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摘要：目的　设计优化３ＯＨ根皮苷酶法制备工艺，探究３ＯＨ根皮苷体内抗白癜风活性，为实现３ＯＨ根皮苷的量产及白癜风
防治提供科学依据。方法　以湖北海棠嫩叶水提液中根皮苷为底物，在含抗坏血酸、多酚氧化酶（ＰＰＯ）粗酶液的体系中制备
３ＯＨ根皮苷。以３ＯＨ根皮苷的摩尔产率为指标，选取根皮苷浓度、ｐＨ、温度、反应时间、抗坏血酸浓度、酶浓度、搅拌速度等
因素，通过单因素试验、普拉克特伯曼（ＰＢ）试验、最陡爬坡试验、中心综合设计（ＣＣＤ）效应面法等方法，优化３ＯＨ根皮苷制
备工艺条件，反应体系放大至２５０Ｌ验证制备工艺可行性。外用氢醌乳膏涂抹Ｃ５７ＢＬ／６小鼠背部皮肤构建白癜风模型，连续
造模７５ｄ，造模第２０天将小鼠随机分为空白组、模型组、阳性药８甲氧补骨脂素组（８ｍｏｐ，４２５ｍｇ·ｋｇ－１）、３ＯＨ根皮苷低、
中、高剂量组（１０、２０、４０ｍｇ·ｋｇ－１），灌胃给药５５ｄ，各组小鼠每５ｄ脱毛１次，同时对造模区域进行摄像，毛发脱色评分。给药
结束后摘眼球取血，使用试剂盒检测小鼠血清酪氨酸酶（ＴＹＲ）、胆碱酯酶（ＣＨＥ）活性、丙二醛（ＭＤＡ）含量。取小鼠背部皮损
处皮肤，切片经苏木精伊红（ＨＥ）染色，在光学显微镜下观察５０个毛囊，对含有黑色素的毛囊进行计数。结果　３ＯＨ根皮苷
的最佳制备工艺为：根皮苷１７０ｍｍｏｌ·Ｌ－１、反应时间６０ｈ、ＰＰＯ浓度２５０Ｕ·ｍＬ－１。放大实验，反应液经大孔树脂除杂，浓缩，
干燥得纯度为７０３２％的３ＯＨ根皮苷粗品３３４８０ｇ，提取率为８３７％，进一步分离纯化可得到纯度为９８１０％的３ＯＨ根皮苷纯
品，得率为６８５０％。体内活性实验表明，与模型组相比，３ＯＨ根皮苷低、中、高剂量组小鼠毛发脱色情况显著改善，毛发脱色评
分显著降低（Ｐ＜００５）、血清ＭＤＡ含量、ＣＨＥ活性显著降低（Ｐ＜００５），含黑色素毛囊个数、血清ＴＹＲ活性显著上升（Ｐ＜００５）。
结论　可通过湖北海棠嫩叶水提液酶法高效提取制备３ＯＨ根皮苷，且具有量化生产的可行性。３ＯＨ根皮苷具有治疗白癜风的
活性，其作用机制与提升酪氨酸酶活性，增加黑色素合成；改善氧化应激损伤，延缓白癜风的发展相关。
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ｃａｎｔｄｅｃｒｅａｓｅｉｎｈａｉｒｄｅｃｏｌｏｒａｔｉｏｎｓｃｏｒｅｓ，ｓｅｒｕｍＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔａｎｄＣＨＥａｃｔｉｖｉｔｙ（Ｐ＜００５）ａｎｄａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｍｅｌａｎｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｈａｉｒｆｏｌｌｉｃｌｅｓａｎｄｓｅｒｕｍＴＹＲａｃｔｉｖｉｔｙ（Ｐ＜００５）ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　３ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｌｏｒｉｄｚｉｎｃａｎｂｅｐｒｅｐａｒｅｄｂｙｅｎｚｙ
ｍａｔｉｃｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅａｑｕｅｏｕｓｅｘｔｒａｃｔｏｆｙｏｕｎｇｌｅａｖｅｓｏｆＭａｌｕｓｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓ，ａｎｄｔｈｅｍｅｔｈｏｄｈａｓｔｈｅｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｒｏｄｕｃ
ｔｉｏｎ３ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｌｏｒｉｄｚｉｎｈａｓｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｆｏｒｖｉｔｉｌｉｇｏ，ａｎｄｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆａｃｔｉｏｎｉｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｏｆｔｙｒｏｓｉｎａｓｅａｃｔｉｖ
ｉｔｙｔｏｉｎｃｒｅａｓｅｍｅｌａｎｉｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｏｆｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｄａｍａｇｅｔｏｓｌｏｗｄｏｗｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｖｉｔｉｌｉｇｏ．
ＫＥＹＷＯＲＤＳ：３ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｌｏｒｉｄｚｉｎ；Ｍａｌｕｓｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓ；ｖｉｔｉｌｉｇｏ；ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ

　　白癜风（ｖｉｔｉｌｉｇｏ）是一种常见的获得性色素脱失
皮肤病，由皮肤黑色素细胞减少或功能丧失引起，全

球患病率在０５％～２％之间［１］。临床上表现为皮肤

或黏膜部位发生白斑，严重影响了患者的容貌和心理

健康，且随着生活节奏加快，精神压力增加，白癜风的

发病率逐年升高。临床治疗白癜风以口服糖皮质激

素、免疫抑制剂、维生素 Ｄ３衍生物、抗氧化剂等为
主［２］，短期内疗效显著，但病情易反复且不良反应较

高。中医药在预防和治疗白癜风方面具有安全有效

的独特优势，近年来，随着研究不断深入，越来越多的

单味中药、中药单体成分及复方被证实可以通过调节

自身免疫、改善黑色素细胞功能，降低氧化应激水平、

提高酪氨酸酶活性等多种机制发挥治疗作用［３］。

湖北海棠［Ｍａｌｕｓｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓ（Ｐａｍｐ．）Ｒｅｈｄ．］又
名茶海棠、林檎茶、花红茶，其干燥嫩叶作为茶叶饮

用已有千年历史。湖北海棠是土家族常用药，主要

成分根皮苷［４］（ｐｈｌｏｒｉｄｚｉｎ）具有抗氧化［５］、降血

糖［６］、抗肿瘤［７］、抑菌［８］等多种药理作用，３ＯＨ
（３ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｌｏｒｉｄｚｉｎ）根皮苷也是湖北海棠有效成
分，其邻苯二酚的结构使得抗氧化能力强于根皮

苷［９］，还具有降血糖［１０］、降尿酸［１１］、类雌激素［１２］等

功效。根皮苷对酪氨酸酶有显著的抑制作用，已用

于美白产品［１３］。前期通过反选法研究发现３ＯＨ根
皮苷对酪氨酸酶有显著的激活作用，可能具有治疗

白癜风的应用潜质。因此本研究以湖北海棠嫩叶为

原料，优化多酚氧化酶氧化根皮苷制备３ＯＨ根皮
苷的工艺，并探究其对白癜风小鼠的治疗作用，以期

为湖北海棠定向加工和３ＯＨ根皮苷的拓展应用提
供依据，为湖北海棠的可持续利用提供思路。

１　材　料
１１　药物与试剂

湖北海棠嫩叶，采于湖北省长阳土家族自治县，

由三峡大学王玉兵教授鉴定基源为湖北海棠［Ｍａｌｕｓ
ｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓ（Ｐａｍｐ．）Ｒｅｈｄ．］；双孢菇（郑州启涵食品
有限公司）；根皮苷对照品（纯度≥９８％）、３ＯＨ根
皮苷对照品（纯度≥９８％）（三峡大学天然产物研究
与利用湖北省重点实验室）；甲醇、乙腈（色谱纯）；邻

苯二酚、氢氧化钠、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、二甲基

亚砜（ＤＭＳＯ）（国药集团化学试剂有限公司）；抗坏血
酸（西陇科学股份有限公司）；酪氨酸酶（ＴＹＲ）试剂
盒（索莱宝生物科技有限公司）；胆碱酯酶（ＣＨＥ）试
剂盒、丙二醛（ＭＤＡ）试剂盒（南京建成生物工程研究
所）；脱毛膏（南京同仁堂健康产业有限公司）；８甲氧
补骨脂素（批号Ｌｃ１２３００７４）（上海皓鸿生物医药科技
有限公司）。

１２　仪器
Ｑ／ＳＧＹＭ１００９型万分之一电子天平（奥豪斯仪

器上海有限公司）；艾科浦超纯水系统（艾科浦国际

有限公司）；ＬＫＱ４００ＤＢ型数控超声波清洗器（昆山
市超声仪器有限公司）；ＬＣ２０３０Ｃ３ＤＰｌｕｓ型高效液
相色谱仪（岛津公司）；ＣＯＳＭＯＳＩＬＣ１８色谱柱（日本
ＮａｃａｌａｉＴｅｓｑｕｅ）；ＨＰＸ９０５２型 ＭＢＥ数显电热培养
箱（上海博讯实业有限公司医疗设备厂）；小型多功

能提取罐 ＴＱ３００、全钢立式卫生级胶体磨 ＪＭＬ８０
（郑州玉祥机械设备有限公司）。

１３　动物
４０只 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，雄性，４周龄，体质量

（１４±２）ｇ，由三峡大学动物实验中心提供，实验动
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物生产许可证号 ＳＣＸＫ（鄂）２０２２００１２，实验动物设
施使用许可证号 ＳＹＸＫ（鄂）２０２２００６１，动物伦理审
查批准编号２０２３０２０Ｘ，动物实验中心ＳＰＦ级动物实
验室，饲养条件：相对湿度 （５５±５）％、温度
２０～２５℃，自由进食、饮水。

２　方　法
２１　酶法制备３ＯＨ根皮苷
２１１　湖北海棠嫩叶水提液制备　取湖北海棠嫩
叶１００ｇ，９８℃回流提取２次，第１次加１２倍水，第
２次加８倍水，过滤，合并滤液［１４］，得到含生药质量

浓度为５０ｍｇ·ｍＬ－１的湖北海棠嫩叶水提液２Ｌ，高
效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定湖北海棠嫩叶水提液中
根皮苷的含量，然后取该水提液梯度稀释为不同浓

度，用于后续工艺优化实验。

２１２　多酚氧化酶（ＰＰＯ）粗酶液提取及活性测定
　精确称取新鲜双孢菇１００ｇ，洗净切碎，加入预冷
的磷酸缓冲液２００ｍＬ（ｐＨ７０，０１ｍｏｌ·Ｌ－１），低
温磨浆，纱布过滤，得ＰＰＯ粗酶液，分装进２０ｍＬ离
心管中－２０℃冷冻储藏，取用时避免反复冻融。

ＰＰＯ活性的测定：取１ｍＬ浓度为０１ｍｏｌ·Ｌ－１

的邻苯二酚加入１０ｍＬ试管中，加入ｐＨ７０磷酸缓
冲液４ｍＬ混匀，加 ＰＰＯ粗酶液１ｍＬ。以磷酸缓冲
液作为空白对照，在４２０ｎｍ处测定反应体系的吸光
度值，每３０ｓ记录一次。将每分钟增加０００１的吸
光度值定义为１个酶活力单位（Ｕ）［１５］。
２１３　湖北海棠嫩叶水提液酶法制备３ＯＨ根皮
苷　取湖北海棠嫩叶水提液２４ｍＬ，加入抗坏血酸
（２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１），ＮａＯＨ水溶液（１０ｍｏｌ·Ｌ－１）调节
ｐＨ至７０，加入 １ｍＬＰＰＯ粗酶液后开始反应，在
２５℃下反应６ｈ，取酶促反应溶液０５ｍＬ，８０℃水
浴灭活５ｍｉｎ，流水冷却至室温后加入０５ｍＬ甲醇
溶液，过滤得供试品溶液，ＨＰＬＣ测定反应液中根皮
苷及３ＯＨ根皮苷的含量。
２２　反应液含量测定及摩尔产率计算

取“２１１”及“２１２”项中的样品按照下列色
谱条件进行含量测定：进样量：１０μＬ；色谱柱：ＣＯＳ
ＭＯＳＩＬ５Ｃ１８ＭＳⅡ ＰａｃｋｅｄＣｏｌｕｍｎ（４６ｍｍ×２５０
ｍｍ，５μｍ）；流动相Ａ为水，Ｂ为乙腈，流动相梯度：
０～２５ｍｉｎ为１０％～１００％Ｂ，２５～３０ｍｉｎ为１００％～
１０％Ｂ；流速：１ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长：２８５ｎｍ；
柱温：２８℃。

测得湖北海棠嫩叶水提液及反应液中根皮苷及

３ＯＨ根皮苷的含量，并按（公式１）计算３ＯＨ根皮

苷摩尔产率：

３ＯＨ根皮苷摩尔产率（％）＝（Ｃ３ＯＨ根皮苷／
Ｃ转化前根皮苷）×１００％ 公式（１）
２３　单因素实验优化

由于不同地区及不同时间采摘的湖北海棠嫩叶

中根皮苷含量有一定差异，因此反应工艺以湖北海

棠嫩叶水提液中的根皮苷浓度为因素，便于工业生

产中的质量控制，根据“２２”项下方法测得湖北海
棠嫩叶水提液中根皮苷浓度设置以下浓度梯度

（１０、２０、３０、４０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）、同样的以 ＰＰＯ粗
酶液中酶活为因素，根据“２１２”项测得酶活设置
以下梯度（１０、２０、３０、４０Ｕ·ｍＬ－１），反应过程中其
他影响因素及梯度如下：反应温度（１５、２５、３５、
４５℃）、抗坏血酸浓度（２、５、１０、２０、４０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）、
搅拌转速（５００、１０００、１５００、２０００ｒ·ｍｉｎ－１）、反应
时间（２、４、６、８、１０、１２ｈ）、初始 ｐＨ（６０、７０、８０）。
假设各个因素间不存在交互作用，固定其他因素对

３ＯＨ根皮苷摩尔产率的影响因素进行单因素实验
初步优化，并为普拉克特伯曼（ＰｌａｃｋｅｔＢｕｒｍａｎ，ＰＢ）
实验选择高低水平提供参考（所加试剂用量均以

２５ｍＬ反应体系为基准）。
２４　ＰｌａｃｋｅｔＢｕｒｍａｎ（ＰＢ）实验设计

在单因素实验的基础上，分别选取７个因素的
高低２个水平，通过 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件进行 ＰＢ设
计，以３ＯＨ根皮苷产率作为响应值Ｙ。筛选出对其
影响较为显著的因素。实验设计见表１。

表１　影响３ＯＨ根皮苷摩尔产率不同因素的 ＰｌａｃｋｅｔＢｕｒ
ｍａｎ（ＰＢ）设计水平
Ｔａｂ１　ＰｌａｃｋｅｔＢｕｒｍａｎ（ＰＢ）ｄｅｓｉｇｎｌｅｖｅｌｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆａｃｔｏｒｓ
ａｆｆｅｃｔｉｎｇｔｈｅｍｏｌａｒｙｉｅｌｄｏｆ３ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｌｏｒｉｄｚｉｎ

Ｖａｒｉａｎｔ Ｆａｃｔｏｒ　　　　
Ｌｏｗ

ｌｅｖｅｌ（－）

Ｈｉｇｈ

ｌｅｖｅｌ（＋）

Ｘ１ ｃ（ｐｈｌｏｒｉｄｚｉｎ）／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ １ ４
Ｘ２ Ｔ（ｒｅａｃｔｉｏｎ）／℃ ２５ ３５
Ｘ３ ｔ（ｒｅａｃｔｉｏｎ）／ｈ ２ ８
Ｘ４ ｃ（ＬＡｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄ）／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ２ ２０
Ｘ５ Ｅｎｚｙｍｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／Ｕ·ｍＬ－１ １０ ４０
Ｘ６ ＲｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｐＨ ６ ８
Ｘ７ Ｓｔｉｒｒｉｎｇｓｐｅｅｄ／ｒ·ｍｉｎ－１ ５００ ２５００

２５　最陡爬坡实验
将ＰｌａｃｋｅｔＢｕｒｍａｎ实验筛选出的３个因素进行

最陡爬坡实验，根皮苷浓度和酶浓度成正效应，转化

时间呈负效应。对显著因素的变化及方向进行试验

设计，从而确定各个因素的中心点所在区域的最佳

·３１０１·
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取值范围。

２６　中心综合设计（ＣＣＤ）效应面法优化
根据最陡爬坡试验所确定的最佳中心点，进行

ＣＣＤ试验设计，通过对结果进行软件分析，得到所
需响应值时各个因素的取值。

２７　最优工艺研究验证及放大实验
参照最佳工艺条件，加大反应体系溶剂及样品

量使用提取罐进行３ＯＨ根皮苷的制备。称取新鲜
双孢菇３１２ｋｇ，加入预冷的磷酸缓冲液 １０Ｌ（ｐＨ
７０，０１ｍｏｌ·Ｌ－１），磨浆机低温磨浆，过滤得 ＰＰＯ
粗酶液。湖北海棠嫩叶４ｋｇ，加入２４０Ｌ水使用提
取罐９８℃提取２ｈ，提取完毕后降温至３５℃，加入
抗坏血酸３５２ｇ，使用 ＮａＯＨ（１０ｍｏｌ·Ｌ－１）调 ＰＨ
至７０加入１０Ｌ粗酶液开始酶促反应，反应６ｈ，反
应结束时升温至８０℃加热１０ｍｉｎ终止反应，取反
应液使用“２２”项下方法测量计算３ＯＨ根皮苷摩
尔产率，反应液过滤，ＨＰＤ１００型大孔树脂吸附，
４ＢＶ（１ＢＶ＝５ｍ３）水洗脱除杂，再用４ＢＶ体积分
数７０％乙醇洗脱，洗脱速度为２ＢＶ·ｈ－１，收集体积
分数７０％乙醇洗脱液［１６］，低压浓缩，干燥得粗３ＯＨ
根皮苷，检测３ＯＨ根皮苷含量。
２８　３ＯＨ根皮苷的分离纯化

取粗３ＯＨ根皮苷溶于甲醇，湿法上硅胶柱层
析，用二氯甲烷甲醇（体积比：１２∶１，１０∶１，８∶１，６∶１）
的混合溶液依次进行梯度洗脱，通过薄层层析法确

定３ＯＨ根皮苷所在组分，收集该组分洗脱液，浓缩
干燥，得３ＯＨ根皮苷纯品，用于后续核磁共振结构
鉴定及体内实验。

２９　３ＯＨ根皮苷核磁波谱结构鉴定
称取１０ｍｇ的３ＯＨ根皮苷干燥纯品用 Ｍｅｔｈａ

ｎｏｌｄ４溶解，转移至核磁管中，采用核磁共振波谱仪测
定３ＯＨ根皮苷的氢谱及碳谱，操作在室温下进行。
２１０　白癜风治疗活性研究
２１０１　构建白癜风小鼠模型　购入 Ｃ５７ＢＬ／６小
鼠后，动物适应环境３ｄ。第４天，选择小鼠背部黑
色部位２ｃｍ×２ｃｍ，电动剃毛机剃短毛发，小鼠脱
毛膏脱毛，并在２４ｈ后开始造模，造模周期为７５ｄ。
每日在背部脱毛区均匀涂抹质量分数２５％的氢醌
软膏０５ｍＬ（１ｇ羧甲基纤维素钠、２５ｇ氢醌溶于
１００ｍＬ去离子水中），涂抹两次，空白组小鼠每日于
背部脱毛处涂抹空白基质（质量分数１％羧甲基纤
维素钠）０５ｍＬ，持续７５ｄ。
２１０２　分组及给药　造模第２０天根据造模情况
将小鼠随机分为空白组、模型组、阳性组８甲氧补

骨脂素（８ｍｏｐ４２５ｍｇ·ｋｇ－１）、３ＯＨ根皮苷低剂
量（１０ｍｇ·ｋｇ－１）、中剂量（２０ｍｇ·ｋｇ－１）、高剂量
（３０ｍｇ·ｋｇ－１）组，按００１ｍＬ·ｇ－１的剂量灌胃给
药５５ｄ，在此期间，各组小鼠每５ｄ脱毛１次，同时
对造模区域进行摄像，记录皮肤脱色情况，并对毛发

脱色进行评分。

皮肤毛发脱色评分标准：０分，毛发无脱色；１
分，毛发脱色面积≤１０％；２分，１０％ ＜毛发脱色面
积≤２５％；３分，２５％ ＜毛发脱色面积≤５０％；４分，
５０％＜毛发脱色面积≤７５％；５分，７５％ ＜毛发脱色
面积≤１００％。
２１０３　指标检测　含黑色素的毛囊计数：取小鼠
背部皮损处皮肤，１０％福尔马林固定，石蜡包埋，切
片。取皮肤石蜡包埋切片（４μｍ）进行 ＨＥ染色。
在光学显微镜下观察５０个毛囊，并对含有黑色素的
毛囊进行计数。

生化测定：采用摘眼球法取血，静置后以

３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，分离血清，按照试剂盒
说明书操作检测ＴＹＲ、ＣＨＥ活性、ＭＤＡ含量。
２１１　统计学处理

通过ＳＰＳＳ２５０软件进行处理，数据以（珋ｘ±ｓ）表
示，组间方差分析和多重比较采用单因素 ＡＮＯＶＡ。
Ｐ＜００５表示差异具有统计学意义。

３　结　果
３１　底物溶液根皮苷浓度及粗酶液酶活

经ＨＰＬＣ测量湖北海棠嫩叶水提液中根皮苷浓
度为４０３ｍｍｏｌ·Ｌ－１，“２１２”项下方法测量得ＰＰＯ
粗酶液中酶活为４０３５Ｕ·ｍＬ－１，为方便后续工艺
优化设计，将根皮苷浓度定为４ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ＰＰＯ粗
酶液酶活定为４０Ｕ·ｍＬ－１。
３２　酶促转化前后的ＨＰＬＣ谱图

由图１酶促反应进程 ＨＰＬＣ色谱图可知，根皮
苷在反应过程中被消耗，且出现了新的色谱峰，根据

对照品的保留时间的定位与紫外吸收特征初步推测

转化产物为３ＯＨ根皮苷。
３３　单因素实验结果

由图２Ａ可知，随着湖北海棠嫩叶提取液根皮
苷的浓度升高（其他条件保持不变），酶促反应朝着

生成３ＯＨ根皮苷的方向进行，但到达一定浓度时，
由于酶与底物的结合能力有限，随着根皮苷浓度的

升高３ＯＨ根皮苷的摩尔产率呈下降的趋势。当根
皮苷浓度升高至４０ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，３ＯＨ根皮苷的
摩尔产率仅为１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１时的一半。
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Ａ－根皮苷对照品；Ｂ－３－ＯＨ根皮苷对照品；Ｃ－湖北海棠水提液反应前；

Ｄ－湖北海棠水提液反应后。

Ａ－Ｐｈｌｏｒｉｄｚｉｎ；Ｂ－３ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｌｏｒｉｄｚｉｎ；Ｃ－Ｍａｌｕｓｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓｌｅａｖｅｓａｑｕｅｏｕｓｅｘｔｒａｃｔ

ｂｅｆｏｒｅｒｅａｃｔｉｏｎ；Ｄ－Ｍａｌｕｓｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓｌｅａｖｅｓａｑｕｅｏｕｓｅｘｔｒａｃｔａｆｔｅｒｒｅａｃｔｉｏｎ．

图１　湖北海棠水提液转化前后高效液相色谱图
Ｆｉｇ１　ＭａｌｕｓｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓｌｅａｖｅｓａｑｕｅｏｕｓｅｘｔｒａｃｔＨＰＬＣｃｈｒｏ
ｍａｔｏｇｒａｍｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

由图２Ｂ可知，在１５～３５℃内，随着反应温度的
升高，酶的活性增强，３ＯＨ根皮苷的摩尔产率随之

升高，但当温度达４５℃时，产率急剧下降，可能是因
为酶的热变性失活导致酶活下降。

由图２Ｃ可知，其他条件一致，增加反应体系
中抗坏血酸的浓度，３ＯＨ根皮苷产率先升高后平
衡，当反应体系中抗坏血酸浓度达到 ２０ｍｍｏｌ·
Ｌ－１后基本达到平衡。抗坏血酸浓度过低时３ＯＨ
根皮苷会被继续氧化，最终生成一种黄色素，导致

产率较低，当反应液中有足够的抗坏血酸时，就会

阻止３ＯＨ根皮苷的进一步氧化，此时酶促反应达
到平衡状态，３ＯＨ根皮苷的摩尔产率基本达到平
衡状态。

由图２Ｅ可知，随着反应时间的不断增加，根皮
苷不断被转化成３ＯＨ根皮苷，其浓度不断升高，产
率呈不断上升的趋势，当反应时间达到８ｈ后，３ＯＨ
根皮苷浓度不再改变产率趋于平衡。由图２Ｆ可知，
其他条件一致，增加反应体系中 ＰＰＯ的浓度，３ＯＨ
根皮苷产率均呈现先上升后平衡的趋势。

由图２Ｄ可知，在 ｐＨ６０～８０条件下，多酚氧
化酶处于稳定状态下，３ＯＨ根皮苷的摩尔产率基本
不变。如图２Ｇ所示，在此实验条件下，搅拌转速对
３ＯＨ根皮苷的摩尔产率的影响不大，见图２Ｇ。
３４　影响３ＯＨ根皮苷转化率重要因素的确定

为了快速有效的筛选影响３ＯＨ根皮苷摩尔产
率的主要因素，在单因素试验结果的基础上，设计了

７因素ＰＢ实验，７个因素分别为 Ｘ１反应时间、Ｘ２温
度、Ｘ３根皮苷浓度、Ｘ４抗坏血酸浓度、Ｘ５酶浓度、Ｘ６
ｐＨ、Ｘ７搅拌速度，ＰＢ试验设计及结果见表２。

Ａ－根皮苷浓度；Ｂ－反应温度；Ｃ－抗坏血酸浓度；Ｄ－反应体系ｐＨ；Ｅ－反应时间；Ｆ－酶浓度；Ｇ－搅拌转速。

Ａ－ｐｈｌｏｒｉｄｚｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；Ｂ－ｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；Ｃ－Ｌａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；Ｄ－ｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｐＨ；Ｅ－ｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ；Ｆ－ｅｎｚｙｍｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；

Ｇ－ｓｔｉｒｒｉｎｇｓｐｅｅｄ．

图２　不同因素对３ＯＨ根皮苷摩尔产率的影响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆａｃｔｏｒｓｏｎｔｈｅｍｏｌａｒｙｉｅｌｄｏｆ３ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｌｏｒｉｄｚｉｎ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
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表２　ＰｌａｃｋｅｔＢｕｍａｎ设计下各因素在不同水平下对３ＯＨ根皮苷摩尔产率的影响．ｎ＝３
Ｔａｂ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆａｃｔｏｒｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｎｔｈｅｍｏｌａｒｙｉｅｌｄｏｆ３ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｌｏｒｉｄｚｉｎｉｎａＰｌａｃｋｅｔＢｕｍａｎｄｅｓｉｇｎ．ｎ＝３

Ｎｕｍｂｅｒ
Ｆａｃｔｏｒ

Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｘ４ Ｘ５ Ｘ６ Ｘ７

Ｍｏｌａｒｙｉｅｌｄｏｆ

３ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｌｏｒｉｚｉｎ／％

１ ８ ３５ １ ２０ ４０ ８ ５００ ６７８５
２ ２ ３５ ４ ２ ４０ ８ ２５００ ４５０７
３ ８ ２５ ４ ２０ １０ ８ ２５００ ２４８３
４ ２ ３５ １ ２０ ４０ ６ ２５００ ５５７６
５ ２ ２５ ４ ２ ４０ ８ ５００ ３９１２
６ ２ ２５ １ ２０ １０ ８ ２５００ ３６８５
７ ８ ２５ １ ２ ４０ ６ ２５００ ６３６２
８ ８ ３５ １ ２ １０ ８ ５００ ３８９０
９ ８ ３５ ４ ２ １０ ６ ２５００ １７１０
１０ ２ ３５ ４ ２０ １０ ６ ５００ １２８４
１１ ８ ２５ ４ ２０ ４０ ６ ５００ ４２３３
１２ ２ ２５ １ ２ １０ ６ ５００ ２７８９

　　回归模型的方差分析和主效应分析见表３～４，
反应时间、反应温度、酶浓度、ｐＨ、搅拌速率对３ＯＨ
根皮苷的摩尔产率呈正效应，根皮苷浓度和抗坏血

酸浓度对摩尔产率呈负效应。其中根皮苷浓度、酶

浓度和转化时间的影响显著（Ｐ＜００５）。所以选取
酶浓度、根皮苷浓度、转化时间作为最陡爬坡试验和

响应面实验的因素。其他因素正效应取高水平，负

效应取低水平。

表３　通过ＰｌａｃｋｅｔＢｕｒｍａｎ设计得到回归模型结果的方差分析
Ｔａｂ３　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｏｆｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌｒｅｓｕｌｔｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙＰｌａｃｋｅｔＢｕｒｍａｎｄｅｓｉｇｎ

Ｓｏｕｒｃｅｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ　　　　　 Ｓｑｕａｒｅｓｕｍ　　　　　　 Ｄｅｇｒｅｅｓｏｆｆｒｅｅｄｏｍ Ｍｅａｎｓｑｕａｒｅ Ｆ Ｐ

Ｍｏｄｅｌ ４３４８１３ ７ ６２１１６ １８７４ ０００６６
Ｉｎａｃｃｕｒａｃｉｅｓ １３２５８ ４ ３３１４
Ａｇｇｒｅｇａｔｅ ４４８０７１ １１

ｒｅｓｐｏｎｓｅａｖｅｒａｇｅ ４１０１
ｒｏｏｔｍｅａｎｓｑｕａｒｅ １４０４
Ｒ２ ０９７０４
ｖａｒｉａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ １４０４
ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ １４００８

表４　ＰｌａｃｋｅｔＢｕｒｍａｎ设计回归模型中各因素对３ＯＨ根皮
苷摩尔产率的影响主效应分析

Ｔａｂ４　Ｍａｉｎｅｆｆｅｃｔｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｆａｃｔｏｒｓｏｎｔｈｅ
ｍｏｌａｒｙｉｅｌｄｏｆ３ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｌｏｒｉｄｚｉｎｉｎａＰｌａｃｋｅｔＢｕｒｍａｎｄｅｓｉｇｎ
ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌ

Ｆａｃｔｏｒ Ｅｆｆｅｃｔ Ｆ Ｐ Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ
Ｘ１ ９６３ ３７１３ ００４５８ ３
Ｘ２ ２９３ ０３４５ ０８９１７ ７
Ｘ３ －１９６６ １５４８３ ０００２９ ２
Ｘ４ －２００ ０１６１ ０６８２５ ６
Ｘ５ ２４１９ ２３４４８ ００００９ １
Ｘ６ ２７６ ０３０６ ０１７２４ ４
Ｘ７ １１１ ００５０ ０５１２８ ５

３５　最陡爬坡实验设计及结果
根据ＰＢ实验结果，保持其他因素不变设计最

陡爬坡实验。显著因素的实验设计及结果见表５，
在第４组实验条件下，３ＯＨ根皮苷摩尔产率最高，
选择第４组作为后续响应面优化的中心点。
３６　响应面实验结果
３６１　回归模型的建立与分析　在上述实验的基
础上，选取影响３ＯＨ根皮苷摩尔产率的主要因素，
应用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０软件进行实验设计，实验设
计及结果见表６，方差分析见表７。

表５　最陡爬坡实验下显著因素的不同水平下对３ＯＨ根皮苷摩尔产率的影响．ｎ＝３

Ｔａｂ５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｆａｃｔｏｒｓｏｎｔｈｅｍｏｌａｒｙｉｅｌｄｏｆ３ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｌｏｒｉｄｚｉｎｕｎｄｅｒｔｈｅＰａｔｈｏｆｓｔｅｅｐｅｓｔａｓｃｅｎｔｐａｔｈ

ｍｅｔｈｏｄ．ｎ＝３

Ｓｅｒｉａｌｎｕｍｂｅｒ ｔ（Ｒｅｓｐｏｎｓｅ）／ｈ ｃ（Ｐｈｌｏｒｉｚｉｎ）／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｅｎｚｙｍｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／Ｕ·ｍＬ－１ Ｍｏｌａｒｙｉｅｌｄｏｆ３ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｌｏｒｚｉｎ／％

１ ２ ４０ １０ ２８８５
２ ３ ３４ １６ ３９４８
３ ４ ２８ ２２ ５０６４
４ ５ ２２ ２８ ６８０１
５ ６ １６ ３４ ６２５８
６ ８ １０ ４０ ５５５７
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表６　响应面实验设计下显著因素的不同水平对３ＯＨ根皮苷摩尔产率的影响．ｎ＝３
Ｔａｂ６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｆａｃｔｏｒｓｏｎｔｈｅｍｏｌａｒｙｉｅｌｄｏｆ３ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｌｏｒｉｄｚｉｎｕｎｄｅｒｔｈｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄ．ｎ＝３

Ｎｕｍｂｅｒ Ｘ１ｃ（Ｐｈｌｏｒｉｚｉｎ）／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｘ２ｔ（Ｒｅｓｐｏｎｓｅ）／ｈ Ｘ３Ｅｎｚｙｍｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／Ｕ·ｍＬ－１ Ｍｏｌａｒｙｉｅｌｄｏｆ３ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｌｏｒｚｉｎ／％

１ １４２ ３２７ １６ ５９８０

２ ２５８ ３２７ １６ ３８４８

３ １４２ ６７３ １６ ７２４８

４ ２５８ ６７３ １６ ４５５７

５ １４２ ３２７ ３４ ４７７５

６ ２５８ ３２７ ３４ ３６６９

７ １４２ ６７３ ３４ ５６７２

８ ２５８ ６７３ ３４ ４１４６

９ １００ ５００ ２５ ７２４９

１０ ３００ ５００ ２５ ５１３７

１１ ２００ ２００ ２５ ２９２３

１２ ２００ ８００ ２５ ６５３９

１３ ２００ ５００ １０ ６７２４

１４ ２００ ５００ ４０ ３８２１

１５ ２００ ５００ ２５ ７３６５

１６ ２００ ５００ ２５ ６８２３

１７ ２００ ５００ ２５ ６５４３

１８ ２００ ５００ ２５ ７２６９

１９ ２００ ５００ ２５ ６７７８

２０ ２００ ５００ ２５ ７３９１

表７　响应面实验各实验组及回归模型方差分析
Ｔａｂ７　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＶａｒｉａｎｃｅｆｏｒｅａｃｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

Ｓｏｕｒｃｅｏｆｖａｒｉａｎｃｅ　　 Ｓｑｕａｒｅｓｕｍ Ｄｅｇｒｅｅｓｏｆｆｒｅｅｄｏｍ Ｍｅａｎｓｑｕａｒｅ Ｆ Ｐ

Ｍｏｄｅｌ ３８０２２４ ９ ４２２４７ １２０１ ００００３

Ｘ１ ８８２２１ １ ８８２２１ ２５０９ ００００５

Ｘ２ ６６０２７ １ ６６０２７ １８７７ ０００１５

Ｘ３ ５０３８７ １ ５０３８７ １４３３ ０００３６

Ｘ１Ｘ２ １１９８ １ １１９８ ０３４ ０５７２４

Ｘ１Ｘ３ ６０１１ １ ６０１１ １７１ ０２２０４

Ｘ２Ｘ３ ４５６ １ ４５６ ０１３ ０７２６３

Ｘ１２ ２００５０ １ ２００５０ ５７０ ００３８１

Ｘ２２ １１２２７１ １ １１２２７１ ３１９２ ００００２

Ｘ３２ ６９３８４ １ ６９３８４ １９７３ ０００１３

Ｒｅｓｉｄｕａｌ ３５１６８ １０ ３５１７

Ｍｉｓｍａｔｃｈ ２８７３６ ５ ５７４７ ４４７ ００６３１

Ｉｎａｃｃｕｒａｃｉｅｓ ６４３３ ５ １２８７

Ａｇｇｒｅｇａｔｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ４１５３９２ １９

　　应用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０软件对表７的试验数据
进行多元回归分析，得到３ＯＨ根皮苷摩尔产率（Ｙ）
对根皮苷浓度（Ｘ１）、反应时间（Ｘ２）、酶浓度（Ｘ３）的
二次多元回归方程：Ｙ＝７０２８－７９４Ｘ１＋６８７Ｘ２－
６Ｘ３－１２２Ｘ１Ｘ２＋２７４Ｘ１Ｘ３－０７６Ｘ２Ｘ３－３５７Ｘ１

２－
８４４Ｘ２

２－６６４Ｘ３
２。结果表明各变量影响３ＯＨ根

皮苷转化率均显著。模型结果 Ｐ＜００１，说明该模
型回归方程具有极显著意义，失拟性结果 Ｐ＞００５，
说明该模型具有较高可靠性。ｒ２＝０９１５３，精确度

１０５１７，标准偏差００７４，变异系数１０３６，这些结果
均说明所选用的回归方程可较好地预测实验结果。

３６２　效应面分析　以 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０软件固
定一个因素对剩余两个因素按照所得的二元二次方

程进行编程运算，分别作三维响应面图和二维等高

线图。响应曲面坡度的陡峭、平缓，表明对于处理条

件下改变的反应敏感性大、小。由图３并结合表７
的结果分析可知：根皮苷浓度、反应时间、酶浓度交

互作用不显著。
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Ａ，Ｄ－酶浓度与根皮苷浓度的影响；Ｂ，Ｅ－反应时间与根皮苷浓度的影响；Ｃ，Ｆ－酶浓度与反应时间的影响。

Ａ，Ｄ－ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｎｚｙｍｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｖｅｒｓｕｓｐｈｌｏｒｉｄｚｉｎ；Ｂ，Ｅ－ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｉｍｅｖｅｒｓｕｓｐｈｌｏｒｉｄｚｉｎ；Ｃ，Ｆ－ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｎｚｙｍｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｖｅｒｓｕｓｔｉｍｅ．

图３　各因素交互影响效价的曲面图和等高线图
Ｆｉｇ３　Ｓｕｒｆａｃｅａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｐｌｏｔｓｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆｆａｃｔｏｒｓｏｎｐｏｔｅｎｃｙ

　　通过 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件分析确定最佳转化工
艺为根皮苷浓度１６９ｍｍｏｌ·Ｌ－１，转化时间５９２ｈ，
酶浓度２５００Ｕ·ｍＬ－１，此条件下由公式计算的理
论值为７５１１％。考虑到实际操作和生产控制等问
题，验证实验实际取值为根皮苷浓度１７０ｍｍｏｌ·
Ｌ－１，转化时间６０ｈ，酶浓度２５００Ｕ·ｍＬ－１。
３７　最优工艺验证

取反应液测得 ３ＯＨ根皮苷的摩尔转化率为
（７２５０±１５３）％，与理论值接近，因此该模型的预
测结果可靠。反应液经大孔树脂除杂，浓缩，干燥得

３ＯＨ根皮苷粗品３３４８０ｇ，提取率为８３７％，ＨＰＬＣ
测量粗品中３ＯＨ根皮苷含量为７０３２％，杂质主要
为根皮苷及根皮素等其他黄酮类物质。

３８　３ＯＨ根皮苷的分离纯化
３ＯＨ根皮苷粗品经硅胶柱层析纯化得 ３ＯＨ

根皮苷纯品２２９３４ｇ，得率６８５０％，测量计算得纯
度为９８１０％。
３９　３ＯＨ根皮苷核磁结构鉴定

１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，Ｍｅｔｈａｎｏｌｄ４）δ６７３（ｄ，Ｊ＝
１３Ｈｚ，１Ｈ，Ｈ２），６７２（ｄ，Ｊ＝４４Ｈｚ，１Ｈ，Ｈ５），
６５９（ｄｄ，Ｊ＝８１，２１Ｈｚ，１Ｈ，Ｈ６），６２３（ｄ，Ｊ＝２３
Ｈｚ，１Ｈ，Ｈ３′），６０２（ｄ，Ｊ＝２３Ｈｚ，１Ｈ，Ｈ５′），５０９
（ｍ，１Ｈ，Ｈ１″），３９２（ｄｄ，Ｊ＝１２３，２１Ｈｚ，１Ｈ，Ｈ６″
ａ），３７４（ｄｄ，Ｊ＝１２３，５５Ｈｚ，１Ｈ，Ｈ６″ｂ），３５８～

３４９（ｍ，３Ｈ，Ｈ２″，３″，５″），３４９～３３９（ｍ，２Ｈ，１
ＣＨ２），３２７（ｍ，１Ｈ，Ｈ４″），２８３（ｔ，Ｊ＝７５Ｈｚ，２Ｈ，２
ＣＨ２）。

１３ＣＮＭＲ（１００ＭＨｚ，Ｍｅｔｈａｎｏｌｄ４）δ：２０７２（－
ＣＯ），１６６７（Ｃ６′），１６５４（Ｃ４′），１６１９（Ｃ２′），
１４５５（Ｃ３），１４３７（Ｃ４），１３４８（Ｃ１），１２１０（Ｃ
６），１１６８（Ｃ２），１１６６（Ｃ５），１０６８（Ｃ１′），１０１４
（Ｃ１″），９８４（Ｃ５′），９５６（Ｃ３′），７７９（Ｃ５″），７７８
（Ｃ３″），７４４（Ｃ２″），７０７（Ｃ４″），６２０（Ｃ６″），４６６
（２ＣＨ２），３０９（１ＣＨ２）。以上数据与文献报道

［３５］

的３ＯＨ根皮苷一致。
３１０　３ＯＨ根皮苷对白癜风小鼠的影响
３１０１　３ＯＨ根皮苷对白癜风小鼠毛发脱色的影
响　正常对照组未出现毛发脱色现象，毛发脱色为
０，与正常对照组比较，模型组小鼠皮毛脱色明显，且
出现严重脱屑现象，毛发脱色评分显著升高（图４）。
与模型组相比，在给药５５ｄ后，阳性组，３ＯＨ根皮
苷低、中、高剂量组小鼠毛发脱色情况明显改善，毛

发脱色评分显著降低。

３１０２　３ＯＨ根皮苷对白癜风小鼠含黑色素毛
囊的影响　在显微镜下可以看见与正常组小鼠相
比，模型组小鼠皮损处皮肤角质层明显变厚，出现

增生现象（图５红色方框），毛囊内无黑色素（图５
红色箭头处），经过计数发现含黑色素毛囊数极显

著降低（图５Ｇ）。与模型组比较，３ＯＨ根皮苷低、
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中、高剂量组小鼠，皮肤角质层增生有所缓解，含 黑色素毛囊数显著升高。

Ａ－空白组；Ｂ－模型组；Ｃ－阳性组（８ｍｏｐ）；Ｄ，Ｅ，Ｆ－３ＯＨ根皮苷低、中、高剂量组（１０，２０，４０ｍｇ·ｍＬ－１）；与空白组比较，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１；与模型组比

较，３）Ｐ＜００１。

Ａ－ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ－ｍｏｄｅｌ；Ｃ－ｐｏｓｉｔｉｖｅ（８ｍｏｐ）；Ｄ，Ｅ，Ｆ－３ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｌｏｒｉｄｚｉｎｌｏｗ，ｍｅｄｉｕｍ，ｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ（１０，２０，４０ｍｇ·ｍＬ－１）；１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｃｏｍ

ｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图４　经治疗后各组小鼠皮肤照片（Ａ～Ｆ）（×２）及毛发脱色评分（Ｇ）．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ４　Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓｏｆｔｈｅｓｋｉｎｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ（Ａ－Ｆ）（×２）ａｎｄｈａｉｒｄｅｐｉｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｓｃｏｒｅｓ（Ｇ）．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ

Ａ－空白组；Ｂ－模型组；Ｃ－阳性组（８ｍｏｐ）；Ｄ，Ｅ，Ｆ－３ＯＨ根皮苷低、中、高剂量组（１０，２０，４０ｍｇ·ｍＬ－１）；与空白组比较，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１；与模型组比

较，３）Ｐ＜００１；红色方框处－小鼠皮损处皮肤角质层，红色箭头－小鼠皮损处皮肤无黑色素毛囊。

Ａ－ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ－ｍｏｄｅｌ；Ｃ－ｐｏｓｉｔｉｖｅ（８ｍｏｐ）；Ｄ，Ｅ，Ｆ－３ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｌｏｒｉｄｚｉｎｌｏｗ，ｍｅｄｉｕｍ，ｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ（１０，２０，４０ｍｇ·ｍＬ－１）；１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｔｈｅｒｅｄｂｏｘ－ｓｈｏｗｓｔｈｅｃｕｔｉｃｌｅｏｆｔｈｅｓｋｉｎａｔｔｈｅｍｏｕｓｅｌｅｓｉｏｎ；Ｔｈｅｒｅｄａｒｒｏｗｓ－ｓｈｏｗｔｈｅｍｅｌａｎｉｎ－ｆｒｅｅ

ｈａｉｒｆｏｌｌｉｃｌｅｓｏｆｔｈｅｓｋｉｎａｔｔｈｅｍｏｕｓｅｌｅｓｉｏｎ．

图５　经治疗后各组小鼠皮肤组织病理切片图（Ａ～Ｆ）（ＨＥ×１００）及含黑色素毛囊计数（Ｇ）．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｓｋｉｎｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ（Ａ－Ｆ）（ＨＥ×１００）ａｎｄｃｏｕｎｔｏｆｍｅｌａｎｉｎ－
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｈａｉｒｆｏｌｌｉｃｌｅｓ（Ｇ）．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ

３１０３　３ＯＨ根皮苷对白癜风小鼠血清 ＭＤＡ
含量及 ＴＹＲ、ＣＨＥ活性的影响　测得结果表明，
ＴＹＲ是黑素合成的限速酶，并在黑素合成的整个
生理过程中起着重要的作用，在本次实验结果

中，与空白组相比，模型组小鼠血清 ＴＹＲ活性显
著降低，与模型组相比３ＯＨ根皮苷低、中高剂量
组及 阳 性 组 小 鼠 血 清 ＴＹＲ活 性 显 著 升 高
（图６Ａ）。
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氧化应激已被作为诱发黑素细胞减少导致

白癜风的重要因素之一。ＭＤＡ是脂质过氧化反
应的终产物和作为氧化应激的具体指标。许多

临床研究表明，白癜风患者血清中 ＭＤＡ水平较
高。而 ＣＨＥ增加时，白癜风患者的植物神经功
能也常常是紊乱的，ＣＨＥ能够增强乙酰胆碱和交
感神经活性的代谢，降低副交感神经的兴奋

性［１７］。ＭＤＡ水平和 ＣＨＥ活性的升高变化将减
少黑素合成，诱发白癜风的发生。本次实验结果

中，与空白组相比，模型组小鼠血清 ＭＤＡ含量及
ＣＨＥ活性显著升高，与模型组相比 ３ＯＨ根皮苷
低、中、高剂量组及阳性组小鼠血清 ＭＤＡ含量显
著降低（图６Ｂ），３ＯＨ根皮苷中、高剂量组 ＣＨＥ
活性显著降低（图６Ｃ）。

与空白组比较，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１；与模型组比较，３）Ｐ＜００５，４）Ｐ＜００１。
１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，４）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图６　给药对白癜风小鼠血清酪氨酸酶（ＴＹＲ）（Ａ）、丙二醛（ＭＤＡ）（Ｂ）及胆碱酯酶（ＣＨＥ）（Ｃ）的影响．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ６　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｒｕｇａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｎＴＹＲ（Ａ）、ＭＤＡ（Ｂ）ａｎｄＣＨＥ（Ｃ）ｉｎｖｉｔｉｌｉｇｏｍｉｃｅｓｅｒｕｍ．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ

４　讨　论
３ＯＨ根皮苷现主要存在于多穗柯［１８］、海

棠［１９］、苹 果［２０］等 植 物 中，含 量 为 ０４３％ ～
４０３％［２１］，应用较少且多作为甜味剂报道［２２］，近

些年来３ＯＨ根皮苷降血糖、降尿酸、类雌激素等
药理活性逐渐被研究发掘出来，具有广阔的发展

前景，但３ＯＨ根皮苷目前仅用于实验研究，未见
成熟的提取生产工艺。已有研究发现根皮苷可经

多酚氧化酶氧化生成根皮苷氧化产物（ＰＯＰｊ），
３ＯＨ根皮苷是该反应的中间产物。本研究在该反
应的基础上，加入抗坏血酸控制反应进程，设计酶

法制备 ３ＯＨ根皮苷工艺，以湖北海棠嫩叶为原
料，先使用水提法提取根皮苷，然后以富含根皮苷

的水提液为底物溶液，加入抗坏血酸及双孢菇提

取的 ＰＰＯ粗酶液，使得底物溶液中的根皮苷转化
为３ＯＨ根皮苷，随后通过大孔树脂吸附分离，干
燥得到粗３ＯＨ根皮苷，实现了３ＯＨ根皮苷的量
产。湖北海棠嫩叶富含根皮苷，含量超过 ８％［４］，

以湖北海棠嫩叶为原料酶法制备３ＯＨ根皮苷，与
直接提取相比，减少了原料的投入，提高了提取

率；反应过程中所使用的抗坏血酸及双孢菇成本

较低，且双孢菇富含多种氨基酸［２３］，提取粗酶液的

废料可用于制作饲料等，进一步降低了生产成本。

该工艺通过根皮苷转换成３ＯＨ根皮苷，简化了生
产工艺，实现了降成本增效益，工艺通过定向控

制，实现了从湖北海棠中按需求定向获得根皮苷、

３ＯＨ根皮苷、根皮苷氧化产物不同成分的可能
性，有利于充分利用湖北海棠资源，也为更好利用

３ＯＨ根皮苷提供了依据。但根皮苷与３ＯＨ根皮
苷极性相似，难以通过简单的方式分离，如何实现

根皮苷与３ＯＨ根皮苷快速分离纯化，实现高纯度
３ＯＨ根皮苷量产需要进一步研究。

近年来，中药防治白癜风的应用逐渐广泛，机

制研究不断深入，如丹参［２４］、黄芩素［２５］、芹黄

素［２６］、白芍总苷［２７］通过改善患者免疫状态从而发

挥治疗白癜风的作用，姜黄素［２８］、丹皮酚［２９］、蒺藜

皂苷［３０］可改善黑素细胞的氧化应激损伤，中药单

体补骨脂能促进黑色素细胞与角质形成细胞增

殖，增加 ＴＹＲ活性及黑色素合成［３１］。牛樟芝提取

物能够促进人黑色素细胞增殖和迁移，减少细胞

凋亡，提高黑色素合成率［３２］。但大多数中药仅通

过单一机制发挥作用，不利于白癜风的长期治疗。

本研究通过体内实验证明３ＯＨ根皮苷具有治疗
白癜风的活性，且一方面能够显著降低白癜风小

鼠血清 ＭＤＡ含量及 ＣＨＥ活性，改善氧化应激损
伤，从而延缓白癜风的发展，另一方面显著提升了
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白癜风小鼠血清 ＴＹＲ活性，增加皮损处黑色素合
成，利于白斑皮肤的复色，为白癜风的多靶点联合

治疗提供了新思路。

中药具有多成分多靶点作用特点，研究发现，中

药中的同类成分由于结构不同，可能对同一靶点作

用相反，不同类型的成分，也可通过不同靶点，产生

相反作用。因此，本研究提出了反选法，即通过反

选，以中药已知作用和成分为基础，发现作用相反的

成分，从而为新药发现或提高中药疗效、增加新用途

提供依据。反选法是一种快速有效的研究方法，可

以更好地促进中药研究利用和创新药物研发［３３］。

根皮苷及３ＯＨ根皮苷均是湖北海棠中的主要黄酮
类成分，根皮苷对酶酪氨酸酶有较强的抑制作用，现

今常被用于美白产品。因此，本研究通过反选法，试

图发现酪氨酸酶的激活剂，为白癜风治疗的提供新

策略，结果发现３ＯＨ根皮苷对酪氨酸酶有激活作
用，结果与文献报道一致［３４］。进一步通过体内外实

验证实３ＯＨ根皮苷可显著激活白癜风小鼠血清
ＴＹＲ活性，具有治疗白癜风的潜质。为３ＯＨ根皮
苷合理利用发现了新方向，为进一步完善反选法提

供了依据。

湖北海棠嫩叶作为茶叶饮用历史悠久。嫩叶中

主要成分为根皮苷，含量变化明显，一般在

４％～１２％［４］左右，可选取高含量湖北海棠嫩叶作

为根皮苷提取原料，并进而加工制备３ＯＨ根皮苷等
多种化合物。湖北海棠嫩叶加工成茶的过程中经过

揉捻，叶片细胞受挤压破碎，细胞中的多酚酶类可溶

出与根皮苷发生反应，其中的单酚酶活性使其氧化

为３ＯＨ根皮苷，随即又被进一步氧化为邻醌结构的
物质，在一系列反应后茶叶中同时呈现根皮苷、３
ＯＨ根皮苷、根皮素、黄色素等多种活性成分［３５］。本

研究根据湖北海棠加工茶的成分变化，结合文献设

计了以湖北海棠嫩叶为原料酶法制备３ＯＨ根皮苷
的工艺。为３ＯＨ根皮苷的量化生产和利用提供了
新方法，也为优化湖北海棠茶的加工工艺及创新利

用提供了新思路。

综上所述，以湖北海棠嫩叶为原料酶法制备３
ＯＨ根皮苷具有可行性。３ＯＨ根皮苷对白癜风小
鼠的治疗产生了积极作用，可能是通过激活酪氨酸

酶活性、改善氧化应激损伤发挥其治疗作用。为３
ＯＨ根皮苷量化生产，及在白癜风治疗中的应用提
供了依据，为进一步完善反选法及优化湖北海棠茶

的加工工艺提供了参考，为湖北海棠的可持续发展

利用提供了思路。
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ｐｈａｓｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ［Ｊ］．ＣｈｉｎａＪＣｈｉｎＭａｔｅｒＭｅｄ（中
国中药杂志），２０１６，４１（１１）：２１３１２１３６．

［３５］　ＬＥＧＵＥＲＮＥＶ?Ｃ，ＳＡＮＯＮＥＲＰ，ＤＲＩＬＬＥＡＵＪ，ｅｔａｌ．Ｎｅｗ
ｃｏｍｐｏｕｎｄｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｅｎｚｙｍａｔｉｃｏｘｉｄａｔｉｏｎｏｆｐｈｌｏｒｉｄｚｉｎ［Ｊ］．
ＴｅｔｒａｈｅｄｒｏｎＬｅｔｔｅ，２００４，４５（３５）：６６７３６６７７．

（收稿日期：２０２４０１１９）

·２２０１· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｊｕｎｅ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ１１　　　　　　　　　　　　　 中国药学杂志２０２４年６月第５９卷第１１期




