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摘要 目的：探讨绞股蓝总皂苷（Gyp）对光老化人皮肤成纤维细胞（HSF细胞）凋亡以及 Caspase-3信号通路的影响。方法：分别以

80、160、320 mg/d剂量的 Gyp生理盐水溶液灌胃大鼠 7d后取血并分离血清，长波紫外线（UVA）照射方法（照射剂量 36 J/cm3）构

建光老化 HSF细胞模型以得到低剂量组、中剂量组、高剂量组，同时以空白对照组（未照射细胞）、UVA模型组、正常组为对照。

UVA诱导的细胞活性氧表达采用二氯荧光素（DCF）法测定，细胞凋亡情况采用 TUNEL法测定，HSF细胞活性采用四甲基偶氮

唑盐微量酶反应比色法（MTT法）测定，Bax、Bcl-2、Caspase-3基因和蛋白表达分别采用反转录 -聚合酶链反应（RT-PCR）和West-

ern-blotting方法进行测定。结果：与空白对照组比较，其余 5组的 OD值、HSF细胞凋亡数、活性氧（平均荧光强度）、活性氧水平、

Bax、Bcl-2、Caspase-3 mRNA及蛋白表达水平差异具有统计学意义（P<0.05）；与 UVA模型组和正常组比较，低、中、高剂量组 OD

值、HSF细胞凋亡数、活性氧（平均荧光强度）、活性氧水平、Bax、Bcl-2、Caspase-3 mRNA及蛋白表达水平差异具有统计学意义

（P<0.05）；低、中、高剂量组随着剂量增加 OD值、Bcl-2mRNA和蛋白表达水平逐渐升高，细胞凋亡数、活性氧（平均荧光强度）、活

性氧水平、Bax、Caspase-3 mRNA和蛋白表达水平逐渐降低（P<0.05）。结论：Gyp通过抑制细胞内活性氧的产生以及 Bax的表达，

以及激活 Bcl-2、Caspase-3信号通路而逆转 UVA诱导的 HSF细胞凋亡，进而延缓 HSF细胞的光老化现象。
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The Effect of Gypenosides on Cell Apoptosis and Caspase-3 Signaling
Pathway in Human Skin Fibroblasts

To explore the influence of gypenosides (Gyp) on cell apoptosis and Caspase-3 signaling pathway in pho-

to-aging human skin fibroblasts (HSF cell). Blood samples of rats gavaged to Gyp saline solution with 80, 160, 320 mg/d re-

spectively after 7 days were taken, and the serum was isolated. The photo-aging HSF cell model were established by the long-wave ultra-

violet(UVA)(irradiation dose 36 J/cm3), which were divided into Low-dose group, Middle-dose group and High-dose group,and the blank

control group (without irradiated cells), UVA model group,Normal group were selected as control group. The activity of reactive oxygen

species induced by UVA was determined by the dichlorofluorescein (DCF) method, the cell apoptosis was measured by the TUNEL

method, the activity of HSF cells was determined by the MTT method, the gene an protein expression of Bax, Bcl-2, Caspase-3 were de-

tected by the reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) and Western-blotting respectively. The OD value, HSF

cell apoptosis number, the reactive oxygen species(average fluorescence intensity), reactive oxygen species levels, mRNA and protein ex-

pression of Bax, Bcl-2 and Caspase-3 in the other 5 groups compared with blank control group, the differences were statistically signifi-

cant (P<0.05); The OD value, HSF cell apoptosis number, the reactive oxygen species (average fluorescence intensity),reactive oxygen

species levels, mRNA and protein expression of Bax, Bcl-2 and Caspase-3 in Low, Middle, High-dose group compared with UVA model

group and Normal group, the differences were statistically significant (P<0.05); Low, medium and high -dose group increased with the

dose of OD value, mRNA and protein expression of Bcl-2 increased gradually, HSF cell apoptosis number, the reactive oxygen species

(average fluorescence intensity), reactive oxygen species levels, mRNA and protein expression of Bax and Caspase-3 decreased gradually

(P<0.05). Gyp can delay the aging of HSF cell by reversing HSF cell apoptosis induced by UVA, the possible mechanism is

inhibition of the production of intracellular reactive oxygen species and expression of Bax, and activation of Bcl-2, Caspase-3 signaling

pathway.
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前言

皮肤光老化是指皮肤因急性大剂量或者长期日光照射而

出现的损伤和衰老，其发病机制中主要涉及细胞遗传基因的调

控[1,2]。研究表明[3]，细胞凋亡在皮肤生理稳态的维持以及皮肤的

发育过程中起关键作用，同时细胞凋亡过多也是一些皮肤性疾

病的重要特征。长波紫外线（ultraviolet，UVA）照射皮肤后可在

人体细胞内形成大量的活性氧，引起皮肤的光损伤，而活性氧

过量会激活细胞的氧化应激反应，并产生细胞凋亡转录因子而

导致细胞凋亡 [4]。人皮肤成纤维细胞（human skin fibroblasts，

HSF）是组成皮肤真皮层的关键成分，研究显示[5]，UVA可诱导

HSF细胞凋亡，当人体皮肤细胞受到严重的 UVA照射，会出

现明显的氧化应激反应和细胞凋亡。修复经 UVA辐射的受损

细胞，可抑制细胞的凋亡，进而延缓光老化现象[6]。我国中医学

博大精深，在延缓皮肤的光老化方面具有独特优势。研究发现
[7]，绞股蓝明显影响细胞凋亡，而绞股蓝总皂苷（Gypenosides，

Gyp）则具有自由基清除作用和抗氧化效果。本研究旨在探讨

Gyp对光老化 HSF细胞凋亡以及 Caspase-3信号通路的影响，

以揭示其对光老化现象的作用机制。现报告如下。

1 材料与方法

1.1 实验动物与材料

1.1.1 实验动物 中国医科大学实验动物中心提供 20只健康

雄性 SPF级 SD大鼠（许可证号：SCXK（辽）2008-0005），大鼠体

重均匀，平均（210.8± 15.5）g，喂养常规颗粒饲料并自由饮水。

1.1.2 主要设备 常州国华仪器设备厂提供 SHA-B型电热恒

温振荡器，美国 Alphainnotech Chemi Imager 提供 ChemiIm-

ager5500型凝胶成像分析系统，奥地利 Anthos公司提供 an-

tho2010型酶标仪，北京六一仪器设备厂提供 EPS300电泳仪、

DYY40B转印电泳槽、PCR仪和WD-9405B型水平摇床，南京

华强电子有限公司提供 20W的 UVA光源，美国 Bio-Rad公司

提供Mini-Protein III型垂直板电泳装置。

1.1.3 实验试剂 成都曼斯特生物科技有限公司提供 Gyp（生

产批号：MUST-11031401），上海艾研生物科技有限公司提供

HSF细胞，碧云天生物科技有限公司提供 BCA法蛋白定量试

剂盒（生产批号：P0012S）、细胞蛋白提取试剂（生产批号：

P0013）和 ECL发光液（生产批号：P0018）；南京凯基生物科技

发展有限公司提供 TUNEL细胞凋亡原位检测试剂盒（生产批

号：KGA7071），北京博奥森生物技术有限公司提供兔抗人

Bax、Bcl-2抗体、HRP标记羊抗兔二抗以及内参茁-actin抗体，
北京三博远志生物科技有限公司合成 Bax、Bcl-2 和内参

GAPDH引物，其中 Bax 上游的引物序列：5'-AAGCTGAGC-

GAGTGTCTCAAG-3'，Bax 下游的引物序列：5'-CAAAGTA-

GAAAAGGGCGACAAC-3'，产物的大小为 178bp；Bcl-2上游

的引物序列：5'-ATGTGTGTGGAGAGCGTCAAC-3'，Bcl-2 下

游的引物序列：5'-AGACAGCCAGGAGAAATCAAAC-3'，产物

的大小为 180 bp；内参 GAPDH上游的引物序列：5'-GTCAGTG-

GTGGACCTGACCT-3'，内参 GAPDH下游的引物序列：5'-AG-

GGGTCTACATGGCAACTG-3'，产物的大小为 420 bp。

1.2 实验方法

1.2.1 制备含药血清 按照随机数字表法将 20只 SD大鼠均

分为正常血清组、低剂量含药血清组、中剂量含药血清组、高剂

量含药血清组各 5只，并依据 Meeh-Rubner公式[8]推算每只大

鼠给药量 80 mg/d左右，并以 80 mg/d定义为低剂量大鼠给药，

即 80 mg/d、160 mg/d、320 mg/d分别为低剂量、中剂量、高剂量

含药血清组大鼠给药剂量。在 0.9%的氯化钠溶液中混合溶解

Gyp，对大鼠进行灌胃，一天 1次，连续灌胃七天后收集大鼠主

动脉血液置于促凝管中，并在 27℃环境下静置 1 h，以 1200

r/min的速度离心 10 min后留取上清液，将各组收集得到的上

清液置于 50 mL的离心管中，并置于 56℃的水浴中进行灭活，

然后 0.22 滋m进行过滤灭菌，将得到的样品冻存备用。
1.2.2 复制光老化模型、实验分组及含药血清干预 在

DMEM培养基中加入 1%的双抗和含 10%的胎牛血清，在体积

分数为 5%二氧化碳、37℃的环境中进行 HSF培养，第二天采

用 2.5 g/L的胰酶消化传代。以 2.5 g/L的胰酶消化对数生长期

的细胞后加入到新鲜的培养液中制作成为细胞悬液，再以 1×

104/mL接种到 25 cm2的培养瓶中，5 mL/瓶，合计接种 30瓶，

从中随机选取 5瓶作为空白对照组，不施加任何干预。其余的

25瓶在体积分数为 5%二氧化碳、37℃的培养箱中培养 48h，将

旧培养液舍去，以磷酸盐缓冲液（PBS）连续清洗，直至 PBS无

色，然后加入 PBS共计 2000 滋L，并以光源为 UVA 365 nm的

灯管照射，紫外线辐照计测量照射强度，照射剂量（J/cm2）=照

射时间（s）× 照射强度（W/cm2），照射剂量最终为 36 J/cm2。将

25瓶根据不同的干预方法随机分为 UVA模型组、正常组、低

剂量组、中剂量组、高剂量组，每组 5瓶。所有组 HSF细胞在

UVA照射后弃去 PBS，在 UVA模型组中加入 5 mL的新鲜培

养液连续培养 12 h，正常组加入 5 mL含有 10%正常大鼠血清

的新鲜培养液连续培养 12 h，低剂量、中剂量、高剂量组则分别

加入含有 10%低、中、高剂量大鼠含药血清的新鲜培养液 5 mL

培养 12 h。

1.3 检测指标

1.3.1 MTT法测定 HSF细胞活性 采用四甲基偶氮唑盐微量

酶反应比色法（MTT法）对 HSF细胞活性进行测定，波长为

490 nm处，在酶联免疫检测仪中测定光密度值（OD值）。

1.3.2 TUNEL法检测细胞凋亡 采用 TUNEL法检测各组的

细胞凋亡情况，操作过程严格按照 TUNEL法检测试剂盒上说

明进行，采用 FITC标记细胞后在荧光显微镜下观察形态，每张

爬片均选取 5个染色良好的视野计数凋亡细胞数量，凋亡细胞

数为 5个视野细胞凋亡均数。

1.3.3 二氯荧光素（DCF）法检测 UVA诱导的细胞活性氧表达

采用 DCF法对 UVA诱导的细胞活性氧表达进行检测，以 96

孔板接种细胞，每孔接种的细胞数为 1.5万，接种 24 h后采用

含糖 Earle's液清洗，共洗 2遍，在浓度为 25 滋mol/L的二氯二
氢荧光素 -乙酰乙酸酯（DCFH-DA）培养箱中孵育，30 min 后
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采用含糖 Earle's液清洗，共洗 2遍。最后采用酶标仪对荧光强

度进行测定。

1.3.4 RT-PCR 法检测细胞中 Bax、Bcl-2、Caspase-3 mRNA 和

蛋白的表达 采用反转录 -聚合酶链反应（RT-PCR）对细胞

中的 Bax、Bcl-2、Caspase-3 mRNA表达情况进行检测，在凝胶

成像系统中采集 PCR产物经凝胶电泳后的图像，目的基因与

内参基因的条带积分光密度值比值表示 mRNA表达水平；采

用 Western blot 法对 Bax、Bcl-2、Caspase-3 蛋白的表达水平进

行检测，对兔抗人 Bax、Bcl-2一抗稀释 50倍，对 HRP标记的

羊抗兔二抗稀释 200倍，ECL发光试剂盒检测，图像分析系统

分析，目的蛋白与内参条带灰度值比值表示蛋白表达水平。

1.4 统计学处理

采用 SPSS19.0软件录入数据及统计分析，定量资料的描

述以（x± s）表示，多组独立样本采用方差分析进行比较，LSD-t

检验进行两两比较，P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组 HSF细胞增殖活性、活性氧水平比较

6组 HSF细胞的 OD值、细胞凋亡数、活性氧（平均荧光强

度）、活性氧水平经方差分析，差异有统计学意义（P<0.05）；与

空白对照组比较，其余 5组的 OD值、细胞凋亡数、活性氧（平

均荧光强度）、活性氧水平差异具有统计学意义（P<0.05）；与 U-

VA模型组和正常组比较，低、中、高剂量组 OD值、细胞凋亡

数、活性氧（平均荧光强度）、活性氧水平差异具有统计学意义

（P<0.05）；低、中、高剂量组随着剂量增加 OD值逐渐升高，细

胞凋亡数、活性氧（平均荧光强度）、活性氧水平逐渐降低（P<0.

05），见表 1。

Note: Compared with blank control group, ① P<0.05; Compared with UVA model group and Normal group, ② P<0.05; Compared with Low-dose group,
③ P<0.05; Compared with Middle-dose group, ④ P<0.05.

表 1 比较各组 HSF细胞的增殖活性、活性氧水平

Table 1 Comparisons of HSF cells proliferation activity and reactive oxygen species between groups

2.2 各组细胞中 Bax、Bcl-2、Caspase-3 mRNA及其蛋白表达水

平比较

6组细胞中 Bax、Bcl-2、Caspase-3 mRNA和蛋白表达水平

经方差分析，差异有统计学意义（P<0.05），与空白对照组比较，

其余 5组 Bax、Bcl-2、Caspase-3 mRNA和蛋白表达水平差异均

有统计学意义（P<0.05）;与 UVA模型组和正常组比较，低、中、

高剂量组 Bax、Bcl-2、Caspase-3 mRNA和蛋白表达水平差异均

有统计学意义（P<0.05）；低、中、高剂量组随着剂量的增加

Bax、Caspase-3 mRNA和蛋白表达水平逐渐降低，Bcl-2mRNA

和蛋白表达水平逐渐升高（P<0.05），见表 2。

Note: Compared with blank control group, ① P<0.05; Compared with UVA model group and Normal group,② P<0.05; Compared with Low-dose group,
③ P<0.05; Compared with Middle-dose group, ④ P<0.05.

表 2 比较各组细胞中 Bax、Bcl-2、Caspase-3 mRNA及其蛋白表达水平

Table 2 Comparisons of Bax, Bcl-2, Caspase-3 mRNA and protein levels expression between groups

Groups n OD value Number of apoptotic cells
Reactive oxygen species

(average fluorescence intensity)

Reactive oxygen

species（mg/mL）

Blank control group 5 0.93± 0.08 2.38± 0.75 97.22± 12.36 8.37± 1.22

UVA model group 5 0.51± 0.10① 72.27± 0.89① 215.08± 13.75① 17.62± 1.51①

Normal group 5 0.49± 0.12① 69.16± 0.82① 206.34± 12.02① 18.28± 1.36①

Low-dose group 5 0.60± 0.09① ② 45.20± 0.87① ② 169.73± 12.91① ② 14.53± 1.30① ②

Middle-dose group 5 0.68± 0.11① ② ③ 36.39± 0.79① ② ③ 146.06± 14.15① ② ③ 12.92± 1.24① ② ③

High-dose group 5 0.76± 0.11① ② ③ ④ 30.22± 0.90① ② ③ ④ 122.03± 13.37① ② ③ ④ 11.20± 1.05① ② ③ ④

F - 362.791 338.297 229.760 298.069

P - 0.000 0.000 0.000 0.000

Groups n Bax mRNA Bcl-2 mRNA
Caspase-3

mRNA
Bax protein Bcl-2 protein

Caspase-3

protein

Blank control group 5 0.21± 0.12 0.69± 0.21 0.22± 0.03 0.29± 0.03 0.75± 0.09 0.37± 0.05

UVA model group 5 0.69± 0.11① 0.18± 0.20① 0.62± 0.02① 0.78± 0.02① 0.21± 0.08① 0.96± 0.05①

Normal group 5 0.67± 0.13① 0.22± 0.19① 0.63± 0.03① 0.77± 0.02① 0.23± 0.11① 0.99± 0.04①

Low-dose group 5 0.56± 0.09① ② 0.34± 0.22① ② 0.51± 0.03① ② 0.59± 0.03① ② 0.32± 0.10① ② 0.68± 0.04① ②

Middle-dose group 5 0.49± 0.11① ② ③ 0.41± 0.20① ② ③ 0.44± 0.04① ② ③ 0.51± 0.02① ② ③ 0.45± 0.09① ② ③ 0.57± 0.05① ② ③

High-dose group 5 0.41± 0.09① ② ③ ④ 0.50± 0.19① ② ③ ④ 0.35± 0.03① ② ③ ④ 0.43± 0.02① ② ③ ④ 0.53± 0.11① ② ③ ④ 0.49± 0.04① ② ③ ④

F - 321.605 387.226 359.087 298.337 339.875 319.682

P - 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
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3 讨论

传统中医学认为，过度的日光对皮肤进行照射可诱发皮肤

损伤，长期照射则可能导致皮肤老化[9]。研究表明[10,11]，长期的紫

外线辐射会减少 HSF细胞胶原蛋白的合成，进而导致皮肤的

弹力和紧致消失而形成皮肤皱纹，同时诱导皮肤的光老化现

象。绞股蓝是具有健脾胃、益气养阴以及清肺解热等功效的中

药，甘微苦性寒，体内实验表明[12,13]，绞股蓝对皮肤光老化具有

抵抗作用。Gyp是绞股蓝中药理作用与绞股蓝相似的药理成

分，动物实验表明[14,15]，Gyp具有抗疲劳、抗氧化，以及镇痛、镇

静的功效，并具有抗皮肤光老化的效果。本研究通过分析 Gyp

对光老化 HSF细胞凋亡以及 Caspase-3信号通路的影响，旨在

探讨 Gyp对抗皮肤光老化的内在机制。

本研究结果发现，UVA模型组 HSF细胞增殖活性最弱，

细胞凋亡数最多，说明经 UVA诱导的 HSF细胞凋亡数最多，

光老化现象最明显。Gyp含药血清干预后，HSF细胞增殖活性

明显增强，细胞凋亡数明显减少，并随着 Gyp剂量的增加，HSF

细胞增殖活性呈逐渐增强趋势，细胞凋亡数呈明显减少趋势，

提示 Gyp可以促进 HSF细胞的增殖，抑制 HSF细胞的凋亡，

从而在一定程度上延缓了皮肤的光老化现象。

机体在正常的生理代谢过程中，细胞会产生各种活性氧，

但是在抗氧化物质的作用下，活性氧会被及时清除，当细胞受

到紫外线照射的过度刺激时，会产生过度的活性氧簇，从而诱

发细胞的凋亡[16]。本研究结果显示，经 UVA诱导的 HSF细胞

明显产生过量的活性氧，即活性氧（平均荧光强度）、活性氧水

平明显升高，与有关研究结果一致[17]，提示 UVA光老化过程

中，活性氧具有重要作用。结果进一步表明，Gyp含药血清干预

后，HSF细胞中活性活性氧（平均荧光强度）、活性氧水平降低，

并且随着 Gyp剂量的增加，活性氧（平均荧光强度）、活性氧水

平逐渐降低，提示 Gyp可以抑制 UVA诱导的光老化 HSF细胞

毒性，修复损伤细胞，保护细胞活性。

在细胞凋亡过程中，Bax 和 Bcl-2 基因家族起调控作用，

Bax是促凋亡蛋白，可使线粒体膜的通透性增加，使细胞凋亡

的线粒体途径开启，Bcl-2可抑制细胞凋亡，在线粒体信号通路

中，能够放大死亡受体通路信号，抑制细胞凋亡[18]。人体在正常

的生理状态下，Bax与 Bcl-2形成动态的平衡。本研究结果发

现，UVA 模型组 Bax mRNA 和蛋白均呈高表达水平，Bcl-2

mRNA和蛋白均呈低表达水平，说明 UVA照射使 HSF细胞的

凋亡通道激活，在凋亡早期，通过诱导线粒体中的细胞色素 C

释放至细胞质，达到上调 Bax表达和下调 Bcl-2表达目的而促

进细胞凋亡。在 Gyp含药血清干预后，Bax mRNA和蛋白表达

下降，Bcl-2 mRNA和蛋白表达上升，并且随着 Gyp剂量的增

加，这种下降和上升趋势仍然存在，提示 Gyp通过下调 Bax表

达和上调 Bcl-2表达而使细胞凋亡的线粒体通路受到抑制，减

轻细胞凋亡而延缓光老化现象。另有研究证实[19]，在凋亡发生

过程中，Caspase激活起关键作用，在死亡受体非依赖性刺激细

胞时，Caspase激活的生物化学通路具有放大死亡受体通路信

号的功能。正常的生理状态下，Caspase家族以酶原的形式存在

于细胞质中，当受到 UVA的照射时，Caspase可与促凋亡因子

结合而形成凋亡小体，导致 Caspase-9 的激活，进而使 Cas-

pase-3激活而诱导细胞的凋亡[20]。本研究结果显示，UVA诱导

HSF细胞光老化后，Caspase-3 mRNA和蛋白表达明显增加，而

当Gyp含药血清干预后，Caspase-3 mRNA和蛋白表明下降，并

且 Gyp剂量越高，Caspase-3表达呈逐渐下降趋势。提示 UVA

诱导 HSF细胞可使 Caspase-3激活，进而促进细胞的凋亡，而

Gyp可以抑制 Caspase-3信号通路的活性，使其表达下调，最终

缓解 UVA诱导的 HSF细胞光老化现象。

综上所述，Gyp通过抑制 HSF细胞中活性氧的产生以及

Bax的表达，以及激活 Bcl-2、Caspase-3信号通路而使 UVA诱

导的 HSF细胞凋亡发生逆转，最终缓解或者减轻 HSF细胞的

光老化现象。
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