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摘　 要:对柳叶菜的化学成分进行分析鉴定及生物活性评价.采用 ＵＰＬＣ￣Ｑ￣Ｅｘａｃｔｉｖｅ￣Ｏｒｂｉｔｒａｐ￣ＭＳꎬ正、负离子模式下采集

数据ꎬ对其化学成分进行定性分析ꎬ以 ＤＰＰＨ、ＡＢＴｓ 自由基清除率评价其抗氧化活性ꎬ并在酶和 Ｂ１６ 细胞水平探索其酪

氨酸酶抑制活性.通过高分辨质谱分析并结合相关文献ꎬ共鉴定出柳叶菜中 ３７ 种成分ꎬ包含 １１ 种脂肪酸类、６ 种黄酮

类、７ 种有机酸类及 １３ 种其他类成分. ０.０４ ｍｇ / ｍＬ 以上浓度柳叶菜提取物对 ＤＰＰＨ 自由基、ＡＢＴｓ 自由基的清除率可达

９０％以上.同时ꎬ柳叶菜提取物可在不影响细胞增殖的条件下抑制 Ｂ１６ 细胞内酪氨酸酶活性及黑色素含量ꎬ从而发挥美

白作用.本研究可为柳叶菜化学物质基础研究及资源开发利用提供科学依据.
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　 　 柳叶菜(Ｅｐｉｌｏｂｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ Ｌ.)ꎬ又名鸡脚参、小
通经ꎬ为柳叶菜科柳叶菜属多年生草本植物ꎬ主要生

长于溪流河床沙地、沟湖边向阳湿处及灌丛中ꎬ分布

于四川、贵州、云南等地.柳叶菜是藏、羌、彝等多民族
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习用药材.«哀牢本草»记载:柳叶菜根“清热解毒、理
气宽中、活血祛瘀ꎬ用于寒湿内积、脘腹疼痛、经闭经

痛.”«玉龙本草»记载:柳叶菜全草“味苦、淡ꎬ性寒ꎻ清
热解毒、利湿止泻、消食理气、活血接骨” [１] .柳叶菜作

为民族药材“小通经”的基原被收录在«四川省中药

材标准»２０２２ 版[２] .尽管柳叶菜资源丰富ꎬ在民间被广

泛使用ꎬ但目前研究主要集中于栽培技术[３￣４]、生境影

响[４]、育种育苗[５]等方面ꎬ也有文献报道了生药学鉴

别研究[６]ꎬ但对柳叶菜的化学成分、生物活性研究较

少.近年来ꎬ分析技术日益先进ꎬ具有高灵敏度、高选

择性的液相色谱￣质谱联用技术被广泛应用于植物化

学小分子的快速分析与鉴别中ꎬ以四极杆 /静电场轨

道阱为代表的高分辨质谱可借助高分辨率及高质量

精度来提高母离子的选择、传输能力ꎬ使复杂基质中

低丰度分析物的定性分析更加准确[７] .前期在柳叶菜

的质量标准研究中发现ꎬ柳叶菜中含有大量的黄酮类

成分ꎬ并以槲皮素作为的含量测定指标对其进行质量

控制[２] .先前的研究也表明黄酮类成分具有抗氧化、
抗衰等功效[８]ꎬ并且同属植物柳兰广泛应用于抗氧

化、抗衰和美白等化妆品精华液中[９]ꎬ因此ꎬ为了研究

柳叶菜的物质基础及新功效ꎬ本实验采用超高效液相

色谱￣四极杆￣静电场轨道阱高分辨质谱( ＵＰＬＣ￣Ｑ￣
Ｅｘａｃｔｉｖｅ￣Ｏｒｂｉｔｒａｐ￣ＭＳ)ꎬ全面获取柳叶菜化学成分信

息ꎬ并在酶和细胞分子水平研究其生物活性ꎬ为柳叶

菜资源的深入开发利用提供科学依据.

１　 仪器、试剂和材料

１􀆰 １　 仪器

超高效液相色谱￣四极杆￣静电轨道阱￣高分辨质

谱仪及 Ｘｃａｌｉｂｕｒ 质谱工作站(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司)ꎻＡＬ２０４ 型万分之一天平(梅特勒￣托利多上海

仪器有限公司)ꎻＶａｒｉｏｓｋａｎ ＬＵＸ２ 全自动酶标仪(赛默

飞世尔科技公司)ꎻＭ１５２￣Ｎ 倒置荧光显微镜(广州明

美光电科技有限公司).
１􀆰 ２　 试剂

Ｌ￣多巴、酪氨酸酶(２５ ＫＵ) (ＡＲ 级ꎬ上海源叶生

物科技有限公司)ꎻ１ꎬ１￣二苯基￣２￣三硝基苯肼(ＤＰ￣
ＰＨ)(ＡＲ 级ꎬ批号:２０１０２８９ꎬ上海伊卡生物科技有限

公司)ꎻＡＢＴｓ (２ꎬ２′￣ａｚｉｎｏ￣ｂｉｓ(３￣ｅｔｈｙｌｂｅｎｚｏｔｈｉａｚｏｌｉｎｅ￣６￣
ｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ))(≥９８％ꎬ批号:２０１１２８０１ꎬ成都康邦生

物科技有限公司)ꎻ ＰＢＳ (批号:Ｇ４２０２ꎬ Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ)ꎻ
０􀆰 ２５％胰蛋白酶消化液 (批号:Ｇ４００１ꎬ Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ)ꎻ
ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养基(批号:８１２２６６５ꎬＧｉｂｃｏ)ꎻＢ１６ 细胞

(批号:Ｃｌ￣００２９ꎬＰｒｏｃｅｌｌ)ꎻＦｅｔａｌ Ｂｏｖｉｎｅ Ｓｅｒｕｍ (批号:
１６４２１５￣１００ꎬＰｒｏｃｅｌｌ)ꎻ青链霉素混合液(批号:Ｇ４００３ꎬ
Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ)ꎻ维生素 Ｃ(批号:５１７Ｊ０３４ꎬＳｏｌａｒｂｉｏ).
１􀆰 ３　 材料

柳叶菜样品采自汶川县耿达镇贾家沟(Ｅ１０３°１７′
３８″ꎬＮ３１°０８′０５″)ꎬ海拔 ２ ０１０ ｍ.经张志锋教授鉴定为

柳叶菜科植物柳叶菜(Ｅｐｉｌｏｂｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ ｌ.)ꎬ标本保

存于西南民族大学中药民族药标本室.

２　 方法

２􀆰 １　 柳叶菜的化学成分研究

２􀆰 １􀆰 １　 供试品溶液的配制

取柳叶菜样品若干ꎬ切段后粉碎ꎬ过三号筛.取粉

末约 ０􀆰 ５ ｇꎬ置具塞锥形瓶中ꎬ精密加入甲醇 ２５ ｍＬꎬ称
定重量ꎬ于 ８５ ℃ 水浴回流 ３０ 分钟ꎬ放冷ꎬ再称定重

量ꎬ用甲醇补足减失重量ꎬ摇匀ꎬ滤过.取续滤液ꎬ作为

供试品溶液.
２􀆰 １􀆰 ２　 色谱条件

采用 Ｈｙｐｅｒｓｌｌ ＧＯＬＤ Ｃ１８ 反相色谱柱(１００ ｍｍ×
２􀆰 １ ｍｍꎬ３ μｍ)ꎬ以乙腈(Ａ)和 ０􀆰 １％甲酸溶液(Ｂ)为
流动相ꎬ梯度洗脱程序为:０~３ ｍｉｎꎬ１０％Ａ→２０％Ａꎻ ３
~ ８ ｍｉｎꎬ ２０％ Ａꎻ ８ ~ １０ ｍｉｎꎬ ２０％ Ａ → ４６％ Ａꎻ １０ ~
１５ ｍｉｎꎬ ４６％ Ａꎻ １５ ~ ２０ ｍｉｎꎬ ４６％ Ａ → ７０％ Ａꎻ ２０ ~
２５ ｍｉｎꎬ７０％Ａ→１００％Ａꎻ流速为 ０􀆰 ３ ｍＬ / ｍｉｎꎬ柱温为

３０ ℃ꎬ检测波长为 ２８０ꎬ２５４ꎬ２１０ ｎｍꎬ进样体积 ５ μＬ.
２􀆰 １􀆰 ３　 质谱条件

离子源为加热电喷雾离子源(ＨＥＳＩ)ꎬ载气为氮

气ꎬ鞘气压力 ３􀆰 ５ ＭＰａꎬ辅助气压力 １􀆰 ０ ＭＰａꎬ喷雾电

压 ３􀆰 ８０ ｋＶꎬ毛细管温度为 ３５０ ℃ꎬ辅助器加热温度

２００ ℃ꎬ扫描范围为 ｍ / ｚ１００ ~ １５００ꎻ扫描模式: Ｆｕｌｌ
Ｍｓ / ｄｄ￣Ｍｓ２ꎬＦｕｌｌ Ｍｓ 分辨率 ７０ ０００ꎬ ｄｄ￣Ｍｓ２ 分辨率

１７ ５００ꎬ碰撞能量 ２０ꎬ４０ꎬ６０ ｅＶ.
２􀆰 ２　 柳叶菜提取物抗氧化活性的测定

２􀆰 ２􀆰 １　 溶液的配制

ＤＰＰＨ 溶液:精密称取一定量的 ＤＰＰＨꎬ加 ７０％乙

醇溶液溶解并定量稀释制成每 １ ｍＬ 含 ０􀆰 ０１ ｇ ＤＰＰＨ
的溶液.

８３２
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ＡＢＴｓ 溶液:称取 ＡＢＴｓ ３５ ｍｇ 定量溶解至 １０ ｍＬ
量瓶中ꎬ称取过二硫酸钾 １０ ｍｇ 定量溶解至 １０ ｍＬ 量

瓶中ꎬ将两溶液混合ꎬ暗处静置 １２ ｈꎬ加入适量蒸馏水

稀释混合液ꎬ使其在波长 ７３４ ｎｍ 处吸光度为 ０􀆰 ６９１.
供试品的配制:取柳叶菜 ７０％乙醇提取物适量ꎬ

加 ７０％ 乙醇溶解并定量稀释制成 ０􀆰 ００１、 ０􀆰 ００２、
０􀆰 ００４、０􀆰 ００８、０􀆰 ０１、０􀆰 ０２、０􀆰 ０４、０􀆰 ０８、０􀆰 １ ｍｇ / ｍＬ 的

柳叶菜提取液.
ＶＣ溶液:取 ＶＣ对照品适量ꎬ加 ７０％乙醇溶液溶解

并定量稀释制成 ０􀆰 ００１、０􀆰 ００２、０􀆰 ００４、０􀆰 ００８、０􀆰 ０１、
０􀆰 ０２、０􀆰 ０４、０􀆰 ０８、０􀆰 １ ｍｇ / ｍＬ 的 ＶＣ溶液.
２􀆰 ２􀆰 ２　 ＤＰＰＨ 自由基清除率的测定

取供试品溶液与各溶剂混合均匀后ꎬ在暗室反应

３０ ｍｉｎꎬ于 ５１７ ｎｍ 波长下测定吸光度.根据以下公式

计算清除率:

ꎬ (１)

式中:Ａｃ 表示 ２ ｍＬ ＤＰＰＨ 溶液＋２ ｍＬ７０％乙醇溶液的

吸光度值ꎻＡｄ 表示相同体积的供试品溶液替代 ７０％
乙醇溶液测得的吸光度值ꎻＡｘ 表示相同体积的供试

品溶液替代 ＤＰＰＨ 溶液测得的吸光度值.
２􀆰 ２􀆰 ３　 ＡＢＴｓ 自由基清除能力测定

取供试品溶液 １ ｍＬꎬ加入 ＡＢＴｓ 溶液 １ ｍＬꎬ混
匀ꎬ黑暗下反应 １ ｈꎬ于 ７３４ ｎｍ 处测量吸光度.根据以

下公式计算清除率:

ꎬ (２)

式中:Ａｃ 表示 ＡＢＴＳ溶液＋甲醇的吸光度值ꎻＡｄ 表示相

同体积的供试品 / Ｖｃ 溶液替代甲醇测得的吸光度值ꎻ
Ａｘ 表示相同体积的供试品溶液替代 ＡＢＴＳ测得的吸光

度值.
２􀆰 ３　 柳叶菜提取物对酪氨酸酶抑制率的测定

２􀆰 ３􀆰 １　 溶液的配制

酪氨酸酶溶液:精密称取酪氨酸酶 ０􀆰 ０１ ｇꎬ置
１００ ｍＬ量瓶中ꎬ加 ＰＢＳ 溶液溶解并定量稀释至刻度ꎬ
摇匀ꎬ即得.

Ｌ￣多巴溶液:精密称取一定量的 Ｌ￣多巴ꎬ加 ＰＢＳ
溶液溶解并稀释制成 １􀆰 ５ ｍｇ / ｍＬ 的 Ｌ￣多巴溶液ꎬ于
４ ℃下避光保存.

供试品溶液:取柳叶菜 ７０％乙醇提取物适量ꎬ加

ＰＢＳ 溶液溶解并定量稀释制成 ０􀆰 ００１、０􀆰 ００２、０􀆰 ００４、
０􀆰 ００８、０􀆰 ０１、０􀆰 ０２、０􀆰 ０４、０􀆰 ０８、０􀆰 １ ｍｇ / ｍＬ 的柳叶菜

提取物溶液.
２􀆰 ３􀆰 ２　 酪氨酸酶抑制率的测定

按表 １ 的反应组分别将 ＰＢＳ 溶液、样品溶液及酪

氨酸酶溶液加入各试管中ꎬ混合均匀ꎬ在 ３７ ℃恒温水

浴中反应 １０ ｍｉｎꎬ分别迅速加入 １ ｍＬ Ｌ￣多巴溶液ꎬ混
匀ꎬ放回水浴中继续反应 ５ ｍｉｎꎬ立即于 ４７５ ｎｍ 下分

别测定吸光度 ＡＣ１、ＡＣ２、ＡＴ１和 ＡＴ２ꎬ重复测定 ３ 次.其中

Ｃ１ 为空白组ꎬＣ２ 为空白对照组ꎬＴ１ 为样品组ꎬＴ２ 为

样品对照组.按以下公式计算酪氨酸酶抑制率:

. (３)

表 １　 反应液的组成

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

反应组 ＰＢＳ / ｍＬ 供试品溶液 / ｍＬ 酪氨酸酶溶液 / ｍＬ
Ｃ１ １３ － ２
Ｃ２ １５ － －
Ｔ１ １１ ２ ２
Ｔ２ １３ ２ －

２􀆰 ４　 柳叶菜提取物美白活性的细胞实验

２􀆰 ４􀆰 １　 供试品溶液的配制

取柳叶菜提取物适量ꎬ用 ＰＢＳ 溶液溶解并稀释为

５０、２５、１２􀆰 ５、６􀆰 ２５、３􀆰 １２５ μｇ / ｍＬ 的供试品溶液.
２􀆰 ４􀆰 ２　 细胞的培养与传代

在无菌条件下ꎬ将 Ｂ１６ 细胞接种于 ＲＰＭＩ￣１６４０ 培

养基上(培养基含有 １０％的 ＦＢＳ、１００ μｇ / ｍＬ 链霉素

和 １００ Ｕ / ｍＬ 青霉素)ꎬ当细胞的汇合率达到 ８０％时ꎬ
对细胞进行传代:

(１)弃去培养液ꎬ用 ＰＢＳ 溶液洗两遍ꎻ
(２)加入 ０􀆰 ２５％胰蛋白酶 １ ｍＬ 消化处理细胞 １

~２ ｍｉｎꎬ置显微镜下观察ꎬ可看到细胞相互分离变圆ꎬ
快速弃去胰酶ꎬ加入完全培养基(含血清)终止反应ꎻ

(３)不断吹打细胞至形成单细胞悬浮液ꎬ按 １∶３
的比例传代ꎬ于 ３７ ℃、５％ＣＯ２饱和湿度条件下扩大培

养.将冻存 Ｂ１６ 细胞于 ３７ ℃水浴融化ꎬ１ ５００ ｒ / ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液ꎬ加入 ＤＭＥＭ 培养基ꎬ吹打充分ꎬ
将细胞转移至无菌培养瓶中复苏培养.
２􀆰 ４􀆰 ３　 细胞活力测定

本实验参照文献建立的方法[１０]ꎬ采用 ＭＴＴ 法检

测柳叶菜醇提液作用后的 Ｂ１６ 细胞活力.以每孔 ５×

９３２
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１０３的细胞密度接种至 ９６ 孔板内ꎬ培养 １２ ｈ 后分别加

入 １００ μｌ 的不同浓度柳叶菜醇提液记为样品组ꎬ加入

１０ μｇ / ｍＬ 的 １％维生素 Ｃ 作为阳性对照ꎬ加入等量无

血清培养基记为空白组ꎻ在 ３７ ℃、５％ＣＯ２饱和湿度条

件下培养 ４８ ｈꎬ加入 ５ ｍｇ / ｍＬ ＭＴＴ 溶液 ２０ μｌꎬ继续培

养 ２~４ ｈꎬ再加入 ＤＭＳＯ 溶液 １５０ μｌꎬ振动 ５ ｍｉｎ 后在

４９０ ｎｍ 波长处测定吸光值(ＯＤ)ꎬ根据以下公式计算

细胞存活率:

. (４)

２􀆰 ４􀆰 ４　 柳叶菜提取物对 Ｂ１６ 细胞内酪氨酸酶活性的

抑制率的测定

参考文献报道[７ꎬ１１￣１２] 的相关实验设计方案ꎬ采用

Ｌ￣多巴氧化法测定细胞内酪氨酸酶的活性.将细胞接

种于 ９６ 孔板中培养 １２ ｈꎬ分别加入 １００ μＬ 的１２􀆰 ５、
６􀆰 ２５、３􀆰 １２５、０ μｇ / ｍＬ 柳叶菜提取物、１０ μｇ / ｍＬ 的维

生素 Ｃ(１％)以及无血清培养基ꎬ分别记为样品组、阳
性对照组和空白组ꎬ培养４８ ｈ.弃去上清液ꎬ用 ＰＢＳ 洗

２ 遍ꎬ每孔加 １００ μＬ １％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００ 溶液ꎬ快速置于－
８０ ℃ 冰箱中ꎬ冻存３０ ｍｉｎ后移至室温融化裂解ꎬ３７ ℃
预热 ５ ｍｉｎ 使细胞完全破裂ꎬ加入 １％Ｌ－多巴溶液

１０ μｌꎬ３７ ℃孵育 １ ｈ.在４７５ ｎｍ波长处测定每孔的吸

光值(ＯＤ)ꎬ根据以下公式计算酪氨酸酶相对活力:

. (５)

２􀆰 ４􀆰 ５　 柳叶菜提取物对细胞黑色素含量的影响

采用 ＮａＯＨ 裂解法测定细胞内黑色素含量[１３￣１４] .
将细胞接种于 ９６ 孔板中培养 １２ ｈꎬ分别加入 １００ μＬ
的 １２􀆰 ５、 ６􀆰 ２５、 ３􀆰 １２５、 ０ μｇ / ｍＬ 的柳叶菜醇提液、
１０ μｇ / ｍＬ的维生素 Ｃ(１％)以及无血清培养基ꎬ分别

记为样品组、对照组和空白组ꎬ同步培养 ４８ ｈ.弃去培

养基ꎬ用 ＰＢＳ 清洗 ２ 次ꎬ使用 ＰＢＳ 洗涤后加入胰蛋白

酶裂解细胞ꎬ刮取细胞并收集于离心管中ꎬ离心取沉

淀ꎬ加入含 １０％ＤＭＳＯ 的 １ ｍｏｌ / ＬＮａＯＨ 溶液 １ ｍＬꎬ于
８０ ℃水浴加热 １ ｈꎬ在 ４７５ ｎｍ 波长处测定每孔的吸

光值(ＯＤ)ꎬ根据以下公式计算相对黑色素含量:

. (６)

３　 实验结果
３􀆰 １　 柳叶菜化学成分分析

采用 ＵＰＬＣ￣Ｑ￣Ｅｘａｃｔｉｖｅ￣Ｏｒｂｉｔｒａｐ￣ＭＳ 技术ꎬ在正离

子模式下于 ３０ 分钟内实现柳叶菜提取物中 ３７ 个以

上色谱峰的高效分离与检测ꎬ实验数据显示ꎬ柳叶菜

提取物在正离子电离模式下的分离效果较优ꎬ其检测

信号强度与质谱分辨率均优于负离子模式检测结果.
图 １ 展示了柳叶菜提取物在正、负离子模式下的总离

子流色谱图(ＴＩＣ).

　 　
图 １　 柳叶菜的负离子(Ａ)和正离子(Ｂ)的总离子流图

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｉｎ ｍｏｄｅ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｉｏｎ (Ａ) ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｏｎ (Ｂ) ｏｆ Ｅｐｉｌｏｂｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ Ｌ.

０４２
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　 　 将其中偏差小于 ５×１０－６的化合物利用软件拟合

其相对分子质量信息ꎬ根据柳叶菜质谱中各化学成分

的保留时间、准分子离子峰及其质谱裂解信息ꎬ推测

其裂解途径ꎬ并通过文献对照及数据库对比分析ꎬ共

鉴定出柳叶菜中 ３７ 个化学成分ꎬ其中包含 １１ 个脂肪

酸类、６ 个黄酮类、７ 个有机酸类及 １３ 个其他类成分ꎬ
结果见表 ２.

表 ２　 柳叶菜中化学成分鉴定结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ Ｅｐｉｌｏｂｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ Ｌ.

编号
ＲＴ

(ｍｉｎ) 模式 分子式 中文名称
误差
(ｐｐｍ)

准分子
离子峰

碎片离子 类别

１ １􀆰 ００ Ｍ－Ｈ Ｃ４ Ｈ６ Ｏ６ Ｌ(＋)－酒石酸 －０􀆰 ２９ １４９􀆰 ００７ ９２ １４９􀆰 ００８ ０４、１３１􀆰 ９９７ ３９、１０３􀆰 ００２ ４７、８７􀆰 ００７ ４８、 ７５􀆰 ００７ ８４、 ７２􀆰 ９９１
８２、７１􀆰 ０１２ ５８、５９􀆰 ０１２ ６１ 有机酸类[１５]

２ １􀆰 ０５ Ｍ－Ｈ Ｃ４ Ｈ６ Ｏ５ ＤＬ－苹果酸 －１􀆰 １２ １３３􀆰 ０１３ ００ １３３􀆰 ０１３ ０９、１１５􀆰 ００２ ４８、８９􀆰 ０２３ １５、７２􀆰 ９９１ ８３、７１􀆰 ０１２ ５８、５９􀆰 ０１２ ５４ 氨基酸类

３ １􀆰 ９９ Ｍ－Ｈ Ｃ６Ｈ６Ｏ３ 联苯三酚 －１􀆰 １４ １２６􀆰 ０３０ ４３ １２５􀆰 ０２２ ２９、１０７􀆰 ０１２ ５４、９７􀆰 ０２８ ２９、８１􀆰 ０３３ ３２、６９􀆰 ０３３ ３２ 其他

４ ２􀆰 １８ Ｍ－Ｈ Ｃ７ Ｈ６ Ｏ５ 没食子酸 －６􀆰 ７９ １７０􀆰 ０２０ ３７ １６９􀆰 ０１３ ２３、１５５􀆰 ００２ ２１、１２５􀆰 ０２３ ２８、１０７􀆰 ０１２ ７８、９７􀆰 ０２８ ２８、８１􀆰 ０３３
３２、６９􀆰 ０３３ ３２、５５􀆰 ０１７ ６７ 有机酸类

５ ３􀆰 ５５ Ｍ－Ｈ Ｃ２０ Ｈ２０ Ｏ１４
１ꎬ６－Ｂｉｓ－Ｏ－(３ꎬ４ꎬ５－ｔｒｉｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｙｌ)

ｈｅｘｏｐｙｒａｎｏｓｅ
－２􀆰 ３２ ４８３􀆰 ０７７ ２７ ２１１􀆰 ０２３ ９３、１９３􀆰 ０１３ ２６、１６９􀆰 ０１３ １７、１５１􀆰 ００２ ２４、１２５􀆰 ０２３ １９、１１３􀆰 ０２３

２８、７１􀆰 ０１２ ４７ 其他

６ ３􀆰 ９９ Ｍ－Ｈ Ｃ７ Ｈ６ Ｏ４ 龙胆酸 －７􀆰 ９２ １５３􀆰 ０１８ １１ １５３􀆰 ０１８ ２５、１３５􀆰 ０４３ ４１、１０９􀆰 ０２８ ２９、９１􀆰 ０１７ ７８、８１􀆰 ０３３ ３０、６５􀆰 ０３８ ４１ 有机酸类

７ ４􀆰 ０５ Ｍ－Ｈ Ｃ９ Ｈ８ Ｏ４ 咖啡酸 －６􀆰 １５ １７９􀆰 ０３ １７９􀆰 ０３３ ９５、１３５􀆰 ０４４ ０４、１１７􀆰 ０３３ ３３、９１􀆰 ０５４ １６ 酚酸类[１６]

８ ４􀆰 １０ Ｍ－Ｈ Ｃ１３ Ｈ１２Ｏ９ ＮＰ－０１５９３０ －１􀆰 ７４ ３１１􀆰 ０３９ ８６ １７９􀆰 ０３３ ９４、１４９􀆰 ００８ ０６、１３５􀆰 ０４４ ０４、１０３􀆰 ００２ ３５、８７􀆰 ００７ ５２、７２􀆰 ９９１
８３ 其他

９ ６􀆰 ７５ Ｍ－Ｈ Ｃ１０ Ｈ１０Ｏ４ 阿魏酸 －５􀆰 ４４ １９３􀆰 ０４９ ５８ １９３􀆰 ０４９ ７６、１７８􀆰 ０２６ １４、１６５􀆰 ０１８ ５７、１４９􀆰 ０５９ ７２、１３７􀆰 ０２３ ２５、１３４􀆰 ０３６
２１、１１７􀆰 ０３３ ３８、１０６􀆰 ０４１ ２３、８９􀆰 ０３８ ４３ 苯丙素类[１７－１８]

１０ ８􀆰 ２７ Ｍ＋Ｈ Ｃ１３ Ｈ１３ Ｎ３ １ꎬ１－二苯基胍 －０􀆰 ２８ ２１２􀆰 １１８ １０ ２１３􀆰 ０１２ ０８、１７０􀆰 ９９０ ６９、１５１􀆰 ０００ ６１、１４１􀆰 ０１６ ０８、１２８􀆰 ０３４ １８、１２５􀆰 ０２３
５３、１０３􀆰 ９１９ ０８、８７􀆰 ００７ ４９、７２􀆰 ９９１ ９２、６１􀆰 ９８７ １１、５９􀆰 ０１２ ６４ 其他

１１ ８􀆰 ８６ Ｍ－Ｈ Ｃ８ Ｈ８ Ｏ４ ５－甲氧基水杨酸 －６􀆰 ６８ １６７􀆰 ０３３ ８７ １６７􀆰 ０３３ ９５、１５２􀆰 ０１０ ４２、１３９􀆰 ００２ ３０、１２４􀆰 ０１５ ５６、１１１、００ ７５７、９５􀆰 ０１２
７３、８３􀆰 ０１２ ５５、６７􀆰 ０１７ ６２ 有机酸类

１２ ８􀆰 ９７ Ｍ－Ｈ Ｃ３４ Ｈ２８ Ｏ２２
１ ２３６－四－Ｏ－没食子酰

－Β－Ｄ－葡萄糖
－１􀆰 ９ ７８７􀆰 ０９８ ４５ ４６５􀆰 ０６６ ６２、２１１􀆰 ０２３ ８６、１６９􀆰 ０１３ ２１、１２５􀆰 ０２３ ２５、９５􀆰 ０１２ ５８、７１􀆰 ０１２

５２ 其他

１３ ９􀆰 ９１ Ｍ－Ｈ Ｃ２１ Ｈ２０Ｏ１３ 杨梅素－３－Ｏ－半乳糖苷 －１􀆰 ５６ ４７９􀆰 ０８２ ０９ ２４２􀆰 ０２１ ４５、２１４􀆰 ０２６ １８、１７８􀆰 ９９７ ５３、１５１􀆰 ００２ ７３、１２４􀆰 ０１５ ４７、６５􀆰 ００１
９３ 黄酮类[１９]

１４ １１􀆰 ２２ Ｍ－Ｈ Ｃ２１ Ｈ２０ Ｏ１２ 杨梅苷 －１􀆰 ３４ ４６３􀆰 ０８７ ４６ ３１６􀆰 ２７６ ２１、２２９􀆰 ０１３ ５２、１８５􀆰 ０２３ ５９、１５１􀆰 ００２ ８２、１２５􀆰 ０２３ ５２ 黄酮类

１５ １１􀆰 ７４ Ｍ－Ｈ Ｃ２１Ｈ１８Ｏ１３ 槲皮素－３－葡糖醛酸 －１􀆰 １１ ４６３􀆰 ０８７ ４９ ２２７􀆰 ０３３ ６５、１７８􀆰 ９９７ ６８、１５１􀆰 ００２ ６２、１０７􀆰 ０１２ ７３、６５􀆰 ００２ ０７ 黄酮类

１６ １３􀆰 ４３ Ｍ－Ｈ Ｃ２１Ｈ２０ Ｏ１１ 山柰酚－３－Ｏ－半乳糖苷 －１􀆰 ３２ ４４７􀆰 ０９２ ４４ ４４７􀆰 ０９２ ６８、２３９􀆰 ０３３ ９７、２２７􀆰 ０３４ ２１、２１１􀆰 ０３８ ３３、１８３􀆰 ０４４ １４、１５１􀆰 ００２
４９、１０７􀆰 ０１２ ７７、６５􀆰 ００２ ０４ 黄酮类

１７ １４􀆰 ５０ Ｍ－Ｈ Ｃ２０Ｈ１８Ｏ１０ 山奈酚－３－Ｏ－阿拉伯糖苷 －１􀆰 ５１ ４１７􀆰 ０８１ ９７ ４１７􀆰 ０８２ １２、２２７􀆰 ０３４ １９、２１１􀆰 ０３９ ２８、１８３􀆰 ０４３ ８５、１５１􀆰 ００２ ８７、１０７􀆰 ０１２
６３ 黄酮类

１８ １４􀆰 ８０ Ｍ－Ｈ Ｃ９ Ｈ１６Ｏ４ 壬二酸 －５􀆰 ３７ １８７􀆰 ０９６ ５７ １８７􀆰 ０９６ ６８、１６９􀆰 ０８６ ００、１４３􀆰 １０６ ９５、１２５􀆰 ０９６ ０５、９７􀆰 ０６４ ６７、８３􀆰 ０４９
００、６９􀆰 ０３３ ２３、５７􀆰 ０３３ ３４ 脂肪酸

１９ １６􀆰 ４６ Ｍ－Ｈ Ｃ２１ Ｈ２０Ｏ１０ 山奈酚－３－鼠李糖苷 －１􀆰 ８１ ４３１􀆰 ０９７ ４４ ２８５􀆰 ０３９ ５８、２２７􀆰 ０３４ ２７、２１１􀆰 ０３９ ３７、１８７􀆰 ０３８ ８６、１６３􀆰 ００２ ３５、１３５􀆰 ００７
６４、１０７􀆰 ０１２ ７９ 黄酮类

２０ ２０􀆰 ７２ Ｍ－Ｈ Ｃ１８ Ｈ３２ Ｏ５ Ｃｏｒｃｈｏｒｉｆａｔｔｙ ａｃｉｄ Ｆ －２ ３２７􀆰 ２１７ ０４
３２７􀆰 ２１７ ２２、２９１􀆰 １９６ １７、２３９􀆰 １２８ ０４、２２９􀆰 １４３ ９１、２２１􀆰 １１７ ８０、２１１􀆰 １３３
２７、２０１􀆰 １１２ ０３、 １８３􀆰 １３８ ３２、 １７１􀆰 １０１ ６８、 １５５􀆰 １０６ ０３、 １３７􀆰 ０９６ ３９、
１１１􀆰 ０８０ ３７、９７􀆰 ０６４ ８８、８５􀆰 ０２８ ３０、５７􀆰 ０３３ ３５

脂肪酸类[２０]

２１ ２１􀆰 １２ Ｍ－Ｈ Ｃ３０Ｈ４８Ｏ５ 亚细亚酸 －２􀆰 ２４ ４８７􀆰 ３４１ ８３ ４８７􀆰 ３４２ ４４ 有机酸类

２２ ２１􀆰 ２８ Ｍ－Ｈ Ｃ１８ Ｈ３２ Ｏ３
(９Ｚꎬ１１Ｅ)－１３－羟基－９ꎬ

１１－十八碳二烯酸
－２􀆰 ７６ ２９５􀆰 ２２７ ０５ ２９５􀆰 ２２７ ４２、２７７􀆰 ２１６ ８６、２５１􀆰 ２３７ ６６、１９５􀆰 １８３ ２１、１７１􀆰 １０１ ７８、１５５􀆰 １４３

１０、１３７􀆰 ０９６ １２、１２５􀆰 ０９５ ７６、１１３􀆰 ０９５ ８２、８３􀆰 ０４９ ０９ 脂肪酸类

２３ ２１􀆰 ２８ Ｍ＋Ｈ Ｃ１８ Ｈ３０Ｏ２ ＡＬＰＨＡ－桐酸 －１􀆰 ８１ ２７９􀆰 ２３１ ５ ２７９􀆰 ２３２ ５４、２６１􀆰 ２２０ ７０、９７􀆰 ０６４ ６１、８３􀆰 ０４８ ８４、５９􀆰 ０１２ ６０ 脂肪酸类

２４ ２１􀆰 ３９ Ｍ－Ｈ Ｃ３０ Ｈ４８ Ｏ４ ＮＰ－０２１０５０ －２􀆰 ３１ ４７１􀆰 ３４６ ９５ ４７１􀆰 ３４７ ７２ 其他

２５ ２１􀆰 ４３ Ｍ－Ｈ Ｃ１８ Ｈ３２Ｏ３ ＮＰ－０１４２８７ －２􀆰 ３４ ２９５􀆰 ２２７ ０８ ２９５􀆰 ２２７ ４２、２７７􀆰 ２１６ ８６、２５１􀆰 ２３７ ６６、１９５􀆰 １３８ ２１、１７１􀆰 １０１ ７８、１５５􀆰 １４３
１０、１３７􀆰 ０９６ １２、１２５􀆰 ０９５ ７６、１１３􀆰 ０９５ ２８、８３􀆰 ０４９ ０９、５７􀆰 ０３３ ２９ 其他

２６ ２１􀆰 ６７ Ｍ－Ｈ Ｃ２３Ｈ３２Ｏ２
２ꎬ２′－亚甲基双

(６－叔丁基－４－甲基苯酚)单丙烯酸酯
－２􀆰 ６４ ３３９􀆰 ２３２ ０６ ３３９􀆰 ２３２ ３３、１６３􀆰 １１１ ７９、１４７􀆰 ０８０ ３７、１０７􀆰 ０４９ ００、５９􀆰 ０１２ ６８ 其他

２７ ２１􀆰 ６８ Ｍ－Ｈ Ｃ１１ Ｈ１６Ｏ 对叔戊基苯酚 －７􀆰 ９９ １６３􀆰 １１１ ５３ １６３􀆰 １１１ ３７、１４７􀆰 ０８０ ６７、１０７􀆰 ０４８ ８１ 其他

２８ ２１􀆰 ７６ Ｍ－Ｈ Ｃ１８Ｈ３０Ｏ２ 油酸炔 －２􀆰 ５７ ２７７􀆰 ２１２ ６１ ２７７􀆰 ２１６ ９５、２５９􀆰 ２０６ ６７、２３３􀆰 ２２６ ９４、８３􀆰 ０４８ ８１、５９􀆰 ０１２ ６５ 脂肪酸类

２９ ２１􀆰 ８６ Ｍ－Ｈ Ｃ３０ Ｈ４８Ｏ３ 熊果酸 －１􀆰 ８８ ４５５􀆰 ３５２ １４ ４５５􀆰 ３５２ ５７ 有机酸类

３０ ２１􀆰 ８８ Ｍ－Ｈ Ｃ１６ Ｈ３０Ｏ２ (Ｅ)－十六碳－７－烯酸 －３􀆰 ０７ ２５３􀆰 ２１６ ５２ ２５３􀆰 ２１６ ７５、２３５􀆰 ２０６ ２７、１６５􀆰 ０１８ ８９、８３􀆰 ０４８ ８４ 脂肪酸类

３１ ２１􀆰 ９５ Ｍ－Ｈ Ｃ１８Ｈ３２Ｏ２ 共轭(９Ｚꎬ１１Ｅ)－亚油酸 －２􀆰 ２３ ２７９􀆰 ２３２ ３３ ２７９􀆰 ２３２ ５４、２６１􀆰 ２２０ ７０、９７􀆰 ０６４ ６１、８３􀆰 ０４８ ８４、５９􀆰 ０１２ ６０ 脂肪酸类

３２ ２２􀆰 ０２ Ｍ－Ｈ Ｃ３０Ｈ４６Ｏ３ ＮＰ－００５８２１ －１􀆰 ７８ ４５３􀆰 ３３６ ６１ ４５３􀆰 ３３６ ８８、４０７􀆰 ３３１ ６７、２５５􀆰 ２３２ ６８ 其他

３３ ２２􀆰 １３ Ｍ－Ｈ Ｃ１６ Ｈ３２Ｏ２ 棕榈酸 －２􀆰 ７９ ２５５􀆰 ２３２ ２４ ２５５􀆰 ２３２ ５４、２３７􀆰 ２２２ ２９ 有机酸类

３４ ２２􀆰 ２０ Ｍ－Ｈ Ｃ１８ Ｈ３４ Ｏ２ 油酸 －２􀆰 ４ ２８１􀆰 ２４７ ９２ ２８１􀆰 ２４８ ２０ 脂肪酸类

３５ ２２􀆰 ５１ Ｍ－Ｈ Ｃ１８Ｈ３６Ｏ２ 硬脂酸 －２􀆰 ２６ ２８３􀆰 ２６３ ６１ ２８３􀆰 ２６３ ８９、２６５􀆰 ２５２ ６９ 脂肪酸类

３６ ２３􀆰 ００ Ｍ－Ｈ Ｃ２０ Ｈ４０Ｏ２ 花生酸 －２􀆰 ０２ ３１１􀆰 ２９４ ９２ ３１１􀆰 ２９５ １４、１４９􀆰 ０９５ ７８ 脂肪酸类

３７ ２３􀆰 ５４ Ｍ－Ｈ Ｃ２２ Ｈ４４Ｏ２ 二十二酸 －２􀆰 ９ ３３９􀆰 ３２５ ９０ ３３９􀆰 ３２６ １７、３２１􀆰 ３１５ ４０、１６３􀆰 １１１ ６６ 脂肪酸类

１４２
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３􀆰 ２　 柳叶菜提取物抗氧化活性评价

研究表明ꎬ黄酮类[２１]、苯丙素类[２２]、酚酸类[２３￣２４]

等物质具有显著的抗氧化和清除氧自由基的能力.柳
叶菜中含有大量的黄酮和酚酸类成分ꎬ测定柳叶菜提

取物的 ＤＰＰＨ 自由基、ＡＢＴｓ 自由基清除率ꎬ评价其抗

氧化活性具有重要意义.柳叶菜提取物的自由基清除

率结果见图 ２、图 ３.结果显示ꎬ０􀆰 ０２ ｍｇ / ｍＬ 以上浓度

柳叶菜提取物对 ＤＰＰＨ 自由基清除率可达 ９０％以上ꎬ
当浓度达 ０􀆰 ０４ ｍｇ / ｍＬ 以上时ꎬ其抑制率接近相同浓

度 Ｖｃ 抑制率ꎻ０􀆰 ０２ ｍｇ / ｍＬ 以上浓度对 ＡＢＴｓ 自由基

清除率可达 ８０％以上ꎬ当浓度达 ０􀆰 １ ｍｇ / ｍＬ 以上时ꎬ
其抑制率接近相同浓度 Ｖｃ 抑制率ꎬ表明柳叶菜具有

较强的抗氧化活性.

图 ２　 柳叶菜提取物及 Ｖｃ 对 ＤＰＰＨ 自由基的清除

Ｆｉｇ. ２　 ＤＰＰＨ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ
Ｅｐｉｌｏｂｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ ｅｘｔｒａｃｔｓ ａｎｄ Ｖｃ

图 ３　 柳叶菜提取物及 Ｖｃ 对 ＡＢＴｓ 自由基的清除

Ｆｉｇ.３　 ＡＢＴｓ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ Ｅｐｉｌｏｂｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ ｅｘｔｒａｃｔｓ ａｎｄ Ｖｃ

３􀆰 ３　 柳叶菜提取物对酪氨酸酶活性的影响

酪氨酸酶是黑色素生成过程中不可缺少的酶ꎬ具
有高抗氧化活性的化合物有望通过抑制酪氨酸酶的

生物合成来抑制黑色素生产ꎬ以促进美白并延缓衰

老[２５￣２６] .通过 Ｌ￣多巴氧化法ꎬ测定柳叶菜提取物对酪

氨酸酶活性的影响ꎬ结果见图 ４.结果显示ꎬ当柳叶菜

提取物浓度达 ０􀆰 １０ ｍｇ / ｍＬ 时ꎬ对酪氨酸酶的抑制率

可达到 ５０％以上.

图 ４　 柳叶菜提取物对酪氨酸酶的抑制

Ｆｉｇ. ４　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｅｐｉｌｏｂｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ

ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｎ ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

３􀆰 ４　 柳叶菜提取物美白活性的细胞验证

３􀆰 ４􀆰 １　 柳叶菜提取物对细胞活性的影响

３￣(４ꎬ５￣二甲基噻唑￣２)￣２ꎬ５￣二苯基四氮唑溴盐

(ＭＴＴ)是一种橙色底物ꎬ通过活细胞线粒体中的琥珀

酸脱氢酶转化为蓝紫色结晶甲瓒.与死亡细胞相比ꎬ
活跃的细胞能产生更多的蓝紫色结晶甲瓒.采用 ＭＴＴ
法测定不同浓度柳叶菜提取液对体外培养的 Ｂ１６ 细

胞活性的影响ꎬ结果见图 ５.由图 ５ 可知ꎬ对照组及经

过 ３􀆰 １２５、６􀆰 ２５、１２􀆰 ５ μｇ / ｍＬ 柳叶菜提取液处理组ꎬ细
胞存活率均大于 ５０％ꎬ对 Ｂ１６ 细胞的增殖没有明显影

响.但细胞活力呈剂量依赖性下降ꎬ随着提取物浓度

升高ꎬ细胞活力降低ꎬ当浓度高于 １２􀆰 ５ μｇ / ｍＬ 时ꎬ细
胞半数以上死亡ꎬ因此选择抑制细胞实验的柳叶菜提

取物给药质量浓度不超过 １２􀆰 ５ μｇ / ｍＬ.

图 ５　 不同浓度柳叶菜提取物及 ＶＣ对 Ｂ１６ 细胞存活率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｅｐｉｌｏｂｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ

ｅｘｔｒａｃｔｓ ａｎｄ ＶＣ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ Ｂ１６ ｃｅｌｌｓ

注:与正常组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.下同

２４２
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３􀆰 ４􀆰 ２　 柳叶菜提取物对 Ｂ１６ 细胞内酪氨酸酶相对活

力的影响

酪氨酸酶是黑色素形成过程中发挥重要作用的

关键酶.在黑色素形成过程中ꎬＬ￣酪氨酸在酪氨酸酶

催化下被氧化为 Ｌ￣多巴和多巴醌ꎬ后者经过酶促反应

进行重排生成多巴色素ꎬ进而形成黑色素[２７] .前面研

究证明了柳叶菜提取物能在体外抑制酪氨酸酶活性ꎬ
为进一步考察其在细胞水平的抑制效果ꎬ我们测定了

柳叶菜提取物作用下的 Ｂ１６ 细胞内酪氨酸酶的相对

活力ꎬ 结 果 见 图 ６. 结 果 表 明ꎬ 用 ３􀆰 １２５、 ６􀆰 ２５ 和

１２􀆰 ５ μｇ / ｍＬ的柳叶菜提取物处理后ꎬＢ１６ 细胞酪氨酸

酶相对活力的抑制率分别为 １９􀆰 ４９％、 １７􀆰 ７９％ 和

２０􀆰 ５２％ꎬ不同浓度的柳叶菜提取液对酪氨酸酶活性

均有一定的抑制作用ꎬ与阳性对照组的酪氨酸酶相对

活力抑制率(２３􀆰 ２５％)相当ꎬ表明柳叶菜提取物可抑

制 Ｂ１６ 细胞内酪氨酸酶的活性.

图 ６　 不同浓度柳叶菜提取物及 ＶＣ对酪氨酸酶活性的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｅｐｉｌｏｂｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ

ｅｘｔｒａｃｔｓ ａｎｄ ＶＣ ｏｎ ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

３􀆰 ４􀆰 ３　 柳叶菜提取物对 Ｂ１６ 细胞内黑色素含量的影响

为进一步探索柳叶菜提取物对 Ｂ１６ 细胞中黑色

素生物合成能力的影响ꎬ我们测定了柳叶菜提取物作

用下的 Ｂ１６ 细胞内黑色素相对含量ꎬ结果见图 ７.结果

表明ꎬ３􀆰 １２５、６􀆰 ２６ 和 １２􀆰 ５ μｇ / ｍＬ 柳叶菜提取物对黑

色素 含 量 的 抑 制 率 分 别 为 ４３􀆰 ４６％、 ５􀆰 ５６％ 和

２３􀆰 ３１％ꎬ其中 ３􀆰 １２５ μｇ / ｍＬ 的柳叶菜提取物对黑色

素的抑制率与阳性对照组的黑色素抑制率(４３􀆰 ６３％)
相当.

图 ７　 不同浓度柳叶菜提取物及 ＶＣ对黑色素含量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｅｐｉｌｏｂｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ

ｅｘｔｒａｃｔｓ ａｎｄ ＶＣ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｍｅｌａｎｉｎ

４　 结果与讨论

　 　 本研究采用 ＵＰＬＣ￣Ｑ￣Ｅｘａｃｔｉｖｅ￣Ｏｒｂｉｔｒａｐ￣ＭＳ 技术

快速分离分析柳叶菜中化学成分ꎬ为了达到更好的分

离分析效果ꎬ前期对 ＵＰＬＣ 色谱条件进行了优化ꎬ最
终确定以乙腈￣０􀆰 １％甲酸水溶液为流动相ꎬ柱温为

３０ ℃ꎬ以梯度程序进行洗脱.同时ꎬ对质谱条件参数进

行了优化ꎬ建立的分析方法简单易行ꎬ分析效率高、准
确度高.

通过比较不同的提取方法对柳叶菜化学成分含

量的影响ꎬ最终采用回流法提取柳叶菜中的提取物ꎬ
并对提取工艺进行优化ꎬ最终确定提取溶剂为 ７０％乙

醇溶液、提取温度 ６０ ℃、回流时间 ６０ ｍｉｎ.最优提取

条件下柳叶菜提取物对自由基的清除率可达 ９０％以

上ꎬ表现出较强的抗氧化活性.自由基对人体正常细

胞的攻击与摧毁ꎬ是引起人类衰老和患病的主要原

因[２８]ꎬ抗氧化剂通过清除自由基在保证人体健康中

起着至关重要的作用[２５] .目前ꎬ抗氧化剂不仅在维持

人体健康生活中发挥主要作用ꎬ而且在稳定食品成

分ꎬ防止食品变质中也有巨大贡献.同样ꎬ在日化品领

域ꎬ植物抗氧化剂也更受青睐.
黑色素在黑色素细胞的黑色素小体中产生ꎬ并转

移到表皮的角质形成细胞中ꎬ黑色素的形成导致皮肤

色素沉着.同时ꎬ黑色素的异常积累会引起雀斑、老年

斑和黄褐斑等皮肤问题[２９] .为了减少黑色素的异常积

累ꎬ抑制酪氨酸酶ꎬ抑制黑色素从黑色素细胞转移到

角质形成细胞是较为有效的途径[２４] .本研究选择与人

３４２
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体黑色素细胞在生理上比较接近的小鼠 Ｂ１６ 黑色素

瘤细胞为研究模型ꎬ通过细胞内酪氨酸酶活性及黑色

素含量试验评估了柳叶菜提取物在细胞水平的潜在

的美白功效.研究显示ꎬ柳叶菜提取物可在不影响细

胞增殖的条件下抑制 Ｂ１６ 细胞内酪氨酸酶活性及黑

色素含量.通常来讲ꎬ对黑色素有抑制作用ꎬ往往也具

有美白功效的潜力.通过对质谱指纹的定性分析和半

定量分析ꎬ发现没食子酸、５￣甲氧基水杨酸、杨梅素￣３￣
Ｏ￣半乳糖苷、杨梅苷、山柰酚￣３￣Ｏ￣半乳糖苷成分的含

量较高ꎬ他们可能对柳叶菜的活性贡献最大ꎬ根据文

献有机酸和黄酮类成分也具有美白和抗氧化的功

效[３０] .因此ꎬ这些成分可能是柳叶菜的活性物质基础.
总之ꎬ柳叶菜可以作为一种天然的、安全的抗氧化剂

和美白剂ꎬ在药品、食品或化妆品中具有广泛的应用

潜力ꎬ本研究可为柳叶菜化学物质基础研究及资源开

发利用提供科学依据.
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