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【摘　要】　目的：探讨电针对银屑病复发模型小鼠的治疗作用，并从记忆 T 细胞分化及肿瘤坏死因子受体

相关因子 2（TRAF2）/核因子 κB（NF-κB）信号通路角度探讨其作用机制。方法：将 BALB/c 小鼠分批用于

复发模型及机制验证实验。复发模型设空白对照组、模型组、电针组、甲氨蝶呤组及电针+甲氨蝶呤组；验

证实验增设电针+NF-κB 抑制剂组和电针+NF-κB 激动剂组。采用背部涂抹咪喹莫特（IMQ）诱导银屑病

复发模型。电针干预选取“曲池”“足三里”，疏密波，频率 2 Hz/30 Hz，强度 1 mA，每日 1 次，连续 7 d，每次

15 min。观察皮损变化并进行银屑病皮损面积及严重程度指数（PASI）评分；苏木精-伊红（HE）染色观察皮

损处皮肤组织病理学改变；ELISA 法检测皮损处皮肤组织中白细胞介素（IL）-6、IL-17A、IL-15 及肿瘤坏死

因子 -α（TNF-α）含量；实时荧光定量 PCR 法检测皮损处皮肤组织 IL-15、C-X-C 模体趋化因子（CXCL）9、
CXCL10、C-X-C 趋化因子受体 3（CXCR3）mRNA 表达；流式细胞术检测皮损组织中 CD8⁺组织常驻记忆 T 细

胞（TRM）及 CD4+ TRM 比例；Western blot 法检测皮损处皮肤组织中磷酸化 NF-κB p65（p-NF-κB p65）、NF-κB 
p52、磷酸化 TRAF2（p-TRAF2）、磷酸化 p38 丝裂原活化蛋白激酶（p-p38 MAPK）、蛋白表达。结果：与空白

对照组相比，模型组 PASI，IL-6、TNF-α、IL-17A 含量、CD8⁺及 CD4⁺ TRM 比例，IL-15、CXCL9、CXCL10、
CXCR3 mRNA 表达，p-TRAF2、p-NF-κB p65、NF-κB p52 表达均显著升高（P<0.01，P<0.05）。与模型组

相比，电针及电针+甲氨蝶呤组上述指标均显著逆转（P<0.01，P<0.05）。与甲氨蝶呤组相比，两电针组上

述指标（除 IL-17A，CD4⁺TRM 比例外）均显著降低（P<0.01，P<0.05）。与电针组相比，电针+甲氨蝶呤组

CD8⁺CD103⁺TRM、CXCL9、CXCL10 mRNA 及 p-NF-κB p65 表达进一步降低（P<0.01，P<0.05）。验证实

验中，与模型组相比，电针及电针+NF-κB 抑制剂组皮损、炎性因子、CD8⁺CD103⁺ TRM、CD4+ TRM 比例，

p-TRAF2、p-NF-κB p65 表达，CXCL9、CXCL10、CXCR3 mRNA 表达均显著改善（P<0.01，P<0.05）；与电

针组相比，电针+抑制剂组上述指标（除 PASI）进一步降低（P<0.05，P<0.01），电针+激动剂组 IL-6、TNF-α、
IL-17A、IL-15 含 量，CD8 ⁺ CD103 ⁺ TRM 比 例，p-TRAF2、p-NF- κB p65 蛋 白 表 达 显 著 升 高（P<0.01，P<
0.05）。结论：电针能有效改善银屑病复发症状，其作用机制可能与抑制 TRAF2/NF-κB 信号通路活化，特异

性下调 CD8⁺记忆 T 细胞水平有关。
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【ABSTRACT】　 Objective　To investigate the therapeutic effect of electroacupuncture（EA） on mice with recurrent 

psoriasis， so as to explore its mechanism from the perspective of memory T cell differentiation and the tumor necrosis 

factor receptor-associated factor 2  （TRAF2）/nuclear factor- κB （NF- κB） signaling pathway. Methods　 BALB/c mice 

were divided into batches for establishment of recurrent psoriasis model and mechanism verification experiments. The 

recurrence experiment included blank control group， model group， EA group， methotrexate（MTX） group， and EA + 

MTX group. The verification experiment additionally set up EA + NF-κB inhibitor group and EA + NF-κB agonist group. 

The recurrent psoriasis model was induced by topical imiquimod （IMQ） application on the back skin. EA was applied at 

“Quchi” （LI11） and “Zusanli” （ST36） with sparse-dense wave， frequency of 2  Hz/30 Hz and intensity of 1  mA， once 

daily for 7  consecutive days， 15 min each time. Lesion changes were observed and psoriasis area and severity index 

（PASI） scores were evaluated. HE staining was adopted to observe histopathological alterations of lesional skin tissues. 

ELISA was used to detect the contents of interleukin （IL）-6， IL-17A， IL-15 and tumor necrosis factor- α （TNF- α） in 

lesional skin tissues. Real-time quantitative PCR was performed to detect mRNA expressions of IL-15， C-X-C motif 

chemokine ligand （CXCL） 9， CXCL10 and C-X-C chemokine receptor 3  （CXCR3） in lesional skin tissue. Flow 

cytometry was applied to detect the proportions of CD8+ tissue-resident memory T cells （TRM） and CD4 + TRM in skin 

lesions. Western blot was used to test protein expression of phosphorylated NF- κB p65 （p-NF- κB p65）， NF- κB p52， 

phosphorylated TRAF2 （p-TRAF2）， and phosphorylated p38  mitogen-activated protein kinase （p-p38  MAPK） in 

lesional skin tissues. Results　 Compared with the blank control group， the model group exhibited significantly 

increased PASI score， contents of IL-6， TNF-α and IL-17A， proportions of CD8+ TRM and CD4 + TRM， mRNA expression 

of IL-15， CXCL9， CXCL10， CXCR3， as well as protein expressions of p-TRAF2， p-NF- κB p65 and NF- κB p52 （P<

0.01， P<0.05）. Compared with the model group， all above indicators were markedly reversed in the EA group and EA + 

MTX group （P<0.01， P<0.05）. Except for the proportion of CD4 + TRM and IL-17A， the remaining indicators were 

significantly lower in the two EA-related groups than those in the MTX group （P<0.01， P<0.05）. Compared with the EA 

group， the EA + MTX group showed further decreased proportions of CD8+CD103+ TRM， down-regulated mRNA 

expressions of CXCL9， CXCL10 and reduced p-NF- κB p65 protein expression （P<0.01，P<0.05）. In verification 

experiments， compared with the model group， the EA group and EA + NF- κB inhibitor group presented obvious 

improvements in skin lesions， inflammatory factors， proportions of CD8+CD103+ TRM and CD4 + TRM， protein expressions 

of p-TRAF2， p-NF-κB p65， and mRNA levels of CXCL9， CXCL10， CXCR3 （P<0.05， P<0.01）. Compared with the EA 

group， these indicators were further decreased in the EA + inhibitor group （P<0.01， P<0.05）； in the EA + agonist 

group ， the contents of IL-6 ， TNF- α ， IL-17A ， IL-15 ， proportion of CD8+CD103+ TRM ， and protein expressions of 

p-TRAF2， p-NF- κB p65 were significantly elevated （P<0.01， P<0.05）. Conclusion　 EA can effectively alleviate 

symptoms of recurrent psoriasis. Its underlying mechanism may be related to inhibiting the activation of the TRAF2/NF-

κB signaling pathway and specifically down-regulating the level of CD8+ memory T cells.

【KEYWORDS】　 Electroacupuncture； Psoriasis recurrence； Memory T cells； Tumor necrosis factor receptor-

associated factor 2 /nuclear factor-κB signaling pathway

银屑病是一种常见的由免疫系统紊乱介导的

慢性炎性皮肤病 [1]，以表皮过度增生和真皮炎性细

胞浸润为主要特征 [2]，其病程迁延、极易复发，严重

影响患者的身心健康与生活质量 [3]。现代医学系统

治疗（如甲氨蝶呤、生物制剂等）虽能短期控制症

状，但长期应用存在肝毒性 [4]、骨髓抑制等不良反

应 [5]，且停药后复发率高 [6]。因此，探寻能有效控制

病情并预防复发的替代或辅助疗法，已成为该领域

的研究重点。

中医学将银屑病归属于“白疕”“松皮癣”等范

畴，其核心病机多责之于血热内蕴、郁久化毒、瘀阻

肌肤。治疗当以清热凉血、解毒化瘀为基本方法 [7]。

针灸通过刺激经络穴位调和气血、平衡阴阳，在调

节机体免疫稳态方面具有独特优势 [8]。电针融合了

传统针灸与现代电刺激技术，能给予穴位持续稳定

的刺激 ，前期临床观察显示其对银屑病有确切

疗效 [9]。

研究表明，核因子 κB（NF-κB）信号通路是银屑

病炎性环路中的核心通路，其过度活化与皮损中促

炎细胞因子的产生和 T 细胞异常活化密切相关 [10]。
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肿瘤坏死因子受体相关因子 2（TRAF2）作为肿瘤

坏死因子受体超家族信号转导中的关键衔接蛋白，

是激活 NF-κB 经典与非经典通路的上游关键分子，

但其在银屑病复发模型中的作用及是否受电针调

控仍有待阐明。研究显示，针刺“足三里”“曲池”能

够改善银屑病小鼠的皮损状况，并调节辅助性 T 细

胞 17（Th17）和调节性 T 细胞（Treg）免疫细胞群的

平衡 [11]。然而，电针对于银屑病复发的干预作用及

深层次的免疫学机制，特别是对导致银屑病复发的

关键细胞——组织驻留记忆 T 细胞（TRM）的调控尚

不明确。本研究通过建立银屑病复发模型小鼠，在

评价电针干预效果的基础上，重点从记忆 T 细胞分

化及 TRAF2/NF-κB 信号通路的角度，深入探讨电

针治疗银屑病复发的免疫学机制，旨在为“曲池”

“足三里”配伍治疗银屑病的作用机制提供现代科

学阐释，并为电针的临床推广应用提供实验依据。

1　材料与方法

1.1 实验动物

SPF 级 BLAB/c 雄性小鼠 54 只，6~8 周龄，体

质量 18~22 g，由广东省医学实验动物中心提供，动

物生产许可证号：SCXK（粤）2022-0002。饲养于广

东省中医药科学院实验动物中心（SPF 级），温度

（24±2） ℃，湿度（50±5）%，12 h/12 h 明暗循环，自

由摄食饮水。所有动物实验均经广东省中医科学

院动物伦理委员会批准（伦理编号：2021004）。

1.2　主要仪器、试剂和药物

毫针（0.16 mm×7 mm，苏州医疗用品厂）、电

针治疗仪（苏州医疗用品厂），化学发光成像系统

（美国 Bio-Rad），全波长酶标仪（美国 BioTek），流

式 细 胞 仪（美 国 BD），荧 光 定 量 PCR 仪（美 国

Thermo），光 学 显 微 镜（日 本 Olympus 公 司），

Nanodrop微量分光光度计（美国 Thermo Scientific）。

NF- κB 激 动 剂（CU-T12-9）、NF- κB 抑 制 剂

（NIK SMI1）均购自美国 MCE，苏木精、伊红染液

（ 福 州 迈 新 ），CD3 抗 体（ 美 国 Cell Signaling 
Technology），CLA、CD69、CD103、CD8、CD4、白细

胞介素（IL）-17A 抗体（美国 BD），Ⅰ型胶原酶（美国

Sigma），DNA 酶（北京 Solarbio），佛波酯/离子霉素

混合物（PMA）、布雷非德菌素 A/莫能霉素混合物

（BFA）均购自杭州联科，Foxp3 转录因子固定/透化

浓缩液和稀释剂试剂盒（美国 Thermo），红细胞裂

解液、小鼠 IL-6、IL-15、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、

IL-17A ELISA 试剂盒（武汉博士德），Trizol （美国

Invitrogen），ReverTra Ace® qPCR RT Master 
Mix、THUNDERBIRD® SYBR® qPCR Mix（日

本 TOYOBO），GAPDH、磷酸化（p）-NF- κB p65、
NF-κB p52、p-TRAF2、磷酸化 p38 丝裂原活化蛋白

激 酶（p-p38 MAPK）抗 体（ 美 国 Cell Signaling 
Technology）。

咪喹莫特（IMQ）乳膏（四川明欣药业），甲氨蝶

呤片（MTX，上海医药集团有限责任公司信谊制

药厂）。

1.3　银屑病复发模型构建及分组

除空白组外，其余各组小鼠于实验前两天进行

背部脱毛后休息两日，实验第 1 天（day 0）外涂 5% 
IMQ 软膏 62.5 mg，每日 1 次，连续 7 d，出现鳞屑增

多，皮肤增厚明显，红斑明显等现象，即初发银屑病

模型造模成功。而后间隔 14 d，于第 21 天开始再次

涂抹 IMQ 20.8 mg，连续 7 d，再次出现鳞屑增多，皮

肤明显增厚，明显红斑等现象，形成银屑病复发病

状，即银屑病复发模型构建成功 [12]。

为了探究电针对银屑病复发的治疗效果及相

关作用机制，在第 28 天取复发小鼠皮损处分别行

HE 染色、ELISA、PCR、Western blot 及流式检测。

分组为：空白对照组、模型组、电针组、甲氨蝶呤组、

电针+甲氨蝶呤组，每组 6 只。

为了验证 TRAF2/NF-κB 信号通路在电针治

疗银屑病复发小鼠中的作用，再次构建复发银屑病

模型并用 NF-κB 抑制剂和 NF-κB 激动剂干预，于第

28 天取材，检测皮损病理形态、炎性因子、趋化因子

mRNA、CD8⁺ TRM、CD4⁺ TRM及 NF-κB 通路蛋白表

达。分组为：模型组、电针+NF-κB 抑制剂组、电针

组、电针+NF-κB 激动剂组，每组 6 只。

1.4　干预方法

电针干预：小鼠经异氟烷麻醉后按照《实验针

灸学》[13]和《实验动物常用穴位名称与定位  第 3 部

分：小鼠》[14]中的取穴方法取“曲池”“足三里”，穴区

剪毛备皮，特制固定架上固定，医用乙醇常规消毒，

毫针针刺 2~4 mm，针柄接通电针治疗仪，一极接

“曲池”，另一极接同侧“足三里”，选用疏密波，频率

2 Hz/30 Hz，强度为 1 mA，双侧穴位均予电针刺

激，留针通电 15 min，于造模第 1 天开始干预，每日

1 次，连续 7 d。
甲氨蝶呤组、电针+甲氨蝶呤组于造模第 1 天

开 始 予 甲 氨 蝶 呤（1.5 mg·kg- ¹·d- ¹）灌 胃 ，每 日 1
次，连续 7 d。

电针+NF-κB 激动剂组于第 0、3、6 天给予 NF-
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κB 激动剂（CU-T12-9，60 mg/kg）腹腔注射。

电针+NF-κB 抑制剂组于第 0、3、6 天给予 NF-

κB 抑制剂（NIK SMI1，20 mg/kg）腹腔注射。

1.5　检测指标及方法

皮损大体观察与评分：每日通过数码相机拍照

记录，对小鼠皮损的症状进行评分（红斑、鳞屑、浸

润增厚水平），将三者计分相加得到总积分。银屑

病皮损面积及严重程度指数（PASI）评分标准按照

由轻到重评为 0~4 分：0 分，无；1 分，轻度；2 分，中

度；3 分，重度；4 分，极重度。

样本采集：造模结束后，进行小鼠称重及皮损

拍照。异氟烷过量麻醉处死小鼠，分离小鼠背部皮

损处皮肤。随后剪取部分皮肤组织浸入 4% 多聚甲

醛中固定，石蜡包埋，备用，剩余组织置于 -80 ℃
保存。

HE 染色观察背部皮损处皮肤组织病理学变

化：取皮损组织，4% 多聚甲醛固定，石蜡包埋后制

备 3.5 μm 厚切片。切片经 60 ℃烤片 1~2 h；二甲苯

脱蜡（10 min×2 次），梯度乙醇（100%、95%、80%、

70%）复水，双蒸水浸洗 5 min。苏木素染核 5 min，
自来水冲洗。0.5% 盐酸乙醇分化约 5 s，自来水冲

洗。伊红染色 2 min，自来水洗去多余染料。梯度乙

醇（70%、80%、95%、100%）脱水各 5 min，二甲苯透

明 15 min，中性树胶封片，光镜下观察拍照。

ELISA 法检测皮损处皮肤组织 IL-6、TNF-α、
IL-17A、IL-15 含量：称小鼠皮损组织 100 mg，加入

蛋白裂解混合液 1 000 μL（裂解液 RIPA、1×的蛋白

酶抑制剂、10% 磷酸酶抑制剂），用高速匀浆机研

磨，4 ℃离心 20 min，取上清后严格按照 ELISA 试剂

盒说明书进行 IL-6、TNF-α、IL-17A、IL-15 的含量

检测：在酶标板中，每孔加入 100 μL 标准品和样品，

37 ℃孵育 2 h。弃上清，每孔添加 100 μL 生物素抗

体，37 ℃孵育 1 h。吸弃上清，用洗涤缓冲液冲洗

3 次。每孔加入 100 μL 亲和素 -HRP 工作液，37 ℃

孵育 1 h。吸弃上清，用洗涤缓冲液冲洗 5 次。每

孔加入 90 μL 的 TMB 显色液，37 ℃ 下避光孵育

20 min。每孔加入 50 μL 终止液于摇床轻轻摇匀。

用酶标仪在 450 nm 波长下检测吸光度值，根据标准

曲线计算出样本中各细胞因子含量。

实时荧光定量 PCR 法检测皮损处皮肤组织

IL-15、C-X-C 模体趋化因子（CXCL）9、CXCL10、
CXCR3 mRNA 的表达：取 50 mg 皮损组织，剪碎后

用 Trizol 提取组织总 RNA，采用微量分光光度计测

定 RNA 浓度和纯度。使用 ReverTra Ace® qPCR 
RT Master Mix 试剂盒将 RNA 反转录为 cDNA。使

用 THUNDERBIRD® SYBR® qPCR Mix 进行扩

增。反应条件：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 15 s，
60 ℃退火/延伸 30 s，共 40 个循环。以 β-actin 为内

参 ，采 用 2-△△Ct 法 计 算 IL-15、CXCL9、CXCL10、
CXCR3 mRNA 的相对表达量。引物由上海生工生

物工程股份有限公司合成，引物序列见表 1。
流式细胞术检测皮损皮肤组织 CD8+CLA+TRM、

CD8+ CD69+ TRM、 CD8+ CD103+ TRM、 CD4+ TRM，

Th17 细胞百分比：取各组小鼠皮肤，剪成小块，加

入现配的消化液 [Ⅰ型胶原酶（2 mg/mL）、DNA 酶

（20 U/mL）]，在 37 ℃摇床中消化 1 h 后于 350 目滤

网中研磨过滤，4 ℃ 300×g 离心 5 min，弃上清；重悬

于 1 mL PBS 中制备成皮肤组织的单细胞悬液。分

别取 1×106个细胞于 PBS 中，制备成 100 μL 重悬细

胞液，于暗室中按说明书加入相应抗体（CD4、CD8、
CD69、CLA、CD103）避光室温孵育 30 min，PBS 终

止孵育 ，洗涤细胞后 PBS 重悬上机检测。检测

Th17（CD4+ IL-17A+）是在细胞悬液中加入含有

PMA（50 ng/mL）和碘霉素（1 μg/mL）加蛋白质转

运抑制剂的培养基中，培养箱中孵育 5 h，PBS 终止

孵育，洗涤细胞后常温避光按照 Foxp3 转录因子固

定/透化浓缩液和稀释剂试剂盒说明书操作固定通

透 30 min，洗涤细胞后加 CD4、IL-17 抗体各 0.5 μL，

复发取材

天数/d

EA or/and MTX 

IMQ 62.5 mg/d 14 d 天恢复期 IMQ 20.8 mg/d

复发期

1 7 10 2114 25 28

初发期

0 292 3 4 5 6
NF-κB
激动剂/
抑制剂

-2 -1

注：EA 为电针，MTX 为甲氨蝶呤，IMQ 为咪喹莫特。

图 1　银屑病复发模型构建时间线

Fig. 1　Timeline for the establishment of psoriasis recurrence model
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室温下避光孵育 30 min，PBS 终止孵育，洗涤细胞后

PBS 重 悬 后 上 机 检 测 。 检 测 后 收 集 数 据 并 用

FlowJo V10 分析数据。

Western blot 法检测皮损处皮肤组织 p-NF-κB 
p65、NF- κB p52、p-TRAF2、p-p38 MAPK 蛋 白 表

达：称小鼠皮损处皮肤组织 100 mg，加入蛋白裂解

混合液 1 000 μL（裂解液 RIPA、1×的蛋白酶抑制

剂、10% 磷酸酶抑制剂），用高速匀浆机研磨，4 ℃离

心 20 min，取上清液。BCA 法测蛋白浓度，将 SDS
蛋白上样缓冲液与浓度调节一致的蛋白样品混匀，

100 ℃变性 5 min，置于-20 ℃保存备用。根据蛋白

分子量大小制备 10%、5% SDS-PAGE 胶，蛋白上

样 20 μg，80 V 凝胶电泳 30 min 随后用 120 V 电压电

泳 90 min，300 mA 恒流电转。 5% BSA 室温封闭

1 h，TBST 冲洗后，分别加入稀释后的 p-NF- κB 
p65（1∶1 000）、NF- κB p52（1∶1 000）、p-TRAF2
（1∶1 000）、p-p38 MAPK（1∶1 000）及 GAPDH
（1∶3 000）一抗过夜。次日分别加 1∶2 000 稀释的羊

抗兔或羊抗鼠二抗，室温摇床孵育 1 h，TBST 冲洗

后，在显影仪上用化学发光法显影。使用 Image J图
像分析软件进行图像分析，以 GAPDH 为内参，以目

的蛋白和内参蛋白条带灰度值的比值计算目的蛋

白的相对表达量。

1.6　统计学方法

采用 SPSS19.0 软件进行统计分析。计量资料

符合正态分布且方差齐，以均数±标准差（x̄±s）表

示，PASI 评分组间比较采用重复测量方差分析，其

他指标多组间比较采用单因素方差分析，进一步两

两比较采用 LSD 检验。以 P≤0.05 为差异有统计学

意义的标准。

2　结果

2.1　电针改善银屑病复发模型小鼠皮损及炎性

反应

与空白对照比较，模型组出现典型红斑、鳞屑

及皮肤增厚，PASI 评分显著升高（P<0.01），皮损

处皮肤组织中 IL-6、TNF-α、IL-17A 水平显著上调

（P<0.01）。与模型组比较，电针组及电针+甲氨蝶

呤组皮损症状减轻，表皮棘层厚度下降，角化不全

及炎性浸润减轻，PASI总分显著降低（P<0.01），皮

损处皮肤组织中 IL-6、TNF-α、IL-17A 水平显著下

降（P<0.01，P<0.05）。甲氨蝶呤组与模型组差异

均无统计学意义。见图 2。
2.2　电针选择性下调 CD8⁺记忆 T 细胞

与空白对照比较，模型组小鼠皮损处皮肤组织

CD8⁺CLA⁺ TRM、CD8⁺CD69⁺ TRM、CD8⁺CD103⁺ 
TRM、CD4 ⁺ CD69+TRM 比例显著增多（P<0.01），

IL-15、CXCL9、CXCL10、CXCR3 mRNA 表达均显

著增加（P<0.01）。与模型组比较，电针组及电针+
甲 氨 蝶 呤 组 IL-15、CXCL9、CXCL10、CXCR3 
mRNA 表达显著降低（P<0.01），电针组及电针+
甲氨蝶呤组小鼠皮损处皮肤组织 CD8⁺CLA⁺ TRM、

CD8⁺CD69⁺ TRM、CD8⁺CD103⁺ TRM 比例显著降低

（P<0.01），CD4⁺ TRM 比例差异无统计学意义。与

甲氨蝶呤组比较,电针组及电针+甲氨蝶呤组小鼠

皮损处皮肤组织 CD8 ⁺ CLA ⁺ TRM、CD8 ⁺ CD69 ⁺ 
TRM、CD8 ⁺ CD103 ⁺ TRM 比例显著降低（P<0.01，
P<0.05），CD4 ⁺ TRM 比 例 差 异 无 统 计 学 意 义 ，

IL-15、CXCL9、CXCL10、CXCR3 mRNA 表达均显

著降低（P<0.01）。与电针组比较，电针+甲氨蝶呤

组小鼠皮损处皮肤组织 CD8⁺CD103⁺ TRM 比例显

著降低（P<0.01），CXCL9、CXCL10 mRNA 表达显

著降低（P<0.01）。见图 3。

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

基因

TNF-α

IL-15

IL-17A

IL-6

CXCL9

CXCL10

CXCR3

β-actin

引物序列

上游  CTCTTCTGTCTACTGAACTTCGG
下游  TGGTTTGTGAGTGTGAGGGTCTG

上游  CCATCTCGTGCTACTTGTGTTTCC
下游  CTACACTGACACAGCCCAAAATG

上游  TGATGCTGTTGCTGCTGCTGAG
下游  ACATTCTGGAGGAAGTCCTTGGC

上游  TTCTTGGGACTGATGCTGGTGAC
下游  TCTGTTGGGAGTGGTATCCTCTGTG

上游  CTCGGCAAATGTGAAGAAGCTGA
下游  TTCCTTGAACGACGACGACTTTGG

上游  TGCCGTCATTTTCTGCCTCATCC
下游  CACATTCTGGAGGAAGTCCTTGGC

上游  CAGCCCTCTACAGCCTCCTCTTC
下游  TACAGCCAGGTGGAGCAGGAAG

上游  GGCTGTATTCCCCTCCATCG
下游  CCAGTTGGTAACAATGCCATGT

产物

长度

（bp）

110

90

109

90

141

157

122

154

注：TNF-α 为肿瘤坏死因子 -α，IL-15 为白细胞介素 -15，
IL-17A 为白细胞介素-17A，IL-6 为白细胞介素-6，CXCL9 为

C-X-C 基序趋化因子配体 9，CXCL10 为 C-X-C 基序趋化因

子配体 10，CXCR3 为 C-X-C 趋化因子受体 3。
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2.3　电针抑制复发模型小鼠皮损处皮肤组织中

TRAF2/NF-κB 信号通路活化

与空白对照比较，模型组小鼠皮损处皮肤组织

中 NF-κB p52、p-NF-κB p65、p-TRAF2 蛋白表达均

显著增多（P<0.05，P<0.01）。与模型组比较，电针

组及电针 + 甲氨蝶呤组小鼠皮损处皮肤组织中

NF-κB p52、p-NF-κB p65、p-TRAF2 蛋白表达显著

减少（P<0.01），各干预组 p-p38 MAPK 蛋白表达显

著增多（P<0.05）。与甲氨蝶呤组比较，电针组及电

针+甲氨蝶呤组小鼠皮损处皮肤组织中 NF-κB p52、
p-NF-κB p65、p-TRAF2 蛋白表达均显著减少（P<
0.01）。与电针组比较，电针+甲氨蝶呤组小鼠皮损

处皮肤组织中 p-NF-κB p65 蛋白表达显著减少（P<

0.01）。见图 4。
2.4　电针通过 TRAF2/NF-κB 通路调控 CD8⁺记忆

T 细胞的验证实验

为进一步验证 TRAF2/NF-κB 信号通路在电

针治疗银屑病复发模型小鼠中的作用，采用 NF-κB
激动剂（CU-T12-9）及 NF-κB 抑制剂（NIK SMI1）
进行干预。结果显示，与模型组相比，电针组及电

针+NF-κB 抑制剂组皮损减轻，表皮角化不全及

棘 层 增 厚 改 善 ，PASI 总 分 ，血 清 IL-6、IL-17A、

TNF-α、IL-15 含量显著降低（P<0.01），电针+NF-

κB 激动剂组差异无统计学意义，表皮角化不全及棘

层增厚无改善。与电针组比较，电针+NF-κB 抑

制 剂 组 血 清 IL-6、IL-17A、TNF- α、IL-15 含 量 降
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注：PASI为银屑病皮损面积及严重程度指数，HE 为苏木精-伊红，IL-6 为白细胞介素-6，IL-17A 为白细胞介素-17A，TNF-α 为

肿瘤坏死因子-α。A 为各组小鼠背部代表性皮损照片；B 为各组小鼠皮损组织病理形态比较（HE 染色）；C 为各组小鼠 PASI
评分比较；D 为各组小鼠皮损处皮肤组织炎性因子 IL-6、TNF-α、IL-17A 的含量比较。与空白对照组比较，##P<0.01；

与模型组比较，*P<0.05，**P<0.01；与甲氨蝶呤组比较，++P<0.01。
图 2　各组小鼠皮损处皮肤组织病理变化和血清炎性因子含量比较（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 2　Comparison of histopathological alterations in lesional skin tissues and serum inflammatory cytokine levels of mice 

in the 5 groups（x̄±s，6 mice/group）
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基序趋化因子配体 10，IL-15 为白细胞介素-15。A 为各组小鼠皮损处皮肤组织中 CD8+ TRM（CD8+ CLA+ TRM、CD8+ CD69+ 
TRM、CD8+ CD103+ TRM）表达的代表性流式细胞术等高线图；B 为各组小鼠皮损组织中 CD4+ TRM（CD4+ CD69+ TRM）表达的

代表性流式细胞术等高线图；C 为 CD8+ TRM和 CD4+ TRM百分比的柱状统计图；D 为各组小鼠皮损组织 CXCL9、CXCL10、
CXCR3 和 IL-15 mRNA 表达比较。图 D 6 只鼠/组，图 C 3 只鼠/组。与空白对照比较，##P<0.01；与模型组比较，**P<0.01；

与甲氨蝶呤组比较，+P<0.05，++P<0.01；与电针组比较，&&P<0.01。
图 3　各组小鼠皮损处皮肤组织 CD8⁺、CD4⁺记忆 T细胞比例和 CXCL9、CXCL10、CXCR3和 IL-15 mRNA表达比较（x̄±s）

Fig. 3　Comparison of the proportions of CD8⁺ and CD4⁺ memory T cells， as well as mRNA expression levels of CXCL9， 

CXCL10， CXCR3 and IL-15 in lesional skin tissues of mice in the 5 groups（x̄±s）
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低（P<0.05），而电针+NF-κB 激动剂组显著 IL-6、
IL-17A、TNF-α、IL-15含量升高（P<0.01）。见图 5。

流式细胞术结果显示，与模型组比较，电针组

及 电 针 +NF- κB 抑 制 剂 组 CD8 ⁺ CD103 ⁺ TRM 及

Th17（CD4 ⁺ IL-17A ⁺）细 胞 比 例 显 著 降 低（P<
0.01）；与电针组比较，电针+NF-κB 抑制剂组 CD8⁺
CD103⁺ TRM及 Th17（CD4⁺IL-17A⁺）细胞比例降低

（P<0.05），电针+NF-κB 激动剂组 CD8⁺CD103⁺ 
TRM细胞比例显著升高（P<0.01）。见图 6。

与模型组比较，电针组和电针 +NF-κB 抑制

剂组小鼠皮损处皮肤组织中 p-TRAF2、p-NF-κB 
p65 蛋白表达及 CXCL9、CXCL10、CXCR3 mRNA
表达显著减少（P<0.05，P<0.01）；电针 +NF-κB
激动剂组差异无统计学意义。与电针组比较，电

针 +NF-κB 抑制剂组小鼠 p-TRAF2、p-NF-κB p65
蛋白表达及 CXCL9、CXCL10、CXCR3 mRNA 表达

减少（P<0.05，P<0.01），而 电 针 +NF- κ B 激 动

剂 组 p-TRAF2 、p-IKKα、p-NF-κB p65 蛋白表达显

著增多（P<0.01，P<0.05）。见图 7。

3　讨论

全球银屑病总体患病率约 2%~3%[15]，呈逐年

上升趋势，其中斑块型（寻常型）为最常见亚型，占

全部病例的 70%~80%，在中国人群中亦呈相似分

布 [16]。寻常型银屑病因其皮损的反复发作，常难以

根治，以往研究表明记忆 T 细胞，尤其是 TRM 和

TEM，在银屑病复发的发病机制中起着关键作用 [17]，

CD8⁺ TRM 被认为是介导皮损局部再次发生炎性反

应的关键细胞亚群 [12]。

既往研究中观察到电针可能通过刺激迷走神

经减轻炎性反应 [18-19]，其在动物模型 [20]和临床实践中

已被用于炎性皮肤疾病的治疗，并且在治疗银屑病

患者中没有产生明显不良反应 [21-22]。本研究通过构

建银屑病复发小鼠模型，系统评估了电针的干预效

果，研究显示电针能够下调 IMQ 诱导的银屑病复发

小鼠模型银屑病关键炎性因子 IL-6、TNF-α 及 IL-

17A 水平 [23]，同时还减少了维持组织驻留记忆 T 细

胞存活的关键因子 IL-15 的 mRNA 表达 [24]，此外还

降低了介导免疫细胞向皮肤组织趋化的 CXCL9、
CXCL10 及其受体 CXCR3 的 mRNA 水平 [25]，以上

这些结果都提示电针能够有效改善银屑病的复发。

进一步通过流式细胞术观察到，其核心机制在于电

针特异性下调 CD8⁺记忆 T 细胞——尤其是 TRM 的

水平，而对 CD4⁺记忆 T 细胞干预作用有限，这一效
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图 4　各组小鼠皮损处皮肤组织中 NF-κB p52、p-NF-κB p65、p-TRAF2及 p-p38 MAPK蛋白相对表达量比较（x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 4　Comparison of relative expression levels of NF-κB p52， p-NF-κB p65， p-TRAF2 and p-p38 MAPK proteins in 

lesional skin tissues of mice in the 4 groups（x̄±s，3 mice/group）
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应 与 抑 制 TRAF2/NF- κB 信 号 通 路 的 活 化 密 切

相关。

MTX 是治疗中重度斑块型银屑病最常用的传

统系统治疗药物之一。经典的随机对照试验证实，

MTX 治疗 16 周后，患者 PASI 评分显著下降，发病

情况也得到了有效控制 [26]。一项 Meta 分析进一步

证实，甲氨蝶呤能够有效治疗银屑病 [27]。在银屑病

动物模型中，MTX 同样被证实可有效缓解 IMQ 诱

导的银屑病样皮损 [28]。此外，本研究结果也显示，

MTX 对改善银屑病复发没有显著作用，这与既往

研究中报道结果一致 [12, 29]。MTX 作为细胞周期抑

制剂，主要作用于银屑病急性期免疫细胞活跃的增

殖阶段，而在银屑病复发过程中起到关键作用的

CD8+ TRM，初发时被激活后长期处于静息状态停留

于皮肤组织中，对 MTX 并不敏感，等宏观皮损消退

后，CD8+ TRM于再次受到高危刺激后快速激活并产

生免疫应答，进而出现银屑病复发症状。

NF-κB 作为参与人体炎性反应的调节 [30-31]、细

胞增殖、分化和凋亡调控的重要介导因子 [32]，也被大

部分研究者认为是银屑病发病机制中的中心因

子 [33]。已经有研究证实，在 IMQ 诱导的银屑病模型

中，NF-κB p65 的表达及干扰素 -γ（IFN-γ）和 IL-17
水平显著提高 [34]。MAPK 信号通路作为重要的信

号转换通道，发挥着诱导促炎基因表达、趋化促炎

因子聚集、激活炎性反应的作用 [35]。已经有研究证

实，p38 MAPK 作为 MAPK 家族控制炎性反应最主

要的成员 [36]，在寻常型银屑病患者皮损处的 p-p38 
MAPK 水平比非皮损处明显增高 [37]。有趣的是，本

研 究 显 示 电 针 干 预 后 银 屑 病 复 发 小 鼠 的 p-p38 
MAPK 的表达水平与模型组相比明显增高，因此进

一步探索电针是否与其他上游蛋白产生作用 。

TRAF 是一类能够连接细胞表面受体和胞内下游

激酶级联反应的衔接蛋白家族，它们能激活转录相

关因子，由此影响炎性反应、细胞凋亡等多种过
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图 5　各组小鼠皮损表现、组织病理及血清炎性因子水平的比较（x̄±s，6只鼠/组）

Fig. 5　Comparison of skin lesion manifestations， histopathology and serum inflammatory cytokine levels of mice in the 4 

groups（x̄±s，6 mice/group）
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程 [38-39]。其中 TRAF2 作为衔接蛋白兼调控因子，是

TRAF 家族中表达最为广泛的一种亚型，介导众多

分支通路的反应，尤以激活 NF- κB 并协调其所

参与的免疫反应为主，是触发 NF- κB 信号的关

键元件 [40-43]。本研究显示电针干预显著降低了 p-

TRAF2、p-NF-κB p65 及 NF-κB p52 的蛋白表达水

平，说明其能够从上游遏制 NF-κB 通路的异常活

化。进一步研究显示，电针还下调了细胞因子 IL-
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图 6　各组小鼠皮损处皮肤组织中 CD8⁺CD103⁺ TRM和 Th17比例比较（x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 6　Comparison of the proportion of CD8⁺CD103⁺ TRM cells and Th17 cells in skin tissues with lesions of mice in the 4 

groups（x̄±s，3 mice/group）
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图 7　各组小鼠皮损处皮肤组织中 TRAF2/NF-κB通路相关信号分子蛋白（A）及趋化因子 mRNA（B）的表达比较

（x̄±s，3只鼠/组）

Fig. 7　Comparison of the expression of TRAF2/NF-κB pathway-related signaling molecules proteins and chemokines 

mRNA in skin tissues with lesions of mice in the 4 groups（x̄±s，3 mice/group）
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15 mRNA 的表达，而 IL-15 是维持 CD8⁺记忆 T 细

胞存活与功能的关键信号分子 [24]。因此我们推测，

电针可能通过抑制 TRAF2/NF-κB 通路减少 IL-15
的生成，进而破坏 CD8⁺ TRM 在局部皮肤的生存微

环境。这一推断在激动剂/抑制剂实验中得以验

证：NF-κB 激动剂可逆转电针对皮损组织和 TRM 细

胞的改善作用，而抑制剂则进一步增强其疗效，充

分说明该通路在电针调控记忆 T 细胞中的枢纽地

位。本研究首次从机制层面揭示电针可通过抑制

TRAF2/NF-κB 通路调控 CD8⁺ TRM，从而减轻银屑

病的复发。值得注意的是，既往研究显示，TRAF2
与 NF-κB 之间存在精密的反馈调控网络。一方面，

TRAF2/6 介导的 NOD 样受体家族含 CARD 结构

域蛋白 5（NLRC5）泛素化可解除 NLRC5 对 IκB 激

酶复合物的抑制，从而形成前馈环，使 NF-κB 更易

发生开关式激活 [44]；另一方面，NF-κB 过度活化后可

诱导 A20 表达，A20 能与 TRAF2 结合并将其靶向

至溶酶体降解，形成负反馈以限制炎性信号过度放

大 [45-46]。因此，当使用 NF-κB 激动剂或抑制剂进行

干预时，TRAF2 的表达水平会通过上述反馈机制

发生适应性变化。本研究中的验证实验部分也证

实了这一点。

从中医理论角度，本研究也为“曲池”“足三里”

配伍治疗银屑病提供了生物学依据。银屑病以血

热毒蕴为本，两穴共调阳明，清热凉血、扶正固表，

恰与现代研究所见的抗炎与免疫调节效应相呼应。

在选穴上，本研究依据中医理论，选取手阳明大肠

经之合穴曲池与足阳明胃经之合穴足三里。曲池

功擅清泄肺卫之热、凉血解毒，是治疗皮肤疮疡疥

癞的要穴；足三里为强壮保健要穴，属多气多血之

阳明经，针刺之可健脾益气、扶正祛邪、调和营卫气

血。两穴配伍，一上一下，同调阳明，既针对血热毒

蕴之标实，又兼顾正气不足、肌肤失养之本虚，共奏

清 热 凉 血 、扶 正 固 本 之 功 ，契 合 银 屑 病 之 复 杂

病机 [47]。

综上，本研究明确了电针通过 TRAF2/NF-κB
轴调控 CD8⁺ TRM，从而抑制银屑病复发的分子免

疫路径。电针对 CD8⁺记忆 T 细胞调控机制的特异

性是否存在普遍规律，或与不同 T 细胞亚群对 NF-

κB 信号通路及细胞因子依赖性不同有关，值得后续

深入探讨。此外，本研究结合 PASI 评分、组织病

理、流式细胞术及功能验证，系统探讨了电针在改

善银屑病复发方面的巨大潜力，但仍需结合临床样

本进一步研究，以期为今后针灸治疗银屑病提供扎

实的理论基础。
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