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白藜芦醇对酪氨酸酶体外抑制活性的动力学研究
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摘 � 要: 在30 � , pH 6� 8的N a2H PO 4- NaH 2PO4的缓冲体系中,采用酶促动力学方法,研究了白

藜芦醇对酪氨酸酶单酚酶和二酚酶的抑制作用。结果表明,白藜芦醇对酪氨酸酶、单酚酶和二酚

酶均有抑制作用,对单酚酶抑制活性的 IC50值(抑制率达到 50%时的白藜芦醇质量浓度)约为 5� 1
mg / mL,对二酚酶抑制活性的 IC50值约为5� 6 mg / mL。此外,白藜芦醇可延长单酚酶的迟滞效应,

8 mg/ mL 的白藜芦醇能使迟滞时间从 22 s延长至 62 s,而对二酚酶则无此迟滞作用。Lineweav-

er-Burk 图分析表明,白藜芦醇对酪氨酸酶的抑制作用为混合型抑制,对游离酶的抑制常数( K I )和

对酶-底物络合物的抑制常数( K IS )分别为 3� 4 mg / mL 和 35� 98 mg/ mL。
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Inhibitory Kinetics Study of Resveratrol on Tyrosinase Activity in Vitro
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Abstract:T he inhibitory effect of resveratr ol on the act ivity o f monophenolase and diphenolase

existing in ty rosinase w as investig ated by the enzymat ic kinet ic method at 30 � in a N a2HPO4 -

NaH 2PO 4buffer system ( pH6. 8) . T he results indicated that resverat rol could inhibit both the

monophenolase and diphenolase activit ies o f ty rosinase, and the IC50 values ( resverat rol

concentrat ion corresponding to 50% inhibitory rate ) were 5. 1 mg/ mL and 5. 6 mg / mL,

respect iv ely . Furthermo re, resver at ro l could ex tent the lag t ime of monopheno lase for ox idat ion

of L- tyrosine, of w hich 8 mg / mL o f resveratr ol prolonged the lag time from 22 s to 62 s, w hile

no such effect w as observed on diphenolase. According to the Linew eaver-Burk plot , resv erat rol

w as found to be a m ixed inhibito r fo r the ox idat ion o f L-DOPA, and the equilibrium constants for

binding w ith f ree enzyme K I and w ith enzyme-subst rate complex K IS were 3. 4 mg/ mL and 35. 98

mg / mL, respect iv ely .
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� � 酪氨酸酶( Ty rosinase)是由二价铜离子与酶蛋

白结合的金属酶, 是生物体合成黑色素的关键

酶
[ 1, 2]

, 可催化含酚基化合物(如酪氨酸、酚类化合

物等)氧化成多巴醌, 经一系列中间反应后形成黑

色素,而黑色素的合成、分布与哺乳动物皮肤、毛发

的色素沉积直接相关
[ 3, 4]

, 与果蔬褐变也有着有重

要的关系
[ 5]
。因此, 通过筛选合成酪氨酸酶抑制

剂, 抑制酪氨酸酶的活性来控制黑色素的合成, 已

成为防止果蔬褐变、色斑治疗及美白化妆品研制的

一种重要途径。

由于天然植物资源来源广泛、安全性高, 从植

物来源中分离提取正成为开发酪氨酸酶抑制剂的

热点。国内外已有研究从多种植物中分离出效果

显著的黄酮多酚类酪氨酸酶抑制剂, 如山奈酚
[ 6, 7]
、

檞皮素
[ 8, 9]
、花蜜粉提取物等

[ 10]
。白藜芦醇是一种

二苯乙烯类化合物, 在自然界分布广泛, 其中以虎

杖、葡萄、花生等植物中含量居多。作为一种天然

产物,白藜芦醇对人体有着重要的生理和医疗保健

功能,如抗癌、抗肿瘤、调节血脂代谢、保护心血管、

抗氧化、消炎、保肝、雌激素调节等作用[ 11] 。然而,

目前仍未见有关其酪氨酸酶抑制活性的研究报告。

作者对白藜芦醇的酪氨酸酶抑制活性进行测定, 以

白藜芦醇为效应物,研究其对酪氨酸酶催化活性的

影响,从而为推进白藜芦醇在功能性食品和祛斑、

美白化妆品等医药制剂上的进一步应用提供一定

的理论依据。

1 � 材料与方法

1� 1 � 主要材料与仪器
蘑菇酪氨酸酶(比活力 4276 U / mg)、3, 4-二羟

基苯氨酸( L-DOPA )、L-酪氨酸:购自美国 Sigma 化

学公司;白藜芦醇: 购自中国标准物质网; 二甲基亚

砜( DMSO)、磷酸氢二钠和磷酸二氢钠:购自北京蓝

弋化学试剂公司;蒸馏水:为去离子重蒸水。

752型紫外可见分光光度计: 上海美谱达仪器

有限公司产品;恒温箱: 北京苏瑞试验设备有限公

司产品。

1� 2 � 单酚酶活力的测定
酪氨酸酶催化 L-酪氨酸、L-DOPA的产物多巴

色素在 475 nm处有最大吸收。用酪氨酸酶多巴速

度氧化法,通过测定酶催化反应体系的 A 475 nm随时

间的增长直线, 从直线斜率即可求得酶活力。以

1� 5 mmo l/ L L-酪氨酸为底物。先将 0� 9 mL 5

mmo l/ L L-酪氨酸溶于磷酸盐缓冲溶液( pH 6� 8)
于比色杯中, 加入 1� 92 mL 磷酸盐缓冲溶液

( pH6� 8) ,在 30 � 恒温箱中恒温 10 m in, 然后加入

0� 12 mL 不同浓度的白藜芦醇溶液(溶于 DMSO)

和 0� 06 mL 0� 232 g/ L 酪氨酸酶水溶液,混匀, 立即

测定 A 475 nm。每个样品做 3 个平行样, 以没有加酪

氨酸酶的为空白样。在此测活体系中, 酶的终质量

浓度为 4� 64 mg/ L。

1� 3 � 二酚酶活力的测定
以 1� 5 mmol/ L L-DOPA 为底物。先将 0� 9

mL 5 mmol/ L L-DOPA 溶于磷酸盐缓冲溶液

( pH6� 8)于比色杯中,加入 1� 86 mL 磷酸盐缓冲溶

液( pH6� 8) ,在 30 � 恒温箱中恒温 10 m in,然后加

入 0� 12 mL 不同质量浓度的白藜芦醇溶液(溶于

DMSO)和0� 12 mL 0� 232 g / L 酪氨酸酶水溶液,混

匀, 立即测定 A 475。每个样品做 3个平行样,以没有

加酪氨酸酶的为空白样。在此测活体系中,酶的终

质量浓度为 9� 28 mg/ L。

相对酶活力按式( 1)进行计算:

相对酶活力( % ) =
( A 1- A 0)
( A 2- A 0 ) � 100% ( 1)

式中: A 1是含有底物、酪氨酸酶、白藜芦醇的测活体

系反应 4 m in 时的吸光度值; A 2是含有底物、酪氨

酸酶,但不含白藜芦醇的测活体系反应 4 m in 时的

吸光度值; A 0是含有底物, 但不含酪氨酸酶、白藜芦

醇的测活体系反应 4 min时的吸光度值。

1� 4 � 酶促动力学分析
研究白藜芦醇对酪氨酸酶的抑制作用类型, 以

L-DOPA 为底物, 在测活体系中, 固定酶的质量浓

度, 通过改变底物 L-DOPA 的浓度,测定不同质量

浓度白藜芦醇对酪氨酸酶活力的影响, 并采用 Lin-

ew eaver-Burk 双倒数作图法进行酶促动力学分析。

在4 mL 的比色皿中,加入浓度分别为 0� 25、0� 5、1、
2 mmol/ L 的 L-DOPA 溶于磷酸盐缓冲溶液

( pH6� 8) 0� 9 mL,再加 1� 86 mL 的磷酸缓冲液, 在

30 � 恒温箱中恒温 10 min, 白藜芦醇(溶于 DM-

SO)以不同浓度( 0、2、4、6和 8 mg/ mL)各取 0� 12
mL 放入比色皿中, 最后加入酪氨酸酶水溶液,立即

混匀,连续记录 6 m in 内的吸光度值。以反应速度

倒数( 1/ v ) 对底物浓度的倒数 ( 1/ Cs )作图, 得到

Linew eaver-Burk 图,对白藜芦醇的抑制类型进行

分析,比较酶催化反应动力学参数, 包括米氏常数

( K m)、最大反应速率( Vm )。并以 Linew eaver-Burk

图中各直线斜率和纵轴截距分别对白藜芦醇浓度

二次作图,进而求得白藜芦醇对游离酶和对酶-底物

络合物的抑制常数。
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2 � 结果与讨论

2� 1 � 白藜芦醇对酪氨酸酶单酚酶活力的影响
图 1为不同质量浓度的白藜芦醇对酪氨酸酶

单酚酶抑制作用的进程曲线,反应刚开始时产物生

成缓慢,此为迟滞期,到一定时间后,反应速度直线

上升达到恒定的速率, 到达稳定态, 稳定态即为直

线部分,迟滞时间为直线部分交于横轴的截距。

图 1� 白藜芦醇对酪氨酸酶单酚酶抑制作用的进程曲线

Fig. 1 � Time-course curve for inhibitory effect of res-

veratrol on the monophenolase activity of tyros-i

nase

� � 图 1结果表明,白藜芦醇对酪氨酸酶的单酚酶

活性有抑制作用,能延长单酚酶反应的迟滞时间,

并随白藜芦醇浓度的增大, 迟滞时间延长, 稳态酶

活力下降。迟滞效应是酪氨酸酶催化氧化酪氨酸

的典型特征。有研究表明,迟滞时间的长短取决于

反应溶液中酶和底物的浓度, 另外, 加入过度金属

离子或者二酚可缩短甚至消除迟滞效应 [ 12]。

图 2 � 白藜芦醇对酪氨酸酶单酚酶相对酶活力的影响

Fig. 2� Effects of resveratrol on the relative monopheno-

lase activity of tyrosinase

� � 图 2为不同质量浓度的白藜芦醇对稳态酶活

力和迟滞时间的影响, 结果表明, 随着白藜芦醇质

量浓度的增大,迟滞时间明显延长: 未加白藜芦醇

时,迟滞时间为 22 s;当加入 8 mg/ mL 的白藜芦醇

时,迟滞时间延长至 62 s,迟滞时间几乎增加至原来

的 3倍, 同时稳态酶活力下降了 67� 4%, 可以看出,

白藜芦醇具有较大的酪氨酸酶单酚酶抑制活性,

IC50值约为 5� 1 mg / mL。

2� 2 � 白藜芦醇对酪氨酸酶二酚酶活力的影响
图 3为不同质量浓度的白藜芦醇对酪氨酸酶

单酚酶抑制作用的进程曲线。结果表明,酪氨酸酶

催化氧化 L-DOPA 的进程曲线是通过原点的直线,

不存在迟滞效应,随着加入的白藜芦醇质量浓度的

增大,直线的斜率下降, 即表明二酚酶催化氧化的

速率降低,酶活力下降, 白藜芦醇对酪氨酸酶二酚

酶活性有抑制作用。

图 3 � 白藜芦醇对酪氨酸酶二酚酶抑制作用的进程曲线

Fig. 3 � Time-course curve for inhibitory effect of res-

veratrol on the disphenolase activity of tyros-i

nase

� � 图 4为不同质量浓度的白藜芦醇对酪氨酸酶

二酚酶抑制效应的进程曲线,反应进程是通过原点

的直线, 二酚酶催化 L-DOPA 不存在迟滞效应, 结

果表明,随着白藜芦醇质量浓度的增大, 相对酶活

力下降, 当加入 8 mg/ mL 的白藜芦醇时, 酶活力下

降了 66� 1% ,可以看出, 白藜芦醇具有较大的酪氨

酸酶二酚酶抑制活性, IC50值约为 5� 6 mg/ mL。

图 4 � 白藜芦醇对酪氨酸酶二酚酶相对酶活力的影响

Fig. 4 � Effects of resveratrol on the relative diphenolase

activity of tyrosinase

2� 3 � 白藜芦醇对酪氨酸酶的抑制类型
根据 Linew eaver-Burk 双倒数作图法判断抑制

类型,通过作图得到一组相交于第二象限的直线,
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说明白藜芦醇作为抑制剂对酪氨酸酶的抑制类型

为混合型抑制, 即加入的白藜芦醇不仅可以影响酶

促反应的最大反应速度( Vm ) ,还可以影响米氏常数

( K m ) : 随着白藜芦醇浓度的增大, K m 值增大 Vm 值

下降,说明白藜芦醇既能与游离酶( E)结合,又能与

酶-底物络合物( ES)结合。

二次作图, 分别以各直线斜率对白藜芦醇质量

浓度作图及以各直线与纵轴截距对白藜芦醇质量

浓度作图得到回归直线
[ 13]

,分别求得白藜芦醇对游

离酶的抑制常数( K I )为 3� 35 mg/ mL, 对酶-底物络

合物的抑制常数( K IS )为 35� 98 mg / mL。

3 � 结 � 语

白藜芦醇对酪氨酸酶单酚酶和二酚酶均有抑

制作用,对单酚酶的抑制作用主要表现为酶催化反

应迟滞时间的延长, 8� 0 mg / mL 的白藜芦醇可使单

酚酶的迟滞时间几乎延长至原来的 3倍,同时稳态

酶活性也下降了 80% ;对酪氨酸酶的抑制作用表现

为混合型抑制, 对游离酶的抑制常数 ( K I )为 3� 35
mg / mL, 对酶-底物络合物的抑制常数 ( K IS ) 为

35� 98 mg/ mL。白藜芦醇对抑制单酚酶、二酚酶活

性的 IC50值分别约为 5� 1 mg/ mL 和 5� 6 mg/ mL。

白藜芦醇对酪氨酸酶的抑制作用为白藜芦醇

作为酪氨酸酶抑制剂提够了理论支持,为新型酪氨

酸酶抑制剂的开发应用提供了新途径。此外, 白藜

芦醇作为天然产物, 来源丰富、安全性高。它不但

可用于色素增加性皮肤病(黄褐斑、雀斑等)的临床

治疗, 而且可用于化妆品使肤色增白, 还有可能应

用于农业生产上作为一种害虫调控剂和食品工业

上作为食品添加剂 [ 14] ,成为预防果蔬褐变和治疗各

种色素病的良好制剂[ 15] , 具有广泛的应用价值和广

阔的市场前景。
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