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摘要：目的　探究芦荟大黄素对病理性瘢痕成纤维细胞增殖、凋亡及上皮间质转
化（ＥＭＴ）的影响及调控机制。方法　将增生性瘢痕成纤维细胞（ＨＳＦｂ）随机分
为ＨＳＦｂ对照组（正常培养）、ＨＳＦｂ低剂量组（２５００μｇ·ｍＬ－１芦荟大黄素）、
ＨＳＦｂ中剂量组（５０００μｇ·ｍＬ－１芦荟大黄素）、ＨＳＦｂ高剂量组（１００００

μｇ·ｍＬ－１芦荟大黄素）、ＨＳＦｂ－ＰＦＴ－α组（１００００μｇ·ｍＬ－１芦荟大黄素 ＋
２０００μｍｏｌ·Ｌ－１ｐ５３特异性抑制药 ＰＦＴ－α）。将人原代瘢痕疙瘩成纤维细胞
（ＫＦｂ）随机分为ＫＦｂ对照组（正常培养）、ＫＦｂ低剂量组（２５００μｇ·ｍＬ－１芦荟
大黄素）、ＫＦｂ中剂量组（５０００μｇ·ｍＬ－１芦荟大黄素）、ＫＦｂ高剂量组（１００００

μｇ·ｍＬ－１芦荟大黄素）、ＫＦｂ－ＰＦＴ－α组（１００００μｇ·ｍＬ－１芦荟大黄素 ＋
２０００μｍｏｌ·Ｌ－１ｐ５３特异性抑制药ＰＦＴ－α）。用细胞计数试剂盒－８（ＣＣＫ－８）
实验检测细胞存活率，用蛋白质印迹法检测 ｐ５３及 ＥＭＴ相关蛋白的表达，原位
末端标记法（Ｔｕｎｅｌ）实验检测细胞凋亡。结果　ＫＦｂ对照组、ＫＦｂ低剂量组、ＫＦｂ
中剂 量 组、ＫＦｂ高 剂 量 组 的 细 胞 存 活 率 分 别 为 （１００００±５１７）％、
（８４１３±８３４）％、（７３８１±７６２）％和（５４５９±３４７）％；ＨＳＦｂ对照组、ＨＳＦｂ
低剂 量 组、ＨＳＦｂ中 剂 量 组、ＨＳＦｂ高 剂 量 组 的 细 胞 存 活 率 分 别 为
（１００００±６７７）％、（８３５０±６０８）％、（７１４３±２７０）％和（６１８０±４７９）％；
ＫＦｂ对照组、ＫＦｂ低剂量组、ＫＦｂ高剂量、ＫＦｂ－ＰＦＴ－α组的调节蛋白５３（ｐ５３）
蛋白相对表达水平分别为０３１±００４、０５２±００４、０７６±００６和０３８±００５，
上皮细胞钙黏蛋白（Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）蛋白相对表达水平分别为 ０３５±００４、
０５８±００８、０７６±０１３和 ０４１±００６，凋亡率分别为（４８２±０５９）％、
（１１７２±１６８）％、（２０３６±１９３）％和（１２４６±１２８）％；ＨＳＦｂ对照组、ＨＳＦｂ
低剂量组、ＨＳＦｂ高剂量组、ＨＳＦｂ－ＰＦＴ－α组的 ｐ５３蛋白相对表达水平分别为
０３７±００３、０４８±００５、０６５±００７和０４６±００４，Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白相对表达
水平分别为０２６±００３、０４６±００５、０６３±００８和０３４±００５，凋亡率分别为
（４８９±０２８）％、（１３９８±０８３）％、（２１５１±１０８）％和（１２９５±１１０）％。
ＫＦｂ低、高剂量组的上述指标与 ＫＦｂ对照组比较，ＫＦｂ－ＰＦＴ－α组的上述指标
与ＫＦｂ高剂量组比较，ＨＳＦｂ低、高剂量组的上述指标与 ＨＳＦｂ对照组比较，
ＨＳＦｂ－ＰＦＴ－α组的上述指标与ＨＳＦｂ高剂量组比较，在统计学上差异均有统计
学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。结论　芦荟大黄素可能通过调控 ｐ５３
相关信号抑制病理性成纤维细胞增殖、ＥＭＴ并诱导凋亡。
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ｍｅｄｉｕｍ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ（５０００μｇ·ｍＬ－１ａｌｏｅ－ｅｍｏｄｉｎ），ＫＦｂｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ（１００００μｇ·ｍＬ－１ａｌｏｅ－ｅｍｏｄｉｎ），
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ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ５３ａｎｄＥＭＴ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅＴＵＮＥＬａｓｓａｙＲｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｃｅｌｌ
ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｓｏｆｔｈｅＫＦｂｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＫＦｂｌｏｗ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ＫＦｂｍｅｄｉｕｍ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ａｎｄＫＦｂｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅ（１００００±５１７）％，（８４１３±８３４）％，（７３８１±７６２）％ ａｎｄ（５４５９±３４７）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｃｅｌｌ
ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｓｏｆｔｈｅＨＳＦｂｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＨＳＦｂｌｏｗ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ＨＳＦｂｍｅｄｉｕｍ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ａｎｄＨＳＦｂｈｉｇｈ－ｄｏｓｅ
ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（１００００±６７７）％，（８３５０±６０８）％，（７１４３±２７０）％ ａｎｄ（６１８０±４７９）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐ５３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅＫＦｂｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＫＦｂｌｏｗ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ＫＦｂｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ａｎｄ
ＫＦｂ－ＰＦＴ－αｇｒｏｕｐｗｅｒｅ０３１±００４，０５２±００４，０７６±００６ａｎｄ０３８±００５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ０３５±００４，０５８±００８，０７６±０１３ａｎｄ０４１±００６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；
ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｗｅｒｅ（４８２±０５９）％，（１１７２±１６８）％，（２０３６±１９３）％ ａｎｄ（１２４６±１２８）％，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐ５３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅＨＳＦｂｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＨＳＦｂｌｏｗ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ＨＳＦｂ
ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ａｎｄＨＳＦｂ－ＰＦＴ－αｇｒｏｕｐｗｅｒｅ０３７±００３，０４８±００５，０６５±００７ａｎｄ０４６±００４，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ０２６±００３，０４６±００５，０６３±００８ａｎｄ
０３４±００５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｗｅｒｅ（４８９±０２８）％，（１３９８±０８３）％，（２１５１±１０８）％ ａｎｄ
（１２９５±１１０）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＫＦｂｌｏｗ－ａｎｄｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓａｎｄｔｈｅＫＦｂｃｏｎｔｒｏｌ
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ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅＨＳＦｂ－ＰＦＴ－αｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＨＳＦｂｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ａｌｏｅ－ｅｍｏｄｉｎｍａｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＥＭＴ，ａｎｄ
ｉｎｄｕｃｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｐ５３－ｒｅｌａｔｅｄｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｌｏｅ－ｅｍｏｄｉｎ；ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｃａｒ；ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ；ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ；ｐ５３ｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙ

　　病理性瘢痕是创伤愈合过程中形成的病理
产物，包括增生性瘢痕和瘢痕疙瘩，是典型的

纤维增生性疾病，其病理改变以成纤维细胞大

量增生和以胶原为主的细胞外基质过度沉积

为主要特征，病理性瘢痕的发病机制错综复

杂，目前尚未完全阐明［１］。近年来，中医药已

被证实在病理性瘢痕治疗中具有积极作用［２］。

芦荟大黄素是一种存在于大黄、芦荟等中草药

中的蒽醌类物质，其具有多种药理作用，包括

皮肤调理、抗炎、抗肿瘤等［３］。研究表明，芦荟

大黄素可通过调节胶原蛋白水平抑制成纤维

细胞的过度增殖［４］。本研究旨在通过体外实

验探究芦荟大黄素对增生性瘢痕成纤维细胞

和瘢痕疙瘩成纤维细胞生长的影响，并探究其

作用机制。

材料与方法

１　材料
细胞　人原代瘢痕疙瘩成纤维细胞（ｋｅｌｏｉｄｆｉｂｒｏ

ｂｌａｓｔ，ＫＦｂ）和人原代增生性瘢痕成纤维细胞（ｈｙｐｅｒ
ｔｒｏｐｈｉｃｓｃａｒｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＨＳＦｂ），均购自合肥万物生物
科技有限公司。

药品与试剂　芦荟大黄素，规格：每支２０ｍｇ，纯
度：９７％，批号：２０２４０２１３，上海源叶生物科技有限公
司生产；调节蛋白５３（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎ５３，ｐ５３）特异
性抑制药ＰＦＴ－α，规格：每支５ｍｇ，纯度：９９％，批号：
２０２４０１２５，北京百奥莱博科技有限公司生产。细胞计
数试剂盒－８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８），购于北
京索莱宝科技有限公司；ｐ５３抗体，购于美国 ＣＳＴ公
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司；鼠双微体同源基因 ２（ｍｏｕｓｅｄｏｕｂｌｅｍｉｃｒｏｈｏｍｏｌｏ
ｇｏｕｓｇｅｎｅ２，ＭＤｍ２）、调节蛋白 ２１（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎ
２１，ｐ２１）、上皮细胞钙黏蛋白（Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）、波形蛋白
（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、Ⅰ型胶原蛋白（ｔｙｐｅⅠｃｏｌｌａｇｅｎ，ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ）、
ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、α－平滑肌肌动蛋白（ａｌｐｈａ－ｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，α－ＳＭＡ）、甘油醛 －３－磷酸脱氢酶
（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ － ３ － ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＧＡＰＤＨ）一抗及二抗，均购于美国 Ａｂｃａｍ公司；原位
末端标记法（ＴｄＴｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＤＰｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ，
Ｔｕｎｅｌ）凋亡检测试剂盒、４′，６－二脒基－２－苯基吲哚
二盐酸盐（４′，６－ｄｉａｍｉｎｉｄｉｎｅ－２－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ
ｄｉｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＤＡＰＩ），均购于西安百萤生物科技有
限公司；结晶紫，购于湖北实顺生物科技有限公司。

仪器　Ｃｙｔａｔｉｏｎ５酶标仪，美国 Ｂｉｏｔｅｋ公司产品；
ＤＭｉ８－Ｓ荧光显微镜，德国徕卡公司产品；ＢＸ５３荧光显
微镜，日本奥林巴斯公司产品；ＢｏｌｔＴＭＢｉｓ－ＴｒｉｓＰｌｕｓ预
制凝胶蛋白电泳系统，美国赛默飞世尔公司产品。

２　实验方法
２１　细胞培养［５］

ＫＦｂ和 ＨＳＦｂ细胞均培养在含有１０％ 胎牛血清
的ＤＭＥＭ－Ｆ１２培养基并置于培养箱中进行培养，培
养箱条件：温度为３７℃，ＣＯ２为５％，湿度为９５％，每
隔１ｄ更换１次培养液。
２２　细胞分组与处置方法

将ＫＦｂ细胞均随机分为ＫＦｂ对照组、ＫＦｂ低剂量
组、ＫＦｂ中剂量组、ＫＦｂ高剂量组、ＫＦｂ－ＰＦＴ－α组；
将ＨＳＦｂ细胞均随机分为 ＨＳＦｂ对照组、ＨＳＦｂ低剂量
组、ＨＳＦｂ中剂量组、ＨＳＦｂ高剂量组、ＨＳＦｂ－ＰＦＴ－α
组。ＨＳＦｂ对照组、ＨＳＦｂ对照组细胞为常规培养的细
胞，ＫＦｂ低、中、高剂量组细胞和 ＨＳＦｂ低、中、高剂量
组细 胞 均 分 别 用 质 量 浓 度 为 ２５００、５０００、
１００００μｇ·ｍＬ－１的芦荟大黄素（用二甲基亚砜试剂
溶解稀释）处理细胞 ２４ｈ，ＫＦｂ－ＰＦＴ－α组细胞、
ＨＳＦｂ－ＰＦＴ－α组细胞均用１００００μｇ·ｍＬ－１芦荟大
黄素及２０００μｍｏｌ·Ｌ－１ｐ５３特异性抑制药 ＰＦＴ－α
共同处理细胞２４ｈ。
２３　ＣＣＫ－８实验检测细胞存活率［６］

取细胞制备细胞悬液（１×１０５ｃｅｌｌ·ｍＬ－１）接种在
９６孔板中（每孔０２ｍＬ），培养箱培养２４ｈ后分组处
理，然后每孔加入ＣＣＫ－８试剂１０μＬ进行染色，２ｈ后
用酶标仪检测光密值（４５０ｎｍ），并计算细胞存活率。
２４　细胞免疫荧光检测ｐ５３表达［７］

收集细胞，制备细胞爬片，用多聚甲醛溶液固定

１５ｍｉｎ，用通透液（ＴｒｉｔｏｎＸ－１００）通透１５ｍｉｎ，清洗后

封闭１ｈ，然后滴加 ｐ５３一抗试剂，在 ４℃下孵育过
夜，次日在室温下与荧光二抗（１∶２００）进行孵育１ｈ，
用抗荧光淬灭封片剂封片后，在荧光显微镜下观察。

２５　蛋白质印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）实验检测相关蛋白
表达水平［５］

收集各组细胞，ＲＩＰＡ裂解液充分处理细胞后离
心收集上清液，检测总蛋白浓度后进行十二烷基硫酸

钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白，然后转至 ＰＶＤＦ膜
上，封闭（５％ 脱脂奶粉）后加入对应的一抗稀释液，
在４℃下孵育过夜，次日加入同种属的二抗稀释液，
孵育２ｈ后显影、曝光，分析灰度值。
２６　Ｔｕｎｅｌ实验检测细胞凋亡情况［８］

取各组细胞，用多聚甲醛固定２０ｍｉｎ后磷酸盐缓
冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）清洗，加入０２％
ＴｒｉｔｏｎＸ－１００细胞通透液处理２０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗，然后
严格按照试剂盒操作步骤进行Ｔｕｎｅｌ染色，并用 ＤＡＰＩ
试剂对细胞核进行染色（蓝色），在荧光显微镜下观察。

２７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞侵袭情况［８］

用培养液稀释基质胶，并将基质胶置于上室中，

凝固后将消化后的各组细胞制备细胞悬液并加入上

室中（不含血清），然后在下室中加入 ＤＭＥＭ－Ｆ１２培
养基６００μＬ，４８ｈ后取出小室，去除上室细胞，ＰＢＳ清
洗，用甲醛固定５ｍｉｎ后结晶紫（０１％）染色１５ｍｉｎ，
在显微镜下观察。

３　统计学处理
用 ＳＰＳＳ２５０软件进行统计分析。计量资料用

珋ｘ±ｓ表示，２组间比较用独立样本 ｔ检验，多组间比较
用单因素方差分析。

结　　果

１　芦荟大黄素对细胞存活的影响
ＨＳＦｂ对照组、ＨＳＦｂ对照组细胞为常规培养的细

胞，ＫＦｂ低、中、高剂量组细胞和 ＨＳＦｂ低、中、高剂量
组细胞均分别用质量浓度为２５００、５０００和１００００
μｇ·ｍＬ－１芦荟大黄素处理细胞２４ｈ，ＫＦｂ－ＰＦＴ－α
组细 胞、ＨＳＦｂ－ＰＦＴ－α组 细 胞 均 用 １００００
μｇ·ｍＬ－１芦荟大黄素及２０００μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＦＴ－α共
同处理细胞２４ｈ。

ＫＦｂ对照组、ＫＦｂ低剂量组、ＫＦｂ中剂量组、ＫＦｂ
高剂量组的细胞存活率分别为（１００００±５１７）％、
（８４１３±８３４）％、（７３８１±７６２）％和（５４５９±３４７）％；
ＨＳＦｂ对照组、ＨＳＦｂ低剂量组、ＨＳＦｂ中剂量组、ＨＳＦｂ
高剂量组的细胞存活率分别为（１００００±６７７）％、
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ６Ｍａｒｃｈ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２８）

（８３５０±６０８）％、（７１４３±２７０）％和（６１８０±４７９）％，
ＫＦｂ低、中、高剂量组的细胞存活率与 ＫＦｂ对照组比
较，ＨＳＦｂ低、中、高剂量组的细胞存活率与ＨＳＦｂ对照
组比较，在统计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），同种细胞低、中、高剂量组间的
细胞存活率比较，在统计学上差异均有统计学意义

（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。
２　芦荟大黄素对ｐ５３相关通路表达的影响

ＫＦｂ低、高剂量组及 ＨＳＦｂ低、高剂量组的 ｐ５３、
ＭＤｍ２、ｐ２１蛋白相对表达水平分别较 ＫＦｂ对照组、
ＨＳＦｂ对照组均显著升高 （Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，
Ｐ＜０００１），且 ＫＦｂ高剂量组、ＨＳＦｂ高剂量组细胞
ｐ５３、ＭＤｍ２、ｐ２１蛋白相对表达水平分别较 ＫＦｂ低剂
量组、ＨＳＦｂ低剂量组均进一步升高（Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１），ＫＦｂ－ＰＦＴ－α、ＨＳＦｂ－ＰＦＴ－α组细胞中

ｐ５３、ＭＤｍ２、ｐ２１蛋白水平分别较ＫＦｂ高剂量组、ＨＳＦｂ
高剂 量 组 均 显 著 下 降 （Ｐ ＜００５，Ｐ ＜００１，
Ｐ＜０００１），见表１。
３　芦荟大黄素介导ｐ５３对细胞凋亡的影响

ＫＦｂ对照组、ＫＦｂ低剂量组、ＫＦｂ高剂量、ＫＦｂ－
ＰＦＴ－α组的凋亡率分别为 （４８２±０５９）％、
（１１７２±１６８）％、（２０３６±１９３）％和（１２４６±１２８）％，
ＫＦｂ低、高剂量均较ＫＦｂ对照组明显升高（Ｐ＜００１，
Ｐ＜０００１），ＫＦｂ－ＰＦＴ－α组较ＫＦｂ高剂量明显下降
（Ｐ＜０００１）。ＨＳＦｂ对照组、ＨＳＦｂ低剂量组、ＨＳＦｂ高
剂量 组、ＨＳＦｂ－ＰＦＴ－α组 的 凋 亡 率 分 别 为
（４８９±０２８）％、（１３９８±０８３）％、（２１５１±１０８）％和
（１２９５±１１０）％；ＨＳＦｂ低、高剂量较 ＨＳＦｂ对照组明
显升高（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），ＨＳＦｂ－ＰＦＴ－α组较
ＨＳＦｂ高剂量明显下降（Ｐ＜０００１），见图１。

表１　各组细胞ｐ５３信号通路蛋白表达的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐ５３ｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ｐ５３ ＭＤｍ２ ｐ２１

ＫＦｂ－ｃｏｎｔｒｏｌ ９ ０３１±００４ ０２６±００５ ０３５±００３
ＫＦｂ－ｌｏｗｄｏｓｅ ９ ０５２±００４ ０５０±００７ ０５９±００５

ＫＦｂ－ｈｉｇｈｄｏｓｅ ９ ０７６±００６＆ ０６２±０１０＆ ０８０±０１２＆

ＫＦｂ－ＰＦＴ－α ９ ０３８±００５ΔΔΔ ０４１±００４ΔΔ ０５２±００３ΔΔ

ＨＳＦｂ－ｃｏｎｔｒｏｌ ９ ０３７±００３ ０３２±００４ ０４１±００２
ＨＳＦｂ－ｌｏｗｄｏｓｅ ９ ０４８±００５＃ ０６０±００６＃＃ ０６０±００８＃

ＨＳＦｂ－ｈｉｇｈｄｏｓｅ ９ ０６５±００７＃＃＄ ０７６±０１１＃＃＃＄ ０９１±００９＃＃＃＄＄

ＨＳＦｂ－ＰＦＴ－α ９ ０４６±００４▲ ０４４±００３▲▲ ０５２±００４▲▲▲

ＨＳＦｂｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｎｏｒｍａｌｃｕｌｔｕｒｅ；ＨＳＦｂｌｏｗ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ：２５００μｇ·ｍＬ－１ａｌｏｅ－ｅｍｏｄｉｎ；ＨＳＦｂｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ：１００００μｇ·ｍＬ－１ａｌｏｅ－ｅｍｏｄｉｎ；
ＨＳＦｂ－ＰＦＴ－αｇｒｏｕｐ：１００００μｇ·ｍＬ－１ａｌｏｅ－ｅｍｏｄｉｎ＋２０００μｍｏｌ·Ｌ－１ｐ５３－ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒＰＦＴ－α；ＫＦｂｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｎｏｒｍａｌｃｕｌｔｕｒｅ；ＫＦｂ

ｌｏｗ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ：２５００μｇ·ｍＬ－１ａｌｏｅ－ｅｍｏｄｉｎ；ＫＦｂｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ：１００００μｇ·ｍＬ－１ａｌｏｅ－ｅｍｏｄｉｎ；ＫＦｂ－ＰＦＴ－αｇｒｏｕｐ：１００００μｇ·ｍＬ－１

ａｌｏｅ－ｅｍｏｄｉｎ＋２０００μｍｏｌ·Ｌ－１ｐ５３－ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒＰＦＴ－α；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＫＦｂ－ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＫＦｂ－ｌｏｗ
ｄｏｓｅ，＆Ｐ＜００５；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＫＦｂ－Ｈｉｇｈｄｏｓｅ，ΔΔＰ＜００１，ΔΔΔＰ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＨＳＦｂ－ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；
ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＨＳＦｂ－ｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，＄Ｐ＜００５，＄＄Ｐ＜００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＨＳＦｂ－ｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，▲Ｐ＜００５，▲▲Ｐ＜００１，▲▲▲Ｐ＜０００１；ｐ５３：
Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎ５３；ＭＤｍ２：Ｍｏｕｓｅｄｏｕｂｌｅｍｉｃｒｏｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｇｅｎｅ２

图 １　各组细胞原位末端标记法（Ｔｕｎｅｌ）荧光图（×２００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＴｄＴｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＤＰｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ（Ｔｕｎｅｌ）ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｏｆｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×２００）
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表２　各组细胞上皮间质转化蛋白表达及侵袭细胞数的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｉｎｖａｓｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ Ｉｎｖａｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ（ｎ）

ＫＦｂ－ｃｏｎｔｒｏｌ ０３５±００４ ０８８±００９ １６３００±９９３
ＫＦｂ－ｌｏｗｄｏｓｅ ０５８±００８ ０６７±００６ １２６８９±８０９

ＫＦｂ－ｈｉｇｈｄｏｓｅ ０７６±０１３＆＆ ０５３±００４＆ ７８００±６００＆＆

ＫＦｂ－ＰＦＴ－α ０４１±００６ΔΔΔ ０８６±００７ΔΔΔ １３１６７±９１０ΔΔ

ＨＳＦｂ－ｃｏｎｔｒｏｌ ０２６±００３ ０９５±００９ １６６２２±１１８４
ＨＳＦｂ－ｌｏｗｄｏｓｅ ０４６±００５＃＃ ０７６±０１０＃ １３１１１±１４３７＃＃

ＨＳＦｂ－ｈｉｇｈｄｏｓｅ ０６３±００８＃＃＃＄ ０４９±００７＃＃＃＄＄ ９２００±９１３＃＃＃＄

ＨＳＦｂ－ＰＦＴ－α ０３４±００５▲▲▲ ０８８±０１１▲▲▲ １３２５６±７７５▲▲

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＫＦｂ－ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＫＦｂ－ｌｏｗｄｏｓｅ，＆Ｐ＜００５，＆＆Ｐ＜００１；

ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＫＦｂ－Ｈｉｇｈｄｏｓｅ，ΔΔＰ＜００１，ΔΔΔＰ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＨＳＦｂ－ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ＨＳＦｂ－ｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，＄Ｐ＜００５，＄＄Ｐ＜００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＨＳＦｂ－ｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，▲▲Ｐ＜００１，▲▲▲Ｐ＜０００１

表３　各组细胞纤维化相关蛋白表达的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｆｉｂｒｏｓｉｓ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ α－ＳＭＡ

ＫＦｂ－ｃｏｎｔｒｏｌ ０７６±０１０ ０９１±００７ ０９８±００９
ＫＦｂ－ｌｏｗｄｏｓｅ ０６２±００６ ０６９±００７ ０８１±０１０

ＫＦｂ－ｈｉｇｈｄｏｓｅ ０４０±００４＆ ０４７±００３＆＆ ０５６±００６＆＆

ＫＦｂ－ＰＦＴ－α ０６８±０１０ΔΔ ０８１±００９ΔΔΔ ０８８±００８ΔΔΔ

ＨＳＦｂ－ｃｏｎｔｒｏｌ ０８１±００８ ０８８±０１０ １０２±００９
ＨＳＦｂ－ｌｏｗｄｏｓｅ ０６４±００５＃＃ ０７５±００５＃ ０７８±００６＃＃

ＨＳＦｂ－ｈｉｇｈｄｏｓｅ ０４３±００４＃＃＃＄＄ ０５２±００３＃＃＃＄＄ ０５８±００４＃＃＃＄＄

ＨＳＦｂ－ＰＦＴ－α ０７７±００６▲▲▲ ０８２±００８▲▲▲ ０９１±０１２▲▲▲

ＣｏｌｌａｇｅｎＩ：ＴｙｐｅＩｃｏｌｌａｇｅｎ；α－ＳＭＡ：Ａｌｐｈａ－ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ；Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＫＦｂ－ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１；

ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＫＦｂ－ｌｏｗｄｏｓｅ，＆Ｐ＜００５，＆＆Ｐ＜００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＫＦｂ－Ｈｉｇｈｄｏｓｅ，ΔΔＰ＜００１，ΔΔΔＰ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＨＳＦｂ－ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＨＳＦｂ－ｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，＄＄Ｐ＜００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＨＳＦｂ－ｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，▲▲▲Ｐ＜０００１

４　芦荟大黄素介导 ｐ５３对细胞凋亡上皮间质转化
（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ－ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）的影响

ＫＦｂ低、高剂量组和 ＨＳＦｂ低、高剂量组的
Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白相对表达水平分别相比 ＫＦｂ对照组
和ＨＳＦｂ对照组均显著升高（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白相对表达水平及侵袭细胞数均显著降低
（Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１）；ＫＦｂ高剂量组、ＨＳＦｂ高剂量组
的Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白相对表达水平分别较ＫＦｂ低剂量
组、ＨＳＦｂ低剂量组进一步升高（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５），
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白相对表达水平及侵袭细胞数进一步降
低（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），ＫＦｂ－ＰＦＴ－α组、ＨＳＦｂ－
ＰＦＴ－α组细胞中Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白相对表达水平分别
较ＫＦｂ高剂量组、ＨＳＦｂ高剂量组均显著下降（均
Ｐ＜０００１），Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白相对表达水平及侵袭细胞
数均显著升高（Ｐ＜０００１，Ｐ＜００１），见表２。
５　芦荟大黄素介导ｐ５３对细胞纤维化的影响

由表３可见，ＫＦｂ低、高剂量组和 ＨＳＦｂ低、高剂
量组细胞中ＣｏｌｌａｇｅｎＩ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、α－ＳＭＡ蛋白相对

表达水平相比 ＫＦｂ对照组和 ＨＳＦｂ对照组均显著降
低（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），且ＫＦｂ高剂量组、
ＨＳＦｂ高剂量组细胞 ＣｏｌｌａｇｅｎＩ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、α－ＳＭＡ
蛋白相对表达水平较 ＫＦｂ低剂量组、ＨＳＦｂ低剂量组
进一步降低（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），ＫＦｂ－ＰＦＴ－α组、
ＨＳＦｂ－ＰＦＴ－α组细胞中 ＣｏｌｌａｇｅｎＩ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、
α－ＳＭＡ蛋白相对表达水平分别较 ＫＦｂ高剂量组、
ＨＳＦｂ高剂量组均显著升高（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。

讨　　论

皮肤上的异常瘢痕包括２种不同类型的瘢痕，即
瘢痕疙瘩和增生性疤痕，与病理性无序伤口愈合过程

和慢性炎症有关，只要组织中存在炎症反应，病理性

纤维化就可以在没有真正伤口的情况下发生，这种炎

症反应可能促进成纤维细胞的增殖状态，这种增殖状

态可能启动并维持足够长的时间，导致随后持续的细

胞外基质沉积［９］。有证据表明，芦荟大黄素可通过调



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　７９９　　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ６Ｍａｒｃｈ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２８）

节胶原蛋白表达改善成纤维细胞外基质沉积，延长

Ｇ１期，进而抑制成纤维细胞的过度增殖［４］，这提示芦

荟大黄素对病理性瘢痕的形成具有控制作用。在本

研究中，用不同剂量的芦荟大黄素处理各细胞后发

现，ＫＦｂ、ＨＳＦｂ细胞的存活率均随着芦荟大黄素剂量
的增加不断降低，这提示芦荟大黄素对病理性瘢痕成

纤维细胞过度增殖具有一定的抑制作用，这与李牧

等［３］研究结果一致。

ｐ５３是调控细胞增殖和凋亡的转录因子，先前的
研究发现在增生性瘢痕和瘢痕疙瘩中 ｐ５３的表达水
平较低，甚至没有表达，ｐ５３水平与病理性瘢痕的形成
密切相关［１０］。ＬＩＡＮＧ等［１１］研究表明，ｐ５３在病理性
瘢痕中低表达，而激活ｐ５３可部分抵消病理性瘢痕成
纤维细胞的过度增殖。这些研究均表明，ｐ５３是改善
病理性瘢痕形成的潜在靶点，在本研究中发现芦荟大

黄素可呈剂量依赖性上调 ｐ５３、ＭＤｍ２、ｐ２１的表达。
ｐ２１是ｐ５３的下游靶基因，在调控细胞周期进展中具
有重要作用，此外 ＭＤｍ２也是 ｐ５３的下游靶基因，在
生理条件下形成负反馈调控机制，维持 ｐ５３蛋白的稳
态［１２－１３］。本研究提示，芦荟大黄素抑制病理性瘢痕

成纤维细胞增殖的机制可能与上调ｐ５３相关。
本研究发现，芦荟大黄素可明显诱导 ＫＦｂ、ＨＳＦｂ

细胞发生凋亡，同时还观察到抑制 ｐ５３的表达后，芦
荟大黄素对细胞凋亡的诱导作用被削弱，这提示芦荟

大黄素可通过激活 ｐ５３表达诱导病理性成纤维细胞
的凋亡。多项研究表明，病理性瘢痕成纤维细胞的生

物学行为与上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ－ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）有关［１４－１５］。本研究中，芦荟大黄素可

明显上调Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ表达，并减少Ｖｉｍｅｎｔｉｎ水平及细
胞侵袭数，而在 ｐ５３抑制药的刺激下，芦荟大黄素对
Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达及细胞侵袭数的作用被部
分减弱，这提示芦荟大黄素可能通过靶向 ｐ５３表达抑
制ＥＭＴ进程缓解病理性成纤维细胞的过度增殖。此
外，除成纤维细胞大量增生外，以胶原沉积为特征的

纤维化也是病理性瘢痕的显著特征［１６］。本研究中芦

荟大黄素可下调 ＫＦｂ、ＨＳＦｂ细胞中 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、
ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、α－ＳＭＡ蛋白表达，而抑制 ｐ５３后削弱了
芦荟大黄素对 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、α－ＳＭＡ表达
的抑制作用。

本研究提示：芦荟大黄素可能通过部分激活 ｐ５３
　　

相关信号诱导细胞凋亡，抑制 ＥＭＴ进程进而减缓病
理性成纤维细胞大量增生和以胶原为主的细胞外基

质过度沉积。
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