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基于 AhR/CYP1A1 信号通路探讨散结祛瘢方对人瘢痕疙瘩
成纤维细胞增殖、凋亡、迁移及侵袭能力的影响
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［摘 要］ 目 的 ：探讨散结祛瘢方（SJQB）含药血清通过调节芳香烃受体（AhR）/细胞色素 P450 家族 1 亚族 A 成员 1

（CYP1A1）信号通路对人瘢痕疙瘩成纤维细胞（KFs）增殖、凋亡、迁移及侵袭的影响及作用机制。方法：体外培养人原代 KFs，

将其分为空白组（KFs+空白含药血清）、积雪苷组（KFs+积雪苷含药血清）、散结祛瘢方组（KFs+散结祛瘢方含药血清）、AhR 激

动组［KFs+β-萘黄酮（β-NF）］、AhR 抑制组（KFs+CH223191）及 AhR 抑制+散结祛瘢方组（KFs+CH223191+散结祛瘢方含药血

清）。细胞增殖与活性检测（CCK-8）法筛选最佳干预浓度；EdU 法检测细胞增殖；流式细胞术检测细胞凋亡；划痕实验及

Transwell 实验检测细胞迁移与侵袭能力；免疫荧光法检测转化生长因子 -β1（TGF-β1）、α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）蛋白表达；
实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测 AhR、CYP1A1、TGF-β1、α -SMA mRNA 表达；蛋白免疫印迹法（Western 

blot）检测 AhR、CYP1A1、TGF-β1、α-SMA 蛋白水平。结果：与空白组比较，散结祛瘢方组、积雪苷组、AhR 激动组细胞增殖率和

迁移、侵袭能力显著降低（P<0.01），凋亡率显著升高（P<0.01）；与 AhR 激动组比较，AhR 抑制组细胞增殖、迁移、侵袭能力增强，

凋亡率显著降低（P<0.01）；与散结祛瘢方组比较，AhR 抑制+散结祛瘢方组细胞增殖、迁移、侵袭能力增强，凋亡率明显降低

（P<0.05，P<0.01）。分子水平结果显示，与空白组比较，散结祛瘢方组、积雪苷组及 AhR 激动组 AhR、CYP1A1 蛋白及 mRNA 表

达明显上调（P<0.05，P<0.01），散结祛瘢方组及 AhR 激动组 TGF-β1、α-SMA 蛋白及 mRNA 表达明显下调（P<0.05，P<0.01），积
雪苷组 TGF-β1蛋白、α-SMA mRNA 表达明显下调（P<0.05，P<0.01）；与 AhR 激动组、空白组比较，AhR 抑制组 AhR、CYP1A1 蛋

白及 mRNA 表达显著降低（P<0.01），TGF-β1、α-SMA 蛋白及 mRNA 表达显著升高（P<0.01）；与散结祛瘢方组相比较，AhR 抑

制+散结祛瘢方组 AhR、CYP1A1 蛋白及 mRNA 表达显著降低（P<0.01），TGF-β1、α-SMA 蛋白及 mRNA 表达明显升高（P<0.05，

P<0.01）。结论：散结祛瘢方能够抑制 KFs细胞增殖、迁移与侵袭能力，并促进其凋亡，该作用机制可能与激活 AhR/CYP1A1 信

号通路，进而降低 TGF-β1、α-SMA 表达有关。
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［［Abstract］］  Objective：： To investigate the effects of Sanjie Quban prescription （SJQB）-containing serum on the 

proliferation， apoptosis， migration， and invasion of human keloid fibroblasts （KFs） and to elucidate its underlying mechanism， 

with a focus on the aryl hydrocarbon receptor （AhR）/cytochrome P450 family 1 subfamily A member 1 （CYP1A1） signaling 

pathway. Methods：： Primary human KFs were cultured in vitro and assigned to the following groups： control （KFs+blank serum）， 

asiaticoside （KFs+asiaticoside-containing serum）， SJQB （KFs+SJQB-containing serum）， AhR agonist （KFs+β-naphthoflavone）， 

AhR inhibitor （KFs+CH223191）， and AhR inhibitor+SJQB （KFs+CH223191+SJQB-containing serum）. The optimal intervention 

concentrations were determined through the cell counting kit-8 （CCK-8） assay. Cell proliferation， apoptosis， migration， and 

invasion were evaluated by the EdU assay， flow cytometry， wound healing assay， and Transwell assay， respectively. The 

expression of transforming growth factor- β1 （TGF- β1） and α -smooth muscle actin （α -SMA） was visualized by 

immunofluorescence. The mRNA and protein levels of AhR， CYP1A1， TGF- β1， and α -SMA were measured by Real-time 

fluorescence quantitative polymerase chain reaction （Real-time PCR） and Western blot， respectively. Results：： Compared with the 

control group， the SJQB， asiaticoside， and AhR agonist groups demonstrated inhibited cell proliferation， migration， and invasion， 

along with an increased apoptosis rate （P<0.01）. The AhR inhibitor group showed enhanced proliferation， migration， and invasion 

together with a reduced apoptosis rate in comparison with the AhR agonist group （P<0.01）. The AhR inhibitor+SJQB group 

exhibited increased proliferation， migration， and invasion as well as decreased apoptosis compared with the SJQB group （P<0.05， 

P<0.01）. At the molecular level， compared with the control group， the SJQB， asiaticoside， and AhR agonist groups presented 

upregulated protein and mRNA levels of AhR and CYP1A1 （P<0.05， P<0.01）， while the SJQB and AhR agonist groups showed 

downregulated TGF- β1 and α -SMA expression at both protein and mRNA levels （P<0.05， P<0.01）， and the asiaticoside group 

displayed decreased protein level of TGF-β1 and mRNA level of α -SMA （P<0.05， P<0.01）. Compared with both the AhR agonist 

and control groups， the AhR inhibitor group exhibited decreased AhR and CYP1A1 expression but increased TGF-β1 and α -SMA 

expression at protein and mRNA levels （P<0.01）. In comparison with the SJQB group， the AhR inhibitor+SJQB group 

demonstrated reduced AhR and CYP1A1 expression （P<0.01） and elevated TGF-β1 and α -SMA expression （P<0.05， P<0.01） at 

both protein and mRNA levels. Conclusion：： SJQB may activate the AhR/CYP1A1 signaling pathway to downregulate TGF-β1 and 

α-SMA expression， thereby suppressing the proliferation， migration， and invasion and inducing the apoptosis of KFs.

［［Keywords］］ Sanjie Quban prescription； aryl hydrocarbon receptor （AhR）/cytochrome P450 family 1 subfamily A member 1 

（CYP1A1） signaling pathway； keloid； fibroblast

瘢痕疙瘩是一种以真皮纤维病理性增生为特

征的皮肤疾病，其病理核心在于瘢痕疙瘩成纤维细

胞（KFs）的生物学行为失控［1］。KFs 表现出类似肿

瘤细胞的特性，包括过度增殖、凋亡受阻、迁移与侵

袭能力增强，以及大量细胞外基质（ECM）异常沉

积［2-3］。其病变往往超越原始皮损边界，且治疗后易

复发，不仅影响美观，更常伴有疼痛、瘙痒等症状，

严重影响患者生活质量与心理健康［4］。众所周知，

转化生长因子 -β1（TGF-β1）是瘢痕疙瘩形成与发展

的关键驱动因子，TGF-β1/Smad 信号通路的异常激

活直接诱导 KFs 的表型转化，促进 α-平滑肌肌动蛋

白（α -SMA）等促纤维化因子的上调，加剧 ECM 沉

积与组织挛缩，从而推动瘢痕组织的持续增生［5-6］。

散结祛瘢方是中日友好医院皮肤科临床治疗瘢痕

疙瘩的效验内服方，已获国家发明专利（专利号

ZL202311350791.6）。该方能够改善瘢痕疙瘩患者

皮损疼痛及瘙痒等症状，提高疗效，但其具体分子

机制尚未明确。前期研究发现，散结祛瘢方能够缩

小 BALB/c 裸鼠瘢痕疙瘩模型的瘢痕体积，降低皮

损中 TGF-β1的表达，提示其可能通过调控 TGF-β1相

关通路抑制瘢痕发展［7］。然而，其在细胞层面的作

用机制及其调控的关键信号分子仍待进一步研究。

近年来，芳香烃受体（AhR）信号通路在纤维化

疾病中的作用受到关注。AhR 作为一种配体激活

的转录因子，激活后与 AhR 核转位蛋白结合，进而

调节下游靶基因的转录［8］。其中，细胞色素 P450 家

族 1 亚族 A 成员 1（CYP1A1）作为其经典的下游效

应分子，参与成纤维细胞活化及胶原代谢的调控［9］。

值得注意的是，AhR 与 TGF-β1 通路存在交互作用，

AhR 的激活可抑制 TGF-β1介导的纤维化反应，在多

种纤维化模型中，AhR 激动剂表现出显著的抗纤维

化效应［10-11］。因此，靶向 AhR/CYP1A1 信号通路可

能为干预瘢痕疙瘩提供新的治疗方向。

既往中医药在瘢痕疙瘩研究中多集中于单味

药或单一化合物成分［2，12］。散结祛瘢方作为复方中

药，通过多成分协同作用，能同时调控多个病理过
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程，从而提升疗效。基于此，本研究聚焦于 AhR/

CYP1A1 信号通路，通过体外细胞实验，探讨散结祛

瘢方含药血清对人 KFs细胞增殖、凋亡、迁移及侵袭

能力的影响，旨在揭示其潜在的作用机制。

1 材料

1.1　动物及瘢痕组织     SPF 级雄性 6 周龄 SD 大鼠，

体质量 200~250 g，购自北京维通利华实验动物技术

有限公司，合格证号 SCXK（京）2021-0006；实验动

物质量合格证编号 1100112411082200676，根据饲

养规范，适应性饲养 1 周。瘢痕组织来源于中日友

好医院瘢痕疙瘩患者手术切除的瘢痕组织，所有患

者均签署知情同意。

1.2　伦理     本研究经中日友好医院临床研究伦理

委员会及实验动物伦理委员会批准（临床研究伦理

号 2023-KY-301-1，动 物 研 究 伦 理 号 zryhyy21-23-

04-01）。
1.3　药物与试剂     散结祛瘢方由三棱 6 g、莪术

6 g、黄芪 9 g、夏枯草 9 g、浙贝母 9 g、生牡蛎 15 g、皂

角刺 9 g、积雪草 9 g、生白术 9 g、甘草 9 g 组成，所有

药材均由中日友好医院中药房提供（中药饮片均购

自北京华邈药业有限公司，批号分别为 71070816、

71070903、 71071105、 71070512、 71071009、

71070417、 71071206、 71070314、 71071501、

71070618），并由中日友好医院鞠海主任药师鉴定

均为正品；上方加入 6 倍体积的蒸馏水煎煮 2 次，筛

网 过 滤 药 渣 ，继 续 煎 煮 浓 缩 至 质 量 浓 度 为

0.47 g·mL-1的药液，封装实验备用。积雪苷片（浙江

金 华 康 恩 贝 生 物 制 药 有 限 公 司 ，国 药 准 字

Z20064240，规格 0.1 g/片），于无菌研磨器中充分研

磨，加入蒸馏水制成质量浓度为 3.15 g·L-1 的药液，

封装实验备用。磷酸盐缓冲液（PBS）、杜氏改良老

鹰培养基（DMEM）高糖培养基（北京 Biosharp 公

司，货号分别为 BL2214A、BL301A）；胎牛血清（美

国 Gibco 公 司 ，货 号 10099141C）；牛 血 清 白 蛋 白

（BSA）、分散酶Ⅱ（Dispase Ⅱ）、Ⅰ型胶原酶（美国

Sigma-Aldrich 公司，货号分别为 V900933、D4693、

C6885）；AhR 激动剂 β-萘黄酮（β-NF，上海麦克林生

化 科 技 有 限 公 司 ，货 号 N865991）；AhR 抑 制 剂

（CH223191，美国 MedChemExpress 公司，货号 HY-

12684）；细胞增殖与活性检测（CCK-8）试剂（日本同

仁 化 学 研 究 所 ，货 号 CK04）；AhR、CYP1A1、

TGF-β1、α-SMA、波形蛋白（Vimentin）抗体（武汉三

鹰生物技术有限公司，货号分别为 28727-1-AP、

13241-1-AP、81746-2-RR、14395-1-AP、60330-1-Ig）；

5-乙炔基 -2′-脱氧尿苷（EdU）-488 细胞增殖检测试

剂盒（上海碧云天生物技术股份有限公司，货号

C0071S）；无 RNA 酶水（北京索莱宝科技有限公司，

货号 R1600）；反转录试剂盒、实时荧光定量聚合酶

链式反应（Real-time PCR）试剂盒Ⅲ（湖南艾克瑞生

物 科 技 有 限 公 司 ，货 号 分 别 为 AG21207、

AG11728）；Transwell 小室（北京兰杰柯科技有限公

司，货号 14341）。
1.4　仪器     H1650R 型高速冷冻离心机（湖南湘仪

实验室仪器开发有限公司）；QuantStudio 7 Flex 型

Real-time PCR 仪（美国 ABI 公司）；CMax Plus 型酶

标仪（上海美谷分子仪器有限公司）；MX-S 型摇床

（北京大龙兴创实验仪器股份公司）；Mini Protean 

Tetra 型 垂 直 电 泳 槽 、Mini Trans Blot 型 转 印 槽 、

PowerpacBasic 型 电 泳 仪（ 美 国 Bio-Rad 公 司 ）；
STELLARIS 型徕卡倒置共聚焦显微镜（德国徕卡公

司）；Axio Vert. A1 型蔡司荧光显微镜（德国蔡司

公司）。
2 方法

2.1　人原代 KFs 细胞的提取     采用酶消化法［13］：组

织 离 体 后 ，用 含 青 霉 素（100 U·mL-1）和 链 霉 素

（0.1 g·L-1）的 PBS 溶液清洗瘢痕组织 3 次，去除皮下

脂肪，剪碎至 2 mm×2 mm 薄片，加入 Dispase Ⅱ溶

液，4 ℃过夜。次日，PBS 清洗组织并分离表皮，将

组 织 切 至 1 mm3，加 入 0.2%Ⅰ型 胶 原 酶 ，37 ℃ 、

5%CO2常氧培养箱中培养 4 h，弃上清液，加入胰酶

消 化 10 min，加 入 完 全 培 养 基 终 止 消 化 ，4 ℃ 、

2 000 r·min-1 离心 5 min（离心半径 10 cm），吸去上

清，接种于完全培养基，待生长至 80% 左右时按 1∶2

传代，实验均在第 3~6 代进行。

2.2　含药血清制备     24 只 SD 大鼠分为空白组、散

结祛瘢方组与积雪苷组，每组 8 只。空白组给予蒸

馏水灌胃，按照人与大鼠体表面积折算法［14］（以成

人体质量 60 kg 计算，换算系数 6.3），以临床等效剂

量 散 结 祛 瘢 方（9.45 g·kg-1·d-1）与 积 雪 苷 片

（0.063 g·kg-1·d-1）进行灌胃，早晚 8 点各灌胃 1 次，连

续 7 d。末次灌胃后 2 h，三溴乙醇麻醉大鼠，经腹主

动脉采血，4 ℃ 静置 2 h，3 000 r·min-1 离心 15 min

（离心半径 12 cm），分离含药血清，56 ℃水浴 30 min

灭活，0.22 μm 微孔滤膜过滤，−80 ℃保存备用。

2.3　CCK-8 法筛选含药血清及 β-NF、CH223191 最

佳干预浓度     取对数生长期细胞，以 8×103个/mL 的

密度接种于 96 孔板，于 37 ℃、5%CO2常氧培养箱中

培养 24 h 至细胞完全贴壁。空白血清、散结祛瘢
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方 、积 雪 苷 含 药 血 清 使 用 不 同 浓 度（10%、20%、

40%）处理 KFs；β-NF、CH223191 使用不同药物浓度

（1、5、10、20 μmol·L-1）处理 KFs，培养 24 h 后，加入

CCK-8 试剂，继续孵育 2 h，酶标仪 450 nm 波长处测

定 吸 光 度 A，细 胞 活 性 =［（A 干预组-A 对照组 ）/

（A 对照组-A 空白组）］×100%。

2.4　分组及细胞干预     将细胞分为空白组（KFs+

空白含药血清），阳性药组（KFs+积雪苷含药血清），
散结祛瘢方组（KFs+散结祛瘢方含药血清）、AhR 激

动组（KFs+β -NF）、AhR 抑制组（KFs+CH223191）、
AhR 抑制+散结祛瘢方组（KFs+CH223191+散结祛

瘢方含药血清）。
2.5　EdU 法检测细胞增殖     取对数生长期 KFs，以

2×104个/mL 接种于 24 孔板，完全贴壁后干预处理，

培养结束前加入 EdU 试剂继续孵育 2 h。经固定、

透化处理，加入 Click 反应液避光孵育 30 min，加入

Hoechst 染料，通过荧光显微镜观察 EdU 表达情况，

计 算 增 殖 率 。 增 殖 率 =EdU 阳 性 细 胞/总 细 胞 ×

100%。

2.6　细胞划痕实验检测迁移能力     取对数生长期

KFs，以 3×105 个/mL 接种于 6 孔板，细胞贴壁后，使

用 1 000 μL 吸头纵向进行划痕，PBS 清洗细胞，分组

进行干预处理，分别于 24、48 h 观察细胞并记录细

胞迁移情况，计算划痕面积。

2.7　Transwell 小室法检测细胞侵袭能力     每孔加

入 无 血 清 DMEM 培 养 基 100 μL 稀 释 的 基 质 胶

（Matrigel）（200 mg·L-1），胰酶消化细胞，无血清培

养基重悬细胞，以 5×103个/小室接种到小室上层，下

层中加入不同含药血清的完全培养基 500 μL，37 ℃

培养箱中培养 48 h，取出上室，PBS 清洗，4% 多聚甲

醛固定 10 min，1% 结晶紫染色 10 min，棉签擦去上

室内细胞，显微镜下观察侵袭到下层的细胞数量。

2.8　流式细胞术检测细胞凋亡     收集的细胞重悬

于 1×结合缓冲液，加入膜联蛋白 V-异硫氰酸荧光素

（Annexin V-FITC）和碘化丙锭（PI）工作液，在室温

避光反应 15 min，通过对磷脂酰丝氨酸外露和细胞

膜完整性的双重标记来区分不同凋亡时期的细胞，

染色后 1 h 内使用流式细胞仪进行检测，分析凋亡

细胞百分率。

2.9　免疫荧光法检测细胞中 TGF-β1、α -SMA 的荧

光强度     细胞接种于 24 孔板中的无菌细胞爬片，干

预 处 理 后 ，4% 多 聚 甲 醛 固 定 15 min，0.1%Triton 

X-100 透化 10 min，5%BSA 封闭 30 min，一抗于 4 ℃

孵育过夜，Alexa Fluor® 488 标记的二抗室温避光孵

育 1 h，4′，6-二脒基 -2-苯基吲哚（DAPI）封片剂封

片，共聚焦显微镜观察并采集图像。

2.10　Real-time PCR 检测 AhR、CYP1A1、TGF-β1、

α-SMA mRNA 表达     按照 TRIzol 试剂盒说明书提

取细胞中总 RNA，使用逆转录酶将 RNA 逆转录为

cDNA。在反应体系中加入特异性引物，分别针对

AhR、CYP1A1、TGF-β1、α -SMA mRNA 进行扩增。

反应条件：95 ℃预变性 2 min（1 个循环）；95 ℃变性

10 s，60 ℃退火 20 s，72 ℃延伸 30 s（40 个循环）。通

过实时监测荧光信号定量目的基因的表达水平。

使用 2-ΔΔCt法分析各实验组中 mRNA 表达水平，实验

所需引物由湖南艾科瑞生物工程有限公司合成，引

物序列见表 1。

2.11　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测细胞中

AhR、CYP1A1、TGF-β1、α -SMA 蛋白的表达     收集

细胞，提取各组细胞蛋白，十二烷基硫酸钠 -聚丙烯

酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分离后，转至聚偏二氟

乙烯（PVDF）膜上，使用 5% 脱脂奶粉溶液室温封

闭。加入 AhR（1∶1 000）、CYP1A1（1∶1 000）、TGF-β1

（1∶5 000）、α -SMA（1∶2 000）、GAPDH（1∶5 000）
一抗孵育过夜，加入二抗（1∶5 000）孵育 1 h，洗膜

后，通过图像 Image J 软件分析条带蛋白相对表

达量。

2.12　统计学分析     采用 GraphPad Prism 9.0 软件

进行统计分析，计量资料以 x̄ ± s表示，采用 Shapiro-

Wilk 检验对数据进行正态性分析，资料满足正态分

布及方差齐性，多组间比较采用单因素方差分析

（One-way ANOVA），组间两两比较采用最小显著性

差 异 法（LSD）检 验 ，若 方 差 不 齐 ，采 用 Brown-

Forsythe检验，P<0.05 表示差异有统计学意义。

表  1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物

GAPDH

AhR

CYP1A1

TGF-β1

α-SMA

序列（5′-3′）
上游 GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT

下游 GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG

上游 CAACAGCAACAGTCCTTGGC

下游 GTTGCTGTGGCTCCACTACT

上游 CAAGGGGCGTTGTGTCTTTG

下游 GTCGATAGCACCATCAGGGG

上游 TGGTGGAAACCCACAACGAA

下游 GAGCAACACGGGTTCAGGTA

上游 TCAAGCCCAAATCTGCTCCA

下游 GCTTTCCTGGTCCCAGTCTT

长度/bp

197

112

115

113

81
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3 结果

3.1　人原代 KFs 细胞形态及鉴定     组织来源于人

瘢痕疙瘩组织，光镜下可见细胞呈长梭形或成纤维

样外观，细胞贴壁生长良好，并呈放射状或漩涡状

排列，具有典型成纤维细胞形态学特征（图 1）。
Vimentin 免疫荧光染色可见，细胞胞质内见明显的

绿色荧光信号，细胞核经 DAPI 染色呈蓝色荧光，提

示分离细胞均高表达 Vimentin，符合成纤维细胞的

特性（图 2）。因此，所培养细胞鉴定为 KFs细胞。

3.2　含药血清及药物最佳浓度筛选     除空白组外，

不同浓度散结祛瘢方及积雪苷含药血清均对 KFs表

现出抑制作用。20% 浓度下，散结祛瘢方含药血清

［半数抑制浓度（IC50）=26.64］与积雪苷含药血清

（IC50=23.70）处理的细胞活性最接近正常细胞的

50%。自 1 μmol·L-1 起，CH223191 组（IC50=13.99）、
β -NF 组（IC50=10.11）细胞活性呈剂量依赖性下降，

10 μmol·L-1时两组细胞活性接近正常细胞的 50%。

故选择 20% 散结祛瘢方和积雪苷含药血清作为最

佳 含 药 血 清 浓 度 ，10 μmol·L-1 作 为 β -NF 及

CH223191 最佳药物干预浓度。见表 2。

3.3　散结祛瘢方对 KFs 增殖的影响     与空白组比

较，积雪苷组、散结祛瘢方组及 AhR 激动组细胞增

殖率均显著降低（P<0.01）；与 AhR 激动组比较，

AhR 抑制组细胞增殖率显著升高（P<0.01）；与散结

祛瘢方组比较，AhR 抑制+散结祛瘢方组细胞增殖

率明显升高（P<0.05）。见表 3、图 3。

3.4　散结祛瘢方对 KFs 凋亡的影响     与空白组比

较，积雪苷组、散结祛瘢方组及 AhR 激动组 KFs 凋

亡率显著增加（P<0.01）；与 AhR 激动组比较，AhR

抑制组细胞凋亡率显著降低（P<0.01）；与散结祛瘢

方组比较，AhR 抑制+散结祛瘢方组细胞凋亡率显

著降低（P<0.01）。见表 4、增强出版附加材料。

图 1　KFs 细胞形态及 Vimentin 荧光表达情况  （倒置显微镜，×40）
Fig. 1　 Morphology and Vimentin immunofluorescence of KFs

（inverted microscope，×40）

表 3　散结祛瘢方对 KFs 细胞增殖的影响  （x̄± s，n=3）

Table 3　 Effect of Sanjie Quban prescription （SJQB） on 

proliferation of KFs （x̄± s，n=3）

组别

空白组

积雪苷组

散结祛瘢方组

AhR 激动组

AhR 抑制组

AhR 抑制+散结祛瘢方组

浓度

20%

20%

10 μmol·L-1

10 μmol·L-1

10 μmol·L-1+20%

细胞增殖率/%

30.62±18.42

7.14±2.732）

7.76±1.982）

8.28±1.232）

25.55±3.743）

18.70±4.234）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与 AhR 激动组比较 3）P<

0.01；与散结祛瘢方组比较 4）P<0.05，5）P<0.01（表 4-表 9 同）

表 2　不同含药血清/药物浓度对 KFs 细胞活性的影响  （x̄± s，n=6）

Table 2　 Effect of different medicated serum/drug concentrations 

on viability of KFs （x̄± s，n=6）

组别

空白组

散结祛瘢方组

积雪苷组

β-NF

CH223191

浓度

0

10%

20%

40%

0

10%

20%

40%

0

10%

20%

40%

0

1 μmol·L-1

5 μmol·L-1

10 μmol·L-1

20 μmol·L-1

0

1 μmol·L-1

5 μmol·L-1

10 μmol·L-1

20 μmol·L-1

细胞活性/%

100.00±5.52

98.43±12.36

102.44±10.17

92.96±8.47

100.00±7.56

89.75±12.04

78.11±10.791）

57.62±7.481）

100.00±17.25

74.35±8.611）

44.11±5.621）

9.38±7.821）

101.66±5.27

80.80±9.28

84.46±12.48

63.50±16.43

39.93±12.52

100.00±4.46

76.94±12.50

68.58±11.42

57.18±6.03

42.46±13.99

注：与空白组比较 1）P<0.01

图 2　KFs 细胞形态及 Vimentin 荧光表达情况  （免疫荧光，×630）
Fig. 2　 Morphology and Vimentin immunofluorescence of KFs

（IF， ×630）
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3.5　散结祛瘢方对 KFs 迁移能力的影响     24 h 时，

与空白组比较，散结祛瘢方组及 AhR 激动组细胞迁

移率显著降低（P<0.01）；与散结祛瘢方组比较，AhR

抑制+散结祛瘢方组细胞迁移率显著升高（P<0.01）。
48 h 时，与空白组比较，散结祛瘢方组、积雪苷组及

AhR激动组细胞迁移率显著降低（P<0.01）；与 AhR激

动组比较，AhR 抑制组细胞迁移率显著升高（P<

0.01）；与散结祛瘢方组比较，AhR 抑制+散结祛瘢方

组细胞迁移率显著升高（P<0.01）。见表 5、图 4。

3.6　散结祛瘢方对 KFs 细胞侵袭能力的影响     与

空白组比较，散结祛瘢方组、积雪苷组及 AhR 激动

组的小室穿膜细胞数显著减少（P<0.01）；与 AhR 激

动组比较，AhR 抑制组穿膜细胞数显著升高（P<

0.01）；与散结祛瘢方组比较，AhR 抑制+散结祛瘢方

组穿膜细胞数显著升高（P<0.01）。见图 5、表 6。

3.7　散结祛瘢方对 KFs细胞中 TGF-β1、α-SMA 荧光

表达的影响     与空白组比较，散结祛瘢方组、积雪苷

组、AhR激动组细胞中 TGF-β1、α-SMA 荧光强度显著

降低（P<0.01）；与 AhR 激动组比较 ，AhR 抑制组

TGF-β1、α-SMA 荧光强度显著升高（P<0.01）；与散结

祛瘢方组比较，AhR 抑制+散结祛瘢方组 TGF-β1、

α-SMA荧光强度显著升高（P<0.01）。见表 7、图 6。

3.8　 散 结 祛 瘢 方 对 KFs 细 胞 AhR、CYP1A1、

TGF-β1、α -SMA mRNA 表达的影响     与空白组比

较，散结祛瘢方组、积雪苷组及 AhR 激动组细胞中

AhR、CYP1A1 mRNA 表 达 显 著 升 高（P<0.01），

α-SMA mRNA 表达显著降低（P<0.01）；散结祛瘢方

组及 AhR 激动组 TGF-β1 mRNA 表达明显降低（P<

0.05，P<0.01）；AhR 抑制组 AhR、CYP1A1 mRNA 表

达显著降低（P<0.01），α -SMA、TGF-β1 mRNA 表达

注：A.空白组；B.积雪苷组；C.散结祛瘢方组；D.AhR 激动组；E.AhR 抑制组；F.AhR 抑制+散结祛瘢方组（图 4-图 7 同）
图 3　散结祛瘢方对 KFs 细胞增殖的影响  （免疫荧光，×200）
Fig.  3　Effect of SJQB on proliferation of KFs （IF，×200）
表 4　散结祛瘢方对 KFs 细胞凋亡的影响  （x̄± s，n=3）

Table 4　Effect of SJQB on apoptosis of KFs （x̄± s，n=3）

组别

空白组

积雪苷组

散结祛瘢方组

AhR 激动组

AhR 抑制组

AhR 抑制+散结祛瘢方组

浓度

20%

20%

10 μmol·L-1

10 μmol·L-1

10 μmol·L-1+20%

细胞凋亡率

/%

4.44±0.23

28.75±0.702）

32.30±0.552）

18.27±0.812）

5.45±0.213）

14.24±0.145）

表 5　散结祛瘢方对 KFs 细胞迁移的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　Effect of SJQB on migration of KFs （x̄± s，n=3）

组别

空白组

积雪苷组

散结祛瘢方组

AhR 激动组

AhR 抑制组

AhR抑制+散结祛瘢方组

浓度

20%

20%

10 μmol·L-1

10 μmol·L-1

10 μmol·L-1+20%

细胞迁移率/%

24 h

55.88±5.90

40.45±6.09

19.50±8.872）

24.79±11.102）

41.24±11.24

54.15±1.465）

48 h

99.09±1.56

39.64±9.662）

35.68±8.342）

29.12±13.012）

93.35±6.553）

63.33±2.545）
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显著升高（P<0.01）。与 AhR 激动组比较，AhR 抑制

组 AhR、CYP1A1 mRNA 表达显著降低（P<0.01），
TGF-β1、α-SMA mRNA 表达显著升高（P<0.01）。与

散结祛瘢方组比较，AhR 抑制+散结祛瘢方组 AhR、

CYP1A1 mRNA 表达显著降低，差异具有统计学意

义（P<0.01），TGF-β1、α -SMA mRNA 表达显著升高

（P<0.01）。见表 8。

3.9　 散 结 祛 瘢 方 对 KFs 细 胞 AhR、CYP1A1、

TGF-β1、α-SMA 蛋白表达的影响     与空白组比较，

散结祛瘢方组、积雪苷组及 AhR 激动组细胞中

AhR、CYP1A1 蛋白表达明显升高，TGF-β1蛋白表达

明显降低（P<0.05，P<0.01）；散结祛瘢方组及 AhR

激动组 α-SMA 蛋白表达显著降低（P<0.01）；AhR 抑

制组 AhR、CYP1A1 蛋白表达显著降低（P<0.01）。
与 AhR 激动组比较，AhR 抑制组 AhR、CYP1A1 蛋

白表达显著降低（P<0.01），TGF-β1、α -SMA 蛋白表

达显著升高（P<0.01）。与散结祛瘢方组比较，AhR

抑制+散结祛瘢方组 AhR、CYP1A1 蛋白表达显著降

低（P<0.01），TGF-β1、α-SMA 蛋白表达明显升高（P<

0.05，P<0.01）。见表 9、图 7。

4 讨论

瘢痕疙瘩的治疗至今仍是一项临床挑战，其高

复发率很大程度上源于目前对驱动其持续生长的

关键信号网络认知不足［15］。TGF-β1 被认为是最主

要的促纤维化细胞因子，KFs 对其高度敏感，不仅表

现出显著的抗凋亡特性，还通过高表达 α-SMA 增强

细胞刚性［16-17］。组织损伤后，TGF-β/Smad 通路被激

活，诱导成纤维细胞向肌成纤维细胞表型转化，该

过程伴随 α-SMA 的特征性上调，使细胞获得强烈的

收缩功能［18］。若肌成纤维细胞持续活化，则导致

ECM 过度沉积及异常收缩，最终形成瘢痕疙瘩。因

此，抑制 TGF-β1 与 α -SMA 的表达被认为是治疗瘢

痕疙瘩的重要策略。

图 4　散结祛瘢方对 KFs 细胞迁移的影响  （倒置显微镜，×40）
Fig. 4　Effect of SJQB on migration of KFs （inverted microscope， ×40）

表 7　散结祛瘢方对 KFs 中 TGF-β1、α-SMA 荧光表达的影响  （x̄± s，

n=3）

Table 7　 Effect of SJQB on immunofluorescence of TGF- β1 and 

α-SMA in KFs （x̄± s，n=3）

组别

空白组

积雪苷组

散结祛瘢方组

AhR 激动组

AhR 抑制组

AhR抑制+散结祛瘢方组

浓度

20%

20%

10 μmol·L-1

10 μmol·L-1

10 μmol·L-1+20%

TGF-β1

1.00±0.13

0.47±0.042）

0.15±0.122）

0.22±0.012）

1.24±0.181，3）

0.84±0.085）

α-SMA

1.00±0.05

0.33±0.042）

0.15±0.022）

0.17±0.032）

0.96±0.063）

0.71±0.085）

表 6　散结祛瘢方对 KFs 细胞侵袭能力的影响  （x̄± s，n=3）

Table 6　Effect of SJQB on invasiveness of KFs （x̄± s，n=3）

组别

空白组

积雪苷组

散结祛瘢方组

AhR 激动组

AhR 抑制组

AhR 抑制+散结祛瘢方组

浓度

20%

20%

10 μmol·L-1

10 μmol·L-1

10 μmol·L-1+20%

穿膜细胞数/个

1 195.66±154.05

429.33±90.962）

302.66±40.272）

545.00±102.832）

1 260.00±101.863）

981.66±182.865）

图  5　散结祛瘢方对 KFs 细胞侵袭能力的影响  （结晶紫，×40）
Fig. 5　Effect of SJQB on invasiveness of KFs （crystalviolet，×40）
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AhR 作为多种内源性及外源性化合物的受体，

以配体依赖性、细胞类型特异性和背景依赖性的方

式参与多层次的转录调控［19］。近年来，越来越多的

研究揭示 AhR 不仅介导经典的毒物代谢反应，还在

炎症、免疫及纤维化等生理与病理过程中发挥广泛

作用。已有研究显示，AhR 激活可在多种器官中对

表 8　散结祛瘢方对 KFs 中 AhR、CYP1A1、TGF-β1、α-SMA mRNA 表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 8　Effect of SJQB on mRNA expression of AhR， CYP1A1， TGF-β1， and α-SMA in KFs （x̄± s，n=3）

组别

空白组

积雪苷组

散结祛瘢方组

AhR 激动组

AhR 抑制组

AhR 抑制+散结祛瘢方组

浓度

20%

20%

10 μmol·L-1

10 μmol·L-1

10 μmol·L-1+20%

AhR

1.00±0.03

1.61±0.082）

1.93±0.092）

2.55±0.112）

0.54±0.022，3）

0.77±0.045）

CYP1A1

1.00±0.04

1.93±0.062）

2.56±0.152）

3.94±0.162）

0.36±0.022，3）

0.46±0.045）

TGF-β1

1.00±0.03

0.86±0.05

0.69±0.031）

0.57±0.042）

2.02±0.102，3）

1.69±0.115）

α-SMA

1.00±0.01

0.74±0.032）

0.56±0.022）

0.45±0.022）

2.52±0.062，3）

1.58±0.085）

图 6　散结祛瘢方对 KFs 中 TGF-β1、α-SMA 荧光表达的影响  （免疫荧光，×200）
Fig.  6　Effect of SJQB on immunofluorescence of TGF-β1 and α-SMA in KFs （IF， ×200）
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抗纤维化进程［20-21］。然而，也有研究报道在单侧输

尿管梗阻小鼠模型中口服 1-甲氧基芘（AhR 激动

剂）后，肾脏促纤维化蛋白表达上调［22］。提示 AhR

在不同组织及病理状态下的作用可能存在差异性。

值得注意的是，AhR 信号通路与 TGF-β1、Wnt、肿瘤

坏死因子 -α（TNF-α）等多条通路发生串扰［23］。其

中，在 TGF-β通路中，AhR 可通过与 β -连环蛋白

（β -catenin）竞争性结合 Smad3，从而削弱 Smad3 与

β-catenin 的互作，进而抑制 TGF-β所诱导的纤维化

反应。SHI 等［24］研究发现，在系统性硬化症患者皮

肤中 AhR 表达下调 ，真皮成纤维细胞通过增强

TGF-β1 的自分泌及Ⅰ型胶原蛋白 α1（Col1A1）的表

达、同时抑制基质金属蛋白酶 -1（MMP-1）的方式，

加速皮肤纤维化进程，而使用 AhR 激动剂 6-甲酰基

吲哚并［3，2-b］咔唑（FICZ）激活该通路，可有效逆

转 Col1A1 与 α-SMA 的高表达。

本研究结果显示，与空白组及 AhR 抑制组比

较 ，AhR 激 动 组 及 散 结 祛 瘢 方 组 KFs 中 AhR、

CYP1A1 表达升高，TGF-β1 与 α -SMA 水平显著下

调；同时，KFs 增殖、迁移、侵袭能力受抑，细胞凋亡

率增加，而 AhR 抑制+散结祛瘢方组部分逆转了散

结祛瘢方对 KFs 细胞功能的影响，并上调了 TGF-β1

与 α-SMA 的表达。结果提示，在瘢痕疙瘩中，AhR/

CYP1A1 信号通路可能通过负向调控 TGF-β1 信号

轴活性，从而抑制 KFs的纤维化表型；散结祛瘢方则

能 够 通 过 激 活 AhR/CYP1A1 通 路 下 调 TGF- β1、

α-SMA 表达，进而抑制 KFs 的增殖、迁移和侵袭能

力，促进其凋亡。

中医认为，瘢痕疙瘩多因肌肤受金刃、水火等

外伤后，致瘀血阻滞、凝聚不散，脉络不通，气机受

阻。加之患者禀赋异常，或素有痰湿，则气滞、血瘀

与痰浊互结，积久形成质硬高突之结块。临床研究

显示，血瘀证在瘢痕疙瘩患者中占比最高［25］。故治

疗宜活血化瘀，通络散结为基本法则。据此所立的

散结祛瘢方，以三棱、莪术为君药，二者被张锡纯誉

为“化瘀血之要药”［26］，三棱偏于破瘀，莪术偏于破

气，相须为用，共奏破血消癥、行气散结之效；夏枯

草清肝散结，皂角刺透毒通络，浙贝母化痰清热，生

牡蛎软坚散结，四药协同，寒温并用，清透兼顾，共

为臣药；佐以积雪草清热解毒、活血消肿，黄芪、白

术益气固表、托毒生肌；甘草调和诸药，兼为使药。

全方配伍共奏活血化瘀，软坚散结之功。笔者认

为，散结祛瘢方中的活性成分可能作为 AhR 的天然

配 体 ，通 过 直 接 结 合 并 驱 动 其 核 转 位 ，进 而 与

TGF-β1等通路发生功能性串扰，最终抑制 KFs 纤维

化表型。现有文献中不乏支持此假说的初步证据，

如研究发现，黄芪与白术中的黄芪甲苷和白术多糖

可激活 AhR 通路，上调 CYP1A1，进而发挥抗炎作

用［27-28］。莪术挥发油成分莪术二酮则能通过调控磷

脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）/哺乳动物

雷帕霉素靶蛋白（mTOR）、TGF-β1/Smads 信号传导

通路，抑制 KFs 增殖，促进胶原蛋白降解，从而有助

于改善瘢痕形成［29］。此外，网络药理学分析表明，

三棱-莪术药对可协同作用于 RELA、前列腺素-内过

氧化物合酶 2（PTGS2）、白细胞介素（IL）-6、非受体

酪氨酸激酶（SRC）及 Akt1 等关键靶点，发挥抗纤维

化效应［30］。

综 上 所 述 ，散 结 祛 瘢 方 可 通 过 激 活 AhR/

CYP1A1 信号通路，进而抑制 TGF-β1/α-SMA 促纤维

化轴，从而在细胞层面抑制 KFs细胞的增殖、迁移与

表 9　散结祛瘢方对 KFs 中 AhR/CYP1A1 通路蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 9　Effect of SJQB on protein expression of AhR/CYP1A1 signaling pathway in KFs （x̄± s，n=3）

组别

空白组

积雪苷组

散结祛瘢方组

AhR 激动组

AhR 抑制组

AhR 抑制+散结祛瘢方组

浓度

20%

20%

10 μmol·L-1

10 μmol·L-1

10 μmol·L-1+20%

AhR/GAPDH

0.79±0.02

0.92±0.012）

1.05±0.042）

1.09±0.002）

0.55±0.012，3）

0.64±0.025）

CYP1A1/GAPDH

0.69±0.07

0.87±0.061）

0.98±0.082）

1.01±0.072）

0.37±0.032，3）

0.51±0.015）

TGF-β1/GAPDH

0.89±0.04

0.73±0.051）

0.63±0.062）

0.41±0.072）

1.11±0.062，3）

0.81±0.014）

α-SMA/GAPDH

0.89±0.08

0.79±0.02

0.58±0.022）

0.59±0.012）

1.12±0.042，3）

0.85±0.015）

图 7　KFs 中 AhR/CYP1A1 通路蛋白表达电泳

Fig. 7　 Electrophoresis of protein expression of AhR/CYP1A1 

signaling pathway in KFs
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侵袭，并促进其凋亡。该结果不仅从现代分子生物

学角度阐释了中医药“活血化瘀、散结消瘢”之法的

科学内涵，也提示 AhR/CYP1A1 信号通路可能是治

疗瘢痕疙瘩的潜在新靶点。然而，散结祛瘢方作用

于 AhR 的直接结合机制及其体内药效学特性仍需

进一步研究。未来可采用质谱技术，分离鉴定散结

祛瘢方中直接激活 AhR 的药效成分，明确其物质基

础；并在瘢痕疙瘩动物模型中验证散结祛瘢方对

AhR/CYP1A1 通路的调控效应及整体疗效，为其临

床应用提供更充分的实验依据。
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