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葡萄籽超微粉面膜活性及安全性评价

吴嘉慧1，袁春龙1’2，宋洋波1
(1．西北农林科技大学葡萄酒学院，陕西杨凌712100；2．陕西省葡萄与葡萄酒工程技术研究中心，陕西杨凌712100)

摘要：为研究葡萄籽超微粉面膜括性及安全性，以葡萄耔多酚提取液面膜为对照．对葡萄籽超微粉面膜进

行美白功效和抗衰老功效评价，并通过动物试验检测其安全性。将葡萄籽超微粉直接加入面膜液中。面膜液

所具有的抑制酪氨酸酶活性、清除DPPH自由基及超氧阴离子的能力高于使用葡萄籽多酚提取液；而在清除

羟自由基能力的测定中，其结果与前述3项结果相反。另外。随着葡萄籽超微粉或多酚提取液用量的增加，所

测以上4项功效性均呈现明显增加趋势。葡萄籽超微粉面膜对动物具有高度安全性。
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Activity and Safety Evaluation of Grape Seed Ultrafine Powder Mask
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Abstract：In order tO study the efficiency and security of grape seed uhrafine powder mask，the whit—

ening efficacy and anti——aging efficacy of it were evaluated with the polyphenol extract mask as a CON·。

trol，and the security was evaluated by animal tests．The efficiency of uhrafine powder mask is higher

than polyphenol extract mask in three experiments，including inhibit tyrosinase activity，DPPH free

radical scavenging activity and superoxide anion radical scavenging activity．The result of hydroxyl

free radical scavenging activity is contrary to the previous three．In addition，with the increase of the

content of grape seed uhrafine powder or polyphenol extract，the efficiency increased significantly．

The grape seed uhrafine powder mask has a high level of security on animals．
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葡萄籽是葡萄酒行业以及其他葡萄相关产业

的下脚料，其中含有丰富的水、矿物质、蛋白质、碳

水化合物和膳食纤维等营养元素，更富含有原花

青素、白藜芦醇、葡萄籽油、单宁、维生素等，这些

成分具有极高的营养价值和美容功效。将葡萄籽

进行超微粉碎处理，研制葡萄籽超微粉面膜，不仅

可以使葡萄籽得到合理利用．促进葡萄相关产业

的发展，还可以向化妆品市场推出新产品。

目前，在面膜市场上存在的与葡萄籽美容功

效相关的产品并不多，市售产品中加入的主要是

葡萄籽多酚提取物。葡萄多酚是一种植物多酚类

活性物质，能溶于水．易溶于乙醇、甲醇、丙酮等有

机溶剂，具有抗氧化、清除自由基[1]、美容[2]、抗

癌、抗炎[34J、防治心血管疾病等功能，葡萄籽中的

多酚含量可达50％～70％[5]，现在国内外研究使

用的葡萄多酚一般是从葡萄籽中提取的。葡萄籽

多酚提取的方法有很多种，主要为溶剂提取法，提

取溶剂包括水、乙醇、甲醇、丙酮等。在工业生产

收璃日期：2011一11—2l 修回日期：201 2-02 05

基金项目：西北农林科技大学人才支持汁划(2111020901)；陕西省农业攻关项目(2011K02一04)。

第一作者：吴嘉慧，女，硕士研究生。研究方向为葡萄酒酿造副产物综合利用。E mail：jiahui880127@126．com

通讯作者：袁春龙，男，副教授。博士，研究方向为葡萄与葡萄酒功能性成分及葡萄酒酿造副产物综合利用。E-mail：yuanchuolong

@hotmail．com

万方数据



西北农业学摄

中广泛应用的提取溶剂主要是水和乙醇“]。

本试验对葡萄籽的利用采用2种方式，一种

是对葡萄籽进行超微粉碎处理制得面膜液，另一

种是对葡萄籽进行多酚提取，将多酚提取液加人

到面膜中。对这2种面膜进行功效评价及比较，

对葡萄籽超微粉面膜进行安全性评价。

1 材料与方法

1．1材料与试剂

赤霞珠葡萄籽及其超微粉由酉北农林科技大

学葡萄酒学院提供，面膜基质为实验室自制。

KM小鼠为昆明小鼠。雌雄各40只，购于西

安交通大学医学院实验动物中心。

无水乙醇(西安三浦化学试剂有限公司)、几

茶素(Sigma—Aldrich公司)、SDS(Sigma-Aldrich

公司)、三乙醇胺(天津市登丰化学品有限公司)、

三氯化铁(天津市博迪化工有限公司)、L一酪氨酸

(国药集团化学试剂有限公司)、酪氨酸酶(Sigma-

Aldrich公司)、DPPH(Sigma-Aldrich公司)、邻

苯三酚(天津市博迪化工有限公司)、结晶紫(天津

市博迪化工有限公司)、硫酸亚铁(汕头市西陇化

工厂有限公司)、H：02(天津市天力化学试剂有限

公司)、凡士林(商丘市亮峰卫生用品有限公司)，

以上所用试剂均为分析纯。

1．2方法

1．2．1葡萄籽多酚提取及．衷缩 乙醇提取[”]：

称取8．0 g葡萄籽，以m(料)：V(液)一1 g：

7 mL的比例加入够=70％乙醇，置50℃水浴中提

取30 rain，提取完成后用冷冻离心机在5℃条件

下，12 000 r／rain离心5 min，分离沉淀，取上清

液。分离的沉淀继续加溶剂进行提取．共提取

3次，合并上清液。

浓缩：使用旋转蒸发仪进行减压浓缩，浓缩温

度为60℃。浓缩压力为0．08 MPa，浓缩时间为

90 min。

1．2．2总酚测定采用蛋白一单宁沉淀法凹]。标

准曲线的制作；分别取0，150、300、450、600、750、

900“L 1．0 g／L标准溶液(儿茶素母液)于7个比

色皿中，用TEA／SDs缓冲液调整各比色皿中溶

液的体积至z 625弘L，在510 nm处测定吸光值

A1；再向比色皿中各加入375“L 10 mmol／L

FeCl3溶液，混匀窒温静置10 min，在510 nm处

测定吸光值Az。以3 mL TEA／SDS缓冲液作为

空白调零。最终吸光值计算：A=A2一At—Ao。

式中：A。为2 625 tLL TEA／SDS缓冲液和

375 I￡L 10 mmol／l。FeCl3混合液的吸光值。

面膜液总酚测定：采用蛋白一单宁沉淀法测定

总酚。分别取葡萄籽超微粉0、0．2、0．4、0．6、

0．8、1．0、1．2、1．4、1．6 g直接加入到9份面膜液

基质中，搅拌均匀静置12 h待测。另外，准确取

葡萄籽多酚提取液0、2、4、6、8、10、12、14、16 mL

直接加入到9份面膜液基质中，搅拌均匀待测。

分别取600 IIL面膜液于离心管中，各加入

2 025“L TEA／SDS缓冲液，12 000 r／min离心

5 rain，取上清液于比色皿中，在510 nm处测定吸

光值(A1)，再加入375且L 10 mmol／L FeCl3溶

液，迅速混匀，室温静置10 min后，在510 am下

测定吸光值(A。)。

吸光值(总酚)A—A。一A。一～。

1．2．3功效性测定 生化酶学法检测酪氨酸酶

活性(“3：向10 mL离心管中依次加入3 mL训一

0．05％L一酪氨酸、4 mL pH 6．8磷酸缓冲液、0．3

mL待测样品，摇匀于37℃水浴中加热10 rain，

再加入1 mL 500 U／mL酪氨酸酶继续加热

5 min，12 000 r／min离心5 min，475 11111下测定吸

光值为A。，以磷酸缓冲液代替样品时测定的吸光

值为A2。

样品对酪氨酸酶的抑制率一(A2一A。)／A。

清除DPPH自由基能力的测定[11‘”]：向

lo mL离心管中依次加入4 mL pH 6．8磷酸缓冲

液，5 mL 0．4 mmol／I。DPPH无水乙醇溶液，

0．1 mL待测样品充分混匀。20 min后

12 000 r／rain离心5 min，上清液在517 nm处测

定吸光值。

样品对DPPH自由基的清除率=[1一(A。一

A：)／As]

式中：A，为加样品反应后DPPH溶液的吸

光值，&为不加DPPH(用无水乙醇代替)，只加

样品溶液的吸光值，A。为不加样品，只加DPPH

及水溶液的吸光值。

清除超氧阴离子能力的澳4定[I‘1“】：取pH 8。2

Tris-HCl—EDTA缓冲液5．6 mL于10 mL离心

管中，加入0．3 mL待测样品，于25℃水浴保温

20 min．12 000 r／min离心5 min．取上清液加入

25℃预温的45 mmol／L邻苯三酚溶液0．1 mL，

混匀40 s(时间必须精确)后迅速于干燥的比色皿

中，在325 rim下测定吸光值，记为Ao，4 rain后

再测记为凡。以蒸馏水代替样品测定的吸光值
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分别记为&和B4。

样品对超氧阴离子的抑制率=[(B4一B0)一

(A4一A。)I／／(B4一B0)

清除羟自由基能力的测定[1“：向10 mL离心

管中分别加入1 mL 0．4 mmol／L结晶紫，3 mL

0．2 mol／L pH 7．4磷酸缓冲液。1 mL l mmol／L

FeSO。溶液，0．3 mL待测样品，最后加1 mL 9—

6％H20z。放置1 h后12 000 r／min离,65 rain，

取上清液在584 nm下测定吸光值。用蒸馏水代

替样品时的吸光值记为A。，用蒸馏水代替样品和

H：02时的吸光值记为Az。

样品对羟自由基的清除率=(A—At)／

(A2一A1)

1．2．4动物试验口刀 急性皮肤毒性试验：试验

前24 h，将动物背部脊柱两侧毛剪掉，剪毛面积

不少于动物体表面积的lO％。将2种性别的动

物随机分组，每组6只，剂量分组为500、l 000、

1 500、2 000、2 500 mg／kg。将葡萄籽超微粉面

膜均匀地涂敷于动物背部，并用油纸和2层纱布

覆盖，24 h后用温水清除残留物。观察动物的全

身中毒表现和死亡情况，包括动物皮肤、毛发、眼

睛和粘膜的变化，呼吸、四肢活动和行为方式等的

变化，观察1周。

急性经口毒性试验试验前动物禁食16 h，

不限制饮水，将2种性别的动物随机分组，每组6

只，剂量分组为1 000、2 000、3 000、4 000、5 000

mg／kg。用灌胃针头将葡萄籽超微粉面膜液一次

给予动物。给药后，密切注意观察并记录动物的

一般状态、中毒表现和死亡情况。观察1周。

皮肤刺激试验 一次皮肤涂抹试验：随机选

取2种性别的动物共6只，试验前24 h将动物背

部脊柱两侧毛剪掉，去毛范围左、右各约

3 on3．×3 cm。取葡萄籽超微粉面膜液0．1 mL滴

在2．5 cmX 2．5 cm大小的4层纱布上敷贴在一

侧皮肤上，另一侧涂凡士林作为对照。敷用24 h

后用温水除去残留物，于除去受试物后1、24和

48 h观察涂抹部位皮肤反应，进行皮肤反应积分

和刺激强度评价。

多次皮肤刺激试验：随机选取2种性别的动

物共6只．试验前24 h将动物背部脊柱两侧毛剪

掉，去毛范围左、右各约3 crn×3 cm。将受试物

0．3 mL涂抹在一侧皮肤上，另一侧涂赋形剂作为

对照。每天涂抹l～2次，连续涂抹14 d。每天观

察皮肤反应，脱屑积分为1。

眼刺激试验 一次眼刺激试验：随机选取2

种性别的动物共6只。取面膜液0，1 mL滴入试

验动物一侧眼结膜囊内，另一侧眼作为对照。滴

药后使眼被动闭合5～10 s，记录滴药后24、48和

72 h眼的局部反应，第4和第7天观察恢复情况。

多次眼刺激试验随机选取2种性别的动物

共6只，将面膜液0．1 mL滴人动物一侧眼结膜

囊内，另一侧眼作为对照，每日1次，连续给药

14 d。试验结束后，继续观察7～14 d，记录眼的

刺激反应，并进行眼刺激性强度评价。

2 结果与分析

2．1儿茶素标准曲线

采用蛋白单宁沉淀法制作标准曲线。由图

l可知，儿茶素质量与吸光值呈现良好的线性关

系，其标准曲线方程为Y=0．001 8x+0．014 5

(r2=O．999 4)。

2．2总酚质量的变化

采用蛋白一单宁沉淀法对2个试验组进行总

酚测定，根据测定的吸光值用标准曲线方程计算

总酚质量。图2一A和图2一B为直接使用葡萄籽超

微粉和使用葡萄籽多酚提取液的2个试验组

(各9个样品)的总酚测定结果，其总酚质量分别

为0．83～319．17和0．83～438．83／Jg。由结果可

知，随着葡萄籽超微粉或提取液使用量的增加，面

膜液中总酚的质量呈明显增加趋势。

2．3功效性评价

2．3．1抑制酪氨酸酶活性能力的比较 酪氨酸

酶是形成皮肤黑素的关键酶，对酪氨酸酶抑制作

用越好，黑素形成越少，美白效果越明显。因此，

可以通过测定样品对酪氨酸酶活性的抑制率来评

价样品的美白功效。由图3可知，随着葡萄籽超

微粉或多酚提取液使用量的增加，2组面膜液对

呈
要
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囤1儿茶素标准曲线
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酪氨酸酶活性的抑制率均有明显增加，其抑制率

分别为0．48％～60．33％和0．48％～62．22％。

在总酚质量相同时，直接使用葡萄籽超微粉的试

验组对酪氨酸酶活性的抑制率明显高于使用多酚

提取液。

2．3．2清除DPPH自由基能力比较从皮肤衰

老的机制可知，皮肤衰老与体内抗氧化机能减弱、

自由基增多有关。自由基可从多方面对皮肤造成

损伤，从而加速皮肤的衰老，因此，抗衰老产品是

否具有抗衰老作用可由其对自由基的清除、抑制

效果来判定。自由基的种类繁多，抗衰老产品应

具有全面清除自由基的作用。由图4可知，随着

葡萄籽超微粉或多酚提取液使用量的增加，2个

试验组对DPPH自由基的清除率均有明显提高，

其清除率分别为0．34％～47．82％和0．34％～

51．12％。在总酚质量相同时，直接使用葡萄籽超

微粉的一组对DPPH自由基的清除率高于使用

多酚提取液的一组。

2．3．3清除超氧阴离子能力比较清除超氧阴

摹芒

喜黑

要垂

离子能力的测定属抗衰老功效评价之一。图5显

示，随着葡萄籽超微粉或多酚提取液使用量的增

加，2个试验组对超氧阴离子的抑制率均有明显

增加，其抑制率分别为0％～50．72％和0％～

55．26％。在总酚质量相同的情况下，直接使用葡

萄籽超微粉的一组对超氧阴离子的抑制率高于使

用多酚提取液的一组。

2．3。4 清除羟自由基能力比较 清除羟自由基

能力的测定也属于抗衰老功效评价之一。由图6

可知，随着葡萄籽超微粉或多酚提取液使用量的

增加，2个试验组对羟自由基的清除率均有明显

提高，其清除率分别为1．77％～28．96％和

1．77％～52．33％。但与前述几个测定结果不同

的是，在总酚质量相同的情况下，直接使用葡萄籽

超微粉的一组对羟自由基的清除率低于使用葡萄

籽多酚提取液的一组。

在整个试验中，2个试验组的不同之处仅在

于对葡萄籽的加工方式不同，一组采用经过低温

粉碎的葡萄籽超微粉，一组采用经过乙醇提取的

兰趸
一暑

器
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Fig．2 Comparison of total phenols maKs
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Fig．3 Comparison of inhibit tyrosinase activity
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图4 DPPH自由基清除率的比较

Fig．4 Comparison of DPPH radical scavenging activity
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摹芒
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十葡萄籽超微粉
Grape seed ultrafine powder
★葡萄籽多酚提取液

0 L00 200 300 400 50U

总酚质量／p g Total phenols mass

图5超氧阴离子抑制率的比较

Fig．5 Comparison of superoxide anion

radical scavenging activity

葡萄籽多酚提取液。由此可以推断，影响上述测

定结果的因素是在葡萄籽的加工过程中，由于进

行了乙醇提取，而使葡萄籽中能够清除羟自由基

的有效成分得到更大的发挥。

2．4动物试验

2．4．1急性皮肤毒性试验涂敷面膜液后1周

内各组试验动物进水进食正常，均未出现中毒和

死亡情况，皮肤、毛发和眼睛均未出现异常，未出

现震颤、惊厥、流涎、腹泻、嗜睡、昏迷等现象。最

大剂量组中的试验动物在涂敷面膜液后1周不仅

生长状况良好，无任何中毒和死亡现象出现，而且

其背毛生长很快，说明面膜液对其皮肤无任何不

良影响。由急性毒性分级标准可知，受试物涂皮

半数致死量LD；。≥2 180 mg／kg为实际无毒，在

本试验中，最大剂量组高达2 500 mg／kg，并未出

现动物死亡，可确定其半数致死量远大于2 500

mg／kg。所以，在此项试验中确定葡萄籽超微粉

面膜实际无毒。

2．4．2急性经1：2毒性试验 给药后一周各组试

验动物进水、进食正常，均未出现中毒和死亡情

况。皮肤、毛发和眼睛表现正常，无震颤、惊厥、腹

泻、昏迷等现象。由急性毒性分级标准可知受试

物经口半数致死量LD。。≥5 000 mg／kg为实际无

毒，在本试验中最大剂量组为5 000 mg／kg，并未

出现动物死亡，说明其经口半数致死量大于

5 000 mg／kg，故可再次确定葡萄籽超微粉面膜

实际无毒。

2．4．3皮肤刺激试验 一次皮肤涂抹试验：除

去受试物后1、24和48 h观察动物背部皮肤发现

均未出现红斑(积分为o)和水肿(积分为o)，根据

皮肤刺激反应评分标准确定3个时间点的观察评

摹暑

塞l
班里
U

总酚质量／pg Totalphellolsmass

圈6羟自由基清除率的比较

Fig．6 Comparison of hydroxyl free

radical scavenging activity

分结果均为0，积分总和为0。根据皮肤刺激强度

评分标准可知积分为o～o．4时为无刺激性，故确

定葡萄籽超微粉面膜元刺激性。

多次皮肤刺激试验：在试验的14 d中，每天

进行l～2次面膜液涂抹，动物背部皮肤均未出现

红斑和水肿，也未出现脱屑(积分为0)现象。试

验后继续观察14 d发现动物背部皮肤依然未出

现红斑、水肿和脱屑。所以可确定本次试验皮肤刺

激反应总积分为0．再次证实葡萄籽超微粉面膜

不具有刺激性。

2．4．4眼刺激试验一次眼刺激试验：给药后

24、48和72 h观察眼的局部反应，发现试验动物

眼部角膜未受损(积分为1)、无混浊(o)，虹膜正

常(0)，结膜血管正常(0)、无水肿(0)、无分泌物

(o)。根据眼损害分级标准进行积分，总积分为

0，试验4、7 d后观察动物眼部仍未出现异常，由

此根据眼刺激性评价标准确定葡萄籽超微粉面膜

的刺激强度为无刺激性。

多次眼刺激试：在试验进行的14 d中，以及

试验后观察的14 d中，试验动物眼部均未出现异

常，总积分始终为0，最终确定葡萄籽超微粉面膜

不具有刺激性。

3 小结

试验表明．将葡萄籽超微粉直接加入到面膜

液中．在总酚质量相同的条件下，面膜液所具有的

抑制酪氨酸酶活性、清除DPPH自由基及清除超

氧阴离子的能力高于使用葡萄籽多酚提取液。而

在清除羟自由基能力的测定中，其结果与前述

3项测定结果相反。在动物试验中，通过急性皮

肤毒性试验、急性经口毒性试验、皮肤刺激试验和
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O
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眼刺激试验等6项试验，证实以葡萄籽超微粉为

主体的面膜对试验动物实际无毒，由于动物皮肤

比人体皮肤更为敏感，所以，可以推断葡萄籽超微

粉面膜对人体是无害的。

对葡萄籽进行有机溶剂提取，在提取中有可

能会增加某方面有效成分的大量溶出，但对于葡

萄籽中有效成分的全面溶出有较大影响，可能导

致最终提取物所具有的功效性不够全面；对葡萄

籽进行超微粉碎处理，研制出葡萄籽超微粉面膜，

使葡萄籽中的有效成分在面膜液中自动溶出，更

能保持葡萄籽成分的天然属性及其功效性。因

此，在对葡萄籽进行综合利用方面，应以保持其成

分的天然属性和功效性为前提，尽量减少化学手

段的使用。可考虑使用安全高效的物理手段，如

进行葡萄籽超微粉处理，尽量减少加工环节，使葡

萄籽中的有效成分和营养物质得到全面应用。
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