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乳酸菌发酵提取物保护皮肤氧化损伤的作用与机理 

赵  丹，刘平平，李  萌*，王昌涛，张佳婵，王冬冬 
（北京工商大学 化学与材料工程学院 北京市植物资源研究开发重点实验室，北京  100048） 

摘要：通过发酵培养获得了 5 种乳酸菌发酵提取物：植物乳杆菌发酵提取物（FE1）、类干酪乳杆菌发酵提取物

（FE2）、嗜酸乳杆菌发酵提取物（FE3）、高加索酸奶乳杆菌发酵提取物（FE4）、瑞士乳杆菌发酵提取物（FE5）。

从生化、细胞、分子 3 种水平对所得提取物的抗氧化功效和保护细胞氧化应激损伤的效果和机制进行检测。质

量浓度为 10 g/L FE1 清除自由基的能力最强，可清除 49.14%的•OH 和 73.99%的•O2
–。质量浓度为 10 g/L 的 FE1、

FE2 和 FE3 能够显著提高氧化应激损伤条件下人皮肤成纤维细胞的存活率与谷胱甘肽过氧化物酶活性，降低细

胞内活性氧含量。FE1 保护下胞内过氧化氢酶、超氧化物歧化酶活性及总抗氧化能力显著提升。FE1 通过促进

Sirt1 以及 Wnt/β-catenin 通路中 β-catenin、SMP30、FoxO3a、Tbx3 的表达以提升抗氧化能力。结果表明，FE1

良好的抗氧化功效能够减缓 H2O2 刺激引起皮肤细胞的氧化损伤。 
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Effect and mechanism of lactic acid bacteria fermentation  
extracts to protect skin from oxidative stress damage 

ZHAO Dan, LIU Pingping, LI Meng*, WANG Changtao,  
ZHANG Jiachan, WANG Dongdong 

(Beijing Key Laboratory of Plant Resources Research and Development, College of Chemistry and Materials 
Engineering, Beijing Technology and Business University, Beijing 100048, China) 

Abstract: Five kinds of lactic acid bacteria fermentation extracts, Lactobacillus plantarum fermentation 

extract (FE1), Lactobacillus paracasei fermentation extract (FE2), Lactobacillus acidophilus fermentation 

extract (FE3), Lactobacillus kefiri fermentation extract (FE4) and Lactobacillus helveticus fermentation 

extract (FE5) were obtained by fermentation culture. The antioxidant effect and mechanism of protecting 

cells from oxidative stress damage of the obtained extracts were tested at biochemical, cellular, and 

molecular levels. Mass concentration of 10 g/L FE1 had the strongest ability to scavenge free radicals, 

which could scavenge 49.14% of •OH and 73.99% of •O2
–. Mass concentration of 10 g/L FE1, FE2 and FE3 

could significantly improve the survival rate and glutathione peroxidase activity of human skin fibroblasts 

and reduce the content of reactive oxygen species in cells under oxidative stress damage conditions. Under 

the protection of FE1, the activities of intracellular catalase, superoxide dismutase and total antioxidant 

capacity were significantly increased. FE1 enhanced the antioxidant capacity by upregulating the expression 

of Sirt1 and genes in Wnt/β-catenin pathways including β-catenin, SMP30, FoxO3a, and Tbx3. The above 

results indicated that the good antioxidant effect of FE1 could slow down the oxidative stress damage of 

skin cells caused by H2O2. 

Key words: lactic acid bacteria; fermentation extract; protection; oxidaton; damage; drug and cosmetic 

materials 

医药与日化原料 
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随着生活水平的日益提高，人们越来越注重对

皮肤的防护。紫外线暴露、机体衰老等外源性和内

源性因素均会导致自由基的产生，从而破坏皮肤细

胞氧化平衡状态发生氧化损伤，加速皮肤衰老，产

生皱纹、色斑、弹性下降等问题。抗氧化剂能够消

除细胞内的活性氧（ROS）和自由基，减缓氧化应

激引起的皮肤细胞损伤[1-2]。因此，天然抗氧化剂的

开发逐渐成为近年来的研究热点。 

乳酸菌是公认的最安全的食品级微生物，广泛

用于食品饮料中，同时也是天然的抗氧化剂。研究

发现，乳酸菌及其发酵产物可以降低机体内 ROS 的

累积量，维持人体 ROS 正常水平[3-4]，同时，乳酸

菌及其相关产物还能够提升抗氧化物酶活性，清除

机体过量自由基，维持氧化与抗氧化系统的平衡，

起到抵御氧化应激损伤的作用[5-6]。乳酸菌的抗氧化

性成分包含乳酸菌菌体、乳酸菌溶胞物以及发酵上

清液，其中乳酸菌发酵上清液抗氧化能力最强[7]。

目前，对于对乳酸菌发酵产物的生物活性研究主要

集中在食品领域，虽然化妆品市场上已经出现了乳

酸菌发酵相关的产品，但其在化妆品功效原料方面

研究尚不充分。有研究表明，乳酸菌能够增强皮肤

抵御光老化的能力，减缓紫外线诱导引发的皮肤光

损伤，但乳酸菌防护皮肤氧化应激引起损伤的效果

与作用机制均有待进一步探究[8-9]。 

本文在已有乳酸菌抗氧化相关研究的基础上，

探究不同乳酸菌发酵提取物保护人皮肤细胞抵御氧

化损伤的效果与作用机制，以弥补当前乳酸菌发酵

提取物在化妆品领域研究的不足，筛选出能够保护

皮肤细胞抵御氧化应激引起损伤的乳酸菌，为乳酸

菌发酵成分在延缓皮肤衰老方面的使用提供依据，

以及为开发与制备乳酸菌发酵成分相关的化妆品原

料提供理论支撑。 

1  实验部分 

1.1  试剂与仪器 

植物乳杆菌（Lactobacillus plantarum）、类干酪

乳杆菌（ Lactobacillus paracasei）、嗜酸乳杆菌

（Lactobacillus acidophilus）、高加索酸奶乳杆菌

（Lactobacillus kefiri）、瑞士乳杆菌（Lactobacillus 

helveticus），北京市植物资源研究开发重点实验室保

藏；FeSO4、双氧水（质量分数为 30%），分析纯，

国药集团化学试剂有限公司；总抗氧化能力检测试

剂盒、ROS 检测试剂盒、谷胱甘肽过氧化物酶

（GSH-Px）检测试剂盒、丙二醛（MDA）检测试

剂盒、总超氧化物歧化酶（SOD）活性检测试剂盒

（WST-8 法）、胞内过氧化氢酶（CAT）检测试剂盒、

青霉素（1×105 U/L）、链霉素（质量浓度为 100 mg/L），

上海碧云天生物技术有限公司；人皮肤成纤维细胞

（HSF），中国科学院细胞库；FM 培养基，美国康

宁公司；EasyScript One-Step gDNA Removal and 

cDNA Synthesis SuperMix 反 转 录 试 剂 盒 、

TransStart® Top Green qPCR SuperMix，北京全式金

技术股份有限公司。 

UV mini-1240 型紫外-可见分光光度计，岛津企

业管理（中国）有限公司；WJ-80A-Ⅱ型 CO2 恒温

培养箱，上海圣科仪器设备有限公司；Olympus   

Ⅸ73 倒置显微镜，上海普赫光电科技有限公司；

TGL-16 冷冻高速离心机，湖南湘仪实验室仪器开发

有限公司；Infinite M200 PRO 荧光酶标仪，瑞士

Tecan 贸易有限公司；QuantStudio 3 实时荧光定量

PCR 仪，美国 Thermo Fisher Scientific 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  发酵提取物的制备 

将质量分数为 3%的不同乳酸菌接种到牛乳培

养液中，置于 37 ℃培养箱内培养，当酸度达到 80 °T

时取出，90 ℃灭菌 30 min，4500 r/min 离心 10 min

弃沉淀得到发酵提取物，将其在–80 ℃下冻干 48 h，

获得乳酸菌发酵提取物，分别为植物乳杆菌发酵提取

物（FE1）、类干酪乳杆菌发酵提取物（FE2）、嗜酸

乳杆菌发酵提取物（FE3）、高加索酸奶乳杆菌发酵

提取物（FE4）、瑞士乳杆菌发酵提取物（FE5）。 

酸度检测：以酸碱滴定法按照文献[10]进行检

测，滴定至颜色微红，且 30 s 颜色不消失时记录  

0.1 mol/L NaOH 标准溶液体积。酸度（°T)=消耗

NaOH 标准溶液体积（mL）/样品质量（g）。 

1.2.2  发酵提取物的抗氧化能力检测 

对•OH 清除实验按照文献[11]进行。•OH 的清

除率按照式（1）计算： 

 清除率/% = (A0 – A1 + A2)/A0×100 （1） 

式中：A0、A1、A2 分别为空白对照组（去离子水）、

样品组和本底组（样品与反应液同等体积的去离子

水）的吸光度。 

对•O2
–的清除实验按照文献[12]进行，•O2

–的清除

率计算公式同式（1）。 

1.2.3  发酵提取物对 HSF 存活率的影响  

将 VC与 5种不同的发酵提取物样品分别以无血

清的 DMEM 培养液配制成质量浓度为 10、2、0.4、

0.08、0.016 g/L 的样品。按照文献[13]培养人皮肤成

纤维细胞，并按照式（2）计算 HSF 存活率： 

HSF 存活率/%=[样品 OD–空白对照 OD]/(细胞

对照 OD–空白对照 OD)×100   （2）          

式中：OD 为光密度值。 

1.2.4  HSF 衰老模型建立 

计数 HSF，以 5.0×105 个/孔密度加入 96 孔板中。
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在 37 ℃、体积分数为 5% CO2 培养箱中培养过夜，

以 1000、500、250、100、50、25、10、1 mmol/L

的双氧水分别处理细胞 1、2、3、4 h 后，以 MTT

法检测 HSF 的活性。 

1.2.5  发酵提取物缓解 HSF 衰老作用的探究 

1.2.5.1  乳酸菌发酵提取物对 HSF 存活率的保护作用 

计数 HSF，以 1.0×104 个/孔的密度加入 96 孔培

养板中。在 37 ℃、体积分数为 5% CO2 环境下培养

过夜。将不同乳酸菌发酵提取物处理细胞后再以双

氧水（100 μmol/L）作用 HSF 2 h。检测 HSF 存活

率以确定发酵提取物对双氧水引起的 HSF 的氧化应

激是否存在保护作用。 

1.2.5.2  细胞样品制备 

计数 HSF，调节细胞密度使 6 孔培养板中的细

胞密度为 1.5×106 个/孔。在 37 ℃、体积分数为 5% 

CO2 环境下培养过夜，弃培养基后先以发酵提取物

作用细胞 24 h 后，再以 100 μmol/L 双氧水作用 HSF 

2 h。取出，置于冰上，清洗细胞，除去双氧水，每

孔加入 100 μL 裂解液裂解细胞，可得细胞裂解液。

保持 4 ℃、1.2×104 g 离心 5 min，弃沉淀得到细胞

裂解液的上清液。 

1.2.5.3  HSF 内 ROS 含量的检测 

细胞培养同 1.2.5.2 节，培养完成后以磷酸盐缓

冲液（PBS，pH 7.4，0.01 mol/L）清洗细胞，加入

质量分数为 0.25%胰酶将细胞从 6 孔板中消化，离

心收集细胞沉淀，参照 ROS 检测试剂盒说明书操

作，以激发波长 488 nm，发射波长 525 nm 进行荧

光的检测，记录荧光强度，其中荧光强度与 ROS 含

量成正相关性。 

1.2.5.4  HSF 的抗氧化活性测定 

得到细胞裂解液及上清后按照试剂盒检测发酵

提取物对 HSF 中 SOD、CAT、GSH-Px、总抗氧化

能力的影响及对 MDA 含量的影响。 

1.2.6  qRT-PCR 检测衰老相关基因表达量 

1.2.6.1  细胞培养及总核糖核酸（RNA）的提取与

转录 

计数 HSF，并以 1.0×106 个/孔的密度接种于 6

孔培养板中。在细胞培养箱中培养过夜，弃培养基

并用 100 μmol/L 双氧水处理细胞 2 h，吸弃双氧水，

用 PBS（pH 7.4，0.01 mol/L）洗 3 次，再以质量浓

度为 5.0、2.5、0.5 g/L 的 FE1 处理细胞 24 h。Trizol

法提取 RNA，将抽提所得 RNA 储存于–80 ℃冰箱

中。cDNA 第 1 条链合成反应使用 EasyScript One- 

Step gDNA Removal and cDNA Synthesis SuperMix

反转录试剂盒进行。特异性引物、引物序列见表 1。 

表 1  Real-time PCR 引物序列 
Table 1  Primer sequences for Real-time PCR 

基因 方向 引物 

F GAGTCAACGGATTTGGTCGT GADPH 

R GACAAGCTTCCCGTTCTCAG 

F TGTGGTAGAGCTTGCATTGATCTT Sirt1 

R GGCCTGTTGCTCTCCTCATT 

F GCA AGC ACA GAG TTG GAT GA FoxO3a 

R CAG GTC GTC CAT GAG GTT TT 

F CCG TGG ATG CCT TTG ACT AT SMP30 

R TCC AAA GCA GCA TGA AGT TG 

F CCC CTT CCT CAA TCT GAA CA Tbx3 

R GAC ATG GAG CTG GAG GAG AG 

F CAC TAC CAC AGC TCC TTC TC β-catenin

R GAG CAG CAT CAA ACT GTG TA 

 

1.2.6.2  qPCR 检测 

根据 TransStart Top Green qPCR SuperMix 试剂

盒说明书操作 qPCR，将反应物混合后在实时荧光定

量 PCR 仪上进行。 

2  结果与讨论 

2.1  乳酸菌发酵提取物的抗氧化能力检测 

在衰老的过程中，ROS 升高导致机体内抗氧化

能力的减弱。机体在外界环境刺激下，以及线粒体、

脂肪酸等均可产生•O2
–、H2O2、•OH 等各种过氧化因

子，诱导细胞内物质发生过氧化并且引起细胞凋亡，

加速推进衰老进程[14]。因此，通过检测不同乳酸菌

发酵提取物对•OH 和•O2
–的清除作用来评估其防护

氧化损伤的能力。 

2.1.1  乳酸菌发酵提取物对•OH 的清除作用 

不同乳酸菌发酵提取物对•OH 的清除作用结果

见图 1。 
 

 
 

图 1  5 种乳酸菌发酵提取物对•OH 的清除作用 
Fig. 1  Scavenging effect of five different lactobacillus 

fermentation extracts on •OH 
 

由图 1 可以看出，5 种乳酸菌发酵提取物对•OH

均有一定的清除作用，但清除能力各异。FE1 质量
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浓度为 10 g/L 时，对•OH 清除率达到最大值，为

49.14%。FE3 对•OH 的清除能力呈量效关系，当质

量浓度升高至 20 g/L 时，其对•OH 的清除能力与质

量浓度 10 g/L 的 FE1 几乎相同。随着质量浓度的变

化，FE2、FE4 和 FE5 对•OH 的清除能力变化不大，

且都小于质量浓度为 10 g/L 的 FE1。•OH 的清除作

用与金属离子的螯合作用密切相关[15]。不同乳酸菌

发酵所得的胞外成分不同，对金属离子的螯合能力

各有差异，因此，对•OH 的清除程度不同。5 种乳

酸菌发酵提取物在低质量浓度时对•OH 的清除作用

均呈剂量依赖性，质量浓度达到 15 g/L 后，清除效

果趋于稳定。这可能是由于样品达到一定质量浓度

后，其对溶液中金属离子的螯合能力达到阈值，因

此，对•OH 的清除能力不再随质量浓度升高而增强。 

2.1.2  乳酸菌发酵提取物对•O2
–的清除作用 

•O2
–是生物体生理反应中自然产生的中间产物，

是 ROS 的一种，具有极强的氧化能力，是机体生物

氧损害的重要因素之一[16]。不同乳酸菌发酵提取物

对•O2
–的清除作用见图 2。 

 

 
 

图 2  不同发酵提取物对•O2
–的清除作用 

Fig. 2  Scavening effect of different fermentation extracts 
on •O2

– 

 

由图 2 可知，不同乳酸菌发酵提取物对•O2
–均有

一定的清除作用，当发酵提取物质量浓度<5 g/L 时，

对•O2
–的清除能力与发酵提取物质量浓度呈正相关，

当质量浓度>5 g/L 时，FE1、FE2、FE4、FE5 发酵

提取物对•O2
–的清除率基本不变。5 种发酵提取物清

除•O2
–的半抑制浓度（IC50）分别为 4.85、7.42、28.69、

9.47、5.53 g/L。由此可见，5 种乳酸菌发酵提取物

清除 •O2
–由大到小的顺序为 FE1>FE5>FE2>FE4> 

FE3，其中 10 g/L FE1 能够清除 73.99%的•O2
–。乳酸

菌的抗氧化性质源于其主要胞外成分多糖和多肽，

乳酸菌胞外多糖与抗氧化密不可分，多肽类物质也

具有诸如降血压、抗氧化等功效[17]。因此，乳酸菌

发酵提取物对•OH 和•O2
–两种自由基的清除作用能

够减缓自由基引起的氧化损伤。 

2.2  建立双氧水诱导的氧化应激损伤模型 

双氧水处理对 HSF 形态的影响见图 3，其中 a

为空白，b~f 分别为 50、100、250、500、1000 μmol/L

的双氧水作用 HSF 2 h。由图 3 可见，未经处理的

HSF 形态一致，呈长梭形。随着双氧水浓度的增加，

经双氧水处理后的 HSF 不断变短变细，且数量不断

减少。 
 

 
 

a—空白；b—50 μmol/L；c—100 μmol/L；d—250 μmol/L；e—

500 μmol/L；f—1000 μmol/L 
 

图 3  不同浓度双氧水处理对 HSF 形态的影响 
Fig. 3  Effect of treatment of hydrogen peroxide with 

different concentration on cellular morphology of HSF 
 

双氧水刺激对 HSF 存活率的影响结果见图 4。 
 

 
 

图 4  双氧水对 HSF 存活率的影响 
Fig. 4  Effect of hydrogen peroxide on viability of HSF 

 
由图 4 可知，HSF 存活率与双氧水浓度呈负相

关，当双氧水浓度>25 μmol/L 时，HSF 存活率急剧下

降。当 100 μmol/L 双氧水作用 HSF 时间为 2 h 时，

HSF 存活率为 49.74%±5.48%。考虑时间成本与双氧

水用量，选择以 100 μmol/L 双氧水处理 HSF 2 h 建立

HSF 损伤模型。 



·756· 精 细 化 工  FINE CHEMICALS 第 39 卷 

 

2.3  发酵提取物缓解 HSF 衰老的机制 

2.3.1  MTT 法检测发酵提取物对 HSF 的毒性 

乳酸菌发酵提取物与 VC 对 HSF 存活率的影响

见图 5。 
 

 
 

图 5  乳酸菌发酵提取物与 VC 对 HSF 存活率的影响 
Fig. 5  Cell viability with different lactic acid fermentation 

extracts and VC 
 

由图 5 可知，当发酵提取物质量浓度为 10 g/L

时，HSF 存活率均>90%，说明该质量浓度的发酵提

取物对 HSF 无毒或低毒，因此，选择质量浓度 10 g/L

发酵提取物进行后续实验。 

随着 VC 质量浓度的增加，HSF 存活率逐渐降

低，当 VC 质量浓度为 0.086 g/L 时，HSF 存活率为

80%，为避免过高质量浓度 VC 对细胞活性的影响，

后续实验选择质量浓度为 0.086 g/L VC 处理 HSF。 

2.3.2  发酵提取物对 HSF 存活率的保护作用 

不同乳酸菌发酵提取物保护下 24 h后 HSF存活

率见图 6，图 7 为相应物质作用下 HSF 的形态图。

由图 6 可知，双氧水处理的模型组 HSF 数量明显减

少，FE1、FE2、FE3 与 VC 处理组的细胞数量明显

多于模型组，FE4、FE5 组相对于模型组其细胞数量

无明显增加。因此，FE1、FE2、FE3 与 VC 对氧化

损伤的 HSF 有显著保护作用，后续实验选择 VC 作

为阳性对照，对 FE1、FE2、FE3 样品作进一步检测。 
 

 
 

 

“##”表示与空白相比，差异极显著（p<0.01）；“**”表示与模型

组相比，差异极显著（p<0.01），下同 

图 6  乳酸菌发酵提取物保护下的 HSF 存活率 
Fig. 6  HSF survival rate protected by lactic acid fermentation 

extracts 

 
 

a—空白组；b—模型组；c—VC；d—FE1；e—FE2；f—FE3；      

g—FE4；h—FE5 

图 7  乳酸菌发酵提取物保护作用对氧化应激损伤 HSF

形态的影响 
Fig. 7  Protective effect of lactic acid bacteria fermentation 

extracts on the morphology of HSF damaged by 
oxidative stress 

 

2.3.3  发酵提取物对氧化损伤 HSF 细胞抗氧化活性

的影响 

Harman 提出自由基衰老学说指出，线粒体产生

的 ROS 过量/ROS 的防御能力减弱之间矛盾的激化，

最终导致衰老[18]。因此，通过检测乳酸菌发酵提取

物对 HSF 中 ROS 含量的影响来评估其抗氧化效果，

结果见图 8a。由图 8a 可知，模型组 ROS 含量显著

增加，阳性对照 VC 和 FE1、FE2、FE3 均可极显著

降低双氧水氧化应激导致的 HSF 内 ROS 含量的增

加（p<0.01），从而减缓 ROS 过多导致的氧化损伤。 
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“*”表示与模型组相比，差异显著（p<0.05）  

 

图 8  乳酸菌发酵提取物对 HSF 内 ROS（a）和 MDA 含

量（b）、SOD（c）、CAT（d）及 GSH-Px（e）活

力、总抗氧化能力（f）的影响 
Fig. 8  Effects of lactic acid fermentation extracts on the 

contents of ROS (a) and MDA (b), activities of 
SOD (c), CAT (d) and GSH-Px (e), as well as total 
antioxidant capacity (f) in HSF 

机体中过剩的自由基攻击不饱和脂肪酸发生氧

化，脂质过氧化产物（MDA）就会升高。因此，

MDA 的水平高低可以直接反映出机体氧自由基水

平，以及过氧化反应的强度和速率，是反映因过氧

化导致机体组织和细胞损伤程度的重要指标[19]。发

酵提取物对 HSF 中 MDA 的影响见图 8b。双氧水作

用 HSF 后，引起 HSF 氧化损伤，与空白组相比，模

型组 MDA 含量显著增加（P<0.01）。VC 和 FE3 均

能显著降低所作用 HSF 内 MDA 含量（p<0.05），且

FE3 抑制 MDA 产生的效果强于 VC。这是由于 FE3

的作用减缓了 ROS 对 HSF 造成的损伤，从而减少

了 MDA 的产生。 

SOD 是机体内天然存在的•O2
–清除因子，通过

歧化反应可以把有害的•O2
–转化为 H2O2。体内的过

氧化氢酶（CAT）和谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）

会立即将其分解为 H2O 和 O2，3 种酶便组成了一个

完整的防氧化链条[20]。乳酸菌发酵提取物对 SOD 活

性的影响如图 8c 所示，FE1 可显著升高 HSF 内被

双氧水降低的 SOD 活力（p<0.05），但 VC 与 FE2、

FE3 对 HSF 内 SOD 活性无显著的升高作用（p>0.05）。 

乳酸菌发酵提取物对 CAT 酶活性的影响如图

8d 所示，氧化应激损伤下 CAT 酶活力显著下降，

FE1 及 VC 保护作用下可显著增加细胞内 CAT 活性

（p<0.05），从而增强对胞内 H2O2 的清除效果，降

低对细胞的氧化应激损伤。但 FE1 效果不如 VC，而

FE2、FE3 对细胞内 CAT 活力无显著的升高作用

（p>0.05）。 

发酵提取物对细胞 GSH-Px 活力的影响作用见

图 8e。FE1、FE2、FE3 与细胞共培养后，体系中加

入双氧水造成细胞氧化损伤，模型组 GSH-Px 活力

比空白组显著降低（p<0.01）。与模型组相比，FE1、

FE2、FE3 均可以显著增加 GSH-Px 活力，且 FE1、

FE3 对 HSF 内 GSH-Px 活力的提高能力强于 VC，FE2

作用效果比 VC 弱。FE1、FE2 和 FE3 通过提高

GSH-Px 活力可实现对 HSF 内 H2O2 及其他过氧化物

更好的清除，进而维持细胞正常的生理功能和延缓

衰老[21]。 

细胞内的各种抗氧化酶、小分子等抗氧化物质

通过清除机体产生的各种 ROS 来抵御氧化应激引

起的损伤。因此，体系内的总抗氧化能力体现了其

总体的抗氧化水平。发酵提取物对 HSF 中总抗氧化

能力的影响见图 8f。由图 8f 可知，在保护作用下氧

化损伤处理后，FE1、VC 可显著提升 HSF 被双氧水

降低的总抗氧化能力（p<0.05），FE2 和 FE3 保护下

的细胞中总抗氧化能力低于模型组。 
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综上，FE1 能够保护 SOD、CAT、GSH-Px 3

种抗氧化免受氧化酶损伤导致的活性降低。FE2 和

FE3 仅对 GSH-Px 活性的提升有显著效果。说明不

同发酵提取物发挥抗氧化功效的路径不同，但 FE1

能够实现同时对 3 种酶活性的调节，从而达到抗氧

化的效果。FE1 在能够显著提高细胞内抗氧化酶活

性、降低 ROS 产生的同时，表现出出色的总抗氧化

能力。以上结果表明，FE1 具有良好的保护 HSF 抵

御氧化应激引起损伤的作用。为进一步分析其作用

机制，采用实时荧光定量 PCR 仪对其作用机制进行

分析。 

2.4  植物乳杆菌对 HSF 衰老相关基因表达的影响 

Sirt1 可调节细胞增殖、氧化应激、炎症反应与

维持机体新陈代谢，从而延缓细胞凋亡，被称为“长

寿基因”，是细胞自我保护的重要分子[22]。FE1 对

HSF 内 Sirt1 表达影响见图 9a。由图 9a 可知，与模

型组相比，3 种不同质量浓度 FE1 作用细胞 0.5 h 对

Sirt1 相对表达量没有较大影响。从 6 h 开始，中剂

量（2.5 g/L）FE1 首先抑制 Sirt1 的表达，接着 12 h

后显著提升细胞 Sirt1 的表达水平（p<0.01）。高剂

量（5.0 g/L）的 FE1 在作用细胞 6 h 后显著提升细

胞 Sirt1 的表达水平（p<0.05）。因此，FE1 能够提

高 Sirt1 的表达，从而抵抗氧化应激引起的损伤，高

剂量（5.0 g/L）能够促使 Sirt1 基因提前响应。 

β-catenin 是经典的 Wnt/β-catenin 信号通路的关

键性下游效应器，在许多器官组织的发育和成人体

内平衡等方面都发挥了重要作用，β-catenin 在调控

细胞增殖、分化、凋亡和衰老方面有着非常重要的

作用[23]。FE1 对 HSF 内 β-catenin 表达影响见图 9b。

由图 9b 可知，中剂量（2.5 g/L）的 FE1 作用 HSF 0.5 h

起能显著促进 β-catenin 表达（p<0.05），高剂量（5.0 g/L）

的 FE1 在作用 HSF 12 h 后促进 β-catenin 表达。在

低、中、高 3 种不同质量浓度 FE1 作用下，中剂量

对 β-catenin 的促进作用最明显，在 0.5~24 h 之间，

FE1 作用 HSF 后 β-catenin 相对表达量不断提升[23]。 

 

 
 

 

“*”表示与该时间模型组相比，差异显著（p<0.05）；“**”表示与

该时间模型组相比，差异极显著（p<0.01） 
 

图 9  FE1 对 HSF 内 Sirt1（a）、β-catenin（b）、FoxO3a

（c）、Tbx3（d）和 SMP30（e）表达的影响 
Fig. 9  Effects of FE1 on Sirt1 (a), β-catenin (b), FoxO3a 

(c), Tbx3 (d) and SMP30 (e) expression in HSF 

 
FoxO3a 参与调控细胞周期、抵抗氧化应激损伤

等多种细胞内的生物学调控，在维持细胞内 ROS 稳

态方面起重要作用[24]。FE1 对 HSF 内 FoxO3a 表达

影响如图 9c 所示。中、高剂量 FE1 作用 HSF 6 h 后，

显著促进 FoxO3a 的表达（p<0.01），且相对表达量
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随着作用时间的延长而增加。说明 FE1 可通过促进

β-catenin、FoxO3a 的表达以缓解双氧水作用细胞后

引起的氧化应激损伤，从而延缓细胞的衰老[25-26]。 

Tbx3 是 β-catenin 的靶基因，β-catenin 通路的活

化能够上调 Tbx3 的表达，通过调节周期蛋白依赖激

酶抑制因子来抑制细胞衰老[27]。FE1 对 HSF 内 Tbx3

表达影响如图 9d 所示。中剂量和高剂量的 FE1 作

用 HSF 后 12~24 h 均表现为对 Tbx3 表达的促进作

用。且随着作用时间和作用剂量的增加，其上调表达

的效果逐渐增强，中剂量和高剂量 FE1 作用 24 h 后，

Tbx3 相对表达量极显著增加（p<0.01），表明 FE1 通

过促进 β-catenin 的表达调控 Tbx3 的表达，从而调

节周期蛋白激酶抑制因子而延缓细胞衰老[28]。 

衰老标记蛋白（SMP30）是钙结合蛋白，具有

抗凋亡和抗氧化应激的作用，与 β-catenin 一起能够

延缓细胞衰老的进程[29-30]。FE1 对 HSF 内 SMP30

表达影响如图 9e 所示。由图 9e 可知，FE1 作用 12 h

后，中、高剂量可促进 SMP30 表达，并且中剂量促

进效果极为显著（p<0.01）。因此，FE1 可通过促进

β-catenin 表达以调节 SMP30 的表达，进而增强细胞

抗氧化应激效果而保持细胞活力[31]。 

信号通路可谓是机体防御氧化应激损伤的最后

一道防线，诸多研究表明，乳酸菌有多个调节氧化

应激相关的通路，包括 NF-κB、Wnt/β-catenin、Nrf2、

AKT 等[32-33]。FE1 通过调节 Sirt1 与 Wnt/β-catenin 信

号通路氧化应激相关基因 β-catenin、FoxO3a、Tbx3、

SMP30 的表达来保护 HSF 抵御 H2O2导致的氧化应激

损伤，这些基因均与细胞的氧化应激、凋亡有关。

因此，也进一步阐明了 FE1 保护下 HSF 的总抗氧化能

力和存活率均高于模型组的机理。 

FE1 保护 HSF 抵御氧化应激损伤的作用机制如

图 10 所示。 
 

 
 

图 10  FE1 保护 HSF 作用机制示意图 
Fig. 10  Schematic diagram of mechanism of FE1 protecting HSF 

FE1 通过上调 Sirt1 基因以及抗氧化相关基因

β-catenin、FoxO3a、Tbx3 的表达来增强 GSH-Px、

CAT 与 SOD 3 种抗氧化酶的活性，从而增加 HSF

的总抗氧化能力，减少 ROS 和 MDA 的产生，进而

减缓 H2O2 对 HSF 造成的氧化应激损伤。 

3  结论 

所选的 5 种乳酸菌发酵提取物均具有良好的抗

氧化功效，其中，FE1 在清除•OH 和•O2
–能力上优于

其他 4 种乳酸菌发酵提取物。在双氧水诱导 HSF 损

伤模型中，FE1、FE2 和 FE3 对双氧水诱导的 HSF

损伤有显著的保护作用（p<0.05），且在保护作用中，

FE1、FE2 和 FE3 可显著降低 HSF 内 ROS 含量、增

强 GSH-Px 活力（p<0.05）。FE3 能显著降低 MDA

含量（p<0.05），FE1 可显著提升 HSF 内 CAT、SOD

活力及总抗氧化能力（p<0.05）。因此，FE1 具有良

好的减缓 HSF 由于氧化应激导致的损伤作用。基因

水平检测显示，HSF 发生氧化损伤时，FE1 可以通

过促进 HSF Sirt1 表达并激活 Wnt/β-catenin 通路中

关键抗氧化基因 β-catenin、FoxO3a、SMP30、Tbx3

的上调表达以降低氧化水平，从而延缓 HSF 衰老。 

FE1 作为植物乳杆菌的发酵提取物，在生化和

分子水平的抗氧化效果均高于其他乳酸菌发酵提取

物。这可能是由植物乳杆菌分泌的胞外多糖良好的

抗氧化性所赋予的。结果表明，FE1 可作为天然抗

氧化、延缓衰老的功效原料添加到化妆品或食品中，

为乳酸菌的进一步开发应用提供参考。 
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