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金银花中酚酸类和黄酮类成分的黄嘌呤氧化酶抑制活性
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摘　要　建立基于紫外分光光度原理的微孔板筛选方法，用于金银花药材中黄嘌呤氧化酶抑制剂的筛选，并进行抑制
活性测定。通过对筛选条件优化，建立了可靠的筛选模型，并对从金银花中分离得到的２０个单体化合物进行了筛选，发现
８个酚酸类成分和４个黄酮类成分具有黄嘌呤氧化酶抑制活性，其中３，４二咖啡酰奎宁酸甲酯、槲皮素和木犀草素有很好
的活性，其ＩＣ５０分别为８３６，６４６和２０８μｍｏｌ／Ｌ。筛选结果表明，金银花中黄酮苷元的活性优于黄酮苷，双咖啡酰奎宁酸
的活性明显优于单咖啡酰奎宁酸类成分，双咖啡酰奎宁酸甲酯的活性明显优于双咖啡酰奎宁酸，且双咖啡酰奎宁酸的５位
取代对化合物的活性贡献最大。
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　　近年来，随着我国人民生活水平的提高和生活
节奏的加快，痛风的发病率持续上升，痛风和高尿

酸血症己成为当今老年常见疾病。痛风还与高血

压、肾脏疾病、代谢综合征、高脂血症、糖尿病、胰岛

素抵抗和心血管疾病等多种病症相关，严重危害人

类健康［１］。痛风的发生是由体内产生尿酸过多及
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肾清除能力下降，尿酸体内蓄积，导致尿酸盐结晶

在关节及各脏器沉积。因此，痛风的治疗通常采取

的手段是促进尿酸排泄和抑制尿酸生成，并采用适

当措施改善相关症状。体内尿酸的形成与嘌呤代

谢有关，在嘌呤代谢的最后步骤中，次黄嘌呤在黄

嘌呤氧化酶的作用下生成黄嘌呤，再进一步生成尿

酸，抑制该酶的活性可以有效减少尿酸生成。临床

上治疗痛风的药物发展缓慢，目前只有２０世纪６０
年代上市的黄嘌呤氧化酶抑制剂别嘌呤醇（ａｌｌｏ
ｐｕｒｉｎｏｌ）［２－３］和２００９年２月美国 ＦＤＡ批准的非布
索坦（ｆｅｂｕｘｏｓｔａｔ）［４］用于痛风治疗。中药治疗痛风
已有几千年的历史，从中药中寻找高效低毒的黄嘌

呤氧化酶抑制剂具有很大优势及良好前景［５］。

金银花是我国常用中药，应用历史悠久。

２０１０年版《中华人民共和国药典》一部［６］收载忍

冬科植物忍冬 ＬｏｎｉｃｅｒａｊａｐｏｎｉｃａＴｈｕｎｂ的干燥花
蕾或带初开的花为金银花正品药材，而同属植物

灰毡毛忍冬 ＬｍａｃｒａｎｔｈｏｉｄｅｓＨａｎｄ．Ｍａｚｚ、红腺忍
冬 ＬｈｙｐｏｇｌａｕｃａＭｉｑ．华南忍冬 Ｌ．ｃｏｎｆｕｓａＤＣ．及
黄褐毛忍冬、ＬｆｕｌｖｏｔｏｍｅｎｔｏｓａＨｓｕｅｔＳＣＣｈｅｎｇ
的干燥花蕾或带初开的花则为山银花，均具有清

热解毒，凉散风热之功效。常用于痈肿疔疮，喉痹，

丹毒，热血毒痢，风热感冒，温病发热等疾病［７］。

中医临床上将含有金银花的方剂用于痛风疾病的

治疗。现代研究报道金银花水提液及甲醇提取液

可抑制黄嘌呤氧化酶的活性［８］。另外，有台湾学

者报道红腺忍冬提取物及从红腺忍冬中分离得到

的忍冬黄素具有较好的抑制黄嘌呤氧化酶的活

性［９］。然而，目前尚缺乏金银花对黄嘌呤氧化酶

抑制活性的系统深入研究。

本研究通过建立基于紫外分光光度法原理的

高通量筛选方法，对前期从金银花中分离的２０个
成分进行体外黄嘌呤氧化酶抑制活性研究，以期阐

明金银花抑制黄嘌呤氧化酶活性的物质基础，并对

活性成分的构效关系进行了初步探讨，为抗痛风药

物研制提供物质基础。

!

　材　料

１１　药品和试剂
黄嘌呤（ｘａｎｔｈｉｎｅ，ＸＡ）、黄嘌呤氧化酶（ｘａｎｔｈｉｎｅ

ｏｘｉｄａｓｅ，ＸＯＤ）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；阳性对照别嘌
醇（纯度大于９８％）购于上海阿拉丁试剂公司；实验
样品：５Ｏ咖啡酰奎宁酸（５Ｏｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ，
１），３Ｏ咖啡酰奎宁酸（３Ｏｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ，２），
１Ｏ咖啡酰奎宁酸（１Ｏｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ，３），３，４
二咖啡酰奎宁酸（３，４ｄｉＯｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ，４），４，
５二咖啡酰奎宁酸（４，５ｄｉＯｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ，５），
３，５二咖啡酰奎宁酸（３，５ｄｉＯｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ，
６），１，５二咖啡酰奎宁酸（１，５ｄｉＯｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃ
ａｃｉｄ，７），１，３二 咖 啡 酰 奎 宁 酸 （１，３ｄｉＯｃａｆ
ｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ，８），咖啡酸（ｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄ，９），咖啡酸
乙酯（ｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ，１０），３Ｏ咖啡酰奎宁
酸丁酯（３Ｏｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄｂｕｔｙｌｅｓｔｅｒ，１１），３，
５二咖啡酰奎宁酸甲酯（３，５ｄｉＯｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃ
ａｃｉｄｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ，１２），３，４二咖啡酰奎宁酸甲酯
（３，４ｄｉＯｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ，１３），槲
皮素（ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ，１４），芦丁（ｒｕｔｉｎ，１５），异槲皮苷
（ｉｓｏｑｕｅｒｃｉｔｒｉｎ，１６），木犀草素（ｌｕｔｅｏｌｉｎ，１７），木犀草
苷（ｌｕｔｅｏｌｉｎＯｇｌｕｃｏｓｉｄｅ，１８），苜蓿苷（ｔｒｉｃｉｎＯｇｌｕ
ｃｏｓｉｄｅ，１９）和马钱苷（ｌｏｇａｎｉｎ，２０），结构式如图１所
示。以上实验样品均为本课题组从金银花类药材

中分离制备，并经 ＭＳ，１Ｈ、１３ＣＮＭＲ等波谱手段确
证结构，经 ＨＰＬＣＤＡＤ分析，纯度均大于９８％；其
他试剂均为国产分析纯。

１２　仪　器
酶标仪Ｓｙｎｅｒｇｙ２（美国 ＢｉｏＴｅｋ公司），数据采

集采用Ｇｅｎ５软件。ＭｉｌｌｉＱ超纯水系统（美国 Ｍｉｌ
ｌｉｐｏｒｅ公司）。

"

　方　法

２１　溶液配制
缓冲液配制：精密称取 ＫＨ２ＰＯ４０４７８０ｇ、

Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ３４７３０ｇ及乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）
９３１ｍｇ，加入超纯水约２４０ｍＬ超声促溶，取出，
定容至 ２５０ｍＬ即得含 ７５ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸根离子、
２００μｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ７４的磷酸盐缓冲液（ＰＢ）。

底物配制：精密称取黄嘌呤 ３６５ｍｇ，加入
ＰＢ约４５ｍＬ超声促溶，取出，定容至５０ｍＬ，置于
４５℃水浴锅加热溶解，即得０４８ｍｍｏｌ／Ｌ底物溶
液。底物溶液需每天新鲜配制。

８０４



第５期 李　英等：金银花中酚酸类和黄酮类成分的黄嘌呤氧化酶抑制活性

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓ（１２０）ｓｅｐａｒａｔｅｄｆｒｏｍＪｉｎｙｉｎｈｕａ

　　酶液配制：购得的 ＸＯＤ用少量 ＰＢ稀释后分
装为每管含０１６Ｕ的 ＸＯＤ贮备液，于 －７０℃保
存，用时取出，用 ＰＢ稀释成００８Ｕ／ｍＬ的工作酶
液，置于冰上保存。为避免反复冻融降低酶活，每

次实验前需预估所需酶量，取适量黄嘌呤氧化酶贮

备液配制成工作酶液。

２２　供试药物的配制
精密称取适量标准品，用二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）

配制成 ２０ｍｍｏｌ／Ｌ贮备液，于 －２０℃避光保存。
用时用ＰＢ稀释至不同浓度，ＤＭＳＯ含量小于５％。
２３　黄嘌呤氧化酶抑制剂高通量筛选

将样品及空白溶液（空白为 ＰＢ）１００μＬ、酶液
５０μＬ（终浓度００２Ｕ／ｍＬ），依次加入９６孔板，在
酶标仪上３７℃孵育３ｍｉｎ，加入底物５０μＬ（终浓
度０１２ｍｍｏｌ／Ｌ）启动反应，在２９５ｎｍ处每隔１５ｓ
读数一次，记录吸收度Ａ，共计５ｍｉｎ。每组平行设
置４个复孔。抑制率（％）可通过样品组及空白组
Ａ值的变化，用下列公式计算：抑制率（％）＝
［（ｄＡ／ｄｔ）空白 －（ｄＡ／ｄｔ）样品］／（ｄＡ／ｄｔ）空白 ×１００。

其中（ｄＡ／ｄｔ）空白为空白组的反应速率，（ｄＡ／ｄｔ）样品
为样品组反应速率。ｄＡ／ｄｔ的时间段选择在１５～
１９５ｓ。取４个复孔测定的平均值，即得样品的抑
制率。

本试验以别嘌醇作为阳性对照。将初筛得到

的高活性样品（抑制率大于５０％）稀释至５～８个
浓度，进行梯度复筛。根据抑制剂的浓度及其平均

抑制率，经非线性回归方法计算得各样品的ＩＣ５０。

#

　结　果

３１　高通量筛选方法的建立与优化
３１１　反应体系的优化　体系组成的不同会对抑
制率结果产生影响，因此，需要对酶及底物的用量

进行考察，确定最佳条件。如图２所示，当底物浓
度一定时（０１２ｍｍｏｌ／Ｌ），酶浓度越高紫外检测信
号窗越大，仪器测定的系统误差越小，但其达平台

的时间也越短，操作时间也越少。当酶浓度一定时

（００２Ｕ／ｍＬ），底物浓度过量时反应以恒定速率进
行，因此，只需确保在该酶浓度下底物过量即可。

—●—０．００５Ｕ／ｍＬ，—■—０．０１０Ｕ／ｍＬ，—▲—０．０１５Ｕ／ｍＬ，
—◆—０．０２０Ｕ／ｍＬ，—○—０．０４０Ｕ／ｍＬ
Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｘａｎｔｈｉｎｅｘａｎｔｈｉｎｅｏｘｉｄａｓｅｋｉｎｅｔｉｃｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｎｚｙｍｅｃｏｎ
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

本实验对黄嘌呤氧化酶终浓度００４０，００２０，
００１５，００１０，０００５Ｕ／ｍＬ，黄嘌呤终浓度 ０２４，
０１６，０１２，０１０，００８，００６ｍｍｏｌ／Ｌ进行考察，确
定以酶００２Ｕ／ｍＬ底物０１２ｍｍｏｌ／Ｌ终浓度为最

９０４
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佳体系。该条件下底物过量，系统误差小，且能保

证足够的操作时间。

３１２　反应时间的选择　为选择适当的反应时间，
对优化的酶底物体系进行动力学跟踪，通过吸光度
对时间作图即得，如图２中酶浓度为００２Ｕ／ｍＬ的
折线图所示。前３００ｓ反应以恒定速度进行，为该
反应的初速度，３００ｓ后进入平台期。因此，确定反
应时间为３００ｓ。考虑到操作所需时间，选择１５～
１９５ｓ时间段计算反应的初速度。
３１３　酶活稳定性考察与使用条件优化　实验中
酶自身状态对检测结果影响很大，每天实验前从冷

冻冰箱取出的酶液无法即刻用完，酶的状态可能随

取出后时间延长而活性降低，从而影响实验结果。

为此，有必要对酶的稳定性进行考察。本实验对不

同放置条件及时间的酶活性进行考察。考察结果

如表１所示，表明酶在８ｈ之内室温及冰浴条件下
均稳定。室温会随天气变化产生影响，因此本实验

将工作酶液保存于冰浴中，以保证实验不会因气候

变化而产生波动。

Ｔａｂｌｅ１　Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎａｎｄｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４）

Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ
ｄＡ／ｄｔ

０ ４ ８ｈ
ＲｏｏｍＴｅｍｐ． ０１０２±００２１ ００９９±００３５ ００９８±００３０
Ｉｃｅｂａｔｈ ０１０２±００２１ ０１０３±００２４ ０１０１±００１９

３１４　反应体系中ＤＭＳＯ含量的限度考察　本实
验中将各样本溶于ＤＭＳＯ中制备成贮备液，用时用
ＰＢ稀释成所需浓度。因此，有必要考察ＤＭＳＯ的含
量对酶活的影响，排除其影响，以确保抑制作用与

加入的样本有关，与 ＤＭＳＯ无关。本实验对终浓
度０％，１％，２％，４％，５％，８％，１０％的 ＤＭＳＯ进行
考察，结果 ｄＡ／ｄｔ分别为 ０１０１±００２９、００９９±
００３１、０１０２±００２６、０１０１±００２３、００９８±
００３０、００９１±００１９、００８３±００２３，说明 ＤＭＳＯ
含量小于５％不对酶活造成影响。
３２　筛选结果

应用建立的高通量 ＸＯＤ抑制活性筛选方法，
对从金银花类药材中分离得到的２０个成分进行了
活性测定，结果见表２。

实验结果发现，２０个化合物中有１２个有明显
活性，它们在１００μｍｏｌ／Ｌ浓度时对黄嘌呤氧化酶
的抑制率大于１５％（在本反应系统下，当４，５二咖

啡酰奎宁酸浓度为１００μｍｏｌ／Ｌ时，在２９５ｎｍ处的
Ａ值超过酶标仪读数范围，表中所列为４，５二咖啡
酰奎宁酸浓度为８０μｍｏｌ／Ｌ时对ＸＯＤ的抑制率），
占总量的 ６０％，其中 ９个化合物抑制率均大于
５０％。为此，进一步对这９个化合物进行量效关系
研究，发现均有较好的量效关系。各化合物的量效

关系经非线性回归计算得出ＩＣ５０，见表３。

Ｔａｂｌｅ２　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｓｏｌａｔｅｄｃｏｍｐｏｕｎｄｓｆｒｏｍＪｉｎｙｉｎｈｕａ（珋ｘ±ｓ，ｎ
＝４）

Ｃｏｍｐｄ Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａ／％ Ｃｏｍｐｄ Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａ／％
１ ０５９±０４１ １１ ７０４±３５９
２ ０８６±３００ １２ ７３２２±２１９
３ ０６３±２２６ １３ ９１９±１１９
４ ３０３９±０４５ １４ ９４４±０３８
５ ５５８９±２１８ｂ １５ ８２４９±０６０
６ ６９４６±４３５ １６ ７７５±３６７
７ ６４２５±１７５ １７ ９２２９±０９６
８ １７２６±２６２ １８ ６７８５±０６８
９ ５６６±１２５ １９ ９９９±１８９
１０ ３２３３±２２６ ２０ １１８±２７２

ａＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓｗｅｒｅ１００μｍｏｌ／Ｌｅｘｃｅｐｔｃｏｍｐｏｕｎｄ
５；ｂＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ５ｗａｓ８０μｍｏｌ／Ｌ

Ｔａｂｌｅ３　ＩＣ５０ｏｆｔｈｅａｃｔｉｖｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓｆｒｏｍＪｉｎｙｉｎｈｕａ（ｎ＝４）
Ｃｏｍｐｄ ＩＣ５０／（μｍｏｌ／Ｌ） Ｃｏｍｐｄ ＩＣ５０／（μｍｏｌ／Ｌ）
Ａｌｌｏｐｕｒｉｎｏｌ ３０１ １３ ８３６
５ ７６６６ １４ ６４６
６ ７１０１ １５ ４５６６
７ ５０６９ １７ ２０８
１２ ３０９７ １８ ３７３９

３３　结果分析
筛选结果表明黄酮苷元、黄酮苷、双咖啡酰奎

宁酸、双咖啡酰奎宁酸甲酯有较好的活性。３，４二
咖啡酰奎宁酸甲酯、槲皮素、木犀草素甚至与阳性

药别嘌醇的ＩＣ５０数量级相同，活性相当。而环烯醚
萜苷类的马钱苷并没有表现出抑制活性。初步判

断金银花类药材抑制ＸＯＤ活性可能与其含有的双
咖啡酰奎宁酸类和黄酮类化合物有关，可推测这两

类化合物是其发挥活性的物质基础。

分别比较各类型化合物的活性后发现：①黄
酮类化合物苷元活性远远大于苷的活性，苷元连

上糖链后活性下降明显甚至消失。例如木犀草

素的 ＩＣ５０为 ２０８μｍｏｌ／Ｌ而木犀草苷的 ＩＣ５０为
３７３９μｍｏｌ／Ｌ，槲皮素的 ＩＣ５０为 ６４６μｍｏｌ／Ｌ而
芦丁的 ＩＣ５０为４５６６μｍｏｌ／Ｌ，异槲皮苷的 ＩＣ５０大
于１００μｍｏｌ／Ｌ。②黄酮３位无酚羟基如木犀草素
或者３位酚羟基连上糖侧链如芦丁均有活性，说明

０１４
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３位酚羟基与活性关联不大。③黄酮７位酚羟基
连上糖侧链后活性有一定程度降低，但活性并没降

低至无，可能是７位酚羟基与酶的活性中心关联不
大。如木犀草素７位连上Ｇｌｃ成木犀草苷后活性
降低。④黄酮３′，４′位上的邻二酚羟基结构可能与
黄酮的活性相关，当破坏了３′，４′位上该结构，活性
降低甚至消失。如苜蓿苷３′位的酚羟基被甲氧基
取代后活性极弱。⑤黄酮苷因其连接的糖链差异
活性也存在差异。例如，槲皮素３位上有ＲｈａＧｌｃ
侧链的芦丁活性很好，但是连上Ｇｌｃ侧链的异槲皮
苷活性则很差。⑥双咖啡酰奎宁酸类化合物甲酯
化后的活性明显优于未酯化的双咖啡酰奎宁酸的

活性。例如 ３，５二咖啡酰奎宁酸甲酯的 ＩＣ５０为
３０９７μｍｏｌ／Ｌ，而 ３，５二咖啡酰奎宁酸 ＩＣ５０为
７１０１μｍｏｌ／Ｌ，３，４二咖啡酰奎宁酸甲酯的 ＩＣ５０为
８３６μｍｏｌ／Ｌ，而３，４二咖啡酰奎宁酸的 ＩＣ５０大于
１００μｍｏｌ／Ｌ。⑦单咖啡酰奎宁酸活性较之双咖啡
酰奎宁酸差，但其酯化后活性有所增加。例如，３
Ｏ咖啡酰奎宁酸丁酯活性优于 ３Ｏ咖啡酰奎宁
酸。⑧咖啡酸乙酯活性优于咖啡酸。⑨双咖啡酰
奎宁酸的５位取代对化合物的活性贡献最大。例
如１，５二咖啡酰奎宁酸、３，５二咖啡酰奎宁酸、４，
５二咖啡酰奎宁酸和３，５二咖啡酰奎宁酸甲酯有
很好的抑制黄嘌呤氧化酶活性，而１，３二咖啡酰
奎宁酸和３，４二咖啡酰奎宁酸活性很弱。以上活
性的差异可能与化合物脂溶性有关。化合物脂溶

性的增加使其更易与黄嘌呤氧化酶的疏水活性中

心结合，从而表现出更好的酶抑制活性。

$

　讨　论

Ｎｇｕｙｅｎ等［１０］ 对 菊 科 植 物 Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ
ｓｉｎｅｎｓｅ花中的多种黄酮及咖啡酰奎宁酸类化合物
进行了ＸＯＤ抑制活性的测定，木犀草素、木犀草
苷、３，５二咖啡酰奎宁酸，３，５二咖啡酰奎宁酸甲
酯，４，５二咖啡酰奎宁酸、４，５二咖啡酰奎宁酸甲
酯等化合物的ＩＣ５０与本实验测定的结果相似，在一
个数量级之内；双咖啡酰奎宁酸甲酯的活性明显优

于双咖啡酰奎宁酸；黄酮苷元活性明显优于黄酮

苷。Ｇｏｎｇｏｒａ等［１１］研究也表明双咖啡酰奎宁酸类

化合物甲酯化后的活性明显优于未酯化的。本研

究对金银花中酚酸类和黄酮类成分的构效关系进

行了分析，与上述文献报道的结果一致。

本研究建立了基于紫外分光光度法的吸收光

比色法，检测尿酸生成的量，用于ＸＯＤ抑制剂的筛
选及其抑制活性测定。该法操作简单、易于推广，

具有快速、取样量小的特点，可同时进行多样品平

行检测，适于大批量样品测定，能满足高通量筛选

的要求，为从中药中寻找高效低毒的 ＸＯＤ抑制剂
提供保障。
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