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芍药苷对增殖性瘢痕成纤维细胞增殖
抑制作用及机制研究
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（河南大学附属淮河医院整形外科，河南 开封　 ４７５００１）

　 　 【摘要】 　 目的　 探索芍药苷对增殖性瘢痕（ＨＳ）成纤维细胞增殖抑制作用及机制研究。 方法　 ０（对照组），
２００，４００，８００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的芍药苷作用 ＨＳ 成纤维细胞 ２４、４８、７２ ｈ 后，ＭＴＴ 法检测细胞活力，Ｈｏｅｃｈｓｔ 染色法检测细胞

凋亡，流式细胞术检测细胞周期，酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测细胞Ⅰ型胶原（ＣＯＬ Ⅰ）和Ⅲ型胶原（ＣＯＬ Ⅲ）含
量，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测转化生长因子⁃β（ＴＧＦ⁃β） ／ Ｓｍａｄ 信号通路相关蛋白及基质金属蛋白酶 １（ＭＭＰ１）、ＭＭＰ１３ 表

达。 结果　 ２００，４００，８００ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷能显著降低 ＨＳ 成纤维细胞活力（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），使细胞核发白，皱染，使细胞

周期阻滞在 Ｇ１ 期（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），能显著降低细胞中 ＣＯＬⅠ、ＣＯＬⅢ含量（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），下调 ＭＭＰ１、ＭＭＰ１３、ＴＧＦ⁃β１、ｐ⁃
Ｓｍａｄ２ 及 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ 表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 芍药苷能明显抑制 ＨＳ 成纤维细胞增殖及胶原合成，可能是通过抑制

ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路实现的。
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ＩＩＩ） ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ （ ＥＬＩＳＡ）． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β
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ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 ２００， ４００， ８００ μｍｏｌ ／ Ｌ ｏｆ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＳ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＭＭＰ１， ＭＭＰ１３， ＴＧＦ⁃β１， ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ａｎｄ ｐ⁃Ｓｍａｄ３ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）．
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　 　 增生性瘢痕（ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｉｃ ｓｃａｒ，ＨＳ）是皮肤严重

创伤、烧伤或者感染后，创面异常修复的必然结果，
临床主要表现为创面皮肤增厚，高于正常皮肤，瘢
痕挛缩并有瘙痒感，甚至影响患者外观，引起关节

功能障碍，给患者造成巨大心理负担［１］。 目前研究

认为 ＨＳ 的发生机制是皮肤受损后，成纤维细胞被

激活后大量增殖，进而促进细胞外基质胶原的大量

合成及过度沉积［２， ３］。 ＴＧＦ⁃β１ 是一种具有多种功

能的细胞因子，在创伤愈合过程中起着重要作用，
不仅能够调控促进成纤维细胞增殖，凋亡及迁移，
还能够促进成纤维细胞大量合成胶原，抑制细胞外

基质蛋白酶（ＭＭＰｓ）的分泌及胶原的降解［４］。 芍药

苷是传统中药芍药的干燥根提取物，研究表明芍药

苷能够通过抑制 ＴＧＦ⁃β１ 的表达及分泌，进而抑制

胶原及细胞外基质的合成，从而抑制大鼠、小鼠肝、
肾及肺纤维化［５ － ７］。 进而提示芍药苷可能通过

ＴＧＦ⁃β１ 信号通路抑制 ＨＳ 的发生发展，成为 ＨＳ 的

有效治疗药物，但相关报道较少，因此本研究将对

此展开探讨。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 增生性瘢痕成纤维细胞的制备

本研究所需要的增生性瘢痕组织块由某整形

科提供。 所有研究对象均征得患者或者其家属同

意并签署知情同意书，并由我院的伦理委员会通

过。 在无菌条件下用眼科剪剪去附着于组织块上

的脂肪组织及表皮，接着用含有 １００ μｇ ／ ｍＬ 的青霉

素及链霉素的 ＰＢＳ 洗涤组织块 ３ 次，接着用眼科剪

继续将组织块剪成 １ ｍｍ３ 左右的组织块，后将组织

块平铺于 ２５ ｃｍ２ 的培养瓶中，加入含有 １５％胎牛血

清的 ＤＭＥＭ 培养基，于 ３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培

养，在第 ３ 天用 ＰＢＳ 将浮在培养基中的组织块洗

去，并加入少量新鲜培养基，同时观察组织块中细

胞游离出来的的情况，当培养瓶中细胞密度达到

８０％的时候，用 ０􀆰 ２５％的胰蛋白酶消化细胞，以 １∶ ２
的比例进行传代，取第 ３ ～ ５ 代细胞用于后续实验

研究［８， ９］。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

芍药苷购自中国食品药品检定研究院；四甲基

偶氮唑盐（ＭＴＴ），ＤＭＥＭ 培养基，胎牛血清，Ⅱ型胶

原酶均购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；胰蛋白酶，细胞周期检

测试剂盒，Ｈｏｅｃｈｓｔ 染色试剂盒均南京凯基生物技术

有限公司；ＣＯＬⅠ、ＣＯＬ Ⅲ酶联免疫吸附试剂盒均购

自武汉博士德生物技术有限公司；兔抗人 ＴＧＦ⁃β１、
Ｓｍａ２、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３、 ＭＭＰ１、 ＭＭＰ１３、
ＧＡＰＤＨ 多克隆抗体均购自美国 Ａｂｃａｍ 公司。

ＭＫ３ 酶 标 仪 购 自 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ 公 司；
ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ 流式细胞仪购自美国 ＢＤ 公司；ＴＳ１００
倒置荧光显微镜购自日本 Ｎｉｋｏｎ 公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 ＭＴＴ 法检测 ＨＳ 成纤维细胞活力

将 ６ × １０３ 个 ＨＳ 成纤维细胞接种到 ９６ 孔板，
培养 ２４ ｈ 后，０（对照组）、２００、４００、８００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的芍

药苷作用 ＨＳ 成纤维细胞 ２４、４８、７２ ｈ 后，每孔加入

终浓度为 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＭＴＴ 并孵育 ４ ｈ 后，弃上清

液，再另外每孔加入 １５０ μＬ 的二甲基亚砜，振荡使

结晶物溶解，于酶标仪波长 ５６０ ｎｍ 处测 Ａ５６０ 值。
１􀆰 ３􀆰 ２　 Ｈｏｅｃｈｓｔ 染色检测 ＨＳ 成纤维细胞形态

将 ９ × １０３ 个 ＨＳ 成纤维细胞接种到 ６ 孔板，培
养 ２４ ｈ 后，０（对照组）、２００、４００、８００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的芍药

苷作用 ＨＳ 成纤维细胞 ４８ ｈ，ＰＢＳ 洗涤，加入 ４％ 多

聚甲醛固定 １０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤，加入终浓度为 １０ μｇ ／
ｍＬ 的 Ｈｏｅｃｈｓｔ 染色液，染色 ５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤后，于荧

光显微镜下观察并拍照，凋亡的细胞荧光更强，细
胞核发白，呈现皱染。
１􀆰 ３􀆰 ３　 流式细胞术检测 ＨＳ 成纤维细胞周期

将 ９ × １０３ 个 ＨＳ 成纤维细胞接种到 ６ 孔板，０
（对照组）、２００、４００、８００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的芍药苷作用 ＨＳ
成纤维细胞 ４８ ｈ 后，每组收集 １ × １０５ 个 ／ ｍＬ 细

胞，再加入 ５ μＬ 终浓度为 １０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＲＮａｓｅ，吹打

混匀后，３７℃孵育 １ ｈ，继续加入 ＰＩ 染液，吹打混匀

并于室温避光孵育 ３０ ｍｉｎ，１ ｈ 内在流式细胞仪进行

细胞周期检测分析。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＨＳ 成纤维细胞中 ＣＯＬⅠ、
ＣＯＬⅢ含量

将 ８ × １０３ 个 ＨＳ 成纤维细胞接种到 ６ 孔板，０
（对照组）、２００、４００、８００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的芍药苷作用 ＨＳ
成纤维细胞 ４８ ｈ 后，利用 ０􀆰 ２５％胰蛋白酶消化并收

集细胞，接着分别按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书检测细

胞中 ＣＯＬⅠ、ＣＯＬ Ⅲ含量。
１􀆰 ３􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＳ 成纤维细胞中 ＴＧＦ⁃β ／
Ｓｍａｄ 信号通路相关蛋白及ＭＭＰ１、ＭＭＰ１３ 蛋白的表达

９３中国比较医学杂志 ２０１７ 年 １１ 月第 ２７ 卷第 １１ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． １１



将 ９ × １０３ 个 ＨＳ 成纤维细胞接种到 ６ 孔板，０
（对照组）、２００、４００、８００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的芍药苷作用 ＨＳ
成纤维细胞 ４８ ｈ 后，在 ４℃条件下刮下 ６ 孔板中细

胞，离心并收集细胞，加入细胞裂解液，裂解 ３０ ｍｉｎ，
离心收集上清液即是总蛋白。 接着采用 ＢＣＡ 试剂

盒测定蛋白浓度。 制作浓缩胶及分离胶，并水封静

置 ３０ ｍｉｎ。 蛋白样品上样，进行十二烷基苯磺酸钠

凝胶电泳 １ ～ ２ ｈ，后湿法转膜 ３０ ～ ５０ ｍｉｎ。 ５％脱脂

奶粉封闭 １ ｈ，一抗溶液（兔抗人 ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａ２、ｐ⁃
Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３、ｐ⁃Ｓｍａｄ３、ＭＭＰ１、ＭＭＰ１３、ＧＡＰＤＨ 多

克隆抗体，稀释度为 １ ∶ １００）孵育，４℃过夜；二抗溶

液室温孵育 １ ～ ２ ｈ。 于凝胶成像系统中曝光。
１􀆰 ４　 统计学方法

所有数据采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件进行统计分析，
以平均数 ±标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，用 ｔ 检验检测组间

差异性，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 芍药苷对 ＨＳ 成纤维细胞活力的影响

如表 １ 所示，０（对照组）、２００、４００、８００ μｍｏｌ ／ Ｌ
的芍药苷作用 ＨＳ 成纤维细胞 ２４、４８、７２ ｈ 后，经

ＭＴＴ 实验发现，随着给药浓度的增加，细胞活力逐

渐降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ２　 芍药苷对 ＨＳ 成纤维细胞凋亡的影响

如图 １ 所示，０（对照组）、２００、４００、８００ μｍｏｌ ／ Ｌ
的芍药苷作用 ＨＳ 成纤维细胞 ４８ ｈ 后，与对照组细

胞凋亡率（３􀆰 ２５ ± ０􀆰 ３２）％比较，２００、４００、８００ μｍｏｌ ／
Ｌ 芍药苷组细胞凋亡率分别为（１３􀆰 ４７ ± １􀆰 ３５）％ 、
（２６􀆰 ６９ ± ２􀆰 ６７）％ 、（３９􀆰 ３６ ± ４􀆰 ００）％ ，说明芍药苷

能使细胞核皱缩，浓染，细胞凋亡显著。
２􀆰 ３　 芍药苷对 ＨＳ 成纤维细胞周期的影响

如表 ２ 所示，０（对照组）、２００、４００、８００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的

芍药苷作用 ＨＳ 成纤维细胞 ４８ ｈ 后，经流式细胞实验

发现，与对照组比较，２００、４００、８００ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷能

使 ＨＳ 成纤维细胞周期阻滞在 Ｇ 期（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ４　 芍药苷对 ＨＳ 成纤维细胞中 ＣＯＬⅠ、ＣＯＬⅢ
含量的影响

如表 ３ 所示，０（对照组）、２００、４００、８００ μｍｏｌ ／ Ｌ
的芍药苷作用 ＨＳ 成纤维细胞 ４８ ｈ 后，经 ＥＬＩＳＡ 实

验发现，与对照组比较，２００、４００、８００ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药

苷能降低 ＨＳ 成纤维细胞中 ＣＯＬⅠ、ＣＯＬ Ⅲ含量（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１），且呈剂量依赖关系。

表 １　 芍药苷对 ＨＳ 成纤维细胞活力的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｔａｂ． １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＨＳ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５４３ ± ０􀆰 ０５０ ０􀆰 ６４５ ± ０􀆰 ０６１ ０􀆰 ７３２ ± ０􀆰 ０７１

２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷组
２００ μｍｏｌ ／ Ｌ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ４７３ ± ０􀆰 ０４３∗∗ ０􀆰 ５３２ ± ０􀆰 ０５３∗∗ ０􀆰 ５６２ ± ０􀆰 ０５８∗∗

４００ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷组
４００ μｍｏｌ ／ Ｌ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ４０８ ± ０􀆰 ０４１∗∗ ０􀆰 ４５１ ± ０􀆰 ０５２∗∗ ０􀆰 ４６４ ± ０􀆰 ０４２∗∗

８００ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷组
８００ μｍｏｌ ／ Ｌ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３３４ ± ０􀆰 ０３０∗∗ ０􀆰 ３６４ ± ０􀆰 ０３６∗∗ ０􀆰 ３６８ ± ０􀆰 ０１６∗∗

注：与对照组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

表 ２　 芍药苷对 ＨＳ 成纤维细胞周期的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｔａｂ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｏｎ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ＨＳ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

Ｇ１ 期 ／ ％
Ｇ１ ｐｈａｓｅ

Ｓ 期 ／ ％
Ｓ ｐｈａｓｅ

Ｇ２ 期 ／ ％
Ｇ２ ｐｈａｓｅ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ４１􀆰 ５３ ± ４􀆰 １５ ２３􀆰 ４８ ± ２􀆰 ２４ ３５􀆰 ９９ ± ３􀆰 ６０

２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷组
２００ μｍｏｌ ／ Ｌ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｇｒｏｕｐ ４８􀆰 １８ ± ４􀆰 ８２∗∗ １９􀆰 ４２ ± ２􀆰 ２０∗∗ ３３􀆰 ４０ ± ３􀆰 ３４∗∗

４００ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷组
４００ μｍｏｌ ／ Ｌ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｇｒｏｕｐ ５５􀆰 ６９ ± ５􀆰 ５７∗∗ １８􀆰 ３８ ± １􀆰 ８３∗∗ ２５􀆰 ９３ ± ２􀆰 ５９∗∗

８００ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷组
８００ μｍｏｌ ／ Ｌ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｇｒｏｕｐ ６７􀆰 ８６ ± ６􀆰 ７９∗∗ １４􀆰 ６５ ± １􀆰 ４５∗∗ １７􀆰 ４９ ± １􀆰 ７５∗∗

注：与对照组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．
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表 ３　 芍药苷对 ＨＳ 成纤维细胞中 ＣＯＬⅠ、ＣＯＬ Ⅲ含量的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｔａｂ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＯＬ Ｉ ａｎｄ ＣＯＬ ＩＩＩ ｉｎ ＨＳ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ＣＯＬ Ｉ 含量 ／ ｎｇ ／ ｍＬ
ＣＯＬ Ｉ ｌｅｖｅｌ

ＣＯＬ ＩＩＩ 含量 ／ ｎｇ ／ ｍＬ
ＣＯＬ ＩＩＩ ｌｅｖｅｌ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ２１３􀆰 ４７ ± ２􀆰 ２３ ２５􀆰 ７０ ± ０􀆰 ５８

２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷组
２００ μｍｏｌ ／ Ｌ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｇｒｏｕｐ １８２􀆰 ４５ ± １􀆰 ６５∗∗ １９􀆰 ８９ ± １􀆰 ０８∗∗

４００ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷组
４００ μｍｏｌ ／ Ｌ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｇｒｏｕｐ １４３􀆰 ２２ ± １􀆰 ４３∗∗ １４􀆰 ５１ ± ０􀆰 ５３∗∗

８００ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷组
８００ μｍｏｌ ／ Ｌ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｇｒｏｕｐ １２８􀆰 ７１ ± １􀆰 ２９∗∗ ８􀆰 ７４ ± ０􀆰 ８２∗∗

注：与对照组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

注：Ａ：对照组；Ｂ：２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷组；Ｃ：４００ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷组；Ｄ：８００ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷组。

图 １　 芍药苷对 ＨＳ 成纤维细胞凋亡的影响（ × ２００）
Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｇｒｏｕｐ； Ｃ： ４００ μｍｏｌ ／ Ｌ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｇｒｏｕｐ； Ｄ： ８００ μｍｏｌ ／ Ｌ

ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｏｎ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＨＳ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

２􀆰 ５　 芍药苷对 ＨＳ 成纤维细胞中 ＭＭＰｓ 含量的

影响

如图 ２ 所示，０（对照组）、２００、４００、８００ μｍｏｌ ／ Ｌ
的芍药苷作用 ＨＳ 成纤维细胞 ４８ ｈ 后，经 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 实验发现，与对照组比较，２００、４００、８００ μｍｏｌ ／ Ｌ
芍药苷能降低 ＨＳ 成纤维细胞中 ＭＭＰ１ 及 ＭＭＰ１３
表达量（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），且呈剂量依赖关系。
２􀆰 ６　 芍药苷对 ＨＳ 成纤维细胞中 ＴＧＦ⁃β／ Ｓｍａｄ 信

号通路相关蛋白表达的影响

如图 ２ 所示，０（对照组）、２００、４００、８００ μｍｏｌ ／ Ｌ
的芍药苷作用 ＨＳ 成纤维细胞 ４８ ｈ 后，经 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 实验发现，与对照组比较，２００、４００、８００ μｍｏｌ ／ Ｌ
芍药苷能降低 ＨＳ 成纤维细胞中 ＴＧＦ⁃β１、ｐ⁃Ｓｍａｄ２
及 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ 表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），且呈剂量依赖关系。

３　 讨论

ＴＧＦ⁃β 包括 ＴＧＦ⁃β１、ＴＧＦ⁃β２ 及 ＴＧＦ⁃β３，是创

伤愈合过程中重要的细胞因子，其中 ＴＧＦ⁃β１ 研究

最为广泛。 Ｓｍａｄ 蛋白是 ＴＧＦ⁃β 受体作用的唯一信

使分子，包括受体型（Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ５ 等）、辅

助型（Ｓｍａｄ４）及抑制型（Ｓｍａｄ６ 和 Ｓｍａｄ７）。 ＴＧＦ⁃β
将外界信号传递给 Ｓｍａｄ２ ／ ３，使 Ｓｍａｄ２ ／ Ｓｍａｄ３ 磷酸

化，接着与 Ｓｍａｄ４ 结合进入细胞核中调控靶基因的

转录。 而 Ｓｍａｄ６ ／ ７ 可以竞争性结合 ＴＧＦ⁃β 受体抑

制 Ｓｍａｄ２ ／ Ｓｍａｄ３ 的磷酸化。 研究表明烧伤患者在

康复以后常常出现瘢痕组织的增生，而且患者此时

瘢痕组织中 ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３ 的表达量显著高

于正常人［１０］。 而且临床试验证实抗 ＴＧＦ⁃β 抗体对

糖尿病肾纤维化作用显著，且副作用小［１１］。 另外

Ｗａｎｇ 等［１２］研究证实 ＴＧＦ⁃β 多肽拮抗剂能显著的

减轻 ＨＳ 成纤维细胞表型。 这些研究研究说明通过

拮抗 ＴＧＦ⁃β 信号通路对 ＨＳ 的治疗具有显著的理论

指导意义。
芍药属于毛莨科植物，具有止挛，活血化瘀等

功效，被广泛应用于类风湿关节炎、神经退行性疾

病、自身能免疫性疾病、心脑血管疾病等疾病的治

疗中［１３］。 芍药苷是芍药主要的单体活性成分，具有

抗炎镇痛、抗菌、抗氧化、抗肿瘤、抗抑郁等作用［１４］。
近些年研究还发现芍药苷具有抗纤维化作用，如胡

宗涛等［５］研究表明芍药苷能下调 ＴＧＦ⁃β１、ｐ⁃Ｓｍａｄ３、

１４中国比较医学杂志 ２０１７ 年 １１ 月第 ２７ 卷第 １１ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． １１



注：Ａ：对照组；Ｂ：２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷组；Ｃ：４００ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷

组；Ｄ：８００ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷组。 与对照组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ２　 芍药苷对 ＨＳ 成纤维细胞中 ＭＭＰｓ 表达量的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｇｒｏｕｐ； Ｃ： ４００

μｍｏｌ ／ Ｌ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｇｒｏｕｐ； Ｄ： ８００ μｍｏｌ ／ Ｌ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｇｒｏｕｐ．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＭＰｓ ｉｎ ＨＳ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

ｐ⁃Ｓｍａｄ４ 及 ｐ⁃Ｓｍａｄ７ 表达抑制大鼠放射性肝纤维

化。 Ｚｅｎｇ 等［６］研究证实芍药苷能够减轻肾间质纤

维化模型小鼠的肺组织及肾间质纤维化作用，与通

过下调 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ 及 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ 表达有关。 Ｊｉ 等［７］研究

证实芍药苷能通过 Ｓｍａｄ 通路抑制 ＴＧＦ⁃β 诱导的

Ａ５４９ 细胞的纤维化。 从而提示芍药苷可能能够通

过调控 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 信号通路相关蛋白表达抑制

ＨＳ 成纤维细胞的增殖与胶原沉积。
因此本研究首先参考相关文献并根据预实

验［１４］，采用 ０、２００、４００、８００ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷作用 ＨＳ
成纤维细胞 ２４、４８、７２ ｈ，ＭＴＴ 结果表明 ２００、４００、
８００ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷能显著降低细胞活力，并呈时间

及剂量依赖关系。 接着 Ｈｏｅｃｈｓｔ 染色法进一步证实

２００、４００、８００ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷能使 ＨＳ 细胞核发白，
皱染，说明细胞凋亡显著。 然后利用流式细胞术检

测芍药苷对 ＨＳ 细胞周期的影响，结果表明 ２００、
４００、８００ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷能使细胞周期阻滞于 Ｇ１
期，从而说明芍药苷能使细胞复制阻断于 ＤＮＡ 复制

注：Ａ：对照组；Ｂ：２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷组；Ｃ：４００ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷

组；Ｄ：８００ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷组。 与对照组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ３　 芍药苷对 ＨＳ 成纤维细胞中 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ
信号通路相关蛋白表达的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｇｒｏｕｐ； Ｃ： ４００

μｍｏｌ ／ Ｌ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｇｒｏｕｐ； Ｄ： ８００ μｍｏｌ ／ Ｌ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｇｒｏｕｐ．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＧＦ⁃β／
Ｓｍａｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＨＳ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

前期，继而诱导细胞凋亡，最终抑制细胞凋亡。
细胞外基质的胶原不断合成及沉积是 ＨＳ 形成

的重要原因之一，是源自于细胞外细胞降解酶的分

泌不足所致的［２， ３］。 细胞外基质主要成分是Ⅰ型胶

原（ＣｏｌⅠ）和Ⅲ型胶原（Ｃｏｌ Ⅲ），这些胶原在 ＨＳ 形

成过程不断合成并沉积加剧病情［１１］。 而 ＭＭＰｓ 是

降解细胞外基质最为重要的蛋白水解酶，ＭＭＰ１ 及

ＭＭＰ１３ 是能够降解包括 ＣｏｌⅠ及 Ｃｏｌ Ⅲ在内几乎所

有纤维类胶原的间质胶原酶。 且通过抑制 ＴＧＦ⁃β ／
Ｓｍａｄ 信号通路能显著的下调 ＭＭＰ１ 及 ＭＭＰ１３ 蛋白

表达，进而抑制 ＣｏｌⅠ及 Ｃｏｌ Ⅲ合成，最终减轻小鼠

心肌纤维化［９， １５］。 所以本研究继续利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 及 ＥＬＩＳＡ 实验检测芍药苷对 ＨＳ 成纤维细胞中

２４ 中国比较医学杂志 ２０１７ 年 １１ 月第 ２７ 卷第 １１ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． １１



ＭＭＰ１，ＭＭＰ１３ 表达及 ＣｏｌⅠ、Ｃｏｌ Ⅲ含量。 结果表

明芍药苷能显著的下调 ＭＭＰ１ 及 ＭＭＰ１３ 蛋白表

达，减少 ＣｏｌⅠ及 Ｃｏｌ Ⅲ的合成，最终抑制胶原的沉

积。 最后本研究探讨芍药苷对 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 信号通

路相关蛋白表达的影响，结果表明芍药苷能显著的

下调 ＴＧＦ⁃β１、ｐ⁃Ｓｍａｄ２ 及 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ 表达。
综上所述，２００、４００、８００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的芍药苷能显

著的降低 ＨＳ 成纤维细胞活力，诱导细胞凋亡，使细

胞周期阻滞于 Ｇ１ 期，同时下调 ＭＭＰ１ 及 ＭＭＰ１３ 蛋

表达，减少 ＣｏｌⅠ及 Ｃｏｌ Ⅲ的合成，此过程与芍药苷

抑制 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 信号通路有关。
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