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摘　要

　　研究了白藜芦醇对Ｂ１６黑色素细胞的增殖、细胞内酪氨酸酶活性及黑色素合成的影响。结果表明，白藜芦醇可抑制细胞

增殖，对细胞内酪氨酸酶活性有明显抑制作用，能明显减少细胞内黑色素的含量，从而起到美白的作用。与熊果苷和乙基 Ｖｃ
相比较，白藜芦醇在０．５μｇ／ｍＬ的较低浓度下即可达到前二者在５０μｇ／ｍＬ浓度下的抑制效果。
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　　俗话说：一白遮百丑。白皙的皮肤是最吸引人

的原因之一。对于天生黄皮肤的亚洲女性来说，一

直以来都将 能 拥 有 白 皙 肤 质 当 作 美 容 之 中 的 重 要

课题，因此，一 切 可 以 令 面 部 肌 肤 美 白 的 产 品 在 市

场上都很“红”。不论是来自美国的雅诗兰黛集团，
还是来 自 法 国 的 欧 莱 雅 集 团，以 及 日 本 化 妆 品 界

“四小 花 旦”的 资 生 堂、ＰＯＬＡ、嘉 娜 宝 与 ＫＯＳＥ，或

者新生代的ＦＡＮＣＬ等品牌，都将 为 亚 洲 人 研 发 的

美白产品作为其在亚洲市场的重要产品线［１］。美白

产品最重要的功效成分就是其中的美白添加剂，所

以开发新型 安 全 的 美 白 剂 就 成 了 各 大 化 妆 品 公 司

的研发重点。
白藜芦醇广泛存在于葡萄、松树、虎杖、决明子

和花生等天然植物和果实中［２］，具有广泛的生物活

性，目前在药 品 和 食 品 方 面 的 研 究 较 多，但 对 其 在

化妆品中的应用研究还相对较少，故我们对白藜芦

醇的美白 效 果 进 行 了 研 究。本 文 通 过 建 立 体 外 培

养Ｂ１６黑色素细胞模型，研究白藜芦醇对细胞内酪

氨酸酶的作 用 以 及 其 对 细 胞 增 殖 率 和 细 胞 黑 色 素

生成的影响，并与常用的美白化合物熊果苷和乙基

维Ｃ进行了 比 较。为 白 藜 芦 醇 作 为 化 妆 品 美 白 添

加剂提供实验依据。

１　实验部分

１．１　材料与仪器

酪氨酸酶 和 二 甲 亚 砜 （ＤＭＳＯ）购 置 于Ｓｉｇｍａ
化学 公 司；Ｌ－３，４－二 羟 基 苯 氨 酸 （Ｌ－ＤＯＰＡ）为

Ａｌｄｒｉｃｈ化学公司产品；白藜芦醇原料（市售）；水 为

蒸馏水；其它试剂为国产分析纯。

—７３—



研究报告 香料香精化妆品　２０１１年１０月第５期

ＦＬＡＶＯＵＲ　ＦＲＡＧＲＡＮＣＥ　ＣＯＳＭＥＴＩＣＳ　Ｏｃｔｏｂｅｒ，２０１１，ＮＯ．５

ｗｗｗ．ｆｆｃ－ｊｏｕｒｎａｌ．ｃｏｍ

酶标仪，美国ＢＩＯ－ＲＡＤ公司；ＣＯ２培养箱，日本

ＳＡＮＹＯ公 司；分 光 光 度 计，日 本 ＨＩＴＡＣＨＩ公 司；
ＵＶ７５９紫外－可见 分 光 光 度 计，上 海 精 密 科 学 仪 器

有限公司；数 显 控 温 水 浴 锅，上 海 浦 东 新 区 电 理 仪

器厂。
１．２　实验方法［３－４］

１．２．１　小鼠Ｂ１６黑色素细胞培养

无菌条件下，将１×１０５个／ｍＬ的小鼠Ｂ１６黑色

素细 胞 接 种 于 含１０％ （体 积 分 数）小 牛 血 清 的

ＤＭＥＭ培养基的培养瓶中，在３７℃、５％ ＣＯ２培养

箱中培养，每３天用０．２５％胰酶消化传代一次。
１．２．２　细胞增殖率的测定

待细胞生长到对数期，用０．２５％胰酶消化，调

整到细 胞２×１０４个／ｍＬ，接 种 于９６孔 板 中，每 孔

１００μＬ。置于培养箱中 培 养２４　ｈ后，弃 上 清 液，添

加待测药物。每一浓度设８个孔，对照组不加药物，
代之同量维持液，孵育７２　ｈ。药物作用７２　ｈ后，每

孔加入５　ｇ／Ｌ　ＭＴＴ溶液１０μＬ，４　ｈ后弃上清液，每
孔加入ＤＭＳＯ１００μＬ，振荡１０　ｍｉｎ左右，在酶标仪

上检测各孔吸光度值，波长为４９０　ｎｍ。细胞增殖率

＝药 物 组 平 均 吸 光 度 值／对 照 组 平 均 吸 光 度 值

×１００％。
１．２．３　乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）测试

将对 数 生 长 期 的 细 胞 接 种 于２４孔 板 中，细 胞

５×１０４个／ｍＬ，每孔１　ｍＬ，置培养箱中培养育２４　ｈ
后，弃上清液，添加待测药物。药物作用７２　ｈ后，取
细胞培养上清 液，按 照ＬＤＨ 检 测 试 剂 盒 使 用 说 明

进行 操 作。取 细 胞 培 养 上 清 液０．２５　ｍＬ，加 入

０．２５　ｍＬ基质缓冲液，０．０５　ｍＬ辅酶Ｉ溶液，充分混

匀后３７℃ 水浴１５　ｍｉｎ。再加人０．２５　ｍＬ２，４－二硝

基苯肼溶液，充分混匀后３７℃ 水浴１５　ｍｉｎ后加入

２．５　ｍＬ０．４　ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液，充分混匀后室温

放置３　ｍｉｎ。测４４０　ｎｍ下的吸光度值。由标准曲线

确定细胞培养上清液中ＬＤＨ含量。
１．２．４　细胞内酪氨酸酶活力测定

细胞培养方法同上。药物作用３天后，弃 去 上

清液，用ｐＨ６．８　ＰＢＳ冲洗两遍，每孔加９０μＬ含１％

Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００的 ＰＢＳ。冰 浴 中 超 声 破 碎，每 孔 加

１０μＬ１０　ｍＭ 的Ｌ－ＤＯＰＡ，３７℃孵 育６０　ｍｉｎ，测 量

４９０　ｎｍ下各孔吸光度值。
抑制率 ＝ （１－药物组平均吸光 度 值／对 照 组 平

均吸光度值）×１００％
１．２．５　细胞内黑色素含量测定

将Ｂ１６黑色素细胞以１×１０５个／ｍＬ的密度接种

于６孔板。每孔３　ｍＬ，孵育２４　ｈ后，弃上清液，添加

待测药物，药物作用３　ｄ后，弃上清液，ＰＢＳ洗涤，每

孔加入０．５　ｍＬ胰酶消化细胞３　ｍｉｎ，加２　ｍＬ维持液

终止消化，分别对每组细胞计数。细胞悬液离心弃上

清液，沉 淀 中 加 入１　ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ 溶 液，８０℃加 热

３０　ｍｉｎ。用分光光度计检测４７５　ｎｍ下的吸光度。
黑色素合成抑制率 ＝ ［１－（药物孔吸光度值／药

物孔细胞数）／（对 照 孔 吸 光 度 值／对 照 孔 细 胞 数）］
×１００％
２　结果与讨论

２．１　白藜芦醇抑制Ｂ１６细胞增殖作用的研究

图１　细胞 ＭＴＴ检测结果

图１表明，白藜芦醇在高浓度（５０μｇ／ｍＬ）时对

细胞的生长有明显的抑制作用，细胞毒性要高于熊

果苷和乙基Ｖｃ，但随着浓度的降低，白藜芦醇对细

胞增殖的抑制作用大大降低。
２．２　白藜芦醇对细胞ＬＤＨ漏出的影响

乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）是一种稳定的蛋白质，存在

于正常细胞的胞质中，一旦细胞膜受 损，ＬＤＨ 即 被

释放到细 胞 外，通 过 检 测 细 胞 培 养 上 清 液 中ＬＤＨ
的活性，可判断细胞受损的程度。

表１　细胞ＬＤＨ检测结果

对照 ０．５μｇ／ｍＬ　 ５μｇ／ｍＬ　 １０μｇ／ｍＬ　 ５０μｇ／ｍＬ
白藜芦醇 ３５９．９±１２．４　 ３８９．４±９．６　 ４４７．８±７．９　 ５３８．１±１３．１　 ４９９．８±２２．４＊＊

熊果苷 ３５９．９±１２．４　 ３６１．４±８．２　 ３６３．３±９．７　 ３７８．７±１１．４　 ４４８．６±３２．１＊＊

乙基Ｖｃ　 ３５９．９±１２．４　 ３５７．１±８．４　 ３６１．８±６．５　 ３６５．７±９．４　 ３８１．２±３０．９＊＊

　　＊＊与对照相比，Ｐ＜０．０１

　　表１数据说明在高浓度时ＬＤＨ的泄漏明显较

高，在低浓度（０．５μｇ／ｍＬ）时，细胞的生长基本正常，
与对照相比较ＬＤＨ的漏出无明显变化。这一结果说

明白藜芦醇在化妆品中应在较低的浓度下使用。

如图２所示，在０．５μｇ／ｍＬ浓 度 下，各 药 品 对

细胞的生长都没有明显影响。
２．３　白藜芦醇在细胞水平上对酪氨酸酶的抑制作

用研究
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图３结果表明，与熊果苷和乙基Ｖｃ相比较，白

藜芦醇对Ｂ１６细 胞 内 的 酪 氨 酸 酶 具 有 更 好 的 抑 制

作用。白藜芦醇在０．５μｇ／ｍＬ的浓度下，其对酪氨

酸酶的抑制作用即与熊果苷在５０μｇ／ｍＬ浓度下的

抑制作用相当。

２．４　白藜芦醇对细胞内黑色素含量的影响

图４数据表明，在１０μｇ／ｍＬ和０．５μｇ／ｍＬ两个

浓度条件下，白藜芦醇对Ｂ１６细胞内黑色素合成的抑

制效果都要大大好于熊果苷和乙基Ｖｃ。白藜芦醇在

０．５μｇ／ｍＬ的浓度下，其对黑色素合成抑制作用即与

乙基Ｖｃ在１０μｇ／ｍＬ的浓度下的抑制作用相当。

图４　白藜芦醇对Ｂ１６细胞内黑色素含量的影响

３　结论

白藜芦醇 被 誉 为 继 紫 杉 醇 之 后 的 又 一 新 的 绿

色抗癌药物，是 一 种 最 近 研 究 较 热 的 化 合 物，美 国

学者艾尔·敏 德 尔１９９８年 编 辑 出 版 的《抗 衰 老 圣

典》中，白藜芦醇被列为“１００种最热门有效的抗衰

老物质”之 一。近 年 对 白 藜 芦 醇 的 研 究 越 来 越 多，
但大都集中在药品和食品方面的应用，由于现有的

研究报道其 具 有 很 好 的 抗 氧 化 和 消 除 自 由 基 的 效

果［５－７］，我们推 测 白 藜 芦 醇 可 能 具 有 良 好 的 美 白 效

果，所以在 本 研 究 中，我 们 采 用 了 体 外 培 养 的Ｂ１６
黑色素 细 胞 模 型，对 白 藜 芦 醇 的 美 白 效 果 进 行 了

研究。
我们通过研究发现，白藜芦醇的确对Ｂ１６黑色

素细胞的增 殖 和 细 胞 内 的 酪 氨 酸 酶 具 有 一 定 的 抑

制作用，从而 减 少 了 黑 色 素 的 合 成，起 到 美 白 的 效

果。本研究也发 现 与 熊 果 苷 和 乙 基 Ｖｃ相 比 较，白

藜芦醇对Ｂ１６细胞具有较大的细胞毒性，但是在较

低的浓度条 件 下，白 藜 芦 醇 的 毒 性 大 大 降 低，而 且

其能达到熊果苷和乙基Ｖｃ在较高浓度条件下的美

白效果，所以 在 实 际 的 生 产 应 用 中，我 们 可 以 通 过

控制白藜芦醇的添加量，达到低毒美白的效果。对

于企业生产，与 添 加 熊 果 苷 相 比 较，添 加 白 藜 芦 醇

还能在一定程度上降低生产成本。
本文通过 研 究 白 藜 芦 醇 对 细 胞 内 酪 氨 酸 酶 的

作用以及其 对 细 胞 增 殖 率 和 细 胞 黑 色 素 生 成 的 影

响，对白藜芦醇 的 美 白 效 果 进 行 了 初 步 的 评 价，为

化妆品添加白藜芦醇作为美白剂提供了实验依据。
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