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摘要: 报道了 4-氨基苯甲酸( 4- aminobenzo ic acid)对蘑菇酪氨酸酶单酚酶和二酚酶活力的影响和抑制效应.结果表明,

4-氨基苯甲酸对蘑菇酪氨酸酶的单酚酶和二酚酶活性均有抑制作用. 导致单酚酶活力和二酚酶活力下降 50% 的抑制剂

浓度( IC50 )分别为 0. 35 和 0. 30 mmo l/ L. 4-氨基苯甲酸对单酚酶的迟滞时间有明显的延长效应, 1. 0 mmo l/ L 可使单酚

酶的迟滞时间从 30. 5 s 延长到 155. 1 s, 增加了 4. 4 倍. 4-氨基苯甲酸对二酚酶的抑制作用表现为混合型可逆抑制作用,

抑制常数(K I 和 K IS )分别为 0. 259 和 1. 46 mmol/ L .
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  酪氨酸酶( EC 1. 14. 18. 1)是一种广泛存在于自

然界中含铜的金属氧化酶,是生物黑色素合成的关键

酶.它具有单酚酶活性, 可以将酪氨酸羟化形成 L-多

巴( L-DOPA) , 也具有二酚酶活力,将L-多巴氧化成多

巴醌
[ 1]

.酪氨酸酶的异常表达引起了各种各样的皮肤

病,如老年斑及光照损伤等,它还与人脑中的神经黑色

素形成及神经退行性病变相关的帕金森病有关[ 2] , 也

与果蔬的褐变有关. 因此,酪氨酸酶的的抑制剂研究目

前在国内外已引起了重视,该研究领域十分活跃. 酪氨

酸酶抑制剂目前也已应用作为皮肤色素障碍性疾病的

辅助治疗[ 3] 、化妆品美白添加剂 [ 4- 5]、果蔬的保鲜

剂
[ 6]
、生物杀虫剂

[ 7]
.作者在筛选酪氨酸酶抑制剂过程

中,发现 4-氨基苯甲酸对蘑菇酪氨酸酶有较强的抑制

作用. 4-氨基苯甲酸无毒性作用, 主要用于染料和医药

中间体,生产活性红 M-80, M-10B,活性红紫 X-2R等

染料以及制取氰基苯甲酸生产药物对羧基苄胺.此外

4-氨基苯甲酸亦用可作防晒剂, 本文报道了 4-氨基苯

甲酸对酪氨酸酶的单酚酶和二酚酶的抑制作用机理,

提出该抑制剂和酶分子间结合的分子模型, 为酪氨酸

酶抑制剂的分子设计和改造奠定科学理论依据.

1  材料与方法
1. 1  材  料

蘑菇酪氨酸酶购于 Sigma 化学公司, 批号:

124K7038,比活力为 6 680 U/ mg; 二甲亚砜( DM SO)

为 Sigma化学公司产品; L-酪氨酸( L-T yr )和 L-3, 4-

二羟基苯氨酸( L-DOPA)为 Aldrich 化学公司产品; 4-

氨基苯甲酸( 4-aminobenzoic acid)购于中国药品生物

制品检定所;其它试剂为国产分析纯.

1. 2  方  法
单酚酶活力测定参考文献[ 8] .

4-氨基苯甲酸对酶活力的影响以及抑制作用类型

的判断参考文献[ 9] .

2  实验结果

2. 1  4-氨基苯甲酸对蘑菇酪氨酸酶单酚酶活

力影响

以 4-氨基苯甲酸为效应物,以 L-Ty r为底物测定

蘑菇酪氨酸酶单酚酶催化反应的动力学曲线(图 1) .

结果表明, 随着 4-氨基苯甲酸浓度的增大, 恒定态斜

率下降, 迟滞时间则延长, 说明 4-氨基苯甲酸对蘑菇

酪氨酸酶的单酚酶活性有显著的抑制作用.另外, 随着

4-氨基苯甲酸的浓度增大,酶稳定态活力呈直线下降

(图 1( b) ) , 测定 I C50为 0. 35 mmol/ L, 而酶反应的迟

滞时间成直线增大(图 1( c) ) .在没有加入 4-氨基苯甲

酸时,酶反应的迟滞时间为 30. 5 s,当 4-氨基苯甲酸浓

度为 1. 0 mmo l/ L 时, 迟滞时间增大到 155. 1 s, 迟滞

时间增加了 4. 4倍. 以上结果表明, 4-氨基苯甲酸对酪

氨酸酶单酚酶的抑制作用是降低酶的稳定态活力和延

长迟滞时间而影响酶的催化作用.

2. 2  4-氨基苯甲酸对蘑菇酪氨酸酶二酚酶活

力的影响



 图 1  4-氨基苯甲酸对蘑菇酪氨酸酶的单酚酶的效应

F ig . 1  Effect of 4- aminobenzo ic acid on monopheno lase

activ ity of mushroom t yro sinase

( a) The concentr ations of 4-aminobenzoic acid fo r

curves 1~ 6 w ere 0, 0. 2, 0. 4, 0. 6, 0. 8 and 1. 0

mmo l/ L , respectiv ely ; ( b) The dependence of the

steady- state r ate; ( c) The dependence of the lag

time

以 L-DOPA 为底物,测定蘑菇酪氨酸酶的二酚酶

活性, 4-氨基苯甲酸对二酚酶活力的浓度效应分析结

果见图 2,测定其 I C50为 0. 30 mmo l/ L .并且其对酶的

抑制作用属于可逆过程, 说明增加抑制剂浓度导致酶

活力的下降是由于酶活力受到抑制,催化效率降低,而

不是通过导致有效的酶量减少,而引起酶活力的下降.

2. 3  4-氨基苯甲酸对蘑菇酪氨酸酶的二酚酶

抑制类型及抑制常数的测定

以 4-氨基苯甲酸为抑制剂, 测定其对蘑菇酪氨酸

酶二酚酶的抑制类型, 结果见图 3( a) . 随着 4-氨基苯

甲酸浓度的改变其直线的斜率和截距也相应改变, 但

相交于第二象限,表明以 4-氨基苯甲酸对蘑菇酪氨酸

酶的制抑制机理为混合- Ñ型,说明 4-氨基苯甲酸不仅

能与游离酶( E) 结合, 而且与酶-底物络合物 ( ES)结

合.同时通过作图 (图 3 ( b) )可以求得底物对游离酶

( E)抑制常数 K I 为 0. 259 mmol/ L ,底物对酶-底物络

合物( ES)抑制常数 K IS为 1. 46 mmol/ L (图 3( c) ) .

3  讨  论

酪氨酸酶具有单酚加羟酶活性和二酚加氧酶活

性
[ 6]
.在催化作用过程中酶的存在形式有 3种:还原型

( Emet )、氧化型( Eoxy )和脱氧型( Edeoxy ) . Eoxy型酶具有单

 图 2  4-氨基苯甲酸对蘑菇酪氨酸酶的二酚酶活力的影

响

F ig . 2  Effect o f 4- am inobenzoic acid on the dipheno lase

activ ity of mushroom ty ro sinase

 图 3  4-氨基苯甲酸对蘑菇酪氨酸酶二酚酶抑制类型和

抑制常数的测定

F ig . 3  Determination o f the inhibitor y type and inhib-i

tion constants of 4-aminobenzo ic acid on the dr-

phendase

( a) L inew eaver-Burk plots. The concent rations o f

4-aminobenzo ic acid fo r cur ves 1~ 5 w ere 0, 0. 2,

0. 4, 0. 6 and 0. 8 mmo l/ L, r espectiv ely; ( b) and

( c) r epr esent the plot o f slope and intercept ver-

sus the concentrat ion of 4-aminobenzoic acid, re-

spect ively

酚加羟酶活性和二酚氧化酶活性; 而 Emet仅有二酚氧

化酶活性,不具有单酚酶活性, Emet与单酚结合形成失

去活性的复合物,使酶催化进入死循环,因此,酪氨酸

酶催化单酚酶具有迟滞时间; Edeoxy型的酶能够结合氧

分子
[ 10]

.对于酪氨酸酶活力的调控,抑制该酶活力,可

以从单酚酶的迟滞时间延长和稳定态活力的变化来考

虑,也可以从对二酚酶的活力来判断.对单酚酶和二酚

酶均有抑制作用的抑制剂可以用于减少黑褐色素的生

成、促进皮肤美白. 而仅对二酚酶有抑制作用,对单酚

酶没有抑制作用抑制剂可以应用于作为治疗因多巴缺
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乏而引起的帕金森综合症的辅助药物. 本文的实验结

果显示, 4-氨基苯甲酸对酪氨酸酶的单酚酶和二酚酶

活力均有抑制作用, 其抑制效应表现为可逆抑制机理,

4-氨基苯甲酸可以与酶分子可逆结合而导致酶活力受

抑制. 4-氨基苯甲酸主要用于染料和医药中间体,生产

活性红M-80, M-10B,活性红紫X-2R等染料以及制取

氰基苯甲酸生产药物对羧基苄胺. 此外 4-氨基苯甲酸

亦用可作防晒剂,但目前其用作化妆品增白剂尚未见

报导. 4-氨基苯甲酸与现有化妆品增白添加剂熊果苷

比较, 4-氨基苯甲酸对酪氨酸酶二酚酶的半抑制浓度

( I C50 ) 为 0. 35 mmol/ L , 远低于熊果苷半抑制浓度

( I C50 )为 5. 30 mmo l/ L
[ 11]

.本文从理论上阐明了 4-氨

基苯甲酸可高效抑制酪氨酸酶活性的机理, 为以 4-氨

基苯甲酸为增白剂的特效化妆品开发提供了理论依

据. 4-氨基苯甲酸产品便宜易得, 在作为防晒剂的同时

又可通过抑制酪氨酸酶活力而达到增白效果,因此用

其作为美白添加剂可同时具有美白和防晒作用,具有

广阔的应用前景和较高的经济效益.
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Abstract: Ty rosinase ( EC 1. 14. 18. 1) cataly zes bot h the hydroxylation of t yro sinase int o o-diphenols and the ox idation o f o-d-i

pheno ls into o-quinones that fo rm brow n or black pigments. In the present paper , the effects of 4-aminobenzoic acid on t he activ ity o f

mushro om ty rosniase w ere studied. The results show ed that 4-aminobenzo ic acid could inhibit both monophenolase activ ity and diphe-

nolase activity of the enzyme. Fo r the monopheno lase activ ity, 4- aminobenzo ic acid lengthened the lag time and decr eased the steady-

stat e activit y. W ith increasing inhibitor concentration, the lag time changed f rom 30. 5 seconds in its absence to 155. 1 seconds in the

pr esence of 1. 0 mmo l/ L and the IC50 value w as estimated to be 0. 35 mmol/ L . For t he diphenolase activit y, the kinetic analy sis

show ed that the inhibition o f 4-aminobenzoic acid on the diphenolase activ ity of the enzyme was rever sible and belonged to mix- type,

and the inhibition constant s ( K I and K IS ) w ere determined to be 0. 259 and 1. 46 mmol/ L , r espectiv ely. The IC50 value w as estimated

to be 0. 30 mmo l/ L. This research may off er some refer ences fo r designing and synthesizing some novel and effectiv e ty rosinase inhib-

itor s. Furt her more, it may improve the use of 4-aminobenzoic acid on the field of depigmentation.

Key words: ty rosinase; monophenolase activ ity ; diphenolase activity ; 4- aminobenzoic acid; inhibition mechanism
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