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［摘要］ 制备载丹酚酸 B 的穿膜肽 TAT 修饰脂质体( SAB-TAT-LIP) ，研究其对人皮肤成纤维细胞( HSF) 生长增殖、迁移、侵
袭和细胞周期的影响，初步评价其用于防治增生性瘢痕的效果。以体外培养的 HSF 细胞为研究对象，采用四甲基偶氮唑盐

MTT 法检测 SAB-TAT-LIP 对细胞生长增殖的抑制作用; 采用 Transwell 小室法和划痕法检测 SAB-TAT-LIP 对细胞侵袭和迁移

能力的影响; 采用流式细胞术检测细胞周期变化。空白脂质体对 HSF 细胞基本无毒副作用，不同浓度的 SAB-TAT-LIP 干预

HSF 细胞不同时间后，均具有一定的增殖抑制作用，且呈现剂量和时间依赖性，同时细胞迁移和侵袭能力明显降低; SAB-TAT-
LIP 干预 HSF 细胞 48 h 后，可使细胞周期阻滞于 G0 /G1 期，与空白对照组相比，P＜0. 01。SAB-TAT-LIP 对 HSF 细胞的增殖、侵
袭和迁移有显著的抑制作用，对细胞周期 G0 /G1 期有阻滞作用。
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Effect of cell penetrating peptide TAT-modified liposomes loaded with salvianolic
acid B on proliferation，migration and cell cycle of human skin fibroblasts

SHI Jun* ，WU Yan-ting，GUO Si-yi，CHEN Gui-tian，LAI Jian-hui，XU Xiao-qi
( Guangdong Engineering ＆ Technology Ｒesearch Center of Precise Drug Delivery System，School of
Traditional Chinese Medicine，Guangdong Pharmaceutical University，Guangzhou 510006，China)

［Abstract］ Hypertrophic scar ( HS) is a very common skin fibrosis disorder after human skin injury and wound healing． The objec-
tive of this study was to investigate the efficacy of cell penetrating peptide TAT－modified liposomes loaded with salvianolic acid B
( SAB-TAT-LIP) on proliferation，migration and cell cycle of human skin fibroblasts ( HSF) ，and preliminarily evaluate its effect on
prevention and treatment of HS． HSF were cultured in vitro，and MTT assay was used to detect the inhibitory effect of SAB-TAT-LIP on
cell proliferation． Cell migration was assessed by Transwell chamber method and scratch method; and cell cycle change was detected by
flow cytometry． In vitro cell studies showed that blank liposome basically had no toxic effect on HSF． Different concentrations of SAB－
TAT-LIP inhibited proliferation on HSF in varying degrees after intervention for different periods in a dose and time dependent manner;
meanwhile，SAB-TAT-LIP significantly inhibited the migration and invasion of HSF． At the same time，SAB-TAT-LIP could block the
cell cycle at G0 /G1 phase after intervention for 48 h，P＜0．01 as compared with the blank control group． Conclusively，our experimental
data quantitatively demonstrate that SAB-TAT-LIP has significant inhibitory effect on cells proliferation，invasion and migration，with
blocking effect on G0 /G1 phase． This may offer a promising therapeutic strategy for transdermal delivery in prevention and treatment
of HS．
［Key words］ salvianolic acid B; cell penetrating peptide TAT; liposomes; human skin fibroblasts; proliferation; migration; cell cycle
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丹酚酸 B ( salvianolic acid B，SAB) 是活血化瘀

中药丹参中含量最高的水溶性成分，或是抗纤维化

疾病的主要药效成分［1］。现代研究表明，SAB 抗纤

维化的作用机制可能与其抗自由基过氧化损伤，抑

制成纤维细胞增殖，作用于 TGF /Smads 等多个信号

转导通路，下调细胞Ⅲ型胶原蛋白 COL-Ⅲ等细胞因

子的表达有关［2-5］。
增生性瘢痕( hypertrophic scars，HS) 是一种临

床常见但治愈率较低的皮肤纤维化疾病［6］。目前

认为 HS 可能和皮肤炎症过度反应有关，表皮再生

延迟、新生血管形成增强，引起成纤维细胞过度增殖

和迁移，导致典型细胞外基质( extra cellular matrix，

ECM) 合成、沉淀和重塑［7-9］。许多细胞参与了 HS
的形成，以皮肤成纤维细胞为关键效应细胞［10］。

脂质体的结构类似生物膜，又被称为“人工生

物膜”，是一种新型的给药载体。细胞穿膜肽 TAT
是一种具有高度细胞穿透能力的小分子多肽，聚

乙二醇［poly ( ethylene glycol) ，PEG］和 TAT 共同

修饰的脂质体透皮给药体系，能高效地透过皮肤

角质层屏障，增强真皮层的药物递送和细胞摄取，

从而更好地发挥药效［11-13］。本课题组将实验制备

的载丹酚酸 B 的穿膜肽 TAT 修饰的脂质体 ( SAB-
TAT-LIP ) 作 用 于 体 外 培 养 的 人 皮 肤 成 纤 维 细 胞

( HSF) ，观察其对 HSF 增殖、侵袭、迁移和细胞周

期的影响，为 SAB-TAT-LIP 防治 HS 的开发及临床

应用奠定理论基础。
1 材料

1. 1 药品与试剂

丹酚酸 B 原料药 ( 南京泽朗生物科技有限公

司，质量分数＞99%) ; 大豆卵磷脂( S100，德国 Lipoid
公司，批 号 57-1140045-10 ) ; DSPE-PEG1000，DSPE-
PEG2000 ( 美 国 NANOCS 公 司，批 号 分 别 为

115CCG0212 和 115CCG0442 ) ; DSPE-PEG1000-TAT
( TAT，Cys-AYGＲKKＲＲQＲＲＲ，美国 NANOCS 公司，

批号为 115CCG0451) ; 胆固醇( Chol，上海艾韦特医

药科技有限公司，批号 B01221) ; 载丹酚酸 B 的穿膜

肽 TAT 修饰脂质体( SAB-TAT-LIP，实验室自制，批

号 20180520) ; 24 孔 PLOY 小室( 美国 Costar 公司，

批号 3422) ; 四甲基偶氮唑盐细胞活性检测试剂盒

( MTT，美国 Sigma 公司) ; 胎牛血清( FBS，杭州四季

青 ) ; 高 糖 DMEM ( 美 国 Gibco 公 司，批 号

C11995500BT) ; 胰酶 TrypLE Express Enzyme ( 美国

Gibco 公司，批号 12605-028)  ;  PBS(  美国 HyClone 公
司，批号 SH30 256. 01)  ;  0. 5%结晶紫染液(  matrigel，
美国 BD 公司)  ;  牛血清白蛋白 (  BSA，澳大利亚)  ;  

Annexin V-FITC /PI 双染细胞凋亡检测试剂盒(  南京

凯基生物科技发展有限公司，批号 KGA108)  ;  水为

屈臣氏超纯水，其他试剂均为分析纯。
1. 2 仪器

BP211D 型 1 /10 万电子天平(  德国 Sartorius 公

司)  ;  JY-96IIN 型超声波细胞粉碎机(  宁波新芝生

物科技股份有限公司)  ;  HandExtruder™-1ml型脂质体

挤出仪(  美国 Genizer 公司)  ;  ELX800 全自动酶

标仪(  美国伯腾仪器有限公司 (  BioTek )  )  ;  

PHS-25 型电子数显pH计(  上海雷磁仪电科学仪器有

限公司);  MCO-18AIC CO2 恒温培养箱(  日本三洋

电机株式会社)  ;  流式细胞仪(  美国 BD 公司)  ;  超

净工作台 HF safe-1500(  香港 Heal force 公司)  ;  

HNY-211C 欧诺恒温摇床 (  天津市欧诺仪器仪表有限
公司);  OLYMPUS CKX41倒置式生 物 显 微 镜( 北 京

中 仪 光 科 科 技 发 展 有 限 公司)  。
1. 3 细胞株

HSF 人皮肤成纤维细胞株，购买自中国科学院上

海生命科学研究院(  中国上海)  。
2 方法与结果

2. 1 SAB-TAT-LIP 的制备

采用 pH 梯度-逆向蒸发法制备［14-15］:  精密称取处

方量的 S100，Chol，DSPE-PEG1000 ，DSPE-PEG2000 ， 

DSPE-PEG1000 -TAT(  100 ∶ 33. 33 ∶ 2 ∶ 1 ∶ 1)  溶于有机溶剂

(  氯仿-甲醇 2 ∶1)  ，SAB 溶于 1%甘氨酸-盐酸缓

冲盐溶液(  pH 3. 20)  ，将两相体系转移入 250 mL 茄

形瓶中，置于旋转蒸发仪中旋干有机溶剂，在氮气氛

围下放置过夜吹干残留的有机溶剂，加入适量的
PBS 缓冲盐溶液调至 pH 6. 0，继续孵育 30 min 形成脂

质体乳液，探头超声 180 次(  功率 300 W，超 1 s 间隔 1 
s)  ，过 0. 8 μm 的微孔滤膜，然后用 400 nm 脂质体挤出

仪来回挤出 15 次整粒，即得 SAB-TAT-LIP。同法制备

不含 SAB 的空白脂质体(  Blank-LIP )  ，SAB常规脂质体

(  SAB-LIP)  。
2. 2 SAB-TAT-LIP 的质量评价

采用超滤法测定 SAB-TAT-LIP 的包封率。同

时将 SAB-TAT-LIP 稀释至适宜浓度，滴至铜筛网

上，用 4%磷钨酸负染，自然干燥后，置于电镜下观察

形态并拍照。将 SAB-TAT-LIP 稀释至适宜浓度，
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置于激光散射粒度分布分析仪中，测定其平均粒径、
PDI 和 Zeta 电位。采用改良 Franz 扩散池，以大鼠

皮肤为透皮屏障，考察脂质体的体外透皮性质。经

检测 得 平 均 粒 径 为 ( 183. 2 ± 4. 09 ) nm，PDI 为

0. 190，Zeta 电位为 ( － 9. 25 ± 0. 92 ) mV，包封率为

( 86. 70± 0. 85 ) %，载 药 量 为 ( 6. 3 ± 0. 34 ) g·L－1。
SAB-TAT-LIP 置于 4 ℃冰箱保存 10 d，包封率大于

80%，粒径大小没有明显变化，稳定性良好。SAB-
TAT-LIP 体外 32 h 经皮渗透动力学符合零级方程

模型，Q= 28. 33X+22. 61( Ｒ2 = 0. 995 7) ，皮肤累积透

过率为 17. 21%，稳态透皮速率 J 为( 28. 33±4. 9) μg
·cm－2·h－1，表观透皮系数 Papp为 3. 19 cm2·s－1，真皮

层滞留量为( 44. 39±6. 87) μg·cm－2，显著高于 SAB
溶液和 SAB-LIP，透皮行为满足局部透皮给药制剂

的透皮规律。
2. 3 细胞培养

将人皮肤成纤维 HSF 细胞接种于含有 10%胎

牛血清( FBS) 和 1%双抗( 100 U·mL－1青霉素和 100
mg·L－1链霉素) 的高糖培养基( DMEM) 中，置于 37
℃，5%CO2 及饱和湿度条件下培养，取对数生长期

细胞，用 0. 25%胰酶消化传代，取 3 ～ 8 代细胞用于

实验。
2. 4 MTT 法检测 HSF 增殖

收集生长状态良好的 HSF，经 0. 25%胰酶消化

离心后，按每孔 1×104个( 200 μL) 将 HSF 接种于 96
孔板，边缘孔用无菌 PBS 填充，于 37 ℃ 5%CO2 饱

和湿度培养箱培养 24 h，用 DMEM 稀释 SAB-TAT-
LIP 和 SAB 原料药 ( 0，1，2，5，10，20，40，80，160，

320，640 μmol·L－1 ) 处理细胞，每组设 5 个复孔，平

行 3 份，分别干预 24，48，72 h 后，在显微镜下观察

细胞形态并拍照，采用 MTT 法检测各组 490 nm 处

吸光 度 ( A ) ，计 算 细 胞 存 活 率，细 胞 存 活 率 =
( A给药组－A调零组 ) / ( A对照组 －A调零组 ) ×100%。给药干预

72 h 后各给药组的细胞形态见图 1，不同浓度的

SAB-TAT-LIP 干预 72 h 后，贴壁的 HSF 细胞出现脱

黏附过程，细胞变圆，体积变小，折光性增强，随着

SAB-TAT-LIP 给药浓度的增加，死亡数量增多，细胞

核分裂破碎明显，完整的细胞形态消失; 与空白对照

组( Control 组) 相比，Blank LIP 组的细胞形态没有

发生明显变化，对 HSF 增殖没有影响。SAB-TAT-
LIP 对 HSF 增殖有明显的抑制作用，见图 2，且相比

于 Free SAB，体现一定的缓释效果。在一定给药浓

度范围内，SAB-TAT-LIP 对 HSF 增殖抑制作用呈现

剂量依赖关系。

图 1 SAB-TAT-LIP 干 预 72 h 后 HSF 在 显 微 镜 下 的 形

态( ×100)

Fig．1 Effect of SAB-TAT-LIP on HSF morphological changes
after intervention of 72 h( ×100)

图 2 SAB-TAT-LIP 分别干预 24 h ( A) ，48 h ( B) and 72 h ( C) 后对 HSF 增殖的影响( x－±s，n= 3)

Fig．2 Inhibition of SAB-TAT-LIP on HSF proliferation after intervention of 24 h ( A) ，48 h ( B) and 72 h ( C) ( x－±s，n= 3)
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2. 5 检测 HSF 侵袭和迁移能力

2. 5. 1 Transwell 小室法 收集生长状态良好 的

HSF，胰酶消化离心后，按每孔 3. 5×105 个接种于 6
孔板，于 37 ℃ 5%CO2 饱和湿度培养箱培养 24 h，分

别设置空白对照组( Control 组) ，Blank-LIP 组、Free
SAB 组( 含 SAB 60 μmol·L－1 ) 、SAB-LIP 组( 含 SAB
60 μmol·L－1 ) 、SAB-TAT-LIP L 组( 含 SAB 40 μmol·
L－1 ) 、SAB-TAT-LIP M 组 ( 含 SAB 60 μmol·L－1 ) 、
SAB-TAT-LIP H 组( 含 SAB 80 μmol·L－1 ) 。平行 3
份，加药培养 48 h，PBS 清洗细胞 3 次，用无血清

DMEM 调整细胞密度至 6×105 个 /mL，将 100 μL 单

细胞悬液加入基底膜已包被、水化的 Transwell 小室

的上室，下室用 500 μL 含 15%FBS 的 DMEM 培养

24 h，弃去培养基，湿棉棒擦去 Transwell 上层小室

基质胶及未穿膜的细胞，0. 1%结晶紫染液固定染色

30 min，流水冲洗，晾干，在显微镜下随机选取 5 个

视野细胞计数，以穿透 Transwell 小室基底膜的细胞

数代表 HSF 细胞的侵袭能力，见图 3，4。与 Control
组相比，Blank-LIP 组的侵袭细胞个数没有明显变

化，即 Blank-LIP 对 HSF 的侵袭能力没有影响。与

Control 组相比，含等剂量 SAB 的各给药组均表现明

显地抑制 HSF 侵袭的作用，P＜ 0. 01，且 SAB-TAT-
LIP 组的抑制效果弱于 Free SAB 组，优于 SAB LIP
组。以 上 结 果 表 明 SAB-TAT-LIP 可 以 显 著 抑 制

HSF 在三维水平上的迁移，且与 SAB 的质量浓度成

正相关。

图 3 SAB-TAT-LIP 对 HSF 侵袭的抑制作用

Fig．3 Inhibition effect of SAB-TAT-LIP on invasion of HSF

与空白对照组相比，* P＜0. 01( 图 7 同) 。

图 4 SAB-TAT-LIP 对 HSF 侵袭的抑制作用( x－±s，n= 3)

Fig．4 Quantification of indicated invading cells analyzed of

SAB-TAT-LIP( x－±s，n= 3)

2. 5. 2 划痕法 收集生长状态良好的 HSF，胰酶消

化离心后，按每孔 5×105 个( 2 mL) 接种于 6 孔板，培

养至细胞密度达到 80%～90%，用 200 μL 无菌加样枪

头在每孔单细胞层中呈“井”字状迅速划线，用 PBS
细洗 3 次，洗去细胞残片，降低培养基中血清浓度至

3%，给药及分组同 2. 5. 1 项，平行 3 份，加药后分别于

0，12，24，48 h 对同一视野拍照，每组细胞选择 4 个不

同视野，观察细胞的恢复情况，见图 5。给药干预 48 h
后，Control 组和 Blank-LIP 组已经恢复划痕的宽度并

长满细胞，即 Blank-LIP 组对 HSF 的迁移能力没有影

响。SAB 各给药组均没有恢复划痕的宽度，HSF 的迁

移能力减弱甚至丧失，目测可粗略观察到 SAB-TAT-
LIP M 组抑制 HSF 迁移的效果优于 SAB-LIP 组。
SAB-TAT-LIP H 组可观察到细胞形态发生变化，细胞

核破碎的现象，即较高剂量的 SAB-TAT-LIP 能促使

HSF 凋亡而丧失迁移的能力。结果表明 SAB-TAT-
LIP 能够显著地抑制 HSF 的迁移。
2. 6 流式细胞仪检测 HSF 的细胞周期

细胞接种、分组及加药同 2. 5. 1 项，平行 3 份，

给药培养 48 h 后，用 PBS 清洗细胞沉淀 3 次，70%
冷乙醇固定，4 ℃过夜，离心后用 PBS 重悬细胞，加

入 25 mg·L－1ＲNA 酶( ＲNase A) 和 25 mg·L－1 碘化

丙啶( PI) ，室温避光染色 30 min，流式细胞仪检测

细胞周期分布，见图 6，7。其中图 6 中第 1 个高峰
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图 5 SAB-TAT-LIP 对 HSF 迁移的抑制作用

Fig．5 Effect of SAB-TAT-LIP on migration of HSF

为 G0 /G1 期、中间凹谷为 S 期、第 2 峰为 G2 /M 期。
给药干预 48 h 后，Blank-LIP 组与 Control 组相比，

G0 /G1，S，G2 /M 期细胞比例的差异均无统计学意

义，对细胞周期的变化无影响。与 Control 组相比，

含 SAB 实验组增殖期( 包括 S 期及 G2 /M 期) 细胞

比例减少; G0 /G1 期细胞比例明显增加且与 SAB 含

量呈正相关，P＜0. 01。结果表明 SAB-TAT-LIP 能将

HSF 细胞周期阻滞于 G0 /G1 期，不能进入 S 期，最

终诱导细胞凋亡。
3 讨论

HS 常继发于手术外伤、烧烫伤等严重创伤之

后，是皮肤创伤愈合过程中结缔组织持续性炎症和

过 度 纤 维 化 愈 合 的 结 果［16］。成 纤 维 细 胞

( fibroblasts) 是 HS 形成的细胞学基础，出现在炎症

期结束时的损伤位置以及伤口愈合增生期的开始阶

段［17］。研究认为皮肤成纤维细胞( HSF) 活化和分

化成肌 成 纤 维 细 胞 是 HS 病 理 生 理 学 的 中 心 过

程［18-19］。因此，抑制 HSF 生长增殖是治疗 HS 的重

要方法之一。
中医学认为，HS 等纤维化疾病属于癥瘕积聚等

范畴，其发病机制主要为气虚血瘀［20］。在纤维化的

发病过程中，气虚与血瘀相互伴生并互为因果。瘀

图 6 SAB-TAT-LIP 对 HSF 细胞周期的影响

Fig．6 Cell cycle distribution of HSF treated with SAB-TAT-LIP
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图 7 SAB-TAT-LIP 处 理 HSF 细 胞 后 细 胞 周 期 的 分 布 图

( x－±s，n= 3)

Fig．7 Cell cycle distribution of HSF treated with SAB-TAT-LIP

( x－±s，n= 3)

血阻络，必会阻碍气机，血为气之母，气为血之帅，气

机阻滞，血行不畅，导致瘀阻经络，而形成气血不畅

的恶性循环。正气虚弱是纤维化的内因和转归，血

瘀阻滞是纤维化的病理基础［15］。
丹参为唇形科植物丹参 Salvia miltiorrhiza 的干

燥根及根茎，具有活血祛瘀、通经止痛、清心除烦、凉
血消痛的功效。临床上主要用于胸痹心痛、脘腹胁

痛、癥瘕积聚、热痹疼痛、疮疡肿痛、月经不调、痛经

经闭、心烦不眠等病症［1］。作为治疗纤维化最常用

的中药之一，近年来，丹参、丹参复方制剂及丹参有

效成分在抗纤维化疾病中得到广泛应用，其中丹参

有效 成 分 研 究 进 展 迅 速［21-23］。 SAB 化 学 式 为

C36H30O16，由 3 个分子丹参素与 1 个分子咖啡酸缩

合而成，是丹参中含量最高的活性成分，也是水溶性

成分中研究最多的成分之一，含量约占总丹酚酸的

70%［24］。体内外实验表明，SAB 具有抗肝、肾、心肌

纤维化，抗氧化，抗炎，清除自由基，抗肿瘤等多方面

的药理作用，能够抑制成纤维细胞增殖及胶原合成，

其抗纤维化作用主要与 TGF-β /Smad 信号转导通路

密切相关［25-27］。SAB 的结构较不稳定，因此制备成

脂质体能够提高其生物利用度，从而更好地发挥

疗效。
HS 的成纤维细胞主要来源和聚集于伤口部位

周围的局部真皮和皮下组织，基于这一病理学特征，

本课题组在前期实验中已成功构建了载丹酚酸 B
的穿膜肽 TAT 修饰脂质体 ( SAB-TAT-LIP ) 局部透

皮给药体系。本研究结果表明，SAB-TAT-LIP 能够

体外抑制 HSF 的增殖活性，抑制 HSF 的侵袭和迁移

能力，并可能通过将细胞周期阻滞于 G0 /G1 期，进

而诱导细胞凋亡，为 SAB-TAT-LIP 在 HS 治疗中靶

点的选择以及其与 G0 /G1 期抑瘢药物的联用提供

了一定的指导意义。但 HS 的致病机制和因素极为

复杂，关于 SAB-TAT-LIP 对 HS 的作用机制研究需

大量的基础实验和临床研究进行深入的探讨。目前

HS 主要依靠手术治疗和药物治疗，但手术治疗复发

率较高，会给患者带来痛楚; 激素类药物治疗副作用

较大且费用相对昂贵［28］。TAT-LIP 因其毒副作用

较小等优势，有望作为丹酚酸 B 防治 HS 的经皮给

药优良载体。
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