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色胺酮抑制胸腺基质淋巴细胞生成素
促肥大细胞增殖的药理机制鄢

王福银 1，杜倩 1，孔丽娟 1，程春红 1，王磊 2

（1.黑龙江省大庆龙南医院 药剂科，黑龙江 大庆 163453；2.河北医科大学，河北 石家庄 050017）

摘要：目的 探讨色胺酮抑制由胸腺基质淋巴细胞生成素（TSLP）促肥大细胞增殖的药理机制，为色胺酮

治疗肥大细胞相关过敏性皮炎提供理论依据。方法 在 TSLP刺激人源肥大细胞系 -1（HMC-1）细胞增殖的

前提下，同步采用色胺酮处理增殖的细胞，观察对细胞增殖的影响和相关蛋白水平变化。噻唑蓝（MTT）比色法

检测不同浓度色胺酮处理对细胞活力的影响；溴脱氧尿苷渗入试验和 Ki67 mRNA水平检测不同处理组细胞

增殖情况；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测鼠双微体基因 2（ 2）、P53、Caspase-3、多聚 ADP-核糖聚合

酶（PARP）剪切蛋白水平变化；实时荧光定量聚合酶链反应检测白细胞介素 7 受体 α（IL-7Ra）和 TSLPR

mRNA的含量。结果 MTT比色法结果表明，色胺酮无细胞毒性；溴脱氧尿苷渗入试验和 Ki67 mRNA水平

的检测均显示色胺酮抑制 TSLP刺激的肥大细胞增殖；色胺酮抑制 TSLP刺激的 HMC-1中MDM2蛋白表达

水平，蛋白灰度分析比较差异有统计学意义；色胺酮处理后，HMC-1细胞中，P53蛋白和凋亡标志蛋白 Cas-

pase-3、PARP剪切蛋白水平升高，且蛋白灰度分析比较差异有统计学意义；TSLP上游调控蛋白 IL-7Ra和

TSLPR mRNA水平在色胺酮的作用下受到抑制。结论 色胺酮可抑制 TSLP促肥大细胞增殖，对治疗肥大细

胞相关过敏性皮炎有一定的潜力。
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Pharmacological mechanism of tryptanthrin inhibition of mast cell
proliferation promoted by thymic stromal lymphopoietin鄢

Fu-yin Wang1, Qian Du1, Li-juan Kong1, Chun-hong Cheng1, Lei Wang2

(1. Department of Pharmacy, Longnan Hospital, Daqing, Heilongjiang 163453, China;
2. Hebei Medical University, Shijiazhuang, Hebei 050017, China)

Abstract: Objective To investigate the pharmacological mechanism of tryptanthrin (TR) in suppressing mast cell
proliferation promoted by thymic stromal lymphopoietin (TSLP), so as to provide academic evidence for mast cell
induced allergic dermatitis (AD) therapy through TR. Methods After HMC-1 cells were stimulated by TSLP, cell
proliferation was observed with another treatment of TR, and the relative protein levels were detected as well. The
cells were divided into four groups: blank control, TSLP stimulating, TR treating and TSLP combined with TR
groups. Cell viability was tested by MTT assay with various concentrations of TR. Cell proliferation effect was
verified through BrdU assay and Ki67 mRNA level detection. MDM2, p53, cleaved caspase -3 and cleaved
poly-ADP-ribose polymerase (PARP) protein levels were measured by Western blot. IL-7Ra and TSLPR mRNA
levels were detected by real-time fluorescent quantitative PCR. Results MTT assay showed TR had no cytotoxicity.
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过敏性皮炎是一种由免疫细胞和炎症介质相互

作用引发的皮肤免疫系统紊乱[1]，在免疫反应中，细

胞因子通过招募活化的免疫细胞到皮肤损伤部位，

从而进一步放大并维持紊乱状态[2]，肥大细胞是一种

重要的免疫细胞，在内脏黏膜和皮肤下微血管周围

广泛分布。另外，其可分泌多种细胞因子，如血小板

活化因子，肿瘤坏死因子等，参与免疫调节或过敏反

应，并在过敏性皮炎中发挥不可或缺的作用[3-4]。胸

腺基质淋巴细胞生成素（thymic stromal lymphopoi-

etin，TSLP）作为表皮屏障缺陷的标志[5]，经由白细胞

介素 7受体α（interleukin 7 receptor a chain，IL-7Ra）

和 TSLP受体（thymic stromal lymphopoietin receptor，

TSLPR）在 TSLP信号通路上游形成异质二聚体进而

发挥功能，参与过敏性皮炎的发生、发展，相关报道

称 TSLP在肥大细胞的增殖过程中发挥关键作用[6-8]。

鼠双微体基因 2（murine double mimute 2， 2）

是一种 E3泛素连接酶，可通过泛素降解途径降解

P53蛋白，进而抑制肿瘤细胞生长，可调控 TSLP促成

的肥大细胞增殖[8-9]。另外，研究人员发现 MDM2在

抑制细胞增殖的同时还可导致半胱天冬酶 -3的激

活，进而剪切多聚 ADP- 核糖聚合酶（cleavage of

poly-ADP-ribose polymerase，PARP）引发细胞凋亡[10]。

色胺酮是一种吲哚喹唑啉类生物碱，存在于多种

植物中。有研究报道，色胺酮有抗炎症、抗过敏等药

理学功能[11-13]。因此，笔者猜测色胺酮对过敏性皮炎

有一定的治疗作用。笔者通过对 TSLP信号通路中

MDM2、P53、TSLPR等进行验证，初步探讨色胺酮在

过敏性皮炎中的药理机制，为色胺酮治疗肥大细胞

相关过敏性皮炎提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验仪器和试剂

1.1.1 实验仪器 蛋白免疫印迹法（Western blot）

设备电泳仪、转膜仪、玻璃胶版等（美国 Bio-rad 公

司），聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，

PCR）仪（美国 Bio-rad公司），实时荧光定量 PCR系

统（美国 ABI 公司），倒置显微镜（日本 Olympus 公

司），冷冻离心机、酶标仪、NanoDrop分光光度计（美

国 Thermo公司）。

1.1.2 实验试剂 色胺酮（Tryptanthrin，TR）（美国

Sigma 公司，纯度≥98%，SML0310），二甲基亚砜

（dimethyl sulfoxide，DMSO）溶解稀释色胺酮，置于

-20℃冰箱冷冻保存，5-溴脱氧尿嘧啶核苷（5-Bro-

mo-2-deoxy Uridine，BrdU）（美国 Sigma公司），重组

TSLP（美国 RD Systems公司），胎牛血清、伊思考夫

改良杜尔贝可细胞培养基（iscove's modified dul-

becco's medium，IMDM）（美国 Gibco 公司），BrdU、

MDM2、P53、PARP、半胱天冬酶 -3、β- actin抗体

（美国 Santa公司），人源肥大细胞系 -1（human mast

cell line，HMC-1）细胞来自美国菌种保藏中心细

胞库。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 含 10%胎牛血清的 IMDM（加青

霉素和链霉素）培养 HMC-1细胞，置于孵箱 37℃、

5%二氧化碳 CO2，平均 2～3 d传代 1次，取对数生

长期细胞进行实验。

1.2.2 细胞处理和分组 色胺酮由 DMSO 稀释于

-20℃冰箱冷冻备用，TSLP蛋白经转染试剂处理进

入肥大细胞。实验细胞主要分为 3组：空白对照组为

DMSO空白和空载质粒转染；TSLP刺激组为转染重

组 TSLP蛋白处理；色胺酮处理组为 TSLP刺激合并

转染重组 TSLP蛋白后，加入不同浓度色胺酮处理。

1.2.3 溴脱氧尿苷渗入试验 采用台盼蓝细胞计数

方法，各处理组细胞 1×104个，设置 3次重复，加入

Brdu作用 3 h，磷酸缓冲盐溶液冲洗 1次，经固定、

解链、封闭后，一抗 4℃孵育过夜，二抗孵育 1 h。通

过免疫比色法比较各组细胞增殖情况。

1.2.4 噻唑蓝[3-（4，5-dimethyl-2-thiazolyl）-2，5-

diphenyl-2-H-tetrazolium bromide，MTT] 比色法

MTT比色法检测细胞活力，计数生长对数期的肥大

细胞约 1×105个 /L，传入 96孔板，分为空白处理

组、0.1、1.0和 10.0μmol共 4组，每组 8个复孔，并与

BrdU and Ki67 assay indicated that TR evidently suppressed mast cell proliferation promoted by TSLP. After TR
treatment, MDM2 protein level decreased in HMC-1 cells and the difference had statistical significance; on the
contrary, p53, cleaved caspase and cleaved PARP protein levels significantly elevated. The upstream regulatory
protein IL -7Ra and TSLPR mRNA levels were inhibited obviously with TR treatment. Conclusions TR could
suppress mast cell proliferation promoted by TSLP, and exhibits certain potential in AD therapy.

Keywords: tryptanthrin; thymic stromal lymphopoietin; human mast cell line -1 cell; caspase -3; cleavage of
poly-ADP-ribose polymerase
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MTT溶液（5 mg/ml）37℃孵育 4 h。终止培养后，每孔

加入 200μl DMSO，溶解甲瓒结晶。酶标仪检测各

孔在 540 nm处的吸光度值。

1.2.5 Western blot检测 收集各处理组的肥大细

胞，RIPA裂解液 4℃裂解 30 min，最大转速离心 5 min，

收集蛋白，并进行蛋白定量。5×loading加入蛋白液

中 95℃煮 10 min，视定量结果加入样品，经 10%分离

胶分离 90 min，100 V恒压转膜 100 min。5%的脱脂

牛奶封闭 1 h，4℃过夜孵育蛋白一抗。第 2天，TBST

溶液洗膜 3遍，5 min/次，室温孵育二抗 1 h，洗膜 3

遍，7 min/次；加入 A、B 发光液后，暗室操作曝光。

随机选取曝光蛋白条带 3 处位置进行蛋白灰度分

析，进行各处理组蛋白水平比较。

1.2.6 实时荧光定量 PCR反应 采用 Trizol 抽提

RNA的方法进行总 RNA的提取，RNA提取在通风

厨中进行。各处理组细胞经 1 ml Trizol处理后，将裂

解物吸置于离心管中，加入 200μl氯仿，颠倒震荡

数 10下。4℃、12 000 r/min离心 10 min，缓慢吸出

400μl上清液放置于新的离心管中。加入等体积的

异丙醇充分混合后，4℃、最大转速离心 10 min。弃上

清，加入 75%乙醇 1ml，洗涤沉淀，4℃、12 000 r/min

离心 5 min。弃上清液，吸净酒精，并在通风厨中放

置，待残留的酒精液体完全挥发后，视沉淀加适量

的无 RNA酶 H2O，70℃煮 10 min。测定 RNA浓度，

取 2μg RNA进行反转录 PCR反应。各处理组设置

3重复，采用 2-△△CT方法对数据进行分析，GAPDH为

内参蛋白。见表 1。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 19.0统计软件进行数据分析，计量资

料均采用数±标准差（x±s）表示，组间的比较用单

因素方差分析，两两比较用 LSD- 检验， <0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 色胺酮对 HMC-1肥大细胞活力和增殖的影响

MTT比色法结果显示，0.1、1.0 和 10.0μmol 的

色胺酮分别处理 HMC-1细胞后，各组 OD值比较，经

单因素方差分析，差异无统计学意义（ =0.785， =

0.512），细胞活力未受到影响。见表 2。

溴脱氧尿苷实验结果显示，TSLP刺激组与空白

对照组渗入 BrdU的细胞含量比较，经 检验，差异

有统计学意义（ =8.557， =0.001），TSLP刺激组比空

白对照组含量高；10.0μmol色胺酮单独处理后，色

胺酮刺激组和对照组比较，经 检验，差异无统计学

意义（ >0.05）；在 TSLP刺激后，并于 1.0和 10.0μmol

色胺酮处理组中，色胺酮处理组和 TSLP刺激组渗入

BrdU的细胞含量比较，经 检验，差异有统计学意

义（ =6.532 和 9.910， =0.003 和 0.001），0.1μmol

色胺酮处理后，差异无统计学意义（ >0.05），1.0和

10.0μmol色胺酮处理组中渗入 BrdU的细胞含量高

于 TSLP刺激组。见图 1A。

Ki-67mRNA 检测结果显示，TSLP刺激组与空

白对照组比较，经 检验，相对 Ki-67mRNA水平，差

异有统计学意义（ =68.663， =0.000），TSLP刺激组

水平高于空白对照组；经 0.1、1.0和 10.0μmol色胺

酮再次处理后，各组与 TSLP 刺激组相对 Ki-67

mRNA水平比较，经 检验，差异有统计学意义[ =

9.390、18.164 和 42.819， =0.001、0.000 和 0.000]，经

色胺酮处理后，细胞中相对 Ki-67 mRNA水平升高。

见图 1B～D。

2.2 色胺酮抑制 HMC-1细胞中 MDM2和 P53蛋

白水平的表达

Western blot结果表明，在 TSLP刺激后，HMC-1

细胞中 MDM2和 P53蛋白水平升高，经0.1、1.0和

10.0μmol色胺酮处理后，MDM2蛋白水平降低，P53

蛋白水平升高，且浓度越高，变化越大。蛋白灰度结果

显示，TSLP刺激组与空白对照组MDM2和 P53蛋白

水平比较，经 检验，差异有统计学意义（ =36.947

和 55.118， =0.000），TSLP刺激后 MDM2和 P53蛋

表 1 实时荧光定量 PCR反应引物序列

基因 引物序列

-67 正向：ATAAACACCCCAACACACACAA

反向：GCCACTTCTTCATCCAGTTAC

正向：ACCAAATCCGTTGACTCCGACCTT

反向：TCGACAGTCAGCCGCATCTTCTTT

-7 正向：GCTCAGGGGAGATGGATCCT

反向：GTCTTCTTATGATCGGGGAG

正向：CAGAGCAGCGAGACGACATT

反向：GGTACTGAACCTCATAGAGG

表 2 色胺酮对细胞活力的影响 （滋mol，x±s）

色胺酮浓度 0.0 0.1 1.0 10.0 值 值

OD值 0.444±0.009 0.455±0.021 0.453±0.021 0.446±0.012 0.785 0.512
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白水平降低；经 0.1、1.0和10.0μmol色胺酮处理后，

与 TSLP刺激组比较，经 检验，差异有统计学意义

（MDM2蛋白：=52.693、57.034和 57.808， =0.000；

P53蛋白：=42.866、9.550和 16.977， =0.000、0.001

和 0.000），MDM2蛋白水平受到抑制，P53蛋白水平

升高。见图 2。

2.3 HMC-1细胞中凋亡标志蛋白半胱天冬酶 -3

和 PARP剪切蛋白在色胺酮的作用下的表达

Western blot结果表明，半胱天冬酶 -3和 PARP

剪切蛋白水平在 TSLP的刺激后降低，经 0.1、1.0和

10.0μmol色胺酮处理后，蛋白水平回升。蛋白灰度

分析显示，与空白对照组半胱天冬酶 -3和 PARP剪

切蛋白水平比较，经 检验，差异有统计学意义（ =

8.033和 27.587， =0.001和 0.000），半胱天冬酶 -3

和 PARP剪切蛋白在 TSLP刺激后水平降低；经 0.1、

1.0和 10.0μmol色胺酮处理后，与 TSLP刺激组半胱

天冬酶 -3和 PARP剪切蛋白水平比较，经 检验，差

异有统计学意义（半胱天冬酶 -3：=8.379、9.273和

18.864， =0.001、0.001和 0.000；PARP剪切蛋白：=

13.629、31.576和 21.330， =0.000），半胱天冬酶 -3

和 PARP剪切蛋白水平升高。见图 3。

2.4 色胺酮降低 TSLP 上游信号通路中 IL-7Rα

和 TSLPR mRNA水平

实时荧光定量 PCR 结果显示，TSLP 刺激组与

空白对照组 mRNA水平比较，经 检验，差异有统计

学意义（ =6.307和 9.874， =0.003和 0.001），TSLP上

游信号蛋白 IL-7Rα和 TSLPR mRNA水平在 TSLP

刺激后均升高；经 0.1、1.0和 10.0μmol色胺酮处理

后，色胺酮处理组与 TSLP刺激组 mRNA水平比较，

经 检验，差异有统计学意义（IL-7Rα：=3.141、6.563

和 5.529， =0.035、0.003和 0.005；TSLPR mRNA：=

2.948、8.017和 7.626， =0.042、0.001和 0.002），两者

mRNA水平均降低。见图 4。
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1）与空白对照组比较， <0.05；2）与 TSLP刺激组比较， <0.05

图 1 色胺酮对 HMC-1肥大细胞增殖的影响
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图 2 色胺酮抑制 HMC-1细胞中 MDM2和

P53蛋白水平的表达
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图 4 色胺酮降低 TSLP上游信号通路中 IL-7Rα和 TSLPR蛋白 mRNA水平
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3 讨论

肥大细胞与过敏性皮炎密切相关，在皮肤损伤

部位，肥大细胞不断聚集，最终导致皮肤炎症 [14-16]；

有报道称 TSLP在过敏性皮炎患者皮肤损伤部位高

度表达[17]，近年来，更有研究发现，TSLP可调控肥大

细胞增殖，加剧肥大细胞调节的疾病，如过敏性皮

炎 [8]。色胺酮具有潜在的抗过敏药效，因此，笔者对

色胺酮在 TSLP促肥大细胞增殖进程中发挥的药理

机制进行探索，以期为色胺酮治疗过敏性皮炎提供

理论依据。本研究结果证实，色胺酮可抑制 TSLP促

HMC-1肥大细胞的增殖，初步结果表明，色胺酮可

通过抑制 MDM2蛋白表达，提高 P53蛋白水平，进

而引起凋亡标志蛋白半胱天冬酶 -3和 PARP剪切

蛋白水平升高，激活细胞凋亡；另外，通过对 TSLP

上游信号通路的检测发现，IL-7Rα和 TSLPR mRNA

水平在色胺酮的作用下降低。

BrdU是一种胸腺嘧啶的衍生物，在 DNA合成

S期，可代替胸腺嘧啶参与 DNA新链合成，并稳定

存在细胞核内，供于检测。本研究发现，色胺酮抑制

BrdU 嵌入 TSLP 刺激的肥大细胞。研究报道，

Ki-67mRNA水平的检测可作为细胞增殖活性的一

个标志[18]，而笔者对 Ki-67 水平的检测同样证实色

胺酮可抑制 TSLP促肥大细胞增殖。

MDM2参与 P53蛋白的降解，并在 P53蛋白稳

态中发挥关键作用[19]。相关研究结果证实，MDM2和

P53通路调节细胞增殖和凋亡[20]。本实验结果显示，

色胺酮抑制 MDM2、P53蛋白水平升高，表明色胺酮

第 18期 王福银，等：色胺酮抑制胸腺基质淋巴细胞生成素促肥大细胞增殖的药理机制

1）与空白对照组比较， <0.05；2）与 TSLP刺激组比较， <0.05

图 3 HMC-1细胞中凋亡标志蛋白半胱天冬酶 -3和 PARP剪切蛋白在色胺酮的作用下表达升高
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在 MDM2和 P53通路中发挥作用。

半胱天冬酶在调控细胞凋亡进展中发挥关键作

用[21]，在细胞凋亡发生时，半胱天冬酶 -3将 113 kD

的 PARP蛋白分别剪切至 89和 24 kD片段大小[22]，

另外，半胱天冬酶 -3和 PARP剪切蛋白也被报道参

与过敏反应[23-24]；近年来，色胺酮被报道在白血病细

胞中发挥抑制细胞增殖并引发细胞凋亡的作用 [25]。

本实验通过对半胱天冬酶 -3和 PARP剪切蛋白的

表达水平检测发现，在 HMC-1肥大细胞中，色胺酮

处理后两者蛋白水平升高，提示色胺酮可加速在肥

大细胞中的凋亡进展。

IL-7Rα和 TSLPR在 TSLP上游信号通路形成

异质二聚体复合物，促使 TSLP发挥作用 [6]，为进一

步探索色胺酮在肥大细胞中的药理机制，笔者检测

两者 mRNA水平表达，实时荧光定量 PCR结果显

示，mRNA水平降低，提示色胺酮可抑制两者在转录

水平上的表达。

值得注意的是，实验过程中 0.1μmol色胺酮处

理组与 TSLP刺激组 TSLPR mRNA水平比较，差异

无统计学意义。其原因可能为：①实验操作误差；②

低浓度色胺酮药力低效，提示在临床上对色胺酮的

使用浓度需谨慎。

综上所述，本研究结果显示，在 TSLP刺激的

HMC-1肥大细胞中，色胺酮可抑制促细胞增殖作

用，可能的机制是色胺酮通过调控 MDM2和 P53蛋

白水平的表达，激活凋亡信号，加速细胞凋亡过程，

抑制 TSLP发挥的促进作用。另外，色胺酮也可抑制

TSLP上游通路中 IL-7Rα和 TSLPR mRNA水平的

表达。
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