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积雪草苷对博莱霉素诱导

小鼠皮肤瘢痕形成的抑制作用∗

王莎丽１ꎬ杨琳１ꎬ刘勇２ꎬ姚超然１ꎬ宋爽１ꎬ刘洋１ꎬ袁晓环２ꎬ武艳２

(牡丹江医学院 １.２０１２ 级药学专业ꎻ２.医药研究中心ꎬ牡丹江　 １５７０１１)

摘　 要　 目的　 探讨积雪草苷对博莱霉素诱导的小鼠皮肤瘢痕形成的抑制作用及其可能的作用机制ꎮ 方法　 雄性

Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠 ３０ 只ꎬ随机分为阴性对照组、模型对照组以及积雪草苷组ꎬ每组 １０ 只ꎬ模型对照组和积雪草苷组小鼠每日

于背部经皮下注射博莱霉素(１ ｍｇ􀅰ｍＬ－１)１ ｍＬꎬ积雪草苷组于 ４ ｈ 后经皮下注射积雪草苷(２０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１)１ ｍＬꎬ模型对

照组给予相同剂量的 ０.９％氯化钠溶液ꎬ阴性对照组则在此两个时间点给予相同剂量 ０.９％氯化钠溶液ꎬ２１ ｄ 后处死全部

小鼠ꎮ 进行皮肤组织形态学观察、肌成纤维细胞增殖以及炎症因子表达的检测ꎮ 结果　 病理组织学显示ꎬ积雪草苷组皮

肤瘢痕较薄ꎬ纤维化程度较模型对照组明显减轻ꎬ其真皮层胶原厚度显著小于模型对照组厚度ꎻ皮肤纤维化程度指标

α￣平滑肌肌动蛋白的表达也明显低于模型对照组ꎬ并且炎症细胞浸润减少ꎮ 结论　 积雪草苷可抑制博莱霉素诱导的小

鼠皮肤瘢痕的形成ꎬ其机制可能与调节肌成纤维细胞以及炎症细胞的表达相关ꎮ
关键词　 积雪草苷ꎻ博来霉素ꎻ皮肤瘢痕
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　 　 积雪草苷为伞形科药用植物积雪草中提取的三萜

类化合物ꎬ具有抗氧化[１]ꎬ抗炎[２]ꎬ促进创伤愈合的作

用[１]ꎬ抑制过氧化物形成[１]以及促进肿瘤细胞凋亡[３]等

作用ꎮ 研究发现积雪草苷还具有抗纤维化的作用ꎬ其主

要是通过抑制成纤维细胞的增殖ꎬ减弱胶原蛋白的表

达ꎬ提高基质金属蛋白酶的含量等达到目的ꎮ 但在是否

具有抑制皮肤瘢痕形成的作用报道较少[１]ꎮ 因此ꎬ本研

究拟将积雪草苷作用于博莱霉素诱导的小鼠皮肤瘢痕

模型ꎬ旨在验证积雪草苷对于皮肤瘢痕形成的作用ꎮ
１　 材料与方法　
１.１　 实验动物　 选取健康 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ 小鼠 ３０ 只ꎬ

８~１０ 周龄ꎬ体质量(２５±３) ｇꎬ由北京维通利华实验动物

技术有限公司提供ꎬ实验动物生产许可证号:ＳＣＸＫ(京)
２０１２￣０００１ꎮ 饲养于牡丹江医学院医药研究中心 ＳＰＦ 级

动物房ꎬ在(２５±２)℃ꎬ相对湿度 ４５％ ~６５％ꎬ分笼饲养ꎬ
普通饮食ꎬ适应性饲养 １ 周后开始实验[４]ꎮ
１.２　 主要试剂　 博莱霉素(批号:９１０７１)购自日本化

药株式会社ꎻ积雪草苷(１６８３０￣１５￣２)购自南京景竹生

物科技有限公司ꎻα￣平滑肌肌动蛋白(α￣ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ
ａｃｔｉｎꎬα￣ＳＭＡꎬ批号:ａｂ１８１４７)购自 Ａｂｃａｍ 公司ꎻＤＡＢ
显色剂(批号:ＰＶ￣６０００￣Ｄ)购自北京中杉金桥公司ꎻ逆
转录试剂盒(批号:９９８８９７)购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎮ
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１.３　 主要仪器 　 倒置相差显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司(型号:ＩＸ７０￣１４２)ꎻＰＣＲ 仪购自德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公
司(型号:５３３１)ꎮ
１.４　 动物分组及给药方式　 将 Ｃ５７ 小鼠按体质量随

机分为阴性对照组、模型对照组和积雪草苷组ꎬ每组

１０ 只ꎮ 模型对照组和积雪草苷组小鼠每日于背部经

皮下注射博莱霉素 １ ｍＬꎬ浓度选取为 １ ｍｇ􀅰ｍＬ－１(经
预实验结果和文献[５]报道显示ꎬ博莱霉素浓度过大

瘢痕形成不均匀ꎬ浓度过小则形成瘢痕不显著)ꎬ积雪

草苷 组 于 ４ ｈ 后 经 皮 下 注 射 积 雪 草 苷 １ ｍＬ
(２０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ预实验显示此浓度为最适浓度)ꎬ模型

对照组给予相同剂量的 ０.９％氯化钠溶液ꎬ阴性对照组

则在此两个时间点给于相同剂量 ０.９％氯化钠溶液ꎬ
２１ ｄ后处死全部小鼠ꎮ
１.５　 病理组织学观察 　 ３７％甲醛水溶液固定皮肤组

织ꎬ石蜡包埋ꎬ常规切片ꎬ厚度为 ５ μｍꎬ行苏木精￣伊红

(ＨＥ)和 Ｍａｓｓｏｎ’ ｓ Ｔｒｉｃｈｏｍｅ 染色ꎬ在光学显微镜下进

行观察ꎮ
１.６　 免疫组化检测 　 石蜡包埋ꎬ常规切片ꎬ厚度为

５ μｍꎬ脱蜡ꎬ为灭活内源性过氧化物酶采用 ３％ Ｈ２Ｏ２

室温孵育 １０ ｍｉｎꎬ加入一抗(抗小鼠 α￣ＳＭＡ 单克隆抗

体)ꎬ４ ℃ 过夜ꎬＤＡＢ 显色ꎬ苏木精染核ꎬ中性树胶封

片ꎬ光学显微镜下观察ꎮ
１.７　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测　 采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取组织中

的 ｍＲＮＡꎬ在进行 ｃＤＮＡ 转录及 ＰＣＲ 检测ꎮ ＲＴ￣ ＰＣＲ
的引物序列如下:肿瘤坏死因子 ( ＴＮＦ￣α) 正义: ５′￣
ＴＧＧ ＡＡＣ ＴＧＧ ＣＡＧ ＡＡＧ ＡＧＧ￣３′ꎬ 反义 ５′￣ＡＧＡ ＣＡＧ
ＡＡＧ ＡＧＣ ＧＴＧ ＧＴＧ￣３′ꎻ白细胞介素 ６(ＩＬ￣６)正义: ５′￣
ＧＡＧ ＧＡＴ ＡＣＣ ＡＣＴ ＣＣＣ ＡＡＣ ＡＧＡ ＣＣ￣３′ꎬ 反义: ５′￣
ＡＡＧ ＴＧＣ ＡＴＣ ＡＴＣ ＧＴＴ ＧＴＴ ＣＡＴ ＡＣＡ￣３′ꎻ ＩＬ￣１０ 正义

５′￣ＧＣＧ ＧＣＣ ＧＣＧ ＧＴＡ ＣＣＡ ＴＧＣ ＣＴＧ ＧＣＴ ＣＡＧ ＣＡＣ
ＴＧ￣３′ꎬ反义 ５′￣ＧＣＴ ＡＧＣ ＴＴＡ ＧＣＴ ＴＴＴ ＣＡＴ ＴＴＴ ＧＡＴ
ＣＡＴ ＣＡＴ Ｇ￣３′ꎻβ￣ａｃｔｉｎ 正义: ５′￣ＴＧＧ ＡＡＴ ＣＣＴ ＧＴＧ

收稿日期　 ２０１６－０７－１４　 修回日期　 ２０１６－１０－２７
基金项目 　 ∗ 国家级大学生创新创业训练计划项目

( ２０１５１０２２９０１２ )ꎻ 牡 丹 江 医 学 院 科 学 技 术 研 究 项 目

(ＺＳ２０１５１９)ꎻ黑龙江省普通高校组织损伤与修复重点实验室科

学技术研究项目(ｚｄｓｙｓ ２０１２￣１０)
作者简介　 王莎丽(１９９４－)ꎬ女ꎬ贵州贵阳人ꎬ学士ꎬ研究方

向:中药药理学ꎮ 电话:０４５３－６９８４６４７ꎬＥ￣ｍａｉｌ:５１６４９５７１１＠ ｑｑ.
ｃｏｍꎮ

通信作者　 武艳(１９８２－)ꎬ女ꎬ黑龙江牡丹江人ꎬ讲师ꎬ博
士ꎬ研究方向:组织损伤与修复ꎮ 电话:０４５３－６９８４６４７ꎬＥ￣ｍａｉｌ:
ｗｕｙａｎｎｉｎｉ＠ １２６.ｃｏｍꎮ

ＧＣＡ ＴＣＣ ＡＴＧ ＡＡＡ Ｃ￣３′ꎬ 反义: ５′￣ＴＡＡ ＡＡＣ ＧＣＡ
ＧＣＴ ＣＡＧ ＴＡＡ ＣＡＧ ＴＣＣ Ｇ￣３′ꎮ
１.８　 统计学方法　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件进行统

计分析ꎬ数据以均数±标准差( ｘ±ｓ)表示ꎬ组间均数比

较采用单因素方差分析ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意

义ꎮ
２　 结果　
２.１　 ＨＥ 染色结果　 阴性对照组皮肤组织结构完整ꎬ
呈波纹状ꎬ胶原排列紧密、均匀且纤维较细ꎻ模型对照

组皮肤组织不仅表皮层明显增厚ꎬ其真皮层的厚度也

增加很多ꎬ镜下可见大量的胶原纤维ꎬ粗细不一ꎬ排列

不规则ꎻ与模型对照组比较ꎬ积雪草苷组皮肤组织表皮

和真皮厚度减少ꎬ胶原排列更规则一些ꎮ 见图 １ꎮ
２.２　 Ｍａｓｓｏｎ’ ｓ Ｔｒｉｃｈｏｍｅ 染色结果　 模型对照组胶原

纤维与阴性对照组比较ꎬ明显增多ꎬ排列紊乱ꎬ成漩涡

状或结节状排列ꎬ而积雪草苷组胶原纤维与模型对照

组比较ꎬ排列较为规则ꎬ成条索状ꎮ 见图 ２ꎮ
２.３　 α￣ＳＭＡ 蛋白的表达　 免疫组织化学染色显示ꎬ在
各组皮肤组织中呈棕黄色的为 α￣ＳＭＡ 阳性表达ꎮ 阴

性对照组 α￣ＳＭＡ 阳性表达主要存在于血管平滑肌细

胞ꎬ每高倍视野为(１２±３)个ꎬ模型对照组 α￣ＳＭＡ 阳性

表达主要存在于肌成纤维细胞ꎬ每高倍视野 ( ８７ ±
９)个ꎬ积雪草苷组 α￣ＳＭＡ 阳性表达明显低于模型对照

组ꎬ每高倍视野为(３９ ± ７)个(Ｐ<０.０１)ꎮ 见图 ３ꎮ
２.４　 炎症因子的表达检测　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测炎症

因子 ＴＮＦ￣α、 ＩＬ￣６ 及 ＩＬ￣１０ 的含量ꎬ与模型对照组比

较ꎬ积雪草苷组明显降低了炎症因子的表达ꎬ尤其是对

于 ＩＬ￣１０ 表达的影响更为显著(Ｐ<０.０１)ꎮ 见图 ４ꎮ
３　 讨论　

皮肤瘢痕是创伤或手术后皮肤组织的纤维化增

生ꎬ其主要特征是成纤维细胞过度增殖、细胞外基质

(ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘｃꎬＥＣＭ)多度沉积以及各种细胞因

子和生长因子的不正常激活[６￣８]ꎮ 当皮肤严重创伤或

是感染较重时ꎬ往往会出现过度修复的现象ꎬ造成增生

性瘢痕或是瘢痕疙瘩ꎮ 瘢痕不仅影响患者的外在美观

并造成关节、局部器官的功能障碍ꎬ还可能引起严重的

心理问题ꎬ因此研究瘢痕的治疗问题具有重要意

义[６￣７]ꎮ 随着中医观念不断深入人心ꎬ中医药在瘢痕中

的应用越来越收到关注ꎮ 本研究结果显示ꎬ积雪草苷

通过减弱胶原的沉积、减少肌成纤维细胞的增殖、抑制

炎症因子的表达抑制了博来霉素诱导的小鼠皮肤瘢痕

的形成ꎮ
瘢痕的产生主要表现为真皮内胶原降解失衡、导

致胶原大量沉积[９]ꎮ 本研究结果还显示ꎬ积雪草苷明
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Ａ.阴性对照组ꎻＢ.模型对照组ꎻＣ.积雪草苷组

图 １　 ３ 组小鼠皮肤的组织形态学( ＨＥ 染色ꎬ×１００) 　
Ａ.ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＢ.ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＣ. ａｓｉａｔｉｃｏｓｉｄｅ ｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇ.１　 Ｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｃｅ (ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ×１００) 　

Ａ.阴性对照组ꎻＢ.模型对照组ꎻＣ.积雪草苷组

图 ２　 ３ 组小鼠皮肤的组织形态学 (Ｍａｓｓｏｎ’ｓ Ｔｒｉｃｈｏｍｅ 染色ꎬ×１００) 　
Ａ.ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＢ.ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＣ.ａｓｉａｔｉｃｏｓｉｄｅ ｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇ.２　 Ｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｃｅ(Ｍａｓｓｏｎ’ｓ Ｔｒｉｃｈｏｍｅ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ×１００) 　

Ａ.阴性对照组ꎻＢ.模型对照组ꎻＣ.积雪草苷组

图 ３　 ３ 组皮肤组织中 α￣ＳＭＡ 蛋白表达检测(免疫组织化学染色ꎬ×１００) 　
Ａ.ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＢ. ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＣ.ａｓｉａｔｉｃｏｓｉｄｅ ｇｒｏｕｐｓ

Ｆｉｇ.３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｎ α￣ＳＭＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｋｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｃｅ( ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ×１００) 　

显抑制了瘢痕的形成ꎬ尽管不能完全阻止瘢痕的形成ꎬ
但与模型对照组相比较ꎬ其表皮和真皮的厚度显著减

少ꎬ胶原纤维排列疏松ꎬ更为规则ꎮ 祁少海等[１０] 在裸

鼠上建立了增生性瘢痕动物模型也发现经过积雪草苷

的治疗后ꎬ使整块瘢痕组织变软ꎬ体积变小ꎬ胶原纤维

粗细更均匀ꎮ 另外ꎬ在皮肤组织中ꎬ肌成纤维细胞是合

成 ＥＣＭ(主要是胶原的产生)的主要细胞ꎬ在纤维化进

程中起到关键的作用[１１]ꎮ 因此笔者在研究中也检测

了肌成纤维细胞的表达情况ꎮ 从结果显示ꎬ在模型对

照组中有很多成阳性表达的 α￣ＳＭＡꎬ而在积雪草苷组

中ꎬ这种阳性表达明显较少ꎮ 可以说积雪草苷在这种

纤维化疾病中缓解了基质沉积并且也抑制了肌成纤维
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与阴性对照组比较ꎬ∗１Ｐ<０.０１ꎻ与模型对照组比较ꎬ∗２Ｐ<０.０１
图 ４　 ３ 组小鼠皮肤组织中炎症因子的检测　

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗１Ｐ<０.０１ꎻｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗２Ｐ<０.０１
Ｆｉｇ.４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｓｋｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｃｅ　

细胞的增殖和分化ꎮ
在以往的研究中发现ꎬ炎症细胞在纤维化的发生

发展过程中起到重大作用ꎬ它们不仅促进了成纤维细

胞的增殖和迁移ꎬ并且在炎性环境还会影响成纤维细

胞的功能和胶原合成[１２￣１３]ꎮ 进一步研究发现ꎬ在胚胎

的无瘢痕修复中几乎没有炎症细胞的参与ꎮ 实验结果

显示ꎬ博莱霉素诱导皮肤瘢痕形成后ꎬ除了胶原大量沉

积、肌成纤维细胞大量增殖外ꎬ还有大量的炎症因子的

生成ꎮ 而在瘢痕形成过程中给予积雪草苷后ꎬ积雪草

苷发挥了显著的抗炎作用ꎬ明显降低了炎症细胞的表

达ꎬ减轻局部炎细胞浸润ꎬ可能是其抑制皮肤瘢痕形成

的病理机制之一ꎮ
综上所述ꎬ积雪草苷对博来霉素诱导的小鼠皮肤

瘢痕具有抑制其形成的作用ꎬ主要是通过调节肌成纤

维细胞的增殖和分化、胶原的沉积以及炎症因子的变

化来实现ꎬ研究结果显示了对于小鼠皮肤瘢痕的预防

性治疗是有效的ꎮ 本研究深入了解积雪草苷在瘢痕发

展过程中的调控作用ꎬ为临床寻找瘢痕防治手段提供

了实验基础ꎬ但对于其分子机制还不清楚ꎬ值得进一步

探讨ꎮ
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