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[摘 　要] 　分离培养小鼠皮肤成纤维细胞 ,用 2 种富含腺嘌呤类衍生物的玉米幼芽提取物 (20 mg/ L) 提前保护

细胞后 ,体外构建 H2 O2 急性氧化损伤细胞模型 ,应用 RT2PCR 对小鼠皮肤成纤维细胞 Ⅰ、Ⅲ型前胶原 mRNA 的表达

进行半定量检测。结果表明 ,损伤对照组 ( Ⅱ组)小鼠皮肤成纤维细胞 Ⅰ、Ⅲ型前胶原 mRNA 的表达量分别为空白对

照组 ( I组)的 24 %( P < 0 . 01) 和 20 %( P < 0. 01) ,而药物保护组 ( Ⅲ组、Ⅳ组) 小鼠皮肤成纤维细胞 Ⅰ型前胶原 mRNA

的表达量均高于损伤对照组 ,分别是损伤对照组的 3. 5 倍 ( P < 0. 01) 和 1. 8 倍 , Ⅲ型前胶原 mRNA 的表达量也均高

于损伤对照组 ,分别是损伤对照组的 4. 6 倍 ( P < 0 . 01)和 3 倍 ( P < 0. 01) 。说明在 H2 O2 致小鼠皮肤成纤维细胞急性

氧化损伤过程中 ,这 2 种玉米幼芽提取物能够保护 Ⅰ、Ⅲ型前胶原 mRNA 的表达 ,且 0501 提取物对小鼠皮肤成纤维

细胞 Ⅰ、Ⅲ型前胶原表达的保护作用优于 0502 提取物。
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Abstract The mouse dermal fibroblast s had been separated f rom mouse skin and oxidative damage cell

mode was cult ured by H2 O2 in vi t ro , after two kinds of Mai ze pl um m ule ext ract s were used in test group s

before damaging. The expression of type Ⅰprocollagen and type Ⅲprocollagen (mRNA level) were exam2
ined by semi2quantitative R T2PCR. The result s showed that t he type Ⅰprocollagen and type Ⅲprocolla2
gen mRNA expression in t he H2 O2 damaged group were only 24 % ( P < 0 . 01) and 20 % ( P < 0 . 01) of t hat

in t he cont rol group . The type Ⅰprocollagen mRNA expression in two test group s by using two kinds of

Mai ze pl um m ule ext ract s is 3. 5 higher ( P < 0 . 01) and 1. 8 higher t han t hat of the H2 O2 damaged group

respectively ;t he type Ⅲprocollagen mRNA expression in two test group s is 4. 6 higher ( P < 0 . 01) and 3

higher ( P < 0 . 01) t han that of t he H2 O2 damaged group ,respectively. So ,two kinds of Mai ze Pl um m ule

ext ract s effectively p rotected the mRNA expression of type Ⅰprocollagen and type Ⅲprocollagen f rom

t he short2time oxidative damage by H2 O2 in mouse dermal fibroblast s cult ure. The 0501 ext ract s had a bet2
ter p rotection for t he mRNA expression of type Ⅰprocollagen and type Ⅲprocollagen in mouse dermal fi2
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broblast t han t hat of t he 0502 ext ract s.
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　　氧化损伤可由多种氧自由基 ———活性氧簇

( ROS)引起 ,过量的活性氧可以引起不同程度的细

胞毒性[122 ] 。皮肤成纤维细胞与其分泌的胶原蛋白、

弹性纤维及细胞外基质成分构成真皮的主体 ,而胶

原蛋白及细胞外基质的氧化损伤是引起皮肤老化的

主要原因[324 ] 。Talwar 等[5 ] 研究证明 ,在人皮肤光

氧化损伤中 Ⅰ型和Ⅲ型前胶原显著降低 ,其原因可

能是成纤维细胞中前胶原的生物合成降低。而研究

发现 ,外源性嘌呤类物质具有激素样特性 ,对动植物

机体有抗氧化作用和保护修复作用[627 ] 。因此 ,本课

题组自行提取获得了 2 种富含腺嘌呤类衍生物的玉

米幼芽提取物 ,经初步研究发现 ,该提取物对家蚕皮

肤具有显著的抗氧化作用[8 ] 。

本试验通过建立 H2 O2 致小鼠皮肤成纤维细胞

氧化损伤模型 ,继续研究 2 种玉米幼芽提取物对小

鼠皮肤成纤维细胞Ⅰ、Ⅲ型前胶原 mRNA 表达的保

护作用 ,以进一步印证玉米来源的腺嘌呤类衍生物

在动物细胞上的抗氧化损伤作用 ,为 2 种玉米幼芽

提取物应用于氧化损伤的防治提供非常重要的试验

依据。

1 　材料与方法

1. 1 　主要试剂与仪器

1. 1. 1 　玉米幼芽提取物 　分别编号为 0501 和

0502 ,由西北农林科技大学动物科技学院生理学教

研室从玉米幼芽中提取。经气相色谱2质谱联用检

测 ,0501 和 0502 提取物中腺嘌呤类衍生物含量分

别为933. 3和 921. 6 g/ kg。两种提取物均配成 1 000

mg/ L的储备液 ,临用前稀释至所需质量浓度。

1. 1. 2 　试验动物 　昆白系小鼠 ,雌性 ,体重 18～22

g ,由军事医学科学院提供。

1. 1. 3 　试 　剂 　高糖 DM EM 培养基 ,为 GIBCO

公司产品 ,批号为 12355136 ;胎牛血清 ,为北京元亨

圣马生物技术研究所生产 ,批号为 050416 ; UN IQ2
10 柱总 RNA 抽提试剂盒、MML V 第一链 cDNA 合

成试剂盒和 PCR 扩增试剂盒 ,均为上海生工生物工

程公司产品 ,批号分别为 1361250804 ,2027150302

和 2491550903 ;Biof uge 22R 型高速冷冻离心机 ,德

国 Heraeus 制造 ; U2000 型紫外分光光度计 ,日本

H ITACHI 制造 ; GeneAmp 2400 型 PCR 仪 ,美国

Perkin Elmer 公司制造 ; Alp ha Image 2200 凝胶成

像系统 ,美国 Alp ha Innotech 公司制造。

1. 1. 4 　引物设计与合成 　利用 Primer5. 0 引物分

析软件 ,根据 GenBank 中小鼠 Ⅰ型前胶原、Ⅲ型前

胶原和内参照 18S rRNA 基因组序列设计 3 对引

物。Ⅰ型前胶原 :上游 5′2TTCTCCTGGCAAA GACG2
GAC23′,下游 5′2GCA GTA GACCT T GA T GGCGT2
3′,扩增产物长度为 430 bp ; Ⅲ型前胶原 :上游 5′2
CA GA GGCT T T GA T GGACGCA23′,下游5′2TCTC2
CCTTCGCACCGTTCTT23′,扩增产物长度为 531 bp ;

内参 照 18S rRNA : 上 游 5′2TATGGTTCCTTTG2
GTCGCTC 23′, 下 游 5′2CTTGGATGTGGTA GC2
CGTTT 23′,扩增产物长度为 358 bp 。以上引物均

由北京三博远志生物技术有限责任公司合成。

1. 2 　小鼠皮肤成纤维细胞培养

将小鼠背部皮肤进行脱毛处理 ,乙醚麻醉小鼠

后 ,用眼科剪取下皮肤组织 ,清洗后剪碎 ,进行组织

块原代培养 ,培养基为含体积分数 10 %胎牛血清、

100 U/ mL 青霉素和 100 U/ mL 链霉素的 DM EM

培养基 ,培养条件为 : 37 ℃,体积分数 5 %CO2 。待

原代细胞长满整个培养瓶后 ,分瓶传代 ,稳定传代 3

次后进行后续试验。

1. 3 　试验设计

将小鼠皮肤成纤维细胞分为 4 组。Ⅰ组为空白

对照组 ; Ⅱ组为损伤对照组 ,向培养体系中加入

H2 O2 至终质量浓度为 200μmol/ L ,继续培养 2 h

后进行后续试验 ; Ⅲ组为 0501 玉米幼芽提取物保护

组 ,向培养体系中加入该提取物至终质量浓度为 20

mg/ L ,继续培养 24 h 后 ,按照 Ⅱ组处理方法复制损

伤模型 ,进行后续试验 ; Ⅳ组为 0502 玉米幼芽提取

物保护组 ,向培养体系中加入该提取物至终质量浓

度为 20 mg/ L ,继续培养 24 h 后 ,按照 Ⅱ组处理方

法复制损伤模型 ,进行后续试验。

1. 4 　小鼠皮肤成纤维细胞 Ⅰ、Ⅲ型前胶原 mRNA

表达的测定

1. 4. 1 　小鼠皮肤成纤维细胞总 RNA 的提取 　按

照 UN IQ210 柱总 RNA 抽提试剂盒说明书提取小

鼠皮肤成纤维细胞总 RNA ,吸取 1μL 提取物测定

A 260 nm / A 280 nm值 ,计算总 RNA 含量和纯度。

1. 4. 2 　小鼠皮肤成纤维细胞 Ⅰ、Ⅲ型前胶原 mR2
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NA 的 R T2PCR 　应用 MMLV 第一链 cDNA 合成

试剂盒 ,加入其中的随机六合引物逆转录合成 cD2
NA ,具体步骤参照试剂盒说明书进行。

Ⅰ型前胶原 PCR 反应总体积为 50 μL ,其中

10 ×Buffer 5. 0μL ,25 mmol/ L MgCl2 3. 0μL ,10

mmol/ L dN TP 1. 0μL ,5 U/μL T aq DNA 聚合酶

0. 5μL ,cDNA 2. 0μL , Ⅰ型前胶原引物 1. 0μL ,内

参照 18S rRNA 引物 0. 5μL ,dd H2 O 37. 0μL 。扩

增反应条件为 :95 ℃预变性 2 min ;95 ℃变性 30 s ,

55 ℃退火 30 s ,72 ℃延伸 40 s ,共 32 个循环 ;最后

72 ℃延伸 10 min。Ⅲ型前胶原 PCR 反应总体积为

50μL ,其中 10 ×Buffer 5. 0μL ,25 mmol/ L MgCl2

3. 0 μL , 10 mmol/ L dN TP 1. 0 μL , 5 U/μL T aq

DNA 聚合酶 0. 5μL ,cDNA 2. 0μL , Ⅲ型前胶原引

物 1. 0μL ,内参照 18S rRNA 引物 0. 5μL ,dd H2 O

37. 0μL 。扩增反应条件为 :95 ℃预变性 2 min ;95

℃变性 30 s ,54 ℃退火 30 s ,72 ℃延伸 40 s ,共 32

个循环 ;最后 72 ℃延伸 10 min。

1. 5 　扩增产物检测

取 10 μL 扩增产物 ,加入 2 μL 6 ×Loading

Buffer ,混匀后加入到 12 g/ L 琼脂糖凝胶加样孔

中 ,100 V 恒压电泳 25 min ,取出 ,在凝胶成像系统

中拍照 ,并进行灰度分析 ,测量各组目的基因扩增条

带与 18S rRNA 扩增条带的比值。

用 SPL M 医学统计软件处理、分析数据。

2 　结果与分析

2. 1 　小鼠皮肤成纤维细胞总 RNA 的提取结果

所抽提各组小鼠皮肤成纤维细胞总 RNA 的

A 260 nm / A 280 nm值均在 1. 8 左右 ,说明提取的小鼠成

纤维细胞总 RNA 纯度较高 ,适合进行后续试验。

2. 2 　玉米幼芽提取物对小鼠皮肤成纤维细胞 Ⅰ、Ⅲ

型前胶原 mRNA 表达的影响

2. 2. 1 　对 Ⅰ型前胶原 mRNA 表达的影响 　小鼠皮

肤成纤维细胞 I 型前胶原 mRNA R T2PCR 扩增产

物电泳结果见图 1 ,灰度分析结果见表 1。

图 1 　小鼠皮肤成纤维细胞 Ⅰ型前胶原

mRNA RT2PCR 产物的电泳图谱

1. Ⅰ组 ;2. Ⅱ组 ;3. Ⅲ组 ; 4. Ⅳ组 ;M. Marker D GL2000

Fig. 1 　RT2PCR product s of type Ⅰprocollagen mRNA in

cultured mouse dermal fibroblast s

1. Group Ⅰ;2. Group Ⅱ;3. Group Ⅲ; 4. Group Ⅳ;

M. Marker D GL2000

图 2 　小鼠皮肤成纤维细胞 Ⅲ型前胶原

mRNA RT2PCR 产物的电泳图谱

1. Ⅰ组 ;2. Ⅱ组 ;3. Ⅲ组 ; 4. Ⅳ组 ;M. Marker D GL2000

Fig. 2 　RT2PCR product s of type Ⅲprocollagen mRNA in

cultured mouse dermal fibroblast s

1. Group Ⅰ;2. Group Ⅱ;3. Group Ⅲ; 4. Group Ⅳ;

M. Marker D GL2000

表 1 　玉米幼芽提取物对小鼠皮肤成纤维细胞 Ⅰ、Ⅲ

型前胶原 mRNA 表达的影响 ( X ±S)

Table 1 　Effect of the Maize pl umm ule extract s on

expression of type Ⅰprocollagen and type Ⅲ

procollagen in mouse dermal fibroblast ( X ±S)

组别
Group

样本数
Sample

mRNA 表达量　mRNA expression

Ⅰ型前胶原
Type Ⅰprocollagen

Ⅲ型前胶原
Type Ⅲprocollagen

Ⅰ 3 0. 822 ±0. 003 A 0. 541 ±0. 020 A

Ⅱ 3 0. 198 ±0. 054 B 0. 108 ±0. 005 B

Ⅲ 3 0. 699 ±0. 074 A 0. 491 ±0. 008 A

Ⅳ 3 0. 353 ±0. 163 B 0. 329 ±0. 028 C

　　注 :同列数据后标不同大写字母表示差异极显著 ( P < 0 . 01) 。

Note :Different capital let ters indicate t he significant difference

( P < 0 . 01) in t he same column.

　　由表 1 可知 , Ⅱ组 (损伤对照组) Ⅰ型前胶原的

mRNA 表达量明显下降 ,为 Ⅰ组 (空白对照组) 的

24 % ( P < 0. 01) 。Ⅲ组 (0501 玉米幼芽提取物保护

组)和 Ⅳ组 (0502 玉米幼芽提取物保护组) Ⅰ型前胶

原的 mRNA 表达量均较 Ⅱ组有明显提高 ,分别是 Ⅱ

组的 3. 5 倍 ( P < 0 . 01) 和 1. 8 倍。其中 0501 玉米

幼芽提取物的保护作用最强 ,与 Ⅱ组相比差异极显

著 ;0502 玉米幼芽提取物虽然能够提高损伤后 Ⅰ型

前胶原 mRNA 的表达量 ,但是与 Ⅱ组相比差异不显

著 ,与 Ⅰ组相比差异却极显著 ,说明其对 Ⅰ型前胶原

mRNA 表达的保护作用不明显。

2. 2. 2 　对 Ⅲ型前胶原 mRNA 表达的影响 　小鼠皮
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肤成纤维细胞 Ⅲ型前胶原 mRNA R T2PCR 扩增产

物电泳结果见图 2 ,灰度分析结果见表 1。由表 1 可

知 , Ⅱ组 (损伤对照组) Ⅲ型前胶原的 mRNA 表达量

明显下降 , 为 Ⅰ组 (空白对照组 ) 的 20 % ( P <

0 . 01) 。Ⅲ组 (0501 玉米幼芽提取物保护组) 和 Ⅳ组

(0502 玉米幼芽提取物保护组) Ⅲ型前胶原的 mR2
NA 表达量均较 Ⅱ组有明显提高 ,分别是 Ⅱ组的 4. 6

倍 ( P < 0 . 01) 和 3 倍 ( P < 0 . 01) 。其中也以 0501

玉米幼芽提取物的保护作用最强 ,与 Ⅱ组相比差异

极显著 ;0502 玉米幼芽提取物虽然能够显著提高损

伤后 Ⅲ型前胶原 mRNA 的表达量 ,但与 Ⅰ组相比差

异仍然极显著 ,说明其对 Ⅲ型前胶原 mRNA 表达虽

也有保护作用 ,但保护作用略差于 0501 提取物。

3 　讨　论

皮肤是机体直接暴露于外界环境的第一道屏

障 ,来自外界环境的各种活性氧物质所致的氧化损

伤在皮肤老化中起着重要作用[1 ] 。真皮结构的改变

是皮肤老化的主要原因 ,而成纤维细胞是皮肤真皮

中的主体细胞成分 ,其分泌的胶原蛋白、弹性纤维和

细胞外基质成分与成纤维细胞共同构成了真皮的主

体。因此 ,皮肤成纤维细胞各种生物学特性的改变 ,

是造成皮肤老化的最重要基础[2 ,4 ,9 ] 。

各种应激反应包括紫外线辐射均可产生活性

氧 ,如 O2
- ,这种自发的超氧阴离子在超氧化物歧化

酶 (SOD)作用下歧化产生 H2 O2
[2 ] 。有文献报道[10 ] ,

外源性 H2 O2 可以模仿紫外线的作用 ,使皮肤产生一

些光老化特征。H2 O2 通过 Fenton 和 Haber2Weiss 反

应使电子进一步转移 ,形成了高度活跃的羟自由基

( ·O H ) [2 ] 。·O H 是 ROS 中最活跃的基团 ,能够直

接引起 DNA 损伤 ,导致基因转录活性降低[ 7 ,11 ] 。而

Ⅰ、Ⅲ型前胶原 mRNA 转录活性的高低直接影响

Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白的含量[12 ] 。从本研究可以看出 ,

Ⅱ组 (损伤对照组) 成纤维细胞 Ⅰ、Ⅲ型前胶原 mR2
NA 的表达量分别为 Ⅰ组 (空白对照组) 的 24 %和

20 % ; Ⅲ组和Ⅳ组成纤维细胞 Ⅰ型前胶原 mRNA 的

表达量分别为 Ⅱ组的 3. 5 倍和 1. 8 倍 , Ⅲ型前胶原

mRNA 的表达量分别为 Ⅱ组的 4. 6 倍和 3 倍。说

明在外源性 H2 O2 引起的急性氧化损伤过程中 ,2

种富含腺嘌呤类衍生物的玉米幼芽提取物均能提高

损伤后 Ⅰ、Ⅲ型前胶原 mRNA 的转录活性 ,有效减

弱活性氧自由基对 DNA 造成的损伤 ,且在相同剂

量 (20 mg/ L)下 ,0501 提取物对皮肤成纤维细胞 Ⅰ、

Ⅲ型胶原表达的保护作用优于 0502 提取物。本研

究与文献报道的腺嘌呤类衍生物能够保护动物细胞

免受氧化损伤的结果相一致[6 ,7 ,13 ] ,进一步印证了玉

米来源的腺嘌呤类衍生物在动物细胞上的抗氧化损

伤作用 ,也为这 2 种玉米幼芽提取物应用于氧化损

伤的防治提供了非常重要的试验依据。玉米幼芽提

取物保护 DNA 免受氧化损伤的机理可能是 : ①直

接清除·O H 从而保护 DNA ; ②通过结合 Fe2 + 阻

止·O H 的产生 ; ③结合 Fe2 + 后 ,使得 Fenton 反应

产生的·O H 不能接近 DNA 而保护 DNA 免受损

伤 ,具体通过何种机制保护 DNA 仍需进一步深入

研究。
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