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摘要!以醛和酮为起始原料#合成了一系列查尔酮类衍生物$查尔酮-

ED

羟基查尔酮-异甘草素-甘草素%#其结

构经
8Ga

表征&以这
E

种化合物为研究对象#

$D

酪氨酸为底物#蘑菇酪氨酸酶为催化剂#建立一个酪氨酸

酶抑制剂的高通量筛选模型#经条件优化#最终选择
$D

酪氨酸的浓度为
#?CWW&+

"

P

#蘑菇酪氨酸酶的活性

为
#$$$1

"

WP

#反应时间为
#$W2)

&通过此模型对蘑菇酪氨酸酶的活性进行测定#来评价这
E

种化合物对

酪氨酸酶活性的直接抑制作用#并筛选出了抑制率最高的化合物为异甘草素#从而为将来酪氨酸酶抑制剂的

开发提供指导&
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黄酮类化合物在自然界中广泛存在#是许多中草药的有效成分#它的毒副作用小-药效作用广&异

甘草素$

#m

#

Em

#

ED

三羟基查尔酮#

N5&+2

T

'2(262

/

4)2)

%是甘草根中的一种黄酮类成分#也是一个重要的查尔

酮衍生物#具有较强的抗氧化-抗病毒-抗肿瘤-抗炎-抗血管生成-催眠等生物活性+

"DC

,

#其中抗肿瘤作用

是近年来研究的热点&

天然的查尔酮在植物中含量低#提取分离工艺复杂#生产成本高#不能满足市场需求&因此#建立简

便合成查尔酮及其衍生物的方法#对其在医药领域的研究与开发具有重要意义&目前#查尔酮类衍生物

的合成通常是采用碱催化下的
-+*254)D9:.W2<6

缩合反应+

A

,

#但一般条件下#多羟基醛酮中的酚羟基易

被氧化#使反应产率降低+

_

,

&为降低羟基的氧化#研究者们报道了羟基保护及酸催化等方法+

L

,

&虽然酸

性催化剂反应可一步完成#但是收率低#副产物多#难以分离&因此采用羟基保护的方法#并对化合物合

成的反应条件进行了优化#以较高产率一步得到衍生物&

酪氨酸酶又称酚氧化酶-多酚氧化酶-儿茶酚氧化酶#是一种广泛存在于微生物-动植物以及人体中

的结构复杂-多亚基的含铜金属氧化酶+

@D""

,

&酪氨酸酶是生物体内黑色素合成的关键酶+

"#

,

#既能够催化

$D

酪氨酸羟基化形成
$D

多巴#然后又把
$D

多巴氧化形成多巴醌#多巴醌类物质最终经过一系列的反应

转化为黑色素+

"!D"E

,

#但其在体内异常过量表达#则会引起人体的许多色素沉着性皮肤病#如黑斑-雀斑-

黄褐斑等+

"C

,

&

目前#酪氨酸酶抑制剂在药物治疗和化妆品中越来越重要+

"A

,

#如熊果苷-曲酸-氢醌-维生素
-

衍生

物等#通过抑制酶促氧化来预防色素过度沉着+

"_

,

&很多天然存在的酪氨酸酶抑制剂受到许多限制#如

低活性-高毒性和不足的渗透能力&

查尔酮作为一种广泛存在于高等植物中的化合物#其包含两个带有不饱和链的芳环#许多生物活动

都源于这一结构+

"L

,

&相关文献报道#查尔酮类衍生物是一类有效的酪氨酸酶抑制剂#但其抑制酪氨酸

酶活性方面还有待进一步研究&

为了发现活性更高的酪氨酸酶抑制剂#选取苯甲醛衍生物与苯乙酮衍生物反应#制备了一系列查尔

酮衍生物+

"@

,

#然后建立蘑菇酪氨酸酶直接测试模型#筛选出对酪氨酸酶抑制率最高的化合物#为将来酪

氨酸酶抑制剂的开发提供指导&
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公司'高效液相色谱仪
"#A$
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型多功能酶标仪#瑞士
F;-M8

公司'

9gDP!!$DJ(&

型摇床#北京大龙公司&

薄层色谱所用硅胶
OH#CE

#青岛海洋化工有限公司'柱色谱所用硅胶#青岛海浪硅胶干燥剂厂#规格

为
$?$_C

#

$?"E@WW

'蘑菇酪氨酸酶#阿拉丁化学试剂有限公司'
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酪氨酸#
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'所有化学试剂均

为分析纯&
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回流搅拌反应&
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后停

止反应#浓缩#然后将反应液倒入碎冰中#

$c

放置过

夜#析出沉淀#水洗#干燥#乙醇重结晶得到淡黄色固

体查尔酮
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%&合成路线如图
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所示&
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羟基查尔酮的合成

对羟基苯甲醛的酚羟基保护!将
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$
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%对羟基苯甲醛和
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/

吡啶对甲苯磺酸盐$
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%

溶于
C$WP

二氯甲烷中#慢慢加入
"?AL

/

$

#$WW&+

%
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二氢
D#D

吡喃#室温搅拌反应&

"#.

后停止反

应#加入
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"

P

的
8*

#

-]

!

溶液$

#h#$WP

%洗涤#然后用乙酸乙酯$

!h"$WP

%萃取#合并有机相#无

水
8*

#

9]

E

干燥#旋蒸脱溶#得到
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对羟基保护后的苯甲醛$
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%#收率
_A?#d
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#

L$c

回流搅拌反应&
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后停止反应#浓缩脱溶#少许二氯甲烷溶解#滴加稀盐酸至微酸性#然后用二

氯甲烷萃取#浓缩干燥#羟醛缩合得到
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/

ED

$四氢
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后得到黄色晶体
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异甘草素的合成

按照上述
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酚羟基保护的方法#取
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%

ED

羟基保护后的
#

#

ED
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D
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产物
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所示&
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甘草素的合成

按照上述
"?#?#

#

"?#?!

的方法#得到产物
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#取
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%产物
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#将其溶于
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乙醇溶液

中#再加入
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硫酸溶液$
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回流
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#然后蒸发浓缩#加水并用碳酸氢钠溶液中和#用乙酸

.

&"

.



常州大学学报!自然科学版"

#$#"

年

乙酯萃取#合并有机相#无水
8*

#

9]

E

干燥#旋蒸脱溶#残余物经柱层析$洗脱剂!
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酪氨酸酶活性测定

进行蘑菇酪氨酸酶活性直接测定#来检查上述化合物对酪氨酸酶活性的直接影响#选取熊果苷作为

阳性对照#每组做
!

个复孔&将
""E?A

"

P

Y

Q

为
A?C

的
JK9

#

E

"

P

蘑菇酪氨酸酶#

"?E

"

P

待测化合物溶

液#混匀#加入
@A

孔板#震荡摇匀
!W2)

后#加入
L$

"

P$D

酪氨酸#

!_c

温育一定时间#

E@#)W

测其吸光

度#各化合物对酪氨酸酶活性抑制率的计算式为
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式中!

'

为仅存在酪氨酸酶时的吸光度'

&

为既不存在化合物也不存在酪氨酸酶时的吸光度'

:

为同时

存在化合物和酪氨酸酶时的吸光度'

)

为仅存在化合物时的吸光度&

?

!

结果与讨论

在实验中发现#随着一些条件的改变#如底物
$D

酪氨酸浓度-蘑菇酪氨酸酶浓度-反应时间#酶对底

物的水解率也会有一定的变化#最终会影响对化合物抑制酪氨酸酶活性的评估&因此#为了筛选出高活

性的酪氨酸酶抑制剂#接下来主要研究蘑菇酪氨酸酶直接测定模型的条件优化&

.

'"

.



第
"

期 姜松周#等$查尔酮类衍生物的合成及其抑制酪氨酸酶活性评价

图
I
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酶活性对
%-

酪氨酸水解率的影响
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蘑菇酪氨酸酶活性确定

参照相关文献#固定底物
$D

酪氨酸的浓度为

#?CWW&+

"

P

#按照上述
"?!

的方法#选取
_

个梯度的

蘑菇酪氨酸酶#分别为
#C$

#

C$$

#

"$$$

#

#$$$

#

E$$$

#

A$$$

#

L$$$1

"

WP

&分别向
@A

孔板中加入
L$

"

P

的

$D

酪氨酸-

E

"

P

酶和
""A

"

PJK9

#每个酶活性做
!

个复孔#空白组加
#$$

"

PJK9

#对照组加
L$

"

P$D

酪

氨酸和
"#$

"

PJK9

&以
$D

酪氨酸水解率与酶活性

的对数值为坐标作图#结果如图
C

所示&

从图
C

可以看出#当蘑菇酪氨酸酶的活性为

#$$$1

"

WP

时#

$D

酪氨酸的水解率达到
L$d

左右#

因此选择蘑菇酪氨酸酶的活性为
#$$$1

"

WP

#进行

下一步的实验&

图
Q

!

反应时间对
%-

酪氨酸水解率的影响
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反应时间确定

按照上述
#?#

的方法#向
@A

孔板中加入
L$

"

P

浓度为
#?C WW&+

"

P

的
$D

酪氨酸-

E

"

P

活性为

#$$$1

"

WP

的蘑菇酪氨酸酶和
""A

"

PJK9

#分别反

应
C

#

"$

#

#$

#

!$

#

E$W2)

&以
$D

酪氨酸水解率与反应

时间为坐标作图#结果如图
A

所示&

从图
A

可以看出#当反应时间为
#$W2)

时#

$D

酪

氨酸的水解率达到
L$d

左右#因此选择反应时间为

#$W2)

#来进行下一步化合物的筛选&

表
=

!

各化合物对酪氨酸酶活性的抑制率

@%&/2=

!

L*7#&#)#"*'%)2"+2%(7("8
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".*!
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化合物 抑制率"
d 9I

值

熊果苷
_@ #?EC

异甘草素
_$ !?#_

甘草素
L "?A!

查尔酮
_ "?A!

ED

羟基查尔酮
EC E?$L

?>D

!

酪氨酸酶抑制剂筛选

按照上述
"?!

的方法#来测定上述合成的
E

种化

合 物 的 抑 制 率& 选 择
$D

酪 氨 酸 的 浓 度 为

#?CWW&+

"

P

#蘑菇酪氨酸酶的活性为
#$$$1

"

WP

#

反应时间为
#$W2)

#各化合物的浓度为
E

"

W&+

"

P

&

根据式$

"

%#计算出各化合物对酪氨酸酶的抑制率#

结果见表
"

&

从表
"

看出#熊果苷的抑制率最高#根据阳性化

合物的抑制率#也可以进一步验证蘑菇酪氨酸酶直

接测定模型的可行性&合成的
E

种化合物中#异甘草

素的抑制率最高#仅次于阳性化合物#因此准备用异

甘草素进行下一步的细胞实验#来研究具体作用机制&

D

!

结
!

论

本研究以醛和酮为原料#合成了
E

种查尔酮类衍生物#通过建立蘑菇酪氨酸酶直接测定模型来筛选

.
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其中高效的酪氨酸酶抑制剂&在实验中发现#底物
$D

酪氨酸浓度-蘑菇酪氨酸酶浓度以及反应时间的

变化都会影响到实验结果#因此#从这
!

个条件入手#对模型条件进行了优化#最终选取
$D

酪氨酸的浓

度为
#?CWW&+

"

P

#蘑菇酪氨酸酶的活性为
#$$$1

"

WP

#反应时间为
#$W2)

&用此条件来测定合成的化

合物对蘑菇酪氨酸酶的抑制作用#从而得到各个化合物的抑制率#并筛选出了抑制率最高的化合物为异

甘草素#为将来酪氨酸酶抑制剂的开发提供指导#同时还可以进一步研究异甘草素是否通过抑制酪氨酸

酶活性来影响色素代谢&
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