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摘 要: 采用荧光光谱法研究了咖啡酸与胰脂肪酶的相互作用，主要包括荧光猝灭特性及结合常数、结合位点数的计

算，抑制酶类型及抑制活性，金属离子对相互作用的影响。结果表明: 咖啡酸加入后胰脂肪酶产生了规律性的荧光猝

灭，最大吸收波长出现红移现象，主要属于静态猝灭。25 ℃ 和 37 ℃ 下结合常数分别为 6.48 × 104 L /mol 和 1.38 ×
105 L /mol，热力学参数 ΔH ＞0 且 ΔS ＞ 0，表明结合反应是自发进行的吸热反应，相互作用主要表现为疏水作用力。咖

啡酸对胰脂肪酶的抑制类型为非竞争性抑制，抑制活性 IC50为( 0.88 ± 0.07) mg /mL。四种金属离子( Cu2 +、Ca2 +、Fe3 +、
Fe2 + ) 一定程度上增加结合常数和结合位点数，说明四种金属离子促进了咖啡酸与胰脂肪酶的结合。
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Abstract: The interaction between chlorgenic acid and porcine pancreas lipase ( PPL ) was researched by fluorescence
spectrophotometer，including the fluorescence quenching properties，calculating the binding constants and binding sites，
inhibitory activity and inhibitory type of caffeic acid on porcine pancreatic lipase，effect of metal ions on the interaction.
Experimental results showed that caffeic acid of had strong fluorescence quenching effect on porcine pancreas lipase，maximum
absorption wavelength redshift，mainly belongs to static quenching.Binding constant under 25 ℃ and 37 ℃ 6.48 × 104 L /mol
and 1.38 × 105 L /mol respectively，and the thermodynamic parameters Δ H ＞ 0 and Δ S ＞ 0，showed that combination was a
spontaneous endothermic reaction，the main force of hydrophobic forces.Inhibitory type of caffeic acid on pancreatic pancreatic
lipase was noncompetitive inhibition，inhibitory activity was IC50 ( 0.88 ± 0.07) mg /mL.When there were four kinds of metal ion
( Cu2 + ，Ca2 + ，Fe3 + ，Fe2 + ) binding constant and binding points were increased，that metal ions，to a certain extent，promoted the
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Key words: pancreas lipase; caffeic acid; fluorescence quenching; metal ion; inhibitory activity
中图分类号: TS255.1 文献标识码: A 文 章 编 号: 1002－0306( 2017) 02－0152－05
doi: 10． 13386 / j． issn1002 － 0306． 2017． 02． 020

肥胖被认为主要是一种脂肪代谢紊乱疾病，肥

胖的盛行已经危害到人们的健康，研究表明肥胖是

导致心血管疾病、癌症和糖尿病的关键因素［1－4］。抗

肥胖药物的研发主要集中于对脂肪代谢过程酶选择

性控制，有效抑制胰脂肪酶活性可以起到减肥作用。
研究报道茶多酚、苹果多酚、浆果来源多酚都具有较

强的抑制胰脂肪酶活性，通过控制脂肪代谢起到减

肥作用［5－7］。咖啡酸是常见的酚酸类物质，在植物中

广泛存在，通过动物实验研究其调节脂肪代谢抗肥

胖作用已有报道［8－9］，探讨植物来源的多酚成分与胰

脂肪酶的相互作用机理，对于了解减肥机制和多酚

成分的应用具有重要意义。
荧光光谱法已经广泛用于小分子与蛋白质相互

作用的研究，其中关于咖啡酸与蛋白质相互作用的
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报道较少。龙梅等［10］研究了咖啡酸及其衍生物与溶

菌酶的相互作用，结果表明咖啡酸与溶菌酶的结合

对其内源荧光产生静态猝灭，咖啡酸中的羧基对结

合位点数起主要作用。余丹丹等［11］研究表明咖啡酸

使乳蛋白发生内源性荧光猝灭，与蛋白结合导致咖

啡酸抗氧化活性显著降低。柳全文等［12］研究报道咖

啡酸与牛血清白蛋白有强的结合，结合通过影响色

氨酸的微环境影响了牛血清白蛋白的构象。通过荧

光光谱法研究咖啡酸与胰脂肪酶相互作用鲜见报

道，本文主要以具有良好抗氧化活性的酚酸化合物

咖啡酸为研究对象，通过荧光光谱法探索其与胰脂

肪酶相互作用及作用机理，为小分子植物性胰脂肪

酶抑制剂的开发利用提供一定的参考。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器

咖啡酸 CAS: 331－39－5，99%，北京百灵威科

技有限公司; 猪胰脂肪酶 CAS: 9001－62－1，99%，

西格玛奥德里奇贸易有限公司; 橄榄油 品利( 上

海) 食品有限公司; TＲIS 北京索莱宝科技有限公

司; 聚乙烯醇 天津博迪化工股份有限公司; 苯、吡

啶、醋酸铜、氯化铁、氯化亚铁、氯化钙、硫酸铜、无水

乙醇、浓盐酸等 均为分析纯。
F－7000 荧光分光光度计 日本日立高新技术

公司; KQ－500DE 数控超声清洗仪 昆山市超声仪

器有限公司; KJ－5A 多头磁力搅拌器 金坛市科析

仪器有限公司; HH－6 数显电子恒温水浴锅 常州国

华电器有限公司; ML104 /02 电子天平 梅特勒－托

利多仪器( 上海) 有限公司; FE20 实验室 PH 计 梅

特勒－托利多仪器( 上海) 有限公司; TDL－5－A 低速

大容量离心机 上海安亭科学仪器厂; UV－2700 紫

外－可见光分光光度计 日本 SHIMADZU 公司。

1.2 实验方法
1.2.1 咖啡酸与胰脂肪酶相互作用的荧光分析

1.2.1.1 荧光光谱的测定 准确移取 0.30 mL 咖啡酸

溶液( 0.05 mol /L 的 Tris － HCl 缓冲液调 pH7.7 ) 与

3 mL 质量浓度为 0.5 mg /mL 的胰脂肪酶( 0.05 mol /L
的 Tris－HCl 缓冲液调 pH7.7) 溶液于 1 cm 的荧光比

色皿中并将其混匀，使咖啡酸最终浓度达到 0、9.09
× 10 －6、1.8182 × 10 －5、2.7273 × 10 －5、3.6364 × 10 －5、
4.5455 × 10 －5、5.4545 × 10 －5、6.3636 × 10 －5、7.2727 ×
10 －5、8.1818 × 10 －5、9.0909 × 10 －5 mol /L，在 25 ℃ 和

37 ℃的条件下静置 5 min 后，放入荧光分光光度计

于激发波长为 290 nm，狭缝均为 5 nm，发射波长为

290～450 nm 条件下测定荧光光谱。
1.2.1.2 咖啡酸对胰脂肪酶的荧光猝灭特性 荧光

分子与猝灭剂之间的猝灭效率服从 Stern － Volmer
方程:

F0

F = 1 + Kqτ0 c

式中: F0 是不存在猝灭剂时荧光分子的荧光强

度; F 是加入猝灭剂后荧光分子的荧光强度; Kq 是猝

灭常数( 该数值越大猝灭效果越明显) ; τ0 是荧光分

子的初始平均寿命( 生物大分子约为 10～8 s) ; c 为咖

啡酸浓度( mol /L) 。用 F0 /F 对 c 作图，可以求得 Kq

值，从而得到不同温度条件下的 Stern－Volmer 方程。
1.2.1.3 咖啡酸与胰脂肪酶的结合常数( Ka ) 与结合

位点( n ) 的计算 猝灭剂与荧光物质的结合常数

( Ka ) 与结合位点数( n) 符合的方程:

lg
F0 －F
F = lgKa + nlgc

式中，F0 和 F 分别为加入咖啡酸前后荧光强度，

c 为咖啡酸浓度( mol /L) 。
根据方程可以作出 lg［( F0 －F) /F］与 lgc 之间的

直线图，由拟合出的直线斜率和截距便可以求出结

合常数以及结合位点数。
1.2.1.4 咖啡酸与胰脂肪酶作用力类型的计算 不同

种类的小分子与蛋白质等生物大分子结合力的类型是

不一样的，熵变( ΔS) 和焓变( ΔH) 是判断二者作用类

型的主要依据。根据如下热力学参数方程可以计算出

咖啡酸和胰脂肪酶之间相互作用的热力学参数。
ΔG = －ＲTlnKa

ΔH =
ＲT1T2 ln

( Ka ) 2

( Ka ) 1

T2 －T1

ΔS = ΔH－ΔGT
式中: ΔG、ΔH 和 ΔS 分别是吉布斯自由能、焓变

和熵变; Ｒ 为气体常数( Ｒ = 8.314 ) ; ( Ka ) 1 和( Ka ) 2

分别是温度 T1 和 T2 条件下的结合常数。
1.2.2 咖啡酸对胰脂肪酶抑制活性 胰脂肪酶活性

测定具体方法参照文献方法［13］。
酶活力( μmol /min·L·g)

=
( V样－V空 ) × c × 1000000

t × N

式中: V样为消耗 NaOH 的体积( mL) ; V空 为空白管

消耗 NaOH 的体积( mL) ; c 为 NaOH 浓度( mol /L) ;

t 为反应时间( min) ; N 为酶液稀释倍数。

抑制率( % ) = 1－抑制后脂肪酶活力( )抑制前脂肪酶活力
× 100

1.2.3 咖啡酸对胰脂肪酶抑制类型 测定咖啡酸抑

制酶的作用类型，可以通过改变底物浓度而保持其

他抑制剂和其他组分不变的方法。加入橄榄油的体

积分别为 1、2、3、4 mL 测定酶促反应的初速率。在

保持实验溶液总体积不变的条件下，加入橄榄油的

体积 差 用 Tris － HCl 缓 冲 溶 液 补 充。然 后 采 用

Lineweaver－Burk 双倒数作图法，将反应初速率的倒

数 1 /V 作为纵坐标，底物浓度的倒数 1 /［S］作为横

坐标作图，判断咖啡酸对胰脂肪酶的抑制作用类型。
1.2.4 金属离子对于咖啡酸与胰脂肪酶相互作用的

影响 在探究金属离子对咖啡酸脂肪酶相互作用影

响时，实验条件同 1.2.1.1，用移液枪在咖啡酸－胰脂

肪 酶 混 合 溶 液 中 分 别 加 入 0.3 mL 浓 度 为

4 × 10 －4 mol /L的 CaCl2、FeCl3、CuSO4、FeCl2 溶液，混

匀，在 37 ℃温度条件下静置 5 min 后进行分析。

2 结果与讨论
2.1 咖啡酸与胰脂肪酶相互作用的荧光分析
2.1.1 荧光光谱分析 图 1 表示 25 ℃和 37 ℃条件
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表 1 咖啡酸对胰脂肪酶荧光猝灭 Stern－Volmer 方程和猝灭常数

Table 1 Stern－Volmer equation and constant of fluorescence disappearance of caffeic acid on PPL

猝灭剂 温度( ℃ ) Stern－Volmer 方程 Kq ( L / ( mol·s) ) 线性范围( mol /L)

咖啡酸 25 y = 1 + 1.235 × 104 x ( 1.24 ± 0.10) × 1012 0～7 × 10 －5

咖啡酸 37 y = 1 + 1.881 × 104 x ( 1.88 ± 0.12) × 1012 0～7 × 10 －5

下，咖啡酸浓度微量变化对于胰脂肪酶荧光强度的

影响，可以看出，随着咖啡酸浓度的增大荧光强度有

规律的降低，发生了荧光猝灭，两种温度下表现出相

同的趋势，最大发射波长均红移 7 nm。结果表明微

量咖啡酸的加入迅速与胰脂肪酶结合导致胰脂肪酶

构象的改变。胰脂肪酶在 340 nm 处呈现最大荧光

发射 峰，说 明 荧 光 主 要 来 源 于 色 氨 酸 残 基，

Burstein［14］认为色氨酸残基部分暴露于水相中最大

峰位为 340～342 nm，而完全暴露于水中最大峰位为

350～352 nm，咖啡酸的加入使胰脂肪酶最大峰位发

生红移说明咖啡酸的加入改变了色氨酸的微环境，

使色氨酸从部分暴露向完全暴露转变。实验室研究

表明芦丁和绿原酸同样具有荧光猝灭作用，文献报

道茶叶儿茶素、表没食子儿茶素对胰脂肪酶具有荧

光猝灭作用［15－16］。

图 1 咖啡酸对胰脂肪酶荧光作用的影响

Fig.1 Effect of caffeic acid concentration
on fluorescence spectrum of PPL

注: 图中曲线由上到下的咖啡酸浓度依次为 0、0.909
× 10 －5、1.818 × 10 －5、2.727 × 10 －5、3.636 × 10 －5、
4.545 × 10 －5、5.455 × 10 －5、7.273 × 10 －5、8.182 ×
10 －5、9.091 × 10 －5 mol /L。

2.1.2 咖啡酸对胰脂肪酶的荧光猝灭特性 荧光猝

灭主要有动态猝灭、静态猝灭和非辐射能量转移 3
种，荧光分子与猝灭剂之间的猝灭效率服从 Stern－
Volmer 方程，不同温度下 Stern－Volmer 方程和猝灭

常数见表 1。由表 1 可知，25 ℃ 时，Kq 值为( 1.24 ±
0.10) × 1012 L / ( mol·s ) ，37 ℃ 时 Kq 值 为 ( 1.88 ±

0.12) × 1012 L / ( mol·s) ，所得 Kq 远高于由碰撞引起

的最大猝灭效应常数( 2 × 1010 L / ( mol·s) ) ，这表明

在低浓度时，咖啡酸对胰脂肪酶的荧光猝灭不是由

碰撞造成的，而是由于静态猝灭造成的［17］。
2.1.3 咖啡酸与胰脂肪酶的结合常数( Ka ) 与结合位

点( n) 静态猝灭中，结合常数( Ka ) 与结合位点( n)

计算结果见表 2。由表 2 可知，两种温度下咖啡酸与

胰脂肪酶的相互作用均表现出较强的结合力，而且

随着温度的升高，结合力增强，结合位点数也增大，

说明结合反应是吸热反应。

表 2 咖啡酸与胰脂肪酶的结合常数和结合位点数

Table 2 Binding constant and site of caffeic acid with PPL

猝灭剂
温度
( ℃ )

回归方程 n
Ka

( L /mol)

咖啡酸
25 y = 1.2197x + 5.1399 1.2197 6.48 × 104

37 y = 1.1307x + 4.8112 1.1307 1.38 × 105

2.1.4 咖啡酸与胰脂肪酶作用力类型 根据热力学

方程分别计算不同温度下热力学参数，具体结果见

表 3。

表 3 咖啡酸与胰脂肪酶结合的热力学参数

Table 3 Thermodynamic parameters of
interaction between PPL and caffeic acid

猝灭剂
温度
( ℃ )

ΔG
( kJ /mol)

ΔH
( kJ /mol)

ΔS
( J / ( mol·K) )

咖啡酸
25 － 29.34
37 － 28.57

48.43
0.2608
0.2483

由表 3 可知，两种温度下 ΔG ＜ 0，表明咖啡酸与

胰脂肪酶的结合是自发进行的; ΔH ＞ 0，说明咖啡酸

与胰脂肪酶的结合反应是吸热过程，升温将有利于

反应进行，结合常数 Ka 将变大，这与表 2 结果一致;

当 ΔH ＞0 且 ΔS ＞ 0 时，作用力主要表现为疏水作用

力［18］，表明咖啡酸与胰脂肪酶结合主要靠疏水作用

力。Haslam 等研究多酚与蛋白质作用机理，认为多

酚先通过疏水作用向蛋白质分子表面聚集，进行疏

水区然后再发生多点氢键结合［19］。
2.2 咖啡酸对胰脂肪酶抑制类型及抑制活性

由图 2 可知，咖啡酸加入后使得胰脂肪酶的 Km

值无变化，Vmax 值下降，所以其抑制类型表现为非竞

争性抑制。咖啡酸不仅能与游离胰脂肪酶( E) 结合，

而且与酶－底物络合物( ES) 结合，但结合常数不同。
因此可以得出结论: 咖啡酸对胰脂肪酶的抑制类型

为非竞争性抑制作用，但抑制作用容易受到外界条

件、微环境的影响，较不稳定。相同条件下，随着咖

啡酸浓度的增加抑制活性逐渐增强，其 IC50 为( 0.88
± 0.07 ) mg /mL，其活性显著的强于绿原酸，与文献

报道一致［20］。研究报道了燕麦的乙醇提取物具有较



155

强的胰脂肪酶抑制活性，与酚酸存在着协同效应［21］。

图 2 咖啡酸对胰脂肪酶抑制作用的 Lineweaver－Burk 图

Fig.2 Lineweaver－Burk curve
for the inhibition of caffeic acid on pancreatic lipase

2.3 金属离子对于咖啡酸与胰脂肪酶相互作用的

影响
金属离子往往会参加机体的生化反应，进一步

研究金属离子存在条件下咖啡酸与胰脂肪酶的结合

特性更有实际意义。由表 4 可知，金属离子存在条

件下咖啡酸与胰脂肪酶的结合特性受到影响。结果

表明: 四种金属离子的存在结合常数和结合位点数

均增加，说明四种金属离子都一定程度上促进了咖

啡酸与胰脂肪酶的结合，其中 Fe3 + 的作用最显著，强

度大小为 Fe3 + ＞ Fe2 + ＞ Cu2 + ＞ Ca2 +。然而，这种作用

源于多方面影响的综合作用，它们可以通过改变酶

的微环境及改变抑制剂与酶的结合等多种方式来影

响酶的催化特性。

表 4 金属离子对于咖啡酸与胰脂肪酶相互作用的影响

Table 4 Effect of the interaction between
caffeic acid and PPL by metal ion

猝灭剂 离子 结合常数( L /mol) 结合位点数

咖啡酸

无 1.38 × 105 1.1307
Cu2 + 3.87 × 105 1.3132
Ca2 + 2.41 × 105 1.2735
Fe3 + 1.28 × 106 1.3889
Fe2 + 8.73 × 105 1.3404

3 结论
荧光光谱法研究表明咖啡酸与胰脂肪酶存在相

互作用，荧光光谱分析可知，咖啡酸的加入产生了荧

光猝灭现象，最大发射波长略微红移，而且猝灭呈现

规律性的变化，说明咖啡酸与胰脂肪酶的结合改变

了酶的结构，从而抑制了胰脂肪酶活性，金属离子在

一定程度上增强了咖啡酸与胰脂肪酶的结合。通过

计算分析得知猝灭主要为静态猝灭，热力学常数计

算表明咖啡酸与胰脂肪酶相互作用是自发进行的吸

热过程，主要作用力为疏水作用力。
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山奈酚、咖啡酸、槲皮素等酚类化合物含量增加。在

萌发后期，可能由于在呼吸作用下，更多的活性氧和

羟基自由基被合成［8，21］，使膜脂质过氧化作用增强，

导致含氧类黄酮增加，如芦丁、儿茶素、染料木素等。
研究结果为常用药食同源植物绿豆中酚类化合物的含

量提供了数据参考，具有较强的食用价值，也为研究绿

豆种子萌发过程中的代谢组学提供了理论基础。
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