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维生素D对白癜风小鼠免疫功能及TLR4/MyD88/NF-κB
信号通路的影响

李进芹，谢龙会，朱 伟

［摘要］ 目的 探讨维生素D对白癜风小鼠免疫功能的影响以及对 TLR4/MyD88/NF-κB信号通路的调节作用。 方法

将 90只C57BL/6N小鼠随机数字表法分为对照组、模型组、TAK-242组（TLR4抑制剂，3 mg/kg）、维生素D低剂量组（50 ng/mL）、

维生素D高剂量组（100 ng/mL），每组 18只，除对照组外，其余各组小鼠通过涂抹莫诺苯宗乳膏构建小鼠白癜风模型。评估各组

小鼠毛发脱色情况；测定脾和胸腺指数；ELISA检测小鼠血清中 IL-1β、IL-17、IFN-γ的水平；流式细胞术检测小鼠外周血淋巴T
淋巴细胞亚群水平；Western blot检测TLR4/MyD88/NF-κB信号通路相关蛋白表达。 结果 与对照组相比，模型组小鼠脾和胸

腺指数、CD4+及CD4+/CD8+水平降低（P<0.05），炎症因子 IL-1β、IL-17、IFN-γ、CD8+水平及TLR4、MyD88、NF-κB p65磷酸化蛋白

表达升高（P<0.05）；与模型组相比，TAK-242组和维生素D低、高剂量组上述指标均相反表达（P<0.05）。 结论 维生素D可以

改善白癜风小鼠的免疫功能，其作用机制可能与抑制TLR4/MyD88/NF-κB信号通路有关。
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Effects of vitamin D on immune function and TLR4/MyD88/NF-κB signaling pathway in vitiligo mice

LI Jinqin，XIE Longhui，ZHU Wei
（Department of Dermatology，Zunyi First People's Hospital，Zunyi 563000，Guizhou，China）

［［Abstract］］ Objective To investigate the effects of vitamin D on immune function and the regulation of TLR4/MyD88/NF-κB
signaling pathway in vitiligo mice. Methods 90 C57BL/6N mice were randomly divided into control group，model group，TAK-242
group（TLR4 inhibitor，3 mg/kg），vitamin D low-dose group（50 ng/mL）and vitamin D high-dose group（100 ng/mL）with 18 mice in
each group. In addition to the control group，the vitiligo model was constructed by applying monobenzone cream in other groups of
mice. The hair decolorization of each group was evaluated. Spleen and thymus index were determined. Serum levels of IL-1β，IL-17 and
IFN-γ were detected by ELISA. T lymphocyte subsets in peripheral blood of mice were detected by flow cytometry. Western blot were
used to detect TLR4/MyD88/NF -κB signaling pathway related protein expression. Results Compared with the control group，the
spleen and thymus indexes，CD4+ and CD4+/CD8+ levels were decreased in model group（P<0.05），the levels of inflammatory cytokines
IL-1β，IL-17，IFN-γ，CD8+ and the expression of TLR4，MyD88，NF-κB p65 phosphorylated protein were increased（P<0.05）. Com⁃
pared with model group，the above indexes were inversely expressed in TAK-242 group and low and high dose vitamin D groups（P<
0.05）. Conclusion Vitamin D can improve the immune function of vitiligo mice，and its mechanism may be related to inhibition of
TLR4/MyD88/NF-κB signaling pathway.
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0 引 言

白癜风是一种自身免疫性皮肤病，其特征是 T
细胞有针对性地破坏黑色素细胞，导致皮肤和黏膜
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上出现白斑，并可能伴随全身症状，严重影响患者

的生活质量［1-2］。目前，最常见的疗法为紫外线 B光

疗与他克莫司联合，但治疗时间较长并可能产生不

良反应［3］。因此，寻找其他针对白癜风有效治疗方法

具有较高的临床意义。维生素D在骨骼结构、大脑功

能中都有关键作用，能够刺激和保护黑色素细胞，

对维持皮肤健康很重要，其水平与多种自身免疫性

疾病有关［4］。Toll样受体 4（toll-like receptor 4，TLR4）/
髓样分化因子 88（myeloid differentiation factor 88，
MyD88）/核因子 -kappa B（nuclear factor -kappa B，
NF-κB）信号通路是抗炎和免疫调节通路之一，涉及

细胞凋亡、炎症、免疫反应以及血管重塑等病理过

程［5］。有研究证明，TLR4及其衔接分子MyD88在人

黑色素细胞中组成型表达，TLR4的激活可上调

MyD88表达，诱导NF-κB的核易位，抑制黑素小体

的形成和黑素合成，且有研究发现 TLR4/NF-κB通

路的活化参与了白癜风发病［6-8］。有研究发现维生素D
也可以通过抑制TLR4/MyD88/NF-κB信号通路抑制

炎症反应，并且其在白癜风中维持高水平是必要

的［9-10］。但维生素D在白癜风中的具体作用机制还

需深入研究。基于上述背景，本研究旨在探讨维生

素D对白癜风小鼠免疫功能的影响以及其可能的作

用机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物材料 90只 SPF级C57BL/6N小鼠购自

于北京维通利华实验动物技术有限公司，实验动物

合格证号：SCXK（京）2021-0011。所有小鼠在昼夜交

替、温度26 ℃、湿度60%的环境中饲养。

1.1.2 试剂和仪器 维生素 D（货号：YT63592，北
京伊塔生物科技有限公司）；TAK-242（TLR4抑制

剂，货号：HY-11109，美国Med Chem Express公司）；

白细胞介素-1β（IL-1β）、白细胞介素-17（IL-17）、干

扰 素 γ（IFN - γ）ELISA 试 剂 盒（货 号 ：EK0502、
EK11239、EK0496，南京莱富赛生物科技有限公

司）；CD4+和 CD8+单克隆荧光抗体（货号：GBS -

ITM0125、GBS - ITM0135，艾美捷科技有限公司）；

CD4+T细胞阳选试剂盒（货号：071E102.11，北京汇

智和源生物技术有限公司）；TLR4、MyD88、NF-κB
p65、p-NF-κB p65抗体（货号：ab13556、ab219413、
ab207297、ab239882，英国 abcam公司）；山羊抗兔

IgG（货号：WLA023，沈阳万类生物科技有限公司）；

BD FACSCalibur流式细胞仪（上海远耀生物科技有

限公司）；Thermo热电 FC酶标仪（上海联迈生物工

程有限公司）

1.2 方法

1.2.1 动物实验及分组 将 90只小鼠依据随机数

字表法随机分为对照组，模型组，TAK-242组（TLR4
抑制剂），维生素D低、高剂量组，每组 18只。除对照

组外，其余组均每天在小鼠背部剃毛处涂抹 40%的

莫诺苯宗乳膏 50 mg，持续用药 50 d以构建小鼠白

癜风模型［11］，在此期间，小鼠存活率 100%。从第 21
天开始，TAK-242组小鼠腹腔注射 3 mg/kg的 TLR4
抑制剂TAK-242［12］，维生素D低、高剂量组小鼠分别

灌胃 1 mL用玉米油配制的浓度为 50、100 ng/mL的
维生素D溶液［13］。对照组和模型组均单独灌胃玉米

油。每天给药1次，持续30 d。
1.2.2 评估各组小鼠毛发脱色情况 在治疗过程

中，肉眼观察每只小鼠的毛发脱色情况，并进行评

分。评分标准如下：0分：无色素脱失；1分：毛发色素

脱失面积小于 5%；2分：毛发色素脱失面积为 6%~
25%；3分：毛发色素脱失面积为 26%~50%；4分：毛

发色素脱失面积为 51%~75%；5分：毛发色素脱失

面积为 76%~100%。每组小鼠的平均个体分数代表

每个实验组的白癜风发展程度，分数越高发病越重。

1.2.3 测定脾和胸腺指数 实验结束后，所有小鼠

用 1%的戊巴比妥钠麻醉取血后处死，解剖取出脾

和胸腺，并去除筋膜，吸干水分后，分别称重并计算

脾和胸腺指数，称重后的器官立即保存于-80 ℃。

1.2.4 检测小鼠血清中 IL-1β、、IL-17、、IFN-γ的水平

在小鼠处死前，每组随机选取 6只小鼠，采用摘眼球

法取血，离心收集上清，并保存-20 ℃备用。然后根

据 ELISA检测试剂盒说明书检测上清中 IL-1β、IL-

17、IFN-γ的水平。

1.2.5 流式细胞术检测小鼠外周血 T淋巴细胞亚群

水平 每组另随机选取 6只小鼠，摘除小鼠眼球采

集外周血于试管中，加入 EDTA抗凝，混匀抗凝血

后，取 100 µL加入新试管中，并分别加入 CD4+和
CD8+单克隆荧光抗体，室温避光孵育 15 min。再加

入溶血素避光孵育 15 min。用 BD FACSCalibur流式

细胞仪检测并计算阳性细胞百分比。

1.2.6 Western blot 检测小鼠外周血单个核细胞

（（PBMC））中 TLR4/MyD88/NF-κB 蛋白表达 每组剩余

6只小鼠，摘除小鼠眼球采血（1 mL）至EDTA-K2抗
凝采血管中，在试管中加入的淋巴细胞分离液（2
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mL），将抗凝血与 1 mL RP-MI1640培养液轻轻吹打

混匀后，缓慢滴加在分离液的液面上方，于 500 × g
离心 20 min，小心吸取单核细胞层，用RP-MI1640培
养液离心洗涤两次获取 PBMC。取 PBMC加入蛋白

裂解液提取总蛋白。BCA测定蛋白浓度后，SDS-PAGE
分离蛋白并转膜。转膜结束，将 PVDF膜放入 5%脱

脂牛奶中 4 ℃封闭过夜，然后与一抗稀释液（TLR4、
MyD88、p-NF-κB p65、NF-κB p65抗体稀释倍数

1∶1000）室温下孵育 1.5 h，再与羊抗兔 IgG二抗（稀

释倍数 1∶1000）一起孵育 1.5 h，最后ECL显色。凝胶

成像仪观察蛋白条带，并以GAPDH为内参蛋白，利

用 Image J软件分析蛋白条带灰度值。

1.3 统计学分析 采用GraphPad Prism 8.0软件分

析数据，定量资料以均值±标准差（x̄±s）表示。多组间

比较采用单因素方差分析，两两多重比较采用SNK-q
检验。以P≤0.05认为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 维生素D对小鼠毛发脱色评分的影响 与对

照组相比，模型组小鼠毛发脱色评分升高（P<0.01）；

与模型组相比，TAK-242组和维生素D低高剂量组

小鼠毛发脱色评分降低（P<0. 01），且维生素D高剂

量组与TAK-242组差异无统计学意义（P=0.957）。见

表1。

2.2 维生素D对小鼠脾和胸腺指数的影响 与对

照组相比，模型组小鼠脾和胸腺指数降低（均 P<
0.01）；与模型组相比，TAK-242组和维生素D低高

剂量组小鼠的脾和胸腺指数升高（均P<0.01），且上

述指标维生素D高剂量组与TAK-242组差异无统计

学意义（P=0.999，P=0.993）。见表1。
2.3 维生素D对小鼠血清中 IL-1β、、IL-17、、IFN-γ水

平的影响 与对照组相比，模型组小鼠血清中 IL-1β、

IL-17、IFN-γ水平升高（均P<0.01）；与模型组相比，

TAK-242组和维生素D处理组 IL-1β、IL-17、IFN-γ水
平降低（均P<0. 01），且上述指标维生素D高剂量组

与 TAK-242组差异无统计学意义（P=0.994，0.973，
0.995）。见表2。

2.4 维生素D对小鼠淋巴T细胞亚群水平的影响

与对照组相比，模型组小鼠血清中 CD8+水平升高，

CD4+及 CD4+/CD8+水平降低（均 P<0. 01）；与模型组

相比，TAK -242组和维生素 D处理组 CD8+水平降

低，CD4+及CD4+/CD8+水平升高（均P<0.01），且上述

指标维生素 D高剂量组与 TAK-242组差异无统计

学意义（P=0.999，P=0.823，P=0.875）。见表3，图1。

2.5 维生素 D 对小鼠外周血 PBMC 中 TLR4、、

MyD88、、p-NF-κB p65蛋白表达的影响 与对照组

相比，模型组小鼠外周血 PBMC中 TLR4、MyD88、p-

NF-κB p65蛋白表达升高（均P<0.000 1）；与模型组

相比，TAK-242组和维生素D处理组 TLR4、MyD88、
p-NF-κB p65蛋白表达降低（P<0.000 1），且维生素

D高剂量组与 TAK-242组差异无统计学意义（P>
0.05）。见图2，表4。

表1 各组小鼠的毛发脱色评分及脾和胸腺指数（x̄±s，n=18）
Table 1 Hair decoloration score and spleen and thymus

index of mice in each group（x̄±s，n=18）

与对照组比较，*P<0.05；与模型组比较，#P<0.05；与TAK-242组
比较，△P<0.05

组别

对照组

模型组

TAK-242组
维生素D低剂量组

维生素D高剂量组

F值

P值

脱色评分（分）

0.00±0.00
4.36±0.28*

1.24±0.11#

2.97±0.21*#△
1.28±0.12#

1751.981
<0.000 1

脾指数（%）

3.15±0.28
1.77±0.14*

2.86±0.21#

2.25±0.18*#△
2.87±0.23#

123.918
<0.000 1

胸腺指数（%）

1.98±0.17
1.05±0.09*

1.76±0.15#

1.34±0.12*#△
1.78±0.16#

129.093
<0.000 1

表2 各组小鼠血清中 IL-1β、IL-17、IFN-γ水平（x̄±s，n=18）
Table 2 Levels of IL-1β，IL-17 and IFN -γ in serum of

mice in each group（x̄±s，n=18）

与对照组比较，*P<0.05；与模型组比较，#P<0.05；与TAK-242组
比较，△P<0.05

组别

对照组

模型组

TAK-242组

维生素D低剂量组

维生素D高剂量组

F值

P值

IL-1β（pg/mL）

58.36±3.41

105.65±4.38*

62.81±3.56#

85.49±4.12*#△

63.69±3.37#

167.369

<0.000 1

IL-17（pg/mL）

40.71±2.18

94.63±3.52*

45.19±2.34#

71.42±3.41*#△

44.21±2.20#

415.898

<0.000 1

IFN-γ（pg/mL）

74.98±3.19

134.51±5.21*

80.72±3.28#

118.69±4.76*#△

79.82±3.72#

258.922

<0.000 1

表3 各组小鼠外周血中淋巴T细胞亚群水平（x̄±s，n=18）
Table 3 Levels of T lymphocyte subsets in peripheral

blood of mice in each group（x̄±s，n=18）

与对照组比较，*P<0.05；与模型组比较，#P<0.05；与TAK-242组
比较，△P<0.05

组别

对照组

模型组

TAK-242组

维生素D低剂量组

维生素D高剂量组

F值

P值

CD4+（%）

42.14±2.56

21.06±1.27*

38.11±2.42#

28.37±1.71*#△
37.93±2.11#

103.951

<0.000 1

CD8+（%）

15.92±1.24

35.76±1.89*

18.25±1.36#

26.85±1.68*#△
17.32±1.29#

185.065

<0.000 1

CD4+/CD8+

2.65±0.28

0.59±0.05*

2.09±0.15*#

1.06±0.10*#△
2.19±0.23*#

132.372

<0.000 1
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图 1 流式细胞术检测淋巴细胞亚群水平

Figure 1 Detection of lymphocyte subsets by flow cytometry

3 讨 论

白癜风是一种以色素脱失为特征的慢性自身

免疫性皮肤病［14］。迄今为止，白癜风的可用治疗方

法依然有限，治疗策略依赖于针对炎症和免疫反应

的非特异性疗法［15］。白癜风的发病机制比较复杂，

涉及遗传易感性、环境诱因、炎症及免疫反应，其中

炎症反应的生物标志物包括 IL-1β、IL-17、IFN-γ等
细胞因子［16］。免疫反应的主要特征是调节性 T细胞

（Treg）和效应性 T细胞（Teff）之间的不平衡，Treg功
能受损，促进CD8+毒性 T细胞和CD4+辅助 T细胞的

增殖，这两种 T细胞均具有调节和增强组织中炎症

反应的能力。有研究发现在白癜风患者中CD8+T细
胞浸润增多与炎症反应及黑色素细胞凋亡有

关［17-18］。胸腺和脾拥有多种来源为髓系或淋巴系的

免疫细胞，如 B细胞、T细胞等，可调节各种氧化应

激反应以及机体免疫作用［19］。因此，胸腺和脾指数

也可以反映机体免疫水平。

维生素 D是人体中一种必需的脂溶性甾体激

素，其在血清中的水平可反映肠易激综合征患者炎

症水平［20］。研究显示，维生素D可促进角质形成细

胞的分化和成熟，有助于保持皮肤的完整性，并促

进黑色素细胞的存活和增殖，增强黑色素细胞内黑

色素的产生，进而促进白癜风的色素沉着过程［21-22］。

此外，维生素D具有免疫调节作用，对可能导致白癜

风黑色素细胞破坏的过度免疫反应具有抑制作

用［23-24］。本研究结果发现，模型组小鼠的毛发脱色评

分升高，脾、胸腺指数和 CD4+水平降低，炎症因子

IL-1β、IL-17、IFN-γ及CD8+水平升高，表明白癜风小

鼠免疫功能异常；而 TAK-242组和维生素D组小鼠

毛发脱色评分降低，脾、胸腺指数和CD4+水平升高，

炎症因子 IL-1β、IL-17、IFN-γ及CD8+水平降低，且维

生素D高剂量组的效果优于低剂量组，这一结果与

上述研究结果基本一致［23］，揭示了维生素D可以抑

制炎症反应和黑色素细胞缺失，改善白癜风小鼠的

毛发脱色症状和自身免疫失衡。

TLR4是 I型自身免疫系统中的跨膜糖蛋白受

体家族的一种蛋白，在先天免疫中发挥重要作用，

MyD88是 TLR4信号通路中重要的下游因子，也在

表 4 各组小鼠外周血 PBMC中TLR4、MyD88、p-NF-κB
p65蛋白表达水平（x̄±s，n=18）

Table 4 Protein expression levels of TLR4，MyD88 and
p-NF-κB p65 in peripheral blood PBMC of mice
in each group（x̄±s，n=18）

与对照组比较，*P<0.05；与模型组比较，#P<0.05；与TAK-242组
比较，△P<0.05

1~5：分别为对照组、模型组、TAK-242组、维生素D低剂

量组、维生素D高剂量组

图 2 各组小鼠外周血 PBMC中TLR4、MyD88、p-NF-κB
p65、NF-κB p65蛋白表达条带图

Figure 2 Protein expression bands of TLR4，MyD88，p-

NF -κB p65 and NF -κB p65 in peripheral blood
PBMC of mice in each group

组别

对照组

模型组

TAK-242组
维生素D低剂量组

维生素D高剂量组

F值

P值

TLR4
0.46±0.04
1.13±0.09*

0.54±0.05#

0.81±0.07*#△
0.55±0.05#

115.821
<0.000 1

MyD88
0.35±0.02
0.89±0.07*

0.43±0.03#

0.65±0.06*#△
0.42±0.03#

138.000
<0.000 1

p-NF-κB p65
0.67±0.05
1.38±0.11*

0.74±0.07#

1.12±0.08*#△
0.75±0.06#

95.258
<0.000 1

NF-κB p65
1.37±0.14
1.39±0.11
1.35±0.15
1.38±0.12
1.34±0.09

0.168
0.953

对照组 模型组 TAK-242组 维生素D低剂量组 维生素D高剂量组
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先天性和适应性免疫应答中起关键作用，另外，NF-

κB位于TLR4信号通路的下游，是TLR4/MyD88/NF-

κB信号通路的关键调节因子［25-26］。有研究发现，

TLR4被激活后，可以诱导下游MyD88和 NF-κB的

激活，导致细胞炎症因子产生，并发挥免疫调节作

用［27］。PBMC是外周血中具有单个核的细胞，主要包

括淋巴细胞和单核细胞，是外周血中免疫功能的主

要执行者。有研究显示，白癜风患者外周血PBMC中

TLR4、MyD88、NF-κB mRNA表达水平均升高［8］。Luo
等［28］发现维生素D可通过抑制 TLR4/MyD88/NF-κB
通路有效抑制肝硬化诱导的肠道炎症和氧化应激，

表明维生素D对TLR4/MyD88/NF-κB通路具有抑制

作用。本研究结果显示，模型组小鼠的外周血PBMC
中TLR4、MyD88、NF-κB p65磷酸化蛋白表达均高于

对照组，这一结果与韩宪伟等［8］研究一致，经维生素

D干预后，模型组小鼠 TLR4、MyD88、NF-κB p65磷
酸化蛋白表达均降低，提示维生素D可能通过抑制

TLR4/MyD88/NF-κB通路改善白癜风小鼠的免疫功

能。且本研究还发现维生素D高剂量组与 TAK-242
组差异无统计学意义，提示维生素D高剂量作用效

果与 TLR4/MyD88/NF-κB通路抑制剂作用效果相

似，进一步表明维生素D改善白癜风小鼠的免疫功

能可能与抑制TLR4/MyD88/NF-κB通路有关。

综上所述，维生素 D 可能通过抑制 TLR4 /
MyD88/NF-κB信号通路改善白癜风小鼠的免疫功

能。维生素D具有作为临床治疗白癜风药物的潜力，

本研究为白癜风的治疗提供了新的药物和研究思

路。但本研究仅对小鼠体内的免疫细胞进行实验，

未来仍然需要更多的体外免疫细胞实验以及临床

试验来验证维生素D对白癜风以及其它自身免疫性

疾病中的作用。
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