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蛇床子素对大鼠皮肤创面愈合和血管生成的影响及机制 Δ
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摘 要 目的 探究蛇床子素（OST）通过超音刺猬（SHH）信号通路对大鼠皮肤创面愈合和血管生成的影响。方法 构建全层皮肤

缺损伤口模型大鼠，然后随机分为模型组（Model组），低、中、高剂量OST组（OST-L、OST-M、OST-H组，20、30、40 mg/kg OST），高

剂量OST+SHH抑制剂环巴胺组（OST-H+环巴胺组，40 mg/kg OST+10 mg/kg环巴胺），每组12只；另选取12只不造模大鼠作为对

照组。在给药第1、7、14天时观察大鼠创面愈合情况，并计算创面愈合率；观察大鼠创面组织的病理学变化和胶原蛋白沉积情况；

检测大鼠创面组织中血管生成素 1（Ang-1）、碱性成纤维细胞生长因子（bFGF）水平；检测大鼠创面组织中血管内皮生长因子 A

（VEGFA）、血管内皮生长因子受体2（VEGFR-2）mRNA相对表达量；检测大鼠创面组织中VEGFA、VEGFR-2、SHH、神经胶质瘤相

关癌基因同源蛋白1（GLI1）蛋白的表达水平。结果 与Model组大鼠相比，OST-M、OST-H组大鼠皮肤创面愈合率（给药第7天和

第14天），胶原蛋白相对表达量，创面组织中Ang-1、bFGF水平，VEGFA、VEGFR-2 mRNA和蛋白表达水平以及SHH、GLI1蛋白表

达水平均显著升高（P＜0.05）；创面组织再上皮化明显，炎症细胞浸润和肉芽组织水肿减轻，新生血管数增多。SHH抑制剂环巴胺

减弱了OST对大鼠皮肤创面愈合和血管生成的促进作用。结论 OST可能通过激活SHH信号通路促进大鼠皮肤创面愈合和血管

生成。

关键词 蛇床子素；超音刺猬信号通路；创面愈合；皮肤；血管生成

Effects and mechanism of osthol on skin wound healing and angiogenesis in rats
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ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the effects of osthole （OST） on skin wound healing and angiogenesis in rats by 

regulating the sonic hedgehog （SHH） signaling pathway. METHODS Full-layer skin defect wound model rats were established and 

then randomly separated into Model group， OST low-dose， medium-dose and high-dose groups （OST-L group， OST-M group， 

OST-H group， 20， 30， 40 mg/kg OST）， high-dose OST+SHH inhibitor cyclopamide group （OST-H+cyclopamide group， 40 mg/kg 

OST+10 mg/kg cyclopamide）， with 12 rats in each group. Another 12 rats were selected as the control group. The wound healing 

of rats on 1， 7 and 14 days of administration was observed， and the wound healing rate of rats in each group was measured. The 

pathological changes and collagen deposition in rat wound tissue were observed； the levels of angiopoietin-1 （Ang-1） and basic 

fibroblast growth factor （bFGF） in wound tissue of rats were detected； the relative expressions of vascular endothelial growth factor 

A （VEGFA） and vascular endothelial growth factor receptor-2 （VEGFR-2） mRNA were also detected in wound tissue of rats； the 

protein expressions of VEGFA， VEGFR-2， SHH and glioma-associated oncogene homolog-1 （GLI1） were determined in wound 

tissue of rats. RESULTS Compared with Model group， the healing rate of skin wound， relative expression of collagen protein， the 

levels of Ang-1 and bFGF， the mRNA and protein expressions of VEGFA and VEGFR-2， and the protein expressions of SHH and 

GLI1 were all significantly increased in OST-M and OST-H groups （P＜0.05）. The wound tissue underwent significant re-

epithelialization， with reduced inflammatory cell infiltration and granulation tissue edema， and an increase in the number of new 

blood vessels. SHH inhibitor cycloparamide weakened the promoting effects of OST on skin wound healing and angiogenesis in rats. 
CONCLUSIONS OST may promote skin wound healing and angiogenesis in rats by activating the SHH signaling pathway.
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皮肤创面愈合是由多种细胞因子、生长因子及多种

细胞参与的一种病理生理进程，需要经过止血、血管生

成、炎症反应、肉芽组织形成、纤维增殖或基质形成、再
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上皮化等过程[1]。皮肤创面愈合能够使皮肤保持完整

性，然而在感染、过度炎症、严重缺血甚至部分疾病的影

响下，创面愈合的过程受到干扰，使得愈合时间明显延

长，严重影响了患者的身心健康[2]。研究发现，促进伤口

的血管生成是加速皮肤创面愈合的有效策略之一[3]。常

见的促进伤口血管生成的药物有血管内皮生长因子类

药物（如贝伐珠单抗、阿柏西普等）、血管生成素类药物

（如马西替坦、利奥西呱）、前列环素类药物（如前列地

尔、依前列醇）等，但这些药物会导致高血压、出血、血栓

等副作用。因此，开发新的安全有效的药物以促进皮肤

创面愈合和血管生成，已成为临床研究的热点和重点。

蛇床子素（osthole，OST）是提取自中药蛇床子的一

种天然化合物，具有抗炎、抗过敏、抗肿瘤、保护肝脏、保

护神经、保护骨关节、改善骨质、改善免疫功能等作用[4]。

已有研究发现，OST能减轻皮肤炎症、修复皮肤屏障，在

组胺诱导的人角质形成细胞和成纤维细胞炎症过程中，

改善了细胞迁移和细胞屏障功能[5]。还有研究发现，

OST可促进血管生成，且其衍生物能够加快皮肤伤口愈

合[6―7]。超音刺猬（sonic hedgehog，SHH）信号通路与胚

胎发育、细胞自我更新和干细胞群维持密切相关，其被

激活能够促进皮肤创面愈合和血管形成[8]。基于此，本

研究拟建立全层皮肤缺损伤口模型大鼠，从SHH信号通

路角度出发，研究OST对模型大鼠皮肤血管生成和创面

愈合的影响及机制，以期为OST的临床应用提供参考。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括RX50型光学显微镜[舜

宇光学科技（集团）有限公司]，AMR-100型酶标仪（杭州

奥盛仪器有限公司），CFX Duet型实时荧光定量聚合酶

链式反应（real-time fluorescence quantitative polymerase 

chain reaction，RT-qPCR）仪（美国Bio-Rad公司），500-151-

30型游标卡尺（苏州天音腾达机电工程有限公司），Tanon 

5200型凝胶图像处理系统（上海天能科技有限公司）。

1.2　主要药品与试剂

OST 对照品（批号 S2337，纯度 99.99%）购自美国

Selleck Chemical公司；SHH抑制剂环巴胺对照品（批号

C4116，纯度≥98%）购自美国Sigma公司；苏木素-伊红

（HE）染色试剂盒、Masson 染色试剂盒（批号分别为

D006-1-4、D026-1-1）均购自南京建成生物科技有限公

司；血管生成素 1（angiopoietin-1，Ang-1）酶联免疫吸附

测定（ELISA）试剂盒（批号 SEKR-0055）购自北京索莱

宝科技有限公司；碱性成纤维细胞生长因子（basic fibro‐

blast growth factor，bFGF）ELISA试剂盒（批号D731030-

0096）购自生工生物工程（上海）股份有限公司；BCA蛋

白定量试剂盒 、Trizol 试剂（批号分别为 FD2001、

FD8872）均购自杭州弗德生物科技有限公司；兔源血管

内皮生长因子 A（vascular endothelial growth factor A，

VEGFA）、SHH、血管内皮生长因子受体2（vascular endo‐

thelial growth factor receptor-2，VEGFR-2）、神经胶质瘤

相关癌基因同源蛋白 1（glioma-associated oncogene ho‐

molog-1，GLI1）、GAPDH一抗和辣根过氧化物酶标记的

羊抗兔二抗（批号分别为 ab214424、ab308225、ab11939、

ab273018、ab181602、ab6721）均购自美国Abcam公司。

1.3　实验动物

本研究所用动物为 SPF 级 SD 大鼠，共 72只，体重

200～250 g，雄性，7～8周龄，由湖北贝恩特生物科技有

限公司提供 [动物生产许可证号为 SCXK（鄂）2021-

0027]。实验前所有大鼠在温度 23～25 ℃、相对湿度

40%～60%的动物房中分笼饲养，自由饮水、摄食，适应

性饲养7 d后用于实验。本研究的动物实验方案已通过

武汉华联科生物技术有限公司动物伦理委员会的审核

（伦理号为HLK-20220719）。

2　方法

2.1　大鼠全层皮肤缺损伤口模型的构建

参考文献方法，构建大鼠全层皮肤缺损伤口模

型[9―10]。将60只大鼠腹腔注射2%戊巴比妥钠（45 mg/kg）

麻醉，背部脱毛、消毒，备皮面积为 2 cm2。大鼠固定后

在背部脊柱一侧标记一个圆形切口，切口平行于脊柱，

沿标记线切除全层皮肤，深至筋膜层，形成创面。次日，

肉眼可见创面少许渗血，且无感染，则表明造模成功。

2.2　动物分组与给药

本研究共造模成功60只大鼠，采用随机数字表法将

其分为模型组（即Model组），低、中、高剂量OST组（即

OST-L、OST-M、OST-H组，20、30、40 mg/kg OST[11]）和高

剂量OST+SHH抑制剂环巴胺组（即OST-H+环巴胺组，

40 mg/kg OST+10 mg/kg 环巴胺[12]），每组 12只；另选取

12只大鼠为对照组（仅剃除皮肤毛发，不造模）。OST-L

组、OST-M 组、OST-H 组大鼠分别腹腔注射 20、30、40 

mg/kg OST；OST-H+环巴胺组在腹腔注射40 mg/kg OST

前 30 min，腹腔注射 10 mg/kg环巴胺；每天给药 1次，给

药体积均为 10 mL/kg，连续 14 d。Model组和对照组大

鼠腹腔注射等量生理盐水。

2.3　大鼠创面愈合率的计算

在给药第1、7、14天时观察大鼠创面愈合情况，用游

标卡尺测量创面直径，并进行拍照；采用 Image J软件计

算大鼠的创面愈合率，创面愈合率＝（用药前创面面

积－用药后创面面积）/用药前创面面积×100%。

2.4　大鼠创面组织的病理学形态观察

采用HE染色法观察。末次给药后，所有大鼠脱颈

处死，每组随机选取6只大鼠，切除创面组织，固定于多

聚甲醛中，组织脱水后制成石蜡切片，一部分切片行HE

染色，另一部分备用。取HE染色的切片，于光学显微镜

下观察创面组织的病理学变化。
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2.5　大鼠创面组织胶原蛋白沉积情况观察

采用Masson染色法观察。取“2.4”项下剩余的创面

组织切片，根据Masson染色试剂盒说明书方法进行染

色，于光学显微镜下观察创面组织形态并拍照。采用

Image J软件计算胶原蛋白相对表达量，胶原蛋白相对表

达量＝（蓝染的胶原纤维面积/视野总面积）×100%。

2.6　大鼠创面组织中Ang-1、bFGF水平检测

采用ELISA法检测。将每组剩余6只大鼠处死，剖

取创面组织，一部分置于冰上加入裂解液进行裂解，另

一部分冻存于－80 ℃条件下，待用。将制备的创面组织

匀浆，根据ELISA试剂盒说明书方法操作，检测大鼠创

面组织中Ang-1、bFGF水平。

2.7　大鼠创面组织中 VEGFA、VEGFR-2 mRNA 相对

表达量检测

采用RT-qPCR法检测。取“2.6”项下冻存的创面组

织适量，用Trizol试剂提取总RNA，并反转录为cDNA进

行扩增。扩增体系为：4 μL cDNA，25 μL SYBR Green 

PCR Master Mix，正反向引物对各 1 μL，ddH2O 19 μL，

总体积为 50 μL。扩增条件为：聚合酶活化 10 min，

94 ℃变性 15 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，45次循

环。本研究所用引物由生工生物工程（上海）股份有限

公司设计合成，序列信息如表1所示。以β-actin为内参，

采用 2－ΔΔCt 法计算 VEGFA、VEGFR-2 mRNA 的相对表

达量。

2.8　大鼠创面组织中 VEGFA、VEGFR-2、SHH、GLI1

蛋白表达检测

采用Western blot法检测。取“2.6”项下冻存的创面

组织适量，用RIPA裂解液提取总蛋白，采用BCA法测定

蛋白浓度后，进行变性处理。取变性后的蛋白进行十二

烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转膜，以 5%牛血清

蛋白溶液封闭2 h，加入VEGFA、VEGFR-2、SHH、GLI1、

GAPDH一抗（稀释比例均为1∶1 000）于4 ℃过夜孵育；

加入相应二抗（稀释比例为 1∶5 000）于室温孵育 2 h，采

用ECL试剂显色，经凝胶成像后，采用 Image J软件进行

分析，以GAPDH为内参进行归一化。

2.9　统计学方法

采用 GraphPad Prism 7.0软件对数据进行统计分

析。实验数据以 x±s表示，多组间比较采用单因素方差

分析，进一步两两比较行 LSD-t 检验。检验水准

α＝0.05。

3　结果
3.1　OST对大鼠创面愈合率的影响

与Model组比较，OST-M组、OST-H组大鼠给药第7

天和第 14天的创面愈合率均显著升高（P＜0.05）；与

OST-L组比较，OST-M组、OST-H组大鼠给药第7天和第

14天的创面愈合率均显著升高（P＜0.05），且具有剂量

依赖性（P＜0.05）；与 OST-H 组比较，OST-H+环巴胺组

大鼠给药第 7天和第 14天的创面愈合率均显著降低

（P＜0.05）。结果见图1和图2。

3.2　OST对大鼠创面组织病理学变化的影响

对照组大鼠皮肤组织表皮完整。Model组大鼠创面

组织再上皮化不明显，新生血管数较少，肉芽组织出现

水肿，炎症细胞浸润严重。与Model组相比，OST-L组、

OST-M组、OST-H组大鼠创面组织再上皮化明显，炎症

细胞浸润和肉芽组织水肿减轻，新生血管数增多，其中

OST-H组大鼠的创面组织损伤明显减轻。与OST-H组

相比，OST-H+环巴胺组大鼠创面组织再上皮化不明显，

炎症细胞浸润加重，新生血管数减少。结果见图3。

表1　引物序列及产物大小

引物名称
VEGFA

VEGFR-2

β-actin

序列（5′→3′）

正向：GAGGTCAAGGCTTTTGAAGGC

反向：CTGTCCTGGTATTGAGGGTGG

正向：GGCCCAATAATCAGAGTGGCA

反向：CCAGTGTCATTTCCGATCACTTT

正向：GGAGATTACTGCCCTGGCTCCTA

反向：GACTCATCGTACTCCTGCTTGCTG

产物大小/bp
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图1　各组大鼠创面愈合情况
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a：与Model组比较，P＜0.05；b：与OST-L组比较，P＜0.05；c：与OST-

M组比较，P＜0.05；d：与OST-H组比较，P＜0.05。

图2　各组大鼠不同时间点的创面愈合率比较（x±s，
n＝12）
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3.3　OST对大鼠创面组织胶原蛋白沉积的影响

对照组大鼠皮肤组织胶原纤维和胶原蛋白含量丰

富，排列紧密，胶原蛋白相对表达量为（45.76±2.15）%。

与对照组相比，Model组大鼠创面组织的胶原纤维、胶原

蛋白沉积减少，胶原蛋白相对表达量[（5.35±0.80）%]显

著降低（P＜0.05）。与 Model 组相比，OST-L 组、OST-M

组和OST-H组大鼠创面组织的胶原纤维、胶原蛋白沉积

增多，胶原蛋白相对表达量[（12.06±1.14）%、（20.87±

1.59）%、（34.52±2.06）%]均显著升高（P＜0.05），且具有

剂量依赖性（P＜0.05）。与OST-H组相比，OST-H+环巴

胺组大鼠创面组织的胶原纤维、胶原蛋白沉积减少，胶

原蛋白相对表达量 [（8.21±1.05）% ] 显著降低（P＜

0.05）。结果见图4。

3.4　OST对大鼠创面组织中Ang-1、bFGF水平的影响

与对照组相比，Model 组大鼠创面组织中 Ang-1、

bFGF 水平均显著升高（P＜0.05）；与 Model 组相比，

OST-M组、OST-H组大鼠创面组织中Ang-1、bFGF水平

均显著升高（P＜0.05）；与 OST-L 组相比，OST-M 组、

OST-H组大鼠创面组织中Ang-1、bFGF水平均显著升高

（P＜0.05），且具有剂量依赖性（P＜0.05）；与 OST-H 组

相比，OST-H+环巴胺组大鼠创面组织中Ang-1、bFGF水

平均显著降低（P＜0.05）。结果见图5。

3.5　 OST 对 大 鼠 创 面 组 织 中 VEGFA、VEGFR-2 

mRNA相对表达量的影响

与对照组相比，Model组大鼠创面组织中VEGFA、

VEGFR-2 mRNA相对表达量均显著升高（P＜0.05）；与

Model 组相比，OST-M 组、OST-H 组大鼠创面组织中

VEGFA、VEGFR-2 mRNA相对表达量均显著升高（P＜

0.05）；与 OST-L 组相比，OST-M 组、OST-H 组大鼠创面

组织中VEGFA、VEGFR-2 mRNA相对表达量均显著升

高（P＜0.05），且具有剂量依赖性（P＜0.05）；与 OST-H

组相比，OST-H+环巴胺组大鼠创面组织中 VEGFA、

VEGFR-2 mRNA相对表达量均显著降低（P＜0.05）。结

果见图6。

3.6　 OST 对 大 鼠 创 面 组 织 中 VEGFA、VEGFR-2、

SHH、GLI1蛋白表达的影响

与对照组相比，Model组大鼠创面组织中VEGFA、

VEGFR-2、SHH、GLI1蛋白表达水平均显著升高（P＜

0.05）；与Model组相比，OST-M组、OST-H组大鼠创面组

织中上述蛋白表达水平均显著升高（P＜0.05）；与OST-L

A.对照组 B. Model组 C. OST-L组

D. OST-M组 E. OST-H组 F. OST-H+环巴胺组

注：黄色箭头表示新生血管，黑色箭头表示炎症细胞。

图3　各组大鼠创面组织病理学观察结果（HE染色）

A.对照组 B. Model组 C. OST-L组

D. OST-M组 E. OST-H组 F. OST-H+环巴胺组

注：箭头表示胶原蛋白表达。

图4　各组大鼠创面组织胶原蛋白沉积情况观察结果

（Masson染色）

300

200

100

0

A
ng

-1
/（

pg
/m

L）

bcd

ebc

a

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ
A. Ang-1

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

bF
G

F
/（

pg
/μL

）

bcd

e
bc

a

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ
B. bFGF

Ⅰ：对照组；Ⅱ：Model组；Ⅲ：OST-L组；Ⅳ：OST-M组；Ⅴ：OST-H

组；Ⅵ：OST-H+环巴胺组；a：与对照组比较，P＜0.05；b：与Model组比

较，P＜0.05；c：与OST-L组比较，P＜0.05；d：与OST-M组比较，P＜0.05；

e：与OST-H组比较，P＜0.05。

图5　各组大鼠创面组织中 Ang-1、bFGF 水平的比较
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组相比，OST-M组、OST-H组大鼠创面组织中上述蛋白

表达水平均显著升高（P＜0.05），且具有剂量依赖性

（P＜0.05）；与 OST-H 组相比，OST-H+环巴胺组大鼠创

面组织中上述蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05）。结

果见图7。

4　讨论
临床研究发现，皮肤创面愈合需要经过凝血期、炎

症期、增殖期和重塑期：在创面形成初期，毛细血管内血

液流入创面，形成凝血块覆盖在创面表层；在炎症期，巨

噬细胞、中性粒细胞在创面聚集并吞噬病原体，同时伴

随大量肉芽组织形成，成纤维细胞逐渐迁移，胶原蛋白

沉积增多[13]。血管网形成和血管再生在创面愈合中非

常关键，新生血管为创面组织细胞提供氧气和营养；

Ang-1、VEGFA 是血管生成的重要调节因子，能够促进

血管内皮细胞增殖和血管生成，其中VEGFA可参与芽

生血管形成[14]。bFGF是从脑组织与垂体抽提物中发现

的具有促进成纤维细胞生长的因子，同时还可增强血管

内皮生长因子的分泌，促进内皮细胞与成纤维细胞的增

殖，从而促进血管新生和修复[15]。VEGFR-2是生长因子

受体，具有促进表皮细胞生长和分化的作用[16]。

OST是蛇床子的活性成分，Kordulewska等[5]研究发

现其在皮肤创面愈合过程中具有潜在作用：在组胺诱导

的人角质形成细胞和成纤维细胞炎症过程中，OST降低

了白细胞介素 1β、肿瘤坏死因子α水平，改善了细胞迁

移和细胞屏障功能。本研究结果显示，Model组大鼠创

面新生血管数较少，肉芽组织出现水肿，炎症细胞浸润

严重；创面组织的胶原纤维、胶原蛋白沉积减少；创面组

织中 Ang-1、bFGF 水平和 VEGFA、VEGFR-2 mRNA 及

蛋白表达水平均升高，与李学锋[17]的研究一致，说明大

鼠皮肤遭受创伤后自体修复机制被激活。经OST干预

后，大鼠皮肤创面愈合率和创面组织中Ang-1、bFGF水

平以及VEGFA、VEGFR-2 mRNA和蛋白表达水平均进

一步升高。这说明OST可通过上调血管生成相关因子

水平，促进大鼠创面愈合和血管生成，从而加快机体对

创面损伤的修复作用。有报道显示，OST具有抑制原发

性肝癌、鼻咽癌等肿瘤血管生成的作用[6，18]；此外，OST

虽然不能直接促进人脐静脉内皮细胞的血管生成，但具

有诱导骨髓间充质干细胞成骨-血管生成耦合的能力[19]。

这与本研究中OST促进创面血管生成的结果不相符，推

测导致其发挥不同作用的原因可能与药物的作用效果

受到其所处的生理或病理环境的影响有关[6，18―19]。

SHH信号通路在血管生成过程中发挥着重要作用，

其通过调控下游分子 GLI1影响血管生成[8]。朱美霖

等[20]研究发现，在急性脑缺血大鼠中，SHH信号通路激

活剂 Purmorphamine 可以激活缺血半暗带中 SHH 信号

通路并促进血管新生，而环巴胺可以通过抑制SHH信号

通路来抑制血管新生。孙浩等[21]研究发现，实验室自制

的毛囊再生乳膏能够通过调控毛囊生长发育过程中的

Wnt信号通路和SHH信号通路促进创面愈合时的毛囊

再生。既往研究显示，正常小鼠皮肤损伤后，SHH蛋白

表达升高，说明皮肤受损会刺激SHH信号通路活化[22]。

本研究结果显示，经OST干预后，大鼠创面组织中SHH、

GLI1蛋白表达水平相比对照组升高。进一步使用SHH

抑制剂环巴胺干预后发现，大鼠创面组织中SHH、GLI1

蛋白表达水平降低，这说明环巴胺减弱了OST的作用效

果，提示OST可能通过激活 SHH信号通路促进大鼠皮

肤血管生成和创面愈合。

综上所述，OST可促进大鼠皮肤创面愈合和血管生

成，其机制可能与激活SHH信号通路有关。但本研究仍

有一些不足，如未设置单独的SHH信号通路激活剂组、

缺少相关体外细胞水平的研究、机制不够全面等，还需

进一步探究。此外，OST促进大鼠创面愈合的最佳给药

剂量和给药途径（全身给药或局部皮肤给药）仍需深入

分析。
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