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桃叶珊瑚苷对光损伤 HaCaT细胞 Bax, Bcl-2, Caspase-3表达的影响 *
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摘要 目的：探讨桃叶珊瑚苷对紫外线 B诱导的 HaCaT细胞凋亡相关蛋白 Bax、Bcl-2、Caspase-3表达的影响，进一步阐明桃叶珊

瑚苷抗光老化的作用机制。方法：将指数生长期 HaCaT细胞随机分为正常对照组、模型对照组、10-7、10-6、10-5 mol·L-1 AU处理组，

采用 64 mJ·cm-2的 UVB照射建立细胞光损伤模型，以终浓度 10-7、10-6、10-5 mol·L-1 AU处理光损伤细胞，试剂盒检测 ROS含量、

Caspase-3活性，流式细胞术检测细胞凋亡率，Western-Blot检测 Bcl-2、Bax蛋白的表达量。结果：UV照射的 HaCaT细胞 ROS含

量、细胞凋亡率、Caspase-3活性、Bcl-2、Bax蛋白表达量均升高(P＜0.01)，Bcl-2/Bax值降低(P＜0.01)；不同浓度桃叶珊瑚苷处理

后，ROS含量、Caspase-3活性、Bax蛋白表达量降低，Bcl-2蛋白表达量、Bcl-2/Bax值升高，10-6、10-5 mol·L-1桃叶珊瑚苷组与模型

对照组相比，差异具有统计学意义(P<0.05，0.01)。结论：桃叶珊瑚苷通过清除 ROS，下调 Bax、Caspase-3表达，上调 Bcl-2表达，抑

制细胞凋亡，保护受损的 HaCaT细胞，拮抗光老化。
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Effects of Aucubin on the Expression of Bax, Bcl-2, Caspase-3 of Photoaging
HaCaT Cells Induced by UVB*

To observe the effect of aucubin on the expression of Bax/Bcl-2/Caspase-3 in UVB induced HaCaT cells

and further investigate its mechanisms. HaCaT cells were randomly divided into the normal group, model group, 10-7, 10-6, 10-5

mol·L-1 AU treatment groups, model was established by 64 mJ·cm-2 UVB irradiation. After the modeling, final concentration of 10-7, 10-6,

10-5 mol·L-1 aucubin treatment in modeling HaCaT cells. The content of ROS, rate of apoptosis, activity of Caspase-3, protein expression

of Bcl-2, Bax were detected. After UV irradiation, the ROS content, apoptotic rate, Caspase-3 activity, Bcl-2, Bax protein ex-

pression increased and Bcl-2/Bax value decreased (P＜0.01). The ROS content, rate of apoptosis, activity of Caspase-3, Bax protein ex-

pression were decreased, Bcl-2 protein expression and Bcl-2/Bax value were increased in HaCaT cells induced by aucubin, significant

differences were found between 10-6, 10-5 mol·L-1 of aucubin group and model control group (P<0.05, 0.01). Decrease of

ROS, Bax, Caspase-3 and increase of Bcl-2 expression might be involved in the anti-photoaging of aucubin.
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前言

由于臭氧层破坏程度日益加剧，皮肤光损伤现象愈来愈严

重，研发具有防 UV功能的化妆品或药物已成为当前研究的热

点。皮肤光老化的机制很复杂，目前比较公认的为氧化应激学

说，UV辐射细胞产生过量的 ROS [1-3]，ROS导致细胞氧化应激

并产生 Bcl-2基因蛋白家族和 Caspase基因蛋白家族等细胞凋

亡因子，引起细胞凋亡[4,5]。桃叶珊瑚苷(aucubin, AU)分子式为

C15H22O，属环烯醚萜苷类，是杜仲、车前草，等中草药的有效成

分，具有广泛的药理活性[6-8]。本课题组前期研究发现 AU通过

抑制氧化损伤，调控 P38信号通路，调节 TNF-琢、IL-6的表达来
拮抗 UVB对角质形成细胞的光损伤[9]。本研究通过观察 AU对

ROS、Bcl-2、Bax及 Caspase-3等因子的影响，进一步阐明 AU

抗 UVB损伤 HaCaT细胞的作用机制。

1 材料与方法

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2017.01.006
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1.1 材料

人皮肤角质形成细胞 HaCaT购自上海中桥新舟生物科技

有限公司；桃叶珊瑚苷购自成都曼思特生物科技有限公司；

DMEM培养基、胎牛血清购自 Thermo Fisher公司；活性氧、

Annexin V-FITC 细胞凋亡、Caspase-3检测试剂盒购自碧云天

生物技术研究所；一抗 Bcl-2 Antibody、Bax Antibody购自 Cell

Signaling Technology；茁-actin Antibody购自北京中衫金桥生物
技术有限公司；二抗购自武汉博士德生物工程有限公司；紫外

线光疗仪(SS-01B)购自 Sigma公司；二氧化碳培养箱(HF90)购

自上海智城分析仪器有限公司；酶标仪(MK3)购自美国热电公

司；电泳仪(powerpac Basic)、半干转膜仪(Trans-Bio SD Cell)购

自 Bio-Rad公司；一体式微型化学发光成像仪(smart chemill)购

自北京赛智创业有限公司；流式细胞仪(HPC-150，Handyem)。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 HaCaT细胞在含有 10%胎牛血清，1%双抗

的 DMEM培养液，37℃，5 % CO2条件下培养。

1.2.2 分组及处理 取指数生长期的细胞按照每个孔 1× 106

个·mL-1接种于 6孔板，在含有 10 %胎牛血清的高糖 DMEM

培养液中培养 24 h，除去培养液，PBS洗 3次，加入 1000 滋L
PBS，按照文献[10]方法，用铝箔盖住空白组，64 mJ·cm-2的 UVB

照射细胞，按照培养液中 AU终浓度 10-7、10-6、10-5 mol·L-1继续

培养 24 h，空白对照组、模型对照组换正常 DMEM培养液继续

培养 24 h。

1.2.3 流式细胞术检测细胞中 ROS含量 AU作用 48 h后，

将调整好细胞数的 HaCaT细胞收集到离心管中，于 1000 rpm

4℃离心 5 min，弃去上清，用含 DCFH-DA终浓度为 10 滋mol·
L-1的无血清 DMEM培养液悬浮细胞，37℃孵育 20 min，用无

血清 DMEM培养液洗涤细胞三次，用流式细胞仪检测，激发波

长 488 nm，发射波长 525 nm，DCF的荧光强度反映细胞内活

性氧的水平。

1.2.4 流式细胞术检测细胞凋亡 AU作用 48 h后，将调整好

细胞数的 HaCaT细胞收集到离心管中，于 1000 rpm 4℃离心

5 min，弃去上清，加入 195 滋L Annexin V -FITC结合液重悬细

胞；依次加入 5 滋L Annexin V -FITC，10 滋L PI染色液，轻轻混

匀，室温孵育 20 min，流式细胞术检测细胞凋亡率。

1.2.5 Western-Blot 检测细胞中 Bax、Bcl-2 蛋白的表达 AU

作用 48 h后，弃去 6孔板中培养液，预冷的 PBS洗涤 3次，加

入WIP裂解液 (含 PMSF)150 滋L置冰上裂解，4℃、12000 rpm
离心，取上清；加入上样缓冲液，沸水煮 5 min；SDS聚丙烯酰胺

凝胶电泳；半干法将蛋白转印至 PVDF膜上；TBST浸湿；封闭

液室温封闭 2 h；一抗 4℃孵育过夜；TBST震荡洗涤 3次，每次

10 min；二抗室温孵育 2 h；TBST洗涤 3次，每次 10 min；吸取

多余 TBST，将 ECL发光液滴加在膜上，吸去多余的工作液。将

膜放入化学发光成像仪内，曝光照相及图像分析。

1.2.6 细胞内 Caspase-3活性检测 AU作用 48 h后，胰酶消

化接种于 6孔板中的细胞，1000 rpm 4℃离心 5 min，除去上清

液，预冷的 PBS洗剂一次，细胞计数后，每 200 万细胞加 100

滋L裂解液，重悬细胞，冰浴裂解 15 min，16000 rpm 4℃离心 15

min，取上清液，按照 Caspase-3活性检测试剂盒说明书进行操

作。

1.3 统计学分析

用 SPSS18.0软件对数据进行统计分析，计量资料数据用

x± s表示，多样本间的比较单因素方差分析，两样本间比较采

用 LSD法，以 P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同浓度 AU对 HaCaT细胞 ROS水平的影响

如图 1所示，模型组的 ROS含量为对照组的 2.38倍，差异

有统计学意义(P＜0.01)，10-6、10-5 mol·L-1的 AU处理的细胞中

ROS含量与模型对照组相比显著降低，差异有统计学意义(P＜

0.05，0.01)。

2.2 不同浓度 AU对 HaCaT细胞凋亡率的影响

64 mJ·cm-2UVB照射后，HaCaT细胞的凋亡率为 (35.42±

4.83)%，与空白对照组(10.13± 1.25)%相比，差异具有统计学意

义（P＜0.01），AU处理后，不同浓度 AU处理后, HaCaT细胞的

凋亡率为分别为 (30.27± 3.56)%、(25.31± 2.96)%、(17.53±

2.42)%，10-6、10-5 mol·L-1与模型对照组相比差异具有统计学意

义（P＜0.05，0.01）。

2.3 不同浓度 AU对 HaCaT细胞 Bcl-2、Bax蛋白表达的影响

如图 2和表 1所示，64 mJ·cm-2UVB照射后，HaCaT细胞

中 Bax、Bcl-2含量均有增加，Bax含量与空白对照组相比，差异

具有统计学意义(P＜0.01)；不同浓度 AU处理后，HaCaT细胞

中 Bax含量下降，Bcl-2含量升高，10-6、10-5 mol·L-1与模型对照

组相比差异具有统计学意义 (P＜0.05，0.01)，Bcl-2/Bax比值随

AU浓度增加逐渐升高。

图 1 不同处理组中 ROS水平

1：空白对照组；2：模型对照组；3：10-7 mol·L-1AU组；4：10-6 mol·L-1 AU

组；5：10-5 mol·L-1AU组

Fig.1 ROS levels in the different treatment group

1: Blank control group; 2: Model control group; 3: 10-7 mol·L-1AU group;

4：10-6 mol·L-1 AU group; 5:10-5 mol·L-1 AU group

Note: Compared with the blank control group, ##P<0.01; Compared with

the model control group, *P<0.05, **P<0.01.
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2.4 不同浓度 AU对 HaCaT细胞 Caspase-3活性的影响

与空白对照组相比，64 mJ·cm-2 UVB照射后，HaCaT细胞

中 Caspase-3活性增强，差异具有统计学意义(P＜0.01)；AU处

理后，Caspase-3活性下降，呈现剂量依赖关系，10-6、10-5 mol·L-1

与模型对照组相比差异具有统计学意义(P＜0.01)。

3 讨论

ROS是光老化的主要起始因素[10,11]。本次实验中，UVB照

射后，模型对照组的 ROS含量为空白对照组的 2.38倍，此照射

剂量造成了 HaCaT细胞的氧化损伤，加入不同浓度的 AU处

理光损伤的 HaCaT细胞，ROS含量下降，结合前期研究，AU

能提高 SOD、CAT、GSH-Px 活性[9]，说明 AU能诱发细胞内的

抗氧化系统清除 ROS保护受损的 HaCaT细胞。

Note: Compared with the model control group, *P<0.05, **P<0.01.

图 2 不同处理组中 Bax、Bcl-2蛋白表达

1：空白对照组；2：模型对照组；3：10-7 mol·L-1AU组；4：10-6 mol·L-1AU

组；5：10-5 mol·L-1AU组

Fig.2 The expression of Bax, Bcl-2 in the different treatment group

1: Blank control group; 2: Model control group; 3: 10-7 mol·L-1AU group;

4: 10-6 mol·L-1AU group; 5: 10-5 mol·L-1AU group

图 3 不同处理组中 Casepase-3活性

1：空白对照组；2：模型对照组；3：10-7 mol·L-1AU组；4：10-6 mol·L-1AU

组；5：10-5 mol·L-1AU组

Fig.3 The activity of Casepase-3 in the different treatment group

1: Blank control group; 2: Model control group; 3: 10-7 mol·L-1AU group;

4: 10-6 mol·L-1AU group; 5: 10-5 mol·L-1AU group

Note: Compared with the blank control group, ##P<0.01; Compared with

the model control group, **P<0.01.

Group Bax Bcl-2 Bcl-2/Bax

Blank control 0.462± 0.033** 0.251± 0.031 0.543± 0.062*

model control 0.839± 0.092 0.324± 0.038 0.386± 0.043

10-7 mol·L-1AU 0.662± 0.087 0.352± 0.029 0.532± 0.049*

10-6 mol·L-1AU 0.571± 0.062** 0.403± 0.043* 0.706± 0.072**

10-5 mol·L-1AU 0.493± 0.057** 0.682± 0.072** 1.383± 0.152**

表 1 AU对 HaCaT细胞中 Bax、Bcl-2蛋白相对含量的影响(x± s，n=3)

Table 1 Effects of AU on Bax, Bcl-2 relative amount(x± s，n=3)

过多的 ROS可作为第二信使调节与细胞凋亡相关的信号转导

通路[12-14]。Bax基因是一种重要的促细胞凋亡基因，Bcl-2基因

是凋亡抑制基因，二者共同作用，对细胞凋亡产生影响[15-17]。本

研究结果显示 Bax、Bcl-2蛋白在正常细胞中均有表达，但基础

含量不高，UVB刺激后，细胞凋亡率升高，Bax、Bcl-2均增多，

但 Bax增加速度高于 Bcl-2，Bcl-2/Bax比值减小，与正常对照

组相比，差异具有统计学意义(P＜0.05)；AU处理后，细胞凋亡

率降低，Bax表达量减少，Bcl-2表达量增加，Bcl-2/Bax比值增

大，与模型对照相比，差异具有统计学意义 (P＜0.05，0.01)。

Casepase-3是凋亡的关键执行者 [18-20]。UVB照射后激活 Cas-

pase-3，诱导细胞凋亡，AU处理后，Caspase-3活性下降，与 AU

浓度呈现剂量依赖关系，10-6、10-5 mol·L-1与模型对照组相比差

异具有统计学意义(P＜0.01)。说明 AU抑制细胞凋亡可能与其

下调 Bax、Caspase-3表达，上调 Bcl-2表达有关。

综上，桃叶珊瑚苷通过清除 ROS，下调 Bax、Caspase-3 表

达，上调 Bcl-2表达，抑制细胞凋亡，保护受损的 HaCaT细胞，

拮抗光老化。
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