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明日叶查尔酮对紫外线诱发HaCaT细胞
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摘要 为研究明日叶查尔酮（Angelica keiskei chalcones，AC）对紫外线诱发HaCaT细胞损伤的

防护作用，采用紫外线照射损伤的HaCaT细胞，分别加入高、中、低剂量依次为 20、10、5
μmol/L终浓度的AC，共同培养 24 h，采用 3-(4, 5-dimethyl-2-thiazolyl)-2, 5-diphenyl-2-H-
tetrazolium bromide（MTT）比色法测定细胞增殖活性，流式细胞仪测定细胞凋亡率，试剂盒法

测定细胞MDA含量和SOD、CAT及Caspase-3的活性，逆转录聚合酶链式反应方法检测细胞

BCL-2和Bax的mRNA 表达水平。结果表明，与正常对照组比较，照射模型组细胞增殖活

性、SOD、CAT活性、BCL-2 mRNA表达水平降低，而细胞MDA含量、凋亡率、Caspase-3活性

以及Bax mRNA表达水平则升高；中、高剂量AC组细胞增殖活性、SOD、CAT活性、BCL-2
mRNA表达水平均高于照射模型组，而细胞MDA含量、凋亡率、Caspase-3活性以及 Bax
mRNA表达水平则均低于照射模型组。上述各项差别均具有统计学意义（P<0.05）。研究发

现，明日叶查尔酮可抑制紫外线照射诱发的HaCaT细胞凋亡，调节BCL-2和Bax的mRNA表

达水平，增强细胞的抗氧化酶活性，减轻受损细胞的脂质过氧化水平，对紫外线照射导致的

细胞损伤有良好防护作用。
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过量紫外线可引起皮肤晒伤、光敏反应、光老化甚

至癌变。紫外线照射细胞可产生大量活性氧自由基，

破坏细胞的DNA结构，引发细胞凋亡[1-3]。抗氧化剂可

有效清除紫外线产生的活性氧自由基，抑制紫外线对

细胞的损伤。明日叶查尔酮（Angelica keiskei chal⁃
cones，AC）是从明日叶中提取的一种含有 1, 3-二苯基

丙烯酮结构的黄酮类化合物。目前国内外研究发现，

明日叶查尔酮具有良好的抗菌、抗病毒、抗氧化、抗肿

瘤、改善胰岛素抵抗、增强机体免疫力等多种生物学功

效。研究发现，明日叶查尔酮可有效清除活性自由基，

促进抗氧化酶的表达，增强机体的抗氧化能力[4-6]。Ta⁃
bata等[7]研究发现，明日叶查尔酮可促进人类神经母细

胞瘤和白血病细胞的凋亡，降低M2巨噬细胞的分化和

活性，抑制肿瘤细胞的生长与转移。明日叶查尔酮还
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可以保护胰岛β细胞，促进葡萄糖的转运，改善糖尿病

的胰岛素抵抗[8-10]。但关于明日叶查尔酮对紫外线光损

伤的人表皮角质形成细胞的保护作用尚未见有报道。

角质形成细胞是皮肤表皮中含量最丰富的细胞组

分，具有保护机体免受外界物理、化学和微生物等多种

因素损伤的作用。皮肤光老化是近年来的研究热点。

中波紫外线（UVB）波长为 275~320 nm，主要经表皮吸

收，可直接损伤细胞DNA或通过诱发氧化应激反应，产

生自由基损伤皮肤，是导致光老化的主要光谱。长期

的紫外线辐射，尤其是中波紫外线还可引起皮肤角质

形成细胞分泌一系列的炎症因子，诱导皮肤光老化和

各种皮肤病发生。HaCaT细胞是一种被转化但非致癌

的角质形成细胞，是国际上研究角质形成细胞最为常

用的细胞株。本研究通过紫外线B（UVB）诱导HaCaT
细胞氧化损伤，建立体外光老化细胞模型，观察明日叶

查尔酮对UVB导致HaCaT细胞氧化损伤和凋亡的影

响，并探讨相关抗光老化机理。

1 材料与方法

1.1 主要材料

1.1.1 细胞与试剂

人永生化角质形成细胞株（HaCaT细胞系，购自武

汉细胞所）。MEM 培养基、新生牛血清和胰蛋白酶

（Gibco公司）。四甲基偶氮噻唑蓝（MTT，Sigma公司）。

超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）、丙二醛

（MDA）检测试剂盒（南京建成生物工程研究所），含半

胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 3（Caspase-3）分光光度

法检测试剂盒（南京凯基生物科技发展有限公司）。

1.1.2 主要仪器

SH4B 型紫外线光疗仪和全波长酶标仪为美国

Thermo Scientific公司产品，倒置显微镜和流式细胞仪

分别为德国 Carl Zeiss公司和美国 Becton Dickinson公

司产品，电泳仪和CO2培养箱分别购自美国BIO-RAD
公司和日本Sanyo公司。

1.2 实验样品

明日叶查尔酮由本实验室制备。将明日叶洗净晾

干，取适量干明日叶根部，磨成粉末状，用 95%的乙醇

溶液浸泡、浓缩、调节pH值。采用乙醇梯度洗脱，收集

有黄酮特性的洗脱液，减压浓缩得到总黄酮粗产品。

将总黄酮粗产品用乙酸乙酯和5% Na2CO3溶液萃取3~5

次，再采用反相色谱乙醇溶液梯度洗脱，收集75%乙醇

洗脱液。将收集的洗脱液用50%~90%乙腈在HPLC上

进行梯度洗脱，收集查尔酮洗脱液，浓缩干燥后得到查

尔酮纯品经紫外分光光度法测定含量大于90%。查尔

酮标准品购于美国Sigma公司。

1.3 细胞培养、处理与分组

在37℃，5% CO2条件下，用含10%（体积比）小牛血

清的MEM培养基培养永生化角质形成细胞系HaCaT细

胞，调整细胞浓度为1×109 个/L，以每孔106个细胞接种

于 6孔板。细胞 90%融合后，将 HaCaT 细胞分为正常

对照组，照射模型组、低、中、高剂量AC组（分别加入终

浓度为 5、10、20 μmol/L的AC），每组细胞设 3个平行

孔，进行紫外线照射。除正常对照组外，各组细胞均暴

露于 15 W的UVB灯管下，距离 20 cm，辐照时间为 30
min，强度为30 mJ/cm2，照射时以少量PBS 覆盖，阴性对

照组以锡纸覆盖。照射结束后分别加入培养液和不同

浓度的AC，继续培养24 h后收集细胞，进行指标测定。

1.4 指标测定

1.4.1 细胞增殖活性测定

调整细胞悬液浓度至 2.5×106 个/mL，100 μL/孔接

种到96 孔板上，按照上述方法进行分组，37℃、5% CO2

（体积比）温箱培养，细胞90%融合后，紫外线 30 mJ/cm2

照射 30 min，照射结束后分别加入培养液和不同浓度

的查尔酮，继续培养 24 h后再加入 5 mg/mL MTT 20
μL/孔，37℃、5% CO2继续培养 4 h，用酶标仪测 595 nm
吸光度值（OD 值），并计算防护度，防护度=（实验组-照
射组）/空白对照组×100%
1.4.2 细胞凋亡的测定

采用流式细胞仪检测明日叶查尔酮对细胞凋亡率

的影响，细胞分组处理后，吸出培养液，消化，800 r/min
离心 15 min，去上清。预冷PBS洗 2次，离心收集细胞

沉淀，加入70%乙醇，4℃固定过夜，取出复温，离心去乙

醇，预冷PBS洗 2次，离心后加入 0.5 mL Binding Buffer
悬浮细胞，在悬浮细胞液中加入 5 μL Annexin V-
FITC，2~8℃避光孵育 15 min。加入 10 μL PI后低温避

光孵育10 min后上机检测。

1.4.3 细胞MDA含量测定

收集上述各组 6孔板中的细胞，用冷 PBS 清洗 2
次，在冰浴中超声（功率400 W，作用3 s，间隔5 s，30 次

循环）破碎细胞，4 ℃，12000 g 离心15 min，收集上清液

于冰上预冷的EP 管中。严格按照试剂盒说明书操作，
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检测各组细胞MDA含量。

1.4.4 细胞内SOD、CAT和Caspase-3活性的测定

收集上述各组6孔板中的细胞，用冷PBS 清洗2次，

在冰浴中超声（功率 400 W，作用 3 s，间隔 5 s，30 次循

环）破碎细胞，4℃，12000 g 离心 15 min，收集上清液于

冰上预冷的EP 管中。分别采用 SOD和MDA 试剂盒，

检测各组细胞SOD和CAT的活性。采用分光光度法检

测试剂盒，用酶标仪在405 nm波长下，检测各组细胞吸

光度值（OD405 nm），用OD405 nm表示Caspase-3的相对活性。

1.4.5 细胞内BCL-2与Bax mRNA表达的测定

取各组细胞用 Trizol试剂提取总 RNA，测定纯度

后，在逆转录酶（MLV）催化下合成 cDNA，以适量 cD⁃
NA 为模板在 TaqDNA聚合酶催化下进行 PCR 扩增。

BCL- 2 基 因 上 下 游 引 物 ：5'- CAAGCCGGGAGAA⁃
CAGGGTAT- 3' 和 5'- ACGGTAGCGACGAGAGAAGT⁃
CATCC-3'，扩增片段为 312 bp；Bax基因上下游引物：

5'-AAGCTGAGCGAGTGTCTCCGGCG-3' 和 5'- GCCA⁃
CAAAGATGGTCACTGTCTGCC- 3'，扩 增 片 段 为 284
bp；GAPDH 为 内 参 照 ，上 下 游 引 物 ：5'- TCTCC⁃
GCCCCTTCCGCTGAT-3' 和 5'-CCACAGCCTTGGCAG⁃
CACCA-3'，扩增片段为 291 bp 。所用引物均由厦门

闽研生物科技有限公司合成。基因扩增条件：预变性

95℃，2 min后进入循环，95℃ 20 s、59℃ 25 s、72℃ 30
s，45个循环后72℃延长5 min。将PCR产物在2%琼脂

凝胶系统上电泳，经凝胶成像系统对其条带进行吸光

度扫描，以 GAPDH 为内参物，用目的基因吸光度与

GAPDH吸光度比值代表目的基因的相对表达含量。

1.5 统计处理

实验数据 x±s表示，采用 SPSS 18.0软件进行单因

素方差分析，并同时采用LSD进行比较，以α=0.05为检

验水准进行显著性检验。

2 结果与讨论

2.1 明日叶查尔酮对 HaCaT 细胞增殖活性的影响

细胞增殖活性是反映细胞生命力强弱的一个重要

指标。当细胞损伤时，细胞的增殖活性降低。本实验

结果显示，照射模型组细胞增殖活性显著低于正常对

照组（P<0.05），中、高剂量AC组细胞增殖活性均高于照

射模型组，差别具有统计学意义（P<0.05），且高剂量AC
组显著高于中剂量AC组，说明AC对UVB辐射诱发的

细胞增殖活性损伤有良好的防护作用，并且存在剂量-
反应关系。本实验结果与翟苗苗等报道的明日叶查尔

酮可防护X 射线引发的小鼠脾淋巴细胞增殖活性损伤

的结果相一致[11]。刘硕等[12]报道蔓越莓可减轻UVB引

发的 HaCaT 细胞损伤，高剂量组蔓越莓对细胞的防护

度为 15.22%，而在本实验中，高剂量AC对细胞增殖损

伤的防护度高达 52.10%，提示AC对UVB辐射引发的

细胞增殖活性损伤的防护作用可能高于蔓越莓（表1）。

2.2 明日叶查尔酮对细胞凋亡率的影响

细胞凋亡是细胞在基因控制下的自主有序死亡，当

细胞受到外界因素刺激时，会通过不同的信号传递系

统，引发细胞凋亡。由图 1可见，照射组细胞凋亡率为

（46.1±1.8）%，显著高于正常对照组（P<0.05），中、高剂量

AC组细胞凋亡率分别为（30.6±1.2）% 和（12.5±0.9）%，

均低于照射模型组，差别具有统计学意义（P<0.05），说

明AC可以有效抑制紫外线辐射引发的细胞凋亡。邓蕙

妍等[13]研究发现姜黄素可降低UVB照射引发的HaCaT
细胞凋亡，减轻细胞损伤，也有研究发现绿茶和红茶提

取物可抑制紫外线辐射引起的HaCaT细胞凋亡[14]。

表1 明日叶查尔酮对细胞增殖活性的影响

Table 1 The effect of Angelica keiskei chalcones on
cell proliferation activity

注：*与照射模型组比较，P<0.05；#与中剂量AC组比较，P<0.05。

组别

正常对照组

照射模型组

低剂量AC组

中剂量AC组

高剂量AC组

例数

3
3
3
3
3

OD值

1.67±0.06
0.36±0.02
0.32±0.01
0.97±0.05*

1.23±0.03*#

防护度/%
—

0
-2.40
36.53
52.10

注：*为与照射模型组比较P<0.05。NC为正常对照组；

UVB为照射模型组；ACL为低剂量查尔酮组；

ACM为中剂量查尔酮组；ACH为高剂量查尔酮组

图 1 明日叶查尔酮对细胞凋亡率的影响（x±s）
Fig. 1 The effect of Angelica keiskei chalcones

on apoptosis rate (x±s)
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2.3 明日叶查尔酮对细胞MDA含量的影响

MDA是脂质过氧化反应链式终止阶段产生的小分

子产物，其含量可以间接反应自由基的产生情况和机

体组织细胞的脂质过氧化程度。脂质过氧化越活跃则

产生的MDA越多。由表 2可见，照射模型组细胞MDA
显著高于正常对照组（P<0.05），说明紫外线照射 Ha⁃
CaT 细胞，促进了活性氧的产生，进而引发细胞的脂质

过氧化反应。这与文献报道的紫外线照射可导致 Ha⁃
CaT 细胞系脂质过氧化程度增加，细胞增殖活性降低

的结果相一致[15]。中、高剂量AC组细胞MDA均低于照

射模型组，差别具有统计学意义（P<0.05），说明AC作为

一种良好的抗氧化剂，可减轻 HaCaT 细胞的脂质过氧

化程度，保护 HaCaT 细胞，减轻细胞损伤。这与侯芳

霖等研究发现的明日叶查尔酮可降低荷瘤小鼠血清

MDA水平，减轻脂质过氧化水平的结果相一致[16]。

2.4 明日叶查尔酮对细胞SOD、MDA和Caspase-3

活性的影响

SOD和CAT是细胞内源性抗氧化酶。SOD可以催

化超氧化物自由基，将细胞内多余的超氧离子转化为

H2O2。CAT与SOD有协同作用，可清除由歧化反应生成

的过氧化氢，有效对抗氧化应激造成的机体组织损

伤。由表3可见，照射模型组细胞的SOD和CAT活性分

别为（4.16±0.32）U/mg和（1.21±0.18）U/mg，显著低于

正常对照组（P<0.05），说明紫外线照射使得细胞内

SOD、CAT活力下降，导致细胞内的活性氧自由基不能

被有效清除，进而促发脂质过氧化反应，导致HaCaT 细

胞损伤。中、高剂量AC组SOD、CAT活性均高于照射模

型组，差别具有统计学意义（P<0.05），说明AC能够诱发

细胞内的抗氧化系统，清除活性氧自由基，保护受损的

HaCaT细胞。高扬等[15]的研究结果提示竹叶总黄酮能

够上调受损 HaCaT细胞的SOD和CAT等的抗氧化酶的

含量，减轻紫外线照射导致的细胞氧化损伤。

Caspase是执行凋亡的主要酶类，是细胞凋亡的中

枢效应器。Caspase-3处于Caspase蛋白酶系的核心地

位，是凋亡酶系级联反应的中心环节之一。紫外线照

射后产生的活性氧自由基，可增加细胞内钙离子浓度，

降低线粒体膜电位，激活半胱氨酸蛋白酶（Caspase）蛋

白，引发细胞凋亡。由表 3可见，照射模型组细胞Cas⁃
pase-3活性显著高于正常对照组（P<0.05），说明紫外线

诱导 HaCaT 细胞凋亡与Caspase-3的活化有关。中、高

剂量AC组Caspase-3活性均低于照射模型组，差别具

有统计学意义（P<0.05），提示AC可通过下调Caspase-3
活性，抑制细胞的凋亡。李金莲等[17]研究发现，扇贝多

肽可通过抑制 Caspase-3 的激活而降低 UVA 诱导的

HaCaT 细胞的凋亡。

2.5 明日叶查尔酮对细胞BCL-2 和Bax的mRNA表

达的影响

BCL-2是细胞凋亡的重要抑制基因，而Bax则可促

进细胞的凋亡。Bax与BCL-2 两种基因编码的蛋白可

形成二聚体，两者的比值决定了细胞对凋亡信号的敏

感性，BCL-2 /Bax比值升高可抑制细胞的凋亡[18-19]。本

实验结果显示，照射模型组抑制细胞凋亡的 BCL-2
mRNA 表达量显著降低，而在 AC 的作用下，BCL-2
mRNA的表达量随着AC剂量的增加而升高（图2）。条

带的吸光度值分析结果显示，与照射模型组比较，中、

高剂量AC组细胞BCL-2 /GAPDH吸光度比值升高，差

异具有统计学意义（P<0.05）。照射模型组促进细胞凋

亡的 Bax mRNA表达量显著增加，而在AC的作用下，

Bax mRNA 的表达量随着 AC 剂量的增加而降低（图

2）。条带的吸光度值分析结果显示，与照射模型组比

表2 明日叶查尔酮对细胞MDA水平的影响（x±s）
Table 2 The effect of AC on MDA level of cells (x±s)

注：*与照射模型组比较，P<0.05。

组别

正常对照组

照射模型组

低剂量AC组

中剂量AC组

高剂量AC组

例数

3
3
3
3
3

MDA（nmol/mL）
1.39±0.26
5.78±0.51
5.19±0.35
3.84±0.21*

2.09±0.19*

表 3 明日叶查尔酮对细胞SOD、CAT和Caspase-3
活性的影响（x±s）

Table 3 The effect of AC on the SOD、MDA and Caspase-
3 activities of cells (x±s)

组别

正常对照组

照射模型组

低剂量AC组

中剂量AC组

高剂量AC组

例数

3
3
3
3
3

SOD/
（U·mg-1）

13.28±1.37
4.16±0.32
5.03±0.51
8.33±0.98*

11.29±1.22*

CAT/
（U·mg-1）

4.68±0.27
1.21±0.18
1.49±0.16
2.85±0.13*

3.62±0.27*

Caspase-3/
OD405nm

0.05±0.01
0.15±0.02
0.13±0.03
0.09±0.01*

0.07±0.02*

注：*与照射模型组比较，P<0.05。
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较，中、高剂量AC组细胞 Bax /GAPDH吸光度比值降

低，差异具有统计学意义（P<0.05）（表4）。本实验结果

说明AC可通过上调BCL-2 mRNA表达水平，同时降低

Bax mRNA表达水平，减少紫外线损伤所致的细胞凋

亡。这与AC对细胞增殖活性损伤的防护作用的结果

是一致的。AC可能通过调节 BCL-2和 Bax的表达水

平，减轻紫外线诱发的细胞损伤。翟苗苗等[11]报道明日

叶查尔酮可升高荷瘤小鼠肝细胞BCL-2/Bax的比值，抑

制细胞凋亡，与本实验的结果相一致。

3 结论

综合本次实验结果可以认为，明日叶查尔酮对紫

外线照射引发的HaCaT细胞损伤有良好的防护作用，

这与明日叶查尔酮可增加抗氧化酶 SOD和 CAT的活

性，减轻细胞脂质过氧化损伤，抑制Caspase-3的激活，

调节BCL-2和Bax 的mRNA表达水平，减轻细胞凋亡

有关。本研究为明日叶查尔酮在紫外线损伤防护产品

的开发应用方面提供了理论依据，具有广阔的应用前

景。本实验结果有待于采用体内实验进行深入研究。
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The protective effect of Angelica keiskei chalcones on the damage of
HaCaT cells induced by ultraviolet B

AbstractAbstract The protective effect of Angelica keiskei chalcones on the damage of HaCaT cells induced by ultraviolet B(UVB) is
investigated.. HaCaT cell with oxidative damage induced by ultraviolet B is incubated with Angelica keiskei chalcones at concentrations of
20 μmol/L, 10 μmol/L and 5 μmol/L for 24 h. The cell viability as well as the apoptosis rate are determined by MTT method and flow
cytometer, respectively. The MDA content of cells and activities of SOD, CAT and Caspase-3 are determined by kit method. The mRNA
expression of BCL- 2 and Bax is evaluated by reverse transcription polymerase chain reaction (RT- PCR). Compared with the normal
control, the cell viability, SOD, CAT activity and the expression level of BCL-2 mRNA in the irradiation model group are decreased while
the MDA content, apoptosis rate, Caspase-3 activity and Bax mRNA are increased. The viability, SOD, CAT activity and BCL-2 mRNA
expression of cells incubated with 20 μmol/L and 10 μmol/L are increased while the apoptosis rate, Caspase-3 activity and Bax mRNA
expression are decreased, compared with the irradiation model group. All the differences are significant (P<0.05). Angelica keiskei
chalcones may protect HaCaT cells from oxidative damage and decrease apoptosis rate by regulating the mRNA expression of BCL-2 and
Bax.
KeywordsKeywords Angelica keiskei chalcones; HaCaT cell; oxidative damage; apoptosis ●
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