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Smurf1对增生性瘢痕纤维化形成的影响及分子机制 *

王 璇 1 李学拥 1 李 靖 1 吕卓敏 1 何 林 2 芦希艳 3△

（1空军军医大学第二附属医院整形烧伤科 陕西西安 710038；

2西安交通大学第一附属医院整形美容颌面外科 陕西西安 710061；

3空军军医大学第二附属医院门诊部 陕西西安 710100）

摘要 目的：探究 Smurf1对增生性瘢痕形成中纤维化进程的影响及分子机制。方法：收集 2021年 6月至 2022年 6月空军军医大

学第二附属医院烧伤整形科行增生性瘢痕切除手术患者的瘢痕组织及正常皮肤标本各 12例，采用 HE和Masson染色进行病理

学检查。取增生性瘢痕组织无菌处理后，采取组织块法分离培养获取人增生性瘢痕成纤维细胞（HSF）。将 HSF细胞按照实验方案

分组，（1）Smurf1过表达分组：对照 1组（Con-1组），空载体组（Vector组）和 Smurf1过表达组（OE-Smurf1组）；（2）Smurf1干扰表

达分组：对照 2组（Con-2组），阴性组（si-NC组），Smurf1干扰表达组（si-Smurf1组）。再分别将 pcDNA3.1空质粒、pcDNA3.

1+Smurf1 质粒、si-NC 和 si-Smurf1 转染至 Vector 组、OE-Smurf1 组、si-NC 组和 si-Smurf1 组 HSF 细胞。通过 qRT-PCR 检测

Smurf1表达水平，Western blot检测蛋白表达水平，CCK-8检测细胞增殖水平，流式细胞术检测细胞凋亡水平，Transwell实验检测

细胞侵袭水平，细胞划痕实验检测细胞迁移水平。结果：HE染色和Masson染色结果显示，与正常皮肤组织相比，增生性瘢痕组织

的真皮层厚度显著增加，真皮层中存在大量被染成蓝色的胶原纤维，排列紊乱且致密。与正常皮肤组织相比，增生性瘢痕组织中

TGF-茁1、琢-SMA、COL1、COL3、T茁R-I、p-Smad3和 Smad7的蛋白表达水平均升高（P<0.05），Smurf1表达水平降低（P<0.05）。与
Con-1或 Vector组比较，OE-Smurf1组 HSF细胞中 TGF-茁1、琢-SMA、COL1、COL3、T茁R-I、p-Smad3和 Smad7蛋白的表达水平均

降低（P<0.05），HSF细胞增殖、侵袭和迁移水平降低（P<0.05），凋亡水平升高（P<0.05）。与 Con-2组或 si-NC组比较，si-Smurf1组

HSF细胞中 TGF-茁1、琢-SMA、COL1、COL3、T茁R-I、p-Smad3和 Smad7蛋白的表达水平均升高（P<0.05），HSF细胞增殖、侵袭和迁
移水平升高（P<0.05），凋亡水平降低（P<0.05）。结论：Smurf1可能通过抑制 TGF-茁1/Smad通路，进而抑制增生性瘢痕的纤维化
进程。
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Effect of Smurf1 on Fibrosis Formation in Hypertrophic Scar
and its Molecular Mechanism*

To explore the effect of Smurf1 on fibrosis process in hypertrophic scar formation and its molecular

mechanism. Hypertrophic scar tissue and normal skin tissue samples of 12 patients who underwent hyperplastic scar resection

in the department of burn and plastic surgery of the Second Affiliated Hospital of Air Force Medical University from June 2021 to June

2022 were collected. And the pathological examination was performed by HE and Masson staining. After sterile treatment of

hypertrophic scar tissue, human hypertrophic scar fibroblasts (HSF) were isolated and cultured by tissue block method. HSF cells were

divided into some groups according to the experimental scheme, (1) Smurf1 overexpression treatment group, control group 1 (Con-1

group), empty vector group (Vector group) and Smurf1 overexpression group (OE-Smurf1 group), (2) Smurf1 interference expression

treatment group, control group 2 (Con-2 group), negative group (si-NC group) and Smurf1 interference expression group (si-Smurf1

group). Then pcDNA3.1 empty plasmid, pcDNA3.1+Smurf1 plasmid, si-NC and si-Smurf1 were transfected into HSF cells in Vector

group, OE-Smurf1 group, si-NC group and si-Smurf1 group, respectively. Smurf1 mRNA expression level was detected by qRT-PCR.

Protein expression level was detected by Western blot. Cell proliferation level was detected by CCK-8. Cell apoptosis level was detected

*基金项目：陕西省重点研发计划项目（2023-YBSF-179）

作者简介：王璇（1983-），主治医师，研究方向：瘢痕、美容整形，E-mail: AirWangX83@163.com

△ 通讯作者：芦希艳，E-mail: 2045875985@163.com

（收稿日期：2023-11-20 接受日期：2023-12-15）

849窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.24 NO.5 MAR.2024

前言

伤口愈合是人类一生中反复发生的最常见的事件之一。然

而，这是一个复杂的过程，包括止血、炎症、增殖、再上皮化和重

塑五个阶段[1]。组织成熟是重塑阶段的标志，这个阶段包括新生

血管的退化和伴随的细胞外基质（Extracellular matrix，ECM）的

重建，产生有组织的胶原纤维，这是正常疤痕的基础。在该过程

中出现任何生物程序异常都可能导致从无法愈合的伤口到过

度瘢痕的生成，包括增生性瘢痕（Hypertrophic scar，HS）和瘢痕

疙瘩[2]。过度瘢痕的特征是由成纤维细胞的异常增殖，引发过度

纤维化，以及分化引起的 ECM的无序和冗余沉积。增生性瘢痕

可能会导致严重的瘙痒、压痛、疼痛、睡眠障碍、焦虑、抑郁和日

常活动中断[3]。

研究表明，TGF-茁1/Smads信号通路在纤维化进程中处于
异常活化状态，在肺纤维化[4]、心肌纤维化[5]、肝纤维化[6]以及增

生性瘢痕纤维化[7]活动中均扮演促进增强角色。目前 TGF-茁1
已被认为是最强的促纤维化效应分子，而 Smads蛋白是 TGF-

茁1在胞内实现将信号传导至细胞核的关键底物[8]。Smad泛素

化调节因子（Smad ubiquitination regulatory factors，Smurfs）属于

E3泛素连接酶，包含 Smurf1和 Smurf2两类，通过对 Smad类

蛋白水平的调节，进而正向或负向调控 TGF-茁1信号通路的传
导[9]。李丽等[10]发现 Smurf1在肝纤维化大鼠体内表达水平与纤

维化进程成负相关性，表示 Smurf1对肝纤维化进程起负调控

作用；而周嘉俊等[11]的研究发现，Smurf1在大鼠纤维化的移植

肾中高表达，通过抑制 Smurf1的表达可以抑制移植肾间质纤

维化进程。因此，Smurf1的泛素化降解蛋白的作用，对于不同

的目标或者不同的生理情况下，其所发挥的生物学作用是否存

在差异？本研究旨在探究 Smurf1对增生性瘢痕形成中纤维化

进程的影响及分子机制，以期为临床上治疗增生性瘢痕提供新

的切入点。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验试剂 LipofectamineTM 2000试剂盒购自美国 Invit-

rogen公司（货号 11668030）。苏木素伊红（HE）染色试剂盒（货

号 G1120）、改良 Masson三色染色试剂盒（货号 G1346）、动物

组织 /细胞总蛋白提取试剂盒（货号 BC3790）和 BCA蛋白浓

度测定试剂盒（货号 PC0020）均购自北京索莱宝科技有限公

司。pcDNA3.1+Smurf1质粒、si-NC和 si-Smurf1均委托上海吉

玛制药技术有限公司设计合成。RT- 反转录试剂盒（货号

RR036A） 和 SYBR 誖 Premix Ex TaqTM II 试剂盒 （货号

RR820A）均购自日本 TAKARA公司。Annexin V-FITC细胞凋

亡检测试剂盒（C1062M）购自上海碧云天生物技术有限公司。

1.1.2 临床样本收集 收集 2021年 6月至 2022年 6月间空

军军医大学第二附属医院烧伤整形科行增生性瘢痕切除手术

患者的瘢痕组织及正常皮肤标本各 12例，标本的获取流程均

已取得患者同意，并通过空军军医大学第二附属医院伦理委员

会的批准。标本纳入标准：① 临床确诊为增生性瘢痕，并同意接

受切除手术；② 瘢痕外观正常，突出高于正常皮肤平面，而且病

变未超出损伤范围；③ 病程 3～6个月，且瘢痕处未使用抗瘢痕

药物或其他方式治疗。排除标准：① 排除瘢痕疙瘩；② 患有全身

器质性疾病；③ 瘢痕处有其他感染病灶。

1.2 方法

1.2.1 人增生性瘢痕成纤维细胞（HSF）分离培养与鉴定 取

部分增生性瘢痕组织无菌处理后，参考文献[12]所述方法采取组

织块法分离培养获取人增生性瘢痕成纤维细胞（Hypertrophic

scar fibroblasts，HSF）。无菌超净工作台中，采用含 1%青霉素和

链霉素的无菌 PBS溶液多次冲洗增生性瘢痕组织，去除血污，

并分离保留白色真皮组织。将组织剪成长宽各为约 3 mm大小

的组织块，加入胰蛋白酶消化处理 4 h，然后将组织块转接至细

胞培养皿，加入含 10%胎牛血清的 DMEM培养液，于 37℃和

5% CO2的细胞培养箱中培养 1周。更换新鲜培养液，然后每

3 d更换一次培养液，待贴壁细胞密度到 80%～90%，加入胰酶

消化后，以 1:3传代培养。取第 3～5代细胞，采用免疫荧光染

色法检测波形蛋白表达情况以鉴定 HSF细胞。后续实验均取

第 3～5代处于对数生长期的细胞进行实验。

1.2.2 细胞分组和转染处理 将已鉴定的 HSF细胞分组如

下：① Smurf1 过表达分组：对照 1 组（Con-1 组），空载体组

by flow cytometry. Cell invasion level was detected by Transwell assay and cell migration level was detected by cell scratch assay.

The results of HE staining and Masson staining showed that compared with normal skin tissue, the dermis thickness of

hypertrophic scar tissue increased significantly, and there were a large number of blue-dyed collagen fibers in the dermis, which were

disordered and dense. Compared with normal skin tissue, the protein expression levels of TGF-茁1, 琢-SMA, COL1, COL3, T茁R-I,
p-Smad3 and Smad7 in hypertrophic scar tissue were increased (P<0.05), while the expression level of Smurf1 was decreased (P<0.05).
Compared with Con-1 or Vector groups, the expression levels of TGF-茁1, 琢-SMA, COL1, COL3, T茁R-I, p-Smad3 and Smad7 proteins

in HSF cells of OE-Smurf1 group were decreased (P<0.05), and the proliferation, invasion and migration levels of HSF cells were

decreased (P<0.05), the apoptosis level was increased (P<0.05). Compared with Con-2 group or si-NC group, the expression levels of

TGF-茁1, 琢-SMA, COL1, COL3, T茁R-I, p-Smad3 and Smad7 proteins in HSF cells of si-Smurf1 group were increased (P<0.05), and the
proliferation, invasion and migration levels of HSF cells were increased (P<0.05), the apoptosis level was decreased (P<0.05).

Smurf1 may inhibit the fibrotic process of hypertrophic scars by inhibiting TGF-茁1/Smad pathway.
Hypertrophic scar; Fibrosis; Hypertrophic scar fibroblasts (HSF); TGF-茁1/Smad pathway; Proliferation; Invasion;

Migration
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（Vector组）和 Smurf1过表达组（OE-Smurf1组）；② Smurf1干

扰表达分组：对照 2组（Con-2 组），阴性组（si-NC组），Smurf1

干扰表达组（si-Smurf1组）。取第 3～5代处于对数生长期的

HSF细胞，严格按照 LipofectamineTM 2000试剂盒的说明书方

法，分别将 pcDNA3.1空质粒、pcDNA3.1+Smurf1质粒、si-NC

和 si-Smurf1 转染至 Vector 组、OE-Smurf1 组、si-NC 组和

si-Smurf1组 HSF细胞，Con-1组和 Con-2组 HSF细胞均不做

转染处理。各组细胞转染完成后，继续培养，48 h后收集细胞，

采用 qRT-PCR鉴定转染效率，以及后续实验。

1.2.3 苏木精 -伊红（HE）染色检测 取部分增生性瘢痕组织，

加入 4%的多聚甲醛室温固定处理 24 h，双蒸水冲洗组织块 3

次，然后乙醇浓度梯度（50%、75%、85%、95%和 100%）依次脱

水处理，然后透明再石蜡包埋，切成 4 滋m的切片备用。按照
HE染色试剂盒所述操作步骤，对切片进行脱蜡至水，乙醇不同

浓度梯度处理，然后滴加苏木素染色 5 min，双蒸水流水冲洗，

滴加伊红染色 2 min，冲洗至清水后，再经过乙醇不同浓度梯度

处理以及二甲苯透明处理，晾干后采用中性树胶封片，于光学

显微镜下观察和拍照记录。

1.2.4 Masson三色染色检测 取已制备好的切片，常规脱蜡

和水化，按照改良Masson三色染色试剂盒所述操作步骤，加入

媒染液浸没切片，室温下过夜处理，切片经双蒸水流水冲洗，滴

加天青石蓝染液处理 3 min，水洗后滴加Mayer苏木素染液处

理 3 min，水洗切片后滴加酸性分化液处理 10 s，然后分别依次

滴加丽春红品红染液和磷钼酸溶液各处理 10 min，去除染液后

再滴加苯胺蓝染液处理 5 min，然后滴加弱酸溶液清洗苯胺蓝

后，再经过 95%和无水乙醇各脱水 1次处理，二甲苯透明处理

后，采用中性树胶封片，于光学显微镜下观察和拍照记录。

1.2.5 qRT-PCR检测 Smurf1表达水平 转染后各组细胞继续

培养，48 h后收集细胞，采用 TRIzol法提取细胞总 RNA，按照

TAKARA的 RT-反转录试剂盒所述操作步骤，以总 RNA为模

板获取 cDNA。按照 SYBR 誖 Premix Ex TaqTM II试剂盒所述操

作步骤，以 cDNA为模板进行 PCR反应，采用 25 滋L反应体
系，程序为：95℃预变性 40 s；95℃变性 5 s，60℃退火 40 s，40

个循环；72℃延伸 10 min，4℃保存，采用 2-△ △ Ct法计算 Smurf1

相对表达量，以 GAPDH作为内参基因。Smurf1，上游引物

5'-CACTCCGCCAGTGCTTTCAGTA-3'，下游引物 5'-AATTC-

GATCTGGTGGCAGACTC-3'。

1.2.6 Western blot检测蛋白表达水平 取部分增生性瘢痕组

织，以及收集的各组细胞，经过 RIPA裂解液处理后，按照动物

组织 /细胞总蛋白提取试剂盒提取总蛋白，然后 BCA法进行

蛋白定量。经过 SDS-PAGE电泳分离蛋白条带后，依次经过转

膜和 5%脱脂牛奶封闭处理后，再分别加入对应反应的一抗

Smurf1（1:1000）、TGF-茁1（1:500），琢-SMA（1:1000），COL1（1:

1000）、COL3（1:1000）、T茁R-I（1:2000）、p-Smad3（1:1000）和
Smad7（1:1000），4℃过夜孵育处理，TBST洗膜后，加入辣根过

氧化物酶标记的山羊抗兔的二抗（1:3000），室温孵育 2 h，TB-

ST洗膜后，加入 ECL发光液然后曝光凝胶成像和拍照，采用

Image J分析蛋白条带相对表达量，以 GAPDH作为内参蛋白。

1.2.7 CCK-8检测细胞增殖水平 各组细胞转染完成后，加入

培养基稀释调整细胞密度为 105个 /mL，按照每孔 100 滋L的量

接种至 96孔板，每组 10个重复，于 37℃和 5% CO2的细胞培

养箱中过夜培养，然后每孔加入 100 滋L浓度为 10%的 CCK-8

工作液，继续培养 2 h后采用酶标仪检测 450 nm处吸光度。各

组细胞分别在转接后 0 h、24 h、48 h、72 h和 96 h取样检测，根

据结果绘制细胞增值曲线。

1.2.8 流式细胞术检测细胞凋亡水平 转染后各组细胞继续

培养，48 h后收集细胞，加入 0.25%的胰蛋白酶消化处理后，再

加入 195 滋L的 Annexin V-FITC结合液重悬细胞，再依次加入

5 滋L的 Annexin V-FITC和 10 滋L的 PI溶液轻柔混匀，于室温

下避光孵育 15 min，然后流式细胞仪上机检测各组细胞凋亡率。

1.2.9 Transwell实验检测细胞侵袭水平 取 1倍体积融化后

的Matrigel胶与 9倍体积的 DMEM培养基（不含血清）充分混

合稀释，然后取 100 滋L铺于 Transwell小室的上室，37℃环境

下凝固待用。转染后各组细胞继续培养，48 h后收集细胞，加入

0.25%的胰蛋白酶消化处理后，采用不含血清的 DMEM培养基

重悬细胞，调整密度约为 2伊105个 /mL。每个 Transwell上室加

入 100 滋L细胞液，每个下室加入 500 滋L的 DMEM培养基（含

10%胎牛血清），细胞培养箱中培养 48 h。然后 4%多聚甲醛固

定下室，PBS洗涤后再结晶紫染色处理 30 min，PBS洗涤后自

然晾干，于光学显微镜下观察和拍照记录，采用 Image J软件对

侵袭细胞数量进行统计。

1.2.10 细胞划痕实验检测细胞迁移水平 收集转染后各组处

于对数生长期的细胞，采用胰蛋白酶消化后，转接至 6孔板于

细胞培养箱中培养 48 h。待镜下观察细胞密度达 100%时，于无

菌超净工作台中，采用 200 滋L的枪头垂直于培养基平面由上
而下快速划出划痕。加入灭菌处理的 PBS溶液洗涤 1次，处理

脱落的细胞，然后每孔加入等量的 DMEM培养基（含 2%胎牛

血清），然后转移至细胞培养箱中继续培养，分别于 0 h和 24 h

这两个时间点于光学显微镜下观察和拍照记录，采用 Image J

软件分析细胞迁移相对宽度。

1.3 统计学分析

本研究所有实验均独立重复 5次，所有数据均以平均值依
标准差表示，采用 GraphPad Prism 8.0软件进行统计学分析。采

用 t检验进行两组间比较，单因素方差分析进行多组间比较。
P<0.05表示为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 增生性瘢痕组织病理学染色检查

HE染色结果显示，正常皮肤组织中表皮层和真皮层排列

整齐，真皮层内乳头状真皮层和网状真皮层之间显示出清晰的

边界，且成纤维细胞较少；增生性瘢痕组织其真皮层厚度显著

增加，乳头层和网状层之间的边界因瘢痕组织的替换而消失，

且真皮层内胶原纤维增加、排列紊乱。Masson染色结果显示，

与正常皮肤组织相比，增生性瘢痕组织的真皮层厚度显著增

加，真皮层中存在大量被染成蓝色的胶原纤维，且相互交织，排

列紊乱且致密。见图 1。

2.2 增生性瘢痕组织中纤维化标志物的表达水平变化

与正常皮肤组织相比，增生性瘢痕组织中 TGF-茁1、琢-SMA、

COL1和 COL3的蛋白表达水平均升高（P<0.05）。见图 2。
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图 2正常皮肤组织和增生性瘢痕组织中纤维化标志物表达水平变化

Fig. 2 Changes in the expression levels of fibrosis markers in normal skin tissue and hypertrophic scar tissue

Note: Compared with normal skin tissue, *P<0.05, **P<0.01.

图 1正常皮肤组织和增生性瘢痕组织 HE和Masson染色检查

Fig. 1 Normal skin tissue and hypertrophic scar tissue were examined by HE and Masson staining

Note: A and B: Normal skin tissue and hypertrophic scar tissue were examined by HE staining;

C and D: Normal skin tissue and hypertrophic scar tissue were examined by Masson staining.

2.3 增生性瘢痕组织中 Smurf1和 TGF-茁1/Smads信号通路相
关蛋白表达水平变化

与正常皮肤组织相比，增生性瘢痕组织中 Smurf1表达水

平降低（P<0.05），T茁R-I、p-Smad3和 Smad7的蛋白表达水平均

升高（P<0.05）。见图 3。

2.4 Smurf1 过表达和干扰表达后 HSF细胞中 Smurf1 表达效

率检测

免疫荧光检测结果显示，细胞均呈不规则形态或长梭形，

细胞核染色显示蓝色，细胞质因波形蛋白染色显示绿色，上述

结果表明分离培养的细胞为人增生性瘢痕成纤维细胞（HSF）。

与 Con-1 组或 Vector 组比较，OE-Smurf1 组 HSF 细胞中

Smurf1 的 mRNA 和蛋白的表达水平均升高（P<0.001）；与
Con-2组或 si-NC组比较，si-Smurf1组 HSF细胞中 Smurf1 的

mRNA和蛋白的表达水平均降低（P<0.01）。见图 4。

2.5 Smurf1过表达和干扰表达对 HSF细胞中纤维化标志物表

达水平的影响

与 Con-1 或 Vector 组比较，OE-Smurf1 组 HSF 细胞中

TGF-茁1、琢-SMA、COL1和 COL3蛋白的表达水平均降低（P<0.
05）；与 Con-2 组或 si-NC 组比较，si-Smurf1 组 HSF 细胞中

TGF-茁1、琢-SMA、COL1和 COL3蛋白的表达水平均升高（P<0.
05）。见图 5和图 6。
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图 5 Smurf1过表达后 HSF细胞中纤维化标志物表达水平的变化

Fig. 5 Changes in the expression levels of fibrosis markers in HSF cells after Smurf1 overexpression

Note: Compared with Con-1 group and Vector group, *P<0.05, **P<0.01.

图 4 HSF细胞鉴定以及 Smurf1过表达和干扰表达转染效率检测

Fig. 4 HSF cell identification and transfection efficiency detection of Smurf1 overexpression and interference expression

Note: A: HSF cells was detected by Immunofluorescence staining; B and C: Smurf1 mRNA expression levels in HSF cells after Smurf1 overexpression

and interference expression; D-F: Smurf1 protein expression level in HSF cells after Smurf1 overexpression and interference expression.

Compared with Con-1 and Vector group, ***P<0.001; Compared with Con-2 group and si-NC group, ##P<0.01.

图 3正常皮肤组织和增生性瘢痕组织中 TGF-茁1/Smads信号通路蛋白表达水平变化
Fig. 3 Changes of protein expression levels of TGF-茁1/Smads signaling pathway and Smurf1 in normal skin tissue and hypertrophic scar tissue

Note: Compared with normal skin tissue, *P<0.05, **P<0.01.

853窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.24 NO.5 MAR.2024

图 7 Smurf1过表达后 HSF细胞增殖和凋亡水平的变化

Fig. 7 Changes of HSF cell proliferation and apoptosis after Smurf1 overexpression

Note: A: HSF cell proliferation level; B and C: Apoptosis levels of HSF cells. Compared with Con-1 group and Vector group, *P<0.05, **P<0.01.

图 6 Smurf1干扰表达后 HSF细胞中纤维化标志物表达水平的变化

Fig. 6 Changes in the expression levels of fibrosis markers in HSF cells after Smurf1 interference expression

Note: Compared with Con-2 group and si-NC group, *P<0.05, **P<0.01.

2.6 Smurf1过表达和干扰表达对 HSF细胞增殖和凋亡的影响

与 Con-1 或 Vector组比较，OE-Smurf1 组 HSF细胞增殖

水平降低（P<0.05），凋亡水平升高（P<0.05）；与 Con-2 组或

si-NC组比较，si-Smurf1组 HSF细胞增殖水平升高（P<0.05），
凋亡水平降低（P<0.05）。见图 7和图 8。

2.7 Smurf1过表达和干扰表达对 HSF细胞侵袭和迁移的影响

与 Con-1 或 Vector组比较，OE-Smurf1 组 HSF细胞侵袭

和迁移水平均降低（P<0.05）；与 Con-2组或 si-NC 组比较，

si-Smurf1组 HSF细胞侵袭和迁移水平均升高（P<0.05）。见图 9

和图 10。

2.8 Smurf1 过 表 达 和 干 扰 表 达 后 对 HSF 细 胞 中

TGF-茁1/Smads信号通路的影响
与 Con-1 或 Vector 组比较，OE-Smurf1 组 HSF 细胞中

T茁R-I、p-Smad3和 Smad7的蛋白表达水平均降低（P<0.05）；与
Con-2 组或 si-NC 组比较，si-Smurf1 组 HSF 细胞中 T茁R-I、

p-Smad3和 Smad7的蛋白表达水平均升高（P<0.05）。见图 11

和图 12。

3 讨论

创面愈合是机体皮肤组织正常生理表现，其过程包含止

血、炎症、增殖、再上皮化和重塑五个阶段[1]，其中任何一个阶段

失调均会造成增生性瘢痕（HS）的发生。增生性瘢痕通常发生

在严重烧伤或皮肤创伤后，实际上是一种皮肤伤口愈合的纤

维增殖性疾病，表现为肌成纤维细胞活性和胶原沉积。成纤维

细胞向肌成纤维细胞的反分化是瘢痕形成的关键过程，其特

征是 琢-平滑肌肌动蛋白阳性(琢-SMA+)成纤维细胞可以刺激

胶原合成，特别是 COL1和 COL3[13]。而 HS造成的审美破坏和

功能损害，常常会导致患者产生一系列生理或心理问题[14]。因

此，针对增生性瘢痕的发病机制研究是一个长期且急需解决的

科学问题。
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图 8 Smurf1干扰表达后 HSF细胞增殖和凋亡水平的变化

Fig. 8 Changes of HSF cell proliferation and apoptosis after Smurf1 interference expression

Note: A: HSF cell proliferation level; B and C: Apoptosis levels of HSF cells. Compared with Con-2 group and si-NC group, ##P<0.01.

图 9 Smurf1过表达后 HSF细胞侵袭和迁移水平的变化

Fig. 9 Changes of HSF cell invasion and migration after Smurf1 overexpression

Note: A: HSF cell invasion level; B and C: HSF cell migration level. Compared with Con-1 group and Vector group, **P<0.01.

增生性瘢痕实际上是成纤维细胞过度增殖，多种细胞外基

质合成和沉积导致组织纤维化而形成的，其中涉及最为主要的

是 TGF-茁1、COL1和 COL3这 3个蛋白的异常表达。众多研究

表明，TGF-茁1对细胞生长和胶原合成至关重要，TGF-茁1的表
达在瘢痕疙瘩成纤维细胞中显著升高[15]。此外，如细胞外基质

合成基因胶原 I、琢-SMA和基质金属蛋白酶等细胞因子，在瘢

痕或疙瘩的发病和复发过程中均存在异常表达，这些细胞因子

参与介导瘢痕疙瘩成纤维细胞中的一系列反应，包括成纤维细

胞生长、ECM的产生和积累、炎症浸润和基质重塑等[16，17]。因

此，减少相关细胞因子的产生或抑制其信号通路可能为瘢痕疙
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图 10 Smurf1干扰表达后 HSF细胞侵袭和迁移水平的变化

Fig. 10 Changes of HSF cell invasion and migration after Smurf1 interference expression

Note: A: HSF cell invasion level; B and C: HSF cell migration level. Compared with Con-2 group and si-NC group, #P<0.05.

瘩的治疗提供一种潜在的方法。黄玉成等[18]研究发现隐丹参酮

可以降低 HSF细胞中 TGF-茁1、琢-SMA、Col1和 Col3的表达水

平，并抑制 HSF细胞的增殖；Xiao 等[19]发现，过表达 miR-564

可以上调 TGF-茁1的表达水平，进而促进增生性瘢痕的形成。
本研究通过分析人增生性瘢痕组织和正常皮肤组织，结果发现

增生性瘢痕组织中 TGF-茁1、琢-SMA、COL1和 COL3均存在异

常高表达，该结果证明这几个细胞因子在增生性瘢痕纤维化进

程中起到积极促进作用。

TGF-茁1作为最强的促纤维化效应分子，其主要是通过
TGF-茁1/Smads信号通路发挥促纤维化作用[8]。TGF-茁1通过与
跨膜 TGF-茁型Ⅱ受体（TGF-茁 typeⅡ receptor，T茁R-Ⅱ）结合进
而激活 TGF-茁型Ⅰ受体（TGF-茁 type Ⅰ receptor，T茁R-I），被激
活的跨膜受体 T茁R-I与 Smad2/3结合并使其磷酸化，然后跨膜

受体 T茁R-I分离，磷酸化的 Smad2/3再与 Smad4共同形成三

聚体复合物入核调控生物过程[20]。而 Smad7可以竞争性结合活

化的 T茁R-I，并抑制 Smad2/3 的磷酸化，因此 Smad7 成为

TGF-茁1/Smads信号通路的负向调控因子[21]。Smad泛素化调节

因子 Smurf1和 Smurf2可以通过对 Smad7等 Smad类蛋白水

平的调节，进而正向或负向调控 TGF-茁1信号通路的传导[9]，但

Smurf1 对于 TGF-茁1/Smads信号通路的调控作用对于不同组
织或生理情况下存在差异。Li等[22]的研究发现，在小鼠胚胎中

Smurf1诱导 T茁R-I的蛋白酶体降解，从而拮抗 TGF-茁1/Smad
信号；黄洁玉等[23]研究显示，Smurf1在大鼠肺纤维化进程中无

明显作用，对 TGF-茁1/Smad信号通路无显著影响。本研究中，
人增生性瘢痕组织中 Smurf1 蛋白处于低水平，而 T茁R-I、
p-Smad3 和 Smad7 均高水平，表明增生性瘢痕组织中

图 11 Smurf1过表达后 HSF细胞中 TGF-茁1/Smads信号通路蛋白表达水平变化
Fig. 11 Changes of TGF-茁1/Smads signaling pathway protein expression in HSF cells after Smurf1 overexpression

Note: Compared with Con-1 group and Vector group, *P<0.05, **P<0.01.
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图 12 Smurf1干扰表达后 HSF细胞中 TGF-茁1/Smads信号通路蛋白表达水平变化
Fig. 12 Changes of TGF-茁1/Smads signaling pathway protein expression in HSF cells after Smurf1 interference expression

Note: Compared with Con-2 group and si-NC group, #P<0.05, ##P<0.01.

TGF-茁1/Smad通路被激活，Smurf1 的调控作用处于相对较弱
的地位，而 HE和Masson染色结果也显示增生性瘢痕组织纤

维化程度严重。我们通过分离培养获得 HSF细胞，对 Smurf1

采用过表达和干扰表达处理，分析 Smurf1 对纤维化和

TGF-茁1/Smad通路的调控作用。结果显示，过表达 Smurf1后，

HSF细胞中纤维化标志物 TGF-茁1、琢-SMA、COL1和 COL3的

表达水平均降低，HSF细胞的增殖、侵袭和凋亡水平均降低，而

凋亡水平升高，TGF-茁1/Smad通路相关蛋白 T茁R-I、p-Smad3和
Smad7的表达水平均降低；而当干扰 Smurf1表达水平后，HSF

细胞纤维化生物行为进一步增强，而 TGF-茁1/Smad通路相关
蛋白的表达水平也均增强。因此，Smurf1很有可能是通过抑制

TGF-茁1/Smad通路来抑制增生性瘢痕组织或 HSF细胞纤维化

进程。

另外，本研究发现人增生性瘢痕组织中 Smad7蛋白高表

达，我们推测可能是因为瘢痕组织中 Smurf1水平较低，导致只

能结合少部分的 Smad7与被激活的 T茁R-I形成复合体后共同
泛素化降解，从而导致 Smad7在组织内蓄积。总之，本研究结

果表明，Smurf1可能通过抑制 TGF-茁1/Smad通路，进而抑制增
生性瘢痕的纤维化进程。
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