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亚硒酸钠对人增生性瘢痕成纤维细胞体外增殖的影响
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　　摘　要：目的　观察亚硒酸钠对人增生性瘢痕成纤维细胞体外增殖的影响。方法　体外培养人增生性瘢痕成纤维细胞，取第

４代细胞用ＣＣＫ８检测成纤维细胞的增殖情况，分为试验组和对照组，试验组分为６组（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ组），分别加入等量含

２．５、５．０、１０．０、２０．０、４０．０、８０．０μｍｏｌ／Ｌ浓度亚硒酸钠的１０％胎牛血清培养基；对照组加入等量的１０％胎牛血清培养基，分别在

２４、４８、７２、９６ｈ用ＣＣＫ８试剂盒检测细胞增殖情况；Ｌｉｖｅ／ｄｅａｄ试剂检测加入不同浓度亚硒酸钠２４ｈ后细胞的存活情况；细胞免

疫组织化学法检测加入不同浓度亚硒酸钠２４ｈ后，细胞内Ⅰ、Ⅲ型胶原的表达情况。结果　（１）亚硒酸钠在２．５～８０．０μｍｏｌ／Ｌ

浓度范围内，在同一时间内随着浓度的增加，对成纤维细胞的抑制率逐步增加（犘＜０．０５）；（２）在相同浓度作用下随着时间的延

长，亚硒酸钠对成纤维细胞的抑制率逐渐增加（犘＜０．０５）；（３）Ｌｉｖｅ／ｄｅａｄ试剂检测结果显示，随着亚硒酸钠浓度的增加，凋亡细胞

数逐渐增加；（４）随着亚硒酸钠的浓度增加，成纤维细胞内Ⅰ、Ⅲ型胶原表达逐渐减弱。结论　亚硒酸钠在体外能抑制人增生性瘢

痕成纤维细胞的增殖，并且可以降低成纤维细胞内Ⅰ、Ⅲ型胶原的表达。
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　　在较严重的皮肤损伤愈合后，特别是深度烧伤的创面较多

会以增生性瘢痕的形式愈合，表现为高于周围正常皮肤、质地

较硬，有时会出现表面干燥、脱皮、瘙痒等不适症状，在早期和

晚期往往会有着不同的临床表现，这不仅严重影响患者的外貌

和功能，也会对大部分患者的心理造成不同程度的影响［１］。因

此，抑制增生性瘢痕增生的研究，在临床上具有很大的临床

意义。

目前，国内外对于增生性瘢痕的处理主要有手术切除、压

力压迫及局部使用激素类药物等处理方法。手术主要用于解

决四肢关节的部分功能，对外观的要求不能达到较好的效果；

外力压迫疗法对于瘢痕的抑制效果并不理想，治疗过程及时间

较长，大部分患者较难接受；局部注射激素类药物作用范围较

小，不适合大面积瘢痕的患者，并且激素的不良反应较大，较多

患者不适合使用。大量的研究证实，硒化物有一定的抑制成纤

维细胞增殖的作用。硒元素是人体的必需微量元素，亚硒酸钠

可补充人体内硒元素的缺乏，且已经广泛应用于临床上，如运

用于对克山病的预防及治疗。申华峰等［２］研究指出亚硒酸钠

对 Ｗｉｓｔａｒ大乳鼠心肌成纤维细胞Ⅰ型胶原合成代谢有抑制作

用。本试验组成员胡清泉等［３］前期工作研究指出，富硒温泉水

对体外培养人增生性瘢痕成纤维细胞具有一定的抑制作用。

为进一步明确硒对成纤维细胞增殖的影响，作者采用不同浓度

的亚硒酸钠对体外成纤维细胞的增殖情况进行研究，现报道
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如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　瘢痕组织　增生性瘢痕组织：取２０１３年２～４月在南

昌大学第一附属医院整形外科行增生性瘢痕整形手术的患者

瘢痕组织。年龄４～１２岁，身体健康，无心、肺等慢性疾病，近

期未使任何抗瘢痕药物；瘢痕组织处于稳定期，以四肢为主，高

于周围正常皮肤、质地较硬，经临床和病理证实无恶变，征得患

者家属的知情同意。

１．１．２　主要试剂和仪器　２５ｇ／瓶亚硒酸钠粉末（美国，Ｓｉｇｍａ

公司），ＤＭＥＭ 培养基（北京，Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司），胎牛血清（北京，

赛默飞公司），０．２５％胰蛋白酶（美国，Ｇｉｂｃｏ公司），ＣＣＫ８检

测试剂盒（上海，ＢｅｓｔＢｉｏ公司），Ⅰ、Ⅲ型胶原多克隆一抗（北

京，博奥森），通用型两步法ＰＶ９０００检测试剂盒（北京，中杉

金桥），ＤＡＢ显色试剂盒（北京，中杉金桥），Ｌｉｖｅ／ｄｅａｄ试剂盒

（美国，Ｌｉｆｅ公司）；ＣＯ２孵箱（美国，Ｆｉｓｈｅｒ），超净工作台（美国，

Ｆｉｓｈｅｒ），倒置显微镜及照相分析系统（日本，Ｏｌｙｍｐｕｓ），全自动

酶标读数仪（芬兰，ＭｕｌｔｉｓｋａｎＡｓｃｅｎｔ），高速离心机（湖南，ＴＳ

１０），－８０℃冰箱（英国，ＮｅｗＢｒｕｎｓｉｃｋＳｃｉｅｎｆｉｆｉｃＵ４１０）。

１．２　方法

１．２．１　不同浓度亚硒酸钠溶液培养基的配置　先配置５０ｍＬ

５ｍｍｏｌ／Ｌ浓度的底液溶液，计算得出需要４３．２３５ｍｇ亚硒酸

钠粉末，用电子秤取４３．２３５ｍｇ粉末，溶入５０ｍＬ灭菌蒸馏水

中，轻轻摇匀完全溶解后，用０．２２μｍ大小微孔过滤器过滤除

菌。取６根无菌离心管，分别标记Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ，分别配置含

２．５、５．０、１０．０、２０．０、４０．０、８０．０μｍｏｌ／Ｌ浓度亚硒酸钠的培养

基１０ｍＬ，用移液器分别吸取９．９９、９．９９、９．９８、９．９６、９．９２、

９．８４ｍＬ含１０％浓度胎牛血清培养基滴入上述离心管中，之

后再分别吸取５、１０、２０、４０、８０、１６０μＬ，５ｍｍｏｌ／Ｌ浓度的亚硒

酸钠溶液，轻轻摇匀后放入４℃冰箱中储存备用。

１．２．２　成纤维细胞体外培养　采用林尊文等
［４］的改良组织块

贴壁结合胰蛋白酶消化法体外培养成纤维细胞；从手术中取下

新鲜增生性瘢痕，无菌操作，立即至试验室，用手术刀片将瘢痕

表皮及皮下脂肪组织彻底清除，残留白色质硬的瘢痕组织；用

眼科剪将增生性瘢痕组织剪成１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ大小的组

织块，将剪好的组织块用０．２５％胰蛋白酶浸润，放入４℃冰箱

中冷消化过夜，第２天将组织块接种于培养瓶中，组织块间距

０．３～０．５ｃｍ，将培养瓶置于恒温培养箱中干涸约４ｈ，再将培

养瓶取出，每瓶加入含１０％胎牛血清ＤＭＥＭ培养基４ｍＬ，再

放入恒温箱中培养，第４天时观察可见单个呈梭形状细胞从组

织块周围爬出，第７天时可见较多细胞爬出，整齐排列于组织

块周围，１５ｄ，细胞基本爬满瓶底，将组织块移入另一培养瓶中

继续培养，将瓶底细胞按１∶２传代培养，取第４代细胞用于试

验研究。

１．２．３　分组及干预　取第４代处于对数生长期的细胞消化、

离心收集成纤维细胞，将细胞浓度调到２×１０７ 个／ｍＬ，接种于

４块相同９６孔板（用于４个时间段观察检测），设置一个空白

组，一个对照组，６个试验组（分别加入含２．５、５．０、１０．０、２０．０、

４０．０、８０．０μｍｏｌ／Ｌ浓度亚硒酸钠干预），每组分别设３个复

孔。空白组只单纯加入１００μＬ正常培养基，对照组和试验组

均加入１００μＬ的细胞悬液，同时接种４块９６孔板；放入恒温

箱中培养２４ｈ后在倒置显微镜下观察，待细胞完全贴壁后用

移液器吸出每孔原培养液，空白组加入２００μＬ正常培养基，对

照组加入２００μＬ正常培养基，试验组分别加入含２．５、５．０、

１０．０、２０．０、４０．０、８０．０μｍｏｌ／Ｌ浓度亚硒酸钠的培养基２００

μＬ，４块９６孔板相同处理，放入恒温箱中继续培养。

１．２．４　ＣＣＫ８试剂盒检测　分别在培养２４、４８、７２、９６ｈ时，

用ＣＣＫ８试剂检测成纤维细胞的增殖情况，将９６孔板从恒温

箱中取出，空白组、对照组和试验组每孔加入１０μＬＣＣＫ８试

剂溶液，３７℃孵育３ｈ，再用全自动酶标读数仪测定在４５０ｎｍ

吸光值（犃），记录所得数据，以上所有试验均重复３次。细胞

抑制率（％）＝（对照细胞犃－加亚硒酸钠细胞犃）／（对照细胞

犃－空白犃）×１００％

１．２．５　Ｌｉｖｅ／ｄｅａｄ试剂盒检测　取在对数期生长的第４代细

胞，经过胰酶消化处理后，均匀加入六孔板，每孔接种２×１０５

个细胞，正常培养２４ｈ后弃去原培养基，每孔加入含０、２．５、

５．０、１０．０、２０．０、４０．０、８０．０μｍｏｌ／Ｌ浓度的亚硒酸钠培养基２

ｍＬ，培养２４ｈ后弃去原培养基，用ＰＢＳ轻轻清洗每个孔两变，

每孔加入配好的Ｌｉｖｅ／ｄｅａｄ试剂３００μＬ，在室温下孵育３０ｍｉｎ

后在荧光显微镜下拍照细胞图片。

１．２．６　细胞免疫组织化学法检测细胞内Ⅰ、Ⅲ型胶原的表达

　细胞爬片的制备：（１）取４块无菌六孔板，每孔置入１块无菌

圆形盖玻片供细胞爬片；（２）将第４代生长旺盛的成纤维细胞

消化分装于六孔板中，细胞浓度在２×１０５ 个／ｍＬ，每孔加入

１５０μＬ细胞，正常培养２４ｈ后弃去原培养基，每孔分别加入含

上述不同浓度的亚硒酸钠终浓度的培养基，再培养２４ｈ后，观

察玻片上细胞生长状况，取出盖玻片置于载玻片上用于免疫组

织化学检测。免疫组织化学试验，步骤如下：（１）每张玻片用

ｐＨ７．４的ＰＢＳ冲洗３次，每次３ｍｉｎ；（２）用９５％的乙醇固定

细胞，在室温下孵育１５ｍｉｎ，再用ＰＢＳ冲洗３次，每次３ｍｉｎ；

（３）每张玻片加１００μＬ０．５％的 Ｔｒｉｔｏｎ试剂，室温下孵育１０

ｍｉｎ，再用ＰＢＳ冲洗３次，每次３ｍｉｎ；（４）每张切片加１滴３％

Ｈ２Ｏ２，室温下孵育１０ｍｉｎ，以阻断内源性过氧化物酶的活性，

ＰＢＳ冲洗３次，每次３ｍｉｎ；（５）每张切片加１滴相应（Ⅰ、Ⅲ型

胶原）的第一抗体（Ⅰ、Ⅲ型胶原的浓度均为１∶１００），阴性组

用ＰＢＳ对照，放入３７ ℃下孵育２ｈ，ＰＢＳ冲洗３次，每次３

ｍｉｎ；（６）除去ＰＢＳ液，每张玻片加１滴二抗试剂１，室温下孵育

３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３次，每次３ｍｉｎ；（７）每张玻片加１滴二抗试

剂２，室温下孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３×３ｍｉｎ；（８）除去ＰＢＳ液，

每张切片加１００μＬ新鲜配制的二氨基联苯胺（ＤＡＢ液），显微

镜下间断观察１０ｍｉｎ；（９）自来水冲洗，苏木素复染，自来水冲

洗，切片经７５％、８５％、９５％、１００％的梯度乙醇脱水干燥，二甲

苯透明，中性树胶封固，晾干后在倒置显微镜下观察。

２　结　　果

２．１　亚硒酸钠对成纤维细胞的形态影响　未加亚硒酸钠的胎

牛血清培养基培养的成纤维细胞的形态规则统一，细胞核呈椭

圆形或圆形，细胞整体形态呈梭形或多边形，伸出多个触角，整

体呈鱼群状。加入了不同浓度的亚硒酸钠的胎牛血清培养基

培养的整体细胞数量减少，细胞形状不规整，触角呈现出不同

程度的变短或者缺失，细胞质及细胞核浓缩，随亚硒酸钠浓度

的增加，细胞的形态呈现进一步变化，见图１。

２．２　Ｌｉｖｅ／ｄｅａｄ检测结果　加入不同浓度的亚硒酸钠培养２４
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ｈ后，部分凋亡，荧光染色如下可见，活细胞的颜色为绿色荧

光，死细胞的颜色为红色。可见未加亚硒酸钠组的细胞几乎未

见凋亡细胞，生长规则，形态基本呈梭形；加入低浓度的亚硒酸

钠组可见较少细胞凋亡，绝大多数细胞生长良好，形态统一；加

入高浓度的亚硒酸钠组可见较多细胞凋亡，部分细胞形态不规

整。见图２。

　　Ａ：未加亚硒酸钠培养２４ｈ；Ｂ：加入２．５μｍｏｌ／Ｌ亚硒酸钠培养２４

ｈ；Ｃ：加入８０．０μｍｏｌ／Ｌ亚硒酸钠培养２４ｈ。

图１　　亚硒酸钠对细胞形态的影响（倒置显微镜×１００）

　　Ａ：未加亚硒酸钠培养２４ｈ；Ｂ：加入２．５μｍｏｌ／Ｌ亚硒酸钠培养２４

ｈ；Ｃ：加入８０．０μｍｏｌ／Ｌ亚硒酸钠培养２４ｈ。

图２　　不同浓度亚硒酸钠对细胞凋亡的影响

（荧光倒置显微镜×１００）

２．３　ＣＣＫ８检测不同浓度亚硒酸钠对成纤维细胞增殖的影

响　将含０、２．５、５．０、１０．０、２０．０、４０．０、８０．０μｍｏｌ／Ｌ浓度亚硒

酸钠的培养基培养成纤维细胞分别培养２４、４８、７２和９６ｈ后，

使用ＣＣＫ８法检测成纤维细胞的增殖情况，结果显示，不同浓

度的亚硒酸钠培养基均对成纤维细胞的增殖有抑制作用，见表

１；随着浓度和时间的增加，对成纤维细胞的抑制越明显，见

表２。

２．４　细胞免疫组织化学法测得细胞内Ⅰ、Ⅲ型胶原的表达情

况　Ⅰ型胶原表达情况：黄色或者棕黄色为阳性表达，未加亚

硒酸钠组阳性明显（９８．０±０．７）％，低浓度的亚硒酸钠组阳性

表达也较明显（９２．０±０．４）％，在高浓度的亚硒酸钠组可见表

达阳性较弱（５２．０±０．８）％，部分细胞表现出阳性结果，较正常

组和低浓度组明显较弱，见图３。Ⅲ型胶原表达情况：正常组

阳性表达较强（８４．０±０．６）％，低浓度组阳性表达和正常组差

异不明显（８１．０±０．７）％，高浓度组较少细胞表现出弱阳性结

果（３８．０±０．９）％，见图４。

　　Ａ：未加亚硒酸钠培养２４ｈ；Ｂ：加入２．５μｍｏｌ／Ｌ亚硒酸钠培养２４

ｈ；Ｃ：加入８０．０μｍｏｌ／Ｌ亚硒酸钠培养２４ｈ。

图３　　不同浓度亚硒酸钠对Ⅰ型胶原帽白的影响

（倒置显微镜×４００）

　　Ａ：未加亚硒酸钠培养２４ｈ；Ｂ：加入２．５μｍｏｌ／Ｌ亚硒酸钠培养２４

ｈ；Ｃ：加入８０．０μｍｏｌ／Ｌ亚硒酸钠培养２４ｈ。

图４　　不同浓度亚硒酸钠对Ⅱ型胶原蛋白的影响

（倒置显微镜×４００）

表１　　不同浓度亚硒酸钠对成纤维细胞ＣＣＫ８检测的犃值（狓±狊）

时间 ０μｍｏｌ／Ｌ ２．５μｍｏｌ／Ｌ ５．０μｍｏｌ／Ｌ １０．０μｍｏｌ／Ｌ ２０．０μｍｏｌ／Ｌ ４０．０μｍｏｌ／Ｌ ８０．０μｍｏｌ／Ｌ

２４ｈ ０．４７４６±０．００４５ ０．４６３７±０．００３２ ０．４３４８±０．００１５ ０．４０３９±０．００１８ ０．３９１９±０．００１８ ０．３７６３±０．００１４ ０．３５１９±０．００１５

４８ｈ ０．４９６５±０．００１３ ０．４５２４±０．００３４ ０．４２０１±０．０００４ ０．３８９１±０．０００８ ０．３６７３±０．００３０ ０．３５７５±０．００２６ ０．３３４５±０．０００７

７２ｈ ０．５０２９±０．０００６ ０．４１７２±０．００１１ ０．４００６±０．０００１ ０．３７３３±０．００１０ ０．３５８２±０．００１３ ０．３４６３±０．０００５ ０．３２３８±０．００１０

９６ｈ ０．５１５３±０．００１３ ０．３９６２±０．００１３ ０．３８６５±０．００２４ ０．３６５７±０．０００１ ０．３５０２±０．０００３ ０．３３２４±０．０００８ ０．３１５３±０．００３０

表２　　不同浓度亚硒酸钠对成纤维细胞增殖抑制率的影响（狓±狊，％）

时间 ２．５μｍｏｌ／Ｌ ５．０μｍｏｌ／Ｌ １０．０μｍｏｌ／Ｌ ２０．０μｍｏｌ／Ｌ ４０．０μｍｏｌ／Ｌ ８０．０μｍｏｌ／Ｌ

２４ｈ ３．３６±０．３４ １２．２２±１．２９ ２１．７４±０．５ ２５．４４±０．４６ ２０．２３±１．１２ ３７．７５±０．７５

４８ｈ １２．７３±０．７５ ２２．０６±０．３８ ３１．０２±０．０６ ３７０．３０±０．７０ ４００．１３±０．７５ ４６０．７７±０．３２

７２ｈ ２４．３２±０．２１ ２９．０２±０．１１ ３６．７５±０．３０ ４１０．０５±０．３９ ４４．４１±０．０７ ５００．８２±０．３１

９６ｈ ３２．６１±０．３３ ３５．２６±０．６５ ４００．９６±０．１７ ４５０．２０±０．２７ ５００．０６±０．１０ ５４０．７３±０．９９
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３　讨　　论

大面积深度烧伤患者创面愈合后，较多创面会以瘢痕愈

合，这种瘢痕主要以增生性瘢痕为主，小部分的瘢痕会过度的

增生形成瘢痕疙瘩。增生性瘢痕在早期和晚期往往会有着不

同的临床表现，根据瘢痕的部位不同，不仅严重影响患者的外

貌和功能，也会对大部分患者的心理造成不同程度的影响。目

前临床上对增生性瘢痕的治疗主要有手术治疗和非手术治疗，

手术治疗主要用于瘢痕较小或者一些关节活动部位的局部治

疗；非手术治疗包括物理治疗和药物治疗，前者主要是瘢痕外

用压力压迫瘢痕，抑制瘢痕增生有一定的治疗效果，目前瘢痕

治疗的药物种类较多，但还没有一种药物的作用效果特别好，

主要用激素局部注射治疗，较大范围难以治疗，且激素不良反

应大，难以长期使用。增生性瘢痕的形成过程是多种因素共同

参与、共同影响，具体形成机制非常复杂，因此在治疗上仍没有

发现一种比较合适的针对增生性瘢痕形成原因进行治疗的方

法。因此，进一步明确增生性瘢痕的形成机制并探索一种可行

的防治方法对一些瘢痕患者的治疗是一个福音。目前较多研

究表明，增生性瘢痕是由于在机体修复缺损的创面和组织的过

程中成纤维细胞、细胞外基质及多种细胞因子等相互调节失衡

的结果，表现为成纤维大量增殖，细胞外基质过度沉积及各种

细胞因子分泌失常。

为了寻找一种安全可靠的药物抑制瘢痕过度生长，根据一

些前期研究结果，本课题组就微量元素硒在增生性瘢痕的作用

进行研究。较多研究显示，硒元素在人体的作用主要表现为具

有较强的抗氧化性［５］、增强人体免疫能力［６］、抗肿瘤作用［７］、抑

制心肌成纤维细胞Ⅰ型胶原合成
［２］、抗衰老以及对心血管方面

的影响［８］等，但关于硒在成纤维细胞方面的研究少见报道。目

前，研究抑制增生性瘢痕的生长主要是通过药物等抑制成纤维

细胞的过度生长和减少Ⅰ、Ⅲ型等胶原的合成、分泌及过度累

积。亚硒酸钠对成纤维细胞的增殖影响结果显示出，亚硒酸钠

可以促进成纤维细胞的凋亡和减少Ⅰ、Ⅲ型胶原在细胞中的表

达和分泌。Ⅰ、Ⅲ型胶原是成纤维细胞外基质的重要组成部

分［９１０］。亚硒酸钠可促进成纤维细胞的凋亡和降低成纤维细

胞中Ⅰ、Ⅲ型胶原的表达和分泌，减少细胞外基质中胶原的含

量，其作用机制可能是：（１）氧化应激能力增强促进细胞凋亡，

研究显示细胞中硒的浓度越高，产生的活性氧自由基越多，对

细胞的氧化应激也越强，从而促进细胞凋亡或产生具有毒性物

质致细胞死亡［１１］；（２）硒化合物是较多癌基因（如ｐ５３、Ｂｃｌ２及

ｍｙｃ基因家族等）表达的调控因子，硒化合物的水平可以影响

癌基因与抗癌基因的表达［１２］，因此亚硒酸钠可能影响了成纤

维细胞中的一些基因的表达，从而抑制成纤维细胞的增殖；（３）

硒化物的抗纤维化的作用，可抑制成纤维细胞中Ⅰ、Ⅲ型胶原

的表达和分泌。在调控细胞凋亡的信号通路当中 Ｗｎｔ／βｃａｔｅ

ｎｉｎ信号通路是一条经典的凋亡信号通路，本试验的下一步研

究就是继续探明亚硒酸钠抑制增生性瘢痕成纤维细胞的分子

机制，研究方向就是 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ凋亡信号通路方向。增生

性瘢痕成纤维细胞的本质就是由于成纤维细胞的过度增生，在

细胞增殖的过程中，可能是由于细胞的分裂速度过快或者某些

信号通路的异常调节，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的异常激活可

能会导致成纤维细胞的增生活跃，导致细胞周期的异常，在这

一点上，成纤维细胞和肿瘤细胞的增殖有一定的相似性。进一

步研究 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路在亚硒酸钠作用后在成纤维细

胞内的表达对其抑制成纤维细胞的增殖机制更清楚。

亚硒酸钠是微量元素硒的一种无机物，它药理作用机制复

杂，具有较强的抗氧化性、增强免疫力、抗肿瘤作用促进细胞凋

亡、抑制心肌成纤维细胞Ⅰ型胶原合成、抗衰老等作用，而这些

作用可能协同拮抗增生性瘢痕的增生，在抑制增生性瘢痕成纤

维细胞增殖方面的具体作用机制正在进一步深入研究。
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