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西番莲果皮中一个具有抑制酪氨酸酶活性的新木脂

素类化合物

谢涠佳 1，周怡彤 1，徐洁卉 1，陈彩玲 1，欧阳健 2，周文娜 1*

1湖州学院生命健康学院制药工程系；2 湖州中科高原生物创新中心，湖州 313000

摘 要：本文研究西番莲（Passiflora edulis Sims）果皮化学成分及其抑制酪氨酸酶活性。采用半制备液相色谱

法对西番莲果皮乙醇提取物进行了分离纯化，结合波谱数据和文献报道鉴定其化合物结构。利用酪氨酸酶试剂

盒检测酪氨酸酶抑制活性，采用Autodock Vina及Gromacs软件实现化合物与酪氨酸酶蛋白的分子对接。最终从

西番莲果皮中分离鉴定 3个化合物，分别为肌醇木脂素（1）、松柏苷（2）和紫丁香苷（3），其中化合物 1为

新的新木脂素类化合物。3个化合物对酪氨酸酶抑制率分别为（27.27 ± 0.79）%、（1.35 ± 0.44）%和（17.04 ± 0.86）%，

与酪氨酸酶蛋白的结合能分别为-8.3、-6.9、和-6.7 kcal/mol，表明肌醇木脂素具有良好酪氨酸酶抑制活性，与酪

氨酸酶蛋白结合作用强，且分子动力学模拟结果表明肌醇木脂素配体-酪氨酸酶复合物结合作用稳定，且具有潜

在的酪氨酸酶抑制活性。

关键词：西番莲；果皮；肌醇木脂素；酪氨酸酶

中图分类号：R932 文献标识码：A

A new neolignan compound with inhibitory tyrosinase

activity from peel of Passiflora edulis Sims
XIE Wei-jia1, ZHOU Yi-tong1,

XU Jie-hui1, CHEN Cai-ling1, OUYANG Jian2, ZHOU Wen-na1*
1Department of Pharmaceutical Engineering, School of Life and Health Sciences, Huzhou College; 2Huzhou

China-Science Innovation Centre of Plateau Biology, Huzhou 313000, China

Abstract: To study the chemical constituents and their inhibitory tyrosinase activities from peel of Passiflora

edulis Sims. The compounds were isolated and purified by semipreparative liquid chromatography from alcohol

extract of peel of passionfruit, and their chemical structures were identified by spectral techniques and comparison

with literature data. Tyrosinase inhibitory activity was detected with tyrosinase kit, and Autodock Vina and

Gromacs software were used for molecular docking with tyrosinase. Inositolignan (1), coniferin (2) and syringin (3)

were isolated and identified from the peel of P. edulis. It should be pointed out that compound 1 is a new

neolignan compound. The inhibition rates of the three compounds on tyrosinase were (27.27 ± 0.79)%, (1.35 ±

0.44)% and (17.04 ± 0.86)%, respectively. Molecular docking showed that the binding energies of the three

compounds with tyrosinase protein were -8.3, -6.9 and -6.7 kcal/mol, respectively. Inositolignan had good

tyrosinase inhibitory activity and strong binding effects with tyrosinase. The molecular dynamics simulation

results showed that the binding of inositolignan ligand-tyrosinase complex was stable.
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西番莲（Passiflora edulis Sims）属于西番莲科（Passifloraceae）西番莲属的草质藤本植

物，别称百香果、鸡蛋果、巴西果等[1]。2018年，中国西番莲种植面积超过 6万公顷，其中，

广西栽培面积近 33 350公顷，产量达 30万吨，占全国的 70%，产值约 20亿元[2]。西番莲
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果皮约占鲜果重量 50%~55%[3]，但加工过程中果皮多被丢弃，不仅给环境带来严重的污染，

还造成资源的极大浪费。因此，西番莲果皮成分及活性的研究可为西番莲资源化利用提供基

础数据。

西番莲果皮成分已有研究表明，除含有多糖、黄酮和花色苷类成分外，还含有生物碱、

萜烯类等物质[4-8]。Peng等[9]从紫果西番莲果皮中分离出 3 个花色苷。Zhu 等[10]在紫果西番

莲果皮中鉴定出 5个花色苷。He等[11]对福建“紫香一号”紫果西番莲果皮的研究则报道了

12个花色苷。由此可知，西番莲果皮的成分研究主要集中在花色苷类化合物，而对木脂素

类成分的报道相对较少。本研究旨在深入挖掘西番莲果皮除花色苷外的生物活性成分，并通

过酪氨酸酶活性试剂盒和分子对接对其进行活性初筛，以期增加西番莲果皮利用价值。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

紫果百香果于 2020年 7月订购自浙江素雅实业有限公司，产地位于广西南宁宾阳县清

平水库附近（E108°787'，N23°201'），总重 200.00 kg。样品经浙江中医药大学药学院王小

艳副研究员鉴定为台农一号紫果西番莲（Passiflora edulis f. edulis Sims）。

甲醇（色谱级，国药集团化学试剂有限公司）；乙醇（食品级，上海珊亿化工科技有限

公司）；乙酸（分析级，浙江中星化工试剂有限公司）；乙腈（色谱级，国药集团化学试剂

有限公司）；乙腈（色谱级，云南新蓝景化学工业有限公司）。酪氨酸酶抑制剂筛选试剂盒

（MAK257，西格玛奥德里奇（上海）贸易有限公司）。

1.2 仪器及设备

半制备液相色谱仪（NU3010C，江苏汉邦科技有限公司）；动态轴向压缩柱（DAC-HB50，

配备 NU3000系列 UV/VIS检测器和 NP7000系列泵，江苏汉邦科技有限公司）；动态轴向

压缩柱 C18填料（ODS-A-HG）（12 nm S-50 μmAAG12S50，Lot No.16913，日本 YMC）；

半制备液相色谱柱 XAmide（20 mm×250 mm，5 μm，100 Å，S/N 19060501A P/N 17190512025，

华谱科仪（北京）科技有限公司）；高效液相色谱（P230 高压恒流泵，TD-1-15 混合器，

DAD230+二极管阵列检测器，EC2000，大连依利特分析仪器有限公司）；核磁共振仪

（ANANCE III 600MHz NMR，德国 Bruker）；质谱仪（G6230-TOF-MS，美国 Agilent）。

1.3 方法

1.3.1 提取与分离

200.00 kg 西番莲果实分拣、洗净，取出果肉，得到果皮。鲜果果皮置于 60 ℃烘箱烘干，

共得到 15.52 kg 干燥果皮。粉碎过筛后，每次称取约 2.50 kg 进行醇提，共 14.47 kg。按照

料液比 1∶20加入 70%浓度乙醇溶液，超声 1 h后，于 60 ℃的多功能提取浓缩机组中浸提

2 h，提取 3次，合并浓缩提取液，得到浓缩提取液 15 L。分离式离心机去除提取液中细小

固体颗粒后，过 AB-8树脂除糖，浓缩干燥，得到 360.42 g果皮醇提取物。称量 200 g果皮
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提取物，适量纯水重溶后，泵入 AB-8 树脂，分别用 10%、30%、50%、95%乙醇洗脱，收

集洗脱液并浓缩，分别得到 57.36、49.16、44.62、9.03 g洗脱部位。

采用半制备液相色谱对 10%乙醇洗脱部位进行洗脱。取 10%乙醇洗脱部位 20 g，溶解

配置为 100 mg/mL溶液浓度，上样体积 10 mL，上样量为 1 g。采用动态轴向压缩柱，经乙

腈∶0.1%酸水= 5∶95（0 min）→40∶60（60 min），共得到 5个流分（Fr-1~Fr-5）。其中

Fr-2（2.94 g）经半制备液相色谱柱 XAmide，乙腈∶0.1%酸水= 8∶92洗脱，得到 4个亚流

分（Fr-2-1~Fr-2-4）。Fr2-3 采用上述相同 XAmide 色谱柱，经流动相体系乙腈∶水= 95∶5

（0 min）→90∶10（45 min）→90∶10（80 min）→50∶50（90 min），得到化合物 1（16.9

mg，tR=65.5 min）。Fr2-1采用上述相同 XAmide色谱柱，经乙腈∶水= 95∶5（0 min）→80∶20

（45 min），得到化合物 2（15.6 mg，tR=26.0 min）。Fr2-2采用上述相同 XAmide 色谱柱，

经乙腈∶水= 95∶5（0 min）→85∶15（45 min）→85∶15（60 min）→50∶50（65 min）

→50∶50（80 min），得到化合物 2（20.0 mg，tR=29.0 min）和化合物 3（47.1 mg，tR=45.0

min）。

1.3.2 酪氨酸酶抑制活性检测

酪氨酸酶抑制活性检测步骤按照试剂说明书进行。

1.3.3 分子对接

参考 Jiao 等[12]方法，通过 ChemDraw绘制化合物二维结构并将其转换为三维结构。双

孢蘑菇酪氨酸酶蛋白结构（PDB ID：2Y9X）从 Protein Data Bank（http://www.rcsb.org/）获

取。PyMOL软件用于蛋白质的脱水和去除配体残基。AutoDock Tools 1.5.6软件将受体蛋白

氢化并保存为 PDBQT格式，使用 AutoDock Vina与分离得到的 3个化合物对接，并根据亲

和力评分函数排序，确定结合自由能最低的构象。PyMOLv.1.3图像分析并用于可视化结果。

1.3.4 分子动力学模拟

参考 Ranabir等[13]方法，使用 Gromacs2020软件对分子对接所得的化合物 1 配体-蛋白

质复合物和酪氨酸酶空蛋白进行分子动力学模拟。选择 Charmm36为蛋白力场，选 Gaff2为

配体力场，选用 TIP3P水模型对蛋白质配体体系添加溶剂并建立周期性边界为 1.2 nm的水

盒子，添加钠离子和氯离子平衡体系中的电荷，尽量还原真实实验环境。在正式的动力学模

拟之前，先使用共轭梯度算法对复合物进行 50 000步的能量最小化，然后采用等温（310 K）

系统（NVT）和等压（1个标准大气压）系统（NPT）进行 100 ps的进一步平衡体系，最后

在常温常压下进行 50 ns的分子动力学模拟。在完成 100 ns模拟后，Gromacs的不同轨迹用

于各种动力学分析，分析酪氨酸酶空蛋白与复合物的分子动力学模拟轨迹中的均方根偏差

（root mean square deviation，RMSD）、均方根波动（root mean square fluctuation，RMSF）、

回转半径（radius of gyration，Rg）以及复合物中蛋白质与化合物之间氢键数目（hydrogen bond）

和吉布斯自由能图（free energy landscape）。
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2 实验结果

2.1 结构鉴定

化合物 1 白色粉末，[α]2 5
D -18.9°；UV（MeOH）λmax（log ε）203（0.709），228（0.298），

289（0.219），323（0.246）nm；ESI-MS：m/z 551 [M-H]-（75），1 334（16），1 034（100），

587（17），552（16），355（47），255（15），195（29），175（16），113（32）；IR

（KBr）νmax 3 426、1 631、1 511、1 260 cm–1；根据 HR-ESI-MS：m/z 551.176 3 [M-H]‒（calcd

for C26H31O13，551.176 5），确定分子式为 C26H32O13，不饱和度 11。

氘代甲醇的 1H NMR 谱中检测到如下信号：一对反式耦合的烯氢信号δH 7.61（1H，d，

J = 16.0 Hz，H-7'）与 6.45（1H，d，J = 16.0 Hz，H-8'），2套特征性的 1，3，4-三取代的

苯环氢信号，10个连氧的次甲基或亚甲基质子以及 2个甲氧基信号。13C NMR 谱中共检测

到 26个碳信号，包括 1 个共轭的酯羰基碳δC 168.6（s，C-9'），14个芳香碳或烯碳信号，

可被指认为 2个苯环与 1个双键基团，8个连氧的次甲基碳（其中 2个碳信号对称重叠），

1个连氧的亚甲基碳以及 2个甲氧基碳信号。1个酯羰基、2 个苯环以及 1 个双键共占据了

10个不饱和度，提示该结构中还含有 1个脂族环。化合物 1 具体碳氢谱核磁数据如表 1所

示。

表 1 化合物 1核磁共振氢谱（600 MHz）和碳谱（150 MHz）数据（CD3OD）

Table 1 1H NMR(600 MHz) and 13C NMR (150 MHz) data of compound 1 in CD3OD

位置 Position δH（J in Hz） δC

1 — 133.7（s）

2 7.02（1H，d，1.8） 111.7（d）

3 — 148.8（s）

4 — 147.2（s）

5 6.74（1H，d，8.1） 115.8（d）

6 6.85（1H，dd，8.1，1.8） 120.7（d）

7 4.89（1H，d，5.4） 73.9（d）

8 4.45（1H，ddd，5.7，5.4，4.0） 86.2（d）

9 3.51（1H，dd，12.0，5.7）

3.76（1H，dd，12.0，4.0）

62.0（t）

1' — 129.8（s）

2' 7.24（1H，d，1.9） 112.3（d）

3' — 151.7（s）

4' — 151.9（s）

5' 7.05（1H，d，8.5） 117.5（d）

6' 7.12（1H，dd，8.5，1.9） 123.6（d）

7' 7.61（1H，d，16.0） 146.0（d）

8' 6.45（1H，d，16.0） 117.3（d）
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9' — 168.6（s）

1''，3'' 3.58（2H，dd，9.9，2.8） 71.9（d）

2'' 5.54（1H，t，2.8） 75.8（d）

4''，6'' 3.64（2H，dd，9.9，9.1） 74.7（d）

5'' 3.24（1H，t，9.1） 76.5（d）

3-OCH3 3.81（3H，s） 56.3（q）

3'-OCH3 3.90（3H，s） 56.6（q）

1H-1H COSY相关谱（如图 1 所示）显示有 2 套长耦合体系，揭示结构中含有α取代的

丙三醇片段以及环己六醇（又名肌醇，inositol）片段。基于上述核磁信号特征，初步推断结

构中含有 1 个肌醇片段的新木脂素类（neolignan）成分。HMBC谱（如图 1 所示）中，观

察到 H-8 [δH 4.45（1H，ddd，J = 5.7，5.4，4.0 Hz）]与 C-4' [δC 151.9（s）]相关，明确了 2

个苯丙素单元通过醚键 C-8—O—C-4'连接。基于 2个甲氧基氢信号分别与 C-2 [δC 111.7（d）]、

C-2' [δC 112.3（d）]存在 HMBC相关，因而 2个甲氧基分别取代在 C-3与 C-3'位。氢谱中肌

醇片段上的 1 个氢信号发生大幅度低场位移，提示与木脂素上的羧酸基团成酯，HMBC 谱

中观察到 H-2'' [δH 5.54（1H，t，J = 2.8 Hz）]与 C-9' [δC 168.6（s）]相关，进一步证实该推

断。立体化学方面，根据 H-7 信号具有诊断意义的小耦合常数（J = 5.4 Hz）以及与结构类

似物比较丙三醇片段的氢碳化学位移[14]，C-7、C-8的相对构型被推断为 erythro-式。考虑到

肌醇片段的核磁信号具有对称性，通过椅式（优势）构象及其特征性耦合常数的分析，肌醇

片段的构型被确定为 myo-式。此外，肌醇片段的核磁信号也与类似物 2-O-acetyl myo-inositol

基本一致[15]，进一步验证了肌醇的构型与酰化位置。为进一步确定该化合物 1的绝对构型，

计算了 7S，8R和 7R，8S的 ECD谱，结果表明 7S，8R的 ECD谱与化合物 1的实验值吻合

较好（见图 2），故确定其绝对构型为 7S，8R-1。最后确定化合物 1的结构如图 3所示，被

命名为肌醇木脂素（inositolignan），该新结构是首个含有肌醇片段的新木脂素类成分。化

合物 1的详细结构鉴定数据原始图谱可从本刊官网免费下载（www.trcw.ac.cn）。

图 1化合物 1关键 HMBC和 1H-1HCOSY相关

Fig. 1 Key HMBC and 1H-1H COSY correlations of compound 1
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图 2 化合物 1的实验和计算 ECD谱图

Fig. 2 Experimental and calculated ECD spectra of compound 1

图 3 化合物 1的化学结构

Fig. 3 Chemical structure of compound 1

化合物 2 白色粉末；1H NMR（CD3OD，600 MHz）δ：7.10（1H，d，J = 8.3 Hz，H-5），

7.06（1H，d，J = 1.6 Hz，H-2），6.94（1H，dd，J = 8.3，1.6 Hz，H-6），6.54（1H，br d，

J = 15.8 Hz，H-7），6.27（1H，dt，J = 15.8，5.7 Hz，H-8），4.88（1H，d，J = 7.4 Hz，

H-1'），4.20（2H，br d，J = 5.7 Hz，H-9），3.86（3H，s，OCH3），3.86（1H，br d，J =

12.0 Hz，H-6'a），3.68（1H，dd，J = 12.0，4.6 Hz，H-6'b），3.36~3.51（4H，m，H-2'，

H-3'，H-4'，H-5'）；13C NMR（CD3OD，150 MHz）δ：133.6（s，C-1），111.3（d，C-2），

150.9（s，C-3），147.6（s，C-4），117.9（d，C-5），120.7（d，C-6），131.3（d，C-7），

128.9（d，C-8），63.7（t，C-9），102.7（d，C-1'），74.9（d，C-2'），77.8（d，C-3'），

71.3（d，C-4'），78.2（d，C-5'），62.5（t，C-6'），56.7（q，OCH3）。以上数据与文献[16]

报道一致，故该化合物鉴定为松柏苷。
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化合物 3 白色羽状结晶（甲醇）；1H NMR（CD3OD，600 MHz）δ：6.74（2H，s，

H-2，H-6），6.54（1H，br d，J = 15.9 Hz，H-7），6.32（1H，dt，J = 15.9，5.6 Hz，H-8），

4.86（1H，d，J = 7.4 Hz，H-1'），4.22（2H，br d，J = 5.6 Hz，H-9），3.85（6H，s，3-OCH3，

5-OCH3），3.77（1H，br d，J = 12.0 Hz，H-6'a），3.66（1H，dd，J = 12.0，5.1 Hz，H-6'b），

3.37~3.50（3H，m，H-2'，H-3'，H-4'），3.20（1H，m，H-5'）；13C NMR（CD3OD，150 MHz）

δ：135.2（s，C-1），105.4（d，C-2，C-6），154.3（s，C-3，C-5），135.8（s，C-4），

131.3（d，C-7），130.0（d，C-8），63.6（t，C-9），105.3（d，C-1'），75.7（d，C-2'），

77.8（d，C-3'），71.3（d，C-4'），78.4（d，C-5'），62.6（t，C-6'），57.0（q，3-OCH3，

5-OCH3）。以上数据与文献[17]报道一致，故该化合物鉴定为紫丁香苷。

2.2 酪氨酸酶活性抑制率

酪氨酸酶活性抑制率测定中，以曲酸作为阳性对照，其酪氨酸酶抑制率为（32.43 ± 0.69）%，

对上述化合物酪氨酸酶抑制活性测定。测试结果显示，化合物 1、化合物 2和化合物 3的酪氨

酸酶抑制率分别为（27.27 ± 0.79）%、（1.35 ± 0.44）%和（17.04 ± 0.86）%，其中化合物 1具

有良好的酪氨酸酶抑制活性。

2.3 分子对接

如图 4所示，化合物 1与双孢蘑菇酪氨酸酶蛋白中的 Tyr65、Tyr78、Asn81、His244、

Asn260、Met280、Glu322和 Ala323残基存在氢键相互作用；化合物 2与蛋白中Glu307、Tyr311

和 Asp312残基存在氢键相互作用；化合物 3与 Ser364、Gln307和 Glu356残基上存在氢键。

化合物 1~3与酪氨酸酶的结合能分别为-8.3、-6.9、-6.7 kcal/mol，表明化合物 1与酪氨酸酶蛋白

的结合强烈且稳定。
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图 4 化合物 1~3与酪氨酸酶（2Y9X）分子对接最佳构型示意图

Fig. 4 Molecular docking optimal conformation of compound 1-3 with tyrosinase (2Y9X)

注：A为肌醇木脂素；B为松柏苷；C为紫丁香苷。

Note: A is inositolignan; B is coniferin; C is syringin.

2.4 分子动力学模拟

本文对化合物 1与酪氨酸酶蛋白分子对接结果进行了 100 ns的分子动力学模拟。分析

其与酪氨酸酶蛋白复合物的分子动力学模拟轨迹中的均方根偏差（RMSD）（见图 5A）、

均方根波动曲线（RMSF）（见图 5B）、回转半径（Rg）（见图 5C）以及复合物中蛋白质

与化合物之间氢键数目（见图 5D）和吉布斯自由能图（见图 5E）。如图 5所示，RMSD曲

线波动范围较大，说明复合物动力学模拟的对象结构欠缺一定的稳定性。RMSF代表蛋白质

中氨基酸残基在动力学模拟过程中波动的程度，较高的 RMSF值代表该氨基酸残基具有较

大的波动，化合物 1的加入对酪氨酸酶蛋白中一定区域内氨基酸残基的稳定性有影响。Rg

曲线波动均在 2.0 nm范围以内，表明两者形成了紧密复合物，化合物 1的加入没有使蛋白

整体形成较大变化。化合物 1与酪氨酸酶蛋白复合物的氢键数量在 10~60 ns之间稳定在 1~2

个，形成的氢键最多时到达 8个，两者之间氢键数量可观，表明亲水结合作用强烈，形成的

复合物具有较好的稳定性。如图 5E所示，复合物的自由能景观图中有 2个表面粗糙的最小

能量簇，能量簇并不分散，说明形成的复合物稳定性可行。
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图 5 化合物 1与酪氨酸酶（2Y9X）的复合物的分子动力学模拟

Fig. 5 Molecular dynamics simulation of the complex of compound 1 and tyrosinase (2Y9X)

3 讨论与结论

广西西番莲产量从 2015 年的 6.85万吨增长到 2019年的 31.28万吨，种植面积自 2015

年来以 35.6%的年均速增长，2019 年达 28 280 hm2 [18]。生产果汁过程中，75%以上西番莲

果实废弃物未被充分利用[19]。如何回收西番莲果皮中具有生物活性的化合物用于制药、化

妆品和食品等领域，是一个值得深入研究的问题。

通过对西番莲果皮进行纯化分离得到了 3个化合物，其中 2个简单苯丙素类分别为松柏

苷和紫丁香苷，1个为新木脂素类的新化合物肌醇木脂素（inositolignan）。松柏苷是松柏醇

的一种葡萄糖苷，可以抑制真菌生长和黑化反应[20]。Liu等[21]研究表明紫丁香苷对去卵巢小
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鼠具有较强的抗骨质疏松作用，其分子机制可能与 NF-κB和 PI3K/Akt信号通路有关。Li等
[22]研究表明紫丁香苷通过激活 AMPKα和自噬相关信号通路减轻血管紧张素 II诱导的 H9c2

心肌细胞肥大。基于此我们对肌醇木脂素进行了抗炎活性及抗肿瘤活性的检测，但并未显示

良好活性（数据未发表）。通过检测 3个化合物酪氨酸酶抑制活性，发现化合物 1具有抑制

酪氨酸酶活性。但筛选 3个化合物酪氨酸酶抑制活性，发现肌醇木脂素具有抑制酪氨酸酶活

性。同时，酪氨酸酶蛋白分子对接研究发现肌醇木脂素与酪氨酸酶结合能最低，两者存在强

烈结合作用，且分子动力学模拟进一步验证了两者结合的程度与稳定性。综上所述，本研究

深入挖掘了紫果西番莲果皮生物活性成分，有利于增加果皮利用价值，将进一步拓宽西番莲

果实的经济附加值。
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