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冬凌草甲素对人瘢痕疙瘩来源的
成纤维细胞生物学行为的影响及作用机制

宋采滢，高　 翔，朱秋璇，程盛荣，陈文东，朱　 飞

（安徽医科大学第一附属医院整形外科，合肥　 ２３００２２）

摘要　 目的　 探讨冬凌草甲素（ＯＲＩ）对人瘢痕疙瘩来源的成纤维细胞（ＨＫＦ）的影响及作用机制。 方法　 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＯＲＩ
对 ＨＫＦ 的增殖活性的影响，实验分为对照组和实验组，细胞划痕和 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 ＨＫＦ 的迁移和侵袭能力，实时荧光定量

ＰＣＲ（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）和蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）检测 ＯＲＩ 对 ＨＫＦ 的细胞外基质形成相关 ｍＲＮＡ 和纤维连接蛋白 １（ＦＮ１）、
α⁃平滑肌肌动蛋白（α⁃ＳＭＡ）、Ⅰ型胶原蛋白（ＣＯＬ Ⅰ）、ＣＯＬ Ⅲ表达的影响。 实验分为对照组、模型组和转化生长因子（ＴＧＦ）⁃
β１ ＋ ＯＲＩ 组，用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＯＲＩ 对 ＨＫＦ 内 ＴＧＦ⁃β１ 诱导的相关 ｍＲＮＡ 和核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋

白 ３（ＮＬＲＰ３）、凋亡相关斑点样蛋白（ＡＳＣ）、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３、磷酸化 Ｓｍａｄ２ 蛋白（ｐ⁃Ｓｍａｄ２）、ｐ⁃Ｓｍａｄ３ 表达的影响。 结果　 ＣＣＫ⁃８
显示随着 ＯＲＩ 浓度增加，ＨＫＦ 细胞抑制率逐渐增加；与对照组比较，实验组细胞 ２４ ｈ 迁移面积、侵袭细胞数显著下降，ＦＮ１、α⁃
ＳＭＡ、ＣＯＬ Ｉ、ＣＯＬ Ⅲ表达水平显著下降（Ｐ ＜ ０. ０５）；与对照组相比，模型组 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３、ｐ⁃Ｓｍａｄ２、ｐ⁃Ｓｍａｄ３ 表达

显著升高（Ｐ ＜ ０. ０５）；与模型组相比，ＴＧＦ⁃β１ ＋ ＯＲＩ 组 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３、ｐ⁃Ｓｍａｄ２、ｐ⁃Ｓｍａｄ３ 表达显著下降（Ｐ ＜
０. ０５）。 结论　 ＯＲＩ 通过阻断 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路和 ＮＬＲＰ３ 介导的炎症反应，抑制 ＨＫＦ 的增殖、迁移和侵袭能力以及细胞

外基质的形成和沉积。
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　 　 瘢痕疙瘩是一种皮肤纤维增殖性疾病，向创缘

外持续性肿瘤样增生，其特征是胶原的过度沉积和

成纤维细胞持续性增殖［１］。 目前已知转化生长因

子（ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＴＧＦ）⁃β，尤其是 ＴＧＦ⁃
β１ 亚型是参与瘢痕疙瘩形成的关键作用因子之

一［２］。 核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 ３（ｎｕ⁃
ｃｌｅｏｔｉｄｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎ ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｅｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ ３，ＮＬＲＰ３）炎症小体是一种多聚蛋白复合物，
由 ＮＬＲＰ３、半胱氨酸蛋白水解酶⁃１（ ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒ⁃
ｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃１，ｃａｓｐａｓｅ⁃１）、凋亡相关斑点

样蛋白（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｐｅｃｋ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔａｉ⁃
ｎｉｎｇ ａ ＣＡＲＤ，ＡＳＣ）组成，其介导的白细胞介素（ ｉｎ⁃
ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）⁃１８ 和 ＩＬ⁃１β 等促炎因子与纤维化疾病

的发生和发展有关［３ － ４］。 冬凌草甲素 （ ｏｒｉｄｏｎｉｎ，
ＯＲＩ）是从唇形科香茶菜属植物中分离出来的四环

二萜类化合物，可作为一种 ＮＬＲＰ３ 炎性小体的共价

抑制剂，治疗由 ＮＬＲＰ３ 过度活化引起的相关疾

病［５］。 尽管多项研究［６ － ７］表明，ＯＲＩ 具有抗肿瘤、抗
炎、抗纤维化等多种药理效应。 目前尚没有关于

ＯＲＩ 对瘢痕疙瘩作用机制的研究，该研究旨在研究

体外 ＯＲＩ 对人瘢痕疙瘩来源的成纤维细胞（ｈｕｍａｎ
ｋｅｌｏｉｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＨＫＦ）的影响，并探索其潜在的分

子机制，为治疗瘢痕疙瘩开发新的药物治疗提供依

据。

１　 材料与方法

１． １　 主要试剂与仪器　 ＯＲＩ（上海源叶生物科技有

限公司，纯度≥９８％ ）； ＨＫＦ（深圳豪地华拓生物科

技有限公司）；ＣＣＫ⁃８ 检测试剂盒（合肥 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公

司）； ＥＣＬ 超敏发光试剂盒、 ＴＲＩｚｏｌ （美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ 公司）；ＲＩＰＡ 细胞裂解液（上海碧云天生物技

术有限公司）；α⁃ＳＭＡ、ＣＯＬ Ｉ、ＣＯＬ Ⅲ、ＦＮ１、Ｓｍａｄ２、
ｐ⁃Ｓｍａｄ３ 抗体（北京博奥森生物技术有限公司）；ＮＬ⁃
ＲＰ３ 抗体（美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司）；Ｓｍａｄ３ 抗体 （英国

Ａｂｃａｍ 公司）；ｐ⁃Ｓｍａｄ２ 抗体（美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公

司）；ＴＧＦ⁃β１ 抗体、ＡＳＣ 抗体 （美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公
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司）；ＧＡＰＤＨ、山羊抗小鼠 ＩｇＧ 和山羊抗兔 ＩｇＧ（北京

中杉金桥生物技术有限公司）； 逆转录试剂盒（日本

ＴＡＫＡＲＡ 公司）；引物（上海生工生物工程公司）；荧
光定量 ＰＣＲ 仪（美国 Ｒｏｃｈｅ 公司）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室

（美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司）；ＣＯ２ 培养箱（意大利 Ｓｃｏｔｓｍａｎ
公司）。
１． ２　 实验方法

１． ２． １　 细胞培养及分组　 在 ５％ ＣＯ２、３７ ℃的培养

条件下，ＨＫＦ 于含 １％双抗和 １０％胎牛血清 ＤＭＥＭ
培养基中进行贴壁培养，细胞长至 ９０％时用胰酶消

化，１ ∶ ２ 传代，取第 ３ ～ ７ 代细胞进行实验。 用不同

浓度 ＯＲＩ 处理 ＨＫＦ 后，进行分批实验，第一批分为

两组：对照组和实验组，对照组不加任何处理因素，
实验组用 １０. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＯＲＩ 的培养液孵育 ＨＫＦ 细

胞 ２４ ｈ，检测 ＨＫＦ 迁移、侵袭能力以及细胞外基质

相关 ｍＲＮＡ 和蛋白水平。 第二批分为三组：对照

组、模型组、ＴＧＦ⁃β１ ＋ ＯＲＩ 组，对照组不加任何处理

因素，模型组向完全培养基内加 １０. ０ ｎｇ ／ ｍｌ ＴＧＦ⁃β１
进行 干 预 培 养 细 胞， ＴＧＦ⁃β１ ＋ ＯＲＩ 组 用 １０. ０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＯＲＩ 的培养液孵育 ＨＫＦ 细胞 ２４ ｈ ，再加入

终浓度为 １０. ０ ｎｇ ／ ｍｌ ＴＧＦ⁃β１ 进行干预培养细胞，
检测 ＨＫＦ 内 ＴＧＦ⁃β１ 诱导的 ｍＲＮＡ 和蛋白水平。
１． ２． ２　 ＣＣＫ⁃８ 实验检测细胞增殖能力　 胰酶消化

对数期细胞，用含血清培养基终止消化，制成细胞悬

液，调整其密度接种于 ９６ 孔板中（５ × １０４ 个 ／孔），
设置调零组，对照组，１０. ０、１２. ５、１５. ０、１７. ５、２０. ０
μｍｏｌ ／ Ｌ 五个浓度冬凌草甲素组，重复 ３ 孔，按 ２４、
４８、７２ ｈ 三个时长来进行干预，加入 ＣＣＫ⁃８（１０ μｌ ／
孔），继续培养 ２ ｈ。 用酶标仪（ＯＤ ＝ ４５０ ｎｍ）处测

量各孔的吸光值。 计算细胞抑制率（％ ） ＝ ［（对照

组 ＯＤ 值 －实验组 ＯＤ 值） ／ （对照组 ＯＤ 值 －空白组

ＯＤ 值）］ × １００％ 。 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９. ０. ０ 软

件进行分析确定 ＯＲＩ 的半数抑制浓度（ＩＣ５０）。
１． ２． ３　 细胞划痕实验检测细胞迁移能力　 收集各

组细胞，胰酶消化后计数，接种于 ６ 孔板中（４ × １０５

个 ／孔），每组设置 ３ 个复孔，待细胞贴壁后，用无菌

枪头比着尺子，垂直于之前画的横线划痕，用 ＰＢＳ
冲洗划痕 ３ 次，拍下 ０ ｈ 的划痕，置于 ３７ ℃，５％
ＣＯ２ 培养箱中培养 ２４ ｈ 后再次拍照记录，用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
软件分析划痕面积，计数细胞迁移率（％ ） ＝ （０ ｈ 划

痕面积 － ２４ ｈ 划痕面积） ／ ０ ｈ 划痕面积 × １００％ 。
１． ２． ４　 细胞 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞侵袭能力　 收

集各组细胞接种于 ２４ 孔板中，加入无血清培养基重

悬后计数，调整细胞浓度 ２ × １０５ ／ ｍｌ， 将 １００ μｌ 细胞

悬液接种于基质胶包被过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室的上室中，
在下室加入 ５００ μｌ 含 １０％血清培养基作为趋化剂，
置于 ３７ ℃ ，５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 ２４ ｈ，ＰＢＳ 清洗 ３
遍，棉签轻轻擦去上室底部膜表面的细胞，用 ４％的

多聚甲醛室温固定 ３０ ｍｉｎ，弃去固定液，再用 ０. ５％
结晶紫染色 １５ ｍｉｎ。 用清水冲洗数次，在显微镜下

观察和采集图像，计数侵袭细胞数。
１． ２． ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测细胞 ｍＲＮＡ 表达水平　 收集

各组细胞沉淀，用 ＴＲＩｚｏｌ 裂解，根据 ＲＮＡ 提取试剂

盒说明书步骤，提取各组 ＨＫＦ 中的总 ＲＮＡ 后检测

其浓度，逆转录获得 ｃＤＮＡ，以 β⁃ａｃｔｉｎ 作为内源性参

照，用 ＲＮＡ 荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒进行扩增定量，反
应条件为：９５ ℃预变性（３０ ｓ），循环（１ 次）；９５ ℃变

性（５ ｓ），６０ ℃ 退火 （３０ ｓ），循环 （４０ 次），采用

２ － ΔΔＣＴ法计算 ｍＲＮＡ 的相对表达量。 引物序列见

表 １。

表 １　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ

Ｇｅｎｅ Ｆｏｒｗａｒｄ （５′⁃３′）
β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ：ＣＣＣＴＧＧＡＧＡＡＧＡＧＣＴＡＣＧＡＧ

Ｒ：ＧＧＡＡＧＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧＴ
ＣＯＬ Ｉ Ｆ：ＡＧＣＡＣＡＡＡＧＣＡＧＴＴＴＴＴＣＣＣ

Ｒ：ＴＴＴＧＧＧＴＣＡＴＴＴＣＣＡＣＡＴＧＣ
ＣＯＬ Ⅲ Ｆ：ＧＣＴＧＡＧＴＴＴＴＡＴＧＡＣＧＧＧＣ

Ｒ：ＴＧＡＡＧＣＡＧＡＧＣＧＡＧＡＡＧＴＡＧ
ＦＮ １ Ｆ：ＧＡＣＴＧＴＧＧＡＣＣＡＡＧＴＴＧＡＴＧ

Ｒ：ＴＧＴＧＣＴＧＣＴＡＣＣＴＴＣＴＡＣＴＧ
α⁃ＳＭＡ Ｆ：ＴＧＴＧＡＡＧＣＡＧＣＴＣＣＡＧＣＴＡＴ

Ｒ：ＣＴＴＡＣＡＧＡＧＣＣＣＡＧＡＧＣＣＡＴ
ＴＧＦ⁃β１ Ｆ：ＧＣＡＡＣＡＡＴＴＣＣＴＧＧＣＧＡＴＡＣ

Ｒ：ＣＴＡＡＧＧＣＧＡＡＡＧＣＣＣＴＣＡＡＴ
ＮＬＲＰ３ Ｆ：ＧＡＧＡＡＣＴＴＴＣＴＧＴＧＴＧＧＡＣＣ

Ｒ：ＴＴＣＡＡＧＴＣＣＡＣＡＴＣＣＴＣＣＡＧ
ＡＳＣ Ｆ：ＧＴＣＡＧＣＴＴＣＴＡＣＣＴＧＧＡＧＡＣ

Ｒ：ＣＣＧＧＴＧＣＴＧＧＴＣＴＡＴＡＡＡＧＴ
Ｓｍａｄ２ Ｆ：ＣＧＧＴＡＧＡＡＡＴＧＡＣＡＡＧＡＡＧＧ

Ｒ：ＡＴＣＡＣＴＴＡＧＧＣＡＣＴＣＡＧＣＡＡ
Ｓｍａｄ３ Ｆ：ＡＡＧＡＴＣＣＣＡＣＣＡＧＧＡＴＧＣＡＡ

Ｒ：ＧＧＴＣＡＡＣＴＧＧＴＡＧＡＣＡＧＣＣＴ

１． ２． ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞蛋白表达水平　 收集

各组细胞，用 ＲＩＰＡ 裂解液裂解细胞后离心，取上清

液，按照 １ ∶ ４ 加入 ５ × ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲

液，沸水加热 １０ ｍｉｎ，使蛋白充分变性。 待样品冷却

到室温后，通过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳（１０ μｌ ／孔）分

离蛋白，转移蛋白到 ＰＶＤＦ 膜上，５％ 脱脂奶粉封闭

１ ｈ，加入抗体 ＦＮ１、α⁃ＳＭＡ、ＡＳＣ、ＣＯＬⅠ、ＣＯＬ Ⅲ、
ＮＬＲＰ３、 Ｓｍａｄ３、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３、 Ｓｍａｄ２、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ （ １ ∶
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１ ０００） ４ ℃ 慢摇孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗涤 （３ 次，１０
ｍｉｎ ／次），将 ＰＶＤＦ 膜与 ＨＲＰ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ
抗体或山羊抗小鼠 ＩｇＧ 抗体（１ ∶ ５ ０００）在室温孵育

１ ｈ，再用 ＴＢＳＴ 洗涤（３ 次，１０ ｍｉｎ ／次），使用 ＥＣＬ 发

光试剂进行显色，采集图像后用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析各

条带灰度值，进行半定量分析。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２５. ０ 软件进行数据

分析，连续变量表示为 �ｘ ± ｓ。 两组间比较采用 ｔ 检
验；多组间比较采用单因素方差分析。 数据可视化

图形使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９. ０. ０ 绘制，Ｐ ＜ ０. ０５ 被认

为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＯＲＩ 对 ＨＫＦ 增殖能力的影响 　 ＣＣＫ⁃８ 结果

显示，不同浓度 ＯＲＩ （１０. ０、１２. ５、１５. ０、１７. ５、２０. ０
μｍｏｌ ／ Ｌ）分别干预 ＨＫＦ 细胞 ２４、４８、７２ ｈ，同一时间

段内，随着 ＯＲＩ 浓度升高，细胞抑制率逐渐增加，呈
浓度依耐性，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５），但同一

浓度药物下，随作用时长增加，细胞抑制率差异无统

计学意义。 根据以上结果计算出 ２４、４８、７２ ｈ ＯＲＩ
作用于 ＨＫＦ 的 ＩＣ５０ 值分别为：１５. ６４、１５. ６５、１５. ７０
μｍｏｌ ／ Ｌ。 为消除 ＯＲＩ 对 ＨＫＦ 细胞的毒性影响，该
实验选择了低于 ＩＣ５０的浓度值进行后续实验。 １０. ０
μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度 ＯＲＩ 时，２４、４８、７２ ｈ 三个作用时长细胞

抑制率均值分别为 １２. ２９％ 、１２. ５３％ 、１２. ６３％ ，对
细胞无明显抑制作用，故选用 １０. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度的

ＯＲＩ 用于后续研究。 见图 １ 和表 ２。
２． ２ 　 ＯＲＩ对ＨＫＦ迁移、侵袭能力的影响 　 相较于

图 １　 不同浓度 ＯＲＩ分别在作用 ２４、４８、７２ ｈ 后

对 ＨＫＦ 抑制率的影响

Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＯＲＩ
ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＨＫＦ ａｆｔｅｒ ２４， ４８， ａｎｄ ７２ ｈｏｕｒｓ

表 ２　 不同浓度 ＯＲＩ在不同作用时间点干预 ＨＫＦ 细胞抑制率

Ｔａｂ． ２　 Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＨＫＦ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＯＲＩ ａｔ ｖａｒｉｏｕｓ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ

Ｄｒｕｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
（μｍｏｌ ／ Ｌ）

Ｃｅｌｌ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ
２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ

１０． ０ ０． １２３ ± ０． ０１１ ０． １２５ ± ０． ００５ ０． １２６ ± ０． ００８
１２． ５ ０． ２３３ ± ０． ０２８ ０． ２３７ ± ０． ０２１ ０． ２３３ ± ０． ００５
１５． ０ ０． ４５０ ± ０． ０３０ ０． ４５１ ± ０． ０１６ ０． ４４５ ± ０． ０２９
１７． ５ ０． ６４９ ± ０． ０６３ ０． ６４２ ± ０． ００３ ０． ６３８ ± ０． ０１６
２０． ０ ０． ７５６ ± ０． ０５０ ０． ７５７ ± ０． ０２０ ０． ７５７ ± ０． ００９
Ｆ ｖａｌｕｅ １２９． ５７０ １ ０５８． ９９０ ８０２． ４７０
Ｐ ｖａｌｕｅ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

对照组，实验组 ＨＫＦ 细胞的迁移及侵袭能力均下

降。 细胞划痕实验结果显示：相较于对照组，实验组

细胞的 ２４ ｈ 划痕距离显著增宽，迁移能力显著下

降，差异有统计学意义 （０. ３９２ ± ０. ０１１；０. ０８３ ±
０. ０１３；ｔ ＝ ３２. ０３４，Ｐ ＜ ０. ０５）。 细胞 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验

结果显示：相较于对照组，实验组 ２４ ｈ 穿过滤膜的

细胞数目显著下降，差异有统计学意义（１９. ３３０ ±
１. ５２８；９. ３３３ ± ２. ０８２；ｔ ＝ ６. ７０８，Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ２。
２． ３　 ＯＲＩ 对 ＨＫＦ 细胞外基质形成相关 ｍＲＮＡ 和

蛋白表达的影响　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果显示：相较于对照

组，实验组 ＨＫＦ 中 ＦＮ１、α⁃ＳＭＡ、ＣＯＬ Ⅰ、ＣＯＬ Ⅲ 的

ｍＲＮＡ 表达水平显著下降，差异有统计学意义（ ｔＦＮ１
＝ ５. ９４５，Ｐ ＜ ０. ００１； ｔα⁃ＳＭＡ ＝ ８. ２４６，Ｐ ＜ ０. ００１； ｔＣＯＬ Ⅰ

＝ ７. ８０４，Ｐ ＜ ０. ００１；ｔＣＯＬ Ⅲ ＝ ５６. ３５０，Ｐ ＜ ０. ００１）。 见

图 ３。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示：相较于对照组，实验组

ＦＮ１、α⁃ＳＭＡ、ＣＯＬ Ⅰ、ＣＯＬ Ⅲ蛋白表达量显著下降，
差异有统计学意义（ ｔＦＮ１ ＝ ２. ８３７，Ｐ ＜ ０. ０５； ｔα⁃ＳＭＡ ＝
３. ９３４，Ｐ ＜ ０. ０５； ｔＣＯＬ Ⅰ ＝ ５. ８５５，Ｐ ＜ ０. ０１； ｔＣＯＬ Ⅲ ＝
３. ６５８，Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ４。
２． ４　 ＯＲＩ 对 ＨＫＦ 内 ＴＧＦ⁃β１ 诱导的相关 ｍＲＮＡ
和蛋白的影响 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果显示：相较于对照

组，模型组 ＨＫＦ 中 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３ 的

ｍＲＮＡ 表达水平显著升高；相较于模型组，ＴＧＦ⁃β１
＋ ＯＲＩ 组 ＨＫＦ 中 ＡＳＣ、 ＮＬＲＰ３、 Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ３ 的

ｍＲＮＡ 表达水平显著下降，差异有统计学意义（ＦＡＳＣ

＝ ２１１. ９０，Ｐ ＜ ０. ００１；ＦＮＬＲＰ３ ＝ １９９. ３０，Ｐ ＜ ０. ００１；
ＦＳｍａｄ２ ＝ ５４９. ００， Ｐ ＜ ０. ００１； ＦＳｍａｄ３ ＝ ５３１. ００， Ｐ ＜
０. ００１）。 见图 ５。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示：相较于对

照组，模型组 ＨＫＦ 中 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３、ｐ⁃
Ｓｍａｄ２、ｐ⁃Ｓｍａｄ３ 蛋白表达量显著升高；相较于模型

组， ＴＧＦ⁃β１ ＋ ＯＲＩ 组 ＨＫＦ 中 ＡＳＣ、ＮＬＲＰ３、Ｓｍａｄ２、
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图 ２　 ＯＲＩ对 ＨＫＦ 迁移、侵袭能力的影响

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＯＲＩ ｏｎ ＨＫＦ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ
　 　 Ａ：Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｆｔｅｒ ２４ ｈｏｕｒｓ ｉｎ ａ ｃｅｌｌ ｓｃｒａｔｃｈ ａｓｓａｙ × １００；Ｂ：Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ２４ ｈｏｕｒｓ，ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｃｒｙｓｔａｌ ｖｉｏｌｅｔ × １００；ａ：ｃｏｎ⁃

ｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ：ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ；∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

图 ３　 ＯＲＩ对 ＨＫＦ 细胞外基质形成相关 ｍＲＮＡ 表达水平的影响

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＯＲＩ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｅｄ
ｔｏ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ＨＫＦ ｃｅｌｌｓ

∗∗∗Ｐ ＜ ０． ００１ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｓｍａｄ３、ｐ⁃Ｓｍａｄ２、ｐ⁃Ｓｍａｄ３ 蛋白表达量显著下降，差
异有统计学意义（ＦＡＳＣ ＝ ２０. ７０，Ｐ ＜ ０. ０５；ＦＮＬＲＰ３ ＝
４０. ６８，Ｐ ＜ ０. ００１；ＦＳｍａｄ２ ＝ ３２. ９０，Ｐ ＜ ０. ００１；ＦＳｍａｄ３ ＝
３４. ８９，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆｐ⁃Ｓｍａｄ２ ＝ ２８. ８５，Ｐ ＜ ０. ０１；Ｆｐ⁃Ｓｍａｄ３ ＝
３８. ２５，Ｐ ＜ ０. ００１）。 见图 ６。

３　 讨论

　 　 目前，瘢痕疙瘩的治疗方法包括手术、药物、放
疗、激光及压迫等多种方式，且常采用联合疗法，然
而复发率高，临床治疗难度大［８］。 瘢痕成纤维细胞

在伤口的愈合过程中扮演关键角色，其过度增殖和

凋亡延迟引发细胞外基质过量积累，导致创伤愈合

异常，形成病理性瘢痕。 研究［９］ 表明 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ
信号通路对瘢痕疙瘩的形成具有关键影响。 ＴＧＦ⁃
β１ 与其Ⅱ型受体 （ＴβＲ⁃Ⅱ） 结合，活化 ＴβＲ⁃Ｉ，激活

Ｓｍａｄ 信号通路，调控胶原 α⁃ＳＭＡ 及 ＦＮ１ 等蛋白合

成，并影响成纤维细胞增殖、分化以及细胞外基质的

沉积，此过程对瘢痕疙瘩的形成至关重要［１０］。 ＯＲＩ
能降低 ＴＧＦ⁃β１ 诱导下 Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ４ 以及

ＰＡＩ⁃Ｉ 蛋白水平，并减少了 Ｓｍａｄ２ 和 Ｓｍａｄ３ 的磷酸

化水平，由此阻断 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路，抑制结

肠癌细胞的增殖［１１］。 ＯＲＩ 可以降低乙醇促进的细

胞因子 ＴＮＦ⁃α、ＴＧＦ⁃β１、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６ 的释放，改善

肝脏的局灶性坏死和炎症细胞浸润，有效减轻饮酒
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图 ４　 ＯＲＩ对 ＨＫＦ 细胞外基质形成相关蛋白表达水平的影响

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＯＲＩ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ＨＫＦ ｃｅｌｌｓ

ａ：ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；ｂ：ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

图 ５　 ＯＲＩ对 ＨＫＦ 内 ＴＧＦ⁃β１ 诱导的相关 ｍＲＮＡ 表达水平的影响

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＯＲＩ ｏｎ ＴＧＦ⁃β１⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＨＫＦ

　 　 ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ．

对肝脏的炎症损伤［１２］。 既往已有大量研究表明从

药用植物中提取的成分能有效抑制瘢痕疙瘩成纤维

细胞。 该研究结果显示，经 ＯＲＩ 处理的 ＨＫＦ，细胞

外基质形成相关 ＦＮ１、α⁃ＳＭＡ、ＣＯＬ Ⅰ和 ＣＯＬ Ⅲ
ｍＲＮＡ 以及蛋白的表达量显著下降，表明 ＯＲＩ 能够

限制瘢痕疙瘩细胞外基质的积累，促进已存在细胞

外基质组分的降解，并且抑制胶原合成，刺激胶原的

降解。 该研究表明以往已知的研究结论，ＴＧＦ⁃β１ 能

够诱导瘢痕疙瘩中的 Ｓｍａｄ２ 和 Ｓｍａｄ３ 表达及磷酸

化，并且显示经 ＯＲＩ 处理的 ＨＫＦ，ＴＧＦ⁃β１ 诱导的

Ｓｍａｄ２ 和 Ｓｍａｄ３ ｍＲＮＡ 以及蛋白质表达水平显著下

降，Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３ 蛋白的磷酸化水平受到抑制，提示

ＯＲＩ 可能通过阻断 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号传导通路来

削弱 ＨＫＦ 的生物活性，从而发挥抑制瘢痕疙瘩形成

的作用。
　 　 有研究［１３］表明在瘢痕疙瘩样本的成纤维细胞

中观察到，ＮＬＲＰ３ 炎症小体被激活的现象，这提示

瘢痕疙瘩作为一种由慢性真皮炎症所触发的过度纤

维化疾病，ＮＬＲＰ３ 炎性小体在其形成与进展中存在

着作用。 ＯＲＩ 能够通过靶向 ＮＬＲＰ３ 来发挥其抗炎

活性，当 ＯＲＩ 与 Ｃｙｓ２７９ 形成共价键时，它可以阻止

ＮＬＲＰ３ 与 ＮＥＫ７ 之间的相互作用以及随后的 ＮＬ⁃
ＲＰ３ 炎症小体组装和激活过程，从而有效地抑制了

由 ＮＬＲＰ３ 驱动的相关疾病［５］。 ＯＲＩ 还显著减少了

ＩＬ⁃４ 所诱导的 ＮＬＲＰ３ 炎症小体相关蛋白的表达，用
于缓解哮喘［１４］。 ＯＲＩ 通过抑制 ＮＬＲＰ３ 及其相关的

信号通路，可以减少炎症介质 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的释放

以及随后的 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号传导，从而减轻心肌

纤维化进程 ［１５］。 该研究模型组中 ＴＧＦ⁃β１ 可增加

ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ 的 ｍＲＮＡ 以及蛋白水平的表达，而 ＯＲＩ
能够显著抑制由 ＴＧＦ⁃β１ 所诱导的 ＮＬＲＰ３ 和 ＡＳＣ
ｍＲＮＡ 及蛋白表达的上调，提示 ＯＲＩ 对 ＨＫＦ 的作用

机制可能与调控 ＮＬＲＰ３ 炎症小体的活性有关联，抑
制 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号转导通路可以抑制 ＮＬＲＰ３ 炎

症小体的激活，从而发挥抗瘢痕作用，表明 ＮＬＲＰ３
炎症小体与 ＴＧＦ⁃β 之间存在互相影响、相互作用的

关系。
　 　 该研究探讨并确认了 ＯＲＩ 对 ＨＫＦ 多种关键生

物学行为的影响，包括细胞增殖、迁移、侵袭以及细

胞外基质的生成与积累。 在此基础上进一步揭示了

ＯＲＩ 可能通过干预 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号传导的经典
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图 ６　 ＯＲＩ对 ＨＫＦ 内 ＴＧＦ⁃β１ 诱导的相关蛋白表达水平的影响

Ｆｉｇ． ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＯＲＩ ｏｎ ＴＧＦ⁃β１⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＨＫＦ
　 　 ａ： ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ＴＧＦ⁃β１ ＋ ＯＲＩ ｇｒｏｕｐ； ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ．

途径来实现其调控作用。 此外，该研究还初步探讨

了 ＮＬＲＰ３ 炎症小体在瘢痕疙瘩发病机制中的潜在

角色，为 ＯＲＩ 从多个层面抑制瘢痕疙瘩提供了理论

依据。 但该实验研究存在一定局限性，瘢痕疙瘩是

人体特有的病理现象，瘢痕疙瘩来源的成纤维细胞

体外培养与在体时的生物学行为具有一定差异，这
与其复杂的相关生物学因素及其细胞因子有关，未
来对 ＯＲＩ 在瘢痕疙瘩发病机制中的调控作用仍需

进一步研究。
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［１４］ Ｗａｎｇ Ｗ， Ｍｉｎｇ Ｄ． Ｏｒｉｄｏｎｉｎ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ＮＬＲＰ３ ｉｎ⁃
ｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ＩＬ⁃４⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｈｕｍａｎ ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ｅｐｉｔｈｅ⁃
ｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ａｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｐｅｄｉａｔｒｉｃ ａｓｔｈｍａ ｍｏｄｅｌ［ Ｊ］ ． Ａｄｖ Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ
Ｍｅｄ， ２０２４， ３３（２）： １６３ － ７０． ｄｏｉ：１０． １７２１９ ／ ａｃｅｍ ／ １６６２５３．

［１５］ Ｇａｎｄｈｉ Ｔ， Ｐａｔｅｌ Ａ， Ｇｕｐｔａ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎｇ Ｇｌｉｂｅｎｃｌａｍｉｄｅ
ｉｎ ｃａｒｄｉａｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＴＧＦ⁃β１⁃ｐＳｍａｄ２ ／ ３⁃ＮＬＲＰ３ ｃａｓｃａｄｅ
［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２０２３， ４７８（１０）： ２２８１ － ９５． ｄｏｉ：１０．
１００７ ／ ｓ１１０１０ － ０２３ － ０４６５９ － ６．

Ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｏｒｉｄｏｎｉｎ ｏｎ ｍａｌｉｇｎａｎｔ
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ｋｅｌｏｉｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

Ｓｏｎｇ Ｃａｉｙｉｎｇ，Ｇａｏ Ｘｉａｎｇ，Ｚｈｕ Ｑｉｕｘｕａｎ，Ｃｈｅｎｇ Ｓｈｅｎｇｒｏｎｇ，Ｃｈｅｎ Ｗｅｎｄｏｎｇ，Ｚｈｕ Ｆｅｉ
（Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｐｌａｓｔｉｃ Ｓｕｒｇｅｒｙ， Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００２２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｏｒｉｄｏｎｉｎ （ＯＲＩ） ｏｎ ｈｕｍａｎ ｋｅｌｏｉｄ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｉ⁃
ｂｒｏｂｌａｓｔｓ （ＨＫＦ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＯＲＩ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＨＫＦ ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＣＣＫ⁃
８ ａｓｓａｙ． Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃｅｌｌ ｓｃｒａｔｃｈ ａｎｄ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ
ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｃａｐａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ＨＫＦ． Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ （ＲＴ⁃ｑＰＣＲ） ａｎｄ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ＯＲＩ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｆｉ⁃
ｂｒｏｎｅｃｔｉｎ １ （ＦＮ１）， α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ （α⁃ＳＭＡ）， ｔｙｐｅ Ｉ ｃｏｌｌａｇｅｎ （ ＣＯＬ Ｉ ）， ａｎｄ ＣＯＬ Ⅲ ｉｎ ＨＫＦ． Ｔｈｅ ｅｘ⁃
ｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ａｌｓｏ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ， ｍｏｄｅｌ， ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ （ＴＧＦ）⁃β１ ＋ ＯＲＩ ｇｒｏｕｐｓ． ＲＴ⁃ｑＰＣＲ
ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｕｔｉｌｉｚｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＯＲＩ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｎｕ⁃
ｃｌｅｏｔｉｄｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ （ＮＬＲＰ３）， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｐｅｃｋ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａ ＣＡＲＤ （ＡＳＣ）， Ｓｍａｄ２， Ｓｍａｄ３， ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ Ｓｍａｄ２ （ｐ⁃Ｓｍａｄ２）， ａｎｄ ｐ⁃Ｓｍａｄ３ ｉｎ ＨＫＦ． Ｒｅｓｕｌｔｓ
　 ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＨＫＦ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａ⁃
ｔｉｏｎｓ ｏｆ ＯＲＩ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉ⁃
ｇｒａｔｉｏｎ ａｒｅａ ａｔ ２４ ｈｏｕｒｓ ａｎｄ ａ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｃｅｌｌｓ． Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ， ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｏｗｎ⁃
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＦＮ１， α⁃ＳＭＡ， ＣＯＬ Ｉ， ａｎｄ ＣＯＬ Ⅲ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｉｎ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＬＲＰ３， ＡＳＣ， Ｓｍａｄ２， Ｓｍａｄ３，
ｐ⁃Ｓｍａｄ２， ａｎｄ ｐ⁃Ｓｍａｄ３ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ＴＧＦ⁃β１ ＋ ＯＲＩ ｇｒｏｕｐ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉ⁃
ｃａｎｔ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＬＲＰ３， ＡＳＣ， Ｓｍａｄ２， Ｓｍａｄ３， ｐ⁃Ｓｍａｄ２， ａｎｄ ｐ⁃Ｓｍａｄ３ （Ｐ ＜ ０. ０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＯＲＩ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓ ｏｆ ＨＫＦ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ， ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｂｌｏｃｋａｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｔｈｅ ＮＬＲＰ３⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｎ⁃
ｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｏｒｉｄｏｎｉｎ； ｈｕｍａｎ ｋｅｌｏｉｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ； ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ；ＮＬＲＰ３；ＴＧＦ⁃β１；Ｓｍａｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍｓ　 Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （Ｎｏ． ３０９７３１２４）； Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏ⁃
ｊｅｃｔ ｉｎ Ｈｉｇｈｅｒ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （Ｎｏ． ＫＪ２０１４Ａ１０８）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ　 Ｚｈｕ Ｆｅｉ ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｈｆｚｆｚｘ＠ １６３． ｃｏｍ
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