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槟榔花沸水提取物对酪氨酸酶抑制作用的研究
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摘要在pH=6．8的Na：HPO。一NaH2Po,缓冲体系中，采朋酶动力学方法研究了槟榔花沸水提取物(BWE)对酪氮酸

酶活力的抑制作j{j。结果表明，BWE对酪氨酸酶的活性有良好的抑制作崩，其，c。值为0．77 m咖L。BWE对酪
氨酸酶的抑制作用表现为非竞争性抑制．表观米氏常数(K。)为0．35 mM。抑制常数(K。)为0．13 mg／mL。
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酪氨酸酶(EC 1．14．18．1，tyrosinase)又称为多酚氧化酶、儿茶酚氧化酶等，是结构复杂的多亚基含铜

氧化还原酶川．也是生物体合成黑色素的关键酶和限速酶，在合成过程的多个反应步骤中起关键作用，广

泛存在于微生物I”I、动植物l蜘及人体中【删。在人体中，酪氨酸酶活性与黑素合成量呈正相关关系，酪氨

酸酶的活性不仅决定黑素合成的速率．还是黑素细胞分化成熟的特征性标志。在植物中，酪氨酸酶对类

黄酮、紫胶、鞣酸、酚类、生物碱等的生物合成起重要作用，且在植物的新陈代谢，如呼吸系统、中间

物质的代谢、氧化还原电位的调整和植物的伤口愈合中发挥着重要的作jfj岬l。在微生物体内，由于酪氨

酸酶的存在．很多微生物才能以单酚、二元酚以及联苯酚作为自己的能量物质【10I。因此，微隹物中的酪

氨酸酶口『用来降解酚类废物和处理含酚废水。目前，酪氨酸酶抑制剂已被广泛朋于果蔬保鲜、化妆品添

加剂⋯】和生物农药的杀虫刺添加物112J等．因此，对酪氨酸酶抑制剂的研究已引起国内外的广泛蓖视。

槟榔居中国四大南药之首．果实中含有多种人体所需的营养元素和有益物质．如槟榔油、牛物碱、

儿茶素和胆碱等成分。槟榔花是槟榔的一种副产物．一般在夏季采集、晒干、去梗后保存。槟榔花的花

期长、开花多、粉源丰富，泌蜜芳香、味淡、性凉，化学成分配比均衡。《中药志》记载：槟榔花口f增加机

体SOD酶的活性、调节免疫系统，对人体新陈代澍、生长发育有着重要的营养和调节作用，具有独特的

食疗和保健功效。素以“微型营养品”、“长寿食品”著称。而在海南民间常朋来作保健食品原料，广受人

们喜爱。然而．目前有关槟榔花生物活性的研究较少，尤其以槟榔仡提取物作为酪氨酸酶的抑制剂，国

内外尚未见报道。本文以槟榔花沸水提取物为效应物，研究了其对酪氨酸酶催化反应的影响及抑制作用

动力学特征．以期为开发槟榔花的各种功能性产品提供一定的理论依据。

1材料与方法
1．1 材料

1．1．1 材料 槟榔花由中国热带农业科学院椰子研究所提供。

基会项目：海南省霞点科技资助项H(No．090138)：海南省r}然科学肇舍(No．310101)资助
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1．1．2试荆 酪氨酸酶为Sigma化学公司的蘑菇酪氨酸酶。比活力为3 320 U／mg。3。4一二羟基苯氨酸

(L—I)OPA)为sigma化学公司，E产的分析纯试制。磷酸氢二钠和磷酸二氢钠为闭产分析纯试剂。实验J-}J水

均为太离f水。

1．1．3仪器 Schott Uviline 9400紫外可见分光光度计(德困)。

1．2样品制备

将采摘的槟榔化放人60℃烘箱中十燥48 h。十燥后的槟榔仡与沸水按照l：10(W／W)的比例充分混合

后100℃水浴提取30 min。真率抽滤。合并i次滤液。常温F将混合物以12 000 dmin离心30 min。再于

50℃、50 Mpa下旋转蒸发至恒函后置于4℃冰箱中保存备朋。准确称破样品0．16 g，用去离子水溶解后定

溶于100 mL的容髓瓶中．质醴浓度为1．6 mrdmL。

1．3样品对酪氨酸酶活性的抑制

在酪氨酸酶反应乍成黑色素的过程中．酪氨酸酶的催化作J{j主要发生在酪氨酸转化为多巴以及多巴

转化为多巴醌这两个反应中。多巴醌足有色物质．可用分光光度计(475 nm)测定I-31。酪氨酸酶反应活性

(ACT)定义：以每分钟多巴色素在475 rim波长的吸光度(0／)4乃)增加0．001为一个酶活力单位，即l U／min。

凶此。通过测定酶催化反应体系的OD。，，变化的时间增长直线，从直线斜率即可求得酶活力。

1．3．1 酪氨酸酶活力的测定 以终浓度为0．5 mmol／L的L—DOPA为底物。先将0．5 mL初始浓度为

5 mm(J1／L的L—DOPA(溶于pH=6．8的磷酸盐缓冲溶液)分别置于比色管中。向其中加入一定体积的BWE。

最后用pH=6．8的磷酸盐缓冲溶液定容至4．9 mL，在30℃恒温水浴中恒温3 min，加入0．1 mL 0．15 g／L酪

氨酸酶水溶液。反应液的终体积为5．0 mL，酶的终质量浓度为3 mg／L，在8 min内每隔l min测定反应液

OD47，值。

1．3．2不同浓度BWE对酪氨酸酶活力的影响 按照对酪氨酸酶活力的测定方法．向各体系中加入BWE

的体积依次为0、0．5、1．0、1．5 mL。其终浓度依次为O、O．16、0．32、0．48 mg／mL，分别测定各反应液的

OD47s值。

1．3．3 BWE对酪氨酸酶的相对抑制率(I％)的测定 根据酶反应活性的定义．在一定的抑制刺浓度下，

酶反应活性表示为ACT,．在没有抑制剂时酶反应活性表示为AC乃，则BWE对酪氨酸酶的相对抑制率

(I％)町以定义为式(1)：

，(％)=(1-A CT／A CTo)×100％=『l一(D协一，)队)／(∞f-OD口)】×100％ (1)

其中。组分A有底物L—DOPA、酪氨酸酶，无BWE；组分B有底物L—DOPA，无底物酪氨酸酶、

BWE：组分C有底物L—DOPA、酪氨酸酶和BWE；

组分D有底物L—DOPA、BWE，无酪氨酸酶。

按照测定酪氨酸酶活力的实验步骤．在475 nm

下依次测定OD^、ODB、OD。：和OD．，的值，其中A、B

两组分中不添加BWE．B、D两组分中没有酪氨酸

酶，C、D两组分中添加BWE的浓度梯度均为0、

0．5、1．0、1．5、2．0和2．5 mL。总体方法设计见表l。

1．4 BWE抑制酪氨酸酶的动力学

表1反应液的组成

酶抑制动力学参数。包括表ji!ll米氏常数(K。)、最大反应速率(1，。)和抑制常数(K．)，可通过Lineweaverr-

Burk双倒数办程作『冬{和Dixcm图扶得114--151。本实验在测活体系中．1剐定酶的质馈浓度为3 mg／L。改变底物

(L—I)OPA)浓度。测定不同BWE浓度(C，)下的反心初始速率(1，)。在单底物酶促反应中，酶反应速度(v)

与底物浓度(G)之|1|J的关系町用米氏方程表示．单底物酶促反应的反应速度‘孑底物浓度‘矗双曲线夫系，通常

HJ双倒数法进行参数估计。即将米氏疗科取倒数：1／v=I／v。+(Kdv。)·1／G，通过实验将l～对l／G作图，

uf得到一条A线．即为Lineweaver-Bufk双倒数『冬l。它在l～轴上的截肼i足l～。。在l，G轴上的截距是一I／K。。

冉以l～为纵坐标。C．为横啦标Ilr作}f{Dixon图，它在C．轴上的截距为一K．。
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1．5数据处理方法

所有数据均用Excel软件处理。

2结果与分析

2．1 不同浓度BWE对酪氨酸酶活力的影响

图l所示是以酪氨酸酶质鼍终浓度为3 mg／L。L—DOPA终浓度为0．5 mmol／L，不同浓度的BWE(CI)

对酪氨酸酶的抑制作用的进程曲线。结果表明，酪氨酸酶催化L—DOPA氧化不存在迟滞效应。在同一反

应时间下．随着BWE浓度的增大，反应液的吸光度不断下降，即酪氨酸酶催化氧化L—DOPA的速率不断

降低，说明BWE具有抑制酪氨酸酶活性的能力。图2为不同浓度的BWE(C，)对酪氨酸酶的相对抑制率

(K．)的影响曲线，可以看出随着BWE浓度的增大，对酪氨酸酶的相对抑制率升高，当相对抑制率达到

50％时BWE的当量浓度(IC，o)为0．77 mg／mL。
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图1 槟榔花提取物抑制酪氨酸酶进程曲线
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图2槟榔花提取物对酪氨酸酶催化反应的抑制率的影响

2．2 BWE抑制酪氨酸酶的动力学

Lineweaver—Bufk双倒数图和Dixon图分别如图3和图4所示。由图3可知。Lineweaver—Burk取双倒

数作图为相交于横轴的一点的一组直线。随着BWE浓度的增大，直线横轴截距基本不变，而纵轴截距和

直线斜率成相同比例增大，即纵轴截距和直线斜率之比不变，符合非竞争性可逆抑制类型的特征。根据

图3可得到米氏方程、K。和‰。而由表2可知，随着BWE浓度增大，K。值基本相同，v。则不断降低。根

叫
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图3槟榔花提取物对酪氨酸酶抑制作用的Uneweaver-Bufk曲线
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圈4槟榔花提取物对酪氨酸酶抑制作用的Dixon曲线
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表2槟榔花提取物对酪氨酸酶的抑制动力学参数

据图4，由直线在纵轴上的截距除以直线的斜率叮以计算出非竞争性可逆抑制剂的抑制常数(K，)”61。同时，

随着BWE浓度增大，KI值基本相同。

3讨论与结论

酪氨酸酶的活性与黑色素的生成有密切关系。在机体内，它能将L一酪氨酸(L-Tyrosine，L-Tyr)羟化，

产生邻位二羟基苯丙氨酸(L一多巴．L-DOPA)。再将多巴氧化成多巴醌，进而生成一系列能引起褐化的色

素类物质1-71。在此过程中，酪氨酸酶可提供氧负离子I·卿．并通过氧负离子的引发1191和酪氨酸酶的催化作用

使酪氨酸逐步氧化，最终形成黑色素。因此，BWE对酪氨酸酶的抑制作用机制可推断如下：在酪氨酸酶

的催化氧化过程中。氧负离子既是引发剂又是反应物。因此BWE对氧负离子的清除作用既阻断了反应的

引发，也削弱了酪氨酸酶的供氧作用。从而使酪氨酸氧化反应的强度减弱．即削弱了酪氨酸酶的作用。

本研究结果表明，槟榔花提取物对酪氨酸酶的抑制作用表现为非竞争性抑制类型．抑制常数

(KI)为O．13 mg／mL，对酪氨酸酶的相对抑制率达到50％的槟榔花提取物的浓度(，C∞)为0．77 mg／mL。比银

杏外种皮水提物(ICw=2．25 mg／mL)f201要低得多，是一种有市场潜力的酪氨酸酶抑制剂。

酪氨酸酶抑制剂n『用来预防和治疗色素沉着和黑色素瘤等疾病12ll。目前。氢醌、果酸、维生索C、曲

酸和熊果甙等酪氨酸酶抑制剂已作为美白剂应用于化妆品中。但氢醌和果酸刺激性大．而维生素C和曲

酸易氧化，因保质期短已逐渐被淘汰阎。而BWE不仅对酪氨酸酶活性具有抑制作用．并且对酪氨酸酶活

性的抑制效率旱剂瑷依赖性关系，随着BWE含量的增加。对酪氨酸酶活性的抑制效率也逐步增加。其原

因可能在酪氨酸生成多巴继而生成多巴醌的过程中，BWE抑制了酪氨酸酶的促进作用。因此。槟榔花有

望作为一种新型的天然植物源美白剂，如将其活性成分添加到各种霜膏中．制成护肤、抗衰老和祛斑的

功能性化妆品，在药用和化妆品行业将具有良好的开发应用前景。
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Inhibitory Effect of Areca Inflorescence Boiling Water Extracts on

Tyrosinase—cataIyzing Reaction
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Abstract The inhibitory effect of areca inflorescenee boiling water extracts(BWE)on the activity of

tyrosinase was studied via enzymologieal kinetic method with Na2HP04-NaH2P04 as buffer solution(pH=6．8)

at ambient temperature．It was found that BWE could effectively inhibit the activity of tyrosinase．The

BWE concentrations corresponding to 50％inhibitory rate(，C曲Was 0．77 mg／mL for tyrosinase．rI'Ile

inhibition kinetics of BWE analyzed by Lineweaver—Burk plots demonstrated that the inhibition ef．fect of

BWE for the oxidation of L—DOPA expressed as what a noncompetitive inhibitor does．The apparent

Michaelis constant l≮and the inhibition constant of noncompetitive reversible inhibitor KI，Was determined

to be 0．35 mmol／L and 0．1 3 m∥mL，respectively．

Keywords Areea inflorescence boiling water extract；Tyrosinase；Inhibitory e雎ct；Kinetics
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