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摘要： 目的　 探讨灭瘢膏减少瘢痕形成的作用及其机制。 方法　 ＨＰＬＣ 法分析灭瘢膏所含成分。 建立小鼠创伤模型，
给予灭瘢膏干预后观察创面愈合率， Ｍａｓｓｏｎ、 天狼猩红染色分析胶原纤维、 Ｉ 型胶原蛋白 （Ｃｏｌ１） 在愈伤组织中的表

达； ＭＴＴ 法检测隐丹参酮、 丹参酮ⅡＡ 对人成纤维细胞 （ＨＦＦ⁃１）、 人脐静脉内皮细胞 （ＥＡ． ｈｙ９２６）、 角质形成细胞

（ＨａＣａＴ） 增殖活性的影响， 划痕实验检测隐丹参酮、 丹参酮ⅡＡ 对 ＨａＣａＴ 细胞迁移率的影响； ＥＬＩＳＡ 法检测愈伤组

织和 ＨＦＦ⁃１、 ＥＡ． ｈｙ９２６、 ＨａＣａＴ 细胞表皮生长因子 （ＥＧＦ）、 血管内皮生长因子⁃Ａ （ＶＥＧＦ⁃Ａ） 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法
检测愈伤组织和 ＨＦＦ⁃１ 细胞 ＴＧＦ⁃β１、 ＴＧＦ⁃β３、 Ｃｏｌ１ 表达。 结果　 灭瘢膏中主要成分是丹参酮ⅡＡ 与隐丹参酮。 灭瘢

膏作用第 ３、 ７ 天时能促进大鼠创面愈合 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 作用第 １５ 天时能减少大鼠愈伤组织胶原纤维 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 升高 ＶＥＧＦ⁃Ａ 和 ＥＧＦ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 灭瘢膏作用第 ７、 １５ 天时均能抑制 ＴＧＦ⁃β１、 ＴＧＦ⁃β３ 蛋白表达 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 灭瘢膏能抑制 ＨＦＦ⁃１、 ＥＡ． ｈｙ９２６、 ＨａＣａＴ 细胞增殖活性及 ＨａＣａＴ 细胞迁移率 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 升高 ３ 种

细胞 ＶＥＧＦ⁃Ａ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 抑制 Ｃｏｌ１ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 灭瘢膏中丹参酮类成分在伤口愈合过程中调节

愈伤组织中 ＴＧＦ⁃β、 ＥＧＦ 以及 ＶＥＧＦ⁃Ａ 等相关生长因子的分泌， 减少胶原纤维的沉积， 从而减少瘢痕形成。
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　 　 丹参属于大宗常用中药材， 为唇形科植物丹参 Ｓａｌｖｉａ
ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｇｅ． 的干燥根与根茎［１］ ， 首载于 《神农本草

经》。 现代研究发现， 丹参含有丹参酮类、 丹酚酸类等活

性成分， 具有抑菌［２］ 、 抗炎［３］ 、 抑制新生血管［４⁃５］ 、 抗血

栓、 抗心肌缺血再灌注损伤、 抗癌等药理作用［６⁃９］ 。 皮肤创

伤在临床上极为常见， 后期愈合过程中极易形成瘢痕， 影

响美观， 导致患者产生 “挥之不去的阴影， 难以言表的忧

伤”， 关节处瘢痕组织甚至会丧失部分功能， 严重影响生

活质量。 皮肤创伤愈合分为止血、 炎症、 愈合、 重塑 ４ 个

时期［１０⁃１１］ 。 研究显示， 丹参及其制剂具有加快创面愈合、
降低感染率、 减轻水肿、 减少瘢痕形成等作用［１２⁃１３］ 。 课题

组发掘了一个以丹参为主要原料用于消除皮肤创伤瘢痕的

民间验方， 并在工艺研究的基础上研制成灭瘢膏。 本研究

对灭瘢膏的活性成分进行了检测， 并通过动物与细胞实验

对其减少瘢痕残留的作用及机制进行研究， 旨在为新产品

研制和丹参资源充分利用提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器 　 Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５ 高效液相色谱 （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公

司）； Ｓｐｅｃｔｒａ Ｍａｘ Ｍ２ 酶标仪 ［美谷分子仪器 （上海） 有限

公司］； Ｓｃｉｅｎｔｚ⁃２４ 高通量组织研磨器 （宁波新芝生物科技

股份有限公司）； ＩＸ７１ 生物倒置荧光显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 丹参饮片原植物由山东中医药大学药用

植物园种植， ２０１９ 年 １１ 月采收后去除泥土， 切片， 晒干，
经山东中医药大学张永清教授鉴定为唇形科植物丹参

Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｇｅ．。 蒸馏水、 超纯水 （实验室自制）；
０􀆰 ９％ 生理盐水 （辰欣药业股份有限公司）； 甲醇、 乙醇

（天津富宇精细化工有限公司）。 羊脂 （泰安明睿建设工程

有限公司）； 白凡士林 （南昌白云药业有限公司）； 二甲

基亚砜 （ＤＭＳＯ， 国药集团化学试剂有限公司）； 丹参素、
二氢丹参酮、 隐丹参酮、 丹参酮ⅡＡ 对照品 （上海源叶生

物科技有限公司）； 甘油醛⁃３⁃磷酸脱氢酶 （ＧＡＰＤＨ） 抗

体、 Ｉ 型胶原蛋白 （ Ｃｏｌ１）、 转化生长因子 β１ （ ＴＧＦ⁃β１ ）
抗 体 （ 英 国 Ａｂｃａｍ 公 司 ）； ＴＧＦ⁃β３ 抗 体 （ 美 国

ＩｍｍｕｎｏＷａｙ 公 司 ）； 总 蛋 白 （ ＢＣＡ 法 ） 测 定 试 剂 盒、
ＶＥＧＦ⁃Ａ、 ＥＧＦ ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （南京建成生物工程研究

所）； 人源 ＶＥＧＦ、 ＥＧＦ ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （杭州联科生物技

术股份有限公司）。
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２　 方法

２􀆰 １　 药物制备

２􀆰 １􀆰 １　 羊脂　 取纯净羊脂置于锅中， ２ ０００ Ｗ 加热 ２３ ｍｉｎ，
放凉后 ４ ℃保存备用。
２􀆰 １􀆰 ２　 灭瘢膏 　 取羊脂 ４００ ｇ 置于锅中， ２ ０００ Ｗ 加热

２０ ｍｉｎ， 丹参饮片 １６０ ｇ 用蒸馏水湿润搅拌均匀后加入进行

煎炸 （１ ６００ Ｗ， ３ ｍｉｎ）， 炸至丹参饮片外圈发黑、 体积缩

小， 中心发黄后停止加热， 过滤， 去渣， 羊脂部分放冷

４ ℃保存备用。
２􀆰 １􀆰 ３　 丹参酮软膏　 按照 １１０ ｍｇ 隐丹参酮、 １０５ ｍｇ 丹参

酮ⅡＡ 与 ５０ ｇ 白凡士林 ６０ ℃混匀， 冷却， ４ ℃冷藏备用。
２􀆰 ２　 灭瘢膏活性成分提取与含量测定　 取 １ ｇ 灭瘢膏分别

用 ２０ 倍量蒸馏水、 ８０％ 乙醇， ４０ ℃ 超声提取 ２ ｈ， 放冷，
溶剂与油层分离后收集溶剂层， 通风橱放置挥干， 加２０ ｍＬ
甲醇溶解， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤， － ２０ ℃ 冷藏备用供

ＨＰＬＣ 分析。
色谱条件为 ＺＯＲＢＡＸ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ⁃Ｃ１８色谱柱 （４􀆰 ６ ｎｍ×

２５０ ｎｍ， ５ μｍ）； 流动相 ０􀆰 ０１％ 磷酸水溶液 （ Ａ） ⁃乙腈

（Ｂ）， 梯度洗脱； 柱温 ３０ ℃； 进样量 １０ μＬ； 丹酚酸类检

测波长 ２８６ ｎｍ， 丹参酮类检测波长 ２７０ ｎｍ。
２􀆰 ３　 动物实验

２􀆰 ３􀆰 １　 实验动物 　 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠， ４ 周龄， 体质量

（１８０±２０） ｇ， 购自北京维通利华实验动物技术有限公司，
实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （京） ２０１９⁃０００８， ＳＰＦ 环境

单只单笼饲养， 适应性饲养 ７ ｄ 后开始实验。
２􀆰 ３􀆰 ２　 分组、 造模及给药 　 ６０ 只大鼠随机分为对照组、
丹参酮软膏组、 灭瘢膏组、 羊脂组， 每组 １５ 只， 用乙醚麻

醉， 剃净背部毛发， 手术剪裁去背部脊椎两侧对称的 ２ 个

１􀆰 ０ ｃｍ×１􀆰 ０ ｃｍ 面积皮肤， 深入皮下， 消毒， 即造模完成，
造模与取材位置见图 １ 缺口部分。 对照组只用绷带包扎；
羊脂组、 灭瘢膏组、 丹参酮软膏组涂抹相应药物后绷带包

扎， 造模第 １ 天开始给药， 每天 １ 次， 每次 １ ｇ。

图 １　 大鼠造模及取材位置示意图

２􀆰 ３􀆰 ３　 创伤愈合率测定　 采用透明膜描记称重法测定伤口

面积， 给药第 ０、 ３、 ７、 １１、 １５ 天， 用透明膜描记创面大

小， 以此为模板， 将质地均匀的硬纸片剪成同样大小， 称

定硬纸片质量， 硬纸片质量表示创面面积大小， 计算创伤

愈合率， 公式为创伤愈合率＝ （第 ０ 天创伤面积－第 Ｎ 天创

伤面积） ／第 ０ 天创伤面积×１００％ 。
２􀆰 ３􀆰 ４　 样品处理与总蛋白、 生长因子测定　 给药 ７ ｄ 后选

取 ７ 只大鼠， 处死取左右两侧愈伤组织 （均为大鼠背部两

侧造模位置的愈伤组织） 标记为 Ａ 组， 经液氮速冻后于

－８０ ℃保存； 给药 １５ 后处死剩余 ８ 只大鼠， 取左右两侧愈

伤组织标记为 Ｂ 组， 经液氮速冻后于－８０ ℃保存。 Ｂ 组左

侧愈伤组织进行 Ｍａｓｓｏｎ、 天狼猩红染色， 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件

（ＩＨＣ Ｔｏｏｌ Ｂｏｘ 插件） 计算胶原纤维染色面积比例； 取 Ａ、
Ｂ 两组右侧愈伤组织 （０􀆰 １±０􀆰 ０１） ｇ， 加生理盐水制成 １０％
组织匀浆液， ４ ℃、 ６ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液用

蛋白定量测定试剂盒、 ＶＥＧＦ⁃Ａ 及 ＥＧＦ ＥＬＩＳＡ 试剂盒测定

总蛋白及 ＥＧＦ、 ＶＥＧＦ⁃Ａ 水平， 其中各生长因子水平＝各生

长因子含量 ／各样品总蛋白水平。
２􀆰 ４　 细胞实验

２􀆰 ４􀆰 １　 细胞来源及培养 　 人皮肤成纤维细胞 （ＨＦＦ⁃１）、
人脐静脉内皮细胞 （ＥＡ． ｈｙ９２６） 购自中国科学院细胞库；
人永生化角质形成细胞 （ＨａＣａＴ） 购自北京北纳创联生物

技术研究院。 ＥＡ． ｈｙ９２６、 ＨａＣａＴ 细胞使用含 １０％ 胎牛血

清、 １００ Ｕ ／ ｍＬ 双抗的 ＤＭＥＭ 培养基； ＨＦＦ⁃１ 细胞使用

ＨＦＦ⁃１ 完全培养液， 于 ５％ ＣＯ２、 ３７ ℃、 相对饱和湿度

９５％ 条件下松盖培养， 每天换液 １ 次， 细胞长至 ８０％ 时消

化传代， 取第 ３～８ 代后对数期细胞用于实验。
２􀆰 ４􀆰 ２　 ＭＴＴ 法检测细胞增殖活性 　 ＥＡ． ｈｙ９２６、 ＨａＣａＴ、
ＨＦＦ⁃１ 细胞调整密度至 ４×１０４ ／ ｍＬ， 接种于 ９６ 孔板， 每孔

１００ μＬ， 孵育过夜。 细胞分为对照组 （０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 和给药

组 （１、 ２、 ４、 ８、 １６、 ３２ μｍｏｌ ／ Ｌ， １ μｍｏｌ ／ Ｌ 药物为 １ μｍｏｌ
隐丹参酮＋１ μｍｏｌ 丹参酮ⅡＡ 混合溶于 １ Ｌ 的 ＤＭＳＯ）， 另

设空白组 （无细胞）， 给药培养 ４８ ｈ 后， 每孔加入 １０ μＬ
５ ｍｇ ／ ｍＬ ＭＴＴ， 继续孵育 ５ ｈ， 于酶标仪 ５９５ ｎｍ 波长处测

定吸光度值， 计算细胞增殖抑制率。
２􀆰 ４􀆰 ３　 划痕实验　 ＨａＣａＴ 细胞以无血清培养基培养， 给药

浓度为 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ （０％抑制浓度， 丹参酮ⅡＡ ＋隐丹参酮混合

物）、 １ μｍｏｌ ／ Ｌ （２０％ 抑制浓度）、 ３ μｍｏｌ ／ Ｌ （５０％ 抑制浓

度）， １２ ｈ后用 １０ μＬ 枪头在细胞板上划痕， ０、 １６、 ３２、
４８ ｈ于倒置显微镜下观察各给药浓度 ＨａＣａＴ 细胞迁移率。
２􀆰 ４􀆰 ４　 细胞生长因子检测　 取 ＨＦＦ⁃１、 ＨａＣａＴ、 ＥＡ． ｈｙ９２６
细胞混悬液， 用 ０％ 、 ２０％ 、 ５０％ 抑制率浓度给药处理４８ ｈ，
收集细胞， 按照 ＥＧＦ、 ＶＥＧＦ⁃Ａ ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书检测

ＥＧＦ、 ＶＥＧＦ 水平。
２􀆰 ４􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测愈伤组织和细胞 ＴＧＦ⁃β１、 ＴＧＦ⁃
β３、 Ｃｏｌ１ 蛋白表达　 分别取愈伤组织样本和细胞样本， 加

１５０ μＬ 裂解液超声 １ ｍｉｎ 后于 ０ ℃裂解 ４５、 ３０ ｍｉｎ， ４ ℃、
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｍ 离心 １５ ｍｉｎ 后吸取上清液， 用 ＢＣＡ 试剂盒测

定蛋白浓度， 在 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳中分离蛋白质，
转到 ＰＶＤＦ 膜上， 室温封闭 １ ｈ， 加一抗 ＴＧＦ⁃β１ （ １ ∶
５００）、 ＴＧＦ⁃β３ （１ ∶ ５００）、 Ｃｏｌ１ （１ ∶ ５００）、 ＧＡＰＤＨ （１ ∶
５ ０００） ４ ℃孵育过夜， 洗膜 ３ 次后加过氧化物酶标记山羊

抗鼠 ＩｇＧ 二抗， 室温孵育 ４０ ｍｉｎ， 洗膜 ３ 次后加免疫增强

化学发光剂 （ＥＣＬ）， 显影， 曝光， 保存条带图进行分析，
ＧＡＰＤＨ 为内参蛋白。
２􀆰 ５　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 软件进行处理， 计量资
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料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析， 两两

比较采用 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 灭瘢膏中活性成分　 灭瘢膏水、 醇提取物经 ＨＰＬＣ 分

析， 结果见图 ２～３， 灭瘢膏水提取物只含丹参素， 含量为

０􀆰 ５６５ ９ ｍｇ ／ ｇ； 乙醇提取物中主要含有隐丹参酮、 丹参酮ⅡＡ、
二氢丹参酮， 含量分别为 ２􀆰 １９６、 ２􀆰 １１１、 ０􀆰 ３４６ ｍｇ ／ ｇ， 隐丹

参酮、 丹参酮ⅡＡ 是灭瘢膏中的主要成分。
３􀆰 ２　 灭瘢膏对大鼠愈伤组织切片 Ｍａｓｓｏｎ、 天狼猩红染色

的影响　 如图 ４、 表 １ 所示， 与对照组、 羊脂组比较， 灭

瘢膏组和丹参酮软膏组大鼠愈伤组织肌红纤维水平增加，
胶原纤维水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 说明灭瘢膏组和丹参酮软

膏组均具有降低瘢痕形成的作用， 灭瘢膏中有效成分为丹

参酮类成分。 如图 ５、 表 １ 所示， 灭瘢膏和丹参酮软膏能

增加 Ｉ 型胶原水平 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 说明隐丹参酮、 丹参酮

ⅡＡ 具有分解胶原纤维或抑制 Ｉ 型胶原合成胶原纤维的

作用。
表 １ 　 各组 Ｍａｓｓｏｎ、 天狼猩红染色结果比较 （％， ｘ±ｓ，

ｎ＝８）
组别 Ｍａｓｓｏｎ 天狼猩红

对照组 ７６􀆰 ５５±４􀆰 ４５ ３２􀆰 ４９±３􀆰 ３３
丹参酮软膏组 ４７􀆰 ７３±１２􀆰 ６５∗∗ ＃＃ ４５􀆰 ６３±３􀆰 ７８∗∗ ＃＃

灭瘢膏组 ３１􀆰 ０４±１２􀆰 ９８∗∗ ＃＃ ７８􀆰 ７３±５􀆰 ２２∗∗ ＃＃

羊脂组 ７８􀆰 ０９±８􀆰 ２２ ３１􀆰 ８０±２􀆰 ９５

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与羊脂组比较，＃＃ Ｐ＜０􀆰 ０１。

１． 丹参素钠　 ２． 原儿茶酸　 ３． 原儿茶醛　 ４． 咖啡酸　 ５． 异阿魏

酸　 ６． 丹酚酸 Ｄ　 ７． 迷迭香酸　 ８． 紫草酸　 ９． 丹酚酸 Ｂ　 １０． 丹

酚酸 Ａ　 １１． 丹酚酸 Ｃ

图 ２　 灭瘢膏水提取物 ＨＰＬＣ 色谱图

３􀆰 ３　 灭瘢膏对大鼠伤口愈合率的影响 　 第 ３、 ７ 天时， 与

对照组比较， 灭瘢膏组和丹参酮软膏组创面愈合率均增加

　 　 　 　

１． 二氢丹参酮　 ２． 隐丹参酮　 ３． 丹参酮ⅡＡ 　 Ｍ． 未知

注： Ｓ１ 为对照品， Ｓ２ 为灭瘢膏醇提物， Ｓ３ 为丹参醇提物。

图 ３　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

图 ４　 各组 Ｍａｓｓｏｎ 染色 （×４００） 图 ５　 各组天狼猩红染色 （×４００）
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（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 第 １５ 天时， 所有大鼠伤口均愈合， 接近闭合，
说明丹参酮类成分在减少疤痕形成的基础上不会延缓创面

愈合速率， 同时在第 ３、 ７ 天， 丹参酮具有促进创面愈合的

作用， 见表 ２。
表 ２　 各组大鼠创面愈合率比较 （％， ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别 第 ３ 天 第 ７ 天 第 １１ 天 第 １５ 天

对照组 １０􀆰 ３９±２􀆰 ４８ ３５􀆰 １９±２２􀆰 ８１ ７５􀆰 ６１±１４􀆰 ６２ ８５􀆰 ５５±３􀆰 １８
丹参酮软膏组 ３４􀆰 ０３±１２􀆰 ４７∗∗ ＃＃ ５２􀆰 ８５±１６􀆰 ７９∗∗ ８３􀆰 １０±３􀆰 ６８＃＃ ８４􀆰 ４５±５􀆰 ２０

灭瘢膏组 １８􀆰 １４±１７􀆰 ８３∗∗ ５３􀆰 ９４±１７􀆰 ５０∗∗ ７８􀆰 ０１±５􀆰 ６３＃＃ ８４􀆰 ３５±４􀆰 １７
羊脂组 １３􀆰 ０５±４􀆰 ５４∗ ５０􀆰 ６４±１８􀆰 １２∗∗ ６４􀆰 ４０±２２􀆰 ７９∗∗ ８０􀆰 １３±５􀆰 １６∗

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与羊脂组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ４　 灭瘢膏对大鼠愈伤组织 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 ＥＧＦ 水平的影响 　
表 ３ 显示， 第 ７ 天， 与对照组比较， 灭瘢膏组和丹参酮软

膏组大鼠愈伤组织 ＶＥＧＦ⁃Ａ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＥＧＦ 水

平无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 第 １５ 天， 与对照组比较， 灭瘢

膏组和丹参酮软膏组大鼠愈伤组织 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 ＥＧＦ 水平均升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 前期抑制血管生成与促进表皮细胞的增殖，
说明丹参酮能够促进愈伤组织正常的增殖发育， 同时抑制

毛细血管的过度增殖， 减少瘢痕相关蛋白的沉积。
表 ３　 各组大鼠愈伤组织 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 ＥＧＦ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝７）

组别
ＶＥＧＦ⁃Ａ ＥＧＦ

第 ７ 天 第 １５ 天 第 ７ 天 第 １５ 天

对照组 ０􀆰 ７５１±０􀆰 １３６ １􀆰 ２２１±０􀆰 １２８ ０􀆰 ４７７±０􀆰 １５９ ０􀆰 ７１４±０􀆰 ０８２
丹参酮软膏组 ０􀆰 ５２８±０􀆰 １７３∗＃ １􀆰 ４５６±０􀆰 ０７０∗＃ ０􀆰 ４２６±０􀆰 １０１＃ ０􀆰 ８５３±０􀆰 ０６８∗

灭瘢膏组 ０􀆰 ４９０±０􀆰 １１２∗＃ １􀆰 ５４９±０􀆰 ２７６∗＃ ０􀆰 ５０１±０􀆰 ０９０ ０􀆰 ９６８±０􀆰 １０２∗＃

羊脂组 ０􀆰 ７２８±０􀆰 １０７ １􀆰 ３０５±０􀆰 ２４８ ０􀆰 ６１２±０􀆰 １１８ ０􀆰 ８２２±０􀆰 ０６３

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与羊脂组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ５　 隐 丹 参 酮、 丹 参 酮 ⅡＡ 混 合 物 对 ＨＦＦ⁃１、 ＨａＣａＴ、
ＥＡ􀆰 ｈｙ９２６ 细胞增殖活性的影响 　 隐丹参酮、 丹参酮ⅡＡ 混

合物对 ＨＦＦ⁃１、 ＨａＣａＴ、 ＥＡ􀆰 ｈｙ９２６ 细胞活性均具有抑制作

用 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 可避免愈伤组织的过度增殖导致顽固性瘢

痕形成， 见图 ６。 隐丹参酮、 丹参酮ⅡＡ 混合物 ４８ ｈ 的 ＩＣ５０

为 ＨＦＦ⁃１ 细胞 ２９􀆰 ７０５ μｍｏｌ ／ Ｌ， ＨａＣａＴ 细胞 ２􀆰 ９０４ μｍｏｌ ／ Ｌ，
ＥＡ􀆰 ｈｙ９２６ 细胞 １１􀆰 １７１ μｍｏｌ ／ Ｌ。
３􀆰 ６　 隐丹参酮、 丹参酮ⅡＡ 混合物对 ＨａＣａＴ 细胞迁移率的

影响　 与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较， 隐丹参酮、 丹参酮ⅡＡ 混合物

１、 ３ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 １６、 ３２ ｈ 空白面积增大 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 即细胞

迁移率降低； ４８ ｈ 各组细胞均填充满原先划痕位置， 划痕

面积为 ０， 见图 ７、 表 ４。 说明隐丹参酮、 丹参酮ⅡＡ 混合

物处理后再上皮化速率的降低， ＨａＣａＴ 细胞上皮⁃间充质化

（ＥＭＴ） 水平下调， 避免角质层过早形成、 增厚、 堆叠， 减

少角蛋白、 胶原纤维过度积累， 在不影响创面愈合的前提，
抑制肥厚性瘢痕组织的形成。

注： 与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 各组 ＨＦＦ⁃１、 ＨａＣａＴ、 ＥＡ． ｈｙ９２６ 细胞

增殖抑制率 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ７　 隐丹参酮、 丹参酮ⅡＡ 混合物对 ３ 种细胞生长因子分

泌的影响　 ３ 种细胞经 ０、 ２０％ 、 ５０％ 抑制浓度的隐丹参酮、
丹参酮ⅡＡ 化合物处理后。 隐丹参酮、 丹参酮ⅡＡ 混合物各

浓度组剂量依赖性地升高 ＨＦＦ⁃１ 细胞中 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 ＥＧＦ
　 　 　 　 　 　

图 ７　 细胞划痕实验结果
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表 ４　 各组 ＨａＣａＴ 细胞划痕实验空白面积比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ０ ｈ １６ ｈ ３２ ｈ ４８ ｈ
隐丹参酮和丹参酮ⅡＡ 混合物 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 １５８ ６０７􀆰 ２８±２ ４２１􀆰 ７７ ５３ ２６１􀆰 ７０±２ ７６７􀆰 ００ ２０ ６６８􀆰 ０９±６ １６１􀆰 ８５ ０
隐丹参酮和丹参酮ⅡＡ 混合物 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 １６３ ５７８􀆰 ７６±１１ ２３３􀆰 ４９ ７３ ３０７􀆰 ６３±６ ８４６􀆰 ７１∗ ４１ ５５２􀆰 ４７±７ ５９９􀆰 ５９∗ ０
隐丹参酮和丹参酮ⅡＡ 混合物 ３ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 １６７ ９４１􀆰 ０２±５ ４１６􀆰 ４７ ９０ ９７５􀆰 ００±８ ７１０􀆰 ９５∗ ６１ ６０８􀆰 ８１±５ ３３７􀆰 ５４∗ ０

　 　 注： 与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

水平 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ＨａＣａＴ 细胞中 ＶＥＧＦ⁃Ａ 水平

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 及 ＥＡ􀆰 ｈｙ９２６ 细胞 ＶＥＧＦ⁃Ａ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并

降低 ＥＡ􀆰 ｈｙ９２６ 细胞 ＥＧＦ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ８。
３􀆰 ８　 各组愈伤组织、 细胞中 ＴＧＦ⁃β１、 ＴＧＦ⁃β３、 Ｃｏｌ１ 蛋白

表达比较　 如图 ９Ａ～９Ｂ 所示， 与对照组比较， 羊脂组、 丹

参酮软膏组、 灭瘢膏组 ＴＧＦ⁃β１、 ＴＧＦ⁃β３ 蛋白表达均降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 说明以羊脂为基质能够促进隐丹参酮、 丹参酮

ⅡＡ 混合物的释放吸收， 促进混合物对 ＴＧＦ⁃β１、 ＴＧＦ⁃β３ 表

达的抑制作用。 如图 ９Ｃ ～ ９Ｄ 所示， 与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较，
隐丹参酮、 丹参酮ⅡＡ 混合物各浓度组 ＨＦＦ⁃１ 细胞 Ｃｏｌ１ 蛋

白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 说明其具有抑制人皮肤成纤维

细胞 Ｃｏｌ１ 的活性。

注： 与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 ３ 种细胞 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 ＥＧＦ 水平 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： Ａ 为大鼠愈伤组织中 ＴＧＦ⁃β１、 ＴＧＦ⁃β３ 蛋白条带图， Ｂ 为 ＴＧＦ⁃β１、 ＴＧＦ⁃β３ 蛋白相对表达量， Ｃ 为 ＨＦＦ⁃１ 细胞

Ｃｏｌ１ 蛋白条带图， Ｄ 为 Ｃｏｌ１ 蛋白相对表达量。 与对照组或 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 各组愈伤组织、 细胞中 ＴＧＦ⁃β１、 ＴＧＦ⁃β３、 Ｃｏｌ１ 蛋白表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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４　 讨论

灭瘢膏是一种效果显著且使用历史悠久的民间验方，
ＨＰＬＣ 分析发现其中含有的主要活性成分为隐丹参酮、 丹参

酮ⅡＡ。 前期实验结果证明， 丹参酮ⅡＡ 与隐丹参酮对 ＨＦＦ⁃
１ 细胞活性具有抑制作用， 且以丹参酮ⅡＡ 的 ＩＣ５０最低， 但

两者 ＩＣ５０均高于丹参酮混合物， 故使用隐丹参酮与丹参酮

ⅡＡ 设计药理实验， 结果证明隐丹参酮与丹参酮ⅡＡ 混合物

为灭瘢膏中发挥药理作用的主要活性成分。
瘢痕组织形成是愈伤组织过度增殖、 胶原纤维和细胞

外基质 （ＥＣＭ） 过度积累导致的。 胶原纤维由胶原蛋白及

甘氨酸、 脯氨酸、 羟脯氨酸等构成。 胶原蛋白肽链中关键

前肽缺失、 Ｃｏｌ１ 无法重新螺旋生成胶原都会影响胶原纤维

合成［１４⁃１５］ 。 通过病理染色和蛋白印迹实验发现， 丹参酮混

合物可抑制 Ｃｏｌ１、 胶原纤维的合成， 并分解胶原纤维生成

胶原蛋白以减少胶原纤维在愈伤组织中的沉积。
系统性皮肤硬化病、 瘢痕组织增生过程中 αｖβ３、 ５ 激

活 ＴＧＦ⁃β ｍＲＮＡ 使 ＴＧＦ⁃β 表达增加［１６］ ， ＴＧＦ⁃β１ ｍＲＮＡ 及其

蛋白表达异常增高是正常皮肤向瘢痕组织转化的标志［１７］ ；
丹参酮混合物可抑制愈伤组织中 ＴＧＦ⁃β 的分泌， 进而降低

ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 通路中 ｐ⁃Ｓｍａｄ２、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ 水平［１８］ ， 从而降低

ＴＧＦ⁃β１ 对成纤维细胞的增殖促进作用。
药物载体将创面密封降低氧量， 愈伤组织受缺氧诱导

因子 （ＨＩＦ⁃１α） 的分泌提升促进 ＶＥＧＦ⁃Ａ 编码基因的表达

从而促进创面中 ＶＥＧＦ⁃Ａ 水平的提升［１９⁃２０］ 。 灭瘢膏、 丹参

酮软膏处理后生长因子 ＶＥＧＦ⁃Ａ 水平在前期显著降低并在

给药后期显著提升， 可能在前 ７ ｄ 时， 丹参酮通过影响

ＨＩＦ⁃１α 亚基与其辅助活化因子 ＣＢＰ ／ ｐ３００ 的活化， ＨＩＦ⁃１α、
ＨＩＦ⁃１β 的异源二聚后与缺氧反应原 （ＨＲＥ）、 ＶＥＧＦ⁃ＡＲ２ 受

体结合水平降低有关［２１］ ， 前期较低的 ＶＥＧＦ⁃Ａ 水平能够抑

制愈伤组织中毛细血管的生成， 从而避免愈伤组织的过度

增殖而形成瘢痕组织。
本实验明确了灭瘢膏的主要活性成分为隐丹参酮、 丹

参酮ⅡＡ， 通过动物和细胞实验证实了隐丹参酮、 丹参酮

ⅡＡ 减少瘢痕组织形成的药理作用， 初步阐明了灭瘢膏在

伤口愈合时期抑制愈伤组织过度增殖， 减少因胶原纤维过

度沉积引起的瘢痕形成的机制， 为新产品研制和丹参植物

资源的开发利用提供了参考。
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