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本维莫德调控 ＮＲＦ２／ＲＯＳ／ＮＬＲＰ３通路减轻特应性皮炎
陆　芸１，２，董丽萍１，２，黄茂欣１，２，王　宇１，２，邓婷月１，２，肖风丽１，２，３

（１安徽医科大学第一附属医院皮肤科，合肥　２３００３２；２安徽医科大学皮肤病研究所
皮肤病教育部重点实验室，合肥　２３００３２；３炎症免疫疾病安徽省实验室，合肥　２３００３２）

摘要　目的　探讨本维莫德（ＢＶＭ）治疗特应性皮炎（ＡＤ）的作用机制。方法　利用ＴＮＦα和ＩＦＮγ刺激ＨａＣａＴ细胞，将细胞
分为ＣＯＮ组，ＴＮＦα／ＩＦＮγ组，ＴＮＦα／ＩＦＮγ、ＢＶＭ组，ＴＮＦα／ＩＦＮγ、ＢＶＭ、ＭＬ３８５组；ＤＮＣＢ诱导Ｂａｌｂ／ｃ小鼠的ＡＤ模型，动物
分为ＣＯＮ组、ＤＮＣＢ组、ＤＮＣＢ＋ＢＶＭ组、ＤＮＣＢ＋ＴＡＣ组，评估ＢＶＭ效果，及其在抗氧化及焦亡调节中的作用。结果　与对照
组相比，ＢＶＭ抑制了ＴＮＦα和ＩＦＮγ刺激的ＨａＣａＴ细胞炎症反应，改善了ＤＮＣＢ诱导的ＡＤ小鼠模型皮损和炎症；同时，使核
因子Ｅ２相关因子２（ＮＲＦ２）相关抗氧化应激蛋白表达显著增加，细胞活性氧（ＲＯＳ）水平及焦亡蛋白表达显著降低。结论　
ＢＶＭ可通过激活ＮＲＦ２／ＲＯＳ／ＮＬＲＰ３通路抑制焦亡，从而减轻ＡＤ中的炎症反应。
关键词　本维莫德；特应性皮炎；焦亡；ＮＬＲＰ３；ＮＲＦ２；ＲＯＳ
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　　特应性皮炎（ａｔｏｐｉｃｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ，ＡＤ）是常见的慢
性炎症性皮肤病，已有研究［１］表明焦亡与 ＡＤ的发
病存在密切关系。焦亡通常由炎症小体 ＮＯＤ样受
体热蛋白结构域相关蛋白 ３（ＮＯＤｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ
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Ｇａｓｄｅｒｍｉｎ蛋白家族成员执行，导致细胞内容物的释
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放［２］。活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）被认为
是ＮＬＲＰ３炎症小体激活的关键介质之一［３］。炎症

小体的激活和随后的焦亡导致促炎细胞因子释放，

放大皮肤中的炎症反应并导致 ＡＤ的发生发展［４］。

本维莫德（ｂｅｎｖｉｔｉｍｏｄ，ＢＶＭ）是一种小分子治疗药
物，可激活核因子Ｅ２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈ
ｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，ＮＲＦ２）通路，参与ＲＯＳ的细胞
防御［５］。目前尚不清楚 ＢＶＭ是否能通过抑制 ＲＯＳ
的生成干扰焦亡而减轻 ＡＤ。该研究通过细胞和动
物实验探索ＢＶＭ的抗氧化应激及抑制焦亡的作用。
结果表明ＢＶＭ可激活ＮＲＦ２／ＲＯＳ／ＮＬＲＰ３通路抑制
焦亡，从而减轻 ＡＤ中的炎症反应。该研究为治疗
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ＡＤ提供了新的思路，未来可通过抑制焦亡通路来
治疗炎症性皮肤病。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验所用细胞　永生化人角质形成细胞
（ＨａＣａＴ）购自南京凯基生物科技发展有限公司。
１．１．２　实验试剂　ＮＬＲＰ３（Ｔ５５６５）、ＧａｓｄｅｒｍｉｎＤ
（ＧＳＤＭＤ）（Ｐ３０８２３）、半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋
白酶 １（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１，
ｃａｓｐａｓｅ１）（Ｍ０２５２８０）（上海艾比玛特医药科技有限
公司），白 细 胞 介 素１８（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１８，ＩＬ１８）
（１０６６３１ＡＰ）、ＩＬ１β（ＷＬ００８９１）、ＮＲＦ２（８０５９３１
ＲＲ）、３磷酸甘油醛脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）（６０００４１ｌｇ）、山羊抗
鼠（ＳＡ００００１１）、山羊抗兔（ＳＡ００００１２）、组蛋白 Ｈ３
（ＨｉｓｔｏｎＨ３）（８１９８４２ＲＲ）（武汉三鹰生物技术有限
公司），活性氧检测试剂盒（１５１２２０２０）（沈阳万类生
物技术有限公司），醌氧化还原酶 １［ｑｕｉｎｏｎｅｏｘｉ
ｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ１ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ，ＮＱＯ１］（ＳＣ３２７９３）、血红
素加氧酶１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１）（ＳＣ３９０９９１）
（美国Ｓａｎｔａ公司），细胞计数试剂盒８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇ
ｋｉｔ８，ＣＣＫ８）（５２１９４２）（合肥白鲨生物科技有限公
司），乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）细胞
毒性检测试剂盒（Ｃ００１６）、Ｃａｌｃｅｉｎ／ＰＩ细胞活性与细
胞毒性检测试剂盒（Ｃ２０１５Ｓ）（上海碧云天生物技术
有限公司），组织切片活性氧检测试剂盒（ＢＢ
４７０５１６）（上海贝博生物科技有限公司）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　将ＨａＣａＴ细胞置于１０％胎牛血
清的ＤＭＥＭ培养基中（美国 ＧｉｂｃｏＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ公
司），在３７℃和 ５％ ＣＯ２培养箱里培养。使用 １０
ｎｇ／ｍＬ的肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，
ＴＮＦα）和干扰素γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ＩＦＮγ）（苏州近岸
蛋白质科技股份有限公司）刺激 ＨａＣａＴ细胞，用二
甲基亚砜制备１００ｍｍｏｌ／ＬＢＶＭ储备溶液（广东中

昊药业有限公司）观察其作用。

１．２．２　动物实验　使用Ｂａｌｂ／ｃ小鼠（雌性，１８～２２
ｇ，６～８周，２４只），饲养在ＳＰＦ级别环境中，１２ｈ的
光暗循环条件，室温２０～２５℃，湿度５０％ ～６０％，
自由进食、饮水，适应性饲养７ｄ后开始实验。小鼠
购自江苏集萃药康生物，动物实验经安徽医科大学

伦理委员会批准（批号：ＬＬＳＣ２０２４２２４３）。
　　将小鼠采用随机数字表法分为对照组、ＤＮＣＢ
组、ＤＮＣＢ＋ＢＶＭ组、ＤＮＣＢ＋他克莫司（ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ，
ＴＡＣ）组，每组６只。ＤＮＣＢ组于实验第１、４、７天使
用２％ ＤＮＣＢ（２０μＬ）溶液均匀涂抹在小鼠耳部皮
肤，第１４天开始，每２ｄ用０５％ ＤＮＣＢ（２０μＬ）溶
液进行连续致敏刺激。ＤＮＣＢ＋ＢＶＭ／ＴＡＣ组用
０５％ ＤＮＣＢ涂抹于耳部４ｈ后增加１％ ＢＶＭ乳膏
（广东中昊药业有限公司）或０１％ ＴＡＣ乳膏（沈阳
安斯泰来制药有限公司）治疗。对照组给予溶液基

质（丙酮 ∶橄榄油 ＝３∶１）刺激，时间频率和 ＤＮＣＢ
组相同。流程见图１。处决所有小鼠后，收集耳部
组织保存于４％多聚甲醛或 －８０℃冰箱中，用于后
期实验。

１．２．３　皮炎评分、耳朵厚度、脾脏指数的评估及组
织病理观察　检测给药前后各组小鼠耳部皮损炎症
情况［６］。使用游标卡尺测量每只小鼠的双耳厚度，

测量耳廓同一区域３次，取平均厚度。测量小鼠的
体质量与脾脏质量。将组织制成石蜡包埋或新鲜冰

冻组织切片。苏木精 －伊红染色（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏ
ｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ，Ｈ＆Ｅ）观察组织病理。甲苯胺蓝染色
（ｔｏｌｕｉｄｉｎｅｂｌｕｅｓｔａｉｎｉｎｇ，ＴＢ）检测肥大细胞。每张病
理切片随机选择３个区域检测表皮和真皮厚度、肥
大细胞数。免疫组织化学（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，
ＩＨＣ）法检测 ＮＬＲＰ３、ＧＳＤＭＤ、Ｃａｓｐａｓｅ１（１∶１００）表
达情况。使用活性氧试剂盒测量小鼠耳部新鲜冰冻

组织中的 ＲＯＳ水平，在正置显微镜下（德国徕卡
ＤＭ６Ｂ）观测ＲＯＳ荧光强度。
１．２．４　细胞活力、ＲＯＳ及 ＬＤＨ检测　根据相关
试剂盒说明书处理细胞，通过多功能酶标仪（ＰＥ

图１　ＤＮＣＢ诱导特应性皮炎小鼠流程图

Ｆｉｇ．１　ＦｌｏｗｃｈａｒｔｏｆＤＮＣＢｉｎｄｕｃｅｄａｔｏｐｉｃｄｅｒｍａｔｉｔｉｓｍｉｃｅ
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ＥｎＳｐｉｒｅ）检测细胞存活率、ＲＯＳ与ＬＤＨ水平。
１．２．５　碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅｓｔａｉｎｉｎｇ，ＰＩ）染
色　根据试剂盒方案进行洗涤染色检测。通过全自
动活细胞成像仪对各组染色的活细胞进行成像。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（ＷＢ）实验　使用ＲＩＰＡ缓冲液
收集细胞或动物组织蛋白质，ＳＤＳＰＡＧＥ进一步分
离并转移到硝酸纤维素膜，封闭后分别用一抗（１∶
１０００ ＮＬＲＰ３／ＧＳＤＭＤ／Ｃａｓｐａｓｅ１／ＩＬ１β／ＮＲＦ２／
ＮＱＯ１／ＨＯ１，１∶３０００ＩＬ１８，１∶５００００ＧＡＰＤＨ／
ＨｉｓｔｏｎＨ３）在 ４℃下孵育过夜。之后将膜与二抗
（１∶１００００山羊抗兔或山羊抗鼠）在 ４℃下孵育
１ｈ。最后进行条带检测。
１．２．７　实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ，ｑＲＴＰＣＲ）实验　提取小鼠皮肤组织中的 ｍＲ
ＮＡ进行分析。ＮＲＦ２引物序列：正向 ５′ＴＣＴＴＧ
ＧＡＧＴＡＡＧＴＣＧＡＧＡＡＧＴＧＴ３′， 反 向 ５′ＧＴＴ
ＧＡＡＡＣＴＧＡＧＣＧＡＡＡＡＡＧＧＣ３′。
１．３　统计学处理　采用ｔ检验对两组进行比较，多
组间的比较采用单因素方差分析。使用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ８０进行数据分析。所有数据以 珋ｘ±ｓ表示。Ｐ
＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＢＶＭ抑制ＨａＣａＴ细胞焦亡　ＮＬＲＰ３的过度
激活可诱导焦亡导致炎性细胞因子的大量释放，为

探究ＢＶＭ能否减轻 ＨａＣａＴ细胞中焦亡的程度，首
先使用ＣＣＫ８试剂盒测定不同浓度的 ＢＶＭ溶液对
ＨａＣａＴ细胞活力的影响。结果显示２０、４０、６０μｍｏｌ／Ｌ
的ＢＶＭ对ＨａＣａＴ细胞无明显毒性，细胞活力均不
低于９０％（图２Ａ）。随后，使用 ＴＮＦα和 ＩＦＮγ建
立炎症细胞模型。刺激２４ｈ后，细胞内ＲＯＳ水平明
显升高，在ＢＶＭ的治疗作用下，细胞内 ＲＯＳ水平随
ＢＶＭ浓度的升高而降低（Ｆ＝５４８６，Ｐ＜００００１）
（图２Ｂ）。ＷＢ结果显示，随着ＢＶＭ浓度的增加，焦
亡蛋白ＮＬＲＰ３（Ｆ＝８１７８，Ｐ＜００００１）、ＧＳＤＭＤＮ
（Ｆ＝４７２８，Ｐ＜００００１）、Ｃａｓｐａｓｅ１（Ｆ＝７３５１，Ｐ
＜００００１）、ＩＬ１β（Ｆ＝５２７３，Ｐ＜００００１）和ＩＬ１８
（Ｆ＝５５１７，Ｐ＜００００１）表达水平逐渐降低，ＮＲＦ２
（Ｆ＝５１５６，Ｐ＜００１）及下游抗氧化基因 ＨＯ１（Ｆ
＝３６７７，Ｐ＜００１）和ＮＱＯ１（Ｆ＝３８５４，Ｐ＜００１）
的蛋白表达水平依次升高（图２Ｃ－Ｅ）。由于 ＢＶＭ
在６０μｍｏｌ／Ｌ治疗效果最好，后续实验选择此浓度。
以上结果表明，ＢＶＭ可抑制 ＮＬＲＰ３炎症小体的激
活进而抑制细胞发生焦亡。与此同时，ＢＶＭ促进

ＮＲＦ２移位至细胞核，并激活下游抗氧化基因 ＨＯ１
和ＮＱＯ１。
２．２　ＢＶＭ 通过激活 ＮＲＦ２通路抑制 ＴＮＦα和
ＩＦＮγ诱导的焦亡 　探索 ＮＲＦ２与 ＲＯＳ以及焦亡
的关系，加入 ＮＲＦ２抑制剂 ＭＬ３８５（５μｍｏｌ／Ｌ）处理
ＨａＣａＴ细胞。结果显示，加入 ＭＬ３８５处理后，ＲＯＳ
水平高于 ＢＶＭ组，这表明 ＭＬ３８５的处理可消除
ＢＶＭ对 ＲＯＳ产生的抑制作用（图３Ａ）。收集细胞
上清液以测量ＬＤＨ释放量。结果表明，ＭＬ３８５阻断
了ＢＶＭ对 ＬＤＨ的抑制作用（Ｆ＝５９２５，Ｐ＜００００１）
（图３Ｂ）。ＰＩ染色结果显示 ＢＶＭ可降低 ＴＮＦα

和ＩＦＮγ处理后的细胞死亡率，而 ＭＬ３８５则阻断了
ＢＶＭ的这种作用（图 ３Ｃ）。ＷＢ结果显示，ＭＬ３８５
可阻断ＢＶＭ对ＮＲＦ２（Ｆ＝２９７３，Ｐ＜０００１）、ＨＯ１
（Ｆ＝９５７６，Ｐ＜００００１）、ＮＱＯ１（Ｆ＝１７７３，Ｐ＝
００００２）蛋白的增强作用，同时抵消了 ＢＶＭ对 ＮＬ
ＲＰ３（Ｆ＝１５８０，Ｐ＜０００１）、ＧＳＤＭＤＮ（Ｆ＝４５８０，
Ｐ＜０００１）、Ｃａｓｐａｓｅ１（Ｆ＝３８７６，Ｐ＜０００１）、ＩＬ
１β（Ｆ＝４９５８，Ｐ＜００００１）和 ＩＬ１８（Ｆ＝５１８１，Ｐ
＜００００１）蛋白的抑制作用（图３Ｄ－Ｆ）。这些结果
表明，ＢＶＭ可通过激活 ＮＲＦ２通路抑制 ＲＯＳ的产
生，同时抑制ＮＬＲＰ３炎症小体激活诱导的焦亡。
２．３　ＢＶＭ对焦亡的抑制受 ＲＯＳ水平的调控　为
验证ＲＯＳ是否导致上述焦亡过程，向细胞中加入２０
μｍｏｌ／Ｌ的ＲＯＳ激活剂（Ｈ２Ｏ２）和１０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＲＯＳ
抑制剂（ＮＡＣ）。加入 Ｈ２Ｏ２后，ＮＬＲＰ３（Ｆ＝７４５７，
Ｐ＜００００１）、ＧＳＤＭＤＮ（Ｆ＝６８７６，Ｐ＜００００１）、
Ｃａｓｐａｓｅ１（Ｆ＝３８４８，Ｐ＜００００１）的表达水平较对
照组均升高（图４Ａ、Ｂ）。而加入 ＮＡＣ后，ＮＬＲＰ３（Ｆ
＝７７４６，Ｐ＜００００１）、ＧＳＤＭＤＮ（Ｆ＝４２３１，Ｐ＜
００００１）、Ｃａｓｐａｓｅ１（Ｆ＝７４０３，Ｐ＜００００１）表达
水平较ＴＮＦα和ＩＦＮγ组有所下降（图４Ｃ、Ｄ）。因
此，ＴＮＦα和 ＩＦＮγ诱导的焦亡，可被 Ｈ２Ｏ２进一步
上调并被ＮＡＣ下调。
２．４　ＢＶＭ 改善特应性皮炎小鼠症状　为探讨
ＢＶＭ在体内作用，本研究构建了 ＤＮＣＢ诱导的 ＡＤ
模型小鼠（图１）。小鼠耳部皮肤出现明显红斑、部
分糜烂、结痂伴有搔抓次数增多等表现，显示ＡＤ造
模成功。病理染色结果显示，与 ＤＮＣＢ组相比，
ＤＮＣＢ＋ＢＶＭ／ＴＡＣ组耳部表皮明显变薄（Ｆ＝
１６８７，Ｐ＜００００１），肥大细胞浸润数明显减少，炎
症减轻（图５Ａ、Ｂ）；脾脏大小、脾脏指数（Ｆ＝２８３４，
Ｐ＜００００１）以及皮炎评分（Ｆ＝４１９４，Ｐ＜００００１）
显著下降（图５Ｃ－Ｅ），显示了ＢＶＭ和ＴＡＣ具有相同

·２９４１· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ａｕｇ；６０（８）



图２　ＢＶＭ抑制ＨａＣａＴ细胞焦亡

Ｆｉｇ．２　ＢＶＭ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨａＣａＴｃｅｌｌ

　　Ａ：ＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＣＣＫ８ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＲＯＳｌｅｖｅｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＯＳＡｓｓａｙＫｉｔｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｃ，Ｄ，Ｅ：ＷＢａｎａｌｙｓｉｓｗａｓ

ｕｓｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮＬＲＰ３，ＧＳＤＭＤＮ，Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ２０，ＩＬ１８，ＩＬ１βａｎｄＮＲＦ２，ＨＯ１，ＮＱＯ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜００００１ｖｓＮＣ；＃Ｐ＜００５ｖｓＴＮＦα／ＩＦＮγｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５ｖｓＴＮＦα／ＩＦＮγ＋ＢＶＭ（２０μｍｏｌ／Ｌ）ｇｒｏｕｐ；
▲Ｐ＜００５ｖｓＴＮＦα／ＩＦＮγ＋ＢＶＭ（４０μｍｏｌ／Ｌ）ｇｒｏｕｐ．

的效果。

２．５　ＢＶＭ改善特应性皮炎小鼠 ＲＯＳ水平及焦亡
程度　利用小鼠模型验证ＢＶＭ能否改善 ＲＯＳ水平
及焦亡程度。ＤＮＣＢ组 ＲＯＳ荧光强度与对照组相
比明显升高，而 ＤＮＣＢ＋ＢＶＭ／ＴＡＣ组 ＲＯＳ荧光水
平对比ＤＮＣＢ组则显著下降（图６Ａ）。ｑＲＴＰＣＲ结
果显示，ＢＶＭ显著提高 ＮＲＦ２ｍＲＮＡ的表达（Ｆ＝
２５８３，Ｐ＜００００１）（图６Ｂ）。ＷＢ结果显示，对比
ＤＮＣＢ组，ＤＮＣＢ＋ＢＶＭ／ＴＡＣ组的 ＮＬＲＰ３（Ｆ＝

４８３６，Ｐ＜００００１），ＧＳＤＭＤＮ（Ｆ＝１１４４，Ｐ＜
００１），Ｃａｓｐａｓｅ１（Ｆ＝３３６５，Ｐ＜００００１），ＩＬ１８
（Ｆ＝１７４５，Ｐ＜０００１）和 ＩＬ１β（Ｆ＝２２０８，Ｐ＜
０００１）蛋白水平明显下降，ＮＲＦ２（Ｆ＝３７５１，Ｐ＜
００００１）、ＨＯ１（Ｆ＝７１４９，Ｐ＜００００１）、ＮＱＯ１（Ｆ
＝２８５０，Ｐ＜００００１）蛋白水平明显上升（图６Ｃ－
Ｅ）。ＩＨＣ检测结果与ＷＢ结果一致（图６Ｆ）。以上
结果表明，ＢＶＭ可通过增强 ＮＲＦ２表达，降低 ＲＯＳ
水平，抑制焦亡而改善ＡＤ（图７）。
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图３　ＢＶＭ通过激活ＮＲＦ２通路抑制ＴＮＦα和ＩＦＮγ诱导的焦亡

Ｆｉｇ．３　ＢｅｎｖｉｔｉｍｏｄｉｎｈｉｂｉｔｅｄＴＮＦα／ＩＦＮγｉｎｄｕｃｅｄｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｖｉａＮＲＦ２ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

　　Ａ：ＲＯＳＡｓｓａｙＫｉｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＲＯＳｉｎｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｋｉｔｗａｓｕｓｅｄｄｅｔｅｃｔ

ＬＤＨｌｅｖｅｌｓｉｎｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＰＩｓｔａｉｎｉｎｇ×１００；Ｄ，Ｅ，Ｆ：ＷＢａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｕｓｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮＬＲＰ３，ＧＳＤＭＤＮ，

Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ２０，ＩＬ１８，ＩＬ１βａｎｄＮＲＦ２，ＨＯ１，ＮＱＯ１ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１，Ｐ＜００００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，
＃＃＃＃Ｐ＜００００１ｖｓＴＮＦα／ＩＦＮγｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１，△△△Ｐ＜０００１，△△△△ Ｐ＜００００１ｖｓＴＮＦα／ＩＦＮγＢＶＭｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜００５，
▲▲Ｐ＜００１ｖｓＴＮＦ－α／ＩＦＮ－γ＋ＢＶＭ＋ＭＬ３８５ｇｒｏｕｐ．

３　讨论

　　ＡＤ的发病机制涉及各种病理因素，ＮＬＲＰ３炎
性小体的激活可能是其发展的关键触发因素［７］。

焦亡会加重ＡＤ等炎症性皮肤病［８］。在 ＡＤ患者皮
损中检测出焦亡相关蛋白水平的升高［９］。本研究

中，ＢＶＭ可以通过激活 ＮＲＦ２／ＲＯＳ／ＮＬＲＰ３调节轴，
显著减少ＡＤ细胞模型与动物模型中焦亡相关蛋白
的产生。

　　在ＡＤ患者中，氧化应激是评估皮肤炎症中重
要指标。过量ＲＯＳ会诱发高氧化应激，加重 ＡＤ患
者皮肤中的氧化损伤和膜脂质过氧化，导致细胞死
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图４　ＢＶＭ对焦亡的抑制受ＲＯＳ水平的调控

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｂｙＢＶＭｗａｓｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙＲＯＳｌｅｖｅｌｓ
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图５　 ＢＶＭ改善特应性皮炎小鼠症状

Ｆｉｇ．５　Ｂｅｎｖｉｔｉｍｏｄｉｍｐｒｏｖｅｄｓｙｍｐｔｏｍｓｉｎａｔｏｐｉｃｄｅｒｍａｔｉｔｉｓｍｉｃｅ

　　Ａ：Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ，ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ×２０，ＴＢｓｔａｉｎｉｎｇ×２０；Ｂ：Ｅａｒｔｉｓｓｕｅｔｈｉｃｋｎｅｓｓ；Ｃ：Ｓｐｌｅｅｎｓｉｚｅ；Ｄ：

Ｓｐｌｅｅｎｉｎｄｅｘ；Ｅ：Ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓｓｃｏｒｅ；Ｐ＜０００１ｖｓＣＯＮｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＤＮＣＢｇｒｏｕｐ．
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图６　ＢＶＭ改善特应性皮炎小鼠ＲＯＳ水平及焦亡程度

Ｆｉｇ．６　ＢＶＭｉｍｐｒｏｖｅｄｔｈｅＲＯＳｌｅｖｅｌｓａｎｄｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎａｔｏｐｉｃｄｅｒｍａｔｉｔｉｓｍｉｃｅ

　　Ａ：ＲＯＳｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｍｏｕｓｅｅａｒｔｉｓｓｕｅｓ×１０；Ｂ：ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＮＲＦ２ｉｎｍｏｕｓｅｅａｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｃ，Ｄ，Ｅ：ＷＢａ

ｎａｌｙｓｉｓｗａｓｕｓｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓＮＬＲＰ３，ＧＳＤＭＤＮ，Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ２０，ＩＬ１８，ＩＬ１βａｎｄＮＲＦ２，ＨＯ１，ＮＱＯ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ

ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｆ：ＩＨＣｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＮＬＲＰ３，ＧＳＤＭＤ，Ｃａｓｐａｓｅ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｍｏｕｓｅｅａｒｔｉｓｓｕｅｓ×２０；Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＜

００００１ｖｓＣＯＮｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１，＃＃＃＃Ｐ＜００００１ｖｓＤＮＣＢｇｒｏｕｐ．

亡，从而加重ＡＤ［１０］。ＲＯＳ的产生是ＮＬＲＰ３炎症小
体激活的常见上游机制，抑制细胞中ＲＯＳ水平可以
抑制ＮＬＲＰ３炎症小体的激活［１１］。

　　三期临床实验［１２］显示 ＢＶＭ能有效治疗 ＡＤ。

ＢＶＭ可激活ＮＲＦ２抑制ＲＯＳ水平，但对于焦亡的影
响并无研究。本研究显示，ＢＶＭ的治疗减轻了 ＡＤ
小鼠的皮炎症状和组织病理学损伤，ＢＶＭ可通过抑
制焦亡通路治疗ＡＤ。通过ＤＮＣＢ诱导小鼠，ＴＮＦα
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图７　ＢＶＭ调控ＮＲＦ２／ＲＯＳ／ＮＬＲＰ３通路减轻特应性皮炎机制图

Ｆｉｇ．７　ＴｈｅｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｒａｗｉｎｇｏｆｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆＢｅｅｎｖｉｔｉｍｏｄ

ａｔｔｅｎｕａｔｉｎｇａｔｏｐｉｃｄｅｒｍａｔｉｔｉｓｂｙｍｏｄｕｌａｔｉｎｇｔｈｅＮＲＦ２／ＲＯＳ／ＮＬＲＰ３

ｐａｔｈｗａｙ（ＣｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｂｉｏＲｅｎｄｅｒ．ｃｏｍ，ｗｉｔｈｐｅｒｍｉｓｓｉｏｎ）

和ＩＦＮγ诱导ＨａＣａＴ细胞，建立 ＡＤ小鼠模型和细
胞模型，再使用ＢＶＭ治疗。本实验再现了 ＡＤ小鼠
皮肤典型的病理变化，并且有效降低了细胞以及

ＡＤ模型小鼠的焦亡程度。
　　ＢＶＭ能激活ＮＲＦ２抗氧化信号通路，该通路在
细胞对ＲＯＳ和亲电应激的防御中起重要作用［１３］。

在ＴＮＦα和ＩＦＮγ诱导的ＨａＣａＴ炎症细胞中，ＢＶＭ
通过上调 ＮＲＦ２抗氧化应激通路，减少 ＲＯＳ的产生
来抑制 ＮＬＲＰ３、ＧＳＤＭＤ、Ｃａｓｐａｓｅ１的激活及 ＩＬ１β、
ＩＬ１８炎症因子的释放。ＲＯＳ激活剂 Ｈ２Ｏ２增强
ＲＯＳ对 ＮＬＲＰ３炎性小体的促进作用，ＲＯＳ抑制剂
ＮＡＣ则逆转此作用，这表明 ＲＯＳ对 ＮＬＲＰ３炎症小
体的激活有直接作用。动物实验中，ＢＶＭ减轻
ＤＮＣＢ诱导的 ＡＤ模型小鼠的皮炎症状，抑制小鼠
体内 ＲＯＳ及焦亡相关蛋白的产生。此外，ＢＶＭ减
少脾脏指数提示其可能系统性地抑制 Ｔｈ２细胞活
化，但本研究未检测Ｔｈ２相关细胞因子（如ＩＬ４、ＩＬ
１３），需后续实验补充。以上观察结果支持了 ＢＶＭ
能通过调节 ＮＲＦ２／ＲＯＳ／ＮＬＲＰ３轴减少 ＡＤ中的炎
症损伤和焦亡的结论。此研究为抑制焦亡途径可治

疗ＡＤ这一结论提供了进一步的支持。
　　本研究有一定的局限性。一是研究范围仅限于
焦亡经典途径在 ＡＤ中的作用，并且未检测焦亡特
征性事件（如细胞膜孔形成或ＡＴＰ释放）；二是需通
过ＮＲＦ２基因敲除动物模型或 ＣｈＩＰ实验验证其直
接靶点。

　　综上所述，ＢＶＭ通过上调 ＮＲＦ２的表达激活抗
氧化应激通路，减少 ＲＯＳ的产生，有效抑制 ＡＤ中
的焦亡程度，从而起到治疗 ＡＤ的作用，揭示了
ＢＶＭ可通过 ＮＲＦ２／ＲＯＳ／ＮＬＲＰ３轴减轻 ＡＤ中的炎

症损伤和焦亡。
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