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论著·基础研究

间充质干细胞通过抑制 ＴＹＫ２磷酸化缓解
小鼠银屑病样皮炎的皮损病变

梁丽娜，　骆青燕，　王欢，　吉苏云
南方医科大学皮肤病医院，广东　广州　５１００９１

［摘要］　目的　探究间充质干细胞（ＭＳＣｓ）对咪喹莫特乳膏诱导的银屑病样皮炎小鼠皮损的ＴＹＫ２磷
酸化的影响。方法　建立咪喹莫特乳膏（ＩＭＱ）诱导银屑病样皮炎小鼠模型，将小鼠随机分为空白组、
ＩＭＱ组及ＩＭＱ＋ＭＳＣ组，通过ＨＥ染色、免疫荧光及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等技术，比较ＭＳＣｓ处理前后的银屑病
样皮炎小鼠的皮损严重程度、表皮厚度、炎症细胞浸润程度及 ＴＹＫ２磷酸化水平的改变。结果　与空
白组小鼠相比，ＩＭＱ组小鼠出现红斑、鳞屑及ＰＡＳＩ评分升高，ＨＥ染色可见角化不全、Ｍｕｎｒｏ微脓肿、棘
层肥厚，免疫荧光结果显示真皮内可见大量ＣＤ４＋Ｔ细胞、树突状细胞浸润；而ＩＭＱ＋ＭＳＣ组红斑、鳞屑
均比ＩＭＱ组减轻，ＰＡＳＩ评分下降，真皮内的ＣＤ４＋Ｔ细胞、树突状细胞浸润比 ＩＭＱ组明显减少。此外，
ＩＭＱ组的ＴＹＫ２磷酸化水平比空白组升高，差异有统计学意义 （１２３３±０１６３比０６３４±０１１７，Ｐ＜
００５），ＩＭＱ＋ＭＳＣ组的 ＴＹＫ２磷酸化水平则比 ＩＭＱ组下降（０５０１±００７４比 １２３３±０１６３，
Ｐ＜００５）。结论　ＭＳＣｓ可通过抑制ＴＹＫ２磷酸化缓解银屑病样皮炎小鼠的皮损严重程度。
［关键词］　间充质干细胞；　银屑病；　小鼠模型；　ＴＹＫ２
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　　银屑病（ｐｓｏｒｉａｓｉｓ）的发病与遗传背景、环境
诱因、免疫应答异常等因素有关［１］，其中 ＩＬ２３／
Ｔｈ１７轴被认为在银屑病的发生发展中有着重要
作用［２］。Ｊａｎｕｓ激酶信号转导和转录激活因子
（ＪＡＫＳＴＡＴ）途径是一种重要的细胞因子信号转
导途径［３］。ＴＹＫ２作为 ＪＡＫ家族成员之一，介导
ＩＬ２３诱导 Ｔｈ１７细胞的增殖、活化，促使 ＩＬ１７、
ＩＬ２２、ＩＬ２３等细胞因子表达增加，与银屑病的发
病机制有关［１］。既往研究报道ＴＹＫ２抑制剂可显
著抑制银屑病样皮炎小鼠的皮肤炎症和细胞因子

的产生［４］，目前Ⅱ期临床研究结果也显示口服选
择性ＴＹＫ２抑制剂对中重度银屑病有着良好的治
疗效果［５］。

间充质干细胞 （ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，
ＭＳＣｓ）是一种免疫原性低、自我更新能力强、免疫
调节特性强的成体多能祖细胞，因具有调节 Ｂ、Ｔ
细胞增殖、抑制树突状细胞成熟、抑制中性粒细胞

动员等免疫调节功能，被认为是治疗克罗恩病、系

统性红斑狼疮等多种自身免疫或炎症性疾病的一

种治疗方式［６－８］。有报道２例寻常型银屑病患者
在接受ＭＳＣｓ治疗后疗效明显，且观察４～５年均
无复发［９］。但目前ＭＳＣｓ治疗银屑病的详细机制
尚未清楚，对ＴＹＫ２的作用亦不清楚。因此，本研
究探讨ＭＳＣｓ对银屑病样皮炎小鼠 ＴＹＫ２的磷酸
化影响，为ＭＳＣｓ治疗银屑病的机制提供基础。

１　材料与方法
１．１　实验动物、细胞

ＭＳＣｓ来源于中山大学附属第三医院刘秋莉
老师赠与的人脐血来源的第４代ＭＳＣｓ。ＢＡＬＢ／Ｃ
雌性小鼠，共９只，６～８周龄，购于广东省医学实
验动物中心。研究经本院伦理委员会审批通过。

１．２　方法
１．２．１　ＭＳＣｓ培养　在３７℃、５％ ＣＯ２标准细胞
培养箱中，用１０％ ＦＢＳ（Ｇｉｂｃｏ）、１％双抗（Ｇｉｂｃｏ）
的低糖ＤＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｃｏ）中培养ＭＳＣｓ，取第

５～８代的ＭＳＣｓ用于动物实验。
１．２．２　小鼠建模　随机分为３组：空白组、咪喹
莫特组（ＩＭＱ组）及治疗组（ＩＭＱ＋ＭＳＣ组），每组
３只。剃掉小鼠背部毛发，连续６ｄ在每只小鼠的
背部均匀涂抹６２５ｍｇ咪喹莫特乳膏。第６天，
涂抹咪喹莫特乳膏后，空白组不予任何处理，ＩＭＱ
组经尾静脉注射１００μＬ的无菌ＰＢＳ溶液，ＩＭＱ＋
ＭＳＣ组经尾静脉注射同体积的１×１０６的ＭＳＣ悬
浮液。４８ｈ后，予颈椎脱臼法分别将各组小鼠处
死，取背部皮肤组织备用。

１．２．３　ＰＡＳＩ评分　采用 ＰＡＳＩ评分动态评估各
组皮损的严重程度，红斑、鳞屑和皮损厚度评分为

０～４分（０分：无；１分：轻度；２分：中度；３分：显
著；４分：非常显著）。红斑 ＋鳞片 ＋皮损厚度的
总分为最后评分。

１．２．４　ＨＥ染色　取合适大小的近后正中线的
背部皮肤组织于 ４％的多聚醛溶液中室温固定
２４～４８ｈ后脱水、石蜡包埋，制成３μｍ厚的切片
行苏木素和伊红染色。

１．２．５　免疫荧光染色检测皮肤组织中ＣＤ４＋Ｔ细
胞及ＣＤ１１ｃ＋树突状细胞　取各组小鼠的病理切
片行脱蜡、修复、封闭后，用大鼠抗鼠 ＣＤ４＋抗体
（Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ，１∶５００稀释）、大鼠抗鼠 ＣＤ１１ｃ抗体
（Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ，１∶５００稀释）４℃孵育过夜，ＰＢＳ泡洗
后予相应二抗３７℃孵育１ｈ，再次ＰＢＳ泡洗后予
ＤＡＰＩ荧光封片剂封存，共聚焦显微镜下观察图像并
保存。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定皮肤组织中 ＴＹＫ２及其
磷酸化　液氮研磨各组小鼠的皮肤组织，通过裂
解、离心获取样品上清液。根据ＢＣＡ蛋白测定试
剂盒说明书测定蛋白提取液的浓度。等量蛋白质

（约５０μｇ）上样、电泳、转膜，５％的ＢＳＡ封闭１ｈ
后兔抗ＴＹＫ２磷酸化抗体（Ａｂｍａｒｔ，１∶５００稀释）
４℃过夜，ＴＢＳＴ洗涤后室温孵育相应二抗 １ｈ。
将兔抗ＴＹＫ２磷酸化抗体剥脱后，用５％的脱脂牛
奶封闭１ｈ，兔抗ＴＹＫ２抗体（Ａｂｍａｒｔ，１∶１０００稀
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释）４℃过夜，ＴＢＳＴ洗涤后室温孵育相应二抗１ｈ。
均以ＧＡＰＤＨ（锐抗，１∶５０００稀释）作为内源性
对照，用ＥＣＬ试剂在多功能凝胶成像仪中检测目
的条带。利用ＩｍａｇｅＪ软件对图像进行分析。
１．３　统计学处理

使用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ软件进行数据分析，数
据以 珋ｘ±ｓ表示，各组间均采用ｔ检验进行数据分
析，Ｐ＜００５为差异具有统计学意义。

２　结果
２．１　ＭＳＣｓ减轻银屑病样皮炎小鼠皮损严重程度

在第６天，与空白组相比，ＩＭＱ组及 ＩＭＱ＋
ＭＳＣ组均出现明显的红斑、鳞屑，ＰＡＳＩ评分明显
升高；在第８天，与 ＩＭＱ组比较，ＩＭＱ＋ＭＳＣ组小
鼠的红斑、鳞屑减轻，ＰＡＳＩ评分下降（图 １Ａ～
１Ｅ）。表明ＭＳＣｓ减轻了银屑病样皮炎小鼠皮损
的严重程度。

图１　各组小鼠外观（１Ａ）及红斑（１Ｂ）、鳞屑（１Ｃ）、皮损厚度（１Ｄ）评分、总ＰＡＳＩ评分（１Ｅ）
Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｃｌｉｎｉｃａｌｐｉｃｔｕｒｅｓ（１Ａ）ａｎｄｅｒｙｔｈｅｍａｓｃｏｒｅ（１Ｂ），ｓｃａｌｅｓｃｏｒｅ（１Ｃ），ｓｋｉｎｔｈｉｃｋｎｅｓｓｓｃｏｒｅ（１Ｄ），

ｔｏｔａｌＰＡＳＩｓｃｏｒｅ（１Ｅ）ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．
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２．２　ＭＳＣｓ减轻银屑病样皮炎小鼠的组织病理改变
建模第 ６天，咪喹莫特乳膏诱导 ＩＭＱ组及

ＩＭＱ＋ＭＳＣ组小鼠的ＨＥ染色可见角化不全、Ｍｕ
ｎｒｏ微脓肿、表皮增厚；而在 ＭＳＣｓ治疗２ｄ后，与
ＩＭＱ组相比，ＩＭＱ＋ＭＳＣ组未见明显角化不全、
Ｍｕｎｒｏ微脓肿，表皮厚度明显变薄（图２Ａ、２Ｂ）。

建模第８天，在ＩＭＱ组的皮损中可见大量ＣＤ４＋Ｔ
细胞及ＣＤ１１＋树突状细胞浸润，而ＩＭＱ＋ＭＳＣ组
中ＣＤ４＋Ｔ细胞及ＣＤ１１＋树突状细胞明显减少（图
３）。证明ＭＳＣｓ可减轻银屑病样皮炎小鼠的组织
病理改变及减少ＣＤ４＋Ｔ细胞、ＣＤ１１＋树突状细胞
的浸润。

图２　各组银屑病样皮炎小鼠皮肤组织病理学（２Ａ，ＨＥ，２００×）及第８天表皮厚度（２Ｂ）统计

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，２００×）ｏｆｌｅｓｉｏｎｓｏｆｐｓｏｒｉａｓｉｓｌｉｋｅｍｉｃｅ（２Ａ）ａｎｄｅｐｉｄｅｒｍａｌｔｈｉｃｋｎｅｓｓ

ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（２Ｂ）．

图３　免疫荧光检测第８天各组小鼠ＣＤ４＋Ｔ细胞、ＣＤ１１ｃ＋树突状细胞（２００×）

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＣＤ４＋ＴｃｅｌｌｓａｎｄＣＤ１１ｃ＋ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（２００×）．

４９１ ＪＤｉａｇｎＴｈｅｒＤｅｒｍａｔｏＶｅｎｅｒｅｏｌ，Ｊｕｎ．２０２２．Ｖｏｌ．２９，Ｎｏ．３　



２．３　ＭＳＣｓ抑制银屑病样皮炎小鼠ＴＹＫ２的磷酸化
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ比较各组的 ＴＹＫ２及其磷酸化

水平（图４），结果显示各组的总 ＴＹＫ２表达水平
未见差异，但 ＩＭＱ组 ＴＹＫ２磷酸化水平升高

（１２３３±０１６３比０．６３４±０．１１７，Ｐ＜０．０５），ＩＭＱ＋
ＭＳＣ组在治疗后比ＩＭＱ组下降（０．５０１±０．０７４比
１２３３±０１６３，Ｐ＜０．０５），证明ＭＳＣｓ抑制了银屑
病样皮炎小鼠ＴＹＫ２的磷酸化。

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析各组小鼠的ＴＹＫ２及其磷酸化水平

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＴＹＫ２ａｎｄｐＴＹＫ２／ＴＹＫ２ｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐａｎａｌｙｚｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．

３　讨论
本研究探讨 ＭＳＣｓ对银屑病样皮炎小鼠

ＴＹＫ２磷酸化的影响，结果显示ＭＳＣｓ的治疗可减
轻咪喹莫特乳膏诱导的银屑病样皮炎小鼠红斑、

鳞屑及 ＰＡＳＩ评分，并改善病变皮损的表皮厚度、
炎症细胞浸润。此外，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组
皮损的ＴＹＫ２及其磷酸化水平，证明ＭＳＣｓ抑制了
银屑病样皮炎小鼠 ＴＹＫ２的磷酸化水平，表明
ＭＳＣｓ可通过抑制 ＴＹＫ２磷酸化减轻银屑病样皮
炎小鼠皮损的严重程度。

银屑病的临床表现以局限或广泛分布的鳞屑

性红色斑块为主，也可伴有系统疾病，皮损组织病

理特征为角化过度、角化不全、Ｍｕｎｒｏ微脓肿、棘
层肥厚及中性粒细胞、巨噬细胞和树突状细胞等

炎症细胞浸润［１０－１１］。咪喹莫特乳膏作为一种

Ｔｏｌｌ样受体７／８配体和强效免疫激活剂，反复涂
抹可诱导并加重炎症性皮损，被广泛用于银屑病

皮肤炎症模型［１２］。本研究结果与既往研究［８］一

致，咪喹莫特乳膏诱导小鼠出现银屑病样的红斑、

鳞屑，组织病理也表现出银屑病的特征，包括角化

过度、角化不全、Ｍｕｎｒｏ微脓肿和真皮炎症细胞浸
润等；ＭＳＣｓ的治疗可明显缓解银屑病样皮炎小鼠
的红斑、鳞屑、皮损厚度等临床表现，减轻表皮厚

度、ＣＤ４＋Ｔ细胞和ＣＤ１１ｃ＋树突状细胞的浸润，验

证了 ＭＳＣ具有强大的抗炎、免疫调节功能，对银
屑病样皮炎小鼠有着良好的疗效。

ＴＹＫ２作为 ＪＡＫ家族的成员之一，参与不同
细胞因子如 ＩＬ１２、ＩＬ２３启动的细胞内信号传
递［１３］，并在银屑病中参与了Ｔｈ１７细胞的增殖、活
化［１］。在一项全基因组关联研究中，ＴＹＫ２被确
定为银屑病易感位点［１４］。ＴＹＫ２抑制剂显著减轻
银屑病样皮炎小鼠皮损的严重程度及减少炎症因

子产生［１，４］。ＴＹＫ２被认为是银屑病的治疗靶标
之一［１５］。目前已完成的Ⅱ期临床研究表明口服
选择性ＴＹＫ２抑制剂对中重度银屑病有着良好的
临床疗效［１，１３］。本研究结果显示 ＭＳＣｓ的治疗抑
制了银屑病样皮炎小鼠 ＴＹＫ２的磷酸化，证明
ＭＳＣｓ一定程度上是通过抑制 ＴＹＫ２的磷酸化减
轻银屑病样皮炎小鼠的严重程度。

综上所述，ＭＳＣｓ可通过抑制ＴＹＫ２磷酸化缓
解银屑病样皮炎小鼠的红斑、鳞屑、皮损厚度及相

关炎症细胞浸润。
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