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摘      要： 研究整合网络药理学与体外实验，探究神经酰胺脂质体与乳酸菌发酵溶胞产物协同改善皮肤敏

感的作用机制。通过 PubChem、PharmMapper及 GeneCards数据库获取靶点，经 Jvenn分

析确定340个交集靶点（核心为 SRC、MAPK1、PIK3R1），并开展 PPI网络、GO/KEGG

富集分析。体外实验表明，神经酰胺脂质体与乳酸菌发酵溶胞产物联用可调控 HaCaT细胞

中 SRC、MAPK1和 AKT1的 mRNA表达，显著增强紧密连接蛋白（Occludin、Claudin-1和

Claudin-4）表达，同时抑制 p-PI3K/AKT通路激活。该研究首次揭示二者协同抗皮肤敏感的分

子机制，为皮肤屏障修复策略开发提供依据。
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敏感性皮肤作为一种全球性高发皮肤亚健康状态（流

行病学研究显示发生率超过60%）[1]，其临床管理面临病理

机制不明与诊疗标准缺失的困境。现有共识表明，敏感性

皮肤是由内源性遗传易感、神经应激等要素与外源性紫外

辐射、理化刺激共同触发的临床综合征 [2]，主要表现为以

面部为主的灼痛、紧绷感等主观症状并伴发微红肿客观体

征 [3,	4]。值得注意的是，当前干预手段（如抗组胺药物）主

要针对症状暂时缓解，对皮肤屏障结构性缺陷的根源修复

缺乏有效方案，亟待开发基于病理机制的靶向干预策略。

乳酸菌发酵溶胞产物是乳酸乳球菌在特定条件下生

长，所获得的细胞被溶解后获得的，包括菌体及发酵过程

中合成的全部活性成分。这种可以产生乳酸的益生菌的溶

胞产物对表皮的生长速率及其屏障功能都有积极效果，

可以有效促进皮肤更新进程，通过影响表皮稳态关键因

子（如屏障相关蛋白、细胞连接蛋白）的合成，改善屏障

功能及细胞结合力，从而增进皮肤健康 [5,	6]。乳酸菌发酵

过程中会产生 L-乳酸，因此 L-乳酸被作为乳酸菌发酵

溶胞产物的标定活性成分。神经酰胺是以鞘氨醇为骨架的

一类鞘脂类化合物。磷脂是细胞膜的主要成分，角质层中

40% ～ 50%的皮脂由神经酰胺构成，是角质层重要组分之

一，能帮助皮肤锁水，提高皮肤自我修复能力 [7,	8]。由于神

经酰胺作为高熔点的油溶性物质非常难溶解，为了防止出

现结晶、絮凝和团聚等影响功效，利用特殊的包裹技术和

超高压设备，可将0.2	μm以上的乳化体变成200	nm的纳米

脂质体，形成类磷脂的双分子层，能有效地在细胞间隙形

成脂质屏障，防止水分流失并保持皮肤的湿润度。神经酰

胺提供了肌肤同源成分的支持和保护，而乳酸则促进了神

经酰胺的渗透和吸收。这种协同作用可以加强皮肤屏障功

能，提高皮肤保湿能力，同时促进细胞更新和胶原蛋白合

成，从而有效恢复皮肤症状。

网络药理学是大数据和人工智能时代药物系统性研究的

新兴前沿学科，强调从系统层次和生物网络的整体角度出发

来理解疾病，解析药物分子以及治疗对象之间的分子关联规

律，揭示药物分子的系统性药理机制，从而指导新药及化妆

品领域的研发。本研究基于网络药理学方法分析神经酰胺和

乳酸菌发酵溶胞产物改善皮肤敏感及脆弱过程中活性成分、

作用靶点及多种途径。通过体外实验论证两者在特定比例复

配物下的作用机制，为两种活性成分的协同效应提供机制解

析，更为功效护肤品精准开发奠定方法论基础。

1材料与方法

1.1网络药理学分析

1.1.1数据库及软件

Genecards数据库（https://www.genecards.org）、Metascape

数据库（https://metascape.org）、STRING	12.0数据库（https://
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string-db.org）、PharmMapper数据库（http://lilab-ecust.cn/

pharmmapper/index.html）

1.1.2神经酰胺脂质体和乳酸菌发酵溶胞产物指标的预测

通过 PubChem数据库下载活性成分的2D结构的 SDF

格式文件，导入 PharmMapper平台，获取神经酰胺和 L-

乳酸的可能对应的靶点。

1.1.3皮肤敏感及脆弱靶点预测

在 Genecards数据库中输入关键词“Fragile	skin” 或

“Skin	sensitivity”对皮肤敏感及脆弱相关靶点进行获取。将

神经酰胺脂质体和乳酸菌发酵溶胞产物预测的靶点与皮肤

敏感及脆弱相关靶点经 Jvenn在线工具获得交集靶点，即

神经酰胺脂质体和乳酸菌发酵溶胞产物协同改善皮肤敏感

及脆弱的潜在靶点。

1.1.4蛋白质相互作用网络构建

为分析靶蛋白之间的联系，将交集靶点导入 STRING

平台（https://string-db.org/） 构建神经酰胺脂质体和乳

酸菌发酵溶胞产物改善皮肤敏感及脆弱的蛋白相互作用

（protein-protein	interaction,	PPI）网络图。置信度设置为

大于0.9，其结果保存为 TSV格式。数据上传至 Cytoscape	

3.7.2软件可视化绘图，调用“Tools”中的“generate	style	

from	statistics”分析工具，依据 degree值调整颜色、大小筛

选核心靶点，构建 PPI图。

1.1.5	GO和 KEGG通路富集分析

为进一步分析交集靶点可能影响的生物信号通路，将

交集靶点导入 Metascape数据库，物种选择为 H.sapiens，

P	Value	Cutoff设置为0.01，其余保留默认设置，进行基因

本体（GO）功能和 KEGG通路富集分析。按照 P值升序结

果，对 GO功能分析中的生物过程、细胞成分、分子功能

均取前10个条目，KEGG通路富集结果选择前20个条目，

通过微生信网站（http://www.bioinformatics.com.cn/）制作

柱状图做可视化处理。

1.2 HaCaT细胞体外实验验证

1.2.1	细胞株、药物和试剂 

人永生化角质细胞 HaCaT细胞株购自中国科学院上

海细胞库；DMEM培养基（货号：MA0213）、青霉素 -

链霉素（货号：MA0110）、0.25%胰酶消化液含 EDTA

（货号：MA0233），大连美仑生物技术有限公司；组胺

（C5H9N3，货号：H99632），上海吉至生化科技有限公司；

神经酰胺脂质体（制备方法：将甘油、神经酰胺 NS（神

经酰胺2前体）、神经酰胺 NG（神经酰胺3前体）、胆甾

醇加热混合；随后将双丙甘醇与氢化卵磷脂预混后加入均

质；再混合剩余成分均质，过滤后检验灌装，成品含神经

酰胺3含量0.3%，神经酰胺2含量0.7%）、乳酸菌发酵溶

胞产物（实验室自制，L-乳酸＞7	mg/mL）；AKT抗体，

美国 Cell	Signaling	Technology公司，货号：4691；p-AKT

抗体，美国 Cell	Signaling	Technology公司，货号：4060；

PI3K抗 体， 美 国 Cell	Signaling	Technology公 司， 货 号：

3011；p-PI3K抗体，美国 Cell	Signaling	Technology公司，

货号：17366；HRP标记的山羊抗兔 IgG，上海碧云天生物

技术有限公司，货号：A0208；BCA蛋白浓度测定试剂盒

（货号：MA0082）、PAGE凝胶超快速制备试剂盒（货号：

MA0382），大连美仑生物技术有限公司；超敏 ECL化学

发光试剂盒（货号：P10300），新赛美生物科技有限公司。

1.2.2	仪器 

Synergy	H1型酶标仪， 美国 BioTek公司；371型 CO2

细胞培养箱，美国 Thermo	Fisher公司；CFX384	Touch型荧

光定量 PCR仪，美国 Bio-Rad公司。

1.2.3	细胞培养 

HaCaT细胞采用含1%青霉素 — 链霉素和10%胎牛血

清的 DMEM培养基，置于5%	CO2 37 ℃培养箱中培养。待

细胞密度达80%~90%时，用0.25%胰酶消化液含 EDTA消

化传代。

1.2.4	RT-qPCR检测相关 mRNA表达

取对数生长期的 HaCaT细胞，胰酶消化后离心重悬，

以每孔2×105 个细胞数量接种于6孔板中。待细胞贴壁后

分为对照组、模型组和各给药组，其中给药组的质量比为

3 ∶ 1、5 ∶ 1、8 ∶ 1的神经酰胺脂质体和乳酸菌发酵溶胞

产物的混合液。然后给药孵育1	h后，模型组和给药组均加

入40 μm的组胺干预72	h。TRIzol法提取细胞总 RNA，采

用逆转录试剂盒合成 cDNA，并进行实时荧光定量 PCR反

应。借助 PubMed	Primer	Blast设计引物，所有引物由上海

捷瑞生物工程有限公司合成，序列见表1。反应条件：95 

℃	5	min；95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，循环40次。根据 PCR中

DNA扩增超过荧光阈值时得到的循环数 Ct，以目的基因 /

内参基因的值做对比，得到目的基因的表达量。
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表1	PCR引物序列

基因名称 引物序列

GAPDH
上游 :	5’-GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG-3’

下游 :	5’-ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA-3’

SRC
上游 :	5’-CTGCTTTGGCGAGGTGTGGATG-3’

下游 :	5’-CCACAGCATACAACTGCACCAG-3’

MAPK1
上游 :	5’-ACACCAACCTCTCGTACATCGG-3’

下游 :	5’-TGGCAGTAGGTCTGGTGCTCAA-3’

AKT1
上游 :	5’-TGGACTACCTGCACTCGGAGAA-3’

下游 :	5’-GTGCCGCAAAAGGTCTTCATGG-3’

Occludin
上游 :	5’-ATGGCAAAGTGAATGACAAGCGG-3’

下游 :	5’-CTGTAACGAGGCTGCCTGAAGT-3’

Claudin-1
上游 :	5’-GTCTTTGACTCCTTGCTGAATCTG-3’

下游 :	5’-CACCTCATCGTCTTCCAAGCAC-3’

Claudin-4
上游 :	5’-AGTGCAAGGTGTACGACTCGCT-3’

下游 :	5’-CGCTTTCATCCTCCAGGCAGTT-3’

1.2.5	Western	Blot实验 

将对数生长期的 HaCaT细胞消化，细胞计数，按每

孔2×105个细胞的数量接种于6孔板中。接种12	h后分为对

照组、模型组和各给药组，其中给药组的质量比为3 ∶ 1、

5 ∶ 1、8 ∶ 1的神经酰胺脂质体和乳酸菌发酵溶胞产物的混

合液。然后给药孵育1	h后，模型组和给药组均加入40 μm

的组胺干预72	h。提取细胞总蛋白，进行 BCA蛋白定量。

制备蛋白样品，使用10%SDS-PAGE凝胶进行蛋白质分离，

转膜后使用快速封闭液封闭10~15	min，并与特异性一抗

p-PI3K（1 ∶ 1000）、PI3K（1 ∶ 1000）、AKT（1 ∶ 1000）

及 GAPDH（1 ∶ 10000）抗体4 ℃过夜孵育。TBST洗涤条

带，加入二抗室温孵育40	min，洗膜4次后使用增强化学发

光（ECL）检测显影。使用 GAPDH为内参。

1.2.6	统计学处理方法

所有统计结果数据可视化及绘制图片均在 GraphPad	

Prism	8.0中完成， 计量资料结果以均数 ±标准差（ x
±s） 表示。通过 t检验和 one-way	ANOVA	进行差异分

析。P	<	0.05为差异有统计学意义。

2. 结果与讨论

2.1 网络药理学分析

2.1.1	神经酰胺脂质体和乳酸菌发酵溶胞产物预测指标

通过 PharmMapper数据库神经酰胺和 L-乳酸分别获

得了285个靶点和145个靶点。

2.1.2	皮肤敏感、脆弱靶点和二者交集靶点

从 Genecards数据库获得皮肤敏感及脆弱共14703个靶

点，在 Jvenn中神经酰胺脂质体和乳酸菌发酵溶胞产物靶

点与皮肤敏感及脆弱靶点取交集，得到340个交集靶点，

见图1。

图1 乳酸菌发酵溶胞物（L-乳酸）及神经酰胺活性成分靶点与皮

肤敏感 /脆弱相关靶点的韦恩图

2.1.3	PPI网络分析

在 STRING数据库中上传340个交集靶点，将置信度

>0.9的数据结果导入到 Cytoscape	3.7.2软件中进行 PPI网

络图的可视化，见图2。该网络图共有264个节点和854条

边，依据 Degree值设定节点大小和颜色的深浅，圆形直径

越大表明该节点蛋白在网络中的关联度就越高，颜色也越

深。节点度值前5的是 SRC、PIK3R1、MAPK1、AKT1、

HSP90AA1，详细信息见表2。以上核心靶点在整个网络中

影响能力大，受其他靶点的影响小，在改善皮肤敏感及脆

弱中发挥重要的作用。

图2 乳酸菌发酵溶胞物（L-乳酸）及神经酰胺改善皮肤敏感 /脆弱

潜在靶点的 PPI网络图

表2 神经酰胺脂质体和乳酸菌发酵溶胞产物改善皮肤敏感及脆弱核

心靶点表

编号 Uniprot	ID 核心靶点 靶点名称 度值

1 P12931 SRC
Proto-oncogene	tyrosine-protein	

kinase	Src
46

2 P27986 PIK3R1
Phosphatidylinositol	3-kinase	

regulatory	subunit	alpha
45

3 P28482 MAPK1 Mitogen-activated	protein	kinase	1 42

4 P31749 AKT1
RAC-alpha	serine/threonine-

protein	kinase
37

5 P07900 HSP90AA1 Heat	shock	protein	HSP	90-alpha 36
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2.1.4	GO和 KEGG富集分析

本部分对340个交集靶点利用 Metascape在线数据库

进行分析，旨在揭示神经酰胺脂质体和乳酸菌发酵溶胞

产物改善皮肤敏感及脆弱的可能作用机制。根据 P值小于

0.01得到生物过程247个条目，细胞组分72个条目，分子

功能104个条目。生物过程主要集中于激素反应（response	

to	hormone）、 含核碱的小分子代谢过程（nucleobase-

containing	small	molecule	metabolic	process）、蛋白质磷酸

化（protein	phosphorylation）等方面；细胞组成主要包括

囊泡腔（vesicle	lumen）、 膜筏（membrane	raft）、 液泡

腔（vacuolar	lumen）等部位；分子功能主要涉及磷酸转移

酶活性（phosphotransferase	activity）、核受体活性（nuclear	

receptor	activity）、羧酸结合（carboxylic	acid	binding）等方

面，见图3。KEGG富集结果表明，交集靶点涉及到154条

信号通路（P	<	0.01），根据 P值选取前20个条目进行可视

化分析。从图看出与皮肤敏感及脆弱相关的有 PI3K-AKT信

号通路（PI3K-AKT	signaling	pathway）、黏接结（Adherens	

junction）、Th17细胞分化（Th17	cell	differentiation）等等，

见图4。磷脂酰肌醇3-激酶（PI3K）是参与脂质信号转导

途径的细胞内激酶 [9]，AKT是一种丝氨酸 /苏氨酸激酶，参

与 PI3K下游关键蛋白 [10]。据报道，牛皮癣皮肤损伤的角质

形成细胞中 PI3K和 AKT蛋白水平表达明显高于正常皮肤细

胞 [11]。Jeon等研究表明抑制 PI3K/AKT信号通路可以有效减

轻皮肤炎症反应 [12]。此外，PI3K/AKT信号与表皮中角质形

成细胞的增殖和分化密切相关 [13]。

图3	GO富集分析

图4	KEGG通路分析

2.2 体外 HaCaT细胞验证

2.2.1	乳酸菌发酵溶胞产物、神经酰胺脂质体对组胺诱导的

HaCaT细胞中 PPI网络核心靶点的影响

PCR结果显示，与对照组相比，模型组的核心靶点

（SRC、MAPK1）表达量显著降低（P	<	0.05）。HaCaT细

胞在神经酰胺脂质体与乳酸菌发酵溶胞产物3 ∶ 1的质量

比下，SRC和 MAPK1的 mRNA的相对表达量与模型组

相比没有显著性差异。当质量比加到5 ∶ 1和8 ∶ 1时，

SRC、MAPK1	mRNA的相对表达量与模型组相比显著增加

（P	<	0.05）。然而，AKT1靶点在模型组中相对正常组表达

量更高的，当 HaCaT细胞受到质量比8 ∶ 1刺激时，AKT1	

mRNA的相对表达量与模型组相比显著降低（P	<	0.05）。

通过实验结果可以看出，神经酰胺脂质体与乳酸菌发酵溶

胞产物在皮肤敏感中扮演重要角色，并通过影响特定基因

的表达水平来调节皮肤反应。SRC是细胞蛋白酪氨酸激酶

中的膜相关 Src家族激酶之一，过表达能促进人角质形成

细胞迁移影响到皮肤伤口的愈合 [14]。AKT1是一个重要的

细胞增殖和存活相关的激酶，神经酰胺脂质体和乳酸菌发

酵溶胞产物可能调节 AKT1的活性影响皮肤细胞的生长和

存活能力，帮助改善皮肤脆弱症状。AKT活性在角质形成

细胞分化过程中增加，归因于 AKT1的特异性激活，此激

活可能参与调节角质形成细胞的增殖、分化和存活 [15]。

MAPK1是丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）通路中的一个

重要成员，参与调节细胞应激反应和炎症反应。通过影响

MAPK1的活性，神经酰胺脂质体和乳酸菌发酵溶胞产物可

能调控皮肤细胞的炎症状态，减轻皮肤敏感症状。该研究

表明在神经酰胺脂质体与乳酸菌发酵溶胞产物的刺激下，

皮肤细胞中 SRC和 MAPK1基因表达受到显著调控，而

AKT1基因表达则呈现相反的趋势。这些结果为深入理解

皮肤敏感的分子机制提供了重要线索。

图5 各组 SRC、MAPK1和 AKT1	mRNA的表达水平

2.2.2	乳酸菌发酵溶胞产物、神经酰胺脂质体对组胺诱导的

HaCaT细胞中紧密连接蛋白 mRNA表达水平的影响

在人角质形成细胞中，紧密连接蛋白可以通过与其他

细胞连接蛋白和细胞骨架蛋白相互作用，参与调节细胞内
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外信号传导的平衡，以及细胞极性的维护。由图6实验结果

显示，与对照组相比，模型组的紧密连接蛋白（Occludin、

Claudin-1、Claudin-4）表达量显著降低（P	<	0.05）；与模型

组比较，不同质量比给药组皆可显著增加Occludin的表达量

且呈剂量依赖性。当神经酰胺脂质体与乳酸菌发酵溶胞产物

在8 ∶ 1的质量比下时，Claudin-1和 Claudin-4相比模型组的

mRNA表达水平显著增加（P	<	0.05）。表明乳酸菌发酵溶胞

产物、神经酰胺脂质体在达到一定质量比时能增强细胞中紧

密连接蛋白（Occludin、Claudin-1、Claudin-4）的表达，具

有修复皮肤黏膜屏障功能。

图6 各组细胞中 Occludin、Claudin-1、Claudin-4	mRNA的表达水平

2.2.3	乳酸菌发酵溶胞产物、神经酰胺脂质体对组胺诱导的

HaCaT细胞中 PI3K-AKT通路

通过 Western	blot方法检测 PI3K-AKT信号通路蛋白

表达情况。图7结果显示，与对照组相比，模型组 HaCaT

细胞中 p-PI3K、AKT蛋白表达明显升高（P	<	0.05），与

模型组相比，不同比例下的神经酰胺脂质体与乳酸菌发酵

溶胞产物作用后，p-PI3K、AKT蛋白表达明显降低（P	<	

0.05）。提示神经酰胺脂质体与乳酸菌发酵溶胞产物的混

合物通过抑制 PI3K-AKT通路发挥治疗作用。通过抑制

PI3K-AKT信号通路，该复合物能够有效减轻组胺诱导的

细胞炎症反应，从而使细胞对炎症刺激的反应更加稳定，

并表现出良好的炎症抑制效应。这表明复配物具有潜力作

为改善炎症性皮肤的候选物质。Cheng等研究发现外部环境

刺激皮肤细胞会造成氧化损伤，且证明 PI3K-AKT通路及

PIK3R1基因在皮肤修复中发挥重要作用 [16]。因此，神经

酰胺脂质体和乳酸菌发酵溶胞产物通过作用于这些关键靶

点，有望实现多靶点、多通路的协同效应，从而改善皮肤

敏感和脆弱症状，为皮肤健康提供全方位的支持和保护。

图7 不同比例下的神经酰胺脂质体与乳酸菌发酵溶胞产物对组胺诱

导的 HaCaT细胞中 PI3K-AKT信号通路

3. 结论与展望

皮肤敏感，从医学角度来看，通常不被视为一种皮肤

疾病，而是指皮肤对多种因素产生主观感觉症状，表现为

皮肤反应性高、耐受性差，甚至容易过敏 [17]。敏感皮肤

在日常生活状态下，没有明显的皮肤损伤或皮肤疾病的症

状，其主要特点是干燥、紧绷和发红。当皮肤受到略微刺

激时，可能会产生瘙痒、脱屑，甚至感到灼热和刺痛等不

适感。敏感性皮肤的产生和机制复杂多变，暂无特效治疗

的方法 [18]。

本研究通过多维度机制解析证实：神经酰胺脂质

体与乳酸菌发酵溶胞产物可通过调节 SRC、PIK3R1、

MAPK1、AKT1等枢纽蛋白，协同调控 PI3K-AKT信号通

路及黏附连接通路（Adherens	junction），改善敏感皮肤的

特征性反应。体外实验进一步验证，在组胺刺激的 HaCaT

细胞模型中，二者协同作用，可以降低 PI3K/AKT通路关

键蛋白表达，重建紧密连接蛋白网络，有效修复皮肤屏障

功能。这为敏感性皮肤的多靶点干预提供了新策略。

在未来研究将着重解析以下关键层面：深入探索

PIK3R1等核心靶点的上下游调控网络，明确其与 PI3K/

AKT信号通路的级联响应机制；系统解析非 PI3K/AKT通

路（如 MAPK通路）的潜在贡献权重，完善多通路互作的

理论框架；后续将开展组合制剂在敏感皮肤人群的功效动

态验证，构建功效指标与皮肤生物标志物的关联模型，为

神经酰胺脂质体 -乳酸菌发酵溶胞产物协同体系在化妆品

原料开发中的应用提供科学依据。
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Prediction and Validation Study of the Synergistic Anti-skin Sensitivity Molecular 
Mechanism of Ceramide Liposomes and Lactic Acid Bacteria Fermentation Lysate 

in a Pharmaceutical Context
Liu Chang-jie, Gong Xue*

(SIMPLY THIS Skin Ecology Research Institute, Shili (Shanghai) Biotechnology Co., Ltd., Shanghai, 201100)

A b s t r a c t  :  � This study integrated network pharmacology and in vitro experiments to investigate the synergistic 
mechanism of ceramide liposomes and lactobacillus-fermented lysate in ameliorating skin sensitivity. 
Targets for ceramide/lactic acid and skin-sensitivity-related targets were retrieved from the PubChem, 
PharmMapper, and GeneCards databases. Jvenn analysis identified 340 overlapping targets (core targets: 
SRC, MAPK1, PIK3R1), followed by protein-protein interaction (PPI) network construction and Gene 
Ontology (GO)/Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway enrichment analyses. In 
vitro experiments demonstrated that the combined application of ceramide liposomes and lactobacillus-
fermented lysate regulated the mRNA expression of SRC, MAPK1, and AKT1 in HaCaT cells, significantly 
enhanced the expression of tight junction proteins (Occludin, Claudin-1, and Claudin-4), and concurrently 
inhibited the activation of the p-PI3K/AKT pathway. This study is the first to reveal the molecular 
mechanism underlying the synergistic anti-skin sensitivity effects of these two components, providing a 
foundation for developing novel skin barrier repair strategies.

Keywords :   � skin sensitivity; ceramide; lactic acid bacteria fermentation lysate; network pharmacology; 
experimental validation
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