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不同多糖配伍对 H2O2诱导的皮肤细胞老化的抑制作用 
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摘要：本研究为明确混合多糖配伍使用抑制皮肤细胞衰老的作用是否优于单一多糖，通过利用不同浓度的 H2O2诱导人皮肤成纤

维细胞（HSF）、人角质形成细胞（HaCaT）出现损伤老化，在此基础上，采用 MTT 法和生化试剂盒检测，分别检测细胞的存活率及

超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）、羟脯氨酸（HYP）的含量。本实验所建立的 HaCaT 及 HSF 细胞过氧化模型的存活率分

别约为 72.00%和 65.00%，研究发现四种单一多糖组对两种细胞老化模型的存活率与模型组相比差异没有统计学意义（p>0.05）；其中

SOD、MDA、HYP 的含量与模型组相比，除个别指标外，差异没有统计学意义（p>0.05）。在 HaCaT 细胞老化模型中，混合多糖组

的存活率在 74.93%~80.43%之间，SOD 含量在 6.99 U/mg~7.56 U/mg 之间，MDA 含量在 7.44 μmol/g~8.41 μmol/g 之间，HYP 含量表

达在 2.30 μmol/g~2.43 μmol/g 之间；在HSF 细胞老化模型中，混合多糖组的存活率在 76.23%~78.14%之间，SOD 含量在 6.30 U/mg~8.90 

U/mg 之间，MDA 含量在 7.03 μmol/g~8.93 μmol/g 之间，HYP 含量在 2.19 μmol/g~2.53 μmol/g 之间；以上指标与模型组相比差异均有

统计学意义（p<0.01 或 p<0.05）。因此，混合多糖组的整体改善效果更为显著，它能够提高衰老表皮细胞生存率，提高模型细胞 SOD、

HYP 含量，使 MDA 含量降低。研究提示我们在对抗 H2O2诱导的 HSF、HaCaT 细胞氧化衰老实验中，在相同干预浓度下，不同多糖

配伍后的混合多糖比组分单一多糖单独使用效果显著。 
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Abstract: The purpose of this study was to determine whether the effect of mixed polysaccharides in inhibiting skin cell senescence is 

superior to that of single polysaccharides by using different concentrations of H2O2 to induce damage to human skin fibroblasts (HSF) and 

human keratinocytes (HaCaT), on this basis, MTT assay and biochemical kit were used to detect cell viability and superoxide dismutase (SOD), 

malondialdehyde (MDA) and hydroxyproline (HYP). The survival rates of HaCaT and HSF cell peroxidation models established in this 

experiment were about 72.00% and 65.00%, respectively. The study found that the survival rate of the two single aging models was not 

statistically different from that of the model group (p>0.05). The contents of SOD, MDA and HYP were not significantly different from those of 

the model group except for individual indicators (p>0.05). In the HaCaT cell aging model, the survival rate of the mixed polysaccharide group 

was between 74.93% and 80.43%, the content of SOD was between 6.99 U/mg and 7.56 U/mg, the content of MDA was between 7.44 μmol/g 

and 8.41μmol/g, and the content of HYP was between 2.30 μmol/g and 2.43 μmol/g. In the HSF cell aging model, the survival rate of the mixed 

polysaccharide group was between 76.23% and 78.14%, the content of SOD was between 6.30 U/mg and 8.90 U/mg, the content of MDA was 

between 7.03 μmol/g and 8.93 μmol/g, and the content of HYP was between 2.19 μmol/g and 2.53 μmol/g. The above indicators were 

statistically significant compared with the model group (p<0.01 or p<0.05).Therefore, the overall improvement effect of the mixed 

polysaccharide group was more significant, which can improve the survival rate of senescent epidermal cells, increase the SOD, HYP content 

and reduce the MDA content of model cells. The study suggested that in the anti-H2O2-induced HSF and HaCaT cell oxidative senescence 
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experiments, the mixed polysaccharides of different polysaccharides were significantly more effective than the single polysaccharides alone, at 

the same intervention concentration. 

Key words: polysaccharide; anti-skin aging; keratinocytes; fibroblasts 

 

衰老是生物体生命周期中的自然生命历程，细胞

衰老是机体整体衰老的基础[1]。对抗皮肤衰老，传统

中药具有明显优势。而传统中药的生物活性多糖主要

来源于植物、动物或微生物等天然生物，具保湿、微

血管美容、抗粉刺、美白、修复皮肤组织、调节机体

免疫、抗肿瘤、抗病毒、抗凝血、抗辐射、抗氧化和

延缓衰老等多种美容功能[2]。故通过科学研究，创新

性开发出一种以多糖为核心成分、以延衰为主要功效

的皮肤护理产品[3]也变得尤其有意义。本实验目的在

于筛选出具有显著延缓皮肤衰老功效的天然多糖，并

验证其功效，为现有延衰护肤系列产品升级提供支撑。 
角质形成细胞（HaCaT）是表皮中的主体细胞，

从婴幼儿或者成人皮肤中原代分离培养人表皮角质形

成细胞，经多种特征蛋白表达等鉴定后，即可传代备

用。目前 HaCaT 细胞株已被广泛应用于化妆品的抗衰

老及透皮性的研究中。真皮中成纤维细胞(HSF)它的活

力会影响胶原蛋白的分泌、胶原蛋白纤维的数量和质

量，成纤维细胞受损会导致胶原蛋白的降解与合成失

调、胶原纤维构造紊乱，进而导致皮肤失去弹性并形

成皱纹。皮肤的老化研究中，成纤维细胞体外培养技

术已经成为研究皮肤老化的重要工具。 
褐藻多糖主要来自海带、巨藻等海藻，由于其具

有清除自由基的作用，因此它可以作为食品抗氧化剂

以及细胞保护剂，有望可以用于食品工业、制药工业

和化妆品[4~6]。灵芝多糖来自中药灵芝，研究发现灵芝

多糖具有抗氧化的作用以及清除羟自由基和超氧阴离

子自由基的能力，而且其清除能力与它的浓度存在明

显的量效关系[7-11]。铁皮石斛多糖来自中药铁皮石斛，

有研究[12-16]报道铁皮石斛多糖具有抗氧化活性且抗氧

化能力与多糖相对分子量大小有关。铁皮石斛能调节

胶原蛋白生成降解平衡，对光老化人皮肤成纤维细胞

起到保护作用[17]，所以铁皮石斛多糖是有效的天然抗

氧化剂，且抗氧化范围广泛。竹荪多糖来自中药竹荪，

有研究[18-23]表明了竹荪多糖对 DPPH 自由基和 ABTS
自由基都具有一定的清除作用，具有较好抗氧化活性。

但是石斛、褐藻、灵芝、竹荪多糖组合成混合多糖抑

制过氧化皮肤衰老的论文却没见报道。所以本实验主

要比较混合多糖和单一多糖在抗过氧化皮肤衰老效果

方面的差异。 

1  材料与方法  

1.1  细胞株 

人永生化表皮成纤维细胞（HSF)、人永生化角质

形成细胞（HaCaT），购于中国科学院上海生科院细胞

资源中心。 

1.2  试剂 

1640 培养基培养基，美国 Gibco 公司（生产批号：

8117251）；胎牛血清，美国 Gibco 公司（生产批号：

1507D）；青霉素-链霉素双抗液，广州瑞舒生物有限

公司（生产批号：1491907）；二甲基亚砜，广州瑞舒

生物有限公司（生产批号：20170401）；四甲基偶氮唑

蓝(MTT)，广州瑞舒生物有限公司（生产批号：

20180501）；超氧化物歧化酶（SOD）测定试剂盒，

南京建成生物科技有限公司（生产批号：20180105）；
微量丙二醛（MDA）测试盒，南京建成生物科技有限

公司（生产批号：20180106）；羟脯氨酸（HYP）测

试盒，南京建成生物科技有限公司（生产批号：

20180105）。 

1.3  供试品 

本实验所用供试品，均由（广州中医药大学）广

东省中药新药研发重点实验室制备。采用“水提醇沉”
方法反复纯化各单一多糖，采用苯酚-浓硫酸比色法测

定四种多糖样品中多糖的含量。并以无水葡萄糖

（C6H12O6）计，各多糖的含量如下：褐藻多糖组 70%
（A）、灵芝多糖组 80%（B）、铁皮石斛多糖组 92%
（C）、竹荪多糖组 86%（D）。 

1.4  仪器 

全波长酶标仪，1510 Thermo fisher scientific；光

学显微镜 ECLIPSE CI，尼康仪器（上海）有限公司；

超净工作台 YJ-VS-2，无锡一净净化设备有限公司；

二氧化碳培养箱 MCO-20AIC，日本三洋公司。 

1.5  实验方法 

1.5.1  四种单一多糖分别对 H2O2 诱导的氧化

衰老皮肤细胞的影响 

1.5.1.1  细胞培养与处理 
当细胞融合度达 70%~80%时，用胰蛋白酶消化细

胞，用含 15%胎牛血清的 DMEM（dulbecco's modified 
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eagle medium）培养液制成浓度为 1×105个/mL 的细胞

悬液，以每孔加 100 µL 的培养液即每孔 1×104个细胞

接种于 96 孔板中，将培养板移入孵育箱，在 5% CO2，

37 ℃条件下培养。24 h 后吸除培养细胞的培养基，根

据预实验的“浓度-效果”关系曲线，分别给予含有 50 
µg/mL 单一多糖血清继续培养 24 h。 

24 h 后吸除培养细胞的培养基，PBS 洗 3 遍，建

立细胞过氧化模型。 
1.5.1.2  建立细胞过氧化模型 

根据 1.5.1.1 方法将细胞以每孔 1×104个细胞接种

于 96 孔板中，将培养板移入孵育箱，在 5% CO2，37 ℃
条件下培养。细胞培养 24 h 后，吸除培养液，PBS 洗

3 遍，分别使用含 250 µmol/L[24]和 500 µmol/L[25]H2O2

的培养液培养 HaCaT 细胞和 HSF 细胞 2 h，2 h 后吸

除培养液，PBS洗3遍，换上含15%胎牛血清的DMEM
培养液继续培养 24 h。 

24 h 后每孔加入 20 µL 的 MTT(5 mg/mL)溶液，

37 ℃继续培养 4 h，4 h 后终止培养小心吸弃孔内培养

上清液，每孔加入 150 µL DMSO 溶液振荡 10 min，
而使结晶充分溶解。用全功能酶标仪，波长在 490 nm
处，测定各孔的吸光值(A 值)，以示细胞增殖情况。

按照下列公式计算细胞存活率： 
细胞存活率(%)=处理组的 A 值/对照组的 A 值

×100%。 
1.5.1.3  单一多糖配药 

根据前期预实验研究发现，各多糖的有效浓度为

50 µg/mL，因此以多糖的有效浓度作为统一标准，分

别取褐藻、灵芝、石斛、竹荪多糖，用细胞培养基溶

解，配成质量为 1 g/L 的药液，以孔径为 0.22 µm 的微

孔滤膜过滤除菌，再以培养基稀释成 50 µg/mL 的浓度
[26]。注意现配现用。 
1.5.1.4  单一多糖分组及给药  

细胞种板培养 24 h 后，吸除培养细胞的培养基，

分为对照组，过氧化模型组，过氧化+50 µg/mL 褐藻

多糖组、过氧化+50 µg/mL 灵芝多糖、过氧化+50 
µg/mL 石斛多糖、过氧化+50 µg/mL 竹荪多糖组，各

组均具 5 个样本，按 2.1.2 的方法建立过氧化模型。 
对照组：PBS 洗 3 遍，不用 H2O2处理，给予无

药培养液培养 24 h。 
模型组：分别使用含 H2O2（250 µmol/L）的培养

液处理 HaCaT 细胞和 H2O2（500 µmol/L）的培养液

处理 HSF 细胞 2 h，建立相应模型后 PBS 洗 3 遍，给

予无药培养液培养 24 h。 
各单一多糖给药组：造模后 PBS 洗 3 遍，分别使

用 50 µg/mL 的单一多糖培养液培养 24 h。 

1.5.2  不同配比的混合多糖分别对 H2O2 诱导

的氧化衰老皮肤细胞的影响 

1.5.2.1  不同配比的混合多糖配药 

混合多糖 A1、A2、A3、A4、A5 的组成分别按

以下混合比例混合成浓度为 50 µg/mL 的药液，石斛多

糖:褐藻多糖:灵芝多糖:竹荪多糖=（A1）1:1:1:1、（A2）
2:1:1:1、（A3）1:2:1:1、（A4）1:1:2:1、（A5）1:1:1:2，
以孔径为 0.22 µm 的微孔滤膜过滤除菌，再以培养基

稀释最终配成 50 µg/mL 的浓度。现配现用。 
1.5.2.2  不同配比的混合多糖分组及给药 

细胞种板培养 24 h 后，吸除培养细胞的培养基，

分为对照组，过氧化模型组，过氧化+50 µg/mL A1、
过氧化+50 µg/mL A2、过氧化+50 µg/mL A3、过氧化

+50 µg/mL A4，过氧化+50 µg/mL A5，各组均具 5 个

样本。 
对照组：PBS 洗 3 遍，不用 H2O2处理，给予无

药培养液培养 24 h。 
模型组：含 250 µmol/L 和 500 µmol/L H2O2的培

养液处理 HaCaT 细胞和 HSF 细胞 2 h，建立相应模型

后 PBS 洗 3 遍，给予无药培养液培养 24 h。 
各混合多糖给药组：造模后 PBS 洗 3 遍，分别使

用 50 µg/mL 的混合多糖 A1、A2、A3、A4、A5 培养

液培养 24 h。 

1.6  主要观察指标 

1.6.1  检测 HaCaT 细胞和 HSF 细胞生存率 
给药培养 24 h 后，每孔加入 MTT（5 mg/mL）20 

µL 溶液，37 ℃继续培养 4 h，终止培养，每孔加入 150 
µL DMSO，振荡 10 min，而使结晶充分溶解。用全功

能酶标仪，波长在 490 nm 处，测定各组的吸光值(A
值)，以示细胞增殖情况。按照下列公式计算细胞存活

率(%)=处理组的值/对照组的值×100%。 
1.6.2  检测 HaCaT 细胞和 HSF 细胞 SOD、

MDA 和 HYP 水平 
给药培养 24 h 后，收集每孔中的培养基上清液于

离心管中，-20 ℃保存用以生化指标的检测。按照试

剂盒说明书，检测细胞培养基上清液中的 SOD、MDA
和 HYP 含量。 

1.7  数据处理 

所有数据均用均值±标准差表示，采用 SPSS 17.0
软件对本研究的数据进行统计学分析，两组间比较采

用独立样本 t 检验。多组间差异比较用 one-way 
ANOVA 进行分析，p<0.05 被认为差异有统计学意义。 
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2  结果与讨论 

2.1  H2O2诱导的 HaCaT、HSF 细胞氧化衰老

损伤模型 

  

  

图 1 H2O2对 HaCaT、HSF细胞生长形态的影响 

Fig.1 Effects of H2O2 on the growth morphology of HaCaT and 

HSF cells 

一般在正常情况下，HaCaT 细胞为牢固的贴壁生

长的不规则细胞，多为椭圆形和多角形（如图 1a，正

常 HaCaT 组）；随着 H2O2 作用时间的延长，HaCaT
细胞数量逐渐减少，形态也发生变化（如图 1b，H2O2

氧化衰老 HaCaT 细胞组）。而正常皮肤成纤维细胞一

般是贴壁生长的，且成束状或纤维状，数量较多（如

图 1c，正常 HSF 组）。随着 H2O2作用时间的延长，

HSF 细胞数量减少，形态也逐渐变得不规则（如图 1d，
H2O2氧化衰老HSF细胞组）。无论是HSF细胞、HaCaT
细胞，当 H2O2 氧化作用时间过长时，会导致大部分

细胞死亡，且形态难以分辨。根据文献报道和前期的

预实验结果，本实验分别采用含 250 µmol/L 的 H2O2

培养液处理HaCaT 细胞和含 500 µmol/L的H2O2培养

液处理 HSF 细胞 2 h，建立角质形成细胞过氧化模型

和成纤维细胞过氧化模型，HaCaT、HSF 细胞细胞的

存活率分别约为 72.00%和 62.00%。 

2.2  单一多糖对H2O2致氧化衰老的HaCaT细

胞存活率及生化指标的影响 

如图 2 以及表 1 结果所示，用浓度为 250 µmol/L
的 H2O2处理 HaCaT 细胞，模型组的成活率达 72%左

右，与正常对照组相比差异有统计学意义(p<0.01)。在
相同浓度下（50 µg/mL），各个多糖对改善 HaCaT 细

胞的存活率的影响各有不同，四种单一多糖组（褐藻

多糖组（A）、灵芝多糖组（B）、石斛多糖组（C）、
竹荪多糖组（D））在 50 µg/mL 的浓度下对 H2O2 致

HaCaT 细胞老化模型的抑制率分别为：74.63%、

74.52%、76.98%、77.15%，与模型组相比差异没有统

计学意义（p>0.05）。其中 SOD 含量的表达正常组和

模型组分别为 4.63 U/mg、4.01 U/mg，H2O2致 HaCaT
老化模型组的 SOD 含量相较于正常组有显著性下降

(p<0.05)，而四种单一多糖 A、B、C、D 组分别为 4.07 
U/mg、4.12 U/mg、4.53 U/mg、4.13 U/mg，4 种不同

多糖在相同浓度下对 H2O2导致的 HaCaT 老化模型培

养上清液中 SOD 的含量相较于模型组有所提高，但

与模型组相比并无统计学差异（p>0.05）。其中 MDA
含量的表达正常组和模型组分别为 0.35 μmol/g、1.98 
μmol/g，模型组 MDA 含量相较于正常组有显著性升

高（p<0.01），而四种单一多糖 A、B、C、D 组分别

为 1.90、1.75、1.41、1.09 μmol/g，4 种不同多糖在相

同浓度下（50 µg/mL）对 H2O2导致的 HaCaT 细胞老

化模型培养上清液中 MDA 的含量相较于模型组均有

所下调，但除了 D 组（p<0.05）外，其它组并无统计

学差异(p>0.05)。其中 HYP 含量的表达正常组和模型

组分别为 5.41 μmol/g、1.82 μmol/g，模型组 HYP 含量

相较于正常组有显著性下降（p<0.01），而四种单一多

糖 A、B、C、D 组分别为 2.94、2.82、3.56、3.58 μmol/g，
4 种不同多糖在相同浓度下对 H2O2导致的 HaCaT 细

胞模型培养上清液中 HYP 的含量相较于模型组均有

所提高（p<0.01 或 p<0.05）。 
表1 单一多糖对H2O2老化HaCaT细胞存活率及生化指标的影响 

Table 1 Effect of single polysaccharide on survival rate and biochemical index of HaCaT cells induced by H2O2 (n=5) 

组别 细胞存活率/% SOD/(U/mg) MDA/(μmol/g) HYP/(μmol/g) 

空白组 100±0.51 4.63±0.17 0.35±0.18 5.41±0.55 

模型组 72.03±1.96## 4.01±0.09# 1.98±0.35## 1.82±0.34## 

褐藻多糖 74.63±2.01 4.07±0.40 1.90±0.48 2.94±0.37* 

灵芝多糖 74.52±1.05 4.12±0.47 1.75±0.25 2.82±0.09* 

石斛多糖 76.98±1.76 4.53±0.43 1.41±0.24 3.56±0.62* 

竹荪多糖 77.15±0.52 4.13±0.06 1.09±0.11* 3.58±0.38** 

注：与空白组比较，#p<0.05， ##p<0.01；与模型组比较，*p<0.05，**p<0.01。下表同。 
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图2 单一多糖对H2O2老化HaCaT细胞存活率及生化指标的影响 

Fig.2 Effect of single polysaccharide on survival rate and 

biochemical parameters of HaCaT cells aged with H2O2 

注：各柱状图采用字母代表不同多糖组别：褐藻多糖组

（A）、灵芝多糖组（B）、石斛多糖组（C）、竹荪多糖组（D）。

与空白组比较，#p<0.05，##p<0.01；与模型组比较，*p<0.05，
**p<0.01；n=5。图 3 同。 

2.3  单一多糖对H2O2致氧化衰老的HSF细胞

存活率及生化指标的影响 

 

 

 

 

图3 单一多糖对H2O2致氧化衰老的HSF细胞存活率及生化指标

的影响 

Fig.3 Effect of single polysaccharide on H2O2 oxidative 

senescence-induced HSF cell survival rate and biochemical 

parameters 

如图 3 以及表 2 结果所示，用 500 µmol/L 的 H2O2

处理 HSF 细胞，模型组的成活率达 62%左右，与正常
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对照组相比差异有统计学意义（p<0.01）。在相同浓度

下（50 µg/mL），各个多糖对改善 HSF 细胞的存活率

的影响各有不同，四种单一多糖 A、B、C、D 组在

50 µg/mL 的浓度下对H2O2致HSF 细胞老化模型的抑

制率分别为：67.22%、84.46%、89.04%、77.12%，与

模型组相比各给药组的存活率均有所提高，但与模型

组相比 A、D 组差异没有统计学意义（p>0.05），B、
C 组差异有统计学意义（p<0.05）。其中 SOD 含量的

表达正常组和模型组分别为 4.26 U/mg、2.88 U/mg，
H2O2致HSF老化模型组的 SOD含量相较于正常组有

显著性下降（p<0.01），而四种单一多糖 A、B、C、D
组分别为 2.82 U/mg、3.16 U/mg、3.02 U/mg、2.76 
U/mg，4种不同多糖在相同浓度下对H2O2导致的HSF
老化模型培养上清液中 SOD 的含量相较于模型组有

所提高，但与模型组相比并无统计学差异（p>0.05）。

其中 MDA 含量的表达正常组和模型组分别为 3.60 
μmol/g、9.38 μmol/g，模型组 MDA 含量相较于正常

组有显著性升高（p<0.01），而四种单一多糖 A、B、
C、D 组分别为 5.77 μmol/g、7.54 μmol/g、5.13 μmol/g、
5.98 μmol/g，4 种不同多糖在相同浓度下对 H2O2导致

的HSF细胞老化模型培养上清液中MDA的含量相较

于模型组均有所下调，且效果显著（p<0.01或p<0.05）。
其中 HYP 含量的表达正常组和模型组分别为 6.13 
μmol/g、3.48 μmol/g，模型组 HYP 含量相较于正常组

有显著性下降（p<0.01），而四种单一多糖 A、B、C、
D 组分别为 3.38 μmol/g、3.44 μmol/g、3.76 μmol/g、
3.44 μmol/g，4 种不同多糖在相同浓度下对 H2O2导致

的 HSF 细胞老化模型培养上清液中 HYP 的含量相较

于模型组下降，效果无统计学差异（p>0.05）。 

表2 单一多糖对H2O2老化HSF细胞存活率及生化指标的影响 

Table 2 Effect of single polysaccharide on H2O2 aging HSF cell survival rate and biochemical index 

组别 细胞存活率/% SOD/(U/mg) MDA/(μmol/g) HYP/(μmol/g) 

空白组 100±3.42 4.26±0.24 3.60±1.00 6.13±0.33 

模型组 62.41±7.10## 2.88±0.15## 9.38±0.37## 3.48±0.61## 

褐藻多糖 67.22±1.52 2.82±0.20 5.77±0.09** 3.38±0.80 

灵芝多糖 84.46±9.31* 3.16±0.22 7.54±0.12* 3.44±0.52 

石斛多糖 89.04±9.71* 3.02±0.25 5.13±0.22** 3.76±0.66 

竹荪多糖 77.12±8.38 2.76±0.06 5.98±0.38* 3.44±0.48 

表3 混合多糖对H2O2老化HaCaT细胞存活率及生化指标的影响(n=5) 

Table 3 Effect of compound polysaccharide on survival rate and biochemical index of H2O2 aging HaCaT cells 
组别 细胞存活率/% SOD/(U/mg) MDA/(μmol/g) HYP/(μmol/g) 

空白组 100±5.6 10.03±0.48 4.38±0.28 2.60±0.12 

模型组 72.47±0.38## 3.73±0.72## 11.83±0.50## 1.69±0.15# 

A1 78.25±0.88* 7.56±0.06** 7.55±0.71** 2.31±0.10* 

A2 80.43±0.86** 7.55±0.09** 7.44±0.05** 2.43±0.24* 

A3 75.61±0.12* 7.05±0.47** 8.41±0.89* 2.31±0.12* 

A4 74.93±0.48* 6.99±0.48* 7.55±0.82** 2.30±0.22* 

A5 76.29±0.79* 7.14±0.46* 7.65±0.74** 2.30±0.18* 

2.4  混合多糖H2O2老化HaCaT细胞存活率及

生化指标的影响 

如图 4 以及表 3 结果所示，与正常组比较，模型

组过氧化 HaCaT 细胞存活率具有显著性下降

（p<0.01）；混合多糖 A1、A2、A3、A4、A5 组在 H2O2

致 HaCaT 细胞老化模型的抑制率分别为：78.25%、

80.43%、75.61%、74.93%、76.29%，混合多糖提高过

氧化 HaCaT 细胞存活率的作用与模型组相比较有所

提高（p<0.01 或 p<0.05）。在相同剂量下（50 µg/mL），

混合多糖 A2 组提高过氧化 HaCaT 存活率略暂优势。

其中 SOD 含量的表达正常组和模型组分别为 10.03 
U/mg、3.73 U/mg，而混合多糖 A1、A2、A3、A4、
A5 组分别为 7.56 U/mg、7.55 U/mg、7.05 U/mg、6.99 
U/mg、7.14 U/mg，与模型组相比差异均有统计学意

义（p<0.01 或 p<0.05），其中 MDA 含量的表达正常组

和模型组分别为 4.38 μmol/g、11.83 μmol/g，而混合多

糖 A1、A2、A3、A4、A5 组分别为 7.55 μmol/g、7.44 
μmol/g、8.41 μmol/g、7.55 μmol/g、7.65 μmol/g，与模

型组相比差异均有统计学意义（p<0.01 或 p<0.05），
其中 HYP 含量的表达正常组和模型组分别为 2.60 
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μmol/g、1.69 μmol/g，而而混合多糖 A1、A2、A3、
A4、A5 组分别为 2.31 μmol/g、2.43 μmol/g、2.31 
μmol/g、2.30 μmol/g、2.30 μmol/g，与模型组相比差

异均有统计学意义（p<0.01 或 p<0.05）；与正常组比

较，模型组的 SOD 和 HYP 显著下降（p<0.01 或

p<0.05）、MDA 显著升高（p<0.01）；与模型组比较，

对于不同配伍比例的混合多糖，均能不同程度提高

H2O2致老化 HaCaT 细胞 SOD 和 HYP 的水平和抑制

MDA的生成；其中混合多糖A2组整体改善效果更佳。 

 

 

 

 

图4 混合多糖对H2O2老化HaCaT细胞存活率及生化指标的影响 

Fig.4 Effect of mixed polysaccharides on survival rate and 

biochemical indexes of H2O2 aging HaCaT cells 

注：与空白组比较，#p<0.05， ##p<0.01；与模型组比较，

*p<0.05，**p<0.01；n=5。图 5 同。 

2.5  混合多糖对H2O2老化HSF细胞存活率及

生化指标的影响 

表4 混合多糖对H2O2老化HSF细胞存活率及生化指标的影响 

Table 4 Effect of compound polysaccharide on H2O2 aging HSF cell survival rate and biochemical index (n=5) 

组别 细胞存活率/% SOD/(U/mg) MDA/(μmol/g) HYP/(μmol/g) 

空白组 100±6.02 9.83±0.18 2.82±0.44 2.84±0.13 

模型组 67.45±3.67## 3.53±0.32## 10.62±0.38## 0.97±0.02## 

A1 78.05±5.33* 6.63±0.28** 8.93±0.54* 2.19±0.09** 

A2 77.94±3.38** 6.47±0.59** 8.76±0.49** 2.33±0.07** 

A3 76.23±3.72** 8.74±0.73** 8.92±0.61* 2.35±0.08** 

A4 76.98±4.41* 6.30±1.79* 8.63±0.52** 2.53±0.21** 

A5 78.14±2.39** 8.90±0.23** 7.03±0.10** 2.20±0.15** 

如图 5 以及表 4 结果所示，与正常组比较，模型

组过氧化 HSF 细胞存活率具有显著性下降（p<0.01）；
各混合多糖均能够改善 HSF 细胞的存活率，相同浓度

下（50 µg/mL），不同多糖配伍的混合多糖组（A1、
A2、A3、A4、A5）在 H2O2致 HSF 细胞老化模型的

抑制率分别为：78.05%、77.94%、76.23%、76.98%、

78.14%，与模型组相比差异有统计学意义（p<0.01 或

p<0.05），混合多糖能够提高模型细胞 SOD、HYP 含

量，使其 MDA 含量降低，其中 SOD 含量的表达正常

组和模型组分别为 9.83 U/mg、3.53 U/mg，而混合多

糖 A1、A2、A3、A4、A5 组分别为 6.63 U/mg、6.47 
U/mg、8.74 U/mg、6.30 U/mg、8.90 U/mg，与模型组
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相比差异均有统计学意义（p<0.01 或 p<0.05），其中

MDA含量的表达正常组和模型组分别为2.82 μmol/g、
10.62 μmol/g，而混合多糖 A1、A2、A3、A4、A5 组

分别为 8.93 μmol/g、8.76 μmol/g、8.92 μmol/g、8.63 
μmol/g、7.03 μmol/g，与模型组相比差异均有统计学

意义（p<0.01 或 p<0.05），其中 HYP 含量的表达正常

组和模型组分别为 2.84 μmol/g、0.97 μmol/g，而而混

合多糖 A1、A2、A3、A4、A5 组分别为 2.19 μmol/g、
2.33 μmol/g、2.35 μmol/g、2.53 μmol/g、2.20 μmol/g，
与模型组相比差异均有统计学意义（p<0.01 或

p<0.05）。与正常组比较，模型组（过氧化 HSF 细胞）

的 SOD 和 HYP 含量显著下降（p<0.01）、MDA 含量

显著升高（p<0.01）；与模型组比较，对于不同配伍比

例的混合多糖，均能不同程度提高 H2O2 老化的 HSF
细胞 SOD 和 HYP 的水平和抑制 MDA 的生成；其中

混合多糖 A5 组整体改善效果更佳。 

 

 

 

 

图 5 混合多糖对H2O2老化HSF细胞存活率及生化指标的影响 

Fig.5 Effect of mixed polysaccharides on H2O2 aging HSF cell 

survival rate and biochemical parameters 

3  结论 

3.1  皮肤老化可分为内源和外源性老化。内源性老化

指随着年龄的增长，由于机体功能的下降，皮肤组织

呈现的老化。内源性氧化便有活性氧家族中的一员

H2O2。衰老自由基学说认为自由基累积导致的氧化损

伤是皮肤衰老的重要原因。H2O2分子量小，可以跨膜

扩散方式进入细胞内，进而参与调节细胞信号转导和

细胞的增殖、老化、凋亡、坏死等一系列生理病理过

程。 
3.2  本实验通过系统分析国内外对中药天然植物等

多糖提取物的研究和应用情况，并筛选出 4 个代表性

多糖，分别为褐藻、灵芝、石斛、竹荪多糖。考虑到

不同多糖的活性特点有所不同，本研究拟在比较各单

一多糖抗 H2O2 诱导的皮肤老化基础上，进一步对四

个多糖混合成混合多糖的抗氧化活性进行评价。在参

考文献方法的基础上，采用 H2O2 诱导的人皮肤成纤

维细胞和人皮肤角质形成细胞氧化衰老模型，考察四

种单一多糖（石斛多糖；褐藻多糖；灵芝多糖；竹荪

多糖）以及配伍后的混合多糖抑制皮肤细胞氧化衰老

的作用。细胞存活率，可以直接反映出细胞的活性高

低。SOD 是生物体内重要的抗氧化酶，它作为清楚生

物体内自由基的首要物质，也可以及时修复因氧自由

基对细胞造成的损伤，它的表达高低可以看做是细胞

衰老与死亡的指标之一。而 MDA 能够导致膜脂过氧

化，从而使得细胞膜的结构和功能受到损伤，生物膜

的通透性遭到改变，是导致机体衰老的重要因素之一，

通过检测它的含量可间接反映出因自由基而对细胞产

生的损伤程度。HYP 是胶原蛋白中特征性氨基酸，通

过检测细胞培养基中 HYP 的含量，可以了解胶原蛋

白在细胞中的分解代谢情况。因此，本实验采用 MTT 
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法考察细胞存活率，SOD、MDA 和 HYP 试剂盒检测

相关指标的水平，以期为客观评价供试品抗皮肤氧化

衰老的作用提供实验依据。 
3.3  本实验的前期研究中，我们选用纯度较高四种多

糖：褐藻多糖（70%）、灵芝多糖（80%）、石斛多糖

（92%）、竹荪多糖（86%）。为了验证 4 个单一多糖

中对抗细胞衰老的效果，我们选定了细胞生存率变化

比较大的三个浓度梯度，即：50、100、200 μmol/L，
分别测定两种细胞的衰老模型在三个浓度下的生化指

标，通过与正常组、模型组的生存指标的比较，我们

得到铁皮石斛多糖的药效最稳定，其次灵为芝多糖，

再次为竹荪多糖、褐藻多糖。由于各多糖抗氧化的量

效曲线不同，因此，我们根据各多糖量效曲线的特点，

选择合理的同一浓度（即 50 μg/mL），考察了单一多

糖以及混合多糖（竹荪多糖+石斛多糖+灵芝多糖+褐
藻多糖）对表皮细胞的生存率和生化指标的影响。 
3.4  在 50 μg/mL 的浓度下，无论是对于 H2O2 老化

HSF 细胞或 HaCaT 细胞，混合多糖整体改善效果优于

单一多糖。与模型组比较，不同单一多糖在细胞生存

率以及三项生化指标检测方面显示的显著性差异不明

显；与模型组相比，混合多糖组的 HaCaT 和 HSF 细

胞生存率显著性差异明显，并且 SOD 含量显著性提

高，MDA 含量显著下降，HYP 含量显著提高。此外，

我们通过比较混合多糖不同配比方法对于细胞生化指

标的影响情况，发现混合多糖 A5 抗 HSF 皮肤细胞

H2O2 老化的整体效果相对最稳定；而对于 H2O2 老化

HaCaT 细胞，混合多糖 A2 的效果更为稳定；但 A2
与 A5 整体之间的药效差异显著性不突出。 
3.5  综上所述，在对抗皮肤成角质细胞和成纤维细胞

H2O2 老化实验中，混合多糖（石斛多糖+褐藻多糖+
灵芝多糖+竹荪多糖）较其各组分单一多糖单独使用

效果好，推荐采用混合多糖防治 H2O2致皮肤老化。 
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