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竹 红 素 A 联 合 LED 红 光 照 射 通 过 YAP 途 径 抑 制 瘢 痕 疙 瘩
成 纤 维 细 胞 增 殖

陈雷刚 任慧敏 吴远慧 安国芝 景晓蕾 赵同心

［摘 要］　目的　探究 hypocrellin A（HA）联合LED红光照射通过Yes相关蛋白（YAP）途径抑制瘢痕疙瘩成纤维细胞（KFs）增殖

的作用及机制。 方法　原代培养 KFs并进行传代，第 3代 KFs分为对照组、H 组（1.0 µmol/L HA 处理）、L组（3 J/cm2红光照射）、H+L
组、阴性对照（NC）质粒组、NC 质粒+H+L 组、YAP 质粒+H+L 组、检测细胞增殖的 OD450水平及 BrdU 阳性率，氧化应激指标丙二醛

（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）的含量，YAP、β-连环蛋白（β-catenin）的表达水平。 结果　H组、L
组、H+L组KFs的OD450、BrdU阳性率、SOD及GSH-Px的含量、YAP及β-catenin的表达水平均低于对照组，MDA的含量高于对照组（P

<0.05），且H+L组上述指标的变化较H组、L组更明显（P<0.05）；YAP质粒+H+L组KFs的OD450、BrdU阳性率、SOD及GSH-Px的含量、

YAP及β-catenin的表达水平均高于NC质粒+H+L组，MDA的含量低于质粒+H+L组（P<0.05）。 结论　HA联合LED红光照射通过抑

制YAP/β-catenin 途径抑制KFs增殖、激活KFs氧化应激。 
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[Abstract] Objective To investigate the effect of Hypocrellin A (HA) combined with LED red light irradiation on inhibiting the prolif‑
eration of keloid fibroblasts (KFs) through the Yes associated protein (YAP) pathway and explore the underlying mechanism. Method　KFs 
were primarily cultured and passaged. The 3rd generation KFs were divided into the control group and H group (1.0 µ Mol/L HA treatment), L 
group (3J/cm2 red light irradiation), H+L group, negative control (NC) plasmid group, NC plasmid+H+L group, YAP plasmid+H+L group. Cell 
proliferation OD450 level and BrdU positive rate, content of oxidative stress indicators malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD), 
glutathione peroxidase (GSH Px), expression of YAP and β-catenin were detected. Results　OD450, BrdU positive rate, SOD and GSH-Px 
content, YAP and β-catenin expression levels of H group, L group, H+L group were lower than those of the control group, and the content of 
MDA was higher than that of the control group (P<0.05). The changes of the above indicators in the H+L group were more significant than those 
in the H and L groups (P<0.05). OD450, BrdU positive rate, SOD and GSH-Px content, YAP and β-catenin expression levels of YAP plasmid+
H+L group were higher than those of the NC plasmid+H+L group, and the content of MDA was lower than that of the NC plasmid+H+L group (P
<0.05). Conclusion　HA combined with LED red light irradiation inhibits the proliferation of and activates oxidative stress of KFs via inhibit‑
ing YAP/β-catenin pathway.
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         瘢痕疙瘩是皮肤伤口愈合过程中大量结缔组织基

质过度沉积引起的皮肤疾病，其主要病理特征是局部

组织中成纤维细胞过度增殖。瘢痕疙瘩有手术、局部

药物注射、冷冻治疗和放射治疗等治疗方法，但临床疗
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效并不令人满意，治疗后的复发率较高。近些年，可见

光联合光敏剂的光动力疗法在增生性瘢痕、瘢痕疙瘩

中的治疗作用受到广泛关注［1-2］。竹红素 A（hypocrel‑
lin A，HA）是一种从中草药竹红素中提取得到的光敏

剂，在多种恶性肿瘤中发挥抑制癌细胞增殖的抗癌作

用［3-4］。红光是波长 600~700 nm 的可见光，通过光化

学作用在瘢痕、皮炎、皮肤肿瘤等皮肤疾病中发挥治疗

价值［4-5］。有研究报道 HA 能够增强红光在皮肤肿

瘤［4］、瘢痕疙瘩［5］中的治疗作用。Yes 相关蛋白（Yes-
associated protein，YAP）是 Hippo 信号通路的下游信号

分子。研究报道，YAP 在瘢痕疙瘩形成过程中促进成

纤维细胞增殖［6-7］，HA 的抗癌作用与抑制 YAP 通路相

关［8］。本研究通过细胞实验对 HA 联合 LED 红光照射

通过 YAP 途径抑制瘢痕疙瘩成纤维细胞（keloid fibro‑
blasts，KFs）增殖的生物学作用及机制展开探索，旨在

深入认识 HA 联合红光在瘢痕疙瘩中的治疗价值及

机制。

1　材料与方法

1. 1　组织标本　选择 6 例因瘢痕疙瘩在河北北方学

院附属第一医院接受手术切除的患者，收集瘢痕疙瘩

组织。其中男性 1 例、女性 5 例，年龄 24～36 岁、平均

（28. 82±5. 23）岁。本研究获得河北北方学院附属第一

医院医学伦理委员会批准（批准号：W2023034），患者

签署知情同意书。

1. 2　主要试剂及仪器　HA 购自南通飞宇生物科技公

司，阴性对照（negative control，NC）质粒、YAP 质粒购自

武汉金开瑞生物科技公司，CCK8 细胞增殖检测试剂盒

和 BrdU 细胞增殖检测试剂盒分别购自上海翌圣生物

科技公司和武汉赛培生物科技公司，丙二醛（malondial‑
dehyde，MDA）、超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，
SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione peroxidase，
GSH-Px）的检测试剂盒购自南京建成研究所，YAP、β
-catenin 的一抗购自美国 Abcam 公司。细胞培养箱购

自美国 Thermo 公司，LED 红光光源购自中国科学院电

子所北京科电微波电子公司，凝胶成像系统购自上海

勤翔仪器公司。

1. 3　方法　

1. 3. 1　KFs的原代培养　用磷酸盐缓冲液冲洗瘢痕疙

瘩组织，去除表皮、保留真皮，在 0. 25% 胰蛋白酶中

4℃消化 10 h，磷酸盐缓冲液漂洗组织、剪为 1 mm3 的组

织块并移入 50 mL 离心管，加入 30 倍量 0. 2% IV 型胶

原酶并在 37℃消化，直至组织成为絮状，消化悬液在

200 目筛网过滤，滤液 1 000 r/min 离心 10 min 后保留

沉淀，用含有 10% 胎牛血清的培养基重悬并调节细胞

密度至每毫升 2×106 个。将细胞接种在培养瓶中，每 2 
天换液，待细胞密度达 80% 时进行消化传代，收集第 3
代 KFs 进行分组处理。

1. 3. 2　KFs的分组及处理　第 3 代 KFs 接种在培养板

中，按照下列方法进行分组处理：①对照组：在不含药

物的培养基中培养，不进行 LED 红光照射；②H 组：在

含有 1. 0 µmol/L Hypocrellin A 的培养基中培养，持续

4 h；③L 组：LED 红光照射，辐射剂量 3 J/cm2、辐射密度

5. 68 mW/cm2、距离 20 mm、时间 9 min；④H+L 组：先给

予 Hypocrellin A 处理、条件同 H 组，而后给予 LED 红

光照射、条件同 L 组；⑤NC 质粒组：转染 NC 质粒、质

粒终浓度为 2. 5 µg/mL；⑥NC 质粒+H+L 组：转染 NC
质粒、质粒终浓度为 2. 5 µg/mL，同时先给予 Hypocrel‑
lin A 处理、而后给予 LED 红光照射；⑦YAP 质粒+H+L
组：转染 YAP 质粒、质粒终浓度为 2. 5 µg/mL，同时先

给予 Hypocrellin A 处理、而后给予 LED 红光照射。

1. 3. 3　细胞增殖的检测　KFs 接种在 96 孔培养板

中，培养 20 h 后分组处理，而后在每个培养孔内加入

10 µL CCK8 检测液，继续培养 2 h 后在酶标仪中检测

450 nm 波长的吸光度（OD）。

1. 3. 4　氧化应激指标的检测　KFs 接种在 12 孔培养

板中，培养 20 h 后分组处理，而后检测细胞中 MDA、

SOD、GSH-Px 的含量，检测操作均按照试剂盒说明书

进行。

1. 3. 5　蛋白表达水平的检测　KFs 接种在 12 孔培养

板中，培养 20 h 后分组处理，而后提取蛋白并进行蛋白

定量，根据定量结果将 30 µg 蛋白加入聚丙烯酰胺凝

胶进行检测，电泳后电转硝酸纤维素膜，5% 脱脂牛奶

封闭 1 h，4℃孵育 YAP 一抗（稀释比例 1∶1 000）、β
-catenin 一抗（稀释比例 1∶500）或 β-actin 一抗（稀释

比例 1∶5 000）过夜。次日室温孵育二抗（稀释比例 1∶
1 000）1 h。最后在凝胶成像系统中对硝酸纤维素膜中

的 YAP、β-catenin 及 β-actin 进行显影，以 β-actin 的

条带灰度值为内参、计算 YAP、β-catenin 的蛋白表达

水平。

1. 4　统计学方法　采用 SPSS 22. 0 进行统计学处理，

正态分布计量资料以x-±s 表示，组间比较采用单因素方

差分析及 LSD-t 两两比较。P<0. 05 为差异有统计学

意义。

2　结果

2. 1　HA联合 LED红光照射对 KFs增殖的影响　H 组

和 L 组 KFs 的 OD450 水平低于对照组（t=7. 032、
5. 711，P<0. 001）、BrdU 阳性率低于对照组（t=6. 579、
6. 041，P<0. 001）；H+L 组 KFs 的 OD450 水平及 BrdU
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阳性率低于 H 组和 L 组（t=11. 473、10. 280，P<0. 001）。

见表 1。

2. 2　Hypocrellin A联合LED红光照射对KFs氧化应激

的影响　H 组和 L 组 KFs 中 MDA 的水平高于对照组，

SOD、GSH-Px 的水平低于对照组（P<0. 05）；H+L 组

KFs 中 MDA 的水平高于 H 组和 L 组，SOD、GSH-Px 的

水平低于 H 组和 L 组（P<0. 05）。见表 2。
2. 3　Hypocrellin A联合LED红光照射对KFs中YAP途

径的影响　H 组和 L 组 KFs 中 YAP 的表达水平低于

对照组（t=8. 705、10. 446，P<0. 001）、β-catenin 的表达

水平低于对照组（t=10. 608、11. 776，P<0. 001）；H+L 组

KFs 中 YAP 的表达水平低于 H 组和 L 组（t=16. 432、
12. 598，P<0. 001）、β-catenin 的表达水平低于 H 组和

L 组（t=13. 587、7. 668，P<0. 05）。见图 1、表 3。

2. 4　转染质粒对 Hypocrellin A 联合 LED 红光照射抑

制 KFs 中 YAP 途径的影响　NC 质粒+H+L 组 KFs 中

YAP、β-catenin 的表达水平低于 NC 质粒（t=13. 919、

17. 557，P<0. 001）；YAP 质粒+H+L 组 KFs 中 YAP、β
-catenin 的表达水平高于 NC 质粒+H+L 组（t=12. 736、
13. 942，P<0. 001）。见图 2、表 4。
2. 5　上调 YAP 对 Hypocrellin A 联合 LED 红光照射抑

表 1　4 组 KFs 增殖水平的比较(x-±s)

组别

对照组

H组

L组

H+L组

F值

P值

例数

6
6
6
6

BrdU阳性率（%）

77. 84±6. 23
54. 95±4. 66①

56. 51±4. 85①

29. 49±3. 32①②③

98. 816
<0. 001

OD450水平

1. 03±0. 11
0. 65±0. 05①

0. 71±0. 06①

0. 34±0. 04①②③

96. 919
<0. 001

注：与对照组比较，①P<0.05；与H组比较，②P<0.05；与L组比

较，③P<0.05。

表 2　4 组 KFs 氧化应激水平的比较(x-±s)

组别

对照组

H组

L组

H+L组

F值

P值

例数

6
6
6
6

MDA
（nmol/mg）
0. 73±0. 08

1. 15±0. 11①

1. 22±0. 10①

1. 59±0. 12①②③

69. 534
<0. 001

SOD（U/mg）
0. 38±0. 03

0. 25±0. 02①

0. 28±0. 02①

0. 16±0. 01①②③

109. 667
<0. 001

GSH-Px
（U/mg）

0. 89±0. 07
0. 64±0. 05①

0. 61±0. 06①

0. 39±0. 04①②③

79. 794
<0. 001

注：MDA为丙二醛；SOD为超氧化物歧化酶；GSH-Px为谷

胱甘肽过氧化物酶；与对照组比较，①P<0.05；与H组比较，②P<
0.05：与L组比较，③P<0.05。

注：A为YAP的表达；B为β-catenin的表达。

图 1　4组KFs中YAP、β-catenin的表达

表 3　4 组 KFs 中 YAP、β-catenin 表达水平的比较(x-±s)

组别

对照组

H组

L组

H+L组

F值

P值

例数

6
6
6
6

YAP
0. 87±0. 09

0. 52±0. 04①

0. 45±0. 04①

0. 22±0. 02①②③

148. 581
<0. 001

β-catenin
0. 83±0. 08

0. 46±0. 03①

0. 40±0. 04①

0. 26±0. 02①②③

152. 667
<0. 001

注：YAP为Yes相关蛋白；β-catenin为β-连环蛋白；与对照

组比较，①P<0.05；与H组比较，②P<0.05；与L组比较，③P<0.05。

注：A为YAP表达水平的比较；B为β-catenin表达水平的比较。

图 2　3组KFs中YAP、β-catenin表达水平的比较

表 4　3 组 KFs 中 YAP、β-catenin 表达水平的比较(x-±s)

组别

NC质粒组

NC质粒+H+L组

YAP质粒+H+L组

F值

P值

例数

6
6
6

YAP
0. 93±0. 10

0. 35±0. 04①

0. 91±0. 10②

90. 333
<0. 001

β-catenin
0. 97±0. 09

0. 29±0. 03①

0. 83±0. 09②

135. 719
<0. 001

注：YAP为Yes相关蛋白；β-catenin为β-连环蛋白；与NC
质粒组比较，①P<0.05；与NC质粒+H+L组比较，②P<0.05。

144



第 45 卷第 2 期
 2024 年2 月

安 徽 医 学

Anhui Medical Journal

制 KFs 增殖的影响　NC 质粒+H+L 组 KFs 的 OD450 
水 平 及 BrdU 阳 性 率 低 于 NC 质 粒 组（t=15. 682、
14. 057，P<0. 001）；YAP 质粒+H+L 组 KFs 的 OD450 
水平及 BrdU 阳性率高于 NC 质粒+H+L 组（t=13. 430、
10. 991，P<0. 001）。见表 5。

2. 6　上调 YAP 对 Hypocrellin A 联合 LED 红光照射抑

制 KFs 氧化应激的影响　NC 质粒 +H+L 组 KFs 中

MDA 的水平高于 NC 质粒组，SOD、GSH-Px 的水平低

于 NC 质粒组（P<0. 05）；YAP 质粒 +H+L 组 KFs 中

MDA 的水平低于 NC 质粒+H+L 组，SOD、GSH-Px 的水

平高于 NC 质粒+H+L 组（P<0. 05）。见表 6。

3　讨论

红光联合光敏剂的光动力疗法是治疗瘢痕疙瘩、

痤疮、部分皮肤肿瘤、尖锐湿疣等皮肤疾病的常用方

法［9-11］。HA 是从真菌竹红菌中提取得到的光敏剂。有

研究报道，HA 联合红光对肿瘤细胞的杀伤作用较单用

HA 或红光增强［4］。KFs 过度增殖是瘢痕疙瘩形成过程

中的关键病理环节［12-13］。相关的临床和基础研究证

实，光动力疗法联合氨基酮戊酸对 KFs 的增殖及胶原

的合成具有抑制作用［14-15］。但目前瘢痕疙瘩的临床治

疗效果并不令人满意，治疗后的复发率较高。本研究

联合使用光敏剂 HA 与红光进行 KFs 处理，旨在初步

揭示 HA 联合红光在瘢痕疙瘩中的治疗价值，通过

CCK8 法和 Brd 法检测增殖可知：HA 和红光单独或联

合处理均抑制 KFs 的增殖，HA 对 KFs 增殖的作用与

其抑制肿瘤细胞增殖的效应一致，红光对 KFs 增殖的

抑制作用与其他学者报道光动力疗法抑制 KFs 增殖的

结果吻合［14-15］。本研究中，HA 联合红光对 KFs 增殖的

抑制作用强于单独处理，表明 HA 和红光联用起到互

相增强生物学效应的作用。

红光杀伤细胞的光化学作用与增加自由基生成、

刺激氧化应激反应相关［16］。HA 作为光敏剂，吸收有效

光后能够促进自由基生成并放大氧化应激反应、起到

细胞杀伤作用［4］。细胞在自由基作用下发生氧化应激

损伤后，脂质过氧化产物 MDA 生成增多，同时不断消

耗抗氧化物 SOD 和 GSH-Px、表现为抗氧化物含量降

低。本研究中，HA 和红光单独处理 KFs 后细胞中

MDA 含量增加，SOD 和 GSH-Px 含量降低，表明 HA 和

红光均具有激活 KFs 氧化应激反应的作用，进而提示

两种治疗方式可能通过激活氧化应激的方式抑制 KFs
增殖。本研究中，HA 联合红光对 KFs 氧化应激的激活

作用强于单独处理，这一结果与联合处理抑制细胞增

殖作用更强的结果吻合。

细胞增殖及氧化应激受到复杂信号通路的调控，

其中 Hippo 通路在进化上高度保守且作用广泛。YAP
是 Hippo 通路下游信号转导途径，目前的多数研究均

证实 YAP 具有促增殖、抗凋亡、抗氧化的作用［17-18］。在

成纤维细胞氧化应激损伤模型中，过表达 YAP 减轻细

胞损伤及氧化应激反应［19］；在恶性肿瘤细胞中，YAP 通

过增加 β-catenin 表达的方式促进细胞增殖［20］。本研

究中，HA 和红光单独及联合处理 KFs 后细胞中 YAP
和 β-catenin 的表达均降低，并且联合处理后 YAP 和 β
-catenin 表达降低的效应更显著，提示两种治疗方式均

抑制 YAP/β-catenin 途径且联合处理的抑制效应更强。

为进一步阐明 YAP 途径在 HA 联合红光抑制 KFs 增

殖中的作用，本研究设计了转染质粒的逆转实验，HA
联合红光处理的同时转染 YAP 表达质粒增加 YAP 的

表达后，细胞增殖减弱、氧化应激增强的作用被逆转，

表明 HA 联合红光通过抑制 YAP 途径抑制 KFs 增殖、

刺激 KFs 氧化应激。

综上所述，HA 和 LED 红光照射均显著抑制 KFs
增殖、激活 KFs 氧化应激，两者联合抑制增殖、激活氧

化应激的作用强于单一处理，抑制 YAP/β-catenin 途径

是 HA 联合 LED 红光照射抑制 KFs 增殖、激活 KFs 氧

化应激的相关分子机制之一。
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