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摘　要:研究酪氨酸酶催化 2，3_二羟基吡啶氧化反应条件, 结果表明该催化反应的最适 pH值为 8.5, 最适温度

是 45 ℃, Km 值为0.322 mmol L, 并发现当酶量较低时, 该催化反应存在一个延迟期。研究还表明酪氨酸酶不能

催化 2_羟基吡啶和 4_羟基吡啶的氧化反应。根据实验结果, 探讨了酪氨酸酶催化 2，3_二羟基吡啶氧化反应的机

制。
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　　酪氨酸酶又称多酚氧化酶, 儿茶酚氧化酶

( Ec.1.14.18.1) , 它广泛存在于红薯 、 香蕉 、 蘑菇 、

马铃薯及人体等动植物和微生物中。在动植物体

内, 多酚氧化酶对酪氨酸和其他酚类化合物的代谢

以及黑色素的合成起重要的调控作用
[ 1]
。酪氨酸酶

催化 2个不同的反应:单酚羟基化形成邻二酚 (单

酚氧化酶活性) 和邻苯二酚氧化成邻醌 (二酚氧化

酶活性) , 在反应中都有氧分子的直接参与
[ 2]
。

在多年来酪氨酸酶催化反应的研究中, 酪氨酸

酶所催化的底物一直是多巴 、 酪氨酸 、 邻苯二酚 、

儿茶素类以及对位取代酚, 很少有酪氨酸酶催化其

它底物氧化的报道
[ 3]
。羟基吡啶类化合物从结构

上 、性质上 (芳香性 ) 与酚类化合物相似, 而且

Driscoll等在研究抗癌活性物质时认为, 3_羟基_4

(1H)_吡啶酮与 3_羟基_2( 1H )_吡啶酮具有抗癌活

性,可能是它们在体内的作用机制与儿茶酚类化合

物类似, 先经生物氧化成邻醌, 再进行亲核加成反

应
[ 4,5]
。为了扩展酪氨酸酶催化反应的底物类型和

研究羟基吡啶类化合物的生物氧化机制, 采用2_羟

基吡啶, 4_羟基吡啶以及 2，3_二羟基吡啶作为底

物, 对酪氨酸酶催化这些底物的反应进行了研究 。

1　材料与方法

1.1　材　料

酪氨酸酶 ( 6 050 unit mg ) 购于 Sigma 试剂公

司, 2_羟基吡啶 、 4_羟基吡啶 、 2，3_二羟基吡啶为

Sigma公司分析纯试剂;磷酸氢二钾 、 磷酸二氢钾

等为市售分析纯试剂。

1.2　方　法

在磷酸缓冲液中, 采用酶活力的相对值测定。

分别以 2_羟基吡啶 、 4_羟基吡啶和 2，3_二羟基吡啶

为底物, 用岛津 UV_2501紫外光谱仪测定各种物质

在最大吸收峰处吸光度 ( A) 随时间的增加值
[ 5]
。

2　结　果

2.1　2，3_二羟基吡啶的最适 pH的测定

在含有 0.1 mL 的 30 mmol L 的 2，3_二羟基吡

啶, 0.1 mL ( 0.1 mg mL) 的酶液, 2.8mL 一定 pH

值的0.1mol L磷酸缓冲液体系中, 每隔5 min进行

波长扫描 1次, 发现在 518.5 nm 处吸收峰随时间

延长而增高, 因此吸收峰 518.5 nm 是 2，3_二羟基

吡啶氧化产物的特征吸收峰 。

在含有 0.1 mL 的 30 mmol L 的 2，3_二羟基吡

啶, 0.1 mL ( 0.1 mg mL) 的酶液, 2.8 mL不同 pH

值( 5.0 ～ 9.0)的 0.1 mol L 磷酸缓冲液体系中, 30

℃下, 于特征波长 518.5 nm 下进行时间扫描,测定

酶催化反应速度, 结果如图 1所示 。

从图 1可以看到, 酪氨酸酶催化 2，3_二羟基吡

啶的最适 pH 值是 8.5。根据文献报道, 酪氨酸酶

催化各种酚类化合物的最适 pH 大多为 6.5 左右,

但是 2, 3_二羟基吡啶分子中含有 1个氮原子, 具

有一定的碱性, 而且整个分子可能存在烯醇式-酮

式的相互转化, 因此最适 pH 值在碱性的8.5。
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图 1　pH 值对酶催化活力的影响

Fig.1　pH optima for oxidation of 2，3_dihydroxypyridine

catalyzed by mushroom tyrosinase

2.2　2，3_二羟基吡啶的最适温度的测定

在含有 0.1 mL 的 30 mmol L 的 2，3_二羟基吡

啶, 0.1 mL 的酶液 ( 0.1 mg mL) , 2.8 mL pH 8.5

的0.1 mol L 磷酸缓冲液体系中, 在不同的温度下

( 20 ～ 50 ℃) , 于特征波长 518.5 nm 下进行时间扫

描, 测定酶催化反应速度, 所得结果如图 2所示。

图2　温度对酶催化活力的响

Fig.2　Temperature optima for oxidation of

2，3_dihydroxypyridine catalyzed by mushroom tyrosinase

从图 2可以看出, 酪氨酸酶催化 2，3_二羟基吡

啶的最适温度是 45 ℃。根据文献报道, 酪氨酸酶

的最适温度有 2个, 1个是 20 ℃, 另 1个是40 ℃。

而从图上可以看到 30 ℃和 45 ℃的酶相对活力较

高, 特别是45 ℃酶的活力比其他的温度要高很多。

2.3　2，3_二羟基吡啶的 Km 值测定

　　对于一个酶反应来说, Km 值是酶学研究的一

个重要数据, 它反映了酶与底物的亲合力大小, 由

于2，3_二羟基吡啶是酪氨酸酶的一个新底物, 本文

对其Km 值进行了测定。在加入0.1mL 酪氨酸酶的

pH 8.5的0.1ml L磷酸缓冲液体系下, 加入一系列

不等量底物, 在 518.5 nm 下进行时间扫描, 测定

酶催化反应速度, 得到一系列吸光度值, 米氏方程

换算后, 作图得斜率, 即为 Km 值 (图 3) 。

由图 3看出, 酪氨酸酶催化 2，3_二羟基吡啶的

Km 值为 0.322 mmol L。

图 3　 2，3_二羟基吡啶的 Linewaver_Burk 图

Fig.3　Leneweave_Birk plots for the oxidation of

2，3_dihydroxypyridine catalyzed by mushroom tyrosinase

2.4　酪氨酸酶量对2，3_二羟基吡啶氧化反应

的影响

　　在 3 mL磷酸缓冲液体系中, 含有 0.1mL的 30

mmol L的 2, 3_二羟基吡啶, 加入一系列稀释过 5

倍的酶液后, 在特征波长 518.5 nm 下进行时间扫

描, 所得结果如图 4所示。

图 4　加酶量对催化反应的影响

Fig.4　Time_course for the oxidation of

2，3_dihydroxypyridine catalyzed by mushroom tyrosinase

由图4可以看出, 随着酶量的减小, 明显出现

了一个延迟期 。根据有关文献报道
[ 6]
, 酪氨酸酶催

化单酚化合物时, 在反应开始阶段有一个延迟期

(或迟滞期) , 而在催化邻二酚时却没有。所以可认

为 2，3_二羟基吡啶被酪氨酸酶催化氧化时, 可能是

以类似单酚的形式参与反应的。

2.5　酪氨酸酶催化2_羟基吡啶和 4_羟基吡啶

在酪氨酸酶对 2_羟基吡啶和 4_羟基吡啶的羟基

化和氧化实验中, 发现改变缓冲液的 pH 值, 增加

底物和酶的用量等对酶催化反应均没有影响。因为

酪氨酸酶催化单酚化合物的氧化过程一般存在延迟

期现象, 增大酶的用量或加入微量的邻苯二酚会减

小延迟期。所以在反应体系中加入微量的邻苯二酚
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溶液, 但是仍然对反应没有影响。由此表明酪氨酸

酶不能催化2_羟基吡啶和 4_羟基吡啶的氧化 。

3　讨　论

本实验研究了酪氨酸酶催化羟基吡啶类化合物

的氧化反应, 酪氨酸酶可以催化 2，3_二羟基吡啶的

氧化反应, 但不能催化2_羟基吡啶和4_羟基吡啶的

氧化。从 2_羟基吡啶和 4_羟基吡啶的分子结构上

看, 它们与苯酚的结构相似, 酪氨酸酶不能催化它

们, 可能是因为吡啶环上氮原子的作用 。由于它们

的结构与苯酚相似, 有可能是酶的抑制剂, 为此以

2_羟基吡啶和 4_羟基吡啶作为抑制剂对酪氨酸酶催

化邻苯二酚的氧化进行了研究, 结果发现2_羟基吡

啶和4_羟基吡啶也不能抑制酪氨酸酶催化邻苯二酚

氧化, 说明2_羟基吡啶和 4_羟基吡啶不能与酶的活

性中心结合。根据这些实验现象, 认为 2_羟基吡啶

和4_羟基吡啶之所以不能被酪氨酸酶氧化是因为在

水溶液中, 2_羟基吡啶和 4_羟基吡啶中的羟基与吡

啶环发生酮式-烯醇式互变异构, 而且主要以酮式

结构存在, 这种酮式结构不能有效地与酶分子活性

中心的铜原子结合, 加上氮原子的吸电子作用, 使

得酪氨酸酶活性中心中的羟基不能加成到它们的邻

位形成二羟基吡啶。

OH

NH

O

酪氨酸酶催化 2，3_二羟基吡啶出现了延迟期,

据报道酪氨酸酶催化单酚时也有延迟期, 而邻二酚

却没有, 所以推测 2，3_二羟基吡啶被酪氨酸酶催化

氧化时, 它是以类似单酚 ———3_羟基_2_吡啶酮形式

参与的反应。在反应过程中, 3_羟基_2_吡啶酮分子

与酶活性部位结合后, 在酶分子的作用下, 转变为

2，3_二羟基吡啶 。这种结构上的变化速度较慢, 导

致形成产物吡啶二酮的速度降低 。

NH

OH O

N

HO OH

酪氨酸酶

[ O]
N

O O

以上研究表明虽然羟基吡啶类化合物从结构上

与酚类化合物相似, 但因为在它们酶液中的存在形

式不同, 也导致了酪氨酸酶催化酚类和羟基吡啶类

化合物结果的不同 。酪氨酸酶可以催化 2，3_二羟基

吡啶氧化反应, 为 3_羟基_4 ( 1H)_吡啶酮与 3_羟基_

2( 1H)_吡啶酮类化合物抗癌活性的研究提供理论和

实验上的参考。
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The Oxidation of Hydroxypyridine Compounds

Catalyzed by Mushroom Tyrosinase

XU Di , MALin , ZHANGLing, PANG Chao_le, GU Lian_quan

(School of Chemistry and Chemical Engineering, Sun Yat_sen( Zhongshan) University,Guangzhou 510275, China)

Abstract:The oxidation of 2_hydroxypyridine, 4_hydroxypyrodine and 2，3_dihydroxypyridine catalyzed by mushroom

tyrosinase were studied.The results show that tyrosinase cant catalyze the oxidation of 2_hydroxypyrodine and 4_hydroxy-

pyrodine, but can catalyze the oxidation of 2，3_dihydroxypyrodine.Tyrosninases pH optimum for the oxidation of 2，3_

dihydroxypyrodine was determined as 8.5, and its temperature optimum was 45 ℃.The kinetic parameter of mushroom

tyrosinase toward 2，3_dihydroxyprodine ( Km =0.322 mmol L) was evaluated.There was a lag period, which was

resulted from isomerism of enol and ketone.Tyrosinase cant catalyze 2_hydroxypyridine, 4_hydroxypyrodine because

these compounds exist as ketone structures in enzymic solution.

Key words:tyrosinase;2_hydroxypyrodine;4_hydroxypyrodine;2，3_dihydroxypyridine
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