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蚓激酶对人瘢痕疙瘩成纤维细胞的生物学功能
和MMP2、MMP9表达的影响 *
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摘要 目的：考察蚓激酶对人瘢痕疙瘩成纤维细胞（KF）生物学功能影响，初步阐明其防治瘢痕疙瘩作用机制。方法：选取人 KF为

体外实验模型，随机分为对照组和蚓激酶低、中、高剂量组；应用药物干预 48 h后，采用 CCK8法测定人 KF增殖率，流式细胞术

检测凋亡率，划痕法测迁移能力，Western blot检测MMP2、MMP9蛋白表达。结果：与对照组相比，应用 5 U·mL-1、10 U·mL-1和 20

U·mL-1蚓激酶溶液干预后，人 KF增殖率明显降低，凋亡率显著升高，在一定范围内与剂量成正相关性；与对照组相比，蚓激酶组

的划痕距离均有不同程度地增加，MMP2、MMP9表达也显著下降，均有显著性差异。结论：蚓激酶可调节人 KF的生物学功能，通

过抑制细胞增殖和迁移、诱导凋亡、下调迁移相关蛋白MMP2、MMP9表达，防止瘢痕疙瘩的生长和侵润，为蚓激酶的进一步开发

和利用提供有力支持。
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The Biological Function of Lumbrokinase on Keloid Fibroblast and Its
Expression MMP2, MMP9*

To investigate the effect of lumbrokinase(LBK) on the biological function of keloid fibroblast(KF), and to

clarify mechanisms of prevention and treatment on Keloid. KF was selected as the experimental model and randomly divided

into the control group and LBK low, medium, and high dose group; After 48 hours of treatment with drug, the proliferation rate of KF

was measured by CCK8 method, apoptosis rate by flow cytometry, migration ability by scratch method, expression of MMP2 and MMP9

by western blot. Compared with the control group, after the treatment with LBK, the proliferation rate of human KF decreased

significantly, apoptosis rate and the scratch distance increased to varying degrees, there is a positive correlation with the dose to a certain

extent. Compared with the control group, the expression of MMP2 and MMP9 decreased significantly, which was statistically significant.

LBK can regulate the biological function of Human KF by inhibiting cell proliferation and Migration, inducing apoptosis,

down-regulating the expression of MMP2 and MMP9, and preventing the growth and invasion of keloid, it provides strong support for

the further development and utilization of LBK.
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前言

瘢痕疙瘩（keloid，KD）是皮外科领域的一种良性皮肤肿

瘤，以不规则凸起、坚硬痛痒、侵袭性生长等为临床表现[1,2]，日

久给患者身心带来严重不适。其病理特征主要是成纤维细胞

（Fibroblast，FB）过度增殖和细胞外基质（Extracellular matrix，

ECM）过量沉积[3,4]，导致受损皮肤纤维化，从而形成瘢痕疙瘩。

本病单纯手术切除后易复发，放射、激光等疗法远期效果也不
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尽满意[5-7]。中医药治疗瘢痕疙瘩的实践研究历史悠久，并取得

一定的进展。目前采用中西医结合疗法可以优势互补，提高治

疗效果，成为预防和治疗瘢痕疙瘩的一种研究思路。

地龙是常用的中药材，蚓激酶（lumbrokinase，LBK）是从地

龙中分离的一种蛋白水解酶[8,9]，具有明显的纤溶活性及多种药

理作用[10-12]，并被制成蚓激酶肠溶胶囊以防治血栓类疾病。同时

国内外学者研究发现蚓激酶还可延缓心、肺、肝、肾等脏器纤维

化[13,14]，对纤维化疾病具有一定的防治作用。课题组前期研究发

现地龙蛋白对人增生性成纤维细胞具有增殖抑制作用[15]，可通

过调控细胞凋亡和 PI3k/AKt/mTOR通路实现抑制瘢痕增生的

作用。纤维化疾病与瘢痕的形成具有共同的病理特征，但蚓激

酶与瘢痕疙瘩的相关性研究尚未展开，因此，本课题以人瘢痕

疙瘩成纤维细胞(keloid fibroblast, KF)为实验模型，研究蚓激酶

对人 KF的生物学功能，并从细胞迁移的角度考察对基质金属

蛋白酶 -2（matrix metalloproteinase-2，MMP2）和基质金属蛋白

酶 -9（matrix metalloproteinase-9，MMP9）的影响，以期为防治瘢

痕疙瘩中药制剂的开发和利用提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 药物和主要试剂 蚓激酶购自上海雅吉生物有限公司

（规格：2.6万 U/支）；PBS磷酸盐缓冲液购自上海信裕科技公

司；高糖 DMEM培养液、胰酶、胎牛血清购自美国 GIBCO 公

司；Annexin V/PI细胞凋亡试剂盒购自美国 BIOMIGA 公司；

MMP2、MMP9抗体购自美国 GeneTex公司。

1.1.2 主要仪器 倒置显微镜购自日本 Olympus株式会社；低

温离心机、二氧化碳培养箱购自购自 Thermo Fisher Scientific公

司；电泳仪购自北京六一生物科技有限公司；凝胶成像系统购

自北京赛智创业科技有限公司；流式细胞仪购自美国 BD公司。

1.1.3 实验细胞株 人 KF购自上海彩佑有限公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 将冻存的人瘢痕疙瘩成纤维细胞快速放入

37℃水浴，解冻后移入无菌离心管中，补加适量培养液，设定

1000 rpm离心 5 min，弃上清液，加入含 1 %双抗、10 %胎牛血

清的 DMEM培养液，轻轻吹打成细胞悬液后接种到无菌培养

瓶，于无菌培养箱（37℃、5% CO2）中进行孵育，2~3天换新培

养液，选 3~5代细胞用于实验。

1.2.2 实验分组与给药处理 在预实验的基础上，初步确定了

蚓激酶有效剂量范围，将实验分为 4组：对照组和蚓激酶低、

中、高剂量组。对照组给予等量 DMEM培养液，低、中、高剂量

组分别给予 5 U·mL-1、10 U·mL-1和 20 U·mL-1蚓激酶溶液（用

DMEM培养液配制）。

1.2.3 CCK8法测定人 KF增殖 将人 KF悬液 1× 104个 /孔

接种至 96孔板，每组 6个复孔。放置在无菌培养箱中待细胞贴

壁生长，24 h后取出培养板，弃去培养液，空白组和蚓激酶低、

中、高剂量组分别给予不同的处理后，继续放入培养箱中孵育

48 h后，倒出培养液，每孔再加 10 % CCK8溶液 100 滋L，培养
箱中孵育 4 h后，用酶标仪选择 450 nm测定各组 KF的吸光值

（A）。细胞增殖率为蚓激酶组 A值 /对照组 A值× 100%。

1.2.4 流式细胞术检测人 KF凋亡率 接种 5× 104个对数生

长期的人 KF到 25 mL无菌培养瓶，常规培养 24 h后，按分组

要求进行相应的干预，培养箱中孵育待 48 h后取出，收集各组

人 KF悬液，设定 1000 rpm离心 5 min，用预冷的 PBS漂洗后，

加入 Buffer 500 滋L重悬人 KF，然后在避光条件下依次加入

Annexin V-FITC 5 滋L和 PI染液 10 滋L，轻微摇匀，室温放置
15 min，置于流式细胞仪检测人 KF的凋亡率。

1.2.5 划痕法测人 KF迁移能力 将人 KF悬液 1× 105个 /孔

接种至 6孔板，在培养箱中孵育过夜，待贴壁细胞达到 80 %

时，每孔用 500 滋L微量移液器的枪头垂直进行划痕，PBS轻微
冲洗 3遍，再分别加入不同浓度的蚓激酶溶液（5 U·mL-1、10

U·mL-1、20 U·mL-1）和 DMEM培养液。划痕后 0 h、24 h、48 h在

倒置显微镜下随机选取 3个区域进行拍照，借助 Image J软件

测量划痕宽度，每组取平均值。

1.2.6 Western blot检测MMP2、MMP9蛋白表达 人 KF悬液

接种于 6孔板，细胞数量、分组和给药情况同上，48 h后每孔加

入 500 滋L细胞裂解液，提取蛋白总量，使用 BCA法计算样品

中的蛋白浓度。取 500 滋g蛋白样品进行 SDS-PAGE凝胶电泳，

然后转膜 45 min，5 % BSA室温封闭 2 h，加入一抗 4℃孵育过

夜，洗膜 4次，每次 15 min，二抗室温孵育 1 h。以 茁-actin为内
参，使用凝胶成像系统曝光显像、定影，借助 Quanlity One软件

分析MMP2、MMP9条带的相对灰度值。MMP2/茁-actin、MMP9

/ 茁-actin分别为MMP2、MMP9蛋白表达水平。

1.2.7 统计学分析 使用 Spss 22.0 软件分析实验数据，以

x± s表示，采用单因素方差分析，P<0.05表示有统计学差异。

2 结果

2.1 蚓激酶对人 KF增殖的影响

由表 1可知，与对照组的吸光值比较，采用 5 U·mL-1、10

U·mL-1和 20 U·mL-1蚓激酶溶液干预 48 h后，人 KF的吸光值

明显下降，其细胞增殖受到明显抑制，低剂量和中剂量组具有

统计学意义(P<0.05)，高剂量组具有显著性差异(P<0.01)。说明
蚓激酶对人 KF的增殖具有抑制作用，在一定范围内与剂量成

正相关性。

Note: △ P<0.05, △ △ P<0.05, compared with control group.

表 1 蚓激酶对人 KF增殖的影响(x± s，n=6)
Table 1 The effect of LBK on the viability of human keloid fibroblast(x± s, n=6)

Groups Dose/U·mL-1 A Viability/%

Control - 0.61± 0.09 100

LBK 5 0.56± 0.05△ 91.80

10 0.53± 0.06△ 86.89

20 0.48± 0.05△ △ 78.69
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2.2 蚓激酶对人 KF凋亡率的影响

由表 2和图 1可知，与对照组的细胞凋亡率比较，蚓激酶

组人 KF的凋亡率明显增加，低剂量 5 U·mL-1组和中剂量 10

U·mL-1组具有统计学意义(P<0.05)，高剂量 20 U·mL-1组具有

显著性差异(P<0.01)。说明蚓激酶具有诱导人 KF凋亡的作用，

从而使瘢痕疙瘩逐渐变小。

图 1 流式细胞仪检测细胞凋亡率

Fig.1 The apoptosis rate detected by Flow cytometry

表 2 蚓激酶对人 KF凋亡率的影响(x± s，n=3)
Table 2 The effect of LBK on the apoptosis rate of Human keloid fibroblast(x± s, n=3)

Groups Dose/U·mL-1 Apoptosis rate/%

Control - 13.26 ± 3.92

LBK 5 17.05 ± 6.14△

10 20.73 ± 7.01△

20 24.01 ± 9.35△ △

Note: △ P<0.05, △ △ P<0.05, compared with control group.

2.3 蚓激酶对人 KF迁移的影响

由表 3可知，各组在给药前的划痕距离很接近，无统计学

差异。而在药物干预 24 h后，与对照组 355.31± 14.05 滋m划痕
距离比较，蚓激酶组的划痕距离有不同程度地增加，5 U·mL-1

和 10 U·mL-1组 P<0.05，20 U·mL-1组 P<0.01；药物干预 48 h

后，划痕距离明显增加，均有显著性差异(P<0.01)。说明蚓激酶
对人 KF迁移具有抑制作用，在一定范围内随给药浓度的增

加，其抑制作用更明显。

Note: △ P<0.05，△ P<0.05, compared with control group.

表 3 蚓激酶对人 KF迁移的影响(x± s，n=3)
Table 3 The effect of LBK on the migration of human keloid fibroblast(x± s, n=3)

Groups Dose/U·mL-1
Migration distance/滋m

0 h 24 h 48 h

Control - 521.02± 20.74 455.31± 14.05 358.16± 13.02

LBK 5 519.86± 25.13 469.14± 16.17△ 395.29± 14.83△ △

10 520.17± 23.24 475.62± 20.68△ 452.71± 16.22△ △

20 518.02± 26.46 498.15± 23.36△ △ 483.15± 16.95△ △

2.4 蚓激酶对人 KF中MMP2、MMP9蛋白表达

由图 2可知，与对照组的人 KF中MMP2、MMP9蛋白表

达比较，使用 5 U·mL-1、10 U·mL-1和 20 U·mL-1蚓激酶干预

后，均有不同程度的降低，有显著性差异(P<0.01)。说明蚓激酶
对人 KF迁移相关蛋白 MMP2、MMP9 表达具有明显抑制作

用。
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3 讨论

瘢痕疙瘩具有持续性生长和易复发的特点，成为创伤修复

和整形外科迫切解决的难题。采用中西医结合疗法，可实现优

势互补，增加治疗效果，减少复发。对于瘢痕疙瘩的治疗，预防

是关键。中医外治法在瘢痕形成前或尚未成熟时使用，效果较

好。现代中医皮肤病学创始人 -赵炳南先生依据瘢痕疙瘩的形

态特点，将其形象地命名为 "锯痕症 "，认为气滞血凝为主要病

机[16]。《素问·至真要大论》中记载 "坚者软之 "，因此在药物选

择上多以活血化瘀为主，适当配伍软坚散结、理气止痛和清热

解毒之品。中医治疗瘢痕疙瘩常以中药外敷为主，又可配合体

质辨证内服中药[17]，从整体上调整气血。

地龙是常用的中药材，具有较强的活血通络之功，因其无

微不入、无坚不破的特点，多用于血栓类疾病、病理性瘢痕和脏

器纤维化的治疗[18,19]，体现了中医取类比象思维。蚓激酶是地龙

的主要活性成分之一[20]，具有明显的纤溶活性。现代研究[21,22]发

现蚓激酶具有抗肿瘤、抗纤维化等药理作用。蚓激酶对肝、肺、

心、肾纤维化具有一定的防治作用，由于脏器纤维化与瘢痕的

形成有着共同的病理特征[23-25]，均有 FB的过多增殖和 ECM的

沉积，因此课题组提出猜想：如果在瘢痕形成前或尚未成熟时，

及早使用蚓激酶对瘢痕疙瘩是否具有防治作用?本研究通过体

外细胞模型评价蚓激酶对瘢痕疙瘩的影响。

国内外研究 [26,27] 发现人 KF的增殖速率明显高于正常人

FB，通过调控人 KF的生物学功能，抑制其过度增殖，诱导其凋

亡，可以在一定程度上阻止瘢痕疙瘩的生长。因此实验中采用

CCK8法检测细胞增殖，流式细胞术监控细胞凋亡，考察蚓激

酶对人 KF生物学功能的影响。CCK8实验结果显示与对照组

相比，应用 5 U·mL-1、10 U·mL-1和 20 U·mL-1蚓激酶溶液干预

48h后，人 KF的吸光值明显下降，其细胞增殖受到明显抑制，

与剂量成正相关性。流式细胞术显示与对照组相比，蚓激酶组

人 KF的凋亡率明显增加，具有统计学差异。以上实验结果说

明蚓激酶可调节人 KF的生物学功能，通过抑制增殖、诱导凋

亡从而使瘢痕疙瘩逐渐变小。

临床资料[28]显示瘢痕疙瘩具有侵袭性瘤样生长的特点，并

浸润邻近的正常皮肤组织。基础研究 [29,30] 表明瘢痕疙瘩中

MMP2、MMP9的表达上调，与人 KF向邻近正常皮肤组织浸润

有密切联系。

因此，为进一步验证蚓激酶对瘢痕疙瘩的作用，课题组采

用划痕实验测细胞迁移能力，Western blot方法测迁移相关蛋

白的表达，考察蚓激酶对瘢痕疙瘩向邻近组织侵润迁移的影

响。划痕实验结果表明随给药浓度的增加，蚓激酶组的划痕距

离有不同程度地增加，与对照组比较，具有统计学差异。West

ern blot结果显示：与对照组比较，使用蚓激酶干预后，MMP2、

MMP9蛋白表达均有不同程度的降低，有显著性差异(P<0.01)。
以上实验结果说明蚓激酶可抑制瘢痕疙瘩成纤维细胞的迁移，

可通过调节MMP2、MMP9蛋白表达，防止瘢痕疙瘩向邻近正

常组织浸润。

综上，蚓激酶可调节人 KF的生物学功能，通过抑制细胞

增殖和迁移、诱导凋亡、下调迁移相关蛋白 MMP2、MMP9表

达，防止瘢痕疙瘩的生长和侵润。本课题为拓展蚓激酶的应用

范围进行了体外细胞实验的验证，初步证实了课题组提出的早

期使用蚓激酶防治瘢痕疙瘩的科学假说，为中医皮外科领域瘢

痕疙瘩的防治提出新思路，下一步将从自噬和信号通路的角度

继续研究其作用机制，并通过动物实验加以佐证，从而为蚓激

酶开发成抗瘢痕中药制剂和特殊用途化妆品提供有力的数据

支持。
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