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［摘要］　目的：对白芷、白术、白附子水提物和醇提物对酪氨酸酶的抑制作用进行比较。方法：应用酪氨酸酶
活性抑制实验，通过测定加入中药提取物前后对生成多巴醌的影响来评估中药提取物对酪氨酸酶的抑制作用，从而

对中药提取物的美白活性进行比较和评估。结果：以此方法比较了白芷、白术、白附子３种中药水提液和醇提液对
酪氨酸酶的抑制作用。其中，白芷提取物对酪氨酸酶的抑制作用比白术和白附子强，白芷醇提液对酪氨酸酶的抑制

率达３０７７％，白芷水提液对酪氨酸酶的抑制率达２０４０％，白术醇提液对酪氨酸酶的抑制率达１４７１％，白术水提
液对酪氨酸酶的抑制率达８６９％；白附子醇提液对酪氨酸酶的抑制率达８３６％，白附子水提液对酪氨酸酶的抑制率
达３３４％。结论：为进一步揭示中药提取物美白活性成分的物质基础提供了参考。
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“美容美白”是每个时代亘古不变的话题，尤

其在当下，寻找中药美白活性成分，开发毒副作用

较小且美白功效明确的美白产品逐渐成为中药美白

的研究热点［１７］。于静等［１］经翻阅古籍并查阅了

１０４部中医中药著作，共查出用于美白的外用古方
１１９个，白芷是历代医家喜用的美白中药之一，但
这些美容方剂的现代应用颇少，究其原因，主要是

其美白机制尚不清楚，具体的美白活性成分尚不明

确，另外，这些美白中药中部分毒性成分的存在阻

碍了其在化妆品中的应用［８］。酪氨酸酶是黑色素

生成的关键酶，近年来，对于酪氨酸酶抑制剂的研

究也较为多见［２，４］，其对延缓褐变和抑制黑色素形

成具有重大意义［９１０］。基于此，本研究选取了白

芷、白术、白附子３种出现频次较高的中药，比较
了其对酪氨酸酶的抑制作用，试图追踪中药美白活

性成分，以揭示中药美白的作用机制以及物质

基础。

１　方法原理

在一定条件下，Ｌ多巴能在酪氨酸酶的作用下
生成多巴醌，该物质在４７５ｎｍ处有最大吸收峰，而
底物Ｌ多巴和酪氨酸酶吸收较小。若将中药提取物
加入其中，如果中药提取物能够抑制酪氨酸酶的活

性，势必会影响多巴醌的生成。测定加入中药提取

物前后多巴醌的生成情况，就可以判定中药提取物

对酪氨酸酶的抑制作用强弱。多巴醌生成减少越多，

说明中药提取物对酪氨酸酶的抑制作用越强，这样

可以比较中药提取物对酪氨酸酶的抑制作用。对酪

氨酸酶抑制作用强的中药就可能作为美白的关键中

药。以此为指引进一步分析就可以追踪到中药美白

的活性成分。

２　材料

２１　仪器

ＵＶ２６００型紫外可见分光光度计 ［龙尼柯（上

海）仪器有限公司］；ＧＴ１０１型高速台式离心机、
ＤＴ５２型低速台式离心机（北京时代北利离心机有限
公司）。

２２　试药

Ｌ多巴（上海源叶生物科技有限公司，纯度：
９９％）；磷酸二氢钠（国药集团化学试剂有限公司）；
磷酸氢二钠（天津市河东区红岩试剂厂）；所用试剂

均为分析纯；水为二次蒸馏水。

药材购买于北京同仁堂西安西大街分店，经陕

西国际商贸学院医药学院雷国莲教授鉴定均为正品

药材（符合 《中华人民共和国药典》２０１５年版规
定）。白芷Ａｎｇｅｌｉｃａｄａｈｕｒｉｃａ（ＦｉｓｃｈｅｘＨｏｆｆｍ）Ｂｅｎｔｈｅｔ
Ｈｏｏｋｆ产地四川；白术 Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓｍａｃｒｏｃｅｐｈａｌａ
Ｋｏｉｄｚ产地浙江；白附子 ＴｙｐｈｏｎｉｕｍｇｉｇａｎｔｅｕｍＥｎｇｌ
产地河南。所有药材先用蒸馏水洗去尘土，８０℃烘
干６ｈ备用。

３　方法与结果

３１　中药提取物的制备

各中药提取物中浸出物含量应符合 《中华人民

共和国药典》２０１５年版中的相关规定。
３１１　中药水提液的制备　准确称取各中药１０００ｇ，
加水１５０ｍＬ，浸泡３０ｍｉｎ，大火煎煮至沸，改用文
火微沸３０ｍｉｎ，用４层纱布滤过，得滤液。滤渣再
加水１００ｍＬ，煎煮２次，每次２０ｍｉｎ，合并３次滤
液。浓缩至约５０ｍＬ，静置，次日８０００ｒ·ｍｉｎ－１高速
离心（离心半径为１０ｃｍ）３０ｍｉｎ，取上清液定容于
５０ｍＬ的量瓶中，制成相当于生药０２ｇ·ｍＬ－１的溶
液待用，用时稀释１０倍，相当于生药００２ｇ·ｍＬ－１。
３１２　中药醇提液的制备　准确称取各中药１０００ｇ，
加入适量７０％的乙醇，５０℃超声 １ｈ，趁热滤过，
取滤液，倒入量筒中，量取体积，加入３倍量的无
水乙醇，沉淀 ２４ｈ。然后将提取物放入离心机
４５００ｒ·ｍｉｎ－１（离心半径为１６ｃｍ）离心３０ｍｉｎ，取上
清液，放入旋转蒸发仪中，５０℃蒸至无醇味，定容
至５０ｍＬ量瓶中，制成相当于生药０２ｇ·ｍＬ－１的溶液
待用，用时稀释１０倍，相当于生药００２ｇ·ｍＬ－１。

３２　Ｌ多巴的制备

精密称取 Ｌ多巴０１４８ｇ，加入 ｐＨ６８的磷酸
盐缓冲液（ＰＢＳ）定容至１００ｍＬ，备用。分别取上述
配制好的Ｌ多巴１、２、３、４、５、６ｍＬ定容至１０ｍＬ
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量瓶中，备用。

３３　酪氨酸酶的制备

参照文献 ［３］方法，进行酪氨酸酶的制备。
新鲜土豆去皮，洗净，切块，称取土豆１０ｇ，待用。
研钵洗净，取ｐＨ６８的ＰＢＳ１０ｍＬ，全部放入冰箱中
－２０℃冷冻３０ｍｉｎ，取出，将冷冻好的土豆和冷冻过
的ＰＢＳ放在一起，捣碎，于离心机中４５００ｒ·ｍｉｎ－１

（离心半径为１６ｃｍ）离心１０ｍｉｎ，取上清液，定容
至１００ｍＬ量瓶中，即得酪氨酸酶溶液，现配现用。

３４　吸收波长的考察

精密量取ｐＨ６８的ＰＢＳ１ｍＬ、Ｌ多巴１ｍＬ、纯
化水１ｍＬ、酪氨酸酶溶液１ｍＬ于试管中，常温反应
４０ｍｉｎ，得反应液，对该反应液、Ｌ多巴及酪氨酸酶
溶液这３种溶液进行全波长扫描，测定吸光度（Ａ）。
结果见图１。在本实验条件下，Ｌ多巴和酪氨酸酶反应
后在４７５ｎｍ处有最大吸收峰，而此时Ｌ多巴和酪氨酸
酶本身的吸收均较小，故选择４７５ｎｍ为检测波长。

图１　Ｌ多巴、酪氨酸酶反应前后的紫外吸收光谱

３５　反应时间的考察

精密量取ｐＨ６８的ＰＢＳ１ｍＬ、Ｌ多巴１ｍＬ、纯
化水１ｍＬ、酪氨酸酶溶液１ｍＬ于试管中，考察反
应不同时间（１０、２０、３０、４０、５０、６０ｍｉｎ），反应
物在４７５ｎｍ处的 Ａ，结果见图２。表明当反应时间
为４０ｍｉｎ时，Ａ最大，故选择常温反应４０ｍｉｎ。

图２　酪氨酸酶催化氧化Ｌ多巴反应时间的考察

３６　精密度试验

精密吸取ｐＨ６８的ＰＢＳ１ｍＬ、Ｌ多巴１ｍＬ、纯
化水１ｍＬ、酪氨酸酶溶液１ｍＬ于试管中，按照实
验方法进行测定，分别测量６次，记录 Ａ，其 ＲＳＤ
为０４２％，表明该方法的精密度良好。

３７　重复性试验

精密吸取６份同质量浓度的白芷水提液１ｍＬ，
按３４项下的方法操作，分别记录其３、４组的 Ａ，
其ＲＳＤ分别为０６８％、１５３％，表明该方法重复性
良好。

３８　线性关系的考察

精密吸取ｐＨ６８的 ＰＢＳ缓冲液１ｍＬ，不同浓
度的Ｌ多巴溶液１ｍＬ、纯化水１ｍＬ、酪氨酸酶溶液
１ｍＬ于试管中，用紫外分光光度法在４７５ｎｍ下测
定Ａ，以Ｌ多巴溶液的浓度为横坐标Ｘ，Ａ为纵坐标
Ｙ绘制标准曲线。在试验条件下，Ｌ多巴溶液浓度为
０７５～４５１ｍｍｏｌ·Ｌ－１时符合比尔定律，线性回归方
程为Ｙ＝０１１７９Ｘ＋０２７１，ｒ＝０９９９３。

３９　白芷、白术、白附子３种中药提取物对酪氨酸
酶抑制作用的比较

　　如表１所示，精密量取ＰＢＳ１ｍＬ、Ｌ多巴１ｍＬ、
纯化水１ｍＬ、酪氨酸酶１ｍＬ于试管中，常温下反
应４０ｍｉｎ，于４７５ｎｍ处测吸收值，记为 Ａ１。Ａ１值
即为在本实验方法下加入中药提取液之前Ｌ多巴在
酪氨酸酶的作用下反应后所得产物的吸收值。精密

量取ＰＢＳ１ｍＬ、Ｌ多巴１ｍＬ、纯化水２ｍＬ于试管
中，常温下反应４０ｍｉｎ，于４７５ｎｍ处测吸收值，记
为Ａ２。Ａ２值即为在本实验方法下Ｌ多巴和酪氨酸酶
反应前可能产生的吸收值。精密量取 ＰＢＳ１ｍＬ、
Ｌ多巴１ｍＬ、中药提取液１ｍＬ、酪氨酸酶１ｍＬ于试
管中，常温下反应４０ｍｉｎ，于４７５ｎｍ处测吸收值，
记为Ａ３。Ａ３值即为在本实验方法下加入中药提取液
之后Ｌ多巴在酪氨酸酶的作用下反应后所得产物的
吸收值。精密量取ＰＢＳ１ｍＬ、Ｌ多巴１ｍＬ、纯化水
１ｍＬ、中药提取液 １ｍＬ于试管中，常温下反应
４０ｍｉｎ，于４７５ｎｍ处测吸收值，记为 Ａ４。Ａ４值即
为在本实验方法下加入中药提取液之后但未加酪氨

酸酶时可能产生的吸收值。按公式（１）计算中药提
取液对酪氨酸酶的抑制率（ＩＲ）。

ＩＲ＝［（Ａ１－Ａ２）－（Ａ３－Ａ４）］／（Ａ１－Ａ２）］×
１００％ （１）
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表１　酪氨酸酶活性抑制实验反应体系
ｍＬ

组别 ＰＢＳ Ｌ多巴 纯化水 提取液 酪氨酸酶溶液

１ １ １ １ ０ １

２ １ １ ２ ０ ０

３ １ １ ０ １ １

４ １ １ １ １ ０

３９１　白芷、白术、白附子水提液对酪氨酸酶抑制
作用的比较　按表１方法进行实验，分别对未加入
中药提取液及加入白芷、白术、白附子水提液后酪

氨酸酶催化 Ｌ多巴的反应后产物进行全波长扫描，
结果见图３。结果表明，加入白芷、白术和白附子
水提液后在４７５ｎｍ处的Ａ均有所降低，其中白芷水
提液加入后降低最多。

图３　加入中药水提液前后的紫外吸收光谱

３９２　白芷、白术、白附子醇提液对酪氨酸酶抑制
作用的比较　按表１方法进行实验，分别对未加入
中药提取液及加入白芷、白术、白附子醇提液后酪

氨酸酶催化 Ｌ多巴的反应产物进行全波长扫描，结

果见图４。结果表明，加入白芷、白术和白附子醇
提液后在４７５ｎｍ处的Ａ均有所降低，其中白芷醇提
液加入后降低最多。

图４　加入中药醇提液前后的紫外吸收光谱

３９３　白芷、白术、白附子各水提液和醇提液对酪
氨酸酶抑制作用的比较　按表１方法分别测定了加
入白芷、白术、白附子水提液和白芷、白术、白附

子醇提液前后酪氨酸酶催化 Ｌ多巴的反应产物在
４７５ｎｍ处的Ａ，结果见表２。

４　讨论与展望

本研究就历代医家喜用的美白中药白芷、白术、

白附子在同一实验方法下测定了其各自水提液和醇

提液对酪氨酸酶的抑制作用，结果表明，白芷对酪

氨酸酶的抑制作用的确是这三者中最高的。该研究方

法简单易行，可以对比多种中药提取物对酪氨酸酶的

抑制作用，从而筛选出可能具有美白作用的中药，进

一步分离可以追踪到活性较好、安全性较高的天然美

白活性成分，为中药美容美白的研究提供了参考。

表２　各中药提取液对酪氨酸酶的抑制作用（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

样品 Ａ１ Ａ２ Ａ３ Ａ４ ＩＲ／％

白芷水提液 ０３５３８±００００４ ０００５６±００００２ ０３０８８±００００４ ００３１６±００００５ ２０４０

白芷醇提液 ０３５３８±００００４ ０００５６±００００２ ０２７９１±００００９ ００３８１±００００２ ３０７７

白术水提液 ０３５３８±００００４ ０００５６±００００２ ０３３５２±００００４ ００１７３±００００２ ８６９

白术醇提液 ０３５３８±００００４ ０００５６±００００２ ０３３４３±００００２ ００３７３±００００２ １４７１

白附子水提液 ０３５３８±００００４ ０００５６±００００２ ０３３９１±００００３ ０００２５±００００３ ３３４

白附子醇提液 ０３５３８±００００４ ０００５６±００００２ ０３３２６±００００４ ００１３５±００００３ ８３６
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药量和粒径结果的二项式拟合结果均具有显著性差

异，经优化后得到基质的最佳配比；预测模型和验

证实验的结果基本一致，保证了该制备工艺稳定可

行，沙棘籽油微乳的含量测定方法线性、稳定性和

加样回收率结果的 ＲＳＤ均小于３％，表明此方法稳
定性良好，可用于维生素 Ｅ的含量测定。综上，本
研究制备得沙棘籽油微乳工艺过程较为简单、稳定

可靠，能够改善沙棘籽油溶解度较低的问题，增加

其生物利用度，具有较高的临床应用价值，为沙棘

的综合开发利用提供参考。
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