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摘要：采用超声提取的方法制备红景天提取液，所得生药的质量浓度为

０．０５ｇ／ｍＬ．通过清除１，１－二苯基－２－三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）自由基实验、抑制
酪氨酸酶实验、小鼠Ｂ１６黑色素瘤细胞实验，评估红景天提取液生化与细胞水
平的美白功效．结果显示，在 １．００ｗｔ％ 的受试浓度下，红景天提取液对 ＤＰＰＨ
自由基的清除率为９２．２％，对酪氨酸酶的抑制率为７９．１％，黑色素细胞相对细
胞活率高于７５％，对小鼠黑色素细胞合成黑色素的抑制率为３９．０％．说明所制
备的红景天提取液具有良好的清除 ＤＰＰＨ自由基活性和抑制酪氨酸酶活性的
作用，可有效降低小鼠黑色素细胞分泌黑色素的能力，在生化与细胞水平具有

良好的美白功效，在美白化妆品中具有良好的应用潜力．
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０　引言

东方女性“以白为美”．随着科技发展，化
妆品科技工作者开发出琳琅满目的美白化妆

品，化妆品美白剂也成为科技工作者关注的

热点［１］．
目前，市面上存在着众多的化妆品美白剂，

这些美白剂大多以强效抑制酪氨酸酶活性，减

少黑色素生成来发挥美白功效［２－３］．但是，近年
来化妆品安全事件时有发生，２０１３年日本出现
了“杜鹃醇致皮肤白斑”事件后，人们对化学美

白剂的安全性担忧情绪日益加重，如何实现

“安全、健康美白”已成为一个严峻的科学问

题．鉴于此，寻找来自绿色植物的天然活性成分
以实现健康美白，已经成为化妆品美白产品开

发的主流方向，各种各样的植物美白剂也应运

而生，如甘草提取物、当归提取物及复合植物提

取物等，这些植物美白剂在多种护肤品中被添

加使用．
红景天作为一种优质的植物资源，在食品、

药品、保健品及化妆品中均有着广泛的应用．本
文旨在研究红景天提取液在生化与细胞水平的

美白功效，为其在化妆品天然植物美白剂的研

究与开发提供理论支撑．

１　材料与方法

１．１　试剂和仪器
主要试剂：大花红景天（中药饮片），安国

市万联中药饮片有限公司产；生化试剂 Ｌ－酪

氨酸和蘑菇酪氨酸酶，分析纯１，１－二苯基 －

２－三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）和３－（４，５－二甲基噻

唑－２）－２，５－二苯基四氮唑溴盐（ＭＴＴ），

Ｓｉｇｍａ试剂公司产；化学纯浓盐酸，分析纯氢氧

化钠、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、无水乙醇、甘

油、二甲亚砜（ＤＭＳＯ），国药集团化学试剂有限

公司产；小鼠 Ｂ１６黑色素瘤细胞、ＤＭＥＭ培养

基，北京富龙康泰生物科技有限公司产．

主要仪器：１５１０全波长 ＭｕｌｔｉｓｋａｎＧＯ酶标

仪，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司产；ＰＬ１００１－Ｌ型电子天

平，ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司产；９６孔板，ＢＩＯＦＩＬ公司

产；ＦＥ２０ｔ型 ｐＨ计，ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司产；

ＭＸ－Ｆ型旋涡混合器，大龙兴创实验仪器（北

京）有限公司产．

１．２　方法
１．２．１　红景天提取液制备工艺　称取红景天

原料１０ｇ，粉碎机粉碎后，加入８０％（ｖ／ｖ）乙醇

溶液２００ｍＬ，在３０℃下超声提取３０ｍｉｎ后过

滤，除去滤渣，滤液经减压浓缩除去全部乙醇

后，加入与８０％（ｖ／ｖ）乙醇溶液投料量相同质

量的甘油进行复溶，二次过滤，得到红景天提取

液．制备的红景天提取液生药的质量浓度为

０．０５ｇ／ｍＬ．

１．２．２　ＤＰＰＨ自由基清除实验　ＤＰＰＨ是一

种稳定的有机自由基，在可见光区５１７ｎｍ处具

有最大吸收峰，在乙醇溶液中，每个ＤＰＰＨ分子

·０４·
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在溶液中可生成１个稳定的含氮自由基，具有

典型紫色，当它与提供１个电子的自由基清除

剂相作用时，生成无色产物，使溶液的典型紫色

变浅，其褪色程度与配对电子数成化学计量关

系．因而可用分光光度法进行定量分析，来检测

自由基清除情况，以评价样品清除自由基的能

力［４］．通过构建如表１所示的ＤＰＰＨ自由基清除

反应体系来评估红景天提取液的抗氧化活性．

表１　ＤＰＰＨ自由基清除实验反应体系

Ｔａｂｌｅ１　ＲｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｏｆＤＰＰＨｆｒｅｅ

ｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｍＬ

体系 无水乙醇 ０．２ｍｍｏｌ／ＬＤＰＰＨ溶液 待测液

１＃ — １．５ １．５
２＃ １．５ １．５ —

３＃ １．５ — １．５

按照表１的顺序加样结束后，于２５℃水浴

下恒温反应２０ｍｉｎ，在５１７ｎｍ处测各体系的吸

光值．ＤＰＰＨ自由基清除率计算公式为

清除率＝［（Ａ２＋Ａ３）－Ａ１］／Ａ２×１００％

式中，Ａ１，Ａ２，Ａ３分别为１
＃，２＃，３＃反应体系反应

结束后在５１７ｎｍ处的吸光值．

１．２．３　抑制酪氨酸酶实验　构建酪氨酸酶催

化反应体系，以评价红景天提取液对酪氨酸酶

的抑制效果［５－６］．在 ｐＨ＝６．８的磷酸缓冲液

（ＰＢＳ）体系中，酪氨酸酶可催化 Ｌ－酪氨酸产

生黑色素，在４７５ｎｍ处具有最大吸收峰．在反

应体系中添加酪氨酸酶抑制剂可减少黑色素的

生成，通过黑色素生成量的减少程度来评价抑

制剂对酪氨酸酶的抑制效果．酪氨酸酶催化反

应体系如表２所示．

按照表２顺序加样结束后，于３７℃水浴下

恒温反应２０ｍｉｎ，在４７５ｎｍ处测定各体系的吸

光值．酪氨酸酶抑制率计算公式为

抑制率＝［（Ａ－Ｂ）－（Ｃ－Ｄ）］／（Ａ－Ｂ）×１００％

式中，Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ分别为表２中各反应体系反应

结束后在４７５ｎｍ处的吸光值．

表２　酪氨酸酶催化反应体系

Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｏｆｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ

ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ μＬ

体系 ｐＨ＝６．８ＰＢＳ ０．０５％Ｌ－
酪氨酸

待测液
２００Ｕ／ｍＬ
酪氨酸酶溶液

Ａ ７５０ ４００ — ２５０

Ｂ １０００ ４００ — —

Ｃ ３５０ ４００ ４００ ２５０

Ｄ ６００ ４００ ４００ —

１．２．４　小鼠Ｂ１６黑色素瘤细胞实验　１）相对
细胞活率测定（ＭＴＴ法）［７］．培养小鼠Ｂ１６黑色
素瘤细胞，待细胞生长到对数期，用０．２５％（质
量分数）胰酶消化，调整细胞浓度为５×１０４个／
ｍＬ，接种于９６孔板中，每孔１００μＬ．置于培养箱
中培养２４ｈ后，弃上清液，添加含药培养基，每
个样品 ４个浓度组（０．０１％，０．５％，１．０％，
２．０％，均为质量分数）．每一浓度设３个复孔，对
照组不加药物，代之以相应的溶媒．孵育７２ｈ后，
每孔加入５ｇ／Ｌ的ＭＴＴ溶液２０μＬ，４ｈ后弃上清
液，每孔加入细胞裂解液１００μＬ，继续培养过夜，
在酶标仪上检测各孔吸光度值，波长为５７０ｎｍ．
相对细胞活率＝（对照组平均吸光度值－药物
组平均吸光度值）／对照组平均吸光度值×１００％

２）黑色素合成抑制率测定［７］．将小鼠 Ｂ１６
黑色素细胞以 ２×１０５个／ｍＬ的密度接种于
９６板．每孔１ｍＬ，孵育２４ｈ后，弃上清液，添加
待测药物．药物作用７２ｈ后，弃上清液，ＰＢＳ洗
涤，每孔加入含１０％ＤＭＳＯ的１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶
液５００μＬ，震荡５ｍｉｎ后，测量４９０ｎｍ各孔吸
光度值．
黑色素合成抑制率＝［１－（药物孔４９０ｎｍ
吸光度值／药物孔５７０ｎｍ吸光度）／（对照孔

４９０ｎｍ吸光度值／对照孔５７０ｎｍ
吸光度）］×１００％

２　结果与讨论

２．１　红景天提取液对ＤＰＰＨ自由基清除效果
大量的研究结果表明，ＤＰＰＨ自由基清除
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率可表征受试样品的抗氧化活性．通常情况下，

ＤＰＰＨ自由基清除率越高，抗氧化活性越强．红

景天提取液在不同的受试浓度（０．０５ｗｔ％，

０．１０ｗｔ％，０．５０ｗｔ％，１．００ｗｔ％）下对ＤＰＰＨ自

由基清除实验结果如图１所示．

图１　不同浓度的红景天提取液

对ＤＰＰＨ自由基的清除率

Ｆｉｇ．１　ＤＰＰＨｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｉｏｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
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由图１可见，红景天提取液具有良好的清
除ＤＰＰＨ自由基的作用，在受试浓度范围内呈
现一定的量效关系．在一定的浓度范围内，随着
受试浓度的提高，ＤＰＰＨ自由基的清除率逐渐
升高．当受试浓度为１．００ｗｔ％时，红景天提取
液对ＤＰＰＨ自由基的清除率为９２．２％．这说明
红景天提取液具有突出的抗氧化活性，应用于

化妆品中，可望有效降低肌肤氧化应激反应，改

善肌肤因氧化损伤所致的暗沉状态，起到协同

亮肤的作用．
２．２　红景天提取液对酪氨酸酶的抑制效果

酪氨酸酶为黑色素合成关键酶，抑制酪氨

酸酶活性在一定程度上可以减少黑色素的生

成，起到美白亮肤的作用．红景天提取液在不同
的受试浓度（０．０５ｗｔ％，０．１０ｗｔ％，０．５０ｗｔ％，
１．００ｗｔ％，２．００ｗｔ％）下抑制酪氨酸酶的实验
结果如图２所示．

由图２可见，红景天提取液具有良好的抑
制酪氨酸酶活性的作用，在受试浓度范围内呈

图２　不同浓度的红景天提取液

对酪氨酸酶的抑制率
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现一定的量效关系．在一定的浓度范围内，随着

受试浓度的提高，酪氨酸酶抑制率逐渐提高，当

受试浓度为１．００ｗｔ％时，红景天提取液对酪氨

酸酶的抑制率为７９．１％，说明红景天提取液在

生化水平具有良好的美白功效，应用于美白类

化妆品中，可望有效改善色素沉着状态，美白并

光亮皮肤．

２．３　红景天提取液对黑色素细胞的相对细胞

活率及黑色素合成抑制率

　　小鼠Ｂ１６黑色素瘤细胞实验常用于在细胞

水平评价美白剂的美白功效．一般情况下，在保

证良好的相对细胞活率的前提下，若具有一定

的黑色素合成抑制率（一般大于 ２０％视为有

效），说明受试物在细胞水平具有一定的美白

功效．不同浓度红景天提取液对小鼠 Ｂ１６黑色

素细胞的相对细胞活率及黑色素合成抑制率实

验结果如图３和图４所示．

由图３和图４可见，在受试浓度范围内，黑

色素细胞的相对细胞活率随着红景天提取液浓

度的增加逐渐降低，在低于２．００ｗｔ％的受试浓

度下，相对细胞活率始终在７５％以上；同时，在

受试浓度范围内，随着受试浓度的升高红景天

提取液对黑色素细胞黑色素合成抑制率逐渐增

大，受试浓度为２．００ｗｔ％时，黑色素合成抑制

·２４·
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图３　不同浓度红景天提取液对黑色素细胞

相对细胞活率的影响
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图４　不同浓度红景天提取液对黑色素瘤

细胞黑色素合成抑制率
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率约为３９．０％．这说明红景天提取液在对黑色

素细胞具有较好的相对细胞活率的同时，还具

有一定的黑色素合成抑制率．因此，红景天提取

液在细胞水平具有良好的美白功效．

３　结论

本文通过超声提取的方法制备了红景天提

取液，并通过ＤＰＰＨ自由基清除实验、抑制酪氨

酸酶实验及小鼠Ｂ１６黑色素瘤细胞实验评估了

红景天提取液在生化与细胞水平的美白功效．

研究结果表明，在１．００ｗｔ％ 的受试浓度下，红

景天提取液对 ＤＰＰＨ自由基的清除率为

９２．２％，对酪氨酸酶的抑制率为７９．１％，黑色

素细胞相对细胞活率高于７５％，对小鼠黑色素

细胞合成黑色素的抑制率为３９．０％．说明红景

天提取液在生化水平与细胞水平均具有良好的

美白功效，在美白化妆品中具有良好的应用

前景．
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