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槲皮素、芦丁、没食子酸抑制 

黄嘌呤氧化酶的活性及动力学特性 
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摘要：为了解槲皮素、芦丁、没食子酸及其与维生素 C 联用对黄嘌呤氧化酶(XOD)的抑制特性，本文通过建立黄嘌呤氧化酶体

外抑制模型，以别嘌呤醇为阳性对照，测定这三种天然化合物在不同浓度下对 XOD 的抑制效果及抑制动力学。结果表明：三种物质

对黄嘌呤氧化酶均有抑制作用，且具有浓度依赖性，其抑制效果与结构和本身性质有明显相关性，抑制作用强弱次序为槲皮素>芦丁>

没食子酸，半抑制浓度 IC50值分别为(5.51±0.41) μmol/L、(48.66±0.49) μmol/L、>200 μmol/L；单一没食子酸抑制效果较弱，而没食子

酸在维生素 C 的协同下，对 XOD 的抑制率从 20.17%提高至 40.96%，起到提高抑制效果和体系稳定性的双重作用；以上三种物质对

XOD 的抑制类型属于不同模式的非经典型混合抑制剂。本文对研究此类物质的抑制机理和应用有重要意义。 
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Inhibitory Effect of Quercetin, Rutin and Gallic Acid on Xanthine Oxidase 

and Kinetic Characteristics 
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LUO Hong-yu 
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Abstract: In order to understand the inhibitory properties of quercetin, rutin, gallic acid and its combination with vitamin C on Xanthine 

oxidase (XOD), a vitro inhibition model of XOD was established to evaluate the inhibitory effect of these three natural compounds on XOD at 

different concentrations. Allopurinol was used as the positive control. The inhibitory effects and kinetics of these three natural compounds on 

XOD at different concentrations were detected. The results showed that all the three substances had the inhibitory effect on XOD with 

concentration dependence, and the inhibitory effect was greatly related to the structure and their nature. The order of inhibition of XOD was as 

follow: quercetin > rutin > gallic acid. The IC50 values were (5.51±0.41) μmol/L, (48.66±0.49) μmol/L and >200 μmol/L for the three substances 

respectively. In this work, the inhibition effect of gallic acid was weak and it was demonstrated that vitamin C could assist gallic acid to 

participate in the reaction. The inhibition rate increased from 20.17% to 40.96%. It could achieve the dual effect of enhanced inhibition of XOD 

activity and stability. The types of XOD inhibition by quercetin, rutin, and gallic acid belong to different modes of atypical mixed inhibitors. This 

work will be of great significance to study the inhibition mechanism and application of these substances. 
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黄嘌呤氧化酶(XOD)是尿酸生成的关键酶，与高

尿酸血症的发生有关。该酶在人体内可催化次黄嘌呤

氧化为黄嘌呤，再进一步或直接催化黄嘌呤氧化为尿

酸。其同型二聚体具有对称的结构域，每一种都含有

一个C端钼蛋白(Mo)结构域，包括四个氧化还原中心、

一个中心黄素腺嘌呤二核苷酸(FAD)辅因子和一个具

有两个铁硫中心的 N-端结构域[1]。XOD 对黄嘌呤和氧

的催化作用是一种双底物酶促反应。当黄嘌呤在 XOD
的 Mo 中心氧化时，底物氧在 FAD 中心与转移的电子

发生还原，生成超氧阴离子(·O-
2)或过氧化氢(H2O2)[2]。 

黄嘌呤氧化酶抑制剂通过抑制 XOD 活性，切断

尿酸生成途径，从而降低尿酸水平。Yan[3]等通过圆二

色谱法和分子对接表明木犀草素与 XOD 活性部位的

氨基酸残基相互作用，改变酶的二级结构，进而抑制

黄嘌呤氧化酶活性；多酚、类黄酮化合物属于天然产

物，广泛存在于蔬菜、水果、茶叶等各种食品和植物

中，近年来发现许多类黄酮化合物可作为潜在的 XOD
抑制剂[4-8]。比如 Cos P. Y.等[9]研究了黄酮结构与抑制

活性的关系，发现部分黄酮类化合物具有清除超氧化

物抑制 XOD 的作用；De S.M.R.等[10]研究醇提物得到

的芦丁、芹黄素和羽扇豆醇与酶的配位结构为-OH 和

-C=O 处，均有较好的 XOD 活性抑制能力；有研究表

明没食子酸为极性物质，对黄嘌呤氧化酶抑制作用较

弱，而没食子酸酯对 XOD 抑制效果更佳[11]。 
但大多数研究都集中在对XOD 的抑制效果和作

用机理的探讨上，极少有对酶抑制类型的研究，可能

与天然提取物质非单一成分，不适用于作为抑制类型

的研究体系有关。有报道槲皮素、芦丁用于小鼠实验

显示其具有抗痛风作用[12]，但也未对它们的酶促动力

学进行研究；少数有涉及这方面的报道[13]也缺乏结合

抑制特性和机理的分析。然而酶促动力学研究有利于

针对、高效地筛选酶抑制剂和揭示作用机理。本文通

过建立体外酶抑制模型考察天然活性物质槲皮素、芦

丁、没食子酸对黄嘌呤氧化酶的抑制作用及抑制类型，

并探讨维生素 C 对没食子酸抑制 XOD 活性的协同作

用。本研究通过酶促动力学分析进一步探讨黄酮多酚

类化合物对 XOD 的抑制机理，为痛风疾病的防治提

供方向和参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

材料：槲皮素(≥95%)、芦丁(≥95%)、没食子酸

(≥95%)、黄嘌呤(≥99%)，维生素 C、NaOH、NaH2PO4

等为分析纯，国药集团化学试剂有限公司。黄嘌呤氧

化酶(5 U/0.5 mL)，美国 Sigma 公司。 
仪器：QUINTIX35-1CN 电子天平，德国赛多利

斯 sartorius 公司；Tecan Spark 多功能酶标仪，瑞士

Männedorf 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  黄嘌呤氧化酶活性抑制的体外模型建立 
按参考文献[14]中方法稍作修改，具体如下：将磷

酸盐缓冲液、黄嘌呤氧化酶溶液，依次加入 96 孔板，

常温反应 30 min，加入不同浓度黄嘌呤，加入量见表

1，反应体系总体积 200 μL。启动反应后，在 290 nm
处每隔 20 s 读数 1 次，记录吸光度，直至吸光值基本

不变。每组平行设置 3 个复孔。 
1.2.2  样品对黄嘌呤氧化酶抑制活性的研究 

将 50 μL 的各浓度样品和 50 μL 的 100 U/L 黄嘌

呤氧化酶溶液反应 30 min 后，同 1.2.1 方法开始反应，

记录吸光度 A，磷酸缓冲溶液作为阴性对照，别嘌呤

醇作为阳性对照。酶抑制实验具体测定方案见表 1，
设置空白组是排除试剂本身对实验的干扰。 

由此，样品对黄嘌呤氧化酶的抑制率可用下列公

式计算： 

%100)
AA
AA

-(1=(%)抑制率
10

ji ×
−
−

 
表1 XOD活性测定方案 

Table 1 XOD activity determination scheme 
组别 磷酸缓冲溶液/μL 黄嘌呤氧化酶/μL 黄嘌呤/μL 样品/(别嘌呤醇/μL) 

阴性对照实验组 A0 50 50 100 0 

阴性对照空白组 A1 100 0 100 0 

样品/阳性实验组 Ai 0 50 100 50 

样品/阳性空白组 Aj 50 0 100 50 

1.2.3  样品对 XOD 的抑制类型研究 

利用所建立的体外模型，确定 XOD 的终浓度为

25 U/L，测定酶促反应动力学相关参数，根据Michaelis 
Menten 方程[15]，以 Lineweaver-Burk 双倒数方程作图，

分析不同浓度样品，不同底物浓度对反应速率的影响，

最终判断槲皮素、芦丁、没食子酸对 XOD 抑制作用

的可逆性以及其可逆抑制反应类型。 
1.2.4  IC50值的计算 
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IC50 值可以量化样品对 XOD 的抑制能力，故本

文根据酶抑制剂的浓度和平均抑制率来计算抑制剂对

酶的半抑制浓度(IC50)。 
1.2.5  数据处理 

试验所得数据使用Microsoft Excel 和Origin 软件

进行数据处理和作图，采用 SPSS Statistics 软件计算

IC50值。 

2  结果与分析 

2.1  酶促反应体系的优化 

2.1.1  底物黄嘌呤浓度与反应进度的关系 
反应体系的组成可对酶促反应速率产生影响，因

此，设置酶浓度为 25 U/L，考察反应体系中黄嘌呤浓

度分别为 75、100、150、200 μmol/L 时的反应速率，

结果见图 1。各组吸光度值（与尿酸生成量正相关）

均随反应的进行不断增大，直至反应完全到达平衡，

此时吸光度不再变化；且黄嘌呤浓度越高，反应达到

平衡所需时间越长；在反应前 5 min，各组吸光度值

与反应时间呈线性关系，说明在该酶浓度下底物过量，

反应匀速进行，故将这段时间反应速度作为初始反应

速率。其中 75 μmol/L 黄嘌呤可在 10 min 内完成反应，

比其它浓度下的反应时间都短。 

 
图1 对照组底物浓度与吸光度变化关系 

Fig.1 The relationship between substrate concentration and 

absorbance in control group 

2.1.2  黄嘌呤浓度对样品抑制 XOD 的影响 

设置各组样品浓度均为 50 μmol/L，考察不同样

品对酶的抑制作用与底物浓度的关系，结果如图 2 所

示。由图可知，槲皮素、芦丁、没食子酸的抑制效果

随黄嘌呤浓度的增大均呈下降趋势，但下降程度略有

不同，而阳性对照别嘌呤醇能保持稳定良好的抑制效

果。这可能是因为三种抑制剂与黄嘌呤和酶的反应存

在竞争关系，在底物浓度较高的时，有利于黄嘌呤与

XOD 结合反应生成尿酸，导致抑制剂与酶的亲和能力

下降，从而导致抑制率下降[16]。综上，后续实验确定

底物黄嘌呤的浓度为 75 μmol/L。 

 
图2 XOD抑制活性与底物浓度的量效关系 

Fig.2 The dose-effect relationship between XOD inhibitory 

activity and substrate concentration 

2.2  槲皮素、芦丁、没食子酸对黄嘌呤氧化酶

的抑制效果 

 
图3 样品浓度与XOD酶抑制率的量效关系 

Fig.3 The dose-effect relationship between sample 

concentration and XOD enzyme inhibition rate 
设置槲皮素、芦丁、没食子酸浓度分别为 5、10、

15、25、50 μmol/L，以探究样品浓度对 XOD 的抑制

效果，以别嘌呤醇为阳性对照，结果如图 3。由图 3
可知，三种天然化合物对黄嘌呤氧化酶均有抑制效果，

且具有浓度依赖性，其中槲皮素在高于 10 μmol/L 的

浓度下抑制率可到达 70%以上，优于同浓度的阳性对

照别嘌呤醇，当浓度达到 50 μmol/L 时，两者抑制效

果基本相同；芦丁对 XOD 的抑制效果明显，但低于

槲皮素和阳性对照，而没食子酸在实验的浓度范围内

抑制率为 15%~20%。 
槲皮素与芦丁同属于黄酮类化合物，结构如图 4a

和图 4b，试验显示相同摩尔浓度的这两种物质，槲皮

素对黄嘌呤氧化酶活性的抑制更加有效，有研究发现

C-5 和 C-7 上的羟基以及 C-2 和 C-3 之间的双键对黄

嘌呤氧化酶的高抑制活性至关重要[17]，这就解释了槲

皮素高抑制率的原因。Zhao J 等[18]发现黄酮类化合物
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的核心碳支架C-3和C-7经糖基化后增大了分子体积，

阻断酶活性位点的进入，导致芦丁的抑制效果显著降

低，这可能就是其抑制能力不如槲皮素的原因。 

 

 

 
图 4 三种化合物的结构[12,19] 

Fig.4 The structure of the three compounds 

注：a：槲皮素；b：芦丁；c：没食子酸。 

研究表明酚羟基对酶抑制起作用，没食子酸为单

苯环单羧基三羟基结构(图 4c)，与槲皮素和芦丁相比，

单分子下酚羟基官能团较少；另外，与槲皮素和芦丁

的水难溶性不同，没食子酸的亲水性较强，导致其酚

羟基与黄嘌呤氧化酶的疏水活性位点排斥不易结合
[19,20]。图 5 为增加没食子酸浓度后其对 XOD 抑制率

的情况，结果发现，没食子酸浓度达到 500 μmol/L 时，

其抑制率已经超过 50%，并随着浓度进一步增大抑制

率继续升高，这可能与高浓度抑制剂充分包裹黄嘌呤

氧化酶，阻碍黄嘌呤与酶的作用有关[21]。 

 
图5 没食子酸浓度与抑制率的关系 

Fig.5 Relationship between gallic acid concentration and 

inhibition rate 

2.3  没食子酸、维生素 C协同作用对黄嘌呤氧

化酶的抑制效果 

实验过程发现，在 pH 7.5 的缓冲液反应体系中，

没食子酸的颜色会随时间发生变化，浓度高时尤为明

显，这与没食子酸易被氧化降解有关，而维生素 C 是

天然抗氧化物质，具备清除黄嘌呤酶促反应过程中生

成的·O-
2或 H2O2的能力，徐燕等[22]证明了表没食子儿

茶素、没食子酸酯和维生素 C 联用可有效降低高尿酸

血症小鼠的血尿酸水平，Ye Z J 等[17]采用高效液相色

谱法分离没食子酸的降解产物并证明其对黄嘌呤氧化

酶有抑制作用，但未明确其作用机理。本文考察了没

食子酸和维生素 C 联用对 XOD 的酶抑制实验，结果

见表 2。维生素 C 对 XOD 基本没有抑制作用，但没

食子酸和维生素C联用组的酶抑制率明显高于没食子

酸组，由此证明，维生素 C 对没食子酸抑制 XOD 具

有协同增效作用，这可能与 Vc 的强还原性防止没食

子酸被氧化降解有关。 
表2 维生素C对没食子酸抑制XOD的协同效应 

Table 2 Synergistic effect of vitamin C on gallic acid inhibition 

of XOD 
组别 浓度/μM 抑制率/% 

A 没食子酸 250 27.17±0.13 

B 维生素 C 1250 1.82±0.04 

联用组 A: 250  B: 1250 40.96±0.25 

2.4  槲皮素、芦丁、没食子酸对 XOD 的抑制

类型 

对酶抑制类型的研究可更深入地了解抑制剂的

作用途径，并为 XOD 抑制剂的研究和临床应用提供

理论参考。在抑制剂-XOD 反应体系中，通过考察不

同抑制剂浓度下，反应速率随酶浓度的变化关系，来

确定抑制剂的可逆性与不可逆性，结果如图 6 所示。

如图所见，三组数据所有的直线都经过起点，随着样

品浓度的增加，直线的斜率下降，说明槲皮素、芦丁、

没食子酸是一种可逆的 XOD 抑制剂。 
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图6 不同浓度下，酶浓度与反应速率的关系 

Fig.6 The relationship between enzyme concentration and 

reaction rate at different concentrations 
为了阐明槲皮素、芦丁和没食子酸对 XOD 的可

逆抑制类型，通过 Lineweaver Burk 图监测 Km（米氏

常数）和 Vmax值（最大反应速率）的变化来研究它们

的抑制动力学，其中，斜率为 Km 和 Vmax 的比值，y
轴截距为 1/Vmax的值，如图 7 所示。图 7 显示直线斜

率均是随槲皮素、芦丁和没食子酸的浓度增加而增大。

从图 7a 看出，槲皮素浓度在 10~50 μM 内时，五条直

线基本相交于第一象限的一点，说明槲皮素对黄嘌呤

氧化酶的抑制类型不是纯粹的竞争性，属于一种特殊

的混合抑制剂，它是通过氢键和范德华力的作用与位

点结合改变 XOD 的二级结构，降低底物与催化中心

的接触几率，从而起到抑制作用[18,23]，Umeo Takahama
等[24]的研究也表明其抑制类型为混合型（竞争-非竞

争），实验数据的差异可能是由于实验设计不同所致；

图 7b 显示了随芦丁浓度增大，Km增大，Vm减小，不

同浓度的芦丁的五条直线在第二象限相交于一点，且

交点靠近 y 轴，符合混合抑制剂的特征，表明芦丁是

一种竞争性占优势的混合型抑制剂，故芦丁对黄嘌呤

氧化酶的抑制，体现在它们既可以与黄嘌呤竞争该反

应酶的活性部位，又可与酶的其他部位结合来抑制酶-
底物复合物生成尿酸[25,26]，目前尚未有对芦丁抑制类

型的报道，但 Zhu J X[12]、Flemmig J.[27]等均有证明芦

丁对 XOD 活性抑制作用；由图 7c 可见，没食子酸抑

制类型与槲皮素相似，也属于一种特殊的混合抑制剂，

但其斜率随没食子酸浓度变化不及槲皮素显著，

Noriyoshi Masuoka 等[11]发现没食子酸酯可竞争性地

抑制尿酸生成，而没食子酸与其结构骨架相同，推测

没食子酸和没食子酸酯一样，它们的酚羟基均可与黄

嘌呤竞争酶活性位点而达到抑制效果，故可认为没食

子酸是一种偏向竞争型的混合型抑制剂。 
综上所述，经 Lineweaver Burk 图分析发现，黄

酮多酚类化合物的 XOD 抑制类型可能不属于经典竞

争性抑制和非竞争性抑制，而是特殊的混合抑制类型，

这对探讨黄酮类化合物对 XOD 的抑制特性和机理有

一定的启发。 

 

 

图7 槲皮素、芦丁、没食子酸对黄嘌呤的Lineweaver Burk曲

线 

Fig.7 Lineweaver Burk curves of quercetin, rutin, gallic acid 

against xanthine 

2.5   IC50值的计算 

通过计算得到槲皮素、芦丁、没食子酸和别嘌呤
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醇的半抑制浓度(IC50)，结果见表 3。数据显示几种抑

制剂的抑制强度为槲皮素>别嘌呤醇>芦丁>没食子

酸，没食子酸抑制作用微弱。Salem[28]等测得槲皮素

对 XOD 抑制作用的 IC50为 6.0 μmol/L；Zhang C[29]等

研究槲皮素抑制作用得到的 IC50值为 2.74 μmol/L，抑
制效果较好，槲皮素对黄嘌呤氧化酶的抑制活性高于

别嘌呤醇；Zhao J 等 [18]得到槲皮素的 IC50 值为

(4.03±0.73) μmol/L，对 XOD 有很强的抑制作用，而

芦丁等物质抑制作用较弱大于 200 μmol/L；而 Neelam 
Malik等[25]测得芦丁的 IC50值为(20.867±0.12) μmol/L。
本研究中，槲皮素 IC50值为(5.51±0.41) μmol/L，显著

高于临床药物别嘌呤醇，与其它文献的结论基本一致，

而芦丁、没食子酸未找到较为统一的参考数据，其 IC50

值的差异主要是由于实验方法和样品纯度的差异所

致。由此可见，槲皮素用于临床抗痛风药物的开发具

有潜在价值，这可能与槲皮素和 XOD 特定活性位点

氨基酸残基空间互补有关[30]。 
表3 各抑制剂的IC50值 

Table3 IC50 value of each inhibitor 
种类 IC50值/(μmol/L) 

槲皮素 5.51±0.41 

芦丁 48.66±0.49 

没食子酸 >200 

别嘌呤醇 24.09±0.51 

3  结论 

3.1  天然植物活性物质槲皮素、芦丁、没食子酸对

XOD 都有不同程度的抑制作用，抑制强弱的顺序为槲

皮素>芦丁>没食子酸，其中槲皮素对 XOD 的抑制效

果强于临床用药别嘌呤醇，在浓度为 50 μmol/L 时，

抑制率达到 90 %以上，半抑制浓度 IC50为(5.51±0.41) 
μmol/L；芦丁结构中虽然有多个酚羟基，但因空间位

阻导致其抑制效果低于槲皮素，其 IC50为(48.66±0.49) 
μmol/L；低浓度的没食子酸抑制作用较弱，当浓度大

于 500 μmol/L 时，抑制率可提升至 50%，250 μmol/L
没食子酸与 1250 μmol/L 维生素 C 联用对 XOD 的抑

制率达到(40.96±0.25)%，比同浓度的没食子酸抑制率

提高了近 15%，其与维生素 C 的协同作用不仅增强自

身稳定性，还可提高对 XOD 的抑制活性，故其可考

虑作为缓解痛风及并发炎症的联合药物进行研发。 
3.2  本实验表明槲皮素、没食子酸属于一种特殊的混

合抑制剂，芦丁是一种竞争性占优势的混合型抑制剂。

这三种非经典抑制模式，说明了黄酮多酚类物质有多

个位点可与黄嘌呤氧化酶结合，为研究这些化合物的

酶抑制机理和应用开发提供了方向和理论依据。 
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