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Рапс (Brassica campestris L.) – важная масличная культура, культивируемая в Китае. Основным по-
бочным продуктом при получении рапсового масла является жмых, главный активный компонент
которого – синапин, обладает биологической активностью. Показано, что синапин способен по-
давлять активность тирозиназы in vitro и обезвреживать свободные радикалы. Определена актив-
ность тирозиназы в меланоцитах А-375 человека, оценена антиоксидантная активность синапина и
его влияние на содержание меланина. Синапин дозозависимым образом подавляет активность ме-
ланоцитов A-375 человека, ингибирует в них синтез меланина, снижая экспрессию мРНК и факто-
ров TRP-1, TRP-2 и MITF. Показано, что синапин рапсового жмыха подавляет выработку меланина
и может использоваться в качестве активного ингредиента отбеливающих средств.
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ВВЕДЕНИЕ
Meланин – многофункциональный биопо-

лимер, продуцируемый меланоцитами, который
поступает в кератиноциты, который определяет
темный цвет кожи, глаз и волос [1, 2]. Меланин
также защищает клетки от УФ-повреждения,
однако избыточный синтез меланина может
приводить к появлению хлоазм, сенильных бля-
шек, веснушек и других нарушений пигмента-
ции [3]. В связи с этим разработка и изучение
средств, обладающих отбеливающим эффек-
том, привлекает внимание косметических и
фармацевтических фирм. Учитывая проблемы
безопасности и эффективности, большой инте-
рес вызывают такие природные соединения, как
арбутин, койевая и таниновая кислоты [4]. Био-
синтез меланина, подробно описанный Schall-
reuter и Cooksey [1, 5], регулируется каскадом ти-
розиназы (TYR) и белками 1 и 2, ассоциирован-
ными с TYR (TRP-1 и TRP-2). Критическую роль
в синтезе меланина играет сигнальный путь ми-

тоген-активированной протеинкиназы (MAPK).
Показано, что уровень синтеза можно снизить пу-
тем деградации фактора транскрипции, ассоции-
рованного с микрофтальмией (MITF) [8].

Рапс (Brassica campestris L.) – пятая по значи-
мости после риса, кукурузы, пшеницы и сои сель-
скохозяйственная культура в Китае. Основным
побочным продуктом при получении рапсового
масла является жмых, который содержит пример-
но 29% белка и используется в птицеводстве [9]. В
состав рапсового жмыха входят несколько феноль-
ных соединений, в том числе свободная фенольная
кислота, этерифицированная фенольная кислота и
конденсированный танин [10]. Полифенолы рап-
сового жмыха обладают сильной восстанавливаю-
щей активностью, способностью к удалению сво-
бодных радикалов и повышению иммунитета у жи-
вотных [11], а также антиоксидантной активностью
in vitro [12]. Главное фенольное соединение рапсо-
вого жмыха – синапин (примерно 1.2–2.3%), обла-
дает различными биологическими активностями,
включая сильную скавенджерную, противоопухо-
левую, гепатопротекторную и другие [13].1 Статья представлена авторами на английском языке.
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Изучено влияние синапина на синтез мелани-
на и активность TYR в меланоцитах A-375 челове-
ка. Оценена связь между продукцией меланина и
окислительным стрессом, описан механизм по-
давления синтеза меланина в этих клетках. Ре-
зультаты нашей работы могут предоставить важ-
ную информацию для изучения и разработки от-
беливающих средств на основе рапсового жмыха.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы. Использовали DPPH (2,2-дифенил-
1-пикрилгидразил) фирмы “Tokyo Chemical In-
dustry Co., Ltd” (Япония) и ABTS (2,2'-азино-
бис(3-этилбензотиазолин)-6-сульфоновая кисло-
та) фирмы “Beijing Solarbio Science & Technology
Co., Ltd” (КНР), фетальную сыворотку крупного
рогатого скота (“Gibco”, “Thermo Fisher Scientific”,
США), биспецифические антитела “Beijing Solar-
bio Science &Technology Co., Ltd”. ТYR и койевая
кислота получены от “Shanghai Byron Biotechnol-
ogy Co., Ltd” (КНР). Среда культивирования
RPMI-1640 предоставлена фирмой “Biological
Industries Israel Beit Haemek Ltd.” (Израиль). Линия
меланоцитов A-375 человека (ATCC CRL-1619) по-
лучена от “Procell Life Science & Technology Co.,
Ltd” (КНР). Наборы для определения супероксид-
дисмутазы (SOD), малонового диальдегида (MDA)
и глутатиона (GSH) предоставлены “Nanjing Ji-
ancheng Biotechnology Co., Ltd” (КНР), белки
MITF, TRP-1 и TRP-2 – фирмой “R&D Systems”
(КНР).

Экстракция рапсового жмыха. Рапсовый жмых
экстрагировали 75%-ным этанолом (10 раз по
10 мин) при 60°C. Этот процесс повторяли 3 раза.
Синапин выделяли с помощью препаративной
HPLC (semi-prepared high phase liquid phase”) с ис-
пользованием колонки Hebea ODS-2 (20 × 250 мм,
“Hanbon Sci. & Tech”, КНР). Подвижная фаза со-
стояла из ацетонитрила и 0.05 М дигидрофосфата
калия в соотношении 17 : 83 и скорости потока
8 мл/мин. Объем инжекции составлял 4 мл, де-
текцию проводили на 326 нм. Синапин иденти-
фицировали с помощью жидкостной хроматогра-
фии-масс-спектрометрии (LC-MS, “Thermo Fisher
Scientific”).

Определение содержания синапина. Содержа-
ние синапина определяли с помощью HPLC (LC-
20AT, Shimadzu, КНР), используя колонку Platisil
ODS (250 × 4.6 мм) при 30°C. Мобильная фаза со-
стояла из ацетонитрила и 0.05 М KH2PO4 в соот-
ношении 17 : 83. Скорость потока – 0.8 мл/мин,
объем инжекций – 5 мкл. Синапин определяли
при 326 нм. Линейность оценивали по пяти точкам
калибровочной кривой синапина. LC-MS прово-
дили в следующих условиях: использовали элек-
трораспыление (ESI+) при положительной иониза-
ции, напряжении на капилляре 2.8 кВ и напряже-

нии конуса образца 20 кВ. Скорость потока
распыляющего газа была установлена равной
350 л/ч при температуре десольватации 300°C;
скорость потока в конусном газе 50 л/ч, темпера-
тура ионного потока равна 150°C. Масс-спектро-
метрическую детекцию проводили в режиме сбора
данных MSE (масс-спектрометрияЕ) в интервале
масс от 100 до 1500 m/z, при продолжительности
метода 30 мин. При диссоциации, активируемой
соударением, использовали низкую энергию 6 эВ
и градиент высокой энергии 20–40 кэВ, газ – чи-
стый азот.

Определение скавенджерной активности ABTS и
DPPH. Антиоксиданты (DPPH (2,2-дифенил-1-
пикрилгидразил) и ABTS (2,2'-азино-бис(3-этил-
бензотиазолин-6-сульфоновая кислота)) опреде-
ляли в соответствии с [14]. Использовали ABTS в
концентрации 7.0 и 2.45 мМ раствор персульфата
калия. Эти растворы смешивали в соотношении
1 : 1 (v : v), реакцию проводили в течение 16 ч. За-
тем смесь разбавляли 95%-ным этанолом и ана-
лизировали при 734 нм. В качестве положитель-
ного контроля использовали витамин C [15].
Ингибирующую активность синапина анализи-
ровали в трех повторностях на длине волны
734 нм. Скавенджерную активность рассчитыва-
ли по формуле:

где Ac – поглощение самого радикала ABTS, а
As – поглощение образца.

DPPH вызывал появление темно-пурпурной
окраски в присутствии свободных радикалов, ко-
торая изменялась на светло-желтую при обезвре-
живании свободных радикалов [14]. Смесь сина-
пина и 2.8 мл DPPH анализировали при 517 нм.
Скавенджерную активность синапина рассчиты-
вали по следующей формуле:

где Ac – поглощение самого радикала DPPH, а As –
поглощение образца.

Определение активности тирозиназы гриба
(TYR). Монофенолазную и дифенолазную актив-
ности TYR выражали как скорость окисления ти-
розина L-DOPA, согласно [16]. Состав реакцион-
ной смеси приведен в табл. 1. Смесь инкубирова-
ли при 37°C в течение 10 мин, поглощение
измеряли при 475 нм (At1, At2, At3, At4). Активность
TYR гриба рассчитывали по следующей формуле:

 

Жизнеспособность клеток. Ингибирование
жизнеспособности клеток А-375 под действием
синапина определяли методом MTS. Клетки вы-
севали на 96-луночные планшеты с плотностью
5 × 104 кл./мл. После прикрепления (8 ч) клетки

( ) ( )[ ]= ×Степень клиренса % Ac – As Ac 100%,

( ) = ×С [(тепень клиренса % Ac – As Ac 1) ] 00%,

( )
( ) ( )[ ]

=
= ×t4 t3 t2 t1

Степень ингибирования TYR %
1 – A – A A – A 100%.
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обрабатывали синапином в разных концентраци-
ях в течение 48 и 72 ч. Затем добавляли 10 мкл
MTS и инкубировали в течение 3 ч. Поглощение
измеряли при 490 нм. Степень ингибирования
жизнеспособности клеток рассчитывали соглас-
но инструкции к MTS-наборам.

Определение антиоксидантной активности в
клетках A-375. Клетки А-375 вносили в 6-луноч-
ные планшеты по 1 × 105 клеток в ячейку. После
прикрепления клетки обрабатывали синапином в
разных концентрациях. В качестве контроля ис-
пользовали кoйевую кислоту – ингибитор синте-
за меланина [11]. Содержание SOD, GSH и MDA
определяли в соответствии с инструкциями про-
изводителей.

Определение тирозиназной активности в клет-
ках A-375. Клетки высевали в 6-луночные план-
шеты по 1 × 105 клеток в лунку. Клетки обрабаты-
вали синапином, через 48 ч супернатант удаляли,
клетки промывали 3 раза холодным фосфатно-со-
левым буфером (PBS), в каждую ячейку добавляли
90 мкл 1%-ного Triton X-100. Затем клетки разру-
шали с помощью замораживания–оттаивания. До-
бавляли 1%-ный раствор L-DOPA, инкубировали
в течение 2 ч при 37°C и определяли поглощение
при 490 нм.

Определение содержания меланина в клетках
A-375. Клетки вносили в ячейки 6-луночных куль-
туральных планшетов (по 1 × 105 клеток в лунку).
После прикрепления клетки обрабатывали сина-
пином в течение 48 ч, затем собирали и подсчи-
тывали их число в счетчике клеток крови. После
центрифугирования при 1000 об./мин в течение
10 мин клетки растворяли в 1 мл смеси 1 М NaOH
и 10%-ного диметилсульфоксида (DMSO), инку-
бируя в течение 1 ч в водяной бане при 90°C, и из-
меряли поглощение при 450 нм [17]. Содержание ме-
ланина в исследуемых пробах выражали в процентах
от содержания в контроле. Содержание меланина в
каждой группе вычисляли по следующей формуле:
содержание меланина в исследуемой группе =
= значение OD в группе/число клеток в группе. Со-
держание меланина в контрольной группе = OD в

группе/число клеток в ней. Рассчитывали содер-
жание меланина в одной клетке [15].

Количественная ПЦР в реальном времени. Сум-
марную РНК из клеток А-375 экстрагировали ре-
агентом тризол. кДНК синтезировали с помощью
набора Takara Reverse Transcription Kit согласно ин-
струкции производителя. Затем экспрессию мРНК
MITF, TRP-1 и TRP-2 анализировали методом ко-
личественной ПЦР в реальном времени (qRT-PCR)
с набором Takara в приборе ABI 7500 qRT-PCR
(“Bio-Rad”, США). Относительный уровень экс-
прессии рассчитывали методом 2–ΔΔCt и нормиро-
вали по уровню β-актина.

Вестерн-блотинг. Клетки A-375 в 6-луночных
планшетах обрабатывали синапином в разных
концентрациях в течение 48 ч. Затем клетки лизи-
ровали в буфере RIPA в течение 30 мин на льду
[18]. Лизаты центрифугировли (10000 об/мин,
20 мин, 4°C) и собирали супернатант. Концен-
трацию белка определяли с помощью набора BCA
Protein Assay Kit (“Beyotime”, КНР), белки разде-
ляли с помощью электрофореза в полиакрила-
мидном геле с додецилсульфатом натрия и пере-
носили на поливинилиденфторидные мембраны.
Мембраны обрабатывали первичными антитела-
ми к MITF, TRP-1 и TRP-2 при 4°C в течение но-
чи, затем инкубировали с вторичными антителами
(“Biyuntian Biotech Institute”, КНР) при комнатной
температуре. В качестве контроля использовали
β-актин.

Статистический анализ. Статистический ана-
лиз проводили с помощью однофакторного мето-
да ANOVA и теста Дунетта на множественность
сравнения. Результаты выражали как среднее ±
± стандартное отклонение (SD). Статистически-
ми значимыми считали *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Содержание синапина

Результаты хроматографического разделения
стандартного препарата синапина и экстракта
рапсового жмыха с помощью HPLC приведены
на рис. 1а, в. Время удержания стандартного ма-
териала равно 9.168 мин (рис. 1a), синапина из
экстракта рапсового жмыха – 9.201 мин (рис. 1в).
Методом LC-MS установлено, что два пика,
представленные на рис. 1а, в, содержат одинако-
вые соединения, что подтверждено повторным
анализом (рис. 1д). Очищенный образец, выде-
ленный из рапсового жмыха, проанализировали
повторно методом HPLC (рис. 1г). На рис. 1б
представлена калибровочная кривая, использо-
ванная для определения синапина в линейном
диапазоне значений (R2 = 0.9999).

Taблица 1. Реакционная система для определения ак-
тивности тирозиназы (TYR)

Компонент
Объем, мл

t1 t2 t3 t4

Tирозин/L-DOPA 1 1 1 1
Фосфатно-солевой буфер 3 2 2 1
Образец – – 1 1
TYR – 1 – 1
Общий объем 4 4 4 4
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Рис. 1. Хроматографический анализ синапина (стандартный препарат и экстракт рапсового жмыха). а – HPLC стан-
дарта синапина. в – HPLC синапина из экстракта рапсового жмыха. б – Калибровочная кривая для определения си-
напина. г, д – HPLC и LC-MS хроматограммы синапина, очищенного из рапсового жмыха соответственно.
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Способность синапина обезвреживать
радикалы ABTS и DPPH

Антиоксидантную активность синапина in vitro
определяли по способности обезвреживать свобод-
ные радикалы (скавенджерная активность) с ис-
пользованием DPPH и ABTS. Скавенджерная ак-
тивность была дозозависимой (рис. 2а). Синапин
обладает более высокой скавенджерной активно-
стью в отношении ABTS, чем витамин C, (IC50 =
= 67.2 мкг/мл), но более низкой в отношении ради-
калов DPPH (IC50 = 148 мкг/мл). Значения IC50
рассчитывали, используя программу GraphPad
Prism 5.0.

Влияние синапина на активность тирозиназы гриба

Как показано на рис. 2а, ингибирование TYR
и бифенол-TYR синапином возрастает дозозави-
симым образом при концентрациях синапина ме-
нее 475 мкМ и уменьшается при концентрации
более 475 мкМ. Эти результаты показывают, что

оптимальной является концентрация синапина
475 мкМ.

Влияние синапина на рост клеток
Обработка клеток A-375 синапином в течение

48 и 72 ч приводила к дозозависимому ингибиро-
ванию роста клеток (рис. 3а). Согласно подсчетом с
использованием программы Graphpad Prism 5.0 ве-
личина IC50 для синапина равна 49.38 и 52.66 мкМ
соответственно. Эти результаты показывают, что
после 48 ч обработки степень ингибирования бы-
ла выше, поэтому клетки обрабатывали синапи-
ном в концентрации 25, 50, 100 мкМ в течение 48 ч
(*P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01).

Антиоксидантная активность синапина
в клетках А-375

Как следует из данных, представленных на
рис. 3б, синапин дозозависимо повышал содер-
жание GSH в клетках A-375. Синапин, хотя и сни-
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Рис. 2. Скавенджерная активность и ингибирование тирозиназы (TYR) синапином (VC –витамин С, Sg – синапин).
а – Скавенджерная активность синапина и витамина С в отношении свободных радикалов DPPH и ABTS. Скавен-
джерная активность и синапина, и витамина С была дозозависимой. Активность витамина С в отношении DPPH вы-
ше, чем у синапина. Однако активность синапина в отношении ABTS была выше, чем у витамина С. б – Синапин ин-
гибирует активность тирозиназы в отношении тирозина и бифенилтирозина в качестве субстратов. Это ингибирова-
ние дозозависимо в определенном диапазоне концентраций.
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Рис. 3. Ингибирование роста и антиоксидантная активность синапина в клетках A-375. а – Дозозависимое ингибиро-
вание роста клеток A-375 синапином в течение и 48, и 72 ч. б, в – Содержание GSH, MDA и активность SOD в кон-
трольных клетках меланомы (Ct, контроль), обработанных синапином (Sg) и койевой кислотой (Kj), положительный
контроль. б – Обработка синапином в разных концентрациях значительно повышает содержание GSH в клетках ме-
ланомы по сравнению с контрольной группой (*P < 0.05, **P < 0.01). в – Содержание MDA снижается при повышении
концентрации синапина. г – Активность SOD возрастает (*P <0.05) при обработке синапином. Влияние синапина на
содержание GSH и активность SOD в клетках меланомы было дозозависимым.
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жал содержание MDA в клетках (рис. 3в), однако
различия между контрольной группой и клетками,
обработанными синапином, были незначимыми.
Эти результаты выявляют слабую корреляцию меж-
ду антиоксидантной активностью синапина и со-
держанием MDA в клетках. Активность SOD в клет-
ках A-375, обработанных синапином, была заметно
выше, чем в контроле (рис. 3г) (*P < 0.05).

Влияние синапина на активность TYR
в клетках A-375

Как следует из рис. 4а, синапин ингибирует
активность TYR в клетках A-375. Относительная
активность TYR в присутствии 50 мкМ синапина
составляла 56.78% от значений в контроле (*P ≤

≤ 0.05, **P ≤ 0.01). Синапин дозозависимым обра-
зом ингибировал активность TYR.

Влияние синапина на содержание меланина
в клетках A-375

Влияние синапина на содержание меланина в
меланоцитах показано на рис. 4б. Рассчитывали
содержание меланина в единичных клетках A-375.
Показано, что синапин дозозависимо снижал со-
держание меланина в клетках A-375 (*P ≤ 0.05,
**P ≤ 0.01) в результате подавлениея его синтеза.

Влияние синапина на экспрессию
мРНК MITF, TRP-1 и TRP-2

Важную роль в синтезе меланина играет ассо-
циированный с микроокулярной деформацией

Рис. 4. Активность тирозиназы, содержание меланина, экспрессия мРНК и белка в клетках А-375, обработанных си-
напином. а – Влияние синапина в разных концентрациях на активность тирозиназы в клетках A-375. Ct – Контроль-
ная группа; Sg – обработка синапином, Kj – обработка койевой кислотой (положительный контроль). Активность
контрольной группы принята за 100% (**P < 0.01). Синапин дозозависимым образом ингибировал активность тирозиназы
в клетках A-375, причем значительнее, чем в контроле (*P < 0.05). Ингибиторный эффект синапина в высоких концентра-
циях был более заметным, чем в положительном контроле (*P <0.05). б – Синапин снижает продукцию меланина в единич-
ных клетках A-375. Уровень меланина в контроле принят за 100% (*P < 0.05, **P < 0.01). в – Экспрессию мРНК детектиро-
вали с помощью ПЦР в реальном времени. Данные представлены как средние значения ± SD, вычисленные по результатам
трех определений (*P < 0.05, **P < 0.01). г – Верхняя панель. Экспрессия белков MITF, TRP-1 и TRP-2, выявленная с по-
мощью вестерн-блотинга. Экспрессию β-актина использовали в качестве контроля. Нижняя панель. Относительные уров-
ни экспрессии MITF, TRP-1 и TRP-2. Представлены данные, нормированные на число клеток. Приведены средние значе-
ния ± SD, вычисленные по результатам трех определений (*P < 0.05, **P < 0.01).
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фактор транскрипции MITF, который влияет на
экспрессию белков TRP-1 и TRP-2. Нами пока-
зано, что синапин дозозависимым образом ин-
гибирует экспрессию мРНК MITF, TRP-1 и
TRP-2 (*P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01) (рис. 4г).

Влияние синапина на экспрессию белков MITF, 
TRP-1 и TRP-2

Экспрессию белков MITF и родственных
TRP-1 и TRP-2 белков в клетках A-375 детектиро-
вали с помощью вестерн-блотинга. На диаграмме
приведены значения экспрессии белков, рассчи-
танные на число клеток. Экспрессия MITF, TRP-
1 и TRP-2 в клетках A-375, обработанных синапи-
ном, была значительно ниже, чем в контрольных
клетках (*P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01) (рис. 4г).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Различные отбеливающие кожу вещества, та-
кие как койевая кислота и арбутин, широко ис-
пользуются в косметологии и фармацевтике [19].
Однако эти агенты имеют побочное канцероген-
ное, токсическое и раздражающее кожу действие
[20]. В настоящее время в качестве средств для от-
беливания кожи внимание привлекают различные
природные вещества, включая фенольные соеди-
нения [21]. Известно, что эти фенолы и полифено-
лы ингибируют синтез меланина, подавляя актив-
ность TYR [22]. Поэтому перспективным считается
поиск потенциальных ингибиторов меланина сре-
ди ингибиторов TYR грибов [23]. MITF и подавля-
емые им белки, родственные TYR (TRP-1, TRP-2)
[15], считаются важными факторами синтеза мела-
нина. TYR – ключевой скорость-лимитирующий
фермент синтеза меланина. Тирозин может окис-
ляться с образованием DOPA путем гидроксилиро-
вания, затем он быстро превращается в DOPA-хи-
нон (DQ) и спонтанно образует пигмент DOPA
[24]. Под действием TRP-2 пигменты DOPA тау-
томеризуются с образованием 5,6-дигидрокси-2-
карбоновой кислоты (DHICA), а затем DHICA
каталитически окисляется TRP-1 с образованием
коричневого пигмента, называемого DHICA-ме-
ланин [25]. В нашей работе показано, что сина-
пин может снижать активность TYR, подавляя
MITF и белки TRP-1 и TRP-2 (рис. 4г).

Важную роль в ингибировании синтеза мела-
нина играют антиоксиданты [26]. На выработку
меланина влияют многие внешние факторы, и
его образование тесно связано с окислительными
реакциями [27]. В процессе спонтанного окисле-
ния L-DOPA образуется большое количество сво-
бодных радикалов и  [28]. Эти избыточные сво-
бодные радикалы, которые считаются причиной
старения и многих болезней, влияют на синтез
меланина путем регуляции активности TYR [29].

−
2O

Согласно ранее полученным результатам, меха-
низм подавления продукции меланина может
включать ингибирование пролиферации мелано-
цитов и связанных с меланином ферментов, уско-
рение метаболизма меланина, снижение экзоген-
ной стимуляции и повреждение свободными ради-
калами [30]. Нами показано, что синапин обладает
значительной скавенджерной дозозависимой ак-
тивностью в отношении радикалов DPPH и ABTS
(рис. 2а). Синапин способен также ингибировать
синтез меланина, путем репарации окислитель-
ных повреждений.

Механизм ингибирования синтеза меланина
синапином в меланоцитах А-375 схематически по-
казан на рис. 5. Синапин способен снижать уро-
вень меланина, ингибируя активность TYR и по-
давляя экспрессию MITF и белков TRP-1 и TRP-2.
Эти данные показывают, что синапин из рапсо-
вого жмыха может использоваться в качестве по-
тенциального активного ингредиента отбеливаю-
щих средств.

Часть работы выполнена в Research Center for
High Altitude Medicine, Key Laboratory of Applica-
tion and Foundation for High Altitude Medicine Re-
search in Qinghai Province.

Работа получила поддержку Qinghai Province
Major Science и Technology Special Programs Grant
Number 2017-SF-A8.

Статья не содержит исследований, выполнен-
ных с использованием животных.

Рис. 5. Механизм ингибирования синтеза меланина
синапином рапсового жмыха. Синапин может сни-
жать продукцию меланина и TYR-активность, подав-
ляя экспрессию фактора MITF и ассоциированных с
TYR белков (TRP-1 и TRP-2). Антиоксидантный эф-
фект синапина играет важную роль в ингибировании
синтеза меланина.
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EXTRACTION AND SEPARATION OF SINAPINE FROM RAPESEED CAKE 
AND THE MODE OF ACTION OF MELANIN PRODUCTION INHIBITION

Z. T. Yang1, 2, D. X. Lu2, E.-K. Hong3, B. Y. Zhang1, 4, M. C. Jiang4, Y. J. Yang4, and D. J. Zhang1, 4, *
1State Key Laboratory of Plateau Ecology and Agriculture, Qinghai University, Xining, 810016 P. R. China

2Research Center for High Altitude Medicine, Key Laboratory of Application and Foundation for High Altitude Medicine 
Research in Qinghai Province (Qinghai-Utah Joint Research Key Lab for High Altitude Medicine),

Qinghai University, Xining, 810001 China
3Medvill Co., Ltd., Medvill Research Institute, Seoul, 08511 Korea

4College of Eco-Environmental Engineering, Qinghai University, Xining, 810016 P. R. China
*e-mail: djzhang@nwipb.ac.cn

Brassica campestris L. is the important oil-bearing crop in China. Rapeseed cake is the main byproduct of
rapeseed oil extraction. As the main active ingredient in rapeseed cake, sinapine has several important bio-
logical activities. Therefore, the inhibitory activity of sinapine on tyrosinase in vitro and its free radical-scav-
enging rate were determined. Tyrosinase activity in A-375 human melanocytes was also investigated and the
effects of sinapine on the melanin content and its antioxidant effects on melanin biosynthesis were studied.
The results showed that sinapine had significant antioxidant activity. Sinapine significantly inhibited A-375
human melanocytes in a dose-dependent manner. Sinapine inhibited melanin synthesis in A-375 cells by
downregulating the mRNA and protein expression of TRP-1- TRP-2, and MITF factors. The results showed
that rapeseed cake sinapine inhibited melanin production and could be used as a potential active ingredient
in the development of whitening agents.

Keywords: molecules, antioxidant, extraction and separation, melanin production, sinapine from rapeseed cake
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