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对羟基肉桂酸对酪氨酸酶催化反应的抑制机理 
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摘要：本文研究了对羟基肉桂酸（HCA）对酪氨酸酶催化单酚底物 L-酪氨酸和催化二酚底物 L-多巴的抑制能力,并利用紫外-可

见光谱、荧光光谱以及分子对接技术探究了其抑制机理。结果表明对羟基肉桂酸对酪氨酸酶催化单酚底物 L-酪氨酸比催化二酚底物

L-多巴具有更强的抑制作用,半抑制浓度分别为 0.096 mmol/L 和 0.500 mmol/L；紫外-可见分析发现对羟基肉桂酸能与 Cu2+发生螯合，

使光谱发生明显红移。进一步通过荧光光谱分析得到，对羟基肉桂酸在酪氨酸酶溶液中并没有出现荧光淬灭反而随着对羟基肉桂酸浓

度的增大荧光强度变强，说明对羟基肉桂酸被酪氨酸酶催化氧化成对应的醌类物质。利用分子对接技术揭示了对羟基肉桂酸通过氢键

和疏水作用竞争性地占据了单酚和二酚底物的空间位置,并与酪氨酸酶中双核铜离子螯合，从而抑制酪氨酸酶催化 L-酪氨酸和 L-多巴

氧化的活性机理。 
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Abstract: The purpose of this study was to investigate the inhibition effect of 4-hydroxycinnamic acid (HCA) on the catalytic activity of 

tyrosinase on the monophenol substrate L-tyrosine and diphenol substrate L-dopa. The mechanism of inhibition was studied using UV-vis 

spectroscopy, fluorescence spectroscopy, and molecular docking. The results showed that HCA was more effective at inhibiting the catalytic 

activity of tyrosinase on the diphenol substrate L-tyrosine than on the monophenol substrate L-dopa; their IC50 values were 0.096 and 0.500 

mmol/L, respectively. The UV-visible spectrum showed a red shift in the characteristic absorption peak of HCA because of the formation of a 

Cu2+ chelate complex. Furthermore, fluorescence quenching of HCA in tyrosinase solution did not occur and instead, the fluorescence intensity 

increased with increasing HCA concentration, indicating that HCA was catalytically oxidized to the corresponding quinone by tyrosinase. 

Molecular docking demonstrated that HCA could competitively occupy the positions of both monophenol and diphenol substrates in the active 

site of tyrosinase by hydrogen bonds and hydrophobic interaction, and could coordinate to Cu2+ in tyrosinase, thus inhibiting the catalytic 

activity of tyrosinase on L-tyrosine and L-dopa oxidation. 
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酪氨酸酶（EC 1.14.18.1）是一种多功能、含有铜

离子的多酚氧化酶，广泛存在于微生物、动植物及人

体中[1]。研究发现，酪氨酸酶在黑色素的合成方面有

重要作用，是黑色素合成过程中的限速酶。该酶参与
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黑色素合成的前两步反应，分别是催化单酚底物酪氨

酸羟基化（酪氨酸酶的单酚酶活性）生成二酚 L-多巴、

催化氧化二酚 L-多巴（酪氨酸酶的二酚酶活性）为相

应的醌类物质，催化机理见图1
[2]。随后，醌类物质经

过一系列的非酶促反应，生成黑色素。尽管黑色素能

有效的吸收紫外线，保护皮肤免受紫外线的伤害，但

是酪氨酸酶的异常过量表达也可导致色素沉积类疾

病，如雀斑、黄褐斑、老年斑等皮肤病。此外，酪氨

酸酶和果蔬的酶促褐变有关，虽然在极少数的食品加

工过程中，酶促褐变能改善食品的色泽风味，但是，

在大多数食品贮藏和加工过程中，酶促褐变会导致新
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鲜水果、饮料的营养价值和商业价值降低[3~4]。另外，

在昆虫中，酪氨酸酶与昆虫的生理功能关系密切，酪

氨酸酶有助于角质层的形成、黑色素的沉积、昆虫外

壳的硬化[5]除此之外，酪氨酸酶还与昆虫表皮的愈伤

和修复有关，可以杀死侵入的微生物和被感染的细胞，

阻止其扩散[6]。因此，酪氨酸酶抑制剂可以广泛应用

于医药领域、农业领域、化妆品领域[7]：在临床上作

为治疗和黑色素沉积过度相关的皮肤病；可以扰乱昆

虫的生理功能从而达到防治昆虫的效果；也可以作为

美白剂添加到化妆品中[4]。 

对羟基肉桂酸（HCA）具有抗氧化活性[8]、抑制

黑色素细胞活性
[9]
，可以作为美白剂添加到化妆品中。

Shi
[10]等研究结果表明对羟基肉桂酸对酪氨酸酶有强

烈的抑制作用，此抑制机理为竞争性抑制。 

虽然前人关于对羟基肉桂酸对酪氨酸酶的抑制作

用已经进行了相关研究，但是，他们都没有涉及对羟

基肉桂酸和酪氨酸酶分子间相互作用的抑制机理，本

文采用紫外-可见光谱法、荧光光谱法、分子模拟技术

探讨了对羟基肉桂酸与酪氨酸酶相互作用的分子机

制。 

 
图 1 酪氨酸酶催化酚类化合物的机理 

Fig.1 Catalytic mechanism of tyrosinase on phenols 

1  材料与方法 

1.1  原料与试剂 

对羟基肉桂酸，实验室自制；L-多巴，美国西格

玛-奥德里奇公司；L-酪氨酸，上海伯奥生物科技有限

公司；酪氨酸酶（25 ku），美国西格玛-奥德里奇公司；

二甲基亚砜，上海凌峰化学试剂有限公司；无水乙醇，

广州化学试剂厂。 

1.2  主要仪器设备 

Sunrise 酶标仪，瑞士TECAN 公司；UV-2102 紫

外-可见分光光度计，美国 Unico 公司；F-7000 荧光光

谱仪，日本日立公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  酪氨酸酶活力的测定 

参照文献[11]的方法并适当修改，采用酶标仪进行

测定，通过比较对羟基肉桂酸添加后酪氨酸酶的活性

变化可以确定酪氨酸酶的抑制率。将 110 μL1.0 

mmol/L单酚底物 L-酪氨酸溶液或2.0 mmol/L二酚底

物 L-多巴溶液分别加入 96孔板的 3个孔中，标记为 1

号、2号、3号，在 1 号孔中加入 70 μL样品溶剂，在

2、3 号孔中加入 70 μL 100 μg/mL对羟基肉桂酸溶液，

然后在 1、2 号孔加入酪氨酸酶溶液 30 μL，用 pH 6.8

的磷酸盐缓冲溶液将溶液体积补至 210 μL，反应体系

中酪氨酸酶的最终浓度为 173 U/mL。将反应液于

30 ℃放置 30 min 后，在 492 nm 波长处测其吸光值，

1~3 号孔的吸光值分别记为 D1、D2、D3，然后按下式

计算待测样品中对酪氨酸酶活性的抑制率： 

100%])/DD(D[1I/% 132   

实验重复三次，取平均值。 

1.3.2  紫外可见光谱测定 

向 1、2、3 号试管中分别加入 1.8 mL去离子水，

0.1 mL 100 μg/mL对羟基肉桂酸溶液，再向 1 号试管

中加入 0.1 mL酪氨酸酶溶液（173 U/mL），2 号试管

中加入 0.1 mL 0.125 mmol/L CuSO4 溶液，3号试管中

加入 0.1 mL 50 mmol/L磷酸缓冲液，然后将各组反应

液在 30 ℃下放置10 min 后,在 240~400 nm处扫描各

组混合液的紫外-可见光谱[12~13]。 

1.3.3  荧光光谱测定 

在 1.5 mL离心管中，依次加入 200 μL 0.1 mg/mL

的酪氨酸酶溶液和一定量的 100 μg/mL对羟基肉桂酸

溶液,加入二甲基亚砜（DMSO）至体积为 225 μL。设

置荧光的激发波长为 280 nm，激发狭缝宽度为5 nm，

发射狭缝宽度为 5 nm，扫描速度为1200 nm/s，电压

为 600 V，在 200~380 nm波长范围内扫描各组样品的

发射光谱[14]。 

1.3.4  分子对接 

使用 Rosette3.2对接软件，Linux 运行系统进行分

子对接。所用的酪氨酸酶晶体结构来自巨大芽孢杆菌
[15]（TyrBm；PDB编号为 3NQ1），除去双核铜离子和

配体（曲酸）。采用文献
[16]

描述的 ROSETTALLGAND

算法进行计算，采用PyMOL软件进行图形处理。 

2  结果与分析 

2.1  对羟基肉桂酸对酪氨酸酶的抑制作用 

从图 2 可知，一定浓度的对羟基肉桂酸可以抑制
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酪氨酸酶催化氧化单酚底物 L-酪氨酸和二酚底物 L-

多巴的反应活性，且均呈现浓度依赖性。 

以对羟基肉桂酸浓度（mmol/L）为自变量，抑制

率为因变量，对相关数据进行线性拟合,分别得到单酚

氧化抑制率与对羟基肉桂酸浓度关系式： 

95.14C9.363I    (R
2
=0.99)           (1) 

以及二酚氧化抑制率与对羟基肉桂酸浓度关系

式： 

93.3-C38.107I       (R
2
=0.99)          (2) 

由式（1）和（2）可以计算得到对羟基肉桂酸

抑制酪氨酸酶催化氧化单酚底物和二酚底物的半抑

制浓度分别为 0.096 mmol/L和 0.500 mmol/L。由此

可见，对羟基肉桂酸对酪氨酸酶催化单酚底物的半

抑制浓度比催化二酚底物的少一个数量级，说明，

对羟基肉桂酸抑制酪氨酸酶催化氧化单酚底物的能

力更强。Shi
[10]等报道对羟基肉桂酸对酪氨酸酶催化

氧化二酚物质的半抑制浓度为 0.5 mmol/L，作用机理

为竞争性抑制。与本文的研究结果一致。 

 

 
图 2 对羟基肉桂酸对酪氨酸酶的抑制作用 

Fig.2 The inhibitory effect of HCA on the catalytic activity of 

tyrosinase 

注：a：对羟基肉桂酸对酪氨酸酶催化单酚底物的抑制作

用，b对羟基肉桂酸对酪氨酸酶催化二酚底物的抑制作用。 

2.2  紫外可见光谱分析 

在酪氨酸酶催化氧化酚类物质的过程中，其活性

中心的双核铜离子发挥了至关重要的作用，本实验通

过对比对羟基肉桂酸溶液、含有过量 Cu
2+的对羟基肉

桂酸溶液的紫外-可见光谱的变化，探讨了对羟基肉桂

酸通过结合 Cu
2+
抑制酪氨酸酶活性的可能性。由图 3

可以看出，含有过量 Cu
2+的对羟基肉桂酸溶液的紫外

-可见光谱发生了明显的红移，这表明 Cu
2+
和对羟基肉

桂酸发生了螯合作用，使得对羟基肉桂酸共轭效应增

大，从而发生了红移。说明对羟基肉桂酸之所以能抑

制酪氨酸酶的活性可能是因为对羟基肉桂酸和酪氨酸

酶活性中心的 Cu
2+发生了螯合作用。 

 
图 3 铜离子对对羟基肉桂酸紫外-可见光谱的影响 

Fig.3 The influence of Cu2+ on the UV-visible spectrum of HCA 

2.3  对羟基肉桂酸对酪氨酸酶荧光光谱的影

响 

 
图 4 同浓度的对羟基肉桂酸存在下酪氨酸酶的荧光光谱 

Fig.4 Fluorescence spectra of tyrosinase in the presence of HCA 

at different concentrations 

因为芳香族氨基酸色氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸都

是荧光生色团，所以蛋白质有内源荧光特性[17]，而酶

抑制剂可以靠近蛋白质表面或浅的沟槽中的荧光发色

团，导致其发生荧光淬灭。通常情况下，抑制剂可以

作为酪氨酸酶的淬灭剂，即抑制剂与酪氨酸酶分子结

合后酪氨酸酶的荧光强度下降。图 4 是在酪氨酸酶溶

液中加入不同浓度的对羟基肉桂酸后在激发波长为

280 nm 时的荧光发射光谱。出人意料的是，酪氨酸酶

在最大发射波长处的荧光强度随着对羟基肉桂酸浓度
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的增加单调性增大。但是，对照实验表明，对羟基肉

桂酸在此条件下并没有荧光性，所以说，酪氨酸酶荧

光强度增大可能是因为对羟基肉桂酸被酪氨酸酶催化

氧化为具有荧光行为的醌类物质。已有研究表明酪氨

酸酶可以把对羟基肉桂酸催化氧化为为相应的醌类物

质[9~10]。 

2.4  对羟基肉桂酸与酪氨酸酶的分子对接 

 

a 

 

b 

图 5 对羟基肉桂酸与酪氨酸酶的分子对接模型 

Fig.5 Molecular docking model of HCA and tyrosinase 

注：a：对羟基肉桂酸与酪氨酸酶相互作用模型，b：酪氨

酸酶和对羟基肉桂酸的活性中心。 

用分子对接方法模拟了对羟基肉桂酸与酪氨酸酶

的相互作用。根据能量最低原则，分子对接图见图 5

（a）。对接结果表明，酪氨酸酶的氨基酸残基 Arg-206、

His-57 和对羟基肉桂酸在其活性中心形成氢键。除此

之外，对羟基肉桂酸和酪氨酸酶相互作用过程中还可

能存在疏水相互作用，因为对羟基肉桂酸的对接位置

附近有疏水性氨基酸残基如 Phe-62 和Phe-194。 

根据分子对接模型，对羟基肉桂酸与酪氨酸酶活

性中心的双核铜离子的空间位置如图 5（b）所示。可

以看出，在酪氨酸酶活性中心，CuA明显离对羟基肉

桂酸更近。而且，对羟基肉桂酸和其附近的 His-57 之

间有氢键作用。Sendovski 等报道[15]与 CuA 相连的

His-57 参与单酚底物的去质子化过程，说明对羟基肉

桂酸可以更有效地催化单酚底物，该模型从结构的角

度证实了对羟基肉桂酸对酪氨酸酶催化单酚底物有更

强的抑制作用。 

对羟基肉桂酸和单酚底物 L-酪氨酸苯环都具有

的酚羟基结构是酪氨酸酶催化氧化对羟基肉桂酸的结

构基础。基于本文紫外-可见光谱、荧光光谱和分子对

接的结果，再结合前人相关研究结果
[9~10]

推测，对羟

基肉桂酸与酪氨酸酶活性中心的双核铜离子螯合，进

一步被催化氧化为相应的醌类物质，可能的反应途径

如图 6 所示。醌类物质往往能产生荧光，这也解释了

在对羟基肉桂酸中加入铜离子后，其紫外-可见光谱会

发生红移以及对羟基肉桂酸与酪氨酸酶结合后混合物

的荧光强度增加的原因。 

 

图 6 酪氨酸酶催化氧化对羟基肉桂酸的可能反应途径 

Fig.6 Suggested pathway for the tyrosinase-catalyzed oxidation 

of HCA 

3  结论 

对羟基肉桂酸抑制酪氨酸酶催化氧化 L-酪氨酸

和 L-多巴的半抑制浓度分别为0.096 mmol/L和 0.500 

mmol/L。应用分子对接解释了对羟基肉桂酸对酪氨酸

酶的单酚底物催化活性抑制能力更强、对羟基肉桂酸

与铜离子结合后紫外-可见光谱红移以及对羟基肉桂

酸与酪氨酸酶结合后荧光强度增加的原因。研究认为，

对羟基肉桂酸能竞争性地占据酪氨酸酶活性中心的位

置,并与酪氨酸酶中双核铜离子螯合，从而抑制酪氨酸

酶的活性。与此同时，部分对羟基肉桂酸同时被催化

氧化成具有荧光行为的醌类物质。 
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