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银屑病血清与 Ｍ５ 因子对角质形成细胞
炎症和增殖影响的比较研究

王泽洪１，李俊琴２，邹　 朋１，李新华２

摘要　 目的　 探讨银屑病血清与五联因子（Ｍ５）对角质形成

细胞炎症和增殖影响的差异性。 方法　 分别用健康人、银屑

病患者血清和 Ｍ５ 因子对人类永生化角质形成细胞（Ｈｕｍａｎ
ｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄ ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ， ＨａＣａＴ） 进行培养，通过

ＣＣＫ⁃８ 监测细胞的增殖情况，并采用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测各组

ＨａＣａＴ 细胞中炎症因子白介素 １β ／ ８ ／ ２１ ／ ２３（ＩＬ⁃１β ／ ８ ／ ２１ ／ ２３）
与增殖标志物角蛋白 ６ ／ １６ （Ｋ６ ／ Ｋ１６） 和细胞相关抗原 ６７
（Ｋｉ６７）的 ｍＲＮＡ 表达水平。 结果 　 健康人、银屑病血清和

Ｍ５ 因子均能有效促进 ＨａＣａＴ 细胞的生长，且银屑病血清和

Ｍ５ 因子对细胞生长的促进作用强于健康人血清。 与 Ｍ５ 因

子相似，银屑病患者血清显著促进细胞中炎症因子 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃２３ 和增殖标志物 Ｋ６、Ｋｉ６７ 的表达；与 Ｍ５ 因子不同

的是，银屑病患者血清对炎症因子 ＩＬ⁃２１ 的促进作用增强，
而对增殖标志物 Ｋ１６ 的促进作用减弱。 结论　 银屑病患者

血清微环境对角质形成细胞增殖和炎症反应的促进作用高

于健康人，且与 Ｍ５ 因子相似，可以用于构建银屑病角质形

成细胞模型。
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　 　 银屑病是一种免疫介导的炎症性皮肤病，其典

型的症状是红斑、瘙痒和鳞屑，严重影响着患者的身

心健康［１］。 普遍认为角质形成细胞的过度增殖和

炎症反应是银屑病发病的关键机制［２］。 研究表明，
与健康人相比，银屑病患者血清中存在多种细胞因

子，可调节细胞的生长和分化，并引导免疫反应和炎

症［３ － ４］。 故笔者认为银屑病患者血清微环境是角

质形成细胞发生增殖和炎症反应的诱因。
　 　 由于技术的限制目前尚无法获得足量的银屑病

角质形成细胞，因此国内外学者多采用五联因子（ａ
ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆ ｆｉｖｅ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ， Ｍ５） 刺激

ＨａＣａＴ 细胞构建银屑病角质形成细胞细胞模型，以
开展银屑病角质形成细胞的体外研究［５］。 但是由

于 Ｍ５ 因子购置困难、效期较短，且价格昂贵，限制

了实际应用。 因此，通过比较银屑病患者血清和 Ｍ５
造模对 ＨａＣａＴ 细胞增殖和炎症反应的影响，旨在比

较银屑病血清与 Ｍ５ 因子对 ＨａＣａＴ 细胞的异同，并
进一步探讨血清微环境在银屑病发病中的机制。

１　 材料与方法

１． １　 临床标本　 选取太原市中心医院皮肤科门诊

经确诊为中度寻常型银屑病的患者（排除了其他自

身免疫性疾病及慢性炎症性疾病，且一个月内未使

用过免疫抑制剂、糖皮质激素、生物制剂等）外周血

标本 １２ 例作为实验组，同时选取本院体检部健康人

外周血标本 １２ 例作为对照组。
１． ２　 细胞来源与试剂　 人类永生化角质形成细胞
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株 ＨａＣａＴ 细胞（武汉普诺赛生命有限公司） ， ＩＬ⁃
１Ａ、ＩＬ１７Ａ、ＩＬ２２、ＴＮＦ⁃α 因子和抑癌蛋白 Ｍ（美国

Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司），ＤＭＥＭ 培养基（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司），
胎牛血清（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司），胰蛋白酶（美国 Ｓｉｇ⁃
ｍａ 公司），Ｔｒｉｚｏｌ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司），ＣＣＫ⁃８ 细胞

增殖及细胞毒性检测试剂盒（武汉 Ｂｏｓｔｅｒ 公司），ＴＢ
Ｇｒｅｅｎ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ（日本 ＴａＫａＲａ 公司），Ｐｒｉ⁃
ｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（日本 ＴａＫａＲａ 公司）等。
１． ３ 　 主要仪器 　 倒置显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公

司），二氧化碳培养箱（Ｓｈｅｌｄｏｎ Ｍａｎｕ⁃ｆａｃｔｕｒｉｎｇ Ｉｎｃ），
实时荧光定量 ＰＣＲ 仪（美国 ＡＢＩ 公司），１２ 孔细胞

培养板（美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司），Ｃｏｕｎｔｅｓｓ 自动细胞计数

仪（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司），ＤＮＭ⁃９６０２ 酶标仪（北京

普朗新技术有限公司）等。
１． ４　 实验方法　
１． ４． １　 标本处理　 所有受试者均空腹采集静脉血

液 ５ ｍｌ，并置于添加了促凝剂的采血管中，４ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ 后吸取血清， － ８０ ℃保存。
１． ４． ２　 ＨａＣａＴ 细胞铺板　 完全培养基（含 １％青 －
链霉素双抗、１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ）培养细胞，放
入二氧化碳培养箱中，待细胞融合度达 ９０％ 后，弃
培养基，加入胰蛋白酶消化细胞，以新鲜培养基终止

消化后，于１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下离心 ５ ｍｉｎ，弃上清后

加入完全培养基重悬细胞。 将细胞浓度调整为 ２ ×
１０５ ／ ｍｌ，以 １００ μｌ ／孔的细胞量加入 ９６ 孔板和以 １
ｍｌ ／孔的细胞量加入 １２ 孔后，置于二氧化碳培养箱

中。
１． ４． ３　 血清、Ｍ５ 因子处理 ＨａＣａＴ 细胞　 待细胞融

合度达到 ５０％ 左右后，进行血清饥饿 ２４ ｈ，更换培

养基为 １０％含健康人、银屑病患者血清和 １０ ｎｇ ／ ｍｌ
Ｍ５ 因子的 ＤＭＥＭ 培养基，继续培养。
１． ４． ４　 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞生长状态　 设置血清对照

（不含细胞）空白孔，于 ３７ ℃ ５％ＣＯ２ 恒温培养箱中

培养 ４８ ｈ 后，每孔加入 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 溶液。 摇匀后，
放回培养箱继续孵育 １ ｈ。 取出 ９６ 孔板，于 ４５０ ｎｍ
波长下测定吸光度。
１． ４． ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＨａＣａＴ 细胞中的细胞因子　
收集 １２ 孔细胞培养板中的细胞，提取总 ＲＮＡ。 按

照试剂说明书反转录后，进行 ｑＰＣＲ 反应。 ｑＰＣＲ 反

应体系为 ２０ μｌ， 含 １０ μｌ ＴＢ Ｇｒｅｅｎ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｑＴＭⅡ、２ μｌ ｃＤＮＡ、６. ８ μｌ ＤＥＰＣ 水、０. ４ μｌ ＲＯＸ
液及上下引物各 ０. ４ μｌ，反应条件为：９５ ℃ 、１０
ｍｉｎ，９５ ℃、 ３０ ｓ，６０ ℃、３０ ｓ，７２ ℃、３０ ｓ，共 ４０ 个循

环； ９５ ℃、 １５ ｓ，６０ ℃、１ ｍｉｎ ，９５ ℃、３０ ｓ，分析融解

曲线。 引物序列见表 １。 每个样本设 ３ 个复孔，以
β⁃ａｃｔｉｎ 为内参，用 ２ － ΔΔＣｔ计算各基因的相对表达量。

表 １　 相关基因的引物序列（５′⁃３′）

引物名称 引物序列（５′⁃３′）
ＩＬ⁃１β Ｆ： ＡＴＧＡＴＧＧＣＴＴＡＴＴＡＣＡＧＴＧＧＣＡＡ

Ｒ： ＧＴＣＧＧＡＧＡＴＴＣＧＴＡＧＣＴＧＧＡ
ＩＬ⁃８ Ｆ： ＧＧＣＡＣＡＡＡＣＴＴＴＣＡＧＡＧＡＣＡＧ

Ｒ： ＡＣＡＣＡＧＡＧＣＴＧＣＡＧＡＡＡＴＣＡＧＧ
ＩＬ⁃２１ Ｆ： ＴＣＣＡＧＴＣＣＴＧＧＣＡＡＣＡＴＧＧＡＧＡ

Ｒ： ＧＧＣＧＡＴＣＴＴＧＡＣＣＴＴＧＧＧＡＧＣ
ＩＬ⁃２３ Ｆ： ＣＡＧＣＡＧＣＡＡＣＡＧＣＡＧＣＡＴＴＡＣ

Ｒ： ＧＧＣＡＣＡＡＡＣＴＴＴＣＡＧＡＧＡＣＡＧ
Κ６ Ｆ： ＣＴＧＧＡＧＧＣＡＴＣＣＡＡＧＡＧＧＴＣＡ

Ｒ： ＧＣＡＧＧＧＴＣＣＡＣＴＴＴＧＴＴＴＣＣＡ
Κ１６ Ｆ： ＴＡＴＴＣＴＴＣＣＣＧＣＧＡＧＧＴＣＴＴＣ

Ｒ： ＴＧＴＧＧＴＡＧＡＧＧＣＡＧＣＴＣＡＧＴ
Ｋｉ６７ Ｆ： ＣＴＴＴＧＧＧＴＧＣＧＡＣＴＴＧＡＣＧ

Ｒ： ＧＴＣＧＡＣＣＣＣＧＣＴＣＣＴＴＴＴ
β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ： ＣＴＡＣＡＡＴＧＡＧＣＴＧＣＧＴＧＴＧＧＣ

Ｒ： ＣＡＧＧＴＣＣＡＧＡＣＧＣＡＧＧＡＴＧＧＣ

１． ５　 统计学处理　 应用 ＳＰＳＳ ２６. ０ 软件分析，所有

实验结果数据采用 �ｘ ± ｓ 表示，两组间比较符合正态

分布的采用两独立样本 ｔ 检验，不满足正态分布的

采用两独立样本 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩和检验，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为

差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 形态学观察　 镜下观察到 Ｍ５ 因子、健康人和

银屑病患者血清均能有效促进 ＨａＣａＴ 细胞的生长。
从细胞形态看，加入人血清后，细胞呈连片生长。 而

从细胞生长密度来看，银屑病患者血清和 Ｍ５ 因子

对细胞生长的促进作用强于健康人血清（图 １）。

图 １　 Ｍ５ 因子、健康人和银屑病患者

血清处理 ＨａＣａＴ 后的形态 ×４０
　 　 Ａ：对照组；Ｂ：Ｍ５ 组；Ｃ：健康人血清组；Ｄ：银屑病患者血清组

２． ２　 ＣＣＫ⁃８ 监测不同培养条件下 ＨａＣａＴ 细胞的

增殖情况　 表 ２ 和图 ２ 所示，银屑病患者血清和 Ｍ５

·９８４１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｓｅｐ；５８（９）



因子均能有效促进 ＨａＣａＴ 细胞的生长。 与正常人

相比，银屑病患者血清条件下的细胞增殖在 ４８ ｈ 可

见明显差异且差异具有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１）。 同

样，加入 Ｍ５ 因子后细胞增殖比对照组快，且差异具

有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。

表 ２　 ＣＣＫ⁃８ 监测血清和 Ｍ５ 因子培养条件下

ＨａＣａＴ 细胞的增殖（�ｘ ± ｓ）

组别 ＯＤ（４５０ｎｍ） Ｚ 值 Ｐ 值

对照 ０． ５２ ± ０． ２２ － ２． ７７２ ０． ００６
实验 ０． ８０ ± ０． ３３
未处理 ０． ６６ ± ０． １３ － ２． ５７１ ０． ０１
Ｍ５ 组 ０． ９７ ± ０． ４２

２． ３　 血清与 Ｍ５ 因子对 ＨａＣａＴ 细胞 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃８、
ＩＬ⁃２１ 和 ＩＬ⁃２３ ｍＲＮＡ 表达水平的影响　 血清培养

ＨａＣａＴ 细胞后 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测结果见表 ３，与健康人

相比，银屑病患者血清条件下，ＨａＣａＴ 细胞 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃２１ 和 ＩＬ⁃２３ ｍＲＮＡ 表达水平均升高且差异

均具有统计学意义，分别为对照组的 ３. ３９ 倍、１. ９５
倍、２. ６８ 倍、２. ３７ 倍（图 ３）。
　 　 Ｍ５ 培养 ＨａＣａＴ 细胞后 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测结果见

表 ４。 与未处理组相比，实验组 ＨａＣａＴ 细胞中 ＩＬ⁃
１β、ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃２１、ＩＬ⁃２３ ｍＲＮＡ 表达水平与未处理组相

比，分别为对照组的 ２. １４ 倍、１. ７０ 倍、１. ５５ 倍、１. ２８
倍（图 ３），其中以 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃２３ ｍＲＮＡ 表达水

平差异具有统计学意义。

图 ２　 ＣＣＫ８ 监测血清与 Ｍ５ 因子培养条件下

ＨａＣａＴ 细胞的增殖情况

与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与未处理组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ４　 血清与 Ｍ５ 因子对 ＨａＣａＴ 细胞 Ｋ６、Ｋ１６ 和

Ｋｉ６７ ｍＲＮＡ 表达水平的影响　 血清培养 ＨａＣａＴ 细

胞后 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测结果见表 ５ 和图 ４，增殖指标

Ｋ１６ ｍＲＮＡ 水平比对照组高 １. １４ 倍，差异无统计学

意义（Ｐ ＞ ０. ０５），而 Ｋ６、Ｋｉ６７ ｍＲＮＡ 表达水平均升

高，分别为对照组的 １. ４５ 倍、１. ９３ 倍，差异均具有

统计学意义。

表 ３　 血清培养 ＨａＣａＴ 细胞炎症因子 ｍＲＮＡ 表达水平（�ｘ ± ｓ）

靶基因
ΔＣｔ 值

实验组 对照组
２ － ΔΔＣｔ值 ｔ 值 Ｐ 值

ＩＬ⁃１β ３． ５８ ± ０． ７４ ５． １６ ± ０． ２８ ３． ３９ ４． ３８ ０． ００２
ＩＬ⁃８ ２． ６６ ± ０． ６９ ３． ４４ ± ０． ３８ １． ９５ ２． ４２ ０． ０１３
ＩＬ⁃２１ １９． ０８ ± ０． ９８ ２０． ２２ ± １． ５８ ２． ６８ ２． ２４ ０． ０３８
ＩＬ⁃２３ ８． ７７ ± ０． ７７ ９． ８０ ± ０． ２７ ２． ３７ ２． ９０ ０． ００１

表 ４　 Ｍ５ 培养 ＨａＣａＴ 细胞炎症因子 ｍＲＮＡ 表达水平（�ｘ ± ｓ）

靶基因
ΔＣｔ 值

Ｍ５ 组 未处理组
２ － ΔΔＣｔ值 ｔ 值 Ｐ 值

ＩＬ⁃１β ５． ７９ ± ０． ０６ ６． ８９ ± ０． １９ ２． １４ １６． ３４ ＜ ０． ００１
ＩＬ⁃８ ４． ７６ ± ０． １４ ５． ５２ ± ０． １１ １． ７０ ８． ８６ ＜ ０． ００１
ＩＬ⁃２１ １７． ６６ ± １． ０８ １７． ９３ ± １． ０５ １． ５５ ０． ５４ ０． ６３５
ＩＬ⁃２３ ９． ７ ± ０． １０ １０． ０５ ± ０． １９ １． ２８ ３． ７６ ０． ００４

　 　 Ｍ５ 培养 ＨａＣａＴ 细胞后 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测结果见

表 ６ 和图 ４，增殖指标 Ｋ６、Ｋ１６ 和 Ｋｉ６７ ｍＲＮＡ 表达

水平与未处理组相比，分别为对照组的 １. １８ 倍、
１. ６８ 倍、１. ３８ 倍且差异均具有统计学意义。

图 ３　 血清与 Ｍ５ 因子培养 ＨａＣａＴ 细胞后

炎症因子 ｍＲＮＡ 表达水平

　 　 与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与未处理组比较：＃＃Ｐ ＜

０. ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１
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表 ５　 血清培养 ＨａＣａＴ 细胞增殖指标 ｍＲＮＡ 表达水平（�ｘ ± ｓ）

靶基因
ΔＣｔ 值

实验组 对照组
２ － ΔΔＣｔ值 ｔ 值 Ｐ 值

Κ６ ４． １２ ± ０． ３２ ４． ６２ ± ０． ５４ １． ４５ ２． ３３ ０． ０３２
Κ１６ １０． ４６ ± ０． ５１ １０． ５６ ± ０． ５７ １． １４ ３． ００ ０． ７６２
Ｋｉ６７ ５． ２６ ± ０． ３６ ６． １６ ± ０． ８６ １． ９３ ３． ９６ ０． ０４１

表 ６　 Ｍ５ 培养 ＨａＣａＴ 细胞增殖指标 ｍＲＮＡ 表达水平（�ｘ ± ｓ）

靶基因
ΔＣｔ 值

Ｍ５ 组 未处理组
２ － ΔΔＣｔ值 ｔ 值 Ｐ 值

Κ６ ８． ２５ ± ０． １４ ８． ４８ ± ０． １７ １． １８ ２． ３６ ０． ０４０
Κ１６ ９． ０５ ± ０． ０７ ９． ８０ ± ０． ０７ １． ６８ １５． ８９ ＜ ０． ００１
Ｋｉ６７ ５． ８３ ± ０． １０ ６． ２９ ± ０． ２９ １． ３８ ３． ５１ ０． ００６

图 ４　 血清与 Ｍ５ 因子培养 ＨａＣａＴ 细胞后增殖

指标 ｍＲＮＡ 相对表达水平

　 　 与对照组比较：∗ Ｐ ＜ ０. ０５；与未处理组比较： ＃ Ｐ ＜ ０. ０５， ＃＃ Ｐ ＜

０. ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

３　 讨论

　 　 银屑病是一种免疫介导的炎症性皮肤病，影响

着世界近 ４％人口的生活质量［６］。 其病因和发病机

制仍不清楚，目前认为细胞因子信号传导、角质形成

细胞异常分化和逃避凋亡导致的慢性免疫反应，在
介导异常角质形成细胞过度增殖中起关键作用［７］。
研究发现，与健康人相比，银屑病患者血清中促炎因

子（ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃２３ 等）表达水平明显升高［３， ４， ８］。

促炎因子多由活化的角质形成细胞、巨噬细胞、中性

粒细胞和淋巴细胞释放，介导先天免疫和适应性免

疫，参与慢性促炎性疾病的发生［９］。 实验中发现，
与健康人相比，ＨａＣａＴ 细胞在银屑病患者血清环境

中，细胞多种促炎因子（ ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃２１ 和 ＩＬ⁃２３）
ｍＲＮＡ 表达水平升高，其中 ＩＬ⁃１β 的表达水平较健

康人高出 ３. ３９ 倍。 而在 Ｍ５ 因子刺激 ＨａＣａＴ 细胞

炎症反应中可以看出，Ｍ５ 因子虽然对细胞也具有促

炎作用，但对炎症因子 ＩＬ⁃２１ 的促进作用弱于银屑

病患者血清。 原因可能在于银屑病血清源于患者自

身，其血清中的刺激因子比 Ｍ５ 种类多、作用强，血
清造模获得的细胞炎症更能贴近患者银屑病角质形

成细胞。
　 　 角蛋白（ＫＲＴ）是角质形成细胞中主要的结构

中间丝蛋白，Ｋ６、Ｋ１６ 在银屑病病变表皮中的过度

表达，促进角质形成细胞的增殖和炎症反应，有助于

角质形成细胞响应表皮屏障破坏而过度增殖和先天

免疫的激活［１０ － １１］。 而 Ｋｉ６７ 作为细胞增殖的成熟标

志物，存在于银屑病中，并且与银屑病的临床严重程

度相关［１２］。 结合本研究中健康人、银屑病患者血清

和 Ｍ５ 因子对 ＨａＣａＴ 细胞增殖的影响，从镜下观察

到三者均能有效促进 ＨａＣａＴ 细胞的生长，但从细胞

生长密度看，银屑病患者血清和 Ｍ５ 因子对细胞生

长促进作用强于健康人血清。 此外，还发现银屑病

患者血清培养下的 ＨａＣａＴ 细胞生长呈连片状，说明

血清的刺激作用更强，可能更具有构建银屑病样角

质形成细胞模型的能力。 通过 ＣＣＫ⁃８ 法监测

ＨａＣａＴ 细胞 ４８ｈ 后的生长情况，结果观察到银屑病

患者血清和 Ｍ５ 因子均能有效促进细胞生长。 说明

银屑病患者血清和 Ｍ５ 因子同样具有提高 ＨａＣａＴ 细

胞生长的能力。 在 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测中，与健康人相

比，银屑病患者血清组中 Ｋ１６ 的 ｍＲＮＡ 表达无明显

差异，而与 Ｍ５ 因子相似的是银屑病患者血清显著

促进细胞中 Ｋ６、Ｋｉ６７ 的 ｍＲＮＡ 表达。 综上所述，银
屑病患者血清对角质形成细胞增殖和炎症反应的促

进作用高于健康人，且与 Ｍ５ 因子相似，可以用于构

建银屑病角质形成细胞模型。
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