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湿润烧伤膏对脂多糖致大鼠皮肤成纤维细胞损伤的改善作用及
其机制研究Δ

姜 艳 1，2＊，巩奇明 2，韦 骋 2，陆飞燕 2，卓臣义 2，唐乾利 1，2 #（1.广西大学医学院，南宁 530004；2.右江民族医学
院科学实验中心，广西 百色 533000）

中图分类号 R285 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2021）06-0702-07

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2021.06.10

摘 要 目的：研究湿润烧伤膏对脂多糖致大鼠皮肤成纤维细胞损伤的改善作用及其机制。方法：将大鼠皮肤成纤维细胞分为对

照组、脂多糖组（5 μg/mL）、康复新液组（阳性对照，5 μg/mL脂多糖+1.25％康复新液）和湿润烧伤膏组（5 μg/mL脂多糖+0.6 mg/mL

湿润烧伤膏），每组设置6个复孔。以脂多糖诱导建立炎性损伤细胞模型（对照组除外）。培养一定时间后，检测各组细胞存活率

和细胞迁移率，测定细胞上清液中肿瘤坏死因子α（TNF-α）、白细胞介素6（IL-6）含量，检测细胞内 IL-6蛋白定位和荧光强度，检测

细胞中同源性磷酸酶张力蛋白（PTEN）、磷酸化p65（p-p65）、TNF-α、IL-6、磷脂酰肌醇3激酶（PI3K）和蛋白激酶B（Akt）蛋白的表

达情况。结果：与对照组比较，脂多糖组细胞存活率显著升高、迁移率显著降低，细胞上清液中TNF-α、IL-6含量和PTEN、p-p65、

TNF-α、IL-6和PI3K蛋白的相对表达量均显著升高（P＜0.01），IL-6蛋白主要在细胞质中表达且荧光强度增强。与脂多糖组比较，

康复新液组和湿润烧伤膏组细胞存活率均显著降低、迁移率均显著升高；TNF-α、IL-6含量和PTEN、p-p65、TNF-α、IL-6（除康复新

液组外）、PI3K、Akt（除康复新液组外）蛋白的相对表达量均显著降低（P＜0.05或P＜0.01），IL-6蛋白荧光强度减弱，且湿润烧伤膏

组细胞中TNF-α、IL-6、PI3K、Akt蛋白的相对表达量均显著低于康复新液组（P＜0.05或P＜0.01）。结论：湿润烧伤膏可抑制脂多

糖诱导的大鼠皮肤成纤维细胞增殖，降低炎性因子水平和炎症反应强度，其机制可能与下调PTEN/核因子κB、PI3K/Akt信号通路

有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the improvement effect and mechanism of MEBO on lipopolysaccharide （LPS）-induced

injury of rat skin fibroblasts. METHODS：Skin fibroblasts of rats were divided into control group，LPS group （5 μ g/mL），

Kangfuxin solution group（positive control，5 μg/mL LPS+1.25％ Kangfuxin solution）and MEBO group（5 μg/mL LPS+0.6 mg/mL

MEBO），with 6 wells in each group. Inflammatory injury cell model was induced by LPS（except for control group）. After a

certain period of cultivation，the cell survival rate and cell migration rate were detected in each group. The contents of TNF-α and

IL-6 in cell supernatant was detected. The localization and fluorescence intensity of IL-6 protein were detected. The protein

expression of PTEN，p-p65，TNF-α，IL-6，PI3K and Akt in the fibroblasts were also determined. RESULTS：Compared with

control group，survival rate of the fibroblasts was increased significantly in LPS group，while cell migration was decreased

significantly；the contents of TNF-α and IL-6 in cell supernatant as well as relative protein expression of PTEN，p-p65，TNF-α，

IL-6 and PI3K were increased significantly （P＜0.05 or P＜0.01）；IL-6 protein mainly expressed in the cytoplasm，and the

fluorescence intensity was enhanced. Compared with LPS group，survival rate of the fibroblasts was decreased significantly in

Kangfuxin solution group and MEBO group，while migration rate was increased significantly；the contents of TNF-α and IL-6，

relative protein expression of PTEN，p-p65，TNF-α，IL-6（except for Kangfuxin solution group），PI3K and Akt （except for

Kangfuxin solution group） were decreased significantly （P＜0.05 or P＜0.01），while fluorescence intensity of IL-6 protein

decreased；relative protein expression of TNF-α，IL-6，PI3K and Akt in MEBO group were significantly lower than Kangfuxin

solution group （P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：MEBO can inhibit the proliferation of LPS-induced skin fibroblasts，

reduce the level of inflammatory factors and the intensity of

inflammatory reaction， which may be related to the

down-regulation of PTEN/NF-κB，PI3K/Akt signaling pathway.
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皮肤成纤维细胞是创面愈合修复的重要结构细胞，

其增殖、凋亡、迁移、炎症反应均参与创面修复过程，并

与毛细血管共同构成肉芽组织结构[1]。因此，调控该类

细胞的生物学行为，对创面愈合具有重要意义。

湿润烧伤膏适用于烧伤、慢性难愈合皮肤溃疡等创

面的修复，且临床使用疗效明显[2]。已有研究证实，湿润

烧伤膏可明显改善表皮生长细胞超微结构、稳定细胞内

环境、增强成纤维生长因子（bFGF）和血管生长因子

（VEGF）的增殖分化能力，促进创面修复[3－4]。目前，关

于湿润烧伤膏的研究主要集中于在体创面愈合，有关其

作用机制尚不十分明确。已有研究报道，抑制同源性磷

酸酶张力蛋白（PTEN）的表达可增加内皮细胞分裂和迁

移，促进角膜内皮伤口愈合[5]。核因子κB（NF-κB）是炎

症和氧化应激的生物标志物，参与创面愈合的炎症反应

及细胞增殖等活动[6]。磷脂酰肌醇3激酶（PI3K）/蛋白激

酶B（Akt）通路可调控细胞生长、增殖、能量代谢，并可改

变细胞结构[7]。本课题组前期研究发现，湿润烧伤膏可

促进大鼠成纤维细胞增殖[8]。基于此，本研究通过构建

炎性损伤大鼠皮肤成纤维细胞模型，研究湿润烧伤膏对

模型细胞存活、迁移、炎性因子分泌情况的影响，并基于

PTEN/NF-κB、PI3K/Akt 信号通路初步研究其可能的作

用机制，旨在为完善湿润烧伤膏促创面愈合的分子机制

提供参考。

1 材料
1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器包括TriStar LB941型酶标仪

（德国Berthold公司）、FV3000型激光扫描共聚焦显微镜

（日本 Olympus 公司）、PoverPac 3000型电泳仪（美国

Bio-Rad公司）、Odyssey型双色红外激光成像系统（美国

LI-COR公司）等。

1.2 主要药品与试剂

湿润烧伤膏（批号 Z20000004，每 1 g 相当于饮片

0.21 g）购自汕头市美宝制药有限公司，康复新液（阳性

对照，批号M190550，每瓶100 mL）购自湖南科伦制药有

限公司，CCK-8试剂（批号M4839）购自美国AbMole公

司 ，胰 蛋 白 酶 、DMEM 培 养 基（批 号 25200-056、

C11995500BT）均购自美国Gibco公司，胎牛血清（批号：

ABS972）购自上海爱必信生物科技有限公司，BCA蛋白

定量试剂盒、无蛋白快速封闭液（5×）（批号 ZJ101、

PS108）均购自上海雅酶生物医药科技有限公司，肿瘤坏

死因子α（TNF-α）酶联免疫吸附测定（ELISA）试剂盒、

IL-6 ELISA试剂盒（批号CSB-E04741m、E-EL-R0015C）

均购自武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司，脂多糖

（批号 L2880，纯度≥99％）购自美国 Sigma 公司，兔

PTEN单克隆抗体、兔Akt多克隆抗体、兔PI3K单克隆抗

体（批号 ab32199、ab8805、ab180967）均购自美国Abcam

公司，兔磷酸化 p65（p-p65）多克隆抗体（批号 3033s）购

自美国CST公司，兔TNF-α多克隆抗体、兔 IL-6多克隆

抗体、大鼠甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）单克隆抗体、

大鼠β-微管蛋白（β-tubulin）单克隆抗体、山羊抗兔免疫

球蛋白 G（IgG）（H+L）Fluor 488结合多克隆二抗、山羊

抗大鼠 IgG（H + L）Fluor 647 结合多克隆二抗（批号

AF7014、DF6087、T0004、T0023、S0018、S0014）均购自

美国Affinity公司，IRDye 800CW山羊抗兔二抗、IRDye

680RD山羊抗鼠二抗（批号 925-32211、925-68070）均购

自美国 LI-COR 公司，4′，6-二脒基-2-苯基吲哚（DAPI）

染料、抗荧光衰减封片剂、Triton X-100试剂和 4％组织

细胞固定液（批号 C0065、S2100、T8200、P1110）均购自

北京索莱宝科技有限公司，RIPA 裂解液（强）（批号

P0013B）购自上海碧云天生物技术有限公司，其余试剂

均为分析纯或实验室常用规格，水为超纯水。

1.3 细胞

大鼠皮肤成纤维细胞购自上海中乔新舟生物科技

有限公司。

2 方法
2.1 细胞培养

取大鼠皮肤成纤维细胞适量，接种于完全培养基

（含 10％胎牛血清的 DMEM 培养基）中，于 37 ℃、5％

CO2下培养（培养条件下同）。每 2天更换 1次新的完全

培养基，待细胞生长至对数生长期（即融合度达 80％～

90％）时传代。

2.2 药液的制备

2.2.1 湿润烧伤膏药液 取湿润烧伤膏适量，用无水乙

醇-二甲基亚砜溶液（1 ∶ 1，V/V）溶解，制成质量浓度为

0.1 g/mL（以膏体质量计）的溶液，于－4 ℃密封保存，使

用时用完全培养基稀释至0.6 mg/mL。

2.2.2 阳性对照药液 将康复新液置于－4 ℃密封保

存，使用时用完全培养基稀释至1.25％。

2.3 细胞存活率检测

采用CKK-8法进行检测。取对数生长期细胞接种

于 96孔板中，接种密度为 5×103个/孔。培养 24 h后，将

其随机分为对照组、脂多糖组（5 μg/mL[9]）、康复新液组

（5 μg/mL 脂多糖+1.25％康复新液 [10]）和湿润烧伤膏组

（5 μg/mL脂多糖+0.6 mg/mL湿润烧伤膏[8]），每组设置6

个复孔，同时设置不含细胞的空白孔。对照组加入完全

培养基，脂多糖组加入含5 μg/mL脂多糖的完全培养基，

给药组加入含5 μg/mL脂多糖和相应浓度药液的完全培

养基。培养 48 h后，每孔加入CCK-8试剂 10 μL，37 ℃

孵育 1 h，使用酶标仪于 450 nm波长处测定各孔的光密

度（OD）值并计算细胞存活率：细胞存活率（％）＝（检测

组OD值－空白孔OD值）/（对照组OD值－空白孔OD

值）×100％。试验重复3次。

2.4 细胞迁移率检测

采用细胞划痕试验进行检测。取对数生长期细胞

接种于6孔板中，接种密度为1×105个/孔。培养48 h后，

使用10 μL枪头垂直于孔板划痕，弃细胞上清液，用磷酸
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盐缓冲液（PBS，pH＝7.2～7.4）清洗细胞1次后，按“2.3”

项下方法分组（无需设置空白孔，下同）、给药（仅此试验

使用含 0.1％胎牛血清的DMEM培养基进行培养）。分

别于培养0、24、48 h时拍照记录细胞迁移情况并计算细

胞迁移率：细胞迁移率（％）＝（0 h划痕宽度－某时间点

划痕宽度）/0 h划痕宽度×100％。试验重复3次。

2.5 细胞上清液中TNF-α和 IL-6含量检测

采用ELSIA法进行检测。取对数生长期细胞接种

于6孔板中，接种密度为2×104个/孔，按“2.3”项下方法分

组、给药。培养48 h后，取细胞上清液，以3 000 r/min离

心 10 min，取上清液，按照ELISA试剂盒说明书进行操

作，使用酶标仪测定细胞上清液中TNF-α和 IL-6含量。

试验重复3次。

2.6 细胞内 IL-6蛋白定位和荧光强度检测

采用免疫荧光法进行检测。取对数生长期细胞接

种于共聚焦培养皿中，接种密度为 5×103个/皿，按“2.3”

项下方法分组、给药。培养 48 h 后，弃上清液，细胞用

PBS 清洗 5 min×3 次，用 0.4％多聚甲醛溶液固定 30

min；细胞用 PBS 清洗 5 min×3次，用 0.1％Triton X-100

试剂透化20 min；细胞用PBS清洗5 min×3次，用封闭液

室温封闭 10 min，加入 IL-6、β-tubulin一抗（稀释度均为

1 ∶ 200），于 4 ℃下孵育过夜；细胞用 PBS 清洗 5 min×3

次，加入相应的 IgG（H+L）标记二抗（稀释度均为 1 ∶
200），室温避光孵育40 min；细胞用PBS清洗5 min×3次

（此步骤及后续步骤均需避光操作），用5 μg/mL的DAPI

染料染色 10 min，用 PBS溶液清洗，滴加抗荧光衰减封

片剂后封片，使用激光扫描共聚焦显微镜成像，观察

IL-6蛋白定位并记录荧光强度。

2.7 细胞中PTEN、p-p65、TNF-α、IL-6、PI3K、Akt蛋白

表达检测

采用Western blot法进行检测。取对数生长期细胞

接种于培养皿中，接种密度为 8×105个/皿，按“2.3”项下

方法分组、给药。培养48 h后，弃上清液，细胞用4 ℃预

冷PBS清洗2次，以RIPA裂解，于4 ℃下12 000 r/min离

心 10 min，取上清液，即得细胞总蛋白。取上述总蛋白

40 μg，煮沸 5 min进行变性；取变性蛋白经十二烷基硫

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后，转膜，室温封闭 10

min，分别加入 PTEN、p-p65、TNF-α、IL-6、PI3K、Akt、

GAPDH一抗（稀释度均为 1 ∶ 2 000），于 4 ℃孵育过夜；

PBST溶液洗膜 5 min×3次，加入相应 IRDye二抗（稀释

度均为1 ∶ 10 000），室温孵育40 min（此步骤及后续步骤

均需避光操作），PBST溶液洗膜5 min×3次，于双色红外

激光成像系统上成像。采用 Image J 1.8.0软件处理并分

析，计算目标蛋白与内参（GAPDH）的灰度值比值，再以

对照组为标准计算相对表达量。试验重复3次。

2.8 统计学方法

利用SPSS 22.0软件对数据进行统计分析。数据以

x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两

比较采用 t检验。P＜0.05表示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 湿润烧伤膏对脂多糖诱导的大鼠皮肤成纤维细胞

存活率的影响

与对照组比较，脂多糖组细胞存活率显著升高（P＜

0.01）。与脂多糖组比较，康复新液组和湿润烧伤膏组细

胞存活率均显著降低（P＜0.01）；而康复新液组与湿润

烧伤膏组比较差异无统计学意义（P＞0.05），详见图1。

3.2 湿润烧伤膏对脂多糖诱导的大鼠皮肤成纤维细胞

迁移的影响

与对照组比较，脂多糖组细胞在作用 24、48 h时的

细胞迁移率均降低，其中48 h时细胞迁移率组间比较差

异有统计学意义（P＜0.01）。与脂多糖组比较，康复新

液组和湿润烧伤膏组作用 24、48 h 的细胞迁移率均增

加，其中48 h时细胞迁移率组间比较差异有统计学意义

（P＜0.01）；而康复新液组与湿润烧伤膏组比较差异无统

计学意义（P＞0.05），详见图2、图3（湿润烧伤膏作用24 h

对脂多糖诱导的大鼠皮肤成纤维细胞迁移的影响图略）。

3.3 湿润烧伤膏对脂多糖诱导的大鼠皮肤成纤维细胞

上清液中TNF-α、IL-6含量的影响

与对照组比较，脂多糖组细胞上清液中TNF-α、IL-6

含量均显著升高（P＜0.01）。与脂多糖组比较，康复新

液组和湿润烧伤膏组细胞上清液中TNF-α、IL-6含量均

显著降低（P＜0.05或P＜0.01）；而康复新液组与湿润烧

伤膏组比较差异均无统计学意义（P＞0.05），详见表1。

3.4 湿润烧伤膏对脂多糖诱导的大鼠皮肤成纤维细胞

内 IL-6蛋白定位和荧光强度的影响

IL-6主要在细胞质内表达。脂多糖组细胞内 IL-6

蛋白表达荧光强度高于对照组。康复新液组和湿润烧

伤膏组细胞内 IL-6蛋白表达荧光强度低于脂多糖组，且

康复新液组和湿润烧伤膏组的荧光强度接近，详见图

4[图中，“IL-6”标记 IL-6阳性表达细胞（绿色），“β-tubu-

lin”标记细胞微管（红色），“DAPI”标记细胞核（蓝色），

“Merge”为三者叠加]。

注：与对照组比较，＊＊P＜0.01；与脂多糖组比较，##P＜0.01

Note：vs. control group，＊＊P＜0.01；vs. LPS group，##P＜0.01

图1 湿润烧伤膏对脂多糖诱导的大鼠皮肤成纤维细胞

存活率的影响（x±±s，n＝3）

Fig 1 Effects of MEBO on survival rate of LPS-

induced skin fibroblasts of rats（x±±s，n＝3）
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3.5 湿润烧伤膏对脂多糖诱导的大鼠皮肤成纤维细胞中

PTEN、p-p65、TNF-α、IL-6、PI3K、Akt蛋白表达的影响

与对照组比较，脂多糖组细胞中 PTEN、p-p65、

TNF-α、IL-6、PI3K 蛋白的相对表达量均显著升高（P＜

0.05或P＜0.01）。与脂多糖组比较，康复新液组和湿润

烧伤膏组细胞中PTEN、p-p65、TNF-α、IL-6（除康复新液

组外）、PI3K、Akt（除康复新液组外）蛋白的相对表达量

均显著降低（P＜0.05或P＜0.01），其中湿润烧伤膏组细

胞中 TNF-α、IL-6、PI3K、Akt 蛋白的相对表达量均显著

低于康复新液组（P＜0.05或P＜0.01），详见图5、表2。

表1 湿润烧伤膏对脂多糖诱导的大鼠皮肤成纤维细胞

上清液中 TNF-α、IL-6含量的影响（x±±s，n＝3，

pg/mL）

Tab 1 Effects of MEBO on the contents of TNF-α and

IL-6 in the supernatant of LPS-induced skin fi-

broblasts of rats（x±±s，n＝3，pg/mL）

组别
对照组
脂多糖组
康复新液组
湿润烧伤膏组

TNF-α

123.130±22.638

711.718±67.914＊＊

560.798±34.580#

530.614±22.638#

IL-6

30.381±5.309

194.762±8.448＊＊

147.619±6.391##

150.476±7.930##

注：与对照组比较，＊＊P＜0.01；与脂多糖组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01

Note：vs. control group，＊ ＊ P＜0.01；vs. LPS group，#P＜0.05，
##P＜0.01

4 讨论
创面愈合过程经历3个阶段，包括炎症期、增殖期和

修复期。炎症反应是创面进展中的主导因素，可以直接

影响创面细胞增殖和创面重塑[1，11]。已研究证实，创面

炎症反应会影响成纤维细胞增殖、扰乱细胞活动、诱导促

炎因子产生，进而延缓创面愈合[12－14]。现多采用脂多糖刺

激成纤维细胞，以建立体外增生性瘢痕成纤维细胞表型

类似的细胞模型[15－16]。石珊等[17]研究证实，脂多糖可通过

改变正常皮肤成纤维细胞内结构、影响细胞外基质蛋白

表达，从而导致成纤维细胞生物学功能改变，最终转化成

增生性疤痕。由此看来，调控脂多糖诱导的皮肤成纤维

细胞生物学功能，对研究创面的进程具有重要意义。

图2 湿润烧伤膏作用不同时间对脂多糖诱导的大鼠皮肤成纤维细胞迁移的影响（×200）

Fig 2 Effects of MEBO on migration of LPS-induced skin fibroblasts of rats at different time points（×200）

对照组 脂多糖组 康复新液组 湿润烧伤膏组

0 h
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48 h

注：与对照组比较，＊＊P＜0.01；与脂多糖组比较，##P＜0.01

Note：vs. control group，＊＊P＜0.01；vs. LPS group，##P＜0.01

图3 湿润烧伤膏作用48 h对脂多糖诱导的大鼠皮肤成

纤维细胞迁移率的影响（x±±s，n＝3）

Fig 3 Effects of MEBO on migration rate of LPS-

induced skin fibroblasts of rats after 48 h treat-

ment（x±±s，n＝3）
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图5 湿润烧伤膏对脂多糖诱导的大鼠皮肤成纤维细胞

中 PTEN、p-p65、TNF-α、IL-6、PI3K、Akt 蛋白表

达影响的电泳图

Fig 5 Electrophoretogram of the effects of MEBO on

protein expression of PTEN，p-p65，TNF-α，

IL-6，PI3K and Akt in LPS-induced skin fibro-

blasts of rats

对照组 脂多糖组 康复新液组 湿润烧伤膏组

图4 湿润烧伤膏对脂多糖诱导的大鼠皮肤成纤维细胞内 IL-6蛋白表达影响的免疫荧光显微图（×800）

Fig 4 Immunofluorescence micrographs of the effects of MEBO on protein expression of IL-6 in LPS-induced skin

fibroblasts of rats（×800）

康复新液组 湿润烧伤膏组对照组 脂多糖组

DAPI
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Merge

湿润烧伤膏和康复新液均为临床创面康复的常用

药。康复新液主要成分是美洲大蠊乙醇提取物，可在炎

症期减轻患者局部炎症反应，调节细胞增殖和分泌，减

少渗出，促进创面愈合[18]。湿润烧伤膏也是中药制剂，

包含黄连、黄柏、黄芩、地龙等药材，被应用于各种慢性

创面修复[19－20]。基于此，本研究以康复新液作为阳性对

照药物，研究湿润烧伤膏对炎症环境下成纤维细胞的影

响，通过探讨相关分子机制进一步完善湿润烧伤膏愈合

创面的可能机制，为其临床使用提供理论依据。

PTEN是一种抑癌因子，具有双特异性磷酸酶活性，

可调控细胞转录、增殖和迁移等行为，参与了肿瘤、糖尿

病等疾病的发生发展[21－24]。已有研究表明，PTEN受抑

制可促进创面细胞迁移、加速创面的愈合[25]。脂多糖可

诱导PTEN蛋白活化，激活NF-κB通路，进而引发“瀑布

效应”样炎症反应，刺激细胞分泌TNF-α、IL-6等多种炎

性因子[26]。另有研究表明，NF-κB参与了成纤维细胞的

增殖[27]。TNF-α和 IL-6都是NF-κB通路下游的重要调控

因子，具有介导炎症反应发生发展的生物学特性 [7，28]。
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表2 湿润烧伤膏对脂多糖诱导的大鼠皮肤成纤维细胞中PTEN、p-p65、TNF-α、IL-6、PI3K、Akt蛋白的相对表达量

的影响（x±±s，n＝3）

Tab 2 Effects of MEBO on the relative protein expression of PTEN，p-p65，TNF-α，IL-6，PI3K and Akt in

LPS-induced skin fibroblasts of rats（x±±s，n＝3）

组别
对照组
脂多糖组
康复新液组
湿润烧伤膏组

PTEN/GAPDH

0.346±0.008

0.750±0.014＊＊

0.563±0.010##

0.612±0.017#

p-p65/GAPDH

0.340±0.004

0.890±0.016＊＊

0.634±0.009##

0.675±0.013##

TNF-α/GAPDH

0.653±0.007

0.928±0.004＊

0.763±0.071#

0.571±0.004##ΔΔ

IL-6/GAPDH

0.687±0.004

0.907±0.029＊

0.782±0.019

0.463±0.005##ΔΔ

PI3K/GAPDH

0.733±0.015

0.891±0.049＊

0.779±0.036#

0.465±0.016##Δ

Akt/GAPDH

1.005±0.049

1.168±0.011

0.930±0.014

0.753±0.016#Δ

注：与对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与脂多糖组比较，#P＜0.05，##P＜0.01；与康复新液组比较，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；vs. LPS group，#P＜0.05，##P＜0.01；vs. Kangfuxin solution group，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01

同时，IL-6亦能调控丝裂原活化蛋白激酶信号通路以增

加炎性因子的表达，在糖尿病足溃疡模型大鼠创面组织

中处于高表达水平[11，29]。本研究结果显示，IL-6主要在

细胞质内表达。湿润烧伤膏和康复新液均可通过抑制

脂多糖过度激活的PTEN表达，抑制大鼠皮肤成纤维细

胞增殖，降低TNF-α、IL-6、p-p65表达，从而改善炎症反

应，且湿润烧伤膏组TNF-α和 IL-6表达下降趋势强于康

复新液组。已有体内实验表明，创面愈合需要PI3K/Akt

通路蛋白经历先升高后降低的动态变化过程[3]。由此可

见，PI3K/Akt的长期过度激活并不利于创面愈合。笔者

结合文献[17]分析本研究结果发现，脂多糖可促进大鼠

皮肤成纤维细胞增殖，但这种增殖作用可被湿润烧伤膏

和康复新液所抑制，其分子机制可能抑制 PI3K、Akt蛋

白的表达有关，且湿润烧伤膏组PI3K和Akt表达下降趋

势强于康复新液组。

综上所述，湿润烧伤膏可抑制脂多糖诱导的大鼠皮

肤成纤维细胞增殖，降低炎性因子水平和炎症反应强

度，其机制可能与下调PTEN/NF-κB、PI3K/Akt信号通路

有关。但创面愈合过程涉及多因素、多靶点相互作用，

本文仅初步研究了湿润烧伤膏促进创面愈合的一部分

机制，且药物剂量依赖性与作用时间依赖性等问题均有

待深入研究。
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大戟脂药材中四环三萜类成分大戟二烯醇、大戟醇的含量测定及
提取工艺优化Δ
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中图分类号 R284.2 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2021）06-0708-05

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2021.06.11

摘 要 目的：建立同时测定大戟脂药材中大戟二烯醇和大戟醇含量的方法，并优化其提取工艺。方法：采用高效液相色谱法。

色谱柱为Agilent ZORBAX Eclipse Plus C8，流动相为乙腈-水（90 ∶ 10，V/V），流速为1.0 mL/min，检测波长为210 nm，柱温为30 ℃，

进样量为10 μL。以大戟二烯醇、大戟醇含量、出膏率为评价指标进行综合评分，以乙醇体积分数、提取时间、溶剂用量为考察因

素，采用L9（34）正交试验优化其提取工艺并进行验证。结果：大戟二烯醇、大戟醇检测质量浓度的线性范围分别为0.030 4～1.216

mg/mL（r＝0.999 6）、0.01～0.4 mg/mL（r＝0.999 9）；精密度、稳定性（24 h）、重复性试验的RSD均小于2％，平均加样回收率分别为

100.46％（RSD＝1.03％，n＝6）、99.36％（RSD＝0.91％，n＝6）。最优提取工艺为40 mL的95％乙醇回流提取1 h。经3次试验验证

结果显示，大戟二烯醇的平均含量为94.43 mg/g（RSD＝0.92％，n＝3），大戟醇的平均含量为25.42 mg/g（RSD＝0.98％，n＝3），平

均出膏率为51.42％，（RSD＝1.95％，n＝3），平均综合评分为98.87（RSD＝0.92％，n＝3）。结论：所建含量测定方法简便、准确，重

复性好，可用于大戟脂的质量控制；优化所得提取工艺稳定、可行。

关键词 大戟脂；大戟二烯醇；大戟醇；高效液相色谱法；含量测定；提取工艺优化
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