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摘要 目的 探讨 TSG-6 预处理对瘢痕疙瘩成纤维细胞凋
亡及 NF-κB信号通路的影响。方法 标本人瘢痕疙瘩共 3

例，采用酶消化法分离纯化得到人瘢痕疙瘩成纤维细胞

(KFs)，MTT法检测 rhTSG-6 蛋白对 KFs 的增殖抑制作用，

计算半数抑制浓度( IC50)，流式细胞术检测 KFs(空白对照
组)与接近 IC50 rhTSG-6 蛋白处理组( rhTSG-6 实验组)细胞
凋亡情况。Western blot检测各组细胞中 IκBα、p-IκBα、活化
caspase3 及 caspase8 的表达。凝胶电泳迁移率实验(EMSA)

检测各组细胞 NF-κB DNA 结合活性。结果 rhTSG-6 在体
外对 KFs增殖有明显抑制作用( IC50接近 300 ng /ml)，细胞
凋亡率增高，差异有统计学意义(P ＜ 0. 05);Western blot 法
检测显示 rhTSG-6 实验组 KFs 中 IκBα 表达增加，p-IκBα 表
达减少，活化 caspase3 和 caspase8 表达明显增多。EMSA 结
果显示 rhTSG-6 实验组 NF-κB DNA 结合活性明显降低。结
论 TSG-6 在体外可能通过抑制 NF-κB 信号通路活性进而
抑制 KFs增殖并促进其凋亡。
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瘢痕疙瘩是一种继发于创伤或感染的真皮结缔

组织增生性疾病，伴有瘢痕疙瘩成纤维细胞(keloid
fibroblasts，KFs)的大量异常增殖产生并沉积过量的
细胞外基质，引起真皮结缔组织发生持久的纤维化，

因而 KFs在瘢痕疙瘩发生发展过程中起着关键的
作用
［1］。核因子-κB(nuclear factor-κB，NF-κB)信号
通路广泛参与免疫和炎症应答、细胞增殖和凋亡等
生物学过程，并在细胞恶性转化、纤维化等过程中
起重要作用

［2］;已有研究
［3］
表明 NF-κB 信号通路异

常活化可能是瘢痕疙瘩发生的机制之一。Tan et

al［4］发现瘢痕疙瘩中肿瘤坏死因子 α 刺激基因 6
( tumor necrosis factor alpha stimulated gene-6，TSG-
6)表达量稍低于正常瘢痕愈合的真皮组织，提示
TSG-6 蛋白功能的缺失可能是瘢痕疙瘩发生发展的
积极因素。课题组前期研究［5］证实 TSG-6 可通过
抑制炎症反应以及促进增生性瘢痕成纤维细胞凋亡

以减弱兔耳增生性瘢痕形成。该研究旨在观察
TSG-6 是否是通过调节 NF-κB信号通路进而影响人
KFs的凋亡。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 瘢痕疙瘩组织标本均来自安徽医
科大学第一附属医院整形外科临床诊断的瘢痕疙瘩

患者，全部征得患者同意并签署知情同意书，组织标

本共 3 例，患者均属于首次治疗，未经其他治疗。
1． 2 主要试剂及仪器 rhTSG-6 蛋白(美国 Ｒ＆D
Systems公司);胎牛血清 FBS、PBS、DMEM(高糖)培
养基(美国 HyClone公司);Ⅳ型胶原酶(美国 Sigma
公司);胰蛋白酶(上海碧云天生物技术有限公司);

MTT试剂盒(江苏凯基生物技术股份有限公司);
AnnexinV-FITC /PI细胞凋亡双染试剂盒(上海 Best-
bio贝博公司);流式细胞仪(美国 BD 公司);West-
ern blot抗体(美国 Abcam 公司);Western blot 检测
全套设备(美国 Bio-Ｒad公司)。
1． 3 方法
1． 3． 1 KFs 原代培养 3 例瘢痕疙瘩组织于无菌
操作下剪碎成小块，置于Ⅳ型胶原酶溶液中，170 r /
min 37 ℃振荡 8 ～ 12 h，1 200 r /min离心 5 min弃上
清液，加入 DMEM 重悬再次离心弃上清液，加入含
20% FBS的高糖 DMEM 培养液，调整适宜细胞浓度
接种于培养皿中，于 37 ℃、5% CO2 培养箱内孵育，

当细胞铺满培养皿底 80%左右，予以传代，3 ～ 8 代
细胞用于实验。
1． 3． 2 MTT 法检测 rhTSG-6 对 KFs 的细胞毒作用
收集对数期 KFs，调整细胞悬浮液浓度至 1. 5 ×

104 /ml，接种于 96 孔板，每孔 100 μl，共分 6 组:50、
100、200、400 ng /ml rhTSG-6 实验组，空白对照组，
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每组 6 个副孔，于 37 ℃、5% CO2 培养箱中孵育 2
h，待细胞贴壁，rhTSG-6 实验组加入上述终浓度的
rhTSG-6，继续培养 24、48、72、96 h。终止培养前 4
h，每孔加入 20 μl MTT 溶液，继续孵育 4 h 后弃上
清液，避光每孔加入 150 μl DMSO摇床混匀 10 min，
酶标仪检测波长 490 nm下各孔光密度(optical den-
sity，OD)值。相对抑制率(% ) =［(对照孔平均 OD
值 － 加药孔平均 OD 值) /对照孔平均 OD 值］×
100%，求接近半数抑制浓度(half maximal inhibitory
concentration of a substance，IC50)。实验重复 3 次。
1． 3． 3 流式细胞术检测细胞凋亡 取第 3 代 KFs，
0. 25%胰酶消化，调整细胞浓度至 1. 5 × 105 /ml，接
种于 6 孔板。实验分为空白对照组和浓度为 IC50

rhTSG-6 实验组(300 ng /ml)，分别加入不含 TSG-6
的完全培养基和 rhTSG-6 蛋白终浓度为 300 ng /ml
的培养基。于 37 ℃、5% CO2 培养箱内常规培养 48
h。收集空白对照组和实验组细胞至 15 ml 离心管
中，2 000 r /min离心 10 min，弃上清液，冷 PBS 洗涤
2 次，弃上清液，加入 400 μl AnnexinV 结合液悬浮
细胞，转移至流式管中加 5 μl AnnexinV-FITC混匀 4
℃避光孵育 15 min，再加入 10 μl PI 混匀，4 ℃避光
孵育 5 min，流式细胞仪检测，每组 3 个样本。
1． 3． 4 Western blot 检测各组细胞中 IκBα、p-IκBα、
caspase3 及 caspase8 的表达 收集空白对照组和浓
度为 300 ng /ml TSG-6 实验组细胞，提取细胞总蛋
白，经聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，后转印至 PVDF
膜，5%BSA室温封闭 2 h，分别加入 1 ∶ 2 000 稀释
的鼠抗人 IκBα 抗体、1 ∶ 500稀释的鼠抗人 p-IκBα
抗体、1 ∶ 500 稀 释 的 鼠 抗 人 caspase3 抗 体 及
1 ∶ 1 000稀释的鼠抗人 caspase8 抗体，4 ℃孵育过
夜，TBST洗膜，加含二抗的封闭液室温孵育 1 h，振
摇洗涤后，加 DAB显色液，曝光显影并拍照保存，以
β-actin为内参验证蛋白含量。
1． 3． 5 凝胶电泳迁移率实验( electrophonetic mobil-
ity shift assay，EMSA) 检测各组细胞 NF-κB 蛋白的
表达 收集空白对照组和浓度为 300 ng /ml TSG-6
实验组细胞，提取各组细胞核蛋白，根据美国 Pierce
公司 EMSA试剂盒配制结合反应液，加入生物素标
记探针 1 μl，室温放置 20 min 后上样，6%聚丙烯酰
胺凝胶 4 ℃、100 V 电泳分离，转尼龙膜，化学发光
法检测生物素标记的 DNA，曝光显影。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行分析。
数据以珋x ± s表示，数据两两比较采用 t检验，多组均
数比较采用方差分析。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意

义。

2 结果

2． 1 rhTSG-6 抑制 KFs 增殖 MTT 结果显示:
rhTSG-6 在体外对 KFs 增殖有抑制作用。与空白对
照组相比，200 ng /ml 组在作用 48 h 后对 KFs 的增
殖有抑制作用，差异有统计学意义(P ＜ 0. 05)，见图
1，增加 rhTSG-6 浓度，对 KFs 增殖的抑制作用逐渐
增强(P ＜ 0. 05)。通过 SPSS 17. 0 软件计算得出
rhTSG-6 对 KFs1、KFs2、KFs3 的 IC50分别为(298. 56
± 0. 53)、(290. 88 ± 0. 41)、(295. 42 ± 0. 52) ng /ml，
差异有统计学意义(F = 87. 04，P ＜ 0. 05)。为了操
作方便，选取 300 ng /ml作为后续实验的工作浓度。

图 1 MTT法检测 rhTSG-6 对 KFs增殖的影响

2． 2 rhTSG-6 促进 KFs凋亡 流式细胞仪检测结
果显示: rhTSG-6 实验组 KFs 在 rhTSG-6 (300 ng /
ml)干预 48 h后，细胞凋亡率(41. 65 ± 0. 62)%明显
高于空白对照组 KFs(6. 02 ± 0. 41)%，rhTSG-6 实
验组 KFs凋亡率较空白对照组增高，差异有统计学
意义(P ＜ 0. 05)，见图 2。Western blot 结果显示，以
β-actin 为内参，rhTSG-6 实验组 KFs 的 cleaved-
caspase3 和 caspase8 表达量均明显高于空白对照
组，见图 3。以上结果表明 rhTSG-6 可体外诱导或促
进 KFs凋亡。
2． 3 rhTSG-6 对 KFs的 NFκB信号通路的影响
Western blot 显示，以 β-actin 为内参，rhTSG-6 (300
ng /ml)干预 48 h后，实验组 KFs中 IκBα表达增加，
明显高于空白对照组 KFs，同时实验组中 p-IκBα 表
达量减少低于空白对照组，见图 4。EMSA 结果表
明，rhTSG-6 实验组 KFs核蛋白中 NFκB表达明显低
于空白对照组 KFs，见图 5。以上说明 rhTSG-6 可抑
制 KFs中 NFκB信号通路活化。
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图 2 流式细胞术检测 KFs凋亡情况

与空白对照组比较:* P ＜ 0. 05

图 3 Western blot检测 caspase8、cleaved-caspase3 表达
1:KFs1 ;2: KFs2 ;3:KFs3

图 4 Western blot检测表达 IκBα、p-IκBα表达
1:KFs1 ;2:KFs2 ;3:KFs3

图 5 EMSA检测 rhTSG-6 对 NFκB表达影响
1:KFs1 ;2:KFs2 ;3:KFs3

3 讨论

瘢痕疙瘩以创伤或感染后过度修复伴过度纤维

化及细胞外基质过量沉积为特征，发病与成纤维细

胞生长失去调控有关，表现为增殖能力增强，凋亡能

力减弱，好发于有色人种，发病机制不明，治疗手段

多样，但效果均不显著且复发率高，因而成为整形外

科临床亟待解决的难题
［1］。

TSG-6 蛋白属透明质酸结合蛋白家族，主要通
过与透明质酸、间 α 胰蛋白酶抑制物 IαI、CD44 等
氨基葡聚糖类物质结合，在急性肺损伤，心肌梗死，

腹膜炎症及角膜损伤等炎症性疾病或炎症性过程中

由 MSCs分泌调节，从而发挥抗炎，细胞外基质重
塑
［6-8］
及抗纤维化作用

［9］;Wang et al［5］通过建立兔
耳病理性瘢痕模型证实局部注射 TSG-6 蛋白可通过
减轻炎症反应，进而抑制兔耳瘢痕的增生;张苏文

等
［10］
研究在体外共培养 TSG-6 与增生性瘢痕成纤

维细胞，发现 TSG-6 可促进增生性瘢痕成纤维细胞
凋亡。本研究显示 TSG-6 在体外可抑制 KFs 增殖，
通过计算得到接近 IC50为 300 ng /ml。以接近 IC50

TSG-6 蛋白与 KFs 体外共培养 48 h 后，流式细胞术
检测细胞凋亡，结果显示 rhTSG-6 实验组 KFs 凋亡
率明显升高。Western blot 结果显示 rhTSG-6 实验
组 KFs cleaved-caspase 3、caspase 8 表达量增加。以
上结果提示: TSG-6 体外可诱导或促进 KFs 凋亡增
加，TSG-6 对 KFs的 IC50接近 300 ng /ml。

NF-κB是一类具有多向转录调节作用的核蛋白
因子，广泛存在，在免疫炎症反应、细胞增殖、凋亡等
生理病理过程中发挥重要作用，IκBα是 NF-κB的内
源性抑制因子 IκB 抑制蛋白家族成员之一，参与
NF-κB信号通路激活的经典途径，被磷酸化后泛素
化水解，致使 p50 /p65 核易位从而发挥调节细胞的
功能
［2，11］。瘢痕疙瘩的 NF-κB 信号通路的异常激
活已在相关研究

［3，12］
中证实，并且发现 NF-κB 信号
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通路的异常激活可能是导致 KFs 异常增殖并且凋
亡能力减弱的机制。Makino et al［13］实验证实采用
NF-κB抑制剂干预 KFs可明显抑制其增殖及细胞外
Ⅰ型胶原沉积。Choi et al ［14］实验证实 MSCs 分泌
TSG-6 蛋白明显减弱了酵母聚糖诱导的大鼠腹膜损
伤模型的损伤程度，其机制可能与 TSG-6 抑制 NF-
κB活性有关。Liu et al［15］研究显示 TSG-6 可阻断
LPS诱导处理的小胶质细胞中 NF-κB信号通路的激
活。以上这些研究提示 TSG-6 诱导或促进 KFs凋亡
的机制可能是通过调节 NF-κB 信号通路活性，因
此，为进一步探究 TSG-6 在 KFs中对 NF-κB 信号通
路的影响，采用 Western blot 法检测 TSG-6 实验组
KFs与空白对照组中 IκBα 及 p-IκBα 表达量，结果
显示实验组 IκBα表达量明显高于空白对照组 KFs，
p-IκBα表达减少低于空白对照组;EMSA 法检测显
示 TSG-6 实验组 KFs 核蛋白的 NF-κB 表达量明显
低于空白对照组，证实 TSG-6 可有效抑制 KFs 中
NF-κB通道的异常活化，并且通过下调 NF-κB 通道
活性进而诱导或促进 KFs凋亡。
综上所述，TSG-6 体外可抑制 KFs 的增殖并促

进或诱导其凋亡增加，机制可能与 TSG-6 可抑制
KFs中异常活化的 NF-κB通道活性有关。
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Study on the effects of TSG-6 on the apoptosis of
keloid fibroblasts and NF-κB signaling

Wang Jiani，Li Xiaojing，Li Tao，et al
(Dept of Plastic Surgery，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the effects of tumor necrosis factor-stimulated gene 6 (TSG-6) on apoptosis of
keloid fibroblasts and detect NF-κB signaling pathway． Methods Fibroblasts derived from keloid were cultured
with different concentration of rhTSG-6 (0，50，100，200，400 ng /ml) in vitro． MTT assay was used to detect the in-
hibitory effect of rhTSG-6 on the proliferation of KFs，and then IC50 value was calculated． Cell apoptosis was deter-
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mined by flow cytometry． The expression levels of IκBα，p-IκBα，cleaved-Caspase3 and Caspase8 were determined
by Western blot，respectively． NF-κB activity was assessed by electrophonetic mobility shift assay (EMSA) ． Ｒe-
sults rhTSG-6 showed proliferation inhibition effect against KFs and IC50 value of rhTSG-6 to KFs was nearly 300

ng /ml． After treated with rhTSG-6 at the concentration of 300 ng /ml for 48 h，the rate of apoptosis of KFs was in-
creased (P ＜ 0. 05) ． The expression level of cleaved-caspase 3 and caspase 8 were significantly increased in
rhTSG-6 treated group． In the other hand，the whole p-IκBα level was significantly reduced upon rhTSG-6 treat-
ment with marked increase in IκBα levels． NF-κB activity was decreased significantly compared to the control
group． Conclusion The data suggest that TSG-6 may induce cell apoptosis in KFs via inhibiting the activation of
NF-κB pathway
Key words TSG-6;keloid fibroblasts; NF-κB; apoptosis
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结核杆菌耐热抗原对 A549 细胞分泌 SP-B和凋亡的影响
孙志晓，沙 泉

摘要 目的 探讨结核杆菌耐热抗原(Mtb-HAg)刺激诱导
人肺腺癌细胞系(A549)细胞后对其肺泡表面活性物质相关
蛋白 B(SP-B)的分泌和凋亡的影响。方法 用不同浓度的
Mtb-HAg分别刺激诱导 A549 细胞，相同条件分别培养 24、
48 h，同时设置空白对照组(对照组 1 和对照组 2)和阳性对
照组［脂多糖(LPS)组和姜黄素组］。运用 ELISA 法检测对
照组 1、LPS 组和实验组 1(2、3 μg /ml Mtb-HAg 分别诱导
A549 细胞培养 24 h和 48 h)培养上清液中的 SP-B 表达量;
使用实时荧光定量 PCＲ 法检测对照组 1、LPS 组和实验组 1
中基因 SFTPB的相对表达量;采用流式细胞技术检测对照
组 2、姜黄素组和实验组 2(2、3 μg /ml Mtb-HAg 分别诱导
A549 细胞培养 24 h)中 A549 细胞的凋亡率。结果 刺激诱
导相同时间，实验组 1 的 SP-B表达量低于对照组 1，差异有
统计学意义(P ＜ 0. 05);相同浓度刺激诱导随时间的延长，
实验组 1 中 SP-B表达量降低的不显著。相同培养时间，随
着 Mtb-HAg 浓度的增加实验组 1 表达 SP-B 的基因 SFTPB
的相对表达量显著低于对照组 1，差异有统计学意义(P ＜
0. 05);而在相同有效刺激浓度下，其相对表达量随作用时间
变化不显著。姜黄素组和实验组 2 中的 A549 细胞凋亡率显
著高于对照组 2(P ＜ 0. 05)。结论 Mtb-HAg 对 A549 细胞
表达 SP-B的抑制作用明显，并能诱导 A549 细胞发生凋亡。
关键词 结核杆菌耐热抗原;A549 细胞;肺泡表面活性物质
相关蛋白 B;凋亡
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结核杆菌耐热抗原(heat-resistant antigen of My-
cobacterium tuberculosis，Mtb-HAg)是从经过热处理
培养的结核分枝杆菌中获得的可溶性的混合抗原，

有研究
［1］
证实 Mtb-HAg 可以优势刺激 γδT 细胞的

活化增殖。迄今为止，有关结核分枝杆菌感染人体
过程中，肺泡上皮细胞应答的研究还非常有限。肺
泡上皮细胞参与固有免疫反应，在结核分枝杆菌感

染人体的过程中发挥重要作用
［2］，而肺泡上皮细胞

家族中的人肺泡Ⅱ型上皮细胞，作为合成分泌肺泡
表面活性物质的主要细胞

［3］，为结核分枝杆菌在人

体内的复制提供了重要场所
［4］。肺泡表面活性物

质中蛋白质主要为相关蛋白( surfactant-associated
protein，SP)，有关研究［5］已建议将 SP 作为肺泡毛
细血管损伤的标志物。人肺腺癌细胞系( human
lung adenocarcinoma cell line，A549)与人肺泡Ⅱ型
上皮细胞有相同的表型和特征

［6］，都能够分泌 SP
中的肺泡表面活性物质相关蛋白 B(pulmonary sur-
factant － associated protein B，SP-B)。该研究探讨不
同浓度的 Mtb-HAg 对 A549 细胞分泌 SP-B 的作用
和是否能诱导其发生凋亡，为结核病的早期诊断治

疗提供新的思路。

1 材料与方法

1． 1 材料 Mtb-HAg(批次:20130517，蛋白含量浓
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