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木犀草素对酪氨酸酶活性抑制及构象诱导作用 
 

刘华 1，李仕祥 2，钟业俊 1,3，吴丹 2 

（1.江西科技师范大学生命科学学院，江西南昌 330047）（2.江西省食品药品监督管理局，江西南昌 330029） 

（3.南昌大学食品科学与技术国家重点实验室，江西南昌 330013） 

摘要：在 37 ℃、pH 6.8 的磷酸盐（100 mmol/L）缓冲体系中，采用酶抑制动力学方法，研究了木犀草素对酪氨酸酶的抑制作用、

抑制类型和抑制动力学常数，并探讨了木犀草素对酪氨酸酶表面疏水性和二级结构的影响。结果表明，木犀草素是一种可逆的非竞争

型酪氨酸酶抑制剂（半抑制率 IC50为 55.35±1.51 µg/m，抑制常数Ki 为 63.57±2.12 µg/mL）；失活动力学时间进程分析表明木犀草素能

快速与酪氨酸酶发生作用并迅速降低酶的活性；荧光光谱分析显示木犀草素能显著增强酪氨酸酶的表面疏水性；圆二色谱分析表明木

犀草素诱导酪氨酸酶的构象伸展和解折叠，随着木犀草素浓度的增加，α-螺旋含量由 31.3%逐渐增加到 41.6%，由此可见木犀草素能

够诱导酪氨酸酶的构象发生部分改变，使酶结构变化而不利于其形成活性中心，进而降低酪氨酸酶的活力。 
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Abstract: The effects of luteolin on inhibitory action, inhibitory type and inhibitory kinetics of tyrosinase were investigated using the 

method of enzyme inhibition kinetics in 37 ℃, pH 6.8 sodium phosphate buffer (100 mmol/L) system, the changes of surface hydrophobicity 

and secondary structure of tyrosinase were also probed. The results showed that luteolin was a reversible and noncompetitive inhibitor (the half 

inhibition concentration (IC50) and inhibition constant (Ki) were obtained to be 55.35 µg/mL and 63.57 µg/mL, respectively). The time-courses 

analysis of inactivation kinetics indicated that luteolin interacted with tyrosinase quickly and inhibited the acticity of enzyme rapidly. 

Fluorescence spectrum analysis showed that luteolin significantly increased the surface hydrophobicity of tyrosinase. Circular dichroism spectra 

analysis showed the binding of luteolin to tyrosinase induced the unfolding of conformation and the gradual increase of α-helix content of 

tyrosinase (from 31.3% to 41.6%). The results of spectra analysis indicated that the binding of luteolin to tyrosinase altered the conformation of 

tyrosinase which was not conducive to the formation of active center, thereby reducing the activity of tyrosinase. 
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酪氨酸酶（EC，1.14.18.1，Tyrosinase）又称多酚

氧化酶，是一种铜结合蛋白，其活性中心的双核铜离

子（铜A位点和铜B位点）在酶催化中起重要作用，一

个位点的铜结合可以促进另一个位点的铜结合，组氨

酸在铜B位点协调结合，而酪氨酸酶多肽链的适当折叠

对铜结合及其催化活性具有调节作用。酪氨酸酶是黑

色素生成的关键酶[1]，广泛存在于微生物、动植物及人 
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与利用研究 

体中[2~4]。黑色素过度积累与哺乳动物皮肤、毛发的色

素沉积及果蔬褐变有着重要的关系[5]，其异常过量表

达可导致人体的色素沉着性疾病；因此，酪氨酸酶抑

制剂受到了国内外学者的广泛关注，寻找具有特异的、

高效的酪氨酸酶抑制剂，研究抑制作用机理、抑制动

力学、以及抑制剂的应用是迫切需要的。 

酪氨酸酶抑制剂可以治疗常见的色素沉着性皮肤

病如雀斑、黄褐斑、老年斑。目前市场上流行的美白

化妆品中的维生素C、曲酸及其衍生物等均为酪氨酸酶

抑制剂，主要是通过抑制酪氨酸酶的活性而达到抑制

黑色素合成，进而发挥美白的作用。然而，曲酸等虽

对酪氨酸酶具有较强的抑制效果，但容易引起部份人

群皮肤过敏，因而开发无毒副作用的天然酪氨酸酶抑
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制剂尤为重要。木犀草素（Luteolin，图1）是一种黄酮

类化合物，通常以糖基化的形式存在于芹菜、紫苏叶、

绿胡椒及紫菀茶中，而在紫苏子和荷兰芹中却以苷元

的形式存在[6]。木犀草素具有抗诱变、抗肿瘤、抗感染、

抗过敏等药理活性，并被认为是羟基的自由基清除剂

及蛋白激酶C的抑制剂。最近研究表明，木犀草素还具

有抑制恶性肿瘤细胞和抑制人肥大细胞活化的作用
[7~8]。因此，本文以木犀草素为抑制剂，研究了木犀草

素对酪氨酸酶的抑制作用、抑制类型和抑制动力学常

数，探讨了木犀草素诱导下酪氨酸酶的构象变化，为

木犀草素在食品、医药及化妆品等领域的开发和应用

提供基础数据。 

 

图 1 木犀草素的分子结构式 

Fig.1 Structure of luteolin 

1  实验部分 

1.1  仪器与试剂 

仪器：F-4500 型荧光光度计，日本日立公司；

UV-2450 型紫外-可见分光光度计，日本岛津公司；

pHS-3C 型酸度计，上海雷磁仪器厂；MOS 450 型圆

二色谱仪，法国 Bio-Logic 公司。 

试剂：木犀草素、L-多巴、曲酸（分析纯），阿

拉丁试剂；8-苯胺基-1-萘磺酸（ANS）、酪氨酸酶（3610 

U/mg），Sigma 公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  木犀草素对酪氨酸酶的抑制作用 

酪氨酸酶活性的测定是基于酶催化底物 L-多巴

产生多巴醌在 475 nm 处有特征吸收峰[9]，通过关系

式：相对活性（%）=（R/R0）×100%测定木犀草素

对酪氨酸酶的抑制作用，式中 R0 为无抑制剂时的吸光

度变化的斜率，R为在含有不同浓度木犀草素的体系

中的吸光度变化的斜率。在本实验中，我们利用紫外

分光光度计的动力学/时间软件，把木犀草素和酪氨酸

酶在 37 ℃下，pH 6.8的磷酸盐（100 mmol/L）缓冲体

系中下孵化 3 h 后，加入底物 L-多巴，测定在 475 nm

处的吸光度的变化，来计算木犀草素对酪氨酸酶的抑

制活性；在测定体系中，固定底物L-多巴的浓度，测

定不同浓度酪氨酸酶和木犀草素浓度下，根据酶浓度

对酶促反应速度的影响来判断木犀草素对酪氨酸酶的

抑制作用类型。 

1.2.2  木犀草素对酪氨酸酶的抑制动力学研究 

在测木犀草素抑制酪氨酸酶活体系中，固定加入

酶量，改变底物 L-多巴的浓度，测定酪氨酸酶在木犀

草素浓度下的催化活力。以酶反应的最大初速度的倒

数对底物浓度的倒数作图，以 Lineweaver-Burk 双倒

数作图，可以判断儿茶素对该酶的抑制作用类型。 

1.2.3  木犀草素对酪氨酸酶的表面疏水性的影

响 

酪氨酸酶和疏水性荧光探针 ANS 在在 37 ℃，相

同的缓冲体系中混合 30 min 后，激发波长 390 nm，

400~600 nm扫描，测定不同浓度的木犀草素存在下对

ANS-酪氨酸酶体系的荧光光谱的影响。 

1.2.4  圆二色光谱的测定 

将不同浓度的木犀草素加入到酪氨酸酶的溶液

中，混合均匀，以 pH 6.8 的磷酸盐（100 mmol/L）缓

冲液做空白，在 37 ℃下测定样品溶液的圆二色光谱。 

1.3  数据分析 

实验重复三次（n=3），采用 SPSS 13.0 统计软件

进行数据处理。 

2  结果与讨论 

2.1  木犀草素对酪氨酸酶活性的抑制作用 

 
图 2 木犀草素对酪氨酸酶的抑制作用 

Fig.2 Effect of luteolin on the inhibition of tyrosinase  

注：c（酪氨酸酶）=1 µg/mL，c(L-多巴)=2×10–3 mol/L，

（n=3）。 

图 2 所示，随着木犀草素浓度的增加，酪氨酸酶

的活性不断下降，直到木犀草素的浓度达到 150 

µg/mL后，酪氨酸酶的相对活性趋于平缓，表明木犀

草素对酪氨酸酶的抑制作用具有浓度依赖性。解析显

示木犀草素的半数抑制浓度（IC50）为 55.35±1.51 
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µg/mL，表明木犀草素对酪氨酸酶有一定的抑制作用，

这与文献报道一致[10]。通过对比，不难发现木犀草素

的抑制能力不如曲酸（IC50 为 4.53±0.22 µg/mL），但

这并不妨碍其作为天然无毒酪氨酸酶抑制剂的研究前

景，类似研究早有报道，如韦星船等[11]研究表明姜黄

素和熊果苷 IC50 是曲酸 IC50 的 3.3 倍和 142.7 倍，金

一琼等[12]报道阿魏酸的 IC50 是曲酸的 461.0 倍；此外，

一些植物提取物的抑制活性也没有达到曲酸的抑制水

平，如夏枯草总黄酮 IC50是曲酸的 18.3 倍[13]，红旱莲

总黄酮 IC50 是曲酸的 14.82 倍[14]，但由于其安全无毒

的优势仍具有很好的开发价值。 

 
图 3 木犀草素对酪氨酸酶的抑制类型 

Fig.3 Inhibitory type of luteolin on tyrosinase 

注：c（L-多巴）=2×10–3 mol/L，c（木犀草素）/（µg/mL），

a~e：0、5、10、25、50（n=3）。 

  

 

图 4 木犀草素抑制酪氨酸酶的 Lineweaver-Burk 曲线 

Fig.4 Lineweaver-Burk plot for inhibition of luteolin on tyrosinase 

注：c（酪氨酸酶）=1 µg/mL，c（木犀草素）/（µg/mL），

a~e：0，25，50，100，200（n=3）。 

图 3 显示了酪氨酸酶的活力与加入的酶量之间的

关系，在含不同浓度的木犀草素的测活体系中，酶活

力对酶量作图得到一组通过原点的直线，且随着木犀

草素浓度的增加直线的斜率不断降低，也就是说增加

木犀草素的浓度是由于酪氨酸酶活力受到抑制，而不

是通过减少有效酶量引起酶活力下降，这表明木犀草

素对酪氨酸酶的抑制作用类型属于可逆的过程[15]。 

2.2  木犀草素对酪氨酸酶抑制动力学研究  

在相同实验条件下，研究不同底物浓度对木犀草

素的酪氨酸酶抑制作用的影响，并通过 Lineweaver- 

Burk 双倒数方程作图，求得和比较酶催化反应的动力

学参数表观米氏常数（Kmapp）和最大反应速率

（Vmax），由图 4 可以看出，Lineweaver-Burk 双倒数

图是相交于横坐标的一组直线，这表明体系中 Kmapp

保持不变，而 Vmax逐渐增大，这是典型的非竞争性抑

制作用类型[16]。这表明木犀草素可能不会结合到酪氨

酸酶的活性中心铜离子上，不会和底物去竞争活性位

点，但很有可能会结合在铜离子周围的氨基酸残基阻

碍酶催化过程中的递电子作用。在此基础上, 通过 Y

轴的截距对不同浓度的木犀草素作图，求得抑制常数

Ki=63.57±2.12 µg/mL。 

2.3  木犀草素对酪氨酸酶的抑制时间进程的

测定 

 
图 5 木犀草素对酪氨酸酶的抑制时间进程 

Fig.5 Time-course of tyrosinase inhibition in the presence of 

luteolin 

注：c（酪氨酸酶）=12 µg/mL，c（ANS）=6×10–6 mol/L，

c（木犀草素）/（µg/mL），a~d：0、25、50、75、100。 

在相同的缓冲体系下，每隔 180 s 从不同浓度的

木犀草素-酶中取出相同体积的孵化液后，加入 L-多

巴，测定酶的失活的时间进程。由图 5 可以看出，在

不同的木犀草素浓度下，随着孵化时间的增加酶的相
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对活性没有发生变化，这表明木犀草素能轻松的与酪

氨酸酶发生相互作用，并快速的改变酶的生理结构和

性质，最终使酶在短时间内得到抑制，且相对活性不

再随着孵化时间发生变化[17]。 

2.4  木犀草素对酪氨酸酶表面疏水性的影响  

 
图 6 木犀草素对 ANS-酪氨酸酶荧光的影响 

Fig.6 Effect of luteolin on ANS-binding fluorescence 

注：c（酪氨酸酶）=12 µg/mL，c（ANS）=6×10–6 mol/L，

（n=3）。 

进一步探讨木犀草素对酪氨酸酶的抑制机理，我

们初步测定了木犀草素对酪氨酸酶表面疏水性的影

响，图 6 显示了酪氨酸酶表面疏水体系的荧光光谱，

随着木犀草素浓度的不断增加，最大 ANS-binding 荧

光强度由 78.6±2.33 增加到 324.8±4.21，这表明木犀草

素能够明显的增加酪氨酸酶的表面疏水性[18]，会有更

多的 ANS 结合到酪氨酸酶的疏水性区域；当木犀草

素加入浓度逐渐增大时，当大于 150 µg/mL，最大

ANS-binding 荧光强度的增加趋于平缓，和酶失活测

定相比（图 2），木犀草素对酪氨酸酶表面疏水性的影

响也存在浓度依赖关系，这可能表明酪氨酸酶疏水性

的增加会使自身的酶活降低，并且使接近于酪氨酸酶

活性位点的内部疏水性区域暴露出来，诱发了酪氨酸

酶的解折叠[18]。 

2.5  木犀草素对酪氨酸酶二级结构的影响 

木犀草素会增大酪氨酸酶表面疏水性，这可能会

引起酶的结构发生变化，这可能也是木犀草素使酪氨

酸酶活性降低的重要原因；应用在线 Dichroweb 软件

计算出酪氨酸酶与木犀草素结合前后的二级结构含

量，所得结果列于表 1 中。从表中可以看出游离酪氨

酸酶的 α-螺旋含量为 31.3%，β-折叠 t 含量为 17.1%，

当向酪氨酸酶中加入木犀草素的浓度达到160 µg/mL

时，α-螺旋含量增加到 44.6%，β-折叠含量减小到

9.8%，这表明木犀草素诱导酪氨酸酶构象发生了部分

变化，并且随着 α-螺旋含量的不断增加，酪氨酸酶的

结构变得紧密而不利于酶形成活性中心，致使酪氨酸

酶的活力下降[19]，从而起到抑制的效果。 

表 1 木犀草素对酪氨酸酶的二级结构的影响 

Table 1 The contents of different secondary structures of 

tyrosinase in the presence of luteolin 

[木犀草素]

（µg/mL） 

α-螺旋/% β-折叠/% β-转角/% 无规则卷曲/% 

0 31.3±1.1 17.1±0.7 20.2±0.5 31.4±1.2 

20 34.5±0.6 15.3±2.3 20.7±0.7 29.5±1.0 

40 38.3±1.1 12.1±1.5 21.7±1.1 27.9±1.0 

80 42.7±0.5 10.4±1.2 21.8±1.3 25.1±0.7 

160 44.6±1.2 9.8±0.7 22.1±1.2 23.5±1.3 

3  结论 

研究表明，木犀草素是一种可逆的非竞争性酪氨

酸酶抑制剂，其半抑制率 IC50=55.35±1.51 µg/mL，抑

制常数 Ki=63.57±2.12 µg/mL。与阳性对照曲酸相比具

有一定的酪氨酸酶抑制作用。木犀草素能增加酪氨酸

酶的表面疏水性，诱发酪氨酸酶的伸展和解折叠，并

且能够诱导酪氨酸酶的构象发生部分变化，使酶结构

紧密而不利于其形成活性中心，进而降低酶的活力。 
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