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医院制剂祛白片（京药制字Z20063383）因疗效好、

患者需求大，一直是首都医科大学附属北京世纪坛医院

药学研发团队研究的重点[1－2]。为使更多的白癜风患者

受益，医院拟将祛白片进行成果转化。本课题组前期研

究了祛白片全方、挥发油和乙酸乙酯部位的初步药效

学，证实了这些部位均具有较好的抗白癜风作用，且重
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摘 要 目的 研究祛白片正丁醇部位的化学成分，以及其对脱黑色素细胞模型的药效作用。方法 制备祛白片正丁醇部位。采用

超高效液相色谱-质谱联用（UPLC-MS）技术分析其化学成分。以小鼠B16黑色素瘤细胞为研究对象，建立脱黑色素细胞模型后

分为模型组、阳性对照不同浓度组（8-甲氧补骨脂素10、50、100、150、200 μmol/L）、溶媒组（以DMSO稀释而得）和祛白片正丁醇部

位不同浓度组（10、50、100、150、200 μg/mL），采用倒置显微镜观察细胞数量变化，并检测细胞增殖率、促黑色素生成率、酪氨酸酶

活性促进率。结果 在正、负离子模式下初步确定了祛白片正丁醇部位的53个化合物（正离子模式下29个，负离子模式下33个，重

合9个），其中香豆素类化合物所占比例最大，其次是黄酮类化合物。祛白片正丁醇部位可使细胞数明显增加，且与作用时间和给

药浓度呈正相关；其可显著升高细胞的增殖率、促黑色素生成率、酪氨酸酶活性促进率（P＜0.01）。结论 香豆素类和黄酮类化合物

可能是祛白片正丁醇部位发挥抗白癜风作用的物质基础；祛白片正丁醇部位的抗白癜风作用可能是通过促进酪氨酸酶活性实

现的。
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ABSTRACT OBJECTIVE To study the chemical constituents of n-butanol part of Qubai tablet and its pharmacodynamic effect

on the model of de melanocyte. METHODS The n-butanol part of Qubai tablet was prepared. The chemical constituents were

analyzed by ultra-high performance liquid chromatography-mass spectrometry（UPLC-MS）. Taking mice B16 melanoma cells as the

research object，the de melanocyte model was established and divided into model group，positive control different concentration

groups（8-methoxypsoralen 10，50，100，150，200 μmol/L），solvent group（diluted with DMSO）and Qubai tablet n-butanol part

different concentration groups（10，50，100，150，200 μmol/L）. The number of cells were observed by inverted microscope，and

the cell proliferation rate，the rate of melanin production and promotion rate of tyrosinase activity were also detected. RESULTS In

the positive and negative ion mode，53 compounds in the n-butanol part of Qubai tablet were preliminarily determined（29 in the

positive ion mode，33 in the negative ion mode，overlapping 9），of which coumarins accounted for the largest proportion，

followed by flavonoids. The n-butanol part of Qubai tablet could significantly increase the number of cells，which was positively

correlated with the action time and administration concentration. It could significantly increase the proliferation rate of cells，the

rate of melanin production and promotion rate of tyrosinase activity（P＜0.01）. CONCLUSIONS Coumarins and flavonoids may

be the material basis for the anti-vitiligo effect of n-butanol part from Qubai tablet；anti-vitiligo effect of n-butanol part of Qubai

tablet may be realized by promoting tyrosinase activity.
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点分析了挥发油和乙酸乙酯部位的化学成分[3－5]。为更

全面地解决患者提出的该药服药剂量大的问题（说明书

中规定：每次5片，每日3次），本课题组又富集了祛白片

正丁醇部位，在前期研究的基础上，采用超高效液相色

谱 -质谱联用（ultra-performance liquid chromatography-

mass spectrometer，UPLC-MS）技术初步确定其化学成

分，并从细胞数量、促细胞活力、促黑色素生成3个方面

研究祛白片正丁醇部位对脱黑色素细胞模型的药效学，

以期为该制剂的进一步药理机制研究和制备工艺优化

提供依据。

1 材料

1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器有 Q ExactiveTM 型四极杆轨

道离子阱质谱、DionexTM UltiMateTM 3000型 UPLC 仪、

Multiskan FC型酶标仪（美国Thermo Fisher Scientific公

司），COIC XDS-1B型显微镜（重庆重光实业有限公司），

RT-TDL-40B 型离心机（无锡市瑞江分析仪器有限公

司），YT-CJ-1ND型无菌操作台（北京亚泰科隆仪器技术

有限公司），MCO-15AC型CO2培养箱（日本Panasonic公

司）。

1.2 主要药品与试剂

炒蒺藜、补骨脂、黑芝麻等 15味中药饮片均购自北

京金崇光药业有限公司，经我院药检室检验符合 2020

年版《中国药典》（一部）要求 [6]；8-甲氧补骨脂素（8-

methoxypsoralen，8-MOP，批号M3501-1G）、二甲基亚砜

（dimethyl sulfoxide，DMSO，批号 D2650）、过氧化氢

（H2O2，批号 H1009-100）和左旋多巴（L-DOPA，货号

72816）均购自美国 Sigma 公司，DMEM 培养基（批号

C11965500BT）购自美国 Invitrogen公司；其余试剂为实

验室常用规格，水为纯净水。

1.3 细胞

小鼠B16黑色素瘤细胞（编号3111C0001CCC000324）

购自中国医学科学院基础医学研究所基础医学细胞

中心。

2 方法与结果

2.1 祛白片正丁醇部位成分的UPLC-MS分析

2.1.1 样品的制备 取炒蒺藜、补骨脂、黑芝麻等 15味

中药饮片，加水煎煮 3次，每次 1 h，滤过；合并煎液，浓

缩，即得祛白片干浸膏。参考文献[7]方法，取祛白片干

浸膏适量，充分溶解于热水，用等体积正丁醇分 3次萃

取，合并萃取液，浓缩，即得祛白片正丁醇部位干浸膏。

取适量祛白片正丁醇部位干浸膏用甲醇充分溶解，

待测。

2.1.2 UPLC-MS条件 （1）色谱条件：色谱柱为Waters

UPLC HSS T3（100 mm×2.1 mm，1.8 µm）；流动相为A相

（水，含有0.05％乙酸和1 mmol/L乙酸铵）-B相[异丙醇-

乙腈混合液（1 ∶ 1，V/V）]，梯度洗脱（0～3 min，10％ B→

35％ B；3～6 min，35％ B→85％ B；6～8 min，85％ B→

100％ B；8～11 min，100％ B；11～11.1 min，100％ B→

10％ B；11.1～13 min，10％ B）；流速为0.3 mL/min，柱温

为50 ℃。（2）质谱条件：正、负离子源电压分别为3.7、3.5

kV；碰撞气为氮气，压力为 1.5 mTorr；鞘气和辅助气均

为氮气，鞘气压力为30 psi，辅助气压力为10 psi；毛细管

加热温度为 320 ℃；容积加热蒸发温度为 300 ℃。一级

全扫描参数：分辨率为 7×105，自动增益控制目标为

3×106，最大隔离时间为100 ms，质荷比（m/z）扫描范围为

50～1 500。本研究进行正、负离子模式下的全扫描

检测。

2.1.3 UPLC-MS分析及结果 取“2.1.1”项下祛白片正

丁醇部位待测样品，按“2.1.2”项下色谱与质谱条件进样

分析，得正、负离子模式下祛白片正丁醇部位的总离子

流图，结果见图 1。将采集好的数据用 Progenesis QI软

件处理，依次进行原始数据导入、峰对齐、峰提取、归一

化处理，最后通过m/z、保留时间、峰强度等信息，在正、

负离子模式下初步确定了祛白片正丁醇部位的 53个化

合物（正离子模式下 29个，负离子模式下 33个，重合 9

个），结果见表1、表2。

图 1 正、负离子模式下祛白片正丁醇部位的总离子
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2.2 脱黑色素细胞模型的药效学研究

2.2.1 供试品溶液的制备 精密称取 0.1 g祛白片正丁

醇部位干浸膏，加不含血清的 DMEM 培养基定容至 10

mL，再以 0.22 µm微孔滤膜过滤，即得祛白片正丁醇部

位母液，临用时稀释成所需浓度作为供试品溶液。

2.2.2 脱黑色素细胞模型的建立 参考文献[8]方法，将

小鼠B16黑色素瘤细胞于 37 ℃、5％CO2培养箱中培养

24 h后，将培养基更换为含0.1 mmol/L H2O2的DMEM培

养基，继续培养 4 h后，吸弃培养基，即得脱黑色素细胞

模型。

2.2.3 细胞数量观察 取对数生长期小鼠B16黑色素

瘤细胞，经胰酶消化后，制成单细胞悬液（1×104 个/mL），

接种于 96孔培养板中，每孔 100 µL，按“2.2.2”项下方

法建立脱黑色素细胞模型，然后分为模型组、阳性对照

不同浓度组（8-MOP，10、50、100、150、200 μmol/L，以

DMSO溶解，浓度根据文献[5]设置，下同）、溶媒组（由于

8-MOP以DMSO溶解，故本实验另设DMSO溶媒组，即

以DMSO稀释 1×104倍）和祛白片正丁醇部位不同浓度

组（10、50、100、150、200 μg/mL，质量浓度根据参考文

献[5]设置）。模型组细胞加入DMEM培养基，其余各组

加入相应药物或溶剂，于 37 ℃、5％CO2培养箱中培养

24、48 h 后，采用倒置显微镜观察各组细胞数量变化。

结果见图2。

由图2可知，与模型组比较，祛白片正丁醇部位各浓

度组细胞数均明显增加，且与作用时间和给药浓度呈正

相关。其中，200 μg/mL的祛白片正丁醇部位（作用48 h

后）使黑色素细胞数量增加最明显。与溶媒组比较，

8-MOP各浓度组细胞数也明显增加，也与作用时间和给

药浓度呈正相关。

2.2.4 细胞活性检测 采用 CCK-8法检测细胞的活

性。取对数生长期小鼠B16黑色素瘤细胞，按“2.2.3”项

下方法接种、造模、分组与给药，另设只加培养基、不加

细胞的本底对照组，每组设 5个复孔。各组细胞培养

24、48 h后，吸去上清液，加入 CCK-8溶液，继续培养4 h

后，采用酶标仪于 450 nm 波长处测定各孔光密度值

（OD），并取平均值，再计算细胞增殖率[细胞增殖率＝

（OD 给药组－OD 本底对照组）/（OD 模型组或溶媒组－OD 本底对照组）×

100％ [9]]。采用 SPSS 22.0 软件对数据进行统计分析。

计量资料以 x±s 表示，多组间比较采用单因素方差分

析，组间两两比较采用 LSD-t 检验，检验水准α＝0.05。

结果显示，与模型组比较，祛白片正丁醇部位各浓度组

细胞增殖率均显著升高（P＜0.01）；与溶媒组比较，

8-MOP各浓度组细胞增殖率均显著升高（P＜0.01）。结

果见图3。

表1 祛白片正丁醇部位的化学成分分析结果（正离子模式）

序号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

保留时间/min

2.88

2.89

2.90

2.97

3.10

3.20

3.34

3.39

3.62

3.88

4.09

4.19

4.25

4.29

4.45

4.84

4.85

4.88

4.91

5.27

5.38

5.42

5.60

5.84

5.99

6.04

6.22

6.58

6.59

准分子离子峰m/z

287.1[M+H]+

305.1[M+H]+

261.1[M+H]+

255.1[M+H]+

355.1[M+H]+

377.2[M+H]+

317.1[M+H]+

299.1[M+H]+

217.0[M+H]+

168.1[M+H]+

301.1[M+H]+

321.1[M+H]+

339.1[M+H]+

331.1[M+H]+

297.1[M+H]+

289.1[M+H]+

229.1[M+H]+

359.1[M+H]+

323.1[M+H]+

325.1[M+H]+

337.1[M+H]+

271.1[M+H]+

279.1[M+H]+

245.1[M+H]+

277.1[M+H]+

329.1[M+H]+

339.2[M+H]+

301.2[M+H]+

295.1[M+H]+

分子量
286

304

260

254

354

376

316

298

216

167

300

320

338

330

296

288

228

358

322

324

336

270

278

244

276

328

338

300

294

化合物名称
异氧化前胡素
决明子内酯
7-O-（3，3-二甲基烯丙基）-东莨菪素
大黄酚
D-芝麻素
当归醇 A

比克白芷素
异新补骨脂查尔酮
佛手苷内酯
辛弗林
珊瑚菜素
补骨脂异黄酮
补骨脂异黄酮醇
苜蓿素
丹参酮ⅡB

二氢欧山芹醇乙酸酯
川白芷素
黄决明素
补骨脂色烯查尔酮
补骨脂甲素
丹参新醌丁
异欧前胡内酯
次甲丹参醌
蛇床子素
丹参酮Ⅰ
Columbianadin

8-牻牛儿醇基补骨脂素
柳杉醇
异丹参酮ⅡA

相对百分含量/％
4.81

0.95

34.37

1.16

0.13

0.18

18.12

3.93

0.58

2.43

0.74

0.56

2.46

0.27

0.25

0.57

1.39

8.73

0.75

2.50

0.30

0.72

0.54

3.48

0.27

0.37

7.78

0.39

1.27

来源中药
白芷
决明子
北沙参
制何首乌
黑芝麻
独活
白芷
补骨脂
独活、白芷
香橼
白芷
补骨脂
补骨脂
制何首乌
丹参
独活
白芷
决明子
补骨脂
补骨脂
丹参
丹参
丹参
独活
丹参
香橼
北沙参
丹参、北沙参
丹参
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表2 祛白片正丁醇部位的化学成分分析结果（负离子模式）

序号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

保留时间/min

1.92

2.43

2.49

2.75

2.88

3.47

3.61

3.64

4.29

4.41

4.58

4.85

5.01

5.24

5.53

5.64

5.72

5.77

5.93

6.15

6.45

7.09

7.10

7.16

7.32

7.37

7.40

7.56

7.58

7.72

7.79

7.99

8.50

准分子离子峰m/z

579.2[M－H]－

551.2[M－H]－

491.1[M－H]－

521.2[M－H]－

463.1[M－H]－

301.0[M－H]－

431.1[M－H]－

271.1[M－H]－

329.1[M－H]－

315.1[M－H]－

285.0[M－H]－

357.1[M－H]－

343.1[M－H]－

283.1[M－H]－

321.1[M－H]－

269.1[M－H]－

269.0[M－H]－

319.1[M－H]－
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化合物名称
柚皮苷
可来灵素 C

丹酚酸 C

乙酰芍药苷
槲皮素-3-O-β-D-葡萄糖苷
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图2 各组细胞数量的观察结果
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a：与模型组比较，P＜0.01；b：与溶媒组比较，P＜0.01

图4 各组细胞促黑色素生成率的检测结果（x±±s，n＝5）
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2.2.5 促黑色素生成率的检测 参考文献[10]方法进行

检测。取对数生长期小鼠B16黑色素瘤细胞，按“2.2.3”

项下方法接种、造模、分组与给药，每组设5个复孔。各组

细胞培养24、48 h后，弃去上清液，以磷酸盐缓冲液（pH＝

7.4）清洗 2次后，加入 1 mol/L NaOH溶液（不含DMSO）

200 μL，于 80 ℃条件下恒温水浴 2 h，待细胞充分裂解、

黑色素颗粒充分溶解后，采用酶标仪于490 nm波长处测

定各孔OD，并取平均值，再计算促黑色素生成率[促黑

色素生成率＝（OD 给药组－OD 模型组或溶媒组）/OD 模型组或溶媒组×

100％]。结果显示，与模型组比较，祛白片正丁醇部位

各浓度组细胞促黑色素生成率均显著升高（P＜0.01）；

与溶媒组比较，8-MOP各浓度组细胞促黑色素生成率也

显著升高（P＜0.01）。结果见图4。

2.2.6 酪氨酸酶活性促进率的检测 参考文献[11]方法

进行检测。取对数生长期小鼠 B16黑色素瘤细胞，按

“2.2.3”项下方法接种、造模、分组与给药，每组设 5个复

孔。各组细胞培养24、48 h后，弃去培养基，以磷酸盐缓

冲液（pH＝7.4）洗涤 2 次，每孔加入 TritonX-100 溶液

（1％）90 μL，立即放入－80 ℃冰箱冷冻 30 min，取出后

室温融化至细胞完全破裂，37 ℃预温后加入L-DOPA溶

液（10 g/L）100 μL，于 37 ℃条件下孵育 30 min后，采用

酶标仪于 490 nm 波长处检测各孔 OD，并取平均值，再

计算酪氨酸酶活性促进率 [酪氨酸酶活性促进率＝

（OD 给药组－OD 模型组或溶媒组）/OD 模型组/溶媒组×100％]。结果显

示，与模型组比较，祛白片正丁醇部位各浓度组细胞酪

氨酸酶活性促进率均显著升高（P＜0.01）；与溶媒组比

较，8-MOP各浓度组细胞酪氨酸酶活性促进率也显著升

高（P＜0.01）。结果见图5。

a：与模型组比较，P＜0.01；b：与溶媒组比较，P＜0.01

图3 各组细胞增殖率的检测结果（x±±s，n＝5）
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3 讨论

3.1 中药有效部位筛选

中药有效部位指从中药中提取出的一类或几类化

学成分的混合物，是发挥疗效的物质基础，也是质量控

制的关键。通过分离纯化除去无效、低效或有毒的成

分，来降低服用剂量和毒副作用，是中药创新药物发现

的重要途径[12－13]。中药有效部位的研究内容为对中药

或其制剂进行系统提取分离，根据功效采用相应药理学

指标建立药理模型，确定具有活性的部位，同时采用现

代分析手段确定该部位所含化学成分的类型。中药有

效部位的确定是中药新药研究开发的基础[14]。近年来，

多项国内外研究表明，中药有效部位的提取与筛选，对

揭示中药多组分、多靶点、多途径的特点及中药复方配

伍内在规律具有重要意义[15－17]。本文遵循中药有效部

位研究方法，旨在确定祛白片的活性部位，为进一步研

发抗白癜风药物奠定基础。

3.2 祛白片正丁醇部位化学成分分析

中药正丁醇部位化学成分和生物活性一直是近年

来中药化学研究的热点[18－20]。本研究利用UPLC-MS技

术，初步确定了祛白片正丁醇部位所含的 53个化合物

（正离子模式下29个，负离子模式下33个，重合9个），并

计算了相对百分含量。正离子模式下相对百分含量排

名前 3位的化合物分别为 7-O-（3，3-二甲基烯丙基）-东

莨菪素（34.37％）、比克白芷素（18.12％）和黄决明素

（8.73％）；负离子模式下相对百分含量排名前 3位的化

合物分别为十六（烷）酸（28.35％）、十八碳酸（27.51％）

和柚皮苷（24.12％）。另外，在正、负离子模式下均检出

的9种化合物分别为苜蓿素、比克白芷素、黄决明素、补

骨脂色烯查尔酮、异欧前胡内酯、补骨脂异黄酮、补骨脂

甲素、8-牻牛儿醇基补骨脂素、柳杉醇。在这些成分中，

香豆素类化合物所占比例最大，黄酮类化合物次之，这

与本课题组前期对祛白片乙酸乙酯部位化学成分研究

结果类似[4]。但祛白片正丁醇部位中有7种成分在乙酸

乙酯部位中未检出，分别为辛弗林、苜蓿素、柚皮苷、丹

酚 酸 C、槲 皮 素 -3-O-β-D- 葡 萄 糖 苷 、大 黄 素 甲

醚-8-O-β-D-葡萄糖苷、苜蓿素和十六（烷）酸。经查阅文

献发现，香豆素类和黄酮类化合物均具有潜在的抗白癜

风作用[21－23]，值得进一步深入研究。

3.3 脱黑色素模型的药效学结果分析

小鼠B16黑色素瘤细胞目前在药理学研究中被广

泛应用[24－25]。本实验利用小鼠B16黑色素瘤细胞建立脱

黑色素细胞模型，从细胞数量、促细胞活力、促黑色素生

成3个方面，研究了祛白片正丁醇部位的药效学。首先，

采用倒置显微镜观察细胞的数量变化，结果发现，祛白

片正丁醇部位可使细胞数明显增加，且增加趋势与作用

时间和给药浓度呈正相关。其次，研究了祛白片正丁醇

部位对细胞活性的影响，结果发现，祛白片正丁醇部位

可显著提高细胞的增殖率（P＜0.01）。为进一步探索祛

白片正丁醇部位的作用机制，本研究检测其对酪氨酸酶

活性的影响，结果发现，祛白片正丁醇部位可显著升高

酪氨酸酶活性促进率，由此推测，该部位具有潜在的抗

白癜风作用，且可能是通过提高酪氨酸酶活性实现的。

结合本课题组前期研究发现，祛白片乙酸乙酯部位也具

有良好的抗白癜风作用，这提示在后续研究中可优化祛

白片原有制备工艺，将祛白片水煎液用乙酸乙酯和正丁

醇分别萃取后，合并两部位制备成制剂，以达到既保留

原有药效、又减小服用剂量的效果，从而更好地提高患

者的依从性。

a：与模型组比较，P＜0.01；b：与溶媒组比较，P＜0.01

图5 各组细胞酪氨酸酶活性促进率的检测结果（x±±s，n＝5）
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综上所述，香豆素类和黄酮类化合物可能是祛白片

正丁醇部位发挥抗白癜风作用的物质基础；祛白片正丁

醇部位的抗白癜风作用可能是通过促进酪氨酸酶活性

实现的。
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