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摘　要：为了探讨芦荟凝胶对紫外辐射所致皮肤成纤维细胞氧化损伤的保护作用和机制，利用长波紫外线
（ＵＶＡ）辐射体外培养小鼠成纤维细胞株 （ＮＩＨ３Ｔ３），建立紫外线损伤成纤维细胞模型。ＵＶＡ辐射 ＮＩＨ３Ｔ３细
胞后，分别采用ＣＣＫ－８法以及生化比色法检测不同质量浓度的芦荟凝胶对其增殖及抗氧化酶活性的影响。结果
显示，ＵＶＡ辐射对ＮＩＨ３Ｔ３细胞造成明显损伤，１００、２００、４００μｇ·ｍＬ－１芦荟凝胶均可以提高受ＵＶＡ辐射损伤
的ＮＩＨ３Ｔ３细胞的增殖活性，提高细胞中超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ）和谷胱甘肽过氧化物酶 （ＧＳＨＰｘ）的含量，
降低脂质过氧化物酶的活性，且呈剂量依赖性。说明 ＵＶＡ对 ＮＩＨ３Ｔ３细胞有损伤作用，１００～４００μｇ·ｍＬ－１的
芦荟凝胶可以拮抗ＵＶＡ所致的ＮＩＨ３Ｔ３细胞损伤，具有光保护作用。
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　　紫外线辐射是导致人体皮肤晒伤、色素沉着、
炎症和光老化等的主要因素［１－２］，高紫外线暴露人

群比低暴露人群皮肤老化风险高一倍，老化发生提

前１０年，其造成的氧化损伤被认为是光老化的重
要原因［３］。长波紫外线 （ＵＶＡ，波长 ３２０～４００
ｎｍ）还会诱导细胞产生活性氧簇 （ＲＯＳ），间接破
坏其他重要的细胞结构［４－５］，成纤维细胞是其重要

的辐射靶位之一。

目前，从自然资源中寻找天然抗紫外药物，防

治紫外线对皮肤的损伤越来越受到人们的重视。芦

荟 （Ａｌｏｅ）作为一种多年生百合科 Ｌｉｌｉａｃｅａｅ草本植
物［６］，富含多种生物活性物质，其中具有重要药

用价值的有库拉索芦荟、好望角芦荟、木立芦荟和

中华芦荟等［７］。芦荟资源在我国分布广泛，广东、

广西、海南、云南等地均有种植。芦荟叶由两部分

组成，外层的绿色外皮和内部透明的叶肉 （芦荟

凝胶），芦荟凝胶中含有丰富的生物活性成分，具

有抗炎、抗氧化、清除自由基等多种功效［８－１０］。

然而关于芦荟凝胶对紫外辐射保护作用的研究报道

较少，为充分利用芦荟资源，本研究以芦荟凝胶冻

干粉为研究对象，对其抗紫外辐射损伤作用进行研

究，旨在为芦荟的进一步开发和综合利用提供理论

依据。

１　实验部分
１１　小鼠成纤维细胞株 （ＮＩＨ３Ｔ３）

细胞株由中山大学细胞房提供；实验所用细胞

传代数均控制在５０代以内，以保证细胞活力及实
验数据的准确性。

１２　主要试剂与仪器
芦荟凝胶冻干粉 （云南万绿生物股份有限公

司，批号：２０１６０７０４，ｗ（多糖） ＝６４％）；胎牛血
清 （四季青产品）；青链霉素混合液、ｗ＝００５％
胰酶、低糖ＤＭＥＭ培养基 （ＧＩＢＣＯ公司）；ＣＣＫ－
８试剂 （同仁化学研究所）；ＲＩＰＡ裂解液 （碧云天

生物技术有限公司）；ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＧＳＨＰＸ、ＢＣＡ
试剂盒 （南京建成生物工程研究所）。

ＡＢ１３５－Ｓ电子分析天平 （瑞士 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ
公司，型号：ＧＢ／Ｔ２３１１１）；ＵＶＡ灯管 （飞利浦公

司，型号：ＴＬ８Ｗ）；超净工作台 （上海苏净，型

号：ＳＷＣＪＩＤ）；显微镜 （日本 ＯＬＹＭＰＵＳ公司，
型号：ＳＺ５１／ＳＺ６１）；二氧化碳培养箱 （日本三洋，

型号：ＭＣＯ－１５ＡＣ）；酶标仪 （美国 ＢＩＯＲＡＤ公
司，型号：ｉＭａｒｋ）。
１３　小鼠成纤维细胞的培养

ＮＩＨ３Ｔ３细胞以 ＤＭＥＭ作为培养基 （内含 ｗ
＝１％双抗，ｗ＝１０％胎牛血清），接种于含４ｍＬ
培养液的培养瓶中，将其置于３７℃、φ＝５％ ＣＯ２
饱和湿度的培养箱。２ｄ后，倒置显微镜下观察，
当细胞融合达８０％以上，弃去培养液，用００５％
胰酶润洗培养瓶，再加入 ｗ ＝００５％胰酶 １ｍＬ，
置于培养箱中消化 ３０ｓ，当细胞变圆、间隙变大
时，加入ＤＭＥＭ培养基终止消化。将细胞移至离
心管，１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ｍｉｎ，弃上清，加入
ＤＭＥＭ培养基２ｍＬ吹打４０次使成为细胞悬液，按
１∶３比例传代，获取足够的细胞用于后续实验。
１４　ＵＶＡ最适剂量的选择

随机将细胞分为两组：正常对照组和 ＵＶＡ损
伤组。取对数生长期细胞接种于９６孔培养板，接
种细胞密度约为１０５ｍＬ－１，体积为１００μＬ，每组
设６个复孔，另设置６个调零孔 （内加１００μＬ培
养基）。于３７℃，φ＝５％ ＣＯ２细胞培养箱中培养
４８ｈ后，损伤组用８ＷＵＶＡ紫外线照射细胞，细
胞距离辐射光源 ８ｃｍ，辐射时间分别为 ２０ｍｉｎ、
３０ｍｉｎ、１ｈ、２ｈ，在显微镜下观察辐照后的细胞
形态，更换培养基，然后继续培养２４ｈ，从培养箱
中取出，各孔加入 ＣＣＫ－８试剂 １０μＬ，放入 ３７
℃，φ＝５％ ＣＯ２细胞培养箱中孵育培养４ｈ，在波
长４５０ｎｍ处用酶标仪测定细胞液的 Ａ值。根据细
胞生长状态、细胞液 Ａ值确定 ＵＶＡ辐射 ＮＩＨ３Ｔ３
细胞的半致死剂量 （ＬＤ５０）。
１５　ＣＣＫ－８法检测细胞增殖活力

实验分为５组：正常对照组和 ＵＶＡ组 （模型

组、芦荟凝胶１００μｇ·ｍＬ－１组、芦荟凝胶２００μｇ
·ｍＬ－１组、芦荟凝胶４００μｇ·ｍＬ－１组）。

细胞照射方法同１４，辐射结束后弃上清，样
品干预组加入用培养基配制的芦荟凝胶溶液 １００
μＬ，模型组加入相同量的培养基。将细胞放入３７
℃，φ＝５％ ＣＯ２细胞培养箱中继续孵育，２４ｈ后
从培养箱中取出，各孔 （包括调零孔）加ＣＣＫ－８

６５１
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试剂１０μＬ，放入３７℃，φ＝５％ ＣＯ２细胞培养箱
中孵育培养４ｈ，在波长４５０ｎｍ处用酶标仪测定细
胞液的Ａ值。
每孔实际Ａ值＝每孔实测Ａ值－调零孔实测Ａ均值

细胞存活率＝ 样品组实际Ａ值
正常对照组实际Ａ值×１００％

１６　抗氧化损伤指标的测定
实验分组同１５。取对数生长期细胞接种于６

孔培养板，每组３个复孔，接种细胞密度约为１０５

ｍＬ－１，每孔接种细胞悬液２ｍＬ，于３７℃，φ＝５％
ＣＯ２细胞培养箱中培养４８ｈ后，紫外线辐照 ＵＶＡ
组损伤细胞，照射方法同１４，弃上清，样品干预
组加入用培养基配制的芦荟凝胶溶液２ｍＬ，模型
组加入相同量的培养基。将细胞放入３７℃，φ＝
５％ ＣＯ２细胞培养箱中继续孵育，２４ｈ后取出，加
入ＲＩＰＡ细胞裂解液２００μＬ，用枪吹打数下，使裂
解液和细胞充分接触，５ｓ后吸出裂解液，
１４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液，加入 ５００μＬ
ＲＩＰＡ细胞裂解液稀释，稀释液严格参照试剂盒说
明分别测细胞内的ＳＯＤ、ＧＳＨＰＸ和ＭＤＡ水平。
１７　数据分析

数据采用 ＳＰＳＳ１７０软件进行统计学分析。所
有实验数据以均数 ±标准差 （（珋ｘ±ｓ）表示。２组
数据之间比较，采用独立样本 ｔ检验 （Ｉｎｄｅｐｅｎｄ
ｅｎｔＳａｍｐｌｅｓＴＴｅｓｔ），Ｐ＜００５认为差异有显著性意
义。

２　结　果
２１　ＵＶＡ辐射损伤ＮＩＨ３Ｔ３细胞结果

显微镜下观察，ＵＶＡ辐射组与正常细胞对照
组相比，ＮＩＨ３Ｔ３细胞均有不同程度的损伤，且呈
现出剂量依赖性：辐射 ２０ｍｉｎ时损伤程度最轻，
只有约１０％的细胞损伤；２ｈ时损伤最重，已有超
过６０％的细胞死亡。综合分析实验结果，选择１ｈ
的ＵＶＡ辐射时间作为实验造模的理想剂量。结果
见图１。
２２　芦荟凝胶对ＵＶＡ辐射损伤ＮＩＨ３Ｔ３细胞修复

作用的结果

在图２所示的质量浓度下，芦荟凝胶对 ＵＶＡ
损伤的ＮＩＨ３Ｔ３细胞有显著的修复作用。经方差分
析，不同组间的测量指标总的来讲差别有统计学意

义，ＵＶＡ辐照组 Ａ值显著低于正常对照组 （Ｐ＜
００１），细胞存活率仅为７３１４％；芦荟凝胶干预
组Ａ值虽仍低于正常对照组，但已明显高于 ＵＶＡ
辐照组 （Ｐ＜００５），且芦荟凝胶的紫外修复作用

图１　ＵＶＡ辐射损伤ＮＩＨ３Ｔ３细胞结果
Ｆｉｇ１　ＤａｍａｇｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＮＩＨ３Ｔ３ｃｅｌｌｓｉｒｒａｄｉａｔｅｄｂｙＵＶＡ

呈剂量依赖性。结果表明，ＵＶＡ辐射对 ＮＩＨ３Ｔ３
细胞造成明显损伤，而芦荟凝胶可以提高受 ＵＶＡ
损伤ＮＩＨ３Ｔ３细胞的增殖活性。

图２　不同质量浓度芦荟凝胶对ＵＶＡ辐射
ＮＩＨ３Ｔ３细胞增殖活性的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡｌｏｅｖｅｒａｇｅｌ
ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＮＩＨ３Ｔ３ｃｅｌｌｓｉｒｒａｄｉａｔｅｄｂｙＵＶＡ
（与ＵＶＡ照射组比较 Ｐ＜００５Ｐ＜００１

与正常对照组比较 ＃＃Ｐ＜００１）

２３　芦荟凝胶抗氧化损伤检测结果
表１经方差分析，不同给药组的测量指标与模

型组相比，总的来讲差别有统计学意义 （Ｐ＜
００５）。ＵＶＡ照射组、芦荟凝胶处理组的 ＳＯＤ、
ＧＳＨＰｘ值均较正常对照组低，但芦荟凝胶组的
ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ含量虽然低于正常对照组，却明显
高于ＵＶＡ照射组 （Ｐ＜００５），且呈剂量依赖性，
提示了芦荟凝胶可以对抗 ＵＶＡ辐射所致的 ＳＯＤ、
ＧＳＨＰｘ消耗；ＭＤＡ结果显示，ＵＶＡ辐射组显著高
于正常对照组 （Ｐ＜００１），芦荟凝胶高、中、低
剂量组较ＵＶＡ照射组ＭＤＡ含量均有不同程度的下
降，说明ＵＶＡ照射引起了脂质过氧化产物ＭＤＡ含
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量的显著升高，ＵＶＡ产生的氧自由基大量攻击细
胞生物膜，引发脂质过氧化反应，而芦荟凝胶可以

减少ＭＤＡ的生成，阻止大量氧自由基对生物膜的
攻击。

ＵＶＡ照射使 ＮＩＨ３Ｔ３细胞受损，生长受到抑
制，加入一定量的芦荟凝胶可以减轻ＮＩＨ３Ｔ３细胞
的损伤，说明了芦荟凝胶对细胞受到的光损伤有保

护作用。

表１　不同质量浓度芦荟凝胶对ＵＶＡ辐射ＮＩＨ３Ｔ３细胞内的ＳＯＤ、ＭＤＡ及ＧＳＨＰｘ含量的影响１） （ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡｌｏｅｖｅｒａｇｅｌｏｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＳＯＤ，

ＭＤＡａｎｄＧＳＨＰｘｉｎＮＩＨ３Ｔ３ｃｅｌｌｓｉｒｒａｄｉａｔｅｄｂｙＵＶＡ（ｎ＝６）

组别
ＳＯＤ含量 ＭＤＡ含量 ＧＳＨＰＸ含量
Ｕ ｎｍｏｌ Ｕ

正常对照组 ４３１０１±１４０２ ０７２８±０１５８ ４６２９８±１７０１
ＵＶＡ照射组 ３１３５４±２５３６＃＃ ３９３０±０４７３＃＃ ２２８２０±２３５８＃＃

１００μｇ·ｍＬ－１芦荟凝胶组 ３５０３９±３６０９＃ ２５３４±０３９８＃＃ ２９３５７±３１１３＃＃

２００μｇ·ｍＬ－１芦荟凝胶组 ３８０４０±１０１２＃＃ ２３５７±０２７４＃＃ ３６８３５±９８８＃＃

４００μｇ·ｍＬ－１芦荟凝胶组 ３９２３８±２１９３＃ ２１７７±０４０９＃＃ ４２２９０±３２３８

１）表中ＳＯＤ，ＭＤＡ和ＧＳＨＰｘ的含量均以每ｍｇ蛋白计；与ＵＶＡ照射组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与正常对照组比
较，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１。

３　讨论和结论
皮肤是最早反映机体衰老的组织，而紫外辐射

是诱发皮肤老化重要的，也是最常见的环境因素之

一。成纤维细胞是真皮层的结构基础，是主要的功

能细胞，同时也是紫外线辐射的重要靶位之一。

ＵＶＡ辐射是一种重要的氧化应激因素［１１］，ＵＶＡ照
射皮肤能够增加细胞中活性氧簇 （ＲＯＳ）的产生，
生物膜是ＲＯＳ的主要攻击目标，ＲＯＳ攻击生物膜
上磷脂中的多不饱和脂肪酸，引发膜脂质过氧化链

式反应［１２－１３］。

芦荟多糖是芦荟凝胶中的主要成分［１４］，研究

表明，中药多糖具有广泛的抗氧化活性，可以通过

提高皮肤组织或细胞中的抗氧化酶活性、增强其清

除自由基的能力、降低脂质过氧化物水平，从而改

善紫外线辐射引起的细胞损伤［１５］。本研究中，经

ＵＶＡ照射后，模型组细胞增殖受到了显著抑制；
芦荟凝胶不同剂量组给药后均有一定的促进细胞增

殖作用，说明芦荟凝胶在体外研究中能够促进成纤

维增殖，延缓皮肤光老化。

正常皮肤细胞中有比较完善的氧化与抗氧化系

统，如：超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧
化物酶 （ＧＳＨＰｘ）、抗坏血酸、维生素Ｅ等，它们
可以快速清除细胞内的 ＲＯＳ，保持细胞与组织的
稳定与平衡［１６］。ＳＯＤ是机体抗自由基损伤的重要
物质基础，其活力的提高，有利于机体抗氧化，能

保护细胞免受损伤；ＭＤＡ的量常用来反映机体脂
质过氧化的程度，间接反映细胞受自由基攻击的严

重程度；ＧＳＨＰｘ是广泛存在于机体中的一种催化
过氧化氢分解的酶，起到保护细胞膜结构和功能完

整的作用。本实验结果表明，紫外线可以通过抑制

细胞内ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ的酶活性，降低其清除 ＲＯＳ
的能力，使机体中脂质过氧化物含量增多，造成细

胞及组织损伤；而加入芦荟凝胶后，药物干预组细

胞内 ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ含量均较模型组显著提升，
ＭＤＡ含量下降，提示一定量的芦荟凝胶可以对抗
ＵＶＡ引起的成纤维细胞氧化损伤，为开发天然防
晒剂提供科学的理论依据。
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