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摘要： 目的　 揭示天然手性分子二氢杨梅素在弱碱环境中对黄嘌呤氧化酶生物活性的抑制作用及其机制。 方法　 采用

弱碱性 （ｐＨ ７􀆰 ５ 或 ８􀆰 ５） 的黄嘌呤氧化酶体外活性测试模型， 对二氢杨梅素抑制黄嘌呤氧化酶生物活性能力进行评

价。 基于超氧阴离子自由基氧化二氢杨梅素并转化为杨梅素， 进一步探究二氢杨梅素药剂抑制黄嘌呤氧化酶生物活性

的作用机制。 结果　 二氢杨梅素在 ｐＨ ７􀆰 ５ 的碱性条件下， 对黄嘌呤氧化酶的抑制作用高于在 ｐＨ ８􀆰 ５ 下， 最高抑制率

可达 ４８􀆰 ４７％ 。 基于超氧阴离子自由基对二氢杨梅素的选择性氧化， 揭示了二氢杨梅素与杨梅素分子结构对 ＸＯＤ 生物

活性抑制的协同增效作用机制， 明确了黄酮类化合物平面分子结构和 Ｂ 环上的羟基数对 ＸＯＤ 活性抑制具有显著贡献。
结论　 本研究首次揭示了二氢杨梅素、 杨梅素对黄嘌呤氧化酶生物活性抑制的协同增效作用， 可为天然手性小分子化

合物抑制黄嘌呤氧化酶研究提供参考依据。
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　 　 高尿酸血症作为常见的代谢性疾病之一， 是引发多种

潜在疾病的重要因素， 如痛风、 高血压、 慢性肾病等［１⁃３］ 。
目前， 高尿酸血症的发生机制已相对明确， 主要归因于人

体内的黄嘌呤氧化酶 （ ｘａｎｔｈｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅ， ＸＯＤ） 的生物催

化作用。 ＸＯＤ 是一种专一性不高的黄素蛋白酶， 广泛存在

于生物体内， 可有效催化黄嘌呤 （ Ｘａｎ） 或次黄嘌呤

（Ｈｘａｎ）， 生成尿酸， 且伴随着超氧阴离子 （Ｏ２
．⁃ ） 的生

成［４］ 。 因此， 在针对治疗高尿酸血症医药研发方面， 抑制

ＸＯＤ 生物活性与 Ｏ２
．⁃ 的清除成为研究者们的关注焦点

之一［５⁃７］ 。
二氢杨梅素是一种双手性、 富电子体系的多酚类化合

物， 主要存在于显齿蛇葡萄科藤本植物叶中， 含量高达

２５％ 以上［８］ 。 近年来， 有关天然黄酮类化合物抑制 ＸＯＤ 生

物活性的研究报道屡见不鲜， 如 ２０１１ 年， 陈君课题组［９］ 报

道了金银花中的黄酮类成分槲皮素和木犀草素对体外 ＸＯＤ
具有较强的抑制作用。 随后， 张晶等［１０］ 报道了多种黄酮类

化合物单体， 在体外 ＸＯＤ 生物活性抑制评价过程中， 发现

木犀草素、 槲皮素、 芹菜素和山柰酚均对 ＸＯＤ 具有较强的

抑制作用， 其中木犀草素 ＩＣ５０值为 ４２􀆰 ０２ μｍｏｌ ／ Ｌ， 远小于

别嘌呤醇 （１２６􀆰 ５７ μｍｏｌ ／ Ｌ）。
然而， 有关天然手性小分子黄酮醇类化合物抑制 ＸＯＤ

的研究工作报道相对较少， 且作用机制尚不明确。 因此，

本实验以天然手性小分子黄酮醇类化合物⁃⁃二氢杨梅素为研

究对象， 通过 ＸＯＤ 体外模型构建评价二氢杨梅素的抑制作

用， 再结合课题组前期有关二氢杨梅素的基础研究［１１⁃１４］， 分

析二氢杨梅素抑制 ＸＯＤ 生物活性的作用机制。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 ＵＶ⁃７５９Ｓ 型紫外可见分光光度计 （上海棱光技

术仪器有限公司）； ＹＱ⁃０２０Ａ 型超声清洗仪 （上海易净超

声波仪器有限公司）； ＦＡ１２４ 型电子天平 （上海舜宇恒平

科学仪器有限公司）。
１􀆰 ２　 试剂 　 黄嘌呤氧化酶 （９􀆰 ６ Ｕ ／ ｍｇ）、 尿酸、 黄嘌呤

（分析纯， 上海源叶生物科技有限公司）； ＥＤＴＡ、 磷酸、
别嘌呤醇 （分析纯， 上海阿拉丁生化科技股份有限公司）。
焦磷酸钠缓冲溶液 （ ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ） 为自制。 水为二次蒸

馏水。
２　 方法

２􀆰 １　 溶液配制　 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 焦磷酸钠缓冲溶液： 准确称量

焦磷酸钠 ５􀆰 ３１８ ｇ、 ＥＤＴＡ ０􀆰 ０１７ ５ ｇ， 置于 ２００ ｍＬ 量瓶中，
超声溶解于纯净水， 定容至刻度， 磷酸调 ｐＨ 至 ７􀆰 ５ 或

８􀆰 ５， 现用现配。
０􀆰 １２５ ｍｇ ／ ｍＬ 尿酸母液： 精密称取 ０􀆰 ００２ ５ ｇ 固体尿酸

标准品， 溶于 ２０ ｍＬ 二次蒸馏水中。
不同梯度浓度尿酸标准溶液： 分别量取尿酸母液溶液
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０􀆰 ２、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ６、 ０􀆰 ８、 １􀆰 ０ ｍＬ， 加水稀释至 １０ ｍＬ， 配制成

质量浓度分别为 ２􀆰 ５、 ５、 ７􀆰 ５、 １０、 １２􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 的尿酸

溶液。
２􀆰 ２　 尿酸工作曲线绘制　 采用紫外⁃可见分光光度计对不

同梯度浓度的尿酸标准溶液进行光谱扫描， 在 ２９０ ｎｍ 波长

处对其吸光度进行测定。
曲线工作方程： Ｙ＝ ０􀆰 ０４９ ７Ｘ＋０􀆰 ００５ ７， Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ３。

２􀆰 ３　 黄嘌呤氧化酶生物活性体外测试模型构建 　 参考谢

涛、 史坤等［１５⁃１６］ 报道， 在 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 焦磷酸钠缓冲溶液

（０􀆰 ４ ｍＬ， ｐＨ ７􀆰 ５ 或 ８􀆰 ５） 中加入 １􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｘａｎ 溶液

（１􀆰 ０ ｍＬ）， 同时加入 ０􀆰 ０１ ｍｇ ／ ｍＬ ＸＯＤ 溶液 （１􀆰 ６ ｍＬ），
混匀， 分别将反应体系置于 ３７ ℃ 的水浴中恒温 １５ ｍｉｎ，
利用紫外可见分光光度计对测试样品进行全波长扫描，
记录２９０ ｎｍ 波长处吸光度， 参比液为 ２ ｍＬ 缓冲液＋１ ｍＬ
１􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｘａｎ 溶液。
２􀆰 ４　 黄嘌呤氧化酶体外活性抑制测试　 参照 “２􀆰 ３” 项下

方法， 将不同浓度的待测溶液 （０􀆰 ４ ｍＬ） 和 １􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
Ｘａｎ 溶液 （１􀆰 ０ ｍＬ） 依次加入反应器皿中， 再加入 ０􀆰 ０１
ｍｇ ／ ｍＬ ＸＯＤ 溶液 （１􀆰 ６ ｍＬ）， 混匀， 水浴恒温 ３７ ℃， 作用

１５ ｍｉｎ， 采用紫外可见分光光度计作全波长扫描， 记录 ２９０
ｎｍ 波长处吸光度， 计算抑制率， 参比液为 ０􀆰 ４ ｍＬ 各浓度

待测液＋１􀆰 ６ ｍＬ 缓冲液＋１ ｍＬ １􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｘａｎ 溶液。

抑制率 ＝
ΔＡ０， ２９０ － ΔＡ１， ２９０

ΔＡ０， ２９０
× １００％

　 　 ΔＡ０，２９０ 为未加入抑制剂， ２９０ ｎｍ 波长处的吸光度；
ΔＡ１，２９０为加入抑制剂， ２９０ ｎｍ 波长处的吸光度。
２􀆰 ５　 二氢杨梅素自氧化速率测试　 量取 ０􀆰 ５ ｍＬ ０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍＬ
二氢杨梅素溶液， 转移至弱碱性 （ｐＨ ７􀆰 ５） 缓冲液 （１􀆰 ５
ｍＬ） 中， 混匀， 室温反应不同时间。 随后， 采用紫外可见

分光光度计进行扫描， 记录不同时间点 ３２５ ｎｍ 波长处吸光

度， 计算反应速率 ｖ。

ｖ ＝
ΔＡ１， ３２５ － ΔＡ０， ３２５

ｔ
　 　 ΔＡ１，３２５为二氢杨梅素自氧化作用不同时间点在３２５ ｎｍ
波长处吸光度， ΔＡ０，３２５为二氢杨梅素在 ３２５ ｎｍ 波长处吸光

度， ｔ 为反应作用时间。
２􀆰 ６　 数据分析　 采用 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ ８􀆰 ５ 软件对数据进行线性或

非线性回归法拟合。
３　 结果

３􀆰 １　 二氢杨梅素体外抑制黄嘌呤氧化酶生物活性评价　 课

题组前期研究发现， 二氢杨梅素在碱性溶液中处于不稳定

状态， 易发生自氧化作用， 导致自身分子结构骨架被破坏，
从而可能丧失原有结构的生物活性特征［１２］ 。 因此， 本实验

进一步考察了不同碱性环境的黄嘌呤氧化酶体外测试模型

对天然手性小分子二氢杨梅素生物活性的影响， 采用 ｐＨ
７􀆰 ５ 或 ８􀆰 ５ 的碱性环境体外黄嘌呤氧化酶测试模型， 分别

对不同浓度的二氢杨梅素和对照药别嘌呤醇抑制黄嘌呤氧

化酶生物活性进行评价， 并加以对比分析。 结果表明， 不

同浓度的二氢杨梅素和对照药剂别嘌呤醇在 ｐＨ ７􀆰 ５ 或 ８􀆰 ５
的碱性环境体外酶测试模型中， 均可明显地观察到二氢杨

梅素和别嘌呤醇对黄嘌呤氧化酶生物活性具有一定的抑制

作用， 且与药剂浓度在一定的范围内成正比关系， 见图 １。
值的注意的是， 不同浓度的别嘌呤醇在 ｐＨ ７􀆰 ５ 或 ８􀆰 ５ 的碱

性环境体外酶测试模型中呈现相近的抑制作用， 说明碱性

环境因素对别嘌呤醇的生物活性影响较小， 可以忽略不计。
然而， 二氢杨梅素结果呈现出较大的差异性， 不同浓度的

二氢杨梅素药剂在 ｐＨ ７􀆰 ５ 的碱性环境体外酶测试模型中生

物活性抑制率最高可达 ４８􀆰 ４７％ ， 而且均高于在 ｐＨ ８􀆰 ５ 的

碱性环境中的所对应浓度药剂的抑制率。 由此可知， 碱性

因素对二氢杨梅素抑制黄嘌呤氧化酶生物活性的影响较大，
可直接导致其抑制率降低。

图 １　 碱性因素对二氢杨梅素的抑制作用的影响

３􀆰 ２　 二氢杨梅素碱性溶液中自氧化速率分析　 结合课题组

前期对二氢杨梅素在碱性溶液中自氧化作用机制研究发现，
二氢杨梅素在不同碱性水溶液中的自氧化程度区别较大。
因此， 将 ０􀆰 ５ ｍＬ 二氢杨梅素溶液 （０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍＬ） 分别转移

至碱性 （ｐＨ ７􀆰 ５ 或 ８􀆰 ５） 缓冲液 （１􀆰 ５ ｍＬ） 中， 室温作用

０、 ０􀆰 ５、 １􀆰 ０、 １􀆰 ５、 ２􀆰 ０、 ３􀆰 ０ ｍｉｎ， 并采用紫外光谱仪记录

３２５ ｎｍ 波长处吸光度 （二氢杨梅素自氧化特征峰， 如图 ２ａ
所示）， 从而考察其自氧化速率。 结果表明， 二氢杨梅素

在 ｐＨ ８􀆰 ５ 的碱性水溶液中各时间点自氧化速率总体上呈下

降趋势， 但均高于在 ｐＨ ７􀆰 ５ 的碱性水溶液中， 见图 ２ｂ。 由

此说明， 二氢杨梅素在 ｐＨ ８􀆰 ５ 的碱性环境中自氧化程度较

高， 其分子结构变化速率相对较快， 丧失自身原有分子结

构的生物活性也相对较快， 从而进一步佐证了相同浓度的

二氢杨梅素药剂。 另外， 在 ｐＨ ７􀆰 ５ 的碱性环境体外酶测

试模型中作用相同时间时， 表现出的生物活性抑制率

较高。
３􀆰 ３　 黄嘌呤氧化酶抑制作用机制分析　 据报道， 黄嘌呤氧

化酶是由一个包含 ２ 个铁硫中心的 Ｎ 端结构域、 一个黄素

腺嘌呤二核苷酸辅基 ＦＡＤ 结构域和一个 Ｃ 端的钼蝶呤蛋白

０２３
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图 ２　 二氢杨梅素在碱性环境中的自氧化速率

结构域组成［１７］ 。 次黄嘌呤或黄嘌呤在 Ｃ 端的钼蝶呤蛋白结

构域中， 发生氧化还原反应， 生成相对应的黄嘌呤或尿酸，
同时释放出自由电子 （ｅ－）。 自由电子经 Ｎ 端结构域中铁

硫 ［２Ｆｅ⁃２Ｓ］ 中心传递至 ＦＡＤ 结构域， 此时， 溶液中的游

离氧分子 （Ｏ２） 作为电子受体， 在 ＦＡＤ 结构域中发生单电

子还原反应， 形成超氧阴离子自由基 （Ｏ２
．－ ） 或过氧化氢

（Ｈ２Ｏ２）， 见图 ３。
本实验进一步结合了课题组前期关于二氢杨梅素与超

氧阴离子自由基的研究［１４］ ， 证实了二氢杨梅素在清除超氧

阴离子自由基能力方面表现良好， 其原因在于其分子结构

中 Ｃ 环中手性 Ｃ⁃Ｈ 的存在， 对超氧阴离子自由基清除具有

重大贡献。 也就是说， 二氢杨梅素与超氧阴离子自由基发

生有效碰撞， Ｃ 环中手性 ３⁃Ｃ 上的氢原子与自由基发生串

联式氧化还原反应， 促进二氢杨梅素分子结构向杨梅

　 　 　 　 　

图 ３　 黄嘌呤氧化酶生物催化次黄嘌呤或黄嘌呤过程

素分子结构进行转化， 该结论在课题组多项研究中被证

实［１１⁃１２，１４］ ， 见图 ４。

图 ４　 二氢杨梅素在超氧阴离子自由基参与下转化为杨梅素过程
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　 　 二氢杨梅素在黄嘌呤氧化酶体外测试模型中表现出的

良好抑制活性， 可能存在杨梅素分子结构的贡献。 为了佐

证杨梅素结构对黄嘌呤氧化酶生物活性抑制的贡献度， 本

实验采用二氢杨梅素、 杨梅素及杨梅素与二氢杨梅素不同

浓度配比混合物 （ｎＭＹ ／ ｎＤＭＹ）， 分别进行黄嘌呤氧化酶生物

活性抑制体外测试。 结果， 在 ｐＨ ７􀆰 ５ 碱性的黄嘌呤氧化酶

体外测试模型中， 单体二氢杨梅素或杨梅素在浓度为 ５００
μｍｏｌ ／ Ｌ 时， 其抑制率分别为 ３８􀆰 ３３％ 、 ８９􀆰 ８９％ ， 见图 ５。
但当 ｎＭＹ ／ ｎＤＭＹ 分别为 ５ ／ ４９５、 １０ ／ ４９０、 １５ ／ ４８５、 ２０ ／ ４８０ 和

２５ ／ ４７５ 时， 混合物浓度均为 ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ， 其对黄嘌呤氧化

酶的生物活性抑制作用随着杨梅素含量的增加， 呈递增趋

势， 其抑制率均高于相同浓度二氢杨梅素， 低于相同浓度

杨梅素。 因此， 杨梅素分子结构的存在对二氢杨梅素的抑

制率提升具有一定的贡献度。

图 ５　 二氢杨梅素与杨梅素混合药剂对黄嘌呤氧

化酶的生物活性抑制作用

基于以上结果， 本实验对二氢杨梅素在弱碱性环境中

抑制黄嘌呤氧化酶生物活性的作用机制进行合理的分析，
见图 ６。 黄嘌呤氧化酶在生物催化次黄嘌呤或黄嘌呤过程

中， 生成尿酸并释放出超氧阴离子自由基 （Ｏ２
．－）， 二氢杨

梅素在超氧阴离子自由基的作用下， 可实现部分向杨梅素

分子结构转化， 形成二氢杨梅素和杨梅素的混合物。 二氢

杨梅素是非平面双手性分子结构， 而杨梅素属于平面分子

结构， 因此该混合物在黄嘌呤氧化酶结合位点选择时， 可

能出现一定的差异性， 形成协同作用， 从而表现出高效的

　 　 　 　 　

图 ６　 二氢杨梅素抑制黄嘌呤氧化酶作用机制

酶抑制作用， 其抑制率高于相同浓度的单体二氢杨梅素。
３􀆰 ４　 构效关系分析　 基于上述天然二氢杨梅素对 ＸＯＤ 活

性抑制评价， 本实验进一步探讨了以二氢杨梅素分子结构

为基础的天然黄酮类化合物单体对 ＸＯＤ 活性抑制作用， 并

分析其构效关系。 二氢杨梅素分子结构可分为 ３ 个部分， Ａ
环上接入 ２ 个酚羟基 （分别位于 ５⁃和 ７⁃）， 并与 Ｃ 环上的

Ｃ＝Ｏ 发生 π⁃π 共轭作用。 另外， Ｃ 环上羰基邻位碳属于手

性碳原子， 为 Ｒ 型， 且连接 １ 个羟基， 同时 Ｃ 环上 ２⁃碳原

子也属于 Ｒ 型手性碳原子， 并与芳香 Ｂ 环连接。 在 Ｂ 环上，
３ 个相邻的酚羟基分别位于 ３’⁃， ４’⁃， ５’⁃， 并与苯环发生

ｐ⁃π 共轭作用。 鉴于此结构特征， 本实验选取了具有类似

特征的黄酮类化合物单体杨梅素、 槲皮素和山柰酚， 探讨

其与 ＸＯＤ 活性抑制构效关系。 从分子结构上分析， 相比二

氢杨梅素分子结构而言， 天然杨梅素分子结构近似于平面

分子， 其中， Ａ、 Ｂ、 Ｃ 三环存在良好的 π⁃π 共轭效应， 且

Ｃ 环上 ２， ３⁃碳原子上氢原子因消除形成碳碳双键， 见图 ７。
槲皮素和山柰酚虽然也具有近似于平面的分子结构， 但在

其 Ｂ 环上分布的官能团羟基数存在一定的差异性， 它们分

别为 ２ 个羟基 （３’⁃和 ３’⁃） 和 １ 个羟基 （４’⁃）。 在体外

ＸＯＤ 活性抑制评价方面， 虽然杨梅素、 槲皮素及山柰酚的

ＸＯＤ 活性抑制率在一定范围内存在浓度依赖性， 但它们的

ＩＣ５０值存在显著差异性。 杨梅素的 ＩＣ５０值为 ２０􀆰 ７３ μｍｏｌ ／ Ｌ，
最大抑制率为 ９１􀆰 ３３％ ； 槲皮素的 ＩＣ５０值为 ２０３􀆰 ６１ μｍｏｌ ／ Ｌ，
远高于杨梅素， 说明 Ｂ 环上 ３’⁃ＯＨ 对 ＸＯＤ 活性抑制具有显

著贡献， 见表 １。 另外， 手性分子二氢杨梅素和平面分子山

柰酚的最大抑制率分别为 ４８􀆰 ４７％ 、 １２􀆰 ７６％ ， 但未能计算

出 ＩＣ５０值。 由此可知， 黄酮类分子结构趋近于平面状态有

助于提高体外 ＸＯＤ 活性抑制作用， 且其贡献度可能大于 Ｂ
环上羟基数的贡献度。

表 １　 黄酮类化合物 ＸＯＤ 活性抑制率及 ＩＣ５０

名称 特征 最大抑制率 ／ ％ ＩＣ５０ ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１）

二氢杨梅素 ３，５，７，３’，４’，５’⁃六羟基，非平面分子（２Ｒ，３Ｒ） ４８􀆰 ４７ —

杨梅素 ３，５，７，３’，４’，５’⁃六羟基，平面分子 ９１􀆰 ３３ ２０􀆰 ７３

槲皮素 ３，５，７，３’，４’⁃五羟基，平面分子 ６０􀆰 ５２ ２０３􀆰 ６１

山柰酚 ３，５，７，４’⁃四羟基，平面分子 １２􀆰 ７６ —

４　 结论

二氢杨梅素作为天然手性黄酮醇类化合物， 在分子结

构上， 具有独特的潜在生物活性特征。 本实验以天然二氢

杨梅素为研究对象， 探究其在不同碱性环境中对黄嘌呤氧

化酶的抑制作用， 并进行科学的分析评价。 另外， 结合课

题组前期关于二氢杨梅素与超氧阴离子自由基的研究成果，
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图 ７　 二氢杨梅素构效关系

发现二氢杨梅素在超氧阴离子自由基的作用下可转化为杨

梅素， 进一步分析二氢杨梅素对黄嘌呤氧化酶生物活性抑

制的作用机制， 从而首次揭示了二氢杨梅素与杨梅素对黄

嘌呤氧化酶生物活性抑制的具有协同增效作用。 该研究可

为研究天然手性小分子化合物抑制黄嘌呤氧化酶提供重要

参考依据。
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