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积雪草提取物体外舒缓和修复作用研究

  黄晓燕，胡敬，耿长安，张雪梅，李天泽，陈纪军 1，*

（中国科学院昆明植物研究所植物化学与西部植物资源持续利用国家重点实验室，

云南 昆明 650201）

摘要：以研究积雪草提取物对皮肤的舒缓和修复作用为目的，通过体外清除 2,2- 二苯基 -1-
苦酰基（DPPH）、对 H2O2 损伤的人皮肤成纤维细胞（HSF）和人永生化表皮细胞（HaCaT）的

保护作用和促 HaCaT 细胞分泌Ⅰ型胶原蛋白（Col Ⅰ）和透明质酸（HA）活性，评价其体外活性。

结果表明，积雪草提取物在 200.0 μg/mL 浓度时，对两个皮肤细胞安全无毒性，对 DPPH 自由基

清除率为 21.8%；25.0 μg/mL 浓度时，对 H2O2 损伤的 HSF 和 HaCaT 细胞修复率分别为 34.9%
和 23.5%，对 Col Ⅰ分泌的促进率为 29.5%；对 HA 分泌促进率为 20.0%。表明积雪草提取物兼具

代表性成分（积雪草酸、羟基积雪草酸、积雪草苷、羟基积雪草苷）活性，在体外能有效抗氧化、

促进细胞分泌细胞外基质，具有效舒缓和修复皮肤功效。
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Abstract: Objective: To investigate the soothing and repairing the skin effects of Centella asiatica (L.) 
Urban extract in vitro. The extract was evaluated by its ability to scavenge 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
(DPPH) radicals, protect human skin fibroblasts (HSF) and human keratinocyte cell (HaCaT) from H2O2-
induced damage, and stimulate the secretion of collagen type I（Col Ⅰ） and hyaluronic acid（HA） by 
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引言

皮肤会随着年龄增长而逐渐衰老，这个过程

受到环境、遗传和生活方式等多种因素影响。随

着经济和技术的飞速发展，人们对美的追求也迅

速提高，抗皮肤衰老的意识也在不断增强，进而

对抗衰化妆品的需求也日益增长。相较于人工合

成品，人们更倾向于选择绿色天然的化妆品。所

以天然植物提取物作为主要添加物的产品在市场

上广为大众接受。

积雪草 Centella asiatica (L.) Urban，伞形科

积雪草属 Centella 多年生草本植物，俗称铜钱草、

崩大碗、雷公根等，多年生草本，茎匍匐，花果

期 4-10 月。我国仅产积雪草 1 种，广泛分布于

我国华南、华中、华东、中南、西南各地 [1]。积

雪草全草入药，始载于《神农本草经》，其内服

与外用已有两千多年的历史，功能主治有清热利

湿、解毒消肿、活血止血等，对发热、肠炎、咽

喉肿痛、痢疾、湿热黄疸、水肿、淋证、尿血、

衄血、痛经、崩漏、疔疮肿毒、跌打肿痛、外伤

出血及蛇虫咬伤等有着一定的疗效 [2]。现已从积

雪草中分离得到生物碱、黄酮、烯炔、单萜、倍

半萜、三萜、脂肪酸、酚酸和糖类等物质，其中

三萜类成分是积雪草的特征成分 [3]，代表性成分

有积雪草酸、羟基积雪草酸、积雪草苷、羟基积

雪草苷等。药理活性研究表明，积雪草具有抗菌

消炎 [4]、促进创伤愈合 [4-5]、神经保护 [6]、抗肿

瘤 [4,7]、保肝护肝 [8]、恢复黏膜屏障和肠道菌群

稳态 [9] 等活性。特别在化妆品领域，积雪草受到

HaCaT cells. Results: The Centella asiatica extract was safe to both HSF and HaCaT at the concentration of 
200.0 μg/mL. At the concentration of 25.0 μg/mL, it had a DPPH radical scavenging rate of 21.8%, the repair 
rates for H2O2-damaged HSF and HaCaT cells were 34.9% and 23.5%, and it also promoted the secretion of 
type I collagen by 29.5% and hyaluronic acid by 20.0%. Conclusion: Centella asiatica extract, with the activity 
of its representative components (asiatic acid, madecassic acid, asiaticoside, and madecassoside), has been 
shown to effectively resist oxidation, promote cells to secrete extracellular matrix, and provide soothing and 
skin-repairing benefits in vitro.

Key words: Centella asiatica (L.) Urban; soothing; repairing; human skin fibroblasts (HSF) ; human 
keratinocyte cell (HaCaT)

广泛使用 [10]，具有美白 [11-12]、抗氧化 [13]、祛痘 [14]、

舒缓 [15] 和抗衰老 [16] 等作用。由于积雪草具有上

述活性，因此越来越受到全球化妆品公司关注，

广泛应用于抗衰、舒缓和修复产品中，成为消费

者极其青睐的化妆品成分之一 [17]。

本研究对积雪草提取物及代表成分进行体

外抗氧化和促进细胞外基质分泌活性研究，阐明

积雪草提取物同时具有各代表成分活性，对皮肤

的舒缓和修复作用，表明其作为化妆品组分，具

有广阔的应用前景。

1 实验部分

1.1 主要材料、试剂和仪器

积雪草提取物由哈尔滨敷尔佳科技股份有

限公司委托中国科学院昆明植物研究所陈纪军

团队研制，人皮肤成纤维细胞（HSF）、人永生

化表皮细胞（HaCaT）购自北京北纳创联生物技

术有限公司；培养基（Dulbecco's Modified Eagle 
Medium, DMEM）购自 Thermo Fisher Scientific（苏

州，中国）；血清（fetal bovine serum, FBS）购

自 Life Technologies（NY，USA）； 过 氧 化 氢

（H2O2）购自西陇科学（四川，中国）；1,1- 二

苯基 -2- 苦基肼（1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl，
DPPH）购自北京索莱宝科技有限公司；无水乙

醇（Ethanol）购自四川西陇科学有限公司；透明

质酸定量检测试剂盒（HA ELISA Kit）购自武汉

华美生物工程有限公司（武汉，中国）；Ⅰ型胶

原定量检测试剂盒（Col Ⅰ ELISA Kit）购自武
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汉华美生物工程有限公司（武汉，中国）。

二氧化碳培养箱（Thermo 3111, 美国）；

生物安全柜（Thermo 1300　series A2, 美国）；

Varioskan LUX 台 式 多 功 能 酶 标 仪（Thermo 
Scientific, 美 国）； 分 析 天 平（AG135, Metler 
Toledo, 中 国 ）； 低 温 离 心 机（Eppendorf 
centrifuge 5415 R, 美国）；光学倒置显微镜（日

本奥林巴斯公司）。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养

使用含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基，于

37 ℃，5% CO2 的细胞培养箱中培养，每 2-3 天

用 0.25% 胰蛋白酶消化传代。实验时，取对数期

生长的细胞，接种于 96 孔板，每孔加入 100 μL
细胞悬液，培养 24 h 备用。HaCaT 细胞和 HSF
细胞培养条件均相同。

1.2.2 积雪草对皮肤细胞活力影响

实验分为对照组和实验组，每组三个复孔。

对照组给予完全培养基，实验组加入不同浓度

的样品，每孔 100 μL，继续培养 48 h。用 MTT
法 检 测 细 胞 活 力， 每 孔 加 入 MTT 溶 液 (1 mg/
mL)100 μL，培养箱中孵育 4 h；弃上清，每孔

加入 100 μL DMSO，培养箱中孵育 10 min；使

用酶标仪在 490 nm 波长下测量吸光度值，计算

细胞活力 [18]。

1.2.3 积雪草抗氧化活性测试 1.2.3.1 清除 DPPH
自由基活性测试

用无水乙醇将 DPPH 配成 100 μM 的工作

液；在 96 孔板中，每孔加入 100 μL 的 DPPH
工作液和 100 μL 待测样品，每组设置 3 个重复

孔；室温放置 30 min；使用酶标仪在 517 nm 波

长下测量吸光度值，计算清除率 [19]。

1.2.3.2 对 H2O2 诱导的 HaCaT 和 HSF 细胞

的保护作用

实验分为对照组、模型组和实验组，每组

三个复孔。对照组和模型组给予完全培养基，

实验组加入不同浓度的样品，预处理 24h；模型

组和实验组每孔加入 10μL H2O2 使其终浓度为

400μM，继续培养 16h。用 MTT 法检测，每孔

加入 MTT 溶液 (1 mg/mL)100 μL，培养箱中孵

育 4h；弃上清，每孔加入 100 μL DMSO，培养

箱中孵育 10 min；使用酶标仪在 490 nm 波长下

测量吸光度值，计算修复率 [20]。

                                    

1.2.3 积雪草促 HaCaT 细胞Ⅰ型胶原蛋白和透明

质酸分泌

实验分为对照组和实验组，每组三个复孔。

对照组给予完全培养基，实验组加入不同浓度的

样品，每孔 100 μL，继续培养 48 h。取上清，4 
℃，1000 g 离心 20 min，取上清液按照Ⅰ型胶原

和透明质酸定量检测试剂盒说明操作，使用酶标

仪在 450 nm 波长下测量吸光度值，计算增长率。

                                   

1.2.4 数据分析方法

实验数据使用统计软件 GraphPad prism 9 分

析。实验组和对照组间采用单因素方差分析，当

P<0.05 时表示差异具有显著性（*），P<0.01 时

表示差异具有极显著性（**）。

2 结果与讨论

2.1 积雪草对皮肤细胞活力影响

HaCaT 细胞，即人永生化表皮细胞，具有

角质细胞特性；HSF 细胞，即人皮肤成纤维细胞，

存在于真皮层中。两株细胞广泛应用于皮肤老化、

伤口愈合和化妆品安全性评估等研究。积雪草提

取物不仅含有化妆品通常含有的积雪草苷和羟基

积雪草苷，还含有积雪草酸和羟基积雪草酸，这

四个代表性成分约占积雪草总皂苷的 80% 以上 [3]。

2.1.1 对 HaCaT 细胞活力影响

以空白对照组细胞活力为 100%，结果如图
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1 所示。除积雪草酸在 200.0 μg/mL 时对 HaCaT
细胞有一定影响（细胞活力为 76.4%），积雪草

提取物和另外三个代表成分，在 3.2-200.0 μg/
mL 浓度范围内，HaCaT 细胞活力没有显著性差

异，细胞活力均大于 94.4%。

2.1.2 对 HSF 细胞活力影响

以空白对照组细胞活力为 100%，结果如图

2 所示。除积雪草酸在 200.0 μg/mL 时对 HSF
细胞有一定影响（细胞活力为 80.3%），积雪草

提取物和另外三个代表成分，在 3.2-200.0 μg/
mL 浓度范围内，HSF 细胞活力没有显著性差异，

细胞活力均大于 92.8%。

积雪草及代表性成分对 HaCaT 和 HSF 细胞

活力影响的结果显示，积雪草提取物、羟基积雪

酸、羟基积雪草苷和积雪草苷低于 200.0 μg/mL
浓度，积雪草酸低于 100.0 μg/mL 浓度时，对

图 1 对 HaCaT 细胞活力的影响
Fig. 1 Effect on the viability of HaCaT cells

图 2 对 HSF 细胞活力的影响
Fig. 2 Effect on the viability of HSF cells

图 3 对 DPPH 的清除率
Fig. 3 The clearance rate of DPPH

皮肤细胞无显著损伤。表明积雪草提取物对皮肤

细胞安全无毒。后续实验都在安全浓度下进行。

2.2 积雪草抗氧化活性

各种自由基从分子、细胞等水平对组织器

官造成氧化损伤，加速机体衰老。对 DPPH 自由

基清除能力是常用的抗氧化活性检测方法。H2O2

是细胞内一种重要的氧自由基，对细胞会造成氧

化应激反应。因此，利用 H2O2 诱导构建氧化损

伤细胞模型，检测样品对 H2O2 诱导细胞损伤的

保护作用，以反映样品的抗氧化性。

2.2.1 DPPH 自由基清除活性测试

结果如图 3 所示，积雪草提取物、积雪草酸、

羟基积雪草酸和积雪草苷，在 100.0 μg/mL 时，

对 DPPH 自由基清除率为 12.7%-13.7%。羟基积

雪草苷在 200.0 μg/mL 时，清除率为 11.9%。结

果表明，包含四个代表成分的积雪草提取物具有

与单体相当地清除 DPPH 自由基活性，与潘晓

翠等研究积雪草总苷在 100.0 μg/mL 时对 DPPH
自由基清除活性最好相一致 [21]。

2.2.2 对 H2O2 损伤的 HSF 和 HaCaT 细胞的保护

作用

结果如图 4 所示，以空白对照组细胞活力

为 100% 计算，积雪草提取物和积雪草中四个代

表性成分对 H2O2 损伤的 HaCaT 细胞均具有一定

的修复作用。其中，羟基积雪草酸与羟基积雪

草苷在较低浓度时（6.3 μg/mL）即可显示较强

的保护作用，修复率分别为 24.3 和 26.9%，与

积雪草苷（12.5μg/mL）的修复率相当（修复率

26.0%）；活性相对较弱的积雪草酸，12.5μg/
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图 4 对 H2O2 损伤 HaCaT 细胞的修复活性
Fig. 4 Repair activity on HaCaT cells damaged by H2O2

图 6 促 I 型胶原蛋白分泌活性
Fig. 6 Activity of type I collagen secretion

图 5 对 H2O2 损伤 HSF 细胞的修复活性
Fig. 5 Repair activity on HSF cells damaged by H2O2

mL 时修复率为 15.8%。主要包含以上四个成分

的积雪草提取物在较低浓度（6.3 μg/mL）时即

可起效（修复率为 14.3%），起效范围大（6.3-
50.0μg/mL），活性显著，25.0μg/mL 时最大修

复率为 23.5%。

2.3 促 HaCaT 细胞 I 型胶原蛋白（Col Ⅰ）和透

明质酸分泌（HA）

I 型胶原蛋白是构成正常成人皮肤的主体

（占 80%），支撑皮肤，促进伤口愈合，增加

弹性、修复受损皮肤。以空白对照组分泌量为

0，促 HaCaT 细胞 I 型胶原蛋白分泌结果如图 6
所示。积雪草提取物、积雪草酸和积雪草苷，

均有不同程度促 I 型胶原蛋白（Col Ⅰ）分泌活

性，其中积雪草提取物在浓度 25.0 μg/mL 时，

促 I 型胶原蛋白分泌活性达 29.5%，优于积雪草

酸（25.0 μg/mL 时 24.3%） 和 积 雪 草 苷（12.5 
μg/mL 时 20.3%）； 羟 基 积 雪 草 酸（50.0 μg/
mL 时 12.7%）和羟基积雪草苷（25.0 μg/mL 时

11.6%）活性不明显。Afnan [5] 和 Cheng[22] 也分

别在兔和大鼠上证实，积雪草提取物能显著促进

伤口愈合，且愈合作用可能是由于其上调 I 型胶

原蛋白表达。

透明质酸（HA）又称玻尿酸，具有强大的

保湿作用，是化妆品中常见的保湿剂。以空白对

照组分泌量为 0，促 HaCaT 细胞透明质酸分泌

结果如图 7 所示。积雪草提取物、积雪草酸、羟

基积雪草酸和羟基积雪草苷，均有不同程度促透

明质酸分泌活性。其中，积雪草酸和羟基积雪草

酸在较低浓度时（3.2 μg/mL）即能显著促进透

明质酸分泌，增长率分别为 23.7%、21.1%，且

当浓度为 6.3 μg/mL 时，增长率高达 30.4% 和

32.2%。积雪草提取物和羟基积雪草苷浓度增加

到 25.0 μg/mL 时，促进透明质酸分泌明显（20.0%

结果如图 5 所示，以空白对照组细胞活力为

100% 计算，积雪草提取物和积雪草中四个代表

性成分对 H2O2 损伤的 HSF 细胞同样具有显著的

修复作用。与对 HaCaT 细胞保护作用相似，羟

基积雪草酸与羟基积雪草苷在较低浓度时（6.3 
μg/mL）即显示出较强保护作用，修复率分别

为 35.9% 和 25.7%；积雪草酸和积雪草苷（12.5μg/
mL）的修复率分别为 27.1% 和 24.7%。积雪草

提取物在较低浓度（6.3 μg/mL）时修复率为

24.2%，分析主要由于羟基积雪草酸起作用；

起 效 范 围 大（6.3-50.0μg/mL）， 活 性 显 著，

25.0μg/mL 时最大修复率约为 35.0%。
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和 17.6%）。已有研究表明，积雪草提取物可通

过增加 HaCaT 细胞中水通道蛋白 3 表达，促进

透明质酸分泌 [23]。

3  结论

积雪草作为一种多功效的植物在多国范围

广泛运用 [24]，在我国也有悠久的食用和药用历史，

特别在化妆品领域中越来越受重视，产品丰富。

积雪草提取物对 HaCaT 和 HSF 细胞安全无毒性，

且具有清除 DPPH 的能力，在浓度 6.3-50.0 μg/
mL 时，能有效修复 H2O2 对 HaCaT 细胞和 HSF
细胞损伤，修复率为 24.2%-35.0%，减少皮肤所

受氧化损伤。另外，积雪草提取物促进 HaCaT
细胞分泌 I 型胶原蛋白和透明质酸，在浓度 25.0 
μg/mL 时，对 I 型胶原蛋白和透明质酸分泌促

进率分别为 29.5% 和 20%，而细胞外基质能保

持皮肤结构完整，增强皮肤的弹性，促进伤口愈

合，有效舒缓和修复受损肌肤。本研究使用的积

雪草提取物不仅含有市面化妆品常见的积雪草苷

和羟基积雪草苷，还含有积雪草酸和羟基积雪草

酸，这两个代表成分能显著促进 HA 分泌，而积

雪草苷和羟基积雪草苷此活性不明显。后续将对

积雪草提取物或四个代表性成分抗氧化、促进细

胞外基质分泌的作用机理开展深入研究，为其在

化妆品中的运用提供坚实的理论依据。

综上所述，积雪草提取物具有 DPPH 自由

基清除、HaCaT 和 HSF 细胞 H2O2 损伤修复、促

HaCaT 细胞外基质分泌活性，表明具有一定地舒

图 7 促透明质酸分泌活性
Fig. 7 Activity of hyaluronic acid

缓和修复功效。且积雪草提取物同时兼具四个代

表性成分单体的活性，具有抗氧化、促进胶原蛋

白和透明质酸分泌活性，能作为安全有效的舒缓、

修复功效的化妆品组分。

致谢：本项目获得哈尔滨敷尔佳科技股份有

限公司资金支持
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