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金丝桃苷通过调控Wnt3a/β-catenin通路对促进皮肤成纤维细胞增殖和胶
原合成的作用研究

范 炜1，李 烨2

（保定市第五医院  1.院办室；2.烧伤整形科  河北 保定  071000）

[摘要]目的：探究金丝桃苷对促进烧伤后皮肤成纤维细胞的增殖和胶原合成的作用及其潜在的调控机制。方法：利用高温刺

激皮肤成纤维细胞，利用金丝桃苷（0、0.5、1.0、1.5、2.0 mg/ml）处理皮肤成纤维细胞。CCK-8检测细胞增殖能力；qRT-

PCR COL1A1和COL3A1的表达；检测Western blot分析Collagen Ⅰ和Collagen Ⅲ的表达；免疫荧光检测Collagen Ⅰ和α-SMA

的表达。结果：结果显示金丝桃苷可以促进高温刺激的人真皮成纤维细胞活力。此外，金丝桃苷处理可以提高皮肤成纤维细

胞中的胶原合酶表达（COL1A1和COL3A1），以及胶原蛋白Collagen Ⅰ和Collagen Ⅲ的表达，进而促进胶原合成。金丝桃苷

可以抑制高温刺激的人真皮成纤维细胞中的Wnt3a/β-catenin通路活性。Wnt3a/β-catenin通路抑制剂ICG-001处理可以逆

转高温刺激对成纤维细胞活力、胶原合成的抑制作用。结论：金丝桃苷通过抑制Wnt3a/β-catenin通路促进烧伤后皮肤成纤

维细胞的增殖和胶原合成。
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Hypericin Promotes Proliferation and Collagen Synthesis of Skin Fibroblasts by 
Regulating the Wnt3a/β-catenin Pathway
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Abstract: Objective  To explore the eff ect of hypericin on proliferation and collagen synthesis of skin fi broblasts after burn and 
its potential regulatory mechanism. Methods  Skin fi broblasts were stimulated by high temperature and treated with hypericin 
(0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/ml). CCK-8 was used to detect cell proliferation. The expression of COL1A1 and COL3A1 by qRT-
PCR; The expressions of Collagen Ⅰ and Ⅲ were analyzed by Western blot. Collagen Ⅰ and α-SMA expressions were detected 
by immunofluorescence. Results  In this study, our results show that hypericin can promote the activity of human dermal 
fi broblasts stimulated by high temperature. In addition, hypericin treatment could enhance the expression of collagen synthase 
(COL1A1 and COL3A1) and Collagen Ⅰ and Ⅲ in skin fi broblasts, thus promoting collagen synthesis. Hypericin inhibits the 
Wnt3a/β-catenin pathway activity in heat-stimulated human dermal fibroblasts. Treatment with Wnt3a/β-catenin pathway 
inhibitor ICG-001 reversed the inhibitory eff ect of high temperature stimulation on fi broblast viability and collagen synthesis. 
Conclusion  In conclusion, hypericin promotes proliferation and collagen synthesis of skin fi broblasts after burn by inhibiting 
the Wnt3a/β-catenin pathway.
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烧伤已成为最常见的创伤形式之一，会导致新陈代谢和

水分流失增加，并扰乱免疫系统[1]。研究发现许多类型的细

胞参与皮肤伤口愈合的细胞主要包括各种炎性细胞（中性粒

细胞、巨噬细胞和肥大细胞）和组织修复细胞（血管内皮细

胞、表皮细胞和成纤维细胞）。其中，真皮成纤维细胞在分

泌各种细胞因子方面发挥着重要作用，有助于促进增殖、迁

移和细胞外基质的产生[2-3]。研究表明，真皮成纤维细胞在烧

伤后的恢复过程中，细胞增殖、迁移和趋化性显著增加[4]。

因此，有必要探索影响烧伤后真皮成纤维细胞行为的新的分

子靶点，这可以有效避免瘢痕的形成。

目前，许多研究表明，植物化学物质可以通过靶向

对调节成纤维细胞至关重要的细胞途径并减少炎症因子来
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减缓甚至防止与皮肤损伤相关疾病的恶化[5-7]。金丝桃苷

（Hyperin），又名槲皮素-3-O-β-D-吡喃半乳糖苷，是多种

草药中的一种黄酮醇糖苷，如山楂、贝母和穿心莲[8]，具有

抗炎、保肝、抗氧化等作用[9-10]。据报道，鱼腥草中富含金丝

桃苷的部分通过减弱人真皮成纤维细胞中JNK/ERK/c-Jun的激

活来调节MAPK信号通路，从而抑制UVB照射的皮肤衰老[11]。因

此，金丝桃苷可以用作治疗发炎皮肤问题的药物。

Wnt/β-catenin信号传导整合了包括TGF-β和FGF在内

的多种信号通路的信号，以介导包括细胞增殖和分化在内的

多种细胞活动[12-13]。据报道，Wnt/β-catenin信号传导参与调

节皮肤疾病[14-15]。如Icaritin通过调节AMPK和Wnt/β-catenin

信号传导抑制皮肤纤维化[16]。因此，本研究探讨了金丝桃苷

和Wnt/β-catenin信号通路在烧伤后皮肤成纤维细胞中的关

系，并探讨了它们可能的生物学功能和分子机制。

1  材料和方法

1.1 实验材料及试剂：金丝桃苷（Hyperin，纯度＞98%）购

于默克生命科学（中国），1%胎牛血清（Sigma-Aldrich，

美国），1%青霉素/链霉素（Sigma-Aldrich美国），磷

酸盐缓冲液（PBS）购自默克生命科学（中国），Wnt3a/

β-catenin通路抑制剂（ICG-001）购自默克生命科学（中

国），兔抗CollagenⅠ（Thermo Fisher Scientific，美

国），兔抗Collagen Ⅲ（Thermo Fisher Scientific，美

国）、兔抗Wnt3a（Thermo Fisher Scientific，美国），

兔抗β-catenin（Thermo Fisher Scientific，美国）、

兔抗β-actin（Thermo Fisher Scientific，美国），山

羊抗兔IgG（Thermo Fisher Scientific，美国），Trizol

试剂（Sigma-Aldrich，美国），PrimeScript RT Reagent 

Kit（Takara，日本），SYBR Green PCR Kit（Takara，日

本），alexa fluor® 488偶联抗体（Invitrogen，美国），

DAPI（Sigma-Aldrich，美国），Collagen Ⅰ抗体（Thermo 

Fisher Scientific，美国），a-SMA抗体（Thermo Fisher 

Scientific，美国），Triton X-100（Thermo Fisher 

Scientific，美国）。数字温度计（Testo 735-1，Testo 

GmbH & Co，Lanzkirch，德国）。

1.2 细胞培养：从长沙艾碧维生物科技有限公司购买人皮

肤成纤维细胞HSF。将细胞培养补充10%胎牛血清和1%青霉

素/链霉素的DMEM培养基中，在37℃和5%CO2的条件下培养，

培养3～4代后用于后续实验。

1.3 皮肤成纤维细胞处理：对皮肤成纤维细胞进行了热

疗。将培养板放置在加热水浴循环器中70 min，以保证所需

温度（42℃）的高温治疗60 min。加热水浴循环器的温度由

数字温度计控制，细胞在37℃孵育48 h恢复。

1.4 细胞活力测定：为了评估细胞活力，将5×103/孔密

度的HSF细胞接种于96孔板中。细胞活力测定采用10μl 

CCK-8试剂，培养1 h，然后在450 nm 处用微孔板读取器

（SpectraMax M5e，USA）测定光密度。Hyperin（0、

0.5、1.0、1.5、2.0 mg/ml）处理HSF细胞24、48、72 h，

对照组只加2.0 mg/ml PBS。3μM PBS（对照组）或3μM 

ICG-001 处理HSF细胞，处理时间为0、24、48、72、96 h。

1.5 Western blot检测：蛋白质提取以及Western Blot检

验的相关步骤参考前述文章的步骤进行[17]。一抗主要有

兔抗Collagen Ⅰ、Collagen Ⅲ、Wnt3a、β-catenin、

β-actin（1∶1 000）。二抗山羊抗兔IgG（1∶2 000）。

1.6 qRT-PCR：通过Trizol法进行总RNA提取，PrimeScript 

RT Reagent Kit用于cDNA合成，随后，使用SYBR Green 

PCR Kit进行qRT-PCR分析检测基因表达，β-actin分别作

为检测目的基因表达量的内参。使用2-ΔΔCt法计算目的基因

的相对表达量（引物参考表1）。

表1  qRT-PCR引物序列

Gene      Primer sequence（5＇→3＇）

COL1A1          F：TCCACAGCCGTCTTCAGG

         R：GCCAAGACGAAGACATCC

COL3A1         F：CAGATCACGTCATCGCACAAG

         R：CCCACTATTATTTTGGCACAAC

β-actin         F：GGACTTCGAGCAAGAGATGG

                  R：AGGAAGGAAGGCTGGAAGA

1.7 免疫荧光染色：在PBS中预孵育细胞，并在室温下用4%

甲醛固定30 min，用PBS中的0.1%Triton X-100使其透化，

然后用5%BSA封闭。将细胞与一抗Collagen Ⅰ或a-SMA在4℃

下孵育过夜。用PBS洗涤后，在1%BSA中加入alexa fluor® 

488 偶联抗体，然后在室温下避光孵育1 h。用DAPI对细胞

核进行复染。

1.8 统计学分析：所有定量实验均做三次重复，数据

以平均值±标准差表示，并通过GraphPad Prism 6软件

（GraphPad Software，美国）软件进行统计分析。通过t

检验或单因素方差分析进行组间差异比较，P＜0.05表示具

有统计学意义。

2  结果

2.1 金丝桃苷对皮肤成纤维细胞功能和表型的影响：与对

照组相比，金丝桃苷以剂量依赖性促进高温处理后皮肤成

纤维细胞的细胞活力（见图1A）。后续使用1.5 mg/ml的金

丝桃苷处理高温刺激的皮肤成纤维细胞。金丝桃苷处理的

皮肤成纤维细胞中的胶原合酶表达（COL1A1和COL3A1）与

对照细胞相比显著提高（见图1B）。相应的，与对照细胞

相比，金丝桃苷处理的皮肤成纤维细胞中的CollagenⅠ和

Collagen Ⅲ蛋白表达显著提高（见图1C）。此外，免疫荧

光染色显示，与对照细胞相比，金丝桃苷处理的皮肤成纤

维细胞中Collagen Ⅰ的细胞内染色显著提高（见图1D）。

此外，金丝桃苷处理的皮肤成纤维细胞中表现出肌成纤维

细胞特征的能力提高，与对照细胞相比，a-SMA表达显著提
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高（见图1E）。总之，这些数据表明，金丝桃苷可以提高皮

肤成纤维细胞增殖、胶原合成和肌成纤维细胞分化能力。

注：A.检测细胞活力；B.检测COL1A1和COL3A1的表达；C.检测

Collagen Ⅰ和Collagen Ⅲ的表达；D～E.检测Collagen Ⅰ和a-SMA的

表达；*P＜0.01

图1  金丝桃苷对皮肤成纤维细胞功能和表型的影响

2.2 金丝桃苷抑制Wnt3a/β-catenin通路：为了进一步探

究金丝桃苷在皮肤成纤维细胞的功能和表型改变方面作用

的分子机制。结果显示，金丝桃苷处理可以降低皮肤成纤

维细胞中Wnt3a和β-catenin的表达（见图2）。综上，这

些结果表明金丝桃苷抑制Wnt3a/β-catenin通路的活性。

注：A～B.检测Wnt3a和β-catenin的表达。*P＜0.01

图2  金丝桃苷抑制Wnt3a/β-catenin通路

2.3 抑制Wnt3a/β-catenin通路促进皮肤成纤维细胞的

增殖和胶原合成：为进一步探究金丝桃苷是否通过调节

Wnt3a/β-catenin通路促进皮肤成纤维细胞的增殖和胶原

合成。使用Wnt3a/β-catenin通路抑制剂（ICG-001）探究

在皮肤成纤维细胞的功能和表型改变方面的作用。结果显

示，与对照组相比，ICG-001处理以剂量依赖性抑制皮肤成

纤维细胞的细胞活力（见图3A）。qRT-PCR结果表明，与对

照细胞相比，ICG-001处理的皮肤成纤维细胞中的胶原合酶

表达（COL1A1和COL3A1）显著提高（见图3B）。相应的，

Western blot数据显示，与对照细胞相比，ICG-001处理的

皮肤成纤维细胞中的Collagen Ⅰ和Collagen Ⅲ蛋白表达

显著提高（见图3C）。此外，与对照细胞相比，ICG-001处

理的皮肤成纤维细胞中Collagen Ⅰ的细胞内染色显著提高

（见图3D）。此外，ICG-001处理的皮肤成纤维细胞中表

现出肌成纤维细胞特征的能力下降，与对照组细胞相比，

a-SMA表达显著提高（见图3E）。总之，这些数据表明，金

丝桃苷可能通过抑制Wnt3a/β-catenin通路提高皮肤成纤

维细胞增殖、胶原合成和肌成纤维细胞分化能力。

注：A.检测细胞活力；B.检测COL1A1和COL3A1的表达；C.检测

Collagen Ⅰ和Collagen Ⅲ的表达；D～E.检测Collagen Ⅰ和a-SMA的

表达；*P＜0.05

图3 抑制Wnt3a/β-catenin通路促进皮肤成纤维细胞的增殖和胶原合成
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3  讨论

皮肤是人体最大的器官，其功能是保护内脏器官免受

周围环境的影响，如烧伤、感染、损伤、脱水和电解质。

烧伤已成为最常见的皮肤创伤形式之一，严重烧伤仍然会

对患者产生严重影响，例如影响皮肤的外观和功能，从而

导致患者的心理健康。烧伤后伤口愈合是一个复杂的过

程，有许多潜在的因素可以延迟愈合，如瘢痕、局部挛缩

和功能障碍。角质形成细胞-成纤维细胞的相互作用通过各

种细胞因子和生长因子的分泌发生，这对损伤后皮肤修复

至关重要[18-20]。近年来，越来越多的证据表明，miRNA的异

常表达与皮肤病在内的其他人类疾病有关[21-22]。高温刺激

后，MiR-200家族、MiR-199家族和MiR-19/-20家族在皮肤

成纤维细胞中异常表达[23]。同样，本研究结果表明，miR-

506-3p在烧伤皮肤组织和热刺激的真皮成纤维细胞中显著

下调。环境刺激破坏了成纤维细胞的正常行为，如异常的

代谢和增殖/更新率以及过量的细胞外基质分泌[24-25]，这可

能导致愈合后瘢痕的形成。

真皮成纤维细胞是维持皮肤结构和完整性的主要间充

质细胞。它们产生细胞外基质（ECM），促进伤口收缩和I

型胶原蛋白的合成，从而表现出可塑性。这些特征使它们

成为基于细胞的伤口愈合疗法的一个有前途的候选人。此

外，成纤维细胞产生蛋白质降解酶和各种生长因子，包括

血管内皮生长因子（VEGF）、肝细胞生长因子（HGF）、

碱性成纤维细胞生长因子（bFGF）和调节皮肤伤口愈合的

转化生长因子-β1（TGF-β1）
[26-28]。这些生长因子反过来

诱导角化细胞和成纤维细胞增殖，导致肉芽组织内新的毛

细血管形成，并调节ECM的沉积和受损区域的重建[29-32]。

局部应用生长因子可有效促进正常小鼠全层真皮伤口的愈

合[33-34]。本研究的结果表明金丝桃苷以剂量依赖性提高高

温处理后皮肤成纤维细胞的细胞活力。此外，金丝桃苷处

理可以提高皮肤成纤维细胞中的胶原合酶表达（COL1A1和

COL3A1），相应的，金丝桃苷处理的皮肤成纤维细胞中的

Collagen Ⅰ和Collagen Ⅲ蛋白表达显著提高。先前研究报

道金丝桃苷具有抗炎、保肝、抗氧化等作用[35-36]。此外，

金丝桃苷被报道可以用作治疗发炎皮肤问题的药物。如从

Eriobotrya deflexa叶中分离的化合物金丝桃苷对紫外线B诱

导的人成纤维细胞光老化的保护作用[37]。金丝桃苷可以恢复

DNA损伤并防止UVB诱导的人真皮成纤维细胞衰老[38]。

Wnt/β-catenin通路的激活通常是纤维化疾病的一个

普遍特征。来自患有纤维化疾病（如系统性硬化症、特发

性肺纤维化和肝硬化）的人类组织样品显示Wnt蛋白的表达

增强，Wnt/β-catenin信号传导的分泌拮抗剂Dickkopf-1

的表达降低[39]。在硬皮病患者和硬皮病动物模型中也观察

到β-catenin在真皮成纤维细胞中的核积累，包括博来

霉素诱导的皮肤纤维化和人类纤维化疾病硬皮病的小鼠

模型[39-40]。一项研究报道脂肪间充质干细胞来源的外泌体

通过皮肤成纤维细胞中的Wnt/β-catenin信号通路促进伤

口愈合[41]。本研究结果显示金丝桃苷处理可以抑制真皮成

纤维细胞中Wnt/β-catenin通路的活性。葡萄糖酸钙通过

Wnt/β-catenin途径减轻氢氟酸对人真皮成纤维细胞的毒

性作用[42]。本研究目前的结果表明Wnt/β-catenin通路抑

制剂ICG-001处理可以提高高温处理后的皮肤成纤维细胞增

殖、胶原合成和肌成纤维细胞分化能力。

综上，本研究发现金丝桃苷在皮肤成纤维细胞增殖和

胶原合成的功能机制。此外，本研究还发现金丝桃苷对皮

肤成纤维细胞增殖和胶原合成的促进作用可能是通过抑制

Wnt4a/β-catenin 通路所致，金丝桃苷可能可以作为皮肤

烧伤治疗的有效药物。
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