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二硫代氨基甲酸类化合物对酪氨酸酶的抑制作用

刘兆明　刘正卿　崔柏宁　刘超群　孔晓青　王慧云△

（济宁医学院药学院，日照２７６８２６）

　　摘　要　目的　考察８种二硫代氨基甲酸类化合物对酪氨酸酶活力的抑制作用。方法　以酪氨酸或左旋
多巴为底物，利用分光光度法对酪氨酸酶的单酚酶和二酚酶活性进行定量。结果　其中６种化合物对酪氨酸酶
表现出较强的抑制作用，对单酚酶抑制效应最强的是化合物３，其半数抑制浓度（ＩＣ５０）为０．０６μｍｏｌ／Ｌ，对二酚酶
抑制效应最强的是化合物１（ＩＣ５０＝５．４μｍｏｌ／Ｌ）。酶动力学法显示对单酚酶的抑制作用均为可逆过程，抑制类型

表现为竞争型。金属离子络合实验表明，Ｃｕ２＋对化合物的抑制效应强度存在较为明显的影响，而Ｚｎ２＋的影响较
弱，Ｆｅ３＋基本没有影响。结论　二硫代氨基甲酸类化合物是酪氨酸酶的强效抑制剂。
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　　酪氨酸酶是含铜原子的多功能氧化酶，主要介
导黑色素前体多巴醌的合成［１］。酪氨酸酶催化活

性的异常升高会诱发雀斑、黄褐斑等色素沉着症

状［２］。通过抑制酪氨酸酶活性可有效减轻色素沉

着。目前，应用较广泛的酪氨酸酶抑制剂有曲酸、

氢醌、熊果苷等［３６］，但由于存在稳定性差、安全性

低及抑制强度弱等问题，寻找新型结构抑制剂已成

为该领域的研究热点。

二乙基二硫代氨基甲酸钠（ｓｏｄｉｕｍｄｉｅｔｈｙｌｄｉ
ｔｈｉｏｃａｒｂａｍａｔｅ，ＤＤＴＣ），与铜离子络合显色，可用于
可溶性铜的定量［７］，其金属螯合物能阻止癌细胞

转移和细胞外基质降解［８９］。本文以 Ｌ酪氨酸和
左旋多巴为底物，测定了８种二硫代氨基甲酸类化
合物对酪氨酸酶的抑制作用，初步探究了此类化合

物的抑制机理。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
酪氨酸酶（Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ化学有限公司）；３甲

基２苯并噻唑啉酮腙盐酸盐水合物（ＭＢＴＨ）和曲
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酸（上海萨恩化学技术有限公司）；３，４二羟基Ｌ
苯基丙氨酸和 Ｌ酪氨酸（天津希恩思生化科技有
限公司）；二甲基二硫代氨基甲酸钠（１）、甲基哌啶
二硫代甲酸甲基哌啶盐（２）、１吡咯烷二硫代甲酸
铵（３）、六甲烯二硫代氨基甲酸六甲基铵盐（４）、二
苄基二硫代氨基甲酸钠（５）、一硫化四甲基秋兰姆
（６）、二硫化四乙基秋兰姆（７）和二乙基二硫代氨
基甲酸钠（ＤＤＴＣ），均购于梯希爱（上海）化成工业
发展有限公司。实验所用试剂均为分析纯，实验用

水为自制超纯水。结构式如图１。

图１　二硫代氨基甲酸类分子的化学结构

ＤＮＭ９６０２Ｇ酶标分析仪（北京普朗新技术有
限公司）；ＴＢ２１５Ｄ电子天平（北京赛多利斯仪器
系统有限公司）；恒温振荡金属浴（上海一恒科学

仪器有限公司）；ＫＱ５００ＤＢ型数控超声波清洗器
（昆山市超声仪器有限公司）；ＸＷ８０Ａ微型旋涡混
合仪（上海沪西分析仪器厂有限公司）。

１．２　方 法
１．２．１　化合物对酪氨酸酶活性的抑制作用检测　
酪氨酸酶催化活性的测定方法在文献［１０］的方法基

础上做了少许调整，即在磷酸盐缓冲液（ｐＨ７．４）
中，以１．０ｍｍｏｌ／Ｌ的 Ｌｔｙｒｏｓｉｎｅ或 Ｌｄｏｐａ为底物，
利用其反应生成的中间产物能与 ＭＢＴＨ结合，生
成的粉红色结合产物在４９２ｎｍ处有最大吸收，通
过在酶标仪中测定４９２ｎｍ处的吸光度进行酪氨酸
酶的活性定量。以Ｌｔｙｒｏｓｉｎｅ的羟化反应作为单酚
酶活性，以 Ｌｄｏｐａ的氧化反应作为二酚酶活性。
将８种化合物分别溶于ＤＭＳＯ中，配成１．０ｍｍｏｌ／Ｌ
的初始浓度，然后稀释成不同浓度（５００．０、２００．０、
１００．０、５０．０、１０．０、５．０、２．０、１．０和０．１μｍｏｌ／Ｌ）添
加到反应体系中，于恒温振荡金属浴中（３７℃）孵
育１０ｍｉｎ后，移入 ９６孔板并置于酶标仪中记录
４９２ｎｍ波长处的吸光度 Ａ。各化合物对酪氨酸酶
的抑制作用通过下式计算：

抑制率％＝［（Ａ２－Ａ４）－（Ａ１－Ａ３）］／（Ａ２－Ａ４）×１００％

式中，Ａ１为同时加化合物和酶的反应体系的
吸光度，Ａ２为加酶不加化合物的吸光度，Ａ３为只加
化合物不加酶的吸光度，Ａ４为未加化合物和酶的
吸光度。数据经拟合后抑制率为５０％时对应的化
合物浓度即该样品的ＩＣ５０值。
１．２．２　抑制机理考察及单酚酶抑制类型判断　
通过系列浓度化合物对４种不同浓度（５．４、１０．７、
１６．１及２１．４μｇ／ｍｌ）酪氨酸酶催化底物氧化活力
的影响来判断其抑制机理，即根据抑制剂分子与酶

的反应活性中心以非共价或是共价方式结合，考察

抑制作用是不可逆抑制（ｉｒｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ）还
是可逆抑制（ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ）。当采用相对残
余活性对酶浓度作图，如果得到一组均通过原点的

直线，则为可逆抑制过程。另外，通过改变底物 Ｌ
ｄｏｐａ的浓度和化合物浓度，并采用 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ
Ｂｕｒｋ双倒数作图对其单酚酶抑制类型进行判断。
１．２．３　金属离子对抑制作用的影响检测　由于二
硫代氨基甲酸类化合物能与铜离子等金属离子发

生络合作用，考察金属离子与化合物共存时对其抑

制作用的影响。采用去离子水配制硫酸铜、硫酸锌

和三氯化铁溶液，浓度为１０．０ｍｍｏｌ／Ｌ和２．０ｍｍｏｌ／
Ｌ，将其加入反应体系中与酶和化合物作用５ｍｉｎ，
然后按照１．２．１酪氨酸酶活性评价部分进行余下
操作。分别在１∶１、１∶０．２和１∶０摩尔比条件下考
察了金属离子对抑制活性的影响。

２　结果与讨论

２．１　ＤＤＴＣ的抑制作用
迄今为止，已报道的酪氨酸酶抑制剂分子中仅

少数几种能够用于美白产品中，其中，曲酸和氢醌

的应用最为广泛。我们将二硫代氨基甲酸类的代

表性化合物ＤＤＴＣ与曲酸和氢醌对二酚酶的抑制
作用做了比较（图２）。结果发现 ＤＤＴＣ具有较好
的二酚酶抑制作用，随着剂量增加，残余酶活力逐

渐下降，拟合得到的半数抑制浓度（ＩＣ５０）值为
２３７μｍｏｌ／Ｌ，当浓度＞１００．０μｍｏｌ／Ｌ时可获得完全
的酶抑制作用（抑制率 ＞９５％）。曲酸抑制效力约
为ＤＤＴＣ的１／６，其ＩＣ５０值约为１３８．３μｍｏｌ／Ｌ，当曲
酸浓度达到５．２ｍｍｏｌ／Ｌ以上才可获得最大抑制率
（９４．８％）。在此条件下，氢醌是酪氨酸酶的不良
抑制剂，ＩＣ５０值比 ＤＤＴＣ和曲酸高了２～３个数量
级，约为１０．１ｍｍｏｌ／Ｌ。
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　　注：在不同浓度抑制剂分子存在的情况下，采用酪氨
酸酶的 Ｌ多巴氧化活性来计算 ＩＣ５０值，数据显示３次实
验的平均值

图２　ＤＤＴＣ和曲酸、氢醌对酪氨酸酶的抑制作用

进一步考察不同浓度 ＤＤＴＣ下蘑菇酪氨酸酶
氧化 Ｌｔｙｒｏｓｉｎｅ的进程，见图３。Ｌｔｙｒｏｓｉｎｅ作为底
物测定酪氨酸酶的单酚酶活性时，４９２ｎｍ下吸光度
随时间变化存在一个显著的滞后期，这是单酚酶活

性的特征。通过将产物积累曲线的线性部分外推

至横坐标来估计滞后期。由横坐标截距可知，该滞

后时间随 ＤＤＴＣ浓度的增加而逐渐增大，从
０μｍｏｌ／Ｌ的 ４．７ｍｉｎ增加到 １．５μｍｏｌ／Ｌ时的
１０１ｍｉｎ。当反应体系达到稳定状态后，产物累加
曲线随反应时间的增加呈线性增加，直线斜率表示

稳态速率，由图３示稳态速率也受ＤＤＴＣ加入量的
影响，随着抑制剂浓度的增加，稳态速率明显下降

且呈剂量依赖性。通过将反应速率与抑制剂浓度

非线性拟合，得其单酚酶抑制活性的 ＩＣ５０值为
１１μｍｏｌ／Ｌ。此结果表明，ＤＤＴＣ能够有效抑制酪
氨酸的单酚酶活性，不仅可以降低酶的稳态速率，

还可以有效延长产物生成的滞后时间。

　　注：反应体系包含０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｌ酪氨酸，所用缓冲
液为２０ｍｍｏｌ／ＬＫ２ＨＰＯ４!ＫＨ２ＰＯ４，曲线１～４分别表示
添加的ＤＤＴＣ浓度为０，０．５，１．０和１．５μｍｏｌ／Ｌ

图３　ＤＤＴＣ对蘑菇单酚酶的抑制时间曲线

２．２　二硫代氨基甲酸类化合物的抑制作用
通过对酶残余活性和抑制剂浓度的非线性拟

合，得到二硫代氨基甲酸类分子对酪氨酸酶的单酚

酶和二酚酶活性抑制作用的ＩＣ５０值（图４和表１）。
以Ｌｔｙｒｏｓｉｎｅ和 Ｌｄｏｐａ作为测定单酚酶和二酚酶
活性的底物。所有二硫代氨基甲酸分子对单酚酶

和二酚酶活性均显示抑制作用，且呈剂量依赖性。

其中化合物１～５对双酚酶活性ＩＣ５０值分别为５．４、
６７．７、１２．７、６．９和１７８．０μｍｏｌ／Ｌ；化合物１、３、４和
ＤＤＴＣ对单酚酶活性 ＩＣ５０值分别为０．２、０．０６、０．２
和１．１μｍｏｌ／Ｌ（由于化合物２和５具有较差的二酚
酶抑制活性，没有进一步进行其单酚酶抑制作用的

考察）。

图４　化合物１～５和ＤＤＴＣ对蘑菇酪氨酸酶单酚酶（ａ）
和二酚酶（ｂ）的抑制作用

表１　化合物１～７和ＤＤＴＣ对蘑菇酪氨酸酶单酚酶
和二酚酶的抑制作用

化合物
ＩＣ５０／μｍｏｌ·Ｌ－１

单酚酶 二酚酶

Ｋｉ
／μｍｏｌ·Ｌ－１

抑制类型

ＤＤＴＣ １．１±０．４ ２３．７±２．９ １．３ 竞争型

１ ０．２±０．０６ ５．４±１．９ ０．４ 竞争型

２ ｎ．ｄ． ６７．７±１９．１ ｎ．ｄ． ｎ．ｄ．
３ ０．０６±０．０２ １２．７±４．３ ０．９ 竞争型

４ ０．２±０．０３ ６．９±１．９ ０．６ 竞争型

５ ｎ．ｄ． １７８．０±１４０．６ ｎ．ｄ． ｎ．ｄ．
６ ｎ．ｄ． ＞１０００ ｎ．ｄ． ｎ．ｄ．
７ ｎ．ｄ． ＞１０００ ｎ．ｄ． ｎ．ｄ．

　　注：ｎ．ｄ．表示未测定

化合物１、３、４显示出比其他化合物更强的酪
氨酸酶抑制活性，而化合物２和５的抑制活性相对
较差，这表明在硫原子周围引入的烷基或芳香基团

所产生的空间位阻效应对抑制活性的提高是不利

·８３３·
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的。此外，如果结构中带负电的硫原子形成类似酸

酐的单硫化物（化合物６）或通过二硫键形成二硫
化物（化合物７）也都展现出较差的抑制活性（ＩＣ５０
＞１０００．０μｍｏｌ／Ｌ）。
２．３　抑制作用机制判断

考察４个浓度的化合物对不同浓度的酶催化
活性的抑制作用，见图５。图示，将４个浓度酶对
应的催化活性相连可得到均过原点的直线。随着

添加酶浓度的增加，单位时间内产物的生成量随之

增加，而相同酶浓度下加入的抑制剂分子的量越

多，单位时间产物的生成量则越少。最终确定，化

合物１、３、４和 ＤＤＴＣ对酪氨酸酶的抑制作用均为
可逆抑制。将不同抑制剂浓度下的反应速率和底

物浓度进行双倒数作图，得到了数条相交于ｙ轴的
直线（图６），表明化合物的抑制类型为竞争型抑
制，拟合得到的抑制常数Ｋｉ值见表１。

图５　不同浓度化合物１（ａ）、３（ｂ）、４（ｃ）和ＤＤＴＣ（ｄ）对酪氨酸酶抑制活性与酶浓度的关系

图６　化合物１（ａ）、３（ｂ）、４（ｃ）和ＤＤＴＣ（ｄ）对酪氨酸酶的抑制类型判断

２．４　金属离子螯合对抑制作用的影响
二硫代氨基甲酸盐是一些金属离子的良好螯

合剂，有报道称这类分子与 Ｍｎ２＋、Ｚｎ２＋或 Ｃｕ２＋等
离子络合后可作为有效的杀虫剂，ＤＤＴＣ与Ｃｕ２＋络
合后在体内显示出更强的抗肿瘤活性［１１］。研究化

合物１、３、４和 ＤＤＴＣ与 Ｃｕ２＋、Ｆｅ３＋和 Ｚｎ２＋等离子
络合前后对酪氨酸酶抑制作用强度的变化。见图

７。发现Ｃｕ２＋与化合物达到１∶１摩尔比时，对几种

化合物的抑制作用显示出较为明显的减弱效应，而

Ｆｅ３＋无论在哪个浓度下对它们的抑制作用影响都
不大，Ｚｎ２＋在高浓度时对化合物４和ＤＤＴＣ的抑制
效应减弱较为明显，而对化合物１和３的抑制作用
影响不大。这可能与不同结构化合物与金属离子

络合作用的强弱有关，同一种金属离子对化合物的

弱化效应则受金属离子与化合物摩尔比的影响。

图７　Ｃｕ２＋、Ｆｅ３＋和Ｚｎ２＋离子对化合物１（ａ）、３（ｂ）、４（ｃ）和ＤＤＴＣ（ｄ）的抑制能力的影响

·９３３·
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３　结论

本文测定了８种二硫代氨基甲酸类化合物对
蘑菇酪氨酸酶的单酚酶和二酚酶活力的抑制作用，

结果表明这类结构的分子是酪氨酸酶的良好抑制

剂。对单酚酶抑制效应最强的化合物３，ＩＣ５０为０．０６
μｍｏｌ／Ｌ，对二酚酶抑制效应最强的化合物１，ＩＣ５０为
５．４μｍｏｌ／Ｌ。其中，能与酶催化位点的铜原子发生
络合作用的带电硫醇基团是发挥抑制效应的必需

基团。当在硫原子周围引入甲基或苄基等具有明

显空间位阻效应的官能团，或者当化合物与 Ｃｕ２＋、
Ｚｎ２＋络合后，抑制活性均有显著下降。总之，作为
一类有效的酪氨酸酶抑制剂，二硫代氨基甲酸盐经

进一步的分子结构优化后，可成为治疗色素沉着性

皮肤病的潜在候选物。
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ｔｅｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｗｉｔｈｃｒｙｏｓｕｒｇｅｒｙ：ａｓｅｒｉｅｓｏｆｃａｓｅｓｒｅｐｏｒｔ
［Ｊ］．Ｃｒｙｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１３，６７（１）：３０３３．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．
ｃｒｙｏｂｉｏｌ．２０１３．０４．００６．

（收稿日期　２０１９０９１５）
（本文编辑：石俊强）
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