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原花青素抗 ＵＶＢ 诱导皮肤成纤维细胞凋亡和氧化损伤的影响

饶美荣， 　 曾　 芬， 　 钟　 咪， 　 张佳音

（江南大学附属医院皮肤科， 江苏 无锡 ２１４０００）

收稿日期： ２０２１⁃０７⁃１０
作者简介： 饶美荣 （１９８２—）， 女， 硕士， 从事中西医结合治疗皮肤科疾病的研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｋｌｎ２３７＠ １６３．ｃｏｍ

摘要： 目的　 研究原花青素对中波紫外线 （ＵＶＢ） 诱导皮肤成纤维细胞凋亡和氧化损伤的影响。 方法　 分离培养人皮

肤成纤维细胞， 分成对照组 （不做处理）， ＵＶＢ 组 （ＵＶＢ 照射）， 原花青素低、 中、 高剂量组 （２０、 ４０、 ８０ μｇ ／ ｍＬ 原

花青素处理， ＵＶＢ 照射）， 原花青素中剂量＋ＸＡＶ９３９ 组 （４０ μｇ ／ ｍＬ 原花青素＋１ μｍｏｌ ／ Ｌ ＸＡＶ９３９ 处理， ＵＶＢ 照射）。
ＣＣＫ⁃８ 实验检测细胞增殖能力， 流式细胞术检测细胞凋亡能力， 黄嘌呤氧化法检测细胞 ＳＯＤ 活性， 硫代巴比妥酸法

检测 ＭＤＡ 水平， 比色法检测 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性， ＥＬＩＳＡ 法检测培养液上清 ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃９ 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｂａｘ、
Ｂｃｌ⁃２、 Ｗｎｔ１、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达。 结果　 与对照组比较， ＵＶＢ 组细胞存活率， ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性， Ｂｃｌ⁃２、 Ｗｎｔ１、 β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０５）， 凋亡率， Ｂａｘ 蛋白表达， ＭＤＡ、 ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃９ 水平升高 （Ｐ＜０ ０５）； 与 ＵＶＢ 组比

较， 原花青素各剂量组细胞上述指标均有改善 （Ｐ＜０ ０５）， 并呈剂量依赖性； ＸＡＶ９３９ 则逆转了原花青素对 ＵＶＢ 诱导

皮肤成纤维细胞的保护作用 （Ｐ＜０ ０５）。 结论　 原花青素通过激活 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路抑制 ＵＶＢ 诱导皮肤成纤维

细胞凋亡和氧化损伤。
关键词： 原花青素； 中波紫外线 （ＵＶＢ）； 皮肤成纤维细胞； 凋亡； 氧化损伤； Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路
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　 　 皮肤是人体和外界环境直接接触的器官， 经过紫外线

照射后皮肤组织会出现光老化现象［１］ 。 中波紫外线

（ＵＶＢ） 能够穿过表皮损伤真皮， 是自然界中导致皮肤光

损伤以及光老化的重要原因， 皮肤成纤维细胞是其主要的

靶细胞［２］ 。 皮肤经过紫外线照射后能够引起氧化损伤， 诱

导细胞凋亡， 进而造成皮肤损伤， 促进皮肤光老化［３］ 。 原

花青素是一种缩合单宁， 在各类中药的皮、 核、 种子中存

在， 具有抗炎、 抗过敏、 抗氧化等功效， 对肿瘤和心血管

系统疾病有治疗功效［４］ 。 原花青素含有数个酚性羟基， 其

在机体内被氧化产生氢离子， 这些氢离子与自由基或氧化

物结合， 从而避免脂质发生氧化， 改善氧化损伤［５］ 。 原花

青素能够改善长波紫外线诱导的皮肤成纤维细胞降解细胞
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外基质程度， 延缓皮肤光老化， 从而保护皮肤组织［６］ 。
Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路是目前发现的与皮肤损伤有关的信

号转导通路， 其在 ＵＶＢ 处理的皮肤成纤维细胞中被抑制，
而激活 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 能改善皮肤损伤［７⁃８］。 本实验探讨原花

青素对 ＵＶＢ 引起的皮肤成纤维细胞凋亡和氧化损伤的作用

机制， 以期为其治疗皮肤光老化的临床应用提供理论基础。
１　 材料

１ １　 细胞　 人皮肤成纤维细胞的获取源自江南附属医院

２０１９ 年 ９ 月青少年男子行环切术得到的包皮组织， 研究经

医院伦理委员会审核批准 （ＬＳ２０１９０５５）。
１ ２　 试剂与药物 　 原花青素 （货号 Ｙ⁃０３３， 纯度＞ ９８％ ）
购自成都瑞芬思生物科技有限公司。 谷胱甘肽过氧化物酶

（ＧＳＨ⁃Ｐｘ） 检测试剂盒 （货号 Ａ００５⁃１⁃２）、 β⁃连环蛋白 （β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ） 抗体 （货号 ＫＦ６８２） 购自南京建成生物工程研究

所； 辣根过氧化物酶标记的二抗 （货号 ７０７４）、 Ｂｃｌ⁃２ 相关

Ｘ 蛋白 （Ｂａｘ） 抗体 （货号 １４７９６） 购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； 基质金属蛋白酶⁃１ （ＭＭＰ⁃１） 检测试剂盒

（货号 ＪＬ１０１８０⁃４８Ｔ） 购自北京百奥莱博科技有限公司； 超

氧化物歧化酶 （ＳＯＤ） 检测试剂盒 （货号 Ｓ００８６）、 丙二醛

（ＭＤＡ） 检测试剂盒 （货号 Ｓ０１３１Ｓ）、 Ｂ 细胞淋巴瘤 ／白血

病⁃２ （Ｂｃｌ⁃２） 抗体 （货号 ＡＢ１１２） 购自上海碧云天生物技

术有限公司； Ｗｎｔ１ 抗体 （货号 Ａ⁃ＡＯ１３０３ａ） 购自美国

Ａｂｇｅｎｔ 公司； 基质金属蛋白酶⁃９ （ＭＭＰ⁃９） 检测试剂盒

（货号 ＵＳＣＮ００６９４） 购自上海北诺生物科技有限公司； 甘

油醛⁃３⁃磷酸脱氢酶 （ＧＡＰＤＨ） 抗体 （货号 ａｂ２６３９６２） 购

自英国 Ａｂｃａｍ 公司； Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号抑制剂 ＸＡＶ９３９
（货号 Ｓ１１８０） 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司。
２　 方法

２ １　 人皮肤成纤维细胞分离培养 　 参考文献 ［９］ 报道，
取包皮组织剪碎， 浸泡于碘伏中 ５ ｍｉｎ， 用含有青链霉素的

生理盐水洗涤 ３ 次， 加入 ０ ５％ Ｄｉｓｐａｓｅ 酶， ３７ ℃消化 ４ ｈ，
分离真皮、 表皮组织。 将真皮组织用磷酸缓冲盐溶液

（ＰＢＳ） 洗涤 ２ 次， 加入含有 １０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ， 于

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养过夜， 更换细胞培养液后继续

培养， 细胞融合成片后进行传代 （０ ２５％ 胰蛋白酶）， 期间

每隔 ３ ｄ 更换新鲜细胞培养液， 收集第 ３ ～ ６ 代细胞用于后

续实验。 分离培养的细胞经免疫组化染色 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 阳性，
鉴定为皮肤成纤维细胞。
２ ２　 ＣＣＫ⁃８ 实验检测细胞活力 　 将人皮肤成纤维细胞以

２×１０４ ／ ｍＬ的密度接种到 ９６ 孔板中， 每孔 １００ μＬ， 细胞贴

壁后分别加入含有 ０、 ２０、 ４０、 ８０、 １６０、 ３２０ μｇ ／ ｍＬ 原花

青素细胞培养液， 培养 ２４ ｈ， ＰＢＳ 洗涤细胞， 加入 １００ μＬ
细胞培养液和 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 溶液， 继续培养 ４ ｈ， 于 ４５０ ｎｍ
波长处检测光密度 （ＯＤ） 值， 计算细胞存活率。
２ ３　 分组与给药　 将人皮肤成纤维细胞分为对照组， ＵＶＢ
组， 原花青素低、 中、 高剂量组， 对照组细胞不做任何处

理； ＵＶＢ 组细胞经 ＵＶＢ 照射； 原花青素各剂量组细胞分别

在 ＵＶＢ 照射前 ２４ ｈ 用 ２０、 ４０、 ８０ μｇ ／ ｍＬ 原花青素预处理，

照射结束后再用 ２０、 ４０、 ８０ μｇ ／ ｍＬ 原花青素处理 ２４ ｈ。 各

组细胞处理 ２４ ｈ 后， 按 “２ ２” 项下方法检测细胞存活率

变化。 ＵＶＢ 照 射 方 法 为 发 射 峰 值 ３１３ ｎｍ， 照 射 剂

量３０ ｍＪ ／ ｃｍ２。
２ ４　 流式细胞术检测细胞凋亡率　 各组细胞处理 ２４ ｈ 后，
弃掉培养液上清， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 加入 ３００ μＬ Ｂｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ 悬浮细胞， 加入 ５ μＬ 膜联蛋白 Ｖ⁃ＦＩＴＣ 溶液于室温下

避光结合 １５ ｍｉｎ， 加入 ５ μＬ 碘化丙啶于室温下结合

１５ ｍｉｎ， 再加入 ２００ μＬ Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 混匀， 用流式细胞仪

检测各组细胞凋亡情况， 计算总凋亡率， 公式为总凋亡

率＝晚期凋亡率 （右上象限） ＋早期凋亡率 （右下象限）。
２ ５　 检测细胞 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性和 ＭＤＡ 水平　 收集各组

细胞， 严格按照相关试剂盒说明书检测细胞 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ
活性和 ＭＤＡ 水平。
２ ６　 ＥＬＩＳＡ 法检测细胞 ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃９ 水平 　 收集细胞

培养液上清， 严格按照相关试剂盒说明书检测上清中

ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃９ 水平。
２ ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｗｎｔ１、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
蛋白表达　 收集各组细胞， 加入含有 ＰＭＳＦ 的 ＲＩＰＡ 溶液提

取细胞总蛋白， ＢＣＡ 法检测蛋白总浓度， 加入等体积 ２×
Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 后于 １００ ℃煮沸 ５ ｍｉｎ， 蛋白样品放入－８０ ℃
保存备用。 取 ３０ μｇ 蛋白样品上样电泳， 再将蛋白转移到

ＮＣ 膜上， ＮＣ 膜放入 ５％ 脱脂奶粉溶液中室温结合 ２ ｈ， 加

入 Ｂａｘ （１ ∶ １ ０００）、 Ｂｃｌ⁃２ （１ ∶ １ ０００）、 Ｗｎｔ１ （１ ∶ ８００）、
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ （１ ∶ ８００） 抗体溶液， ４ ℃孵育过夜， 加入二抗

溶液 （１ ∶ ２ ０００）， 室温孵育 ２ ｈ， 采用 ＥＣＬ 法显色， 通过

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带灰度值， 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 计算目

的蛋白的相对表达。
２ ８　 检测 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路抑制剂对原花青素调控

ＵＶＢ 诱导皮肤成纤维细胞凋亡、 氧化损伤的作用　 将人皮

肤成纤维细胞在 ＵＶＢ 照射前 ２４ ｈ 用 ４０ μｇ ／ ｍＬ 原花青素和

１ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号抑制剂 ＸＡＶ９３９ 处理， 经 ＵＶＢ
照射后， 继续用两药处理 ２４ ｈ， 记为原花青素中剂量 ＋
ＸＡＶ９３９ 组， 按 “２ ２” 项下方法检测细胞活力， “２ ４” 项

下方法检测细胞凋亡率， “２ ５” 项下方法检测细胞 ＳＯＤ、
ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性和 ＭＤＡ 水平， “２ ６” 项下方法检测细胞培养

液上清 ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃９ 水平， “２ ７” 项下方法检测 Ｂａｘ、
Ｂｃｌ⁃２、 Ｗｎｔ１、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达。
２ ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２１ ０ 软件进行处理， 计量资

料以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用 ｔ 检验， 多组间比较采用

单因素方差分析。 Ｐ＜０ ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３ １　 原花青素对人皮肤成纤维细胞增殖的影响　 与 ０ μｇ ／ ｍＬ
原花青素组比较， ２０、 ４０、 ８０ μｇ ／ ｍＬ 原花青素组人皮肤成

纤维 细 胞 存 活 率 没 有 明 显 变 化 （ Ｐ ＞ ０ ０５ ）， １６０、
３２０ μｇ ／ ｍＬ原花青素组人皮肤成纤维细胞存活率降低 （Ｐ＜
０ ０５）， 见表 １。 因此， 选择 ２０、 ４０、 ８０ μｇ ／ ｍＬ 原花青素

进行后续实验。
５４０４
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表 １　 原花青素对人皮肤成纤维细胞存活率的影响 （ｘ±ｓ，
ｎ＝９）

原花青素 ／ （μｇ·ｍＬ－１） 存活率 ／ ％
０ １００ ００±１０ ３６
２０ ９７ ３４±１０ １７
４０ ９５ ２５±８ ４９
８０ ９３ ８１±１１ ７２
１６０ ８３ ２２±７ １２∗

３２０ ６２ ３４±４ ７８∗

　 　 注： 与 ０ μｇ ／ ｍＬ 原花青素组比较，∗Ｐ＜０ ０５。

３ ２　 原花青素对 ＵＶＢ 诱导人皮肤成纤维细胞增殖及凋亡

的影响　 与对照组比较， ＵＶＢ 组人皮肤成纤维细胞存活

率、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０５）， 细胞凋亡率、 Ｂａｘ 蛋

白表达升高 （Ｐ＜０ ０５）； 与 ＵＶＢ 组比较， 原花青素各剂量

组人皮肤成纤维细胞存活率、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达升高 （Ｐ ＜
０ ０５）， 细胞凋亡率、 Ｂａｘ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０５）， 并呈

剂量依赖性， 见图 １ ～ ２、 表 ２。 提示原花青素可抑制 ＵＶＢ
诱导皮肤成纤维细胞凋亡。

图 １　 各组细胞凋亡情况

图 ２　 各组细胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２蛋白条带图

３ ３　 原花青素对 ＵＶＢ 诱导人皮肤成纤维细胞氧化损伤的

影响　 与对照组比较， ＵＶＢ 组人皮肤成纤维细胞 ＳＯＤ、
ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性降低 （Ｐ＜０ ０５）， ＭＤＡ 水平升高 （Ｐ＜０ ０５）；
与 ＵＶＢ 组比较， 原花青素各剂量组人皮肤成纤维细胞中

ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性升高 （Ｐ＜０ ０５）， ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜
０ ０５）， 并呈剂量依赖性， 见表 ３。 提示原花青素可抑制

ＵＶＢ 诱导的皮肤成纤维细胞氧化损伤。
３ ４　 原花青素对 ＵＶＢ 诱导人皮肤成纤维细胞 ＭＭＰ⁃１、
ＭＭＰ⁃９ 水平的影响　 与对照组比较， ＵＶＢ 组人皮肤成纤维

　 　 　 　 　表 ２　 原花青素对 ＵＶＢ 诱导人皮肤成纤维细胞增殖及凋亡的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）
组别 存活率 ／ ％ 总凋亡率 ／ ％ Ｂａｘ Ｂｃｌ⁃２

对照组 １００ ００±８ ６２ ７ ４５±０ ６３ ０ ４３±０ ０６ ０ ８５±０ ０８
ＵＶＢ 组 ６３ ２０±６ ３３∗ ２８ ２６±２ １５∗ ０ ９８±０ ０９∗ ０ ２６±０ ０３∗

原花青素低剂量组 ７３ ２５±３ ２６＆ ２０ １１±２ ０８＆ ０ ７７±０ ０６＆ ０ ３８±０ ０４＆

原花青素中剂量组 ８６ ９０±５ ５４＆＃ １５ ０２±１ ２１＆＃ ０ ６３±０ ０６＆＃ ０ ５６±０ ０５＆＃

原花青素高剂量组 ９５ ２７±４ １７＆＃△ １０ ６５±１ １６＆＃△ ０ ５１±０ ０４＆＃△ ０ ６７±０ ０４＆＃△

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与 ＵＶＢ 组比较，＆Ｐ＜０ ０５； 与原花青素低剂量组比较，＃Ｐ＜０ ０５； 与原花青素中剂量组比较，△Ｐ＜０ ０５。

细胞 ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃９ 水平升高 （ Ｐ＜ ０ ０５） ； 与 ＵＶＢ 组

比较， 原花青素各剂量组人皮肤成纤维细胞 ＭＭＰ⁃１、
ＭＭＰ⁃９ 水平降低 （ Ｐ＜ ０ ０５） ， 见表 ４。 提示原花青素

可抑 制 ＵＶＢ 诱 导 的 皮 肤 成 纤 维 细 胞 分 泌 ＭＭＰ⁃１、
ＭＭＰ⁃９。
３ ５　 原花青素对 ＵＶＢ 诱导人皮肤成纤维细胞 Ｗｎｔ１、 β⁃

ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达的影响　 与对照组比较， ＵＶＢ 组人皮肤成

纤维细胞 Ｗｎｔ１、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达降低 （Ｐ＜ ０ ０５）； 与

ＵＶＢ 组比较， 原花青素各剂量组人皮肤成纤维细胞 Ｗｎｔ１、
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０ ０５）， 见图 ３、 表 ５。 提示原

花青素能促进 ＵＶＢ 诱导的皮肤成纤维细胞中 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
信号通路激活。
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表 ３　 原花青素对 ＵＶＢ 诱导人皮肤成纤维细胞氧化损伤的

影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）

组别
ＳＯＤ ／

（Ｕ·ｍＬ－１）

ＭＤＡ ／

（μｍｏｌ·Ｌ－１）

ＧＳＨ⁃Ｐｘ ／

（Ｕ·ｍＬ－１）
对照组 ２３ ４５±１ ２５ ２ ９０±０ ２５ ５ ５６±０ ４７
ＵＶＢ 组 ７ ４９±０ ４６∗ ８ ７９±０ ４１∗ １ ２０±０ １１∗

原花青素低剂量组 １２ ３２±１ ４２＆ ７ １５±０ ５２＆ ２ ８６±０ １４＆

原花青素中剂量组 １７ ９１±１ ８９＆＃ ５ ２６±０ ４３＆＃ ３ ５５±０ ３５＆＃

原花青素高剂量组 ２１ ０５±２ ０１＆＃△ ３ ２０±０ ２１＆＃△ ４ ６８±０ ４４＆＃△

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与 ＵＶＢ 组比较， ＆Ｐ＜０ ０５； 与

原花青素低剂量组比较， ＃Ｐ ＜ ０ ０５； 与原花青素中剂量组比较，
△Ｐ＜０ ０５。

表 ４　 原花青素对 ＵＶＢ 诱导人皮肤成纤维细胞 ＭＭＰ⁃１、
ＭＭＰ⁃９水平的影响 （ｎｇ ／ ｍＬ， ｘ±ｓ， ｎ＝９）
组别 ＭＭＰ⁃１ ＭＭＰ⁃９

对照组 １４ ２６±１ ４２ ９ ５８±０ ７４
ＵＶＢ 组 ６８ ５３±４ ３６∗ ４３ ２８±４ １６∗

原花青素低剂量组 ５２ ０１±４ １７＆ ３５ ２６±２ １７＆

原花青素中剂量组 ３０ ６６±２ ８９＆＃ ２２ ８５±１ ６９＆＃

原花青素高剂量组 ２０ １７±２ １５＆＃△ １４ ５６±１ １８＆＃△

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与 ＵＶＢ 组比较， ＆Ｐ＜０ ０５； 与

原花青素低剂量组比较， ＃Ｐ ＜ ０ ０５； 与原花青素中剂量组比较，
△Ｐ＜０ ０５。

３ ６　 ＸＡＶ９３９ 对原花青素调控 ＵＶＢ 诱导皮肤成纤维细胞增

殖、 凋亡、 氧化损伤的影响 　 与原花青素中剂量组比较，
原花青素中剂量 ＋ＸＡＶ９３９ 组人皮肤成纤维细胞存活率，
　 　 　 　 　

图 ３　 各组细胞 Ｗｎｔ１、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白条带图

表 ５　 原花青素对 ＵＶＢ 诱导人皮肤成纤维细胞 Ｗｎｔ１、 β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）

组别 Ｗｎｔ１ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
对照组 ０ ６７±０ ０８ ０ ６５±０ ０４
ＵＶＢ 组 ０ ２０±０ ０３∗ ０ １８±０ ０２∗

原花青素低剂量组 ０ ３４±０ ０５＆ ０ ３２±０ ０２＆

原花青素中剂量组 ０ ４３±０ ０４＆＃ ０ ４５±０ ０６＆＃

原花青素高剂量组 ０ ５６±０ ０５＆＃△ ０ ５７±０ ０４＆＃△

　 　 注： 与对照组比较， ∗Ｐ＜０ ０５； 与 ＵＶＢ 组比较， ＆Ｐ＜０ ０５； 与

原花青素低剂量组比较，＃ Ｐ ＜ ０ ０５； 与原花青素中剂量组比较，
△Ｐ＜０ ０５。

Ｂｃｌ⁃２、 Ｗｎｔ１、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达， ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性降低

（Ｐ＜０ ０５）， 细胞凋亡率， Ｂａｘ 蛋白表达， ＭＤＡ、 ＭＭＰ⁃１、
ＭＭＰ⁃９ 水平升高 （Ｐ＜０ ０５）， 见图 ４、 表 ６～７。

图 ４　 各组细胞凋亡 （Ａ） 和 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｗｎｔ１、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达 （Ｂ） 情况

表 ６　 ＸＡＶ９３９ 和原花青素对 ＵＶＢ 诱导人皮肤成纤维细胞增殖、 凋亡、 氧化损伤的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）

组别 存活率 ／ ％ 总凋亡率 ／ ％ ＳＯＤ ／ （Ｕ·ｍＬ－１） ＭＤＡ ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） ＧＳＨ⁃Ｐｘ ／ （Ｕ·ｍＬ－１） ＭＭＰ⁃１ ／ （ｎｇ·ｍＬ－１） ＭＭＰ⁃９ ／ （ｎｇ·ｍＬ－１）
原花青素中剂量组 １００ ００±１１ ２５ １４ ２６±１ １５ １８ ５２±１ ６６ ５ １８±０ ４４ ３ ５１±０ ２９ ３１ ８４±３ ６２ ２１ ４５±１ ６９

原花青素中剂量＋ＸＡＶ９３９ 组 ７３ ２６±５ １７∗ ２０ ４７±１ ６３∗ ９ ２３±０ ５８∗ ７ ４６±０ ５２∗ １ ８７±０ １４∗ ５７ ４８±５ ２９∗ ３８ ７６±２ ２７∗

　 　 注： 与原花青素中剂量组比较，∗Ｐ＜０ ０５。

表 ７　 ＸＡＶ９３９ 和原花青素对 ＵＶＢ 诱导人皮肤成纤维细胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｗｎｔ１、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）

组别 Ｂａｘ Ｂｃｌ⁃２ Ｗｎｔ１ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
原花青素中剂量组 ０ ６０±０ ０５ ０ ５８±０ ０６ ０ ４４±０ ０５ ０ ４６±０ ０４

原花青素中剂量＋ＸＡＶ９３９ 组 ０ ８５±０ ０８∗ ０ ３２±０ ０４∗ ０ ２１±０ ０４∗ ０ １６±０ ０２∗

　 　 注： 与原花青素中剂量组比较，∗Ｐ＜０ ０５。
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４　 讨论

紫外线有 ３ 个波段， 其中 ＵＶＢ 能够穿过皮肤表皮， 而

皮肤成纤维细胞是真皮的主要组成部分， 也是紫外线辐射

造成光老化的靶细胞［１０］ 。 紫外线照射后， 皮肤成纤维细胞

中抗氧化酶活性降低， 导致细胞中的氧自由基积累， 不仅

造成细胞氧化损伤， 还可以刺激细胞内凋亡相关蛋白， 激

活细胞凋亡途径［１１］ 。 ＭＤＡ 是脂质过氧化产物， 其水平升高

标志着细胞氧化损伤程度增加［１２］ 。 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 是重要的

抗氧化酶， 其活性降低则加快了氧化损伤进程［１３］ 。 Ｂｃｌ⁃２
蛋白家族是与细胞凋亡密切相关的调控因子， 其中 Ｂａｘ 属

于促凋亡蛋白， Ｂｃｌ⁃２ 属于抗凋亡蛋白［１４］ 。 人体真皮组织

是由多种胶原酶、 基质溶解素、 明胶酶等组成的， 而在皮

肤光老化过程中， 皮肤成纤维细胞能够分泌大量外基质降

解酶如 ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃９ 将细胞外基质降解， 造成皮肤组织

破坏， 引起皱纹和皮肤松弛［１５］ 。 本实验结果发现， ＵＶＢ 刺

激后的人皮肤成纤维细胞活性， ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性， Ｂｃｌ⁃２
蛋白表达降低， 细胞凋亡率， Ｂａｘ 蛋白表达， ＭＤＡ、 ＭＭＰ⁃
１、 ＭＭＰ⁃９ 水平升高， 提示 ＵＶＢ 诱导皮肤成纤维细胞氧化

损伤和细胞凋亡， 促进细胞外基质降解， 造成光老化，
ＵＶＢ 诱导皮肤成纤维细胞损伤模型构建成功。

原花青素对肿瘤、 高血压、 关节炎等有治疗作用［１６］ 。
研究发现， 原花青素能够改善皮肤损伤， 其治疗后小鼠光

老化皮肤组织细胞凋亡水平降低， 抗氧化酶活性升高［１７］ ；
还可以改善紫外线诱导的人角质形成细胞增殖活性， 发挥

皮肤保护作用［１８］ ； 亦可抑制长波紫外线诱导的人皮肤成纤

维细胞外基质降解， 延缓皮肤光老化［６］ 。 本实验结果表明，
原花青素能抑制 ＵＶＢ 诱导人皮肤成纤维细胞凋亡、 氧化损

伤和分泌细胞外基质降解酶， 具有改善皮肤成纤维细胞光

老化的作用。
Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 是一个与细胞衰老有关的信号转导通路，

Ｗｎｔ１、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 是 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的关键蛋白， 两

者表达改变与该信号通路的激活水平有关［１９⁃２１］ ， 衰老的细

胞中 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 表达降低［２２⁃２３］ 。 在 ＵＶＢ 诱导人皮肤成纤维细

胞光老化模型中 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号被抑制， 而激活 Ｗｎｔ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 信号能够改善皮肤老化［７⁃８］ 。 本实验结果表明， 原花

青素能促进 ＵＶＢ 诱导人皮肤成纤维细胞 Ｗｎｔ１、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋

白表达。 当以 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路抑制剂和原花青素处

理 ＵＶＢ 诱导的人皮肤成纤维细胞时， 发现 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信

号通路抑制剂可以逆转原花青素对 ＵＶＢ 诱导的人皮肤成纤

维细胞增殖、 凋亡、 氧化损伤作用， 说明原花青素通过激

活 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号调控 ＵＶＢ 诱导的人皮肤成纤维细胞凋

亡、 氧化应激和分泌细胞外基质降解酶。
综上所述， 原花青素对 ＵＶＢ 诱导的皮肤光老化具有保

护作用， 能抑制 ＵＶＢ 诱导的人皮肤成纤维细胞凋亡和氧化

损伤， 其机制与激活 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路有关， 这为原

花青素治疗皮肤光老化的临床应用提供理论支撑。
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摘要： 目的　 探讨槲皮素调控活性氧 （ＲＯＳ） ／硫氧还蛋白结合蛋白 （ＴＸＮＩＰ） ／ ＮＯＤ 样受体相关蛋白 ３ （ＮＬＲＰ３） 信

号通路对牙龈卟啉单胞菌脂多糖 （Ｐｇ⁃ＬＰＳ） 诱导 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞炎症因子的影响。 方法 　 采用 １ ｍｇ ／ Ｌ Ｐｇ⁃ＬＰＳ 刺激

ＲＡＷ２６４ ７ 巨噬细胞构建细胞炎症模型， 分为对照组、 模型组及槲皮素低、 中、 高剂量组 （５、 ２５、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ），
ＭＴＴ 法检测细胞活力， 倒置显微镜观察各组细胞形态变化， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测炎症因子白细胞介素 （ ＩＬ） ⁃６、 ＩＬ⁃１β、
ＴＮＦ⁃α、 诱导型 ＮＯ 合酶 （ ｉＮＯＳ）、 环氧合酶 （ＣＯＸ⁃２） ｍＲＮＡ 表达， 荧光分光光度计检测细胞中 ＲＯＳ 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法检测 ＴＸＮＩＰ、 ＮＬＲＰ３ 蛋白表达。 结果　 ０～５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 槲皮素对 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞活力无明显影响 （Ｐ＞０ ０５）。 与

对照组比较， 模型组细胞形成伪足所占比例升高 （Ｐ＜０ ０５）， ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 及 ＴＸＮＩＰ、
ＮＬＲＰ３ 蛋白表达上调 （Ｐ＜０ ０５）， ＲＯＳ 水平增加 （Ｐ＜０ ０５）； 与模型组比较， 槲皮素各剂量组细胞形成伪足所占比例

降低 （Ｐ＜０ ０５）， ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 及 ＴＸＮＩＰ、 ＮＬＲＰ３ 蛋白表达下调 （Ｐ＜０ ０５）， ＲＯＳ 水平

减少 （Ｐ＜０ ０５）， 并呈剂量依赖性。 结论　 槲皮素可抑制 Ｐｇ⁃ＬＰＳ 诱导的 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞炎症因子表达， 其机制可能

与抑制 ＲＯＳ ／ ＴＸＮＩＰ ／ ＮＬＲＰ３ 信号通路活性有关。
关键词： 槲皮素； 牙龈卟啉单胞菌脂多糖 （Ｐｇ⁃ＬＰＳ）； ＲＯＳ ／ ＴＸＮＩＰ ／ ＮＬＲＰ３ 通路； 炎症因子
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　 　 牙周炎是一种慢性、 多因素的炎症性疾病， 可能会导

致牙齿脱落， 并最终引发全身炎症反应［１］ 。 牙龈卟啉单胞

菌 （Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓ， Ｐｇ） 定植在龈下部位并分泌

毒力因子脂多糖 （ＬＰＳ）， 随后宿主产生炎症和免疫反应，
这是牙周炎产生的主要病因之一［２］ 。 ＲＡＷ２６４ ７ 是小鼠单

核巨噬细胞白血病细胞， 是许多炎症因子的主要来源， 在

牙周炎的发展中起着重要作用［３］ 。 近年来， 基于炎症信号

通路中关键分子筛选抗炎药物受到广泛关注， 其中活性氧

（ＲＯＳ） ／硫氧还蛋白结合蛋白 （ＴＸＮＩＰ） ／ ＮＯＤ 样受体相

关蛋白 ３ （ＮＬＲＰ３） 信号通路作为炎症反应的重要信号通

路之一［４］ ， 已被报道在调节脊髓损伤神经炎症中发挥着重

要的促进作用［５］ 。 提示 ＲＯＳ ／ ＴＸＮＩＰ ／ ＮＬＲＰ３ 通路与牙周炎
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