
【摘要】目的： 探究3，3'- 二吲哚甲烷(DIM)对过氧化氢(H O )诱导人角质形成细胞(HaCaT)氧化应激作用的预防效应及可能机制。2 2

方法：体外培养HaCaT细胞，用H O 建立氧化应激模型。采用CCK-8法检测不同浓度(1~20  μmol/L)DIM对HaCaT细胞生长的抑制作2 2

用；流式细胞术检测DIM作用前后细胞内活性氧自由基(ROS)含量的变化；Western  blot检测不同浓度DIM(0、5、10  μmol/L)对

HaCaT氧化应激相关蛋白核因子(NF-κB) 和丝裂原活化蛋白激酶(MAPKs)磷酸化表达水平的影响。结果：成功建立了HaCaT氧化应

激模型。CCK-8法研究结果显示1~10  μmol/L  DIM对HaCaT细胞无明显毒性作用(P>0.05)；流式细胞术检测结果表明10  μmol/L  DIM预

处理可有效预防由H O 诱导的HaCaT内ROS产生(P<0.05)；Western  blot检测结果显示，随着DIM浓度的增加，HaCaT中p38-MAPK、2 2

JNK和NF-κB磷酸化蛋白表达水平均逐渐降低(P均<0.05)。结论：DIM预处理可减弱HaCaT中由H O 引起的氧化应激，其机制可能2 2

是通过抑制ROS的产生及对NF-κB、MAPK家族等氧化应激相关蛋白表达的调控作用来实现的，提示DIM可作为预防或改善氧化应

激型皮肤细胞损伤的一种有效药物。
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【ABSTRACT】OBJECTIVE:  To  observe  the  effects  of  3,3'-diindolylmethane  (DIM)  on  oxidative  stress  induced  by  

hydrogen  peroxide  (H O )  in  HaCaT  cells.  METHODS：HaCaT  cells  were  treated  with  different  concentrations  of  H O   to  2 2 2 2

establish  the  models  of  oxidative  stress.  CCK-8  assay  was  performed  to  evaluate  the  inhibitive  effects  of  DIM  (1-20  μmol/L)   

on  cells  proliferation.  The  intracellular  reactive  oxygen  species  (ROS)  levels  were  measured  with  flow  cytometry.  

Furthermore，the  effects  of  DIM   (0，5   and  10  μmol/L)  on  H O -induced  the  phosphorylation  level  of  nuclear  factor  κB  2 2

(p-NF-κB)，the  expression  of  mitogen  activated  protein  kinase  (MAPKs)  were  detected  with  Western  blot.  RESULTS： 

The  cell  model  of  oxidative  stress  was  successfully  established.  The  results  of  CCK-8  assay  showed  that  in  the  doses  of  1-

10  μmol/L，DIM  did  not  have  obvious  influence  on  cell  viability  (P>0.05).  Flow  cytometry  results  indicated  that  pre-

treatment  with  DIM  (10  μmol/L)  could  inhibit  the  level  of  intracellular  ROS  (P<0.05).  With  increasing  concentration  of  

DIM，the  levels  of  p-p38-MAPK，p-JNK  and  p-NF-κB  were  significantly  depressed.  CONCLUSION： DIM  could  

protect  HaCaT  cells  from  H O -induced  oxidative  stress  via  suppressing  production  of  ROS  levels  and  down-regulating  the  2 2

expression  of  NF-κB  and  members  of  MAPKs.  DIM  might  be  used  as  an  effective  drug  to  treat  or  reduce  oxidative  stress-
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皮肤作为人体最大的外露器官，具有一定的屏障

防护功能。但在生产和生活环境中，日光紫外线、洗

涤剂等理化因素的暴露能够直接对皮肤产生毒性效

应，导致多种皮肤疾病的发生，如：衰老，皮炎和皮

肤肿瘤等。近来研究发现外源因素诱导的氧化应激在
[1]致皮肤毒性过程中起着关键作用 。氧化应激是指细

胞内氧化和抗氧化的平衡被打破，导致大量活性氧自

由 基 (reactive  oxygen  species，ROS)和 活 性 氮 自 由 基

(reactive  nitrogen  species，RNS)的生成，一方面，自由

基与多种生物大分子直接发生反应，导致生物大分子

变性、脂质过氧化、生物膜损伤及加速体细胞衰老和
[2]增加癌症发生的风险 ；另一方面自由基能够激活多

条炎症信号通路，如核因子(nuclear  factor  κB，NF-κB) 

和 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 (mitogen  activated  protein  

kinase，MAPKs)等，引起皮肤的炎症反应和基质的降

解。研究发现ROS是导致氧化应激最重要的因素之      
[3]一 ，而具有稳定、无电荷、可自由弥散等特点的过

[4]氧化氢(H O )是ROS的主要成分 。在体外实验中，2 2

[5]H O 通常作为诱导细胞出现氧化应激的阳性对照 。因2 2

此本研究在人角质形成细胞(HaCaT)中采用H O 来诱导2 2

氧化应激反应，建立人皮肤细胞的氧化应激模型。

吲哚-3-甲醇(indole-3-carbinol，I3C)是一种确定

的肿瘤化学预防物质，可从十字花科蔬菜如萝卜、芹

菜、花椰菜等中提取得到。3，3'-二吲哚甲烷(3，3'-  

diindolylmethane，DIM)是I3C在胃酸等酸性条件下发生

低聚而得到的二聚物，其抗癌和抗氧化能力已在多个
[6-7]细 胞 模 型 中 得 到 证 实 。 然 而 在 HaCaT细 胞 中 ，

DIM是否能够抑制H O 诱导的氧化应激作用尚未见报2 2

道。因此本研究采用H O 作为氧化应激因素，探究2 2

DIM对H O 致HaCaT氧化应激的拮抗作用，并初步探讨2 2

其作用机制，以期为预防和治疗氧化应激引起的皮肤

损伤提供新的理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

永生化的人角质形成细胞株HaCaT购自于中国典

型 培 养 物 保 藏 中 心 ， DMEM培 养 基 、 新 生 牛 血 清

(BSA)、青霉素、链霉素和胰蛋白酶均为美国Gibco公

司产品。DIM、H O 、2'，7'-二氢二氯荧光黄双乙酸2 2

钠 (DCFH-DA)及 二 甲 基 亚 砜 (dimethyl  sulfoxide， 

DMSO)均 购 自 美 国 Sigma公 司 。 兔 抗 Phospho-NF-κB 

(P65)、Phospho-p38-MAPK(Thr180/Tyr182)、p38-MAPK 

(Thr180/Tyr182)、Phospho-SAPK/JNK (Thr183/ Tyr185)、

SAPK/JNK(Thr183/Tyr185)，鼠抗β-actin单克隆抗体均

购自美国Cell  Signaling  Technology  (CST)公司。细胞培

养瓶、培养皿和培养板均购自美国Corning 公司。

1.2 细胞培养

将 HaCaT细 胞 接 种 在 含 有 10%胎 牛 血 清 、 100  

IU/mL青霉素、0.1  mg/mL链霉素的DMEM培养基中，

于37  ℃、湿度95%及CO 体积分数为5%的条件下培2

养。细胞每2  d换一次培养基，待细胞铺满80%~90%瓶

底时进行试验或传代。

1.3 细胞增殖抑制试验

为得到DIM对HaCaT的最大无作用剂量，我们采

用CCK-8试剂盒(碧云天)测定细胞存活率。将细胞浓度
4调整为5×10 /mL后接种于96孔板中，在DMEM完全培

养基中培养24  h后，分别加入不同浓度的DIM(1 ~20  

μmol/L)处理24、48和72  h。检测H O 的抑制作用时，2 2

换 为 无 血 清 培 养 基 ， 加 入 不 同 浓 度 的 H O (50~500  2 2

μmol/L)处理2  h后，换为完全培养基继续培养24  h。处

理完成后，每孔加入10  μL  CCK-8试剂，37  ℃孵育1  

h，用全自动酶联免疫检测仪(美国Thermo公司)于450  

nm波长处测定吸光度值，并计算细胞存活率。

细 胞 存 活 率 (%)=[处 理 组 D(450)值 -空 白 对 照 组 D(450)

值)]/[对照组D(450)值-空白对照组D(450)值]×100%

1.4 流式细胞术检测细胞内ROS含量
5将1×10 /mL的HaCaT细胞接种于6孔板培养24  h

后，处理组先用DIM(10  μmol/L)处理24  h，然后对照组

和 处 理 组 分 别 用 50~200  μmol/L的 H O (无 血 清 培 养2 2

基)处理2  h。处理完毕后，每孔加入10  μL  DCFH-

DA，37  ℃温箱孵育30  min后用流式细胞仪检测细胞内

ROS含量。

1.5 Western  blot检测氧化应激相关蛋白NF-κB、

p38-MAPK、SAPK/JNK磷酸化水平的表达

收集细胞，用细胞裂解液裂解细胞后提取细胞总

蛋白，BCA法测定蛋白含量，每孔总蛋白上样量为40  

μg。 样 品 经 过 4%~12%  NuPAGE预 制 胶 (Invitrogen公

司)分离后转移至经甲醇浸泡过的聚偏二氟乙烯膜

(polyvinylidene  fluoride，PVDF)上，用5%脱脂牛奶室温

封闭1  h后，一抗(兔抗Phospho-NF-κB、Phospho-p38-

mediated  injury  in  skin  cells.
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MAPK、 p38-MAPK、 Phospho-SAPK/JNK、 SAPK/JNK 

均1∶2  000稀释，鼠抗β-actin  1∶1  000稀释)4  ℃孵育

过夜。PBST缓冲液(0.05%  Tween20的PBS缓冲液)洗涤

10  min×3次，山羊抗兔二抗(1∶1  000)和山羊抗小鼠

二抗(1∶1  000)室温孵育2  h，PBST洗涤5  min×3次。化

学发光试剂显色，胶片显影、定影。Quantity  One软件

对Western  blot结果进行灰度扫描，测定各条带相对吸

光度，再进行比较和半定量分析。

1.6 统计学分析

使用SPSS  13.0软件进行统计学处理，所有数据均
-以 x±s表示。各组样本均数的比较用单因素方差分析

(ANOVA)，各 试 验 组 均 数 与 对 照 组 均 数 的 比 较 用

Dunnett-t检验，检验水准α=0.05，对蛋白表达水平进

行Pearson相关分析。

2 结 果 

2.1 DIM对HaCaT细胞增殖的抑制作用

与 对 照 组 比 较 ， 采 用 不 同 浓 度 的 DIM(1 ~20  

μmol/L)处理细胞后，结果显示DIM浓度和细胞存活率

之间存在剂量-效应趋势。处理时间在48  h之内，浓度

小于10  μmol/L的DIM对HaCaT无明显毒性作用(24  h： 

F=1.434，P>0.05；48  h：F=2.948，P>0.05)，见图1。 

因此本研究选取5和10 μ mol/L两个浓度进行后续实验。

2.2 H O 对HaCaT细胞增殖的抑制作用2 2

如图2所示，与对照组(处理前)比较，50  μmol/L的

H O 处理2  h后对细胞有明显的抑制作用，细胞的存活2 2

率下降到82.25%，随着H O 浓度的增加，对HaCaT生2 2

长抑制的作用明显增强， 200  μmol/L的H O 处理2  h后细2 2

胞存活率为71.93%；且各不同浓度H O 处理2  h后的差2 2

别具有统计学意义(F= 104.836，P<0.05)。因此，后续

实验H O 处理时间为2  h，浓度范围为50~200  μmol/L作2 2

为染毒条件。

2.3 DIM抑制H O 诱导ROS的生成2 2

如图3所示，随着H O 浓度增加，处理组细胞内2 2

ROS含量也逐步提高。H O (200  μmol/L)处理HaCaT  2  h 2 2

之后，细胞内ROS水平约为对照的3.1倍。而DIM(10  

μmol/L)预处理24  h后，细胞内ROS水平与相应H O 单2 2

独处理组相比均有较明显的下降(P<0.05或P<0.01)。此

结果表明DIM可有效抑制HaCa T内由H O 诱导产生的2 2

ROS。

 

2.4 DIM抑制H O 诱导的MAPK和NF-κB信号通路的2 2

激活

50~200  μmol/L的H O 处理HaCaT细胞2  h后，检测2 2

磷酸化NF-κB、磷酸化p38-MAPK、p38-MAPK、磷酸

化SAPK/JNK、SAPK/JNK的表达水平。结果显示(见图

4和图5)，随着H O 浓度的增加，磷酸化的NF-κB、2 2

p38-MAPK、SAPK/JNK的灰度值比值呈现上升趋势

(r均>0.946，P均<0.01)，表明H O 可诱导磷酸化的NF-2 2

κB、p38-MAPK、SAPK/JNK蛋白表达水平的升高。图

5中，用5或10  μmol/L的DIM预处理24  h后，再用200  

μmol/L的H O 进行染毒。结果显示随着DIM浓度的增加2 2
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图3  DIM预处理对H O 诱导ROS生成的影响2 2
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及H O 处理时间的延长(>30  min)，各蛋白的条带相对2 2

吸光度比值呈下降趋势(r分别小于-0.742和-0.936， 

P均<0.05)。因此，DIM(5、10  μmol/L)能显著抑制由

H O 诱导的NF-κB、p38-MAPK和SAPK/JNK磷酸化蛋2 2

白的表达，且H O 处理时间越长，抑制效果越明显(见2 2

表1和表2)。

H O 处理时间2 2

DIM浓度(μmol/L)

Phospho-NF-κB

Phospho-p38-MAPK

Phospho-SAPK/JNK

β-actin

30 min 60 min 120 min

对照组 5 10 对照组  5 10 对照组 5 10

图5  DIM对H O 诱导NF-κB、p38-MAPK、SAPK/JNK磷酸化激活的抑制作用2 2

DIM剂量
NF-κB蛋白(H O 处理)2 2 p38-MAPK蛋白(H O 处理)2 2 SAPK/JNK蛋白(H O 处理)2 2

30  min 60  min 120  min 30  min 60  min 120  min 30  min 60  min 120  min

对照组 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00

5  μmol/L 0.71±0.02 0.91±0.02 0.51±0.03 1.04±0.09 1.30±0.04 0.33±0.06 0.69±0.06 0.60±0.04 0.51±0.02

10  μmol/L 0.48±0.04 0.50±0.03 1.08±0.09 0.76±0.03 0.53±0.02 0.07±0.01 0.26±0.02 0.53±0.02 0.26±0.03

r值 -0.966 -0.981 -0.088 -0.832 -0.742 -0.907 -0.99 -0.838 -0.93

P值 0 0 0.821 0.005 0.022 0.001 0 0 0

表1  不同浓度DIM对200  μmol/L  H O 诱导NF-κB、p38-MAPK、SAPK/JNK磷酸化激活的抑制作用2 2

H O2 2

作用时间
NF-κB蛋白 p38-MAPK蛋白 SAPK/JNK蛋白

对照组 5 μmol/L  DIM 10 μmol/L DIM 对照组 5 μmol/L DIM 10 μmol/L DIM 对照组 5 μmol/L DIM 10 μmol/L DIM

30  min 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00

60  min 0.70±0.02 0.84±0.03 0.60±0.02 0.57±0.01 0.67±0.02 0.38±0.02 0.69±0.06 0.46±0.03 0.45±0.02

120  min 0.12±0.02 0.11±0.03 0.23±0.02 0.33±0.01 0.10±0.02 0.04±0.00 0.26±0.02 0.21±0.02 0.15±0.02

r值 -0.982 -0.936 -0.999 -0.986 -0.988 -0.986 -0.978 -0.985 -0.968

P值 0 0 0 0 0 0 0 0 0

表2  200  μmol/L  H O 处理不同时间对NF-κB、p38-MAPK、SAPK/JNK磷酸化表达水平的影响2 2

3 讨 论 

大量研究已经证实，细胞损伤是由ROS引起的氧
[8]化 应 激 造 成 的 。 ROS可 破 坏 细 胞 核 DNA和 线 粒 体

DNA，同 时 ROS在 HaCaT细 胞 可 激 活 金 属 基 质 蛋 白

酶，对细胞外基质进行破坏，使真皮胶原和弹性蛋白
[9]降解，从而造成皮肤损伤 。

H O (μmol/L)2 2  

50  100  150  200 对照组
50   μmol/L  H O2 2

100   μmol/L  H O2 2

150   μmol/L  H O2 2

200   μmol/L  H O2 2

Phospho-NF-κB

Phospho-p38-MAPK
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图4  H O 对NF-κB、p38-MAPK、SAPK/JNK及其磷酸化蛋白表达水平的影响2 2
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H O 是一种体内广泛存在的ROS，越来越多的证2 2

据表明H O 是导致氧化应激恶性放大的重要因素之     2 2

[10]一 。本研究用H O 成功建立了HaCaT氧化应激模型，2 2

在HaCaT细胞中，外源性H O 能显著提高细胞内ROS含2 2

量，并使氧化应激蛋白NF-κB、p38-MAPK、SAPK/JNK 

的磷酸化水平升高。

众所周知，很多植物化学物都具有抗氧化功能。

十字花科植物活性成分I3C已被证实是ROS有效的清除
[11]剂 ，DIM作为I3C在胃酸等酸性条件下重要的衍生

物，是I3C发挥抗氧化作用的主要生物活性成分。本研

究发现低剂量(5、10  μmol/L)DIM对HaCaT的增殖无抑

制作用，并能有效减少由H O 诱导产生的ROS。DIM可2 2

[12-13]通过多种机制抑制ROS生成 。现在已知的DIM抗氧

化机制有：通过抑制ROS的累积抑制NF-κB信号通路
[14-15]的 激 活 ；通 过 乳 腺 癌 因 子 1(breast  cancer  1， 

[16]BRCA1)依赖的抗氧化信号通路抑制氧化应激 。丝裂

原 蛋 白 活 化 激 酶 家 族 (MAPKs)包 括 MAPK、 ERK和
[17]JNK ，是细胞内的一类丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，此

家族成员能将细胞外刺激信号转导至胞内从而在众多

细胞生物学反应过程中具有至关重要的作用。其中

p38  MAPK作为MAPK家族的重要成员，不仅参与了细

胞的生长发育过程，还可调控细胞增殖，被认为是众
[18]多信号转导通路的中转站 。目前已有很多研究表明

MAPK信号通路和氧化应激有关，并且发生氧化应激

时，MAPKs中某些蛋白的磷酸化水平也会提高。但关

于DIM是否能通过抑制MAPK信号通路起抗氧化作用的

机制尚未见报道。

NF-κB信号通路与细胞氧化应激密切相关。NF-κB 

是一种诱导转化因子，其对氧化产生的ROS非常敏
[19]感，ROS可直接激活某些细胞的NF-κB ，激活的NF-κB 

可以使细胞表达一氧化氮合酶(NOS)、各种黏附分子、

其他细胞因子等。这些成分互相促进，共同加重了氧

化应激的损害作用。目前已知DIM可通过抑制ROS的

累积来抑制NF-κB信号通路的激活，从而起到抗氧化

的作用。同样的，MAPK信号通路也与氧化应激密切

相关，且DIM是否能通过抑制MAPK信号通路来抑制氧

化应激尚不可知。本研究在建立的HaCat氧化应激模型

的基础上发现随DIM (0  ~10   μmol/L)浓度的增加，由

H O 激活的氧化应激相关蛋白的表达水平也明显下2 2

降，且这种抑制作用会随着H O 作用时间的增加而逐2 2

渐明显。结合本研究的结果，可得到如下提示：在

HaCaT 中，DIM可通过抑制ROS产生及NF-κB、MAPKs 

信号通路激活来发挥抗氧化应激的作用，进而减少细

胞损伤。

综上所述，我们推测DIM在抑制皮肤细胞氧化应

激中可发挥一定的作用，提示DIM可作为治疗或延缓

氧化应激型皮肤损伤的一种有效药物。
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