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文章亮点： 

丹酚酸 B 能有效地对紫外线引起细胞致死性损伤起到保护作用，通过显著降低皮肤组织丙二醛含量，提高

羟脯氨酸含量，超氧化物歧化酶和谷胱甘肽氧化酶活性而起到抑制皮肤光老化作用。 

关键词： 

组织构建；皮肤组织构建；丹酚酸 B；皮肤；光老化；羟脯氨酸；超氧化物歧化酶；谷胱甘肽氧化酶；省

级基金 

缩略语： 

超氧化物歧化酶：superoxide dismutase，SOD；谷胱甘肽氧化酶：glutathione peroxidase，GSH-Px 
 
摘要 

背景：中药及其提取物在改善皮肤组织结构、提高抗氧化酶活性、抑制基质金属蛋白酶高表达、增强皮肤

免疫防御功能等多方面对皮肤光老化起着防治作用。 

目的：验证丹酚酸 B 对皮肤光老化的保护作用。 

方法：同时建立小鼠皮肤体外细胞培养紫外线损伤模型及小鼠紫外照射致皮肤衰老模型，给予不同剂量的

丹酚酸 B，通过 MTT 法, 单细胞凝胶电泳等观察各组皮肤细胞损伤程度以及丹酚酸 B 对细胞损伤的保护作

用，小鼠灌胃口服不同剂量丹酚酸 B，通过对皮肤组织羟脯氨酸、超氧化物歧化酶等含量的检测，评价丹

酚酸 B 是否具有抑制皮肤光老化的作用。 

结果与结论：紫外照射可使皮肤丙二醛含量明显上升，羟脯氨酸含量，超氧化物歧化酶和谷胱甘肽氧化酶

活性下降。丹酚酸 B 能有效地对紫外线引起细胞致死性损伤起到保护作用，能显著降低皮肤组织丙二醛含

量，提高羟脯氨酸含量，超氧化物歧化酶和谷胱甘肽氧化酶活性而起到抑制皮肤光老化作用。结果证实丹

酚酸 B 具有保护皮肤光老化作用。 
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Abstract 

BACKGROUND: Chinese medicine and its extract can improve skin structure, improve the activity of antioxidant 
enzymes, inhibit high expression of matrix metalloproteinase, and enhance the immune defense function of the 
skin, which plays a preventive effect against skin photoaging. 

OBJECTIVE: To observe the protective effect of salvianolic acid B on skin photoaging in mice. 

METHODS: Mouse skin cells were cultured and irradiated in vitro to prepare UV damage models, which were 
treated with different doses of salvianolic acid B. MTT and single cell electrophoresis were performed to observe 
the severity of skin injury and protective role of salvianolic acid B on cell injury. Skin photoaging models were 
prepared through UV irradiation in mice, and then model mice were intragastrically administrated with different 
doses of salvianolic acid B. Hydroxyproline and superoxide dismutase contents were determined to evaluate 
whether salvianolic acid B can inhibit skin photoaging.  

RESULTS AND CONCLUSION: UV irradiation could increase malondialdehyde content in the skin, decrease 
hydroxyproline content as well as superoxide dismutase and glutathione oxidase activity. Salvianolic acid B could 
effectively protect the cells from UV damage, remarkably reduce malondialdehyde content in the skin, increase 
hydroxyproline, superoxide dismutase and glutathione oxidase contents, playing an inhibitory effect on skin 
photoaging. These findings indicate that salvianolic acid B has a protective effect on skin photoaging in mice.  

Key Words: tissue construction; skin tissue construction; salvianolic acid B; skin; photoaging; hydroxyproline; 
superoxide dismutase; malondialdehyde; provincial grants-supported paper 
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0  引言 

 
皮肤老化是一个复杂的生物学过程，主要包括内源性老化和外源性老化。内源性老化是指随

年龄增长皮肤的程序性自然老化过程。而外源性老化是指皮肤受环境因素影响而引起的衰老变化，

其中主要以紫外线的影响为主，因而被定义为光老化。紫外线反复照射造成曝光部位的皮肤出现

粗糙、干燥、皱纹深大等现象。据估计，暴露皮肤的老化约90%是由紫外线的光老化作用引起。 

目前对皮肤光老化的研究是多方面的，近年来国内外应用多种不同中药、植物药或其提

取物对皮肤光老化的防治作用进行了颇有成效的研究。众多对天然植物防光研究的结果表

明，中药及其提取物在改善皮肤组织结构、提高抗氧化酶活性、抑制基质金属蛋白酶高表达、

增强皮肤免疫防御功能等多方面对皮肤光老化起着防治作用。中药是拮抗皮肤光老化的一种

有效手段，在改善和防治皮肤光老化方面具有巨大的潜力[1-6]。 

丹参为唇形科植物丹参Salvia miltiorrhiza Bge.的干燥根及根茎。丹酚酸B(salvianolic 

acid B，Sal B)是从丹参中分离的水溶性成分之一，相对分子质量为718，具有酚酸性结构，

为3分子丹参素与1分子咖啡酸缩合而成。近20多年来的研究表明，丹酚酸是丹参活血化瘀作

用的主要功能成分。丹酚酸的种类多，在丹参中的组成和含量不同，其中丹酚酸B含量最多，

功效显著[7-9]。丹酚酸对多种原因产生的氧自由基、羟自由基等表现出较强的清除作用，自由

基与皮肤衰老有紧密的联系，提示丹酚酸B可能具有抗皮肤衰老的作用。 

实验希望通过建立紫外线照射导致皮肤光老化体外及体内模型，探讨丹酚酸B是否具有

抑制皮肤光衰老的作用。 

 

1  材料和方法 

 

设计：对比观察。 

时间及地点：实验于2010年12月至2011年10月在广东医学院肿瘤研究所完成。 
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材料： 

实验动物：SPF级3月龄昆明小鼠50只，雌雄各半，

18-22 g，正式试验前适应性饲养1周。1 d龄KM小鼠20

只，用作原代细胞培养。由广东医学院动物中心提供，

许可证号：SYXK2008-0007。 

试剂及设备： 

Reagents and instruments: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

丹酚酸B制备：取丹参，粉碎成粗粉，体积分数30%

乙醇浸泡24 h，浓缩后调pH值至酸性，用醋酸乙酯萃取 

4次。醋酸乙酯层蒸干，加水溶解，调pH至中性后,再用

醋酸乙酯萃取3次，合并醋酸乙酯，蒸干，加水溶解后

通过D-101大孔树脂。先用4倍量的水冲洗，再用体积分

数30%乙醇洗脱(流速为60BV/h)，合并乙醇洗脱液，干

燥后得淡黄色无定形丹酚酸B粉末。 

紫外线损伤皮肤体外试验： 

皮肤组织的原代细胞培养及给药：取小鼠乳鼠背部

皮肤，加入适量中性蛋白酶溶液，37 ℃消化，细胞计

数后于六孔板中培养，设丹酚酸B 0.32，1.00，3.20，

10.00，32.00 g/L 剂量组及对照组，每组设6个平行孔。

置37 ℃，体积分数5%CO2培养箱培养。实验时换入不

含酚红的培养液，置于UV光源下照射，紫外强度测定

仪调整照射剂量为30，60，120 mJ/cm2结束后换入新

鲜培养液及含有不同质量浓度丹酚酸B的培养液。培养

48 h后检测。 

MTT法测量细胞存活率：细胞培养48 h后，每孔加

入MTT (5 g/L)20 μL，于细胞培养箱内培养4 h，吸去培

养液，每孔加入150 μL二甲基亚砜，振荡10 min，用酶

联免疫检测仪测各孔吸光度。 

单细胞凝胶电泳(SCGE)测量尾距：将110 μL 0.5%

的正常熔点琼脂糖浇注到磨砂的载玻片上，盖上盖玻片,

置于4 ℃使琼脂糖固化。取75 μL含细胞悬液的0.7%的低

熔点琼脂糖加到第一层胶上，立即盖上盖玻片，置于4 ℃

固化。再取75 μL LMP铺在第2层胶上 ,盖上盖玻片       

4 10℃  min。将载玻片浸于新配制的裂解液中。从裂解液

中取出载玻片，蒸馏水冲洗干净后置于水平电泳槽中，

加入电泳缓冲液，液面高于载玻片0.25 cm，盖上盖子，

避光静置30 min，使DNA解旋。电压为25 V电流300 mA，

室温下电泳30 min。电泳完毕，取出载玻片浸泡在Tris

缓冲液中漂洗15 min，重复3次，用滤纸将缓冲液吸干，

后加入无水乙醇将凝胶浸埋1 h。每凝胶滴加30 μL    

50 mg/L的SYBR溶液，盖上盖玻片染色20 min。实验重

复3次，每个浓度作2张片子。用ImageJ软件测量尾距(tail 

moment，TM) 即“彗星”头部和尾部各自分布的中心

点间的距离与总体DNA在尾部的分数的乘积。  

小鼠光老化模型建立及给药方法：小鼠50只随机分成5

组，每组10只。空白对照组，模型组，丹酚酸B低剂量组，

丹酚酸B中剂量组，丹酚酸B高剂量组，剃刀剃去背部鼠

毛，每组紫外照射前重复剃毛。除空白对照组外，其余4

组每天照射UV 2 h，照射高度40 cm，紫外强度测定仪调

整照射剂量120 mJ/cm2，连续照射2个月。空白对照组每

天灌胃生理盐水，模型组紫外照射后，每天灌胃生理盐

水。丹酚酸B各组紫外照射后，灌胃不同剂量丹酚酸B，

低剂量组每天灌胃 0.5 g/kg，中剂量组每天灌胃       

1.5 g/kg，高剂量组每天灌胃2.5 g/kg。实验2个月麻醉下

处死小鼠，取小鼠背部正中央皮肤，测定皮肤SOD、

GSH-Px、羟脯氨酸和丙二醛，测定方法遵循试剂盒说明。 

主要观察指标：①丹酚酸B对皮肤细胞紫外损伤保

护作用。②单细胞凝胶电泳测量尾距结果。③各组小鼠

皮肤SOD、GSH-Px、羟脯氨酸和丙二醛的变化。 

统计学分析：采用SPSS 18.0统计软件包，结果以

x
_

±s表示，t 检验，P < 0.05为差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  实验动物数量分析  实验选用小鼠50只，分为5

组，进入结果分析50只。 

 

2.2  丹酚酸B对皮肤细胞紫外线损伤保护作用  丹酚

酸B对小鼠皮肤原代细胞抗紫外辐射损伤作用中随着丹

酚酸B剂量的增加而增强，紫外线照射后细胞存活率显

著升高，但在32 g/L组保护作用却较10 g/L组低，可能

是药物浓度过高对细胞的直接损伤作用。见图1。 

试剂及仪器 来源 

丹参                          
醋酸乙酯                      
synergy2 多功能酶标仪         
UV 光源                      
紫外强度测定仪    
                              
高速组织匀浆机                
紫外荧光灯管                  
超氧化物歧化酶  (superoxide

dismutase，SOD) 、 过氧化氢

酶 、 谷 胱 甘 肽 氧 化 酶

(glutathione peroxidase ，

GSH-Px)、丙二醛、羟脯氨酸试

剂盒 

东莞国药 
天津科密欧 
Biotek 公司 
东莞兴万电子 
Waldmann Medizintechnik 
公司 

上海骠马 
东莞兴万电子 
南京建成生物工程有限公司 
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2.3  细胞凝胶电泳测量结果   在辐射剂量为       

30 mJ/cm2时，细胞核就已经出现核固缩，染色质凝集

和凋亡小体产生等典型的凋亡特征，加入低剂量丹酚酸

B改变不明显，中高剂量的丹酚酸B细胞核不完整的细胞

数目减少，凋亡的细胞数目下降，用ImageJ软件测量尾

距得出尾距的乘积降低，说明丹酚酸B对细胞DNA损伤

具有修复和保护作用，见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  丹酚酸B对光老化皮肤组织SOD、GSH-Px、羟脯

氨酸和丙二醛影响  经紫外照射后小鼠皮肤组织丙二

醛含量明显增加，羟脯氨酸含量下降，SOD，GSH-Px

活性降低，与空白对照组各指标变化比较差异有显著性

意义(P < 0.01)。口服丹酚酸B后，小鼠皮肤中SOD活力

明显升高，丙二醛含量显著降低，差异均有显著性意义

(P < 0.05)，提示丹酚酸B可增强皮肤对自由基的防护功

能，减少脂质过氧化产物堆积，该作用随剂量的增大而

增强。口服丹酚酸B后，低剂量组和模型组羟脯氨酸含

量比较无显著性差异，但是中，高剂量组小鼠皮肤羟脯

氨酸含量提高，提示丹酚酸B内服可促进皮肤胶原蛋白

的合成，使皮肤趋于年轻化改变，见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

紫外线分为UVA，UVB，UVC 3类，其中UVC几乎

全被大气臭氧层吸收，到达地球表面对人体产生作用的

主要是UVB和UVA，在3种不同波长的紫外线中，UVA

致细胞自由基生成、脂质过氧化的能力最强，可影响真

皮组织中的胶原及弹力纤维，产生皮肤光老化；UVB主

要引起表皮层及真皮浅层的病变，UVA和UVB联合作用

可同时引起表皮和真皮的一系列病变。 

 

近年很多研究表明，UVA与皮肤光老化关系密切，

UVA可扩大或协同UVB的光老化作用。紫外线可使皮肤组

织胶原纤维减少、异常弹性纤维沉积、基质消失，代之以

杂乱的微丝，导致皱纹、松弛及其他老化症状的出现。紫

外线可以引起皮肤细胞水平的一系列变化，包括表皮角质

形成细胞增生、朗格汉斯细胞减少、炎症细胞浸润以及角

质细胞表皮生长因子受体的激活等[10-11]。紫外线可被细胞

内的非DNA色基(色氨酸、酪氨酸、泛醌、反式尿刊酸等)

吸收而产生活性氧簇。研究证明，高浓度的活性氧簇可引

起DNA损伤，导致相关基因表达水平的改变或发生基因突

变；低浓度的活性氧簇主要作为第二信使启动了UV辐射

后的细胞信号传导过程，这在光老化机制中十分重要[12]。 

 

已有大量的研究证明紫外线辐射可诱导人类皮肤成

纤维细胞产生基质金属蛋白酶，基质金属蛋白酶能特异性

降解绝大部分细胞外基质成分，在皮肤光老化中起着重要

作用。而且基质金属蛋白酶能降解前胶原Ⅰ和Ⅲ，使皮肤

在紫外线损伤后胶原修复能力下降。研究表明中性粒细胞

通过浸润后分泌弹性蛋白酶和基质金属蛋白酶参与了皮

表 1  不同剂量丹酚酸 B 在不同紫外照射量下对皮肤细胞保护

作用(彗星尾距的乘积) 

Table 1  Protective role of different dose salvianolic acid B on 
skin cells under different amount of UV irradiation     

剂量(g/L) 对照组 30 mJ/cm2 60 mJ/cm2 120 mJ/cm2

 
0 

 
0.022±0.002 

 
0.879±0.140

 
2.136±0.225 

 
4.040±0.261

0.32 0.024±0.002 0.881±0.089 2.003±0.149 3.922±0.186
1.00 0.026±0.002 0.758±0.034 1.781±0.130 3.769±0.184
3.20 0.026±0.001 0.692±0.039 1.597±0.086 2.790±0.225

10.00 0.027±0.002 0.541±0.036 0.992±0.118 1.992±0.172
32.00 0.029±0.002 0.564±0.031 1.058±0.107 2.219±0.164

图1  不同剂量丹酚酸B作用紫外线照射后皮肤细胞存活率

Figure 1  The survival rate of skin cells following salvianolic 
acid B treatment under UV irradiation 
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表 2  丹酚酸 B 对光老化皮肤组织超氧化物歧化酶、谷胱甘肽

氧化酶、羟脯氨酸和丙二醛影响 

Table 2  Effect of salvianolic acid B on superoxide dismutase, 
glutathione oxidase, hydroxyproline and 
malondialdehyde in photoaging skin                

与空白对照组相比，aP < 0.01，与光老化模型组相比，bP < 0.05， 
cP < 0.01 

组别 
超氧化物歧化

酶 (mkat/g)
谷胱甘肽氧

化酶(U/mg) 
羟脯氨酸

(mg/g) 
丙二醛

(μmol/g)
 
空白对照组 

 
3.33±0.15

 
18.5±1.7 

 
5.66±0.42

 
7.76±0.35

光老化模型组 2.46±0.18a 8.8±1.3a 3.50±0.41a 12.0±1.2a

丹酚酸 B 低剂量组 2.54±0.19 10.7±1.9b 4.02±0.37c 11.0±0.97c

丹酚酸 B 中剂量组 2.88±0.13c 11.7±1.0c 5.60±0.39c 9.69±0.87c

丹酚酸 B 高剂量组 3.00±0.14c 16.2±1.9c 6.81±0.60c 8.94±0.71c



 
周湘君，等. 丹酚酸 B 对小鼠皮肤光老化的保护效应 

ISSN 2095-4344  CN 21-1581/R   CODEN: ZLKHAH 279

www.CRTER.org 

肤光老化的过程。紫外线照射可以产生活化的单线态氧自

由基，使DNA形成嘧啶二聚体，加速了端粒的缩短，而

端粒是染色体的末端，它控制与老化有关的基因表达和细

胞的增殖[13]。因此紫外线照射能加速细胞的老化。 

 

研究表明UVB照射可以引起体内外细胞发生凋亡。其

机制主要是DNA直接损伤，二聚体的形成，基因突变，

免疫抑制以及细胞膜受体被激活[14]。UVB照射使细胞集

聚于S期，在p53等转录因子的调控下发生凋亡[15]。单细

胞电泳已被广泛用于体内体外实验，评估各种试剂对哺

乳动物造成的损伤及修复作用在UV照射形成的衰老模

型中加入丹酚酸B[16]，MTT显示活细胞数目增多，彗星

电泳中彗星细胞出现率降低，尾距减少，表明丹酚酸B

对皮肤细胞DNA损伤具有修复和保护作用，其确切机制

尚待进一步研究阐明。 

 

紫外线照射会造成小鼠皮肤组织SOD活性显著下

降，羟脯氨酸含量下降及丙二醛含量增加，可以造成小

鼠皮肤光老化。羟脯氨酸是真皮内含量较高且相对稳定

的氨基酸，为胶原蛋白特有的氨基酸之一，其含量可以

间接反映出真皮内胶原蛋白含量的变化，而胶原含量的

变化可以提示皮肤的衰老程度。故可作为判定皮肤衰老

程度的一个特殊而敏感的指标。SOD是一种生物活性蛋

白，可切断各种色斑、粉刺、皱纹的发生与发展，是最

有效的抗氧化剂和自由基清除剂。丙二醛是脂质过氧化

反应链终止阶段产生的小分子产物，其含量可以间接反

映自由基的产生情况和机体组织细胞的过氧化程度。 

 

动物实验结果显示口服丹酚酸B能提高紫外线照射

后小鼠皮肤组织中羟脯氨酸含量，能提高SOD，GSH-Px

活性，并能降低丙二醛含量，其作用随着剂量增加而增

加，提示丹酚酸B有抗皮肤光老化作用，推测作用机制

主要是通过提高SOD活性和羟脯氨酸的含量，减少自由

基代谢产物的堆积等方面的协同作用而发挥的。 
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