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汉防己甲素对增生性瘢痕成纤维细胞增殖的影响 
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(1．重庆市急救医疗中心骨科，重庆 400014；2．重庆医科大学临床学院烧伤整形外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨汉防己甲素对增生性瘢痕成纤维细胞增殖活力的影响及其在瘢痕治疗中的意义。方法：利用瘢痕成纤维 

细胞体外培养模型，采用 MTT记数、流式细胞仪记数及氯胺T法，观察并分析了汉防己甲素对瘢痕成纤维细胞增殖活力以及 

细胞外胶原量的影响，并采用直线相关法分析两者的关系。结果：汉防己甲素剂量及时间依赖性地使细胞生长曲线压低，群 

体倍增时间延长，细胞外胶原蛋白量减少且两者呈直线正相关。结论：汉防己甲素对增生性瘢痕成纤维细胞具有抑制作用， 

且此正为其抗瘢痕作用机理之一。 
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Effects of tetrandrine on fibroblast’S prol iferation derived from hypertrophic scar 

CA0 Zhidong，et al 

(The f Aid Center of Chongqing) 

【Abstract】Objective：To probe into the effects of tetrandrine on fibroblast proliferation derived from hypertrophic scars and evaluate 

the role of tetrandrine in the treatment of scars．Methods：Taking the cultured fibroblasts derived from human hyp ertrophic scars as 

model，the effects of tetrandrine on fibroblast proliferation and content of extracellular collagen were observed and analyzed by MTT 

reduction assay，flow cytometry after propidium  iodide staining and modified chloraseptine T oxidizing assay．Besides，their relationship 

Was analyzed by linear correlation．Results：Growth curve descent，TD prolonging and extracellular collagen reduction in a dosage and 

time dependent manner were observed ．Moreover，they changed in positive correlation with each other．Conclusion：Tetrandrine can in— 

hibit fibroblast biological action derived from hyp ertrophic scars，which is one of the mechanism of anti—scarring action of tetran drine． 
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瘢痕的形成是组织损伤修复的正常过程 ，过 

度的瘢痕增生可给患者带来外观畸形及功能障碍， 

也给医疗工作带来了巨大的困难。目前，随着细胞 

生物学、基因工程技术的发展应用 ，有关瘢痕病理机 

制的研究已有较大的突破，但仍未能推出较为理想 

的防治瘢痕药物，其原因在于一些已证实有效的药 

物存在较大的毒副作用以及作用机制不明确等问 

题 。近年来的研究表明，中医药在该领域有着良 

好的前景l3 J。在体外将一系列梯度浓度 的汉防己 

甲素(从粉防己根茎中提取出的具有高效低毒活性 

的纤维化抑制剂)作用于原代培养的增生性瘢痕成 

纤维细胞，研究其对瘢痕成纤维细胞增殖活力的影 

响，以探讨其防治瘢痕的可能性。 

作者介绍：曹治东(1976 )，男，住院医师，硕士生 

主要研究方向：增殖性瘢痕的药物治疗。 

1 材料与方法 

1．1 主要 试剂 

汉防己甲素(Tetrandrine．TET)由江西彭泽制药厂， 

DMEM培养基购于 HyClone—PIERCE公司，MTT(噻唑 

蓝)、PI(碘化丙啶)均购于 SIGMA公司，氯胺 T由中国科学 

院上海生物化学研究所提供。 

1．2 实验分组 

将 TET先用无水乙醇溶解成 lg／L溶液，再用培养液稀 

释为所需浓度的含药培养液(2mg／L、4mg／L，8mg／L)，分别 

标记为 Tl组、T2组、T3组，乙醇在实验中的最终浓度为 

l‰，空白对照组以等量的培养液处理。 

1．3 成纤维细胞培养 

组织标本取自人耳垂增生性瘢痕，近期无使用抗瘢痕药 

物史，不伴有恶性肿瘤等严重疾病。应用组织块贴壁法行成 

纤维细胞原代培养_4 J。待细胞基本长满瓶壁后，用 0．2％胰 

蛋白酶消化传代。本实验所用成纤维细胞为第四代。 
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1．4 生长曲线的测定【5 J 

选生长状态良好的成纤维细胞，以每孔 5×10 个细胞 

接种于96孔培养板中，共7块，置5％co2孵箱中，在37℃、 

饱和湿度下培养24h后，实验组按实验设计换所需浓度的含 

药培养液，乙醇对照组换含 1‰乙醇的培养液，空白对照组 

仅加入等量培养液，每组均重复5孔，继续培养，从第 24h起 

每日取出一块培养板，以M1vr法测其光密度(A)，算出其均 

值，按“抑制率=实验组 A 空白对照组 A／空白对照组 A” 

计算抑制率，最后以时间为横轴，A为纵轴绘制生长曲线。 

并按杀伤率=[(N(】一N1) )]×100％(N：Y轴哉距)，rid= 

t．1og2,／(1ogN 一logN0)(t：对数生长期，N：接种后及接种 t小 

时后的A)计算药物对细胞的杀伤率及药物对细胞群体倍增 

时间(TD)的影响。 

1．5 细胞周期的检测 

同上接种细胞、用药48h后，收集细胞并固定，然后依次 

进行样品清洗、RNA酶消化、PI染色。最后以488nm的激发 

波长上机测定并用 MA fit LT2．0软件分析。 

1．6 成纤维细胞外胶原蛋白总量的测量 

采用改良的氯胺 T法，具体步骤参考 Inayama法l6 J。 

1．7 统计学分析 

以n 对成纤维细胞的杀伤率为自变量， rET对成纤 

维细胞外胶原蛋白量的抑制率为因变量，分析其直线相关关 

系。 

2 结 果 

2．1 细胞增殖 实验 

在本实验条件下，TET在2mg／L 8mg／L之间 

可明显抑制瘢痕成纤维细胞的增殖，使生长曲线压 

低，群体倍增时间延长，且具有明显的剂量及时间依 

赖性(P<0．01)(图 1、表 1)，流式细胞仪检测结果 

显示rrET可使成纤维细胞G2一M期细胞比例明显 

增多(P<0．01)，S期与 G，一M 期时相时间明显延 

长(P<0．01)(表 2)，乙醇对照组和空白对照组无显 

著差异(P>0．05)。 

表 1 TET对成纤维细胞的杀伤率及群体倍增时间的影响 

组别 杀伤率(％)TD值(小时)( ±s) P值 

注：P值表示各组与其前一组比较的结果 

2．2 细胞外胶原蛋白总量 

在本实验条件下，rrET呈浓度依赖性和时间依 

赖性地降低成纤维细胞外胶原蛋白量(P<0．01，T2 

组抑制率高于阳性对照组(表 3)。 

2．3 相关分析 

r=0．983，P<0．01，说明两者呈显著的直线正 

相关。 

表2 TET对成纤维细胞增殖周期的影响( ±s) 

空白对照组 

乙醇对照组 

T1组(抑制率)一 

T2组(抑制率)⋯  

T3组(抑制率)⋯  

0．64±0．01 

0．63±0．03 

0．47±0．01 

(43．21) 

0．31±0．01 

(53．89) 

0．27±0．06 

(64．10) 

0．71±0．04 

0．70±0．04 

0．52±0．01 

(48．78) 

0．32±0．03 

(59．78) 

0．30±0．02 

(68．14) 

0．84±0．02 

0．85±0．01 

0．59±0．05 

(63．25) 

0．38±0．01 

(76．45) 

0．23±0．03 

(90．32) 

说明：各实验组与空白对照组的比较结果： P<0．05；～P<0．0l；⋯ P<0．001；实验组两两比较结果：T1组 VS．T2组 

P<0．01；，r2组VS．T3组 P<0．01；实验组各时相的抑制率比较： P<0．05；矧 P<0．01 
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图 1 TET对成纤维细胞生长曲线的影响 

3 讨 论 

成纤维细胞是导致瘢痕形成和增殖的关键，它 

的过度增殖及其胶原合成与降解失衡，构成了增生 

性瘢痕形成的生物学基础 』。因此，了解与控制瘢 

痕成纤维细胞的生物学行为是防治瘢痕形成与发展 

的关键。目前对增生性瘢痕的药物治疗主要有类固 

醇激素、抗代谢药和免疫抑制剂等，虽然都有一定的 

疗效，但均因易复发或严重的全身性毒副作用而限 

制了临床应用，因此寻找一种高效低毒的抗瘢痕药 

物势在必行。 

汉防己甲素系千金藤属防己科植物粉防己的主 

要生物活性成分，属双苄基异喹啉类化合物。研究 

证明 TET系 Ca2 拮抗剂，既可阻滞细胞膜电压门 

控通道介导的Ca2 内流，还可以阻滞受体门控通道 

干预细胞内 Ca2 分布，从而阻断有关病理过程_8一， 

已有人证实该药对矽肺、肝硬化和肾小球硬化等内 

脏纤维化疾病具有较好的疗效l9’ 』，但对增生性瘢 

痕的防治作用如何，却鲜有报道。本实验利用瘢痕 

成纤维细胞体外培养模型，采用 M1vr记数、PI染色 

流式细胞法，观察并分析了汉防己甲素对瘢痕成纤 

维细胞增殖活力的影响。结果表明，在本实验条件 

下，TET2mg／L以上即可呈浓度和时间依赖性地抑 

制成纤维细胞的增殖、分裂，使细胞生长周期停滞， 

细胞发生调亡。 

胶原等细胞外基质的合成与降解失衡，在细胞 

外过多沉积是瘢痕的基本病理特征 ，所有抗瘢痕药 

物的最终 目的就是降低细胞外基质的沉积。羟脯氨 

酸(4一羟脯氨酸)是胶原蛋白特有的氨基酸，其含量 

相对恒定，据此通过测定羟脯氨酸是胶原定量的常 

用方法。本实验利用羟脯氨酸氧化后，其所形成的 

结构能与艾氏试剂(对二甲氨基苯甲醛)缩合而成红 

色的产物来定量和分析 TET对成纤维细胞外胶原 

含量的影响。结果表明，实验浓度的 TET能显著抑 

制细胞外胶原蛋白沉积，也具有浓度和时间依赖性。 

本实验还发现 1‰乙醇对成纤维细胞的生长和胶原 

合成功能均无影响。 

我们还采用直线相关分析法，进一步分析了 

TET对成纤维细胞的抑制率与胶原蛋 白抑制率的 

关系，结果表明两者呈明显的直线正相关，这就说明 

抑制成纤维细胞增殖分裂正是 TET抗增生性瘢痕 

作用机理之一，此外由实验我们还可以发现各实验 

组各时相对胶原蛋白的抑制率明显高于对成纤维细 

胞增殖活力的抑制率，说明还有其他的作用机制存 

在，有必要深入研究。 
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