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虎杖苷对成纤维细胞生物学特性的影响***☆ 

卞徽宁，孙传伟，陈华德，郑少逸，刘族安，赖  文 

 

Effects of polydatin on the biological features of cultured fibroblasts    

Bian Hui-ning, Sun Chuan-wei, Chen Hua-de, Zheng Shao-yi, Liu Zu-an, Lai Wen 

文章亮点： 

通过建立人成纤维细胞培养体系，使用 10-6，10-5，10-4，10-3，10-2 mol/L 不同浓度虎杖苷直接作用成纤维细胞，发现

中低浓度虎杖苷有促进成纤维细胞增殖、保护细胞免于凋亡的作用，且不影响胶原及纤维结合蛋白的表达与合成分泌。

10-5，10-4 mol/L 浓度时虎杖苷对成纤维细胞的促增殖作用最强，不影响细胞生长，且不引起胶原过度表达。 

 

Abstract 

BACKGROUND: Polydatin has been widely used for treatment of burns and trauma. For its complicated composition, it is 

difficult to further study the specific pharmacological effects of polydatin. There is no study about local treatment of wound 

healing with polydatin. 

OBJECTIVE: To investigate the effects of polydatin with different concentrations on the biological features of cultured 

fibroblasts.  

METHODS: Fibroblasts were obtained by the explants culture of human skin and subcultured from four patients treated 

with scar excision skin grafting after burns. The second passage fibroblasts were cultured in culture media with varied 

doses of polydatin (10
-6
, 10

-5
, 10

-4
, 10

-3
, 10

-2
 mol/L respectively). Cultured media without polydatin was as control. The 

proliferation of cultured fibroblasts in vitro was detected by MTT test. The cellular cycle and the apoptosis percent were 

measured by flow cytometry. ELISA method was used to detect the expression of secreted collagen Ⅰ, collagen Ⅲ and 

fibronectin in supernatant.   

RESULTS AND CONCLUSION: Polydatin with the concentration of 10
-5
 mol/L and 10

-4
 mol/L could enhance fibroblast 

proliferation in vitro. The absorbance value in 10
-2 

mol/L polydatin group was decreased and the cell growth was inhibited. 

Polydatin with the concentration of 10
-3

 mol/L could block the cellular cycle in S phase. Polydatin with the concentration of 

10
-2
 mol/L could induce cells to apoptosis. The expressions of collagen Ⅰ, collagen Ⅲ were significantly increased in  

10
-2 

mol/L polydatin group when compared with other groups (P < 0.05); the expression of fibronectin was significantly 

increased in 10
-2
 mol/L polydatin group when compared with control group (P < 0.05), and when compared with other 

polydatin groups, the expression of fibronectin was decreased (P < 0.05). Low concentration of polydation could promote 

fibroblast proliferation and protect the cells from apoptosis, and it could also improve the expression, synthesis and 

secretion of fibronectin. To fibroblasts, the optimal concentration of polydatin is 10
-5
 mol/L and 10

-4
 mol/L. 

 

Bian HN, Sun CW, Chen HD, Zheng SY, Liu ZA, Lai W. Effects of polydatin on the biological features of cultured 

fibroblasts. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(33): 6111-6115.     

[http://www.crter.org/crter-2012-qikanquanwen.html] 

 

摘要 

背景：虎杖多年来一直是烧伤、创伤创面愈合治疗方剂中的一味主药，因成分复杂，具体药理作用难以进一步研究，

对于虎杖苷促愈合作用目前未见文献报道。 

目的：分析不同浓度虎杖苷对成纤维细胞生物学特性的影响。 

方法：取烧伤后行瘢痕切除植皮 4例患者剩余小中厚皮片，原代培养人成纤维细胞。用含有 10-6，10-5，10-4，10-3，

10-2 mol/L 不同浓度虎杖苷培养液作用第 2 代人成纤维细胞，未加虎杖苷的培养液作为对照。MTT 法检测细胞增殖

情况；流式细胞仪检测细胞周期及凋亡；ELISA 法检测上清中纤维结合蛋白、Ⅰ型胶原蛋白、Ⅲ型胶原蛋白的表达

情况。 

结果与结论：10-5、10-4 mol/L组促进成纤维细胞增殖最明显，10-2 mol/L组吸光度值显著下降，细胞生长受抑制。

10-3 mol/L组 G1期细胞大幅度下降，细胞有 S期阻滞现象。10-2 mol/L组有明确的促凋亡作用。10-2 mol/L组上清中

Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白较其他各组显著增高(P < 0.05)；纤维结合蛋白较对照组显著增高(P < 0.05)，较其他各组有所下

降(P < 0.05)。说明低浓度虎杖苷有促进成纤维细胞增殖、保护细胞免于凋亡及促进纤维结合蛋白的表达与合成分泌

的作用，促进成纤维细胞增殖的最适浓度应为 10-5~10-4 mol/L。 

 

关键词：成纤维细胞；虎杖苷；烧伤；创面愈合；增殖 
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0  引言 

 

虎杖多年来一直是烧伤、创伤创面愈合治

疗方剂中的一味主药，因成分复杂，具体药理

作用难以进一步研究。虎杖苷(polydatin，PD)

是虎杖的有效活性成分，又名虎杖4号或白藜芦

醇甙，其化学名为3，4’，5-三羟基芪-3-β-D-

单葡萄糖苷 (3，4，5-trihydroxystilbene-3-β- 

mono- D-glucoside)。目前众多实验显示虎杖苷

具有多个靶点的药理作用，如：抗氧化作用；

减少细胞因子、炎性递质分泌；改善微循环血

流及凝血状态；减少白细胞与内皮细胞的黏附  

等
[1-13]

。结合虎杖苷独特的抗休克作用，使其有

望成为大面积烧伤早期治疗的有效临床药物。

对于虎杖苷的促愈合作用目前未见文献报道，

实验通过观察不同浓度虎杖苷对体外培养人成

纤维细胞的影响，进一步探讨虎杖苷在创面愈

合中的治疗作用。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞形态学观察实验。 

时间及地点：2008-10/2011-10在广东省人

民医院医学研究中心实验室完成。 

材料：皮片来源于4例烧伤后行瘢痕切除植

皮患者，男2例，女2例，年龄(32.00±3.82)岁。 

纳入标准：①身体健康。②烧伤创面痊愈后6

个月以上。③均于术前告知实验目的，患者同

意并签署知情同意书。本实验经广东省人民医

院伦理委员会审查，符合伦理学要求并备案。 

排除标准：有基础疾病患者。 

方法： 

成纤维细胞的培养与鉴定：取植皮手术术中剩

余小中厚皮片，以中性蛋白酶(美国Roche公司)

消化90 min，表皮与真皮层分离，去除表皮，

真皮采用组织块法培养于体积分数15%胎牛血

清 (杭州四季青公司 )的DMEM培养液 (美国

GIBCO BRL公司)中
[14]
，培养条件为37 ℃，体

积分数5%CO2，每隔3 d换液1次。4~6 d有细胞

爬出，三四周长满瓶底。以0.25%胰酶消化传代，

第2代细胞用于实验
[2]
。取培养细胞爬片，行Ⅲ

型胶原蛋白(武汉博士德生物工程有限公司)免

疫组织化学检测，SABC-Cy3试剂盒(武汉博士

德生物工程有限公司 )染色，荧光显微镜    

(554 nm激化，568~578 nm发射)下鉴定。 

虎杖苷对细胞增殖的影响：取生长状态良好的

对数生长期细胞，常规消化、分离、收集细胞、

细胞计数及测定细胞活力，活细胞率达95%以

上时，用含体积分数15% 胎牛血清的DMEM 

培养液调整细胞浓度为5×10
7
 L

-1
，按200 μL/

孔接种于96孔板，常规培养12 h，待细胞贴壁

后以含体积分数0.25%胎牛血清的DMEM培养

液培养24 h转G0期，分别设置0，10
-6
，10

-5
，

10
-4
，10

-3
，10

-2 
mol/L 虎杖苷(深圳海王药业有

限责任公司)+体积分数15%胎牛血清的DMEM

培养液6个浓度组。MTT法(美国Sigma公司)于   

490 nm 波长下酶联免疫仪(美国BIO-TEK公司)

测定吸光度值(A)。 

 虎杖苷对细胞周期及凋亡的影响：将细胞消

化、同步化、分组培养同前。以0.25%胰酶消

化收集细胞，以体积分数70%乙醇重悬并固定

细胞。运用流式细胞仪(美国BD公司)检测细胞

周期及细胞凋亡百分比。 

虎杖苷对细胞外基质合成分泌的影响：细胞消

化、同步化、分组培养同前，收集培养液上清。

根据纤维结合蛋白、Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白试剂盒

(美国ADL公司)的要求加入各液体，充分显色后

在酶标仪490 nm处，以空白对照孔调零，测定

各孔吸光度值，以吸光度值对标准品浓度作标

准曲线，计算出相应的待测样品浓度。 

主要观察指标：通过MTT法观察细胞增殖

情况，运用流式细胞仪检测细胞周期及细胞凋

亡百分比，ELISA法检测培养液上清中纤维结

合蛋白、Ⅰ型胶原蛋白、Ⅲ型胶原蛋白浓度。 

统计学处理：实验所用数据均采用x
_

±s表

示 ， 用 SPSS13.0 统 计 软 件 包 进 行 One- 

Way-ANOVA 检验。 

   

2  结果 

 

2.1  原代成纤维细胞培养及鉴定  原代培养

组织块接种后第4~6天，有长梭形细胞萌出，随

后迅速生长，传代后成纤维细胞排列整齐，呈

结节状或旋涡状走行，见图1a。以SABC-Cy3

染色，荧光显微镜下可见梭形细胞的胞浆呈鲜 
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红色，细胞均为阳性细胞，表明它们能够生成Ⅲ型胶原

蛋白，细胞被鉴定为成纤维细胞，见图1b。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  虎杖苷对细胞增殖的影响  成纤维细胞在含不同

浓度虎杖苷的培养液中生长，低、中浓度组生长旺盛，

高浓度组细胞数量减少，形态发生变化。MTT检测结果

表明，见表1，不同浓度虎杖苷组A值比较差异有显著性

意义(F=5.084，P =0.001)，不同时间段A值比较，差异

有显著性意义(F=5.556，P=0.008)。其中24 h 10
-2

 mol/L

组与其他组比较差异有显著性意义(P < 0.05)，10
-5
，  

10
-4

 mol/L组与对照组比较，差异有显著性意义      

(P < 0.05)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  虎杖苷对细胞周期及凋亡的影响   

虎杖苷对细胞周期的影响：各组间比较差异均有显著

性意义。10
-3

 mol/L虎杖苷G1期细胞减少，与其他各组

比较，差异有显著性意义(P < 0.05)，主要通过影响S期

细胞达到。S期细胞数随虎杖苷浓度变化有递增趋势，  

10
-3

 mol/L组升至最高。 

虎杖苷对凋亡的影响：不同浓度组间比较差异有显著

性意义。10
-2 

mol/L大量细胞停留于G1期是因为细胞多

凋亡，对照组及10
-6

 mol/L~10
-3 

mol/L组未见凋亡细胞，

10
-2 

mol/L组细胞凋亡率达(85.39±11.74)%，未凋亡细胞

已失去增殖能力。10
-2

 mol/L组与其他各组比较，有明

确的促凋亡作用。 

不同浓度虎杖苷对成纤维细胞细胞周期及凋亡的

影响，见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  不同浓度虎杖苷对细胞培养上清液中细胞外基质

的影响  Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白含量各组间比较，差异均有

显著性意义(P < 0.05)。Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白在低浓度组

表现为先降低后升高的趋势，10
-3

 mol/L、10
-2 

mol/L组

Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白大幅度增高。纤维结合蛋白在      

10
-6

 mol/L虎杖苷组即达到最高值，后随浓度增加逐渐

递减，但始终高于对照组。不同浓度虎杖苷对成纤维细

胞细胞外基质的影响，见表3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 3  不同浓度虎杖苷对成纤维细胞上清中细胞外基质的影响 
Table 3  Effect of polydatin with different concentrations on 

component of the extracellular matrix in supernatant of 
fibroblasts                              (x

_

±s, n=4) 

a
P < 0.05, vs. control group; 

b
P < 0.05, vs. other groups 

Group 
Collagen Ⅰ

(mg/L) 

Collagen Ⅲ 

(μg/L) 

Fibronectin 

(μg/L) 

 

Control 

 

18.53±10.19 

 

454.29±56.98 

 

4.33±1.26 

10
-6 

mol/L polydatin 20.91±12.46  263.81±185.19 8.67±0.29 

10
-5 

mol/L polydatin 13.66±10.66  355.72±120.11 6.00±2.50 

10
-4 

mol/L polydatin 14.95±10.89  372.86±223.06 5.33±2.31 

10
-3 

mol/L polydatin 21.59±8.39  408.57±154.13 5.83±2.84 

10
-2 

mol/L polydatin 61.49±3.42
b
  625.05±35.76

b
  5.16±2.89

b
 

 

表 2  不同浓度虎杖苷对成纤维细胞细胞周期及凋亡的影响 
Table 2  Effect of polydatin with different concentrations on the 

fibroblast cycle and apoptosis          (x
_

±s, n=4, %)                          

a
P < 0.05, vs. control group; 

b
P < 0.05, vs. other groups 

Group G1 G2 S Apoptosis 

 

Control 

 

93.01±1.72 

 

3.30±1.42 

 

3.69±0.38 

 

0.01±0.00 

10
-6 

mol/L polydatin 94.41±1.74 3.11±1.35 2.48±0.24 0.10±0.01 

10
-5 

mol/L polydatin 94.25±1.20 3.57±0.65 2.18±0.63 0.00±0.00 

10
-4 

mol/L polydatin 92.32±1.85 3.61±0.96 4.07±1.09 0.01±0.01 

10
-3 

mol/L polydatin  83.06±2.12
ab

 3.52±1.56 13.42±6.06 0.00±0.00 

10
-2 

mol/L polydatin 100.00±0.00
b
 0.00±0.00

a
 0.00±0.00 85.39±11.74

b
 

 

表 1  不同浓度虎杖苷对成纤维细胞增殖的影响 
Table 1  Effect of polydatin with different concentrations on the 

proliferation of fibroblasts               (x
_

±s, n=4, A)                          

a
P < 0.05, vs. control group; 

b
P < 0.05, vs. other groups 

Group 1 h 24 h 72 h 

 

Control 

 

0.350±0.232 

 

0.483±0.129 

 

0.654±0.375 

10
-6 

mol/L polydatin 0.381±0.174 0.512±0.197 0.710±0.366 

10
-5 

mol/L polydatin 0.404±0.189 0.587±0.114
a
 0.772±0.354

a
 

10
-4 

mol/L polydatin 0.439±0.196 0.582±0.087
a
 0.776±0.475

a
 

10
-3 

mol/L polydatin 0.399±0.181 0.439±0.102 0.685±0.349 

10
-2 

mol/L polydatin 0.145±0.052  0.144±0.015
b
 0.163±0.049

b
 

 

Figure 1  Morphological observation of fibroblasts (×200) 
图 1  人成纤维细胞形态学观察(×200) 

a: The first generation of spindle fibroblasts growing in nodular or 

eddy-like 

 

b: Positive immunohistochemical fluorescence staining of 

type Ⅲ collagen (SABC-Cy3 staining) 
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3  讨论 

 

创面愈合过程是对损伤的组织结构完整性进行恢

复和修复的过程，包括炎症反应、细胞增殖、创面成熟

和重建几个阶段，最终完成再上皮化或形成瘢痕。深度

烧伤和皮肤缺损创伤由于存在严重的真皮缺损，必须先

形成肉芽组织填补，这是整个愈合过程中的关键步骤，

皮肤中的成纤维细胞在其中起主要作用
[15]
。 

成纤维细胞增殖能力是反映其参与组织修复能力

的重要指标
[16]
。虎杖苷对成纤维细胞的促增殖作用研究

不多，本实验结果可见10
-5

 mol/L、10
-4

 mol/L浓度组虎

杖苷对成纤维细胞的促增殖作用最强，10
-2 

mol/L对成纤

维细胞有抑制生长作用。 

细胞自上一次分裂结束至此次分裂完成的过程称

为细胞周期。细胞周期分为4个时期，分别是：G1期、S

期、G2期和M期。许多复杂的合成活动都在G1期完成，

如mRNA、tRNA、核糖体以及细胞所需要的各种蛋白质

和酶等，此期还必须为DNA复制做好物质准备。S期是

细胞的关键时期，DNA在此时期进行复制，并自动进入

细胞分裂过程。G2期DNA合成已终止，但仍有RNA和蛋

白的合成，为分裂期储备能量。10
-3 

mol/L虎杖苷组成纤

维细胞G1期细胞明显较少，细胞阻滞于S期，与文献报

道其对部分肿瘤细胞的作用相仿
[17-18]

。10
-2 

mol/L浓度组

虎杖苷对成纤维细胞有明确的促凋亡作用，在虎杖苷的

临床应用中需注意这种浓度相关性。 

细胞外基质由胶原、结构蛋白及蛋白多糖组成。胶

原是细胞外基质中含量最多的一种成分，除了对新形成

的组织提供支持和张力外，胶原还能对细胞施加各种影

响，促进细胞对已形成的胶原进行重塑或改构
[19-20]

。纤

维结合蛋白除积极参与血凝过程外，对单核－巨噬细

胞、中性粒细胞、成纤维细胞和内皮细胞均具有趋化作

用，并对上皮细胞的移动具有促进作用
[21-22]

。合成与分

泌细胞外基质是成纤维细胞重要的生物学行为之一。本

实验观察虎杖苷对Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白、纤维结合蛋白的

合成均有影响，并有一定的剂量依赖性，10
-2

 mol/L浓

度组显著增加了Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白合成分泌，其他浓度

组不同程度促进了纤维结合蛋白的形成。 

由本实验结果可见，低浓度虎杖苷有促进成纤维细

胞增殖、保护细胞免于凋亡及促进纤维结合蛋白合成分

泌的作用；高浓度虎杖苷有促进成纤维细胞凋亡、促进

胶原蛋白合成表达的作用。10
-2

 mol/L以下浓度对成纤

维细胞功能无显著影响，均为较安全浓度，促进成纤维

细胞增殖的最适浓度应为10
-5

~10
-4 

mol/L。课题组将选

用此浓度范围虎杖苷凝胶，对烧伤动物模型的创面愈合

过程进行进一步研究观察。 

致谢：感谢南方医科大学病理生理教研室赵克森教

授对本实验的指导。 
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本文创新性：烧伤后创面愈合是一个复杂的生物学

过程中，涉及到多种细胞、细胞因子、生长因子和细胞

外基质成分的相互调节控制，并且还受到机体全身和局

部多种因素的影响。了解虎杖苷促进创面愈合的具体机

制和作用靶点，还有很多的工作要做，本课题的研究只

是一个开始，下一步研究将通过复制大鼠烧伤创面模型，

使用不同浓度虎杖苷凝胶作用于创面，以空白凝胶作为

阴性对照，以表皮细胞生长因子凝胶及磺胺嘧啶银软膏

作为阳性对照，从功能、形态及分子水平对虎杖苷在烧

伤创面愈合中的治疗作用及机制进行探讨。 

 


