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黄花菜发酵液的化妆品功效评价 

闫雅倩 1，张玉芝 1，付  豪 1，张雨萱 1，王冬冬 1， 

杨  丽 2*，李  萌 1*，王昌涛 1 
（1. 北京工商大学 化学与材料工程学院 北京市植物资源研究开发重点实验室，北京  100048；2. 北京

中德联合化妆品研究所有限公司，北京  100048） 

摘要：使用植物乳杆菌和酿酒酵母菌发酵制得了两种黄花菜发酵液，考察了样品对 HaCaT 细胞存活率的影响，

分析了其抗炎性功效、抗氧化功效、美白功效、安全性功效。结果表明，与水提液（空白对照）相比，两种发

酵液的抗氧化能力更强。在细胞水平上，两种黄花菜发酵液均表现出对 UVB 诱导损伤细胞的修复作用，相对于

经过 UVB 照射后的细胞模型组，细胞Ⅰ型胶原蛋白（COL-Ⅰ）、过氧化氢酶（CAT）活力均提高。两种黄花菜

发酵液的酪氨酸酶活性抑制率远高于水提液，表现出良好的美白效果。通过 HaCaT 细胞中炎性因子 IL-6、TNF-α

和 COX-2 表达量可以看出，样品组中炎性因子的表达量显著低于模型组，说明黄花菜发酵液的抗炎性能力大于

水提液。通过鸡胚绒毛尿囊膜实验（HET-CAM）可以得出，样品作用其前后均无出血现象，表明黄花菜发酵液

无刺激性。 
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Cosmetic efficacy evaluation of Hemerocallis citrina Baroni fermentation broth 
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Cosmetic Research Institute Co. Ltd., Beijing 100048, China） 

Abstract: Two kinds of daylily broth fermented by Lactobacillus plantarum and Saccharomyces cerevisiae, 

respectively, were synthesized, and their influence on the survival rate of HaCaT cells as well as their 

anti-inflammatory, antioxidant, whitening and safety effects were investigated and analyzed. The results 

showed that compared with the water extract (blank control), the two kinds of daylily fermentation broth 

exhibited stronger antioxidant capacity. Both broth samples displayed repair effect on UVB-induced 

damage at cellular level, and the activities of collagen-Ⅰ(COL-Ⅰ) and catalase (CAT) were elevated in 

comparison to those of the cell model group after UVB irradiation. Moreover, both broth samples showed 

much higher tyrosinase activity inhibition rate than the control water extract, showing good whitening effect. 

Meanwhile, HaCaT cells treated with both broth samples displayed much lower expression of inflammatory 

factors IL-6, TNF-α and COX-2 compared with those treated with water extract, indicating higher 

anti-inflammatory capacity of daylily fermentation broth. Results from chick chorioallantoic membrane test 

demonstrated that there was no bleeding occurred before and after treatment with the samples, suggesting 

no irritation from the fermented broth. 

Key words: Hemerocallis citrina Baroni; fermentation; anti-inflammatory; whitening; drug and cosmetic 

materials 

医药与日化原料 
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黄花菜（Hemerocallis citrina Baroni）是一种草

本植物[1]。黄花菜含有丰富的蛋白质、脂类、胡萝

卜素、糖类以及丰富的微量元素。食用黄花菜不仅

能提高皮肤的弹性和紧致度，防止老化，而且有助

于保持皮肤白皙。黄花菜的优势在于：其花蕾及根

等部位中含有大量生物活性成分，例如：类黄酮类、

生物碱类、皂苷等。黄花菜中黄酮类化合物是其重

要有效成分之一,具有延缓衰老、抗氧化、清除自由

基等功能[2]。黄花菜还可以表现出抗菌、抗炎、有

效改善睡眠等多方面的生物活性功能[3]，而且其在

市场中易获取，原料廉价，成分简单无害。 

由于市场上的化妆品仅含有低比例黄花菜成分

并且有限的提取条件使其不能充分发挥黄花菜的功

效，因此，选用微生物发酵的方法制备黄花菜发酵

液。通过对发酵条件的控制、选择合适的菌种和发

酵工艺可以大规模生产所需产品。发酵技术的优点

在于无危险性，易操作性[4]。大量实验证明，经过

发酵后的原料活性物含量增多，抗衰老性能增强，

抗炎效果上升。例如：李慧文[5]通过体内外免疫功

能调节实验证实，酵母发酵对于免疫功能活性有影

响。王冬冬等[6]发现，红酒酵母发酵得到的体积分

数 1%的葡萄籽发酵液作用在 B16 细胞后，胞内黑

色素相对含量降到 55.62%，说明发酵液能够抑制黑

色素的生成，具有美白功效。吴迪等[7]发现，相较

于水提液，葛根发酵液有良好的抗氧化效果以及抗

衰老的功效。刘平平等[8]发现，发酵后的仙人掌可

有效抑制炎性因子 IL-8 的表达，有良好的抗炎性。

不同的温度、料液比和时间对黄花菜发酵均有影响。

张江宁等[9]以黄花菜发酵液的总糖、总酸、总多酚

为评价指标，通过单因素实验考察 3 个因素对产品

品质的影响。在料液比（g∶mL）1∶16，温度为 37.5 

℃、时间为 6.2 d 的条件下，黄花菜乳酸菌发酵液总

酸实测值为 18.7 g/kg，总多酚实测值 83.4 mg/100 

mL，与响应面预测值吻合。 

在以上实验基础上，本文使用植物乳杆菌和酿

酒酵母菌发酵制备得到两种黄花菜发酵液，并对其

抗氧化性、抗炎性、美白性和安全性进行评价，以

期弥补当前黄花菜发酵液在化妆品领域研究的不

足，为开发与制备微生物发酵成分相关的化妆品的

原料提供理论支撑。 

1  实验部分 

1.1  试剂与仪器 

黄花菜，北京同仁堂股份有限公司；1,1-二苯基

苦基苯肼（DPPH），美国 Sigma-Aldrich 公司；酿酒

酵母，中国食品发酵工艺研究院有限公司；植物乳

杆菌，北京市植物资源研究开发重点实验室；总抗

氧化能力检测试剂盒（ABTS 法）、活性氧自由基

（ROS）检测试剂盒、胞内过氧化氢酶（CAT）检

测试剂盒、TNF-α、IL-6 和 COX-2 ELISA 试剂盒、

过氧化氢酶检测试剂盒、Ⅰ型胶原蛋白（COL-Ⅰ）

酶联免疫检测试剂盒、CCK-8 试剂盒，上海碧云天

生物技术有限公司；HaCaT 细胞、B16 细胞，中国

医学科学院基础医学研究所细胞资源中心；DMEM

培养基、胎牛血清、成纤维细胞生长添加剂、青霉

素/链霉素、体积分数 0.05%的胰蛋白酶，美国 Gibco

生命技术公司；去离子水，深圳市广川环保科技有

限公司；磷酸盐缓冲液（PBS），赛默飞世尔科技（中

国）有限公司；EasyScript® One Step gDNA Removal 

and cDNA Synthesis SuperMix 反转录试剂盒、

TransStart® Top Green qPCR SuperMix，北京全式金

生物技术有限公司；MRS 琼脂培养基、酵母浸出粉

胨葡萄糖培养基（YPD 培养基），广州市百菱生物

科技有限公司。 

Sigma 1-14 微型离心机，德国西格玛离心机有

限公司；DJW-5KVA 智能型交流净化稳压电源，北

京力能恒电电子科技有限公司；96 孔细胞培养板，

赛默飞世尔科技（中国）有限公司；ABI7300 型荧

光定量聚合酶链式反应仪，美国应用生物系统公司。 

1.2  方法 

1.2.1  黄花菜水提液（S1）的制备 

首先将黄花菜放入研磨机中研磨成粉末状，称

取黄花菜粉 3 g 与去离子水 297 g 加入培养瓶中，  

121 ℃灭菌，4800 r/min 离心分离 30 min 后，再一

次在 121 ℃灭菌锅进行灭菌 30 min，得到黄花菜水

提液 240 g，得率为 80%。 

1.2.2  植物乳杆菌发酵制备黄花菜发酵物（S2） 

（1）挑取植物乳杆菌单菌落接入 MRS 琼脂培

养基，于 28 ℃、180 r/min 条件下培养 48 h，得到

植物乳杆菌菌液。 

（2）将 2 g 植物乳杆菌菌液接种到发酵底物中

（发酵底物是由 3 g 黄花菜粉与 295 g 去离子水配

制），在 37 ℃，180 r/min 的摇床中培养 16 h 后，

取出，在 4800 r/min 离心分离 30 min，取上清液即

为植物乳杆菌发酵制备的黄花菜发酵物（S2）250 g，

得率为 83%。 

1.2.3  酿酒酵母发酵制备黄花菜发酵物（S3） 

（1）挑取酿酒酵母单菌落接入已配制完成的

YPD 培养基中，于 28 ℃、180 r/min 条件下培养 48 h，

得到酿酒酵母菌液。 

（2）将 10 g 酿酒酵母菌液与发酵底物（发酵底

物是由 3 g 黄花菜粉与 287 g 去离子水配制）融合后，

在 28 ℃，180 r/min 的摇床中培养 48 h 后，取出，
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在 4800 r/min 离心分离 30 min，取上清液即为酿酒酵

母发酵制备的黄花菜发酵物（S3）250 g，得率为 83%。 

1.2.4  HaCaT 和 B16 细胞的培养 

在细胞培养瓶中，将 HaCaT 和 B16 细胞置于完

全培养液（含体积分数 10%胎牛血清和体积分数 1%

青霉素-链霉素的 DMEM 培养液）中，将培养瓶置

于 37 ℃，体积分数 5% CO2 潮湿的培养箱中进行培

养。每 2 d 更换 1 次 DMEM 培养基，当细胞密度达

到 80%~90%进行传代。 

细胞的传代（含 HaCaT 和 B16 细胞）：取出细

胞培养瓶，倒掉瓶内培养基，使用 PBS 清洗细胞 2

遍；每瓶加入 2 mL 胰蛋白酶；待细胞完全消化悬浮

后，加入 4 mL 完全培养液（含体积分数 10%胎牛

血清和体积分数 1%青霉素-链霉素的 DMEM 培养

液）终止消化；将细胞悬浮液转移至 15 mL 离心管

中，于 1000 r/min 离心 5 min，弃去上清液后加入 4 mL 

DMEM 培养基，将细胞沉淀与培养基吹打均匀，然

后平均分配转移至 3 个 T75 培养瓶中，在体积分数

5% CO2，37 ℃的培养箱中进行传代培养。 

1.2.5  细胞增殖/毒性实验 

采用 CCK-8 试剂盒进行细胞增殖/毒性实验。 

（1）收集 HaCaT 细胞培养液，使用 DMEM 培

养基，制成 1×104 个/mL 的细胞悬浮液，在 96 孔板

中每孔加入 100 μL 细胞悬浮液。 

（2）在体积分数 5% CO2，37 ℃孵育 12 h 或隔

夜，弃细胞培养液，实验组每孔加入 100 μL 用去离

子水稀释成不同体积分数的样品溶液（样品为无血

清 DMEM 培养基培养的黄花菜水提液和两种发酵

液）。每个体积分数设定 5 个复孔。同时，设置对照

组（含有细胞+无血清 DMEM 培养基），空白组（只

加入 PBS）。 

（3）将 96 孔板在体积分数 5% CO2，37 ℃的

培养箱中孵育 24 h，然后每孔加入 10 μL 的 CCK-8

溶液，再次孵育 2 h 后，在 450 nm 波长处测溶液的

吸光度。按式(1)计算细胞存活率。 

OD OD
/ % 100

OD OD


 


空白组实验组

对照组 空白组

细胞存活率   （1） 

1.2.6  黄花菜发酵液抗炎功效测定 

1.2.6.1  HaCaT 细胞炎性因子 TNF-α、IL-6、COX-2

表达量的测定 

采用酶联免疫吸附法（ELISA）检测 HaCaT 细

胞炎性因子 TNF-α、IL-6、COX-2 的表达量（具体

方法见试剂盒说明书）。按照 1.2.4 节进行细胞培养，

计数 HaCaT 细胞，以 1×104 个/孔加入 96 孔培养板中。

在细胞培养箱中培养 12 h，弃培养基后加入 1 mL 

PBS，再用 UVB（照射剂量为 19.18 mJ/cm2，照射

时间为 15 s）照射细胞，吸出 PBS，加入用无血清

DMEM 培养基稀释培养的体积分数为 2.5%的黄花

菜发酵液。后续按照 TNF-α、IL-6 和 COX-2 ELISA

试剂盒说明书进行炎性因子表达量的测定。空白组

不加细胞，不加样品处理；模型组为经过 UVB 照射

后的细胞模型。 

1.2.6.2  HaCaT 细胞炎性因子 TNF-α mRNA、IL-6 

mRNA 相对表达量的测定 

样品作用于 HaCaT 细胞后，使用总 RNA 抽提

试剂提取 RNA，具体操作参照说明书。随后，根据
EasyScript®One Step gDNA Removal and cDNA 
Synthesis SuperMix 反转录试剂盒说明进行逆转录。 

引物及探针的设计和合成：根据美国国家生物

技术信息中心发布的基因序列，通过 Primer Express

软件设计出目的基因的特异性引物（包含管家基因

β-actin），其序列见表 1。 
 

表 1  Real-Time PCR 引物序列 
Table 1  Real-Time PCR primer sequences 

基因 方向 序列 

β-actin F 
R 

TGGCACCCAGCACAATGAA 
TGGCACCCAGCACAATGAA 

TNF-α F 
R 

AGGACAGAAGAGCAACTGAGATCG 
TTGGGATGCTGACACTCCATGCA 

IL-6 F 
R 

GACAGCCACTCACCTCTTCA 
TTCACCAGGCAAGTCTCCTC 

 

1.2.7  黄花菜发酵液抗氧化功效分析 

1.2.7.1  DPPH 自由基清除实验[10] 

DPPH 溶液（2×10–4 mol/L）的配制：精确称取

DPPH 20 mg，用无水乙醇溶解并定容至 250 mL。按

照表 2 顺序及添加量向试管中分别加入不同体积分

数样品水溶液，混合均匀，在酶标仪 517 nm 波长处

测吸光度，并按照式（2）计算 DPPH 自由基清除率。 
 

表 2  样品加液要求 
Table 2  Sample liquid addition requirements 

 T T0
 C C0

 

不同体积分数的样品水溶液/mL 1 1 — — 

无水乙醇/mL 2 2 3 3 

DPPH 溶液/mL 1 — 1 — 

无水乙醇/mL — 1 — 1 

注：“—”为此步骤不加该溶剂。 
 

DPPH 自由基清除率/%= 

〔1–(T–T0)/(C–C0)〕×100 （2） 

式中：T—样品管吸光值，即样品与 DPPH 反应后溶

液吸光值；T0—样品本底吸光值；C—DPPH 管吸光

值，即未加样品时 DPPH 溶液吸光值；C0—溶剂本

底吸光值。所得结果以（平均值±标准差）表示，讨

论部分均使用平均值。 

1.2.7.2  羟基自由基清除实验[11] 

将 0.5 mL 浓度为 0.75 mol/L 邻二氮菲无水乙醇
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溶液倒入试管中，依次加入 1 mL 浓度为 0.15 mol/L 

PBS 和 0.5 mL 蒸馏水，摇匀后再加入 0.5 mL 浓度

为 0.75 mmol/L 硫酸亚铁和 0.5 mL 体积分数 0.01%

过氧化氢溶液，将试管置于 37 ℃水浴 60 min 后，在

波长 536 nm 处测其吸光值，记为损伤管吸光度（A 损伤），

未损伤管以 0.5 mL 蒸馏水代替损伤管中的 0.5 mL

体积分数 0.01%过氧化氢溶液，操作方法如上，所得

数据记为 A 未损伤，样品管用去离子水稀释成不同体积

分数的样品水溶液代替损伤管中的蒸馏水，可测得

样品管中的吸光度，记为 A 样品，按式（3）计算样品

对羟基自由基的清除率。 

–
/ % 100

–

A A

A A
 样品 损伤

未损伤 损伤

羟基自由基清除率   （3） 

1.2.7.3  总抗氧化能力测定 

参 考 文 献 [12] 测 定 样 品 的 总 抗 氧 化 能 力

（TEAC）。标准溶液的配制：将浓度为 10 mmol/L

的 Trolox 标准溶液用蒸馏水稀释成 0.15、0.3、0.6、

0.9、1.2 和 1.5 mmol/L 的溶液。得到标准曲线方程

为：y= –0.584x+0.5288（R2=0.9984）。 

样品测定：在每个检测孔中加入 200 μL 2,2′-联

氮双(3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸)二铵盐（ABTS）工

作液。将 96 孔分为空白对照孔、标准溶液检测孔和

样品液检测孔。分别加入 10 μL 蒸馏水或 PBS、10 μL

不同浓度 Trolox 标准溶液、10 μL 用去离子水稀释

的体积分数为 2.5%的不同发酵液，轻轻混匀。孵育

2~6 min 后在 734 nm 处测溶液的吸光值。将样品所

得的吸光值代入标准曲线方程后，得到其总抗氧化

能力数值。 

1.2.7.4 Ⅰ型胶原蛋白含量测定 

取体积分数为 2.5%的发酵液和水提液，经  

0.22 μm 无菌滤膜过滤后作用于 HaCaT 细胞 24 h，

收集细胞培养液于无菌离心管中，于 4 ℃、    

2500 r/min 下离心 20 min，保存上清液。使用Ⅰ型

胶原蛋白（COL-Ⅰ）酶联免疫检测试剂盒进行检测。 

1.2.7.5  CAT 含量测定 

收集对数生长期状态良好的 HaCaT 细胞以

1×106 个细胞/孔密度铺于 96 孔板 12 h 后，弃细胞培

养基，选择体积分数为 2.5%的黄花菜水提液和发酵

液为样品组，模型组和空白组加入无血清 DMEM，

将其作用 HaCaT 细胞 24 h 后倒掉，PBS 清洗 2 遍，

加入 250 μmol/L 的过氧化氢作用 2 h 后倒掉（空白

组不加过氧化氢作用），PBS 清洗 2 遍，置于冰上，

加入提前配制好的细胞裂解液 100 μL，待细胞完全

裂解后，吸取板内裂解液，于 4 ℃、10000 r/min 条

件下离心 10 min，取上清液进行 CAT 含量测定，按

照试剂盒说明书进行操作。 

1.2.8  黄花菜发酵液美白功效测定 

通过胞内酪氨酸酶活性抑制实验来评价黄花菜

发酵液美白功效。 

将对数生长期间的 B16 细胞，接种于 96 孔细

胞培养板，在 37 ℃，体积分数 5% CO2 培养箱中培

养过夜。加入用 DMEM 稀释成体积分数为 2.5%的

样品溶液。未加样品组为对照组，每组 3 个复孔。孵

化 48 h 后，弃上清液，用 PBS 清洗 1 次。在每个孔中

加入 100 μL 的细胞裂解液，用刮刀刮去细胞，1500 

r/min 离心上清液 10 min。将 50 μL 上清液倒入已含有

50 μL 体积分数 1%左旋多巴的 96 孔板中，并在体积

分数 5% CO2的培养箱中于 37 ℃培养 1 h，在 475 nm

处测溶液的吸光度。按式（4）计算细胞反应体系下

酪氨酸酶的相对活性。 

A 细胞/%＝(OD 样品–OD 空白组)/(OD 对照组–OD 空白组)×100（4） 

式中：A 细胞为细胞反应体系下酪氨酸酶相对活性，%；

OD 样品为含有待测样反应体系的吸光度；OD 空白组为

不含任何物质空板的吸光度；OD 对照组为不含待测样

反应体系的吸光度。 

1.2.9  黄花菜发酵液安全性功效测定 

通过鸡胚绒毛尿囊膜实验（HET-CAM）来评价

黄花菜发酵液的安全性功效。 

将 300 μL 黄花菜发酵液直接渗透到绒毛膜

（CAM）中 5 min，观察绒毛膜毒性参数（如出血、

血凝、血管溶解等）的变化。每一受试物用 6 只鸡

胚进行测试，采用终点评估法（ES）进行实验，根

据血管出血现象进行评分，根据分数将其刺激性进

行分类，ES 评分范围见表 3。 
 

表 3  HET-CAM 终点评估法的眼刺激性预测模型 
Table 3  Prediction model of eye irritation based on HET- 

CAM endpoint assessment method 

评分标准 刺激性分类 

ES<6 无刺激性 

6≤ES<12 轻度刺激性 

12≤ES<15 中度刺激性 

ES≥15 重度刺激性 
 

受试物包括：阴性对照（体积分数 0.9%氯化钠水

溶液）、阳性对照（0.1 mol/L 氢氧化钠水溶液）和 3

个样品（6 个平行）。对 CAM 进行形态学观察和打分。  

2  结果与讨论 

2.1  黄花菜植物乳杆菌发酵液理化指标 

黄花菜植物乳杆菌发酵液为浅棕红色黏稠液

体，pH=4.4，黏度为 0.16 Pa·s，可溶性固含物质量

分数 1.7%，菌落总数小于 50 CFU/mL，无致病菌检

出。根据化妆品卫生标准 GB 7916—87，黄花菜植

物乳杆菌发酵液符合化妆品质量要求。 

2.2  黄花菜酿酒酵母发酵液理化指标 

黄花菜酿酒酵母发酵液为淡粉色至棕红色黏稠
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液体，pH=4.3，黏度为 0.16 Pa·s，可溶性固含物质

量分数为 1.5%，菌落总数小于 50 CFU/mL，无致病

菌检出。根据化妆品卫生标准 GB 7916—87，黄花

菜酿酒酵母发酵液符合化妆品质量要求。 

2.3  样品对 HaCaT 细胞存活率的影响 

不同体积分数的样品溶液对细胞存活率的影响

如图 1 所示。 

 

 
 

图 1  不同体积分数 S1、S2、S3 的溶液对细胞存活率的影响 

Fig. 1  Effects of S1、S2、S3 with different volume fraction 
on the survival rate of cell  

 

从图 1 可以看出，当体积分数为 0~2.5%时，样

品对 HaCaT 细胞无毒性，并且 S3 显示出对 HaCaT

细胞有增殖作用。而当体积分数为 5%时，S1、S2、

S3 对 HaCaT 细胞表现出毒性。因此，选择体积分

数为 2.5%的 S1、S2、S3 应用于后续抗炎性功效评

价、总抗氧化能力检测、COL-Ⅰ表达量、CAT 表达

量、美白功效评价和安全功效评价实验。 

2.4  抗炎性功效分析 

2.4.1  炎性因子蛋白水平表达量分析 

IL-6、TNF-α和 COX-2 是人体中发挥重要影响

的炎症因子，当发生炎症反应时，3 种炎症因子表

达水平会迅速上升，引起病情加重[13-14]。IL-6 是由

多种细胞分泌产生的，与机体的炎症反应、免疫反

应等息息相关。它主要由巨噬细胞直接分泌，其主

要功能是调节免疫细胞，诱导细胞凋亡等[15]。使用

ELISA 法检测样品对 3 种炎性因子蛋白的表达量，

结果如图 2 所示。 
 

 

 
 

A—IL-6；B—TNF-α；C—COX-2；“###”表示与空白相比，差异

高度显著（P<0.001）；“**”表示与模型组相比，差异极显著（P<0.01）；

“***”表示与模型组相比，差异高度显著（P<0.001），下同 
 

图 2  样品对 3 种炎性因子蛋白的表达量 
Fig. 2  Expression levels of three inflammatory factors in samples 

 

从图 2 可以看出，空白组的 IL-6、TNF-α、COX-2

的表达量分别为 0.8、0.9 和 0.9 ng/mL，模型组对 3

种炎性因子蛋白的表达量分别升为 3.2、3.4 和       

1.3 ng/mL。而用体积分数为 2.5%的 S1、S2、S3 处

理细胞后，炎性因子蛋白的表达量显著降低，S1 处

理后 3 种炎性因子蛋白的表达量分别为 1.2、2.0 和    

1.1 ng/mL；S2 处理后 3 种炎性因子蛋白的表达量分

别为 1.0、1.2 和 0.9 ng/mL；S3 处理后 3 种炎性因

子蛋白的表达量分别为 0.9、1.3 和 1.0 ng/mL。并且

S2、S3 处理后的炎性因子蛋白表达量均低于 S1，

说明两种发酵液具有更好的抗炎功效。经过 UVB 诱

导的 HaCaT 炎症模型组，辐射刺激下产生 ROS，增

加了炎性细胞因子蛋白表达量，而黄花菜发酵液有

效地扭转了此结果，这是由于黄花菜发酵液的主要

活性成分是酚类物质，酚类具有明显的抗炎性[9]。 

2.4.2  炎性因子基因水平表达量分析 

不同样品对基因层面炎性因子的相对表达量如

图 3 所示。 

由图 3 可以看出，空白组的炎性蛋白 mRNA 相

对表达量均为 1.0。UVB 照射显著诱导 HaCaT 细胞

分泌炎性因子，模型组 IL-6 mRNA 相对表达量升到

1.9，TNF-α mRNA 相对表达量升到 2.1。经过体积

分数为 2.5%的 S1、S2、S3 预处理后，炎性因子的

基因相对表达量显著降低。S1 处理后炎性因子 IL-6

和 TNF-α 的 mRNA 相对表达量分别为 1.3 和 1.6；
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S2 处理后炎性因子 IL-6 和 TNF-α的 mRNA 相对表

达量分别为 1.2 和 1.0；S3 处理后炎性因子 IL-6 和

TNF-α的 mRNA 相对表达量分别为 1.2 和 1.1，并且

S2 和 S3 降低的程度大于 S1。李祎等[16]研究表明，

透明质酸酶活性与抗炎性有关，而黄花菜发酵后，

产生大量酚类活性物质，导致透明质酸酶活性提高，

从而增强其抗炎功效。 
 

 
 

A—IL-6；B—TNF-α 

图 3  样品对炎性因子基因的相对表达量 
Fig. 3  Relative expression level of inflammatory factor genes 

in samples 

 
2.5  抗氧化功效分析 

2.5.1  DPPH 自由基清除率分析 

不同体积分数发酵液对 DPPH 自由基的清除效

果见图 4。 
 

 
 

图 4  S1、S2、S3 对 DPPH 自由基的清除作用 
Fig. 4  Scavenging effect of S1, S2, S3 on DPPH free radical 

 

由图 4 可知，S1、S2、S3 对 DPPH 自由基的清

除效果相近。S1 的 IC50（对自由基清除率达到 50%

时所需的抑制剂体积分数）为 11.753%，S2 的 IC50

为 9.944%，S3 的 IC50 为 11.558%。从吴秀仪等[17]

研究可知，VC 对 DPPH 自由基的 IC50 为 0.23%，当

VC 质量浓度为 1.0 g/L 时，DPPH 自由基的清除率达

98.53%。IC50 值越小，说明抗氧化剂的自由基清除

能力越强，虽然 S1、S2、S3 对 DPPH 自由基的清

除效果不如 VC，但均表现出随样品体积分数增加，

清除自由基活性随之增强的趋势。 

2.5.2  羟基自由基的清除能力分析 

羟基自由基是一种活性氧，可与生物体内的糖、

蛋白质、DNA、碱基、磷脂、有机酸等发生化学反

应，造成组织细胞的损伤，因此，被认为是毒性最

大的自由基[18]。不同体积分数发酵液对羟基自由基

的清除效果见图 5。 
 

 
 

图 5  S1、S2、S3 对羟基自由基的清除作用 
Fig. 5  Scavenging effect of S1, S2, S3 on hydroxyl radical 

 

由图 5 可知，S1、S2、S3 对羟基自由基的清除

效果明显。随着样品体积分数的增加，清除率不断

升高。S1 的 IC50 为 82.892%，S2 的 IC50 为 82.154%，

S3 的 IC50 为 82.034%。从吴秀仪等[17]研究可知，VC

对羟基自由基的 IC50 为 0.24%，当 VC 质量浓度为 1.0 

g/L 时，对羟基自由基的清除率达 98.82%。羟基自由

基的清除作用与金属离子的螯合作用密切相关[19]。

不同菌类发酵所得的胞外成分不同，对金属离子的

螯合能力各有差异。因此，水提液和发酵液对羟基

自由基的清除程度不同。而黄花菜发酵液对金属离

子的螯合能力强，可有效中和羟基自由基，消除其

不良作用。 

2.5.3  总抗氧化能力分析 

体系内的总抗氧化能力体现了其总体的抗氧化

水平。抗氧化水平的强弱与其含量的高低、结构中

取代基的性质和位置等均有关[20]。采用 ABTS 法测

定样品的总抗氧化能力如图 6 所示。 

从图 6 可以看出，体积分数为 2.5%的 S2、S3

的总抗氧化能力相差不大并且二者的总抗氧化能力

均大于体积分数为 2.5%的 S1，说明发酵液中主要活
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性成分[21]，例如：酚类、多糖含量对总抗氧化能力

发挥主要作用，有助于提升细胞的总抗氧化能力。

S3 的总抗氧化能力略强于 S2，可能是因为酿酒酵母

在发酵过程中会产生更多的多糖[22]。从赵丹等[23]研

究可知，体积分数 1%的 VC 溶液可显著提升被双氧

水降低的细胞的总抗氧化能力。 

 

 
 

“***”表示与 S1 相比，差异高度显著（P<0.001） 

图 6  S1、S2、S3 的总抗氧化能力 
Fig. 6  Total antioxidant capacity of aqueous S1, S2, S3 

 
2.5.4  COL-Ⅰ表达量分析 

皮肤中的弹性与韧性与其所含的胶原蛋白含量

紧密相关。COL-Ⅰ够促进细胞新陈代谢，缓解细胞

衰老[24]。样品对 COL-Ⅰ的表达量如图 7 所示。 
 

 
 

“*”表示与模型组相比，差异显著（P<0.05），下同 
 

图 7  S1、S2、S3 的 COL-Ⅰ表达量 

Fig. 7  COL-Ⅰ expression level of S1, S2, S3 
  

从图 7 可以明显看出，空白组的 COL-Ⅰ表达量

为 6.14 ng/mL；经 UVB 照射后，模型组细胞内的

COL-Ⅰ表达量降为 4.52 ng/mL；经过体积分数为

2.5%的 S1、S2、S3 作用后，细胞内 COL-Ⅰ表达量

显著增加，分别为 5.03、6.00 和 6.19 ng/mL，且 S3

的 COL-Ⅰ表达量较高。UVB 的照射，不仅阻碍胶

原蛋白的合成，而且促进胶原蛋白的分解，导致皮

肤失去弹性，形成深层皱纹[25]。经过黄花菜发酵液

作用后，胶原蛋白的表达量大幅度提升，说明发酵

液有抗衰功效。 

2.5.5  CAT 表达量分析 

CAT 是机体内广泛存在的过氧化物分解酶之

一，能够分解过氧化氢[26]，能有效地清除各种活性

氧基团，从而防止这些基团对细胞膜系统的损坏。

体积分数为 2.5%的 S1、S2、S3 的 CAT 表达量结果

如图 8 所示。 
 

 
 
 

图 8  S1、S2、S3 的 CAT 表达量 
Fig. 8  CAT expression levels of S1, S2, S3 

 

由图 8 可以看出，空白组的 CAT 表达量为  

3.44 ng/mL。从莫秋婷等[27]研究可知，体积分数 1% 

VC 的 CAT 相对表达量为 0.8。氧化应激损伤下的

CAT 表达量显著降低，模型组的 CAT 表达量仅为

1.52 ng/mL；而体积分数为 2.5%的 S1、S2、S3 均

能显著提高细胞中 CAT 的表达量，分别为 2.06、2.25

和 2.40 ng/mL，从而增强对细胞内 H2O2的清除效果，

降低对细胞的氧化应激损伤，达到抗氧化的效果。 

2.6  美白功效分析 

B16 能够高表达黑色素，与人表皮黑素细胞基

因高度同源，是进行皮肤色素实验的常用替代模型[28]。

酪氨酸酶是黑色素合成过程中的关键催化酶之一，

在黑色素形成进而到达表皮过程中发挥着重要的催

化作用，其表达活性决定着黑色素生成的速度和数

量[29]。体积分数为 2.5%的 S1、S2、S3 对酪氨酸酶

活性的抑制率如图 9 所示。 
 

 
 

“***”表示与 S1 相比，差异高度显著（P<0.001） 
 

图 9  S1、S2、S3 对酪氨酸酶活性的抑制率 
Fig. 9  Inhibition rate of tyrosinase activity by S1, S2, S3 
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从图 9 可以看出，体积分数为 2.5%的 S2、S3

能有效地抑制酪氨酸酶蛋白的表达，从而抑制酪氨

酸酶的活性，能够有效阻断黑色素的生成，黄花菜

发酵液对酪氨酸酶活性的抑制可能是其较强的抗氧

化作用导致的。因此，发酵液在美白方面具有一定

的作用。 

2.7  安全性功效分析[30-31] 

鸡胚绒毛尿囊膜实验是利用其尿囊膜与眼结膜

组织结构类似的特点，通过观察尿囊膜暴露于受试

物质后血管的刺激反应，计算刺激分值对受试物进

行评价，结果见表 4。样品作用在绒毛尿囊膜前后

对比图见图 10。 

采用 0.1 mol/L NaOH 水溶液作为阳性对照，刺激

评分为 18，血管溶血明显，具有强刺激性；使用体积

分数 0.9% NaCl 水溶液作为阴性对照，刺激评分为

0.04，血管无溶血；体积分数为 2.5%的 S1、S2、S3

的刺激评分为 0.09、0.08、0.06，血管无溶血，表明

黄花菜水提液及发酵液均无眼刺激性。 
 

 
 

图 10  S1、S2、S3 作用在绒毛尿囊膜前后对比图 
Fig. 10  Comparison of S1, S2, S3 before and after the action of CAM 

 
表 4  黄花菜发酵液鸡胚绒毛尿囊膜实验结果 

Table 4  Experimental results of HET-CAM in daylily fermentation broth 

阴性对照 阳性对照 S1 S2 S3 

编号 出血 
血管 

凝血 

血管 

融解 
编号 出血 

血管 

凝血 

血管 

融解 
编号 出血

血管

凝血

血管

融解
编号 出血

血管

凝血

血管 

融解 
编号 出血 

血管

凝血

血管

融解

1 0 0.01 0.01 1 3 3 3 1 0 0.05 0 1 0 0 0 1 0 0 0 

2 0 0 0.01 2 3 2 3 2 0 0 0 2 0 0 0 2 0 0.02 0 

3 0 0 0 3 3 1 3 3 0 0 0 3 0 0.05 0 3 0 0 0.01

4 0 0 0.01 4 3 1 3 4 0 0 0.02 4 0 0 0 4 0 0 0 

5 0 0.01 0.01 5 3 0 3 5 0 0.04 0 5 0 0.03 0 5 0 0.04 0 

6 0 0 0 6 3 0 3 6 0 0 0 6 0 0 0 6 0 0 0 

ES=0.04 ES =18 ES=0.09 ES=0.08 ES=0.06 

 

3  结论 

以黄花菜为研究对象，采用植物乳杆菌和酿酒

酵母菌发酵制备两种黄花菜发酵液，从抗氧化、抗

炎性、美白性和安全性多方面验证黄花菜发酵液可

修复 UVB 给皮肤带来的伤害。 

本文选取体积分数为 2.5%的样品应用于实验。

在抗氧化功效评价中，黄花菜水提液和黄花菜发酵

液均能有效地清除 DPPH 自由基，且与浓度呈正相

关，表明黄花菜水提液和发酵液具有一定的抗氧化

活性，其中 S1 的 IC50 为 11.753%，S2 的 IC50 为

9.944%，S3 的 IC50 为 11.558%。3 种溶液对羟基自 

由基的清除率随着体积分数的增加而提高，其中 S1

的 IC50 为 82.892%，S2 的 IC50 为 82.154%，S3 的 IC50

为 82.034%。空白组的 COL-Ⅰ表达量为 6.14 ng/mL；

UVB 照射能够引起氧化应激反应激活胶原蛋白酶

（MMPs），从而降低胶原蛋白含量。模型组细胞内

的 COL-Ⅰ表达量降为 4.52 ng/mL；经过 S1、S2、

S3 作用后，细胞内 COL-Ⅰ表达量显著增加到 5.03、

6.00、6.19 ng/mL。空白组的 CAT 表达量为 3.44 

ng/mL；氧化应激损伤下的 CAT 表达量显著降低，

模型组的 CAT 表达量仅为 1.52 ng/mL；而 S1、S2、

S3 均能显著提高细胞中 CAT 的表达量，分别为 2.06、

2.25、2.40 ng/mL。 

在抗炎性评价实验中，空白组的 IL-6、TNF-α、

COX-2 的表达量分别为 0.8、0.9 和 0.9 ng/mL，模型

组对 3 种炎性因子蛋白的表达量分别为 3.2、3.4 和
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1.3 ng/mL。而用 S1、S2、S3 处理细胞后，炎性因

子蛋白的表达量显著降低，因此，发酵液和水提液

有一定的抗炎效果。 

在安全性功效评价中，使用体积分数 0.9% NaCl

水溶液作为阴性对照，刺激评分为 0.04，血管无溶

血；S1、S2、S3 的刺激评分为 0.09、0.08、0.06，

血管无溶血，表明黄花菜水提液及发酵液均无眼刺

激性。黄花菜发酵液可作为抗衰老、美白、抗炎、

抗氧化等功效性原料应用于化妆品中。 
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