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摘要:目的 探讨特应性皮炎(AD)患者皮损中炎症相关 microRNAs及趋化因子的表达水平与其中医证型的关联。方法 
AD患者79例辨证分型(湿热内蕴、脾虚湿盛、血虚风燥)后,分别采用qPCR和免疫组化法检测皮损标本中的5个炎症相关

microRNAs及趋化因子的表达情况,并对不同证型皮损中 microRNAs差异表达的免疫调节作用进行分析。结果 湿热内蕴

组中 miR21相对表达量上调而 miR125b下降明显,两者与血虚风燥组及正常对照组相比差异均有显著性意义(P<0.01);
此时TARC/CCL17表达量较高,阳性颗粒主要分布于基底层和真皮层。脾虚湿盛组中 miR155表达量较高,明显高于其他2
组和正常对照组(P<0.01),miR203虽有所下调,但与其他几组相比差异均不具有统计学意义(P>0.05);此时皮损中表达最

高的是CTACK/CCL27分子,散在分布于表皮与真皮,RANTES/CCL5与湿热内蕴组相比亦表达上调。血虚风燥组中 miR
146a的表达水平有所上调,与湿热内蕴组及正常对照组相比差异有统计学意义(P<0.01);RANTES/CCL5表达增高,明显高

于湿热内蕴组(P<0.01);TARC/CCL17分子与脾虚湿盛组相比亦有所上调。结论 microRNAs分子表达谱在 AD不同证

型患者皮损中存在差异表达,其介导的不同免疫炎症组织损伤可能是AD不同临床表现的物质基础。
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ABSTRACT OBJECTIVE ToexploretherelationshipbetweenexpressionprofilesofmicroRNAsandchemokinesandChinese
medicinesyndromesintheskinlesionsofpatientswithatopicdermatitis METHODS 79patientsofADweredividedinto
threegroups groupofinternaldampheataccumulation groupofexcessivedampnessduetospleendeficiencyandgroupof
blooddeficiencyandwinddryness accordingtosyndromedifferentiation TheqPCRandimmunohistochemistrytechniques
wereusedtodetecttheexpressioncharacteristicsoffivemicroRNAsandthreechemokinesrelatedtoskininflammationsin
AD Immunoregulationofthesedifferentialexpressionswerestatisticallyanalyzed RESULTS Increasedexpressionlevelsof
miR21anddecreasedexpressionlevelsofmiR125bwereseeninthegroupofinternaldampheataccumulation whichweresig-
nificantlydifferentfromthenormalcontrolgroupandthegroupofblooddeficiencyandwinddryness P<0 01  Atthesame
timethehigherexpressionofTARC CCL17wasnoticedandthepositivemoleculeswereseenlocatedinthebasallayerofthe
epidermisanddermis TheexpressionofmiR155wassignificantlyhigherthantheothertwogroupsandthenormalcontrol

groupinthegroup P<0 01  TheexpressionofmiR203decreased butnostatisticallysignificantdifferencewerenoticed
whencomparedtotheothergroups P>0 05  ThehighestexpressionofCTACK CCL27moleculeswereseenscatteredinthe
epidermisanddermis Inthegroupofblooddeficiencyandwinddryness miR146expressionhasbeenraised withsignificant
statisticaldifferencefromtheothergroups P<0 01  RANTES CCL5expressionincreased higherthanthegroupofinternal
dampheataccumulation P<0 01  ThesamechangewasseenforTARC CCL17expression CONCLUSION ThemicroR-
NAexpressionprofilesdifferentiallyexpressedinADpatientswithdifferentsyndromes leadingtodifferentinflammatorytis-
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  特应性皮炎(AD)是一种儿童常见的遗传性和

免疫性疾病,中医认为是由于脾肾亏虚,外加风、湿、
热诸邪,相搏于皮肤而发病。AD反复发作和缓解

的过程,正是心火亢盛(湿热内蕴)和脾虚相互交替

起主导作用的结果,长期病程导致血虚风燥。小

RNA(microRNAs,miRNAs)是近年来发现的能调

节免疫靶基因表达的一组单链小分子RNA,通过转

录后水平抑制靶基因的表达,在AD免疫反应的各

个阶段都可发挥重要的调控作用。SONKOLYE
发现miR155主要表达在侵袭性的免疫细胞中,随
着T细胞亚群的活化分化而上调,可通过靶基因

CTLA4分子直接负向调控 T淋巴细胞免疫[1]。

LYUY等发现miR203和miR4835p分子在AD
患儿血清中表达增加,miR203上调与sTNFRI及

sTNFRII分子相关;在部分血清IgE异常表达患儿

尿液中 miR203分子明显下调,这种患者预后较

差[2]。RebaneA则发现慢性AD患者miR146a可

抑制IFNγ诱导的与CCL5、CCL8、泛素D相关的

众多前炎症因子;在 miR146a缺乏的小鼠真皮大

量的炎症细胞浸润,CCL5为 miR146a的直接靶分

子之一,miR146a可通过核转录因子kappaB途径

缓解慢性皮炎症状[3],这些研究均表明 miRNAs分

子与趋化因子在AD病程中作用显著。目前国内外

研究证据表明miRNAs分子与AD密切相关,其中

有5个主要介导免疫炎症反应分子(miR21、miR
155、miR125b、miR146a和 miR203)在 AD病程

中作用显著,但每个分子在AD不同病程中所起作

用及相互关系尚不明了[46]。为探明 AD 各证型

miRNAs表达谱与与皮损中CXC和CC型趋化因

子之间关系,本文运用qPCR和免疫组化法检测79
例AD患者皮损中这5个分子和相应趋化分子的表

达水平,并对其结果进行分析,现报道如下。

1 临床资料

入选患者均来自我科2013年3月-2015年5
月门诊 AD病例276例,患者均均符合 Willimans
1994年提出的 AD诊断标准[7]。本实验排除资料

不全以及合并有其他疾病等因素的患者后,实际研

究对象79例分组为湿热内蕴证组26例、脾虚湿盛

证组28例和血虚风燥证组25例(辨证分型标准参

照《中医皮肤性病学(临床版)》[8]及《中医皮肤科病

症诊断疗效标准》[9]等),年纪2~15岁,病程1a以

上,每年缓解期≤3月者;另外设立正常对照组21
例。本研究经广西中医药大学附属第一医院医学伦

理委员会审查后批准,并获得全部患者的知情同意。

2 方法

2.1 试剂

一 抗 TARC/CCL17、CTACK/CCL27、RAN-
TES/CCL5与即用型SABC免疫组化染色试剂盒

均购自武汉博士德和北京中杉金桥生物技术公司。

TRizol和反转录试剂盒购自美国Invitrogen公司;

qPCR检测试剂盒和 WizardDNA纯化试剂盒购自

美国Promega公司;所有引物均由中国北京赛百盛

基因技术有限公司合成。

2.2 皮损组织中miR21、miR155、miR125b、miR
146a和miR203表达水平检测

皮肤标本:留取AD患者四肢或颈部典型病变

皮损边缘的标本,且1周内未应用药物外用治疗。
环钻法取直径约4mm的皮肤标本,同期21例正常

的皮肤组织作为正常对照组。不同证型AD患者皮

损组织标本无菌PBS溶液清洗后加入Trizol处理

进行RNA抽提,然后使用分光光度计测量RNA的

浓度和纯度。选取D260/D280>1.8和D260/D230
>2.0的RNA用于miRNAs分析,以U6作为内参

照,设计其特异性茎环反转录引物(引物序列见表

1),参照反转录试剂盒说明书加样,将RNA反转录

成cDNA。然后以cDNA为模板,利用qPCR检测

试剂盒进行PCR扩增。根据每孔荧光信号达到阈

值时经历的循环数作为 Ct值,采用相对定量法

(ΔCt=CtmiRNA-CtU6),以2-ΔCt表示目的基因相对

表达量。

2.3 皮 损 中 趋 化 因 子 TARC/CCL17、CTACK/

CCL27和RANTES/CCL5分子的表达水平检测

取患者皮损部位组织分别经10%甲醛固定,常
规石蜡包埋后,用防脱片制成4μm石蜡切片,采用

SABC免疫组化染色法,将石蜡组织切片裱于经多

聚赖氨酸处理的清洁载玻片上,60℃烘烤20min;
滴加一抗(抗体稀释浓度为1∶500),37℃60min;
滴加生物素标记的二抗,37℃30min;滴加三抗

(SABC),37℃30min;DAB显色,苏木素复染,1%
盐酸乙醇分化。以上步骤均用0.01mol/LPBS
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(PH7.4)冲洗3次,每次5min,PBS为空白对照。
表1 miR21、miR203、miR125b、miR146a和 miR155mRNA引物序列

基因 引物序列(5'➝3')

hsamiR146a UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU
hsamiR146a RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGAACCCATGGA
hsamiR146a F ACACTCCAGCTGGGTGAGAACTGAAT
hsamiR125b UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA

hsamiR125b RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGTCACAAGTT
hsamiR125b F ACACTCCAGCTGGGTCCCTGAGACCCT
hsamiR21 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA

hsamiR21 RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGTCAACATCA
hsamiR21 F ACACTCCAGCTGGGTAGCTTATCAGACT
hsamiR155 UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU

hsamiR155 RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGACCCCTAT
hsamiR155 F ACACTCCAGCTGGGTTAATGCTAATCGT
hsamiR203 GUGAAAUGUUUAGGACCACUAG

hsamiR203 RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGCTAGTGGT
hsamiR203 F ACACTCCAGCTGGGGTGAAATGTTTA

AllR TGGTGTCGTGGAGTCG
U6F CTCGCTTCGGCAGCACA
U6R AACGCTTCACGAATTTGCGT

  高倍镜下随机选取5个视野(每视野细胞数不

少于200个),按阳性细胞所占百分比及着色深浅进

行综合计分。按染色强弱计分:阴性为0分,淡黄色

染色为1分,中度黄色染色为2分,棕褐色染色为3
分。阳性细胞所占百分比≤10%记为0分,10%~
25%(含25%)为1分,25%~50%(含50%)为2
分,50%~75%(含75%)为3分,>75%为4分。
以上2项分值的乘积作为评定的最后得分:9~12
分为强阳性(3+),6~8分为阳性(2+),1~4分为

弱阳性(+),0分为阴性(-)。用显微成像系统采

集相应的图像,应用ImageProplus6.0图像彩色分

析系统进行图像半定量分析,测定每个视野内阳性

表达区域的积分光密度值(IOD)。

2.4 统计学方法

应用SPSS18.0软件对数据进行统计学处理,
计量资料以x±s表示,组间比较均采用配对t检

验,以P<0.05为差异有统计学意义。

3 结果

辨证分型79例 AD患者皮损组织中 miR21、

miR155、miR146a和 miR203表达水平检测结果

如表2所示。qPCR检测结果显示,以 U6为内参

照,湿热内蕴组中 miR21相对表达量与血虚风燥

组相比上调显著,差异有统计学意义(P<0.01);同
时亦高于正常对照组。miR125b则是在湿热内蕴

组中下调明显,与正常对照组和血虚风燥组相比差

异均有统计学意义(P<0.01)。脾虚湿盛组中miR
155表达量较高,明显高于其他两组和正常对照组

(P<0.01);而血虚风燥组中 miR146a的表达水平

有所上调,与湿热内蕴组及正常对照组相比差异有

统计学意义。miR203虽在脾虚湿盛组中有所下

调,但与其他几组相比差异均不具有统计学意义(P
>0.05)。

表2 各组 miR21、miR203、miR125b、miR146a和 miR155mRNAs表达水平比较(x±s)

组别 n miR21 miR155 miR125b miR146a miR203
湿热内蕴 26 3.64±0.98 2.07±0.85 0.38±0.22 0.62±0.37 0.83±0.38
脾虚湿盛 28 1.75±0.66** 9.18±1.70** 0.72±0.41** 0.81±0.35 0.54±0.36**

血虚风燥 25 0.64±0.30**## 4.32±0.96**## 0.94±0.46** 1.56±0.82**## 0.90±0.45##

正常对照 21 0.62±0.29**## 1.57±0.38*△△## 1.34±0.65**△△ 0.85±0.39△△ 0.89±0.34##

注:与湿热内蕴组比较,*P<0.05,**P<0.01;与脾虚湿盛组比较,##P<0.01;与血虚风燥组比较,△△P<0.01。

  不同证型 AD病例皮损中趋化因子 TARC/

CCL17、CTACK/CCL27和 RANTES/CCL5分子

的表达水平检测结果如下:79例AD标本中不同证

型皮损中趋化因子表达水平和表达部位存在明显差
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异。CTACK/CCL27的表达以胞质和胞浆内出现

棕黄至棕褐色颗粒者为阳性细胞,TARC/CCL17、
和RANTES/CCL5则为胞膜、胞浆呈黄色颗粒状

(见图1),其中RANTES/CCL5成片或灶状分布于

皮损的中上部,呈棕黄或深棕色。不同证型 AD病

例皮损中各组趋化因子的阳性表达量用积分光密度

值计算,湿热内蕴组TARC/CCL17表达量较高,主
要见于在基底层和真皮层阳性表达。脾虚湿盛组中

表达最高的是CTACK/CCL27分子,散在分布于表

皮与真皮。RANTES/CCL5分子则是在脾虚湿盛

组和血虚风燥组中表达量明显上调。结果见表3。

表3 各组皮损中趋化因子表达水平的检测(x±s)

组别 n TARC/CCL17 CTACK/CCL27 RANTES/CCL5
湿热内蕴组 26 70.28±13.65 25.13±3.90 11.24±3.57
脾虚湿盛组 28 69.84±14.21 48.71±9.37** 43.57±8.90**

血虚风燥组 25 32.15±6.04**## 43.95±11.27** 3.17±0.86**##
注:与湿热内蕴组比较,**P<0.01;与脾虚湿盛组比较,##P<0.01。

图1 趋化因子在不同证型皮损中的表达

4 讨论

本研究表明,5个炎症相关 microRNA分子和

趋化因子在AD不同证型皮损和正常对照组中表达

水平存在明显差异。TARC/CCL17在湿热内蕴组

中表达较高,皮损标本内 miR125b下降明显而

miR21相对表达量上调,患者皮损多为潮红肿胀,
脂水淋漓等湿热内蕴之表现。SONKOLYE认为

TNFα通路与 miR125b在AD中表达下调相关,
而另一个相关分子则是 miR146a。TNFα可协同

Th2型细胞趋化因子TARC/CCL17诱导扩大炎症

反应,引起CTACK/CCL27的表达增强[10]。MA-
CHURAE等也发现在 AD 患者血清中 TARC/

CCL17和CTACK/CCL27表达水平明显高于荨麻

疹或过敏性哮喘患者,炎症倾向于迁延不愈[11]。综

上分析,我们认为湿热内蕴组 miR125b下降可能

通过TNFα相关通路诱导TARC/CCL17分子的

表达,从而引起真皮炎症细胞的浸润(湿毒和热邪蕴

结在真皮层)。此时 miR21有所上调,但其调节机

制及与miR125b的关系目前尚不明了。StaedelC
认为miR125和miR21等分子均共同参与机体对

抗细菌感染的免疫应答反应中,miR21可能与细菌

感染相关[12]。

AD脾虚湿盛组中miR203相对表达量有所下

调,而miR155上调显著,此时CTACK/CCL27表

达水平明显高于其他2组,RANTES亦有部分表

达。miR203是皮肤特异性的 microRNA分子,在
许多黏膜病毒感染性疾病如卵巢癌和鼻咽癌等肿瘤

组织中高表达[13]。miR203同时也是表达有组织

特异性的发育调控因子,在增殖细胞中低表达,其高

表达抑制增殖,诱导并促进细胞分化。CTACK/

CCL27主要由皮肤角质形成细胞产生,它是表皮表

现出正常生长周期的重要分子。Simka认为如果

CTACK/CCL27功能障碍将导致骨髓衍生角化细

胞前体向表皮创面聚集受限,最终引起皮肤慢性创

面的难愈合[14]。因此我们推测 miR203相对表达

量下调可能与表皮角质细胞抑制细胞异常过度增殖

分化相关,而CTACK/CCL27的上调则是促进表皮

细胞的正常角化,但 miR203是否通过CTACK/

CCL27介导免疫调控作用尚不得而知。此外,miR
155是一个典型的多功能 miRNA,它参与了血细胞

生成、炎症和免疫等多种生物学过程[15]。YANG
LL发现伤口部位的miR155表达急性下调可减弱

炎症反应和纤维化反应,miR155拮抗剂可引起前

炎症因子IL1β和TNFα释放减少而抗炎因子IL
10表达增加[16]。MALMHALLC在呼吸道过敏性

炎症小鼠模型中发现 miR155可以修改Th2性免

疫反应,介导嗜酸性粒细胞浸润的炎症反应[17]。嗜
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酸性粒细胞浸润意味着病程的慢性化和表皮角化失

常,因此 miR155可能和 RANTES/CCL5协同作

用引起皮疹的向慢性化发展。概括来说,在脾虚湿

盛组 皮 损 中,正 常 角 化 (miR203 和 CTACK/

CCL27的调节)和慢性化发展(miR155和 RAN-
TES/CCL5的介导)两种趋化因素同时存在,疾病

可向两个不同方向进展。
本研究表明血虚风燥组 miR146a相对表达量

明显上调,与湿热内蕴组及正常对照组相比差异有

统计学意义。miR146a是一个具有抗炎特性的NF
κB通道依赖型miRNA。PERRYMM等发现在人

肺泡A549上皮细胞中IL1β诱导的 miR146a和

miR146b分 子 可 负 向 调 节IL8和 RANTES/

CCL5的表达释放;miR146a、IL8和RANTES的

作用 主 要 是 通 过 NFκB 和JNK1/2通 路[18]。

RANTES/CCL5高表达可导致表皮重塑引起慢性

苔藓样改变,而TARC/CCL17分子表达亦有部分

表达,可能与Th17细胞介导免疫相关,具体作用机

制尚不明了。
从上述结果可以看出,microRNA分子和趋化

因子在不同证型AD患者皮损中存在明显的差异表

达,这可能是不同AD临床表现的物质基础。miR-
NAs表达谱在 AD皮肤黏膜免疫中起着至关重要

的作用,下一步将对比分析患者血液和尿液中 miR-
NAs及相关因子的表达情况,以期为AD的中医辨

证分型的规范化及治疗提供有价值的分子靶点。
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