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� � [摘 � 要 ] � 目的 � 探讨镰形棘豆黄酮类化合物对中波紫外线照射所致人角质形成细胞损伤的保护作用。方法 � 体外培

养人角质形成细胞系 ,以 60、90、120 m J /cm2中波紫外线照射, 加入镰形棘豆黄酮类化合物进行干预处理, 倒置相差显微镜观

察细胞受损程度, 以 MTT法检测细胞增殖活性, EL ISA检测上清液 TNF��、IL�10分泌量, 实时荧光定量 PCR检测 TNF��

mRNA、IL�10 mRNA表达。结果 � 中波紫外线照射后,细胞形态受损, 随着照射剂量增加, 细胞增殖活性下降, 损伤程度加重,

TNF��、IL�10分泌量增加, TNF��mRNA、IL�10 mRNA表达水平增加。加入镰形棘豆黄酮类化合物干预后,细胞活性有所恢

复, TNF��、IL�10分泌量降低, TNF��mRNA、IL�10 mRNA表达水平下调, 具有显著性差异。结论 � 镰形棘豆黄酮类化合物具

有一定的光保护作用 ,抑制炎症细胞因子分泌可能是其减轻紫外线辐射损伤的机制之一。
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� � [Abstract] � Objective To investigate the effect o f flavono ids from Oxytropis falcate Bunge on cu ltured HaCaT

ce lls from ultrav io let radiation. Methods The ce lls w ere shammed or irradiated w ith different dosages of UVB radiation

and treated w ith flavonoids from Oxytrop is falcate Bunge. The damage toHaCaT ce llsw as observed by the inverted phase

contrastm icroscope. Cellular pro liferation act iv ity w as detected byMTT method. The secretory volume o f TNF�� and

IL�10 w as measured by ELISA. The levels of TNF��mRNA and IL�10mRNA were detected by RT�PCR. Results The
extento f damage to the cells irrad iated was dependent on the irrad iated doses. The secretory vo lume o f cytokine w as

increased w ith UVB exposure, so w as the level o fTNF��mRNA and IL�10mRNA. The intervention of flavonoids from

Oxy tropis falcateBunge cou ld recover the cellular g row th activ ity. The amount of cytokine secretion and the leve l ofTNF�
�mRNA and IL�10 mRNA decreased. The difference w as significan.t Conclusion The above results ind icate that

flavono ids from Oxytropis falcate Bunge has protective effect on HaCaT ce lls damaged by UVB. Inh ibit ion of cytokine

secret ion may be the one of the mechanisms of reducing the damage from UVB irradiation.
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� � 过量的紫外线照射可引起皮肤损伤等一系列生

物反应
[ 1, 2]
。中波紫外线 (UVB )是辐射到地面紫外

线的主要部分,可引起角质形成细胞损伤,产生炎症

因子,增加突变频率,甚至引起皮肤癌
[ 3 ]
。

� � 镰形棘豆 ( Oxy tropis falcate Bunge)是棘豆属的

一种药用植物,多年生草本, 在我国青藏高原分布广

泛
[ 4, 5]
。研究表明, 镰形棘豆的主要化学成分包含

黄酮类化合物 ( F lavono ids, FOF) , 且具有较强的紫
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外线吸收性能
[ 6]
。在前期研究中, 课题组对由大孔

吸附树脂富集得到的镰形棘豆总黄酮成分
[ 7]
进行

初步分离,得到若干部分活性部位 FOF,并制成防晒

护肤品
[ 8, 9]

,动物实验证明对紫外线具有良好的防

护性能。本研究以 UVB辐射损伤的体外培养人角

质形成细胞系 (HaCaT细胞 )为模型, 研究 FOF的光

保护性能,并探讨相关作用机制。

1� 材料与方法

1. 1� 仪器与试药 � CO2培养箱 ( Thermo公司 ), 倒

置相差显微镜 (日本 O lympus公司 ) ,酶联免疫检测

仪 ( Thermo公司 ) ,超速低温离心机 (德国 H earus) ,

GeneAmp PCR System 2700型 PCR 仪 ( Appliced

B iosystems公司 ); DMEM /F12培养基 ( G ibco公司 ) ,

胎牛血清 ( FCS, 杭州四季青 ), 四甲基偶氮唑蓝

(MTT )、胰蛋白酶 (均为 S igm a公司 ) , ELISA试剂盒

(美国 R&D公司 ) , TaK aRa RNA PCR试剂盒 (宝生

物工程大连有限公司 ), 实时荧光定量 PCR试剂盒

(日本 T aK aRa公司 )。永生化人角质形成细胞株

(H aCaT, 西京医院皮肤科 ); FOF (自制, 批号:

20100403)。

1. 2� 细胞培养 � 在 37� 、5% CO2条件下将 HaCaT细

胞培养于细胞培养箱中,以 0. 25%胰酶和 0. 02% EDTA

消化,用含 10%小牛血清的 DMEM /F12培养基调整其

密度为 1 �106 /m ,l定量接种于 96孔板和 6孔板,继续

培养 24 h,待其贴壁后,前者用于细胞活性检测,实验

各组设 6个复孔, 后者用于细胞因子水平检测及细胞

总 RNA提取,实验各组设 3个复孔。

1. 3� 紫外线照射 [ 13, 14 ] � 接种于培养板中的细胞生

长至 70% ~ 80%融合时给予 UVB照射, 照射前先

弃去各孔细胞培养液, PBS洗 2遍后再加入少量覆

盖底面,置 UV辐射仪照射,距离 15 cm,照射剂量视

分组情况而定,照射后弃覆盖液换回 DMEM /F12培

养基继续培养。对照组用锡箔纸遮盖。

1. 4� 分组 � 实验分为模型组 1、模型组 2和给药组。

模型组 1接受 30、60m J/ cm
2
UVB辐射,且分别孵育 0、

2、6、12、24、48 h;模型组 2接受 60、90、120mJ/cm
2
UVB

辐射,孵育 24 h; 给药组在照光前 3 h加入 FOF预处

理,接受 60、90、120 mJ/cm
2
UVB辐射孵育24 h。根据

预实验结果,选用对 UVB引起的细胞生长抑制有明显

保护作用且无细胞毒性的药物浓度,为 10 �g /m l(预实

验浓度 50、25、10、5 �g /m l)。

1. 5� MTT法检测细胞增殖活性 � 模型组 1于辐射

后各时间点,模型组 2、给药组于辐射后 24 h,向每

100 � l培养基中加入 20 � l浓度为 5 mg /m l的

MTT, 孵育 4 h后弃上清, 加入 120 �l二甲基亚砜

( DM SO ),室温震荡 15 m in, 用酶标仪在 570 nm波

长处测吸光度 ( A )值,空白试剂孔调零。

1. 6� ELISA法检测细胞因子分泌量 � 细胞照射后

24 h收集细胞培养上清液, 冻存于 - 70� 冰箱。使
用 ELISA试剂盒, 严格按说明书操作, 检测 TNF��、
IL�10的分泌量。
1. 7� 细胞总 RNA提取 � 以 DEPC液 ( 1�1000稀

释 )过夜浸泡所需器械及耗材, 高温消毒。按照

Tr izo l提取液操作步骤提取细胞总 RNA。紫外分光

光度计测定提取的总 RNA的 A260 /A280比值, 并对

RNA进行琼脂糖凝胶电泳以观察 RNA有无降解,

- 70� 保存。

1. 8� 实时荧光定量 PCR � 按照试剂盒说明书进

行实时荧光定量 PCR操作, 测定 TNF��mRNA、

IL�10 mRNA表达水平: TNF�� ( 112 bp)上游引物

5��GTGACAAGCCTGTAGCCCATGTT�3�, 下游引物
5��TTATCTCTCAGCTCCACGCCATT�3�; IL�10 ( 138

bp)上游引物 5��ATCAAGGCGCATGTGAACTC�3�,下游
引物 5��AGAGCCCCAGATCCGATTTT�3�; 内参 ��actin
( 205 bp)上游引物 5��TGACGTGGACATCCGCAAAG�3�,
下游引物 5��CTGGAAGGTGGACAGCGAGG�3�。逆转录
体系总体积 20 �,l逆转录条件: 37� 15m in, 85� 5 s。

PCR反应体系体积 20 �,l扩增反应条件: 95� 30 s, 1

个循环; 95� 5 s, 60� 31 s, 40个循环; 95� 15 s, 60�

1m in, 95� 15 s, 1个循环, 4� 保留。
1. 9� 数据处理 � 以 SPSS13. 0统计软件对实验数据

进行单因素方差分析, 以 P < 0. 05为具有显著性差

异。

2� 结果

2. 1� 光损伤的形态学观察 � HaCaT细胞在接受不

同剂量 ( 60、90、120m J/cm
2
)UVB照射后 24 h,光损

伤表现为细胞水肿、皱缩变小,细胞片增多。该损伤

作用呈现剂量依赖性, 其中以 120 m J/cm
2
最强, 表

现为细胞形态模糊不清、细胞肿胀死亡, 细胞碎片

多, 出现脱片, 见图 1。

2. 2� 细胞增殖活性 � H aCaT细胞接受 30 m J/cm
2

UVB照射后, 细胞活性在各时段未发生明显改变,

无显著性差异 ( P > 0. 05),而经 60 mJ /cm
2
UVB照

射后,细胞活性在 24、48 h明显下降,与未接受 UVB

照射组 ( 0 mJ /cm
2
UVB剂量组 )相比有显著性差异

( P < 0. 05),见表 1。
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表 1� UVB辐射对 HaCaT细胞增生的时效性影响 ( �x � s, A )

组别
剂量

(m J /cm2 )

照射后培养时间 ( h )

0 2 6 12 24 48

未接受 UVB辐射组 0 0. 401 � 0. 014 0. 413 � 0. 015 0. 502 � 0. 055 0. 612 � 0. 012 0. 826 � 0. 040 1. 004 � 0. 024

UVB辐射 30 0. 409 � 0. 019 0. 408 � 0. 013 0. 496 � 0. 031 0. 590 � 0. 019 0. 775 � 0. 034 0. 946 � 0. 054

60 0. 404 � 0. 016 0. 395 � 0. 023 0. 470 � 0. 035 0. 552 � 0. 039 0. 641 � 0. 040b 0. 693 � 0. 028b

� � 注:与未接受 UVB辐射组比较, bP < 0. 05。

� � 细胞受损程度随孵育时间加长而加重,呈现时效

正相关性。模型组经不同剂量 UVB辐射后 24 h细胞

活性下降,其下降幅度与 UVB照射剂量呈正相关,分

别为 20%、30%、42%,有显著性差异,而给药组细胞 A

值均较单纯照光组高,细胞活性有所恢复,分别提高约

15%、15%、10%,提示药物对受试细胞有光保护作用,

见图 2。加 FOF( 10 �g /m l)预处理后,显微镜下,与单

纯照光比较,给药组的细胞形态有所恢复,肿胀减轻,

碎片减少,死细胞量降低,见图 3。

A: 0m J /cm 2; B: 60 m J /cm2; C: 90 m J/ cm2; D: 120m J / cm 2

图 1� 不同剂量 UVB对 HaCaT细胞光损伤的形态学影响

注:与 0m J/cm2UVB剂量组比较, bP < 0. 05;与模型组比较, f P < 0. 05。

图 2� FOF( 10�g/m l)对 UVB辐射后 24h的

HaCaT细胞增殖影响

A: 0mJ /cm2; B: FOF+ 60m J /cm2; C: FOF+ 90m J/cm2; D: FOF+ 120m J /cm2

图 3� 加 FOF( 10 �g /m l)预处理后, 不同剂量 UVB对

HaCaT细胞光损伤的形态学影响

2. 3 � 细胞因子分泌量 正常情况下 ( 0 m J/cm
2
),

H aC aT细胞分泌一定量的 TNF��、IL�10, 随着 UVB

辐射剂量增加, TNF��、IL�10分泌量显著增加, 与

未接受照光对照组之间比较均有显著性差异 ( P <

0. 05) ;加入 FOF处理后各剂量水平与模型组相比,

其分泌量显著降低 ( P < 0. 05)见图 4。

2. 4� 实时荧光定量 PCR检测结果 � 由系统分析软

件确定阈值,进而确定各反应样本的 C t 值, 采用相

对定量的 2
- � � Ct

分析结果, 确定各样本之间基因的

表达差异。

� � 模型组细胞的 TNF��mRNA、IL�10 mRNA表达

水平明显高于未接受照光对照组 ( P < 0. 05) ,且随

着辐射剂量加大,表达水平增加, 具有一定的剂量相

关性;给药组细胞分泌的 TNF��mRNA、IL�10 mR�
NA水平明显低于模型组, 具有显著性差异 ( P <

0. 05)见图 5。
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注:与 0m J/cm2UVB剂量组比较, bP < 0. 05;与模型组比较, f P < 0. 05。

图 4� ELISA检测 FOF对 UVB辐射损伤

HaCaT细胞分泌 TNF��、IL�10的影响

注:与 0m J /cm 2UVB剂量组比较, b P < 0. 05;

与模型组比较, f P < 0. 05。

图 5� RT�PCR检测 FOF对 UVB辐射损伤 HaCaT细胞

表达 TNF��mRNA、IL�10mRNA的影响

图 6� FOF紫外吸收扫描图

3� 讨论

� � 镰形棘豆含有大量黄酮及生物碱类成分, 紫外

吸收扫描结果显示, FOF有较强的紫外吸收作用,见

图 6。本研究显示 FOF能减轻 UVB对 HaCaT细胞

的损伤,有一定光保护作用。

� � UV照射可使皮肤发生大量的生物学效应, 其

中主要是对皮肤免疫系统的抑制作用
[ 10, 11]

。主要

表现为众多细胞因子的释放。其中, TNF��、IL�10
是由表皮角质形成细胞合成的主要表皮细胞因子,

参与紫外线引起的皮肤炎症反应过程及免疫调节,

在紫外线介导的细胞凋亡中起着重要作用
[ 12- 14]

。

TNF��与 UVB辐射引起的皮肤损伤、炎症反应、接

触超敏反应和细胞凋亡等密切相关
[ 15]
。而 IL�10在

UV所引起的免疫抑制中起重要作用, 一般认为

IL�10是通过调节抗原呈递细胞的活性来完成其免
疫抑制作用。研究发现, 免疫抑制因子 IL�10在紫
外照射后的皮肤炎症浸润中增加

[ 16, 17 ]
。研究显示,

UVB辐射不仅影响细胞因子分泌量, 同时改变转录

因子的表达和活性
[ 18]

, 并对 TNF��、白介素 (包括

IL�10)等许多因子的 mRNA表达产生影响
[ 19, 20]

。

本文研究 UVB对 H aCaT细胞因子分泌的影响, 结

果提示, UVB能促进 TNF��、IL�10的分泌, 且分泌

量与照射剂量呈正相关。同时, 经实时荧光定量

PCR检测, TNF��mRNA、IL�10 mRNA表达水平随

UVB照射剂量增加而升高。加入 FOF干预后,

TNF��、IL�10分泌量及其 mRNA表达均下降, 与

单纯照光相比较, 具有显著性差异。

� � 本研究在国内首次证实了镰形棘豆中黄酮类化

合物具有一定的体外光保护性能, 抑制炎症细胞因

子分泌可能是其减轻紫外线辐射损伤的机制之一。

� � 研究结果为进一步研究镰形棘豆这一高原特色

植物在紫外线辐射引起皮肤损伤的防护及其机制奠

定了基础。
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速进行渗漉提取。

2. 3� 验证试验 � 按照上述优选工艺,提取 3次,计

算每次黄芩苷的提取率。结果见表 4。

表 4� 正交试验验证结果

试验次数 黄芩苷含量 (% ) 提取率 (% )

1 12. 81 84. 29

2 12. 72 83. 72

3 12. 77 84. 03

� � 由表 4验证试验结果表明,其结果与正交试验

结果基本一致,且指标成分提取率高,说明该工艺合

理可行。

3� 讨论

� � 本文采用高效液相色谱法测定该方中的指标成

分黄芩苷,结果显示,供试品色谱图中, 在与对照品

色谱图相应位置上,出现相同的色谱峰,而阴性对照

色谱图在此保留时间无干扰,表明本试验的专属性

高,而且该方法线性关系良好, 精密度较高, 稳定性

好,此方法操作简单可行。

� � 本处方来源于多年临床应用的医院制剂, 药效

显著, 无毒副作用。但是提取工艺落后,消耗工时,

经改进的渗漉法能够大大缩短工时, 有利于工业大

生产。使用渗漉法提取,确定 30倍量 60%乙醇, 以

7m l/ m in的流速进行渗漉为最佳提取工艺。
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