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甘草、红景天及黄芪粗提取物对 ＵＶＢ诱导小鼠皮肤
慢性光损伤的保护作用

赵　敏１，２　边　芳３　田卓华４　肖　辉１，２　潘　之２　杨桂兰，２

（１．兰州大学第二医院，兰州 ７３００００；２．兰州军区兰州总医院皮肤科，兰州 ７３００５０；
３．甘肃省肿瘤医院，兰州 ７３００５０；４．西安急救中心，西安 ７１００００）

摘　要：目的 研究甘草、红景天和黄芪三种粗提取物对皮肤慢性光损伤的保护作用。方法 甘草、红景天和黄芪三
种粗提取物局部外用于小鼠背部皮肤后给予ＵＶＢ辐射，每天１次，连续３０天，分别采用ＴＵＮＥＬ、ＥＬＩＳＡ和免疫印迹
检测小鼠背部皮肤组织的细胞凋亡指数、ＴＮＦα含量和ｃａｓｐａｓｅ８蛋白水平。结果 与空白对照组相比，ＵＶＢ照射组
（单纯给予ＵＶＢ照射）小鼠皮肤中的细胞凋亡指数、ＴＮＦα含量及ｃａｓｐａｓｅ８水平均显著增高（Ｐ＜００５）；不同浓度
甘草等粗提取物处理后可下调 ＴＮＦα、ｃａｓｐａｓｅ８表达水平及细胞凋亡指数（Ｐ＜０．０５），尤以甘草组明显。结论
ＵＶＢ慢性辐射可诱导皮肤光老化，而甘草、红景天和黄芪三种粗提取物可缓解紫外线引起的皮肤慢性光损伤，其作
用机制与抑制炎症因子ＴＮＦα释放、ｃａｓｐａｓｅ８表达和细胞凋亡有关。
关键词：甘草；红景天；黄芪；中波紫外线；细胞凋亡；ＴＮＦα；ｃａｓｐａｓｅ８
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１　引言

慢性紫外线辐射会导致皮肤损伤、光老化甚至

皮肤肿瘤等疾病，其中 ＵＶＢ（中波紫外线，波长２９０
～３２０ｎｍ）是导致皮肤损伤的主要原因之一［１］。

ＵＶＢ引起皮肤光老化的主要机制有氧化应激、细胞
凋亡、炎症反应、胶原蛋白和弹性蛋白的分解等［２］。

目前研究开发具有紫外线防护功能的药物和化妆品

已成为防止紫外线损伤、预防光线性皮肤病的研究

重点。然而，化学合成药物引起的不良反应较多，人

们便把研发目标逐渐投向了天然产物。文献证实大

量天然产物，如姜黄素、木犀草、白藜芦醇、黑豆中的

花青素、大豆中的异黄酮、人参皂苷等通过各种途径

抗光老化，其中白藜芦醇、花青素、异黄酮可通过抑

制紫外线诱导的细胞凋亡起到抗光老化作用［２４］。

本课题组前期研究表明，甘草、红景天和黄芪三种水

提取物可通过提高 ＵＶＢ诱导的 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠皮肤
中的热休克蛋白ＨＳＰ２７表达及ＳＯＤ活力，降低丙二
醛（Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）含量等来预防ＵＶＢ诱导
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的光老化［５，６］。但目前关于甘草等粗提取物对 ＵＶＢ
诱导细胞凋亡的影响仍不明确。为进一步探讨甘草

等粗提取物对紫外线诱导的慢性光损伤的保护作用

机制，我们研究了甘草等粗提取物对ＵＶＢ诱导的慢
性光老化小鼠皮肤组织中的细胞凋亡、ＴＮＦα含量
和ｃａｓｐａｓｅ８表达的影响，以为阐明甘草等中草药在
防治光化性疾病中的应用奠定基础，并为揭示甘草

等中草药在光化性疾病中的合理治疗提供理论基础

和实验依据。

２　材料和方法

２．１　实验材料
ＳＨ４Ｂ型紫外线光疗仪（上海希格玛高技术有

限公司），ＭｉｎｉＰＲＯＴＥＡＮＴｅｔｒａＭＰ４电泳槽（Ｂｉｏ
Ｒａｄ公司），ＴｒａｎｓＢｌｏｔＳＤ湿法转印槽（ＢｉｏＲａｄ公
司），２７３ＢＲ０７２０７分光光度计（ＢｉｏＲａｄ公司），Ｘ
光片冲洗仪 ＺＣＣ２（德国），切片机（德国 ＬＥＩＣＡ公
司），酶标仪（英国Ｌａｂｓｙｓｔｅｍｓｄｒａｇｏｎ），离心机（上海
安亭科学仪器厂），ＯＬＹＭＰＵＳＢＸ５１显微镜（日本
ＯＬＹＭＰＵＳ公司），３７℃恒温箱（上海医用恒温设备
厂），ＴＮＦαＥＬＩＳＡ试剂盒（美国 ＲＤ有限公司），
ＴＵＮＥＬ试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ公司），ｃａｓｐａｓｅ８抗体（ｂｉｏ
ｗｏｒｌｄ公司）；兰州黄河中药材市场采购甘草、红景
天和黄芪各３０００ｇ，经兰州军区总医院药材科鉴定
（符合中华人民共和国药典规定）并协助提取制成

相应药物的粗提取物。自兰州大学动物实验中心购

买体重（１８±０５）ｇ的雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠９０只。
２．２　方法
２．２．１　实验分组　

采用随机数字法将９０只小鼠随机分为９组（每
组１０只），分别为空白对照组（未给予任何处理）、
ＵＶＢ照射组（单纯给予 ＵＶＢ照射）、ＵＶＢ照射 ＋蒸
馏水组、ＵＶＢ照射 ＋５％甘草粗提取物水溶液组、
ＵＶＢ照射＋１０％甘草粗提取物水溶液组、ＵＶＢ照射
＋５％红景天粗提取物水溶液组、ＵＶＢ照射 ＋１０％
红景天粗提取物水溶液组、ＵＶＢ照射 ＋５％黄芪粗
提取物水溶液组、ＵＶＢ照射 ＋１０％黄芪粗提取物水
溶液组。

２．２．２　ＵＶＢ照射　
上述各组在实验开始前一天背部剃毛（贯穿于

整个实验过程中），范围约为２ｃｍ×３ｃｍ大小；除空
白对照组外，其余各组在剃毛部位外用上述相应药

物０５ｍｌ，２０ｍｉｎ后给予５００ｍＪ／ｃｍ２ＵＶＢ辐射，每

天１次，连续３０天。实验结束后，颈椎脱臼法处死
小鼠，并取其背部皮肤组织。

２．２．３　样品处理　
免疫印迹法：取小鼠照射部位皮肤，眼科剪剪碎

后称取５０ｍｇ标本置入研钵中研磨，操作过程中不
断加入液氮，待组织研磨至粉末状加入蛋白裂解液

ＲＩＰＡ１ｍｌ继续研磨，提取总蛋白，－８０℃保存；ＢＣＡ
法测定蛋白含量；

ＥＬＩＳＡ法：称取５０ｍｇ标本，眼科剪剪碎后直接
放人手工玻璃匀浆器中，加入０８６％ 生理盐水０９
ｍｌ，在冰浴中反复研磨至匀浆后移入１５ｍｌ冻存管
中，以３０００ｒ／ｍｉｎ离心，共１５ｍｉｎ，吸取上清，分装，
－７０℃保存；
ＴＵＮＥＬ法：取小鼠皮肤组织切成小块，４％多聚

甲醛固定，石蜡包埋及切片。

２．２．４　检测皮肤中的 ｃａｓｐａｓｅ８水平、ＴＮＦα含量
和细胞凋亡指数

依次采用免疫印迹检测法测定 ｃａｓｐａｓｅ８水平、
ＥＬＩＳＡ法测定 ＴＮＦα含量和 ＴＵＮＥＬ法测定皮肤细
胞凋亡指数，严格按照试剂盒说明书进行操作。

２．２．５　图像及数据处理
免疫印迹结果采用 ＧｅｎｅＴｏｏｌｓ进行灰度值分

析，ｃａｓｐａｓｅ８相对表达量以目的蛋白条带与内参
ＧＡＰＤＨ蛋白条带的灰度值之比表示；根据样品 ＯＤ
值，计算出其ＴＮＦα的浓度；皮肤组织角质层、基底
膜及真皮浅层细胞核中有蓝绿色颗粒者为阳性细

胞，即凋亡细胞。每组随机抽取５张切片，每张切片
计数１０个视野的阳性细胞数（高倍镜 ｘ４００），计算
出每１００个细胞中的 ＴＵＮＥＬ阳性细胞数作为该组
的凋亡指数。

２．３　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１９．０软件对上述数据进行单因素方

差分析，组间比较用ＬＳＤ法，数据采用（ｘ±ｓ表示，Ｐ
＜００５认为有统计学意义。

３　结果

３．１　三种中药粗提取物对小鼠皮肤细胞凋亡指数
的影响

ＴＵＮＥＬ法检测皮肤细胞凋亡（如图 １所示）；
ＵＶＢ照射组及ＵＶＢ＋蒸馏水组表皮中大部分细胞
发生凋亡，凋亡指数分别是空白对照组的 ８．７８及
８６７倍，差异具有统计学意义（均 Ｐ＜００５）；ＵＶＢ
照射组与ＵＶＢ＋蒸馏水组相比，无统计学差异（Ｐ＞
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细胞凋亡结果显示：大量凋亡细胞出现在角质层，呈蓝绿色荧光（如箭头所示），真皮层仅有少量凋亡细胞；Ａ：空白对照组 Ｂ：ＵＶＢ

照射组 Ｃ：ＵＶＢ＋蒸馏水组 Ｄ：ＵＶＢ＋５％甘草组 Ｅ：ＵＶＢ＋１０％甘草组 Ｆ：ＵＶＢ＋５％红景天组 Ｇ：ＵＶＢ＋１０％红景天组 Ｈ：ＵＶＢ＋

５％黄芪组 Ｉ：ＵＶＢ＋１０％黄芪组（１０×１０）。

图１　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡染色

００５）；与ＵＶＢ照射组相比，局部外用甘草、红景天
和黄芪粗提取物水溶液均可使小鼠皮肤细胞凋亡指

数明显降低，差异具有统计学意义（均Ｐ＜００５），尤
以甘草组降低显著，红景天组次之；不同浓度的药物

组内相比，均有统计学差异（Ｐ＜００５）。结果如图２
所示。

３．２　三种中药粗提取物对小鼠皮肤 ＴＮＦα表达的
影响

与空白对照组相比，ＵＶＢ照射组和 ＵＶＢ＋蒸馏
水组中ＴＮＦα表达水平明显增高，差异具有统计学
意义（Ｐ＜００５）；ＵＶＢ照射组与 ＵＶＢ＋蒸馏水组相
比，无统计学差异（Ｐ＞００５）；与 ＵＶＢ照射组相比，
甘草、红景天和黄芪粗提取物水溶液外用均可使小

：Ｐ＜００５ｖｓＵＶＢ照射组；ａ：Ｐ＜００５ｖｓ空白对照组；ｂ：Ｐ＜
００５ｖｓ５％甘草组；ｃ：Ｐ＜００５ｖｓ５％红景天组；ｄ：Ｐ＜００５ｖｓ５％
黄芪组。

图２　甘草等粗提取物对光老化小鼠皮肤细胞凋亡指数的影响
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

鼠组织中ＴＮＦα表达水平显著降低，差异具有统计
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学意义（均Ｐ＜００５），尤以甘草组降低明显，红景天
组次之；不同浓度的药物甘草、红景天、黄芪组内相

比，具有统计学差异（Ｐ＜００５）。结果如图３所示。

：Ｐ＜００５ｖｓＵＶＢ照射组；ａ：Ｐ＜００５ｖｓ空白对照组；ｂ：Ｐ＜

００５ｖｓ５％甘草组；ｃ：Ｐ＜００５ｖｓ５％红景天组；ｄ：Ｐ＜００５ｖｓ

５％黄芪组。

图３　甘草等粗提取物对光老化小鼠皮肤组织中 ＴＮＦα表达水

平的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

３．３　三种中药粗提取物对小鼠皮肤ｃａｓｐａｓｅ８表达
水平的影响

与空白对照组相比，ＵＶＢ照射组中ｃａｓｐａｓｅ８蛋
白表达水平显著增高，差异具有明显统计学意义（Ｐ
＜００１）；ＵＶＢ照射组与 ＵＶＢ照射 ＋蒸馏水组相
比，无明显统计学差异（Ｐ＞００５）；与 ＵＶＢ照射组
相比，甘草、红景天、黄芪粗提取物水溶液外用均可

使小鼠皮肤组织中ｃａｓｐａｓｅ８表达水平下降，差异具
有统计学意义（均Ｐ＜００５），尤以甘草组最为明显；
不同浓度的甘草、黄芪组内相比具有统计学意义（Ｐ
＜００５），而红景天组内相比无统计学意义（Ｐ＞
００５），见图４和图５。

１：空白对照组；２：ＵＶＢ照射组；３：ＵＶＢ＋蒸馏水组；４：ＵＶＢ＋５％

甘草组；５：ＵＶＢ＋１０％甘草组；６：ＵＶＢ＋５％红景天组；７：ＵＶＢ＋

１０％红景天组；８：ＵＶＢ＋５％黄芪组；９：ＵＶＢ＋１０％黄芪组。

图４　甘草粗提取物对光老化小鼠皮肤组织 ｃａｓｐａｓｅ８蛋白表达

的影响

４　结论

近年来大气中臭氧层破坏加剧，辐射到地面的

紫外线（ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ，ＵＶ）增多，对皮肤产生多种危害，
其中中波紫外线的能量可被角质形成细胞中的蛋白

质和 ＤＮＡ吸收，ＤＮＡ中的胞嘧啶和胸腺嘧啶会形
成嘧啶二聚体，如不能被及时清除，容易引起角质形

：Ｐ＜００５ｖｓＵＶＢ照射组；ａ：Ｐ＜００５ｖｓ空白对照组；ｂ：Ｐ＜

００５ｖｓ５％甘草组；ｃ：Ｐ＜００５ｖｓ５％红景天组；ｄ：Ｐ＜００５ｖｓ

５％黄芪组。

图５　甘草等粗提取物对光老化小鼠皮肤组织 ｃａｓｐａｓｅ８蛋白相

对表达水平的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

成细胞凋亡、增殖能力减弱、氧化应激、ＤＮＡ损伤或
产生皮肤癌［７］。

甘草的主要成分甘草酸和甘草黄酮类可通过抑

制前列腺素、肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）等炎症介质
释放，调节皮肤变态反应和炎症反应；其成分甘草次

酸也是一种抗氧化剂，可通过抑制活性氧产生和激

活ｐ５３，调控ｂｃｌ２和聚ＡＤＰ核糖聚合酶蛋白裂解，
对抗紫外线诱导的细胞氧化应激反应，防止阳光照

射引起皮肤衰老和皮肤癌［８］。红景天素有“高原人

参”和“雪山仙草”之称，其主要的药理活性成分是

红景天苷，具有抗缺氧、抗疲劳、延缓衰老、抑制

ＵＶＢ光损伤和抗癌等多方面作用。现代药理学研
究发现，黄芪根含有大量具有抗自由基和抗氧化作

用的黄芪甙、黄酮类化合物、皂苷等物质，其中黄芪

总黄酮是一种良好的抗氧化剂，可清除多种自由基，

从而发挥对紫外线损伤的防护作用。

细胞凋亡是指由基因控制的细胞自主的有序的

死亡。紫外线照射导致角质形成细胞线粒体产生氧

自由基、损伤内膜、破坏跨膜电位及呼吸链Ｉ等超微
结构，最终引起细胞凋亡、坏死［９］．。早在１９８３年，
Ｍｉｙａｃｈｉ等［１０］发现紫外线可诱导角质形成细胞发生

凋亡，当时称为表皮内日晒伤细胞（ｓｕｎｂｕｒｎｃｅｌｌ）。
然而，至今紫外线诱导皮肤角质形成细胞凋亡的通

路尚不清楚，其中 Ｃａｓｐａｓｅ、ｐ５３、ｂｃｌ２、Ｆａｓ、Ａｐａｆ１
和Ｃｍｙｃ等基因对皮肤细胞凋亡具有重要作用［１１］；

本实验ＴＵＮＥＬ法结果同先前研究一致，ＢＡＬＢ／ｃ小
鼠接受ＵＶＢ辐射后，皮肤细胞凋亡指数明显升高，
而甘草等处理组细胞凋亡指数显著下降，提示甘草、

红景天和黄芪三种粗提取物可通过抗皮肤细胞凋亡

机制缓解 ＵＶＢ辐射的损伤从而预防慢性光损伤。
其中甘草抗凋亡机理可能与甘草中甘草酸、甘草黄
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酮成分相关，因甘草酸可通过抑制 ｐ３８依赖性线粒
体通路，降低活性氧、细胞色素Ｃ、ＮＦκＢ、半胱天冬
酶３水平等途径抑制细胞的凋亡，而甘草黄酮可阻
断半胱天冬酶３激活抗凋亡［１２］；红景天甙抑制细胞

凋亡，可能与降低ｃａｓｐａｓｅ８、ｃａｓｐａｓｅ３活性有关［１３］；

但黄芪抗凋亡机制尚不清楚，需进一步研究。

１９７５年，Ｃａｒｓｗｅｌｌ首次报道在卡介苗感染鼠血
清中存在着肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）［１４］。ＴＮＦα
的生物学效应较多，可诱导炎症反应，在炎症反应中

具有中枢调节作用，与ＵＶＢ辐射引起的炎症反应密
切相关；同时ＴＮＦα还是细胞凋亡的诱导因子［１５］，

其诱导细胞凋亡需要线粒体ＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ）的参与。
角质形成细胞在 ＵＶＢ辐射后可释放 ＴＮＦα、ＩＬ１８、
ＩＬ６等多种促炎症因子，而 ＴＮＦα又可导致多种细
胞因子的释放，进而引起细胞凋亡［１６］，但照射后立

即加入ＴＮＦα抗体可明显减少 ＤＮＡ碎片和凋亡细
胞的产生［１７］，因此 ＴＮＦα在紫外线照射引起的皮
肤损伤、炎症反应、尤其是细胞凋亡方面起重要作

用。ＢＡＬＢ／ｃ小鼠接受 ＵＶＢ辐射后，ＥＬＩＳＡ法检测
ＴＮＦα表达水平显著增高，而甘草等处理组ＵＶＢ辐
射后ＴＮＦα表达水平明显下降，说明甘草、红景天
和黄芪三种粗提取物对角质形成细胞的光保护作用

可通过抑制ＵＶＢ诱导的炎性细胞因子ＴＮＦα，调节
皮肤炎症和免疫反应；除抑制ＴＮＦα，甘草中甘草酸
和甘草黄酮类成分还可通过抑制前列腺素、组胺等

炎症介质、ＮＦκＢ、ＩＬ６等炎性细胞因子，抑制细胞
炎症反应［１２］；同时，我们推测甘草、红景天和黄芪三

种粗提取物可能干预ＴＮＦα分泌，起到抗皮肤凋亡
的作用。

Ｃａｓｐａｓｅ是指半胱氨酸蛋白酶家族，目前被公认
是细胞凋亡的中心环节，现有１４种 ｃａｓｐａｓｅ因子被
证实，其中 ｃａｓｐａｓｅ８是启动 ｃａｓｐａｓｅ级联反应的重
要代表［１８］。细胞内外信号如 ＦａｓＬ或 Ｆａｓ抗体均可
激活ｃａｓｐａｓｅ，ｃａｓｐａｓｅ８通过与 Ｆａｓ相关死亡结构域
蛋白ＦＡＤＤ结合而活化，并将凋亡信号传递到下游
的ｃａｓｐａｓｅ因子，进而引起细胞凋亡［１９］。而 ＴＮＦα
也可通过两条不同途径（ｃＩＡＰ１／２和 ｃＦＬＩＰ）激活
ｃａｓｐａｓｅ８诱导细胞凋亡［２０］。史飞等［１３］通过检测经

ＵＶＡ／ＵＶＢ照射的体外培养人皮肤成纤维细胞中的
ｃａｓｐａｓｅ３和ｃａｓｐａｓｅ８活性，发现中草药红景天甙可
通过抑制 ｃａｓｐａｓｅ３和 ｃａｓｐａｓｅ８活性减轻 ＵＶＡ／
ＵＶＢ对成纤维细胞的辐射损伤，机制可能与影响
ＴＮＦＲ及ＤＲ３受体的结合方式相关；同上述研究结

果一致，我们发现红景天提取物能抑制ＵＶＢ辐射诱
导的 ｃａｓｐａｓｅ８，同时验证了甘草、黄芪提取物对
ｃａｓｐａｓｅ８活性的抑制作用，因此我们推测甘草、红
景天和黄芪三种粗提取物可能通过直接抑制

ｃａｓｐａｓｅ８活性，或是通过抑制 ＴＮＦα分泌间接干预
ｃａｓｐａｓｅ８活性，缓解紫外线诱导的皮肤细胞损伤。

本研究结果进一步证实甘草、红景天和黄芪粗

提取物对皮肤有光保护作用，其机制之一可能是通

过抑制ｃａｓｐａｓｅ８活性、降低ＴＮＦα含量和抑制皮肤
细胞凋亡，具体机制有待进一步研究。本研究结果

可对天然防晒剂的开发和应用提供理论依据和实验

基础。
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