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甘草毛状根总黄酮提取条件优化

及３种甘草毛状根提取液成分和活性比较
曲红盼１，郝　晴１，韩雅蕾２，刘　蕾１，成志伟１

（１．北京工商大学化学与材料工程学院／北京市植物资源研究开发重点实验室，北京１０００４８；２．航天中心医院，北京 １０００４９）

　　摘要：以乌拉尔甘草毛状根为材料、总黄酮含量为指标，采用超声法提取，分别以提取溶剂、料液比、超声温度、超
声时间为单因素，确定影响提取率的因素与水平，通过正交法优化，确定提取工艺的最佳条件。采用比色法测定比较

３种甘草毛状根中总黄酮的含量，通过高效液相色谱法分析比较３种甘草毛状根中甘草苷、异甘草苷和光甘草定的含
量。通过红细胞溶血和鸡胚绒毛尿囊膜试验、ＤＰＰＨ自由基与ＡＢＴＳ自由基清除试验和酪氨酸酶酶活抑制试验，分别
比较３种甘草（乌拉尔甘草、光果甘草和胀果甘草）毛状根提取液的刺激性、体外抗氧化和抑制酪氨酸酶酶活的能力。
结果表明，在溶剂为７５％丙二醇、料液比１ｇ∶１５ｍＬ、超声温度５０℃、超声时间４０ｍｉｎ条件下，乌拉尔甘草毛状根总
黄酮提取率最高，为１．２５％。在３种甘草毛状根中，乌拉尔甘草毛状根中异甘草苷的含量最高，光果甘草毛状根中总
黄酮、甘草苷和光甘草定的含量均最高；３种甘草毛状根提取液（浓度≤６２５ｍｇ／Ｌ）对红细胞及鸡胚绒毛尿囊膜均无刺
激性；３种甘草毛状根提取液清除ＤＰＰＨ自由基的半抑制浓度（ＩＣ５０）依次为１１００、５７０、５４０ｍｇ／Ｌ，清除ＡＢＴＳ自由基的

ＩＣ５０依次为７４０、２３０、５９０ｍｇ／Ｌ；３种甘草毛状根提取液（浓度为６２５ｍｇ／Ｌ）对酪氨酸酶活性抑制率依次为（４９．５±

２３）％、（７６．６±３．５）％、（１７．９５±４．５）％。在３种甘草毛状根中提取液光果甘草的抗氧化及美白护肤活性最好。
　　关键词：甘草；毛状根；总黄酮；刺激性；抗氧化；酪氨酸酶
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甘草中次生代谢物的合成机制研究。Ｅ－ｍａｉｌ：１３１４６９１８７００＠
１６３．ｃｏｍ。
通信作者：成志伟，博士，副教授，主要从事植物次生代谢物的合成机

制研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｃｈｅｎｇｚｈｉｗｅｉ＠ｂｔｂｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　甘草是豆科甘草属多年生草本植物，收录于
２０２０年版《中国药典》（简称《药典》）的有 ３个品

种：乌拉尔甘草、光果甘草和胀果甘草［１］。甘草中

的活性成分主要有黄酮类、三萜类及多酚类等化合

物［２］，它们被广泛应用在工业产品中。在医药领

域，甘草苷具有抗抑郁和降血糖等作用［３］，异甘草

苷具有促进血管生成的作用［４］，光甘草定具有抗肿

瘤转移的作用［５］等；在烟草行业中，甘草根提取液

可改善烟草的吸味与口感［６－７］；在日化领域，甘草提

取液及其化合物（光甘草定、甘草酸二钾和甘草亭
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酸等）［８］具有抑制酪氨酸酶活性［９］、抗菌［１０］、抗

炎［１１］和抗氧化［１１］等功效。随着工业（医药、食品和

日化）生产对甘草原料需求的增长，野生甘草的过

度采挖及其生长环境的恶化，导致野生甘草资源日

渐枯竭，已被列为国家Ⅱ级濒危珍稀物种（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｉｐｌａｎｔ．ｃｎ／ｒｅｐ／ｐｒｏｔｌｉｓｔ）。通过发根农杆菌诱导
甘草产生毛状根［１２］是一种解决工业生产对甘草资

源需求的有效途径。

目前，对甘草毛状根的研究主要集中在比较其

与甘草药材［１３－１５］中次生代谢物［１２，１６－１７］含量差异

等。但是，系统性地比较３种不同品种甘草（乌拉
尔甘草、光果甘草和胀果甘草）毛状根的成分差异，

以及甘草毛状根提取液对皮肤的潜在护肤活性还

未见报道。因此，本研究采用单因素和正交试验对

超声法提取甘草毛状根中总黄酮条件进行优化，比

较３种甘草毛状根提取液中总黄酮及黄酮类化合物
（甘草苷、异甘草苷和光甘草定）的含量差异，并对

甘草毛状根提取液的刺激性、抗氧化和抑制酪氨酶

酶活能力进行比较，以期为甘草毛状根将来作为原

料在工业产品中的运用提供理论支持。

１　材料与方法

１．１　主要材料、试剂与仪器
甘草毛状根材料由笔者所在实验室诱导构建，

材料的诱导和品种背景鉴定参考 Ｋｈａｚａｅｉ等的方
法［１８－１９］。液态条件下培养收获的甘草毛状根材料

经真空冷冻干燥后，研磨成粉，１００目过筛备用。
乌拉尔甘草与光果甘草药材购置于河北省安

国中药材专业市场，甘草品种背景鉴定参考杨瑞等

的方法［１９］，甘草药材研磨成粉，１００目过筛备用。
甘草苷、异甘草苷、光甘草定，色谱纯，上海源

叶生物科技有限公司；乙腈，色谱纯，天津市永大化

学试剂有限公司生产；芸香苷、２，２－二（４－叔辛基
苯基）－１－苦肼基自由基（ＤＰＰＨ自由基）、维生素
Ｃ，梯希爱（上海）化成工业发展有限公司生产；亚硝
酸钠、硝酸铝、无水乙醇、氯化钠、氢氧化钠，分析

纯，北京化工厂生产；丙二醇、过硫酸钾，分析纯，上

海麦克林生化科技有限公司；奎诺二甲基丙烯酸酯

（ｔｒｏｌｏｘ）、２，２′－联氮双（３－乙基苯并噻唑啉 －６－
磺酸）二铵盐（ＡＢＴＳ）、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、酪
氨酸酶、Ｌ－酪氨酸，分析纯，上海阿拉丁生化科技
股份有限公司生产。

Ｕ３０００高效液相色谱，赛默飞世尔科技（中国）

有限公司生产；ＩｎｆｉｎｉｔｅＭ２００Ｐｒｏ多功能酶标仪，瑞
士Ｔｅｃａｎ公司；ＣＫ２０００高通量组织研磨仪，北京托
摩根生物科技有限公司生产；ＬＧＪ－１８型真空冷冻
干燥机，北京松源华兴科技发展有限公司生产；

ＫＱ５２００ＤＥ型数控超声波清洗器，昆山市超声波仪
器有限公司生产；ＱＢ－２０６多用途旋转摇床，其林
贝尔仪器制造有限公司生产；Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４２４Ｒ冷冻
离心机，德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ生产。
１．２　试验方法

２０２０年５月至２０２１年９月，于北京工商大学北
京市植物资源研究开发重点实验室开展相关试验。

１．２．１　超声法提取率的影响因素及其水平的确定
取１ｇ乌拉尔甘草毛状根粉末，在不同提取溶剂、料
液比、超声温度和超声时间下进行提取，１００００ｇ离
心１０ｍｉｎ，取上清溶液用于总黄酮提取率的测定。
根据上述单因素试验结果，用正交试验对其工艺参

数进行进一步优化，以明确该提取方法的最佳技术

参数。

１．２．２　成分测定
１．２．２．１　总黄酮含量的测定　采用 Ａｌ（ＮＯ３）３－
ＮａＮＯ２法

［２０］测定甘草毛状根总黄酮含量。精确量

取０、２５、５０、１００、１５０、２００μＬ芸香苷标准溶液
（１ｍｇ／ｍＬ）于２ｍＬ离心管，加入５％ ＮａＮＯ２溶液
５０μＬ，混匀后静置６ｍｉｎ；加入１０％ Ａｌ（ＮＯ３）３溶液
５０μＬ，混匀后静置 ６ｍｉｎ；加入 ５％ ＮａＯＨ溶液
５００μＬ，混匀后静置 １５ｍｉｎ；反应体系终体积用
７５％乙醇溶液定容至１ｍＬ。在５１０ｎｍ波长下测定
溶液的吸光度值。以吸光度值为纵坐标，芸香苷质

量浓度为横坐标绘制标准曲线。

取３种甘草毛状根提取液，按照上述步骤操作，
在５１０ｎｍ波长下测定溶液的吸光度。根据标准曲线
（回归方程为：ｙ＝０．００７６ｘ＋０．０３７３，ｒ２＝０．９９８９，表
明线性关系良好，线性范围２５～２００ｍｇ／Ｌ）分别计
算出３种甘草毛状根提取液中的总黄酮含量。
１．２．２．２　甘草苷、异甘草苷和光甘草定含量的测定
　甘草苷、异甘草苷和光甘草定的ＨＰＬＣ检测条件参
考周逸芝等的方法［２１］。色谱柱：ＴｈｅｒｍｏＨｙｐｅｒｓｉｌ－
ＫｅｙｓｔｏｎｅＣ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相为乙
腈（Ｍ）－０．０５％磷酸溶液（Ｎ），流动相比例 ０～
１５ｍｉｎ，２０％～２５％ Ｍ；１５～３０ｍｉｎ，２５％ ～４０％ Ｍ；
３０～４０ｍｉｎ，４０％ ～６０％ Ｍ；４０～４１ｍｉｎ，６５％ ～９５％
Ｍ；检测波长为２７６ｎｍ，流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３０℃。
根据标准曲线（甘草苷回归方程为：ｙ＝１．９１４４ｘ＋
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４９３２９，ｒ２＝０．９９９８，表明线性关系良好，线性范围
２～２０ｍｇ／Ｌ；异甘草苷回归方程为：ｙ＝１．００４９ｘ－
０．１４０４，ｒ２＝０．９９９７，表明线性关系良好，线性范围
１～１２ｍｇ／Ｌ；光甘草定回归方程为：ｙ＝０．３５１５ｘ－
０．１３７５，ｒ２＝０．９９８７，表明线性关系良好，线性范围
３～５０ｍｇ／Ｌ；）分别计算出３种甘草毛状根提取液
中的甘草苷、异甘草苷和光甘草定含量。

１．２．３　刺激性评价
１．２．３．１　红细胞溶血试验　红细胞（ＲＢＣ）溶血试
验可替代德莱塞测试（Ｄｒａｉｚｅｔｅｓｔ）眼刺激性试验，用
于检测化妆品原料的眼刺激性［２２］。检测 ＲＢＣ的完
整性样品ａ１：用ＰＢＳ（ｐＨ值 ＝７．４）配制系列梯度的
ＳＤＳ溶液（０～８０ｍｇ／Ｌ）；检测对ＲＢＣ刺激性的样品
ａ２：用ＰＢＳ（ｐＨ值＝７．４）将待测样品（７５％丙二醇和
甘草毛状根提取液）稀释系列浓度；阳性对照样品

ｂ：蒸馏水（溶血率１００％）；阴性对照样品ｃ：ＰＢＳ（溶
血率为０）。取上述样品溶液７５０μＬ和质量分数为
２％的红细胞悬液２５０μＬ混匀，１５０ｒ／ｍｉｎ摇床孵育
１ｈ。在波长５４０ｎｍ下测定溶液吸光度 Ｄａ１、Ｄａ２、Ｄｂ
和Ｄｃ，红细胞溶血率计算公式如下

［２３］：

溶血率＝（Ｄａｉ－Ｄｂ）／（Ｄｂ－Ｄｃ）×１００％（ｉ＝１，２）。

（１）
１．２．３．２　鸡胚绒毛尿囊膜试验　参考行业标准
ＳＮＴ２３２９—２００９《化妆品眼刺激性　腐蚀性的鸡胚
绒毛尿囊膜试验》［２４］，采用反应时间法进行试验：随

机选取５枚鸡胚，依次将３００μＬ的３种甘草毛状根
提取液、０．９％氯化钠溶液（阴性对照）和０．１ｍｏｌ／Ｌ
氢氧化钠溶液（阳性对照）滴加到鸡胚绒毛尿囊膜

表面，反应５ｍｉｎ，评估样品刺激性。评分标准采用
刺激评分（ＩＳ）法：ｓＨ（出血时间）即尿囊膜上观察到
开始发生出血的时间，ｓ；ｓＬ（血管融解时间）即尿囊
膜上观察到开始发生血管融解的时间，ｓ；ｓＣ（凝血时
间）即尿囊膜上观察到开始发生凝血的时间，ｓ。刺
激评分公式如下：

ＩＳ＝［（３０１－ｓＨ）×５＋（３０１－ｓＬ）×７＋（３０１－
ｓＣ）×９］／３００。 （２）
１．２．４　抗氧化能力评价
１．２．４．１　ＤＰＰＨ自由基清除能力测试　样品组Ａ１：
取５００μＬ甘草毛状根提取液与５００μＬＤＰＰＨ无水
乙醇溶液（２×１０－４ｍｏｌ／Ｌ）混合均匀；阴性对照 Ａ２：
取５００μＬ的７５％丙二醇与ＤＰＰＨ溶液混合均匀；样
品对照 Ａ３：取５００μＬ甘草毛状根提取液与无水乙
醇混合均匀。Ａ１、Ａ２和Ａ３室温避光反应３０ｍｉｎ，在

５１７ｎｍ波长下测定溶液的吸光度 Ｄ１、Ｄ２和 Ｄ３
［２５］。

对ＤＰＰＨ自由基的清除率的计算公式如下：
清除率＝（Ｄ２＋Ｄ３－Ｄ１）／Ａ２×１００％。 （３）

１．２．４．２　ＡＢＴＳ自由基清除能力测试　量取ＡＢＴＳ储
备液（７．４ｍｍｏｌ／Ｌ）与Ｋ２Ｓ２Ｏ８储备液（２．６ｍｍｏｌ／Ｌ）各
３ｍＬ，混合，避光静置１２ｈ，作为母液备用。用无水
乙醇将母液稀释，使其在波长７３４ｎｍ下的吸光度值
在０．７±０．０２范围内，即为 ＡＢＴＳ自由基工作液。
样品组 Ａ４：取 ０．８ｍＬ的 ＡＢＴＳ自由基工作液和
０．２ｍＬ的甘草毛状根提取液，混合均匀；阳性组
Ａ５：取 ０．８ｍＬ的 ＡＢＴＳ自由基工作液和０．２ｍＬ的
Ｔｒｏｌｏｘ，混合均匀；空白组 Ａ０：取０．８ｍＬ的 ＡＢＴＳ自
由基工作液和０．２ｍＬ的无水乙醇，混合均匀。上述
各组溶液室温静置１０ｍｉｎ，在７３４ｎｍ波长下测定吸
光度值 Ｄ４、Ｄ５和 Ｄ０

［２６］。对 ＡＢＴＳ自由基的清除率
计算公式如下：

清除率＝（Ｄ０－Ｄｉ）／Ｄ０×１００％（ｉ＝４，５）。（４）
１．２．５　美白功效评价
１．２．５．１　体外抑制酪氨酸酶活性试验　参考行业
标准Ｔ／ＳＨＲＨ０１５—２０１８《化妆品 －酪氨酸酶活性
抑制实验方法》［２７］，对３种甘草毛状根提取液的酪
氨酶活性抑制率进行测定。采用固定反应时间法，

按表１在 １０ｍＬ离心管中依次加入 Ｌ－酪氨酸
（００５％）、提取液和ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ值６．８），３７℃
孵育１０ｍｉｎ；再依次加入酪氨酸酶（２００Ｕ／ｍＬ），混
匀，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ，在 ４７５ｎｍ波长下测定吸光
度［２８］。酪氨酸酶活性抑制率计算公式如下：

抑制率＝［１－（ＤＣ－ＤＤ）／（ＤＡ－ＤＢ）］×１００％。

（５）
表１　酪氨酸酶抑制试验反应体系

反应液
体积（ｍＬ）

Ｌ－酪氨酸 提取液 ＰＢＳ缓冲液 酪氨酸酶

Ａ １．６ ０ ３．０ １．０

Ｂ １．６ ０ ４．０ ０．０

Ｃ １．６ １．６ １．４ １．０

Ｄ １．６ １．６ ２．４ ０．０

２　结果与分析

２．１　超声法提取率的影响因素及其水平的确定
选用研磨好的乌拉尔甘草毛状根作为材料，确

定超声法中溶剂、料液比、超声温度和超声时间各

因素对总黄酮的提取率影响水平，优化总黄酮的提

取条件。

—７５１—江苏农业科学　２０２２年第５０卷第４期



２．１．１　溶剂对提取率的影响　提取溶剂对乌拉尔
毛状根中总黄酮提取率的影响见图１－Ａ。在料液
比１ｇ∶１５ｍＬ、超声温度５０℃、超声时间３０ｍｉｎ的
条件下，不同溶剂对乌拉尔甘草毛状根中总黄酮的

提取率差异显著（Ｐ＜０．０５），从高到低依次为７５％
丙二醇＞７５％丁二醇 ＞７５％乙醇 ＞水。因此，选择
７５％丁二醇、７５％乙醇和７５％丙二醇３种溶剂用于
后续正交试验。

２．１．２　料液比对提取率的影响　在以７５％丙二醇
为溶剂、超声温度 ５０℃、超声时间 ３０ｍｉｎ的条件
下，不同料液比对乌拉尔甘草毛状根中总黄酮的提

取率（图１－Ｂ）差异显著（Ｐ＜０．０５），随着溶剂的增
加，总黄酮提取率呈先升高后降低的趋势，当料液

比为 １ｇ∶１５ｍＬ时，总黄酮提取率最高，为
０７９４％。因此，选择 １ｇ∶１０ｍＬ、１ｇ∶１５ｍＬ和
１ｇ∶２０ｍＬ等３个料液比进行后续的正交试验。

２．１．３　超声温度对提取率的影响　在以７５％丙二
醇为溶剂、料液比１ｇ∶１５ｍＬ、超声时间３０ｍｉｎ的
条件下，不同超声温度对乌拉尔甘草毛状根中总黄

酮的提取率（图１－Ｃ）差异显著（Ｐ＜０．０５），随着超
声温度的升高，总黄酮提取率呈先升高后降低的趋

势，当超声温度为５０℃时，总黄酮提取率最高，为
０．９０５％。因此，选择４０、５０、６０℃等３个不同温度
进行后续正交试验。

２．１．４　超声时间对提取率的影响　在以７５％丙二
醇为溶剂、料液比１ｇ∶１５ｍＬ、超声温度５０℃的条
件下，不同超声时间对乌拉尔甘草毛状根中总黄酮

的提取率（图１－Ｄ）差异显著（Ｐ＜０．０５），随着超声
时间的增加，总黄酮提取率呈先升高后降低的趋

势，当超声时间为３０ｍｉｎ时，总黄酮提取率最高，为
０．７８５％。因此，选择２０、３０、４０ｍｉｎ等３个超声时
间进行后续正交试验。

２．１．５　正交优化　根据单因素试验结果可知，因素
Ａ（提取溶剂）、Ｂ（料液比）、Ｃ（超声温度）、Ｄ（超声
时间）均会影响乌拉尔甘草毛状根中总黄酮的提取

率，所以选择以上４种因素进行正交试验（表２），试
验结果见表３。不同因素对乌拉尔甘草毛状根中总
黄酮提取率的影响主次顺序为 Ｃ＞Ｄ＞Ｂ＞Ａ，即对

乌拉尔甘草毛状根中总黄酮提取率影响最大的因

素为超声温度，其次是超声时间、料液比和提取溶

剂。在此基础上，对同一因素的３个水平进行比较，
对乌拉尔甘草毛状根中总黄酮提取率的影响依次

为Ａ２＞Ａ１＞Ａ３、Ｂ２＞Ｂ３＞Ｂ１、Ｃ２＞Ｃ３＞Ｃ１、Ｄ３＞
Ｄ２＞Ｄ１。综上所述，对乌拉尔甘草毛状根中总黄酮
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提取率的最佳水平组合为Ａ２Ｂ２Ｃ２Ｄ３，即在超声提取
中，溶剂为７５％丙二醇，料液比１ｇ∶１５ｍＬ，超声温
度５０℃，超声时间４０ｍｉｎ。

按最佳提取条件进行验证试验，乌拉尔甘草毛

状根总黄酮提取率为１．２５％，高于正交试验中的９
个组合试验结果，表明试验方案可行。

表２　甘草毛状根中总黄酮提取条件的正交设计试验因素与水平

水平 Ａ：提取溶剂 Ｂ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｃ：超声温度
（℃）

Ｄ：超声时间
（ｍｉｎ）

１ ７５％丁二醇 １∶１０ ４０ ２０

２ ７５％丙二醇 １∶１５ ５０ ３０

３ ７５％乙醇 １∶２０ ６０ ４０

表３　甘草毛状根中总黄酮提取工艺条件优化的正交试验结果

序号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 总黄酮

提取率（％）

１ １ １ １ １ ０．５５

２ １ ２ ２ ２ １．０７

３ １ ３ ３ ３ １．０２

４ ２ １ ２ ３ １．０９

５ ２ ２ ３ ２ １．１８

６ ２ ３ １ １ ０．９０

７ ３ １ ３ ２ ０．７６

８ ３ ２ ２ ３ １．０１

９ ３ ３ １ １ ０．６５

ｋ１ ０．８８００ ０．８０００ ０．７０００ ０．７０００

ｋ２ １．０５６７ １．０８６７ １．０５６７ １．００３３

ｋ３ ０．８０６７ ０．８５６７ ０．９８６７ １．０４００

Ｒ ０．２５００ ０．２８６７ ０．３５６７ ０．３４００

２．２　３种甘草毛状根中成分含量的比较
２．２．１　总黄酮含量比较　按照“２．１．５”节正交优
化条件，分别对３种甘草毛状根中的总黄酮进行提
取，比较提取液中总黄酮的含量，结果见图２。乌拉
尔甘草（简称“乌拉尔”）、光果甘草（简称“光果”）

和胀果甘草（简称“胀果”）３种甘草毛状根中的总
黄酮含量依次为（１２．４８±１．２６）、（４２．０３±１．４７）、
（３０．３２±１．６７）ｍｇ／ｇ。总黄酮在３种甘草毛状根中
的含量存在显著差异（Ｐ＜０．０５），其中光果中的总黄
酮含量最高，分别比乌拉尔和胀果中的总黄酮含量

高２３６．７８％、３８．６２％。表明３种甘草毛状根中总
黄酮含量从高到低依次为光果＞胀果＞乌拉尔。
２．２．２　甘草苷、异甘草苷和光甘草定黄酮类成分含
量比较　在比较甘草毛状根总黄酮含量的基础上，
选取了具有代表性的甘草黄酮类成分进行比较，其

中甘草苷［２９］和异甘草苷［３０］具有良好的抗氧化活

性，光甘草定具有抑制酪氨酸酶活性调控黑色素生

成的活性［３１］。

采用ＨＰＬＣ分别测定它们在３种甘草毛状根提
取液中的含量，测定结果见图３，甘草苷在３种甘草
毛状根中含量依次为（５．５７±１．９６）、（５９２±
１７７）、（０．８９±０．１０）ｍｇ／ｇ，其在３种甘草毛状根
中的含量存在显著差异（Ｐ＜０．０５），光果中的甘草
苷含量最高，分别比乌拉尔、胀果中甘草苷含量高

６．２８％、５６５．１７％。异甘草苷在３个甘草毛状根中
含量依次为（３．８±０．０７）、（０．７１±０．０９）、（０．７３±
０．０３）ｍｇ／ｇ，乌拉尔中的异甘草苷显著高于其他甘
草毛状根，分别比光果、胀果中的异甘草苷含量高

４３５．２１％、４２０．５５％。光甘草定在３种甘草毛状根
中含量依次为（０．４９±０．０２）ｍｇ／ｇ、（１３．７１±
０．８６）ｍｇ／ｇ、Ｎ．Ｄ．（未检出），光甘草定在３种甘草
毛状根中的含量差异显著（Ｐ＜０．０５），光果中的光
甘草定含量最高，比乌拉尔中的光甘草定含量高

２６９７．９５％，胀果中光甘草定含量低于仪器检出量。
表明３种甘草毛状根中甘草苷含量依次表现为

光果≈乌拉尔＞胀果；异甘草苷含量依次表现为乌
拉尔 ＞光果≈胀果；光甘草定含量依次表现为光
果＞乌拉尔＞胀果。
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２．３　甘草毛状根的刺激性
２．３．１　甘草毛状根提取液对红细胞的溶血率　首
先采用红细胞溶血试验测定提取溶剂丙二醇的安

全浓度，当丙二醇终浓度≤１５％时，红细胞溶血率低
于５％，无刺激性（图４）。因此，对甘草毛状根提取
液进行稀释，即将甘草毛状根提取液稀释后使丙二

醇的终浓度≤１５％。

　　分别对浓度为 ２０００ｍｇ／Ｌ（丙二醇浓度为
１５％）、１２５０ｍｇ／Ｌ（丙二醇浓度为 ９．３８％）、
６２５ｍｇ／Ｌ（丙二醇浓度为４．６９％）的甘草毛状根提
取液进行红细胞溶血率测定，试验结果见表４。当
甘草毛状根提取液浓度为２０００ｍｇ／Ｌ时，乌拉尔、
光果和胀果提取液对红细胞的溶血率依次为

（８２３２±４．８３）％、（９０．４９±２．４３）％、（７６．１１±
４４８）％，对红细胞的溶血率均高于５％，有强刺激
性；当甘草毛状根提取液浓度为１２５０ｍｇ／Ｌ时，乌
拉尔、光果、胀果提取液对红细胞的溶血率依次为

（３５８±１．２１）％、（６．２４±０．８６）％、（７．９５±

１５２）％，光果、胀果对红细胞的溶血率均高于５％，
有刺激性；当甘草毛状根提取液浓度为 ６２５ｍｇ／Ｌ
时，乌拉尔、光果、胀果提取液对红细胞的溶血率依

次为（２１９±１．０５）％、（２．５５±０．３９）％、（３．９５±
１１９）％，对红细胞的溶血率都低于５％，无刺激性。

表４　不同浓度３种甘草毛状根提取液对红细胞的溶血率

丙二醇浓度

（％）
提取液浓度

（ｍｇ／Ｌ）
红细胞溶血率（％）

乌拉尔 光果 胀果

１５．００ ２０００ ８２．３２±４．８３９０．４９±２．４３７６．１１±４．４８

９．３８ １２５０ ３．５８±１．２１ ６．２４±０．８６ ７．９５±１．５２

４．６９ ６２５ ２．１９±１．０５ ２．５５±０．３９ ３．９５±１．１９

２．３．２　甘草毛状根提取液对鸡胚绒毛尿囊膜的刺
激性　在红细胞溶血试验结果的基础上，评测甘草
毛状根提取液（浓度为６２５ｍｇ／Ｌ）对鸡胚绒毛尿囊
膜的刺激性，试验结果见图５。供试溶液刺激鸡胚
尿囊膜血管５ｍｉｎ后，阳性对照（０．１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化
钠）出现严重溶血、重度凝血及重度血管溶解现象；

而供试样品（浓度为６２５ｍｇ／Ｌ的３种甘草毛状根提
取液）与阴性对照（０．９％氯化钠溶液）均无出血、凝
血和血管融解现象。根据刺激评分 ＩＳ数值，ＩＳ＜１
为无刺激性，１≤ＩＳ＜５为轻刺激性，５≤ＩＳ＜９为中
度刺激性，ＩＳ≥１０为强刺激性。通过计算，ＩＳ计算
结果见表５，阴性对照的 ＩＳ为０，表现为无刺激性；
阳性对照的ＩＳ为１８．５９，表现为强刺激性，说明试验
结果符合预期是可接受的。３种甘草毛状根提取液
的ＩＳ值均小于１，说明浓度在６２５ｍｇ／Ｌ，时甘草毛
状根提取液对鸡胚绒毛尿囊膜均无刺激性。

２．４　甘草毛状根提取液的抗氧化的能力
为了阐明甘草毛状根提取液的抗氧化护肤功

效，采用ＤＰＰＨ自由基和ＡＢＴＳ自由基清除试验对３

种甘草毛状根提取液的抗氧化能力进行体外评测。

２．４．１　甘草毛状根提取液清除 ＤＰＰＨ自由基的能
力　３种甘草毛状根提取液对ＤＰＰＨ自由基的清除
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表５　不同样品对鸡胚绒毛尿囊膜的刺激性评分

样品 ｓＨ ｓＬ ｓＣ ＩＳ值 刺激分级

０．９％氯化钠 ３０１ ３０１ ３０１ ０．００ 无刺激性

０．１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠 ５ ３２ ５５ １８．５９ 强刺激性

乌拉尔 ２５９ ３０１ ３０１ ０．７０ 无刺激性

光果 ２５２ ３０１ ３０１ ０．８２ 无刺激性

胀果 ２５８ ３０１ ３０１ ０．７２ 无刺激性

能力结果见图 ６，乌拉尔、光果、胀果提取液清除
ＤＰＰＨ自由基的ＩＣ５０依次为１１００、５７０、５４０ｍｇ／Ｌ，３
种甘草毛状根提取液清除ＤＰＰＨ自由基的能力具有
显著差异（Ｐ＜０．０５），从高到低依次为胀果 ＞光
果＞乌拉尔。与同提取条件制备的乌拉尔甘草药
材提取液相比较，３种甘草毛状根提取液对 ＤＰＰＨ
自由基的清除能力均更强（ＩＣ５０＝１３１０ｍｇ／Ｌ）。

２．４．２　甘草毛状根提取液清除 ＡＢＴＳ自由基的能
力　３种甘草毛状根提取液对 ＡＢＴＳ自由基的清除
能力结果见图７，乌拉尔、光果、胀果提取液对清除
ＡＢＴＳ自由基的ＩＣ５０依次为７４０、２３０、５９０ｍｇ／Ｌ，３种
甘草毛状根提取液对清除ＡＢＴＳ自由基的能力具有
显著差异（Ｐ＜０．０５），从高到低依次为光果 ＞胀
果＞乌拉尔。与同提取条件制备的乌拉尔甘草药
材提取液相比较，３种甘草毛状根提取液对ＡＢＴＳ自
由基的清除能力均更强（ＩＣ５０＝２１１０ｍｇ／Ｌ）。

２．５　甘草毛状根提取液抑制酪氨酸酶的能力
根据“２．３”节筛选出的甘草毛状根提取液安全

浓度（６２５ｍｇ／Ｌ）进行抑制酪氨酸酶能力的测定，试
验结果见图８。乌拉尔、光果和胀果３种甘草毛状
根提取液对酪氨酸酶活性抑制率依次为（４９．５±
２３）％、（７６．６±３．５）％、（１７．９５±４．５）％。３种甘
草毛状根提取液对酪氨酸酶活性的抑制率具有显

著差异（Ｐ＜０．０５），从高到低依次为光果 ＞乌拉
尔＞胀果。选用已有报道光甘草定含量最高的光
果甘草药材作为对照［３２］，在相同提取条件下制备光

果甘草药材提取液，结果见图８，光果提取液浓度为
６２５ｍｇ／Ｌ的抑制率为（７６．６±３．５）％对酪氨酸酶
的抑制率显著高于光果甘草药材提取液浓度为

６２５ｍｇ／Ｌ，抑制率为（４４．４±５．９）％。表明３种甘
草毛状根提取液中光果对酪氨酸酶的抑制能力

最强。

３　结论

采用单因素试验和正交试验，确定甘草毛状根

的最佳提取条件：提取溶剂为７５％丙二醇，料液比
为１ｇ∶１５ｍＬ，超声温度为 ５０℃，超声时间为
３０ｍｉｎ。３种甘草毛状根中的总黄酮含量存在显著
差异（Ｐ＜００５），光果中总黄酮含量最高，胀果次
之，乌拉尔中含量最低。其次，光果与乌拉尔中的

甘草苷含量相当，均高于胀果；胀果与光果中的异

甘草苷含量相当，均低于乌拉尔；光果中的光甘草

定含量最显著高于乌拉尔和胀果。

３种甘草毛状根提取液浓度不高于 ６２５ｍｇ／Ｌ
时，提取液对红细胞与鸡胚绒毛尿囊膜均无刺激

性。３种甘草毛状根提取液对 ＤＰＰＨ自由基的清除
能力由强到弱依次为胀果、光果、乌拉尔；对 ＡＢＴＳ
自由基的清除能力由强到弱依次为光果、胀果、乌

拉尔，光果和胀果对 ＤＰＰＨ和 ＡＢＴＳ自由基具有较
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好的清除能力。３种甘草毛状根提取液抑制酪氨酸
酶能力从高到低依次为光果、乌拉尔、胀果，光果对

酪氨酸酶的抑制能力优于光果甘草药材，说明光果

提取液具有较好的美白护肤功效。

本研究结果显示，３种甘草毛状根提取液中光
果在抗氧化及美白护肤活性上均优于乌拉尔和

胀果。
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（１）：１１５－１２４．

［２３］王　东，马金凤，蔡明旭，等．咖啡酰氨基酸乙酯的合成及其抗

氧化活性［Ｊ］．精细化工，２０１９，３６（３）：４９４－４９８．

［２４］国家质量监督检验检疫总局．化妆品眼刺激性／腐蚀性的鸡胚

绒毛尿囊试验：ＳＮ／Ｔ２３２９—２００９［Ｓ］．北京：中国标准出版

社，２００９．

［２５］贾冬英，曹冬冬，姚　开．荸荠皮提取物对ＤＰＰＨ自由基清除活

性［Ｊ］．天然产物研究与开发，２００７，１９（５）：７４５－７４７．

［２６］ＺｏｕＪ，ＨｕａｎｇＹ Ｘ，Ｚｈｕ Ｌ Ｒ，ｅｔａｌ． Ｍｕｌｔｉ－ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ

ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｉｃｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆｐｅｒｓｕｌｆａｔｅｓｕｓｉｎｇ２，２′－ａｚｉｎｏ－

ｂｉｓ（３－ｅｔｈｙｌｂｅｎｚｏｔｈｉａｚｏｌｉｎｅ－６－ｓｕｌｆｏｎａｔｅ）（ＡＢＴＳ）ａｓｉｎｄｉｃａｔｏｒ

［Ｊ］．ＳｐｅｃｔｒｏｃｈｉｍｉｃａＡｃｔａ，２０１９，２１６：２１４－２２０．

［２７］上海日用化学品行业协会．化妆品－酪氨酸酶活性抑制实验方

法：Ｔ／ＳＨＲＨ０１５—２０１８［Ｓ］．上海：上海日用化学品行业协

会，２０１８．

［２８］ＣｈａｖｅｓＯＡ，ｄｅＯｌｉｖｅｉｒａＭＣＣ，ｄｅＳａｌｌｅｓＣＭＣ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ， ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ， ａｎｄ ＨＳＡ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ

ｄｉｏｘｉｄｏｖａｎａｄｉｕｍ（Ｖ）ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ：Ａｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｎｄｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ

ａｐｐｒｏａｃｈ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｎｏｒｇａｎｉｃ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１９，２００：

１１０８００．　

［２９］张丽宏，傅　云，廖　建，等．甘草苷抑制ＵＶＢ诱导ＨａＣａＴ细胞

凋亡的体外研究［Ｊ］．中药材，２０１７，４０（１１）：２６７２－２６７６．

［３０］刘靖丽，权　彦，闫　浩，等．基于ＤＦＴ方法研究甘草中黄酮类

化合物的抗氧化活性［Ｊ］．当代化工，２０２０，４９（１０）：２１６３－

２１６６，２１７０．

［３１］ＣｈｅｎＪＭ，ＦａｎｇＱＹ，ＬｉｕＳＱ，ｅｔａｌ．Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓｏｆｓｅｖｅｒａｌｆａｃｔｏｒｓｏｎ

ｔｈｅｐｈｏｔｏｌｙｓｉｓｏｆｇｌａｂｒｉｄｉｎｕｎｄｅｒＵＶｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ＰｈｏｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＰｈｏｔｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１７，３３９：１２－１８．

［３２］张兴琪，何敬愉，龚盛昭，等．不同种类甘草成分及美白抗敏活

性差异研究［Ｊ］．日用化学工业，２０２１，５１（７）：６４８－６５４．
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