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银屑 1 号对 Trappin-2 刺激下肿瘤坏死因子 α干预
造模的 HaCaT细胞分泌 NE、Trappin-2 的影响

刘靖1，2，涂绍忠3，何亚男1，陈智斌1，陈梦雅1，查旭山2*

( 1. 广州中医药大学，广东省广州市机场路 12 号，510405; 2. 广州中医药大学第一附属医院; 3. 深圳市龙岗区中医院 /北京
中医药大学深圳医院)

［摘要］ 目的 探讨银屑 1 号治疗银屑病的可能作用机制。 方法 24 只大鼠随机分为银屑 1 号组、雷公藤
组、空白组，每组 8 只。银屑 1 号组大鼠给予银屑 1 号煎煮浓缩液 196 g / ( kg·d) 灌胃，雷公藤组给予雷公
藤多甙片混悬液 6 mg / ( kg·d) 灌胃，空白组给予生理盐水灌胃，均每日 2 次，每次 5 ml，连续 5 天，制备含
药血清。体外培养 HaCaT细胞，以肿瘤坏死因子 α ( TNF-α) 刺激 HaCaT 细胞建立银屑病细胞模型。实验
设置空白组、雷公藤组、抑制剂组、银屑 1 号组、抑制剂 +银屑 1 号组。空白组、雷公藤组、银屑 1 号组分
别加入基础培养基 3. 8 ml与相应含药血清，抑制剂组、抑制剂 +银屑 1 号组分别加入空白含药血清和银屑 1
号含药血清，同时均加入 Trappin-2 ( 0. 3μg /ml) 培养基 3. 8 ml。体外培养 48 h，检测 HaCaT 细胞中中性粒
细胞弹性蛋白酶 ( NE) 、Trappin-2 含量及 NE、Trappin-2 mＲNA 表达。 结果 与空白组比较，雷公藤组、
抑制剂组、银屑 1 号组、抑制剂 +银屑 1 号组 NE、Trapppin-2 含量及 mＲNA含量明显降低 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜
0. 01) 。与雷公藤组比较，抑制剂组、银屑 1 号组、抑制剂 +银屑 1 号组 NE、Trapppin-2 含量及 mＲNA表达
明显升高 ( P ＜ 0. 01) 。与抑制剂组比较，银屑 1 号组、抑制剂 +银屑 1 号组 NE、Trapppin-2 表达明显降低
( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) ; 银屑 1 号组 NE mＲNA表达明显升高 ( P ＜ 0. 01) ; 抑制剂 +银屑 1 号组 Trapppin-2
mＲNA表达降低 ( P ＜ 0. 05) 。与银屑 1 号组比较，抑制剂 +银屑 1 号组 NE、Trapppin-2 含量及 mＲNA 表达
明显降低 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。 结论 银屑 1 号可降低 HaCaT细胞中 NE、Trappin-2 含量及基因表达水
平，从而减轻炎症反应，可能是其治疗银屑病的作用机制之一。
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银屑病是一种常见的易于复发的慢性炎症性皮

肤病。成年人不同群体的患病率从 0. 91%到 8. 5%
不等［1］。银屑病确切的发病机制尚不清楚，目前
比较一致的观点认为银屑病是在遗传、免疫、代谢
等多因素相互作用下，以 T 细胞为中心，中性粒
细胞、角质形成细胞等相互作用诱导的自身免疫紊
乱［2］。其中中性粒细胞作为任何类型的免疫攻击
的第一道防线起着重要作用［3］。中性粒细胞弹性
蛋白酶 ( NE) 是活化的中性粒细胞释放的主要蛋
白酶［3］。Trappin-2 是一种内源性 NE抑制剂，通过
降解 NE 有效地抑制其活性［3］。NE、Trappin-2 蛋
白的平衡失调及其导致的细胞因子网络变化可能对

银屑病的发生发展具有重要作用［4］。银屑病易控
制、难根治，病情缠绵难愈，目前尚无特效疗法。
我们提出了“从毒论治”，采用凉血解毒、活血化
瘀法组成银屑 1 号方，临床研究证实，其对银屑病
治疗效果良好［5］。HaCaT 细胞为人永生化的角质
形成细胞株，主要来源于人的表皮细胞，与角质形

成细胞的基本特性极其相似，易于培养［6］，目前

已被作为银屑病体外培养的模式细胞广泛用于研究

中［7］。本研究基于前期研究［8］，采用 HaCaT 细胞
作为靶细胞，以肿瘤坏死因子( TNF-α) 刺激 HaCaT
细胞的方法建立银屑病细胞模型，研究银屑 1 号对
Trappin-2 刺激后 HaCaT细胞中 NE、Trappin-2 表达
水平的调控，进一步探讨银屑 1 号方治疗银屑病的
可能作用机制。
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1 资料和方法

1. 1 动物和细胞
SPF级健康 SD 雌性大鼠 24 只，8 周龄，体质

量 180 ～ 200 g，购自广州中医药大学大学城实验中
心，实验动物许可证号: SYXY 粤 2013-0092。人
永生化角质形成细胞 HaCaT 细胞株，由广州中医
药大学中医临床基础重点学科实验室提供。
1. 2 药品
银屑 1 号处方组成: 土茯苓 30 g，板蓝根 15 g，

大青叶 15 g，白花蛇舌草 30 g，半边莲 15 g，蜂房
10 g，川芎 10 g，泽泻 10 g，车前草 10 g，地肤子
15 g，白鲜皮 15 g，生地黄 15 g，牡丹皮 10 g，甘草
6 g。将 3 剂中药 ( 627 g) 加 6000 ml蒸馏水，浸泡
30 min后大火煎开改中小火，煎 1 h; 第 2 次加
4800 ml蒸馏水，煎煮 30 min。合并两次水煎液，
药液过滤，蒸馏，浓缩至含生药浓度为 3. 76 g /ml
的药液备用。雷公藤多苷片 ( 每片 10 mg，韩阳德
远药业有限公司，批号: Z20120993 ) ，用生理盐
水配制成浓度为 0. 108 g /ml的药液备用。
1. 3 主要试剂和仪器
含 10%胎牛血清的 DMEM 低糖培养基 ( 美国

Hyclone公司，货号: SH30021. 01B) ; TNF-α ( 北
京四正柏生物科技有限公司，货号: CHE0019-
096) ; BCA蛋白浓度测定试剂盒 ( 北京普利来基
因技术有限公司，货号: P1511 ) ; Trizol 总 ＲNA
提取试剂盒 ( 美国 Invitrogen 公司，货号: DP422-
02) ; 人 NE ELISA试剂盒 ( 美国 eBioscience公司，
货号: BMS269 ) ; 人 Trappin-2 ELISA 试剂盒 ( 美
国 ＲayBiotech公司，货号: ELH-Trappin-2-001) 。
酶联免疫检测仪 ( 美国 Thermo 公司，型号

MK3) ; 台式低温高速离心机 ( 德国 HEＲMLE 公
司，型号 Z323K) ; CO2 培养箱 ( 德国 Memmer 公
司，型号 INC108 ) ; 电泳仪 ( 型号: JS-360 ) 、全
自动凝胶成像分析仪 ( 型号: JS-360 ) ，均为上海
培清科技有限公司产品; 基因扩增仪 ( 珠海黑马

医学仪器有限公司，型号: Hema9600 ) ; SYBＲ

Premix Ex TaqTM ( Tli ＲNaseH Plus日本 TAKAＲA公
司，型号 ＲＲ420A ) 。
1. 4 含药血清的制备

24 只 SD大鼠适应性喂养 1 周后，采用随机数
字表法分为银屑 1 号组、雷公藤组、空白组，每组
8 只。银屑 1 号组大鼠给予银屑 1 号 196 g / ( kg·
d) 灌胃，雷公藤组给予雷公藤多苷片混悬液 6 mg /

( kg·d) 灌胃，空白组给予生理盐水灌胃，均每日
2 次，每次 5 ml，连续 5 天。灌胃剂量参照人和动
物间体表面积换算的等效剂量比值表换算［9］。末
次灌胃结束 1 h 后，经腹主动脉采血，室温放置
2 h，4000 r /min离心 10 min，用 0. 22μm 滤器过滤
除菌分装， － 80℃保存。使用时银屑 1 号组等比稀
释为 1 /3 浓度。
1. 5 细胞培养及给药
复苏冷冻的 HaCaT 细胞，离心后去上清液，

加入含 10%胎牛血清的 DMEM 低糖培养基，并放
至 37 ℃含 5% CO2 的培养箱内培养; 当细胞融合

率达至 80% ～ 90%时，进行传代消化，调节细胞
浓度至 104 ～ 105个 /ml。将细胞平均分至 5 个离心
管中，分为空白组、雷公藤组、抑制剂组、银屑 1
号组、抑制剂 +银屑 1 号组。空白组加入基础培养
基 ( 3. 8 ml) + 空白含药血清 ( 0. 2 ml) ; 雷公藤
组加入基础培养基 ( 3. 8 ml) + 雷公藤含药血清
( 0. 2 ml) ; 抑制剂组加入 Trappin-2 ( 0. 3μg /ml )
培养基 ( 3. 8 ml) + 空白含药血清 ( 0. 2 ml) ; 银
屑 1 号组加入基础培养基 ( 3. 8 ml) + 1 /3 中药含
药血清 ( 0. 2 ml) ; 抑制剂 +银屑 1 号组加入 Trap-
pin-2 ( 0. 3μg /ml) 培养基 ( 3. 8 ml) + 1 /3 中药
含药血清 ( 0. 2 ml) 。各组分别吹打均匀，移入 96
孔板中，加入含 TNF-α ( 10 ng /ml ) 的无血清
DMEM培养基 100μl，每组 3 个复孔，放入 37 ℃、
5%CO2 培养箱中培养，继续孵育。收集 48 h 细胞
培养液， － 20 ℃储存，备用。
1. 6 观察指标和方法
1. 6. 1 ELISA法检测 HaCaT细胞中 NE、Trappin-2
含量 按 ELISA 试剂盒说明书进行操作。按标准
品的浓度稀释、洗板、加样、温育、洗板、加酶、
温育、显色、终止、测定等步骤进行，以标准浓度
为横坐标 ( X 轴) ，OD 值为纵坐标 ( Y 轴) ，绘制
标准曲线，由标准曲线计算出 NE、Trappin-2 值。
1. 6. 2 HaCaT 细胞中 NE、Trappin-2 mＲNA 表达
将上述细胞加入 1 ml Trizol抽打匀浆，按照标准
抽提步骤进行 ＲNA 抽提。将样品逆转录为 cDNA，
建立 ＲT-qPCＲ反应体系; 反应条件为: 使用 ViiA7
software ，95 ℃ 3 s，60 ℃ 34 s ( 收集荧光信号) ;
40 个循环。溶解曲线分析: 温度 60 ～ 95℃，每分
钟读 1 次; 验证基因扩增特异性。引物由北京奥克
公 司 合 成。 NE: F: 5'-CGTGGCGAATGTA-
AACGTCC-3'，Ｒ: 5'-TTTTCGAAGATGCGCTGCAC-
3'; Trappin-2: F: 5'-CTTCCTGACACCATGAGGGC-

·9941·中医杂志 2018 年 9 月第 59 卷第 17 期 Journal of Traditional Chinese Medicine，2018，Vol． 59，No． 17



3'，Ｒ: 5'- TAACAGGAACTCCCGTGACAG -3'; β-
actin: F: 5'-ATCGTGCGTGACATTAAGGAGAAG-
3'，Ｒ: 5'-AGGAAGGAAGGCTGGAAGAGTG-3'。应
用 SYBＲ@ Premix Ex TaqTM荧光染料技术进行实时

定量 PCＲ反应，计算机分析 Ct值，用以评定各因
子 mＲNA的表达水平，结果用 2 － ΔΔCт表示。
1. 7 统计学方法
应用 SPSS 17. 0 软件进行统计分析。计量资料

以 ( 珋x ± s) 表示，多组间比较采用单因素方差分
析，方差齐时各组间两两比较采用 LSD 检验，方
差不齐时则采用 Tamhance's T2检验。检验水准 α =
0. 05。

2 结果

2. 1 各组 HaCaT细胞中 NE、Trappin-2 含量比较
表 1示，与空白组比较，雷公藤组、抑制剂组、

银屑 1号组、抑制剂 +银屑 1号组 NE、Trapppin-2含
量明显降低 ( P ＜ 0. 01 ) 。与雷公藤组比较，抑制
剂组、银屑 1 号组、抑制剂 + 银屑 1 号组 NE、
Trappin-2 含量明显升高 ( P ＜ 0. 01 ) 。与Trappin-2
组比较，银屑 1 号组、抑制剂 + 银屑 1 号组 NE、
Trapppin-2含量明显降低 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) 。
与银屑 1号组比较，抑制剂 +银屑 1号组 NE、Trap-
ppin-2含量明显降低 ( P ＜0. 05或 P ＜0. 01) 。

表 1 各组 HaCaT细胞中 NE、Trappin-2 含量比较 ( 珋x ± s)

组别 样本数 NE ( ng /ml) Trappin-2 ( pg /ml)

空白组 3 7. 39 ±0. 23 1455. 25 ±63. 15
雷公藤组 3 1. 05 ±0. 02* 435. 46 ±32. 03*

抑制剂组 3 4. 04 ±0. 15＊△ 1003. 20 ±21. 12＊△

银屑 1号组 3 2. 22 ±0. 05＊△▲▲ 628. 51 ±11. 96＊△▲

抑制剂 +银屑 1号组 3 1. 44 ±0. 08＊△▲▲## 557. 49 ±27. 74＊△▲▲#

注: NE，中性粒细胞弹性蛋白酶; 与空白组比较，* P ＜ 0. 01;

与雷公藤组比较，△P ＜0. 01; 与抑制剂组比较，▲P ＜0. 05，▲▲P

＜0. 01; 与银屑 1号组比较，#P ＜0. 05，##P ＜0. 01

2. 2 各组 HaCaT 细胞中 NE、Trappin-2 mＲNA 表
达比较

表 2示，与空白组比较，雷公藤组、抑制剂组、
银屑 1号组、抑制剂 +银屑 1 号组 NE、Trapppin-2
mＲNA表达明显降低 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) 。与
雷公藤组比较，抑制剂组、银屑 1 号组、抑制剂 +
银屑 1 号组 NE、Trapppin-2 mＲNA 表达明显升高
( P ＜ 0. 01) 。与抑制剂组比较，银屑 1号组 NE mＲ-
NA表达明显升高 ( P ＜ 0. 01) ，抑制剂 +银屑 1 号
组 Trapppin-2 mＲNA表达明显降低 ( P ＜ 0. 05) 。与
银屑 1号组比较，抑制剂 +银屑 1 号组 NE、Trapp-

pin-2 mＲNA表达明显降低( P ＜0. 01) 。

表 2 各组 HaCaT细胞中 NE、Trappin-2 mＲNA

表达比较 ( 2 － ΔΔCT，珋x ± s)

组别 样本数 NE Trappin-2

空白组 3 1 1
雷公藤组 3 0. 23 ±0. 02＊＊ 0. 20 ±0. 02＊＊

抑制剂组 3 0. 52 ±0. 09＊＊△ 0. 61 ±0. 10＊＊△

银屑 1号组 3 0. 77 ±0. 14＊△▲▲ 0. 72 ±0. 12＊＊△

抑制剂 +银屑 1号组 3 0. 48 ±0. 03＊＊△# 0. 42 ±0. 06＊＊△▲#

注: NE，中性粒细胞弹性蛋白酶; 与空白组比较，* P ＜ 0. 05，

＊＊ P ＜0. 01; 与雷公藤组比较，△P ＜ 0. 01; 与抑制剂组比较，▲

P ＜0. 05，▲▲P ＜0. 01; 与银屑 1号组比较，#P ＜0. 01

3 讨论

银屑病属中医学 “白疕” “松皮癣” “干癣”
的范畴。中医学认为，血热内蕴、化燥生风是其关
键病机。我们认为，引发银屑病的毒邪不是一般的
邪气，而是各种内外邪气蕴积体内，酝酿所形成的

对机体具有强烈损伤作用的致病因素。我们在长期
临床实践中，结合岭南的独特地理位置，提出

“从毒论治”银屑病。针对慢性复杂性疾病，我们
提出从“诸邪蕴积，迁延不愈，皆属于毒”总的
病机着眼，认为银屑病病机特点是邪化为毒，热毒

互结; 热毒入血，血分蕴毒; 邪毒久蕴，伤阴耗

气; 毒能致瘀，久病入络［10］。治疗应解毒排毒，
凉血化瘀，并在此中医理论指导下组成银屑 1 号方。
方中土茯苓、板蓝根、大青叶、白花蛇舌草、半边
莲清热解毒，生地黄、牡丹皮凉血解毒，川芎化瘀
排毒，泽泻、车前草、地肤子利湿解毒，白鲜皮祛
风解毒止痒，蜂房祛风攻毒，甘草解毒调和诸药。
银屑病是一种由先天免疫和适应性免疫系统的

细胞和分子介导的炎症性皮肤病。中性粒细胞炎性
浸润、角质形成细胞的异常增殖分化是银屑病特征
性病理表现［11］。NE是活化的中性粒细胞分泌的重
要的蛋白酶，属于丝氨酸蛋白酶的糜蛋白酶超家族

成员，能够分解几乎所有细胞外基质蛋白和许多重

要的血浆蛋白，被认为是最具破坏力的酶类之

一［3］。正常情况下，NE 受其内源性抑制剂的控制
不会导致机体损伤，而在一些感染、创伤等疾病发
生时会激活和募集大量的白细胞，导致炎症反

应［12］。NE具有防御、组织损伤、促分泌、炎症放
大等作用，与多种疾病发病相关，如肺部炎症、肿
瘤及自身免疫性疾病、银屑病等［13 － 16］。Trappin-2
蛋白是皮肤局部关键的弹性蛋白酶抑制剂，不表达

于正常皮肤中，仅在炎症性皮肤病、创伤及皮肤肿
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瘤中表达［17］。NE 与 Trappin-2 蛋白间的平衡失调
的致病学说已得到广泛认同，且这种失衡会导致银

屑病的恶化［18］。文献研究［19］表明，Trappin-2 作为
分泌蛋白进入血液循环，银屑病皮损越多越重其分

泌量越多，外周血水平亦越高。Trappin-2 水平的
降低更早于临床症状的改善，是较银屑病皮损面积

和严重度指数 ( PASI) 评分更为敏感的指标［18］。
Trappin-2 不仅可通过降解 NE有效抑制其活性，尚
可对包括细胞因子的分泌、核因子 κB ( NF-κB )
途径、细胞招募等对炎症调节至关重要的参数有调
控作用，可防止炎症状态下的过度损伤［20］。其发
挥抗炎作用的物质基础是通过抑制 kB 的降解而抑
制 NF-κB活性，使得细胞黏附因子 1 ( ICAM-1 ) 、
白细胞介素 6 ( IL-6) 、白细胞介素 8 ( IL-8) 等重
要细胞因子的表达水平降低，间接影响到中性粒细

胞的聚集及迁移，缩小炎症波及范围，减少炎症损

伤的程度［21］。此外，Trappin-2 作为角质形成细胞
分化的标志性蛋白，具有调控角质形成细胞的增殖

与分化的作用［21］，恰恰角质形成细胞的异常增殖

分化是银屑病主要的特征性病理表现之一。
前期研究［8］发现，银屑 1 号可以降低 HaCaT

细胞 NE、Trappin-2 表达水平。本研究在前期研究
基础上进一步探讨 Trappin-2 与银屑病发病机制的
关系以及中药复方的干预机制。本研究结果表明，
Trappin-2 干预后的 HaCaT细胞中 NE、Trappin-2 的
含量及 mＲNA表达水平均低于空白组，说明 Trap-
pin-2 可以作为炎症抑制因子，降低 HaCaT 细胞
NE、Trappin-2 的分泌。银屑 1 号组 NE、Trappin-2
表达低于空白组，抑制剂 +银屑 1 号组表达低于抑
制剂组，表明银屑 1 号可以降低 Trappin-2 刺激的
HaCaT细胞 NE、Trappin-2 炎症因子的表达。后续
我们将围绕中药复方调节 NE、Trappin-2 平衡的信
号通路和相关靶点的药理药效学机制进一步展开研

究，以便更好地探索中药治疗银屑病的药理机制。
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Effects of Yinxie Yihao Prescription ( 银屑 1 号) on Neutrophil Elastase and Trappin-2 Secreted by HaCaT Cells
Interfered and Modeled by Tumor Necrosis Factor α Stimulated by Trappin-2
LIU Jing1，2，TU Shaozhong3，HE Ya'nan1，CHEN Zhibin1，CHEN Mengya1，ZHA Xushan2

( 1． Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou，510405; 2． The First Affiliated Hospital of Guangzhou University of
Chinese Medicine; 3． Shenzhen Longgang District Hospital of Traditional Chinese Medicine /Shenzhen Hospital of Beijing University of
Chinese Medicine)

ABSTＲACT Objective To explore the possible mechanism of Yinxie Yihao Prescription ( YXYHP) ( 银屑 1 号) on
psoriasis． Methods A total of 24 rats were randomly divided into YXYHP group，Leigongteng group and blank
group，with 8 rats in each group． The rats in YXYHP group were given concentrate decoction of YXYHP 196 g / ( kg·
d) in gavage． Ｒats in Leigongteng group were given suspension liquid of Triperygium wilfordii multiglucoside tablet
6 mg / ( kg·d) in gavage． Ｒats in the blank group were given normal saline in gavage，twice a day，5 ml each time
for continuous 5 days． The serum containing medicine from each group was prepared． The psoriatic cell model was es-
tablished stimulating HaCaT cell cultivated in vitro with tumor necrosis factor α ( TNF-α) ． The experiment set blank
group，Leigongteng group，inhibitor group，Chinese medicine group，and inhibitor + Chinese medicine group． The
blank group，Leigongteng group，and Chinese medicine group were added basal culture medium 3. 8 ml，Trappin-2
culture medium and serum containing Chinese medicine respectively． The inhibitor group，and inhibitor + Chinese
medicine group were added Trappin-2 ( 0. 3μg /ml) culture medium 3. 8 ml and Trappin-2 culture medium serum con-
taining related medicine． After culturing in vitro for 48h，the neutrophil elastase ( NE) ，Trapinin-2 and expression of
NE，Trappin-2 mＲNA in HaCaT cells were detected． Ｒesults Compared with the control group，the contents of
NE，Trappin-2 and mＲNA expression in Leigongteng group，inhibitor group，Chinese medicine group，and inhibitor +
Chinese medicine group were significantly decreased ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ． Compared with Leigongteng group，the
contents of NE，Trappin-2 and mＲNA expression in inhibitor group，Chinese medicine group，and inhibitor + Chinese
medicine group were significantly increased ( P ＜ 0. 01 ) ． Compared with the inhibitor group，the expression of NE
and Trappin-2 in the Chinese medicine group，inhibitor + Chinese medicine group was significantly decreased ( P ＜
0. 05 or P ＜ 0. 01) ． The NE and mＲNA expression in the Chinese medicine group was significantly increased ( P ＜
0. 01) ． The expression of Trappin-2 mＲNA was decreased in inhibitor + Chinese medicine group ( P ＜ 0. 05) ． Com-
pared with the Chinese medicine group，NE and Trappin-2 contents and mＲNA expression in the inhibitor + Chinese
medicine group were significantly decreased ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ． Conclusion YXYHP can reduce the con-
tents of NE，Trappin-2 and the gene expression level in HaCaT cells，thus reducing inflammatory response，which
may be one of the action mechanisms in treating psoriasis．
Keywords psoriasis; Yinxie Yihao Prescription; neutrophil elastase; Trappin-2
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