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灵芝孢子粉提取物延缓皮肤衰老作用研究  
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1（中国检验检疫科学研究院，北京，100176） 

2（中检科（北京）化妆品技术有限公司，北京，100176）  

*通信作者   苏宁，副研究员，为通信作者，E-mail：sun@caiq.org.cn 

摘要   寻找天然有效成分以延缓皮肤衰老是近年来人们关注与研究的热点。为研究灵芝孢子粉提取物（Ganoderma 

lucidum spore extract，GLSE）对 HDFn 细胞氧化损伤保护作用及其抗衰老作用，构建叔丁基过氧化氢（ tert-butyl 

hydroperoxide, TBHP）诱导 HDFn 细胞氧化损伤衰老模型。测定 GLSE 对衰老模型的保护作用以及细胞中超氧化物歧

化酶 (superoxide dismutase, SOD)活性、谷胱甘肽过氧化物酶 (glutathione peroxidase, GSH-Px)活性以及丙二醛

(malondialdehyde, MDA)水平、线粒体膜电位变化；同时测定衰老相关 β-半乳糖苷酶活性以及抗氧化应激相关

Nrf2/HO-1 通路表达情况。结果显示，GLSE 预处理后对 TBHP 诱导的衰老模型具有保护作用；GLSE 作用 HDFn 细胞

后，能够降低 MDA 含量，提高细胞 SOD 和 GSH-Px 活性，稳定细胞线粒体膜电位，以及抑制细胞-半乳糖苷酶活

性，激活通路 Nrf2/HO-1 mRNA 表达。因此，GLSE 作用 HDFn 细胞后，可以有效地减弱 TBHP 诱导的氧化损伤，从

而达到延缓皮肤衰老的作用。 

关键词  灵芝孢子粉；延缓衰老；抗氧化；tert-butyl hydroperoxide；HDFn 细胞 
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Study on anti-skin aging effect of Ganoderma lucidum spore powder extract 

LIU Chunyuan1 , LIU Zhenhua1 , CHEN Yunxia1 , HE Jie2 , XUE Shengran2 , ZHANG Xinyi2 , ZHENG Jun2 , SU Ning1  

1(China Academy of Inspection and Quarantine, Beijing 100176, China)  

2(C C TECH (BEIJING) Co. Ltd, Beijing 100176, China)  

Abstract  Searching for natural active ingredients to delay skin aging is a hot spot in recent years. To study the protective 

effect and anti-aging effect of Ganoderma lucidum spore extract (GLSE) on HDFn cells from oxidative damage, the model 

which tert-butyl hydroperoxide (TBHP) induced oxidative damage and aging of HDFn cells was constructed. CCK8 method 

was used to determine the cell survival rate after TBHP induction to determine the protective effect of GLSE on aging model. 

The activities of superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px), malondialdehyde (MDA) level were 

measured. Flow cytometry was used to detect the changes of mitochondrial membrane potential after GLSE pretreatment on 

TBHP-induced oxidative damage. Moreover, the activity of senescence-related β-galactosidase and the expression of 

Nrf2/HO-1 pathway related to anti-oxidative stress were measured. The results showed that GLSE pretreatment had a 

protective effect on TBHP induced aging model. After acting on HDFn cells, GLSE decreased the content of MDA, increased 

the activities of SOD and GSH-Px. Further studies showed that GLSE significantly stabilized the mitochondrial membrane 

potential of HDFn cells, indicating that GLSE could inhibit the mitochondrial damage induced by TBHP. In addition , GLSE 

suppressed cells β-Galactosidase activity, activated antioxidant pathway Nrf2/HO-1 mRNA expression. In conclusion, after 

GLSE acts on HDFn cells, it can effectively attenuate the oxidative damage induced by TBHP, thereby delaying skin aging.  

Key words  Ganoderma lucidum spore powder extracts; anti-aging; antioxidation; tert-butyl hydroperoxide; HDFn cells 

灵芝是一种药用价值较高的名贵真菌，被视为延年益寿的珍品，灵芝孢子是其子实体成熟期从菌

盖弹射出来的灵芝种子。研究表明，灵芝孢子粉富含多糖、肽、有机锗、氨基酸、生物碱、三萜、脂

肪酸以及各种微量元素等[1-2]，其具有抗肿瘤 [3]、调节肠道菌群 [4]、降血糖血脂、抗炎 [5]、抗氧化[6]、
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清除自由基等作用[7]。皮肤衰老是最直观的衰老特征之一，皮肤衰老表现为皮肤失去弹性和柔软性，

出现皱纹、干燥角化、色素过量沉积等 [8]。寻找天然安全有效成分以延缓皮肤衰老，是近年来人们关

注与研究的热点之一，而对灵芝孢子粉延缓皮肤衰老机理方面的研究却鲜有报道。本文通过以天然产

物灵芝孢子粉提取物（Ganoderma lucidum spore extract，GLSE）为研究对象，探讨其对体外 HDFn 细

胞抗衰老模型的作用及其抗氧化应激作用机制，旨在为 GLSE 在延缓皮肤衰老应用中提供科学依据。 

1 材料与方法 

1.1 细胞 

正常人原代真皮成纤维细胞（HDFn），ATCC，批号 63557078。 

1.2主要试剂 

灵芝孢子粉，修正药业；DMEM 培养基、磷酸盐缓冲液 (dulbecco phosphate buffer solution，

DPBS)、0.25%胰蛋白酶、胎牛血清，美国 gibco 公司；增强型 CCK-8 试剂盒，碧云天生物技术有限

公司；叔丁基过氧化氢，东京化成工业株式会社；总 SOD 活性检测试剂盒（WST-8 法）、总谷胱甘

肽过氧化物酶检测试剂盒、脂质氧化(MDA)检测试剂盒、-半乳糖苷酶试剂盒，碧云天生物技术有限

公司；线粒体膜电位检测试剂盒（JC-10），北京索莱宝科技有限公司。 

1.3主要仪器 

AC2-4S1 生物安全柜，新加坡艺思高科技有限公司；Observer.D1 倒置显微镜，德国 Zeiss 公司；

371 二氧化碳培养箱、MULTISKAN GO 全波长酶标仪，美国 Thermo 公司；3K15 离心机，希格玛实

验室离心机公司；ME104E 电子分析天平，瑞士 METTLER TOLEDO 公司；S3E 流式细胞仪，美国伯

乐公司；SCIENTZ-IID 超声波细胞破碎仪，宁波新芝生物有限公司。 

1.4 实验方法 

1.4.1样品制备 

实验参考刘世柱等[9]方法并加以改进，采用水提法制备灵芝孢子粉提取物，制备方法如下：称取

灵芝孢子粉 5 g，加入 40 mL 的超纯水超声 10 min，然后 90 ℃浸提 3 h，涡旋振荡后定容 50 mL，4 

000 r/min 离心 10 min，取上清溶液，即为 100 g/L 灵芝孢子粉提取物。 

1.4.2细胞培养 

HDFn 细胞培养于 37 ℃、5% CO2的培养箱中，2~3 d 传代 1 次。实验选取 4~7 代细胞。 

1.4.3细胞存活率测定 

参照文献[10]方法采用 CCK-8 检测法检测 HDFn 细胞存活率。取对数生长期的细胞以密度 104 细

胞/孔，接种于 96 孔板。培养 24 h 后，DPBS 清洗 2 次，每孔加入 100 L 终质量浓度为 0.63、1.25、

2.5、5、10 g/L GLSE 的 DMEM 培养基培养，设置阴性对照（只加培养基）。继续培养 24 h 后，每

孔加入 CCK-8 工作液，于培养箱内避光孵育 2 h 后用酶标仪检测各实验组在 450 nm 处的吸光度并按

公式（1）计算细胞存活率。选取细胞存活率＞70%的样品浓度为工作浓度进行下一步功效测试[11]。 

 细胞存活率/% =
样品组−空白组

阴性对照组−空白组
× 100（1） 

1.4.4 TBHP诱导衰老模型建立 

将细胞以密度 104细胞/孔接种于 96 孔板中，培养 24 h 后，DPBS 清洗 2 次，每孔加入 100 L 含

TBHP 的培养基，终浓度分别为 78.13、156.25、、625、  mol/L，同时设置阴性对照（只

加培养基），继续培养 2 h 后进行细胞存活率测定（方法及计算公式同 1.4.3）。 

1.4.5 GLSE对衰老模型的保护作用 

为了进一步评估 GLSE 对氧化损伤细胞衰老模型的保护作用，将细胞以密度 104 细胞/孔接种于

96 孔板中，培养 24 h 后，DPBS 清洗 2 次，加入终质量浓度为 0.63、1.25、2.5、5、10 g/L GLSE 的

培养基处理 24 h 后，DPBS 清洗 2 次，加入 312.50 μmol/L TBHP 孵育 2 h 后，进行细胞存活率测定

（方法及计算公式同 1.4.3），评价 GLSE 对氧化损伤后细胞的保护作用。 
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1.4.6 GLSE对 HDFn细胞内 SOD、GSH-Px活力和 MDA含量影响 

收集对数生长期细胞，按照 2×106 细胞/皿接种于细胞培养皿，培养 24 h 后，加入终浓度为

2.5、5、10 g/L GLSE 的 DMEM 培养基。继续培养 24 h 后，DPBS 清洗 2 次，加入 312.50 μmol/L 

TBHP。同时设置阴性对照（只加培养基），以只加 TBHP 的细胞为模型对照。TBHP 作用 2 h 后，

DPBS 清洗 2 次后裂解细胞。按照各试剂盒的操作方法分别进行 SOD、GSH-Px、MDA 的检测。 

1.4.7 GLSE对细胞线粒体膜电位的影响 

收集对数生长期细胞，按照 2×105 细胞/孔接种于 6 孔板，培养 24 h 后，加入终质量浓度为

2.5、5、10 g/L GLSE 的 DMEM 培养基。继续培养 24 h 后，DPBS 清洗 2 次，加入 312.50 μmol/L 

TBHP。同时设置阴性对照（只加培养基），以只加 TBHP 的细胞为模型对照。TBHP 作用 2 h 后，按

照线粒体膜电位检测试剂盒说明书进行操作，并通过流式细胞仪分析检测。 

1.4.8 GLSE对 HDFn细胞β-半乳糖苷酶活性的影响 

收集对数生长期细胞，按照 2×105 细胞/孔接种于 6 孔板，培养 24 h 后，加入终质量浓度为

2.5、5、10 g/L GLSE 的 DMEM 培养基。继续培养 24 h 后，DPBS 清洗 2 次，加入 312.50 μmol/L 

TBHP。同时设置阴性对照（只加培养基），以只加 TBHP 的细胞为模型对照。TBHP 作用 2 h 后，按

照-半乳糖苷酶试剂盒说明书进行操作。光学显微镜下观察细胞染色情况，并按公式（2）计数 100

个细胞中染色阳性细胞百分比。 

 SA − β − Gal染色率/% =
蓝染细胞数

全部细胞数
× 100（2） 

1.4.9 GLSE对 HDFn细胞 Nrf2/HO-1 mRNA表达的影响 

收集对数生长期细胞，按照 3×105 细胞/孔接种于 6 孔板，培养 24 h 后，加入终质量浓度为

2.5、5、10 g/L GLSE 的 DMEM 培养基。继续培养 24 h 后，DPBS 清洗 2 次，加入 312.50 μmol/L 

TBHP。同时设置阴性对照（只加培养基），以只加 TBHP 的细胞为模型对照。TBHP 作用 2 h 后，收

集处理好的细胞，提取 RNA 并测定 RNA 浓度，按照反转录试剂盒说明书进行操作。反应条件：

step1：95 ℃ 5 min，step2：42 ℃ 5 min，step3：95 ℃ 3 s，step4：60 ℃ 30 s，step5：4 ℃ ∞，step2→

step4 40 cycles，以 β-actin 为内参照，用 2-ΔΔCt 法计算目的基因相对表达量。结果根据目的基因与相

应的 β-actin 的表达比值确定基因的表达水平高低｡ 

表1 PCR引物序列 

Table 1 Primer sequences 

基因 上游引物 下游引物 

HO-1 5'-TGCCAGTGCCACCAAGTTCAAG-3' 5'-TGTTGAGCAGG AACGCAGTCTTG-3' 

Nrf2 5'-TCCAAGTCCAGAAGCCAAACTGAC-3' 5'-GGAGAGGATGCTGCTGAAGGAATC-3' 

-Actin 5'-CATGTACGTTGCTATCCAGGC-3' 5'-CTCCTTAATGTCACGCACGAT-3' 

1.4.10 数据处理 

采用 SPSS 22.0 统计软件进行统计分析。组间差异比较采用单因素方差分析 (One-Way 

ANOVA) ，方差齐者采用 LSD 检验，方差不齐者采用 Tamhane’s T2 检验 .##：与阴性对照相比

P<0.01；*：与模型对照相比 P<0.05；**：与模型对照相比 P<0.01。 

2结果与分析 

2.1 细胞存活率结果 

使用 CCK-8 法对不同浓度 GLSE 进行 HDFn 细胞毒性研究，研究不同质量浓度的 GLSE 对细胞

存活率的影响。由图 1 可知，在试验质量浓度范围（0.63～10 g/L）内，细胞存活率均高于 70%。说

明在此质量浓度范围内无细胞毒性作用，此浓度范围可用于后续试验。 
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图 1 GLSE 对 HDFn 细胞存活率的影响 

Fig.1 Effects of GLSE on HDFn cell viability 

2.2 TBHP诱导衰老模型建立 

细胞衰老模型的构建是抗衰老研究的前提，TBHP 是一种可在多种细胞系中诱导氧化应激及细胞

损伤的氧化剂，可诱导细胞产生 ROS，从而使所介导的生物分子损伤会导致细胞凋亡及衰老，相比

H2O2 结构更稳定，现已被用于构建多种细胞衰老模型[12-14]。采用 TBHP 诱导 HDFn 细胞建立氧化应

激皮肤早衰模型，筛选最佳 TBHP 使用浓度。图 2 为不同浓度 TBHP 对 HDFn 细胞存活率影响结果，

不同浓度 TBHP 作用细胞后，细胞存活率随 TBHP 浓度的增加而减小，当浓度小于 156.25 μmol/L

时，TBHP 对 HDFn 细胞的存活率影响甚微，而当浓度增加到 312.50 μmol/L 时，细胞的存活率显著

降低(65.34±4.66)%，对 HDFn 细胞损伤效果显著（P<0.01），表明 HDFn 细胞的存活率受到抑制。故

选用 312.50 μmol/L TBHP 作为诱导 HDFn 细胞形成氧化应激早衰模型的最佳浓度。 
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图 2 TBHP 对细胞存活率的影响 

Fig.2 Effects of TBHP on HDFn cell viability 

2.3 GLSE对体外细胞模型的保护作用 

利用构建的 TBHP 氧化损伤模型，研究 GLSE 预处理后对氧化损伤的 HDFn 细胞的影响。由图 3

所示，与阴性对照组比较，模型对照组细胞存活率明显下降，细胞存活率为（62.78±2.98）%，且差

异有统计学意义（P<0.01）。质量浓度为 5 g/L 和 10 g/L GLSE 在给药 24 h 后能够显著提高 HDFn 细

胞存活率（P<0.05）。以上结果表明，GLSE 能够降低 TBHP 诱导 HDFn 细胞氧化损伤作用。 
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图 3 GLSE 对体外细胞模型的保护作用 

Fig.3 Protective effect of GLSE on cell model in vitro 

2.4 GLSE对 HDFn细胞内 SOD、GSH-Px活力和 MDA含量影响 

SOD 活性、GSH-Px 活性以及 MDA 含量的高低是反映细胞氧化损伤程度的重要指标。SOD 是细

胞内重要的抗氧化酶，是细胞防御氧化应激的重要组成部分，能有效清除活性氧自由基，防止脂质过

氧化，提升机体的抗氧化能力[15]。GSH-Px 是机体内广泛存在的一种重要的过氧化物分解酶，维持机

体内部自由基的相对稳定，在保护细胞免受自由基损伤过程中起着关键作用 [16]。ROS 的过量产生和

累积致使细胞膜脂质过氧化，产生脂质过氧化产物 MDA，最终引起细胞的氧化损伤或凋亡，故通过

MDA 的含量可间接反映出细胞氧化应激损伤的程度[17]。 

GLSE 对 TBHP 诱导氧化损伤的 HDFn 细胞内 SOD 活力、GSH-Px 活力和 MDA 含量影响的结果

如表 2 所示。与阴性对照组比较，模型对照组 SOD 和 GSH-Px 活力明显降低、MDA 含量明显升高，

差异均有统计学意义（P<0.05），说明 TBHP 对 HDFn 细胞具有氧化损伤作用。与模型对照组相比，

样品组测试质量浓度 SOD 活力均有升高，随浓度的增大呈上升趋势，10 g/L GLSE 作用 HDFn 细胞后

SOD 活力升高，具有统计学差异（P<0.05）；与模型对照组相比，2.5、5、10 g/L 质量浓度 GLSE 作

用 HDFn 细胞 GSH-Px 活力均显著升高（P<0.01），并呈良好的剂量依赖关系；2.5、5、10 g/L 质量

浓度 GLSE 作用 HDFn 细胞后 MDA 含量显著降低（P<0.01）。参考刘乔、王冰心、ZHONG 等[2,18-19]

的研究，其中灵芝酸、灵芝多糖、灵芝多糖肽对氧化损伤保护起到主要作用。 

综上，GLSE 作用 HDFn 细胞后，能显著提高 TBHP 诱导氧化损伤的细胞内 SOD 和 GSH-Px 活

力，抑制脂质的过氧化，显著降低 MDA 含量，对 TBHP 诱导 HDFn 细胞的氧化损伤具有保护作用。 

表2 GLSE对HDFn细胞内SOD、GSH-Px活力和MDA含量的影响 

Table 2 Effects of GLSE on SOD, GSH-Px activity and MDA content in HDFn cells 

组别 SOD/（U·mg-1 prot） GSH-Px/（U·mg-1 prot） MDA/（μmol·mg-1 prot） 

阴性对照 16.65±0.20 238.78±10.06 19.45±3.22 

模型对照 13.27±1.66# 16.09±1.22## 88.91±4.89## 

2.50 g/L 14.92±0.45 46.40±18.07* 55.78±5.41** 

5.00 g/L 15.47±0.18 87.53±10.46** 59.76±7.94** 

10.00 g/L 20.60±1.85* 126.29±19.49** 30.46±4.04** 

2.5 GLSE对细胞线粒体膜电位的影响 

线粒体是维持细胞正常功能的重要细胞器，细胞衰老时，线粒体膜电位降低，细胞凋亡增加，加

速了细胞的衰老死亡过程[20]。GLSE 对 HDFn 细胞线粒体膜电位的影响见图 4，与阴性对照相比，
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TBHP 模型组能够降低 HDFn 细胞的线粒体膜电位，并且模型组细胞相对荧光值比阴性对照组明显降

低（P<0.05），这表明 TBHP 作用 HDFn 细胞 2 h 后出现了大量细胞凋亡。GLSE 作用 HDFn 细胞后

能够增加 TBHP 损伤后的细胞线粒体膜电位，说明 GLSE 能够抑制 TBHP 诱导 HDFn 细胞的线粒体损

伤。KOU 等[21]研究发现灵芝三萜类成分对 H2O2 诱导的 SH-SY5Y 细胞具有保护作用，能够有效的降

低线粒体膜电位。 

 

a-阴性对照组；b-模型对照组；c-2.50 g/L；d-5.00 g/L；e-10.00 g/L 

图 4 GLSE 对 HDFn 细胞线粒体膜电位的影响 

Fig.4 Effect of GLSE on mitochondrial membrane potential of HDFn cells  
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图 5 GLSE 对 HDFn 细胞线粒体膜电位的影响 

Fig.5 Effect of GLSE on mitochondrial membrane potential of HDFn cells  

2.6 GLSE对 HDFn细胞β-半乳糖苷酶活性的影响 

衰老相关-半乳糖苷酶（senescence-associated β galactosidase，SA-β-gal）活性的检测用于识别细

胞的衰老状态是目前使用最广泛的方法。模型组中大量的细胞被染成蓝色，即衰老阳性细胞，细胞发
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生衰老后，会出现细胞形态学改变、周期阻滞、衰老相关蛋白分子的变化等特点，其中 SA-β-gal 是经

典的衰老标志物之一 [22]。结果如图 6 和图 7 所示。模型对照组中 SA-β-Gal 染色率显著升高

（P<0.01）；当 GLSE 作用 HDFn 细胞后，相比模型对照组 SA-β-Gal 染色率显著降低（P<0.01）。说

明 GLSE 作用 HDFn 细胞后 SA-β-Gal 活性减弱，从而达到延缓衰老的作用。根据邹美圣等 [23]的研

究，其中灵芝多糖对血管内皮细胞 SA-β-Gal 活性降低起到关键作用。 

 

a-阴性对照组；b-模型对照组；c-2.50 g/L；d-5.00 g/L；e-10.00 g/L 

图 6 GLSE 对 SA-β-Gal 活性的影响图示 

Fig.6 Graphical representation of the effect of GLSE on HDFn cells SA-β-Gal activity 
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图 7 GLSE 对 HDFn 细胞 SA-β-Gal 活性的影响 

Fig.7 Effect of GLSE on HDFn cells SA-β-Gal activity 

2.7 GLSE对 HDFn细胞 Nrf2/HO-1 mRNA表达的影响 

Nrf2 通路作为重要的内源性抗氧化应激通路，在氧化应激反应应答中起关键作用 [24]。氧化应激

状态下 Nrf2 信号通路激活后，启动抗氧化物酶 HO-1 的表达，进而影响机体内各种抗氧化酶 GSH-Px

和 SOD 的活性，在氧化/抗氧化系统中起到重要作用[25-26]。结果见图 8。与模型组比较，10 g/L 质量

浓度 GLSE 作用 HDFn 细胞后 Nrf2 和 HO-1 表达量均显著增加（P<0.01）。说明 GLSE 能够通过激活

Nrf2/HO-1 通路发挥抗氧化应激的保护作用。张佳婵等[27]研究灵芝菌丝体多糖对人皮肤成纤维细胞氧

化应激损伤，发现灵芝多糖抗氧化应激作用与 Keap1-Nrf2/ARE 信号通路密切相关。 
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图 8 GLSE 对 HDFn 细胞 Nrf2/HO-1 mRNA 相对表达量的影响 

Fig.8 Effect of GLSE on relative Nrf2/HO-1 mRNA expression of HDFn cells 

3 结论 

（1）当 GLSE 质量浓度为 10 g/L 及以下时，HDFn 细胞的细胞存活率均超过 70%，且细胞形态正

常，说明在此质量浓度以下无细胞毒性作用，此质量浓度范围可用于后续试验。质量浓度为 5 g/L 和

10 g/L 的 GLSE 在作用 24 h 后，能够明显提高因 TBHP 损伤后的 HDFn 细胞的活性。 

（2）GLSE 能够预防 TBHP 诱导氧化损伤，显著提高细胞内 SOD 和 GSH-Px 活力，抑制脂质的过

氧化，显著降低 MDA 含量，从而达到延缓衰老的作用。 

（3）GLSE 作用 HDFn 细胞后能够增加 TBHP 损伤后的细胞线粒体膜电位，进一步说明 GLSE 能

够预防并抑制 TBHP 诱导 HDFn 细胞的线粒体损伤。 

（4）GLSE 能够降低 SA-β-Gal 染色率，表明其能有效的抑制 HDFn 细胞中 SA-β-gal 活性的提

升，从而达到抗衰老的作用。 

（5）GLSE 作用 HDFn 细胞后，能缓解 TBHP 诱导的细胞凋亡，同时 GLSE 能够上调 Nrf2/HO-1

基因 mRNA 表达，表明 GLSE 对 TBHP 诱导 HDFn 氧化早衰具有保护作用与 Nrf2/HO-1 信号通路有

关。 

本研究有助于阐明灵芝孢子粉提取物作为天然产物抗细胞损伤延缓皮肤衰老的作用机制，为进一

步开发抗皮肤衰老保健品的开发以及化妆品等提供了相关理论及实验依据，具有重要的社会和经济价

值。 
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