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生肌化瘀方及其拆方对大鼠创面修复早期

肉芽组织中Ⅰ、Ⅲ型胶原的影响

李  斌 ,王振宜 , 肖秀丽 ,李福伦 , 范  斌

(上海中医药大学岳阳中西医结合医院中医外科 , 上海 200437 )

[摘要 ]  目的 :探讨生肌化瘀方及其拆方对创面修复早期Ⅰ、Ⅲ型胶原的影响。方法 : 将 24 只清洁级雄性

SD 大鼠随机分为 4 组 : 生肌化瘀方组、生肌方组、化瘀方组和模型组。以大鼠皮肤全层缺损创面为模型 , 采

用免疫组化和图像分析相结合的方法 ,观察各组大鼠创面修复早期肉芽组织中Ⅰ、Ⅲ型胶原的变化。结果 :

在创面修复的第 3 天 , 生肌方组和生肌化瘀方组的Ⅰ型胶原水平均高于模型组 , 化瘀方组则低于模型组

( P < 0 .05) ;生肌方组、化瘀方组和生肌化瘀方组的Ⅲ型胶原水平均低于模型组 ( P < 0 .05) ,以化瘀方组更

为明显 ;在创面修复的第 7 天 , 生肌方组、生肌化瘀方组的Ⅰ型胶原水平均低于模型组 ( P < 0 .05 ) ; 生肌方

组和化瘀方组的Ⅲ型胶原水平均高于模型组 ( P < 0 .05 )。结论 : 祛瘀生肌法可以促进大鼠创面修复 ,减少

瘢痕形成。
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Effects of Shengji Huayu Recipe and its decomposed formulas on synthesis of collagen types Ⅰ

and Ⅲ in granulation tissue of rats in early wound healing
LI Bin , WANG Zhen-Yi , XIAO Xiu-Li , LI Fu-Lun, FAN Bin

(Department of Chinese Traditional Surgery, Yueyang Hospital of Integrated Tradit ional Chinese and Western

Medicine , Shanghai University of Tradi tional Chinese Medicine , Shanghai 200437 , China)

ABSTRACT  Objective: To study the effects of Shengji Huayu Recipe (a traditional Chinese medicine com-

pound recipe for resolving stagnation and promoting granulation) and its decomposed formulas (Huayu Recipe

for resolving stagnation and Shengji Recipe for promoting granulation) on the synthesis of collagen types Ⅰ

and Ⅲ in granulation tissue of rats in early wound healing . Methods: Twenty-four male Sprague-Dawley ( SD)

rats wi th full- thickness skin lesion were randomized into 4 groups: Shengji Huayu Recipe-treated group ,

Shengji Recipe-treated group , Huayu Recipe-treated group and untreated group . Collagen types Ⅰ and Ⅲ in

granulation tissue of the rats were tested with immunohistochemical methods and image analysis . Results: On

the third day of wound healing , collagen Ⅰ of the rats in both Shengji Huayu Recipe-treated group and Shengji

Recipe-treated group was higher than that in the untreated group , and collagen Ⅰ of the rats in Huayu Recipe-

treated group was lower than that in the untreated group ( P < 0 .05 ) . Collagen Ⅲ of the rats in the three

treated groups were lower than that in the untreated group ( P < 0 .05) .On the seventh day of wound healing ,

Collagen Ⅰ of the rats in both Shengji Huayu Recipe-treated group and Shengji Recipe-treated group was

higher than that in the untreated group ( P < 0 .05) , and collagen Ⅲ of the rats in both Shengji Recipe-treated

group and Huayu Recipe-treated group was higher than that in the untreated group ( P < 0 .05 ) . Conclusion:

Resolving stagnat ion and promoting granulation therapy can promote the wound healing in rats .
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  创面愈合结局取决于胶原纤维合成与分解的平

衡状况。正常情况下 , 创面内胶原合成与分解呈动

态平衡 ,一旦失衡则创面难以愈合或形成瘢痕增生。

创面愈合过程中 , 胶原的代谢是一个复杂的生物反

应过程 ,利用一些因素来干预胶原代谢的过程 , 以加

速创面愈合或减少瘢痕形成 ,在临床中有重要意义。

本研究采用中药生肌化瘀方及其拆方对创面修复早

期进行干预 ,从创面胶原代谢角度阐明生肌化瘀方

促进创面愈合的作用机制。

1  材料与方法

1 .1  实验动物及分组  清洁级 SD 大鼠 , 雄性 , 体

质量 (220±10 ) g , 由上海中国科学院实验动物中心

提供 ( 批号 : 医动字第 02-22-2 号 )。将大鼠随机分

为创面造模后喂药 3 d 和 7 d 两个观测时段。每个

时段又分为模型组 (生理盐水 ) 、生肌化瘀方组、生肌

方组、化瘀方组。每组各 6 只动物。

1 .2  药物组成及制备  生肌化瘀方 : 黄芪 45 g , 太

子参 30 g , 白术 15 g , 生地黄 15 g , 丹参 30 g , 水蛭

9 g , 桃仁 12 g , 川芎 12 g。生肌方 :黄芪 45 g , 太子

参 30 g , 白术 15 g ,生地黄 15 g。化瘀方 :丹参 30 g ,

水蛭 9 g ,桃仁 1 2 g ,川芎 12 g。由上海中医药大学

岳阳中西医结合医院制剂室制备成合剂 , 使其含生

药分别为生肌化瘀方 1 .8 g/ ml , 生肌方 1 .2 g/ ml ,

化瘀方 0 .6 g/ ml。

1 .3  实验试剂和仪器  Ⅰ型胶原单克隆抗体 , 北京

中山生物工程公司产品 ,工作浓度 1∶50 ;Ⅲ型胶原

多克隆抗体 ,复旦大学上海医学院病理解剖学实验

室提供 ,工作浓度 1∶200; 二抗抗体 , 生物素标记的

羊抗兔抗体 , 美国 V ector 公司产品 , 工作浓度 1∶

200; EnVision 试剂盒 ,日本 Dako 公司产品 , 工作浓

度 1∶100 ;3 ,3-二氨基联苯胺 (DAB) ,瑞士 Fluke 公

司产品 ; BX51/ BX52 系统显微镜 , 日本 Olympus 公

司产品。

1 .4  实验方法

1 .4 .1  动物创面造模  参照傅小兵等
[ 1 ]

方法改进 ,

SD 大鼠用 1%盐酸氯胺酮 3 ml/ kg 腹腔注射麻醉。

局部备皮 ,常规消毒后 , 于背部取直径为 3 cm 左右

圆形切口 ,剪去皮肤全层 , 至皮下筋膜 , 加盖无菌敷

料 ,换药 1 次/ d。

1 .4 .2  用药  根据成人日服用药量的 6 倍计算大

鼠灌胃剂量分别为生肌方 12 g· kg
- 1
·d

- 1
, 化瘀方

6 g·kg
- 1
·d

- 1
, 生肌化瘀方 18 g·kg

- 1
·d

-1
, 对照组

灌服同生肌化瘀组等体积的生理盐水。从造模后第

2 天开始 ,灌胃 1 次/ d ,连续 3 d 或 7 d。

1 .4 .3  动物标本采集  用药后第 3、7 天 , 分别将动

物麻醉 (氯胺酮 ) 处死 , 用眼科手术剪分离新生创面

肉芽组织 ,并成块取下 , 为所需实验样品。

1 .4 .4  免疫组化实验  标本用 10% 中性福尔马林

固定 ,石蜡包埋 , 连续切片 , 每例分别进行 H E 染色

(用以对照病理诊断 ) ,并同时、同一试剂进行免疫组

化 EnVision 二步法测定Ⅰ、Ⅲ型胶原。方法如下 :

取存档蜡块制成 5μm 厚连续切片 , 二甲苯脱蜡 , 梯

度酒 精脱水。将 切片移入 电饭煲水浴 中 ( 内含

0 .01 mol/ L , p H 6 .0 的柠檬酸三钠缓冲液 ) , 温度

保持在 95～100 ℃ ,煮 20 min , 保温 10 min , 进行抗

原修复 , 取出后在室温下自然冷却。 TBS 洗涤 ,

5 min×3 次。滴加一抗 ( 分别为上述抗体及相应抗

体稀 释度 ) , 在湿盒 中室温下 ( 20 ～ 25 ℃ ) 孵育

60 min后移入 4 ℃冰箱过夜。 TBS 洗涤 3 次。滴加

EnVision 反应液 (抗鼠 , 抗兔 ) , 50 μl/ 片 , 室温下孵

育30 min。TBS 洗涤 3 次。0 .05% DAB + 0 .03 %

H2 O2 显色 5～10 min。流水洗 ,苏木素衬染 , 盐酸酒

精分化 , 蓝化。递增梯度酒精脱水 , 二甲苯透明 , 常

规树脂封片。对照设置 : 显微镜下观察有棕黄染色

者为阳性对照 ,用 TBS 代替一抗做阴性对照。染色

结果应用 Image-P ro Plus 4 .1 版本计算机图像分析

系统在 40 倍显微镜下计算区域的阳性面积百分比

( % ) ,求出 10 个视野平均值 ( x± s )。

1 .5  统计学方法  采用 SPSS 11 .0 统计软件包对

相关数据进行团体均数的双侧 t 检验或方差分析。

2  结  果

2 .1  Ⅰ、Ⅲ型胶原图像分析结果

2 .1 .1  生肌化瘀方及其拆方对实验性创面第 3 天

肉芽组织中Ⅰ、Ⅲ型胶原水平的影响  3 天组大鼠

Ⅰ型胶原表达阳性率 , 生肌方组和生肌化瘀方组均

高于模型组 ( P < 0 .05 ) , 且细胞内和周围基质中表

达均匀 ,模型组主要在周围基质中表达 ; 化瘀方组则

低于模型组 ( P < 0 .05 ) ,仅见少量表达。见表 1、图

1。3 天组大鼠Ⅲ型胶原表达阳性率 , 生肌方组、化

瘀方组和生肌化瘀方组均低于模型组 ( P < 0 .05 ) ,

模型组在细胞内及基质中均有较高表达 , 而生肌方

组、化瘀方组和生肌化瘀方组则集中在细胞内中等

或少量表达。见表 1、图 2。

2 .1 .2  生肌化瘀方及其拆方对实验性创面第 7 天

肉芽组织中Ⅰ、Ⅲ型胶原水平的影响  7 天组大鼠

Ⅰ 型胶原表达阳性率 , 4 组均较低 , 且都以基质内

为主。生肌方组、生肌化瘀方组均低于模型组 ( P

< 0 .05 )。见表 2、图 3。Ⅲ型胶原表达阳性率 , 生肌

方组和化瘀方组均高于模型组 ( P < 0 .05 ) , 生肌方

组以胞内表达为主 ,化瘀方组以基质表达为主 , 而模

型组和生肌化瘀方组胞内和基质中表达均匀。见表

2、图 4。
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表 1  实验性创面第 3 天各组大鼠肉芽组织中Ⅰ、Ⅲ型胶原水平

Tab 1  Collagen types Ⅰ and Ⅲ in granulation tissue of the rats in 4 groups 3 days after skin lesion

( x± s, % )

Group n Colla ge n Ⅰ Colla gen Ⅲ

Unt rea t ed g roup 6 39 ¸.0±4 .7 54 †.1±7 .8

She ngji R ecipe- t rea te d group 6 63 ¸.3±3 .8 * 34 †.0±5 .5 *

H u ayu Recip e- t reat ed group 6 25 ¸.9±4 .2 * 16 †.8±3 .5 *

She ngji H ua yu R ecipe- t rea t ed group 6 69 ¸.0±1 .9 * 41 †.8±6 .4 *

  * P < 0 .05 , vs untreat ed group

图 1  实验性创面第 3 天各组大鼠肉芽组织中Ⅰ型胶原表达 (SP×40)

Fig 1  Collagen Ⅰ in granulation tissue of the rats in 4 groups 3 days after skin lesion (SP×40)

A: Untreated group ; B : Shengji Recipe- treated group; C : H uayu Recipe- t reated group ; D: Shengji H uayu Recipe- treated group

图 2  实验性创面第 3 天各组大鼠肉芽组织中Ⅲ型胶原表达 (SP×40)

Fig 2  Collagen Ⅲ in granulation tissue of the rats in 4 groups 3 days after skin lesion (SP×40)

A: Untreated group ; B : Shengji Recipe- treated group; C : H uayu Recipe- t reated group ; D: Shengji H uayu Recipe- treated group

表 2  实验性创面第 7 天各组大鼠肉芽组织中Ⅰ、Ⅲ型胶原水平

Tab 2  Collagen types Ⅰ and Ⅲ in granulation tissue of the rats in 4 groups 7 days after skin lesion

( x± s, % )

Group n Colla ge n Ⅰ Colla gen Ⅲ

Unt rea t ed g roup 6 14 ¸.8±2 .5 39 †.3±9 .8

She ngji R ecipe- t rea te d group 6 6 ¸.0±1 .4 * 61 †.4±4 .0 *

H u ayu Recip e- t reat ed group 6 13 ¸.2±5 .0 56 †.9±4 .1 *

She ngji H ua yu R ecipe- t rea t ed group 6 11 ¸.0±2 .7 * 37 †.9±5 .1

  * P < 0 .05 , vs untreat ed group

3  讨  论

细胞外基质包含有一种或两种胶原、氨基聚糖

和蛋白聚糖 ,而胶原是细胞外基质的最基本结构 , 除

了对组织提供支持和张力外 , 还能对细胞施加多种

影响
[ 2 ]

。

胶原分子是细胞外基质的最主要的结构性大分

子 ,由 3 条α肽链形成三股螺旋蛋白。每条肽链均

有 1 000 个氨基酸 ,α肽链组成的特点为 ( 甘-X-Y ) n

排列 , X 位常为脯氨酸 , Y 位多为羟脯氨酸或羟赖氨
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图 3  实验性创面第 7 天各组大鼠肉芽组织中Ⅰ型胶原表达 (SP×40)

Fig 3  Collagen Ⅰ in granulation tissue of the rats in 4 groups 7 days after skin lesion (SP×40)

A: Untreated group ; B : Shengji Recipe- treated group; C : H uayu Recipe- t reated group ; D: Shengji H uayu Recipe- treated group

图 4  实验性创面第 7 天各组大鼠肉芽组织中Ⅲ型胶原表达 (SP×40)

Fig 4  Collagen Ⅲ in granulation tissue of the rats in 4 groups 7 days after skin lesion (SP×40)

A: Untreated group ; B : Shengji Recipe- treated group; C : H uayu Recipe- t reated group ; D: Shengji H uayu Recipe- treated group

酸 ,羟脯氨酸须以氢键与脯氨酸相连 , 形成的螺旋结

构稳定。根据体内分布和功能特点可分为三大类 :

(1)间质胶原; (2)基膜胶原 ; ( 3)细胞外周胶原。其中

间质胶原与创面愈合关系最为密切 ,在体内以多聚分

子结构即纤维的形式存在。Ⅰ型是皮肤胶原的重要类

型 ,与皮 肤张 力密 切相 关。Ⅰ型胶 原直 径 100 ～

500 nm ,由两条结构相同的肽链和另一条结构不同的

肽链组成。Ⅲ型包绕在外周 ,直径 40～60 nm,由三条

相同的肽链组成。直径大小取决于切除两端肽链的

顺序 ,先切除 C 端 , 则形成的胶原纤维较细。有人发

现Ⅲ型胶原含量越高 ,纤维束越细[ 3 , 4 ] 。

本实验结果表明 , 在创面修复的第 3 天Ⅰ型胶

原生肌方组和生肌化瘀方组均高于模型组 , 化瘀方

组则低于模型组 ( P < 0 .05 ) ; Ⅲ型胶原生肌方组、

化瘀方组和生肌化瘀方组均低于模 型组 ( P <

0 .05 ) , 以化瘀方组更为明显。由此说明生肌化瘀方

和生肌方在创面修复起始阶段 (前 3 天 ) 具有减少胶

原分解作用 ,化瘀方则具有促进胶原分解作用。在

创面修复的第 7 天Ⅰ型胶原生肌方组、生肌化瘀方

组均低于模型组 ( P < 0 .05 ) ; Ⅲ型胶原生肌方组和

化瘀方组均高于模型组 ( P < 0 .05 )。由此证明在

创面修复过程中生肌和化瘀药物在创面修复的早期

具有调控创面Ⅰ、Ⅲ型胶原水平的作用 , 我们在既往

研究中已证明生肌化瘀方在离体实验中 , 具有促进

创面成纤维胶原合成与代谢的作用 [ 5 ] 。在创面第

7 天 ,化瘀方组Ⅲ型胶原高于模型组 ( P < 0 .05 ) , 说

明化瘀中药也在一定程度上具有生肌作用 , 印证了

我们提出的“化瘀利于生肌 , 生肌不致成瘢”的思想。

生肌药物和化瘀药物合理配伍 , 以及在创面不同时

期的应用是临床取得疗效的关键所在 , 也体现中医

辨证论治的精华 ,本实验中所应用的生肌化瘀方 , 由

于是在创面早期应用 ,是以生肌药物为主 , 化瘀药物

为辅 ,对于胶原代谢中的分解与合成的平衡作用 , 特

别是通过Ⅰ、Ⅲ型胶原水平调控 , 有利于胶原的合

成 ,并提高创面修复质量。
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