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研究*E作剂对西各氨酸酶活性的
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摘 要: 研究苯甲酸、肉桂酸和曲酸复合使用对醋氨酸酶活性的抑制以及抑制剂间的相互作用。采用酷氨酸酶

L-多巴速率氧化法，观测不同比例的复合抑制剂对酷氨酸酶二酣酶的活性影响，以研究药物相互作用的等效线

分析法和相互作用指数评价复合抑制剂的相互作用效应。结果显示在等效于酶活性抑制 50% 的条件下，苯甲酸

与曲酸质量比为 7.5: 1 ，相互作用指数为 0.42; 肉桂酸与曲酸质量比为 3.8: 1 ，相互作用指数为 0.56; 苯甲酸、

肉桂酸和曲酸质量比为 7. 5:3 .8: 1 ，相互作用指数为 O. 18。说明苯甲酸、肉桂酸和曲酸复合使用对酷氨酸酶二盼

酶活性抑制的相互作用主要表现为协同效应，协同程度与复合抑制剂质量浓度和比例有关。
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Abst'ract: In order to study the inhibitive effects of combination of Benzoic Acid , Cinnamic Acid and 

Kojic Acid on tyrosinase of mushroom , the effects of combination inhibitor on diphenolase activity were 

observed by measuring the oxidation rate of L-dopa. Isobolographic plot and interaction index were em­

ployed to evaluate the inhibitors synergistic effects. The results show that in 50% inhibitory rate of en­

zyme activity the interaction index was O. 42 when combined with Benzoic Acid and Kojic Acid at the ratio 

7.5: 1 , the index was O. 56 when combined with Cinnamic Acid and Kojic Acid at the ratio 3. 8: 1 , and 

the interaction index was O. 18 when combined with Benzoic Acid , Cinnamic Acid and Kojic Acid at the 

ratio 7. 5: 3. 8: 1. Inhibitive effects of the combinaion of Benzoic Acid , Cinnamic Acid and Kojic Acid 

mainly produce synergism , the mixture concentration and mixing ratio have a great influence on the syner­

gistic effects. 

Key words: tyrosinase; combination inhibitor; interaction; isobolographic plot 
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妆品[1 -3J 。目前对酷氨酸酶活性的抑制机理研究大

多集中在单一抑制剂的作用[4 一 7] ，而且醋氨酸酶抑

制剂在实际应用中也多是单独添加到化妆品中，多

种抑制剂复合使用则较为少见。为了追求最佳的酷

皮肤的颜色深浅与表皮细胞黑色素浓度成正

比，而酶氨酸酶在黑色素生成的系列反应中发挥了

关键酶的作用。由酸及其衍生物、熊果音、氢酿和

一些植物提取物常作为酷氨酸酶抑制剂用于美白化
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第 50 卷

A 、 B 两种抑制剂复合，以抑制剂 A 的质量浓度为

横坐标，抑制剂 B 的质量浓度为纵坐标，连接横

坐标上 A 抑制剂和纵坐标上 B 抑制剂单独作用时

酶活性抑制 50% 的抑制剂质量浓度( ICso ) 得-直

线，即为两抑制剂具有简单相加性的 ICs。等效线，
A 、 B 单独作用的 ICs。以及 95% 置信限可以通过各

自的对数剂量一效应关系的线性回归方程求得。酶

活性抑制 30% 和 70% 的等效线则以 IC30 、 IC 70 的数
据作图。在图上标示出实验测得的各复合抑制剂的

ICso (IC3o 、 IC7o ) 坐标点(横坐标为复合物中 A

的质量浓度，纵坐标为 B 的质量浓度) ，根据各点

坐标与等效线的位置关系可判断两种抑制剂相互作

用的效果。若复合物等效应的坐标点在等效线置信

区间内，表示两抑制剂的抑制效果为相加;在置信

区间下方，则为协同效应;在上方则为拮抗效应。

3 种抑制剂复合的等效线图是三维图形， 3 条坐标轴

分别对应 3 种抑制剂的质量浓度，等效线图形则为

一平面，作图方法与两种抑制剂的等效线图类似。

1.2.3 复合抑制剂相互作用的评价 A 、 B 、 C 3 

种抑制剂复合相互作用的效应，可以用相互作用指

数 γ 来评价。 γ= IC/IC A + ICρCB + IC/ICc (若

为两种抑制剂复合，则公式中只有其中两项相

加)， IC A 、 IC B 、 IC c 分别代表 3 种抑制剂单独作

用产生某一抑制率时的质量浓度， ICa 、 IC b 、 IC c
分别表示复合时与单独作用产生同一抑制率(等

效应)时的复合物中各自的质量浓度。 γ = 1 ，表
示相互各抑制剂独立作用的简单相加效应;γ< 1 

为相互协同效应， γ 值越小，协同效应越强;γ>1

为相互拮抗效应， γ 值越大，拮抗效应越大。

1. 2. 4 抑制剂复合比例的选取 曲酸、苯甲酸、

肉桂酸分别取不同剂量，测出各自的酷氨酸酶二盼

酶抑制率，由对数质量浓度-抑制率图求得单一抑

制剂的 ICso ，以各抑制剂的 ICs。的比值为基准作适

当的倍数调整，从而确定一系列的复合比例，测定

该比例的苯甲酸与曲酸、肉桂酸与曲酸以及这 3 种

抑制剂同时复合的酶活性抑制率。

肉桂酸、曲酸、苯甲酸单独作用对醋氨酸酶

活性的抑制

肉桂酸、曲酸、苯甲酸单独作用时对酷氨酸酶

二盼酶活性的抑制作用呈对数剂量依赖关系，其对

数剂量-抑制效应线性回归曲线如图 1 所示。曲酸

的 IC30 、 ICso 、 IC70值分别为 4.97 、 1 1. 6 、 27.2μg/

mL，对数量效回归方程: i/% = 53. 4Logp-6. 98 , R 

结果与讨论
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2. 1 

氨酸酶活性抑制效果，研发人员开始尝试在化妆品

中同时添加多种抑制剂成分。但多种抑制剂间的相

互作用不一定是所期望的协同效应，也可能是拮抗

或互不影响的简单相加效应。此外，在路氨酸酶抑

制剂与其它化妆品配方成分之间，如防腐剂、抗氧

化剂、乳化剂等，对路氨酸酶的抑制亦有可能产生

相互影响，如何评价这些物质之间的相互作用是产

品开发人员所必须考虑的问题。曲酸是目前美白化

妆品中常用酷氨酸酶抑制齐iJ型的美白成分;苯甲酸、

肉桂酸具有防腐抗菌作用，而且两者对酷氨酸酶抑

制作用动力学研究已较为清晰，是潜在的化妆品添

加剂成分[卜7) 。作者采用近年来常用的研究药物相
互作用的等效线评价方法[卜 ll] ，研究苯甲酸、肉桂
酸和曲酸 3 种抑制剂复合使用时对路氨酸酶活性的

影响，为今后美白化妆品的研发探索一条新的思路。

1. 1 材料

蘑菇酶氨酸酶，美国 Worthington 公司; L-多

巴，美国 Sigma 公司;肉桂酸，曲酸，苯甲酸均为

国产分析纯试剂; 721 分光光度计，上海第三分析

仪器厂。

1. 2 实验方法

1.2. 1 赂氨酸酶活力测定 参见文献[ 12 ] ，酷
氨酸酶活力以催化 L多巴生成多巴西昆的二盼酶活

力衡量。试管中加入 L-多巳 O. 4 mL ( 1. 0 mg/ 

mL) , pH 6. 8 磷酸缓冲液 2.4 mL , 30
0C 水浴保温

10 min 后，加入酶氨酸酶 0.2 mL (250 U/mL) 混

匀，酶促反应将 L-多巴转化为红色产物多巴西昆，

在 475 nm 处有最大吸收。读取从混匀开始 2 min 

时在 475 nm 处的吸光度 A ， 酶促反应的速度用每

分钟 A47S增加值来表示O

试管中加入底物 L-多巴 O. 4 mL (1. 0 mg/ 

mL) ，然后加入不同质量浓度的抑制剂，抑制剂均

以 DMSO 配制，酷氨酸酶 0.2 mL (250 U/mL) , 

以磷酸缓冲液补足反应液总体积为 3.0 mL，测定
反应开始 2 min 时的吸光度，按如下公式计算酶活

性抑制率。文中抑制剂的质量浓度均为抑制剂在测

试体系中的终质量浓度。

A~ - AA 
酶抑制率 =(1-t云) x 100% 

式中 A 1 为元抑制剂有底物时的吸光度 ; A2 为

元抑制剂元底物时的吸光度 ; A3 为加抑制剂与底

物时的吸光度 ; A4 为加抑制剂元底物时的吸光度。

1.2.2 复合抑制剂的相互作用等效线图的绘制

材料与方法
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= 0.993 2; 苯甲酸 的 IC30 、 IC 50 、 IC 70 值分别为
1l. 5 、 42. 7 、 158μglmL，对数量效回归方程:

i/% = 34. 5 Logp - 5. 89 ，相关系数 R = 0.989 0; 

肉桂酸的 IC30 、 IC 50 、 IC70 值分别为 21. 8 、 87.0 、

350μg/mL，对数量效回归方程: i/% = 32. 9Logp 

- 13. 9 , R = o. 995 4。三者中以曲酸的抑制作用最

强，其次为苯甲酸，肉桂酸最弱。

100 

90 

80 

70 
建 60
进 5。
但 40
→斗、

30 
20 
10 

0 

由酸

o 0.5 1 1.5 2 2.5 3 
对数质量浓度/LOG (μg'mL") 

图 1 各抑制剂单独作用的量效关系图

Fig. 1 Dose-response curves for i时1ibitors to tyrosinase activity 

60 

"ê 45 

1 

量 30
E 
也 15 ~ ιB 
云 | 中中土

。
。 3 6 9 

w(用|酸)/ (问'mL")

一一 IC50等效线
.....95%置信区间

12 15 

图 2 苯甲酸、曲酸复合的 ICso等效线图

Fig. 2 ICso isobolographic plot of benzoic acid and kojic acid 

(苯甲酸与曲酸质量比 : A. 1. 9: 1; B. 3. 8: 1; C. 7. 5: 1 ) 

2.2 苯甲酸和曲酸复合对酶氨酸酶活性的抑制作用

由苯甲酸、曲酸单独作用得到的 IC50值，定出

苯甲酸、由酸质量比为 3.8: 1 ，分别取此比值的

。.5 ，1. 0 、 2.0 倍，得到苯甲酸、曲酸质量比为

1. 9: 1; 3.8: 1; 7.5: 1 的 3 种复合比例，测定这 3

种比例的苯甲酸和曲酸复合物对自各氨酸酶活性的抑

制作用，作酶活性抑制 50% 的等效线图。表 1 结

果显示 3 种比例的复合抑制剂对酷氨酸酶二盼酶的

抑制均有显著的对数剂量-抑制效应线性关系，图

2 等效线图中显示 3 种比例的复合抑制剂的坐标点

均位于远离等效区间的下方 说明此条件下对酷氨

酸酶二盼酶的抑制作用表现为较强的且具有统计学

意义的相互协同效应。 3 种比例的复合抑制剂相互

作用系数 γ1. 9:1 =0.51;γ3.8 : 1 = O. 45 ;γ7.5 : 1 二 0.42 ，

可见协同效应的强度与苯甲酸和由酸的比例相关，

实验条件下苯甲酸与曲酸按质量比为 7.5: 1 复合时

的协同效应最强。

表 l 苯甲酸和曲酸复合对醋氨酸酶活性抑制 ICso
Table 1 ICso of benzoic acid and kojic acid 

m( 苯甲酸)

: m( 曲酸)
1. 9: 1 

3.8: 1 

7.5: 1 

相关 ω( 复合 ICso )

系数 R /( f..Lg • rι1) 
回归方程

i/% =41. 0 Logp + 7.27 0.9903 11. 1 

i/% = 33. 6 Logp + 13. 5 o. 992 0 12. 2 

i/% = 21. 2 Logp + 26.2 0.991 7 13.3 

2. 3 肉桂酸和曲酸复合对醋氨酸酶活性的抑制作用

肉桂酸和曲酸复合对路氨酸酶活性的抑制作用

见表 2。由肉桂酸、曲酸单独作用求得的 IC50 ，确
定酶活性抑制 509毛的肉桂酸和曲酸质量比为 7.5 :

1 ， 按此比值的 0.5 ， l. 0 、1. 5 , 2.0 、 3.0 、 6.0 倍，

确定肉桂酸、曲酸质量比为 3.8: 1 、 7. 5: 1 、 10. 8 

: 1 、 15: 1 、 22.5: 1 、 45: 1 共六种比例进行复合。

六种混合物的抑制对数量效关系直线回归方程见表

2 ，结果显示六种比例的复合抑制剂对酷氨酸酶二

盼酶的抑制均有显著的对数剂量 一 抑制效应线性关

系，由对数回归直线方程可求得不同比例的复合抑

制剂中肉桂酸和曲酸复合的 IC30 、 IC 50 、 IC 70值 O

肉桂酸、曲酸复合作用的等效线见图 3 ， 图

灿、图 3c 显示实验中所采用六种比例的复合抑制

剂在 IC50 、 IC70等效线图中的坐标点均位于等效线
下方，说明此条件下对酶氨酸酶二盼酶的抑制表现

为较强的且具有统计学意义的相互协同效应。而在

图汩的 IC3。等效线图中 ， C 、 D 、 E 、 F 四点落在等

效线的置信区间内，显示此条件下该 4 种比例的肉

桂酸和曲酸复合为简单相加效应。

上述不同比例复合的抑制剂，由酶活性抑制

30% 、 50% 和 70% 得出的 γ 值并不相同。表 3 显

示同一比例下 IC3。的 γ 值均较 IC如 IC70要大 ， 说

明使酶活性抑制 30% 时复合抑制剂的协同效应比

酶活性抑制 50% 和 70% 时要弱，其中 10.8: 1 、 15

: 1 、 22.5: 1 、 45: 1 四种比例复合的为简单相加效

应 ， 此结果可能与复合抑制剂的质量浓度有密切关

系，因为抑制酶活性 30% 所需的复合抑制剂质量

浓度较低，低质量浓度条件下两种抑制剂可能互不

影响，各自独立对路氨酸酶发挥抑制作用 ， 总体抑

制效应表现为简单相加，随着抑制剂质量浓度增

大，相互间的影响逐渐显著，协同效应逐渐明显。
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以酶活性抑制 30% 和 50% 的等效评价，肉桂

酸与由酸按 3.8:1 配比时协同效应最强;而以酶活

性抑制 70% 的等效评价，肉桂酸与曲酸按 22.5: 1 

配比时协同效应最强。可见协同的程度不仅与复合

物中两组分的比例、复合抑制剂的质量浓度有关，

还与评价的角度有关。

表 2 肉桂酸和曲酸复合对醋氨酸酶活性抑制的 IC30 、 IC50 、 IC70
Table 2 IC30 , IC50 , IC70 of cinnamic acid and kojic acid 

m ( 肉桂酸)
回归方程 相关系数 R

ω(复合 IC30 ) / ω(复合 IC50 ) / w ( 复合 IC70 ) / 

: m ( 曲酸) (附. mL -1) (μg . mL -1) (μg . mL -1) 

3.8: 1 i/% = 44. 7 Logp - 8. 90 0.996 1 7.42 20. 8 58. 3 

7.5:1 i/% = 41. 6 Logp -10. 1 0.991 1 9. 19 27. 8 84.3 

10.8: 1 i/% = 41. 5 Lo伊 -16.8 0.9925 13.5 40.9 124 

15: 1 i/% = 48. 7 Logp - 28. 1 0.993 8 15.6 40.3 104 

22.5: 1 i/% = 49. 1 Logp - 30. 7 0.988 7 17.3 44.2 113 

45:1 i/% = 47.3 Logp - 31. 9 0.9900 20.4 54. 1 143 

30 I (a) 

~l 25 

切 20
1 

运 15
唱 10
区
云 J

0 
0123456 

w(曲酸)/(μg'mL' I )

一- IC30等效线
95%置信区间

120 r (b) 一一 IC50等噬线
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图 3 肉桂酸和曲酸复合作用的 IC30 (a) 、 IC50
(b) 和 IC70 (c) 等效线图

Fig.3 IC30 (a) 、 IC50 (b) and IC70 (c) isobolographic 

plot of cinnamic acid and kojic acid 

(肉桂酸与曲酸质量比 : A. 3. 8: 1; B. 7. 5: 1 ; 

C. 10.8: 1; D. 15: 1; E. 22.5: 1; F. 45: 1) 

表 3 肉桂酸和曲酸复合的相互作用指数

Table 3 The interaction index of cinnamic acid and kojic acid 

m( 肉桂酸)

: m( 曲酸)
γ30 γ50 γ70 

3.8: 1 0.59 0.56 0.58 

7.5: 1 0.60 0.56 0.57 

10.8: 1 0.81 * O. 73 O. 70 

15: 1 0.88 * 0.65 。.51

22.5:1 0.94 * 0.66 0.49 

45: 1 1.03 * O. 72 0.51 

*表示该复合比例的两种抑制剂为简单相加效应

2.4 肉桂酸、苯甲酸和曲酸 3 种抑制剂复合对酷

氨酸酶活性的抑制作用

肉桂酸、苯甲酸、曲酸以质量比 7.5:3.8: 1 复

合，复合抑制剂酶活性抑制 50% 的对数量效曲线

方程为 i/% = 31. 1Logp +23. 0 , R =0. 990 0 ，复合

IC5。为 8.40μg/mL。 由 3 种抑制剂单独作用的 ICs。
作三维等效线图。图中 3 条坐标轴对应 3 种抑制剂

的质量浓度，中间的三角平面为相加效应的等效

面，上下两侧的三角平面所夹区域为等效区间，靠

近一角的坐标点为 3 抑制剂复合的等效质量浓度坐

标点。三维视图显示复合抑制剂的 ICs。坐标点不在
等效面区间内，远低于等效面，表明 3 种抑制剂的

复合使用所产生的协同效应很明显。上述比例的复

合抑制剂相互作用指数 γ 值为 0.18 ，远小于 1 ，也

较前述两种抑制剂复合作用在酶活性抑制 50% 的 γ

值要小很多，说明这 3 种抑制剂复合产生的协同效

应比其中两种复合的协同效应更为显著。

从化学性质分析，肉桂酸、苯甲酸和曲酸混合

时不发生化学反应，不会影响彼此的质量浓度。路

氨酸酶是一种含铜的金属酶， CJ+ 参与构成略氨
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图 4 肉桂酸、苯甲酸和曲酸复合的 ICso三维等效线图

Fig. 4 Isobolographic plot of cinnamic benzoic acid , 

acid and kojic acid 

酸酶催化反应的活性中心。肉桂酸(苯丙烯酸)、

苯甲酸的结构较为相似，均以竣基与铜原子形成复

合物，是酶氨酸酶的非竞争性抑制剂;曲酸 (5 一

起基 -2 -泾甲基一 1 ， 4 - p比喃酬)通过 5 位泾基

和 4 位酬基与 Cu2 + 络合，是酶氨酸酶的混合型抑

制剂 [5 一 7] ，由此可知 3 种抑制剂均是与路氨酸酶活

性中心以外的部位结合。若这 3 种抑制剂都结合于

自各氨酸酶活性中心外的同一部位，则它们之间存在

"竞争"关系，共同存在时酷氨酸酶只能与其中一

种抑制剂结合，抑制剂间发生协同作用的可能性较

小。因此推测肉桂酸和曲酸或苯甲酸和曲酸可能结

合于酶氨酸酶活性中心外的不同部位，其中一种抑

制剂与酶结合以后，使酶的构象改变，导致其它抑

制剂与酶的作用受到影响;或者多种抑制剂同时结

合酶分子，共同影响酶的催化效应，从而表现出相

互协同的效应。

3 结论

肉桂酸、苯甲酸、曲酸均是是由各氨酸酶的抑制

剂。苯甲酸和曲酸复合，对酶氨酸酶二盼酶活性的

抑制表现为明显相互协同效应，协同效应的程度与

复合比例相关。肉桂酸和曲酸复合，在复合物质量

浓度较低时，对路氨酸酶二盼酶活性的抑制多表现

为各自独立的抑制作用，倾向于简单相加效应;随

着复合抑制剂质量浓度增加，抑制率加大，呈现明

显的协同效应，而且协同效应的大小与两组分的比

例、质量浓度有关。苯甲酸、肉桂酸和曲酸 3 种抑

制剂复合，表现出非常显著的协同效应，协同的程

度比两种抑制剂复合的协同程度更强。苯甲酸、肉

桂酸和曲酸协同效应的机制，需进一步研究探讨。

. -
1-'.'" 

本研究提示:酶氨酸酶抑制剂的复合使用，有

可能产生协同效应，达到同等抑制效果时所需抑制

剂总量比抑制剂单独作用时要少，这为研发高性价

比的美白化妆品提供了一条新思路。
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