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摘 要：目的 基于角质形成细胞，中波紫外线（UVB） 照射诱导产生活性氧自由基（reactive oxygen species，

ROS）建立体外氧化损伤细胞模型，通过检测大蕉果（Musa sapientum）提取物对 ROS 的抑制能力来评估其

抗皱紧致能力。方法 实验基于 UVB 刺激人永生化角质形成细胞（HaCaT）模型，参考 Q/WP-SHACDDTW-

WIF-1055UVB 刺激角质形成细胞 ROS 测试规范，细胞接种、配液、UVB 辐射、给药后检测细胞 ROS 含量。

结果 基于 UVB 刺激 HaCaT 模型，样品大蕉果提取物在 0.625%、1.250% 和 2.500%（V/V）浓度下，角质形

成细胞的 ROS 含量明显降低，且与 NC 组相比具有显著差异（P ＜ 0.01）。结论 大蕉果提取物能显著的抑制

人体细胞活性氧自由基 ROS 的产生，具有抗皱、紧致功效。

关键词：大蕉果提取物；HaCaT；活性氧自由基；Musa sapientum

0  引  言

活性氧自由基（ROS），也被称为反应性氧种，是一类

具有高反应性的氧分子或氧原子，它们在生物体内的代谢

过程中扮演着重要的角色。它们与细胞的信号传递、周期

循环以及增殖活动紧密相关。ROS可导致多种损害，包括：

核酸受损、蛋白质受损、肽链断裂、蛋白质交联聚合物的

形成、免疫原性的改变、生物膜的损伤，以及能量代谢的

紊乱。

线粒体呼吸过程中产生的生化反应贡献了大约 90% 的

ROS 含量。在涉及 ROS 的疾病状况中，细胞因 ROS 的高

度活性而遭受氧化应激，进而引发功能失常，ROS 含量可

以高达 100 μmol/L，这一病理变化与癌症 [1-2]、炎症 [3-5]、

阿尔茨海默症 [6] 和帕金森病等神经退行性变化有关。细胞

的ROS含量是细胞正常代谢和应对环境变化的重要指标，

测定其水平对于理解细胞功能和疾病机制具有重大意义。

植物的天然成分如多酚、黄酮类化合物和维生素 C

等，通过其抗氧化机制如直接清除 ROS、通过启动抗氧化

酶体系或抑制产生 ROS 的酶，以保护细胞不受氧化应激

伤害，能够有效地中和并减少 ROS 的生成 [7]。

本研究中的大蕉果（Musa sapientum）提取物，pH ＞

12，在稀释到千分之 3 浓度时 pH 值＞ 9.5；−300 mV 左

右的负电位；稀释到极低浓度时仍能使 80 Hz 以上的大分

子团簇水被长效、稳定地活化成低于 60 Hz 的小分子团簇

水；富含植物活性硒、羽扇豆酮、黄酮、氨基酸、灵芝

酸、香豆素、多糖、酚类等，且这些活性成分的纳米颗粒

半径小于 100 nm，呈现出植物外泌体的显著特征。台北

医科大学万方医院癌症中心、花莲慈济医院中医肿瘤中

心、台湾中国中央研究院生物医学科学研究所等联合试验

研究证明此种提取物能显著抑制促炎细胞因子和趋化因子

（IL–6，RANTES，IFN–γ，MCP–1，角质形成细胞衍生趋

化因子，IL–17），其对于炎症细胞浸润和促炎及抗炎细胞

因子的调节机制可能与 NF-κB 信号抑制密切相关 [8]。台

湾奇美医疗中心医学研究部和台湾大仁科技大学药学系及

药学科技研究所研究证明此种提取物能显著促进糖尿病大

鼠中伤口愈合 [9]。本实验旨在探讨此种提取物在抑制 ROS

上的作用效果，探索植物成分在抑制活性氧自由基 ROS

领域的应用前景。

1  材料与方法

1.1  材料与设备

人永生化角质形成细胞（HaCaT）、高糖 DMEM 培养液
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（GlutaMAX™）、HyClone胎牛血清（Cytiva）、Sigma-Aldrich  

PBS、pH 7.4 Sigma-Aldrich胰蛋白酶–EDTA溶液（0.25%）、 

Abcam MTT 细胞增殖检测试剂盒、Thermo Fisher Scientific  

DMSO、Abcam ROS 检测试剂盒。

CO2 培养箱（瑞沃德，D165H）、生物安全柜（博科

BIOBASE 鑫贝西 –A2B2）、倒置荧光显微镜（基恩士 BZ-

X810）、酶标仪（Tecan，Spark）。

1.2  样品信息

样品信息如表 1 所示。

表 1 样品信息

样品名称 样品编号 保存条件

大蕉果提取物 2404003002–1 常温

1.3  测试方法

1.3.1 细胞毒性 

细胞接种过程：将细胞以每孔 1 × 104 个的密度接种到

96 孔板中，并在 37 ℃、5% CO2 的培养箱内过夜孵育。

测试分组：分为样品组、调零组、对照组、阳性对照

组。在样本组内，每个样本均设有 8 个不同浓度级别，均

进行 3 次重复实验。

制备溶液：根据测试浓度设定表 2，制备出各种不同

浓度的样品溶液。

给药：铺板率达到半数时给药，所有孔中加入培养液

体积均为 200 μL，其中，对照组为 10% PBS（磷酸盐缓冲

液），阳性对照组为 10% DMSO（二甲基亚砜），样品组为

含相应浓度的样品，调零组为无细胞培养液。在施药完毕

后，将 96 孔板放入温度为 37 ℃、二氧化碳浓度为 5% 的

培养箱中进行培育。

检测：细胞培养 1 d 之后，移除上层液体，然后添

加含有 0.5 mg/mL MTT（四甲基偶氮唑盐）的工作液，于

37 ℃ 条件下在无光环境下继续培养 4 h。培养完毕后，去

除上层液体，向每个孔中加入 100 µL 的 DMSO，最后在

490 nm 波长下测定吸光度值。

细胞活性的计算：依据特定公式进行计算。

OD OD 100%
OD OD
−

= ×
−

细胞活力
样品孔 调零孔

调零孔溶剂对照孔

1.3.2 ROS 含量

测试分组具体设置如表 3 所示。

表 2 测试浓度设定表

样品名称
浓度设置（V/V）/%

1 2 3 4 5 6 7 8
大蕉果提取物 10.000 5.000 2.5000 1.250 0.625 0.313 0.156 0.078

表 3 实验设计

组别 样品浓度（V/V） 造模条件 检测模型 检测指标 检测方法

空白对照（BC） — /

HaCaT ROS 荧光成像

阴性对照（NC） —

UVB
300 mJ/cm2

阳性对照（PC） 100 μg/mL VC+ 7 μg/mL VE

大蕉果提取物

0.625%

1.250%

2.500%

（1）细胞接种：将细胞以每孔 5 × 104 个的密度接种到

24 孔板中，并在 37 ℃、5% CO2 的培养箱中过夜孵育。

（2）制备溶液：依据表 3，配制出各种浓度的样品

溶液。

（3）24 孔板细胞覆盖度达到半数时，进行照射。

此时，阴性对照组、阳性对照组以及样品组均会受到

300 mJ/cm2 的 UVB 辐射剂量，而空白对照组则置于同等

条件下，但不接受任何 UVB 辐射（辐射剂量为 0）。

（4）给药：在辐射处理完毕后，对各组进行药物施用。

空白对照组和阴性对照组孔加 1 mL 培养基；阳性组孔加

1 mL 含 100 μg/mL 维生素 C 和 7 μg/mL 维生素 E 的培养 

基；样品组的每个孔中加入 1 mL 含有相应浓度测试物质

的培养基，之后继续培养 24 h。

（5）ROS 含量检测：检测 ROS 含量时，用无血清

培养基将 DCFH-DA（2’,7’– 二氯二氢荧光素二乙酸酯）

探针母液稀释至 1∶1000 的比例，以达到最终浓度为 

10 μmol/L。将稀释后的 DCFH-DA 探针 500 μL 加入每个

孔中，并在 37 ℃ 的细胞培养箱中孵育。30 min 后，用无

血清的 DMEM 培养基清洗细胞四次，确保未进入细胞的

探针被彻底清除。然后在荧光显微镜下，以 488 nm 的激

发波长进行观察并进行拍照。

2  结果与分析

2.1  细胞毒性测试结果

设定 8 个样品的给药浓度，并进行细胞毒性测试，

MTT 测试的结果展示在表 4 中。进行 t-test 双尾检验的统
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计分析，以 Mean（均值）和 SD（标准差）记录。

以选取的样品中 8 个不同浓度作为横轴，细胞活性

数值作为纵轴，绘制出细胞活性图表（图 1）。因此，依据 

MTT 结果，样品大蕉果提取物在 2.500%（V/V）的浓度区间

内，未观察到对 HaCaT 的毒性效应。

样品浓度（V/V）/%

细
胞

活
力

/%

图 1 细胞活力图

2.2  ROS 含量测试结果

根据具体测试方法，进行 ROS 含量检测，检测结果

如图 2、图 3 和表 5 所示。
图 2 ROS 含量汇总图

表 4 MTT 测试结果

细胞活力 /%
对照 PC 浓度设置（V/V）/%

10% DMSO 10.000 5.000 2.5000 1.250 0.625 0.313 0.156 0.078

Mean 100.00 7.86 7.97 9.47 95.96 98.23 97.19 96.56 98.78 98.67

SD 6.96 0.24 0.15 0.17 2.71 5.92 0.62 1.31 2.36 1.23

表 5 ROS 数据分析汇总表

组别 Mean/（ng/mL） SD P 值

空白对照（BC） 1.00 0.03 /

阴性对照（NC） 2.09 0.08 0.000##

阳性对照（PC） 1.46 0.09 0.001**

大蕉果提取物（0.625%） 1.73 0.04 0.002**

大蕉果提取物（1.250%） 1.60 0.08 0.001**

大蕉果提取物（2.500%） 1.51 0.02 0.000**

注：在进行 t-检验双尾检验的统计分析时，若NC组与BC组进行比较，显著性水平用 #符号表示，P值小于 0.05时用 #表示，而P值小于 0.01
时则用 ## 表示；对于样品组、PC 组与 NC 组的比较，显著性用 * 来标示，P 值小于 0.05 时用 * 表示，P 值小于 0.01 时则用 ** 表示。

相较于 BC 组，NC 组的 ROS 荧光信号明显增强 

（P ＜ 0.01），这说明 UVB 刺激在本次实验中成功地构建

了模型。相较于 NC 组，PC 组的 ROS 荧光信号明显减少 

（P ＜ 0.01），这说明阳性对照检测是有效的。与 NC 组相

比，样品大蕉果提取物在 0.625%、1.250%和 2.500%（V/V）

浓度下 ROS 荧光信号显著降低（P ＜ 0.01）。
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相

对
IO

D
平

均
值

样品浓度（V/V）/%

注：##NC组与BC组比较，P＜ 0.01；**PC组和样品组与NC组比较，
P ＜ 0.01.

图 3 ROS 相对含量柱状图

3  讨论与结论 

有研究表明大蕉果提取物在抗氧化作用方面主要涉及

自由基清除、抑制氧化应激及协同作用机制等方面 [10]。香

蕉单宁分子中的酚羟基结构赋予其强还原性，能够有效清

除 DPPH 自由基、超氧阴离子自由基和羟自由基、紫外诱

导的 ROS。抑制氧化应激与脂质过氧化，抑制 ROS 生成

可减少细胞膜脂质过氧化、蛋白质变性和 DNA 损伤，延

缓皮肤衰老。大蕉果提取物中的多酚成分通过多种途径增

强抗氧化效果，如香蕉单宁可与铜、锌、亚铁等金属离子

结合，通过络合作用减少金属催化氧化反应，其中对亚铁

离子的亲和性最高；通过干扰线粒体电子传递链（ETC）和

三羧酸（TCA）循环关键酶活性，减少 ROS 生成。

本研究以 UVB 刺激的 HaCaT 为实验模型，系统研究

了大蕉果提取物对活性氧自由基的调控作用及其在皮肤抗

衰老领域的潜在应用。实验结果显示，当大蕉果提取物的

浓度分别为 0.625%、1.250% 和 2.500%（V/V）时，HaCaT

细胞内的 ROS 水平显著下降，与阴性对照组相比，差异

具有统计学意义（P ＜ 0.01）。这一发现表明，大蕉果提取

物能够有效抑制细胞内活性氧自由基的生成，从而发挥其

抗氧化、抗皱和紧致肌肤的多重功效。活性氧自由基是皮

肤氧化应激和衰老的主要诱因之一，其过量积累会导致细

胞膜脂质过氧化、蛋白质变性和 DNA 损伤，进而加速胶

原蛋白和弹性纤维的降解，最终引发皮肤松弛、皱纹增

多等老化现象。因此，大蕉果提取物通过抑制 ROS 的产

生，不仅能够减轻氧化应激对皮肤的损害，还能促进胶原

蛋白的合成与稳定，从而显著改善皮肤的紧致度和弹性。

此外，本研究为大蕉果提取物在抗氧化领域的应用提供了

重要的科学依据，揭示了其在化妆品和护肤品开发中的广

阔前景，尤其是在抗衰老、皮肤修复和光防护等领域。未

来研究可进一步深入探讨大蕉果提取物的具体作用机制，

例如其是否通过调控 Nrf2/ARE 信号通路或抑制 MAPK/

NF-κB 炎症通路来发挥抗氧化作用，同时还可探索其与

其他天然抗氧化成分（如维生素 C、绿茶多酚等）的协同效

应，以开发出更高效、更安全的抗衰老产品，为皮肤健康

管理提供更多创新解决方案。
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