
Med J Chin PLA, Vol. 46, No. 3, March 28, 2021  　221

论　著

[摘要]　目的　探讨五味子丙素(SchC)对过氧化氢(H2O2)诱导的人永生化角质形成细胞(HaCaT)衰老作用的影响及

其可能机制。方法　体外培养HaCaT细胞，设置对照组、H2O2模型组、SchC处理组。采用CCK-8法检测细胞存活率；

采用试剂盒检测细胞中超氧化物歧化酶(SOD)、丙二醛(MDA)、还原型谷胱甘肽(GSH)、活性氧(ROS)水平；qRT-PCR

检测基质金属蛋白酶、环氧合酶-2(COX-2)、凋亡相关基因mRNA的表达；Western blotting检测COX-2、基质金属蛋白

酶、凋亡相关蛋白、衰老相关蛋白、转录因子NF-E2相关因子2(Nrf-2)、血红素加氧酶-1(HO-1)以及核因子-κB(NF-κB)、 

p-NF-κB的表达。结果　SchC浓度<100 μmol/L时对HaCaT细胞的增殖活性无明显影响；H2O2浓度为800 μmol/L时，细

胞存活率降至对照组的(57.0±3.0)%(P<0.001)。与H2O2模型组相比，加入SchC对细胞进行预保护，可增高细胞存活率

以及SOD、GSH水平，降低MDA、ROS水平(P<0.05或P<0.01)。Western blotting检测结果显示，SchC可下调P16、P21、

p-NF-κB的表达(P<0.01)，上调Nrf-2、HO-1的表达(P<0.05)。qRT-PCR和Western blotting检测结果显示，SchC可通过调

控NF-κB通路上调caspase-3、caspase-9 mRNA和蛋白的表达，下调Bcl-2、基质金属蛋白酶(MMP-1、MMP-9)、炎性因子

COX-2 mRNA和蛋白的表达(P<0.05或P<0.01)。结论　SchC对H2O2诱导的HaCaT细胞氧化应激损伤衰老模型具有保护作

用，可为五味子抗皮肤衰老产品的开发奠定基础。
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[Abstract]　Objective　To investigate the effects of Schisandrin C (SchC) on hydrogen peroxide (H2O2) treated human 

immortalized keratinocyte cells (HaCaT) and to understand its potential mechanisms on ageing. Methods　HaCaT cells were 

cultured in vitro and divided into control group, H2O2 model group, and SchC treatment group. Cell viability was evaluated by CCK-8 

assay. The levels of superoxide dismutase (SOD), malondialdehyde (MDA) and glutathione (GSH) were determined by WST-1 

assay. The level of reactive oxygen species (ROS) was determined by chemical fluorescence assay. The mRNA expression of matrix 

metalloproteinase, cyclooxygenase-2 (COX-2) and apoptosis-related genes were detected by qRT-PCR. The expression of COX-2, 

matrix metalloproteinase, apoptosis-related protein, ageing-related protein, transcription factor NF-E2 related factor 2 (Nrf-2), 

heme oxygenase (HO-1), cytoplasmic transcription factor-κB (NF-κB) and p-NF-κB was detected by Western blotting. Results　

SchC at the concentration of less than 100 μmol/L had no significant effects on the proliferation of HaCaT cells; while cell viability 
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decreased to (57.0±3.0)% (P<0.001) after treated with 800 μmol/L H2O2. Compared with the H2O2 model group, the cell viability, 

SOD, and GSH levels were significantly increased; MDA and ROS levels were significantly decreased (P<0.05 or P<0.01). Western 

blotting results showed that the expression of P16, P21 and p-NF-κB were significantly down-regulated, and the expression of Nrf-2 

and HO-1 were up-regulated by SchC (P<0.05 or P<0.01). qRT-PCR and Western blotting results showed that SchC could up-

regulate the expression of caspase-3 and caspase-9, and down-regulate the expression of Bcl-2, matrix metalloproteinase (MMP-1, 

MMP-9) and inflammatory factor COX-2 by regulating NF-κB pathway (P<0.05 or P<0.01). Conclusion　SchC had a protective 

effect on the aging model of oxidative stress damage of H2O2-induced HaCaT cells, which could lay a foundation for the development 

of anti-ageing products of Schisandra C.
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皮肤衰老是人体衰老的一部分，由内源性和

外源性的多种因素引起，主要包括基因对皮肤衰老

过程的调控、自由基损伤和光刺激老化作用等。近

年来，衰老与抗衰老已成为科学研究的热点[1-3]。

五味子丙素(Schisandrin C，SchC)是五味子的主要

木脂素类成分之一，可抑制细胞炎症反应、抗氧

化及抑制凋亡蛋白的表达[4]。侯微等[5]研究发现，

在H 2O 2诱导的细胞自由基氧化损伤衰老模型中，

SchC可提高细胞存活率，但其对细胞的抗衰老和抗

凋亡作用及其机制尚不清楚。为此，本研究分析了

SchC对H2O2诱导的HaCaT细胞氧化应激损伤的保护

作用及其可能机制，以期为SchC相关抗皮肤衰老产

品的开发提供参考。

1　材料与方法

1.1　主要试剂及仪器　SchC(四川省维克奇生物科

技有限公司)；HaCaT细胞(中国科学院细胞库)；
CCK-8(上海碧云天生物技术有限公司)；超氧化

物歧化酶(SOD)、微量丙二醛(MDA)、微量还原

型谷胱甘肽(GSH)、活性氧(ROS)试剂盒及BCA蛋

白试剂盒(南京建成生物工程研究所)；NF-E2相关

因子2(Nrf-2)、血红素加氧酶-1(HO-1)、基质金属

蛋白酶(MMP)-1、MMP-9、caspase-3、caspase-9、
Bcl-2、核因子-κB(NF-κB)、p-NF-κB(ABclonal公
司)；RNA抽提试剂盒、HiScript Ⅱ Q RT SuperMix 
for qPCR、2×ChamQ Universal SYBR qPCR Master 
Mi x (美国Vaz y m e公司)。全自动凝胶成像系统、

ImageJ分析软件(上海天能科技有限公司)；Nrf-2
抑制剂ML385(美国Abmole公司)；NF-κB抑制剂

SN50(美国Selleck公司)。
1.2　细胞培养　用含10%胎牛血清的DMEM培养基

培养HaCaT细胞，置于37 ℃、5% CO2培养箱中。待

细胞生长至80%融合时，用0.25%胰蛋白酶消化，分

瓶传代。

1.3　CCK-8法检测HaCaT细胞增殖活性　将HaCaT
细胞加入9 6孔板中( 1 0 5个/孔，每孔2 0 0  μ l)，于

37 ℃、5% CO2培养箱中培养24 h使细胞贴壁。设

置对照组与实验组，每组分别设置6个平行组，

按照SchC(2.5、5、10、20、40、80、100、200、
320 μmol/L，作用24 h)和H2O2(200、400、600、
800、1000 μmol/L，作用4 h)浓度梯度上样。每孔

加入20 μl CCK-8孵育2 h，使用酶标仪检测450 nm
波长处的光密度(OD)值。对比对照组，筛选细胞

存活率为60%时的H 2O 2浓度，即H 2O 2最终使用浓

度[6-7]；筛选对细胞增殖无明显影响的SchC浓度，

即SchC最终浓度。细胞存活率(%)=(OD处理/OD对照) 
×100%。

1.4　实验分组及细胞氧化应激模型建立　将HaCaT
细胞接种于6孔板中，于37 ℃、5% CO 2培养箱中

培养24 h使其贴壁，设置对照组、H 2O 2模型组与

S c h C处理组。对照组、H 2O 2模型组用含1 %血清

的DME M培养基培养24 h，对照组给予2.5 ml  1% 
DMEM培养基，H2O2模型组加入2.5 ml确定浓度的

H2O2(1% DMEM)作用4 h；SchC处理组用SchC预处

理24 h后，加入2.5 ml确定浓度的H2O2(1% DMEM)
作用4 h。Nrf-2抑制剂组和NF-κB抑制剂组分别加入

0.25 μmol/L ML385和20 μmol/L SN50预处理2 h。
1.5　细胞中SOD、MDA、ROS及GSH水平检测　

取对数生长期细胞接种于6孔板中，设置对照组、

H2O2模型组与SchC处理组，每组设3个复孔，按1.4
方法处理后，收集细胞，按照SOD、MDA、ROS和
GSH试剂盒说明书步骤检测细胞SOD、MDA、ROS
和GSH水平。

1.6　qRT-PCR检测环氧合酶-2(COX-2)、MMP-1、
MMP-9、caspase-3、caspase-9、Bcl-2 mRNA的表达

　按1.4方法处理后，应用RNA抽提试剂盒提取细

胞总RNA，按HiScript Ⅱ Q RT SuperMix for qPCR
反转录试剂盒说明书步骤合成cDNA。按ChamQ 
Universal SYBR qPCR Master Mix试剂盒说明书步骤

行实时荧光定量PCR扩增反应，在NCBI(National 
Coalit ion Bui lding Institute)中查找基因序列，用

Primer Premier 6.0软件设计引物。扩增反应条件：

95 ℃ 30 s (1个循环)，95 ℃ 10 s、60 ℃ 30 s (40个循

环)，95 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s，95 ℃ 15 s。绘制熔解

曲线，采用2–ΔΔCt法进行相对定量。引物序列如表1 
所示。
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表1　qRT-PCR引物序列

Tab.1　Primer sequences of qRT-PCR
基因 序列(5'-3') 大小(bp)
β-actin (Forward) GGCTGTATTCCCCTCCATCG 154
β-actin (Reverse) CCAGTTGGTAACAATGCCATGT
Caspase-3 (Forward) AAGCGAATCAATGGACTCT 133
Caspase-3 (Reverse) TGTACCAGACCGAGATGT
Caspase-9 (Forward) CCATATGATCGAGGACATCC 177
Caspase-9 (Reverse) GCTGCTTGCCTGTTAGTT
Bcl-2 (Forward) TGTGGATGACTGAGTACCT 128
Bcl-2 (Reverse) CAGAGACAGCCAGGAGAA
MMP-1 (Forward) AGATGTGGAGTGCCTGAT 190
MMP-1 (Reverse) CAGAGACCTTGGTGAATGT
MMP-9 (Forward) AACCAATCTCACCGACAG 291
MMP-9 (Reverse) GGCAAGTCTTCCGAGTAG
COX-2 (Forward) CGAGGTGTATGTATGAGTGT 280
COX-2 (Reverse) AGCCATAGTCAGCATTGTAA

1.7　Western blotting检测COX-2、基质金属蛋白

酶、凋亡相关蛋白、衰老相关蛋白、转录因子

NF-E2相关因子2(Nrf-2)、血红素加氧酶-1(HO-1)，
以及NF-κB、p -NF-κB的表达　按照1.4方法处理

后，收集细胞，PBS洗涤2次，RIPA缓冲液冰上裂

解1 h，4 ℃下12 000 r/min离心5 min，分离上清液。

用BCA试剂盒测定总蛋白浓度，用10% SDS -聚丙

烯酰胺凝胶电泳(SDS -PAGE)分离凝胶分离45 μg
蛋白并转移至聚偏氟乙烯(P V D F)中。5 %脱脂牛

奶25 ℃下封闭1 h，加入COX-2(1:1000)、MMP-1 

(1:1000)、MMP-9(1:1000)、caspase-3(1:1000)、
aspase-9(1:1000)、Bcl-2(1:1000)、P16(1:1000)、
P21(1:500)、Nrf-2(1:500)、HO-1(1:1000)、NF-κB 
(1:1000)、p-NF-κB(1:500)特异性抗体孵育过夜。

用含吐温-80(TBS-T)的Tris缓冲液洗涤，加入抗兔

辣根过氧化物酶抗体(1:10 000)孵育1 h。用增强型

ECL显影液显色，全自动凝胶成像系统采集和分析

数据。

1.8　统计学处理　采用SPSS 24.0软件进行统计分

析。计量资料以x±s表示，行方差齐性检验，方差

齐时多组间比较采用单因素方差分析，进一步两

两比较采用LSD-t检验；方差不齐时组间比较采用

Welch法进行近似方差分析，进一步两两比较采用

Bonferroni检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　SchC和H2O2对HaCaT细胞活力的影响　CCK-8
法检测结果显示，S c h C浓度≤ 1 0 0  μ m o l / L时对

HaCaT的增殖没有明显影响(P>0.05，图1A)，不同

浓度(200、400、600、800、1000 μmol/L)的H2O2

对HaCaT细胞活力有一定的影响，且呈浓度依赖性

(P<0.05，图1B)。当H2O2浓度为800 μmol/L时，细

胞存活率降至对照组的(57.0±3.0)%(P<0.001)。因

此，选择800 μmol/L的H2O2作用4 h建立细胞氧化应

激模型。

图1　SchC(A)和H2O2(B)对HaCaT细胞活力的影响

Fig.1　Effects of SchC (A) and H2O2 (B) on the relative viability of HaCaT cells
　　与对照组比较，(1)P<0.05，(2)P<0.01，(3)P<0.001。

2.2　SchC对H2O2诱导的HaCaT细胞生长形态和增

殖活性的影响　倒置相差显微镜下观察各组细胞形

态变化，结果如图2A所示。对照组细胞生长至24 h
时，形态规则，大小均匀，透亮度高，边界清楚，

细胞排列较紧密。与对照组相比，H2O2模型组细胞

形态发生明显变化，细胞皱缩，飘浮细胞增多，细

胞不规则且连接不紧密，细胞数量减少，培养液中

细胞碎片增多。与H2O2模型组相比，SchC预处理

可一定程度恢复细胞的形态，漂浮细胞减少，培养

液中细胞碎片减少，细胞存活率增高[(53.0±3.0)% 

vs. (70.0±3.0)%，P<0.01，图2B]。
2.3　SchC对H2O2诱导的HaCaT细胞SOD、MDA、

GSH、ROS水平的影响　与对照组相比，H2O2模型

组SOD、GSH水平明显降低(P<0.01)，MDA水平明

显升高(P<0.001，图3A)。与对照组相比，H2O2模

型组荧光效果增强，ROS水平明显增高(P<0.001，
图 3 B、C )。与H 2 O 2模型组相比， S c h C处理组

SOD、GSH水平明显升高(P<0.05)，MDA、ROS水
平明显降低(P<0.05或P<0.01，图3)。
2.4　SchC对H2O2诱导的HaCaT细胞COX-2、MMP-1、 
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图2　SchC对H2O2诱导的HaCaT细胞生长状态和增殖活性的影响

Fig.2　Effects of SchC on the growth status and cell viability of H2O2-induced HaCaT cells
　　A. 各组HaCaT细胞生长状态(倒置显微镜, ×200)；B. 各组细胞存活率的比较；与对照组比较，(1)P<0.001；与H2O2模型组比较，

(2)P<0.01。

图3　SchC对H2O2诱导的HaCaT细胞SOD、MDA、GSH、ROS水平的影响

Fig.3　Effects of SchC on the contents of SOD, MDA, GSH, and ROS of H2O2-induced HaCaT cells
　　A. SOD、MDA、GSH水平；B. ROS荧光检测图；C. ImageJ软件定量分析ROS水平；与对照组比较，(1)P<0.01，(2)P<0.001；与

H2O2模型组比较，(3)P<0.05，(4)P<0.01。
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MMP-9表达的影响　qRT-PCR和Western blotting检
测结果显示，与对照组相比，H2O2模型组COX-2、
MMP-1、MMP-9 mRNA及蛋白表达水平均明显升高

(P<0.05或P<0.01)；与H2O2模型组相比，SchC处理

组COX-2、MMP-1、MMP-9 mRNA及蛋白表达水平

均明显降低(P<0.05或P<0.01，图4)。
2 . 5　Sc hC对H 2O 2诱导的HaCaT细胞c a s pa se - 3、
caspase-9、Bcl-2表达的影响　如图5所示，与对照

组相比，H2O2模型组caspase-3、caspase-9 mRNA和

蛋白表达水平均明显升高(P<0.05或P<0.01)，Bcl-2 
m R N A和蛋白表达水平均明显降低(P<0 . 0 1 )。与

H2O2模型组相比，SchC处理组caspase-3、caspase-9 

m R N A 和蛋白表达水平均明显降低 ( P < 0 . 0 5 或

P<0.01)，Bcl-2 mRNA和蛋白表达水平均明显升高

(P<0.05或P<0.01)。
2.6　SchC对H2O2诱导的HaCaT细胞衰老相关蛋白

P 1 6、P 2 1表达的影响　如图6所示，与对照组相

比，H2O2模型组衰老相关蛋白P16、P21的表达上调

(P<0.01)；与H2O2模型组相比，SchC处理组衰老相

关蛋白P16、P21的表达下调(P<0.01)。
2.7　SchC对H2O2诱导的HaCaT细胞NF-κB、Nrf-2/ 
HO-1信号通路的影响　Western blotting检测结果

显示，与对照组相比，H 2O 2模型组细胞Nr f - 2、
HO-1表达下调(P<0.01、P<0.05)，p-NF-κB表达上
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图4　SchC对H2O2诱导的HaCaT细胞COX-2、MMP-1、MMP-9 mRNA和蛋白表达的影响

Fig.4　Effects of SchC on the mRNA and protein expressions of COX-2, MMP-1 and MMP-9 of H2O2-induced HaCaT cells
　　A. qRT-PCR检测COX-2、MMP-1、MMP-9 mRNA表达水平；B. Western blotting检测COX-2、MMP-1、MMP-9蛋白表达水平；C. ImageJ软件

定量分析COX-2、MMP-1、MMP-9蛋白相对表达量；与对照组比较，(1)P<0.05，(2)P<0.01；与H2O2模型组比较，(3)P<0.05，(4)P<0.01。

图5　SchC对H2O2诱导的HaCaT细胞caspase-3、caspase-9、Bcl-2表达的影响

Fig.5　Effects of SchC on the mRNA and protein expressions of caspase 3, caspase 9 and Bcl-2 of H2O2-induced HaCaT cells
　　A. qRT-PCR检测caspase-3、caspase-9、Bcl-2 mRNA表达水平；B. Western blotting检测caspase-3、caspase-9、Bcl-2蛋白表达水平；C. ImageJ软 

件定量分析caspase-3、caspase-9、Bcl-2蛋白相对表达量；与对照组比较，(1)P<0.05，(2)P<0.01；与H2O2模型组比较，(3)P<0.05，(4)P<0.01。
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图6　SchC对H2O2诱导的HaCaT细胞衰老相关蛋白P16、P21表达的影响

Fig.6　Effects of SchC on the expressions of aging-related proteins of P16 and P21 of H2O2-induced HaCaT cells
　　A. Western blotting检测P16、P21蛋白表达；B、C. ImageJ软件定量分析P16、P21蛋白相对表达量；与对照组比较，(1)P<0.05；与

H2O2模型组比较，(2)P<0.05。

图7　SchC对H2O2诱导的HaCaT细胞NF-κB、Nrf-2/HO-1信号通路的影响(Western blotting)

Fig.7　Effects of SchC on the signaling pathway of NF-κB and Nrf-2/HO-1 of H2O2-induced HaCaT cells (Western blotting)
　　A. Nrf-2、HO-1、NF-κB、p-NF-κB蛋白相对表达量；B. 加入Nrf-2抑制剂ML385后HO-1蛋白相对表达量；C－D. 加入NF-κB抑制剂

SN50后COX-2、MMP-1、MMP-9、caspase-3、caspase-9、Bcl-2蛋白相对表达量；与对照组比较，(1)P<0.05，(2)P<0.01；与H2O2模型

组比较，(3)P<0.05，(4)P<0.01；与H2O2+ML385比较，(5)P<0.05。

调(P<0.05)；与H2O2模型组相比，SchC处理组Nrf-2
及H O - 1表达上调，p -N F-κB表达下调( P<0 . 0 5， 
图7A)。加入Nrf-2抑制剂ML385(1.25 μmol/L)后，

HO-1的表达被明显抑制(P<0.05)；加入SchC后，

HO-1的表达上调(P<0.01，图7B)。加入NF-κB抑制

剂SN50(20 μmol/L)后，COX-2、MMP-1、MMP-9
的表达被明显抑制(P<0.05或P<0.01)，促凋亡蛋白

caspase-3、caspase-9的表达下调(P<0.05)，抗凋亡蛋

白Bcl-2的表达上调(P<0.01，图7C、D)。
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3　讨　　论

衰老是生命过程中的一种自然现象，涉及多

种生物学过程。目前，有关衰老的学说主要有自由

基学说、免疫学说、炎性学说等，其中以自由基学

说最受重视[1]。皮肤易受外界环境中各种因素的刺

激而导致氧化应激。有研究发现，氧化应激能够诱

发细胞衰老[8]。ROS是氧化应激反应中最重要的介

质，可引起机体蛋白质、核酸变性以及脂质过氧

化，对皮肤细胞造成氧化损伤，从而导致或促进衰

老的发生[9]。H2O2是一种常用的细胞氧化应激诱导

剂，可诱导细胞产生ROS，从而导致皮肤发生一系

列氧化应激反应，如衰老、皱纹及色斑等[10]。近年

来，中草药被广泛应用于抗衰老的研究。与其他化

学合成添加剂不同，中草药具有成分天然、绿色、

安全、不良反应少等优点，被国内外学者大力推

崇。五味子为木兰科植物五味子的成熟干燥果实，

主要活性成分为木脂素类化合物，具有抗氧化、抗

肿瘤、抗炎、保肝等多种药理作用[11-12]。有研究发

现，作为主要木脂素类成分之一，SchC具有抗炎

和抗氧化的双重作用，可通过调节NF-κB和Nrf-2/
HO-1信号转导途径，抑制MAPK信号通路，发挥抗

氧化应激活性[13]。五味子甲素、乙素及丙素对细胞

均具有一定的保护作用，其中以SchC的效果最好，

可以明显提高细胞存活率，但其作用机制尚不明 
确[5]。本研究通过分析NF-κB和Nrf-2/HO-1信号通

路的变化，探讨了SchC对H2O2诱导的HaCaT细胞氧

化应激损伤的保护作用及其可能分子机制。

H 2O 2可诱导HaCaT细胞产生过多的ROS，当

ROS在细胞内大量聚集超过机体的清除能力时，会

导致氧化与抗氧化系统失衡，细胞内氧化应激标志

物水平升高以及蛋白和核酸的氧化损伤，机体表现

出衰老趋势[14]。本研究发现，在H2O2诱导的细胞氧

化损伤模型中，SchC可提高细胞活力，与侯微等[5] 

的研究结果一致。本研究还发现，SchC可以改善

HaCaT细胞的生长状态，对H2O2诱导的HaCaT细胞

氧化应激损伤表现出保护作用。SOD与GSH是内源

性抗氧化系统中重要的抗氧化酶，可分解机体产生

的自由基；MDA作为脂质过氧化的最终产物，可

反映自由基攻击细胞的损伤程度 [15]。本研究中，

SchC预处理HaCaT细胞，可以提高细胞中的SOD、

GSH水平，降低MDA、ROS水平，从而减轻H2O2

对细胞造成的氧化应激损伤。MMPs的主要作用是

水解细胞外基质 [16]，而细胞外基质的主要成分是

胶原蛋白[17]。多项研究发现，过多的ROS可以促使

MMPs(如MMP-1、MMP-9等)表达增加，使细胞外

基质中的胶原蛋白降解，从而降低皮肤弹性，导致

皱纹产生[16,18]。COX-2又称环氧合酶-2(属于诱导性

酶)，是机体重要的炎性因子，可被过多的ROS诱
导产生，与氧化应激、炎症反应及肿瘤发生密切

相关[19-20]。研究发现，过多的炎性因子可促使皮肤

各种细胞内部结构相互作用，从而导致皮肤细胞

和组织的损伤 [21]。本研究中，SchC可以通过减少 
MMP-1、MMP-9的表达而抑制胶原蛋白的降解，减

少炎性因子COX-2的产生，从而抑制皱纹的产生，

最终对H 2O 2造成的氧化应激衰老模型起到保护作

用。细胞凋亡是细胞自发的程序性死亡，是机体为

适应生存环境而主动采取的一种死亡过程[22]。ROS
堆积于体内可导致细胞氧化损伤及核酸变性，从

而引发炎症反应、诱导凋亡相关因子的表达 [23]。

研究发现，在众多调控细胞凋亡的基因家族中，

caspase家族和Bcl-2家族起着重要作用 [24]。本研究

中，SchC可抑制凋亡相关基因的表达，表明SchC
可通过抑制H2O2诱导的细胞凋亡保护HaCaT细胞，

从而发挥抗衰老作用。Nrf-2/HO-1信号通路是机体

主要的抗氧化应激通路之一，其主要功能是调节抗

氧化酶的表达、清除自由基，以减轻炎症反应以及

氧化应激对细胞造成的损伤[25-27]。当机体受到ROS
刺激后，Nrf-2激活并转移至细胞核，与各种抗氧化

元件结合，诱导下游靶基因HO-1及ROS清除酶(如
SOD、MDA和GSH等)的表达，在抗ROS生成和氧化

应激中发挥重要作用[28-32]。NF-κB是重要的转录因子

家族，参与多种细胞功能如细胞凋亡、细胞黏附、

增殖、炎症反应、细胞应激反应等的调节 [33-35]。 
作为第二信使，ROS可通过激活NF-κB导致各种炎

性因子如COX-2、MMP-1、MMP-2和MMP-9等的

产生，从而造成氧化损伤和炎症反应[36-41]。研究发

现，NF-κB是调节MMPs、COX-2、诱导型一氧化

氮合酶(iNOS)的重要转录因子[42-43]。NF-κB通路与

凋亡相关基因的表达密切相关，可通过调节Bcl-2
和caspase途径抑制炎症和细胞凋亡[44]。本研究中，

H 2O 2诱导的ROS在体内过度累积，刺激NF-κB和

Nrf-2信号通路及下游因子的表达，从而造成细胞氧

化损伤和炎症反应，诱发细胞衰老。而SchC预处理

可明显抑制ROS的产生，降低衰老相关蛋白P16、
P21的表达，激活Nrf-2信号通路，增加下游靶基因

HO-1的表达并发挥抗氧化作用；还可抑制NF-κB信

号通路，降低MMP-1、MMP-9、COX-2及凋亡相关

基因mRNA和蛋白的表达，抑制胶原降解、凋亡和

炎症反应，从而减轻H2O2对细胞造成的氧化应激损

伤，发挥抗老化作用(图8)。
综上所述，本研究结果表明，SchC可增加细

胞的抗氧化能力，抑制衰老相关蛋白的表达，抑制

胶原降解，减少细胞凋亡，减轻炎症反应，从而对
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图8　SchC保护H2O2诱导的HaCaT细胞损伤的机制

Fig.8　Proposed mechanism of SchC for the protection of H2O2-induced HaCaT cells
　　红色箭头示SchC的活性；SchC. 五味子丙素；ROS. 活性氧；SOD. 超氧化物歧化酶；MDA. 丙二醛；GSH. 还原型谷胱甘肽；Nrf-2. 

转录因子NF-E2相关因子2；HO-1. 血红素加氧酶-1；MMP. 基质金属蛋白酶；COX-2. 环氧合酶-2；Caspase. 半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶；

Bcl-2. B淋巴细胞瘤-2；NF-κB. 核因子-κB
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H2O2造成的氧化应激损伤衰老模型起到保护作用。

这为五味子抗皮肤衰老产品的开发提供了一定的理

论基础。
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