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摘要 目的 比较寻常型银屑病患者皮损组织及正常对照

者组织中 C /EBPβ 表达差异，并分析其与银屑病患者 PASI
评分的相关性，探讨其参与银屑病的发病机制。方法 采

用免疫组化染色法、实时荧光定量 PCＲ 技术检测( 22 例) 寻

常型银屑病和( 15 例) 正常对照组组织中 C /EBPβ 蛋白及

mＲNA 的表达差异及分布，采用 Pearson 相关性分析评估 C /
EBPβ蛋白表达水平及与患者 PASI 评分相关性。结果 免

疫组化染色显示银屑病中 C /EBPβ 蛋白广泛表达于表皮各

层细胞胞核，以棘层上部及颗粒层为主; 正常对照组则可见

C /EBPβ蛋白丰富表达于表皮各层细胞胞核。C /EBPβ 蛋白

及 mＲNA 表达量明显低于正常对照组( P ＜ 0. 05 ) 。Pearson
相关性分析显示 CEBPβ 蛋白表达量与患者 PASI 评分呈负

相关性( r = － 3. 11，P ＜ 0. 005) 。结论 寻常型银屑病患者

皮损中 C /EBPβ表达水平的降低可能参与寻常型银屑病的

发病。
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银屑病是一种以红斑鳞屑为皮肤表现的慢性炎

症免疫性疾病，伴有遗传倾向，而转录及转录后水平

的研究是银屑病遗传背景研究的热点。CCAAT /增
强子结合蛋白( C /EBP) 是 B － ZIP DNA 结合蛋白家

族，其作为转录因子调节许多细胞类型的生长和分

化，包括肝细胞、单核细胞、脂肪细胞、角质形成细胞

等［1 － 2］。C /EBP 通过对靶基因转录的调节，广泛参

与细胞增殖与分化、炎症反应、肿瘤的发生与凋亡、

肝脏再生等生理过程。
在以角质形成细胞异常增殖和分化的银屑病

中，C /EBPβ 如何表达，是否参与了疾病的发生发展

过程，目 前 国 内 外 文 献 未 有 报 道。为 了 探 讨 C /
EBPβ 与银屑病的关系，该研究检测了寻常型银屑

病患者皮损以及对照组正常皮肤中 C /EBPβ 的分布

及表达差异性，并分析 C /EBPβ 表达水平以及其与

病情评价指标的关系。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 22 例寻常型银屑病患者均为 2016
年 12 月 ～ 2017 年 5 月广东省皮肤病医院皮肤科门

诊患者，临床皮损和病理诊断均符合《临床皮肤病

学》第二版寻常型银屑病诊断标准。排除标准: ①
近 3 个月接受过系统治疗( 如糖皮质激素、免疫抑

制剂、维 A 酸药物等) 、光化学治疗; ② 合并自身免

疫性疾病者; ③ 影响本研究的其他皮肤疾病( 如炎

症性疾病、过敏性疾病、真菌感染性疾病及其他严重

的慢性系统性疾病) ; 15 例正常对照组为我院整形

外科行整形手术者。两组间性别及年龄匹配。所有

入选者签署知情同意书，研究通过本院医学伦理委

员会审查。
1． 2 主要试剂和仪器 TＲIzol 试剂( 广州欣励和生

物科技有限公司) ; 逆转录试剂盒( PrimeScriptTM ＲT
reagent Kit with gDNA Eraser) ; SYBＲ Prime Ex TaqTM

Ⅱ均购自日本 TaKaＲa 公司; Anti － C /EBPβ 单克隆

抗体( 美国 Abcam 公司) ; DAKO 酶标羊抗鼠 /兔 IgG
抗体( 二抗) ［基因科技( 上海) 有限公司］; 引物合

成及设计( 上海生工生物工程股份有限公司) ; Leica
2135 石蜡病理切片机、Leica 病理组织包埋机( 德国

Leica 公司) ; 显微镜( 日本 olympus 公司) ; 凝胶成像

仪( 上海天能有限公司) ; NanoDrop 仪( 美国 Thermo
Fisher Scientific 公司) ; PCＲ 仪( 美国 Bio － Ｒad 公

司) ; light Cycler 480 PCＲ 仪( 瑞士 Ｒoche 公司) 。
1． 3 方法

1． 3． 1 一般资料及标本收集 收集患者一般资料

( 性别、年龄、病程、皮损及临床症状等) ，评估患者

皮损面积和严重程度指数，即 PASI 评分情况。签署
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知情同意书后，手术室切除寻常型银屑病患者( 22
例) 皮损组织及对照组( 15 例) 正常皮肤组织，一半

10%福尔马林液浸泡后石蜡包埋用于免疫组化，一

半生理盐水冲洗后液氮冻存用于 PCＲ 检测。
1． 3． 2 免疫组化染色法检测 取包埋后的组织修

剪边缘后装入切片机作 4 μm 切片，烘箱过夜进行

脱蜡，脱蜡后将标本进行阻断内源性过氧化物酶，

PBS 液冲洗后将标本架置于 pH 9. 0 抗原修复液中

进行修复( 置于微波炉中中高火 7 min，中底火 15
min) ，用自来水复温后取适量 Anti-CEBPβ 抗体用

一抗稀释液稀释至合适浓度( 稀释浓度 1 ∶ 100 ) 孵

育标本 30 min，冲洗后滴加二抗孵育 20 min，最后进

行 DAB 显色，封片后用显微镜观察 C /EBPβ 蛋白表

达及分布( 按照抗体说明书及文献，C /EBPβ 阳性表

现为胞核出现黄色或棕色的颗粒状物质沉积) 。C /
EBPβ 蛋 白 表 达 水 平 以 平 均 光 密 度 值 ( Image pro
plus 6. 0 软件分析图像所得) 表示。
1． 3． 3 逆 转 录 聚 合 酶 联 反 应 ( ＲT-PCＲ ) 检 测

① 提取组织中总 ＲNA( 采用经典 TＲIzol 法，所有操

作冰上进行) : 取出液氮中保存的实验标本，称重后

置于研钵研磨组织组织至粉末状( 中途不断加入液

氮) ; 向组织内加入适量组织裂解液 TＲIzol( 100 mg
组织 /1 ml TＲIzol) ，充分研磨混匀后将标本收集于

1. 5 ml 无酶 EP 管中，冰上静置 5 min; 向 EP 管中加

入 0. 2 ml 氯仿萃取，剧烈震荡，冰上静置 5 min 后于

4 ℃离心机进行离心( 12 000 r /min、20 min) ，离心

后收集上层水相，并加入等体积异丙醇，小心上下混

匀 6 次，进行 ＲNA 沉淀; 再次将标本置于 4 ℃ 离心

机中，离心12 000 r /min、10 min，可见 EP 管底部出

现白色沉淀，即为所提取组织中总 ＲNA; 除去上清

液，加入预冷的 75% 乙醇进行沉淀清洗，小心上下

混匀，防止 ＲNA 降解; 清洗后去除液体于超净工作

台进行风干，最后加入 20 μl DEPC 水进行 ＲNA 溶

解，其后用 NanoDrop 仪检测 ＲNA 浓度，按照逆转录

试剂盒将 ＲNA 逆转为 cDNA，置于 － 80 ℃冰箱保存

或用于实时荧光定量 PCＲ 实验; ② 进行实时荧光

定量 PCＲ: 以 GAPDH 作为内参，C /EBPβ 上游引物:

5’-TCTCTGCTTCTCCCTCTGCC-3’，下 游 引 物: 5’-
ACAGCAACAAGCCCGTAGG-3’ ; GAPDH 上 游 引

物: 5’-AAGTATGACAACAGCCTCAAG-3’，下 游 引

物: 5’-TCCACGATACCAAAGTTGTC-3’; 采用 20 μl
反应体系，在 PCＲ 板中分别加入 10 μl SYBＲ Premix
Ex Taq、2 μl cDNA 、6. 4 μl 无 ＲNase 水、上下游引物

各 0. 8 μl，实时荧光定量 PCＲ 仪上机检测，软件读

取 C /EBPβ 及 GAPDH 的 Ct 值; 对数据进行相对定

量分析，利用所测 Ct 值，计算 C /EBPβ mＲNA 相对

表达量，本实验中采用 2 － ΔΔCt 相对定量方法对数据

进行分析，其中 ΔΔCt = ΔCt 实验组 － ΔCt 对照组。
1． 3． 4 相关性分析 按照银屑病皮损面积及严重

程度指数( psoriasis area and severity index，PASI) 评

分标准，记录患者 PASI 评分，并进行 Pearson 相关性

分析，评估皮损组织中 C /EBPβ 平均光密度与 PASI
评分相关性。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 13. 0 软件进行数据

统计分析。实验符合正态分布的定量资料，均采用
珋x ± s 进行描述。两组组间比较采用两独立样本的 t
检验; 定性资料的统计分析采用 χ2 检验; 相关分析

采用 Pearson 相关性分析; 以 P ＜ 0. 05 为差异有统

计学意义。

2 结果

2． 1 实验对象基本资料分析 22 例寻常型银屑病

患者中，男 13 例，女 9 例; 年龄 17 ～ 78 ( 40. 95 ±
16. 609) 岁; 病程 3 个月 ～ 30 年，平均( 7. 7 ± 7. 438)

年; PASI 评分为 2. 4 ～ 18. 8 分。15 例正常对照组，

男 7 例，女 8 例; 年龄 19 ～ 58 ( 31. 33 ± 11. 848 ) 岁 。
寻常 型 银 屑 病 患 者 与 正 常 对 照 者 在 性 别 ( χ2 =
0. 734，P ＞ 0. 05) 、年龄构成上差异无统计学意义( P
＞ 0. 05) 。
2． 2 寻常型银屑病患者与对照组组织中 CEBPβ
表达及分布 免疫组化染色法定位 CEBPβ 在寻常

型银屑病皮损中广泛分布于表皮各层细胞胞核，以

棘层上部及颗粒层为主，正常对照组则可见 CEBPβ
强烈表达于表皮各层细胞的胞核( 图 1) ; CEBPβ 平

均光密度值( 0. 204 ± 0. 582 ) 低于对照组( 0. 273 ±
0. 439) ，差 异 具 有 统 计 学 意 义 ( t = － 3. 894，P ＜
0. 001) 。见图 2。
2． 3 寻常型银屑病与正常对照组组织中 CEBPβ
mＲNA 表达量 ＲT-PCＲ 方法检测组织中 CEBPβ
mＲNA 表 达 量，结 果 表 明: 寻 常 型 银 屑 病 患 者

CEBPβ mＲNA( 0. 48 ± 0. 302) 表达量低于正常对照

组( 0. 754 ± 0. 194 ) ，差 异 具 有 统 计 学 意 义 ( t =
－ 3. 11，P ＜ 0. 005) 。见图 3。
2． 4 组织中 CEBP β表达量与患者 PASI 评分相

关性分析 22 例寻常型银屑病患者 PASI 评分为

( 4. 196 ± 0. 895 ) ，相关性分析显示组织中 CEBPβ
蛋白 的 表 达 与 患 者 PASI 评 分 呈 负 相 关 性 ( r =
－ 0. 642，P ＜ 0. 005) 。见图 4。
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图 1 银屑病组与正常对照组中 C/EBP β表达

A: 银屑病组; B: 正常对照组: 1: × 100; 2: × 200

图 2 银屑病组患者与正常对照组组织中 CEBPβ平均光密度值

图 3 银屑病组患者与正常对照组组织中 CEBP β mＲNA 表达量

3 讨论

银屑病是一种多基因参与的红斑鳞屑性皮肤

病，通过免疫介导的共同通路最后引起角质形成细

胞发生增殖的慢性炎症免疫性疾病。CCAAT 增强

子结合蛋白( C /EBP) 是在肝脏、脂肪组织、血液细

胞和内分泌胰腺分化过程中选择性表达的碱性区

域 /亮氨酸拉链( bZIP) 转录因子［3］，包括 6 个家族

成员，其中 C /EBPβ 可参与调控炎性细胞因子 IL-α、
IL-1β、IL-6、IL-17、IL-36α 和 INF-γ 等的表达［4 － 6］，

而这些细胞因子在银屑病炎症反应中起到重要作

用。

图 4 银屑病皮损中 C/EBPβ平均光密度值

与患者 PASI 评分的相关性

C /EBPβ 也称作核因子白细胞介素-6 ( nuclear
factor for IL-6，NF-IL6 ) ，由于该基因 mＲNA 有 4 个

转录起始点，故该蛋白包括 LAP* 、LAP 和 LIP 三种

主要亚型，其中 LAP* 、LAP 为转录激活因子，而 LIP

为转录抑制因子［7］。C /EBPβ 在小鼠和人表皮中高

度表达在 1997 年已被提及，House et al［8］发现 C /
EBPβ 丰富的表达于小鼠皮肤、毛囊及皮脂腺中，主

要表达在基底层上部的三种角质形成细胞的细胞核

内，且比已知表达高水平 C /EBP 的其他组织中观察

到的水平更高。Zhu et al［9］研究发现在 C /EBPβ 缺

乏的原代角质形成细胞中，早期分化标志角蛋白 K1
和 K10 的表达明显增加，表皮是由角质形成细胞构

成的复层鳞状上皮，表明该转录因子在复层鳞状分

化中可能起作用［8］。Oh et al［10］在皮肤癌研究中发

现 C /EBPβ 可参与诱导 p53 的表达和细胞凋亡，同

时 Zhu et al［11］在小鼠试验中，证实 C /EBPβ 是化学

诱导的皮肤乳头状瘤形成所必需的。
本研究显示正常皮肤组织中 C /EBPβ 均一表达

于表皮全层细胞胞核，而银屑病皮损中 C /EBPβ 则

主要表达在分化的上皮层，表皮分化过程中需要基

因参与调控，推测 C /EBPβ 可能具有参与调控银屑

病表皮异常分化的能力。免疫组化显示银屑病组

C /EBPβ 的蛋白表达水平低于正常对照组，同时 ＲT-
PCＲ 亦发现银屑病皮损中 mＲNA 的表达量与皮损

中蛋白表达一致，结合 C /EBPβ 蛋白在银屑病及正

常对照组均表达于细胞核，以上均提示 C /EBPβ 可
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能是在转录水平发挥其调控作用。本研究与既往实

验［12 － 13］均表明正常表达水平的 C /EBPβ 是表皮角

质形成细胞分化所必须的，其表达水平的下调可能

参与了银屑病角质形成细胞的异常分化，但具体机

制仍需进一步验证。C /EBPβ mＲNA 及蛋白水平变

化均提示在银屑病表皮的增殖和分化中其可能发挥

抑制作用，这可能与 C /EBPβ 的亚型 LIP 发挥转录

抑制作用相关。为进一步研究 C /EBPβ 与银屑病的

相关性，本研究分析了组织中 C /EBPβ 蛋白的表达

与银屑病皮损面积和严重程度指数( PASI 评分) 的

相关性，结果显示其表达与 PASI 评分呈负相关性，

进一步说明了 C /EBPβ 可能参与银屑病皮损中角质

形成细胞异常增殖的过程，可作为一种反映银屑病

皮损严重程度的指标。
综上所述，本实验初步证实了 C /EBPβ 与银屑

病发病存在相关性，为后续研究提供了提供了新的

实验基础和研究方向。然而 C /EBPβ 在银屑病中是

否通过调控细胞因子或者炎症信号通路进而发挥调

控作用仍需进一步的研究。
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Study on the expression of C /EBPβ in the lesions
of patients with psoriasis vulgaris

Liu Lidan1，2，Liu Hongfang2，Ji Suyun2，et al
( 1Dept of Dermatology，Guangdong Institute of Skin Disease Clinical，Anhui Medical University，

Guangzhou 510091; 2Dept of Dermatology，Dermatology Hospital of Guangdong Province，Guangzhou 510091)

Abstract Objective To compare the expression of C /EBPβ in the psoriasis vulgaris tissue and the normal con-
trol group，and to analyze the correlation between the expression of C /EBPβ and the PASI score of patients with
psoriasis，and to explore the pathogenesis of psoriasis． Methods C /EBPβ protein and mＲNA expressiong leves of
tissus from 15 psoriasis and 10 healthy controls were determined by immunochemistry and real-time quantitative re-
verse transcription polymerase chain reaction ( ＲT-PCＲ ) ，and analyzing the correlation between the express of
CEBPβ and PASI of patients ． Ｒesults Immunohistochemistry showed that CEBPβ was widely expressed in the
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nucleus of each layer of epidermis，mainly in the upper part of stratum spinosum and granular layer． In normal con-
trol group，C /EBPβ was abundantly expressed in the nucleus of each layer of epidermis． C /EBPβ protein and mＲ-
NA expression was significantly decreased in psoriasis compared to the normal control( P ＜ 0. 05) ． Pearson correla-
tion analysis showed that C /EBPβ protein expression was negatively correlated with PASI score( r = － 0. 604，P =
0. 017) ． Conclusion The decrease of C /EBPβ expression may participate in the development of psoriasis．
Key words psoriasis vulgaris; tissue; C /EBPβ; immunohistochemistry; PCＲ
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VIP 在肝癌中的表达及与巨噬细胞极化的相关性的研究
王 涛，葛勇胜，刘文斌，束清华，石 旭

摘要 目的 探讨肝细胞癌( 简称肝癌) 组织中血管活性肽

( VIP) 表达及其与癌组织中肿瘤相关巨噬细胞( TAM) 极化

的关系。方法 使用免疫组化的方法检查 90 例肝癌组织标

本中癌组织和癌组织 2 cm 以外正常组织内的 VIP 蛋白的表

达情况，及相应炎症细胞中 TAM 和两个亚型标志物 CD68、
CD206、CD11c 蛋白表达情况; Western blot、实时 定 量 PCＲ
( qＲT-PCＲ) 法检测 VIP 在 20 对新鲜冰冻标本肝癌及癌旁正

常组织中的相对表达量。结果 Western blot 和 qＲT-PCＲ 检

测结果示在蛋白和 mＲNA 水平上，肝癌组织中 VIP 的相对

表达量均高于癌旁组织( P ＜ 0. 01 ) 。免疫组化显示 VIP 在

肝癌癌组织中阳性表达率为 80% ( 72 /90) ，显著高于癌旁正

常组织的阳性表达率 29% ( 26 /90) 。VIP 在肝癌组织中的表

达和患者临床因素中肝硬化、年龄相关性有统计学意义( χ2

= 12. 63、4. 756，P ＜ 0. 05) ，而与肝癌患者的肿瘤包膜、肝癌

TNM 分期、肿瘤大小等其他临床病理特征相关性无统计学

意义; 肝癌组织中 VIP 的表达强度与 TAM 标志物 CD68 和

M2 型巨噬细胞标志物 CD206 的表达强度呈正相关性，而与

M1 型巨噬细胞标志物 CD11c 呈负相关性。结论 VIP 在肝

癌组织中表达高于癌旁组织，其表达与患者肝硬化及患者年

龄相关，提示 VIP 与肝癌的发生和发展有一定关系; VIP 可

能促进 TAM 向 M2 型极化来影响肝癌的生长。
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肝细胞癌( 简称肝癌) 是消化系统最常见的实

体肿瘤之一［1］，原发性肝癌患者由于多药耐药而预

后较差［2］，患者总体复发率达到 70%。虽然肝癌的

诊断和治疗手段不断提升，但其结果仍不理想，早期

对肝癌所形成的认识以及评价重点为以临床背景作

为基 础 的 配 套 肿 瘤 分 期 ( 如: BCLC 以 及 TNM 分

期) 。而近些年来肿瘤微环境的概念越来越得到人

们的重视，其在肿瘤的预后及评价中发挥重要作用，

免疫细胞作为肿瘤微环境的肿瘤组成部分［3］，免疫

细胞中的肿瘤相关巨噬细胞( tumor-associated mac-
rophage，TAM) 被发现起着越来越重要作用。TAM
一般可以界定为两个基础分类: 经典激活的促炎症

M1 型，替代性 M2 型。前期研究［4］表明: M2 型巨噬

细胞在肝癌患者晚期阶段的表达显著高于 M1 型巨

噬细胞，并且影响其预后。那是什么原因会导致晚

期肝癌中 M1 型巨噬细胞和 M2 型巨噬细胞表达的

差异促使进一步探究。
血管活性肽( vasoactive intestinal peptide，VIP)

是由 28 个氨基酸组成的多肽，血管活性肠肽具有广

泛的生理作用，涉及各个系统。研究［5］显示 VIP 与

恶性肿瘤的关系密切，如: 一些恶性肿瘤组织中 VIP
含量增加，能调节 TNFα，IL-6，，IL-12 和 INOS，参与

肿瘤的免疫逃逸，其原理可能与巨噬细胞的极化有

关。然而，VIP 与肝癌的关系鲜有报道，该研究通过

该研究通过 Western blot 法和实时定量 PCＲ 法检测

VIP 在肝癌组织和癌旁组织中的表达，同时免疫组

化染色检测肝癌组织和癌旁组织中 VIP 及巨噬细胞

标志物 CD68，M1 巨噬细胞标记物 CD11c 以及 M2
型巨噬细胞标志物 CD206 的表达，初步探讨肝癌组

织中 VIP 的表达及其与巨噬细胞极化的关系。
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