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摘要： 目的　 观察清消饮对痤疮大鼠角质形成细胞过度增殖的影响。 方法　 将 ４０ 只雌雄各半 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠随机分为正

常组、 模型组、 异维 Ａ 酸组及清消饮组。 除正常组外， 其余大鼠于右耳廓内均匀涂抹 １００％ 油酸 ２１ ｄ 制备痤疮大鼠模

型。 异维 Ａ 酸组予 ３􀆰 １３ ｍｇ ／ ｋｇ 异维 Ａ 酸， 清消饮组予 １１􀆰 ２５ ｇ ／ ｋｇ 清消饮， 正常组和模型组予等体积蒸馏水， 连续灌

胃 ２ 周。 观察各组大鼠耳廓表观形态变化； ＨＥ 染色观察病理改变并测量皮脂腺导管处角质形成细胞厚度； 免疫组织

化学法检测大鼠耳廓组织中 ＫＲＴ１６ 表达； ＥＬＩＳＡ 法检测大鼠耳廓组织中 ＩＬ⁃１α 水平； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和免疫荧光法检测大

鼠耳廓组织中 ＰＣＮＡ 表达； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测大鼠耳廓组织中 Ｗｎｔ１０ａ、 ＧＳＫ⁃３β、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃ⁃Ｍｙｃ ｍＲＮＡ
和蛋白表达。 结果　 模型组大鼠耳廓呈暗红色， 增厚粗糙明显， 毛囊口见散在粟粒状丘疹； 病理见颗粒层增厚， 棘层

增厚， 皮脂腺导管处角质形成细胞增多， 毛囊角栓。 与正常组比较， 模型组大鼠耳廓组织皮脂腺导管处角质形成细胞

厚度增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 耳廓组织 ＩＬ⁃１α 水平和 ＫＲＴ１６、 ＰＣＮＡ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｗｎｔ１０ａ、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃ⁃Ｍｙｃ
ｍＲＮＡ 和蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＧＳＫ⁃３β ｍＲＮＡ 和蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 异维 Ａ 酸组和清消

饮组大鼠耳廓组织皮脂腺导管处角质形成细胞厚度降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 耳廓组织 ＩＬ⁃１α 水平和 ＫＲＴ１６、 ＰＣＮＡ 蛋白表达

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｗｎｔ１０ａ、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃ⁃Ｍｙｃ ｍＲＮＡ 和蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＧＳＫ⁃３β ｍＲＮＡ 和蛋白表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 结论　 清消饮可调控 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的过度激活， 下调 ＫＲＴ１６、 ＰＣＮＡ、 ＩＬ⁃１α 表达抑制角质形成细胞

过度增殖， 改善痤疮大鼠毛囊皮脂腺导管过度角化。
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３β ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ 　 Ｑｉｎｇｘｉａｏｙｉｎ ｃａｎ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｏｖｅｒ⁃ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＫＲＴ１６， ＰＣＮＡ ａｎｄ ＩＬ⁃１α， ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｏｖｅｒ⁃ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅｓ， ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｈｙｐｅｒｋｅｒａｔｏｓｉｓ ｏｆ ｓｅｂａｃｅｏｕｓ ｄｕｃｔｓ ｉｎ ｈａｉｒ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｏｆ ａｃｎｅ ｒａｔｓ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｑｉｎｇｘｉａｏ Ｙｉｎ； ａｃｎｅ； ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅｓ； ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ； Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 痤疮是毛囊皮脂腺的一种常见疾病， 多发生在

面部、 胸背部等皮脂腺分布丰富的区域。 近年来，
痤疮在亚洲青少年皮肤性疾病的患病率中位居第

一［１］， 是全球第二大流行的皮肤病， 且发病率一

直呈上升趋势［２］。 现代医学治疗痤疮存在不良反

应广泛、 复发率高等不足［３⁃５］。 临床实践发现中医

药治疗痤疮疗效确切， 且不良反应少、 复发率低。
痤疮发病机制复杂， 与多种因素有关［６］， 其

中角质形成细胞 （ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅｓ， ＫＣ） 过度增殖会

导致的毛囊皮脂腺导管角化异常是引发痤疮的重要

因素。 正常情况下皮脂腺分泌的皮脂和脱落的 ＫＣ
通过毛囊皮脂腺导管排出体外， 而当 ＫＣ 过度增殖

导致导管过度狭窄， 皮脂和脱落的 ＫＣ 不能及时排

出， 局部形成角栓， 形成微粉刺［７］。 微粉刺是痤

疮周期性发展的初始阶段， 称为粉刺发生。 研究显

示， 微粉刺的密度和大小与痤疮的严重程度呈正相

关［８］， 故抑制 ＫＣ 过度增殖是治疗痤疮的关键。
前期研究表明， 清消饮治疗痤疮临床疗效确

切， 但清消饮能否抑制 ＫＣ 过度增殖改善毛囊皮脂

腺导管过度角化治疗痤疮尚不明确。 本研究拟通过

观察大鼠耳廓组织 ＫＣ 中 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路

相关蛋白 Ｗｎｔ１０ａ、 糖原合成酶激酶⁃３β （ ｇｌｙｃｏｇｅｎ
ｓｙｎｔｈａｓｅ ｋｉｎａｓｅ⁃３ ｂｅｔａ， ＧＳＫ⁃３β ）、 β⁃连 环 蛋 白

（ ｂｅｔａ⁃ｃａｔｅｎｉｎ， β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ）、 原 癌 基 因 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ

ｍｙｅｌｏｃｙｔｏｍａｔｏｓｉｓ ｏｎｃｏｇｅｎｅ， ｃ⁃Ｍｙｃ） 的表达及角质

形成细胞增殖指标角蛋白 １６ （ｋｅｒａｔｉｎ１６， ＫＲＴ１６）、
增殖细胞核抗原 （ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎ，
ＰＣＮＡ）、 白介素⁃１α （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１α， ＩＬ⁃１α） 的表

达， 探讨清消饮对 ＫＣ 增殖的作用， 以期为清消饮

的临床应用提供可靠的依据。
１　 材料

１􀆰 １　 药物 　 清消饮由枇杷叶 （批号 １７１１２４１１）、
桑 白 皮 （ 批 号 １８０３０３２１ ）、 黄 芩 （ 批 号

１８０３０７１１）、 连翘 （批号 １８１２２１６１）、 槐花 （批号

１７１０１５５１）、 赤芍 （批号 １９０６０３４１）、 浙贝母 （批
号 １８０８２６１１） 各 ９ ｇ， 黄连 （批号 １８０６１９１１）、 栀

子 （批号 １９０１１８５１）、 皂角刺 （批号 １７０１０６６１）
各 ６ ｇ， 金银花 （批号 １８１２０４２１）、 生山楂 （批号

１８０５２１２１） 各 １２ ｇ 及甘草 （批号 １８０５０５２１） ３ ｇ 组

成， 各中药颗粒制剂购自河北中医药大学国医堂，
由神威药业集团有限公司生产。 异维 Ａ 酸软胶囊

（国药准字 Ｈ１０９３０２１０） 购自上海信谊延安药业有

限公司。
１􀆰 ２　 实验动物　 ＳＰＦ 级 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ４０ 只， 雌雄各

半， ６ 周龄， 体质量 １９０ ～ ２１０ ｇ， 购自北京维通利

华实验动物技术有限公司 ［实验动物生产许可证

号 ＳＣＸＫ （京） ２０２１⁃０００６］， 饲养于河北中医药大

学实验动物中心 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ
０５１１
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（冀） ２０２２⁃０１０］， 温度 ２２～２６ ℃， 相对湿度 ５０％ ～
６０％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 白昼 ／黑夜交替， 实验过程中大鼠

自由摄食摄水。 本动物实验经河北中医药大学伦理

委员会批准进行 （伦理号 ＤＷＬＬ２０２３１２０１１）。
１􀆰 ３　 试剂 　 ＫＲＴ１６ 抗体 （美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司， 货

号 ＡＦ５４８２）； ＰＣＮＡ、 β 微管蛋白 （β⁃Ｔｕｂｕｌｉｎ） 抗

体 （ 美 国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公 司， 货 号 １０２０５⁃２⁃ＡＰ、
８０７１３⁃１⁃ＲＲ）； ＩＬ⁃１α ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒 （武汉基

因美 生 物 科 技 有 限 公 司， 货 号 ＪＹＭ０６４９Ｒａ ）；
Ｗｎｔ１０ａ 抗体 ［艾比玛特生物医药 （上海） 有限公

司， 货 号 ＴＤ７５７２ ］； ＧＳＫ⁃３β 抗 体 （ 美 国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公 司， 货 号 Ｄ５Ｃ５２ ）； β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ、 反转录试剂盒、 扩增试剂盒 （武汉赛维尔

生物科技有限公司， 货号 ＧＢ１５０１６、 Ｇ３３３７⁃１００、
Ｇ３３２１⁃１５）； ｃ⁃Ｍｙｃ 抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司， 货号

ａｂ３２０７２）； 总 ＲＮＡ 提取试剂盒 （美国 Ｏｍｅｇａ 公

司， 货号 Ｒ６９３４⁃０１）； 组化通用二步法试剂盒 （北
京中杉金桥生物技术有限公司， 货号 ＰＶ⁃９０００）。
１􀆰 ４　 仪器 　 Ｇｅｌ Ｌｏｇｉｃ １００ 凝胶电泳系统、 Ｔｒａｎｓ⁃
Ｂｌｏｔ ＳＤ 半干转膜仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； ｅ⁃Ｂｌｏｔ
Ｔｏｕｃｈｌｍ⁃ａｇｅｒ 化学发光成像系统 （上海易孛特光电

技术有限公司）； Ｄｉｇｉｔａｌ Ｓｉｇｈｔ １０ 显微镜 （日本

Ｎｉｋｏｎ 公司）； ＥＶＯＳ ＦＬ Ａｕｔｏ 细胞显微成像系统、
７５００Ｆａｓｔ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪、 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ 分

光光度计 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组、 造模和给药 　 将 ４０ 只雌雄各半的

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠采用 ＳＰＳＳ 软件随机分为正常组、 模型

组、 异维 Ａ 酸组和清消饮组， 每组 １０ 只。 参考张

睿［９］、 林姗姗等［１０］ 造模方法建立痤疮模型， 于大

鼠右耳廓内侧面均匀涂抹 １００％ 油酸， 每天 １ 次，
每次约 ０􀆰 ３ ｍＬ， 连续 ３ 周。

根据人与大鼠等效剂量换算方法， 成人体质量

以 ６０ ｋｇ 计， 大鼠用药剂量为成人用量的 ６􀆰 ２５ 倍，
清消饮成人用量为生药量 １􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ， 换算成大鼠剂

量为 １１􀆰 ２５ ｇ ／ ｋｇ； 异维 Ａ 酸软胶囊成人用量约 ０􀆰 ５
ｍｇ ／ ｋｇ， 换算成大鼠剂量为 ３􀆰 １３ ｍｇ ／ ｋｇ， 给药体积

均为 １０ ｍＬ ／ ｋｇ。 造模成功后， 于每天上午 ９ 时灌

胃给药 １ 次， 连续给药 ２ 周。
２􀆰 ２　 标本采集 　 末次给药后， 大鼠禁食不禁水

２４ ｈ， 腹腔注射戊巴比妥钠 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 进行麻醉，
用小动物剃毛机除去大鼠耳廓毛发， 取耳廓组织病

灶部位， 部分于－８０ ℃冰箱保存， 部分于 ４％ 多聚

甲醛溶液中固定。

２􀆰 ３　 大鼠耳廓表观形态变化　 造模期间及给药后，
从耳廓厚度、 皮色变化、 表皮角化程度、 毛囊口丘

疹等方面， 对各组大鼠右侧耳廓表观形态变化进行

评价。
２􀆰 ４　 ＨＥ 染色观察耳廓组织病理形态 　 大鼠耳廓

组织经 ４％ 多聚甲醛浸泡固定、 脱水透明、 包埋切

片、 烤片脱蜡、 ＨＥ 染色后进行脱水透明、 封片，
于显微镜下观察并采集图像， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ８􀆰 ０
软件测量毛囊皮脂腺导管处角质形成的细胞厚度。
２􀆰 ５ 　 免 疫 组 织 化 学 法 检 测 耳 廓 组 织 ＫＲＴ１６、
Ｗｎｔ１０ａ、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃ⁃Ｍｙｃ 蛋白表达 　 将大鼠耳廓

组织石蜡切片经脱蜡、 抗原修复后滴加内源性过氧

化物酶阻断剂， ３７ ℃ 孵育 １０ ｍｉｎ， 丢弃封闭液，
滴加一抗 ＫＲＴ１６ （１ ∶ ２００）、 Ｗｎｔ１０ａ （１ ∶ ２００）、
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ （１ ∶ ５００）、 ｃ⁃Ｍｙｃ （１ ∶ ２００） ４ ℃孵育过

夜， 次日弃一抗， 滴加二抗室温孵育， 滴加反应增

强液， ３７ ℃孵育 ２０ ｍｉｎ， 随后 ＤＡＢ 显色， 苏木素

复染细胞核， 最后梯度脱水及封片， 静置晾干， 于

显微镜下观察阳性表达并采集图片。
２􀆰 ６　 免 疫 荧 光 法 检 测 耳 廓 组 织 ＰＣＮＡ 蛋 白 表

达　 将大鼠耳廓组织石蜡切片脱蜡， 二甲苯和乙醇

水化； 切片封闭 ３０ ｍｉｎ 后， 加一抗 ＰＣＮＡ （１ ∶
５００） ４ ℃孵育过夜； 次日用磷酸盐缓冲液 （ＰＢＳ）
洗涤后， 加二抗室温孵育 １ ｈ， 随后 ＤＡＰＩ 染色细

胞核， 于荧光显微镜下观察并采集图像。
２􀆰 ７　 ＥＬＩＳＡ 法检测耳廓组织 ＩＬ⁃１α 水平 　 取大鼠

耳廓组织， 匀浆后取上清， 严格按照试剂盒说明书

步骤进行操作， 用 ＥＬＩＳＡ ＣＡＬＣ 软件绘制标准曲线

并计算出各组大鼠耳廓组织中 ＩＬ⁃１α 水平。
２􀆰 ８　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测耳廓组织 Ｗｎｔ１０ａ、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、
ＧＳＫ⁃３β、 ｃ⁃Ｍｙｃ ｍＲＮＡ 表达　 剪取大鼠耳廓部分组

织， 严格按照 ＲＮＡ 试剂说明书提取组织总 ＲＮＡ，
采用超微量分光光度计测定 ＲＮＡ 浓度。 根据反转

录试剂盒说明书， 将总 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ， 逆

转录反应条件为 ２５ ℃ ５ ｍｉｎ， ５０ ℃ ３０ ｍｉｎ， ８５ ℃
５ ｓ， １ 个循环。 取各组等量 ｃＤＮＡ， 根据 ＰＣＲ 扩增

试剂盒进行扩增， 反应体系 ２０ μＬ， ＰＣＲ 扩增反应

条件为 ９５ ℃预变性 ２０ ｓ， ９５ ℃变性 １０ ｓ， ６０ ℃退

火 ／延伸 ３０ ｓ， 共 ４０ 个循环。 熔解曲线反应条件为

９５ ℃ １５ ｓ， ６０ ℃ ６０ ｓ， ９５ ℃ １５ ｓ。 以 ＧＡＰＤＨ 为

内参， 采用 ２－ΔΔＣＴ法计算 Ｗｎｔ１０ａ、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ＧＳＫ⁃
３β、 ｃ⁃Ｍｙｃ ｍＲＮＡ 相对表达， 引物由武汉赛维尔生

物科技有限公司合成， 序列见表 １。
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表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 引物序列 长度 ／ ｂｐ
Ｗｎｔ１０ａ 正向 ５′⁃ＧＣＣＴＧＧＡＧＡＣＴＣＧＧＡＡＣＡＡＡＧ⁃３′ １４８

反向 ５′⁃ＣＣＧＣＡＡＧＣＣＴＴＣＡＧＴＴＴＡＣＣ⁃３′
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 正向 ５′⁃ＴＧＡＧＧＡＣＡＡＧＣＣＡＣＡＧＧＡＣＴＡＣ⁃３′ ９６

反向 ５′⁃ＴＧＴＣＣＡＧＴＣＣＧＡＧＡＴＣＡＧＣＡＧＴ⁃３′
ＧＳＫ⁃３β 正向 ５′⁃ＧＡＧＡＡＣＴＧＧＴＣＧＣＣＡＴＣＡＡＧＡＡ⁃３′ ２４１

反向 ５′⁃ＴＴＧＡＣＡＴＡＡＡＴＣＡＣＡＧＧＧＡＧＣＧ⁃３′
ｃ⁃Ｍｙｃ 正向 ５′⁃ＴＧＧＡＧＧＡＧＡＣＡＴＧＧＴＧＡＡＴＣＡＧ⁃３′ １１０

反向 ５′⁃ＡＡＧＣＣＧＣＴＣＣＡＣＡＴＡＣＡＧＴＣＣ⁃３′
ＧＡＰＤＨ 正向 ５′⁃ＣＴＧＧＡＧＡＡＡＣＣＴＧＣＣＡＡＧＴＡＴＧ⁃３′ １３８

反向 ５′⁃ＧＧＴＧＧＡＡＧＡＡＴＧＧＧＡＧＴＴＧＣＴ⁃３′

２􀆰 ９ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测 耳 廓 组 织 ＰＣＮＡ、
Ｗｎｔ１０ａ、 ＧＳＫ⁃３β、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃ⁃Ｍｙｃ 蛋白表达　 取

大鼠耳廓组织， 按比例加入蛋白酶抑制剂、 ＰＭＳＦ
和 ＲＩＰＡ 裂解液， 破碎提取耳廓组织全蛋白， 收集

上清液， ＢＣＡ 法测定蛋白浓度， 计算上样量。 组

织蛋白进行电泳后转至 ＰＶＤＦ 膜， ５％ 脱脂奶粉封

闭液室温封闭 １ ｈ， 洗膜后， 分别加入稀释后的一

抗 ＰＣＮＡ （１ ∶ １ ０００）、 Ｗｎｔ１０ａ （１ ∶ ５００）、 ＧＳＫ⁃
３β （ １ ∶ ５００ ）、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ （ １ ∶ １ ０００ ）、 ｃ⁃Ｍｙｃ
（１ ∶ １ ０００）、 β⁃Ｔｕｂｕｌｉｎ （１ ∶ ５ ０００） ４ ℃ 孵育过

夜； 次日弃一抗， 加二抗室温孵育 １ ｈ， 洗膜后，
采用 ＥＣＬ 法显影、 曝光， 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ８􀆰 ０ 软件

分析目的蛋白条带灰度值。
２􀆰 １０　 统计学分析 　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ １０􀆰 ０ 软

件进行数据处理及作图， 符合正态分布的计量资料

以均数±标准差 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因

素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 清消饮对痤疮大鼠耳廓表观形态变化的影

响　 正常组大鼠耳廓质地柔软光滑， 颜色淡红， 毛

囊口无丘疹、 粉刺等； 模型组大鼠耳廓增厚质地粗

糙， 颜色暗红， 毛囊口可见散在丘疹； 与模型组比

较， 异维 Ａ 酸组和清消饮组大鼠耳廓变薄， 质地

较柔软， 毛囊口丘疹减少； 异维 Ａ 酸组和清消饮

组耳廓表观形态变化比较无明显差异， 见图 １。

图 １　 各组大鼠耳廓表观形态

Ｆｉｇ􀆰 １ 　 Ａｐｐａｒｅｎｔ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ａｕｒｉｃｌｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３􀆰 ２　 清消饮对痤疮大鼠耳廓组织病理变化的影

响　 ＨＥ结果显示， 正常组大鼠耳廓组织表皮层次

清晰； 模型组大鼠耳廓组织颗粒层增厚， 棘层增

厚， 毛囊皮脂腺导管处 ＫＣ 增厚导致导管狭窄， 毛

囊口被堵； 异维 Ａ 酸组和清消饮组均有不同程度

的颗粒层变薄， 棘层变薄， 毛囊皮脂腺导管处 ＫＣ
增殖减少， 毛囊口通畅； 异维 Ａ 酸组和清消饮组

无明显差异， 见图 ２。 与正常组比较， 模型组大鼠

角质形成细胞厚度增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 异维 Ａ 酸组和清消饮组大鼠角质形成细胞厚

度减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ２。

注： 黑色箭头代表毛囊皮脂腺导管开口。

图 ２　 各组大鼠耳廓组织病理变化 （ＨＥ 染色， ×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅａｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ×４００）

表 ２　 各组大鼠角质形成细胞厚度比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
Ｔａｂ􀆰 ２ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｒａｔ ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅｓ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 厚度 ／ μｍ

正常组 ２０􀆰 ８±０􀆰 ８
模型组 ４９􀆰 ３±０􀆰 ８∗∗

异维 Ａ 酸组 ２３􀆰 ４±０􀆰 ８＃

清消饮组 ２３􀆰 ６±０􀆰 ９＃

　 　 注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ３　 清消饮对痤疮大鼠耳廓组织 ＫＲＴ１６ 蛋白表

达的影响　 与正常组比较， 模型组大鼠耳廓组织

ＫＲＴ１６ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
异维 Ａ 酸组和清消饮组大鼠耳廓组织 ＫＲＴ１６ 蛋白表

达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 异维 Ａ 酸组与清消饮组比较，
ＫＲＴ１６ 表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ３、 表 ３。

图 ３　 各组大鼠耳廓组织 ＫＲＴ１６ 蛋白定位及表达 （×４００）
　 Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＫＲＴ１６ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｉｎ ａｕｒｉｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×４００）

３􀆰 ４　 清消饮对痤疮大鼠耳廓组织 ＰＣＮＡ 蛋白表达

的影响 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示， 与正常组比较，
模型组大鼠耳廓组织 ＰＣＮＡ 蛋白表达升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 异维 Ａ 酸组和清消饮组大

鼠耳廓组织 ＰＣＮＡ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 异维
２５１１
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Ａ 酸组与清消饮组比较， ＰＣＮＡ 蛋白表达无明显变

化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ４、 表 ４。
表 ３　 各组大鼠耳廓组织 ＫＲＴ１６ 蛋白表达比较 （ ｘ ± ｓ，

ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＫＲＴ１６ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ａｕｒｉｃｌｅ

ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＫＲＴ１６

正常组 ０􀆰 ９８±０􀆰 １２
模型组 ３􀆰 ６８±０􀆰 ２４∗∗

异维 Ａ 酸组 １􀆰 ５２±０􀆰 １８＃

清消饮组 １􀆰 ６３±０􀆰 ２２＃

　 　 注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

　 　 免疫荧光结果显示， ＰＣＮＡ 主要表达在细胞

核。 与正常组比较， 模型组 ＰＣＮＡ 表达增加 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 异维 Ａ 酸组和清消饮组

ＰＣＮＡ 表达减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 异维 Ａ 酸组与清消饮

组比较， ＰＣＮＡ 表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图

５、 表 ４。

图 ４　 各组大鼠耳廓组织 ＰＣＮＡ 蛋白条带图

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｂａｎｄｓ ｏｆ ＰＣＮＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ａｕｒｉｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ
ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ４　 各组大鼠耳廓组织 ＰＣＮＡ 蛋白表达比较（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＰＣＮＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ａｕｒｉｃｌｅ

ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＰＣＮＡ ／ β⁃Ｔｕｂｕｌｉｎ ＰＣＮＡ 荧光染色面积比 ／ ％

正常组 ０􀆰 ５９６±０􀆰 １４１ １􀆰 ５７７±０􀆰 ２３５
模型组 １􀆰 ０１５±０􀆰 ３７７∗∗ ３􀆰 ４５８±０􀆰 ３６８∗∗

异维 Ａ 酸组 ０􀆰 ８１０±０􀆰 ２９９＃ ２􀆰 １８８±０􀆰 １４５＃

清消饮组 ０􀆰 ８２２±０􀆰 ２３４＃ ２􀆰 ７８７±０􀆰 １３４＃

　 　 注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 各组大鼠耳廓组织 ＰＣＮＡ 蛋白免疫荧光染色 （×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＰＣＮＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ａｕｒｉｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×４００）

３􀆰 ５　 清消饮对痤疮大鼠耳廓组织 ＩＬ⁃１α 水平的影

响　 与正常组比较， 模型组大鼠耳廓组织 ＩＬ⁃１α 水

平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 异维 Ａ 酸组

和清消饮组大鼠耳廓组织 ＩＬ⁃１α 水平降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）； 异维 Ａ 酸组和清消饮组比较， ＩＬ⁃１α 水平

无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见表 ５。
３􀆰 ６　 清消饮对痤疮大鼠耳廓组织 Ｗｎｔ１０ａ、 ＧＳＫ⁃
３β、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃ⁃Ｍｙｃ ｍＲＮＡ 表达的影响 　 与正常

组比较， 模型组大鼠耳廓组织 Ｗｎｔ１０ａ、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、
ｃ⁃Ｍｙｃ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＧＳＫ⁃３β ｍＲＮＡ
表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 异维 Ａ 酸

组和清消饮组大鼠耳廓组织 Ｗｎｔ１０ａ、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃ⁃

Ｍｙｃ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＧＳＫ⁃３β ｍＲＮＡ 表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 异维 Ａ 酸组与清消饮组比较，
Ｗｎｔ１０ａ、 ＧＳＫ⁃３β、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃ⁃Ｍｙｃ ｍＲＮＡ 表达无

明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见表 ６。
表 ５　 各组大鼠耳廓组织 ＩＬ⁃１α水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃１α ｌｅｖｅｌ ｉｎ ａｕｒｉｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ
ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 ＩＬ⁃１α ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）
正常组 ６３􀆰 ７±１４􀆰 １
模型组 ２７０􀆰 ３±２７􀆰 ９∗∗

异维 Ａ 酸组 １６２􀆰 ３±２１􀆰 ９＃

清消饮组 １８４􀆰 ７±２１􀆰 ０＃

　 　 注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。
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表 ６　 各组大鼠耳廓组织 Ｗｎｔ１０ａ、 ＧＳＫ⁃３β、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃ⁃
Ｍｙｃ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ｔａｂ􀆰 ６ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｗｎｔ１０ａ，
ＧＳＫ⁃３β， β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ａｎｄ ｃ⁃Ｍｙｃ ｉｎ ａｕｒｉｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ
ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 Ｗｎｔ１０ａ ＧＳＫ⁃３β β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｃ⁃Ｍｙｃ
正常组 ０􀆰 ４５±０􀆰 ２５ ０􀆰 ９９±０􀆰 ５５ １􀆰 ０２±０􀆰 ２１ １􀆰 ０１±０􀆰 １３
模型组 １􀆰 ６６±０􀆰 ３１∗∗ ０􀆰 １３±０􀆰 ０３∗∗ １􀆰 ９９±０􀆰 ４６∗∗ １􀆰 ９４±０􀆰 ５７∗∗

异维 Ａ 酸组 １􀆰 ０４±０􀆰 ２６＃ ０􀆰 ４５±０􀆰 １３＃ １􀆰 ４２±０􀆰 ４２＃ １􀆰 ３７±０􀆰 ４２＃

清消饮组 １􀆰 １１±０􀆰 ３９＃ ０􀆰 ４３±０􀆰 １７＃ １􀆰 ４３±０􀆰 ２３＃ １􀆰 ４１±０􀆰 ３８＃

　 　 注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ７　 清消饮对痤疮大鼠耳廓组织 Ｗｎｔ１０ａ、 ＧＳＫ⁃
３β、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃ⁃Ｍｙｃ 蛋白表达的影响　 与正常组

比较， 模型组大鼠耳廓组织 Ｗｎｔ１０ａ、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃ⁃
Ｍｙｃ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＧＳＫ⁃３β 蛋白表达

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 异维 Ａ 酸组和

清消饮组大鼠耳廓组织 Ｗｎｔ１０ａ、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃ⁃Ｍｙｃ
　 　 　 　

蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＧＳＫ⁃３β 蛋白表达升高

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）； 异 维 Ａ 酸 组 和 清 消 饮 组 比 较，
Ｗｎｔ１０ａ、 ＧＳＫ⁃３β、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃ⁃Ｍｙｃ 蛋白表达无明

显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ６、 表 ７。

图 ６ 　 各组大鼠耳廓组织 Ｗｎｔ１０ａ、 ＧＳＫ⁃３β、 β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃ⁃Ｍｙｃ 蛋白条带图

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ Ｗｎｔ１０ａ， ＧＳＫ⁃３β， β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
ａｎｄ ｃ⁃Ｍｙｃ ｉｎ ａｕｒｉｃｌｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ７　 各组大鼠耳廓组织 Ｗｎｔ１０ａ、 ＧＳＫ⁃３β、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃ⁃Ｍｙｃ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｗｎｔ１０ａ， ＧＳＫ⁃３β， β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ａｎｄ ｃ⁃Ｍｙｃ ｉｎ ａｕｒｉｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 Ｗｎｔ１０ａ ／ β⁃Ｔｕｂｕｌｉｎ ＧＳＫ⁃３β ／ β⁃Ｔｕｂｕｌｉｎ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ／ β⁃Ｔｕｂｕｌｉｎ ｃ⁃Ｍｙｃ ／ β⁃Ｔｕｂｕｌｉｎ

正常组 ０􀆰 ５０±０􀆰 ０７ １􀆰 １２±０􀆰 １６ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０５ ０􀆰 ３３±０􀆰 ０７
模型组 １􀆰 ２０±０􀆰 ０３∗∗ ０􀆰 ４１±０􀆰 １９∗∗ ０􀆰 ８２±０􀆰 ０５∗∗ ０􀆰 ８２±０􀆰 ０３∗∗

异维 Ａ 酸组 ０􀆰 ７４±０􀆰 ０５＃ ０􀆰 ８３±０􀆰 １２＃ ０􀆰 ６３±０􀆰 １３＃ ０􀆰 ５４±０􀆰 ０７＃

清消饮组 ０􀆰 ８１±０􀆰 ０９＃ ０􀆰 ８４±０􀆰 １８＃ ０􀆰 ６８±０􀆰 １０＃ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０６＃

　 　 注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

４　 讨论

痤疮归属于中医 “肺经粉刺” 范畴， 与脏腑

功能失调密切相关。 中医认为， 素体阳热， 外感风

热蕴结于肺， 或过食辛辣肥甘， 损伤脾胃， 湿热内

生， 或情志不畅， 肝郁化火等均可导致火热之邪循

经上犯面部， 使气血运行不畅， 瘀滞于局部， 发为

痤疮。 根据痤疮 “热” “瘀” “结” 的病机特点，
确立其治法为 “清其热， 消其瘀， 散其结”。 《外
科启玄·明内消法论》曰： “消者灭也， 灭其形症

也。” 消法是中医外科学的三大治法总则之一。 本

课题采用 “清消” 法， 自拟清消饮治疗痤疮， 方

中枇杷叶、 桑白皮、 金银花为君， 清泻肺胃之热；
黄芩、 黄连为臣， 助君药清热泻火； 栀子、 连翘、
山楂、 皂角刺、 赤芍、 浙贝母、 槐花为佐， 加强消

痈散结之力； 生甘草为使， 消痈疽疖毒， 调和诸

药， 全方共奏清热解毒、 消痈散结之效。 前期研究

证明， 清消饮可减轻痤疮炎症反应［１１］， 调节皮肤

微生态［１２］， 促进 ＫＣ 凋亡［１３］， 治疗痤疮效果显著。
本研究发现， 清消饮可改善痤疮大鼠的表观症状。

ＫＲＴ１６ 是构成 ＫＣ 的中间丝蛋白的一种， 其在

正常皮肤中低表达。 研究表明， ＫＲＴ１６ 在过度增

殖的 ＫＣ 中表达增多， 是 ＫＣ 异常分化和过度增殖

的标志［１４⁃１５］； ＩＬ⁃１α 是一种由 ＫＣ 分泌的细胞因子，
当 ＫＣ 过度增殖时， 其水平升高［１６］。 有研究表明

ＩＬ⁃１α 在痤疮患者的皮损中分泌增多［１７］。 ＰＣＮＡ 是

ＤＮＡ 聚合酶 δ 的辅助蛋白， 在细胞周期的 Ｓ 期

（ＤＮＡ 合成期） 表达显著升高， 是细胞增殖的关键

标记物［１８］， 其表达直接反映 ＫＣ 的增殖活性［１９］。
本研究结果显示， 模型组大鼠耳廓组织中 ＫＲＴ１６、
ＩＬ⁃１α 和 ＰＣＮＡ 表达均升高， 表明大鼠耳廓组织中

ＫＣ 过度增殖， 清消饮组 ＫＲＴ１６、 ＩＬ⁃１α 和 ＰＣＮＡ
表达均降低， 提示清消饮可下调大鼠耳廓组织中

ＫＲＴ１６、 ＩＬ⁃１α 和 ＰＣＮＡ 表达， 改善 ＫＣ 过度增殖

的情况。
经典的 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路参与细胞增殖、

分化、 凋亡等多种生理和病理过程［２０］。 Ｗｎｔ１０ａ 是

Ｗｎｔ 家族分泌型糖蛋白的一种。 研究表明， Ｗｎｔ１０ａ
是表皮细胞增殖和分化所必需的［２１］。 Ｗｎｔ１０ａ 能够

特异性地与 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ 受体家族成员结合， 激活该通

路。 ＧＳＫ⁃３β 在 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路中发挥重要
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作用， 当 Ｗｎｔ 信号通路处于抑制状态时， ＧＳＫ⁃３β
与 ＡＰＣ、 Ａｘｉｎ 等蛋白形成复合物， 泛素化降解 β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ， 使细胞内的 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 处于低水平。 当 Ｗｎｔ
信号通路激活时， ＧＳＫ⁃３β 的 活 性 被 抑 制， β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 得以在细胞质内稳定积累， 并进入细胞核

与转录因子 （Ｔ ｃｅｌｌ ｆａｃｔｏｒ ／ ｌｙｍｐｈｏｉｄ ｅｎｈａｎｃｅｒ ｆａｃｔｏｒ，
ＴＣＦ ／ ＬＥＦ） 结合， 激活下游靶基因的表达， 促进

ＫＣ 的增殖［２２］。 在 ＫＣ 中， β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 与 ＴＣＦ ／ ＬＥＦ
结合后能够激活 ｃ⁃Ｍｙｃ 基因的转录［２３⁃２４］。 ｃ⁃Ｍｙｃ 是

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的靶基因， 其表达上调能

够促进 ＫＣ 的增殖和生长［２５］。 研究显示， 在痤疮

中， Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路异常活化［１４⁃１５，２６］， 在

维持 ＫＣ 过度增殖的特征中具有重要作用。 本研究

结果表明， 清消饮能有效下调 Ｗｎｔ１０ａ、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、
ｃ⁃Ｍｙｃ 表达， 上调 ＧＳＫ⁃３β 表达， 提示清消饮可调

控 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的过度激活， 抑制 ＫＣ
的过度增殖， 改善毛囊皮脂腺导管过度角化， 进而

治疗痤疮。
综上所述， 清消饮可通过抑制 ＫＣ 过度增殖，

改善导管角化过度， 治疗痤疮， 其作用与调控

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路相关， 本研究为清消饮的

临床应用提供了一定的理论依据。
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