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基于TLR-2/p38MAPK/NF-κB通路探讨茶素柠檬合剂
对痤疮模型大鼠的抗炎机制
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摘 要： 目的 基于 Toll 样受体 2（TLR-2）/p38 丝裂原活化蛋白激酶（p38MAPK）/核因子-κB（NF-κB）通

路探讨茶素柠檬合剂对痤疮模型大鼠的抗炎机制。 方法 将32只6 周龄 SPF 级 SD 雄性大鼠按随机数字表法分出

正常组 8只，其余 24 只采用疮疱表皮杆菌液左耳皮内注射联合腹腔注射的方法建立耳廓痤疮模型。造模干预结束

后进行病损评级，以皮损评分≥1 级作为造模成功的评判标准。造模成功后，将 24 只大鼠按随机数字表法分为模

型组、茶素柠檬合剂组和维 A 酸组，每组 8 只。茶素柠檬合剂组于大鼠左耳廓正反两面均匀涂抹 0.5 mL 茶素柠檬

合剂；维 A 酸组同法均匀涂抹 0.2 mL 维 A 酸乳膏；正常组与模型组则同法涂抹 0.2 mL 无菌生理盐水。各组均局部

给药 1次/d，连续干预 14 d。采用游标卡尺和苏木素-伊红（HE）染色分别检测耳廓肿胀度和组织形态病理学改变；

采用酶联免疫吸附测定（ELISA）法检测血清白细胞介素-17（IL-17）和粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子（GM-CSF）
含量；采用免疫组化法检测耳廓组织中 TLR-2和 p38MAPK 的蛋白表达水平；采用 Western blot 检测耳廓组织中核

因子-κB p65 亚基（NF-κB p65）核蛋白表达和核因子-κB 抑制蛋白（IκB）磷酸化水平。 结果 与正常组比较，

模型组耳廓给药后厚度和耳肿胀度均显著增加（P＜0.05），耳廓组织表皮角化过度并增厚，真皮层可见明显的炎

性细胞浸润和毛细血管扩张，血清 IL-17 和 GM-CSF 含量以及耳廓组织中 TLR-2 和 p38MAPK 蛋白表达水平、

NF-κB p65 核蛋白相对表达量及 IκB 磷酸化水平均显著升高（P＜0.05）；与模型组比较，茶素柠檬合剂组和维 A 酸

组耳廓给药后厚度和耳肿胀度均显著下降（P＜0.05），表皮角化程度及炎症细胞浸润均明显减轻，血清 IL-17 和

GM-CSF 含量以及耳廓组织中 TLR-2 和 p38MAPK 蛋白表达水平、NF-κB p65 核蛋白相对表达量及 IκB 磷酸化

水平均显著下降（P＜0.05），且茶素柠檬合剂组和维 A 酸组上述指标组间比较，差异无统计学意义（P＞0.05）。 
结论 茶素柠檬合剂通过抑制 TLR-2/p38MAPK/NF-κB通路激活，减少炎症因子释放，进而抑制疮疱表皮杆菌诱

导的炎症反应，减轻组织的炎性损伤。
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痤疮是一种累及毛囊与皮脂腺的慢性炎症性

皮肤病，其炎症反应的持续激活是导致组织损伤和

病情进展的核心因素［1-2］。目前主要以抗炎、抑制

毛囊皮脂腺分泌和调节毛囊皮脂腺导管异常角化

等治疗为主，但往往伴随耐药性、毒副作用及高复

发率等问题，临床使用存在一定局限［3］。相较而

言，中医外治法在痤疮治疗中展现出独特优势，具

备不良反应少、操作简单和患者依从性高的特点。

茶素柠檬合剂是由茶枯、柠檬、橄榄叶、姜黄、苦参、

乳香、皂角刺及枇杷叶等多味中药配伍，并基于微

生物发酵技术研制的局部外用喷剂［4］。课题组前

期研究发现，该合剂可显著降低耳廓痤疮模型大鼠

血清及病灶组织内炎症介质表达水平，发挥明确的

抗炎消肿功效［5-6］，但其深层分子作用机制仍有待

阐明。

现有研究表明，疮疱表皮杆菌（Cutibacterium 
acnes）感染导致的皮肤炎症与痤疮的发病密切相

关［5］。当疮疱表皮杆菌入侵机体后，被 Toll 样受体

2（TLR-2）特异性识别，进而激活 p38丝裂原活化蛋

白激酶（p38MAPK）与核因子-κB（NF-κB）等下游

信号通路，诱导炎症因子大量释放，形成炎症级联

反应并恶化毛囊周围炎症微环境，最终促进痤疮

的发生、发展［7-8］。基于此，本研究通过建立耳廓

痤疮大鼠模型，探讨茶素柠檬合剂通过 TLR-2/
p38MAPK/NF-κB 通路发挥抗炎作用的机制，为茶

素柠檬合剂外用治疗痤疮提供科学依据。

1　实验材料

1.1　实验动物　SPF 级 6 周龄 SD 雄性大鼠 32 只，

初始体质量（180±20）g，购自上海斯莱克实验动物

有限责任公司，实验动物生产许可证号：SCXK（沪）

2022-0004，实验动物使用许可证号：SYXK（闽）

2023-0004，饲养于福建中医药大学 SPF 级实验动

物中心。大鼠按每日常规标准供给饮用水和饲料，

饲养环境温度（24±2）℃，相对湿度 40%～70%，

昼夜周期 12 h/12 h。本实验严格遵守国家实验动

物卫生指导使用原则，并已通过福建中医药大学

动物实验伦理委员会审批（审批号：FJTCMIACUC 
2023149）。

1.2　实验药物　0.1% 维 A 酸乳膏（山东良福集团
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制药有限公司，货号：240808）；茶素柠檬合剂（福建

益和康生物科技有限公司，货号：230518）；白细胞介

素（IL）-17 酶联免疫吸附测定（ELISA）试剂盒（货

号：ZC-36387）、粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子

（GM-CSF）ELISA 试剂盒（货号：ZC-36294）均购自

上海茁彩生物科技有限公司；疮疱表皮杆菌液（北

京北纳创联生物技术研究院，货号：BNCC362517）；

核因子-κB p65 亚基（NF-κB p65）抗体（美国 Santa 
Cruz Biotechnology公司，货号：sc-136548）；核因子-
κB抑制蛋白（IκB）抗体（货号：YA350）、磷酸化核因

子-κB抑制蛋白（p-IκB）抗体（货号：YA183）均购自

美国 MedChemExpress 公司；核纤层蛋白 B1（Lamin 
B1）抗体（英国Abcam公司，货号：ab65986）；β-actin
抗体（武汉三鹰生物技术有限公司，货号：66009-1）；

TLR-2抗体（武汉爱博泰克生物科技有限公司，货号：

A11225）；p38MAPK 抗体（英国 Cohesion Biosciences
公司，货号：CPA5060）；HRP 标记的二抗试剂盒（美

国Cell Signal Technology公司，货号：7076P2）。

1.3　实验仪器　化学发光成像系统（美国 Bio-Rad
公司，型号：ChemiDoc XRS+）；石蜡切片机（美国赛

默飞世尔科技公司，型号：HM 325）；光学显微镜（德

国 Leica 公司，型号：DM4000B LED）；酶标仪（瑞士

帝肯公司，型号：Infinite 200PRO）；高速冷冻离心机

（德国艾本德股份公司，型号：5418R）。

2　实验方法

2.1　分组、造模与鉴定　经 1 周标准化环境适应

后，将 32 只健康 SD 大鼠按随机数字表法分出正常

组 8只，其余 24只作为造模组。造模组参照前期研

究方法［4］制备耳廓痤疮模型，并根据痤疮病变分

级。大鼠经腹腔注射 3% 戊巴比妥钠 1 mL/kg 完成

麻醉，于左耳廓皮内注射 50 μL 疮疱表皮杆菌液

（6×107 CFU/mL），1 次/d，连续 3 d；自第 3 天起，腹

腔注射 1 mL 同浓度菌液，1 次/d，连续 7 d。正常组

大鼠在同一时间点，于左耳廓皮内及腹腔分别注射

等体积的无菌生理盐水。造模干预结束后进行病

损评级，以皮损评分≥1 级作为造模成功的评判标

准。皮损评判分级标准［9］：1 级为局部皮肤颜色改

变，毛细血管扩张，耳廓轻微增厚；2 级为皮肤表面

粗糙干燥，耳廓增厚变硬、轻度红肿；3 级为皮肤表

面粗糙，耳廓增厚情况加重，触之较硬，皮肤明显红

肿且皮温升高。

2.2　给药干预　造模结束后，将造模成功的 24 只

大鼠再次按随机数字表法分为模型组 8 只、茶素柠

檬合剂组 8只和维 A 酸组 8只。由于茶素柠檬合剂

与维 A 酸乳膏的制剂工艺、制剂性质及载药量不

同，经课题组前期研究确定二者的给药体积分别为

0.5 mL 和 0.2 mL［4］。茶素柠檬合剂组将 0.5 mL 茶

素柠檬合剂均匀涂抹于大鼠左耳廓正反两面；维 A
酸组同法涂抹 0.2 mL 维 A 酸乳膏。考虑到无菌生

理盐水流动性较强，涂抹体积过大易发生流失，正

常组和模型组参照维 A 酸组的处理体积，同法涂抹

0.2 mL 无菌生理盐水。各组均局部给药 1 次/d，连
续干预 14 d。
2.3　取样　于末次给药结束 2 h 后，将 4 组大鼠腹

腔注射 3% 戊巴比妥钠 1 mL/kg 麻醉。参照前期研

究［4］行腹主动脉采血致死。采集的动脉血于室温

静置 1 h，经 3 000 r/min 离心 15 min 分离血清，分装

备用，并将其储存至-80 ℃冰箱中，用于后续 ELISA
法检测。随后迅速剪取大鼠左耳廓皮损组织，部分

组织样本置于 4% 甲醛溶液中进行固定 24 h，常规

脱水、包埋制备组织蜡块，用于苏木素-伊红（HE）
染色病理形态学观察及免疫组化检测；剩余耳廓组

织置于冻存管，经液氮速冻后转至-80 ℃冰箱保

存，用于 Western blot检测。

2.4　观察指标

2.4.1　耳廓肿胀度检测　分别于造模前和末次给

药 2 h 后，由同一名对实验分组不知情的实验人员

采用游标卡尺于大鼠左耳廓同一固定标记处（最宽

处中点）进行厚度测量。为规避软组织受压形变产

生的操作误差，每次测量均在恒定压力下重复进

行 3次操作并取其平均值。最终通过对比 4组大鼠

不同时间点耳廓的厚度变化，计算耳肿胀度：耳肿胀

度＝给药后厚度－造模前厚度，以评估 4 组干预手

段对局部肿胀的改善情况。

2.4.2　耳廓组织 HE 染色及光学显微镜观察　将前

期制备的耳廓组织蜡块进行连续切片，每片厚度4 μm，

常规脱蜡至水。切片置于苏木素染液染色 2 min，
经纯水冲洗分化后，滴加伊红染液染色 1 min。切

片经 37 ℃烘箱烘干，待切片完全干燥，采用中性树

脂封片。置于光学显微镜下观察耳廓组织形态病

理学改变。

2.4.3　ELISA法检测血清 IL-17和GM-CSF含量　严

格遵循试剂盒说明书进行操作。采用 ELISA 法检

测大鼠血清中 IL-17和 GM-CSF含量。

2.4.4　 免 疫 组 化 法 检 测 耳 廓 组 织 中 TLR-2 和

p38MAPK 蛋白表达水平　各组随机选取 5 只大鼠

耳廓组织进行连续切片，每片厚度 4 μm，常规脱蜡

至水。切片置于柠檬酸钠修复液中行微波抗原修

复，待自然冷却后，滴加内源性过氧化物酶阻断液

孵育 10 min。随后采用 5% 牛血清白蛋白（BSA）进

行封闭 30 min。封闭结束后，分别滴加 TLR-2 一抗

（1∶200）和p38MAPK一抗（1∶100），于室温孵育 2 h。
一抗孵育后，用 PBS 洗涤 2 次，每次 3 min，随后用

PBST洗涤 3 min。洗涤完毕后，采用 Elivision 法，滴
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加反应增强液并于室温下孵育 20 min，随后滴加二
抗，于室温下孵育30 min。二抗孵育后，滴加显色工
作液，室温避光孵育至棕色沉淀出现时终止显色，
随后经苏木素复染、磷酸盐缓冲液返蓝，并用 95%
乙醇浸泡 5~6 s，晾干后，使用中性树胶封片。以
棕黄染色为阳性标志，利用光学显微镜对各组耳廓
组织进行图像采集。采用 ImageJ 软件分析计算每
张切片视野内阳性染色面积占比，以评估 TLR-2和
p38MAPK蛋白表达水平。
2.4.5　Western blot 检测耳廓组织中 NF-κB p65 核
蛋白相对表达量和 IκB 磷酸化水平　各组随机选
取 3 只大鼠左耳廓组织，严格按照试剂盒说明书分
别抽提左耳廓组织总蛋白和核蛋白，采用 BCA 法
定量蛋白浓度。配制 SDS-PAGE 凝胶，凝固后取变
性后蛋白质 10 μL/孔进行上样，将总蛋白与核蛋
白样本分别置于不同泳道进行 SDS-PAGE 凝胶电
泳分离。电泳结束后，将目的蛋白进行切胶并转印
至 PVDF 膜上，用 5％脱脂牛奶于摇床上封闭孵育

60 min，分别加入 NF-κB p65 抗体（1∶1 000）、IκB
抗体（1∶1 000）、p-IκB 抗体（1∶1 000）、Lamin B1
抗体（1∶1 000）、β-actin抗体（1∶20 000）4 ℃摇床孵
育过夜。次日，采用 TBST 洗膜 3 次，每次 10 min。
洗涤完成后，加入对应二抗（1∶3 000）室温孵育。
再次以 TBST 充分洗膜后，滴加 ECL 超敏化学发光
液，置于化学发光成像系统中进行显影与图像采
集。采用 ImageJ 软件分析各目的条带灰度值。以
β-actin 为总蛋白内参，Lamin B1 为核蛋白内参，计
算目的蛋白的相对表达量。
2.5　统计学方法　采用 SPSS 26.0 软件进行数据分
析。符合正态分布的计量资料均以（x̄±s）表示，若
方差齐，多组间比较采用 ANOVA 单因素方差分析，
事后两两比较采用 LSD-t 检验；若方差不齐，则采
用 Games-Howell检验。P＜0.05表示差异具有统计
学意义。
3　结　果

3.1　4组耳廓肿胀度比较　见表 1。

3.2　耳廓组织形态比较　正常组大鼠耳廓组织结
构清晰，角质层较薄；模型组大鼠耳廓组织结构破
坏明显，表皮角化过度并增厚，真皮层可见明显的

炎性细胞浸润和毛细血管扩张；茶素柠檬合剂组和
维 A 酸组治疗后表皮角化程度及炎症细胞浸润均
明显减轻。见图 1。

3.3　4组血清 IL-17和GM-CSF含量比较　见表2。 3.4　4 组耳廓组织中 TLR-2 和 p38MAPK 蛋白表达
水平比较　正常组耳廓组织仅见少量棕褐色阳性颗
粒；与正常组比较，模型组棕褐色阳性颗粒明显增
多，TLR-2 和 p38MAPK 的蛋白表达水平均明显升
高（P＜0.05）；与模型组比较，茶素柠檬合剂组和维
A 酸组棕褐色颗粒均明显减少，TLR-2 和 p38MAPK
表达水平均明显下降（P＜0.05）。见图 2和表 3。
3.5　4 组耳廓组织中 NF-κB p65 核蛋白表达相对
量和 IκB磷酸化水平比较　见图 3和表 4。

表 1　4 组耳廓肿胀度比较（x̄±s）                                                                      mm
组别

正常组

模型组

茶素柠檬合剂组

维A酸组

n
8
8
8
8

外观

皮肤表面正常

左耳廓皮肤粗糙变硬及红肿明显，耳廓显著增厚

左耳廓皮损症状明显改善，皮肤轻微红肿，耳廓质感较柔软

左耳廓皮肤轻微红肿，耳廓质感较柔软

造模前厚度

0.29±0.05
0.30±0.08
0.31±0.04
0.29±0.07

给药后厚度

0.35±0.05
0.97±0.141）

0.66±0.231）2）

0.63±0.171）2）

耳肿胀度

0.06±0.02
0.67±0.111）

0.35±0.211）2）

0.34±0.161）2）

注：与正常组比较，1） P＜0.05；与模型组比较，2） P＜0.05。

100 μm 100 μm 100 μm 100 μm

注：黑色箭头所指为炎症细胞；白色箭头所指为扩张的毛细血管。

图 1　 4 组耳廓组织 HE 染色图（×200）

表 2　4 组血清 IL-17 和 GM-CSF 含量比较（x̄±s）    pg/mL
组别

正常组

模型组

茶素柠檬合剂组

维A酸组

n
8
8
8
8

IL-17
5.66±0.57
8.70±0.551）

7.26±0.801）2）

6.58±0.711）2）

GM-CSF
262.91±26.68
408.58±39.781）

344.06±32.211）2）

320.14±46.321）2）

注：与正常组比较，1） P＜0.05；与模型组比较，2） P＜0.05。
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4　讨　论

痤疮作为一种多因素驱动的慢性毛囊皮脂腺

炎症性疾病，其炎症反应的持续级联放大是推动病

程进展的核心机制。因此，抑制炎症反应在痤疮治

疗中至关重要［10-11］。疮疱表皮杆菌是导致痤疮炎

症的重要因素之一［12-13］。中医外治法在痤疮干预
中具有独特优势。茶素柠檬合剂功擅清热燥湿，消

肿排脓，活血化瘀。该合剂经现代微生物发酵技术

转化，富含以茶皂素为代表的强效抗炎抑菌活性

群［14-15］。本研究基于致病菌诱导的大鼠耳廓痤疮

模型，结果显示茶素柠檬合剂能够有效改善模型大

鼠左耳廓皮损症状，显著降低耳廓厚度和肿胀度。

组织形态学观察进一步证实，该合剂能明显改善表

皮角化过度并增厚，减轻炎性细胞浸润和毛细血管

扩张，其整体改善皮损的疗效与经典药物维 A 酸

相当。

既往研究发现，疮疱表皮杆菌介导炎症免疫

反应，可通过菌体表面的病原相关分子模式被天然

免疫受体 TLR-2 识别，进而激活下游信号级联反

应，促进炎症因子合成，损伤毛囊壁结构并引发丘

疹、脓疱、结节等特征性皮损［16-17］。在此过程中，疮

疱表皮杆菌被 TLR-2 受体识别后，通过 p38MAPK
信号途径传递活化信号，诱导 NF-κB 的抑制蛋白

IκB 发生磷酸化并被降解，从而释放 NF-κB，游离

的 NF-κB 随即转位进入细胞核。NF-κB 主要以

p50/p65异源二聚体形式存在，其中仅 p65亚基的 C
末端含有转录激活区域，能够启动下游靶基因表

达，促进 GM-CSF 等炎症因子的表达与释放，进而

引发炎性级联反应［18-19］。此外，NF-κB 异常活化能

促使辅助性 T 细胞 17（Th17）亚群分化及标志性细

胞因子 IL-17 分泌增加，而高水平的 IL-17 又可激

活 NF-κB通路，进一步加重痤疮炎症反应［20-21］。本

研究结果提示，疮疱表皮杆菌感染显著上调了大

鼠耳廓组织中 TLR-2 与 p38MAPK 表达水平，诱发

IκB 高度磷酸化，并导致大量 NF-κB p65 蛋白转位

入核。经茶素柠檬合剂治疗后，不仅显著下调了上

述靶标蛋白的异常表达及磷酸化水平，还有效阻断

了 NF-κB p65的核转位过程；同时，大鼠血清中 IL-
17和 GM-CSF 含量亦明显下降，表明该合剂对痤疮

的炎症反应具有显著抑制作用，这与课题组前期研

究结果一致［4］，进一步证实了该合剂可通过 TLR-2/

A

B

75 μm 75 μm 75 μm 75 μm

75 μm 75 μm 75 μm 75 μm

注：A 4 组耳廓组织中 TLR-2 蛋白表达情况；B 4 组耳廓组织中 p38MAPK 蛋白表达情况。黑色箭头所指区域可见棕褐色

颗粒，为目的蛋白阳性表达。

图 2　 4 组耳廓组织中 TLR-2 和 p38MAPK 蛋白表达情况（×400）

表 3　4 组耳廓组织中 TLR-2 和 p38MAPK
蛋白表达水平比较（x̄±s）                  %

组别

正常组

模型组

茶素柠檬合剂组

维A酸组

n
5
5
5
5

TLR-2
1.06±0.60

28.54±1.101）

10.10±2.511）2）

9.05±1.891）2）

p38MAPK
1.12±0.17

31.79±1.921）

18.77±1.081）2）

14.96±3.351）2）

注：与正常组比较，1） P＜0.05；与模型组比较，2） P＜0.05。

图 3　 4 组耳廓组织中 NF-κB p65 核蛋白及 IκB 条带图

表 4　4 组耳廓组织中 NF-κB p65 核蛋白相对表达量

和 IκB 磷酸化水平比较（x̄±s）           

组别

正常组

模型组

茶素柠檬合剂组

维A酸组

n

3
3
3
3

NF-κB p65/
Lamin B1

1.00±0.21
2.95±0.791）

1.29±0.182）

1.79±0.302）

p-IκB/IκB
1.00±0.18
1.82±0.401）

1.23±0.192）

1.20±0.352）

注：与正常组比较，1） P＜0.05；与模型组比较，2） P＜0.05。
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p38MAPK/NF-κB通路发挥抗炎作用。
综上，茶素柠檬合剂发挥外用治疗痤疮、缓解

炎性病理损伤的分子机制，与其靶向阻断 TLR-2/
p38MAPK/NF-κB信号通路激活、抑制NF-κB p65核
转位并阻断下游 IL-17/GM-CSF 炎症因子释放的
级联反应密切相关。但本研究仅初步探讨了其抗
炎机制，尚未涉及痤疮发生、发展过程中皮脂腺异
常分泌、毛囊角化异常、微生物群落失衡等其他关
键病理环节。未来研究可进一步结合转录组学与
蛋白质组学等非靶向筛选技术，系统解析信号调控
网络；通过谱效关系分析及分子互作实验明确其直
接作用靶点；同时，开展系统的皮肤药代动力学研
究、长期安全性评价，为该合剂开发为安全有效的
外用抗痤疮制剂提供更为全面、充分的实验依据。
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