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摘要: 研究 3, 4-二羟基氰苯对酪氨酸酶的抑制作用和对几种微生物的效应.结果表明 : 3, 4-二羟基氰苯对蘑菇酪氨酸酶

活力有明显的抑制作用,其效应除了对稳态酶活力有较强的的抑制作用外, 对酶促反应的迟滞时间也有延长作用. 10. 0

Lmo l/ L 的 3, 4-二羟基氰苯可使稳态酶活力下降 53. 5% ,并使迟滞时间从 18 s 延长到 225 s. 3, 4-二羟基氰苯对大肠杆

菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌 3 种细菌和真菌白色假丝酵母均有明显的抑制作用, 其对细菌的最小抑菌浓度

( M IC)和最小杀菌浓度( MBC)均分别为 500 和 1 000Lg/ mL ,对白色假丝酵母的 MIC 和 MFC 分别为1 000 和 2 000Lg/

mL. 本研究为 3, 4-二羟基氰苯在酪氨酸酶抑制剂中的应用提供实验理论依据.
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  酪氨酸酶( EC 1. 14. 18. 1)是生物体合成黑色素

的关键酶,在生物体内,酪氨酸酶的作用是先将酪氨酸

羟化,产生邻位二羟基苯丙氨酸( L-多巴) , 然后再将

L-多巴氧化成多巴醌, 进而生成一系列引起褐化的色

素类物质
[ 1]

.它与色素障碍性疾病及色素异常沉积有

关[ 2] , 也是引起果蔬发生酶促褐变的主要因素 [ 3] , 同

时,影响着昆虫的免疫系统及生长[ 4] . 由于它存在广

泛,其抑制剂在医疗、美白、保鲜、杀虫方面均有很好的

应用前景[ 5] .自然界的有害细菌、真菌和病毒等微生物

是引起人类感染、诱发疾病的主要原因.另外,微生物

感染也是导致果蔬腐烂变质的主要原因.其中,引起果

蔬腐败的微生物主要有细菌、杆菌、霉菌和酵母菌等.

因此,抗菌剂的研究也一直得到人们的关注. 随着人们

生活水平的提高,物质的丰富,对抗菌剂的要求也越来

越高,与人接触最密切的抗菌剂包括:有机小分子抗菌

剂和天然生物提取的抗菌剂[ 6] .

我们曾经报道了肉桂酸类的衍生物 [ 7]、水杨酸[ 8]、

羟基苯甲酸
[ 9]
对酪氨酸酶的抑制作用及其对微生物的

效应.作为该课题的系列研究, 本文报道 3, 4-二羟基

氰苯对酪氨酸酶的抑制作用及其对大肠杆菌、金黄色

葡萄球菌和枯草芽孢杆菌白色假丝酵母的抑制效应,

旨在为开发出同时具有酪氨酸酶抑制活性和抗菌效应

的高效抑制剂提供理论基础.

1  材料与方法

1. 1  材  料
3, 4-二羟基氰苯、蘑菇酪氨酸酶及二甲亚砜( DM-

SO)为 Sigma 化学公司产品; L-酪氨酸 ( L-T yr ) 为

Aldrich化学公司产品; L-3, 4-二羟基苯氨酸( L-DO-

PA)为 Aldrich 化学公司产品; 其它试剂均为国产分

析纯.大肠杆菌( E. col i CMCC ( B) 44103)、枯草芽孢

杆菌( B. subt il is CMCC( B) 26003)、金黄色葡萄球菌

( St . aur eus CMCC( B) 26003)、白色假丝酵母( C. albi-

cans AT CC10231)均由厦门大学生命科学学院微生物

教研室提供.使用的蒸馏水为重蒸水.吸光度测定仪为

UV-6000分光光度计.

1. 2  方  法
1. 2. 1  酪氨酸酶活力的测定

参考文献[ 10]方法, 以 0. 5 mmol/ L L-Ty r 为底

物, 在3 mL 0. 05 mol/ L 磷酸缓冲液 ( pH 6. 8)的测活

体系中,先加入 0. 1 mL 含不同浓度的抑制剂(溶于

DMSO 溶液) 于比色杯中, 再加进 2. 8 mL 预先在

30 e 恒温水浴保温的底物溶液, 然后加入蘑菇酪氨酸

酶水溶液,立刻混匀, 在 30 e 恒温条件下测定波长为

475 nm 的光密度值随时间的增长直线, 消光系数按

3 700 ( mo l/ L # cm
- 1
)计算. DMSO 终浓度为 3. 33%.

1. 2. 2  MIC和MBC/ MFC的测定

最低抑菌浓度 ( M IC)和最低杀菌浓度( MBC)的

测定:采用微量液体稀释法[ 11] , 在无菌的条件下,用接

种环取 2~ 3 个生长良好的菌落加入到 10 mL LB培

养基(真菌用马铃薯糖 PDA 培养基)中备用, 菌液浓



 图 1  3, 4-二羟基氰苯对酪氨酸酶单酚酶抑制作用的进

程曲线

曲线 1~ 6: 3, 4-二羟基氰苯的浓度分别为: 0、2. 5、

5、6. 5、7. 5 和 10 Lmo l/ L

F ig . 1  Prog ress curv es fo r the inhibition on monopheno-

lase o f mushroom tyosinase by 3, 4-dihydr oxyben-

zonitr ile

度约为 1. 0 @ 105 / mL. 取紫外线灭菌后的 96 孔板一

块,每孔加 150 LL LB 液体培养基(真菌用马铃薯糖

PDA 培养基) ,再加 40 LL 菌液,然后每孔加 10 LL 药

液,样品终浓度分别为 31. 25、62. 50、125. 00、250. 00、

500. 00、1 000. 00、2 000. 00 Lg / mL, 每一浓度作 3复

孔,对照组 3复孔各加 50 LL 菌液. 细菌 37 e 培养 18

~ 24 h(真菌 28 e 培养 48~ 72 h) ,以浑浊度为标准肉

眼观察无菌生长的药液浓度即为最低抑菌浓度

( M IC) , 接着细菌继续培养 18~ 24 h, 真菌继续培养

48~ 72 h, 无菌生长的药液浓度即为最低杀菌浓度

( MBC/ M FC) .

1. 2. 3  3, 4-二羟基氰苯对微生物生长曲线影响的测

定

制备浓度约为 1. 0 @ 10
6
/ mL 的菌液.取 75%浸泡

过的 96 孔板紫外灭菌, 每孔加 20 LL 菌液, 然后加

170 LL 无菌液体培养基, 阳性对照加 180 LL.阴性对

照不加药液,其他的按方法 1. 2. 2测得的结果为参考,

取 1/ 2 M IC, M IC, MBC的浓度,在每孔内加 10 LL 药

液,对照组和每一浓度样品组各作 3个复孔. 然后定期

取样用无菌水稀释至适当浓度,涂布, 进行平板计数.

总时间取微生物的一个生长周期, 细菌取 24 h, 真菌

取 48 h.

2  实验结果

 图 2  3, 4-二羟基氰苯对酪氨酸酶单酚酶稳态酶活力( 1)

和迟滞时间( 2)的影响

F ig . 2  Effect of 3, 4-dihydro xybenzonitr ile on the steady-

st ate act ivit y ( 1) and the lag time ( 2) of mono-

pheno lase of mushroom tyr osinase

2. 1  3, 4-二羟基氰苯对蘑菇酪氨酸酶作用 L-

Tyr进程曲线的影响

以 L-T yr 为底物,探讨 3, 4-二羟基氰苯对蘑菇酪

氨酸酶催化反应的动力学曲线影响. 单酚酶的催化反

应开始时,产物的形成量缓慢地上升,到一定时间后呈

直线上升,反应体系达到恒定的斜率,说明已达到稳定

态(图 1曲线 1) . 直线部分外推得到横轴的截距为迟

滞时间,直线部分的斜率就是酪氨酸酶单酚酶的稳态

反应速度.改变效应物的浓度,便可以得到一组反应曲

线,从中可以看出效应物对单酚酶的作用效果,结果见

图 1.

2. 2  3, 4-二羟基氰苯对蘑菇酪氨酸酶单酚酶

的效应

以 1 mmo l/ L L-Ty r 为底物, 测定不同浓度 3, 4-

二羟基氰苯对酶促反应的迟滞时间和稳态的酶活力,

结果(图 2)表明, 3, 4-二羟基氰苯既可以延长酪氨酸

酶单酚酶反应的迟滞时间,也可以降低酶的稳态活力.

随着抑制剂浓度的增大, 酶反应的迟滞时间呈指数上

升趋势, 没有抑制剂存在时,酶反应的迟滞时间为 18

s,当 3, 4-二羟基氰苯浓度为 10 Lmol/ L 时, 迟滞时间

延长到 225 s, 迟滞时间增大 12. 5倍.稳定态的酶活力

则随着 3, 4-二羟基氰苯浓度的增大迅速下降,当浓度

达 10 Lmol/ L 时, 可使酶活力下降 53. 5% .测定 3, 4-

二羟基氰苯对蘑菇酪氨酸酶单酚酶活力下降 50%的

抑制剂浓度( I C50 )为 9. 2 Lmol/ L.

2. 3  3, 4-二羟基氰苯对几种微生物的效应

选取大肠杆菌( E. col i)、枯草芽孢杆菌( B. subt i-

l i s)、金黄色葡萄球菌( S t. aur eus)及白色假丝酵母( C.
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albicans)作为代表菌属,研究 3, 4-二羟基氰苯对它们

生长的抑制作用.实验结果表明, 3, 4-二羟基氰苯对 3

种细菌具有相同的抑制作用,其最低抑菌浓度和最低

杀菌浓度都分别为 500 和 1 000 Lg / mL; 3, 4-二羟基

氰苯对真菌白色假丝酵母的抑制作用较弱, 其最低抑

菌浓度和最低杀菌浓度分别为 1 000和 2 000 Lg/ mL

(表 1) .

表 1 3, 4-二羟基氰苯的 MIC 和 MBC/MFC

    Tab. 1  The MIC and MBC/ MFC of 3, 4-

dihydr oxybenzonit rile     (Lg / mL )

菌名 E. co li  B. subtilis  S t. aur eus  C. albicans

MIC 500 500 500 1000

MBC 1000 1000 1000 2000

2. 4  3, 4-二羟基氰苯对大肠杆菌生长曲线的

影响

图 3是 3, 4-二羟基氰苯对大肠杆菌的抗菌作用,

以培养时间为横坐标, 单位体积菌数的对数值为纵坐

标作图.当 3, 4-二羟基氰苯浓度为 250 Lg / mL 时, 2 h

内将大肠杆菌抑制到 103 / mL, 而在 500 Lg / mL 浓度

时, 2 h内可以将大肠杆菌抑制到 10/ mL, 并且持续到

9 h.

2. 5  抑制剂对白色假丝酵母生长曲线的影响
图4是 3, 4-二羟基氰苯对白色假丝酵母菌的抗菌

作用.当 3, 4-二羟基氰苯为 500 Lg / mL 时, 2 h内将白

色假丝酵母菌抑制到 10
2
/ mL, 当浓度为 1 000 Lg/ mL

时, 2 h内可以将白色假丝酵母菌抑制到 10/ mL 左右,

并持续 5 h.

3  讨  论

我们曾经报导了熊果甙 [ 12]和对氰基苯酚 [ 10]对蘑

菇酪氨酸酶的抑制作用. 熊果甙和对氰基苯酚与本文

研究的 3, 4-二羟基氰苯具有类似的化学结构,即都有

一个苯酚结构, 熊果甙不同的是糖苷基取代了对氰基

苯酚的氰基,而 3, 4-二羟基氰苯则比对氰基苯酚在 3

位上多了一个羟基. 比较 3种化合物对蘑菇酪氨酸酶

单酚酶活力的抑制作用的结果表明, 对氰基苯酚和 3,

4-二羟基氰苯使活力下降 50%的抑制剂浓度( I C50 )分

别为 0. 22 mmol/ L 和 9. 2 Lmol/ L , 而熊果甙对单酚

酶稳态酶活力的影响不显著,三者均能显著延长迟滞

时间.研究这 3种化合物对酪氨酸酶二酚酶的影响,测

定酶活力下降 50%的对氰基苯酚和 3, 4-二羟基氰苯

的浓度( I C50 )分别为 0. 80 mmol/ L 和 13. 5 Lmol/ L,

 图 3  3, 4-二羟基氰苯对大肠杆菌的抗菌作用

曲线 1~ 4 的抑制剂浓度分别为 0、250、500和

1 000 Lg/ mL

F ig . 3  Antibacterial effect on E. coli o f 3, 4-dihydr oxy-

benzonit rile

 图 4  3, 4-二羟基氰苯对白色假丝酵母的抗菌作用

曲线 1~ 4 的抑制剂浓度分别为 0、500、1 000 和

2 000 Lg/ mL

F ig . 4  Antibact erial eff ect on C. albicans of 3, 4-d-i

hydroxy benzonitrile

而熊果甙的 I C50为 5. 3 mmol/ L. 由 IC50值可以看出,

3, 4-二羟基氰苯对单酚酶及二酚酶的抑制效应均明显

优于对氰基苯酚,而対氰基苯酚的抑制效应则优于熊

果甙.说明 3-位的羟基的存在能提高对氰基苯酚对酶

的抑制作用.而苯酚的对位是氰基时对酶的抑制作用

大大高于对位是糖苷基. 进一步研究它们的抑制类型

发现,熊果甙和対氰基苯酚对二酚酶的抑制类型均为

竞争型抑制, 而 3, 4-二羟基氰苯是非竞争型抑制

剂[ 13] . 这表明,苯酚的对位取代基是氰基还是糖苷基

只会对抑制活性高低有影响, 对抑制类型没有影响.而
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当对氰基苯酚的 3-位被羟基取代后,不仅抑制活性受

到了大大提高, 抑制类型也由竞争型抑制变为非竞争

型抑制.

测定 3, 4-二羟基氰苯对大肠杆菌、枯草芽孢杆

菌、金黄色葡萄球菌和白色假丝酵母菌的抗菌作用,实

验结果表明,其对大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和金黄色葡

萄球菌的 M IC 和 MBC 都为 500和 1 000 Lg/ mL, 对

白色假丝酵母菌的 MIC 和 MFC 则为 1 000和 2 000

Lg/ mL. 当其处于 MBC 或者 MFC 浓度时,均能在 2 h

之内杀灭微生物,表明 3, 4-二羟基氰苯具有明显的抑

制细菌和真菌的作用,而且抗菌谱较广,它们的抗菌机

理可能是通过作用于微生物的细胞膜而达到抗菌效

应.因此, 3, 4-二羟基氰苯是一种极具开发潜力的同时

具有酪氨酸酶抑制活性和抗菌效应的高效抑制剂.
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Effects of 3, 4-Dihydroxybenzonitrile on Mushroom

Tyrosinase and Some Microbe

CH EN Xiang-ren, ZHU Bin- lin, ZH ANG Chun-le,

CH EN Qing-xi, WANG Qin*

( Schoo l of Life Sciences, Key Labo rato ry for Chemical Bio log y o f Fujian P rovince,

Xiamen Universit y, Xiamen 361005, China)

Abstract: The inhibitor y effects of 3, 4-dihydro xybenzonitr ileon on the activ ity o f mushro om tyr osinase and antibacterial act ivities

against some bact eria and fung i wer e studied. 3, 4-Dihydroxybenzonitrile w as found to inhibit the monophenolase activity of mush-

room tyr osinase. The lag time o f the enzyme fo r ox idation of L- ty rosine ex tended and the steady- state r ate of monopheno lase de-

cr eased. When the concentrat ion of 3, 4-dihydr oxybenzonit rile reached 10. 0 Lmo l/ L, the steady- state r ate o f the enzyme dropped by

53. 5% o f the total act ivity, and the lag time ex tended fr om 18 sec to 225 sec. The inhibition of 3, 4-dihydr oxybenzonitr ile on some

bacter ia such as E . coli, B. subtilis, S . aur eus and fungi such as C. albicans was studied. The values of M IC and MBC of 3, 4-d-i

hydroxybenzonitr ile to E. coli, B. subtilis, St. aur eus w ere determined to be 500 and 1 000 Lg / mL , respectively , and the values of M IC

and MFC to C. albicans w ere 1 000 and 2 000 Lg/ mL , r espectively. This study gave exper imental and theo retical support fo r 3, 4-d-i

hydroxybenzonitr ile used as inhibito r o f tyr osinase and ant imicrobial ag ent.
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