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脂氧素A4对瘢痕成纤维细胞生物学活性的影响及

机制研究 
周晓燕1*  况晓东2  黄永红1  徐方云1  蔡震宇1  王红梅1*

 (1南昌大学医学院病理生理学教研室, 南昌 330006; 2南昌大学医学院病理学教研室, 南昌 330006)

摘要      最新文献表明, 脂氧素A4(lipoxin A4, LXA4)对组织纤维化及相关疾病有防治作用。为

了观察脂氧素A4对瘢痕成纤维细胞增殖、凋亡和胶原合成的影响并探讨其抗瘢痕形成的机理, 该
文首先通过RT-PCR和Western blot法检测瘢痕成纤维细胞是否表达脂氧素受体ALX; 然后将不同浓

度脂氧素A4加入瘢痕成纤维细胞培养液中分别作用相应时间后, MTT法检测细胞的增殖程度, 流式

细胞仪检测细胞的凋亡情况, 羟脯氨酸测试盒检测细胞培养液中羟脯氨酸含量, ELISA法检测细胞

培养上清中TGF-β水平。结果发现, 瘢痕成纤维细胞表达ALX, 脂氧素A4抑制瘢痕成纤维细胞增殖、

羟脯氨酸释放及TGF-β分泌, 同时还诱导细胞凋亡。综上所述, 脂氧素A4抑制瘢痕成纤维细胞增殖

和胶原合成并诱导其凋亡, 可能是防治瘢痕形成的重要潜在药物。
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The Effect and Mechanism of Lipoxin A4 Suppressing Scar Formation
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Abstract        It was reported that Lipoxin A4 (LXA4) could prevent and cure tissue fibrosis and related disease. 
In this paper, we observed the effects of LXA4 on the proliferation, apoptosis and collagen synthesis of keloid 
fibroblast, and analyzed the possible mechanisms. Firstly, we tested the expression of ALX through RT-PCR and 
Western blot. Then, we examined the proliferation by MTT, the apoptosis through flow cytometry, the degree of 
collagen synthesis with hydroxyproline testing cassete, and the level of TGF-β via ELISA. The data demonstrated 
that ALX was expressed in hyperplastic scar fibroblast cell, LXA4 inhibited the proliferation and collagen synthesis, 
LXA4 induced cell apoptosis and LXA4 decreased the level of TGF-β. It seemed LXA4 was an important potential 
drug for prevention and control of scar formation.
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脂氧素(lipoxins, LXs)是机体最重要的内源性

促炎症缓解因子之一。现已证实, LXs在促炎介质

前列腺素和白三烯之后产生, 对多种炎症细胞和炎

症相关基因有显著的负性调节作用, 是炎症反应的

重要“刹车信号”[1-2]。更重要的是, 已有资料初步表

明, LXs可以调节纤维组织生成, 例如, LXs抑制肺囊

性纤维化[3]、抑制系膜细胞增殖和肾纤维化[4]、抑

制NIH3T3成纤维细胞增殖和胶原合成[5]。综上所述, 
LXs同时具备促进炎症缓解和抗纤维化之功效, 同
时, 这些资料提示LXs可能存在抗瘢痕作用。为此, 
本研究观察了脂氧素A4(Lipoxin A4, LXA4)对瘢痕成

纤维细胞KELF1B(CRL-1762)增殖、凋亡及胶原合

成的影响, 并初步探讨其机制。

1   材料与方法
1.1   主要试剂

DMEM培养基为Gibco公司产品, 胎牛血清购

自浙江三利生物技术有限公司, LXA4购自Cayman
公司, TGF-β ELISA试剂盒购自武汉博士德生物

工程有限公司, Lipoxin A4 receptor(ALX)一抗购自

Santa Cruz公司, CCK-8(Cell Counting Kit-8)试剂盒

和β-actin一抗购自碧云天生物技术研究所, 羟脯氨

酸测试盒购自南京建成生物工程研究所, Annexin V/
PI试剂盒为Bender(Bender MedSystems Inc. USA)公
司产品。

1.2   细胞培养与分组

瘢痕成纤维细胞KELF1B(CRL-1762)(购自美

国菌种保藏中心, ATCC)用DMEM培养液培养在

培养板中, 培养液中加入10%的胎牛血清、100 U/
mL青霉素和100 U/mL链霉素, 细胞培养在37 °C、

5% CO2培养箱中。在进行实验前无血清化细胞24 
h。实验分为空白对照组和不同浓度脂氧素处理

组。

1.3   RT-PCR检测脂氧素受体ALX基因表达

采用TRIzol法提取各样品总RNA, 测定浓度定

量后取4 μg进行逆转录, 总反应体积为25 μL。然后, 
取1 μL逆转录产物进行PCR反应。目的基因ALX上
游引物为: 5′-CAC CAG GTG CTG CTG GCA AG-
3′, 下游引物为: 5′-AAT ATC CCT GAC CCC ATC 
CTCA-3′, 退火温度57 °C, 产物大小383 bp。内参

β-actin上游引物为: 5′-GAA ATC GTG CGT GAC ATT 
AAG-3′, 下游引物为: 5′-CTA GAA GCA TTT GCG 

GTG GA-3′, 退火温度54.5 °C, 产物大小490 bp。 
PCR反应条件为首先95 °C预变性5 min; 然后94 °C
变性30 s, 57 °C(或54.5 °C)退火60 s, 72 °C延伸60 s, 
共循环30次; 最后72 °C延伸10 min。产物于2%琼脂

糖凝胶电泳后照相并分析图像。

1.4   免疫印迹法检测ALX蛋白表达水平

提取总蛋白, BCA法测定浓度。加入相应体积

的loading buffer后煮沸变性, 取40 μg蛋白样品上样, 
10%聚丙烯酰胺凝胶电泳, 100 V电转移至硝酸纤维

素膜上, 将硝酸纤维素膜置于5%脱脂奶粉中室温封

闭1 h, 硝酸纤维素膜置于稀释的ALX或β-actin一抗

(1:200)中4 °C孵育过夜, TBST(TBS+0.05% Tween-20)
洗膜3次, 再置于稀释的辣根过氧化物酶标记的二抗

(1:2 000)中37 °C温育1 h, TBST洗膜3次。将配好的

ECL工作液滴加至硝酸纤维素膜的正面, 反应5 min
后, 曝光于X光胶片上, 显影、定影, 扫描后进行图像

分析。

1.5   细胞增殖检测

细胞悬液接种于96孔培养板内, 各组细胞预处

理后, 每孔加入10 μL CCK-8试剂, 37 °C继续培养4 h, 
酶标仪450 nm测定D450值。

1.6   细胞凋亡分析

各组细胞预处理后, 收集细胞, PBS洗涤细胞2
次, 先后加入5 μL Annexin Ⅴ和10 μL PI, 避光孵育

10 min, 冷PBS洗涤细胞2次, 最后通过流式细胞仪检

测细胞的凋亡率。

1.7   羟脯氨酸释放实验(总胶原含量测定)
各组细胞预处理后, 收集培养上清, 严格按照

羟脯氨酸测试盒说明书的要求操作。

1.8   ELISA试剂盒检测细胞培养上清TGF-β分泌

水平

各组细胞预处理后, 收集培养上清, 严格按照

试剂盒说明书的要求依次加入样品或标准品、生物

素化抗体、酶结合物工作液、显色液、显色终止液, 
最后酶标仪450 nm测定D450值。

1.9   统计学分析

采用SPSS19.0软件进行数据处理, 数据以x
_
±s表

示, 差异显著性检验采用单因素方差分析。

2   结果
2.1   瘢痕成纤维细胞表达ALX

RT-PCR和Western blot结果(图1)显示, 阴性对
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维细胞分泌羟脯氨酸, 并且呈现明显的浓度依赖性

(图4)。
2.5   LXA4对瘢痕成纤维细胞分泌TGF-β1的影响

不同浓度LXA4与瘢痕成纤维细胞共同培养48 h
后, 利用ELISA试剂盒测定培养上清TGF-β1含量。

结果提示, LXA4呈浓度依赖性地抑制瘢痕成纤维细

胞分泌TGF-β1(图5)。
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图1  瘢痕成纤维细胞表达ALX
Fig.1  Expression of ALX on KELF1B fibroblast cell
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图2  LXA4抑制瘢痕成纤维细胞增殖

Fig.2  LXA4 inhibited the proliferation of keloid fibroblast

图3  LXA4诱导瘢痕成纤维细胞凋亡

Fig.3  LXA4 induced the apoptosis of keloid fibroblast
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照组(HEK293细胞)没有任何条带, 而瘢痕成纤维细

胞组有明显的条带, 说明瘢痕成纤维细胞表达脂氧

素受体。

2.2   LXA4对瘢痕成纤维细胞增殖的影响

不同浓度LXA4与瘢痕成纤维细胞共同培养48 h, 
MTT法检测发现, LXA4呈浓度依赖性地抑制瘢痕成

纤维细胞增殖(图2)。
2.3   LXA4对瘢痕成纤维细胞凋亡的影响

100 nmol/L LXA4与瘢痕成纤维细胞共同培养

48 h, 经流式细胞仪检测发现, LXA4明显诱导瘢痕成

纤维细胞凋亡, 其凋亡率增加8.2倍(图3)。
2.4   LXA4对瘢痕成纤维细胞分泌羟脯氨酸的影响

不同浓度LXA4与瘢痕成纤维细胞共同培养48 h, 
经羟脯氨酸释放实验检测发现, LXA4抑制瘢痕成纤

**P<0.01, 与对照组比较。n=8。
**P<0.01 vs control group. n=8.

图4  LXA4对瘢痕成纤维细胞分泌羟脯氨酸的影响

Fig.4  The effect of LXA4 on Hyp production in keloid 
fibroblast
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图5  LXA4对TGF-β1分泌的影响

Fig.5  The effect of LXA4 on the secretion of TGF-β1 in 
keloid fibroblast
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3   讨论
增生性瘢痕是组织过度增生形成的一种病理

性瘢痕。目前, 治疗增生性瘢痕的方法主要包括手

术切除、激素治疗、抗代谢药、免疫抑制剂、放射

治疗、物理疗法等, 但效果均不能令人满意[6-7]。增

生性瘢痕既影响患者外观又导致严重的功能障碍, 
是整形领域急需解决的重大课题。瘢痕组织的成纤

维细胞过度增殖、凋亡受抑制并分泌大量的细胞外

基质, 上述异常的细胞生物学行为是增生性瘢痕形

成的主要原因[8]。因此, 抑制瘢痕成纤维细胞生物

学行为是防治瘢痕形成与发展的关键。最新研究表

明, LXA4对组织纤维化及其相关疾病有预防及治疗

作用[3-5]。为此, 本实验观察并分析了LXA4对瘢痕成

纤维细胞的增殖活力、凋亡水平及胶原合成能力的

影响, 并初步探讨了其机制, 为临床上瘢痕的防治提

供实验依据。

由于LXA4主要通过受体ALX发挥其下游的生

物学效应, 在进行LXA4对瘢痕成纤维细胞生物学活

性影响的研究之前, 我们检测了瘢痕成纤维细胞是

否表达ALX。RT-PCR和Western blot的结果提示, 瘢
痕成纤维细胞表达ALX。于是, 我们进行了一系列

实验研究并获得如下结果。首先, 台盼蓝染色实验

提示25~100 nmol/L脂氧素对瘢痕成纤维细胞无直

接细胞毒性作用。MTT法检测发现, LXA4明显抑制

瘢痕成纤维细胞增殖并呈现浓度依赖性。其次, 本
实验通过Annexin V/PI双染法对凋亡细胞进行流式

细胞仪检测。结果表明, LXA4处理组凋亡指数明显

升高, 与空白对照组相比, 凋亡率增加8.2倍, 差异具

有显著性。最后, 本实验还检测了羟脯氨酸的释放

水平。羟脯氨酸是胶原分解代谢的产物, 机体内的

羟脯氨酸主要存在胶原中, 因此, 羟脯氨酸是反映胶

原含量的重要指标。结果提示, LXA4使瘢痕成纤维

细胞分泌的羟脯氨酸明显减少, 即LXA4抑制瘢痕成

纤维细胞胶原合成。以上的实验结果提示, LXA4对

瘢痕的防治具有潜在的应用前景。

转化生长因子β1(transforming growth factor-β1, 
TGF-β1)由成纤维细胞分泌, 被认为是最强的促纤

维化生长因子, 在创伤修复过程中, 可趋化巨噬细胞

及中性粒细胞至创面, 促进增生性瘢痕成纤维细胞

增殖, 并可增加创面胶原纤维和蛋白表达, 是增生性

瘢痕形成过程中重要调控因子[9-10]。Martins等[3]研

究表明, LXA4通过减少TGF-β1分泌而抑制肺纤维

化。为此, 我们进一步检测了LXA4对TGF-β1分泌的

影响, 结果表明LXA4抑制瘢痕成纤维细胞分泌TGF-
β1。这可能是LXA4抑制瘢痕成纤维细胞增殖和胶原

合成的重要机制之一, 但LXA4如何影响其下游信号

通路, 如TGF-β/Smad通路, 有待进一步深入研究。 
促进瘢痕成纤维细胞凋亡是抗疤的重要策略

之一。本研究发现, 脂氧素可以诱导瘢痕成纤维细胞

凋亡, 凋亡率约增加8.2倍, 但脂氧素诱导其凋亡的具

体机制有待进一步深入研究。Messadi等报道[11], 在
瘢痕成纤维细胞NF-κB信号通路的几种组分明显高

于正常组织, 提示NF-κB在瘢痕发病机理中起重要

作用; 通过基因芯片和Western blot发现, 促炎因子、

抗凋亡基因表达上调, 而这些分子均可被NF-κB直
接激活, 大量抗凋亡蛋白高表达时成纤维细胞的分

化增殖能力明显加强, 则表现出强大的抗凋亡能力, 
因此瘢痕组织形成。上述实验提示, NF-κB对瘢痕

的影响可能通过调控细胞凋亡实现。这些实验结果

与各种肿瘤细胞的结果一致, 都证明NF-κB活化使

细胞具有更强抵抗凋亡而促进生长的能力。另有文

献报道, 可以诱导脂氧素生成的阿斯匹林抑制瘢痕

成纤维细胞NF-κB活化[12], 并且脂氧素也可以抑制

NF-κB及通路相关组分活化[13-14]。我们推测脂氧素

促进瘢痕成纤维细胞凋亡可能与其抑制NF-κB活化

相关。

综上所述, LXA4抑制瘢痕成纤维细胞生物学行

为, 其抑制作用可能与其下调TGF-β1表达相关, 是
新的防治瘢痕形成的潜在药物。
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