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摘 要：研究了杏花花粉、茶花花粉、油菜花粉、向日葵花粉、荷花花粉、荞麦花粉、玫瑰花粉、五味

子花粉等8种花粉醇提物对酪氨酸酶的单酚氧化活性的抑制作用。结果表明，这8种花粉醇提物

对以酪氨酸为底物的酪氨酸酶抑制作用存在显著性差异。其中杏花花粉醇提物表现出最好的抑

制作用，IC。。为(0．124±0．020)mg／mL，荞麦花粉醇提物的抑制作用相对较弱，IC5。为(2．658土

0．092)mg／mL。
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Abstract：The inhibition effect of ethanolic extracts of eight kinds of bee pollens，on tyrosinase

activity were studied in this study，which were apricot pollen，camellia pollen，rape pollen，

sunflower pollen．10tus pollen，buckwheat pollen，rose pollen and schisandra pollen．The result

indicated that those ethanolic extracts exhibted a significant inhibitiation effect on tyrosinase

which with tyrosine as substrate．Among of them，apricot pollen had the strongest inhibitive

activity(ICso was 0．124士0．020 mg／mL)．As a control，buckwheat pollen had the weakest

activity(IC50 was 2．658±0．092 mg／mL)．
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酪氨酸酶(EC．1．14．18．1)又称多酚氧化酶，

是一种含铜的金属酶，它广泛存在于动植物体内，

是生物体合成黑色素的关键酶。酪氨酸酶催化反

应分为两步，第一步能够催化单酚羟化成二酚，表

现出单酚氧化活性，即以酪氨酸为底物生成多巴；

第二步把二酚氧化成醌，表现出二酚氧化活性，即

以多巴为底物生成多巴醌。醌又在非酶促条件下

形成最终的反应产物黑色素[1]。

酪氨酸酶是黑色素产生途径中的主要限速酶，

人体的许多疾病与黑色素代谢异常密切相关。缺

乏此酶将导致代谢性病变——白化病；相反，如果

该酶活力过高，又可形成黑色素瘤口]。同样雀斑、

黄褐斑、老人斑的形成，实际上也是体内酪氨酸代

谢的失调和色素的异常沉积造成。抑制酪氨酸酶

活性，可改善皮肤中色素细胞的酪氨酸酶的代谢，

阻止色素沉着的形成口]。

蜂花粉常作为美容保健食品为大家食用，许多

人认为服用茶花花粉可以起到美容的作用。蜂花

粉醇提物中主要成分是黄酮和多酚类物质，黄酮类

化合物具有广泛的生物活性，如抗氧化、抗衰老、减

少自由基的产生和清除自由基的作用L4_6]。这可能

与抑制酪氨酸酶活性有一定的联系。

为了揭示花粉的美容功效机理，作者研究了8

种花粉醇提物对以酪氨酸为底物的酪氨酸酶的抑

制作用，即酪氨酸酶的第一步催化反应一单酚氧
化活性的抑制作用，从而为传统的花粉美容说法提

供科学依据。

1材料与方法

1．1材料与仪器

1．1．1材料 杏花花粉、茶花花粉、向日葵花粉、

油菜花粉、荞麦花粉、荷花花粉、玫瑰花粉、五味子

花粉，中国农业科学院蜜蜂研究所提供。

1．1．2试剂 L-酪氨酸、酪氨酸酶，Sigma公司产

品；磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、无水乙醇，国产分析

纯。

1．1．3仪器 UV-2100型紫外可见分光光度计，

UNICo公司制造；PL303型电子分析天平，梅特

勒一托利多公司制造；DZF-6090型真空干燥箱，上

海一恒科学仪器有限公司制造；TDL-5型低速离心

机，上海安亭科学仪器厂制造；HZS-H型水浴振

荡器，哈尔滨市东明医疗仪器厂制造；SY21一K型恒

温水浴锅，北京市长风仪器仪表公司制造。

1．2方法

1．2．1样品制备每种花粉各称取30 g，以每克

花粉加入9 mL无水乙醇，置于室温条件下水浴振

荡提取24 h，离心取上清液，将上清液在50℃条件

下浓缩，将浓缩液置于真空干燥箱中抽干得花粉固

体醇提物。各称取一定量花粉固体醇提物，以无水

乙醇作为溶剂制备成25 mg／mL醇提物溶液备用。

1．2．2试剂配制0．1 mol／L pH 6．8磷酸盐缓冲

液(PBS)；质量分数0．03％的L-酪氨酸溶液(PBS

为溶剂)；酪氨酸酶溶液1 000 U／mL(PBS为溶剂)。

1．2．3酪氨酸酶活性的测定 取1．9 mL PH 6．8

的PBS，加入1 mL质量分数0．03％的酪氨酸溶液，

37℃水浴10 min，再加入0．1 mL 1 000 U／mL的

酪氨酸酶溶液。每隔1 min记录1次475 nm处的

吸光度。取线性增长阶段最大吸光值所对应的时

间，该时间为酶与底物反应的时间。

1．2．4花粉醇提物对酪氨酸酶活性抑制率的测定

A值的测定：取不同浓度的花粉醇提物乙醇溶

液，用pH一6．8，0．1 mol／L的磷酸盐缓冲液定容

至1．9 mL，加入1 mL质量分数0．03％的酪氨酸溶

液，37℃水浴10 min，再加入0．1 mL酪氨酸酶溶

液37℃反应(反应时间为2．2确定的时间)，测定

475 nm处的吸光值。

A，值的测定：以0．1 mL磷酸盐缓冲液替代酪

氨酸酶溶液，其他同A，值测定方法，测定475 nm处

的吸光值。

As值的测定：以同体积样品溶剂替代样品，其

他同A值测定方法，测定475 nm处的吸光值。

A。值的测定：以同体积样品溶剂替代样品，以

0．1 mL磷酸盐缓冲液替代酪氨酸酶溶液，其他同

A，值测定方法，测定475 nm处的吸光值。

抑制率一(((A6一A。)一(A。一A1))／(A。一

A。))×100％

以醇提物质量浓度为横坐标，以抑制率为纵坐

标作图；通过回归方程计算IC。。，ICs。为当抑制率达

到50％时样品的质量浓度。

1．2．5数据分析使用SPSS软件，采用邓肯法对

数据进行方差分析。

2结果与讨论

图1分别显示了8种不同的花粉醇提物在不同

质量浓度时的抑制率情况。可以看出，各种花粉醇

提物对酪氨酸酶的单酚氧化活性，有明显的抑制作

用。随着醇提物质量浓度的增加，抑制率也增加。

通过统计学分析，进一步验证了8种花粉对酪氨酸

酶的抑制作用存在着显著性的差异(夕<0．05)(表

1)。其中杏花花粉醇提物与茶花花粉醇提物之间
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没有显著性差异，向日葵花粉醇提物和五味子花粉

醇提物之间没有显著性差异，五昧子花粉醇提物与

玫瑰花粉醇提物之间没有显著性差异，油菜花粉醇

提物与荷花花粉醇提物之间没有显著性差异，荞麦

花粉醇提物和各种花粉醇提物之间均存在显著性

差异。其中，杏花花粉醇提物的IC。。最小，茶花花粉

醇提物、向日葵花粉醇提物、五味子花粉醇提物、玫

瑰花粉醇提物的居中，油菜花粉醇提物、荷花花粉

醇提物、荞麦花粉醇提物的IC。。比较大，大约是前几

者的3～20倍不等。其中杏花花粉醇提物的IC。。为

(O．124士0．020)mg／mL，仅是最大的养麦花粉醇

提物IC∞的1／20。8种花粉醇提物对酪氨酸酶的单

酚氧化活性的抑制作用由大到小排列为：杏花花粉

醇提物>茶花花粉醇提物>向日葵花粉醇提物>

五味子花粉醇提物>玫瑰花粉醇提物>油菜花粉

醇提物>荷花花粉醇提物>养麦花粉醇提物。

+杏花+养麦+油菜+五昧子

酵提物质量浓度／(me,／mL)

图1 8种花粉醇提物对酪氨酸酶活性的抑制作用

Fig．1 The inhibition of ethanolic extract of eight kind

pollens on tyrosinase activity

表1 8种花粉醇提物对酪氨酸酶活性的抑制作用

Tab．1 The inhibition of ethanolic extract of eight kind pollens on tyrosinase activity

注：1．线性回归方程中自变量为花粉醇提物质量浓度，应变量为抑制率。2．不同字母表示彼此之间存在显著性差异(户<

0．05)，使用统计软件SPSSll．0进行统计分析，统计方法为单因素方差分析，使用邓肯法进行多重比较。

以上结果证实了花粉醇提物确实对酪氨酸酶

第一步催化反应有明显的抑制作用。推断其作用

机理有以下3点：

其一，花粉醇提物阻止了酪氨酸酶与氧结合发

生氧化，阻止自由基引发黑色素的产生。在产生黑

色素的过程中氧起了引发作用，而氧自由基的存在

加快了黑色素形成的速度[7]，花粉醇提物中的主要

成分是黄酮类化合物，作为良好的天然抗氧化剂，

可以阻止酪氨酸酶与氧结合，同时花粉醇提物可以

有效地清除和抑制多种自由基，阻止自由基引发黑

色素的产生。在对各种花粉醇提物抗氧化研究中

发现，通过对花粉醇提物的还原力检测，表明各花

粉醇提物的还原力大小为油菜>茶花>向日葵>

杏花>荷花>荞麦[4]。由于还原力主要检测的是

捕捉过氧化氢的能力，茶花、向日葵花粉醇提物有

较好的还原过氧化氢中氧的能力，阻止了氧与酪氨

酸酶的结合，从而减少了黑色素的产生。荞麦、荷

花花粉醇提物还原力较弱，对酪氨酸酶的抑制作用

也相对较弱。

其二，含有酚羟基的化合物对酪氨酸酶具有良

好的竞争抑制作用。研究中发现，杏花花粉中含有

苦杏仁苷，具有良好的抗氧化能力，而苦杏仁苷的

结构中含有一分子的a一羟基苯乙腈，分解后还会产

生苯甲醛[卜9‘，这些结构都是酪氨酸酶竞争抑制结

构。这可能是杏花花粉醇提物比其它7种花粉醇

提物抑制效果明显的原因。

其三，羟基与酪氨酸酶分子中的铜离子络和，

影响酶的活性。酪氨酸酶是以二价铜离子为辅助

因子的金属酶口01。花粉醇提物中的大量化合物在

结构上存在一定数量的羟基，羟基有孤对电子，与

酪氨酸酶分子中的铜离子络和，影响酶的活性。推

测这可能是花粉醇提物抑制作用的主要机理。

另外，花粉醇提物中除含有黄酮类化合物外，

还含酚羟基化合物、醛类化合物、芪类化合物及其
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类似物、羧基化合物、含硫化合物、杂环类化合物

等，这些成分都可以有效抑制酪氨酸酶的活性‘111。

不同的花粉中含有不同种类的组分，这些大量而又

复杂的组分之间会产生交互作用，这些复杂的机理

还有待进一步的研究验证。

3 结 语

8种蜂花粉醇提物对酪氨酸酶第一步催化反应

有明显的抑制作用。结果表明，对酪氨酸酶的单酚

氧化活性的抑制作用由大到小为：杏花花粉醇提物

>茶花花粉醇提物>向日葵花粉醇提物>五味子

花粉醇提物>玫瑰花粉醇提物>油菜花粉醇提物

>荷花花粉醇提物>养麦花粉醇提物。

长久以来，人们普遍认为茶花花粉、荷花花粉

具有美容、美白的功效，而从本实验中可以看出来，

杏花花粉醇提物抑制酪氨酸酶单酚酶活性最强，明

显好于其它几种花粉。过去对杏花花粉的研究很

少，没有认识到杏花花粉在美容美白方面可开发利

用的巨大潜力。

通过实验可以看出花粉醇提物具有良好的抑

制酪氨酸酶活性的作用，这也为人们长久以来认为

服用花粉可以美容的说法提供了理论依据。具体

的抑制类型还需要进行酶动力学的研究进行论证。

而花粉醇提物可以作为天然美白活性物质应用于

美白护肤品和功能食品，也可以作为预防和治疗黑

色素瘤等色斑疾病的药物进行开发。
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