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桑白皮多酚的抗氧化和对
T>

辐射致成纤维细胞

光老化的修复作用
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摘要!采用
%

$

%*

联氮
*

二"

<*

乙基
*

苯并噻唑
*)*

磺酸#二铵盐

"

Q]ZE

#和
'

$

'*

二苯基
*%*

三硝基苯肼"

X$$c

#自由基清除法

研究桑白皮多酚的抗氧化活性!体外培养成纤维
cE)+

细

胞$通过紫外线"

T>

#辐射建立细胞光老化模型$采用噻唑蓝

"

WZZ

#法检测细胞增殖活性$利用酶联免疫吸附"

-UFEQ

#法

检测细胞
"

型前胶原蛋白"

$F$

#含量$采用实时荧光定量

$CD

"

H

DZ*$CD

#测定基质金属蛋白酶
*'

"

WW$*'

#%

$F$

的

.D?Q

表达水平!结果显示$桑白皮多酚"

CW$

#具有显著

的抗氧化活性$其对
Q]ZE

%

X$$c

自由基清除作用的半数

抑制浓度"

#9

;&

#分别为
'9=,

$

+9,=

#

5

*

.U

$阳性对照丁基羟

基茴香醚"

]cQ

#的
#9

;&

分别为
''9%;

$

''9&<

#

5

*

.U

$表明

CW$

的自由基清除能力强于
]cQ

!与
T>

模型组相比$

CW$

显著促进成纤维细胞的增殖"

$

'

&9&;

#$并呈浓度依赖

性地提高受损细胞内
$F$

的含量"

$

'

&9&;

#!同时$

CW$

能

够显著下调
T>

辐射损伤细胞内
WW$*'

的
.D?Q

水平$提

高
$F$

的
.D?Q

表达"

$

'

&9&;

#!研究表明$

CW$

对
T>

辐

射致皮肤光老化有一定的修复作用$其作用机制可能与有效

清除自由基$抑制细胞内
WW$*'

表达及调控
$F$

合成有关!

关键词!桑白皮&多酚&抗氧化&成纤维细胞&光老化
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皮肤光老化!

$3:G:/

5

04

5

#是指由于皮肤长期暴露在外界

有害因素!日晒+烟尘+化学物质等#之下使得皮肤过早地出

现衰老现象的一类疾病'其中紫外线是最为主要的诱因%

'

&

(

;'



T>

辐射会引起成纤维细胞生物学特征的改变'表现为皮肤

粗糙+增厚+过多的色素沉着及出现深皱纹%

%̀ <

&

(长期过量

的
T>

辐射甚至会引起皮肤癌变'严重损害人体健康%

=

&

(研

究%

;̀ )

&表明'许多植物提取精华和中草药中的化学物质可有

效防治皮肤光老化(

桑白皮是桑科植物桑!

C(?.;%'G%U9

#的干燥根皮'为中

国传统常用中药材'主产于安徽+四川+贵州+湖南等地(桑

白皮多酚是桑白皮的次生代谢产物'主要包括
X0@18*Q1K@M

型

加合物和黄酮类化合物等%

(

&

(桑白皮多酚具有多种生物活

性'包括抗氧化%

+

&

+抗病毒%

,

&

+镇痛抗炎%

'&

&

+降血糖%

''

&及改善

胰岛素抵抗%

'%

&等(本课题组前期研究%

'<

&发现桑白皮多酚提

取物具有抑制
"

*

淀粉酶+

"

*

葡萄糖苷酶+胰脂肪酶及
<Z<*U'

脂肪细胞分化的作用(虽然桑白皮多酚药理作用的研究较

多%

'&̀ '<

&

'但关于桑白皮多酚对
T>

辐射致皮肤光老化修复

作用的研究仍然缺乏(

本试验拟以桑白皮多酚为原料'首先研究
CW$

的抗氧

化能力'在以成纤维
cE)+

细胞为研究对象'探讨
CW$

对

T>

辐射致成纤维细胞光老化的修复作用'并阐明其作用机

制'为抗光老化功能性食品的开发利用提供理论基础(

'

!

材料与方法
'9'

!

材料与仪器

'9'9'

!

材料与试剂

桑白皮"安徽亳州药材市场$

成纤维
cE)+

细胞"美国模式培养物集存库!

Q.@M02/4

Z

6N

@CI1GIM@C:11@2G0:4

'

QZCC

#$

单宁酸!

G/4402/20K

'

ZQ

#+

#:104*C0:2/1G@I

试剂+

]cQ

+

Q]ZE

+

X$$c

+

WZZ

"分析纯'美国
E0

5

./

公司$

$F$

试剂盒"日本
Z/V/D/

公司$

胎牛血清+

XW-W

培养液等"美国
!0A2:

公司(

'9'9%

!

主要仪器设备

全波长酶标仪"

E

N

@2GM/W/R*',&

型'美国
W:1@2I1/MX@*

O02@8

公司$

Cb

%

恒温培养箱"

?T*+;&&

型'美国
Z3@M.:

公司$

超净工作台"

XU*C"*'?

型'北京东联哈尔仪器制造有限

公司$

立式压力蒸汽灭菌器"

UXf#*(;V]*FFF

型'上海申安医

疗器械厂$

实时荧光定量
$CD

仪"

-Cb

ZW型'美国
F11I.04/

公司(

'9%

!

试验方法

'9%9'

!

桑白皮多酚提取物的制备
!

将桑白皮粉碎成粉末'按

照料液比
'

$

'&

!

5

*

.U

#与
(&B

的乙醇溶液进行混合'室温

条件下振荡提取
<

次'每次
=3

'过滤后收集上清液'用旋转

蒸发仪浓缩至适量(取提取液加在处理好的大孔吸附树脂

柱上'用蒸馏水洗脱'再依次使用不同纯度的乙醇冲洗'收集

洗脱液'减压浓缩回收溶剂'冷冻干燥得桑白皮多酚提取物(

'9%9%

!

多酚含量的测定
!

采用
#:104*C0:2/1G@I

法%

'=̀ ';

&

'以

单宁酸作为标准品(绘制吸光值
$*

质量浓度
8

的标准曲线

$h&9&&'8 &̀9&&;

'

J

%

h&9,,,

(根据标准曲线'计算桑白皮

多酚的含量!

.

5

ZQ

*

5

#(

'9%9<

!

抗氧化活性的测定
!

!

'

#

Q]ZE

自由基清除能力"参考文献%

')

&(

!

%

#

X$$c

自由基清除能力"参考文献%

'(

&

'+

&(

'9%9=

!

成纤维细胞的培养及细胞光老化模型的建立
!

成纤

维
cE)+

细胞置于!

_

#

XW-W

培养基!含
'&&T

*

.U

青链霉

素+

'&B

胎牛血清#'在
<(\

+

;B Cb

%

且相对饱和湿度的细

胞培养箱中培养(取对数生长期的
cE)+

细胞'以
'Y

'&

;个*
.U

接种于
%=

孔板中'每孔
;&&

#

U

(贴壁培养
%=3

后'弃培养基'用
$]E

清洗
%

次'并铺上
;&&

#

U

的
$]E

'置于

紫外线灯下辐射(辐射条件"辐射剂量
%&."

*

2.

%

'时间

,&8

'细胞距离光源
%&2.

%

',

&

(空白对照组不给予
T>

辐射(

弃
$]E

'加入
XW-W

培养基!含
'&&T

*

.U

青链霉素+但不

含
'&B

胎牛血清#培养(

'9%9;

!

试验分组
!

将成纤维
cE)+

细胞设置为空白对照组

!无
T>

辐射及
CW$

处理#+

T>

模型组!给予
T>

辐射'无

CW$

处理#+

CW$

试验组!给予
T>

辐射及
CW$

处理#'各

组均设
=

个复孔(

CW$

处理浓度为
'

'

%

'

;

#

5

*

.U

(

'9%9)

!

细胞增殖活性的测定
!

接种于
%=

孔板中的
cE)+

细

胞'给不同浓度
CW$

!

'

'

%

'

;

#

5

*

.U

#处理
=+3

后'每孔加入

;&

#

U

的
WZZ

染色液'继续置于细胞培养箱中培养'

<3

后

弃上清液'每孔加入
;&&

#

U

二甲基亚砜溶液'室温避光震荡

%&.04

'于
;(&4.

波长处读取
bX

值%

%&

&

(

'9%9(

!

$F$

含量的测定
!

将接种于
%=

孔板中的
cE)+

细胞

用不同浓度
CW$

!

'

'

%

'

;

#

5

*

.U

#处理
=+3

后'收集细胞上

清液'采用
-UFEQ

法测定细胞培养液中
$F$

含量'操作方法

参考
$F$

试剂盒说明书(

'9%9+

!

WW$*'

+

$F$.D?Q

表达水平的测定
!

取
cE)+

细

胞以
'Y'&

;个*
.U

接种于
)&..

的细胞培养皿中'经不同

浓度
CW$

!

'

'

%

'

;

#

5

*

.U

#处理
=+3

后'用
ZM07:1

法提取总

D?Q

'按照
$M0.@E2M0

N

G

ZW

DZ

试剂盒合成
2X?Q8

(加入

ES]D!M@@4

+引物及
2X?Q

模板'进行实时荧光定量
$CD

反应(引物设计"

WW$*'

正义引物为
;

0

*!!Z!QZ!QQ

!CQ!CCCQ!*<

0'

WW$*'

反义引物为
;

0

*CQ!ZQ!QQZ

!!!Q!Q !ZC*<

0$

$F$

正义引物为
;

0

*!QQ C!C !Z!

ZCQZCCCZZ!Z*<

0'

$F$

反义引物为
;

0

*!QQC!Q!!Z

Q!ZCZZZCQ!CQQCQ*<

0$

!

*/2G04

正义引物为
;

0

*!ZZ

!!QCCZ!QCQ!QCZQCCZCQ*<

0'

!

*/2G04

反义引物为

;

0

*!ZZ!CCQQZQ!Z!QZ!QCCZ*<

0(

'9<

!

统计学分析

采用
E$EE'+9&

统计软件进行数据处理'用*

Vg;

表示(

采用单因素方差分析!

b4@*L/

6

Q?b>Q

#中的
XI42/4

0

8

多

重比较法分析所得数据'

$

'

&9&;

有统计学意义(

%

!

结果与分析
%9'

!

桑白皮多酚对
Q]ZE

自由基的清除作用

由图
'

可知'

CW$

具有显著清除
Q]ZE

自由基的能力'

且清除率随着质量浓度的增大先逐渐增强最后趋于恒定$

]cQ

在
'

&

'&

#

5

*

.U

时'清除率随着质量浓度的增加而增

大'且呈线性相关(

CW$

和
]cQ

对
Q]ZE

自由基清除作用

的
#9

;&

值分别为
'9=,

'

''9%;

#

5

*

.U

'表明
CW$

对
Q]ZE

自

)'

基础研究
!
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%
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图
'

!

桑白皮多酚对
Q]ZE

自由基的清除作用
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N
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6N

3@4:1JM:.9(?<=VC(?3

由基清除能力显著强于阳性对照
]cQ

!

$

'

&9&;

#(故桑白

皮多酚具有显著的
Q]ZE

自由基清除能力'而多酚类物质是

其主要的活性成分(

%9%

!

桑白皮多酚对
X$$c

自由基的清除作用

图
%

表明'在
'

&

'&

#

5

*

.U

时'

CW$

和
]cQ

对
X$$c

自由基清除能力随着浓度的增加而增强'呈明显的浓度依赖

性'且差异显著!

$

'

&9&;

#(

CW$

和
]cQ

清除
X$$c

自由

基的
#9

;&

值分别为
+9,=

'

''9&<

#

5

*

.U

'说明桑白皮多酚对

X$$c

自由基清除能力大于人工合成抗氧化剂
]cQ

(以上

结果显示'桑白皮多酚对
X$$c

和
Q]ZE

自由基清除能力的

变化规律具有较好的一致性'说明多酚类物质是桑白皮的主

要抗氧化活性成分(

图
%

!

桑白皮多酚对
X$$c

自由基的清除作用
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%9<

!

桑白皮多酚对细胞增殖作用的影响

由图
<

可知'成纤维
cE)+

细胞经
T>

辐射后'细胞存

活率明显降低'与空白对照组比较具有显著性差异!

$

'

&9&;

#'表明体外
cE)+

细胞光老化模型建立成功(与
T>

模

型组%!

)&9,&g&9=)

#

B

&相比'不同浓度
CW$

!

'

'

%

'

;

#

5

*

.U

#

作用
=+3

后'其细胞存活率分别为!

)=9(+g'9+=

#

B

'

!

(&9+,g%9%&

#

B

'!

(;9()g&9)+

#

B

'呈剂量依赖性增加'且具

有统计学意义!

$

'

&9&;

#(说明桑白皮多酚能提高光老化成

纤维细胞的增殖活性'对细胞损伤具有一定的修复作用(后

续试验细胞
$F$

分泌水平及
WW$*'

+

$F$

的
.D?Q

表达的

测定均采用此浓度的添加量进行研究(

不同小写字母表示差异显著'

$

'

&9&;

图
<

!

桑白皮多酚对细胞增殖作用的影响

#0

5

IM@<

!

-JJ@2G:J

N

:1

6N

3@4:1JM:.9(?<=VC(?3:4

2@11

N

M:10J@M/G0:4

%9=

!

桑白皮多酚对细胞
$F$

含量的影响

由图
=

可知'

$F$

标准品的质量浓度!

$

#与
bX

值!

8

#间

的标准曲线为
$h=(9'%8

%

_'&)9=8`'9,'=

!

J

%

h&9,,,

#'

说明方程拟合有效(由图
;

可知'成纤维
cE)+

细胞经过

T>

辐射后'其
$F$

的含量发生了变化(与空白对照组

%!

)%=9&,g'&9,<

#

4

5

*

.U

&相比'

T>

模型组
$F$

含量明显降

低'达到了!

=,(9;+g'(9<+

#

4

5

*

.U

'存在着显著性差异!

$

'

&9&;

#(与
T>

模型组相比'

CW$

可以显著提高
T>

辐射后

细胞中的
$F$

含量'随着
CW$

浓度的增加'

$F$

含量呈浓度

依赖性提高'且有统计学差异!

$

'

&9&;

#(

$F$

含量的降低'

图
=

!

$F$

标准曲线

#0

5

IM@=

!

EG/4K/MK2IMO@:J$F$

不同小写字母表示差异显著'

$

'

&9&;

图
;

!

桑白皮多酚对细胞
$F$

含量的影响
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卷第
%

期 吴永祥等"桑白皮多酚的抗氧化和对
T>

辐射致成纤维细胞光老化的修复作用
!



可导致皮肤中胶原蛋白合成的减少'从而出现皱缩细纹等衰

老症状%

%'

&

(本试验结果表明'桑白皮多酚增加了
T>

辐射

后成纤维细胞中
$F$

的含量'具有潜在的抗光老化作用(

%9;

!

桑白皮多酚对细胞
WW$*'

"

$F$.D?Q

表达的影响

由表
'

可知'与空白对照组相比'

T>

模型组在给予
T>

辐射后'细胞中
WW$*'

的
.D?Q

表达水平显著升高'

$F$

的
.D?Q

表达水平显著降低(空白对照组中
WW$*'

+

$F$

的
.D?Q

表达水平分别为!

&9&+g&9&&

#'!

'9&&g&9&&

#'而

T>

模型组分别为!

'9&&g&9&&

#'!

&9<<g&9&'

#'两者存在着

显著性差异!

$

'

&9&;

#(与
T>

模型组相比'

CW$

能够显著

下调
T>

辐射损伤细胞内
WW$*'

的
.D?Q

表达量'提高

$F$

的
.D?Q

水平'且有统计学差异!

$

'

&9&;

#(研究%

%%

&证

明'

WW$*'

过度表达时'将会抑制
$F$

的正常表达'破坏皮

肤胶原纤维和弹性纤维的正常结构'从而导致皮肤光老化(

结果表明'桑白皮多酚通过调控
WW$*'

和
$F$

的
.D?Q

表

达'起到光老化修复作用(

表
'

!

桑白皮多酚对细胞
WW$*'

"

$F$.D?Q

表达的影响a

Z/A1@'

!

-JJ@2G:J

N
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6N

3@4:1JM:.9(?<=VC(?3:4WW$*'

#

$F$.D?Q@R

N

M@880:48

组别
浓度*

!

#

5

/

.U

`'

#

WW$*'

*

!

*/2G04

比值

$F$

*

!

*/2G04

比值

空白对照组
` &9&+g&9&&

K

'9&&g&9&&

/

T> ` '9&&g&9&&

/

&9<<g&9&'

K

CW$ ' '9&<g&9&=

/

&9<;g&9&<

2K

% &9,'g&9&%

A

&9<,g&9&'

A2

; &9+=g&9&%

2

&9=%g&9&%

A

!

a

!

同列不同上标字母表示在统计学上具有显著差异!

$

'

&9&;

#(

<

!

结论
本研究揭示了桑白皮多酚能有效抵抗

T>

诱导的皮肤

光老化'其作用机制可能与有效清除自由基'抑制细胞内

WW$*'

表达及调控
$F$

合成有关(下一步将对桑白皮多酚

做进一步的分离纯化'以明确桑白皮多酚抗皮肤光老化的主

要活性成分(
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