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［摘要］　目的：以总黄酮为指标，对由当归、丹参、黄芪、黄芩、甘草、白薇六味中草药形成的组方进行提取
工艺优化，并通过体外检测对经过 ＵＶＢ刺激后 Ｂ１６黑素瘤细胞黑素合成抑制活性，探究组方提取物美白功能。
方法：采用ＣＣＫ８法检测样品对Ｂ１６细胞的增殖抑制活性，用 ＮａＯＨ裂解法测定黑素含量，用硝酸铝亚硝酸钠比色
法测定总黄酮含量，以总黄酮为指标，考察提取时间、提取温度、料液比、溶剂４个主要因素，通过单因素和正交
试验，研究组方最佳提取工艺。结果：组方最佳提取工艺为提取时间３ｈ，提取温度８５℃，提取料液比１∶２０，提取
溶剂７５％乙醇。通过最佳提取工艺提取所得的组方提取物，对经过 ＵＶＢ刺激后的 Ｂ１６黑素瘤细胞黑素合成均具有
显著抑制活性（Ｐ＜００１），且呈剂量依赖型。结论：采用最佳提取工艺提取的组方提取率高，具有较佳的美白活性，
能为复方美白功能添加剂的开发提供参考。
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皮肤白皙一直是东方女性所追求的热点，故美

白剂的开发也随之成为化妆品行业关注的焦点［１］。

目前市场上的美白剂主要为烟酰胺、熊果苷、曲酸

等。文献表明，这些物质虽然具有较好的美白功能，

但存在一定的安全隐患，如烟酰胺、曲酸等被报道

均具有一定的皮肤刺激性［１２］。利用中草药提取物作

为化妆品功能添加剂具有药效持久稳定、毒副作用

小的优势，深受人们的青睐［３］。复方中草药通过诸
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多药合理配伍后，能发挥相辅相成的协同作用，使

中草药功能得到充分发挥［４］，这成为国内外化妆品

活性原料开发的主要趋势。研究表明，中草药中广

泛存在的黄酮类化合物具有清除皮肤中自由基、抗

炎、抑制酪氨酸酶，减少色素沉着等作用［５６］，具有

良好的美白活性。文献报道，黑色素的形成和沉积

是影响肤色的决定因素［７］，故体外检测样品对 Ｂ１６
黑素瘤细胞黑素合成抑制作用被广泛用于美白功能

评价。

本研究以由当归、丹参、黄芪、黄芩、甘草、

白薇六味中草药组成的复方为研究对象，以其主要

美白成分总黄酮含量为指标，考察提取时间、提取

温度、料液比、溶剂４个主要因素，通过单因素和
正交试验，对组方最佳提取工艺进行优化，并通过

体外检测其对经ＵＶＢ刺激后的Ｂ１６黑素瘤细胞黑素
合成的抑制活性，探讨其美白功能，以期为复方美

白功能添加剂的开发提供参考。

１　试剂和仪器

复方中草药（按照质量比１∶１∶１∶１∶１∶１秤取甘草、
白薇、丹参、黄芪、当归、黄芩６味中药共２５０ｇ）；
甘草ＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓＦｉｓｃｈ产地内蒙古，北京东
方淼森生物科技有限公司提供，经中国医学科学院

药用植物研究所许利嘉鉴定；白薇 ＲａｄｉｘＣｙｎａｎｃｈｉ
Ａｔｒａｔｉ产地辽宁，北京东方淼森生物科技有限公司
提供，经中国医学科学院药用植物研究所许利嘉鉴

定；丹参 ＳａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａＢｕｎｇｅ产地四川，北京
东方淼森生物科技有限公司提供，经中国医学科学

院药用植物研究所许利嘉鉴定；黄芪 ｓｔｒａｇａｌｕｓｍｅｍ
ｂｒａｎａｃｅｕｓＦｉｓｃｈＢｕｎｇｅ产地内蒙古，北京东方淼森
生物科技有限公司提供，经中国医学科学院药用植

物研究所许利嘉鉴定；当归 ＲａｄｉｘＡｎｇｅｌｉｃａｅＳｉｎｅｎｓｉｓ
产地甘肃，北京东方淼森生物科技有限公司提供，

经中国医学科学院药用植物研究所许利嘉鉴定；黄

芩ＳｃｕｔｅｌｌａｒｉａｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓＧｅｏｒｇｉ产地内蒙古，北京东
方淼森生物科技有限公司提供，经中国医学科学院

药用植物研究所许利嘉鉴定。

黑素瘤细胞（Ｂ１６）（协和细胞库，批号１５０２０３）；
胎牛血清（杭州四季青生物工程材料有限公司，批号

１５０２０９）；ＤＭＥＭ培养基（ｇｉｂｃｏ，批号８１１５２１６）；胰
蛋白酶（ｇｉｂｃｏ，批号１６７６９２２）；双抗混合液（ｇｉｂｃｏ，
批 号 １６９７５４７）；ＰＢＳ缓 冲 液 （ＨｙＣｌｏｎｅ，批 号
ＮＡＨ１４４９）；ＣＣＫ８试剂盒（同仁化学研究所，批号

ＧＷ７６９）；芦丁（北京百灵威科技有限公司，批号
Ｌ３３０Ｐ８８）。

酶标仪（ＴＡＣＡＮ，Ｍ２００ｐｒｏ）；真空冷冻干燥机
（Ｖｉｒｔｉｓ）；ＵＶＢ灯、ＵＶＢ３１１灯、ＫＮ４００６Ｂ（科诺）。

２　方法

２１组方提取工艺优化

２１１单因素试验
２１１１提取时间　精密称取 ６份 ５０ｇ组方，按
１∶３０的料液比加入１５０ｍＬ７５％乙醇，在８５℃下，
分别提取０５、１０、２０、３０、４０ｈ，过滤得样品
溶液，测定总黄酮含量。

２１１２提取温度　精密称取 ５份 ５０ｇ组方，按
１∶３０的料液比加入 １５０ｍＬ７５％乙醇，分别在 ５５、
６５、７５、８５、１００℃，提取１０ｈ，过滤得样品溶液，
测定总黄酮含量。

２１１３提取料液比　精密称取５份５０ｇ组方，分
别按照１∶１５、１∶２０、１∶３０、１∶４０、１∶５０，加入７５％乙
醇，在８５℃下，提取１０ｈ，过滤得样品溶液，测
定总黄酮含量。

２１１４提取溶剂　精密称取５份５０ｇ组方，按照
１∶３０料液比加入 １５０ｍＬ水 ９５％乙醇、７５％乙醇、
６０％乙醇、３０％乙醇，在８５℃下，分别提取１０ｈ，
过滤得样品溶液，测定总黄酮含量。

２１２正交试验　精密称取９份１００ｇ组方，以提取
时间、提取温度、料液比、溶剂为考察因素，每个因

素设３个水平，按Ｌ９（３
４）正交设计表进行试验，并以

总黄酮含量为评价指标对组方提取工艺进行优化。

２１３硝酸铝亚硝酸钠比色法测定总黄酮含量　标
准曲线制作［８］：芦丁于 １０５℃下干燥至质量恒定，
准确称取芦丁对照品１００ｍｇ，用３０％乙醇溶液定
容于１００ｍＬ容量瓶中，得质量浓度为１００μｇ·ｍＬ－１

的芦丁标准母液。精密量取芦丁标准母液１、２、３、
５、６、８ｍＬ分别置于 １０ｍＬ容量瓶中，分别加入
３０％乙醇溶液定容，得到质量浓度为 １０、２０、３０、
５０、６０、８０μｇ·ｍＬ－１的芦丁标准液。再于５ｍＬＥＰ
管中分别加入芦丁标准液 ０５０ｍＬ，３０％乙醇
３２２ｍＬ，５％亚硝酸钠溶液 ０１４ｍＬ，混匀，静置
５ｍｉｎ，加１０％硝酸铝０１４ｍＬ，混匀，静置６ｍｉｎ；
加 １ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＯＨ溶液 １００ｍＬ，混匀，静置
１０ｍｉｎ，以３０％乙醇为空白对照，在５１０ｎｍ处测定
吸光值，以测得的吸光值（Ｘ）为横坐标，以对照品
芦丁的浓度（Ｙ）为纵坐标，得回归方程：Ｙ ＝
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１３２３Ｘ－０１６４３，相关系数ｒ＝０９９９１，表明样
品溶液在０～８０μｇ·ｍＬ－１具有良好的线性关系。

样品总黄酮含量测定：将 ２１１和 ２１２制得
的样品溶液用３０％乙醇稀释１０倍后，按上述方法测
定总黄酮含量。

提取液中总黄酮质量浓度（ｍｇ·ｍＬ－１）＝
（１３２３×吸光值－０１６４３）×稀释倍数

１０００ （１）

生药中总黄酮含量（ｍｇ·ｇ－１）＝
提取液中总黄酮质量浓度（ｍｇ·ｍＬ－１）×提取液体积（ｍＬ）

生药质量（ｇ）
（２）

２２最佳ＵＶＢ辐射剂量的筛选

２２１ＣＣＫ８法检测不同剂量 ＵＶＢ对 Ｂ１６黑素细胞
的毒性　本研究采用 ＵＶＢ作为外界刺激源，刺激
Ｂ１６细胞黑素合成上调。

将细胞以１×１０５个／ｍＬ的密度接种于９６孔板，
每孔１００μＬ细胞悬浮液，待细胞贴壁后，吸出各孔
的培养基，每孔加１００μＬＰＢＳ缓冲液覆盖底面，用
１０种不同剂量 ＵＶＢ（１５０、３００、４５０、６００、７５０、
９００、１０５０、１２００、１３５０、１５００ｍＪ·ｃｍ－２）辐射细胞，
每个处理 １０个复孔，空白对照不使用 ＵＶＢ辐射。
辐射完成后，用新鲜培养基替换 ＰＢＳ缓冲液继续孵
育４８ｈ，再加入ＣＣＫ８试剂１０μＬ反应２ｈ后，酶标
仪４０５ｎｍ测定其吸光度。

细胞存活率＝ＵＶＢ辐射组ＯＤ值
空白对照组ＯＤ值 ×１００％ （３）

ＵＶＢ辐射细胞的具体条件如下：１）使用的科诺
ＫＮ４００６Ｂ紫外线光疗仪含两根ＵＶＢ紫外荧光灯（冷
光源），光谱范围为 ２８０～３２０ｎｍ，发射峰为
３１１ｎｍ，辐照强度固定为１０ｍＷ·ｃｍ－２，有效辐射
面积为（１０４±２％）ｃｍ２；ＵＶＢ剂量计算：ＵＶＢ辐照
剂量（ｍＪ·ｃｍ－２）＝ＵＶＢ辐照强度（ｍＷ·ｃｍ－２）×时
间（ｓ）；３）照射细胞前开机预热５ｍｉｎ，待ＵＶＢ辐射
度稳定后开始对细胞进行紫外辐射。ＵＶＢ辐射细胞
时，用ＵＶＢ灯照射细胞，紫外光源距细胞 １０ｃｍ，
垂直照射，分别照射 １５、３０、４５、６０、７５、９０、
１０５、１２０、１３５、１５０ｓ，即 ＵＶＢ辐射剂量分别为
１５０、３００、 ４５０、 ６００、 ７５０、 ９００、 １０５０、 １２００、
１３５０、１５００ｍＪ·ｃｍ－２。
２２２ＮａＯＨ法检测不同剂量 ＵＶＢ对 Ｂ１６黑素细胞
黑素合成的促进作用　将细胞以３×１０５的密度接种

于６０ｍｍ细胞培养板中，待铺板的细胞贴壁后，吸
出平皿中的培养基，并向每个平皿中加入１ｍＬＰＢＳ
缓冲液覆盖底面，用 １０种不同剂量的 ＵＶＢ（１５０、
３００、４５０、６００、７５０、９００、１０５０、１２００、１３５０、
１５００ｍＪ·ｃｍ－２）辐射细胞，每个处理设置三个平行，
空白对照不进行ＵＶＢ辐射处理。ＵＶＢ辐射的具体条
件如上２２１所述。辐射结束后，用新鲜培养基替
换ＰＢＳ缓冲液，继续孵育 ４８ｈ。孵育 ４８ｈ后，用
０２５％胰酶消化收集细胞，离心后 ＰＢＳ洗涤 １次，
加入１ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＯＨ（１０％ＤＭＳＯ）２００μＬ，吹打数
次，放入１００℃的环境下沸腾１０ｍｉｎ，使细胞溶解，
取上清液加入９６孔板，每孔２００μＬ，于４５０ｎｍ读取
吸光度值，并计算黑素合成抑制率［９］。

黑素合成促进率（％）＝
（辐射组ＯＤ值－空白对照组ＯＤ值）

空白对照组ＯＤ值 ×１００％（４）

２３组方对经ＵＶＢ刺激后的 Ｂ１６黑素瘤细胞黑素合
成抑制活性

２３１ＣＣＫ８法检测组方对Ｂ１６黑素瘤细胞的增殖抑
制作用　用得到的最佳提取工艺提取组方，７０℃旋
蒸浓缩后，冷冻干燥制得组方提取物冻干粉。称取

组方提取物冻干粉１６ｍｇ，溶解于２ｍＬ的ＤＭＳＯ中，
制备成８ｍｇ·ｍＬ－１的样品母液。再分别用培养基将
样品母液梯度稀释成４、２、１、０５、０２５、０１２５、
００６２５ｍｇ·ｍＬ－１。

将细胞以１×１０５个／ｍＬ的密度接种于９６孔板，
每孔１００μＬ细胞悬浮液，待细胞贴壁后，吸出废旧
培养基，用ＰＢＳ清洗，再分别加入８０、４０、２０、
１０、０５、０２５、０１３、００６３ｍｇ·ｍＬ－１样品溶液，
对照组用培养基代替，每个处理设置３个平行。孵
育４８ｈ，加入 ＣＣＫ８试剂 １０μＬ反应 ２ｈ，酶标仪
４０５ｎｍ测定其吸光度，计算细胞的存活率。

细胞存活率（％）＝样品组ＯＤ值
空白组ＯＤ值×１００％ （５）

２３２ＮａＯＨ法检测组方对Ｂ１６黑素瘤细胞黑素合成
抑制作用　样品溶液的配制：称取６ｍｇ的组方提取
物冻干粉，溶解于 １２ｍＬ的 ＤＭＳＯ中配制成
５００μｇ·ｍＬ－１的样品母液，再用培养基将样品母液进
行梯度稀释，制成２５０、１２５、６２５、３１３μｇ·ｍＬ－１

４个浓度。
阳性对照溶液的配制：称取３ｍｇ熊果苷粉末，溶

于６ｍＬ培养基中，即得５００μｇ·ｍＬ－１的熊果苷溶液。
实验操作过程：１）将细胞以３×１０５的密度接种

·０５４１·
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于６０ｍｍ细胞培养板中并随机分为三组：空白对照
组、样品组、阳性对照组；２）待细胞贴壁后，吸出
培养液，加入１ｍＬＰＢＳ缓冲液覆盖平皿表面；３）用
１０５０ｍＪ·ｃｍ－２ＵＶＢ辐射细胞；４）辐射结束后，
吸出 ＰＢＳ缓冲液，空白对照组加入 ５ｍＬ新鲜培
养基，样品组加入５ｍＬ含样品培养基，阳性对照
组加入５ｍＬ含阳性对照培养基；５）继续孵育４８ｈ
后用 ＮａＯＨ裂解法检测黑素含量。实验方法如上
２２２所述。

黑素合成抑制率（％）＝
（空白对照组ＯＤ值－样品组ＯＤ值）

空白对照组ＯＤ值 ×１００％（６）

２４统计分析

实验中每个处理至少设置三组平行，取平均值，

使用ＥＸＣＥＬ软件计算处理，所测数据以（平均值 ±
标准差）表示。使用ＳＰＳＳ１７０软件进行组间显著性
差异分析。

３　结果

３１组方提取工艺的优化

３１１单个因素对组方总黄酮含量的影响
３１１１不同提取时间对组方总黄酮含量的影响　
按照２１３所述方法，按照测定２１１１不同提取
时间所得的样品溶液中的黄酮含量，每个样品设置

３个平行，结果见图１。

图１　不同提取时间对组方总黄酮含量的影响（ｎ＝３）

图１表明，随着提取时间增加，组方提取物中
的总黄酮含量先增加后减少，在提取时间为３ｈ时
达到最大值，故选取３ｈ为最佳提取时间。
３１１２不同提取温度对组方总黄酮含量的影响　
按照２１３所述方法，按照测定２１１２不同提取
温度所得的样品溶液中的黄酮含量，每个样品设置

３个平行，结果见图２。
图２表明，随着提取温度的增加，组方提取物

图２　不同提取温度对组方总黄酮含量的影响（ｎ＝３）

中的总黄酮含量先增加后减少，在提取温度为７５℃
时达到最大值，故选取７５℃为最佳提取温度。
３１１３不同提取料液比对组方总黄酮含量的影响
　按照２１３所述方法，按照测定２１１３不同提
取料液比所得的样品溶液中的黄酮含量，每个样品

设置３个平行，结果见图３。

图３　不同料液比对组方总黄酮含量的影响（ｎ＝３）

图３表明，随着提取料液比的增加，组方提取
物中的总黄酮含量先增加后减少，在料液比为１∶３０
时达到最大值，故选取１∶３０为最佳提取料液比。
３１１４不同提取溶剂对组方总黄酮含量的影响　
按照２１３所述方法，按照测定２１１４不同提取
溶剂所得的样品溶液中的黄酮含量，每个样品设置

３个平行，结果见图４。

图４　不同提取溶剂对组方总黄酮含量的影响（ｎ＝３）

图４表明，随着提取溶剂中乙醇含量的增加，
组方提取物中的总黄酮含量先增加后减少，在提取

·１５４１·
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溶剂为７５％乙醇时达到最大值，故选取７５％乙醇为
最佳提取溶剂。

３１２最佳提取工艺的优化　在单因素试验的基础
上，按照２１２所述，选择 Ｌ９（３

４）正交表，对提取

时间、提取温度、提取料液比、提取溶剂４因素进
行正交试验，以总黄酮含量为评价指标，对组方提

取工艺进行优化，结果见表１。
表１表明，４因素中提取时间对组方总黄酮含

量影响最大，各因素对总黄酮含量的影响主次顺序

依次为提取时间 ＞提取溶剂 ＞提取温度 ＞料液比。

分析正交试验结果，确定组方最佳提取工艺为提取

时间３ｈ，提取温度８５℃，提取料液比１∶２０，提取
溶剂７５％乙醇。
３２最佳ＵＶＢ辐射剂量的筛选

按照 ２２１和 ２２２的方法，测定不同剂量
ＵＶＢ对Ｂ１６细胞的增殖抑制活性和黑素合成促进作
用。结果见表２～３。由表２可知，ＵＶＢ对Ｂ１６细胞
增殖的影响随剂量增加起到先促进后抑制的作用，

其中在ＵＶＢ辐射剂量为１０５０ｍＪ·ｃｍ－２时，Ｂ１６细胞
活性达到最高。

表１　正交试验结果
序号 提取时间／ｈ 提取温度／℃ 料液比 提取溶剂 总黄酮含量／ｍｇ·ｇ－１

１ ２ ６５ １∶２０ ６０％乙醇 １１３２±００８０

２ ２ ７５ １∶３０ ７５％乙醇 １２８８±００１６

３ ２ ８５ １∶４０ ９５％乙醇 ９６４±００４０

４ ３ ７５ １∶４０ ６０％乙醇 １４４８±００１２

５ ３ ８５ １∶２０ ７５％乙醇 １６８４±００１３

６ ３ ６５ １∶３０ ９５％乙醇 １２６０±００５０

７ ４ ８５ １∶３０ ６０％乙醇 １１２０±００４０

８ ４ ６５ １∶４０ ７５％乙醇 １１３６±００８０

９ ４ ７５ １∶２０ ９５％乙醇 ８９６±００２０

ｋ１ １１２８ １１７６ １２３７ １２３３

ｋ２ １４６４ １２１１ １２２３ １３６９

ｋ３ １０５１ １２５６ １１８３ １０４０

极差Ｒ ４１３ ０８０ ０５５ ３２９

因素主→次 提取时间→提取溶剂→提取温度→料液比

较优水平 时间：３ｈ，提取温度：８５℃，料液比：１∶２０，提取溶剂：７５％乙醇

表２　不同剂量ＵＶＢ对Ｂ１６细胞毒性作用（ｎ＝１０）
ＵＶＢ辐射剂量／ｍＪ·ｃｍ－２ １５０ ３００ ４５０ ６００ ７５０ ９００ １０５０ １２００ １３５０ １５００

细胞活率（％） １０２±８ ９８±７ １０５±６ １０５±５ １１０±６ １１１±１１ １３６±１７ １１０±３ ７８±３ ６５±５
注：数据以 珋ｘ±ｓ表示。

表３　不同剂量ＵＶＢ对Ｂ１６细胞黑素合成作用（ｎ＝３）
ＵＶＢ辐射剂量／ｍＪ·ｃｍ－２ １５０ ３００ ４５０ ６００ ７５０ ９００ １０５０ １２００ １３５０ １５００

黑素合成促进率（％） — — １３±３７５ １３±２００ ２１±３４８ ２７±１７４ ３５±７７４ １９±２３０ １８±４４２ １２±６３８
注：数据以 珋ｘ±ｓ表示；“—”表示对黑素合成无促进作用。

　　由表３可知，随剂量的增加，ＵＶＢ对 Ｂ１６细胞
黑素合成起到不同程度的促进作用，其中在 ＵＶＢ辐
射剂量为１０５０ｍＪ·ｃｍ－２时，对Ｂ１６细胞黑素合成促
进效果最明显。综合比较，选择１０５０ｍＪ·ｃｍ－２为刺
激Ｂ１６细胞黑素合成上调的ＵＶＢ最佳辐射剂量。
３３组方对经ＵＶＢ刺激后的黑素瘤细胞黑素合成抑
制活性

３３１组方对Ｂ１６黑素瘤细胞的增殖抑制活性　按

照２３１的方法测定组方提取物在 ８０００、４０００、
２０００、１０００、５００、２５０、１２５、６２５μｇ·ｍＬ－１浓度下
对Ｂ１６黑素瘤细胞的增殖抑制活性，每组处理３个
复孔。结果见表４。我们规定样品作用于 Ｂ１６黑素
瘤细胞后，细胞存活率≥８０％时，则认定该样品对
细胞无毒。

由表４可知，组方提取物对 Ｂ１６细胞无毒的最
大浓度为２５０μｇ·ｍＬ－１。

·２５４１·
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３３２组方对Ｂ１６黑素瘤细胞黑素合成抑制活性　
在组方无毒浓度范围内，选取 ２５０、１２５、６２５、
３１３μｇ·ｍＬ－１４个浓度，按照２３２的方法检测组

方提取物对 Ｂ１６细胞黑素合成的抑制作用。以
５００μｇ·ｍＬ－１熊果苷溶液作为阳性对照，结果见
表５。

表４　组方提取物对Ｂ１６细胞毒性作用（ｎ＝３）
组方样品浓度／μｇ·ｍＬ－１ ８０００ ４０００ ２０００ １０００ ５００ ２５０ １２５ ６２５

细胞活率（％） ４±０４７ １４±１１２ ２６±１１４ ５９±１８８ ７０±０７８ ８９±６４６ ９６±４９３ １０９±８５８

注：数据以 珋ｘ±ｓ表示。

表５　组方及阳性对照对Ｂ１６细胞黑素合成的抑制率（％）（ｎ＝３）

测试样品
测试浓度／μｇ·ｍＬ－１

５００ ２５０ １２５ ６２５ ３１３ １５６

组方提取物 ５１±２７７ ４３±５５５ ２８±４７１ １１±２１６

熊果苷 ３０±４５８

注：数据以 珋ｘ±ｓ表示；ＳＰＳＳ１７０软件分进行组间显著性差异分析，表示与空白对照相比Ｐ＜００１。

　　由表５可知，按最优提取工艺提取的组方，对
经过ＵＶＢ刺激后的Ｂ１６细胞黑素合成具显著抑制效
果（Ｐ＜００１），并呈一定剂量依赖性。

４　讨论

黄酮类物质存在于大多数中草药中，具有多种

生物活性。ＢａｄｒｉａＦＡ等［１０］研究表明，２７种测试黄
酮类化合物中有６种能显著抑制酪氨酸酶活性，具
有抑制黑素合成的美白功能。目前，国内外对植物

中黄酮类物质的提取工艺研究比较成熟，提取方法

也很多，例如水提法、有机溶剂提取法、热回流提

取法、微波辅助提取法、生物酶提取法等，其中以

用乙醇溶液为提取溶剂的热回流提取法最为常见。

本研究通过单因素和正交试验，以总黄酮得率

为指标，考察提取时间、提取温度、料液比、提取

溶剂４个因素，对由甘草、白薇、丹参、当归、黄
芪、黄芩六味药组成的复方提取工艺进行优化，并

对组方提取物黑素合成抑制活性进行研究。结果表

明，随着单因素的依次优化，最优条件逐渐增多，

提取出的总黄酮量也逐渐增大，各因素对组方总黄

酮得率的影响顺序依次为提取时间 ＞提取溶剂 ＞提
取温度＞料液比，最终优化的组方总黄酮提取工艺：
提取时间为３ｈ、提取温度为８５℃、提取料液比为
１∶２０、提取溶剂为７５％乙醇。通过最优提取工艺，１
ｇ组方生药能提取出１６８４ｍｇ黄酮类物质，所得的
组方提取物对经过ＵＶＢ刺激后的Ｂ１６黑素瘤细胞黑
素合成具有显著抑制活性（Ｐ＜００１），且呈剂量依

赖型。由此可见，采用最佳提取工艺提取的组方，

提取率高，具有较佳的美白活性，能对复方美白功

能添加剂的开发提供参考。
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