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  [摘 要] 目的 观察复方莪术油乳膏对咪喹莫特乳膏(IMQ)诱导小鼠银屑病皮损的治疗作用及其对细

胞间黏附因子-1(ICAM-1)和一氧化氮(NO)的影响。方法 将44只BALB/c小鼠随机分为空白对照组、IMQ
模型组、乳膏基质对照组、5%莪术油组和10%莪术油组,除IMQ模型组12只外,其余每组8只。除空白对照

组涂抹凡士林外,其他4组连续14
 

d涂抹62.5
 

mg
 

5%
 

IMQ,诱导小鼠银屑病皮损模型,于第7天分别给予凡

士林、乳膏基质、5%和10%莪术油乳膏治疗。根据银屑病面积、严重程度指数评分和皮肤厚度评估皮损炎症严

重程度,通过苏木精-伊红染色分析银屑病小鼠皮损组织学变化,观察脾脏形态并计算脾指数。通过酶联免疫吸

附试验测定第8、11天IMQ模型组小鼠,以及第15天各组小鼠血清ICAM-1、NO水平。结果 复方莪术油乳

膏明显降低IMQ诱导的银屑病样小鼠表皮增厚、炎性细胞浸润,并减轻IMQ诱导的小鼠脾脏肿大,明显抑制

血清ICAM-1水平,诱导NO释放,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 复方莪术油乳膏可能通过抑制

ICAM-1介导的炎性细胞黏附,同时,上调NO水平促进表皮屏障修复,改善IMQ诱导的小鼠银屑病皮损。
[关键词] 银屑病; 复方莪术油乳膏; 细胞间黏附因子-1; 一氧化氮

DOI:10.3969/j.issn.1009-5519.2023.02.003 中图法分类号:R758.63;R986
文章编号:1009-5519(2023)02-0192-07 文献标识码:A

Effects
 

of
 

compound
 

zedoary
 

turmeric
 

oil
 

cream
 

on
 

IMQ-induced
 

psoriasis
 

in
 

mice
 

and
 

its
 

influence
 

on
 

ICAM-1
 

and
 

NO*

QIAN
 

Ying1,DAI
 

Yi1,YU
 

Huilin2,GE
 

Runamu2,ZHAO
 

Tingting3△

(1.The
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Zunyi
 

Medical
 

University,Zunyi,Guizhou
 

563000,China;

2.Chongqing
 

Medical
 

University,Chongqing
 

400016,China;3.Experimental
 

Teaching
 

Management
 

Center,Chongqing
 

Medical
 

University,Chongqing
 

400016,China)
[Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

therapeutic
 

effect
 

of
 

compound
 

zedoary
 

turmeric
 

oil
 

(ZTO)
 

cream
 

on
 

psoriasis
 

skin
 

lesions,induced
 

by
 

imiquimod
 

cream
 

(IMQ)
 

in
 

mice
 

and
 

its
 

effects
 

on
 

intercellular
 

ad-
hesion

 

molecule-1
 

(ICAM-1)
 

and
 

nitric
 

oxide
 

(NO).Methods A
 

total
 

of
 

44
 

BALB/c
 

mice
 

were
 

randomly
 

di-
vided

 

into
 

the
 

blank
 

control
 

group,the
 

IMQ
 

model
 

group,the
 

cream
 

matrix
 

control
 

group,the
 

5%
 

ZTO
 

group
 

and
 

the
 

10%
 

ZTO
 

group,with
 

8
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

except
 

for
 

12
 

mice
 

in
 

the
 

IMQ
 

model
 

group.In
 

addition
 

to
 

applying
 

vaseline
 

in
 

the
 

blank
 

control
 

group,62.5
 

mg
 

5%
 

IMQ
 

was
 

applied
 

in
 

other
 

four
 

groups
 

for
 

14
 

d
 

to
 

in-
duce

 

psoriasis
 

lesions
 

in
 

mice.On
 

the
 

7th
 

day,vaseline,cream
 

matrix,5%
 

and
 

10%
 

ZTO
 

were
 

applied
 

respec-
tively

 

for
 

treatment.Psoriasis
 

area
 

and
 

severity
 

index
 

scores
 

and
 

skin
 

thickness
 

were
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

se-
verity

 

of
 

inflammation
 

in
 

psoriasis
 

mice.Hematoxylin-eosin
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

histological
 

chan-
ges

 

of
 

skin
 

lesions
 

in
 

psoriasis
 

mice,and
 

spleen
 

morphology
 

was
 

observed
 

and
 

spleen
 

index
 

was
 

calculated.Se-
rum

 

ICAM-1
 

and
 

NO
 

levels
 

were
 

measured
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

in
 

the
 

IMQ
 

model
 

group
 

on
 

the
 

8th
 

day
 

and
 

11th
 

day,and
 

in
 

each
 

group
 

on
 

the
 

15th
 

day.Results Compound
 

ZTO
 

cream
 

significantly
 

reduced
 

IMQ-induced
 

epidermal
 

thickening
 

and
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration
 

in
 

psoriasis
 

mice,alleviated
 

IMQ-
induced

 

spleen
 

enlargement
 

in
 

mice,significantly
 

inhibited
 

serum
 

ICAM-1
 

level
 

and
 

induced
 

NO
 

release,with
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statistically
 

significant
 

differences
 

(P<0.05).Conclusion Compound
 

ZTO
 

cream
 

may
 

improve
 

IMQ-induced
 

psoriatic
 

lesions
 

in
 

mice
 

by
 

inhibiting
 

ICAM-1-mediated
 

inflammatory
 

cell
 

adhesion
 

and
 

promote
 

epidermal
 

barrier
 

repair
 

by
 

up-regulating
 

NO
 

level
 

to
 

improve
 

IMQ-induced
 

psoriasis
 

in
 

mice.
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  银屑病是一种慢性炎症性疾病,临床表现为红色

斑块、鳞屑和瘙痒。在银屑病皮损部位角质形成细胞

与树突状细胞、免疫细胞等串扰,形成炎症的恶性循

环。而白细胞介素-23(IL-23)/IL-17炎症轴在驱动银

屑病的发生、发展中发挥着重要作用。内、外源性刺

激(如遗传因素和皮肤屏障破坏等)均会诱导浆细胞

样树突状细胞等释放IL-23,激活辅助性T淋巴细胞

17分泌IL-17和肿瘤坏死因子-α(TNF-α)等促炎性细

胞因子,进而促进角质细胞过度增殖并分泌其他炎症

介质[1]。其中细胞间黏附因子-1(ICAM-1)参与了T
淋巴细胞的激活、迁移、黏附和再激活,介导斑块的形

成和维持[2]。ICAM-1以可溶性ICAM-1(sICAM-1)
在血清中被检测到。sICAM-1不仅在一定程度上反

映表皮中ICAM-1表达水平,且与病情严重程度及活

动度密切相关[3-4]。此外,银屑病中的内源性一氧化

氮(NO)在角质形成细胞的增殖、分化及炎症调节中

发挥着复杂的双相作用。低水平 NO
 

诱导角质形成

细胞增殖,加重炎症;高水平 NO诱导角质形成细胞

分化,有助于表皮屏障恢复[5]。因此,促进 NO释放

可能是减轻银屑病炎症及修复皮肤屏障的新方向。
网络药理学分析表明,莪术油可作用于合成NO

的诱导型一氧化氮合酶(iNOs)和内皮型一氧化氮合

酶(eNOs),且含有莪术醇、β-榄香烯和吉马酮等多种

成分,具 有 抗 炎、抗 肿 瘤、抗 氧 化 和 抗 菌 等 生 物 活

性[6-7]。其中β-榄香烯及相关衍生物可能通过激活磷

酸肌醇-3激酶/蛋白激酶B/eNOs信号通路诱导NO
释放,改善内皮功能障碍[8-9]。以β-榄香烯为母体化

合物引入呋喃烷
 

NO
 

供体基团开发出的β-榄香烯杂

合体,显示出了显著的抗肿瘤活性[10]。莪术油可能是

作用于银屑病的潜在NO供体,从而达到治疗银屑病

的作用。
据文献报道,莪术油外用治疗银屑病具有较好的

疗效,且不良反应较小,适合银屑病稳定期患者长期

维持用药,以预防皮损复发,但其降低银屑病炎症并

抑制表皮增厚的作用机制尚不明确[11-12]。本研究通

过建立咪喹莫特乳膏(IMQ)诱导的小鼠银屑病皮损

模型,初步探讨了莪术油对银屑病稳定期小鼠血清

ICAM-1、NO水平的调节作用,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器 BALB/c小鼠44只(雄性、体重

18~25
 

g),由重庆医科大学实验动物中心提供[实验

动物使用许可证号:SYXK(渝)2018-0003],严格按实

验动物3R原则给予实验动物人道主义关怀。莪术油

购于江西省吉水县健民天然香料油厂,IMQ购于四川

明欣药业有限责任公司,凡士林购于联合利华(中国)
有限公司,乳膏基质为遵义医科大学附属医院自制,

ICAM-1、NO酶联免疫吸附(ELISA)试剂盒均购于江

苏酶免实业有限公司,光学显微镜购自宁波舜宇仪器

有限公司,KD-BM 组织包埋机购自浙江省金华市科

迪仪器设备有限公司,Leica
 

RM2255(徕卡)组织切片

机购自徕卡显微系统(上海)贸易有限公司,MULTI-
SKAN

 

GO酶标仪购自赛默飞世尔科技(中国)有限

公司,均由重庆医科大学创新实验室提供。

1.2 方法

1.2.1 动物造模、分组和给药 适应性饲养小鼠1
周后刮除背部绒毛,形成大小2

 

cm×3
 

cm暴露区域。
将44只BALB/c小鼠随机打上1~44号耳标,采用

计算机Excel表格函数生成44个随机不重复整数。
按照空白对照组、IMQ模型组、乳膏基质对照组、5%
莪术油组和10%莪术油组的顺序依次完成随机分组,

IMQ模型组12只,其余每组8只。随机适应性饲养

3
 

d后除空白对照组涂抹凡士林外,其余4组连续

14
 

d每天于小鼠背部裸露皮肤涂抹5%
 

IMQ
 

62.5
 

mg,
于第7天开始分别给予凡士林、乳膏基质、5%莪术油、

10%莪术油进行治疗,用量均为12.5
 

mg/cm2。

1.2.2 皮损严重程度评估及取材 根据银屑病面积

和严重程度指数(PASI),于第2、4、6、8、12、14天进行

评分,皮损红斑、鳞屑、浸润增厚程度均为0~4分,三
者评分相加即为总评分。具体评分标准:无皮损计0
分,轻度皮损计1分,中度皮损计2分,重度皮损计3
分,极重度皮损计4分。给药第8、11天随机抽取2
只IMQ模型组小鼠处死,余下实验动物于第15天全

部处死。眼球取血,2
 

000
 

r/min离心10
 

min,吸取上

清液备用。同时,迅速剥离小鼠背部裸露皮肤组织,
游标卡尺测量皮肤厚度,每只小鼠取3个表皮位置进

行测量,取平均值,然后置于4%多聚甲醛中固定备

用。剥离小鼠脾脏组织,观察脾脏长度并称重,计算

脾指数(脾脏重量/体重)。评估莪术油抗银屑病活性

实验设计见图1。
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图1  评估莪术油抗银屑病活性实验设计

1.2.3 苏木精-伊红(HE)染色及组织病理观察 皮

肤组织用4%多聚甲醛固定,经脱水后包埋在石蜡中。
使用HE染色对5

 

μm石蜡切片进行染色。在光学显

微镜下评估银屑病的组织病理学特征,包括过度角

化、颗粒层变薄或消失、棘层肥厚、表皮波浪状起伏并

向真皮下延伸,以及皮脂腺增多、炎性细胞浸润等。

1.2.4 ELISA检测血清ICAM-1、NO表达 使用

ELISA法对各组小鼠血清ICAM-1、NO水平进行定

量分析,具体操作步骤严格按试剂盒说明书进行。

1.3 统计学处理 应用 Graphpad
 

prism
 

5软件绘

图,应用SPSS22.0统计软件进行数据分析,计量资料

以x±s表示,组间比较采用单因素方差分析。P<
0.05表示差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 各组小鼠不同时间点PASI评分比较 各组小

鼠第0~8天均逐渐出现红斑、浸润、鳞屑等。IMQ模

型组小鼠第8~14天PASI评分出现下降,但仍明显

高于空白对照组,差异均有统计学意义(P<0.05)。
乳膏基质对照组、5%莪术油组、10%莪术油组小鼠

PASI评分均高于IMQ模型组,差异均有统计学意义

(P<0.05)。见图2。

  注:A.不同时间点PASI总分;B.治疗后PASI总分;aP<0.05。
 

图2  各组小鼠不同时间点PASI评分比较

2.2 各组小鼠不同时间点表皮厚度比较 IMQ模型

组小鼠不同时间点表皮厚度均明显高于空白对照组,
差异均有统计学意义(P<0.05)。见图3。IMQ模型

组、乳膏基质对照组、5%莪术油组、10%莪术油组小

鼠表皮厚度均明显高于空白对照组,差异均有统计学

意义(P<0.05);与IMQ模型组比较,5%莪术油组小

鼠表皮厚度明显降低,差异均有统计学意义(P<
0.05);与乳膏基质对照组比较,5%莪术油组、10%莪

术油组小鼠表皮厚度均明显降低,差异均有统计学意

义(P<0.05)。见表1、图4。

  注:aP<0.05。

图3  IMQ模型组与空白对照组小鼠不同时间点表皮

厚度比较

表1  各组小鼠表皮厚度比较(x±s,mm)

组别 n 表皮厚度

空白对照组 8 0.19±0.02

IMQ模型组 12 0.37±0.07a

乳膏基质对照组 8 0.42±0.06a

5%莪术油组 8 0.29±0.08abc

10%莪术油组 8
 

0.33±0.03ac

  注:与空白对照组比较,aP<0.05;与IMQ 模型组比较,bP<

0.05;与乳膏基质对照组比较,cP<0.05。
 

  注:aP<0.05。

图4  各组小鼠表皮厚度比较

2.3 各组小鼠皮肤组织病理学特征比较 与空白对

照组比较,IMQ模型组、乳膏基质对照组、5%莪术油
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组、10%莪术油组小鼠均出现不同程度表皮增厚、角
化过度、角化不全、颗粒层变薄、棘层肥厚、表皮突呈

杵状向真皮下延伸等。此外,皮脂腺增多,出现 Mun-
ro微脓肿和大量炎性细胞浸润。见图5。

图5  各组小鼠皮肤组织病理学特征比较(HE染色,200×)

2.4 各组小鼠脾肿大情况比较 与空白对照组比

较,IMQ模型组小鼠脾脏大小和重量均明显增加,且
脾指数也增加,差异均有统计学意义(P<0.05);与

IMQ模型组、乳膏基质对照组比较,5%莪术油组、

10%莪术油组小鼠脾脏大小和重量均明显降低,且脾

指数也降低,差异均有统计学意义(P<0.05)。见表

2,图6、7。
表2  各组小鼠脾肿大情况比较(x±s,×10-3)

组别 n 脾指数

空白对照组 8 3.22±0.44

IMQ模型组 8 10.13±1.75a

乳膏基质对照组 12 8.96±1.18a

5%莪术油组 8 6.45±1.11abc

10%莪术油组 8 7.27±1.25abc

  注:与空白对照组比较,aP<0.05;与IMQ 模型组比较,bP<

0.05;与乳膏基质对照组比较,cP<0.05。

图6  各组小鼠脾脏大小比较

2.5 各组小鼠不同时间点血清ICAM-1、NO水平比

较 IMQ模型组小鼠第0、8、11、15天血清ICAM-1、

NO 水 平 见 表 3、图 8。IMQ 模 型 组 小 鼠 血 清

ICAM-1、NO水平与空白对照组比较,差异均无统计

学意义(P>0.05);与空白对照组、乳膏基质对照组比

较,5%莪术油组、10%莪术油组小鼠血清ICAM-1水

平均明显降低,差异有统计学意义(P<0.05);与

IMQ模型组比较,10%莪术油组小鼠血清ICAM-1水

平明显降低,差异有统计学意义(P<0.05);与空白对

照组比较,乳膏基质对照组和5%莪术油组小鼠血清

NO水平均明显升高,差异均有统计学意义(P<
0.05);与IMQ模型组比较,5%莪术油组小鼠血清

NO水平明显升高,差异有统计学意义(P<0.05)。
见表4、图9。

  注:aP<0.05。

图7  各组小鼠脾指数比较

表3  IMQ模型组小鼠不同时间点血清ICAM-1、

   NO水平(x±s)

项目 第0天 第8天 第11天 第15天

ICAM-1(ng/mL) 76.51±0.87 77.27±0.80 72.77±1.48 77.35±5.52

NO(μmol/L) 5.13±0.91 5.05±0.75 6.49±0.22 5.70±0.14
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图8  IMQ模型组不同时间点血清ICAM-1、NO水平

表4  各组小鼠血清ICAM-1、NO水平比较(x±s)

组别 n ICAM-1(ng/mL) NO(μmol/L)

空白对照组 8 76.51±0.87 5.13±0.91

IMQ模型组 8 77.35±5.52 5.70±0.14

乳膏基质对照组 12 75.42±5.54 6.47±1.11a

5%莪术油组 8 71.84±3.41ac 6.56±0.40ab

10%莪术油组 8 69.56±4.62abc 5.73±1.36

  注:与空白对照组比较,aP<0.05;与IMQ 模型组比较,bP<

0.05;与乳膏基质对照组比较,cP<0.05。

  注:aP<0.05。

图9  各组小鼠血清ICAM-1、NO水平比较

3 讨  论

银屑病是一种慢性炎症疾病,分为急性发病期、
稳定期和消退期。IMQ诱导的银屑病小鼠模型可模

拟与人类相似的银屑病病程。在银屑病急性发病期

IMQ激活Toll样受体7/8,通过IL-23/IL-17炎症轴

激活下游炎症级联反应,并招募中性粒细胞和树突状

细胞等免疫细胞迁移至表皮[1]。而在银屑病稳定期,
尽管局部炎性细胞因子,如IL-22和TNF-α短暂增加

后降低,但表皮中浸润的免疫细胞与持续激活的转录

激活因子1(STAT1)、STAT3,以及腺苷受体共同维

持了稳定期银屑病局部皮损[13-14]。此外,IMQ诱导的

小鼠银屑病复发模型表明,即使肉眼观察皮损消退,
小鼠局部皮肤仍保留银屑病的病理改变,病灶中浸润

的记忆CD8+T淋巴细胞容易再次被IMQ激活而复

发银屑病[15]。
目前,银屑病无法治愈,银屑病患者需接受持续

治疗,以防止复发。急性模型不适合长期治疗药物的

研究。因此,本研究连续7
 

d涂抹IMQ诱导小鼠急性

发病期银屑病皮损,再通过维持剂量IMQ模拟慢性

炎症稳定期,即第8~14天,以更好地模拟慢性银屑

病患者体内的长期炎症状态[16]。本研究结果显示,

IMQ持续作用7
 

d诱发小鼠背部皮肤的红斑、鳞屑和

浸润,第8~14天IMQ模型组小鼠银屑病皮损消退,
但仍表现出严重的表皮组织病理学改变,以及脾指数

的明显增加。涂抹5%、10%莪术油乳膏治疗后可明

显减少小鼠表皮厚度、减轻炎性细胞浸润和脾脏肿

大,而乳膏基质对照组小鼠PASI评分仍高于IMQ模

型组,可能是因为乳膏基质对皮肤存在较轻微的刺激

性。因此,推测PASI评分在IMQ诱导的银屑病稳定

期小鼠模型中可能存在不准确性,尤其是当稳定期

IMQ模型组的肉眼造模效果下降时治疗药物对皮肤

的不良反应可能会干扰对药物疗效的评估。
本研究结果显示,涂抹5%、10%莪术油乳膏治疗

后小鼠血清ICAM-1水平明显低于空白对照组和

IMQ模型组,提示莪术油可能具有较强抑制银屑病病

灶内免疫细胞黏附的作用。而5%莪术油组小鼠血清

NO水平明显高于空白对照组和IMQ模型组,可能与

莪术油作用于iNOs、eNOs有关。另外,乳膏基质成

分中常见的成分为石蜡,可激活多环芳烃芳香烃受

体,诱导NO释放。表明莪术油乳膏可能上调NO水

平抑制角质细胞增殖并促进其分化,逆转低水平NO
引发的炎性反应。

急性期和缓解期银屑病患者血清中均可检测到

显著升高的sICAM-1[17]。在受到γ干扰素和TNF-α
等炎性细胞因子刺激后角质细胞及真皮层中微血管内

皮细胞上的膜型ICAM-1会脱落释放sICAM-1[18]。病
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灶中增高的基质金属蛋白酶-9切割
 

ICAM-1胞外域也

会促进内皮细胞释放sICAM-1[19]。鉴于sICAM-1常

被认为是动态观测银屑病疗效及预后的炎症标志物,抑
制其释放可能是一种有效的抗银屑病策略[20]。本研究

结果显示,莪术油明显降低了血清ICAM-1水平,发挥

了抗炎作用。此外,莪术油可能作为一种停用依法珠

单抗(阻断淋巴细胞功能相关抗原-1
 

α亚基CD11a与

配体ICAM-1结合)后的过渡性治疗药物,持续靶向

ICAM-1以阻止T淋巴细胞和树突状细胞流入皮肤,
进而延长缓解期,增强生物制剂的疗效。

银屑病局部皮损中核因子κB、Janus激酶/信号

转导 子 与 转 录 激 活 子 等 炎 症 通 路 诱 导iNOs表

达[21-22],但过表达精氨酸酶1与其竞争底物L-精氨

酸,最终导致iNOs活性降低,产生较低水平的 NO,
刺激角质形成细胞过度增殖,并增加血管通透性,促
进炎症介质渗出[23]。另外,银屑病局部病灶中缺氧、
高氧化应激、精氨酸酶活跃的微环境诱导eNOs解偶

联,产生超氧化物而不是NO,同样会导致NO的生物

利用度降低[24-26]。而较高水平 NO则可抑制角质形

成增殖并促进其正常的分化和凋亡,诱导角化包膜及

丝聚蛋白表达,有助于表皮屏障稳态恢复[5]。高水平

NO还显著抑制角质细胞产生ICAM-1[27]。此外,临
床使用局部NO供体显著改善了银屑病皮损的红斑、
脱屑等[28]。结合iNOs、eNOs对表皮渗透屏障潜在

的正向调节作用[29-30],本研究假设莪术油可能通过调

控iNOs、eNOs上调血清NO水平,进而抑制角质形

成细胞增殖并促进其分化。
综上所述,本研究证明了复方莪术油乳膏对IMQ

诱导的银屑病稳定期小鼠的治疗作用。复方莪术油

乳膏不仅下调血清ICAM-1水平,阻止免疫细胞迁

移,而且诱导高水平 NO抑制角质细胞增殖,最终降

低银屑病体内炎症水平和表皮厚度。
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