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摘  要 

目的：探究多西环素(DOXY)对M2巨噬细胞诱导的人角膜基质细胞纤维化的影响及PI3K/Akt信号通路的

调控作用。方法：选取THP-1人白血病单核细胞系、人角膜基质细胞为实验材料，诱导THP-1细胞分化

为M0、M2型巨噬细胞，构建人角膜基质细胞与巨噬细胞体外共培养模型，分为M0巨噬细胞共培养组、

M2巨噬细胞共培养组、M2 + DOXY共培养组；同时构建条件培养基实验分组，开展功能挽救实验。采用

RT-qPCR检测角膜基质细胞α-SMA、Col-3、PI3K/Akt相关基因表达，ELISA检测细胞上清羟脯氨酸(HYP)、
TGF-β1含量，Western blot法检测p-Akt、Akt蛋白相对表达量。结果：与M0组相比，M2组角膜基质细

胞α-SMA、Col-3、PI3K/Akt相关基因表达及细胞上清HYP、TGF-β1含量显著升高(P < 0.05)；与M2组
相比，M2 + DOXY组及蛋白表达、细胞因子含量均显著降低(P < 0.05)。功能挽救实验显示，PI3K抑制

剂与DOXY显著降低了p-Akt/Akt表达(P < 0.05)，而Akt激动剂可逆转DOXY的作用(P > 0.05)。结论：多

西环素抑制了M2巨噬细胞诱导的角膜基质细胞纤维化。 
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Abstract 
Objective: To investigate the effect of doxycycline (DOXY) on M2 macrophage-induced fibrosis of 
human corneal stromal cells and its regulatory role in the PI3K/Akt signaling pathway. Methods: 
THP-1 human acute monocytic leukemia cell line and human corneal stromal cells were selected as 
experimental materials. THP-1 cells were induced to differentiate into M0 and M2 macrophages, 
and an in vitro co-culture model of human corneal stromal cells and macrophages was established, 
which was divided into M0 macrophage co-culture group, M2 macrophage co-culture group and M2 
+ DOXY co-culture group. Meanwhile, experimental groups with conditioned medium were set up 
to conduct functional rescue experiments. RT-qPCR was used to detect the expression of α-SMA, Col-
3 and PI3K/Akt pathway-related genes in corneal stromal cells; ELISA was performed to measure 
the contents of hydroxyproline (HYP) and TGF-β1 in the cell supernatant; Western blot (WB) was 
adopted to detect the relative expression levels of p-Akt and Akt proteins. Results: Compared with 
the M0 group, the expression levels of α-SMA, Col-3, PI3K/Akt-related genes in corneal stromal cells, 
as well as the contents of HYP and TGF-β1 in cell supernatants, were significantly increased in the 
M2 group (P < 0.05). In contrast, all the above indices were significantly decreased in the M2 + DOXY 
group compared with the M2 group (P < 0.05). Functional rescue experiments showed that both 
PI3K inhibitor and DOXY could reduce the expression ratio of p-Akt/Akt (P < 0.05), while Akt ago-
nist could reverse the inhibitory effect of DOXY (P > 0.05). Conclusion: Doxycycline can inhibit M2 
macrophage-induced fibrosis of human corneal stromal cells via regulating the PI3K/Akt signaling 
pathway. 
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1. 引言 

碱烧伤是最具破坏性的化学性眼部烧伤之一[1]，其损伤可累及角膜上皮并穿透角膜全层；即便采取

及时有效的治疗措施，仍可能导致严重的角膜瘢痕形成与混浊，是全球范围内致盲的主要原因之一[2]。
碱烧伤后，眼表屏障稳态遭到破坏，具有监视功能的免疫细胞会大量释放多种趋化因子，而此类趋化因

子的主要作用是特异性招募巨噬细胞[3]。巨噬细胞在角膜局部的积聚，一方面通过释放血管内皮生长因

子(VEGF)、分泌白细胞介素-1β (IL-1β)，在角膜新生血管形成及纤维化进程中发挥关键作用[4]；另一方

面也可通过吞噬、清除异物，促进角膜损伤组织的修复[5] [6]。此外，在组织损伤或感染发生后，活化的

巨噬细胞会产生活性氧与氮中间体，这类物质可对周围正常组织造成严重损伤，进而引发异常炎症反应

[5]。因此，深入探究巨噬细胞介导的角膜损伤机制，有望为角膜纤维化的预防提供潜在治疗靶点。目前，

临床上用于治疗碱烧伤后角膜伤口愈合的药物，以地塞米松和多西环素为主，两者均具有促进角膜创面

愈合的作用[7]。多西环素是一种长效、低成本的半合成四环素类药物，最初作为抗生素应用于临床，后

续研究证实其还具备高效的非抗生素生物学活性，包括抑制巨噬细胞功能[8] [9]、降低基质金属蛋白酶

(MMPs) [10]活性及减轻炎症反应[11]等，这些功能特征均提示其与角膜纤维化的发生发展密切相关。本

课题组前期研究发现，多西环素可有效抑制大鼠角膜碱烧伤后的炎症反应[12]及新生血管生成[13]，并能
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显著减少大鼠角膜瘢痕的形成[14]。然而，多西环素发挥抗角膜纤维化作用的具体分子机制尚未明确。基

于此，本部分实验聚焦于探究多西环素对人角膜基质细胞纤维化的影响及其具体作用机制。转化生长因

子-β1 (TGF-β1)是体外构建纤维化模型的常用诱导剂[15]，M2 巨噬细胞是 TGF-β1 的重要来源之一[16]。
因此，本研究通过构建角膜基质细胞与 M2 巨噬细胞体外共培养模型，探讨多西环素是否通过抑制

PI3K/Akt 信号通路减轻角膜纤维化。 

2. 材料与方法 

2.1. 实验细胞 

THP-1 人白血病单核细胞系来自中国湖北武汉云克隆科技股份有限公司，可通过诱导分化为巨噬细

胞；人角膜基质细胞来自广西医科大学第一附属医院眼科行飞秒激光微小切口基质透镜取出术(SMILE 术)
的近视患者 20 例 40 眼，其中男 14 例，女 6 例，年龄 18~32 岁。 

2.2. 主要试剂与仪器 

多西环素购自北京索莱宝公司。酶联免疫吸附测定试剂盒、佛波酯(Phorbol 12-myristate 13-acetate, 
PMA)、IL-4、IL-13 均购自武汉云克隆科技有限公司。α-SMA 一抗、actin 一抗均购自上海埃必威生物技

术有限公司。PI3K 抑制剂 LY294002、Akt 激活剂 SC79 均购自上海 Selleck 生物科技有限公司。P-Akt、
Akt 一抗均购自 Cell Signaling Technology (CST)公司。总 RNA 提取试剂盒、逆转录试剂盒均购自日本

Takara 公司。Hieff UNICON® Universal Blue qPCR SYBR Green Master Mix 购自上海翌圣生物科技有限

公司。引物设计由南宁捷尼斯生物科技有限公司提供。 

2.3. 实验方法 

参考之前课题组获取角膜基质细胞的方法[17]，传代 3~5 代用于后续实验。将 THP1 细胞系将细胞接

种在孔径为 0.4 μm transwell 上室中，用 500 ng/ml 的佛波酯(Phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA)，孵育

48 h。在 M0 巨噬细胞基础上加入 IL-4 (20 ng/ml) + IL-13 (20 ng/ml)培养 24 h，诱导其分化为 M2 巨噬细

胞。将人角膜基质细胞以 1 × 104细胞/孔的密度接种于六孔板中，培养 48 小时。将含 M2 巨噬细胞 transwell
上室插入至含有人角膜基质细胞的六孔板中，构建角膜基质细胞与 M2 巨噬细胞体外共培养模型。造模

后给予多西环素治疗，继续培养 24 h。实验可分为三组：M0 巨噬细胞共培养组、M2 巨噬细胞共培养组、

M2 + DOXY 共培养组。实验用 RT-qPCR 实验检测 M2 巨噬细胞特异性标志物 CD206 验证巨噬细胞模型

诱导成功。实验后续还进行了功能挽救实验，多西环素预处理 M2 巨噬细胞后，收集巨噬细胞上清作为

人角膜基质细胞的条件培养基，构建实验分组如下：角膜基质细胞 + M2-CM 组、角膜基质细胞 + M2-
CM + PI3K 抑制剂组、角膜基质细胞 + M2-CM + DOXY 组、角膜基质细胞 + M2-CM + DOXY + Akt 激
动剂组。用 RT-qPCR 检测人角膜基质细胞纤维化指标 α-SMA、Col-3、PI3K、Akt 的表达。ELISA 收集

上述实验的上清液，按照 ELISA 试剂盒说明书测定羟脯氨酸(HYP)、TGF-β1 含量水平。Western blot 法
检测 p-Akt、Akt 相对蛋白表达量，采用 BCA 法测定蛋白浓度，电泳、转膜、封闭、一抗过夜孵育、二抗

孵育后加入发光试剂曝光，将显影结果导入 Image J 软件分析蛋白条带灰度值。 

2.4. 统计学方法 

使用 SPSS22 软件分析所有数据，采用单因素方差分析，组间两两比较采用 LSD-t 检验。P < 0.05 被

认为具有统计学意义，所有数据均显示为平均值的平均标准误(SEM)，所有图表均使用 GraphPad Prism 
6.0 软件制作。 
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3. 结果 

3.1. 巨噬细胞极化模型构建成功及 DOXY 抑制了 M2 巨噬细胞极化 

RT-qPCR 结果显示：与 M0 巨噬细胞共培养对照组相比，M2 巨噬细胞共培养组 M2 巨噬细胞特异

性表面标志物 CD206 基因表达显著升高(P < 0.05)。与 M2 巨噬细胞共培养组相比，多西环素给药组显著

降低了 CD206 基因表达(P < 0.05)。见图 1。 
 

 
*为 P < 0.05，#为 P < 0.01，^为 P < 0.001，##P < 0.0001。 

Figure 1. Macrophage polarization model was successfully established 
图 1. 巨噬细胞极化模型诱导成功 

3.2. 多西环素抑制人角膜基质细胞纤维化：RT-qPCR 结果显示 

 
*为 P < 0.05，#为 P < 0.01，^为 P < 0.001，##P < 0.0001。 

Figure 2. Inhibitory effect of doxycycline on fibrosis in human corneal stromal cells 
图 2. 多西环素抑制人角膜基质细胞纤维化 
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与 M0 巨噬细胞共培养对照组相比，M2 巨噬细胞共培养组人角膜基质细胞 α-SMA、Col-3、PI3K/Akt
相关基因的表达水平显著升高(P < 0.05)，说明模型构建成功，差异具有统计学意义。与 M2 巨噬细胞共

培养组相比，多西环素给药组显著降低了 M2 巨噬细胞共培养体系中人角膜基质细胞 α-SMA、Col-3、
PI3K/Akt 相关基因的表达水平(P < 0.05)，差异具有统计学意义。见图 2(A)~(D)。 

3.3. 多西环素抑制共培养体系中纤维化相关因子的分泌：ELISA 结果显示 

与 M0 巨噬细胞共培养对照组相比，M2 巨噬细胞共培养体系中细胞上清中 HYP、TGF-β1 含量水平

显著上升(P < 0.05)，差异具有统计学意义。与 M2 巨噬细胞共培养组相比，多西环素给药组显著降低了

M2 巨噬细胞共培养体系中细胞上清中 HYP、TGF-β1 含量水平(P < 0.05)，差异具有统计学意义。见图

2(E)~(F)。 

3.4. 多西环素通过调控 PI3K/Akt 信号通路抑制共培养体系中人角膜基质细胞纤维化 

WB结果显示：与M0巨噬细胞共培养对照组相比，M2巨噬细胞共培养组人角膜基质细胞中p-Akt/Akt
相对表达量显著升高(P < 0.05)。与 M2 巨噬细胞共培养组相比，M2 + DOXY 组则显著降低(P < 0.05)。功

能挽救实验结果显示，以角膜基质细胞 + M2-CM 组为阳性对照，角膜基质细胞 + M2-CM + PI3K 抑制

剂组、角膜基质细胞 + M2-CM + DOXY 组中人角膜基质细胞的 p-Akt/Akt 蛋白相对表达量显著降低(P < 
0.05)，而角膜基质细胞 + M2-CM + DOXY + Akt 激动剂组与阳性对照组相比，差异无统计学意义(P > 0.05)
见图 3。 

 

 
*为 P < 0.05，#为 P < 0.01，^为 P < 0.001，##P < 0.0001。 

Figure 3. Doxycycline suppresses fibrosis of human corneal stromal cells in co-culture via modulating the PI3K/Akt signaling 
pathway 
图 3. 多西环素通过调控 PI3K/Akt 信号通路抑制共培养体系中人角膜基质细胞纤维化 

3.5. 多西环素对人角膜基质细胞无直接抑制作用 

上述结果表明，多西环素对人角膜基质细胞 PI3K/Akt 信号通路具有抑制作用，但无法确定该作用是
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否为直接抑制。因此，后续实验旨在剥离细胞间的直接接触，验证巨噬细胞分泌的可溶性因子(含 TGF-
β1)是否为调控该通路的关键。实验中，提前收集诱导成熟的 M0/M2 巨噬细胞，更换新鲜培养基培养 24-
48 小时后，收集上清并过滤除菌备用。实验具体分组如下：角膜基质细胞 + M0 条件培养基组(M0-CM)、
角膜基质细胞 + M2 条件培养基组(M2-CM)、角膜基质细胞 + M2-CM + DOXY 组。免疫荧光检测人角膜

基质细胞 α-SMA 的荧光强度。结果显示，以角膜基质细胞 + M0 条件培养基组(M0-CM)为对照组，角膜

基质细胞 + M2-CM 组、角膜基质细胞 + M2-CM + DOXY 组中人角膜基质细胞的 α-SMA 荧光强度及蛋

白相对表达量均显著升高(P < 0.05)，但这两组之间的差异无统计学意义(P > 0.05)见图 4。 
 

 

 
*为 P < 0.05，#为 P < 0.01，^为 P < 0.001，##P < 0.0001。 

Figure 4. Doxycycline does not directly inhibit fibrosis in human corneal stromal cells 
图 4. 多西环素对人角膜基质细胞纤维化无直接抑制作用 

4. 讨论 

巨噬细胞存在 M1、M2 两种功能分化亚型[18]，二者在角膜纤维化进程中均发挥促纤维化作用，但

作用机制存在差异。其中，M1 巨噬细胞主要通过分泌促炎因子，间接诱导成纤维细胞向肌成纤维细胞分

化[19]；而 M2 型巨噬细胞具有明确的促血管生成及抗炎特性，可通过分泌 VEGF、TGF-β1 等促纤维化

因子，直接推动角膜基质细胞的纤维化进程[20]。M2 巨噬细胞凭借其促血管生成特性，在多种疾病的病

理进展中扮演关键角色，例如新生血管性年龄相关性黄斑变性模型中的脉络膜新生血管形成[21]、多形性

胶质母细胞瘤的侵袭转移[22]，以及角膜碱烧伤后瘢痕组织的形成[11]。因此，抑制巨噬细胞向 M2 型极

化，有望成为靶向治疗角膜纤维化的潜在新策略。多西环素不仅可抑制巨噬细胞极化，还能显著调控其

细胞因子的分泌。我们的共培养实验结果显示，加入多西环素后体系中 TGF-β1 的含量水平被有效抑制。

TGF-β1 作为调控纤维化进程的关键细胞因子[15]，在巨噬细胞极化与角膜纤维化之间发挥重要的中介作
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用。上述结果表明，多西环素可通过抑制巨噬细胞极化，减少 TGF-β1 的分泌，最终实现抗角膜纤维化的

效应。与糖皮质激素相比，多西环素在碱烧伤治疗中具有独特优势，其不会对角膜基质细胞造成明显损

伤[23]。多西环素处理还可显著降低人角膜基质细胞中纤维化相关指标(α-SMA、Col-III)的基因表达水平，

同时减少共培养体系细胞上清液中 HYP 的含量。以往研究表明，PI3K/Akt 信号通路不仅参与巨噬细胞极

化调控[24]，还广泛涉及细胞增殖[25]、纤维化进程[26]及新生血管生成[27]等多种生物学过程。实验结果

显示，M2 型巨噬细胞可通过激活人角膜基质细胞的 PI3K/Akt 信号通路，并分泌 TGF-β1，共同推动角膜

纤维化的发生发展。多西环素处理后，共培养体系中 p-Akt/Akt 的蛋白表达水平均显著降低，且加入 Akt
激动剂可逆转多西环素的这一调控效应。因此，本研究实验结果提示，多西环素可以有效抑制 M2 巨噬

细胞诱导的人角膜基质细胞纤维化作用，并且其可能通过 PI3K/Akt 信号通路介导这个过程。 
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