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三七根总皂苷、总黄酮、总多糖抗氧化活性对比研究
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摘　 要:探究三七根总皂苷、总黄酮、总多糖体外抗氧化活性的差异。 提取三七根中的上述 3 种成分,采用 DPPH、
ABTS 自由基清除实验比较其自由基清除能力;采用 H2O2 诱导人皮肤成纤维细胞(human foreskin fibroblasts,HFF)氧
化损伤模型,通过检测丙二醛(malondialdehyde,MDA)、超氧化物歧化酶( superoxide dismutase,SOD)、还原型谷胱甘

肽(reduced glutathione,GSH)、活性氧(reactive oxygen species,ROS)等细胞氧化应激指标及 I 型胶原蛋白(type I colla-
gen,COL-I)、COL-Ⅲ、基质金属蛋白酶 1(matrix metalloproteinase 1,MMP-1)、MMP-3 蛋白表达,比较其改善氧化应激

的能力;采用中波紫外线(ultraviolet B,UVB)诱导 3D 皮肤损伤模型,通过 HE 染色观察及检测紧密连接蛋白-1(clau-
din-1,CLDN-1)、闭锁小带蛋白-1(zonula occludens-1,ZO-1)蛋白表达,比较其屏障修复能力,综合评估其抗氧化活性。
结果表明:在自由基清除活性方面,总皂苷表现微弱,总黄酮的清除能力优于总多糖;在抗氧化应激方面,各提取成

分均能不同程度降低细胞中 MDA 含量、提升 SOD 活性与 GSH 含量、抑制 ROS 生成、促进 COL-Ⅰ和 COL-Ⅲ的表达、
抑制 MMP-1 和 MMP-3 的表达(P < 0. 05,P < 0. 01,P < 0. 001),其中总皂苷与总黄酮的抗氧化应激能力相当,总多糖

较弱;在屏障修复方面,各提取成分均能修复 UVB 所致皮肤屏障损伤,显著上调 CLDN-1 与 ZO-1 的表达(P < 0. 01,P
< 0. 001),总皂苷的屏障修复能力最优,其次为总黄酮,总多糖最弱。 本研究系统比较了三七根总皂苷、总黄酮、总
多糖的体外抗氧化活性差异,证实了三七根不同成分在抗氧化方面各有侧重且相互补充,为三七资源的高值化利用

提供了理论依据。
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Comparison on antioxidant activities of total saponins,total flavonoids,
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Abstract:To investigate the differences in antioxidant activities of total saponins,total flavonoids,and total polysaccharides
from Panax notoginseng roots in vitro,these three components were extracted and their free radical scavenging abilities were
compared using DPPH and ABTS assays. The capacity to alleviate oxidative stress was evaluated using an H2O2 -induced hu-
man foreskin fibroblasts ( HFF) cell model by measuring cellular oxidative stress markers including malondialdehyde
(MDA),superoxide dismutase (SOD),reduced glutathione (GSH),and reactive oxygen species (ROS),as well as protein
expression levels of type I collagen (COL-Ⅰ),COL-Ⅲ,matrix metalloproteinase 1 (MMP-1) and MMP-3. Additionally,a 3D
skin damage model induced by UVB radiation was used to assess barrier repair ability through HE staining and detection of
claudin-1 (CLDN-1) and zonula occludens-1 (ZO-1) protein expression. The antioxidant activity of each component was
comprehensively evaluated. Results showed that in terms of free radical scavenging ability,total saponins exhibited weak activ-
ity,while total flavonoids demonstrated superior scavenging capacity compared to total polysaccharides. Regarding antioxidant



stress,all extracts significantly reduced intracellular MDA levels,enhanced SOD activity and GSH content,suppressed ROS
generation,promoted COL-Ⅰ and COL-Ⅲ expression,and inhibited MMP-1 and MMP-3 expression (P < 0. 05,P < 0. 01,P
< 0. 001). Among them,total saponins and total flavonoids showed comparable antioxidant effects,whereas total polysaccha-
rides were relatively weaker. In barrier repair,all extracts effectively repaired UVB-induced skin barrier damage and signifi-
cantly upregulated CLDN-1 and ZO-1 expression (P < 0. 01,P < 0. 001),with total saponins showing the strongest barrier re-
pair effect,followed by total flavonoids,and total polysaccharides being the weakest. This study systematically compared the in
vitro antioxidant activities of total saponins,total flavonoids,and total polysaccharides from P. notoginseng roots,confirming
that different components exhibit distinct yet complementary antioxidant functions,providing theoretical support for the high-
value utilization of P. notoginseng resources.
Key words:Panax notoginseng roots;free radical scavenging;oxidative stress;skin barrier repair;3D skin model

　 　 随着生活水平的提高,消费者在满足基本物质

需求的同时,愈发重视精神生活与皮肤健康,其中,
延缓皮肤衰老已成为普遍关注的热点[1]。 氧化损

伤被广泛认为是机体衰老的重要诱因之一[2]。 作

为人体最外层的屏障器官,皮肤直接暴露于外界环

境中,更易受到氧化应激的侵害,从而加速衰老过

程[3]。 因此,探索增强皮肤抗氧化能力、延缓氧化

性衰老的途径,具有重要的科学价值和实际应用

前景。
三七 Panax notoginseng (Burk. ) F. H. Chen 为

五加科人参属植物,主产于我国云南省文山市,主要

以根入药,其活性成分主要包括三七素、皂苷、黄酮

及多糖等[4,5]。 研究表明,三七根中的主要活性组

分总皂苷、总黄酮和总多糖均具备一定抗氧化能

力[6,7]。 本课题组前期研究发现,在三七根、茎、叶、
花的不同部位中,根的提取物表现出最优的抗氧化

效果[8]。 然而,前期研究多基于粗提物,提取方法

相对简单,尚无法明确具体抗氧化作用的物质基础,
同时现有研究多聚焦于单一成分,缺乏对三七根中

不同有效成分抗氧化活性的系统比较。 因此,本研

究拟对三七根总皂苷( total saponins from P. notogin-
seng roots,NTS)、三七根总黄酮( total flavonoids from
P. notoginseng roots,NTF)及三七根总多糖( total pol-
ysaccharides from P. notoginseng roots,NTP)的抗氧化

功效进行系统深入评价,旨在明确其活性物质基础

及其功效差异,为相关抗氧化化妆品开发及三七资

源的高值化利用提供科学依据。
1　 材料与方法

1. 1　 药材与细胞

三七根购自云南白药集团股份有限公司,产地

为云南省文山市,经云南省药物研究所天然药物资

源研究部鉴定为五加科人参属植物三七 Panax no-
toginseng (Burk. )F. H. Chen 的干燥根。

人皮肤成纤维细胞(human foreskin fibroblasts,
HFF)(细胞目录号:SCSP-109,中国科学院典型培养

物保藏委员会细胞库);人表皮角质形成细胞( hu-
man epidermal keratinocytes,KC)(货号:CP-H113,武
汉普诺赛生物科技有限公司)。
1. 2　 试剂与仪器

DPPH、 MTT ( 纯 度: 98% , 批 号: STBF5255V、
253641F,德国默克公司);L-抗坏血酸(VC)(纯度≥
98% ,批号:102688692,)、牛皮胶原蛋白溶液(colla-
gen solution from bovine skin,CSBS) (6 mg / mL,批
号: 0000319064 )、 ABTS ( 纯 度 ≥ 98% , 批 号:
SLBV5859V)(德国 Sigma 公司);磷酸缓冲液(phos-
phate buffer solution,PBS)、胎牛血清(fetal bovine se-
rum,FBS)、0. 25% 胰蛋白酶 (含 0. 02% EDTA)、
DMEM 高糖培养基 (批号: 8115183、 N2343318P、
2520735、3023171,美国 Gibco 公司);Western 一抗

稀释液、Western 及 IP 完全裂解液、SDS-PAGE 蛋白

上样缓冲液(5 × )、BCA 蛋白浓度测定试剂盒、活性

氧(reactive oxygen species,ROS)检测试剂盒(批号:
52424240708、 A097240913、 A179250126、 0707212
10930、A147250403,上海碧云天生物技术股份有限

公司);预染蛋白分子 Marker(批号:318540,美国赛

默飞公司);CnT-Prime 上皮细胞增殖培养基、CnT-
Prime-3D 气升培养基(批号:2503125、2502055,瑞士

Cellntec 公司);基质金属蛋白酶 1 (matrix metallo-
proteinase 1,MMP-1)一抗、MMP-3 一抗、I 型胶原蛋

白(type I collagen,COL-I)一抗、COL-Ⅲ一抗、闭锁

小带蛋白-1(zonula occludens-1,ZO-1)一抗、紧密连

接 蛋 白-1 ( claudin-1, CLDN-1 ) 一 抗 ( 批 号:
GR3180071-39、GR3334334-8、 GR247379-64、 GR247
379-68、GR447589-50、GR3321056-8,美国 Abcam 公

司);12 孔 Transwell 小室(批号:012025ER01,美国

密理博公司);超氧化物歧化酶 ( superoxide dis-
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mutase, SOD) 试 剂 盒、 丙 二 醛 ( malondialdehyde,
MDA)试剂盒(批号:20250724、20250708,南京建成

生物工程研究所);还原型谷胱甘肽( reduced gluta-
thione,GSH)试剂盒(批号:96800160642,武汉爱博

泰克生物科技有限公司);PAGE 凝胶快速制备试剂

盒(批号:02891200,上海雅酶生物医药科技有限公

司);无水乙醇、甲醇(批号:20250218、20241127,国
药集团上海试剂有限公司);过硫酸钾(K2S2O8)(批
号:F1508005,上海阿拉丁生化科技股份有限公

司 ); 人 参 皂 苷 Rg1 ( 纯 度: 98% , 批 号:
N21HS205182)、HE 染色液(批号:KR35691A) (上
海源叶生物科技有限公司);ECL 化学发光底物(批
号:1705060,美国 Bio-Rad Laboratories 公司);芦丁、
D-无水 葡 萄 糖 ( 纯 度: 98% , 批 号: C15523923、
C14828297,上海麦克林生化试剂股份有限公司)。

Practum224 SQP 电子天平(赛多利斯科学仪器

(北京)有限公司);BSC-1806ⅡA2 二级生物安全柜

(苏州安泰空气技术有限公司);371GP 型 CO2 恒温

培养箱(美国 Thermo Fisher Scientific 公司);TDL-
5M 冷冻离心机(四川蜀科仪器有限公司);DMIL-
LED 倒置相差显微镜(德国莱卡公司);Multiskan
GO 连续波长酶标仪(美国 Thermo Fisher Scientific
公司);Mini-PROTEAN 垂直电泳仪 (美国 Bio-Rad
公司);5424R 高速冷冻离心机(德国 Eppendorf In-
novation 公司);WD-9423B 化学发光分析仪(北京六

一生物科技有限公司);UV1-3L 紫外线治疗仪(石
家庄三奥医疗器械有限公司);Axio Observer 3 荧光

显微镜(德国蔡司公司);Histocore Multicut 轮转式

切片机、ECLIPSE Ci-L 自动脱水机(徕卡显微系统

(上海)有限公司);YB-6LF 石蜡包埋机、YT-7FB 生

物组织摊烤片机(湖北省孝感市亚光医用电子技术

有限公司)。
1. 3　 方法

1. 3. 1　 药物制备

NTS 的制备:取三七干燥根打粉,按 1 ∶ 12 ( g /
mL)料液比加入 80% 乙醇回流提取 3 次,每次 1. 5
h,合并滤液,采用旋转蒸发仪减压浓缩至一定体积,
大孔吸附树脂进行纯化,回收乙醇后,进行真空干燥

即得。 参照 Huang 等[9]的方法,采用紫外分光光度

法在 545 nm 处测定不同浓度人参皂苷 Rg1 的吸光

度,以人参皂苷 Rg1 浓度为横坐标,吸光度值为纵坐

标,绘制标准曲线:y = 10. 993 + 1. 543 x,R2 = 0. 999
8。 精密称取 NTS,用甲醇配制为 0. 2 mg / mL,用相

同方法测定吸光度,根据人参皂苷 Rg1 标准曲线计

算测定浓度后,按公式(1)计算 NTS 纯度(P)后,再
按公式(2)计算三七根中 NTS 含量(ω)。

P = (C1 / C2) × 100% (1)
式中,C1 代表三七根提取成分测定质量浓度

(mg / mL);C2 代表三七根提取成分配制质量浓度

(mg / mL)。
ω =m1 × P / m2 (2)

式中,m1 代表三七根各提取成分质量(mg);P
代表三七根各提取成分纯度(% );m2 代表三七根

粉末质量(g)。
NTF 的制备:参照 Nie 等[10] 的方法,取三七干

燥根打粉,采用 90% 乙醇回流提取,分离纯化后即

得。 采用硝酸铝-亚硝酸钠比色法在 500 nm 处测定

不同浓度芦丁的吸光度,以芦丁浓度为横坐标,吸光

度为纵坐标,绘制标准曲线:y = 8. 1834x - 0. 016 5,
R2 = 0. 999 8。 精密称取 NTF,用乙醇配制为 0. 2
mg / mL,用相同方法测定吸光度,根据芦丁标准曲线

计算测定浓度后,按公式(1)计算 NTF 纯度,再按公

式(2)计算三七根中 NTF 含量。
NTP 的制备:取三七干燥根打粉,采用 95% 乙

醇回流提取,取药渣,用热水回流提取 3 次,滤过,合
并提取液离心,取离心液放入有机膜设备中,用超滤

膜过滤(M > 10 000 Da)后,滤液再过纳滤有机膜

(10 000 Da > M >300 Da),取未过纳滤膜成分,用 4
倍量的 95%乙醇醇沉,4 ℃过夜后离心,取沉淀冻干

即得。 参照 Huang 等[11] 的方法,采用苯酚-硫酸法

在 490 nm 处测定不同浓度葡萄糖的吸光度,以葡萄

糖浓度为横坐标,吸光度为纵坐标,绘制标准曲线:y
= 14. 997x - 0. 003 8,R2 = 0. 999 9。 精密称取 NTP,
用纯水配制为 0. 2 mg / mL,用相同方法测定吸光度,
根据葡萄糖标准曲线计算测定浓度后,按公式(1)计算

NTP 纯度,再按公式(2)计算三七根中 NTP 含量。
1. 3. 2　 DPPH 自由基清除能力测定

参照 Yuan 等[12]的方法稍加改动进行测定。 将

VC、NTS、NTF、NTP 分别用甲醇配制成不同质量浓

度(6. 25、12. 5、25. 0、50. 0、100. 0、200. 0 μg / mL)的
溶液。 用甲醇配制 0. 15 mol / L 的 DPPH 溶液。 实

验设空白组、对照组、阳性 VC 组和 NTS、NTF、NTP
各浓度样品组,实验在 96 孔板中进行,空白组加入

200 μL 甲醇,对照组加入 100 μL 甲醇,阳性 VC 组

加入 100 μL VC 溶液,样品组分别加入 NTS、NTF、
NTP 各浓度样品 100 μL,每组设 3 个复孔,除空白
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组外,其余组各孔加入 100 μL DPPH 溶液,37 ℃避

光孵育 30 min,于 517 nm 下测定吸光度(A)。 按公

式(3)计算自由基清除率(S)。
S = [1-(A3 - A1) / (A2 - A1)] × 100% (3)

式中,其中 A1、A2、A3 分别代表空白组、对照组

和实验组的吸光度值。
1. 3. 3　 ABTS 自由基清除能力测定

参照 Tang[13]的方法稍加改动进行测定。 配制

2. 45 mmol / L 的 ABTS 与 14 mmol / L 的 K2S2O8 水溶

液,后将 ABTS 与 K2S2O8 溶液按 5∶ 1(V / V)的比例

混合均匀,25 ℃水浴 30 min,用 50%乙醇稀释 4 倍,
配制成 ABTS 工作液备用。 将 VC、NTS、NTF、NTP
分别用 50%乙醇配制成不同质量浓度(6. 25、12. 5、
25. 0、50. 0、100. 0、200. 0 μg / mL)的溶液。 实验设

空白组、对照组、阳性 VC 组和 NTS、NTF、NTP 各浓

度样品组,实验在 96 孔板中进行,空白组加入 200
μL 50%乙醇,对照组加入 100 μL 50% 乙醇,阳性

VC 组加入 100 μL VC 溶液,样品组分别加入 NTS、
NTF、NTP 各浓度样品 100 μL,每组设 3 个复孔,除
空白组外,其余组各孔加入 100 μL ABTS 工作液,37
℃避光孵育 30 min,于 734 nm 下测定吸光值(A),
按公式(3)计算自由基清除率。
1. 3. 4　 细胞培养

HFF 细胞使用含有 15% FBS 的 DMEM 高糖培

养基,在 37 ℃、体积分数 5% CO2 培养箱中培养,细
胞浓度达到 80% ~ 90% 时,用 0. 25% 胰蛋白酶(含
0. 02%EDTA)消化传代,传 2 代后进行实验。

KC 细胞使用 CNT-Prime 培养基,在 37 ℃、体积

分数 5% CO2 培养箱中培养,细胞浓度达到 80% ~
90%时,用 0. 25%胰蛋白酶(含 0. 02% EDTA)消化

传代,取第 3 代进行实验。
1. 3. 5　 MTT 法检测细胞存活率

选择对数生长期的 HFF 细胞,以 1 × 105 个 / mL
密度接种至 96 孔板中,每孔 100 μL,置于细胞培养

箱中培养 24 h。 将 NTS、NTF、NTP 分别用 DMEM 培

养基配制成不同质量浓度(5. 0、10. 0、20. 0、40. 0、
80. 0 μg / mL) 的溶液。 实验设置空白组和 NTS、
NTF、NTP 质量浓度梯度组,每个浓度设置 6 个复

孔,弃除培养基,空白组加入 DMEM 培养基 100 μL,
其余各组加入含各质量浓度受试样品的 DMEM 培

养基 100 μL,置于培养箱中培养 24 h,各孔加入 10
μL MTT 溶液(2. 5 g / L),37 ℃孵育 4 h 后弃除上清

液,每孔加入 200 μL DMSO,避光放置 30 min。 在

490 nm 波长处测定各孔吸光度(A),按公式(4)计

算细胞存活率(R),确定后续实验给药浓度。
R = (A2 / A1) × 100% (4)

式中,其中 A1、A2 分别代表空白组、实验组的吸

光度值。
1. 3. 6　 氧化损伤 HFF 细胞内 MDA、SOD 及 GSH 的

测定

　 　 参照 Zha 等[8] 的方法稍加改动进行测定。 将

HFF 细胞以 1 × 105 个 / mL 密度分别接种至 6 孔板

中,每孔 2 mL,置于细胞培养箱中培养 24 h。 实验

设置空白组、模型组、NTS、NTF、NTP 组,每组设 3 个

复孔,弃除培养基,空白组加入 2 mL DMEM 培养

基,其余各组每孔加入含 900 μmol / L H2O2 的培养

液 2 mL,培养 6 h 建立氧化损伤模型。 弃除上清液,
空白组和模型组每孔加入 2 mL DMEM 培养基,其
余各组每孔分别加入含 20 μg / mL NTS、NTF、NTP
的 DMEM 培养基 2 mL,放入培养箱培养 24 h。 弃除

上清液,用 PBS 清洗细胞 3 次,各组细胞每孔加入

400 μL 浓度为 1 mmol / L 的 PMSF 裂解液,充分裂解

后,10 000 r / min,4 ℃,离心 10 min,收集上清液,采
用 BCA 试剂盒测定蛋白浓度,用 MDA、SOD 和 GSH
试剂盒分别测定细胞中 SOD 活力、MDA、GSH 含量。
1. 3. 7　 氧化损伤 HFF 细胞内 ROS 生成的测定

参照 Liang[14] 的方法稍加改动进行测定。 分

组、给药及造模方法同“1. 3. 6”项,HFF 细胞给药 24
h 后,弃除上清液,用 PBS 清洗细胞 3 次,使用 ROS
检测试剂盒对各组细胞进行荧光染色,采用荧光显

微镜进行拍照(200 倍),Image J 软件分析各组细胞

中 ROS 荧光强度。
1. 3. 8　 Western blot 法检测氧化损伤 HFF 细胞内衰

老蛋白表达水平

　 　 参照 Ge 等[15] 的方法稍加改动进行测定。 分

组、给药及造模方法同“1. 3. 6”项,HFF 细胞给药 24
h 后,弃除上清液,用 PBS 清洗细胞 3 次,裂解细胞、
测定蛋白浓度后,加入 loading buffer (5 × )于 95 ℃
金属浴中煮沸 5 min 进行变性,样本采用 10% SDS-
PAGE 胶进行电泳,电泳结束,进行转膜;使用 5%脱

脂奶粉封闭 120 min;TBST 洗涤 3 次,每次 10 min;
滴加 MMP-1、MMP-3、COL-I、COL-Ⅲ一抗,4 ℃孵育

过夜;次日,使用 TBST 洗涤 PVDF 膜 3 次,每次 10
min;滴加二抗,室温孵育 60 min;TBST 洗涤 3 次,每
次 10 min,用 ECL 化学发光法进行显影,ImageJ 软

件分析灰度值。
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1. 3. 9　 UVB 照射后 3D 皮肤模型的病理染色及免

疫荧光染色观察

　 　 参照 Song 等[16]的方法稍加改动进行测定。 将

6 × DMEM 高糖培养基与 CSBS(6 mg / mL)按 1 ∶ 5
(V / V)的比例混合均匀,配制成浓度为 5 mg / mL 的

胶原工作液,采用 1 mol / L 的 NaHCO3 溶液调节 pH
值至中性(胶原溶液颜色为粉红至红色),对 HFF 细

胞进行计数,调整 HFF 细胞浓度为 5 × 105 个 / mL,
将 HFF 细胞悬液与 5 mg / mL 的胶原工作液按 1 ∶ 4
(V / V)的比例混合均匀,使胶原浓度为 4 mg / mL,
HFF 细胞浓度为 1 × 105 个 / mL,以上操作均在冰上

进行。 在每个预冷后的 12 孔 Transwell 小室中加入

600 μL 含 HFF 细胞的胶原,获得含 HFF 细胞的胶

原支架,将制备好的胶原支架转移至 37 ℃培养箱中

凝固 2 h,随后加入含 15% FBS 的 DMEM 高糖培养

基,使胶原支架被完全浸没,置于 37 ℃培养箱中进

行培养 1 d。 吸干 Transwell 小室内、外残留培养基,
使用无钙 DMEM 培养基浸泡小室 2 h,降低胶原支

架内钙离子的浓度。 使用 CNT-Prime 培养基调整

KC 细胞浓度为 7 × 105 个 / mL,弃除 Transwell 小室

内、外的培养基,在每个胶原支架上各加入 500 μL
调整浓度后的 KC 细胞,于 Transwell 小室外加入 2
mL CNT-Prime 生长培养基,置于 CO2 培养箱中培养

2 d,吸干 Transwell 小室内、外残留培养基,在 Tran-
swell 小室内、外共加入 3 mL CNT-Prime-3D 培养基,
使培养基液没过小室内胶原支架,继续培养 1 d,使
KC 细胞分化成致密细胞层;吸除 Transwell 小室内、
外残留培养基,使用无菌镊将 Transwell 小室转移至

12 孔深孔板中,加入适量 CNT-Prime-3D 培养基,使
培养基液面低于胶原支架表面,将 3D 皮肤模型表

面暴露于空气中,连续气-液培养 6 d。 实验设置空

白组、模型组、NTS、NTF、NTP 组,每组设 3 个复孔,
除空白组外,各样品组及模型组分别在 10 mW / cm2

照射强度的 UVB 光线下暴露 50 s 造模后,空白组及

模型组在 3D 皮肤模型表面滴加 20 μL PBS 并涂抹

均匀,NTS、NTF、NTP 组分别滴加 20 μL 1. 0 mg / mL
的各样品 PBS 溶液并涂抹均匀,放入培养箱中培

养,连续造模、给药 3 d,每天 1 次。 将 3D 皮肤从 Tr-
answell 中取出,4%多聚甲醛固定,脱水,石蜡包埋,
进行 4 μm 切片,烤片,脱蜡,复水后每个样本取 3
张切片进行 HE 染色观察拍照。 每个样本再取 6 张

切片进行抗原修复,洗涤,阻断过氧化氢酶,洗涤,封
闭,每个样本各取 3 张切片分别滴加 20 μL ZO-1 一

抗、CLDN-1 一抗 4 ℃孵育过夜,洗涤,滴加 20 μL 荧

光二抗室温孵育 2 h,洗涤,滴加 20 μL DAPI 覆盖 5
min,洗涤,采用含荧光猝灭剂的封片剂进行封片,采
用荧光显微镜进行拍照(200 倍),ImageJ 软件分析

各组组织切片中 ZO-1、CLDN-1 荧光强度。
1. 4　 统计学处理

采用 Graphpad Prism 10. 2 版统计学软件进行

统计分析,结果以均值 ±标准差(x ± s)表示,经正态

性检验和方差齐性检验满足正态分布和方差齐性

后,进行单因素方差分析,组间差异比较用 LSD 检

验,检验水平为 α = 0. 05,P < 0. 05 表示差异具有统

计学意义。
2　 结果

2. 1　 三七根中 NTS、NTF、NTP 含量分析

三七根中提取得到的 NTS、NTF、NTP 含量分别

为 96. 4、4. 5、44. 7 mg / g,纯度分别为: 80. 4% 、
85. 7% 、74. 1% (见表 1)。

表 1　 三七根中 NTS、NTP、NTF 的含量及纯度

Table 1　 NTS,NTP,and NTF content and
purity in P. notoginseng roots

成分 Ingredient 含量 Content(mg / g) 纯度 Purity(% )

NTS 96. 4 80. 4

NTF 4. 5 85. 7

NTP 44. 7 74. 1

2. 2　 NTS、NTF、NTP 自由清除活性比较

阳性对照 VC 及 NTF、NTP 均表现出良好的 DP-
PH 与 ABTS 自由基清除能力,且其清除率随质量浓

度增加而升高,呈现明确的浓度依赖性。 NTF 的清

除能力在所有测试浓度下均优于 NTP。 相比之下,
NTS 在各浓度下对 2 种自由基的清除率均低于

10% ,活性微弱。 综上,各样品自由基清除能力:
NTF > NTP > NTS(见图 1)。
2. 3　 NTS、NTF、NTP 对 HFF 细胞存活率的影响

与空白组比较,当质量浓度为 20 μg / mL 时,
NTS、NTF 和 NTP 处理组的 HFF 细胞存活率分别为

101. 1% 、99. 3% 和 98. 7% ;当质量浓度提高至 40
μg / mL 时,细胞存活率分别为 99. 3% 、92. 0% 和

101. 5% (见图 2)。 为保证细胞在正常生理状态下

进行后续实验,本研究将细胞存活率处于 95% ~
100%范围内的浓度视为安全给药窗口。 基于此原

则,尽管浓度≤40 μg / mL 时多数提取成分未表现出

明显细胞毒性,但为在相同条件下比较各提取成分
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图 1　 NTS、NTF、NTP 对 DPPH、ABTS 自由基的清除率(x ± s,n = 3)
Fig. 1　 Scavenging effects of NTS,NTF,and NTP on DPPH and ABTS free radicals(x ± s,n = 3)

图 2　 NTS、NTF、NTP 对 HFF 细胞存活率的影响(x ± s,n = 6)
Fig. 2　 Effects of NTS,NTF,and NTP on the viability of HFF cells (x ± s,n = 6)

注:与空白组比较,#P < 0. 05,###P < 0. 01。 Note:Compared with blank group,#P < 0. 05,###P < 0. 01.

的抗氧化功效,最终选定 20 μg / mL 作为统一给药

浓度。
2. 4　 NTS、NTF、NTP 对氧化损伤 HFF 细胞内 MDA、
SOD 及 GSH 的影响

　 　 H2O2 处理后 HFF 细胞内 MDA 水平显著上升,
SOD 与 GSH 水平显著下降(P < 0. 001),表明氧化

损伤模型建立成功。 NTS、NTF、NTP 均能有效降低

MDA 水平、提升 SOD 与 GSH 水平(P < 0. 05,P <
0. 01,P < 0. 001)。 然而,在逆转氧化应激指标方

面,三者对 MDA、SOD、GSH 的改善程度存在差异。
总体而言,改善氧化应激的能力:NTF > NTS > NTP
(见图 3)。

图 3　 NTS、NTF、NTP 对氧化损伤 HFF 细胞内 MDA、SOD 及 GSH 的影响(x ± s,n = 3)
Fig. 3　 Effects of NTS,NTF,and NTP on MDA,SOD,and GSH levels in oxidatively damaged HFF cells (x ± s,n = 3)

注:与空白组比较,###P < 0. 001;与模型组比较,∗ P < 0. 05,∗∗ P < 0. 01,∗∗∗ P < 0. 001;NTF、NTP 和 NTS 组间比较,▲ P < 0. 05,▲▲ P <

0. 01,下同。 Note:Compared with blank group,###P < 0. 001;Compared with model group,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01,∗∗∗P < 0. 001;Comparisons

among NTF,NTP and NTS groups,▲P < 0. 05,▲▲P < 0. 01,the same below.
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2. 5　 NTS、NTF、NTP 对氧化损伤 HFF 细胞内 ROS
生成的影响

　 　 经 H2O2 处理后,HFF 细胞内 ROS 水平显著升

高(P < 0. 001),表明氧化损伤模型成功建立。 NTS、

NTF、NTP 均能有效抑制细胞内 ROS 的过度产生(P
< 0. 01,P < 0. 001),NTS 与 NTF 抑制 ROS 的能力

相当,NTP 次之(见图 4)。

图 4　 NTS、NTF、NTP 分对氧化损伤 HFF 细胞内 ROS 的影响(200 × ;x ± s,n = 3)
Fig. 4　 Effects of NTS,NTF and NTP on intracellular ROS levels in oxidatively damaged HFF cells(200 × ;x ± s,n = 3)

2. 6　 NTS、NTF、NTP 对氧化损伤 HFF 细胞内相关

蛋白表达的影响

　 　 氧化损伤后 HFF 细胞中 COL-Ⅰ与 COL-Ⅲ的表

达显著下调,而 MMP-1 与 MMP-3 的表达则显著上

调(P < 0. 001)。 在逆转这一损伤方面,NTS、NTF、
NTP 表现出显著作用,对于 COL 表达的调节:NTF
与 NTS 均能显著促进 COL-Ⅰ的表达(P < 0. 01,P <
0. 001),其效力:NTS > NTF;NTS、NTF、NTP 均能促

进 COL-Ⅲ的表达(P < 0. 05,P < 0. 001),且作用相

当。 对于 MMP 表达的调节:NTS、NTF、NTP 均能显

著抑制 MMP-1 与 MMP-3 的表达 (P < 0. 05,P <
0. 01,P < 0. 001),抑制 MMP-1 的效力 NTS 最优,
NTF 与 NTP 相当,抑制 MMP-3 的效力 NTF 与 NTS
相当,NTP 次之。 因此,综合比较延缓氧化应激引起

皮肤衰老的相关蛋白表达能力:NTS > NTF > NTP
(见图 5)。
2. 7　 NTS、NTF、NTP 对 UVB 照射后 3D 皮肤模型的

影响

　 　 HE 染色结果显示,UVB 照射引起 3D 皮肤模型

表皮层变薄、细胞排列紊乱且多数角质细胞出现空

泡化。 经 NTS、NTF、NTP 干预后,上述损伤均得到

改善,表现为表皮层厚度增加、空泡化细胞减少,其
中 NTF 与 NTS 的作用相当,NTP 次之。 免疫荧光染

色结果显示,UVB 照射后模型组表皮层中紧密连接

蛋白 CLDN-1 与 ZO-1 的表达显著降低(P < 0. 001),
NTS、NTF、NTP 均能有效上调这 2 种蛋白的表达(P
<0. 01,P < 0. 001),其上调效力:NTS > NTF > NTP。
以上结果表明 NTS 的屏障修复能力最优,其次为

NTF,NTP 最弱(见图 6)。
3　 讨论与结论

自由基是机体代谢过程中产生的高活性氧化物

质,其在体内的过量积累所引起的氧化失衡,是加速

机体衰老的关键因素之一[17]。 因此,清除过量自由

基有助于减轻或避免氧化应激损伤,从而延缓皮肤

衰老。 在体外抗氧化活性评价中,DPPH 与 ABTS 自

由基清除实验是常用的标准方法,其清除能力可直

接反映样品的抗氧化效能[13]。 本研究通过上述 2
种实验体系,评估了三七根不同提取成分的抗自由

基活性。 结果表明,NTF 与 NTP 均表现出较好的

DPPH 和 ABTS 自由基清除能力,其中 NTF 的清除

效果优于 NTP,而 NTS 对 2 种自由基的清除作用均

非常微弱。
　 　 HFF 细胞是皮肤真皮层中的核心细胞类型,不
仅在维持皮肤结构稳态中起关键作用,更是皮肤衰

老与损伤后主要的修复细胞之一[18],被广泛应用于

皮肤抗衰老的相关研究中。H2O2可诱导细胞内产
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图 5　 NTS、NTF、NTP 对氧化损伤 HFF 细胞内相关蛋白表达的影响(x ± s,n = 3)
Fig. 5　 Effects of NTS,NTF,and NTP on the expression of related proteins in oxidatively damaged HFF cells(x ± s,n = 3)

生大量的自由基,造成细胞的氧化损伤加速细胞衰

老[19-20],常被用于建立体外细胞氧化损伤模型。
MDA 是脂质过氧化的终产物,其细胞内水平可直接

反映细胞氧化损伤的程度,SOD 和 GSH 则是细胞内

重要的抗氧化酶及物质,能够有效清除自由基,对维

持机体氧化与抗氧化的动态平衡至关重要[21]。 真

皮层富含 COL,其随年龄增长而逐渐流失是皮肤老

化的主要特征之一。 MMP 的主要功能为降解 COL,
与皮肤老化过程密切相关[15]。 皮肤组织中 ROS 水

平的升高,可通过双重途径加速皮肤衰老:一方面诱

导细胞凋亡,另一方面通过抑制 COL 合成与促进

MMP 表达来加剧细胞外基质的降解[22],因此,研究

受试物对 ROS 的抑制对评价其抗皮肤衰老功效具

有重要意义。 本研究结果显示,三七根各提取成分

均能不同程度提高细胞内 SOD 和 GSH 活性,促进

COL-Ⅰ与 COL-Ⅲ蛋白的表达;同时降低 MDA 含

量,抑制 ROS 过度生成及 MMP-1 与 MMP-3 的表达,
表明各组分均具有一定程度的抗氧化应激能力。 综

合比较,在抗氧化应激方面 NTF、NTS 作用相当,而
NTP 相对较弱。

值得关注的是,虽然 NTS 直接清除自由基的能

力较弱,但在细胞层面上仍表现出明显的氧化应激

改善作用。 具体而言,NTS 能够提升 SOD 与 GSH
活性,促进 COL-Ⅰ与 COL-Ⅲ蛋白的表达,并同时降

低 MDA 水平、抑制 ROS 过度产生以及 MMP-1、
MMP-3的表达。以上结果提示,NTS的抗氧化机制

并非依赖直接清除自由基,而是通过双途径发挥作

用:一方面抑制氧化损伤相关有害产物的生成,另一

方面增强细胞内源性还原物质的活性,从而综合减

轻氧化应激状态,这与文献[23]报道内容一致。
UVB 照射会引发皮肤氧化应激,导致细胞损伤

或死亡[24],且显著下调表皮层中关键紧密连接蛋白
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图 6　 NTS、NTF、NTP 对 UVB 照射后 3D 皮肤模型的影响(200 × ,x ± s,n = 3)
Fig. 6　 Effects of NTS,NTF,and NTP on 3D skin models following UVB irradiation(200 × ,x ± s,n = 3)

(如 CLDN-1 和 ZO-1)的表达,从而导致皮肤物理屏

障受损[25]。 而 3D 皮肤模型是一种能高度模拟人体

皮肤三维组织结构和生物学功能的体外模型,已成

为化妆品体外安全性与功效评价的核心工具。 基于

此,本研究以 UVB 照射诱导的 3D 皮肤损伤模型为

工具,深入探究三七根不同提取成分对损伤皮肤结

构及相关屏障蛋白影响。 结果显示,三七根各提取

成分均能不同程度改善 UVB 照射后的 3D 皮肤模型

的表皮厚度,减少空泡化细胞,修复表皮结构损伤,
促进屏障修复相关蛋 CLDN-1 与 ZO-1 的表达,表现

出不同程度的屏障修复能力。 综合比较,三七根各

提取成分皮肤屏障修复能力:NTS > NTF > NTP。
因此,本研究通过实验从自由基清除、氧化应激

反应及屏障修复 3 个方面综合比较了 NTS、NTF、
NTP 在皮肤保护与修复方面的活性差异。 结果显

示:NTF 的自由基清除活性最强;NTF 与 NTS 的抗

氧化应激能力相当;NTS 在屏障修复方面表现最优;
而 NTP 在各项功能中均较弱。 上述结果表明,3 种

成分在功能上具有潜在互补性,为其复配应用提供

了依据。 本研究填补了三七根中不同有效成分抗氧

化活性系统比较研究的空白。 然而,本研究主要聚

焦于 NTS、NTF、NTP 之间的抗氧化活性比较,未能

与市售常见抗氧化物质进行对比,也未对 NTS、
NTF、NTP 相互复配的功效进行研究。 在后续工作

中,我们将对 NTS、NTF、NTP 的复配功效进行比较

研究。
总体而言,NTS、NTF、NTP 均具有良好的抗氧化

活性及屏障修复活性,有望作为原料开发成为皮肤

保护和修复的化妆品、药品,或应用于生物医药领

域。 值得注意的是,各成分在三七根中的含量差异

显著:NTS 含量最高(96. 4 mg / g),NTP 次之(44. 7
mg / g),NTF 最低(4. 5 mg / g)。 鉴于 3 种成分在功

能上具有潜在互补性,在针对性的化妆品开发中,为
平衡功效与经济性,可结合不同功效需求与成分含

量特点,合理选择或复配相应成分。 例如,NTF 的自

由基清除活性最强,可作为预防皮肤氧化损伤化妆

品及预防机体氧化损伤保健品的主要原料,并可与

NTS 复配使用,以实现更精准、高效、经济的皮肤护

理策略。 这也是我们后续研究的方向。
数据可用性声明:本篇论文的关联数据可在
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ScienceDB 数 据 库 ( https: doi. org / 10. 57760 / sci-
encedb. nprd. 00188)中访问获取。
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