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摘$要!目的$基于非动物测试理念!研究植物抗氧化剂复配后的皮肤抗老化功效" 方法$体外培养 MG*G8角质

细胞!紫外线照射诱发氧化损伤模型!分别加入白藜芦醇#原花青素和二者复配物!用 a88比色法#荧光素标记法

和 cNP9;法检测细胞活性#活性氧簇自由基$7S9%#超氧化物岐化酶$9S+%#细胞周期及细胞凋亡的变化" 对含两

种植物原料的眼霜配方进行鸡胚尿囊膜血管试验$*;aj;%和牛角膜混浊渗透试验$1*S)%的组合测试评价其眼

刺激性" 选择平均年龄 4" 岁的女性志愿者 !# 名!眼部连续使用该眼霜 =" /!于使用产品的第 "#’" 和 =" / 分别检

测皮肤的水份#水份流失#弹性和肤色等皮肤老化相关指标" 结果$白藜芦醇(原花青素复配的植物抗氧化剂可明

显缓解紫外线造成的 MG*G8细胞氧化损伤!9S+水平明显升高$6f"2""%%!7S9 荧光强度#细胞凋亡率及 9 期细

胞比例均明显降低$6f"2""%%!细胞修复作用强于单独作用" 经过替代方法组合评价其安全性后进行临床志愿者

测试!证明皮肤保湿#弹性和皮肤颜色等指标得到改善" 结论$白藜芦醇和原花青素两种植物抗氧化剂复配使用

可有效减少皮肤氧化应激和明显改善皮肤性能"
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$$欧盟化妆品新法规已于 !"%’ 年 : 月 %% 日实
施"禁止化妆品及其原料的动物实验是其重要原
则 (%) ’ 如何建立体外替代方法的整合应用策略"是

替代方法使用者$化妆品企业*检测机构*监管机构
等%急需解决的问题’ 特别是当前产品创新和市场
竞争激烈的情况下"避免和减少不必要的动物试
验"可有效缩短从体外原料筛查测试到与临床应用
的时间’ 已知皮肤老化与紫外线照射引起的活性
氧簇自由基$7S9%的介导有关 (!) ’ 近年来"从植物
中寻找天然抗氧化剂成为热潮 (’) ’ 而且多种活性
成份配合使用可明显促进各自功效"降低成本’ 本
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研究尝试建立一种基于体外替代方法结合临床评
价的整合测试策略"为产品开发和测试提供依据’

%$材料和方法
%2%$材料
%2%2%$志愿者

!# 例女性"年龄 ’= k#" 岁"平均年龄$4" p’%
岁"PPP或 Pj型皮肤’ 以室内活动为主"无严重系统
性疾病*急性炎症*免疫缺陷或其他皮肤病#无过敏
性疾病#既往无护肤类化妆品过敏史#近 ! 个月内未
参加药物临床实验或其他化妆品功效评价#志愿参
加并能按照试验要求完成试验内容"并在知情同意
书上签字’ 每天早晚各使用 % 次美白眼部滋润霜"

连续使用 =" /’
%2%2!$生物材料及培养

MG*G8细胞系$武汉细胞所%"aca培养基*含
双抗 M199 缓冲溶液*新生牛血清和胰蛋白酶均购
自 DFZ?K公司":# ?\! 细胞培养瓶*培养皿和 3= 孔
板均购自美国 *KWHFHI" 9)-级白莱杭鸡受精鸡胚
(广东新兴大华农禽蛋有限公司"许可证号&9*Eb
$粤%!""<(""%3)"新鲜牛眼球采自广州地区机械化
牛屠宰场’
%2%2’$主要仪器与试剂

皮肤水份测定仪*皮肤水份流失测定仪*皮肤弹
性测定仪均购自德国*KRWGIOqbAG‘G]G#紫外线模拟
仪及滤光片$德国 MKH0O%*照度计*孵化箱*浊度仪*

流式细胞仪*全波长酶标仪$美国 8AOW\K9?FOHXF@F?%*

倒置显微镜*分光测色计’
白藜芦醇$7j%为在弱碱性条件下直接从虎

杖中药饮片中采用超声波法提取粗提物"层析分
离提纯"经 M)N*检测其纯度为 <42:g’ 原花青
素$S)*%购自广州启源生物科技公司"经薄层色
谱法检测其纯度为 <#2!g’ 荧光素钠*十二烷基
硫酸钠$ 9+9% *四甲基偶氮唑蓝 $a88%均购自美
国 9FI\G公司"抗坏血酸 $分析纯"广州试剂厂% "

细胞凋亡及细胞周期试剂盒 $美国 1+公司% *活
性氧检测试剂盒 $北京普利莱基因技术有限公
司% *超氧化物歧化酶 $ 9S+%检测试剂盒 $南京建
成生物科技有限公司% "’ 种美白滋润眼霜配方"均
含 "2#g白藜芦醇和 !g原花青素两种活性成份’

抗坏血酸$j*%和 S)*均以培养基为溶剂制备
储备液"再稀释成终浓度为 "2% 和 "2"# \\K0,N的
使用液"白藜芦醇$7j%先用乙醇溶解"再用无菌水
加温稀释"配成终浓度为 "2"# \\K0,N的溶液"白藜
芦醇(原花青素混合液$7j(S)*%"将上述两种溶液
等比例混合’

%2!$方法
%2!2%$紫外线损伤角质细胞及抗氧化作用

取对数生长期 MG*G8细胞""2!#g胰酶,c+8;
消化"以密度为 % 6%"4 个,孔接种于 3= 孔板"培养
!4 A 后"吸出培养基"每孔加 !"" !0)19 接受紫外
线照射’ 紫外线光谱模拟夏日室外紫外线类型"含
Uj;和 Uj1’ 3= 孔板距光源垂直距离 ’" ?\"经照
度计测量 Uj;和 Uj1强度分别为$’ 3’" p4"%和
$#!% p!%!̂ ,?\!"照射剂量分别为 %*’*#*<*%" Q"

照射后更换新的培养基"再次孵育 !4 A 后 a88比
色法测定细胞存活率’ 对照组用铝箔覆盖"每处理
组设 = 个复孔’ 取细胞活性抑制率 f’"g$74’" %的
Uj照射剂量作为参考紫外线照射剂量’

制备细胞悬液"以密度为 % 6%"4 个,孔接种于
3= 孔板"培养 !4 A 后"加入不同浓度梯度的试物"
j**7j和 S)*分别设置 4""* !""* %""* #"* !#*
%!2# !\K0,N共 = 个浓度梯度"作用$!" p%% A"a88
法检测细胞活性"以无细胞毒性的最高浓度作为活
性筛查有效浓度’

待 MG*G8细胞生长至 <"g时"以每皿 "2# 6%"4

个细胞的密度将细胞接种于 :# \\的细胞培养皿"
放入培养箱中孵育 !4 A’ 试验设空白对照组*照射
组*j*组*7j组*S)*组和 7j(S)*组’ 空白对照
组用 )19 替代培养基"避光水平放置’ 其余各组先
用日光模拟仪照射造成细胞氧化应激"Uj;和 Uj1
照射强度分别为 # 和 "2= Q’ 抗氧化组于照射后更
换分别含有无细胞毒性最高浓度的白藜芦醇*原花
青素或7j(S)*的培养基’ 培养箱中继续孵育!4 A’
孵育后的细胞用 "2!#g胰酶,"2"!g c+8;消化悬
浮"% !"" W,\FH 离心 ’ \FH"用 4 i )19 清洗 ! 次"用
)19 重悬至 4 \0"分装至 4 个离心管中’ 细胞内 7S9
水平测定采用二氯荧光素$+*-M(+;%标记法"流式
细胞仪测定荧光强度#细胞内 9S+水平测定采用酶
标仪在波长 4#" H\处读取数值#细胞周期用)P$碘化
丙啶%标记细胞核"用流式细胞仪检测 )P荧光强度区
分不同周期的细胞#细胞凋亡采用 ;HHOYFHV(-P8*,)P
双染法检测’ 测试重复 = 次"计算平均值’
%2!2!$配方安全性评估

采用绒毛膜尿囊膜血管试验$*a;j;%和牛角
膜混浊渗透性试验$1*S)%组合方法评价 ’ 种眼霜
配方的刺激性’ *;aj;试验参考文献 (4)方法进
行"记录阳性或阴性反应的鸡胚数"计算导致 #"g

的鸡胚显示阳性反应的被测物浓度$%4#" %"以 "2"%
\K0,N9+9 作为阳性对照’ 1*S)试验参考 Sc*+

指南 4’: 的方法和判定标准 (#) "计算体外评分
$Pj9%’ 如果 %4#" o#"g"且 Pj9$!#"判定配方无
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眼刺激性"直接进入临床测试#如果 %4#"$#"g"或
Pj9 o!#"则预测配方具有刺激性’
%2!2’$临床功效评价

以志愿者眼周为试验区域"选取双侧眼角和眼
眶下缘共 4 个位点为测试部位"分别于试验前和试
用产品后 ’" 和 =" / 进行无创性皮肤生理功能检测
仪采集数据’ 分别用皮肤水份测定仪和皮肤水份
流失测定仪检测皮肤水份含量和皮肤水份流失量
$8cBN%#用皮肤弹性测定仪检测皮肤弹性"比率
%!$3893:%代表无负压时皮肤回弹量 38 与有负压
时最大拉伸量 3:之比#*a(!=""+分光测色计检测
皮肤的 ;%和 "%值"并转换成色度角 P8;值"对皮肤
颜色定量’ 测试当天"志愿者不使用产品"清洁测试
部位后需在室内 (温度 $!’ p! % i"湿度 $ ## p
#%g) 平衡至少 ’" \FH 以适应检测室环境"% A 后
检测’ 每位志愿者每次测试区域位置尽量一致’
%2’$统计学分析

所测数据均以 !*p$表示"采用单因素方差分析
和两两比较方差分析$9Cb法%检验"统计过程使用
9;9 <2" 统计软件完成"6f"2"# 为差异有统计学
意义’ 细胞周期使用 \K/@FX统计软件分析’ 临床数
据取 4 个测试位点的均值进行使用产品前后对比’

!$结果
!2%$紫外线照射剂量和细胞毒性测定

不同剂量紫外线照射可诱导 MG*G8细胞的活性
降低"并呈剂量依赖性关系’ a88法检测显示 74:"*

74#"和 74’"分别约为 !"*%" 和 # Q,?\
!"试验中取 74’"

的 Uj照射剂量为紫外线氧化损伤模型的参考剂量’
经细胞毒性测试表明"j**7j和 S)*的浓度分别为
%""*!"" 和 %"" !\K0,N时"对细胞无毒性作用’
!2!$抗氧化剂对 7S9 及 9S+水平的影响

MG*G8细胞经紫外线照射后"细胞内 7S9 含量
明显增加*9S+活性明显降低"较未照射组差异有统
计学意义$6f"2""%%’ 添加阳性对照 j*和抗氧化
剂后各组与照射组相比"细胞内 7S9 含量明显下降"
且差异有统计学意义$6f"2"%%"下降程度从高到低
依次为 7j(S)**7j*S)*和 j*#细胞内 9S+活性与
照射组相比明显升高且差异有统计学意义 $6f
"2""%%"其含量接近空白组水平$见表 %%’
!2’$抗氧化剂对细胞凋亡率的影响

紫外线照射 MG*G8细胞后"晚期凋亡细胞
$l!%和早期凋亡细胞$l4%较空白对照组均明显
增多"差异有统计学意义 $6f"2""% % "存活细胞
$l’%明显下降"差异有统计学意义 $6f"2""% % ’
在添加抗氧化剂后"与照射组相比"晚期凋亡细胞

$$$表 %$角质细胞内 7S9 和 9S+水平$!*p$"- h=%

8GZ0O%$7S9 GH/ 9S+0OVO0.FH XAOMG*G8?O00.
分组 7S9,荧光密度 9S+$U,\I_WKX%

空白对照组 :#24 p<2=% 432% p42:%

照射组 :<"2# p=!2:& !’24 p!23&

j*组 %’!2< p%%2#%"& 4"2! p42’%

7j组 %"=24 p32<%"& 4=2: p423%

S)*组 %%<2: p%"2<%"& 4’2< p’2=%

7j(S)*组 =’23 p=2:% ##2! p42=%

注&%为各组与照射组相比"6f"2"%#&为各组与空白对照组相比"
6f"2"%

明显下降"差异有统计学意义$6f"2""%% *存活细
胞$l’%明显增多"但早期凋亡细胞仍有明显增长
$见表 !% ’ 几种抗氧化剂两两相比"细胞存活率
差异无统计学意义$6o"2"#% "对早期凋亡和晚期
凋亡细胞的影响"7j(S)*组与 j*组比较差异有
统计学意义$6f"2"#% "其余各组间差异无统计学
意义$6o"2"#% ’

表 !$抗氧化剂对 MG*G8细胞凋亡率的影响$!*p$"- h="g%

8GZ0O!$;HXFKYF/GHXO@@O?X.KH MG*G8?O00G_K_XK.F.WGXO
分组 l! l’ l4

空白对照组 %2! p"2’% :=2: p’2#% #24 p%2<%

照射组 4:2< p!2:& ’#2% p%23& %!2= p!23&

j*组 %=2= p%2<%& =#2< p!2!%"& !%2< p42=%"&

7j组 =2= p"23%& :#2% p’2#%"& %=2: p42%%"&

S)*组 #2% p%24%& :"2: p!2:% %<2" p!2’%"&

7j(S)*组 ’24 p"2:% :32% p#24% <2# p’2%

注&l’ 为存活细胞占所收集细胞的百分率#l! 为中*晚期凋亡细胞
及死亡细胞占所收集细胞的百分率#l4 为早期凋亡细胞占所收集细
胞的百分率’ %为各组与照射组相比"6f"2"%#&为各组与空白对
照组相比"6f"2"%

!24$抗氧化剂对细胞周期的影响
细胞经紫外线照射后"9 期细胞明显减少$6f

"2""%%"D" ,D% 期细胞增多$6f"2""%%’ 添加抗体
氧化剂后"各组 9 期细胞明显增多"虽然与空白对照
组比较"差异有统计学意义$6f"2""%%"但已比较
接近正常水平$见表 !%’ D" ,D% 期和D! 期变化与 9
期类似"见表 ’’

表 ’$抗氧化剂对 MG*G8细胞周期的影响$!*p$"- h="g%

8GZ0O’$;HXFKYF/GHXO@@O?X.KH MG*G8?O00?J?0O
分组 D" ,D% 9 D!
空白对照组 =#2: p!2!% !=2% p%23% !2= p"2’%

照射组 <!2! p42#& %!2% p%2"& "23 p"2!&

j*组 :"2% p!24%& %32= p%2"%& !2= p"24%

7j组 ==2: p’2! !’23 p!2" !24 p"2%&

S)*组 :"2: p!2#%& !"2# p%2:%& #24 p’2!%&

7j(S)*组 #32# p’2<%& ’"2" p%23%& ’2: p%2%%

注&%为各组与照射组相比"6f"2"%#&为各组与空白对照组相比
6f"2"%

!2#$配方安全性测试
’种配方经*;aj;n1*S)组合测试结果见表 4’

配方 % 经 *;aj;测试 %4#"为 %’2=%g"小于 #"g
的预设值"以 1*S)证实 Pj9 o!#’ 经配方优化后
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*MPCc9cQSU7C;NS--SS+MTDPcCc !"%4 年第 != 卷第 ’ 期

重新检测"配方 ! 和配方 ’ 均无刺激性"配方 ’ 更温
和"选择其进入下一阶段临床评价’

表 4$*;aj;和 1*S)替代方法组合试验结果

8GZ0O4$*;aj;GH/ 1*S)?K\ZFHGXFKH XO.XWO.R0X.
配方 *;aj;$%4#" ,g% 1*S)$Pj9%
% %’2=% !<2<
! =!24# %#24
’ :%2:# :2=

!2=$产品临床评价
使用含抗氧化剂产品不同时间眼部皮肤老化

相关指标检测值见表 #’ 结果显示使用产品 =" /"
眼部皮肤水份含量明显提高$6f"2"%%"经皮肤水
份流失下降明显$6f"2"%%"肤色变白趋势明显"弹
性功能有所改善"差异有统计学意义$6f"2"%%’

表 #$皮肤临床功效检测结果$- h%""%

8GZ0O#$*0FHF?G0.]FH O@@F?G?JXO.XWO.R0X.
时间
,/

皮肤水份
含量,!\

皮肤弹性
,$38 93:%

P8;值
,r

皮肤水份
流失,$I,A\! %

" ’<2# p!24 "2=:# p"2"’! !#2’ p!2% %#243 p’2#=
’" 4’2: p’2#% "2:%: p"2"’3% !<2% p!2’% %’23< p424#%

=" 432: p’2#%% "2::# p"2"’#%% !324 p!2’% %!2’’ p!2’"%%

注&与 " / 相比"%为 6f"2"#"%%为 6f"2"%

’$讨论
皮肤老化与自由基损伤的关系已得到充分证

据证明"寻找天然抗氧化活性原料对于皮肤护理和
临床治疗均有积极意义 (’) ’ 白藜芦醇存在于虎杖*
首乌*决明*藜芦等多种植物中 (=) ’ 原花青素是由
黄烷(’(醇聚合而成的一类多酚物质"葡萄籽*松树
皮等植物以及中药山楂*莲房*银杏*大黄*地榆等
含量较多’ 对于两种活性成份的抗皮肤老化应用
鲜有体外机制结合临床应用研究的报道 (:) ’

两种波长的紫外线均能诱发皮肤细胞产生多
种氧自由基"引起表皮层和真皮层的损伤 (<) "长期
效应则与皮肤弹性丧失和光老化相关’ MG*G8是体
外研究紫外线损伤机制的理想皮肤细胞系"如研究
植物提取物中檞皮素*飞燕草素的抗紫外线氧化作
用等 (’"3) ’ 本研究使用剂量分别为 # 和 "2= Q,?\!

的 Uj;和 Uj1两种紫外线"模拟夏日室外日光辐
照类型"一次性暴露造成角质细胞氧化损伤模型"
再添加抗体氧化剂研究其修复机制’ 结果表明白
藜芦醇和原花青素均可对紫外线损伤后的角质细
胞起到修复作用"明显降低细胞内 7S9 的含量和提
高 9S+水平"晚期凋亡细胞明显减少"早期凋亡及
活细胞比例增高’ 提示抗氧化剂通过清除自由基
及细胞自身修复"促使早期凋亡细胞逆转"正常细
胞周期逐渐恢复’ 而且复配后的混合物在低浓度
下抗氧化作用优于单独使用和阳性对照’

植物中的 7j*S)*"以及花青素和鞣花酸等多
酚类化合物均对皮肤有益"但其抗老化的确切机制
尚未完全明确 (:) ’ 7j的主要生物学作用是下调血
管活性肽 $如内皮缩血管肽% (%") "调节细胞凋亡信
号通路’ 其对表皮细胞的保护机制是通过与表皮
细胞膜特异性的多酚受体结合 (%%) "同时诱发其他抗
氧化酶的表达"并与去乙酰化酶 % 和腺苷单磷酸活
化蛋白酶等激酶相互作用 (%!) ’ 7j还可保护正常成
纤维细胞免受过氧化氢的损伤 (%’) ’ S)*的作用表
现为有益于胶原蛋白纤维形成交联结构"修复因自
由基所致的过度交联"对抗因 Uj1引起的氧化应激
和细胞凋亡 (3) "从而延缓纤维过度硬化和皱纹发
生’ 本研究结合了两种活性成份分别改善表皮和
真皮功能的特点"经 =" / 临床试用含 7j和 S)*的
化妆品试验"结果表明两种活性成分可改善皮肤保
水功能"弹性和肤色明显改善’ 推测使用产品后可
有效对抗因紫外线造成的氧化应激和自由基损伤"
缓解毛细血管紧张程度和改善皮肤的胶原结构"改
善皮肤性能 (%4) ’ -GZZWK?FHF等 (%#)临床研究发现 7j
的凝胶对痤疮有效"而 S)*促进治愈牛皮癣和老年
斑"也证明了两种活性成份的皮肤科药妆价值’

*;aj;和 1*S)两种不同适用范围和预测能力
的替代方法组合在一起可完全代替动物试验(4"%=) "本
研究采用这一组合筛查和优化配方的安全性"使之成
为连接原料开发到临床评价策略的中间环节(%:) ’

本研究以皮肤老化的生物学机制为依据"尝试
建立从人体皮肤细胞功能测试到组合替代方法配
方优化"再到临床评价的策略"兼顾了产品的有效
性与安全性"避免了传统动物试验评价周期过长*
与人体皮肤相关性差的不足"可作为个人护理用品
开发的有效途径’
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G?K\_WOAOH.FVOWOVFÔ K@AR\GH ?0FHF?G0XWFG0.(Q)&aK0CRXW

-KK/ 7O."!"%%"##$<% &%(%’&

( < )$DWOFHOWX% 71"MOHHFHIj9&Uj;(FH/R?O/ +C;/KRZ0O(.XWGH/

ZWOG].WO.R0X@WK\XAOWO_GFWK@?0R.XOWO/ KYF/GXFVO+C;/G\GIO.

(Q)&CR?0OF?;?F/.7O."!"%!"4"$!"% &%"!=’(%"!:’&

( 3 )$;@G[ -" 9JO/ + C" aG0F] ;&+O0_AFHF/FH" GH GHXK?JGHF/FH FH

_FI\OHXO/ @WRFX. GH/ VOIOXGZ0O." _WKXO?X. AR\GH MG*G8

]OWGXFHK?JXO.GH/ \KR.O.]FH GIGFH.XUj1(\O/FGXO/ KYF/GXFVO.XWO..

GH/ G_K_XK.F.(Q)&QPHVO.X+OW\GXK0"!"":"%!:$%%&!!!(!’!&
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论著
广州市非伤寒沙门菌感染流行病学负担分析

黄熙%!!!黄琼%!!!石玮’!黄蔚!!梁骏华!!卢玲玲!!邓小玲%!!!张永慧%!!

!%&中山大学公共卫生学院"广东 广州$#%""%"# !&广东省疾病预防控制中心"广东 广州$#%"4’"#
’&皖南医学院"安徽 芜湖$!4%""!$

摘$要!目的$评估广州市非伤寒沙门菌感染流行病学负担!提出食源性疾病监测策略" 方法$在广州市 = 区设
3 家食源性疾病主动监测医院!调查 %! 个月腹泻病例采样率#沙门菌检测率#实验室检测敏感度!进而推算全市医
疗机构相应数据&在广州市 ’ 区开展人群腹泻随机抽样入户调查!调查腹泻病例就诊率&通过传染病报告信息管理
系统获得监测医院和全市医疗机构沙门菌感染性腹泻报告率&利用食源性疾病流行病学负担金字塔模型!通过倍
数校正和不确定性分析估计沙门菌感染实际发病数!比较食源性疾病主#被动监测数据用于疾病负担分析的优劣"

结果$监测医院 %! 个月腹泻病例平均采样率 ’<2’4g!沙门菌检测率 !<2!4g!实验室检测敏感度 <:2#g!人群腹
泻病例就诊率 !’23%g!沙门菌感染性腹泻报告率 4!23<g&全市医疗机构推算采样率 ’<2’4g!检测率 !<2!4g!实
验室检测敏感度 4:2#g!报告率 !"234g!估计广州市沙门菌感染病例 =4 #<= 例$3#g47’44 %’= k%"% 3!%%!年发
病率 #"<2#,%" 万$3#g47’’4:2# k<"!2#,%" 万%!全年全市被动报告病例仅 %:% 例!报告年发病率 %2’,%" 万&经估
算 # 岁以下年龄组$’ #<’2!,%" 万%年发病率最高!%# k!4 岁年龄组$!’2#,%" 万%最低" 结论$首次验证疾病负担
金字塔模型在我国食源性疾病负担研究领域的适用性&表明主动监测一定程度上提升了食源性疾病尤其是特定病
原体感染采样率#检测率#实验室检测敏感度和报告率!有助于对负担作出更准确和积极有效的估计&结果提示广
州市非伤寒沙门菌感染负担较重!# 岁以下年龄组人群负担水平尤其显著"

收稿日期!!"%4("!("<

基金项目!中美新发再发传染病合作项目子项目 =$%U!DMM"""%<("%% &广东省医学科研基金立项课题$;!"%’"=3%
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