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芍药苷通过调节YAP/TAZ-TGF-β1/Smad信号通路

抑制瘢痕疙瘩成纤维细胞的生物活性
陈俊超1  祁丽华2*

(1汉川市人民医院创面修复与整形烧伤科, 孝感 431600; 2汉川市人民医院药剂科, 孝感 431600)

摘要      该文旨在探讨芍药苷通过调节Yes相关蛋白(YAP)/PDZ结合基序转录共激活因子(TAZ)-
转化生长因子β1(TGF-β1)/Smad信号通路抑制瘢痕疙瘩成纤维细胞的生物活性。从人瘢痕疙瘩组织

中提取瘢痕疙瘩成纤维细胞, 并设置对照组, 芍药苷低(PL, 200 μmol/L)、中(PM, 400 μmol/L)、高浓度

(PH, 800 μmol/L)组以及空载体(pcDNA3.1)+芍药苷-H(PH, 800 μmol/L)组, YAP过表达载体(pcDNA3.1 
YAP)+芍药苷 -H(PH, 800 μmol/L)组。细胞存活、凋亡、迁移与侵袭分别用MTT、流式细胞仪以

及Transwell实验检测 ; TGF-β1 mRNA、胶原蛋白 III(COL III) mRNA、基质金属蛋白酶 -3(MMP-3) 
mRNA、Smad2 mRNA、Smad3 mRNA表达水平用qRT-PCR检测 ; TGF-β1、COL III、MMP-3、
Smad3、p-Smad2、p-Smad3、裂解半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 -3(Cleaved caspase-3)、增殖细胞核抗

原(PCNA)、YAP、TAZ蛋白表达水平用Western blot检测。免疫荧光检测p-Smad2和p-Smad3表达情

况。结果显示, 芍药苷可以减少p-Smad2和p-Smad3的荧光强度, 抑制瘢痕疙瘩成纤维细胞存活、侵

袭、迁移, 降低TGF-β1、COL III、MMP-3、Smad2、Smad3 mRNA和蛋白水平及p-Smad2、p-Smad3
蛋白表达水平, 诱导细胞凋亡; 芍药苷可抑制YAP、TAZ、PCNA蛋白表达, 促进Cleaved caspase-3表达, 
以上作用均以高剂量的芍药苷更佳。但过表达YAP逆转了芍药苷对瘢痕疙瘩形成的抑制。因此, 芍
药苷可抑制瘢痕疙瘩成纤维细胞的生物活性, 其机制可能与抑制YAP/TAZ-TGF-β1/Smad信号通路有

关。
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Paeoniflorin Inhibits the Bioactivity of Keloid Fibroblasts by Regulating 
the YAP/TAZ-TGF-β1/Smad Signaling Pathway

CHEN Junchao1, QI Lihua2*
(1Department of Wound Repair and Orthopedics, Hanchuan People’s Hospital, Xiaogan 431600, China; 
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Abstract       This study aims to investigate the inhibitory effect of paeoniflorin on bioactivity of keloid fibro-
blasts by regulating the YAP (Yes-associated protein)/TAZ (transcriptional coactivator with PDZ-binding motif)-
TGF-β1 (transforming growth factor β1)/Smad signaling pathway. Keloid fibroblasts were extracted from human 
scar tissue and grouped into Con group, low (PL, 200 μmol/L), medium (PM, 400 μmol/L), high concentration (PH, 
800 μmol/L) groups, empty vector (pcDNA3.1)+PH (PH, 800 μmol/L) group, and YAP overexpression vector (pcD-
NA3.1 YAP)+PH (PH, 800 μmol/L) group. Cell survival, apoptosis, migration, and invasion were detected using 
MTT, flow cytometry, and Transwell assay, respectively; the expression of TGF-β1, COL III (collagen III) mRNA, 
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MMP-3 (matrix metalloproteinase-3) mRNA, Smad2 mRNA and Smad3 mRNA were detected by qRT-PCR; the 
expression of TGF-β1, COL III, MMP-3, Smad3, p-Smad2, p-Smad3, Cleaved caspase-3, PCNA (proliferating cell 
nuclear antigen), YAP, and TAZ proteins was detected by Western blot. The expression of p-Smad2 and p-Smad3 
was detected by immunofluorescence. The results showed that paeoniflorin could reduce the fluorescence intensity 
of p-Smad2 and p-Smad3, reduce the survival, invasion, and migration of keloid fibroblasts and the expression of 
TGF-β1, COL III, MMP-3, Smad and Smad3 mRNA and protein and p-Smad2, p-Smad3 protein, and induce cell 
apoptosis. Paeoniflorin inhibited the expression of YAP, TAZ, and PCNA, and increased Cleaved caspase-3 expres-
sion, and higher doses of paeoniflorin were better. However, overexpression of YAP reversed the inhibition of pae-
oniflorin on keloid formation. So, paeoniflorin inhibits the formation of keloid fibroblasts, which may be related to 
the inhibition of the YAP/TAZ signaling pathway.

Keywords       paeoniflorin; YAP/TAZ signaling pathway; keloid fibroblasts

瘢痕疙瘩是由异常伤口愈合引起的一种常见的

皮肤病, 会形成凸起或凹凸不平的疤痕, 还会引起瘙

痒、疼痛等, 目前尚无完全有效的治疗方案, 因此瘢

痕疙瘩的治疗亟待突破 [1]。芍药苷是一种蒎烷单萜

葡萄糖苷, 具有抗炎、免疫调节等作用, 可通过抑制

细胞外基质因子表达, 减缓增生性瘢痕的产生, 但其

具体影响机制尚不清楚 [2]。Hippo通路参与组织特异

性干细胞生成、细胞增殖、存活以及组织愈合和再

生, 在器官大小调节及组织稳态中起着重要作用[3-4]。

Yes相关蛋白 (Yes-associated protein, YAP)/PDZ结合

基序转录共激活因子 (transcriptional coactivator with 
PDZ-binding motif, TAZ)通路是Hippo通路的核心 , 
在创面愈合过程中至关重要。研究表明 , YAP/TAZ
可与其他信号通路如转化生长因子 -β1(transforming 
growth factor β1, TGF-β1)/Smad相互作用 , 并在伤口

愈合、组织纤维化等方面发挥重要作用 [5-6]。抑制

YAP和TGF-β1/Smad通路能抑制瘢痕疙瘩成纤维细

胞生物增殖[7-8]。芍药苷通过下调YAP/TAZ通路抑制

非小细胞肺癌细胞增殖 [9]。但芍药苷能否通过调节

YAP/TAZ-TGF-β1/Smad通路治疗瘢痕疙尚不可知 , 
本研究旨在探讨芍药苷对瘢痕疙瘩成纤维细胞生物

活性的影响及可能的作用机制。

1   材料与方法
1.1   细胞来源

收集2022年5月至2023年5月在汉川市人民医

院外科中心接受手术的患者瘢痕疙瘩组织 , 并将其

浸泡在2.5%氯霉素溶液中, 用磷酸盐缓冲液冲洗, 切
成小块, 置于含10%胎牛血清的DMEM培养基中, 于
37 °C、含5%二氧化碳的培养箱中培养, 每2到3天更

换一次培养基。当细胞占据培养皿底部约80%时, 进
行传代培养 , 实验采用第4至7代细胞。本研究通过

汉川市人民医院伦理委员会审核 (20230816-02)。所

有参与研究的患者均自愿签署了书面知情同意书。

1.2   主要试剂与仪器

芍药苷 (货号 : HY-321)购自陕西浩洋生物科

技有限公司 ; Lipofectamine 2000试剂、Trizol试剂

(货号 : 11668500、15596-018)购自美国 Invitrogen
公司 ; 四甲基偶氮唑蓝 (methyl thiazolyl tetrazolium, 
MTT)试剂 (货号 : M2128)购自美国Sigma-Aldrich公
司 ; 逆转录试剂盒(货号 : K1621)购自美国Fermentas
公司 ; PCR试剂盒 (货号 : RR014A)购自宝生物工

程 (大连 )有限公司 ; 膜联蛋白V-异硫氰酸荧光素

(Annexin V-fluorescein isothiocyanate, Annexin V-
FITC)/碘化丙锭(propidium iodide, PI)凋亡试剂盒(货
号 : V13242)购自美国ThermoFisher Scientific公司 ; 
TGF-β1、胶原蛋白 III(collagen III, COL III)、基质

金属蛋白酶 -3(matrix metalloproteinase-3, MMP-3)、
Smad3、裂解半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 -3(Cleaved 
cysteine aspartate protease-3, Cleaved caspase-3)、
增殖细胞核抗原 (proliferating cell nuclear antigen, 
PCNA)、YAP、TAZ、p-Smad2和 p-Smad3抗体

(货号 : ab215715、ab184993、ab52915、ab40854、
ab2302、ab92552、ab52771、ab307440、ab40855、
ab280888、ab63403)购自英国Abcam公司 ; Tanon 
2500凝胶成像系统购自北京原平皓生物技术有限公

司; 7500荧光定量PCR仪购自美国ABI公司。

1.3   方法

1.3.1   细胞分组及处理      成纤维细胞在37 ℃条件
下用胰蛋白酶消化2 min后 , 再用DMEM培养液稀释
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为2×104/mL, 以100 μL/孔接种于96孔板中 , 分别加入

200、400、800 μmol/L芍药苷 [2]培养 , 并依次将其记

为芍药苷低 (PL)、中 (PM)、高浓度 (PH)组 ; 使用Li-
pofectamine 2000试剂分别转染过表达空载体 (pcD-
NA3.1)、YAP过表达载体(pcDNA3.1 YAP), 24 h后以

800 μmol/L芍药苷处理细胞, 作为pcDNA3.1+PH组、

pcDNA3.1 YAP+PH组 ; 另以未处理的细胞为对照

(Con)组。

1.3.2   MTT法检测细胞存活率      各组细胞培养24 h
后 , 进行MTT实验 : 每孔分别加入20 μL MTT溶液 , 
37 °C培养4 h, 弃上清, 每孔加150 μL二甲基亚砜, 室
温振荡混匀10 min, 酶标仪测定波长为490 nm处的

吸光度(D)值, 细胞存活率(%)=D实验组/D对照组×100%。

1.3.3   流式细胞术检测细胞凋亡      将各组细胞培养

至对数生长期, 收集细胞至离心管中, 洗涤并进行胰

蛋白酶在37 ℃条件下消化2 min, 4 °C、2 000 r/min
离心5 min, 弃上清, 根据Annexin V/PI试剂盒说明书: 
加入195 μL标记缓冲液重悬细胞, 室温下以5 μL An-
nexin V-FITC和10 μL PI避光孵育20 min, 用流式细

胞仪检测细胞凋亡情况 , 并计算细胞凋亡率。细胞

凋亡率(%)=凋亡细胞数/总细胞数×100%。

1.3.4   Transwell实验检测细胞迁移、侵袭      将稀

释的基质胶加入Transwell上室的聚碳酸酯膜中 , 在
Transwell下室中加入600 μL 10%胎牛血清, 将待测细

胞用无血清培养基制成单细胞悬液 , 以1×105/孔将成

纤维细胞加入上室孔 , 细胞悬液体积为200 μL, 培养

48 h, 用湿棉签擦去未穿过膜的细胞 , 10%福尔马林

室温固定30 min, 0.05%结晶紫室温染色20 min。在

倒置显微镜下观察细胞侵袭数量 , 迁移步骤除不添

加基质胶外, 其余均相同。

1.3.5   qRT-PCR检测细胞外基质因子表达水平      成
纤维细胞以2.5×104/孔的密度接种在24孔板中 , 分组

处理 , 培养24 h后进行胰蛋白酶消化以收集各组细

胞。Trizol试剂裂解细胞以提取总RNA, 并且使用逆

转录试剂盒将RNA逆转录成 cDNA。使用 cDNA作

为模板, 参考PCR试剂盒的操作说明进行扩增。PCR
扩增条件为: 95 °C预变性30 s; 95 °C变性5 s, 60 °C退
火30 s, 72 °C延伸30 s, 共45个循环。以GAPDH为内

参 , 2−ΔΔCt分析TGF-β1、COL III、MMP-3、Smad2、
Smad3 mRNA表达, 引物序列见表1。
1.3.6   Western blot检测TGF-β1、COL III、MMP-3、
Smad2、p-Smad2、Smad3、p-Smad3、YAP、TAZ、
Cleaved caspase-3、PCNA蛋白表达水平      收集

各组细胞 , 裂解细胞、收集细胞总蛋白 , BCA法

检测蛋白浓度。随后进行 SDS-PAGE分离蛋白样

本 , 电转仪转聚偏二氟乙烯膜 , 脱脂奶粉室温封闭

2 h, 然后分别加入稀释的一抗TGF-β1(1500׃)、COL 
III(1000 1׃)、MMP-3(1000 1׃)、Smad3(1500׃)、
p-Smad3(1500׃)、YAP(1000 1׃)、TAZ(1000 2׃)、
Cleaved caspase-3(1500׃)、PCNA(1000 1׃)和内参

GAPDH(1000 5׃)抗体, 然后4 °C过夜孵育, 洗膜3次, 
然后加入稀释的二抗(1000 2׃), 孵育2 h。之后显影、

拍照, 蛋白质的灰度值通过Image Pro Plus 6.0软件进

行分析。以目的蛋白灰度值与GAPDH灰度值之比

表1   qRT-PCR引物序列

Table 1   qRT-PCR primer sequence
基因名称

Gene name
方向

Direction
序列(5′→3′)
Sequence (5′→3′)

TGF-β1 F GAA GTG GAT CCA CGA GCC CAA G

R GCT GCA CTT GCA GGA GCG CAC

COL III F TGG TGT TGG AGC CGC TGC CA

R CTC AGC ACT AGA ATC TGT CC

Smad2 F ACT AAC TTC CCA GCA GGA AT

F GTT GGT CAC TTG TTT CTC CA

Smad3 F TAA GTG AGC AGA ACA GGT AGT ATT

R CTC CCT CCC TCC CCA CTC CCA AGT C

MMP-3 F AGG ACA AAG CAG GAT CAC AGT TG

R CCT GGT ACC CAC GGA ACC T

GAPDH F TGT TCG TCA TGG GTG TGA AC

R ATG GCA TGG ACT GTG GTC AT
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表示蛋白水平。

1.3.7   免疫荧光检测p-Smad2和p-Smad3表达情况      
收集细胞并用4%中性甲醛4 °C下固定15 min, 磷酸

缓冲液洗涤后, 加入封闭液37 °C孵育30 min, 随后加

入p-Smad2和p-Smad3一抗(1100׃), 4 °C孵育过夜, 并
加入FITC标记的荧光二抗  ,避光室温孵育1 h(200׃1)
清洗后滴加DAPI, 室温避光染核10 min, 封片后以荧

光显微镜观察荧光强度。

1.4   统计分析

SPSS 26.0软件分析结果 , 以均数±标准差 (x
_
±s)

表示数据, 方差齐时, 多组间比较采用单因素方差分

析, 进一步行SNK-q检验; 两组间比较采用t检验; 若
方差不齐 , 两组间比较采用校正 t检验 , 多组间比较

采用Kruskal-Wallis检验, 进一步行Bonferroni法。当

P<0.05, 差异有统计学意义。

2   结果
2.1   芍药苷对细胞存活率影响

成纤维细胞过度增殖是瘢痕疙瘩形成的病

理表现。为了确定芍药苷对成纤维细胞增殖的影

响 , 采用MTT实验分析细胞的增殖能力 , 结果显示 , 
PL组、PM组、PH组细胞存活率较对照组显著下

降 (P<0.05); pcDNA3.1 YAP+PH组细胞存活率较

pcDNA3.1+PH组显著增加(P<0.05), 见图1。以上结

果表明芍药苷可抑制瘢痕疙瘩成纤维细胞增殖 , 而

过表达YAP可以削弱这种作用。

2.2   芍药苷对细胞凋亡率的影响

瘢痕疙瘩的形成与异常细胞凋亡有关。为确定

芍药苷对成纤维细胞凋亡的影响 , 使用流式细胞术

进行检测 , 结果显示 , PL组、PM组、PH组细胞凋亡

率较对照组显著增加 (P<0.05); pcDNA3.1 YAP+PH
组细胞凋亡率较pcDNA3.1+PH组显著降低 (P<0.05), 
见图2。以上结果表明芍药苷可促进瘢痕疙瘩成纤

维细胞凋亡, 而过表达YAP可以削弱这种作用。

2.3   芍药苷对细胞侵袭、迁移的影响

细胞迁移、侵袭与瘢痕疙瘩的形成相关。为

了明确芍药苷对成纤维细胞侵袭、迁移的作用 , 使
用 Transwell法进行检测。结果显示 , PL组、PM
组、P H组细胞侵袭、迁移较对照组显著下降

(P<0.05); pcDNA3.1 YAP+PH组细胞侵袭、迁移较

pcDNA3.1+PH组显著增加 (P<0.05); 见图3和图4。
以上结果表明 , 芍药苷可抑制瘢痕疙瘩成纤维细胞

侵袭和迁移, 而过表达YAP可以削弱这种作用。

2.4   芍药苷对细胞中TGF-β1、COL III、MMP-
3、Smad2、Smad3表达的影响

TGF-β1、COL III、MMP-3、Smad2、Smad3
是瘢痕疙瘩成纤维细胞形成的主要调节因子 , 
TGF-β1、Smad2、Smad3调节细胞纤维化 , COL III
影响胶原沉积 , MMP-3与细胞外基质合成相关。为

了证实芍药苷对瘢痕疙瘩成纤维细胞的影响 , 采用
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图1   各组瘢痕疙瘩成纤维细胞存活率比较

Fig.1   Comparison of survival rate of keloid fibroblasts in each group
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qRT-PCR和Western blot检测上述因子的转录和翻译

水平 , 结果显示 , PL组、PM组、PH组细胞TGF-β1、
COL III、MMP-3、Smad2、Smad3 mRNA和蛋

白表达水平及 p-Smad2、p-Smad3表达水平较对

照组显著下降 (P<0.05); pcDNA3.1 YAP+PH组细

胞TGF-β1、COL III、MMP-3、Smad2、Smad3 
mRNA和蛋白表达水平及p-Smad2、p-Smad3表达水

平较pcDNA3.1+PH组显著增加(P<0.05); 见图5和图

6。以上结果表明, 芍药苷可抑制瘢痕疙瘩成纤维细

胞TGF-β1/Smad表达和胶原形成 , 而过表达YAP可
以削弱这种作用。

2.5   芍药苷对细胞中YAP、TAZ、Cleaved cas-
pase-3、PCNA蛋白表达影响

PCNA参与细胞DNA的合成 , 反映了细胞的增

殖水平 ; Cleaved caspase-3反映了细胞凋亡的水平。

为了研究芍药苷对成纤维细胞YAP/TAZ通路及增

*P<0.05, 与Con组比较; ＃P<0.05, 与PL组比较; &P<0.05, 与PM组比较; @P<0.05, 与pcDNA3.1+PH组比较。

*P<0.05 compared with Con group; ＃P<0.05 compared with PL group; &P<0.05 compared with PM group; @P<0.05 compared with pcDNA3.1+PH group.
图2   各组瘢痕疙瘩成纤维细胞凋亡率比较

Fig.2   Comparison of apoptosis rate of keloid fibroblasts in each group
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*P<0.05, 与Con组比较; ＃P<0.05, 与PL组比较; &P<0.05, 与PM组比较; @P<0.05, 与pcDNA3.1+PH组比较。

*P<0.05 compared with Con group; ＃P<0.05 compared with PL group; &P<0.05 compared with PM group; @P<0.05 compared with pcDNA3.1+PH group.
图3   各组瘢痕疙瘩成纤维细胞迁移细胞数比较

Fig.3   Comparison of number of migrating keloid fibroblasts in each group
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*P<0.05, 与Con组比较; ＃P<0.05, 与PL组比较; &P<0.05, 与PM组比较; @P<0.05, 与pcDNA3.1+PH组比较。

*P<0.05 compared with Con group; ＃P<0.05 compared with PL group; &P<0.05 compared with PM group; @P<0.05 compared with pcDNA3.1+PH 
group.

图4   各组瘢痕疙瘩成纤维细胞侵袭细胞数比较

Fig.4   Comparison of number of invading keloid fibroblasts in each group
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*P<0.05, 与Con组比较; ＃P<0.05, 与PL组比较; &P<0.05, 与PM组比较; @P<0.05, 与pcDNA3.1+PH组比较。

*P<0.05 compared with Con group; ＃P<0.05 compared with PL group; &P<0.05 compared with PM group; @P<0.05 compared with pcDNA3.1+PH 
group.
图5   各组瘢痕疙瘩成纤维细胞TGF-β1 mRNA、COL III mRNA、MMP-3 mRNA、Smad2 mRNA、Smad3 mRNA水平的比较

Fig.5   Comparison of TGF-β1 mRNA, COL III mRNA, MMP-3 mRNA, Smad2 mRNA and Smad3 mRNA 
of keloid fibroblasts in each group
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殖、凋亡的影响, 采用Western blot检测YAP、TAZ、
Cleaved caspase-3、PCNA蛋白表达水平, 结果显示, 
PL组、PM组、PH组细胞YAP、TAZ、PCNA蛋白表

达水平较对照组显著下降, 但Cleaved caspase-3表达

水平显著增加 (P<0.05); pcDNA3.1 YAP+PH组细胞

YAP、TAZ、PCNA蛋白表达水平较pcDNA3.1+PH
组显著升高, 但Cleaved caspase-3表达水平显著降低

(P<0.05); 见图7。以上结果表明 , 芍药苷可降低瘢

痕疙瘩成纤维细胞增殖蛋白PCNA表达水平并增高

凋亡蛋白Cleaved caspase-3表达水平, 而过表达YAP
可以削弱这种作用。

2.6   芍药苷对细胞中p-Smad2和p-Smad3荧光表

达的影响

为了确定芍药苷对成纤维细胞Smad2和Smad3

活化的影响 , 采用免疫荧光分析p-Smad2和p-Smad3
的表达和定位情况 , 结果显示 , p-Smad2和p-Smad3
主要在细胞核中表达, PL组、PM组、PH组p-Smad2
和p-Smad3相对荧光强度显著低于对照组 (P<0.05); 
pcDNA3.1 YAP+PH组p-Smad2和p-Smad3相对荧光

强度较pcDNA3.1+PH组显著增加 (P<0.05); 见图8、
图9。以上结果表明, 芍药苷可抑制瘢痕疙瘩成纤维

细胞Smad2和Smad3活化, 而过表达YAP可以削弱这

种作用。

3   讨论
瘢痕疙瘩是一种纤维增生性疾病 , 其特征在于

真皮成纤维细胞增殖失调和皮肤成纤维细胞产生的

胶原蛋白紊乱, 可引起严重的瘙痒、疼痛和挛缩, 导
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A为Con组; B为PL组; C为PM组; D为PH组; E为pcDNA3.1+PH组; F为pcDNA3.1 YAP+PH组。*P<0.05, 与Con组比较; ＃P<0.05, 与PL组比较; 
&P<0.05, 与PM组比较; @P<0.05, 与pcDNA3.1+PH组比较。

A is the Con group; B is PL group; C is PM group; D is PH group; E is pcDNA3.1+PH group; F is pcDNA3.1 YAP+PH group. *P<0.05 compared with 
Con group; ＃P<0.05 compared with PL group; &P<0.05 compared with PM group; @P<0.05 compared with pcDNA3.1+PH group.

图6   各组瘢痕疙瘩成纤维细胞TGF-β1、COL III、MMP-3、Smad2、Smad3蛋白表达水平的比较

Fig.6   Comparison of TGF-β1, COL III, MMP-3, Smad2 and Smad3 protein expression of keloid fibroblasts in each group
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致患者生活质量下降, 目前已尝试手术、冷冻疗法、

药物疗法等多种策略来进行治疗 , 但效果欠佳且复

发率较高[1]。因此探索瘢痕疙瘩的发病机制, 寻找有

效治疗瘢痕疙瘩的方法具有重要意义。

瘢痕疙瘩的纤维化反应是由慢性炎症引起的 , 
能影响成纤维细胞活性 , 引起过度的细胞外基质沉

积 , 延缓疤痕成熟过程 [10]。此外 , 成纤维细胞的异

常增殖、凋亡和迁移侵袭与瘢痕疙瘩的形成密切

相关。因此以人瘢痕疙瘩组织中提取瘢痕疙瘩成

纤维细胞为研究对象 , 探索治疗瘢痕疙瘩药物及作

用机制。芍药苷是芍药的主要活性成分之一 , 作为

一种天然植物成分 , 具有显著的抗肿瘤、改善心脏

重塑、抑制炎症反应等多种生物潜力 [11]。本研究结

果发现 , 芍药苷处理可以抑制成纤维细胞增殖、侵

袭与迁移 , 促进其凋亡。为了初步明确芍药苷调节

细胞增殖、凋亡及迁移侵袭的作用机制 , 本研究采

用Western blot检测相关蛋白表达情况 , 发现芍药苷

降低增殖蛋白PCNA与迁移侵袭蛋白MMP-3表达水

平 , 增高凋亡蛋白Cleaved caspase-3表达水平 , 且发

现Cleaved caspase-3增高的同时procaspase-3表达水
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A为Con组; B为PL组; C为PM组; D为PH组; E为pcDNA3.1+PH组; F为pcDNA3.1 YAP+PH组。*P<0.05, 与Con组比较; ＃P<0.05, 与PL组比较; 
&P<0.05, 与PM组比较; @P<0.05, 与pcDNA3.1+PH组比较。

A is the Con group; B is PL group; C is PM group; D is PH group; E is pcDNA3.1+PH group; F is pcDNA3.1 YAP+PH group. *P<0.05 compared with 
Con group; ＃P<0.05 compared with PL group; &P<0.05 compared with PM group; @P<0.05 compared with pcDNA3.1+PH group.

图7   瘢痕疙瘩成纤维细胞中YAP、TAZ、Cleaved caspase-3和PCNA的表达水平

Fig.7   Expression of YAP, TAZ, Cleaved caspase-3, and PCNA in keloid fibroblasts

平也增加, 说明凋亡被促进, 初步证实芍药苷可能通

过上调促凋亡蛋白表达和下调增殖及迁移侵袭相关

的蛋白表达来诱导成纤维细胞凋亡 , 抑制迁移侵袭

和增殖 , 提示芍药苷可能是治疗瘢痕疙瘩的潜在药

物。瘢痕疙瘩的形成是生长因子和细胞因子过度表

达的结果 , TGF-β1可刺激瘢痕疙瘩成纤维细胞增殖

和胶原合成、抑制MMP的胶原降解活性[12-13]。值得

关注的是, Smad通路是TGF-β1最重要的信号转导途

径之一 , 芍药苷可通过抑制TGF-β1/Smad信号通路

抑制增殖性瘢痕成纤维细胞增殖 [2], 而抑制p-Smad2
和p-Smad3连接区表达可抑制瘢痕疙瘩成纤维细胞

的增殖 [14]。研究发现 , 芍药苷还具有抗纤维化活性

如在辐射诱导的肝纤维化模型中可促使Smad3/4表
达的下调和 Smad7表达的上调 [15]。本研究先通过

qRT-PCR和Western blot检测上述因子的mRNA和蛋

白表达水平 , 结果发现 , 芍药苷处理瘢痕成纤维细

胞后 , TGF-β1、COL III、MMP-3、Smad2、Smad3 
mRNA和蛋白表达水平下降 , 说明芍药苷可能通过

降低各因子的转录及翻译后水平来抑制瘢痕疙瘩成

纤维细胞的形成。Smad2和Smad3是TGF-β1的下游
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图8   细胞p-Smad2和p-Smad3蛋白的免疫荧光图

Fig.8   Immunofluorescence images of p-Smad2 and p-Smad3 proteins in cells
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*P<0.05, 与Con组比较; ＃P<0.05, 与PL组比较; &P<0.05, 与PM组比较; @P<0.05, 与pcDNA3.1+PH组比较。

*P<0.05 compared with Con group; ＃P<0.05 compared with PL group; &P<0.05 compared with PM group; @P<0.05 compared with pcDNA3.1+PH group.
图9   瘢痕疙瘩成纤维细胞中p-Smad2和p-Smad3相对荧光强度比较

Fig.9   Comparison of relative fluorescence intensity of p-Smad2 and p-Smad3 in keloid fibroblasts
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关键调控因子 , 也与胶原合成和成纤维细胞增殖相

关 , 为明确芍药苷对Smad2和Smad3活性的影响 , 本
研究采用免疫荧光技术检测p-Smad2和p-Smad3表
达情况, 结果显示, 芍药苷可降低p-Smad2和p-Smad3
相对荧光强度。以上结果提示芍药苷可通过抑制

TGF-β1/Smad信号通路下调胶原和基质金属蛋白酶

表达进而抑制瘢痕疙瘩的形成。

Hippo信号通路在组织稳态和器官大小调节中

起着重要作用 , 能参与调节细胞增殖、凋亡、存活

以及组织愈合和再生 , YAP/TAZ信号通路是Hippo通
路的效应子 , 与成纤维细胞的异常增殖和基质硬化

有关 [16]。文献报道 , LTBP4抑制活性TGF-β1的分泌 , 
活性TGF-β1抑制YAP1的磷酸化 , 刺激YAP1的质核

易位, 从而参与调节各种细胞和器官稳态, 促进皮肤

黑色素瘤进展[17]。在TGF-β1诱导的肝星状细胞活化

研究中, pepstatin Pr可通过调控YAP-TGF-β1-Smad通
路发挥体外抗肝纤维化作用[18]。GAO等[19]研究发现, 
抑制YAP/TAZ可改变成纤维细胞的生物学行为 , 并
将其用于瘢痕疙瘩的治疗。以上研究表明YAP/TAZ
通路可能参与瘢痕疙瘩的形成。本研究通过West-
ern blot检测发现, 芍药苷处理细胞后, YAP、TAZ表
达水平下调 , 提示芍药苷可能通过抑制YAP/TAZ降
低瘢痕疙瘩成纤维细胞的生物活性。为进一步验证

实验结论 , 本研究选择干预效果最好的PH组与pcD-
NA3.1 YAP联合进行反向验证 , 结果发现pcDNA3.1 
YAP逆转了芍药苷对瘢痕疙瘩生物活性的影响以及

对TGF-β1/Smad信号通路的抑制作用 , 表明芍药苷

可通过抑制YAP/TAZ-TGF-β1/Smad信号通路影响

瘢痕疙瘩成纤维细胞的生物活性。

综上所述 , 芍药苷抑制瘢痕疙瘩成纤维细胞的

生物活性 , 可能与抑制YAP/TAZ-TGF-β1/Smad信号

通路有关。在后续的研究中 , 我们将针对芍药苷的

作用机制进行更深入的研究 , 力求探索其作用靶点 , 
为芍药苷用于瘢痕疙瘩的治疗提供依据。然而 , 不
足的是本研究未进行芍药苷特异性作用验证 , 且机

制探讨不充分 , 未来将设置阳性对照药证实芍药苷

的特异性 , 并通过基因沉默、免疫共沉淀等技术进

一步验证芍药苷的作用机制。
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