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　 　 [摘　 要] 　 目的　 建立紫外线 A (UVA) 诱导的人真皮成纤维细胞 (HDFs) 光老化和小鼠皮肤光

老化模型, 为探究皮肤光老化机制及防治皮肤光老化提供良好的模型。 方法 　 利用酶消化法分离获得

HDFs, 并检测其表面标志物。 采用 UVA 照射 HDFs (剂量 5
 

J / cm2, 15
 

min / d, 连续 3
 

d) 构建体外 HDFs
光老化模型。 将 12 只雌性昆明小鼠分为对照组 (Control 组) 和模型组 (UVA 照射组), 每组 6 只。 采用

UVA 照射小鼠 (剂量 20
 

J / cm2, 1
 

h / d, 5 次 / 周, 连续 8 周), 构建小鼠皮肤光老化模型。 通过观察细胞

形态、 检测其增殖能力和衰老相关 β-半乳糖苷酶活性, 小鼠背部皮肤的大体观察, 皮肤组织苏木素-伊红

和 Masson 染色, 实时荧光定量聚合酶链反应 (RT-qPCR) 检测衰老相关因子 P16INK4a 和 P21 的 mRNA 表

达, 以及 Western
 

blot 和免疫组织化学染色检测皮肤老化相关蛋白Ⅰ型胶原蛋白 (Collagen-Ⅰ) 和基质金

属蛋白酶 1 (MMP1) 的表达, 对模型进行评价。 结果　 HDFs 呈长梭形, 表达波形蛋白而不表达 E 钙黏

蛋白。 UVA 照射后 HDFs 体积变大、 呈铺展状, 其增殖能力减弱, 衰老细胞阳性率及 P16INK4a 和 P21 的

mRNA 表达水平增高, Collagen-Ⅰ表达下调, 而 MMP1 表达上调。 与 Control 组比较, UVA 照射组小鼠的

背部皮肤粗糙, 可见色素沉着, 其表皮增厚, 真皮变薄, 胶原沉积减少, 胶原纤维排列紊乱, 且 P16INK4a

和 P21 的 mRNA 表达水平显著增高, Collagen-Ⅰ表达降低, 而 MMP1 表达升高。 结论　 成功建立了 UVA
照射所致的 HDFs 光老化模型和小鼠皮肤光老化模型, 为探究皮肤光老化的机制以及开发光老化防治策略

提供了实验基础。
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　 　 [Abstract] 　 Objective　 To

 

establish
 

photoaging
 

models
 

of
 

human
 

dermal
 

fibroblasts
 

(HDFs)
 

and
 

mouse
 

skin
 

induced
 

by
 

ul-
traviolet

 

A
 

(UVA),
 

so
 

as
 

to
 

provide
 

the
 

optimized
 

models
 

for
 

exploring
 

mechanisms
 

of
 

skin
 

photoaging
 

and
 

preventing
 

and
 

treating
 

skin
 

photoaging. Methods　 Enzyme
 

digestion
 

was
 

used
 

to
 

isolate
 

HDFs
 

and
 

surface
 

markers
 

were
 

examined.
 

UVA
 

at
 

a
 

dose
 

of
 

5
 

J / cm2
 

was
 

utilized
 

to
 

irradiate
 

HDFs
 

for
 

15
 

minutes
 

each
 

day
 

for
 

three
 

consecutive
 

days,
 

and
 

then
 

in
 

vitro
 

HDF
 

photoaging
 

models
 

were
 

estab-
lished.

 

Twelve
 

female
 

Kunming
 

mice
 

were
 

divided
 

into
 

a
 

control
 

group
 

and
 

a
 

model
 

group
 

(UVA
 

irradiation
 

group)
 

with
 

six
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

A
 

dose
 

of
 

20
 

J / cm2
 

of
 

UVA
 

was
 

applied
 

for
 

1
 

hour
 

daily,
 

5
 

times
 

a
 

week,
 

which
 

was
 

continued
 

for
 

eight
 

weeks
 

to
 

establish
 

a
 

mouse
 

skin
 

photoaging
 

model.
 

Furthermore,
 

the
 

model
 

efficacies
 

were
 

assessed
 

by
 

observing
 

the
 

cellular
 

morphology,
 

detecting
 

the
 

cell
 

proliferation
 

ability
 

and
 

the
 

activity
 

of
 

senescence-related
 

β-galactosidase,
 

observing
 

the
 

gross
 

appearance
 

of
 

the
 

dorsal
 

skin
 

of
 

mice,
 

performing
 

hematoxylin-eosin
 

staining
 

and
 

Masson
 

staining
 

of
 

the
 

skin
 

tissues,
 

detecting
 

the
 

expression
 

of
 

P16INK4a
 

and
 

P21
 

mR-
NA

 

via
 

RT-qPCR,
 

and
 

examining
 

the
 

expression
 

of
 

type
 

Ⅰ
 

collagen
 

(Collagen-Ⅰ)
 

and
 

matrix
 

metalloproteinase
 

1
 

(MMP1)
 

by
 

West-
ern

 

blot
 

and
 

immunohistochemical
 

staining.
 

Results　 HDFs
 

were
 

long
 

fusiform-shaped,
 

which
 

expressed
 

vimentin
 

but
 

did
 

not
 

express
 

E-cadherin.
 

After
 

UVA
 

irradiation,
 

the
 

size
 

of
 

HDFs
 

became
 

larger
 

with
 

spreading
 

morphology,
 

along
 

with
 

attenuated
 

proliferation
 

abil-
ity.

 

And
 

the
 

positive
 

rate
 

of
 

senescent
 

cells
 

and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

P16INK4a
 

and
 

P21
 

mRNA
 

were
 

up-regulated.
 

Meanwhile,
 

Colla-
gen-Ⅰ

 

expression
 

was
 

declined,
 

while
 

MMP1
 

expression
 

was
 

elevated.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

dorsal
 

skin
 

of
 

mice
 

was
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rough
 

with
 

pigmentation
 

after
 

UVA
 

irradiation.
 

UVA
 

exposure
 

gave
 

rise
 

to
 

thickening
 

of
 

the
 

epidermis
 

and
 

thinning
 

of
 

the
 

dermis
 

with
 

decreased
 

and
 

disorganized
 

collagen.
 

Moreover,
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

P16INK4a
 

and
 

P21
 

mRNA
 

in
 

UVA
 

irradiation
 

group
 

were
 

dra-
matically

 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group.
 

And
 

the
 

expression
 

of
 

Collagen-Ⅰ
 

diminished,
 

while
 

the
 

expression
 

of
 

MMP1
 

en-
hanced.

 

Conclusion　 The
 

UVA-induced
 

HDF
 

photoaging
 

model
 

and
 

mouse
 

skin
 

photoaging
 

model
 

are
 

successfully
 

established,
 

which
 

provide
 

an
 

experimental
 

basis
 

for
 

exploring
 

the
 

mechanism
 

of
 

skin
 

photoaging
 

and
 

developing
 

therapeutic
 

strategies.
　 　 [Key

 

words] 　 Skin
 

photoaging;
 

Ultraviolet
 

A;
 

Fibroblasts;
 

Animal
 

model;
 

Evaluation

　 　 皮肤作为人体最大且位于最外层的器官, 由

表皮、 真皮和皮下脂肪构成, 在保护、 排泄和感

觉知觉方面发挥着关键作用[1] 。 皮肤老化是由遗

传和环境因素共同所致, 是人体衰老的直接表

现[2] 。 80%的面部皮肤老化是由紫外线辐射 ( Ul-
traviolet

 

radiation,
 

UVR) 引起的, 即光老化[3] 。
皮肤光老化的组织学特征为表皮增厚、 真皮变薄

以及真皮胶原纤维排列紊乱等[4-5] 。 当持续过量

的 UVR 辐照时, 人真皮成纤维细胞 ( Human
 

der-
mal

 

fibroblasts,
 

HDFs) 能够释放大量基质金属蛋

白酶 1 ( Matrix
 

metalloproteinase
 

1,
 

MMP1) , 降解

真皮中的胶原蛋白和弹性蛋白, 致使皮肤光老

化。 近年来环境污染加重, 臭氧层破坏加剧, 导

致环境中 UVR 过量, 这将不可避免地诱发皮肤

光老化。 同时, 人们日益追求美丽、 年轻态的皮

肤, 使得皮肤光老化成为影响身心健康的问题之

一[5] 。 因此, 建立有效的细胞光老化模型和皮肤

光老化动物模型, 是探究皮肤光老化机制以及防

治皮肤光老化的前提和基础。 日光中的紫外线分

为 A、 B、 C 三种, 其中 95%为紫外线 A ( Ultravi-
olet

 

A,
 

UVA) , UVA 波长较长, 具有穿透真皮的

能力, 故 UVA 在 UVR 造成的皮肤光老化中发挥

重要作用[6-7] 。 本研究拟通过 UVA 照射的方法,
建立体外 HDFs 光老化模型以及小鼠皮肤光老化

模型, 并对模型进行评价, 以期为探究皮肤光老

化的机制及防治策略提供基础。
1　 材料和方法

1. 1　 主要试剂和仪器

高糖 DMEM 培养基 (赛文创新北京生物科技

有限公司, 生产批号 SC102-01), 胎牛血清 (翊圣

生物科技有限公司, 生产批号 40130ES76), 中性

蛋白酶 (美国 Gibco 公司, 生产批号 17100017),
放射免疫沉淀试验 ( Radio

 

immunoprecipitation
 

as-
say, RIPA) 裂解液 (北京索莱宝科技有限公司,
生产批号 R0020), Ⅰ型胶原酶 (美国 Sigma 公司,
生产批号 SCR103), 衰老相关-β-半乳糖苷酶试剂

盒 (上海碧云天生物技术有限公司, 生产批号

C0602), 波形蛋白 ( Vimentin) 抗体和 E 钙黏蛋

白 (E-cadherin) 抗体 (美国 CST 公司, 生产批号

5741 和 3195), Ⅰ型胶原蛋白 ( Collagen-Ⅰ) 和

MMP1 抗体 (武汉爱博泰克生物科技有限公司, 生

产批号 A24112、 RP00211), P16INK4a 和 P21 引物

(生工生物工程上海股份有限公司, 生产批号

270224545 和 270104469), 实时荧光定量聚合酶链

反应 ( Real
 

time
 

fluorescent
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction, RT-qPCR) 试剂盒 (北京全式金生

物技术有限公司, 生产批号 YQ51001), UVA 紫外

灯管 (8
 

W) (医献医疗公司产品), 荧光定量

PCR 仪 ( 美国 Thermofisher
 

Scientific 公司, 型号

QuantStudio
 

1), 化学发光仪 (上海天能科技有限

公司, 型号 Tanon
 

4600SF)。
1. 2　 细胞和动物

1. 2. 1　 细胞培养　 获取人包皮组织, 无菌条件下

去除脂肪组织后剪成小碎块, 置于含有中性蛋白

酶的培养皿中, 37
  

℃ 孵育。 次日分离表皮和真皮

后, 将真皮碎块放于Ⅰ型胶原酶中 37
 

℃ 孵育 6
 

h,
筛网过滤后 1

 

500
 

r / min 离心 5
 

min ( 离心半径

12. 5
 

cm), 然后将细胞悬液置于含 5%胎牛血清的

高糖 DMEM 培养基中, 在 37
  

℃ 、 含 5% CO2 的孵

箱内培养, 获得原代 HDFs。 当 HDFs 生长约 80%
融合时, 按 1 ∶ 3 或 1 ∶ 4 进行传代培养[5] 。 上述研

究经吉林大学中日联谊医院伦理委员会审批同意

(批号 2020042606), 受试者及家属签署知情同

意书。
1. 2. 2　 实验动物及饲养环境　 由于雌性动物具有

高水平的雌激素, 更易发生色素沉着等光老化损

伤, 故本研究选用 SPF 级昆明小鼠作为实验动物,
雌性、 6 周龄, 体质量 20 �

 

23
 

g, 购自长春市亿斯

实验动物技术有限责任公司, 合格证号 SYXK
(吉) 2023-0010, 在吉林大学基础医学院动物实验

中心进行小鼠饲养及造模 (20 �
 

24
  

℃ , 12
 

h 明 / 暗
循环)。 本研究的动物实验获得吉林大学基础医学

院伦理审查委员会批准 (批号 2025669), 实验操

作严格遵守实验动物福利与伦理的规定[5] 。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 免疫荧光染色鉴定 HDFs　 HDFs 生长至约

50%融合时, 磷酸盐缓冲液 (Phosphate
 

buffered
 

sa-
line, PBS) 洗涤细胞, 4%多聚甲醛固定 20

 

min,
PBS 洗涤后加入 0. 1% 的 Triton

 

X-100 室温孵育

20
 

min, 1%牛血清白蛋白室温封闭 1
 

h, 直接加入

一抗 (Vimentin 抗体稀释比例为 1 ∶ 50, E-cadherin
抗体稀释比例为 1 ∶ 1

 

600) 后 4
 

℃孵育过夜, PBS
洗涤后加入荧光标记二抗, 室温孵育 1

 

h, PBS 洗

涤后 4′, 6-二脒基-2-苯基吲哚 (4′, 6-diamidino-2-
phenylindole, DAPI) 复染, 荧光显微镜下观察并

拍摄代表性图像[5] 。
1. 3. 2　 建立 HDFs 光老化模型　 当 HDFs 生长融合

到 40% ~ 50%时, 进行 UVA 照射。 将 HDFs 分为对
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照组 ( Control 组) 和模型组 ( UVA 照射组),
UVA 照射组每日给予 5

 

J / cm2 剂量的 UVA 照射

15
 

min, 连续照射 3
 

d, 对照组不进行 UVA 照

射[5] 。 UVA 照射完成后继续培养 48
 

h, 立即收集

细胞样品或进行染色。
1. 3. 3　 乙炔基-2′-脱氧尿苷 (5-ethynyl-2′-deoxyuri-
dine,

 

EDU) 检测 HDFs 细胞增殖能力 　 加入终浓

度为 20
 

μmol / L 的 EDU 孵育 2
 

h, 4%多聚甲醛室

温固定 30
 

min, PBS 洗涤后于 2
 

mg / mL 甘氨酸中

孵育 5
 

min, 0. 5%
 

TritonX-100 中孵育 10
 

min, PBS
洗涤后于 1 × Apollo 􀅹 染色反应液中室温孵育

30
 

min, 0. 5%
 

TritonX-100 清洗后 Hoechst33342 室

温下孵育 30
 

min (避光), PBS 洗涤后荧光显微镜

下观察并拍照[5] 。
1. 3. 4　 衰老相关 β-半乳糖苷酶 (SA-β-gal) 染色

6 孔板中 HDFs 生长融合约 60%时, PBS 洗涤细胞,
加入 500

 

μL / 孔固定液室温静置 30
 

min, PBS 洗涤

后加入 1
 

mL / 孔工作液 (封口膜密封孔板边缘, 锡

纸包裹孔板), 在无 CO2 的 37
  

℃ 培养箱中孵育

24
 

h, 显微镜下观察阳性细胞 (蓝绿色), 随机拍

照 5 个视野用于统计学分析[5] 。
1. 3. 5　 RT-qPCR 检测 P16INK4a 和 P21

 

mRNA 的表

达　 将 500
 

μL
 

Trizol 加入细胞或皮肤组织样本中,
在冰上充分裂解; 使用氯仿、 异丙醇、 无水乙醇

及无菌无酶水提取 RNA, 然后利用逆转录试剂盒

合成互补脱氧核糖核酸 ( Complementary
 

deoxyribo-
nucleic

 

acid, cDNA), 依照 RT-qPCR 试剂体系说

明加入 cDNA、 引物及相关试剂, 混匀上机检测,
分析阈值循环数, 确定 mRNA 的表达水平。 引物

序列如下[5] : P16INK4a 上游引物 5′-AGCCACCGATC-
CAGACAGAGTAC-3′, 下 游 引 物 5′-CGGGGAT-
GTCTGAGGGACCTTC-3′; P21 上 游 引 物 5′-GAT-
GTCCGTCAGAACCCATGCG-3′, 下游引物 5′-CCT-
GCCTCCTCCCAACTCATCC-3′; β-actin 上 游 引 物

5′-GCATCCACGAGACCACCTACAAC-3′, 下游引物

5′-AGCCACCGATCCAGACAGAGTAC-3′。
1. 3. 6　 Western

 

blot 检测 Collagen-Ⅰ和 MMP1 的表

达　 RIPA 裂解液裂解细胞或皮肤组织, 于 4
 

℃ 、
10

 

715
 

r / min 离心 20
 

min (离心半径 11. 5
 

cm), 吸

取上清液后用二喹啉甲酸法 ( BCA) 测定蛋白浓

度, 进行十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶 ( SDS-
PAGE) 电泳, 利用半干转膜法转至聚偏二氟乙烯

(PVDF) 膜, 脱脂奶粉封闭 1
 

h 后加入相应一抗

(Collagen-Ⅰ抗体稀释比例为 1 ∶ 1
 

000, MMP1 抗

体稀释比例为 1 ∶ 70
 

000) 4
  

℃ 孵育过夜, 加入二

抗室温孵育 1
 

h, ECL 发光仪显色, Image
 

J 软件分

析显色条带。
1. 3. 7　 建立小鼠皮肤光老化模型　 将小鼠随机分

为对照组 (Control 组) 和模型组 ( UVA 照射组),
每组 6 只。 先用剃毛器剃除小鼠背部毛发后, 再用

脱毛剂完全去除毛发, 暴露大小约 4
 

cm×4
 

cm 的皮

肤[5] 。 模型组采用 UVA 照射, 剂量为 20
 

J / cm2,
1

 

h / d, 5 次 / 周, 连续 8 周, 对照组每日正常光照

饲养。 实验结束后, 采用二氧化碳吸入的方式处

死所有小鼠, 随后皮肤组织取材, 部分用于病理

学染色, 其余用于 mRNA 和蛋白检测。
1. 3. 8　 小鼠皮肤的肉眼观察及组织病理学染色　
造模过程中, 肉眼观察对照组和模型组小鼠皮肤

的光泽、 光滑度等。 将小鼠背部脱毛皮肤置于中

性甲醛溶液中固定, 经石蜡包埋切片后进行常规

苏木 素 - 伊 红 染 色 ( Hematoxylin-eosin
 

staining,
HE) 、 Masson 染色及免疫组织化学染色[5] 。 HE
染色: 水化后苏木素染色 10

 

min, 1%盐酸乙醇中

浸泡 10
 

s, 自来水冲洗后弱氨水返蓝 1
 

min, 水洗

后梯度乙醇脱水、 二甲苯透明、 中性树胶封片,
图像 采 集。 Masson 染 色: 水 化 后 苏 木 素 浸 染

10
 

min, 丽春红酸性品红液浸染 10
 

min, 0. 2%冰

醋酸洗涤, 磷钼酸液浸染 2
 

min, 0. 2%冰醋酸洗

涤, 苯胺蓝液浸染 5
 

min, 0. 2%冰醋酸洗涤, 封

片后观察切片并拍照。 免疫组织化学染色: 枸橼

酸高压修复, PBS 洗涤, 然后内源性过氧化物酶

阻断剂室温孵育 10
 

min, 去除阻断剂, 加入一抗

(稀释比例均为 1 ∶ 500) 4
 

℃ 孵育过夜, 次日

PBS 洗涤后加入生物素标记的羊抗小鼠二抗室温

孵育 30
 

min, PBS 洗涤后加入 DAB 液 (观察显色

情况) , 苏木素染色 1
 

min, 自来水返蓝, 封片后

观察切片并采集图像。
1. 4　 统计学方法

采用 Graphpad
 

Prism
 

9 软件进行数据分析, 服

从正态分布的计量资料采用 x ± s 表示, 两组间比

较采用独立样本 t 检验, 检验水准 α= 0. 05。
2　 结果

2. 1　 体外 HDFs 光老化模型的建立

2. 1. 1　 HDFs 的形态学特点及表面标志物　 首先利

用 0. 2%中性蛋白酶分离获得真皮, 见图 1A。 然后

用 0. 2%Ⅰ型胶原酶消化真皮, 获得原代细胞, 并

将其按 1 ∶ 3 或 1 ∶ 4 传代至第 3 �5 代备用。 P1 和

P4 代细胞均呈长梭形、 边界清楚, 当生长至 80%�

90%融合时, 细胞排列呈旋涡状, 见图 1B。 免疫

荧光染色结果显示, P4 代细胞表达间质标志物 Vi-
mentin, 其阳性率高达 97%, 不表达上皮标志物 E-
cadherin, 见图 1C。 以上说明本研究成功分离并获

得 HDFs。
2. 1. 2　 光老化 HDFs 的形态学特点及细胞增殖能

力　 与 Control 组比较, UVA 照射组 HDFs 体积变

大, 呈铺展状, 见图 2A。 EDU 染色结果显示,
UVA 照射组中 EDU 阳性率显著低于 Control 组

(P<0. 01), 见图 2B。
2. 1. 3　 光老化 HDFs 的 SA-β-gal 染色 　 SA-β-gal
染色结果显示, Control 组中蓝绿色细胞较少, 而

UVA 照射组中蓝绿色细胞较多。 定量分析结果进

一步显示, UVA 照射组中 SA-β-gal 阳性细胞率明
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显高于 Control 组 (P<0. 001), 说明 UVA 照射使 衰老细胞明显增多, 见图 3。

注: A 为分离获得真皮; B 为 HDFs 形态学特点 (标尺为 200
 

μm 和 100
 

μm); C 为免疫荧光染色检测 HDFs 表面标志物 (标尺为 50
 

μm)。

图 1　 HDFs 的分离培养及鉴定

Fig. 1　 Isolation
 

and
 

culture
 

of
 

HDFs
 

and
 

identification

注: A 为 HDFs 形态学特点 (标尺为 200
 

μm 和 100
 

μm), B 为 EDU 检测细胞增殖能力 (标尺为 100
 

μm); 与 Control 组比较∗∗P<0. 01。

图 2　 UVA 照射对 HDFs 形态及其增殖能力的影响

Fig. 2　 The
 

effect
 

of
 

UVA
 

irradiation
 

on
 

the
 

morphology
 

and
 

proliferation
 

ability
 

of
 

HDFs

注: 与 Control 组比较∗∗∗P<0. 001; 标尺为 100
 

μm。

图 3　 光老化 HDFs 的 SA-β-gal
 

染色及定量分析

Fig. 3　 SA-β-gal
 

staining
 

and
 

quantitative
 

analysis
 

of
 

photoaged
 

HDFs

2. 1. 4　 光老化 HDFs 中 P16INK4a 和 P21 的 mRNA 表达

利用 RT-qPCR 技术检测两组细胞中衰老相关因子

P16INK4a 和 P21 的 mRNA 表达水平, 结果显示, UVA
照射组的 HDFs 中 P16INK4a 和 P21 的 mRNA 表达水平

均显著高于 Control 组 (P<0. 01), 见图 4。
2. 1. 5　 光老化 HDFs 中 Collagen-Ⅰ和 MMP1 的表

达　 应用 Western
 

blot 检测两组细胞中皮肤老化相

关指标的表达发现, 与 Control 组比较, UVA 照射

组中 Collagen-Ⅰ表达水平降低 (P<0. 05), MMP1
表达水平则明显升高 (P<0. 01), 见图 5。

注: 与 Control 组比较∗∗P<0. 01。

图 4　 RT-qPCR 检测光老化 HDFs 中 P16INK4a 和 P21
 

mRNA
的表达水平

Fig. 4　 RT-qPCR
 

detection
 

of
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

P16INK4a
 

and
 

P21
 

in
 

photoaged
 

HDFs
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注: 与 Control 组比较∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 5　 Western
 

blot 检测 HDFs 中 Collagen-Ⅰ和 MMP1 的表达水平

Fig. 5　 Western
 

blot
 

detection
 

of
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

Collagen-Ⅰ
 

and
 

MMP1
 

in
 

photoaged
 

HDFs

2. 2　 小鼠皮肤光老化模型的建立

2. 2. 1　 小鼠背部皮肤的大体特点 　 UVA 照射组 8
周后肉眼观察小鼠背部皮肤的大体特点, 发现

Control 组小鼠背部皮肤质地光滑、 光泽度较好,
而 UVA 照射组背部皮肤粗糙、 坚硬, 有色素沉着

和轻微破损, 见图 6。

图 6　 两组小鼠背部皮肤的大体特点

Fig. 6　 Gross
 

appearance
 

of
 

the
 

dorsal
 

skin
 

in
 

two
 

groups
 

of
 

mice

2. 2. 2　 小鼠背部皮肤组织的 HE 和 Masson 染色　
通过 HE 染色发现, Control 组小鼠表皮完整, 真皮

致密, 而 UVA 照射组小鼠表皮增厚, 真皮变薄,
真皮胶原纤维疏松、 排列紊乱, 见图 7A。 Masson

染色结果显示, Control 组小鼠真皮内可见胶原纤

维分布均匀, 排列紧密、 整齐, 而 UVA 照射组小

鼠真皮内胶原沉积减少, 胶原纤维排列松散、 结

构紊乱, 见图 7B。

注: A 为 HE 染色, B 为 Masson 染色。

图 7　 两组小鼠背部皮肤组织的 HE 和 Masson 染色

Fig. 7　 HE
 

and
 

Masson
 

staining
 

of
 

the
 

dorsal
 

skin
 

tissues
 

in
 

two
 

groups
 

of
 

mice

2. 2. 3　 小鼠背部皮肤组织中 P16INK4a 和 P21
 

mRNA
的表达　 利用 RT-qPCR 技术检测两组小鼠背部皮

肤组织中 P16INK4a 和 P21
 

mRNA 的表达水平, 结果

显示, UVA 照射组小鼠背部皮肤组织中 P16INK4a 和

P21
 

mRNA 的表达水平均显著高于 Control 组 (P<
0. 01), 见图 8。
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注: 与 Control 组比较∗∗P<0. 01。

图 8　 RT-qPCR 检测两组小鼠背部皮肤组织中 P16INK4a

和 P21
 

mRNA 的表达水平

Fig. 8　 RT-qPCR
 

detection
 

of
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
   

P16INK4a
 

and
 

P21
 

in
 

the
 

dorsal
 

skin
 

tissues
 

of
 

two
 

groups
 

of
 

mice

2. 2. 4　 小鼠背部皮肤组织中 Collagen-Ⅰ和 MMP1
的表达　 Western

 

blot 检测结果显示, 与 Control 组
比较, UVA 照 射 组 小 鼠 Collagen-Ⅰ 的 表 达 水

平下调 (P<0. 05), 而 MMP1 的表达水平明显上调

(P<0. 01), 见图 9。 通过免疫组织化学染色发现,
与 Control 组比较, UVA 照射组小鼠 Collagen-Ⅰ表

达减弱, 而 MMP1 表达增强, 见图 10。

图 9　 Western
 

blot 检测两组小鼠背部皮肤组织中

Collagen-Ⅰ和 MMP1 的表达

Fig. 9　 Western
 

blot
 

detection
 

of
 

Collagen-Ⅰ
 

and
 

MMP1
 

expression
  

in
 

the
 

dorsal
 

skin
 

tissues
 

of
 

two
 

groups
 

of
 

mice

图 10　 免疫组化染色检测两组小鼠背部皮肤组织中 Collagen-Ⅰ
 

和 MMP1 的表达

Fig. 10　 Detection
 

of
 

Collagen-Ⅰ
 

and
 

MMP1
 

expression
 

by
 

immunohistochemical
 

staining
 

in
 

the
 

dorsal
 

skin
 

tissues
 

of
 

two
 

groups
 

of
 

mice

3　 讨论

皮肤光老化是一个漫长的过程, 为了避免对

人体皮肤造成较大损伤, 通常情况下人活体皮肤

不能作为研究对象。 目前皮肤光老化研究主要以

体外细胞或动物为研究对象[5] 。 衰老疾病实验动物

模型和细胞衰老模型是研究衰老机制和开发抗衰

老药物的重要手段[8] 。 因此, 光老化细胞模型和光

老化动物模型的构建对于探究皮肤光老化的机制

及防治皮肤光老化至关重要。 由于鼠类与人类皮

肤组织结构相似, 现已成为皮肤光老化研究的首

选动物, 尤其是小鼠常被用于制备光老化模

型[9-10] 。 在构建皮肤光老化动物模型中, 目前多选

用单一的雌性动物, 而选用雄性动物或雌雄各半

的动物相对较少, 考虑原因是雌性动物具有高水

平的雌激素, 更易发生色素沉着等光老化损伤[11] 。
众所周知, 皮肤是雌激素最重要的非生殖靶器官

之一[12] 。 雄性小鼠可能因激素水平的差异而导致

光老化实验结果的偏差, 故在制备皮肤光老化动

物模型的过程中, 应尽可能排除性别差异的影响,

以确保实验结果的可靠性。 此外, 雌性小鼠在内

分泌和免疫系统方面与人类更为接近, 故更适用

于人类皮肤光老化研究。 考虑到小鼠毛发和皮肤

色泽对光老化建模的影响, 本研究选用雌性昆明

小鼠来构建皮肤光老化动物模型。
UVR 是引起皮肤光老化损伤的主要原因。 除

长波 UVA 外, 紫外线还包括中波紫外线和短波紫

外线[13] 。 中波紫外线仅能穿透表皮层, 而短波紫

外线不能穿透臭氧层, 只有 UVA 具有穿透真皮层

的能力[5] 。 皮肤真皮中富含成纤维细胞, 能够产生

大量的胶原蛋白和细胞因子, 是皮肤光老化的主

要影响靶标[14] 。 因此本研究以 HDFs 为研究对象构

建了 HDFs 光老化模型。 当 UVA 穿过真皮致使皮

肤光老化时, HDFs 受到损伤后能产生大量基质金

属蛋白酶, 从而降解细胞外基质成分, 同时 HDFs
胶原合成能力下降, 导致组织结构破坏, 最终使

皮肤弹性降低, 真皮层变薄形成皱纹[15-16] 。 此外,
UVA 能够促进活性氧的产生和 DNA 损伤, 进一步

激活下游信号通路, 释放炎性细胞因子, 从而造
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成皮肤损伤[5,17] 。 因此, 本研究选用 UVA 作为光

老化模型的辐照光源。
以往研究多关注于单一的光老化细胞模型或皮肤

光老化动物模型的制备, 本研究同时构建了细胞和动

物光老化模型, 并对模型进行了系统全面的评价, 为

光老化的体内外研究提供了适宜的建模方案。 在构建

HDFs 光老化模型的制备过程中, 本研究采用 5
 

J / cm2

剂量、 每日UVA 照射 15
 

min 对HDFs 进行连续3
 

d 的

照射。 结果发现, UVA 照射不仅能诱导 HDFs 发生形

态学变化, 还能抑制 HDFs 细胞增殖, 同时伴有衰老

相关指标上调, Collagen-Ⅰ表达降低而 MMP1 表达升

高, 上述结果与 Chen 等[15]研究一致。 以上表明 UVA
诱导的体外 HDFs 光老化模型构建成功, 为探究皮肤

光老化的机制提供了稳定的细胞模型。 本研究采用每

日 UVA 照射剂量 20
 

J / cm2、 照射时间 1
 

h, 5 次 / 周,
持续 8 周进行小鼠造模, 获得了较好的造模效果[9,15] 。
UVA 照射后, 小鼠背部皮肤粗糙、 有色素沉积及轻微

破损, 呈现光老化特点。 组织病理学染色发现, UVA
组小鼠表皮增厚, 真皮变薄, 胶原纤维排列紊乱。 不

仅如此, UVA 照射组小鼠皮肤组织中衰老相关因子的

表达水平显著增高, Collagen-Ⅰ表达下调, 而 MMP1
表达上调。 说明本研究成功构建了 UVA 诱导的小鼠

皮肤光老化模型, 为光老化的机制探究和药物研发提

供了良好的体内动物模型。 联合应用细胞光老化模型

和皮肤光老化动物模型, 能够更好地发挥协同优势。
利用细胞模型探究光老化的机制, 通过动物模型验证

抗光老化药物的有效性, 从细胞、 组织和整体水平进

行探究, 使研究层面更加丰富, 研究结果更为可

靠[5] 。 然而, 本研究采用8 周UVA 照射建立小鼠皮肤

光老化模型, 造模时间较长, 小鼠饲养成本高、 感染

风险增加, 今后可以尝试通过提高单次照射剂量或增

加每周照射次数来缩短造模周期。 此外, 由于光老化

HDFs 中衰老相关因子 P16INK4a 和 P21 的 mRNA 表达水

平有所上调, 未来可以通过基因编辑技术对 P16INK4a

和 P21 的 mRNA 表达进行调控, 进一步探究其对光老

化的作用及机制, 开发其靶向药物, 最终实现延缓或

抵御皮肤光老化的目标。
综上所述, 本研究利用 UVA 照射建立了体外

HDFs 光老化模型和小鼠皮肤光老化模型, 为深入

探究皮肤光老化的机制及光老化的防治策略提供

了坚实的基础。
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