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铁皮石斛对干皮症小鼠皮肤损伤的改善作用及机制 Δ
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摘 要 目的 研究铁皮石斛对干皮症小鼠皮肤损伤的改善作用及机制。方法 将小鼠随机分为对照组、模型组、铁皮石斛组，每

组5只。除对照组（仅做剃毛处理）外，其余各组小鼠采用丙酮-乙醚混合液复制干皮症模型，连续造模5 d。铁皮石斛组小鼠于每

天第 1次造模后 2 h 时，涂抹 200 μL 铁皮石斛混悬液（0.2 mg/mL），对照组和模型组小鼠涂抹等体积纯水，每天 1次，直至造模结

束。末次给药后，观察小鼠皮肤损伤情况和病理学形态；采用免疫荧光法检测小鼠皮肤组织中聚丝蛋白（Filaggrin）、兜甲蛋白（Lo‐

ricrin）、增殖细胞核抗原 Ki67蛋白表达水平；采用16S rRNA 测序法联合基因本体和京都基因与基因组百科全书（KEGG）富集分

析筛选铁皮石斛对干皮症皮肤损伤改善作用的核心通路，并进行验证。结果 与对照组比较，模型组小鼠有明显的搔抓行为，皮肤

有大量鳞屑，表皮角化过度、棘层肥厚；皮肤鳞屑评分、表皮厚度和皮肤组织中 Ki67、Filaggrin、Loricrin 蛋白表达水平均显著增加/

升高（P＜0.05）；与模型组比较，铁皮石斛组小鼠搔抓行为和鳞屑减少，皮肤角化程度减轻，上述定量指标显著减小/降低（P＜

0.05）。核心通路筛选结果显示，差异基因涉及的KEGG通路包括白细胞介素17（IL-17）、肿瘤坏死因子（TNF）等信号通路；进一步

验证实验发现，经铁皮石斛干预后，小鼠皮肤组织中 IL-17、TNF 信号通路下游效应分子 CCN1、Hbegf、Tnfrsf12a、Thbs1的 mRNA

表达水平均显著降低（P＜0.05）。结论 铁皮石斛可修复干皮症小鼠皮肤损伤；其作用机制与恢复角质形成细胞的增殖与分化平

衡，下调CCN1、Hbegf、Tnfrsf12a、Thbs1 mRNA表达有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE To study the improvement effect and mechanism of Dendrobium officinale on skin damage in mice 

with xeroderma. METHODS The mice were randomly divided into control group， model group， and D. officinale group， with 5 

mice in each group. Except for the control group （which only underwent shaving treatment）， the mice in all other groups were 

induced to develop a xeroderma model using an acetone-ether mixture for five consecutive days. The mice in D. officinale group 

were treated with 200 μL of D. officinale suspension （0.2 mg/mL） two hours after the first modeling each day. Mice in the control 

group and the model group were applied with an equal volume of pure water； once a day， until the end of the modeling process. 

After last medication， skin lesions and pathological 

morphology of the mice were observed. Immunofluorescence 

was used to detect the expressions of Filaggrin， Loricrin and 

Ki67 proteins in skin tissue of the mice. The core pathways 

through which D. officinale improves skin damage in 

xeroderma were screened using 16S rRNA sequencing 
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combined with gene ontology and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes （KEGG） enrichment analyses， and subsequent 

validation was conducted. RESULTS Compared with the control group， the mice in the model group exhibited obvious scratching 

behavior， with a large amount of scale on the skin， excessive epidermal keratinization， and thickened stratum spinosum. The skin 

scale score， epidermal thickness， and the expression levels of Ki67， Filaggrin， and Loricrin proteins in the skin tissue were 

significantly increased/elevated （P＜0.05）. Compared with model group， the mice in the D. officinale group exhibited reduced 

scratching behavior and scaling， along with a mitigated degree of skin keratinization. The aforementioned quantitative indicators 

were significantly decreased/reduced （P＜0.05）. The results of core pathway screening revealed that the KEGG pathways involving 

differentially expressed genes included signaling pathways such as interleukin-17 （IL-17） and tumor necrosis factor （TNF）. Further 

validation experiments found that after intervention with D. officinale， mRNA expression of downstream effector molecules CCN1， 

Hbegf， Tnfrsf12a， and Thbs1 genes in skin tissues were all significantly reduced （P＜0.05）. CONCLUSIONS D. officinale can 

repair skin damage in mice with xeroderma， and its mechanism of action is related to restoring the balance of proliferation and 

differentiation in keratinocytes and down-regulating the mRNA expressions of CCN1， Hbegf， Tnfrsf12a， and Thbs1.

KEYWORDS Dendrobium officinale； xeroderma； skin damage； 16S rRNA sequencing； mice； interleukin-17； tumor necrosis 

factor

乙醇作为临床主要使用的消毒剂，长期过量接触不

仅会破坏皮肤屏障功能，还容易导致皮肤损伤，以干燥、

瘙痒、脱屑为主要表现的干皮症是其常见表现之一[1]。

这种皮肤损伤严重影响高频接触乙醇人群的皮肤健康。

目前，针对干皮症的治疗药物以抗炎止痒、保湿为主，但

存在治疗周期长、无法从根本上修复皮肤屏障等局限[2]。

因此，开发新的治疗干皮症的药物具有重要意义。

铁皮石斛是兰科植物铁皮石斛 Dendrobium offici‐

nale Kimura et Migo 的干燥茎，其味甘、性微寒，具有生

津养胃、滋阴清热、润肺益肾等功效。研究发现，铁皮石

斛的主要活性成分有多糖类、黄酮类、酚类、苯乙烯类

等，具有保湿、抗炎、抗氧化、调节免疫等药理作用[3―4]。

有研究表明，铁皮石斛能提高银屑病患者的皮肤含水量

和油脂量，减少皮肤水分丢失，减轻皮肤瘙痒症状[5]。由

此推测，铁皮石斛可能对干皮症具有改善作用。基于

此，本研究诱导干皮症小鼠模型，研究铁皮石斛对该模

型的改善作用，并利用 16S rRNA 测序法联合基因本体

（gene ontology，GO）和 京 都 基 因 与 基 因 组 百 科 全 书

（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG）富

集分析筛选该作用的核心通路，并进行动物实验验证，

以期为铁皮石斛治疗干皮症提供实验依据。

1　材料

1.1　主要仪器

SWE-FP PLUS 型低温自动研磨仪购自武汉赛维尔

生物科技有限公司；KM-23Pro 型超声仪购自广州科盟

清洁技术有限公司；CP214型电子天平购自苏州赛恩斯

仪器有限公司；NanoDrop One 型微量紫外-可见分光光

度计和 QuantStudioTM 5型实时荧光定量聚合酶链式反应

（PCR）检测仪购自美国 Thermo Fisher Scientific 公司；

T100型 PCR 热循环仪购自美国 Bio-Rad 公司；DS-Ri2型

倒置光学显微镜购自日本 Nikon 公司；FV4000型激光共

聚焦荧光显微镜购自日本 Olympus 公司。

1.2　主要药品与试剂

铁皮石斛药材购自重庆市万州区罗斛开发有限公

司，经重庆三峡医药高等专科学校重庆三峡中药研究所

刘跃辉副教授鉴定为兰科植物铁皮石斛 D. officinale 

Kimura et Migo 的干燥茎[临用时，将药材研磨成粉后过

80目筛；取1 mg 粉末，溶于5 mL 纯水中，制得质量浓度

为 0.2 mg/mL 的铁皮石斛混悬液（以生药量计）]。异氟

烷（批号 R510-22-10）购自深圳市瑞沃德生命科技股份

有限公司；苏木精-伊红（HE）染色试剂盒、抗荧光淬灭封

片液、DAPI 染色液（货号分别为 C0105、P0126、C1005）

均购自上海碧云天生物技术有限公司；FastPure® RNA

提取试剂盒（货号 RC113-01）购自南京诺唯赞生物科技

股份有限公司；兔源聚丝蛋白（Filaggrin）抗体、兜甲蛋白

（Loricrin）抗体、增殖细胞核抗原 Ki67抗体（批号分别为

ab81468、ab85679、ab16667）均购自艾博抗（上海）贸易

有限公司；Alexa Fluor 488标记的山羊抗兔免疫球蛋白

G 二抗（批号 R37116）购自美国 Thermo Fisher Scientific

公司；丙酮、乙醚（货号分别为 HB02-AR-0.5L、HB07-

AR-0.5L）均购自广州化学试剂厂。

1.3　实验动物

本研究所用实验动物为 SPF 级 C57BL/6JGpt 雄性小

鼠，7～8周龄，共 15只，均购自江苏集萃药康生物科技

股份有限公司，动物生产许可证编号为 SCXK（苏）2023-

0009。所有小鼠饲养于重庆三峡医药高等专科学校动

物实验室，环境温度为（22±2）℃、湿度为 55%～60%、

12 h/12 h 阴暗交替。本研究方案已获得重庆三峡医药
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高等专科学校生物医学伦理委员会审核批准，批号为

SXYZ-A-2512-0003。

2　方法与结果

2.1　分组、造模与给药

将小鼠随机分为对照组、模型组、铁皮石斛组，每组

5只。对照组仅做剃毛处理。其余各组小鼠用异氟烷麻

醉，固定，充分暴露背部剃毛区域；将浸有丙酮-乙醚混

合液（丙酮和乙醚的质量比为1∶1）的化妆棉贴于小鼠背

部剃毛区域，计时15 s；随后立即把浸有纯水的化妆棉贴

于小鼠背部剃毛区域，计时30 s；每天重复上述操作2次

（间隔时间大于6 h），连续造模5 d，以复制干皮症模型小

鼠[6]。同时，铁皮石斛组小鼠于每天第 1 次造模后 2 h

时，涂抹200 μL 铁皮石斛混悬液，对照组和模型组涂抹

等体积纯水，每天1次，直至造模结束。

2.2　小鼠皮肤损伤情况和病理学形态观察

末次给药后，观察各组小鼠造模区域皮肤形态，并

进行皮肤鳞屑评分，评分越高表明皮肤损伤越重。处死

各组小鼠，剖取背部皮肤组织，一部分置于－80 ℃条件

下保存，一部分以4% 多聚甲醛固定。取经4% 多聚甲醛

固定后的皮肤组织适量，经脱水、包埋、切片后，取部分

切片进行 HE 染色处理；经脱水、透明、封片后，采用光学

显微镜观察皮肤组织病理学形态变化，并采用 Image J

软件测量表皮厚度。采用 GraphPad Prism 8软件进行统

计学分析，数据以 x±s 表示（符合正态分布），多组间比

较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 LSD-t 检验；

检验水准α＝0.05（下同）。结果（图 1、图 2、表 1）显示，

对照组小鼠无搔抓行为，背部皮肤无鳞屑；与对照组比

较，模型组小鼠有明显的搔抓行为，皮肤有大量鳞屑，表

皮角化过度、棘层肥厚，皮肤鳞屑评分和表皮厚度均显

著增加（P＜0.05）；与模型组比较，铁皮石斛组小鼠搔抓

行为和鳞屑减少，皮肤角化程度明显改善，皮肤鳞屑评

分和表皮厚度显著降低或减小（P＜0.05）。

2.3　小鼠皮肤组织中表皮增殖与分化相关蛋白表达

检测

采用免疫荧光法检测。取“2.2”项下剩余切片，经

脱蜡复水后进行抗原修复，再以山羊血清封闭 1 h；加

入 Ki67、Filaggrin、Loricrin 抗体（稀释度均为 1∶100）于

4 ℃条件下孵育过夜；次日，加入相应二抗（稀释度为

1∶300）于室温条件下孵育1 h，再加入 DAPI 工作液室温

避光孵育10 min，最后加入抗荧光淬灭封片液封片。采

用激光共聚焦荧光显微镜观察（阳性蛋白染色后为绿色

荧光，细胞核染色后为蓝色荧光），并使用 Image J 软件

对阳性蛋白的荧光强度值进行定量分析（荧光强度值越

大，表示蛋白表达水平越高）。结果（图3、表2）显示，与

对照组比较，模型组小鼠皮肤组织中 Ki67、Filaggrin、

Loricrin 蛋白表达水平均显著升高（P＜0.05）；与模型组

比较，铁皮石斛组小鼠皮肤组织中上述蛋白表达水平均

显著降低（P＜0.05）。

2.4　铁皮石斛干预干皮症的核心通路筛选及验证

2.4.1　核心通路筛选

取“2.2”项下各组3只小鼠的背部皮肤适量，根据试

剂盒说明书方法提取 RNA，再将提取的 RNA 送至上海

派森诺生物公司进行16S rRNA 测序；使用 DESeq2软件

进行组间的差异表达分析，将各组满足差异倍数＞1.2

或者＜0.83且满足 P＜0.05的基因标记为差异基因，绘

制火山图，然后进行 KEGG 和 GO 富集分析。

16S rRNA 测序结果（图 4）显示，与对照组比较，模

对照组 模型组 铁皮石斛组

图1　各组小鼠皮肤损伤情况观察图

A. 对照组 B. 模型组

C. 铁皮石斛组

图2　各组小鼠皮肤组织病理学形态观察显微图（HE

染色）

表1　各组小鼠皮肤鳞屑评分和表皮厚度比较（x±s，
n＝5）

组别
对照组
模型组
铁皮石斛组

皮肤鳞屑评分/分
0

2.30±0.27a

0.90±0.22b

表皮厚度/μm

1.00±0.22

2.47±0.36a

1.15±0.17b

a：与对照组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。
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型组小鼠皮肤组织中有 1 162个基因表现出差异，其中

425个上调、737个下调；与模型组比较，铁皮石斛组小鼠

皮肤组织中有 160个基因表现出差异，其中 46个上调、

114个下调。进一步 GO、KEGG 分析结果（图5）显示，差

异基因涉及的分子功能包括受体配体活性、信号受体激

活剂活性等，细胞组分包括细胞外区域、细胞外间隙等，

生物过程包括炎症反应、细胞因子产生及调节等；差异

基因涉及的 KEGG 通路包括白细胞介素 17（interleukin-

17，IL-17）信号通路、C 型凝集素受体信号通路、Toll 样受

体信号通路、肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，TNF）

信号通路等。研究表明，IL-17、TNF 信号通路在慢性皮

肤病中发挥重要作用，细胞通讯网络因子 1（cellular 

communication network factor 1，CCN1）、肝素结合样表

皮生长因子（heparin-binding epidermal growth factor-like 

growth factor，Hbegf）、凝血酶敏感蛋白 1（thrombospon‐

din 1，Thbs1）和 肿 瘤 坏 死 因 子 受 体 超 家 族 成 员 12A

（TNF receptor superfamily member 12A，Tnfrsf12a）作为

IL-17、TNF 信号通路下游的重要效应分子广泛参与细胞

外基质重塑、血管生成、炎症反应及细胞增殖等过程[7]，

因此本研究后续选用 CCN1、Hbegf、Tnfrsf12a、Thbs1 基

因进行验证。

2.4.2　核心通路相关基因表达验证

取“2.2”项下各组小鼠的背部皮肤适量，根据试剂盒

说明书方法提取总 RNA，再反转录为 cDNA，以 cDNA

为模板进行 PCR 扩增。PCR 扩增条件为 95 ℃预变性

30 s；95 ℃变性10 s，60 ℃退火延伸30 s，40个循环。以

GAPDH 为 内 参，采 用 2－ΔΔCt 法 测 定 目 的 基 因（CCN1、

Hbegf、Tnfrsf12a、Thbs1）的 表 达 水 平 。 CCN1、Hbegf、 

Tnfrsf12a 和 Thbs1 基因的引物由生工生物工程（上海）股

份有限公司设计并合成，具体信息见表3。结果（表4）显

示，与 对 照 组 比 较，模 型 组 小 鼠 皮 肤 组 织 中 CCN1、

Hbegf、Tnfrsf12a、Thbs1 mRNA 表 达 水 平 均 显 著 升 高

对照组 模型组 铁皮石斛组
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图3　各组小鼠皮肤组织中表皮增殖与分化相关蛋白表

达的免疫荧光图

表2　各组小鼠皮肤组织中表皮增殖与分化相关蛋白荧

光强度值比较（x±s，n＝5）

组别
对照组
模型组
铁皮石斛组

Ki67 蛋白
115 748±28 131

448 731±84 761a

149 210±36 838b

Filaggrin 蛋白
309 412±28 323

720 015±95 168a

338 347±30 261b

Loricrin 蛋白
264 668±57 686

972 152±278 820a

415 251±114 780b

a：与对照组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。
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图4　各组小鼠火山图分析结果
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图5　各组小鼠GO、KEGG分析结果
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（P＜0.05）；与模型组比较，铁皮石斛组小鼠皮肤组织中

上述基因表达水平均显著降低（P＜0.05）。

3　讨论

干皮症是一种皮肤科常见病，是由于皮肤屏障功能

损坏、保湿能力下降而引起的病变，可见于多种以干燥

为表现的皮肤病。铁皮石斛为传统滋阴润燥中药，现代

研究表明，其富含多糖、黄酮等活性成分，其中黄酮类成

分具有清除自由基、抑制炎症因子释放的作用，可有效

减轻炎症反应，促进细胞的增殖和修复[8―9]。基于此，本

研究拟探究铁皮石斛对干皮症的改善作用及机制。

本研究采用丙酮-乙醚混合液反复涂抹的方法构建

干皮症小鼠模型，发现模型组小鼠背部皮肤出现明显鳞

屑，表皮角化过度、棘层肥厚，这与干皮症的临床特征相

符。经铁皮石斛干预后，小鼠皮肤鳞屑评分和表皮厚度

均显著降低/减小，角化程度明显改善，这提示铁皮石斛

对干皮症小鼠皮肤损伤具有明确的修复作用。

皮肤屏障的完整性依赖于角质形成细胞增殖与分

化的平衡。Ki67是反映细胞增殖活性的经典标志物；

Filaggrin 和 Loricrin 则是角质包膜的关键结构蛋白，直

接参与皮肤屏障的形成与维持[10―11]。在皮肤损伤早期，

机体启动代偿性修复程序，基底细胞增殖加速以补充受

损细胞；然而由于有机溶剂的持续刺激和局部炎症微环

境的干扰，角质形成细胞的增殖与分化失衡；虽然 Filag‐

grin、Loricrin 合成增加，但是仍无法正常组装形成功能

性角质包膜[12―13]。本研究发现，与对照组比较，模型组

小鼠皮肤组织中 Ki67、Filaggrin、Loricrin 蛋白表达显著

上调，这表明皮肤屏障被破坏后角质形成细胞的增殖与

分化失衡。经铁皮石斛干预后，小鼠皮肤组织中 Ki67、

Filaggrin、Loricrin 蛋白表达显著下调，这提示铁皮石斛

可恢复模型小鼠角质形成细胞的增殖与分化平衡，从而

修复受损的皮肤屏障。

CCN1是一种基质细胞蛋白，在皮肤损伤后被迅速

诱导表达，并通过整合素调节细胞增殖、迁移、黏附及炎

症反应[14]。研究表明，CCN1在紫外线诱导的皮肤损伤

中表达上调，其过度激活可促进炎症反应，并引发细胞

外基质异常重构[15―16]。Hbegf 是表皮生长因子受体的重

要配体，在伤口愈合过程中驱动角质形成细胞的增殖与

迁移[17]。然而，Hbegf 的持续过表达可导致表皮异常增

生，这与银屑病等炎症性皮肤病相关[18]。Tnfrsf12a 是肿

瘤坏死因子样弱凋亡诱导物（TNF-like weak inducer of 

apoptosis，TWEAK）的特异性受体，研究发现，TWEAK/

Tnfrsf12a 信号轴在皮肤炎症中发挥关键作用[19]。当

TWEAK/Tnfrsf12a 信号轴被激活后，可诱导角质形成细

胞产生 IL-6、IL-8等促炎介质，并通过与 IL-17、TNF-α 的

协同作用放大炎症反应[20]。在特应性皮炎动物模型中

阻断 Tnfrsf12a 或 TWEAK 表达，可显著减轻皮肤损伤造

成的炎症反应[21]。Thbs1是一种多功能糖蛋白，其既能

通过激活转化生长因子 β 促进纤维化，又能调节血管生

成和免疫反应[22]。在皮肤损伤修复过程中，Thbs1的适

度表达有助于基质重塑，过度表达则可能诱发慢性炎症

和病理性纤维化[23―24]。上述4个蛋白并非独立地发挥作

用，而是受上游炎症信号通路（如 IL-17、TNF 信号通路）

的协同调控[25―26]。本研究发现，经铁皮石斛干预后，小

鼠皮肤组织中 CCN1、Hbegf、Tnfrsf12a、Thbs1 mRNA 表

达水平均显著降低，这提示铁皮石斛可能通过抑制 IL-

17、TNF 等上游信号通路活性，下调上述基因表达，从而

抑制模型小鼠皮肤炎症反应和纤维化进程，进而修复受

损的皮肤屏障。

综上所述，铁皮石斛可修复干皮症小鼠皮肤损伤；

其作用机制与恢复角质形成细胞的增殖与分化平衡，下

调 CCN1、Hbegf、Tnfrsf12a、Thbs1 mRNA 表达有关。本

研究结果可为铁皮石斛的临床转化提供参考依据，然而

本研究仍存在观察周期较短、样本量较小、活性成分作

用靶点不明确等问题，这可能导致铁皮石斛在实际应用

中受到限制。因此，在后续的实验中，本课题组拟进一

步扩大样本量，分离纯化铁皮石斛中关键单体成分并验

证其对相应基因的直接调控作用，以提高结果的适用性

和推广性。
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