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中药对黑素生物合成影响研究
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2 8味中药 乙醇提取物对酪氨酸酶活性的抑制作用△
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摘 要 对中医 治疗 色素增加性 皮肤病 方剂 9 6首进行计算机拆方排序
,

选 出高频 次出现 中药 82

味
,

观 察这些 中药 乙醇提 取物 对 蘑菇 酪氨 酸酶 和无 细胞 系统多 巴色素 自动氧化生成 黑 素量的 影

响
。

结果 显示 n 味中药 乙 醇提取物 在 3 个不 同浓 度对酪氨 酸酶活性和黑 素生成量呈剂量 依赖性

抑制
,

其 中白术
、

白僵蚕
、

菜 本
、

白岌
、

白附 子
、

沙 苑子
、

六 月雪
、

柿叶对酪 氨酸酶 活性抑制率 与单体

化合物 熊果昔无 统计 学差异 (尸> 0
.

0 5 )
。

进 一步研究这些 中药的皮肤脱色 机制与评估其 临床应用

价值是 必要 的
。

关健词 中药 酪氨酸酶 抑制剂 黑 素 生物合成

酪氨酸酶 ( E C 1
.

1 4
.

1 8
.

1) 是黑素生物合

成途径中的主要 限速酶 巨’
·

2 〕。

大多数能使皮肤

脱色的物质都通过抑制该酶活性来阻滞皮肤

黑素生成
,

属酪 氨酸 酶 抑制 型 皮 肤脱 色 剂

(d e p i g m e n t in g a g e n t 笋
2

`
3〕

。

近十年来
,

从微生

物川和植物药巨5 一 ’ 〕中分离天然的酪氨酸酶抑

制剂已得到人们的普遍关注
。

它不但用于色

素增加性皮肤病 (黄褐 斑
、

雀斑等 ) 的临床治

疗
,

而 且可 用于化妆品使肤色增 白
。

本研究从

古今中医治疗色素增加性皮肤病方剂 中精选

6 9 首川进行拆方并将组药输入计算机排序
,

筛选出高频次使用中药 82 味
,

观察这些 中药

乙醇提取物对蘑菇酪氨酸酶和无细胞系统多

巴色素 自动氧化生成黑素量的影响
。

1 材料

1
.

1 药材
:

实验用中药生药 8 2 味
,

按中药在

69 首方剂 中出现频次 由高至低依次为
:

白芷

( 4 0
.

6 % )
、

白附子 ( 3 6
.

3% )
、

当归 ( 3 4
.

8% )
、

白获 菩 ( 2 3
.

3% )
、

白僵 蚕 ( 20
.

3% )
、

甘 草

( 1 8
.

8% )
、

红花 ( 1 7
.

4 % )
、

白芍 ( 1 7
.

4 % )
、

白

友 ( 1 7
.

4% )
、

J l l芍 ( 1 5
.

9% )
、

赤芍 ( 1 5
.

9% )
、

白 鼓 ( 1 5
.

9% )
、

白 术 ( 1 4
.

5环 )
、

柴 胡

( 1 4
.

5% )
、

香 附 ( 1 3
.

0% )
、

生地 ( 1 0
.

1% )
、

薄

荷 ( 8
.

7% )
、

丹参 (8
.

7 % )
、

牡丹皮 (8
.

7% )
、

覃

本 ( 8
.

7% )
、

女贞子
、

熟地
、

紫草
、

泽泻
、

细辛
、

旱莲草
、

何首乌
、

桃仁
、

鸡血藤
、

生 山桅
、

荆芥
、

龙胆草
、

拘祀子
、

陈皮
、

冤丝子
、

郁金
、

白鲜皮
、

生大黄
、

炙大黄
、

茵陈
、

黄精
、

益母草
、

合欢花
、

广木香
、

独活
、

月季花
、

珍珠母
、

获术
、

北沙参
、

防风
、

夏枯草
、

黄荃
、

浮萍
、

六月雪
、

白羡黎
、

苍

术
、

苦参
、

骨碎补
、

川乌
、

沙苑子
、

蛇床子
、

生商

陆
、

炙 商陆
、

苍 耳草
、

透骨 草
、

白薇
、

降香
、

乳

香
、

羌活
、

覆盆子
、

重楼
、

莞蔚子
、

桂枝
、

革羞
、

地肤子
、

土获等
、

桑堪子
、

八月扎
、

炙 草乌
、

桔

梗
、

柿叶 (鲜 )
、

马齿芡 (鲜 )
。

以上中药除鲜品

为本地 自采外
,

其余均为生品
,

由南京中医药

大学中药学 院王春根教授鉴定并提供
。

1
.

2 试 剂 和仪 器
:
L

一

多 巴
,

蘑 菇 酪 氨酸 酶

A d d e r s s :
L e i T i e e h i

,

T h e F i r s t A f f i li a t e d H o s p i t a l
,

N a n j in g U n i v e r s i t y o f M e d i e a l S e i e n e e s ,

N a n j in g

雷铁池 男
,

3 6 岁
,

博士研 究生
。

主要 研究方 向
“
表皮黑 素细 胞生物学与皮肤黑素生成 的调节 机制

” 。

在导 师朱文元教授
指导下

,

课题
“
酪氨酸酶

、

酪 氨酸酶相关蛋 白
一

1 基 因表 达调控与色素障碍性皮肤病关 系的研究
”
与

“
部分中药对皮肤黑素细胞

黑素生成影响及分 子机 制研究
”
分别 获 1 9 9 8 年度 国家 自然科学 基金与江苏 省教委 自然科学基 金资助

。

同年 12 月
,

以 论文
,’8

一

甲氧补骨脂素对小 鼠黑素瘤细胞 黑素生成 的调节及相关信 号转导研究
”
赴 日本神户 参加 《第 13 届 日本 色素细胞研究会

( JS P C R )年会 》交流
。

“ 指导者
△本课题为国家 自然科学基 金资助项 目 (基金编号 3 9 5 7 0 6 5 8)

一

3 3 6
.



(S igm a产品 );熊果昔 (上海奥利精细化工厂

提供 );其它试剂均为市售分析纯
。

分光光度

计 (上海第三分析仪器厂 )
。

2方法

2
.

1中药 乙 醇提取 物的制 备
:

中药生药 粉

碎
,

称 取细 粉 5 9
,

用 9 0 %的 乙 醇 5 0 一 1 0 0

m l
,

室温下密闭浸泡 2 周
,

并不时振荡
。

滤过

除渣收集 乙醇提取液置沸水浴 中
,

挥尽乙 醇

浓缩至稠膏状
。

用 l m l
才

二 甲基亚矾溶解后

置 4 C 冰箱冻存备用
。

临用时用磷 酸缓 冲液

稀释至设定浓度
。

2
.

2 酪氨酸酶活性测定 ,
g〕 :

将 中药提取物

用 0
.

2 m o l / I
J

p H 6
.

8磷酸缓冲液 1 m I
J

稀释

后 与蘑 菇酪 氨酸酶 l m I
J

( 10 0 单 位 )混 合
,

2 5 C 孵育 1 0 m i n
。

加人 0
.

1 5% L
一

多 巴反应液

l m l
一 ,

继续孵 育 Z m in
,

立 即 于 分 光光度 计

4 7 5 n m 处测光吸收值 A o s 。

中药生药终浓度

设 定为
:

高 ( 1 0 0 m g /m l
J

)
、

中 ( 5 0 m g /m I
J

)
、

低 ( 1 0 m g /m 1
)

)3 个不同浓度
。

酪氨酸酶活性

抑制率按下列公式计算
:

抑制率 (% ) 一 仁( A 一 B ) 一 ( C 一 D ) j /「A 一 B ]又 1 0 0

式 中 A 一 A
、 75 一 药 + 脚 ;

B 一 A
唯: 5 一 药一 肺 ;

C ” A
; 7 5+ 药 + 脚 ;

D 一八 47 5+ 药 一 脚

此外另取 4 个浓度 ( 5 0
、

1 0 0
、

5 0 0
、

1 0 0 0

仁m ol I/
J

) 的熊 果昔 水 溶液 为药物 组 阳 性 对

只食
。

2
.

3 多巴色素 自动氧化生成黑素量的测定
:

参照 M at s u d a
等报道方法并稍加改良川

。

先

将 蘑菇酩氨酸酶 l m l
夕

(1 。。 单位 )与 0
.

15 %

L
一

多 巴反 应液 l m I
J

混合
,

25 C孵育 s m in
。

再 加人不 同浓度 中药 l m I
J ,

置 2 5 C 继续孵

育 6 0 m i n
。

最后用 1 m o l / I
J

盐酸 0
.

2 m I
J

终

止反应
。

将反应混合物离心 3 00 。 : /m in 15

m in
,

弃上 清液
,

沉淀物用 6 m ol l/
J

盐 酸洗 1

次
,

双蒸水洗 2 次
,

最后用 l m ol / I
才

氢氧化钠

3 m I
J

充分溶解
,

离心 团块
,

置 4 0 0 n m 处测

光吸收值 A 40 。 。

黑素 生成 抑制 率 用加 药组

A
; 。。
占空白对照组 A

4。。

的百分率表示
,

即

抑制率 ( % ) = 〔l 一 ( A , 。 。加药。 / A
; 。 。 。 。 ,对照组 ) 〕义 1 0 0

2
.

4 数据处理和统计方法
:

上述每一实验均

《中草药 》 19 9 9 年第 3 0 卷第 5 期

重复 3 次
。

所测实验数据以 牙士 : 表示
,

采用

配对计量资料 t 检验进行统计学分析
。

3 结果

8 2 味 中药
,

仅有 n 味在 高
、

中
、

低 3 个

浓度均对酪氨酸酶活性和黑色素生成量呈剂

量依赖性抑 制
,

其 中 白术
、

白僵 蚕
、

箕本
、

白

岌
、

白附子
、

沙苑子
、

六月雪
、

柿叶乙醇提取物

对酪氨酸酶活性的抑制率与熊果昔无统计学

差异 ( P > 。
.

0 5 )
。

详见表 1
。

对酶活性高浓度

抑制低浓度激活的有 10 味
:

白获荃
、

甘草
、

白

芍
、

细辛
、

苍术
、

生商 陆
、

桂枝
、

北沙参
、

防风
、

革菠
。

高浓度激活低浓度抑制的有 4 味
:

白

芷
、

生地
、

骨碎补
、

乳香
。

其余作用不 明显
。

4

种浓度的熊果昔均对酶活性呈抑制作用
,

且

1 0 0 拜m o l / I
J

时最高
,

抑制率达 6 7
.

8 6 % ; 即使

提高熊果昔浓度也不能增加其对酪氨酸酶的

抑制
。

4 讨论

人们最早认识的皮肤脱色剂是分子结构

与酪 氨酸酶的底物类似 的单 酚类化合物氢
酿 〔 , ,〕 。

通常一种酶的底物类似物常能抑制该

酶活性 〔” 〕
,

按照这个思路又有许多能抑制酪

氨 酸酶活性的单酚或多 酚化合 物相继被 发

现仁“ 3
。

但氢醒及其它酚类化合物的外用制剂

化学性质不稳定 易氧化变色
,

尚有引起皮肤

永久性 白斑的报告 [” 〕
,

限制 了这类药物的开

发和临床应用
。

1 9 8 8 年 日本学者 A ik u 等从

杜 鹃花科 植 物熊 果 A r’ ot st a p勺 lo , “
va

一 u sr i

的叶中分离到一种具有脱色作用的单体物质

熊果昔 a(
r b ut in )

,

自此从微生物和植物药中

分 离 天 然 酪 氨酸 酶 抑 制 剂 引 起 人 们 的 兴

趣 仁” 〕
。

熊果昔是氢醒的一种 天然存在形式
,

氢醒
一

p
一

。
一

葡萄毗喃糖昔 ( h y d r o q u i n o n e 一

p
一

D
-

g l u e o p y r a n o s id e )其脱 色作用推测仍 可能与

分子结构中存在的氢醒基团有关 .IE
3〕 。

本研究应用计算机拆方排序对 69 首治

疗 色素增加性皮 肤病 的方剂组药进行分析
,

依 出现频次筛选出中药 82 味
,

观察这些 中药

乙醇提取物对蘑菇酪氨酸酶和无细胞系统多

巴色素 自动氧化生成黑素量的影响
。

从表 1

.

3 3 7
.



可看 出 n味中药对酪氨酸酶呈抑制作用
,

其 且黑素生成量减低与酪氨酶活性抑制相关
。

中白术
、

白僵蚕
、

菜本
、

白友
、

白附子
、

沙苑子
、

n 味 中 药 有 7 味 排 序 在 前 20 位
,

占

六月雪
、

柿叶乙醉提取物对 酪氨酸酶活性的 63
.

64 %
。

而排序居第一位的白芷则对酪氨酸

抑制率 与熊果 昔无 统计学差异 (尸 > 0
.

0 5 )
,

酶呈高浓度激活低浓度抑制的双向作用
。

衰 1 中药乙醉提取物对酷氮酸酶活性和黑紊生成的抑制作用

样 品 人药部位 试验浓 度

HMLHMHLMLHMLHMHLMLHMLHMHLMHLMLHML白术 A t ar c

州
o d e 、 m a e r o c

eP h a l a

K o i d z

科别

菊科

白僵蚕 B o m勿 x m o r i I
J .

蚕蛾科

菜本 L i g o s t i c u m s i n , n s e ( ) l i v
·

伞形科

白岌 B l
e t i ll a 、 t r i a t a R e i e h b

,

f
.

兰科

白附子 7知h佣iu 切 g 之g a n te u ,

E n g l
·

天南星科

沙苑子 A s t ar g a h i s 。 o

mP l a n a t u s

R
.

B r
.

豆科

根茎

虫体

根 茎

块 茎

块 茎

种子

苦参 S oP 人
o ar fl a ve s o e n s A i t 豆科

六 月雪 S e r i s s a s e r i s s o ide
、 D r u e e

.

茜草科

柿 叶 D i o s

yP
r o s k a ki L

4

f
·

柿科

柴胡 B uP le “ ur ln 认 in翻 se D .C 伞形科

根

全 草

叶

根

香附 〔沙户它 r u : r ot u n d u、 x
J .

莎草科 根茎

熊果昔 a r b u t in 1 0 0 0 卜 m o l / L

5 0 0 拌 m o l / L

1 0 0 拜m o l / L

5 0 林 m o l / L

酪氮酸酶抑制率 (% )

7 2
.

18士 9
.

5 5
苍

4 6
.

2 1士 6
.

0 1

3 6
.

0 7士 9
.

5 3

5 7
.

2 5士 4
.

0 8
赞

4 3
.

9 7士 3
.

44

4 1
.

0 1士 9
.

5 3

4 8
.

4 8士 3
.

5 7
“

3 4
.

0 9士 6
.

3 0

2 5
.

3 5士 9
.

2 7

4 1
.

6 4士 5
.

9 9
并

3 4
.

5 8士 9
.

4 3

2 8
.

2 5士 1 8
.

8 7

5 4
.

6 2士 1 0 6 9
件

5 2 2 4士 8
.

3 3

40
.

6 3士 1 8
.

1 2

5 8
.

7 7士 1
.

4 7
书

3 9
,

3 3士 3
.

9 1

1 2
.

2 2士 10 7 2

3 0
.

0 6士 9
.

5 9

2 8
.

1 9士 5
.

9 9

1 2
.

9 9士 2
.

0 2

6 1
.

0 3士 17
.

3 6
带

3 2
.

5 2 士 13 5 7

1 2
.

4 7 士 6
.

6 5

4 7
.

2 8士 2
.

5 7

2 9
.

9 2士 5
.

0 8

5 2
.

36 士 20
.

4 8
祖

1 3 28 士 5
.

2 6

1 9
.

6 1士 8
.

6

1 8
.

4土 1
.

6 7

2 8
.

2 4士 3
.

7 4

3 9
.

4 9士 7
.

4 1

2 8
.

0 8士 9 9 7

6 4
.

0 5士 6
.

5

6 6
,

7 4士 8
.

3 1

6 7
.

8 6士 9
.

4 5
倪

4 2
.

8 1士 3
.

1 6

黑紊生成抑制率 ( % )

4 2
.

80 士 17
.

5 2

40
.

0 1士 4
.

8 9

4 3
.

3 3士 3
.

22

3 9
.

3 9士 3
.

77

5 0
.

6 9士 7
.

3 7

3 2
.

7 0士 2
.

80

4 0
.

5 4士 5
.

36

4 8
.

7 9士 7
.

5 9

2 2
.

7 2士 7
.

02

2 7 0 3士 4
.

68

4 7
.

7 0士 8
.

70

2 8
.

8 3士 6
,

8 0

3 6
.

9 4士 8
.

26

4 4
.

6 9士 5
.

4 4

2 2
.

7 5士 6
.

10

4 2
.

0 7士 7
.

5 9

4 0
.

0 1士 4
.

88

2 2
,

1 6士 1 0
.

0

3 1
.

8 3士 2
.

9

2 9
.

1 3士 1
.

2 9

11
.

9 1士 5
.

9 5

3 2
.

4 4士 1 5
.

0 5

3 7
.

5 6士 8
.

4 3

30
.

4 1士 2
.

6 5

2 7
.

6 4 士 8
.

6 6

2 7
.

76 士 8
.

4 7

23
.

9 2 士 6
.

6 5

2 6
.

8 9士 7
.

3 8

4 2
.

7 3士 9
.

2 7

1 1
.

4 1士 4
.

3 3

1 0
.

4 6士 3
.

3

3 7
.

5 6士 8
.

4 3

1 0
.

4士 2
.

5 1

4 7
.

2 3士 2 9
.

5

5 5
.

5 6士 2 4
.

6 9

5 9
.

2 5士 2 1
.

8 2

5 5
.

4 5士 2 0
.

3 9

注
:
H = 高浓度 ( 1 0 0 m g / m L )

,

M = 中浓度 ( 5 0 m g /m L )
,

L 二 低浓度 ( 10 m g /m l
J

)
。

每一实验重复 3 次
。

, 与 10。 料m ol / L 熊果昔相 比 尸 > 0
.
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日本人研究发现伞形科 (] 11苟
、

柴胡
、

防

风
、

独活
、

羌活
、

革本
、

当归
、

前胡 )闭
、

萝科 (大

黄 ) l0[ 〕、

杜 鹃花科 (熊果 )闭等植 物有较 高的

酪氨酸酶抑制作用
。

本实验仅发现伞形科菜

本
、

柴胡
、

北沙参
、

防风和 白芷对酪氨酸酶有

抑制
,

川芍
、

独活
、

羌 活以及葬科大黄则对酶

呈激活作用
,

与 日本
、

学者报告不一致 .s[
’ “〕 ,

是

否与药物使用浓度和产地来源不同有关 ? 但

我们从表 中不能发现这些具有酪氨酸酶抑制

作用的中药间存在有植物分类学上的关联
。

用蘑菇酪氨酸酶和无细胞多巴色素 自动

氧化生成黑素体系大规模筛选皮肤脱色剂
,

方法简单可靠
。

但蘑菇酪氨酸酶与哺乳动物

细胞来源的酪氨酸酶毕竟存有差异川
。

用体

外培养的人黑素细胞或 B 1 6F 10 鼠黑素瘤细

胞进一步确认这些 中药对黑素生成影响是有

必要的
。

致谢
:

实验用 中药生药由南京 中医药大

学中药学院王春根教授鉴定
。
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H P L C 法测定胃院舒冲剂中甘草酸的含盘

上海 医药工业研究院 ( 2 0 0 0 4 0)

上 海宝龙药业公 司

朱 兰
`

孔德云

吴晓 明

摘 要 用 高效液相色谱 法测 定胃院舒冲剂中甘草酸 的含量
,

采 用 拌oB
n
d

a p a k 1C
8

柱
,

.3 9 m m X

3 0 0 m m
,

流动相 甲醇
一
1

.

5 m ol /L 冰醋 酸水溶液 ( 6 8 : 3 2 )
,

流速 1
.

0 m L /m in
,

检测波 长 25 4 n m
,

测

定结果平均 回收率为 97
.

41 %
,

R S D ~ 1
.

2 %
。

关健词 胃肮舒冲剂 甘草酸 H P L C 含量测定

胃脱 舒 冲剂 为上 海宝 龙药 业 公 司 生

产
,

主治萎缩性 胃炎的新药
。

主要有党参
、

甘

草
、

白芍
、

延胡 索 等 药材 组 成
,

具有 补 中益

气
、

理气增酸
、

保护胃粘膜
、

消炎和解痉 止痛

等功效
。

该药的含量测定原采用薄层层析
一

紫

外分光光度测定产 品中甘 草酸的方法 〔全 山

丛
,

等
,

中药新 药与临床 药理
,

19 96
, 7 ( 4 )

:

4的
,

但其操作步骤较为繁杂
,

现用 H P L C 法

进行甘草酸的含量测定
,

结果显示该法简便
、

准确
、

重现性好
,

可 达 到控 制 本 产 品质量的

目的
。

1 仪器与试剂

仪器
:

美 国 W at er
s 高效液相 色谱仪

,

配

有 M o d e l 5 1 0 泵
,

U 6 K 进 样器
,

W
a t e r s 4 8 4

·
A d d r e s s :

Z h u L a n ,

S h a n g h a i I n s t i t u t e o f P h a r m a e e u t i e a l In d u s t r y ,

S h a n g h a i

《中草药 》 19 99 年第 3 0 卷第 5 期
·

3 3 9
.


