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如意黑白散对白癜风模型小鼠皮损组织
PD-1/PD-L1信号通路的影响
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［摘要］ 目的　探讨如意黑白散治疗白癜风的可能作用机制。方法　将 24只 C57BL/6小鼠随机分为空白组，

模型组及如意黑白散大、小剂量组，每组 6只。除空白组外其余各组采用氢醌外涂构建白癜风动物模型。造

模后如意黑白散大、小剂量组灌胃如意黑白散 7. 02、2. 34 g/kg，空白组与模型组予 10 ml/kg 生理盐水灌胃，

每日 1 次，各组均给药 36 天。给药结束后肉眼观察皮损情况，HE 染色观察皮损组织黑色素含量，免疫组化

测定皮损组织中CD3+、CD8+ T细胞表达；免疫荧光染色测皮损组织中程序性死亡受体1（PD-1）表达；RT-PCR
法检测皮损组织中细胞程序性死亡配体 1 （PD-L1） mRNA 表达；ELISA 法检测血清超氧化物歧酶 （SOD）、

肿瘤坏死因子 （TNF-α）、酪氨酸酶 （TYR） 含量。结果　与空白组比较，模型组小鼠皮肤苍白，皮损组织

HE 染色后镜下可见黑色素含量明显减少，皮损优良率降低，表皮和毛囊周围细胞黑色素颗粒明显减少，皮

肤组织中 CD3+、CD8+ T 细胞表达显著增加，PD-L1 mRNA、PD-1 表达下降，TYR 含量下降，SOD、TNF-α 含

量增加 （P＜0. 05）。与模型组相比，如意黑白散大、小剂量组皮肤颜色加深，黑色素含量增加，皮损优良

率升高，棘细胞层、基底细胞及毛囊黑色素颗粒增多，皮损处 CD3+、CD8+ T 细胞表达减少，PD-L1 mRNA、

PD-1表达增加，TYR含量上升，SOD、TNF-α含量下降 （P＜0. 05）。与如意黑白散小剂量组比较，如意黑白

散大剂量组造模区域皮损色素恢复面积更大，皮损优良率升高，棘细胞层及基底细胞以及毛囊黑色素颗粒增

多，皮损处 CD3+、CD8+ T 细胞表达减少，PD-L1 mRNA、PD-1 表达增加，TYR 含量上升，SOD、TNF-α 含量

下降 （P＜0. 05）。结论　如意黑白散可以使白癜风模型小鼠皮肤黑色素含量增多，其作用机制可能为激活

皮损组织PD-1/PD-L1信号通路，从而抑制T细胞介导的自身免疫对黑色素细胞的破坏。

［关键词］  白癜风；黑色素；如意黑白散；程序性死亡受体1；程序性死亡配体1；T细胞

白癜风（vitiligo）是一种获得性色素脱失性疾

病，由于黑色素细胞的结构和功能损伤，导致其累

及区域的毛发、皮肤、黏膜呈渐进性、斑片状、多

灶性色素丧失，好发于人体各个部位，常见于面

部、手臂及腿部［1］。白癜风时常伴发多种自身免疫

系统相关性疾病，并可给患者带来诸多心理方面的

疾患，对患者的生活质量产生极大影响［2-3］。研究

证明，程序性死亡受体 1/细胞程序性死亡配体 1
（PD-1/PD-L1）信号通路在白癜风的发病中起重要

作用，其机制可能为该通路的抑制导致CD8+ T细胞

活化，导致白癜风皮损的产生［4-5］。如意黑白散是

云南省名中医来春茂治疗白癜风的祖传名方，具有

祛风活血、除湿清热、补益肝肾之功。前期研究表

明，如意黑白散治疗白癜风可显著缩小皮损面积，

使皮损部位的黑色素增加，临床治疗效果显著［6］。

本研究从 PD-1/PD-L1 信号通路角度探讨如意黑白

散治疗白癜风的可能作用机制，为临床应用提供实

验依据。本研究经南京中医药大学附属医院实验动

物伦理委员会批准（批号2021DW-08-02）。

1　材料与方法

1. 1　动物

SPF 级 C57BL/6 小鼠 24 只，体质量 （20±2）g，
8 周龄，由斯贝福（北京）生物技术有限公司提供，

实验动物生产许可证号：SCXK （京） 2019-0010，

DOI：10. 13288/j. 11-2166/r. 2024. 05. 012 实验研究

基金项目：江苏省中医院科技项目（Y2020CX19）
  通讯作者：190629408@qq. com，（025）86603877

··512



中医杂志 2024 年 3 月第 65 卷第 5 期 Journal of Traditional Chinese Medicine，2024，Vol. 65，No. 5

实验动物质量合格证号：110324211101246547。养

于江苏省中医院动物实验中心，饲养温度18～22 ℃，

干燥、通风，光照12 h明暗交替，湿度45%~65%。

1. 2　药物

如意黑白散组成：墨旱莲 90 g，白芷 60 g，沙

蒺藜 60 g，刺蒺藜 60 g，紫草 45 g，重楼 30 g，丹

参 30 g，苦参 30 g，苍术 24 g。由南京中医药大学

附属医院制剂部提供。将药物用 1500 ml双蒸水浸

泡 30 min后，武火烧开，文火煎煮 5～8 min，倒出

药液后，再次重复上述煎煮步骤，混合 2次提取药

液，入煎药锅继续浓缩至生药含量为 1 g/ml，4 ℃
保存备用。

1. 3　试剂与仪器

BSA试剂（货号G5001）、柠檬酸（PH6. 0）抗

原修复液（货号 G1202）、中性树胶（货号 G1403）、

正常兔血清 （货号 G1209）、 CD3 抗体 （货号

GB12014）、CD8抗体（货号 GB13429）、免疫组化

HRP 标记山羊抗兔二抗（货号 GB23303）、DAB 显

色剂（货号 G1211），武汉赛维尔生物科技有限公

司；苏木精-伊红染色液（尚宝生物实验器材有限

公司，货号 ST2001）；一抗PD-1/CD279 （武汉三鹰

生物技术有限公司，货号 66220-1-Ig）、免疫荧光

二抗（美国Proteintech公司，货号 SA00013-1）；超

氧化物歧化酶（SOD）试剂盒（货号 JYM0390Mo）、

酪氨酸酶 （TYR） 试剂盒 （货号 YM0629Mo）、肿

瘤坏死因子 α （TNF-α） 试剂盒 （货号 JYM0218
Mo），武汉基因美生物科技有限公司；氢醌（东京

化成工业株式会社，货号 SSIPL-JS）；SYBR Green
（美国 ABI 公司，批号 436759）；Trizol （美国 Invi⁃
tyogen 公 司 ， 货 号 15596018）； 逆 转 录 试 剂 盒

（TaKaRa公司，货号RR047A）。

组织匀浆器 （德国 IKA 公司，型号 T10 basic 
S25）；实时定量 PCR 仪 （美国 ABI 公司，型号

7500fas）；染色封片机 （日本樱花公司，型号

prisma-plus）；紫外光分光光度计（美国DeNovix公
司，型号 DS-11）；掌上离心机 （武汉赛维尔生物

科技有限公司，型号 SMC-5000F）；脱水机（型号

JT-12K）、包埋机（型号 JB-L5），武汉俊杰电子有

限公司；光学显微镜 （日本奥林巴斯公司，型号

IX2-ILL30）；荧光显微镜 （德国蔡司公司，型号

AXIO SCOPE A1）、病理切片机 （德国徕卡公司，

型号 2235）；高速冷冻离心机（型号Fresco21）、超

纯水机（型号12UVUF），美国Thermo公司。

1. 4　分组及造模

用 Excel 2019 中的 Rand 函数将 24 只小鼠随机

分为空白组，模型组及如意黑白散大、小剂量组，

每组 6只。各组小鼠适应性预养 3天后小鼠背部皮

肤约 2 cm ×2 cm刮去毛发。除空白组外，其余各组

小鼠背部去除毛发处涂抹 5%氢醌溶液 0. 5 ml制备

白癜风模型［7］，每日2次，连续50天。空白组背部

涂抹生理盐水 0. 5 ml，每日 2次，连续 50天。小鼠

皮肤呈苍白或白斑状，则判断造模成功［8］。造模第

14 天，肉眼可见局部出现明显脱色，皮肤呈苍白

或白斑状，提示造模成功，之后继续造模至 50天。

本研究小鼠均造模成功。

造模成功后次日即造模第 15天进行药物干预。

如意黑白散大、小剂量组分别给予如意黑白散

7. 02、2. 34 g/kg 灌胃。按照人和动物间体表面积

折算［9］，将临床人日用量的等效剂量 2. 34 g/kg 作

为如意黑白散小剂量，等效剂量的 3倍 7. 02 g/kg作
为如意黑白散大剂量。空白组、模型组予 10 ml/kg
生理盐水灌胃。各组均每日 1 次，连续灌胃 36 天

（即造模第50天）。

1. 5　取材

末次给药结束，禁食禁水 12 h 后眼眶取血处

死，4 ℃、3000 r/min离心 10 min（离心半径 9. 5 cm），

取血清分装后，-80 ℃保存，用于 ELISA 法检测。

肉眼观察所有小鼠皮损处皮肤情况，拍照留存。采

用随机数字表法各组选取 3只小鼠，取病灶皮损处

皮肤 2 cm ×2 cm分为 2份，分别保存在甲醛及液氮

中，保存在甲醛中的皮肤组织用于HE染色、免疫

组化的检测，保存在液氮中的皮肤组织用于免疫荧

光检测、实时定量PCR检测。

1. 6　观察指标及方法

1. 6. 1　肉眼观察小鼠皮损处皮肤情况　直接肉眼

观察小鼠脱毛区皮肤情况，并进行评价［10］。优：

皮损造模区色素基本恢复至正常；良：皮损造模区

色素部分恢复， 50%≤恢复面积占皮损面积＜

100%；中：皮损造模区色素小部分恢复，恢复面

积占皮损面积＜50%；差：皮肤无色素再生或范围

扩大。

1. 6. 2　HE染色观察小鼠皮损组织黑色素颗粒分布

情况　小鼠皮损组织切片脱蜡水化，苏木精染液复

染 10 min，分化后入伊红染液 1 min，放入乙醇中

梯度脱水，透明处理后中性树胶封片。光学显微镜

观察黑色素颗粒分布变化并进行评分［11］：表皮基

底细胞及棘层均有黑色素分布计 3分，表皮基底细
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胞及棘层 1/2 以上有黑色素计 2 分，表皮基底细胞

及棘层 1/3~1/2 有黑色素计 1 分，表皮基底细胞及

棘层不足 1/3 黑色素计 0. 5 分，表皮基底细胞及棘

层无黑色素计0分。

1. 6. 3　免疫组织化学法检测小鼠皮损组织中CD3+、

CD8+ T细胞表达　小鼠皮损组织切片脱蜡，3%H2O2
室温封闭，蒸馏水冲洗，抗原修复。加入一抗（1∶
500） 4 ℃孵育过夜，PBS 冲洗。加入二抗（1∶300）
室温下孵育 1 h。PBS 冲洗，10 min×3 次，DAB 溶

液显色，苏木素复染，封片。每张切片取 3个高倍

视野，用 Image J 2图像分析软件测定平均光密度值

即为CD3+、CD8+ T细胞表达。

1. 6. 4　免疫荧光法检测小鼠皮损组织中 PD-1 表

达　切片置于柠檬酸盐缓冲液中（10 mmol/L 柠檬

酸钠，0. 05% 吐温，pH 6. 0），110 ℃加热 5 min进

行抗原修复。PBS-T洗涤 3次后，1%BSA 室温封闭 
30 min。加一抗PD-1（1∶200），4 ℃孵育过夜。PBST
洗涤 3次，每次 5 min。加二抗（1∶200），37 ℃孵

育 30 min。PBST洗涤 3次，每次 5 min。DAPI复染

细胞核后，用抗荧光淬灭封片剂封片，荧光显微镜

下观察、拍照。每张图片用 Image J 2 图像分析软

件测定阳性区域值即为PD-1表达。

1. 6. 5　实时定量 PCR 检测小鼠皮损组织 PD-L1 
mRNA 表达　以 Trizol充分裂解小鼠皮肤组织，常

规方法提取皮肤组织总 RNA。紫外线分光光度计

检测 RNA 样品浓度及纯度，以 RNA 为模板逆转录

合成 cDNA，用 PCR仪进行反应，扩增条件：预变

性 95 ℃ 30 s，循环 1 次；95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，循

环 40次；95 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s，95 ℃15 s，循环 1
次。采用 2-ΔΔCt法对 PCR 结果进行数据分析。引物

序列由上海双简生物有限公司合成，β-Actin：上

游 引 物 （5' →3'） 序 列 为 GGCTGTATTCCCCTC⁃
CATCG，下游引物 （5'→3'） 序列为 CCAGTTGG⁃
TAACAATGCCATGT，引物长度为 149 bp；PD-L1：
上游引物 （5'→3'） 序列为 GCTCCAAAGGACTTG⁃
TACGTG，下游引物 （5' →3'） 序列为 TGATCT⁃
GAAGGGCAGCATTTC，引物长度为238 bp。
1. 6. 6　ELISA法检测各组小鼠血清中SOD、TNF-α、

TYR含量　各组小鼠血清按ELISA试剂盒步骤进行

操作，检测小鼠血清中SOD、TNF-α、TYR的含量。

1. 7　统计学方法

采用 SPSS 27. 0软件包进行数据处理，符合正

态分布的计量资料用均数±标准差（x̄±s）表示，方

差齐者多组间比较采用单因素方差分析，两两比较

采用 LSD 检验，方差不齐者多组间比较用 Welch's

检验，两两比较采用Games-Howell检验。偏态分布

的计量资料用 ［M（P25，P75）］ 表示，使用 Kruskal 
Wallis多样本秩和检验进行组间比较。计数资料使

用χ2检验。P＜0. 05为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　各组小鼠肉眼皮损情况比较

空白组造模区域皮肤呈现均匀的灰黑色，无明

显白点、白斑，模型组小鼠造模区域皮损明显变苍

白无色素再生，如意黑白散大剂量组造模区域皮损

出现大面积色素再生，如意黑白散小剂量组造模区

域皮损出现小面积色素再生。各组小鼠皮损情况见

附图 1（请扫描本文二维码获取）。表 1示，与空白

组比较，模型组小鼠造模区域皮损明显变苍白，皮

损优良率降低 （P＜0. 05）。与模型组比较，如意

黑白散大剂量组造模区域皮损大部分恢复至正常，

如意黑白散小剂量组造模区域皮损小面积恢复至正

常，皮损优良率升高 （P＜0. 05）。与如意黑白散

小剂量组比较，如意黑白散大剂量组造模区域皮损

恢复面积更大， 皮损优良率升高（P＜0. 05）。

2. 2　各组小鼠皮损组织黑色素颗粒情况比较

图 1示，空白组小鼠皮肤基底细胞及棘层有较

多黑色素颗粒，真皮无炎细胞浸润，皮肤附属器毛

囊皮脂腺丰富。模型组小鼠皮肤表皮内黑色素颗粒

明显缺失，毛囊周围细胞黑色素颗粒也缺失明显，

真皮内有灶性炎细胞浸润，附属器毛囊皮脂腺明显

减少。如意黑白散大剂量组表皮内黑色素颗粒增

加，棘细胞层及基底细胞均出现较多的黑色素颗

粒。毛囊周围细胞黑色素颗粒也可以看见，真皮水

肿基本消失，毛囊皮脂腺数量接近正常。如意黑白

散小剂量组表皮内黑色素颗粒开始有所恢复，但仅

仅在棘细胞层内与毛囊周围细胞出现少量黑色素颗

粒，但表皮仍萎缩，角质层破坏，真皮轻度水肿，

毛囊皮脂腺数量略有恢复。表 2 示，与空白组比

较，模型组表皮和毛囊周围细胞黑色素颗粒明显减

少 （P＜0. 05），真皮内灶炎细胞浸润，毛囊皮脂

表1　各组小鼠皮损情况比较

Table 1　Comparison of skin lesions among mice in each group 
组别

空白组

模型组

如意黑白散大剂量组

如意黑白散小剂量组

鼠数

6
6
6
6

优

/只
6
0
4
2

良

/只
0
1
1
2

中

/只
0
1
1
1

差

/只
0
4
0
0

优良/只
（%）

6（100）
1（16. 7）
5（83. 3）
4（66. 7）
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腺明显减少。与模型组比较，如意黑白散大剂量组

棘细胞层、基底细胞及毛囊黑色素颗粒增多（P＜
0. 05），真皮水肿基本消失，毛囊皮脂腺数量接近

正常；如意黑白散小剂量组棘细胞层内出现黑色素

颗粒增多（P＜0. 05），毛囊皮脂腺数量较少。与如

意黑白散小剂量组比较，如意黑白散大剂量组棘细

胞层及基底细胞以及毛囊黑色素颗粒增多（P＜0. 05）。

2. 3　各组小鼠皮损组织中 CD3+、CD8+ T 细胞表达

比较

图 2示，空白组小鼠皮肤组织基底细胞以及真

皮间质中见少量棕染 CD3+、CD8+ T 细胞浸润，模

型组见大量棕染 CD3+、CD8+ T 细胞浸润，如意黑

白散大剂量组见较少量棕染 CD3+、CD8+ T 细胞浸

润，如意黑白散小剂量组见较大量棕染 CD3+ 、

CD8+ T细胞浸润。表 2示，与空白组比较，模型组

小鼠皮损组织 CD3+、CD8+ T 细胞表达增多 （P＜
0. 05）；与模型组比较，如意黑白散大、小剂量组

皮损组织 CD3+、CD8+ T细胞表达减少（P＜0. 05）；

与如意黑白散小剂量组比较，如意黑白散大剂量组

皮损组织CD3+、 CD8+ T细胞表达减少（P＜0. 05）。

2. 4　各组小鼠皮损组织中PD-1表达比较

图 3示，空白组小鼠皮肤组织中见大量绿色荧

光（PD-1）表达，模型组见少量绿色荧光（PD-1）
表达，如意黑白散大剂量组见较大量绿色荧光

（PD-1）表达，如意黑白散小剂量组见较少量绿色

荧光（PD-1）表达。表 2示，与空白组比较，模型

组小鼠皮损组织中 PD-1 表达减少（P＜0. 05）；与

模型组比较，如意黑白散大、小剂量组皮损组织中

PD-1 表达均增加 （P＜0. 05）；与如意黑白散小剂

量组比较，如意黑白散大剂量组皮损组织中 PD-1
表达增加（P＜0. 05）。

注：图中黑色箭头指示为棘细胞层及基底细胞的黑色素颗粒；

红色箭头指示为毛囊处的黑色素颗粒。

图1　各组小鼠皮损病理学形态（HE染色，×100）
Figure 1　Pathological morphology of skin lesions in mice 

in each group（HE staining，×100）

注：图中指示为CD3+、CD8+ T细胞在基底细胞与真皮间质中的表达

图2　各组小鼠皮损组织CD3+、CD8+ T细胞表达（免疫组化法）

Figure 2　Expression of CD3+ and CD8+ T cells in skin lesion tissue of mice in each group （immunohistochemistry method）
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2. 5　各组小鼠皮损组织中PD-L1 mRNA表达比较

表 2示，与空白组比较，模型组小鼠皮损组织

中PD-L1 mRNA表达减少（P＜0. 05）；与模型组比

较，如意黑白散大、小剂量组PD-L1 mRNA表达增

加 （P＜0. 05）；与如意黑白散小剂量组比较，如

意黑白散大剂量组PD-L1表达增加（P＜0. 05）。

2. 6　各组小鼠血清TYR、SOD、TNF-α含量比较

表 3示，与空白组比较，模型组小鼠血清TYR
含量显著下降，SOD和 TNF-α含量显著升高（P＜

0. 05）；与模型组比较，如意黑白散大、小剂量组

TYR 水平显著升高，SOD 和 TNF-α 含量显著下降

（P＜0. 05）；与如意黑白散小剂量组比较，如意黑

白散大剂量组 TYR 含量显著升高，SOD 和 TNF-α
含量显著下降（P＜0. 05）。

3　讨论

白癜风是一种多因素疾病，目前现代医学主要

治疗方法有物理治疗（窄谱中波紫外线、光化学疗

法、单色外向光），局部治疗（皮质醇激素、钙素

类抑制剂），全身治疗 （皮质类固醇）、免疫调节

剂、维生素 D 以及外科手术 （自体表皮移植术）

等。中医学很早即有对本病的认识，如《诸病源候

论》指出其病机为：“风邪搏于皮肤，气血不和，

脉络瘀阻”；《太平圣惠方》将本病归入“诸风门”

类，曰“此皆风之与热伏留肌膝之间，气血不和，

注：PD-1，程序性死亡受体1。
图3　各组小鼠皮损组织中PD-1表达（免疫荧光法）

Figure 3　PD-1 expression in skin lesion tissues of mice in each group （immunofluorescence method）

表3　各组小鼠血清TYR、SOD、TNF-α含量比较

Table 3　Comparison of serum TYR， SOD， and TNF-α contents of mice in each group （/μg·ml-1，x̄±s）

组别

空白组

模型组

如意黑白散大剂量组

如意黑白散小剂量组

鼠数

6
6
6
6

SOD
190. 56±14. 93
242. 42±11. 07a）

210. 39±14. 48b） c）

222. 56±19. 53b）

TYR
30. 83±2. 38
21. 98±2. 61a）

26. 60±2. 81b） c）

24. 72±4. 26b）

TNF-α
111. 19±1. 92
133. 64±6. 69a）

119. 15±6. 17b） c）

126. 92±3. 60b）

注：SOD，超氧化物歧化酶；TYR，酪氨酸酶；TNF-α，肿瘤坏死因子α。

a）与空白组比较，P＜0. 05；b）与模型组比较，P＜0. 05；c）与如意黑白散小剂量组比较，P＜0. 05。

表2　各组小鼠皮损组织黑色素颗粒评分，CD3+、CD8+ 、PD-1表达及PD-L1 mRNA表达比较

Table 2　Comparison of melanin granule scores， CD3+， CD8+， PD-1 expression and PD-L1 mRNA expression in skin lesion tissue of 
mice in each group （x̄±s）

组别

空白组

模型组

如意黑白散大剂量组

如意黑白散小剂量组

鼠数

3
3
3
3

黑色素颗粒/分
3. 00±0. 00
0. 50±0. 45a）

1. 67±0. 52b） c）

0. 92±0. 67b）

CD3+/%
4. 34±0. 57

24. 61±1. 03a）

10. 34±0. 72b） c）

18. 41±0. 70b）

CD8+/%
4. 06±0. 35

19. 70±0. 64a）

13. 98±0. 61b） c）

16. 71±0. 99b）

PD-1/%
5. 25±0. 72
1. 34±0. 29a）

4. 33±0. 82b） c）

3. 69±1. 03b）

PD-L1 mRNA/2-ΔΔCt

1. 00±0. 00
0. 05±0. 02a）

0. 52±0. 09b） c）

0. 16±0. 04b）

注：PD-1，程序性死亡受体1；PD-L1，细胞程序性死亡配体1。
a）与空白组比较，P＜0. 05；b）与模型组比较，P＜0. 05；c）与如意黑白散小剂量组比较，P＜0. 05。
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乃生斯疾也”。可见风热之邪导致的气血不和为白

癜风主要外在致病因素。《中医外科学》中进一步

提出白癜风发病的内在因素为“肝肾不足，皮毛腠

理失养而发斑”［12］，也有文献报道补益肝肾治疗本

病效佳［13-14］。综上，白癜风治当祛风活血、除湿清

热、补益肝肾。如意黑白散中墨旱莲能滋补肝肾之

阴，白芷祛风活血，其呋喃香豆素类化合物为“光

活性物质”，可以治疗白癜风［15］；沙蒺藜补益肝

肾，刺蒺藜疏散肝经之风热，又可活血祛风，刺蒺

藜的主要成分蒺藜皂苷具有抗氧化的作用，可增加

氧化应激下黑色素细胞的活力，减少其凋亡，通过

抗氧化起到保护黑色素细胞的作用［16］；丹参为活

血化瘀要药，能减少皮损部位 CD8+ T 淋巴细胞浸

润，促进黑色素细胞黏附，改变迁移途径，从而对

白癜风具有良好的治疗作用［17］；紫草清热活血解

毒，透疹消斑；苦参、重楼均具有清热解毒除湿之

功，为诸多皮肤顽疾所常用；苍术具有祛风燥湿的

功效。各药协同具有祛风活血、除湿清热、补益肝

肾之功。本研究发现，如意黑白散大、小剂量组白

斑皮损较模型组减轻，皮损黑色素颗粒增加，在光

镜下棘细胞层及基底细胞以及毛囊周围细胞可见较

多黑色素颗粒，其他部位皮肤未见明显改变，表明

该方治疗白癜风有较好的疗效。

在白癜风白斑区，皮肤黑色素细胞丧失的同

时，还常常伴随着 CD8+ T 淋巴细胞的浸润［18］。

CD8+ T 细 胞 功 能 亢 进 是 诱 发 白 癜 风 的 重 要 原

因［19-20］，干预 CD8+ T 细胞向皮肤迁移是白癜风治

疗的新策略。本实验中，模型组小鼠皮损处皮肤变

白，病理显示表皮和毛囊周围细胞黑色素颗粒缺失

明显，皮损中 CD3+、CD8+ T 细胞表达显著升高，

同时伴有CD8+T细胞分泌的相关细胞因子TNF-α的

含量增加，TYR 含量降低，SOD 含量增高，与文

献［21-22］中 CD8+ T 细胞特异性识别黑色素细胞分化

抗原TYR，分泌炎症因子介导皮损处的黑色素细胞

凋亡，诱发白癜风的机制一致，表明本实验模型造

模成功。TNF-α可以引发黑色素细胞凋亡，降低黑

色素生成，导致白癜风患者色素脱失［23-24］。TYR
在黑色素生成中起到了关键的作用，其活性降低导

致黑色素生成功能障碍［25］，同时，黑色素的减少

与丧失会使得抗氧化活性降低，可以影响 SOD 活

性［26］。而如意黑白散大、小剂量组皮损黑色素颗

粒增多，同时皮肤组织中的 CD3+、CD8+ T 细胞表

达量显著下降，血清中 TYR 含量显著升高，SOD
和TNF-α含量显著下降，表明本方可能是通过抑制

CD8+ T 细胞在皮损处的浸润和激活，降低 CD3+、

CD8+ T细胞表达量，减少识别黑色素细胞分化抗原

TYR，降低炎症因子TNF-α的分泌，从而减少皮损

处的黑色素细胞凋亡，提高了抗氧化活性，降低应

激性升高的SOD，从而治疗白癜风。

CD8+ T 的过度激活与免疫检查点 PD-1 的失活

密切相关［27］。研究［28］表明，PD-1作为活化T细胞

表面的一种抑制性受体，通过与其配体 PD-L1 结

合，所传递的免疫抑制信号可负向调节T细胞的增

殖、细胞因子分泌及细胞毒功能。此外 PD-1 还被

认为是衰竭 T 细胞的标志分子［29］。有研究［30］ 用

PD-1/PD-L1信号传导作为白癜风的治疗靶点，PD-L1
融合蛋白通过显著增加皮肤调节性 T 细胞和减少

CD8+ T细胞来逆转白癜风小鼠的色素脱失。本实验

中，模型组PD-1、PD-L1的表达量均较空白组显著

下降，说明 PD-1/PD-L1 信号通路的失活，且其在

白癜风皮损处CD8+ T细胞的异常活化中可能起到负

向调节的作用；用如意黑白散大、小剂量后可以增

加白癜风小鼠皮损组织中的 PD-1及 PD-L1的表达，

表明如意黑白散可能有效激活白癜风皮损处 PD-1/
PD-L1免疫检查点通路，从而减少 CD8+T细胞的过

度激活，且大剂量效果更佳。

综上所述，如意黑白散可有效恢复白癜风小鼠

皮肤黑色素含量，其作用机制可能与激活白癜风皮

损组织 PD-1/PD-L1 信号通路，抑制 CD8+ T 细胞的

浸润与活性，调节 SOD、TNF-α、TYR等因子的含

量，从而减少T细胞介导的自身免疫对黑色素细胞

的破坏有关。本实验还存在一些不足：观察的时间

偏短，样本量偏少，通路的其他关键因子未研究，

将在以后的研究中进一步深化。
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ABSTRACT Objective　To investigate the possible mechanism of Ruyi Heibai Power （如意黑白散， RHP） in the 
treatment of vitiligo.   Methods　Twenty-four C57BL/6 mice were randomly divided into blank group， model group， 
high-dose and low-dose RHP groups， with 6 mice in each group.  Model group， high- and low-dose RHP groups were 
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all applied hydroquinone to establish vitiligo animal model.  After modeling， High- and low-dose RHP groups were given 
7. 02 g/kg and 2. 34 g/kg of RHP by gavage， respectively， while the blank group and model group were intragastrically 
given 10ml/kg of normal saline， once a day for 36 days.  After administration， the skin lesions were observed with naked 
eye， and HE staining was used to observe the melanin content of the skin lesions.  Immunohistochemistry was used to 
determine the expression of CD3+ and CD8+ T cells in skin tissue.  Immunofluorescence staining was used to measure 
the expression of programmed death receptor 1 （PD-1） in the skin lesion tissue.  RT-PCR was used to detect pro⁃
grammed cell death ligand 1 （PD-L1） mRNA expression.  ELISA was used to detect serum superoxide dismutase 
（SOD）， tumor necrosis factor （TNF-α）， and tyrosinase （TYR） levels.   Results　Compared to those in the blank 
group， the skin of the mice in the model group was pale， and the melanin content was significantly reduced under the 
microscope after HE staining； the rate of excellent and good skin lesions decreased， and the melanin granules in the cells 
around the epidermis and hair follicles decreased significantly； the expression of CD3+ and CD8+ T cells in skin tissue 
increased significantly， and the expressions of PD-L1 mRNA and PD-1 decreased； the content of TYR decreased， while 
the content of SOD and TNF-α increased （P＜0. 05）.  Compared to those in the model group， the skin color of high- 
and low-dose RHP groups were deepened， and the melanin content increased； the rate of excellent and good skin le⁃
sions increased， as well as the melanin granules in the spinous cell layer， basal cells and hair follicles； the expres⁃
sion of CD3+ and CD8+ T cells in the skin lesions decreased， while PD-L1 mRNA and PD-1 expression increased； the 
content of TYR increased， while the content of SOD and TNF-α decreased （P＜0. 05）.  Compared to the low-dose 
RHP group， the high-dose group had a larger pigment recovery area in the modeling area， an increased rate of excel⁃
lent and good skin lesions， an increase in spinous cell layer， basal cells， and hair follicle melanin granules， a decrease 
in CD3+ and CD8+ T cells expression， an increase in the expression of PD-L1 mRNA and PD-1， an elevated TYR con⁃
tent， and decreased SOD and TNF-α contents （P＜0. 05）.   Conclusion　RHP can increase skin melanin content of 
vitiligo mice. The mechanism of action may be related to activating the PD-1/PD-L1 signaling pathway， and then 
reducing the destruction of melanocytes by T cell-mediated autoimmunity.
Keywords vitiligo； melanin； Ruyi Heibai Powder （如意黑白散）； programmed death receptor 1； programmed death 
ligand 1； T cells
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