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摘要： 目的　 研究川芎总生物碱与益母草总生物碱的最佳配伍比例， 并阐明川芎总生物碱与益母草总生物碱配伍改善

实验性黄褐斑模型的作用。 方法　 体外实验观察川芎总生物碱与益母草总生物碱不同配伍比例 （５ ∶ １、 ４ ∶ １、 ３ ∶ １、
２ ∶ １、 １ ∶ １、 １ ∶ ２、 １ ∶ ３、 １ ∶ ４、 １ ∶ ５） 对小鼠黑色素瘤 Ｂ１６ 细胞增殖的影响， 同时结合 Ｃｈｏｕ⁃Ｔａｌａｌａｙ 技术计算联合

指数 （ＣＩ） 并筛选最佳配伍比例， 并探讨最佳配伍比例对 Ｂ１６ 细胞酪氨酸酶活性和黑色素水平的影响。 体内实验采

用黄体酮注射联合中波紫外线照射的方法对 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠耳廓进行造模， 检测小鼠耳廓组织 ＳＯＤ 活性和 ＭＤＡ 水平，
Ｍａｓｓｏｎ⁃Ｆｏｎｔａｎａ 染色观察耳廓组织黑色素分布情况， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测耳廓组织 ＣＲＥＢ、 ｐ⁃ＣＲＥＢ、 ＴＲＰ１、 ＴＲＰ２、
ＭＩＴＦ、 ＴＹＲ 蛋白表达。 结果　 在体外实验中， 川芎总生物碱与益母草总生物碱配伍可以有效抑制 Ｂ１６ 细胞增殖， 其

中川芎总生物碱⁃益母草总生物碱比例为 １ ∶ ２ 时 ＩＣ５０和 ＣＩ 值最低， 具有最优协同效应， 为最佳配伍比例。 与对照组比

较， 川芎总生物碱⁃益母草总生物碱 １ ∶ ２ 配伍可有效抑制 Ｂ１６ 细胞酪氨酸酶活性和黑色素水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
在体内实验中， 与正常组比较， 模型组小鼠耳廓组织中黑色素分布增多 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＯＤ 活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＤＡ
水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 耳廓组织 ｐ⁃ＣＲＥＢ、 ＴＲＰ１、 ＴＲＰ２、 ＭＩＴＦ、 ＴＹＲ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组

比较， 川芎总生物碱⁃益母草总生物碱 １ ∶ ２ 配伍可减少小鼠耳廓组织中黑色素分布 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 升高 ＳＯＤ 活性 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 降低 ＭＤＡ 水平 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 降低耳廓组织 ｐ⁃ＣＲＥＢ、 ＴＲＰ１、 ＴＲＰ２、 ＭＩＴＦ、 ＴＹＲ 蛋白表达 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 结论　 川芎总生物碱与益母草总生物碱配伍可以抑制 Ｂ１６ 细胞增殖， 有效改善小鼠黄褐斑， 其机制可能与调

控 ＣＲＥＢ ／ ＭＩＴＦ 信号通路抑制黑色素生成有关。
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　 　 黄褐斑是一种常见的获得性皮肤疾病， 其特征

是皮肤黑色素沉着过度， 主要表现为日光暴露皮肤

区域出现边界不清晰且形状不规则的黄褐色或黑色

斑片， 对患者的外貌、 心理和情绪产生不良影

响［１⁃２］。 目前已有多种关于黄褐斑的治疗策略， 包

括药物治疗、 化学换肤和激光治疗等， 但效果往往

达不到期望， 且因各种不良反应 （如皮肤刺激和

皮炎） 而受到限制［３⁃４］。 近年来， 植物提取物因其

独特的生物活性被广泛应用于化妆品配方中， 这些

天然化合物具有良好的抗紫外线、 抗氧化、 抗炎、
抗衰老等作用， 且不良反应较少， 因此被认为具有

很强的开发和应用潜力［５⁃６］。
中医学将黄褐斑归属于 “面尘” “黧黑斑”

“蝴蝶斑” 范畴， 其主要病机是气血失和， 多为瘀

结所致， 活血化瘀为主要治则［７］。 川芎和益母草

均具有活血的功效， 在中医祛斑美白方中广泛应

用。 现代研究表明， 川芎和益母草具有抗炎、 抗氧

化、 抗衰老等药理作用， 其提取物对酪氨酸酶有良

好的抑制作用［８⁃９］。 因此， 川芎和益母草在美白祛

斑产品开发上具有一定价值。 基于此， 本研究拟探

讨川芎⁃益母草提取物配伍在体外对黑色素瘤 Ｂ１６
细胞的抑制作用和体内改善小鼠黄褐斑的作用， 以

期为天然药物的开发提供重要的依据。
１　 材料

１􀆰 １　 药物　 川芎总生物碱 （批号 ２０２２０１０２１）、 益

母草总生物碱 （批号 ２０２２０１０２２） 均由成都中医药
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大学化学实验室提供。 氢醌乳膏购自广东人人康药

业 有 限 公 司， 批 号 ２０２３０２０３， 国 药 准 字

Ｈ２００４００８８； 黄体酮注射液购自浙江仙琚制药股份

有限公司， 批号 ＦＢ２２２９。
１􀆰 ２　 细胞系和动物　 小鼠黑色素瘤 Ｂ１６ 细胞， 由

武汉普赛诺生命科技有限公司提供， 批号 Ｐｒｏｃｅｌｌ
ＣＬ⁃００２９。 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 ４８ 只， 雌性， 体质

量 （２０±２） ｇ， 购自斯贝福 （北京） 生物技术有限

公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （京） ２０１９⁃
００１０］， 饲养于成都中医药大学 ［实验动物使用许

可证号 ＳＹＸＫ （川） ２０２０⁃０１２４］， 以标准鼠饲料常

规饲养， 自由进食饮水。 本实验经成都中医药大学

伦理委员会批准 （伦理批准号 ２０２２⁃６７）。
１􀆰 ３　 试剂 　 超氧化物歧化酶 （ ＳＯＤ）、 丙二醛

（ＭＤＡ） 检测试剂盒 （南京建成科技有限公司， 批

号 Ｒ０２０４、 ２０２３０６２８）； ＧＡＰＤＨ、 环磷酸腺苷反应

元件 结 合 蛋 白 （ ＣＲＥＢ ）、 磷 酸 化 ＣＲＥＢ （ ｐ⁃
ＣＲＥＢ）、 小眼畸形相关转录因子 （ＭＩＴＦ）、 酪氨酸

酶 （ＴＹＲ）、 ＴＹＲ 相关蛋白 １ （ＴＲＰ１）、 ＴＲＰ２ 抗体

（武 汉 爱 博 泰 克 生 物 科 技 有 限 公 司， 批 号

３５２２１２２８５６、 ０００３３１０２０１、 ６１００００２５５８、 ００６５０４０３０１、
５５０００１６７７５、 １１６３４７０１０１、 ０２０９６８０３０１）。
１􀆰 ４　 仪器　 ＭＥ２０４Ｅ 电子天平 （瑞士梅特勒⁃托利

多公司）； ＫＱ５２００ＤＥ 型数控超声波清洗器 （昆山

市超声仪器有限公司）； 纯水仪 （四川优普超纯科

技有限公司）； Ａｌｌｅｇｒａ Ｘ⁃３０Ｒ 离心机 （美国贝克曼

库尔特有限公司）； 紫外线光疗仪 （上海希格玛高

技术有限公司）； 自动多功能微孔板检测系统 （美
国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司）； ＷＩＸ⁃ＥＰ６００ 电泳仪

［韦克斯科技 （北京） 有限公司］； Ｔａｎｏｎ⁃５２００ 凝

胶成像系统 （上海天能科技有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 体外实验

２􀆰 １􀆰 １　 药物配制　 称取 ５０ ｍｇ 川芎总生物碱和 １００
ｍｇ 益母草总生物碱， 溶于 ５０％ ＤＭＳＯ 配制成 １００
ｍｇ ／ ｍＬ 的母液， 微孔滤膜过滤， ４ ℃保存。
２􀆰 １􀆰 ２　 细胞培养和传代 　 在无菌条件下， 将 Ｂ１６
细胞接种于含有 １０％ 胎牛血清和 １％ 双抗的 ＲＰＭＩ⁃
１６４０ 培养基或 ＤＭＥＭ 培养基中， 置于 ３７ ℃、 ５％
ＣＯ２ 培养箱中培养。 当细胞生长至 ８０％ ～ ９０％ 融合

状态时， 用 ０􀆰 ２５％ 胰蛋白酶 （含 ０􀆰 ０５％ ＥＤＴＡ） 消

化细胞， 并传代培养至对数生长期。
２􀆰 １􀆰 ３　 细胞增殖检测　 按照川芎总生物碱和益母

草总生物碱比例 １ ∶ ０、 ０ ∶ １、 ５ ∶ １、 ４ ∶ １、 ３ ∶ １、

２ ∶ １、 １ ∶ １、 １ ∶ ２、 １ ∶ ３、 １ ∶ ４、 １ ∶ ５， 配制成两

药相加最终质量浓度为 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５、 １、 １􀆰 ５、 ２、 ４
ｍｇ ／ ｍＬ 的含药完全培养基。 取对数生长期细胞，
用新鲜培养基调整细胞密度为 ５×１０４个 ／ ｍＬ， 接种

到 ９６ 孔板中， 每孔 １００ μＬ， 培养过夜后弃去上

清， 更换为含药完全培养基， 同时设置不加药的对

照组和不加药也不加细胞的空白组， 每组 ３ 个复

孔。 培养 ４８ ｈ， ＰＢＳ 清洗 ３ 次后更换含有 １０％
ＣＣＫ⁃８ 的新鲜培养基， 避光孵育培养 ３ ｈ， 于 ４５０
ｎｍ 波 长 处 检 测 各 孔 光 密 度 （ ＯＤ） 值。 使 用

ＣｏｍｐｕＳｙｎ 软件计算联合作用指数 （ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
ｉｎｄｅｘ， ＣＩ） 值［１０⁃１１］， 其中 ＣＩ＞１ 为拮抗作用， ＣＩ ＝ １
为相加作用， ＣＩ＜１ 为协同作用。 计算细胞抑制率，
公式为细胞抑制率 ＝ ［ （对照孔 ＯＤ４５０ ｎｍ －实验孔

ＯＤ４５０ ｎｍ） ／ （对照孔 ＯＤ４５０ ｎｍ－空白孔 ＯＤ４５０ ｎｍ） ］ ×
１００％ 。
２􀆰 １􀆰 ４　 细胞 ＴＹＲ 活性检测 　 取对数生长期细胞

（５×１０４ 个 ／ ｍＬ） 接种到 ９６ 孔板中， 每孔 １００ μＬ，
培养过夜后弃去上清， 更换为川芎总生物碱和益母

草总生物碱比例 １ ∶ ２ 最终质量浓度为 ５０、 １００、
２００、 ３００ μｇ ／ ｍＬ 的含药培养基， 同时设置不加药

的对照组和不加药也不加细胞的空白组， 每组 ３ 个

复孔， 给药 ４８ ｈ 后弃上清液， 用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次，
每孔加入 ９０ μＬ 含 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 的 ＰＢＳ 以及 １０
μＬ １ ｍｇ ／ ｍＬ 左旋多巴 （Ｌ⁃ＤＯＰＡ）， ３７ ℃ 孵育 ６０
ｍｉｎ 后， 于 ４７５ ｎｍ 波长处测定各孔 ＯＤ 值。 ＴＹＲ
活性＝ （试验孔 ＯＤ４７５ ｎｍ－空白孔 ＯＤ４７５ ｎｍ） ／ （对照

孔 ＯＤ４７５ ｎｍ－空白孔 ＯＤ４７５ ｎｍ） ×１００％ 。
２􀆰 １􀆰 ５　 细胞黑色素生成检测　 取对数生长期细胞

（１×１０５ 个 ／ ｍＬ） 接种到 ６ 孔培养板中， 每孔 ２ ｍＬ，
培养过夜后弃去上清， 按 “２􀆰 １􀆰 ４” 项下分组给

药， ４８ ｈ 后收集细胞， 加入 １ ｍＬ 含 １０％ ＤＭＳＯ 的

１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ， ８０ ℃水浴加热 １ ｈ， 分别移入 ９６
孔培养板中， 用酶标仪测定 ４０５ ｎｍ 波长处各孔 ＯＤ
值， 计算黑色素水平， 公式为黑色素水平＝ ［ （实
验孔 ＯＤ４０５ ｎｍ－空白孔 ＯＤ４０５ ｎｍ） ／ （对照孔 ＯＤ４０５ ｎｍ－
空白孔 ＯＤ４０５ ｎｍ） ］ ×１００％ 。
２􀆰 ２　 体内实验

２􀆰 ２􀆰 １　 药物配制　 参考临床用药， 成人 （６０ ｋｇ）
每日所需川芎 （９ ｇ） 与益母草 （１８ ｇ） 的总生药

量为 ２７ ｇ， 根据提取得率折算人每天所需总生物碱

量并换算成小鼠用药剂量， 将川芎总生物碱和益母

草总生物碱按照 １ ∶ ２ 溶于 ５％ ＰＥＧ⁃４００ 配制成质

量浓度为 ８１、 １６２、 ３２４ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液， 再将药物
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溶于 ３％ 羧甲基纤维素钠配制成 ２０ ｍＬ 的药液， 最

终给药质量浓度为 ４􀆰 ０５、 ８􀆰 １、 １６􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍＬ， 给药

低、 中、 高 剂 量 分 别 为 ０􀆰 ４１、 ０􀆰 ８１、 １􀆰 ６２
ｍｇ ／ ｃｍ２。
２􀆰 ２􀆰 ２　 分组、 造模及给药　 将小鼠随机分为正常

组、 模型组、 氢醌乳膏组和川芎总生物碱⁃益母草

总生物碱 １ ∶ ２ 配伍低、 中、 高剂量组， 每组 ８ 只。
采用紫外线照射配合黄体酮注射的方法对小鼠耳廓

进行造模［１２］。 除正常组外， 其余各组均以波长为

２８０～ ３２０ ｎｍ 的中波紫外线照射小鼠耳廓皮肤 ３０
ｍｉｎ， 光源距离小鼠 ２０ ｃｍ， 每天 １ 次， 连续照射

３０ ｄ。 同时， 正常组小鼠肌肉注射灭菌注射用水 ２
ｍＬ ／ ｋｇ， 其余各组小鼠均肌肉注射黄体酮注射液 ２０
ｍｇ ／ ｋｇ， 每天 １ 次， 两腿交替进行， 连续 ３０ ｄ。 造

模结束后， 正常组与模型组在耳廓涂抹空白基质，
氢醌乳膏组涂抹氢醌乳膏， １ ∶ ２ 配伍各剂量组均

匀涂抹相应浓度药物。
２􀆰 ２􀆰 ３　 标本采集　 于末次给药后禁食不禁水 ２４ ｈ，
处死后剪取各组小鼠耳廓造模组织， 取部分耳廓组

织于 ４％ 多聚甲醛中固定备用， 其余耳廓组织于－
８０ ℃冰箱保存备用。
２􀆰 ２􀆰 ４　 耳廓组织 ＳＯＤ 活性和 ＭＤＡ 水平检测 　 称

取耳廓组织 ２０ ｍｇ， 加入 ２００ μＬ ＲＩＰＡ 裂解液， 冷

冻研磨后取上清液， 根据试剂盒说明书检测小鼠耳

廓组织 ＳＯＤ 活性和 ＭＤＡ 水平。
２􀆰 ２􀆰 ５　 Ｍａｓｓｏｎ⁃Ｆｏｎｔａｎａ 染色观察耳廓组织黑色素

分布　 耳廓组织固定切片后加入 Ｆｏｎｔａｎａ 氨银避光

浸染， 然后使用蒸馏水浸洗， 硫代硫酸钠处理和自

来水冲洗， 随后进行无水乙醇脱水、 二甲苯透明、
中性树胶封固。 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量黑色素积分

光密度 （ ＩＯＤ）， 并计算黑色素相对分布水平， 公

式为黑色素相对分布水平 ＝ 实验组 ＩＯＤ ／正常

组 ＩＯＤ。
２􀆰 ２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测耳廓组织 ＣＲＥＢ 通路相

关蛋白表达 　 称取耳廓组织 ２０ ｍｇ， 加入 ２００ μＬ
蛋白裂解液 （ ＲＩＰＡ ∶ 磷酸酶抑制剂 ∶ ＰＭＳＦ ＝
１００ ∶ １ ∶ １）， 冷冻研磨， 提取总蛋白。 采用 ＢＣＡ
法测定蛋白浓度， 取等质量蛋白进行变性后冻存备

用。 根据说明书制备 ＰＡＧＥ 凝胶， 上样， 电泳， 冰

浴转膜， 室温封闭， 加入一抗 （１ ∶ ２ ０００ 稀释）
４ ℃孵育过夜， 次日 ＴＢＳＴ 清洗 ３ 次后加入二抗

（１ ∶ ５ ０００ 稀释） 室温孵育 １ ｈ。 采用凝胶成像系

统对显影液浸泡后的 ＰＶＤＦ 膜曝光、 拍照， 并使用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析蛋白条带灰度值。

２􀆰 ３　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件进行

处理， 计量资料以均数±标准差 （ ｘ± ｓ） 表示， 组

间比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具

有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 体外实验

３􀆰 １􀆰 １　 川芎总生物碱和益母草总生物碱配伍对

Ｂ１６ 细胞增殖的影响　 川芎总生物碱和益母草总生

物碱可以有效抑制 Ｂ１６ 细胞增殖， 半数抑制浓度

（ ＩＣ５０ ） 分 别 为 （ ２􀆰 ３０ ± ０􀆰 ０３ ）、 （ ０􀆰 ９１ ± ０􀆰 ０２ ）
ｍｇ ／ ｍＬ。 川芎总生物碱⁃益母草总生物碱比例 ５ ∶ １、
４ ∶ １、 ３ ∶ １、 ２ ∶ １、 １ ∶ １、 １ ∶ ２、 １ ∶ ３、 １ ∶ ４、
１ ∶ ５均能有效抑制 Ｂ１６ 细胞增殖， 使用 ＣｏｍｐｕＳｙｎ
软件计算其 ＩＣ５０值分别为 （１􀆰 ８３±０􀆰 ０８）、 （１􀆰 ４６±
０􀆰 ０４）、 （１􀆰 ３４±０􀆰 １７）、 （１􀆰 １１±０􀆰 ０８）、 （０􀆰 ９０±
０􀆰 ０４）、 （０􀆰 ７４±０􀆰 ０２）、 （０􀆰 ８３±０􀆰 ０２）、 （１􀆰 ０４±
０􀆰 ０７）、 （１􀆰 ０３ ± ０􀆰 ０９） ｍｇ ／ ｍＬ； ＣＩ 指数分别为

１􀆰 ００±０􀆰 ０４、 ０􀆰 ８３±０􀆰 ０１、 ０􀆰 ８１±０􀆰 １０、 ０􀆰 ７３±０􀆰 ０５、
０􀆰 ６９±０􀆰 ０３、 ０􀆰 ６５±０􀆰 ０２、 ０􀆰 ７８±０􀆰 ０２、 １􀆰 ００±０􀆰 ０８、
１􀆰 ０３±０􀆰 １１。 川芎总生物碱⁃益母草总生物碱比例

１ ∶ ２ 的 ＩＣ５０和 ＣＩ 值均最低， 此比例联合用药的协

同效应最佳， 故选择此比例进行后续实验。 根据软

件计算得到的 ＣＩ 值绘制各比例联合用药指数图，
见图 １。

图 １　 川芎总生物碱和益母草总生物碱各配伍

比例的联合指数 （ＣＩ）

３􀆰 １􀆰 ２　 川芎总生物碱和益母草总生物碱 １ ∶ ２ 配伍

对 Ｂ１６ 细胞 ＴＹＲ 活性的影响　 由表 １ 可知， 川芎

总生物碱⁃益母草总生物碱 １ ∶ ２ 配伍对 Ｂ１６ 细胞内

ＴＹＲ 的活性具有一定抑制作用 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， ＴＹＲ 的活性随药物质量浓度的升高而降

低， 呈现出一定剂量依赖关系。 将对照组的 ＴＹＲ
活性视为 １００％ ， 当药物质量浓度为 ５０、 １００、
２００、 ３００ μｇ ／ ｍＬ 时， 细胞内 ＴＹＲ 活性较对照组分

别降低了 ２２􀆰 ４８％ 、 ３５􀆰 ９６％ 、 ５０􀆰 １７％ 、 ５９􀆰 ４４％ 。
由此推测， 川芎总生物碱和益母草总生物碱配伍可
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能在一定程度上通过抑制细胞 ＴＹＲ 活性来发挥美

白的功效。
表 １　 川芎总生物碱⁃益母草总生物碱 １ ∶ ２ 配伍对 Ｂ１６ 细胞

ＴＹＲ 活性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 剂量 ／ （μｇ·ｍＬ－１） ＴＹＲ 酶活性 ／ ％

对照组 — １００􀆰 ００±１４􀆰 ４８
１ ∶ ２ 配伍组 ５０ ７７􀆰 ５２±５􀆰 ４９∗

１ ∶ ２ 配伍组 １００ ６４􀆰 ０４±８􀆰 １９∗∗

１ ∶ ２ 配伍组 ２００ ４９􀆰 ８３±５􀆰 ７０∗∗

１ ∶ ２ 配伍组 ３００ ４０􀆰 ５６±６􀆰 １５∗∗

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 １􀆰 ３　 川芎总生物碱和益母草总生物碱 １ ∶ ２ 配伍

对 Ｂ１６ 细胞黑色素生成的影响　 由表 ２ 可知， 川芎

总生物碱和益母草总生物 １ ∶ ２ 碱配伍能有效抑制

细胞内黑色素的生成 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且呈

现一定的剂量依赖关系。 当药物质量浓度为 ５０、
１００、 ２００、 ３００ μｇ ／ ｍＬ 时， 其细胞内黑色素水平较

对照组分别降低了 １１􀆰 ６９％ 、 ３０􀆰 ６２％ 、 ４５􀆰 ６８％ 、
５５􀆰 ２８％ 。 由此推测， 川芎总生物碱和益母草总生

物碱配伍可能通过抑制细胞内黑色素的生成来达到

美白祛斑的效果。
表 ２　 川芎总生物碱⁃益母草总生物碱 １ ∶ ２ 配伍对 Ｂ１６ 细胞

黑色素相对水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 剂量 ／ （μｇ·ｍＬ－１） 黑色素相对水平 ／ ％

对照组 — １００􀆰 ００±１􀆰 ８８
１ ∶ ２ 配伍组 ５０ ８８􀆰 ３１±５􀆰 ６２∗

１ ∶ ２ 配伍组 １００ ６９􀆰 ３８±３􀆰 ８２∗∗

１ ∶ ２ 配伍组 ２００ ５４􀆰 ３２±３􀆰 １１∗∗

１ ∶ ２ 配伍组 ３００ ４４􀆰 ７２±３􀆰 ８７∗∗

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２　 体内实验

３􀆰 ２􀆰 １　 川芎总生物碱⁃益母草总生物碱 １ ∶ ２ 配伍

对黄褐斑小鼠耳廓组织黑色素分布的影响 　 通过

Ｍａｓｓｏｎ⁃Ｆｏｎｔａｎａ 染色发现， 正常组小鼠耳廓组织仅

有少量黑色素分布； 与正常组比较， 模型组小鼠耳

廓组织黑色素分布增多 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 氢醌乳膏组和 １ ∶ ２ 配伍中、 高剂量组小鼠耳

廓组织黑色素分布减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， １ ∶ ２ 配伍低

剂量组小鼠耳廓黑色素分布有减少趋势， 但差异无

统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ２、 表 ３。

图 ２　 川芎总生物碱⁃益母草总生物碱 １ ∶ ２ 配伍对黄褐斑小鼠耳廓组织黑色素分布的影响 （×２０）

表 ３　 川芎总生物碱⁃益母草总生物碱 １ ∶ ２ 配伍对黄褐斑小

鼠耳廓组织黑色素相对分布水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 黑色素相对分布水平

正常组 １􀆰 ００±０􀆰 ３５
模型组 ７􀆰 ６７±２􀆰 ００＃＃

氢醌乳膏组 １􀆰 ６２±０􀆰 ６７∗∗

１ ∶ ２ 配伍低剂量组 ５􀆰 １１±２􀆰 ８９
１ ∶ ２ 配伍中剂量组 ２􀆰 ７５±１􀆰 ２３∗∗

１ ∶ ２ 配伍高剂量组 １􀆰 ８９±０􀆰 ６８∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２􀆰 ２　 川芎总生物碱⁃益母草总生物碱 １ ∶ ２ 配伍

对黄褐斑小鼠耳廓组织 ＳＯＤ 活性和 ＭＤＡ 水平的影

响　 与正常组比较， 模型组小鼠耳廓组织 ＳＯＤ 活

性降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ＭＤＡ 水平升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 氢醌乳膏组和 １ ∶ ２ 配伍各剂量组

小鼠耳廓组织 ＳＯＤ 活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＤＡ 水

平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ４。
表 ４　 川芎总生物碱⁃益母草总生物碱 １ ∶ ２ 配伍对黄褐斑小

鼠耳廓组织 ＳＯＤ 活性和 ＭＤＡ 水平的影响 （ ｘ± ｓ，

ｎ＝８）

组别
ＳＯＤ 活性 ／

（Ｕ·ｍｇ ｐｒｏｔ－１）

ＭＤＡ 水平 ／

（ｎｍｏｌ·ｍｇ－１）
正常组 ５􀆰 ７７±１􀆰 ３２ １􀆰 ７６±０􀆰 １５
模型组 ３􀆰 ７８±１􀆰 ０１＃＃ ２􀆰 ３９±０􀆰 ３４＃＃

氢醌乳膏组 ５􀆰 ９３±０􀆰 ８１∗∗ １􀆰 ２５±０􀆰 ４７∗∗

１ ∶ ２ 配伍低剂量组 ５􀆰 ７４±１􀆰 ２８∗∗ １􀆰 ９２±０􀆰 ４６∗

１ ∶ ２ 配伍中剂量组 ５􀆰 ４６±０􀆰 ８４∗∗ ２􀆰 ００±０􀆰 １８∗

１ ∶ ２ 配伍高剂量组 ５􀆰 ８５±０􀆰 ８２∗∗ １􀆰 ９８±０􀆰 ２７∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。
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３􀆰 ２􀆰 ３　 川芎总生物碱⁃益母草总生物碱 １ ∶ ２ 配伍

对黄褐斑小鼠耳廓组织 ＣＲＥＢ ／ ＭＩＴＦ 信号通路相关

蛋白表达的影响　 如图 ３、 表 ５ 所示， 与正常组比

较， 模型组小鼠耳廓组织 ｐ⁃ＣＲＥＢ、 ＴＲＰ１、 ＴＲＰ２、
ＭＩＴＦ、 ＴＹＲ 蛋白表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 氢醌乳膏组小鼠耳廓组织 ＴＲＰ１、
ＴＲＰ２、 ＭＩＴＦ、 ＴＹＲ 蛋白表达降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
１ ∶ ２ 配伍各剂量组小鼠耳廓组织 ｐ⁃ＣＲＥＢ、 ＴＲＰ１、
ＴＲＰ２、 ＭＩＴＦ、 ＴＹＲ 蛋白表达均降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）； 各组小鼠耳廓组织 ＣＲＥＢ 蛋白表达比较

无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
４　 讨论

中医素有 “有斑必有瘀， 无瘀不成斑” 之说，
认为在黄褐斑的发生发展中 “瘀” 是主要致病因

素， 即瘀血阻滞经络， 肌肤失养从而导致黄褐斑，
　 　 　

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为氢醌乳膏组， Ｄ～ Ｆ 分别

为 １ ∶ ２ 配伍低、 中、 高剂量组。

图 ３　 各组小鼠耳廓组织 ＣＲＥＢ、 ｐ⁃ＣＲＥＢ、 ＴＲＰ１、
ＴＲＰ２、 ＭＩＴＦ、 ＴＹＲ 蛋白条带图

表 ５　 川芎总生物碱⁃益母草总生物碱 １ ∶ ２ 配伍对黄褐斑小鼠耳廓组织 ＣＲＥＢ 信号通路相关蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＣＲＥＢ ／ ＧＡＰＤＨ ｐ⁃ＣＲＥＢ ／ ＧＡＰＤＨ ＴＲＰ１ ／ ＧＡＰＤＨ ＴＲＰ２ ／ ＧＡＰＤＨ ＭＩＴＦ ／ ＧＡＰＤＨ ＴＹＲ ／ ＧＡＰＤＨ

正常组 ０􀆰 ８７±０􀆰 ０２ １􀆰 ０１±０􀆰 ０１ ０􀆰 ８６±０􀆰 ０２ ０􀆰 ８２±０􀆰 ０７ ０􀆰 ６８±０􀆰 ０８ ０􀆰 ７８±０􀆰 ０６
模型组 ０􀆰 ８１±０􀆰 ０６ １􀆰 ２２±０􀆰 ０４＃ １􀆰 ０８±０􀆰 １３＃ １􀆰 ２１±０􀆰 １４＃＃ １􀆰 ０９±０􀆰 １４＃ １􀆰 ２６±０􀆰 １４＃

氢醌乳膏组 ０􀆰 ７６±０􀆰 ０４ １􀆰 ０６±０􀆰 ０７ ０􀆰 ８６±０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ９２±０􀆰 ０７∗ ０􀆰 ６３±０􀆰 １６∗ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０６∗

１ ∶ ２ 配伍低剂量组 ０􀆰 ７６±０􀆰 １２ ０􀆰 ９８±０􀆰 ０７∗∗ ０􀆰 ８６±０􀆰 ０５∗ ０􀆰 ７６±０􀆰 １１∗∗ ０􀆰 ５０±０􀆰 ０７∗∗ ０􀆰 ６６±０􀆰 ２１∗

１ ∶ ２ 配伍中剂量组 ０􀆰 ７１±０􀆰 ０９ ０􀆰 ９６±０􀆰 ０９∗∗ ０􀆰 ８６±０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ７９±０􀆰 ０８∗∗ ０􀆰 ５６±０􀆰 １９∗∗ ０􀆰 ５７±０􀆰 ２６∗∗

１ ∶ ２ 配伍高剂量组 ０􀆰 ７９±０􀆰 ０７ ０􀆰 ４７±０􀆰 ０４∗∗ ０􀆰 ８５±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ７２±０􀆰 １２∗∗ ０􀆰 ４５±０􀆰 １５∗∗ ０􀆰 ３５±０􀆰 １９∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

故而其基本治则为活血化瘀、 行气通络［１３］。 川芎

具有活血行气的功效， 在 《医方类聚》 的祛斑美

白的外用方中， 作为活血化瘀药被广泛使用［１４］。
现代研究发现， 川芎具有抗氧化能力、 美白、 抗衰

老等药理活性［１５］。 益母草具有活血调经的功效，
常作化妆品添加剂， 在抗衰老方面有显著的功

效［１６］。 由此可见， 益母草和川芎联合应用治疗黄

褐斑具有巨大的潜力。
本研究结果显示， 川芎总生物碱⁃益母草总生

物碱不同配伍比例均能有效抑制 Ｂ１６ 细胞增殖并

具有一定的协同作用， 且 １ ∶ ２ 配伍具有最优联合

效应， 该配伍比例对 Ｂ１６ 细胞 ＴＹＲ 活性以及黑色

素生成均有一定的抑制作用， 表明川芎总生物碱⁃
益母草总生物碱 １ ∶ ２ 配伍可能通过抑制 ＴＹＲ 活性

及降低黑色素生成等途径发挥美白功效。
研究表明， 黄褐斑患者体内的氧化和抗氧化水

平处于失衡状态， 氧自由基生成增加， 抗氧化酶活

性减弱， 这将导致生物膜的脂质过氧化， 损坏生物

膜的结构和功能［１７］。 ＭＤＡ、 ＳＯＤ 作为氧化应激指

标， 在机体氧化⁃抗氧化的平衡中发挥重要作用，
对减轻色素沉着， 治疗和预防黄褐斑具有重要作

用［１８］。 本研究发现， 模型组小鼠耳廓组织黑色素

分布增多， ＳＯＤ 活性降低， ＭＤＡ 水平升高， 提示

氧化应激水平提高。 川芎总生物碱⁃益母草总生物

碱 １ ∶ ２ 配伍给药可减少小鼠耳廓组织黑色素分布，
升高 ＳＯＤ 活性， 降低 ＭＤＡ 水平， 表明其能够改善

黄褐斑小鼠耳廓皮肤组织的氧化应激水平， 从而缓

解黄褐斑症状。
黑色素的生物合成过程涉及许多酶和化学催化

反应， ＴＹＲ 及其相关蛋白 ＴＲＰ１、 ＴＲＰ２ 等是黑色

素合成过程的关键［１９］。 黑色素生成过程始于 ＴＹＲ
催化 Ｌ⁃酪氨酸羟基化形成 Ｌ⁃ＤＯＰＡ， 随后 Ｌ⁃ＤＯＰＡ
氧化形成多巴醌 （ＤＱ）， ＤＱ 作为底物在 ＴＲＰ１ 和

ＴＲＰ２ 的催化下进行一系列反应， 合成 ２ 种类型的

黑色素 （褐黑素和真黑素） ［１６，２０］。 由 ＴＹＲ、 ＴＲＰ１
和 ＴＲＰ２ 介导的催化反应是黑色素合成中的限速步

骤， 因此， 抑制 ＴＹＲ 或其相关蛋白 ＴＲＰ１ 和 ＴＲＰ２
是阻断黑色素产生的关键策略。 ＭＩＴＦ 是已知对黑

色素细胞发育至关重要的小眼症转录因子家族中的

唯一成员， 也是控制 ＴＹＲ、 ＴＲＰ１、 ＴＲＰ２ 等酶表达

的关键转录因子［２１⁃２２］。 ＣＲＥＢ 转录因子家族成员的

磷酸化是转录激活 ＭＩＴＦ 表达的主要信号， 可调节
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ＭＩＴＦ 表达［２３］。 因此， ＣＲＥＢ ／ ＭＩＴＦ 通路的下调是

有效抑制黑色素生成的实用策略。 本研究结果显

示， 模型组小鼠耳廓组织 ｐ⁃ＣＲＥＢ、 ＴＲＰ１、 ＴＲＰ２、
ＭＩＴＦ、 ＴＹＲ 蛋白表达升高； 川芎总生物碱⁃益母草

总生 物 碱 １ ∶ ２ 配 伍 给 药 后 ｐ⁃ＣＲＥＢ、 ＴＲＰ１、
ＴＲＰ２、 ＭＩＴＦ、 ＴＹＲ 蛋白表达降低， 表明其可通过

抑制 ＣＲＥＢ ／ ＭＩＴＦ 信号通路活化来改善黄褐斑。
综上所述， 川芎总生物碱和益母草总生物碱配

伍可通过抑制 ＣＲＥＢ ／ ＭＩＴＦ 信号通路减少黑色素生

成， 从而发挥阻碍黄褐斑进展的作用。 本研究为川

芎和益母草的临床应用提供了新的科学依据， 但黄

褐斑的病理机制错综复杂， 仍需进一步深入探索，
以期为该配伍的制剂研发提供更为坚实的理论

支撑。
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ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐｅｐｔ Ｓｃｉ， ２０２４， ２５ （ ２ ）：
１８３⁃１８８．

［１８］ 　 Ｎｏｖａｅｓ Ｊ Ｆ， Ｆｉｌｇｕｅｉｒａｓ Ｍ Ｓ， Ｓｕｈｅｔｔ Ｌ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ａｄｉｐｏｓｉｔｙ ａｎｄ ａｄｉｐｏｋｉｎｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ａｎｔｉ⁃ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ Ｂｒａｚｉｌｉａｎ ｃｈｉｌｄｒｅｎ［ Ｊ］ ． Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ， ２０２３， １０９：
１１１９９３．

［１９］ 　 Ｌａｉ Ｘ Ｌ， Ｗｉｃｈｅｒｓ Ｈ Ｊ， Ｓｏｌｅｒ⁃Ｌｏｐｅｚ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ ａｎｄ ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］ ．
Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２０１８， ２４（１）： ４７⁃５５．

［２０］ 　 Ｄ’ｍｅｌｌｏ Ｓ Ａ， Ｆｉｎｌａｙ Ｇ Ｊ， Ｂａｇｕｌｅｙ Ｂ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｍｅｌａｎｏｇｅｎｅｓｉｓ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０１６， １７（７）：
１１４４．

［２１］ 　 Ｋｏ Ｈ Ｈ， Ｃｈａｎｇ Ｙ Ｔ， Ｋｏｕ Ｙ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｏｅｎｏｔｈｅｒａ ｌａｃｉｎｉａｔａ ｈｉｌｌ
ｅｘｔｒａｃｔｓ ｅｘｈｉｂｉｔｓ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｍｅｌａｎｏｇｅｎｅｓｉｓ
ｉｎ Ｂ１６⁃Ｆ１０ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＣＲＥＢ ／ ＭＩＴＦ ／ Ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ
ａｎｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｐ⁃ＥＲＫ ａｎｄ ｐ⁃ＪＮＫ ［ Ｊ ］ ． Ｐｌａｎｔｓ （ Ｂａｓｅｌ ），
２０２１， １０（４）： ７２７．

［２２］ 　 Ｌｅｖｙ Ｃ， Ｋｈａｌｅｄ Ｍ， Ｆｉｓｈｅｒ Ｄ Ｅ． ＭＩＴＦ： ｍａｓｔｅｒ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｏｆ
ｍｅｌａｎｏｃｙｔｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｍｅｌａｎｏｍａ ｏｎｃｏｇｅｎｅ［Ｊ］ ． Ｔｒｅｎｄｓ
Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２００６， １２（９）： ４０６⁃４１４．

［２３］ 　 Ｇｕｏ Ｌ， Ｙｉｎ Ｚ， Ｗｅｎ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｆｌｏｗｅｒ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ Ｐａｅｏｎｉａ
ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔａ ａｎｄ Ｐａｅｏｎｉａ ｏｓｔｉｉ ｉｎｈｉｂｉｔ ｍｅｌａｎｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｖｉａ
ｃＡＭＰ⁃ＣＲＥＢ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｅｌａｎｏｇｅｎｅｓｉｓ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ
ｍｕｒｉｎｅ Ｂ１６ ｍｅｌａｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］ ． Ｊ Ｆｏｏｄ Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２０１９，
４３（４）： ｅ１２７７７．
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