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摘要: 采用超声波辅助-乙酸乙酯提取方法获得桐花树也Aegiceras corniculatum (Linn.) Blanco页叶片多酚提取物,研
究了该提取物对酪氨酸酶活性的抑制作用及其动力学特征,并分析了该提取物对 DPPH·自由基的清除作用及其抗

菌活性。 结果显示:多酚提取物得率约为(122. 0依31. 4) mg·g-1,提取物中多酚含量约为(521. 8依17. 2) mg·g-1。
该提取物对酪氨酸酶活性的抑制作用呈明显正相关的量效关系,IC50为 0. 650 g·L-1,与阳性对照槲皮素对酪氨酸

酶活性的抑制能力相近;该提取物通过降低酶活性实现对酪氨酸酶活性的抑制,且该抑制作用具有可逆性;随提取

物质量浓度的提高酶促反应 Km值增大、vm值减小,其动力学特征符合混合玉型抑制类型;对游离酶的抑制常数 Ki

为 0. 833 g·L-1,对酶-底物络合物的抑制常数 Kis为 1. 823 g·L-1,表明该提取物与游离酶的亲和力大于其与酶-
底物络合物的亲和力。 随质量浓度提高,该提取物对 DPPH·自由基的清除率逐渐增大并在 0. 000 ~ 0. 600 g·L-1范

围内呈明显量效关系,且 IC50为 0. 304 g·L-1,与 0. 036 g·L-1槲皮素等效,显示该多酚提取物对自由基的清除能力

较强。 随质量浓度提高,该提取物对大肠杆菌(Escherichia coli)、金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)和枯草芽

孢杆菌(Bacillus subtilis)的抑菌圈直径均逐渐增大,显示该提取物对 3 种供试菌均有抑菌作用,最小抑菌浓度均为

25 g·L-1。 结果表明:通过深入的开发研究,桐花树叶片多酚提取物可作为兼具辅助防腐抑菌功能的新型酪氨酸

酶抑制剂。
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Abstract: Polyphenol extracts from leaf of Aegiceras corniculatum ( Linn.) Blanco were obtained by
ultrasonic assisted鄄ethyl acetate extraction method, inhibition effect of the extracts on tyrosinase activity
and its kinetic characteristics were researched, and its scavenging effect on DPPH· free radical and
antibacterial activity were analyzed. The results show that yield of polyphenol extracts is about (122. 0依
31. 4) mg·g-1, in which polyphenol content in the extracts is about (521. 8 依17. 2) mg·g-1 . The
inhibition effect of the extracts on tyrosinase activity appears dose鄄effect relationship with obviously
positive correlation, its IC50 is 0. 650 g·L-1, which is close to inhibition capacity of quercetin, a
positive control, to tyrosinase activity. The extracts achieve inhibiting tyrosinase activity by reducing its
activity and its inhibition effect is reversible. With rising of mass concentration of the extracts, Km value
of enzymatic reaction increases and vm value decreases, its kinetic characteristics is accord with the mixed
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玉 type inhibition. The inhibition constant for free enzyme (K i) is 0. 833 g·L-1 and that for enzyme鄄
substrate complex (K is) is 1. 823 g·L-1, and it means that affinity of the extracts with free enzyme is
higher than that with enzyme鄄substrate complex. With rising of mass concentration, scavenging rate of the
extracts to DPPH· free radical increases gradually and appears obviously dose鄄effect relationship in range
of 0. 000-0. 600 g·L-1, and its IC50 is 0. 304 g·L-1, which is equivalent to 0. 036 g·L-1 quercetin,
and it means that the polyphenol extracts has a stronger scavenging capability to free radical. With rising
of mass concentration, antibacterial annulus diameters of the extracts to Escherichia coli, Staphylococcus
aureus and Bacillus subtilis all increase gradually, which shows that the extracts have an antibacterial
effect on the three tested bacteria, the minimum inhibitory concentration is 25 g·L-1 . It is suggested
that by deep development and research, polyphenol extracts from leaf of A. corniculatum can be used as
a new tyrosinase inhibitor with auxiliary antiputrefactive and bacteriostatic function.

Key words: leaf of Aegiceras corniculatum ( Linn.) Blanco; polyphenol extracts; tyrosinase activity;
kinetic characteristics; scavenging free radical; antibacterial activity

摇 摇 酪氨酸酶(EC 1. 14. 18. 1,tyrosinase)是一种含铜

的多酚氧化酶,广泛存在于动植物、真菌及微生物体

内[1],是生物体合成黑色素的关键酶,具有独特的双

重催化功能,能先后催化黑色素生成过程中的 3 个反

应途径:单酚(L-酪氨酸)的羟基化、二酚(L-多巴)的
氧化及二羟基吲哚(DHI)的脱氢[2]。 它首先催化 L-
酪氨酸羟基化形成 L-多巴,再氧化 L-多巴形成多巴

醌,多巴醌经一系列的酶促和非酶促反应生成中间体

DHI,后者最终形成黑色素[2-4]。 在人体内,酪氨酸酶

引起皮肤、眼和头发等的黑化,但其异常过量表达可

导致人体雀斑、黄褐斑与老年斑等色素沉着[5];植物

源食品包含的酪氨酸酶会引发不利的酶促褐变,使其

营养质量下降,并导致经济损失[6];昆虫表皮的酪氨

酸酶催化产生的黑色素可以保护其免受紫外线辐射,
酪氨酸酶还与昆虫蜕皮过程中的鞣化作用有关,并影

响昆虫的免疫系统和生长[5,7]。 因此,研发与应用酪

氨酸酶抑制剂(tyrosinase inhibitors,TI)抑制酪氨酸酶

活性,是防止果蔬褐变和色素沉着[8]、研制美白化妆

品和生物源杀虫剂[9]的一种重要途径。
迄今,研究者发现了大量天然或合成的酪氨酸酶

抑制剂[10],但同时也发现一些酪氨酸酶抑制剂存在

着黑色素细胞毒性与副作用[11],比如氢醌的致敏作

用[12]和曲酸的致癌作用[13] 等。 因此,许多学者致力

于寻找和开发无毒、高效和特异性强的酪氨酸酶抑制

剂。 由于植物次生代谢产物种类多样且含量较丰富,
并具有多种生物活性且相对较安全,成为酪氨酸酶抑

制剂筛选的主要来源与热点。 近年来的研究结果表

明:植物来源的酪氨酸酶抑制剂涵盖糖苷类、黄酮及

多酚类和醛类等多种化学成分,其中,植物多酚(plant
ployphenols)广泛存在于植物体内,含量仅次于纤维

素、半纤维素与木质素;其具有的 1 个或多个酚羟基

能及时清除过氧自由基,进而可减弱酪氨酸的氧化作

用,并且酚羟基还可能与酪氨酸酶分子中的 Cu2+络合

而抑制该酶活性[14]。 因而,植物多酚被普遍认为是

理想的且有开发前景的酪氨酸酶抑制剂之一。 据报

道,从蔷薇科(Rosaceae)李属(Prunus Linn.)植物青梅

(P. mume Sieb. et Zucc.)花中提取的多酚提取物[15]、
从蔷薇科苹果属(Malus Mill.)植物苹果(M. pumila
Mill.)中纯化的苹果多酚[5] 和茶多酚(TPP) [16]、从柿

树科(Ebenaceae)柿属(Diospyros Linn.)植物柿树(D.
kaki Thunb.)中分离的多酚[17]、从桑科(Moraceae)桑

属(Morus Linn.)植物鲁桑也M. lhou (Ser.) Koidz.页中

分离的多酚[18]等均具有酪氨酸酶抑制活性。
桐花树也Aegiceras corniculatum (Linn.) Blanco页为

紫金牛科(Myrsinaceae)蜡烛果属(Aegiceras Gaertn.)
的红树植物,是红树林的广布种之一,生于海边滩涂

上,为了适应海洋盐生环境该种体内富含单宁等多酚

类化合物[19-20]。 目前,对桐花树多酚作为酪氨酸酶抑

制剂的研究尚未见报道。 作者以自然分布于泉州湾

河口湿地的桐花树叶片为实验材料,初步制备桐花树

叶片多酚提取物,并研究该多酚提取物对酪氨酸酶活

性的抑制作用,同时测定其对 DPPH·自由基的清除能

力及对化妆品中常见腐败菌的抑菌作用,以期为桐花

树叶片多酚提取物的开发应用提供实验依据。

1摇 材料和方法

1. 1摇 材料、仪器和试剂

1. 1. 1摇 多酚提取物获得和样液配制摇 供试桐花树叶

片于 2012 年 5 月份采自福建泉州湾红树林湿地,洗
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净去杂后用水蒸气加热 2 ~ 5 min,使样品中酚氧化酶

PPO 等丧失活性[20];沥干并阴干后磨成粉末,过 60
目筛;为去除叶绿素并脱脂和脱蜡,置于索氏提取器

中用石油醚(30 益 ~ 60 益)提取至浸出液无色为止;
自然挥发去除石油醚后,密封遮光冷藏( -20 益)备

用。 取处理后的桐花树粉末按料液比(W 颐V)1 颐20 的

比例加入体积分数 50%乙醇,于温度 70 益条件下超

声波(功率 210 W、频率 80 kHz)辅助提取 70 min,抽
滤后的滤液即为多酚提取液。 将提取液减压浓缩(约
50 益,-0. 01 kPa)去醇至一定体积后, 按 30 mL 加

0. 5 g 的比例加入 AlCl3,并用 1 mol·L-1 NaHCO3调节

至 pH 5. 1 ~ pH 6. 0,静置待多酚沉淀,离心;沉淀用

0. 5 mol·L-1HCl 转溶,再按照 V 颐V = 1颐1 的比例用乙

酸乙酯萃取 3 次,每次 5 min;合并乙酸乙酯萃取液并

减压蒸馏(40 益,-0. 01 kPa)除去乙酸乙酯,残渣干

燥后即得多酚提取物,避光保存于-20 益,备用。
使用时用 DMSO 配成质量浓度 1. 000 g·L-1 母

液,并稀释成质量浓度 0. 100 ~ 1. 000 g·L-1的多酚提

取物样液玉,供酪氨酸酶活性抑制测定与自由基清除

能力测定;另将多酚提取物预先用体积分数 95%乙醇

助溶,以无菌水稀释配成 2 倍比浓度系列的样液域
(12. 5 ~ 100 g·L-1),对应溶媒乙醇的体积分数为

4. 75% ~38. 00% ,供抗菌活性测定;取一定量的多酚

提取物,用体积分数 70% 乙醇溶解并定容至 50 mL,
作为供测样液芋。
1. 1. 2摇 仪器和试剂摇 主要仪器:L5 紫外可见分光光

度计(上海仪电分析仪器有限公司);PHB-4 便携式

酸度计(上海伟业仪器厂);TGL-10B 高速台式离心

机(上海安亭科学仪器厂);KQ-300VDE 台式双频数

控超声波清洗器(昆山超声仪器有限公司)。
主要试剂: 酪氨酸酶 ( 1 680 U · mg-1, 美国

Worthington 公司),用 50 mmol·L-1PBS 配制成相应

浓度;没食子酸对照品(中国药品生物制品检定所,纯
度 89. 9% ,批号 110831-201204);槲皮素对照品(中
国药品生物制品检定所,纯度 97. 3% ,批号 100081-
200406);左旋多巴(L-DOPA)(美国 Sigma 公司);防
腐剂布罗波尔 Bronopol(日用化工级,广州冠志化工

有限公司);二甲基亚砜(DMSO)、磷酸二氢钠和磷酸

氢二钠等均为国产分析纯。
1. 1. 3摇 供试菌种 摇 供试菌种大肠杆菌(Escherichia
coli)、金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)和枯草

芽孢杆菌(Bacillus subtilis)均由福建师范大学生物工

程学院微生物教研组提供。
1. 2摇 方法

1. 2. 1 摇 多酚提取物中多酚含量测定 摇 采用 Folin -
Ciocalteu 法[21]测定多酚含量。 取 0. 2 mL 样液芋,加
入 1. 0 mL 蒸馏水和 1. 0 mL Folin 酚试剂,漩涡振荡,
暗处放置 8 min 后加入 1. 0 mL 质量体积分数 7. 5%
Na2CO3溶液,用蒸馏水定容至 25 mL,充分混合,室温

静置 120 min 显色,于波长 760 nm 处测定吸光度值。
按同法用没食子酸对照品作标准曲线,1 g 提取物中

的多酚含量以没食子酸当量( gallic acid equivalent,
GAE)计。
1. 2. 2摇 多酚提取物抑制酪氨酸酶活性的测定摇 酪氨

酸酶活性测定参照石嘉怿[15] 的方法并略加修改。 在

总体积 3. 0 mL 的酶活反应测定体系中,依次加入多

酚提取物样液玉 0. 1 mL、200 U·mL-1酪氨酸酶溶液

0. 1 mL 和 0. 5 mmol·L-1L-DOPA 底物溶液 2. 8 mL,
充分混匀,37 益水浴保温 10 min 后,于波长 475 nm
处测得样液组吸光度值 A3;以 DMSO 代替样液玉,
测得空白对照组吸光度值 A1;以 50 mmol·L-1 PBS
(pH 6. 8)代替样液玉和酪氨酸酶溶液,测得空白对照

组背景吸光度值 A2;以 50 mmol·L-1 PBS(pH 6. 8)代
替酪氨酸酶溶液,测得样液组背景吸光度值 A4。 提取

物对酪氨酸酶活性的抑制率( I)按下式计算:I = 也1-
(A3-A4) / (A1 -A2)页 伊100% 。 以槲皮素为阳性对照,
实验重复 3 次。

在上述的酶活反应测定体系中,改变酪氨酸酶浓

度([E]分别为 25、50、100、150 和 200 U·mL-1),分
别测定质量浓度 0. 000、0. 650 和 0. 950 g·L-1的多酚

提取物样液玉对不同浓度酪氨酸酶活性的影响,于波

长 475 nm 处测定吸光度值,实验重复 3 次。 酪氨酸

酶催化反应速率 v 以酶活反应测定体系反应终止后

测得的吸光度值 A475定量表征[22]。 A475的计算公式为

A475 =A3-A4,其中,A3和 A4分别是样液组吸光度值和

样液组背景吸光度值。 以酪氨酸酶浓度[E]为 X 轴、
以 A475为 Y 轴作图,并依此判断多酚提取物样液对酪

氨酸酶活性抑制作用的类型。
1. 2. 3摇 多酚提取物对酪氨酸酶活性抑制的动力学分

析摇 上述酶活反应测定体系中,改变 L-DOPA 底物浓

度([S]分别为 0. 200、0. 250、0. 333、0. 500、1. 000 和

2. 000 mmol·L-1),测定不同质量浓度([ I]分别为

0. 000、0. 350 和 0. 650 g·L-1)多酚提取物样液玉对

酪氨酸酶活性的影响,于波长 475 nm 处测定吸光度
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值,实验重复 3 次。 按上法表征酪氨酸酶催化反应的

速率 v。 采用 Lineweaver-Burk 双倒数法[23]79作图,通
过米氏常数 Km和酶促反应最大速率 vm的变化来判断

抑制类型。
若为线性混合型抑制,其 Lineweaver-Burk 双倒

数方程为: 1
v = 1

vm
(1+[I]K is

) +
Km

vm
(1+[I]K i

) 1
[S]。 以 1 / v

对 1 / [S]作图得一直线,其斜率与截距的计算公式分

别为:斜率=
Km

vm
(1+[I]K i

);截距= 1
vm

(1+[I]K is
) 。 再以斜

率和截距分别对样液浓度[ I]作图,可以求得多酚提

取物对游离酪氨酸酶的抑制常数 K i和多酚提取物对

酶-底物络合物(ES)的抑制常数 K is
[23]120。

1. 2. 4摇 多酚提取物对 DPPH·自由基清除能力的测定

多酚提取物对 DPPH·自由基清除能力的测定参照钟

瑞敏等[24]的方法并略加修改。 分别取 200 滋L 各浓

度 测 试 样 液玉,与 0. 06 mmol·L-1 DPPH·甲醇溶液

4 mL 混匀,15 min 后于波长 517 nm 处测得吸光度值

AS;以 200 滋L 甲醇代替样液测得空白对照组吸光度

值 A0;考虑样液本身的颜色,以甲醇代替 DPPH·甲醇

溶液测得样液本底吸光度值 AB;自由基清除率(D)的
计算公式为:D=[1-(AS-AB) / A0] 伊100% 。 以槲皮素

为阳性对照,DPPH·自由基清除能力以自由基清除率

D 与等量槲皮素(quercetin equivalent,QE)表示,实验

设 3 次重复。
1. 2. 5 摇 多酚提取物抗菌活性的测定 摇 采用管碟

法[25] 测定抑菌圈直径 。用无菌移液枪分别吸取

0. 2 mL 大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌

菌悬液(0. 5伊107 CFU·mL-1)均匀涂布于平板(内径

90 mm)表面,在每平板上等距离放入 4 只灭菌牛津杯

(10. 0 mm伊7. 8 mm伊6. 0 mm),并在每个牛津杯中加

入样液域 200 滋L,以相应溶媒作空白对照;37 益恒温

培养 24 h 后观察并用游标卡尺测量抑菌圈直径,以抑

菌圈直径(d)评价抑菌效果,计算公式为:d =样液抑

制圈直径-空白对照抑制圈直径。 实验重复 3 次并计

算平均值。
参照文献 [25 ] 测定最低抑菌浓度 ( minimum

inhibitory concentration, MIC)。 用无菌移液枪吸取

1. 0 mL 样液域,与 15 mL 无菌营养琼脂培养基(温度

低于 45 益)充分混匀,冷却后制成含样液平板,以相

应溶媒作空白对照、Bronopol 为阳性对照;吸取上述菌

悬液 0. 1 mL 均匀涂布于各平板上,37 益恒温倒置培

养 24 h 后观察 3 种细菌的生长状况,以完全无细菌生

长的最低样液浓度作为最低抑菌浓度。
1. 3摇 数据统计分析

桐花树叶片醇提取物和多酚提取物得率的计算

公式分别为:醇提取物得率 =醇提取物质量 /桐花树

叶片粉末质量;多酚提取物得率 =多酚提取物质量 /
桐花树叶片粉末质量。

采用 EXCEL 2003 和 SPSS Statistics V17. 0 等软

件进行数据处理与统计分析,采用 EXCEL 软件作图;
实验数据均为 3 次重复的平均值,采用独立样本 t 检
验进行组间均值方差分析。

2摇 结果和分析

2. 1摇 桐花树叶片多酚提取物的得率与多酚含量

经超声波辅助提取,桐花树叶片醇提取物得率为

(281. 2依25. 6) mg·g-1,醇提液经金属盐沉淀、盐酸

转溶沉淀和乙酸乙酯萃取后获得多酚提取物,得率约

为(122. 0依31. 4) mg·g-1,经 Folin-Ciocalteu 法测得

该多酚提取物中多酚含量为(521. 8依17. 2) mg·g-1。
2. 2摇 桐花树叶片多酚提取物对酪氨酸酶活性的抑制

作用分析

2. 2. 1摇 多酚提取物对酪氨酸酶活性的影响摇 桐花树

叶片多酚提取物和槲皮素对酪氨酸酶活性抑制率的

量效关系见图1。由图1可见:多酚提取物和阳性对

荫: 多酚提取物 Polyphenol extracts; 茵: 槲皮素 Quercetin.

图 1摇 桐花树叶片多酚提取物和槲皮素对酪氨酸酶活性抑制率的量效
关系
Fig. 1 摇 Dose鄄effect relationship of inhibition rate of polyphenol
extracts from leaf of Aegiceras corniculatum ( Linn.) Blanco and
quercetin to tyrosinase activity
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照槲皮素对酪氨酸酶活性的抑制率均随其质量浓度

的提高而增大,呈明显正相关的量效关系(R2分别为

0. 957 1 和 0. 930 4)。 质量浓度 0. 950 g·L-1多酚提

取物和槲皮素对酪氨酸酶活性的抑制率分别高达

73. 36%和 82. 17% ,但二者差异不显著(P>0. 05)。
根据二者的线性回归方程获得多酚提取物与槲皮素

对酪氨酸酶活性的半抑制浓度( IC50)分别为 0. 650 和

0. 600 g·L-1,提示桐花树叶片多酚提取物和槲皮素

对酪氨酸酶活性的抑制能力相近。
2. 2. 2摇 多酚提取物对不同浓度酪氨酸酶活性的抑制

作用摇 实验结果显示(图 2):在底物浓度和桐花树叶

片多酚提取物质量浓度不变的条件下,随着酪氨酸酶

浓度的提高,反应体系的吸光度值 A475呈线性增加;而
在底物浓度和酪氨酸酶浓度不变的情况下,A475随多

酚提取物质量浓度的提高而下降。 以 A475对酪氨酸酶

浓度[E]作图可得 3 条通过原点的直线(图 2),直线

斜率随提取物质量浓度增加而下降,说明桐花树叶片

多酚提取物对酪氨酸酶活性的抑制作用不是通过降

低有效酶量而是通过降低酶活性实现的,表现为可逆

性抑制作用。

茵: 0. 000 g·L-1多酚提取物 0. 000 g·L-1 polyphenol extracts;
荫: 0. 650 g·L-1多酚提取物 0. 650 g·L-1 polyphenol extracts;
银: 0. 950 g·L-1多酚提取物 0. 950 g·L-1 polyphenol extracts.

图 2摇 不同浓度桐花树叶片多酚提取物对酪氨酸酶活性的抑制作用
Fig. 2 摇 Inhibition effect of different concentrations of polyphenol
extracts from leaf of Aegiceras corniculatum ( Linn.) Blanco to
tyrosinase activity

2. 2. 3 摇 多酚提取物对酪氨酸酶活性的抑制动力学

由 Lineweaver-Burk 方程(表 1)可见:随提取物质量

浓度的提高,米氏常数 Km值增大、酶促反应最大速率

vm值减小,这与混合玉型抑制类型的动力学特征相

符,即桐花树叶片多酚提取物既可以与游离酶(E)结
合,也可以与酶-底物络合物(ES)在非活性中心结

合,导致酪氨酸酶活性降低。 以 1 / v 对 1 / [ S]进行

Lineweaver-Burk 双倒数作图,得到 1 组相交于第二象

限的直线(图 3-a)。 进一步以 Lineweaver-Burk 双倒

数图的斜率与截距对相应的多酚提取物浓度二次作

图均呈直线(见图 3-b,c)。 计算结果显示:桐花树叶

片多酚提取物对游离酪氨酸酶活性的抑制常数 K i为

0. 833 g·L-1、对酶-底物络合物的抑制常数 K is为

1. 823 g·L-1,K is为 K i的 2. 19 倍,说明桐花树叶片多

酚提取物与游离酶的亲和力大于其与酶-底物络合物

的亲和力。

表 1摇 不同浓度桐花树叶片多酚提取物对酪氨酸酶活性抑制作用的动
力学参数1)

Table 1 摇 Kinetic parameter of inhibition effect of different concen鄄
trations of polyphenol extracts from leaf of Aegiceras corniculatum
(Linn.) Blanco to tyrosinase activity1)

提取物
浓度 / g·L-1

Conc. of extracts

Lineweaver-Burk 方程
Lineweaver鄄Burk equation Km / g·L-1 vm

0. 000 1 / v=0. 729 4 / [S]+2. 503 4 0. 291 0. 399
0. 350 1 / v=1. 013 4 / [S]+2. 966 1 0. 342 0. 337
0. 650 1 / v=1. 294 7 / [S]+3. 395 2 0. 381 0. 295

摇 1) v: 用 波 长 475 nm 处 的 吸 光 度 值 A475 表 征 Represented by
absorbance value A475 in wavelength 475 nm; [ S]: L-DOPA 浓度
Concentration of L鄄DOPA (mmol·L-1 ); Km: 米氏常数 Michaelis
constant; vm: 酶促反应最大速率 The maximum velocity of enzymatic
reaction.

2. 3摇 桐花树叶片多酚提取物对 DPPH·自由基的清

除能力

自由基能上调酪氨酸酶 mRNA 的表达,抗氧化作

用是酪氨酸酶抑制机制之一[26]。 DPPH·自由基反应

体系由于具有简便、快速、重复性好等特点而广泛应

用于自由基清除剂的筛选及纯抗氧化剂或植物提取

物的体外抗氧化活性测定[27]。 不同浓度桐花树叶片

多酚提取物对 DPPH·自由基的清除作用见表 2。 由

表 2 可知:桐花树叶片多酚提取物对 DPPH·自由基表

现出较强的清除能力,清除率随提取物质量浓度的提

高而增大。 在质量浓度 0. 000 ~ 0. 600 g·L-1范围内

提取物与 DPPH·自由基清除率有明显的量效关系,
线性回归方程为:y=106. 45x+17. 638(R2 = 0. 971 0,
P<0. 01)。 以此计算出桐花树叶片多酚提取物对

DPPH·自由基的半抑制浓度 IC50为 0. 304 g·L-1,与
0. 036 g·L-1槲皮素等效。
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茵: 0. 000 g·L-1多 酚 提 取 物 0. 000 g·L-1 polyphenol extracts; 荫: 0. 350 g·L-1多酚提取物 0. 350 g·L-1 polyphenol extracts; 银: 0. 650 g·L-1

多酚提取物 0. 650 g·L-1 polyphenol extracts. [S]: L-DOPA 浓度 Concentration of L鄄DOPA (mmol·L-1); v: 用波长475 nm 处的吸光度值 A475表征
Represented by absorbance value A475 in wavelength 475 nm; [I]: 多酚提取物浓度 Concentration of polyphenol extracts (g·L-1) .

a: Lineweaver-Burk 双倒数图 Lineweaver鄄Burk double reciprocal graph; b: 双倒数直线斜率对多酚提取物浓度图 Graph of slope of double reciprocal
straight line versus concentration of polyphenol extracts; c: 双倒数直线截距对多酚提取物浓度图 Graph of intercept of double reciprocal straight line
versus concentration of polyphenol extracts.

图 3摇 不同浓度桐花树叶片多酚提取物对酪氨酸酶活性抑制作用的 Lineweaver-Burk 图
Fig. 3摇 Lineweaver鄄Burk graph of inhibition effect of different concentrations of polyphenol extracts from leaf of

Aegiceras corniculatum (Linn.) Blanco to tyrosinase activity

表 2摇 不同浓度桐花树叶片多酚提取物对 DPPH·自由基的清除作用
(軍X依SD)
Table 2 摇 Scavenging effect of different concentrations of polyphenol
extracts from leaf of Aegiceras corniculatum ( Linn.) Blanco on
DPPH· radical (軍X依SD)

提取物浓度 / g·L-1

Conc. of extracts
清除率 / %

Scavenging rate
等量槲皮素 / g·L-1

Quercetin equivalent
0. 100 23. 30依0. 24 0. 023依0. 000
0. 200 42. 96依1. 77 0. 032依0. 001
0. 300 51. 94依2. 68 0. 037依0. 002
0. 400 62. 38依2. 06 0. 044依0. 002
0. 500 68. 20依0. 80 0. 049依0. 001
0. 600 80. 58依1. 06 0. 066依0. 002
0. 700 80. 10依1. 99 0. 065依0. 004
0. 800 83. 74依0. 53 0. 072依0. 001
0. 900 86. 17依0. 17 0. 079依0. 001
1. 000 85. 92依1. 43 0. 079依0. 004

2. 4摇 桐花树叶片多酚提取物的抑菌活性

不同浓度桐花树叶片多酚提取物对大肠杆菌、金
黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌的抑菌圈直径见表 3。
由表 3 可知:多酚提取物对 3 种供试菌的抑菌圈直径

均随提取物质量浓度的提高而增大,50 g·L-1多酚提

取物对 3 种供试菌均表现出抑菌作用,质量浓度为

100 g·L-1时,多酚提取物对 3 种供试菌的抑菌圈直

径均达 15 mm 以上,其中对金黄色葡萄球菌的抑菌圈

直径达 20 mm 以上。 最小抑菌浓度(MIC)测定结果

进一步显示:桐花树叶片多酚提取物对供试 3 种细菌

的 MIC 均为 25 g·L-1,相当于化妆品防腐剂 Bronopol

表 3摇 不同浓度桐花树叶片多酚提取物的抑菌圈直径比较(軍X依SD)
Table 3 摇 Comparison on antibacterial annulus diameter of different
concentrations of polyphenol extracts from leaf of Aegiceras
corniculatum (Linn.) Blanco (軍X依SD)

提取物
浓度 / g·L-1

Conc. of
extracts

对不同细菌的抑菌圈直径 / mm
Antibacterial annulus diameter to different bacteria

大肠杆菌
Escherichia

coli

金黄色葡萄球菌
Staphylococcus

aureus

枯草芽孢杆菌
Bacillus
subtilis

12. 5 0. 00依0. 00 0. 00依0. 00 0. 00依0. 00
25 11. 41依0. 53 12. 43依0. 74 0. 00依0. 00
50 13. 09依0. 87 15. 37依0. 65 14. 48依1. 45

100 15. 10依0. 98 20. 48依0. 57 17. 33依0. 58
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对供试 3 种细菌的 MIC(对大肠杆菌的 MIC 小于或等

于 2 g·L-1,对金黄色葡萄球菌的 MIC 为 4 g·L-1,
对枯草芽孢杆菌的 MIC 为 4 g·L-1)。

3摇 讨摇 摇 论

人体皮肤黑化、色素沉着性疾病及黑色素瘤的发

生与黑色素合成最关键的限速酶———酪氨酸酶的催

化活力升高和过量表达有关。 酪氨酸酶抑制剂(TI)
可以通过抑制酪氨酸酶的活性来预防和治疗色素沉

着并使皮肤美白。 为了筛选 TI 并探明其作用机制,
研究者常采用体外化学模型体系的酪氨酸酶活性抑

制实验、动力学分析[26] 以及基于细胞培养的酪氨酸

酶活性检测技术[28]。 从天然植物组织中分离提取、
从商品化合物中筛选和有机合成新化合物是目前寻

找 TI 的 3 个主要路径[5],其中植物源 TI 因具有高效、
无毒的特点而备受青睐,并已广泛应用于增白美容化

妆品中。 植物多酚就是美白化妆品 TI 的理想选项之

一,其吸收紫外线、抗氧化与清除自由基以及对酪氨

酸酶活性抑制能力强等特点使之具有与众不同的美

白综合效应[29]。
红树植物是一类常年生长于盐生环境中的特殊

植物,较高含量的多酚(单宁)是一些红树植物提高抗

腐蚀性以适应盐生环境的生存策略之一[19]。 柴纬明

等[30] 从红树植物秋茄树 也 Kandelia candel ( Linn.)
Druce页叶片中获得缩合单宁,并发现它对蘑菇酪氨酸

酶具有很强的抑制作用,IC50仅为 30. 0 滋g·mL-1,这
一研究结果显示出红树植物中的多酚类物质作为 TI
开发的可能性与独特性。 同为红树植物的桐花树,叶
片解剖结构及成分分析的研究结果均显示其体内含

有较高水平的多酚[19,31]。 鉴于此,作者选用金属盐沉

淀-乙酸乙酯萃取相结合的方法获得桐花树叶片多酚

提取物,其叶片多酚提取物的多酚含量约为 521. 8
mg·g-1;根据酚类分子量与乙酸乙酯溶剂的关系,初
步判断经乙酸乙酯萃取获得的多酚可能主要为中等

分子量的多酚类成分[32],相比于大分子量多酚的强

收敛性所产生的皮肤刺激副作用,桐花树叶片多酚提

取物更适合作为化妆品添加剂。
为了探明桐花树叶片多酚提取物的酪氨酸酶活

性抑制能力,作者选用相对简单、便捷的体外化学模

型体系进行酪氨酸酶抑制活性检测,由于桐花树叶片

多酚提取物在水溶液中的溶解度相对较小,一般的有

机溶剂(如乙醇等)对酪氨酸酶又具有一定的抑制作

用[33]25,故而选用 DMSO 作为溶媒。 邱凌[33]25 认为

DMSO-H2O 体系不会对酪氨酸酶活性产生抑制作用;
但陈懿等[34] 研究了 DMSO 对酪氨酸酶活性的影响,
认为 DMSO 体积分数大于 25% 时酪氨酸酶活性会急

剧下降;而更多的研究者通常将反应体系中 DMSO
的用量控制为体积分数 3. 33% [26],[33]26,以尽量避

免 DMSO 的影响并保证实验效果。 因此,在本研究中

作者也将反应体系中 DMSO 的用量设定为体积分数

3. 33% 。 研究结果表明:桐花树叶片多酚提取物具有

明显的酪氨酸酶活性抑制作用,IC50为 0. 650 g·L-1,
其酪氨酸酶活性抑制能力与槲皮素( IC50为 0. 600
g·L-1)相近,而在黄酮类化合物中槲皮素是对酪氨

酸酶活性抑制率较高的可逆抑制剂[35]。 由此可见,
桐花树叶片多酚提取物是一种潜在的、有效的酪氨酸

酶活性抑制剂,可通过柱色谱分离技术和活性追踪方

法进一步筛选出该多酚提取物中高效的 TI 组分或单

体成分。
根据抑制剂与酶作用的特点,酶抑制类型可分为

可逆抑制和不可逆抑制 2 类,前者又可分为竞争性抑

制、反竞争性抑制、非竞争性抑制和混合型抑制等

4 种类型。 李航等[14]认为:对酪氨酸酶活性的可逆抑

制类型中还应包括一种缓慢结合型抑制,即抑制剂与

酶快速形成 EI 复合物后缓慢的可逆异构化。 在判定

酶抑制类型时,Lineweaver-Burk 双倒数作图分析是一

种常用的有效方法,作图后如果得到一组相交于 Y 轴

的直线则为竞争性抑制,如果得到一组相交于 X 轴的

直线则为非竞争性抑制,如果得到一组平行的直线则

为反竞争性抑制,如果得到一组相交于第二或第四象

限的直线则为混合玉型(兼具竞争性与非竞争性抑

制)或混合域型抑制(兼具反竞争性与非竞争性抑

制) [36]。 在这些抑制类型中,混合型抑制较为常

见[23]120。 本研究结果表明:桐花树叶片多酚提取物对

酪氨酸酶活性抑制作用的 Lineweaver-Burk 双倒数作

图所得直线相交于第二象限,动力学参数表现为随提

取物质量浓度提高 Km值增大、vm值减小,抑制类型属

于可逆的混合玉型抑制,其实现对酶活性的抑制一方

面是通过与底物的竞争,另一方面是通过与酶-底物

络合物(ES)的亲和,这种抑制作用兼具竞争性和非

竞争性抑制的特点。 进一步的分析结果显示:桐花树

叶片多酚提取物对游离酶活性的抑制常数 K i(0. 833
g·L-1)小于该多酚提取物对酶-底物络合物的抑制
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常数 K is(1. 823 g·L-1),说明该多酚提取物对游离酶

活性的抑制作用强于其对酶-底物络合物的抑制作

用。 这些特征与秋茄树叶片中的缩合单宁[30]、青梅

花提取物[15] 和叶下珠(Phyllanthus urinaria Linn.)提

取物[26]对酪氨酸酶活性的抑制类型相似。
有关酪氨酸酶抑制剂对酪氨酸酶活性抑制的机

制主要包括 3 个方面:结构与酶底物相似;络合酪氨

酸酶的 Cu2+;清除活性氧并拮抗氧对酪氨酸酶的激

活[37]。 根据桐花树叶片多酚提取物具有酚羟基的结

构特点及其对酪氨酸酶活性抑制作用的混合玉型抑

制作用特征,初步判断其对酪氨酸酶活性的抑制具有

多维机制。 一方面,该提取物含有与 L-DOPA 分子结

构相似的多羟基化学成分[30],可以被酪氨酸酶催

化[15] 并作为竞争性底物与酪氨酸酶结合,削弱酪氨

酸酶的催化氧化作用[9];酚羟基的孤对电子可与酪氨

酸酶分子中的 Cu2+络合而抑制酶活性,酚羟基还可与

酶-底物络合物的非活性中心结合并可能对酶活性中

心双核铜间的内源桥基产生影响[14],体现出该提取

物混合玉型抑制剂的特点。 另一方面,酪氨酸酶是一

种含铜需氧酶,其催化功能必须在氧自由基参与下才

能完成,通过清除氧自由基可以减弱或阻断酪氨酸酶

的催化反应[33]6,157; 桐花树叶片多酚提取物清除

DPPH·自由基的 IC50为 0. 304 g·L-1,表明其具有较

强的抗氧化与清除自由基能力,清除氧自由基、终止

自由基链的引发以及拮抗氧对酪氨酸酶的激活也是

桐花树叶片多酚提取物抑制酪氨酸酶活性的一个重

要机制。 除了抑制酪氨酸酶活性,桐花树叶片多酚提

取物是否可以通过下调酪氨酸酶 mRNA 表达来降低

酪氨酸酶水平? 以及是否影响酪氨酸酶表达的信号

通路? 这些疑问均有待综合运用细胞培养、RT-PCR
和 Western Blot 等实验手段加以揭示与探明。

大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌是引

起化妆品变质、腐败以及色泽和气味变化的常见腐败

菌。 防止化妆品腐败变质的简单有效方法是向化妆

品中加入防腐剂,但是合成防腐剂往往具有一定的皮

肤毒性且易诱发过敏反应[38],因而,人们倾向于以植

物源防腐剂代替化学合成防腐剂。 本实验结果表明:
桐花树叶片多酚提取物对 3 种常见的化妆品腐败菌

(大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌)均有抑

菌作用,其抑菌强度随提取物浓度提高而增加;其中,
对金黄色葡萄球菌的抑制作用较为突出,100 g·L-1

提取物的抑菌圈直径达 20 mm 以上。 从 MIC 来看,

桐花树叶片多酚提取物对供试 3 种细菌的 MIC 均为

25 g·L-1,大于化妆品防腐剂 Bronopol 的 MIC。 由于

国家对化妆品防腐剂的使用量有严格规定,《化妆品

卫生规范》 (2007 版)规定 Bronopol 最大允许使用浓

度为质量分数 0. 1% [39],均低于 Bronopol 对 3 种供试

菌的 MIC,对化妆品的防腐性有一定影响。 因此,将
具有抑菌活性的桐花树叶片多酚提取物用于化妆品

中,既可以提升化妆品的防腐性,也可降低 Bronopol
等化学合成防腐剂的使用量与副作用。 研究结果显

示:桐花树叶片多酚提取物可作为具有辅助防腐抑菌

功能的新型酪氨酸酶抑制剂应用于美白化妆品的研

制。
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