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摘要：在 30 ℃，pH=6.8的 Na2HPO4-NaH2PO4缓冲体系中，采用酶动力学方法研究了 3-羟基-4-甲氧基肉桂酸对酪氨酸酶单酚酶

和二酚酶活力的影响和抑制动力学。实验结果表明，3-羟基-4-甲氧基肉桂酸对酪氨酸酶单酚酶和二酚酶活性均有良好的抑制作用。对

单酚酶和二酚酶活力的相对抑制率达到 50 %的 3-羟基-4-甲氧基肉桂酸浓度（IC50）约分别为 0.13 mmol/L 和 0.39 mmol/L，比熊果苷

抑制二酚酶活性的 IC50值 5.3 mmol/L 小得多。3-羟基-4-甲氧基肉桂酸能明显延长单酚酶的迟滞时间，0.2 mmol/L3-羟基-4-甲氧基肉桂

酸能使迟滞时间由 1.1 min延长至 4.3 min。对二酚酶的抑制作用表现为可逆效应，说明其是通过抑制酶活力而导致催化效率的降低，

而不是通过减少有效的酶量导致酶活力的下降。Lineweaver- Burk图显示 3-羟基-4-甲氧基肉桂酸对二酚酶的抑制作用表现为竞争性抑

制，最大反应速率（vm）为 64.5 μmol/min，抑制常数（ＫI）为 0.11 mmol/L。 
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Abstract: The kinetics governing the inhibitory effect of 3-hydroxy-4-methoxycinnamic acid on the activities of monophenolase and 

diphenolase in tyrosinase were studied using an enzymological kinetic analysis method, in a Na2HPO4-NaH2PO4 buffer system (pH = 6.8) at 

30 ℃. The 3-hydroxy-4-methoxycinnamic acid was observed to efficiently inhibit tyrosinase monophenolase and diphenolase activities. 

Approximately 0.13 mmol/L and 0.39 mmol/L 3-hydroxy-4-methoxycinnamic acid caused a 50% rate inhibition (IC50) in monophenolase and 

diphenolase activities, respectively; these values were much lower than that of arbutin (IC50 = 5.3 mmol/L for diphenolase activity). The 

presence of 3-hydroxy-4-methoxycinnamic acid also prolonged the lag period of monophenolase; the presence of 0.20 mmol/L 

3-hydroxy-4-methoxycinnamic acid resulted in a lag period of 4.3 min, compared to the 1.1 min lag period of monophenolase in the absence of 

3-hydroxy-4-methoxycinnamic acid. The inhibition of diphenolase by 3-hydroxy-4-methoxycinnamic acid appeared to be reversible. This 

indicated that the inhibitor suppresses the enzyme activity, resulting in a reduction in catalysis efficiency, as opposed to removing the effective 

enzyme, which leads to a reduction in enzyme activity. The Lineweaver-Burk plot demonstrated the competitive inhibition of tyrosinase by 

3-hydroxy-4-methoxycinnamic acid, with a maximum reaction rate (vm) and inhibition constant (KI) of 64.5 μmol/min and 0.11 mmol/L, 

respectively. 
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酪氨酸酶（Tyrosinase）又称多酚氧化酶，广泛存

在于于植物、动物、真菌和细菌中，是生物体合成黑

色素的关键酶[1~2]，与黄褐斑、黑色素异常增多、白癜

风等色素沉着性疾病密切相关，也是昆虫变态发育和

免疫中的重要酶，在食品酶促褐变反应中起重要作用，

在医学、农业抗虫、食品保鲜及化妆品方面具有重要
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的应用价值，所以现在越来越受到人们的关注。 

酪氨酸酶是一种含铜的金属酶，每一个亚基含两

个金属铜离子，两个铜离子分别与蛋白质分子中组氨

酸结合，另有一个内源桥基将两个铜离子联系在一起，

构成酪氨酸酶催化氧化反应活性中心
[3
]（见图1）。 

 

图 1 酪氨酸酶活性中心的双核铜中心结构 

Fig.1 Structure of the binuclear copper center in the active site 

of tyrosinase 

在有氧条件下，酪氨酸酶能够催化氧化单酚化合

物成二酚化合物（单酚酶活性），并把二酚化合物氧化

成醌（二酚酶活性）[4~6]，进一步氧化而成黑色素，反

应过程如下： 

 

果蔬和植物来源的食品、饮料发生褐变和虾类黑

变病等就是由于酚类被酪氨酸酶的酶促氧化，造成基

本氨基酸的破坏，食物的消化性和营养价值被破坏，

并形成有毒化合物严，重影响食品的营养、风味及外

观品质。酪氨酸酶抑制剂的作用就是通过抑制酪氨酸

酶的活性，阻断酪氨酸向黑色素转化。随着人们对食

品质量要求的不断提高和对食品安全的日益重视，酪

氨酸酶抑制剂在食品保鲜方面将具有良好的应用前

景。特别是岭南佳果荔枝等水果的保鲜一直是困扰荔

枝保藏的一个难点，从酪氨酸酶抑制的角度进行果蔬

的保鲜研究将有望使荔枝等水果的保鲜取得突破，开

发高效能的酪氨酸酶抑制剂在食品工业领域有重要意

义。近年来，国内外学者致力于寻找特异、高效的酪

氨酸酶抑制剂，其来源主要集中在天然产物提取和化

学合成两个方面。当前，从天然产物中提取的酪氨酸

酶抑制剂因其安全性而倍受青睐，已成为研发的主流。 

3-羟基-4-甲氧基肉桂酸（3-hydroxy-4-methoxy 

cinnamic acid，简称HMCA）俗名为异阿魏酸，存在

于升麻、半边莲等植物中[7~8]。本文以HMCA作为效应

物，研究其对酪氨酸酶催化反应的影响及抑制作用动

力学，得到有关动力学参数，能为酪氨酸酶抑制剂的

分子设计和抑制剂的实际应用提供理论依据，为新型

高效酪氨酸酶抑制剂的开发提供新的途径。 

1  实验方法 

1.1  材料和仪器 

酪氨酸酶为Sigma 化学公司的蘑菇酪氨酸酶，比

活力为 3320 U/mg。3,4-二羟基苯氨酸（L-DOPA）、

L-酪氨酸为 Sigma 化学公司生产的分析纯试剂。

HMCA 由广东省药检所提供。二甲亚砜（DMSO）、

磷酸氢二钠和磷酸二氢钠为国产分析纯试剂。使用的

蒸馏水为去离子重蒸水。仪器为 6010 型紫外可见分光

光度计（惠普-上海）。 

1.2  酶活力测定和抑制率的计算方法 

酪氨酸酶活力的测定是基于 L-酪氨酸和 L-DOPA

的酶催化氧化产物-多巴色素（dopachrome）在 475 nm

波长处有最大吸收。酪氨酸酶反应活性（ACT）定义：

以每分钟多巴色素在 475 nm波长的吸光度（OD475）

增加 0.001 为一个酶活力单位，即 1 U/min。因此，通

过测定酶催化反应体系的 OD475 随时间的增长直线，

从直线斜率即可求得酶活力。 

单酚酶活力的测定：以1.5 mmol/L酪氨酸为底物。

先将 1.5 mL 5 mmol/L 酪氨酸（溶于 pH=6.8的磷酸盐

缓冲溶液）溶液置于比色杯中，加入 3.1 mL pH=6.8

的磷酸盐缓冲溶液，在 30 ℃恒温水浴中恒温 10 min，

加入 0.2 mL含不同浓度的 HMCA（溶于 DMSO 溶液

中）和 0.2 mL 0.5 g/L酪氨酸酶水溶液，测定 OD475。

此测活体系中，酶的终质量浓度为 20 mg/L。 

二酚酶活力的测定：以 1.0 mmol/L L-DOPA为底

物。先将 1.0 mL 5 mmol/L L-DOPA（溶于 pH=6.8 的

磷酸盐缓冲溶液）置于比色杯中，加入 3.6 mL pH＝

6.8 的磷酸盐缓冲溶液，在 30 ℃恒温水浴中恒温 10 

min，加入 0.2 mL含不同浓度的 HMCA（溶于 DMSO

溶液中）和 0.2 mL 0.15 g/L 酪氨酸酶水溶液，测定

OD475。此测活体系中，酶的终质量浓度为 6 mg/L。 

根据酶反应活性的定义，在一定的抑制剂浓度下，

酶反应活性表示为 ACTi，在没有抑制剂时酶反应活性

表示为 ACT0，则 HMCA对酶的相对抑制率（I）可以

定义为式（1）： 
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
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式中：OD1 是指含有底物、酪氨酸酶、HMCA 的测活体

系的吸光度值；OD2 是指含有底物、酪氨酸酶，但不含HMCA

的测活体系的吸光度值；OD3是指含有底物、HMCA，但不含

酪氨酸酶的测活体系的吸光度值；OD4是指含有底物，但不含
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酪氨酸酶、HMCA 的测活体系的吸光度值。 

对单酚酶和二酚酶的相对抑制率分别用 IM、ID 表

示。 

2  结果与讨论 

2.1  HMCA 对酪氨酸酶单酚酶活力的影响 

迟滞效应是酪氨酸酶催化氧化 L-酪氨酸的典型

特征，迟滞时间（Lag time）的长短取决于反应溶液

中酶和底物的浓度。另外，加入过渡金属离子或者二

酚化合物可缩短甚至消除迟滞效应，但加入一些诸如

环庚三烯酚酮等化合物却延长迟滞时间
[9]
。为了考察

HMCA 浓度(cI)对迟滞时间的影响，固定酶质量浓度

为 20 mg/L，L-酪氨酸的浓度为 1.5 mmol/L，测定不

同浓度的 HMCA 对酪氨酸酶单酚酶抑制作用的进程

曲线，如图 2 所示。 

 
图 2 HMCA对酪氨酸酶单酚酶抑制作用的进程曲线 

Fig.2 Progress curves depicting the HMCA-mediated inhibition 

of monophenolase 

 
图 3 HMCA浓度对单酚酶的抑制率的影响 

Fig.3 The effect of varying HMCA concentrations on the 

monophenolase inhibition rate 

图 2 结果表明，HMCA能延长酶反应的迟滞时间

（曲线的直线部分交于横轴的值），并随着 HMCA浓

度的增大而延长。在相同反应时间下，反应液的吸光

度随着 HMCA 浓度的增大而有所下降，说明 HMCA

对酪氨酸酶的单酚酶活性有抑制作用。图 3 显示

HMCA 对酪氨酸酶催化酪氨酸的迟滞时间和对单酚

酶的相对抑制率（IM）的影响。由图 2 可知，随着抑

制剂浓度的增大，酶反应的迟滞时间呈上升趋势，没

有抑制剂存在时，酶反应的迟滞时间为 1.1 min，当

HMCA 浓度为 0.20 mmol/L 时，迟滞时间延长到 4.3 

min，迟滞时间增大近 4 倍。图 3 表明，HMCA 对单

酚酶的相对抑制率则随着 HMCA浓度的增大而增大，

导致单酚酶相对抑制率达到50%的HMCA浓度（IC50）

约为 0.13 mmol/L。 

2.2  HMCA 对酪氨酸酶二酚酶活力的影响 

固定酶质量浓度为6 mg/L，L-DOPA的浓度为 1 

mmol/L，测定不同浓度的 HMCA 对酪氨酸酶二酚酶

抑制作用的进程曲线，如图 4 所示。图 5 为 HMCA

浓度对二酚酶的相对抑制率（ID）的影响曲线。 

 

图 4 HMCA对酪氨酸酶二酚酶抑制作用的进程曲线 

Fig.4 Progress curves depicting the HMCA-mediated inhibition 

of diphenolase 

 
图 5 HMCA浓度对单酚酶的抑制率的影响 

Fig.5 The effect of varying HMCA concentrations on the 

diphenolase inhibition rate 

由图 4 可知，酪氨酸酶催化氧化 L-DOPA（二酚

酶）不存在迟滞效应。在同一反应时间下，随着 HMCA

浓度的增大，反应液的吸光度不断下降，即二酚酶催

化氧化 L-DOPA 的速率不断降低，说明 HMCA 具有

抑制二酚酶活性的能力。由图 5 可知，随着 HMCA

浓度的增大，对二酚酶的相对抑制率升高，导致二酚
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酶相对抑制率达到 50%的 HMCA 浓度（IC50）约为

0.39 mmol/L。 

2.3  HMCA 对酪氨酸酶的抑制效应 

在固定底物（L-DOPA）浓度的测活体系中，加

入不同浓度 HMCA，改变加入的酶量，测定不同浓度

的 HMCA对酪氨酸酶催化 L-DOPA氧化活力的影响。

图 6 为经 HMCA 作用后酪氨酸酶的剩余活力

（Activity）与加入的酶量(ρE)之间的关系。酶活力对

酶量作图得到一组通过原点的直线，随着加入的

HMCA 浓度的增大，直线的斜率逐渐下降，说明

HMCA对酪氨酸酶的抑制作用属于可逆过程。也就是

说 HMCA 是通过与酶分子发生某种可逆作用，形成

可解离的复合物，从而抑制酪氨酸酶二酚酶活力，导

致酶催化活力降低，而不是通过减少有效的酶量导致

酶活力的下降。这可能与酶的结构有关，在酪氨酸酶

的活性中心含有 2 个 Cu
2+活性中心，抑制剂中氧原子

可以在酶的活性中心通过静电力与其紧密结合，而靠

近活性中心有一个狭长的由疏水性氨基酸残基组成的

沟，此沟使得抑制剂与 Cu
2+具有更强的亲和力，二者

形成一个可逆的非共价复合体． 

 
图 6 不同 HMCA浓度下酪氨酸酶活力和酶量的关系 

Fig.6 The effect of different HMCA concentrations on 

tyrosinase activity 

2.4  HMCA 抑制酪氨酸酶的动力学 

酶抑制动力学参数，包括表观米氏常数（Km）、

最大反应速度（vm）和抑制常数（KI）可通过

Lineweaver-Burk 双倒数方程作图获得[10]。本实验在测

活体系中，固定酶的质量浓度为 6 mg/L，改变底物

（L-DOPA）浓度（cS），测定不同抑制剂浓度下的反

应初始速率（v）。以反应速度（v）的倒数对底物浓度

（cS）的倒数作图得到 Lineweaver-Burk 双倒数图，见

图 7 所示。 

由图7可知，Lineweaver-Burk双倒数作图为相交

于纵轴的一点的一组直线。随着HMCA浓度的增大，

直线纵轴截距基本不变，但直线斜率不断增大。这说

明随着HMCA浓度的增大，不会导致酶促反应的最大

反应速度(vm)发生变化，仅使米氏常数(Km)变大，表

明HMCA对酪氨酸酶的抑制类型为竞争性抑制。由于

HMCA与酪氨酸底物的结构高度相似，因此可以推

断，HMCA是通过与酪氨酸酶活性中心的可逆性结

合，降低了酪氨酸底物与酶活性中心结合的几率，从

而起到抑制酶活性的作用。根据图7可得到米氏方程、

Km和vm，见表1所示。 

 
图 7 3-羟基-4-甲氧基肉桂酸对二酚酶抑制作用的

Lineweaver-Burk 曲线 

Fig.7 Lineweaver-Burk plots indicating the inhibition of 

diphenolase by HMCA 

 
图 8 3-羟基-4-甲氧基肉桂酸浓度对米氏常数的影响 

Fig.8 The effect of varying HMCA concentrations on the 

Michaelis constant 

表 1 HMCA对酪氨酸酶二酚酶的抑制动力学参数 

Table 1 Kinetic parameters of the inhibition of diphenolase by 

HMCA 

cI/ 

(mmol/L) 

Michaelis-Menten 

equation 

Km/ 

(mmol/L) 

vm/ 
(μmol/min) 

KI/ 
(mmol/L) 

0 1/v = 0.023/ cS + 0.039 0.59 

64.5 0.11 0.20 1/v = 0.071/ cS + 0.040 1.79 

0.40 1/v = 0.111/ cS + 0.039 2.84 

以直线斜率对HMCA浓度进行二次作图，见图8

所示。根据图8，由直线在纵轴上的截距除以直线的斜

率可以计算出竞争性抑制剂对游离酶的抑制常数（KI）
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为0.11 mmol/L，见表1所示。 

4  结论 

HMCA 对酪氨酸酶的单酚酶的抑制效应主要表

现于酶催化反应的迟滞时间有明显的延长，对二酚酶

的抑制作用表现为竞争性抑制类型，抑制常数（ＫI）

为 0.11 mmol/L，对单酚酶和二酚酶的相对抑制率达到

50%的 HMCA浓度（IC50）分别为 0.11 mmol/L为 0.39 

mmol/L，比目前通常使用的熊果苷的二酚酶 IC50 值

（5.3 mmol/L）低得多，是一种有市场潜力的酪氨酸

酶抑制剂。 
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