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咖啡酸对 UVB 损伤人角质形成细胞的保护作用机制研究 
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摘  要：目的  分析咖啡酸对 UVB 损伤人角质形成细胞 HaCaT 的保护作用机制。方法  采用 UVB 灯照射建立 HaCaT 细

胞 UVB 损伤模型。HaCaT 细胞中分别加入浓度梯度为 0（对照组）、5、10、20、40、80、160 µmol/L 的咖啡酸，计算细胞

存活率，选择最佳浓度进行后续试验。将处于对数生长期 HaCaT 分为对照组、模型组、咖啡酸（10 µmol/L）组，进行苏木

精–伊红（HE）染色，显微镜观察细胞形态。按照试剂盒说明书操作，采用样本蛋白浓度计算方法，测定细胞中过氧化氢酶

（CAT）、超氧化物歧化酶（SOD）的含量。蛋白免疫印记检测促分裂原活化蛋白激酶（MAPK）通路相关蛋白的表达。结果  

咖啡酸 10 µmol/L 组能够减轻 UVB 对 HaCaT 细胞造成的损伤，修复 HaCaT 的细胞形态，增加抗凋亡蛋白 Bcl-2 在 HaCaT

细胞中的表达，减少细胞的凋亡。咖啡酸 10 µmol/L 组能够显著升高 HaCaT 中 SOD、CAT 含量，增强细胞中的抗氧化能力，

降低 MAPK 亚族 p38 信号通路 p-p38 和 p53 蛋白在细胞中的表达。结论  咖啡酸可以抑制 UVB 对细胞的损伤，修复细胞的

形态结构，减少细胞的凋亡和增强细胞的抗氧化性，且可能通过 MAPK 信号通路的调控来减弱 UVB 对 HaCaT 细胞的损伤，

而对 UVB 损伤后的 HaCaT 细胞具有保护作用。 
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Protective mechanism of caffeic acid on HaCaT cells injured by UVB 
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Abstract: Objective  To analyze the protective mechanism of caffeic acid on HaCaT cells after UVB injury. Method  UVB injury 

model of HaCaT cells was established by irradiation with UVB lamp. Caffeic acid was added to HaCaT cells with concentration 

gradients of 0 (control group), 5, 10, 20, 40, 80, and 160 µmol/L, respectively, to calculate the cell survival rate and select the final 

concentration for subsequent tests. HaCaT cells in logarithmic growth phase were divided into control group, model group, and caffeic 

acid 10 µmol/L group. Hematoxylin and eosin (HE) staining was performed to observe the cell morphology under microscope. Results  

The 10 µmol/L caffeic acid group could repair the damage caused by UVB to HaCaT cells, repair the cell morphology of HaCaT cells, 

increase the expression of anti-apoptotic protein Bcl-2 in HaCaT cells, and reduce cell apoptosis. Caffeic acid 10 µmol/L group can 

significantly increase the contents of SOD and CAT in HaCaT cells, enhance the antioxidant capacity of cells, and reduce the expression 

of p-P38 and P53 proteins in MAPK subgroup P38 signaling pathway in cells. Conclusion  Caffeic acid can inhibit the damage of 

UVB to cells, repair the morphological structure of cells, reduce cell apoptosis and enhance the antioxidant capacity of cells. It may 

weaken the damage of UVB to HaCaT cells through the regulation of MAPK signal pathway, and have a protective effect on HaCaT 

cells damaged by UVB. 
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咖啡酸是一种天然羟基肉桂酸类酚类化合物，

其广泛分布于水果、蔬菜等多种植物中，具有较好

的生物活性[1]。咖啡酸是一种天然的抗氧化剂，因

其具有的抗菌、抗炎、抗病毒等多种药理作用和生

理功能而备受关注[2-3]。皮肤是人体 3 道防线中的第

一道防线，在保护人体内环境稳定和阻止外界有害

物质入侵方面发挥着极其重要的作用[4-5]。辐射到地

球表面的紫外线（UV）会导致约 80%人体暴露部位

的皮肤衰老进而产生日光性皮炎和皮肤老化，严重

者甚至产生皮肤癌等问题。阳光中的紫外线分为

UVB 和 UVA[6-9]，在相同剂量下，UVB 的生物学效

应是 UVA 的 500 倍以上。与其机制相关的是促分

裂原活化蛋白激酶（MAPK）级联途径中 p38 和凋

亡相关 p53 的调控，以及皮肤氧化应激结构发生的

变化。p38 和 p53 根据紫外线照射剂量不同，协同

调节紫外线照射后引起的 DNA 损伤[10]。活性氧

（ROS）在紫外线致皮肤光老化过程中起重要作用，

紫外线照射使 Fb 细胞产生大量 ROS，从而使细胞

质增多，导致 DNA 氧化损伤。绿原酸遇到水发生

水解反应，极易分解成咖啡酸，多项研究表明绿原

酸具有抗皮肤角质层衰老和真皮层衰老的潜力，可

改善紫外线对人皮肤细胞造成的光损伤[11-13]，其中

主要起效成分是否为咖啡酸有待明确。本实验通过

建立 UVB 损伤人角质形成细胞（HaCaT）的模型，

探索咖啡酸对 UVB 诱导细胞内 DNA 损伤和光老

化相关蛋白表达的影响及其存在的相关机制，明确

咖啡酸对 UVB 诱导 HaCaT 的光老化具有保护作

用。旨在开发为抗光老化功效护肤品原料提供理论

依据和挖掘咖啡酸的综合利用价值。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

咖啡酸购于北京索莱宝生物科技有限公司（批

号 C8990）。HaCaT 细胞购于 ATCC-American type 

culture collection。无水乙醇（天津市风船化学试剂

科技有限公司）、超氧化物歧化酶（SOD）试剂盒（北

京索莱宝生物科技有限公司，货号 BC0175）、过氧

化氢酶（CAT）试剂盒（北京索莱宝生物科技有限

公司，货号 BC0205）、TEMED（美国 Sigma 公司）。 

超净工作台（苏州博莱尔净化设备有限公司），

多功能酶标仪工作站（Molecular Devices 公司），电

热恒温培养箱（上海一恒科学仪器有限公司），Anti-

rabbit Ig-G （ R&D Systems ），曝光机（德国

ProteinSimple 公司），电热鼓风干燥箱（上海一恒科

学仪器有限公司）。 

1.2  方法 

1.2.1  细胞培养  将复苏的 HaCaT 细胞按照 3×

106 个细胞、10 mL 含 DMEM 高糖混合培养基接种

培养皿，放进 5% CO2、37 ℃的 CO2 培养箱内培养。

根据细胞生长状态，培养 2 d 后，便吸出废液，用

PBS 清洗后，换上 10 mL 含血清培养基，继续培养。

待细胞长满后，进行紫外线损伤建模后加药。 

1.2.2  细胞紫外线损伤模型的建立  对数生长期

的 HaCaT EDTA 消化后，以 1×104 个细胞/孔接种

于 96 孔板培养板，培养 12 h 后，吸出培养液，加

入 200 µL 无血清培养基，进行不同剂量的 UVB 灯

照射。96 孔板距光源的垂直距离为 3 cm，查阅文

献，选择照射剂量 0、30、60 mJ/cm2[14-15]。UVB 灯

照射完成，采用 MTT 法检测细胞活性，即按照 16 

µL/孔，加入 3 mg/mL MTT 溶液，遮光孵育 4 h，吸

出上清液，再按照每孔 160 µL 加入 DMSO，振荡

10 min，在酶标仪 492 nm 波长处测定各孔光吸光度

（A）值，记录结果，计算细胞的存活率，筛选照射

剂量。 

细胞存活率＝A 咖啡酸/A 对照 

1.2.3  咖啡酸对 HaCaT 细胞活性的影响   将

HaCaT 分别以 1×104 个/孔的密度接种到 96 孔板

中，放进含 5% CO2、37 ℃的 CO2培养箱中 12 h 培

养。培养完成后，可以观察到细胞几乎全部贴壁，

吸出培养液，加入含咖啡酸浓度梯度为 0（对照组）、

5、10、20、40、80、160 µmol/L 的无血清培养基[16]，

继续培养 6 h，每个浓度设置 6 个平行。待培养完

成后，取出 96 孔板，按 1.2.2 项下方法操作，计算

细胞存活率。 

1.2.4  细胞苏木精–伊红（HE）染色  将处于对数

生长期 HaCaT，调整浓度为 1×105个细胞/mL，接

种于 60 mm 培养皿中培养，每皿含血清 4 mL，置

于培养箱中培养。待细胞贴壁后，分为对照组、模

型组、咖啡酸（10 µmol/L）组，除对照组外，其余

组细胞进行紫外线照射损伤。造模后，咖啡酸组每

孔加入浓度为 10 µmol/L 的咖啡酸，对照组和模型

组加入无血清培养基，置于培养箱中培养 6 h。进行

HE 染色，显微镜观察细胞形态，随机拍摄细胞形态

图片，每组设 6 个平行。 

1.2.5  氧化应激指标测定  将细胞培养完成后，提

取蛋白，按照每 500 万细胞加入 1 mL 提取液，超

声波破碎，4 ℃离心 10 min，取上清，制备细胞样
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本置冰上待测。在酶标仪分别测定 240 nm 下初始

A 值、1 min 后的 A 值和 560 nm 处测定 A 值。按照

试剂盒说明书操作，采用样本蛋白浓度计算方法，

测定细胞中过氧化氢酶（CAT）、超氧化物歧化酶

（SOD）的活性。 

1.2.6  蛋白免疫印记实验  在 10% SDS-聚丙烯酰

胺凝胶分离胶上配制 8%的凝胶，添加经过蛋白定

量后的样本，恒压电泳 1.5 h 后，将蛋白转膜到聚偏

二氟乙烯（polyvinylidenefluoride，PVDF）膜上，5% 

BSA 封闭 1 h。1∶1 000 稀释一抗抗体，封闭后加

入一抗抗体 4 ℃摇床 8 h，PBST 缓冲液洗膜 3～4

次，每次 10 min。之后在封闭液中加入二抗抗体（1∶

10 000）辣根过氧化物酶标记的抗鼠抗体，室温摇

床 1.5 h。再用 PBST 洗膜 3 次，每次 10 min。经过

化学发光试剂显色，在曝光机中进行曝光，扫描或

拍照后，用图像处理系统分析目标条带进行数字化

分析处理。 

1.2.7  数据分析  采用 SPSS 统计软件 ANOVA 进

行显著性分析。 

2  结果 

2.1  UVB 照射剂量的筛选 

不同剂量 UVB 照射可诱导 HaCaT 的活性降

低，并呈现一定的趋势，根据 MTT 法检测细胞活

性结果分析，如图 1 所示随着 UVB 照射强度增加，

HaCaT 活性减小，经查阅文献数据[14, 17]，紫外线损

伤模型大部分采用细胞存活率为 80%的紫外线照

射强度，即 UVB 照射后细胞存活率为 80%的 UVB

照射强度为 UVB 损伤模型参考剂量，故本实验将

采用 UVB 照射强度为 60 mJ/cm2 进行后续实验。 

 

图 1  HaCaT 细胞受不同强度 UVB 照射的影响 

Fig. 1  HaCaT cells are affected by different intensities of 

UVB irradiation 

2.2  咖啡酸对 HaCaT 的毒性实验 

UVB 照射损伤细胞后，随着咖啡酸浓度的增

加，细胞存活率先增加后降低。由图 2 中可见，在

浓度为 40 µmol/L 时，咖啡酸开始对细胞存活率产

生了显著影响（P＜0.01）。因此，本研究将选择 0、

5、10、20 µmol/L 浓度中的中剂量（10 µmol/L）浓

度进行后续试验。 

 

与 0 µmol∙L−1咖啡酸组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs 0 µmol∙L−1 caffeic acid group 

图 2  HaCaT 毒性实验（x ± s，n = 6） 

Fig. 2  Toxicity test results of HaCaT cells (x ± s, n = 6 ) 

2.3  UVB 损伤对细胞形态的影响 

细胞形态结果如图 3 所示，对照组因未经 UVB

照射且没有加入药物，单个细胞间细胞形态规则，

为椭圆形，细胞核分布明显。经 UVB 照射后，模型

组 HaCaT 形态发生明显变化图中出现细胞拉长、形

状不规则等现象，部分细胞的细胞质边缘界限模

糊，并且细胞数量明显降低，说明 UVB 照射可能

导致 HaCaT 形态异常和凋亡。与模型组相比，咖啡

酸 10 µmol/L 组细胞形状较规则，但有少许形态异

常的细胞，但细胞数量增多，表明浓度为 10 µmol/L

的咖啡酸对 UVB 损伤造成的 HaCaT 形态异常有修

复作用。 

2.4  咖啡酸对 UVB 损伤 HaCaT 中 SOD、CAT 含

量的影响 

如图 4 所示，与对照组相比，模型组 SOD、CAT 

 

图 3  UVB 损伤细胞形态图 HE 染色 

Fig. 3  Morphology of HE stained cells damaged by UVB 

 

细
胞
存
活
率

/%
 

0         30        60 

照射强度/(mJ∙cm−2) 

100 

75 

50 

25 

0 

 

细
胞
存
活

率
/%

 

** 

0     5     10    20    40    80   160 

           咖啡酸/(µmol∙L−1) 

125 

100 

75 

50 

25 

0 

*** 

*** 

   
2 

对照                模型           咖啡酸 10 µmol∙L−1 



第 37 卷第 9 期  2022 年 9 月      现代药物与临床    Drugs & Clinic      Vol. 37 No. 9 September 2022 

   

·1956· 

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

###P＜0.001 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ###P < 0.001 vs 

model group 

图 4  HaCaT 中 SOD、CAT 含量（x ± s，n = 6） 

Fig. 4  CAT and SOD content in HaCaT cells (x ± s, n = 6 ) 

含量均明显降低（P＜0.05、0.01）；与模型组相比，

咖啡酸 10 µmol/L 组的 SOD、CAT 含量均显著升高

（P＜0.05、0.001）。 

2.5  咖啡酸对UVB 处理后 HaCaT 细胞中Bcl-2 的

表达 

如图 5 所示，与对照组相比，模型组 Bcl-2 蛋

白表达明显降低（P＜0.01）；与模型组相比，咖啡

酸各剂量组 Bcl-2 蛋白表达显著上升（P＜0.01），

且呈现剂量相关性。 

2.6  咖啡酸对 UVB 处理后 HaCaT 中 MAPK 通路

表达的影响 

如图 6 所示，模型组 p-p38、p35 蛋白含量明显

上升（P＜0.01、0.001），咖啡酸各剂量组 p-p38、

p35 蛋白表达上升趋势受到抑制（P＜0.01、0.001）。 

3  讨论 

皮肤光老化现象的产生是由于经受长期过度

的紫外线辐射，从而刺激皮肤中色基或光敏物质增

加，引发自由基大量产生，破坏自身的抗氧化体系，

导致细胞膜损伤，脂质过氧化产物堆积，加速皮肤 

 

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01 

**P < 0.01 vs control group; ##P < 0.01 vs model group 

图 5  咖啡酸对 HaCaT 中 Bcl-2 表达的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 5  Effect of caffeic acid on Bcl-2 expression in HaCaT 

(x ± s, n = 3 ) 

衰老形成的[18]。紫外线的照射能够激发复杂的生化

联及反应，如氧化应激、炎症反应等，从而改变细

胞外的机制结构，导致皮肤出现不正常的形态学和

组织变化。导致皮肤光老化的紫外线主要包括 UVA

和 UVB，其中 UVB 照射是导致人表皮角质形成细

胞凋亡，造成皮肤癌发生的主要因素[19]，并且相同

剂量的UVA和UVB 照射，UVB 的损伤强度是UVA

的几百倍，HaCaT 与人皮肤角质形成细胞的分化特

性相似，而培养方法与原代细胞培养相比相对简

单，可无限传代，但不属于肿瘤细胞，广泛应用于

各种皮肤学研究，是体外研究紫外线致皮肤生物学

效应的理想模型。因此，实验过程中采用 UVB 照

射构建 HaCaT 损伤模型。 

通过细胞活性检测发现，随着 UVB 照射强度的增

加，细胞存活率逐渐降低，说明紫外线长时间照射

会导致皮肤衰老、皱缩等。HE 染色结果表明 UVB

照射可能导致细胞的凋亡和细胞形态结构的改变，

而咖啡酸对 UVB 损伤造成的 HaCaT 形态异常有修

复作用。 

本实验通过检测 HaCaT 中的氧化指标发现经咖啡

酸处理后，HaCaT 中 CAT 和 SOD 表达明显升高，

说明咖啡酸对 UVB 照射 HaCaT 的氧化损伤起到一

定的保护作用。 

MAPK通路在皮肤光老化过程中主要起到 3个 
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与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001；与模型组比较：##P＜

0.01  ###P＜0.001 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; ##P < 0.01  ###P < 0.001 

vs model group 

图 6  HaCaT 中 MAPK 信号通路表达情况（x ± s，n = 3） 

Fig. 6  MAPK signal pathway expression in HaCaT cells  

(x ± s, n = 3 ) 

作用：（1）造成表皮和真皮细胞间基质及胶原蛋白

减少；（2）引起细胞凋亡及癌变；（3）诱发炎症反

应[20-21]。MAPK 维持在较低的生理水平，激活后水

平升高，可调控一系列蛋白的表达，如炎症因子核

因子-κB（NF-κB）、Bcl-2、细胞周期蛋白 p21 等[22]，

在炎症、细胞增殖、细胞凋亡及血管生成等过程中

发挥重要作用。在 UVB 诱导的细胞凋亡中，p38 

MAPK 被激活后，p53 蛋白水平呈上升趋势，而 Bcl-

2 蛋白水平却明显下降，而咖啡酸 CA 可以通过调

节 p38 信号通路保护皮肤细胞，从而减弱光损伤，

避免 UVB  

在皮肤光老化过程中起到作用的 MAPK 亚族

为 ERK、p38 和 JNK[15]。其中 ERK 通路主要参与

细胞的增殖与分化，p38、JNK 通路主要参与细胞炎

症应激，与细胞凋亡关系密切。 

本研究通过 UVB 照射建立光损伤模型，探究

咖啡酸对 UVB 损伤 HaCaT 的保护及其作用机制，

咖啡酸可以增加细胞中 SOD 和 CAT 表达水平及抗

凋亡蛋白 Bcl-2 在细胞中的表达，并通过抑制 UVB

照射 HaCaT 引起的 p38 信号通路中 p-p38 和 p53 的

表达，达到对 UVB 损伤 HaCaT 的保护作用。 

利益冲突  所有作者均声明不存在利益冲突 
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第 9 届西部科技期刊发展论坛暨第 26 届京津沪渝科技期刊主编/社长研讨会太原成功召开 

 

2022 年 8 月 17 日，第 9 届西部科技期刊发展论坛暨第 26 届京津沪渝科技期刊主编/社长研讨会在山西太原隆重开幕，

来自全国 20 余个省市、自治区和直辖市的 500 余名线下线上刊届同仁和企业代表齐聚一堂，共商一流科技期刊发展大计，

共谋出版深度融合，服务科技创新之路。本论坛暨研讨会由重庆市科学技术协会指导，西部科技期刊联盟及京津沪科技期刊

学会共同主办，重庆市科技期刊编辑学会承办。旨在持续推动西部及京津沪科技期刊学术质量和学术影响力的提升，服务科

技创新与科技发展。 

出席本次论坛暨研讨会开幕式的领导和嘉宾有：中国科学技术协会科学技术创新部部长刘兴平，山西省科协副主席郝建

新，重庆市委宣传部二级巡视员温相勇，中国高校科技期刊研究会理事长、北京林业大学期刊编辑部主任张铁明，浙大学报

（英文版）前总编、BDM 负责人张月红，中国科学院长春光学精密机械与物理研究所 Light 学术出版中心主任、Light：

Science & Applicants 执行主编白雨虹，以及西部科技期刊联盟学会和京津沪科技期刊学会负责人，全国部分期刊社、期刊中

心、编辑部的社长、主编、主任等。天津市科技期刊学会副理事长、天津中草药杂志社总经理兼总编陈常青，天津中草药杂

志社总编助理潘明佳，中草药中英文版编辑部主任助理时圣明参加了本次论坛。陈常青总编主持了大会报告，时圣明助理在

分论坛上作报告。 

天津中草药杂志社陈常青总经理兼总编担任大会报告主持人，并对专家报告给予精彩点评。在“高品质期刊建设”分论

坛中，中草药中英文版编辑部主任助理时圣明作了“提高文章质量，建设高品质期刊—以《中草药》为例”的报告，山西科

技期刊学会副理事长冀伦文为其颁发了证书；论坛反响热烈，与会人员发言踊跃，结合本刊在发展中的成功经验和遇到的问

题，为科技期刊的发展建言献策，讨论中大家纷纷对《中草药》的办刊经验和取得的成绩给予了高度评价，并表示从中学习

了很多的成功经验，收获颇丰。天津市科技期刊学会部分理事单位的期刊负责人也一同参加了本次大会。大家互相交流学习，

为建设一流期刊学习了丰富的办刊理念。 

（本刊讯） 

  


