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摘要 为了探讨锂盐 !普萘洛尔和氯喹是否通过影响银屑病的细胞因子网络从而诱发或加重银屑病 以不同浓

度的碳酸锂 !盐酸普萘洛尔或二磷酸氯喹处理 ≤×角质形成细胞后加以 ×ƒ2Α刺激 应用人类细胞因子抗体分析

膜技术测定细胞培养液中多种细胞因子和生长因子的分泌情况 采用实时定量 °≤ 法检测 2和 2  的表

达 ∀人类细胞因子抗体分析膜技术结果显示 碳酸锂明显促进 2和 ×ƒ2Α的产生 盐酸普萘洛尔明显促进 2等

多种细胞因子和生长因子的产生 二磷酸氯喹也明显促进 2的产生 ∀实时定量 °≤ 结果表明 ×ƒ2Α能刺激

≤×角质形成细胞呈剂量依赖性增加 2和 2  的表达 Π  1并对 2的调节作用更强 Π 

1 ≅ 


# 
盐酸普萘洛尔能显著上调 2  的表达 Π  1∀碳酸锂 !盐酸普萘洛和二磷酸氯

喹对 ≤×角质形成细胞表达以及产生某些细胞因子和生长因子具有调节功能 ∀

关键词 银屑病 人角质形成细胞株 ≤×细胞  2 2
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
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

Κεψ ωορδσ:  ∏ ≤×  2 2

  银屑病是一种常见的慢性炎症性皮肤病 迄今 对其病因及发病机制尚未完全明了 ∀许多因素 如

感染 !创伤和精神压力等可以诱发或加重银屑病 ∀

另外 一些药物 如锂剂 !Β受体阻滞剂普萘洛尔 !抗

疟药物氯喹等 在治疗相应疾病时可导致银屑病的

发生或加重 ≈ ∀
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表皮角质形成细胞增生 角质层中性粒细胞浸

润形成的微脓疡 以及真皮浅层致密单个核细胞浸

润是银屑病特征性病理表现 ∀既往研究发现 银屑

病的皮损和全身系统过度表达一些炎症前细胞因子

特别是 2!2!×ƒ2Α≈等 以及角质形成细胞

和炎症细胞表达的上述细胞因子的改变 在加重银

屑病皮损的免疫反应中发挥重要作用 ≈ ∀本实验

旨在细胞因子水平研究药物诱发或加重银屑病的作

用机制 ∀

材料和方法

ΗαΧαΤ细胞的培养  ≤×角质形成细胞由

德国海德堡癌症研究中心 ƒ∏教授提供 ∀采用

含  ∏# 
青霉素 ! ∏# 

链霉素 !不含

血清的 ±∏∏ 培养基 购于德国 °公司 

在  ε ! ≤及饱和湿度条件下培养于 孔板

达 的融合率 ∀

人类细胞因子抗体分析膜技术  实验组用碳酸

锂 !盐酸普萘洛尔或二磷酸氯喹 终浓度  ≅ 


# 

处理 ≤×角质形成细胞  后再加入

×ƒ2Α终质量浓度  # 

刺激  ∀对照

组为 ≤×角质形成细胞仅用培养液培养  后 

再加入 ×ƒ2Α刺激  ∀最后收集细胞培养液并

贮存于   ε ∀

应用人类细胞因子抗体分析膜系列 ∂ 购于美

国   公司 检测细胞培养上清液中的多种细

胞因子 ∀方法简述如下 把标记有多种细胞因子抗

体的分析膜用阻断缓冲液孵育  后 在细胞培

养上清液中 室温 孵育  用清洗缓冲液洗膜后

继续在生物素标记的抗体中 室温 孵育  用辣

根过氧化物酶标记的链霉亲和素 室温 孵育  

再用检测缓冲液作用  数码相机下成像 最后

用 ⁄图像分析软件系统 美国   公司提

供 分析并比较图像中各黑点的强度 代表不同细

胞因子水平 ∀

实时定量 ΠΧΡ  ≤×角质形成细胞用碳酸

锂 终浓度  ≅ 
 ∗  ≅ 


# 


或盐酸普

萘洛尔 终浓度  ≅ 
 ∗  ≅ 


# 


处理

 后 加入 ×ƒ2Α # 

刺激  ∀以仅

用 ×ƒ2Α刺激  的细胞作为刺激对照 ∀未加任何

处理的细胞作为空白对照 ∀最后收集细胞以实时定

量 °≤ 法检测 2  的表达 ∀

碳酸锂 !盐酸普萘洛尔或二磷酸氯喹 终浓度

分别为  ≅ 

 ≅ 

及  ≅ 


# 

处

理 ≤×角质形成细胞  未加任何处理的细胞

作为对照 ∀收集细胞以实时定量 °≤ 法检测 2

 的表达 ∀

×ƒ2Α终质量浓度分别为 及  # 



刺激 ≤×角质形成细胞  未加任何处理的

细胞作为对照 ∀收集细胞以实时定量 °≤ 法检测

2和 2  的表达 ∀

收获细胞后以 ×法提取细胞总  紫外

分光光度仪定量后取  Λ进行逆转录反应 ∀逆转

录反应参数为  ε   ε   ε  ∀

取逆转录产物  Λ进行实时定量 °≤ 扩增 ∀扩增

体系为去离子水 1 Λ! ≤ 1 Λ!酶  Λ!上

下游引物各 1 Λ置于实时荧光定量 °≤ 仪

 ⁄公司 ∀反应参数  ε  

变性后 2为  ε    ε    ε  

2为  ε    ε    ε   °⁄

为  ε   ε   ε  共 循环 ∀以

管家基因 °⁄作为内对照 ∀ °≤ 引物 购于德

国 ≥公司 序列分别为 2上游 χ2×≤×

×≤≤≤×≤≤×≤ 2χ下游 χ2×≤×≤≤≤≤×

≤××≤≤××≤ 2χ2上游 χ2≤≤≤

≤××≤×≤≤××≤ 2χ下游 χ2××≤××≤×≤≤×

×≤×2χ°⁄ 上游 χ2≤≤≤≤≤

≤≤×≤≤×≤ 2χ下游 χ2×≤≤≤≤≤≤××≤×

≤≤×2χ∀

统计学处理  实验数据以 ξ ? σ表示 采用

° 软件对组间差异性进行 τ检验 ∀

结果

1  人类细胞因子抗体分析膜技术检测药物对

ΗαΧαΤ细胞表达细胞因子的影响

应用人类细胞因子抗体分析膜系列 ∂ 可从

≤×细胞培养上清液中检测到 种不同的细胞

因子 ∀由图 可见 经 ×ƒ2Α刺激  的 ≤×角

质形成细胞 图 合成的 2和 2比未经任何

处理的对照组细胞 图 明显增加 ∀

表 显示 与仅以 ×ƒ2Α刺激  的对照组细

胞相比 经碳酸锂处理的 ≤×角质形成细胞合成

的 ×ƒ2Α和 2明显增加 其中 ×ƒ2Α增加  

2增加  ∀盐酸普萘洛尔处理的 ≤×角质

形成细胞合成 2!氨基酸上皮细胞来源的中性

粒细胞活化剂 ∞2以及肺部和活化控制趋化

因子 ° ≤明显增加 ∀其中 2增加  ∞2

增加  ° ≤增加  ∀但是中性粒细胞活

## 药学学报 °∏≥  



Φιγυρε 1  ⁄  ∏   ∂  ≥∏∏∏∏ ≤× 

∏×ƒ2Α  # 

  ∏ ≤∏ √  

∏   ∂ ∏ ∏ ∏∏∏ ƒ

 ≤≤⁄2   

   ⁄2  ×  

√ ¬  ≤× ∏   ≤× ∏ 

×ƒ2Α  

化肽 2°2和转化生长因子 Β ×ƒ2Β 的表达

明显下降 分别下降 和  ∀二磷酸氯喹使

≤×角质形成细胞合成 2 明显增加 而

×ƒ2Β  明显下降 ∀

Ταβλε 1  ∞  ∏  

 ∏ 

¬  ×ƒ2Α2∏≤× 

⁄∏ ≤∏2∏
≤

2∏

∏  2  ×ƒ2Α  

° 2   °2  

∞ 2   ×ƒ2Β  

° ≤  

≤∏ 2   ×ƒ2Β  

≤ ∏  ∏  ≤×  

∏  ∏ ×∏

   

≤× ∏∏ν  

2  实时定量 ΠΧΡ 检测药物对 ΗαΧαΤ细胞表达

ΙΛ28和 ΙΛ26 µ Ρ ΝΑ的影响

2 . 1  药物处理后 ΙΛ28 µ Ρ ΝΑ的表达  与未经

×ƒ2Α刺激的空白对照组细胞相比 经 ×ƒ2Α刺激

 后的 ≤×角质形成细胞表达的 2  显

著上调 分别为 1 ? 1和 1 ? 1ν  

Π  1∀但碳酸锂或盐酸普萘洛尔不能进一步

调节 ≤×角质形成细胞中 ×ƒ2Α诱导的 2

 的高表达 Π 1∀

2 . 2  药物处理后 ΙΛ26 µ Ρ ΝΑ的表达  与未经药

物处理的对照组细胞相比 ≤×角质形成细胞经

不同浓度药物处理  后 盐酸普萘洛尔在  ≅ 


# 
的浓度时能显著上调 2  的表达

分别为 1 ? 1和 1 ? 1ν  Π 

1碳酸锂 !其他浓度的盐酸普萘洛尔或二磷酸

氯喹对 2  的表达均无显著调节作用 Π 

1∀

2. 3  ΤΝΦ2Α刺激后 ΙΛ28和 ΙΛ26 µ Ρ ΝΑ的表达

≤×角质形成细胞经 ×ƒ2Α终质量浓度 或

 # 

刺激  后 2和 2  的

表达量显著上调 Π  1∀  # 


×ƒ2Α

比  # 


×ƒ2Α具有更强的调节作用 Π 

1∀相同浓度的 ×ƒ2Α刺激 ≤×角质形成细

胞后表达 2  的水平显著高于 2Π 

1见表 ∀

Ταβλε2  ±∏√2 2   ¬

 ≤× ∏

×ƒ2Α ∏ 2°≤

×ƒ2Α#  2°⁄ 2°⁄

 1 ? 1  1 ? 1  

 1 ? 13 1 ? 13

 1 ? 13 3 ϖ ϖ 1 ? 13 3 ϖ ϖ

ν   ξ ? σ 3 Π  1 3 3 Π  1 ϖσ  ∏
ϖ ϖ Π  1 ϖσ ×ƒ2Α  # 


 ∏

讨论

银屑病是一种常见的免疫介导的皮肤病 一些

炎症前细胞因子特别是 2!2和 ×ƒ2Α在银屑

病皮损中过度表达 ≈ ∀ ×ƒ2Α具有许多免疫功

能 包括刺激 ×淋巴细胞 !单核吞噬细胞以及角质

##岑建萍等 银屑病诱发药物对 ≤×角质形成细胞的影响



形成细胞等合成 2!2和 2这些细胞因子可

以导致银屑病的病理改变 ∀抗 ×ƒ2Α单克隆抗体

¬ ∏以及 ×ƒ2Α融合蛋白


≈治疗银屑病的高效性也可以反证

×ƒ2Α在银屑病发病中的重要作用 ∀

2和 2具有多种免疫学活性并参与一些

与银屑病病理生理相关的免疫过程 如 ×淋巴细胞

和中性粒细胞的活化及趋化 角质形成细胞的过度

增殖以及血管增生等 ≈ ∀有学者认为 ×ƒ2Α可导

致银屑病皮损中 2和 2的水平增高 ≈ ∀

锂剂 !Β肾上腺素能受体阻滞剂和抗疟药物等

在临床应用过程中可诱发或加重银屑病 ∀一项临床

研究显示 名银屑病患者中有 名 1 患

者正接受 Β肾上腺素能受体阻滞剂的治疗 治疗过

程中有 1的患者银屑病加重 ≈ ∀锂剂用来治

疗抑郁症和其他精神类疾病 ∀约一半接受锂剂治疗

的银屑病患者出现皮损加重 ≈ ∀另有文献 ≈报道 

银屑病患者在接受抗疟治疗后约有 的患者出

现病情加重 ∀但是关于这些药物诱发或加重银屑病

的机制尚不完全清楚 ∀

为了在细胞因子水平揭示上述药物诱发或加重

银屑病的机制 作者首先尝试应用人类细胞因子抗

体分析膜技术测定经不同药物处理后的 ≤×角

质形成细胞培养上清液中多种细胞因子和生长因子

的分泌情况 ∀结果发现 与未加药物处理的 ≤×

角质形成细胞相比 碳酸锂 !盐酸普萘洛尔和二磷酸

氯喹均能显著上调 ≤×角质形成细胞表达 2∀

其中碳酸锂对 2的上调作用最强 增加  盐

酸普萘洛尔次之 上调  二磷酸氯喹作用最弱 

仅增加  ∀这似乎与其诱发或加重银屑病的强

度相吻合 碳酸锂被认为是诱导银屑病作用最强的

药物 盐酸普萘洛尔次之 二磷酸氯喹作用最弱 ∀

作者还发现碳酸锂对 ×ƒ2Α的表达亦有上调

作用 ∀与对照组相比 经碳酸锂处理后的 ≤×角

质形成细胞表达 ×ƒ2Α可增加  ∀ ×ƒ2Α可刺

激许多炎症性细胞因子如 2 和 2 的表

达 ≈
而 2和 2在加重银屑病炎症反应中

起着重要作用 ∀

盐酸普萘洛尔能上调 2!∞2和 ° ≤的

表达 这些细胞因子具有促进炎症反应中急性期蛋

白的合成 中性粒细胞的趋化 以及毛细血管的增生

等功能 ∀因此推测这可能是普萘洛尔诱发或加重银

屑病的病理机制 ∀

在上述细胞因子中 2和 2在银屑病的致

病中发挥最为重要的作用 ≈ ∀为了更深入地研究

不同浓度的药物对 ≤×角质形成细胞表达 2

和 2的调节作用 作者采用实时定量 °≤ 法发

现 ×ƒ2Α能刺激 ≤×角质形成细胞呈剂量依赖

性高表达 2和 2  而且在相同浓度 ×ƒ2

Α刺激下 2   的表达量明显高于 2

 这与既往的一些研究结果相吻合 ≈ ∀作

者还发现 盐酸普萘洛尔可能在一定的浓度时能使

≤×角质形成细胞表达更多的 2  ∀

本研究表明 碳酸锂 !盐酸普萘洛尔和二磷酸氯

喹可能以不同的方式影响一些细胞因子的产生和表

达 而这些细胞因子和生长因子可能在银屑病皮损

的炎症性免疫反应过程中发挥重要的调节作用 ∀
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