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动物模型评价化妆品原料美白功效的研究

秦 瑶1，2，程树军1，黄健聪1，张俊宾2

( 1．广东检验检疫技术中心，广州 510623; 2．广州市华代生物科技有限公司，广州 510130)

【摘要】 目的 建立化妆品原料美白功效评价动物模型并应用。方法 紫外线连续照射 7 d 造成花色豚鼠
皮肤黑化模型，在褐色无毛部位连续涂抹样品 30 d。Maxmeter 仪检测皮肤黑色素指数( MI) 和红色素指数( EI) 的
变化。安乐处死动物后取皮肤组织，多聚甲醛固定、石蜡切片，多巴胺染色和氨银染色，对组织切片进行图像分析。
结果 UV照射豚鼠皮肤后，MI指数升高，组织学观察显示黑色素颗粒增大和表皮层分布增多。经白藜芦醇-熊果
苷复配美白原料测试，皮肤颜色 MI指数显著下降，EI 指数升高。组织学显示呈多巴染色阳性的黑素颗粒明显抑
制，氨银染色区域在表皮内的分布下降。结论 利用紫外线造成实验动物皮肤黑化模型，运用皮肤生物物理学检
测和组织学染色分析技术可以用于美白化妆品原料的功效评价和机制研究。
【关键词】 化妆品，动物模型，美白，组织化学，白藜芦醇
【中图分类号】Ｒ-332 【文献标识码】A 【文章编号】1671-7856( 2013) 07-0021-04
doi: 10. 3969． j． issn． 1671. 7856. 2013. 007. 005

Whitening efficacy assessment for cosmetic materials in animal model

QIN Yao1，2，CHENG Shu-jun1，HUANG Jian-cong1，ZHANG Jun-bin2

( 1． Guangdong Inspection and Quarantine Technology Center，Guangzhou 510623;
2． Guangzhou Chn-Alt Biotechnology Co，510130)

【Abstract】 Objective To establish the assessment method for whitening efficacy of cosmetic materials by animal
model and applications． Methods Guinea pigs were irradiate with UVB for 7 days to induce skin darkening model
thereafter to assess the whitening efficacy of cosmetic materials at brown part through treatment 30 days continuously． The
levels of melanin index( MI) and erythemin index( EI) were analysed by Maxmeter MX18． The skin tissues were stripped，
paraformaldehyde fixed and paraffin sections following the animal euthanasia． The morphological observed and image
analysis were detected following Dopamine or Fontana -Masson histochemical staining． Ｒesults The MI index of skin and
melanin granular in the section of guinea pig were increased significantly after UVB radiation． Following the resveratrol—
arbutin blend treatment，it was showed that MI index were decreased，the melanin granular significantly inhibit by
dopamine positive staining and Fontan-Masson positive staining distribution in the epidermal were decreased obviously．
Conclusions The skin biophysics detecting combine histochemical staining and image analysis through UV induced skin
darkening animal model，which could be used for the assessment of whitening efficacy of cosmetic materials and mechanism
research of melanogenesis．
【Key words】 Cosmetics; Animal model; Whitening; Histochemical; Ｒesveratrol

皮肤美白剂的研发及其功效评价方法与黑色 素形成生物学机制的认识密切相关。近年来，随着



对人体黑色素形成通路、基因调控、信号传导等生
物学机制的深入了解，以及体外培养技术、分子生
物学技术和皮肤生物物理学检测技术的发展，美白

剂的评价逐渐倾向于采取以机制为导向的组合评

价策略［1］。体外酶抑制法用于原料初筛，细胞法用
于机制研究和初筛［2］，人体临床试验用于配方或成

品的功效确认等［3］。虽然角质细胞摄取试验、3D皮
肤模型等新的非整体动物的体外方法在原料筛查

阶段已得到应用［1，4］，但尚不能完全模拟化妆品活

性成份在体内功效作用的复杂机制。动物法能较
好地弥补上述几种方法的不足，基于动物模型的美

白评价方法可以在体外初筛的基础上起到进一步

明确作用效果的作用［1］，成为整合运用体外方法、
体内动物试验和临床评估化妆品美白功效的重要

环节。本文选取花色豚鼠为实验动物，建立紫外线
诱发皮肤黑化模型，利用皮肤生物物理检测技术，

结合组织化学染色及图像分析技术对皮肤内的黑

素颗粒定量，应用于美白化妆品的功效评价。

1 材料和方法

1. 1 试剂及配制
L-多巴、白藜芦醇、熊果苷和戊巴比妥钠( 购自

Sigma 公司) ，氯化金、核固红、五水合硫代硫酸钠
( 均购自国药集团化学试剂有限公司) ，硝酸银( 购

自天津市赢达稀贵化学试剂厂) ，伊红苏木素试剂

盒和中性树胶封片剂( 广州维格斯生物科技有限公

司) ，多聚甲醛和氨水( 广州化学试剂厂) 。其余试
剂均为市售分析纯。白藜芦醇( ＲV) ，先用乙醇溶
解，再用无菌水加温稀释，配成终浓度为 0. 05mM的
溶液，熊果苷( AB) ，先用无菌水 50℃溶解，再配成 5
mM的溶液，熊果苷-白藜芦醇( AＲ) 溶液，上述 ＲV
溶液和 AB溶液等比例混合。
1. 2 仪器设备
皮肤光毒性试验仪( Hope-med 8130A 型，天津

合普公司) ，肤色测定仪( 德国 CK 公司 mexmeter
18) ，生物组织脱水机 ( Leica TP 1020 ) 、染色机
( Leica ST 5010) 和石蜡切片机( Leica ＲM 2255) ，显
微镜及照相系统( 德国 Leica DM2000 ) ，Image-Pro
Plus 6. 0 图像分析系统( 美国 Media Cybernetics 公
司) 。动物实验用斑试器购自广州国裕医学有限公
司，直径 2 cm，容积 1 mL。
1. 3 实验动物
普通级健康成年棕黄色 Hartly 豚鼠，雌性，30

只，体重( 250 ± 20 ) g。购自广东省医学动物中心，
动物合格证【SCXK ( 粤) 2008-0002】。实验在广东
检验检疫技术中心进行，使用许可证【SYXK ( 粤)
2008-0086】。
1. 4 皮肤黑化模型
随机选择 10 只豚鼠制作模型，取棕色皮肤部

位，去除被毛，经 UVB紫外线照射，波长为 310 nm，
累计照射总量 5000 mJ /cm2。每天照射 1 次，每次
1 h，持续 7 d，未照射部位以斑试器覆盖。定时检测
皮肤 MI和 EI指数，停止照射 7 d后，处死动物取皮
肤组织。
1. 5 原料美白作用评价

20 只动物随机分为 2 组，美白剂组 10 只，空白
对照组 10 只。美白剂组先经紫外线照射成皮肤黑
化模型，在每只豚鼠背部取相对独立的 4 块区域作
为给药区，分别为 AB 组、ＲV 组、AＲ 组和对照组。
取封闭式斑试器，将受试物约( 0. 8 ± 0. 2 ) mL 置于
斑试器内，与皮肤直接接触，固定斑试器，敷用时间

为 6 h，试验结束后用温水清除残留受试物。模型对
照区域每次涂抹 0. 9%生理盐水 1 mL。连续给药 5
周，安乐处死动物后取皮肤组织。
1. 6 皮肤颜色测定
造模前、造模后、试用产品前及使用产品后用

mexmeter仪检测红色素指数( EI ) 和黑色素指数
( MI) ，基于单光谱反射和吸收的原理，获得皮肤 EI
和 MI含量数据。
1. 7 组织学染色
所取皮肤组织经 10%多聚甲醛溶液固定，常规

石蜡切片，分别进行如下组织化学染色。L-多巴染
色: 切片经脱蜡处理，0. 1% L-多巴溶液中 37℃浸泡
4 h，镜下观察染色变化，PBS 冲洗，蒸馏水冲洗，HE
复染。Fontana-Masson 氨银染色: 切片经脱蜡处理
和水洗后，置于氨银溶液中，60℃水浴放置 60 min，
用 0. 1%氯化金染色 10 min，去离子水冲洗，再用
5% Na2S2O3溶液浸泡 5 min，分别用自来水和去离
子水冲洗，最后用 0. 2%核固红染色 5 min，去离子
水冲洗。常规脱水，二甲苯透明和中性树胶封片。
1. 8 图像分析
对染色后组织学切片进行显微拍照，采用 Image-

Pro Plus 6. 0分析软件对图像进行如下分析。参考文
献对 L-多巴染色的黑色颗粒进行分级［5］，1 级: 基底
细胞和棘层偶见黑素颗粒; 2 级: 黑素颗粒分布以基
底层为主，且分布不连续; 3 级: 基底细胞和棘层均可
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见呈连续带状分布的黑素颗粒; 4 级: 基底细胞和棘
层可见大量呈连续带状分布的黑素颗粒，且角质细胞

内可见较多黑素帽( 附着于细胞核的黑素颗粒呈帽

状) ; 5级:表皮全层密布黑素颗粒，可见较多黑素帽。
参考文献对氨银染色的组织切片进行光密度分析［6］，

并作修改。光密度 /黑色素细胞面积( L /M) : 指黑素
颗粒占黑色素细胞面积的百分率，表明黑色素细胞内

黑素颗粒的含量。光密度 /表皮细胞面积( L /K) : 指
黑素颗粒占表皮角质层细胞面积的百分率，表明黑素

颗粒迁移到角质层的含量。光密度 /表皮层面积( L /
E) : 指黑素颗粒占全部表皮层的面积的百分率，表明
黑素颗粒在表皮中的含量。每个样品随机拍摄 30 张
照片进行处理和分析。
1. 9 统计学处理
数据采用 SPSS 10. 0 软件进行统计学分析，两

组间数据比较采用 t 检验，P ＜ 0. 05 有统计学意义。

2 结果

2. 1 紫外线皮肤黑化模型

紫外线照射前后，肤色测定和多巴染色、氨银
染色结果见表 1。棕色皮肤经 UVB照射后，MI显著
升高，EI指数明显下降。组织化学染色显示黑素含
量均明显增大，黑素颗粒染分级接近 5 级。L /M、L /
K和 L /E 的值照射前后相比均具有显著性差异。
表明采用累计总量达 5000 mJ /cm2左右的 UVB 照
射，可以造成豚鼠皮肤黑化模型。
2. 2 美白功效比较
紫外线造模后皮肤分别涂抹熊果苷( AB) 、白藜

芦醇( ＲV) 和熊果苷-白藜芦醇复配物( AＲ) ，皮肤颜
色指数测定、L-多巴染色黑素颗粒分级和氨银染色
图像分析结果见表 2。L-多巴和氨银组织化学染色
见图 1 和图 2( 图 1，图 2，彩插 5) 。
皮肤颜色测试表明，美白剂组与模型组比较，

MI明显降低，EI 明显升高，复合化合物组( AＲ) 比
单一 AB组和 ＲV组皮肤 MI下降更显著。ＲV对 EI
指数的改善较 MI指数明显，提示 ＲV对红色素提升
效果优于 AB。黑素颗粒分级结果表明 AＲ 组分级
明显下调。

表 1 UVB照射前后皮肤测试结果比较
Tab． 1 Skin test results compared before and after irradiation

观察指标 observation index 照射前 before irradiation 照射后 after irradiation
黑色素指数 melanin index( MI) 362. 5 ± 35. 4 437. 5 ± 27. 8＊＊

红色素指数 erythemin index( EI) 264. 0 ± 24. 2 212. 0 ± 27. 3＊＊

黑素颗粒染色分级 melanin granules staining grading 3. 2 ± 0. 9 4. 6 ± 0. 7＊＊

光密度 /黑素细胞面积 optical density /melanocyte( L /M) 0. 236 ± 0. 048 0. 351 ± 0. 042＊＊

光密度 /表皮细胞面积 optical density /epidermal cell( L /K) 0. 164 ± 0. 018 0. 212 ± 0. 051＊＊

光密度 /表皮层面积 optical density /epidermis layer( L /E) 0. 105 ± 0. 012 0. 173 ± 0. 045*

注: 照射前后对比＊＊P ＜ 0. 01。
Note: compared before and after irradiation expose ＊＊P ＜ 0. 01．

表 2 不同美白剂配方效果比较
Tab． 2 Compare the effect of different whitening agent

观察指标
Observation index

模型对照
Model group

空白对照
Control group

熊果苷组
Arbutin

group( AB)

白藜芦醇组
Ｒesveratrol
group( ＲV)

熊果苷-白藜芦醇复配组
Arbutin- resveratrol

group( AＲ)

黑色素指数
Melanin index( MI) 425 ± 25. 6△△ 378 ± 21. 7＊＊ 384 ± 24. 4＊＊ 397 ± 23. 1＊＊ 361 ± 20. 8＊＊

红色素指数
Erythemin index( EI) 223 ± 19. 7△△ 256 ± 22. 5＊＊ 241 ± 21. 7＊＊ 254 ± 20. 8＊＊ 278 ± 26. 0＊＊

黑素颗粒染色分级
Melanin granules staining grading 4. 5 ± 0. 5△△ 3. 0 ± 1. 0＊＊ 2. 5 ± 0. 5＊＊ 3. 0 ± 1. 0＊＊ 2. 0 ± 0. 5＊＊，△△

光密度 /黑色素细胞面积
Optical density /melanocyte( L /M) 0. 342 ± 0. 037△△ 0. 241 ± 0. 034＊＊ 0. 267 ± 0. 027＊＊ 0. 295 ± 0. 030＊＊，△ 0. 234 ± 0. 022＊＊

光密度 /表皮细胞面积
Optical density /epidermal cell( L /K) 0. 202 ± 0. 026△△ 0. 160 ± 0. 021＊＊ 0. 137 ± 0. 020＊＊，△ 0. 102 ± 0. 017＊＊ 0. 088 ± 0. 014＊＊

光密度 /表皮层面积
Optical density /epidermis layer( L /E) 0. 169 ± 0. 021△△ 0. 098 ± 0. 014＊＊ 0. 135 ± 0. 021＊＊，△ 0. 124 ± 0. 014＊＊，△ 0. 101 ± 0. 019＊＊

注: 与模型组比较* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01，与空白组比较△P ＜ 0. 05，△△P ＜ 0. 01。
Note: compared with UV model group * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01，compared with control group △P ＜ 0. 05，△△P ＜ 0. 01．

组织化学图像分析表明，美白剂组与模型组相 比，皮肤内黑素含量显著降低，L /M、L /E、和 L /K 均
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有不同程度下降，统计数据具有显著性差异，以 AＲ
组各指标下降最为显著。相比之下，AB 组对 L /M
的下降较 ＲV组明显，而 ＲV 对 L /E 和 L /K 的影响
较显著。提示使用白藜芦醇 30 d 后，对表皮细胞内
黑色素颗粒的含量影响较显著，而 AB 对黑色细胞
内颗粒的合成影响较明显。

3 讨论

利用动物模型研究美白剂的功效和作用机制

是美白产品研发的重要依据，本文利用紫外线造成

豚鼠皮肤黑化模型，运用皮肤临床检测、组织化学
染色及图像分析等多种技术手段研究美白剂的功

效，把临床监测和组织学显微分析相结合，提高了

动物模型的使用效率。
把无创性皮肤定量检测仪用于动物皮肤颜色

变化的检测，提供了一种客观动态的评价方法，但

与人体临床试验一样，也应保持检测环境的恒温、
恒湿和光线稳定［3］。利用图像分析软件对组织切
片进行黑素颗粒分级和黑素含量分析应控制染色

的质量和不同染色方法之间的对比。本文观察了
两种染色方法对检测结果的影响，结果表明，组合

染色法能对不同美白剂之间的效果差异较好地区

分，复合使用熊果苷-白藜芦醇，能显著提高美白效
果，所得结果均具有显著性差异。L-多巴染色适合
黑素颗粒的分级，该方法利用黑素细胞内的多巴氧

化酶对多巴氧化进行染色，而多巴氧化酶特异性地

存在于黑素细胞内，刘荣等认为多巴染色法的特异

性和灵敏度更高一些［6］。氨银染色法是因为黑素
具有还原性，能将氧氧化银氨液内的银离子还原成

金属银而成黑色，适合对整张切片的光密度进行分

析。这两种方法的缺点是特异性不强，近年来，分
子生物学研究发现，多种美白剂和抗氧化剂与黑色

素形成中的 MITF、HMB45 等有关，因此，如果补充
MITF、S100 以及 HMB45 等表征黑色素细胞的特异
标志物的免疫组化方法可提高动物模型应用于作

用机制的研究［7］。
人体皮肤黑色素的形成是一个非常复杂的生

物学过程，由于不同美白剂的作用机制差异很大，

不同试验体系获得的结果可能存在差异［8］。如体
外蘑菇酪氨酸酶测试白藜芦醇抑制活性是曲酸的

40 倍，小鼠 B16 细胞的研究也表明白藜芦醇去色素
效果可能与其抑制 MITF 和酪氨酸酶启动子活性有
关［2］，但用正常人黑色素细胞没有得出相同的研究

结论［9］。白藜芦醇经证实的主要生物学作用是下
调血管活性肽( 如内皮缩血管肽 ET-1 ) 活性［10］，而
ET-1 是重要的促黑素合成和黑素细胞增生的分裂
原。ＲV还可调节凋亡信号通路，对抗因紫外线照
射诱发皮肤细胞内自由基升高引起的损伤作用［11］。
经研究证实白藜芦醇对表皮细胞的保护作用是通

过与表皮细胞膜特异性的多酚受体结合［12］，而对黑

色素细胞的作用是直接抑制其活性而不影响其基

因表达。熊果苷虽是氢醌的衍生物，其细胞毒性较
氢醌低，是公认的抑制黑色素合成和转运的化合

物，它通过竞争性和可逆性地与酪氨酸酶结合而抑

制黑色素的形成，并不影响酪氨酸酶的 ＲNA 转
录［13］，而且高剂量使用反而可能引起黑色素的异常

增生，因而其在产品中的使用浓度通常控制在 5%
以内。本文研究表明，单纯使用白藜芦醇对于皮肤
的美白效果不如熊果苷，采用二者联合复配，不仅

可降低熊果苷的使用浓度，而且美白效果有显著提

高，红细胞指数明显上升，表皮细胞内黑素颗粒下

降明显。提示在肤色变白的同时，复配后通过血红
素的变化间接影响肤色。推测白藜芦醇所起作用
可能与对抗因紫外线造成的氧化应激和自由基损

伤，缓解毛细血管紧张程度和抑制黑素颗粒向表皮

细胞的转运有关。
从天然植物中开发化妆品活性原料已成为一

种潮流［14］，而且多种生物活性物质配合使用可明显

相互促进各自本身的功效，如防晒产品中添加保湿

剂提高防晒指数，美白产品中添加抗氧化剂提高美

白功效等［15］。本研究结果也表明，复合使用熊果
苷-白藜芦醇能显著提高美白效果，使组织中的黑素
颗粒生成和分布明显减少。本研究表明使用动物
模型试验对于整体水平美白功效评价是有价值的，

为下一步人体临床试验确认美白效果提供依据。
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很大的偏差。
Yaksh等［1］首先创建了蛛网膜下腔置管的动物

模型，其建立解决了以往置管模型的一系列问题，

包括多次给药时需要反复穿刺、难以确定药物是否
注射入蛛网膜下腔等。但此种方法术后死瘫率较
高。有文献［5］报道称，术后死亡通常发生在 30 min
内，解剖动物发现死亡多为脊髓受压或损伤所致。
也有文献［6］报道 Yaksh法置管后一周大鼠平均体重
均降低，因此人们开始寻找更有效的置管方法。吴
世民等［7］提出了新型大鼠鞘内置管模型的制作方

法，于 L3-4间隙鞘内置管，结果发现与 Yaksh 法相
比，该模型术后肢体发生瘫痪率明显降低，且注药

后的起效时间、有效时间和有效百分率均无差异。
随后翁莹琪等［8］又将吴世民的方法加以改进，提出

了改良小鼠腰段蛛网膜下腔置管法。
本实验数据显示经寰枢椎蛛网膜下腔置管法

与 Yaksh法相比可以明显降低术后死瘫率; 且体重
恢复较快; 与腰椎置管法相比对行为学( PWT 值和
TF值) 影响较小且不影响药效。
综上所述，经寰枢椎蛛网膜下腔置管法既有效

解决了 Yaksh法术后死瘫率高等问题，且与腰椎置
管法相比又可以明显改善术后并发症，提示其可作

为一种安全有效的新型鞘内置管方法。
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