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摘要:目的
 

通过探究魔芋乙醇提取物对皮肤的保护作用,验证魔芋是否适用于化妆品功能性原料

开发。方法
 

开展对魔芋的吸湿性能、保湿性能、体外抗氧化能力、细胞毒性、HaCaT细胞光保护作

用和抑制黑色素作用等相关实验,对各项实验所得数据展开系统性的统计与分析。结果
 

采用干燥

器控湿法对样品的吸湿性能进行测定:透明质酸>魔芋>壳聚糖;保湿性(48h):魔芋>壳聚糖≈

透明质酸;体外抗氧化实验表明魔芋乙醇提取物的DPPH清除率高达80%,显著高于维生素E;魔
芋乙醇提取物对HaCaT细胞未见毒性作用,且能显著修复UV诱导的细胞损伤并提升存活率;此
外,该提取物能通过下调其酪氨酸酶活性,从而有效抑制B16F10细胞的黑色素合成。结论

 

魔芋乙

醇提取物具有低毒性、长效保湿、抗氧化、优异的光保护及美白等诸多保护皮肤的功效,适用于化

妆品功能性原料开发。
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皮肤作为人体重要的保护器官,能有效抵御紫

外线辐射、微生物侵袭及化学物质刺激等多种外界

因素[1]。魔芋(Amorphophallus
 

konjac)是天南星

科魔芋属的总称,药用其球状块茎,因其用途广泛

而长期受到重视[2,3]。其富含魔芋富含葡甘聚糖

(Konjac
 

Glucomannan,KGM),长久以来食品与医

药领域是其应用最广泛的领域[4]。近年来研究发

现,魔芋的多糖组分具有保湿、抗氧化及调节细胞

活性等功效,但关于其乙醇提取物能否作为天然化

妆品原料开发研究较少。目前,有关这方面的研究

并不多,已有的也仅仅停留在较浅层面,目前基本

上都集中在魔芋粗神经酰胺的提取工艺上,并只是

处在初步探索阶段[5]。本研究旨在综合评估魔芋乙

醇提取物在皮肤细胞修复、环境屏障功能及色素调

控中的作用,为天然化妆品原料开发与应用提供

依据。

1 实验部分

1.1 试剂与仪器

1.1.1 实验试剂

本实验所采用的主要试剂详见表1。

1.1.2 实验仪器

本实验所采用的主要实验试仪器详见表2。
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表1 主要实验试剂

Table
 

1 Main
 

reagents
 

and
 

standards

名称 型号 公司

DMEM高糖培养液 C11,995500BT 美国Gibco公司

胎牛血清 04-001-1ACS 以色列BI公司

青霉素链霉素混合液(100×) 15140122 美国Gibco公司

胰蛋白酶(含0.25%EDTA) 25200-056 美国Gibco公司

磷酸盐缓冲液(PBS) 03.15018C 北京忆奥邦公司

CCK-8试剂盒 GK10001 美国GLPBIO公司

RPMI
 

1640培养基 C11,875500BT 美国Gibco公司

α-MSH黑素细胞刺激素 S48622 上海源叶生物

曲酸 B24221 上海源叶生物

BCA蛋白检测试剂盒 AP12L025 李记生物

氢氧化钠 1310-73-2 广州化学试剂厂

L-DOPA左旋多巴 D111049 阿拉丁

壳聚糖 C105802 阿拉丁

透明质酸 H67131 H67131

DPPH自由基清除能力试剂盒 A153-1-1 南京建成

表2 主要实验仪器

Table
 

2 Main
 

apparatus

名称 型号 公司

高压蒸汽灭菌锅 HVE-50 日本 HIRAYAMA株式会社

超净工作台 SW-CJ-IF 苏州安泰空气技术有限公司

细胞培养箱 MCO-20AIC 三洋电机株式会社

高速冷冻离心机 5404EL318535 Eppendorf

全波长酶标仪 Multiskan
 

FC 美国Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司

UV灯 XZ-CTUVB20.0-B5 行致

1.2 实验方法

1.2.1 吸湿性能

实验在20℃的条件下进行,通过先向干燥器底

部添注入硫酸铜、氯化铵与氯化钙的饱和盐溶液,
以此获得43%的稳定相对湿度(Relative

 

humidity,

RH)。随后,将精准称取的1g样品平铺于25毫米

的结晶皿底部,放入上述设定好的恒湿干燥器中开

始吸湿性实验;此后,以24小时为间隔,对结晶皿进

行称重,并将所得数据代入公式(1)求得吸湿率:

吸湿率(%)=
mn-m0

m0
×100% (1)

式中:m0 代表样本的初始重量,mn 则是样本放置n

天后的质量。

1.2.2 保湿性能

在实验环境中,当温度维持在20℃时,将200g
经过预处理的变色硅胶放置在干燥器底部,然后把

已完成吸湿试验的样本加入其中进行保湿测试。
每24小时取出结晶皿进行称重,并根据公式(2)来
计算保湿率:

保湿率(%)=
Hn

H0
×100% (2)

式中:试样放置n 天后的含水量记为Hn,其初始状

态下的含水量用 H0 表示

1.2.3 抗氧化能力实验

我们对4.0mL
 

0.1mmol/L
 

DPPH甲醇溶液进
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行了处理,并添加了2.0mL来自各种待测试样的样

本溶液,然后在室内温度和无光环境中放置一小

时,接着使用517nm波长的仪器测量其吸收值。每

个试样都经过三次重复试验。我们将维生素B设

定为空白控制组,而样品DPPH自由基消除活性的

百分比则通过以下公式[6]来确定:

DPPH自由基清除率(%)=
(1-Asample/Acontrol)×100%

 

式中,Asample 是指4.0mL
 

DPPH 溶液与2.0mL样

品溶 液 充 分 混 合 所 测 得 的 吸 光 度;Acontrol 是 指

4.0mL
 

DPPH溶液与2.0mL去离子水充分混合所

测得的吸光度

1.2.4 细胞活力实验

取 HaCaT细胞配制为适宜浓度的细胞悬液,

以每孔100μL接种于96孔培养板,置于37℃、5%
CO2 培养箱中培养24h;弃去原有培养基,分别更换

为含0.3%乙醇的溶剂、10、30、60、250、500μg/mL
魔芋粗提取物(60%乙醇溶解)的培养液,同时设置

阴性对照组(正常培养液),每孔100μL,每组8个复

孔;然后将细胞在37℃、5%CO2 条件下继续培养适

当时间;培养结束后,每孔加入20μLMTT 溶液,

37℃下孵育4h,之后吸除上清液体,用150μL
 

PBS
缓冲液洗涤2次;待孔内残液吸静后,每孔加入

100μL二甲基亚砜,室温下轻轻震荡10~15min使

结晶 充 分 溶 解;最 后,通 过 酶 标 仪 测 定 各 孔 在

450nm波长处的吸光度值(OD值)[7]。

将B16F10细胞接种于96孔板中,接种密度为

4×104 个/孔,待其贴壁生长稳定后,再开展下一步

操作。设置对照组、溶剂对照组(0.6%EtOH)及魔

芋乙醇提取物梯度组(7.5~1000μg/mL),分别培

养24—48h,在倒置显微镜下对细胞形态进行观察

记录。随后以100μL
 

PBS清洗2次;此外,设置无

细胞空白对照,每孔加入100μL含10%CCK8的培

养基,随后在37℃恒温孵育1.5h;将96孔板轻柔混

匀1min,在酶标仪450nm处检测吸光度,用以评价

细胞增殖活力。
细胞相对增殖率(%)的测定,根据公式(实验

组 OD均值/阴性对照组 OD均值)×100%进行

计算[8]。

采用倒置显微镜对正常组、溶剂对照组以及魔

芋提取物处理组的细胞形态进行观察记录。

1.2.5 HaCaT细胞光保护实验

当细胞融合度达到80%,先经消化处理制备单

细胞悬液,把密度调控至2.5×105 个/mL,向每孔

加入100μL该细胞悬液,随后置于CO2 培养箱中孵

育24h。培养结束后吸去培养基,每孔添加100μL
 

PBS进行一次漂洗。采用25mJ/cm2 紫外线(UV)

进行照射造模,紫外光源由5盏紧密排布的三协电

机太阳灯提供,照射距离为
 

7.5cm 以保证辐射均

匀[8],造模结束后再次洗涤细胞,随后分别设置
 

NC
 

组、UV
 

组及魔芋干预组,其中干预组采用含1、10、

30μg/mL魔芋提取物(60%乙醇溶解)的培养基处

理,各组继续孵育24小时,之后用100μL
 

PBS清洗

1次。同时设置不含细胞的空白对照组,每孔添加

100μL含
 

10%CCK8培养液,在37℃条件下孵育

1.5h。之后,将孔板轻柔震荡1min使溶液混合均

匀,最后通过酶标仪测定450nm处吸光度值,以评

估细胞活力。同时采用倒置显微镜观察正常组、溶
剂对照组及30μg/ml魔芋提取物处理组的细胞

形态。

1.2.6 抑制黑色素试验

B16F10细胞先以0~1000μg/mL魔芋乙醇提

取物预处理[10],设含或不含α-MSH(10μM)分组,

用DMEM完全培养基且每孔需2mL溶液(提前配

足),用含10μM
 

α-MSH的完全培养基稀释储备液

配制各药液及阳性药,培养24h的细胞弃培养基,

1mL
 

PBS洗1次,每孔加2mL对应药液续培养

48h;待给药处理满48h,吸取上清液保存,接着用

1mL
 

PBS润洗细胞1次,清洗后每孔再加1mL
 

PBS,用细胞刮刀将细胞刮落,转移至1.5mL
 

EP管

中备用,室温2500rpm离心5min,弃上清后白色背

景下拍细胞照,每管加150μL
 

1
 

%
 

Triton
 

X-100
(PBS

 

配制),涡旋混匀后,采用反复冻融法裂解细

胞:置 于 -80℃
 

冷 冻
 

30min,再 在 37℃
 

融 化

20min,重复此操作3次,12000×g
 

4℃离心10min,
收集上清,供后续测定酪氨酸酶活力及蛋白浓度,
沉淀用于黑色素含量检测;蛋白浓度采用BCA法,
设标准品组(每孔10μL不同浓度标准液)和样品组

(每孔2μL样品+8μL
 

PBS防挥发),待各孔准确添

加200μL工作液,于37℃条件下恒温孵育
 

30min。
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随后,采用酶标仪检测562nm波长下的吸光度;开
展黑色素检测时,将沉淀用400μL

 

1M
 

NaOH(含

10%DMSO)重悬处理,80℃孵育2h,将沉淀涡旋震

荡至充分溶解后,以
 

12000×g离心10min,吸取

100μL上清加入96孔板中,使用酶标仪测定405nm
波长处的吸光度,并以正常对照组为基准,结合蛋

白量计算相对含量;TYR检测时96孔板反应体系

含30μL上清+150μL
 

5
 

mM
 

L-DOPA,37℃条件下

避光孵育30min,采用酶标仪于475nm波长处测定

吸光度值,结果表示为与对照组的相对百分比(以
正常对照组、蛋白量为参考)。

1.2.7 统计分析

本研究中所有测定操作均重复进行三次,所得

数据采用平均数±标准差(SD)来呈现。采用SPSS
软件(IBM

 

SPSS
 

Statistics
 

22)进 行 方 差 分 析 和

Duncan检验,以确定样本之间的显著差异(p<
0.05)。

2 结果与分析

图1 魔芋粉末的吸湿性能评价

Fig.1 Evaluation
 

of
 

moisture
 

absorption

performance
 

of
 

konjac
 

powder

2.1 吸湿性能结果

从图1可以观察到,吸湿率在24h内呈现出较

快的增长形态;此后,壳聚糖的吸湿率增长速率明

显下降,并渐趋于平台期,魔芋和透明质酸虽继续

增加,但增速也有所放缓。当培养时间达到72h时,
各试样依据吸湿率大小进行顺序,从大到小依次

为:透明质酸、魔芋、壳聚糖。透明质酸分子中含大

量亲水性-OH等基团,使其吸湿能力突出;魔芋分

子结构中的-OH 等也有一定亲水性,吸湿率次之;

由于壳聚糖分子中的亲水基团相对较少,因此其吸

湿的能力也相应偏低。整体而言,三种物质吸湿规

律呈现:透明质酸吸湿能力最强,魔芋次之,壳聚糖

相对较弱。

2.2 保湿性能结果

从图2中可以看出,不同时间段魔芋、壳聚糖、
透明质酸保湿率呈现不同变化趋势。在24h内保湿

能力大小为:透明质酸>魔芋>壳聚糖;48h后保湿

能力大小为魔芋>壳聚糖≈透明质酸。整体来看,
各试样保湿率随时间延长逐渐降低,前期(48h前)
下降趋势相对明显,后期(48h后)下降趋势逐渐缓

和。可见,魔芋在前期保湿表现虽稍逊于透明质

酸,但后期凭借更稳定的保湿留存,展现出较好的

综合保湿能力。

图2 魔芋粉末的保湿性能评价

Fig.2 Evaluation
 

of
 

moisture
 

retention

performance
 

of
 

konjac
 

powder

2.3 抗氧化能力

在体外关于抗氧化活性的研究当中,DPPH自

由基清除率是普遍应用的评价指标之一[11]。由图3
可知,魔芋乙醇提取物能够有效地清除DPPH自由

基,表现出良好的抗氧化能力。维生素E的DPPH
清除率约为45%,而不同浓度(5、10、20、40μg/mL)
的魔芋组,清除率均显著高于 VE组,且数值接近

80%左右。随着魔芋浓度从5μg/mL增加到40μg/

mL,DPPH清除率未出现明显的直线上升或下降

趋势,基本维持在相近的水平。由此可以看出,

60%乙醇溶解的魔芋粉末,对DPPH自由基有着较

好的清除能力,且在5~40μg/mL浓度范围内,浓
度变化对其清除能力影响不显著,整体抗氧化效果

优于VE。
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图3 魔芋乙醇提取物DPPH清除能力评价

Fig.3 DPPH
 

radical
 

scavenging
 

capacity
 

of

konjac
 

ethanol
 

extract
注:与VE组相比,***P<0.001

2.4 HaCaT细胞活力实验

从图4可看出,正常组、溶剂组与各浓度魔芋处

理组(10~500μg/mL)细胞活力无显著差异,甚至

较高浓度魔芋处理组细胞活力有轻微升高。镜下

观察结果证实,30μg/mL的魔芋提取物处理组中,
细胞形态及生长状态与正常对照组、溶剂对照组

(0.3%乙醇)相比无明显的差异,三者高度相似。
由此推断,在本实验涉及的所有浓度范围内,魔芋

乙醇提取物对 HaCaT细胞不构成显著毒性,其高

浓度组甚至可能对细胞活力有正向影响。

图4 魔芋乙醇提取物对HaCaT细胞的毒性评价

Fig.4 Cytotoxicity
 

evaluation
 

of
 

konjac

ethanol
 

extract
 

on
 

HaCaT
 

cells

2.5 细胞光保护作用

将图5中的实验组与对照组进行对比,可证实

UV照射是导致细胞损伤的因素;而相较于仅接受

UV照射的组别,采用魔芋乙醇提取物处理后的细

胞,其死亡现象能被显著抑制,在一定的浓度范围

以内,魔芋提取物抑制活性具有剂量的依赖性,即
随浓度增加而不断增强。同时,在倒置显微镜下可

见,对照组的细胞状态良好,形态完整且铺展均匀,
密度较高;UV照射组细胞则出现形态破碎、分布稀

疏、密度降低的情况,表明UV照射可诱导细胞发生

凋亡或坏死;而30μg/mL魔芋乙醇提取物处理组所

展现出的细胞形态则是更接近正常对照组。综上所

述,魔芋乙醇提取物在对抗使用UV诱导的 HaCaT
细胞损伤这一方面,能够表现出重要的保护作用。

图5 魔芋乙醇提取物对UV损伤HaCaT细胞的保护评价

Fig.5 Protective
 

effect
 

evaluation
 

of
 

konjac
 

ethanol

extract
 

on
 

UV-damaged
 

HaCaT
 

cells
注:与NC组相比###P<0.001,

与UV组相比**P<0.01和***P<0.001

2.6 B16F10细胞活力实验

从图6可看出,倒置显微镜在24h时低浓度提

取物短期对细胞形态影响小,48h时高浓度提取物

(500、1000
 

组)细胞密度更高、形态更饱满;细胞活

力显示,24h时随提取物浓度升高细胞活力略微上

升,高浓度组(500、1000
 

组)与对照组差异显著,48h
时随浓度升高活力显著上升,1000

 

组与对照组差异

显著,实验证实,魔芋的乙醇萃取物不仅对B16F10
细胞无明显的毒性作用,其产生的生物学效应还与

浓度及时间呈正相关,表现为作用强度递增。
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图6 魔芋乙醇提取物对B16F10细胞增殖评价

Fig.6 Effect
 

of
 

konjac
 

ethanol
 

extract
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

B16F10
 

cells
注:与正常组相比,*P<0.05和**P<0.01

2.7 抑制黑色素试验结果

从图7可看出,倒置显微镜下观察在加入魔芋

乙醇提取物后,细胞颜色变浅,且随着浓度升高,变
浅程度越大。观察收集细胞裂解的黑素沉淀,颜色

与魔芋乙醇提取物浓度负相关。同时,检测发现单

独α-MSH处理使细胞黑色素含量显著升高,魔芋

乙酰丙酸酯干预后,黑色素生成呈剂量依赖性抑

制,高浓度组(如1000μg/mL)抑制效果显著;黑色

素合成受到酪氨酸酶这一关键限速酶的调控,因此

本研究进一步探究了魔芋乙醇提取物对
 

B16F10
 

细

胞中该酶活性的抑制作用。酪氨酸酶活性检测显

示,α-MSH诱导细胞酪氨酸酶活性显著上调,魔芋

乙酰提取物能剂量依赖性抑制该活性。综上,魔芋

乙醇提取物可通过降低细胞酪氨酸酶活性,实现剂

量依赖性抗黑色素生成作用。

图7 魔芋乙醇提取物对B16F10细胞黑色素合成评价

Fig.7 Effect
 

of
 

konjac
 

ethanol
 

extract
 

on
 

melanin
 

synthesis
 

in
 

B16F10
 

cells
注:与正常组相比##P<0.01,与UV组相比*P<0.05和**P<0.01
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3 结论

本研究系统评估了魔芋乙醇提取物在皮肤保

护方面的多重功效,结果表明其在低细胞毒性的前

提下,展现出显著的光保护、持久保湿、高效抗氧化

及美白作用。

首先,吸湿与保湿实验表明,魔芋在48h后的保

湿性能优于透明质酸与壳聚糖,说明其在维持皮肤

屏障水分方面具有长效优势,这一现象的核心原因

在于魔芋葡甘聚糖是以β-糖苷键为连接方式,由葡

萄糖和甘露糖聚合形成的杂多糖[12]及神经酰胺类

物质增强皮肤屏障功能[2,13,14]有关,该结构能有效

锁住水分。在抗氧化方面,魔芋提取物对DPPH自

由基的清除率高达80%,显著优于维生素E,进一

步支持其在抗光老化和氧化应激方面的潜力,其除

了具备清除氧化剂的作用外,还可对细胞内的抗氧

化酶起到激活效果[15]。经细胞毒性实验检测,魔芋

提取物在10~500μg/mL浓度范围内对 HaCaT细

胞无明显毒性,甚至在高浓度时表现出一定的促细

胞活力效应,提示其具备良好的生物相容性[16,17]。

其次,在UV损伤模型中,魔芋提取物显著提高了

HaCaT细胞的存活率,并改善细胞形态,其保护机

制可能与清除紫外线诱导的活性氧(ROS)有关,通
过抗氧化途径减轻光损伤[18];也有研究表明 KGM
可以通过促进细胞生长将皮肤环境从紫外线诱导

的急性衰老/受损细胞状态转变为正常的细胞状

态[19]。此外,魔芋提取物显著抑制α-MSH 诱导的

黑色素合成及酪氨酸酶活性,且治疗色素沉着的潜

力是安慰剂胶囊的十二倍[20]。

综上所述,魔芋乙醇提取物凭借其多重皮肤保

护特性,在功能性化妆品原料中表现出广泛的应用

前景。且相较于其他化妆品常用化学原料,更具有

成本低,功效好的优势,故适用于化妆品功能性原

料开发,未来中拥有广泛的开发前景在作为功效性

化妆品的核心成分的方面。本研究不仅为魔芋的

各种性质提供了重要的理论依据,同时也为在以后

化妆品的原料选择上开辟了新的思路。本研究结

果对于推动魔芋资源在化妆品工业中的深入应用,
展现出重要的科研贡献和广泛的使用场景。
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Abstract:Objective
 

To
 

explore
 

the
 

protective
 

effects
 

of
 

ethanol
 

extract
 

of
 

Amorphophallus
 

konjac
 

on
 

the
 

skin
 

and
 

verify
 

whether
 

konjac
 

is
 

suitable
 

for
 

developing
 

functional
 

raw
 

materials
 

for
 

cosmetics.Methods
 

Experiments
 

were
 

conducted
 

to
 

evaluate
 

the
 

moisture
 

absorption,moisture
 

retention,in
 

vitro
 

antioxidant
 

capacity,cytotoxicity,photoprotective
 

effect
 

on
 

HaCaT
 

cells,and
 

melanin
 

inhibition
 

effect
 

of
 

konjac.All
 

ex-

perimental
 

data
 

were
 

systematically
 

statistically
 

analyzed.Results
 

The
 

hygroscopicity
 

was
 

measured
 

by
 

the
 

method
 

of
 

controlling
 

humidity
 

through
 

a
 

dryer:hyaluronic
 

acid>konjac>chitosan;the
 

moisturizing
 

prop-
erty(48h):konjac>chitosan≈hyaluronic

 

acid;the
 

in
 

vitro
 

antioxidant
 

experiment
 

showed
 

that
 

the
 

DPPH
 

scavenging
 

rate
 

of
 

konjac
 

ethanol
 

extract
 

wasl
 

80%,which
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

Vitamin
 

E;

Konjac
 

ethanol
 

extract
 

was
 

non-toxic
 

to
 

HaCaT
 

cells
 

and
 

could
 

significantly
 

repair
 

UV-induced
 

cell
 

damage
 

and
 

increase
 

cell
 

survival
 

rate;Konjac
 

ethanol
 

extract
 

significantly
 

inhibited
 

melanin
 

production
 

and
 

tyrosi-
nase

 

activity
 

in
 

B16F10
 

cells.Conclusion
 

The
 

konjac
 

ethanol
 

extract
 

exhibits
 

multiple
 

skin-protective
 

effects
 

such
 

as
 

low
 

toxicity,long-lasting
 

moisturization,antioxidant
 

activity,excellent
 

photoprotection
 

and
 

skin
 

whitening.It
 

is
 

suitable
 

for
 

the
 

development
 

of
 

functional
 

raw
 

materials
 

in
 

cosmetics.
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protection;cosmetics
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