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本文亮点：

(1) 证实小鼠真皮毛乳头细胞外囊泡（DPC-EV）对人增生性瘢痕成纤维细胞（HSF）的增殖和迁移及

表达纤维化标志物具有调控作用。

(2) 证实小鼠DPC-EV可通过激活Krüppel样因子4抑制人HSF纤维化标志物的表达，为明确DPC-EV
治疗增生性瘢痕的机制提供新思路。

Highlights:

(1) It was demonstrated that extracellular vesicles from dermal papilla cells (DPC-EVs) of mice 

could regulate the proliferation, migration, and expressions of fibrosis markers of human 

hypertrophic scar fibroblasts (HSFs).

(2) It was demonstrated that the DPC-EVs of mice could inhibit the expression of human HSFs 

fibrosis markers by activating Krüppel-like factor 4, which provided a new idea for clarifying the 

mechanism of DPC-EVs in the treatment of hypertrophic scars.
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【摘要】　目的　探讨小鼠真皮毛乳头细胞外囊泡（DPC-EV）对人增生性瘢痕成纤维细胞（HSF）
的影响及其机制。　方法　该研究为实验研究。取 10只 6周龄雄性C57BL/6J小鼠，提取触须的原代

真皮毛乳头细胞（DPC）并成功鉴定。取第 3~5代DPC，于培养 24 h采用超高速离心法提取DPC-EV，

采用透射电子显微镜观察形态、纳米颗粒跟踪分析仪检测粒径（样本数为 3）。将第 3 代 HSF 分为

DPC-EV 组和磷酸盐缓冲液（PBS）组，分别加入 DPC-EV、PBS 培养，行细胞划痕试验并计算划痕后

24 h细胞迁移率（样本数为 5），采用细胞计数试剂盒 8检测培养 0（行饥饿处理 12 h后、加入DPC-EV
或PBS前）、24、48、72、96 h细胞增殖水平（样本数为 4），采用免疫荧光法、蛋白质印迹法检测培养 24 h
细胞中α平滑肌肌动蛋白（α-SMA）及Ⅰ型胶原蛋白（ColⅠ）的蛋白表达情况，采用蛋白质印迹法检测

培养 24 h细胞中Krüppel样因子 4（KLF4）的蛋白表达情况。取第 3代HSF，加入DPC-EV培养 24 h后，

采用随机数字表法将HSF分为空白对照组、KLF4敲低组和KLF4过表达组，其中空白对照组细胞仅常

规培养 48 h，KLF4敲低组和KLF4过表达组细胞均先加入KLF4敲低病毒培养 24 h，而后KLF4敲低组

细胞常规培养 24 h，KLF4过表达组细胞加入KLF4过表达病毒培养 24 h。于培养 48 h，采用蛋白质印

迹法检测细胞中KLF4、α-SMA、ColⅠ的蛋白表达情况。　结果　培养 24 h，提取的DPC-EV为囊泡状

结构，平均粒径 108.8 nm。划痕后 24 h，PBS 组 HSF 的迁移率为（54±10）%，明显高于 DPC-EV 组的
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（29±8）%（t=4.37，P<0.05）。培养 48、72、96 h，DPC-EV组HSF的增殖水平均明显低于PBS组（t值分别

为 4.06、5.76、6.41，P<0.05）。培养 24 h，DPC-EV组HSF中α-SMA和ColⅠ的蛋白表达均明显低于PBS
组，而KLF4的蛋白表达明显高于PBS组。培养 48 h，与空白对照组比较，KLF4敲低组HSF中KLF4的

蛋白表达下调，α-SMA 及 ColⅠ的蛋白表达均上调；与 KLF4 敲低组比较，KLF4 过表达组 HSF 中的

KLF4的蛋白表达上调，ColⅠ和α-SMA的蛋白表达均下调。　结论　小鼠DPC-EV可抑制人HSF的

增殖和迁移，并通过激活KLF4抑制人HSF中纤维化标志物α-SMA和ColⅠ的表达。

【关键词】　瘢痕；　胞外囊泡；　成纤维细胞；　Krüppel样因子4；　真皮毛乳头细胞
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【Abstract】 Objective　 To investigate the influences and mechanism of extracellular 
vesicles from dermal papilla cells (DPC-EVs) of mice on human hypertrophic scar fibroblasts 
(HSFs). Methods　 The study was an experimental research. The primary dermal papilla cells 
(DPCs) of whiskers were extracted from 10 6-week-old male C57BL/6J mice and identified 
successfully. The DPC-EVs were extracted from the 3rd to 5th passage DPCs by ultracentrifugation, and 
the morphology was observed through transmission electron microscope and the particle diameter 
was detected by nanoparticle tracking analyzer (n=3) at 24 h after culture. The 3rd passage of HSFs 
were divided into DPC-EV group and phosphate buffer solution (PBS) group, which were cultured 
with DPC-EVs and PBS, respectively. The cell scratch test was performed and cell migration rate at 
24 h after scratching was calculated (n=5). The cell proliferation levels at 0 (after 12 h of starvation 
treatment and before adding DPC-EVs or PBS), 24, 48, 72, and 96 h after culture were detected by 
using cell counting kit 8 (n=4). The protein expressions of α -smooth muscle actin (α -SMA) and 
collagen typeⅠ (ColⅠ) in cells at 24 h after culture were detected by immunofluorescence method 
and Western blotting, and the protein expression of Krüppel-like factor 4 (KLF4) in cells at 24 h after 
culture was detected by Western blotting. After the 3rd passage of HSFs were cultured with DPC-EVs 
for 24 h, the cells were divided into blank control group, KLF4 knockdown group, and KLF4 
overexpression group according to the random number table. The cells in blank control group were 
only routinely cultured for 48 h. The cells in KLF4 knockdown group and KLF4 overexpression group 
were incubated with KLF4 knockdown virus for 24 h, then the cells in KLF4 knockdown group were 
routinely cultured for 24 h while the cells in KLF4 overexpression group were incubated with KLF4 
overexpression virus for 24 h. The protein expressions of KLF4, α -SMA, and Col Ⅰ in cells were 
detected by Western blotting at 48 h after culture.  Results　At 24 h after culture, the extracted 
DPC-EVs showed vesicular structure with an average particle diameter of 108.8 nm. At 24 h after 
scratching, the migration rate of HSFs in PBS group was (54±10)% , which was significantly higher 
than (29±8)% in DPC-EV group (t=4.37, P<0.05). At 48, 72, and 96 h after culture, the proliferation 
levels of HSFs in DPC-EV group were significantly lower than those in PBS group (with t values of 
4.06, 5.76, and 6.41, respectively, P<0.05). At 24 h after culture, the protein expressions of α -SMA 
and Col Ⅰ of HSFs in DPC-EV group were significantly lower than those in PBS group, while the 
protein expression of KLF4 was significantly higher than that in PBS group. At 48 h after culture, 
compared with those in blank control group, the protein expression of KLF4 of HSFs in KLF4 
knockdown group was down-regulated, while the protein expressions of α-SMA and ColⅠ were both 
up-regulated; compared with those in KLF4 knockdown group, the protein expression of KLF4 of 
HSFs in KLF4 overexpression group was up-regulated, while the protein expressions of Col Ⅰ and 
α-SMA were down-regulated. Conclusions　The DPC-EVs of mice can inhibit the proliferation and 
migration of human HSFs and significantly inhibit the expressions of fibrosis markers α-SMA and Col
Ⅰ in human HSFs by activating KLF4.
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增生性瘢痕（hypertrophic scar，HS）作为一种严

重的皮肤纤维化疾病，一直是临床治疗的一大难

题。有 30%~72%的皮肤创伤或严重烧伤的患者会

发生 HS［1］。由 HS导致的功能受限和容貌破坏，严

重影响着患者的生活质量，仅在发达国家，每年就

需花费数十亿美元来治疗 HS［2⁃3］。然而，目前尚无

完备的针对 HS 的预防和治疗策略。HS 的特征表

现为肌Fb活化和胶原沉积，其中Fb转分化为肌Fb
是 HS 发病的关键过程，其特征是 α 平滑肌肌动蛋

白（α-smooth muscle actin，α-SMA）及Ⅰ型胶原蛋白

（collagen typeⅠ，ColⅠ）的高表达［4⁃5］。因此，抑制

肌Fb的过度活化是预防HS的重要环节。

Krüppel 样因子 4（Krüppel-like factor 4，KLF4）
是一种进化保守的含锌指蛋白的核转录因子，主要

通过激活或抑制下游基因的转录而发挥生物学功

能［6］。KLF4 在 HS Fb（hypertrophic scar fibroblast，
HSF）中 的 表 达 较 正 常 皮 肤 组 织 Fb 降 低 ，且

KLF4 可以通过抑制人肌 Fb 活化，降低人肌 Fb 中

α-SMA及ColⅠ等表达水平来抑制皮肤纤维化［7］。

毛囊是由多细胞组成的具有周期性循环生长

能力的皮肤附属器官。毛囊具有抗纤维化潜力［8］，

成年小鼠创面新生毛囊周围皮肤组织接近正常皮

肤，提示毛囊可能是皮肤再生的关键［9⁃10］。真皮毛

乳头细胞（dermal papilla cell，DPC）是位于毛囊基

底部的一群特化的间充质干细胞，处于诱导毛囊形

态发生、维持毛囊生物学性状和调控毛囊周期循环

的信号交换中心［11］。有研究证实，DPC 外囊泡

（extracellular vesicle from dermal papilla cell，
DPC-EV）可加快创面愈合速度，然而其是否可以抑

制 HS 纤维化尚不明确。因此，本研究采用小鼠

DPC-EV 处理人 HSF，并通过不同人 KLF4 病毒对

DPC-EV 处理后 HSF 中的 KLF4 进行干预，旨在明

确小鼠 DPC-EV 对人 HSF 纤维化标志物的影响与

其机制，为探索DPC-EV治疗HS提供理论依据。

1 材料与方法

本实验研究遵循空军军医大学动物实验伦理

委员会和国家有关动物实验管理和使用的规定。

1. 1 动物与细胞及主要试剂与仪器来源

10只 6周龄体重 16~18 g雄性健康无特殊病原

体级C57BL/6J小鼠购自空军军医大学动物实验中

心，许可证号：SCXK（陕）2019-001。原代人HSF取

自空军军医大学第一附属医院烧伤中心实验室细

胞库。胎牛血清、DMEM 培养基购自美国 Gibco 公

司，兔抗小鼠 KLF4 单克隆抗体、兔抗小鼠 GAPDH
单克隆抗体均购于美国 Proteintech 公司，兔抗人

α-SMA单克隆抗体、兔抗人 ColⅠ单克隆抗体均购

自美国 Sigma 公司，PBS、增强型细胞裂解液、细胞

计数试剂盒8（cell counting kit 8，CCK-8）、辣根过氧

化物酶（horseradish peroxidase，HRP）标记的山羊抗

兔 IgG 多克隆抗体、Alexa Fluor 488 标记的山羊抗

兔 IgG 多克隆抗体均购自武汉博士德生物工程有

限公司，人 KLF4过表达及敲低病毒均购于上海吉

凯基因科技有限公司。Zeta VIEW S/N 17-310型纳

米颗粒跟踪分析仪购自美国 Particle Metrix 公司，

Tecnai G2 Spirit BioTwin 型透射电子显微镜购自美

国 FEI 公 司 ，Mini 型 蛋 白 电 泳 系 统 购 自 美 国

Bio-Rad 公司，FSX100 型生物导航仪购自日本

Olympus 公司，Axiovert 200M 型倒置相差显微镜购

自德国ZEISS公司，Alphal-magerTM2200型凝胶图像

分析系统购自美国Alpha Innotech公司。

1. 2 DPC的提取与鉴定

采用显微分离结合酶消化法［12］，提取 10 只小

鼠触须的原代 DPC。将提取的原代 DPC 接种于培

养瓶中，用含体积分数 10% 胎牛血清的 DMEM 培

养基于 37 ℃、含体积分数 5% 二氧化碳（常规培养

条件下同）培养箱中常规培养 24 h后传代。取培养

24 h后的第3代细胞，经免疫荧光法鉴定为DPC。

1. 3 DPC-EV的提取与鉴定

取第 3~5代DPC常规培养，待细胞生长达 80%
融合时，更换为含体积分数 10% 无细胞外囊泡

（extracellular vesicle，EV）血清（将培养基中血清以

100 000×g离心 16 h去除血清中EV）的DMEM培养

基，培养 24 h后收集细胞培养上清液，超高速离心

法提取 DPC-EV。取适量 DPC-EV，在 100 kV 透射

电子显微镜 40 000倍镜下观察形态，并采用纳米颗

粒跟踪分析仪检测粒径。本实验样本数为3。
1. 4 DPC-EV对HSF迁移的影响

取原代人 HSF，常规培养至第 3 代后以 5×
106个/mL、每孔 1 mL 接种于 6 孔板中，将细胞分为
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DPC-EV组和PBS组。常规培养待细胞融合度达到

100% 后使用 200 μL 枪头划痕，然后 DPC-EV 组和

PBS 组每孔分别加入 10 μg/mL DPC-EV 2 mL 及等

量 PBS后继续常规培养。分别于划痕后 0（即刻）、

24 h，于 100倍倒置相差显微镜下拍照，并计算划痕

后 24 h细胞迁移率，细胞迁移率=（划痕后 0 h划痕

面积−划痕后 24 h 划痕面积）÷划痕后 0 h 划痕面

积×100%。该实验样本数为5。
1. 5 DPC-EV对HSF增殖的影响

取第 3 代 HSF，以 1×105个/mL、每孔 100 μL 接

种于 96孔板中常规培养。待细胞贴壁后次日更换

含体积分数 0. 5% 胎牛血清的 DMEM 培养基行饥

饿处理 12 h，此时记为培养 0 h。同 1. 4分组，分别

加入 10 μg/mL DPC-EV 100 μL 或等量 PBS 继续常

规培养。于培养0、24、48、72、96 h，根据CCK-8说明

书，用酶标仪测定细胞在波长 450 nm 处的吸光度

值，以此表示细胞增殖水平。该实验样本数为4。
1. 6 DPC-EV 对 HSF 中 α-SMA 和 ColⅠ的蛋白表

达的影响

取第 3代HSF，按照 50%密度铺入盖有载玻片

的 24孔板中，同 1. 4分组，待细胞贴壁后，分别加入

10 μg/mL DPC-EV 1 mL 或等量 PBS 后继续常规培

养 24 h。采用免疫荧光法观测细胞中 α-SMA 和

ColⅠ的蛋白表达情况。一抗为兔抗人α-SMA单克

隆抗体、兔抗人 ColⅠ单克隆抗体（稀释比均为

1∶100），二抗为 Alexa Fluor 488 标记的山羊抗兔

IgG 多克隆抗体（稀释比为 1∶200），细胞核用

4'，6-二脒基-2-苯基吲哚染色（阳性染色为蓝色），

采用生物导航仪于物镜 10倍放大倍数下观察细胞

中 ColⅠ（阳性染色为绿色）和 α-SMA（阳性染色为

绿色）的表达情况。

另取第 3代 HSF，铺入 4个培养瓶中，同 1. 4分

组 ，待 细 胞 贴 壁 后 24 h，分 别 加 入 10 μg/mL 
DPC-EV 5 mL或等量 PBS继续常规培养 24 h，每组

HSF 提取 2 管总蛋白。每组取 1 管总蛋白，采用蛋

白质印迹法检测细胞中 α-SMA 和 ColⅠ的蛋白表

达情况。其中一抗为兔抗人 α-SMA 单克隆抗体、

兔抗人ColⅠ单克隆抗体、兔抗小鼠GAPDH单克隆

抗体（稀释比均为 1∶1 000），二抗为 HRP标记的山

羊抗兔 IgG多克隆抗体（稀释比为 1∶5 000）。上述

实验均重复3次。

1. 7 DPC-EV对HSF中KLF4的蛋白表达的影响

取 1. 6中剩余的每组 HSF 的 1管总蛋白，采用

蛋白质印迹法检测 HSF中 KLF4的蛋白表达情况，

其中一抗为兔抗小鼠 KLF4单克隆抗体、兔抗小鼠

GAPDH单克隆抗体（稀释比均为 1∶1 000），二抗为

HRP 标记的山羊抗兔 IgG 多克隆抗体（稀释比为

1∶5 000）。该实验重复3次。

1. 8 不同 KLF4 病毒感染对 DPC-EV 处理后 HSF
中KLF4、α-SMA、ColⅠ的蛋白表达的影响

取第 3 代 HSF，加入 50 μg DPC-EV 培养 24 h
后，按随机数字表法分为空白对照组、KLF4敲低组

和 KLF4过表达组，其中空白对照组细胞仅常规培

养 48 h，KLF4敲低组和KLF4过表达组细胞均先加

入KLF4敲低病毒培养 24 h，而后KLF4敲低组细胞

常规培养 24 h，KLF4过表达组细胞添加KLF4过表

达病毒后培养 24 h。于培养 48 h，采用蛋白质印迹

法检测细胞中 KLF4、α-SMA、ColⅠ的蛋白表达情

况。一抗为兔抗小鼠 KLF4 单克隆抗体、兔抗人

α-SMA单克隆抗体、兔抗人ColⅠ单克隆抗体、兔抗

小鼠GAPDH单克隆抗体（稀释比均为 1∶1 000），二

抗为HRP标记的山羊抗兔 IgG多克隆抗体（稀释比

为 1∶5 000）。以 GAPDH 为内参照。该实验重

复3次。

1. 9 统计学处理

采用 SPSS 23. 0统计软件进行数据处理。计量

资料数据均符合正态分布，以 x̄ ± s表示。组间总

体比较行重复测量方差分析，2组间比较行Sidak检

验或独立样本 t检验。P<0. 05 为差异有统计学

意义。

2 结果

2. 1 DPC-EV的鉴定

培养 24 h，提取的 DPC-EV 为囊泡状结构，平

均粒径 108. 8 nm，符合 EV 粒径，DPC-EV 鉴定成

功。见图1。
2. 2 DPC-EV对HSF迁移的影响

划痕后 24 h，PBS 组 HSF 的迁移率为（54±
10）%，明显高于DPC-EV组的（29±8）%（t=4. 37，P=
0. 002）。见图2。
2. 3 DPC-EV对HSF增殖的影响

培养 48、72、96 h，DPC-EV 组 HSF 的增殖水平

均明显低于PBS组（P<0. 05）。见表1。
2. 4 DPC-EV 对 HSF 中 α-SMA 和 ColⅠ的蛋白表

达的影响

培养 24 h，DPC-EV 组 HSF 中 α-SMA 和 ColⅠ
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的蛋白表达均明显低于PBS组。见图3、4。
2. 5 DPC-EV对HSF中KLF4的蛋白表达的影响

培养 24 h，DPC-EV 组 HSF 中 KLF4 的蛋白表

达明显高于PBS组。见图5。

2. 6 不同 KLF4 病毒感染对 DPC-EV 处理后 HSF
中KLF4、α-SMA、ColⅠ的蛋白表达的影响

培养 48 h，与 GAPDH 比较，空白对照组、

KLF4 敲低组、KLF4 过表达组 HSF 中 KLF4 的蛋白

表达分别为阳性、阴性、阳性；与GAPDH比较，空白

对照组 HSF 中 KLF4 的蛋白表达上调，α-SMA 及

ColⅠ的蛋白表达均下调。与空白对照组比较，

KLF4敲低组HSF中KLF4的蛋白表达下调，α-SMA
及 ColⅠ的蛋白表达上调；与 KLF4 敲低组比较，

KLF4 过表达组 HSF 中的 KLF4 的蛋白表达上调，

ColⅠ和α-SMA的蛋白表达均下调。见图6。

3 讨论

HS不仅影响美观，还会引起疼痛、瘙痒、灼热、

感觉异常、瘢痕挛缩等并发症［13-14］。HS因在深度皮

肤损伤患者中发病率高且缺乏有效的治疗策略，现

已成为烧伤整形外科医师面临的重要临床挑战［15］。

本研究通过体外实验，证实小鼠DPC-EV可通过激

活 KLF4 后调控人 HSF 的生物学行为，进而抑制

HSF纤维化标志物的表达。

EV 是一种重要的旁分泌介质，按照其粒径大

小可分为外泌体、微泡、凋亡小体。各种类型的EV
通过将其内容物传递给受体细胞，参与细胞间的通

讯并影响受体细胞相关基因的表达。因此，它们可

图 1　小鼠真皮毛乳头细胞外囊泡（DPC-EV）的鉴定。1A.
DPC-EV为囊泡状结构 透射电子显微镜×40 000；1B.DPC-EV
平均粒径为108.8 nm，符合细胞外囊泡粒径

Figure 1　 Identification of extracellular vesicles from dermal 
papilla cells (DPC-EVs) of mice

注：图中竖/斜线为细胞迁移的边缘线；磷酸盐缓冲液（PBS）组加入PBS，真皮毛乳头细胞外囊泡（DPC-EV）组加入DPC-EV
图 2　2组人增生性瘢痕成纤维细胞划痕后 24 h的迁移情况 倒置相差显微镜×100。2A、2B.分别为PBS组在划痕后 0（即刻）、24 h的划痕

情况；2C、2D.分别为DPC-EV组在划痕后0、24 h的划痕情况，图2D的细胞迁移较图2B少

Figure 2　Migration of human hypertrophic scar fibroblasts at 24 h after scratching in the two groups
表1 2组人增生性瘢痕成纤维细胞培养各时间点细胞增殖水平比较（x̄ ± s）

Table 1 Comparison of cell proliferation levels of human hypertrophic scar fibroblasts at different time points of cell culture 
between the two groups

组别

PBS组

DPC⁃EV组

t值

P值

样本数

4
4

0 h
0.213±0.012
0.216±0.018

0.26
0.999

24 h
0.607±0.100
0.444±0.051

2.89
0.181

48 h
0.907±0.088
0.672±0.075

4.06
0.035

72 h
1.287±0.065
1.033±0.059

5.76
0.006

96 h
1.504±0.064
1.195±0.073

6.41
0.004

注：0 h为行饥饿处理 12 h后、真皮毛乳头细胞外囊泡（DPC-EV）组加入DPC-EV或磷酸盐缓冲液（PBS）组加入PBS前；处理因素主效应，

F=80.93，P<0.001；时间因素主效应，F=391.40，P<0.001；两者交互作用，F=6.73，P<0.001
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以影响机体许多的生理和病理过程。EV具有许多

显著的优势，如可穿越血脑屏障、无免疫原性、可多

次静脉注射、不良反应小等，使其在药物研发中备

受关注［16⁃17］。近年来，间充质干细胞来源的 EV 已

被证实在缓解纤维化疾病的进展中起重要作用［18］。

此外，长期换药的慢性创面患者的毛囊周围总是可

见新生皮岛，更有趣的是，毛囊周围的皮肤似乎趋

于正常，其下形成了一层脂肪，通常不会形成 HS。
研究表明，毛囊可通过旁分泌因子将 Fb 转化为脂

肪细胞［9］。毛囊在体表广泛分布，可通过拔毛等非

侵入性方式获取，而DPC因具有强大的EV、多种生

长因子等旁分泌功能使其处于毛囊生长发育中串

联真皮与表皮信号交换的中心位置。故本研究团

队选取了与传统间充质干细胞不同的DPC作为EV
的来源细胞，探究DPC-EV对HSF纤维化标志物的

影响，以期为 DPC-EV 治疗 HS 纤维化提供理论

依据。

HS组织中，真皮的Fb和肌Fb被认为是最主要

的细胞，在 HS 进展过程中，HS 组织中胶原蛋白的

表达量较正常组织中显著升高，Fb 被激活并转分

化为肌 Fb，其特征是表达 α-SMA 并形成肌动蛋白

收缩束以及张力纤维束［19⁃21］。肌 Fb 的主要作用是

在组织修复过程中产生大量胶原，并收缩创面促进

再上皮化和组织完整性的恢复［22］。肌Fb的过度活

跃造成创面挛缩、张力增加，同时分泌大量 ColⅠ，

注：α-SMA 为 α 平滑肌肌动蛋白，其阳性染色为绿色；ColⅠ为

Ⅰ型胶原蛋白，其阳性染色为绿色；细胞核阳性染色为蓝色；磷

酸盐缓冲液（PBS）组加入 PBS，真皮毛乳头细胞外囊泡

（DPC-EV）组加入DPC-EV
图 3　免疫荧光法检测的 2 组人增生性瘢痕成纤维细胞培养

24 h 后 α-SMA 和 ColⅠ的蛋白表达 Alexa Fluor 488-4'，6-二
脒基-2-苯基吲哚×10。3A、3B、3C.分别为 PBS组细胞核染色、

α-SMA染色、细胞核与α-SMA染色重叠图片，α-SMA的蛋白表

达较多；3D、3E、3F. 分别为 DPC-EV 组的细胞核染色、α-SMA
染色、细胞核与 α-SMA 染色重叠图片，图 3E 细胞质中 α-SMA
的蛋白表达较图 3B明显减少；3G、3H、3I.分别为PBS组细胞核

染色、ColⅠ染色、细胞核与 ColⅠ染色重叠图片，ColⅠ的蛋白

表达较多；3J、3K、3L. 分别为 DPC-EV 组细胞核染色、ColⅠ染

色、细胞核与ColⅠ染色重叠图片，图 3K细胞质中ColⅠ的蛋白

表达较图3H明显减少

Figure 3　The protein expressions of α-SMA and ColⅠ in human 
hypertrophic scar fibroblasts of two groups at 24 h after culture 
detected by immunofluorescence method

注：KLF4为Krüppel 样因子4，GAPDH为3-磷酸甘油醛脱氢酶，

PBS为磷酸盐缓冲液，DPC-EV为真皮毛乳头细胞外囊泡；条带

上方 1、2 分别指示加入 DPC-EV 的 DPC-EV 组和加入 PBS 的

PBS组

图 5　蛋白质印迹法检测的 2组人增生性瘢痕成纤维细胞培养

24 h后KLF4的蛋白表达

Figure 5　The protein expression of KLF4 in human hypertrophic 
scar fibroblasts of two groups at 24 h after culture detected by 
Western blotting

注：α -SMA 为 α 平滑肌肌动蛋白，Col Ⅰ为Ⅰ型胶原蛋白，

GAPDH 为 3-磷酸甘油醛脱氢酶，PBS 为磷酸盐缓冲液，

DPC-EV 为真皮毛乳头细胞外囊泡；条带上方 1、2分别指示加

入PBS的PBS组和加入DPC-EV的DPC-EV组

图 4　蛋白质印迹法检测的 2组人增生性瘢痕成纤维细胞培养

24 h后α-SMA和ColⅠ的蛋白表达

Figure 4　The protein expressions of α-SMA and ColⅠ in human 
hypertrophic scar fibroblasts of two groups at 24 h after culture 
detected by Western blotting
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这是 HS 形成的重要表现。本研究使用人 HS 组织

来源的HSF，该组织来源的细胞已被证明含有大量

肌 Fb，现已成为瘢痕研究的常用细胞模型［7，23］。研

究表明，HSF 的阳性标记主要为纤维连接蛋白

ED-A+、α-SMA+、合成 ColⅠ、产生基质胶联酶［20］。

本研究结果显示与用 PBS 处理比较，用小鼠

DPC-EV处理 24 h后的人HSF中α-SMA和ColⅠ的

蛋白表达均明显下调，表明 DPC-EV 处理可下调

HSF纤维化标志物的表达。

研究显示，KLF4 具有阻滞细胞周期和参与调

控多种器官纤维化疾病进展的功能。例如，小鼠胚

胎Fb在增殖活跃时KLF4的表达水平较低，但当细

胞进入静止期时 KLF4表达升高［24］。在本研究中，

CCK-8实验结果表明，与PBS组比较，DPC-EV组人

HSF培养 48、72、96 h的细胞增殖水平明显降低；同

时，细胞划痕试验表明，DPC-EV可显著抑制人HSF
的迁移能力，其机制可能与 KLF4抑制了 HSF的增

殖和纤维化进展相关。研究显示，沉默小鼠平滑肌

的血管外膜干细胞抗原 1细胞的KLF4可以促进血

管外膜细胞的增殖和分化，促进纤维化肌Fb转化，

从而加速血管纤维化［25］。有学者报道，敲除

KLF4 可导致小鼠巨噬细胞 ColⅠ、ColⅢ和 α-SMA
的表达升高，加剧 TNF-α 介导的肾损伤和纤维

化［26］。对肝硬化患者和大鼠肝脏的研究均显示，肝

星状细胞中 KLF4 的 mRNA 和蛋白水平均显著下

调；在原代大鼠肝星状细胞中通过特异性小干扰

RNA抑制KLF4后，其α-SMA和ColⅠ表达均增加。

同时，KLF4 表达的上调可使大鼠原代肝星状细胞

中 α-SMA 和 ColⅠ的表达均减少［27］。以上结果说

明KLF4在上游的表达增加可降低α-SMA和ColⅠ
的表达，从而减少多种组织器官纤维化的发生。本

课题组前期研究显示，三维培养后的小鼠DPC-EV
可通过 KLF4/VEGFA 通路调控血管成熟进而促进

小鼠创面愈合，同时KLF4可通过抑制肌Fb活化来

缓解HS纤维化［7，28］。故本研究选取KLF4作为HSF
中调控纤维化的分子，以探究DPC-EV中抗纤维化

的作用靶点。对DPC-EV处理后HSF中KLF4的蛋

白表达的检测结果显示，与PBS组比较，DPC-EV组

HSF 中 KLF4 的蛋白表达明显升高，该结果与本研

究团队设想的一致。而后，本研究团队分别通过不

同 KLF4 质粒转染 DPC-EV 处理后的 HSF，结果显

示DPC-EV处理后空白对照组HSF中KLF4蛋白表

达上调的同时，伴随着α-SMA和ColⅠ的蛋白表达

下调；KLF4 敲低组 HSF 中 KLF4 阴性表达伴随着

α-SMA 和 ColⅠ的蛋白表达上调；KLF4 过表达组

HSF可恢复KLF4的蛋白表达，同时α-SMA和ColⅠ
的蛋白表达被抑制。以上结果提示，小鼠DPC-EV
处理后人HSF中KLF4蛋白的升高可以抑制人HSF
中 ColⅠ和 α-SMA 的蛋白表达，抑制人肌 Fb活化，

从 而 减 少 纤 维 化 相 关 蛋 白 的 产 生 。 即 小 鼠

DPC-EV 可通过激活 KLF4，抑制人 HSF 纤维化标

志物的表达。

尽管本研究证实 DPC-EV 在 HSF 中具有显著

的抗纤维化效果，然而本次实验对相关机制的研究

还不够深入。有研究表明，毛囊的抗纤维化作用与

骨形态发生蛋白（bone morphogenetic protein，BMP）
家族密切相关，DPC 负责毛囊循环的发展和调节，

毛囊内部的DPC因具有BMP的表达活性而保留了

毛囊的抗纤维化潜力［9］。同时，有研究报道，

KLF4 可直接靶向 BMP4 调控人 Fb 向肌 Fb 的转分

化［7］。因此，未来本研究团队还应进一步探索

KLF4翻译后修饰的途径，进一步完善KLF4下游的

调控机制。此外，EV中富含大量功能蛋白和RNA，

本研究团队还应深入研究DPC-EV的功能成分，明

确其改变 KLF4的蛋白质稳定性、DNA结合能力和

转录活性来调控其抗纤维化功能的具体机制，为

DPC-EV未来的临床应用奠定理论基础。
利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突

作者贡献声明 王运帷、张浩、曹鹏：实验操作、论文撰写；张万福、

官浩：研究指导、论文修改、经费支持；佟琳、李少珲：技术和材料支

注：KLF4为Krüppel样因子 4，ColⅠ为Ⅰ型胶原蛋白，α-SMA为

α平滑肌肌动蛋白，GAPDH为 3-磷酸甘油醛脱氢酶；条带上方

1、2、3分别指空白对照组、KLF4敲低组、KLF4过表达组；空白

对照组细胞仅常规培养，KLF4敲低组细胞先加入KLF4敲低病

毒培养再常规培养，KLF4过表达组细胞先加入KLF4敲低病毒

培养再加入KLF4过表达病毒培养

图 6　蛋白质印迹法检测的 3组人增生性瘢痕成纤维细胞培养

48 h后KLF4、ColⅠ、α-SMA的蛋白表达

Figure 6　The protein expressions of KLF4, ColⅠ, and α-SMA 
in human hypertrophic scar fibroblasts of three groups at 48 h after 
culture detected by Western blotting
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持；陈阳、韩超：数据整理、统计分析
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