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对香豆酸&阿魏酸和低聚糖阿魏酸酯对

酪氨酸酶的抑制效果
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摘要!通过测定酶的稳态活力(迟滞时间和动力学参数#研究

对香豆酸(阿魏酸及低聚糖阿魏酸酯对酪氨酸酶的抑制效

果$结果表明#

!

种物质对酪氨酸酶单酚酶活性均有抑制作

用#其中对香豆酸的抑制作用最强#其次为低聚糖阿魏酸酯

和阿魏酸$对香豆酸(低聚糖阿魏酸酯和阿魏酸对单酚酶的

+1

-$

值分别为
$).-

#

!)"$

#

/)!$GG'(

%

O

$对香豆酸和阿魏酸

抑制二酚酶活性#

+1

-$

值分别为
0)!

#

#").GG'(

%

O

&但低聚糖

阿魏酸酯对二酚酶活力没有影响$对香豆酸能明显延长单

酚酶反应的迟滞时间#阿魏酸影响很小#而低聚糖阿魏酸酯

则缩短迟滞时间$动力学研究结果显示#阿魏酸和低聚糖阿

魏酸酯对单酚酶的抑制作用表现为混合性抑制#而对香豆酸

为竞争性抑制$

关键词!对香豆酸&阿魏酸&低聚糖阿魏酸酯&酪氨酸酶
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酪氨酸酶(

ED#)#0)#,)#

)是一种多酚氧化酶!其活性中

心有两个铜离子!可催化单酚类物质(单酚酶活性)和二酚类

物质氧化为醌类(二酚酶活性)

.

#

/

!在黑色素形成的反应前期

起着非常重要的作用!是人体黑色素合成的限速酶"由于黑

色素的过度沉淀会导致雀斑#黄褐斑#老年斑等皮肤疾病.

"

/

!

因此人们对酪氨酸酶抑制作用的研究日益重视"酪氨酸酶

抑制剂主要分为五大类'某些酚类物质#苯甲醛类#苯甲酸衍

生物#长链脂类或类固醇#还有其他的一些天然或者合成的

抑制剂.

!

/

"

对香豆酸以游离态或结合态广泛存在于水果#蔬菜#谷

物及蕈类中!如苹果#梨#大豆#土豆#玉米和燕麦等.

0

/

&阿魏

酸存在于一些水果#蔬菜#饮料和中药!如当归#升麻属类和

川芎中.

-

/

"玉米皮天然提取物低聚糖阿魏酸酯是阿魏酸与

低聚糖酯化形成的物质!因其结构既含有阿魏酰基!又含有

亲水性的低聚糖基团!因此具有阿魏酸和低聚糖的双重活

性!能促进双歧杆菌的增殖#清除自由基#抑制红细胞氧化性

溶血!水溶性好!热稳定性高.

%

/

"因为酶抑制剂主要应用于

食品和化妆品行业!其安全稳定和高效性是极其重要的因

素!因此!低聚糖阿魏酸酯具有很高的实践应用价值"

近年来!对安全高效型酪氨酸酶抑制剂的探寻一直是一

个研究热点"有前人发现对香豆酸和阿魏酸对单酚酶显示

出一定的抑制效果!本试验则从单酚酶和二酚酶两个方面更

系统地探讨了这两种物质对酪氨酸酶的抑制作用"玉米低

/



聚糖阿魏酸酯作为一种新型功能性谷物提取物!对酪氨酸酶

的抑制作用未见报道"本试验拟采用紫外分光光度法研究

酪氨酸酶的活力!利用
OCJ<S<@+<=F?A=R

双倒数法求出
!

种

物质对酪氨酸单酚酶的抑制动力学参数从而探讨其抑制机

理!旨在为天然安全的美白剂开发和食品保鲜技术如延缓果

蔬#饮料类褐变提供理论基础"

#

!

材料与方法
#)#

!

材料与仪器

#)#)#

!

材料与试剂

蘑菇酪氨酸酶'

-$-[

-

G

K

!超纯级!合肥博美生物科技

有限责任公司&

酪氨酸#左旋多巴'

//1

!北京百灵威科技有限公司&

阿魏酸#对香豆酸'

/,1

!广州市齐云生物技术有限

公司&

低聚糖阿魏酸酯'本实验室参考文献.

%

/从玉米麸皮中

提取!其阿魏酸质量分数为
#!1

!还原糖主要有木糖#阿拉伯

糖#半乳糖和葡萄糖&

玉米麸皮'山东西王集团有限公司&

二甲基亚砜(

8U7Z

)'

//),1

!北京百灵威科技有限

公司&

磷酸氢二钠#磷酸二氢钠'分析纯!天津市大茂化学试

剂厂"

#)#)"

!

主要仪器设备

精密电子天平'

T:F"$$

型!广州市艾安得仪器有限

公司&

紫外分光光度计'

[&F/$$

型!北京瑞利分析仪器公司&

水浴锅'

TTF0

型!江苏金坛市宏华仪器厂&

微型涡旋混合仪'

hWF,$3

型!上海沪西分析仪器厂"

#)"

!

方法

#)")#

!

!

种物质对酪氨酸酶抑制作用(

+1

-$

)及迟滞时间的

测定
!

根据文献.

.

!

,

/!修改如下'将对香豆酸#阿魏酸#低

聚糖阿魏酸酯溶于
8U7Z

中配成不同浓度的溶液&将酪氨

酸#多 巴 和 酪 氨 酸 酶 分 别 用
$)# GG'(

-

O

磷 酸 缓 冲 液

(

Q

T%),

)配成一定浓度的溶液"向离心管中加入由
!)0GO

的酪氨酸(或多巴)和
$)#GO

抑制剂(对照组用
8U7Z

代替

抑制剂)组成的混合液!将混合液和酶液分别置于
!.\

水中

温浴
-GCJ

!取
$)#GO

酶液加入混合液中!用涡旋混合仪混匀

后立即倒入比色皿中!置于紫外分光光度计内!记录
0.-JG

波长下吸光度的变化(以酪氨酸为底物!阿魏酸或低聚糖阿

魏酸酯为抑制剂时!测量
#$GCJ

内吸光度的变化!而添加对

香豆酸为抑制剂则需测量
!$GCJ

内的吸光度变化!以避免

迟滞作用的干扰.

/

/

&以多巴为底物!

!

种物质分别为抑制剂

时!均测量
"GCJ

内的吸光度变化)"在此体系中!酶的最终

浓度为
-$[

-

GO

(多巴为底物时!酶浓度为
"$[

-

GO

)!酪氨

酸的最终浓度为
#)-GG'(

-

O

(多巴浓度为
#$GG'(

-

O

)"

反应曲线的直线部分斜率即为速率!由于单酚酶反应具

有迟滞效应!速率的计算应先获得反应曲线上
0

个连续点呈

线性关系的回归方程!其斜率为速率&同时!将直线部分反向

延长!交于横轴的值即为迟滞时间.

#$

/

"

#)")"

!

!

种物质对酪氨酸酶的抑制动力学
!

固定酶浓度

-$[

-

GO

!测 量 不 同 抑 制 剂 浓 度 (对 香 豆 酸'

$)$

!

$)#

!

$)"GG'(

-

O

&阿魏酸'

$

!

!

!

.GG'(

-

O

&低聚糖阿魏酸酯'

$

!

#

!

"GG'(

-

O

)和不同酪氨酸浓度(

$)!

!

#)-GG'(

-

O

)下酶的催

化反应速度!用
OCJ<S<@+<=F?A=R

双倒数法做出酶动力学曲

线得到动力学参数以判断其抑制类型"

#)")!

!

相对抑制率的计算
!

计算公式'

+

T

#

U

V

'

V

$

( )

W

#$$1

! (

#

)

式中'

+

***相对抑制率!

1

&

V

'

***有抑制剂存在时的反应速率!

&

#O

0.-JG

-

GCJ

&

V

$

***无抑制剂存在时的反应速率!

&

#O

0.-JG

-

GCJ

"

"

!

结果与分析

")#

!

!

种物质对单酚酶迟滞时间的影响

迟滞效应是酪氨酸酶单酚酶催化反应的典型特征.

!

/

"表

现为单酚底物与酶接触后!反应速度随时间的延长而逐渐增

加!并最终达到稳定的最大速度"迟滞时间的延长!说明抑制

剂增加了酶达到最大催化速度的时间!延缓了酶的反应"

酪氨酸酶在自然状态下主要以
E

G<>

形式存在.

0

/

!该状态

下的酪氨酸酶不能与单酚底物结合!但具有二酚酶活性!能

氧化邻二酚类化合物成邻二醌!同时酶转化成
E

N'X

L

态(脱氧

态)!而
E

N'X

L

状态下的酶能和氧分子结合转变成
E

'X

L

状态.

##

/

"

E

'X

L

状态下的酶能使单酚底物和二酚底物通过不同途径氧化

成醌类"酶从
E

G<>

状态转变为
E

'X

L

状态需要一定的时间!因

此产生了单酚酶氧化的迟滞效应"单酚底物反应的迟滞时

间主要取决于反应溶液中酶和单酚底物的浓度!单酚底物浓

度越大迟滞时间越长!酶浓度越大迟滞时间则越短.

#$

/

"

以酪氨酸为底物!酪氨酸酶催化反应的初始阶段速度较

小!随着反应时间的延长而逐渐上升到稳定速度"加入不同

浓度的对香豆酸后!迟滞时间随抑制剂浓度的升高而明显延

长!当对香豆酸浓度达到
#)-GG'(

-

O

时!迟滞时间为对照组

的
.)-

倍!见图
#

(

@

)&以阿魏酸为抑制剂时!迟滞时间也随抑

制剂浓度的增加而增加!但增加幅度比对香豆酸小!当阿魏

酸浓度提高到
#$ GG'(

-

O

!迟滞时间仅增大到对照组的

#)0

倍!见图
#

(

;

)&而低聚糖阿魏酸酯则缩短单酚酶的迟滞

时间!当低聚糖阿魏酸酯为
")-GG'(

-

O

时!迟滞时间变为对

照组的
-$1

!见图
#

(

H

)"

二酚类物质能使酶从
E

G<>

状态转化成
E

'X

L

状态!因此二

酚类物质的积累速度和单酚酶反应的迟滞时间有关"二酚

类物质主要由
E

'X

L

状态的酶氧化单酚底物产生的邻二醌还

原而来.

##

/

"本试验中!对香豆酸和阿魏酸能延长迟滞时间!

可能是它们与底物竞争结合
E

'X

L

状态的酶!而其氧化形成的

邻二醌无法被还原成二酚类物质!因此减慢了二酚类物质的

积累速度&低聚糖阿魏酸酯由于具有还原性的糖配基!会加

速邻醌类还原成二酚类物质!从而缩短迟滞时间"

$#

基础研究
!

"$#%

年第
##

期



低聚糖阿魏酸酯的浓度用其总阿魏酸的浓度代替&迟滞时间是反应

曲线直线部分反向延长并交于横轴的值!如图中虚线所示

图
#

!

对香豆酸(阿魏酸和低聚糖阿魏酸酯对酪氨酸酶抑制

作用的进程曲线

aC

K

A=<#

!

VCG<H'A=B<P'=>I<CJIC;C>C'J'PG'J'

Q
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L
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K
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!

!

种物质对单酚酶的抑制效果"

+1

-$

#

酪氨酸酶能催化单酚化合物和二酚化合物氧化成黑色

素!其中测定单酚酶活性时通常用酪氨酸作为底物!而测定

二酚酶活性时则用多巴为反应底物"

由图
"

可知!

!

种物质的浓度与抑制效果都成正相关!对

香豆酸#阿魏酸和低聚糖阿魏酸酯的半抑制浓度(

+1

-$

)分别

为
$).-

!

/)!$

!

!)"$GG'(

-

O

"由此可见!以酪氨酸为底物时!

对酪氨酸酶抑制效果最好的为对香豆酸!其次为低聚糖阿魏

酸酯和阿魏酸"

阿魏酸在分子结构上比对香豆酸多了一个甲氧基!而阿

魏酸对酪氨酸酶催化反应的抑制效果不如对香豆酸!说明酚

酸苯环上甲氧基的增加会减弱酚酸对酪氨酸酶的抑制效果"

低聚糖阿魏酸酯的浓度用其总阿魏酸的浓度替代

图
"

!

不同浓度的对香豆酸(阿魏酸和低聚糖阿魏酸酯

单酚酶抑制率的影响

aC

K

A=<"

!

6JIC;C>'=

L
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S
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#
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L

(@><N

'(C

K

'B@HHI@=CN<B'JG'J'

Q

I<J'(@B<

原因是甲氧基为供电子基团!使酚羟基上的电子云密度增加!

电子不易离去!使得抑制剂较难与酪氨酸酶结合"低聚糖阿

魏酸酯和游离的阿魏酸相比!具有更强的金属离子螯合力.

#"

/

!

从而将酶中的铜离子螯合!使酶的活力下降"同时!低聚糖阿

魏酸酯中的醛基可与酶活性中心周围的氨基酸残基结合而形

成空间位阻!因此具有更强的酪氨酸酶抑制力.

#!

/

"

")!

!

!

种物质对单酚酶的抑制动力学

对香豆酸#阿魏酸和低聚糖阿魏酸酯对酪氨酸酶单酚酶

抑制作用的机理!可以以酪氨酸为底物!通过研究抑制剂对

酶催化反应动力学参数的影响来推断"通过做
OCJ<S<@+<=F

;A=R

双倒数图!可推算出酶抑制动力学的两个重要参数'表

观米氏常数(

@

J

)和最大反应速度(

V

J

)"

图
!

为本试验研究的
!

种物质的
OCJ<S<@+<=F;A=R

双倒

数图"当加入不同浓度的低聚糖阿魏酸酯和阿魏酸时!随着

抑制剂浓度增大!

@

J

值增大而
V

J

值下降!可以推断低聚糖

阿魏酸酯和阿魏酸对酪氨酸酶的抑制机理都为混合型抑制!

且得到的两组
OCJ<S<@+<=F;A=R

直线相都交于第二象限说明

为竞争*非竞争性混合抑制.

#0

/

"对于对香豆酸!直线斜率

随对香豆酸浓度增加而增大!纵截距不变!说明米氏常数
@

J

值增大而
V

J

值恒定!表现为竞争性抑制"

酪氨酸酶反应活性中心有两个金属铜离子!

DA3

和

DA?

!酪氨酸会和其中的
DA3

结合从而进一步被催化氧化成

醌类.

#-

/

"由于供试的
!

种物质都具有与酪氨酸相似的结

构!由试验结果可推测!对香豆酸与游离的酪氨酸竞争性结

合
DA3

位点&低聚糖阿魏酸酯和阿魏酸与酪氨酸竞争酶的

DA3

位点或与酶*酪氨酸络合物结合从而抑制产物的形成!

另外!低聚糖阿魏酸酯中的糖苷配基的醛基能与酶活性中心

周围的氨基酸残基结合!形成席夫碱结构!从而在活性中心

周围形成空间位阻!也阻碍酶和底物结合.

#!

/

"

")0

!

!

种物质对二酚酶的抑制效果"

+1

-$

#

图
0

显示了不同浓度的
!

种物质与二酚酶抑制率的关

系"以多巴为底物时!对香豆酸和阿魏酸对二酚酶的抑制率

##

第
!"

卷第
##

期 易晶晶等'对香豆酸#阿魏酸和低聚糖阿魏酸酯对酪氨酸酶的抑制效果
!



图
!

!

加入对香豆酸(阿魏酸和低聚糖阿魏酸酯后单酚酶的

OCJ<S<@+<=F?A=R

曲线
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低聚糖阿魏酸酯的浓度用其总阿魏酸的浓度替代!小图为低聚糖阿

魏酸酯曲线的放大图

图
0

!

不同浓度的对香豆酸(阿魏酸和低聚糖阿魏酸酯

二酚酶抑制率的影响
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随抑制剂浓度的增加而增加"对香豆酸和阿魏酸对二酚酶

的
+1

-$

值分别为
0)!

!

#").GG'(

-

O

!可见对香豆酸对二酚酶

的抑制效率高于阿魏酸"低聚糖阿魏酸酯在
8U7Z

的可溶

解范围内对二酚酶基本没有影响(如图
0

中低聚糖阿魏酸酯

曲线所示)"

!

!

结论
对香豆酸对单酚酶和二酚酶都有抑制作用!主要表现在

延长单酚酶作用的迟滞时间!降低单酚酶和二酚酶反应稳态

时的速度&阿魏酸对单酚酶和二酚酶都有抑制作用!但抑制效

果不如对香豆酸!说明酚酸苯环上甲氧基的增加会减弱酚酸

对酪氨酸酶的抑制效果&低聚糖阿魏酸酯会缩短单酚酶的迟

滞时间!阿魏酸总浓度相同时!低聚糖阿魏酸酯对单酚酶稳态

速度的抑制效果高于游离态的阿魏酸!但低聚糖阿魏酸酯对

二酚酶的活力没有影响"对香豆酸对单酚酶的抑制机理为竞

争性抑制!阿魏酸和低聚糖阿魏酸酯属于混合型抑制"

考虑到低聚糖阿魏酸酯是从玉米皮中提取的天然化合

物!成本低!具有抗氧化#抗糖基化等其他功效.

#%

/

!可以添加

于美容或保健产品中!提升其保健价值"
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Z[ À@JF

L

CJ

K

!

T[3*5D@CFIA@J

!

<>@()8<=C+@>C+<B'P

P<=A(CH@HCN

'

7>=AH>A=<

!

Q

=<

Q

@=@>C'J@JN;C'('

K

CH@(@H>C+C>C<B

.

`

/

)

3JJA@(:<B<@=HIi:<+C<SCJ?C'('

KL

!

"$#-

!

-

(

%

)'

-#"F-",)

.

%

/

]3Z7I<J

K

FS<J

!

WE* hC@'FXC@'

!

T[3*5 :AF

M

CJ

K

!

<>@()

9='><H>C'J 'PP<=A('

L

(@><N '(C

K

'B@HHI@=CN<B P='G H'=J ;=@J

@

K

@CJB>'XCN@>C+<B>=<BBCJ9D#"H<((B

.

`

/

)̀'A=J@('P3

K

=CHA(>A=<

@JNa''NDI<GCB>=

L

!

"$#0

!

%"

(

!

)'

%%,F%.0)

.

.

/刘晓丹!黄璜!陈清西
)

苯甲酸对蘑菇酪氨酸酶抑制作用机理的

研究.

`

/

)

厦门大学学报!

"$$!

!

0"

(

#

)'

#$"F#$%

.

,

/

D[6]C

!

O63*55<

!

T[ ]'J

K

FIA@

!

<>@()3(

Q

I@F7A;B>C>A><N

N<=C+@>C+<B 'P HCJJ@G@(N<I

L

N< @B >

L

='BCJ@B< CJIC;C>'=B

'

6JIC;C>'=

L

G<HI@JCBG@JNG'(<HA(@=@J@(

L

BCB

.

`

/

>̀'A=J@('P3

K

F

=CHA(>A=<@JNa''NDI<GCB>=

L

!

"$#-

!

%!

(

"

)'

.#%F."")

.

/

/

3*7U

!

YZT 7̀

!

?ZZ]D)

S

FD'AG@=CH@HCNJ'>'J(

L

CJIC;C>B

IAG@J>

L

='BCJ@B<@H>C+C>

L

CJ+C>=';A>@(B'G<(@J'

K

<J<BCBCJH<((B

<X

Q

'B<N>'[&?

.

`

/

)9I

L

>'>I<=@

QL

:<B<@=HI

!

"$#$

!

"0

(

,

)'

##.-F##,$)

!下转第
%!

页"

"#

基础研究
!

"$#%

年第
##

期



表
"

!

试验因素水平表

V@;(<"

!

a@H>'=B@JN(<+<(B'P>I<<X

Q

<=CG<J>B

水平
3

安装高度

1

-

GG

?

搅拌桨直径

I

-

GG

D

速度
N

-

(

=

0

GCJ

2#

)

# #$$ "!$ "$$

" #0$ !-$ !$$

表
!

!

试验方案及试验结果表

V@;(<!

!

EX

Q

<=CG<J>@(BHI<G<@JN<X

Q

<=CG<J>@(=<BA(>

试验号
3 ? D

果粒含

G@X

-

1

果粒含

GCJ

-

1

果粒幅

值-
1

# # # # .)#$ -)"# #),/

" # " " -)!, 0).# $)%/

! " # " -)-$ !).# #)./

0 " " # -)/0 0)/. $)/.

@

#

")-, !)%, "),%

'''''''''''''''''''''''

@

"

").% #)%% ")0,

- $)#, ")$" $)!,

表
"

中果粒幅值最低"并且该组参数的试验结果中!果粒含

量为
0).#1

!

-)!,1

!试验结果完全满足要求"

0

!

结论
本试验先根据设计手册及其他学者的研究成果设计出

储液搅拌缸的初始模型!并给定其各项参数"再利用
aO[F

E*V

软件对该模型进行仿真试验!发现其缺陷!并对结果进

行研究发现搅拌桨安装高度#搅拌桨叶片直径#搅拌桨的旋

转速度都是影响果粒浓度的重要因素"最后采用正交试验

法与
aO[E*V

数值模拟相结合的方式!得到了果粒浓度分

布云图!判定了影响搅拌过程的
!

个因素的主次顺序!并选

出最佳组合
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