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芫花素对 α-葡萄糖苷酶的抑制作用
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摘　要：为研究芫花素对 α-葡萄糖苷酶的抑制作用及其机理，本文以芫花素为研究对象，运用紫外光谱法和荧光光

谱法测定了芫花素对 α-葡萄糖苷酶的抑制作用，主要包括抑制活性、抑制类型和荧光猝灭特性。结果显示：芫花

素对 α-葡萄糖苷酶有显著的抑制作用，该抑制类型为竞争性抑制，芫花素与 α-葡萄糖苷酶主要通过氢键和范德华

力的作用自发地结合，其结合位点数在温度 291 和 310 K 时分别约为 2.8 和 2.2。芫花素和 α-葡萄糖苷酶复合物的

形成使得 α-葡萄糖苷酶的荧光产生静态猝灭，最终导致芫花素对 α-葡萄糖苷酶产生抑制作用。
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Inhibitory Effect of Genkwanin on α-Glucosidase
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（1.College of Environment and Resources, Chongqing Technology and Business University, Chongqing 400067, China；
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Abstract：To investigate the inhibitory activity and mechanism of genkwanin on α-glucosidase, the inhibitory activity was
determined by ultraviolet and fluorescence spectroscopy, including the inhibitory activity, inhibitory type of genkwanin on
α-glucosidase and the fluorescence quenching properties. The results showed that the genkwanin had a significant inhibitory
effect on α-glucosidase in a competitive manner. Genkwanin interacted with α-glucosidase was mainly driven by hydrogen
bond  and  Van  der  Waals  force  with  the  binding  sites  of  2.8  and  2.2  at  291  and  310  K,  respectively.  The  formation  of
genkwanin  and α-glucosidase  complexes  resulted  in  fluorescence  quenching  of α-glucosidase  and  thereby  inhibited  the
activity of α-glucosidase.
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前期糖尿病也被称为中度高血糖症，主要包括

葡萄糖耐量损伤和空腹血糖损伤，是处于正常人群和

糖尿病人群之间的一种中间状态。据 2018 年统计，

全球的前期糖尿病患者约有四亿七千万人[1]。研究

显示，前期糖尿病患者因心血管疾病、肾脏疾病和全

因死亡率要远远高于血糖正常的人[2]。前期糖尿病

在后期会发展为糖尿病，糖尿病属于一种代谢性疾

病，是由胰岛素分泌受损或胰岛素功能障碍所致，它

对人类身体造成的危害仅次于心血管疾病和癌症[3]。

上世纪八十年代，世界上只有 1.08 亿的糖尿病患者，

截止到 2015 年，糖尿病人口数量已接近约 4.22 亿，

2011 年联合国非传染性疾病问题高级别会议后设定

的全球防控目标之一是到 2025 年，将成人糖尿病年

龄标准化患病率的上升控制在 2010 年的水平，推测

到 2025 年仅少数国家可达到该防控目标[4]。2017 年

对中国糖尿病的发生率和相关死亡率进行了统计，结

果表明中国的糖尿病发生率已从上世纪 80 年代的

1% 提高到现在约 11%[5]；截止到 2017 年，国内糖尿

病患者数量已接近约 1.1 亿人，患病率居世界第一[6]。

由此可见，糖尿病已经威胁到了全球的公共健康。抑  
收稿日期：2020−11−13            

基金项目：“十三五”重庆市高校化工技术重点学科建设项目。

作者简介：江友娅（1995−），女，硕士研究生，研究方向：功能食品研究与开发，E-mail：1451734476@qq.com。

* 通信作者：高雪（1980−），女，博士，研究员，研究方向：天然产物研究与开发，E-mail：gaoxue@ctbu.edu.cn。 

第  42 卷  第  15 期 食品工业科技 Vol. 42  No. 15
2021 年  8 月 Science and Technology of Food Industry Aug. 2021
 

https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2020110126
https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2020110126
mailto:1451734476@qq.com


制 α-葡萄糖苷酶活性在治疗糖尿病中起着重要作

用，α-葡萄糖苷酶是与餐后寡糖分解有关的一种关键

酶。目前，市场上还缺乏安全有效的降糖或预防糖尿

病的功能性成分，如阿卡波糖等常见合成的 α-葡萄

糖苷酶抑制剂就具有腹胀、腹泻以及皮肤过敏等副

作用[7]，所以，现在亟需在天然产物中寻找和开发更

加安全有效的降糖的功能性成分。

芫花素（Genkwanin，5,4'-二羟基-7-甲氧基黄酮）

属于黄酮类化合物[8]，来源丰富。我国天然药物化学

家曾广方从瑞香科植物芫花的干燥花蕾中首次分离

出芫花素[9]。此后，研究人员从迷迭香、益母草和黄

芩等药食两用植物中分离得到芫花素[10−12]。根据研

究结果显示[13−14]，芫花素对调节免疫、缓解疼痛、抗

炎和抗肿瘤等方面具有一定的作用。由此可以看出，

研究芫花素在开发功能性分子方面具有一定的前

景。但是，目前关于芫花素对预防糖尿病或前期糖尿

病的研究还未见报道。

在本研究中，以芫花素为研究对象，研究其对 α-
葡萄糖苷酶的抑制作用和机理。前期采用体外酶活

实验法和酶动力学法检测芫花素对 α-葡萄糖苷酶的

抑制作用及抑制类型，后期采用荧光猝灭法进一步探

究芫花素与 α-葡萄糖苷酶之间的相互作用机理。为

将芫花素开发为降糖功能性成分提供一定的理论依

据，也为功能性食品和医药领域提供一定的参考。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

芫花素（纯度≥98%）　普菲德生物有限公司；α-
葡萄糖苷酶（10 U/mg）、4-硝基苯基-α-D-吡喃葡萄糖

苷（PNPG，99%）　美国 Sigma 公司；阿卡波糖　

98%，TCI 化成工业发展有限公司；二甲亚砜　分析

纯，重庆川东化工有限公司；磷酸二氢钠、磷酸氢二

钠　分析纯，成都市科龙化工试剂厂。

ALC-210.4 电子天平　赛多利斯科学仪器有限

公司；YP502N 电子天平　上海舜宇恒平科学仪器有

限公司；PHSJ-3F 实验 pH 计　宁波新芝生物科技股

份有限公司；GZX-DH500-S-II 电热恒温箱　上海跃

进医疗器械厂；VORTEX-5 震荡机　海门市其林贝

尔仪器制造厂；SB-5200D 超声波清洗机　上海仪电

科学仪器股份有限公司；Infinite M2000 酶标仪　帝

肯贸易有限公司；F-2500 全波长扫描式式多功能读

数仪、Finnpipette F3 微型移液器　赛默飞世尔仪器

有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   体外 α-葡萄糖苷酶抑制活性的测定　α-葡萄

糖苷酶抑制活性的测定参照 Guilin 等[15] 的方法并加

以改进。将 100 μL 不同浓度（0.0625、0.125、0.25、
0.5、0.75 mg/mL）的芫花素溶液与 50 μL 0.5 U/mL
α-葡萄糖苷酶溶液混合，然后分别加入 50  μL
0.6  mg/mL 底物（PNPG），混合物于 37 ℃ 下孵育

30  min，空白对照组使用磷酸缓冲液（0.01  mol/L

pH=6.8）与二甲亚砜以 1:1 体积比混合的溶液替代

样品。吸光度值在 405 nm 下被检测。以阿卡波糖

作为阳性对照。实验设置 3 个平行。抑制率计算如下：

抑制率(%) =
A空白−A样品

A空白

×100 式（1）

式中：A空白表示不加芫花素的紫外吸光度值；

A样品表示加入芫花素反应后体系的紫外吸光度值。 

1.2.2   酶促反应动力学分析　酶促反应动力学的测

定根据郭时印等[16] 的方法并加以改进。固定 α-葡萄

糖苷酶的浓度为 0.5  U/mL，选择芫花素 0、0.1、
0.3 mg/mL 三个浓度梯度，分别加入不同质量浓度

（ 0.20、 0.25、 0.30、 0.35、 0.40  mg/mL） 的 底 物

（PNPG），其中 α-葡萄糖苷酶、芫花素和底物添加量

分别为 50、100 和 50 μL，反应温度为 37 ℃，反应时

间为 30 min，使用酶标仪在 405 nm 处测定吸光度

值。将反应速率的倒数（1/V）对底物质量浓度的倒数

（1/[S]）作图，根据 Lineweaver-Burk 双倒数作图法研

究芫花素对 α-葡萄糖苷酶的抑制类型。 

1.2.3   芫花素对 α-葡萄糖苷酶的荧光猝灭作用　采

用杨丽珍等 [17−18] 的方法并加以改进。分别移取

0.5  U/mL α-葡萄糖苷酶溶液 180  μL 和 2.6384×
10−3 mol/L 芫花素溶液 0、10、20、30、40、50、60、
70、80 μL，使芫花素溶液终浓度为 0、1.0148×10−4、

2.0296×10−4、 3.0443×10−4、 4.0591×10−4、 5.0739×
10−4、6.0887×10−4、7.1035×10−4、8.1185×10−4 mol/L，
最后用磷酸缓冲液（0.01 mol/L pH=6.8）与二甲亚砜

以 1:1 体积比混合的溶液将反应体积补足至

260 μL，作为 α-葡萄糖苷酶-芫花素混合体系。在

291、310 K 两个温度下孵育 30 min。将 280 nm 作

为激发波长，狭缝宽度设定为 2 nm。扫描各样品在

298~370 nm 处的荧光光谱。 

1.2.4   α-葡萄糖苷酶荧光猝灭类型的推断　荧光猝

灭包括静态猝灭和动态猝灭两种[19]。芫花素和 α-葡
萄糖苷酶相互作用后，α-葡萄糖苷酶的荧光强度变化

可以由 Stern-volmer 方程说明：

F0

F
= 1+Kqτ0[Q] = 1+Ksv[Q] 式（2）

式中：F0 表示 α-葡萄糖苷酶在不加芫花素的情

况下的荧光强度；F 表示 α-葡萄糖苷酶在加入芫花素

后的荧光强度；Kq 表示在猝灭过程中的速率常量，

L/（mol·s）；τ0 表示当芫花素不存在时，荧光分子的平

均寿命（10−8 s）；[Q] 表示芫花素的浓度，mol/L；Ksv

表示荧光猝灭常量，L/mol。 

1.2.5   荧光猝灭中结合常数与结合位点数的计算　

荧光猝灭时，假设酶上面有 n 个独立的结合位点和

小分子相互作用，则其结合常数、荧光强度、猝灭剂

浓度和结合位点数之间的关系能用双对数方程

表示为：

lg
F0

F
−1 = lgKA+nlg[Q] 式（3）
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式中：KA 表示复合物形成的结合常数；n 表示猝

灭过程中的结合位点数。 

1.2.6   芫花素与 α-葡萄糖苷酶相互作用力类型的确

定　静电力、疏水作用力、范德华力和氢键等作用力

能够使酶与小分子或者生物大分子结合，从而形成复

合物。Rahman 等[20] 研究表明不同的小分子药物和

生物大分子之间的主要作用力类型也不尽相同。因

此两分子之间的主要作用力类型可以根据两者间相

互作用的吉布斯自由能 ΔG、焓变 ΔH 和熵变 ΔS 等

热力学参数来确定。相关计算如下：

∆G = −2.303RTlnK = ∆H−T∆S 式（4）

ln
K2

K1

=
1
T1

− 1
T2

∆H
1
R

式（5）

式中：R 为气体常数（8.314 J/（mol·K））；T1、T2

分别为 291、310 K；K1、K2 分别 291、310 K 下的 KA。 

1.3　数据处理

采用 Excel  2019 进行统计学处理，图表使用

Origin 8.0 绘制，并用平均值±标准差表示实验结果。 

2　结果与分析 

2.1　体外 α-葡萄糖苷酶的抑制活性

如图 1 所示，芫花素对 α-葡萄糖苷酶的抑制作

用随着芫花素浓度的增加而明显增强，并呈现出剂量

依赖性。在 0.0625~0.75 mg/mL 浓度范围内，芫花

素对 α-葡萄糖苷酶的抑制作用远远强于阳性对照阿

卡波糖。
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图 1    芫花素和阿卡波糖对 α-葡萄糖苷酶的抑制作用
Fig.1    Inhibitory effect of genkwanin and acarbose on α-

glucosidase
  

2.2　芫花素对 α-葡萄糖苷酶的酶促反应动力学分析

结果

竞争性抑制类型的动力学方程见式（6），其动力

学特征主要为 Km 增大，Vmax 不变，而由双倒数图可

以得到 Km 和 Vmax 值，其中 1/Vmax=纵轴截距，Km/
Vmax =斜率[21]，如图 2 所示，随着芫花素质量浓度的

增加，反应速率的倒数与底物浓度的倒数呈线性关

系，三条线相交于纵轴，即 Vmax 基本不变；斜率随着

芫花素浓度的增加而增大，即 Km 逐渐增大，故可判

定芫花素对 α-葡萄糖苷酶的抑制类型为竞争性

抑制。

1
V
=

Km

Vmax

1
[S]
+

1
Vmax

式（6）

式中：V 表示酶促反应的速率，ΔA/min；Vmax 表

示酶促反应的最大速率，ΔA/min；Km 表示米氏常数，

mol/L；[S] 表示底物浓度，mg/mL。 

2.3　荧光猝灭光谱分析 

2.3.1   芫花素对 α-葡萄糖苷酶的荧光猝灭作用　图 3
和图 4 分别为温度为 291 和 310 K 时，不同浓度的

芫花素存在时，0.5 U/mL α-葡萄糖苷酶的荧光光谱

变化情况。由图 3 和图 4 可知，当芫花素的浓度低

于 8.1185×10−4 mol/L 时，α-葡萄糖苷酶的荧光强度

随着芫花素浓度的增加而逐渐降低，说明当芫花素的

浓度增加时，体系中 α-葡萄糖苷酶的荧光产生了规

律性的猝灭[22]，因此从另一方面也证实了芫花素对

α-葡萄糖苷酶具有抑制作用[23−24]。加入了不同浓度

的芫花素后，α-葡萄糖苷酶的最大发射波长约为

308 nm，不同浓度体系的最大发射峰都没有发生明

显的红移或蓝移[25]，这说明了不同浓度的芫花素与

α-葡萄糖苷酶在相互作用时，仅仅影响了能发生荧光

猝灭的 α-葡萄糖苷酶残基的微环境，表明芫花素与

α-葡萄糖苷酶之间可能无明显的共价键生成，从而使
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Lineweave-Burk 双倒数图

Fig.2    Lineweaver-Burk plots of α-glucosidase
inhibition by genkwanin
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图 3    291 K 时芫花素对 α-葡萄糖苷酶荧光光谱的影响

Fig.3    Effect of genkwanin on the fluorescence spectrum of α-
glucosidase at 291 K

注 ： F0~F8 分 别 对 应 芫 花 素 浓 度 为 0、 1.0148×10−4、
2.0296×10−4、 3.0443×10−4、 4.0591×10−4、 5.0739×10−4、
6.0887×10−4、7.1035×10−4、8.1185×10−4 mol/L，图 4 同。
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其最大发射波长没有发生明显的位移[26]。 

2.3.2   荧光猝灭机理的推断　将不同浓度（2.0296×
10−4、3.0443×10−4、4.0591×10−4、5.0739×10−4、6.0887×
10−4、8.1185×10−4 mol/L）的芫花素对 α-葡萄糖苷酶

的荧光 F0/F−1 作图，由图 5 可知，F0/F−1 和芫花素

的终浓度呈现出良好的线性关系。Stern-volmer 方
程见 1.2.4 中的式（2），其中直线的斜率即为猝灭常

量 Ksv，直线的斜率也为 Kqτ0，荧光分子的平均寿命

τ0 为 10−8 s，根据 Stern-volmer 方程计算的相关参数

见表 1。由表 1 可知，当温度升高时，猝灭常数

Ksv 有减小的趋势，由此可以判断出在芫花素的作用

下，α-葡萄糖苷酶的荧光产生了静态猝灭[16]。与此同

时，291 和 310 K 下对应的猝灭过程中的速率常数

Kq 分别为 5.630×1013 和 5.582×1013 L/（mol·s），远远

大于生物分子的最大碰撞扩散速率常数（2.0×
1010 L/（mol·s）），而文献报道当速率常数 Kq 大于最

大碰撞扩散速率常数时为静态猝灭[27]，因此可以进一

步判定芫花素和 α-葡萄糖苷酶形成了无荧光或者荧

光信号较弱的复合物而导致 α-葡萄糖苷酶的荧光产

生了静态猝灭。 

2.3.3   芫花素与 α-葡萄糖苷酶的结合常数与结合位

点数　在不同的温度下，以芫花素的终浓度（2.0296×
10−4、3.0443×10−4、4.0591×10−4、5.0739×10−4、6.0887×

10−4、8.1185×10−4 mol/L）对应 α-葡萄糖苷酶荧光光

谱的 lg[Q] 对 lg（F0/F−1）做双对数图（如图 6），并进

行线性回归，直线方程见 1.2.5 的式（3），其中斜

率=结合位点数，纵轴截距=lgKA，方程的相关参数见

表 2，由表 2 可知，在温度 291 和 310 K 时，芫花素

与 α-葡萄糖苷酶的结合位点数 n 分别约为 2.8 和

2.2。同时，随着温度升高，芫花素与 α-葡萄糖苷酶之

间的结合常数 KA 值随之减小，说明温度的升高不利

于芫花素和 α-葡萄糖苷酶之间所形成的复合物的稳

定性。
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图 6    芫花素与 α-葡萄糖苷酶荧光猝灭的双对数图
Fig.6    Double logarithmic diagram of fluorescence quenching

between genkwanin and α-glucosidase
 
 
 

表 2    芫花素与 α-葡萄糖苷酶作用双对数方程参数
Table 2    Double logarithmic equation parameters of genkwanin

interacted with α-glucosidase

T/K R2 KA/（L/mol） n

291
310

0.80503
0.88746

2.06×1011

2.34×109
2.78641
2.15931

  

2.3.4   芫花素与 α-葡萄糖苷酶相互作用力类型　根

据图 6 求得 291、310 K 下的结合常数 K1、K2 以及

通过方程可求得各项热力学参数（结果见表 3）。由

表 3 可知在 291、310 K 下芫花素与 α-葡萄糖苷酶

的吉布斯自由能 ΔG 都为负数，说明芫花素与 α-葡

萄糖苷酶复合物的形成是一个自发进行的过程。焓

变 ΔH 为负值，熵变 ΔS 为负值，说明芫花素与 α-葡
萄糖苷酶之间所形成的复合物主要是通过氢键和范

德华力相结合。 
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图 4    310 K 时芫花素对 α-葡萄糖苷酶荧光光谱的影响

Fig.4    Effect of genkwanin on the fluorescence spectrum of α-
glucosidase at 310 K
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图 5    不同温度下芫花素对 α-葡萄糖苷酶的荧光猝灭
Stern-Volmer 曲线

Fig.5    Stern-Volmer curves of α-glucosidase fluorescence
quenching by genkwanin

 

 

表 1    不同温度下芫花素与 α-葡萄糖苷酶作用的相关参数

Table 1    Reaction kinetic parameters between genkwanin and
α-glucosidase at different temperatures

T/K R2 Ksv/（105 L/mol） Kq/（1013 L/（mol·s））

291
310

0.92865
0.93624

5.630
5.582

5.630
5.582

 

表 3    芫花素与 α-葡萄糖苷酶作用体系热力学参数

Table 3    Thermodynamic parameters of genkwanin interacted
with α-glucosidase

T/K ΔH（J/mol） ΔS（J/mol/K） ΔG（J/mol）

291
310

−1.76×105

−1.76×105
−106.53
−154.84

−1.45×105

−1.28×105
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3　结论
本研究探讨了芫花素对 α-葡萄糖苷酶的抑制作

用，体外酶活抑制实验表明了芫花素对 α-葡萄糖苷

酶有显著的抑制作用，抑制类型为竞争性抑制，在

0.0625~0.75 mg/mL 之间，芫花素抑制 α-葡萄糖苷酶

较阳性对照阿卡波糖更明显。芫花素在氢键和范德

华力为主要作用力下自发地与 α-葡萄糖苷酶进行结

合，在温度 291 和 310 K 时，结合位点数分别约为

2.8 和 2.2，该复合物的形成使 α-葡萄糖苷酶的荧光

产生静态猝灭。

综上所述，芫花素可以较好地抑制 α-葡萄糖苷

酶的活性，具有较大的应用潜力，该研究期望为降糖

功能性成分研究提供理论基础，同时也为功能性食品

和医药等领域的研究提供参考依据。在实验中我们

发现芫花素的水溶性较差，所以想要充分开发利用芫

花素，其生物利用度方面有待于进一步探讨。
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