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Abstract: The multi-Herb (mH) was prepared from 4 plant extracts including Phyllostachis Bambusoides, Sophora 

Flavescens Root, Lycium Barbarum Fruit and Pyracantha Fortuneana Fruit through ethanol extraction, filtration and 

concentration. Focus on tyrosinase activity and melanin content, mH repressed the activity of tyrosinase from mushroom and 

B16F1 cells to 49.2% and 76.2% respectively, at concentration of 3%. mH reduced the cellular melanin synthesis to 98.2% in 

nature and 92.1% under α-MSH induced melanogenesis respectively, showed a dose-dependently inhibitory effect. The 

human-skin test results showed that the skin melanin content (MI value) was significantly reduced by 12.3% after 7 weeks 

application of a cream containing 5% mH, better than arbutin of 2% concentration. All the results indicate that mH displays a 

good effect for whitening. 
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摘要摘要摘要摘要：：：：通过乙醇提取，过滤浓缩将桂竹叶﹑苦参﹑枸杞﹑火棘果4种中药材混合制备成一种植物复合提取物（mH）。

针对酪氨酸酶活性及黑色素含量进行研究，发现3%的mH对蘑菇酪氨酸酶活性的抑制率达到49.2%，对小鼠黑色素瘤细

胞（B16F1）内酪氨酸酶活性的抑制率达到76.2%。同时mH对自然状态下细胞内黑色素生成的抑制率最大达到98.2%，

对促黑激素（α-MSH）诱导的黑色素生成也有剂量依赖性的抑制，最大抑制率达到92.1%。人体试验结果表明，使用

含mH 5%的美白霜7周后，受试者皮肤黑色素含量（MI值）明显降低了12.3%，效果强于2%的熊果苷。综合以上实验

结果，说明mH具有良好的美白效果。 

关键词关键词关键词关键词：：：：植物复合提取物，酪氨酸酶，黑色素生成，人体试验 

 

1．．．．引言引言引言引言 

人类崇尚美，女性更加期望皮肤美，而亚洲女性尤其

注重皮肤的白皙美。《闲情偶寄》云：“妇人本质，惟白

最难。”因此，众多化妆品公司都争相对皮肤美白的有效

成分进行研究开发。早期的纯化合物氢醌﹑中期的果酸由

于其毒副作用在化妆品使用中均受限制，从天然植物中寻

找安全高效的美白祛斑活性物质成为近期研发趋势。 
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皮肤颜色与许多因素有关，主要取决于黑色素的含量及

分布，角质层的厚薄﹑内分泌﹑营养﹑血液循环等因素也可

通过影响黑色素来影响皮肤颜色。黑色素在黑素细胞的黑素

小体中合成或生成，再从黑素细胞转运至相邻的角质形成细

胞内，从而分布于整个表皮中，来决定人体皮肤颜色[1-3]。

黑素细胞的结构功能和数量直接影响皮肤中黑色素的含量，

是黑色素生成的主要场所，而酪氨酸酶是黑色素合成的主要

限速酶，可催化酪氨酸和多巴进行化学反应，最终生成黑色

素。因此对酪氨酸酶的活性进行调控，从而影响黑色素生成

是目前肌肤美白研究和应用最多的途径[4-6]。目前已开发的

针对酪氨酸酶的活性成分主要包含曲酸及其衍生物、甘草黄

酮﹑壬二酸及其衍生物﹑熊果苷等。 

黑色素合成过程中的多巴色素异构酶和羟基吲哚羧

酸氧化酶﹑过氧化物酶﹑黑色素从黑素细胞转运至角质

形成细胞﹑黑色素在角质形成细胞内的降解是近年来开

发美白类活性成分的新的关注点[7-11]。已开发的针对过

氧化物酶的活性成分如谷胱甘肽﹑维生素C及其衍生物，

针对黑色素转运的活性成分如烟酰胺﹑绿茶提取物等，均

在美白类化妆品中得到应用。 

苦参中的生物碱类成分﹑竹叶中的黄酮及酚酸类成

分﹑火棘果中的有机酸成分﹑枸杞中的多糖类成分能够

抑制酪氨酸酶活性﹑抗氧化，并促进皮肤的新陈代谢

[12-15]，可针对黑色素合成﹑黑色素代谢等不同机理达到

美白的效果。本研究将这四种植物进行工艺优化，复配制

备成一种纯天然植物来源的美白原料——植物复合提取

物（multi-Herb，mH），通过体外实验测定mH对小鼠黑

色素瘤细胞的酪氨酸酶活性及黑色素生成的作用，再应用

人体试验结合仪器测量的方法，来评价mH的美白功效。 

2．．．．实验方法与结果实验方法与结果实验方法与结果实验方法与结果 

2.1．．．．主要试剂与仪器主要试剂与仪器主要试剂与仪器主要试剂与仪器 

2.1.1．．．．细胞细胞细胞细胞 

小鼠黑色素瘤细胞（B16F1）购自武汉细胞库（货号

CRL-6323）。 

2.1.2．．．．mH的制备的制备的制备的制备 

桂竹叶﹑苦参﹑枸杞﹑火棘果购自各大药材市场。量取

苦参33 g、桂竹叶34 g、火棘果32 g和枸杞31 g，用10倍量[溶

液体积(mL):药材重量(g)]的含10%的乙醇水溶液在40℃浸泡

提取2次，每次浸泡48 h，制备成乙醇提取液。将乙醇提取液

过滤后浓缩50倍，用大孔吸附树脂进行纯化，用75%的乙醇

水溶液进行洗脱，洗脱后收集洗脱液。洗脱液浓缩15倍后，

加0.5倍体积的1,3-丁二醇，搅拌均匀，静置36小时，收集上

清液。对上清液进行离心操作，获得离心上清液，即为mH。 

2.1.3．．．．试剂试剂试剂试剂 

熊果苷粉末，北京贝丽莱斯生物化学有限公司；

DMEM培养基﹑胎牛血清（Fetal Bovine Serum，FBS）﹑

青霉素-链霉素（Penicillin Streptomyci，PS）﹑胰酶﹑PBS，

Thermo Fisher公司；中性红（Neutral Red，NR）粉末﹑蘑

菇酪氨酸酶﹑L-酪氨酸粉末﹑L-DOPA粉末﹑Triton 

X-100 溶 液 ， Sigma 公 司 ； 促 黑 素 细 胞 激 素

（alpha-Melanocyte-stimulating hormone，α-MSH），R&D

公司；Na2HPO4.12H2O﹑NaH2PO4.2H2O﹑乙醇﹑乙酸，

国药集团。其他试剂均为国产分析纯。 

2.1.4．．．．仪器耗材仪器耗材仪器耗材仪器耗材 

Mexameter MX18型皮肤黑色素测试探头及MPA 6多功

能皮肤测试系统，德国CK公司；离心机及移液枪，Eppendorf

公司；倒置显微镜，江南永新光学有限公司；MultiSkan FC

酶标仪﹑无菌操作台﹑CO2培养箱，Thermo Fisher公司。 

2.2．．．．实验方法实验方法实验方法实验方法 

2.2.1．．．．细胞培养细胞培养细胞培养细胞培养 

选择对数生长期的B16F1细胞，经0.25%胰酶消化，

用含有10%FBS﹑1% PS的DMEM培养基传代，置于培养

箱37℃﹑5% CO2环境中进行培养。每2天传代一次，传代

10次后弃用。 

2.2.2．．．．细胞活性测定细胞活性测定细胞活性测定细胞活性测定 

细胞活性的测定通过NR的方法完成[16-18]。将对数

生长期的B16F1细胞以1×10
4
/孔接种于96孔板中孵育过夜，

弃去培养基后分别加入200 µL浓度为0.3%-10%的mH样品，

以溶剂作为对照组。共同培养72 h后将200 µL的NR溶液

（33 µg/mL）置换原培养基中培养液，在37℃下继续反应

3 h。弃去含NR的培养液，加入100 µL萃取液（50 H2O：

49乙醇：1乙酸），室温温和震荡20 min之后于540 nm处

测定吸收值A。细胞活性通过以下公式来计算： 

细胞活性（%）= A样品/A对照×100%     (1) 

2.2.3．．．．酪氨酸酶活性测定酪氨酸酶活性测定酪氨酸酶活性测定酪氨酸酶活性测定 

（（（（i））））蘑菇酪氨酸酶活性测定蘑菇酪氨酸酶活性测定蘑菇酪氨酸酶活性测定蘑菇酪氨酸酶活性测定 

酪氨酸酶活性的测定是参照文献[19, 20]，稍作修改，

利用酶标仪来测定。首先将50 KU的蘑菇酪氨酸酶粉末﹑

L-酪氨酸粉末﹑L-DOPA粉末分别溶解在磷酸缓冲溶液

（0.1 mM，pH 6.8）来制备250 U/mL的酪氨酸酶溶液﹑0.5 

mg/mL的酪氨酸溶液和0.5 mg/mL的L-DOPA溶液。再于96

孔板中分别加入120 µL的底物（酪氨酸溶液或L-DOPA溶

液）﹑20 µL的样品（mH或熊果苷稀释液）﹑60 µL的酪

氨酸酶溶液，37˚C静置反应30 min。以磷酸缓冲液为溶剂

对照，用酶标仪于492 nm处测定吸收值A，酪氨酸酶活性

的抑制率通过以下公式来计算： 

抑制率（%）=（1-A样品/A对照）×100%     (2) 

（（（（ii））））细胞内酪氨酸酶活性测定细胞内酪氨酸酶活性测定细胞内酪氨酸酶活性测定细胞内酪氨酸酶活性测定 

按照细胞活性测定方法，将1×10
4
/孔的B16F1细胞接

种于96孔板，培养过夜后加入安全剂量以下的不同浓度的

mH﹑300 µg/mL的熊果苷样品，以溶剂作为对照组。与细

胞共同培养72 h后，弃去培养液，PBS清洗一次，细胞板

每孔加入100 µL 1%的Triton X-100，于-80˚C裂解20 min，

室温溶解之后再加入100 µL L-DOPA溶液（用磷酸缓冲液
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配置成3 mg/mL），37˚C反应1 h后于492 nm处测定吸收值

A [21, 22]。抑制率计算同前。 

2.2.4．．．．细胞内黑色素生成测定细胞内黑色素生成测定细胞内黑色素生成测定细胞内黑色素生成测定 

将对数生长期的B16F1细胞以1×10
4
/孔接种于96孔板

中孵育过夜，之后加入安全剂量以下不同浓度的mH﹑300 

µg/mL的熊果苷样品，以溶剂为对照组。之后有2种处理方

式，一种为自然状态下的黑色素含量测定，即不加入任何

外源刺激，细胞培养72 h后直接检测；另一种为诱导状态

下的黑色素含量测定，即在细胞内再加入0.01-10 µg/mL

的α-MSH进行刺激，共同培养72 h后进行检测。黑色素含

量的测定是参照文献[22, 23]进行修改，具体为：将150 µL

细胞上清液转移至新的96孔板，于酶标仪405 nm处测定吸

收值A。抑制率计算同前。 

2.2.5．．．．人体试验评价人体试验评价人体试验评价人体试验评价 

选择正常健康受试者10人，其中男性4人，平均年龄

30.2±1.2岁；女性6人，平均年龄26.2±3.7岁。测试期间要求

环境的温度和湿度恒定，温度为20℃±2℃，相对湿度为

30%-60%。确定左右手前臂内侧为测试区域，面积为3 cm×3 

cm，共标记3个区域。按2.0±0.1 mg样品/cm
2
的用量每天早晚

使用基质对照样品﹑5% mH样品及2% 熊果苷样品2次，使

用前﹑使用1周﹑3周﹑5周﹑7周分别使用MX 18测试探头

检测皮肤黑色素含量（MI值）[24, 25]。每个区域分别检测5

个点，取平均值。黑色素减少值通过以下公式来计算： 

黑色素减少值（%）=（MI样品使用后/MI样品使用前-1）×100% -（MI

对照使用后/MI对照使用前-1）×100%           (3) 

2.2.6．．．．数据分析数据分析数据分析数据分析 

采用Origin 8软件对数据进行统计分析，采用配对t检

验对数据进行显著性分析。P>0.05认定为差异不显著，

P<0.05认定为差异显著，P<0.01认定为差异极其显著。 

2.3．．．．实验结果实验结果实验结果实验结果 

2.3.1．．．．mH对对对对B16F1细胞存活率的影响细胞存活率的影响细胞存活率的影响细胞存活率的影响 

采用NR法检测mH对细胞的毒性作用，其目的在于找

出一个合适的安全剂量范围。研究了不同浓度的mH样品

对B16F1细胞存活率的影响，结果如表1所示。与对照组相

比，mH浓度在10%时，细胞活性降至2.4%，具有强细胞

毒性（P<0.01）；而mH浓度小于3%时，细胞活性均大于

80%，且细胞形态没有明显改变，由此确定mH的最大安

全浓度为3%，并以此浓度进行后续功效验证实验。 

近年来，天然活性物——熊果苷的美白效果逐渐得到

大家的认可，它通过抑制黑色素的生成﹑影响黑素细胞活

性等发挥美白作用[5]。我们同时研究了熊果苷对于B16F1

细胞存活率的影响。结果发现1000 µg/mL的熊果苷处理组，

与对照组相比细胞活性降低至9.6%（P<0.01），表现出强

细胞毒性；300 µg/mL的熊果苷处理组的细胞活性为89.8%，

属于安全浓度范围。因此后续实验均选用此浓度的熊果苷

作为阳性对照，来验证mH的美白效果。 

表表表表1 mH对B16F1细胞存活率的影响。 

细胞活性细胞活性细胞活性细胞活性 
mH浓度浓度浓度浓度（（（（%）））） 

0 0.3 1 3 10 

% 100.0 103.8 102.1 83.2 2.4 

2.3.2．．．．mH对酪氨酸酶活性的抑制作用对酪氨酸酶活性的抑制作用对酪氨酸酶活性的抑制作用对酪氨酸酶活性的抑制作用 

在皮肤黑素生物合成过程中，酪氨酸羟化生成多巴，

多巴氧化生成多巴醌，二羟基吲哚转化生成吲哚醌，这些

反应步骤均需酪氨酸酶的参与[1]。 

首先检测mH对蘑菇酪氨酸酶活性的抑制作用。分别

以L-酪氨酸（黑色素合成第一步反应）和L-DOPA（黑色

素合成第二步反应）为底物，通过反应终点法计算样品对

酪氨酸酶活性的抑制率。研究发现，mH对第一步反应的

抑制率远远强于第二步反应的抑制率（结果未显示），而

第一步反应是黑色素合成途径中的最关键限速反应，说明

mH可从源头阻止黑色素合成。 

图1结果显示了mH对第一步限速反应的抑制作用。与

对照组相比，在0.75%的浓度下，mH对蘑菇酪氨酸酶活性

有18.5%的抑制效果，随着浓度增加，在6%时抑制率达到

最大，为51.5%（P<0.01）。3%的mH抑制率为49.2%，略

强于300 µg/mL熊果苷的抑制率（45.7%，P<0.05），说明

mH对蘑菇酪氨酸酶活性有较强的抑制效果。 

 

图图图图1 mH对蘑菇酪氨酸酶活性的作用。 

再检测mH对B16F1细胞内酪氨酸酶的活性的影响。样

品与细胞于37℃孵育72 h后，加入Triton X-100裂解细胞，

使细胞内的酪氨酸酶释放，再以L-DOPA为底物，测定酪

氨酸酶的活性来评价样品的作用。结果如图2所示，与对

照组相比，mH在0.3%-3%的浓度范围内对酪氨酸酶活性

的抑制作用分别达到21.7-76.2%（P<0.01），表现出显著

的剂量依赖性，其中在3%时的抑制率略强于300 µg/mL的

熊果苷对酪氨酸酶活性的抑制效果（66.7%，P<0.05），

说明mH具有良好的抑制细胞内酪氨酸酶活性的作用。 
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图图图图2 mH对B16F1细胞内的酪氨酸酶活性的影响。 

2.3.3．．．．mH对黑色素生成的作用对黑色素生成的作用对黑色素生成的作用对黑色素生成的作用 

酪氨酸酶的活性与黑色素的合成量成正相关[1-4]。我

们研究了mH对B16F1细胞黑色素含量的影响。 

自然状态下，通过检测B16F1细胞培养基内的黑色素

含量发现（见图3），相比于对照组，mH在0.03%-3%的

浓度范围内，剂量依赖性地抑制B16F1细胞的黑色素生成，

在3%时最大抑制率达到98.2%（P<0.01）。0.3%的mH对

细胞黑色素含量的抑制作用为54.9%，相当于300 µg/mL

熊果苷的抑制效果（51.3%，P>0.05）。 

 

图图图图3 mH对B16F1细胞黑色素含量的影响。 

α-MSH是由13个氨基酸构成的多肽类激素，可调节黑

素细胞的黑素形成、树突形成、细胞增殖等生理功能，大

量研究表明其作用主要为激活酪氨酸酶，并促进酪氨酸酶

合成，从而促进黑色素合成，使皮肤及毛发颜色加深

[26-29]。 

我们首先验证了α-MSH对黑素细胞的作用。表2数据

显示，0.01-10 µg/mL的α-MSH可显著增强B16F1细胞的酪

氨酸酶活性，提高黑色素含量，0.1 µg/mL的浓度可使酪

氨酸酶活性检测值从0.36增加至0.45（P<0.01），黑色素

含量检测值从0.20增加至0.47（P<0.01），具有显著的诱

导效应。因此，后续实验选择0.1 µg/mL的浓度来对细胞

进行诱导。 

表表表表2 α-MSH在B16F1细胞上的作用。 

A 
α-MSH浓度浓度浓度浓度（（（（µg/mL）））） 

0 0.01 0.1 1 10 

酪氨酸酶活性 0.36 0.43 0.45 0.41 0.40 

黑色素生成 0.20 0.37 0.47 0.51 0.52 

诱导状态下，通过检测B16F1细胞培养基内的黑色素

含量发现，与对照组相比，0.1 µg/mL的α-MSH可使细胞

的黑色素含量检测值从0.18升高至0.53，上升了188%

（P<0.01），显著诱导黑色素生成（结果未显示）。以α-MSH

为对照组，计算mH的抑制率，结果如图4所示，mH对于

α-MSH诱导的黑色素生成也有显著的抑制作用，随着浓度

的升高，抑制率增强，在mH浓度为1.5%时抑制率达到最

大，为92.1%（P<0.01）。0.4%的mH对诱导状态下的细胞

黑色素含量的抑制作用为54.1%，略强于300 µg/mL的熊果

苷对于α-MSH诱导的黑色素生成的抑制作用（49.3%，

P<0.05）。 

 

图图图图4 mH对α-MSH诱导的B16F1细胞黑色素含量的影响。 

综上结果显示，0.3%的 mH 在自然状态下对

B16F1 细胞的黑色素含量有 54.9%的抑制作用，0.4%

的 mH 对 α-MSH 诱导的黑色素含量也有 54.1%的抑制

作用，其效果相当于 300 µg/mL 的熊果苷，说明 mH

具有良好的﹑剂量依赖性的抑制黑色素生成的作用。 

2.3.4．．．．mH的人体美白功效评价的人体美白功效评价的人体美白功效评价的人体美白功效评价 

采用人体测试综合仪器分析法对mH的美白效果进行

验证[25]。皮肤MI值的测试结果（见图5）表明，与基质

对照（Blank）相比，在测试7周内，受试者使用含mH及

熊果苷的美白霜后，MI值呈现时间依赖性的降低趋势。

mH组在使用第5和7周时，MI值与对照组相比有显著差异

（P<0.05），熊果苷组在使用第7周时MI值出现较为明显

的下降，但与对照组相比无显著差异。同时比较第7周时

的效果发现，mH组的MI值与对照组相比减少了12.3%

（P<0.05），而熊果苷仅减少了7.1%（P>0.05），说明mH

可以降低皮肤中的黑色素含量，且在市售价格相等的情况

下，mH的美白效果要优于熊果苷。 
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图图图图5 mH和熊果苷对皮肤黑色素的影响。 

3．．．．结论结论结论结论 

皮肤的复杂生理特点决定了美白产品的复杂多样性。

黑色素合成﹑黑色素转运﹑黑色素代谢﹑黑素细胞的调

控﹑防晒﹑抗炎﹑抗氧化等均可成为美白产品的开发针

对点。 

我们将具有抑制酪氨酸酶活性﹑抗氧化﹑促进皮肤

更新等功效的苦参、桂竹叶、火棘果和枸杞的乙醇提取

液进行过滤浓缩，纯化后洗脱，复配制备成一种新型的

植物复合提取物mH。首先针对黑色素合成过程中的最关

键限速酶——酪氨酸酶活性来评价mH的美白效果。研究

发现，mH剂量依赖性地抑制蘑菇酪氨酸酶和B16F1细胞

内的酪氨酸酶活性，最大抑制率分别达到51.5%和76.2%。

再于B16F1细胞对黑色素含量进行检测，结果表明，mH

对细胞自然产生的黑色素及α-MSH诱导产生的黑色素均

有显著的抑制作用，0.3%浓度的抑制效果与300 µg/mL

的熊果苷类似，表现出优异的体外美白功效。采用人体

试验和仪器测量相结合的方法进行人体美白功效评价，

发现使用含5% mH的美白霜5-7周后，受试者受试部位的

MI值明显降低，其效果强于同等市售价格下的熊果苷。 

综合以上结果，说明mH通过抑制酪氨酸酶活性，从

源头减少黑色素的生成，来发挥人体美白的功效。 
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