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摘要： 目的　 考察金露梅 Ｐｏｔｅｎｔｉｌｌａ ｆｒｕｔｉｃｏｓａ Ｌ． 在酪氨酸酶催化中的抑制机理。 方法　 研究金露梅 ５０％ 乙醇提取物对

酪氨酸酶单酚酶、 二酚酶活性的影响， 并分析其动力学原理。 结果　 提取物能大大降低单酚酶、 二酚酶活性， ＩＣ５０分

别为 ３􀆰 ７４、 ４􀆰 ３１ ｇ ／ Ｌ； 对游离酶的抑制常数 （ＫＩ） 为 ３􀆰 ７６ ｇ ／ Ｌ， 而对酶⁃底物络合物的抑制常数 （ＫＩＳ） 为 ８􀆰 ６５ ｇ ／ Ｌ。
结论　 金露梅对二酚酶具有混合型抑制作用， 可作为美白产品进行开发应用。
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　 　 酪氨酸酶即多酚氧化酶， 常见于人体和动、 植物体内，
微生物中也能见到［１］ ， 对黑色素代谢、 儿茶酚胺有很大影

响， 能在一定程度上限制其代谢速度［２］ 。 在酪氨酸酶单酚

酶的刺激下， 酪氨酸会发生羟化反应， 生成邻位二羟基苯

丙氨酸 （Ｌ⁃多巴）， 而在二酚酶作用下后者会发生氧化反

应， 生成多巴醌， 继续发生反应后就会形成黑色素［３］ 。 因

此， 只要在酪氨酸酶发生反应的过程中抑制其活性， 就可

减少黑色素的形成， 从而达到美白效果。
金露梅 Ｐｏｔｅｎｔｉｌｌａ ｆｒｕｔｉｃｏｓａ Ｌ． 是蔷薇科委陵菜属灌木类

植物［４］ ， 为西藏常见药物， 因其生长环境的温差较大、 海

拔较高、 日照时间较长， 其成分组成多样， 活性极强［５］ ，
包括黄酮类、 三萜类、 多糖类、 鞣质、 醌类等［６］ 。 多酚作

为一种广泛应用于美白产品的酪氨酸酶抑制剂， 既可与底

物竞争， 结合酪氨酸酶， 也可抑制酶反应活性， 从而减少

黑色素生成以达到美白祛斑的作用［７］ 。 目前， 对金露梅总

多酚含有量及其抑制酪氨酸酶活性的报道较少［８］ ， 故本实

验考察该植物在酪氨酸酶催化中的抑制机理， 以期为相关

美白产品的研发提供科学根据。
１　 材料

１􀆰 １　 试剂与药物　 金露梅采自西藏， 经华东理工大学马磊

副教授鉴定为正品。 酪氨酸酶 （美国 Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ 公司，
１ ０８０ Ｕ ／ ｍｇ）； Ｌ⁃多巴、 Ｌ⁃酪氨酸对照品 ［阿拉丁试剂 （上
海） 有限公司］。 无水乙醇、 氢氧化钠、 磷酸二氢钾均为

分析纯 （国药集团化学试剂有限公司）。
１􀆰 ２　 仪器　 ＪＹ５００２ 电子天平 （上海复平仪器仪表有限公

司）； ＷＫ⁃４００Ｂ 高速药物粉碎机 （山东精诚机械有限公

司）； ＳＨＺ⁃３ 循环水多用真空泵、 ＨＨ⁃ＷＯ 电子恒温水浴锅

（上海予华仪器有限公司）； ＰＳ⁃３０ＡＬ 超声波清洗仪 （深圳

市洁康有限公司）； ＵＶ１９００ 紫外分光光度计 （上海奥谱勒

仪器有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 总多酚制备与含有量测定

２􀆰 １􀆰 １　 提取　 称取金露梅全株 ５􀆰 ０ ｇ， 粉碎处理后以 ３０ 目

筛进行筛选， 置于锥形瓶中， 加入 １００ ｍＬ ５０％ 乙醇， ５０ ℃
下超声提取 ３０ ｍｉｎ， 得到粗提物， ６０ ℃下减压蒸馏除去乙

醇， 置于 １００ ｍＬ 量瓶中定容， 即得金露梅总多酚提取物，
质量浓度为 ５０ ｇ ／ Ｌ［９］ 。
２􀆰 １􀆰 ２　 分离纯化　 采用 ＨＺ⁃８２８ 大孔树脂， ５ ｇ ／ Ｌ 提取液以

１􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 体积流量上样 ５０ ｍＬ， 进行动态吸附， ５０ ｍＬ
７０％ 乙醇进行动态洗脱， 洗脱液减压蒸馏浓缩， 即得纯

化物［１０］ 。
２􀆰 １􀆰 ３　 定量测定　 采用福林酚测定法［１１］ 。 精密称取 １０ ｍｇ
没食子 酸 对 照 品， 离 子 水 溶 解 并 定 容 至 １００ ｍＬ， 得

０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ 溶 液， 取 １􀆰 ０、 １􀆰 ５、 ２􀆰 ０、 ２􀆰 ５、 ３􀆰 ０、 ３􀆰 ５、
４􀆰 ０ ｍＬ于 ２５ ｍＬ 量瓶中 （终质量浓度分别为 ４、 ６、 ８、 １０、
１２、 １４、 １６ μｇ ／ ｍＬ）， 加入 １ ｍＬ 福林酚试剂、 ２ ｍＬ １０％
Ｎａ２ＣＯ３ 试剂， 摇匀定容， ２５ ℃下反应 １ ｈ 后， 测定其在最

大吸收波长 ７６５ ｎｍ 波长处的吸光度 （Ａ７６５）。 以溶液质量

浓度为横坐标 （Ｘ）， 吸光度为纵坐标 （Ａ） 进行回归， 得

到方程 为 Ａ ＝ ０􀆰 １３１ ３Ｘ － ０􀆰 ００８ ４ （ Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ １）， 在

０～１６ μｇ ／ ｍＬ范围内线性关系良好。
将 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下纯化物在 ６０ ℃下通过减压蒸馏除去

乙醇， 去离子水定容至 ５ ｇ ／ Ｌ， 取 １􀆰 ０ ｍＬ， 去离子水定容

于 １０ ｍＬ 量瓶中， 再量取 ０􀆰 ５ ｍＬ 于 ２５ ｍＬ 量瓶中， 依次加

入 １ ｍＬ 福林酚试剂、 ２ ｍＬ １０％ Ｎａ２ＣＯ３ 溶液， 混匀， 定

容， ２ ５ ℃下反应 １ ｈ 后， 测定 Ａ７６５。
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结果， 金露梅纯化后总多酚含有量为 １７１􀆰 １３ ｍｇ ／ ｇ， 终

药液浓度为 １０ μｇ ／ ｍＬ。
２􀆰 ２　 酶活性测定　 对酪氨酸酶活性进行检测的前提是多巴

色素最大吸收峰在 ４７５ ｎｍ 波长处， 而多巴色素来自于酪氨

酸、 Ｌ⁃多巴的酶催化氧化反应［１２］ 。 酪氨酸酶反应活性定

义［１３］为以每 １ ｍｉｎ 多巴色素在 ４７５ ｎｍ 波长处的吸光度

（Ａ４７５） 增加 ０􀆰 ００１， 为 １ 个酶活性单位， 即 １ Ｕ ／ ｍｉｎ， 可依

据酶催化反应系统 Ａ４７５伴随时间的增长， 得到对应的酶活

性值。
２􀆰 ２􀆰 １　 单酚酶活性　 参考文献 ［１４］ 报道。 以１􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
Ｌ⁃酪氨酸为底物， 在反应系统内依次加入 ３􀆰 １ ｍＬ 磷酸缓冲

液 （ｐＨ＝ ６􀆰 ８）、 １􀆰 ５ ｍＬ ５􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｌ⁃酪氨酸 （溶于 ｐＨ ＝
６􀆰 ８ 磷酸盐缓冲液中）， 在 ２８ ℃恒温水浴锅中恒温 １０ ｍｉｎ，
依次加入 ０、 ２􀆰 ０、 ４􀆰 ０、 ６􀆰 ０、 ８􀆰 ０、 １０􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ 金露梅提取物

各 ０􀆰 ２ ｍＬ 及酪氨酸酶溶液 ０􀆰 ２ ｍＬ， 摇晃均匀后迅速置于

紫外分光光度计中， 在 ４７５ ｎｍ 波长处每 ３０ ｓ 读取 １ 次吸光

度， 连续 １５ ｍｉｎ。 在 该 反 应 体 系 中， 酶 终 质 量 浓 度

为２０ ｍｇ ／ Ｌ。
２􀆰 ２􀆰 ２　 二酚酶活性　 参考文献 ［１５］ 报道。 以１􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
Ｌ⁃多巴为底物， 在此反应体系内依次加入 ３􀆰 ６ ｍＬ 磷酸缓冲

液 （ｐＨ＝ ６􀆰 ８）、 １􀆰 ０ ｍＬ ５􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｌ⁃多巴 （溶于 ｐＨ＝ ６􀆰 ８
磷酸盐缓冲液中）， 在 ２８ ℃恒温水浴锅中恒温 １０ ｍｉｎ， 依

次加入 ０、 ２􀆰 ０、 ４􀆰 ０、 ６􀆰 ０、 ８􀆰 ０、 １０􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ 金露梅提取物各

０􀆰 ２ ｍＬ 及酪氨酸酶溶液 ０􀆰 ２ ｍＬ， 摇晃均匀后迅速置于紫外

分光光度计中， 在 ４７５ ｎｍ 波长处每 ３０ ｓ 读取 １ 次吸光度，
连续 １５ ｍｉｎ。 在该反应体系中， 酶终质量浓度为 ４􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ。
２􀆰 ２􀆰 ３　 计算方法　 公式为相对酶活性＝［（Ａ２－Ａ１） ／ （Ａ４－Ａ３）］×
１００％， 其中 Ａ１、 Ａ２ 分别为底物、 酪氨酸酶与金露梅提取物

溶液在一定时间段内 （单酚酶活性 ５～ １０ ｍｉｎ， 二酚酶活性

０～６ ｍｉｎ） 对应的吸光度； Ａ３、 Ａ４ 表示存在前 ２ 种物质，
但不存在金露梅提取物体系在 １ 个时间间隔内的前后吸光

度， 时间段选择一致［１６］ 。
２􀆰 ３　 金露梅对酪氨酸酶二酚酶活性抑制机理的分析　 固定

酪氨酸酶活性为 ６６ Ｕ ／ ｍＬ， 在反应体系内依次加入磷酸盐

缓冲液 （ｐＨ＝ ６􀆰 ８）、 Ｌ⁃多巴溶液、 金露梅 ５０％ 乙醇提取物

各 １ ｍＬ， 置于水浴锅中， ２８ ℃下恒温 １０ ｍｉｎ， 再加入１ ｍＬ
酪氨酸酶溶液， 摇晃均匀迅速置于紫外分光光度计中进行

检测。 改 变 Ｌ⁃多 巴 溶 液 浓 度 为 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５、 １􀆰 ０、 １􀆰 ５、
２􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 测定 ０、 ２􀆰 ０、 ４􀆰 ０、 ６􀆰 ０、 ８􀆰 ０、 １０􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ 金露

梅提取物 Ａ４７５， 计算初速度 Ｖ０， 绘制浓度⁃初速度曲线。 再

利用 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ⁃Ｂｕｒｋ 双倒数方程， 由底物 Ｌ⁃多巴溶液浓

度、 Ｖ０ 倒数为指标作图， 测得米氏常数 Ｋｍ、 酶促反应最大

速率 Ｖｍ， 用来判断其抑制种类［１７］ 。
以 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ⁃Ｂｕｒｋ 双倒数方程直线斜率、 截距为纵坐

标， 提取物溶液质量浓度为横坐标再绘图， 得到对应的抑

制常数 ＫＩ、 ＫＩＳ
［１８］ 。 Ｖ０

－１ ＝ Ｋｍ ·Ｖｍ
－１ （１＋ＣＩ ·ＫＩ

－１ ） ＣＳ
－１ ＋

Ｖｍ
－１ （１＋ＣＩ·ＫＩＳ

－１）， 其中 Ｖ０ 为初速度， 单位 Ａ ／ ｍｉｎ； Ｋｍ

为米氏常数， 单位 ｍｍｏｌ ／ Ｌ； Ｖｍ 为最大反应速率， 单位

Ａ ／ ｍｉｎ； ＣＩ 为金露梅提取物质量浓度， 单位 ｇ ／ Ｌ； ＣＳ 为底

物浓度， 单位 ｍｍｏｌ ／ Ｌ； ＫＩ 为金露梅提取物与酶的反应常

数， 单位 ｇ ／ Ｌ； ＫＩＳ为金露梅提取物和酶⁃底物络合物发生反

应的常数， 单位 ｇ ／ Ｌ［１９］ 。
３　 结果

３􀆰 １　 金露梅提取物对酪氨酸酶单酚酶活性的影响　 在单酚

酶活性测定时使用酪氨酸酶， 通常情况下能减缓其催化反

应而出现迟滞时间， 同时在反应系统中酶、 底物浓度能影

响延迟时间［２０］ 。 按 “２􀆰 ２” 项下方法测定 Ａ４７５， 金露梅提

取物对酪氨酸酶单酚酶作用的进程曲线见图 １。 由此可知，
单酚酶活性存在迟滞时间 （曲线的直线部分交于横坐标的

值） ［２１］ ， 在反应系统内提取物可让其活动延迟时间增加，
而且质量浓度越高， 延迟时间越长， 曲线斜率减小， 即稳

态酶活性下降， 表明它可在一定程度上抑制酪氨酸酶单酚

酶的活性， 缩减其效用。

图 １　 金露梅提取物对酪氨酸酶单酚酶作用的进程曲线

金露梅提取物存在浓度差异时， 会对酪氨酸酶催化氧

化反应有影响， 从而改变其 Ｌ⁃酪氨酸的稳态酶活性 （即
５～１０ ｍｉｎ的相对酶活性）。 图 ２ 显示， 随着提取物溶液质量

浓度升高， 稳态酶活性降低， ＩＣ５０约为 ３􀆰 ７４ ｇ ／ Ｌ。

图 ２　 金露梅提取物对酪氨酸酶单酚酶稳态酶活性的影响

３􀆰 ２　 金露梅提取物对酪氨酸酶二酚酶活性的影响 　 按

“２􀆰 ２” 项下方法测定 Ａ４７５， 结果见图 ３。 由此可知， 二酚酶

催化氧化 Ｌ⁃多巴过程中无时间延迟， 随着提取物溶液质量

浓度升高， 曲线斜率明显增长， 表明它可在一定程度上抑
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制二酚酶反应； 在提取物溶液质量浓度相同的反应体系中，
吸光度会随着时间延长而增大， 但速率逐渐下降， 表明二

酚酶对氧化反应的催化速度变小。

图 ３　 金露梅提取物对酪氨酸酶二酚酶作用的进程曲线

金露梅提取物质量浓度存在差异时， 会给酪氨酸酶催

化氧化反应造成影响， 改变其 Ｌ⁃多巴的稳态酶活性 （即
０～６ ｍｉｎ 的相对酶活性）。 图 ４ 显示， 随着提取物溶液质量

浓度不断升高， 稳态酶活性降低， ＩＣ５０约为 ４􀆰 ３１ ｇ ／ Ｌ。

图 ４　 金露梅提取物对酪氨酸酶二酚酶稳态酶活性的影响

３􀆰 ３　 金露梅抑制酪氨酸酶二酚酶活性的机理 　 按 “２􀆰 ２”
项下方法测定 Ａ４７５， 计算初速度 Ｖ０， 绘制浓度⁃初速度曲

线， 结果见图 ５。 由此可知， 随着多巴溶液浓度升高， Ｖ０

不断增长； 金露梅提取物溶液质量浓度变化对酪氨酸酶二

酚酶活性有不同程度的抑制作用， 而且随着其质量浓度升

高， 与二酚酶的反应逐渐稳定， 表明提取物会与底物竞争

与酶结合， 催化速率的下降是酶活性被抑制的后果， 而不

是因为酶丧失活性造成的。 因此， 可认为金露梅提取物对

酪氨酸酶的作用为可逆性抑制［２２］ 。
以底物 Ｌ⁃多巴溶液质量浓度、 Ｖ０ 倒数为指标， 结合

Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ⁃Ｂｕｒｋ 双倒数方程进行拟合， 结果见图 ６， 对比酶

催化反应的相应动力指数， 通过表观米氏常数 （Ｋｍ）、 最

大反应速度 （Ｖｍ） 来判断抑制类型［２３］ 。 由图 ６Ａ 可知， 双

倒数图中的 １ 组直线在第二象限内交叉于一点， Ｋｍ、 Ｖｍ 都

随提取物溶液质量浓度的升高而变化， Ｋｍ 增加， Ｖｍ 值减

少， 表明提取物对酪氨酸酶的抑制机理为混合型效应， 即

它与酶在不断作用的过程中可同时与游离酶和酶⁃底物的络

合物结合， 从而发生非竞争性抑制反应， 并且与 Ｌ⁃多巴在

相互竞争中和酪氨酸酶发生反应而形成竞争性抑制。

图 ５　 金露梅提取物溶液质量浓度与其抑制作用的关系

根据 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ⁃Ｂｕｒｋ 双倒数方程的斜率、 纵截距， 结

合金露梅提取物溶液质量浓度来制图， 用于判断结合度， 结

果见图 ６Ｂ、 ６Ｃ。 由此可知， 提取物对游离酶的抑制常数 （ＫＩ）
为 ３􀆰 ７６ ｇ ／ Ｌ， 而对酶⁃底物络合物的抑制常数 （ＫＩＳ ） 为

８􀆰 ６５ ｇ ／ Ｌ， 即它与游离酶的反应程度高于与酶⁃底物络合物的。

图 ６　 金露梅提取物对酪氨酸酶催化氧化 Ｌ⁃多巴抑制

作用的 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ⁃Ｂｕｒｋ 双倒数方程

４　 结论

金露梅 ５０％ 乙醇提取物经大孔树脂纯化后， 总多酚含

有量为 １７１􀆰 １３ ｍｇ ／ ｇ， 可在一定程度上抑制酪氨酸酶活性，
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并对单酚酶、 二酚酶均存在显著的抑制作用， 它抑制单酚

酶反应迟滞时间的延长是主要表现， 当后者活性降低到一

半时其 ＩＣ５０约为 ３􀆰 ７４ ｇ ／ Ｌ， 而对二酚酶约为 ４􀆰 ３１ ｇ ／ Ｌ。 通

过 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ⁃Ｂｕｒｋ 双倒数图发现， 提取物对二酚酶存在混

合型抑制作用， 对游离酶、 及酶⁃底物络合物的抑制常数分

别为 ３􀆰 ７６、 ８􀆰 ６５ ｇ ／ Ｌ， 表明它具有良好的美白活性， 今后

可对其主要有效成分及细胞生物学方面进行深入研究。
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