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Abstract
Objective: This study aims to explore the effects of Huaierqinggao on the atopic dermatitis model induced by tumor necrosis 
factor-ɑ (TNF-ɑ) and interferon-γ (IFN-γ) in HaCaT cells and its mechanism of action. Methods: By treating normal HaCaT cells 
with different concentrations of Huaierqinggao, the effect of the extract on the survival rate of HaCaT cells was measured using the 
CCK-8 method and the half maximal inhibitory concentration (IC50) of Huaierqinggao on HaCaT cells was calculated. Real-time 
fluorescence quantitative polymerase chain reaction was used to detect the expression of related skin structural proteins filaggrin 
(FLG), loricrin (LOR) mRNA in HaCaT cells after induction by TNF-ɑ/IFN-γ. Conclusion: Huaierqinggao may alleviate the degree 
of inflammation by promoting the recovery of skin barrier function.
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槐耳清膏对 TNF-ɑ/IFN-γ 诱导的 HaCaT 特应性皮炎细
胞模型的保护作用及机制研究
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摘　要

目的：本研究旨在探讨槐耳清膏对肿瘤坏死因子ɑ（Tumor	Necrosis	Factor-ɑ，TNF-ɑ）和干扰素γ（Interferon-γ，
IFN-γ）诱导的HaCat细胞特应性皮炎模型的影响及其作用机制。方法：通过CCK-8法测不同浓度槐耳清膏对HaCat生存率
的影响并计算槐耳清膏对HaCat细胞的半数抑制浓度（IC50）。采用实时荧光定量聚合酶链式反应检测TNF-ɑ/IFN-γ诱导
后HaCaT细胞中相关皮肤结构蛋白丝聚合蛋白（Filaggrin，FLG）、兜甲蛋白（Loricrin，LOR）mRNA的表达。结论：槐
耳清膏可能通过促进皮肤屏障功能的恢复，从而缓解炎症程度。
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1 引言

特应性皮炎（atopic	dermatitis，AD），亦称为“异位

性皮炎”或“遗传过敏性皮炎”，是一种与遗传过敏体质相

关的慢性炎症性皮肤病。其临床表现主要为皮肤瘙痒、多形

性皮损、红斑和丘疹。特应性皮炎的发病机制相当复杂，涉

及皮肤屏障功能障碍和免疫系统紊乱。目前，治疗特应性皮

炎主要依赖于局部应用糖皮质激素和抗组胺药物，但这些糖

皮质激素的外用可能导致局部皮肤萎缩，并可能增加感染致

病微生物的风险。

槐耳是一种在我国民间广泛应用的重要药用真菌，槐

耳清膏是槐耳的粗提物，其主要活性成分是槐耳多糖蛋白，

是一种具有高度活性的生物反应调节剂 [1]。槐耳在临床上应

用广泛，主要用于肿瘤相关疾病的治疗 [2]。游佳 [3] 等研究

证明，槐耳可以通过纠正失衡的 Th1/Th2 细胞因子网络，

逆转 Th1/Th2 细胞的异常漂移治疗非小细胞肺癌。刘丽媛 [4] 

等证明了槐杞黄颗粒可以有效缓解特应性皮炎的程度，但

其在皮肤炎症方面的作用机制尚不明确。故而本文通过

TNF-ɑ/IFN-γ 诱导人永生化角质形成 HaCat 细胞建立特应

性皮炎细胞模型，研讨槐耳清膏对该细胞模型的相关炎性介

质表达的影响，为槐耳在临床上的应用提供实验依据。

2 材料与方法

2.1 材料
槐耳清膏受赠于启东盖天利公司；人永生化角质形成

细胞株 HaCat（购自上海中乔新舟生物科技有限公司）；
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Cell Counting Kit-8 细胞增殖毒性检测试剂盒（东仁），

DMEM 高糖培养基（Vivacell），胎牛血清 FBS（Vivacell），

青 霉 素 / 链 霉 素 溶 液（Vivacell）， 胰 酶（Vivacell）；

TRIZOL（ThermoFisher）；FastKing	cDNA 第一链合成试剂

盒（去基因组）（天根生物）；上下游引物（上海生工）；

ChamQ	SYBR	qPCR	Master	Mix（诺唯赞）；重组人肿瘤坏

死因子 ɑ（Solarbio）；干扰素 -γ（MCE）。

2.2 主要仪器
全波长酶标仪（Thermo Fisher）；NanoDrop One 分光

光度计（Thermo	Scientific）；Cobas®	z480 全自动荧光定量

PCR 分析仪（Roche）。

2.3 方法

2.3.1 主要试剂配制
槐耳清膏溶于高糖 DMEM 培养基中，配制成 100mg/mL 

溶液，经 0.22μm 滤膜过滤除菌待用，分装至 1.5mL EP 管

中并储存于 -20℃，用时提前放 4℃融化。

2.3.2 HaCat 细胞培养 
将 HaCat 细胞在 37℃、5%CO2 条件下，用含 10% 胎

牛血清、1% 青霉素 / 链霉素溶液 DMEM（高糖型）中培养。

取对数生长期细胞用于后续试验。

2.3.3 CCK8 法测细胞活力
将对数期生长的 HaCat 细胞用胰酶消化离心，将细

胞悬液稀释至 1×104cell/mL，接种于 96 孔板中，容量为

100μL，在 37℃、5%CO2 细胞培养箱中孵育，24h 后细胞

生长至占孔 70%~80% 面积，将其分为正常对照组（不加

药物干预）、不同浓度槐耳清膏组，浓度分别为 2mg/mL、

4mg/mL、6mg/mL、8mg/mL、10mg/mL，并设置无细胞的

空白组，每组设置 3 个复孔。继续于 37℃、5%CO2 条件下

培养 24h 后，弃上清，加入含 10μL CCK8 的 DMEM 溶液

100μL，按照说明书要求继续孵育 1.5h。酶标仪于 450nm

处测各孔光密度（optical	density，OD）值，并根据光密度

值计算细胞存活率，细胞存活率 =（实验组平均 OD 值－空

白组平均 OD 值）/（正常对照组平均 OD 值－空白组平均

OD 值）×100%。并根据细胞存活率测定槐耳清膏对 HaCat

的半数抑制浓度（IC50）。

2.3.4	RT-qPCR 检测槐耳清膏对造模后 HaCat 细胞

中皮肤结构蛋白 mRNA 的表达
将 HaCat 细胞悬液稀释 1.5×105cell/mL后接种于 6 孔板中，

待细胞贴壁并生长至 70%~80%密度，将细胞分为 5 组，分别为

NC 组（空白对照组），MC 组（炎症模型组）（10ng/mL TNF-

α+10ng/mL IFN-γ），槐耳清膏低浓度组（10ng/mL TNF-

α+10ng/mL IFN-γ+1mg/mL 槐耳清膏）、槐耳清膏中浓

度 组（10ng/mL TNF-α+10ng/mL IFN-γ+2mg/mL 槐 耳 清

膏）、槐耳清膏高浓度组（10ng/m L TNF-α+10ng/m L IFN-

γ10ng/mL TNF-α+10ng/mL IFN-γ+4mg/mL 槐耳清膏），

干预 24h 后，弃上清用 PBS 润洗 2 遍，Trizol 法提取细胞

总 RNA，测定浓度后参照说明书进行反转录，然后进行

qPCR。引物序列见表 1。qPCR 方法如下：以 1μ	cDNA 为

模板，GAPDH 为内参，反应条件为：变性 95℃、3mis；变

性 95℃、5s，退火延伸 60℃、30s，40 个循环。每个样品做

3 个复孔，反应结束后确认扩增曲线及熔解曲线，取 Ct 值

的平均值，再用公式 2-ΔΔC 计算各基因的相对表达量。

表 1 引物序列

基因名称 正向引物序列（5′→ 3′） 反向引物序列（5′→ 3′）

GAPDH CATCACTGCCACCCAGAAGACTG ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG

FLG GCTGAAGGAACTTCTGGAAAAGG GTTGTGGTCTATATCCAAGTGATC

LOR GGAGTTGGAGGTGTTTTCCA ACTGGGGTTGGGAGGTAGTT

3 结果

3.1 槐耳清膏对 HaCat 细胞生长的影响 
用不同浓度（0mg/mL、2mg/mL、4mg/mL、6mg/mL、

8mg/mL、10mg/mL） 槐 耳 清 膏 处 理 HaCat 细 胞 24h 后，

CCK8 检测结果显示，与空白对照组相比，浓度为 2mg/

mL、4mg/mL 的槐耳清膏处理 HaCat 细胞 24h 后，HaCat

细胞增殖的存活率有上升趋势，存活率分别为 106.25% 与

111.72%；而浓度为 6mg/mL、8mg/mL、10mg/mL 槐耳清膏

处理 HaCat 细胞 24h 增殖的存活率逐步下降且呈浓度依赖。

根据所得的浓度 - 抑制率曲线，用 Prism 软件拟合计算各

浓度槐耳清膏 24h 对 HaCat 的 IC50 为 9.63mg/ml，根据该

IC50 值，将后续实验的槐耳清膏浓度梯度设置为 1mg/mL、

2mg/mL、4mg/mL，作用时间为 24h。

注：与空白对照组比较，***：P ＜ 0.001；****：P ＜ 0.0001。

图 1 槐耳清膏对 HaCat 细胞 24h 存活率的影响
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3.2 槐耳清膏促进编码皮肤屏障相关基因的表达
从图 2 可见，与正常对照组细胞相比，经 TNF-ɑ 和

IFN-γ 诱导后的 HaCat 细胞在 mRNA 水平上表达的 FLG 显

著下降，而与经 TNF-ɑ 和 IFN-γ 诱导后的 HaCat 细胞相比，

经低中高浓度槐耳清膏处理后的 HaCat 细胞在 mRNA 水平

上表达的 FLG 上调，且具有统计学意义（P ＜ 0.05）。而

LOR 的 mRNA 表达水平经 TNF-ɑ 和 IFN-γ 诱导后有下降

趋势，用槐耳清膏处理后有上升趋势，但均无统计学意义。
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注：与 NC 组比较，****：P ＜ 0.0001。与 MC 组比较，##：P ＜ 0.01；

###：P ＜ 0.001；####：P ＜ 0.0001。

图 2 槐耳清膏促进编码皮肤屏障相关基因 FLG 与 LOR 的

表达

3.3 统计分析
所有实验均重复 3 次以上，结果用（x±S）表示，采

用 GraphPad	Prism	10.0	软件进行统计学分析。多组均数比

较采用单因素方差分析，P ＜ 0.05 被认为差异具有统计学

意义。

4 讨论

特应性皮炎的发病机制复杂，尽管尚无明确定论，但

学界普遍认为其与皮肤屏障功能异常及 Th2 型免疫反应过

度活跃密切相关。研究发现，编码关键表皮蛋白丝聚蛋白

（FLG）的基因突变是特应性皮炎的一个显著且广泛复制的

风险因素 [5]。有研究表明，携带 FLG 基因突变的患者相比

未携带者，湿疹和哮喘的发病风险更高 [6]。携带 FLG 基因

突变的患者发病年龄较早，疾病持续至成年期的可能性更

大，且更容易出现手掌过度角化、手背皲裂性皮炎，并伴有

更高的血清 IgE 水平 [7]。编码 FLG 的基因位于染色体 1q21

的表皮分化复合体内，由三个外显子组成，其初产物前丝聚

蛋白是一种不溶于水的多聚蛋白，构成颗粒层透明角质颗粒

的主要成分。前丝聚蛋白通过去磷酸化形成 FLG，并与角

蛋白中间丝相互作用，使其聚集和压缩，最终导致颗粒细胞

坍塌成扁平细胞 [8]。同时，在转谷氨酰胺酶（transglutaminase，

TG）的催化作用下，前丝聚蛋白与内披蛋白、兜甲蛋白、

毛透明蛋白（THH）及一类富含脯氨酸的小蛋白（SPR）广

泛连接，形成了不溶性的角质化包膜（cornified	envelope，

CE），CE 的形成是角质形成细胞终末分化的重要标志之一
[9]。FLG 在分解过程中进一步脱氨基，转化为吸湿性氨基酸，

其终末产物如乳酸、吡咯酮羧酸、尿刊酸、鸟氨酸和瓜氨酸

等是天然保湿因子的主要来源 [10]。FLG 的缺乏会导致经皮

水分散失增加，临床表现为皮肤干燥和鱼鳞状皮肤。

此外，FLG 在水解过程中产生的特定氨基酸能够进一

步转化为有机酸 UCA 和 PCA。这两种有机酸有助于维持角

质层 SC 的酸性环境，降低细菌粘附蛋白的表达，从而减少

金黄色葡萄球菌的定植 [11]。相反，FLG 的缺失会导致皮肤

屏障功能受损，使得病原体更容易穿透表皮层，并被免疫细

胞如树突状细胞、朗格汉斯细胞、巨噬细胞等捕获。

本研究采用了 IFN-γ 和 TNF-α 来刺激人角质形成细

胞，这是一种广泛应用于特应性皮炎研究的体外模型。本研

究通过使用不同浓度的槐耳清膏处理 HaCat 细胞，结果显

示皮肤屏障蛋白 FLG 的表达得到了恢复，且呈现出一定的

浓度依赖性。 

综合上述分析，本研究揭示了槐耳可能通过提升丝聚

合蛋白和外皮蛋白的表达，修复受损的皮肤屏障，从而发挥

抗炎作用。本研究为槐耳在治疗特应性皮炎方面的应用提供

了科学依据。
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