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补骨脂素对中波紫外线导致人皮肤 HaCaT细胞光老化的保护作用 *
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摘要 目的：研究补骨脂素对中波紫外线（UVB）导致人皮肤 HaCaT细胞光老化的保护作用及其作用机制。方法：选择不同浓度的
补骨脂素，MTT法筛选药物的浓度；使用中波紫外线（UVB）照射永生化的 HaCaT细胞建立 UVB光老化模型；使用三种不同浓度

的补骨脂素处理光老化模型，MTT法检测细胞的增殖及氧化试剂盒检测细胞中氧化酶的活性。RT-PCR及Western Blot分别检测
JNK和白介素 -8（IL-8）mRNA及蛋白表达量。结果：与空白组相比，10-7 mol/L、10-6 mol/L、10-5 mol/L补骨脂素组对 HaCaT具有无

明显的增殖作用（P>0.05）；与模型组相比，10-7 mol/L、10-6 mol/L、10-5 mol/L补骨脂素组对 HaCaT具有无明显的增殖作用（P>0.
05），但是 10-7 mol/L、10-6 mol/L、10-5 mol/L补骨脂素组 SOD、GSH、CAT活性升高（P<0.01），细胞 JNK、IL-8 mRNA表达量均降低

（P<0.01），细胞 JNK、IL-8蛋白表达量均降低（P<0.05或 P<0.01）。结论：补骨脂素能够显著的保护 HaCaT细胞的光老化，其机制

可能与增强抗氧化酶活性，及抑制 JNK信号通路，减少炎症因子的分泌有关。
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Protective Role of Psoralen Grain of on Light Aging of Human Skin HaCaT
Induced by UVB*

To study the protective role of psoralen grain on light aging of human skin HaCaT cells induced by UVB

rays (UVB) and its underlying mechanism. The different concentrations of psoralen were selected and the suitable

concentration of the drugs was screened by MTT method. Using UVB rays (UVB) radiation, immortalized HaCaT cells UVB light aging

model was established, and then treated with three different concentrations of psoralen processing. The cell activity was determined by
MTT method and oxidase activity in the cell was detected by kits, and the expression of JNK and interleukin 8 (IL-8) mRNA and protein

was respectively detected by RT-PCR and Western Blot. Compared with blank group, 10-7 mol/L, 10-6 mol/L, 10-5 mol/L psoralen

grain hadn,t obvious effect on the proliferation of HaCaT cells (P>0.05); compared with UVB model group, the cell proliferation in

psoralen group had no significant change (P>0.05), but after treatment with 10-7 mol/L, 10-6 mol/L, 10-5 mol/L psoralen, the activity of

SOD and GSH and CAT was increased(P<0.05), and the expression of JNK and IL-8 mRNA was decreased(P<0.01), and the expression
of JNK and IL-8 protein was also decreased (P<0.05 or P<0.01). The psoralen grain can significantly protect HaCaT cells

light aging, and its mechanism may be related with increasing the antioxidase activity, inhibiting JNK signaling pathways, and reducing

the secretion of inflammatory cytokines.
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前言

角质形成细胞位于皮肤的表皮，分布于表皮的 80 %以上，

其作用具有保护人体免受外界物理、化学以及微生物的破坏
[1-3]。近几年有关皮肤光老化的研究越来越受人们的重视，光老

化主要是由于紫外线照射皮肤，导致皮肤损伤。光老化主要表

现为皮肤粗糙、皱缩、无光泽等[4]。根据波长的不同紫外线可分

为长波(UVA)、中波(UVB)、短波(UVC)三种[5]，根据相关的文献
[6]报道，中波紫外线引起皮肤的光老化。敏感的表皮角质形成细

胞经中波紫外线照射后，分泌一系列的炎症因子，引起皮肤的

光老化[7]。

补骨脂是豆科植物补骨脂的干燥成熟果实，具有补肾壮
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阳、固精缩尿、温脾止泻、纳气平喘的功效[8,9]。补骨脂主要含有

香豆素类，其主要成分是补骨脂素，其具有光敏化、止血、镇静

及解痉的作用[10]，对肿瘤细胞具有明显的抑制作用[11,12]，还对氧

化损伤，炎症因子的分泌有明显的抑制作用[13]。主要用于治疗

牛皮癣，斑秃及白癜风等皮肤性的疾病。根据相关的研究报道，

MAPK信号通路与炎症因子的分泌有关联[14]。本实验采用 U-

VB照射建立 HaCaT细胞光老化模型，选择中药植物补骨脂素

作用于 HaCaT细胞，检测细胞内 SOD、GSH、CAT的活性，以

及细胞内的 JNK及 IL-8 mRNA及蛋白表达量，探讨补骨脂素

对 UVB诱导 HaCaT细胞光老化的保护作用机制，为临床应用

中药植物预防和治疗光老化提供实验依据。

1 实验内容

1.1 实验材料

人皮肤角质形成细胞 HaCaT（中乔新舟），胎牛血清 FBS

（Hyclone公司，批号：NYB0614）；DMEM培养液（Hyclone公

司，批号：NZM1301）；双抗（Hyclone 公司，批号：20111230）；磷

酸盐缓冲液 PBS（北京中山金桥有限公司，批号：20150509）；胰

蛋白酶（Billab公司，批号：J120028）；四甲基噻唑蓝 MTT（Sig-
ma公司，批号：021005）；二甲基亚砜 DMSO（天津市富宇精细

化工有限公司，批号：20130716）；SOD 试剂盒（南京建成生物

工程研究所，生产批号：20151215）；GSH 试剂盒（南京建成生

物工程研究所，生产批号：20151214）；CAT 试剂盒（南京建成

生物工程研究所，生产批号：20151214）；第一链 cDNA合成试

剂盒（北京天恩泽基因科技有限公司，生产批号：60906-10）；目

的基因及内参引物（生工生物有限工程）；SGExcel UltraSYBR
Mixture（生工生物有限工程）；RIPA细胞裂解液及 PMSF蛋白

酶抑制剂（碧云天生物技术研究所）；小鼠抗人茁-actin单克隆抗
体(北京中杉金桥)；兔抗人 JNK 多克隆抗体（Santa）；兔抗人
IL-8 多克隆抗体（abcam）；羊抗小鼠二抗（博士德生物有限公

司）；羊抗兔二抗（博士德生物有限公司）；补骨脂素标准品（成

都曼思特，批号：MUST-15042110）。
1.2 实验仪器

生物洁净工作台（BCM-1000A 型），购自苏州安泰空气技

术有限公司；Olympus倒置显微镜（IX-71-21PH型）购自日本
Olympus株式会社；二氧化碳培养箱（HF90 型）购自上海智城

分析仪器有限公司；酶标仪（MK3型）购自上海热电仪器有限

公司；高速台式冷冻离心机（TCL6G-C）购自上海安亭科学仪器

厂；PCR自动扩增仪，购自德国 Biometra 公司；微量分光光度

计（Nano-100型），购自杭州奥胜仪器有限公司；实时荧光定量
PCR仪（Mx3000P型），购自安捷伦科技有限公司；DYY-10C型

电泳仪，购自北京六一仪器厂；SmartChemi500型一体式微型

化学发光成像仪，购自北京赛智创业有限公司。

1.3 实验方法
1.3.1 补骨脂素浓度的筛选 本实验首先选定补骨脂素最大

浓度为 1× 10-3 mol/L，加入 DMEM培养液逐渐 10倍的稀释，

配置成所需的浓度 1× 10-4 mol/L、1× 10-5 mol/L、1× 10-6mol/L、
1× 10-7 mol/L、1× 10-8 mol/L、1× 10-9 mol/L、1× 10-10 mol/L、1×
10-11 mol/L，微孔滤膜滤过除菌。将生长密度达到 80 %-90 %的

细胞接种于 96孔板，细胞分为空白组和不同浓度的给药组，培

养液培养细胞 24 h，给药组分别加入不同浓度的补骨脂素、空

白组加入新的培养液继续培养 24 h，每孔加入 20 滋L MTT，4 h

后加入 150 滋L DMSO 于 37 ℃摇床上震荡 10 min 使结晶溶

解，最后，使用酶标仪于波长为 492 nm处检查细胞的活性。

细胞增殖率 =实验组 OD值 /对照组 OD值× 100 %。
1.3.2 补骨脂素处理光老化模型 （1）MTT法检测补骨脂素

处理光老化模型细胞活性的影响：同 2.1 操作方法，将细胞接

种于 96孔板中，参照文献[15]进行分组：空白组、模型组、补骨脂

素高（1× 10-5 mol/L）、中（1× 10-6 mol/L）、低（1× 10-7 mol/L）三个

浓度组。空白组：DMEM培养液培养细胞 24 h，弃去培养液，加

入 200 滋L的 PBS，然后使用铝箔纸覆盖空白组，照射完成后，

将铝箔纸和 PBS弃去，加入培养液继续培养 24 h。模型组：
DMEM培养液培养细胞 24 h，弃去每孔培养液，每孔加入 200

滋L的 PBS，经预实验确定，UVB 照射时间为 5 min，照射后弃

去 PBS，加入培养液继续培养 24 h。高、中、低三个浓度组：参考
1.3.1方法，分别加入高、中、低补骨脂素培养 24 h，弃去补骨脂

素，每孔加入 200 滋L的 PBS，UVB照射 5 min，照射后弃去
PBS，加入培养液继续培养 24 h。每组每孔加入 20 滋LMTT，4 h

后加入 150 滋L DMSO 于 37 ℃摇床上震荡 10 min 使结晶溶

解，最后，使用酶标仪于波长 492 nm处检查细胞的活性。

（2）氧化试剂盒检测各组细胞中 SOD、GSH、CAT活性：将

细胞培养 2天，待细胞密度达到 80 %-90 %时，收集六孔板中
的各组细胞，用冷的 PBS清洗 2-3次，使用细胞裂解液（RIPA）

及蛋白酶抑制剂 PMSF, 按照每孔 100 滋L加入细胞裂解液，置

于冰上孵育 30 min，4 ℃，12000× g离心 15 min，吸取各组上清

液放于新的 1.5 mL的 EP管中，最后严格按照 SOD、GSH 及
CAT试剂盒操作说明检测各组细胞中的 SOD、GSH及 CAT活
性。

1.3.3 RT-PCR法检测细胞 JNK及 IL-8 mRNA的表达 将细

胞培养 2天，待细胞密度达到 80 %-90 %时，收集六孔板中各

组细胞，分别使用 Trizol提取总的 RNA，Nano-100分光光度计

检测各组 RNA的浓度，根据逆转录体系需要 RNA 1000 ng，计

算出各所需的体积数。然后根据 cDNA逆转录试剂盒操作说明

书将 RNA逆转录为 cDNA。以 cDNA为模板链，选择 茁-action

为内参，20 滋L反应体系：2× SYBR Mixture 10 滋L，上游引物和

下游引物各 0.4 滋L，cDNA 0.8 滋L 分别加入八联管中等待检
测，反应条件：预变性 95 ℃ 3 min，变性 95℃ 20 s，退火 /延伸：
60 ℃ 30 s，40个循环，将八联管分别放入实时定量 PCR仪中

进行检测。最后根据相对定量的计算方法：△Ct=目的基因 Ct-

内参基因 Ct；△△Ct=实验组△Ct-对照组△Ct；相对定量 =2-△

△Ct，求出各组的相对值。

1.3.4 Western Blot检测细胞 JNK 及 IL-8 蛋白表达水平 收

集六孔板各组培养 48 h的细胞，分别使用蛋白裂解液（PMSF

及 RIPA）提取总蛋白，BCA测各组蛋白浓度，计算出每孔上样

量不少于 15 滋L，电泳 45 min，转膜 35 min，将蛋白转移到
PVDF膜。脱脂奶粉封闭 2 h，一抗（1:300）孵育 4 ℃过夜，次日，
TBST洗 3遍，二抗（1:10000）孵育 1 h，TBST再洗 3遍，加入发

光液，使用发光成像仪拍摄，分析 JNK、IL-8及 茁-actin蛋白条

带的积分光密度（IOD），最终以 JNK、IL-8（IOD 值）与茁-actin
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表 2补骨脂素对 HaCaT细胞增殖的影响（x± s,n=6）

Table 2 Effect of psoralen on HaCaT proliferation（x± s ,n=6）

Groups Concentration/（mol/L） OD value Cell increment rate/%

Blank group - 0.503± 0.016 100.00

Psoralen group 10-11 0.529± 0.023* 105.17*

10-10 0.528± 0.021* 104.97*

10-9 0.528± 0.030* 104.97*

10-8 0.530± 0.020* 105.37*

10-7 0.505± 0.022 100.39

10-6 0.499± 0.021 99.20

10-5 0.500± 0.022 99.40

10-4 0.468± 0.014** 93.04**

10-3 0.229± 0.011** 45.53**

Note: compared with blank group, * P < 0.05, ** P < 0.01.

表 3补骨脂素对光老化模型细胞活性的影响（x± s, n=6）

Table 3 Effect of psoralen on cell activity of rats in light aging model（x± s, n=6）

Groups Irradiation time/(min) Concentration/（mol/L） OD value Cell increment rate/%

Blank group - - 0.531± 0.047 100.00

UVB 5 - 0.509± 0.061 95.86

Psoralen group

5 10-7 0.512± 0.012 96.42

5 10-6 0.523± 0.070 98.49

5 10-5 0.526± 0.068 99.06

表 1 PCR引物序列信息

Table 1 PCR primers sequence information

Primer Upstream primer sequences Downstream primer sequences Product length (bp)

茁-actin TGTCACCAACTGGGACGATA GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA 165

JNK TGGACTTGGAGGAGAGAACC CATTGACAGACGACGATGATG 118

IL-8 AGCTCTGTGTGAAGGTGCAGT AATTTCTGTGTTGGCGCAGT 148

（IOD值）的比值来表示 JNK、IL-8蛋白表达水平。
1.4 统计学分析

采用 SPSS 23.0进行统计学分析，实验数据以 x± s表示，多

组间比较采用 ANOVA检验，P<0.05差异性具有统计学意义。

2 实验结果

2.1 不同浓度补骨脂素对 HaCaT细胞活性的影响

如表 2 所示，与空白组相比，浓度为 10-11、10-10、10-9、10-8

mol/L的补骨脂素对 HaCaT细胞具有显著性的增殖作用（P<0.

05)，而 10-4、10-3 mol/L对 HaCaT细胞具有极显著的毒副作用
(P<0.01)，浓度为 10-7、10-6、10-5 mol/L的补骨脂素对 HaCaT细
胞无显著的增殖作用 (P>0.05)，因此本实验选择 10-7、10-6、10-5

mol/L用于后续试验研究。

2.2 补骨脂素处理光老化模型
2.2.1 MTT 法检测补骨脂素处理光老化模型细胞活性的影
响 表 3所示，与空白组相比，模型组对 HaCaT无显著的增

殖作用(P>0.05)。与模型组比较，10-7、10-6、10-5 mol/L补骨脂素对

光老化模型无显著性的增殖作用(P>0.05)。

2.2.2 氧化试剂盒检测细胞中 SOD、GSH、CAT活性 如表 4

所示，与空白组比较，模型组 SOD、GSH、CAT活性显著性降低

（P<0.01)。与模型组相比，10-7、10-6、10-5 mol/L补骨脂素组 SOD、
GSH、CAT 活性显著性升高（P<0.01)，随着浓度增大，SOD、

GSH、CAT活性逐渐升高。因此，10-7、10-6、10-5 mol/L的补骨脂

素对 HaCaT细胞具有较好的保护作用，随着浓度增大保护作

用逐渐增强。

216窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.17 NO.2 JAN.2017

表 4各组细胞中 SOD、GSH、CAT活性（x± s, n=3）

Table 4 Each cell in the activity of SOD, GSH and CAT（x± s, n=3）

Groups Irradiation time/(min) Concentration/（mol/L）
SOD activity/

（U/mgpro）

GSH activity/

（U/mgprot）

CAT activity/

（U/mgprot）

Blank group - - 58.84 42.52 5.70

UVB 5 - 35.37## 27.21## 3.36##

Psoralen?group+UVB

5 10-7 46.69** 31.06** 3.77**

5 10-6 49.56** 35.65** 4.59**

5 10-5 50.12** 37.09** 4.92**

Note: compared with blank group, ## P < 0.01; compared with UVB model group, ** P < 0.01.

2.3 检测各组细胞 JNK、IL-8 mRNA表达水平
2.3.1 各组细胞 JNK、IL-8 mRNA和茁-actin基因的扩增曲线和

融解曲线 实时荧光定量 PCR法扩增目的基因 JNK、IL-8，内

参基因为 茁-actin。对目的基因进行扩增、溶解曲线测定以明确

扩增产物的特异性。由图 1所示 JNK、IL-8和茁-actin基因都具

有较好的扩增信号，而其融解曲线只有一个单一的峰，说明

PCR扩增特异性良好。

图 1 JNK、IL-8 mRNA和茁-actin基因的扩增曲线和融解曲线

Fig.1 JNK, IL - 8 mRNA and beta actin gene amplification curve and melting curve

Note: a: JNK amplification curve and dissolve curve;B: IL - 8 amplification curve and dissolve curve;C: beta actin amplification curve and dissolve curve
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表 5各组细胞 JNK、IL-8 mRNA表达水平（x± s, n=3）

Table 5 Each cell JNK, IL - 8 mRNA expression level（x± s, n=3）

Group Irradiation time/(min) Concentration/（mol/L）
2-△△Ct value

JNK IL-8

Blank group - - 1.000± 0 1.000± 0

UVB

5

- 2.621± 0.084## 4.595± 0.071##

Psoralen group+UVB

10-7 2.056± 0.056** 3.160± 0.054**

10-6 1.972± 0.098** 2.028± 0.035**

10-5 1.693± 0.073** 1.613± 0.057**

Note: compared with blank group, ##P < 0.01; as compared with UVB model group, ** P < 0.01.

表 6各组细胞 JNK、IL-8 蛋白表达水平（x± s,n=3）

Table 6 The expressions of JNK and IL-8 protein（x± s,n=3）

Groups Irradiation time/(min) Concentration/（mol/L） JNK/茁-actin IL-8/茁-actin

Blank group - 0.401± 0.023 0.357± 0.034

UVB 5 - 0.559± 0.018## 0.501± 0.019##

Psoralen group+UVB

5 10-7 0.527± 0.053* 0.469± 0.026*

5 10-6 0.466± 0.024** 0.436± 0.023**

5 10-5 0.458± 0.020** 0.423± 0.054**

Note: compared with blank group, ##P < 0.01; compared with UVB model group, * P < 0.05,** P < 0.01.

图 2各组细胞 JNK、IL-8蛋白表达水平

Fig.2 JNK, IL - 8 protein expression levels

Note: a: blank；b:UVB；c: UVB+10-7 mol·L-1；d:UVB+10-6 mol·L-1；e:

UVB+10-5 mol·L-1

2.3.2 检测各组细胞 JNK、IL-8 mRNA 表达水平 如表 5 所

示，与空白组比较，模型组 JNK、IL-8 mRNA的表达量显著升高

（P<0.01）。与模型组相比，10-7、10-6、10-5 mol/L补骨脂素组 JNK、
IL-8 mRNA的表达量明显降低（P<0.01），且 10-7、10-6、10-5 mol/L

补骨脂素组 JNK、IL-8 mRNA的表达量呈浓度依赖性，随着浓

度的升高，JNK、IL-8 mRNA 的表达量降低越明显。因此，
10-7、10-6、10-5 mol/L的补骨脂素对 HaCaT 细胞具有显著的保

护作用。

2.4 检测各组细胞 JNK、IL-8蛋白表达水平
如表 6所示，与空白组比较，模型组 JNK、IL-8蛋白表达量

显著升高（P<0.01）。与模型组相比，10-7补骨脂素组 JNK、IL-8

蛋白表达量显著降低（P<0.05），10-6、10-5 mol/L 补骨脂素组
JNK、IL-8蛋白表达量显著降低（P<0.01），且 10-7、10-6、10-5mol/L

补骨脂素组 JNK、IL-8蛋白表达量呈浓度依赖性，随着浓度的

升高，JNK、IL-8 蛋白表达量降低越明显。因此，10-7、10-6、10-5

mol/L的补骨脂素对 HaCaT细胞具有显著的保护作用。

3 讨论

近年来实验研究表明，光老化的发生机制可能与紫外线照

射诱导的氧化酶破坏及炎症因子的分泌密切相关。皮肤本身就

含有一系列防止衰老的物质，如抗氧化酶（SOD、GSH、CAT）

等，它们可以清除自由基。IL-8是趋化性细胞因子,可以促进炎

症细胞趋化和诱导细胞增殖[16]。UVB可以通过调控丝裂原活化

蛋白激酶（MAPK）信号转导的进程，加速光老化的进度。
MAPK是在研究细胞生长因子受体磷酸化产物时被人们所发

现的[17,18]。MAPK是细胞增殖、分化、凋亡等各种细胞通路的交

汇点以及共同的通路，当紫外线照射角质形成细胞时，通过细

胞内各种信号的传导，最终交汇于 MAPK激酶产生作用[19,20]。

丝裂原活化蛋白激酶家族包括 ERK、JNK、P38MAPK，其为一

类丝 /苏蛋白激酶。其中 JNK路径与细胞因子激活和紫外线照
射引起的细胞应激反应最为密切[21]。

本实验结果显示，与空白组相比，UVB 照射组中 SOD、
GSH及 CAT活性明显降低（P<0.01）；与模型组相比，不同浓度

补骨脂素组中 SOD、GSH及 CAT活性显著升高（P<0.01），并

且随着浓度的升高，SOD、GSH及 CAT活性提高的越明显。分

析原因可能是 UVB照射 HaCaT增加活性氧的产生，活性氧可

以引发脂质过氧化反应，产生多种活泼的脂质自由基，破坏与

衰老相关的酶[22]。结果说明 UVB照射后，抗氧化酶被破坏。与

空白组相比，UVB照射组中 JNK、IL-8 mRNA及蛋白表达量明

显升高（P<0.01）；与模型组相比，不同浓度补骨脂素组中 JNK、
IL-8 mRNA 及蛋白表达量明显降低（P<0.05 或 P<0.01），并且

随着浓度的升高，JNK、IL-8 mRNA及蛋白表达量降低越明显。

可知，补骨脂素对 UVB诱导光老化细胞中 JNK、IL-8 mRNA

及蛋白表达量具有明显降低作用，故认为补骨脂素可能通过阻

止JNK信号通路，减少炎症因子的表达及分泌来保护角质细

胞，对 UVB诱导 HaCaT光老化具有保护作用。
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综上所述，应用补骨脂素抑制 UVB诱导 HaCaT细胞抗氧
化酶的破坏，抑制 JNK信号通路，减少炎症因子的分泌，从而
达到减轻紫外线引起皮肤光老化的目的。
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一种抗 MRSA抗生素可用于手术预防[7]。

此外，念珠菌纵膈炎所占比例目前已达 7.5%，尤其见于接
受机械通气的患者[18]。念珠菌纵膈炎死亡率高达 40%-60%，并

且确诊困难[19]。最近的流行病学研究显示念珠菌纵膈炎中白色

念珠菌感染占大部分，但非白念比例较前有所增加[19,20]，这应引

起我们的重视，尤其对于病原学难以明确的患者，应怀疑念珠

菌感染的可能。

总之，DSWI是心脏外科术后一种严重的并发症，目前已

证实多种危险因素和病原体参与其发病过程，探讨 DSWI患者
危险因素与特定病原学之间的关系，可能会为将来制定 DSWI

的预防和治疗策略提供帮助，但这仍需进一步的研究。
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