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摘要：目的 探讨虫草素对肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦ⁃α）诱导人角质形成细胞系 ＨａＣａＴ 增殖、凋亡和炎性反应的影响。
方法 将 ＨａＣａＴ 细胞分为对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ）、模型组（ｍｏｄｅｌ）及低、中、高浓度虫草素干预组（２５ μｍｏｌ ／ Ｌ、５０ μｍｏｌ ／ Ｌ、
１００ μｍｏｌ ／ Ｌ），先用 ４０ μｇ ／ Ｌ ＴＮＦ⁃α 对模型组、虫草素干预组诱导 ２４ ｈ，制作银屑病（ＰＳ）样细胞模型；之后虫草素干

预组加入相应浓度的虫草素，继续培养 ２４ ｈ；用 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞增殖，用流式细胞仪检测细胞凋亡，用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ
检测炎性细胞因子白介素（ＩＬ）⁃８、ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 相对表达量。 结果 虫草素干预 ２４ ｈ 后细胞增殖率下降（Ｐ＜０􀆰 ０５），
细胞凋亡率升高（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＩＬ⁃８ 和 ＩＬ⁃１β 的 ｍＲＮＡ 表达水平下降（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论 虫草素可抑制 ＴＮＦ⁃α 诱导的人

角质形成细胞系增殖、炎性反应并促进细胞凋亡。
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ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃８ ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ＴＮＦ⁃α⁃ｉｎ⁃
ｄｕｃｅｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＨａＣａＴ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｃｅｌｌｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｈｕｍａｎ ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅ； ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ； ｐｓｏｒｉａｓｉｓ； ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ； ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

　 　 银屑病（ｐｓｏｒｉａｓｉｓ，ＰＳ）是易复发的慢性炎性皮

肤病，中国发病率约 ０􀆰 １２５％ ～ ０􀆰 ５％，银屑病皮损的

两大特征是炎性细胞浸润和表皮增殖失控，炎性反

应导致皮肤瘙痒、红肿、鳞屑性斑块甚至系统性的损

害，严重影响患者的身心健康；银屑病发病机制复

杂，重要致病因素有遗传、环境、免疫等［１］。 银屑病

治疗以药物为主，目前不能根治，病情易反复，寻找

新的药物、方法仍然是研究的重要方向。 虫草素

（ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ），又称“３′－脱氧腺苷”，是蛹虫草、冬虫

夏草等植物中的活性成份，有抗炎、抗菌、抗肿瘤、调
节免疫等作用［２⁃４］；这些作用与银屑病致病因素相

对应［１，４］，推测虫草素可能对银屑病有治疗作用。
以下以细胞模型作为研究对象，以体外实验的方式，
初步探讨虫草素对银屑病的潜在治疗作用。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

ＴＮＦ⁃α（色谱纯，≥９８％，Ｐｅｐｒｏ Ｔｅｃｈ 公司）；虫
草素（色谱纯，≥９８％）和总 ＲＮＡ 提取试剂盒（北京

Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司）；细胞增殖检测试剂盒（Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ
ｋｉｔ⁃８， ＣＣＫ⁃８，北京 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司）；细胞凋亡试剂

盒（江苏凯基生物技术股份有限公司）；反转录试

剂盒（ Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；实时荧光定

量试剂盒（ＲＯＸ 公司）；人角质形成细胞系 ＨａＣａＴ
（广州赛库生物有限公司）；完全培养基（含 ８８％
低糖培养基、１０％胎牛血清、１％非必需氨基酸、１％
青⁃链霉素）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细胞的分组及处理：将细胞分为对照组

（ｃｏｎｔｒｏｌ ）、 模型组 （ ｍｏｄｅｌ） 及低浓度 （ ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ
２５ μｍｏｌ ／ Ｌ）、中浓度（ ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、高浓

度（ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ １００ μｍｏｌ ／ Ｌ）虫草素干预组，对照组

用完全培养基，模型组、虫草素干预组在完全培养基

中加入 ＴＮＦ⁃α（终浓度 ４０ μｇ ／ Ｌ）培养 ２４ ｈ，之后低、
中、高浓度虫草素组加入相应浓度虫草素，使虫草素

终浓度分别为 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ、５０ μｍｏｌ ／ Ｌ、１００ μｍｏｌ ／ Ｌ。
各组继续培养 ２４ ｈ。

１􀆰 ２􀆰 ２　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞增殖：按试剂盒说明书操

作，细胞增殖率（％）＝ （Ａ 实验－Ａ 空白） ／ （Ａ 对照－
Ａ 空白）×１００％。
１􀆰 ２􀆰 ３　 流式细胞仪检测凋亡：按试剂盒说明书

操作。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测细胞 ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 相对

表达量：ＲＮＡ 提取、ＲＮＡ 反转录、ｑＰＣＲ 均按相应试剂

盒说明书操作。 以 ＧＡＰＤＨ 作为内参，引物序列：
ＩＬ⁃８，上游引物 ５′⁃ＣＡＡＴＣＣＴＡＧＴＴＴＧＡＴＡＣＴＣＣＣ⁃３′，
下 游 引 物 ５′⁃ＡＡＴＴＡＣＴＡＡＴＡＴＴＧＡＣＴＧＴＧＧＡＧ⁃３′；
ＩＬ⁃１β，上游引物 ５′⁃ＡＧＣＴＡＣＧＡＡＴＣＴＣＣＧＡＣＣＡＣ⁃３，下
游引物 ５′⁃ＣＧＴＴＡＴＣＣＣＡＴＧＴＧＴＣＧＡＡＧＡＡ⁃３′；ＧＡＰＤＨ，
上游引物 ５′⁃ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ⁃３′，下游引

物 ５′⁃ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ⁃３′。 △Ｃｔ ＝目

的基因 Ｃｔ－内参基因 Ｃｔ，△△Ｃｔ ＝实验组△Ｃｔ－对照

组△Ｃｔ 平均值，基因相对表达量＝ ２－△△Ｃｔ。
１􀆰 ３　 统计学分析

用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件进行统计分析。 计量资料用

均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，当数据符合正态分布时，
组间比较采用 Ｏｎｅ⁃ｗａｙ Ａｎｏｖａ 单因素方差分析；数
据不符合正态分布时，组间比较采用秩和检验。 两

变量相关性用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 等级相关分析。

２　 结果

２􀆰 １　 ＣＣＫ⁃８法检测结果

虫草素呈浓度依赖性抑制 ＨａＣａＴ 细胞的增殖，
（ ｒ＝ －０􀆰 ９９９， Ｐ＜０􀆰 ０１）（表 １）。

表 １　 细胞增殖率

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ（ｘ±ｓ， ％， ｎ＝５）

ｇｒｏｕｐ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ　

ｃｏｎｔｒｏｌ １００±０􀆰 ００

ｍｏｄｅｌ １３２􀆰 ７３±３０􀆰 ８２∗

ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ ／ （μｍｏｌ ／ Ｌ）

　 ２５ １２５􀆰 ７７±１１􀆰 ６０＃

　 ５０ ９９􀆰 ９７±１６􀆰 ７９＃

　 １００ １８􀆰 ７２±５􀆰 ７３＃

∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ； ＃Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ．
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２３􀆰 ４３（９）

２􀆰 ２　 细胞凋亡检测结果

虫草素可促进模型细胞的凋亡，增加早期凋亡

及晚期凋亡的比例（图 １）。
２􀆰 ３　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果

ＴＮＦ⁃α 可使模型细胞 ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 相对表

达量升高，而虫草素可使它们下调（表 ２）。

３　 讨论

银屑病发病机制复杂，免疫因素及其引起的炎

性反应最终导致表皮的过度增殖，形成银屑病皮损。
促炎细胞因子 ＴＮＦ⁃α 在银屑病发病机制中起重要

作用［５］。 皮损表皮浆细胞样树突状细胞（ｐｌａｓｍａｃｙ⁃
ｔｏｉｄ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ， ｐＤＣ） 活化，活化的 ｐＤＣ 产生

ＴＮＦ⁃α、干扰素 （ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ， ＩＦＮ） α 等炎性因子；
ＴＮＦ⁃α、ＩＦＮ⁃α 刺激常规树突状细胞 （ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ
ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ，ｃＤＣ）的 Ｔｏｌｌ 样受体、Ｃ 型凝集素受

体，使 ｃＤＣ 分泌 ＩＬ⁃２３、ＩＬ⁃１２ 等；ＩＬ⁃２３ 刺激辅助性 Ｔ
细胞 １７（ｈｅｌｐｅｒ Ｔ ｃｅｌｌ １７， Ｔｈ１７）， 使 Ｔｈ１７ 细胞分泌

Ａ􀆰 ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ； Ｂ􀆰 ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ； ＃Ｐ＞０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ；
∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ．

图 １　 细胞凋亡率

Ｆｉｇ １　 Ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ

表 ２　 ｍＲＮＡ 相对表达量

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

ｇｒｏｕｐ ＩＬ⁃８ ＩＬ⁃１β

ｃｏｎｔｒｏｌ １􀆰 ３０±１􀆰 ２０ １􀆰 ０９±０􀆰 ５１

ｍｏｄｅｌ １ ４６０􀆰 ２８±６２６􀆰 ３３∗ ７４８􀆰 ５８±７２􀆰 ５７∗

ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ ／ （μｍｏｌ ／ Ｌ）

　 ２５ ２５６􀆰 ８３±５６􀆰 ４５＃ ６９８􀆰 ３９±８９􀆰 ０１＃

　 ５０ １７０􀆰 ２９±３２􀆰 ５２＃ ２０７􀆰 ４５±６０􀆰 １６＃

　 １００ ３４􀆰 ７０±２３􀆰 ４２＃ ７９􀆰 ３３±１１􀆰 ３１＃

∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ； ＃Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ．

ＩＬ⁃１７、ＩＬ⁃２２ 等；ＩＬ⁃１７ 进一步刺激表皮细胞增殖并

分泌 ＩＬ⁃８ 等趋化因子， 趋化因子使炎性细胞向表皮

聚集，聚集的炎性细胞又分泌多种炎性因子，形成连

锁反应， 导致或加重病变［６⁃７］ 。 ＩＬ⁃１ 主要来源于表

皮角质形成细胞，损伤刺激使表皮释放 ＩＬ⁃１，ＩＬ⁃１ 反

过来促进角质形成细胞及 Ｔ 细胞等产生炎性反应；
在银屑病皮损中，ＩＬ⁃１β 升高并激活真皮中的 Ｔｈ１７
等细胞分泌 ＩＬ⁃１７，是银屑病病变细胞过度增生及炎

性反应的重要因素［８］。
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梁辉勇　 虫草素抑制 ＴＮＦ⁃α 诱导的人角质形成细胞系 ＨａＣａＴ 增殖

ＨａＣａＴ 细胞在 ＴＮＦ⁃α 的诱导下，出现增殖失调

及炎性反应，具有类似银屑病病变细胞过度增生及

炎性反应的特性，因而常用来构建银屑病细胞模

型［９⁃１０］。 本研究利用 ＨａＣａＴ 细胞模型，观察虫草素

抑制 ＴＮＦ⁃α 诱导的细胞异常增殖和炎性反应的作

用，结果显示，虫草素能抑制 ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＨａＣａＴ
细胞增殖，促进细胞凋亡，并下调炎性因子 ＩＬ⁃８、
ＩＬ⁃１β的 ｍＲＮＡ 表达水平，提示虫草素对银屑病可能

有治疗作用。
虫草素是一种腺苷类似物。 内源性腺苷遍布于

人体细胞，影响各种细胞、组织、器官的生理机能［１１］。
腺苷可促进病变细胞的凋亡，如白血病细胞、黑色素

瘤细胞、星形细胞瘤细胞等［１２］。 与腺苷类似，虫草素

可抑制病变细胞增殖、迁移、侵袭、促进病变细胞凋

亡［１３］。 此外，虫草素可抗炎、调节免疫；如在特应性

皮炎的小鼠中，虫草素降低胸腺基质淋巴细胞生成

素、ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 水平，抑制趋化因子 １７ 及皮损

中 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的表达和活性［２］；在小鼠炎性模型中，虫
草素调节相关受体，抑制 Ｔ 细胞的过度活化［１４］；在脂

多糖致小鼠肾小管上皮损伤中，虫草素显著降低细胞

内活性氧水平，抑制炎性反应［１５］。 虫草素的这些作

用，可能解释了它能抑制模型细胞增殖和炎性反应的

原因。 今后应进一步开展动物实验和临床研究，以验

证虫草素对于银屑病的治疗效果。
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