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摘要　 目的 　 明确克立硼罗软膏 （ Ｃｒｉ） 外用对咪喹莫特

（ＩＭＱ）诱导小鼠银屑病的治疗作用与机制。 方法　 用 Ｂａｌｂ ／
ｃ 小鼠建立 ＩＭＱ 小鼠银屑病模型，分为 Ｃｒｉ（７. ５、１５、３０ ｍｇ ／
ｃｍ２）组、卤米松（１５ ｍｇ ／ ｃｍ２）组、模型组及正常组。 对小鼠

皮损进行银屑病面积和严重程度指数（ＰＡＳＩ）评分，ＨＥ 染色

观察表皮病理变化；免疫组化测定皮损处角蛋白的表达；检
测皮损处皮肤环磷酸腺苷（ｃＡＭＰ）、蛋白激酶 Ａ（ＰＫＡ）、磷酸

化⁃ｃＡＭＰ 反应元件结合蛋白（ｐ⁃ＣＲＥＢ）水平。 结果　 与模型

组相比，Ｃｒｉ 组小鼠皮肤鳞屑、红斑和增厚减轻，ＰＡＳＩ 评分降

低，皮损处增殖角蛋白（Ｋ）６、Ｋ１６、Ｋ１７ 表达水平降低（Ｆ ＝
１２. ６２、１９. ４１、２８. ３９，Ｐ ＜ ０. ０１），而分化角蛋白 Ｋ１、Ｋ１０ 表达

水平增加（Ｆ ＝ ２７. ９５、９. ６４，Ｐ ＜ ０. ０１）。 Ｃｒｉ 能提升小鼠皮损

处皮肤中 ｃＡＭＰ、ＰＫＡ 水平，增加 ｐ⁃ＣＲＥＢ 的表达。 结论 　
Ｃｒｉ 可能通过调节角质形成细胞异常增殖和分化发挥对 ＩＭＱ
诱导的小鼠银屑病的治疗作用。
关键词 　 银屑病；克立硼罗；增殖；分化；角质细胞；ＰＫＡ；
ＣＲＥＢ
中图分类号　 Ｒ ９６７
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００ － １４９２（２０２３）０５ － ０７３５ － ０７
ｄｏｉ：１０． １９４０５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｉｓｓｎ１０００ － １４９２． ２０２３． ０５． ００６

　 　 克立硼罗 （ ｃｒｉｓａｂｏｒｏｌｅ， Ｃｒｉ） 是磷酸二酯酶 ４
（ ｐｈｏｓｐｈｏｄｉｅｓｔｅｒａｓｅｓ ４， ＰＤＥ４ ） 抑 制 剂， 通 过 抑 制

ＰＤＥ４ 活性，增加细胞内环磷酸腺苷（ ｃｙｃｌｉｃ ａｄｅｎｏ⁃
ｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｃＡＭＰ）的含量，发挥抗炎免疫作

用。 Ｃｒｉ 软膏能显著减轻特应性皮炎的瘙痒反应，用
于治疗 ３ 个月以上儿童和成人的轻度或中度特应性

皮炎［１］，也有报道［２］Ｃｒｉ 对银屑病有效，但机制不清

楚。 银屑病是一种慢性炎症增殖性皮肤病变，角质

形成细胞的异常增殖分化是其重要特点。 角质形成

细胞的异常分化引起银屑病斑块脱落，同时参与皮

损区 Ｔ 细胞活化，起着放大皮损区免疫异常作

用［３］。 体外研究［４］表明 Ｃｒｉ 体外可以降低人表皮角

质形成细胞促炎介质肿瘤坏死因子⁃α（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏ⁃
ｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）、白细胞介素（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ， ＩＬ）⁃
１α 和趋化因子 ８ 的表达，提示角质形成细胞可能是

Ｃｒｉ 的靶细胞，而 Ｃｒｉ 软膏是否通过调节角质形成细

胞功能发挥对银屑病的治疗作用仍不清楚。 该研究

利用银屑病小鼠模型，从角质形成细胞的角度探讨

Ｃｒｉ 治疗银屑病的作用机制，为开发 Ｃｒｉ 新的适应证

提供实验依据。

１　 材料与方法

１． １　 实验动物　 Ｂａｌｂ ／ ｃ 小鼠，４８ 只，雌性，７ ～ ８ 周

龄，购于北京斯贝福生物科技有限公司［生产许可

证：ＳＣＸＫ（京）２０１９⁃００１０］，饲养在安徽医科大学临

床药理研究所的 ＳＰＦ 动物研究室。 所进行的动物

实验，都经过安徽医科大学临床药理研究所动物实

验伦理委员会认可（动物伦理批号：ＰＺ⁃２０２２⁃００１）。
本实验中所涉及的技术，都遵循动物实验的有关准

则和规范。
１． ２　 药物与试剂　 角蛋白（ｋｅｒａｔｉｎ，Ｋ）１ 一抗、Ｋ１０
一 抗 （ 美 国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公 司， 批 号： ０００４５１１６、
１４ｔ１４８４）；Ｋ６ 一抗、Ｋ１６ 一抗、ＧＡＰＤＨ 一抗 （英国

Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司，批号：０００５９９４０、３９ｄ４４００、６２ｕ０９２２）；
Ｋ１７ 一抗、磷酸化⁃ｃＡＭＰ 反应元件结合蛋白（ ｐｈｏｓ⁃
ｐｈｏ⁃ｃＡＭＰ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，ｐ⁃ＣＲＥＢ）
一抗 （ 美 国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公 司， 批 号： ４５４３Ｔ、
９１８９Ｓ）；ＥＣＬ 化学发光试剂（美国赛默飞公司，批
号：ＴＧ２６９４７５）；ＥＤＴＡ 抗原修复液（ ｐＨ ９. ０）、免疫

组化通用型试剂盒 （北京中杉金桥公司，批号：
１９０４２４０１、２０１０Ｄ１２１７）；咪喹莫特（ ｉｍｉｑｕｉｍｏｄ，ＩＭＱ）
乳膏 （ 四 川 明 欣 药 业 有 限 责 任 公 司， 批 号：
１９０７０２４０）； Ｃｒｉ 软 膏 （ 美 国 辉 瑞 公 司， 批 号：
８１１９２７２）； 卤米松 （ 香 港 澳 美 制 药 公 司， 批 号：
０１０１３９０２２７）；凡士林乳膏（天津市博迪化工有限公

司，批号：１１０２１）；脱毛膏（植物医生温和套装，北京

明弘科贸有限责任公司，批号：ＡＣＧ０８００６０４）。
１． ３　 仪器 　 酶标仪（型号：Ｉｎｆｉｎｉｔｅ Ｍ１０００ ＰＲＯ，瑞

·５３７·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｍａｙ；５８（５）



士 ＴＥＣＡＮ 公司）；正置荧光显微镜（型号：ＤＭ２５００，
德国 Ｌｅｉｃａ 公司）；化学发光成像系统 （型号： Ｉｍ⁃
ａｇｅＱｕａｎｔ，美国 ＧＥ 公司）。
１． ４ 　 动物分组与银屑病模型的建立 　 将 ４８ 只

Ｂａｌｂ ／ ｃ 小鼠随机分成模型组、正常组、Ｃｒｉ（７. ５、１５、
３０ ｍｇ ／ ｃｍ２）组（Ｃｒｉ 低、中、高剂量组）、卤米松（１５
ｍｇ ／ ｃｍ２）组，每组 ８ 只，造模前 ３ ｄ 每只背部脱毛（２
ｃｍ × ３ ｃｍ）２ ｍｉｎ，为防止背部毛发再生影响后续

造模及评分，造模前 １ ｄ 进行第 ２ 次背部脱毛。 造

模后第 １ ～ ３ 天，正常组涂抹凡士林以外，其余各组

背部皮肤涂抹 ６２. ５ ｍｇ ＩＭＱ（５％ ）乳膏每天 １ 次，第
４ 天开始各给药组先涂抹 ６２. ５ ｍｇ ＩＭＱ（５％ ）乳膏 １
次，待其吸收后，Ｃｒｉ 组涂抹相应的 Ｃｒｉ 剂量（４５、９０、
１８０ ｍｇ）１ 次，卤米松组涂抹卤米松（９０ ｍｇ）１ 次，连
续涂抹药物 ４ ｄ，第 ８ 天处死小鼠。
１． ５　 小鼠背部皮肤观察　 造模后第 １、３、５、７ 天对

小鼠拍照观察并且根据银屑病面积和严重程度指数

（ｐｓｏｒｉａｓｉｓ ａｒｅａ ａｎｄ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｉｎｄｅｘ，ＰＡＳＩ）对小鼠皮损

处的厚度、红斑状况、银屑状况进行评分。 ＰＡＳＩ 评

分标准为：０ ～ ４ 分，分别对应皮损程度无、轻度、中
等、严重和极重度；总分为厚度、红斑、鳞屑 ３ 项评分

之和（０ ～ １２ 分），得分越高，皮损越严重［５］。
１． ６　 小鼠皮肤组织病理学观察　 第 ８ 天处死小鼠

当天，去小鼠背部皮损处皮肤，小鼠背部 １ ／ ４ 的皮肤

用 ４％多聚甲醛固定，其余组织放在 － ８０ ℃保存。 ２
周后石蜡切片、ＨＥ 染色，在显微镜下观看和拍照，
随机对每个切片选取 ３ 个位置，测其角质层到基底

层的垂直距离，并对其进行统计分析。
１． ７　 免疫组化检测小鼠皮肤中增殖及分化蛋白的

表达　 将动物皮肤进行石蜡包埋法后切片，烤片 ２ ｈ
，梯度脱蜡，ＰＢＳ 清洗，再加 ＥＤＴＡ 抗原结合修复液

２０ ｍｉｎ 后，用 ＰＢＳ 清洗，再加入内源性过氧化物酶

抑制剂 １５ ｍｉｎ，然后滴加一抗（Ｋ１、Ｋ１０、Ｋ６、Ｋ１６、
Ｋ１７）４ ℃过夜，第 ２ 天取出，室温放 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 清

洗，二抗孵育，ＤＡＢ 显色，用苏木精复染，梯度脱水，
中性树脂封片，在显微镜下观察。
１． ８　 ＥＬＩＳＡ 检测小鼠皮肤中蛋白激酶 Ａ（ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ Ａ，ＰＫＡ）、ｃＡＭＰ 的表达 　 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检

测小鼠背部皮损处皮肤中 ＰＫＡ、ｃＡＭＰ 的表达，首先

搅拌试剂使均匀，以防止形成气泡而造成误差，在各

个标准品和待测样品孔都设置 ２ 个复孔，再确定所

需要的孔数。 加检测抗体孵育，洗板，加酶孵育，洗
板后，加着色剂显色反应，取出酶标板，再加终止液

使化学反应完全停止，并立即在 ４５０ ｎｍ 波长处测量

各孔的吸光度值；绘制标准曲线，并算出 ＰＫＡ、ｃＡＭＰ
的水平。
１． ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测小鼠皮肤中 ｐ⁃ＣＲＥＢ 水平

蛋白的表达 　 配制裂解溶液，ＲＩＰＡ ∶ ＰＭＳＦ ∶ 磷酸

酶抑制剂 ＝ ９８ ∶ １ ∶ １，裂解液 ４ ℃裂解 ２ ｈ，离心后，
取其上清液；加入上样缓冲液煮沸。 电泳，转膜，５％
脱脂牛奶封闭 ２ ｈ，洗膜后加入 ｐ⁃ＣＲＥＢ 抗体孵育

４ ℃ 过夜；第 ２ 天洗膜后二抗孵育 ２ ｈ，洗膜、显影，
并分析灰度值。
１． １０ 　 统计学处理 　 该实验数据采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ
Ｐｒｉｓｍ ８ 分析，计量数据用 �ｘ ± ｓ 表示，组间比较采用

单因素方差分析法（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），以 Ｐ ＜ ０. ０５
为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 小鼠皮肤形态学观察　 正常组小鼠皮肤光洁

平整。 模型组小鼠第 １ 天开始就出现轻度鳞屑和增

厚；第 ３ 天出现明显的鳞屑和增厚症状；第 ５ 天鳞屑

明显增加并覆盖大面积皮肤，增厚症状更加突出，红
斑也增加；第 ７ 天鳞屑几乎遍布整个背部皮肤，表皮

厚度也大大增加，出现明显的红斑。 Ｃｒｉ 各剂量组和

卤米松组的小鼠前几天皮损加重，但从第 ５ 天开始

皮损处开始改善。 见图 １。
２． ２　 Ｃｒｉ 对小鼠皮肤 ＰＡＳＩ 评分影响　 从第 １ 天开

始每天对实验小鼠背部拍照观察，按照 ＰＡＳＩ 的评分

标准进行评分。 模型组小鼠从第 ２ 天开始有鳞屑、
红斑、增厚的情况。 模型组小鼠增厚评分在 ７ ｄ 内

持续升高，见图 ２Ａ；与模型组相比，Ｃｒｉ 低剂量（Ｆ ＝
１０. １７，Ｐ ＜ ０. ０５）组、Ｃｒｉ 中剂量组（Ｆ ＝ １０. １７，Ｐ ＜
０. ０１）、高剂量组（Ｆ ＝ １０. １７，Ｐ ＜ ０. ０１）和卤米松组

（Ｆ ＝ １０. １７，Ｐ ＜ ０. ０１）增厚评分降低，差异有统计学

意义。 模型组小鼠鳞屑评分在 ６ ｄ 内不断增加，见
图 ２Ｂ；与模型组相比，Ｃｒｉ 中剂量组（Ｆ ＝ ４. ４３，Ｐ ＜
０. ０１）、高剂量组（Ｆ ＝ ４. ４３，Ｐ ＜ ０. ０１）和卤米松组

（Ｆ ＝ ４. ４３，Ｐ ＜ ０. ０５）鳞屑评分降低，差异有统计学

意义。 模型组小鼠红斑评分在 ６ ｄ 内不断增加，见
图 ２Ｃ；与模型组相比，Ｃｒｉ 低剂量 （Ｆ ＝ ４. ６３，Ｐ ＜
０. ０１）组、Ｃｒｉ 中剂量组（Ｆ ＝ ４. ６３，Ｐ ＜ ０. ０１）、高剂量

组（Ｆ ＝ ４. ６３，Ｐ ＜ ０. ０１）和卤米松组（Ｆ ＝ ４. ６３，Ｐ ＜
０. ０１）红斑评分降低，差异有统计学意义。 将各项

评分相加后得到总分，总分在 ６ ｄ 内不断增加，见图

２Ｄ；与模型组相比，Ｃｒｉ 中剂量组 （Ｆ ＝ ６. ４４，Ｐ ＜
０. ０１）和高剂量组（Ｆ ＝ ６. ４４，Ｐ ＜ ０. ０１）总分降低，
ＰＡＳＩ评分差异有统计学意义；Ｃｒｉ各剂量组和卤米
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图 １　 各组小鼠在第 １ ～ ７ 天皮损变化

ａ：正常组；ｂ：模型组；ｃ：Ｃｒｉ ７. ５ ｍｇ ／ ｃｍ２ 组；ｄ：Ｃｒｉ １５ ｍｇ ／ ｃｍ２ 组；ｅ：Ｃｒｉ ３０ ｍｇ ／ ｃｍ２ 组；ｆ：卤米松组

松组间 ＰＡＳＩ 评分差异无统计学意义。 以上结果表

明，Ｃｒｉ 低、中、高剂量组和卤米松组可以不同程度地

改善小鼠皮肤的红斑、鳞屑、增厚情况。
２． ３　 Ｃｒｉ 对小鼠皮肤组织病理学和表皮厚度的影

响　 ＨＥ 染色后观察小鼠皮肤病理改变，相较于正

常组，模型组小鼠表皮明显增厚、血管增生和炎症细

胞浸润，角化不全或角化过度，颗粒层变薄，棘层肥

厚以及棘层不规则延长。 上述病理变化在各给药组

有不同程度改善。 对病理切片随机选取的 ３ 处角质

层到基底层的垂直距离进行测量，取其平均值用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行统计学分析。 与正常组相比，模型

组表皮厚度明显增厚，差异有统计学意义 （ Ｆ ＝
５７. ７８，Ｐ ＜ ０. ０１）。 与模型组相比，Ｃｒｉ 低剂量组（Ｆ
＝ １８. ６４， Ｐ ＜ ０. ０５ ）、中剂量组 （ Ｆ ＝ １８. ６４， Ｐ ＜
０. ０１）、高剂量组（Ｆ ＝ １８. ６４，Ｐ ＜ ０. ０１）及卤米松组

（Ｆ ＝ １８. ６４，Ｐ ＜ ０. ０１）表皮厚度明显减小，差异有统

计学意义；与 Ｃｒｉ 低剂量组相比，Ｃｒｉ 中剂量组（Ｆ ＝
４. ９９６，Ｐ ＜ ０. ０５）、高剂量组（Ｆ ＝ ４. ９９６，Ｐ ＜ ０. ０５）及
卤米松组（Ｆ ＝ ４. ９９６，Ｐ ＜ ０. ０５）表皮厚度明显减小，
差异有统计学意义；与卤米松组相比，Ｃｒｉ 中、高剂量

组表皮厚度差异无统计学意义。 见图 ３。
２． ４　 Ｃｒｉ 对小鼠皮肤组织中角质形成细胞增殖蛋

白表达的影响　 免疫组化结果表明模型组小鼠在皮

损部位的皮肤组织中 Ｋ６、Ｋ１６、Ｋ１７ 蛋白表达水平高

于正常组，差异有统计学意义（Ｆ ＝ １２. ６２、１９. ４１、
２８. ３９，Ｐ ＜ ０. ０１）。 与模型组比较，Ｃｒｉ 高剂量组和

卤米松组 Ｋ６ 蛋白表达降低，差异有统计学意义（Ｆ
＝ １２. ６２，Ｐ ＜ ０. ０１）；Ｃｒｉ 中、高剂量组和卤米松组

Ｋ１６ 蛋白表达降低，差异有统计学意义（Ｆ ＝ １９. ４１，
Ｐ ＜ ０. ０１）；Ｃｒｉ 中、高剂量组和卤米松组 Ｋ１７ 蛋白表

达明显降低，差异有统计学意义（Ｆ ＝ ２８. ３９，Ｐ ＜
０. ０１）。 Ｃｒｉ 各剂量组与卤米松组比较，Ｋ６、Ｋ１６、Ｋ１７
的表达差异无统计学意义。 以上结果提示模型组小

鼠皮损处皮肤中角质形成细胞出现了过度增殖，
Ｃｒｉ、卤米松可以缓解角质形成细胞过度增殖。 见

图 ４。
２． ５　 Ｃｒｉ 对小鼠皮肤组织中角质形成细胞分化蛋

白表达的影响　 模型组中 Ｋ１０、Ｋ１ 的表达水平明显

低于正常组，差异存在统计学意义 （ Ｆ ＝ ２７. ９５、
９. ６４，Ｐ ＜ ０. ０１），提示模型组小鼠皮损处皮肤中角
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图 ２　 Ｃｒｉ 对 ＩＭＱ 诱导的小鼠 ＰＡＳＩ评分的影响（ｎ ＝ ８）
Ａ：增厚；Ｂ：鳞屑；Ｃ：红斑；Ｄ：总分；ａ：正常组；ｂ：模型组；ｃ：卤米松组；ｄ：Ｃｒｉ ７. ５ ｍｇ ／ ｃｍ２ 组；ｅ：Ｃｒｉ １５ ｍｇ ／ ｃｍ２ 组；ｆ：Ｃｒｉ ３０ ｍｇ ／ ｃｍ２ 组；与正常

组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ３　 Ｃｒｉ 对 ＩＭＱ 诱导的小鼠皮肤病理变化和表皮厚度的影响（ｎ ＝ ８）

Ａ：各组小鼠皮肤病理变化　 ＨＥ × ２００；Ｂ：各组小鼠 ＨＥ 染色下表皮厚度变化；ａ：正常组；ｂ：模型组；ｃ：Ｃｒｉ ７. ５ ｍｇ ／ ｃｍ２ 组；ｄ：Ｃｒｉ １５ ｍｇ ／ ｃｍ２

组；ｅ：Ｃｒｉ ３０ ｍｇ ／ ｃｍ２ 组；ｆ：卤米松组；与正常组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与 Ｃｒｉ ７. ５ ｍｇ ／ ｃｍ２ 组比较：△Ｐ ＜ ０. ０５

质形成细胞出现了低分化。 与模型组相比，Ｃｒｉ 中、
高剂量组及卤米松组 Ｋ１０ 的表达增加，Ｃｒｉ 高剂量

组及卤米松组 Ｋ１ 的表达增加，提示中、高剂量的

Ｃｒｉ 以及卤米松可以促进角质形成细胞分化。 Ｃｒｉ 各
剂量组与卤米松组比较，Ｋ１０、Ｋ１ 的表达差异无统

计学意义。 见图 ５。
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图 ４　 Ｃｒｉ 对 ＩＭＱ 诱导的小鼠皮肤组织 Ｋ６、Ｋ１６、Ｋ１７ 中表达的影响（ｎ ＝ ３）

Ａ：各组小鼠组化染色结果 × ２０；Ｂ：Ｋ６ 蛋白相对表达；Ｃ：Ｋ１６ 蛋白相对表达；Ｄ：Ｋ１７ 蛋白相对表达；ａ：正常组；ｂ：模型组；ｃ：Ｃｒｉ ７. ５ ｍｇ ／ ｃｍ２

组；ｄ：Ｃｒｉ １５ ｍｇ ／ ｃｍ２ 组；ｅ：Ｃｒｉ ３０ ｍｇ ／ ｃｍ２ 组；ｆ：卤米松组；与正常组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ５　 Ｃｒｉ 对 ＩＭＱ 诱导的小鼠皮肤组织 Ｋ１０、Ｋ１、中表达的影响（ｎ ＝ ３）

Ａ：各组小鼠组化染色结果 × ２０；Ｂ：Ｋ１０ 蛋白相对表达；Ｃ：Ｋ１ 蛋白相对表达；ａ：正常组；ｂ：模型组；ｃ：Ｃｒｉ ７. ５ ｍｇ ／ ｃｍ２ 组；ｄ：Ｃｒｉ １５ ｍｇ ／ ｃｍ２

组；ｅ：Ｃｒｉ ３０ ｍｇ ／ ｃｍ２ 组；ｆ：卤米松组；与正常组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

２． ６　 Ｃｒｉ 对 ＩＭＱ 诱导的银屑病小鼠皮肤中 ｃＡＭＰ⁃
ＰＫＡ⁃ｐＣＲＥＢ 信号的影响　 与正常组相比，模型组

小鼠皮肤中 ｃＡＭＰ、ＰＫＡ、ｐＣＲＥＢ 水平下降，差异有

统计学意义（ＦｃＡＭＰ ＝ ４１. ８９，Ｐ ＜ ０. ０１；ＦＰＫＡ ＝ ７. ４６，Ｐ
＜ ０. ０５；ＦｐＣＲＥＢ ＝ ７. ５２，Ｐ ＜ ０. ０５）。 与模型组相比，
Ｃｒｉ 组 ｃＡＭＰ、ＰＫＡ、ｐＣＲＥＢ 水平升高，差异有统计学
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意义 （ＦｃＡＭＰ ＝ ４８. ９４，Ｐ ＜ ０. ０１；ＦＰＫＡ ＝ １２. ２０，Ｐ ＜
０. ０５；ＦｐＣＲＥＢ ＝ １８. １３，Ｐ ＜ ０. ０５）；与模型组相比，卤
米松组 ｃＡＭＰ、ＰＫＡ 水平升高，差异有统计学意义

（ＦｃＡＭＰ ＝ ４８. ９４，Ｐ ＜ ０. ０１；ＦＰＫＡ ＝ １２. ２０，Ｐ ＜ ０. ０５）。
提示 Ｃｒｉ 缓解小鼠银屑病的作用与促进 ｃＡＭＰ⁃ＰＫＡ⁃
ｐＣＲＥＢ 信号通路有关，见图 ６。

３　 讨论

　 　 ｃＡＭＰ 是调节多种细胞功能的第二信使，通过

调节下游的信号分子，调节机体的炎症免疫反

应［６］。 ＰＤＥ４ 通过上调 ｃＡＭＰ 的水平，减少炎症介质

的生成，从而抑制银屑病的发生、发展［７］。 以 ＰＤＥ４
作为靶点的 ＰＤＥ４ 抑制剂已经被开发用于治疗银屑

病等慢性炎性疾病［ ［８］］。 目前已经获准用于银屑病

治疗的 ＰＤＥ４ 抑制剂有口服阿普斯特，能够明显缓

解银屑病和银屑病性关节炎的临床表现，但有腹泻、
恶心等不良反应。 外用 ＰＤＥ４ 抑制剂可以大大减少

胃肠道不适的不良反应，外用 Ｃｒｉ 软膏已经获批用

于治疗特应性皮炎。 有临床研究［２］报道 Ｃｒｉ 软膏对

银屑病有效，但作用机制不清楚。 ＩＭＱ 是一种 Ｔｏｌｌ
样受体和有效的免疫激活剂，小鼠皮肤上局部连续

涂抹 ＩＭＱ 可诱导小鼠银屑病样皮炎，模拟人银屑病

的发病和全身炎症。 ＩＭＱ 诱导的小鼠银屑病模型是

公认的银屑病动物模型，广泛用于银屑病的病理机

制和药物药效学研究［９］。 本研究利用银屑病小鼠

模型，探讨 Ｃｒｉ 治疗银屑病的作用，结果发现 Ｃｒｉ 可
以降低 ＩＭＱ 诱导银屑病小鼠 ＰＡＳＩ 评分，改善皮肤

鳞屑、增厚、红斑、角化不全、角化过度、炎性浸润等

皮肤病理状况，提示 Ｃｒｉ 对 ＩＭＱ 诱导的小鼠银屑病

有治疗作用。
银屑病的临床特征为角质形成细胞异常增殖和

分化。 角质形成细胞先天性免疫反应失调可能导致

炎症失控和银屑病的发生［１０］。 体外研究发现 Ｃｒｉ

体外可以降低人表皮角质形成细胞促炎因子

ＴＮＦα、ＩＬ⁃１α 和 ＣＸＣＬ８ 的表达［４］，提示角质形成细

胞可能是 Ｃｒｉ 作用的靶细胞。 角蛋白是角质形成细

胞中的主要结构中间丝蛋白，在角质形成细胞的不

同分化阶段以高度特异性模式表达，维持角质形成

细胞的结构稳定性和完整性。 角蛋白已被广泛用作

各种上皮细胞增殖或分化阶段以及表皮疾病诊断的

标志蛋白，Ｋ１０、Ｋ１ 是标记角质形成细胞分化的重

要标记蛋白，Ｋ６、Ｋ１６、Ｋ１７ 的表达代表了病理条件

下角质形成细胞的高度活化和增殖。 角蛋白表达的

变化可能引起表皮角质形成细胞的不完全分化，导
致皮肤过度增生等［１１］。 本实验结果表明，与正常组

比较，模型组中表皮的 Ｋ１、Ｋ１０ 表达明显降低，Ｋ６、
Ｋ１６、Ｋ１７ 表达明显升高，而 Ｃｒｉ 给药后，Ｋ１、Ｋ１０ 表

达明显增强，Ｋ６、Ｋ１６、Ｋ１７ 表达则明显降低；提示

Ｃｒｉ 能够抑制角质形成细胞异常增殖，促使其正常分

化，这或许与其改善 ＩＭＱ 引起的银屑病小鼠的皮肤

损伤的作用密切有关。
在炎症免疫信号影响下，Ｇ 蛋白偶联受体通过

Ｇαｓ 活化腺苷酸环化酶（ ａｄｅｎｙｌａｔｅ ｃｙｃｌａｓｅ，ＡＣ），形
成 ｃＡＭＰ，并活化 ｃＡＭＰ⁃ＰＫＡ 信号［１２］。 ＰＫＡ 活化引

起 ＣＲＥＢ 的磷酸化， 从而启动基因的表达［１３］。
ＣＲＥＢ 活化后还能够与 ＮＦ⁃κＢ 竞争性结合 ＣＢＰ、
ｐ３００ 控制 ＮＦ⁃κＢ 的转录，从而降低 ＮＦ⁃κＢ 相关促

炎因子基因的表达水平［１４］。 角质形成细胞的分化

和角蛋白的表达受到 ｃＡＭＰ⁃ＰＫＡ⁃ＣＲＥＢ 信号的调

节［１５］。 有研究表明牛蒡子苷元可以与 ＰＤＥ４Ｄ 的催

化结构域结合，通过抑制 ＰＤＥ４ 导致细胞内 ｃＡＭＰ
升 高和ＣＲＥＢ磷酸化，调节角蛋白的表达。Ｃｒｉ是
ＰＤＥ４ 的抑制剂，通过抑制 ＰＤＥ４ 活性，增加细胞内

ｃＡＭＰ 的含量，发挥抗炎免疫调节作用。 本研究结

果表明 Ｃｒｉ 能提高 ｃＡＭＰ、 ＰＫＡ 水平升高， 促进

ＣＲＥＢ的磷酸化 ，提示 Ｃｒｉ 治疗 ＩＭＱ诱导的小鼠

图 ６　 Ｃｒｉ 对 ＩＭＱ 诱导的小鼠皮肤组织中 ｃＡＭＰ⁃ＰＫＡ⁃ＣＲＥＢ 通路表达的影响（ｎ ＝ ３）
Ａ：各组小鼠 ＰＫＡ 水平；Ｂ：各组小鼠 ｃＡＭＰ 水平；Ｃ：ｐＣＲＥＢ ／ ＣＲＥＢ 的蛋白免疫印迹实验结果；Ｄ：各组小鼠 ｐＣＲＥＢ ／ ＣＲＥＢ 的相对表达；ａ：正

常组；ｂ：模型组；ｃ：Ｃｒｉ １５ ｍｇ ／ ｃｍ２ 组；ｄ：卤米松 １５ ｍｇ ／ ｃｍ２ 组；与正常组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１
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银屑病可能与激活 ｃＡＭＰ⁃ＰＫＡ⁃ＣＲＥＢ 通路有关。
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