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月季抗糠秕马拉色菌活性部位筛选及其
抑制脂溢性皮炎的作用机制
郭泽君，奚香渝，钟晓明，仇凤梅，黄 真

浙江中医药大学药学院，浙江 杭州 310053

［摘 要］　目的: 筛选对糠秕马拉色菌具有抑制作用的中草药，分离鉴定其最佳

抗菌活性成分并探究其作用机制。方法: 通过牛津杯法和微量液基稀释法，从 20
种中草药中初筛对糠秕马拉色菌抑制作用最强的提取物及其极性部位，进一步通

过硅胶柱层析分离获得高活性馏分。通过比浊法、外源山梨糖醇高渗保护实验、

细胞外碱性磷酸酶活性检测实验、碘化丙啶荧光染色法和结晶紫染色法评价高活

性馏分对糠秕马拉色菌生长、细胞结构完整性的影响。利用糠秕马拉色菌诱导

HaCaT 角质形成细胞炎症模型和 SZ95 皮脂腺细胞模型，采用 MTT 法检测细胞存

活率评估高活性馏分的安全性，格里斯试验测定一氧化氮释放量，酶联免疫吸附

试验检测细胞上清液中 IL-6、肿瘤坏死因子（TNF）α 含量，并通过尼罗红染色法检

测 SZ95 细胞脂质合成率。采用超高效液相色谱-质谱法（UPLC-MS）分析和鉴定

高活性馏分的化学成分，并通过构建蛋白质-蛋白质相互作用网络、进行基因本体

功能注释及京都基因与基因组数据库通路富集分析，预测其抗脂溢性皮炎的靶点

及通路。结果:20 种中草药提取物中，月季提取物对糠秕马拉色菌的抑制作用较

强，其乙酸乙酯萃取部位对糠秕马拉色菌的抑制效果最佳，从中分离所得的乙酸

乙酯部位柱层析馏分 2（Fr.2）活性最优，抑菌圈为（25.30±0.49）mm，最低抑菌浓度

为 1 mg/mL。Fr.2能有效抑制糠秕马拉色菌生长，破坏细胞壁、细胞膜及生物膜等

细胞结构。在安全浓度范围（25~100 μg/mL）内，Fr.2对 HaCaT细胞和 SZ95细胞无

毒性，并剂量依赖性地降低 HaCaT 细胞的炎症因子释放和 SZ95 细胞的脂质合成。

采用 UPLC-MS从 Fr.2中鉴定出 27种成分，包括有机酸类、黄酮类、生物碱类等，其

抗脂溢性皮炎作用与调节TNF、趋化因子CXC配体8、前列腺素G/H合酶2、信号转

导及转录激活蛋白 3、表皮生长因子受体等核心靶点相关。基因本体分析表明，药

物与疾病共同靶点主要参与神经信号调节和炎症调控等。京都基因与基因组数

据库分析进一步揭示，Fr.2 可能通过调控免疫炎症通路、脂代谢与血管相关通路

以及神经信号通路发挥脂溢性皮炎治疗作用。结论: 月季通过破坏马拉色菌细胞
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壁、细胞膜和生物膜的结构发挥抑菌作用，且具有一定的抗脂溢性皮炎作用，后者

可能与抑制炎症信号通路和减少脂质合成有关。

［关键词］  脂溢性皮炎；糠秕马拉色菌；月季；抗真菌剂；炎症因子；脂质合成
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Screening of the anti-Malassezia furfur active fraction from 
Rosa chinensis Jacq. and study on its mechanism against 
seborrheic dermatitis
GUO Zejun, XI Xiangyu, ZHONG Xiaoming, QIU Fengmei, HUANG Zhen （School of 
Pharmaceutical Sciences, Zhejiang Chinese Medical University, Hangzhou 310053, China）
Corresponding author: HUANG Zhen, E-mail: huangzhen@zcmu.edu.cn, ORCID: 0000-
0002-3978-0687

［Abstract］  Objective: To screen Chinese herbal medicines for optimal inhibitory 
activity against Malassezia furfur (M. furfur), and to identify the most potent anti-
microbial fraction and investigate its mechanism of action. Methods: The Chinese 
herbal extract and its polar fractions exhibiting the strongest inhibitory effect against 
M. furfur were initially screened from twenty Chinese herbal medicines using the Oxford 
cup method and broth microdilution assay. A highly active subfraction was subsequently 
obtained through silica gel column chromatography. The effects of this active subfrac-

tion on the growth and structural integrity of M. furfur cells were evaluated by turbidimetry, 
exogenous sorbitol hypertonic protection assay, extracellular alkaline phosphatase activity 
assay, propidium iodide fluorescence staining, and crystal violet staining. M. furfur-induced 
inflammatory models in HaCaT keratinocytes and SZ95 sebocytes were employed. The 
safety of the active subfraction was assessed by MTT assay for cell viability. Nitric oxide 
release was measured by the Griess test, and the levels of IL-6 and tumor necrosis factor 
(TNF)-α in cell supernatants were determined by enzyme-linked immunosorbent assay. 
Lipid synthesis in SZ95 cells was evaluated by Nile red staining. The chemical constituents 
of the highly active fraction obtained by silica gel column chromatography were analyzed 
and identified by ultra performance liquid chromatography-mass spectrometry (UPLC-

MS). Potential anti-seborrheic dermatitis targets and pathways were predicted through 
constructing a protein-protein interaction network, Gene Ontology (GO) functional 
annotation, and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway enrichment 
analysis. Results: Among the extracts of twenty Chinese herbal medicines, the extract of 
Rosa chinensis Jacq. demonstrated the most potent inhibitory activity against M. furfur. 
Its ethyl acetate fraction exhibited the most potent antimicrobial effect, from which 
subfraction Fr.2 was isolated as the most active component, with an inhibition zone diameter 
of (25.30±0.49) mm and a minimum inhibitory concentration of 1 mg/mL. Fr.2 effectively 
inhibited the growth of M. furfur and disrupted cellular structures, including the cell 
wall, cell membrane, and biofilm. Within a safe concentration range (25-100 μg/mL), 
Fr. 2 showed no cytotoxicity toward HaCaT and SZ95 cells and dose-dependently 
reduced the release of inflammatory factors in HaCaT cells and lipid synthesis in SZ95 

·· 235



浙江大学学报（医学版） Journal of Zhejiang University（Medical Sciences）
cells. A total of 27 constituents were identified from Fr.2 by UPLC-MS, including organic 
acids, flavonoids, and alkaloids. The anti-seborrheic dermatitis effect of Fr.2 was associated 
with the regulation of core targets including TNF, chemokine C-X-C motif ligand 8, 
prostaglandin G/H synthase 2, signal transducer and activator of transcription 3, and 
epidermal growth factor receptor. GO analysis indicated that common targets of the 
drug and disease were primarily involved in neural signaling regulation and inflammatory 
modulation. KEGG pathway analysis further revealed that Fr.2 may exert its therapeutic 
effect on seborrheic dermatitis by modulating immune-inflammatory pathways, lipid 
metabolism and vascular function-related pathways, and neural signaling pathways. 
Conclusion: Rosa chinensis Jacq. exerts its antimicrobial effect against M. furfur by 
disrupting cell wall, cell membrane, and biofilm structures, and also demonstrates anti-
seborrheic dermatitis activity, which may be attributed to the inhibition of inflammatory 
signaling pathways and the reduction of lipid synthesis.

［Key words］ Seborrheic dermatitis; Malassezia furfur; Rosa chinensis Jacq.; Antifungal 
agent; Inflammatory factor; Lipid synthesis

[J Zhejiang Univ (Med Sci), 2026, 55(3): 234-245.]
［缩略语］ 吡罗克酮乙醇胺盐（piroctone olamine，OCT）；碱性磷酸酶（alkaline 
phosphatase，ALP）；酶联免疫吸附试验（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）；

肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，TNF）；杜氏改良 Eagle 培养基（Dulbecco’s 
modified Eagle medium，DMEM）；菌落形成单位（colony forming unit，CFU）；最低抑

菌浓度（minimum inhibitory concentration，MIC）；碘化丙啶（propidium iodide，PI）；

3-（4，5-二甲基噻唑-2）-2，5-二苯基四氮唑溴盐［3-（4，5-dimethylthiazol-2-yl）-2，5-

diphenyltetrazolium bromide，MTT］；二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO）；超高效

液相色谱-质谱法（ultra performance liquid chromatography-mass spectrometry，UPLC-

MS）；简化分子线性输入规范（simplified molecular input line entry system，SMILES）；

蛋白质-蛋白质相互作用（protein-protein interaction，PPI）；基因本体（gene ontology，
GO）；京都基因与基因组数据库（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG）；

趋化因子 CXC 配体 8（chemokine C-X-C motif ligand 8，CXCL8）；前列腺素 G/H合酶2
（prostaglandin G/H synthase 2，PTGS2）；信号转导及转录激活蛋白 3（signal transducer 
and activator of transcription 3，STAT3）；表皮生长因子受体（epidermal growth factor 
receptor，EGFR）；核因子 κB（nuclear factor-κB，NF-κB）；晚期糖基化终末产物

（advanced glycation end product，AGE）；晚期糖基化终末产物受体（advanced glycation 
end product receptor，RAGE）

脂溢性皮炎是一种以脱屑和红斑为特征的

慢性炎症性皮肤病，其发病与马拉色菌定植、脂

质代谢异常、皮肤屏障功能障碍及免疫反应失调

密切相关［1］。在众多马拉色菌菌种中，糠秕马拉

色菌（Malassezia furfur）被视为与脂溢性皮炎关联

最为密切的优势菌种之一，其定植密度与脂溢性

皮炎的严重程度呈正相关［2］。该菌能分解皮脂中

的甘油三酯，产生具有刺激性的游离脂肪酸，进

而破坏皮肤屏障、诱发炎症反应，并可能通过激

活特定免疫通路进一步加重皮肤损伤。因此，有

效抑制糠秕马拉色菌过度增殖是控制脂溢性皮

炎的核心策略之一。

目前主流的抗真菌去屑剂（如 OCT、二硫化

硒、氯咪巴唑）虽起效较快，但可能存在副作用及
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停药后易复发等问题，长期应用受到限制［3］。中

医将脂溢性皮炎归属于“白屑风”范畴，认为其病

机多责之于脾胃湿热蕴积或血虚风燥，复感风热

之邪。近年来，中药外治法在改善头皮脂溢性皮

炎临床症状（如炎症、瘙痒、脱屑）及降低疾病复

发率方面显示出良好的效果。其作用机制可能

涉及经皮给药调节头皮微环境（如改善湿热状

态），抑制皮肤炎症反应，同时调控局部皮脂分

泌，从而有效减轻瘙痒、减少头皮屑生成［4］。本研

究 基 于 传 统 中 医 理 论 和 现 有 抗 菌 活 性 研 究 报

道［5-6］，从 20 种中草药中筛选出抑菌效果最佳的

月季，通过多种体外实验方法，结合化学定性、生

物信息学分析和分子生物学方法，探究其抑菌活

性和潜在机制，以期为月季开发为去屑化妆品植

物原料提供实验依据。

1　材料与方法

1. 1　药材、菌株、细胞、试剂及仪器

苏木、番石榴叶、白药子、金莲花、白毛银露

梅、覆盆子、月季、白薇、蓝桉叶、玫瑰、芍药、救必

应、白花蛇舌草、粉萆薢、博落回、夏枯草、苦丁

茶、降香、大青叶和昆明山海棠为市售，经浙江中

医药大学黄真教授鉴定为正品。

糠秕马拉色菌、HaCaT 角质形成细胞由浙江

大学华南工业技术研究院惠赠；SZ95 人皮脂腺细

胞为中国青旗（上海）生物技术发展有限公司

产品。

OCT（S31734-1g）为中国上海源叶生物科技

有限公司产品；95% 乙醇为中国杭州正伯生物科

技有限公司产品；石油醚、二氯甲烷、乙酸乙酯、

正丁醇、甲醇为中国杭州邦易化工有限公司产

品；ALP 检测试剂盒（P0321S）和一氧化氮检测试

剂盒（S0020S-1）为中国上海碧云天生物技术有限

公司产品；小鼠 IL-6 ELISA 检测试剂盒（EK206）
和小鼠 TNF-α ELISA 检测试剂盒（EK282）为中国

杭州联科生物技术股份有限公司产品；胎牛血清

（11011-8611）为中国浙江天杭生物科技股份有限

公司产品；DMEM 培养基（C11995500BT）为美国

Gibco 公司产品。

高分辨液相-质谱联用仪（AB7600）为美国

AB SCIEX 公 司 产 品 ；ACQUITY UPLC BEH C18 
Column（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）为美国 Waters
公司产品；OptiFlowTM 离子源为美国 AB SCIEX 公

司产品；旋转蒸发仪（RE-201D）中国巩义市宏华

仪器设备有限公司产品；真空干燥箱（DZF-6020）
为中国上海博迅实业有限公司产品；多功能酶标

仪（Synergy H1MFD）为美国 BioTek 公司产品；二氧

化碳培养箱（311）为美国 ThermoFisher Scientific 公

司产品；生物安全柜（Mars 1200）为丹麦 Labogene
公司产品。

1. 2　制备 20 种中草药提取物

将各中草药烘干粉碎后过 50 目筛，分别称取

20 g 过筛后粉末，加入 10 倍量 75% 乙醇溶液，于

65 ℃回流提取 60 min，共提取两次，合并提取液，

抽滤，后减压浓缩至无醇味，真空干燥并密封保

存于干燥器中，备用。

1. 3　萃取月季提取物各极性部位及制备月季抑

菌活性馏分

取月季提取物浸膏，按质量比 1∶1 纯水分散，

采用系统溶剂萃取法，依次加入等体积石油醚、

二氯甲烷、乙酸乙酯、正丁醇，分别萃取至溶剂层

无明显颜色，分取各极性部位。各部位均经减压

浓缩、真空干燥后，密封保存于干燥器中，备用。

取上述乙酸乙酯部位，加入适量甲醇复溶，

与层析硅胶按质量比 1∶1 混合，研磨成细粉，备

用。取样品 10 倍量的层析硅胶与溶剂搅拌均匀

后装柱，静置过夜。将混合好的样品细粉均匀铺

在已装填好的硅胶柱床表面，然后在其上方再加

一层适量厚度的保护硅胶，以保护样品层不被流

动相冲散。二氯甲烷-甲醇混合体系为洗脱剂，

40∶1 至 0∶1 梯度洗脱，每个梯度洗脱 5 个柱体积，

每 500 mL 收集为一个馏分，经硅胶柱层析分离后

合并相似馏分。共得到 10 个馏分（Fr.1~Fr.10），

减压浓缩后真空干燥，备用。

1. 4　制备糠秕马拉色菌培养基及供试菌培养

按照糠秕马拉色菌液体培养基配方（蛋白胨

10 g、酵母膏 1 g、橄榄油 20 g、葡萄糖 10 g、单硬脂

酸甘油酯 0.5 g）称取各成分，加入 1 L 无菌水中，

充分搅拌至完全溶解。加入琼脂 18 g、氯霉素

（50 μg/mL），于高压灭菌锅中 121 ℃灭菌 30 min，

得到糠秕马拉色菌固体培养基，备用。

取糠秕马拉色菌冻干粉，加入无菌水溶解后

均匀涂布到固体培养基上，于 28 ℃恒温培养箱中

培养 48 h。利用平板划线法分离单个菌落，用接

种环挑取单个菌落接种于新的固体培养基上，

28 ℃恒温孵育 48 h。使用接种环刮取少量菌落，
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置于 1 mL 无菌水中制成菌悬液，混匀，用麦氏比

浊法调整菌悬液浓度，然后用马拉色菌液体培养

基将其稀释为 1×106 CFU/mL，备用。

1. 5　牛津杯法测定抑菌活性

吸取 100 μL 菌悬液加入培养基，使用一次性

涂布棒涂布均匀。在培养基上等间距放置无菌

牛 津 杯 ，牛 津 杯 内 分 别 加 入 200 μL 样 品 溶 液

（20 种中草药粗提物样品溶液浓度为 50 mg/mL，

月季极性部位及其乙酸乙酯馏分样品溶液浓度均

为 16 mg/mL），正常对照组加入 200 μL 无菌水，阳

性对照即 OCT 组加入 200 μL OCT 溶液（1 mg/mL），

于 28 ℃恒温培养箱培养 48 h。游标卡尺测量各

样品抑菌圈的直径大小，取平均值。

1. 6　微量液基稀释法测定最低抑菌浓度

将待测样品溶于液体培养基中，初始浓度为

64 mg/mL，稀释使各提取物溶液的浓度范围为

0.0313~32.0000 mg/mL，OCT 浓度范围为 0.4883~
500.0000 μg/mL。吸取 100 μL 菌悬液加入 96 孔

板中，再加入 100 μL 待测样品，空白对照组则加

入 100 μL 培养基。于 28 ℃恒温培养箱培养 48 h，

肉 眼 观 察 未 见 真 菌 生 长 的 最 低 药 物 浓 度 即 为

MIC 值。

1. 7　比浊法检测糠秕马拉色菌数

将终浓度为 MIC 的月季乙酸乙酯部位柱层

析馏分 2（Fr.2）加入菌悬液中，同时设置正常对照

组（无菌水）和 OCT 组（1 mg/mL），28 ℃恒温培养

48 h，每隔 4 h 测定各组在 600 nm 波长处的吸光

度值，用吸光度值评估糠秕马拉色菌数并绘制抑

菌生长曲线。每组实验重复三次。

1. 8　糠秕马拉色菌细胞结构完整性检测

1. 8. 1　外源山梨糖醇高渗保护实验检测细胞壁

完整性　在 96 孔板中加入倍比稀释的药物溶液

各 100 μL，再加入 100 μL 菌悬液，混匀。山梨糖

醇组中每孔加入 50 μL 的山梨糖醇溶液，使其终

浓度达到 0.8 mol/L，无山梨糖醇组加入等体积无

菌水。28 ℃恒温培养 48 h，以肉眼观察未见真菌

生长的最低药物浓度即为 MIC 值，每组实验重复

三次。

1. 8. 2　检测 ALP 活性评估细胞壁通透性　在

96 孔板内将终浓度为 1/2MIC、MIC、2MIC 的 Fr.2
加入菌悬液中作为实验组，并设置正常对照组

（无菌水）和 OCT 组（1 mg/mL）。28 ℃恒温培养

12 h 后，将菌悬液 700×g 离心 10 min，取上清液，

按照 ALP 检测试剂盒说明书检测 ALP 活性，每组

实验平行测定三次。

1. 8. 3　PI 荧光染色法检测细胞膜完整性　设置

正常对照组（无菌水）、Fr.2 组（终浓度为 MIC）、

OCT 组（1 mg/mL）。取 1 mL 菌液与等体积的上述

各组溶液于六孔板中混合，28 ℃恒温培养 48 h。

菌悬液 300×g 离心 10 min，弃上清液，磷酸盐缓冲

液冲洗重悬，每 95 μL 菌悬液中添加 5 μL PI 染色

液，滴加在载玻片上，荧光显微镜下（激发波长

536 nm，发射波长 617 nm）观察染色情况，拍照记

录，每组实验重复三次。

1. 8. 4　结晶紫染色法半定量检测生物膜形成

能力　在 96 孔板中，每孔接种 200 μL 糠秕马拉

色菌菌液，28 ℃静置培养 24 h 后，除去培养基和

浮游菌，分别加入终浓度为 1/2 MIC、MIC、2MIC
的 Fr.2，并设置正常对照组（无菌水）和 OCT 组

（1 mg/mL）。 28 ℃孵 育 24 h 后 弃 上 清 液 ，清 洗

三次，加入 150 μL 0.1% 结晶紫染色 15 min，清洗

干燥后加入 150 μL 95% 乙醇，37 ℃溶解 30 min，

用酶标仪在 590 nm 波长处测量各孔的吸光度，每

组实验重复三次。

1. 9　MTT 法检测细胞存活率

按照参考文献［7］的方法，将细胞分为 Fr.2
组、OCT 组、正常对照组，其中，Fr.2 组和 OCT 组添

加含待测样品的培养基，正常对照组加入不含待

测样品的培养基；同时设置空白对照组（不含细

胞，仅加入等量培养基）。每组各设三复孔，每孔

加样量均为 100 μL。继续培养 24 h 后，每孔加入

MTT 工作液 100 μL，孵育 4 h 后，弃上清液，每孔

加入 150 μL DMSO，待甲臜结晶溶解后，使用酶

标仪在 490 nm 测定吸光度值（A），实验重复三次。

计算细胞存活率：细胞存活率（%）=（AFr.2或OCT组－

A 空白对照组）÷（A 正常对照组－A 空白对照组）×100%。

1. 10　制备 HaCaT 细胞炎症模型

将 HaCaT 细胞培养于 DMEM 完全培养基中

（含 10% 胎牛血清），置于 37 ℃、5% 二氧化碳培

养箱中，待细胞处于对数生长期后进行实验。

取对数生长期 HaCaT 细胞悬液，调整其密度为

5×104 个/mL，以 每 孔 1 mL 接 种 在 六 孔 板 中 ，于

37 ℃、5% 二氧化碳条件下培养 24 h。吸去旧培

养基，加入 1 mL 含 1×108 CFU/mL 热灭活糠秕马

拉色菌的 DMEM 培养基，继续培养 24 h，诱导炎

症反应。
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1. 11　格里斯试验测定一氧化氮释放量

按照参考文献［8］的方法，将 HaCaT 细胞分

组后，调整细胞悬液密度为 5×104 个/mL，以每孔

1 mL 接种于六孔板中。模型对照组、OCT 组和

Fr.2 组培养 24 h 后吸去旧培养基，加入 1 mL 含热

灭 活 糠 秕 马 拉 色 菌 终 浓 度 为 1×108 CFU/mL 的

DMEM 培养基，正常对照组加入等体积含 10% 血

清的 DMEM 培养基。继续培养 24 h 后，模型对照

组加入含 OCT 不含药物的培养基，OCT 组加入含

OCT 终浓度为 4 μg/mL 的培养基，Fr.2 组加入含

Fr.2 终浓度为 25、50、100 μg/mL 的培养基。每组

设置三复孔，在 37℃，5% 二氧化碳条件下培养

24 h。收集各组细胞上清液，根据试剂盒说明书

测定一氧化氮释放量。

1. 12　ELISA法检测细胞上清液 IL-6、TNF-α含量

将 HaCaT 细胞分组后，调整细胞悬液密度为

5×104 个/mL，以每孔 1 mL 分别接种于六孔板中。

模型对照组、OCT 组和 Fr.2 组培养 24 h 后吸去旧

培养基，加入 1 mL 含 1×108 CFU/mL 热灭活糠秕

马拉色菌的 DMEM 培养基，正常对照组加入等量

的含 10% 血清的 DMEM 培养基。继续培养 24 h
后，模型对照组加入不含药物的培养基，OCT 组

加入含 OCT 终浓度为 4 μg/mL 的培养基，Fr.2 组

分别加入含 Fr.2 终浓度为 25、50、100 μg/mL 的培

养基，每组设置三复孔。在 37 ℃，5% 二氧化碳条

件 下 培 养 24 h。 收 集 各 组 细 胞 上 清 液 ，按 照

ELISA 试剂盒说明书测定 IL-6、TNF-α 含量。

1. 13　尼罗红染色法检测 SZ95 细胞脂质合成率

将 SZ95 细 胞 培 养 于 DMEM 完 全 培 养 基 中

（含 10% 胎牛血清），置于 37 ℃、5% 二氧化碳培

养箱中，待细胞处于对数生长期后进行实验。

参考文献［9］的方法，取对数生长期 SZ95 细胞悬

液，调整其密度为 5×104/mL，以每孔 500 μL 接种

于 96 孔 板 ，培 养 24 h 后 分 别 给 予 Fr.2（25、50、

100 μg/mL）和 OCT（16 μg/mL）后继续培养 24 h，

空白对照组（无细胞）和正常对照组加入等量含

10% 血清的 DMEM 培养基。随后加入 160 μmol/L
亚油酸作为刺激物孵育 24 h 后，弃去培养基，用

磷酸盐缓冲液冲洗后加入 10 μg/mL 尼罗红，37 ℃
黑暗环境中静置 15 min。使用多功能酶标仪（激

发 波 长 485 nm，吸 收 波 长 565 nm）检 测 荧 光 强

度（F），每组设置三复孔，计算脂质合成率：脂质

合 成 率（%）=（FFr.2或OCT组 －F 空白对照组）÷（F 正常对照组 －

F 空白对照组）×100%。

1. 14　UPLC-MS 法鉴定 Fr. 2 的化学成分

取 Fr.2 加甲醇溶解，配制成 5 mg/mL 供试品

溶液，经微孔滤膜过滤后进行 UPLC-MS 分析。

色 谱 条 件 ：色 谱 柱 为 ACQUITY UPLC BEH 
C18 色谱柱，流动相 A 为 0.1% 磷酸水，流动相 B 为

乙腈，梯度洗脱：0~1 min，5% B；1~20 min，5%~
20% B；20~25 min，20%~50% B；25~31 min，50%~
95% B；31~32 min，95%~5% B；32~35 min，5% B。

流速为 0.4 mL/min，检测波长为 360 nm，柱温为

40 ℃；进样量为 2 μL。

质 谱 条 件 ：采 用 高 分 辨 质 谱 仪 ，配 备

OptiFlowTM离子源，分别在正离子和负离子模式下

采集数据。扫描模式为全扫描模式；扫描范围为

50~2000 m/z。离子源参数：离子源温度为 500 ℃；

离子源电压正离子模式为 5500 V、负离子模式

为－4500 V；气帘气为 32 psi（1 psi=6.895 kPa），

雾化气为 30 psi，辅助气为 70 psi。使用 SCIEX OS
软件采集数据。

将得到的 Fr.2 一级质谱数据和二级质谱数

据分别与 Reaxys、HMDB、Pubchem、TCMSP 等数

据库进行比对，分析鉴定 Fr.2 的化学成分。

1. 15　数据库筛选 Fr. 2 活性靶点及脂溢性皮炎

疾病靶点

将 Fr.2 化学成分的 SMILES 导入 Swiss Target 
Prediction 预测靶点，整合去重后获取成分靶点。

在 OMIM（https://www.omim.org/）、GeneCards（https://
www.genecards.org/）、DrugBank（https://go.drugbank.
com/）数据库中以“Seborrheic dermatitis”为关键词

进行检索，获得疾病靶点。在 Venny 2.1 在线软件

作图工具平台输入筛选的药物及疾病靶点，绘制

韦恩图，两者取交集后获得药物-疾病共同靶点。

1. 16　构建 PPI 网络

将上述药物-疾病共同靶点导入 STRING 平

台，设置分析对象为“Homo sapiens”、选择最高置

信度为 0.900，筛选出最具可靠性的相互作用关

系。将筛选结果导入 Cytoscape 3.9.0 软件，生成

PPI 网络。

1. 17　GO 和 KEGG 富集分析

使用 Bioconductor 微生信平台（https：//www.
bioconductor.org/），以 P<0.05 为筛选条件，对 PPI
网络中的靶点基因进行 GO 功能富集和 KEGG 通

路富集分析。
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1. 18　统计学方法

实验数据均使用 SPSS 25.0 软件分析，统计图

均使用 GraphPad Prism 8.0 软件绘制。计量资料

以均数±标准差（x̄±s）表示，多个随机样本的均数

比较采用单因素方差分析；组间两两比较，满足

方差齐性采用最小显著性差异法，不满足方差齐

性采用 Tamhane’s T2 检验。采用双侧检验，P<
0.05 为差异有统计学意义。

2　结 果

2. 1　抑制糠秕马拉色菌活性馏分筛选结果

对 20 种中草药提取物进行抑菌活性筛选，结

果显示，月季和玫瑰提取物对糠秕马拉色菌的抑

制作用较好，在提取物浓度为 50 mg/mL时，抑菌圈

直径分别为（24.02±0.80）mm 和（22.80±0.41）mm，

MIC 均为 4 mg/mL（附表 1）。进一步测定月季各

极性部位对糠秕马拉色菌的抑制作用，结果显

示，在各极性部位浓度为 16 mg/mL 时，乙酸乙酯

部位对糠秕马拉色菌的抑制效果最佳，抑菌圈直

径为（19.19±0.62）mm，MIC 为 2 mg/mL（附表 2）。

将该部位进行硅胶柱层析分离得到 10 个馏分，其

中 Fr.2 对糠秕马拉色菌的抑制效果最佳（图 1），

抑菌圈直径为（25.30±0.49）mm，MIC 为 1 mg/mL
（附表 3），故选用 Fr.2 进行后续实验。

2. 2　Fr. 2 可破坏糠秕马拉色菌细胞结构完整性

自第 12 小时起，Fr.2 对糠秕马拉色菌的生

长表现出明显抑制作用（图 2）。山梨糖醇高渗

实验结果显示，不含山梨糖醇和含山梨糖醇时

Fr.2 的 MIC 值分别为 1 mg/mL 和 2 mg/mL，OCT 的

MIC 值分别为 0.0313 mg/mL 和 0.0625 mg/mL，添

加山梨糖醇可使 Fr.2 和 OCT 对糠秕马拉色菌的

MIC 值升高，表明 Fr.2 和 OCT 的作用机制可能与

破坏细胞壁结构有关。ALP 活性检测结果显示，

浓度为 MIC 和 2MIC 的 Fr.2 作用后 ALP 活性增加

（均 P<0.05），表 明 菌 体 细 胞 壁 通 透 性 增 强 ，见

表 1。PI 荧光染色结果显示，正常对照组中未观

察到明显红色荧光，而在 OCT 组和 Fr.2 组中均可

见红色荧光，表明菌体细胞膜完整性受损，见图

3。结晶紫染色结果显示，与正常对照组比较，

各浓度 Fr.2 对糠秕马拉色菌生物膜的形成均具

有明显抑制作用（均 P<0.05），且抑制作用随 Fr.2
浓度升高而增强，见表 1。上述结果提示，Fr.2 通

过破坏糠秕马拉色菌细胞结构完整性来抑制其

生长。

2. 3　Fr. 2 抑制炎症反应及脂质合成

与 正 常 对 照 组 比 较 ，当 Fr. 2 浓 度 高 于

200 μg/mL 时，HaCaT 细胞和 SZ95 细胞存活率均

显著降低（均 P<0.05）；当 OCT 浓度高于 8 μg/mL
时 HaCaT 细 胞 存 活 率 显 著降

低（P<0.01），当 OCT 浓度高于

32 μg/mL 时 SZ95 细 胞 存 活 率

显著降低（P<0.05）。见附图 1。

后续实验中选用 25~100 μg/mL
作为 Fr.2 的给药浓度，4 μg/mL
作为 OCT 的给药浓度。

细胞炎症反应结果显示，

与正常对照组比较，模型对照

组细胞上清液中 IL-6、TNF-α 及

一氧化氮水平均明显升高（均

P<0.01）；与模型对照组比较，

25、50 和 100 μg/mL Fr.2 均可明

显降低 IL-6、TNF-α 及一氧化氮

水平（均 P<0.05）。尼罗红染色

结果显示，与正常对照组比较，

模型对照组脂质合成明显增加

（P<0.01）；与模型对照组比较，

Fr.2 可明显减少脂质合成（P<

A B C D

E F G H

I J K L

A：正常对照组；B：OCT 组；C~L：月季乙酸乙酯部位柱层析馏分 1~10 组 . OCT：吡

罗克酮乙醇胺盐 . 
图1　月季乙酸乙酯部位经柱层析后各馏分对糠秕马拉色菌的抑菌圈
Figure 1　Inhibition zone diameters of fractions from column chromatography 

of the ethyl acetate fraction of Rosa chinensis Jacq. against 
Malassezia furfur
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0.05），且呈一定的剂量依赖性。见表 2。上述结

果提示，Fr.2 有较好的抗炎作用，并可有效抑制皮

脂腺细胞脂质合成。

2. 4　Fr. 2 治疗脂溢性皮炎的潜在信号通路

UPLC-MS 分 析 结 果 显 示 ，Fr.2 中 共 鉴 定 出

27 个化合物，其中正离子模式下鉴定出 5 个，负离

子模式下鉴定出 22 个，包括有机酸类、黄酮类、生

物碱类、苯丙素类及其他类化合物（附图 2 和附

表 4）。基于 UPLC-MS 分析结果，在 Swiss Target 
Prediction 数据库中筛选出 Fr.2 治疗脂溢性皮炎

的潜在作用靶点共 303 个；在 OMIM、GeneCards、

DrugBank 数据库中获得 508 个脂溢性皮炎的疾

病靶点。两者取交集共获得 41 个靶点。活性成

分-靶点-疾病网络（附图 3）显示杨梅素、槲皮素、

山柰酚、棕矢车菊素、对香豆酸与脂溢性皮炎的

相关度较高，推测上述成分可能是月季发挥抗脂

溢性皮炎作用的主要活性成分；PPI 网络结果显

示，TNF、CXCL8、PTGS2、STAT3、EGFR 是前五核

心靶点，其中 TNF 在网络中具有最高的节点中心

度（图 4）。GO 功能富集分析显示，41 个药物与

疾病共同靶点涉及的生物过程包括调控化学突

触传递、跨突触信号通路和炎症反应等；细胞组

分涉及膜筏、膜微区等；分子功能涉及酰胺结合、

肽结合和磷酸酶结合等（附图 4）。KEGG 通路分

析显示，Fr.2 治疗脂溢性皮炎潜在的通路包括

NF-κB 信号通路、人巨细胞病毒感染通路、脂质

与动脉粥样硬化通路、5-羟色胺能突触信号通路、

IL-17 信号通路、糖尿病并发症中的 AGE-RAGE
信号通路等，主要涉及真菌感染及炎症免疫反应

（附图 5）。

3　讨 论

脂溢性皮炎是一种全球常

见的皮肤病，流行病学调查显示

其发病率约为 3.2%，多发于青

少年和成人，累及头皮、面部、上

胸部、腋窝和腹股沟等皮脂腺丰

富的区域［10］。头皮屑为脂溢性

皮炎常见且症状较轻的表现形

式，发病率更高，虽不危及生命，

但会影响患者容貌，增加其心理

压 力 ，从 而 降 低 生 活 质 量［11］。

研究发现，马拉色菌在正常受试

者头皮微生物菌群中占比约为 46%，而在头皮屑

和脂溢性皮炎患者中，这一比例分别升高至 74%

和 83%［12］。在众多马拉色菌菌种中，糠秕马拉色

菌被普遍认为是与脂溢性皮炎关联最密切、丰度

最高的致病菌种之一，在菌群失衡状态下，该菌

表1　各组糠秕马拉色菌 ALP 活性和结晶紫染色法吸光
度值比较

Table1　Comparison of ALP activity and crystal violet 
staining absorbance values in Malassezia furfur 
among groups

（x̄±s，n=3）
组 别

正常对照组

OCT 组

Fr.2 组 1/2 MIC
      1MIC
      2MIC

ALP 活性

0.646±0.029
1.224±0.177**

0.867±0.204
1.020±0.102*

1.105±0.128*

结晶紫染色法吸光度值

0.818±0.025
0.363±0.020**

0.696±0.068*

0.624±0.059**

0.380±0.049**

与正常对照组比较，*P<0.05，**P<0.01. ALP：碱性磷酸酶；

OCT：吡罗克酮乙醇胺盐；Fr.2：月季乙酸乙酯部位柱层析馏分 2；

MIC：最低抑菌浓度 .
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OCT：吡罗克酮乙醇胺盐；Fr.2：月季乙酸乙酯部位柱

层析馏分 2.
图2　比浊法测定糠秕马拉色菌生长曲线（n=3）
Figure 2　Determination of the growth curve of Malas-

sezia furfur by turbidimetry (n=3)

�	��� OCT� Fr.2�

正常对照组几乎看不到红色荧光，Fr.2 和 OCT 分别与糠秕马拉色菌作用 48 h
后，OCT 组呈现较强荧光，Fr.2 组荧光强度稍弱 . 标尺=50 μm. OCT：吡罗克酮乙醇

胺盐；Fr.2：月季乙酸乙酯部位柱层析馏分 2.
图3　各组糠秕马拉色菌细胞膜碘化丙啶荧光染色结果
Figure 3　Effect of Rosa chinensis Jacq. ethyl acetate fraction 2 on the cell 

membrane integrity of Malassezia furfur (propidium iodide staining)
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种可通过其代谢产物诱发头皮炎症反应。基于

此，研究选择糠秕马拉色菌作为实验对象，旨在

更精准地探究其在相关病理过程中的作用。鉴

于糠秕马拉色菌过度增殖及其引发的炎症反应

是核心致病机制，局部抗真菌和抗炎制剂仍是当

前主要的治疗手段，然而现有抗真菌疗法可能存

在诸如不良反应、耐药性或疗效不佳等问题［13］。

因此，探索不良反应少、安全性高的替代疗法具

有重要价值。传统中药因其丰富的天然活性成

分，且在长期应用中展现出的潜在疗效和安全

性，其抗真菌作用日益受到关注。

月季中化学成分主要包括类黄酮、类黄酮苷、

酚酸、单宁、色素和芳香油，其提取物及部分化学

成分已显示出多种药理活性，如抗氧化、抗肿瘤、

抗真菌、抗病毒等［14-15］。研

究表明，月季丙酮提取物对

肺炎克雷伯菌临床分离株

具有抗菌和抑制生物膜活

性的作用，显示出对抗耐药

菌株的应用潜力［16］。另有

研究证实月季乙醇提取物

具有抗氧化、抑制弹性蛋白

酶和抑制酪氨酸酶的活性，

并展示出抑菌作用［17］。体

外抑菌结果显示，月季醇提

物对糠秕马拉色菌具有明

显抑制作用，其抑菌圈直径和 MIC 均优于多数中

草药醇提物，且月季的主要活性成分以黄酮类和

多酚类（如槲皮素和没食子酸衍生物）为主，该类

成 分 兼 具 抗 真 菌 和 抗 炎 作 用 ，生 物 相 容 性 更

佳［18］。与茶树油等常用抗马拉色菌天然产物比

较，月季提取物综合优势明显：茶树油的主要活

性成分萜品烯-4-醇抑菌效果强，但存在皮肤刺激

性强、致敏风险及不良气味等问题，限制其在敏

感头皮护理中的应用；而月季提取物安全性更

高。此外，月季应用历史悠久，公众接受度高，有

利于其在日化产品中的转化应用。

在抗真菌剂的筛选中，真菌细胞膜和细胞壁

因其对维持细胞完整性和生存的关键作用，常被

视为理想的药物作用靶点。细胞膜和细胞壁的

完整性对真菌生长、代谢及维持正常生理功能至

关重要［19-20］。山梨糖醇是一种渗透压稳定剂，能

够可逆地保护细胞壁受损的真菌。当抗真菌药

物作用于细胞壁时，菌体因细胞壁完整性受损而

易发生渗透压不稳定；山梨糖醇可通过维持胞外

高渗环境来减轻这种损伤，因此山梨糖醇常用于

评 估 候 选 药 物 是 否 靶 向 作 用 于 真 菌 细 胞 壁 合

成［21］。此外，ALP 是一种主要定位于真菌细胞壁

和细胞膜之间周质空间的重要酶。在细胞壁完

整的情况下，ALP 不易透过细胞壁进入胞外培养

基，通常无法在培养基中被检测到；当细胞壁受

损时，ALP 会泄漏到胞外环境中，从而可被检测

到。因此，胞外 ALP 活性升高常被用作细胞壁完

整性受损的标志［22］。除细胞壁完整性评估外，细

胞膜完整性也是关键的评价指标。PI 是一种膜

不通透性的核酸荧光染料，无法进入细胞膜完整

的活细胞，但可进入细胞膜受损的细胞，与 DNA
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COMT Fr.2

PTGS2

CXCL8

TLR4

CTSS

HSD11B2

PTGER3

EGFR

LCK

STAT3

SHBG

TYR

SQLE

MAPK3

PIK3CA

IL2

CYP27B1

MAPK1
HLA-A

ACE

IGFBP1

IGFBP2

TLR9

HSD11B1

TACR1

CYP19A1

HSPA1A

CRHR1

SLC6A3

CNR1

PTGES

Fr.2：月季乙酸乙酯部位柱层析馏分 2.
图4　脂溢性皮炎与 Fr.2 共同靶点的蛋白质-蛋白

质相互作用网络图
Figure 4　Protein-protein interaction network for com-

mon targets between seborrheic dermatitis 
and Fr.2

表2　各组细胞炎症因子水平和脂质合成率比较
Table 2　Comparison of inflammatory factor levels and lipid synthesis rates among groups

（x̄±s，n=3）
组 别

正常对照组

模型对照组

OCT 组

Fr.2 组（25 μg/mL）

Fr.2 组（50 μg/mL）

Fr.2 组（100 μg/mL）

IL-6
19.920±4.844**

128.192±5.991
55.766±7.182**

109.320±8.074*

105.643±8.802*

86.281±8.091**

TNF-α
11.020±3.386**

62.551±4.253
35.524±9.141**

47.075±6.938*

36.327±6.740**

34.626±8.622**

一氧化氮

1.530±0.578**

7.598±0.706
3.966±0.945**

5.291±1.068*

4.650±1.291*

3.838±0.706**

脂质合成率（%）

100.000±2.014**

242.011±13.419
148.901±15.706**

208.380±14.084*

175.866±14.340**

152.365±16.386**

与模型对照组比较，*P<0.05，**P<0.01. OCT：吡罗克酮乙醇胺盐；Fr.2：月季乙酸乙酯部位柱

层析馏分 2；TNF-α：肿瘤坏死因子 α.
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或 RNA 结合并发出红色荧光［23］。因此，PI 染色是

评估细胞膜完整性的常用方法。本文资料显示，

Fr.2 对糠秕马拉色菌有良好的抑制作用；加入外

源山梨糖醇后，Fr.2 对糠秕马拉色菌的 MIC 明显

增加，提示 Fr.2 抗菌作用机制可能与破坏菌体细

胞壁有关；ALP 活性测定结果显示，加入 Fr.2 后

ALP 含量明显升高，提示菌体细胞壁通透性增

强；PI 染色实验中给予 Fr.2 后红色荧光信号增

强，提示细胞膜完整性遭到破坏；结晶紫染色结

果表明 Fr.2 对糠秕马拉色菌生物膜形成具有明

显的抑制作用。综上，Fr.2 可能通过破坏糠秕马

拉 色 菌 细 胞 结 构 的 完 整 性 达 到 抑 制 其 生 长 的

作用。

表皮主要由角质形成细胞构成，HaCaT 角质

形成细胞不仅构成物理屏障，还在皮肤炎症和修

复过程中发挥关键作用，因此广泛应用于皮肤炎

症性疾病的研究［24］。研究表明，活化的 HaCaT 细

胞可分泌多种调节免疫反应的可溶性因子，包括

IL-1β、IL-6、单核细胞趋化蛋白 1 和 TNF-α 等［25-26］，

这些因子是皮肤炎症和损伤修复过程中的重要

介质。此外，临床研究表明，脂溢性皮炎和马拉

色菌毛囊炎患者炎症部位皮肤中的促炎性细胞

因子水平高于健康对照者［27］。利用 HaCaT 细胞

建立了糠秕马拉色菌诱导的炎症模型，本文资料

显示，Fr.2 处理能明显降低 HaCaT 细胞中炎症介

质 一 氧 化 氮 的 产 生 以 及 关 键 炎 症 因 子 IL-6 和

TNF-α 的释放，提示 Fr.2 能抑制角质形成细胞介

导的炎症反应。

除角质形成细胞外，皮脂腺功能异常及其分

泌产物在脂溢性皮炎的发病中也起重要作用。

油酸是皮脂的主要游离脂肪酸成分之一，是脂溢

性皮炎炎症反应的关键触发因素［28］。局部应用

油酸可在脂溢性皮炎患者中诱导比健康对照者

更明显的皮肤脱屑［29］。马拉色菌通过分泌脂肪

酶分解皮脂甘油三酯，导致游离脂肪酸（如油酸）

水平升高［30］。这种脂质微环境的改变不仅可能

影响马拉色菌的定植，更重要的是，积累的游离

脂肪酸可直接刺激皮肤炎症反应［31］。本文资料

采用人皮脂腺细胞 SZ95 模型，在亚油酸刺激下，

Fr.2 干预能明显抑制 SZ95 细胞脂质合成，提示

Fr.2 可能通过调节皮脂腺功能，减少刺激性游离

脂肪酸（如油酸）的产生，从而有助于改善脂溢性

皮炎中的脂质微环境异常。

UPLC-MS 与网络药理学联合分析表明，Fr.2
中共有 27 个化合物，主要为有机酸类和黄酮类。

其中，杨梅素、槲皮素、山柰酚、棕矢车菊素、对香

豆酸与脂溢性皮炎相关的 TNF、CXCL8、PTGS2、

STAT3、EGFR 蛋白靶点及 NF-κB 信号通路相互

作用程度较高。NF-κB 信号通路作为调控炎症应

答的核心转录调控通路之一，可调控 TNF-α、IL-6
等促炎性细胞因子的表达和释放，故推断 Fr.2 可

能通过抑制 NF-κB信号通路介导相关炎症因子的

表达，发挥抗炎作用。

综上，月季可通过破坏马拉色菌细胞壁、细

胞膜和生物膜的结构发挥抑菌作用，并表现出抗

脂溢性皮炎的潜力，其作用机制可能与抑制炎症

信号通路及减少脂质合成有关。本文资料展现

了月季活性部位在开发头皮护理洗剂、抗屑乳液

等功能性化妆品方面的潜力，后续研究将重点聚

焦于制剂成型工艺、稳定性考察及人体试用评

价，以推动其向实际应用转化。

本文附加文件见电子版。
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