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桑白皮提取物对酪氨酸酶活性抑制作用研究
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（济宁医学院药学院，日照２７６８２６）

　　摘　要　目的　以左旋多巴为底物考察桑白皮乙醇提取液对马铃薯酪氨酸酶的抑制作用。方法　采用不
同极性溶剂对桑白皮有效成分进行提取，比较各种提取液对马铃薯酷氨酸酶的抑制效果；将提取液稀释后考察

提取液浓度与抑制作用间的关系，并计算半数抑制浓度ＩＣ５０值；采用高效液色谱法分析提取液的主要成分，并对
具有不同保留时间成分的抑制活性进行考察。结果　甲醇和乙醇两种溶剂提取液的抑制效果最好；桑白皮提取
物的抑制作用与其浓度呈现良好相关性，ＩＣ５０为０．６２２５ｍｇ／ｍｌ；高效液相色谱实验中抑制活性较强成分保留时
间主要集中在１０～１５ｍｉｎ。结论　本研究对从桑白皮中分离纯化一些具有潜在实际应用价值的酪氨酸酶抑制
成分提供了有用的参考。
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　　酪氨酸酶是一种含铜的多酚氧化酶，广泛存在
于人体及动植物、微生物［１］，作为人体黑色素合成

的关键代谢酶，与人的皮肤衰老、色素沉着性疾病

的发生发展有着密切联系；此外，该酶也影响昆虫

伤口愈合以及蔬菜水果的褐变［２］。

天然来源酪氨酸酶抑制剂具有安全、毒副作用

低、来源广泛、效果独特等优点。从天然产物中寻

找酪氨酸酶抑制成分已成为该领域当前的研究热

点［３５］。桑科植物桑白皮作为一种中医临床常用

中药，主要用于治疗伏火郁肺，症见咳嗽痰多，色黄

黏稠，咯吐不爽等。近年来，有研究发现其提取物

具有良好的清除超氧阴离子自由基能力以及抑制

酪氨酸酶能力，提示其在皮肤美白和果蔬保鲜等方

面具有潜在的应用价值［６９］。
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本实验拟对桑白皮抑制酪氨酸酶的能力进行

系统评价，并初步分离其中起主要作用的活性成

分，对将来从桑白皮中分离纯化一些具有潜在实际

应用价值的酪氨酸酶抑制成分提供一定的参考。

１　材料与方法

１．１　材料
马铃薯（市售）；无水乙醇、甲醇、乙醚、二氯甲

烷、正己烷、丙酮、乙酸乙酯（分析纯，天津富宇精

细化工公司）；左旋多巴（安耐吉）；ＮａＨ２ＰＯ４、
ＮａＨ２ＰＯ４（分析纯，天津永大化学试剂公司）。
１．２　仪器

ＬＣ２０ＡＴ高效液相色谱仪（日本岛津公司）；
ＤＮＭ９６０２Ｇ酶标分析仪（北京普朗公司）；ＵＶ
２７００型分光光度计（日本岛津公司）。
１．３方法
１．３．１　酪氨酸酶酶液的制备　取马铃薯置于４℃
环境下过夜，取出后洗净、切碎，按体积比１∶２加入
ｐＨ＝５．６的醋酸钠缓冲液，高速匀浆破碎；纱布过
滤，滤液用冷冻离心机１００００ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ，取上
清液，加入５０％饱和度的硫酸铵沉淀蛋白，４℃放
置过夜；１００００ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ，取沉淀，用 ｐＨ＝６．
８６的ＰＢＳ溶解，ＰＢＳ透析１２ｈ除去硫酸铵，即得酶
液，分装后于－２０℃冰箱中储存备用。
１．３．２　左旋多巴反应产物光谱扫描　以１ｍＭ左
旋多巴溶液为底物，加入适量制备的酶液，置于分

光光度计上扫描零时刻反应体系的吸收光谱，３０℃
下反应３０ｍｉｎ后再扫描一次体系的吸收光谱，将两
次光谱所得吸光度数据相减，得反应始末吸光度的

差值，此差值即为反应产物的吸收，从而确定其可

用于定量的最大吸收峰的位置。

１．３．３　不同溶剂对桑白皮提取效果的比较　向８
支１０ｍｌ离心管中各加入１ｇ桑白皮粉末，分别加入
３ｍｌ正己烷、甲醇、乙醇、乙醚、水、丙酮、二氯甲烷、
乙酸乙酯，室温超声３０ｍｉｎ，滤去药粉，得提取液。
分别取８种提取液各３μｌ至１．５ｍｌ离心管中，真空
干燥后，加入２１０μｌＰＢＳ和３０μｌ制备的酶液，充分
混匀，然后加入６０μｌ的５ｍＭ左旋多巴溶液起始反
应，３０℃下反应２０ｍｉｎ后，用酶标仪测量最大吸收
波长处的吸光度。以不加提取液组的反应活性为

１００％，其他各组酶的残余活性用各自吸光度与不
加提取液组吸光度的比值表示。

１．３．４　桑白皮对马铃薯褐变的抑制效果的探究　
由于马铃薯中含有的多酚类物质能在空气中被酪

氨酸酶催化氧化变色，为了观察桑白皮提取液减缓

多酚氧化过程的能力，进行如下实验：将马铃薯切

成大小均一的片状，分别取 ５ｍＭ曲酸溶液和
２０ｍＭ曲酸溶液，９５％乙醇和桑白皮乙醇提取液，
均匀涂抹在马铃薯切片上，每隔１ｈ观察一次切片
的颜色变化并记录。

１．３．５　抑制液浓度与抑制活性的关系　将桑白皮
提取液用９５％乙醇分别稀释２、４、６、８、１５、２０、５０、
１００倍待用。１．５ｍｌ的离心管中加入２０７μｌＰＢＳ溶
液和３０μｌ酶液，然后加入不同稀释倍数的提取液，
每个倍数平行两组，充分混匀后，３０℃水浴中反应
２０ｍｉｎ，反应完成后用酶标仪测定其在最大吸收波
长处的吸光度，用加左旋多巴一组的吸光度减去对

照组的吸光度即为反应吸光度的变化值，根据吸光

度变化值与提取液浓度作图可得提取液浓度与抑

制活性的关系。

１．３．６　提取液的高效液相色谱分析及流分抑制活
性　将桑白皮提取液进行高效液相色谱分析，测定
条件：洗脱梯度：０．０１ｍｉｎ，水 ６０％，甲醇 ４０％；
７５０ｍｉｎ，水１０％，甲醇９０％；１７．５０ｍｉｎ，水１０％，甲
醇９０％；２５．００ｍｉｎ，水６０％，甲醇４０％；色谱柱：Ｄｉ
ａｍｏｎｓｉｌＣ１８（５μｍ，２５０ｍｍ×４．６ｍｍ）；柱温：４０℃；
检测器波长：３２０ｎｍ。采用１．５ｍｌ离心管在３０ｍｉｎ
内每隔１ｍｉｎ接取一份流分，真空干燥箱中４０℃干
燥，干燥后，向离心管中加入 ＰＢＳ缓冲液，使粉末
溶解，再加入适量酶液，混匀后，加入左旋多巴溶液

起始反应，３０℃水浴下反应２０ｍｉｎ，采用酶标仪测
量其在最大吸收波长处的吸光度。将不添加提取

液组的吸光度减去提取液组的吸光度所得差值再

除以不添加提取液组的吸光度得抑制率。

２　结果

２．１　左旋多巴反应产物最大吸收波长的确定
通过产物与Ｌ多巴的光谱对照图（图１）可以

看出，加入酶液后反应产物在２９０ｎｍ和４９２ｎｍ处
有两个吸收峰，２９０ｎｍ处左旋多巴也有吸收峰，因
此，此处的吸收有干扰，而４９２ｎｍ左旋多巴没有吸
收，所以选择４９２ｎｍ作为后续酪氨酸酶活性定量
实验的测量波长。
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图１　左旋多巴反应产物的吸收光谱扫描图

２．２　不同溶剂对桑白皮提取效果的比较
通过图２所示的结果可知，不同提取溶剂提取

的桑白皮提取液对酪氨酸酶的抑制效果从强到弱

依次为甲醇＞乙醇 ＞丙酮 ＞水 ＞乙酸乙酯 ＞二氯
甲烷＞乙醚＞正己烷，水、甲醇、乙醇、丙酮等几种
极性较大的溶剂对桑白皮中酪氨酸酶抑制成分具

有较好的提取效果。

图２　不同溶剂提取的桑白皮提取液
对酪氨酸酶的抑制效果

２．３　桑白皮对马铃薯褐变的抑制效果

图３　桑白皮提取液对马铃薯切片褐变过程的影响

图３结果显示，桑白皮９５％乙醇提取液对马
铃薯酪氨酸酶介导的褐变过程的抑制作用比５ｍＭ
曲酸溶液强，而与２０ｍＭ曲酸溶液抑制强度相近。
随后，将所得褐变过程图片导入 ＩｍａｇｅＪ软件中，
通过软件计算光密度（见表１），并将所得光密度数
值制成折线图，得图４。

表１　马铃薯切片褐变过程的光密度值

时间／ｈ
曲酸

５ｍｍ ２０ｍｍ
９５％乙醇 桑白皮提取液

０ ０．３３７０８４７ ０．３３０９６９８ ０．３７６６３４２ ０．３７７００７４
１ ０．３２６５３６４ ０．３１７８７９９ ０．４１８２０６５ ０．３７８６９８９
２ ０．３３５８８８４ ０．３０９４９７９ ０．４８８７４７９ ０．３８４６５２
３ ０．３４７０４２７ ０．３０８８８３２ ０．５４２８９２９ ０．３８８５６０９
４ ０．３３４０３０７ ０．２８５２２０７ ０．５３６６７０４ ０．３５４００１５
５ ０．４０９２３８４ ０．３３００９８１ ０．６２２１００６ ０．４０３５６０６
６ ０．４３０３３２８ ０．３１８７９０２ ０．６２１０８７ ０．３８０５７２５
７ ０．４７５１７３８ ０．３３８４２３１ ０．６５６５１４３ ０．３９９０９４２
８ ０．４９１２５４ ０．３２２０５２１ ０．６１７９２２６ ０．３５７２１６５

图４　马铃薯褐变过程的光密度折线图

通过光密度变化图（图４）可以看出，９５％乙醇
处理组的马铃薯切片的光密度随时间逐渐增大，而

曲酸和桑白皮提取液处理组则对光密度的升高过

程具有明显的抑制作用，该结果与图３观察到的颜
色变化结果吻合。

２．４　提取液半数抑制浓度的确定

图５　桑白皮提取液浓度与酶残余活性的关系图

桑白皮乙醇提取液对酪氨酸酶的抑制作用随

桑白皮浓度的升高而逐渐上升，浓度较高和浓度较

低时其反应速率变化较慢，而在０．１６～１．６７ｍｇ／ｍｌ
内酶的残余活性随桑白皮浓度变化则较明显，结果

表明桑白皮对酪氨酸酶活性的抑制作用呈现很好

的剂量依赖性，通过采用 Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ６．０软件
的ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｖｓ．ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｒｅｓｐｏｎｓｅＶａｒｉａｂｌｅｓｌｏｐｅ方

·６６２·
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程对数据进行非线性拟合，得到酶活力下降一半的

抑制剂浓度ＩＣ５０值为０．６２２５ｍｇ／ｍｌ。
２．５　桑白皮提取液的高效液相色谱分析

从图６显示的结果可以看出，保留时间在１０
～１５ｍｉｎ时间段内的流分对酪氨酸酶活性的抑制
作用较强，抑制率均在２０％以上。将酶的残余活
性数据与高效液相色谱图进行对比，可以看到在色

谱图的１４～１５ｍｉｎ有几个吸收较强的信号峰，但
１０～１３ｍｉｎ时间段内几乎没有非常明显的吸收信
号，可能是由于这些具有抑制活性的成分不存在紫

外吸收。通过该实验可以大致确定桑白皮中对酪

氨酸酶抑制活性较强的成分为中等极性，对今后从

桑白皮中分离提纯酪氨酸酶抑制成分提供了有效

的参考。

图６　桑白皮提取液高效液相色谱图与不同流分的抑制率

３　讨论

酪氨酸酶作为黑色素合成的关键酶，其异常过

量表达可导致人体的色素沉着性疾病；在果蔬中是

导致褐变的主要酶类。因此，酪氨酸酶抑制剂可以

治疗目前常见的色素沉着皮肤病如雀斑、黄褐斑、

老年斑。目前，市场上流行的美白化妆品中其增白

剂均是酪氨酸酶抑制剂如熊果甙、维生素 Ｃ衍生
物、一些中药提取物［１０１２］。

桑白皮作为一种中医临床常用中药材，主要用

于伏火郁肺症，见咳嗽痰多，色黄黏稠，咯吐不爽。

近年的多项研究发现其提取物具有良好的清除超

氧阴离子自由基能力以及抑制酪氨酸酶能力，提示

其在皮肤美白和果蔬保鲜等方面具有潜在的应用

价值。而大部分文献并没有对提取溶剂进行系统

的筛选比较，最常采用的提取溶剂为乙酸乙酯和

水［７８］，通过我们不同极性溶剂提取实验发现，这

两种溶剂的提取效果要比甲醇和乙醇提取效果弱

很多。此外，我们又通过高效液相色谱实验初步确

定了桑白皮中中等极性的成分为起酪氨酸酶抑制

作用的有效成分，但这些成分中有些不具有明显的

紫外吸收，将来的分离纯化工作需要特别注意，以

免造成有效成分的丢失。

综上所述，通过对桑白皮抑制酪氨酸酶的能力

进行系统评价，并初步分离其中起主要作用的活性

成分，对将来从桑白皮中分离纯化一些具有潜在实

际应用价值的酪氨酸酶抑制成分提供了一定的参

考。
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