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马鞭草经皮透过液对B16黑色素瘤细胞的作用

郭殷锐，李沁莹，张广唱，王  剑（广州中医药大学，广东 广州  510006）
摘要：目的  研究马鞭草经皮透过液对B16黑色素瘤细胞的作用，在细胞水平上验证其具有美白活性。方法  使用MTT法测定马鞭草经皮透过液对B16细胞增殖的影响；L-Dopa氧化法测定经皮透过液对B16黑色素瘤细胞内酪氨酸酶活性的影响；NaOH裂解法测定经皮透过液对细胞内黑色素含量的影响；DAPI染色法检测细胞凋亡情况。结果  马鞭草经皮透过液对B16黑色素瘤细胞的增殖，酪氨酸酶活性以及细胞内黑色素含量均有抑制性，且马鞭草经皮透过液的浓度越高抑制细胞增殖，酪氨酸酶活性和黑色素合成的作用越强。结论  马鞭草经皮透过液不仅影响B16黑色素瘤细胞的增殖，同时也影响细胞内酪氨酸酶的活性以及黑色素的合成，提示马鞭草具有对皮肤美白活性的功效，对开发成天然美白产品具有良好前景。
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Effect of verbena percutaneous fluid on B16 melanoma cell

GUO Yin-rui1，LI Qin-ying1，ZHANG Guang-chang1
(1.Basic Medical College of Guangzhou University of Chinese Medicine,Guangdong,Guangzhou 510006,China)

[Abstract]Objective: To research the effect of verbena percutaneous fluid on B16 melanoma cell and to verify it has whitening activity at a cellular level. Methods: The proliferation, tyrosinase activity and melanin biosynthesis of the B16 melanoma cell were measured by MTT cytotoxicity assay, utilization of L-dopa and NaOH-assay respectively; DAPI staining to detect apoptosis.Results: Verbena percutaneous liquid through the proliferation of B16, tyrosine enzyme activity and melanin content has inhibitory effect and the higher the verbena percutaneous liquid concentration, the stronger the inhibition effect of cell proliferation, tyrosinase activity and melanin synthesis. Conclusion: Verbena percutaneous fluid not only affected the value of B16 melanoma cells, but also influenced the activity of cellular tyrosinase and the synthesis of melanin ,which prompt verbena has whitening effect, can be used for whitening products. 
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马鞭草为马鞭草科植物马鞭草Verbena officinalis L.的干燥地上部分。6～8月花开时采割，除去杂质，晒干[1]。《化妆品植物原料大全》[2]记载，马鞭草含有挥发性成分，主要化学成分为马鞭草酮等，含有环烯萜苷类化合物有马鞭草苷、三萜皂苷类化合物，如齐墩果酸、熊果酸等；黄酮类化合物，如木犀草素、山奈酚、槲皮素、芹菜素、4-羟基汉黄芩素等，马鞭草对成纤维细胞的增殖有促进作用，对角叉胶致大鼠脚趾肿胀有抑制作用等，未见外用不安全的报道。
本实验以B16黑色素瘤细胞作为药物评价模型，同时使用经皮透过液，更加真实的模拟药物作用于皮肤的过程。通过检测旋覆花不同极性部位的经皮透过液对B16黑色素瘤细胞的增殖、细胞内酪氨酸酶活性，黑色素合成含量以及细胞形态观察，探讨马鞭草对B16黑色素细胞的作用效果，为下一步分离纯化有效物质以及动物实验提供一定依据。
1材料与方法
1.1动物  昆明种小鼠15只，雌性，体质量约20~24 g，购于广州中医药大学实验动物中心，动物合格证号：SCXK（粤）2015-0082。
1.2药品及试剂  马鞭草，广州市药材公司中药饮片厂，批号：YPA3L0001；B16黑色素瘤细胞，广州中医药大学基础医学院生物化学教研室惠赠；光甘草定对照品，成都曼斯特生物科技有限公司，批号：MUST-140620211；新生牛血清，Gibco公司，批号：1076962；左旋多巴，阿拉丁公司，批号：D111048；曲拉通X-100，天津市光复精细化工研究所，批号：20120228；MTT，上海如吉生物科技发展有限公司，批号：120428；DAPI，广州齐云生物技术有限公司，批号：WH201202。 
1.3仪器  KQ-500DE台式超声波清洗机，昆山市超声仪器有限公司；Perkin Elmer Singapore多功能酶标仪，美国EinSpire公司；YB-P6智能透皮仪，天津药典标准仪器厂；倒置IX71显微镜，日本OLYMPUS；芬兰Thermo Finnpipette雷勃单道可调移液枪；BP211D电子分析天平，德国赛多利斯上海分公司；IKA RV10旋转蒸发仪，德国IKA公司；SYG-1230恒温水浴锅，广州誉维生物科技仪器有限公司；冰点渗透压测定仪，德国GONNOTEC公司。
1.3马鞭草提取液的制备  精密称取马鞭草药材10.0 g，粉碎，加入20倍量70 %乙醇超声30 min，过滤，滤渣再加入相同体积50 %乙醇超声30 min，过滤，滤渣再加相同体积30 %乙醇超声30 min，过滤，弃去滤渣，合并滤液，减压浓缩，挥至无乙醇味，加入2.5 mL PEG 4000，振荡2 min，使不溶物溶解，用蒸馏水定容于250 mL容量瓶。
1.4马鞭草经皮透过液的制备  取15只昆明种小鼠，剪除腹部鼠毛，用10 % Na2S把细毛去除干净，再饲养2 d，让皮肤恢复损伤，颈椎脱臼处死，剥离皮肤，让角质层向下平铺于培养皿上，用手术剪剔除皮下筋膜，用生理盐水多次冲洗，取处理的小鼠皮肤，剪成适当大小，将处理好的裸鼠皮肤固定于YB-P6型透皮扩散试验仪的扩散池上，扩散池容积为10 mL，有效渗透面积A为1.13 cm2 ，使皮外表层面朝上，接受池内为40 %的乙醇溶液作为接受介质，给药池内分别加入马鞭草提取液5 mL，将扩散池置于智能透皮仪内（37 ℃，150 r·min-1），24 h后收集接受池内药液，水浴50 ℃蒸干，再加入5 mL培养基复溶，即得马鞭草经皮透过液，经冰点渗透压测定仪测定与生理盐水渗透压相当无需再调节渗透压，最后经0.22 μm Millipore过滤器过滤除菌。  
1.5 MTT法检测细胞活力  将B16黑色素瘤细胞接种于96孔细胞培养板，每孔加入200 μL含5×104·mL-1个密度的B16黑色素瘤细胞，培养24 h，弃去原培养基，每孔加入生药浓度分别为80，160，400，800 μg·mL-1的马鞭草经皮透过液含药培养基50 μL，各设6个复孔，空白对照使用不含药物的培养基，光甘草定作为阳性对照组（20 μg·mL-1）。培养箱中培养24，48，72 h后，采用MTT法检测细胞活力，OD值与细胞活力呈正相关。
1.6 细胞酪氨酸酶活性测定[3-4]   按照1.5项下步骤操作，置于培养箱中培养48 h后，用PBS润洗2次，每孔加入1 % Triton X-100 溶液50 μL，在-80 ℃冰箱中，冷冻30 min，放置室温中使细胞裂解，37 ℃ 孵育10 min后，加1 % L-DOPA 溶液10 μL，再孵育30 min，于波长490 nm测定OD值，OD值与酪氨酸酶活性呈正相关。
1.7细胞内黑素含量测定[3-4]   将B16黑色素细胞接种于6 孔板，每孔加入3 mL含5×105 ·mL-1密度的B16黑色素瘤细胞，培养24 h，弃培养基，添加待测药物，药物作用3 d后，弃去培养基，PBS洗涤2次，每孔加入0.5 mL浓度为0.25 %的胰酶消化细胞2 min，加少量培养基终止消化，进行细胞计数。1000 r·min-1离心8 min，弃上清液，沉淀中加入1 mol·L-1 NaOH（含10 % DMSO）溶液，80 ℃下孵育30 min，纯水稀释NaOH至0.2 mol·L-1，于475 nm波长处测定OD值，OD值与黑素含量呈正相关。
1.8 DAPI染色法[3-4]    按照1.5项下步骤操作，置培养箱中培养48 h后，用PBS润洗2次，加入4 %多聚甲醛固定液，4 ℃固定30 min。弃去固定液，PBS润洗3次，每孔加入100 μL 浓度为5 μg·mL-1DAPI 的工作液，37 ℃避光染色15 min，弃染色液，PBS润洗3次，使用荧光显微镜，以紫外光激发，观察细胞染色情况并拍照。
1.9统计学方法  实验数据以“
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±s”表示，组间实验数据采用SPSS 18.0统计软件进行单因素方差分析。
2 结果
2.1马鞭草经皮透过液对B16细胞增殖活性的影响    马鞭草400 μg·mL-1经皮透过液对B16黑色素瘤细胞的增殖有明显抑制作用，且呈浓度依赖性。见表1。 
表1  马鞭草经皮透过液对B16细胞增殖活性的影响（[image: image2.wmf]s
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Table 1   Effect of different concentration of verbena percutaneous fluid on B16 cell
	组别
	浓度/μg·mL-1
	吸光度

	
	
	24 h
	48 h
	72 h

	空白组
	1.541±0.033
	1.764±0.032
	1.868±0.075

	光甘草定组
	20
	1.355±0.022**
	1.589±0.083**
	1.622±0.100**

	马鞭草组
	80
	1.553±0.021
	1.770±0.017
	1.853±0.021

	
	160
	1.532±0.015
	1.759±0.009
	1.848±0.026

	
	400
	1.506±0.009*
	1.678±0.007**
	1.781±0.009*

	
	800
	1.450±0.028**
	1.550±0.028**
	1.748±0.026**


注：与空白组比较，*P<0.05，**P<0.01。

2.2马鞭草经皮透过液对B16细胞酪氨酸酶活性的影响   马鞭草经皮透过液160μg·mL-1组即可对酪氨酸酶活性有明显抑制作用，且呈浓度依赖性。见表2。
表2    马鞭草经皮透过液对B16细胞酪氨酸酶活性的影响（
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Table 2 Effect of different concentration of verbena percutaneous fluid on tyrosinase activity of B16 cell 

	组别
	浓度/μg·mL-1
	吸光度

	空白组
	1.133±0.010

	光甘草定组
	20
	0.095±0.012**

	马鞭草组
	80
	0.113±0.019 

	
	160
	0.109±0.016*

	
	400
	0.106±0.014**

	
	800
	0.095±0.008**


注：与空白组比较，*P<0.05，**P<0.01。

2.3 马鞭草经皮透过液对B16黑色素瘤细胞中黑色素含量的影响   80μg·mL-1以上马鞭草经皮透过液对B16细胞黑素合成均有抑制作用。见表3。
表3   马鞭草经皮透过液对B16-RFP细胞黑素含量的影响（
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Table 3 Effect of different concentration of verbena percutaneous fluid on melanin biosynthesis of B16 
	药物
	浓度/μg·mL-1
	吸光度

	空白组
	0.186±0.002

	光甘草定组
	20
	0.168±0.002**

	马鞭草组
	80
	0.182±0.001*

	
	160
	0.178±0.001**

	
	400
	0.173±0.002**

	
	800
	0.169±0.002**


注：与空白组比较，*P<0.05，**P<0.01
2.4  DAPI染色法   空白组无细胞碎片，细胞核保持完整；光甘草定组和马鞭草经皮透过液800 μg·mL-1组，与空白组相比细胞数较少；马鞭草浓度低于800 μg·mL-1的经皮透过液组，DAPI染色均匀，细胞数目无显著减少。见图1。
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A.空白组；B.光甘草定组；C.马鞭草经皮透过液80 μg·mL-1组；D.马鞭草经皮透过液160 μg·mL-1组；E.马鞭草经皮透过液400 μg·mL-1组；F.马鞭草经皮透过液800 μg·mL-1组
图1   马鞭草经皮透过液对B16细胞作用48 h后DAPI染色荧光显微镜下细胞核形态变化（100×）
Figure 1 Changes of nuclear morphology on B16 cells after affect by different concentration of verbena percutaneous fluid（X100）
3讨论

本实验选用光甘草定作为对照品，是由于光甘草定由天药药物光果甘草分离所得，目前尚未有见其用于护肤品产生不良反应的有文献和报导，说明其安全性较高。实验[6]证明，光甘草定具有对体外蘑菇酪氨酸酶显著的抑制作用以及体外抗氧化作用。目前，光甘草定被称为美白黄金，但是其市场价相对较高，故实验选取其为对照品，以期找到与其美白效果相当，生产成本较低的天然药物。马鞭草主要功效为凉血、破血、清热解毒、活血通经、利水消肿、截虐，具有抗肿瘤、抗炎镇痛、神经保护、调节免疫、抗氧化、抗早孕等作用；临床上主要用于治疗口腔炎症、跌打损伤、泌尿系统结石、痢疾等疾病[7]。基于马鞭草的临床应用，其抗炎、抗氧化作用可能对其开发成化妆品原料具有更好的应用前景。
本实验研究马鞭草经皮透过液对B16黑色素瘤细胞的影响，皮肤中黑素细胞位于表皮深层，保证药物的有效成分透过表皮，才能使外用美白产品起效。透皮处理可模拟外用药被皮肤吸收的过程，再取经皮透过液来培养目的细胞，更能代表药物的作用效果以及生物利用度，具有创新的思路。同时也为下一步的动物实验和对马鞭草对B16黑色素瘤细胞的有效物质的分离纯化和动物实验提供了基础数据。
实验发现马鞭草对黑色素瘤细胞具有显著性，同时能够抑制酪氨酸酶活性以及细胞内黑色素的合成，其具体有效成分暂不明确，有待进一步研究，同时说明马鞭草具有开发成天然美白产品的前景。
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