２ 免疫反应过程， 从而抑制特应性皮炎炎症

反应。
通常由 ＬＰＳ 诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞建立细

胞炎症模型， 通过模拟细菌入侵， 激活巨噬细胞，
引发炎症反应［１７⁃１８］。 ＬＰＳ 是革兰氏阴性菌细胞外壁

的一种特殊成分， 与巨噬细胞表面上 Ｔｏｌｌ 样受体 ４
（ＴＬＲ４， 一种模式识别受体） 结合， 通过髓样分化

因子 ８８ （ＭｙＤ８８） 途径， 激活下游丝裂原活化蛋

白激酶 （ＭＡＰＫ） 和核转录因子 κＢ （ＮＦ⁃κＢ） 信

号转导通路， 导致促炎细胞因子 （如 ＮＯ、 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 等） 的释放［１９⁃２０］， 这些细胞因子引起

氧化应激和组织损伤， 促进炎症细胞的募集和激

活， 从而引起和加剧炎症反应［２１］。 本研究发现，
ＬＰＳ 诱导的巨噬细胞中 ＭＡＰＫ Ｐ３８、 ＪＮＫ 及 ＮＦ⁃κＢ

Ｐ６５ 蛋白磷酸化水平升高， 促炎细胞因子 ＮＯ、 ＩＬ⁃
１β、 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 水平升高； 经二妙丸处理后，
ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞 ＭＡＰＫ Ｐ３８、 ＪＮＫ 及 ＮＦ⁃κＢ
Ｐ６５ 蛋白磷酸化水平降低， ＮＯ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 和

ＴＮＦ⁃α 水平也降低， 表明二妙丸可能通过调控

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞 ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路， 降

低炎症因子水平， 减轻细胞炎症。
综上所述， 二妙丸能够减轻 ＤＮＣＢ 诱导的特应

性皮炎小鼠皮损组织中炎性细胞及肥大细胞浸润，
缓解皮损炎症， 其机制可能与抑制巨噬细胞

ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路激活， 减轻巨噬细胞浸润，
降低 Ｔｈ２ 细胞因子水平有关， 这为二妙丸的临床用

药提供了实验依据。
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