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槲皮素对胰蛋白酶活性的影响 
 

赵红辉，韦庆益，陈磊，袁尔东，宁正祥 

（华南理工大学轻工与食品学院，广州 510640） 
摘要：通过测定槲皮素对胰蛋白酶催化活性、催化反应动力学以及内源荧光光谱的影响，对槲皮素和胰蛋白酶相互作用特性进

行研究。结果表明：槲皮素对胰蛋白酶催化活性有明显的抑制作用，当槲皮素与胰蛋白酶的摩尔比为 44:1，在 37 ℃反应 10 min，抑

制率达到 32.5%；反应时间对两者的作用影响并不明显；槲皮素对胰蛋白酶催化活性的抑制作用属于可逆的竞争性抑制；槲皮素可使

胰蛋白酶的内源荧光发生猝灭现象，猝灭常数 Kq 是 4.7415×1012 (mol/L)-1·S-1，猝灭类型为静态猝灭，结合位点数 N 为 0.9206。 
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Abstract: The interaction between quercetin and trypsin was studied by measuring the catalytic activity, the enzymatic kinetic analysis 

and fluorescence spectra. Quercetin showed inhibition effect on catalytic activity of trypsin. When trypsin was treated by quercetin with the 

molar ratio of quercetin to trypsin of 44:1 for 10mins under 37 ℃, the inhibition rate reached 32.5%. Reaction time had little effect on the 

inhibition rate. The type of inhibition effect was reversible competitive inhibition. Quercetin can cause the quenching of intrinsic fluorescence of 

trypsin in physiological condition. With fluorescence quenching method，the quenching constant Kq was found to be 4.7415×1012 (mol/L)-1·S-1  

and the number of binding site N was 0.9206. 
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槲皮素（quercetin，图 1）是一种重要的植物次生

代谢产物，属类黄酮物质中的黄酮醇，具有抗氧化及

清除活性氧自由基、抗癌、抗菌、抗病毒、镇痛、降

血压及免疫作用增强等作用[1~3]。由于分子内多个酚羟

基的存在，槲皮素经口摄入之后，在消化道内可能与

其中的酶蛋白发生结合作用，从而影响到其自身生物

活 性及 酶催 化活 性的 有效 发挥 。胰 蛋白 酶

（EC3.4.21.4，trypsin）是一种内肽酶，主要作用于精

氨酸或赖氨酸羧基端的肽键，可把天然蛋白、变性蛋

白、纤维蛋白和粘蛋白等蛋白质水解为多肽或氨基酸，

常将胰蛋白酶在临床上用于抗炎症和消化药物的复配
[4]。本文研究槲皮素对胰蛋白酶特性的影响情况，探

讨槲皮素与胰蛋白酶相互作用的机制。 

1  材料和方法 

1.1  材料和试剂 
TU-1810PC型紫外可见光分光光度计；Hitachi- 
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4500荧光分光光度计；pH计；离心机等。胰蛋白酶，

上海伯奥生物科技有限公司；槲皮素（98%），陕西慧

科植物开发有限公司。茚三酮等试剂均为国产分析纯，

所有溶液均用去离子水配制，并用0.1 mol/L的PBS缓
冲液以保持生理条件。 

 
图1 槲皮素的化学结构 

Fig.1 Molecular structures of quercetin 

1.2  试验方法 
1.2.1  槲皮素对胰蛋白酶活性的影响 

取一定量的槲皮素和胰蛋白酶溶液，在不同的反

应条件下混合反应，测定反应前后胰蛋白酶的催化活

性，探讨反应体系 pH、反应时间和浓度比对槲皮素-
胰蛋白酶的相互作用强弱的影响。 

胰蛋白酶活性的测定方法：采用茚三酮比色法测



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2012, Vol.28, No.3 

定胰蛋白酶活力。胰蛋白酶催化水解酪蛋白产生氨基

酸，氨基酸与茚三酮作用生成紫红色物质，在 568 nm
波长处有最大吸收，由此即可了解胰蛋白酶催化活力
[5]。 

取1 mL酶液加入2 mL 1%酪蛋白溶液，40 ℃下酶

解反应10 min后，加三氯乙酸终止反应。酶解液3000 
r/min离心10 min，取上清液0.8 mL于具塞试管中，加

入2 mL 2%茚三酮溶液和2 mL pH 5.0乙酸缓冲液，水

浴煮沸20 min，取出，迅速冷却至室温，测定568 nm
波长处吸光度。同样方法，配制L-酪氨酸标准溶液，

用茚三酮显色，制作标准曲线。同一样品平行测定三

次。胰蛋白酶活力定义为：1 mmol胰蛋白酶在10 min
内水解酪蛋白产生1 mg酪氨酸为1个酶活力单位。抑

制率计算公式为： 

%100
E

E-E
% ×=

空白

样品空白抑制率  

注：E空白为空白组酶活力；E样品为样品组酶活力。 
1.2.2  胰蛋白酶催化动力学研究 

判断抑制类型：反应速率的测量方法见文献[6,7]，

固定底物酪蛋白和样品槲皮素浓度，改变酶的浓度，

得到一系列反应速率值，以v对[En]作图，可得到一条

直线。保持底物浓度不变，改变样品浓度，以同样方

法得到另外几条直线，根据这一组直线可判断抑制剂

的抑制类型。 
判断可逆抑制类型：采用Lineweaver-Burk作图法

判断。反应速率的测量方法同抑制类型判断方法。固

定酶和样品浓度，改变底物浓度，得到一系列反应速

率值，以1/V对1/[S]作图，得到一条双倒数曲线。保持

酶浓度不变，改变样品浓度，以同样方法得到另外几

条双倒数曲线。根据双倒数作图确定可逆抑制类型。 
1.2.3  槲皮素对胰蛋白酶荧光光谱的影响 

在4 mL 5 μmol/L胰蛋白酶溶液中加入不同体积1 
mmol/L槲皮素溶液，室温下静置10 min，以等量PBS
作为空白参比，在荧光光度计上以295 nm为激发波

长，扫描225~500 nm的荧光发射光谱变化。 

2  结果讨论 

2.1  pH 值对槲皮素-胰蛋白酶相互作用的影响 
如图 2 所示，在不同 pH 条件下，槲皮素对胰蛋

白酶催化活力的抑制效果略有差异，pH 6.5 条件下槲

皮素对胰蛋白酶催化活力的抑制率，较 pH 7.4 和 pH 
8.0 条件下的稍低。考虑到人体生理环境条件，因此后

继试验中采用 pH 7.4 反应体系。 
2.2  反应时间对槲皮素-胰蛋白酶相互作用的影响 

如图 3 所示，随着时间的延长，槲皮素对胰蛋白

酶催化活性的抑制作用并没有发生明显的变化，说明

槲皮素和胰蛋白酶能很快完成反应过程。 
2.3  槲皮素添加量对槲皮素-胰蛋白酶相互作用的影

响 

 
图2 pH值对槲皮素-胰蛋白酶相互作用的影响 

Fig.2 The effect of pH on the interaction between quercetin and 

trypsin 

 
图3 反应时间对槲皮素-胰蛋白酶相互作用的影响 

Fig.3 The effect of time on the interaction between quercetin 

and trypsin 

 
图4 槲皮素添加量对胰蛋白酶活性的影响 

Fig.4 The effect of quercetin on the tryptic activity 

由图 4 所示，随着槲皮素比例的增加，其对胰蛋

白酶活力的抑制率也明显增加。当槲皮素添加量为胰

蛋白酶的 44 倍（摩尔比）时，其对胰蛋白酶的催化活

性抑制率达到 32.5%。 
2.4  槲皮素抑制胰蛋白酶催化活性的动力学性质研

究 
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图5 槲皮素对胰蛋白酶的抑制作用机理判断 

Fig.5 Determination of the inhibitory mechanism of quercetin 

on trypsin 

 
图6 槲皮素对胰蛋白酶抑制作用的Lineweaver-Burk双倒数曲

线 

Fig.6 Lineweaver-Burk plots of the inhibitory mechanism of 

quercetin on trypsin 

黄酮类化合物可通过疏水作用和氢键与酶蛋白结

合，当结合到酶的活性部位时表现为竞争性抑制，结

合到非活性部位时则表现为非竞争性抑制。这种抑制

作用与化合物的分子结构和浓度、酶蛋白的氨基酸组

成以及构型等密切相关[8]。这种相互作用，可以影响

酶蛋白的理化特性和酶学性质
[9,10]

。从图 5 和图 6 可

以看出，槲皮素对胰蛋白酶的抑制类型是可逆竞争性

抑制，槲皮素-胰蛋白酶的作用部位在其活性羟基位

置。 
2.5  槲皮素对胰蛋白酶荧光光谱的影响 

如图7所示，以λex=295 nm，胰蛋白酶在340 nm左

右具有最大发射波长。试验中，固定胰蛋白酶的量，

逐渐增大槲皮素与胰蛋白酶的比例，胰蛋白酶的内源

荧光呈现规律性的降低，峰形及峰位置不变，说明槲

皮素与胰蛋白酶形成了复合物。 

根据槲皮素对胰蛋白酶荧光猝灭的图谱，以荧光

强度F0/F对槲皮素[Q]作图，得到Stern-Volmer方程：，

y=4.7415×104[Q]+1.0000相关系数是0.9944，猝灭常数

Kq是4.7415×1012 (mol/L)-1·S-1。Kq值远大于各类淬灭剂

对生物大分子的最大扩散常数2.0×1010(mol/L)-1·S-1，

因此槲皮素对胰蛋白酶的荧光淬灭以静态淬灭为主
[11]。 

在室温下做槲皮素与胰蛋白酶的lg[(F0-F)/F]对
lg[Q]的双对数图，得到Lineweaver-Burk线性方程

lg[(F0-F)/F]=4.2827+0.9206lg[Q]，相关系数是0.9830，
结合位点数是0.9206，推测槲皮素与胰蛋白酶只有一

个结合位点。 

 
图7 不同浓度的槲皮素对胰蛋白酶的荧光猝灭效应 

Fig.7 The quenching of fluorescence spectra of trypsin after 

treatment with different concentration of quercetin 

注：曲线0-6表示不同的槲皮素浓度分别为0、0.0025、

0.005、0.010、0.015、0.020、0.025 mmol/L 

3  结论 

槲皮素对胰蛋白酶催化水解酪蛋白有明显的抑制

作用，并且这种随着槲皮素与胰蛋白酶比例增大而增

强，反应时间对两者的相互作用影响并不明显。酶活

性动力学试验显示，槲皮素对胰蛋白酶催化活性的抑

制作用属于可逆的竞争性抑制。槲皮素可以使胰蛋白

酶的内源荧光发生猝灭现象，猝灭常数 Kq 是

4.7415×1012 (mol/L)-1·S-1，猝灭类型为静态猝灭，结合

位点数 n 为 0.9206。 
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