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[bookmark: _Hlk97037657][bookmark: _Hlk100140694][bookmark: _Hlk117708265][bookmark: _Hlk117974676][bookmark: _Hlk117974841][bookmark: _Hlk117974983]摘要：以金银花多酚和红豆越橘乙醇提取物为原料，考察了金银花多酚与红豆越橘乙醇提取物单独及不同质量比例 〔m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=4:1、2:1、1:1、1:2、1:4〕联合应用在保湿、防晒、抗氧化、抑制黑色素和抗衰老方面的功效。采用称重法、稀释透过率法、2，2-联氮-二 (3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸) 二铵盐 (ABTS)和1，1-二苯基-2-三硝基苯肼 (DPPH)自由基清除实验、酪氨酸酶抑制实验、弹性蛋白酶抑制实验、联合指数（CI）判断金银花多酚与红豆越橘乙醇提取物复配是否具有协同增效作用。结果显示，m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:2、1:4在保湿性能方面具有协同作用；m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=4:1、2:1和1:1在抗UVB性能方面具有协同作用；5个复配比例在清除ABTS自由基方面均有协同作用，CI值分别为0.79±0.036、0.83±0.041、0.85±0.026、0.96±0.03、0.98±0.027；5个复配比例在清除DPPH自由基方面均有协同作用，CI值分别为0.69±0.046、0.67±0.039、0.78±0.031、0.89±0.018、0.97±0.029；除m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=4:1外，其他复配比例在抑制酪氨酸酶活性方面均表现协同作用，CI值分别为0.71±0.054、0.68±0.047、0.76±0.033、0.81±0.06；m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:1、1:2和1:4复配比例在抑制弹性蛋白酶活性方面具有协同作用，CI值分别为0.84±0.053、0.88±0.042、0.86±0.041。金银花多酚与红豆越橘乙醇提取物联合应用在多个护肤功能上具有协同增效作用。结合其在5个护肤功能上的协同效果及表现能力综合分析，m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:1为最优复配比。 
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Abstract  The functions of moisturizing, sunscreen, anti-oxidation, inhibiting melanin and anti-aging of single component and complexes of Lonicera japonica polyphenols and ethanol extract of lingonberry were determined by weighing, dilution transmittance method, the scavenging capacities of [2,2′-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)] (ABTS) and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), the tyrosinase inhibitory activity and elastase inhibitory activity, m(Lonicera japonica polyphenols): m(ethanol extract of lingonberry)=4:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:4. The Chou-Talalay combination index (CI) was used to analyze whether there were synergistic effects between the two. The results showed that m(Lonicera japonica polyphenols): m(ethanol extract of lingonberry)=1:2 and 1:4 showed synergistic effect on moisturizing; m(Lonicera japonica polyphenols): m(ethanol extract of lingonberry)=4:1, 2:1 and 1:1 exhibited synergistic effect on anti-UVB; all five complexes showed synergistic effects on scavenging ABTS free radicals, and the CI values were 0.79±0.036, 0.83±0.041, 0.85±0.026, 0.96±0.03, 0.98±0.027, respectively; all five complexes showed synergistic effects on scavenging DPPH free radicals, and the CI values were 0.69±0.046, 0.67±0.039, 0.78±0.031, 0.89±0.018, 0.97±0.029, respectively; m(Lonicera japonica polyphenols): m(ethanol extract of lingonberry)=4:1 showed antagonistic effect on inhibiting tyrosinase, while the other complexes exhibited synergistic effect, and the CI values were 0.71±0.054, 0.68±0.04, 0.76±0.033, 0.81±0.06, respectively; m(Lonicera japonica polyphenols): m(ethanol extract of lingonberry)=1:1, 1:2 and 1:4 exhibited synergistic effect on inhibiting elastase, and the CI values were 0.84±0.053, 0.88±0.042, 0.86±0.041, respectively. The results proved that the combination of Lonicera japonica polyphenols and ethanol extract of Lingonberry had synergistic effect on skin care. Combined with the performance on five skin care functions and synergistic effect, m(Lonicera japonica polyphenols): m(ethanol extract of lingonberry)=1:1 was the optimal complex for this study.
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皮肤是保护人体适应环境的重要屏障[1]。皮肤保湿是护肤的基础[2]，其对于保持皮肤的光泽、弹性以及增强其屏障特性有重要作用[3]。太阳紫外辐射中长波紫外线（UVA）和中波紫外线（UVB）可以被人体皮肤吸收，紫外线通过直接作用于DNA或通过产生活性氧（ROS）和氧化应激间接对人类皮肤造成伤害。抑制酪氨酸酶的活性可减少皮肤黑色素的合成。抑制弹性蛋白酶的活性可避免皮肤松弛[4-5]。功效型护肤品要至少能够满足皮肤保湿、防晒、抗氧化、抑制黑色素和抗衰老等需求其中之一。
目前，市场上常见的功效型护肤品中的有效成分多为化学物质，如曲酸、对苯二酚等，虽然有效但安全性差，且大多只具备一种护肤功效，功效型护肤品叠加使用不仅步骤繁琐，而且会增加对皮肤的刺激。研究发现[6]，53.67%的消费者在选择美容产品时会考虑成分是否来源于天然植物，从植物中提取的护肤成分作用温和且环境友好，特别是能同时满足多个护肤需求又绿色安全的多功效型天然护肤成分，更是当今研究的趋势所在。金银花（Lonicera japonica Thunb）属忍冬科（Caprifoliaceae）忍冬属（Lonicera），多酚类物质是金银花的主要功能成分。多酚分子含大量亲水性酚羟基，是天然的保湿成分[7]。金银花多酚已被证明有较好的抗氧化[8]和抑制酪氨酸酶[9]活性，金银花多酚的成分之一绿原酸具有良好的吸收紫外线[10]等护肤功效，与抑制弹性蛋白酶有关的成分则为黄酮类化合物芦丁[11]。红豆越橘（Vaccinium vitis-idaea L.）属杜鹃花科（Ericaceae）越橘属（Vaccinium），主要分布在俄罗斯、加拿大的高山地区[12]，被称为“北国红豆”，其防紫外辐射[13]和抗氧化活性[14]已被报道，其果实富含多糖、多酚、黄酮、花色苷等多种活性成分[15]，多糖具有黏性，在皮肤表面成膜后可减慢水分蒸发的速度[16]，起到保湿作用，花色苷对酪氨酸酶的抑制能力已在多种浆果中被证实[17-18]，与抑制弹性蛋白酶有关的成分为原花青素类化合物[19]。金银花多酚与红豆越橘均有保湿、防晒、抗氧化、抑制黑色素和抗衰老的作用。
本文在已有的金银花多酚与红豆越橘护肤功能的研究基础上将二者联合应用，多比例复配从保湿、防晒、抗氧化、抑制黑色素和抗衰老多个方面、多个角度评估联合应用的护肤功效及协同效应，最终确定一个全面、多效、具有协同效应的最优复配比。以期在降低金银花成本的同时为红豆越橘的有效利用及天然植物护肤品的开发提供思路。
1 实验部分
[bookmark: _Hlk111749605]1.1 试剂与仪器
金银花、红豆越橘，市售；左旋多巴、酪氨酸酶、曲酸(质量分数≥99%)、芦丁标准品(质量分数≥99%)、水溶性VE (Trolox，质量分数≥97%)、1，1-二苯基-2-三硝基苯肼 (DPPH)、2，2-联氮-二 (3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸) 二铵盐 (ABTS)、0.01 mol/L pH=8.0 Tris-Cl缓冲液，AR，上海源叶生物科技有限公司；0.0067mol/L pH7.2 PBS磷酸盐缓冲液，GR，美国HyClone公司；福林酚、甘油(体积分数≥99%)、表没食子儿茶素没食子酸酯 (EGCG，质量分数≥99%)，AR，北京博奥拓达科技有限公司；弹性蛋白酶、N- (甲氧基琥珀酰基) -L-丙氨酰-L-丙氨酰-L-脯氨酰-L-缬氨酸4-硝基苯胺， AR，美国Sigma公司。
BioTek Epoch2酶标仪，美国BioTek 公司；FA25 高剪切分散乳化机，上海弗鲁克流体机械制造有限公司；FA20048电子天平，上海佑科仪器仪表有限公司；FW-100高速万能粉碎机，北京市永光明医疗仪器有限公司；UV-5500PC紫外可见分光光度计，上海元析仪器有限公司。
1.2 实验方法
1.2.1 金银花多酚的提取与纯化
金银花粉碎后过 60 目筛，按料液比1 : 13.5 (g : mL) 加入体积分数为63%的乙醇水溶液中，超声提取21min，抽滤，离心，减压浓缩，35℃恒温干燥24h，得金银花多酚粗提物。将其配成质量浓度为4.5g/L、pH=4的水溶液，上样NKA-9大孔树脂柱，用体积分数50%的乙醇水溶液洗脱，洗脱流速3mL/min，减压浓缩，35℃恒温干燥 24h，得金银花多酚提取物[20]。
[bookmark: _Hlk96474664]1.2.2 红豆越橘乙醇提取物的制备
按料液比1 : 20 (g : mL)将红豆越橘加入体积分数为95%的乙醇水溶液中，高剪切分散乳化机 1.8×104 r/min 匀浆处理90s，抽滤，减压浓缩，35℃恒温干燥24h，得红豆越橘乙醇提取物。
1.2.3 金银花多酚含量的测定
取1、2、3、4、5 mg/L没食子酸标准储备液各1mL于10mL具塞试管中，蒸馏水作空白对照，加入体积分数10% 的福林酚试剂5mL，反应5min后加入质量分数7.5% 碳酸钠溶液4mL，摇匀，室温放置60min，用酶标仪在没食子酸最大吸收波长765nm处读取吸光度。绘制以没食子酸为标准品的多酚标准曲线 : y = 0.0118x + 0.0071 (R2 = 0.9994)。取适量金银花粗提物溶于蒸馏水中，根据上述实验方法及标准曲线可计算金银花粗提物中金银花多酚的质量浓度 (mg/L)。按式（1）计算每克金银花粗提物中金银花多酚的含量：
                                                                                                                                      （1）
式中：y为765nm下的吸光值；x为金银花多酚的质量浓度，mg/L；Q为每克金银花粗提物中金银花多酚的含量，mg/g；c为金银花多酚的质量浓度，mg/L；f为金银花粗提物水溶液的稀释倍数；s为金银花粗提物质量浓度，g/L。
1.2.4 液相色谱-质谱分析
对红豆越橘乙醇提取物采用超高液相串联三重四极杆质谱联用技术(UPLC-TQ-MS)进行化合物鉴定分析。检测条件：25℃， Hyperil Gold色谱柱（100mm×2.1 mm，1.9 μm），正向流动相：A—体积分数0.1%甲酸水溶液，B—甲醇；反向流动相：A—5 mmol/L醋酸铵水溶液（pH=9，氨水调节），B—甲醇，梯度洗脱，流速为0.35 mL/min。结果由Compound Discoverer 3.2统计分析，得到准确的相对分子质量及分子碎片信息，结合相关文献比对推断红豆越橘乙醇提取物中重要活性成分的化学结构，从而实现定性分析。
1.2.5 保湿性能的测定
参考文献略作修改[21]，将样品与阳性对照质量分数99%甘油配制为2g/L的水溶液，取700μL涂抹于贴在玻璃片上的3M胶带上，与碳酸钾饱和溶液一同放入干燥器，使湿度保持在43%；与硫酸铵饱和溶液一同放入干燥器，使湿度保持在81%，每1h称1次重，连续称6h。阳性对照为同质量浓度甘油水溶液、空白对照为蒸馏水，并按式（2）计算保湿率：
                                                    （2）
式中：M0为玻璃片质量，g；M1为刚加样后玻璃片质量，g；M2为放置1~6h后玻璃片质量，g。
1.2.6 防晒性能的测定
[bookmark: _Hlk116925476]用体积分数50%的乙醇水溶液将样品配制为1g/L的溶液，用紫外分光光度计测定在中波紫外线 UVB（280~320 nm）内的吸光度值，体积分数50%的乙醇水溶液调零。以常用有效防晒物质芦丁标准品为阳性对照[22]，并按式（3）测定日光防护系数（SPF值）[23]：
                                                                                                        （3）
[bookmark: _Hlk105615257]式中： CF为校正因子（本文取10）；Iλ为太阳光谱强度，W/m2；EEλ为测定波长λ下辐射的红斑效应；Aλ为在波长λ下的吸光度值。EEλ×Iλ为常量，280~320 nm下，EEλ×Iλ值见表1。
表1  SPF计算规范系数常量
Tab.1  Normalized product function used in the calculation of SPF
	波长/nm
	EEλ×Iλ

	290
	0.0150

	295
	0.0817

	300
	0.2874

	305
	0.3278

	310
	0.1864

	315
	0.0837

	320
	0.0180



每间隔10nm测定长波紫外线 UVA（320~400 nm）的吸光度（A），芦丁为阳性对照[24]，按式（4）、（5）计算平均紫外吸收率和平均透光率[25]：
                            （4）
                                                     （5）
[bookmark: _Hlk111750150]1.2.7 ABTS自由基清除能力的测定
实验方法参照参考文献[14]。称取0.0384g ABTS试剂并用蒸馏水定容至10mL；称取0.0134g过硫酸钾用蒸馏水定容至10mL。将上述两种试剂以体积比1:1 的比例混合，避光12h得到ABTS工作液。临用前以0.1mol/L pH=7.4 PBS 缓冲溶液将其稀释至在 734nm 下时吸光度为 0.70±0.02。样品及阳性对照水溶性VE （trolox）用体积分数为 95%乙醇水溶液配制成0~1g/L梯度质量浓度样液。96孔板中加入25μL不同浓度样液、125μL ABTS溶液，避光反应6min，用酶标仪734nm处读取实验组吸光度值。对照组用0.1mol/L pH=7.4 PBS 缓冲溶液代替ABTS工作液。空白组用0.1mol/L pH=7.4 PBS 缓冲溶液代替样液。按式（6）计算ABTS自由基清除率：
                           （6）
式中：A1为实验组的吸光度值；A2为对照组的吸光度值；A3为空白组的吸光度值。
[bookmark: _Hlk111750167]1.2.8 DPPH自由基清除能力的测定
实验方法参照参考文献[14]。称取6mg DPPH干粉用体积分数95%的乙醇水溶液定容至100 mL，即配制成1×10-4mol/L的DPPH工作液。样品及阳性对照水溶性VE （trolox）用体积分数为 95%乙醇水溶液配制成0~1g/L梯度质量浓度样液。96孔板中加入50μL不同浓度样液、100μL DPPH工作液，避光反应30min，用酶标仪517nm处读取实验组吸光度值。对照组用体积分数95%的乙醇水溶液代替DPPH工作液。空白组用体积分数95%的乙醇水溶液代替样液。按式（7）计算DPPH自由基清除率：
                                                                             （7）
式中：A11为实验组的吸光度值；A21为对照组的吸光度值；A31为空白组的吸光度值。
[bookmark: _Hlk111750181]1.2.9 酪氨酸酶抑制实验
将样品及阳性对照曲酸配制成0~20g/L梯度质量浓度样液。称取0.8mg酪氨酸酶粉末（1240U/mg）加入13.23mL 0.0067mol/L pH7.2磷酸盐缓冲液，配制成75U/mL的酪氨酸酶溶液。96孔板中加入40μL样品溶液、40μL 75U/mL的酪氨酸酶溶液、85μL 0.0067mol/L pH7.2磷酸盐缓冲液，37℃温育15min，加入40μL 10mmol/L的左旋多巴溶液， 37℃温育10min，酶标仪492nm处读取实验组吸光度。对照组a用缓冲液代替酪氨酸酶溶液。对照组b用缓冲液代替样液。空白组用缓冲液代替样液和酪氨酸酶溶液。每孔总反应体积205μL，所有溶液均用0.0067mol/L pH7.2磷酸盐缓冲液配制，按式（8）计算酪氨酸酶抑制率：
                               （8）
式中：A12为实验组的吸光度；A22对照组a的吸光度；A32为对照组b的吸光度；A42为空白组的吸光度。
[bookmark: _Hlk111750192]1.2.10 弹性蛋白酶抑制实验
将样品及阳性对照EGCG配制成0~40g/L梯度质量浓度样液。称取0.2mg弹性蛋白酶粉末溶于20mL0.01 mol/L pH=8.0 的Tris-Cl缓冲溶液，配制成0.5U/mL的弹性蛋白酶溶液。96孔板中加入20μL样品溶液、130μL 1.015mmol/L N-（甲氧基琥珀酰基）-L-丙氨酰-L-丙氨酰-L-脯氨酰-L-缬氨酸-4-硝基苯胺溶液，25℃ 温育 5 min后加入15μL 0.5U/mL弹性蛋白酶溶液，25℃ 放置30min，酶标仪读取410nm处实验组吸光度。对照组a用缓冲液代替弹性蛋白酶溶液。对照组b用缓冲液代替样液。空白组用缓冲液代替样液和弹性蛋白酶溶液。每孔总反应体系165μL，所有溶剂均用0.01 mol/L pH=8.0 的Tris-Cl缓冲溶液配制，按式（9）计算弹性蛋白酶抑制率[26]：
                           （9）
式中：A13为实验组的吸光度；A23对照组a的吸光度；A33为对照组b的吸光度；A43为空白组的吸光度。
1.2.11 联合指数（CI）
利用联合指数法[27]判断金银花多酚和红豆越橘乙醇提取物按不同质量比m(金银花多酚)∶m(红豆越橘乙醇提取物)= 4:1、2:1、1:1、1:2、1:4复配在清除ABTS自由基、清除DPPH自由基、抑制酪氨酸酶活性和抑制弹性蛋白酶活性方面是否具有协同增效作用，按式（10）计算CI：
                                                        （10）
式中：D1和D2分别为联合作用抑制率为50%时金银花多酚和红豆越橘乙醇提取物的作用质量浓度，g/L；Dx1和Dx2分别为单独作用抑制率为50%时金银花多酚和红豆越橘乙醇提取物的作用质量浓度，g/L。CI>1为具有拮抗效果；CI=1为具有相加效果；0.7< CI <1为具有轻微协同效果，0.3< CI <0.7为具有协同效果，CI< 0.3为具有强协同效果。
1.3 统计分析
每组实验平行测定3次，表示为平均值 ± 标准差。数据运用Compound Discoverer 3.2、Origin 2018C 和 CompuSyn 等软件处理。
2 结果与讨论
2.1 金银花多酚含量
按1.2.3的方法计算得金银花提取物中金银花多酚的含量为298.74mg/g
[bookmark: _Hlk117075912]2.2 HPLC-MS分析红豆越橘乙醇提取物成分
[bookmark: _Hlk98609667]对红豆越橘乙醇提取物进行液质分析，根据液质条件得到红豆越橘乙醇提取物的总离子流图，如图1所示。所得结果比对数据库及文献进行分析，最终鉴别出17种化学成分，如表2所示。


图1  红豆越橘乙醇提取物总离子流图
Fig. 1  Total ion chromatogram of ethanol extract of Lingonberry

表2  HPLC-MS检测红豆越橘乙醇提取物化合物鉴定
Tab.2  Identification of ethanol extract of Lingonberry by HPLC-MS
	类别
	序号
	化合物
	RT/min
	相对分子质量
	分子式
	准分子离子峰

	单糖
	1
	阿拉伯糖
	0.876
	150.05222
	C5H10O5
	151.03561
[M+H]+

	酚酸
	2
	咖啡酸
	9.113
	180.04226
	C9H8O4
	181.0572
[M+H]+

	黄酮
	3
	槲皮素
	6.071
	302.04109
	C15H10O7
	303.04993
[M+H]+

	
	4
	槲皮素-3β-D-葡萄糖苷
	5.809
	464.09253
	C21H20O12
	465.10358
[M+H]+

	
	5
	甘草查尔酮A
	4.998
	338.1518
	C21H22O4
	339.02661
[M+H]+

	花色苷
	6
	飞燕草素-3-阿拉伯糖苷
	10.298
	470.81126
	C20H19ClO11
	471.13852
[M+H]+

	
	7
	飞燕草素-3-O-半乳糖苷
	9.034
	465.39532
	C21H21O12
	466.0562
[M+H]+

	
	8
	飞燕草素-3-O-芸香糖苷
	10.14
	646.99352
	C27H31O16Cl
	647.34027
[M+H]+

	
	9
	飞燕草素-3-葡萄糖苷
	11.286
	500.84532
	C21H21ClO12
	501.3721
[M+H]+

	
	10
	飞燕草素-3-5-葡萄糖苷
	6.067
	663.52434
	C27H31ClO17
	664.26157
[M+H]+

	
	11
	矢车菊素-3-O-阿拉伯糖苷
	11.78
	419.36343
	C20H19ClO10
	420.3476
[M+H]+

	
	12
	矢车菊素-3-O-葡萄糖苷
	11.024
	449.38459
	C21H21O11
	450.07426
[M+H]+

	萜类
	13
	齐墩果酸
	10.260
	456.36035
	C30H48O3
	455.32176
[M-H]+

	
	14
	熊果酸
	10.272
	456.36035
	C30H48O3
	457.14835
[M+H]+

	
	15
	山楂酸
	9.635
	472.35526
	C30H48O4
	473.3251
[M+H]+

	
	16
	齐墩果醛
	10.699
	440.36543
	C30H48O2
	441.14668
[M+H]+

	
	17
	羽扇豆醇
	11.034
	426.38617
	C30H50O
	425.24552
[M-H]+



[bookmark: _Hlk111749847]2.3 保湿性能
[bookmark: _Hlk97030115]金银花多酚和红豆越橘乙醇提取物单独和不同复配比例在湿度43%时的保湿性能如图2所示。


[bookmark: _Hlk96712906]图2  金银花多酚与红豆越橘乙醇提取物单独及联合作用在湿度43%时的保湿率
Fig. 2  Lonicera japonica polyphenols and ethanol extract of lingonberry alone and in combination at 43% humidity
6h内放置时间越久，保湿率越低，保湿性越差。金银花多酚和红豆越橘乙醇提取物的保湿率均明显高于空白对照，具有一定程度的保湿性。红豆越橘乙醇提取物的水溶液6h后保湿率为10.79%，显著高于金银花多酚水溶液3.58% 与阳性对照甘油水溶液1.63%。保湿性能强弱如下：m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:4 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:2 > 红豆越橘乙醇提取物 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:1 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=2:1 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=4:1 > 金银花多酚 > 甘油水溶液 > 蒸馏水。复配物中红豆越橘乙醇提取物所占比越大，保湿性越强。其中1:4和1:2复配的保湿性能高于金银花多酚和红豆越橘乙醇提取物单独作用，说明按此质量比复配在保湿性能方面具有协同增效的作用。              
图3为金银花多酚和红豆越橘乙醇提取物单独和不同复配比例作用在湿度81%时的保湿性能。

                                                       
图3  金银花多酚与红豆越橘乙醇提取物单独及联合作用在湿度81%时的保湿率
Fig. 3  Lonicera japonica polyphenols and ethanol extract of lingonberry alone and in combination at 81% humidity
保湿性能强弱为：m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:4 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:2 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:1 > 红豆越橘乙醇提取物 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=2:1 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=4:1 > 甘油水溶液 > 金银花多酚 > 蒸馏水。复配物中红豆越橘乙醇提取物所占比越大，保湿性能越强。其中m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:4、1:2和1:1的保湿性能高于金银花多酚和红豆越橘乙醇提取物单独作用，说明按此质量比复配在保湿性能方面具有协同增效的作用。孟祥艳等[28]分析了银耳、谷精草和透骨草3种植物的提取物联合应用的保湿性能，研究表明三者复配物的保湿性能较好，相当于1%的透明质酸钠。阳性对照甘油水溶液保湿性一般，低于大部分样品水溶液，与杨环毓等[26]的实验结果一致，造成该结果的原因可能是与样品水溶液同质量浓度的甘油水溶液中甘油质量较小，未达到正常的保湿效果，比较合适的是甘油质量分数80%，水质量分数为20%左右，保护皮肤的效果较好[29]。
金银花多酚的分子结构中含亲水性的酚羟基，可在皮肤表面与水结合，减少水分在空气中的蒸发[7]；红豆越橘多糖分子结构中的羟基等极性基团可与水分子结合，且多糖大多具有黏性，在皮肤表面成膜后可减慢水分蒸发的速度[16]。保湿效果协同效应的机制可能是由于多酚能够在细胞壁表面的多个位点与多糖结合，多酚与多糖的相互作用使复配后吸湿性更强，与水分子的结合更加牢固。
[bookmark: _Hlk97384128][bookmark: _Hlk111749795]2.4 防晒性能
[bookmark: _Hlk96715823]金银花多酚和红豆越橘乙醇提取物单独和不同复配比例作用的抗UVB能力见图4。


图4  金银花多酚与红豆越橘乙醇提取物单独及联合作用在 UVB波长范围内的SPF值
Fig. 4  SPF of Lonicera japonica polyphenols and ethanol extract of lingonberry alone and in combination in UVB wavelength range
红豆越橘乙醇提取物的抗UVB能力较差，SPF值为2，金银花多酚的抗UVB能力明显强于红豆越橘乙醇提取物，只略低于阳性对照，具有较好的抗UVB能力。抗UVB能力强弱如下：芦丁 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:1 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=4:1 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=2:1 > 金银花多酚 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:2 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:4 > 红豆越橘乙醇提取物。复配后m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=4:1、2:1和1:1的抗UVB能力高于金银花多酚和红豆越橘乙醇提取物单独作用，分别为32.15、32.13和32.22，说明按此质量比复配在抗UVB方面具有协同增效的作用，且只略低于阳性对照芦丁标准品的SPF值33.14。SPF 数值越大防晒效果越好，目前市场上常见的防晒霜平均SPF值在40左右[30]，说明这三种比例的复配物具有较好的抗UVB能力。张英等[10]将乙醇回流法提取的金银花提取物纯化后配成0.06g/L的溶液进行紫外光谱扫描，UVB范围内在320nm处有最大吸光度为2.2左右。焦天慧等[31]利用超声辅助提取红树莓籽中的原花青素，提取物浓度为2g/L时SPF值为42.84。对本文的实验具有一定的参考性。
图5为金银花多酚和红豆越橘乙醇提取物单独和不同复配比例作用的抗UVA能力。


[bookmark: _Hlk96801474]图5  金银花多酚与红豆越橘乙醇提取物单独及联合作用在UVA波长范围内的平均紫外吸收率
Fig. 5  Average UV absorbance of Lonicera japonica polyphenols and ethanol extract of lingonberry alone and in combination in UVA wavelength range
[bookmark: _Hlk108015123][bookmark: _Hlk97063173]金银花多酚具有显著的抗UVA能力，在320 ~ 380nm内的平均紫外吸收率都高于99%，红豆越橘乙醇提取物的抗UVA能力较弱，二者复配后大幅改善了吸收效果较差的红豆越橘乙醇提取物的紫外吸收率，且金银花多酚占比越大，抗UVA能力越强，强弱顺序为：芦丁 > 金银花多酚 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=4:1 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=2:1 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:1 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:2 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:4 > 红豆越橘乙醇提取物。320 ~ 370nm 范围内5种复配物吸收紫外线的能力都高于85%，说明可吸收大部分UVA，其中m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=4:1的平均紫外吸收率在320~380nm内都高于98%，在320 ~ 390nm内高于85%，说明其具有相当好的抗UVA性能，且其同时具有较好的抗UVB性能。梁均等[32]研究发现甘草提取物与红景天苷复配具有协同吸收紫外线的功效，且可同时防护UVA和UVB，与本文结果一致。
[bookmark: _Hlk97148681]金银花多酚中吸收紫外线的主要物质为绿原酸[10]，红豆越橘乙醇提取物中起防晒效果的主要是天然紫外线吸收剂黄酮类化合物[33]。研究发现酚类物质存在双键、共轭双键或叁键结构, 可以更低的能量形式将吸收的紫外线释放出来[34]，故推测复配后的金银花多酚和红豆越橘乙醇提取物吸收紫外线时结构之间可能存在相互作用增加了类似的结构从而产生协同作用。
日常生活中常用的防晒剂多为有机紫外防晒剂，防晒力强、用途广，但存在易氧化、刺激皮肤等缺点，并且存在污染环境、干扰人体内分泌等有害影响[35-37]，而天然植物来源的紫外防晒剂安全无毒、绿色环保，不会给人体和环境造成负面效应。
[bookmark: _Hlk108015660]2.5 ABTS、DPPH自由基清除能力
金银花多酚和红豆越橘乙醇提取物单独和不同复配比例对ABTS自由基和DPPH自由基的清除能力如图6所示。二者单独与联合应用的自由基清除能力均具有浓度依赖性。


                                                                     
图6 金银花多酚与红豆越橘乙醇提取物单独及联合作用对自由基的清除能力
Fig. 6  Scavenging ability of Lonicera japonica polyphenols and ethanol extract of lingonberry alone and in combination on free radicals  
金银花多酚与红豆越橘乙醇提取物均具有一定程度的ABTS、DPPH自由基清除能力，且金银花多酚显著强于红豆越橘乙醇提取物，二者复配后金银花多酚占比越大，ABTS和DPPH自由基清除能力越强。
ABTS自由基清除能力强弱如下：trolox > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=4:1 > 金银花多酚 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=2:1 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:1 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:2 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:4 > 红豆越橘乙醇提取物。复配物浓度达到0.5g/L时m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=4:1的ABTS清除率与阳性对照相当，分别为94.4%和95.45%，说明此复配比具有较好的ABTS自由基清除能力。
DPPH自由基清除能力强弱如下： trolox > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=4:1 > 金银花多酚 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=2:1 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:1 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:2 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:4 > 红豆越橘乙醇提取物。金银花多酚浓度为0.5g/L时达到最大DPPH清除率90.47%，与金银花多酚同浓度时复配物m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=4:1、2:1、1:1的最大DPPH清除率均高于金银花多酚。复配物浓度达到0.25g/L时m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=4:1和2:1复配的DPPH清除率与阳性对照相当，分别为91.78%、91.3%和94.02%，说明此复配比具有较好的DPPH自由基清除能力，可以有效地作为化学抗氧化剂的替代。
2.6 酪氨酸酶抑制能力
金银花多酚和红豆越橘乙醇提取物单独和不同复配比例作用对酪氨酸酶活性的抑制能力如图7所示，二者提取物与复配物对酪氨酸酶活性的抑制能力呈现剂量效应关系。

[bookmark: _Hlk97023198]
图7  金银花多酚与红豆越橘乙醇提取物单独及联合作用的酪氨酸酶抑制率
Fig. 7  Tyrosinase inhibition rate of Lonicera japonica polyphenols and ethanol extract of lingonberry alone and in combination
[bookmark: _Hlk97028459]酪氨酸酶活性抑制能力的强弱如下：曲酸 > 红豆越橘乙醇提取物 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:4 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:2 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:1 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=2:1 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=4:1 > 金银花多酚。红豆越橘乙醇提取物的酪氨酸酶抑制率IC50为3.97g/L，显著强于金银花多酚19.92 g/L。浓度为16 g/L时红豆越橘乙醇提取物达到最大酪氨酸酶抑制率86.23%，复配后下m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=2:1、1:1、1:2、1:4的酪氨酸酶最大抑制率均超过红豆越橘乙醇提取物，浓度为20 g/L时m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:1、1:2和1:4的酪氨酸酶抑制率均可达95%及以上，有很好的酪氨酸酶抑制能力，这可能与复配后产生的协同效应有关。YIN等[38]的研究显示不同的多酚类物质联合使用可以增强对酪氨酸酶活性中心周围疏水性微环境的影响，进而产生协同效应，而多酚类物质的浓度是产生协同效应的重要因素。与本文结果相符。
2.7 弹性蛋白酶抑制能力
金银花多酚和红豆越橘乙醇提取物单独和不同复配比例作用对弹性蛋白酶活性的抑制能力见图8。


图8  金银花多酚与红豆越橘乙醇提取物单独及联合作用的弹性蛋白酶抑制率
Fig. 8  Elastase inhibition rate of Lonicera japonica polyphenols and ethanol extract of lingonberry alone and in combination
弹性蛋白酶活性抑制能力的强弱如下：EGCG > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:4 > 红豆越橘乙醇提取物 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:2 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:1 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=2:1 > m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=4:1 > 金银花多酚。7组样品抑制弹性蛋白酶的能力均随浓度增加而提高，呈现出明显的剂量依赖关系。金银花多酚与红豆越橘乙醇提取物均有一定程度的弹性蛋白酶抑制能力，且复配物中红豆越橘乙醇提取物所占比越大，抑制能力越强。m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:4的质量浓度达到40 g/L 时弹性蛋白酶的抑制率升高到86.44%，相对于阳性对照EGCG 96.20%略低，但其体外稳定性相对EGCG更好，因此适宜浓度、适宜配比的金银花多酚与红豆越橘乙醇提取物有作为弹性蛋白酶天然抑制剂的潜力。
[bookmark: _Hlk99922411][bookmark: _Hlk111646878]2.8 半数抑制浓度 ( IC50值 )
不同复配比例对同一护肤功能的表现能力不同，同一复配比例对不同护肤功能的表现能力也不同。不同复配比例的ABTS自由基清除能力、DPPH自由基清除能力、酪氨酸酶抑制能力和弹性蛋白酶抑制能力的半数抑制浓度数值经归一化处理后的数据如图9所示。

                                          
图9  半数抑制浓度 ( IC50值 )
Fig. 9  IC50 value 
由图9可知，七组样品里同时具有较好的ABTS自由基清除能力、DPPH自由基清除能力、酪氨酸酶抑制能力和弹性蛋白酶抑制能力的是m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:1和m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:2，结合保湿能力（图2、图3）和紫外线吸收能力（图4、图5）分析，七组样品里最能全面满足5个护肤需求的是m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:1，可以弥补m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=4:1、2:1在保湿能力、酪氨酸酶抑制能力和弹性蛋白酶抑制能力上的不足和m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:2、1:4在紫外吸收能力和自由基清除能力上的劣势。
[bookmark: _Hlk99225064][bookmark: _Hlk99927744]2.8金银花多酚与红豆越橘乙醇提取物联合指数CI 值
不同复配比例对同一个护肤功能的协同效应不同，同一复配比例对不同护肤功能的协同效应也不同。金银花多酚与红豆越橘乙醇提取物5个复配比例的CI 值如图10所示。


[bookmark: _Hlk99927620]图10  金银花多酚与红豆越橘乙醇提取物联合作用的联合指数CI 值
Fig. 10  CI values of Lonicera japonica polyphenols and ethanol extract of Lingonberry alone and in combination
如图10所示，5个复配比例对ABTS和DPPH自由基的清除能力均表现出协同作用，ABTS自由基清除实验中m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=4:1的CI值最小，为0.79±0.036，表明此质量比协同效果最好；m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=2:1清除DPPH自由基的CI值最小，为0.67±0.039，且小于0.7，说明有较强的协同效应。DPPH自由基清除实验中，随着复配物浓度的增加协同效果显著提升，吕平[39]等分析得出陈皮和普洱茶总黄酮抗氧化能力的协同效应与复配物的比例、结构和浓度有关。与本文结果一致。
金银花多酚的酚类物质包括绿原酸、咖啡酸、肉桂酸、芦丁、槲皮素等。酚类物质的抗氧化功能主要来自于其特殊的化学结构，具有多个羟基的芳香族性质和高度共轭体系使其具有有益的电子或氢原子供体，可中和自由基[8]，羟基的数量和位置决定其清除自由基能力的强弱。槲皮素等黄酮类化合物不仅具有-OH基团，并且占据C环上2和3位的双键，延伸了2个苯环之间的共轭体系，可以很容易地容纳奇数电子自由基[40]。由此推测复配后金银花多酚与红豆越橘乙醇提取物的酚类物质发生相互作用占据了更多共轭物的重叠区域，或使羟基的数量增加、位置变化，进而导致协同效应的产生。而不同比例复配影响分子间相互作用，对羟基的数量和位置产生的影响有差异，所以抗氧化协同效果有所差异。
如图10所示，m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=4:1抑制酪氨酸酶活性的CI值大于1，说明此复配比抑制酪氨酸酶活性时产生拮抗作用，其他复配比例的CI值均小于1，其中m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=2:1、1:2和1:4产生轻微协同作用，m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:1产生协同作用，说明金银花多酚与红豆越橘乙醇提取物按质量比1:1复配抑制酪氨酸酶活性的协同效果最好。 
金银花多酚与抑制酪氨酸酶功能有关的成分为绿原酸[41]、咖啡酸[42]、槲皮素[43]、异鼠李素[44]等，红豆越橘乙醇提取物中抑制酪氨酸酶的主要活性成分为花色苷[45]、槲皮素[43]、萜类化合物等，不同物质与酪氨酸酶的结合特性有所差异。研究发现酚羟基是酚类化合物抑制酪氨酸酶活性的主要结构特征，槲皮素通过3,4-二羟基基团与酪氨酸酶活性中心铜离子螯合，阻止底物结合到酶的活性部位，竞争性抑制酪氨酸酶活性[43]；异鼠李素的抑制机理与槲皮素类似，酚羟基可直接与自由酶结合，竞争性抑制酪氨酸酶[44]；绿原酸及其异构体不仅与铜位点的基团结合，还与外围位点结合形成四个氢键，非竞争性抑制酪氨酸酶[41]；花青素对酪氨酸酶的抑制类型为混合型抑制[45]。推测产生协同效应是由于金银花多酚与红豆越橘乙醇提取物复配后分子间发生相互作用增加了酚羟基数量，或不同抑制成分结合到酶的不同位点，共同作用下产生协同增效作用。Qun Yu[44]等的研究发现阿魏酸和肉桂酸的加入可以促进槲皮素对酪氨酸酶的抑制作用，分子对接结果表明，槲皮素、肉桂酸和阿魏酸结合到酪氨酸酶的不同位点，协同抑制酪氨酸酶活性。与推测一致。而质量比4:1复配后产生拮抗作用的原因可能是出现了多酚类物质的甲氧基化，降低了抑制效果，或邻二酚羟基与羰基发生了氢键缔合，损失了酚羟基，从而产生拮抗作用。
如图10所示，m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=4:1和2:1抑制弹性蛋白酶的CI值大于1，说明按此质量比复配在抑制弹性蛋白酶活性方面具有拮抗效应，其他复配比例的CI值均小于1，具有轻微协同作用，其中m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:1时协同效果最好。杨环毓[26]等的研究表明红茶和绿茶提取物质量比1:1复配对抑制弹性蛋白酶活性具有协同作用。与本文结果一致。
金银花多酚与抑制弹性蛋白酶相关的成分为芦丁[11]、儿茶素等，红豆越橘乙醇提取物中与之相关的是原花青素类化合物[19]。与抑制弹性蛋白酶活性协同与拮抗机制相关的研究较少，还需做进一步的HPLC分析和分子对接研究其结构和结合模式。
5个复配比例中同时在ABTS自由基清除能力、DPPH自由基清除能力、酪氨酸酶抑制能力和弹性蛋白酶抑制能力方面具有相对较好的协同效应的是m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:1，说明金银花多酚与红豆越橘乙醇提取物按质量比1:1复配具有全面的协同作用。
综上所述，m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:1为本文研究的最优复配比，既能同时较好地满足多个护肤需求，又具有相对较好的协同效应，实现全面、多效、绿色的护肤功效。
3 结论
[bookmark: _Hlk105452401]5个复配比例中，m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:2和1:4在保湿性能方面具有协同作用；m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=4:1、2:1和1:1在抗UVB性能方面具有协同作用；5个复配比例在清除ABTS自由基方面均有协同作用，CI值分别为0.79±0.036、0.83±0.041、0.85±0.026、0.96±0.03、0.98±0.027；5个复配比例在清除DPPH自由基方面均有协同作用，CI值分别为0.69±0.046、0.67±0.039、0.78±0.031、0.89±0.018、0.97±0.029；除m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=4:1外，其他复配比例在抑制酪氨酸酶活性方面均表现协同作用，CI值分别为0.71±0.054、0.68±0.047、0.76±0.033、0.81±0.06；m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:1、1:2和1:4复配比例在抑制弹性蛋白酶活性方面具有协同作用，CI值分别为0.84±0.053、0.88±0.042、0.86±0.041。实验结果表明，金银花多酚与红豆越橘乙醇提取物联合应用在多个护肤功能上都具有协同增效作用，结合其在5个护肤功能上的表现能力及协同效果分析，m(金银花多酚)：m(红豆越橘乙醇提取物)=1:1为本文研究的最优复配比，在保湿、防晒、抗氧化、抑制黑色素和抗衰老方面都有较好的表现能力及协同效应，利用协同效应可减少单一用量，实现全面、多效且绿色的护肤功效。协同效应的具体机制还需做进一步的HPLC分析和分子对接研究其结构和结合模式。天然活性成分联合应用产生的协同增效作用既能提升效果又能降低成本，本文的研究致力于为天然功能性成分的开发利用以及联合应用于功效性护肤品提供一定的参考。
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