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　 　 【摘要】 　 目的　 探究毛兰素(Erianin)在特应性皮炎(atopic
 

dermatitis,AD)中的作用及其在高迁移率族

蛋白 1 ( high
 

mobility
 

group
 

box-1, HMGB1) / 晚期糖基化终末产物受体 ( receptor
 

for
 

advanced
 

glycation
 

end
 

products,
 

RAGE)-Ras 同源基因家族成员 A(Ras
 

homolog
 

gene
 

family
 

member
 

A,
 

RhoA) / Rho 关联含卷曲螺旋

结合蛋白激酶 1(recombinant
 

Rho
 

associated
 

coiled
 

coil
 

containing
 

protein
 

kinase
 

1,ROCK1)信号通路中的调控机

制。 方法　 1-氯-2,4-二硝基苯(1-Chloro-2,4-dinitrobenzene,DNCB)诱导 BALB / c 小鼠作为 AD 的模型,测量

小鼠的皮肤厚度、脾和淋巴结的重量。 甲苯胺蓝和 HE 染色检测小鼠的背部皮肤和耳朵的病理改变;ELISA
检测炎症因子水平;肿瘤坏死因子-α(tumor

 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)刺激 HaCaT 细胞建立 AD 体外模型;采用

流式细胞术检测细胞活性氧( reactive
 

oxygen
 

species,ROS);免疫荧光法检测线粒体活性氧( mitochondrion
 

reactive
 

oxygen
 

species, mtROS); TUNEL 检测细胞凋亡情况;免疫蛋白印迹法检测 HMGB1、 RAGE、 RhoA、
ROCK1 蛋白表达情况。 结果　 在体内实验中毛兰素抑制皮肤厚度的增加,减轻脾和淋巴结重量,改善炎症细

胞的浸润和肥大细胞脱颗粒,降低炎症因子水平(P<0. 05)。 在体外实验中,毛兰素减少 TNF-α 诱导的 HaCaT
细胞 ROS、mtROS 的产生(P<0. 01)。 毛兰素治疗后 HMGB1、RAGE、RhoA 及 ROCK1 的蛋白表达量下降(P<
0. 01);使用 RAGE 特异性阻断剂(TFA)处理 r-HMGB1 刺激的 HaCaT 细胞后,HMGB1 的表达没有发生变化,
RAGE、RhoA 及 ROCK1 表达减少(P<0. 01);在 Rho 激酶抑制剂 Y-27632+r-HMGB1 组中,除 RAGE 的表达没

有降低,其余结果与 TFA+r-HMGB1 组相近。 结论　 毛兰素可能通过调节 HMGB1 / RAGE-RhoA / ROCK1 信号

通路缓解特应性皮炎。
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　 　 【 Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

explore
 

the
 

role
 

of
 

Erianin
 

in
 

atopic
 

dermatitis
 

( AD)
 

and
 

its
 

regulatory
 

mechanism
 

involving
 

the
 

high-mobility
 

group
 

box
 

1
 

( HMGB1 ) / receptor
 

for
 

advanced
 

glycation
 

end
 

products
 

(RAGE)-Ras
 

homolog
 

gene
 

family
 

member
 

A
 

( RhoA ) / Rho-associated
 

protein
 

kinase
 

1
 

( ROCK1 )
 

signaling
 

pathway.
 

Methods
 

An
 

AD
 

model
 

was
 

induced
 

in
 

BALB / c
 

mice
 

using
 

1-chloro-2,4-dinitrobenzene
 

( DNCB).
 

Skin
 

thickness
 

and
 

spleen
 

and
 

lymph
 

node
 

weight
 

were
 

measured
 

and
 

pathological
 

changes
 

in
 

the
 

back
 

skin
 

and
 

ears
 

were
 

detected
 

using
 

methylamine
 

blue
 

and
 

hematoxylin
 

and
 

eosin
 

staining.
 

Inflammatory
 

factors
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-
linked

 

immunosorbent
 

assay.
 

An
 

in
 

vitro
 

model
 

of
 

AD
 

was
 

established
 

in
 

HaCaT
 

cells
 

stimulated
 

by
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

( TNF)-α.
 

Cellular
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

( ROS)
 

were
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry
 

and
 

mitochondrial
 

ROS
 

(mtROS)
 

were
 

detected
 

by
 

immunofluorescence
 

assay.
 

Cell
 

apoptosis
 

was
 

detected
 

by
 

terminal
 

deoxynucleotidyl
 

transferase
 

dUTP
 

nick-end
 

labeling.
 

HMGB1,
 

RAGE,
 

RhoA,
 

and
 

ROCK1
 

proteins
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

Results　 Erianin
 

inhibited
 

the
 

increase
 

in
 

skin
 

thickness,
 

reduced
 

the
 

spleen
 

and
 

lymph
 

node
 

weights,
 

improved
 

the
 

infiltration
 

of
 

inflammatory
 

cells
 

and
 

the
 

degranulation
 

of
 

mast
 

cells,
 

and
 

reduced
 

the
 

levels
 

of
 

inflammatory
 

factors(P
<0. 05).

 

Erianin
 

also
 

reduced
 

the
 

production
 

of
 

cellular
 

ROS
 

and
 

mtROS
 

induced
 

by
 

TNF-α
 

in
 

vitro(P<0. 01),
 

and
 

decreased
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

HMGB1,
 

RAGE,
 

RhoA,
 

and
 

ROCK1 ( P < 0. 01).
 

Treatment
 

of
 

HMGB1-
stimulated

 

HaCaT
 

cells
 

with
 

a
 

RAGE-specific
 

blocker
 

(TFA)
 

had
 

no
 

effect
 

on
 

HMGB1
 

expression,
 

while
 

expression
 

levels
 

of
 

RAGE,
 

RhoA,
 

and
 

ROCK1
 

were
 

decreased(P<0. 01).
 

Cells
 

treated
 

with
 

the
 

Rho
 

kinase
 

inhibitor
 

Y-27632
+r-HMGB1

 

group
 

showed
 

similar
 

result
  

to
 

the
 

TFA + r-HMGB1
 

group,
 

except
 

for
 

RAGE.
 

Conclusions 　 Erianin
 

relieves
 

AD
 

by
 

regulating
 

the
 

HMGB1 / RAGE-RhoA / ROCK
 

signaling
 

pathway.
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　 　 特应性皮炎( atopic
 

dermatitis,AD)是一种常

见的慢性炎症性皮肤病[1-2] ,且常合并哮喘、过敏

性鼻炎等其他过敏性疾病[3] 。 AD 目前还无法完

全治愈,临床上的治疗主要集中于缓解症状,减
少复发,严重影响患者生存质量。

毛 兰 素 ( 2-methoxy-5-( 2-( 3, 4, 5-
trimethoxypheny)-phenol),Erianin) 是一种从石斛

中分离出来的天然产物[4] ,具有抗氧化和抗炎活

性[5-6] 。 DOU 等[7]研究表明,毛兰素通过协同调

节 TLR4 和 STAT3 在葡聚糖硫酸钠诱导的小鼠溃

疡性结肠炎中发挥抗炎作用。 也有研究表明毛

兰素抑制 NF-κB 信号通路调控肺泡巨噬细胞 M1
极化[8] 。 因此,毛兰素有望成为一种治疗 AD 的

天然药物。 高迁移率族蛋白 1(high
 

mobility
 

group
 

box-1,HMGB1) 是一种有效的炎症调节剂,参与

机体 炎 性 反 应[9] 。 有 研 究 表 明, 在 AD 中,
HMGB1 蛋白表达量升高[10] 。 应用 HMGB1 抑制

剂或 RAGE 抑制剂可减少巨噬细胞 / 小胶质细胞

的数量,同时增加抗炎细胞的数量[11] 。
目前,关于 HMGB1 / RAGE 信号通路在 AD

中的作用还不清楚,因此,本文旨在探究毛兰素

对 AD 的作用及其在 HMGB1 / RAGE 信号通路中

的调控机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

40 只雌性 SPF 级 BALB / c 小鼠,6 周龄,体质

量 18~ 25
 

g。 购自延边大学实验动物中心[SCXK
(吉)2022-0005],所有小鼠饲养于延边大学实验

动物中心[SYXK(吉) 2020- 0009]。 所有动物实

验过程均由延边大学医学院伦理委员会批准

(YD20240530003),本实验全程遵循 3R 原则。
1. 1. 2　 细胞

HaCaT 细胞,即非肿瘤源性的人永生化角质

形成细胞,购自丰晖生物科技有限公司。
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1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 毛兰素(货号:B20844-100 mg)购于上海源叶

科技生物有限公司;HE 试剂盒(货号:G1120-100
 

mL)购自索莱宝科技有限公司;甲苯胺蓝(货号:
G3670-100

 

mL ) 购 自 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司;
HMGB1 ( 货 号: ab190377 )、 RAGE ( 货 号:
ab216329) 购 自 Abcam 公 司; RhoA ( 货 号: bs-
1180R)购自 BIOSS 公司;ROCK1(货号:28999)购
自 CST 公司;ROS

 

Assay 试剂盒(货号:ab186029)
购自 Abcam 公司; 胸腺基质淋巴细胞生成素

(thymic
 

stromal
 

lymphopoietin,TSLP) ELISA 试剂

盒 ( 货 号: CSB-RA025141A1HU )、 白 介 素 - 4
( interleukin-4, IL-4 ) ( 货 号: CSB-
RA240377A0HU)、白介素- 13( interleukin-13,IL-
13)(货号:CSB-E04601 h-IS)、肿瘤坏死因子- α
( tumor

 

necrosis
 

factor-α, TNF-α ) ( 货 号: CSB-
EP024154HUe1 ) 购 自 华 美 生 物 有 限 公 司;
MitoSOX

 

Red
 

mitochondrial
 

superoxide
 

indicator 试

剂盒(货号:M36008)购自 Invitrogen 公司。
厚度测量仪购自威海新威量量具有限公司;

数字扫描显微成像系统 Slide
 

Scanning
 

Image
 

System 购自强生科技有限公司;CytoFLEX 流式细

胞仪购自美国贝克曼库尔特有限公司;Cytation
 

5
购自美国博腾仪器有限公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物模型的建立及分组

采用 1 -氯 - 2, 4 - 二硝基苯 ( 1-Chloro-2, 4-
dinitrobenzene, DNCB) 诱导 AD 模型。 将 40 只

BALB / c 小鼠随机取 8 只作为对照组、剩下的 32
只小鼠建立 AD 模型。 用电动剃毛刀剔除小鼠背

部毛发,面积约为 2
 

cm×2
 

cm。 将 1%
 

DNCB 溶液

应用于小鼠的背部,每周 3 次,给药 1 周,进行致

敏。 休息 1 周后,用 0. 5%
 

DNCB 溶液,每周 3 次,
连续给药 3 周进行激发,建立小鼠特应性皮炎

模型。
实验分为对照( Control)组、模型( AD)组、毛

兰素低剂量治疗(AD+EL)组、毛兰素高剂量治疗

(AD+EH)组、地塞米松阳性对照( AD+DXM)组。
对照组和模型组:腹腔注射等体积的生理盐水;
毛兰素低剂量治疗组:腹腔注射毛兰素 5

 

mg / kg;
毛兰 素 高 剂 量 治 疗 组: 腹 腔 注 射 毛 兰 素

15
 

mg / kg;地塞米松阳性对照组:腹腔注射地塞米

松 2. 5
 

mg / kg。 以上各组在激发阶段第 1 天 8:00
开始给药,给药 1

 

d,休息 1
 

d,共给药 10 次。
1. 3. 2　 样本收集

模型建立后第 2 天 8:00 进行实验,处死小

鼠,取小鼠背皮、耳朵。 用厚度测量仪测量小鼠

背部皮肤和耳朵的厚度,进行记录。
1. 3. 3　 苏木素-伊红(HE)染色和甲苯胺蓝染色

用 4%多聚甲醛固定小鼠背部皮肤和耳朵

4 周后,对组织进行脱水处理,用石蜡进行包埋,
且切成 3

 

μm 的组织切片。 将组织切片分别用

HE 和甲苯胺蓝试剂盒进行染色,用载玻片扫描

系统对图片进行处理分析。
1. 3. 4　 ELISA 检测

将小鼠皮肤组织研磨成匀浆,离心 10
 

min。
采用 ELISA 试剂盒检测 TSLP、IL-4、IL-13、TNF-α
的含量。
1. 3. 5　 细胞模型的建立及分组

用 DMEM 培养液培养 HaCaT 细胞,置于 CO2

培养箱培养。 培养至对数生长期后,进行实验分

组。 实验分为对照( Control)组、细胞模型( TNF-
α)组、毛兰素低剂量治疗(TNF-α+EL)组、毛兰素

高剂量治疗( TNF-α+EH)组。 对照组:用 DMEM
培养液培养 24

 

h; 细胞模型组: 用含 10
 

μg / L
 

TNF-α 的 DMEM 培养液培养 24
 

h;毛兰素低剂量

治疗组:在 TNF-α 诱导前 2
 

h 将毛兰素 1
 

nmol / L
加入细胞培养基中培养 24

 

h;毛兰素高剂量治疗

组:在 TNF-α 诱导前 2
 

h 将毛兰素 4
 

nmol / L 加入

细胞培养基中培养 24
 

h。
为了验证毛兰素是否通过 HMGB1 / RAGE-

RhoA / ROCK1 信号轴来缓解 AD,将实验分为对

照( Control) 组、r-HMGB1 组、TFA + r-HMGB1 组、
Y-27632+r-HMGB1 组。 对照组:用 DMEM 培养液

培养 24
 

h;r-HMGB1 组:加入重组的 HMGB1( r-
HMGB1)刺激后,用 DMEM 培养液培养 24

 

h;TFA
+r-HMGB1 组:用 RAGE 的抑制剂 TFA 处理 r-
HMGB1 诱导 HaCaT 细胞后,用 DMEM 培养液培

养 24
 

h;Y-27632 +r-HMGB1 组:用 RhoA / ROCK1
特异性的抑制剂 Y-27632 处理 r-HMGB1 诱导

HaCaT 细胞后,用 DMEM 培养液培养 24
 

h。
1. 3. 6　 活性氧 ( reactive

 

oxygen
 

species,
 

ROS)
检测

取对数生长期的 HaCaT 细胞进行消化,制备
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细胞悬液,按 3×104 / mL 的细胞浓度接种于 6 孔

板内,根据各实验分组加入相应的药物作用 24
 

h。
弃去培养液,使用 ROS

 

Assay 试剂盒进行 ROS 检

测,将 HaCaT 细胞与荧光探针在 37
 

℃ 孵育 30
 

min 后 PBS 清洗,离心重悬,采用流式细胞仪对各

实验分组的 HaCaT 细胞进行活性氧检测。
1. 3. 7 　 线粒体活性氧 ( mitochondrion

 

reactive
 

oxygen
 

species,
 

mtROS)检测

取对数生长期的 HaCaT 细胞进行消化,制备

细胞悬液,接种于 6 孔板内,根据各实验分组加入

相应的药物作用 24
 

h。 弃去培养液,PBS 清洗,使
用 MitoSOX

 

Red
 

mitochondrial
 

superoxide
 

indicator
试剂盒检测 mtROS。 将染料与细胞共同孵育 30

 

min 后 PBS 清洗,加入含 DAPI 的抗荧光猝灭封

闭液。 采用 Cytation
 

5 仪器对各实验分组的

HaCaT 细胞进行分析。

图 1　 不同组 AD 小鼠皮肤和耳朵的大体形态变化

Figure
 

1　 Gross
 

morphological
 

changes
 

of
 

skin
 

and
 

ears
 

in
 

different
 

groups
 

of
 

AD
 

mice

1. 3. 8　 TUNEL 检测

取对数生长期的 HaCaT 细胞进行消化,制备

细胞悬液,接种于 6 孔板内,根据各实验分组加入

相应的药物作用 24
 

h。 弃去培养液,PBS 清洗,使
用一步法 TUNEL 细胞凋亡检测试剂盒进行荧光

检测。 细胞固定后通透 10
 

min,加入 TUNEL 溶液

孵育 30
 

min。 使用 Cytaion
 

5 仪器对各实验分组

的 HaCaT 细胞进行凋亡检测。
1. 3. 9　 Western

 

blot
将 HaCaT 细胞按各实验分组加入相应的药

物作用 24
 

h 后,收集到离心管中离心,去除上清

液,加入 RIPA 蛋白裂解液,静置 30
 

min,采用

BCA 法进行蛋白浓度的测定。 用 10%
 

SDS-PAGE
的分离胶进行电泳,转膜,奶粉封闭。 一抗 4

 

℃孵

育过夜,包括 HMGB1、RAGE、RhoA、ROCK1。 二

抗室温孵育 1
 

h。 用 ECL 进行显色处理,采用

Quantity
 

One
 

1. 0 软件检测,使用 Image
 

J
 

2. 0. 0 软

件分析蛋白表达水平。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 Prism
 

10. 0 软件进行统计学分析。 数据

以平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,多组间均数比较采

用单因素方差分析,组间两两比较采用 LSD 检

验。 P<0. 05 表示差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 毛兰素对 AD 小鼠背部皮肤及耳朵厚度的

影响

　 　 为了探究毛兰素对 AD 的治疗作用。 与对照

组相比,模型组小鼠的背部皮肤和耳朵厚度显著

增加,出现显著的 AD 样病变,如出血、水肿、表皮

脱落等(P<0. 05)。 与模型组相比,毛兰素治疗后

减轻了小鼠背侧皮肤和耳朵厚度及 AD 样病变

(P<0. 05),见图 1,表 1。 以上结果表明,毛兰素

治疗可以降低 AD 小鼠的皮肤厚度,有缓解 AD
的作用。
2. 2　 毛兰素对 AD 小鼠背部皮肤及耳朵的组织

病理学影响
 

　 　 采用 HE 染色和甲苯胺蓝染色法观察 AD 小

鼠背部皮肤及耳朵的组织病理学变化。 如图 2A
所示,毛兰素治疗后,AD 小鼠的背部皮肤和耳朵

的棘层厚度减少。 如图 2B 所示,肥大细胞浸润

减少,脱颗粒现象明显缓解。 以上结果说明,毛
兰素可以改善 AD 小鼠的皮肤棘层厚度,减缓 AD
小鼠中的肥大细胞脱颗粒情况。
2. 3　 毛兰素对 AD 小鼠炎症因子表达的影响

　 　 为研究毛兰素对小鼠血清 AD 相关炎症因子
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的影响,采用 ELISA 法检测细胞因子的表达情

况。 结果见表 2,与对照组相比,模型组小鼠的

TSLP、IL-4、 IL-13、 TNF-α 的含量显著上升 ( P <

0. 05)。 经毛兰素治疗后,AD 相关炎症因子显著

下降(P<0. 05)。 以上结果表明,毛兰素可通过下

调 AD 相关炎症因子的表达来改善炎症反应。

表 1　 各组小鼠背部皮肤及耳朵的厚度( 􀭰x±s,n= 8)
Table

 

1　 Thickness
 

of
 

back
 

skin
 

and
 

ears
 

in
 

each
 

group
 

of
 

mice
 

( 􀭰x±s,n= 8)
组别

Groups
背部皮肤厚度 / μm
Back

 

skin
 

thickness
耳朵厚度 / μm
Ear

 

thickness
对照组

Control
 

group 56. 00±0. 14 25. 00±0. 17

模型组
AD

 

group 129. 00±0. 26∗ 67. 00±0. 32∗

毛兰素低剂量治疗组
AD+EL

 

group 108. 00±0. 11∗∗# 51. 00±0. 36∗#

毛兰素高剂量治疗组
AD+EH

 

group 94. 00±0. 24∗∗# 46. 00±0. 27∗∗##

地塞米松阳性对照组
AD+DXM

 

group 79. 00±0. 06∗∗## 32. 00±0. 08∗∗##

注:与对照组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01;与模型组相比,#P<0. 05,##P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

Control
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

AD
 

group,#P<0. 05,##P<0. 01.

注:A:HE 检测棘层厚度的变化;B:甲苯胺蓝染色观察肥大细胞的数量和脱颗粒情况。

图 2　 毛兰素对 AD 小鼠背部皮肤及耳朵的组织病理学影响

Note.
 

A,
 

HE
 

to
 

detect
 

changes
 

in
 

spinous
 

layer
 

thickness.
 

B,
 

Observe
 

the
 

number
 

and
 

degranulation
 

of
 

mast
 

cells
 

using
 

methylamine
 

blue
 

staining.

Figure
 

2　 Histopathological
 

effects
 

of
 

Erianin
 

on
 

the
 

back
 

skin
 

and
 

ears
 

of
 

AD
 

mice
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2. 4　 毛兰素抑制 TNF-α诱导的 HaCaT 细胞中

ROS 和 mtROS 的产生

　 　 为了探究毛兰素对由 TNF-α 诱导的 HaCaT

细胞中 ROS 和 mtROS 产生的影响,采用流式细

胞术检测 ROS,免疫荧光检测 mtROS。 结果如图

3A 所示,与 TNF-α 组相比,毛兰素可以显著抑制
表 2　 各组炎症因子相对表达量比较( 􀭰x±s,n= 8)

Table
 

2　 Comparison
 

of
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

different
 

groups( 􀭰x±s,n= 8)
组别

Groups TSLP / (ng / mg) IL-4 / (ng / mg) IL-13 / (ng / mg) TNF-α / (ng / mg)

对照组
Control

 

group 0. 64±0. 11 0. 97±0. 16 1. 02±0. 33 0. 67±0. 27

模型组
AD

 

group 8. 12±0. 63∗ 7. 52±0. 33∗ 4. 33±0. 42∗ 8. 28±0. 39∗

毛兰素低剂量治疗组
AD+EL

 

group 5. 65±0. 34∗## 6. 15±0. 27∗## 3. 17±0. 26∗# 7. 42±0. 51∗#

毛兰素高剂量治疗组
AD+EH

 

group 3. 71±0. 26∗∗## 4. 37±0. 31∗∗## 2. 66±0. 16∗## 5. 81±0. 28∗∗##

地塞米松阳性对照组
AD+DXM

 

group 2. 96±0. 22∗∗## 2. 18±0. 23∗∗## 1. 98±0. 21∗∗## 3. 43±0. 12∗∗##

注:与对照组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01;与模型组相比,#P<0. 05,##P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

Control
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

AD
 

group,#P<0. 05,##P<0. 01.

注:A:流式细胞术检测各组活性氧含量及量化分析;B:免疫荧光检测线粒体活性氧。 与对照组相比,∗∗ P<0. 01;与细胞模型组相

比,##P<0. 01。

图 3　 毛兰素对 TNF-α 诱导的 HaCaT 细胞中 ROS 和 mtROS 产生的影响

Note.
 

A,
 

Flow
 

cytometry
 

detection
 

and
 

quantitative
 

analysis
 

of
 

ROS
 

content.
 

B,
 

Immunofluorescence
 

detection
 

of
 

mitochondrial
 

reactive
 

oxygen
 

species.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

TNF-α
 

group,
 ##P<0. 01.

Figure
 

3　 Effect
 

of
 

Erianin
 

on
 

ROS
 

and
 

mtROS
 

production
 

in
 

TNF-α-induced
 

HaCaT
 

cells
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ROS 的产生(P< 0. 01)。 免疫荧光结果如图 3B
显示,毛兰素治疗后 mtROS 的产生显著减少(P<
0. 01)。 以上结果表明,毛兰素可以减少 ROS 和

mtROS 的积累,保护线粒体功能。
2. 5　 Erianin 抑制由 TNF-α诱导的 HaCaT 细胞

凋亡

　 　 为了探究毛兰素是否能减轻 HaCaT 细胞因

TNF-α 诱导的细胞凋亡,采用 TUNEL 法发现毛兰

素对细胞凋亡有显著的抑制作用。 图 4 结果表

明,毛兰素能抑制由 TNF-α 诱导的 HaCaT 细胞

凋亡。

图 4　 TUNEL 法检测 Hacat 细胞凋亡情况

Figure
 

4　 TUNEL
 

for
 

detecting
 

apoptosis
 

of
 

Hacat
 

cells

注:与对照组相比,∗∗P<0. 01;与模型组相比,##P<0. 01;

图 5　 Western
 

blot
 

检测体内实验中不同分组 HMGB1、RAGE、RhoA、ROCK1 的表达情况(n= 3)
Note.

  

Compared
 

with
 

Control
 

group,∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

AD
 

group,##P<0. 01.

Figure
 

5　 Western
 

blot
 

detection
 

of
 

HMGB1,
 

RAGE,
 

RhoA,
 

and
 

ROCK1
 

expression
 

in
 

different
 

groups
 

during
 

in
 

vivo(n= 3)

2. 6 　 毛兰素对 HMGB1 / RAGE-RhoA / ROCK1
信号轴调的影响

为了探究毛兰素在 AD 中 HMGB1 / RAGE-

RhoA / ROCK1 信 号 通 路 的 治 疗 作 用, 采 用

Western
 

blot 的方法检测相关蛋白的表达。 在体

内实验中,与 AD 组相比,毛兰素治疗后 HMGB1、
RAGE、RhoA、ROCK1 蛋白表达量均发生了下降

(P<0. 01,图 5)。 体外实验发现,与 TNF-α 组相

比,毛兰素治疗后 HMGB1、RAGE、RhoA、ROCK1
蛋白表达量下降(P<0. 01,图 6A)。 为了验证毛

兰素是否通过 HMGB1 / RAGE-RhoA / ROCK1 信号

轴来缓解 AD,本研究选用 RAGE 的抑制剂 TFA
刺激 HaCaT 细 胞 后, 加 入 重 组 的 HMGB1
(r-HMGB1) 刺 激, 发 现 TFA + r-HMGB1 组 的

HMGB1 蛋白表达量,与对照组相比明显增高(P<
0. 01), 与 r-HMGB1 组相比没有明显改变, 而

RAGE、RhoA 及 RCOK1 的表达量,与 r-HMGB1
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组相比明显降低(P< 0. 01);Y-27632 + r-HMGB1
组的 HMGB1、RAGE 的表达量,与 r-HMGB1 组相

比没有明显改变,而 RhoA 及 RCOK1 的表达量,

与 r-HMGB1 组相比明显降低(P< 0. 01,图 6B)。
以上结果表明,毛兰素通过调节 HMGB1 / RAGE-
RhoA / ROCK1 信号轴来缓解 AD。

注:A:毛兰素对 HaCaT 细胞相关蛋白表达的 Western
 

blot 分析。 与对照组相比,∗∗P<0. 01;与细胞模型组相比,##P<

0. 01;B:Western
 

blot 检测在使用抑制剂条件下 HaCaT 细胞中相关蛋白的表达。 与对照组相比,∗∗ P< 0. 01;与 r-

HMGB1 组相比,##P<0. 01。

图 6　 Western
 

blot
 

检测体外实验中不同分组 HMGB1、RAGE、RhoA、ROCK1 的表达情况(n= 3)
Note.

 

A,
 

Western
 

blot
 

assay
 

for
 

protein
 

expression
 

in
 

HaCaT
 

cell.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,∗∗ P< 0. 01.
 

Compared
 

with
 

TNF-α
 

group,## P < 0. 01.
 

B,
 

Western
 

blot
 

assay
 

the
 

expression
 

of
 

related
 

proteins
 

in
 

HaCaT
 

cells
 

under
 

inhibitor
 

conditions.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

r-HMGB1
 

group,##P<0. 01.

Figure
 

6　 Western
 

blot
 

detection
 

of
 

HMGB1,
 

RAGE,
 

RhoA,
 

and
 

ROCK1
 

expression
 

in
 

different
 

groups
 

during
 

in
 

vitro(n= 3)
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3　 讨论

　 　 AD 是一种常见的炎症性皮肤病。 AD 的发

生主要与皮肤屏障受损和免疫功能紊乱有关[12] 。
Th2 细胞介导的炎症反应在 AD 急性期和慢性期

损伤中均有作用,而 Th1 细胞介导的炎症反应则

在 AD 的慢性损伤中扮演着重要的角色[13] 。 AD
急性发作期,胸腺基质淋巴细胞生成素( thymic

 

stromal
 

lymphopoietin,TSLP)可作用树突状细胞最

终导致 Th0 细胞向 Th2 细胞分化,进而促进 Th2
细胞的增殖并分泌 Th2 型细胞因子白细胞介素

(interleukin,IL) - 4、IL-5、IL-6、IL-9、IL-13 等,导
致浆细胞过量释放免疫球蛋白 E( immunoglobulin

 

E,IgE),嗜酸性粒细胞数增加[14] ;在 AD 慢性期,
则以产生干扰素 γ( interferon

 

γ,IFN-γ)、TNF、IL-
2、IL-12、IL-18 等细胞因子为主介导免疫反应[15] ,
引起机体炎症的发生。 在本文的研究中发现毛

兰素可以抑制 DNCB 诱导的 AD 模型小鼠皮肤增

厚,减少皮肤炎症细胞的浸润,阻止肥大细胞脱

颗粒,降低炎症因子 TSLP、IL-4、IL-13 的表达,具
有明显抗 AD 炎症作用。 近年来研究表明过量的

ROS 介导的氧化应激与 AD 的发生有关[16] 。 氧

化应激引发细胞内活性氧的过度累积和线粒体

功能障碍,导致细胞凋亡,加剧 AD 病理进程[17] 。
本研究结果表明,毛兰素可以抑制 TNF-α 诱导的

HaCaT 细胞 ROS 和 mtROS 产生,抑制细胞凋亡,
进一步显示毛兰素具有抗 AD 生物活性。

HMGB1 是一种高度保守的核蛋白, 作为

HMGB 家族的重要成员之一,广泛分布于哺乳动

物细胞[18] 。 HMGB1 核蛋白被认为是染色质结构

的重要结合因子,其在核小体结构的维护及基因

转录过程中发挥着关键作用,不仅有助于维持染

色质的稳定性,还参与了细胞 DNA 的重组等多种

生物学功能。 同时,细胞外的 HMGB1 蛋白在调

控细胞分化、细胞迁移与转移、细胞凋亡以及炎

症反应等生物过程中也扮演着重要角色。 研究

揭示,细胞外 HMGB1 能够作为损伤相关分子模

式( damage
 

associated
 

molecular
 

patterns, DAMP )
激活先天免疫系统,与 RAGE 受体结合激活细胞

内信号通路,促进炎症反应的进程。 近年来研究

表明,HMGB1 与 RAGE 结合会激活 NF-κB,毛兰

素 通 过 调 控 细 胞 外 调 节 蛋 白 激 酶 1 / 2

(extracellular
 

signal-regulated
 

kinases
 

1 / 2, ERK1 /
2)-NF-κB 信号通路抑制小胶质细胞引起的炎

症[19] 。 同时,HMGB1 与配体 RAGE 结合能介导

RhoA / ROCK1 信号通路激活,参与氧化应激、细
胞凋亡和炎症的发生和发展等重要生理病理过

程[20-21] 。 本研究显示,毛兰素能够降低 AD 小鼠

HMGB1 和 RAGE 表达,抑制 RhoA / ROCK1 通路

激活并参与 AD 炎症的发生。 体外利用 r-HMGB1
刺激 HaCaT 细胞,抑制 RAGE 后 RhoA、ROCK1 表

达量会下降。 而抑制 RhoA / ROCK1 后,RAGE 蛋

白表达量没有发生显著改变,结果显示 HMGB1 /
RAGE 激活 RhoA / ROCK1 信号通路参与 AD 病理

过程,毛兰素通过调控该通路发挥抗 AD 炎症

作用。
综上所述,毛兰素有明显抗 AD 炎症作用,其

作用机制可能是通过调控 HMGB1 / RAGE-RhoA /
ROCK1 通路缓解 AD 炎症反应。
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