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增生性瘢痕（Hypertrophic scar，HS）是成纤维细胞

产生的胶原蛋白等在组织中沉积后，难以被吸收或重塑

而表现出的一种病理状态[1]。张羽飞等[2]研究发现，HS

表现出持续性炎性反应和纤维异常增生，从而影响患者

的形象和健康，并加重患者心理负担。曲尼司特属于新

型糖皮质激素，对纤维化和瘙痒具有明显的抑制作用。

本文研究了曲尼司特对兔瘢痕组织中转化生长因子β1

（TGF-β1）和α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）表达的影响，探

讨曲尼司特对增生性瘢痕的抑制作用及其可能的作用

机制，旨在为其临床治疗提供实验依据。

1 材料

1.1 仪器

YS100普通光学显微镜（日本尼康公司）；RT-6000

全自动酶标仪（雷杜生命科学股份有限公司）；凝胶成像

系统及图像分析软件（美国Bio-Rad公司）；9700聚合酶

链式反应（PCR）仪（美国ABI公司）。

1.2 药品与试剂

曲尼司特胶囊（中国药科大学制药有限公司，批号：

150716，规格：0.1 g/粒）；速眠新Ⅱ注射液（静松灵、氟哌

啶醇、双氢埃托啡复合制剂，山东省农科院畜牧兽医研

究所，批号：150401，规格：1.5 mL/支）；免疫组化试剂盒

（上海拜力生物科技有限公司）；兔源TGF-β1、α-SMA单

克隆抗体（美国Santa Cruz公司）；鼠源甘油醛-3-磷酸脱

氢酶（GAPDH）单克隆抗体、辣根过氧化物酶（HRP）标
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摘 要 目的：研究曲尼司特对兔增生性瘢痕组织的抑制作用及其机制。方法：取兔建立增生性瘢痕模型，将建模成功的兔随机

分为模型对照组（生理盐水）和曲尼司特低、中、高剂量组（0.3、0.5、0.7 mg/kg），每组6只，局部 sc相应药物。各组兔分别于注射前

1 h 和注射后第 1、3、5周测量瘢痕厚度，观察注射后第 5周瘢痕病理学变化，并检测瘢痕组织中 TGF-β1、α-SMA mRNA 和蛋白表

达。结果：与注射前1 h比较，除模型对照组外，其余各组兔注射后各时间点瘢痕厚度均减小（P＜0.05）。注射后第5周，与模型对

照组比较，其余各组兔注射后第5周的瘢痕厚度均减小，病理学变化均好转，瘢痕组织中TGF-β1、α-SMA mRNA和蛋白表达均降低

（P＜0.05），且与曲尼司特剂量呈正相关。结论：曲尼司特能够抑制增生性瘢痕的形成，其作用机制可能与抑制瘢痕组织中TGF-β1、

α-SMA mRNA和蛋白的表达有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the inhibition effects of tranilast on hypertrophic scar tissue of rabbits and its mechanism.

METHODS：Rabbits were selected to induce hypertrophic scar（HS）model，the HS model rats were randomly divided into model

control group （normal saline），tranilast low-dose，medium-dose，high-dose groups （0.3，0.5，0.7 mg/kg），6 rabbits in each

group，local intradermaly injected corresponding drugs. Scar thickness 1 h before injection and the first，third，fifth week after in-

jection in each group were measured，pathological changes of scar（fifth week after injection）were observed，transforming growth

factor β1 （TGF-β1），α-smooth muscle actin（α-SMA）mRNA and protein expression were detected. RESULTS：Compared with 1 h

before injection，scar thickness of rabbits in other groups were decreased after injection except for model control group. In fifth

week after injection，compared with model control group，scar thickness of rabbits in other groups were decreased，pathological

changes were improved；TGF-β 1，α-SMA mRNA and protein expression were decreased（P＜0.05），showing positive correlation

with tranilast dose. CONCLUSIONS：Tranilast can inhibit the formation of hypertrophic scar，and the mechanism may be related to

inhibiting the TGF-β1，α-SMA mRNA and protein expression.

KEYWORDS Tranilast；Hypertrophic scar；Transforming growth factor-β1；α-smooth muscle actin；Rabbit
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记的羊抗兔免疫球蛋白G（IgG）二抗、链脲佐菌素（STZ）

（美国 Sigma公司）；Trizol试剂盒、反转录试剂盒、二喹

啉甲酸（BCA）蛋白浓度测定试剂盒（美国 Thermo 公

司）。

1.3 动物

35只日本大耳白兔，♂，体质量为2.1～2.6 kg，购自

山东省日照市人民医院实验动物中心，动物合格证号：

SCXK（鲁）2016-005。所有兔均混合分笼人工饲养，环

境温度为 20～22 ℃、相对湿度为 50％，饲养 1周后进行

实验。本实验按动物实验伦理学要求操作。

2 方法

2.1 造模

将兔固定于手术台上，臀部 im速眠新Ⅱ注射液 0.2

mL/kg，待麻醉显效后，将双侧兔耳腹侧毛发修剪，分别

于双耳尖端 2、5、7、10 cm 处打 4个直径约 1 cm 的圆孔

（打孔时注意用力适度，如有软骨，则将软骨切开）。打

孔完毕后将兔放置笼中喂养，自由进食、饮水。造模1周

内观察兔双耳，待创面结痂后，乙醇消毒后将痂皮揭除，

再用手术刀将表皮及过度生长的肉芽刮去，再待创面自

然愈合。若术后发现创面感染，局部给予碘伏消毒。

2.2 分组与给药

所有兔创面于2～3周内完全上皮化，对兔双耳进行

检查，剔除 4只创面增生不均匀的兔，从剩余 31只兔中

选择24只，随机分为模型对照组（生理盐水）和曲尼司特

低、中、高剂量组（0.3、0.5、0.7 mg/kg），每组6只兔、12只

耳朵、48个创面。根据预实验结果确定给药剂量，以生

理盐水制备质量浓度为1 mg/mL的相应药液，各组兔 sc

相应药物。

2.3 瘢痕厚度测量

分别于注射前1 h和注射后第 1、3、5周采用游标卡

尺对兔耳瘢痕厚度进行测量。于注射后第5周切除瘢痕

全层及软骨，均匀分成两部分，一部分液氮冷冻保存，制

成冰冻切片；另外一部分用 10％中性甲醛固定，常规石

蜡包埋。

2.4 瘢痕组织病理学检查

采用苏木精-伊红（HE）染色法检测兔耳部瘢痕病理

学变化。取注射后第 5周的兔耳瘢痕组织的石蜡切片，

脱蜡至水，二甲苯、乙醇梯度洗脱，蒸馏水冲洗，HE 染

色，自来水冲洗，甩干后透明、封固，显微镜下观察病理

学变化。

2.5 瘢痕组织中TGF-β1、α-SMA mRNA检测

采用实时荧光定量PCR法检测瘢痕组织中TGF-β1、

α-SMA mRNA 表达。采用 Trizol 试剂盒按说明书操作

提取瘢痕组织总RNA，将总RNA反转录成 cDNA，再将

cDNA 进行实时荧光定量 PCR 检测。引物委托南京金

斯瑞生物科技有限公司设计合成，TGF-β1上游引物为

5′-TTGACCGGTAAATGTCAACGTAAT-3′，下游引物

为 5′-TGAGACTGGCACTGAGAGTGGTTG-3′，扩 增

长度为 226 bp；α-SMA 上游引物为 5′-GGGTCAAA-

GATCACGTGCACAG-3′，下 游 引 物 为 5′-TTGT-

CAAAGCAGACGGAGGTC-3′，扩增长度为 304 bp；

GAPDH 上 游 引 物 为 5′-GGTGAACGTGCGTCT-

CAAGC-3′，下游引物为5′-GTCGGTGGTGGAAGATC-

GTC-3′，扩增长度为 117 bp。PCR反应体系：ddH2O 13

μL，缓冲液 2.5 μL，dNTP 1 μL，上、下游引物各 0.5 μL，

cDNA 3 μL、Taq酶0.5 μL，总反应体系21 μL；反应条件：

95 ℃预变性2 min，95 ℃变性15 s、60 ℃退火30 s、72 ℃

延伸1 min，40个循环后72 ℃延伸5 min。以GAPDH为

内参，采用 2－ΔΔct法分析目的基因的相对表达量，Δct＝

ct目的基因－ct内参。

2.6 瘢痕组织中TGF-β1、α-SMA蛋白检测

采用 Western blot 法检测瘢痕组织中 TGF-β 1、α-

SMA蛋白表达。将瘢痕组织剪碎后充分研磨，加入RI-

PA裂解液，冰水浴上静置 30 min，充分裂解后于 4 ℃下

12 000 r/min（离心半径：8 cm）离心10 min，提取总蛋白，

BCA法检测总蛋白浓度。取 50 μg总蛋白，100 ℃水浴

下变性5 min，采用10％十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝

胶（SDS-PAGE）电泳分离蛋白，转至聚偏氟乙烯（PVDF）

膜上，37 ℃下加入5％脱脂奶粉封闭1.5～2 h，再分别加

入 1 ∶ 1 000稀释的兔源TGF-β1单克隆抗体、1 ∶ 500稀释

的兔源α-SMA单克隆抗体、1 ∶ 5 000稀释的鼠源GAPDH

单克隆抗体，4 ℃孵育过夜。磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗3

次，待洗膜后再加入 1 ∶ 2 000稀释的HRP标记的羊抗兔

IgG二抗，37 ℃振摇孵育 1 h，PBS冲洗 3次。采用增强

化学发光（ECL）试剂显影、曝光，凝胶成像系统对条带

进行分析，半定量分析灰度条带，以目的条带与GAPDH

条带灰度值之比作为目的蛋白的相对表对量。

2.7 统计学方法

采用SAS 9.0软件进行统计分析。正态计量指标采

用 x±s表示，多组间比较采用单因素分析，组间两两比

较采用LSD-t检验。P＜0.05表示差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 各组兔不同时段瘢痕厚度比较

与注射前1 h比较，除模型对照组外，其余各组兔注

射后各时间点瘢痕厚度均减小（P＜0.05）。与注射后第

1周比较，除模型对照组外，其余各组兔注射后第3、4周

瘢痕厚度均减小（P＜0.05）。注射后第5周，与模型对照

组比较，其余各组兔耳瘢痕厚度均明显减小（P＜0.05）。

这表明曲尼司特能够减小瘢痕的厚度，且呈剂量依赖

性。各组兔不同时段瘢痕厚度测定结果见表1。
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注：与模型对照组比较，＊P＜0.05；与曲尼司特低剂量组比较，#P＜

0.05

Note：vs. model control group，＊ P＜0.05；vs. tranilast low-dose

group，#P＜0.05

图 3 各组兔注射后第 5周瘢痕组织中TGF-β1、α-SMA

蛋白表达的测定结果

Fig 3 Determination results of TGF-β 1，α-SMA pro-

tein expression in scar tissue of rabbits in each

group in the fifth week after injection
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图 2 各组兔注射后第 5周瘢痕组织中TGF-β1、α-SMA

mRNA表达的测定结果

Fig 2 Determination results of TGF-β1，α-SMA mRNA

expression in scar tissue of rabbits in each

group in the fifth week after injection
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图 1 各组兔注射后第 5周的瘢痕组织病理学变化

（HE，×100）

Fig 1 Pathological changes of scar tissue of rabbits in

each group in the fifth week after injection

（HE，×100）
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表1 各组兔不同时段瘢痕厚度测定结果（x±±s，n＝48，

mm）

Tab 1 Determination results of scar thickness of rab-

bits in each group in different periods（x ±± s，

n＝48，mm）

组别
模型对照组
曲尼司特低剂量组
曲尼司特中剂量组
曲尼司特高剂量组

注射前1 h

2.268±0.109

2.275±0.106

2.271±0.096

2.274±0.104

注射后第1周
2.209±0.447

2.169±0.453＊

2.043±0.331＊▲

2.098±0.371＊▲

注射后第3周
2.281±0.381

2.100±0.381＊#

1.921±0.259＊#▲

1.847±0.237＊#▲

注射后第5周
2.097±0.114

1.881±0.091＊#▲

1.672±0.089＊#▲

1.583±0.071＊#▲

注：与注射前1 h比较，＊P＜0.05 ；与注射后第1周比较，#P＜0.05；

与模型对照组比较，▲P＜0.05

Note：vs. 1 h befor injection，＊P＜0.05 ；vs. 1 week after injection，
#P＜0.05；vs. model control group，▲P＜0.05

3.2 各组兔耳瘢痕组织病理学变化

注射后第5周，模型对照组兔耳瘢痕组织较厚，胶原

纤维无序；曲尼司特低剂量组兔耳瘢痕组织胶原纤维略

有序，表皮层变薄，真皮结构仍紊乱无序；曲尼司特中剂

量组兔耳瘢痕组织较薄，且真皮结构较为整齐；曲尼司

特高剂量组兔耳瘢痕组织表皮厚度较曲尼司特中剂量

组更薄，且真皮结构排列更为整齐。各组兔注射后第 5

周的瘢痕组织病理学变化见图1。

3.3 各组兔耳瘢痕组织中TGF-β1、α-SMA mRNA表达

注射后第5周，与模型对照组比较，其余各组兔耳瘢

痕组织中 TGF-β1、α-SMA mRNA 表达均明显降低（P＜

0.05）；与曲尼司特低剂量组比较，曲尼司特中、高剂量组

兔耳瘢痕组织中 TGF-β1、α-SMA mRNA 表达明显降低

（P＜0.05）。这表明曲尼司特能够抑制瘢痕组织中

TGF-β1、α-SMA mRNA表达，且呈剂量依赖性。各组兔

注射后第5周瘢痕组织中TGF-β1、α-SMA mRNA表达的

测定结果见图2。

3.4 各组兔耳瘢痕组织中TGF-β1、α-SMA蛋白表达

注射后第5周，与模型对照组比较，其余各组兔耳瘢

痕组织中 TGF-β 1、α-SMA 蛋白表达均明显降低（P＜

0.05）；与曲尼司特低剂量组比较，曲尼司特中、高剂量组

兔耳瘢痕组织中 TGF-β 1、α-SMA 蛋白表达明显降低

（P＜0.05）。这表明曲尼司特能够抑制瘢痕组织中

TGF-β1、α-SMA蛋白的表达，且呈剂量依赖性。各组兔

注射后第5周瘢痕组织中TGF-β1、α-SMA 蛋白表达的测

定结果图3。

4 讨论

在创面的愈合过程中，局部炎症反应会诱导间质细

胞分化，促进成纤维细胞增殖[3-4]。成纤维细胞能够分泌

纤维连接蛋白和胶原蛋白，当肉芽组织成熟后，大量胶

原蛋白沉积于细胞外基质，最终形成增生性瘢痕[5-6]。国

外有研究显示，曲尼司特能够抑制单核细胞趋化因子、

转化生长因子等炎症因子，达到延缓和抑制脏器纤维化

的作用[7]。赵建华等[8]也研究证实，曲尼司特能够抑制血

管内皮细胞的活性，亦能降低动脉粥样硬化发生的风

险。在治疗瘢痕方面，王建霞等[9]对肉芽肿大鼠持续局
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部给予曲尼司特，结果显示曲尼司特高剂量组肉芽肿增

生程度明显减轻，且肉芽肿组织羟脯氨酸含量显著降

低，提示曲尼司特能够通过抑制羟脯氨酸的表达从而改

善肉芽肿的增生。本研究显示，曲尼司特高、中、低剂量

组兔耳瘢痕厚度明显减小，说明曲尼司特能够有效控制

增生性瘢痕的过度生长。

TGF-β1是瘢痕形成的关键因子之一，当创伤开始愈

合时，TGF-β1大量分泌，导致胶原蛋白在细胞外基质过

度沉积，这亦是增生性瘢痕形成的病理基础[10]。Honar-

doust D等[11]也研究证实，机体发生创伤时，创面TGF-β1/

Smad3信号通路被激活，TGF-β1分泌增加，导致Ⅰ型胶

原合成增加，Ⅱ、Ⅲ型胶原合成降低，最终诱导瘢痕增

生。α-SMA是细胞内收缩系统主要蛋白，通过带动胶原

纤维位置变化，导致瘢痕发生挛缩[12]。据刘华等[13]报道，

在瘢痕生长后期，组织中α-SMA表达上调，且α-SMA表

达水平与挛缩程度有关。本研究对各组兔瘢痕组织

TGF-β1、α-SMA mRNA表达进行检测，结果显示高、中、

低剂量曲尼司特组兔耳瘢痕组织中 TGF- β 1、α-SMA

mRNA表达显著低于同时段模型对照组；Western blot法

检测显示，TGF-β1、α-SMA蛋白表达也表现出相似的趋

势，提示曲尼司特可能是通过降低 TGF-β 1、α-SMA

mRNA和蛋白表达，达到抑制瘢痕增生的作用。

本研究的局限性：（1）由于兔的个体差异、瘢痕的位

置、增生的时间点等因素存在差异，导致本研究中各组

兔的生物学特性可能存在一定差异。（2）有报道称曲尼

司特依然存在导致肝功能异常、神经系统症状等不良发

应等风险[14]。而在本研究中，仅单纯观察了曲尼司特的

有效性，需要进一步观察其急、慢性毒性。（3）在研究中

发现，TGF-β1、α-SMA mRNA和蛋白表达趋势均表现出

良好的一致性，两种指标之间是否有相同的信号通路调

节值得深入研究。

综上所述，曲尼司特能够抑制HS的形成，其作用机

制可能与抑制瘢痕组织中 TGF-β1、α-SMA mRNA 和蛋

白表达有关。
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