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  柴达木黑果枸杞花青素对 UVB 辐射体外培养人

皮肤成纤维细胞的衰老及 p53、p21 影响的研究 

中文摘要 

目的：1.建立 UVB 辐射诱导 HSFs 细胞的早衰模型；2.研究柴达木黑果枸

杞花青素对 UVB 辐射损伤体外人 HSFs 的早衰进程有无干预作用，同时探讨其

发挥干预早衰进程的作用机制。 

方法：取处于对数生长期的第 3 代至第 5 代的人皮肤成纤维细胞，分为空

白对照组、UVB 照射组、黑枸杞花青素 100ug/ml+UVB 照射组、黑枸杞花青素

500ug/ml+UVB 照射组、黑枸杞花青素 1000ug/ml+UVB 照射组。除对照外，其

余各组按照以上进行照光和（或）药物处理，在花青素干预 24 小时后连续 3天

进行照光处理，照光完成后继续培养细胞 72 小时。（1）使用 SA-β-Gal 染色剂

对老化细胞染色，借助光学显微镜确认染色情况并计算染色阳性的老化细胞数；

（2）用实时荧光定量 PCR（Real-Time PCR）计算各组衰老关联基因 p53、p21

表达量。 

结果: 1.成功建立 UVB 辐射诱导 HSFs 的早衰模型；2.柴达木黑果枸杞花青

素可以减轻 UVB 辐射诱导 HSFs 的早衰。同空白组比较，UVB 放射组 HSFs 衰

老细胞数大幅度增加，SA-β-Gal 染色阳性率显著升高（P＜0.01）。与 UVB 照

射组比较，经柴达木黑果枸杞花青素干预的各实验组 SA-β-Gal 染色阳性率降低

（P＜0.05），且随着药物浓度的增加其阳性率降低越明显。3.柴达木黑果枸杞

花青素可以下调 UVB 辐射 HSFs 后衰老相关基因 p53、p21 的表达，与 UVB 照

射组比较，经不同浓度达木黑果枸杞花青素干预的各实验组衰老基因 p53、p21

表达随药物浓度的升高而降低（P＜0.05）。 

结论：柴达木黑果枸杞花青素可抑制 UVB 辐射诱导 HSFs 的早衰进程，具

有光保护作用，其分子机制可能是通过下调 p53、p21 的表达水平减轻 HSFs 的

紫外线损伤。 

 

关键词：黑果枸杞花青素，UVB，p53，p21
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 EFFECTS OF CHAIDAMU BLACK FRUIT 

LCCIUM BARBARUM ANTHOCYANIN ON 

SENESCENCE, p53 AND p21 OF HUMAN SKIN 

FIBROBLASTS CULTUERED BY UVB 

RADIATIOAN IN VITRO 

Abstract 

Objective 1. To establish UVB radiation-induced premature senescence model 

of HSFs cells; 2. To study the effect of anthocyanins on the premature aging process 

of UVB radiation damaged HSFs, and to explore the mechanism of inhibiting the 

premature aging process. 

Methods Human skin fibroblasts from the third to the fifth generations in the 

logarithmic growth phase were divided into control group, UVB irradiation group, 

LBP anthocyanin 100ug/ml+ UVB irradiation group, LBP anthocyanin 500ug/ml+ 

UVB irradiation group, LBP anthocyanin 1000ug/ml+ UVB irradiation group. 

Except for the control group, the other groups were treated with light and/or drugs as 

described above. After 24 hours of anthocyanin intervention, the cells were treated 

with light for 3 consecutive days. After the completion of light treatment, the cells 

were cultured for 72 hours. (1) Aged cells were stained with SA-β-Gal, and the 

staining was confirmed by optical microscope and the number of positive Aged cells 

was calculated. (2) Real-time PCR was used to calculate the expression levels of 

age-related genes p53 and p21 in each group. 

Results 1. The UVB radiation-induced premature aging model of HSFS was 

successfully established;2. Anthocyanins of Lycumbar barum can reduce the 

premature senescence of HSFS induced by UVB radiation .Compared with the blank 

group, the number of senescent HSF cells and the positive rate of SA-β-gal staining 

were significantly increased in the UVB radiation group (P < 0.01).Compared with 

the UVB irradiation group, the positive rate of SA-β-gal staining in the experimental 
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groups treated with anthocyanin decreased (P< 0.05), and the positive rate decreased 

more obviously with the increase of drug concentration.3. Anthocyanin can 

down-regulate the expression of aging related genes p53 and p21 after UVB 

irradiation of HSFS. Compared with the UVB irradiation group, the expression of 

aging genes p53 and p21 in different concentrations of anthocyanin in the treatment 

groups decreased with the increase of drug concentration (P< 0.05). 

Conclusion Anthocyanins can inhibit the premature aging process of HSFS 

induced by UVB radiation and have a photoprotective effect. The molecular 

mechanism may be re-duce the UV damage of HSFS by downregulating the 

expression levels of p53 and p21. 

 

Keywords Lycium barbarum anthocyanin, UVB, p53, p21 

 



青海大学硕士学位论文                                                      目录 

 IV 

 

目 录 

 

 

中文摘要 ..................................................................................................... I 

Abstract ...................................................................................................... II 

目 录 ......................................................................................................... IV 

主要符号对照表 ....................................................................................... VI 

第 1 章  引言 ............................................................................................. 1 

第 2 章  材料与方法 ................................................................................ 5 

2.1 材料 ........................................................ 5 

2.1.1 细胞株 ................................................. 5 

2.1.2 花青素 ................................................. 5 

2.1.3 细胞实验相关耗材及试剂 ................................. 5 

2.1.4 分子学实验耗材和试剂 ................................... 5 

2.1.5 主要仪器及设备表 ....................................... 6 

2.2 方法 ........................................................ 7 

2.2.1 黑果枸杞花青素制备 ..................................... 7 

2.2.2 细胞培养及传代 ......................................... 7 

2.2.3 实验分组 ............................................... 8 

2.2.4 药物干预 ............................................... 8 

2.2.5 UVB 照射设定及方法 ..................................... 8 

2.2.6 细胞衰老相关β半乳糖苷酶（SA-β-Gal）染色 .............. 9 

2.2.7 RNA 提取、逆转录及 qRT-PCR 反应 ......................... 9 

2.3 统计分析 ................................................... 11 



青海大学硕士学位论文                                                      目录 

 V 

第 3 章  结果 ........................................................................................... 12 

3.1 建立 UVB 辐射诱导 HSFs 细胞早衰模型 .................................................. 12 

3.1.1 SA-β-Gal 染色检测 UVB 辐射导致 HSF 衰老程度 .......................... 12 

3.1.2 RT-PCR 检测 UVB 辐射 HSFs 提前衰老模型 p53、p21 表达量 ..... 13 

3.2 柴达木黑果枸杞花青素对 UVB 照射 HSFs 早衰的影响 .......................... 14 

3.2.1 花青素对 UVB 照射 HSFs 衰老 SA-β-GAL 染色情况 .................... 14 

3.2.2 RT-PCR 检测柴达木黑果枸杞花青素对 UVB 辐射 HSFs 细胞衰老

p53 表达的影响 ............................................................................................. 16 

3.3.3 RT-PCR 检测柴达木黑果枸杞花青素对 UVB 照射 HSFs 衰老基因

p21 表达 ......................................................................................................... 17 

第 4 章  讨论 ........................................................................................... 19 

4.1 紫外线辐射导致 HSF 早衰模型 .................................................................. 19 

4.2 柴达木黑果枸杞花青素光保护功能 ............................................................ 21 

第 5 章 结论 ............................................................................................. 23 

参考文献 ................................................................................................... 24 

作者在读期间科研成果简介 .................................................................. 28 

致  谢 ....................................................................................................... 29 

附录 A  综述 ........................................................................................... 30 
 

 
 

 



青海大学硕士学位论文                                            主要符号对照表 

 VI 

主要符号对照表 

英文缩写 英文全称 中文全称 

HSF Human skin fibroblasts 人皮肤成纤细胞 

UVA ultraviolet A 长波紫外线 

UVB ultraviolet B 中波紫外线 

UVC uultraviolet C 短波紫外线 

SA-β-Gal Senescence-associated β - galactosidase 衰老相关 β 半乳糖苷酶 

RT-PCR  Real-time Quantitative PCR 实时荧光定量 PCR 

DMEM dulbecco's modified eagle medium 细胞培养基 

PBS phosphate buffer saline 磷酸缓冲盐溶液 

h Hour 小时 

Min Minute 分 

Sec Second 秒 
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第 1 章  引言 

众所周知，皮肤被覆于人体表面，也是人体与外界环境之间的第一道屏障，

对机体有着重要的保护作用。一方面有着可以保护内脏不被外部有害因素损伤

的作用，对机械性损伤、化学性刺激以及生物性损伤有很好的保护功能；另一

方面能够防止体内营养物质、电解质、水分的丧失。当皮肤完整性、生理功能

出现问题时候，对机体保护作用也会相应的减弱，因此皮肤完整性对维护人体

内外环境稳定上起着重要作用。衰老是每个生物都要经历的过程，细胞是组成

人体的基本单位，细胞衰老也是在机体组织、器官衰老中最先开始的。细胞老

化是指它复制传代能力、正常生理功能慢慢减低过程。在细胞水平上，衰老首

先是由 Hayflick 和 Moorhead 描述的，他们发现体外培养的成纤维细胞在培养过

程中寿命有限，最终会进入一种被称为复制衰老的永久性细胞周期停滞状态[1]，

细胞衰老在机体衰老中是最先开始出现的[2]。皮肤位于人类身体表面，和自然

环境中各种刺激接触。皮肤和人体其他器官一样，皮肤也会按照时间顺序衰老。

皮肤老化是一个多因素作用的过程，它是由内在因素（如时间、遗传因素、激

素）和外在因素（如紫外线照射、环境污染）共同作用引起的结果[3]。皮肤是

最先受到光辐射的，光辐射的来源主要有日光中的紫外线，长期接受紫外线照

射可产生一系列的反应，如日晒伤、光老化、光毒性反应等，甚至可诱发皮肤

癌[4]。造成皮肤光老化环境因素中最重要作用因素是紫外线，由紫外线所造成

皮肤衰老称作为皮肤光老化。随着紫外线对机体产生的不良影响关注日益重视，

因此，研究怎样预防或改变皮肤光老化是皮肤科研究领域的重要课题，抗光老

化植物的发现及其潜在分子机制的研究是解决光老化的重点之一。 

日光辐射部位皮肤会变得不细腻、不紧致、毛细血管扩张、色素沉着等[5]。

皮肤光老化在组织学上最明显的变化是在真皮细胞外基质，最显著的是日光性

弹性纤维病变，其弹力蛋白等弹性纤维成为不像正常弹性纤维那样有序，同时

伴有胶原纤维数量和结构的变化。太阳光中长波紫外线（ultraviolet A，UVA）

可穿透真皮上部，作用于血管和其他组织；中波紫外线（ultraviolet B，UVB）

主要作用于表皮角质形成细胞和黑素细胞，不仅损伤 DNA，而且产生可溶性因

子进一步作用于真皮；短波紫外线（ultraviolet C，UVC）在地球平流层的臭氧

层被完全过滤掉了，不到达地面。到达地面的 UV 中 UVB 占总量的 5%，UVA

占 95%，同样照射条件下 UVA 辐射对皮肤危害不及 UVB 千分之一，不仅如此

UVB 对生殖细胞还有危害[6]。 
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紫外线辐射诱导皮肤老化的原因目前尚未完全明确，可能通过以下途径：1）

端粒环形结构不能维持：其为存在染色体尾部环形成分，是由 TTAGGG 六个碱

基串联组成的[7]。环形端粒在染色体完整性和基因组固有性上起着至关重要的

作用。当细胞暴露在氧化应激等损伤时会导致端粒缩短加速，导致细胞复制能

力下降，出现细胞衰老[8]。2）线粒体 DNA 突变：线粒体 DNA 不与组蛋白结合，

位于细胞质中的 DNA 分子。反复暴露于亚致死剂量的紫外线辐射下导致线粒

体 DNA 片段缺失，并伴有线粒体功能下降、胶原降解酶活性升高及氧化应激，

表明紫外线诱导的光老化和线粒体 DNA 突变有直接关系[9]。3）基质金属蛋白

酶（MMP）计量升高：紫外线辐射可提高细胞中 MMP 的计量，MMP 造成细

胞成分损失，皮肤出现弹性降低，发生衰老[10]。4）紫外线辐射使皮肤中活性氧

浓度升高，活性氧浓度升高可与皮肤产生不同的生物效应[11]。综上所述，紫外

线辐射通过引起端粒环形结构破坏、DNA 损伤、基因突变、氧化应激都可导致

皮肤出现衰老。 

皮肤是由表皮、真皮和皮下组织构成，紫外线对皮肤造成的损伤主要是表

皮和真皮的改变。UVB 能穿透皮肤外层，诱导人类真皮成分、结构损伤，是皮

肤光老化重要因素之一[12]。真皮结构通过产生细胞外成分来维持皮肤厚度及弹

性，然而 UVB 辐射导致细胞外基质减少、纤维降解，同时使皮肤中活性氧浓度

升高，导致真皮成纤维细胞损伤[13]。成纤维细胞和胶原纤维是真皮中主要结构

成分，真皮衰老在微观水平反应即主要表现为成纤维细胞衰老[14]。 

衰老是生命的默认命运，生物的基本组成成分 DNA、RNA 和蛋白质不断

受到化学刺激的影响，这些刺激损伤了其相应的功能。衰老可以有多种刺激诱

导，其中 DNA 损伤所产生的影响要大得多，DNA 包含了细胞 RNA 和蛋白质

的信息。DNA 损伤通过多种途径参与了细胞衰老的诱导和维持，DNA 损伤主

要有两种不同的结果，错误的修复可能导致基因突变和染色体异常，DNA 不断

受到伤害，转录和复制会被终止，细胞功能不能正常维持，细胞衰老程序就会

启动[15]。在紫外线诱导 DNA 突变的同时，氧耗量降低，三磷酸腺苷、基质金

属蛋白酶 mmp-1 增加，提示了 DNA 突变与光老化有关。p53 是一种转录因子，

也是基因组完整性的守护者，参与细胞周期调控、DNA 修复、细胞凋亡和细胞

应激反应，p53 的激活除了诱导细胞生长停滞和凋亡外，还调节细胞衰老和组

织衰老。研究表明衰老的启动和维持都依赖于 p53[16]。p21 是最早发现的 p53

下游靶点之一，起着参与细胞周期阻滞的作用，由于被 p53 激活，p21 导致细

胞周期停留于 G1 阶段[17, 18]。p53 对 p21 诱导细胞周期阻滞的明显依赖性，以及

p21 作为增殖抑制因子的确定作用，表明该基因在 p53 依赖性衰老的诱导中起

着至关重要的作用[19]。  
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衰老细胞在形态上表现出非常独特的变化，表现为细胞体积增大和形状扁

平。研究发现处于 pH6.0 时，老化细胞可计量到 β-半乳糖苷酶活性(SA-β-Gal)，

SA-β 半乳糖活性与衰老细胞密切相关，它在静止期细胞或终末分化细胞中检测

不到，检测 SA-β-GAL 染色阳性数目，是鉴定样本中老化细胞金标准[20]。SA-β

半乳糖对于检测不同条件或化合物是否能诱导或抑制衰老细胞的出现是非常有

用的，包括确定正常细胞群体在培养中的复制潜力，以及确定药物干预在培养

体外细胞中诱导衰老反应的能力[21]。 

随着大众自我保健意识的提升，对抗皮肤衰老的研究更加关注。为了减轻

紫外线对机体的损伤，寻找天然的保护剂有着重要的意义，目前大自然中很多

植物被发现具有光保护作用。胡燕燕[22]等人在 UVB 诱导皮肤成纤维细胞的提

前老化实验中，发现芒果苷可以使 UVB 辐射后细胞增殖活性提高、减弱

SA-β-GAL 活性和下调 MMP 表达，表明芒果苷在 UVB 辐射造成细胞提前老化

进程中有抑制作用。刘朝圣[23]等人 UVB 辐射诱导人角质形成细胞的早衰实验

中，发现红景天可以通过抑制 Caspase-3 和 Caspase-9 蛋白表达起到光保护作用。

石玉兰[24]研究发现茶黄素在 UVB 诱导角质形成细胞早衰实验中可以通过降低

自由基、细胞结构及抑制促凋亡因子的表达，起到光保护作用。郅琦[25]在 UVB

辐射诱导小鼠皮肤早衰实验中发现，紫薯花青素可以清除 UVB 照射诱导产生的

ROS，抑制 p38 蛋白磷酸化起到光保护作用。翁腾玉[26]等人在 UVB 诱导人角

质形成细胞早衰实验中，发现水母雪莲通过降低氧化因子具有光保护作用。 

青藏高原海拔一般在 2000 米以上，到达地面的紫外线比沿海城市强[27]。紫

外线辐射会给机体产生多种不良影响，高原地区的人民受到紫外线辐射强度更

强，对机体产生不良影响也更加严重。黑果枸杞（Lycium ruthenicum Murray）

是茄科枸杞属植物，是一种高营养的经济作物，主要分布在我国西北地区如青

海、西藏等地，成熟的果实呈紫黑色，味甜。它不仅是一种营养丰富的食品，

长期以来还一直被用于民间传统医药中，黑果枸杞中所含有的多糖、多酚、花

青素等有较好的药理作用，对机体有广泛的保护作用，如抗癌、抗氧化、提高

免疫活性、抗心血管疾病等[28, 29]；同时因其具有良好的食品安全性，是一种天

然的可食用植物色素。本实验中采用的是柴达木黑果枸杞，柴达木全年气候干

燥，雨少，全年接受紫外线辐射时间长，因其不一样的天气、温度等自然条件

及地理位置，以致柴达木黑果枸杞的药用价值较高。 

花青素是从果实中提取出来的一种水溶性色素，一种特殊的黄酮类化合物，

通常作为色素存在于许多蔬菜、水果、花卉和植物中，它与许多水果、花和叶

子的蓝色、紫色和红色有关。花青素通常被认为是植物中最大、最重要的一类

水溶性色素，它们作为蔬菜、水果和红酒的天然化合物被人类广泛食用。有证
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据表明花青素对人体健康有益[30]，这使得它们越来越多地作为食品补充剂和营

养药品使用，花青素作为一种潜在的预防慢性疾病的药物受到了广泛的关注。

花青素的许多健康特性与其抗氧化能力有关，它们的生物活性，特别是抗氧化

和抗炎活性已被广泛报道。段亚彬[31]等人通过小鼠抗辐射损伤实验，发现黑果

枸杞能够通过降低抗氧化酶的活性及 p53、caspase-3、caspase-6 含量降低细胞

的凋亡，从而保护 DNA，增强抗辐射能力；同时照射后会产生自由基，这些自

由基能攻击 DNA，诱导细胞凋亡，他们发现黑果枸杞能减少辐射后细胞凋亡，

是通过清除辐射引起的自由基而起效果。于家鹏[32]等人研究表明长期摄入黑果

枸杞通过改善抗氧化和抗炎状态、肠道完整性和肠道微生物菌群来促进机体健

康，揭示了黑果枸杞作为功能性食品补充剂具有重要意义，对机体健康的潜在

价值。杨琛擘[33]等人在诱导小鼠早衰中发现花青素通过能减少动物体内 MDA

（丙二醛）浓度及增加 SOD（超氧化物歧化酶）浓度，对动物衰老有抑制作用。

陶大勇[34]等人在 D 半乳糖诱导小鼠衰老实验中发现，黑果枸杞花青素可提高小

鼠体内 SOD 活性，增强抗氧化能力，同时通过降低 MDA 含量来起到延缓老化。 

在应用于衰老过程的临床前沿医学研究的细胞模型中，人角质形成细胞和 

成纤维细胞是最常用的细胞模型。到目前为止，大多学者都采用紫外线辐射诱

导细胞提前衰老模型。由于 UVB 辐射诱导细胞早衰模型符合日光照射引起细胞 

衰老的特点，已被广泛应用于抗衰老药物的筛选和潜在药理机制的研究。 

本课题组前期研究发现[35-37]，在 UVB 诱导体外人角质形成细胞早衰实验

中，以黑果、红果枸杞做为干预因素，采用细胞学和分子生物学实验方法，探

讨了黑果、红果枸杞多糖及黑果枸杞水提物对抗中波紫外线所引起角质形成细

胞的光老化作用，证实黑果枸杞多糖及黑果水提物具有光保护作用。花青素是

黑果枸杞中提取出来的一种色素，到目前为止，还没有对黑果枸杞花青素在紫

外线辐射诱导 HSF 细胞早衰的过程是否有干预作用进行全面的研究。为了阐明

柴达木黑果枸杞花青素对 UVB 辐射诱导细胞衰老的预防作用及其可能的分子

机制，我们建立了与人体生理衰老相似的 UVB 诱导衰老细胞模型。拟用 UVB

辐射 HSF 以建立 UVB 所致 HSF 提前衰老模型，以柴达木黑果枸杞花青素作为

干预因素，在柴达木黑果枸杞花青素干预 UVB 诱导 HSF 细胞衰老过程，检测

细胞老化指标衰老相关 β 半乳糖苷酶染色阳性率的变化，观察柴达木黑枸杞对

UVB 辐射诱导细胞衰老的进程有无干预作用；同时检测衰老相关基因 p53、p21

的表达，探讨柴达木黑果枸杞花青素在干预紫外线辐射诱导成纤维细胞衰老过

程中的分子机制。 
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第 2 章  材料与方法 

2.1 材料 

2.1.1 细胞株 

人皮肤成纤维细胞（HSF）购自上海中乔新舟生物科技有限公司。 

2.1.2 花青素 

柴达木黑果枸杞花青素购自西安通泽生物科技公司。 

2.1.3 细胞实验相关耗材及试剂 

表 2-1  细胞培养耗材 

耗材 厂家 

培养皿、离心管、六孔板 

枪头、过滤器、一次性移液管 

重庆光电仪器有限公司 

爱思进生物技术（杭州）有限公司 

 

表 2-2  细胞培养试剂 

试剂 厂家 

DMEM 高糖培养基、胎牛血清 上海 life 公司 

0.25%胰蛋白酶 北京 Solarbio 公司 

PBS 液 上海碧云天生物技术有限公司 

 

2.1.4 分子学实验耗材和试剂 

表 2-3  主要耗材 

耗材 厂家 

RNase free 的 EP 管 无锡耐思生物科技有限公司 

Lightcycler Roche Diagnostice Gmbh 

RNase free 的枪头 爱思进生物技术（杭州）有限公司 
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表 2-4  主要试剂 

试剂 厂家 

氯仿、无水乙醇 南京化学试剂有限公司 

RNA 提取试剂盒 天根生化科技有限公司 

RNA 转 cDNA 试剂盒 北京全式金生物技术有限公司 

细胞 SA-β-Gal 染色试剂盒 C0602 碧云天生物技术公司 

TPGreen 宝日医生物技术有限公司 

 

表 2-5  PCR 引物序列人相关基因引物 

Gene Forward Primer(5’-3’) Reverse Primer(5’-3’) 

GAPDH GAAGATCAAGATCATTGCTCCT TACTCCTGCTTGCTGATCCA 

P53 CCTCAGCATCTTATCCGAGTGG   TGGATGGTGGTACAGTCAGAGC 

P21 AGGTGGACCTGGAGACTCTCAG TCCTCTTGGAGAAGATCAGCCG  

2.1.5 主要仪器及设备表 

                          表 2-6 主要仪器及厂家 
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2.2 方法 

2.2.1 黑果枸杞花青素制备 

课题组研究人员按照实验设计的要求，在西安通泽生物科技公司购买提纯

度为 25%的柴达木黑果枸杞花青素。 

2.2.2 细胞培养及传代  

在细胞间超净工作台进行细胞复苏、换液、传代及冻存等操作，实验人员

在操作前用紫外线对实验器材和工作台进行照射消毒 30 分钟，实验操作中需要

用到的试剂在 37 摄氏度环境中事先预热。培养基的配制：由 10%胎牛血清和

100U/ml（青霉素、链霉素）及高糖混匀组成后续使用的细胞培养基。在含 HSF

细胞的培养皿中加入 10ml 配制好的培养基，放置在培养箱中进行湿化培养，设

置培养箱中二氧化碳浓度为 5%、温度 37℃。在培养达到时间后，若培养皿中

有较多死亡细胞及未贴壁的细胞，进行细胞换液，从培养箱中取出培养皿置于

操作台上，用负压吸引器连接一次性无菌枪头，吸尽培养皿中原有液体，用移

液枪增添 4ml 事先调至合适温度 PBS 溶液冲洗培养皿，然后用负压吸引器吸除

缓冲液，按前述方法重复冲洗一次，冲洗完毕后，向培养皿中加入配置好的新

鲜培养基，继续培养。2-3 天左右当细胞增殖到 80%相互融合时进行传代培养。 

细胞传代：吸除培养皿中之前的营养液，随即添加 PBS 液 4ml 对培养皿底

部进行合适力度冲洗 3 次，目的是为了除去培养皿中未贴壁的悬浮细胞及已经

死亡细胞。待悬浮细胞及死亡细胞被清洗干净后，再用移液枪吸取 2ml 浓度为

0.25%胰蛋白酶加入培养皿中，按十字方向轻轻摇动培养皿使胰酶能够均匀覆盖

培养皿的底部，为了能够让胰酶充分消化培养皿中的成纤维细胞，将该培养皿

放入培养箱中达到最佳消化条件，根据消化情况一般 2 分钟后取出。实验人员

于显微镜下察看人皮肤成纤维细胞是否完全被胰蛋白酶消化下来，当形态变圆、

间隔增宽时表示已消化充分，可继续用移液枪增添 4ml 培养基终止作用过程。

随后实验人员用取样枪将培养皿中的成纤维细胞吸打到分布平均，以 1:2 比例

分装到无菌培养容器中开始传代培养。 

细胞接种：将所有培养皿的细胞在相同条件下孵育，取处于对数生长期的

第 3 代至第 5 代的人皮肤成纤维细胞，当单层培养人皮肤成纤维细胞达到刚融

合时，用无菌枪头吸除培养皿中原有培养基，增添 2ml 浓度为 0.25%胰蛋白酶，

轻轻摇动培养皿，让胰酶覆盖培养皿底部后放在培养箱中 2 分钟，在显微镜下

察看细胞消化情况，若细胞充分消化则加入 4ml 培养基终止过程。用枪头吹打

细胞多次使细胞混合液分布均匀，取 10ul 细胞混合液添加至细胞计数板里于显
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微镜下数其细胞数，计算细胞浓度并以 1×105 个/ml 接种在 6 孔培养板中持续培

养。 

2.2.3 实验分组 

实验开始后将 6 孔板中 5 孔细胞进行随机分为 5 组，做好标记。除空白对

照外，其余各组给予以下紫外线和（或）花青素进行如下处理。 

表 2-7 实验分组及处理情况 

组别 处理情况 

空白对照组 不做任何处理 

UVB 照射组 剂量为 30mJ/cm2UVB 照射 

UVB+黑果枸杞花青素低剂量组 花青素 100ug/ml+30mJ/cm2UVB 

UVB+黑果枸杞花青素中剂量组 花青素 500ug/ml+30mJ/cm2UVB 

UVB+黑果枸杞花青素高剂量组 花青素 1000ug/ml+30mJ/cm2UVB 

2.2.4 药物干预 

实验人员用电子天平秤取一定总量的花青素，用培养基将花青素稀释配成

溶液。取出在培养箱里的培养板，吸除培养孔里原有培养基，按照前述方法予

以 2mlPBS 冲洗培养孔一次，冲洗结束每孔增添 2ml 全新培养液。再用移液枪

向前面已经标记好分组中需要花青素干预的 3 孔中用无菌过滤器向各孔中加入

配置好含花青素的培养基，使其花青素浓度分别为 100ug/ml、500ug/ml、

1000ug/ml。随后把培养板置于 CO2 浓度为 5%、温度为 37℃培养箱中持续培养

24 小时。 

2.2.5 UVB 照射设定及方法 

选取中国上海希格玛高技术有限公司生产 UVB 照射仪，照射强度监示器设

置 UVB 光源的照射度。依据实验设计予以辐射剂量为 30mJ/cm2 的 UVB 分 3

天进行辐射，辐射剂量每天为 10mJ/cm2，辐射光源在细胞正上方距离细胞 20cm

处，每天一次。每次 UVB 照射前实验人员从培养箱中取出培养板，用负压吸引

器吸净原有细胞培养液，依照前述方法用 PBS 冲洗一次，清洗完毕后每孔加入

2mlPBS 液是液体完全覆盖细胞，空白组予以锡箔纸包裹避免紫外线照射，将前

面笔记好需要照射的 4 孔放置在灯管下方进行 UVB 照射。每次照射完成后拿负

压吸引器抽除培养板中 PBS，用取样枪向每个培养孔中添加 2ml 培养液，然后

将培养板搁置在培养箱内继续培养。 
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2.2.6 细胞衰老相关β 半乳糖苷酶（SA-β-Gal）染色 

对上述已经完成 UVB 照射和（或）柴达木黑果枸杞花青素药物干预和处理

的人皮肤成纤维细胞，按以下步骤进行操作。 

（1）实验人员从培养箱中取出含正在培养的人皮肤成纤维细胞 6 孔板，用负压

吸引器抽掉培养孔中原细胞培养液，按照前面的方法用 PBS 对每个培养孔冲洗

一次，冲洗完毕后，每个培养孔中各加入 1ml 的 β-半乳糖苷酶染色固定液，并

在常温中搁置 15 分钟。 

（2）实验人员用负压吸引器吸除每个孔里原有液体，用 PBS 按实验要求次数

及时间冲洗。 

（3）实验人员用一次性枪头吸除每个孔里的 PBS 液，加入按下表中各染色液

的比例事先配置好的染色液，每孔中加入 1ml 混合好的染色工作液。 

表 2-8  1ml SA-β-Gal 染色工作液配置比例 

成分 溶液体积 

SA-β-Gal 染色液 A 10µl 

SA-β-Gal 染色液 B 10µl 

SA-β-Gal 染色液 C 930µl  

X-Gal 溶液 50µl 

（4）将已经加好的染色液的培养板放置在温度 37ºC、无 CO2 含量的恒温培养

箱中孵育过夜，并做好防止染色液蒸发的措施。 

（5）于温度 37℃、无 CO2 含量恒温培育箱培育一天，次日取出培养板，于普

通光学显微镜下察看染色状况。衰老细胞会被染色为蓝色。 

2.2.7 RNA 提取、逆转录及 qRT-PCR 反应 

（1）总 RNA 提取，根据天根公司提供 RNA 试剂盒说明在生物安全柜中

进行操作，全程需在冰上进行。 

1.对已经完成紫外线照射和（或）花青素处理的人皮肤成纤维细胞，吸除

培养板中原培养液。用移液枪向每个孔里面加入 1 毫升 RZ 裂解液，使 RZ 裂解

液充分裂解培养板中的细胞，用取样器多次吹打裂解液，将吹打好含有 RZ 细

胞混合液转到新离心管里。 

2.对收集好含 RZ 的细胞混合液匀浆样品于 20℃放置 5min。 

3.将含细胞的匀浆样品放在温度 4℃、12000rpm 的离心机中离心 5 分钟。

弃沉淀，将上清液移至到一个新的 1.5ml 无 RNase 离心管中。 
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4.向每个离心管中加入 200ml 氯仿，合上盖子，用手晃动 15s，置于室内搁

置等待 3min。 

5.在温度 4 摄氏度、转速 12000 每分钟离心机中旋转 10 分钟，离心完成后

由下到上依次为黄色层、中间层、无色层。将含 RNA 的无色层液体转到全新无

菌无酶离心管中。 

6.向含 RNA 的 EP 管新添 250ml 无水乙醇，摇动均匀。将所有溶液转到 CR3

吸附柱中，CR3 置于新的 EP 管里，在温度 4 摄氏度、转速 12000 转每分钟的

离心机里旋转 30 秒，弃 EP 管里液体。 

7.于吸附柱 CR3 里添加 500ul 去蛋白液 RD，在温度 4℃、12000rpm 的离心

机中旋转 30 秒，倒掉 EP 里得到的液体。 

8.向 CR3 管里添加 500ul 去蛋白液 RW，常温放置 2 分钟，于温度 4℃、

12000rpm 的离心机里旋转 30 秒，将 EP 管里液体弃除。 

9.重复操作步骤 8 一次。 

10.将 CR3 管放在 2mlEP 管里面，在温度 4℃、12000rpm 的离心机中旋转

2min，作用为了将 CR3 管里所有液体清除干净。 

11.CR3 管置于一个全新无菌 RNase EP 管里，向吸附柱中加入 40ul 的

RNase-FreeddH2O，常温搁置 2min 左右在温度 4℃、12000rpm 的离心机中旋转

离心 2min。最后得到溶液为 RNA，-70℃保存。 

（2）RNA 浓度及质量测定 

将收集到的 RNA 溶液，用以无菌无酶的 ddH2O 作为参照，分别测空白对

照组、UVB 照射组、不同浓度黑果枸杞花青素干预组中 RNA 的浓度。同时测

各组中在 260nm下吸光度及 280nm下吸光度，若OD260/OD280的比值在 1.8-2.0

之间可用于接下来的操作。 

（3）第一链 cDNA 的合成（20ul 体系） 

1.使用前各组分点甩离心 

2.加样 

Total RNA                  2ul 

Random Primer              1uL 

2×TS Reaction Mix           10uL 

TransScript RT              1ul 

gDNA Remover             1ul 

RNase-free  Water          5uL 

Total volume               20ul 

3.按照上述加样剂量将试剂加入 1.5ml 的 EP 中，轻轻混匀并离心。 
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4.将 EP 管放置于 PCR 仪里，程序设置为 25℃孵育 10 分钟，42℃孵育 15

分钟，85℃加热 5 秒。将得到的 cDNA-20℃保存。 

（4）RT-PCR 反应体系与条件 

 1.反应体系   

cDNA                     2ul 

        Forward Primer              1ul 

Reverse Primer              1ul 

Tip Green qPCR Super Mix    10ul 

Nuclease-free Water          6ul 

2.上样：每孔按照上述试剂剂量进行加样，每个基因做 3 个复孔。 

3.反应程序条件 

a  预变性：94℃           30sec 

b  变 性 ：94℃           5sec 

c  退 火 ：50-60℃        15sec 

d  延 伸 ：72℃           10sec（步骤 b-d 40 cycles） 

4.反应结束后，对数据进行统计。 

2.3 统计分析 

用 SPSS22.0 统计软件分析，计量资料以（ ±s）表示。两组比较用 t 检验，

多组比较用单因素方差分析。P<0.05 差异有统计学意义。 
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3.1 建立 UVB 辐射诱导 HSFs 细胞早衰模型 

3.1.1 SA-β-Gal 染色检测 UVB 辐射导致 HSF 衰老程度 

SA-β-Gal 染色是目前细胞衰老研究中最常见使用的生物标志物。如图 3-1

所示，衰老的细胞会被染成绿色，空白对照组 HSFs 细胞大部分未被染色为阴

性，β-半乳糖酶染色阳性率为 15.17%±1.26%；UVB 照射组中 HSFs 多数被染成

绿色了，阳性率为 81.83%±2.08%，和空白对照组比较具有统计学意义(P<0.05)，

说明有差异。从图 3-1 中我们还可以发现 UVB 照射组相对空白对照组比较人皮

肤成纤维细胞的体积增大、形态变得扁平，这也是细胞发生衰老的特征。结果

显示，与空白对照组比较 SA-β-Gal 蓝色细胞的比例明显上升，表明 30mJ/cm2

的 UVB 辐射能够造成 HSF 提前进入衰老进程。 

 

  

图 3-1  UVB 辐射 HSFs 后 SA-β-Gal 染色 

注：图中绿色为 SA-β-GAL 阳性细胞，标尺：200μm。 

 

表 3-1  UVB 辐射对 SA-β-Gal 染色阳性率的影响（ ±s，n=3） 

分组 β-半乳糖苷酶阳性率（%） 

空白对照 15.167±1.258 

UVB 照射 81.833±2.082a 

t 47.47 

P <0.05 

注：UVB 照射组 SA-β-Gal 染色阳性率较空白对照组上升（aP<0.05） 
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 图 3-2  UVB 照射 HSFs 后 SA-β-Gal 染色阳性率 

注：和空白组对比，UVB 照射组 SA-β-Gal 染色阳性率升高（aP<0.05） 

3.1.2 RT-PCR 检测 UVB 辐射 HSFs 提前衰老模型 p53、p21 表达量 

p53-p21 信号通路是细胞衰老过程中的一条重要信号通路，在细胞衰老过程

中会引起这条通路上相关分子的高表达。p53 是细胞应激后导致衰老和凋亡关

键性因素，主要是控制下游 p21 的转录能力来完成。p53 是不同信号通路的中

心整合点，在衰老细胞中表达上调。因此我们通过 RT-PCR 检测在 UVB 辐射诱

导 HSF 细胞早衰模型中衰老相关基因 p53、p21 的表达量，结果显示，UVB 照

射组衰老相关基因 p53 的相对表达量为 2.070±0.053，对照组衰老相关基因 p53

的相对表达量为 1.000±0.102；UVB 辐射组老化相关基因 p21 相对表达量为

2.619±0.012，对照组衰老相关基因 p21 的相对表达量为 1.000±0.048。和空白组

比较 UVB 照射组衰老基因 p53、p21 的相对表达量都升高，差异有统计学意义

（P<0.05）。从而证明 UVB 辐射 HSFs 提前进入衰老可能是启动 p53-p21 信号通

路的缘故。 

表 3-2  p53、p21 mRNA 的相对表达量（ ±s，n=3） 

分组 p53   p21  

空白对照组 1.000±0.102 1.000±0.048 

UVB 照射组 2.070±0.053a 2.619±0.012a 

t 16.104 56.117 

p <0.001 <0.001 

注：UVB 辐射组 p53、p21mRNA 相对表达量较对照组上升（
aP<0.05） 
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图 3-3  老化相关基因 p53、p21 表达量情况（与对照组比较，
aP<0.05） 

3.2 柴达木黑果枸杞花青素对 UVB 照射 HSFs 早衰的影响 

3.2.1 花青素对 UVB 照射 HSFs 衰老 SA-β-GAL 染色情况 

为了探讨柴达木黑果枸杞花青素是否能够干预 UVB 辐射损伤人皮肤成纤

维细胞。我们予以柴达木黑果枸杞花青素不同浓度（100ug/ml、500ug/ml、

1000ug/ml）进行药物干预，同样应用 SA-β-GAL 染色对各组细胞进行染色。如

图 3-4 所示，绿色为衰老细胞。UVB 照射组 SA-β-GAL 染色阳性率为

81.833%±2.082%，经花青素三种浓度 100ug/ml、500ug/ml、1000ug/ml 干预后

SA-β-GAL 染 色 阳 性 率 依 次 为 74.167%±1.893% 、 47.667%±0.763% 、

32.667%±0.764%，和 UVB 照射组比较，花青素能降低细胞 SA-β-GAL 染色阳

性率，差异有统计学意义（P<0.05）。提示花青素能抑制 UVB 辐射 HSFs 细胞

的衰老。 
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图 3-4  不同浓度花青素对 UVB 辐射 HSFs 细胞的 SA-β-半乳糖酶染色情况 

注：图 3-4 中 A、B、C、D 分别代表 UVB 照射组、UVB+花青素 100ug/ml 组、UVB+

花青素 500ug/ml 组、UVB+花青素 1000ug/ml 组，绿色为染色阳性细胞。 

 

表 3-3 不同浓度花青素对 UVB 辐射 HSFs 细胞的染色阳性率（ ±s，n=3） 

组别 例数 β-半乳糖苷酶阳性率（%） 

UVB 照射组 3 81.833±2.082 

UVB+花青素 100ug/ml 组 3 74.167±1.893a 

UVB+花青素 500ug/ml 组 3 47.667±0.763ab 

UVB+花青素 1000ug/ml 组 3 32.667±0.764abc 

注：和 UVB 照射组比较，
aP<0.05，UVB+花青素 100ug/ml 组比较，

bP<0.05，与 UVB+花青素

500ug/ml 组，
cP<0.05。 
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图 3-5 不同浓度花青素干预对 UVB 辐射 HSFs 细胞的衰老染色阳性率 

注：不同浓度花青素干预 UVB 辐射 HSF 细胞的 SA-β-GAL 染色阳性率均低于 UVB 照射

组（※P<0.05）。 

3.2.2 RT-PCR 检测柴达木黑果枸杞花青素对 UVB 辐射 HSFs 细胞衰老 p53

表达的影响 

 RT-PCR 结果显示，p53 相对表达量在 UVB 照射组为 2.070±0.053，在经

花青素三种浓度 100ug/ml、500ug/ml、1000ug/ml 干预的各实验中 p53 的相对表

达量分别为 1.673±0.015、1.430±0.030、1.263±0.038。和 UVB 照射组比较，经

花青素干预的三组 p53 相对表达量降低，差异有统计学意义（P<0.05）。随着药

物浓度的增大，p53 的相对表达量下降越明显，且在一定浓度范围内呈剂量效

应关系。 

表 3-4  花青素对 UVB 辐射 HSFs 衰老基因 p53 表达影响（ ±s，n=3） 

分组 例数 mRNA 的相对表达量 

UVB 照射组 3 2.070±0.053 

UVB+花青素 100ug/ml 组 3 1.673±0.015a 

UVB+花青素 500ug/ml 组 3 1.430±0.030ab 

UVB+花青素 1000ug/ml 组 3 1.263±0.038abc 

注：和 UVB 照射组比较，aP<0.05，UVB+花青素 100ug/ml 组比较，bP<0.05，与 UVB+花

青素 500ug/ml 组，cP<0.05。 
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图 3-6  PT-PCR 检测花青素对 UVB 辐射 HSFs 衰老相关基因 P53 的表达 

注：和对照组相比，aP<0.05，和 UVB 照射组相比，bP<0.05，和 UVB+黑果枸杞花青素低

剂量组相比，cP<0.05。 

 RT-PCR 检测柴达木黑果枸杞花青素对 UVB 照射 HSFs 衰老基因 p21

表达 

RT-PCR 结果显示，p21 相对表达量在 UVB 照射组为 2.619±0.012，在经花

青素三种浓度 100ug/ml、500ug/ml、1000ug/ml 干预的各实验中 p21 的相对表达

量分别为 2.485±0.007、1.848±0.038、1.471±0.010。和 UVB 照射组比较，经花

青素干预的三组 p21 相对表达量降低，差异具备统计学意义（P<0.05）。花青素

浓度逐渐的升高，p21 相对表达量下降越明显，有一定的剂量依赖关系。 

表 3-5  花青素对 UVB 辐射 HSFs 衰老基因 p21 表达（ ±s，n=3） 

分组 例数 mRNA 的相对表达量 

UVB 照射组 3 2.619±0.012 

UVB+花青素 100ug/ml 组 3 2.485±0.007a 

UVB+花青素 500ug/ml 组 3 1.848±0.038b 

UVB+花青素 1000ug/ml 组 3 1.471±0.010bc 

3.2.3
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注：和 UVB 照射组相比，aP<0.05，UVB+花青素 100ug/ml 组相比，bP<0.05，和 UVB+花

青素 500ug/ml 组相比，cP<0.05。 

 

 

图 3-7  PT-PCR 检测花青素对 UVB 辐射 HSFs 衰老相关基因 p21 的表达 

注：与对照组比较，aP<0.05，与 UVB 照射组比较，bP<0.05，与 UVB+黑果枸杞花青素低

剂量组比较，cP<0.05。 
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第 4 章  讨论 

暴露在紫外线照射的条件下对人体既会有利，也会有不利。人类维生素 D

主要来自于紫外线照射产生，维生素 D 在维持人类钙稳态和其他重要过程中起

着关键性的作用[38]。与之相反，超过一定剂量的 UVB 暴露会导致人体皮肤发

生光老化，甚至罹患皮肤癌[4]。皮肤的光老化是一个极其复杂的受到多种因素

影响的过程，其中受到许多基因和生长因子的综合调控。紫外线有三种类型：

分别是 UVA、UVB、UVC。紫外线由太阳辐射到达地球后，其中 UVC 完全被

大气层中的臭氧吸收，UVA 和 UVB 可穿过大气层到达地面，虽然 UVA 的含

量最多，但是 UVB 的能量更高，所以 UVB 是晒伤的主要原因，由于 UVB 波

长较短，其中大部分被表皮吸收，只有小部分到达真皮层。与 UVA 相比，UVB

在诱导活性氧、DNA 损伤及衰老相关信号通路激活方面更为严重。UVB 和 UVA

照射在光老化过程中其主要作用。紫外线辐射对皮肤产生的损伤其实就是一个

能量不断积累的过程，紫外线对皮肤的损伤受到辐射强度、辐射时间等诸多因

素影响。青海省地处青藏高原，不仅紫外线辐射强度较平原地区高，而且日照

时间更长，居住在高原地区的人们暴露在紫外线下的时间较长，皮肤厚而粗糙，

皱纹明显，可明显看见毛细血管的扩张和异常的色素沉着，光老化现象较内地

同龄人严重。研究怎样预防或改变皮肤光老化仍是皮肤科研究的一个热点。以

此为研究背景，以柴达木黑果枸杞花青素为研究对象，探讨柴达木黑果枸杞花

青素对皮肤光老化的作用。本实验研究了柴达木黑果枸杞花青素对皮肤光老化

的作用，在此实验的基础上进行讨论。 

4.1 紫外线辐射导致 HSF 早衰模型 

UVA 和 UVB 都可以诱导机体产生破坏性的活性氧（ROS）间接破坏 DNA，

此外，UVB 可以诱致使机体产生环丁烷嘧啶二聚体(CPD)及 6-4 光产物(PPS)直

接破坏 DNA[39, 40] 。DNA 损伤是 DNA 修复的底物，但是未修复的 DNA 损伤

的积累增加了突变的频率，增加致癌的风险。众所周知，基因组完整性和细胞

周期基因中诱导异常会导致皮肤癌高发生率[41]。在人类的细胞中，不仅 DNA

损伤最初是由传递信号和启动修复机制的传感器蛋白识别造成的。而且未修复

的 DNA 损伤，如 CPDS 和 64PPS 以及一些被氧化的碱基，可以在复制和转录

过程中形成阻碍作用[42]。事实上，人类细胞中，DNA 破坏会引发各种细胞反应，
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包括细胞周期停止(G1/S 和 S/G2)、DNA 修复及细胞凋亡[42, 43]。紫外线照射对

机体不良影响，不仅可以导致细胞凋亡，而且还导致细胞坏死和细胞衰老[44]。

光老化的损伤不仅发生在角质形成细胞、成纤维细胞和黑素细胞的基因组中，

也发生在表皮和间充质干细胞的基因组中[45]。此外，紫外线产生的活性氧还会

破坏其他重要的结构成分，如肌动蛋白和胶原蛋白[46]，这破坏会导致真皮和表

皮的完整性丧失[47]。 

多项研究证实，在体外，暴露于 UVB 的皮肤成纤维细胞表现出 DNA 损伤、

细胞周期停滞、衰老生物标志物高表达，如 SA-β-GAL 活性增加、p21、p53 激

活[48-50]。p53 是一种转录因子，也是一种抑癌基因，它参与了凋亡、衰老和修

复过程，以应对外环境不良因素，如遗传物质受损、氧缺乏及营养缺乏等，触

发细胞衰老这种状态的特征是永久性的细胞周期停滞以及形态和基因表达的特

定变化。Rb（视网膜母细胞瘤蛋白）和 p53 基因都是衰老计划关键调节因子，

在细胞衰老基因信号多种通路里，p53 通过控制下游效应因子 p21 来促进衰老

[51]。p21 是 p53 下游的一个分子，因为它是 p53 依赖的生长抑制途径的主要介

导者，并且它本身可以介导生长抑制。p21 抑制关键的 G1 期细胞周期蛋白 CDK

复合体的活性，阻止 pRB 磷酸化并产生 G1 期细胞周期阻滞，这种生长停滞是

由 p53/p21 和 p16 通路建立和维持的[52]。 

对皮肤光老化研究相对多为细胞模型，目前研究较多的细胞是人角质形成

细胞和成纤维细胞[53]。应激造成老化的提前是指在各种应激因素（紫外线、过

氧化物、乙醇等）刺激下细胞提前进入衰老状态[54]。在皮肤中，HSFs 构成真皮

里重要的组成，并负责产生不同 ECM 成分，是研究衰老细胞经典细胞类型。

国内外实验研究表明反复暴露于亚致死剂量 UVB 辐射成功建立了人真皮成纤

维细胞提前老化模型[55, 56]。郭娴菲[56]等人连续 5 日每日应用 10mJ/cm2 的 UVB

剂量辐射一次人皮肤成纤维细胞成功建立了早衰模型。在此次实验中，团队采

用总剂量为 30mJ/cm2 的 UVB 以每次 10mJ/cm2 辐射 HSF，进行连续 3 天的照

射，以获得 UVB 照射导致 HSF 早衰模型。我们检测了 HSFs 在辐射结束后 72h

计量细胞老化生物标志物：细胞体积、SA-β-Gal 活性、衰老相关基因表达。我

们发现在 UVB 诱导细胞进入提前衰老状态后，细胞发生了变化：体积增大，形

态扁平；SA-β-Gal 染色阳性率升高。空白组、UVB 辐射组 β 半乳糖苷酶染色阳

性率分别为 15.17%、81.83%，提示在本次实验中成功建立了UVB辐射诱导HSFs

细胞进入早衰状态。实时荧光定量计量空白组和UVB辐射组衰老相关基因 p53、

p21 的表达量，结果显示，UVB 辐射组衰老相关基因 p53、p21 的相对表达量较

空白对照组比较明显上调，这也提示了在 UVB 辐射诱导 HSFs 细胞早衰过程中

其分子机制可能是激活 p53-p21 信号通路。这与文献[56, 57]UVB 辐射诱导 HSFs
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早衰模型中 SA-β-Gal 染色阳性率、衰老相关基因 p53、p21 基本一致。 

4.2 柴达木黑果枸杞花青素光保护功能 

花青素是从浆果中提取出来的一种色素，极易溶于水，黑果枸杞果实中富

含花青素类天然色素、多糖、氨基酸及无机元素等成分。实验显示，黑果枸杞

的抗氧化、抗衰老、抗炎与其提取物花青素有关[58]。长期暴露在紫外线对机体

健康会造成多种危害[59]。长期和反复暴露在阳光下会导致皮肤结构和功能的逐

渐恶化。 

在建立的 UVB 辐射诱导 HSFs 细胞早衰模型基础上，我们给予不同浓度花

青素进行药物干预，以柴达木黑果枸杞花青素 100ug/ml、500ug/ml、1000ug/ml

的浓度进行干预。在药物干预后进行 UVB 辐射，在照射完成后我们对人皮肤成

纤维进行 β 半乳糖苷酶染色，柴达木黑果枸杞花青素浓度 100ug/ml、500ug/ml、

1000ug/ml 干预的实验组 β 半乳糖苷酶染色阳性率分别为 74.17%、47.67%、

32.67%，UVB 照射组 SA-β-Gal 染色阳性率是 81.83%。与 UVB 照射组比较，

柴达木黑果枸杞花青素能使 UVB 辐射后 HSF 细胞的 β 半乳糖苷酶染色阳性率

降低。结果显示在花青素干预下，人皮肤成纤维细胞 β 半乳糖苷酶染色阳性率

较 UVB 照射组比较降低，随着药物浓度越高降低越明显，这表明柴达木黑果枸

杞花青素对 UVB 辐射诱导 HSFs 早衰进程有干预作用。本实验中用 RT-PCR 检

测各组细胞中衰老相关基因 p53、p21 的表达量，结果显示，在经不同浓度柴达

木黑果枸杞花青素处理的各实验组相关基因 p53、p21 的相对表达量与 UVB 照

射组比较下调，提示柴达木黑果枸杞花青素在 UVB 诱导 HSFs 细胞早衰模型中

减少 p53、p21 的表达，这种变化随着花青素浓度升高更加明显。 

综上所述，柴达木黑果枸杞花青素对 UVB 辐射致使 HSFs 提前老化过程中

SA-β-Gal 活性、衰老有关基因 p53、p21 的表达有明显影响。柴达木黑果枸杞

花青素能降低 UVB 辐射 HSFs 的 β 半乳糖苷酶染色阳性率，能下调 p53、p21

的相对表达量。浓度为 100ug/ml-1000ug/ml 的柴达木黑果枸杞花青素对 UVB

辐射诱导 HSFs 早衰进程中对 HSFs 细胞有光保护作用。 

本研究从细胞层面证实了柴达木黑果枸杞花青素对紫外线的光保护作用，

对其机制作了初步探索。黑果枸杞在保护机体方面具有较好的临床应用和商业

价值，本研究为黑果枸杞在抵抗皮肤光老化的应用提供一定的理论依据。紫外

线诱导皮肤光老化是一个复杂的过程，我们证实了其可能是通过 p53-p21 通路

起到光保护作用。但仍有不足之处，对其机制的探索不能局限于某一个分子或

某一通路，是否还存在其他分子和通路对紫外线引起的光损伤起保护作用，这
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需要我们进一步探讨。 
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第 5 章 结论 

本次试验中多次运用紫外线辐射诱导人皮肤成纤维细胞建立细胞早衰模

型，观察不同浓度柴达木黑果枸杞花青素对 UVB 辐射诱导 HSFs 细胞早衰进程

中的光保护作用。结论如下： 

1.应用总剂量 30mJ/cm2 的 UVB 照射剂量每日每次 10mJ/cm2 照射 HSFs，

可致使 HSFs 提前老化，引起 SA-β-Gal 色阳性率升高，成功构建了 UVB 辐射

诱导 HSFs 早衰模型。 

2.浓度为 100ug/ml、500ug/ml、1000ug/ml 的柴达木黑果枸杞花青素能使经

UVB 辐射后 HSFs 细胞的 β 半乳糖苷酶染活性降低。表明柴达木黑果枸杞花青

素对 UVB 辐射诱导 HSFs 早衰进程有抑制作用，且随着柴达木黑果枸杞花青素

浓度的升高这种抑制作用越明显。证明了柴达木黑果枸杞花青素光保护功能。 

3. 浓度为 100ug/ml、500ug/ml、1000ug/ml 的柴达木黑果枸杞花青素能下

调 UVB 辐射 HSFs 细胞衰老相关基因 p53、p21 的表达，这表明花青素可能通

过下调 p53、p21 基因的表达发挥对 UVB 辐射诱导 HSFs 细胞早衰起到抑制作

用。 
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附录 A  综述 

皮肤光老化作用机制及预防 

 

摘要：皮肤是直接遭到光直射的器官，其中紫外线对人体的损伤较大，紫外线对人体

有双重作用,其有利的方面是紫外线能够用医治疗皮肤病；不利的一方面是紫外线辐射会对

机体形成急性和慢性伤害，如紫外线辐射会导致发红、晒斑等光毒性急性损伤，超剂量照

射会导致皮肤出现皱纹、粗糙等慢性损伤，甚至致癌。紫外线辐射诱导皮肤提前老化会影

响一个人的容貌，而皮肤癌则是对健康构成直接威胁。因此对于如何避免紫外线给机体带

来的这些影响，紫外线的防护也是一重点。本文我们从细胞层面描述了皮肤光老化可能的

作用机制及如何预防紫外线辐射。 

1.皮肤光老化作用机制 

紫外线对机体的辐射无处不在，随着大众自我保健意识的提升，对抗皮肤衰老的研究

更加关注，促使皮肤衰老与细胞老化等概念更加明确，两者之间的关系更加清晰，但对细

胞老化介导皮肤衰老机制的相关研究处于摸索性前进阶段，有较大的完善空间，也是皮肤

科领域研究的一个热点。 

细胞衰老这个概念是 Hayflick[1]等人首次提出来的，他们发现成纤维细胞在培养一段

时间后复制能力有限而进入一种永久性细胞周期停滞状态。衰老是生命的默认命运，它的

组成成为 DNA、RNA、蛋白质收到不断化学变化的影响，会出现生理功能的一系列改变，

提示细胞衰老可能会导致器官功能下降[2]。 

一、DNA 损伤 

细胞核 DNA 是细胞组成部分中最重要的一部分，任何因素导致 DNA 双螺旋结构的损

伤都会引起细胞反应，这种反应有两个作用，一是阻止受损 DNA 的复制，让被破坏的遗

传信息不被继续复制传播；另一方面是对受损的 DNA 进行修复，这两方面的最终目的就

是维持基因组的完整性。如果增殖细胞产生的 DNA 损伤得到及时修复时，细胞恢复正常

功能；当 DNA 损伤严重时，细胞不能修复可能会进入凋亡程序。持续的 DNA 损伤会阻碍

细胞正常的转录和复制，促进细胞衰老。 

p53 是一种重要的肿瘤抑制因子， 抑癌基因 p53 由 TP53 基因编码，调节下游多个基

因在细胞周期和细胞凋亡中发挥作用，被认为是人类基因组的守护者，在细胞增殖过程中

起着重要作用[3]。受内外源性衰老因素的刺激影响，会提高细胞内活性氧的水平，促使 DNA

损伤。当 DNA 受损使会出现激活 p53 基因，p53 通过激活下游 p21 的转录来诱导细胞周期

停滞，p21 是一种周期蛋白依赖性激酶抑制剂，可以阻止细胞周期的进展。细胞衰老是通

过 p53-p21-周期蛋白依赖性激酶（CDK）2 与 p16INK4A-CDK4/CDK6 这两条途径激活。 

二、分泌表型 

衰老细胞在体外培养细胞和体内也会形成一种复杂的衰老相关分泌表型（SASP）,分

泌表型的改变对衰老的关键作用早已被认识到。早期研究表明，传代后期的人成纤维细胞

或来自早衰综合征患者的成纤维细胞会产生分泌蛋白，包括纤溶酶原激活物抑制物

-1(PAI-1)，后者后来成为衰老的功能标志[4]。在正常细胞受到严重或不可修复的 DNA 损伤

时会发生衰老，如 DNA 双链断裂。ATM(共济失调毛细血管扩张症突变)或其他对 DNA 损
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伤做出反应的因子丢失会导致衰老相关表型的某些因子减少[5]。涉及以下几方面；基质金

属蛋白酶（MMP)：活性氧簇聚集与蛋白酪氨酸磷酸酶失活、细胞表面生长因子和许多酶

激活等因素影响，可迅速诱导 c-Jun 蛋白的表达，c-Jun 和 c-Fos 组成异二聚体，异二聚体

与其他蛋白一起组成激活转录因子激活蛋白（AP-1），AP-1 可调控 MMP，MMP 升高它会

降低细胞外基质，是皮肤失去弹性，导致皮肤衰老；富含半胱氨酸的 61蛋白(cysteine rich 61，

CYR61)也可以诱导 AP-1，这是紫外线辐射引发的胶原合成的另一个主要调节因子[6]。细

胞会分泌其他因子，如 IL-6，IL-6 水平与年龄呈正相关，IL-6 上调 MMP，会促使胶原表

达量下降，无功能性胶原占比增大。 

三、端粒环形结构破坏及活性氧浓度升高 

染色体完整性取决于端粒长度，染色体末端有一个保护的帽状环形结构是端粒，由六

个碱基片段反复连接组成的一环形结构[7]。当紫外线辐射诱导 DNA 损伤时，端粒的环形结

构被破坏，3’段暴露从而被感受器蛋白识别，启动 DNA 损伤后的信号。紫外线辐射导致活

性氧（ROS）浓度升高，高浓度的 ROS 对皮肤有害，它通过对细胞的直接氧化损伤可与皮

肤产生多种生物效应，导致皮肤衰老[8]。皮肤中 ROS 升高有两种途径，一种是当紫外线照

射会产生超氧阴离子、过氧化物这些离子升高，另一种是活性氧(ROS)过氧化氢是由烟酰

胺腺嘌呤二核苷酸磷酸(NADPH)活化生成的，NADPH 在分子氧和超氧阴离子之间产生催

化反应。由于活性氧的暂时性，有可能改善其效果，保护皮肤免受过早衰老的影响。在药

理学上，ROS 一直被认为是光老化预防和治疗的潜在靶点。 

2.皮肤光老化的预防 

紫外线对人体的损伤不仅仅体现在皮肤光老化方面，紫外线照射还可能引起皮肤如多

形性日光疹、慢性光化性皮炎等日光性疾病，甚至发生皮肤癌。因此保护机体免受紫外线

的照射尤为重要，光保护是预防皮肤老化及皮肤日光性疾病的主要措施。紫外线辐射无处

不在，尤其户外活动时接受到越多的紫外线辐射，对机体的损害越大，在夏季和高原地区，

一天日照时间长，紫外线辐射一般在上午 10 时到下午 4 时之前最强。因此良好的防护措施

如涂抹防晒霜、穿防晒服、外出打伞及避免在紫外线最强的时间段外出极其重要。防晒霜

是直接涂抹在皮肤表面，是光防护里的一个初级预防措施。目前市面上的防晒霜主要为为

两大类，一是物理遮光剂，二是化学类遮光剂。UVA、UVB 能到达地面，因此我们应该选

用能够对它们具有防护隔离的防晒霜。市面上防晒类产品的品类较多，防晒系数（SPF）

和防晒指标（PA）是我们在选用防晒霜需要关注的一个指标，前者代表对 UVB 的防护能

力的一个指数，后者代表防止 UVA 的有效程度的一个指标。不管选用哪种类型的防晒霜，

其防晒效果最重要的因素是涂抹在皮肤上的防晒霜总量、涂抹的持续时间及涂抹的均匀性。

在日常外出中一般建议在紫外线照射前 15min 涂抹防晒霜，并每隔 2h 涂抹一次，以起到

更好的防护作用[9]。 

总结： 

随着人们物质水平生活的提高，人们对皮肤健康的问题越来越关注。皮肤衰老是无法

逆转与中止的，而抗衰老则成为了每个个体追求皮肤年轻的心愿。皮肤光老化对机体的损

伤不可小觑，需要得到我们足够的重视。 
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