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摘要： 建立了过氧化氢（H2O2）诱导人皮肤成纤维细胞损伤及凋亡模型，并研究几种具有抗氧化
作用的复方中草药提取物对细胞损伤及凋亡的影响。 采用 MTT、Hoechst 染色及 TUNEL 等方法
检测过氧化氢诱导细胞后以及加入中草药提取物后细胞的存活率、细胞形态以及细胞凋亡的状
况。 实验结果显示：在浓度为 0.8 mmol/L，作用时间 6 h，过氧化氢能诱导人皮肤成纤维细胞损伤
和凋亡（p<0.05）；而抗氧化类中草药复方提取物等物质能够显著提高过氧化氢诱导的细胞存活
率的降低，并能明显减少凋亡细胞的数量（p<0.05），表明其对过氧化氢导致的细胞损伤和凋亡
作用具有一定的抑制和防护作用。
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Abstract： This study aims to establish the cell injury and apoptosis model of human dermal
fibroblasts induced by hydrogen peroxide in vitro and investigate the protective effects of several
Chinese herbs on hydrogen peroxide-induced oxidative stress injury. The viability of human dermal
fibroblasts was measured with MTT chromatometry, then the morphological changes of cells were
observed through Hoechst 33342 staining and the apoptotic cells were detected by TUNEL assay．The
results showed that normal human dermal fibroblasts were damaged by hydrogen peroxide at a
appropriate concentration （0.8 mmol/l） for 6 h. The results also indicated that Chinese herbs increased
obviously the cell viability and decreased the apoptosis rate. It was concluded that Chinese herbs could
protect human dermal fibroblasts from hydrogen peroxide-induced oxidative stress injury.
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人皮肤成纤维细胞是人皮肤真皮中的主体细

胞成分，在皮肤老化过程中扮演着重要的角色。 人
的皮肤成纤维细胞在氧化损伤等因素下会引起细

胞凋亡的发生，造成细胞数量减少，细胞活性的降
低，进而使得胶原等细胞外基质合成减少，最后导
致真皮层形态和功能发生改变 [1-2]。 在临床上表现
为：皮肤干燥粗糙、松弛、弹性降低、皱纹增多等皮
肤老化的变化。 因此，研究人皮肤成纤维细胞的凋
亡对于抗老化类个人防护用品的研发具有重要的

意义[3]。 在造成的皮肤成纤维细胞凋亡的诸多因素
中，过度氧化形成的自由基增加是最主要的因素之
一。 H2O2虽不是自由基，但它属活性氧类，有高反应
性，可促进自由基的生成，引发生物膜的脂质过氧
化反应，直接参与细胞凋亡过程 [4-5]。 氧化损伤通过
细胞膜和细胞核的损伤导致细胞的凋亡，抗氧化剂
可以通过抑制 ROS 而阻抑细胞凋亡。 H2O2也是一

种典型的细胞早老剂， 有研究表明， 较高浓度的
H2O2可诱导染色体异常、 基因突变和 DNA单链断裂
[6]。 因 H2O2易于获得，且性质相对稳定，所以它已成为
研究细胞氧化损伤和凋亡的重要模型[7-8]。 因此作者以
H2O2来诱导人皮肤成纤维细胞凋亡，并研究几种中草
药复方提取物对细胞凋亡的影响，为抗氧化中草药的
筛选、开发及应用提供了理论依据，并为皮肤衰老与
抗衰老化妆品的研究开发提供了科学资料。

1.1 材料与试剂
DMEM 培养基、小牛血清：Gibco 公司产品；3%

H2O2，MTT（噻唑蓝），DPPH（1，1-二苯基-2-三硝基
苯肼 ），PI （碘化丙啶 ）：Sigma 公司产品 ；Hoechst
33342 染色试剂盒： 碧云天生物技术研究所产品；
TUNEL细胞凋亡检测试剂盒：Roche公司产品。
表没食子儿茶素没食子酸酯 （EGCG）： 纯度

98%，sigma公司产品；VC、VE：sigma公司产品；富含
黄芪、肉苁蓉及灵芝，黄芪、肉苁蓉及雪莲花，人参、
白豆蔻、蔓荆子及桃花的中草药复方提取物 1、2、3：
由上海家化技术中心提供（药材粉碎后，加入溶剂
提取，过滤收集滤液，将滤液浓缩至适量。 加入终提
取液总量质量分数 20% 的甘油， 以去离子水补至
量。 生药质量浓度 1 g/mL）。
1.2 主要仪器
培养箱 HERAcell 240i：Thermo 公司制造；酶标

仪 Multiskan Mk3：Thermo公司制造。
1.3 实验方法
1.3.1 细胞培养 分离获得新生儿包皮环切术后
皮肤成纤维细胞，在 37 ℃、5% CO2条件下培养于含

体积分数 10%小牛血清的 DMEM培养基中，传代培
养后的人皮肤成纤维细胞呈圆形， 培养 4 h 细胞开
始贴壁生长，逐渐变为梭形，24 h 细胞基本贴壁，采
用第 3~8代的细胞进行实验，接种密度为 5×104个/mL，
培养 24 h，细胞融合达到 70%，根据实验目的不同
分别定量接种在细胞培养瓶以及 35 mm 培养皿中
备用。
1.3.2 MTT 法检测细胞活力 用含不同中草药提
取物浓度的成纤维细胞生长培养基制成细胞悬液。
细胞密度为 5×104个/mL， 接种在 96 孔细胞培养板
上，每孔 200 μL（1×104个/孔）。 于 37 ℃、5% CO2的

恒温培养箱中培养。 实验结束前 4 h， 每孔加入
MTT 20 μL， 培养 4 h 后弃上清液。 然后每孔加入
150 μL 二甲基亚砜（DMSO）振荡 15 min，使结晶充
分溶解。 置于酶联免疫检测仪上，以波长 570 nm测
定各孔吸光度值。 按照下式计算细胞的存活率[9]：
细胞存活率 （%）=（对照组 OD 值-给药组 OD

值）/对照组 OD值×100%
1.3.3 Hoechst 33342 染色 按 Hoechst 33342 染色
试剂盒说明操作， 将成纤维细胞以 1×104个/mL 的
密度接种至孔内预置玻片的 6 孔细胞培养板中过
夜，完全贴壁后，分别用不同浓度（0.2，0.4，0.6， 0.8，
1.0，1.2 mmol/L）的 H2O2预处理细胞。 孵育 6 h 后，
吸弃培养液，加入 4％多聚甲醛固定 20 min，弃固定
液后用磷酸盐缓冲液（PBS）漂洗 3 次，每次 5 min，
吸弃后每孔加入 1 mL Hoechst33342 染色液染色 20
min，PBS漂洗 3次， 用抗荧光淬灭封片剂将盖玻片
封盖于载玻片上避光保存，荧光显微镜观察细胞核
并拍照。
1.3.4 TUNEL 染色 以脱氧核苷酸转移酶介导的
缺口末端标记（TUNEL）法检测人皮肤成纤维细胞
凋亡。 将细胞以密度为 5×104个/mL 接种于 35 mm
培养皿中，用含质量分数 4%多聚甲醛的 PBS于 4 ℃
固定 25 min，再用体积分数 0.1% Triton-X-100/PBS
液，使细胞通透性增强，加用荧光素 FITC 标记的核
苷酸和脱氧核苷酸末端转移酶（TDT）混合液，37 ℃
孵育 60 min。 在荧光、高倍（×100）显微镜下观察，以
核呈绿色为阳性结果判定的标准。 阴性对照为不加
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TDT液处理的细胞。 每皿细胞在上下左右中随机取
5个视野。
细胞凋亡率=染绿色荧光细胞数/活细胞与染上

绿色荧光的凋亡细胞的总和。
1.3.5 DPPH 自由基清除能力分析 DPPH（1，1-二
苯基-2-三硝基苯肼） 自由基由于苯环的共轭和位
阻及硝基的吸电子作用， 是一种稳定的自由基，其
溶液在 517 nm处有强吸收[10]。
样品处理： 样品用蒸馏水稀释， 设立样品管

（T）、样品对照管（T0）、阳性对照管（C）和阴性对照
管（C0）。在样品管和样品对照管中各加入 1.0 mL对
应浓度的样品溶液，阳性对照管和阴性对照管中以
稀释溶剂代替。 加入 DPPH 乙醇溶液 1 mL（12 mg/
dL），补充蒸馏水至终体积为 4 mL，混匀。 室温下 5
min，将各反应溶液移入比色皿中，在 517 nm 处测
光密度值（OD）。

DPPH自由基清除率（抑制率）计算：
抑制率（%）=1-（T-T0）/（C-C0）

式中：T 为样品管 OD；T0 为样品对照管 OD；C 为阳
性对照管 OD；C0为阴性对照管 OD。
1.4 统计学分析
统计软件为 SAS6.0，结果用均数±标准差表示，

各组总体比较采用单因素方差分析，组间均数比较
采用 t检验，p<0.05为统计学差异。

2.1 不同浓度 H2O2及作用时间对人皮肤成纤维细

胞存活率的影响

为了确定人皮肤成纤维细胞的半数存活时间

及浓度 ， 分别制备了不同浓度的 H2O2（0.2，0.4，
0.6，0.8，1.0，1.2 mmol/L）， 经 不 同 处 理 时 间
（3，6，12，24 h）， 进而利用常规 MTT 法检测了不同
浓度 H2O2作用时间对人皮肤成纤维细胞活力的影

响。 结果显示，细胞的存活率随作用时间及 H2O2的

浓度的增大而降低，具有明显的浓度依赖性，见图
1。当 H2O2的浓度≥1.0 mmol/L 时，细胞的存活率接
近于 0，细胞基本死亡。 根据细胞半数存活率，确定
H2O2的诱导条件为：作用时间 6 h，浓度范围在 0.4~
0.8 mmol/L。
2.2 H2O2诱导人皮肤成纤维细胞凋亡的形态观察

倒置显微镜下观察， 正常细胞形态呈长梭形[11]

（图 1 B（a）），经 H2O2损伤的细胞，细胞表面产生了

许多泡状或芽泡状突起（图 1 B（b）），这是细胞凋亡
过程中形成凋亡小体在外观上的具体表现 。 用
Hoechst 染色，荧光显微镜下观察细胞形态：正常对
照组细胞核较大且染色均匀，呈弥散均匀的蓝色荧
光（图 1 B（c）），凋亡细胞组的细胞核致密浓染，呈
明亮的蓝白色，比正常细胞要强，凋亡细胞核内可
见浓染致密的颗粒状荧光，呈现出凋亡细胞典型的
核固缩、核碎裂表现，尤其以 H2O2浓度为 0.8 mmol/L
时较为明显（图 1 B（d））。
2.3 不同浓度的 H2O2对人皮肤成纤维细胞凋亡的

影响

用原位末端标记法（TUNEL）在荧光显微下观
察细胞凋亡情况，并半定量测定细胞的凋亡率[12]。在
荧光显微镜下观察，正常对照组几乎没有绿色荧光
出现，而 H2O2处理过的细胞组均可见发绿色荧光的

阳性细胞，核固缩或碎裂，呈典型的凋亡细胞表现，
并且数量随 H2O2浓度的增大而增加（图 1C），其中
图 1C（a）为没有经 H2O2处理过正常细胞，绿色荧光
基本没有 。 图 1C （b~f） 显示 H2O2 浓度分别为

0.2，0.4，0.6，0.8，1.0 mmol/L，由此可见 H2O2 浓度越

大， 凋亡细胞随之增加， 但当浓度达到 1.0 mmol/L
时，凋亡细胞不再增加，推断此时细胞多数已经坏
死，故没有被 TUNEL染色。 在 100×高倍镜下，每组
随机选择 5 个不连续视野计数凋亡细胞，发现凋亡
细胞百分比与 H2O2 计量呈正相关 （p<0.05）（图 1
D）。 TUNEL 是脱氧核苷酸转移酶介导的缺口末端
标记法检测人皮肤成纤维细胞凋亡，对检测细胞凋
亡具有特异性，从而进一步验证了细胞的凋亡。H2O2

能自由弥散于生物膜，可促进自由基的生成，导致
细胞的坏死和凋亡[4]。 本研究结果也印证了该结论。

结果与讨论2
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图 1 不同浓度 H2O2对培养人皮肤成纤维细胞活力及凋亡

的影响

Fig.1 Effect of viability and apoptosis by different
concentration of H2O2 in human dermal fibroblasts

2.4 3 种中草药复方提取物对 DPPH 自由基的清
除能力

为研究 3 种中草药复方提取物对细胞损伤和
凋亡的影响， 先用检测 DPPH 自由基的清除能力，
以推测其自身的抗氧化性能。 图 2显示中草药提取
物对 DPPH 自由基的清除作用，以及具有明确抗氧
化作用的 EGCG、VC及 VE阳性对照的结果[13-15]。 可
见 EGCG 当质量浓度达到 200 μg/mL 时， 对 DPPH
自由基的清除率能够达到 91.42%±2.81%，VC 及VE
对 DPPH 的清除率分别可以达到 67.44%±2.32%及

69.7%±1.51%。 3 种中草药复方提取物的 DPPH 清
除 率 亦 可 达 36.7% ±1.43% ，42.87% ±2.91% 及
40.54%±2.4%。 结果提示，3种中草药复方提取物都
有可能具有一定的抗氧化作用。

图 2 不同中草药提取物对 DPPH 自由基的清除能力
Fig.2 DPPH scavenging activities of with Chinese herbs

2.5 3 种中草药复方提取物对 H2O2诱导的细胞损

伤及凋亡的防护作用

应用 H2O2诱导人皮肤成纤维细胞凋亡模型，在
茶多酚（EGCG）、VC及 VE作为对照的条件下，研究
3种具有抗氧化作用的复方中草药提取物对细胞损
伤和凋亡的影响见图 3。结果显示，在存在这些抗氧
化物质的情况下， 细胞的存活率明显上升， 其中
EGCG、VC 及 VE 处理组与仅用 H2O2 处理组相比，
细胞存活率由 46.09%±1.64%分别增加至78.68%±
2.39%，67.94%±1.69%及 65.35%±2.77%， 并有显著
性差异（p<0.05）（图 3C）。 但 3种中草药复方提取物
的处理方式不同，结果不尽相同。 即在提取物事先
与细胞孵育， 或将其同时和 H2O2 与细胞孵育，与
H2O2处理组相比没有显著性差异（图 3A，B），但在
提取物提前与细胞孵育 24 h 后， 并其与 H2O2同时

存在时，此时的处理组与 H2O2处理组相比具有显著

的差异 （p<0.05）， 细胞存活率可以分别增加至
57.48%±1.93%，60.33%±2.42%及 62.12%±2.54%（图
3D）。 再用 TUNEL 法检测细胞的凋亡情况，在加入
EGCG 的绿色荧光阳性细胞数量，比仅用 H2O2处理

组的细胞数量明显减少（图 3E），在 H2O2组及加入

了 EGCG 的 H2O2组随机选择 5 个不连续视野计数
凋亡细胞，发现 EGCG 存在的组凋亡细胞百分比较
仅有 H2O2处理的组明显减少 （p<0.05）， 凋亡率由
38.12%±1.09%降低为 28.05%±1.67%（图 3F）。 3 种
中草药复方提取物中，提取物 1 处理组与 H2O2处理

D
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组没有明显差异（p>0.05），而提取物 2 及提取物 3
均有显著的差异（p<0.05），细胞凋亡率降至 31.98%
±1.34%及 33.07%±1.45%（图 3F）。 结果表明，3种中
草药复方提取物对 H2O2诱导的人皮肤成纤维细胞

损伤具有显著的防护作用，其中提取物 2、3 能够显
著抑制 H2O2引起的人皮肤成纤维细胞凋亡，其作用
机理有待于进一步研究。

图 3 中草药提取物对 H2O2诱导的人皮肤成纤维细胞活力

及凋亡的影响

Fig.3 Effect of Chinese herbs on H2O2-induced decrease
in human dermal fibroblasts viability and apoptosis

通过外源性 H2O2诱导人皮肤成纤维细胞凋亡，
并利用 MTT、Hoechst 染色及原位 TUNEL 实验证实
了 H2O2能够明显损害人皮肤成纤维细胞，且在一定
浓度能诱导该细胞凋亡。 作者选用的 3种中草药复
方提取物表现出了良好的抗氧化性能和防护作用，
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并在 TUNEL 实验中表现出具有显著抑制氧化诱导
的细胞凋亡作用。
作者应用 H2O2诱导人的皮肤成纤维细胞凋亡，

研究几种中草药复方提取物对细胞凋亡的影响。 结果
表明：该研究平台简便、快捷，可用于筛选与研究具有
抗氧化作用的化妆品添加剂，并为皮肤衰老与抗衰老
化妆品的研究开发提供了科学手段和理论依据。

有研究表明，H2O2 能够促进自由基的生成，引
发生物膜的脂质过氧化反应，从而导致细胞的坏死
和凋亡[4]。因此，作者可以进一步探讨 H2O2引起人皮

肤成纤维细胞凋亡的机理、以及各种物质的防护作
用机理，通过检测脂质过氧化引起的 SOD 酶、MDA
等物质的活性变化来做进一步的研究。
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