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5-氨基酮戊酸光动力疗法对瘢痕
成纤维细胞的作用研究

朱志娟，王琪影，王晓利，宋凤敏
（郑州大学第一附属医院 整形外科，河南 郑州 450052）

摘要：目的 研究 5-氨基酮戊酸光动力疗法（ALA-PDT）对瘢痕成纤维细胞的作用及其机制，为临床运

用 ALA-PDT治疗瘢痕疙瘩提供理论依据。方法 取人瘢痕成纤维细胞原代培养，并将生长状态无明显差异

的瘢痕成纤维细胞随机分为空白对照组、磷酸盐缓冲液（PBS）组以及 6个不同浓度的 5-氨基酮戊酸（ALA）

培养液组。每组给予 635 nm发光二极管（LED）激光器照射。采用细胞计数试剂盒（CCK-8）法检测

ALA-PDT对瘢痕成纤维细胞增殖的影响，并应用实时聚合酶链反应（real-time PCR）和Western blot检测

各组瘢痕成纤维细胞中胶原蛋白Ⅲ（Collagen Ⅲ）mRNA水平和蛋白表达水平。结果 与空白对照组及 PBS

组比较，CCK-8结果表明，ALA-PDT能抑制瘢痕成纤维细胞生长，其抑制作用随着 ALA浓度增加逐渐增

强，当 ALA浓度为 0.500 mmol/L时抑制作用最明显。RT-PCR和Western blot结果表明，随着 ALA浓度增

大，CollagenⅢ mRNA水平和蛋白表达水平逐渐下降，当 ALA溶液浓度达到 0.500 mmol/L时下降至最低

值。结论 ALA-PDT能有效抑制瘢痕成纤维细胞增殖，抑制作用在 ALA浓度为 0.500 mmol/L时最强。

ALA-PDT可能是通过抑制瘢痕成纤维细胞中 CollagenⅢ的合成，进而抑制瘢痕疙瘩的形成。

关键词： 5-氨基酮戊酸光动力疗法；瘢痕成纤维细胞；胶原蛋白Ⅲ

中图分类号：R751 文献标识码：A

Impact of ALA-PDT on fibroblasts from keloid and its mechanism
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Abstract: Objective To study the impact of 5-aminolevulinic acid based photodynamic therapy (ALA-PDT) on
proliferation of fibroblasts from keloid and its mechanism for guiding the use of ALA-PDT treating keloid in clinic.
Methods Fibroblasts from patients' keloid were primarily cultured, then those cells without significant difference
in growth state were divided into control group, PBS group and 6 ALA groups. Each group received PDT of 635
nm light emitting diode (LED) laser irradiation. Cell counting kit-8 (CCK-8) was used to detect the suppressive
rate of ALA-PDT on the proliferation of the fibroblasts. RT-PCR and Western blot were used to detect the mRNA
and protein levels of Collagen III. Results Compared with the control and PBS groups, ALA-PDT inhibited the
proliferation of fibroblasts and the suppressive rate was gradually enhanced with the increase of the ALA
concentration. When the concentration of ALA was 0.500 mmol/L, the inhibition was the strongest. The levels of
Collagen芋 mRNA and protein were decreased with the increase of the ALA concentration, and the levels of
Collagen芋 mRNA and protein were the lowest when the concentration of ALA was 0.500 mmol/L. Conclusions
ALA-PDT could inhibit the proliferation of fibroblasts from keloid and the inhibition would be the strongest at the
ALA concentration of 0.500 mmol/L. The mechanism may be associated with the suppression of the synthesis of
Collagen III in scar fibroblasts.
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瘢痕疙瘩是一种局部皮肤组织的良性纤维增生

性疾病，是遗传易感个体的皮肤组织对于损伤产生

病理性伤口愈合反应的产物，并以成纤维细胞的增

殖和细胞外基质（特别是胶原蛋白）的大量堆积为主

要特征[1]。目前，虽然治疗瘢痕疙瘩的药物和方法有

很多，但疗效有限，同时可能引起明显的不良反应和

较高的复发率[2]。因此，寻找疗效好、不良反应率和

复发率低的治疗方法意义重大。

光动力疗法（photodynamic therapy，PDT）是在

光敏剂的参与下，运用非热能激光照射，引起光敏剂

和氧的相互作用，产生活性氧和自由基，从而诱导

组织损伤的治疗方法[3]。5-氨基酮戊酸（5-aminole-

vulinic acid，ALA）由甘氨酸、琥珀酸、辅酶 A在 ALA

合成酶作用下合成，其本身并不是一种光敏剂，是体

内合成亚铁血红素的前体物质，但在细胞内一些酶

的作用下可转化为具有强光敏作用的原卟啉 IX

（Protoporphyrin IX，PpIX）[4]。ALA-PDT已在皮肤性

疾病领域得到越来越广泛地应用，特别是在皮肤病

毒疣及皮肤肿瘤等方面具有较好的疗效。近年来，

有研究证实[5]，ALA-PDT对于瘢痕组织具有一定的

疗效，陈金波等[6]通过研究发现光动力治疗病理性瘢

痕有效率与糖皮质激素局部注射治疗差异无统计学

意义，但无糖皮质激素治疗的不良反应；焦健等[7]通

过研究认为 ALA-PDT可能是通过 Akt途径上调程

序性细胞死亡因子 4（programmed cell death 4，PD-

CD4）蛋白的表达水平，促进了异常增殖的成纤维细

胞的凋亡而发挥治疗作用；孔祥明等 [8]ALA-PDT干

预裸鼠瘢痕疙瘩模型，观察到瘢痕疙瘩内成纤维细

胞、胶原纤维均减少，瘢痕体积亦缩小，但其最佳的

作用条件以及具体的作用机制尚不明确。

为此，本研究运用细胞计数试剂盒（CCK-8）法

检测 ALA-PDT对瘢痕成纤维细胞的作用，实时聚

合酶链反应（real-time polymerase chain reaction，real-

time PCR）和 Western blot方法检测 ALA-PDT处理

后成纤维细胞中胶原蛋白Ⅲ（CollagenⅢ）的 mRNA

和蛋白的表达情况，探讨 ALA-PDT治疗瘢痕疙瘩

的可能机制，为临床运用 ALA-PDT治疗瘢痕疙瘩

提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 试剂

羊抗人 CollagenⅢ单克隆抗体购自美国 Santa

Cruz公司，羊抗人甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）

单克隆抗体购自美国 CST公司，辣根过氧化物酶

（HRP）标记兔抗羊 IgG购自北京中杉金桥生物技术

有限公司，ALA购自美国 Sigma公司，PrimeScript II

1st Strand cDNA Synthesis Kit RT试剂盒购自日本

TaKaRa公司，CCK8购自日本 Dojindo公司。

1.2 组织来源和细胞培养

1.2.1 瘢痕成纤维细胞来源 切取外伤后 1～2年

经过病理检查证实的瘢痕疙瘩，未使用任何干预治

疗，并经患者知情同意。切取后即放置于无血清

DMEM细胞培养液的 50 ml离心管中，放入冰盒中

保存。

1.2.2 瘢痕成纤维细胞的原代培养 去除离心管内

的 DMEM细胞培养液，用 0.25%氯霉素溶液和磷酸

盐缓冲液（phosphate buffered saline，PBS）反复冲

洗，去除瘢痕组织内的血凝块，小心剪除脂肪。将瘢

痕组织剪成 1 mm 宽长条状，PBS 再次反复冲洗残

余凝血块，放入 15 ml离心管中，加入 2.4μl/ml中性

蛋白酶域溶液，放置于 4℃冰箱消化过夜。第 2天取

出离心管，吸去中性蛋白酶域溶液，PBS冲洗 2次，

放入 10 cm细胞培养皿中，加入 DMEM细胞培养

液，用眼科镊子去除表皮组织并剪成 1 mm3大小组

织碎片后，置入 50 ml离心管中，加入 5倍体积的无

血清 DMEM细胞培养液配制的 0.3%玉型胶原酶溶
液，37℃轻微震荡消化 2～3 h，以 200目金属滤网过

滤，1 500 r/min离心 5 min，弃上清，细胞沉淀用 10%

胎牛血清的 DMEM溶液重悬，血球计数板细胞计

数，将细胞悬液种于 10 cm培养皿。在含 10%胎牛血

清的 DMEM培养基（含 1%青、链霉素），37℃、5%二

氧化碳 CO2条件下培养。

1.3 实验分组及处理

将所培养的生长状态无明显差异的瘢痕成纤维

细胞接种于 96孔板和 6孔板，分为 8组，包括空白

对照组（A 组），PBS 组（B 组），以及 6 个 ALA 培养

液组（C、D、E、F、G和 H）。A组只给予含 10%胎牛血

清的 DMEM 培养基，B 组给予 10%胎牛血清的

DMEM培养基和 PBS处理，6个 ALA培养液组分别

给予含 0.0625（C 组）、0.125（D 组）、0.250（E 组）、

0.500（F 组）、1.000（G 组）和 2.000 mmol/L（H 组）

ALA培养液的 10%胎牛血清的 DMEM培养基。5 h

后，每组给予 635 nm LED激光器照射 10 min后继

续培养 24 h。96孔板细胞用于 CCK-8检测成纤维

细胞增殖抑制率。6孔板细胞用于提取 Collagen芋
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RNA和蛋白。

1.4 ALA-PDT对瘢痕成纤维细胞增殖能力的影响

向 96 孔板中每孔加入 10μl 的 CCK-8 溶液，

将培养板在细胞培养箱内孵育 1 h，用酶标仪测定

在 450 nm处的吸光度值。各药物浓度组的生长抑

制率（%）=（1-实验孔平均 OD 值 /对照孔平均 OD

值）×100%。

1.5 引物设计、RNA提取和 RT-PCR

1.5.1 引物设计 RT-PCR 引物采用 Premier 5.0

软件设计，由上海生工生物工程股份有限公司合成，

Collagen芋正向引物：5'-AGTAGCAGTAGGAGGACT

CGCAGG-3'，反向引物：5'-GAAGCCTCTGTGTCCTTT

CA-TACC-3'，引物长度 24 bp，扩增片段长度 227 bp；

内参 GAPDH正向引物：5'-ACCACAGTCC-ATGCC

ATCAC-3'，反向引物：5'-TCCACCACCCTGTT-GCT-

GTA-3'，扩增片段长度 450 bp。

1.5.2 RNA提取和 RT-PCR 按照 Trizol抽提说

明书抽提各待测组细胞中总 RNA。Collagen芋与内
参基因 GAPDH同管扩增，扩增条件为 94℃预变性

5 min，94℃变性 30 s，59℃退火 30 s，72℃延伸 60 s，

维持 35个循环，72℃延伸 10 min。扩增产物经琼脂

糖凝胶电泳，经溴化乙锭染色后应用凝胶分析软件

分析目标条带的净吸光度值。

1.6 Western blot检测

胰蛋白酶消化培养瓶中不同组的成纤维细胞，

用含血清培养基终止消化，离心，去上清，加入 PBS

洗细胞 3次，加入裂解缓冲液，冰上放置 20 min，收

集裂解液，离心，12 000 r/min，吸取上清，紫外线分

光光度仪测定各待测样品浓度，分装，冷冻保存在

-80℃冰箱备用。将变性后的各蛋白样品 50μg/孔

上样，经十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE）后，将蛋白转移至硝酸纤维素膜上，

5%的脱脂奶粉（TBST配制）中封闭。应用 TBST洗膜

后进行免疫检测：一抗（分别为 1∶1 000羊抗人

GAPDH和 1∶400羊抗人 Collagen芋）抗体室温孵
育过夜，TBST洗膜 3次后加入二抗（分别为辣根过

氧化物酶标记的二抗 1∶40 000兔抗羊 IgG）抗体室

温孵育 1 h。TBST洗膜后采用增强化学发光法显色

曝光。分析各条带净吸光度值，并以 GAPDH作为内

参，计算各蛋白样品与 GAPDH比值作为 Collagen

芋蛋白相对表达量。
1.7 统计学方法

采用 SPSS 17.0统计软件进行数据分析，计量

资料以均数±标准差（x±s）表示，采用方差分析，两

两比较采用 LSD检验或 Dunnett t3检验。 <0.05为
差异有统计学意义。

2 结果

2.1 细胞形态变化

成熟的瘢痕成纤维细胞呈梭形或不规则形，细

胞间以细长突起交互相连，细胞饱满，边界清晰，贴

壁良好，立体感强，胞浆丰富、均匀，细胞核清晰，呈

圆形或类圆形，核内染色质均匀。经 635 nm LED激

光器照射后 10 min的 A组和 B组细胞形态上比较

无明显变化。6个不同浓度的 ALA培养液组每组给

予 635 nm LED激光器照射 10 min后，成纤维细胞

皱缩呈类球样改变，部分细胞膜、细胞壁破裂，胞内

容物溢出，细胞核缩小或碎裂，胞浆内有大小不等颗

粒样物，出现空泡样改变，各结构模糊（见图 1）。

2.2 ALA-PDT抑制瘢痕成纤维细胞增殖

如表 1和图 2所示，ALA-PDT能明显抑制瘢痕

成纤维细胞增殖，抑制作用随着 ALA浓度增加逐渐

增强（ <0.05），且 ALA浓度达到 0.500 mmol/L时，

其抑制作用达到高峰，其后抑制作用不再随着 ALA

浓度增加而增强。F组与 C、D、E组比较，差异有统

计学意义（ =12.807、6.800和 3.151， =0.000、0.001

和 0.008）；G组与 C、D、E组比较，差异有统计学意义

（ =13.099、7.092 和 3.443， =0.000、0.001 和 0.005）；

H 组与 C、D、E 组比较，差异有统计学意义（ =

13.280、7.273 和 3.623， =0.000、0.001 和 0.003）；F

组与 G、H组比较，差异有统计学意义（ =0.473和

0.292， =0.645和 0.775）；G 组与 H 组比较，差异

有统计学意义（ =0.181， =0.860）。

2.3 CollagenⅢ mRNA水平

如表 2 与图 3 显示，Collagen Ⅲ和 GAPDH 扩

增产物电泳条带与预期一致，ALA-PDT处理后的成

纤维细胞中 Collagen Ⅲ mRNA 水平低于 A 组和 B

组。且随着 ALA 溶液浓度增加，CollagenⅢ mRNA

的水平逐渐下降（与 A组和 B组相比， <0.05）；当

ALA 溶液浓度达到 0.500 mmol/L 时，CollagenⅢ

mRNA水平达到最低值，但其后不再随着 ALA浓度

增加而下降。CollagenⅢ mRNA：C、D、E、F、G、H组

分别与 A 组比较，差异有统计学意义（ =3.943、

4.294、5.326、10.076、10.340 和 10.244， =0.007、

0.002、0.000、0.000、0.000 和 0.000）；C、D、E、F、G、H

组分别与 B组比较，差异有统计学意义（ =2.271、
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3.623、4.654、9.405、9.668 和 9.572， =0.022、0.002、

0.002、0.000、0.000和 0.000）；F组与 C、D、E组比较，

差异有统计学意义（ =8.133、5.782 和 4.750， =

0.000、0.000和 0.002）；G组与 C、D、E组比较，差异

有统计学意义（ =8.397、6.046 和 5.014， =0.000、

0.000和 0.001）；H组与 C、D、E组比较，差异有统计

学意义（ =8.301、5.950 和 4.918， =0.000、0.000 和

0.002）；F组与 G、H组比较，差异有统计学意义（ =

0.264 和 0.168， =0.795 和 0.869），G 组与 H 组比

较，差异有统计学意义（ =0.096， =0.925）。

2.4 CollagenⅢ蛋白的表达

如表 2与图 4显示，CollagenⅢ和 GAPDH电泳

结果也与 real-time PCR 相似，ALA-PDT处理后的

成纤维细胞中 CollagenⅢ蛋白表达低于空白组和

PBS组，且随着 ALA溶液浓度增加，CollagenⅢ蛋白

表达逐渐减弱（与 A 组和 B 组相比， <0.05）；当

ALA溶液浓度达到0.500 mmol/L时，CollagenⅢ蛋白

表达水平达到最低值，但其后不再随着 ALA浓度增

加而减弱。CollagenⅢ蛋白 C、D、E、F、G、H组分别与

A 组比较，差异有统计学意义（ =2.224、2.289、

2.306、2.489、2.582 和 2.544， =0.042、0.035、0.027、

0.024、0.020 和 0.022）；C、D、E、F、G、H 组分别与 B

组比较，差异有统计学意义（ =2.324、2.405、2.471、

2.877、2.969和 2.932， =0.031、0.029、0.025、0.011、

0.009 和0.010）；F组与 C、D、E组比较，差异有统计

组别 抑制率 /（%，x±s）

A组 -

B组 -

C组 15.52±2.76

D组 41.66±3.31

E组 57.54±1.18

F组 71.25±5.24

G组 72.52±8.86

H组 73.32±6.65

值 37.562

值 0.030

表 1 ALA-PDT对瘢痕成纤维细胞增殖能力的影响

组别 CollagenⅢ mRNA CollagenⅢ蛋白

A组 0.732±0.076 0.261±0.083

B组 0.704±0.015 0.282±0.054

C组 0.651±0.037 0.257±0.078

D组 0.553±0.039 0.219±0.041

E组 0.510±0.056 0.184±0.074

F组 0.312±0.041 0.126±0.036

G组 0.301±0.054 0.121±0.082

H组 0.305±0.065 0.123±0.065

值 12.514 8.471

值 0.020 0.010

表 2 Collagen III 基因 mRNA与蛋白的

相对表达量 （x±s）

A组 B组 C组 F组 H组

图 1 不同浓度 ALA-PDT对瘢痕成纤维细胞状态的影响 （光学显微镜×200）

100

80

60

40

20

0

图 2 不同浓度 ALA-PDT对瘢痕成纤维细胞

增殖能力的影响 （x±s）

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
ALA浓度 /（mmol/L）

图 3 不同浓度 ALA-PDT处理对成纤维细胞中

CollagenⅢ mRNA表达的影响

Marker A组 B组 C组 D组 E组 F组 G组 H组

CollagenⅢ

GAPDH
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学意义（ =2.416、2.265 和 2.136， =0.028、0.033 和

0.047）；G 组与 C、D、E组比较，差异有统计学意义

（ =2.508、2.807和 2.481， =0.023、0.017 和 0.026）；

H组与 C、D、E组比较，差异有统计学意义（ =2.471、

2.771 和 2.461， =0.025、0.019 和 0.026）；F 组分别

与 G、H 组比较，差异有统计学意义（ =0.092 和

0.055， =0.928和 0.957），G组与 H组比较，差异有

统计学意义（ =0.037， =0.971）。

3 讨论

瘢痕疙瘩是由于损伤部位成纤维细胞过度活

跃，真皮层胶原生成导致大量细胞外基质堆积引

起 [9]。研究表明，瘢痕组织内主要含有胶原蛋白玉、
胶原蛋白芋以及少量其他型胶原蛋白[10]。临床上，瘢

痕疙瘩的生物学行为与良性肿瘤相似，可越过损伤

边缘影响周围健康组织，并难以治疗。

PDT是目前治疗皮肤性疾病的常见治疗方式。

这种治疗方法通常与光敏剂相互作用，促进后者在

目的细胞内转化为 PpIX。PpIX在包含高度增殖细

胞的组织内合成增加，这可能与血色素合成酶活性

改变有关，它不仅与恶性细胞的生物学行为有关，而

且与侵袭行为或者肿瘤细胞其他相似活性的非肿瘤

细胞生物学行为有关。虽然瘢痕疙瘩是一种良性的

纤维细胞增殖性紊乱，但是其具有临床侵袭性并在

治疗后容易复发。ALA是第 2代光敏剂，进入人体

后可被增生的细胞选择性吸收，在细胞内某些酶的

作用下转化为 PpIX等物质，进而在特殊光的照射

下生成活性氧造成细胞损伤。

本组实验结果显示与 A组和 B组比较，ALA组

内 Collagen芋的 mRNA 和蛋白表达水平明显下降。

提示 ALA-PDT可能通过抑制 Collagen芋的合成，从
而抑制瘢痕疙瘩的形成和发展。ALA-PDT在瘢痕疙

瘩组织中产生的活性氧和自由基可诱导成纤维细胞

结构蛋白和酶的巯基氧化形成二硫键，氨基酸残基

氧化，胞浆及膜蛋白和某些酶交联形成而具体或者

更大的聚合物。一方面合成胶原蛋白相关酶的活性

受到抑制，胶原蛋白合成减少，另外细胞膜胶原蛋白

功能发生改变并缺少能量，使成纤维细胞内合成的

胶原蛋白无法转运至细胞外，进而使细胞外基质减

少，致使胶原纤维结构模糊、成纤维细胞凋亡。

综上所述，本研究 ALA-PDT可通过抑制瘢痕

疙瘩纤维细胞中 Collagen芋的合成，进而抑制瘢痕
疙瘩的形成，ALA 培养液的浓度达到 0.500 mmol/L

时，抑制作用达到高峰。这将有助于临床选择更为合

适的 ALA-PDT方案治疗瘢痕疙瘩。
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