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白藜芦醇-葡萄多酚复方口服液的抗氧化活性 
和美白作用评价 
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摘要：本研究研制了一款白藜芦醇-葡萄多酚复方美白口服液，评价其抗氧化活性和美白作用，并对机理进行初步探讨。抗氧化

活性实验结果表明，美白口服液具有较强的抗氧化活性，不仅能还原铁离子，还对 DPPH+、ABTS+、过氧化自由基均有显著的清除

作用。对 DPPH+、ABTS+的 IC50分别为 10.32±1.20 μg/mL、87.06±9.52 μg/mL；对过氧自由基的清除、吸收能力分别为 1649.00±2.78 μmol 

equiv. vit. C/g、4251.30±566.71 μmol of trolox equivalents (TE)/g。以人肝癌细胞 HepG2 为细胞模型，美白口服液的胞内抗氧化活性可

达 5570.10±312.09 μmol of quercetin equivalents (QE)/100 g。选择与人体黑色素细胞生理上较为接近的小鼠黑色素瘤 B16 细胞为研究模

型，进行体外美白作用评价。结果表明，在一定添加量下，美白液能抑制 B16 细胞增殖、胞酪氨酸酶活性和蛋白表达量，从而减少

黑色素的生成。这款复方美白口服液具有良好的抗氧化性与美白作用，将在功能食品、保健品行业有较好的应用前景。 
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Abstract: This study developed a resveratrol-grape polyphenol composite whitening oral solution, evaluated its antioxidant activity and 

whitening effect, and discussed preliminarily the underlying mechanism. The results of the antioxidant activity experiments showed that the 

whitening oral solution exhibited strong antioxidant activity: not only reduced iron ions, but also exerted significant scavenging effects on the 

DPPH+ and ABTS+ free radicals and peroxides. The IC50 values for DPPH+ and ABTS+ radical scavenging activities were 10.32±1.20 μg/mL 

and 87.06±9.52 μg/mL, respectively. The peroxyl radical scavenging and absorption capacities were 1649.00±2.78 μmol Vit. C equivalents/g 

and 4251.30±566.71 μmol Trolox equivalents (TE)/g, respectively. In human hepatoma cell line HepG2 model, the intracellular antioxidant 

activity of the whitening oral solution reached 5570.10±312.09 μmol quercetin equivalents (QE)/100 g. The mouse melanoma B16 cells, which 

are physiologically relevant to the human melanocytes, were selected as the research models to evaluate in vitro the whitening effect. The results 

showed that at a certain dose, the whitening oral solution could inhibit the proliferation of B16 cells, cellular tyrosinase activity and protein 

expression of B16 cells, thereby reducing the production of melanin. This composite whitening oral solution exhibited good antioxidant activity 

and whitening effect, thus, will have great prospects for the functional foods and healthcare products industry. 

Key words: resveratrol; grape polyphenols; anti-oxidation; B16 melanoma cells; whitening; tyrosinase 

 
近年来，人们的审美意识不断提高，掀起了人们

追求皮肤白皙与润泽的热潮，这引起了广大商家和研 
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发者的重视，推动着美白产品的研究与开发。但仅仅

通过使用护肤品和化妆品无法真正保护和美化肌肤，

只有从内部调理，才能使面色红润光泽，肌肤细腻。

因此服用美容饮品以达到由内而外的美，已经成为了

大多数女性的共识。 
人类皮肤颜色的深浅主要取决于黑色素的含量与

分布。酪氨酸经酪氨酸酶催化羟化为多巴并进而形成
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多巴醌，经 DHI 氧化酶和 DHICA 氧化酶的作用形成

黑色素[1]。酪氨酸酶作为生物体黑色素合成的关键酶

及限速酶，是一种含铜氧化还原酶[2]，在其催化黑色

素合成的过程中，氧的存在是必需条件[3]。因此，抗

氧化作用对减少黑色素的合成有重要作用。它可能通

过阻断或减弱酪氨酸酶的活性，减少黑色素的合成
[4,5]。同时具有抗氧化及酪氨酸酶抑制活性的物质，能

结合两者的作用，更好地减少黑色素合成。其次，抗

氧化还能减少各种外源性因素产生的自由基，从而避

免皮肤的胶原纤维氧化（呈现黄色）导致肤色偏黄[6]。 
维生素 C（Vitamin C，Vc）、熊果苷和曲酸具有

较强的抗氧化活性，目前已经作为美白剂应用于功能

食品和化妆品中[7]。虽已有文献报道天然活性成分抑

制酪氨酸酶的活性和抗氧化能力，但大部分研究的是

单一成分，复合成分的抗氧化性与美白功效之间的关

系研究少有报道，也无较明确的结论。因此，本课题

研制了一款由多种天然活性物质白藜芦醇与葡萄多酚

复配的美白口服液，对其进行系统的抗氧化评价，并

选择与人体黑色素细胞生理上较为接近的小鼠黑色素

瘤 B16 细胞为研究模型，探索该款复方口服液的美白

效果及其作用机制，以期为开发新型美白功能饮品提

供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  细胞株 

B16 鼠黑色素瘤细胞、人肝癌细胞 HepG2，购自

ATCC 细胞库。 

1.2  主要试剂 

RPMI 1640 培养基、胎牛血清(FBS)，美国 Gibco
公司；左旋多巴(L-Dopa)、二甲基亚砜(DMSO)、
TritonX-100、噻唑兰(MTT)、2,2-联氮-二(3-乙基-苯并

噻唑-6-磺酸)二铵盐（ABTS）、荧光素钠盐、二氯荧

光素二乙酸（DCFH-DA）、2,2'-偶氮二异丁基脒二盐

酸盐 (ABAP)，美国 Sigma 公司；总抗氧化能力

（T-AOC）检测试剂盒，南京建成生物工程研究所；

1,1-苯基-2-苦肼基自由基（DPPH），源叶生物科技有

限公司；NaOH、GAPDH、TYR，广州一科生物科技

有限公司；蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂、细胞裂解

液，广州斯佳生物科技有限公司。 

1.3  主要仪器设备 

VORTEX-GENIE2 可调速旋涡混匀器，美国

Scientific industries；HH-S6 水浴锅，江苏省金坛市荣

华仪器制造有限公司；FilterMax F5 多功能酶标仪，

美国 Molecular Devices；CP214 电子天平，奥豪斯仪

器（常州）有限公司；UV-1601 紫外可见分光光度计，

北京瑞利分析仪器有限公司；3111 细胞培养箱，美国

Thermo Scientific；ZHJH-C1209C 超净工作台，上海

智域分析仪器制造有限公司；BDS300 倒置生物显微

镜，重庆奥特光学仪器有限公司；BX53 荧光显微镜，

日本 Olympus；TG16-WS 台式高速离心机，湖南湘仪

实验室仪器开发有限公司。 

1.4  方法 

1.4.1  美白口服液的制备 

美白口服液的配方：葡萄多酚 35 mg、葡萄皮粉

（含 10%白藜芦醇）30 mg、血橙果粉 15 mg、雨生红

球藻（含 2.5%虾青素）10 mg、Vc 100 mg、酵母抽提

物（谷胱甘肽）10 mg。将各种美白活性成分按比例

溶于蒸馏水，使终浓度为 4 mg/mL，超声溶解 1 h，
-4 ℃冰箱避光保存备用。 
1.4.2  抗氧化指标 
1.4.2.1  铁离子还原能力 

称取 27.8 mg FeSO4·7H2O，溶解并定容到 1 mL，
此时浓度即为 100 mM。取适量 100 mM FeSO4溶液稀

释至 0.15、0.3、0.6、0.9、1.2 和 1.5 mM。96 孔板的

每个检测孔中加入 180 μL FRAP 工作液。空白对照孔

中加入 5 μL 蒸馏水，标准曲线检测孔内加入 5 μL 各

种浓度的 FeSO4标准溶液，37 ℃孵育 3~5 min 后测定

A593。以 FeSO4 质量浓度为横坐标，吸光度为纵坐标

建立标准曲线，得回归方程 y=0.2108x+0.1316，
R2=0.9906。 

样品检测孔内加入 5 μL 各种样品或 0.15~1.5 mM
的Trolox作为阳性对照，轻轻混匀，37 ℃孵育3~5 min
后测定 A593。根据标准曲线计算出样品的总抗氧化能

力（用 FeSO4标准溶液的浓度表示）。 
1.4.2.2  DPPH 自由基清除率 

取 1 mL 样品溶液，加入 1 mL 0.2 mM 的 DPPH
溶液，混匀室温下在黑暗处反应 30 min 后，在 517 nm
波长下测定样品的吸光值。同时，空白组为 1 mL 样

品溶液与 1 mL 甲醇溶液的混合液，对照组为 1 mL 
DPPH 溶液与 1 mL 甲醇混合液。计算公式如下： 

100%×]
A

)A-(A
-[1=(%)DPPH

对照

空白样品
自由基清除率  

1.4.2.3  ABTS 自由基清除率 
各取 0.15 mL 样品溶液，加入 2.85 mL ABTS 自由

基溶液，混匀，在室温下静置 10 min 后，在 734 nm
波长下测定样品的吸光值。同时进行空白组实验（用
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0.15 mL 蒸馏水代替样品溶液），每个浓度重复 3 次。

计算公式如下： 

100%×]
A
A

-[1=(%)ABTS
空白

样品
自由基清除率  

1.4.2.4  过氧化自由基清除能力（PSC） 
参照 Adom 等[5]细胞外抗氧化活性的测定方法。

样品稀释液加入到 96 孔板中每孔加样 100 µL；配荧

光剂和 ABAP 溶液；每孔加入 100 µL 的荧光剂及 50 
µL 的 ABAP 激发剂；样品、荧光剂及激发剂加入到

96 孔板之后，立即放到酶标仪上进行读数；读取数据

完成后，数据用 Windows excel 导出；用 Sigmaplot 软
件换算出积分面积，用下列公式计算出 PSC 值： 

CA
SA

-1= valuePSC  

其中：SA 是样品/标准品的积分面积值；CA 是对照组的

积分面积。 

用 Calcusyn 软件计算半抑制浓度（ the half 
maximal inhibitory concentration，IC50）值；抗氧化值

用 Vc 当量表示：μmol of vitamin C equivalents(VCE)/ g 
of sample ± SD。 
1.4.2.5  过氧自由基吸收能力检测（ORAC） 

参考 Huang 等[6,7]报道的方法。样品、不同浓度的

标准品（2.5、5、10、20 μM）和空白对照在黑色 96
孔板中分别加入 50 μL 每孔；盖上盖子，放在预热到

37 ℃的酶标仪中孵育 10 min；每孔加入 100 μL 荧光

素溶液，37 ℃再次孵育 20 min；除了空白孔外，每

孔加入 90 μL AAPH 溶液；开始读板，采集荧光信号

变化值；根据荧光信号变化，由下列公式计算积分面

积： 
AUC=(0.5*f1/f1+f2/f1+f3/f1+…+fi/f1+…f34/f1+ 

0.5*f35/f1)×CT 
其中：f1 是第一次读取荧光值，fi 表示第 i 次读取的荧光

信号值，CT 表示每次循环间隔时间。 

不同浓度的 Trolox 荧光动力学曲线下面积与

Trolox 浓 度 建 立 的 标 准 曲 线 和 线 性 方 程

y=1.0803x+0.8508，线性决定系数 R2为 0.9996，表明

标准曲线的相关性较高。所有样品和标准品的 AUC
减去空白对照的 AUC，最终 ORAC 值由 Trolox 标准

品浓度和 AUC 值的线性关系直线图计算，ORAC 值

单位表示是 μmol of trolox equivalents(TE)/g of DW 样

品，数据表达形式为平均值±方差。 
ORAC 值计算公式如下公式所示： 

sample blank

trolox blank

AUC - AUC molarity of troloxRelative ORAC value = ( )molarity of sampleAUC - AUC
1.4.2.6  胞内抗氧化实验 

参考 Wolfe[8]报道的方法。当培养瓶中 HepG2 细

胞长到占培养瓶底部面积的 90%时，铺种细胞于 96
孔黑板（黑边白底），细胞密度为 6×104 个/孔，每孔

中含 100 μL 培养基细胞混合液，由于边际效应黑色

96 孔板边缘四周不加细胞。37 ℃培养箱中，培养 24 h
后吸出培养基用无菌 PBS 冲洗一次；加入配置好的样

品、标准品、对照组和空白组（对照组和空白组只加

入浓度为 25 μM 的 DCFH-DA 培养基溶液）。设置荧

光酶标仪，经过样品的 96 孔板孵育 1 h 后，用负压吸

引器吸取出培养基，用 100μL 的无菌 PBS 冲洗一次；

加入 100 μL 浓度为 600 μM 的 ABAP 溶液，空白孔除

外，空白孔加入 100 μL 氧化培养基，立即把 96 孔板

放入荧光酶标仪中开始检测荧光值。程序结束后，拷

贝原始数据到 excel 中；用 Sigmaplot 软件对样品、标

准品荧光强度进行面积积分。 
减去空白荧光值后，在样品浓度相对应的时间-

荧光强度直线下的面积就是 CAA 值，计算公式如下： 

CA∫

SA∫
-1=CAA(units)  

其中：ʃSA 是样品的积分面积；ʃCA 是对照组的积分面积。

计算三次平行实验结果得到 CCA 值，单位用 μmol of quercetin 

equivalents (QE)/100 g，数据表达形式为平均值±方差。样品的

中值浓度则由 log (fa/fu)/log (dose)计算获得；fa 是样品处理组

的效应（CAA units），fu 是不被样品处理的数值（1-CAA units）。 

1.4.3  B16 细胞实验 
1.4.3.1  细胞培养 

将 B16 细胞接种于含有 10% FBS，1%双抗（100 
U/mL 青霉素，0.1 g/L 硫酸链霉素）的 RPMI-1640 培

养基，于 37 ℃，饱和湿度，5% CO2细胞培养箱中培

养 24 h 后换液 1 次，细胞接种第 3 天用 0.25%胰酶消

化传代，细胞传代至第 4 代，取对数生长期细胞进行

实验[9]。 
1.4.3.2  细胞增殖活性检测(MTT) 

采用 MTT 法检测[10]。取对数生长期细胞，用

0.25%胰酶消化，细胞计数，制成 4×104个/mL 单细胞

悬液，接种于 96 孔细胞培养板中，每孔加入单细胞悬

液 100 μL，接种 24 h，将培养基换成无血清RPMI-1640
培养基，待用。 

设置试验组和对照组（Vc），每组至少 3 个平行

复孔。用样品干预后，细胞于 37 ℃，5% CO2，饱和

湿度条件下培养，分别设了 24、48 h 作用时间组。 
将作用时间已到的细胞小心弃去上清，每孔加入

5 g/L MTT 溶液，于 37 ℃，5% CO2的培养箱中继续
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作用 4 h，轻轻吸去上清，加入 DMSO 150 μL，振荡

10 min，于 490 nm 处测定吸光度 A，计算抑制率。 

%100×)
A-A
A-A

-1(=(%)
空白组对照组

空白组实验组
细胞活性抑制率  

1.4.3.3  细胞凋亡情况 
取对数生长期的B16细胞用胰蛋白酶消化后接种

于 30 mm 培养皿中，培养至细胞完全贴壁且汇合度

80%~90%。药物作用 48 h 后，用 PBS 冲洗 2 遍，用

倒置显微镜观察拍照；用 10 mg/L Hoechst 33342 染液

对细胞染色10 min，运用荧光显微镜观察细胞情况[11]。 
1.4.3.4  黑色素合成量的检测 

采用 NaOH 裂解法测定。将作用时间已到的细胞

用胰酶消化，吹打成单细胞悬液，取 100 μL 细胞计数，

其余细胞悬液离心，弃去上清后，加入 1 mL 1 mol/L
氢氧化钠溶液（含 10% DMSO）于 80 ℃水浴 1 h，转

移至 96 孔板，每孔加 100 μL，选择 405 nm 波长，以

空白孔调零，用酶联免疫检测仪测定吸光度值，每一

个实验重复 3 次，分析口服液对 B16 细胞黑色素合成

的影响。计算黑色素合成抑制率。 

%100×)
A
A

-1(=(%)
对照组

实验组
黑色素合成抑制率  

1.4.3.5  酪氨酸酶活性的检测 
培养一段时间后弃去上清液，每孔加入含 1% 

Triton X-100 的 PBS 缓冲液 90 μL，然后加入 10 μL 1.0 
mg/mL L-DOPA，超声 30 s，30 ℃处理 30 min 后再测

定 475 nm 的吸光值。按如下公式计算酪氨酸酶活性

抑制率。 

%100×)
A
A

-1(=(%)
对照组

实验组
酪氨酸酶活性抑制率  

1.4.3.6  酪氨酸酶蛋白表达量的检测 
取标准蛋白 10 μL，加入 90 μL PBS 稀释 10 倍。

再在各孔分别加入 0、1、4、8、12、16、20 μL 的标

准蛋白，再补齐PBS至每孔 20 μL。在酶标仪上 595 nm
波长下测吸光度，绘制标准曲线。各处理组细胞培养

48 h 后分别收集各组总蛋白，根据标准曲线公式计算

样品蛋白浓度。加上样缓冲液以及 PBS 至同一浓度，

98 ℃煮沸变性，进行凝胶电泳，并电转印至 PVDF
膜（恒流 200 mV，转膜时间 120 min），于常温下，

使用 5%脱脂奶粉封闭 1 h，分别加入 TYR 单克隆抗

体和 GAPDH 抗体，4 ℃恒温过夜后，TBST 洗膜 15 
min×3 次，二抗室温孵育 1 h，再使用 TBST 洗膜 15 
min×3 次，加入显影液曝光，拍照[12]。 
1.4.4  统计学方法 

应用 SPSS19.0 进行数据分析，实验数据采用单因

素方差分析，实验结果以⎯x±s 表示，p<0.05 为差异有

统计学意义。 

2  结果与讨论 

2.1  铁离子还原能力 

酸 性 条 件 下 抗 氧 化 物 可 以 还 原 Ferric- 
tripyridyltriazine(Fe3+-TPTZ)产生蓝色的 Fe2+-TPTZ，在
593 nm测定蓝色的Fe2+-TPTZ的吸光度值即可获得样

品中的总抗氧化能力[13]。由表 1 可知，当质量浓度为

0.125 mg/mL 时，美白口服液的总抗氧化性能略低于

维生素 E（Vitamin E，VE）。当质量浓度为 0.25 mg/mL
时，美白口服液的总抗氧化活性略高于 Vc，与 VE 接

近。之后随着浓度的增加，美白口服液的抗氧化活性

增大，说明口服液在低浓度时抗氧化效果不明显，在

较高浓度下才能发挥良好的抗氧化性能。 
表1 美白口服液对铁离子还原能力的影响 

Table 1 Effect of oral whitening solution on iron ion reducing 

ability 

project Concentration/(mg/mL) Total antioxidant  
capacity/(nM,⎯x±s) 

sample 

0.0625 0.29±0.03** 

0.125 0.87±0.03** 

0.25 2.13±0.14 

0.5 4.54±0.15** 

1 9.10±0.29** 

2 15.14±0.09** 

4 15.04±0.37** 

Vitamin C
0.25 3.49±0.05** 

4 15.32±0.07** 

Vitamin E
0.125 0.91±0.01 
0.25 2.20±0.01* 

注：与对照组 VE(0.125 mg/mL)比较，*p<0.05，**p<0.01。 

2.2  DPPH 自由基清除率 

DPPH 是一种稳定的自由基，其乙醇溶液显紫色，

在 515 nm 处有最大吸收。当抗氧化剂存在时，DPPH
自由基中的 N 原子得到 H 质子会被还原，颜色变浅，

吸光值降低，常用来测试样品的抗氧化能力[14~16]。如

图 1 所示，美白口服液对 DPPH 自由基有一定的清除

活力，且有浓度依赖效应。在低浓度（1.25 μg/mL）
时样品清除 DPPH 自由基效果不明显。随着浓度的增

加，在浓度为 10 μg/mL 时，样品对 DPPH 自由基清

除率为 41.54%，浓度为 20 μg/mL 时，对 DPPH 自由

基清除率可达 91.83%。曲线拟合后，计算得到美白口

服液对 DPPH 自由基的 IC50为 10.32±1.20 μg/mL。 
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图1 美白口服液对DPPH自由基清除率的影响 

Fig.1 Effect of oral whitening solution on DPPH free radical 

scavenging rate 

2.3  ABTS 自由基清除率 

ABTS 可被 K2S2O8、MnO2、ABAP 和 H2O2等各

种试剂氧化，生成蓝绿色的自由基阳离子 ABTS。
ABTS 相当稳定，在 414、645、734 和 805 nm 处有最

大吸收峰。在抗氧化剂存在下，ABTS 与之反应，变

成没有颜色的 ABTS[17]。由图 2 可知，美白口服液对

ABTS 自由基有清除作用，且有浓度依赖效应。当口

服液浓度在 12.5 μg/mL 时，对 ABTS 自由基清除率仅

为 6.44%。随着浓度进一步增大，当口服液浓度为 100 
μg/mL 时，清除率为 56.30%（>50%）。经计算，可得

到美白口服液对 ABTS 自由基的 IC50 为 87.06±9.52 
μg/mL。 

 
图2 美白口服液对ABTS自由基清除率的影响 

Fig.2 Effect of oral whitening solution on ABTS free radical 

scavenging rate 

2.4  过氧化自由基清除能力（PSC） 

37 ℃下，ABAP 降解产生过氧自由基（ROO·），
引起无荧光信号的非荧光二氯荧光素（DCFH）分解

产生具有荧光信号的荧光二氯荧光素（DCF）[18]。根

据 DCFH 被氧化的程度来表达检测样品的抗氧化能

力。化合物抑制 DCFH 的氧化作用，导致产生较小的

SA，较高的 PSC 值。PSC 单元图对应着一个典型的

曲线，其描述了在一定实验条件下抗氧化剂实际的抑

制特点。通过 CalcuSyn 软件得到标准品和样品的剂量

-反应曲线。由图 3、4 可知，在不同质量浓度下标准

品 Vc 和美白口服液在不同时间下其荧光积累量逐渐

递增，分布均匀，样品和 Vc 抑制了 DCFH 的氧化作

用，导致产生较小的 SA，较高的 PSC 值。计算得到

样品的 PSC 值为 1649.00±2.78 μmol equiv. vit. C/g。 

 
图3 标准品VC清除过氧化自由基的时间动力学与剂量-反应曲

线 

Fig.3 Time kinetics and dose-response curves of VC scavenging 

peroxidative free radicals 

 
图4 美白口服液清除过氧化自由基的时间动力学与剂量-反应

曲线 

Fig.4 Time kinetics and dose-response curves of oral whitening 

solution scavenging peroxidase free radicals 

2.5  过氧自由基吸收能力检测（ORAC） 

ORAC 法使用荧光素(fluorescein，FL)为氧化底

物，以 2,2’-偶氮-(2-脒基丙烷)二盐酸盐(AAPH)作为过

氧自由基来源，在抗氧化剂作用下，荧光衰退曲线下

面积与荧光自然衰退曲线下面积的差作为衡量抗氧化

剂的抗氧化能力指标，结果以抗氧化剂 Trolox 作为标

准进行表达，用来定量表征样品的抗氧化能力[19,20]。

图 5 为不同浓度的 Trolox 标准溶液的荧光动力学曲

线。随着浓度的增加，荧光淬灭的时间逐渐延长。荧

光动力学曲线的下面积也随着浓度的增大而逐渐增

大。图 6 为美白口服液清除自由基的荧光动力学图谱。
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其中对照样品由于未添加任何抗氧化剂，荧光相对强

度较早达到最低值。加入样品后，它的荧光强度迅速

衰减，在 70 个循环时荧光相对强度才接近最低值。因

为样品具有抗氧化活性，可以暂时抑制或延缓对荧光

液的氧化，故可以在一定时期内维持荧光液的荧光强

度。计算可得到样品的 ORAC value 为 4251.30±566.71 
μmol of trolox equivalents (TE)/g。 

 
图5 Trolox吸收过氧自由基的时间动力学与剂量-反应曲线 

Fig.5 Time kinetics and dose-response curves of peroxygen free 

radical sabsorbed by trolox 

 
图6 美白口服液吸收过氧自由基的时间动力学与剂量-反应曲

线 

Fig.6 Time kinetics and dose-response curves of peroxygen free 

radical sabsorbed by whitening oral solution 

2.6  细胞抗氧化实验 

尽管目前对单体和食物混合物的总抗氧化能力评

价有许多种化学评价方法，但是这些化学方法未能充

分的考虑体内生理代谢环境的影响、待测物质在体内

的消化及吸收等问题。因此，本课题采用了细胞内抗

氧化实验。HePG2 细胞内 ABAP 产生的过氧化氢自由

基氧化还原型 DCFH 生成荧光物氧化型二氯荧光素

(2’,7’-dichloronuorescein，DCF)，抗氧化剂抑制了反应

的进行，反映在实验中即为荧光强度的减小[21]。细胞

抗氧化能力的测定采用了 PBS 清洗的处理方法，主要

反映抗氧化剂在细胞内部的抗氧化活性。如图 7 和图

9 所示，随着标准品和样品浓度的增加，二者抑制荧

光物 DCF 生成的作用均增强。但标准品抑制荧光物

DCF 生成的能力明显强于美白液。CAA 值反映的是

植物化学物在细胞内的吸收、代谢及细胞水平的抗氧

化能力，是更接近动物水平的体外抗氧化值，相对化

学抗氧化方法数值更准确[22]。利用 CAA 计算公式，

得到美白口服液的 CAA 值为 5570.10±312.09 μmol of 
quercetin equivalents (QE)/100 g。对比图 8 和图 10，可
判断美白液的中值浓度略大于槲皮素标准品。 

 
图7 槲皮素标准品细胞内抗氧化的时间动力学与剂量-反应曲

线 

Fig.7 Time kinetics and dose-response curves of quercetin 

standards on intracellular antioxidants 

 
图8 标准品的拟合方程 

Fig.8 Fitting equation for standards 

 
图9 美白口服液细胞内抗氧化的时间动力学与剂量-反应

曲线 

Fig.9 Time kinetics and dose-response curve of oral whitening 

solution on intracellular antioxidant 
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图10 美白口服液的拟合方程 

Fig.10 Fitting equation fororal whitening solution 

2.7  细胞增殖活性(MTT) 

 

 

 
图11 美白口服液对B16细胞增殖活性的影响 

Fig.11 Effect of oral whitening solution on proliferative activity 

of B16 cells 

注：a：美白口服液干预 24 h，b：Vc 干预 24 h，c：美白

口服液干预 48 h。 

对比图 11a、b 可知，当美白口服液和维生素 C
质量浓度小于 50 μg/mL 时，二者均能促进 B16 细胞

增殖。当美白液质量浓度达 125 μg/mL 时，B16 细胞

增殖的抑制率高于 50%，而此浓度下，维生素 C 对

B16 细胞抑制率仍小于 50%。由此可知，美白液及维

生素C均能通过抑制黑色素细胞的生长来达到美白的

功效，且美白液的效果明显优于 Vc。由图 11c 可知，

质量浓度达 100 mg/L 时，曲线斜率趋于平缓，表明该

质量浓度接近美白的最大作用质量浓度。对比图 11a、
c 可知，美白液质量浓度为 50 μg/mL 时，作用 48 h，
对 B16 细胞增殖的抑制率为(57.69±1.8407)%，明显高

于同等浓度下作用24 h美白液对B16细胞增殖的抑制

率。综上，一定浓度的美白液在对 B16 细胞增殖方面

有明显的抑制作用，差异有统计学意义（p<0.05），且

抑制作用与其作用时间、质量浓度呈正相关。经曲线

拟合确定美白液作用 24 h、48 h，Vc 作用 24 h 的 IC50

分别为 121.22±24.22、36.94±0.22、169.42±3.36 μg/mL。 

 
图12 不同质量浓度美白口服液对B16细胞形态的影响（光学显微镜，×400） 

Fig.12 Effect of different concentration of oral whitening solution on the morphology of B16 cells (Optical microscope, ×400) 
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图13 不同质量浓度美白口服液对B16细胞形态的影响（荧光显微镜，×400） 

Fig.13 Effect of different mass concentration of oral whitening solution on the morphology of B16 cells (Fluorescence microscope, ×400) 

2.8  细胞凋亡情况 

传代的 B16 黑色素瘤细胞主要为两极，偶见三极

的贴壁生长的上皮型细胞[23]。由图 12 可见，对照组

细胞生长良好，形态正常；当加入不同浓度样品和 VC
时，细胞形态均出现了不同程度的变化。当质量浓度

较小时，细胞形态和数量变化均不明显，随浓度的继

续升高，开始导致细胞分布稀疏，细胞树突减少或消

失，不能相互融合形成网状结构。 
Hoechst 33342 能少许进入正常细胞膜，使其染上

低蓝色，而凋亡细胞的膜通透性增强，因此进入凋亡

细胞中的 Hoechst 33342 比正常细胞的多，荧光强度

要比正常细胞高[24]。此外，凋亡细胞的染色体 DNA
的结构发生了改变，从而使该染料能更有效地与 DNA
结合。正常的 B16 细胞为梭形或不规则形，其 Hoechst
核染为低亮蓝色，为正常细胞核[25]。通过不同浓度美

白液和 Vc 处理细胞后的 Hoechst 33342 染色图片（图

13），可以发现质量浓度大于 25 μg/mL 时，细胞出现

凋亡的状态，部分细胞变形，细胞凋亡明显且细胞的

凋亡数量与干预物质量浓度呈正相关，说明超过一定

浓度的美白液能影响 B16 细胞的凋亡。 

2.9  黑色素合成量 

由图 14 可知，相同作用时间和浓度下，美白液

B16 细胞黑色素合成的抑制作用与 Vc 接近。在低浓

度下，B16 细胞黑色素合成量与时间的关系不大。但

高浓度下，干预时间越长，B16 细胞黑色素合成量越

少。干预 48 h，黑色素总量在 25~100 mg/L 范围变化

明显，当美白液质量浓度超过 100 mg/L 时，曲线变化

趋缓，表明该质量浓度对黑色素的抑制作用接近最大

值。结果说明，一定浓度的美白液对 B16 细胞黑色素

的合成有明显抑制作用，且抑制作用与其作用时间、

质量浓度呈正相关。 

 
图14 美白口服液对B16细胞黑色素分泌的影响 

Fig.14 Effect of oral whitening solution on melanin secretion in 

B16 cells 

2.10  酪氨酸酶活性 

 
图15 美白口服液对B16细胞酪氨酸酶活性的影响 

Fig.15 Effect of oral whitening solution on tyrosinase activity in 

B16 cells 

美白液对 B16 细胞酪氨酸酶活性的影响如图 15
所示。说明美白液及 Vc 对酪氨酸酶的总活性均具有

一定的抑制效果，存在一定的浓度依赖性。在一定浓

度范围内，抑制率随着样品添加量的降低而显著降低。

干预 48 h，样品对酪氨酸酶活性的抑制作用高于干预

24 h 样品对酪氨酸酶活性的抑制作用。可初步判断，

抑制率随时间的延长而增大。 
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2.11  酪氨酸酶蛋白表达量 

检测不同质量浓度美白液对酪氨酸酶表达的影

响，见图 16。结果显示随着美白液质量浓度的增大，

细胞内的氨酸酶蛋白表达量明显低于空白对照组，结

果表明美白液可以下调细胞内酪氨酸酶的蛋白表达水

平，有一定的质量浓度依赖性。这与 Kazuomi Sato 等
[26]研究发现的乙酰水杨酸可能是通过下调细胞内酪

氨酸酶蛋白表达水平来抑制B16黑素瘤细胞内黑色素

合成的结果相似。在高质量浓度情况下，GAPDH 的

表达较少，可能是因为在该质量浓度下，细胞数量减

少所引起的表达降低。 

 
图16 美白口服液对B16细胞中酪氨酸酶表达的影响 

Fig.16 Effect of oral whitening solution on tyrosinase expression 

in B16 cells 

注：A~E 美白液浓度分别为 0、25、50、100、150 μg/mL。 

3  结论 

3.1  本文采用胞外抗氧化（包括铁离子还原能力、

DPPH 自由基清除率、ABTS 自由基清除率、过氧化

自由基清除能力和过氧自由基吸收能力）和胞内抗氧

化性能系统评价美白液的抗氧化特性。值得注意的是，

这款美白液含有水溶性和脂溶性物质。选用的 PSC 方

法，能够测定出包含水溶性和脂溶性部分的总抗氧化

活性，可更加全面的评价总抗氧化活性[27]。整体上看，

美白液的抗氧化性能有浓度依赖趋势，且接近同剂量

的阳性对照物 Vc，这可能和美白口服液中多种抗氧化

物质的协同作用有关。 
3.2  本文选择小鼠黑色素瘤 B16 细胞为模型，研究美

白液对黑色素合成的影响。结果揭示美白液能明显抑

制黑色素细胞分泌，作用机制在不同质量浓度下通过

不同方式进行。细胞染色图片可直观看到，美白液可

抑制 B16 细胞增殖。Western blot 结果则揭示美白液在

B16 细胞上作用的分子机制可能是通过抑制酪氨酸酶

在 B16 细胞中的表达，黑色素分泌下降，从而引起细

胞的凋亡或损伤，最终抑制细胞的生长。 
3.3  综上可知，这款复方口服液具有较强的抗氧化活

性，且能抑制黑色素合成具有美白作用。可以预见，

将抑制黑色素形成以及抗氧化 2 种途径有机地结合，

可充分发挥美白液多成分、多靶点与多功效相结合的

优势，一定会开发出更多更好的美白功能食品。本课

题组将开展老鼠与人体实验，以更有力地证明其功效，

使其更快推向市场，满足消费者的需求。 
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