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唾液乳杆菌与蛹虫草或铁皮石斛共培提取物的抗炎作用：治疗皮肤湿疹的
可能应用  
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摘  要：目的  制备唾液乳杆菌与蛹虫草或铁皮石斛共培提取物，研究其对慢性皮肤湿疹的抗炎作用。方法  以加入蛹虫

草或铁皮石斛的 MRS 培养基培养唾液乳杆菌，培养后菌体通过发酵、高压破碎、离心制备药液。取小鼠随机分为对照组、

模型组、阳性药组、唾液乳杆菌与蛹虫草共培提取物组、唾液乳杆菌与铁皮石斛共培提取物组，建立小鼠湿疹模型，并测量

耳部肿胀程度、计算双耳质量差及背部皮肤厚度的变化。以 RAW264.7 细胞和 HaCaT 细胞作为炎症细胞模型，采用脂多糖

（lipopolysaccharide，LPS）诱导炎症反应，评估唾液乳杆菌与蛹虫草或铁皮石斛共培提取物调节细胞中白细胞介素-1β

（interleukin-1β，IL-1β）、一氧化氮（nitric oxide，NO）和白细胞介素-10（interleukin-10，IL-10）及皮肤炎症生物标志物水平

的作用。测定 RAW264.7 细胞在各种提取物处理下的吞噬能力。选择 MatTek 人体皮肤敏感性测试来研究唾液乳杆菌与蛹虫

草/铁皮石斛共培养提取物的过敏反应。结果  唾液乳杆菌与蛹虫草或铁皮石斛共培组小鼠的双耳质量差和背部皮肤厚度均

显著低于模型组（P＜0.01、0.001）。同时，在唾液乳杆菌与蛹虫草或铁皮石斛共培提取物的处理下，LPS 诱导的 RAW264.7

细胞中的炎症介质如 IL-1β、NO 和抗炎因子 IL-10 的产生受到显著调节（P＜0.05、0.01、0.001），细胞的吞噬率显著降低

（P＜0.01、0.001）。HaCaT 细胞在唾液乳杆菌与蛹虫草或铁皮石斛共培提取物处理下，皮肤炎症生物标志物 I 型胶原 α1 蛋

白（alpha-1 type I collagen，COL1A1）、I 型胶原 α2 蛋白（alpha-2 type I collagen，COL1A2）、III 型胶原 α1 蛋白（alpha-1 type 

III collagen，COL3A1）的 mRNA 表达水平显著上调（P＜0.05、0.01）。唾液乳杆菌与蛹虫草或铁皮石斛共培养的提取物对人

体皮肤无过敏反应。结论  唾液乳杆菌和蛹虫草或铁皮石斛共培提取物对慢性皮肤湿疹和皮炎具有抗炎和治疗作用，可作为

抗炎、抗过敏护肤品的原料，具有较大的应用前景。 
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Abstract: Objective  To study the anti-inflammatory effect of the co-cultured extracts of Lactobacillus salivarius and Yongchongcao 

[Cordyceps militaris (L.) Link] or Tiepishihu (Dendrobium officinale Kimura et Migo) on chronic skin eczema dermatitis. Methods  L. 

salivarius was cultured in MRS medium with C. militaris or D. officinale. Then, the bacterial cells were fermented, crushed under high 

pressure, and centrifuged to prepare liquid medicine. Mice were randomly divided into control group, model group, positive drug group, 

co-cultured extract group of L. salivarius and C. militaris, and co-cultured extract group of L. salivarius and D. officinale. The eczema 

model of mice was established, and the degree of ear swelling, both ear quality difference and back skin thickness were measured. 
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RAW264.7 cells and HaCaT cells were used as inflammatory cell models, and lipopolysaccharide (LPS) was used to induced the 

inflammatory responses. Effects of the co-cultured extracts of L. salivarius and C. militaris or D. officinale on the levels of interleukin-1β 

(IL-1β), nitric oxide (NO), interleukin-10 (IL-10) and skin inflammation biomarkersin in cells was evaluated. In addition, the phagocytic 

capacity of RAW264.7 cells treated with various extracts was determined. The MatTek human skin sensitivity test was selected to reveal 

the allergenic effect of the co-cultured extracts of L. salivarius and C. militaris or D. officinale. Results  The difference in weight between 

left and right ears and dorsal skin thickness of mice in co-cultured extracts of L. salivarius and C. militaris or D. officinale were significantly 

lower than that in the model group (P < 0.01, 0.001). In parallel the production of inflammatory mediators (IL-1β and NO) and anti-

inflammatory factor IL-10 were markedly regulated in cultured in RAW264.7 cells under the treatment of the co-cultured extracts of L. 

salivarius and C. militaris or D. officinale (P < 0.05, 0.01, 0.001). The rate of phagocytosis of LPS-induced RAW264.7 cells under the 

treatment was significantly reduced (P < 0.01, 0.001). HaCaT cells were treated with the co-cultured extracts of L. salivarius and C. 

militaris or D. officinale, the mRNA expression levels of the biomarkers of skin inflammation alpha-1 type I collagen (COL1A1), alpha-2 

type I collagen (COL1A2), alpha-1 type III collagen (COL3A1) were significantly up-regulated (P < 0.05, 0.01). The co-cultured extracts 

of L. salivarius and C. militaris or D. officinale did not show allergy to human skin. Conclusion  The co-cultured extracts of L. salivarius 

and C. militaris or D. officinale has anti-inflammatory and therapeutic effects on chronic skin eczema and dermatitis. They can be used as 

a raw material for anti-inflammatory and anti-allergic skin care products and has a strong application prospect. 

Key words: Lactobacillus salivarius; Cordyceps militaris (L.) Link; Dendrobium officinale Kimura et Migo; eczema; anti-

inflammatory effect 

湿疹（eczema）是由于先天性的皮肤结构问题，

致使皮肤表层细胞容易脱落，皮肤失去应有的天然

保护功能，降低皮肤的抵抗能力，化学物质、致敏

原会渗入患者皮肤并长时间刺激皮肤的免疫细胞，

从而形成皮肤过敏现象。湿疹患者发炎部位会有红

肿现象，影响外观。若红肿现象一直持续，会影响

患者的正常生活及睡眠质量。全球有 10%成人及

15%儿童患有湿疹[1-2]。治疗过敏性皮炎的方法有保

护皮肤、防止接触致敏原或刺激皮肤的物质及使用消

炎药物等。外用药物在皮肤科的使用非常广泛，最常

用的就是类固醇（激素类）湿疹皮炎药。类固醇湿疹

皮炎药是过敏性及免疫紊乱性皮肤病的一线治疗药

物，但是使用过量类固醇有可能会引起毛囊炎及其他

不良反应[3]。除类固醇湿疹皮炎药膏外，市场上的抗

湿疹药还有补湿产品。近年来，科学界对益生菌的

研究以及消费者对益生菌的兴趣都在增长，越来越

多的临床证据证明益生菌对健康有益[4]。由于益生

菌的天然特性及长期使用不会引起像类固醇般的严

重不良反应，研究人员逐步开展了益生菌缓解湿疹

的作用研究，有研究指出唾液乳杆菌 Lactobacillus 

salivarius 具有较强的抗炎活性[5]。 

为了进一步探究唾液乳杆菌及相关药剂衍生品

对湿疹的治疗作用及其机制，本研究将唾液乳杆菌

分别与中药蛹虫草 Cordyceps militaris (L.) Link 和铁

皮石斛 Dendrobium officinale Kimura et Migo 共培养

发酵后的提取物，作用于湿疹动物模型和细胞模型

进行研究，包括对炎症小鼠的耳部肿胀程度和背部

皮肤厚度、巨噬细胞 RAW264.7 的吞噬作用、促炎

因子白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）和抑炎

因子白细胞介素-10（interleukin-10，IL-10）水平、

NO 释放量的影响，探讨唾液乳杆菌与中药共培提

取物的抗炎作用。本研究为将唾液乳杆菌与中药共

培提取物用于湿疹类皮肤炎症的治疗提供一定的科

学依据。 

1  材料 

1.1  细胞 

RAW264.7 小鼠单核巨噬细胞白血病细胞（目

录号 TIB-71）购自 ATCC 公司；HaCaT 人永生化表

皮细胞（目录号 T0020001）购自 AddexBio 公司。 

1.2  药物与试剂 

唾液乳杆菌购自信阳莱耀生物科技有限公司

（批号 JI23174）。蛹虫草和铁皮石斛由香港科技大学

生命科学部董婷霞博士鉴定，分别为麦角菌科虫草

属真菌 C. militaris (L.) Link 的子实体和兰科植物石

斛属植物 D. officinale Kimura et Migo 的茎。实验标

本存放于香港科技大学生命科学部。MRS 培养基（批

号 HB384-1）购自青岛海博生物科技有限公司；

Dulbecco 改良的 Eagle 培养基（Dulbecco’s modified 

Eagle medium，DMEM，批号 2472941）、胰蛋白酶和

磷酸盐缓冲液（phosphate- buffer saline，PBS，批号

5325271）购自 Gibco 公司；用于细胞培养的胎牛血

清（fetal bovine serum，FBS，批号 2391593）、青霉

素-链霉素（penicillin- streptomycin，PS，批号 149237）

购自 Invitrogen 公司；脂多糖（lipopolysaccharides，
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LPS，批号 048M439V）、2,4-二硝基氯苯（2,4- 

dinitrochlorobenzene，DNCB，批号 BCBX3575）、地

塞米松（dexamethasone，DEX，批号 BCCC1340）、

十二烷基硫酸钠（sodium dodecyl sulfate，SDS，批号

BCBT2005）、二甲基亚砜（dimethylsulfoxide，DMSO，

批号BHCC2234）、多聚甲醛（paraformaldehyde，PFA，

批号 BCBT2005）、Triton X-100（批号 79H0010）、

4ʹ,6- 二 脒 基 -2- 苯 基 吲 哚 （ 4ʹ,6-diamidino-2-

phenylindole，DAPI，批号 MKCH1700）、罗丹明标

记 鬼 笔 环 肽 （ rhodamine phalloidin ， 批 号

MKCD6607）、抗荧光淬灭封片剂（批号 SLCG0261）、

牛血清白蛋白（BSA，批号 BCBX3675）购自 Sigma

公司；RNAzol@RT 试剂（批号 632）购自美国辛辛

那提州分子研究中心公司；第一链 cDNA 合成试剂

盒（批号 AL13650A）购自 Thermo Fisher Scientific

公司；SYBR Green 荧光染料（批号 20000838）购自

瑞士 Roche 公司；苏木素染液试剂盒（批号

GR3314951-1）、鼠源 IL-1β ELISA 试剂盒（批号

GR331023-1）、鼠源 IL-10 ELISA 试剂盒（批号

GR3288642-1）、NO 检测试剂盒（批号 GR3311102-

1）购自 Abcam 公司。一步法 TUNEL 细胞凋亡检测

试剂盒购自碧云天公司（批号 C1088）。MatTek 表皮

细胞培养模型购自 MatTek 公司（批号 MK-24-007-

0023）。 

1.3  仪器 

Multiskan FC 型多功能酶标仪（美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司）；5810R 台式离心机（德国

Eppendorf 公司）；NanoDrop 分光光度计（美国

Thermo Fisher Scientific 公司）；Lightcycler 480 实时

荧光定量 PCR 仪（瑞士 Roche 公司）；SP8 激光共

聚焦显微镜（德国 Leica 公司）；Axiovert135 型光学

显微镜（德国 Zeiss 公司）；Cell discoverer 7 全自动

活细胞成像平台（德国 Zeiss 公司）；TiVi700 光谱

成像血流分析仪（瑞典 WheelsBridge 公司）；

CryoStar™ NX70 型冰冻切片机（美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司）。 

2  方法 

2.1  唾液乳杆菌与蛹虫草或铁皮石斛共培提取物

的制备 

2.1.1  蛹虫草或铁皮石斛 MRS 培养基的制备  用

研磨机分别粉碎 200 g 蛹虫草和铁皮石斛药材。分

别称取 200 g 蛹虫草粉末和 40 g 铁皮石斛粉末，各

加入 1 L 去离子水搅混匀，补足水至 2 L，静置浸泡

30 min 后，常压热回流水提 2 h，待冷却后离心并取

上层清液，制得生药质量浓度为 0.10 g/mL 的蛹虫

草和生药质量浓度为 0.02 g/mL铁皮石斛的水提物。

蛹虫草水提物 1.4 L 和铁皮石斛水提物 7 L 加入至

70 L MRS 培养基中，用去离子水补足至 70 L，得到

2 g/L蛹虫草-MRS培养基和铁皮石斛-MRS培养基。 

2.1.2  唾液乳杆菌与蛹虫草或铁皮石斛的共培养  

取少量 MRS 液体培养基溶解唾液乳杆菌冻干粉，

取少量菌液涂抹 MRS 琼脂培养基，37 ℃厌氧培养

过夜。挑取单菌落至 20 mL MRS 液体培养基试管，

厌氧环境 37 ℃，120～150 r/min，摇管培养 6～12 

h，得种子预备液；取 20 mL 种子预备液接种于 400 

mL MRS 液体培养基，厌氧环境 37 ℃，120～150 

r/min，摇瓶培养 6～12 h 得 1 级种子液；将 250 mL 

1 级种子液接种至种子罐（含蛹虫草或铁皮石斛的

MRS 培养基以及不含中药的 MRS 培养基），厌氧

环境 37 ℃，培养至指数生长期，得 2 级种子液；

将 5 L 2 级种子液全部接种于发酵罐（含蛹虫草或

铁皮石斛的 MRS 培养基以及不含中药的 MRS培养

基），37 ℃，厌氧培养至稳定生长期，收样。将发

酵液离心（8000～10 000 r/min），分别收集上清与菌

体，用无菌生理盐水清洗菌体 2 次，将菌体置于

−20 ℃待用。取少量菌体，以质量比 1∶15 的比例

重溶于水，并以 100 MPa 的条件高压匀浆破碎处理，

收集破碎液，在 4 ℃、4000 r/min 的条件下离心 10 

min 除去沉淀，留上清液得到唾液乳杆菌与蛹虫草

或铁皮石斛共培提取物以及唾液乳杆菌提取物。 

2.1.3  给药软膏的制备  取凡士林软膏，分别加入

DNCB、地塞米松及蛹虫草或铁皮石斛与唾液乳杆

菌共培提取物以及唾液乳杆菌提取物，均质成软膏。 

2.2  动物实验 

2.2.1  动物、分组及给药   健康无特定病原体

C57BL/6 小鼠 54 只，鼠龄 6 周，体质量 20～25 g，

购自香港科技大学动植物护理中心，饲养于 12 h 光

照/12 h 无光照环境，实验室环境温度控制在（25±

1）℃，相对湿度 50%～70%，食物和水自由摄取，动

物适应环境 1 周后开始实验。实验动物的使用与操作

均符合香港科技大学关于实验动物操作与动物伦理

的要求，批准号为 DHVHT& A/8/2/2 Pt. 2(20-104)。 

小鼠分为 9 组，每组 6 只，雌雄各半，分别为

对照（凡士林）组，模型（7% DNCB）组，阳性药

（0.12% DEX）组，唾液乳杆菌与蛹虫草共培提取物

高、中、低剂量（10%、5%、1%唾液乳杆菌与蛹虫
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草共培提取物）组，唾液乳杆菌与铁皮石斛共培提

取物高、中、低剂量（10%、5%、1%唾液乳杆菌与

铁皮石斛共培提取物）组。 

实验前 1 d 小鼠背部剃毛，露出约 2 cm×3 cm

的背部皮肤。实验第 1 天，除对照组外，其余组小

鼠背部涂抹 7% DNCB 致敏，待 DNCB 被吸收 1 h

后，各给药组涂抹相应软膏，模型组和对照组只涂

抹凡士林基质软膏。每天给药治疗 1 次，连续 7 d。

第 4 天以 1% DNCB 涂抹小鼠右耳内侧激发炎症，

同时给药治疗，给药同上，1 次/d，连续 3 d。 

2.2.2  双耳质量差及背部皮肤厚度  第 7 天断颈处死

小鼠，取直径 8 mm 的左右耳片，称量左右耳的质量

（M），计算左右耳质量差（M 右耳－M 左耳）。同时取小

鼠背部病变皮肤，用 4%多聚甲醛组织固定液固定，

包埋切片为 5 μm 厚度，用苏木素染液试剂盒染色。

在 10 倍光镜下观察背部皮肤组织病理学变化，并随

机选择5处视野测量皮肤厚度，计算皮肤厚度平均值。 

2.3  细胞实验 

2.3.1  细胞培养、分组及给药   

（1）RAW264.7 细胞：RAW264.7 细胞置于

DMEM 培养基中（含 10%热灭活 FBS），并添加 100 

U/mL 青霉素和 100 g/L 链霉素，在 37 ℃、5% CO2

及饱和湿度条件下的细胞培养箱中培养，隔天传代。

将 RAW264.7 细胞培养在 96 孔板中至密度约 80%

后，以培养基为对照，DEX（10 μmol/L）为阳性对

照，1%唾液乳杆菌与蛹虫草或铁皮石斛共培提取

物[6]以及 1%唾液乳杆菌提取物[6]处理 3 h，再向细

胞中加入 LPS（100 ng/mL）诱导炎症反应，继续培

养 16 h 后收集细胞，每组 6 个复孔。 

（2）HaCaT 细胞：HaCaT 细胞培养于 DMEM

培养基中（含 10% FBS），并添加 100 U/mL 青霉素

和 100 g/L 链霉素，在 37 ℃、5% CO2及饱和湿度

条件下的细胞培养箱中培养，隔天传代。将 HaCaT

细胞培养在 12 孔板中至密度约 80%后，以培养基

为对照，分别以 TGF-β1（5 ng/mL）和 CaCl2（1.5 

mmol/L）为阳性对照，1%、5%、10%唾液乳杆菌与

蛹虫草或铁皮石斛共培提取物处理 3 h，再向细胞中

加入 LPS（100 ng/mL）诱导炎症反应，孵育 24 h 后

收集细胞，每组 6 个复孔。 

（3）RAW264.7-HaCaT 细胞共培养体系：HaCaT

细胞置于 DMEM 培养基中（含 10% FBS），并添加

100 U/mL 青霉素和 100 g/L 链霉素，在 37 ℃、5% 

CO2 及饱和湿度条件下的细胞培养箱中培养，隔天

传代。将HaCaT细胞培养在 96孔板中至密度约 80%

后，向细胞加入 LPS（100 ng/mL），孵育 1 h，加入

1%唾液乳杆菌与蛹虫草或铁皮石斛共培提取物以

及唾液乳杆菌提取物，以培养基为对照，DEX（10 

μmol/L）为阳性对照，孵育 3 h，更换培养基上清液，

继续培养 24 h 后收集培养基上清液，将上清液加入

预先培养于 96 孔板中的 RAW264.7 细胞中进行共

培养，24 h 后收集 RAW264.7 细胞及其上清液[7]。

每组 6 个复孔。 

2.3.2  MTT法检测细胞生存率   收集接种于96孔

板中生长良好的 RAW264.7-HaCaT 共培体系的

RAW264.7 细胞，分别加入 1%唾液乳杆菌与蛹虫草

和铁皮石斛共培提取物、等体积 PBS（对照）、20 

μmol/L DEX（阳性对照），空白对照不做处理，每组

6 个复孔，继续培养 24 h 后，直接加入 MTT 溶液，

继续孵育 1.5 h。孵育结束后加入 DMSO，溶解结

晶，使用 Multiskan FC 型多功能酶标仪测量 570 nm

吸光度（A），计算细胞存活率。 

细胞存活率＝(A 给药－A 空白对照)/(A 对照－A 空白对照) 

2.3.3  NO 含量测定  收集 RAW264.7-HaCaT 共培

体系的 RAW264.7 细胞的上清液，按照 NO 检测试

剂盒说明书操作检测 NO 含量。 

2.3.4  实时荧光定量 PCR（RT-PCR）检测 HaCaT

细胞丝聚蛋白 2（filaggrin 2，FLG2）、I 型胶原 α1

蛋白（alpha-1 type I collagen，COL1A1）、I 型胶原

α2 蛋白（alpha-2 type I collagen，COL1A2）、III 型

胶原 α1 蛋白（alpha-1 type III collagen，COL3A1）

的 mRNA 表达量  收集各组 HaCaT 细胞，并在

RNAzol@RT 试剂中室温孵育。然后，在 75%乙醇中

沉淀总 RNA，12 000 r/min 离心 10 min。用 75%的

乙醇洗涤 RNA 沉淀，溶解于不含 RNA 的水中。使

用 NanoDrop 分光光度计，根据 260 nm 和 280 nm

处吸光度的比值判定 RNA 质量。利用第一链 cDNA

合成试剂盒，将 3 μg RNA 样品进行逆转录。 

取等量的上述反转产物，使用 SYBR Green 荧

光染料进行 RT-PCR。引物序列分别为 COL1A1：上

游引物 5’-TCTGCGACAACGGCAAGGTG-3’，下游

引 物 5’-GACGCCGGTGGTTTCTTGGT-3’ ；

COL1A2：上游引物 5’-AGCAGGTCCTTGGAAA- 

CCTT-3’，下游引物 5’-GAAAAGGAGTTGGACT- 

TGGC-3’ ； COL3A1 ： 上 游 引 物 5’-GCTGGC- 

TACTTCTCGCTCTG-3’，下游引物 5’-TCCGCATA- 

GGACTGACCAAG-3’；FLG2：上游引物 5’-CTGTG- 
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GTCATTCATGGAGTGG-3’，下游引物 5’-CCCTAG- 

AAGGGCTAATGTGTGA-3’；磷酸甘油醛脱氢酶

（reduced glyceraldehyde-phosphate dehydrogenase，

GAPDH）：上游引物5’-ACAACTTTGGTATCGTGG- 

AAGG-3’，下游引物 5’-GCCATCACGCCACAGT- 

TTC-3’。扩增条件：95 ℃，预变性 3 min；95 ℃变

性 10 s，60 ℃退火 20 s，72 ℃延伸 30 s，45 个循

环，在罗氏 Lightcycler 480 RT-PCR 仪上进行，2−ΔΔCt

法分析基因的相对表达量。 

2.3.5  共聚焦显微镜分析 RAW264.7 细胞吞噬作用

RAW264.7 细胞接种在 35 mm 培养皿中培养 12 h

后，加入直径 1 μm 的荧光珠，并在 37 ℃下孵育 2 h。

各组分别给药，孵育 3 h，再向细胞中加入 LPS（100 

ng/mL），引发吞噬作用，孵育 12 h。每组重复 6 盘。

用含有 3.7% PFA 的 PBS 固定，用 0.1% Triton X-

100 渗透，用含有 1% BSA 的 PBS 预孵育 1 h。然

后，细胞与罗丹明标记鬼笔环肽（1∶40）以及含 3 

μmol/L DAPI 的 PBS 孵育 20 min 染色，用莱卡 SP8

激光共聚焦显微镜观察。Rhodamine phalloidin 荧光

在 540 nm 激发，在 565 nm 测量。DAPI 荧光在 405 

nm 激发，在 420～480 nm 测量。Beads 荧光在 660 

nm 处激发，在 680 nm 处测量。图像使用 Zen/ Leica 

SP8 Offline/ Imaris 软件进行处理。 

2.3.6  TUNEL 法检测细胞凋亡率   将各组

RAW264.7-HaCaT 共培的RAW264.7 细胞用 PBS 洗

涤。在室温下用 4% PFA 固定 30 min。PBS 洗涤，

每孔加入含 0.3% Triton X-100 的 PBS，室温孵育 5 

min。各孔加入 50 μg 现配的 TUNEL 反应液，于

37 ℃避光反应 1 h。PBS 洗涤后，使用抗荧光淬灭

封片后在蔡司全自动活细胞成像平台 Zeiss Cell 

discoverer 7（Zeiss，German）下观察。用 ZEN Imaging 

Software 软件进行图像处理。 

2.3.7  IL-1β 、 IL-10 水 平 检 测   收 集 各 组

RAW264.7 细胞上清液，用 ELISA 测定试剂盒测定

上清液中 IL-1β、IL-10 的水平，操作步骤按照试剂

盒说明书进行。 

2.4  模拟皮肤测试 

选用 MatTek 表皮细胞培养模型试剂盒进行体

外人体皮肤刺激试验，评估人体对唾液乳杆菌与蛹

虫草和铁皮石共培提取物的反应。分别将 1%、5%、

10%唾液乳杆菌与蛹虫草或铁皮石共培提取物，

1%、5%、10%唾液乳杆菌提取物加入皮肤模型试剂

盒，1 h 后去除受试物，加入分析用培养基继续培养

18 h 后，按照 MatTek 表皮细胞培养模型试剂盒指

示的 MTT 法检测其对细胞活力的影响。 

2.5  皮肤刺激测试 

本研究招募 6 名志愿者，年龄 15～60 岁，男、女

数量相同，无严重疾病，受试部位皮肤健康，并未接

受过皮肤美容治疗，均签署志愿者知情同意书。在恒

温（24±1）℃，恒湿（50±5）%的房间适应 30 min

后，用 TiVi700 光谱成像血流分析仪测试受试区域皮

肤即左小臂和右小臂的微血管反应，进行 2 次重复实

验。阳性对照选用 70%酒精，阴性对照选用 0.9%生理

盐水。首先，对给药前的小臂拍照片和血流分析。将

涂有不同质量分数（0、1%、5%、10%）唾液乳杆菌

分别与蛹虫草和铁皮石斛共培提取物软膏的圆形滤纸

贴片（直径 8 mm），分别贴在志愿者的受试区域皮肤，

每个实验点相隔 1 cm，然后拍摄照片，同时观察受试

区域皮肤有无明显变化（红肿、痒等过敏反应等），之

后每隔 1 h 再进行观察及拍摄照片，共观察 2 h。 

2.6  统计方法 

采用 SPSS 19.0 软件进行统计学分析，数据采

用x±s 表示。两组间比较采用 t 检验，3 组及以上

采用单因素方差分析。检验水准P＜0.05、0.01、0.001

为差异具有统计学意义。 

3  结果 

3.1  动物实验 

3.1.1  蛹虫草或铁皮石斛与唾液乳杆菌共培物对湿疹

小鼠背部皮肤的影响  外观评价如图 1 所示。与对照

组相比，模型组小鼠背部皮肤组织有明显结痂，变黑，

增厚，有大量皮屑掉落，视为造模成功。唾液乳杆菌

与蛹虫草/铁皮石斛共培物软膏干预后，小鼠的上述病

症均有明显改善；与模型相比结痂面积明显缩小，病

变组织颜色淡化，皮屑掉落减少。阳性组小鼠的结痂

面积较模型组缩小。从外形看，唾液乳杆菌与蛹虫草

或铁皮石斛共培物的药效优于阳性药地塞米松。 

小鼠背部皮肤组织病理学变化如图 2 所示。湿

疹其中一个特点是病变部位皮肤明显增厚，采用HE

染色观察唾液乳杆菌与蛹虫草或铁皮石斛共培物软

膏对湿疹小鼠背部表皮层和真皮层病理学变化的影

响。与对照组相比，模型组小鼠皮肤组织表皮明显

增厚，角化过度，细胞间水肿，真皮淋巴细胞为主

的炎性细胞浸润。与模型组相比，唾液乳杆菌与蛹

虫草或铁皮石斛共培物 6 组小鼠皮肤厚度均明显变

薄，且均低剂量组优于高剂量组。阳性药组的小鼠

皮肤厚度较模型组明显变薄。 
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I-对照组  II-模型组  III-阳性药组  IV、V、VI-唾液乳杆菌与蛹

虫草共培提取物高、中、低剂量（10%、5%、1%）组  VII、VIII、

IX-唾液乳杆菌与铁皮石斛共培提取物高、中、低剂量（10%、5%、

1%）组 

I-blank group  II-model group  III-positive control group  IV, V 

and VI-L. salivarius and C. militaris co-cultured high-dose, medium-

dose, low-dose (10%, 5%, 1%) group  VII, VIII and IX-L. salivarius 

and D. officinale co-cultured high-dose, medium-dose, low-dose 

(10%, 5%, 1%) group 

图 1  唾液乳杆菌与蛹虫草或铁皮石斛共培提取物对小鼠背

部皮肤外观的影响 (n＝6) 

Fig. 1  Effects of co-cultured extracts of L. salivarius and 

C. militaris or D. officinale on dorsal skin appearance of 

mice (n = 6) 

 
a-对照组  b-模型组  c-阳性药组  d、e、f-唾液乳杆菌与蛹虫草共

培提取物高、中、低剂量（10%、5%、1%）组  g、h、i-唾液乳杆

菌与铁皮石斛共培提取物高、中、低剂量（10%、5%、1%）组 

a-blank group  b-model group  c-positive control group  d, e and f- 

L. salivarius and C. militaris co-cultured high-dose, medium-dose, 

low-dose (10%, 5%, 1%) group  g, h and i- L. salivarius and D. 

officinale co-cultured high-dose, medium-dose, low-dose (10%, 5%, 

1%) group 

图 2  唾液乳杆菌与蛹虫草或铁皮石斛共培提取物对小鼠背

部皮肤组织病理学变化影响 (HE，×100，n＝6) 

Fig. 2  Effects of co-cultured extracts of L. salivarius and C. 

militaris or D. officinale on dorsal skin histopathological 

changes of mice (HE, × 100, n＝6) 

皮肤组织切片相对厚度如图 3 所示。与模型组

相比，唾液乳杆菌与蛹虫草/铁皮石斛共培物组小鼠

皮肤组织切片相对厚度均降低，差异具有统计学意

义（P＜0.01、0.001），其中低剂量组小鼠皮肤的厚

度均比高剂量组薄，与剂量呈负相关。 

3.1.2  蛹虫草或铁皮石斛与唾液乳杆菌共培物的抗

炎作用  结果如图 4 所示，与模型组相比，阳性药 

 

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

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

图 3  唾液乳杆菌与蛹虫草或铁皮石斛共培提取物对小鼠背

部皮肤组织切片厚度的影响 ( 6= n , sx ) 

Fig. 3  Effects of co-cultured extracts of L. salivarius and 

C. militaris or D. officinale on dorsal skin thickness of mice 

( 6= n , sx ) 

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

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

图 4   唾液乳杆菌与蛹虫草或铁皮石斛共培提取物对小鼠

左右耳质量差的影响 ( 6= n , sx ) 

Fig. 4  Effects of co-cultured extracts of L. salivarius and C. 

militaris or D. officinale on weight difference of left and 

right ears of mice ( 6= n , sx ) 
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组、蛹虫草或铁皮石斛与唾液乳杆菌共培物的高、

中、低剂量组两耳质量差显著降低（P＜0.05、0.01、

0.001），与剂量呈负相关性。 

3.2  蛹虫草或铁皮石斛与唾液乳杆菌共培物对巨

噬细胞噬菌作用的调控 

在荧光显微镜下观察 RAW264.7 细胞对荧光微

球的吞噬作用，如图 5 所示。与对照组相比，模型

组吞入胞内的荧光微球增加，阳性药（20 μmol/L 

DEX）组吞入胞内的荧光微球减少。与模型组相比，

蛹虫草或铁皮石斛与唾液乳杆菌共培物组细胞吞噬

的荧光微球数量有所降低，并显著抑制巨噬细胞

RAW264.7 的吞噬作用（P＜0.01、0.001）。 

 

与模型组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group 

图 5  唾液乳杆菌与蛹虫草或铁皮石斛共培提取物对小鼠巨噬细胞 RAW264.7 吞噬作用 (A) 和吞噬作用增长率 (B) 的影响 

( 6= n , sx ) 

Fig. 5  Effects of co-cultured extracts of L. salivarius and C. militaris or D. officinale on phagocytosis of RAW264.7 cells (A) 

and phagocytosis growth rate in RAW264.7 cells (B) ( 6= n , sx ) 

3.3  蛹虫草或铁皮石斛与唾液乳杆菌共培物对巨

噬细胞 IL-1β 和 IL-10 表达水平的调控 

利用 ELISA 试剂盒，检测唾液乳杆菌与蛹虫草

或铁皮石斛共培物对 RAW264.7 细胞 IL-1β、IL-10

的表达水平，结果如图 6 所示。与模型组相比，阳

性药组和唾液乳杆菌与蛹虫草或铁皮石斛共培物组

IL-1β 的表达水平显著降低（P＜0.01、0.001），IL-

10 的表达水平显著升高（P＜0.05）。 

3.4  蛹虫草或铁皮石斛与唾液乳杆菌共培物对

HaCaT 角质细胞的 FLG2、COL1A1、COL1A2、

COL3A1 的 mRNA 表达水平的影响 

与对照组相比，唾液乳杆菌中药共培提取物组

均可促进 FLG2 mRNA 的表达，但无显著性差异。

铁皮石斛或蛹虫草与唾液乳杆菌共培物均可促进胶

原蛋白 COL1A1、COL1A2 和 COL3A1 mRNA 的表

达，与对照组比较，铁皮石斛与唾液乳杆菌共培物

的作用优于蛹虫草与唾液乳杆菌共培物（P＜0.05、

0.01）（图 7）。 

3.5  蛹虫草或铁皮石斛与唾液乳杆菌共培提取物

对 RAW264.7-HaCaT 细胞共培体系 RAW264.7 细

胞存活率和 NO 释放量的影响 

MTT 结果显示，蛹虫草或铁皮石斛与唾液乳杆

菌共培提取物在 1%的浓度下对 RAW264.7-HaCaT

细胞共培体系的细胞活力无明显影响（图 8-A），提

示没有细胞毒性。1%的蛹虫草或铁皮石斛与唾液乳

杆菌共培提取物明显抑制LPS 诱导RAW264.7细胞

的 NO 释放量（P＜0.01）（图 8-B）。 

3.6  蛹虫草或铁皮石斛与唾液乳杆菌共培提取物对

RAW264.7-HaCaT 细胞共培体系细胞凋亡率的影响 

采用一步法 TUNEL 细胞凋亡检测试剂盒和免 
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与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  
***P＜0.001 
###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs 

model group 

图 6  唾液乳杆菌与蛹虫草或铁皮石斛共培提取物对

RAW264.7 细胞的促炎因子 IL-1β 及抗炎因子 IL-10 释放量

的影响 ( 6= n , sx ) 

Fig. 6  Effects of co-cultured extracts of L. salivarius and C. 

militaris or D. officinale on release of pro-inflammatory 

factor IL-1β and anti-inflammatory factor IL-10 in 

RAW264.7 cells ( 6= n , sx ) 

疫荧光显微镜检测RAW264.7-HaCaT细胞共培体系

细胞凋亡率。LPS 诱导后，模型组 TUNEL 阳性细

胞数量高于对照组，如图 9-A 中绿色信号清晰可见。

与模型组相比，阳性药组和唾液乳杆菌与蛹虫草或

铁皮石斛共培提取物组均可明显下调细胞的

TUNEL 阳性率（P＜0.01、0.001），如图 9-B 所示。 

3.7  蛹虫草或铁皮石斛与唾液乳杆菌共培提取物

对体外人体皮肤模型及人体皮肤的刺激测试结果 

3.7.1  体外人体皮肤模型刺激测试  如图 10 所示，

唾液乳杆菌与蛹虫草或铁皮石斛共培提取物的低、

中、高剂量组的细胞存活率均大于 50%，与对照组无

明显差异，没有显示细胞毒性。因此，唾液乳杆菌与

蛹虫草或铁皮石斛共培提取物被归类为无刺激物。 

3.7.2  皮肤敏感测试  6 名志愿者（男性 3 名，女

性 3 名），涂抹了不同浓度的唾液乳杆菌与蛹虫草

或铁皮石斛共培提取物软膏。采用 TiVi700 光谱成

像血流分析仪，监测皮肤血管血流灌注量，从而量

化皮肤受刺激程度。皮肤均未出现诸如红肿、痒等 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group 

图 7  唾液乳杆菌与蛹虫草或铁皮石斛共培提取物对 HaCaT 细胞的 FLG2、COL1A1、COL1A2、COL3A1 mRNA 相对表达

量的影响 ( 6= n , sx ) 

Fig. 7  Effects of co-cultured extracts of L. salivarius and C. militaris or D. officinale on mRNA relative expression of FLG2, 

COL1A1, COL1A2 and COL3A1 in HaCaT cells ( 6= n , sx ) 
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 对照 CaCl21% 5% 10% 1% 5% 10% 

蛹虫草+    铁皮石斛+ 

唾液乳杆菌   唾液乳杆菌 

对照 TGF-β1 1% 5% 10% 1% 5% 10% 
蛹虫草+    铁皮石斛+ 

唾液乳杆菌   唾液乳杆菌 

对照 TGF-β1 1% 5% 10% 1% 5% 10% 
蛹虫草+    铁皮石斛+ 

唾液乳杆菌  唾液乳杆菌 

对照 TGF-β1 1% 5% 10% 1% 5% 10% 
蛹虫草+    铁皮石斛+ 

唾液乳杆菌   唾液乳杆菌 
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与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：**P＜0.01 

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

图 8  唾液乳杆菌与蛹虫草或铁皮石斛共培提取物对 HaCaT-RAW264.7 共培体系中 RAW264.7 细胞存活率 (A) 及 NO 释放

量 (B) 的影响 ( 6= n , sx ) 

Fig. 8  Effects of co-cultured extracts of L. salivarius and C. militaris or D. officinale on cell viability (A) and NO release of 

RAW264.7 cells (B) in HaCaT-RAW264.7 co-culture system ( 6= n , sx ) 

 

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

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

图 9  唾液乳杆菌与蛹虫草或铁皮石斛共培提取物对 HaCaT-RAW264.7 共培体系中 RAW264.7 细胞的凋亡情况 (A) 及

TUNEL 阳性细胞率 (B) 的影响 ( 6= n , sx ) 

Fig. 9  Effects of co-cultured extracts of L. salivarius and C. militaris or D. officinale on apoptosis of RAW264.7 cells in 

HaCaT-RAW264.7 system (A) and TUNEL positive cells ratio (B) ( 6= n , sx ) 

刺激性症状和变化。说明唾液乳杆菌与蛹虫草或铁

皮石斛共培提取物对人体皮肤无刺激性。 

4  讨论 

对于湿疹的治疗，目前主要的方法是通过外用

类固醇抑菌药物同时加以口服抗组胺药物达到抗过

敏和止痒效果，虽然短期疗效明显，但很容易出现

病症复发的情况，且长期使用的不良反应明显[8]。

相比之下使用天然药物药效温和，本研究使用唾液 
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与对照组比较：###P＜0.001 

###P < 0.001 vs control group 

图 10  唾液乳杆菌与蛹虫草或铁皮石斛共培提取物对表皮

细胞培养模型中细胞存活率的影响 ( 6= n , sx )  

Fig. 10  Effects of co-cultured extracts of L. salivarius and 

C. militaris or D. officinale on cell viability in epidermal cell 

culture model ( 6= n , sx ) 

乳杆菌与传统中药进行共同发酵后的提取物，可以

避免化学药物带来的不良反应等弊端。 

研究显示，微生物发酵可能会改变中药的有效

成分含量，产生新的活性次生代谢产物[8]。在研制

药物产品时，通过尝试益生菌与中药共同发酵的方

式，将中药作为益生元，来促进益生菌生长，并增

加益生菌的生物活性，从而得到质量稳定、抗炎效

果显著的提取物。首先，对于菌种的选择，前期研

究将菌种的抗炎作用强弱作为筛选依据。通过加入

LPS（1 μg/mL）来诱导已被转染 NF-κB 质粒的

RAW264.7 细胞产生炎症反应，来比较 22 种不同种

类的益生菌，结果发现抗炎作用较强的菌种是唾液

乳杆菌。另外，对于中药的选择，前期研究筛选了

50 种以上中药的水提物作为益生元，最终发现铁皮

石斛、蛹虫草及六神曲可明显促进唾液酸乳杆菌生

长，并增加唾液乳杆菌的抗菌活性。而由于六神曲

本身为发酵产品，不同厂家的产品发酵方法不尽相

同，未在本研究中加以利用。 

被作为益生元的铁皮石斛和蛹虫草是公认的

均具有抗衰老、抗氧化、增强免疫力功效的传统中

药[10-11]。在药理学研究中，铁皮石斛具有益胃生津、

滋阴清热的功效，其主要成分为多糖（质量分数可

超过 50%）。高浓度的多糖物质被认为具有抑制黄

嘌呤氧化酶、清除活性氧、强抗氧化活性，同时为

益生菌的培养过程提供大量的碳源[12-13]。蛹虫草也

称北虫草、虫草花或蛹草，是一种富含高蛋白、氨基

酸的食用菌类，具有很强的抗炎和抗氧化功效[14]。目

前，蛹虫草已经人工培植成功，价格相对低廉[10]。

因此，本研究选定铁皮石斛和蛹虫草作为与唾液酸

乳杆菌共同发酵的益生元。 

本研究通过动物模型、细胞模型、人体模型来逐

步多方面地验证唾液乳杆菌与蛹虫草或石斛共培提

取物对慢性皮肤湿疹皮炎病的抗炎作用。在细胞实验

中，使用 2 种细胞（RAW264.7 细胞和 HaCaT 细胞）

模拟皮肤炎症模型，结果显示铁皮石斛或蛹虫草与唾

液乳杆菌共培物均有抗炎作用；但对皮肤角质 HaCaT

细胞，铁皮石斛与唾液乳杆菌共培物促进胶原蛋白

COL1A1、COL1A2 和 COL3A1 mRNA 的表达量明显

优于蛹虫草与唾液乳杆菌共培物。益生菌与中药共同

发酵培养在抑制皮肤炎症方面是新的尝试，至于作用

的主要成分的研究有待进一步深入探索。 

对于人体模型中的皮肤敏感测试，可以对涂抹

产品后人体皮肤的炎症反应直接进行分析。有一些

研究使用以下方法来分析健康和过敏皮肤上的细胞

因子水平[15-16]。在每个实验点涂抹油脂贴片，一段时

间后将贴片转移至 1.5 mL 离心管中并在−80 ℃储

存，并从贴片上提取蛋白质。采用特异性酶联免疫吸

附试验试剂盒进行生物标志物测量。本研究采用采

用 TiVi700 组织活性成像仪，监测皮肤血管血流灌注

量，从而量化皮肤受刺激程度，比较简单直接。 

另外，本研究在动物实验和部分细胞实验中未

设置唾液乳杆菌治疗组及单独未被发酵的中药治疗

组，因此无法将单独药剂的药效和共培物药效进行

对比，这是本研究的局限性。对于药效强弱的实验

有待进一步深入研究。 

综上所述，唾液乳杆菌发酵液及与中药共培液

在抑制 DNCB 诱导的小鼠皮肤组织的炎症反应方

面有效果，且呈现出剂量相关性；对 LPS 诱导的

HaCaT-RAW264.7 共培体系细胞中 NO 释放、吞噬

作用、IL-1β 水平及细胞凋亡率显示出抑制作用。唾

液乳杆菌与铁皮石斛或蛹虫草共培提取物对皮肤

无明显刺激性，可以作为抗炎、抗皮肤过敏的护肤

品的原料，具有较强应用前景。 
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