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　 　 ［摘要］ 　 目的　 研究经过不同剂量紫外线中波（ＵＶＢ）照射不同时间后正常人皮肤成纤维细胞（ＨＳＦ）中衰老标记蛋白 ３０
（ＳＭＰ３０）基因的表达改变，探讨 ＵＶＢ 诱导 ＨＳＦ 衰老可能的机制。 　 方法　 以未采用 ＵＶＢ 照射的 ＨＳＦ 为对照组，经过不同剂

量 ＵＶＢ（１００、２００、３００ｍＪ ／ ｃｍ２）处理不同时间（１、２、３ ｄ 后）的 ＨＳＦ 为实验组，四唑盐比色法（ＭＴＴ）观察 ＨＳＦ 的生长活性，流式

细胞仪检测 ＨＳＦ 的凋亡率，实时荧光定量 ＰＣＲ 技术（ＦＱ⁃ＰＣＲ）检测实验组和对照组中 ＳＭＰ３０ 基因的表达。 　 结果　 不同照

射时间组和不同剂量组之间，随着 ＵＶＢ 照射时间延长和剂量的增加，ＨＳＦ 细胞增殖抑制率逐渐增高，细胞的凋亡率也逐渐增

加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）； ＵＶＢ 处理后实验组中 ＳＭＰ３０ 基因的相对表达水平（０．６６±０．１９）明显低于对照组（１．１５±
０．１１），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；ＳＭＰ３０ 基因的表达水平随着 ＵＶＢ 作用的时间和剂量的不同而变化，呈明显的时间依赖

性和浓度剂量依赖性，不同照射时间组和不同剂量组之间基因表达的差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。 　 结论　 经过不同剂量

ＵＶＢ 处理不同时间后可以抑制 ＨＳＦ 细胞生长，促进细胞凋亡，大剂量长时间 ＵＶＢ 照射可诱导 ＨＳＦ 发生衰老改变。
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０　 引　 　 言

正常人皮肤成纤维细胞（ｈｕｍａｎ ｓｋｉｎ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，
ＨＳＦ）长期暴露在氧化应激条件下，可以被氧化应激
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诱导出现衰老、形态改变、Ｇ１ 期停滞以及许多调控

衰老靶基因的表达水平改变等标记［１⁃２］。 紫外线长

期照射皮肤可以发生氧化应激类的光损伤，这种光

损伤在细胞衰老、皮肤老化的过程中发挥着重要的

作用，紫外线中波（ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ Ｂ，ＵＶＢ）作为自然环境

中的一种紫外辐射主要作用于皮肤的真皮浅层和

表皮层，ＵＶＢ 照射后可以诱导皮肤光老化，导致皮

肤变得粗糙、皱纹加深［３］。 衰老标记蛋白 ３０（ｓｅｎｅｓ⁃
ｃｅｎｃｅ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ３０，ＳＭＰ３０）是新发现的一种存

在于大脑微粒体中的衰老标记蛋白，最早识别于老

鼠肝脏，又被称为钙调素，其表达随着宿主年龄的

增加而降低，可能介导延缓衰老的进程［４］。 本研究

采用不同剂量的 ＵＶＢ 照射 ＨＳＦ 不同时间，模拟损

伤状态， 观察 ＨＳＦ 细胞生长活性、 凋亡率以及

ＳＭＰ３０ 基因表达的变化，探讨该基因在 ＵＶＢ 导致的

皮肤损伤的作用，为阐明氧化应激类光损伤机制提

供理论基础。

１　 材料与方法

１．１　 材料　 ＨＳＦ （武汉大学细胞库），Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎ⁃
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ Ａ３５００、 Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ （ Ｐｒｏｍｅｇａ）；
ＰＥ７５００（ＡＢＩ 公司）；１００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ （Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ
公司）；ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ染料（Ｇｅｎｅ 公司）；ＲＧ⁃ＢＯＸ 紫

外凝胶成像系统（Ｇｅｎｅ 公司）； ＣＦ⁃１６ＲＸ 台式高速

冷冻离心机（日立公司）；７２１ 紫外分光光度计（北
京六一公司）；ＰＣＲ 试剂盒 （上海生物工程有限公

司），ＤＭＥＭ 培养基（Ｇｉｂｃｏ）。
１．２　 方法

１．２．１　 细胞培养与 ＵＶＢ 处理　 将细胞冻融复苏后

置于含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基中培养，融合

生长至 ８０％后用 １ ∶１的胰蛋白酶和 ＥＤＴＡ 进行消化

传代培养。 取 ２～４ 代生长良好的细胞进行试验，其
余液氮保存。 设置实验组和对照组，其中经过不同

剂量 ＵＶＢ（１００、２００、３００ ｍＪ ／ ｃｍ２）处理不同时间（１、
２、３ ｄ 后） ［５］ 的 ＨＳＦ 为实验组，以未采用 ＵＶＢ 照射

的 ＨＳＦ 为阴性对照组。 取生长良好的传代细胞培

养 ２４ ｈ 后，收集实验组和对照组细胞进行 ＨＳＦ 细

胞生长活性、凋亡率以及 ＳＭＰ３０ 基因表达的检测。
１．２．２　 细胞增殖活性的检测 　 应用 ＭＴＴ 法检测。
具体方法为：取对数生长期的细胞约 ２×１０３ 个（约
２００ μＬ）的培养液接种到培养板中，２４ ｈ 后细胞贴壁

单层生长约 ５０％ ～ ６０％孔面积时弃上清，ＵＶＢ 间距

３０ ｃｍ 处照射，剂量分别为 １００、２００、３００ ｍＪ ／ ｃｍ２，照
射时间分别为 １、２、３ ｄ。 照射结束后终止培养，弃去

上清，每空加二甲亚砜振荡混匀，测定各孔 ５７０ ｎｍ
处吸光度（Ａ），计算实验组和对照组的细胞增殖抑

制率（ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ， ＣＰＩＲ）。 每

组实验重复 ５ 次，计算公式如下：
ＣＰＩＲ＝（对照组 Ａ－实验组 Ａ ／ 对照组 Ａ）×１００％

１．２．３　 流式细胞仪检测 ＨＳＦ 细胞凋亡率　 ＵＶＢ 照

射时间、剂量方法同上。 照射完毕后胰蛋白酶消化

离心收集细胞约 １×１０６个，磷酸盐缓冲液洗涤细胞 ３
次，加入 ＦＩＴＣ 标记的膜联蛋白 Ｖ １０ μＬ 和结合缓冲

液 １００ μＬ，室温避光 １０ ｍｉｎ，加入碘化丙啶 ５ ｕＬ，混
匀后避光染色 ３０ ｍｉｎ 后用流式细胞仪测定 ＨＳＦ 细

胞凋亡率。
１．３　 ＳＭＰ３０ 基因表达检测

１．３．１　 引物合成 　 内参 β⁃ａｃｔｉｎ 的上游引物： ＣＴＣ
ＧＣＧ ＴＡＣ ＴＣＴ ＣＴＣ ＴＴＴ ＣＴＧ Ｇ，下游引物： ＧＣＴ
ＴＡＣ ＡＴＧ ＴＣＴ ＣＧＡ ＴＣＣ ＣＡＣ ＴＴＡ Ａ，扩增片段 ３３４
ｂｐ；ＳＭＰ３０ 的上游引物：ＣＣＧ ＴＧＧ ＡＴＧ ＣＣＴ ＴＴＧ
ＡＣＴ ＡＴ，下游引物：ＴＣＣ ＡＡＡ ＧＣＡ ＧＣＡ ＴＧＡ ＡＧＴ
ＴＧ，扩增片段 ２３３ ｂｐ（上海生物工程有限公司）。
１．３．２　 ＲＮＡ 提取与逆转录　 收集细胞，按照说明书

步骤提取 ＨＳＦ 细胞中总 ＲＮＡ，提取的 ＲＮＡ 经分光

光度计测定其纯度和浓度后溶于无 ＲＮＡ 酶的双蒸

水中，采用 Ａ３５００ 逆转试剂盒将提取的 ＲＮＡ 逆转

录为 ｃＤＮＡ，逆转录体系为：总 ＲＮＡ ２ μＬ，２５ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＭｇＣＬ２４ μＬ，１０ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰ 混合液 ２ μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ ２
μＬ，Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）引物 １μＬ，ＡＭＶ 逆转录酶 ０．６μＬ，Ｒｅｃｏｍ⁃
ｂｉｎａｎｔ ＲＮａｓｉｎ 􀅺 Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ０．５μＬ，用无核

酸酶的双蒸水齐体积至 ２０ μＬ。 短暂离心后置于

ＰＣＲ 扩增仪，４２℃ １５ ｍｉｎ，９５ ℃ ５ ｍｉｎ 进行逆转录。
用无 ＲＮＡ 酶的双蒸水稀释逆转的 ｃＤＮＡ 至 １００ μＬ
后 ｍＲＮＡ 扩增或者－８０℃备用。
１．３．３　 ＰＣＲ 扩增 　 ＰＣＲ 扩增体系 ２ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰ
１．５ μＬ、 １０ × Ｂｕｆｆｅｒ ３ μＬ、 ２５ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｍｇ２＋ ２． ４ μＬ、
５ Ｕ ／ ｕＬ Ｔａｑ ０．３ μＬ、上下游引物各 ２ μＬ、１０×ＳＹＢＲ⁃
ＧｒｅｅｎⅠ１ μＬ、 ｃＤＮＡ ５ μＬ，用无菌水补齐体积共 ３０
μＬ。 扩增条件：９５ ℃ ５ ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ，６０ ℃ ３０ ｓ，
７２℃ ６０ ｓ 共 ４０ 个循环；最后一步收集熔点曲线的

过程 ９５℃ １５ ｓ，６０℃ ３０ ｓ，７２℃ １ ｍｉｎ。
１．３．４　 结果判断 　 通过熔点曲线判断扩增的特异

性，然后取 ５ μＬ 扩增产物与指示 ｂｕｆｆｅｒ 混匀后，２％
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琼脂糖凝胶进行电泳，１２０ Ｖ 电压电泳 １ ｈ，紫外凝胶

成像系统分析结果。 在 ２３３、３３４ ｂｐ 处出现特异性

目的条带。 并利用检测 Ｃｔ 值和扩增效率 Ｅ，以 β⁃
ａｃｔｉｎ ｍＲＮＡ 为参照，计算 ＳＭＰ３０ 相对表达量，公式

如下：
　 ＳＭＰ３０ ｍＲＮＡ／ β⁃ａｃｔｉｎ ｍＲＮＡ ＝ （１＋Ｅβ－ ａｃｔｉｎ）Ｃｔ （β⁃ａｃｔｉｎ） ／

（１＋Ｅ ＳＭＰ３０）Ｃｔ （ＳＭＰ３０）

１．４　 统计学分析　 应用 ＳＰＳＳ１６．０ 统计软件进行结

果分析，所有计量资料用均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，
采用两独立样本 ｔ 检验，以 Ｐ＜０．０５ 为差异有统计学

意义。

２　 结　 　 果

２．１　 不同剂量 ＵＶＢ 处理不同时间后对 ＨＳＦ 细胞

增殖的影响 　 随着照射时间的延长，ＣＰＩＲ 增高，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；随着 ＵＶＢ 剂量的增

加，ＣＰＩＲ 增高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。 见

表 １。

表 １　 ＵＶＢ 照射不同时间对 ＨＳＦ 细胞增殖的影响（􀭵ｘ±ｓ，％）

组别
不同照射时间的 ＣＰＩＲ

１ ｄ ２ ｄ ３ ｄ
对照组 ０ ０ ０
实验组

　 １００ ｍＪ ／ ｃｍ２ ４．１２±０．７６∗＃ ６．０２±１．０８＃ ８．３８±１．２７∗＃

　 ２００ ｍＪ ／ ｃｍ２ ７．１４±０．８４∗ ９．１４±１．４４ １１．４２±１．５１∗

　 ３００ ｍＪ ／ ｃｍ２ ９．５２±０．５３∗＃ １２．３７±０．９６＃ １４．６４±１．０５∗＃

与 ＵＶＢ 照射 ２ ｄ 比较，∗Ｐ＜０．０５；与实验组 ＵＶＢ ２００ ｍＪ ／ ｃｍ２比
较，＃Ｐ＜０．０５

２．２　 不同剂量 ＵＶＢ 处理不同时间后对 ＨＳＦ 细胞

凋亡的影响　 随着照射时间的延长，细胞凋亡率逐

渐增高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；随着 ＵＶＢ 剂

量的增加，细胞凋亡率逐渐增高（Ｐ＜０．０５）。 见表

２ 。

表 ２　 ＵＶＢ 照射不同时间对 ＨＳＦ 细胞凋亡的影响（􀭵ｘ±ｓ，％）

组别
不同照射时间的细胞凋亡率

１ ｄ ２ ｄ ３ ｄ
对照组 １．９６±０．４１ ２．８１±０．５７ ４．０１±０．３８
实验组

　 １００ ｍＪ ／ ｃｍ２ ６．５２±１．５１∗＃ １０．０６±１．５０＃ １２．０６±１．１７∗＃

　 ２００ ｍＪ ／ ｃｍ２ ９．６１±１．１４∗ １２．２４±１．１９ １４．３２±０．８６∗

　 ３００ ｍＪ ／ ｃｍ２ １２．０６±１．１７∗＃ １４．１８±１．１６＃ １６．０２±１．３２∗＃

与 ＵＶＢ 照射 ２ ｄ 比较，∗Ｐ＜０．０５；与实验组 ＵＶＢ ２００ ｍＪ ／ ｃｍ２比
较，＃Ｐ＜０．０５

２．３　 ＵＶＢ 诱导后 ＳＭＰ３０ 基因表达的变化 　 对照

组中 ＳＭＰ３０ 基因的相对表达量为（１．１５±０．１１），实
验组中 ＳＭＰ３０ 基因表达量为（０．６６±０．１９），差异有

统计学意义（ ｔ ＝ ９．５，Ｐ＜０．０１）。 基因表达的电泳见

图 １。 随着 ＵＶＢ 剂量的增加，实验组中 ＳＭＰ３０ 基因

表达逐渐降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），并且

随着 ＵＶＢ 处理时间的延长 ＳＭＰ３０ 基因表达也逐渐

降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），基因的表达对

ＵＶＢ 诱导有着较为明显的时间依赖性和浓度剂量

依赖性。 见表 ３。

１：对照组；２：β⁃ａｃｔｉｎ；３ ～ ５ 分别为实验组 ＵＶＢ １００、

２００、３００ ｍＪ ／ ｃｍ２

图 １　 ＳＭＰ３０ 基因在实验组和对照组中的表达电泳图

表 ３　 ＵＶＢ 照射不同时间对 ＳＭＰ３０ 基因表达的影响 （􀭵ｘ±ｓ）

组别
不同照射时间的基因相对表达量

１ ｄ ２ ｄ ３ ｄ
对照组 １．０８±０．１０ １．１８±０．１０ １．２０±０．１０
实验组

　 １００ ｍＪ ／ ｃｍ２ ０．９４±０．０８＃∗ ０．８２±０．０８＃ ０．６９±０．１０＃∗

　 ２００ ｍＪ ／ ｃｍ２ ０．８０±０．１１∗ ０．６６±０．０８ ０．５３±０．０９∗

　 ３００ ｍＪ ／ ｃｍ２ ０．６３±０．１２＃∗ ０．４８±０．０８＃ ０．３６±０．０７∗＃

与 ＵＶＢ 照射 ２ ｄ 比较，∗Ｐ＜０．０５；与实验组 ＵＶＢ ２００ ｍＪ ／ ｃｍ２比
较，＃Ｐ＜０．０５

３　 讨　 　 论

衰老是指在正常生理情况下发育成熟的个体

随着年龄的增长器官逐渐退行性改变以及生理机

能逐渐衰退等生物现象，是内源性因素和外源性因

素共同作用的结果［６］。 细胞内 ｍＲＮＡ 含量降低是

衰老后细胞分子水平的主要改变，作为人体最大器

官的皮肤随着年龄增长也会出现衰老情况，并且研

究表明长期的 ＵＶＢ 照射可以导致不可逆的慢性光

老化晒伤，发病隐蔽、病程较长，不仅可以造成皮肤

的早衰、难治性皮损，还可以诱发皮肤肿瘤的发

生［７⁃１０］。 为研究 ＵＶＢ 照射和 ＳＭＰ３０ 基因改变之间

的关系，本文以不同剂量 ＵＶＢ 处理不同时间后的

ＨＳＦ 为研究对象，研究 ＳＭＰ３０ 基因在模拟损伤状态
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前后基因表达的变化，探讨 ＵＶＢ 照射在皮肤衰老中

的机制。
本研究发现，随着 ＵＶＢ 剂量的增加以及照射时

间的延长，ＨＳＦ 细胞增殖抑制率及细胞凋亡率逐渐

增高，表明 ＨＳＦ 在一定剂量 ＵＶＢ 照射一定时间后

会出现一定的损伤状态，比如细胞凋亡、细胞生存

率下降等。 王懿娜等［２］ 研究也发现 ３００ ｍＪ ／ ｃｍ２剂

量的 ＵＶＢ 照射可以使得 ＨＳＦ 细胞进入光损伤状

态，细胞会出现一系列的氧化应激损伤表现，如：细
胞周期停滞在 Ｇ１ 期、细胞凋亡、ＳＯＤ 活性下降以及

氧化应激损伤产物升高等。 并且本研究发现随着

ＵＶＢ 剂量的增加实验组中 ＳＭＰ３０ 基因表达逐渐降

低，基因的表达对 ＵＶＢ 诱导有着较为明显的时间依

赖性和浓度剂量依赖性，模拟损伤后的基因表达要

明显低于对照组，这与国内的研究结果一致［１１］。
ＳＭＰ３０ 在实验老鼠中，随着氧化应激水平的逐渐增

强，其表达逐渐减弱［１２］，并且高表达的 ＳＭＰ３０ 可以

抑制与衰老相关的细胞活性氧 ＲＯＳ 和 β⁃半乳糖苷

酶的表达［１１］，而在小鼠敲除 ＳＭＰ３０ 基因后，促氧化

剂水平随着鼠龄增加而增加［１３］，这些研究表明

ＳＭＰ３０ 具有抗细胞衰老的作用，可能正是由于皮肤

在遭受 ＵＶＢ 这类氧化应激时，氧自由基增多聚集，
并且引起 ＨＳＦ 细胞中调控皮肤衰老的基因 ＳＭＰ３０
表达降低，产生一系列不可逆的细胞内的氧化损

伤，导致皮肤的衰老［１４］。
研究表明，大剂量的紫外照射可以引起 ＤＮＡ 不

可逆的损伤，或者细胞坏死甚至癌变，小剂量的照

射可以诱导氧化应激的光损伤，进而启动细胞老化

过程［１５⁃１６］。 氧化应激损伤在皮肤细胞早衰过程中

发挥着重要作用，并且紫外照射导致的光老化被认

为是一种癌前病变［１７］，如何有效降低和控制这类损

伤，延缓和预防由于氧化应激导致的皮肤衰老是我

们后期研究的主要方向，也是课题目前不足之处，
但这也为美容医学提供了一个很好的契机。 并且

进一步研究 ＵＶＢ 照射，预防皮肤肿瘤的发生也将是

我们后期研究的重点。
综上所述，经过不同剂量 ＵＶＢ 处理不同时间

后，ＨＳＦ 细胞中 ＳＭＰ３０ 表达存在较为明显的时间依

赖性和剂量依赖性，这对了解 ＵＶＢ 如何调控皮肤衰

老机制提供一定理论依据。
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