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摘要：近年来，人们发现了槐耳抗肿瘤作用。然而，关于槐耳对角质形成细胞增殖和银屑病治疗效果的研究尚未见报道。用不同浓度的槐耳对HacaT细胞进行不同时间的处理。检测对细胞增殖活力和细胞周期的影响。将轻至中度的银屑病患者随机分为两组。实验组给予无糖银屑颗粒和槐杞黄颗粒，对照组给予无糖银屑颗粒和安慰剂。4周后，比较各项治疗指标。与对照组相比，槐耳能显著抑制Hacat细胞增殖，抑制细胞活力，阻断G1期细胞周期（P<0.01）。治疗4周后，两组银屑病面积和严重程度指数减少50%（PASI 50）、PASI 75和PASI 90的患者数有显著性差异（P<0.01）。静态医师整体评价（sPGA）显著降低（P<0.01），皮肤病生活质量指数（DLQI）显著改善（P<0.01）。槐耳对银屑病在临床和实验两方面均显示出良好的疗效，为今后治疗寻常型银屑病提供了一定的帮助。
1 介绍
银屑病是一种由多基因遗传决定的、多环境因素刺激诱导的免疫异常性慢性炎症性增生性皮肤病，发病率为1%-3%，属于皮肤科的常见病及多发病，我国更是银屑病大国，若按1984年总的年发病率为1.23‰，我国平均每年增加2000万人口，采用递推的方法计算，每年要净增10万名新患者，截止目前我国银屑病患者的实际人数可能远远超过400万，这一惊人的数字应引起政府、社会和皮肤科同仁的重视。银屑病病因不明，轻中度银屑病占银屑病的80%左右，占大多数。银屑病患者不仅健康受到侵扰，更重要的是，由于皮损长在皮肤表面，在心理上和生活质量上均受到不同程度的困扰，甚至打击，如容貌受损，穿衣受限，影响患者在公共场合（如浴池、游泳池等）暴露身体，社交自卑，择偶困难，及生育遗传的担忧，甚至抑郁症等等。轻中度的银屑病的治疗，应用副作用较小的药物，相对快速地控制症状，是患者和医师的共识。对于轻中度银屑病，内用副作用较大的药物，如糖皮质激素、甲氨蝶呤、环孢素，或者昂贵的生物制剂，都是不被推荐的，因为这些药物引起的副作用可能远大于银屑病本身对患者的伤害。寻找安全和天然的治疗药物，使患者能够比较快速地控制症状，对改善轻中度银屑病患者的身心均具有很重要的意义。近年来，传统中药具有价格便宜，机体耐受性好，不良反应少等优势，有关中药槐耳的抗肿瘤作用及系列功效倍受关注，许多基础实验与一些临床实验结果相继发布。槐耳是生长在中国古槐树上的一种药用大型真菌，有治风、益力、破血的功效，槐耳的药物研发时间已长达14年，所研究出来的槐耳菌质和槐耳冲剂，是我国一类中药新药。槐耳对黑素瘤、肝癌、乳腺癌、卵巢癌、胃癌、宫颈癌、肺腺癌、前列腺癌等多种癌症中都有抑制肿瘤细胞增殖的效应。以往的关于槐耳的研究主要集中在其抗肿瘤的特性，发现它具有抗肿瘤细胞增殖、促进凋亡、促进自噬、抑制血管内皮增生及减少血管密度的作用。众多治疗癌症的药物在治疗银屑病可以取得良好的疗效，如环孢素、甲氨蝶呤、阿维A等药物，根据以往的经验和槐耳的药效，本研究认为槐耳是治疗银屑病具有潜力的中药，本研究采用槐耳对于人角质形成细胞Hacat细胞系的作用及槐耳联合银屑颗粒治疗了轻中度银屑病患者，并与安慰剂合并银屑颗粒组进行对比，发掘槐耳对银屑病的作用，为轻中度银屑病的治疗提供新靶点与新思路。
2材料和方法

2.1临床试验

2.1.1患者

本研究于2017年2月至7月在哈尔滨医科大学第一附属医院皮肤科完成。该研究得到了参与机构的地方伦理委员会的批准。本研究的纳入标准是：1）自愿签署并取得受试者的书面知情同意；2）年龄在18至64岁之间的男女；3）根据教科书《中国临床皮肤病学》中列出的诊断标准对轻中度银屑病进行诊断（4）；4）BSA受银屑病影响的≤9%，不包括头皮，PASI评分≤11%；5）一个合适参与的患者，能够确保整个治疗过程的观察是有效的，数据是准确的。主要排除标准包括：在筛选前的4周内使用全身非生物性银屑病治疗(甲氨蝶呤、环孢素等)或补骨脂素加UVA/UVB光疗；在研究前用生物制剂治疗≤12个月；哺乳期妇女或计划怀孕的妇女；或已知对HQH或无糖银屑颗粒过敏的患者；或研究者认为不适合参与这项研究有严重生命器官疾病和其他病史。两组患者的基本人口统计学见表1。

表 1两组治疗前情况

	
	银屑颗粒+HQH

（治疗组）n=84
	银屑颗粒+安慰剂（对照组）n=80

	年龄（岁）
	32.2±10.7
	33.4±11.2

	男性,%
	44
	41

	女性,%
	40
	39

	疾病持续时间

（月）
	18.4
	17.9

	银屑病BSA分数, % 
	6.90%±0.02%
	6.75%±0.03%

	sPGA 分数, n(%)
	
	

	2
	43 （51.2）
	40（50.0）

	3
	39 （46.4）
	37（46.3）

	4
	2 （2.4）
	3 （3.7）

	DLQI 分数
	9.4±6.2
	9.2±6.9

	PASI 分数 
	8.28±0.03
	8.19±0.05


数据是用数字（%）或均值±标准差表示。 
BSA: 体表面积; sPGA: 医生静态总体评估; DLQI: 皮肤病生活质量指数; PASI:银屑病面积和严重程度指数. 实验组和对照组无明显统计学差异（P>0.05）.

2.1.2研究设计

将患者随机分为“无糖银屑颗粒加HQH”组（实验组A）或“无糖银屑颗粒加安慰剂”组（对照组B），比例为1：1。由于银屑病的发病机制是复杂和多因素的，对于某些患者来说，单一中药的治愈潜力是无法理解和令人信服的。考虑到这可能会降低依从性，因此我们在这项研究中使用了联合疗法。最初，我们计划在每组中招收大约100名患者，在实验组和对照组中分别有84名和80名患者完成了这项研究。为了达到客观评价，在整个研究中，负责药物管理和药物分配的人员是不知情的。在治疗前和治疗后，以相同的医生对每项评分进行盲评。两组患者体重≤70kg时口服无糖银屑颗粒（荣昌药业有限公司）6g，每日2次；体重>70kg时口服无糖银屑颗粒6g，每日3次。在A组，HQH（中国启东盖天力公司），其中主要成分是槐耳，口服10克，每天两次。B组：所有患者均服用与活性片外观相同的安慰剂（中国启东盖天力药业有限公司生产的HQH模拟胶囊）。两组均治疗4周。为了帮助一般皮肤护理，外用玉泽身体乳（上海家化），给所有患者一天2次，并在每次访问前1天停止。这项研究是根据《赫尔辛基宣言》和《临床试验管理规范》进行的。每个研究机构的机构审查委员会批准了研究协议。
2.1.3有效性评估

在治疗前（基线）和治疗开始后2周和4周对患者进行分析。在每次随访时，对PASI进行评估和记录。所有受试者完成为期4周的研究后，根据PASI评分的降低从方程式中评估疗效：有效性指数=([治疗前PASI评分-治疗后PASI评分]/治疗前PASI评分)×100%。PASI评分介于0和72之间，得分越高，病情越严重（5）。在治疗开始后2周和4周，比较两组患者PASI评分降低50%、75%和90%的百分比（分别为PASI 50、PASI 75和PASI 90）。在第2周和第4周，评估指标，包括BSA、SPGA和DLQI。SPGA是由研究者根据他们对疾病严重程度的印象来评估的。使用七分法量表评分SPGA，其中0＝清晰，6＝严重。主要观察终点为第2周和第4周PASI评分较基线改善的百分比，第4周sPGA为0、1的百分比，第4周银屑病BSA受累的改善（0%-100%）。患者报告的结果包括DLQI，得分在0-30之间，较低的得分表明该疾病对生活质量的影响较低。DLQI总分0或1的实现对于提高患者对治疗的满意度有重要意义。表2显示两组4周后各项评分的比较。

表 2 4周治疗后两组情况。

	
	银屑颗粒+HQH（治疗组）n=84
	银屑颗粒+安慰剂（对照组）n=80

	PASI数值 
	 2.27±0.04
	 6.29±0.03* *

	PASI 50, n (%) 
	 78 （92.9） 
	 29（36.3）* *

	PASI 75, n (%)
	 70 （83.3）
	 23（28.8）* *

	PASI 90, n (%)）
	 58 （69.0）
	 16（20.0）* *

	银屑病BSA累及的改善, %
	1.61±4.09
	5.12±3.50* *

	sPGA 清除或接近清除 (0 或 1), n (%)
	75(89.3)
	 22 (27.5) * *

	DLQI变化
	- 9.1±6.9
	-2.0±6.8* *


数据是用数字（%）或均值±标准差表示。 
**p < 0.01, 与对照组相比. 
2.1.4安全评估

通过连续监测治疗-紧急不良反应、实验室参数变化和生命体征变化，评价4周的安全性。

2.2 结果

治疗4周后，达到PASI 50、PASI 75和PASI 90的患者数有显著性差异（P<0.01，图1）。BSA和sPGA的改善有显著性差异（P<0.01，图2），DLQI明显改善（P<0.01）。治疗组红斑、浸润、脱落均迅速消退。治疗2周后有明显改善。在4周时，银屑病皮损基本清除（图3, 4）。
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图 1。比较2组治疗2周和4周后PASI的变化。治疗2周后，两组PASI评分无显著性差异。治疗4周后，获得PASI 50、PASI 75、PASI 90的患者数有显著性差异（P＜0.01）。
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图 2。2组治疗后2周和4周SPGA比较。治疗2周后，两组患者SPGA评分差异无显著性。治疗4周后，差异有显著性（P＜0.01）。
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图 3。治疗组41岁妇女治疗前后对照照片，病史8个月，PASI 8.0，BSA 2.8%，sPGA 3，DLQI 7.0。治疗4周后，红斑、脱屑、浸润明显减轻，基本消退（PASI 1.8、BSA 2.5%、sPGA 0、DLQI 1.0）。
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图 4。对比治疗组60岁男性患者治疗前后的照片。病史18个月，PASI 8，BSA 6.8%，SPGA 3，DLQI 9（前）。治疗4周后，红斑、脱屑、浸润明显减轻，基本消退（PASI 0.5、BSA 0.2%、sPGA 0、DLQI 0）。

2.2.1不良事件

不良反应发生率较低，治疗组发生腹泻2例，对照组发生腹胀1例。上述不良反应均在开始治疗的头3天内发生，迅速缓解，不再出现。无其他严重不良反应或突发事件发生。与治疗前相比，经重复试验治疗后，血液参数、肝功能、肾功能均无显著差异。

2.3 细胞基础实验

2.3.1 材料与方法

（1）细胞系和试剂

HACAT细胞系来自美国典型培养物保藏中心。槐耳由盖天力药业有限公司（江苏）提供，在完全培养基中充分溶解，得到100mg/ml原液，然后用0.22mm的过滤器过滤，在4℃下短期使用。DMEM（美国GIBCO）、胎牛血清（FBS）由美国ScienCel公司获得，细胞周期试剂盒由北京4A生物科技有限公司获得。
（2）细胞培养

HaCaT细胞常规维持在添加10% FBS的DMEM培养基中。在5%℃的湿度培养箱中，在37℃下对细胞进行常规培养。

（3）光学显微镜对HaCaT细胞形态的观察

用槐耳液（0、4、8和16mg/mL）与Hacat细胞相互作用0、24、48和72h，用戊二醛固定。通过光学显微镜（奥林巴斯，东京，日本）分析细胞形态和细胞数的变化。
（4） Casy细胞计数用于细胞活力检测

在6孔培养板中接种1×105个细胞/孔。在2, 4, 8和16 mg/ml的条件下制备槐耳，对照细胞仅用DMEM处理。在含5%二氧化碳的加湿环境中培养37°C。培养24, 48、72小时，将Casy-Ton缓冲液（10毫升）缓冲液放入杯中。最低浓度为2×104个/mL的细胞被置于毛细管中，并且这些细胞通过使用CASY细胞计数器和分析器系统分析。

（5）细胞周期分析

用标准方法进行细胞周期分析，并进行一些修改。简言之，将1.5×106/mL的细胞/孔接种于6孔板中，在37℃无血清培养基中饥饿，饥饿12h后，用0、4、8和16mg/mL的槐耳提取物处理48h，胰蛋白酶化，用冷磷酸盐缓冲盐水(PBS)洗涤，在75%乙醇中固定过夜，第二天用PBS洗涤固定细胞，悬浮于100μL的结合缓冲液中。在黑暗中加入染色缓冲液（500μL）染色细胞DNA。将碘化丙啶染色液（25μL）和RNase A（10μL）在室温下在黑暗中温和混合30分钟，1h内用FACScan流式细胞仪分析细胞，用ModFitLT V2.0软件（Becton Dickinson）分析数据。
2.4结果
2.4.1 光学显微镜观察槐耳诱导的HaCaT细胞形态及数量变化

随着浓度和作用时间的增加，Hacat细胞的数量逐渐减少；此外，形态学改变和细胞变得不规则（图5）。
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图 5。通过光学显微镜示出槐耳诱导的HaCaT细胞的形态和数量的变化。随着作用浓度和时间的增加，Hacat细胞数量逐渐减少，形态发生改变，细胞变得不规则。
2.4.2 CASY法测定槐耳抑制细胞增殖活性的实验研究

槐耳对Hacat细胞的存活率有时间和剂量依赖性的影响；随着暴露时间和浓度的增加，细胞存活率降低（图6）。
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图 6。Casy细胞分析表明槐耳对细胞活力的影响。槐耳能以时间和剂量依赖性抑制HaCaT细胞的活力。24 h时，仅16 mg/ml组与对照组比较有显著性差异（P＜0.01）。48h和72h各浓度组与对照组相比均有显著性差异(P<0.01)。IC50（72 h）＝5.78 mg/ml（P＜0.01）。
2.4.3 槐耳诱导细胞周期阻滞

槐耳能阻断HaCaT细胞的增殖于细胞周期G1期，以剂量依赖的方式发生，在48小时内，用4、8和16mg/mL治疗观察到统计学上的显著差异（P<0.01）（图7）。
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图 7。槐耳对细胞周期的影响。槐耳诱导HaCaT细胞阻滞在G1期，呈剂量依赖方式，在作用48小时后（P＜0.01）。

2.5 统计分析

采用SPSS软件（版本17）来计算统计分析。学生t检验和单因素方差分析，以确定意义。所有误差条被作为三个实验的平均值（SEM）的标准误差。P值与＜0.05的差异有统计学意义。

3 讨论
本研究首次证实了槐耳对角质形成细胞增殖和细胞周期的影响，并证实了槐耳对轻、中度银屑病的临床疗效和安全性。

银屑病的病理生理是多样的，主要包括角质形成细胞的过度增殖、真皮乳头的血管增生和浅表真皮血管周围炎症。银屑病患者角质形成细胞活跃，细胞周期明显缩短。角质形成细胞的表皮通过时间可由28天缩短至3～4天。本实验证实槐耳通过阻断细胞周期G1期，改变了Hacat细胞的形态，显著减少了细胞的数量，有效地抑制了Hacat细胞的增殖（P<0.01）。CASY细胞分析证实槐耳对Hacat细胞增殖有明显抑制作用，且呈明显的时间和浓度依赖性（P<0.01）。这与许多其他研究相似，这些研究表明能够抑制Hacat肿瘤细胞的增殖：以前的实验已经证实槐耳能有效地抑制黑色素瘤、乳腺癌、结肠癌、肝癌、前列腺癌、胃癌、纤维瘤肉瘤、肺癌和许多其他肿瘤细胞的增殖；除了肿瘤细胞，以前的研究已经证实槐耳抑制了一些非肿瘤细胞的增殖，如系膜细胞和结节硬化细胞。本研究证实槐耳能有效抑制角质形成细胞的过度增殖和积累，这与银屑病的发病机制密切相关。这也被认为是治疗能够快速控制银屑病症状的主要原因。

最近的研究证实槐耳是一种有效的抗血管生成剂，能够抑制人脐静脉内皮细胞（HUVECs）的增殖，降低HUVEC细胞的活性和血管生成，并降低微血管密度。在肝癌SMMC-7721荷瘤小鼠的研究中，发现槐耳能显著抑制缺氧诱导因子(HIF)-1蛋白和血管内皮生长因子(VEGF)的表达，降低微血管密度，抑制巨噬细胞介导的血管生成。提示槐耳能有效抑制微血管内皮细胞增殖，降低微血管密度。

免疫功能紊乱在银屑病的发病机制中也起着重要作用。研究槐耳对小鼠肝癌（H22）荷瘤小鼠的作用，发现槐耳治疗后免疫器官（胸腺和脾脏）的相对重量和淋巴细胞增殖增加。槐耳增加免疫刺激性细胞因子，表明槐耳增强免疫系统功能。目前，它作为一种免疫调节剂上市。由于槐耳能抑制角质形成细胞增殖、微血管增生，降低微血管密度，是一种有效的免疫调节剂，有望发挥抗银屑病的作用。临床试验中，HQH联合无糖银屑颗粒在改善PASI评分、sPGA评分、DLQI评分和BSA评分方面具有明显的优势（P<0.01），证实了槐耳对银屑病的治疗是有效的。在槐耳治疗组，患者的银屑病病变消失得更快，这直观地反映在每个患者的随访中。治疗4周后，疗效最佳，患者生活质量明显改善。不良反应发生率低，无严重不良反应发生。临床试验支持了细胞实验结果，表明槐耳是一种有效的抗银屑病药物，几乎没有副作用。

本实验初步研究了槐耳对角质形成细胞增殖的影响，评价了槐耳治疗轻、中度银屑病的疗效和安全性。通过细胞实验和临床研究，初步结果证实了这一假说。然而，目前仍存在一定的局限性，需要进一步的实验来阐明槐耳的其他作用，如Hacat细胞凋亡和自噬。需要更大人群的临床试验来证实这一假说，探索更好的给药方案，并进行长期疗效观察。与安慰剂相比，单独使用槐耳可望引起不同程度的改善，以进一步阐明槐耳在银屑病治疗中的作用。原代培养的银屑病患者表皮细胞在基于细胞的实验中的应用可以提供更有说服力的证据，但是由于细胞培养和分析的局限性，本研究使用Hacat细胞；然而，原代培养的实验结果是符合预期的。

4 结论
通过临床试验，观察了槐耳有效抑制Hacat细胞增殖、诱导细胞周期阻滞和对银屑病患者具有效性和安全性。槐耳治疗寻常型银屑病的初步实验和临床研究均显示出良好的疗效，为今后治疗寻常型银屑病提供一定的参考价值。
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