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疏调健运消痤饮调控PI3K/Akt信号通路
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细胞脂质分泌的影响*
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[摘要] 目的：探讨疏调健运消痤饮对胰岛素样生长因子-1（IGF-1）诱导的SZ95皮脂腺细胞痤疮模型皮脂生

成与分泌的影响及潜在机制。方法：利用70 ng/mL IGF-1诱导48 h，建立SZ95皮脂腺细胞体外痤疮模型。将SZ95

皮脂腺细胞分为对照组、模型组及疏调健运消痤饮组（20、50、100、150 滋g/mL）。对照组SZ95皮脂腺细胞采用基

础培养条件；模型组SZ95皮脂腺细胞采用IGF-1（70 ng/mL）进行诱导刺激48 h；疏调健运消痤饮组SZ95皮脂腺细

胞在IGF-1（70 ng/mL）处理48 h后，分别更换为20、50、100、150 滋g/mL的疏调健运消痤饮的含药培养基干预48 h。

采用噻唑蓝（MTT）检测细胞活力，油红O染色观察并定量检测SZ95皮脂腺细胞皮脂分泌水平，q-PCR法检测SZ95

皮脂腺细胞IGF-1 mRNA、IGF-1受体（IGF-1R）mRNA、叉头框蛋白O1（FoxO1）mRNA表达水平，Western blotting

检测SZ95皮脂腺细胞IGF-1、IGF-1R、蛋白激酶（Akt）、磷脂酰肌醇3激酶（PI3K）、胆固醇调节元件结合蛋白（SREBP1）、

雄激素受体（AR）及FoxO1蛋白表达水平。结果：MTT实验表明，模型组细胞存活率低于对照组（ 约0.05）；疏调健

运消痤饮组细胞存活率低于模型组（ 约0.01）。油红染色O实验显示，模型组脂滴相对面积高于对照组（ 约0.01）；

疏调健运消痤饮组脂滴相对面积低于模型组（ 约0.01）。q-PCR结果显示，模型组SZ95皮脂腺细胞IGF-1 mRNA

及IGF-1R mRNA相对表达量高于对照组（ 约0.01），FoxO1 mRNA相对表达量低于对照组（ 约0.01）；疏调健运消痤

饮组SZ95皮脂腺细胞IGF-1 mRNA及IGF-1R mRNA相对表达量均低于模型组（ 约0.01），FoxO1 mRNA相对表

达量高于模型组（ 约0.05或 约0.01）。Western blotting结果表明，模型组SZ95皮脂腺细胞IGF-1、IGF-1R、Akt、

PI3K、SREBP1及AR蛋白相对表达量高于对照组（ 约0.01）；疏调健运消痤饮组（20、50、100、150 滋g/mL）

SZ95皮脂腺细胞IGF-1R及Akt蛋白相对表达量均低于模型组（ 约0.05或 约0.01）；疏调健运消痤饮组（50、100、

150 滋g/mL）SZ95皮脂腺细胞IGF-1、PI3K及AR蛋白相对表达量均低于模型组（ 约0.05或 约0.01）；疏调健运消痤饮

组（100、150 滋g/mL）SZ95皮脂腺细胞SREBP1蛋白相对表达量低于模型组（ 约0.01）。模型组SZ95皮脂腺细胞FoxO1

蛋白相对表达量低于对照组（ 约0.05）；疏调健运消痤饮组（50、100 150 滋g/mL）SZ95皮脂腺细胞FoxO1蛋白相对表

达量均高于模型组（ 约0.05或 约0.01）。结论：疏调健运消痤饮可通过抑制IGF-1诱导的PI3K/Akt通路的激活，增强

FoxO1转录，降低成脂相关因子IGF-1、SREBP1、AR的表达，从而减少皮脂腺细胞的脂质分泌，以防治痤疮。
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痤 疮 是 一 种 主 要 累 及 毛 囊 皮 脂 腺 的 炎 症 性 皮 肤 病 ， 毛 囊

皮 脂 腺 分 泌 的 皮 脂 增 多 是 痤 疮 发 病 的 基 础 因 素 [1]。 近 年 研 究 [2]

发 现 高 血 糖 负 荷 饮 食 及 乳 制 品 摄 入 是 痤 疮 发 病 的 重 要 因 素 ，

痤 疮 在 糖 脂 代 谢 异 常 人 群 中 有 更 高 的 发 病 率 [3]。 胰 岛 素 样 生

长 因 子 -1（ insulin-like growth factor1 ， IGF-1） 在 其 中 发 挥 了

重 要 的 调 控 作 用 。 痤 疮 患 者 血 清 中 IGF-1 的 水 平 与 痤 疮 的 严

[Abstract] Objective: To explore the effect and potential mechanism of Shutiao Jianyun Xiaocuo decoction

on sebaceous production and secretion in IGF-1 induced sebaceous gland cell acne model. Methods: SZ95

sebaceous gland cells were induced with 70 ng/mL insulin-like growth factor-1 (IGF-1) for 48 h to establish

an in vitro acne model. SZ95 sebaceous gland cells were divided into control group, model group and Shutiao

Jianyun Xiaocuo decoction group (20, 50, 100 and 150 滋g/mL). The SZ95 cells were cultured under standard

conditions in control group. The SZ95 sebaceous gland cells in the model group were stimulated with IGF-1

at a concentration of 70 ng/mL for 48 hours. The SZ95 sebaceous gland cells in the Shutiao Jianyun Xiaocuo

decoction group were treated with IGF-1 at a concentration of 70 ng/mL for 48 hours, followed by replacement

with medium containing Shutiao Jianyun Xiaocuo decoction at concentrations of 20, 50, 100 and 150 滋g/mL

for an additional 48 hours. Cell viability was assessed using the MTT assay, and Oil Red O staining was

performed to observe and quantify sebum secretion levels. The expression levels of IGF-1 mRNA, insulin-like

growth factor 1 receptor (IGF-1R) mRNA, and forkhead box protein O1 (FoxO1) mRNA were measured by

q-PCR. Western blotting analysis was conducted to determine the protein expression levels of lipid-related

factors such as IGF-1, IGF-1R, protein kinase B (Akt), phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K), sterol regulatory

element-binding protein 1 (SREBP1), androgen receptor (AR), and FoxO1. Results: MTT assay showed that the

cell survival rate of the model group was lower than that of the control group (P<0.05), and that the Shutiao

Jianyun Xiaocuo decoction group showed lower cell survival rate than model group (P<0.01). Oil red staining

O test showed that the relative area of lipid droplets in the model group was higher than that in the control

group (P<0.01), and that the Shutiao Jianyun Xiaocuo decoction group showed lower relative area of lipid

droplets than model group (P<0.01). According to the results of q-PCR, the model group showed higher relative

expression of IGF-1 mRNA and IGF-1R mRNA than control group (P<0.01), while lower relative expression of

FoxO1 mRNA than control group (P<0.01). The Shutiao Jianyun Xiaocuo decoction group showed lower relative

expression of IGF-1 mRNA and IGF-1R mRNA than model group (P<0.01), while higher relative expression of

FoxO1 mRNA than model group (P<0.05 or P<0.01). Western blotting results showed that the relative

expressions of IGF-1, IGF-1R, Akt, PI3K, SREBP1 and AR proteins in model group were higher than those

in control group (P<0.01), and that the Shutiao Jianyu Xiaocuo decoction group (20, 50, 100 and 150 滋g/mL)

showed lower relative expressions of IGF-1-R and Akt protein than model group (P<0.05 or P<0.01). The

Shutiao Jianyun Xiaocuo decoction group (50, 100 and 150 滋g/mL) showed lower relative expressions of IGF-1,

PI3K and AR protein than model group (P<0.05 or P<0.01). The Shutiao Jianyu Xiaocuo decoction group (100,

150 滋g/mL) showed lower relative expression of SREBP-1 protein than model group (P<0.01). The model group

showed lower relative expression of FoxO1 protein than control group (P<0.05). The Shutiao Jianyu Xiaocuo

decoction group (50 100 and 150 滋g/mL) showed higher relative expression of FoxO1 protein than model group

(P<0.05 or P<0.01). Conclusions: Shutiao Jianyu Xiaocuo decoction can inhibit the IGF-1-induced activation

of PI3K/Akt signaling pathway, enhance the transcription of FoxO1, and reduce the expression of adipogenic

factors IGF-1, SREBP1 and AR, thereby reducing lipid secretion of sebocytes to prevent and treat acne.

[Keywords] acne; Shutiao Jianyun Xiaocuo decoction; SZ95 sebaceous gland cells; PI3k/Akt signaling

pathway; lipid metabolism; insulin-like growth factor-1
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重 程 度 呈 正 相 关 趋 势 [4]。 IGF-1 能 够 刺 激 卵 巢 、 睾 丸 和 肾 上 腺

中 雄 激 素 合 成 [5-6]， 提 高 雄 激 素 受 体 活 性 ， 增 加 皮 脂 腺 细 胞 脂

质 分 泌 ， 促 进 痤 疮 粉 刺 的 形 成 [7]。 多 囊 卵 巢 综 合 征 （ polycystic

ovary syndrome， PCOS） 患 者 往 往 存 在 胰 岛 素 抵 抗 、 糖 脂 代 谢

紊 乱 、 血 清 雄 激 素 水 平 升 高 的 情 况 。 这 与 IGF-1 表 达 水 平 的 升

高 相 关 [8]， 也 是 PCOS 患 者 合 并 痤 疮 的 潜 在 原 因 之 一 。 疏 调 健 运

消 痤 饮 是 姜 丽 娟 教 授 基 于 “ 和 畅 玄 府 法 ” 结 合 临 床 经 验 自 拟

治 疗 痤 疮 肝 脾 不 和 ， 痰 湿 蕴 结 证 的 经 验 方 。 姜 丽 娟 教 授 认 为

痤 疮 病 机 乃 肝 脾 之 玄 府 不 通 ， 导 致 气 机 不 畅 ， 水 液 失 调 ， 聚 湿

成 痰 ， 郁 而 化 火 上 发 头 面 则 见 粉 刺 、 丘 疹 。 本 方 和 调 肝 脾 之 玄

府 ， 健 运 脾 土 ， 疏 调 肝 气 ， 能 够 有 效 改 善 痤 疮 皮 损 ， 但 其 治 疗

痤 疮 的 机 制 还 需 进 一 步 研 究 。 研 究 证 实 磷 脂 酰 肌 醇 激 酶 3

（ PI3K） /蛋 白 激 酶 B（ Akt） 通 路 能 够 激 活 IGF-1 ， 调 节 细 胞 的 增

殖 并 影 响 脂 质 代 谢 [9-10]。 因 此 ， 本 研 究 以 IGF-1 诱 导 的 SZ95 皮

脂 腺 细 胞 构 建 细 胞 痤 疮 模 型 ， 旨 在 探 明 疏 调 健 运 消 痤 饮 通 过

调 控 PI3K/Akt 信 号 轴 对 皮 脂 腺 细 胞 皮 脂 分 泌 的 影 响 ， 以 期 为

本 方 的 临 床 应 用 推 广 提 供 依 据 。

1 材料与方法

1.1 主要试剂 Sebomed 培 养 基 （ 批 号 ： F8205） 购 自 美 国

Biochrom公 司 ； 胰 酶 /EDTA（ 批 号 ： c3530-0100） 购 自 德 国 Vivacell

公 司 ； 胎 牛 血 清 （ 批 号 ： 04-001-1ACS） 购 自 德 国 Vivacell 公 司 ；

青 霉 素 - 链 霉 素 双 抗 溶 液 （ 批 号 ： BL505A） 购 自 白 鲨 生 物 科 技

有 限 公 司 ； RNA 总 提 取 试 剂 盒 （ 批 号 ： DP419） 、 Quant cDNA 第

一 链 合 成 试 剂 盒 （ 批 号 ： KR103） 购 自 天 根 生 化 科 技 有 限 公 司 ；

IGF-1（ 批 号 ： P1016） 购 自 美 国 Apexibio 公 司 ； IGF-1 抗 体 （ 批

号 ： BS6817） 、 IGF-1 受 体 （ IGF-1R） 抗 体 （ 批 号 ： BS5763） 、 Akt抗

体 （ 批 号 ： AP0059） 、 PI3K 抗 体 （ 批 号 ： BS6441） 、 胆 固 醇 调 节 元

件 结 合 蛋 白 （ SREBP1） 抗 体 （ 批 号 ： AP0059） 、 叉 头 框 蛋 白 O1

（ FoxO1） 抗 体 （ 批 号 ： BS61349） 、 雄 激 素 受 体 （ AR） 抗 体 （ 批 号 ：

BS62258） 、 内 参 茁- 肌 动 蛋 白 （ 茁-actin） 抗 体 （ 批 号 ： AP0060） 及

山 羊 抗 兔 二 抗 （ 批 号 ： BS13278） 均 购 自 南 京 巴 傲 得 生 物 科 技

公 司 ； 噻 唑 蓝 （ MTT） 试 剂 （ 批 号 ： B7777） 购 自 美 国 Apexibio 公

司 ； 油 红 O 染 色 试 剂 盒 （ 细 胞 专 用 ） （ 批 号 ： G1262） 购 自 北 京 索 莱

宝 科 技 有 限 公 司 。

1.2 主要仪器 CO2细 胞 培 养 箱 （ 赛 默 飞 世 尔 科 技 公 司 ） ； 正

置 显 微 镜 （ 日 本 Olympus 公 司 ， 型 号 ： BX53） ； 定 量 PCR 仪 （ 瑞 士

Roche 公 司 ， 型 号 ： LightCycle 96） ； 多 功 能 酶 标 仪 （ 杭 州 奥 盛 仪

器 有 限 公 司 ， 型 号 ： Feyond-A300） ； 超 净 工 作 台 （ 青 岛 海 尔 生 物 医

疗 股 份 有 限 公 司 ， 型 号 ： HCB-1300V） ： 掌 上 离 心 机 （ 美 国 赛 洛 捷 克

公 司 ， 型 号 ： D1008E） ； 超 微 量 分 光 光 度 计 （ 德 国 Implen 公 司 ， 型

号 ： T51017） 。

1.3 实验细胞 SZ95 皮 脂 腺 细 胞 （ 批 号 ： EDC00026） 购 自 广

州 艾 迪 基 因 科 技 有 限 公 司 。 将 细 胞 培 养 在 10% 胎 牛 血 清 +

100 U/mL 青 霉 素 +100 U/mL 链 霉 素 的 Sebomed 基 础 培 养 基 中 ，

在 5%CO2 、 37 益 恒 温 培 养 箱 基 饱 和 湿 度 条 件 进 行 培 养 。 细

胞 长 满 70% 时 ， 磷 酸 盐 缓 冲 液 （ PBS） 冲 洗 后 胰 酶 消 化 进 行 细

胞 传 达 ， 取 对 数 生 长 期 的 细 胞 进 行 实 验 。

1.4 实验药物 疏 调 健 运 消 痤 饮 组 成 ： 当 归 15 g ， 白 芍 15 g，

白 术 10 g， 茯 苓 15 g， 泽 泻 10 g， 川 芎 10 g， 郁 金 10 g， 牡 丹 皮 10 g ，

生 地 黄 10 g， 桑 叶 10 g， 蒲 公 英 10 g， 紫 花 地 丁 15 g， 皂 角 刺 15 g ，

黄 芪 30 g， 菟 丝 子 15 g ， 肉 苁 蓉 15 g 。 中 药 饮 片 购 自 云 南 省 中 医

医 院 中 药 房 。 经 云 南 省 中 医 院 胡 维 稳 副 主 任 药 师 鉴 定 中 药

为 正 品 。 疏 调 健 运 消 痤 饮 药 液 制 备 ： 将 上 述 中 药 浓 缩 成 1 mL

含 1.0 g 原 中 药 材 的 药 液 ， 0.22 滋m 过 滤 器 过 滤 除 菌 ， 4 益 冰 箱

保 存 备 用 。 使 用 培 养 基 进 行 稀 释 ， 配 制 为 20、 50、 100、 150 滋g/mL

的 含 药 培 养 基 。

2 方 法

2.1 造模、药物干预及分组

2.1.1 IGF-1 诱 导 SZ95 皮 脂 腺 细 胞 皮 脂 分 泌 模 型 SZ95 皮 脂

腺 细 胞 培 养 到 70% 时 ， 更 换 为 培 养 基 稀 释 后 以 质 量 浓 度 为

70 ng/mL的 IGF-1诱 导 皮 脂 腺 细 胞 分 泌 皮 脂 ， 继 续 孵 育 48 h， 以

构 建 痤 疮 体 外 模 型 。

2.1.2 药 物 干 预 、 分 组 方 法 将 SZ95皮 脂 腺 细 胞 分 为 对 照 组 、

模 型 组 及 疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 20 、 50 、 100 、 150 滋g/mL） 。 对 照

组 ： 正 常 SZ95 皮 脂 腺 细 胞 ， 采 用 基 础 培 养 条 件 ； 模 型 组 ： SZ95

皮 脂 腺 细 胞 采 用 IGF-1（ 70 ng/mL） 进 行 诱 导 刺 激 48 h； 疏 调 健

运 消 痤 饮 组 ： SZ95 皮 脂 腺 细 胞 在 IGF-1（ 70 ng/mL） 处 理 48 h

后 ， 分 别 更 换 为 20 、 50 、 100 、 150 滋g/mL的 疏 调 健 运 消 痤 饮 的 含

药 培 养 基 干 预 48 h。

2.2 观察指标

2.2.1 细 胞 增 殖 存 活 情 况 采 用 MTT法 检 测 细 胞 增 殖 存 活 情

况 。 收 集 生 长 状 态 良 好 的 SZ95 皮 脂 腺 细 胞 ， 胰 酶 处 理 后 离

心 ， 以 5伊103个 接 种 96 孔 板 ， 每 个 组 设 置 6 个 复 孔 。 每 孔 细 胞 贴

壁 后 ， 按 照 “ 2.1.2” 项 下 分 组 及 干 预 方 法 进 行 孵 育 ， 48 h 后 ， 在

避 光 条 件 下 每 孔 加 入 20 滋L 0.5% MTT溶 液 ， 培 养 箱 中 继 续 培

养 4 h。 吸 弃 培 养 基 ， 每 孔 加 入 150 滋L 二 甲 基 亚 砜 （ DMSO） ， 置

摇 床 上 低 速 振 荡 10 min ， 使 甲 瓒 结 晶 充 分 溶 解 ， 用 酶 标 仪 在

470 nm 处 测 量 各 孔 的 吸 光 度 值 计 算 细 胞 存 活 率 。 空 白 孔 中 为

不 含 细 胞 和 待 测 物 的 培 养 基 ， 对 照 孔 中 为 含 有 细 胞 、 不 含 待

测 物 的 培 养 基 ， 实 验 重 复 3 次 取 平 均 值 。 细 胞 存 活 率 =（ 干 预 组

OD值 ） /（ 对 照 组 OD值 ） 伊100%。

2.2.2 SZ95 皮 脂 腺 细 胞 皮 脂 分 泌 水 平 采 用 油 红 O 染 色 检 测

皮 脂 分 泌 水 平 。 将 SZ95 皮 脂 腺 细 胞 以 每 孔 6伊104 个 接 种 于 24

孔 板 中 ， 设 置 3 个 复 孔 。 次 日 按 照 “ 2.1.2” 中 分 组 及 干 预 方 法 进

行 孵 育 ， 48 h 后 ， 移 除 各 组 培 养 基 ， 用 PBS 洗 涤 ， 加 入 固 定 液 固

定 20 min ， 弃 去 固 定 液 并 用 无 菌 蒸 馏 水 洗 两 次 ， 加 入 60% 异 丙

醇 浸 洗 细 胞 ， 弃 去 60% 异 丙 醇 后 加 入 新 配 制 好 的 油 红 O 染 液 ，

37 益 培 养 箱 浸 染 20 min ， 弃 去 染 液 ， 每 孔 加 入 无 菌 蒸 馏 水 ， 通

过 倒 置 显 微 镜 观 察 细 胞 内 脂 滴 数 量 ， 并 使 用 ImageJ 软 件 分 析

相 对 脂 滴 相 对 面 积 。

2.2.3 SZ95 皮 脂 腺 细 胞 IGF-1 mRNA 、 IGF-1R mRNA 及

FoxO1 mRNA表 达 水 平 将 SZ95皮 脂 腺 细 胞 以 每 孔 6伊104个 接

种 于 24 孔 板 中 ， 设 置 3 个 复 孔 。 次 日 按 照 “ 2.1.2” 中 分 组 及 干 预

方 法 进 行 孵 育 ， 48 h 后 ， 吸 弃 培 养 基 ， 使 用 PBS 洗 涤 ， 收 集 各 组

细 胞 ， 根 据 天 根 RNA试 剂 盒 步 骤 ， 加 入 TRIZOL（ 总 RNA 抽 提 试

剂 ） ， 用 枪 头 吹 打 ， 破 碎 细 胞 ， 将 细 胞 转 移 到 新 离 心 管 中 ， 加 入
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氯 仿 ， 颠 倒 混 匀 静 置 3min， 4益下 12000r/min（ 离 心 半 径 9.5cm） 离

心 10min。 将 400 滋L 上 清 转 移 到 一 新 的 离 心 管 中 ， 加 入 异 丙 醇

混 匀 ， 静 置 离 心 以 提 取 各 组 细 胞 总 RNA。 使 用 微 量 紫 外 分 光

光 度 计 测 定 RNA 纯 度 和 浓 度 。 并 进 行 逆 转 录 ： 总 反 应 体 系 为

20 滋L， 包 括 Oligo dT primer（ 10 滋mol/L） 5 滋L， 总 RNA 1 滋g，

10伊RT Buffer 2滋L， dNTP（ 2.5mmol/L） 4滋L， RNA酶 抑 制 剂 （ RNase

Inhibitor） （ 10U/滋L） 1滋L， 逆 转 录 酶 1滋L， 用 无 RNA酶 （ Rnase Free）

水 补 齐 20滋L。 实 时 PCR反 应 总 反 应 体 系 20滋L， 包 括 2伊SYBR Real

Master Mix 10 滋L ， 上 游 引 物 0.2 滋L（ 终 浓 度 0.1滋mol/L） 。

cDNA 模 板 1 滋L ， RNase Free 水 补 齐 20 滋L 。 在 PCR 上 进 行 检

测 ， 反 应 条 件 ： 预 变 性 95益 10 s， 变 性 95益 5 s， 退 火 和 延 伸 60益

20 s， 40个 循 环 。 使 用 2-驻驻CT法 计 算 IGF-1 mRNA、 IGF-1R mRNA

及 FoxO1 mRNA的 相 对 表 达 量 ， 实 验 重 复 3次 取 平 均 值 。 引 物 由

武 汉 塞 维 尔 公 司 合 成 。 （ 见 表 1）

表 1 引物序列

目 的 基 因 引 物 序 列 （ 5 ' ～ 3 ' ） 扩 增 产 物 长 度 / b p

I G F - 1 上 游 引 物 ： G G T G G A T G C T C T T C A G T T C G T 1 5 4

下 游 引 物 ： G C A A T A C A T C T C C A G C C T C C T T A

I G F - 1 R 上 游 引 物 ： T G C C T T G G T C T C C T T G T C C T 2 1 6

下 游 引 物 ： G T C A C T T C C T C C A T G C G G T A A

F o x O 1 上 游 引 物 ： G A G T G G A T G G T C A A G A G C G T G 1 1 4

下 游 引 物 ： A C G A A T G A A C T T G C T G T G T A G G G

G A P D H 上 游 引 物 ： G G A A G C T T G T C A T C A A T G G A A A T C 1 6 8

下 游 引 物 ： T G A T G A C C C T T T T G G C T C C C

2.2.4 SZ95 皮 脂 腺 细 胞 IGF-1 、 IGF-1R、 AKT、 PI3k 、 SREBP1 、

AR及 FoxO1蛋 白 表 达 水 平 将 SZ95皮 脂 腺 细 胞 以 每 孔 2伊105个

接 种 到 6 孔 板 中 ， 每 个 组 设 置 3 个 复 孔 ， 次 日 按 照 “ 2.1.2 ” 中 分

组 及 干 预 方 法 进 行 孵 育 ， 48 h后 ， 吸 弃 培 养 基 ， 使 用 PBS 洗 涤 。 每

孔 加 入 RIPA裂 解 液 ， 冰 浴 裂 解 细 胞 。 使 用 细 胞 刮 刀 刮 下 细 胞 ，

并 将 细 胞 悬 液 转 移 至 离 心 管 中 ， 将 收 集 到 的 细 胞 在 冰 面 静 置

20 min ， 4 益 下 12 000r/min（ 离 心 半 径 为 8.5 cm） 离 心 15 min ， 收

集 上 清 液 至 新 离 心 管 。 使 用 BCA 蛋 白 浓 度 测 定 试 剂 盒 测 定 蛋

白 浓 度 。 制 备 十 二 烷 基 硫 酸 钠 - 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 （ SDS-

PAGE） 凝 胶 ， 取 蛋 白 质 样 品 ， 使 用 凝 胶 电 泳 分 离 法 分 离 蛋 白 ，

然 后 转 移 到 聚 偏 二 氟 乙 烯 （ PVDF） 膜 上 。 用 5% 的 脱 脂 牛 奶 在

室 温 下 封 闭 1 h， 将 膜 与 相 应 一 抗 抗 体 在 4 益下 反 应 过 夜 。 次 日

用 TBST 清 洗 膜 ， 并 与 山 羊 抗 兔 二 抗 在 室 温 下 再 反 应 1 h ， Tris

缓 冲 盐 溶 液 -Tween 20（ TBST） 清 洗 3 次 。 ECL 试 剂 盒 显 色 后 ，

使 用 ChemiDoc MP化 学 发 光 成 像 系 统 成 像 。 使 用 ImageJ软 件 分

析 蛋 白 条 带 灰 度 值 ， 茁-actin 为 内 参 ， 以 目 的 条 带 与 内 参 条 带

灰 度 值 的 比 值 反 映 蛋 白 表 达 水 平 。 实 验 重 复 3 次 取 平 均 值 。

2.2.5 统 计 学 方 法 采 用 Image pro Plus 6、 ImageJ、 Graph Pad

Prism 9.0 及 SPSS 26.0 统 计 软 件 对 数 据 进 行 分 析 。 符 合 正 态 分

布 的 计 量 资 料 用 “ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 表 示 ， 方 差 齐 的 组 间 比

较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ， 组 间 两 两 比 较 采 用 LSD 法 ， 方 差 不 齐

的 组 间 比 较 采 用 Kruskal-Wallis H 检 验 。 约0.05 为 差 异 有 统 计

学 意 义 。

3 结 果

3.1 各组细胞存活率比较 模 型 组 细 胞 存 活 率 低 于 对 照 组

（ 约0.05） ； 疏 调 健 运 消 痤 饮 组 细 胞 存 活 率 低 于 模 型 组 （ 约

0.01） ， 表 明 疏 调 健 运 消 痤 饮 具 有 抑 制 SZ95 细 胞 增 殖 的 作 用 。

（ 见 表 2）

表 2 各组细胞存活率比较 （x依s）

组 别 n 给 药 剂 量 /（ 滋g/mL） 细 胞 存 活 率 /%

对 照 组 3 100.00依0.00

模 型 组 3 97.51依1.37a

疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 20 滋g/mL） 3 20 93.21依0.44b

疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 50 滋g/mL） 3 50 89.60依0.75b

疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 100 滋g/mL） 3 100 82.70依2.27b

疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 150 滋g/mL） 3 150 75.44依1.06b

172.957

0.000

注：与对照组比较，a 约0.05；与模型组比较，b 约0.01。

3.2 各组脂滴相对面积比较 油 红 O 染 色 显 示 ， IGF-1 诱 导

SZ95 皮 脂 腺 细 胞 中 有 大 量 红 色 脂 滴 堆 积 。 模 型 组 脂 滴 相 对 面

积 高 于 对 照 组 （ 约0.01） ； 疏 调 健 运 消 痤 饮 组 脂 滴 相 对 面 积 低

于 模 型 组 （ 约0.01） ， 表 明 疏 调 健 运 消 痤 饮 可 减 少 脂 滴 累 积 。

（ 见 图 1 、 表 3）

图 1 SZ95细胞油红 O染色（伊400）

表 3 各组脂滴相对面积比较比较 （x依s）

组 别 n 给 药 剂 量 /（ 滋g/mL） 脂 滴 相 对 面 积 /%

对 照 组 3 0.89依0.30

模 型 组 3 47.54依2.60a

疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 20 滋g/mL） 3 20 30.82依3.05b

疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 50 滋g/mL） 3 50 26.47依1.17b

疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 100 滋g/mL） 3 100 17.45依1.80b

疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 150 滋g/mL） 3 150 10.23依0.88b

2 2 5 . 4 7 2

0 . 0 0 0

注：与对照组比较，a 约0.01；与模型组比较，b 约0.01。

3.3 各组SZ95皮脂腺细胞IGF-1 mRNA、IGF-1R mRNA及

FoxO1 mRNA相对表达量比较 模 型 组 SZ95 皮 脂 腺 细 胞

IGF-1 mRNA 及 IGF-1R mRNA 相 对 表 达 量 高 于 对 照 组 （ 约

0.01） ， FoxO1 mRNA相 对 表 达 量 低 于 对 照 组 （ 约0.01） ； 疏 调 健

运 消 痤 饮 组 SZ95 皮 脂 腺 细 胞 IGF-1 mRNA 及 IGF-1R mRNA

相 对 表 达 量 均 低 于 模 型 组 （ 约0.01） ， FoxO1 mRNA 相 对 表 达

量 均 高 于 模 型 组 （ 约0.05 或 约0.01） 。 （ 见 表 4）

疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 50 滋g/mL） 疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 100 滋g/mL） 疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 150 滋g/mL）

对 照 组 模 型 组 疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 20 滋g/mL）
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表 4 各组 SZ95皮脂腺细胞 IGF-1 mRNA、IGF-1R mRNA

及 FoxO1 mRNA相对表达量比较 （x依s）

组 别 n 给 药 剂 量 /（ 滋g/mL） IGF-1 mRNA IGF-1R mRNA FoxO1 mRNA

对 照 组 3 0.92依0.07 1.00依0.09 1.00依0.10

模 型 组 3 8.14依0.23a 5.30依0.45a 0.21依0.02a

疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 20 滋g/mL） 3 20 6.68依0.72d 2.87依0.18d 0.30依0.01c

疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 50 滋g/mL） 3 50 4.47依0.33b 1.94依0.72b 0.40依0.01b

疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 100 滋g/mL） 3 100 3.14依0.26b 0.90依0.13b 0.43依0.02b

疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 150 滋g/mL） 3 150 2.15依0.30b 0.80依0.13b 0.73依0.05b

32.871 64.740 133.356

0.000 0.000 0.000

注：与对照组比较，a 约0.01；与模型组比较，b 约0.01，c 约

0.05。

3.4 各组SZ95皮脂腺细胞IGF-1、IGF-1R、Akt、PI3K、SREBP1及

AR蛋白相对表达量比较 模 型 组 SZ95 皮 脂 腺 细 胞 IGF-1、

IGF-1R、 Akt、 PI3K、 SREBP1 及 AR 蛋 白 相 对 表 达 量 均 高 于 对

照 组 （ 约0.01） ； 疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 20、 50、 100、 150 滋g/mL） SZ95

皮 脂 腺 细 胞 IGF-1R 及 Akt 蛋 白 相 对 表 达 量 均 低 于 模 型 组 （ 约

0.05 或 约0.01） ； 疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 50、 100、 150 滋g/mL） SZ95

皮 脂 腺 细 胞 IGF-1、 PI3K 及 AR 蛋 白 相 对 表 达 量 均 低 于 模 型 组

（ 约0.05 或 约0.01） ； 疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 150 滋g/mL） SZ95 皮 脂

腺 细 胞 SREBP-1蛋 白 相 对 表 达 量 均 低 于 模 型 组 （ 约0.01） 。 （ 见

图 2、 表 5）

注：A.对照组；B.模型组；C.疏调健运消痤饮组（20 滋g/mL）；

D.疏调健运消痤饮组（50 滋g/mL）；E.疏调健运消痤饮组

（100 滋g/mL）；F.疏调健运消痤饮组（150 滋g/mL）。

图 2 各组 SZ95皮脂腺细胞 IGF-1、IGF-1R、Akt、PI3K、

SREBP1及 AR蛋白Western blotting图

3.5 各组SZ95皮脂腺细胞FoxO1蛋白相对表达量比较 模 型

组 SZ95 皮 脂 腺 细 胞 FoxO1 蛋 白 相 对 表 达 量 低 于 对 照 组 （ 约

0.05） ； 疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 50 、 100 、 150 滋g/mL） SZ95 皮 脂 腺 细

胞 FoxO1 蛋 白 相 对 表 达 量 均 高 于 模 型 组 （ 约0.05 或 约0.01） 。

（ 见 图 3 、 表 6）

注：A.对照组；B.模型组；C.疏调健运消痤饮组（20 滋g/mL）；

D.疏调健运消痤饮组（50 滋g/mL）；E.疏调健运消痤饮组

（100 滋g/mL）；F.疏调健运消痤饮组（150 滋g/mL）。

图 4 各组 SZ95皮脂腺细胞 FoxO1蛋白Western blotting图

表 6 各组 SZ95皮脂腺细胞FoxO1蛋白相对表达量比较 （x依s）

组 别 n 给 药 剂 量 /（ 滋g/mL） FoxO1/茁-actin

对 照 组 3 1.05依0.13

模 型 组 3 0.26依0.11a

疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 20 滋g/mL） 3 20 0.55依0.16

疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 50 滋g/mL） 3 50 0.70依0.10b

疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 100 滋g/mL） 3 100 0.80依0.04c

疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 150 滋g/mL） 3 150 0.92依0.10c

18.142

0.000

注：与对照组比较，a 约0.05；与模型组比较，b 约0.05，c 约

0.01。

4 讨 论

痤 疮 好 发 颜 面 、 胸 背 部 等 皮 脂 腺 发 达 部 位 ， 其 中 皮 脂 腺

分 泌 皮 脂 增 多 是 痤 疮 的 重 要 致 病 因 素 。 异 常 分 泌 的 皮 脂 堵 塞

毛 囊 口 ， 促 进 粉 刺 的 形 成 ， 并 为 痤 疮 丙 酸 杆 菌 定 植 提 供 了 营

养 [11]。 痤 疮 患 者 面 部 T区 皮 脂 水 平 和 平 均 面 部 皮 脂 排 泄 量 高 于

无 痤 疮 患 者 ， 并 且 与 痤 疮 的 严 重 程 度 呈 正 相 关 [12]。 痤 疮 患 者 皮

脂 腺 细 胞 增 殖 活 跃 ， 抑 制 皮 脂 腺 细 胞 的 增 殖 活 性 及 皮 脂 腺 细

胞 过 度 分 泌 皮 脂 是 目 前 痤 疮 治 疗 的 重 要 途 径 之 一 [13]。

近 年 来 国 内 外 研 究 显 示 ， 痤 疮 并 非 单 纯 的 毛 囊 皮 脂 腺 疾

病 ， 其 发 病 与 内 分 泌 代 谢 疾 病 、 生 活 习 惯 均 有 密 切 关 系 ， IGF-1

则 是 重 要 的 调 节 因 子 [14]。 多 囊 卵 巢 综 合 征 、 胰 岛 素 抵 抗 、 高 血

糖 指 数 （ glycemic index ， GI） 饮 食 方 式 和 进 入 青 春 期 均 会 引 起

表 5 各组 SZ95皮脂腺细胞 IGF-1、IGF-1R、Akt、PI3K、SREBP1、AR蛋白相对表达量比较 （x依s）

组 别 n 给 药 剂 量 /（ 滋g/mL） IGF-1/茁-actin IGF-1R/茁-actin PI3K/茁-actin Akt/茁-actin SREBP-1/茁-actin AR/茁-actin

对 照 组 3 0.19依0.02 0.25依0.06 0.19依0.04 0.20依0.04 0.25依0.06 0.19依0.02

模 型 组 3 1.18依0.08a 1.04依0.10a 1.05依0.04a 1.19依0.06a 1.18依0.1a 1.17依0.09a

疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 20 滋g/mL） 3 20 0.95依0.16 0.86依0.06b 0.89依0.09 1.00依0.06b 1.04依0.01 0.98依0.07

疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 50 滋g/mL） 3 50 0.80依0.08c 0.73依0.03c 0.70依0.09c 0.85依0.07c 0.94依0.07 0.81依0.01b

疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 100 滋g/mL） 3 100 0.70依0.10c 0.64依0.03c 0.59依0.04c 0.74依0.02c 0.77依0.06c 0.66依0.10c

疏 调 健 运 消 痤 饮 组 （ 150 滋g/mL） 3 150 0.62依0.11c 0.52依0.05c 0.44依0.10c 0.56依0.02c 0.62依0.07c 0.45依0.06c

32.871 64.740 61.543 95.565 37.939 82.317

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

注：与对照组比较，a 约0.01；与模型组比较，b 约0.05，c 约0.01。
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体 内 IGF-1 水 平 升 高 [14-16]， 影 响 皮 脂 腺 稳 态 ， 进 而 导 致 痤 疮 。

IGF-1是 一 种 生 长 激 素 依 赖 性 多 肽 ， 主 要 在 肝 脏 内 合 成 。 IGF-1

与 受 体 IGF-1R 在 皮 脂 腺 细 胞 中 均 呈 现 强 表 达 [16]。 外 源 性 补 充

IGF-1 的 患 者 会 出 现 痤 疮 ， 暂 停 治 疗 后 痤 疮 逐 渐 消 退 ， 也 说 明

IGF-1 在 痤 疮 的 发 病 中 起 到 重 要 作 用 [17]。

在 皮 脂 腺 细 胞 中 ， IGF-1 与 受 体 结 合 后 激 活 PI3K/Akt 通

路 ， 促 使 脂 质 生 成 的 负 调 控 关 键 因 子 FoxO1 磷 酸 化 ， 从 细 胞 核

输 出 至 细 胞 质 后 降 解 ， 提 高 脂 质 生 成 因 子 及 促 炎 因 子 转 录 活

性 [18-19] 。 FoxO1 可 抑 制 皮 脂 腺 脂 质 生 成 的 SREBP-1 启 动 子

肝 X 受 体 琢（ LXR琢） / 类 视 黄 醇 X 受 体 琢（ RXR琢） 活 性 ， 降 低

SREBP-1 表 达 ， 以 减 少 脂 质 的 积 累 [20]。 SREBP-1 是 调 节 脂 质 代

谢 的 重 要 核 转 录 因 子 ， 可 通 过 与 下 游 靶 基 因 固 醇 调 节 原 件 DNA

序 列 结 合 ， 参 与 胆 固 醇 和 脂 肪 酸 的 合 成 [21] 。 痤 疮 的 动 物 模

型 和 体 外 模 型 中 SREBP-1 表 达 均 升 高 [22]。

IGF-1 可 通 过 抑 制 FoxO1 表 达 ， 增 强 AR 的 活 性 [4]。 雄 激 素

是 促 进 皮 脂 腺 细 胞 分 泌 脂 质 的 关 键 因 素 ， 而 AR的 活 性 和 数 量

是 雄 激 素 发 挥 作 用 的 基 础 。 AR 能 够 与 二 氢 睾 酮 结 合 ， 刺 激 皮

脂 腺 增 生 ， 从 而 分 泌 更 多 皮 脂 [1]。 FoxO1 作 为 重 要 的 AR 抑 制 因

子 ， 可 通 过 与 AR 蛋 白 质 转 导 结 构 域 结 合 ， 抑 制 AR 的 N 段 和 C

段 的 相 互 作 用 ， 降 低 AR 的 转 录 水 平 ， 减 弱 AR 靶 基 因 表 达 [23]。

此 外 ， FoxO1对 AR的 抑 制 作 用 通 过 IGF-1 激 活 PI3K/Akt 信 号 通

路 而 减 弱 ， 活 化 的 Akt激 酶 可 转 位 到 细 胞 核 并 磷 酸 化 核 FoxO1 。

FoxO1从 细 胞 核 转 移 到 细 胞 质 中 ， 并 进 一 步 送 至 蛋 白 酶 体 降 解 ，

同 时 ， AR 可 以 增 强 IGF-1R 的 表 达 ， 诱 导 FoxO1 的 蛋 白 水 解 ， 导

致 IGF-1 信 号 上 调 [24]。 因 此 IGF-1 与 FoxO1 之 间 存 在 的 正 反 馈

回 路 在 痤 疮 的 病 情 进 展 中 具 有 重 要 作 用 。 IGF-1 目 前 已 经 逐

渐 成 为 痤 疮 治 疗 中 的 重 要 靶 点 之 一 。 本 研 究 发 现 IGF-1 与 脂

质 相 关 因 子 的 调 控 关 系 与 文 献 报 道 一 致 。

疏 调 健 运 消 痤 饮 为 姜 丽 娟 教 授 在 当 归 芍 药 散 的 基 础 上 ，

结 合 “ 和 畅 玄 府 ” 法 加 味 所 得 。 姜 丽 娟 教 授 认 为 ， 痤 疮 患 者 常

多 因 情 志 不 畅 、 饮 食 不 节 ， 导 致 肝 郁 脾 虚 ， 肝 脾 玄 府 通 利 不

及 。 气 液 壅 遏 ， 痰 饮 蓄 积 ， 痰 湿 郁 滞 久 而 化 火 ， 循 阳 明 经 络 上

熏 头 面 。 皮 肤 玄 府 怫 郁 ， 气 血 津 液 壅 滞 ， 流 通 不 畅 ， 发 为 粉 刺 、

丘 疹 。 患 者 可 见 皮 肤 油 腻 。 痰 湿 内 停 血 脉 肌 腠 ， 则 糖 脂 代 谢 紊

乱 ， IGF-1 水 平 升 高 ， 激 素 水 平 异 常 。 因 此 ， 本 病 治 宜 和 畅 肝 脾

玄 府 ， 调 气 行 津 ， 清 解 郁 火 。 当 归 、 芍 药 、 川 芎 为 血 分 药 ， 有 和

血 养 血 舒 肝 的 功 用 [25]； 茯 苓 、 白 术 、 泽 泻 为 气 分 药 [26]， 能 利 水 、

湿 、 饮 之 邪 [27]， 健 脾 渗 湿 。 姜 丽 娟 教 授 在 当 归 芍 药 散 疏 调 肝 脾 、

调 气 行 津 基 础 上 ， 加 牡 丹 皮 、 郁 金 清 解 郁 火 ， 以 及 桑 叶 、 黄 芩 、

蒲 公 英 、 紫 花 地 丁 等 开 宣 皮 之 郁 热 ， 除 壅 塞 皮 肤 之 热 毒 。 当 归

芍 药 散 能 够 通 过 干 预 过 氧 化 物 酶 体 增 殖 物 激 活 受 体 （ PPAR酌）

- 肝 X 受 体 （ LXRa） - 三 磷 酸 腺 苷 （ ATP） 结 合 盒 转 运 体 A1（ AB原

CA1） 通 路 减 少 肝 脏 脂 质 的 沉 积 [28]。 桑 叶 提 取 物 能 够 降 低 脂 肪

肝 模 型 小 鼠 的 血 浆 脂 质 浓 度 、 空 腹 胰 岛 素 含 量 ， 改 善 脂 肪 肝

发 展 程 度 [29-30]。 黄 芩 [31] 和 蒲 公 英 [32] 能 减 轻 炎 症 ， 抑 制 痤 疮 丙 酸

杆 菌 以 改 善 痤 疮 。 本 研 究 结 果 显 示 ， 疏 调 健 运 消 痤 饮 能 抑 制

SZ95 皮 脂 腺 细 胞 IGF-1 表 达 而 降 低 SZ95 皮 脂 腺 细 胞 脂 质 生

成 。 疏 调 健 运 消 痤 饮 具 有 抑 制 SZ95 皮 脂 腺 细 胞 增 殖 的 作 用 ，

可 减 少 IGF-1 诱 导 的 SZ95 皮 脂 腺 细 胞 痤 疮 模 型 的 脂 滴 积 累 。

主 要 作 用 机 制 是 降 低 IGF-1mRNA、 IGF-1R mRNA 及 IGF-1 、

IGF-1R 蛋 白 表 达 ， 抑 制 PI3K/Akt 信 号 通 路 相 关 蛋 白 水 平 ， 增

强 抑 脂 调 控 因 子 FoxO1 的 表 达 水 平 ， 降 低 成 脂 因 子 SREBP1 及

AR水 平 ， 从 而 减 少 脂 质 的 生 成 。

综 上 所 述 ， 疏 调 健 运 消 痤 饮 可 通 过 抑 制 IGF-1 诱 导 的

PI3K/Akt 通 路 的 激 活 ， 增 强 FoxO1 转 录 ， 从 而 减 少 SZ95 皮 脂 腺

细 胞 的 脂 质 分 泌 ， 以 防 止 痤 疮 的 发 生 。 疏 调 健 运 消 痤 饮 为 中

药 复 方 ， 作 用 靶 点 较 多 且 成 分 复 杂 。 本 研 究 尚 未 明 确 其 发 挥

治 疗 作 用 的 物 质 基 础 。 此 外 ， 本 研 究 未 分 析 皮 脂 成 分 变 化 ， 对

其 他 皮 肤 细 胞 是 否 有 影 响 尚 不 明 确 。 这 些 问 题 有 待 在 后 续 研

究 中 继 续 探 索 。
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