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苯甲醛及其类似物对酪氨酸酶抑制作用的研究
*

乔　薇 , 巫晓琴 , 黎　峰 , 崔　强 , 闫素君 , 马　林
(中山大学化学与化学工程学院 , 广东 广州 510275)

摘　要:酪氨酸酶是一种金属铜蛋白 , 广泛存在于自然界中 , 在生物体合成黑色素过程中起着关键作用。分别

以多巴和以邻苯二酚作为酪氨酸酶催化底物 , 对苯甲醛及其类似物对酪氨酸酶抑制作用机理进行了详细的研究 ,

并利用 CD (圆二色谱) 研究了苯甲醛类化合物对酪氨酸酶的构象影响 , 提出苯甲醛及其同系物与酶分子相互作

用的可能机理。
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　　酪氨酸酶(EC1. 14. 18. 1)是一种活性中心具有

双铜离子的氧化还原酶 , 参与黑色素合成的头两步

反应 , 是黑色素合成的限速酶
[ 1]
。它广泛存在于

微生物 、动物和人体 , 是生物体合成黑色素等产生

色斑的关键酶。酪氨酸酶是结构复杂的多亚基的含

铜氧化还原酶 , 它先将酪氨酸羟化 , 产生邻位二羟

基苯丙氨酸 (L-多巴) , 然后再将多巴氧化成多巴

醌 , 进而生成一系列引起褐化的色素物
[ 2]
。近年

来 , 除对该酶进行结构功能的基础研究外 , 由于色

素障碍性疾病 、 恶性黑色素瘤 、白化病和老年性痴

呆的发生与治疗 , 均与酪氨酸酶直接相关 , 国内外

对该酶的研究主要集中在医药方面
[ 3 - 5]

。对于该酶

抑制剂的研究 , 国内研究较少且不够深入 , 主要是

一些用于皮肤保健和治疗的常规抑制剂的研

究
[ 6 - 8]

。

文献 [ 9]报道 , 苯甲醛类化合物对酪氨酸酶的

抑制作用是通过与酶分子中氨基酸侧链的氨基反

应 , 形成席夫碱而导致酶催化活性降低。如果以上

结论成立 , 底物 L-DOPA分子中也含有一个氨基 ,

那么 , 苯甲醛应该先与底物 L-DOPA发生反应 。由

于酪氨酸酶也可以催化邻苯二酚发生反应 , 并且邻

苯二酚分子中不含有氨基 , 为了证明以上观点 , 本

论文分别以多巴和邻苯二酚作为酪氨酸酶催化底

物 , 对苯甲醛及其类似物对酪氨酸酶抑制作用机理

进行了详细的研究 , 并利用 CD (圆二色谱 )研究

了苯甲醛类化合物对酪氨酸酶的构象影响 , 提出苯

甲醛及其同系物与酶分子相互作用的可能机理 , 为

后续酪氨酸酶抑制剂的分子设计及实际应用提供了

理论基础 。

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;L-3, 4-二羟基苯丙氨酸

(L-DOPA)为 A ldrich化学公司产品 。苯甲醛 , 对

羟基苯甲醛 , 对苯二甲醛 , 肉桂醛 , 乙醇等试剂均

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

1.2.1　苯甲醛与 L-DOPA的相互作用的测定　在 1

mL样品管中 , 加入 10μL苯甲醛溶液 (1 mmo l /L

无水乙醇配 ), 50 μL L-DOPA (0.05 mmol /L, 磷

酸缓冲溶液配 ), 940 μL 磷酸缓冲溶液 (pH =

6.8), 在紫外吸收波长在 220 ～ 400 nm下扫描吸收

曲线 , 并扣除乙醇的影响 。同样方法分别扫描 L-

DOPA及苯甲醛的紫外吸收曲线进行对照 。

1.2.2　以 L-DOPA为底物的酪氨酸酶活力测定　

酪氨酸酶的酶活力测定参考文献 [ 10] :先加入 50

μL含不同浓度的抑制剂 (无水乙醇配 )于 900 μL

含有 6.67 μg酪氨酸酶的磷酸缓冲溶液 (pH =

6.8)中 , 在 37 ℃恒温水浴中保温 15m in, 然后加

入 50 μL L-DOPA (0.05 mmo l /L)溶液启动反应 ,

迅速充分混匀 , 在 37 ℃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。所用乙醇浓度均为 3.33%,

并用对照扣除乙醇对本试验的影响。测定仪器为岛
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津 UV2501分光光度计 。

抑制剂对酶抑制作用的机理是通过 Linew eaver-

Burk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。

1.2.3　以邻苯二酚为底物的酪氨酸酶活力测定　

邻苯二酚浓度为 0.05mmol /L, 测定波长为 490 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 .其余方法同 1.2.1。

1.2.4　CD (圆二色谱 )的测定　依次在 1 mL的

离心管中加入 10 μL含不同浓度的抑制剂的乙醇溶

液和 40 μL酪氨酸酶水溶液 (0.66 g /L), 950 μL

pH =6.8磷酸缓冲溶液 , 摇匀 , 放置 15 m in。圆二

色谱在 Jasco810型 CD光谱仪上进行测定 , 采用 1

mm液池 , 在 180 ～ 260 nm范围内扫描 , 累加 10

次 , 按照 che i的计算方法求各二级结构的比例 。

2　结果与讨论

2.1　苯甲醛与底物 L-DOPA的相互作用

由图 1可以明显的看出 , 在本试验条件下混合

苯甲醛与多巴放置一段时间后 , 测出的紫外吸收曲

线并没有出现新的峰 , 只是两种物质紫外吸收的简

单相加 , 这说明没有新的席夫碱生成 。而底物多巴

的浓度比酶的浓度要大得多 , 氨基也更加活泼 , 苯

甲醛没有和多巴发生反应 , 也不会和酪氨酸酶上的

氨基残基发生反应。由此我们可以得出苯甲醛对酪

氨酸酶的抑制作用不是通过与氨基残基发生反应生

成席夫碱而发生作用的 , 而是通过其他方式作用于

酶的。

图 1　苯甲醛与多巴的相互作用

F ig.1　 Interaction be tw een benza ldehyde and L-DOPA

2.2　苯甲醛类化合物对酪氨酸酶活力的影响

以 L-DOPA为底物 , 在测活体系中 , 加入不同

浓度的苯甲醛乙醇溶液 , 研究其对酶活力的影响 ,

酶活力随着苯甲醛浓度增大而呈指数下降 , 见图 2

(a),有图可计算得到其半抑制率 ( IC50)为 1.17

μmo l /L;以邻苯二酚为底物 , 用相同方法测定 ,

由图 2 (b)可得其 IC50为 224 μmo l /L。采用相同

的测活方法 , 测定了对羟基苯甲醛 、对苯二甲醛和

肉桂醛的 IC50值 , 结果见表 1。

图 2　以多巴 (a) 和邻苯二酚 (b) 为底物

苯甲醛对酪氨酸酶的抑制

F ig.2　 Inh ibito ry e ffec t o f benza ldehyde on ty rosinase

on the ox idation of L-DOPA (a) and

o-dihydroxybenzene (b)

表 1　苯甲醛类化合物对酪氨酸酶活力的抑制作用
Tab.1　 Inhibito ry e ffects of benza ldhyde and

ana logs on ty ro sina se

化合物
IC

50
/(μm ol L -1)

以多巴为底物 以邻苯二酚为底物

苯甲醛 1. 17 224

对羟基苯甲醛 1310 4130

对苯二甲醛 37. 8 >15000

肉桂醛 403 61.3

由实验结果 (表 1)很明显的看到 , 苯甲醛对

酪氨酸酶的抑制作用明显远远强于其他的类似物:

对羟基苯甲醛在苯环上比苯甲醛多了一个羟基 , 而

IC50值是苯甲醛的 103倍;由于对苯二甲醛的对称

结构 , 使得苯环上的醛基电子云密度减弱 , 抑制作

用也小于苯甲醛;肉桂醛的醛基没有直接连在苯环

上 , 其间拥有一个双键 , 作用明显弱于苯甲醛和对

苯二甲醛 , 说明醛基是否直接连于苯环对酪氨酸酶

抑制作用的大小起直接的关系 , 但由于双键仍使苯

环与醛基有一定的共轭作用 , 仍对酪氨酸酶起到一

定的抑制作用 。

而分别以多巴和邻苯二酚为底物测定的 IC50值

也是相差甚远 , 由实验结果得到 , 苯甲醛 、 对苯二

甲醛和对羟基苯甲醛以邻苯二酚为底物时测定的
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IC50值是以多巴为底物时的 4 ～ 500倍 , 而只有肉

桂醛以邻苯二酚为底物时测定的 IC50值小于以多巴

为底物时的值。这个结果引起了我们的兴趣 , 并猜

想这些化合物可能与酪氨酸酶的相互作用机理各不

相同。

2.3　苯甲醛类化合物对酪氨酸酶抑制机制及抑制

常数的测定

　　酪氨酸酶催化氧化是遵循 M ichae lis-Menten动

力学方程
[ 10 ]

。以苯甲醛为效应物 , 以多巴为底物 ,

研究对酶促反应初速度的影响。结果 Linew eaver-

Burk双倒数作图得到一组交于 X 轴的直线 (图 3

(a)) , 说明苯甲醛不改变 Km , 仅 Vm 随抑制剂浓

度增大而增大 , 其效应为非竞争性抑制类型。求出

以多巴为底物时苯甲醛对酪氨酸酶抑制常数 (K I)

为 1.55μmo l /L。

以邻苯二酚为底物 , 以苯甲醛为效应物 , 研究

对酶促反应初速度的影响 , 结果 Linew eave r-Burk

双倒数作图得到一组交于 Y 轴的直线 (图 3

(b)), 说明苯甲醛不改变 Vm , 仅 Km 随抑制剂浓

度增大而增大 , 其效应为竞争型抑制剂 , 可以求出

以邻苯二酚为底物时苯甲醛对酪氨酸酶抑制常数

(K I)为 126μmo l /L。

图 3　以多巴 (a)和以邻苯二酚 (b) 为底物苯甲醛对

酪氨酸酶抑制类型的测定

F ig.3　L ineweaver-Burk plots fo r inhib ition of

benza ldehyde on the ox ida tion o f L-DOPA (a)

and o-d ihydroxybenzene by ty ro sinase

以同样的方法 , 测定了对羟基苯甲醛以及肉桂

醛分别以多巴和邻苯二酚为底物的酪氨酸酶抑制类

型见表 2 , 均为竞争型抑制剂 。

由结果我们发现 , 苯甲醛在以多巴和邻苯二酚

为底物测定抑制类型的结果是不同的 , 我们猜想酪

氨酸酶催化多巴和邻苯二酚反应时的酶产生两种不

同的构象 , 而导致苯甲醛与酶接合的位点不同。以

多巴为底物时 , 测定的是非竞争型抑制剂 , 苯甲醛

不影响酶与多巴结合;多巴也不影响酶与苯甲醛的

结合;苯甲醛和多巴都可可逆独立地结合于酶的不

同部位上 , 苯甲醛结合到酶非活性位点的其他部位

上。以邻苯二酚为底物时 , 测定的是竞争型抑制

剂 , 苯甲醛与邻苯二酚对酶的结合有竞争作用 , 互

相排斥 , 这时苯甲醛应作用在酶的活性位点上。而

对羟基苯甲醛和肉桂醛都表现为竞争型抑制剂 , 与

底物有竞争作用。我们利用园二色谱进一步讨论苯

甲醛类抑制剂对酪氨酸酶二级结构的影响。 　

表 2　苯甲醛类化合物对酪氨酸酶的抑制类型
Tab.2　 Inh ibito ry types o f benza ldehyde and

ana logs on ty ro sina se

化合物
抑制类型

以多巴为底物 以邻苯二酚为底物

苯甲醛 非竞争型 竞争型

对羟基苯甲醛 竞争型 竞争型

肉桂醛 竞争型 竞争型

2.4　苯甲醛类化合物对酪氨酸酶二级结构的影响

由结果 (见表 3)得到 , 随着苯甲醛浓度的增

加 , 当浓度较小时 , 酪氨酸酶的二级结构中的 α-

螺旋的含量明显增加 , 当达到一定浓度时 , α-螺旋

的含量显著降低 , Loop (β-TURN)的含量呈先减

小后增大的趋势。由表 3还可以看出对羟基苯甲醛

和肉桂醛对酪氨酸酶二级结构的影响表现大致相

同 , 当抑制剂浓度逐渐增大时 , α-螺旋的含量逐渐

降低 , 而 Loop (β-TURN)的含量逐渐增大。

表 3　苯甲醛类化合物对酪氨酸酶二级结构的影响
Tab.3　The in fluence o f benza ldehyde on

the seconda ry struc ture of ty ro sinase

化合

物

c

(μmo l L - 1)
w /%

α-HELIX β-SHEET β-TURN RANDOM

苯甲醛 0 22.9 0.0 36. 2 40.9

0.5 27.0 0.0 36. 1 36.9

1.0 33.1 0.0 34. 2 33.1

5.0 6. 2 0.0 49. 1 44.7

10 5. 0 0.0 58. 1 36.9

对羟基 400 19.1 0.0 40. 9 40.0

苯甲醛 1000 13.0 0.0 66. 4 20.6

肉桂醛 50 15.1 0.0 43. 7 28.6

100 13.4 0.0 54. 2 32.4

500 5. 0 0.0 62. 6 32.4
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酪氨酸酶是全 α结构模体的酶 , 因此合适的

α-螺旋以及 Loop的含量与酶的特定的功能域的形

成以及酶的构象变化是相关的 , 而酶的天然构象以

及酶的特定的功能域对酶保持其活性是十分重要

的
[ 11 - 12]

。酶失去活性有以下几个原因:①由于 α-

螺旋结构紧密地特殊性 , 过大的 α-螺旋度的构象 ,

使其结构紧密而不利于酶形成活性中心 , 从而使底

物不能与之结合 , 使酶假象失去活性;过小的 α-

螺旋构象 , 就会彻底破坏酶蛋白质的氢键结构和其

他结构而产生酶结构的不可逆破坏 。②由于 Loop

是一个柔性极强的构象 , Loop越多 , 它就有越多

的机会运动到活性中心或是键合位点的上面 , 从而

覆盖这些有可能与底物结合的位点 , 导致底物与酶

结合的失败 , 从而使酶失去活性。

从实验结果我们探讨出 , 苯甲醛对酪氨酸酶的

作用 , 先使酶的结构过于紧密 , 不利于形成酶的活

性中心 , 使酪氨酸酶不能催化多巴发生反应 , 而邻

苯二酚的结构比多巴小很夺 , 仍可被酪氨酸酶催

化 , 但当苯甲醛浓度超过一定时 , 酶的结构趋于松

散 , 天然构象改变 , 使酶的活性中心不能形成 , 这

时邻苯二酚也不能被酶催化反应。对羟基苯甲醛和

肉桂醛都是酪氨酸酶的竞争型抑制剂 , 使酶的构象

α-螺旋减小 , Loop增大 , 不利于形成活性中心 ,

从而达到抑制效果。

由此我们推测 , 酪氨酸酶的活性与其天然的构

象有着重要的关系 , 天然构型的改变预示着酶活性

的改变 , 而不同的构型改变也预示着抑制剂与酶的

相互作用不同。苯甲醛对酪氨酸酶抑制机理与其类

似化合物不同 , 可能通过作用在酶的不同位点 , 或

是活性或非活性部位 , 而导致酪氨酸酶的构象发生

不同的变化 。
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Tyrosinase Inh ib it ion by Benaldehyde and ItsAnalogs

QIAO Wei,WU X iao-qin , LIF eng , CUIQ iang , YAN Su-jun ,MA Lin

(Schoo l of Chem istry and Chem ical Eng ineering, Sun Yat-sen Unive rsity, Guang zhou 510275, Ch ina)

Abstract:Ty rosinase is a me talloenzyme oxidase w hich cata lyzes tw o distinc t reactions o f o-quinone. In this pa-

per, the inhibition kine tics andmechan ism of benaldehyde and its analogs on the enzymew ere studiesw ith the ox i-

dation o fL-DOPA and o-dihydroxybenzene respec tively by UV-abso rption, circu lar dichroism spectroscopy. The in-

h ib ito ry mechanism of enzyme on ty rosinase w as discussed.
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