
蔷薇花总黄酮对酪氨酸酶的抑制作用及其动力学行为

盛晓笑! !王春丽!

"华东理工大学药学院! 上海市新药设计重点实验室! 上海 "$$"%&#

收稿日期! "$#&’$(’##

作者简介! 盛晓笑 "#))"#$% 女% 硕士生% 研究方向为中药筛选和评价& 0’123,! #--$#).$)##5#/%6781

!通信作者! 王春丽% 女% 副教授% 研究方向为天然抗氧化剂的发现与应用& 0’123,! U2;T7:<;,35+7<9S6+><67;

摘要# 目的!考察蔷薇花G*3% (4B’1+B*&% *:<;W6总黄酮对酪氨酸酶的抑制作用% 并评价其动力学行为& 方法!超声提
取总黄酮后% 以 J’多巴和 J’酪氨酸为底物% 考察该成分对酪氨酸酶单酚酶’ 二酚酶的抑制作用% _3;+U+2R+D’a<D[双倒
数作图法确定其对二酚酶的作用机制类型& 结果!总黄酮对酪氨酸酶单酚酶’ 二酚酶均有抑制作用% nG.$分别为
$M.)’ "M(% 1TA1_& 其中% 对二酚酶的抑制作用机制为混合型抑制% 抑制常数 Cn’ CnB分别为 (M#&’ #$M%) 1TA1_&
结论!蔷薇花总黄酮是有效的酪氨酸酶抑制剂&
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!!酪氨酸酶广泛存在于微生物’ 动植物以及人体
中% 是目前惟一已明确的黑色素代谢酶% 在黑色素
生成过程中起着至关重要的作用% 同时具有单酚酶
和二酚酶活性& 它可催化 J’酪氨酸合成 J’多巴%
然后将多巴氧化生成多巴醌% 进而形成色素% 其在
人体中过量表达是导致雀斑’ 黄褐斑’ 黑色素瘤等
色素沉着疾病的主要原因,#’"- % 故寻找天然有效的
酪氨酸酶抑制剂是美白化妆品及皮肤用药的研究
热点&

蔷薇花为落叶小灌木野蔷薇 G*3#(4B’1+B*&%
*:<;W6的花朵% 自古就是佳花名卉% 作为芳香理
气药可用于治疗胃痛’ 胃溃疡等疾病& 杨春艳,%-

报道了其化学成分和抗氧化活性% 从中分离鉴定出
) 个酚类化合物% 其中儿茶素’ 丁香酚 (’!’&’"’
"/’!’没食子酰基$ 葡萄糖苷’ 异槲皮苷和木麻黄
素显示了很强的抗氧化活性% 表明蔷薇花富含天然
抗氧化剂% 可用于保护人类健康% 具有潜在应用价

值& 目前% 对玫瑰花’ 月季花抗氧化和美白成分的
研究颇多,(’/- % 但蔷薇花相对较少% 故本实验研究
其在体外对酪氨酸酶活性的抑制作用% 并确定动力
学因素,&- % 为该植物在美白化妆品领域的应用开
发提供依据&
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酶 "美国 b8DS:3;TS8; 公司% # $&$ OA1T$( J’多
巴’ J’酪氨酸对照品 "?,2>>3;公司$& 蔷薇花购自
安徽亳州% 经华东理工大学顾江萍副教授鉴定为正
品% 研磨成粉末备用& 无水乙醇’ 氢氧化钠’ 磷酸
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二氢钾’ 硝酸铝’ 亚硝酸钠均为分析纯&
LK方法与结果
"M#!总黄酮制备与含有量测定
"M#M#!总黄酮提取,--!称取蔷薇花粉末 . T% 置于
".$ 1_锥形瓶中% 加入 #$$ 1_.$!乙醇% /$ f下
超声提取 %$ 13;% 减压抽滤% 得到提取液% 浓缩后
置于 #$$ 1_量瓶中% 去离子水定容% 即得&
"M#M"!总黄酮富集纯化,)-!采用 Pp’-#/ 大孔树
脂% 上样体积流量 #M$ 1_A13;% %$$ 1_& 1TA1_
提取液上样% "$$ 1_&.!乙醇洗脱% 收集洗脱液%
浓缩后真空冻干% 即得冻干粉&
"M#M%!总黄酮含有量测定!采用硝酸铝显色
法,#$- & 以芦丁为对照品% 称取 #$ 1T% ).!乙醇溶
解定容至 .$ 1_% 得 $M" 1TA1_标准液& 取 & 支试
管% 分别加入 $’ #’ "’ %’ (’ .’ / 1_标准液%
再加入 .!亚硝酸钠溶液 # 1_% 摇匀% 放置 / 13;%
加入 #$!硝酸铝溶液 # 1_% 摇匀% 放置 / 13;% 加
入 (!氢氧化钠溶液 #$ 1_% 摇匀% 放置 #. 13;%
以试剂作为空白参照% 紫外分光光度计在 .#$ ;1
波长处测定吸光度& 以吸光度为纵坐标 "T$% 芦
丁对照品含有量为横坐标 "W$ 进行回归% 得方程
为Td##M#-"WI$M$#" "&d$M))) ($% 在实验质量
浓度范围内具有良好的线性关系&

用去离子水将总黄酮粉末配制成 # 1TA1_样
品液% 取 # 支空试管加入 # 1_样品液% 再加入
# 1_.!亚硝酸钠溶液% 摇匀% 反应 / 13; 后加入
# 1_#$!硝酸铝溶液% 再摇匀% 反应 / 13;后加入
#$ 1_(!氢氧化钠溶液% 反应 #. 13;% 在 .#$ ;1
波长处测定吸光度% 重复 % 次% 计算平均值% 测定
含有量% 测得每 # T蔷薇花粉末中含有 ".M) 1T总
黄酮&
"M"!抑制酪氨酸酶实验
"M"M#!酶活力测定!J’多巴在酪氨酸酶催化作用
下% 所产生的多巴色素在 (&. ;1波长处有最大吸
收% 此时每 # 13; 增加 $M$$# 为 # 个酶活力单位%
即 # OA13;& 再根据酶催化反应体系吸光度随着时
间的改变拟合增长方程% 其斜率即为酶活力值&

在试管中依次加入@aB 缓冲液’ #M. 118,A_J’
多巴溶液’ 去离子水’ 酪氨酸酶溶液各 # 1_% 摇匀%
立即置于紫外分光光度计中% 在(&. ;1波长下进行动
力学分析% 每 %$ 9读取吸光度% 共读取. 13;& 经动
力学分析后% 得方程 _d$M$/( /WI$M$"& " "G" d
$M))) %$% 酶活力值为 /. OA1_"以下实验体系均
在该酶活力下进行操作$&

"M"M"!单酚酶抑制活性测定!在酪氨酸转化为黑
色素时% 酪氨酸酶的催化作用主要发生在酪氨酸转
化为多巴’ 多巴转化为多巴醌的过程中% 多巴醌是
# 种有色物质% 在 (&. ;1波长处有吸收% 可利用
分光光度计测定其含有量,##- & 冻干粉用 @aB 缓冲
液配制成 $M%’ $M.’ $M&’ # 1TA1_待测液% 以 J’
酪氨酸 "J’*4D$ 为底物& 按照表 # 所示% 精密吸
取总黄酮’ @aB "ZPd/M-$’ #M. 118,A_J’*4D溶
液和水% 充分混合均匀% "- f下水浴 #$ 13; 后%
加入酪氨酸酶溶液% 继续水浴 #. 13;% 在 (&. ;1
波长处测定吸光度% 计算酪氨酸酶单酚酶抑制率
"S$% 计算公式为Sd3 , "TVN$ j "=V"$-A"Tj
N$4 e#$$!&

表 %K待测样品组成’ $/F&
=2:Q%K?’/R’.(-(’6.’*-+.-.2/R7+.’ $/F&

成分 ?组 a组 G组 F组

总黄酮 $ $ # #

@aB"ZPd/M-$ # # # #

#M. 118,A_J’酪氨酸 # # # #

酪氨酸酶溶液 # $ # $

水 # " $ #

"M"M%!二酚酶抑制活性测定!将冻干粉用 @aB 缓
冲溶液配制成 #’ %’ .’ #$ 1TA1_待测液% 以 J’
多巴 " J’F8Z2$ 为底物% 其他操作同 . "M"M" /
项% 组成见表 "&

表 LK待测样品组成" $/F&
=2:QLK?’/R’.(-(’6.’*-+.-.2/R7+." $/F&

成分 ?组 a组 G组 F组

总黄酮 $ $ # #

@aB"ZPd/M-$ # # # #

#M. 118,A_JV多巴 # # # #

酪氨酸酶溶液 # $ # $

水 # " $ #

"M"M(!二酚酶抑制酪氨酸酶类型判定,#"’#%-!固定
酪氨酸酶活力为 /. OA1_% 按 ."M"M%/ 项下方法
测定 当 J’F8Z2浓 度 为 $M".’ $M.’ #’ #M.’
" 118,A_时% $’ "’ (’ /’ -’ #$ 1TA1_总黄酮溶
液的吸光度T% 根据其改变计算初速度 6$% 绘制浓
度’初速度曲线& 再利用底物 J’F8Z2浓度’ 6$ 的倒
数% 通过 _3;+U+2R+D’a<D[ 双倒数方程作图% 通过
米氏常数C1和酶促反应最大速率61的变化判断抑
制类型&
"M%!总黄酮提取物对酪氨酸酶抑制活性的影响
"M%M#!单酚酶!在抑制酪氨酸酶催化反应的过程
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中% 提取物对于其活性的抑制率与提取物质量浓度
呈剂量依赖性关系% 方程为 _dj$M("& "W" I
#M"#. .Wj$M$/- - "G" d#$% 即随着提取物质量
浓度的增大% 对酪氨酸酶的抑制能力也在增加%
nG.$为 $M.) 1TA1_&
"M%M"!二酚酶!在抑制酪氨酸酶催化反应的过程
中% 提取物对于其活性的抑制率与提取物质量浓度
呈剂量依赖性关系% 方程为 _d$M$$$ %W% j
$M$#W" I$M#%/WI$M""% ) "G" d#$% 即随着提取
物质量浓度的增大% 对酪氨酸酶的抑制能力也在增
加% nG.$为 "M(% 1TA1_&
"M(!总黄酮提取物对酪氨酸酶二酚酶活性抑制的
动力学分析!浓度’初速度曲线见图 #% 可知随着
提取物质量浓度的增大% 不同初始质量浓度的底物
都有明显抑制作用% 但差异显著( 提取物与二酚酶
之间的相互作用趋于平稳% 表明是通过抑制酶的活
性来降低其催化氧化效率% 而不是直接使酶失去活
力& 由此推断% 提取物抑制酪氨酸酶是一种可逆性
抑制作用&

_3;+U+2R+D’a<D[双倒数直线图 "?% 可知该图
为相交于第二象限中一点的 # 组直线% 并呈扇形展
开% 横’ 纵轴截距都随着提取物质量浓度的增大而
!!!

图 %K提取物质量浓度与抑制作用的关系
T(8Q%K>+72-(’6.5(R:+-1++6+U-02,-,’6,+6-02-(’626&

(65(:(-(’6+**+,-

变化% 其中 C1值增大% 612\值减小% 表明抑制类
型为混合型% 即提取物不仅能与游离酶 "0$ 结
合% 也能与酶和底物的络合物 "0B$ 结合& 以米
氏方程的斜率和截距对提取物质量浓度进行二次作
图,#(- % 见图 "a’ "G% 分别求出提取物对游离酶的
抑制常数Cn为 (M#& 1TA1_% 对酶和底物络合物的
抑制常数CnB为 #$M%) 1TA1_&

图 LK提取物抑制类型和抑制常数
T(8QLK@65(:(-(’6-9R+26&(65(:(-(’6,’6.-26-.’*+U-02,-
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MK讨论
蔷薇花含有丰富的总黄酮% 利用大孔树脂纯

化富集其粗提液时% 每 # T所得冻干粉含 ".M) 1T
总黄酮& 在一定质量浓度范围内% 其对酪氨酸酶
活性的抑制作用呈剂量依赖性关系% 对单酚酶’
二酚酶的 nG.$分别为 $M.)’ "M(% 1TA1_% 可知该
成分具有较强的美白功效& 今后% 可继续研究蔷
薇花中具体单体化合物的体外和细胞内酪氨酸酶
抑制效果&
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