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重组人源胶原蛋白对 D-半乳糖致衰老小鼠的
抗衰老作用及机制研究
李　佳1，安苗青2，吕晨豪2，郭荣香2，杜　冰2, *，贺　庆1, *

（1.江苏艾兰得营养品有限公司，江苏泰州 214500；
2.华南农业大学食品学院，广东广州 510000）

摘　要：为探究重组人源胶原蛋白（recombinant human-derived collagen，RHC）的抗衰老作用及机制，通过 300 mg/kg
D-半乳糖腹腔注射构建衰老小鼠模型，并采用不同剂量 RHC 进行干预，研究衰老模型小鼠皮肤透明质酸、胶原蛋

白、脂褐素、羟脯氨酸含量、抗氧化酶活性、与表皮细胞增殖分化和胶原蛋白合成相关的关键基因、蛋白的表达

量等变化。结果表明，与衰老模型组（SLM）相比，小鼠经过 RHC 干预后，皮肤的褶皱程度明显减轻，胶原蛋白

含量和含水量显著增加（P<0.05），超氧化物歧化酶（Superoxide  dismutase，SOD）含量增加，丙二醛

（Malondialdehyde，MDA）含量显著减少（P<0.0001）。与 SLM 组相比，RHC 处理组的抗氧化指标，如谷胱甘

肽过氧化物酶（GSH-Px）含量显著增加，而褐质素含量、病理评分均有所降低，且不同剂量处理组之间也有一定

的差异性。此外，RHC 处理组小鼠皮肤中的关键基因（EGFR、TIMP-1、COL1A2、COL3A1、TGF-βⅠ、TGF-
βⅡ）的表达水平呈上升趋势， MMP-1、MMP-3 基因和蛋白的表达降低。综上所述，RHC 具有良好的抗皮肤衰老

作用，其作用机制可能通过抗氧化、以及改善 EGFR、TGF 信号通路，调节 MMPs 和 TIMPs 动态平衡，促进表皮

细胞的增殖分化和胶原蛋白合成从而起到延缓皮肤衰老的作用。
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Abstract： In  order  to  explore  the  anti-aging  effect  and  mechanism  of  recombinant  recombinant  human-derived  collagen
(RHC),  the  aging  mouse  model  was  constructed  through  300  mg/kg  D-galactose  intraperitoneal  injection,  and  different
doses of RHC were used to study the changes of hyaluronic acid, collagen, lipofuscin, hydroxyproline content, antioxidant
enzyme activity,  key genes  and protein  expression related to  epidermal  cell  proliferation and differentiation and collagen
synthesis. The results showed that compared with the aging model group (SLM), the intervention groups that was gavaged
RHC  had  significantly  less  skin  folds,  higher  collagen  content  (P<0.05)  and  superoxide  dismutase  (SOD),  while  lower
malondialdehyde (MDA) content  in the skins (P<0.0001).  Compared with the SLM group,  antioxidant  indicators  such as
glutathione  peroxidase  (GSH-Px)  content  were  increased  in  the  RHC  intervention  groups,  while  lipofuscin  content  and  

收稿日期：2022−07−04            
基金项目：广东省自然科学基金面上项目（2020A1515011268）。

作者简介：李佳（1988−）（ORCID：0000−0002−5188−0816），女，硕士，工程师，研究方向：食品营养与健康，E-mail：lijia01@alandgroup.com。

* 通信作者：杜冰（1973−）（ORCID：0000−0002−5301−2756），男，博士，教授，研究方向：食品新原料的开发，E-mail：gzdubing@163.com。

贺庆（1978−）（ORCID：0000−0001−8106−8581），男，博士，副教授，研究方向：生药学，E-mail：heqing@alandgroup.com。 

第  44 卷  第  10 期 食品工业科技 Vol. 44  No. 10
2023 年  5 月 Science and Technology of Food Industry May 2023
 

https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2022070013
mailto:lijia01@alandgroup.com


pathological scores were reduced, and significant effect were also observed. In addition, the expression levels of key genes
and protein (EGFR, TIMP-1, COL1A2, COL3A1, TGF-βⅠ, TGF-βⅡ) were increased, while those of MMP-1, MMP-3 in
the skin of mouse were decreased in the RHC intervention groups. In conclusion, RHC has a good anti-aging effect on the
skin, and its mechanism may be related to increase antioxidant effect, promote the EGFR, TGF pathway, and modulate the
expression balance of MMPs and TIMPs, promote the proliferation and differentiation of epidermal cells, and the synthesis
of collagen.

Key words：recombinant human-derived collagen；D-galactose；aging model；anti-aging；lipofuscin

 

衰老是机体随着年龄增长而发生的一种退行性

变化过程[1]，受多种因素调控，涉及机体的不同组织

与细胞[2]，其中，皮肤衰老是其重要的表现形式，如皱

纹出现、皮肤干燥、角化过度以及色素沉着[3]。此

外，老年斑[4] 的出现也标志着组织和细胞进入衰老阶

段。Ogrodnik 等[5] 认为衰老是损伤与改变的过程和

稳定替换与修复过程相互作用的结果，但以上两个过

程均涉及基因作用、氧消耗率、代谢率及自由基的产

生。大量证据表明[6]，正常的衰老过程是由一个活性

氧（ROS）诱导的多步骤过程。另外，线粒体功能障碍

也是衰老的特征之一[7]，据相关研究报道，可以通过

抗氧化和延长端粒的方式延缓细胞衰老[8]。目前发

现，白藜芦醇[9]、雷帕霉素[10]、姜黄素[11] 等药物具有

抗衰老的作用，但都存在一些局限性，主要表现为生

物利用率低。因此，寻找和探索新的抗衰老药物就显

得尤为重要。

胶原蛋白又称胶原质，主要从动物组织中提取，

并通过基因工程菌进行高密度发酵得到[12]。是一种

能够在一定程度上延缓细胞衰老的蛋白肽[13]，它主要

包括动物胶原蛋白和重组人源胶原蛋白（recom-
binant human-derived collagen，RHC）两种。重组人

源胶原蛋白（RHC）是根据人胶原蛋白的特性进行优

化或引入特殊功能的氨基酸序列，通过重组表达得到

的具有类似胶原蛋白特性的蛋白[14]。它具有独特的

化学结构，与动物源的胶原蛋白相比，重组型人源胶

原蛋白具有良好的生物相容性与生物降解性[15−16]，在

生物医用材料、美容化妆品、食品保健等领域有着广

阔的应用前景[17−18]。重组人源胶原蛋白（RHC）作为

一种新型胶原蛋白，与人的皮肤细胞同根同源，具有

基因亲和性，可以外源性地给予皮肤补充胶原蛋白，

连接皮肤因创伤和感染造成的皮肤纤维断裂，抑制黑

色素生成，抑制瘢痕，加速皮肤愈合[19]。郭亚媛[20] 通

过 HE 染色实验发现，小鼠经 RHC/TG-cell 处理后，

发现其能够促进损伤皮肤的修复，能够使缺损皮肤在

短时间内再生，促进成纤维细胞分泌细胞生长所需的

生长因子。另外，牛佳玮等[21] 通过给小鼠灌胃恭城

油茶发现恭城油茶能够较好的抑制肝损伤从而进一

步延缓衰老。

现阶段国内外对重组人胶原蛋白的研究都集中

在骨修复[22]、皮肤创面敷料[23]、肌腱修复[24]、药物输

送[25−26]、和美容[27] 等方面，对于抗衰老方面的研究鲜

有，且对其抗衰老机制尚不清楚，因此本实验以 D-半

乳糖衰老小鼠为衰老模型，通过测定皮肤中衰老基础

指标、抗氧化酶活性及关键基因和蛋白的表达来探

究 RHC 胶原蛋白的抗衰老机制，为开发以 RHC 胶

原蛋白为原料的新型保健食品奠定了试验基础。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

重组人源胶原蛋白（RHC）　由江苏江山聚源生

物技术有限公司提供；胶原蛋白　由深圳金富源生物

科技有限公司提供，嘉丽达产品，纯度为 91.9%；SPF
级 KM 雌性小鼠　体重 18~22 g，由广东省医学实验

动物中心提供，生产许可证号：SCXK（粤）2018-
0002，实验动物质量合格证号：NO.44007200092153；
饲料　由广东省医学实验动物中心提供，许可证号：

粤饲证（2019）05073，合格证号：NO.44200300022730。
小鼠饲养于本单位屏障实验室，实验动物使用许可证

号：SYXK（粤）2018-0137；ELISA Kit 试剂盒　上海

碧云天生物试剂有限公司；谷胱甘肽过氧化物酶

（GSH-Px）、超氧化物歧化酶（SOD）、总抗氧化能力

（T-AOC）、过氧化氢酶（CAT）、丙二醛（MDA）试剂

盒、ELISA 抗氧化酶试剂盒　均由南京建成生物工

程研究所提供；多聚甲醛　由济南腾博化工有限公司

提供；二甲苯　由东莞市新都化工有限公司提供；巴

比妥钠　纯度为 99%，由湖北成丰化工有限公司提

供。

PHS2-25 超低温冰箱　青岛海尔；POWER/PAC
3000 电泳仪　美国 Bio-Rad；Varioskan Lux 多功能

酶标仪　无锡华卫德朗仪器有限公司；H2050R 冷冻

离心机　上海卢湘仪离心机仪器有限公司；赛多利斯

电子天平　上海精密仪器仪表有限公司；HistoStar
组织包埋机　沈阳恒松科技有限公司；HM340E 病

理切片机　深圳市汇沃科技有限公司；TPJ-A 组织摊

片机　金华市益迪医疗设备有限公司；奥斯微专业金

相光学显微镜　东莞市瑞显光学仪器有限公司；Bio-
Rad 凝胶成像系统　伯乐生命医学产品（上海）有限

公司（bio-rad）；检测试剂盒均由客户提供，包括皮肤

组织中透明质酸、羟脯氨酸和脂褐素，血清炎症因子

和血清抗氧化指标的检测试剂盒。

 1.2　实验方法

 1.2.1   动物分组及处理　参照 Kong 等[28] 的实验造

模方法稍作修改，如表 1，将 72 只 SPF 级 KM 雌性

小鼠随机分为 6 组，每组 12 只，分别为 NC 正常对

照组、SLM 衰老模型组、RHC 低、中、高剂量组，
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300 mg/kg 的 DC 胶原蛋白干预组；其中，NC 对照组

小鼠每日于颈背处皮下注射等体积 0.85% 生理盐

水；SLM 组小鼠每日于颈背处皮下注射 300 mg/kg
的 D-半乳糖，其余各组每日皮下注射 300 mg/kg 的

D-半乳糖造模后，每天早上一次性经口灌胃给药相应

胶原蛋白，低、中、高剂量分别为 50、500、1000 mg/kg；
连续灌胃 6 周，一周称量一次小鼠体重，根据体重计

算给药体积（0.1 mL/10 g）。
 
 

表 1    实验分组与设计
Table 1    Experimental group and design

编号 组别 受试物
剂量

（mg/kg）
给药
方式

给药
周期

小鼠
数量

NC 正常对照组 − − ig 6 周 12只

SLM 衰老模型组 − − ig 6 周 12只

LRHC RHC低剂量 RHC低剂量 50 ig 6 周 12只

MRHC RHC中剂量 RHC中剂量 500 ig 6 周 12只

HRHC RHC高剂量 RHC高剂量 1000 ig 6 周 12只

DC 胶原蛋白干预组 胶原蛋白 1000 ig 6 周 12只

注：ig表示经口灌胃。
 

 1.2.2   血清及皮肤组织匀浆的制备　参照 Kong 等[28]

的实验方法稍作修改，使用 1% 巴比妥钠（3.5 μL/g）
麻醉各组小鼠，用眼球采血法将全血放置 2  mL
EP 管中，4 ℃ 冰箱内静置 2 h 后，在低温冷冻离心机

以 3500 r/min 离心 15 min，取上清液分装并放置于

−80 ℃ 冰箱内保存备用；

剪取 2 cm×2 cm 背部皮肤，剪去皮下组织，用预

冷生理盐水冲洗干净，剪成 2 块，一部分放置于固定

液中，另一部分放于封口袋中于−80 ℃ 冰箱中冻存；

 1.2.3   皮肤中透明质酸、羟脯氨酸、胶原蛋白、脂褐

素含量的测定　参照薛文等[29] 的方法，采用 ELISA
Kit 分别测定皮肤组织中透明质酸、羟脯氨酸、胶原

蛋白、脂褐素含量Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白的含量。

 1.2.4   RHC 对小鼠皮肤组织中抗氧化指标测定　参

照钟召兵[30] 的方法稍作修改， 采用 ELISA 抗氧化酶

试剂盒检测皮肤组织上清液中抗氧化酶活性。

 1.2.5   RHC 对小鼠关键基因表达水平测定　参照林

才云等[31] 的方法，用 Trizol 法提取皮肤组织 RNA，

采用 5×PrimeScript RT Master Mix 进行逆转录合成

cDNA，SYBR Premix Ex Taq Ⅱ试剂盒进行 qPCR，分

别测定 MMP-1、MMP-3、TIMP-1、EGFR、COL3A1、
COL2A1 基因表达量。

 1.2.6   RHC 对小鼠的关键蛋白表达水平测定　提取

小鼠皮肤总蛋白，以 12% SDS-PAGE 凝胶电泳分离，

转膜 2 h 至甲醇处理后的聚丙二氟乙烯膜（PVDF）
上，转膜，置于摇床，用含 5% 脱脂奶粉的 TBS-T 封

闭液封闭 1  h，然后加入一抗 β-actin（1:50000）、
MMP-1（1:500）、MMP-3（1:500）、TIMP-1（1:500）、
EGFR（1:500）室温孵育 2 h，采用 TBS-T洗 5 次，每

次 15 min，加入二抗（1∶2000）室温孵育 1 h，TBS-T

洗 5 次，每次 15 min，最后加入 ECL显色液显色。将

显影得到的条带进行灰度分析，以 β-actin 为内参，

以 MMP-1、MMP-3、TIMP-1、EGFR各条带与内参

条带灰度值的比值表示蛋白表达水平。

 1.2.7   组织病理学观察　参照康俞莉等[32] 方法及

表 2 皮肤损伤评分标准对小鼠皮肤进行病理评分。

取材：切取试验小鼠一部分皮肤组织，迅速用 4% 多

聚甲醛中性液固定 24 h。将固定好的组织取出置于

通风橱内，用手术刀修平整，放于对应标签脱水盒内。
 
 

表 2    皮肤损伤评分标准
Table 2    Score standard of skin injury

皮肤病理学改变 积分 最高分

A.棘层肥厚（a）

轻度（表皮为正常厚度1.5~3倍） 1

3中度（表皮为正常厚度3~4倍） 2
重度（表皮为正常厚度4倍以上） 3

B.过度角化

（b）颗粒层增厚 1 1
（c）角层增厚 1 1

C.其他表皮改变

（d）颗粒层缺乏 1 1
（e）角化不全 1 1

（f）表皮细胞空泡化或细胞内水肿或基底细胞液化变性 1 1
（g）海绵形成

棘细胞间水肿 1
2

水疱形成 2
D.表皮坏死

（h）表皮坏死

轻度（占表皮切面的1/3以下） 8

15中度（占表皮切面的1/3~2/3） 10
重度（占表皮切面的2/3以上） 15

E.真皮变化

（i）真皮结缔组织血管扩张充血或水肿 1 1
（j）胶原纤维变性或解离 1 1

（k）真皮炎细胞浸润

轻度 1

3中度 2
重度 3

 

脱水浸蜡：将脱水盒放入脱水机内的吊篮，用乙

醇梯度脱水：75% 乙醇 4 h，85% 乙醇 2 h，90% 乙醇

2 h，95% 乙醇 1 h。紧接着用无水乙醇 I 和无水乙醇

Ⅱ各洗脱 30 min，随后用 50% 乙醇和 50% 二甲苯、

二甲苯Ⅰ、二甲苯Ⅱ各浸泡 10 min，使其保持透明。

最后，用 65 ℃ 融化石蜡Ⅰ、65 ℃ 融化石蜡Ⅱ、65 ℃
融化石蜡Ⅲ各浸渍 1 h。

包埋：将融化的蜡置于包埋框内，待蜡凝固前将

组织从脱水盒内取出按照包埋面的要求放入包埋

框。−20 ℃ 冻台冷却，待蜡块凝固后取出修整。

切片：将修整好的蜡块置于石蜡切片机切片，厚

4 μm。将组织切片于 40 ℃ 摊片机内温水上展平，用

载玻片捞起，60 ℃ 烘箱内烤片，直至烤化后取出。

HE 染色观察：石蜡切片脱蜡：二甲苯Ⅰ20 min→

第  44 卷  第  10 期 李　佳 ，等： 重组人源胶原蛋白对 D-半乳糖致衰老小鼠的抗衰老作用及机制研究 · 345 · 



二甲苯Ⅱ20 min→无水乙醇Ⅰ5 min→无水乙醇Ⅱ

5 min→75% 酒精 5 min，自来水清洗；苏木素染色：

切片分别置于苏木素染液染 3~5 min，自来水洗，分

化液分化，自来水洗，返蓝液返蓝，流水冲洗；伊红染

色：切片依次由 85%、95% 的梯度酒精脱水 5 min
后，置于伊红染液中染色 5 min；脱水封片：切片依次

置于无水乙醇 I 5 min→无水乙醇 II 5 min→无水乙

醇Ⅲ 5 min→二甲苯Ⅰ 5 min→二甲苯Ⅱ 5 min 透

明，中性树胶封片；显微镜镜检，图像采集分析。

 1.3　数据处理

数据处理采用 Origin 8.1，采用 GraphPad Prism 8
做图，采用 ANOVA 对数据的差异性进行统计分析，

结果表示为平均值±标准差。

 2　结果与分析

 2.1　RHC 对小鼠体重和皮肤胶原蛋白及水分含量的

影响

NC 组小鼠毛色顺滑、光亮，行为正常；SLM 组

小鼠则毛色缺乏光泽，有精神萎靡现象、行为活动迟

缓等衰老体征，当小鼠经过 RHC 干预后这些衰老症

状有所改善。小鼠体重增长情况是反应生命体征的

一个重要指标[28]，在实验过程中各组小鼠体重缓慢增

长，各组间体重并无明显差异（图 1A），表明 RHC 胶

原蛋白对小鼠生长发育无不良影响；胶原蛋白对补充

皮肤水分起着至关重要的作用，可以促进作为保湿成

分的透明质酸的生成，令皮肤更加水分充盈，从而帮

助肌肤吸取大量的水分[28]；当皮肤组织细胞的水分减

少，会导致细胞皱缩、老化、组织缺水、萎缩，从而加

速衰老[29]。如图 1B 显示，与 NC 组相比，SLM 组小

鼠皮肤胶原蛋白含量显著降低（P<0.05），表明其衰老

程度高于 NC 组，与 SLM 组相比，其他剂量组胶原

蛋白含量略有增加，且与 RHC 浓度呈现一定的剂量

依赖性。如图 1C 所示，经过 RHC 样品干预后的小

鼠其皮肤的水分含量与 SLM 组相比显著增加（P<
0.05），且随着 RHC 浓度的增加呈现一定的剂量依赖

性。熊慧等[33] 采用干燥法测定小鼠皮肤水分含量发

现九龙虫可以明显改善衰老小鼠皮肤水分含量，与该

实验得出类似的结论。表明 RHC 不仅可以增加小

鼠皮肤胶原蛋白含量的增加，也可以增加水分含量，

具有一定抗衰老效果。

 2.2　RHC 对小鼠皮肤透明质酸、羟脯氨酸、脂褐

素、胶原蛋白含量的影响

透明质酸是一种粘多糖，具有特殊的保水作用，

能够促进创口愈合、改善皮肤营养代谢、防止衰

老[34]，羟脯氨酸是构成皮肤胶原蛋白的特有成分之

一，能够促进皮肤纤维细胞的生长，有效反映出皮肤

的衰老程度[35]；脂褐素，又称老年色素，在机体内不能

被降解和胞吐，当皮肤组织细胞的水分减少时会导致

细胞皱缩、老化、萎缩，从而产生脂褐素[36]。胶原蛋

白对补充皮肤水分起着至关重要的作用，可以促进作

为保湿成分的透明质酸的生成，从而帮助肌肤吸取大

量的水分，令皮肤更加水润充盈[37]，而Ⅰ型胶原蛋白

决定皮肤轮廓、Ⅲ型胶原蛋白决定皮肤弹性及细腻

程度。研究结果如图 2 所示，与 NC 组相比，SLM 组

羟脯氨酸、胶原蛋白含量、脂褐素含量、I 型胶原蛋

白含量有显著差异（P<0.05，P<0.001），表明 D-半乳

糖衰老小鼠模型造模成功；在图 2C 和图 2D 中，与

NC 组相比，SLM 组脂褐素含量显著升高（P<0.0001），

Ⅰ型胶原蛋白含量显著降低（P<0.0001）；与 SLM 组

相比，RHC 低、中、高剂量组和 DC 组脂褐素含量显

著降低（P<0.0001）。该结果与伍春[38] 在研究党参多

糖多抗衰老小鼠的影响中的结果类似。图 2E 中

SLM 组与 RHC 中剂量组相比具有差异性（P<0.05），

RHC 低、中、高剂量组虽有先增后减的趋势，但没有
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图 1    RHC 对小鼠体重和皮肤胶原蛋白及水分含量的影响

Fig.1    Effects of RHC on body weight, skin collagen and
moisture content of mice

注：与模型组相比：*P<0.05 显著，**P<0.01 极显著，***P<0.001，
****P<0.0001；图 2~图 6 同。
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显著性差异。初步表明 RHC 胶原蛋白能够促进皮

肤中透明质酸、羟脯氨酸和胶原蛋白的产生，减少皮

肤脂褐素积累，缓解皮肤衰老。

 2.3　皮肤组织抗氧化指标的测定

大量研究表明 D-半乳糖注射诱导能够加速小鼠

衰老，正常情况下集体会产生氧化应激，产生 MDA
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Fig.2    Effects of RHC on the contents of hyaluronic acid, hydroxyproline, collagen and lipofuscin in mouse skin
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图 3    RHC 对小鼠皮肤组织抗氧化指标的测定

Fig.3    Determination of antioxidant indexes of mouse skin tissue by RHC
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及其他脂质过氧化，MDA 的分解产物会引起细胞的

损伤，因此 MDA 是衡量脂质过氧化反应的重要指

标；机体内 SOD 是抗氧化系统中发挥主要作用的

酶，它们作为抗氧化机制下游的酶能够间接反应机体

被自由基攻击程度[35]，GSH-Px 参与体内 GSH 催化

反应，清除机体内过量的氧自由基，是衡量抗氧化能

力大小的重要因素之一，增强酶活性，产生自由基[35]。

由图 3A 结果显示，与 NC 组相比，SLM 组小鼠皮肤

匀浆中 MDA 含量显著增加（P<0.0001），且 SLM 组

与添加了 RHC 的中、高剂量组相比都具有显著性

（P<0.0001）。由图 3B 可知，SLM 组与 NC 组相比

SOD 值显著降低（P<0.01），RHC 低、中、高剂量组

与 SLM 组相比显著升高，且中剂量组效果最好。由

图 3C 可知，添加了 RHC 的低、中、高剂量组与

NC 组相比具有显著性（P<0.05）。有相关研究表明，

党参能使高强度训练后的大鼠心肌线粒体 SOD 活

性增强，MDA 含量显著减少，显示出较好的抗氧化

作用 [39]，与本实验的研究结果类似。在图 3D 和

3E 中，SLM 组小鼠皮肤匀浆中 CAT 和 T-AOC 活

性显著低于 NC 组（P<0.0001）。图 3D 中，与 SLM

组相比，MRHC 组 CAT 的含量显著升高（P<0.001），

HRHC 组与 DC 组相比也具有显著差异性（P<0.01），

而 LRHC、MRHC、HRHC 之间呈现出先增后减的

趋势，但没有显著差异性；图 3E 中，与 SLM 组相比，

LRHC、MRHCT-AOC 的含量显著升高（P<0.001），

且添加了 RHC 的低、中、高剂量组随着剂量的增加

呈现出先增后减的趋势，此结果与王岚等[40] 的研究

结果类似。表明 RHC 胶原蛋白能够增强机体内抗

氧化酶活性，清除体内自由基，降低过氧化物代谢产

物丙二醛含量，提高机体抗氧化能力，从而延缓衰老。

 2.4　RHC 对小鼠关键基因表达水平测定

EGFR 因子作为 ErbB 受体家族中的一种跨膜

蛋白受体因子，调控细胞的增殖、分化和凋亡；基质

金属蛋白酶 MMP 家族中 MMP-1、MMP-2、MMP-

3、MMP-7 和 MMP-9 被视为修复损伤和减缓细胞

凋亡中正常组织重构的重要因子；TIMP-1 是基质金

属蛋白酶的组织抑制剂，TIMPs 家族抑制 MMPs 家

族功能，两者共同维护细胞外基质稳态[36]。许多临床

实验已经证实 MMPs 过表达与癌症的高敏感性和致

死率有关，这预示着 MMPs 同疾病发展的早期和末
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图 4    RHC 对小鼠关键基因的表达量

Fig.4    Expression of key genes in mice
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期都有关系[37]；COL1A2 可激活 NF-κB 信号通路，促

进抗凋亡基因表达上调，促进皮肤成纤维细胞的凋

亡，又有研究发现 TGF-β 能够通过激活细胞发生自

噬，促进 COL 纤维蛋白表达[38]。

结果如图 4 所示，与 NC 组相比，SLM 组小鼠

EGFR、 TMP-1、 COL1A2、 COL3A1、 TGF-βⅠ和

TGF-βⅡ基因表达显著升高（P<0.0001），与 SLM 组

相比，EGFR、TMP-1、COL3A1、TGF-βⅡ基因表达

显著升高（P<0.001），表明 RHC 胶原蛋白能够促进

皮肤表皮细胞增值，维护内源性抑制物的动态平衡，

且对纤维细胞的生长、分化和免疫功能具有调节作

用。与 NC 组相比，SLM 组小鼠的 MMP-1 和 MMP-3
均显著升高（P<0.0001），但经过 RHC 干预后其表达

量均呈显著下降趋势，伍春[38] 通过研究也得出了与

本实验类似的结论。表明 RHC 胶原蛋白能够促进

表皮细胞的增殖分化，改善细胞衰老。

 2.5　RHC 对小鼠关键蛋白表达水平测定

EGFR 调控的信号通路对细胞的生长、增殖和

分化等生理过程发挥重要的作用，EGFR 蛋白的表达

能够促进上皮细胞、成纤维细胞和胶质细胞的生长、
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图 5    RHC 对小鼠关键蛋白表达水平测定

Fig.5    RHC expression level of mice
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增值和分化[41]；基质金属蛋白酶家族（Matrix metallo-
proteinases，MMPs）具有多种生物调节作用，能够参

与细胞增殖、凋亡、血管生成过程[42]，在细胞外基质

及组织的重塑和皮肤的正常生理及病理过程扮演重

要角色；而组织金属蛋白酶抑制物（Tissue metallopro-
teinase inhibitors，TIMPs）作为 MMPs 的内源性抑制

物，它的过量表达与胶原酶活性的降低有密切关系；

又有研究表明 COL1A2 和 COL3A1 基因的表达与胶

原蛋白的合成量有密切的关系，且能够促进真皮成纤

维细胞的增殖[43]；TGF-β 是一类多功能的细胞因子，

能够调节细胞生长和分化，促进细胞外基质的合成以

及促进表皮细胞的增值[44]。

结果如图 5 所示，与 NC 组相比，SLM 组小鼠皮

肤中 EGFR、TMP-1、COL1A2、COL3A1、TGF-βⅠ
和 TGF-βⅡ的表达量显著降低（P<0.0001），但经过

RHC 干预后其表达量较模型组显著升高，表明 RHC
能够促进表皮细胞的增殖分化，促进机体胶原蛋白的

合成，调节机体体内促凋亡蛋白的表达。与 NC 组相

比，SLM 组小鼠皮肤中 MMP-1 和 MMP-3 蛋白表达

量显著升高（P<0.0001），表明 RHC 胶原蛋白在一定

程度上可以调节上述机体内与胶原蛋白合成相关蛋

白的表达水平，促进胶原蛋白的合成，从而能够延缓

皮肤衰老。

 2.6　组织病理评分

小鼠皮肤组织切片病理及积分如图 6 所示，图 6A

显示 NC 组小鼠皮肤表皮层结构完整规则，细胞分层

清晰，表皮与真皮界限清晰，真皮纤维组织排列呈波

浪形，排列有序，分布均匀且胶原纤维束状排列整

齐。图 6B 中，与 NC 组相比，SLM 组小鼠皮肤组织

切表皮层角质层增厚且不规则，角化不全，表皮中度

坏死，细胞层纤维组织排列紊乱，且病理组织积分较

NC 组显著升高（图 6F，P<0.05）。图 6C~图 6E 显示，

经过 RHC 干预后，小鼠皮肤组织均有所改善，表皮

结构基本恢复，但仍可见表皮角质层增厚，发现在

HRHC 组修复效果更加明显。另外，由图 6F 可以看

出，SLM 组的评分与 NC 组和 RHC 的不同剂量组

相比都具有显著性（P<0.05），同时 RHC 剂量组与胶

原蛋白干预组相比也有显著性（P<0.05），马作霖[45]

通过研究不同乳清粉对小鼠抗衰老的研究中发现乳

清粉可改善衰老机体肝脏的慢性炎症，本实验的研究

结果与此类似。
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图 6    组织切片病理及评分

Fig.6    Pathology and integral of tissue sections
注：A. NC 组；B. SLM 组；C. LRHC 组；D. MRHC 组；E. HRHC 组；F. 对照组和各剂量处理组的病理评分。

 

 3　结论
本研究利用 D-半乳糖构建的衰老小鼠为模型，

评价了 RHC 的抗衰老作用。结果表明，RHC 胶原

蛋白具有显著的抗皮肤衰老功效，中剂量和高剂量

的 RHC 能够显著降低脂褐素水平，提高羟脯氨酸、

透明质酸和胶原蛋白含量；并且能够显著降低皮肤组

织中 MDA 含量，提高 SOD、GSH-Px、CAT 和 T-AOC
活性，与此同时能够促进 EGFR、TMP-1、COL1A2、
COL3A1、TGF-βⅠ和 TGF-βⅡ蛋白的表达量，促进

表皮细胞的增值、胶原蛋白的合成及修复皮肤表面

损伤，从而起到延缓皮肤衰老的作用。RHC 作为一

种人工合成的蛋白肽，在促进和加快细胞生长、增

殖、合成蛋白质或多肽物质、缓解皮肤衰老和创伤修

复方面有重要作用，但皮肤抗衰老作用机制较为复杂，

尽管该研究针对 RHC 对 D-半乳糖致衰老小鼠的皮

肤抗衰老作用进行了大量研究，为后续研究提供了一

定的数据支撑，但仍有不足之处，后续可以在该研究

基础上采用分子生物学、基因技术等手段深入研究。
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