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咖啡因对小鼠皮肤伤口愈合和愈后瘢痕的影响
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　　［摘要］　目的　探讨咖啡因对小鼠皮肤伤口愈合和愈后瘢痕的影响。方法　采用以往建立的通
过饮用的方式摄取咖啡因慢性干预小鼠模型和小鼠背部全层皮肤切割伤模型，伤后每隔２ｄ采用透明
膜描绘法记录伤口大小，愈后３０ｄ记录瘢痕大小；ＨＥ染色观察伤后３、６、９ｄ和愈合后３０ｄ的伤口和瘢
痕组织学变化，并结合Ｌａｂｗｏｒｋ４．０软件分析伤口组织上皮爬行、肉芽组织厚度、瘢痕组织上皮薄厚比
及瘢痕宽度变化；Ｍａｓｓｏｎ染色分析伤后６ｄ和愈合后３０ｄ的伤口和瘢痕组织的胶原变化；采用免疫组
化观察伤后６ｄ伤口组织ＣＤ３１和ＣＤ１１ｂ蛋白水平变化。结果　咖啡因组小鼠伤口愈合时间比对照组
延长了２８．３％，但是创伤后瘢痕面积比对照组减低了５６．８％；伤口愈合过程中，咖啡因组不仅在上皮爬
行长度、肉芽组织厚度都显著低于对照组（Ｐ＜０．０１），而且伤口中胶原含量、ＣＤ３１表达强度降低（Ｐ＜
０．０１），ＣＤ１１ｂ表达强度提高（Ｐ＜０．０１）；愈后瘢痕中，咖啡因组小鼠瘢痕宽度要小于对照组（Ｐ＜０．０１），
瘢痕组织上皮薄厚比大于对照组（Ｐ＜０．０１），而瘢痕中胶原染色较与周边未损伤皮下胶原染色相近。
结论　咖啡因可延缓小鼠皮肤伤口愈合，但可减小瘢痕形成。
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　　咖啡因不仅是许多如咖啡和茶等饮料的主要成
分，还是广泛使用的精神活性药物（生理兴奋剂），其

容易穿过血脑屏障到达大脑从而提高警觉性和注意

力，稳定情绪和认知表现［１］。咖啡因的广泛应用，尤

其是通过饮用的方式摄取咖啡因，引起了人们对其有

益作用和副作用的探索和关注。如在损伤方面，对于

咖啡因作用的研究比较多，发现其作用也不尽相同：因

咖啡因具有抗氧化和抗炎作用而对一些损伤导致的神

经退行性疾病发挥着保护作用［２－３］，尤其咖啡因是一

种有效的自由基清除剂和腺苷受体拮抗剂，具有抗氧

化、抗炎和抗凋亡的特性，是一种多效性的神经保护药

物［４］；而且，咖啡因还可以减弱高氧诱导的环氧合酶２
激活和凋亡标志物的产生，从而对新生大鼠高氧肺损

伤有保护作用［５］；不过，也有研究发现咖啡因可加重

脊髓损伤后继发性退行性变［６］，减慢骨缺损愈合的速

度［７］和拔牙后的骨愈合率［８］等有害作用。因此，明确咖

啡因的各种不同作用，不仅对饮用含咖啡因的饮品或将

其作为药物使用都具有积极的指导意义，还可为开发其

药用价值奠定基础。

　　然而，在皮肤损伤愈合方面，咖啡因的作用研究仍
然不足。虽然，一方面咖啡因及其代谢物可可碱和黄

嘌呤具有抗氧化特性，且一些研究表明抗氧化剂能促

进伤口愈合［９］；另一方面，咖啡因是腺苷受体拮抗剂，

研究表明其与腺苷受体激动剂作用相反，咖啡因可通

过抑制血管生成、降低细胞外基质的产生等而延迟伤

口愈合［１０－１１］。这两方面都表明了咖啡因具有调节伤

口愈合作用，但导致的作用不同。由此，有研究采用原

代人角质形成细胞、ＨａＣａＴ细胞系和人皮肤离体模型
进行研究，发现咖啡因会阻碍角质形成细胞的增殖和

迁移，表明咖啡因可能对伤口愈合和上皮化有抑制作

用［１２］。但是，利用在体动物模型研究咖啡因对皮肤损

伤愈合的影响尚少见报道。有研究发现咖啡因可抑制

酒精性肝纤维化［１３］，且可通过抑制肝星状细胞的粘附

和活化而减轻肝纤维化的进程［１４］。同时，咖啡因是腺

苷受体拮抗剂，而腺苷受体拮抗剂具有抗皮肤伤口愈

后瘢痕形成作用［１１，１５］。由此，推测咖啡因对皮肤伤口

愈后瘢痕形成也具有调节作用。

　　因此，本研究采用前期已经建立的通过饮用的方
式摄取咖啡因慢性干预小鼠模型［１６］，该模型中动物的

咖啡因饮用量与人类通常饮用的实际用量相近，皮肤

损伤采用前期建立的背部全层切割伤方法［１７］，探讨咖

啡因对小鼠皮肤伤口愈合和愈后瘢痕的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　昆明种小鼠（雄性，体质量２５～２８ｇ，２～３个月龄）
由陆军军医大学实验动物中心提供，生产许可证号为

ＳＣＸＫ（ＰＬＡ）２０１２００１１，使用许可证号为 ＳＹＸＫ（ＰＬＡ）
２０１２００３１。所有实验程序严格按照美国国立卫生研究
院《实验动物护理和使用指南》（ＮＩＨ出版物编号 ８６
２３，１９８５年修订）执行，并经陆军军医大学实验动物福
利伦理审查委员会批准。

１．２　小鼠伤口愈合模型与咖啡因干预
　　与前期采用的大鼠伤口愈合模型制作相似［１７］，只

是切割伤口大小为直径１ｃｍ。待麻醉清醒过后，小鼠
分成单笼饲养。实验动物分为两组，一组为咖啡因组，

采取我们以前的处理方式［１６］，即在制作切割模型前

３周，小鼠的饮用水中加入０．２５ｇ／Ｌ的咖啡因，并一直
饮用到杀死动物取标本为止；另一组为对照组，饮用普

通小鼠饮用水。咖啡因从西格玛化学公司（德国斯坦

海姆）购买。为保持适当的咖啡因浓度，每周更换

３次新配置的咖啡因饮用水。
１．３　创面愈合及瘢痕面积的观察
　　处理及观察方法与前期研究相同［１７］，并分别于伤

后０、３、６、９、１２、１５ｄ和愈合后３０ｄ，用透明膜追踪各
组创面愈合和瘢痕情况。确定愈合率的公式如下：［１－
（当前未愈合创面面积／原始创面面积）］×１００％。面
积计算采用图像处理软件计算一次瘢痕面积。

１．４　组织病理学分析
　　于损伤后３、６、９ｄ和愈合后３０ｄ处死小鼠并取全
层皮肤标本。取材时，整个伤口组织和瘢痕组织连带

周围正常皮肤整体取材。经过 ４％多聚甲醛固定后，
进行石蜡包埋。在石蜡包埋前的标本处理中，将伤口

（一般为圆形）标本从中间切开（伤口最大直径），而瘢

痕标本（一般为长条形）从条形中间横断（瘢痕最大宽

度），都做成两块包埋，以保证后续观察和免疫组化定

量分析时条件相对一致。对获得的组织石蜡块进行切

片，切片厚度为 ５μｍ。切片进行 ＨＥ染色，观察伤口
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组织上皮爬行、肉芽组织厚度、瘢痕组织上皮薄厚比及

瘢痕宽度（切片上）等，Ｍａｓｓｏｎ染色分析胶原变化。评
估伤口愈合和瘢痕形成的定量指标的处理同前期发表

的研究［１７］，并采用 Ｌａｂｗｏｒｋ４．０软件进行采集。平均
值由至少６个不同的小鼠皮肤切片计算得出，而每个
动物伤口组织中随机选择３个切片，计算平均值。所有
组织学测量均由不了解应用条件的观察者独立进行。

１．５　免疫组织化学观察与图像定量分析
　　用鼠单克隆 ＣＤ１１Ｂ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，
ＭＡ）、兔多克隆 ＣＤ３１（Ａｂｃａｍ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ）进行
免疫组化实验。应用鼠／兔链霉卵白素生物素法检测
系统（中杉金桥生物技术有限公司，北京）检测。具体

操作步骤同前期研究［１８］。使用显微镜照相（Ｌｅｉｃａ，德
国），且用于定量分析的为 ４０×视野照片。定量分析
中，从每个动物伤口组织切片中选取两侧伤口边缘及

中间 ３个区域照相（×４０），并使用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ
ｉｍａｇｅａｎａｌｙｓｉｓｓｙｓｔｅｍ（６．０版）测定阳性染色区域的积
分光密度，取平均值，每组至少６只小鼠。所有组织学
测量均由不了解应用条件的观察者独立进行。

１．６　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示。使用 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ统计软件１１．０
版本对两组间进行 ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验。Ｐ＜０．０５表示差

异具有统计学意义。

２　结果

２．１　咖啡因对创面愈合及愈后瘢痕面积的影响
　　咖啡因组小鼠伤口愈合减慢（图 １Ａ），且与对照
组相比，伤口愈合时间延长了 ２８．３％［（１２±０．８９）ｖｓ
（１５．４±１．５６）ｄ，Ｐ＜０．０５］。从伤口愈合速度上，在伤
口愈合的３～９ｄ差异最明显（图 １Ｂ）。不过，咖啡因
组明显减少了创伤后瘢痕面积的愈合（图１Ｃ），比对照
相比缩小５６．８％［（０．３８±０．１３）ｖｓ（０．１６±０．０３）ｃｍ２，
Ｐ＜０．０１］。
２．２　咖啡因干预后创面的组织病理学变化
　　伤后３ｄ可见上皮细胞向伤口中心的爬行（黑色
箭头示，图 ２Ａ），并在伤后 ６～９ｄ爬行速度加快（图
２Ｂ）；而伤后３ｄ可见少量的肉芽组织（图２Ａ，绿色箭
头示肌肉组织），伤后６ｄ大量增生，９ｄ覆盖整个创面
（图２Ｃ）。另外，伤后６ｄ，咖啡因组的上皮爬行长度与
对照组相差最大，约占对照的７０％（图２Ｂ）；而在肉芽
组织厚度方面，咖啡因组在伤后９ｄ与对照组相差最
大，约占对照的６０％（图２Ｃ）。同时，还发现在肉芽组
织中，咖啡因组的血管样结构（红色箭头）明显少于对

照组（图２Ａ）。

对
照
组

咖
啡
因
组

伤后
! "

伤后
# "

伤后
$ "

对
照
组

咖
啡
因
组

愈后
#% "

对照组
咖啡因组

&'%

&%%

(%

)%

*!

'!

!

+ ) $ &' &, &(

伤口愈合时间
-"

.

.

.

.

伤
口
愈
合
比
率
（
/

）

01

2

Ａ：两组小鼠伤后０、３、９ｄ伤口愈合情况；Ｂ：两组小鼠在伤口愈合比率　ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；Ｃ：两组小鼠伤
口愈合后３０ｄ瘢痕情况

图１　咖啡因对小鼠创面愈合及愈后瘢痕面积的影响
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２．３　咖啡因干预后创面的 ＣＤ３１和 ＣＤ１１ｂ表达及胶
原含量变化

　　伤后６ｄ，与对照组相比，咖啡因组的 ＣＤ３１阳性
细胞（红色箭头示）数量减少（图 ３Ａ），其光密度值显
著下降（６７８６．８８±９４０．０１ｖｓ２４８８．１９±３７４．０４，Ｐ＜
０．０１）。同时，ＣＤ１１ｂ阳性细胞数量增多（红色箭头

示，４８２５．９９±５９２．６３ｖｓ１０２６３．９４±１１８１．７５，Ｐ＜０．０１，
图３Ｂ）。另外，Ｍａｓｓｏｎ染色分析显示：虽然两组在损
伤周边（黑色箭头，图３Ｃ）中胶原染色都为深蓝色，但
是在伤口中，咖啡因组小鼠的胶原含量显著下降

（１９６２８．５０±９７３．５１ｖｓ９４３８．７２±１３１１．００，Ｐ＜０．０１，
图３Ｃ）。
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２．４　咖啡因干预后瘢痕的组织病理学变化
　　伤口愈合后３０ｄ，咖啡因组小鼠瘢痕宽度要显著
小于对照组［（２．１８±０．２０）ｖｓ（１．２９±０．２００）ｍｍ，Ｐ＜
０．０１，图４Ａ］，而瘢痕组织上皮厚度均匀且与损伤周边
皮肤的上皮组织（黑色箭头示，图４Ａ）相似，同时瘢痕组
织上皮薄厚比也显著大于对照组（０．３５±０．１０ｖｓ０．９２±
０．０２，Ｐ＜０．０１，图４Ａ）。Ｍａｓｓｏｎ染色显示：对照组瘢痕
中胶原染色较浅于周边未损伤皮下胶原染色（红色箭

头示，图４Ｂ），而咖啡因组小鼠瘢痕中胶原染色较与周
边未损伤皮下胶原染色相近（红色箭头示，图４Ｂ），且
胶原含量显著高于对照组（９９６３９．９１±１１１８７８．５１ｖｓ
１９８０７８．０６±９５６６．５２，Ｐ＜０．０１，图４Ｂ）。

３　讨论

　　本研究发现通过饮用的方式摄取咖啡因不仅延长
了伤口愈合时间，而且降低了伤口愈合的速度，从动物

实验研究的角度证实了咖啡因可以抑制伤口愈合。这

个结果也是对ＯＪＥＨ等［１２］的细胞研究（提示咖啡因可

以抑制伤口愈合）的进一步动物实验的验证。有研究

表明腺苷受体的拮抗剂可通过抑制血管生成和降低细

胞外基质的产生等而延迟伤口愈合［１０－１１］，据此可推测

咖啡因作为腺苷受体的拮抗剂应具有这种作用。同

时，有研究发现咖啡因对骨损伤愈合具有抑制作

用［７］，提示其具有抑制类似病理过程的皮肤伤口愈合

的作用。在其他损伤，尤其是颅脑损伤中，咖啡因具有

保护作用［４］，这可能是由于其作用于中枢神经和外周

神经有差异所导致。与腺苷 Ａ２ＡＲ受体在中枢神经和
外周神经具有相反作用［１９］的原因相似，作为其拮抗

剂，咖啡因也可能具有这种相反作用。此外，还有局部

应用咖啡因的研究，如局部应用咖啡因对吻合口重塑

有额外的有益作用［２０］，即吻合口边缘内膜增生减少，

术野抗纤维化，而１．５％含咖啡因ＢｉｏＯｓｓ应用于犬骨缺
损修复可促进新骨形成［２１］，这可能与应用方式、使用时

间不同有关。另外，本研究只用１个剂量来研究该效应
是一个重要的不足，我们也将在今后的研究中增加剂量

数，以便能更好地阐述咖啡因影响伤口修复这个问题。
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　　在探索通过饮用的方式摄取咖啡因延迟伤口愈合
可能作用的细胞组织学机制中发现，咖啡因可提高炎

性细胞的浸润，使肉芽组织形成减少，再上皮化减慢

（上皮爬行）。恰恰这些也是影响伤口愈合的重要病

理过程［２２－２４］。从分子机制方面分析，受咖啡因抑制的

腺苷受体剂在上述过程中的作用可解释这一发现，已

有研究表明：不同的腺苷受体亚型通过不同方式调节，

如中性粒细胞、巨噬细胞、淋巴细胞等炎性细胞及炎性

因子的分泌、炎性细胞的粘附［２５］，从而发挥一定的抗

炎作用；同时，腺苷受体对于适当的肉芽组织形成和适

当的伤口愈合是必需的，且 Ａ２Ａ和 Ａ２Ｂ腺苷受体刺激
肉芽组织形成（即新基质的产生和血管生成），Ａ１腺苷
受体也可促进新血管的形成［１１］，而且许多研究报道了

腺苷在调节胶原合成和血管生成中的促进作用［２５－２６］。

本研究发现：在损伤后６ｄ，咖啡因组小鼠伤口中胶原
含量降低（Ｍａｓｓｏｎ染色结果分析），血管生成减少
（ＣＤ３１组化分析），这是对此很好的说明。另外，对于
减慢再上皮化，虽然还没有直接证据，但是有体外研究

发现咖啡因会阻碍角质形成细胞的增殖和迁移［１２］，这

也支持咖啡因可能对上皮化有抑制作用的结论。同

时，炎症减轻和肉芽组织生成来填补伤口是再上皮化

的基础，而咖啡因对前两个过程有影响，则必然对再上

皮化有作用。但是，咖啡因是直接还是间接对上皮细

胞作用，还需要后续研究进一步探索。

　　炎症加重、再上皮化延迟、过度胶原沉积和低胶原
成熟度都可促进瘢痕形成，特别是导致过度瘢痕形

成［２７］。然而，本研究发现咖啡因组小鼠伤口愈合后瘢

痕面积显著减小，同时 ＨＥ组化结果也显示咖啡因组
小鼠瘢痕宽度要显著小于对照组，这表明饮用咖啡因

可减轻瘢痕的形成。尤其是本研究 Ｍａｓｓｏｎ染色发现
咖啡因组小鼠瘢痕中胶原染色较与周边未损伤皮下胶

原染色相近，比对照小鼠颜色更深，表明咖啡因小鼠瘢

痕中胶原的成熟度更好，说明其对瘢痕构成也有改善

作用。同时，有研究提示咖啡因具有抑制肝纤维

化［１４，２８］和肺纤维化［２９］等作用，这为其具有抑制皮肤瘢

痕作用的推论提供了文献支持。腺苷受体参与了纤维

化的形成［３０］，抗腺苷受体也是重要的抗纤维化途径，

如抑制Ａ２ＡＲ受体可减轻瘢痕形成
［３１］。因此，作为腺

苷受体抑制剂的咖啡因也应该具有抑制瘢痕作用。虽

然炎症加重、再上皮化延迟表明咖啡因加剧了瘢痕形

成，但其也以减少伤口胶原生成和增加愈合后胶原成

熟度来抑制瘢痕形成。表明并不是伤口愈合延迟就会

加剧瘢痕形成，恰恰相反，这对瘢痕有治疗作用。最为

典型的就是糖皮质激素，其本身可应用于瘢痕治疗，但

同时可导致愈合延迟［３２］。不过，咖啡因抑制瘢痕作用

的细胞组织学及分子机制还需要今后进行深入探索。

另外，本研究中Ｍａｓｓｏｎ染色显示咖啡因组小鼠愈后瘢
痕的胶原含量也高于对照组，这与愈合过程中胶原含

量降低相反，其中的原因尚不清楚。不过，小鼠的瘢痕

属于扁平瘢痕（非病理性瘢痕）［１７］，并不存在过度胶原

沉积的特点，这从本研究发现的对照组瘢痕中胶原染

色浅于周边未损伤皮下胶原染色也可以看出。因此，

咖啡因组小鼠愈后瘢痕的胶原含量高于对照组并不代

表着胶原过度沉积。

　　综上所述，本研究明确了通过饮用的方式摄取咖
啡因可延缓小鼠皮肤伤口愈合，但可减小瘢痕形成；咖

啡因抑制伤口愈合可能与其增加炎症反应、抑制血管

生成、减少胶原合成从而减少肉芽组织形成、减慢上皮

爬行有关；咖啡因的抑制瘢痕作用可能与其促进胶原

成熟、维护上皮薄厚均匀等促进瘢痕结构重构有关。

本研究不仅为进一步探索咖啡因对伤口愈合作用机制

研究奠定了基础，也为含咖啡因饮品的饮用或作为药

物使用具有积极的指导意义。
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