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我们发现在紫外线照射后皮肤
肥大细胞的数量会增加，而且肥大细
胞的调控体被释放至真皮基底中。类
胰蛋白酶是一种丝氨酸蛋白酶，它贮
存在肥大细胞分泌的颗粒中，与肝鳞
脂蛋白聚糖复合在一起。最近的研究
揭示，肥大细胞中类胰蛋白酶的含量
要高于组胺，它具有胰岛素样的酶活
性 Schwartz等报道, 1987年 。也有
证据表明，通过纤维粘连蛋白裂解，
肥大细胞类胰蛋白酶参与了病灶点真
皮-表皮分离作用 Kaminska等报道，
1999年 。最近已有报导肥大细胞中
所含的类胰蛋白酶的量显著上升是由
于皮肤照射紫外线所致 Bosset等， 
2003年报道 。我们的研究表明，类
胰蛋白酶降解了基底膜中的IV型胶原
蛋白和真皮基底中的I型胶原蛋白。

9 pro MMP9
IV

基底金属蛋白酶活性的提高被认
为是光老化皮肤的一个特征。MMPs
是有降解性酶的大家族成员，胶原酶

MMP1 、明胶酶A MMP2 、明胶
酶B MMP9 和基质分解素1 MMP3
的联合作用被认为在皮肤基底降解
作用中起到重要作用。并且两种酶
MMP2和MMP9能降解基底膜中的成
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分，松弛纤维网络结构。近期报道表
明，肥大细胞类胰蛋白酶具有明胶
酶样活性，我们研究了类脂蛋白酶对
IV型胶原蛋白的降解作用和基底金属
蛋白酶9的活化过程 Iddamalgoda等

2007年报道 。
IV型胶原蛋白是基底膜基质的主

要组分。基底膜对表皮细胞的健康生
长起重要作用，并且它作为硬实组织
维护了真皮。我们的研究揭示，肥大
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2  由类胰蛋白酶引发的IV型胶原蛋白的降解。用蛋白质印迹分析法鉴定
了降解的IV型胶原蛋白的碎片

细胞类胰蛋白酶能激活明胶酶B
1 ，降解IV型胶原蛋白，这表明它是
防止基底膜损伤的重要目标物。
用IV型胶原蛋白酶谱法检测了

IV型胶原蛋白的降解作用 2 。由
于在电泳胶中IV型胶原蛋白酶谱中包
含有IV型胶原蛋白，测到的IV型胶
原蛋白的菌致分解为未用考马斯亮蓝
着色的谱带 白色谱带 。我们也使用
蛋白质印迹分析方法研究了IV型胶原
蛋白的降解作用， 3中列出了降解
的IV型胶原蛋白碎片，用类胰蛋白酶
培养后，IV型胶原蛋白分裂成两种碎
片，预先用肥大细胞类胰蛋白酶培养
的类胰蛋白酶进一步将它们降解成几
种碎片。

I
将源于人体皮肤的I型胶原蛋白

Sigma-Aldrich产品 溶于1 mol/L乙
酸中，用50 mmol/L Tris-HCl缓冲溶
液 pH 7.2 调节其浓度至1 mg/mL。
将胶原蛋白溶液 10 �L 16 ng/mL
类胰蛋白酶溶液 10 �L 和测试样品
溶液 10 �L 混合在一起，于37℃下
培养1小时。反应完全之后，将反应
混合物用8.5% SDS-PAGE Bio-Rad产
品 电泳。电泳胶用考马斯亮蓝着色
分析胶原蛋白的破碎分裂情况。

4中列出了研究的类胰蛋白酶
对I型胶原蛋白的降解作用。第1栏展
示了完整的胶原蛋白，第二栏显示了
用类胰蛋白酶培养1小时的I型胶原蛋
白样品。用类胰蛋白酶处理的I型胶
原蛋白结果令完整的胶原蛋白链降解
生成看得见的1/4碎片。然而，用汉
荭老鹳草提取物预先培养的类胰蛋白
酶表现出显著降低类胰蛋白酶活性，
其结果与亮肽素相似，是一种知道的
类胰蛋白酶抑制剂。

I
肥大细胞长期以来与不同情况

下ECM 细胞外基质 发生的改变关
联。在本研究中，我们证明，类胰蛋
白酶能损害ECM，直接造成ECM中

1  类胰蛋白酶对MMP9的活化作用

栏

类胰蛋白酶

亮肽素

3  类胰蛋白酶对IV型胶原的降解作用。用IV型胶原蛋白酶谱法检测了汉
荭老鹳草提取物对IV型胶原的抑制作用

IV型胶原蛋白
类胰蛋白酶

IV型胶原蛋白

MMP-9裂解IV型
胶原蛋白的碎片

类胰蛋白酶裂解IV型
胶原蛋白的碎片
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汉荭老鹳草

IV型胶原蛋白
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成分的降解。基于我们的发现和其它
近期研究结果表明，类胰蛋白酶能成
为炎症和ECM损伤的关键性调控成
分。结论是，肥大细胞类胰蛋白酶能
参与ECM的损伤，可能会造成基底
膜的毁坏。因此，类胰蛋白酶将是一
种针对皮肤组织变化和光老化的最有
希望的目标。这个发现也表明，汉荭
老鹳草提取物能作为一种天然植物成
分，通过肥大细胞类胰蛋白酶防止了
光老化过程中ECM降解作用。

NF-kB

转录因子Kappa B NF-kB 是与
炎症有关的转录因子。已有充分的
证据表明，转录因子Kappa B是由发
炎细胞因子活化，并引发基础纤维
原细胞生长因子 bFGF 。全世界都
在研究NF-kB的抑制剂，由于过度的
NF-kB表达在许多疾病情况下均能发
现，例如，癌症、风湿病和牛皮癣。
我们以前的报告 Tanaka等2005年发
表 清楚地证明，UVB引发的皮肤光
老化过程归咎于NF-kB的活化。紫外
线照射的皮肤的特征是有细和粗皱
纹、皮肤粗糙、干燥、松弛和有色
素沉着 Chung 2003年报道 。微观上
看，这些变化能用角质细胞过度分化
和胶原蛋白纤维的降解来解释。有充
分证据的是一种转录因子，转录因子
kB NF-kB 在紫外线照射下活化，并
引发各种基因，包括IL-1和TNF-�，
接着激发了信号转导通路活化NF-
kB 5 ，这形成了一个错误的循环
Okamoto等1997年报道 。

NF-kB bFGF MMP 1
早期的研究表明，紫外线引发的

皮肤变异是由bFGF和MMP 1调控的
Chung 2003年报导 。如 6所列，
当p65在角质细胞和纤维原细胞中过
度表达时，bFGF的产量和MMP 1产
量明显提高。这可能涉及的NF-kB
在紫外线调控的皮肤光老化中引发

4  I型胶原蛋白降解作用的抑制

类胰蛋白酶

汉荭老鹳草

亮肽素

5  由人体皮肤组织细胞中基因表达决定的NF-kB的诱导作用

6  NF-kB对bFGF和MMP1的产量的作用
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的MMP 1和bFGF情况已在以前的报
告中有报导 Barchowsky等2000年报
道 ， 6中列出的我们研究结果也证
实了使用细胞组织方法的这些结果。

NF-kB

我们筛选了超过200种植物提取
物，发现洋蓟叶提取物，通常称为
朝鲜蓟，是一种有效的NF-kB活性
抑制剂。洋蓟苦素被认定为朝鲜蓟
的活性化合物，具有很高的NF-kB抑
制活性。如 7所列，朝鲜蓟提取物
被发现具有强烈的抑制NF-kB转录的
作用。当将朝鲜蓟加到293细胞培养
中，NF-kB调控基因表达作用呈现出
由剂量决定抑制作用大小的关系。

bFGF

由于以前已表明，bFGF的产量
由UVB引发，UVB的照射引发了角
质细胞中的IL-1和TNF-�，我们验
明，如果p65过度表达，模仿NF-kB
活化，会引发bFGF的产量。朝鲜蓟
提取物能抑制过度表达的NF-kB从角
质细胞生成bFGF的产量 8 。

如 9所列，用Kera-p65的培养
物上清液培养后观察到黑素细胞生长
明显增加。当用朝鲜蓟提取物或洋蓟
苦素培养时，黑素细胞的生长促进作
用得到废止。

II
洋蓟即大家众知的“朝鲜蓟”，

是欧洲一种普通植物。我们发现其提
取物能抑制NF-kB转录，其活性化合
物是洋蓟苦素。这些发现表明朝鲜蓟
通过控制bFGF的产量令角质化过程
正常化，表皮正常的结构有助于恢复
水份的持留性。朝鲜蓟提取物和洋蓟
苦素抑制了由角质细胞中NF-kB活化
造成的黑素细胞的增殖。这些结果表
明，朝鲜蓟抑制了总的黑色素产量，

7  朝鲜蓟提取物对NF-kB的抑制活性

8  NF-kB引发的bFGF产生的抑制作用

9  黑素细胞生长的抑制作用
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它通过NF-kB活化作用控制了黑素细
胞的增殖。基于上述发现，我们确
认NF-kB是老化过程中一个重要的因
子，NF-kB抑制剂能在抗光老化护肤
中起到关键的作用。

基于我们对肥大细胞类胰蛋白
酶和NF-kB的发现，我们认为，两种
因子将是抗老化护肤中的重要机理。
直到现在，基底金属蛋白酶 MMPs
被认为是对付皮肤光老化过程中皮
肤老化的主要目标。然而，丝氨酸
蛋白酶样的类胰蛋白酶也表现出对
表皮胶原蛋白 I型 以及基底膜胶原
蛋白 IV型 的降解作用。它也能活化
proMMPs，表明类胰蛋白酶能直接或
间接地损伤细胞外基质。NF-kB抑制
剂能通过减轻表皮厚度、黑素细胞的
生长和改善皮肤可见毛孔方式防止皮
肤光老化。因此，类胰蛋白酶抑制剂
和NF-KB抑制剂将是抗老化皮肤治疗
中新颖的成分。
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