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天然胰脂肪酶抑制剂的虚拟筛选及活性验证

郑啸丹  王 闪  樊筱園  荆慧娟  阚绮蕃  王洪新  娄在祥*

（江南大学食品学院，江苏  无锡， 214122）

摘要：为了快速筛选安全有效的天然胰脂肪酶（pancreatic lipase，PL）抑制剂，作者采用分子对接、分光光度

法、正交 t值法及荧光猝灭试验等技术，通过研究胰脂肪酶的构象、活性、动力学和热力学来探究酶与抑制剂

之间的相互作用。结果表明，在筛选出的 31 种化合物中有 28 种对 PL 的抑制率超过了 50%，其中 11 种半数

抑制质量浓度（the half maximal inhibitory concentration，IC50）低于 100 μg/mL，特别是（-）-表没食子儿茶素没

食子酸酯（EGCG）和辅酶 Q9（coenzyme Q9，CoQ9），其半数抑制质量浓度低于奥利司他。作者设计的复合

配方包括了木犀草素、杨梅素、槲皮素、异槲皮苷和柚皮苷，当质量浓度为 0.5 mg/mL，且各组分的体积比为

7∶15∶6∶17∶5时，其抑制率达到了（98.79±2.46）%，效果优于单一组分。配方中的 5种物质通过自发键合静态

猝灭 PL 的固有荧光，与 PL 之间存在疏水相互作用、氢键、离子键及 π-π 堆积等非共价相互作用。该研究为

胰脂肪酶抑制剂提供了多种候选物质。
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Abstract: To rapidly identify safe and effective natural inhibitor of pancreatic lipase (PL), the author utilized 

molecular docking, spectrophotometry, the orthogonal t-value method, and fluorescence quenching 

experiments to investigate the interaction between PL and the inhibitors by analyzing PL's conformation, 

activity, kinetics, and thermodynamics. Results showed that of the 31 screened compounds, 28 exhibited 

more than 50% inhibition of PL activity, with 11 compounds demonstrating half-maximal inhibitory 

concentrations (IC50) below 100 μg/mL. Notably, (- ) -epigallocatechin gallate (EGCG) and coenzyme Q9 

(CoQ9) displayed IC50 values lower than that of orlistat. The author designed compound formula, comprising 

luteolin, myricetin, quercetin, isoquercetin, and naringin, achieved an inhibition rate of (98.79±2.46)% at a 

concentration of 0.5 mg/mL and a volume ratio of 15∶6∶17∶5, surpassing the efficacy of individual 

components. The five substances in the formulation spontaneously bind to PL, leading to the quenching of its 

intrinsic fluorescence through static quenching. Non-covalent interactions, including hydrophobic 

interactions, hydrogen bonds, ionic bonds, and π-π stacking, are observed between these substances and PL. 

This study provides multiple promising candidates for PL inhibitors.
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长期摄入高脂高糖饮食和缺乏运动的生活方

式导致肥胖、Ⅱ型糖尿病、非酒精性脂肪肝、高血压

以及其他心血管疾病的发病率逐渐增加［1］。摄入

脂肪过多已成为一大健康隐患，胰脂肪酶是减少

脂质积累和调节脂质稳态的关键靶点。PL 主要

将摄入的脂肪（主要是甘油三酯）水解成游离脂肪

酸、单酰基甘油等物质，这些物质随后被人体吸收

或储存，进而导致人体肥胖。通过抑制 PL 活性，

使脂肪不被有效水解，而是以未水解的形式随粪

便排出体外，从而降低发生肥胖的风险。奥利司

他能够有效抑制 PL 的活性，是我国目前唯一仍被

批准用于减肥的药物［2］。然而，奥利司他具有多

种副作用，如肠胃胀气、脂肪泻、肾毒性、肾结石和

胰腺炎［3］。因此开发安全有效的抑制 PL的降脂药

物显得尤为重要［4］。

许多传统中药具有药食同源的特性，相较于化

学合成物质更健康安全，有很大的开发潜力［5-7］。近

年来，研究人员在各种中药提取物中发现了许多

PL 抑制剂，如茯砖茶中的茶碱（IC50 为 0.03~1.02 

μg/mL）［8］、桑白皮中的酚类物质 Morachalcone A

（IC50为 6.2 μmol/L）［9］、光果甘草根中的黄烷类成

分（异甘草素 IC50 为 7.3 μmol/L、3，3’，4，4’-四羟

基-2-甲氧基查耳酮 IC50为 35.5 μmol/L、甘草苷 IC50

为 14.9 μmol/L、异甘草苷 IC50为 37.6 μmol/L）［10］。

此外，从茶叶中分离出的各种多酚，如原花青素、表

儿茶素没食子酸酯（epicatechin gallate，ECG）、

EGCG等，都对 PL有很强的抑制作用［11-13］。

传统的化合物筛选试验成本高、周期长且工

作量大，难以系统地研究成分和靶标之间的作用

机制。分子对接技术能够识别有治疗潜力的新

化合物，在分子水平上预测配体-受体相互作用，

并描述构效关系［14］，有助于进一步解释中药减脂

和减肥的机制［15］。Nguyen 等［16］使用分子对接和

分子动力学方法将模拟的天然 4-苄氧基查耳酮

衍生物鉴定为潜在的 PL 抑制剂 ，其中化合物

C82 在低浓度下就对 PL 具有强抑制作用，其 IC50

为（1.01±0.86） µmol/L。通过高通量技术筛选出

来的候选物质，需要结合体外试验才能得到可靠

的结果［17］。探究不同天然产物对同一作用对象

的协同拮抗作用一直是研究的热点，正交 t 值法

通过“主药分析、辅药交互作用、剂量选择”三步

走 ，可以精简处方 ，适用于较大规模方剂的研

究［18］。通过科学配比，使复合组分在相同质量浓

度下优于单一组分，或者达到低质量浓度下的等

效效果。

为了快速筛选 PL 抑制剂，作者构建了一种基

于配体分子对接的多构象虚拟筛选方法。根据结

构分类，对得分较高的物质进行酶活力和酶动力

学测定，采用正交 t 值法对多组分复方进行精简，

获得最佳配方，并进一步考察组分对 PL 的荧光猝

灭效应及相互作用力。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO）、二

水合磷酸二氢钠、十二水合磷酸氢二钠、N，N-二

甲基甲酰胺（p-NPP）、对硝基苯酚（p-nitrophenol，

p-NP）：国药集团化学试剂有限公司；4-硝基苯基

丁酸酯（4-nitrophenyl butyrate，p-NPB）：上海麦克

林 生 化 科 技 有 限 公 司 ；植 醇（GC 质 量 分 数≥
90%）、角鲨烯（纯度 98%）、菜油甾醇（纯度≥
98%）、辅酶 Q9（纯度≥99%）：上海源叶生物科技

有限公司；奥利司他（纯度 98%）、橙皮苷（纯度

97%）、维生素 E（纯度 97%）、辣椒素（纯度 97%）、

绞股蓝皂苷（纯度 98%）、绿原酸（纯度 98%）、（+）-

儿茶素（纯度 97%）、表儿茶素（纯度 97%）、EGCG

（纯 度 98%）、芦 丁（纯 度 98%）、槲 皮 素（纯 度

97%）、木 犀 草 素（纯 度≥98%）、大 黄 素（纯 度

90%）、异槲皮苷（纯度 95%）、柚皮苷（纯度 95%）、

苦杏仁苷（纯度 95%）、佛手柑内酯（纯度 98%）、杨

梅素（纯度 97%）、反式-橙花叔醇（纯度 95%）、厚朴

酚（纯度≥98%）、牛蒡子苷（纯度 98%）、山柰酚

（纯度 97%）、6-姜酚（纯度 98%）、人参皂苷 Re

（分析纯）、β-胡萝卜素（纯度≥98%）、西托糖苷（纯

度≥98%）、黄芩苷（纯度 95%）、视黄醇（纯度 95%）

等：上海麦克林生化科技有限公司。

1.2　仪器与设备

电子分析天平：AR224CN 型，奥豪斯仪器有

限公司；pH 计：DELTA320 型，梅特勒托利多仪器

有限公司；荧光光谱仪：F-7000 型，日本日立公司；

酶标仪：M5 型，美国 Molecular Devices 公司；台式

高速离心机：SCILOGEX D3024 型，上海科怀仪器

有限公司；电热培养箱：DRP-9162 型，上海培印实

验仪器有限公司。
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1.3　研究方法

1.3.1 虚拟筛选  

从中国知网和 PubMed中检索与 PL抑制剂相关

的文献，最终选择了 37种植物。根据类药物五原则，

通过 TCMSP 网站（http：//tcmspw. com/tcmsp. php）［19］

整理了这些植物的成分 ，并构建了一个包含

3 286种化合物的天然活性成分库。具体植物包括

药食同源植物：党参、黄芪、杜仲叶、丁香、八角茴

香、菊花、甘草、乌梅、决明子、山药、姜、茯苓、荷叶、

砂仁、枸杞子、山楂、葛根、薏苡仁、桑白皮、桑叶；国

家卫生健康委员会公布的可用于保健食品的中药：

红花、厚朴花、牛蒡子、苦丁茶、绞股蓝、番泻叶、丹

参、熟地黄、泽泻、女贞子、银杏叶、补骨脂、制大黄；

普通食物：辣椒、陈皮、葱白、红参。

使用 Chem3D 对这些化合物的 3D 结构进行能

量最小化处理，并通过聚类分析按结构进行分组。

从 RCSB 蛋白质数据库（http：//www.rcsb.org/pdb）［20］

中下载 PL 的 X 射线晶体结构（1LPB），并去除晶体

结构中的水分子、所有配体及无机离子，补全不完

整残基并添加氢原子。在批量对接之前，将 1LPB

中的原始配体（MUP901）提取出来，重新对接到复

合物的结合口袋中，并计算对接配体构象与原始晶

体结构的均方根偏差（root-mean-square deviation， 

RMSD）。RMSD 可以评判对接软件预测结合模式

的能力，当 RMSD≤2Å 时，代表软件成功预测了该

晶体的结合模式［21］。使用 Autodock Vina（版本

1.5.6， Molecular Graphics Lab， USA）探索配体和蛋

白质之间的结合亲和力［22］。在原始配体位点生成

一个对接盒（26.556Å×26.556Å×26.556Å）。不同结

构组按比例筛选出打分排名靠前的配体，使用

Sybyl-X（Tripos Inc.， St Louis， MO， USA）的

Surflex-Dock Screen 程序进行精准对接 ，并执行

Cscore 模块。对接结果进行交叉排序 ，选择在

Autodock Vina和 Sybyl-X中均表现良好且具有 CAS

号可购买的化合物进行体外酶活力测定。

1.3.2 酶抑制率及酶动力学测定 

以 p-NPP为底物，采用分光光度法测定抑制剂

对 PL 的抑制率［23］。检测体系包括 500 μL 用 PBS

（50 mmol/L，pH 7）溶解的质量浓度为 2 mg/mL 的

PL 和 1 000 μL 抑制剂（体积分数 10% DMSO），在

离心管中充分混合，并在 37 ℃下孵育 1 h。随后加

入 200 μL p-NPP 溶液并摇匀，继续在 37 ℃下孵育

20 min。反应结束后在 405 nm 测定上清液的吸光

度。按式（1）计算抑制剂对 PL的抑制率。

Y = (1 − A 1 − A 0

B 1 − B 0
) × 100% （1）

式中：

Y——PL抑制率，%；

A1——抑制剂与 PL 反应后底物 p-NPP 的吸

光度；

A0——抑 制 剂 与 PBS 及 底 物 p-NPP 的 吸

光度；

B0——无抑制剂的体积分数 10% DMSO 溶液

与 PL及底物 p-NPP的吸光度；

B1——仅存在体积分数 10% DMSO 溶液及

PBS时底物 p-NPP的吸光度。

PL 的抑制动力学参考 Wilcox 等［24］的方法测

定。将 500 μL 的 PBS（50 mmol/L，pH 7）、1 000 μL

体积分数 10% 的 DMSO 溶液和 200 μL 不同浓度

的 p-NP 混合均匀，在 37 ℃下孵育 20 min 后测定

混合物在 405 nm 处的吸光度。以 p-NP 浓度为横

坐标，吸光度为纵坐标，绘制 p-NP-吸光度标准曲

线。固定底物 p-NPP 的浓度（6 mmol/L）、改变 PL

质量浓度（0.5、1.0、2.0、4.0、6.0 mg/mL）；或固定 PL

的质量浓度（2.0 mg/mL）、改变底物 p-NPP 的浓度

（2、4、6、8、10 mmol/L），测定存在抑制剂（质量浓

度 0.5 mg/mL）与不存在抑制剂对酶促反应初始速

率的影响。以反应速率 V 为纵坐标，PL 质量浓度

［C］为横坐标拟合直线。如果线性拟合曲线穿过

原点，则抑制剂表现为可逆抑制，否则为不可逆抑

制［25］。以 p-NPP 溶液底物浓度的倒数 1/［S］为横

坐 标 ，反 应 速 率 的 倒 数 1/V 为 纵 坐 标 绘 制

Lineweaver-Burk 双倒数曲线，根据直线与坐标轴

的交点位置及 Michaelis-Menten 方程判断抑制剂

对 PL的竞争抑制类型，见式（2）和式（3）。

1

V
=

Km

Vmax

·
1

[ S ]
+

1

Vmax

（2）

1

V
=

Km

Vmax

( 1 +
[ I ]

Kis

) ·
1

[ S ]
+

1

Vmax

( 1 +
[ I ]

K ii

) （3）

式中：

V——反应速率，mmol/（L·min）；

Km——酶促反应速度为最大反应速度一半时

的底物浓度，mmol/L；

Vmax——酶完全被底物饱和时的反应速度，
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mmol/（L·min）；

［I］——抑制剂质量浓度，mg/mL；

［S］——p-NPP溶液底物的浓度，mmol/L；

Kis——酶 与 抑 制 剂 的 解 离 平 衡 常 数 ，

mmol/（L·min）；

Kii——酶底物复合物与抑制剂的解离平衡

常数，mmol/（L·min）。

当 Kii= ∞时，酶只能与底物或抑制剂之一结

合，称为竞争性抑制；当 Kis=∞时，酶先与底物结合

后才能与抑制剂结合，称为反竞争性抑制；当 Kii和

Kis都不为∞时，为非竞争性抑制［26］。

1.3.3　复方设计　

1）主药分析：根据 PL 抑制剂的 IC50排名结果，

确定各抑制剂的抑制率是否符合剂量依赖性特

征，选择 10种因素包括 EGCG、槲皮素、柚皮苷、苦

杏仁苷、木犀草素、佛手柑内酯、芦丁、异槲皮苷、

表儿茶素、杨梅素，并分别命名为 B~K。每个因素

设 2个水平，水平 1为添加，水平 2为不添加。固定

每种抑制剂的质量浓度都为 0.5 mg/mL，根据 IC50

确 定 其 在 各 组 方 中 的 体 积 比 。 试 验 采 用 L11

（210）正交 t 值表，以 PL 抑制率作为响应值。

2）辅药交互作用：以作用显著的主因素为基

础，选择不显著的因素进行辅药相互分析。以 PL

抑制率作为响应值。辅药包括槲皮素（C）、柚皮苷

（D）、芦丁（H）、异槲皮苷（I），并采用 L8（27）来分析

4种活性物质之间的相互作用关系。

3）剂量优化：经过试验确定，主药为木犀草素

和杨梅素，辅药为槲皮素、柚皮苷和异槲皮苷，根

据 IC50选择高、中、低 3 个水平，检测了质量浓度为

0.5 mg/mL 时不同剂量配比对 PL 抑制率的影响，

并选出最优配比。

1.3.4 荧光光谱  

参考作者所在实验室方法并略加修改［27］。将

质量浓度为 0.5 mg/mL 的 PL 溶液与不同质量浓度

的槲皮素、柚皮苷、木犀草素、异槲皮苷、杨梅素

（溶剂为 DMSO）混合，并在 37 ℃下孵育 30 min。

经过预试验，抑制剂在测试体系中分为高质量浓

度组（0.06~0.10 mg/mL）和低质量浓度组（0.01~

0.05 mg/mL）。在 1 mm 狭缝石英皿中以 280 nm

的激发波长记录发射波长范围为 290~450 nm 的

荧光强度 ，激发和发射带宽均为 5 nm。使用

DMSO 作为空白对照，同时测量无 PL 存在时各

抑制剂的荧光强度。使用 Stern-Volmer 方程（4）

计算猝灭常数及猝灭类型。

F 0

F
= 1 + K q τ0[Q ] （4）

式中：

F0——不存在猝灭剂时 PL的荧光强度；

F——存在不同质量浓度猝灭剂时 PL 的荧光

强度；

Kq——淬灭速率常数，L/mol；

τ0——PL发射激发态的平均寿命（约 10-8 s）；

［Q］——猝灭剂浓度，mol/L。

经过计算，5 种猝灭剂对 PL 的猝灭作用均属

于静态猝灭。猝灭剂与 PL 之间的表观结合常数

（Ka）和结合位点数（n）通过静态猝灭方程（5）

计算。

lg 
é
ë
êêêê

F 0 − F

F
ù
û
úúúú= lg Ka + nlg [ Q ] （5）

式中：

F0——不存在猝灭剂时 PL的荧光强度；

F——存在不同质量浓度猝灭剂时 PL 的荧光

强度；

Ka——结合常数，L/mol；

n——结合位点的数量；

［Q］——猝灭剂浓度，mol/L。

不同温度下的热力学参数 ΔG、ΔH、ΔS可根据

热力学公式（6）~（8）计算。

ΔG =− RTln K （6）

ln ( K 2

K 1
) =

ΔH (
1

T1

− 1

T2

)

R
（7）

ΔS =
ΔH − ΔG

T
（8）

式中：

ΔG——自由焓变，kJ/mol；

R——理想气体常数，8.314 J/（mol·K）；

T——温度，K；

ΔH——焓变，kJ/mol；

K——结合常数，L/mol；

T1——298 K；

T2——310 K；

K2——298 K 下的结合常数，L/mol；

K1——310 K 下的结合常数，L/mol；

ΔS——熵变，J/mol。
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1.3.5 分子对接  

使用 Pymol软件分别生成槲皮素、柚皮苷、木

犀草素、异槲皮苷及杨梅素与 PL 的复合物模型。

利用 LIGPLOT+进行绘图，并计算氨基酸残基侧链

与配体之间形成的氢键、疏水相互作用及其他相

互作用力，以进一步描述复杂结构中 PL 与小分子

化合物之间可能发生的特异性相互作用［28］。

1.3.6 统计及分析  

所有试验均进行 3 次重复，使用 Origin 2018

和 Microsoft Excel 2019 进行统计学分析 ，使用    

lg-Probit 计算 IC50，结果表示为平均值 ±标准差。

采用 IBM SPSS Statistics 21 软件对数据进行单因

素方差分析（ANOVA），P<0.05为差异显著。

2　结果与讨论

2.1　虚拟筛选

1LPB 的 原 配 体（MUP901）使 用 Autodock 

Vina 和 Sybyl-X 重对接后，RMSD 分别为 1.889 4Å

和 1.518 7Å，说明这两种软件都能较好地预测该

配体与晶体的结合模式。

数据库中的化合物被 FSFC-6 分为 7 个主要

簇，包括黄酮类、萜烯、酚酸、甾醇、饱和无环烃、

木脂素、蒽醌，其中黄酮类化合物及萜类化合物

的占比最大。Autodock Vina 初筛和 Sybyl-X 复

筛选后的打分数据见表 1。黄酮类化合物中对接

表现最好的是柚皮苷，其在 Autodock Vina 中的

最低结合能为-41.84 kJ/mol，在 Sybyl-X 中总分

为 8.51（Cscore 为 5）。萜类化合物在两种软件中

的表现有所差异，Autodock Vina 中对接表现最好

的是绞股蓝皂苷Ⅹ Ⅶ（Autodock Vina 中最低结

合能为-41.42 kJ/mol），而在 Sybyl-X 中的总分为

6.18（Cscore 为 3）。甾醇中的菜油甾醇和西托糖

苷表现相似，在 Autodock Vina 中的最低结合能

分别为-38.91 kJ/mol 和-35.56 kJ/mol，在 Sybyl-

X 中的总分分别为 6.65 和 6.42（Cscore 都为 4）。

在对接软件中表现良好，意味着这些化合物具有

潜在的 PL 抑制活性，因此最终选择这 31 种化合

物进行体外酶抑制试验。

2.2　酶抑制率及酶动力学

在测试的质量浓度下，31种化合物都显示出对

PL具有抑制作用，见表 2。除 CoQ9和反式-橙花叔

醇外，其余化合物对 PL 的抑制效果均呈剂量依赖

性（P<0.05）。槲皮素、EGCG、绿原酸、异槲皮苷、西

托糖苷、木犀草素、芦丁、佛手柑内酯在最高测试质

量浓度下对 PL的抑制率均大于 90%，而 6-姜酚、厚

朴酚、山柰酚的抑制率均小于 50%。6-姜酚在分子

对接和体外试验中均表现不佳。山柰酚可能是因

为分光光度法受样品颜色限制导致试验出现偏差，

山柰酚质量浓度在 100 μg/mL 时样品溶液较黄。

共计 17种化合物的 IC50小于1 000 μg/mL，11种化合

物的 IC50在1 000~5 000 μg/mL，而 6-姜酚的 IC50为

（7 046.13±322.59） μg/mL，厚朴酚、山柰酚的 IC50大

于 10 mg/mL。作为阳性对照的奥利司他，对 PL的

最 大 抑 制 率 为（99.93±0.21）% ，IC50 为（33.92±

1.22） μg/mL。除了CoQ9和EGCG外，其他化合物

的抑制效果都比合成药物奥利司他弱。辅酶 Q 是

一类小分子醌类化合物，是电子传递链中天然存在

的脂溶性成分 ，参与有氧细胞呼吸［29］。研究表明

CoQ9对人血管内皮细胞氧化损伤具有预防和修复

作用，而脂质超负荷会导致氧化应激诱导的心肌损伤，

CoQ9最早是用于治疗心血管疾病的一种药物［30］。试

验结果显示，CoQ9在质量浓度为 100 μg/mL 时，对

PL 的 抑 制 率 达 到 了（86.26±3.03）% ，丰 富 了

CoQ9 的活性功能。Martinez-Gonzalez 等［25］比较

了辣椒中 4 种酚类化合物（咖啡酸、对香豆酸、槲

皮素和辣椒素）对 PL 的抑制作用，发现槲皮素是

最强的抑制剂 ，其 IC50 为（6.1±2.4） µmol/L。此

外，Kawaguchi 等［31］发现与其他 3 种柑橘类黄酮

单体相比，橙皮苷是最有效的 PL 抑制剂，其 IC50

为 32 μg/mL。

p-NP 的标准曲线方程为 y=5.831 7x +0.043 4， 

R2=0.999 8。在不同酶质量浓度下，31 种化合物存

在时酶质量浓度和反应速率的拟合曲线通过原点，

表明它们是可逆抑制。从 Lineweaver-Burk图得到

了在 x正半轴、y负半轴、第二象限和第三象限相交

的直线组，可以通过 Vmax、Km、Kis、Kii的增减来判断

化合物对酶的抑制类型。31种化合物对 PL的抑制

类型主要包括：竞争性抑制、非竞争性抑制、反竞

争性抑制、混合竞争-非竞争性抑制、混合非竞争

性-反竞争性抑制，见表 2。在没有抑制剂存在

时，PL 的 Km 为（2.93±0.17） mmol/L，Vmax 为（9.48±

0.27） μmol/（L·min）。绿原酸、辣椒素、橙皮苷、

表儿茶素、山柰酚、槲皮素、芦丁对 PL 的抑制作

用属于竞争性抑制，Vmax 不变，Km 增大，意味着抑
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制剂会代替 p-NPP 与 PL 的活性位点结合，从而

阻止酶催化反应。竞争性抑制容易受到底物浓

度的影响，高浓度的底物会降低抑制作用，甚至

完全消除抑制作用。β-胡萝卜素、牛蒡子苷、木犀

草素、植醇、维生素 E 都属于反竞争性抑制剂，Vmax

降低，Km降低，此时需要底物与酶同时存在，抑制

剂通过与酶-底物复合物结合形成酶-底物-抑制

剂复合物，从而降低酶的活性。EGCG、绞股蓝皂

苷、厚朴酚、佛手柑内酯、角鲨烯属于非竞争性抑

制剂，Vmax降低，Km不变，非竞争性抑制剂对酶的抑

制程度取决于抑制剂的质量浓度，且增加底物浓

度不会降低抑制剂对酶的抑制程度［32］。EGCG 是

一种典型的非竞争性 PL 抑制剂，可与 PL 的非活

性位点结合，不改变 PL 对底物 p-NPP 的亲和力。

Kis和 Kii越小，说明酶与抑制剂结合得越紧密。

2.3　正交 t值法

由正交试验得出主药中具有显著作用的物质

为木犀草素和杨梅素（P<0.05），在复合组分中起

显著负作用的为 EGCG、苦杏仁苷、佛手柑内酯和

表儿茶素（P<0.05），主药无显著作用的有槲皮素、

表 1　分子对接排名打分数据

Table 1　Molecular docking ranking scoring data

化合物类别

黄酮类

萜类

甾醇

蒽醌

木脂素

饱和无环烃

酚酸

生物碱

吡啶类

化合物名称

柚皮苷

木犀草素

EGCG

橙皮苷

山柰酚

（+）-儿茶素

杨梅素

黄芩苷

芦丁

表儿茶素

槲皮素

异槲皮苷

6-姜酚

绞股蓝皂苷ⅩⅦ

人参皂苷 Re

维生素 A

β-胡萝卜素

佛手柑内酯

角鲨烯

反式-橙花叔醇

植醇

菜油甾醇

西托糖苷

大黄素

CoQ9

牛蒡子苷

厚朴酚

苦杏仁苷

绿原酸

辣椒素

维生素 E

奥利司他

Autodock Vina结合能/（kJ/mol）

-41.84

-40.58

-40.58

-40.17

-37.66

-37.24

-36.82

-35.98

-35.56

-35.56

-35.15

-33.47

-30.54

-41.42

-37.66

-33.47

-30.96

-30.96

-30.12

-27.20

-25.10

-38.91

-35.56

-39.33

-29.29

-35.98

-35.56

-35.56

-33.05

-32.22

-31.80

-28.03

   Sybyl-X 总分

8.51

4.05

6.13

6.81

5.19

5.68

4.39

5.08

7.77

4.47

5.06

4.55

7.02

6.18

5.32

4.36

5.49

3.65

8.10

6.07

7.23

6.65

6.42

5.38

10.30

8.04

6.12

6.54

4.11

6.00

8.89

7.80

Sybyl-X Cscore

5

4

4

5

5

2

4

4

5

3

5

4

4

3

4

5

4

4

5

3

3

4

4

5

4

5

3

3

4

3

4

4
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柚皮苷、芦丁和异槲皮苷（P>0.05），对于无显著作

用的这 4 种主药可以考虑将其作为辅药使用，见

表 3。辅药交互试验结果见表 4，槲皮素、柚皮苷、

异槲皮苷有显著的促进作用（P<0.05），芦丁有显

著负作用（P<0.05），且与异槲皮苷起拮抗作用（P<

0.05），芦丁和柚皮苷可能有拮抗作用，但结果不显

著（P>0.05）。

剂量优化试验结果见表 5~6，其中 F1K1C3I3

D3 对 PL 的抑制率最高 ，但试验中未涉及此组

合，因此通过优化试验验证。当组合中木犀草

素、杨梅素、槲皮素、异槲皮苷和柚皮苷的质量浓

度均为 0.5 mg/mL，且各组分的体积比为 7∶15∶

表 2　PL半抑制浓度及最大抑制率、抑制动力学统计

Table 2　Half maximal inhibitory concentration, maximum inhibition rate, and inhibition kinetics statistics of compounds in 

inhibiting PL

类型

无抑制

竞争性抑制

反竞争性

    抑制

非竞争性

    抑制

竞争-非竞争

    性抑制

反竞争-非竞

    争性抑制

名称

绿原酸

辣椒素

橙皮苷

表儿茶素

山柰酚

槲皮素

芦丁

β-胡萝卜素

牛蒡子苷

木犀草素

植醇

维生素 E

EGCG

绞股蓝皂苷

厚朴酚

佛手柑内酯

角鲨烯

反式-橙花叔醇

菜油甾醇

杨梅素

西托糖苷

大黄素

（+）-儿茶素

黄芩苷

视黄醇

6-姜酚

柚皮苷

辅酶 CoQ9

人参皂苷 Re

苦杏仁苷

异槲皮苷

IC50/

（μg/mL）

570.34±8.02

3 103.11±167.71

1 785.24±26.91

156.17±13.65

1 800 884.69±90.49

34.24±0.51

75.73±3.77

3 545.92±121.40

3 724.57±143.67

66.96±6.37

3 939.29±104.10

1 483.02±18.52

18.53±0.86

2 655.04±27.48

16 925.62±1 696.47

80.51±1.62

2 453.12±25.10

37.57±3.52

70.53±1.40

166.81±4.67

1 363.96±14.81

189.60±2.53

915.33±12.16

1 065.39±12.10

3 465.97±249.51

7 046.13±322.59

50.73±1.64

0.53±0.36

185.75±8.37

58.11±6.30

89.13±2.68

最大

抑制率/%

99.36±0.87

62.64±2.36

83.34±2.16

72.29±1.69

29.42±1.30

99.60±0.46

95.60±0.96

53.34±2.20

57.45±2.00

97.60±1.99

55.00±1.33

67.64±1.59

99.60±0.67

61.48±0.92

36.45±1.46

92.88±1.89

65.97±0.58

60.17±1.02

79.56±2.16

76.86±2.93

98.40±1.83

86.79±1.04

77.62±2.29

69.37±1.93

55.53±1.89

47.86±0.45

87.41±1.96

86.26±3.03

83.22±2.67

86.72±1.81

98.67±2.28

Vmax/

［μmol/（L·min）］

9.48±0.027

9.48±0.11

9.49±0.36

9.52±0.37

9.59±0.16

9.44±0.23

9.58±0.12

9.59±0.13

2.48±0.24

4.17±0.23

6.41±0.19

8.10±0.17

8.19±0.15

3.86±0.16

6.72±0.11

5.66±0.26

8.80±0.23

9.30±0.10

3.27±0.26

2.14±0.027

7.37±0.25

4.99±0.19

4.70±0.018

6.76±0.31

3.41±0.27

3.32±0.26

1.13±0.11

4.91±0.23

5.45±0.32

1.23±0.29

5.58±0.26

5.32±0.32

Km/

（mmol/L）

2.93±0.17

3.87±0.06

4.82±0.27

5.23±0.14

5.84±0.13

6.78±0.23

7.99±0.07

23.06±0.16

0.76±0.08

1.30±0.09

1.98±0.11

2.51±0.08

2.53±0.09

2.88±0.04

2.93±0.11

2.89±0.46

3.08±0.27

2.98±0.22

3.28±0.06

3.51±0.19

3.62±0.21

3.96±0.09

4.68±0.06

5.04±0.14

13.29±0.16

1.43±0.21

1.45±0.18

1.98±0.11

2.24±0.23

2.37±0.31

2.52±0.19

2.54±0.14

Kis/

［mmol/（L·min）］

—

4.38±0.19

2.65±0.08

1.04±0.03

1.74±0.07

1.33±0.11

0.96±0.09

0.12±0.01

∞

0.75±0.08

1.58±0.21

2.79±0.24

30.30±1.64

63.79±2.93

1.00±0.31

0.29±0.01

2.66±0.37

0.55±0.09

0.83±0.13

1.15±0.32

0.10±0.27

4.45±0.37

0.57±0.07

2.82±0.23

1.92±0.21

0.10±0.06

2.38±0.21

1.98±0.09

Kii/

［mmol/（L·min）］

—

∞

0.33±0.02

0.74±0.02

3.65±0.26

9.93±0.34

7.40±0.33

0.75±0.08

1.58±0.21

2.79±0.24

30.30±1.64

63.79±2.93

1.19±0.26

0.36±0.02

5.51±0.34

0.97±0.07

1.82±0.21

4.03±0.47

0.63±0.06

0.94±0.05

0.24±0.06

0.93±0.19

0.85±0.19

0.08±0.07

1.56±0.24

1.38±0.06
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6∶17∶5 时，对 PL 的抑制率达到（98.79±2.46）%。

而当物质的质量浓度为 0.5 mg/mL 时，奥利司他

对 PL 的 抑 制 率 为（94.33±1.92）% ，槲 皮 素 为

（94.66±1.61）%，异槲皮苷为（93.85±1.62）%，木犀

草素为（94.52±2.18）%，柚皮苷为（83.94±1.44）%，

杨梅素为（76.86±2.93）%。试验证明，复合配方

可能存在协同效应，使复合配方对 PL 的抑制效

果优于单个化合物。

2.4　荧光光谱

PL 由于含有色氨酸（Trp）、酪氨酸（Tyr）和苯丙

氨酸（Phe），因此具有内源性荧光。其中，Trp 对荧

光的贡献最大，其次是 Tyr，而 Phe的荧光最弱，Tyr

表 4　正交 t值法辅药相互作用表

Table 4　Adjuvant interaction table by orthogonal t-value method

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

m1

m2

R

P

因素

C

1

1

1

1

2

2

2

2

66.86%

30.64%

0.36

**

D

1

1

2

2

1

1

2

2

54.63%

42.87%

0.12

*

HI

1

1

2

2

2

2

1

1

42.84%

54.66%

-0.12

*

H

1

2

1

2

1

2

1

2

29.68%

67.82%

-0.38

**

DI

1

2

1

2

2

1

2

1

50.59%

46.91%

0.04

0.427

DH

1

2

2

1

1

2

2

1

47.29%

50.21%

-0.03

0.528

I

1

2

2

1

2

1

1

2

55.49%

42.01%

0.13

**

Y/%

54.89

78.77

44.39

89.40

13.33

71.54

6.13

31.55

注：m1 为水平为 1 时，Y 数值的和除以 6；m2 为水平为 2 时，Y 数值的和除以 6；R 为极差；*表示 P<0. 05 水平上有显著差异；**表示 P<0. 01

水平上有极显著差异。

表 3　正交 t值法主药分析表

Table 3　Analysis table of main drugs by the orthogonal t-value method

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

m1

m2

R

P

空列

1

1

1

1

1

1

2

2

2

2

2

2

40.89%

50.85%

-0.60

因素

B

1

1

1

2

2

2

1

1

1

2

2

2

41.44%

50.31%

-0.53

*

C

1

1

2

1

2

2

2

2

1

2

1

1

47.26%

44.49%

0.17

0.479

D

1

1

2

2

1

2

2

1

2

1

2

1

42.12%

49.63%

-0.45

0.063

E

1

1

2

2

2

1

1

2

2

1

1

2

39.91%

51.84%

-0.72

*

F

1

2

1

1

2

2

1

2

2

1

2

1

51.77%

39.98%

0.71

*

G

1

2

1

2

1

2

2

2

1

1

1

2

41.19%

50.56%

-0.56

*

H

1

2

1

2

2

1

2

1

2

2

1

1

44.33%

47.42%

-0.18

0.431

I

1

2

2

1

1

2

1

1

2

2

1

2

43.22%

48.53%

-0.32

0.182

J

1

2

2

1

2

1

2

1

1

1

2

2

29.13%

62.62%

-2.01

*

K

1

2

2

2

1

1

1

2

1

2

2

1

52.29%

39.46%

0.77

*

Y/%

14.81

41.44

57.46

42.75

57.61

31.29

75.46

18.68

40.82

26.43

50.03

93.72

注：m1为水平为 1时，Y数值的和除以 6；m2为水平为 2时，Y数值的和除以 6；R为极差；*表示 P<0. 05水平上有显著差异。
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和 Trp 的荧光峰主要集中在 313 nm 和 350 nm 附

近［33］。在不同质量浓度的槲皮素、柚皮苷、木犀草

素、异槲皮苷和杨梅素的作用下，PL均表现出荧光

猝灭现象，见图 1。随着这些化合物质量浓度的增

加，PL 的荧光强度逐渐减弱，表明这 5种化合物通

过与 PL结合改变了其微环境，进而影响了 PL的构

象和活性［34-35］。结合 2.2 中酶抑制试验结果，当抑

制剂与酶结合后，会导致局部构象发生变化，使酶

的结构变得松散，从而降低了酶活力。根据 Stern-

Volmer方程，在 298 K 和 310 K 条件下，5种化合物

的 F0/F与［Q］在测量范围内都呈线性关系，且 Kq远

大于 2.00×1010 L/（mol·s），表明它们与 PL 的结合都

属于静态猝灭 ，见表 7。在 310 K 下 ，Ka 都大于

1.00×105 L/mol。同时，随着温度的上升 Ka增加，说

明 5种化合物与 PL的结合都较为紧密，并且至少有

一个结合位点。

热力学结果见表 7，ΔG 为负值表明 5种化合物

能自发的与 PL结合；ΔH 为正值说明它们的结合是

一个吸热的过程，适当升高温度有利于这 5种化合物

与PL的结合，这与Ka的变化趋势一致；ΔH与ΔS均为

正值，表明疏水作用在这些化合物与 PL结合中起主

导作用［36］。疏水作用是由于水与水之间形成氢键网

络，导致疏水基团聚集而产生的能量效应和熵效

应［37］。蛋白质内部的疏水相互作用对其结构的稳定

表 5　剂量优化因素水平表

Table 5　Factor and level table of dose optimization

水平

1

2

3

因素

F

70

94

141

K

147

196

293

C

30

40

60

I

84

112

168

D

45

59

89

表 6　正交 t值法剂量优化表

Table 6　Dose optimization table by the orthogonal t-value method

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

m1

m2

m3

R

P

因素

F1

1

1

1

1

1

1

2

2

2

2

2

2

3

3

3

3

3

3

73.19%

53.54%

49.69%

0.24

*

K1

1

1

2

2

3

3

1

1

2

2

3

3

1

1

2

2

3

3

76.81%

49.38%

50.24%

0.27

*

C3

1

2

1

3

2

3

1

3

2

3

1

2

2

3

1

2

1

3

56.87%

58.88%

60.69%

0.04

0.821

I3

1

2

3

1

3

2

3

1

2

3

2

1

3

2

2

1

1

3

19.97%

68.65%

87.81%

0.68

*

D3

1

3

3

2

2

1

2

3

2

1

3

1

1

2

1

3

2

3

62.34%

52.26%

61.83%

0.10

0.360

空列

1

3

2

3

1

2

3

2

2

1

1

3

2

1

3

1

2

3

68.04%

61.01%

47.38%

0.21

空列

1

2

3

4

5

6

6

5

1

2

4

3

4

3

5

6

2

1

41.66%

31.76%

30.60%

0.11

Y/%

87.67

97.40

98.44

0.68

56.91

98.06

96.61

0.34

74.17

92.46

56.99

0.69

94.35

84.49

0.81

29.73

0.68

88.09

注：m1为水平为 1时，Y数值的和除以 6；m2为水平为 2时，Y数值的和除以 6；m3为水平为 3时，Y数值的和除以 6；R为极差；*表示 P<0. 05水

平上有显著差异。
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性至关重要，是维持蛋白质空间结构稳定的关键因

素，这一点可以与分子对接的结果进行比较验证。

2.5　分子对接相互作用

据报道，PL与其他脂肪酶家族成员相同，保留

了丝氨酸（Ser）152-组氨酸（His）263-天冬氨酸

（Asp）176 的催化三联体［38］。奥利司他通过 5 个氢

键和不同的疏水相互作用显示出与 PL的强结合能

力。奥利司他的内酯环和氨基酸侧链在与残基苯

丙氨酸（Phe）77、His151、Ser152、脯氨酸（Pro）180、

精氨酸（Arg）256形成这 5个氢键中起关键作用［4］。

奥利司他通过与脂肪酶活性位点的 Ser152共价结

合使酶失活，而许多成分通过与 PL 的非活性位点

非共价结合来抑制酶活力。槲皮素、柚皮苷、木犀

草素、异槲皮苷、杨梅素与 PL的对接位点相互作用

见图 2。Phe77和 Phe215主要与槲皮素、柚皮苷、木

犀草素、杨梅素产生疏水相互作用，Asp79、His151

最底部谱线为抑制剂本身荧光强度。

图 1　PL与不同质量浓度抑制剂存在时的荧光光谱

Fig. 1　Fluorescence spectra of PL in the presence of different mass concentrations of inhibitors

表 7　PL与槲皮素、柚皮苷、木犀草素、异槲皮苷、杨梅素在 298 K 和 310 K 下的 Kq、Ka、n和热力学参数

Table 7　Kq, Ka, n, and thermodynamic parameters for interactions between PL and quercetin, naringin, luteolin, isoquercitrin, and 

myricetin at 298 K and 310 K

名称

槲皮素

柚皮苷

木犀草素

异槲皮苷

杨梅素

温度/K

298

310

298

310

298

310

298

310

298

310

Kq/（×1012 L/（mol·s））

4.90±0.10

3.80±0.07

0.63±0.04

1.00±0.05

4.40±0.12

4.10±0.08

2.20±0.09

1.40±0.08

2.70±0.13

1.30±0.07

n

1.16±0.09

1.44±0.09

1.14±0.07

1.61±0.08

1.17±0.15

1.37±0.03

1.01±0.07

1.53±0.40

1.08±0.06

1.30±0.14

Ka/（×105 L/mol）

1.69±0.16

14.40±0.15

0.01±0.07

16.20±0.09

1.73±0.25

8.78±0.05

0.007 0±0.000 2

26.10±0.95

0.45±0.02

1.80±0.12

ΔH/（kJ/mol）

137.17±7.25

472.37±11.05

104.00±2.52

522.50±4.67

88.31±2.81

ΔG/（kJ/mol）

-29.82±1.85

-36.55±2.05

-17.13±1.71

-36.84±1.96

-29.88±1.04

-35.27±2.11

-16.38±0.95

-38.08±1.17

-26.56±0.92

-31.19±1.04

ΔS/（J/（mol·K））

560.39±1.73

560.40±1.71

1 642.64±2.01

1 642.66±2.09

449.26±1.93

449.27±1.91

1 808.33±0.90

1 808.35±0.83

385.47±0.41

385.49±0.42
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和 Ser152主要与这 5种化合物形成氢键，每种化合

物的酚羟基都与 PL 活性位点形成超过两个氢键。

His263 主要通过与化合物中的芳香环产生 π-π 堆

积，并与组分产生电荷相互作用以巩固稳定的复合

结构。此外，柚皮苷和异槲皮苷还能与 His263形成

离子键。统计显示 ，除催化三联体外 ，Phe77、

Asp79、Phe215、Tyr114 和 His151 也在化合物抑制

PL方面发挥了重要作用。

3　结论

结合计算机虚拟筛选与体外试验，筛选出 31

种化合物，其中有 28 种对 PL 的抑制率大于 50%，

其中 17 种 IC50 低于 1 000 μg/mL，11 种 IC50 低于

100 μg/mL。 IC50 最 小 的 化 合 物 是 辅 酶 Q9 为

（0.53±0.36） μg/mL。在质量浓度为 100 μg/mL 时，

其对 PL 的抑制率可达（86.26±3.03）%。反式橙花

叔醇、苦杏仁苷、菜油甾醇和佛手柑内酯的 IC50都

小于 100 μg/mL，且关于它们对 PL 的作用研究较

少，试验结果为天然 PL 抑制剂提供了大量良好的

候选物质。酶抑制动力学显示它们包含 5 种可逆

竞争抑制类型。通过正交 t值法获得复合配方，其

中主药为木犀草素和杨梅素，辅药为槲皮素、异槲

皮苷和柚皮苷。当质量浓度为 0.5 mg/mL，且各组

分的体积比为 7∶15∶6∶17∶5 时，其抑制率达到了

（98.79±2.46）% ，效果优于单一组分。配方中的

5 种化合物通过自发键合静态猝灭 PL 的固有荧

光，主要与 PL 活性位点的 Phe77 和 Phe215 产生疏

水相互作用 ，与 Asp79、His151 和 Ser152 产生氢

键，与 His263 生成离子键，以及与 His263 出现 π-π

堆积现象。然而，许多天然化合物较难在水中溶

解，因此酶与这些天然化合物之间的相互作用有

待进一步研究。
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