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当归饮子对银屑病模型豚鼠神经酰胺含
量、AQP鄄3 基因及蛋白表达的干预研究

文谦摇 李芳梅摇 杨志波

揖摘要铱 摇 目的摇 探讨当归饮子对寻常型银屑病模型豚鼠皮肤神经酰胺(ceramide,Cer)含量、水
通道蛋白 3(aquaporin 3,AQP鄄3)基因及蛋白表达的干预影响。 方法摇 建立寻常型银屑病动物模型,
分为当归饮子组、甲氨蝶呤组、生理盐水组、模型对照组、空白对照组,每组 8 只,酶联免疫吸附实验

(ELISA)法检测造模皮损部位 Cer 含量,逆转录 PCR(RT鄄PCR)和免疫印迹试验(Western blot)法检

测造模皮损部位 AQP鄄3 基因及蛋白表达,分析寻常型银屑病动物模型皮损与皮肤屏障功能密切相

关的基因及蛋白表达的变化。 结果 摇 豚鼠耳部皮肤银屑病模型造模成功。 模型对照组皮损中

ELISA 法检测 Cer 含量,以及 RT鄄PCR 和 Western blot 法检测 AQP鄄3 基因的蛋白表达均较低;当归饮

子组与甲氨蝶呤组和各组中 Cer 含量、AQP鄄3 基因蛋白表达增强(P<0. 01),且当归饮子组较甲氨蝶

呤组增强明显(P<0. 01)。 结论摇 当归饮子能增强银屑病模型豚鼠皮肤 Cer 含量及 AQP鄄3 基因和蛋

白表达,对改善银屑病动物模型的皮肤屏障功能作用确切,效果优于甲氨蝶呤组。
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The intervention study of Danggui Yinzi decoction on the expression of gene and protein of AQP鄄3
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揖Abstract铱摇 Objective摇 To investigate the effect of Danggui Yinzi on the expression of AQP鄄3 gene
and Cer protein of psoriasis model. Methods 摇 To establish an animal model of psoriasis vulgaris. The
animals were divided into Danggui Yinzi group,methotrexate group,saline group,model control group and
blank control group. Aquaporin 3 (AQP鄄3) of skin lesions part was detected with RT鄄PCR and Western
blot methods and ELISA methods was used to detect the ceramide content of skin lesions part. Compared
the results of the five groups,and the relationship of the expression changes of gene and protein in skin
lesions and skin barrier function was analysed. Results 摇 The animal models of psoriasis vulgaris was
successful In model control group,the content of ceramide and the expression of gene and protein of AQP鄄3
were all decreased significantly (P<0. 01). The expression index was increased in Danggui Yinzi group
and methotrexate group and Danggui Yinzi group was increased obviously ( P < 0. 01). Conclusion 摇
Danggui Yinzi can enhance the expression of gene and protein of AQP鄄3 and the protein content of ceramide
in skin lesions of psoriasis vulgaris model. It has a definite effect for skin barrier function of psoriasis
vulgaris in animal model. The results indicate that the therapeutic effect is more effective than methotrexate
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medicine.
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摇 摇 水通道蛋白 3(aquaporin 3,AQP鄄3)是一种细胞

膜上跨膜运输水、甘油和尿素等小分子物质的转运

蛋白,是人类皮肤中表达最多的一种水通道蛋白亚

型。 AQP鄄3 不仅参与皮肤水合、皮肤屏障功能以及

创伤愈合,维持皮肤的正常形态和功能,还与角质

形成细胞的增殖和迁移甚至早期分化有关。 AQP鄄3
与特应性皮炎、白癜风、皮肤肿瘤、银屑病等多种皮

肤病的发病机制相关。 神经酰胺(ceramide,Cer)是
人体皮肤角质层细胞间混合脂类物质的主要成分,
有防止水分散发和防护外界刺激的作用,具有保

湿、滋润皮肤、抗衰老、抗过敏的功能。 银屑病皮损

中神经酰胺组成的改变可能与其表皮水分丢失增

加有关,特别是 Cer1 的减少[1]。 皮肤角质层神经酰

胺分类较多,细胞内不同类型的神经酰胺可发挥不

同甚至相反的作用[2鄄3],同时测定生物样品中各种

神经酰胺的含量对研究神经酰胺的生物学效应机

制具有重要意义。 文献报道中,基本分析神经酰胺

的总体水平或某一种神经酰胺,很少涉及同时分类

检测组织或细胞内几种神经酰胺的含量[4鄄5]。 本研

究仅测 Cer 总体水平。
研究通过观察当归饮子(选自《重订严氏济生

方》)对寻常型银屑病动物模型的干预,用逆转录

PCR(reverse transcription鄄PCR,RT鄄PCR)和免疫印迹

试验(Western Blot)法检测造模皮损部位 AQP鄄3 基

因及蛋白表达,用酶联免疫吸附实验法(ELISA)检
测造模皮损部位神经酰胺含量,分析寻常型银屑病

动物模型皮损处与皮肤屏障功能密切相关的蛋白

含量及其基因表达的变化,阐述当归饮子对银屑病模

型豚鼠皮肤 AQP鄄3 和 Cer 基因及蛋白表达的影响。

1摇 材料和方法

1. 1摇 材料

中药制剂:当归 20 g、白芍 20 g、生地黄 20 g、川
芎 15 g、防风 20 g、荆芥 20 g、何首乌 20 g、白蒺藜

20 g、黄芪 25 g、甘草 10 g,每剂药煎 3 次,混合 3 次

药液浓缩至 300 mL。
豚鼠,雄性 20 只、雌性 20 只,共 40 只,体质量

210 ~ 250 g,由中国人民解放军第四军医大学实验

动物中心提供。 实验动物质量合格证:SCXK(军)
2012鄄0006,合格证编号:0022614,实验动物使用许

可证:SYXK(苏)2012鄄0047。

1. 2摇 建模与药物处理

新鲜配制的 10%Na2S 溶液脱去豚鼠耳背毛发,
次日开始实验。 5% 心得安乳剂均匀涂于豚鼠耳背

皮肤,厚度 1. 0 mm,每天 3 次,连续 2 周,使其符合

银屑病样病理改变[6]。 40 只豚鼠,空白对照组 8
只,余下 32 只造模后随机分为模型对照组、生理盐

水组、当归饮子组和甲氨蝶呤组 4 组,每组 8 只。 空

白对照组实验期间正常饲养。 生理盐水组用生理

盐水灌胃,3 次 / d,每次每只按体重 0郾 01 mL / g,连续

2 周。 当归饮子组用稀释的中药灌胃,每次每只

0郾 01 mL / g,3 次 / d,连续 2 周。 甲氨蝶呤组:按成人

常规用量的 5 倍口服给药,给药剂量为 0. 5 mg / kg,
每天 1 次,连续 2 周。
1. 3摇 标本取材及病理切片

2 周后,模型对照组 4 只豚鼠处理耳部皮肤用

10%福尔马林固定,常规标本脱水,透明,石蜡包埋,
连续性切片,厚约 4 滋m,行 HE 染色。 光学显微镜

下观察皮肤有无变性坏死、溃疡、痂皮形成,上皮层

次有无增厚,表面角化不全,真皮或皮下组织内有

无充血、水肿、炎细胞浸润等病变。 处死模型对照

组另外 4 只与其余组豚鼠,分离耳部皮肤,绞碎组

织,-80益液氮冻存。
1. 4摇 Western Blot 法检测 AQP鄄3 蛋白的含量

手动匀浆组织,加入蛋白裂解液,离心,获得全

蛋白提取物,进行蛋白定量测定,取适量(50 滋g)蛋
白上样进行 SDS鄄PAGE 凝胶电泳,半干转至硝酸纤

维膜上,加入一抗(用一抗稀释液稀释),4益冰箱过

夜孵育后洗涤加入二抗,室温孵育 2 小时,TBST 洗

涤缓冲液洗涤后,增强化学发光法( electrochemilu鄄
minescence, ECL ) 显 色, 使 用 G: BOX chemiXR5
成像。
1. 5摇 RT鄄PCR 法检测 AQP鄄3 基因表达

按 RT鄄PCR 反转录试剂盒说明书操作。 采用软

件 Primer 5 设计引物,由南京金斯瑞科技有限公司

合成。
GAPDH 内参上游引物: 5 爷鄄AAGGTCGGAGT鄄

GAACGGATTT鄄3 爷; 下 游 引 物: 5 爷鄄AGATGATGAC鄄
CCTTTTGGCAC鄄3爷,产物大小 352 bp。

AQP鄄3 上游引物:5爷鄄CCCTCAGGACACTTGGACAT鄄
3爷;下游引物:5爷鄄CGTTCTCCTGCTCGGTAGAG鄄3爷,
产物大小 391 bp。
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所有基因 PCR 反应条件为:95益5 分钟,95益变

性 30 秒,57益退火 30 秒,72益延伸 45 秒,32 个循

环,72益终末延伸 10 分钟。
1. 6摇 PCR 产物鉴定

PCR 扩增产物在 2% 琼脂糖凝胶上成电泳、免
疫印迹,ECL 显色,并使用 G:BOX chemiXR5 成像,
所有扩增产物的光密度峰值均以 GAPDH 为基准校

正。 使用 Gel鄄Pro 32 软件对结果进行灰度分析。
1. 7摇 ELISA 法检测 Cer 含量

在酶标包被板上空白孔、标准品及待测样品孔

中准确加入标准品原液、标准品稀释液,后加入被

稀释到 200 倍的样品,37益温育 90 分钟,洗涤,加生

物素化抗体按 1 颐 30 用抗体稀释液稀释,置 37益温

育 60 分钟。 再洗涤,标准品及待测样品孔中加入酶

标试剂,37益 温育 30 分钟。 再洗涤,加入显色液,
37益避光显色 15 分钟,终止反应。 以空白孔调零,
450 nm 波长按顺序测量每个孔的吸光度(OD)值。
1. 8摇 统计学处理

采用 SPSS 17. 0 系统软件进行分析,计量资料

以均数依标准差(x依s)表示,多组间比较采用单因素

方差分析(one鄄way ANOVA),组间两两比较采用最

小显著性差异法(LSD 法),P<0. 05 为差异有统计

学意义。

2摇 结果

2. 1摇 造模结果

豚鼠一般情况良好,没有死亡。 4 块豚鼠耳皮

肤组织双面被覆复层鳞状上皮,上皮下可见真皮和

皮肤附件,中间为软骨,4 块组织病变相似,光学显

微镜下示豚鼠耳部皮肤银屑病模型造模成功。
2. 2摇 Western blot 检测 AQP鄄3 蛋白电泳结果

模型对照组和生理盐水组 AQP鄄3 蛋白少量表

达,当归饮子组和甲氨蝶呤组表达明显增加,见

图 1。

注:1 为空白对照组;2 为模型对照组;3 为生理盐水组;
4 为当归饮子组;5 为甲氨蝶呤组

图 1摇 AQP鄄3 蛋白电泳图

2. 3摇 RT鄄PCR 检测 AQP鄄3 电泳结果

PCR 产物经过 2% 琼脂糖凝胶电泳后,在 352、
391 bp 处分别见 GAPDH 内参、AQP鄄3 mRNA 的表

达,见图 2。 AQP鄄3 mRNA 在不同模型组表达不一,
模型对照组和生理盐水组表达最弱,而药物(当归

饮子、甲氨蝶呤)组较前者表达明显增加,空白对照

组表达最强。

注:1 为空白对照组;2 为模型对照组;3 为生理盐水组;

4 为当归饮子组;5 为甲氨蝶呤组

图 2摇 各组 AQP鄄3 mRNA 的 PCR 电泳图

2. 4摇 各组豚鼠皮肤组织细胞中 AQP鄄3 基因蛋白表

达及 Cer 含量检测

模型对照组与生理盐水组 AQP鄄3 表达较空白

对照组明显下降(P<0. 01),当归饮子组和甲氨蝶呤

组 AQP鄄3 表达较模型对照组明显上升(P<0. 01),
且当归饮子组较甲氨蝶呤组上升明显(P<0. 01),与
空白对照组比较,差异无统计学意义(P>0. 05)。 生

理盐水组与模型对照组造模组 AQP鄄3 蛋白基因表

达水平比较,差异无统计学意义(P>0. 05),见表 1。
空白孔调零,450 nm 波长按顺序测量每个孔

的吸光度(OD)值。 造模组药物干预前后 Cer 含量

比正常组明显下降(P<0. 01);造模组药物(甲氨

蝶呤、当归饮子)干预后 Cer 蛋白含量比干预前上

升(P<0. 01),当归饮子组比甲氨蝶呤组上升明显

(P<0. 01),见表 1。

表 1摇 AQP鄄3 基因蛋白表达及与 Cer 含量检测

组别 n
Western blot 法
检测 AQP鄄3

RT鄄PCR 法

检测 AQP鄄3
ELISA 法

检测 Cer
空白对照组 8 0. 56依0. 07 0. 73依0. 07 76. 74依14. 58

模型对照组 4 0. 16依0. 01a 0. 18依0. 02a 16. 97依3. 16a

生理盐水组 8 0. 21依0. 01a 0. 19依0. 02a 20. 41依4. 29a

当归饮子组 8 0. 49依0. 04b 0. 56依0. 05b 39. 50依8. 69b

甲氨蝶呤组 8 0. 31依0. 03c 0. 45依0. 04c 30. 36依5. 86c

注: 与空白对照组比较,aP<0. 01;与模型对照组比较;bP<0. 05;与

当归饮子组比较,cP<0. 01;其中模型对照组只取用 4 只,其余 4 只

做病理分析。

3摇 讨论

神经酰胺是人体皮肤角质层细胞间混合脂类
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物质的主要成分,有防止水分散发和外界刺激作

用,具有保湿、滋润皮肤、抗衰老、抗过敏的功能。
在皮肤中神经酰胺的含量随着机体的老化不断减

少,神经酰胺的减少可引起皮肤功能的异常,瘙痒

类皮肤病患者的干燥性皮损中神经酰胺的含量明

显低于正常皮肤的含量[7]。 在角质层中,神经酰胺

具有保水作用,从而进一步提高了皮肤屏障功能。
皮肤疾病如银屑病、异位性皮炎等的发生与角质层

中神经酰胺水平的改变,都与经皮水分丢失密切相

关[8]。 神经酰胺参与细胞的增殖、分化、生长抑制、
衰老、凋亡及细胞分泌等多种生理病理过程,其含

量的减少可使角化细胞间黏着力下降,细胞排列紊

乱、错位,水分丢失,导致皮肤干燥、脱屑,呈鳞片

状[9]。 AQP鄄3 的主要作用是跨膜转运水分、甘油、
尿素等物质以调节皮肤的水平衡,起保湿作用。
AQP鄄3 不仅参与皮肤水合作用、构成和调节皮肤屏

障功能,保持正常皮肤的功能和形态,AQP鄄3 还参与

角质形成细胞的分化,所以能够帮助皮肤外伤的愈

合和恢复,在维持皮肤形态、皮肤屏障功能、保湿、
创伤愈合中发挥重要作用,并与特应性皮炎、白癜

风、瘤、银屑病等多种皮肤病的发病密切相关[10]。
学者发现 AQP鄄3 在银屑病皮损中表达下降,且分布

的部位发生异常,散在地分布于细胞质中[11]。
本实验结果显示,模型豚鼠耳部皮肤神经酰胺

含量表达降低(P<0. 01),模型豚鼠皮肤组织细胞中

AQP鄄3 基因及蛋白表达降低(P<0. 01),表明 Cer 与
AQP鄄3 参与了银屑病的病理演变,直接或间接影响

了皮肤的屏障功能。 药物干预后,当归饮子组和甲

氨蝶呤组 Cer 蛋白含量表达增强,表明药物干预对

银屑病模型病理变化有改善作用,且当归饮子组优

于甲氨蝶呤组(P<0. 01)。 生理盐水组与模型对照

组 AQP鄄3、Cer 蛋白表达水平差异无统计学意义

(P>0. 05),提示生理盐水对模型病理变化没有

影响。
本研究中中药方剂当归饮子具有养血润燥,祛

风止痒,益气固表,凉血,活血化瘀等功效。 寻常型

银屑病动物模型皮损的 AQP鄄3 基因及蛋白表达明

显下降,Cer 含量也明显下降;当归饮子组和甲氨蝶

呤组干预后 AQP鄄3、Cer 上升,证明当归饮子、甲氨

蝶呤改善银屑病动物模型的皮肤屏障功能作用确

定,且当归饮子组优于甲氨蝶呤组。 由于银屑病的

发病机制不明,有复杂的生物学效应参与银屑病发

病过程,推测当归饮子对寻常型银屑病模型皮肤屏

障功能的调节作用可能是通过增加皮脂含量,调节

皮肤屏障功能相关的保湿因子基因和蛋白的表达

而使皮肤的屏障功能恢复正常。
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