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齐墩果酸通过调控 STAT3通路改善咪喹莫特诱导的
银屑病样小鼠皮损表现 *

冯 放 1,2 王 燕 2 赵京霞 2 底婷婷 2 蒙玉娇 2 陈朝霞 2 齐 聪 2,3

胡雪晴 1,2 王亚卓 2,3 赵 宁 2,3 李 萍 2△

（1北京中医药大学 北京 100029；2首都医科大学附属北京中医医院北京市中医药研究所

银屑病中医临床基础研究北京市重点实验室 北京 100010；3首都医科大学 北京 100069）

摘要 目的：观察齐墩果酸对咪喹莫特诱导的银屑病样小鼠的皮损及 STAT3通路的干预作用。方法：72只 BALB/c雄性小鼠，按

随机数字表法随机分为空白组、模型组、甲氨蝶呤组、齐墩果酸低、中、高剂量组，每组 12只，于背部备皮。除空白组外，其余各组

小鼠每日于背部备皮区域涂抹 5%咪喹莫特乳膏诱导银屑病样皮损；甲氨蝶呤组及齐墩果酸各浓度组每日灌胃对应药物 0.2 mL/

只；每日观察皮损状态并拍照记录，每日对小鼠皮损面积及严重程度（Psoriasis Area and Severity Index，PASI）进行评分；造模第 4、

7天取小鼠皮损区域皮肤，免疫印迹法检测皮损中 STAT3信号通路中 STAT3磷酸化表达情况；第 7天称量小鼠体重及脾重，计

算脾指数，同时取小鼠皮损区域皮肤；苏木素 -伊红（HE）染色观察皮损组织病理学改变，并测量表皮厚度；免疫组织化学法及免

疫组织荧光法检测皮损中 CD3+、CD4+、CD8+T细胞浸润情况及 Ki67表达情况；实时荧光定量 PCR 法检测皮损中白介素 -17

（Interleukin-17，IL-17）mRNA相对表达情况。结果：与空白组相比，造模后模型组小鼠背部皮肤出现红斑、鳞屑、浸润性皮损，第 4

天及第 7天 PASI评分升高（P<0.01）；第 7天模型组表皮厚度明显增加，体重下降，脾指数上升，皮损中 Ki67、CD3+、CD4+、CD8+T

细胞表达量升高，皮损中 IL-17的 mRNA相对表达量升高（均 P<0.01）；第 4及第 7天，模型组小鼠皮损中 p-STAT3的表达量均

明显升高（P<0.05，P<0.01）；与模型组相比，第 4天各治疗组在 PASI评分略降低（P>0.05），第 7天各治疗组 PASI评分明显降低

（均 P<0.01）；第 7天齐墩果酸各剂量组小鼠体重略有上升（P>0.05）；甲氨蝶呤组小鼠脾指数明显下降（P<0.01），齐墩果酸低、中剂
量组小鼠脾指数略下降（P>0.05）；各治疗组小鼠表皮厚度较模型组明显下降（P<0.01或 P<0.05），小鼠皮肤中 Ki-67表达量、

CD4+、CD8+T细胞表达量均明显降低（均 P<0.01）；甲氨蝶呤组、齐墩果酸低、中、高剂量组小鼠皮损中 CD3+T细胞表达量均下降

（P<0.05，P>0.05，P<0.01，P<0.01），其中在齐墩果酸各剂量组中，中剂量组在脾指数下降、表皮厚度变薄、CD3+、CD4+、CD8+T细胞
减少方面均略优于低、高剂量组（P>0.05）；甲氨蝶呤组及齐墩果酸中剂量组小鼠皮损中 IL-17的 mRNA水平较模型组明显下降

（P<0.01，P<0.05）；造模给药第 4天，甲氨蝶呤组小鼠皮损中 p-STAT3水平较模型组明显下降（P<0.05），齐墩果酸中剂量组略下降
（P>0.05）；造模给药第 7天，两个治疗组小鼠皮损中 p-STAT3水平较模型组均明显下降（均 P<0.01）。结论：齐墩果酸低、中、高剂
量均可以改善咪喹莫特诱导的小鼠银屑病样皮损的严重程度，减轻炎性细胞浸润，中剂量组疗效较好，其机制可能通过抑制

STAT3通路中 p-STAT3的表达从而降低了 IL-17的含量，且药效随作用时间的延长而逐渐增加。
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Oleanolic Acid Ameliorates Imiquimod-induced Psoriatic Lesions
in Mice by Regulating STAT3 Pathway*

To observe the effects of oleanolic acid on psoriatic lesions and STAT3 pathway in imiquimod-induced

mice. 72 BALB/c male mice were randomly divided into control group, model group, methotrexate group, along with oleanolic

acid low-dose group, medium-dose group and high-dose group according to random number table method, with 12 mice in each group.

Except the control group, each group of mice was topical applicated with 5% imiquimod cream on the back skin to induce psoriasis-like

lesions. Methotrexate group and oleanolic acid groups were administered intragastrically with 0.2 mL of corresponding drugs per mouse.
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Observe and take photos daily to record the changes of the skin lesion. The psoriasis area and severity index (PASI) of mice were scored

daily. On day 4 and 7 of modeling, the skin lesions of mice were taken and the phosphorylation of STAT3 was detected by western blot-

ting. On the 7th day, the body weight and spleen weight of mice were weighed to calculate the spleen index, and the skin in the lesions

area of mice was taken. Hematoxylin-eosin (HE) staining was used to observe the histopathological changes and measure the epidermal

thickness. CD3+, CD4+, CD8+T cell infiltration and Ki67 expression were detected by immunohistochemistry and immunofluorescence.

The relative expression of interleukin-17 (IL-17) mRNA in skin lesions was detected by real-time quantitative PCR. Compared

with blank group, the back skin of mice in model group showed erythema, scales and infiltrating skin lesions after modeling, and the

PASI score increased on day 4 and 7 (P<0.01). On day 7, the epidermal thickness, body weight, spleen index, Ki67, CD3+, CD4+, CD8+T
cell expression in the skin lesion increased significantly, and themRNA relative expression of IL-17 in the skin lesion increased (all P<0.01).
On day 4 and 7, the expression of p-STAT3 in the skin lesions of model group was increased significantly (P<0.05, P<0.01). Compared
with the model group, the PASI score in each treatment group was lower at the 4th day (P>0.05), the PASI score was decreased signifi-
cantly at the 7th day (P<0.01). On day 7, the body weight of mice in each dose of oleanolic acid groups increased slightly (P>0.05). The
spleen index of mice in methotrexate group decreased significantly (P<0.01), spleen index of mice in low and medium dose of oleanolic

acid groups decreased slightly (P>0.05). Compared with model group, epidermal thickness of mice in treatment groups were decreased
significantly (P<0.01 or P<0.05), and the expression levels of Ki-67, CD4+ and CD8+T cells in skin were decreased significantly (all P<0.01).
The expression of CD3+T cells in the skin lesions of mice in methotrexate group and three doses of oleanolic acid groups were decreased

(P<0.05, P>0.05, P<0.01, P<0.01). The mRNA levels of IL-17 in the skin lesions of methotrexate group and oleanolic acid medium-dose

group were significantly lower than that of model group(P<0.01, P<0.05). On day 4, the level of p-STAT3 in skin lesions in methotrex-
ate group was significantly lower than that in model group (P<0.05), and that in oleanolic acid medium-dose group was slightly lower
(P>0.05). On the 7th day, p-STAT3 level in skin lesions of mice in both treatment groups was significantly lower than that in model

group(P<0.01). The three doses of oleanolic acid can improve the severity of imiquimod-induced psoriasis lesions and the

expression of inflammatory cells. Among them, the medium does of oleanolic acid has a better effect. Inhibition of STAT3 signaling acti-

vation and decrease of IL-17 expression may be one of the mechanisms for its better effect. Moreover, the pesticide effect increases grad-

ually with the prolongation of time.

Psoriasis; Imiquimod; Oleanolic acid; STAT3 pathway

前言

银屑病（Psoriasis）是以皮肤红斑、鳞屑、浸润肥厚为主要表

现的慢性炎症性疾病[1]。银屑病皮损起源于先天性和适应性免

疫系统成分与皮肤细胞类型失调的相互作用，发病机制涉及遗

传、感染、免疫等众多因素[2]，其中 T细胞介导的适应性免疫是

重要因素[1,3]。T细胞受细胞因子刺激分化为 T辅助细胞 17（T

helper cell，Th17）细胞，产生白细胞介素 -17A、17F和 22（Inter-

leukin-17A，IL-17A、Interleukin-17F，IL-17F、Interleukin-22，IL-22）

等多种介质，IL-17A和 IL-17F是中枢效应细胞因子，这些介质

可诱导角质细胞增殖以及银屑病的其他特征性表现[2,4]。而信号

传感器和转录激活因子 3（Signal transducer and activator of

transcription 3，STAT3）通路是介导 Th17分泌 IL-17的重要信

号通路[5]。通过抑制 STAT3的磷酸化并降低 IL-17的产生是治

疗银屑病的重要途径。

齐墩果酸（Oleanolic acid, OA）是一种广泛存在于植物中

的五环三萜类化合物，其最主要的来源是橄榄和橄榄制品，在中

草药中，白花蛇舌草、山楂、女贞子和木瓜也是齐墩果酸的重要

来源[6,7]。齐墩果酸具有护肝、抗炎、抗氧化、抗癌、抗菌等作用[8-10]。

在黑色素瘤、特应性皮炎、接触性皮炎及皮肤老化等皮肤相关

疾病中起到治疗作用[11-14]，并对 STAT3 信号通路具有调节作

用[15,16]。根据齐墩果酸的药理作用推测，其可能具有治疗银屑病

的作用，但相关研究内容尚未见报道。因此，本文采用咪喹莫特

诱导的银屑病样小鼠模型，验证齐墩果酸在不同时间点对银屑

病样小鼠皮损的干预作用，探索齐墩果酸治疗银屑病的作用

机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 72只BALB/c雄性小鼠，6~8周龄，体重 20g~

22 g，由北京华阜康生物科技股份有限公司提供，动物许可证

编号为 SCXK（京）2019-0008。单笼饲养于北京市中医研究所

SPF级动物饲养间。室温 20℃-26℃，相对湿度 40 %-70 %，昼

夜明暗交替时间 12 h/12 h，所有动物均自由采食灭菌饲料、饮

用灭菌水。动物实验获得北京市中医研究所动物伦理委员会的

批准。实验过程严格遵循中华人民共和国国家质量监督检验检

疫总局及中国国家标准化管理委员会 2018年发布的《实验动

物福利伦理审查指南》。

1.1.2 药物与试剂 齐墩果酸购自成都瑞芬思生物科技有限

公司，纯度 >98%；5 %咪喹莫特乳膏购自四川明欣药业有限责

任公司；甲氨蝶呤购自上海上药信谊药厂有限公司；兔来源抗

Ki-67、CD3、CD4、CD8 抗体购自英国 abcam 公司；兔来源抗

p-STAT3抗体、抗 STAT3抗体购自美国 CST 公司；柠檬酸盐

抗原修复缓冲液、封闭用羊血清、通用二步法检测试剂盒（兔增

强聚合物法检测系统）、DAB显色液、荧光封片剂（含 DAPI）购

自北京中杉金桥生物技术有限公司；山羊抗兔 488荧光二抗购

自北京冠星宇公司；BCA试剂盒、预制胶 10%、中分子量蛋白

marker、ECL购自美国 Thermo公司；茁-actin mouse抗体购自锐
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尔康生物；山羊抗兔、鼠 IgG（H+L），HRP购自美国 Jackson公

司；TRNzol总 RNA提取试剂购自天根生化科技（北京）有限

公司；PrimeScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eraser、SYBR誖
Premix Ex TaqTM II（Tli RNaseH Plus）, ROX plus、DL2,000 DNA

Marker购自日本 TaKaRa（宝生物）；PCR引物购自美国 Invitro-

gen公司。

1.1.3 实验仪器 组织脱水机、石蜡包埋机、全自动轮转式切

片机、烤片机、HE全自动染色仪购自德国徕卡，型号分别为

ASP6025、EG1150C、RM2255、HI1220、autostainer XL；正置荧

光显微镜及图像分析系统购自德国徕卡 Image Scope，型号

CS2；正置荧光显微镜及 ZEN图像分析系统购自德国 Zeiss，型

号 Imager M2；涡旋振荡仪购自宁波市鄞州群安实验仪器有限

公司，型号MIX-28；垂直电泳仪、电转仪、购自上海天能科技有

限公司，型号 VE180、VE586；曝光仪购自上海易孛特公司，型

号 eBlot；NANODROP 2000 分光光度计购自美国 Thermo 公

司，型号 NANODROP 2000；荧光定量 PCR仪购自美国 Ap-

plied Biosystems，型号 ABI7500。

1.2 方法

1.2.1 实验分组、造模及给药 小鼠适应性饲养一周后，按随

机数字表法随机分为空白组（Ctrl）、模型组（Model）、甲氨蝶呤

组（methotrexate，MTX）、齐墩果酸低剂量组（Oleanolic acid

Low does, OAL）、齐墩果酸中剂量组（Oleanolic acid Medium

does，OAM），齐墩果酸高剂量组（Oleanolic acid High does，

OAH），每组 12只。

采用经典的咪喹莫特诱导的银屑病样小鼠模型[17]。小鼠腹腔

注射 1 %戊巴比妥钠（80 mg/kg）进行麻醉，对背部 2 cm× 3 cm

区域去毛，备皮后单笼饲养。空白组小鼠背部备皮区域内每日

涂抹凡士林 62.5 mg，其余各组小鼠每日于背部备皮区域内涂

抹 5 %咪喹莫特，每日 1次。用药小鼠皮肤出现红斑、鳞屑、浸

润性银屑病样皮损，并每日逐渐加重，提示造模成功。

抹药前先进行灌胃，每日 1次，每只 0.2 mL，连续 6天。空

白组及模型组灌胃纯水，甲氨蝶呤组灌胃甲氨蝶呤片溶液（1

mg/kg），齐墩果酸低、中、高剂量组分别灌胃对应浓度药液，分

别为：10 mg/kg、20 mg/kg、40 mg/kg。抹药首日记为第 1天，分

别于第 4天及第 7天取材，每次各组取材 6只。

1.2.2 小鼠背部银屑病样皮损表现及 PASI评分 每日观察小

鼠皮损情况并进行拍照，根据红斑、浸润、鳞屑的程度及面积进

行评分，各项满分 4分，PASI评分标准为：无（0分）：皮肤无红

斑、鳞屑，与正常皮肤平齐；轻度（1分）：小部分皮肤为淡红色，

上覆细碎鳞屑，皮损略高于正常皮肤；中度（2分）：大部分皮肤

为红色，鳞屑为片状，斑块边缘为圆斜坡状；重度（3分）：几乎

全部皮肤为深红色，均覆肥厚鳞屑，皮损隆起明显高于正常皮

肤；极重度（4分）：全部皮肤区域均为暗红色，鳞屑肥厚，皮损

隆起明显高于正常皮肤。总分为 3项分数总和，满分 12分。绘

制 PASI评分折线图，观察小鼠皮损动态变化。

1.2.3 小鼠体重及脾指数 于第 7日对小鼠进行体重及脾脏

的称重，计算脾指数：[脾质量 /体质量（mg/g× 10）]。

1.2.4 小鼠皮损观察组织形态及表皮厚度 造模第 7天，取小

鼠背部皮肤于福尔马林中固定 48 h，常规脱水，于石蜡内包埋，

切片机切片（5 滋m）。二甲苯脱蜡，梯度乙醇脱水，苏木素染色 3

分钟，自来水冲洗，纯水冲洗 1分钟，返蓝液洗 30分钟，纯水洗

1分钟，伊红染色 30分钟，梯度酒精脱水，二甲苯透明，中性树

胶封片。于 400× 正置显微镜下观察小鼠皮肤组织形态结构，

每个组织随机选取 3个视野，采用 Image Scope软件拍照，每个

视野随机测量 5处表皮厚度，求取平均值。

1.2.5 小鼠皮损 CD3+、CD4+、CD8+T淋巴细胞表达 造模第 7

天，取小鼠背部皮肤，于福尔马林中固定 48小时，常规脱水，于

石蜡内包埋，切片机切片（5 滋m）。二甲苯中脱蜡，梯度酒精脱
水，纯水泡洗 10分钟，柠檬酸盐 100℃水浴抗原修复 20分钟，

滴加内源性过氧化物酶阻断剂 10分钟，滴加封闭用山羊血清

37℃孵育 30分钟，甩干血清，滴加 CD3、CD4、CD8一抗（1:

100、1:1000、1:1000），4℃湿盒过夜（18小时）；滴加增强酶标山

羊抗兔 IgG聚合物，37℃孵育 1小时，DAB显色 1分钟，纯水

泡洗 10分钟，梯度酒精脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。于

400× 正置显微镜下观察，每个组织采用 Image Scope软件随机

选取 5个视野拍照，对深染褐色的阳性点计数，求取平均值。

1.2.6 小鼠皮损中 Ki-67的表达 造模第 7天，取小鼠背部皮

肤，于福尔马林中固定 48小时，常规脱水，于石蜡内包埋，切片

机切片（5 滋m）。二甲苯中脱蜡，梯度酒精脱水，纯水泡洗 10分

钟，柠檬酸盐 100℃水浴抗原修复 20分钟，于组织上滴加内源

性过氧化物酶阻断剂 10分钟，滴加封闭用山羊血清 37℃孵育

30分钟，甩干血清，滴加 Ki-67一抗（1:300），4℃湿盒过夜（18

小时）；避光滴加山羊抗兔 488荧光二抗（1:800），37℃避光孵

育 1小时，用荧光封片剂避光封片。于 400× 正置荧光显微镜

下观察，每个组织采用 ZEN软件随机选取 5个视野拍照，对绿

色阳性点计数，求取平均值。

1.2.7 小鼠皮损细胞因子 IL-17的 mRNA相对表达量 造模

第 7天，取小鼠背部皮肤，液氮中速冷后，于 -80℃保存。取小鼠

背部皮肤放入已预冷的研钵中研磨至粉末状，采用 TRIzol总

RNA提取试剂进行样本 RNA提取，使用 NanoDrop誖 ND-2000

测定 RNA浓度和纯度，采用反转录试剂盒进行反转录及扩增，

按试剂盒说明配制反应体系：37℃孵育 15分钟，85 ℃，5秒，

降至 4℃后取出，96孔板上样，于 PCR仪中行 PCR反应：95℃，

30秒；40个 PCR循环（95℃，5秒；60℃，40秒（收集荧光））。

各样品的目的基因和内参分别进行 Realtime PCR反应，每个

样本检测 3个复孔。数据采用 2-△ △ CT法进行分析。引物序列详

见表 1。

1.2.8 小鼠皮损中 STAT3 及 p-STAT3 的表达量 造模第 4

天及第 7天，取小鼠背部皮肤，液氮中速冷后，于 -80℃保存。

裂解液由 RIPA裂解液加 PMSF（1:100）及磷酸酶抑制剂（1:

100）配制，将小鼠背部皮肤加 250 滋L裂解液后剪碎，研磨，离
心，提取皮肤组织蛋白上清。使用 BCA试剂盒进行蛋白定量，

计算样本浓度。100℃高温变性 5分钟，准备预制胶，上样，电

泳 80 V 30分钟后转为 100 V 60分钟，制备转膜三明治，转膜

260 mAh 1.5小时，5 %脱脂奶粉封闭 30分钟，一抗 4℃过夜孵

育（p-STAT3 1：500；STAT3 1:500），TBST洗膜 3次，每次 5分

钟，二抗室温孵育 1小时（羊抗兔 IgG 1:5000），TBST洗膜 3

次，每次 5 分钟，ECL加到 PVDF膜上后避光反应 3-5 min，

eBlot曝光仪曝光。Stripping Buffer洗膜，37℃洗膜 30 min，去

离子水及 TBST洗膜，5 %脱脂奶粉封闭 30分钟，孵育内参 4

℃过夜（茁-actin 1:10000），TBST洗膜 3次，每次 5分钟，二抗室

温孵育 1小时（羊抗小鼠 IgG 1:5000），TBST洗膜 3次，每次 5

分钟，ECL加到 PVDF膜上后避光反应 3-5 min，eBlot曝光仪

曝光。Image J计算条带灰度值。
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1.3 统计学分析

采用 GraphPad Prism8统计软件分析及作图，数据均采用

均值± 标准差（x± SD）表示。多组间差异采用单因素方差分析

（onewayANOVA），组间两两比较采用 Tukey法检验。以 P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组小鼠皮损表现及 PASI评分

空白组小鼠背部皮肤平滑，肉粉色，无红斑、鳞屑、浸润改

变。模型组小鼠造模 2天后皮肤逐渐出现银屑病样皮损：背部

红斑，鳞屑，皮肤增厚浸润，且随时间进增加，严重程度逐渐增

重，面积逐渐增大。第 4天及第 7天 PASI评分在红斑、鳞屑、浸

润及总分中均明显高于空白组（均 P<0.01），提示模型建造成功。
甲氨蝶呤组及齐墩果酸各剂量组小鼠与模型组小鼠同期相比

较，皮肤红斑、鳞屑、浸润情况减轻，在第 4天此三项及总分较模

型组略降低，但无统计学差异（P>0.05）；在第 7天，各治疗组皮

损颜色减淡，鳞屑减少，浸润厚度减轻，PASI评分均明显降低

（均 P<0.01），而各治疗组之间无差异（均 P>0.05）。见图 1、图 2。

表 1 Real-time PCR引物序列

Table 1 Real-time PCR primer sequence

Name The primer sequence (5'to 3') Product(bp)

IL-17 F CCTCAGACTACCTCAACCGTTCC 191

IL-17 R AGGCTCCCTCTTCAGGACCAG

ACTIN F CCATCTACGAGGGCTATGCT 150

ACTIN R CTTTGATGTCACGCACGATT

图 1 各组小鼠第 7天皮损表现

Fig. 1 Skin lesion of the psoriasis-like mice in each group on the 7th day

Note: A: Ctrl; B: Model; C: MTX; D: OAL; E: OAM; F: OAH.

图 2 各组小鼠 1-7天 PASI评分趋势

Fig. 2 PASI scores of mice skin lesions during day 1-7

Note: x± SD. n=6. (A)Erythema score; (B)Desquamation score; (C)Infiltration score; (D) Total score. Compared with the same day,

**P<0.01 compared with Ctrl group, ##P<0.01 compared with Model group.

2.2 各组小鼠体重及脾指数

造模给药第 7 天，模型组小鼠体重较空白组明显下降

（P<0.01），齐墩果酸各剂量组与模型组小鼠相比，体重略有上
升，但无统计学差异（P>0.05）。脾指数代表免疫系统异常活化
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图 4 各组小鼠皮肤 HE染色后组织形态学改变及表皮厚度改变

Fig. 4 Histopathological changes and the epidermal thickness of mice in each group (HE staining 200× )

Note: A: Ctrl; B: Model; C: MTX; D: OAL; E: OAM; F: OAH. x± SD, n=6, **P<0.01 compared with Ctrl group. #P<0.05 compared with Model group.
##P<0.01 compared with Model group.

情况，空白组小鼠脾指数较低，模型组小鼠较空白组小鼠脾指

数明显上升（P<0.01）；与模型组相比，甲氨蝶呤组小鼠脾指数
明显下降（P<0.01），齐墩果酸低、中剂量组略下降，但无统计学
意义（均 P>0.05）。见图 3。

图 3 各组小鼠体重及脾指数

Fig.3 The weight and spleen index of mice in each group

Note: x± SD, n=6, **P<0.01 compared with Ctrl group. ##P<0.01 compared with Model group. △ △ P<0.01 compared with MTX group.

2.3 各组小鼠皮损组织形态变化及表皮厚度

HE结果显示，造模给药第 7天，空白组小鼠皮肤表皮层较

薄，形态正常。与空白组相比，模型组小鼠表皮明显增厚（P<0.01），
可见角化过度及角化不全，真皮层可见较多炎性细胞浸润。与

模型组相比，各治疗组小鼠表皮厚度明显下降（均 P<0.01），炎
症细胞浸润减少。各治疗组间，甲氨蝶呤组表皮厚度下降最多，

齐墩果酸中剂量组小鼠表皮厚度略低于低、高剂量组，但均无

统计学差异（均 P>0.05）。见图 4。
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图 5 各组小鼠免疫荧光法检测皮损 Ki-67的表达（IF染色 200×）

Fig.5 Ki-67 expression in the skin of mice in each group (IF staining 200× )

Note: Blue: DAPI; Green: Ki-67. A: Ctrl; B: Model; C: MTX; D: OAL; E: OAM; F: OAH. x± SD, n=3, **P<0.01 compared with Ctrl. ##P<0.01 compared
with Model. △ P<0.05 compared with MTX group.

2.4 各组小鼠皮损中 Ki-67的表达

Ki-67免疫荧光染色结果显示，空白组小鼠皮肤中 Ki-67

表达位于基底层，且为单层，数量较少。与空白组相比，模型组

小鼠 Ki-67表达量显著增多（P<0.01），且为多层分布。与模型组

小鼠相比，各治疗组 Ki-67表达均明显下降（均 P<0.01）。齐墩
果酸三个剂量组与甲氨蝶呤组相比阳性点数量降低，其中，高

剂量组具有统计学意义（P<0.05）。见图 5。

2.5 各组小鼠皮损中 CD3+、CD4+、CD8+T细胞的表达

免疫组化结果显示，在空白组小鼠中 CD3、CD4、CD8阳性

T细胞的表达均较少。与空白组相比，模型组中 CD3、CD4、

CD8阳性 T细胞数量明显增多（均 P<0.01）。与模型组小鼠相比，
各治疗组 CD4、CD8阳性 T细胞数量均明显下降（均 P<0.01）。
在 CD3+T细胞方面，与模型组相比，甲氨蝶呤组、齐墩果酸中、

高剂量组明显下降（P<0.05，P<0.01，P<0.01），低剂量组也略下
降（P>0.05）。与甲氨蝶呤组相比，齐墩果酸低剂量组在降低
CD4+T细胞数量方面疗效不如甲氨蝶呤组（P<0.01）。齐墩果酸
中、高剂量组在降低 CD3+、CD8+T细胞数量方面略优于甲氨蝶

呤组（P>0.05）。齐墩果酸中剂量组在降低 CD3+、CD8+T细胞的

表达方面略优于高剂量组（P>0.05）。见图 6、图 7、图 8。

2.6 各组小鼠皮损中细胞因子 IL-17 mRNA的相对表达量

实时荧光定量 PCR检测结果显示，与空白组小鼠相比，模

型组小鼠皮损中 IL-17 的 mRNA 相对表达量显著升高（P<0.
01）。甲氨蝶呤组及齐墩果酸中剂量组小鼠 IL-17的 mRNA相

对表达量较模型组明显降低（P<0.01, P<0.05），其中，甲氨蝶呤

组比齐墩果酸中剂量组降低更明显（P<0.05）。见图 9。

2.7 各组小鼠皮损中 STAT3、p-STAT3的表达

在造模给药第 4天及第 7天，与空白组比较，模型组小鼠

皮损中 p-STAT3/STAT3表达量均显著增加（P<0.05，P<0.01）。
与同一时间模型组相比，甲氨蝶呤组小鼠皮 损中

p-STAT3/STAT3表达量明显降低（P<0.05，P<0.01）。与模型组
相比，在造模给药第 4 天，齐墩果酸中剂量组小鼠皮损中

p-STAT3/STAT3表达量略降低（P>0.05）；在造模给药第 7天，

齐墩果酸中剂量组小鼠皮损中 p-STAT3/STAT3表达量明显降

低（P<0.01）。见图 10。

3 讨论

银屑病是一种免疫介导的遗传性疾病，临床表现主要为皮

肤的潮红色斑块，上覆较厚白色鳞屑。因其较高的流行率、慢性

反复的病程以及代谢等相关的共病，给银屑病的治疗带来了较

大挑战[2,18,19]。在众多发病机制中，T细胞介导的适应性免疫是重

要环节[20]。在银屑病中，树突状细胞、巨噬细胞等分泌的 IL-6、
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图 6 各组小鼠免疫组化法检测皮损 CD3+T细胞的表达

Fig.6 CD3+T cell expression in the skin of mice in each group (IHC staining 200× )

Note: A: Ctrl; B: Model; C: MTX; D: OAL; E: OAM; F: OAH. x± SD, n=3, **P<0.01 compared with Ctrl group. #P<0.05 compared with Model group.
##P<0.01 compared with Model group.

图 7各组小鼠免疫组化法检测皮损 CD4+T细胞的表达

Fig.7 CD4+T cell expression in the skin of mice in each group (IHC staining 200× )

Note: A: Ctrl; B: Model; C: MTX; D: OAL; E: OAM; F: OAH. x± SD, n=3, **P<0.01 compared with Ctrl group. ##P<0.01 compared with Model group. △

△P<0.01 compared with MTX group.
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图 8 各组小鼠免疫组化法检测皮损 CD8+T细胞的表达

Fig.8 CD8+T cell expression in the skin of mice in each group (IHC staining 200× )

Note: A: Ctrl; B: Model; C: MTX; D: OAL; E: OAM; F: OAH. x± SD, n=3, **P<0.01 compared with Ctrl group. ##P<0.01 compared with Model group.

图 9 各组小鼠实时荧光 PCR法检测皮损 IL-17相对表达水平

Fig.9 The relative expression of IL-17 of mice in each group

Note: x± SD, n=3, **P<0.01 compared with Ctrl group. #P<0.05
compared with Model group. ##P<0.01 compared with Model group.

△ P<0.05 compared with MTX group.

IL-21、IL-23等细胞因子，可以激活 T细胞中的 STAT3通路，

诱导 T细胞分化为 Th17细胞[21,22]。STAT3同源二聚体诱导视

黄酸相关的孤儿受体 酌T（Related Orphan Receptor，ROR酌T）和
视黄酸相关的孤儿受体 琢（Related Orphan Receptor，ROR琢）的
表 达 ，ROR酌T 和 ROR 琢 与 STAT3 同 源 二 聚 体 和

STAT3/STAT4异质二聚体一起，激活 Th17相关基因，介导下

游 IL-17A、IL-17F、IL-21、IL-22和 IL-23R的表达[5,23,24]。IL-17局

部水平的失调是驱动银屑病病理生理的关键效应机制，可以引

起中性粒细胞内流和角质形成细胞增生[4]，从而造成局部炎症

反应持续存在。通过调控 STAT3介导的 Th17活化及 IL-17生

成可以有效缓解银屑病。

齐墩果酸可见于多种中草药，治疗银屑病的常用药物白花

蛇舌草中亦有较高含量的齐墩果酸[7,25]。研究发现齐墩果酸在

皮肤病方面，可以抑制微粒物质 10（Particulate Matter 10，

PM10）诱导的细胞色素 P450 超家族（Cytochromes P450，

CYP1A1），降低 PM10诱导的肿瘤坏死因子 -琢（Tumor Necrosis
Factor-琢，TNF-琢）和白细胞介素 -6（Interleukin-6，IL-6）的升高，

还可降低 PM10诱导的活性氧过量产生、应激活化蛋白激酶 /

Jun- 氨 基 末 端 激 酶 （Stress-Activated Protein Kinase/

Jun-Amino-Terminal Kinase，SAPK/JNK）的活化，治疗 PM10引

起的皮肤老化[11,12]。齐墩果酸可能通过调节表皮生长因子受体

（Epidermal Growth Factor Receptor，EGFR）的活性从而抑制细

胞增殖，介导恶性黑色素瘤 A375细胞的凋亡[13]。齐墩果酸乙酸

酯（Oleanolic Acid Acetate，OAA）通过下调核因子激活的 B细

胞的 资-轻链增强子（Nuclear Factor Kappa B，NF-资B）和丝裂原
活化蛋白激酶（Mitogen-Activated Protein Kinase，MAPK）通路

抑制 HaCaT细胞中细胞因子和趋化因子的表达，并对特应性

皮炎（Atopic Dermatitis，AD）和过敏性接触性皮炎（Allergic

Contact Dermatitis，ACD）的症状有改善作用[14]。齐墩果酸衍生

物 HA-19可增加雪旺氏细胞的增殖，并提高细胞睫状神经营

养因子（Ciliary Neurotrophic Factor，CNTF）的产量，调节 Janus

激酶 2（Janus Kinase 2，JAK2）和 STAT3的磷酸化以达到抗去

神经诱导的肌肉萎缩[16]。齐墩果酸还被报道可以通过干扰酪氨

酸激酶 2- 信号传感器和转录激活因子 1/3（Tyrosine Kinase
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图 10第 4天及第 7天各组小鼠免疫印记法检测皮损中 p-STAT3、STAT3的表达量

Fig.10 The expression of p-STAT3, STAT3 of mice in each group at day 4 and day 7

Note: x± SD, n=3, *P<0.05 compared with Ctrl group. **P<0.01 compared with Ctrl group. #P<0.05 compared with Model group. ##P<0.01 compared
with Model group.

2-Signal Transducer and Activator of Transcription 1/3，

Tyk2-STAT1/3）信号通路，抑制脂肪细胞分化相关的抵抗素及

脂肪生成[15]。基于既往研究，齐墩果酸具有调控 STAT3信号通

路作用，这与银屑病发病机制中 STAT3信号通路的激活相对应。

本文应用经典的咪喹莫特诱导的银屑病样小鼠模型，并应

用银屑病临床一线用药甲氨蝶呤为阳性对照药[1,26]。研究表明

咪喹莫特可以诱导 IL-17A、IL-17F 和 IL-23 在小鼠皮肤中表

达，而 IL-17受体的缺失几乎完全消除了皮肤病，证明了咪喹

莫特模型为 IL-17依赖的炎症[27,28]。

本研究中，经过咪喹莫特外用，小鼠皮肤表现为红斑、鳞

屑、浸润型皮损，PASI评分升高，表皮明显增厚，是银屑病模型

的特征性表现，提示造模成功[29]。甲氨蝶呤及齐墩果酸各剂量

组均可以改善咪喹莫特诱导的银屑病样小鼠的皮损表现。在第

4天时，各治疗组 PASI评分降低不明显，但第 7天 PASI评分

及表皮厚度明显降低。Ki-67的多种分子功能可以表现细胞类

型特异性的变化，并与细胞周期的不同阶段相关，多作为细胞

增殖标志物[30]。本文应用 Ki-67标记增殖的角质形成细胞，各治

疗组 Ki-67表达量均明显低于模型组。上述结果提示齐墩果酸

的治疗可以改善皮损表现以及角质形成细胞的增殖。对于炎症

细胞浸润的情况，应用免疫组化对各组小鼠皮肤中 CD3+、

CD4+、CD8+T进行检测，齐墩果酸中剂量及高剂量在三种细胞

浸润中均能起到抑制作用，低剂量组可以改善 CD4+及 CD8+T

细胞的浸润。齐墩果酸三个剂量组相比较，中剂量组在降低表

皮厚度、CD3+、CD4+、CD8+T细胞表达量方面均优于低、高剂量

组，因此后续检测选取中剂量组进行比较。对于 IL-17的抑制

作用，模型组小鼠皮损中 IL-17含量比空白组明显升高，甲氨

蝶呤及齐墩果酸中剂量组中 IL-17明显下降。提示齐墩果酸可

以改善银屑病样小鼠皮肤中炎性细胞的浸润及炎性因子的释

放。对于机制的探讨，本文通过对第 4天及第 7天的小鼠皮损

中 STAT3通路的检测，发现在第 4天及第 7天，模型组小鼠

p-STAT3表达量较空白组均明显升高，提示咪喹莫特能持续诱

导 STAT3通路的磷酸化。甲氨蝶呤组在两个时间点均能明显

降低 p-STAT3的表达，齐墩果酸中剂量浓度对 p-STAT3的抑

制作用在第 4天不显著，在第 7天抑制效果明显。结果提示甲

氨蝶呤在疾病早期即可以发挥较好药效，抑制 STAT3的磷酸

化，并持续至疾病后期。而齐墩果酸发挥抑制 STAT3通路磷酸

化的作用可能是在疾病的后期，需要体内药物浓度累积到一定

程度后才能发挥明显的药效，这可能与齐墩果酸的低溶解性及

较低的口服生物利用度有关[31]。本文验证了齐墩果酸对银屑病

样小鼠的治疗作用，对于日后应用齐墩果酸治疗银屑病提供了

理论依据，并为日后提高齐墩果酸生物利用度的剂型改良提供

了研究基础。

综上所述，持续应用齐墩果酸可以改善小鼠银屑病样皮

损，抑制角质细胞的增殖，降低炎性细胞的浸润及炎性因子的

分泌，其机制可能与抑制 STAT3 的磷酸化，减少炎症因子

IL-17的分泌有关。
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