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基于网络药理学和实验验证探究六神凝胶治疗痤疮的作用机制  
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摘  要：目的  基于网络药理学和动物实验探究六神凝胶治疗痤疮的作用机制。方法  通过网络药理学筛选六神凝胶的活性

成分和作用靶点，采用 String 数据库对活性成分靶点与痤疮疾病靶点进行蛋白互作网络分析，并通过 DAVID 数据库对六神

凝胶治疗痤疮的靶点进行基因本体（gene ontology，GO）功能及京都基因与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of genes and 

genomes，KEGG）通路富集分析。大鼠耳部皮内注射痤疮丙酸杆菌联合外部涂抹油酸建立痤疮模型，考察六神凝胶对大鼠

耳部外观、病理变化、耳部组织炎性因子水平的影响，采用 Western blotting 检测大鼠耳部组织 Toll 样受体 2（Toll-like receptor 

2，TLR2）/p38/核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）通路相关蛋白表达，采用免疫荧光检测大鼠耳部组织 NF-κB p65 表

达。结果  共获得六神凝胶活性成分 27 个，药物靶点 831 个，痤疮靶点 120 个，活性成分与疾病的交集靶点 41 个。六神凝

胶治疗痤疮的主要成分为麝香酮、胆固醇、菜油甾醇、胆酸和吗啡等，核心靶点为肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，TNF）、

白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）、瘦素（leptin，LEP）、TLR4 和 CXC 趋化因子配体 8（CXC chemokine ligand 8，

CXCL8）等，关键信号通路可能包括 IL-17 信号通路、TLR 信号通路、NOD 样受体信号通路、C 型凝集素受体信号通路、

TNF 信号通路、NF-κB 信号通路等。动物实验结果表明，六神凝胶能够显著缓解大鼠耳部痤疮症状，减轻大鼠耳肿胀程度，

显著抑制耳组织中 TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-8、IL-17、IL-23 和基质金属蛋白酶 9（matrix metalloprotein 9，MMP9）水平（P＜

0.001），并显著降低痤疮组织中 TLR2、p38 和 p-NF-κB p65 蛋白表达水平（P＜0.01、0.001）。结论  六神凝胶通过抑制

TLR2/p38/NF-κB 信号通路的活化，减少炎症因子的分泌，减轻痤疮模型大鼠炎症反应，从而治疗痤疮。 
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Abstract: Objective  To explore the mechanism of Liushen Gel (六神凝胶) in treatment of acne based on network pharmacology 

and animal experiments. Methods  The active ingredients and targets of Liushen Gel were screened by network pharmacology, and 

the protein interaction network between the active ingredient targets and acne disease targets was analyzed by String database. Gene 

ontology (GO) function and Kyoto encyclopedia of genes and genomes (KEGG) pathway enrichment analysis of targets of Liushen 

Gel for acne treatment were conducted by DAVID database. The rat model of acne was established by intradermal injection of 

Propionibacterium acnes and external application of oleic acid. The effects of Liushen Gel on the appearance, pathological changes, 
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and levels of inflammatory factors in ear tissue of rats were investigated. Western blotting was used to detect the expressions of Toll-

like receptor 2 (TLR2)/p38/nuclear factor-κB (NF-κB) pathway related proteins in ear tissue of rats, and immunofluorescence was used 

to detect the expression of NF-κB p65 in ear tissue of rats. Results  A total of 27 active ingredients from Liushen Gel, 831 drug targets, 

120 acne targets and 41 cross targets of active ingredients and diseases were obtained. The main ingredients of Liushen Gel in the 

treatment of acne were muscone, cholesterol, campesterol, cholalic acid and morphine, the core targets were tumor necrosis factor 

(TNF), interleukin-1β (IL-1β), leptin (LEP), TLR4 and CXC chemokine ligand 8 (CXCL8), the key signal pathways may included IL-

17 signaling pathway, TLR signaling pathway, NOD like receptor signaling pathway, C-type lectin receptor signaling pathway, TNF 

signaling pathway and NF-κB signaling pathway, etc. The animal experiment results showed that Liushen Gel could significantly 

alleviate the symptoms of acne in ear of rats, reduce the degree of ear swelling, significantly inhibit the levels of TNF-α, IL-1β, IL-6, 

IL-8, IL-17, IL-23 and matrix metalloproteinase 9 (MMP9) in ear tissue (P < 0.001), significantly reduce the expression levels of 

TLR2, p38 and p-NF-κB p65 proteins in acne tissue (P < 0.01, 0.001). Conclusion  Liushen Gel could treat acne by inhibiting the 

activation of TLR2/p38/NF-κB signaling pathway, reducing the secretion of inflammatory factors and alleviating the inflammatory 

response of acne model rats. 

Key words: acne; Liushen Gel; inflammatory factors; Toll-like receptor 2; p38; nuclear factor-κB; muscone; cholesterol; campesterol; 

cholalic acid; morphine 

痤疮是一种由毛囊皮脂腺发炎引起的慢性皮

肤病，主要发生在青少年和年轻人中，女性发病率

高于男性，在临床上表现为丘疹、脓疱、结节、囊

肿等多种类型的皮疹，同时伴随皮肤的瘙痒和刺

痛，影响皮肤的正常功能[1-2]。重度痤疮通常会引起

患者焦虑、自卑、抑郁和社交恐惧症等心理障碍。

痤疮的发病机制复杂，目前研究认为痤疮丙酸杆菌

感染、皮脂分泌过多、炎症及免疫反应紊乱是痤疮

发病的重要因素[3]。在痤疮发病初期，痤疮丙酸杆

菌能够激活 Toll 样受体 2（Toll-like receptor 2，

TLR2），TLR2 参与丝裂原活化蛋白激酶（（mitogen-

activated protein kinase，MAPK）和核因子 -κB

（（nuclear factor-κB，NF-κB）信号通路的激活，进而

诱导促炎细胞因子的产生[4-5]。研究发现，角质形成

细胞、皮脂细胞和单核细胞中白细胞介素 -1β

（（ interleukin-1β， IL-1β）、IL-6、肿瘤坏死因子-α

（（tumor necrosis factor-α，TNF-α）、基质金属蛋白酶

9（matrix metalloprotein 9，MMP9）在痤疮病变皮

肤中高度表达，参与炎症的发展[6]。IL-23/IL-17 轴

在痤疮的发病机制中也起着重要作用[7]。六神凝胶

是著名的国家机密处方六神丸的改剂型外用制剂，

由人工麝香、雄黄、蟾酥等 6 种中药组成[8]。六神

凝胶临床上已被应用于治疗痤疮[9-10]，作为皮肤外

用的涂抹剂型，六神凝胶具有直接作用于患部和延

长药物作用的优点，临床表现出良好的治疗效果，

但尚未有药理学研究阐明其治疗痤疮的作用和潜

在机制。本研究通过对大鼠耳部皮内注射痤疮丙酸

杆菌联合油酸外部涂抹刺激建立了一种改良的

Kligman 痤疮炎症模型，并结合网络药理学对六神

凝胶治疗痤疮的有效成分、治疗靶点以及作用机制

进行深入挖掘。 

1  材料 

1.1  动物和菌株 

SPF 级 SD 大鼠 32 只，雌雄各半，8～10 周龄，

购自南方医科大学，生产许可证号 SCXK（（粤）2021-

0041，动物质量合格证号 No. 44002100031987。动

物饲养于温度 22～26 ℃、相对湿度 40%～70%、

光照/黑暗周期 12 h 的环境中，自由进食饮水。动物

实验经广东药科大学实验动物伦理委员会批准（（批

准号 L2022111）。 

痤疮丙酸杆菌（（保藏号 CICC10312）购自广州

市微生物研究所有限公司。 

1.2  药品与试剂 

六神凝胶（（国药准字Z20060460，批号UD1002）

由雷允上药业集团有限公司提供；维 A 酸乳膏（（国

药准字 H50021816，批号 20010128）购自重庆华邦

医药集团有限公司；油酸（（批号 S24GS162292）购

自上海源叶生物科技有限公司；BHI 培养基（（货号

CM1135）购自麦格生物有限公司；p38 抗体（（批号

GR3396412-3）、TLR2 抗体（批号 GR3422003-1）、

p-NF-κB p65 抗体（批号 GR3423511-2）购自英国

Abcam 公司；甘油醛-3-磷酸脱氢酶（（glyceraldehyde-

3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）抗体（批号

10021642）、二抗（（批号 20000576）购自 Proteintech

公司；IL-1β ELISA 试剂盒（批号 JN216）、IL-6 

ELISA 试剂盒（（批号 JN3398）、TNF-α ELISA 试剂
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盒（批号 JN4759）、MMP9 ELISA 试剂盒（批号

JN1722）、IL-17 ELISA 试剂盒（（批号 JN5643）、IL-

23 ELISA 试剂盒（批号 JN2049）购自上海纪宁生

物有限公司；NF-κB 激活-核转运检测试剂盒（（批号

SN368）购自上海碧云天生物技术股份有限公司。 

1.3  仪器 

DW-86L338J 型医用低温保存箱（青岛海尔生

物医疗股份有限公司）；MNT-150T 型电子数显游标

卡尺（上海美耐特实业有限公司）；Centrifuge5401

型冷冻离心机（（德国 Eppendorf 公司）；DNM-9602A

型酶标分析仪（北京普朗新技术有限公司）；DHP-

9272 型恒温培养箱（（上海捷呈实验仪器有限公司）；

YQX-11 型厌氧培养箱（上海皓庄仪器有限公司）；

T100 型 PCR 仪（济南欧莱博科学仪器有限公司）；

YXQ-75SII 型灭菌锅（（上海博迅医疗生物仪器股份

有限公司）；BBS-V800 型超净工作台（（博科控股集

团有限公司）；WD-9403F 型凝胶成像系统、DYY-

12 型电泳仪（北京六一生物科技有限公司）；Gene 

Pulser Xcell 电穿孔转化仪[伯乐生命医学产品（上

海）有限公司]；Dmi8 型 Leica 倒置荧光显微镜（（德

国徕卡公司）。 

2  方法 

2.1  网络药理学分析 

2.1.1  六神凝胶活性成分及潜在靶点的筛选  通

过TCMSP数据库（http://lsp.nwu.edu.cn/tcmsp.php）、

合 TCMID 数据库（ http://www.megabionet.org/ 

tcmid/）、BATMAN-TCM 数据库（http://bionet.ncpsb. 

org/batman-tcm/）搜索六神凝胶中 6 味中药（牛黄、

人工麝香、雄黄、蟾酥、冰片、珍珠）的活性成分，

以上数据库皆未纳入的中药通过文献检索获得活

性成分。根据 TCMSP 数据库上显示的化合物吸收、

分 布 、 代 谢 、 排 泄 （ absorption, distribution, 

mentabolism, excretion，ADME）参数进行筛选，纳

入口服生物利用度（oral bioavailability，OB）≥

20%且类药性（drug-likeness，DL）≥0.10 的活性

成分[11]；同时将不满足以上 ADME 参数筛选标准

但《中国药典》2020 年版收载的指标性成分重新纳

入。筛选后的成分通过 TCMSP、PubChem 数据库

检索药物靶点并合并。 

2.1.2  痤疮疾病相关基因的收集  以“acne”为关

键 词 ， 在 GeneCards 数 据 库 （ https://www. 

genecards.org/）和 DisGeNET 数据库（http://www. 

disgenet.org/）检索疾病基因，在 Genecards 数据库

检索结果中选择关联分数＞10 的疾病靶点[12]，在

DisGeNET 数据库检索结果中选择 EI＝1、score≥

0.01 的基因，2 个数据库得到的基因合并去重后获

得痤疮疾病相关基因。 

2.1.3  “活性成分-靶点”网络的构建与拓扑分析  

将活性成分和疾病靶点导入Cytoscape软件生成“活

性成分-靶点”网络，对该网络中节点进行拓扑参数

分析，计算每个节点的度值，以度值＞2 倍平均度

值的节点作为网络中的核心节点[13]，筛选出六神凝

胶治疗痤疮的核心成分和核心靶点。 

2.1.4  蛋白质 -蛋白质相互作用（protein-protein 

interaction，PPI）网络的构建与分析  将六神凝胶治

疗痤疮的靶点上传 String 平台，物种选择为“Homo 

sapiens”，选择 high confidence 为 0.4（中度可信

度）[14]，构建 PPI 网络，计算每个节点的度值，筛

选度值＞平均度值的靶点作为六神凝胶治疗痤疮

的重要靶点[15]。 

2.1.5  基因本体（gene ontology，GO）功能及京都

基因与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of 

genes and genomes，KEGG）通路富集分析  将六神

凝胶治疗痤疮的作用靶点导入 DAVID 数据库

（https://david.ncifcrf.gov/） [16]，进行 GO 功能及

KEGG 通路富集分析，将 P＜0.01 作为通路聚类标

准，筛选出的显著生物功能和信号通路分别以条形

图和高级气泡图进行可视化。 

2.2  动物实验 

2.2.1  痤疮丙酸杆菌的培养  痤疮丙酸杆菌用 10 

mL BHI 培养基于 37 ℃、厌氧条件下培养，将痤疮

丙酸杆菌悬浮液于 80 ℃冰箱中放置 30 min 进行热

灭活反应，热灭活后的痤疮丙酸杆菌悬浮液于 4 ℃

保存备用。 

2.2.2  造模、分组与给药  大鼠适应性饲养 7 d 后，

随机选取 8 只大鼠作为对照组，其余大鼠采用改良

Kligman 痤疮造模方法[17]进行造模。大鼠于左、右

耳内侧面耳导管开口处涂抹油酸溶液 1.0 mL，涂抹

后向耳部皮内注射 50 μL 痤疮丙酸杆菌（1×109 

CFU/mL），1 次/d，连续 18 d，对照组注射等体积

的生理盐水。当造模部位出现清晰扩张状的毛细血

管，耳部皮肤出现暗红肿胀、脱屑、表皮粗糙及隆

起丘疹时，提示大鼠耳廓复合痤疮模型制备成功。

分别于造模前及造模成功后采用游标卡尺测量双

耳同一处厚度，计算肿胀度。于实验第 19 天根据双

耳的平均肿胀度进行随机分组，分为模型组、维 A
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酸乳膏组和六神凝胶组，每组 8 只。分组当天对大

鼠造模区域涂抹药物治疗，涂抹厚度为 1～2 mm，

1 次/d，连续干预 7 d。 

2.2.3  耳廓组织外观观察及组织病理学检查  造

模及治疗期间，每周对大鼠耳部进行观察并拍照，

用微型游标卡尺测量大鼠耳朵厚度。末次给药结束

后，大鼠 ip 5%戊巴比妥钠麻醉，测量双耳厚度后，

剪下大鼠左、右耳片，于 10%福尔马林溶液中固定。

使用梯度乙醇对固定组织进行脱水处理，经石蜡包

埋、切片后进行苏木素-伊红（（HE）染色，于显微镜

下观察皮肤结构、炎症细胞浸润等病理学变化。 

2.2.4  ELISA 检测右耳组织炎症因子水平  取各

组大鼠右耳组织，加入预冷的 PBS（pH 7.4）制备

组织匀浆，低温高速离心 15 min 后收集上清液，按

照 ELISA 试剂盒说明书检测 TNF-α、IL-1β、IL-6、

MMP9、IL-17 和 IL-23 水平。 

2.2.5  Western blotting 检测右耳组织 TLR2、p38、

p-NF-κB p65 蛋白表达  取各组大鼠右耳组织，加

入含蛋白酶抑制剂的裂解液，低温高速离心后提取

蛋白，用 BCA 法测定蛋白浓度。蛋白样品经 10%

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF

膜，于 5%脱脂牛奶中封闭 1 h，分别加入 TLR2（1∶

1 000）、p38（1∶1 000）和 p-NF-κB p65（1∶1 000）

抗体，4 ℃孵育过夜；次日洗涤，加入二抗，室温

孵育 1 h 后显影，使用 Image J 1.8.0 软件进行图像

分析，并量化目标条带的灰度值。 

2.2.6  免疫荧光检测右耳组织 NF-κB p65 蛋白表达  

取各组大鼠右耳组织石蜡切片，加入固定液固定

5～15 min，除去固定液用洗涤液洗净，加入免疫染

色封闭液，室温封闭 1 h。吸除免疫染色封闭液，加

入 NF-κB p65 抗体，4 ℃孵育过夜。洗涤液洗涤完

全后加入抗兔 Cy3，室温孵育 1 h。洗涤抗兔 Cy3 后

加入细胞核染色液（DAPI），室温染色 5 min。吸除

细胞核染色液后用洗涤液洗涤完全，滴加适当量抗

荧光淬灭封片液，盖玻片封片后于荧光显微镜下观

察并拍照。 

2.2.7  统计学分析  使用 SPSS 19 软件进行统计分

析，结果以 x s 表示。采用单因素方差分析

（ANOVA）比较组间差异。 

3  结果 

3.1  网络药理学分析 

3.1.1  六神凝胶治疗痤疮的靶点筛选  获得六神

凝胶中活性成分 27 个（表 1），雄黄作为砷的硫化 

表 1  六神凝胶中的活性成分 

Table 1  Active ingredients in Liushen Gel 

序号 化合物 序号 化合物 

1 蟾毒灵 15 吗啡 

2 华蟾酥毒基 16 乙酸龙脑酯 

3 脂蟾毒配基 17 龙脑香醇酮 

4 蟾二烯羟酸内酯 18 龙脑 

5 蟾毒色胺内盐 19 积雪草酸 

6 柳珊瑚酸 20 胆酸 

7 胆固醇 21 胆红素 

8 海州骨碎补苷 22 猪去氧胆酸 

9 菜油甾醇 23 硫化汞 

10 蛇纹石素 24 麝香酮 

11 去氢蟾酥碱 25 桑黄素 

12 蟾蜍噻咛 26 N-去甲基荷叶碱 

13 肾上腺素 27 胆甾醇阿魏酸酯 

14 去乙酰化酶   
 

物矿物之一，其主要有效成分为二硫化二砷，未检

索到相关靶点。根据 TCMSP、TCMID、BATMAN-

TCM、PubChem 数据库以及文献检索筛选后获得六

神凝胶活性成分的靶点 831 个，通过 GeneCards 和

DisGeNET 数据库检索并获得痤疮疾病相关基因

120 个。将药物靶点与疾病基因进行交集，得到六

神凝胶治疗痤疮的潜在作用靶点 41 个，见图 1。 

 

图 1  六神凝胶治疗痤疮靶点的 Venn 图 

Fig. 1  Venn of targets of Liushen Gel in treatment of acne 

3.1.2  “活性成分-靶点”网络的构建及拓扑分析  

采用Cytoscape 3.6.0 软件对六神凝胶治疗痤疮的 41

个潜在靶点构建“活性成分-靶点”网络，如图 2 所

示，网络中有 58 节点，其中作用靶点 41 个，与作

用靶点对接的活性成分 17 个（有 10 个活性成分未

与潜在靶点对接，因此不在图中显示）。对 58 个节

点进行拓扑结构分析，得到平均度值为 3.83，图中

节点按度值大小进行显示，并筛选大于 2 倍平均度

值的节点为网络中的核心节点，获得 5 个核心成分，

分别为麝香酮、胆固醇、菜油甾醇、胆酸、吗啡。

推测以上化合物可能在六神凝胶治疗痤疮中发挥

主要作用。 

六神凝胶                            痤疮  

789          41          79 
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图 2  “活性成分-靶点”网络 

Fig. 2  “Active ingredient-target” network 

3.1.3  PPI 网络的构建与分析  在 STRING 数据库

中设置 high confidence 为 0.4，构建六神凝胶治疗

痤疮靶点的 PPI 网络。此网络共包含 40 个节点，

301 条边，所有节点平均度值为 14.7，平均局部聚

类系数为 0.715，P＜1.0×10−16，表明该组相互作用

靶点与随机相似靶点组合对比具有显著差异。筛选

度值＞平均度值的靶点作为重要靶点，获得 20 个

重要靶点（图 3），其中排名前 5 的靶点分别为 TNF、

IL-1B、瘦素（leptin，LEP）、TLR4 和 CXC 趋化因

子配体 8（CXC chemokine ligand 8，CXCL8），推测

以上重要靶点可能在六神凝胶治疗痤疮中发挥关

键作用。 

3.1.4  GO 功能和 KEGG 通路富集分析  应用

DAVID 平台对六神凝胶治疗痤疮的 41 个潜在靶点

进行 GO 功能富集分析，以 P＜0.01 为标准，筛选 

 

图 3  六神凝胶治疗痤疮潜在靶点的 PPI 网络 (A) 及前 20 个重要靶点 (B) 

Fig. 3  PPI network (A) of potential targets for Liushen Gel in treatment of acne and top 20 important targets (B) 

获得 135 条显著富集的生物功能，其中生物过程

（biological process，BP）119 条、细胞组分（cell 

component，CC）6 条、分子功能（molecular function，

MF）10 条，GO 分析分别取以上 3 个部分的显著前

10 条目录进行条形图展示，见图 4-A。结果显示，

重要靶点主要分布于细胞表面、细胞胞外区、受体

复合物和大分子复合物等区域，主要参与调控炎症

反应、细胞对脂多糖的反应、IL-8 的表达、血压和

衰老等等生物进程。对 41 个潜在靶点进行 KEGG

信号通路富集，以 P＜0.01 为标准共获得 37 条显著

富集的信号通路，其中排名前 20 的通路见图 4-B，

结果显示 IL-17 信号通路、TLR 信号通路、核苷酸

结合寡聚化结构域样受体信号通路、C 型凝集素受

体信号通路、TNF 信号通路、NF-κB 信号通路富集

程度高，包含靶点较多，可能在六神凝胶治疗痤疮

中起关键作用。 

3.2  动物实验 

3.2.1  六神凝胶对痤疮模型大鼠耳部外观和病理

变化的影响  如图 5-A 所示，对照组大鼠耳廓组织

柔软，表面整体光滑，呈淡粉色，毛细血管清晰可

见，未见肿胀、脱屑，无粉刺、结节、丘疹等炎症

症状。模型组大鼠耳部颜色变为暗红色，皮肤表面 

SREBF1 
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BDNF 
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图 4  六神凝胶治疗痤疮靶点的 GO 功能 (A) 及 KEGG 通路 (B) 富集分析 

Fig. 4  GO function (A) and KEGG pathway (B) enrichment analysis of targets of Liushen Gel in treatment of acne 

出现粗糙、肿胀和明显脱屑的现象，伴随隆起的丘

疹和囊肿，表明大鼠耳廓痤疮模型成功建立。经维

A 酸乳膏或六神凝胶治疗 7 d 后均能明显改善大鼠

耳廓组织红肿，减轻毛细血管扩张，减少耳部组织

皮屑、丘疹以及皮损程度，且六神凝胶减少皮屑的

效果优于维 A 酸乳膏，提示六神凝胶具有一定的保

湿和护肤功效。 

耳部组织 HE 染色结果见图 5-B，对照组大鼠

耳廓表皮层和真皮层均较薄，厚度均一，能清晰观

察到表皮、真皮以及皮下组织之间的边界限，皮脂

腺体积正常大小，没有明显的炎症浸润现象。模型

组大鼠耳部皮肤表皮层明显增厚，伴随角化过度、

毛囊增生、角栓堵塞、皮脂腺增大等病理变化，同

时因角化物质积聚过多，毛细血管明显扩张，严重

充血，毛囊漏斗部呈壶状，真皮层可见淋巴细胞、

中性粒细胞、嗜酸性粒细胞等大量炎性细胞浸润。

维 A 酸乳膏或六神凝胶治疗后能明显改善大鼠耳

部痤疮组织的毛囊增生，减少皮脂腺增大，减轻角

质化程度，且真皮层中浸润的炎性细胞数量较模型

组明显减少，且六神凝胶组治疗效果更明显，表明

六神凝胶能明显减轻痤疮组织的炎症，改善痤疮皮

肤状态。 

如图 5-C 所示，与对照组比较，模型组大鼠耳

部厚度明显增加（（P＜0.001），大鼠耳肿胀严重；与

模型组比较，六神凝胶组和维 A 酸乳膏组大鼠耳部

厚度显著降低（（P＜0.001），表明六神凝胶对痤疮丙

酸杆菌联合油酸诱导的大鼠耳痤疮模型具有良好

的治疗作用。 

3.2.2  六神凝胶对痤疮模型大鼠耳部组织炎性因

子水平的影响  参考网络药理学分析结果，对大鼠

耳组织匀浆中炎症因子（TNF-α、IL-1β、IL-6、

MMP9、IL-17、IL-23）水平进行检测，结果见图 5-

D，与对照组比较，模型组大鼠耳组织中 TNF-α、

IL-1β、IL-6、MMP9、IL-17 和 IL-23 水平显著升高

（（P＜0.01、0.001）；与模型组比较，六神凝胶组和维

A 酸乳膏组耳组织中 TNF-α、IL-1β、IL-6、MMP9、

IL-17 和 IL-23 水平均显著降低（P＜0.001），表明

六神凝胶能明显抑制痤疮模型大鼠局部痤疮组织

的炎症反应。 

3.2.3  六神凝胶对痤疮模型大鼠耳部组织 TLR2、

p38 和 p-NF-κB p65 蛋白表达的影响  如图 6-A 所

示，与对照组比较，模型组大鼠耳部组织中 TLR2、 
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B 图中青绿色箭头表示角质层，淡蓝色箭头表示表皮，深蓝色箭头表示皮脂腺，黄色箭头表示毛囊；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，图 6 同。 

In figure B, turquoise arrow represents stratum corneum, light blue arrow represents epidermis, dark blue arrow represents sebaceous glands, and yellow 

arrow indicates hair follicles; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs model group, same as Fig. 6. 

图 5  六神凝胶对痤疮模型大鼠耳部外观 (A)、耳部组织病理变化 (B)、耳部厚度 (C) 和耳组织炎性因子水平 (D) 的影响

( x s , n = 8) 

Fig. 5  Effects of Liushen Gel on ear appearance (A), histopathological changes (B), ear thickness (C) and levels of 

inflammatory factors in ear tissue (D) of acne model rats ( x s , n = 8) 

p-NF-κB p65 和 p38 蛋白表达水平显著升高（P＜

0.05、0.001）；与模型组比较，六神凝胶组大鼠耳部

组织 TLR2、p-NF-κB p65 和 p38 蛋白表达水平显著

降低（P＜0.01、0.001），维 A 酸乳膏组 TLR2 和 p38

蛋白表达水平显著降低（P＜0.05、0.001）。如图 6-

B 所示，对照组 NF-κB p65 蛋白的表达量较少，主

要集中在胞质中；模型组 NF-κB p65 的表达量明显

增加，且部分向核内移位；与模型组比较，六神凝

胶组和维 A 酸乳膏组 NF-κB p65 蛋白的表达量减

少，且均明显抑制了 NF-κB p65 核移位，表明六神

凝胶可通过调控 TLR 信号通路、NF-κB 信号通路

治疗痤疮，与网络药理学预测结果一致。 
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A-Western blotting 检测各组大鼠耳部组织 TLR2、p-NF-κB p65 和 p38 蛋白表达；B-免疫荧光检测各组大鼠耳部组织 NF-κB p65 表达（×400）。 

A-expressions of TLR2, p-NF-κB p65 and p38 proteins in ear tissues of rats in each group detected by Western blotting; B-NF-κB p65 expression in ear 

tissues of rats in each group detected by immunofluorescence (× 400). 

图 6  六神凝胶对痤疮模型大鼠耳部组织 TLR2/p38/NF-κB 信号通路的影响 ( x s , n = 8) 

Fig. 6  Effect of Liushen Gel on TLR2/p38/NF-κB signaling pathway in ear tissues of acne model rats ( x s , n = 8) 

4  讨论 

痤疮是一种慢性皮肤病，引起痤疮的因素众

多，包括激素、皮脂、细菌、压力、饮食等，其中

系统免疫反应和炎症病变被认为是核心因素[3-4]。目

前临床上治疗痤疮主要应用类固醇和抗生素，长期

使用可能会引起不良反应[18]，因此，中药在治疗痤

疮方面具有巨大潜力。六神丸/凝胶是著名的中成

药，由人工麝香、蟾酥、雄黄等传统中药材组成。

六神丸是一种传统的口服制剂，临床应用已有 250

多年的历史，用于治疗口腔疾病、呼吸系统感染、

皮肤病和肿瘤[19-21]，在治疗痤疮方面亦有显著成

效，六神凝胶处方同六神丸，是专门针对皮肤疾病

而研制的外用制剂，可直接作用于患部皮肤，不仅

抗炎抗感染效果好，还具有镇痛止痒功效，此外也

能降低由于药物服用所产生的心脏、肝脏和肾脏毒

性等[22-27]。 

本研究中网络药理学结果显示，六神凝胶活性

成分 27 个，与痤疮的交集靶点 41 个，治疗痤疮的

主要成分为麝香酮、胆固醇、菜油甾醇、胆酸和吗

啡等。文献报道显示，麝香酮是麝香中最重要的具

有生理活性的组分，能够调节炎症，含有麝香酮成

分的疡愈涂剂能够有效促进皮肤慢性创面愈合[28]；

胆固醇与植物甾醇化学结构相似，植物甾醇（酯）

具有抑制皮肤炎症、修复皮肤屏障、减缓皮肤瘙痒、

抗敏修复等作用[29]。将预测得到六神凝胶治疗痤疮

的关键靶点进行 PPI网络分析以及KEGG通路富集

分析，结果表明TNF、IL-1β、LEP、TLR4以及CXCL8

等靶点可能是六神凝胶治疗痤疮的关键靶点，而 IL-

17 信号通路、TLR 信号通路、NOD 样受体信号通

路、C 型凝集素受体信号通路、TNF 信号通路、NF-

κB 信号通路可能是六神凝胶治疗痤疮调控的主要

信号通路。 

在痤疮炎症的发生发展过程中，TNF-α 是介导

炎症反应和先天免疫的关键促炎细胞因子，IL-1β被

认为是促炎细胞因子产生的诱导剂[30]；IL-6 参与中

性粒细胞的募集[31]；IL-17 在炎症部位聚集并激活

单核细胞、中性粒细胞，增加细胞通透性，诱发炎

症反应[32]；IL-23 是由激活的树突状细胞、巨噬细
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胞和单核细胞分泌的促炎细胞因子，诱导 Th17 细

胞分化产生 IL-6、IL-17，从而引起炎症因子的级联

反应[33]；MMP9 是一种锌依赖性内肽酶，存在于细

胞外基质中，在促炎性细胞因子（（如 IL-1β、IL-6 和

TNF-α）的刺激下表达增加，MMP9 的高表达可加

速皮肤胶原纤维的降解，同时参与炎症的发展，促

进瘢痕生成[34-35]。结合网络药理学分析结果以及文

献报道，对大鼠耳部痤疮组织中炎症因子进行检

测，结果显示六神凝胶能明显降低大鼠耳部局部痤

疮组织中 TNF-α、IL-1β、IL-6、MMP9、IL-17 和 IL-

23 水平，抑制痤疮组织的局部炎症细胞浸润，减轻

痤疮区域的肿胀和毛细管通透性，从而治疗痤疮，

该结果与网络药理学分析结果以及病理结果一致。 

为了验证网络药理学通路筛选的准确性并确

定六神凝胶治疗痤疮的作用机制，进一步检测了大

鼠耳部痤疮组织中 TLR2、p38 MAPK 和 p-NF-κB 

p65 蛋白的表达。TLR 既是细胞内受体，也是细胞

外受体，参与 MARK 和 NF-κB 信号通路的激活，

MAPK 信号通路与炎症介质的合成密切相关[36]，

NF-κB 通路激活导致促炎细胞因子的表达[37]。当

TLR2 上调时，下游的 MAPK 和 NF-κB 信号通路被

激活，释放促炎细胞因子和趋化因子包括 IL-1β、

IL-6、TNF-α 等。本研究结果显示，痤疮大鼠涂抹

六神凝胶干预 7 d 后，能明显降低痤疮病变组织中

TLR2、p38 和 p-NF-κB p65 蛋白表达，表明六神凝

胶可能通过调控 TLR 信号通路、MAPK 信号通路、

NF-κB 信号通路发挥治疗痤疮的作用。 

综上，本研究通过网络药理学初步筛选出六神

凝胶治疗痤疮的主要活性成分、作用靶点及关键信

号通路，并基于改良的复合型大鼠痤疮模型，进一

步验证了六神凝胶的药效作用及其作用机制。六神

凝胶可能通过调控 TLR、MAPK、NF-κB 等信号通

路，抑制痤疮组织中炎症因子的分泌，从而减轻局

部炎症反应。然而，六神凝胶关键活性成分与作用

靶点之间的直接相互作用机制尚未完全阐明，作用

机制链条的完整性仍需进一步验证。未来研究可重

点围绕基础药效学与作用机制进行深入探索，同时

通过开展临床随机对照试验获取更多循证医学证

据，为动物实验到人体应用的转化研究积累更多科

学依据，为六神凝胶的临床应用提供理论支持。 
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