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柿叶提取物对马铃薯多酚氧化酶的抑制作用

林敏1 ,2 , 邱凌1 , 钟雪1 , 石艳1 , 陈清西1

(1　厦门大学 生命科学学院 , 福建 厦门 361005 ; 2　龙岩学院 生命科学学院 , 福建 龙岩 364000)

摘要 : 多酚氧化酶 ( PPO) 是生物体内黑色素合成的关键酶。研究了甜柿叶乙醇提取物、涩柿叶乙醇

提取物、甜柿叶水提取物、涩柿叶水提取物对马铃薯多酚氧化酶活性的抑制作用。结果表明 , 上述 4种柿

叶提取物对马铃薯多酚氧化酶具有明显的抑制作用 , 使该酶活力下降 50 %所需的浓度 ( IC50 ) 分别为

0121、01 26、0137、0145 mg/ mL。乙醇提取物较水提取物的作用效果更强 , 甜柿叶提取物的抑制作用比涩

柿叶提取物的强 , 4种柿叶提取物对酶的抑制作用均为非竞争性可逆抑制 , 其抑制常数 ( KI = KIS) 分别为

0118、0123、0134、0145 mg/ mL。
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Inhibitory effect of extract of persimmon leaf on potato
polyphenol oxidase ( PPO)
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Abstract : Polyp henol oxidase ( PPO) is a key enzyme in pigment bio synt hesis of organisms1 　
The inhibitory effect s on t he activity of potato PPO by et hanol ext ract of sweet persimmon leaf ,

et hanol ext ract of ast ringent persimmon leaf , water ext ract of sweet persimmon leaf and water ext ract

of ast ringent persimmon leaf were compared1 The result s showed t hat ext ract of persimmon leaf could

obviously inhibit t he activity of potato PPO1 The inhibitors concent ration leading to 50 % ( I C50 ) of

t he enzyme activity lost were 0121 , 0126 , 0137 , 0145 mg/ mL , respectively1 The inhibition st rengt h

of ethanol ext ract was st ronger than t hat of water ext ract , and ext ract of sweet persimmon leaf is

st ronger t han t hat of ext ract of ast ringent persimmon leaf1 Kinetic analyses showed t hat t he inhibition

mechanism of all four ext ract s was noncompetitive inhibition , and t he inhibition constant s ( KI = KIS)

were 0118 , 0123 , 0134 , 0145 mg/ mL , respectively1
Key words : potato ; polyp henol oxidase ; ext ract of persimmon leaf ; inhibitory effect ; kinetics

多酚氧化酶 ( PPO) 又称为酪氨酸酶 , 是广泛存在于植物体中的一种含铜的金属氧化酶 , 是生物

体内黑色素合成的关键酶。它能催化邻位二羟基苯丙氨酸 (L2多巴 , L2DO PA) 氧化成多巴醌 , 进而
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继续反应生成一系列引起褐变的色素类物质[1 ]。该酶与果蔬的褐变有密切关系[2 ,3 ]。1988 年 , Akiu

等[4 ]从杜鹃花科植物熊果的叶中分离到一种具有脱色作用的单体物质熊果苷 (arbutin) 。自此从植物

中分离天然酪氨酸酶抑制剂引起了人们的兴趣。Kubo 等[5 ]从漆树科腰果、马钱科醉鱼草、菊科和棕

榈科[ 6 ]等植物中分离出几种酪氨酸酶抑制剂。尚靖等[7 ]研究了 7种常用增白中药对酪氨酸酶的抑制作

用 , 王建华等[8 ]测定了芦荟、熟地黄、当归、玉竹、白茅根等 20味中药乙醇提取物对酪氨酸酶的抑

制活性。这些研究证实了许多中药对酪氨酸酶有抑制作用。雷铁池等[9 ]的研究结果显示 , 白术、白僵

蚕、藁本、白芨、白附子、沙苑子、苦参、六月雪、柿叶、柴胡、香附 11味中药乙醇提取物对酪氨

酸酶活性和黑色素生成量呈剂量依赖性抑制。

近几年对于柿叶的研究主要集中在成分及药用分析 , 很少涉及酶学领域 , 柿叶提取物对植物

PPO的抑制作用的报道甚少 , 特别是酶的抑制作用动力学的研究几乎还是空白。我国柿子品种繁多 ,

据不完全统计约有 800多种 , 可分为甜柿和涩柿两大类 , 甜柿类柿果着色后即可直接食用 , 涩柿类需

经脱涩后方可食用[10 ]。柿叶中的主要有效活性成分是黄酮类 , 柿叶有止血、抗菌、解热、降脂降压、

抗氧化、抗癌变和抗诱变、美容等作用[11 ]。在筛选植物体的多酚氧化酶抑制剂的实验中 , 笔者发现

从柿子叶中可以提取多酚氧化酶抑制剂。本研究采用 50 %乙醇提取法及水提取法分别提取甜柿叶和

涩柿叶的 PPO抑制剂 , 并比较这四种提取物对马铃薯 PPO的抑制效应 , 为柿叶在医药、美容、食品

保鲜等方面的应用提供依据。

1　材料与方法

111　材 料

马铃薯 (闽薯一号) 由福建省龙岩市农科所提供 , 甜柿叶和涩柿叶由福建省龙岩市龙门镇果农提

供。马铃薯的多酚氧化酶 ( PPO) 的纯化参照文献 [12 ] 的方法 , 获得比活力为 79183 U/ mg 的酶制

剂 ; L2多巴 (L2DO PA) 为 Aldrich化学公司产品 ; 其他试剂为国产分析纯试剂 ; 使用的蒸馏水为去

离子重蒸水。

112　方 法

11211　柿叶多酚氧化酶抑制剂的提取　参照黄酮类化合物的提取方法[13 ]。柿叶在 80～85℃的烘箱中

烘 3～4 h后 , 用粉碎机加工成粉末。取柿叶粉末 20 g , 加 200 mL 蒸馏水和 200 mL 乙醇 (水提取物

仅加 400 mL 蒸馏水) 于大锥形瓶中 , 搅拌均匀 , 置于超声波清洗器中 , 50℃下超声波萃取 115 h ,

用布氏漏斗抽滤得滤液 , 用旋转蒸发器蒸发除去乙醇及大部分水分得浓缩液 , 用冷冻干燥器干燥成粉

末。取冻干粉配成 15 mg/ mL 溶液 , 15 000 r/ m离心 10 min , 除去沉淀备用。

11212　PPO动力学研究方法　PPO酶活力测定参考文献 [ 14 ]。在 310 mL 012 mol/ L 磷酸缓冲液
(p H 618) 的反应体系中 , 以 015 mmol/ L2DO PA 为底物 , 于 30℃恒温水浴中预热 10 min , 加入

011 mL多酚氧化酶溶液 (01226 mg/ mL 酶蛋白) , 立即混匀 , 30℃恒温条件下测定波长为 475 nm处

光密度值随时间延长而增加的直线的斜率 ,求出酶活力 ,产物的消光系数按ε= 3700 ( mol/ L ·cm) - 1

计算[ 15 ]。在测活体系中加入不同浓度的效应物 , 测定产物随底物浓度变化的曲线。抑制剂对酶的抑

制作用的机理是通过 Lineweaver2Burk双倒数作图 , 通过比较酶催化反应的动力学参数 [包括表观米

氏常数 ( Km ) 和最大反应速度 (V m ) ] 的变化来判断。

2　结果与分析

211　柿叶提取物对马铃薯多酚氧化酶活力的影响

以甜柿叶 50 %乙醇提取物和水提取物 , 涩柿叶 50 %乙醇提取物和水提取物 4种物质作为效应物 ,

研究它们对马铃薯 PPO催化 L2DOPA氧化的酶活力的影响 , 结果表明 , 4种柿叶提取物对酶活力均

有明显的抑制作用 , 随提取物浓度的增大 , 酶活力呈指数下降 (图 1) 。甜柿叶 50 %乙醇提取物浓度

在 012 mg/ mL 内 , 酶活力下降最为显著 , 达 50 %以上 , 浓度在 012～015 mg/ mL , 酶活力下降较缓

慢 , 仅下降 15 %左右 ; 甜柿叶水提取物浓度在 012 mg/ mL 内 , 酶活力下降较为显著 , 大约下降
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33 % , 浓度在 012～015 mg/ mL , 酶活力下降较缓慢 , 大约下降 28 %。涩柿叶 50 %乙醇提取物浓度

在 012 mg/ mL 内 , 酶活力下降较为显著 , 达 45 %左右 , 浓度在 0125～015 mg/ mL , 酶活力下降较缓

慢 , 仅下降 10 %左右 ; 涩柿叶水提取物浓度在 012 mg/ mL 内 , 酶活力下降较为显著 , 大约下降

30 % , 浓度在 013～015 mg/ mL , 酶活力下降较缓慢 , 仅下降 22 %左右。上述 4种提取物导致酶活力

下降一半所需的抑制剂浓度 ( I C50 ) 分别为 0121、0126、0137、0145 mg/ mL , 可见 , 柿叶 50 %乙醇

提取物的抑制作用比水提取物的更强 , 甜柿叶提取物的抑制作用比涩柿叶提取物的强。

212　柿叶提取物对马铃薯多酚氧化酶的抑制作用表现为可逆效应

在测活体系中 , 固定 L2DOPA 浓度为 015 mmol/ L , 分别加入不同浓度的甜柿叶 50 %乙醇提取

物 , 改变加入的酶量 , 测定酶催化 L2DOPA氧化的活力。图 2 表示马铃薯多酚氧化酶在含不同浓度

甜柿叶 50 %乙醇提取物的测活体系中酶的剩余活力与加酶量的关系 , 酶活力对酶量作图为一组通过

原点的直线。可见 , 随着提取物浓度的增大 , 直线的斜率降低 , 说明甜柿叶 50 %乙醇提取物对马铃

薯多酚氧化酶的抑制作用属于可逆过程。以同样方法测得涩柿叶 50 %乙醇提取物、甜柿叶水提取物

和涩柿叶水提取物对马铃薯多酚氧化酶的抑制作用 , 也属于可逆过程 (结果略) 。可见 4种柿叶提取

物都是通过抑制酶活力而导致催化效率的降低 , 而不是通过降低有效的酶量导致活力的下降。

图 1　柿叶提取物对马铃薯 PPO活力的影响

Fig11　Effects of extract of persimmon leaf

on the activity of potato PPO

11 甜柿叶 50 %乙醇提取物 ; 21 甜柿叶水提取物 ;

31 涩柿叶 50 %乙醇提取物 ; 41 涩柿叶水提取物
11 50 % ethanol ext ract of sweet persimmon leaf ;

21 Water ext ract of sweet persimmon leaf ; 3150 % ethanol

ext ract of ast ringent persimmon leaf ; 41 Water ext ract of

ast ringent persimmon leaf

图 2　甜柿叶 50 %乙醇提取物对马铃薯

PPO抑制作用机理的判断

Fig12　Inhibitory mechanism of extract of

persimmon leaf on potato PPO

直线 0～4 抑制剂浓度分别为 0、0105、0110、0120、

0130 mg/ mL

The concentration of inhibitor for curves 0～4 were 0 ,

0105 , 0110 , 0120 , 0130 mg/ mL , respectively

213　柿叶提取物对马铃薯多酚氧化酶抑制类型的判断和抑制常数的测定

在含不同浓度甜柿叶 50 %乙醇提取物的测活体系中 , 测定酶催化不同浓度的 L2DOPA 氧化反应

的初速度 , 以 Lineweaver2Burk 双倒数作图 , 得到一组横轴截距不变的直线 (图 3) , 说明甜柿叶

50 %乙醇提取物作为 PPO抑制剂 , 不影响米氏常数 ( Km ) , 只使最大反应速度 (V m ) 减小 , 其抑制

类型为非竞争性 , 抑制剂不改变酶对底物的亲和力 , 抑制剂可以同时与游离酶 ( E) 和结合酶 ( ES)

结合 , 且结合常数相同。以同样方法测得抑制剂涩柿叶 50 %乙醇提取物、甜柿叶水提取物和涩柿叶

水提取物对马铃薯 PPO的抑制作用类型亦为非竞争性。以不同浓度抑制剂下测定的直线在纵轴的截

距 (1/ V m ) 对抑制剂浓度作图为一条直线 (图 3内插图) , 从直线的斜率可以求得抑制常数。甜柿叶

50 %乙醇提取物、涩柿叶 50 %乙醇提取物、甜柿叶水提取物和涩柿叶水提取物对马铃薯 PPO 的抑制

常数 ( KI = KIS) 分别为 0118、0123、0134、0145 mg/ mL。
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图 3　甜柿叶 50 %乙醇提取物对马铃薯 PPO抑制类型的判断和抑制常数的测定

Fig13　Determination of the inhibitory type and inhibition constant of 50 %ethanol extract of

sweet persimmon leaf on mushroom tyrosinase

直线 0～4抑制剂浓度分别为 010、011、012、013、014 mg/ mL

The concentration of inhibitor for curves 0～4 were 010、011、012、013、014 mg/ mL , respectively

3　讨论

柿叶中的主要有效活性成分是黄酮类 , 已从柿叶中鉴定出黄芪甙、异槲皮素、山奈酚、32β2D2木
糖甙等十多种黄酮类成分[16 ]。An 等[ 17 ]发现 , 柿叶提取物能抑制葡萄糖苷转化酶和酪氨酸酶活性 ,

从而抑制葡萄糖和酪氨酸的氧化分解。Han 等[18 ]研究发现 , 柿叶黄酮具有明显的清除自由基效应 ,

能明显抑制人中性粒细胞中过氧化物的产生。动物药理实验表明 , 用柿叶提取液和柿叶茶喂养高血脂

大鼠后 , 都可以降低其血清脂质过氧化物 (L PO) 含量并提高红细胞超氧化物歧化酶 ( SOD) 活性 ,

说明柿叶提取液和柿叶茶有一定的清除氧自由基的抗氧化作用[19 ]。近年研究表明 , 黄酮类化合物具
有多酚结构 , 能够提供活泼的质子 , 可与自由基结合成较稳定的产物 , 因而有较强的抗氧化作用[ 20 ]。
柿叶提取物的提取方法参照黄酮类化合物的 , 用两种提取方法分别提取两种柿叶提取物。比较这

四种提取物对马铃薯 PPO的抑制效应 , 结果表明 , 四种柿叶提取物均有显著的抑制作用 , 柿叶 50 %

乙醇提取物的抑制作用比水提取物的更强 , 甜柿叶提取物的抑制作用比涩柿叶提取物的强。四种柿叶

提取物对马铃薯 PPO的抑制类型均表现为非竞争性可逆抑制 , 推测柿叶提取物活性成分是结合在酶

的活性部位以外的区域 , 通过原子的空间排列位阻或改变蛋白质的空间结构阻止底物与酶的结合。黄

酮类化合物是色原酮或色原烷的衍生物 , 是以 C62C32C6结构为基本母核的天然产物 , 即两个苯环通过

三个碳原子结合而成。多羟基黄酮化合物是植物界分布最为广泛的黄酮类化合物[ 21 ] , 黄酮类 B 环上

的羟基的数目和相互位置是其抑制的决定因素 , 一般羟基越多其抑制作用越强 , 羟基邻位比间位更利

于抑制作用[22 ]。

经过对柿叶提取物抑制 PPO作用的动力学研究后 , 认为其机理与抗氧化活性作用机理相关 , 柿

叶提取物抑制 PPO活性的机制可能是 : (1) 在 PPO催化作用产生褐变的过程中 , 氧既是引发剂又是

反应物 , 因此柿叶提取物对氧自由基的清除作用既阻断了反应的引发 , 也削弱了 PPO 的供氧作用 ,

从而使氧化反应的强度减弱 , 即削弱了 PPO 的作用 ; (2) 柿叶提取物作为强抗氧化剂可拮抗氧对

PPO的激活 ; (3) 柿叶提取物结构中的还原性羟基具有孤对电子 , 可与 PPO分子中的 Cu2 +络合 , 从

而影响酶的活性。

虽然有些化合物对 PPO具有很强的抑制作用 , 但由于它们潜在的毒性和水不溶性 [只能溶于二

甲亚砜 (DMSO) ] 而限制其实际应用 , 而以植物来源的黄酮类物质作为 PPO抑制剂 , 可安全地应用

于皮肤增白、色素障碍性疾病防治、食品果蔬保鲜等方面。通过对植物来源的 PPO 抑制剂的筛选及

对其有效成分构效关系的研究 , 寻找高效抑制 PPO活性的母核结构 , 在此基础上对其结构进行改造 ,

可为设计新型高效、无毒副作用的 PPO抑制剂奠定基础。
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