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摘 要：采用 MTT 法测定大蒜提取物、二胜肽和六胜肽 3 种物质对 B16F10 细胞活力的影响，且在非毒剂量下，

分别评价此 3 种物质对 B16F10 细胞黑色素生成和细胞形态的影响；在单因素试验基础上，采用正交试验设计大

蒜提取物、二胜肽和六胜肽组合物中各组分的用量，检测组合物对 B16F10 细胞黑色素生成抑制率的影响，并利

用 Western blot 检测最佳组合物对黑色素合成相关蛋白 TYR、TRP–1 和 TRP–2 表达的影响。结果表明：0.00~2.50 

µg/mL 的大蒜提取物、0.00~4.00 µg/mL 的二胜肽或六胜肽对 B16F10 细胞的细胞活力和细胞形态均没有显著影响；

大蒜提取物在 0.00~2.50 µg/mL、二胜肽和六胜肽在 0.00~4.00 µg/mL 内呈剂量依赖性的抑制黑色素的生成；当大

蒜提取物、二胜肽、六胜肽质量浓度分别为 2.50、1.00、0.50 µg/mL 时的组合物抑制黑色素的生成作用效果最佳；

该最佳组合物对黑色素合成相关蛋白 TYR、TRP–1 和 TRP–2 的表达具有明显的抑制作用，表明组合物抑制黑色

素的生成与 TYR、TRP–1 和 TRP–2 蛋白水平的降低有关。 
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Abstract: The effects of extracts of Allium sativum, dipeptide-2 and acetyl hexapeptide-8 on B16F10 cells viability were 
determined using MTT method. And the effects of these three substances on the melanin synthesis and morphology of 
B16F10 cells were evaluated with the nontoxic dose. With the single factor experiment, orthogonal experiments were 
used to explore the concentration of extracts of A. sativum, dipeptide-2 and acetyl hexapeptide-8 on the inhibitory effects 
of the melanin synthesis. The expression of proteins of TYR、TRP-1 and TRP-2 in B16F10 cells were detected using 
western blot. The results showed that the extracts of A. sativum(0.00-2.50 µg/mL), dipeptide-2 and acetyl hexapeptide-8 
(0.00-4.00 µg/mL) had no effect on the cell viability and morphology of B16F10 cells. The extracts of A. 
sativum(0.00-2.50 µg/mL), dipeptide-2 and acetyl hexapeptide-8(0.00-4.00 µg/mL) could inhibit the melanogenesis in 
B16F10 cells with a dose-dependent manner. The optimal inhibition effect on melanogenesis was extracts of A. sativum 
2.50 µg/mL, dipeptide-2 1.00 µg/mL, and acetyl hexapeptide-8 0.50 µg/mL. The optimal composition could significantly 
inhibit the expression of TYR, TRP-1 and TRP-2 proteins, indicating that the inhibition of melanogenesis by the 
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composition was linked to the reduction of TYR, TRP-1 and TRP-2 protein levels.  

Keywords: B16F10 cell; extract of Allium sativum; dipeptide-2; acetyl hexapeptide-8; melanogenesis; cell viability; cell 
morphology; inhibition effect 

 
黑色素在保护皮肤和眼睛方面发挥了重要作

用。黑色素过量会导致皮肤颜色加深，严重者可引

起黄褐斑、黑色素瘤等皮肤疾病，严重影响人们的

身心健康[1]。黑色素的生物合成受到复杂的信号通

路及多种酶调控，其中酪氨酸酶(TYR)、酪氨酸酶

相关蛋白 1(TRP–1)和酪氨酸酶相关蛋白 2(TRP–2)
在黑色素生成的调节中起着重要作用，抑制 TYR、

TRP–1 和 TRP–2 的表达可以显著抑制黑色素的生

成[2]。化妆品应用最多的美白剂有熊果苷、曲酸等，

但现有研究[3–4]表明上述物质均具有一定的安全问

题。寻找安全、高效的美白剂已成为社会迫切的需

求。随着人民对化妆品安全的关注与日俱增，对天

然植物中活性成分的开发利用也越来越重视，成为

近年来化妆品功效的研究热点，寻求天然、绿色、

安全的美白剂已成为化妆品研究的必然方向。现已

发现有多种食品或药食同源来源的天然成分具有

较好的抑制黑色素作用。陈易彬等[5]研究发现，黑

木耳甲醇提取物具有良好的抑制黑色素细胞形成

活性。王勇恒等[6]研究发现，川芎提取物通过抑制

细胞内酪氨酸酶活性、清除 ROS 双靶点的方式发

挥美白作用。 
大蒜为百合科植物大蒜(Allium sativum L.)的鳞

茎，是日常生活中最常见的药食两用的植物之一，

已有数千年的应用历史。大蒜富含蛋白质、低聚糖

和多糖类、矿物质等营养物质[7]，具有开胃健脾、

驱寒除湿、抗菌、提高机体免疫力等功效[8–9]。现

代药理研究表明，大蒜具有降血糖[10]、抗肿瘤[11–12]、

调节免疫[13]、抗氧化[14]、保护心血管[15]等活性；因

其对多种细菌、真菌、病毒等病原微生物有不同程

度的抑制或杀灭作用，又被称为“天然抗生素”[7]。

化学成分研究表明，其主要包括有机硫类、皂苷类、

黄酮类、多酚类等成分[16–17]。大蒜提取物已被纳入

了化妆品原料名称目录，二胜肽和六胜肽因其具有

抗氧化、修复皮肤等作用也已被广泛应用于化妆品

中[18–21]。前期，笔者对上述 3 种物质作为活性添加

剂制成的化妆品进行了皮肤的刺激性实验[22]，实验

中发现该产品除上述添加剂已报道的功能外，还具

有一定的抑制黑色素生成作用，是哪一类添加剂发

挥了作用，以及怎么样的组合才能发挥最好的抑制

黑色素生成作用还不清楚。笔者采用小鼠黑色素瘤

B16F10 细胞模型，对大蒜提取物、二胜肽和六胜

肽抑制黑色素的生成作用进行研究，旨在为该组合

物在美白化妆品方面的应用及大蒜的综合开发利

用提供依据。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

大蒜提取物、二胜肽、六胜肽均由欧露莲生物

科技(广东)有限公司提供；B16F10 黑色素瘤细胞购

自上海酶研生物科技有限公司。 

1.2 主要试剂与仪器 

二甲基亚砜、氢氧化钠购自上海麦克林生化科

技有限公司；3–(4,5–二甲基噻唑–2)–2,5–二苯基四

氮唑溴盐 (MTT)购自 Sigma；Tyrosinase(TYR)、

Tyrosinase related protein–1(TRP–1)、Tyrosinase related 
protein–2(TRP–2) 和 β–actin 购 自 Cell Signaling 
Technology；DMEM 培养基、胎牛血清购自 Gibco。 

JJ500 电子天平、JJ224BC 万分之一分析天平为

常熟市双杰测试仪厂产品；CSH–ZY–00032 锐思捷

纯水系统为厦门锐思捷水纯化技术有限公司产品；

BioTek Epoch 全波长酶标仪为 BioTek 产品。 

1.3 方法 

1.3.1 细胞培养 

用含体积分数 1%双抗和 10% FBS 的 DMEM
培养基，在 37 ℃、体积分数为 5% CO2 的培养箱中

培养 B16F10 细胞，待细胞长满后按 1∶3 进行传代。 

1.3.2 大蒜提取物和二胜肽及六胜肽处理后

B16F10 细胞活力的测定 

按照张瑞雪等[23]的方法，采用 MTT 法观察 3
种物质对 B16F10 细胞活力的影响，分别用 0.00、

1.25、2.50、5.00、10.00、20.00 µg/mL 的大蒜提取

物，0.00、0.25、0.50、1.00、2.00、4.00 µg/mL 的

二胜肽或六胜肽与 B16F10 细胞共孵育 24 h，然后

检测其细胞活力。 
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1.3.3 大蒜提取物和二胜肽及六胜肽处理后

B16F10 细胞形态的观察 

根据细胞活力试验结果，按照张向娜等[24]的方

法，分别选择非毒剂量下的 0.00、0.50、1.00、1.50、

2.50 µg/mL 的大蒜提取物，0.00、0.25、0.50、1.00、

2.00、4.00 µg/mL 的二胜肽或六胜肽与 B16F10 细

胞共孵育 24 h，再观察细胞的形态。 

1.3.4 大蒜提取物和二胜肽及六胜肽处理后

B16F10 细胞黑色素含量的测定 

按照于海鑫等[25]方法，分别选择非毒剂量下的

0.00、0.50、1.00、1.50、2.50 µg/mL 的大蒜提取物，

0.00、0.25、0.50、1.00、2.00、4.00 µg/mL 的二胜

肽或六胜肽与 B16F10 细胞共孵育 24 h，检测细胞

中黑色素含量。 

1.3.5 大蒜提取物和二胜肽及六胜肽组合物对

B16F10 细胞黑色素生成的抑制作用的正交

试验 

参照文献[24]的方法，基于单因素试验结果，

大蒜提取物、二胜肽和六胜肽分别采用 3 个质量浓

度水平，设计 3 因素 3 水平的正交试验(表 1)。以

B16F10 细胞黑色素生成抑制率为考察指标。 

表 1 大蒜提取物和二胜肽及六胜肽组合物正交试验

的因素水平 
Table 1 Factors and levels of orthogonal test of extracts of 

Allium sativum, dipeptide-2 and acetyl hexapeptide-8 

composition                              µg/mL 

因素 
水平 

大蒜提取物 二胜肽 六胜肽 

1 1.50 0.25 0.25 

2 2.00 0.50 0.50 

3 2.50 1.00 1.00 

1.3.6 黑色素合成相关蛋白TYR和TRP–1及TRP–2

的表达分析 

为探究大蒜提取物、二胜肽和六胜肽组合物抑

制黑色素生成的作用机制，通过 Western blot 检测最

佳组合物对 B16F10 细胞黑色素合成相关蛋白表达

量的影响。参照文献[26]的方法，根据正交试验结果，

取对数生长期 B16F10 细胞接种于 96 孔培养板中，

于 37 ℃、体积分数 5% CO2 培养箱中培养 24 h 后加

药；每孔加最佳浓度组合物，设 3 个重复，培养 24 h

后收集细胞；用 BCA 法测蛋白浓度，转膜、封闭后

加入一抗和 β–actin，4 ℃孵育过夜；第 2 天加入相

应二抗，再室温孵育 2 h，用 TBST 缓冲液漂洗 3 次

后用 ECL 检测系统显影免疫反应蛋白；最后用 View 

Smart 系统对蛋白显影的 X–光片进行灰度扫描。 

1.4 数据处理 

所有试验均平行操作 3 次。数据运用 Graph Pad 

Prism 8 进行统计学分析，采用 ANOVA 进行显著性

分析。正交试验结果运用 Minitab 17 进行分析。 

2 结果与分析 

2.1 大蒜提取物和二胜肽及六胜肽对 B16F10 细

胞活力的影响 

从图 1 可知，在 0.00~20.00 µg/mL 剂量范围内，

大蒜提取物对 B16F10 细胞呈剂量依赖性抑制其细

胞活力；大蒜提取物质量浓度为 1.25、2.50 µg/mL

时的细胞活力与空白对照组间的差异无统计学意

义；当大蒜提取物质量浓度大于等于 5.00 µg/mL

时，细胞活力极显著(P<0.001)低于对照组的。可见，  
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“***”示与对照组间差异有统计学意义(P<0.001)。 

图 1 大蒜提取物和二胜肽及六胜肽处理后的 B16F10 细胞活力 
Fig.1 The B16F10 cells viability under the extracts of Allium sativum, dipeptide-2 and acetyl hexapeptide-8 treatments  
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当大蒜提取物质量浓度小于等于 2.50 µg/mL 时，其

对 B16F10 细胞无毒性，质量浓度大于等于 5.00 

µg/mL 时，则具有明显的细胞毒性。质量浓度小于

等于 4.00 µg/mL 的二胜肽或六胜肽对 B16F10 细胞

活力均没有显著性影响。综合上述结果，并结合常

用添加量，选择大蒜提取物质量浓度小于等于 2.50 

µg/mL，二胜肽和六胜肽的质量浓度小于等于 4.00 

µg/mL 进行后续试验。 

2.2 大蒜提取物和二胜肽及六胜肽对 B16F10 细

胞形态的影响 

从图 2 可知，对照组的 B16F10 细胞呈梭形贴壁

生长，有树突，紧密连接形成单层细胞；经非毒剂

量的大蒜提取物、二胜肽和六胜肽处理后，B16F10

细胞形态、数量与空白对照组相比没有明显差别。

可见，大蒜提取物、二胜肽和六胜肽分别在非毒剂

量下对 B16F10 细胞的形态没有明显影响。 
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1~6 分别示 0.00、0.50、1.00、1.50、2.00、2.50 µg/mL 大蒜提取物处理的细胞形态；7~12 分别示 0.00、0.25、0.50、1.00、2.00、4.00 

µg/mL 二胜肽处理的细胞形态；13~18 分别示 0.00、0.25、0.50、1.00、2.00、4.00 µg/mL 六胜肽处理的细胞形态。 

图 2 大蒜提取物和二胜肽及六胜肽处理后的 B16F10 细胞形态 
Fig.2 Morphology of B16F10 cells under extracts of Allium sativum, dipeptide-2 and acetyl hexapeptide-8 treatments  

2.3 大蒜提取物和二胜肽及六胜肽对 B16F10 细

胞黑色素生成的影响 

从图 3 可知，3 种物质在一定的质量浓度范围

内均能明显地抑制细胞内黑色素的生成，且呈剂量

依赖性；其中，除 0.50 µg/mL 大蒜提取物对细胞内

黑色素的生成没有显著影响外，其余质量浓度的大

蒜提取物对黑色素生成均具有显著抑制作用，且在

质量浓度为 2.50 µg/mL 时效果最佳；二胜肽和六胜

肽抑制黑色素生成的作用大于大蒜提取物的，考虑

到二胜肽和六胜肽在实际应用中的添加量，且在

1.00 µg/mL 时已极显著(P<0.001)降低了细胞内黑

色素的生成量，后续试验中，二胜肽和六胜肽的最

高质量浓度均选择 1.00 µg/mL。 
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“*”“**”“***”分别示与对照组间差异有统计学意义(P<0.05、P<0.01、P<0.001)。 

图 3 大蒜提取物和二胜肽及六胜肽处理后 B16F10 细胞内黑色素总量 
Fig.3 Relative quantity of melanin in B16F10 cells under extracts of Allium sativum, dipeptide-2 and acetyl hexapeptide-8 treatments  
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2.4 正交试验结果 

通过正交试验结果的极差分析与方差分析结

果(表 2 和表 3)可得，大蒜提取物(A)、二胜肽(B)、

六胜肽(C)对 B16F10 细胞黑色素生成抑制作用的大

小依次减小，且因素 A 和 B 对黑色素生成具有显著

性影响。再根据 k 值的大小，确定大蒜提取物、二

胜肽及六胜肽最佳质量浓度组合为 A3B3C2，即大蒜

提取物最佳添加质量浓度为 2.50 µg/mL、二胜肽最

佳质量浓度为 1.00 µg/mL 及六胜肽最佳质量浓度

为 0.50 µg/mL。 
 

表 2 大蒜提取物和二胜肽及六胜肽组合物正交试验结果 
Table 2 The orthogonal test results of extracts of Allium sativum, 

dipeptide-2 and acetyl hexapeptide-8 
试验 
序号 

大蒜提取物/ 
(µg·mL–1) 

二胜肽/ 
(µg·mL–1)

六胜肽/ 
(µg·mL–1) 

黑色素 
抑制率/%

1 1.50 0.25 0.25  7.43 

2 1.50 0.50 0.50 10.52 

3 1.50 1.00 1.00 12.96 

4 2.00 0.25 0.50 16.50 

5 2.00 0.50 1.00 17.09 

6 2.00 1.00 0.25 20.04 

7 2.50 0.25 1.00 28.37 

8 2.50 0.50 0.25 29.24 

9 2.50 1.00 0.50 35.65 

k1 10.30 17.43 18.90  

k2 17.88 19.22 20.89  

k3 31.10 22.88 19.47  

极差 20.80  5.45  1.99  
 

表 3 大蒜提取物和二胜肽及六胜肽组合物方差分析结果 
Table 3 The variance analysis results of extracts of Allium 

sativum, dipeptide-2 and acetyl hexapeptide-8 

因素 偏差平方和 自由度 F 值 显著性 

大蒜提取物 663.806 2 1592.541 P<0.05 

二胜肽 47.474 2 113.895 P>0.05 

六胜肽 6.279 2 15.063 P>0.05 

误差 0.417 2   
 

2.5 大蒜提取物和二胜肽及六胜肽组合物对细胞

黑色素合成相关蛋白的影响 

从图 4 可知，最佳组合物可极显著(P<0.01 或

P<0.001)抑制 B16F10 细胞的 TYR、TRP–1 和 TRP–2

蛋白的表达。 

 
“**”“***”分别示与对照组间差异有统计学意义(P<0.01、P<0.001)。 

图 4 大蒜提取物和二胜肽及六胜肽组合物处理后 B16F10
细胞 TYR 和 TRP–1 及 TRP–2 蛋白表达情况 

Fig.4 Western blot analysis of protein expression levels of TYR, 

TRP-1 and TRP-2 in B16F10 cells treated with extracts of 

Allium sativum, dipeptide-2, and hexapeptide-8 composition 

3 结论 

本研究中，发现大蒜具有一定的抑制黑色素生

成作用；同时也证实了在 0.25~4.00 µg/mL 范围内，

二胜肽和六胜肽具有剂量依赖性的抑制黑色素生

成的作用。通过正交试验发现，当大蒜提取物质量

浓度为 2.50 µg/mL、二胜肽质量浓度为 1.00 µg/mL
及六胜肽质量浓度为 0.50 µg/mL 时，该组合物抑制

黑色素生成作用效果最佳。 
黑色素的生物合成受到复杂信号通路的调节，

TYR、TRP–1 和 TRP–2 是黑色素合成的关键酶，在

哺乳动物体内的黑色素合成中发挥了重要作用[27]。

本研究中，与空白对照组相比，该最佳组合物极显

著(P<0.01)降低了 TYR、TRP–1、TRP–2 的表达。

表明组合物抑制黑色素的生成与 TYR、TRP–1 和

TRP–2 蛋白水平的降低有关。 
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