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摘要: 通过体外实验测定了香水莲花(Ｎｙｍｐｈａｅａ ｓｐ.)花蕊醇提物对黄嘌呤氧化酶(ＸＯＤ)的抑制率及其动力学常数

(Ｋｉ)ꎬ并采用液质联用法分析该醇提物的主要成分ꎮ 结果表明:香水莲花花蕊醇提物对 ＸＯＤ 具有抑制作用ꎬ且随

醇提物质量浓度的升高抑制率增大ꎬ半数抑制浓度( ＩＣ５０)为 ３８.５４ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎻ抑制反应类型为混合型抑制ꎬＫｉ值为

０.９５ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎮ 该醇提物的主要成分为没食子酸、鞣花酸和槲皮苷ꎬ其中鞣花酸对 ＸＯＤ 有一定的抑制作用( ＩＣ５０

值为 ７.５６ μｇ􀅰ｍＬ－１)ꎬ而没食子酸和槲皮苷对 ＸＯＤ 无抑制作用ꎮ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｎｙｍｐｈａｅａ ｓｐ.ꎻ ｘａｎｔｈｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅꎻ ｅｎｚｙｍｅ ｋｉｎｅｔｉｃｓꎻ ｅｌｌａｇｉｃ ａｃｉｄꎻ ｈａｌｆ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

　 　 痛风是一种由尿酸盐沉积引起的、与晶体相关的关节病ꎮ
大量研究结果[１－３]表明:药用植物的醇提物、水提物以及乙酸

乙酯提取物等对黄嘌呤氧化酶(ＸＯＤ)具有较高的抑制率ꎬ其

中黄酮类、酚酸类和生物碱类等活性成分均对 ＸＯＤ 有抑制作

用ꎬ具有较强的降尿酸功能ꎮ

香水莲花(Ｎｙｍｐｈａｅａ ｓｐ.)为水生宿根草本植物ꎬ具有降血

脂、抗氧化和抗衰老等功能[４－６] ꎮ 香水莲花富含黄酮、多糖和

多酚类等活性成分ꎬ其花蕊水提物对 ＸＯＤ 有抑制作用[７] ꎬ但

其醇提物对 ＸＯＤ 的抑制作用尚不明确ꎮ 为此ꎬ作者以香水莲

花花蕊为研究材料ꎬ研究其醇提物对 ＸＯＤ 的抑制作用ꎬ并采

用液质联用法确定其醇提物的主要成分ꎬ为可调节尿酸水平

的功能性食品开发提供基础研究数据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

紫色香水莲花的干燥花朵于 ２０１９ 年购于安徽芜湖ꎬ由南

京野生植物综合利用研究所张卫明研究员鉴定ꎮ 取雄蕊和雌

蕊ꎬ用粉碎机粉碎后过 ８０ 目筛ꎬ密封保存、备用ꎮ
甲酸(色谱级)、甲醇(色谱级)、乙腈(色谱级)、黄嘌呤

(Ｘ７３７５－１０Ｇ)和黄嘌呤氧化酶(Ｘ１８７５－５ＵＮ)购于美国 Ｓｉｇｍａ
公司ꎻ阳性对照品别嘌醇片购于合肥久联制药有限公司ꎻ没食

子酸、鞣花酸和槲皮苷标准品 (纯度≥９８％) 均购于瑞士

Ａｄａｍａｓ 公司ꎻ其他试剂均为分析纯ꎬ购于生工生物工程(上
海)股份有限公司ꎮ
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１.２　 方法

１.２.１ 　 醇提物制备 　 称取 １５ ｇ 样品粉末ꎬ按料液比 １ ∶ １０
(ｍ ∶ Ｖ)加入体积分数 ７０％的乙醇ꎬ浸提 ２４ ｈ 后于 ６０ ℃、
４０ ｋＨｚ条件下超声提取 ４５ ｍｉｎꎬ常温下 ４ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ 离心

１５ ｍｉｎꎬ滤渣重复提取 １ 次ꎻ合并上清液ꎬ于 ５０ ℃旋转蒸发至

膏状ꎬ冷冻干燥后研磨ꎬ备用ꎮ
１.２.２　 ＸＯＤ 抑制活性测定　 ＸＯＤ 抑制活性的测定参照文献

[７ꎬ８]的方法并加以改进ꎮ 醇提物、别嘌醇片和 ３ 个标准品

(没食子酸、鞣花酸和槲皮苷)均用二甲亚砜(ＤＭＳＯ)溶解ꎬ配
制成不同质量浓度的样品ꎬ其中醇提物的质量浓度分别为

０.５０、０.７５、１.００、１.２５、１.５０、１.７５、２.００、２.２５ 和 ２.５０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎻ
别嘌醇质量浓度分别为 １.０、２.０ 和 ３.０ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎻ３ 个标准品

的质量浓度分别为 ０.５、１.０ 和 ２.０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ均设置 ３ 个平行

组ꎮ 酶促反应体系包括待测样品 ２００ μＬ(空白组为 ＤＭＳＯ
２００ μＬ)、１.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１黄嘌呤溶液 １００ μＬ、５ Ｕ􀅰ｍＬ－１ ＸＯＤ
溶液 ３ μＬꎬ用磷酸盐缓冲液(ｐＨ ７.５)补充至 １０ ｍＬꎻ混匀后在

室温条件下于波长 ２９５ ｎｍ 处测定吸光度ꎬ参照文献[７]的方

法计算不同质量浓度醇提物以及阳性对照和标准品对 ＸＯＤ
的抑制率ꎻ并以供试样品的质量浓度为自变量 ｘ、抑制率为因

变量 ｙ 拟合回归方程ꎬ根据回归方程计算供试样品的半数抑

制浓度( ＩＣ５０)ꎮ
在上述酶促反应体系中固定 ＸＯＤ 浓度不变ꎬ分别加入

０.３７５、０.７５０、１.５００ 和 ３.０００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１黄嘌呤溶液以及 ０.００、
１.７５、２.００ 和 ２.２５ ｍｇ􀅰ｍＬ－１醇提物ꎬ按照上述方法测定吸光

度ꎬ以反应时间为横坐标、吸光值为纵坐标作图ꎬ并根据直线

斜率计算反应速率ꎻ采用双倒数作图法ꎬ以黄嘌呤溶液质量浓

度的倒数为横坐标、反应速率的倒数为纵坐标作图ꎬ评价醇提

物对 ＸＯＤ 的抑制作用类型ꎬ并据此计算抑制动力学常数

(Ｋｉ)ꎮ
１.２.３　 醇提物主要成分分析　 冷冻干燥后的醇提物和标准品

没食子酸、鞣花酸和槲皮苷用乙腈溶解并配制成 １ ｍｇ􀅰ｍＬ－１

待测样品ꎬ用 ０.４ μｍ 有机系微孔滤膜过滤后备用ꎮ
采用 Ａｇｉｌｅｎｔ １２００ 高效液相色谱仪(美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司)进

行 ＨＰＬＣ 分析ꎮ 色谱柱为 Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ－Ｃ１８ 分离柱(４.６ ｍｍ×
２５０ ｍｍꎬ５ μｍꎬ美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司)ꎮ 以体积分数 ０.１％甲酸－水
溶液(流动相 Ａ)和乙腈(流动相 Ｂ)进行梯度洗脱ꎬ洗脱程序

为:０~ １０ ｍｉｎꎬ５％ ~ １３％Ｂꎻ１０ ~ １５ ｍｉｎꎬ１３％ ~ １８％Ｂꎻ１５ ~ ３０
ｍｉｎꎬ１８％~２３％Ｂꎻ３０~ ４０ ｍｉｎꎬ２３％ ~ ２８％Ｂꎻ４０~ ４５ ｍｉｎꎬ２８％ ~
３３％Ｂꎻ４５~５０ ｍｉｎꎬ３３％~４０％Ｂꎻ５０~５５ ｍｉｎꎬ４０％ ~１００％Ｂꎮ 流

速 ０.８ ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１ꎻ柱温 ３５ ℃ꎻ进样量 ２０ μＬꎻ醇提物检测波长

为 ２６０ 和 ３６０ ｎｍꎬ标准品检测波长为 ３６０ ｎｍꎮ
采用 Ａｇｉｌｅｎｔ １２９０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ ＬＣ / ６４６０ ＱＱＱ ＭＳ 液相色谱－质

谱联用仪(美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司)进行质谱分析ꎮ 质谱条件: ＥＳＩ
离子源ꎬ喷雾电压 ４ ｋＶꎬ雾化气体 Ｎ２ꎬ雾化压力 ３４４.７５ ｋＰａꎬ雾
化气流速 １０ Ｌ􀅰ｍｉｎ－１ꎻ碰撞气体为 Ｈｅꎬ碰撞电压 ２５０ Ｖꎬ干燥

温度 ３５０ ℃ꎻ扫描方式为负离子ꎬ离子范围 ｍ / ｚ １００~ ２ ０００ꎻ采

用 Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ＤＡ Ｓｏｆｔｗａｒｅ Ｂ.０８.００ 工作站对数据进行分析ꎮ
１.３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２２.０ 软件进行单因素方差分析ꎬ应用回归分析

法计算 ＩＣ５０及 Ｋｉ值ꎻ采用 Ｏｒｉｇｉｎ ６.０ 软件作图ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 香水莲花花蕊醇提物对 ＸＯＤ 的抑制活性

不同质量浓度香水莲花花蕊醇提物对 ＸＯＤ 的抑制率见

图 １ꎻ对 ＸＯＤ 的抑制动力学分析结果见图 ２ꎮ
由图 １ 可见:香水莲花花蕊醇提物对 ＸＯＤ 的抑制率随其

质量浓度升高而增大ꎬ总体上差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ质量浓度为

不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ.

图 １　 不同质量浓度香水莲花花蕊醇提物对 ＸＯＤ 抑制率的影响
Ｆｉｇ. １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅｔｈａｎｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ ｆｒｏｍ
ｓｔａｍｅｎ ａｎｄ ｐｉｓｔｉｌ ｏｆ Ｎｙｍｐｈａｅａ ｓｐ. ｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＸＯＤ

: ０.００ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎻ : １.７５ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎻ : ２.００ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎻ : ２.２５
ｍｇ􀅰ｍＬ－１ .

图 ２　 不同质量浓度香水莲花花蕊醇提物对 ＸＯＤ 抑制反应的
Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ－Ｂｕｒｋ 双倒数图
Ｆｉｇ. ２ 　 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ￣Ｂｕｒｋ’ｓ ｄｏｕｂｌｅ ｒｅｃｉｐｒｏｃａｌ ｆｉｇｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ＸＯＤ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅｔｈａｎｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ
ｏｆ ｓｔａｍｅｎ ａｎｄ ｐｉｓｔｉｌ ｆｒｏｍ Ｎｙｍｐｈａｅａ ｓｐ.

３９
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０.５０~ １.２５ ｍｇ􀅰ｍＬ－１时ꎬ抑制率随着质量浓度的升高快速增

大ꎻ质量浓度为 １.２５ ~ １.５０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１时ꎬ抑制率增幅减小ꎻ质
量浓度为 １.５０ ~ ２.５０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１时ꎬ抑制率增幅再次增大ꎮ 此

外ꎬ香水莲花花蕊醇提物对 ＸＯＤ 抑制作用的半数抑制浓度

( ＩＣ５０)为 ３８.５４ μｇ􀅰ｍＬ－１(拟合方程 ｙ＝ ３.９１ｘ＋１.１１ꎬｒ２ ＝ ０.９９４)ꎬ
明显大于阳性对照别嘌醇片的 ＩＣ５０值(０.０１５ μｇ􀅰ｍＬ－１)ꎮ

由图 ２ 可见:随香水莲花花蕊醇提物质量浓度的提高ꎬ直
线斜率和在纵轴上的截距均相应增加ꎬ且图中 ４ 条直线均相

交于第 ２ 象限ꎬ说明香水莲花醇提物对 ＸＯＤ 抑制类型为混合

型抑制ꎬ且该抑制反应的动力学常数(Ｋｉ)为 ０.９５ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎮ
２.２　 香水莲花花蕊醇提物的主要组成成分

液相色谱和质谱分析结果表明:香水莲花花蕊醇提物的

主要成分为没食子酸、鞣花酸和槲皮苷ꎬ且没食子酸的吸收峰

为主要峰ꎮ 对这 ３ 种化合物进行 ＸＯＤ 抑制活性检测ꎬ结果显

示:没食子酸和槲皮苷对 ＸＯＤ 均无明显的抑制作用ꎬ而鞣花

酸对 ＸＯＤ 有较强的抑制作用ꎬＩＣ５０值为 ７.５６ μｇ􀅰ｍＬ－１(拟合

方程 ｙ＝ ４.３１ｘ＋６.８１ꎬｒ２ ＝ ０.９８７)ꎮ

３　 讨论和结论

前期研究表明:香水莲花花蕊水提物对 ＸＯＤ 有抑制作

用ꎬ抑制类型为竞争性抑制ꎬ半数抑制浓度( ＩＣ５０ )为 １４５. ８０
μｇ􀅰ｍＬ－１[７] ꎮ 本研究结果表明:香水莲花花蕊醇提物对 ＸＯＤ
也有抑制作用ꎬ但抑制类型为混合型抑制ꎬＩＣ５０ 值仅为 ３８.５４
μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ说明同种植物的不同溶剂提取物对 ＸＯＤ 的抑制类

型存在差异ꎮ
研究结果表明:香水莲花花蕊醇提物的主要成分为没食

子酸、鞣花酸和槲皮苷ꎬ其中鞣花酸对 ＸＯＤ 的 ＩＣ５０ 值为７.５６
μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ 没食子酸和槲皮苷对 ＸＯＤ 无抑制作用ꎮ 桉

(Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｒｏｂｕｓｔａ Ｓｍｉｔｈ)叶提取物中鞣花酸对 ＸＯＤ 的 ＩＣ５０值

为 ２２.５１ μｇ􀅰ｍＬ－１[９] ꎬ与本研究结果存在差异ꎬ这可能与反应

体系及仪器设备造成的客观误差有关ꎬ但 ２ 个研究均证实鞣

花酸对 ＸＯＤ 具有一定的抑制作用ꎮ 没食子酸对 ＸＯＤ 的抑制

作用为特殊的混合型抑制ꎬ但抑制效果较弱ꎬ而 ＶＣ可协同提

高没食子酸对 ＸＯＤ 的抑制率[１０] ꎻ鞣花酸对 ＸＯＤ 的抑制作用

为竞争性抑制[９] ꎬ而香水莲花花蕊醇提物对 ＸＯＤ 的抑制作

用为混合型抑制ꎬ说明该醇提物中除了鞣花酸ꎬ没食子酸及

其他成分也对 ＸＯＤ 的抑制作用有协同影响ꎮ 且在香水莲花

花蕊醇提物中ꎬ没食子酸的吸收峰为主要峰ꎬ因此ꎬ该醇提物

中没食子酸及其他成分对 ＸＯＤ 的抑制作用有待进一步

研究ꎮ
综上所述ꎬ香水莲花花蕊醇提物对 ＸＯＤ 具有一定的抑

制作用ꎬ且抑制率随其质量浓度升高而增大ꎬ抑制作用类型

为混合型抑制ꎻ该醇提物中的主要成分为没食子酸、鞣花酸

和槲皮苷ꎬ其中鞣花酸对 ＸＯＤ 具有一定的抑制作用ꎬ但醇提

物中各成分之间的协同作用有待进一步研究ꎮ
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