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摘要 : 对银杏外种皮提取的银杏酸通过制备型 HPLC进行分离纯化 ,得到同系物单体 GA1 .研究 GA1 对酪氨酸酶的作

用机理和对黑色素瘤细胞 B16的作用.结果表明 GA1 可抑制酪氨酸酶单酚酶活力 ,对酪氨酸酶双酚酶具有较强的竞争

性可逆抑制作用.低浓度 GA1 对黑色素细胞没有明显的杀伤作用 ,能明显降低细胞中黑色素的表达 ,是良好的酪氨酸酶

抑制剂.
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　　酪氨酸酶 ( EC 1. 14. 18. 1)广泛存在于动植物体 ,

在动植物体酶促褐变、体内色素合成的过程中起了关

键的作用.它具有单酚酶的活性 ,能将酪氨酸羟化 ,产

生邻位二羟基苯丙氨酸 ( L2多巴) ,也具有二酚酶的活

性 ,能将 L2多巴氧化成多巴醌 ,多巴醌很不稳定 ,可以

经一系列的非酶促反应后 ,形成由 5 ,62二羟吲哚和 5 ,

62二羟吲哚222羧酸单元构成的异聚体2黑色素[ 1 ] . 因

此 ,对酪氨酸酶的抑制剂的研究[2 ]多用于保鲜剂[3 ]、化

妆品添加剂[4 ]及杀虫剂[ 5 ]等领域.银杏酸是银杏中一

类重要的活性成分 ,具有杀菌、抗病虫害以及抗肿瘤的

作用 ,近年来国内外又掀起了对银杏酸的生物活性再

发现和利用的热潮[6 ] .本研究通过 HPL C分离纯化 ,

得到银杏酸的同系物单体 GA1 ,研究了它对蘑菇酪氨

酸酶的抑制作用机理及抑制作用动力学 ,并进一步研

究对黑色素瘤细胞 B16的作用效果 ,以期从中得到高

效、安全的酪氨酸酶抑制剂.

1　材料与方法

1. 1　材料、仪器
福建长汀银杏 ( Gi nk go bi loba)的外种皮 ,收集烘

干后备用.小鼠黑色素瘤 B16细胞购于上海生物化学

与细胞所.酪氨酸酶为 Sigma化学公司的蘑菇酪氨酸

酶 ,比活力为 6 680 U/ mg.二甲亚砜 (DMSO) 、L2酪氨
酸 ( L2Tyr ) 、L23 , 42二羟基苯丙氨酸 ( L2DOPA ) 为

Aldrich化学公司产品 ;胰酶、双抗、RPMI21640 培养

基为 GiBCO产品 ;D EPC、Triton X2100、M T T为 Am2
resco产品 ;色谱流动相甲醇为色谱纯 ;其它试剂为分

析纯 ;使用的蒸馏水为去离子重蒸水.

1. 2　样品制备
干燥的外种皮经组织破碎、70 %乙醇浸提、热回流

提取及乙醚分级萃取的方法得到银杏酸类物质

( GA) [7 ] ,进一步通过瓦立安制备型高效液相色谱仪

( Prep Star2218 ) 分离得到银杏酸的同系物单体

GA1
[8 ] . 制备条件 :色谱柱 ,流动相 V ( 1 %醋酸 ) :

V (甲醇) = 1 :9 ,体积流量 12 mL/ min ,进样量 500μL ,

检测波长 310 nm.

1. 3　效应物对酪氨酸酶的抑制作用机理的测

定
酪氨酸酶活力测定参考文献 [4 ] .在 3 mL 反应体

系中 ,含有 0. 05 mol/ L 磷酸缓冲液 (p H 6. 8) ,分别以

0. 5 mmol/ L L2Tyr和 L2DOPA作为单酚酶和二酚酶

的测活底物 ,酶的终浓度为 6. 67μg/ mL . B EC KMAN

UV2650 分光光度计检测波长 475 nm处的光密度值

随着反应时间的变化 ,从直线的斜率换算酶活力 ,消光

系数ε为 3 700 (mol/ L ·cm) - 1 .效应物对酶活力的影

响实验是在上述反应体系中 ,加入不同浓度的效应物 ,

研究其对酶活力的效应[ 9 ] ;效应物对二酚酶的作用机

理是通过测定不同酶量的酶活力关系加以判断 ;效应

物对二酚酶的抑制作用类型实验是改变反应体系的底

物浓度 ,通过 Lineweaver2Burk双倒数作图 ,并通过比

较酶催化反应的动力学参数 Km 和 V m 的变化加以判

断[3 ] .

1. 4　效应物对小鼠 B16 黑色素瘤细胞产黑色

素相关指标的影响
M T T法测定加药培养 72 h内效应物对小鼠 B16



　图 1　制备型高效液相色谱分离银杏酸色谱图

Fig. 1 　Chromatogram of ginkgolic acids by prepared

HPLC

细胞增殖率的影响[ 10 ] ,得 570 nm 处光吸收值 ,每隔

24 h测定一次.对培养 72 h的细胞加入磷酸缓冲液和

底物 L2DO PA ,于 475 nm 处测定黑色素瘤细胞中酪

氨酸酶活性[11 ] .加药培养 72 h 的细胞加入含 DMSO

和 NaO H溶液的终止剂 ,离心取上清 ,于 475 nm处测

定黑色素瘤细胞中黑色素生成量[11 ] .每一次实验均取

同一传代细胞 ,每一浓度做 3个平行 ,取平均值.

2　结果与讨论

2. 1　银杏酸的分离
干燥的银杏外种皮经组织破碎、70 %乙醇浸提、热

回流提取及乙醚分级萃取的方法得到银杏酸类物质的

粗制品 ,进一步通过高效液相色谱 ( HPL C) 纯化 ,

H PL C洗脱的分离效果见图 1 ,获得 5个主要组分 ,其

中第一尖峰 ( GA1 ,银杏酸 C13 :0)对酪氨酸酶有较强

的抑制作用 ,为本文的研究对象.经过对 15 批上样得

到的 GA1 峰 ,收集合并 ,并用旋转蒸发去除甲醇浓缩

成干品 ,经分析型 H PL C检测纯度为 99. 6 % (图 2) .

以此作为酶学效应和细胞生物学效应的样品.

2. 2　GA1 对酪氨酸酶单酚酶活力的影响
以 L2Tyr为底物 ,探讨银杏酸同系物单体对蘑菇

酪氨酸酶催化反应的动力学曲线影响.单酚酶的催化

反应开始时 ,产物的形成量缓慢地上升 ,到一定时间后

呈直线上升 ,反应体系达到恒定的斜率 ,说明已达到稳

定态 (图 3曲线 1) .直线部分外推得到横轴的截距为

迟滞时间 ,直线部分的斜率就是酪氨酸酶单酚酶的稳

态反应速度.改变效应物的浓度 ,便可以得到一组反应

曲线 ,从中可以看出效应物对单酚酶的作用效果.以稳

态酶活力对效应物浓度作图 ,随着 GA1 浓度的增大 ,

　图 2　GA1 的 HPLC色谱图

Fig. 2　Chromatogram of GA1 by analysis HPLC

　图 3　GA1 对酪氨酸酶单酚酶抑制作用的进程曲线 I (曲

线 1～5的 GA1 浓度分别为 0 , 0. 13 , 0. 26 , 0. 53 ,

0. 80μg/ mL) ,稳态酶活力 II和迟滞时间 ( III)

Fig. 3　Progress curves for the inhibition of monopheno2
lase of mushroom tyrosinase by GA1

单酚酶稳定态活力均逐级下降 ,迟滞时间稳步上升 ,当

GA1 浓度达到 0. 80μg/ mL 时 ,稳态酶活力下降了

25 % ,而迟滞时间从 14 s延长到 22 s ,说明 GA1 逐渐

干扰着酪氨酸与还原态酶的结合.

2. 3　GA1 对酪氨酸酶二酚酶活力的影响
以 L2DOPA为底物 ,测定酪氨酸酶的二酚酶活

性 ,酶反应的进行曲线为通过原点的直线 ,产物的形成
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　图 4　GA1 对酪氨酸酶二酚酶的抑制作用

Fig. 4　Inhibition effect of GA1 on the diphenolase activi2
ty of tyrosinase

量与反应时间成正比关系 ,直线的斜率即为酶活力.在

测活体系中 ,加入不同浓度的银杏酸同系物单体

( GA1 )为效应物 ,监测 GA1 对酪氨酸酶二酚酶活力的

影响 ,结果见图 4.可以看出 ,随着 GA1 浓度的增大 ,

酶活力不断下降.使酶活力下降一半时的抑制剂浓度

(即 I C50 )为 60μg/ mL .说明银杏酸中的 GA1 是银杏

外种皮中酪氨酸酶抑制剂的有效成分.

2. 4　GA1 对酪氨酸酶的抑制机理和抑制动力

学
在固定底物 ( L2DOPA)浓度的测活体系中 ,改变

加入的酶量 ,测定不同含量 GA1 对酪氨酸酶催化 L2
DOPA氧化活力的影响.以酶的剩余活力对加入的酶

量作图 ,得到一组通过原点的直线 ,直线的斜率随着

GA1 浓度的增加而下降 ,说明酶的催化活力受到抑

制 ,而有效的酶量并没有下降 , GA1 对该酶的抑制效

应表现为可逆抑制作用 ,因为不可逆的抑制作用将得

到一组平行线 ,且在横轴截距随着效应物的浓度增大

而增大.

在固定酶浓度的测活体系中 ,改变 L2DO PA 浓

度 ,测定不同含量抑制剂对酶活力的影响 ,通过 Lin2
ewearver2Burk双倒数作图 ,判断抑制剂的抑制类型

(图 5) .实验结果表明 , GA1 对酪氨酸酶的抑制图谱为

一组相交于 Y轴的直线 ,说明抑制剂仅改变酶促反应

的米式常数 ( Km ) ,而对最大反应速度 (V m )不构成影

响.表明 GA1 通过与底物竞争酶的中心结合位点达到

抑制酶活力的目的 ,为竞争性抑制作用 ,测得 GA1 对

酪氨酸酶的抑制常数 KI 为 44. 1μg/ mL .

2. 5　GA1 对小鼠 B16黑色素瘤细胞的影响
在细胞培养液中加入不同浓度 GA1 ,采用 M T T

法测定小鼠 B16细胞经过培养 72 h 加药后的细胞增

　图 5　GA1 对酪氨酸酶二酚酶的抑制类型和抑制常数的

测定

直线 1～5的抑制浓度为 0 , 12. 5 , 25 , 50 , 75μg/

mL

Fig. 5　Determination of the inhibitory type and inhibi2
tion constant of GA1 on tyrosinase

　图 6　GA1 对小鼠 B16细胞增殖率、细胞中的酪氨酸酶

活力和黑色素含量的影响

Fig. 6　The effect s of GA1 on the cell vability , tyrosinase

activity and melanin content of B16 cell

殖率 ,图 6表示 GA1 作用于小鼠B16黑色素细胞 72 h

后酪氨酸酶活力和黑色素含量的变化情况. GA1 在 0

～50μg/ mL 浓度范围内 ,相对细胞存活率基本上维

持在 94 %～103 %之间 ,而 B16 细胞中酪氨酸酶活力

随着效应物浓度的增高显著下降到 36. 4 % ,细胞间黑

色素含量随着 GA1 浓度的增加和酪氨酸酶活力的下

降而减少到 41 %.当 GA1 浓度达到 100μg/ mL 时 ,相
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对细胞存活率下降到 83. 8 % ,细胞中酪氨酸酶相对活

力继续下降到 30. 9 % ,而相对黑色素含量却下降到

12. 2 % ,其下降速度远远高于相对细胞存活率和细胞

中酪氨酸酶活力 ,说明 GA1 能明显抑制 B16细胞中酪

氨酸酶的活力和黑色素的表达 ,且对细胞的毒性较低.

用 logit 法计算求得其导致小鼠 B16 细胞数下降一半

的剂量浓度为 1. 57 mg/ mL ,使酪氨酸酶活力下降一

半的 I C50为 28. 2μg/ mL ,使黑色素含量下降一半的

I C50为 29. 6μg/ mL .

对小鼠黑色素瘤 B16的细胞学实验表明 , GA1 对

细胞生长没有明显的抑制作用 ,导致酪氨酸酶二酚酶

相对活力下降一半的 GA1 浓度为 28. 2μg/ mL ,使黑

色素相对含量下降一半的 GA1 浓度为 29. 6μg/ mL .

通过计算得到抑制一半黑色素细胞生长的 GA1 浓度

的理论值为 1. 57 mg/ mL .但实际上效应物的浓度低

于 100μg/ mL 就对酪氨酸酶活力起到了良好的调节

作用 ,说明低浓度的 GA1 没有细胞毒作用 ,对细胞生

长不构成破坏.另一方面 ,酪氨酸酶相对活力和黑色素

相对含量的理论 I C50非常接近 ,说明 GA1 对黑色素细

胞的调控几乎完全是通过调节酪氨酸酶活力实现的.

GA1 通过竞争性与酪氨酸酶实现可逆的结合 ,达到抑

制底物与酶结合 ,从而实现黑色素含量的减少.

本文结果表明 ,银杏酸主要成分 GA1 在低浓度范

围内对小鼠 B16黑色素细胞无毒害作用 ,且可抑制酪

氨酸酶活力的表达和黑色素的生成 ,可进一步探讨其

美白功效.
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Inhibitory Effect of Ginkgolic Acids GA1 on
Mushroom Tyrosinase and B216 Cell

ZHUAN G Jiang2xing1 ,Q IU Ling 1 ,ZHON G Xue 1 , KE Hong2mei 1 ,

PEN G Si2yuan1 ,C H EN Qing2xi1 ,2 ,WAN G Qin1 3

(1. School of Life Sciences ,Xiamen University ,

2. The Key Laboratory for Chemical Biology of Fujian Province (Xiamen University) ,Xiamen 361005 ,China)

Abstract : In this paper , GA1 was purified f rom ginko episperm extraction’s ginkgo acid by preparative HPLC. The effect s of GA1

on the activity of mushroom tyrosinase and the B16 melanoma cells were studied. Result s indicated that GA1 may inhibit both the

monophenolase activity and diphenolase activity. The kinetic analyses showed that the st rong inhibition of GA1 on the diphenolase was

reversible and competitive. GA1 is harmless to the melanophore in low concentration. Tiny concentration of GA1 was able to inhibit

the melanin expression in B16 cell obviously. So GA1 is one of promising tyrosinase inhibitors in the future.
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