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"摘要#

!

目的
!

通过中波紫外线"

f̀H

%辐射皮肤损伤模型来探讨沙棘总黄酮对皮肤的保护修复作用!为寻找新型抗紫外线

的药物提供实验依据'方法
!

通过
f̀H

反复照射!构建
f̀H

辐射小鼠皮肤损伤模型!观察各组实验动物皮肤形态学变化&皮肤

中超氧化物歧化酶"

FU\

%活性&皮肤内脂类受过氧化损伤的程度即丙二醛"

R\5

%的量和胶原蛋白量的变化程度'结果
!

模型组

较正常组皮肤形态学变化明显!表皮层增加!真皮层增厚!

f̀H

辐射皮肤损伤模型构建成功$模型组较正常组
FU\

活性和
R\5

的量分别是极显著降低和升高"

!

$

%&%$

%!而阳性对照组和沙棘总黄酮给药组较模型组
FU\

的活性和
R\5

的量分别是极显著

升高和降低"

!

$

%&%$

%$模型组较正常组胶原蛋白量显著降低"

!

$

%&%2

%!阳性对照组和沙棘总黄酮给药组胶原蛋白量较高"

!

$

%&%$

%!但阳性对照组出现了增生性瘢痕'结论
!

沙棘总黄酮能有效防止
f̀H

反复照射对皮肤造成的损伤!提高皮肤组织中

FU\

活性和胶原蛋白量!抑制
R\5

的量升高和瘢痕增生!并对
f̀H

导致小鼠皮肤光老化有拮抗作用'

"关键词#
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紫外线$皮肤$超氧化物歧化酶$丙二醛$胶原蛋白$沙棘总黄酮
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沙棘总黄酮是胡颓子科沙棘属沙棘的主要活性成分)沙

棘别名醋柳*酸柳果#为落叶性小乔木或灌木'

$.0

(

)沙棘在我国

资源丰富#尤其是食用和药用价值世界公认#因此合理开发沙

棘资源#提高沙棘资源的附加值具有重要的意义'

2

(

)沙棘的生

态价值*营养价值和药用价值都很高)沙棘是具有枝叶茂密*

根系发达*生长迅速*抗干旱*御严寒*保持水土*防风固沙*改

良土壤*适应性强等特点的优质植物#其内含有蛋白质*糖类*

脂类*维生素等多种营养物质)另外#沙棘因富含多种生物活

性成分尤其是沙棘中的黄酮类化合物具有重要的药用价值)

沙棘总黄酮在心血管*消化*呼吸*抗肿瘤*抗衰老*提高机体免

疫力等多方面具有治疗优势#具有活血*养胃*健脾*利肺*祛痰

等药理功效#在临床上有着广泛前景及应用价值#并记载在古

代的,月王药珍-*,四部医典-和,晶珠本草-等医书中'

).-

(

)沙

棘总黄酮还可吸收紫外线#有直接捕获超氧自由基和羟基自由

基的作用#对皮肤系统具有清除自由基*抗氧化*抗辐射*抗衰

老的作用'

/.(

(

)本实验采用从一次利用后的高原沙棘果渣和籽

渣中提取黄酮#通过对小鼠中波紫外线$

f̀H

&辐射皮肤损伤

模型的影响#初探其抗紫外线辐射的作用#以便为深度开发和

综合利用沙棘资源提供参考)

=

!

材料与方法

=&=

!

动物
!

[R

小鼠#雌性#

01

!

2)!

#体质量
11

!

12

:

#购自

贵阳医学院实验动物中心#按清洁动物标准条件分笼喂养)

=&>

!

药品及试剂
!

$P

沙棘总黄酮提取物自制药物%高原护肤

霜由第二军医大学药学院研制生产%

)P

硫化钠#成都化学试剂

厂%

$P

戊巴比妥钠#北京普博斯生物科技有限公司%羟脯氨酸

标准品由中国药品生物制品检定所提供%考马斯亮蓝蛋白测

试*超氧化物歧化酶$

FU\

&测试盒*丙二醛$

R\5

&测试盒均是

南京建成生物工程研究所产品)

/$)0

重庆医学
1%$2

年
$$

月第
00

卷第
''

期
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!

方法

=&?&=

!

沙棘总黄酮的提取
!

沙棘除汁#晾干#用中药粉碎机粉

碎#

)%_

烘干
$1<

#用超临界
KU

1

萃取装置去油)称取去油粉

末
$%%

:

#用超声波以
2

倍体积的纯水萃取
$<

#过滤得滤液
(

%

滤渣重复萃取#过滤得滤液
)

%合并滤液
(

*

)

)

)%_

以下减

压蒸馏浓缩#然后加
(2P

乙醇至
)%P

醇沉#放置低温过夜)过

滤溶液#

0%%%D

"

3#,

离心#取液体减压蒸馏#回收乙醇#浓缩液

体)冷冻干燥得
1%3

:

干粉#所得干粉即沙棘总黄酮给药组的

主要成分)

=&?&>

!

f̀H

辐射小鼠皮肤损伤模型的构建*分组设计*给药

途径'

$%.$0

(

!

小鼠注射
$P

戊巴比妥钠进行麻醉#并把小鼠背部

鼠毛剪短至
$33

#用配制好
)PT;

1

F

液体脱掉面积约为

2=3a2=3

的鼠毛)将已脱毛的小鼠分为
0

组#每组
$%

只!

正常对照组$正常组&

!

f̀H

照射组$模型组&

!

f̀H

照射
c

高原护肤霜$阳性对照组&

!

f̀H

照射
c$P

沙棘总黄酮给药

组$沙棘总黄酮给药组&)给予普通基础颗粒饲料#每日
$

次)

正常组不做
f̀H

照射#模型组只做
f̀H

照射)阳性对照组

和沙棘总黄酮给药组的小鼠用戊巴比妥钠麻醉后#皆为均匀的

一层覆盖涂抹给药#

$%3#,

后与模型组一起置于
0%G

紫外光

源下$光源距小鼠皮肤垂直距离为
'2=3

&

f̀H

辐射
1%3#,

$辐照强度为
%&$-3V

"

=3

1

#放射
1-%

!

0%%,3

连续波谱#光

谱集中在
'$',3

&)持续相同时间辐射
-!

#第
-

天辐射结束

后
10<

内#把小鼠背部脱毛区的皮肤取下#然后去除血液和皮

下脂肪#并用生理盐水漂洗#最后固定和冷冻保存以备用)

=&?&?

!

制作病理切片
!

将取材的部分皮肤组织#放入固定液

$

$%P

福尔马林溶液&固定#石蜡包埋#用切片机切成薄片#一般

为厚为
0

#

3

#用苏木精
.

伊红$

QM

&染色法染色#显微镜下观察

病理变化)

=&?&C

!

制备皮肤组织匀浆
!

用滤纸将取材的部分皮肤组织拭

干称取组织质量#加
(

倍的组织质量的预冷的匀浆介质放在冰

上#并将组织充分剪碎进行匀浆#在冰浴中多次研磨以研碎皮

肤组织#匀浆后皮肤组织用低温高速离心机
0%%%D

"

3#,

离心

$23#,

#取适量上清液待测)组织匀浆上清液中蛋白含量的测

定采用考马斯亮蓝法$

HD;!>"D!

法&检测#以牛血清清蛋白为标

准绘制标准曲线)

=&?&F

!

FU\

活性的测定
!

FU\

活性的测定采用黄嘌呤氧化

酶法#具体测定按测试盒说明书进行)

=&?&G

!

R\5

量的测定
!

R\5

量的测定采用
6H5

法#具体

测定按测试盒说明书进行)

=&?&H

!

胶原蛋白量的测定
!

胶原蛋白中的羟脯氨酸占其总氨

基酸的
$'&0P

'

$2

(

#分析其中羟脯氨酸的含量#可换算出胶原蛋

白的量'

$)

(

)羟脯氨酸含量的测定用氯胺
.6

法!即氯胺
.6

作为

氧化剂能把羟脯氨酸氧化#再用高氯酸终止氧化#最后加入对

二甲氨基苯甲醛溶液生成紫红色化合物进行比色测定%然后取

不同量的羟脯氨酸标准品制作标准曲线%最后根据胶原蛋白

量
b

羟脯氨酸测定浓度"组织质量"
%&$'0

#计算出胶原蛋白

的量)

=&C

!

统计学处理
!

采用
FZFF$1&%

统计软件进行分析处理#

计量资料以
GJ?

表示#组间比较采用方差分析#

!

$

%&%2

为差

异有统计学意义)

>

!

结
!!

果

>&=

!

实验期间小鼠的皮肤形态学观察
!

正常组小鼠皮肤各层

细胞纹理清晰#有较薄的真皮层#有排列有序的波浪状弹性纤

维#未见盘曲打结*聚集成团的现象#有束状定向疏松排列的胶

原纤维#皮肤附属器完整)模型组小鼠皮肤有层次增加的表皮

细胞#有增厚的真皮层#有呈嗜碱性变*无定形*破坏*变粗*盘

曲打结*聚集成团*甚至消失的弹性纤维#有不规则排列*粗大

致密的胶原纤维#皮肤附属器缺失)阳性对照组小鼠皮肤有呈

结节状或旋涡状不规则排列*粗大致密的胶原纤维)沙棘总黄

酮给药组小鼠皮肤和模型组相比#表皮及其附属器较完整#真

皮层中弹性纤维破坏较小#有排列较规则的胶原纤维)见

图
$

)

!!

5

!正常组%

H

!模型组%

K

!阳性对照组%

\

!沙棘总黄酮给药组)

图
$

!!

各组小鼠皮肤组织
QM

染色%

a$%%

&

表
$

!!

f̀H

辐射后小鼠皮肤组织
FU\

'

R\5

和胶原

!!!

蛋白含量变化%

GJ?

)

#b$%

&

组别
FU\

$

`

"

3

:

&

R\5

$

,3"@

"

3

:

&

胶原蛋白含量

$

#

:

"

3

:

&

正常组
/0&12J-&/- $&/1J%&'' $&1)J%&$%

模型组
)$&$-J'&2(

%

'&$(J%&02

%

$&%$J%&%(

"

阳性对照组
-2&$%J)&1-

#

$&)'J%&1)

#

$&-(J%&$2

#

沙棘总黄酮给药组
-1&0$J0&%2

#

$&02J%&'%

#

$&'/J%&$0

#

!!

%

!

!

$

%&%$

#

"

!

!

$

%&%2

#与正常组比较%

#

!

!

$

%&%$

#与模型组

比较)

>&>

!

小鼠皮肤组织
FU\

活性测定结果
!

模型组小鼠经
f̀H

辐射后#与正常组相比#皮肤组织中的
FU\

活性极显著降低

$

!

$

%&%$

&%与模型组相比#阳性对照组和沙棘总黄酮给药组

FU\

的活性极显著升高$

!

$

%&%$

&)见表
$

)

>&?

!

小鼠皮肤组织
R\5

量的检测结果
!

与正常组比较#模

型组含
R\5

的量多$

!

$

%&%$

&%与模型组比较#阳性对照组和

沙棘总黄酮给药组含
R\5

的量少$

!

$

%&%$

&)见表
$

)

>&C

!

小鼠皮肤组织胶原蛋白量的测定结果
!

与正常组比较#

模型组小鼠胶原蛋白的量降低$

!

$

%&%2

&%与模型组比较#阳

性对照组和沙棘总黄酮给药组较高$

!

$

%&%$

&#而阳性对照组

产生了增生性瘢痕)

?

!

讨
!!

论

本实验选
-! f̀H

辐射小鼠#展示
f̀H

累加损伤皮肤的

过程#客观具体地模拟了生活中
f̀H

对皮肤的损害)紫外线

($)0
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根据波段可分为长波紫外线 $

f̀5

&*

f̀H

*短波紫外线

$

f̀K

&)大量资料显示#

f̀H

是预防皮肤光老化的重点'

$0

(

)

所以#本实验选择
f̀H

为主要波段的光源)本实验通过
f̀H

辐射小鼠来构建皮肤损伤模型#并把小鼠背部脱毛区的皮肤取

下做组织病理切片#进行病理学观察)模型组小鼠皮肤形态学

变化明显#表皮细胞层增加#真皮层增厚#说明成功造模#同时

也验证了长时间
f̀H

辐射可诱导皮肤的老化)紫外线引起

的效应不是单个因素#而是多个因素的综合)紫外线辐射#自

由基增多#使构成细胞组织的糖类*脂类*蛋白质等大分子物质

被氧化而受损#从而破坏细胞的结构和功能*组织构成#导致器

官老化及病变)其中构成生物膜脂类成分中的多不饱和脂肪

酸由于化学性质活跃#容易被自由基破坏而形成
R\5

等脂类

过氧化物)因此#

R\5

的量是皮肤内脂类受过氧化损伤程度

的标志#间接地反映出氧自由基的含量及细胞受损伤的程

度'

$)

(

)本实验中检测
R\5

的量#模型组比正常组极显著增

高#沙棘总黄酮给药组比模型组极显著降低#说明沙棘总黄酮

在防紫外线抗氧化的作用中效果好)

FU\

是人体不可缺少的

一类重要的清除氧自由基的生物活性蛋白质#起到抗衰老作

用#即催化并消除超氧阴离子#在维护体内自由基产生和清除

的平衡中起着重要作用#故
FU\

活性已成为抗衰老的重要指

标'

/

(

)本实验中#沙棘总黄酮给药组
FU\

的活性极显著升高#

说明沙棘总黄酮可提高
FU\

的活性#减少皮肤损伤#为今后阻

止和解决
f̀H

辐射诱导的皮肤老化问题提供了支撑)

人体中含量最丰富的胶原蛋白在皮肤组成成分中占有主

导地位#可使皮肤维持张力和承受外界拉力#增加皮肤弹性和

韧性#使皮肤充盈和丰满)胶原蛋白是惟一含羟脯氨酸较多的

蛋白质#因此#测定胶原蛋白的量可通过羟脯氨酸的量来确定)

本实验的检测结果表明#沙棘总黄酮给药组胶原蛋白的量比模

型组极显著的升高#说明沙棘总黄酮对皮肤中胶原的合成和分

泌具有促进作用)阳性对照组胶原蛋白的量最高#并产生了增

生性瘢痕)增生性瘢痕与胶原的代谢失平衡有关#瘢痕组织中

胶原合成和降解都增加#但胶原合成超过降解#使其过度沉着#

由此产生了瘢痕增生)

总之#沙棘总黄酮可防止氧化损伤#增强胶原蛋白的合成

和分泌#抑制瘢痕增生#从而为其用于防紫外线损伤提供了有

利的证据#但沙棘总黄酮用于防紫外线损伤的机制还需要进一

步研究与探索)
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