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摘   要：【目的】中波紫外(ultraviolet B, UVB)照射是导致皮肤光老化形成和色素沉着的主要环境

原因之一。植物乳杆菌是一种广泛研究的益生菌。本研究利用 UVB 照射皮肤细胞[正常人皮肤成

纤维细胞(normal human dermal fibroblast, NHDF)和小鼠 B16F10 黑色素瘤细胞]，探讨热灭活植物

乳杆菌(Lactobacillus plantarum, LP) ATCC 8014 的抗光老化和抗黑色素生成作用。【方法】以暴露

于 UVB 的 NHDF 细胞和小鼠 B16F10 黑色素瘤细胞为研究对象，用甲基噻唑基四唑(methyl 
thiazolyl tetrazolium, MTT) 法 、 末 端 脱 氧 核 苷 酸 转 移 酶 dUTP 缺 口 末 端 标 记

(terminal-deoxynucleoitidyl transferase dUTP nick end labeling, TUNEL)染色分析和 2′,7′-二氯荧光素

二乙酸酯(2′,7′-dichlorofluorescin diacetate DCFH-DA)染色分析实验检测 2 组细胞的细胞活力、

DNA 损伤及相对活性氧(reactive oxygen species, ROS)水平；利用酶联免疫吸附测定(enzyme-linked 
immunosorbent assay, ELISA)法检测 NHDF 细胞中的 I 型胶原蛋白水平；通过 NaOH 裂解法和多巴

氧化法对 B16F10细胞黑色素生成和酪氨酸酶活性进行测定；通过 qRT-PCR分析和 Western blotting
分析检测光老化和黑色素生成相关基因和蛋白表达水平变化。【结果】(1) LP 抑制 UVB 诱导的

NHDF 和 B16F10 细胞毒性，这与减少 ROS 介导的细胞 DNA 损伤有关；(2) LP 下调基质金属蛋

白酶(matrix metalloproteinase, MMP)-1、MMP-3 和 MMP-9 (而不是 MMP-2) mRNA 水平[与抑制细
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胞外信号调节激酶(extracellular signal-regulated kinase, ERK)，p38 (而不是 JNK)/c-Fos (而不是

c-Jun)信号通路有关]，增加 I 型前胶原(procollagen type-1 alpha 1, COL1A1)蛋白水平，从而提高 I
型胶原蛋白含量；(3) LP 作为自噬诱导剂(增加 LC3-II 和 Beclin 1 蛋白水平以及 LC3-II/LC3-I 比率)
抑制酪氨酸酶、酪氨酸相关蛋白(tyrosinase-related protein, TYRP)-1 和 TYRP-2 活性和/或表达(与
压制 PKA/CREB/MITF 信号通路有关)，从而降低黑色素含量。【结论】LP 在 UVB 暴露的皮肤细

胞中具有潜在的抗光老化和抗黑色素生成作用。 

关键词：热灭活植物乳杆菌 ATCC 8014；抗光老化；抗黑色素生成；中波紫外(UVB)；皮肤细胞 

Anti-photoaging and anti-melanogenesis effects of 
heat-inactivated Lactobacillus plantarum ATCC 8014 on 
UVB-exposed skin cells 

GONG Miao, XU Jing, ZHENG Bin, WEN Zhengshun, SONG Yan*, ZHANG Xiaofang, 
MENG Lingting 

College of Food and Pharmacy, Zhejiang Ocean University, Zhoushan 316022, Zhejiang, China 
 
Abstract: [Objective] Ultraviolet B (UVB) irradiation is one of the main environmental causes 
of skin photoaging and hyperpigmentation. Lactobacillus plantarum is a well-studied species of 
probiotics that can benefit human health. The present study investigated the anti-photoaging 
and anti-melanogenesis effects of heat-inactivated L. plantarum (LP) ATCC 8014 on the skin 
cells (normal human dermal fibroblast (NHDF) cells and B16F10 murine melanoma cells) 
exposed to UVB irradiation. [Methods] The viability, DNA damage, and reactive oxygen 
species (ROS) levels of NHDF and B16F10 cells were determined by methyl thiazolyl 
tetrazolium (MTT) assay, terminal-deoxynucleoitidyl transferase dUTP nick end labeling 
(TUNEL) assay, and 2′,7′-dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA), respectively. The level of 
collagen I in NHDF cells was determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 
The melanin production and tyrosinase activity in B16F10 cells were measured by NaOH lysis 
method and L-DOPA oxidation method, respectively. qRT-PCR and Western blotting were 
employed to measure the expression levels of genes and proteins associated with photoaging 
and melanin production. [Results] (1) LP inhibited UVB-induced cytotoxicity by reducing the 
ROS-mediated DNA damage in NHDF and B16F10 cells; (2) LP down-regulated the mRNA 
levels of matrix metalloproteinase (MMP)-1, MMP-3, and MMP-9 (rather than MMP-2), 
relating to inhibit the extracellular signal-regulated kinase (ERK), p38 (rather than JNK)/c-Fos 
(rather than c-Jun) signaling pathway. It up-regulated the protein level of procollagen type-1 
alpha 1 (COL1A1), thereby increasing the content of type I collagen; (3) LP as an autophagy 
inducer (up-regulating the protein levels of LC3-II and Beclin 1 and increasing the 
LC3-II/LC3-I ratio) inhibited the activities and/or expression of tyrosinase, tyrosinase-related 
protein (TYRP)-1, and TYRP-2 by inhibiting the PKA/CREB/MITF signaling pathway, thereby 
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decreasing the melanin content. [Conclusion] LP has potential anti-photoaging and 
anti-melanogenesis effects on the skin cells exposed to UVB. 
Keywords: heat-inactivated Lactobacillus plantarum ATCC 8014; anti-photoaging; 
anti-melanogenesis; ultraviolet B (UVB); skin cells 
 
 

皮肤是人体抵御外部有害因素入侵的主要

屏障[1]。紫外线(ultraviolet, UV)照射(包括 UVA、

UVB 和 UVC)是造成皮肤损伤的主要环境因素

之一[2]。其中，中波紫外(ultraviolet B, UVB)辐射

是 UV 光谱中对皮肤伤害最大的部分，会导致过

早光老化和色素沉着[3]。目前，一些天然提取物

和人工合成化合物，如曲酸、α-羟基酸、对苯二

酚及其衍生物和汞衍生物等，被用作抗光老化和

美白产品的活性成分。但是，以上成分要么价格

昂贵，要么具有副作用[4-5]。因此，寻找价格低廉

且安全有效的抗光老化和抗黑色素生成的活性

物质对预防和减缓 UVB 诱导的皮肤光老化形成

和色素沉着具有重要意义。大量研究已证实，皮

肤的微生态系统与皮肤健康状况密切相关，通过

益生菌调控皮肤微生态成为促进皮肤健康的新

手段。然而，使用活性益生菌的安全性仍然是一

个有争议的问题。口服活性益生菌的主要风险是

易位引起的全身感染，特别是在免疫力较弱的人

群中。为了避免以上风险，人们将注意力转向热

灭活的益生菌。现有研究表明，热灭活益生菌在

保护皮肤健康方面具有与活性益生菌相似的优

势，例如促进皮肤伤口愈合和缓解过敏性皮炎[6-8]。

然而，关于热灭活益生菌在抗皮肤光老化和抗黑

色素生成中的作用研究较少。植物乳杆菌

(Lactobacillus plantarum)是一种被广泛研究的益

生菌菌种[9]。先前的研究发现，热处理可以导致

植物乳杆菌细胞壁破裂，产生菌体成分(如脂磷

壁酸、胞外多糖和衍生肽)和代谢物(如蛋白质、

有机酸、多酚和类黄酮化合物)[10-14]。据报道，

从植物乳杆菌中分离的脂磷壁酸可以减缓人类

皮肤成纤维细胞(human dermal fibroblast, HDF)

的光老化，抑制小鼠 B16F10 黑色素瘤细胞的黑色

素生成[15-16]。表明热灭活植物乳杆菌可能存在抗光

老化和抗黑色素生成的作用，有待进一步研究。 
光老化是导致皮肤老化的主要外因，80%以

上的面部老化均由光老化引起[17]。光老化受到

多种因素的影响，其中真皮层中 I 型胶原蛋白合

成的逐渐减少是皮肤光老化形成的原因之一[18]。

I 型胶原蛋白的前体是 I 型前胶原，可被基质金

属蛋白酶 (matrix metalloproteinases, MMPs)降 
解 [19]。丝裂原活化蛋白激酶 (mitogen activates 
protein kinases, MAPK)家族蛋白[包括细胞外信号

调 节 激 酶 (extracellular signal-regulated kinase, 
ERK)、c-Jun 氨基末端激酶(JNK)和 p38]参与激

活蛋白-1 (activates protein-1, AP-1, 包括 c-Jun
和 c-Fos)转录因子的激活，促进 MMPs 表达从而

导致光老化[20]。然而，目前还没有关于 LP 对皮

肤光老化形成的影响及相关机制研究。研究发

现，热灭活鼠李糖乳杆菌 GG 抑制了人类原始滋

养层细胞中肿瘤坏死因子 -α (tumor necrosis 
factor-α, TNF-α) mRNA 和蛋白质的表达[21]；降低

TNF-α 水平可以延缓人皮肤中 I 型胶原蛋白的降

解，并下调 HDF 细胞中 MMP-1 的表达[22-23]。Kim
等揭示，硫氧还蛋白相互作用蛋白衍生肽能抑制

RAW 264.7细胞中的 p38MAPK和 AP-1表达[24]，

提示 LP 可能通过抑制 MAPK/AP-1 信号传导而

增加 I 型胶原蛋白水平，从而发挥抗光老化作

用，值得进一步研究。 
黑色素的合成主要受酪氨酸酶(tyrosinase, 

TYR)、酪氨酸酶相关蛋白 1 (tyrosinase-associated 
protein 1, TYRP-1) 和酪氨酸酶相关蛋白 2 
(TYRP-2)等黑色素生成酶的调节[25]。这些黑色
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素生成酶的表达通常由小眼畸形相关转录因子

(microphthalmia-related transcription factors, 
MITF)调节，MITF 诱导黑色素生成的信号通路

主要涉及 cAMP依赖蛋白激酶(PKA)/cAMP反应

元件结合蛋白(reaction element binds to proteins, 
CREB)轴[26]。研究发现，B16F10 黑色素瘤细胞

中 PKA/CREB 介导的黑色素生成在激活自噬时

受到抑制[27]。LC3 和 Beclin 1 通常被认为是自噬

的标志蛋白[28]。然而，目前尚无关于 LP 对皮肤

黑色素生成的影响及其相关机制的报道。Park
等[29]发现，热灭活的植物乳杆菌下调了大鼠肠

道中白细胞介素-1 (interleukin-1, IL-1β)的表达。

IL-1β 分泌减少下调了 HaCaT 细胞中的 MITF 和

TYR/TRP-1 表达，从而抑制黑色素的生成[30]。

据报道，灭活的嗜酸乳杆菌 KCCM12625P 能抑

制 B16F10 细胞中的 PKA/CREB 信号[31]。此外，

黄酮类化合物是热灭活植物乳杆菌中的一种代

谢物[10]。Wei 等[32]发现黄酮类化合物可以上调人

单核细胞系 THP-1 中 LC3-II 和 Beclin 1 的表达。

以上结果表明，LP 可能通过抑制自噬介导的

PKA/CREB/MITF 信号通路，降低黑色素生成酶

水平(活性或表达)，从而发挥抗黑色素生成作

用，值得进行进一步研究。 
因此，我们假设 LP 可能具有抗光老化和抗

黑色素生成的作用。为了证实这一假设，以暴露

于 UVB 照射的正常人皮肤成纤维细胞(normal 
human dermal fibroblast, NHDF)和小鼠 B16F10
黑色素瘤细胞为研究对象，探讨 LP 对 I 型胶原

蛋白水平和黑色素产生的影响以及潜在的调控

机制，本研究为 LP 作为有效成分应用于抗光老

化和美白化妆品中提供了理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料和试剂 

植物乳杆菌 ATCC 8014，美国菌种保藏中心

(ATCC)；NHDF 和 B16F10 细胞，广东华拓生物

科技有限公司；DMEM 培养基和胎牛血清，BBI
生命科学有限公司；MTT 检测试剂盒和一步法

TUNEL 细胞凋亡检测试剂盒，上海碧云天生物

技术有限公司；DAPI 溶液(即用型)，北京索莱

宝科技有限公司；相对活性氧(reactive oxygen 
species, ROS)染色试剂盒，南京建成生物工程研

究所；I 型胶原蛋白酶联免疫测试试剂盒，上海

源桔生物科技中心；引物合成，生工生物工程(上
海 ) 股 份 有 限 公 司 ； PrimeScriptTM RT 和

PrimeScript RT 试剂盒，TaKaRa 公司；p-ERK
抗体(AP0472)、ERK 抗体(A4782)、p-JNK 抗体

(AP0276) 、 JNK 抗 体 (A4867) 、 p-p38 抗 体

(AP0526)、p38 抗体 (A4771)、COL1A1 抗体

(A1352)、p-c-Fos 抗体 (AP0038)、c-Fos 抗体

(A0236)、p-c-Jun 抗体 (AP0105)、 c-Jun 抗体

(A0246) 、 TYR 抗 体 (A16993) 、 LC3 抗 体

(A19665)、Beclin 1 抗体(A7353)、p-PKA 抗体

(AP1345)、PKA 抗体 (A0798)、p-CREB 抗体

(AP0019)、CREB 抗体 (A11064)、MITF 抗体

(A11649)、β-actin 抗体(AC038)和 HPR 羊抗兔

IgG 二抗(AS014)，武汉爱博泰克生物科技有限

公司；超敏 ECL 化学发光试剂盒，上海碧云天

生物技术有限公司；其他试剂均为国产分析纯。 

1.2  仪器和设备 
THZ-82B 气浴恒温振荡器，金坛市医疗仪

器厂；LDZX-50KBS 立式压力蒸汽灭菌器，上

海申安医疗器械厂；FA1004N 分析天平，上海

民桥精密科学仪器有限公司；HH-4S 恒温水浴

锅，上海捷呈实验仪器有限公司；TG20-WS 离

心 机 ， 长 沙 湘 智 离 心 机 仪 器 有 限 公 司 ；

ZHJH-C1209C 型垂直流超净工作台，武汉爱斯

佩科学仪器有限公司；二氧化碳培养箱和

MultiskanFC 全自动酶标仪，赛默飞世尔科技有

限公司；CKX41 倒置显微镜，奥林巴斯；多功
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能荧光酶标仪，上海闪谱生物科技有限公司生

产；T100 PCR 仪，伯乐生命医学产品(上海)有
限公司；实时荧光定量 PCR 仪，赛默飞世尔科

技有限公司；迷你垂直电泳仪，生工生物工程(上
海 ) 股份有限公司；化学发光成像系统，

ProteinSimple 公司等。 

1.3  热灭活植物乳杆菌(LP) ATCC 8014 的

准备 
LP 制备根据 Shukla 等[33]的方法进行。将冻

干的植物乳杆菌 ATCC 8014 在 MRS 肉汤中

37 ℃培养 24 h，传代 2 次。离心(4 500 r/min,    
5 min)，80 ℃下加热灭活 20 min，然后将热灭活

的菌液涂布在 MRS 琼脂上 37 ℃培养 72 h，以

确认热灭活的有效性。 

1.4  细胞培养 
NHDF 和 B16F10 细胞用含 10%胎牛血清和

1%青霉素-链霉素的 DMEM 培养基置于 37 ℃、

5% CO2 的细胞培养箱中培养。 

1.5  MTT 检测 
根据 Ding 等[34]的方法，进行 MTT 分析以

测定细胞活力。NHDF 和 B16F10 细胞经 LP    
(1 mg/mL)处理 1 h 后用 UVB 照射(30 mJ/cm2)。
孵育 24 h 后，向细胞中添加 100 µL MTT      
(2 mg/mL)继续孵育 3 h。弃去培养基及 MTT 试

剂，添加 200 µL DMSO，振荡混匀后使用酶标仪

在 540 nm 处测量吸光度。 

1.6  TUNEL 染色分析 
根据 Xu 等[35]的方法，通过 TUNEL 分析测

定细胞 DNA 损伤。用 UVB (30 mJ/cm2)照射

NHDF 和 B16F10 细胞后加入 LP (1 mg/mL)处 
理 24 h。弃去细胞培养基，用 4%多聚甲醛固定

25 min 后加入 0.2% Triton X-100 培养 5 min。随

后，向细胞中添加 TUNEL 试剂，在 37 ℃的黑

暗中培养 1 h，用 PBS 清洗细胞后，加入 DAPI
试剂在室温下培养 10 min。最后，用磷酸盐缓冲

液 (phosphate buffered solution, PBS)洗涤细胞  
3 次，用荧光显微镜观察拍照。 

1.7  DCFH-DA 染色分析 
根据 Hu 等[36]的方法，通过 2′,7′-二氯荧光

素 二 乙 酸 酯 (2′,7′-dichlorofluorescin diacetate 
DCFH-DA) 染 色 法 测 定 相 对 活 性 氧 (reactive 
oxygen species, ROS)水平。用 UVB (30 mJ/cm2)
照射 NHDF 和 B16F10 细胞后加入 LP (1 mg/mL)
处理 24 h。然后，向细胞中添加 DCFH-DA    
(10 µmol/L)，在 37 ℃下培养 20 min。随后，在

多功能荧光酶标仪下检测荧光强度，激发波长为

485 nm，发射波长为 535 nm。将细胞置于荧光

显微镜下观察拍照。 

1.8  ELISA 检测 
根据 Hong 等[15]的方法，使用酶联免疫吸附

测 定 法 (enzyme-linked immunosorbent assay, 
ELISA)测定 NHDF 细胞中的 I 型胶原蛋白水平。

用 UVB (30 mJ/cm2)照射 NHDF 和 B16F10 细胞

后加入 LP (1 mg/mL)处理 24 h，收集细胞培养基，

根据生产厂商的说明书测定 I 型胶原蛋白水平。 

1.9  黑色素生成和酪氨酸酶活性测定 
根据 Liu 等[37]的方法进行黑色素生成和酪

氨酸酶活性测定。用 UVB (30 mJ/cm2)照射

NHDF 和 B16F10 细胞后加入 LP (1 mg/mL)处理

24 h。随后，细胞在 NaOH 溶液(1 mol/L)中裂解，

使用酶标仪在 405 nm 处测量每组裂解液中的黑

色素总量。此外，采用多巴氧化法(L-DOPA)测
定酪氨酸酶活性。培养 24 h 后，细胞在 RIPA 裂

解缓冲液中裂解，通过离心(10 000×g, 15 min, 
4 ℃)获得上清液。将含有 80 μg 蛋白的细胞上清

液和 80 μL L-DOPA (5 mmol/L)加入 96 孔板中，

在 37 ℃下孵育 30 min。使用酶标仪测量 492 nm
处的吸光度。 

1.10  qRT-PCR 分析 
根据 Song 等[38]的方法进行实时荧光定量
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PCR (quantitative real-time polymerase chain 
reaction, qRT-PCR)检测。用 UVB (30 mJ/cm2)照
射 NHDF 和 B16F10 细胞后加入 LP (1 mg/mL)
处理 24 h。使用 RNAiso Plus Kit (TaKaRa)提取

总 RNA，用 PrimeScriptTM RT 试剂盒(TaKaRa)
将 RNA 反转录成 cDNA。以 cDNA 为模板，在

T100 PCR 仪上进行 PCR 扩增。结果以 β-actin
为内参，以 2–∆∆CT 表示目的基因 mRNA 的相对

表达量，引物序列见表 1。 

1.11  免疫印迹分析 
用 UVB (30 mJ/cm2)照射 NHDF 和 B16F10

细胞后加入 LP (1 mg/mL)处理 24 h。Western 
blotting 分析根据 Song 等[39]的方法进行。对提取

的等量蛋白样品进行 SDS-PAGE 电泳，然后转

移到 PVDF 膜上并在室温下用 5%脱脂奶封闭  
2 h。用相应的一抗(p-ERK、ERK、p-JNK、JNK、

p-p38、p38、COL1A1、p-c-Fos、c-Fos、p-c-Jun、
c-Jun、TYR、LC3、Beclin 1、p-PKA、PKA、

p-CREB、CREB，MITF 和 β-actin 抗体)于 4 ℃
孵育过夜后，加入二抗孵育 2 h。最后，使用 ECL
发 光 剂 进 行 显 影 ， 用 化 学 发 光 成 像 系 统

(ProteinSimple 公司)进行成像，使用 NIH Image J 
1.38 软件对蛋白条带进行定量分析。选择 β-actin

蛋白作为内参蛋白，目的蛋白信号强度表示为相

对 β-actin 的信号强度，结果表示为处理组相对

于对照组的相对表达。 

1.12  统计分析 
本 研 究 所 得 数 据 均 用 平 均 值 ± 标 准 差

(means±SDs)表示。数据采用 SPSS 23.0 (SPSS 
Inc.)进行单因素方差分析，检验处理组之间的差异

显著性。P<0.05 表示差异具有显著性。在相同显

著性水平上使用 Pearson 相关性系数法进行分析。 

2  结果与分析 
2.1  LP 对 NHDF 和 B16F10 细胞活力、

DNA 损伤及相对 ROS 水平的影响 
LP 对 NHDF 和 B16F10 细胞活力、DNA 损

伤和相对 ROS 水平的影响见图 1–3。如图 1A、

1B 所示，与空白组相比，UVB 照射显著降低了

NHDF 与 B16F10 细胞的活力(P<0.05)。如图

2A–D 和图 3A–D 所示，与空白组相比，UVB 照

射显著增强了 NHDF 和 B16F10 细胞的 DNA 损

伤(TUNEL 阳性细胞率增加)和相对 ROS 水平

(P<0.05)。LP 可显著逆转 UVB 对 NHDF 和

B16F10 细胞活力、DNA 损伤和相对 ROS 水平

的负面影响(P<0.05)。 
 
表 1  引物序列表 
Table 1  Real-time PCR primer sequences 
Gene Primer sequence (forward) (5′→3′) Primer sequence (reverse) (5′→3′) 
NHDF cells   

MMP-1 TCTCTT GGACTCTCCCATTCT AATAAGTACTGGGCTGTTCAGG 
MMP-2 GATACCCCTTTGACGGTAAGGA CCTTCTCCCAAGGTCCATAGC 
MMP-3 GGTGTGGAGTTCCTGATGTT TGGTCCCTGTTGTATCCTTTG 
MMP-9 TGTACCGCTATGGTTACACTCG GGCAGGGACAGTTGCTTCT 
β-actin GGATTCCTATGTGGGCGACGA CGCTCGGTGAGGATCTTCATG 

B16F10 cells   
TYR GTCCACTCACAGGGATAGCAG AGAGTCTCTGTTATGGCCGA 
TYRP-1 ATGGAACGGGAGGACAAACC TCCTGACCTGGCCATTGAAC 
TYRP-2 CAGTTTCCCCGAGTCTGCAT GTCTAAGGCGCCCAAGAACT 
β-actin TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG 

MMPs: Matrix metallopeptidases; TYR: Tyrosinase; TYRP: Tyrosinase related protein. 
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图 1  LP 对 NHDF 细胞(A)和 B16F10 细胞(B)活性的影响 
Figure 1  Effects of LP on the viability of NHDF cells (A) and B16F10 cells (B). Results are expressed as the 
means±SDs (n=3). Values having different letters are significantly different (P<0.05). 

 
 

 
 

图 2  LP 对 NHDF 细胞(A 和 C)和 B16F10 细胞(B 和 D) DNA 损伤的影响 
Figure 2  Effects of LP on DNA damage by TUNEL assay in NHDF cells (A and C) and B16F10 cells (B and 
D). (A) and (B), photomicrographs (scale bar: 50 μm), white arrows mark green fluorescence. Quantitative 
analysis of TUNEL-positive cell rate in NHDF cells (C) and B16F10 cells (D). Results are expressed as the 
means±SDs (n=3). Values having different letters are significantly different (P<0.05). 

 
2.2   LP 对 NHDF 细胞光老化形成相关参

数的影响 
LP 对 NHDF 细胞光老化形成相关参数的影 

响见图 4。如图 4A 所示，与空白组相比，UVB

照射显著降低了 NHDF 细胞中Ⅰ型胶原蛋白含量

(P<0.05)，而 LP 显著增强了 UVB 导致的 NHDF
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细胞中Ⅰ型胶原蛋白含量的降低。如图 4B–E 所

示，与空白组相比，UVB 照射显著增加了

MMP-1、MMP-3 和 MMP-9 mRNA 水平以及

p-ERK、p-p38 和 p-c-Fos 蛋白水平(P<0.05)，而

LP 逆转了 UVB 对 NHDF 细胞的上述负面影响。

此外，与空白组相比，UVB 照射显著降低了

NHDF 细胞的 COL1A1 蛋白水平(P<0.05)，而

LP显著增加了 UVB导致的 NHDF细胞 COL1A1

蛋白水平的下降(P<0.05)。ERK、p38、p-JNK、

JNK、c-Fos、p-c-Jun 和 c-Jun 蛋白水平在各组间

均无显著差异(P>0.05)。 

2.3  LP 对小鼠 B16F10 细胞黑色素生成相

关参数的影响 
LP 对小鼠 B16F10 细胞中黑色素生成相关

参数的影响见图 5。如图 5A–C 所示，在 B16F10

细胞中 UVB 照射显著提高了黑色素含量、酪氨

酸酶活性以及 TYR、TYRP-1 和 TYRP-2 的

mRNA 水平(P<0.05)，而 LP 显著降低了 UVB 导

致的 B16F10 细胞黑色素含量、酪氨酸酶活性以

及 TYR、TYRP-1 和 TYRP-2 mRNA 水平的增强

(P<0.05)。如图 5D、5E 所示，与空白组相比，

UVB 照射显著增加了 B16F10 细胞的 TYR、

p-PKA、p-CREB 和 MITF 蛋白水平(P<0.05)，而

LP 显著降低了 UVB 导致的 B16F10 细胞 TYR、

p-PKA、 p-CREB 和 MITF 蛋白水平的升高

(P<0.05)。此外，与空白组相比，UVB 照射显著

降 低 了 B16F10 细 胞 的 LC3-Ⅰ 、 LC3-II 、

LC3-II/LC3-Ⅰ比值和 Beclin 1 蛋白水平(P<0.05)，

而 LP 显著改善了 UVB 导致的 LC3-Ⅰ、LC3-II、

LC3-II/LC3-Ⅰ比值和 Beclin 1 蛋白水平的降低

(P<0.05)。各组 PKA 和 CREB 蛋白水平无显著

差异(P>0.05)。 
 
 

 
 
 

图 3  LP 对 NHDF 细胞(A 和 B)和 B16F10 细胞(C 和 D)中相对 ROS 水平的影响 
Figure 3  Effects of LP on relative ROS level in NHDF cells (A and B) and B16F10 cells (C and D). A and C, 
photomicrographs (scale bar: 100 μm); B and D, bar diagram. Results are expressed as the means±SDs (n=3). 
Values having different letters are significantly different (P<0.05). 
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图 4  LP 对 NHDF 细胞中光老化形成相关参数的影响 
Figure 4  Effects of LP on photoaging formation-related parameters in NHDF cells. A: Type Ⅰ collagen content. 
B: The relative mRNA levels of MMPs. C, D and E: The relative protein levels of p-MAPKs, MAPKs, 
COL1A1, p-AP-1s, AP-1s. Results are expressed as the means±SDs (n=3). Values having different letters are 
significantly different (P<0.05). 
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图 5  LP 对 B16F10 细胞黑色素生成相关参数的影响 
Figure 5  Effects of LP on melanogenesis-related parameters in B16F10 cells. A: Melanin content. B: 
Tyrosinase activity. C: The relative mRNA levels of TYRs. D and E: The relative protein levels of TYR, LC3, 
Beclin 1, p-PKA, PKA, p-CREB, CREB and MITF. Results are expressed as the means±SDs (n=3). Values 
having different letters are significantly different (P<0.05). 
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2.4  抗光老化和抗黑色素生成相关指标的

相关性分析 
抗光老化和抗黑色素生成相关指标的相关

性分析见表 2。如表 2 所示，在 NHDF 细胞中，

p-ERK 和 p-p38 蛋白水平与 p-c-Fos 蛋白水平以

及 MMP-1、MMP-3、MMP-9 mRNA 水平呈显

著正相关。在 B16F10 细胞中，p-PKA 蛋白水平

与 p-CREB、MITF 和 TYR 蛋白水平，以及 TYR、

TYRP-1 和 TYRP-2 mRNA 水平呈显著正相关；

LC3-II 蛋白水平、LC3-II/LC3-I 比值和 Beclin 1
蛋白水平与 p-PKA、p-CREB 和 MITF 蛋白水平

呈显著负相关。 
 
表 2  抗光老化和抗黑色素生成相关指标的相关性分析 
Table 2  Correlation coefficient of the anti-photoaging and anti-melanogenesis-related parameters 
Independent parameters Dependent parameters Correlation coefficients P 

NHDF cells    

p-ERK p-c-Fos +0.925 0.000 

 MMP-1 +0.653 0.021 

 MMP-3 +0.835 0.001 

 MMP-9 +0.838 0.001 

p-p38 p-c-Fos +0.927 0.000 

 MMP-1 +0.704 0.011 

 MMP-3 +0.900 0.000 

 MMP-9 +0.903 0.000 

B16F10 cells    

p-PKA p-CREB +0.961 0.000 

 MITF +0.926 0.000 

 TYR (mRNA) +0.951 0.000 

 TYR (protein) +0.961 0.000 

 TYRP-1 +0.836 0.001 

 TYRP-2 +0.949 0.000 

LC3-II p-PKA –0.915 0.000 

 p-CREB –0.891 0.000 

 MITF –0.867 0.000 

LC3-II/LC3-I p-PKA –0.906 0.000 

 p-CREB –0.931 0.000 

 MITF –0.851 0.000 

Beclin 1 p-PKA –0.945 0.000 

 p-CREB –0.912 0.000 

 MITF –0.881 0.000 
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3  讨论 
光老化形成和色素沉着是长时间暴露于

UVB 辐射所致皮肤损伤的主要特征[2]。近年来，

一些天然和人工合成的化合物被用于改善 UVB
诱导的皮肤光老化形成和色素沉着[40-41]。然而，

这些化合物存在成本高或不安全的缺点。研究发

现，热灭活益生菌可以有效改善皮肤健康，且不

产生上述负面影响[7]。因此，本研究中以 UVB
照射的 NHDF 和 B16F10 细胞为研究对象，探讨

了 LP 的抗光老化和抗黑色素生成作用。 
3.1  LP 抑制 UVB 诱导的 NHDF 和 B16F10
细胞毒性 

本研究中，LP 改善了 UVB 导致的 NHDF
和 B16F10 细胞活力降低，表明 LP 可以抑制

UVB 诱导的皮肤细胞毒性。LP 对 UVB 诱导的

细胞毒性的保护作用可能与减少 DNA 损伤有

关。据报道，UVB 辐射引起的 DNA 损伤可能导

致细胞毒性[42]。研究发现，LP 可以减少 NHDF
和 B16F10 细胞的 DNA 损伤，支持本研究的假

设。此外，过多的 ROS 会导致 DNA 氧化损伤[43]。

研究显示，LP 降低了 UVB 诱导的 NHDF 和

B16F10 细胞中 ROS 含量的增加，这表明 LP 降

低 DNA 损伤可能与 ROS 含量降低有关，需要

进一步研究。 
3.2  LP 提高 UVB 暴露 NHDF 细胞中 I 型

胶原蛋白含量 
光老化是由于皮肤反复暴露于紫外线下而

造成的慢性损伤[44]。I 型胶原蛋白是细胞外基质

的主要蛋白质成分，其持续分解会促进皮肤光老

化的发生[45]。COL1A1 是 I 型胶原蛋白的前体，

可被 MMPs 降解[46]。在本研究中，LP 改善了

UVB 导致的 I 型胶原蛋白和 COL1A1 蛋白水平

的降低以及 MMP-1、MMP-3、MMP-9 mRNA
水平的上调。此外，MAPK 能激活 AP-1 转录因

子，导致 MMPs 表达，从而促进皮肤光老化。

在本研究中，LP 下调了 NHDF 细胞的 p-ERK、

p-p38 和 p-c-Fos 蛋白水平。相关分析显示，

p-ERK 和 p-p38 蛋白水平与 p-c-Fos 蛋白水平以

及 MMP-1、MMP-3、MMP-9 mRNA 水平呈正

相关(表 2)，表明 LP 降低的 MMPs 表达可能与

抑制(ERK，p38)/c-Fos 信号通路有关。以上研究

结果表明，LP 可能通过抑制(ERK，p38)/c-Fos
信号通路下调 MMP-1、MMP-3、MMP-9 的

mRNA 水平，导致 COL1A1 蛋白水平上调，进

一步提高NHDF细胞中 I型胶原蛋白水平。因此，

LP 在 UVB 暴露的皮肤细胞中具有潜在的抗光

老化作用。此外，Nam 等[47]发现，热灭活的韩

中大乳球菌可以代谢产生脯氨酸、亮氨酸、异亮

氨酸等。据报道，补充脯氨酸能激活 TGF-β/Smad
信号途径，从而促进鱼鳔胶原蛋白的合成[48]。

Hsieh 等[49]揭示，热灭活罗伊氏乳杆菌降低了高

脂饮喂肥胖大鼠的血糖水平。降低 HepG2 细胞

中的葡萄糖水平可抑制 NF-κB 信号通路[50]。压

制 NF-κB 信号能下调人皮肤成纤维细胞中

MMPs 的表达[51]。以上结果表明，不同的热灭活

益生菌发挥抗光老化作用涉及的信号通路可能

不同。 
有趣的是，LP 未改变 NHDF 细胞中 MMP-2 

mRNA 水平以及 p-JNK 和 p-c-Jun 蛋白水平。首

先，LP 降低了 MMP-1、MMP-3 和 MMP-9 (而
不是 MMP-2) mRNA 水平。据报道，与正常成

纤维细胞相比，患有皮肤松垂症的人皮肤成纤维

细胞中 MMP-1、MMP-3 和 MMP-9 mRNA 水平

的上调倍数明显高于 MMP-2 mRNA 水平[52]。这

一数据表明，与 MMP-1、MMP-3 和 MMP-9 
mRNA 水平相比，UVB 照射下 NHDF 细胞中

MMP-2 mRNA 水平可能更不易受到 LP 的影响，

需要进一步研究。其次，LP 降低了 p-ERK 和

p-p38 (而不是 p-JNK)蛋白水平，这可能与瘦素

有关。Nam 等 [53]发现，热灭活植物乳杆菌
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LRCC5314 下调小鼠附睾脂肪组织中瘦素

mRNA 水平。据报道，瘦素水平的降低能下调

ATDC5 细胞系中的 p-ERK 和 p-p38 (而不是

p-JNK)蛋白水平[54]。因此，本文推测 LP 可能会

降低瘦素水平，从而下调 NHDF 细胞中的 p-ERK
和 p-p38 (而不是 p-JNK)蛋白水平，需要进一步

研究。第三，LP 降低了 p-c-Fos (而不是 p-c-Jun)
蛋白水平，这可能与 p-ERK 蛋白水平降低和

p-JNK 蛋白水平不变有关。Choe 等[55]揭示，在

小鼠巨噬细胞中，ERK 通过 c-Fos 磷酸化激活

AP-1 转录活性，而 c-Jun 激活是 JNK 诱导的。

在本研究中，LP 降低了 NHDF 细胞中 p-ERK 蛋

白水平，但不影响 p-JNK 蛋白水平，支持了本

研究的假设。然而，具体原因值得进一步研究。 

3.3  LP 降低 UVB 暴露 B16F10 细胞中黑色

素含量 
色素沉着过度是长时间暴露于 UVB 后皮肤

老化的显著特征，表现为黑色素细胞中的黑色素

生成过多[56]。在本研究中，LP 降低了 UVB 诱

导的 B16F10 细胞中黑色素含量增加。此外，黑

色素形成的过程可由黑色素生成酶调节，如

TYR、TYRP-1 和 TYRP-2[57]。在本研究中，LP
降低了 UVB 诱导的 TYR 活性和表达(基因和蛋

白表达)以及 TYRP-1 和 TYRP-2 基因表达的增

加。以上研究结果表明，LP 可能通过降低黑色

素生成酶活性和表达，减少 B16F10 细胞中黑色

素的生成。因此，LP 在 UVB 暴露的皮肤细胞中

具有潜在的抗黑色素生成作用。此外，Bajpai
等 [58]的研究表明，从清酒乳杆菌(Lactobacillus 

sake) Probio 65 中分离出的胞外多糖具有酪氨酸

酶抑制潜力，表明热灭活益生菌和益生菌细胞裂

解物可能通过类似物质发挥抗黑色素生成作用。 
MITF 是参与黑色素生成的多种酶的关键转

录调控因子[59]。激活 PKA 可磷酸化 CREB，从而

导致 MITF 表达，进一步增加黑色素合成[60]。在

本研究中，LP 下调了 UVB 诱导的 p-PKA、

p-CREB 和 MITF 蛋白表达的上调。相关分析表

明，p-PKA 蛋白水平与 p-CREB、MITF 和 TYR
蛋白水平以及 TYR、TYRP-1 和 TYRP-2 mRNA
水平呈正相关(表 2)，表明 LP 降低 TYR、TYRP-1
和 TYRP-2 mRNA 水平可能与激活 B16F10 细胞

中的 PKA/CREB/MITF 信号通路相关。此外，自

噬激活可通过抑制黑色素瘤细胞中的 PKA/ 
CREB/MITF 信号通路来抑制黑色素生成[27]。LC3
和 Beclin 1 是 2 个经典的自噬标记物[61]，LC3 诱导

自噬体的形成涉及到 LC3-I 向 LC3-II 的转化[62]。

LC3-II水平和LC3-II/LC3-I比值是反映自噬水平的

重要指标[63]。本研究表明，LP 改善了 UVB 诱导的

LC3-II、LC3-II/LC3-I 比率和 Beclin 1 蛋白水平的

降低。相关分析表明，LC3-II、LC3-II/LC3-I 比值

和 Beclin 1 蛋白水平与 p-PKA、p-CREB 和 MITF
蛋白水平呈负相关(表 2)，表明 LP 可能通过激活自

噬压制PKA/CREB/MITF信号，进一步抑制B16F10
细胞黑色素生成。此外，Lim 等[31]发现，灭活的嗜

酸乳杆菌可以通过压制 B16F10 细胞中的

PKA/CREB 信号，进而下调 TYR、TYRP-1 和

TYRP-2 mRNA 表达和 MITF 蛋白表达。多酚是热

灭活益生菌中的一种代谢物[10]。紫檀芪，一种天然

多酚，能够通过激活 B16F10 细胞中的自噬信号下

调 MITF、酪氨酸酶、TYR、TYRP-1 和 TYRP-2
的表达[62]，表明热灭活益生菌和益生菌细胞裂解物

可能通过相似的信号通路发挥抗黑色素生成作用。 
综上所述，LP 在 UVB 暴露的皮肤细胞中具

有潜在的抗光老化和抗黑色素生成作用。首先，

在 NHDF 和 B16F10 细胞中，LP 抑制了 UVB 诱

导的细胞毒性，这可能与降低 ROS 介导的 DNA
损伤有关。其次，LP 提高了 UVB 暴露 NHDF
细胞中 I 型胶原蛋白含量，这可能与抑制(ERK, 
p38)/c-Fos 信号通路有关。再者，LP 抑制了 UVB
暴露 B16F10 细胞中 TYR、TYRP-1 和 TYRP-2
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活性和/或表达，降低黑色素含量，这可能与压

制自噬介导的 PKA/CREB/MITF 信号通路有关。

LP 在 UVB 暴露皮肤细胞中潜在的抗光老化和

抗黑色素生成作用如图 6 所示。本研究为 LP 作

为潜在的抗光老化和美白活性成分应用于化妆

品中提供了科学依据。 
 

 
 

图 6  LP 在 UVB 暴露皮肤细胞中潜在的抗光老化和抗黑色素生成作用 
Figure 6  Potential anti-photoaging and anti-melanogenesis effects of LP in UVB-exposed skin cells. Arrows 
indicate positive regulation and T-bars indicate negative regulation.  
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