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对醛基苯甲酸对蘑菇酪氨酸酶的抑制作用
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摘要 : 酪氨酸酶是一种同时具有单酚酶和二酚酶活力的酶. 对醛基苯甲酸 (ABA )对蘑菇酪氨酸酶活力的影响研究结果

表明 : ABA只对蘑菇酪氨酸酶的二酚酶活性有抑制作用 ,而对单酚酶没抑制作用. ABA对二酚酶的抑制作用显示浓度关

系 ,测定导致酶活力下降 50%的抑制剂浓度 ( IC50 )为 0. 98 mmol/L. ABA对二酚酶的效应为可逆的非竞争性的抑制 ,抑制

常数 KI为 0. 94 mmol/L. 本文得到的结果与苯甲酸和苯甲醛的效应进行了比较.
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　　酪氨酸酶 ( EC. 1. 14. 18. 1)又称多酚氧化酶 ,它具

有二酚酶和单酚酶活力 ,是广泛存在于动植物体和人

体内的参与合成色素的关键酶 [ 1～3 ]
. 它能将酪氨酸羟

化 ,产生邻位二羟基苯丙氨酸 (L2多巴 ) (单酚酶活

性 ) ,然后再将多巴氧化成多巴醌 (二酚酶活性 ) ,进而

生成一系列引起褐化的色素物. 因此 ,对酪氨酸酶抑制

剂的研究已引起国内外的重视 ,例如有人应用 42己基

间苯二酚来保护对虾在储存过程中发生褐变 ,认为它

既有效且安全 ,对人体没有毒害的副作用 [ 4 ]
. 前文我

们报导了苯甲醛、苯甲酸对蘑菇酪氨酸酶活力对影响 ,

研究抑制作用机理 ,阐明酶的抑制剂在保鲜中的应

用 [ 5, 6 ] . 本文以对醛基苯甲酸为效应物 ,研究对蘑菇酪

氨酸酶活力的影响 ,探讨对酶的抑制作用机理 ,以期为

酪氨酸酶抑制剂的分子设计改造 ,寻找更有效的该酶

抑制剂奠定理论依据.

1　材料与方法

1. 1　材 　料
酪氨酸酶为 Sigma化学公司的蘑菇酪氨酸酶 ,比

活力为 6 680 U /mg;对醛基苯甲酸 (ABA )和二甲亚砜

(DMSO)均为 Sigma化学公司产品 ; L2酪氨酸 ( Tyr) , L2
3, 42二羟基苯氨酸 (L2DOPA )为 A ldrich化学公司产

品. 其它试剂为国产分析纯试剂 ,使用的蒸馏水为去离

子重蒸水.

1. 2　方 　法
酪氨酸酶的酶活力测定 [ 7 ]

:先加入 0. 1 mL含不

同浓度的 ABA (溶于 DMSO溶液 )于比色杯中 ,再加进

2. 8 mL预先在 30℃恒温水浴保温的底物溶液 ,然后加

入 0. 1 mL酪氨酸酶水溶液 ,即刻充分混匀 ,在 30℃恒

温条件下测定波长为 475 nm的光密度值 ,由其随时间

的增长直线的斜率计算出酶的活力. 测定单酚酶活力

所用的底物为 0. 5 mmol/L Tyr,酶的终浓度为 33. 3

mg/mL;二酚酶所用底物为 0. 5 mmol/L L2DOPA ,酶的

终浓度为 6. 67 μg/mL. 所用 DMSO 终浓度均为 3.

33%. 测定仪器为 UV2650分光光度计. ABA对酶的抑

制作用的机理是通过 L ineweaver2Burk双倒数作图 ,比

较酶催化反应的动力学参数 ,包括表观米氏常数 ( Km )

和最大反应速度 (Vm )的变化来判断的.

2　实验结果

2. 1　ABA对蘑菇酪氨酸酶二酚酶活力的影响
以 L2多巴为底物 ,测定酶的二酚酶活性 ,图 1为

ABA对酪氨酸酶的二酚酶活力的抑制曲线 ,随着抑制

剂浓度的增大 ,酶活力呈指数的下降 ,导致酶活力下降

一半所需的抑制剂浓度 ( IC50 )为 0. 98 mmol/L.

2. 2　ABA对蘑菇酪氨酸酶的抑制机理
在测活体系中 ,固定底物 (L2DOPA )浓度为 0. 5

mmol/L ,加入不同浓度的 ABA,改变加入的蘑菇酪氨

酸酶的量 ,测定酶催化 L2DOPA氧化的活力. 图 2表示

酶经 ABA作用后的剩余酶活力与加入的酶量间的关

系 ,酶活力对酶量作图得到一组通过原点的直线 ,随着

效应物浓度的增大 ,直线的斜率降低. 说明 ABA对酶

的抑制作用属于可逆过程 , ABA是通过抑制酶活力而



　图 1　对醛基苯甲酸对酪氨酸酶二酚酶活力的影响

　Fig. 1　Effect of p2aldehydobenzoic acid on the diphenolase

activity of mushroom tyrosinase

导致催化效率的降低 ,而不是通过降低有效的酶量导

致活力的下降.

　图 3　ABA对酪氨酸酶的抑制类型和常数测定

直线 1～5 ABA浓度分别为 : 0、0. 1、0. 2、0. 3和 0. 4

mmol/L

　Fig. 3 　Determ ination of the inhibitory type and inhibition

constant of p2aldehydobenzoic acid on mushroom ty2
rosinase

2. 3　ABA对酪氨酸酶二酚酶的抑制类型及抑

制常数的测定
在测活体系中 ,固定酶的浓度 ,改变 L2DOPA 浓

度 ,测定不同浓度抑制剂对酶活力的影响 ,以 L in2
eweaver2Burk双倒数作图 (图 3) ,得到一组横轴截距

不变的直线 ,说明 ABA作为酪氨酸酶抑制剂 ,不影响

米氏常数 ( Km ) ,但可以使反应的最大反应速度 (Vmax )

下降 ,其抑制类型为非竞争性抑制类型 ,它与酶的结合

不受到底物的影响. ABA能与游离酶 ( E)结合而生成

酶 2抑制剂络合物 ( E I) ,也能与酶 2底物络合物 ( ES)结

合 ,从而成为不能生成产物的酶 2底物 2抑制剂三元络

和物 ( ESI) ,进而产生对酶的抑制. 以不同浓度 ABA下

　图 2　对醛基苯甲酸对酪氨酸酶抑制机理的判断

直线 0～4 ABA浓度分别为 : 0、0. 1、0. 2、0. 3和 0. 4

mmol/L

　Fig. 2　Determ ination of the inhibitory mechanism of p2alde2
hydobenzoic acid on mushroom tyrosinase

测定的 1 /Vm 对抑制剂浓度作图 (图 3内插图 )为一条

直线 ,从直线的斜率可以求得抑制常数 ( KI )为 0. 94

mmol/L.

　图 4　ABA对酪氨酸酶单酚酶抑制作用的进程曲线

曲线 1～5 ABA的浓度分别为 : 0、0. 1、0. 2、0. 3和

0. 4 mmol/L

　Fig. 4　Progress curves for the inhibition of monophenolase

of mushroom tyosinase by p2aldehydobenzoic acid

2. 4　ABA对蘑菇酪氨酸酶单酚酶活力的影响
以 ABA为效应物 ,研究其对酪氨酸酶单酚氧化酶

活力的影响 ,结果见图 4. 该图表明酶反应的迟滞时间

(曲线的直线部分交于横轴的值 )随着抑制剂浓度的

增大基本没发生变化 ,稳态的酶活力 (直线部分的斜

率 )也没有随着抑制剂浓度的增大显著的下降 ,这说

明 ABA对酪氨酸酶的单酚酶活性基本没有抑制作用.

3　讨　论
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　表 1　苯甲酸 ,苯甲醛和对醛基苯甲酸对蘑菇酪氨酸酶二酚

酶的抑制效应比较

　Tab. 1　Comparison of the inhibitory effects of benzoic acid, ben2
zaldehyde, p2aldehydobenzoic acid on the diphenolase of

mushroom tyrosinase

常数 苯甲酸 苯甲醛 对醛基苯甲酸

IC50 1. 00 mmol/L 0. 80 mmol/L 0. 98 mmol/L

抑制作用 可逆抑制 可逆抑制 可逆抑制

抑制类型 非竞争性 非竞争性 非竞争性

KI 0. 95 mmol/L 0. 80 mmol/L 0. 94 mmol/L

　　本文采用 ABA作为效应物 ,我们还曾报道过化学

结构与此相类似的其它效应物 (苯甲醛和苯甲酸 [ 5, 6 ] )

对蘑菇酪氨酸酶活性的影响 ,它们的动力学参数总结

于表 1. 从表 1可以看出 ,苯甲酸、苯甲醛和 ABA导致

酶活力下降 50%所需的抑制剂浓度 ( IC50 ) 3种效应物

分别为 1. 00 mmol/L , 0. 80 mmol/L和 0. 98mmol/L. 它

们三者的分子结构相似 ,三者都包含一个苯环的结构 ,

苯甲酸和苯甲醛的差别只是苯环上连接的基团分别是

羧基和醛基 , ABA在结构上相当于将苯
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甲酸和苯甲醛中的羧基和醛基呈对位同时连接在一个

苯环上. 三者同表现为非竞争性的抑制类型 ,表明它们

都是与活性中心外的结合位点结合 ,而通过产生酶 2底
物 2抑制剂三元络和物 ( ESI)而产生抑制作用的. ABA

对蘑菇酪氨酸酶的单酚酶活力没有抑制 ,而苯甲酸 [ 6 ]

能使蘑菇单酚酶的迟滞时间延长和稳态活力下降 ,苯

甲醛 [ 5 ]的作用只能使稳态活力下降 ,但对于单酚酶的

迟滞时间没有任何的影响. 可见 ,上述的三种效应物的

苯环取代羧基和醛基及在对位取代两个基团 ,它们对

酪氨酸酶单酚酶的效应机理完全不同 ,显示构效关系 ,

有关它们的构效关系机理有待进一步探讨.

参考文献 :
[ 1 ]　赵会全 ,刘望夷 .酪氨酸酶的分子生物学研究进展 [ J ]. 国

外医学分子生物学分册 , 1999, 13 (6) : 273 - 292.

[ 2 ]　Sanchez2Ferrer A, Rodriguez2Lopez J N, Garcia2Canovas F,

et al. Tyrosinase: a comp rehensive review of its mechanism

[ J ]. BBA2p rotein and Molecular Enzymology, 1995, 1247: 1

- 11.

[ 3 ]　Mosher D B, Pathak M A, Fitzpatrick T B. V itiligo, etiology,

pathogenesis, diagnosis, and treatment. Dermatology in Gen2
eralMedicine [M ]. New York: McGraw2H ill, 1983. 205 -

225.

[ 4 ]　Frankos V H, Schm itt D F, Haws L C, et al. Generally recog2
nized as safe ( GRAS) evaluation of 42hexylresorcinol for use

as p rocessing aid for p revention of melanosis in shimp [ J ].

Regul. Toxicol. Pharmacol. , 1991, 14: 202 - 212.

[ 5 ]　黄璜 ,刘晓丹 ,陈清西. 苯甲醛族化合物对蘑菇酪氨酸酶

抑制作用的研究 [ J ]. 厦门大学学报 (自然科学版 ) ,

2003, 42 (1) : 98 - 101.

[ 6 ]　刘晓丹 , 璜 ,陈清西. 苯甲酸对蘑菇酪氨酸酶抑制作用

机理的研究 [ J ]. 厦门大学学报 (自然科学版 ) , 2003, 42

(1) : 102 - 106.

[ 7 ]　Chen Q X, Song K K, W ang Q, et al. Inhibitory effects of

mushroom tyrosinase by some alkylbenzaldehydes [ J ]. Jour2
nal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chem istry, 2003, 18

(6) : 491 - 496.

·865· 厦门大学学报 (自然科学版 ) 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　2005年


