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【 实验研究 】 

基于 TRPA1 通道探讨白藜芦醇联合和厚朴酚在缓解特应性皮炎中的应用  
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摘  要：目的  基于瞬时受体电位 A1（TRPA1）设计开发一种具有改善特应性皮炎（AD）作用的天然活性成分乳膏剂。方法  

构建 TRPA1 通道高表达细胞，采用细胞荧光钙离子成像技术从 31 种活性天然产物中筛选 TRPA1 抑制剂，并筛选最佳组合以

及比例；通过单因素实验和响应面分析优化乳膏剂中甘油、聚丙烯酸钠（SP）、辛酸/癸酸甘油三脂（M318）的添加量。构建大

鼠皮肤紫外线 B（UVB）晒伤模型，通过检测皮肤机械痛阈评价乳膏剂对痛觉的缓解作用。通过 2，4-二硝基氟苯（DNFB）诱

导构建小鼠 AD 模型，评价乳膏剂对瘙痒、皮损评分、皮肤病理损伤以及皮肤中白细胞介素（IL）-6、IL-4、IL-33、IL-1β、γ 干

扰素（IFN-γ）、肿瘤坏死因子 α（TNF-α）炎症因子 mRNA 的表达水平的改善效果。结果  筛选出对 TRPA1 具有抑制作用的 9

种活性天然产物，发现白藜芦醇与和厚朴酚物质的量比值为 5∶1 时协同效果最佳，确定为白藜芦醇与和厚朴酚双因组合

（BHSY）。经配方优化 BHSY 乳膏剂的最佳组成为：甘油 5.13%、SP 0.91%、M318 3.01%，其中 BHSY 质量分数为 0.17%～

0.50%，其粒径分布均匀且稳定性好。与模型组比较，BHSY 乳膏剂在 UVB 照射损伤后的第 2、3 天可剂量相关性地提高大鼠

皮肤痛阈（P＜0.05、0.01、0.001）；并可明显降低 AD 小鼠的搔抓次数（P＜0.05、0.01），改善皮损评分（P＜0.05、0.01），抑

制背部表皮增厚（P＜0.001）及皮肤中炎症因子 IL-6、IL-4、IL-33、IL-1β、INF-γ、TNF-α mRNA 的表达（P＜0.05、0.01、0.001）。

结论  基于 TRPA1 通道开发了具有协同增效作用的活性天然产物 BHSY 乳膏剂，对减轻皮肤的 UVB 损伤以及舒缓 AD 症状

具有显著效果。 
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Abstract: Objective  Based on transient receptor potential A1 (TRPA1), a natural active ingredient cream preparation with the effect 

of improving atopic dermatitis (AD) was developed and optimized. Methods  TRPA1 overexpressed cells were constructed to be used 

in the screening of TRPA1 inhibitors from 31 natural compounds by cell fluorescence calcium ion imaging, and the optimal combination 

and proportion were screened. The addition amounts of glycerol, sodium polyacrylate (SP), and glyceryl tristearate (M318) in the 
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cream were optimized through single-factor experiments and response surface analysis. A rat skin UVB sunburn model was established 

to evaluate the analgesic effect of the cream by detecting the mechanical pain threshold of the skin. A mouse AD model was induced 

by 2, 4-dinitrofluorobenzene (DNFB) to assess the improvement effect of the cream on pruritus, skin lesion score, skin pathological 

damage, and the mRNA expression levels of inflammatory factors such as interleukin (IL)-6, IL-4, IL-33, IL-1β, interferon-γ (IFN-γ), 

and tumor necrosis factor α (TNF-α) in the skin. Results  Nine active natural products with inhibitory effects on TRPA1 were screened 

out. It was found that the best synergistic effect was achieved when the molar ratio of resveratrol to magnolol was 5∶1, and this 

combination was determined as the resveratrol and magnolol dual-component combination (BHSY). After formula optimization, the 

optimal composition of the BHSY cream was: glycerol 5.13%, SP 0.91%, M318 3.01%, with BHSY content ranging from 0.17% to 

0.50%. The particle size distribution was uniform and the stability was good. Compared with the model group, the BHSY cream could 

dose-dependently increase the mechanical pain threshold of rat skin on the 2nd and 3rd days after UVB irradiation injury (P < 0.05, 

0.01, 0.001); it could also significantly reduce the scratching frequency of AD mice (P < 0.05, 0.01), improve the skin lesion 

score (P < 0.05, 0.01), inhibit the thickening of the epidermis on the back (P < 0.001), and reduce the mRNA expression of 

inflammatory factors such as IL-6, IL-4, IL-33, IL-1β, INF-γ, and TNF-α in the skin (P < 0.05, 0.01, 0.001). Conclusion  Based on 

the TRPA1 channel, an active natural product BHSY cream with synergistic effects has been developed, which demonstrates significant 

efficacy in alleviating UVB-induced skin damage and mitigating AD symptoms. 

Key words: TRPA1; resveratrol; honokiol; cream; synergize; atopic dermatitis 

 

特应性皮炎（AD）是一种瘙痒性、炎症性以及

慢性复发性的皮肤病，主要表现为皮肤干燥、红斑、

脱屑和瘙痒，持续瘙痒会干扰日常活动并导致失眠

和睡眠障碍，慢性或复发性炎症和抓挠会导致皮肤

增厚，显著降低生活质量[1]。糖皮质激素通过抑制

炎症反应和调节免疫系统，从而缓解皮肤瘙痒的症

状。然而，外用糖皮质激素容易导致复发，并且长期

使用可能会加重 AD 的情况[2]。吡美莫司属于钙调神

经磷酸酶抑制剂，是治疗 AD 的常用药物，研究显示

其长期使用可能会导致色素沉着、肌肉无力等不良

反应[3]。而口服抗组胺药和免疫抑制剂虽对缓解特应

性皮炎瘙痒有良好的效果，但长期使用依然会产生

肾毒性和高血压等不良反应[4]。目前如何有效缓解皮

肤瘙痒症状仍然缺乏有效的治疗方法，因此有必要

针对新的靶点寻找能有效缓解 AD 症状的方法。 

瞬时受体电位 A1（TRPA1）是一种表达于感觉

神经末端的非选择性阳离子通道，其 N 末端包含 2

个螺旋状Ca2+结合基序，对Ca2+具有较好的通透性，

在神经和非神经细胞中广泛分布[5]。TRPA1 通道能

够感受多种有害刺激，如冷热、刺激性化合物以及

与细胞损伤有关的内源性物质等，可被不同的亲电

分子通过静电或共价修饰而激活，可以介导炎症、

疼痛刺激等多种生物学效应。临床研究表明，

TRPA1 通道是疼痛和瘙痒下游重要的信号转导通

路[6]。TRPA1 的激活和抑制会通过 Ca2+影响三叉神

经节神经元，从而影响痛觉和痒觉的产生。阻断

TRPA1 离子通道能有效缓解或解除炎症性疼痛和

神经性疼痛，也可以缓解瘙痒症状。有研究表明，

TRPA1 的抑制剂在各种病理生理性疼痛的实验模

型中都有效地减轻了疼痛反应，作用于外周的

TRPA1 抑制剂可以减轻原发性痛觉过敏，而中枢作

用的 TRPA1 抑制剂可以减轻由中枢传导放大引起

的痛觉反应[7]。另有研究表明，瘙痒原可以通过激

活 TRP 通道诱发瘙痒，脊髓中致瘙痒神经肽释放、

脊髓神经元激活、抓挠行为和 TRPA1 密切相关，

TRPA1 抑制剂可防止小鼠的抓挠加剧[8]。在 AD 患

者及 AD 动物模型中，皮损组织中 TRPA1 的表达

增加，会导致神经元更易被瘙痒刺激激活，更易产

生痒觉[9]。因此，TRPA1 可以作为潜在的靶点用于

缓解 AD 患者的皮肤瘙痒。 

目前已经从自然界中发现了多种单萜、茋类化

合物和亲电子性调节剂可以调控 TRPA1 通道的活

性[10]。为了开发一种可有效缓解皮肤疼痛和瘙痒症

状的制剂，本研究基于 TRPA1 通道，从天然化妆品

原料中筛选 TRPA1 抑制剂，通过配伍协同提升其

效能，并进行了制剂处方的优化。利用大鼠紫外线

B（UVB）晒伤模型以及 2，4-二硝基氟苯（DNFB）

诱导的小鼠 AD 模型，评价了组合物制剂的治疗效

果，为舒缓 AD 症状提供一种有效手段。 

1  材料 

1.1  仪器 

DMI6000B 活细胞工作站（德国徕卡公司）；

ZEN3600 纳米粒度分析仪（英国马尔文公司）；XZ-

UVB10.0 LED 灯（中山班博照明公司）；38500-PAM
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压力应用测量仪（北京友诚嘉业公司）；Leica DM4 

B 正置显微镜（上海徕卡显微公司）；T100 Thermal 

Cycler PCR 仪（上海伯乐生命医学产品公司）；CXF 

Opus 96 实时荧光定量 PCR 仪（南京伯尼塔公司）。 

1.2  药品与主要试剂 

31 种活性天然产物的对照品：和厚朴酚（批号

XP20230116，质量分数＞98%），陕西新湃生物科技

有限公司；白藜芦醇（货号 R-10001，质量分数＞

98%）、厚朴酚（货号 M-32401，质量分数＞95%）、

肉桂醛（货号 C-93348，质量分数＞95%）、熊果酸

（货号 U-33490，质量分数＞98%）、黄芩素（货号

B-00520，质量分数＞98%）、扁桃酸（货号 M-00991，

质量分数＞99%）、虾青素（货号 AS-3453，质量分

数＞95%）、熊果苷（货号 A-90970，质量分数＞

98%）、β-胡萝卜素（货号 C-34600，质量分数＞

96%）、丹皮酚（货号 P-01002，质量分数＞98%）、

肉桂醇（货号 C-93413，质量分数＞97%）、芸香苷

（货号 ZTH266555，质量分数＞98%）、樟脑（货号

C-12056，质量分数＞95%），均购自天津希恩思生

化科技有限公司；穿心莲内酯（货号 S24818，质量

分数＞98%），上海源叶生物科技有限公司；三七皂

苷（货号 K756644，质量分数＞98%）、薄荷脑（货

号 TX02688，质量分数＞ 98%）、鞣酸（货号

12453689，质量分数＞99%）、均购自天津索罗门生

物科技有限公司；山柰素（货号 K797025，质量分

数＞98%）、咖啡酸（货号 C804975，质量分数＞

98%）、芦荟苦素（货号 A873457，质量分数＞98%）、

香茅醇（货号 C804317，质量分数＞95%）、阿魏酸

（货号 F837756，质量分数＞97%）、甘草酸铵（货

号 G917280，质量分数＞98%）、甘草酸（货号

G810520，质量分数＞93%）、黄芪甲苷（货号

A875200，质量分数＞95%）、辣椒碱（货号 C832244，

质量分数＞95%）、肉桂酸（货号 C804992，质量分

数＞99%）、人参皂苷（货号 G823509，质量分数＞

98%）、积雪草苷（货号 A964372，质量分数＞98%）、

积雪草酸（货号 A800937，质量分数＞95%）均购

自上海麦克林生化科技有限公司；异硫氰酸烯丙酯

（AITC，货号 A834621），上海泰坦公司；转染试

剂（PEI，货号 HY-K2014），美国 Invitrogen 公司；

Fluo-4/AM 钙离子荧光探针（货号 F312），日本同

仁化学研究所；聚氧乙烯聚氧丙烯醚（Pluronic F-

127），美国 Genecopoeia 公司；TRPA1 cDNA 质粒

（货号 HG17980-UT），北京义翘神州公司；Hank's

平衡盐溶液（HBSS，货号 H1025）、细胞培养试剂均

购自美国 Gibco 公司；磺胺嘧啶银乳膏（批号

230601 ），广东恒健制药公司； DNFB （货号

R010240），上海麦克林生化科技公司；艾洛松软膏

（批号 230615），上海新亚药业公司；聚丙烯酸钠

（SP）、辛酸/癸酸甘油三脂（M318）均购自巴斯夫公

司；其他试剂均为分析纯。 

1.3  实验动物 

SPF 级雄性 SD 大鼠、体质量（200±20）g 和

SPF 级雄性 Balb/c 小鼠、体质量（20±2）g，均购

于北京维通利华实验动物技术有限公司，实验动物

生产许可证号为 SCXK（京）2021-0006。实验动物

均饲养于南开大学实验动物中心，饲养环境温度

20～25 ℃，相对湿度 40%～60%，每 12 小时循环

照明，所有动物均正常饲养，自由饮水、进食。动

物实验操作得到南开大学动物伦理委员会批准

（2022-SYDWLL-000023）。 

1.4  实验细胞 

HEK 293T 细胞（人胚肾细胞）购自武汉普诺

赛公司；HEK 293T 细胞在含有 10%胎牛血清和 1%

青霉素链霉素双抗的 DMEM 培养基中培养。细胞

在 37 ℃、5% CO2 的恒温培养箱中培养，融合至

80%以上进行传代。 

2  方法与结果 

2.1  TRPA1 高表达细胞的构建 

HEK 293T 细胞接种于共聚焦小皿中，当融合

至 60%时进行瞬时转染。在 1 mL 空白 DMEM 体

系中加入 PEI 与 TRPA1 cDNA 质粒按照体积质量

比 5 μL∶1 μg 混合的溶液进行转染。转染 24 h 后

高表达 TRPA1 的 HEK 293T 细胞用于后续实验[11]。 

2.2  细胞荧光钙离子成像技术分析 

TRPA1 通道高表达的HEK 293T细胞密度达到

70%时，用 HBSS 溶液洗涤 3 次，在新鲜 HBSS 溶

液中加入 1 μmol·L−1 钙离子探针染料 Fluo-4/AM 和

0.05% F-127，于 37 ℃培养箱中孵育 30 min。取出

细胞经 HBSS 洗涤 3 次后，进行后续操作。 

2.2.1  TRPA1 抑制剂的筛选  分别加入 31 种天

然化合物（10 μmol·L−1），或不同浓度白藜芦醇

（40.000 0、20.000 0、10.000 0、5.000 0、2.500 0、

1.250 0、0.625 0、0.312 5 μmol·L−1）、和厚朴酚（10.0、

4.0、1.0、2.5、0.1 μmol·L−1），预孵育 30 min。利用

活细胞工作站进行拍摄，在第 25 秒时加入 TRPA1

激动剂 AITC（10 μmol·L−1），以检测钙离子荧光信
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号变化，并计算细胞对应区域的 ΔF/F0值。 

ΔF/F0＝[平均荧光强度（F）－背景强度（F0）]/背景强度（F0） 

2.2.2  白藜芦醇联合和厚朴酚的协同效果考察  

分别加入不同浓度的和厚朴酚（0.5、1.0、2.0、4.0、

8.0 μmol·L−1）与白藜芦醇（2.5、5.0、10.0、20.0、

40.0 μmol·L−1）的药物组合，预孵育 30 min，利用

AITC激动TRPA1后测定荧光信号变化的ΔF/F0值。

应用 CompuSyn software 软件分析联合指数（CI）

值，评价二者合用对 TRPA1 抑制作用的影响。CI＜

1 代表具有协同作用，CI＝1 为相加作用，CI＞1 为

拮抗作用。 

本研究所有数据均采用 x s 表示，多组间比较

利用 GraphPad Prism 6.0 统计软件（One-way ANOVA）

进行方差分析，2 组间比较采用 t 检验分析。 

如图 1-A 所示，与对照组比较，AITC 组 ΔF/F0

值显著升高（P＜0.001）；与 AITC 组比较，扁桃酸、

 
A-从 31 种活性天然产物中筛选 TRPA1 抑制剂；B-白藜芦醇与和厚朴酚抑制 TRPA1 通道的量效考察；C-白藜芦醇与和厚朴酚的 CI 考察及协

同效果验证；与对照组比较：###P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与单独给药比较：ΔΔΔP＜0.01。 

A-TRPA1 inhibitors screening from 31 active natural products; B-Dose-effect investigation of resveratrol and honokiol on inhibiting TRPA1 channel; C- 

CI and synergistic effects of resveratrol and honokiol; ###P < 0.001 vs control group； *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group； ΔΔΔP < 

0.01 vs single application. 

图 1  TRPA1 通道抑制剂的筛选及联合抑制效果考察 ( ±s，n＝10) 

Fig. 1  Screening and evaluation of TRPA1 channel inhibitors and their synergistic inhibitory effects ( ±s，n＝10) 

x

x
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芦荟苦素、香茅醇、厚朴酚、和厚朴酚、白藜芦醇、

丹皮酚、芸香苷和积雪草苷 9 种成分对 TRPA1 存

在拮抗作用（P＜0.05、0.001）。在上述化合物中厚

朴酚、和厚朴酚、白藜芦醇、丹皮酚和积雪草苷具

有抗炎、抗氧化作用，但丹皮酚受浓度限制，在高

浓度时才展示出显著的作用效果[12-14]，而积雪草苷

长期使用可能会导致皮肤敏感性增强[15]。 

鉴于白藜芦醇与和厚朴酚在化妆品中已被广

泛应用，因此选取其进行进一步考察。结果如图 1-

B所示，与AITC组比较，白藜芦醇在浓度为 0.625～

40.000 μmol·L−1 时，和厚朴酚在 0.25～10 μmol·L−1

时对 TRPA1 通道存在拮抗作用（P＜0.05、0.01、

0.001）。 

由图1-C可知，白藜芦醇浓度为2.5～40.0 μmol·L−1、

和厚朴酚为 0.5～8.0 μmol·L−1 时，在二者的物质的

量比为（0.625～10.000）∶1 时，组合物表现出对

TRPA1 通道的协同增效作用（CI＜1），其中白藜芦

醇-和厚朴酚物质的量比值为 5∶1 时协同效果最佳

（CI＜0.001），其效果明显优于单独使用的同浓度

化合物（P＜0.001）。 

2.3  乳膏剂的优化和制备 

2.3.1  BHSY 组合的配比组成  以白藜芦醇与和厚

朴酚物质的量之比 5∶1（白藜芦醇 82.4%、和厚朴酚

17.6%）制成原料组合物（白和双因舒养剂，BHSY，

报送码为 204494-06362-6610），用于后续实验。 

2.3.2  BHSY 乳膏剂的制备  称取一定量的甘油和

SP 于烧杯中，使 SP 充分分散在甘油中，作为增稠

剂备用。称取一定量的水、馨鲜酮和己二醇于烧杯

中，85 ℃水浴加热，作为水相。向水相中加入相

应量的组合物 BHSY，继续均质化搅拌。另外称

取 M318 作为油相，85 ℃水浴加热后，将油相加

入到水相中进行充分均质乳化后，即可得到

BHSY 乳膏剂。 

2.3.3  BHSY 乳膏剂的评价  对制备得到的乳膏进

行外观均一性、涂抹延展性、离心稳定性、耐寒性

以及耐热性等稳定性评价。具体方法为：取适量乳

膏剂于透明容器里面，目检外观色泽是否均匀、静

置是否分层，或在滤纸上进行涂布，观察其是否均

匀细腻，进行外观均一性和涂布延展性评价；取乳

膏剂样品 1 g，置于离心管中，6 000 r·min−1 离心

30 min，观察其离心稳定性；另取乳膏剂样品 1 g，

置于离心管中，于−20 ℃或 60 ℃静置 24 h，观察

供试验样品油水分离情况，考察其耐寒性和耐热

性。具体指标评分方法见表 1。 

表 1  乳膏剂评分标准 

Table 1  Scoring criteria of cream 

评价项目 1～5 分 6～10 分 11～15 分 16～20 分 

外观均一性 色泽不均匀 

静置自然分层 

色泽较均匀 

静置基本不分层 

色泽基本均匀 

静置基本不分层 

色泽完全均匀 

静置不分层 

涂布延展性 不均匀、不细腻、 

不易涂布 

较均匀细腻、涂布程

度一般 

基本均匀细腻、基本可以

涂布 

完全均匀细腻、涂布程

度良好 

离心稳定性 明显分层 轻微分层 基本不分层 完全不分层 

耐寒性 油水分离 轻度油水分离 略微油水分离 无油水分离 

耐热性 油水分离 轻度油水分离 略微油水分离 无油水分离 

2.3.4  BHSY 乳膏剂配方优化  依据乳膏剂的评分

标准，通过单因素实验对配方中的主要成分甘油、

SP、M318 的添加量进行初步考察，选取甘油

3.75%～6.25%、SP 0.8%～1.0%、M318 2.5%～3.5%。 

通过建立响应面模型，对添加不同比例的甘

油（2.50%、3.75%、5.00%、6.25%、7.50%）、SP

（0.7%、0.8%、0.9%、1.0%、1.1%）、M318（2.0%、

2.5%、3.0%、3.5%、4.0%）的乳膏剂进行分析，

采用 Design-Expert 13 软件进行数据分析，考察不

同配方对乳膏的影响。在此范围内设计 L17（33）

正交实验，根据分组完成实验并对各组乳膏剂进

行评分（表 2）。 

对数据进行响应面拟合回归方程方差分析，结

果见表 3，二次多项回归方程的综合评分＝96.2＋

0.25 A＋0.375 B＋0.125 C＋0.25 AB＋0.25 AC－1.1 

A2－2.35 B2－1.85 C2。由表 3 可知，该回归方程模

型的 P＜0.01，说明模型达到极显著的水平；失拟值

的 P＞0.05，失拟值不显著，表明拟合程度良好；模

型的 R2＝0.924 3，说明模型的可信度较高，表明该

模型可用来预测和评价乳膏剂的组方效果。 
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表 2  赋型剂的正交实验分组及乳膏的综合评分考察 

Table 2  Grouping of orthogonal test and comprehensive 

evaluation of cream formulation with emulsifying agents 

编号 
甘油/%

（A） 

SP/%

（B） 

M318/%

（C） 

综合

评分 

 1  3.75 0.8 3.0 92 

 2  6.25 0.8 3.0 93 

 3  3.75 1.0 3.0 93 

 4  6.25 1.0 3.0 93 

 5  3.75 0.9 2.5 93 

 6  6.25 0.9 2.5 94 

 7  3.75 0.9 3.5 93 

 8  6.25 0.9 3.5 93 

 9  5.00 0.8 2.5 91 

10  5.00 1.0 2.5 92 

11  5.00 0.8 3.5 92 

12  5.00 1.0 3.5 93 

13  5.00 0.9 3.0 96 

14  5.00 0.9 3.0 97 

15  5.00 0.9 3.0 95 

16  5.00 0.9 3.0 96 

17  5.00 0.9 3.0 97 

各成分用量的交互作用对综合评分的影响见

图 2-A。由表 3 和图 2-A 确定乳膏剂最优辅料配比

为甘油添加量 5.13%、SP 添加量 0.91%、M318 添

加量 3.01%，预测其综合评分为 96.2 分。对优化完

成的BHSY乳膏剂进行制备并对其乳化效果进行检

测，吸取 20 μL 乳膏到载玻片上，缓慢盖上盖玻片

于正置显微镜下用 40 倍物镜观察乳膏的粒径分布，

并通过纳米粒度分析仪测量乳膏粒径大小。结果见

图 2-B、C，乳膏中乳滴粒径分布均匀，平均粒径为

5.9 μm，显微镜下乳滴大小均一（图 2-D）。 

2.4  BHSY 乳膏剂缓解皮肤痛觉的药效学评价 

2.4.1  UVB 诱导大鼠皮肤晒伤模型的建立   取

SD 大鼠 42 只，随机分为 7 组，每组 6 只。大鼠

右足背脱毛后，除对照组外，所有大鼠用 XZ-

UVB10.0 的 LED 灯（波长 280～420 nm）照射[16]，

照射剂量 0.5 J·cm−2。模型组不给药，阳性药组在患

处涂抹磺胺嘧啶银软膏 150 mg，基质组给予空白基

质 150 mg；BHSY 乳膏剂组分别涂抹不同浓度的乳 

表 3  响应面拟合回归方程的方差分析结果 

Table 3  Variance analysis of response surface fitting regression equation 

方差来源 平方和 自由度 方差 F 值 P 值 显著性 

回归模型 49.48 9 5.50 9.50 0.003 6 ** 

A 0.500 0 1 0.500 0 0.864 2 0.383 5  

B 1.13 1 1.13 1.94 0.205 8  

C 0.125 0 1 0.125 0 0.216 0 0.656 2  

AB 0.250 0 1 0.250 0 0.432 1 0.532 0  

AC 0.250 0 1 0.250 0 0.432 1 0.532 0  

BC 0.000 0 1 0.000 0 0.000 0 1.000 0  

A² 5.09 1 5.09 8.81 0.020 9 * 

B² 23.25 1 23.25 40.19 0.000 4 ** 

C² 14.41 1 14.41 24.91 0.001 6 ** 

残差 4.05 7 0.578 6 — —  

失拟项 1.25 3 0.416 7 0.595 2 0.650 7  

纯误差 2.80 4 0.700 0 — —  

合计 53.53 16 — — —  

*P＜0.05  **P＜0.01。 

膏 150 mg：低剂量组（0.06%，100 g 基质中含 BHSY 

0.06 g）、中剂量组（0.17%）和高剂量组（0.50%）。

每天给药 1 次，连续 6 d，并在每次给药前对大鼠

足背皮肤拍照记录。 

2.4.2  皮肤敏感性的评价  固定大鼠，使用压力应

用测量仪缓慢按压大鼠晒伤足背，待大鼠出现收腿

现象时，快速松开按压，记录仪显示数值作为大鼠

足背皮肤机械疼痛阈值，以此表示大鼠皮肤的敏感

程度。 

2.4.3  实验结果  在大鼠造模后足背皮肤出现红

肿，而阳性药组和 BHSY 乳膏剂高剂量组的皮肤无

明显的红肿现象，其第 3 天的表现如图 3-A 所示。

损伤处皮肤痛阈的响应变化如图 3-B 所示，与对照

组比较，UVB 照射后皮肤的痛阈明显下降（P＜ 
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A-甘油、SP 和 M318 辅料配比对综合评分 3D 响应面；B-BHSY 乳膏剂；C-乳滴的粒径分布考察；D-显微观察（×400）。 

A-3D response surface maps of the ingredient proportion for glycerol, SP and M318 on comprehensive scores; B-BHSY cream; C-Cream particle size 

distribution; D-Micro-examination on cream particles (×400). 

图 2  不同辅料的配比对乳膏制剂综合评分的影响 

Fig. 2  Influence of different excipients on comprehensive score of cream formulations 

0.001）；与模型组比较，给药干预后可以明显提高

皮肤疼痛阈值，其中第 2 天和第 3 天疼痛缓解效果

最为明显，第 3 天所有给药组均差异显著（P＜0.05、

0.01、0.001），高剂量组在第 4、5 天仍然展示出一

定的疗效（P＜0.05），表明 BHSY 乳膏剂可以有效

缓解疼痛。 

2.5  BHSY 乳膏剂改善 AD 小鼠炎症和敏感性 

2.5.1  AD 小鼠模型的构建  Balb/c 小鼠 35 只随机

分为对照组、模型组、艾洛松（阳性药）组、基质

组和 BHSY 乳膏剂组，每组 5 只。小鼠适应性饲养

1 周后，在实验前第 1 天除去小鼠腹部毛发（面积

约 6 cm2），并涂抹 25 μL 0.4% DNFB（溶于溶剂混

合液中，丙酮∶橄榄油＝3∶1）致敏，对照组仅涂

抹溶剂混合液。第 5 天除去小鼠背部毛发（面积约

6 cm2），并涂抹 20 μL 0.05% DNFB，每天涂抹 1 次，

对照组仅涂抹溶剂混合液[9]。第 7 天开始对照组仅

涂抹 20 μL 溶剂混合液，其他组别继续造模的同时

开始给药，基质组涂抹基质 200 mg，阳性药组涂抹

200 mg 艾洛松软膏，BHSY 乳膏剂组分别涂抹低、

中、高剂量（0.06%、0.17%、0.50%）的 BHSY 乳

膏剂 200 mg，连续涂抹至 21 d。 

2.5.2  小鼠背部皮肤考察  造模开始后，对小鼠背

部皮肤进行拍照记录，并根据小鼠皮肤评分标准对

小鼠背部皮肤皮损进行评分。评分标准见表 4。 

2.5.3  小鼠瘙痒行为学考察  在实验开始后第 7、

11、15、19 天，DNFB 涂抹后 1 min 开始记录小鼠

10 min 内的搔抓次数，通过摄像记录小鼠抬起后爪

抓挠颈背部及给药部位的次数，每组重复统计 3 次，

统计小鼠搔抓行为。 

2.5.4  皮肤组织病理检测  实验第 21 天后，取小

鼠颈背部造模区域皮肤，采用 10%福尔马林溶液固

定，经石蜡包埋切片后，进行苏木精-伊红（HE）染

色，光学显微镜下观察皮肤组织病理变化，并采用

Image J 软件分析表皮厚度。 
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A-UVB 照射后第 3 天大鼠右足背照片；B-大鼠足背机械疼痛阈值；与对照组比较：###P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

A-Photos of right paw on third day after UVB irradiation; B-Mechanical pain threshold of the rat paw; ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  
**P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group. 

图 3  BHSY 乳膏剂对 UVB 照射大鼠皮肤敏感性的影响 ( ±s，n＝6) 

Fig. 3  Effect of BHSY cream on skin sensitivity of UVB-irradiated rat ( ±s，n＝6)

表 4  小鼠皮肤评分标准 

Table 4  Scoring criteria of mice skin 

症状 0 分 1 分 2 分 3 分 

红斑 无症状 隐约可见、浅红色 清晰可见、暗红色 深红色 

水肿 无症状 轻度水肿、不明显 肉眼可见皮肤高起 皮肤显著高起 

表皮剥脱 无症状 少许表皮剥脱 大量表皮剥脱 深层表皮剥脱 

结痂 无症状 糠状脱屑 片状鱗屑覆盖 厚鱗屑覆盖 

2.5.5  炎症因子水平检测  取适量小鼠颈背部造

模区域皮肤，匀浆后提取 RNA，通过实时荧光定量

PCR（qRT-PCR）检测各组小鼠背皮中白细胞介素

（IL）-6、IL-4、IL-33、IL-1β、γ 干扰素（INF-γ）、

肿瘤坏死因子 α（TNF-α）炎症因子 mRNA 的表达

水平。应用引物设计软件 Primer 5.0 设计 qRT-PCR

所需相关特异性引物，由上海生工生物技术服务公

司合成（表 5）。 

2.5.6  实验结果  结果如图 4 所示，与对照组相比，

模型组由瘙痒引起的抓挠行为显著增加（P＜0.05）；

相较于模型组，基质组和 BHSY 低剂量组的抓挠行

为缓解不明显，而阳性药组及 BHSY 中、高剂量组 

表 5  qRT-PCR 引物序列 

Table 5  Primer sequences of qRT-PCR 

引物名称 引物序列（5’→3’） 

IL-6-F TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC 

IL-6-R TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC 

IL-4-F TACCAGGAGCCATATCCACGGATG 

IL-4-R TGTGGTGTTCTTCGTTGCTGTGAG 

IL-33-F ATTTCCCCGGCAAAGTTCAG 

IL-33-R AACGGAGTCTCATGCAGTAGA 

IL-1β-F TCGCAGCAGCACATCAACAAGAG 

IL-1β-R AGGTCCACGGGAAAGACACAGG 

INF-γ-F CTGGAGGAACTGGCAAAAGGATGG 

INF-γ-R GACGCTTATGTTGTTGCTGATGGC 

TNF-α-F CACGCTCTTCTGTCTACTGAACTTC 

TNF-α-R CTTGGTGGTTTGTGAGTGTAGGG 

x

x
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与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

#P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group. 

图 4  BHSY 乳膏剂对 AD 小鼠皮肤的影响 ( ±s，n＝3) 

Fig. 4  Effect of BHSY cream on skin of mice with AD ( ±s，n＝3) 

x

x
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可以明显减少由瘙痒引起的抓挠行为（P＜0.05、

0.01）。 

对照组小鼠背部皮肤较光滑，模型组相较于对

照组出现严重的皮肤干燥、结痂、鳞屑，损伤评分

显著增加（P＜0.01）；与模型组比较，阳性药组及

BHSY 乳膏剂组皮损情况有所减轻，评分显著降低

（P＜0.05、0.01）。 

HE 染色显示，对照组小鼠背部皮肤结构完整，

角质层、表皮层无增厚，真皮层炎症细胞浸润较少；

与对照组相比，模型组表皮层明显增厚（P＜0.001），

角质层广泛角化，表皮不平坦且呈波浪状起伏，炎

症细胞浸润增多；与模型组比较，BHSY 乳膏剂组

可以剂量相关地逆转上述现象，中、高剂量组皮肤

厚度显著降低（P＜0.001）。 

此外，与对照组比较，模型组病变皮肤组织中

的炎症因子 IL-6、IL-4、IL-33、IL-1β、INF-γ、TNF-

α 的 mRNA 表达水平显著升高（P＜0.05、0.01）。

与模型组相比，阳性药艾洛松软膏以及 BHSY 乳

膏剂中、高剂量组可以明显降低上述炎症因子的

mRNA 表达水平（P＜0.05、0.01、0.001）；同时

BHSY 低剂量组中的炎症因子 IL-6、IL-4、IL-1β、

TNF-α 的表达水平也有显著下降（P＜0.01）。结果

表明，BHSY 乳膏剂对缓解 AD 模型中的炎症有一

定的作用。 

3  讨论 

AD 是一种慢性炎症性皮肤病，瘙痒症状是该

疾病最突出的临床特征。AD 瘙痒信号的传导涉及

多个神经通路，主要有组胺依赖性的痒信号通路及

非组胺依赖性的痒信号通路[17]。这 2 种通路都是通

过痒觉信号激活脊髓丘脑束释放神经递质，进而使

细胞内 Ca2+浓度升高，最后将痒觉信号传导至大脑

皮层，增强神经细胞兴奋性，产生痒觉。研究证明

TRPA1 在非组胺依赖性瘙痒信号的传导中起重要

作用，可以通过介导 Ca2+的内流，兴奋神经元，产

生瘙痒感[18]，抑制 TRPA1 可以用于缓解 AD 的皮

肤刺激症状。 

TRPA1 为同源四聚体结构，其中每个亚基包含

6 个跨膜螺旋结构域（S1～S6）和细胞内 N 端和 C

端。其中 S1～S4 为电压传感域，S5 和 S6 可以形

成通道孔和选择性过滤器。在其 N 末端结构域中存

在着反应性赖氨酸和半胱氨酸残基，以及大量的锚

蛋白重复序列（ARD）。TRPA1 通常以 6 个跨膜结

构域的同源四聚体发挥作用，其中 S6 跨膜结构域

可以和 TRPA1 的激活剂与拮抗剂结合[19]。单萜类

化合物冰片被报道可能通过其羟基与 TRPA1 通道

S4～S5 linker 上的 S873、T874 和 Y812 残基相互

作用，抑制 TRPA1 通道的活性；薄荷醇可以与

TRPA1 通道 S5 跨膜片段上的 S877 形成氢键从而

对 TRPA1 产生抑制作用[20]。亲电子性的藁本内酯

可以和 TRPA1 通道 N 端 pre-S1 结构域中的半胱氨

酸残基共价结合发挥抑制作用[21-22]。另外有研究表

明，TRPA1 通道 S6 跨膜片段上的 L941 和 I950 残

基也可以作为 TRPA1 抑制剂的作用靶点[23]。根据

本课题组的前期研究，将作用于同一个靶点蛋白不

同位点的化合物合用，会有协同增效的作用，如连

翘苷元和獐牙菜苦苷可靶向结合在苏氨酸激酶

（Akt）蛋白的不同结构域，二者合用则协同发挥了

更强的抗炎效果[24]。因此，针对 TRPA1 复杂多样

的构效关系，提示选用不同的抑制剂也可能存在协

同增效的配伍组合。 

本研究利用 TRPA1 高表达细胞，通过细胞荧

光钙离子成像技术对 31 种天然产物进行了筛选，

并确认了 9 种 TRPA1 抑制剂。进一步的配伍研究

发现，白藜芦醇与和厚朴酚配伍组合（5∶1）具有

最佳的协同增效作用。白藜芦醇是一种天然非黄酮

多酚类化合物，广泛存在于虎杖、葡萄及花生等植

物或果实中[25]。有研究表明，TRPA1 半胱氨酸残基

的共价修饰不参与白藜芦醇对 TRPA1 的抑制作用，

推测其通过非共价的方式与 TRPA1 通道的疏水口

袋结合[26]。Xiao 等[27]报道 TRPA1 通道的 S5 跨膜

片段是决定薄荷醇是否可以作为 TRPA1 抑制剂的

关键结构域，白藜芦醇是否可通过 S5 发挥 TRPA1

抑制作用有待于进一步研究。而和厚朴酚作为中药

厚朴中的有效成分之一，具有抗菌、抗炎、抗氧化

和神经保护作用[28]。目前和厚朴酚对 TRPA1 的抑

制作用尚无相关报道，但是有研究显示，和厚朴酚

可以特异性靶向 TRPV4 中 ARD 结构域的 Q239 残

基从而影响其通道活性[11]，也可以靶向 TRPC4 来

减少钙离子的流入[29]。由于不同的 TRP 通道亚型

之间具有一定的同源性[30]，推测和厚朴酚也可能通

过结合 TRPA1 的 ARD 结构域抑制 TRPA1 通道的

开放。因此，白藜芦醇和和厚朴酚可能通过结合于

TRPA1 的不同位置发挥协同增效的作用。 

AD 免疫学的异常表现为 Th1/Th2 的平衡失
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调和炎症因子的分泌失常。有研究表明，拮抗

TRPA1 可调控 Th1/Th2 相关细胞因子的表达[31]。

研究发现 IL-1β、INF-γ 和 TNF-α 能增强 TRPA1

的表达和功能，Th2 型细胞因子 IL-4 可以下调

TRPA1 的表达[32-33]。而抑制细胞内 Ca2+可抑制

IL-6 和 TNF-α 等炎症因子的表达[34]。因此，白藜芦

醇与和厚朴酚可能通过分别作用于 TRPA1 通道的

不同位点共同抑制了 TRPA1 的活性，从而阻碍了

胞内钙离子浓度的升高，进而缓解了 AD 皮肤的瘙

痒、疼痛和炎症的产生，但其具体协同的分子机制

仍需更进一步探究。 

TRPA1 通道在人类皮肤的多种细胞均有表达，

广泛的参与了皮肤的多种生理病理过程。目前已

知的玫瑰痤疮、银屑病和接触性皮炎等伴有炎症

和瘙痒症状的皮肤病均与 TRPA1 通道的开放密

切相关[35]。本研究筛选出的白藜芦醇与和厚朴酚双

因联合制剂能够有效缓解由 TRPA1 通道引起的皮

肤疼痛、瘙痒和炎症等多种不适，可舒缓皮肤的敏

感症状，用于 AD 皮肤的养护。 
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