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玫瑰花，为蔷薇科蔷薇属灌木。平阴玫瑰久负盛誉，而山

东省济南市平阴县也被称为“玫瑰之乡”。紫荆玫瑰为杂交培

育的新品种，是园林绿化的优良品种。我国早在汉朝就有用

玫瑰花瓣泡水沐浴的记载，及至今日，玫瑰花已被广泛制成玫

瑰花茶、玫瑰花护肤品、玫瑰花精油等美容产品。玫瑰作为美

容护肤佳品，古今中外的研究诸多，但尚未有玫瑰花抗紫外线

的相关研究报道。

笔者选用紫荆玫瑰鲜花，反复低温蒸馏得到玫瑰花露

（Rose water，RW）。RW中除水分外，同时含有大分子的芳香

成分，包括香茅醇、香叶醇、苯乙醇、金合欢醇及其酯类、芳樟

醇、玫瑰醚、丁香酚、甲基丁香酚等，这些成分有利于玫瑰发挥

独特的护肤作用。本研究旨在探讨RW通过抗紫外线保护皮

肤的作用机制。

1 材料
1.1 仪器

UVA、UVB 型紫外辐照计（北京师范大学光电仪器厂）；

FACS Vantage型流式细胞仪（美国BD公司）；PROTEAN Ⅱ型

垂直电泳仪、Gel DOC 2000型凝胶成像系统、iMRK型全自动

酶标仪（美国Bio Rad公司）。
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摘 要 目的：研究玫瑰花露（RW）抑制紫外线A和B诱导永生化角质形成细胞株（HaCaT）凋亡的分子机制。方法：复制紫外线

A 和 B 辐射诱导的 HaCaT 凋亡的模型，实验分为分 6组，即对照、模型、阳性对照[维生素 C（5.68 mmol/L）或 N-乙酰半胱氨酸（5

mmol/L）]和RW高、中、低浓度（0.2％、0.1％、0.05％）组。采用MTT法检测RW对HaCaT细胞活性的影响；流式细胞术检测细胞凋

亡率及细胞内活性氧（ROS）水平；酶化学法测定细胞超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）、过氧化氢酶（CAT）

活性、总抗氧化能力（T-AOC）水平和丙二醛（MDA）含量；Western blot法检测HaCaT细胞 IκBα磷酸化水平。结果：与模型组比较，

RW高、中浓度组HaCaT细胞活性显著增强，细胞凋亡率显著降低，细胞内ROS水平显著降低，SOD、GSH-Px、CAT活性和T-AOC

水平显著升高，MDA含量显著降低（P＜0.01或P＜0.05）；RW高、中、低浓度组HaCaT细胞 IκBα磷酸化表达显著降低（P＜0.01）。

结论：RW可通过调节核转录因子（NF）-κB通路抑制紫外线诱导的HaCaT细胞凋亡。

关键词 玫瑰花露；紫外线；永生化角质形成细胞株；核转录因子-κB；凋亡

Study on Inhibitory Effects of Rose Water on Ultraviolet-induced Apoptosis of HaCaT Cells
HAN Zhi-wu1，WANG Mei-zhi1，WANG Long-yuan1，XU Long1，CHEN Xue-hong2，HAN Yan-tao2（1.The Affiliat-
ed Hospital of Medical College，Qingdao University，Shangdong Qingdao 266100，China；2.Medical College，
Qingdao University，Shandong Qingdao 266021，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the inhibition mechanism of rose water（RW）on UVA and UVB-induced apoptosis of

HaCaT cells. METHODS：The apoptotic model of HaCaT cells was induced by UVA and UVB. Experiment design was divided in-

to 6 groups：control group，model group，positive control[vitamin C（5.68 mmol/L or NAC（5 mmol/L）] group，RW high-concentra-

tion，RW medium-concentration，RW low-concentration groups（0.2％，0.1％，0.05％）. The cell activity was detected by MTT；flow

cytometric analysis was used to investigate the cellular apoptosis rate and the ROS level；zymochemistry method was performed to

detect the activity of SOD，GSH-Px，CAT and T-AOC levels，MDA content；the phosphorylation of IκBα was assayed by using

Western blot analysis. RESULTS：Compared with model group，HaCaT cell activity was enhanced significantly，The percentage of

apoptotic cells was reduced significantly，intracellular ROS levels were decreased significantly，SOD，GSH-Px，CAT activity and

T-AOC levels were increased significantly，the content of MDA was decreased significantly in RW high-concentration and RW medi-

um-concentration groups（P＜0.01 or P＜0.05）. p-IκBα expression was reduced significantly in RW high-concentration，RW medi-

um-concentration and RW low-concentration groups（P＜0.01）. CONCLUSION：RW inhibit the UV-induced apoptosis of HaCaT

cells by regulating NF-κB pathway.
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紫荆玫瑰花采于山东省济南市平阴县，经笔者鉴定为真

品，在低温条件下（65～70 ℃）冷凝得到 RW，配成 10％的母

液，过滤除菌，4 ℃贮藏，备用。临用时以高压灭菌后的

D-hanks液最终制备成 0.05％、0.1％、0.2％的溶液。完全培养

基、DMEM（美国Gibco公司）；10％胎牛血清（杭州四季青生物

科技公司）；丙二醛（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽

过氧化物酶（GSH-Px）、过氧化氢酶（CAT）、总抗氧化能力

（T-AOC）检测试剂盒均购自南京建成生物工程研究所；活性

氧（ROS）清除剂N-乙酰半胱氨酸（N-acetyl-L-cysteine，NAC）、

预染蛋白质分子量标准、BCA蛋白浓度测定试剂盒均购自上海

碧云天生物技术研究所；β-actin抗体（武汉博士德生物工程有限

公司）；胞核蛋白抽提试剂盒（美国Pierce公司）；兔抗核转录因子

（NF）-κB p65多克隆抗体、兔抗IκBα多克隆抗体、兔抗Phospho-I

κBα多克隆抗体均购自美国Cell Signaling Technology公司。

1.3 细胞

人永生化角质形成细胞株（HaCaT）细胞由青岛大学医学

院人体机能学实验室提供。

2 方法
2.1 细胞培养、分组与紫外线辐射

HaCaT细胞用完全培养基，置于37 ℃，5％ CO2的培养箱

中常规培养。传代时以2.5％胰酶和0.02％ EDTA按1 ∶1（V/V）

消化。将指数生长期细胞随机分为7组，对照组为正常培养细

胞；模型组细胞以紫外线（4 J/cm2 UVA和10 mJ/cm2 UVB）辐射

损伤细胞[1]；RW高、中、低浓度组细胞在含有不同浓度的RW

（0.2％、0.1％、0.05％）的培养液中预孵育2 h后，紫外线辐射损

伤；维生素C组细胞在含有 5.68 mmol/L维生素C的培养液中

预孵育 2 h后，紫外线辐射损伤（作为阳性对照组）；NAC组细

胞在含有5 mmol/L NAC的培养液中预孵育0.5 h后，紫外线辐

射损伤（仅在Western blot试验中作为阳性对照组）。

2.2 MTT法检测细胞活性

将HaCaT细胞以 5×103/ml分子浓度接种于 96孔板，培养

至指数生长期，用药组经紫外线辐射后培养18 h，然后分别在

每孔加入 15 μl MTT（5 mg/ml），在细胞培养箱中培养 4 h，弃

上清液，每孔加150 μl二甲基亚砜，常温下振荡10 min，酶标仪

测490 nm波长处的吸光度（OD）值。

2.3 流式细胞仪检测细胞凋亡率

将HaCaT细胞以5×104/ml分子浓度接种于6孔培养板，于

培养箱中培养至指数生长期时，用药组经紫外线辐射 18 h后

收集细胞，1 200 r/min离心 5 min，弃上清液，冷 PBS洗 2次进

行预处理，调节细胞分子浓度至1×106/ml，加入500 μg/ml PI低

渗液（含NP-40裂解液、RNA酶）200 μl，混匀，4 ℃避光染色30

min，400目筛网过滤。上样检测DNA含量，激发光波波长为

488 nm，CV 值＜2％，FSC/SSC 设门。收集门内 10 000个细

胞，用Modfit LT软件计算、分析凋亡率。

2.4 流式细胞仪检测细胞内ROS水平

以二氯荧光黄双乙酸盐（DCFH-DA）为探针，测定细胞内

ROS水平。紫外线辐射细胞后 0.5 h收集细胞，以无血清的培

养液调整细胞分子浓度为1 × 107/ml，加入DCFH-DA探针，使

其终浓度为 10 μmol/L，37 ℃培养箱内孵育 20 min后，用无血

清细胞培养液洗涤细胞 3次，流式细胞仪定量检测，每个样品

测定10 000个活细胞，分析氧化型二氯荧光素（DCF）的平均荧

光强度。

2.5 酶化学法检测细胞内抗氧化指标

紫外线辐射细胞后2 h冰上制备细胞匀浆，以BCA蛋白浓

度测定试剂盒测定蛋白质浓度，按试剂盒说明书检测 SOD、

GSH-Px、CAT活性，T-AOC水平与MDA含量。

2.6 Western blot法检测细胞内 IκBα、磷酸化 IκBα蛋白表达

待 6孔培养板内细胞培养至指数生长期时，按“2.1”项下

方法分组与处理，继续培养 3 h后，吸净 6孔板内陈旧培养基，

加预冷的PBS冲洗3次，每次1 min，每孔加入100 μl细胞裂解

液，置冰上不时摇动，30 min后快速刮下细胞，收集悬液，4 ℃

下，20 000 r/min离心10 min，收集上清液，以BCA蛋白浓度测

定试剂盒测定蛋白质浓度。取 40 μg蛋白在SDS-PAGE（分离

胶 10％，浓缩胶 4％）电泳中分离，电转移至硝酸纤维素膜上，

封闭液（1× TBS，0.1％吐温 20，5％BSA）中室温下封闭 2 h；磷

酸盐吐温缓冲液（TBS/T）洗膜 3次，5 min/次，将膜和 1 ∶ 1 000

（V/V）稀释的兔多克隆一抗 4 ℃孵育摇晃过夜；TBS/T 洗膜 3

次，5 min/次；加 1 ∶ 2 000（V/V）稀释的辣根过氧化物酶标记的

羊抗兔 IgG二抗，室温下作用1 h；用TBS/T摇床上洗膜3次，5

min/次；DAB显色，采用Quantity one凝胶分析软件进行定量

分析。

2.7 统计学方法

使用SPSS11.5分析软件，多组间比较采用单因素方差分

析，两组间比较采用两个独立样本 t检验。P＜0.05为差异有

统计学意义。

3 结果
3.1 RW对紫外线辐射下HaCaT细胞活性的影响

与对照组比较，模型组细胞活性显著降低（P＜0.01）；与模

型组比较，RW高、中浓度组细胞活性显著增强（P＜0.01或P＜

0.05）。在 0.05％～0.2％的浓度范围内，RW可提高紫外线辐

射下HaCaT细胞的活性，且呈量效关系。RW对紫外线辐射下

HaCaT细胞在 409 nm波长处OD值即可看作细胞活性。RW

对紫外线辐射下HaCaT细胞活性的影响见表1。

3.2 RW对紫外线辐射下HaCaT细胞凋亡率的影响

与对照组比较，模型组细胞凋亡率显著增加（P＜0.01），凋

亡细胞在G/Go期前出现亚二倍体峰；与模型组比较，RW高、

中浓度组细胞凋亡率显著降低（P＜0.01或P＜0.05）。RW对

紫外线辐射下HaCaT细胞凋亡率的影响见表1。

3.3 RW对紫外线辐射下HaCaT细胞内ROS水平的影响

与对照组比较，模型组细胞内 ROS 水平显著增加（P＜

0.01）；与模型组比较，RW高、中浓度组细胞内ROS水平显著

降低（P＜0.01或P＜0.05），且呈剂量依赖性。RW对紫外线辐

射下HaCaT细胞内ROS水平的影响见表1。

3.4 RW对紫外线辐射下HaCaT细胞抗氧化指标的影响

与对照组比较，模型组细胞 SOD、GSH-Px、CAT 活性与

T-AOC水平均显著降低，MDA含量显著增加（P＜0.01）；与模
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型组比较，RW高、中浓度组SOD、GSH-Px、CAT活性与T-AOC

水平均显著升高，MDA 含量显著减少（P＜0.01或 P＜0.05）。

RW对紫外线辐射下HaCaT细胞抗氧化指标的影响见表2。

表 2 RW 对紫外线辐射下 HaCaT 细胞抗氧化指标的影响

（x±±s，n＝9）

Tab 2 Effects of RW on antioxidant index in HaCaT cells

（x±±s，n＝9）

组别
对照组
模型组
RW低浓度组
RW中浓度组
RW高浓度组
维生素 C组

SOD，kNU/g

59.1±2.4

45.8±1.6＊

51.3±1.3

52.8±0.6#

56.1±2.0##

55.9±1.8

GSH-Px，kU/g

80.1±2.2

47.7±0.9＊

52.9±1.7

64.1±2.1##

74.9±2.2##

68.6±1.4

CAT，kU/g

1.901±0.119

1.269±0.104＊

1.407±0.123

1.571±0.142##

1.761±0.147##

1.812±0.129

T-AOC，kU/g

2.59±0.26

1.17±0.24＊

1.82±0.59

2.39±0.41##

3.96±0.34##

3.75±0.36

MDA，μmol/g

13.24±1.4

24.89±1.9＊

20.67±1.7

17.54±1.2##

14.39±2.2##

14.98±2.3

与对照组比较：＊P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05，##P＜0.01

vs. control group：＊P＜0.01 ；vs .model group：#P＜0.05，##P＜0.01

3.5 RW对紫外线辐射下HaCaT细胞内 IκBα磷酸化的影响

与对照组比较，模型组 IκBα磷酸化表达显著升高（P＜

0.01）；与模型组比较，RW高、中、低浓度组 IκBα磷酸化表达显

著降低（P＜0.01），NAC 组 IκBα磷酸化表达显著降低（P＜

0.01）。RW对紫外线辐射下HaCaT细胞内 IκBα磷酸化的影响

分别见图1、图2。

4 讨论

紫外线辐射是影响人类健康的一个主要环境因素，并且

主要是对皮肤产生有害的作用，可以引起皮肤炎症、加速皮肤

老化等[1]。笔者所在课题组的前期试验研究采用正交试验，优

选 UVA 辐射和 UVB 条件，同时复制了以一定强度的 UVA 和

UVB辐射损伤HaCaT细胞的凋亡模型[2]。本研究模拟日常太

阳光中的UVA和UVB的辐照度，增强了研究的可行性和实用

价值。

近年来，人们一直在寻找天然抗氧化剂来保护细胞免受

紫外线辐射的损伤，国内多采用一些传统中药成分和海洋多

肽类提取物来研究其对紫外线诱导的角质形成细胞凋亡的保

护机制。而笔者采用的保护性药物是天然玫瑰花提取物。目

前关于玫瑰花的研究较多，包括抗氧化活性[3-4]、抗衰老[5]、降血

糖[6]及抗菌作用[7]等，但关于玫瑰花低温蒸馏提取物抗紫外线

辐射的作用及相关机制未见报道。笔者主要以紫外线诱导的

人HaCaT细胞凋亡为模型，检测RW在HaCaT细胞中的抗氧

化活性，并进一步探讨抗氧化作用机制，为天然抗氧化剂的开

发打下基础。

紫外线照射细胞能够诱导细胞内ROS的形成，低水平的

ROS可以诱导细胞凋亡[8]，提示ROS在紫外线诱导的细胞凋亡

中可能扮演着重要的角色。笔者应用流式细胞术检测细胞凋

亡率和细胞内ROS水平，结果表明，UVA+UVB辐射使HaCaT

细胞内ROS产生增多，而RW可以剂量依赖性抑制紫外线辐

射的细胞内 ROS 水平增加，并降低细胞凋亡率。由此可知，

RW可通过降低ROS在细胞内的累积从而减轻紫外线辐射对

HaCaT细胞的损伤。

MDA 是细胞脂质过氧化的终产物，因此通过测定 MDA

含量可反映膜脂质过氧化的程度，即细胞在紫外线辐射后受

自由基攻击的程度[9]。UVA+UVB辐射可以明显升高细胞内

MDA含量，RW预处理能明显降低细胞内MDA含量，间接表

明了紫外线辐射能产生大量的氧自由基，而RW能清除ROS

进而抑制了脂质过氧化物的产生。同时，RW可以剂量依赖性

增强细胞内SOD、GSH-Px和CAT活性，提高细胞内T-AOC水

平，这些结果共同提示，RW可作为一种抗氧化剂抑制紫外线

对HaCaT细胞的损伤。

目前，已有许多研究发现，多种药物发挥抗氧化作用均是

通过NF-κB信号通路产生的[10-11]。有研究提示，NF-κB或其转

导通路中的成员如 IKK-α在表皮的发育和分化过程中发挥着

表1 RW对紫外线辐射下HaCaT细胞活性、凋亡率及细胞内

ROS水平的影响（x±±s，n＝9）

Tab 1 Effects of RW on cell activity，apoptotic rates and

ROS level in UV-radiated HaCaT cells（x±±s，n＝9）

组别
对照组
模型组
RW低浓度组
RW中浓度组
RW高浓度组
维生素C组

OD490t

0.369±0.008

0.157±0.009＊

0.165±0.002

0.203±0.003#

0.251±0.004##

0.249±0.002##

凋亡率，％
4.65±3.71

64.72±0.73＊

26.54±1.21

17.98±1.52#

14.34±1.61##

13.92±1.64##

ROS，kU/g

41.2±2.3

62.5±2.7＊

58.1±2.4

52.4±1.8#

48.1±2.1##

45.3±1.9##

与对照组比较：＊P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05，##P＜0.01

vs. control group：＊P＜0.01 ；vs .model group：#P＜0.05，##P＜0.01

1 2 3 4 5 6

IκBα

IκBα磷酸化

β-actin

39 kD

41 kD

43 kD

图1 RW对紫外线辐射下HaCaT细胞内 IκBα磷酸化的影响

（n＝9）
1.对照组；2.模型组；3. RW高浓度组；4. RW中浓度组；5. RW低浓度

组；6. NAC组

Fig 1 Effects of RW on phosphorylation of IκBα in UV-radi-

ated HaCaT cells（n＝9）
1.control group；2.model group；3.RW high-concentration group；4.RW

medium-concentration group；5.RW low-concentration group ；6.NAC

group

0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0

比
值

对照组 模型组 RW高浓度组 RW中浓度组RW低浓度组 NAC组

＊

# #
#

#

■IκBα

□IκBα磷酸化

图2 RW对紫外线辐射下HaCaT细胞内 IκBα磷酸化的影响

（n＝9）

Fig 2 Effects of RW on phosphorylation of IκBα in UV-rad-

iated HaCaT cells（n＝9）
与对照组比较：＊P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.01

vs. control group：＊P＜0.01 ；vs .model group：#P＜0.01
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至关重要的作用 [12]；而且许多研究认为，在角质形成细胞内

NF-κB是一个关键转录调节因子，在细胞周期的调控以及细胞

凋亡通路的影响方面发挥着至关重要的作用[13-14]，因此NF-κB

成为近年来人们研究的热点。NF-κB作为一个重要的核转录

因子，它是由两个亚基组成的二聚体蛋白质，其中p65（RelA）/

p50是最常见亦最具有特征性的二聚体。未被激活时NF-κB复

合物与抑制性蛋白IκB结合位于细胞浆内，当细胞受到刺激后Iκ

Bα磷酸化降解，游离的NF-κB移位于细胞核进而活化[15]。并且，

有研究进一步表明，UVB辐射诱导的NF-κB的活化，涉及到 Iκ

Bα的丝氨酸（Serine-32）磷酸化以及泛素化介导的蛋白酶体依

赖性的降解；NF-κB和 IκBα解聚后，其核定位序列被暴露，从

而被转运到细胞核内而被活化[16]。在本研究中，采用Western

blot法检测细胞浆内 IκBα以及 IκBα磷酸化的表达，证实紫外

线辐射可以促进 IκBα的磷酸化和降解。而RW剂量依赖性降

低各组 IκBα磷酸化的表达，表明RW可以抑制 IκBα的磷酸化

和降解，从而起到保护HaCaT细胞的作用。

NF-κB是一个多效转录激活因子，对自由基敏感。研究提

示，多种刺激可以诱导的ROS产生，在 IκBα的降解中起重要作

用[17]。多项研究也表明，紫外线辐射诱导ROS的产生，可以使

其表达水平增加，同时亦可以导致DNA的氧化损害，这些因素

均可以激活 IκBα使其发生磷酸化，IκBα降解后被掩盖的NF-κB

亚基暴露发生核移位，在核内与 DNA 结合而影响基因的表

达[18-19]。本研究结果证实应用ROS清除剂NAC后，可以抑制

IκBα磷酸化降解，说明ROS在NF-κB的活化过程中发挥重要

作用，与上述观点相符。

综上分析，本研究在复制紫外线诱导HaCaT细胞凋亡模

型的基础上，从RW的抗凋亡作用着手，观察了RW对ROS、抗

氧化物酶、IκBα/NF-κB信号通路在UVB诱导的HaCaT细胞凋

亡中的作用。研究发现，RW可通过清除紫外线辐射的HaCaT

细胞 ROS 的释放量，提高 SOD、GSH-Px 和 CAT 的活性，抑制

IKK-α/IκBα/NF-κB信号通路的活化，从而抑制HaCaT细胞的

凋亡。本研究可为RW在紫外线防护方面的应用提供重要的

理论基础。
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