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摘要   目的：采用不同方法对甘草皂苷进行生物转化，同时进行抑制酪氨酸酶活性实验。方法：采

用水作为媒介提取甘草中的总皂苷，再采用D101大孔树脂进行富集，得到甘草总皂苷有效成分；

再分别采用蜗牛酶、酵母菌、黑曲霉对甘草总皂苷进行生物转化，以HPLC作为测定仪器，测出甘

草苷转化为甘草酸铵的量。同时采用体外抑制酪氨酸酶活性的试验来比较各个不同生物转化液的

活性大小。结果：以甘草苷、甘草酸铵为对照品，得出两者的标准曲线：Y=2926525.09X+1632.2

（r=0.99996），Y=659561X+33746（r=0.99998），结果表明甘草苷和甘草酸铵分别在0.4920～9.8400 

μg、0.4520～9.0400μg范围内线性关系良好。采用蜗牛酶、酵母菌、黑曲霉对甘草苷进行生物转化，结

果显示酵母菌并不能使甘草中的甘草苷转化为甘草酸铵。观察HPLC图谱，蜗牛酶、黑曲霉转化液下的样

品在68.13～71.48 min之间出现了甘草酸铵峰。抑制酪氨酸酶试验得出通过3种方法转化后的甘草溶液，其

活性顺序为酵母菌>蜗牛酶>黑曲霉。抑制率分别为39.45%、12.41%、9.42%。说明抑制酪氨酸酶活性的

物质为总皂苷，并不是其生物转化后的次生苷。结论：甘草总皂苷抑制酪氨酸酶的活性要大于其生物转

化后的次生产物，可以很好地进行化妆品的后期开发。
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On Biotransformation of Total Saponins of Glycyrrhiza and Inhibition of 
Tyrosinase Activity
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Abstract    Objective:  Saponins of glycyrrhiza was biotransformed with different methods and inhibition 
of tyrosinase activity was carried out. Methods: Water was used as the media to extract total saponins from 
glycyrrhiza and D101 macroporous resin was used to enrich the effective fraction of total saponins. Then 
the biotransformation of total saponins of glycyrrhiza was carried out by using snail enzyme, yeast and 
Aspergillus niger enzyme respectively. HPLC was used as the measuring instrument to determine the amount 
of converted ammonium glycyrrhizinate. At the same time, the inhibition of tyrosinase activity in vitro was 
conducted to compare the different activity of biotransformed fluids. Results:  The standard curves were 
Y=2926525.09X+1632.2 (r=0.99996), Y=659561X+33746 (r=0.99998) by using glycyrrhizin and ammonium 
glycyrrhizinate as controls, resulting in good linearity of glycyrrhizin and glycyrrhetinic acid in the range of 
0.4920 ~ 9.8400 μg, 0.4520 ~ 9.0400 μg respectively. The result of biotransformation of glycyrrhizin by snail 
enzyme, yeast and Aspergillus niger enzyme showed that yeast was unable to convert glycyrrhizin of licorice into 
ammonium glycyrrhizinate and the ammonium glycyrrhizinate peak appeared between 68.13 min and 71.48 min 
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of the samples converted by snail enzyme and Aspergillus niger enzyme. Tyrosinase inhibition test showed that 
the activity order of the transformed licorice solution by three enzymes was yeast＞snail enzyme＞Aspergillus 
niger enzyme and the inhibitory rates were 39.45%, 12.41% and 9.42% respectively, which indicates that the 
substance inhibiting tyrosinase activity was total saponin instead of the biotransformed secondary glycoside. 
Conclusion: The anti-aging activity of total saponins of glycyrrhiza is greater than that of secondary products 
after biotransformation, and it can be used for the later development of cosmetics.
Keywords：  total saponins of glycyrrhiza; biotransformation; tyrosinase

甘草为豆科植物甘草、胀果甘草或者光果甘

草的干燥根及根茎，具有补脾益气、清热解毒、

调和诸药的功效[1]，现代研究发现甘草中含有大量

的甘草皂苷、黄酮、多糖成分，药理试验发现甘

草中的黄酮成分具有抗炎、抗变态反应的作用，

其总皂苷具有调节淋巴细胞数量和活性、抗衰

老、美白的功效[2-5]。

酪氨酸酶是体内存在的一种氧化酶，其活性

是黑色素形成的关键，也是影响皮肤颜色深浅的内

在重要因素，它参与黑色素形成的多个环节，主要

包括催化酪氨酸转化为多巴，再催化多巴形成多巴

醌，继续催化后形成黑色素[6-8]。甘草皂苷具有美

白作用，但是皂苷分子量大，不易被人体吸收，因

此采用体外生物转化的作用实现皂苷的体外水解。

本试验采用3种不同方法进行体外生物转化，并进

行抑制酪氨酸酶活性试验。

1   试验材料与仪器
KQ-500B型超声仪（昆山市超声仪器有限公

司）；AB-135S型十万分之一电子分析天平（瑞士

酶特勒-托利多公司）；DZKW-D-4型水浴锅（上

海仪器仪表有限公司）；UV-1100 型紫外-可见分

光光度计（上海天美科学仪器有限公司）。

甘草苷对照品（批号：111451-201507），

甘草酸铵对照品（批号：111739-201501），对

照品均来自中国食品药品检定研究院；L-多巴

（批号：B21710），酪氨酸酶（蘑菇，活力500 

U·mg-1，批号：D900202），维生素C（批号：

B21293），均购自上海源叶生物科技有限公司；

10000 U·mL-1β-葡糖苷酶（来源于黑曲霉，批

号：S24786，购自上海源叶生物科技有限公司）；

蜗牛酶（批号：S10083，购自上海源叶生物科技有

限公司）；高活性干酵母菌粉（安琪酵母股份有限

公司）；乙腈（色谱纯），磷酸氢二钠，柠檬酸；

娃哈哈纯净水；蒸馏水。

2   试验方法与结果
2.1   试验方法

2.1.1   甘草总皂苷制备

称取甘草药材100 g，加水10倍量，煎煮两

次，每次1 h；过滤；合并滤液。浓缩至相对密度

为1.05～1.10；加无水乙醇至70%，放置12 h；高速

离心（5000 r·min-1）5 min；上清液回收乙醇至无

醇味。然后采用D101（预先处理好）进行分离，

上样完成后，依次采用去离子水、30%乙醇、70%

乙醇过量洗脱；收集70%乙醇洗脱部位，减压回收

乙醇至无醇味；再采用正丁醇饱和水溶液对洗脱部

位进行萃取，收集正丁醇液；冷冻干燥，经测定，

甘草总皂苷含量达到51.8%。

2.1.2   生物转化试验

蜗牛酶转化试验：取“2.1.1”节下的甘草总

皂苷粉末200 mg，加pH 7.1的磷酸氢二钠-柠檬酸

缓冲溶液，40℃恒温培养箱内放置30 min，再加入

30 mg蜗牛酶，继续培养6 h，时时振荡，取出。采

用0.45 μm滤膜过滤制备供试样品1。

酵母菌转化试验：取“2.1.1”节下的甘草总

皂苷粉末200 mg置于锥形瓶中，加pH7.1的磷酸

氢二钠-柠檬酸缓冲溶液50 mL，再加入体积分数

1.5%的干性酵母菌粉，置40℃恒温培养箱中，保

温发酵6 h，并时时振摇，发酵结束后用蒸馏水补

足失重，置85℃水浴10 min灭菌，4500 r·min-1离

心5 min；滤液蒸干，采用10 mL去离子水溶解，

制备供试样品2。

黑曲霉转化试验：精密称取甘草总皂苷粉末

200 mg置于锥形瓶中，加入适量pH 7.1的磷酸氢二

钠-柠檬酸缓冲溶液，再加入1000 U活力的黑曲霉

β-葡萄糖苷酶液，并补加缓冲溶液至反应体积为

20 mL，置50℃恒温水浴锅中，保温酶解6 h，并时

时振摇，滤液蒸干，采用10 mL去离子水溶解，制

备供试样品3。
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2.1.3   生物转化试验测定

2.1.3.1   HPLC测定方法

色谱柱：kromasiol-C18硅胶色谱柱；柱温：

30℃；检测波长：237 nm；流动相：以乙腈为流动

相A，以0.05％磷酸溶液为流动相B，按表1中的规

定进行梯度洗脱。

表 1   流动相梯度表

时间 /min 流动相 A/% 流动相 B/%

0 ～ 8

8 ～ 40

40 ～ 55

55 ～ 90

19

19 → 50

 50 → 100

100 → 19

81

 81 → 50

50 → 0

 0 → 81

混合对照品溶液制备： 取甘草苷对照品、甘

草苷铵对照品适量，精密称定，加70％乙醇分别制

成每1 mL含甘草苷20 μg、甘草苷铵0.2 mg的溶液。

2.1.3.2   标准曲线绘制

精密吸取混合对照品溶液1、2、5、10、15、

20 μL，依次注入高效液相色谱仪，按“2.1.3.1”

节下色谱条件进行测定，分别以甘草苷D、甘草

酸铵对照品的进样量（μg）为横坐标（X），对

应峰面积为纵坐标（Y）进行线性回归（结果见表

3、表4、图1、图2）。

2.1.3.3   样品测定

分别取混合对照溶液、供试样品1、供试样品

2、供试样品3各10 μL，注入高效液相色谱仪，分

别测定转化结果。

2.1.4   抑制酪氨酸酶试验

2.1.4.1   试剂制备

pH 6.8的PBS缓冲溶液：A液，每1 L蒸馏水中

含 NaH2PO4·2H2O 7.80 g；B液，每1 L蒸馏水中含 

Na2HPO4·12H2O 17.80 g；将A液、B液灭菌后冷藏保

存，临用时取等体积混合，调pH值为6.8，即得。

酪氨酸酶溶液：精密称取酪氨酸酶11.30 mg，

置25 mL棕色容量瓶中，用pH 6.8的PBS缓冲溶液定

容至刻度，制备得226 U·mL-1的酪氨酸酶溶液。

L-多巴溶液：精密称取L-多巴25.41 mg，置

25 mL棕色容量瓶中，用pH 6.8的PBS缓冲溶液定容

至刻度，制备得1.02 mg·mL-1的L-多巴溶液。

2.1.4.2   供试样品溶液制备

维生素C阳性对照溶液：精密称取2.546 mg

的维生素C置25 mL棕色容量瓶中，加蒸馏水定容

至刻度，制备成0.102 mg·mL-1的维生素C储备

液，并稀释成0.005、0.01、0.02、0.04、0.06、

0.08 mg·mL-1不同浓度的维生素C阳性对照溶液，

避光保存，备用。

甘草总皂苷溶液：称取甘草总皂苷20 mg左

右，用pH 6.8的PBS缓冲溶液定容至10 mL容量瓶

中，混匀，即得。

酶解液样品溶液：精密量取“2.1.2”节下酶解

液20 mL，置85℃水浴保温10 min，杀酶后进行冷

冻干燥，再用pH 6.8的PBS缓冲溶液定容至10 mL容

量瓶中，再取出1.5 mL用PBS缓冲溶液定容至另一

10 mL容量瓶中，混匀，即得。

2.1.4.3 抑制酪氨酸酶活性测定方法

吸取“2.1.4.2”节下配制的一系列浓度的维生

素C阳性对照溶液和供试样品溶液，按表2方法加

入反应试管中，得到C1、C2、T1、T2 4组反应溶

液，每组设定3组平行试验，先置30℃水浴保温反

应20 min，再将4组反应溶液混匀，每组各自加入

0.5 mL L-多巴溶液，混匀后继续置30 ℃水浴保温

反应20  min，计时反应结束后立即用分光光度计

于475 nm处测定各样品反应溶液的吸光度值，记为

AC1、AC2、AT1、AT2。
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表 2   反应溶液组成

试验溶液
反应液体积 /mL

C1 C2 T1 T2

酪氨酸酶 0.5 — 0.5 —

样品 — — 0.5 0.5

PBS 1.5 2.0 1.0 1.5

合计 2.0 2.0 2.0 2.0

酪氨酸酶抑制率计算公式：

酪氨酸酶抑制率%= 

式中：AT1-AT2，样品溶液吸光度值改变；

AC1-AC2，空白对照吸光度值改变。

按照以上测定方法吸取供试样品溶液进行测

定，得各组样品吸光度值后，计算各供试样品酪氨

酸酶抑制率，以酪氨酸酶抑制率均值为纵坐标，样

品溶液浓度为横坐标，得维生素C抑制酪氨酸酶活

性曲线。

2.2   试验结果

2.2.1   标准曲线结果

标准曲线结果如表3、表4、图1、图2所示。

表 3   甘草苷标准曲线数据

进样量 /μg 0.4920 0.9840 2.4600 4.9200 7.3800 9.8400

峰面积 /A 568118 1136576 2841330 5683008 8521112 11360753

表 4   甘草酸铵标准曲线数据

进样量 /μg 0.4520 0.9040 2.2600 4.5200 6.7800 9.0400

峰面积 /A 332408 666576 1653330 3363008 6454753 6454753

图 1   甘草苷标准曲线
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图 2   甘草酸铵标准曲线

试验结果得出甘草苷及甘草次酸的回归方程

分别为：Y=2926525.09X+1632.2（r=0.99996），

Y=659561X+33746（r=0.99998），结果表明甘

草苷和甘草酸铵分别在0.4920～9.8400 μg、

0.4520～9.0400 μg范围内线性关系良好。

2.2.2   生物转化测定结果

将甘草苷、甘草酸铵混合对照溶液注入高效

液相仪中，结果如图3所示。

图 3   混合对照结果

通过计算得出2个对照品分离度大于2.0，塔板

数大于5000。

按照“2.1.3.1”液相测定方法对各样品进行测

定；结果如图4、图5、图6、表5所示。

图 4   蜗牛酶生物转化结果
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图 6   黑曲霉生物转化结果

表 5   各个样品生物转化试验结果

图例
转化前 转化后 转化率 /

%峰面积 浓度 /（mg·mL-1） 峰面积 浓度 /（mg·mL-1）

供试样品 1 3076654 0.2157 2573801 0.1555 28.14

供试样品 2 3113253 0.2183 3110887 0.2181 0.9162

供试样品 3 3082715 0.2161 1951430 0.1368 36.72

观察图3、图4、图5、图6得出，与甘草混

合对照品溶液比较，蜗牛酶、黑曲霉下的样品在

68.13～71.48 min之间出现了甘草酸铵峰，结合表

5得出蜗牛酶、黑曲霉作用后的样品甘草苷峰面

积下降，计算得出两者的转化率分别为28.14%、

36.72%。而经酵母菌发酵转化后测定甘草苷含量

没有明显变化，说明酵母菌粉并不能水解甘草苷，

甘草苷也没有发生转化反应。

图 5   酵母菌生物转化结果
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表 6   维生素 C 酪氨酸酶抑制率测定结果

浓度 /（mg·mL-1） 抑制率均值 /% ( n=3) IC50/（mg·mL-1）

 0.05 32

0.073

0.1 50.24

0.3 76.62

0.5 94.57

0.7 96.15

0.9 98.32

图 7   维生素 C 酪氨酸酶抑制率测定结果

结果表明，在试验浓度范围内，维生素C对酪

氨酸酶抑制率的趋势为先随维生素C浓度的增大而

增大，抑制率达到最高值后则不再随样品浓度的增

大而变化，运用SPSS17.0统计软件分析可知，半抑

制率IC50为0.073 mg·mL-1。

2.2.3.2   生物转化样品抑制酪氨酸酶活性结果

对供试样品1、2、3和甘草总皂苷样品分别进

行抑制酪氨酸酶试验，结果如表7、图8所示。

  表 7   甘草总皂苷及各酶解液酪氨酸酶抑制率测定结果

样品 浓度/（mg·mL-1） 抑制率均值/% ( n=3）

甘草总皂苷 2.0 50.67±1.96

蜗牛酶酶解液 2.0 12.41±0.87

酵母菌发酵液 2.0 39.45±0.49

黑曲霉酶解液 2.0 9.42±0.23

2.2.3   抑制酪氨酸酶活性试验结果

2.2.3.1   维生素C抑制酪氨酸酶活性结果

按照“2.1.4.2”节下方法进行试验，得出维

生素C抑制酪氨酸酶活性曲线。结果如表6、图7

所示。
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图 8   甘草总皂苷及各酶解液酪氨酸酶抑制率测定

 抑制率测定结果表明：各样品中蜗牛酶解

液、酵母菌发酵液、黑曲霉发酵液对酪氨酸酶活

性抑制作用基本没有或较弱，而甘草总皂苷抑制率

为50.67%，有较好的抑制酪氨酸酶活性的作用，

说明不同方法酶解后，甘草总皂苷抑制酪氨酸酶活

性的作用受到严重弱化，单从抑制酪氨酸酶活性考

虑，不宜采取上述酶解方法进行酶解。

3   讨论
试验分别采用蜗牛酶、酵母菌、黑曲霉3种媒

介对甘草总皂苷溶液进行体外生物转化，结果发现

采用蜗牛酶、黑曲霉可以实现甘草苷的部分转化，

但是酵母菌不能使甘草苷转化为甘草酸铵。说明酵

母菌作为真菌并不具备转化甘草苷作用。蜗牛酶、

黑曲霉作为多糖苷酶来源可以使甘草苷的糖苷键断

裂实现转化目的。

结合抑制酪氨酸酶活性试验得出，3种不同处

理方法处理后的样品在抑制酪氨酸酶活性上存在一

定差异。甘草总皂苷溶液抑制酪氨酸酶活性要强于

3种转化溶液，而且酵母菌处理后的溶液活性也优

于其他两个样品。

结合本试验结果，后期研究需要进行两方面

试验：首先，测定甘草苷纯品与甘草总皂苷之间对

于酪氨酸酶活性抑制的差异；其次，研究不同浓度

的甘草总皂苷溶液对于酪氨酸酶活性抑制的差异，

充分研究其作用机理，为后期甘草类化妆品开发奠

定理论基础。
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