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雀嘴茶中三大酚类成分的抗氧化活性和
酪氨酸酶抑制活性分析
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摘　要：为深入挖掘雀嘴茶的利用价值，本文以其中含量丰富的 6'-O-咖啡酰熊果苷（CA）、β-熊果苷和绿原酸三

大酚类成分为研究对象，对其抗氧化活性和酪氨酸酶抑制活性进行分析。结果表明，雀嘴茶三大酚类成分均表现

出较好的抗氧化活性，6'-O-咖啡酰熊果苷（CA）、β-熊果苷和绿原酸清除 DPPH 自由基的 IC50 值分别为 13.56±0.14、
104.41±6.52 和 8.42±0.21 μg/mL，清除 ABTS+自由基的 IC50 值分别为 18.01±0.06、50.60±1.25 和 26.93±0.38 μg/mL，
清除 OH 自由基的 IC50 值为 2.64±0.06、>10.00 和<1.00 mg/mL，对铁离子总还原能力的强度依次为绿原酸>CA>β-
熊果苷；雀嘴茶三大酚类成分对酪氨酸酶的抑制活性差异较大，CA 对酪氨酸酶兼具单酚酶和二酚酶抑制作用，其

IC50 值分别为 1.114±0.035 和 95.198±1.117 μmol/L，β-熊果苷仅有单酚酶抑制作用，IC50 值为 681.335±17.975 μmol/L，
绿原酸既无单酚酶抑制作用，也无二酚酶抑制作用。研究结果为雀嘴茶中活性成分的开发利用提供了重要参考。
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Abstract：In order to deeply explore the utilization value of Quezui tea,  the antioxidant activity and tyrosinase inhibitory
activity of its three phenolic compounds including 6'-O-caffeoylarbutin (CA), β-arbutin, and chlorogenic acid were analyzed
in this study. The results indicated that all three phenolic compounds of Quezui tea had excellent antioxidation activity. The
IC50 values  of  CA, β-arbutin,  and  chlorogenic  acid  on  DPPH  radical  scavenging  were  13.56±0.14,  104.41±6.52  and
8.42±0.21  μg/mL,  respectively.  The  IC50 values  of  ABTS+ radical  scavenging  were  18.01±0.06,  50.60±1.25  and  26.93±
0.38  μg/mL,  respectively.  The  IC50 values  of  OH  radical  scavenging  were  2.64±0.06,  >10.00  and  <1.00  mg/mL,
respectively.  The  intensity  of  total  iron  reduction  was  in  the  order  of  chlorogenic  acid>CA>β-arbutin.  In  addition,  the
inhibitory activities of all three phenolic compounds of Quezui tea were significantly different. CA had inhibitory effects on  
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both monophenolase and diphenolase activities with IC50 values of 1.114±0.035 and 95.198±1.117 μmol/L, respectively. β-
arbutin only had inhibitory effects on monophenolase activities with IC50 value of 681.335±17.975 μmol/L, and chlorogenic
acid  had  no  inhibitory  effect  on  either  monophenolase  activity  or  diphenolase  activity.  The  results  would  provide  an
important foundation for the development and utilization of the active compounds from Quezui tea.

Key words：Quezui tea；6'-O-caffeoylarbutin；antioxidant activity；tyrosinase inhibition

 

“雀嘴茶”由野生樟叶越桔（Vaccinium dunalian-
um Wight）顶芽或幼嫩叶[1] 经杀青、干燥后炮制而

得，在云南滇中彝族民间历来作为保健茶品，常饮有

降血脂血压、软化血管、清热解毒、祛风除湿、舒筋

活络的功效[2−3]。Wang 等[4] 发现雀嘴茶提取物有效

地保护乙酰氨基酚的肝脏毒性，Zhang 等[5] 发现雀嘴

茶可以减轻高脂食品引发的非酒精性脂肪肝，Gao
等[6] 发现雀嘴茶提取物抑制细胞凋亡以及维持细胞

形态，具有潜在的神经保护活性。然而提取物成分复

杂，难以深入研究药效机制，有必要从中挖掘具有明

确分子结构的活性物质。Zhao 等[7−10] 最早从雀嘴茶

中分离出 10 余种具有咖啡酰基的酚类化合物，并发

现 6'-O-咖啡酰熊果苷（CA，20%~25%）、β-熊果苷

（12%~18%）和绿原酸（4%~8%）是其中含量较高的

三个酚类化合物，对应的结构如图 1 所示。
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图 1    雀嘴茶三大酚类成分的结构式
Fig.1    Structure of three phenolic compounds from Quezui tea

 

根据三个化合物的结构，可以发现 CA 的结构

中同时具有 β-熊果苷的对苯酚结构、绿原酸的邻苯

二酚结构和共轭结构。大多数酚类物质具有很强的

抗氧化活性，可清除机体新陈代谢产生的大量自由

基，防止器官被氧化损伤，及时将毒素排出体外，有效

预防高血脂、高血糖、心脑血管疾病。许多学者也

对 CA 的生物活性进行了研究，Liu 等[11] 发现 CA 对

血小板聚集有抑制作用，具有抗血栓栓塞的作用，凌

琳 [12] 发现 CA 可以降低血清尿酸，孔令朋 [2] 发现

CA 可以改善 I 型糖尿病的血糖水平，具有保护肝

脏、肾脏和胰腺的作用。此外，Xu 等[13−14] 发现 CA
具有比 β-熊果苷更强的黑色素抑制活性、更低的毒

性和更高的安全性，作为 β-熊果苷的替代资源极具

挖掘潜力。目前国内外对于雀嘴茶的研究报道相对

集中于活性成分分析、种质资源调查及快速繁殖体

系建立、基因克隆等[15−16]，对其主要活性成分的生物

活性和作用机制几乎空白。本文通过研究雀嘴茶中

三个主要酚性成分 CA、β-熊果苷和绿原酸的抗氧化

活性和酪氨酸酶抑制能力，从而进一步深入了解雀嘴

茶主要活性成分的价值，以期为雀嘴茶的深度开发利

用提供数据支撑和理论依据。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

CA、β-熊果苷、绿原酸　经高效液相色谱检测

纯度均>90%，实验室自制；丙酮、乙酸乙酯、甲醇（色

谱纯）、石油醚、二氯甲烷、甲醇（分析纯）　天津市

致远化学试剂有限公司；无水乙醇、过硫酸钾、七水

合硫酸亚铁（>99%）、水杨酸、30% 过氧化氢、磷酸

盐缓冲液（pH6.6）、铁氰化钾、三氯乙酸、氯化铁　

分析纯，广东光华科技股份有限公司；硅胶（分析

纯）、2,2-二苯基-1-苦基肼（DPPH）（>98%）、2,2-联
氮-二（3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸）二铵盐（ABTS）
（>98%）、蘑菇酪氨酸酶（EC  1.14.18.1）、L-多巴

（>99%）、L-酪氨酸（>99%）、抗坏血酸（分析纯）　上

海泰坦科技股份有限公司；去离子水　实验室自制。

Agilent 1260 Infinity 高效液相色谱仪　美国安

捷伦科技（中国）有限公司；SpectraMax® 190 光吸收

型全波长酶标仪　美谷分子仪器（上海）有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   雀嘴茶中 CA、β-熊果苷和绿原酸的分离　根

据文献 [7] 的方法稍做修改。经粉碎的雀嘴茶粉末

首先于室温中于水-丙酮（4:6，v/v）混合溶液中浸提

过夜，提取液经浓缩除去丙酮、乙酸乙酯脱脂后放置

过夜即得 CA；剩余滤液经柱层析即得 β-熊果苷和绿

原酸。

 1.2.2   抗氧化活性研究　

 1.2.2.1   DPPH 自由基清除能力　参照文献 [17−18]
报道的方法稍做修改。以乙醇为溶剂配制成浓度为

0.10 mg/mL 的 DPPH 自由基溶液，在 96 孔板中加

入 100 μL 待测试样溶液和 100 μL DPPH 自由基溶

液混合均匀，避光反应 30 min，设定波长为 517 nm
测定吸光度，每个样品平行测定三次。以抗坏血酸为

阳性对照。按下式（1）计算 DPPH 自由基清除率，并
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计算出其半数清除质量浓度（IC50）：

DPPH自由基清除率(%) = [1− (As1 −Ab1)Ac1]×100
式（1）

式中：As1 为实验组（样品溶液与 DPPH 自由基

溶液）的吸光度；Ab1 为空白实验组（样品溶液与无水

乙醇）的吸光度；Ac1 为对照实验组（水与 DPPH 自由

基溶液）的吸光度。

 1.2.2.2   ABTS+自由基清除能力　参照文献 [17−18]
报道的方法稍做修改。将 7.4 mmol/L ABTS 溶液

和 2.45 mmol/L 过硫酸钾溶液混合避光 12~16 h，获
得 ABTS+自由基溶液，用蒸馏水稀释，使其在 734 nm
处吸光值达到 0.70±0.02。在 96 孔板中加入 40 μL
待测试样溶液和 160 μL 的 ABTS+自由基溶液，室温

避光反应 8 min 在 734 nm 处测得吸光值，每个样品

平行测定三次，按下式（2）计算 ABTS+自由基清除

率，并计算出其半数清除质量浓度（IC50）：

ABTS+自由基清除率(%) = [1− (As2 −Ab2)/Ac2]×100
式（2）

式中：As2 为实验组（样品溶液与 ABTS+自由基

溶液）的吸光度；Ab2 为空白实验组（样品溶液与水）

的吸光度；Ac2 为对照实验组（水与 ABTS+自由基溶

液）的吸光度。

 1.2.2.3   羟基自由基清除能力　参照文献 [19] 报道的

方法稍做修改。在离心管中加入 50 μL 9.0 mmol/L
的硫酸亚铁溶液、50 μL 9.0 mmol/L 水杨酸和 50 μL
8.8 mmol/L 30% 的过氧化氢溶液，再加入 50 μL 样

品，充分混合后室温反应 1 h，在 510 nm 处测得吸光

值，每个样品平行测定三次，按下式（3）计算羟基自由

基清除率，并计算出其半数清除质量浓度（IC50）：

羟基自由基清除率(%) = [1− (As3 −Ab3)Ac3]×100
式（3）

式中：As3 为实验组（样品溶液）的吸光度；Ab3 为

空白实验组（样品溶液与氧化氢溶液）的吸光度；Ac3

为对照实验组（水）的吸光度。

 1.2.2.4   铁离子还原能力　参照文献 [20] 报道的方

法稍做修改。在反应体系中加入 200 μL 待测溶液

与 200 μL 的 0.1 mmol/L 磷酸盐缓冲液的 0.1% 氯

化铁溶液，然后将反应液避光静置 10 min 后，在

700 nm 波长下读取吸光度。

 1.2.3   酪氨酸酶抑制活性研究　参照文献 [21−22]
的方法稍做修改以测定酪氨酸酶的抑制活性。将

150 μL 1 mmol/L 的 L-酪氨酸（单酚酶抑制活性）或

0.5 mmol/L L-多巴（二酚酶抑制活性）分别与 30 μL
样品充分混合均匀后，加入 30 ℃ 孵育的 31.25 U/mL
酪氨酸酶溶液（溶于 PBS 溶液中），在 475 nm（ε=
3600 mol−1·L·cm−1）处测得吸光值。按式（4）计算酶

活抑制率，并计算出其半数抑制质量浓度（IC50）：

酶活抑制率 (%) = (1−R/R0)×100 式（4）

式中：R 为有抑制剂反应得到的反应动力学方程

的斜率；R0 为无抑制剂反应得到的反应动力学方程

的斜率。

 1.3　数据处理

所有测试均做 3 组平行实验，并采用 Origin 软

件进行数据处理分析，处理结果以平均值±标准差

表示。

 2　结果与分析

 2.1　抗氧化活性研究

 2.1.1   DPPH 自由基清除能力　对 CA、β-熊果苷和

绿原酸清除 DPPH 自由基的实验结果如图 2 所示。
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图 2    雀嘴茶三大酚类成分的 DPPH 自由基清除率
Fig.2    DPPH free radical scavenging rate of three phenolic

compounds from Quezui tea
 

根据计算可得 CA、β-熊果苷、绿原酸与抗坏血酸

清除DPPH 自由基的 IC50 分别是 13.56±0.14、104.41±

6.52、8.42±0.21 和 15.09±0.05  μg/mL。结果表明，

CA 和绿原酸的 DPPH 自由基清除率优于对照品抗

坏血酸，而且随着浓度的增加，CA、绿原酸和抗坏血

酸的 DPPH 自由基清除率逐渐增加，当浓度增加到

350 μg/mL 时，清除率分别达到 92%、95% 和 97%。

相较而言，β-熊果苷的清除能力较弱，浓度 350 μg/mL

时，清除率仅为 63%。酚类化合物的酚羟基易提供

质子氢给自由基，从而阻止自由基的反应，达到清除

自由基的目的。CA、β-熊果苷、绿原酸的结构中均

有酚羟基，但其位置和数量的差异会影响化合物的供

氢能力，进而极大影响自由基清除能力，其中位置的

影响最大，数量次之[23]。因此，有邻位羟基的 CA 和

绿原酸表现出较好的 DPPH 自由基清除能力，只有

一个对位酚羟基的 β-熊果苷由于供氢能力较弱而表

现出较低的清除能力。

 2.1.2   ABTS+自由基清除能力　对 CA、β-熊果苷和

绿原酸清除 ABTS+自由基的实验结果如图 3 所示。

根据计算可得 CA、β-熊果苷、绿原酸与抗坏血酸

清除 ABTS+自由基的 IC50 分别为 18.01±0.06、50.60±
1.25、26.93±0.38 和 17.20±0.09  μg/mL。由图 3 可

知，抗坏血酸的 ABTS+自由基清除能力优于 CA、绿

原酸和 β-熊果苷。在 10~50 μg/mL 的低浓度范围
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内，CA 的 ABTS+自由基清除率较好，与抗坏血酸接

近，且高于绿原酸，可能 CA 相对较多的酚羟基有

关。但随着浓度继续升高，CA 对 ABTS+自由基清除

能力降低，主要是因为 CA 溶解较差，进而影响了其

对 ABTS+自由基清除能力。当浓度增加到 150 μg/mL
时，CA、绿原酸和抗坏血酸的 ABTS+自由基清除率

分别达到 98%、97% 和 100%，β-熊果苷对 ABTS+自

由基清除的能力较弱，浓度为 150 μg/mL 时，清除率

仅为 68%。

 2.1.3   OH 自由基清除能力　CA、β-熊果苷和绿原

酸清除 OH 自由基的实验结果如图 4 所示。
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图 4    雀嘴茶三大酚类成分的 OH 自由基清除率
Fig.4    Hydroxyl radical scavenging rate of three phenolic

compounds from Quezui tea
 

根据计算可得 CA、β-熊果苷、绿原酸与抗坏血

酸清除 OH 自由基的 IC50 分别为 2.64±0.06、>10.00、
<1.00 和 2.12±0.03 mg/mL。结果表明，CA、绿原酸

和抗坏血酸对 OH 自由基清除率远高于 β-熊果苷，

当浓度达到 10 mg/mL 时，清除率分别为 78%、82%
和 93%，而 β-熊果苷的浓度达 10 mg/mL 时，清除率

仅为 35%。羟基自由基是体内最活泼的活性氧，可

诱导多种病理变化，虽然绿原酸对 OH 自由基清除

率随着浓度的升高有一定的波动，但根据 IC50 值和

图 4 中浓度在 4 mg/mL 之前的 OH 自由基清除率来

看，绿原酸对羟基自由基清除能力要高于 CA、β-熊

果苷与抗坏血酸，主要可能是因为绿原酸不仅具有较

多的供氢体，从而使具有高度氧化性的自由基还原，

同时在清除 OH 自由基的同时不会产生二级自由基

分子[24]。

 2.1.4   铁离子还原能力　对 CA、β-熊果苷和绿原酸

的铁离子还原能力实验结果如图 5 所示。
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图 5    雀嘴茶三大酚类成分的铁离子还原能力
Fig.5    Iron reduction capacity of three phenolic compounds

from Quezui tea
 

由图 5 可知，随着 CA、β-熊果苷、绿原酸与抗

坏血酸浓度增加，吸光值也在增加，表明其还原能力

与浓度正相关。在低浓度时，CA、绿原酸与抗坏血

酸的吸光值差异不大，但随着浓度增加，差异逐渐增

加，当浓度为 100 μg/mL 时，抗坏血酸吸光值>绿原

酸吸光值>CA 吸光值。对于 β-熊果苷，吸光度随着

化合物浓度变化较小，与其他三个化合物表现出大的

吸光值差异。由此反映出抗氧化能力由高到低依次

为：抗坏血酸>绿原酸>CA>β-熊果苷。CA、β-熊果苷

和绿原酸三者均能供氢，但在该情况下均不及抗坏血

酸，而 β-熊果苷只有一个酚羟基供氢能力远不如

CA 与绿原酸。

酚类化合物作为氢供体，是应用最广泛的抗氧

化剂。CA、β-熊果苷、绿原酸的结构中具有还原性

羟基功能基团，自由基能从苯酚结构中捕获氢而生成

氢过氧化物得以清除。张华等[25]、袁博等[26] 发现酚

类化合物的抗氧化活性主要取决于其含有的酚羟基

数目和空间位阻。绿原酸与 CA 拥有比 β-熊果苷更

多的酚羟基。因此，CA 和绿原酸具有较强的 DPPH、

ABTS+、OH 自由基清除能力和铁离子还原能力，β-

熊果苷而对自由基清除能力和铁离子还原能力相对

于 CA 和绿原酸较弱。此外，绿原酸与其他抗氧化剂

不同的是在清除羟基自由基的同时不会产生二级自

由基分子，因此绿原酸清除羟基自由基能力高于其他

抗氧化剂。

 2.2　酪氨酸酶抑制活性研究

为深入挖掘具有明确分子结构的酪氨酸酶抑制

剂，进一步对雀嘴茶提取物中的三个主要活性成分

CA、β-熊果苷和绿原酸进行了酪氨酸酶抑制活性研
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图 3    雀嘴茶三大酚类成分的 ABTS+自由基清除率

Fig.3    ABTS+ free radical scavenging rate of three phenolic
compounds from Quezui tea
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究，结果如表 1 所示。结果表明 CA 和 β-熊果苷具

有较好的酪氨酸酶抑制活性，而绿原酸对酪氨酸酶没

有抑制活性。
 
 

表 1    雀嘴茶三大酚类成分抑制酪氨酸酶活性 IC50 值
Table 1    IC50 values of tyrosinase inhibition capacity of three

phenolic compounds from Quezui tea

样品名称
单酚酶

（μmol/L）
二酚酶

（μmol/L）

CA 1.114±0.035 95.198±1.117
β-熊果苷 681.335±17.975 无抑制

绿原酸 无抑制 无抑制
 

 2.2.1   单酚酶抑制活性　为进一步考察 CA 和 β-熊
果苷浓度与其抑制酪氨酸酶活性的关系，首先以 L-
酪氨酸为底物，不同浓度 CA 和 β-熊果苷为抑制剂，

测定单酚酶抑制活性。结果如图 6a 和图 6b 所示，

由表 1 和图 6 可知，CA 和 β-熊果苷对酪氨酸酶表现

出较好的单酚酶抑制活性。当 CA 的浓度为 0.02
μmol/L 时，对单酚酶的抑制作用为 85% 以上，但随

着浓度的增高，CA 对单酚酶的抑制率反而减小，其

IC50 值为 1.114±0.035 μmol/L。当 β-熊果苷浓度为

2500 μmol/L 时，熊果苷对单酚酶的抑制率为 76%
左右，IC50 为 681.335±17.975 μmol/L，远低于 CA。
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b. β-熊果苷的单酚酶抑制活性
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图 6    CA 和 β-熊果苷对酪氨酸酶的单酚酶抑制活性
Fig.6    Monophenase inhibitory activity on tyrosinase of CA and

β-arbutin from Quezui tea
 

 2.2.2   二酚酶抑制活性　其次以 L-多巴为底物，不

同浓度 CA 为抑制剂，测定二酚酶抑制活性，结果如

图 7 所示。
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图 7    CA 对酪氨酸酶的二酚酶抑制活性
Fig.7    Diphenolase inhibitory activity on tyrosinase of CA from

Quezui tea
 

由表 1 可知 CA 对酪氨酸酶表现出较好的二酚

酶抑制活性，其 IC50 数值是 95.198±1.117 μmol/L。

β-熊果苷与绿原酸无二酚酶抑制活性。由图 7 可知，

随着 CA 的浓度的增加，对酪氨酸酶酶活的抑制率也

在增加，其浓度与酪氨酸酶抑制率成正相关。当

CA 浓度达 1000 μmol/L 时，对酪氨酸酶酶活的抑制

作用大于 99.8%。

酪氨酸酶是一种多酚氧化酶（Polyphenol Oxi-

dase，PPO），属氧化还原酶类，在哺乳动物中称为酪

氨酸酶[27−28]，在昆虫中称为酚氧化酶（Phenol Oxi-

dase，PO），作为一种 III 型铜蛋白家族的疏水性膜结

合蛋白，酪氨酸酶的活性中心含有 2 个通过内源桥

基连接的 Cu2+，每个 Cu2+分别与 3 个组氨酸配位结

合，其双核 Cu2+在酶促反应中以氧化态、还原态和脱

氧态 3 种不同形式传递氧（图 8a），具有单酚酶和二

酚酶活性（图 8b），通过单酚酶循环催化一元酚羟基

化生成邻二羟基化合物，通过二酚酶循环邻二酚氧化

成邻二苯醌，且两个循环中均需氧自由基参与反

应[29]。CA、β-熊果苷的结构[30] 中均有单酚结构，因

此可参与单酚循环，CA 中还具有二酚酶结构，还可

进一步参与到二酚酶循环中，而绿原酸只有二酚结

构，无法参与单酚酶循环，无法启动该循环反应而不

具有酪氨酸酶抑制活性。结果与 CA、β-熊果苷和绿

原酸对酪氨酸酶的抑制活性相符，即 CA 不仅具有优

异的单酚酶抑制活性，还有较好的二酚酶抑制活性，

β-熊果苷只具有较好的单酚酶抑制活性，绿原酸不具

有酪氨酸酶抑制活性。

 3　结论
本文研究了雀嘴茶三个主要成分 CA、β-熊果苷

和绿原酸的抗氧化活性以及对酪氨酸酶活性的抑制

作用。CA、绿原酸具有优异的抗氧化活性。CA 清

除 DPPH 自由基的能力优于抗坏血酸，清除 ABTS+

自由基和 OH 自由基的能力与抗坏血酸相当。绿原
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酸清除 DPPH 自由基和 OH 自由基的能力优于抗坏

血酸，但清除 ABTS+自由基的能力较抗坏血酸低。

β-熊果苷具有一定的抗氧化活性，但相对于 CA 和绿

原酸其抗氧化活性较弱。在对酪氨酸酶抑制活性的

实验中发现 CA 与 β-熊果苷均具有单酚酶抑制活

性，并且实验结果显示 CA 不但对单酚酶有优异的抑

制活性，还具有良好的二酚酶抑制活性。因此，在天

然产物中 CA 是理想的酪氨酸酶抑制剂，可作为美白

产品的理想天然绿色添加剂。雀嘴茶中富含 CA、β-
熊果苷和绿原酸，具有较好的抗氧化活性，且一些成

分具有良好的对酪氨酸酶抑制活性，因此具有较高的

开发和应用价值。
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