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柚皮素与 α-淀粉酶相互作用的研究 
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摘要：本文研究了柚皮素与 α-淀粉酶的相互作用。柚皮素与 α-淀粉酶反应形成复合物，从而对 α-淀粉酶的催化活性、荧光特性

以及柚皮素的抗氧化活性产生相应的影响。采用酶动力学方法和荧光光谱法研究了柚皮素对 α-淀粉酶的抑制作用。在 pH 6.8、37 ℃

条件下反应 20 min，柚皮素（1 mg/mL，0.05 mL）对 α-淀粉酶（0.33 U/mL, 0.2 mL）催化活性的抑制率达到 36.6 %。该抑制作用是

以非竞争性方式进行。柚皮素对 α-淀粉酶的内源性荧光产生有规律的猝灭作用，其方式以静态猝灭为主。二者主要通过疏水作用力

发生结合反应形成复合物，有 1 个结合位点，表观结合常数约 105 L/mol。另一方面，由于与 α-淀粉酶发生复合反应，柚皮素的还原

力和抗亚油酸氧化的活性也有一定程度的降低，而可能导致其生物活性发生改变。 
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Abstract: The complex formed by naringenin and α-amylase resulted in the decreased antioxidant activity of naringenin and catalytic 

activity of enzyme, as well as efficient quenching of the intrinsic fluorescence of α-amylase. The inhibitory effect of naringenin on α-amylase 

was studied by enzymatic kinetics and fluorescence spectroscopy. α-Amylase (0.33 U/mL, 0.2 mL) was treated by naringenin (1 mg/mL, 0.05 

mL) under pH 6.8, 37 ℃ for 20 min, the inhibition rate reached 36.6 %. The mechanism of inhibition effect was noncompetitive inhibition. The 

regular quenching of intrinsic fluorescence of α-amylase was induced by naringenin as a quencher in physiological condition, and the majority 

was static quenching. Naringenin binded with α-amylase to form a new complex was using hydrophobic interaction. An α-amylase molecule 

provided one binding site for a naringenin molecule, with the apparent binding constant Kb around 105 L·mol-1. The total antioxidant activity in 

linoleic acid emulsion and reducing power of naringenin were also inhibited by α-amylase, which might lead to the change of biological activity 

of naringenin.  
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类黄酮可通过氢键、疏水键等的作用与蛋白质发

生反应[1]，其分子中大量的酚羟基可与蛋白质主链上

的肽基以及侧链上的羟基、氨基和羧基等基团结合，

而可能引起其分子结构和生理功能的变化。当类黄酮

与酶蛋白发生作用时，则可能导致酶活性及类黄酮抗

氧化活性发生变化[2~3]。当类黄酮结合到酶的活性部

位时表现为竞争性抑制，结合到非活性部位时则为非 
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竞争性抑制。这种抑制作用与类黄酮分子结构和浓度、

酶蛋白的氨基酸组成以及底物种类等密切相关。低浓

度类黄酮对酶活性无明显影响；但高浓度的类黄酮可

与酶发生强烈的多点交联，而明显抑制酶活性。同时，

作用时间、温度、pH、金属离子、有机试剂等多种因

素都可能影响到类黄酮与酶蛋白的结合。 

研究表明，很多类黄酮对机体内多种酶都具有抑

制作用[4~6]，如酪氨酸酶、醛糖还原酶、羧酸酯酶等，

这种对酶的抑制作用被认为是体现类黄酮生理活性的

重要作用机制之一。α-淀粉酶是淀粉消化过程中的一

种关键酶，抑制其活性有助于有效控制餐后血糖的升

高[7-8]，是延缓糖尿病发生和发展的有效措施。研究显

示，许多黄酮类化合物可抑制 α-淀粉酶活性，从而起

到抑制高血糖和控制糖尿病发展的作用[9~10]。柚皮素

（Naringenin）是一种重要的黄酮类化合物，广泛存在
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于水果、蔬菜中，具有抗氧化、抗菌、降血脂、抗肿

瘤、抗动脉硬化等多种生物活性[11-12]。本文对柚皮素

与 α-淀粉酶的相互作用特性展开研究，采用酶动力学

法研究柚皮素对 α-淀粉酶的抑制作用及相关动力学，

通过荧光光谱法分析二者结合作用的强度、类型及机

制，并测定柚皮素抗氧化活性的变化情况等，以期为

其在食品、保健食品和医药领域的有效应用提供有益

的参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

1.1.1  材料 

α- 淀粉酶（来自于猪胰腺， pig pancreatic 

α-amylase，PPA），Sigma 公司；柚皮素（98%），陕

西慧科植物开发有限公司。所有水溶液均用去离子水、

0.2 mol/L pH 6.8 的磷酸盐缓冲液（phosphate buffer 

saline，PBS）配制。 

1.1.2  仪器 

pHS-3B 雷磁精密 pH 计，日本岛津；UV-240 紫

外-可见分光光度计，北京普析通用仪器公司；Hitachi 

F-7000 荧光分光光度计，日本岛津公司。 

1.2  方法 

1.2.1  柚皮素对PPA活性的抑制作用及其催化
动力学研究 

1.2.1.1  柚皮素对 PPA活性的抑制作用 

分别取浓度为 0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mg/mL的

柚皮素溶液 0.05 mL（溶于DMSO）与 0.2 mL PPA溶

液（0.33 U/mL，溶于 pH 6.8磷酸盐缓冲液）混匀在

37 ℃水浴反应 20 min。对照组溶液则以 0.05 mL 

DMSO 与 0.2 mL PPA溶液进行反应。在反应液中加

入 1 mL 1 %可溶性淀粉溶液，继续水浴 10 min 后，加

入 1 mL DNS 显色剂，混匀，置于沸水浴中 5 min。然

后，冷却至室温，定容至 25 mL，540 nm 下测定吸光

值。根据下式计算柚皮素对PPA活性的抑制率： 

% 100%
A A

A

 
 



对照 样品

对照

抑制率（ ）  

注：A 对照=A 对照-A 对照空白，A 样品=A 样品-A 样品空白。 

1.2.1.2  柚皮素对 PPA活性抑制类型的判断 

采用 Lineweaver-Burk 曲线作图法判断柚皮素对

PPA的抑制类型。固定PPA溶液浓度，分别改变可溶

性淀粉浓度（0.25%、0.5%、0.75%、1%）及柚皮素

溶液浓度（0、0.02、0.04 mg/mL），以 1/v 对 1/[S]作

图，得到 Lineweaver-Burk 曲线图。 

1.2.2  柚皮素对 PPA 荧光特性的影响 

在 5 mL PPA溶液（0.656 U/mL，溶于 pH 6.8 磷

酸盐缓冲液）中加入不同浓度柚皮素溶液，分别置于

25、35、45 ℃恒温水浴 30 min，以等量PBS 作为空

白参比，激发波长为 278 nm，扫描 290~450 nm波长

范围的荧光发射光谱变化[13]。 

1.2.3  PPA 对柚皮素抗氧化活性的影响 

亚油酸体系中抗氧化活性的检测：称取亚油酸 0.6 

g、吐温-20 0.5 g 溶于 150 mL PBS 缓冲液（pH 6.8，

0.2 mol/L），超声乳化20 min，得到亚油酸乳化液。取

2.5 mL亚油酸乳化液与5 mL 20 mM AAPH混合均匀，

加入抗氧化剂，37 ℃恒温水浴 70 min。取出上述反

应液 0.1 mL于具塞试管中，加入 4.7 mL乙醇（75 %）、

0.1 mL硫氰酸铵（30 %）和0.1 mL FeCl2（20 mM，

溶于 3.5 % HCl中），混匀，在500 nm处测定吸光值。 

还原力的检测：取 2.5 mL PBS 缓冲液（0.2 mol/L，

pH 6.6）和 2.5 mL 1% K3Fe(CN)6 溶液，加入抗氧化剂，

50 ℃保温 20 min。迅速冷却，加入 2.5 mL 10 %三氯

乙酸溶液，3000 r/min 离心 10 min。取上清液 2.5 mL，

加入 4 mL蒸馏水、1 mL 0.1%三氯化铁溶液，充分混

匀，静置 10 min 后，在 700 nm 下测定其吸光度。 

PPA对柚皮素抗氧化活性抑制率的计算： 

%100
-

% 
对照

样品对照）抑制率（
A

AA  

2  结果与讨论 

2.1  柚皮素对 PPA 活性抑制作用及其催化动

力学 

 

图 1 柚皮素对 PPA 的抑制作用 

Fig.1 Inhibition curve of different naringenin concentrations to 

PPA 

柚皮素可与 PPA 发生一定的反应，而导致 PPA

催化活力的下降（图 1）。随着柚皮素浓度的增大，其

对 PPA活性的抑制作用也越明显。当柚皮素的浓度为
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1 mg/mL时，其对 PPA活性的抑制率达到 36.6%。 

对柚皮素抑制 PPA作用进行酶动力学分析，图 2

所示为其 Lineweaver-Burk 曲线。当柚皮素浓度增加

时，其对 PPA抑制作用的表观 Km值不变，Vmax变小。

说明，柚皮素对PPA的抑制类型属于非竞争性抑制，

柚皮素与 PPA活性中心以外的必需基团结合，其抑制

作用程度取决于柚皮素的浓度。 

 
图 2 不同浓度柚皮素对PPA抑制作用的 Lineweaver-Burk曲线 

Fig.2 Lineweaver-Burk plots for inhibition reaction of 

naringenin to PPA 

2.2  柚皮素对 PPA荧光特性的影响 

2.2.1  柚皮素对 PPA 的荧光猝灭作用及机制 

  

 

图 3 不同温度下柚皮素对 PPA 的荧光猝灭光谱 

Fig.3 Fluorescence spectra of naringenin flavonoid binding PPA 

at different temperature 

注：曲线 a→g 表示柚皮素浓度分别为：0、5、10、15、

20、25、30 μmol/L。 

如图 3 所示，在测定波长范围内，随着柚皮素浓

度的逐渐增大，PPA内源荧光强度呈规律性降低，而

峰形及峰位置基本不变。因此，柚皮素与 PPA之间发

生了反应，导致酶蛋白中由色氨酸、苯丙氨酸和酪氨

酸等残基所产生的内源荧光强度发生有规律的猝灭。 

荧光猝灭作用包括有动态猝灭和静态猝灭两种方

式，可通过 Stern-Volmer 方程判断来判断荧光猝灭方

式： 

F0/F=Ksv[Q]+1=Kq·τ0[Q]+1 

注：F0和 F 分别为不存在和存在猝灭剂时荧光物质的荧光

强度；Ksv 和Kq分别为 Stern-Volme 动态猝灭常数和由扩散过程

控制的双分子动态荧光猝灭常数；[Q]为猝灭剂浓度；τ0为没有

猝灭剂存在下荧光分子的寿命，其中 α-淀粉酶的荧光寿命为

2.97 ns[14]。 

动态猝灭由于与扩散有关，随着温度升高其猝灭

常数增加。而对于静态猝灭，温度的升高可能导致配

合物稳定性下降，因此静态猝灭常数降低。如表 1 所

示，柚皮素对 PPA 的荧光猝灭常数 Kq 值，远大于

各类猝灭剂对生物大分子的最大动态猝灭常数

2×1010 L·mol-1·s-1。同时，随着反应的温度升高，Kq

值逐渐减小。说明，柚皮素对 PPA 的荧光猝灭以静

态猝灭过程为主，二者结合形成了复合物。 

表 1 不同温度下柚皮素对 PPA 荧光猝灭作用的相关参数 

Table 1 The relevant parameters of fluorescence quenching on 

PPA by narigenin 

温度 

/K 

Kq/ 

[1012L/(mol·s)] 
Kb/ 

[105L/mol] n △H/ 
(kJ/mol) 

△S/ 
[J/(mol·K)] 

298 3.23 0.74 1.19 

55.06 182.55 308 2.99 1.71 1.27 

318 2.63 2.98 1.34 

荧光静态猝灭中，荧光分子与猝灭剂分子相结

合时，其表观结合常数 Kb 与结合位点数n符合方程： 

Log[(F0-F)/F]=logKb + nlog[Q] 

在不同温度下，以 log[(F0-F)/F]对 log[Q]作图，

其直线截距和斜率分别为柚皮素与PPA分子间的结

合常数的对数值 logKb 及结合位点数n。如表 1所示，

柚皮素和 PPA 分子间的结合位点数接近于 1，因此

二者之间仅有一个结合位点。同时，其表观结合常

数 Kb 值已达到了 105 数量级，说明二者间的结合作

用较强。 

2.2.2  柚皮素与 PPA 间的作用力类型 

小分子与生物大分子之间可通过范德华力、静电

引力、氢键、和疏水作用力等相互作用[15]。通过柚皮

素和PPA相互作用过程中的焓变（△H）和熵变（△S）

可确定两者间主要作用力类型。当反应温度变化不大

时，焓变（△H）可看作是一个常数。根据van’t Hoff 方

程作图，焓变和熵变可分别由方程拟合直线的斜率和

截距求得： 

lnKb=-(1/T)(△H/R)+(△S/R) 

注：Kb为不同温度下荧光物质与猝灭剂之间的结合常数；R

为大气常数8.31 J/(mol·K)；T为反应温度。 

当△H>0、△S>0时，为疏水作用力；当△H<0、

△S<0时，为氢键和范德华力；当△H≈0、△S>0时，
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则为静电引力[13]。不同温度下柚皮素与PPA相互结合过

程中，其热力学焓变△H>0、熵变△S>0（表1）。因此，

柚皮素与PPA之间的主要作用力为疏水作用力。但氢键

的作用仍不可忽视，因为整个试验过程是在水溶液环

境下进行的，而且柚皮素和PPA的分子结构上均含有羟

基基团。 

2.3  PPA对柚皮素抗亚油酸氧化活性的影响 

 
图 4 PPA 对柚皮素的抗氧化活性的影响 

Fig. 4 Inhibition of antioxidant activity of naringenin by PPA 

注：（1）在亚油酸体系中抗氧化活性，柚皮素（0.2 mL 0.1 

mg/mL）+PPA，37 ℃反应 10 min；（2）还原力，柚皮素（100 

μL 0.05 mg/mL）+ PPA，37 ℃反应 10 min。 

如图 4 所示，柚皮素与PPA间的结合反应，也对

柚皮素的还原力以及在亚油酸体系中的抗氧化活性都

产生了一定程度的抑制作用，并呈现了明显的剂量-

效应关系。黄酮类化合物的抗氧化性能是其很多生物

活性发挥的基础，因此其抗氧化活性的变化很可能也

会影响到其生物活性的发挥。可见，柚皮素与 PPA间

的复合反应，还可能影响到其生物活性的发挥。 

3  结论 

本文对柚皮素与PPA的相互作用进行了研究。结

果显示，柚皮素可在一定程度上抑制PPA的催化活性，

该抑制作用以非竞争性的方式进行。柚皮素可使 PPA

内源性荧光发生有规律的猝灭，其猝灭方式以静态猝

灭为主。二者主要通过疏水作用力、经 1 个位点发生

结合反应，形成复合物。同时，由于与 α-淀粉酶发生

复合反应，柚皮素的抗亚油酸氧化的活性也有明显降

低，而可能导致其生物活性发生改变。 
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