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摘要 :目的 　研究 UVA对 HaCaT细胞肿瘤坏死因子相关凋

亡诱导配体 ( tumour necrosis factor related apop tosis inducing

ligand, TRA IL)表达的影响 ;复制 UVA诱导的 HaCaT细胞凋

亡模型 ,探究 TRA IL在 UVA诱导的 HaCaT细胞凋亡中的作

用及扇贝多肽 ( Polypep tide from Chlam ys farreri, PCF)对 UVA

诱导的 TRA IL 凋亡通路的影响。方法 　实验设计分为 5

组 :对照组、UVA 模型组、UVA + 5169 mmol·L - 1 PCF组、

UVA + 2184 mmol·L - 1 PCF组、UVA + 1142 mmol·L - 1 PCF

组。Real2Time PCR检测 TRA IL mRNA表达 ;蛋白质印迹法

检测 TRA IL蛋白表达及 caspase28活性 ;琼脂糖凝胶电泳分

析 TRA IL中和性抗体对 UVA诱导的 HaCaT细胞凋亡的影

响。结果 　8 J·cm - 2 UVA照射 HaCaT细胞后 TRA IL mR2
NA及蛋白表达增加 ,与对照组相比差异有显著性 ( P <

0101) ; TRA IL中和性抗体对 UVA诱导的 HaCaT细胞凋亡有

抑制作用 ; 1142～5169 mmol·L - 1剂量范围内的 PCF可剂量

依赖性抑制 UVA引起的 HaCaT细胞 TRA IL mRNA及蛋白

表达 ( P < 0105, P < 0101) ; PCF对 UVA引起的 HaCaT细胞

caspase28的活化有抑制作用 ,且呈量效关系。结论 　UVA

可增强 HaCaT细胞 TRA IL表达 ; TRA IL参与了 UVA诱导的

HaCaT细胞凋亡 ; PCF对 UVA诱导的 HaCaT细胞 TRA IL表

达有抑制作用 ,也可减弱 UVA诱导的 caspase28活化 ,以其

抗氧化活性抑制 TRA IL凋亡通路而发挥抗凋亡作用。

关键词 : UVA;扇贝多肽 ; HaCaT;肿瘤坏死因子相关凋亡诱

导配体 ; caspase28;凋亡

　　过量紫外线照射引起的皮肤损伤日益成为人们

关注的健康问题之一 ,可引发日光性皮炎、皮肤老

化、皮肤肿瘤等多种皮肤疾病。UVA在太阳光中占

了紫外辐射能量的近 95% ,并且比 UVB有更强的

穿透力 ,因而对 UVA的防护越来越受到人们的重

视。扇贝多肽 ( Polypep tide from Chlam ys farreri,

PCF)是自海洋贝类废弃物中提取、分离、纯化出的

含八个氨基酸的多肽 ,相对分子量 879。我们以往

的研究表明 , PCF对 UVA引起的无毛小鼠皮肤、人

HeLa上皮细胞及皮肤成纤维细胞的损伤具有保护

作用 [ 1～3 ]
; PCF可抑制 UVA 诱导的 HaCaT细胞凋

亡 [ 4 ]。肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体 ( Tumour

necrosis factor related apop tosis inducing ligand,

TRA IL)亦称凋亡素 22配体 (Apo22ligand, Apo2L ) ,

1995年由 W ilely首先报道 ,是肿瘤坏死因子家族新

成员 ,由于其可诱导多种细胞系的凋亡而成为近年

来研究的热点 [ 5, 6 ]。本研究将探究 UVA对 HaCaT

细胞中 TRA IL表达的影响 ,并进一步阐明 TRA IL在

UVA诱导的 HaCaT细胞凋亡中的作用及 PCF对

TRA IL凋亡通路的影响。

1　材料与方法

1. 1　主要试剂和器材 　PCF由中国水产科学研究

院黄海水产研究所分离纯化 ,纯度 > 96% ,用蒸馏水

配制成 22715 mmol·L - 1的储存液 , 4℃保存备用。

DMEM培养基为 Gibco产品 ;中和性 TRA IL单克隆

抗体购自 Sigma公司 ; caspase28 p20 (H2134)抗体购

自 Santa Cruz公司 ;β2actin抗体购自北京博奥森 ;

TaKaRa RNA iso Reagent、ExScrip tTM RT Reagent Kit、

SYBR Prem ix Ex TaqTM ( Perfect Real Time)试剂盒

均购自 TaKaRa公司 ; Real2Time PCR引物由北京三

博远志生物工程有限公司合成 ;紫外辐照仪购自北

京师范大学 ; Rotor2gene 3 000荧光定量 PCR 仪为

Corbett Research公司产品。

1. 2　细胞培养、分组及紫外线照射 　人角质形成细

胞株 HaCaT由韩国延世大学丁擘晓博士惠赠 ,

DMEM培养基常规培养。实验前将细胞接种于六

孔板中 ,随机分为 5组 :对照组、UVA模型组、UVA

+ 5169 mmol·L
- 1

PCF组、UVA + 2184 mmol·L
- 1

PCF组、UVA + 1142 mmol·L - 1 PCF组。待细胞生

长至 0180 ～0190 融合时即可进行 UVA ( 8 J ·

cm
- 2 )照射 ,照射时弃去培养基 ,用 PBS漂洗 2次 ,

再加入 PBS 2 m l。对照组用铝箔盖住 ,其余同处理

组。照射结束后继续进行常规培养。

1. 3　Rea l2T im e PCR
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1. 3. 1 　总 RNA 的提取与反转录 　按 TaKaRa

RNA iso Reagent试剂说明抽提 HaCaT细胞总 RNA,

紫外分光光度计测定 A260和 A280 ,计算 RNA浓度并

评估纯度。按试剂盒 ( ExScrip t
TM

RT Reagent Kit)说

明进行反转录 , 20μl反应体系中含总 RNA 1μg, 5

×ExScrip tTM Buffer 4μl, 1μl dNTP M ixture (各 10

mmol·L - 1 ) , Random 6 mers(100μmol·L - 1 ) 1μl,

ExScri p t
TM

RTase ( 200 U·μl
- 1 ) 015μl , RNase In2

hibitor ( 40 U ·μl
- 1 ) 015 μl, 42℃ 15 m in, 95℃ 2

m in。合成好的 cDNA置 - 20℃保存备用。

1. 3. 2　PCR反应 　将逆转录得到的 cDNA溶液用

easy dilution ( TaKaRa) ,按 100 , 101 , 102 , 103 , 104 , 105

进行梯度稀释 ,以不同稀释度的 cDNA为模板扩增

目的基因和看家基因 ,以相对起始浓度和 Ct值为

X、Y轴 ,制作标准曲线。按试剂盒 ( SYBR Prem ix

Ex TaqTM )说明进行 Real2Time PCR反应 ,在 25μl

反应体系中含有 2 ×SYBR Prem ix Ex TaqTM 1215

μl,上、下游引物各 015μl, cDNA 2μl。TRA IL2for2
ward 5′2GTGTACTTTACCAAC23′; TRA IL2reverse 5′2
TTGCTCAGGAATGAATGC23′; GAPDH2forward 5′2
CGTGGAAGGACTCATGACCA23′; GAPDH2reverse 5′2
TCCAGGGGTCTTACTCCTTG23′。循环参数为 95℃

10 s,然后 94℃ 40 s, 60℃ 40 s, 72℃ 40 s,共 60个

循环。每个样品做 3个平行管。

1. 4　免疫印迹 ( W estern blot) 　收集细胞 ,预冷

PBS冲洗 3次 ,弃去 PBS后将培养板置于冰上 ,每 1

×106 细胞加 100 μl裂解液 [ 20 mmol·L - 1 Tris2
HC1 (pH 715) , 150 mmol·L

- 1
NaC1, 1 mmol·L

- 1

EDTA, 1 mmol·L
- 1

EGTA,体积分数 0101的 Triton

X2100, 215 mmol·L
- 1焦磷酸钠 ( sodium pyrophos2

phate) , 1 mmol·L - 1 β2磷酸甘油 (β2glycerophos2
phate) , 1 mmol·L - 1 Na3VO4 , 1 mg·L - 1亮抑酶肽

( leupep tin) , 1 mmol·L - 1苯甲磺酰氟 (phenylmethyl2
sulfonyl fluoride) ] ,冰上裂解 30 m in;将细胞刮下置

于 115 m l离心管中 , 12 000 r·m in
- 1离心 10 m in,收

集上清 ;测蛋白质浓度 (BCA蛋白浓度测定试剂盒 ,

碧云天 ) ,每孔上样约 40μg蛋白质 , SDS2PAGE电

泳 ;蛋白质转移至硝酸纤维素膜上 ,封闭液室温封闭

1 h;加一抗 , 4℃培育过夜 ; TBST洗涤 3次 ,每次 5

m in; 1 ∶2 000加入辣根过氧化物酶标记 IgG,室温培

育 1 h; TBST洗涤 3次 ,每次 5 m in;以二氨基联苯胺

(DAB)显色。凝胶分析软件 Quantity one测灰度

值。

1. 5　琼脂糖凝胶电泳检测细胞凋亡 　按以往报道

的方法建立 UVA诱导的 HaCaT细胞凋亡模型 [ 7 ]。

UVA照射前 1 h加入中和性 TRA IL 抗体 ( 2 mg·

L
- 1 )培育 ,照射后 18 h收集细胞 , PBS洗 2次 ,加入

500μl细胞裂解液 [ 150 mmol·L
- 1

NaCl, 10 mmol

·L - 1 Tris2HCl(pH 715)、10 mmol·L - 1 EDTA ,质量

浓度为 5 g·L - 1的 SDS, 500 mg·L - 1蛋白酶 K ] ,混

匀 , 50℃水浴过夜 ;以等体积苯酚 /氯仿 (1 ∶1)抽提

两遍 ,等体积氯仿抽提 1次 , 12 000 ×g离心 5 m in,

取上清 ;加入 1 /10体积的 3 mol·L
- 1醋酸钠和 2倍

体积的无水乙醇 , - 20℃过夜沉淀 DNA; 12 000 ×g

离心 10 m in,收集沉淀 ,体积分数为 0170的冷乙醇

漂洗一次 ;沉淀溶于 50μl TE缓冲液 [ 10 mmol·

L
- 1

Tris2HC1 (pH 810) , 10 mmol·L
- 1

EDTA ]中 ,加

入 RNA酶 ,使其终浓度为 20 mg·L
- 1

, 37℃水浴 30

m in;含溴化乙啶的 15 g·L
- 1琼脂糖凝胶电泳 ,观察

DNA ladder。

1. 6　统计学分析 　计量资料用表示 , SPSS软件进

行单因素方差分析及 Q检验。

2　结果

2. 1 　PCF 对 UVA 诱导的 HaCaT 细胞 TRA IL

m RNA表达的影响 　UVA照射前 2 h加 PCF,照射

后 2 h收集细胞 ,提取 RNA ,逆转录后进行 Real2
Time PCR反应 。标准曲线见 Fig1 , TRA IL相关系

F ig 1　Standard curve in Rea l2T im e PCR

　　A: TRA IL; B: GAPDH
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数为 01998,斜率为 - 31184; GAPDH 相关系数为

01985, 斜率为 - 21624,说明了标准品的质量好 ,定

量体系准确。

　　目的基因表达量以 TRA IL 基因浓度 /GAPDH

基因浓度表示 ,结果见 Tab 1。可见 UVA 模型组

TRA IL基因表达量明显增加 ,与对照组相比差异有

显著性 ( P < 0101) ; PCF各剂量组 TRA IL基因表达

量均低于模型组 ,且呈量效关系 ( P < 0101, P <

0105)。

Tab 1　Effect of PCF on UVA2induced TRA IL

m RNA expression in HaCaT cells( �x ±s, n = 3)

Group TRA IL /GAPDH

Control 0. 17 ±0. 02

UVA model 0. 46 ±0. 063 3

UVA + 5. 69 mmol·L - 1 PCF 0. 20 ±0. 02##△△▲

UVA + 2. 84 mmol·L - 1 PCF 0. 26 ±0. 04##△

UVA + 1. 42 mmol·L - 1 PCF 0. 34 ±0. 02##

　　Note: 3 3 P < 0101 vs control; ## P < 0101 vs UVA model; △△ P <

0101, △P < 0105 vs 1142 mmol·L - 1 PCF; ▲ P < 0105 vs 2184 mmol·

L - 1 PCF

2. 2　PCF对 UVA诱导的 HaCaT细胞 TRA IL 蛋

白表达的影响 　UVA照射前 2 h加 PCF,照射后 3 h

收集细胞 ,W estern blot检测 TRA IL蛋白表达 ,蛋白

表达水平以 TRA IL与β2actin光密度比值表示。可

见 ( Fig 2) UVA照射后 ,模型组 TRA IL蛋白表达明

显增强 ( P < 0101) ,各剂量 PCF组 TRA IL蛋白表达

均低于模型组 ,且随 PCF剂量增加抑制作用逐渐增

强 ,呈剂量依赖性 ( P < 0101, P < 0105)。

F ig 2　Effect of PCF on UVA2induced TRA IL

prote in expression in HaCaT cells( �x ±s, n = 3)

　　1: Control; 2: UVA model; 3: 1142 mmol·L - 1 PCF; 4: 2184 mmol

·L - 1 PCF; 5: 5169 mmol·L - 1 PCF; 3 3 P < 0101 vs control; ## P <

0101 vs UVA model; △P < 0105, △△P < 0101 vs 1142 mmol·L - 1 PCF;
▲▲P < 0101 vs 2184 mmol·L - 1 PCF

2. 3　TRA IL抑制剂对 UVA诱导的 HaCaT细胞凋

亡的影响 　用中和性 TRA IL单克隆抗体与 TRA IL

结合 ,以抑制 TRA IL 的生物学活性 ,然后用 DNA

ladder观察 UVA诱导的 HaCaT细胞凋亡。结果如

Fig 3所示 , UVA模型组有明显的 DNA梯形带 ,加入

TRA IL抗体后未见 DNA ladder的形成 ,表明 TRA IL

参与了 UVA诱导的 HaCaT细胞凋亡。

F ig 3　Effect of TRA IL neutra liza tion an tibody

on UVA2induced apoptosis in HaCaT cells

　　1: UVA model; 2: Control; 3: TRA IL neutralization antibody; M:

Marker

2. 4　PCF对 UVA 诱导的 HaCaT细胞 ca spa se28
活性的影响 　UVA 照射后 6 h收集细胞 , W estern

B lot检测 HaCaT细胞 caspase28的活化 ,结果如 Fig

4所示 , UVA照射后 caspase28酶原蛋白减少 ,出现

F ig 4　Effect of PCF on UVA2induced

ca spa se28 activa tion in HaCaT cells( �x ±s, n = 3)

　　1: UVA model; 2: 1142 mmol·L - 1 PCF; 3: 2184 mmol·L - 1 PCF;

4: 5169 mmol·L - 1 PCF; 5: control; 3 3 P < 0101 vs control; # P < 0105,
## P < 0101 vs UVA model; △P < 0105, △△P < 0101 vs 1142 mmol·L - 1

PCF; ▲P < 0105 vs 2184 mmol·L - 1 PCF
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活性裂解片段 p20。加入 PCF后 ,活性裂解片断明

显减少 ,且 caspase28酶原 /β2actin光密度比值有随

PCF剂量增加而增大的趋势 ( P < 0101, P < 0105) ,

说明 PCF 可有效抑制 UVA 诱导的 HaCaT细胞

caspase28的活化。

3　讨论

TRA IL存在于人体的大多数器官和细胞 ,在许

多组织和细胞中都能检测到 TRA IL mRNA 的表

达 [ 5, 6 ]。TRA IL在皮肤中的生理学作用还未完全阐

明。研究表明 , TRA IL能够削弱衰老的角质形成细

胞对凋亡的抵抗力 [ 8 ]
,说明 TRA IL在维持表皮内环

境的稳定中发挥重要作用。本研究从 mRNA及蛋

白水平检测了 UVA对 HaCaT细胞 TRA IL表达的影

响 ,结果显示 : UVA可引起 HaCaT细胞中 TRA IL表

达增加 ,说明 TRA IL参与了 UVA诱导的 HaCaT细

胞信号传导。在以往的研究中 ,我们已成功建立了

UVA诱导的 HaCaT细胞凋亡模型 [ 7 ]
,本实验复制此

凋亡模型以研究 TRA IL 在 UVA 诱导凋亡中的作

用。应用 TRA IL中和性抗体抵消 TRA IL的生物学

作用后 , UVA诱导的 HaCaT细胞凋亡被抑制 ,提示

TRA IL在 UVA引起的 HaCaT细胞凋亡中发挥重要

作用。PCF可剂量依赖性降低 UVA引起的 TRA IL

表达 ,说明 PCF对凋亡的抑制作用与 TRA IL有关。

caspase28在 TRA IL诱导的凋亡过程中起重要

作用 [ 9 ]。本实验用 W estern blot检测 caspase28的活

性 ,在 8 J·cm
- 2

UVA照射后 6 h, caspase28产生明

显的活化片段 ,预先给予 PCF可剂量依赖性抑制

caspase28 酶原的活化 , 进一步证明 PCF 可抑制

TRA IL凋亡通路。

　　TRA IL诱导的凋亡信号传导与 ROS有关。在

Lee等 [ 10, 11 ]的研究中 , TRA IL可引起 HeLa细胞 ROS

的产生增加 ,预先给予抗氧化剂还原性谷胱甘肽

( GSH)或雌激素可有效抑制 TRA IL引起的凋亡性

细胞死亡。最近 Perez2Cruz等的研究也表明 [ 12 ]
,抗

氧化剂维生素 C能够有效抑制 TRA IL诱导的 ROS

产生及 caspase28的活化 ,证明了氧化抑制在 TRA IL

诱导的凋亡通路中发挥重要作用。以往研究已证

明 , PCF是一海洋抗氧化多肽 ,可抑制 UVA诱导的

ROS的产生 [ 3, 4 ]
,因而可能通过其抗氧化活性抑制

TRA IL凋亡通路而抑制 UVA诱导的凋亡。

总之 , UVA 可诱导 HaCaT细胞 TRA IL 表达增

加 , TRA IL在 UVA诱导的 HaCaT细胞凋亡中具有

重要作用 ; PCF抑制 UVA诱导的 HaCaT细胞凋亡

机制与 TRA IL通路有关 , PCF可直接抑制 TRA IL的

表达 ,或以其抗氧化活性抑制 TRA IL凋亡通路。此

研究为 PCF在紫外防护方面的应用提供了重要的

理论基础。
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The role of tum or necrosis factor rela ted apoptosis induc ing ligand and
Polypeptide from C h lam ys fa rreri in UVA2induced apoptosis in HaCaT cells

WANG Zhen2li
1, 2

, L I J in2lian
1

,WANG Chun2bo
1

(1. Q ingdao U niversity M edical College, Q ingdao Shandong　266071, Ch ina; 2. The First Sanatorium of J i′nan M ilitary

Comm and in Q ingdao, Q ingdao Shandong　266071, Ch ina)

Abstract: A im 　To investigate the impact of UVA on

exp ression of tumour necrosis factor related apop tosis

inducing ligand ( TRA IL) and study the role of TRA IL

in UVA2induced apop tosis of HaCaT cells as well as

the influence of Polypep tide from Chlam ys farreri

( PCF) on TRA IL apop totic pathway induced by UVA.

M ethods　Cells were divided into five group s: control

group, UVA model group, UVA + 5169 mmol·L
- 1

PCF group, UVA + 2184 mmol·L
- 1

PCF group , UVA

+ 1142 mmol·L - 1 PCF group. Exp ression level of

TRA IL mRNA was assayed by Real2Time PCR. W est2
ern blot analysis was used to determ ine the p rotein lev2
el of TRA IL and caspase28 activation. The effect of

TRA IL neutralization antibody on UVA2induced apop2
tosis was also investigated. Results　 TRA IL mRNA

and p rotein levels increased after 8 J·cm - 2 UVA radi2

ation and the discrepancy was significant compared

with control group ( P < 0101 ). TRA IL neutralization

antibody had inhibitory effect on UVA2induced apop to2
sis of HaCaT cells. 1142～5169 mmol·L

- 1
PCF in2

hibited UVA2induced exp ression of TRA IL in HaCaT

cells dose2dependently ( P < 0105, P < 0101). PCF at2
tenuated UVA2induced caspase28 activation in a dose2
dependent manner. Conclusion s　The enhancement of

TRA IL exp ression induced by UVA in HaCaT cells in2
dicated the involvement of TRA IL in UVA2induced ap2
op tosis. PCF could attenuate UVA2induced TRA IL ex2
p ression and block TRA IL apop totic pathway, which

may be attributed to its anti2apop totic effect.

Key words: UVA; Polypep tide from Chlam ys farreri

( PCF) ; HaCaT; tumour necrosis factor related apop to2
sis inducing ligand ( TRA IL) ; caspase28; apop tosis

秋茄提取物抗大鼠实验性胃溃疡作用研究
符 　健 1, 2 ,韩 　丽 2 ,邢桂兰 2 ,姚茂忠 2 ,鲍时翔 1

(1. 中国热带农业科学院热带生物技术研究所 ; 2.海南医学院药理学教研室 ,海南 海口 　571101)

中国图书分类号 : R2332; R 28411; R 329124; R 3632332;

R 573110212; R 5731105131; R 97516

文献标识码 : A　文章编号 : 1001 - 1978 (2007) 10 - 1379 - 05

摘要 :目的 　探讨海洋红树林植物秋茄枝水提取物活性部分

B部位 ( fraction B of stem aqueous ex tracts of kandelia candel,

SAEKC)对实验性大鼠胃溃疡的作用及其作用机制。方法 　

将大鼠随机分为正常对照组、模型对照组、给药组 (480、240、

60 mg·kg- 1 3个剂量组 ) 和西咪替丁组。各组每天灌胃给

药 (赋形剂 , SAEKC B和西咪替丁 ) ,连续 3 d。除正常对照

组外 ,其余各组大鼠在最后一次给药后通过水应激 18 h建

立水浸束缚应激型胃溃疡大鼠模型 ,测定溃疡指数 (U I) ,计

算溃疡抑制率 ;同时建立幽门结扎型胃溃疡大鼠模型 ,造模
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后 17 h测定溃疡指数 ,计算溃疡抑制率 ,检测胃液量、胃蛋

白酶活性 ,血清和胃组织一氧化氮 (NO ) 含量。结果 　

SAEKC B的高、中、低 3个剂量组能明显减轻应激型胃溃疡

大鼠胃黏膜损伤的程度 ( P < 0101, P < 0101, 0 < 0105) ,溃疡

抑制率分别为模型对照组的 01411、01404、01254; SAEKC B

能明显减轻幽门结扎型胃溃疡大鼠胃黏膜损伤的程度 ( P均

< 0101) ,溃疡抑制率分别为模型对照组的 01556、01361、

01306。480、240 mg·kg- 1剂量组能明显降低胃蛋白酶活性

和胃液量 ( P < 0101或 P < 0105)。给药 3个剂量组均能提

高胃组织 NO含量 ,其中 240、60 mg·kg- 1剂量组能明显升

高血清 NO含量 ( P均 < 0101)。结论 　SAEKC B有明显抗

应激型和幽门结扎型大鼠胃溃疡的作用 ,其效应呈剂量依赖

性。对于幽门结扎型大鼠其机制可能在于减少胃液分泌、降

低胃蛋白酶活性、提高血清和胃组织中 NO水平。

关键词 :秋茄 ;胃溃疡模型 ;抗溃疡作用

　　红树为自然分布于热带、亚热带海岸潮间带的

木本植物 ,通常生长在港湾河口地区的淤泥质滩涂
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