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具有酪氨酸酶抑制活性的丹参有效成分筛选研究 
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摘  要：目的  筛选丹参中对酪氨酸酶活性具有抑制作用的有效成分。方法  基于受试物抑制酪氨酸酶催化底物 L-多巴的

反应原理，将丹参经 80%乙醇提取后依次经石油醚、氯仿、醋酸乙酯、饱和正丁醇和水 5 种不同极性溶剂萃取，分别检测

各提取部位对酪氨酸酶活性的抑制作用；并通过 UPLC-MS/MS 技术鉴定活性最强提取部位化学成分，结合分子对接技术预

测各成分潜在活性，并通过酶学检测验证。结果  丹参氯仿萃取层具有较强的酪氨酸酶抑制活性。其生物活性与丹参素、原

儿茶醛等 6 种成分有关，酶学检测验证结果与筛选结果一致。结论  丹参中丹参素和原儿茶醛等成分对酪氨酸酶活性具有显

著的抑制作用。 
关键词：丹参；酪氨酸酶；美白祛斑；活性成分筛选 
中图分类号：R965.1      文献标志码：A      文章编号：1674 - 6376 (2013) 02 - 0085 - 005 
DOI: 10.7501/j.issn.1674-6376.2013.02.002 

Screening of active components in Salvia miltiorrhiza with inhibition on tyrosinase 
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Abstract: Objective  To screen the active components in Salvia miltiorrhiza with the inhibitory activity against tyrosinase. Methods  
The method of L-Dopa oxidization reaction was employed to detect the tyrosinase activity. S. miltiorrhiza was first extracted by 80% 
ethanol and then extracted by PE, CHCl3, EtOAc, n-BuOH, and H2O. The inhibition of the different fractions on tyrosinase was 
detected. UPLC-MS/MS was used to analyze and identify the active components in the fraction with the strongest inhibition. 
Molecular docking was used to predict the potential activity and enzymological method was used to validate their efficacy 
components. Results  The chloroform fraction showed a strong inhibition on tyrosinase activity. The bioactivities had the relationship 
with six components, such as tanshinol and protocatechualdehyde, etc. Enzymological method showed the same results with the 
screening. Conclusion  Tanshinol, protocatechualdehyde, and so on in S. Miltiorrhiza have the significant inhibition on tyrosinase. 
Key words: Salvia miltiorrhiza Bge.; tyrosinase; whitening freckle; active components screening 
 

随着社会的发展，人们在对衣食住行有了更高

追求的同时，对个人的形象也有了更高的要求。雀

斑、晒斑、黄褐斑、妊娠斑及老年斑等色素沉着是

影响个人形象的主要问题之一。美白护肤品是减少

各种色素沉着的主要手段，已受到国内外众多化妆

品公司的高度重视。当前，美白祛斑化妆品主要通

过以下几方面达到美白祛斑的效果：在细胞内通过

抑制酪氨酸酶或黑色素生成的中间体来抑制黑色素

的生成；或通过刺激角质细胞使黑色素减少，淡化

黑色素；在胞外通过抑制内皮素-1 和内皮素-2 减少

黑色素生成[1]；又或者通过减少紫外线的照射来减

少黑色素的生成[2]。但在众多方法中对酪氨酸酶的

抑制仍是美白化妆品研制的主要方向。 
丹参为唇形科植物丹参的干燥根和根茎，性味 
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苦，微寒，归心、肝经。具有活血祛瘀，通经止痛，

清心除烦，凉血消痛的功效[3]。丹参在临床上应用

相当广泛，在扩张血管、保护心肌细胞、抗血栓形

成、降血脂、改善微循环、保护肝细胞、抗氧化、

抗肿瘤、抗菌消炎等方面都发挥着重要作用[4-8]。也

有研究报道，丹参提取物对酪氨酸酶活性具有一定

的抑制作用[9]。目前上市的绝大多数复方中药美白

祛斑产品中都会加入一定剂量的丹参[10-11]。但关于

丹参中对酪氨酸酶活性具有抑制作用的成分报道尚

少，寻找丹参中对酪氨酸酶具有抑制作用的有效成

分可以为寻求安全性高、毒副作用小的天然植物美

白剂提供实验依据。 
1  实验材料和仪器 
1.1  材料 

丹参，购自天津中医药大学第一附属医院，经

南开大学谢春峰老师鉴定为唇形科植物丹参 Salvia 
miltiorrhiza Bge. 的 干 燥 根 及 根 茎 ； L- 多 巴

（L-DOPA，上海斯高勒生物技术有限公司）；酪氨

酸酶（Tyrosinase，美国 Sigma 公司）；曲酸（Kojic 
acid，美国 Sigma）。 
1.2  仪器 

酶标仪（美国 Bio-Rad 公司）；JFSD100 粉碎

机（上海嘉定粮油仪器有限公司）；R201D II 旋转

蒸发仪（上海申顺生物科技有限公司）；Mettler Toled 
1/10 万电子分析天平（瑞士 MettlerToledo 公司）；

岛津 20A 高效液相色谱仪（日本岛津）；UPLC-Q/ 
TOF 串联质谱仪、Masslynx 工作站（美国 Waters
公司）。 
2  方法 
2.1  供试品溶液的制备 

丹参样品粉碎后过 20 目筛，准确称取丹参粗粉

100 g，经 80%乙醇进行回流提取后依次经石油醚、

氯仿、醋酸乙酯、饱和正丁醇和水 5 种溶剂萃取。

收集各层萃取液，置旋转蒸发仪浓缩后真空干燥，

得石油醚部位 3.15 g、氯仿部位 4.05 g、醋酸乙酯部

位 3.95 g、正丁醇部位 3.20 g 以及水提取部位 20.10 
g。将各部位提取物分别溶解于 5% DMSO 助溶的磷

酸盐缓冲液（PBS，pH 6.8）中，配成 100 μg/mL
中药提取液，于 4 ℃冰箱中保存备用。 
2.2  试剂配制 

酪氨酸酶的配制：取 1 881 U/mg 的酪氨酸酶，

以 PBS 配成 0.8 mg/mL 的溶液。L-多巴溶液的配制：

以 PBS 配成 0.05%的溶液，待用。 

2.3  丹参提取物对酪氨酸酶抑制作用的测定方法 
测定前，配制 C1测试样：100 μL PBS加入 50 μL

酪氨酸酶溶液；C2 测试样：150 μL PBS；T1 测试样：

100 μL 样品溶液加入 50 μL 酪氨酸酶溶液；T2 测试

样：50 μL PBS 加入 100 μL 样品溶液，各测试样分

别加入 96 孔板中，25 ℃水浴恒温反应 10 min，加

入 50 μL L-Dopa 溶液，继续 25 ℃水浴恒温反应 1 h，
反应结束后立即于 490 nm 处分别测定 C1、C2、T1、

T2 的吸光度 AT1、AT2、AC1、AC2，以酪氨酸酶的抑

制率表示对酪氨酸酶的抑制作用[12-13]。 
酪氨酸酶的抑制率＝1－（AT1－AT2）/（AC1－AC2） 

2.4  丹参氯仿部位谱效关系分析 
取活性最强的丹参氯仿层萃取物溶于甲醇配成

3 mg/mL 待测溶液，采用 HPLC 分离活性成分。

HPLC 条件：Aglient Zorbax SB-C18色谱柱（250 mm×

4.6 mm，5 μm）；流动相为水（A）-甲醇（B）；二元

梯度洗脱：0～10 min 20%～50% B 相；10～30 min，
50%～75% B 相；30～40 min，75%～100% B 相；

40～48 min，100% B 相；48～50 min，100%～20% 
B 相。体积流量为 1 mL/min，检测波长 254 nm；柱

温 35 ℃；进样量 100 μL。分别以每分钟为一个时

间段收集分离样品，减压真空干燥后，将样品溶解

于 1 mL PBS 中，按照“2.3”项下酪氨酸酶催化底

物发生反应的测定方法检测 HPLC 分离的各时间段

对酪氨酸酶的抑制活性。收集合并检测结果中高活

性组分进行 UPLC-Q/TOF 成分鉴定。 
UPLC 液相色谱条件：Waters Acquity UPLC 

BEH C18 色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.7 μm）；流动

相：A 相乙腈，B 相 0.2%乙酸水（梯度洗脱程序：

0～2.5 min，20%～27% A 相；2.5～6 min，27%～

45% A 相；6～20 min，45%～100% A 相；20～23 
min，100%A 相；23～24 min，100%～20% A 相；

24～25 min，20% A 相。进样量 6 μL；体积流量 0.4 
mL/min；柱温 35 ℃；DAD 扫描波长 190～400 nm；

分析时间 25 min。质谱条件：ESI 源，负离子检测

模式。扫描范围：m/z 50～2 000，毛细管电压为 3 kV
（负模式）。锥孔电压 30 V，脱溶剂气为氮气，350 
℃，600 L/h，源温 100 ℃。二级质谱能量 35 V。

数据采集工作站为 MassLynx 4.0。 
2.5  计算机辅助药物分子模拟筛选 

采用分子对接软件 Autodock 4.2 对上述鉴定的

化合物分别与酪氨酸酶进行分子对接，以评估其结

合能力。分子对接所使用的蛋白晶体结构为双孢菇
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酪 氨 酸 酶 2y9x （ Agaricus bisporus Mushroom 
Tyrosinase 的晶体结构）。格点计算参数如下：grid 
center＝−9.96，−28.676，−43.432；grid spacing＝
0.375；npts＝50，50，50。对接参数如下：ga_run＝
200；qstep＝30；dstep＝30。 
2.6  统计学方法 

采用 SPSS 13.0 软件进行数据统计。组间比较

采用单因素方差分析（One-way ANOVA）。 
3  结果 
3.1  丹参各提取部位对酪氨酸酶抑制作用 

不同极性溶剂丹参萃取物对酪氨酸酶抑制作用

的结果显示，丹参氯仿萃取物对酪氨酸酶具有显著

抑制作用（图 1）。 

 
与空白组比较：*P＜0.05  ***P＜0.001 

*P < 0.05  ***P < 0.001 vs blank group 

图 1  丹参各提取部位对酪氨酸酶抑制活性 (n＝6) 
Fig. 1  Inhibition of different fractions from S. 

Miltiorrhiza on tyrosinase (n＝6) 

3.2  丹参酪氨酸酶抑制部位的谱效关系分析 
取丹参氯仿部位萃取物经 HPLC 分离后进行谱

效关系分析，结果见图 2，30～45 min 收集的样品

对酪氨酸酶具有显著的抑制作用（P＜0.01）。收集

具有活性部分的样品进行 UPLC-Q/TOF 鉴定，依据

文献报道、精确分子量以及离子碎片信息[14]，共确

定了 12 个主要成分（表 1）。 
采用计算机辅助药物分子评价，分析预测上述

丹参成分与酪氨酸酶的结合能力（表 1）。分析结果

显示原儿茶醛、丹参素、2, 4, 4′-三羟基查耳酮对酪

氨酸酶具有明显的抑制作用，其中原儿茶醛、丹参

素含邻二苯酚结构，与酪氨酸酶的活性中心铜离子

产生络合反应，且由于分子结构小，易于进入酶反

应腔与之发生反应，因此具有明显的抑制作用；

2, 4, 4′-三羟基查耳酮的间苯二酚结构中 2 位羟基可

以与 CuII 反应中心络合，同时 4 位羟基与主链上的

羰基形成氢键，因此对酪氨酸酶可能具有更强抑制 

 
与空白组比较: ***P＜0.001 
A-丹参氯仿层液相展开图  B-酪氨酸酶活性抑制率结果  C-丹
参具有酪氨酸酶抑制活性部位负离子模式离子流图 
***P < 0.01 vs blank group; A-Liquid chromatogram of chloroform 
fraction of S. miltiorrhiza; B-Inhibitory capability against tyrosinase 
activity; C-Total negative ion chromatogram of components with 
inhibitory activity against tyrosinase 

图 2  丹参谱效关系分析图 
Fig. 2 Spectrum-activity relationship analysis of S. miltiorrhiza 

作用；3-(4-羟基苯亚甲基)-5, 7-二羟基苯并二氢吡喃-4-
酮含有间苯二酚结构，同样可与酪氨酸酶发生络合

反应并与主链上的羰基形成氢键；毛刺锦鸡儿酚、

加雷决明酚 E 由于其结构中都含有茋类结构中的间

苯二酚结构，因此能与酪氨酸酶发生反应，但由于

毛刺锦鸡儿酚、加雷决明酚 E 的空间构型对进入酶

的空腔结构可能会产生空间位阻，因此活性可能相

对降低。丹参中潜在的酪氨酸酶抑制成分结构见图 3。 
3.3  丹参中酪氨酸酶抑制剂的验证 

根据筛选结果，选取原儿茶醛、丹参素，以曲

酸为阳性药，采用“2.3”项下方法分别检测其对酪

氨酸酶的抑制作用。结果显示原儿茶醛与丹参素对

酪氨酸酶均具有抑制作用，且原儿茶醛的抑制作用

明显高于丹参素。当单体质量浓度为 1 mg/mL 时，

原儿茶醛的抑制率达到 50.5%，丹参素的抑制率为

21.8%（图 4）。酪氨酸酶抑制活性的分析结果与药

物分子对接预测结果一致。 
4  讨论 

酪氨酸酶抑制剂通过抑制酪氨酸酶的活性或干

扰黑色素生成的中间体两方面来防止黑色素的生成 
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表 1  丹参氯仿层中主要成分的 UPLC/MS/MS 鉴定及活性预测 
Table 1  UPLC/MS/MS identification and activity prediction of main components in chloroform fraction of S. miltiorrhiza 

峰号 t/min 相对分子质量 质谱 (m/z) 化合物 活性预测

1 0.61 198 395 [2M－H]−, 197 [M－H－H2O]−, 135 [M－H－H2O－CO2]− 丹参素 + 

2 5.36 330 329 [M－H]−, 287 [M－H－CH2CO]−, 245 [M－H－2CH2CO]− 条叶蓟素 − 

3 7.48 138 137 [M－H]−, 109 [M－H－CO]− 原儿茶醛 + 

4 7.91 360 359 [M－H]−, 197 [C9H10O5－H]−, 179 [M－C9H8O4]−,  

161 [M－H－2C9H10O5]−, [C9H10O5－H－H2O－CO2]− 

迷迭香酸 − 

5 9.51 486 485 [M－H]−, 241 [M－C14H12O4]−, 226 [M－C14H12O4－H2O]− 毛刺锦鸡儿酚 + 

6 10.44 572 571 [M－H]−, 528 [M－H－C3H7]− 弥罗松酚 (铁锈醇) − 

7 11.42 418 417 [M－H]−, 373 [M－H－H2O]−, 197 [C9H10O5－H]−,  

175 [M－H－CO2－C9H10O5]− 

丹参酚酸 D − 

8 11.64 494 493 [M－H]−, 295 [M－H－C9H10O5]− 丹参酚酸 A − 

9 14.95 486 485 [M－H]−, 467 [M－H－H2O]−,  加雷决明酚 E + 

10 18.06 280 279 [M－H]−, 261 [M－H－H2O]−, 233 [M－H－H2O－CO]− 去氢丹参新酮 − 

11 19.45 256 255 [M－H]−, 161 [M－C6H6O]− 2, 4, 4′-三羟基查耳酮 + 

12 22.32 284 283 [M－H]−, 265 [M－H－H2O]−, 237 [M－H－H2O－CO]− 3-(4-羟基苯亚甲基)-5, 7-二羟基苯并

二氢吡喃-4-酮 

+ 

 

 

图 3  丹参中潜在的酪氨酸酶抑制成分结构 
Fig. 3  Structures of components with potential inhibition on tyrosinase 

 
图 4  酪氨酸酶抑制率曲线 

Fig. 4  Inhibition curves on tyrosinase 

以达到美白祛斑的效果[15]。酪氨酸酶抑制剂的发现

已有 50 余年，曲酸由于作用的高效性引起众多学者

的注意[16-17]。然而，近些年的医学实验研究表明，

曲酸在长时间使用后，会对人的皮肤细胞、血液生

化乃至内脏等产生严重的毒副作用[18-20]。因此，从

传统中药中寻找安全有效的酪氨酸酶抑制剂已逐渐

成为新的研究热点。 
本实验的结果显示丹参的氯仿层抑制酪氨酸酶

活性明显强于其他各层，因此提示在进行源自中药

的酪氨酸酶抑制剂筛选研究中除传统的醇水提取方

 

100 

80 

60 

40 

20 

0 

抑
制
率

/%
 

 0      1     10    100    1000 
质量浓度/(μg·mL−1) 

曲酸 
原儿茶醛

丹参素 

丹参素 原儿茶醛 毛刺锦鸡儿酚 

加雷决明酚 E 2,4,4′-三羟基查尔酮

3-(4-羟基苯亚甲基)- 
5,7-二羟基苯并二氢 
吡喃-4-酮 



  Drug Evaluation Research  第 36 卷 第 2 期  2013 年 4 月 

  

- 89 -

法外还可考虑其他提取方法，以避免漏筛及最大化

中药利用度。同时对酪氨酸酶抑制作用的构效关系

研究，可以为新型酪氨酸酶抑制剂的研发提供更有

价值的理论依据。以往研究结果表明苯环上有单羟

基取代的化合物对酪氨酸酶均表现为竞争性抑制类

型，且邻位、间位和对位的取代化合物对酪氨酸酶

均有不同程度的抑制作用[21-22]。从植物中提取的具

有茋类结构的化合物抑制作用为曲酸的 32 倍，表明

茋类结构中的间苯二酚发挥着重要作用[23-25]。这与

本文的实验结果一致。本文的实验结果显示，具有邻

二苯酚结构的原儿茶醛、丹参素同样表现出了明显

的抑制作用，且当单体质量浓度为 1 mg/mL 时，原儿

茶醛抑制率达到 50.5%，丹参素抑制率为 21.8%。 
中药制剂因其成分复杂限制了其临床应用[26]，

分离和筛选中药制剂中的生物活性成分，对阐明其

药效物质基础和作用机制具有重要意义。而基于系

统生物学的高通量筛选是一种快速的分析大量的潜

在中药中有效成分的分析方法[27-28]。本研究选用高

效液相色谱与飞行质谱联用的分析方法，因其具有

高准确性，高分辨率，高敏感性，以及具有精确分

子量与结构信息相结合的优势而被广泛应用于中药

化学成分分析[29-30]。结合分子对接技术可以预测中

药化学成分的潜在活性，为进一步研究指明方向。

本研究结果显示，丹参酪氨酸酶抑制活性与丹参素

和原儿茶醛等成分密切相关，为进一步开发高效安

全的酪氨酸酶抑制剂提供了实验依据。 
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