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生长的影响及其机制

林时秀 郭冰玉 回蔷 陶凯

北部战区总医院烧伤整形科，沈阳 110016
通信作者：陶凯，Email：luzongzhengxing@sina.com

【摘要】 目的 探讨刺五加皂苷 E对人增生性瘢痕成纤维细胞（Fb）生长的影响及作用机

制。 方法 采用实验研究方法。收集北部战区总医院 2018年 10月—2019年 3月收治的 6例增生

性瘢痕患者［男 1例、女 5例，年龄 20~51（37±8）岁］的增生性瘢痕组织，培养第 3~7代人增生性瘢痕 Fb
用于后续实验。取细胞，分为生理盐水组、100 μmol/L刺五加皂苷 E组、200 μmol/L刺五加皂苷 E组和

400 μmol/L刺五加皂苷 E组，分别加入生理盐水，终物质的量浓度为 100、200、400 μmol/L的刺五加皂

苷 E。取细胞，分为单纯小干扰 RNA（siRNA）-阴性对照组、单纯 siRNA-血小板反应蛋白 1（THBS1）
组、siRNA-阴性对照+400 μmol/L刺五加皂苷 E组和 siRNA-THBS1+400 μmol/L刺五加皂苷 E组，单纯

siRNA-阴性对照组和 siRNA-阴性对照+400 μmol/L刺五加皂苷 E组细胞转染 siRNA-阴性对照，单纯

siRNA-THBS1组和 siRNA-THBS1+400 μmol/L刺五加皂苷 E组细胞转染 siRNA-THBS1，转染 24 h后
单纯 siRNA-阴性对照组和单纯 siRNA-THBS1组细胞加入生理盐水，siRNA-阴性对照+400 μmol/L刺

五加皂苷 E组和 siRNA-THBS1+400 μmol/L刺五加皂苷 E组细胞加入终物质的量浓度为 400 μmol/L
的刺五加皂苷 E。于处理后 0（即刻）、12、24、36、48 h，采用噻唑蓝法检测细胞增殖活性（以吸光度值

表示）。取细胞分为生理盐水组、200 μmol/L刺五加皂苷 E组、400 μmol/L刺五加皂苷 E组，另取细胞

分为单纯 siRNA-阴性对照组、单纯 siRNA-THBS1组、siRNA-阴性对照+400 μmol/L刺五加皂苷 E组、

siRNA-THBS1+400 μmol/L刺五加皂苷 E组，相应处理同前，于处理后 24 h，行 Hoechst 33258染色观察

细胞凋亡情况。取细胞分为生理盐水组、100 μmol/L刺五加皂苷 E组、200 μmol/L刺五加皂苷 E组、

400 μmol/L刺五加皂苷 E组，另取细胞分为单纯 siRNA-阴性对照组、单纯 siRNA-THBS1组、siRNA-阴
性对照+400 μmol/L刺五加皂苷 E组、siRNA-THBS1+400 μmol/L刺五加皂苷 E组，相应处理同前，于处

理后 24 h，采用蛋白质印迹法检测细胞 THBS1蛋白水平。以上实验每组各时间点样本数均为 3。对

数据行析因设计方差分析、单因素方差分析、独立样本 t检验、Bonferroni校正。 结果 处理后 0 h，
生理盐水组、100 μmol/L刺五加皂苷 E组、200 μmol/L刺五加皂苷 E组和 400 μmol/L刺五加皂苷 E组

细胞吸光度值相近（P>0.05）。处理后 12、24、36、48 h，100 μmol/L刺五加皂苷 E组、200 μmol/L刺五加

皂苷 E组、400 μmol/L刺五加皂苷 E组细胞吸光度值均明显低于生理盐水组（t=7.64、28.94、13.69、
5.87，6.96、22.83、14.75、11.52，21.09、20.15、29.52、23.12，P<0.05 或 P<0.01）。 处 理 后 0 h，单 纯

siRNA-阴 性 对 照 组 、单 纯 siRNA-THBS1 组 、siRNA-阴 性 对 照 +400 μmol/L 刺 五 加 皂 苷 E 组 、

siRNA-THBS1+400 μmol/L刺五加皂苷 E组细胞吸光度值相近（P>0.05）；处理后 12、24、36、48 h，单纯

siRNA-THBS1 组 、siRNA-阴 性 对 照 +400 μmol/L 刺 五 加 皂 苷 E 组 细 胞 吸 光 度 值 明 显 低 于 单 纯

siRNA-阴 性 对 照 组（t=7.14、44.87、20.67、40.98，9.26、11.08、15.33、20.56，P<0.05 或 P<0.01），单 纯

siRNA-THBS1组、siRNA-阴性对照 +400 μmol/L刺五加皂苷 E组细胞吸光度值与 siRNA-THBS1+
400 μmol/L刺五加皂苷 E组相近（P>0.05）。处理后 24 h，与生理盐水组比较，200 μmol/L刺五加皂苷

E组和 400 μmol/L刺五加皂苷 E组凋亡细胞数量增加。处理后 24 h，与单纯 siRNA-阴性对照组比较，
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单纯 siRNA-THBS1组和 siRNA-阴性对照 +400 μmol/L刺五加皂苷 E组凋亡细胞数量增加；单纯

siRNA-THBS1组、siRNA-阴性对照+400 μmol/L刺五加皂苷 E组和 siRNA-THBS1+400 μmol/L刺五加

皂苷 E组凋亡细胞数量相近。处理后 24 h，100 μmol/L刺五加皂苷 E组、200 μmol/L刺五加皂苷 E组、

400 μmol/L刺五加皂苷 E组细胞 THBS1蛋白水平（0.87±0.12、0.38±0.07、0.20±0.09）均明显低于生理盐

水组（1.83±0.17，t＝16.61、16.17、17.29，P<0.01）。处理后 24 h，单纯 siRNA-THBS1组和 siRNA-阴性对

照 +400 μmol/L 刺 五 加 皂 苷 E 组 细 胞 THBS1 蛋 白 水 平（0.61±0.07、0.58±0.07）均 明 显 低 于 单 纯

siRNA-阴性对照组（1.86±0.07，t＝71.06、83.80，P<0.01），单纯 siRNA-THBS1组和 siRNA-阴性对照+
400 μmol/L刺五加皂苷 E组细胞 THBS1蛋白水平与 siRNA-THBS1+400 μmol/L刺五加皂苷 E组（0.63±
0.11）相近（P>0.05）。 结论 刺五加皂苷 E能够通过下调人增生性瘢痕 Fb中 THBS1蛋白表达，发挥

抑制人增生性瘢痕 Fb生长的作用。

【关键词】 瘢痕； 细胞增殖； 细胞凋亡； 成纤维细胞； 皂苷类
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【Abstract】 Objective To investigate the effects and mechanism of eleutheroside E on the growth
of human hypertrophic scar fibroblasts (Fbs). Methods The experimental research method was used. The
hypertrophic scar tissue was collected from 6 patients with hypertrophic scar (1 male and 5 females, aged 20
to 51 (37±8) years) admitted to General Hospital of Northern Theater Command, from October 2018 to March
2019. The third to seventh passages of human hypertrophic scar Fbs were cultured for later experiments.
Cells were divided into normal saline group, 100 μmol/L eleutheroside E group, 200 μmol/L eleutheroside E
group, and 400 μmol/L eleutheroside E group, and normal saline, eleutheroside E at the final molarity of
100, 200, and 400 μmol/L were added to cells in the corresponding groups. Cells were collected and divided
into small interfering RNA (siRNA)-negative control alone group, siRNA-thrombospondin 1 (THBS1) alone
group, siRNA-negative control+400 μmol/L eleutheroside E group, and siRNA-THBS1+400 μmol/L eleu⁃
theroside E group. Cells in siRNA-negative control alone group and siRNA-negative control+400 μmol/L
eleutheroside E group were transfected with siRNA-negative control, cells in siRNA-THBS1 alone group
and siRNA-THBS1+400 μmol/L eleutheroside E group were transfected with siRNA-THBS1. At 24 h after
transfection, cells in siRNA-negative control alone group and siRNA-THBS1 alone group were added with
normal saline, and cells in siRNA-negative control+400 μmol/L eleutheroside E group and siRNA-THBS1+
400 μmol/L eleutheroside E group were added with eleutheroside E at the final molarity of 400 μmol/L. At 0
(immediately), 12, 24, 36, and 48 h after treatment, the cell proliferation activity (expressed as absorbance
value) was detected by thiazolyl blue assay. Cells were divided into normal saline group, 200 μmol/L eleu⁃
theroside E group, 400 μmol/L eleutheroside E group, siRNA-negative control alone group, siRNA-THBS1
alone group, siRNA-negative control+400 μmol/L eleutheroside E group, and siRNA-THBS1+400 μmol/L
eleutheroside E group. The corresponding treatments in each group were the same as before. At 24 h after
treatment, the apoptosis was observed by Hoechst 33258 staining. Cells were collected and divided into nor⁃
mal saline group, 100 μmol/L eleutheroside E group, 200 μmol/L eleutheroside E group, 400 μmol/L eleu⁃
theroside E group, siRNA-negative control alone group, siRNA-THBS1 alone group, siRNA-negative con⁃
trol+400 μmol/L eleutheroside E group, and siRNA-THBS1+400 μmol/L eleutheroside E group. The corre⁃
sponding treatments in each group were the same as before. At 24 h after treatment, the THBS1 protein level
of cells was detected by Western blotting. The number of sample in each group was all 3 at each time point.
Data were statistically analyzed with analysis of variance for factorial design, one-way analysis of variance,
independent sample t test, and Bonferroni correction. Results At 0 h after treatment, the absorbance val⁃
ues of cells in normal saline group, 100 μmol/L eleutheroside E group, 200 μmol/L eleutheroside E group,
and 400 μmol/L eleutheroside E group were similar (P>0.05). At 12, 24, 36, and 48 h after treatment, the ab⁃
sorbance values of cells in 100 μmol/L eleutheroside E group, 200 μmol/L eleutheroside E group, and
400 μmol/L eleutheroside E group were significantly lower than those of normal saline group (t=7.64, 28.94,
13.69, 5.87, 6.96, 22.83, 14.75, 11.52, 21.09, 20.15, 29.52, 23.12, P<0.05 or P<0.01). At 0 h after treat⁃
ment, the absorbance values of cells in siRNA-negative control alone group, siRNA-THBS1 alone group,
siRNA-negative control+400 μmol/L eleutheroside E group, and siRNA-THBS1+400 μmol/L eleutheroside
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E group were similar (P>0.05). At 12, 24, 36, and 48 h after treatment, the absorbance values of cells in
siRNA-THBS1 alone group and siRNA-negative control+400 μmol/L eleutheroside E group were significant⁃
ly lower than those in siRNA-negative control alone group (t=7.14, 44.87, 20.67, 40.98, 9.26, 11.08, 15.33,
20.56, P<0.05 or P<0.01); the absorbance values of cells in siRNA-THBS1 alone group, siRNA-negative
control+400 μmol/L eleutheroside E group, and siRNA-THBS1+400 μmol/L eleutheroside E group were
similar (P>0.05). Compared with that in normal saline group, the numbers of apoptotic cells in 200 μmol/L
eleutheroside E group and 400 μmol/L eleutheroside E group were increased at 24 h after treatment. At 24 h
after treatment, compared with that in siRNA-negative control alone group, the numbers of apoptotic cells in
siRNA-THBS1 alone group and siRNA-negative control+400 μmol/L eleutheroside E group were increased,
while the numbers of apoptotic cells in siRNA-THBS1 alone group, siRNA-negative control+400 μmol/L
eleutheroside E group, and siRNA-THBS1+400 μmol/L eleutheroside E group were similar. At 24 h after
treatment, the protein levels of THBS1 of cells in 100 μmol/L eleutheroside E group, 200 μmol/L eleuthero⁃
side E group, and 400 μmol/L eleutheroside E group (0.87±0.12, 0.38±0.07, 0.20±0.09) were significantly
lower than 1.83±0.17 in normal saline group (t=16.61, 16.17, 17.29, P<0.01). At 24 h after treatment, the
protein levels of THBS1 of cells in siRNA-THBS1 alone group and siRNA-negative control+400 μmol/L
eleutheroside E group (0.61±0.07, 0.58±0.07) were significantly lower than 1.86±0.07 in siRNA-negative
control alone group (t=71.06, 83.80, P<0.01), and the protein levels of THBS1 of cells siRNA-THBS1 alone
group, siRNA-negative control+400 μmol/L eleutheroside E group, and siRNA-THBS1+400 μmol/L eleu⁃
theroside E group (0.63±0.11) were similar (P>0.05). Conclusions Eleutheroside E can inhibit the
growth of human hypertrophic scar Fbs by down-regulating the expression of THBS1.

【Key words】 Cicatrix; Cell proliferation; Apoptosis; Fibroblasts; Saponins
Fund program: National Natural Science Foundation of China (81971845)
增生性瘢痕常常伴随疼痛、瘙痒，甚至关节活

动能力、受伤肢体的功能或解剖结构的丧失，这对

患者的生活质量和融入社会产生负面影响，同时给

医疗系统带来巨大的经济负担［1-7］。研究表明，异常

人增生性瘢痕 Fb表型可能与增生性瘢痕或烧伤后

瘢痕有关［8-11］。

刺五加皂苷 E作为刺五加的提取物，被证明具

有免疫调节作用，通过抑制炎症细胞因子的释放对

抗胶原诱导的关节炎［12］。刺五加皂苷 E处理后的小

鼠血清 TNF-α、IL-6和 IL-23水平显著降低［13］。刺

五加皂苷 E作用于小鼠巨噬细胞后，可以显著下调

巨噬细胞的 TGF-β1、TNF-α和 IL-6表达水平［14］。目

前几乎没有采用刺五加皂苷 E治疗增生性瘢痕的报

道。由于增生性瘢痕中通常存在炎症反应以及

TGF-β1过表达的现象，本研究将刺五加皂苷 E作为

研究对象。

血小板反应蛋白 1（THBS1）可以通过与潜伏相

关肽-β结合激活 TGF-β1，在大鼠肾间质纤维化中被

证明存在表达上调的现象［15］。本文初步探讨刺五

加皂苷 E对人增生性瘢痕 Fb增殖和凋亡的调节作

用 ，并 分 析 刺 五 加 皂 苷 E 是 否 可 以 通 过 抑 制

THBS1发挥抑制人增生性瘢痕 Fb生长的作用，以期

为增生性瘢痕的预防与治疗提供理论依据。

1 资料与方法

本研究经北部战区总医院伦理委员会审批，批

号：R20180113。本研究符合 2013年修订的《赫尔辛

基宣言》的基本原则，患者均签署知情同意书。

1. 1 主要材料来源

刺五加皂苷 E（纯度>98%）购自美国 Selleck生
物科技有限公司，DMEM细胞培养液、胎牛血清、胰

蛋 白 酶 、乙 基 苯 基 聚 乙 二 醇 裂 解 液 、Hoechst
33258工作液、二辛丁酸蛋白浓度测定试剂盒、偏二

氟乙烯（PVDF）膜、增强化学发光（ECL）法试剂盒购

自上海碧云天生物技术有限公司，噻唑蓝、二甲基

亚砜、生理盐水、脱脂奶粉购自国药集团化学试剂

有限公司。小干扰RNA（siRNA）⁃阴性对照和THBS1特
异性 siRNA（siRNA⁃THBS1）购自生工生物工程（上

海）股份有限公司，兔抗人 THBS1多克隆抗体、兔抗

人 GAPDH 多克隆抗体、辣根过氧化物酶（HRP）标

记的山羊抗兔 IgG抗体购自英国 Abcam公司。二氧

化碳细胞培养箱购自美国 Thermo Fisher Scientific
公司，Alphal⁃magerTM2200型凝胶图像分析系统购自

美国Alpha Innotech公司，Thermo Scientific™ Multiskan
Sky全波长酶标仪购自上海辅泽商贸有限公司，徕

卡 DMi3000 B倒置荧光显微镜购自成贯仪器（上海）

有限公司。

1. 2 细胞提取与培养

增生性瘢痕组织来源于 2018年 10月—2019年
3月于北部战区总医院就诊的 6例增生性瘢痕患者，

其中男 1例、女 5例，年龄 20~51（37±8）岁，瘢痕位于

胸部 5例、手臂 1例。取增生性瘢痕组织，用眼科剪
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剪碎，PBS漂洗 3次，加入 2 mL质量浓度 2. 5 g/L的

胰蛋白酶消化 20~40 min，加入 3~5 mL DMEM培养

液终止消化，800×g离心 10 min，弃上清液。加入含

体积分数 10%胎牛血清的 DMEM培养液重新悬浮

细胞，置于 37 ℃含体积分数 5%二氧化碳的培养箱

中恒温培养（常规培养条件下同）。待细胞生长至

80％以上融合时，用乙二胺四乙酸-胰蛋白酶消化，

并传代。200倍倒置荧光显微镜下观察增生性瘢痕

Fb胞体呈梭形或不规则三角形，中央有卵圆形核，

胞质突起，生长时呈放射状。取第 3~7代细胞用于

后续实验。

1. 3 噻唑蓝法检测刺五加皂苷 E对增生性瘢痕 Fb
增殖的影响

1. 3. 1 不同物质的量浓度刺五加皂苷 E对增生性

瘢痕 Fb增殖的影响 取细胞，按照每孔 1×103个
细胞的密度接种于 96孔板中，分为生理盐水组、

100 μmol/L刺五加皂苷 E组、200 μmol/L刺五加皂

苷 E组和 400 μmol/L刺五加皂苷 E组，每组 15孔，常

规培养，待细胞生长至 80％以上融合时分别加入

10 μL生理盐水，用终物质的量浓度为 100、200、
400 μmol/L的刺五加皂苷 E处理相应组细胞。处理

后 0（即刻）、12、24、36、48 h，每组每个时间点于 3孔
细胞内加入 20 μL噻唑蓝溶液，常规培养 4 h，弃去

上清液，加入 150 μL二甲基亚砜溶解结晶。用酶标

仪测量波长 490 nm处的吸光度值，以此表示细胞增

殖活性。

1. 3. 2 刺五加皂苷 E通过 THBS1对增生性瘢痕 Fb
增殖的影响 取细胞，密度同 1. 3. 1接种于 96孔
板中，分为单纯 siRNA-THBS1组、单纯 siRNA-阴性

对照组、siRNA-阴性对照+400 μmol/L刺五加皂苷 E
组和 siRNA-THBS1+400 μmol/L刺五加皂苷 E组，每

组 15孔，常规培养。待细胞生长至 80％以上融合

时，对单纯 siRNA-阴性对照组和 siRNA-阴性对照+
400 μmol/L刺五加皂苷 E组细胞使用脂质体 2000转
染 siRNA-阴 性 对 照 ，对单纯 siRNA-THBS1组和

siRNA-THBS1+400 μmol/L刺五加皂苷 E组细胞转染

siRNA-THBS1。 siRNA- 阴 性 对 照 的 序 列 为

5'-CTTGCATTGCATCCTCATT-3'，siRNA-THBS1 序

列为 5'-CTCAATGAACGAGACAACT-3'。转染 24 h
后单纯 siRNA-阴性对照组和单纯 siRNA-THBS1组
细 胞 加 入 10 μL 生 理 盐 水 ，siRNA-阴 性 对 照 +
400 μmol/L 刺 五 加 皂 苷 E 组 和 siRNA-THBS1+
400 μmol/L刺五加皂苷 E组细胞加入终物质的量浓

度为 400 μmol/L的刺五加皂苷 E，同 1. 3. 1检测吸光

度值（时间点、样本数及处理方法同前）。

1. 4 Hoechest 33258染色法检测刺五加皂苷 E对增

生性瘢痕 Fb凋亡的影响

1. 4. 1 不同物质的量浓度刺五加皂苷 E对增生性

瘢痕 Fb凋亡的影响 取细胞，密度同 1. 3. 1接种

于 6孔板中，分为生理盐水组、200 μmol/L刺五加皂

苷 E组、400 μmol/L刺五加皂苷 E组，每组 3孔，常规

培养。待细胞生长至80％以上融合时分别加入10 μL生
理盐水，终物质的量浓度为 200、400 μmol/L的刺五

加皂苷 E处理相应组细胞。处理后 24 h，用 PBS漂
洗 5 min，加入 10 μL Hoechest 33258工作液避光染

色 15 min，200倍倒置荧光显微镜下观察蓝色发光

区域细胞核皱缩情况，以此反映细胞凋亡情况。

1. 4. 2 刺五加皂苷 E通过 THBS1对增生性瘢痕 Fb
凋亡的影响 取细胞，密度同 1. 3. 1 接种于 6孔
板中，同 1. 3. 2分组（样本数相同）及处理后 24 h，同
1. 4. 1观察细胞凋亡情况。

1. 5 蛋白质印迹法检测刺五加皂苷 E对增生性瘢

痕 Fb中 THBS1蛋白表达的影响

1. 5. 1 不同物质的量浓度刺五加皂苷 E对增生性

瘢痕 Fb中 THBS1蛋白表达的影响 取细胞，按每

孔 1×105个细胞的密度接种于 6孔板中，同 1. 3. 1分

组及处理，每组 3孔。处理后 24 h，提取总蛋白，二

辛丁酸法测定蛋白浓度。以每孔 30 μg蛋白上样，

行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，湿法转至

PVDF膜。用 50 g/L脱脂奶粉溶液室温下封闭 1 h
后，分别加入兔抗人 THBS1多克隆一抗、兔抗人

GAPDH 多克隆一抗（稀释比均为 1∶1 000），4 ℃孵

育过夜。分别加入 HRP标记的山羊抗兔 IgG二抗

（稀释比为 1∶5 000），室温孵育 2 h。用 ECL发光液

发光显影。采用 Image J 1. 8. 0图像分析软件（美国

国立卫生研究院）分析条带灰度值。

1. 5. 2 siRNA⁃THBS1对刺五加皂苷 E对增生性瘢

痕 Fb中 THBS1蛋白表达的影响 取细胞，密度同

1. 5. 1接种于 6孔板中，同 1. 3. 2分组及处理，每组

3孔。处理后 24 h，同 1. 5. 1检测 THBS1蛋白表达。

1. 6 统计学处理

采 用 GraphPad Prism 8. 3. 0 软 件 进 行 数 据 分

析，计量资料数据均符合正态分布，以 x̄ ± s表示，各

时间点组间总体比较行析因设计方差分析，单一时

间点组间总体比较行单因素方差分析，组间两两比

较行独立样本 t检验并行 Bonferroni校正。以 P<

0. 05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 不同物质的量浓度刺五加皂苷 E对增生性瘢

痕 Fb增殖的影响

处理后 12、24、36、48 h，100 μmol/L刺五加皂苷

E组、200 μmol/L刺五加皂苷 E组、400 μmol/L刺五

加皂苷 E组细胞吸光度值均明显低于生理盐水组

（P<0. 05或 P<0. 01），见表 1。其中 200 μmol/L刺五

加皂苷 E、400 μmol/L刺五加皂苷 E作用效果显著，

后续不同物质的量浓度刺五加皂苷 E对增生性瘢痕

Fb凋亡影响的实验中使用 200、400 μmol/L刺五加

皂苷 E。
2. 2 不同物质的量浓度刺五加皂苷 E对增生性瘢

痕 Fb凋亡的影响

处理后 24 h，与生理盐水组比较，200 μmol/L刺

五加皂苷 E组和 400 μmol/L刺五加皂苷 E组凋亡细

胞数量增加。见图 1。

2. 3 不同物质的量浓度刺五加皂苷 E对增生性瘢

痕 Fb中 THBS1蛋白表达的影响

处 理 后 24 h，100 μmol/L 刺 五 加 皂 苷 E 组 、

200 μmol/L刺五加皂苷 E组、400 μmol/L刺五加皂

苷 E组细胞 THBS1蛋白水平均明显低于生理盐水

组（t=16. 61、16. 17、17. 29，P<0. 001），见图 2。
2. 4 刺五加皂苷 E通过抑制 THBS1抑制人增生性

瘢痕 Fb的增殖

处理后 12、24、36、48 h，单纯 siRNA-THBS1组、

siRNA-阴性对照+400 μmol/L刺五加皂苷 E组细胞

吸光度值明显低于单纯 siRNA-阴性对照组（P＜

0. 05或 P＜0. 01），单纯 siRNA-THBS1组、siRNA-阴
性对照+400 μmol/L刺五加皂苷 E组细胞吸光度值

与 siRNA-THBS1+400 μmol/L刺五加皂苷 E组相近

（P>0. 05），见表 2。
2. 5 刺五加皂苷 E通过抑制 THBS1促进人增生性

瘢痕 Fb的凋亡

处理后 24 h，与单纯 siRNA-阴性对照组比较，

表 1 4组人增生性瘢痕成纤维细胞处理后各时间点吸光度值比较（x̄ ± s）

注：各组各时间点样本数为 3；处理因素主效应，F=744.10，P<0.001；时间因素主效应，F=2 179.00，P<0.001；两者交互作用，F=78.31，P<
0.001；F值、P值为各时间点组间总体比较所得；t1值、P1值，t2值、P2值，t3值、P3值分别为 100 μmol/L刺五加皂苷 E组、200 μmol/L刺五加皂苷 E
组、400 μmol/L刺五加皂苷 E组与生理盐水组比较所得

图 1 3组人增生性瘢痕成纤维细胞处理后 24 h凋亡（蓝色荧光）情况 倒置荧光显微镜×200。1A.生理盐水组凋亡细胞较少；1B.200 μmol/L
刺五加皂苷 E组凋亡细胞数量多于图 1A；1C.400 μmol/L刺五加皂苷 E组凋亡细胞数量多于图 1A和 1B
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0. 05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 不同物质的量浓度刺五加皂苷 E对增生性瘢

痕 Fb增殖的影响

处理后 12、24、36、48 h，100 μmol/L刺五加皂苷

E组、200 μmol/L刺五加皂苷 E组、400 μmol/L刺五

加皂苷 E组细胞吸光度值均明显低于生理盐水组

（P<0. 05或 P<0. 01），见表 1。其中 200 μmol/L刺五

加皂苷 E、400 μmol/L刺五加皂苷 E作用效果显著，

后续不同物质的量浓度刺五加皂苷 E对增生性瘢痕

Fb凋亡影响的实验中使用 200、400 μmol/L刺五加

皂苷 E。
2. 2 不同物质的量浓度刺五加皂苷 E对增生性瘢

痕 Fb凋亡的影响

处理后 24 h，与生理盐水组比较，200 μmol/L刺

五加皂苷 E组和 400 μmol/L刺五加皂苷 E组凋亡细

胞数量增加。见图 1。

2. 3 不同物质的量浓度刺五加皂苷 E对增生性瘢

痕 Fb中 THBS1蛋白表达的影响

处 理 后 24 h，100 μmol/L 刺 五 加 皂 苷 E 组 、

200 μmol/L刺五加皂苷 E组、400 μmol/L刺五加皂

苷 E组细胞 THBS1蛋白水平均明显低于生理盐水

组（t=16. 61、16. 17、17. 29，P<0. 001），见图 2。
2. 4 刺五加皂苷 E通过抑制 THBS1抑制人增生性

瘢痕 Fb的增殖

处理后 12、24、36、48 h，单纯 siRNA-THBS1组、

siRNA-阴性对照+400 μmol/L刺五加皂苷 E组细胞

吸光度值明显低于单纯 siRNA-阴性对照组（P＜

0. 05或 P＜0. 01），单纯 siRNA-THBS1组、siRNA-阴
性对照+400 μmol/L刺五加皂苷 E组细胞吸光度值

与 siRNA-THBS1+400 μmol/L刺五加皂苷 E组相近

（P>0. 05），见表 2。
2. 5 刺五加皂苷 E通过抑制 THBS1促进人增生性

瘢痕 Fb的凋亡

处理后 24 h，与单纯 siRNA-阴性对照组比较，

表 1 4组人增生性瘢痕成纤维细胞处理后各时间点吸光度值比较（x̄ ± s）
组别

生理盐水组

100 μmol/L刺五加皂苷 E组

200 μmol/L刺五加皂苷 E组

400 μmol/L刺五加皂苷 E组

F值

P值

t1值

P1值

t2值

P2值

t3值

P3值

样本数

15
15
15
15

0 h
0.142±0.021
0.161±0.021
0.132±0.011
0.152±0.032
0.96
0.455
0.76
0.527
0.98
0.429
0.77
0.523

12 h
0.493±0.012
0.432±0.013
0.351±0.031
0.281±0.012
69.49
<0.001
7.64
0.017
6.96
0.020
21.09
0.002

24 h
0.773±0.012
0.639±0.012
0.551±0.022
0.361±0.022
234.20
<0.001
28.94
0.001
22.83
0.002
20.15
0.003

36 h
1.042±0.021
0.823±0.014
0.731±0.010
0.462±0.019
423.90
<0.001
13.69
0.005
14.75
0.005
29.52
0.001

48 h
1.163±0.030
0.981±0.022
0.861±0.012
0.531±0.013
368.80
<0.001
5.87
0.028
11.52
0.008
23.12
0.002

注：各组各时间点样本数为 3；处理因素主效应，F=744.10，P<0.001；时间因素主效应，F=2 179.00，P<0.001；两者交互作用，F=78.31，P<
0.001；F值、P值为各时间点组间总体比较所得；t1值、P1值，t2值、P2值，t3值、P3值分别为 100 μmol/L刺五加皂苷 E组、200 μmol/L刺五加皂苷 E
组、400 μmol/L刺五加皂苷 E组与生理盐水组比较所得

图 1 3组人增生性瘢痕成纤维细胞处理后 24 h凋亡（蓝色荧光）情况 倒置荧光显微镜×200。1A.生理盐水组凋亡细胞较少；1B.200 μmol/L
刺五加皂苷 E组凋亡细胞数量多于图 1A；1C.400 μmol/L刺五加皂苷 E组凋亡细胞数量多于图 1A和 1B
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单纯 siRNA-THBS1组和 siRNA-阴性对照+400 μmol/L
刺 五 加 皂 苷 E 组 凋 亡 细 胞 数 量 增 加 ；单 纯

siRNA-THBS1组、siRNA-阴性对照 +400 μmol/L刺

五加皂苷 E组和 siRNA-THBS1+400 μmol/L刺五加

皂苷 E组凋亡细胞数量相近。见图 3。
2. 6 siRNA⁃THBS1抵消刺五加皂苷 E对人增生性

瘢痕 Fb的 THBS1蛋白表达的影响

处理后 24 h，单纯 siRNA-THBS1组和 siRNA-阴
性对照+400 μmol/L刺五加皂苷 E组细胞 THBS1蛋
白水平均明显低于单纯 siRNA-阴性对照组（t＝

71. 06、83. 80，P<0. 001），单 纯 siRNA-THBS1 组 、

siRNA⁃阴性对照+400 μmol/L刺五加皂苷 E组细胞

THBS1蛋白水平和 siRNA-THBS1+400 μmol/L刺五

加皂苷 E组相近（t=0. 27、0. 56，P=0. 815、0. 633）。

见图 4。

3 讨论

目前尚无既能完全改善瘢痕，同时又几乎没有

不良反应的治疗方法［16-20］。因此，基于特定分子或

细胞靶点的新疗法将为许多患者的生活改善提供

可能。刺五加皂苷 E能够通过抑制核因子 κB和

TGF-β的活性发挥抗炎作用［13］，也被证明可以改善

胶原诱导的小鼠关节炎［14］。研究指出刺五加皂苷 E
具有抑制大鼠系膜细胞生长的作用［15］，但是其对人

增生性瘢痕 Fb生长以及增生性瘢痕的调节作用目

前尚无研究。通常情况下，增生性瘢痕中的人增生

性瘢痕 Fb具有更高的活力、代谢更活跃［21-30］。研究

中选取不同物质的量浓度（100、200、400 μmol/L）的

注：THBS1为血小板反应蛋白 1，GAPDH为 3⁃磷酸甘油醛脱氢

酶；条带图上方与条图横坐标 1、2、3、4.分别为生理盐水组、

100 μmol/L刺五加皂苷 E组、200 μmol/L刺五加皂苷 E组以及

400 μmol/L 刺 五 加 皂 苷 E 组 ；组 间 总 体 比 较 ，F=183.90，P<
0.001；与生理盐水组比较，aP<0.001
图 2 蛋白质印迹法检测 4组人增生性瘢痕成纤维细胞处理后

24 h THBS1蛋白表达。2A.条带图；2B.条图（x̄ ± s，样本数为 3）

表 2 4组人增生性瘢痕成纤维细胞处理后各时间点吸光度值比较（x̄ ± s）
组别

单纯 siRNA⁃阴性对照组

单纯 siRNA⁃THBS1组
siRNA⁃阴性对照+400 μmol/L刺五加皂苷 E组

siRNA⁃THBS1+400 μmol/L刺五加皂苷 E组

F值

P值

t1值

P1值

t2值

P2值

t3值

P3值

t4值

P4值

样本数

15
15
15
15

0 h
0.132±0.011
0.153±0.021
0.142±0.022
0.142±0.010
1.86
0.215
9.34
0.051
0.85
0.486
0.16
0.888
1.26
0.335

12 h
0.461±0.032
0.262±0.023
0.231±0.011
0.231±0.023
58.78
<0.001
7.14
0.019
9.26
0.012
0.08
0.946
1.02
0.416

24 h
0.741±0.021
0.342±0.023
0.352±0.034
0.361±0.030
110.40
<0.001
44.87
<0.001
11.08
0.008
2.21
0.158
0.80
0.505

36 h
1.043±0.032
0.464±0.011
0.442±0.034
0.463±0.022
326.50
<0.001
20.67
0.002
15.33
0.004
1.28
0.328
0.07
0.953

48 h
1.131±0.011
0.553±0.012
0.554±0.034
0.533±0.024
473.10
<0.001
40.98
0.001
20.56
0.002
0.70
0.554
1.02
0.415

注：各组各时间点样本数为 3；siRNA为小干扰 RNA，THBS1为血小板反应蛋白 1；处理因素主效应，F=736.60，P<0.001；时间因素主效应，

F=913.30，P<0.001；两者交互作用，F=79.02，P<0.001；F值、P值为各时间点组间总体比较所得；t1值、P1值，t2值、P2值分别为单纯 siRNA⁃THBS1组、

siRNA⁃阴性对照+400 μmol/L刺五加皂苷 E组与单纯 siRNA⁃阴性对照组比较所得，t3值、P3值，t4值、P4值分别为单纯 siRNA⁃THBS1组、siRNA⁃
阴性对照+400 μmol/L刺五加皂苷 E组与 siRNA⁃THBS1+400 μmol/L刺五加皂苷 E组比较所得
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刺五加皂苷 E处理增生性瘢痕 Fb，处理后 12、24、
36、48 h，吸光度值均明显低于生理盐水组，说明刺

五加皂苷 E能够显著抑制人增生性瘢痕 Fb的增殖。

随后细胞凋亡实验结果显示刺五加皂苷 E能够促进

增生性瘢痕 Fb的凋亡，处理后 24 h，与生理盐水组

比较，200 μmol/L刺五加皂苷 E组和 400 μmol/L刺

五加皂苷 E组细胞核皱缩现象明显，凋亡细胞数量

增加。由于 400 μmol/L刺五加皂苷 E能够显著影响

人增生性瘢痕 Fb的增殖和凋亡，因此后续实验选用

400 μmol/L 刺 五 加 皂 苷 E 来 探 讨 其 是 否 通 过

THBS1发挥作用。数据指出，刺五加皂苷 E作用于

人增生性瘢痕 Fb后，在抑制其增殖的同时也可以促

进细胞凋亡。

增生性瘢痕中，TGF-β可以通过刺激免疫细胞

在伤口中的招募，发挥促进 ECM的产生、诱导人增

生 性 瘢 痕 Fb 分 化 、促 进 血 管 生 成 等 作 用［30-35］。

THBS1作为能够激活 TGF-β的物质，被认为可以参

与肾间质纤维化、肝纤维化、蛛网膜下腔纤维化以

及纤维化心肌病等多种纤维化疾病［11-12］。本研究以

THBS1作为靶点，探讨刺五加皂苷 E能否通过靶向

抑制 THBS1蛋白表达，发挥抑制增生性瘢痕发生发

展的作用。本研究中蛋白质印迹实验结果显示，刺

五加皂苷 E作用后，细胞中 THBS1蛋白表达显著下

调 ，随 着 刺 五 加 皂 苷 E 的 物 质 的 量 浓 度 增 加 ，

THBS1下调的现象越发显著。随后研究者在增生

性 瘢 痕 Fb 中 转 染 了 siRNA-THBS1，构 建 了 沉 默

THBS1的增生性瘢痕 Fb后，噻唑蓝实验结果显示，

处 理 后 12、24、36、48 h，单 纯 siRNA-THBS1 组 、

siRNA-阴性对照+400 μmol/L刺五加皂苷 E组细胞

吸光度值明显低于单纯 siRNA-阴性对照组；单纯

siRNA-THBS1组、siRNA-阴性对照 +400 μmol/L刺

五加皂苷 E组与 siRNA-THBS1+400 μmol/L刺五加

皂苷 E组细胞吸光度值相近。细胞凋亡实验结果显

示，处理后 24 h，与单纯 siRNA-阴性对照组比较，单

纯 siRNA-THBS1组和 siRNA-阴性对照+400 μmol/L
刺 五 加 皂 苷 E 组 凋 亡 细 胞 数 量 增 加 ；单 纯

siRNA-THBS1组、siRNA-阴性对照 +400 μmol/L刺

五加皂苷 E组和 siRNA-THBS1+400 μmol/L刺五加

皂苷 E组凋亡细胞数量相近。由此可见，刺五加皂

苷 E可以通过抑制 THBS1发挥抑制人增生性瘢痕

Fb增殖，促进其凋亡的作用。蛋白质印迹实验结果

显 示 ，处 理 后 24 h，单 纯 siRNA-THBS1 组 和

siRNA-阴性对照+400 μmol/L刺五加皂苷 E组细胞

THBS1蛋白水平均明显低于单纯 siRNA-阴性对照

组 ；而 单 纯 siRNA-THBS1 组 、siRNA-阴 性 对 照 +

注：siRNA为小干扰 RNA，THBS1为血小板反应蛋白 1
图 3 4组人增生性瘢痕成纤维细胞处理后 24 h凋亡（蓝色荧光）情况 倒置荧光显微镜×200。3A.单纯 siRNA-阴性对照组凋亡细胞较

少；3B.单纯 siRNA-THBS1组凋亡细胞数量多于图 3A；3C. siRNA-阴性对照+400 μmol/L刺五加皂苷 E组凋亡细胞数量多于图 3A，与图 3B
相近；3D.siRNA-THBS1+400 μmol/L刺五加皂苷 E组凋亡细胞数量与图 3B和 3C相近

注：THBS1为血小板反应蛋白 1，GAPDH为 3-磷酸甘油醛脱氢

酶，siRNA为小干扰 RNA；条带图上方与条图横坐标 1、2、3、4.
分 别 为 单 纯 siRNA-阴 性 对 照 组 、单 纯 siRNA-THBS1 组 、

siRNA-阴性对照+400 μmol/L刺五加皂苷 E组、siRNA-THBS1+
400 μmol/L 刺 五 加 皂 苷 E 组 ；组 间 总 体 比 较 ，F=166.80，P<
0.001；与单纯 siRNA-阴性对照组比较，aP<0.001
图 4 蛋白质印迹法检测 4组人增生性瘢痕成纤维细胞处理后

24 h THBS1蛋白表达。4A.条带图；4B.条图（x̄ ± s，样本数为 3）
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400 μmol/L刺五加皂苷 E组细胞 THBS1蛋白水平和

siRNA-THBS1+400 μmol/L 刺五加皂苷 E 组相近。

但是由于瘢痕增生机制比较复杂，不能仅凭抑制 Fb
生长而推断抑制瘢痕增生，可在后续研究中进行深

入探讨，分析刺五加皂苷 E对胶原挛缩和炎症等的

影响。

综上所述，刺五加皂苷 E能够通过下调人增生

性瘢痕 Fb中 THBS1蛋白表达，发挥抑制人增生性瘢

痕 Fb生长的作用。刺五加皂苷 E可能成为治疗增

生性瘢痕的潜在药物。
利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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烧伤后脓毒症的诊断及发病机制

烧伤是一种很容易被忽视的创伤，其发病率和病死率高得令人无法接受。尽管在过去几十年中，由于烧伤创面护理、营养

和液体复苏以及感染控制措施的改进，毁灭性烧伤后患者存活率持续提高，但仍有大量患者处于高死亡风险中。烧伤最常见

的并发症之一是脓毒症，它被定义为由于宿主对感染的反应紊乱而导致的严重器官功能障碍，是烧伤患者死亡的主要原因。

事实上，烧伤伴随着一系列导致脓毒症和 MODS的因素，如低血容量状态、免疫和炎症反应以及代谢变化。因此，明确的诊断

标准和预测性生物标志物对脓毒症和感染性休克的防治尤为重要。

四川大学华西医学中心的黄灿华教授团队近期在《Burns & Trauma》发文《The pathogenesis and diagnosis of sepsis post burn

injury》，文章就烧伤创面感染的发病机制、烧伤后脓毒症的发生及烧伤脓毒症的临床和有前景的生物标志物进行综述。作者

首先介绍了烧伤的类型与程度，并详细地讨论了烧伤患者所存在的烧伤创面微生物感染的威胁。在后文中，作者着重介绍了

导致烧伤患者出现脓毒症的危险因素，即低血容量状态、免疫和炎症反应以及代谢变化。由于脓毒症的高致死率，选择合适的

定义和标准对烧伤患者脓毒症的早期诊断和预测尤为重要。因此，作者最后讨论了一些可能用于早期诊断烧伤后脓毒症的生

物标志物以及临床体征。

本文引用格式：Zhang P, Zou B, Liou YC, et al. The pathogenesis and diagnosis of sepsis post burn injury[J/OL]. Burns Trauma, 2021,
9:tkaa047. https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33654698/. DOI: 10.1093/burnst/tkaa047.
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