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摘要：本文以 L-多巴为底物，采用酶抑制动力学法研究了槲皮素对酪氨酸酶的抑制作用大小及类型，并采用荧光光谱技术分析

其与酪氨酸酶的猝灭作用类型、结合位点、作用力类型。在此基础上，进一步利用柔性分子对接技术分析槲皮素对酪氨酸酶的抑制机

理。结果表明，槲皮素对酪氨酸酶具有抑制作用，抑制常数 KI为 36 mM，以竞争性抑制剂形式抑制酪氨酸酶活性，是一种可逆性抑

制剂；槲皮素以 1:1比例通过氢键和疏水作用力结合于酪氨酸酶活性中心，且对酪氨酸酶的荧光产生静态淬灭作用，具有氢键及疏水

作用力；分子对接结果验证了以上实验结论：槲皮素占据了酪氨酸酶活性中心，且与活性中心部位的 Asn260和 Gly62残基形成了强

烈的氢键作用，同时伴有疏水作用共同稳定复合物的结构。 
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Abstract: The type and intensity of the inhibitory effect of quercetin on tyrosinase were studied using enzyme inhibition kinetics with 

L-dopa as a substrate. The type of fluorescence quenching, binding sites, and the type of interaction between quercetin and tyrosinase were 

analyzed using fluorescence spectroscopy. Furthermore, the molecular mechanism of the inhibitory effect was investigated using flexible 

molecular docking. The results showed that quercetin inhibited the activity of tyrosinase with an inhibitor constant (KI) of 36 mM. Quercetin can 

be regarded as a competitive and reversible inhibitor of tyrosinase. Quercetin bound to the active site of tyrosinase via hydrophobic interactions 

and hydrogen bonds at a ratioof 1 : 1, and quenched the fluorescence of tyrosinase by static quenching. Concomitantly, molecular docking 

results confirmed that quercetin occupied the active site of tyrosinase and formed strong hydrogen bonds with residues Asn260 and Gly62 

located at the active site of tyrosinase. Moreover, hydrophobic interaction played a key role in stabilizing the structure of the complex formed. 
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酪氨酸酶又称酚氧化酶、多酚氧化酶、儿茶酚氧

化酶，是一种广泛存在于生物体内的催化黑色素合成

的关键限速酶[1~2]，与生物体的诸多重要生理过程密切

相关。酪氨酸酶在生物体内活性的过量表达不仅易导

致脊椎动物色素沉着性疾病的产生[3]、果蔬的快速褐

变等
[4~5]

，而且与昆虫的蜕皮过程和伤口愈合作用息息

相关[6]。如何有效抑制生物体内酪氨酸酶活性在医学、

农业、化妆品等多个领域都是重要的命题，深入开展 
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酪氨酸酶的抑制作用机理研究以及开发高效低毒的酪

氨酸酶抑制剂已成为当前的研究热点。 

槲皮素（quercetin，QUE）是一类黄酮物质，广

泛存在于植物的花、叶、果实中，具有多种生物活性，

如抗炎、降血压、抗血糖升高、癌细胞生长抑制等。

QUE由 A、B和 C 三个芳香环组成，其骨架结构 3，

5，7，3′和 4′氢原子被羟基取代形成五羟基黄酮[7~9]。

前人研究证实了槲皮素是一种良好的酪氨酸酶抑制

剂，并就槲皮素对酪氨酸酶的抑制作用进行了部分实

验研究，但未涉及到槲皮素与酪氨酸酶相互作用的分

子机理，因此对其抑制酪氨酸酶活性机制仍不明确。

本文拟通过酶抑制动力学实验、荧光光谱技术研究槲
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皮素与酪氨酸酶的相互作用问题，并利用分子对接技

术在分子水平上阐明槲皮素抑制酪氨酸酶的作用机

理，为了解酪氨酸酶的活性机理与开发酪氨酸酶具有

重要指导意义。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

Dual-FL型三维荧光光谱仪，德国 HORIBA公司；

UV-6000 紫外可见光分光光度计，海元析仪器有限公

司；FA2004 型分析电子天平，海良单仪器仪表有限

公司；B220 型恒温水浴锅，海亚荣生化仪器厂；

KQ5200DB型数控超声波清洗器，山市超声仪器有限

公司。酪氨酸酶，Sigma 公司；槲皮素 quercetin，沪

试；L-DOPA，Aladdin 公司；二甲基亚砜、磷酸缓冲

液、磷酸氢二钠，磷酸二氢钠：分析纯；所有的溶液

均用二次蒸馏水配置，50 mmol/L磷酸盐缓冲液（PBS，

PH6.8）由NaH2PO4 和Na2HPO4配制。 

1.2  实验方法 

1.2.1  酪氨酸酶活性测定 

参照 Xie
[10]的方法进行。在 3 mL pH 6.8 50 

mmol/LPBS 缓冲液的测活体系中，先加入 2.8 mL 1 

mmol/L L-多巴（L-DOPA）溶液，然后加入 0.1 mL不

同浓度的槲皮素溶液，置于30 ℃水浴中孵育 30 min，

最后加入 0.1 mL酪氨酸酶溶液混匀，并迅速转移到比

色皿中，在 30 ℃恒温条件下、475 nm
[11]处测定混合

液吸光度随时间的增长曲线。规定以每分钟反应液在

475 nm 波长的吸光度值增加 0.001为一个酪氨酸酶活

力单位(U/min)。 

1.2.2  酪氨酸酶抑制率的测定 

实验中 L-多巴溶液、酪氨酸酶溶液及样品溶液均

以 pH 6.8、50 mmol/L PBS 缓冲液配制。取 4 支试管，

分别标记 A、B、C、D 号，每支试管中均先加入 2.8 mL、

1 mmol/L的 L-DOPA溶液，置于 30 ℃水浴 30 min，

之后 A管中加入PBS 缓冲液和酪氨酸酶液各 0.1 mL，

B管中加入 PBS 缓冲液 0.2 mL，C 管中加入槲皮素溶

液与酪氨酸酶液各 0.1 mL，D 管中加入槲皮素与磷酸

缓冲液各 0.1 mL，之后迅速放入比色皿中测定其在

475 nm 处的吸光度值，酪氨酸酶抑制率通过下式计

算： 

100)/()]()[(  BADCBA抑制率         (1) 

注：A 表示A 管反应液在 475 nm下的吸光度值；B表示

B 管反应液在 475 nm下的吸光度值；C表示 C 管反应液在 475 

nm 下的吸光度值；D 表示 D 管反应液在 475 nm下的吸光度值 

1.2.3  荧光光谱测定 

荧光光谱采用德国HORIBA公司的Dual-FL型三

维荧光光谱仪采集。在 4 mL 离心管中，依次加入本

实验条件下最适浓度的酪氨酸酶溶液 50 L和一定量

的槲皮素储备液，用 pH 6.8、50 mmol/L PBS 缓冲液

补充至 3 mL
[12]。采用 280 nm为激发波长，激发和扫

描光谱狭缝宽度均为 5 nm，扫描速度与电压都为默认

值，分别在 15 ℃和 30 ℃下扫描各样品在 295~525 nm

处的发射光谱。 

1.2.4  分子对接 

对接软件采用 Discovery Studio 2.5（Accelrys 公

司），运行环境为windows 7系统。采用蘑菇酪氨酸

酶分子结构（AbTYR；PDB code：2Y9X）为受体[13]，

配体槲皮素结构采用画图软件 ChemDraw Ultra 画出

保存为 mol格式，导入软件中经过预处理，运行柔性

对接模块。 

运用 DS Visulizer3.5 分析软件，综合考虑

LibDockScore 的高低、配体-受体复合物的 CDocker 

Energy、CDocker Interaction Energy、软件中打分函数

（Ligscore 1、Ligscore 2、PLP1、PLP2、Jain、PMF、

PMFO4）打分值的高低及氢键作用和结合能大小选取

最优最稳定的对接构象。 

1.2.5  数据分析 

酶抑制动力学与荧光光谱实验所得数据为 3次平

行试验平均值，采用 Excel 和 Origin 软件数据分析和

作图。对接图片通过 DS visulizer3.5显示软件所得。 

2  结果与讨论 

2.1  槲皮素对酪氨酸酶的抑制动力学 

图 1a 所示为在 1 mmol/L的 L-DOPA、16 g/mL

的酪氨酸酶测活体系中，不同浓度槲皮素对酪氨酸酶

催化 L-DOPA 反应进程的影响曲线。由图 1a 可知，

当无槲皮素存在时，酶促反应开始后吸光值迅速增加，

表明产物快速生成，120 s 后，反应基本达到稳定态[14]。

当槲皮素存在于反应体系中，酶促反应速度明显减慢，

且随着槲皮素浓度的增大减缓趋势越明显，表明槲皮

素对酪氨酸酶活性有明显抑制作用。 

图 1b 所示为在 L-DOPA浓度为 0.33 mmol/l，酪

氨酸酶浓度为 10 g/mL的测活体系中，不同浓度槲皮

素对酪氨酸酶活性的抑制率情况。由图可知，当槲皮

素浓度为 50 mol/L 时对酪氨酸酶活性抑制率为

50.9%，浓度为 200 mol/L 时抑制率达到 93.8%，通

过曲线拟合计算出槲皮素对酪氨酸酶的 IC50 值为

49.12 mol/L。 
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固定 L-DOPA浓度为 1mmol/L，改变酪氨酸酶的

浓度，测定不同浓度槲皮素存在条件下酪氨酸酶活力

情况，结果如图 1c 所示。由图可知，酶活力对酶浓度

作图为一组通过原点的直线，随着体系中槲皮素浓度

的增大，直线的斜率逐渐下降，表明槲皮素对酪氨酸

酶的抑制作用属于可逆过程，增加槲皮素的含量导致

酶活力的下降，说明槲皮素与酪氨酸酶的结合使酶活

力受到抑制，但并不导致酶的分子构象的永久变化而

失活。 

 

 

 
图 1 槲皮素对酪氨酸酶活性的抑制作用 

Fig.1 Inhibitory effect of quercetin on tyrosinase activity 

在不同浓度槲皮素存在的测活体系中，测定酶催

化不同浓度的 L-DOPA反应速率，经 Lineweaver-Burk

双倒数作图，如图 2a 所示。由图可知，槲皮素作为酪

氨酸酶的抑制剂，最大反应速度 Vmax 保持不变，而

米氏常数 Km 随槲皮素浓度的增大而变大，表明槲皮

素对酶的抑制类型为竞争性抑制[15]。以 Km 对槲皮素

浓度作图得到一条直线（图 2b），由直线的斜率求得

抑制常数 KI为 36 mmol/L。 

 

 
图 2 槲皮素对酪氨酸酶的抑制作用 Lineweaver–Burk 图 

Fig.2 Lineweaver-Burk plot for the inhibition of tyrosinase by 

quercetin 

2.2  荧光光谱法研究槲皮素与酪氨酸酶的相

互作用 

2.2.1  槲皮素对酪氨酸酶的荧光猝灭作用 

酪氨酸酶浓度越大，其荧光信号越强。然而在温

度较高时，酶浓度越大，分子间碰撞加剧，容易产生

荧光自熄现象
[16]
。通过扫描不同浓度酪氨酸酶的 3D

荧光光谱，最终选择 0.444 mol/L的酪氨酸酶进行实

验，280 nm 作为酪氨酸酶荧光的激发波长。 

 
图 3 不同浓度槲皮素条件下酪氨酸酶的荧光光谱 

Fig.3 Emission spectrum of tyrosinase with various concentrations 

of quercetin 

图 3 所示为温度 288 K时，不同浓度槲皮素存在
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条件下酪氨酸酶的荧光发射光谱。由图 3 可知，随槲

皮素浓度的增加，酪氨酸酶的荧光强度呈单调性降低，

表明槲皮素与酪氨酶相互作用后，对其荧光产生猝灭

作用[17]。酪氨酸酶的最大发射波长为 295 nm，加入槲

皮素后，酪氨酸酶的最大发射波长没有发生红移或者

蓝移，表明槲皮素与酪氨酸酶相互作用时，没有改变

发生荧光猝灭的氨基酸残基（色氨酸等）的疏水性环

境。 

2.2.2  槲皮素对酪氨酸酶的荧光猝灭机理 

荧光猝灭可分为动态猝灭和静态猝灭。蛋白质与

小分子结合后其荧光强度的变化可由式 (2) 的

Stern-volmer 方程表示： 

][][1 0
0 QKQK

F

F
svq  

                    (2) 

0
sv

q

K
K 

                               (3) 

注：F0为荧光物质的初始荧光强度；F 为相互作用后荧光

物质的荧光强度；Kq为双分子猝灭过程的速率常数，L/mol/s；

Ksv 为 Stern-Volmer 方程猝灭常数，L/mol；τ0为猝灭剂不存在

时生物大分子的荧光平均寿命，一般为 10–8 s；[Q]为荧光淬灭

剂浓度。 

 
图 4 槲皮素浓度对酪氨酸酶荧光猝灭的影响 

Fig.4 Effect of quercetin concentration on the fluorescence 

quenching of tyrosinase 

将槲皮素浓度对
10 

F

F

作图，结果如图 4 所示。

由图 4 可知，
10 

F

F

与[Q]呈良好的线性关系。由此计

算的 Stern-Volmer 方程及其猝灭常数 Ksv 见表 1。从表

1 可知，随着温度的升高，Ksv 减小，可判断槲皮素对

酪氨酸酶的荧光猝灭方式属于静态猝灭。 

表 1 槲皮素-酪氨酸酶相互作用的Stern-Volmer 方程参数 

Table 1 Parameters of the Stern-Volmer equation for the interaction between tyrosinase and quercetin 

T/K Stern-Volmer方程 R2 Ksv/(L/mol) Kq/(L/mol/s) 

288 0361.0][1086.71 40  Q
F

F

 
0.9977 7.86×104 7.86×1012 

303 0459.0][1059.51 40  Q
F

F

 
0.9795 5.59×104 5.59×1012 

通过式（2）可以得到不同温度下的猝灭常数 Ksv，

代入式（3）可求得 288 K、298 K下对应的 Kq 分别

为 7.86×10
12
和 5.59×10

12
，远大于生物分子的最大碰

撞扩散速率常数(2.0×10
10

 L/mol/s) 
[18]，由此可进一步

判断，槲皮素对酪氨酸酶的荧光猝灭是由于槲皮素与

酪氨酸酶形成了没有荧光或者荧光信号较弱的复合物

引起的静态猝灭。 

2.2.3  槲皮素与酪氨酸酶的结合常数和结合位

点数 

为进一步计算槲皮素与酪氨酸酶的结合常数和

结合位点，静态猝灭中，假定它们之间有 n个独立的

结合位点，我们描述结合常数与荧光强度、猝灭剂浓

度以及结合位点数之间的关系可用式（4）所示的双对

数方程： 

0 -
log log log[ ]

F F
K n Q

F
 ( )

               (4) 

 
图 5 槲皮素与酪氨酸酶荧光猝灭的双对数图 

Fig.5 Double logarithm plot of the fluorescence quenching of 

tyrosinase by quercetin 

在不同温度下，以不同浓度槲皮素相应酪氨酸酶

荧光光谱的 log[Q]值对 F

FF 0log
作双倒数图，并进行

线性回归(图 5)示。由图 5 的直线斜率可得到槲皮素与 
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酪氨酸酶的结合常数。结果于表 2 所示。由表 2可知，

槲皮素与酪氨酸酶的结合位点数约为 1，表明槲皮素

与酪氨酸酶的结合只有一类独立的结合位点
[19]

。槲皮

素与酪氨酸酶的结合常数之所以随着温度的升高而减

小，是由于槲皮素对酪氨酸酶的猝灭机理是静态猝灭，

温度升高，不利于复合物的稳定，因此结合常数减小。

表 2 槲皮素和酪氨酸酶作用双对数方程参数 

Table 2 Parameters of double logarithm for the interaction between tyrosinase and quercetin 

T/K 双对数方程 R2 KA/(L/mol) n 

288 ]log[8933.0log)log( 0 QK
F

FF




 
0.9929 1.06×105 0.8933 

303 ]log[8956.0log)log( 0 QK
F

FF




 
0.9362 7.84×104 0.8956 

2.2.4  槲皮素与酪氨酸酶相互作用力类型 

小分子与蛋白质的作用力类型主要包括氢键、范

德华力、静电作用力、疏水相互作用等[20]。通过研究

槲皮素与酪氨酸酶相互作用的结合自由能( G )、焓

变( H )、和熵变( S )等热力学参数可探究作用力类

型。温度变化不大时，结合作用的焓变和熵变可以近

似看做常数。根据之前求得的 288 K和 303 K下得到

的结合常数 K1、K2 以及公式(5)、(6)求解出各项参数，

结果见表 3。 

STHKRTG  ln303.2          (5) 

2

1 1 2

1 1 1
ln ( )

K
H

K T T R
   

                    (6) 

注：K 为对应温度下的结合常数，L/mol；R 为气体常数，

8.314 J/(mol·K)。 

由表 3 可知，在不同温度下自由能均为负值，说

明槲皮素-酪氨酸酶相互作用是自发进行的。同时，槲

皮素与酪氨酸酶相互作用过程的熵变 ΔS 为正值，这

表明二者在相互作用中存在疏水作用，并干扰了酶分

子表面的水化补丁的有序排列，引起熵值增加。另外，

计算所得体系的焓变(ΔH)为-7.29×10
3 
J/mol，负焓变说

明槲皮素与酪氨酸酶相互作用时有氢键作用发生[21]。

由此可说明槲皮素与酪氨酸酶形成的复合物中，氢键

与疏水作用力起着至关重要的作用。 

表 3 槲皮素-酪氨酸酶作用体系热力学参数 

Table 3 Parameters of thermodynamics for the interaction 

between tyrosinase and quercetin 

T/K ΔH/(J/mol) ΔS/[J/(mol·K)] ΔG/(J/mol) 

288 
-7.294×103 196.2 

-6.381×104 

303 -6.538×104 

2.3  槲皮素与酪氨酸酶的分子对接 

以上通过实验分析了槲皮素对酪氨酸酶的抑制

作用，为进一步从分子水平上理解槲皮素与酪氨酸酶

的相互作用模式，采用分子对接技术研究了槲皮素与

酪氨酸酶的相互作用问题。 

槲皮素与酪氨酸酶的分子对接结果如图 8 所示。

图 6(a)、(b)、(c)分别为槲皮素与酪氨酸酶之间的氢键，

疏水作用以及相对位置平面投影示意图。由图可知，

槲皮素与酶相互作用时，占据了酶中两铜离子
[11]

附近

的活性中心部位，并与酪氨酸酶活性中心的 Asn260，

Gly62 形成了氢键（表 4）；同时，疏水作用力对酪氨

酸酶与槲皮素的结合也起着重要作用，产生疏水作用

的疏水残基包括 Met280、Val283、Phe264、Phe292、

Ala286、Phe90。由此可见，槲皮素与酪氨酸酶的作用

方式是与底物竞争其活性中心，表明槲皮素对酪氨酸

酶为竞争性抑制作用。这与之前的实验结果是相吻合

的。 

  
(a)                    (b) 

 
(c) 

图 6 槲皮素、酪氨酸与酪氨酸酶的分子对接 

Fig.6 Molecular docking interaction of tyrosinase with quercetin 

and tyrosine 
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注：a：槲皮素与酪氨酸酶氢键作用；b：槲皮素与酪氨酸

酶疏水作用；c：槲皮素与酪氨酸酶作用平面投影图。 

表 4 槲皮素与酪氨酸酶形成的最佳结合构象的氢键信息 

Table 4 Hydrogen bonds observed between tyrosinase and the best 

quercetin pose 

quercetin d(X…Y) (XHY) 

Asn260:O…quercetin:H30 2.357 149.377 

Gly62:N…quercetin:H31 2.097 162.516 

3  结论 

本文通过酶抑制动力学实验、荧光光谱分析以及

分子对接技术深入研究了槲皮素对酪氨酸酶的抑制作

用及其机理。研究结果表明：槲皮素以竞争性抑制剂

的形式与酪氨酸酶相互作用，抑制常数为 36 mM，且

与酪氨酸酶形成了复合物，结合位点数为 1，并以氢

键和疏水作用稳定其结构。该研究结论可为酪氨酸酶

竞争性抑制剂的分子设计提供有用参考依据。 
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