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　 　 酪氨酸酶广布生物体内ꎬ为催化黑色素合成的关键限速

酶[１] ꎬ可催化 Ｌ－酪氨酸(Ｌ－Ｔｙｒ)生成 Ｌ－多巴(Ｌ－ＤＯＰＡ)ꎬ并氧

化 Ｌ－ＤＯＰＡ 形成多巴醌ꎬ该酶在上述反应中分别被称为酪氨

酸酶单酚酶和酪氨酸酶二酚酶[２] ꎮ 酪氨酸酶抑制剂是美白产

品的重要成分ꎬ目前主要为曲酸和对苯二酚等ꎬ对人体有一定

的副作用[３] ꎮ 植物体内天然的多酚类成分可安全、有效地抑

制酪氨酸酶活性[４－６] ꎬ为近年来美白产品研发的重点ꎮ
黑果枸杞(Ｌｙｃｉｕｍ ｒｕｔｈｅｎｉｃｕｍ Ｍｕｒｒ.)可补肾益精、养肝明

目、补血安神[７] ꎬ并具有抗氧化、抗衰老及调节免疫等作

用[８－９] ꎬ其果实中的花色苷具有抗氧化、抗肿瘤、延缓衰老和

美白保湿等作用[９－１０] ꎬ可作为美白产品原料[１１] ꎮ 为了明确黑

果枸杞果实中花色苷的美白功效ꎬ作者鉴定了其果实提取物

活性导向分离的 ２ 个花色苷的结构ꎬ比较了二者对酪氨酸酶

活性的抑制率ꎬ并研究了其与酪氨酸酶的分子对接状况ꎬ以期

为黑果枸杞果实中花色苷的美白机制研究及其美白产品质量

标准制定提供科学依据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

供试花色苷 １ 和花色苷 ２ 从黑果枸杞品系‘Ｗ－１３－１０－
０１’的成熟干燥果实(采自宁夏农林科学院枸杞工程技术研

究所芦花台枸杞种植基地)提取物中经活性导向分离获得ꎮ
主要试剂:Ｌ－Ｔｙｒ、Ｌ－ＤＯＰＡ、酪氨酸酶和曲酸均为分析纯

级ꎬ购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ乙腈为色谱纯级ꎬ购自美国 Ｔｅｄｉａ 公

司ꎻ磷酸氢二钾和磷酸二氢钾均为分析纯级ꎬ购自南京化学试
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剂有限公司ꎻ水为超纯水ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 ＬＣ－ＭＳ 分析　 使用 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ ＵＰＬＣ－ＤＡＤ－６５３０ ＥＳＩ
Ｑ－ＴＯＦ ＭＳ 液质联用仪(美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司)进行检测分析ꎬ色
谱柱为 ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ Ｃ１８(１.８ μｍꎬ４.６ ｍｍ×１００ ｍｍ)ꎮ 流动相为

乙腈(Ａ)和体积分数 ０.１％甲酸溶液(Ｂ)的混合液ꎬ采用体积

分数 １８％Ａ 等度洗脱 １５ ｍｉｎꎬ流速 ０.３ ｍＬｍｉｎ－１ꎬ检测波长

３１０ ｎｍꎬ柱温 ３５ ℃ꎬ进样量 １０ μＬꎮ 质谱条件为:ＥＳＩ 离子源ꎬ
正离子模式(ｍ / ｚ １ ０００－３ ２００)ꎻ雾化器压力 ５０ ｐｓｉꎻ干燥气流

速 １０ ｍＬｍｉｎ－１ꎬ温度 ３５０ ℃ꎻ毛细管电压 ４ ０００ ＶꎬＦｒａｇｍｅｎｔｏｒ
电压 ２０５ ＶꎻＭＳ / ＭＳ 碰撞能量 ３５ Ｖꎮ
１.２.２　 对酪氨酸酶活性的抑制分析　 以 Ｌ－Ｔｙｒ 和 Ｌ－ＤＯＰＡ 为

底物ꎬ并对文献[１２]的方法稍作调整ꎮ 将 ５０ μＬ 花色苷溶液、
５０ μＬ ＰＢＳ 缓冲液(ｐＨ ６.８)和 ５０ μＬ １００ ＵｍＬ－１酪氨酸酶溶

液加入 ９６ 孔板中ꎬ每个花色苷设 ４ 个技术重复ꎬ３７ ℃孵育 １０
ｍｉｎꎻ加入 １００ μＬ 底物ꎬ３７ ℃孵育５ ｍｉｎꎻ用 Ｉｎｆｉｎｉｔｅ Ｍ２００ 多功

能酶标仪(瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司)测定反应液在波长 ４７５ ｎｍ 处的

ＯＤ 值ꎬ每组实验重复 ３ 次ꎮ 以 １４.２１ μｇｍＬ－１曲酸为阳性对

照ꎬ初筛时ꎬ花色苷质量浓度为 ２００.００ μｇｍＬ－１ꎬ选择对酪氨

酸酶活性抑制率高于 ５０％的花色苷进行梯度分析ꎬ质量浓度

设为１２.５０、２５.００、５０.００、１００.００ 和 ２００.００ μｇｍＬ－１ꎮ 花色苷

对酪氨酸酶活性抑制率( ＩＲ)的计算公式为 ＩＲ ＝ 〔１－(ＯＤＣ －
ＯＤＤ) / (ＯＤＡ－ＯＤＢ)〕 ×１００％ꎬ式中ꎬＯＤＡ、ＯＤＢ、ＯＤＣ 和 ＯＤＤ 分

别为阴性对照组(加 ＰＢＳ 和酶)、空白组(只加 ＰＢＳ)、实验组

(加样品和酶)和实验对照组(加样品和 ＰＢＳ)反应液的 ＯＤ
值ꎮ 依据花色苷质量浓度－酪氨酸酶活性抑制率曲线计算花

色苷对酪氨酸酶活性的半抑制浓度( ＩＣ５０)ꎮ
１.２.３　 与酪氨酸酶的分子对接　 采用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ－Ｖｉｎａ 软件[１３]

进行分子对接ꎬ采用拉马克遗传算法(ＬＧＡ)进行计算ꎬ以半经

验势函数为能量打分函数对小分子构象和位置进行全局搜

索ꎮ 计算过程中受体格点盒子为 ２０ Å×２０ Å×２０ Åꎬ格点间距

１ Åꎬ格点盒子包围配体活性腔ꎻ能量评估和生成最大值分别

为 ２５０ ０００ 和 ２７ ０００ꎻ选择均方根偏差(ＲＭＳＤ)为评价标准ꎬ
最大容忍范围 １ Åꎮ
１.３　 数据统计分析

采用 ＥＸＣＥＬ ２０１３ 和 ＳＰＳＳ ２１.０ 软件处理和统计实验数

据ꎬ采用邓肯氏新复极差法进行多重比较ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 结构鉴定

花色苷 １ 呈紫红色粉末ꎬ具有分子离子 ｍ / ｚ ９３３([Ｍ＋
Ｈ] ＋)以及 ３ 个碎片离子 ｍ / ｚ ３１７([Ｍ＋Ｈ－１６２－３０８－１４６] ＋)、
ｍ / ｚ ７７１([Ｍ＋Ｈ－１６２] ＋)和 ｍ / ｚ ４７９([Ｍ＋Ｈ－３０８－１４６] ＋ )ꎬ其
裂解方式见图 １ꎮ１Ｈ－ＮＭＲ(７００ ＭＨｚꎬＣＤ３ＣＮꎬＴＦＡ－ｄ３) δ:８.８５
(ｓꎬ１Ｈ)ꎬ７.０３(ｓꎬ１Ｈ)ꎬ７.０６( ｓꎬ１Ｈ)ꎬ７.９２( ｄꎬＪ ＝ １.５ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ

７.８１(ｄꎬＪ＝ １. ８ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ３. ９７( ｓꎬ１Ｈ)ꎻ７. ５０( ｄꎬＪ ＝ ８. ５ Ｈｚꎬ
１Ｈ)ꎬ６.７４(ｄꎬＪ ＝ ８.４ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ６.７４( ｄꎬＪ ＝ ８.４ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ７.５０
(ｄꎬＪ＝ ８.５ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ６.２６(ｄꎬＪ ＝ １５.９ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ７.５１( ｄꎬＪ ＝ １５.
９ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎻ３.７０－５.６０ꎻ３.７２－５.２２ꎻ０.８６－４.７０ꎮ 通过化学位移

和偶合常数判断香豆酰基的顺反异构类型ꎬ结合文献[１４－
１６]鉴定花色苷 １ 为矮牵牛素－３－Ｏ－(６′′′′－Ｏ－反式对香豆

酰)芸香糖苷－ ５－Ｏ－葡萄糖苷〔 ｐｅｔｕｎｉａ￣３￣Ｏ￣( ６′′′′￣Ｏ￣ｔｒａｎｓ￣ｐ￣
ｃｏｕｍａｒｏｙｌ) ｒｕｔｉｎｏｓｉｄｅ￣５￣Ｏ￣ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ〕ꎮ

图 １　 黑果枸杞果实提取物中花色苷 １ 的 ＥＳＩ－ＭＳ 裂解方式

Ｆｉｇ. １　 ＥＳＩ￣ＭＳ ｃｒａｃｋｉｎｇ ｍｏｄｅ ｏｆ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ １ ｆｒｏｍ ｆｒｕｉｔ ｅｘｔｒａｃｔｓ
ｏｆ Ｌｙｃｉｕｍ ｒｕｔｈｅｎｉｃｕｍ Ｍｕｒｒ.

花色苷 ２ 具有分子离子 ｍ / ｚ １ ０９５([Ｍ＋Ｈ] ＋)及与花色苷

１ 相似的离子碎片 ｍ / ｚ ９３３([Ｍ＋Ｈ－１６２] ＋)、ｍ / ｚ ４７９([Ｍ＋Ｈ－
３０８－１４６－１６２] ＋)和 ｍ / ｚ ３１７([Ｍ＋Ｈ－１６２－３０８－１４６－１６２] ＋)ꎮ
１Ｈ－ＮＭＲ(７００ ＭＨｚꎬＣＤ３ＣＮꎬＴＦＡ－ｄ３) δ:８.８５(ｓꎬ１Ｈ)ꎬ７.０３(ｓꎬ
１Ｈ)ꎬ７.０５(ｓꎬ１Ｈ)ꎬ７.９０(ｄꎬＪ＝ １.５ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ７.８０(ｄꎬＪ ＝ １.８ Ｈｚꎬ
１Ｈ)ꎬ３.９７(ｓꎬ１Ｈ)ꎻ７.５０(ｄꎬＪ＝ ８.６ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ７.１３(ｄꎬＪ ＝ ８.６ Ｈｚꎬ
１Ｈ)ꎬ７.１３(ｄꎬＪ＝ ８.４ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ７.５０(ｄꎬＪ＝ ８.６ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ６.２９(ｄꎬ
Ｊ＝ １６.０ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ７.５１( ｄꎬＪ ＝ １６.０ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎻ３.５０－５.６０ꎻ３.７２－
５.２２ꎻ３.５０－５.００ꎻ０.８６－４.７０ꎮ 结合文献[１４ꎬ１６]ꎬ鉴定花色苷

２ 为矮牵牛素－３－Ｏ－[６′′′′－Ｏ－(４′′′′′－Ｏ－葡萄糖基)反式对香

豆酰]芸香糖苷－５－Ｏ－葡萄糖苷〔ｐｅｔｕｎｉａ￣３￣Ｏ￣[６′′′′￣Ｏ￣(４′′′′′￣Ｏ￣
ｇｌｕｃｏｓｙｌ) ｔｒａｎｓ￣ｐ￣ｃｏｕｍａｒｏｙｌ)] ｒｕｔｉｎｏｓｉｄｅ￣５￣Ｏ￣ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ〕ꎮ
２.２　 对酪氨酸酶活性的抑制作用

初筛时ꎬ黑果枸杞果实提取物中花色苷 １ 对酪氨酸酶单

酚酶和酪氨酸酶二酚酶活性的抑制率分别为 ９７.１％和 ５６.５％ꎬ
而花色苷 ２ 对 ２ 种酶活性的抑制率仅分别为 ３５.１％和 １５.５％ꎬ
故选择花色苷 １ 进行梯度分析ꎬ结果见表 １ꎮ 由表 １ 可见:随
着质量浓度的提高ꎬ花色苷 １ 对酪氨酸酶单酚酶和酪氨酸二

酚酶活性的抑制率均逐渐升高ꎬ经计算ꎬ其对 ２ 种酶活性的半

抑制浓度( ＩＣ５０)分别为 ２５.４４ 和 １５３.１０ μｇｍＬ－１ꎮ

６７
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表 １　 黑果枸杞果实提取物中花色苷 １ 对酪氨酸酶活性的抑制率
(Ｘ±ＳＤ) １)

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ １ ｆｒｏｍ ｆｒｕｉｔ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ
Ｌｙｃｉｕｍ ｒｕｔｈｅｎｉｃｕｍ Ｍｕｒｒ. ｏｎ ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ (Ｘ±ＳＤ) １)

质量
浓度 / (μｇｍＬ－１)
Ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

抑制率 / ％　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ

酪氨酸酶单酚酶
Ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ ｍｏｎｏｐｈｅｎｏｌａｓｅ

酪氨酸酶二酚酶
Ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ ｄｉｐｈｅｎｏｌａｓｅ

１２.５０ ３４.０±１.３ａ ３.１±１.１ａ

２５.００ ４５.８±０.３ａ １０.６±１.４ｂ

５０.００ ６４.８±３.７ｂ ２２.７±２.２ｃ

１００.００ ８５.９±２.３ｃ ３９.１±３.４ｄ

２００.００ ９７.１±８.１ｃ ５６.５±３.６ｅ

　 １)同列中不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ.

２.３　 与酪氨酸酶的分子对接

将黑果枸杞果实提取物中花色苷 １ 和花色苷 ２ 与酪氨酸

酶晶体(ＰＤＢ ＩＤ:２Ｙ９Ｘ)进行分子对接模拟ꎬ结果见图 ２ꎮ 由

图 ２ 可见:花色苷 １ 和花色苷 ２ 的香豆酰基部分深入酪氨酸

酶的活性位点ꎬ分别与 Ｈｉｓ２４４ 和 Ａｓｎ２６０ 形成不同强度的氢

键ꎬ阻止组氨酸与 Ｃｕ 离子间的电子传递ꎬ从而抑制酪氨酸酶

球棍表示花色苷和关键氨基酸残基 Ｓｔｉｃｋｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓ ａｎｄ
ｋｅｙ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓꎻ 条带表示酪氨酸酶 Ｂａｎｄｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ.

图 ２　 黑果枸杞果实提取物中花色苷 １(Ａ)和花色苷 ２(Ｂ)与酪氨酸
酶晶体结合模式图
Ｆｉｇ. ２　 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ １ (Ａ) ａｎｄ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ２ (Ｂ)
ｆｒｏｍ ｆｒｕｉｔ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ Ｌｙｃｉｕｍ ｒｕｔｈｅｎｉｃｕｍ Ｍｕｒｒ. ｗｉｔｈ ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ ｃｒｙｓｔａｌ

活性ꎮ 花色苷 １ 和花色苷 ２ 与酪氨酸酶的结合能分别为－７.５
和－６.０ ｋｃａｌｍｏｌ－１ꎮ

研究结果显示:黑果枸杞果实提取物中的花色苷 １ 对酪

氨酸酶活性的抑制作用较强ꎬ可作为美白产品的功效成分ꎮ
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