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基于光谱学结合分子模拟研究咖啡酸和对 

香豆酸与脲酶的相互作用 
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营养调控重点实验室, 东莞市预制菜创新发展与品质控制重点实验室, 东莞  523808) 

摘  要: 目的  探究咖啡酸(caffeic acid, CA)和对香豆酸(p-coumaric acid, PCA)与脲酶的相互作用。方法  以

具有细微分子结构差异的 CA 和 PCA 为研究对象, 通过荧光光谱获取其对脲酶的荧光淬灭常数及结合常数, 

使用圆二色谱结合变温技术考察不同温度条件下 CA 和 PCA 对脲酶二级结构的影响, 利用分子模拟方法探讨

CA 和 PCA 与脲酶的结合位点与空间构象。结果  CA 和 PCA 对脲酶均属于静态淬灭, 与脲酶的结合是自发

形成的(ΔG°<0), 且结合摩尔比为 1:1。CA 对脲酶二级结构的影响高于 PCA, 且在温度为 300.15 K 时 CA 与脲

酶的亲和力远高于 PCA, 而它们与脲酶的结合稳定性随温度的升高而降低。分子对接进一步证明了 CA 与脲

酶的结合能力强于PCA, 并且在结合过程中氢键为主要相互作用力, CA和PCA与脲酶结合在双镍活性位点周

边。结论  CA 和 PCA 可以与脲酶自发结合, 其稳定性随着温度的升高而下降, 研究结果为基于构效关系的

天然小分子的功能性应用提供新思路。 
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Studying the interaction of caffeic acid and p-coumaric acid with urease 
based on spectroscopy combined with molecular simulation 
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ABSTRACT: Objective  To investigate the interaction between caffeic acid (CA) and p-coumaric acid (PCA) and 

urease. Methods  The quenching constants and binding constants of CA and PCA with subtle molecular structure 中
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differences on urease were obtained by fluorescence spectra. The effects of CA and PCA on the secondary structure of 

urease at different temperatures were investigated by circular dichroism combined with temperature change 

technology. The binding sites and spatial conformations of CA and PCA with urease were studied by molecular 

simulation method. Results  The fluorescence quenching types of urease by CA and PCA were static quenching, and 

the binding to urease was spontaneous (ΔG°<0), and the molar ratio of binding was 1:1. The effect of CA on the 

secondary structure of urease was higher than that of PCA, and the affinity of CA to urease was much higher than that 

of PCA at 300.15 K, while the binding stability of CA to urease decreased with the increase of temperature. 

Molecular docking further proved that the binding ability of CA and urease was stronger than that of PCA, and the 

hydrogen bond was the main interaction force during the binding process, and CA and PCA bound to urease around 

the active site of double nickel. Conclusion  CA and PCA can spontaneously bind to urease, and their stability 

decreases with increasing temperature. The research findings provide new insights into the functional applications of 

natural small molecules based on structure-activity relationships. 

KEY WORDS: caffeic acid; p-coumaric acid; urease; molecular structure; interaction; binding mechanism 
 
 

0  引  言 

幽门螺旋杆菌(Helicobacter pylori, HP)是一种螺旋形

厌氧菌, 为慢性胃炎、消化性溃疡、胃黏膜相关淋巴组织

淋巴瘤和胃癌等的主要致病因素, 是全球内最常见的传染

性致病菌之一[1]。世界卫生组织已将 HP 列为第一类致癌

因子[2]。HP 存活的最适 pH 范围为 6.0~8.0, 并且 HP 能分

泌高活性脲酶。脲酶(urease)又称尿素酰胺水解酶, 是由

567 个氨基酸构成的一类广泛存在于细菌、真菌、动植物

和人体中的酶, 在催化尿素水解方面具有高度专一性[3]。

脲酶可以特异性地催化尿素水解释放出氨和二氧化碳, 此

反应使得尿素浓度降低, 氨浓度升高, 从而对 HP 起到保

护作用, 使其能在胃部酸性环境中存活[4]并破坏宿主的胃

部组织, 引发胃炎和胃溃疡等。多酚是一类在自然界中广

泛存在的化合物, 是许多食用和医用植物的主要生物活性

成分, 脲酶抑制剂可干扰尿素与催化位点的结合, 降低脲

酶的催化活性[5]。多酚是一类苯环上含有羟基物质的总称, 

主要包含黄酮类或异黄酮类、酚酸类、花青素类等。据文

献报道, 改变异黄酮苯环结构上官能团的种类和位置, 可

以显著影响其对脲酶的抑制作用[6], 但是对于其他类型多

酚类物质的结构差异与脲酶的相互作用关系仍不明晰。 

咖啡酸(caffeic acid, CA)和对香豆酸(p-coumaric acid, 

PCA)是天然酚类化合物, 可从果蔬香料中提取, 目前已经广

泛应用于医药、香料、化妆品等领域。CA 常见于百里香、

苹果、咖啡、树莓等原料[7], PCA 常见于真菌、花生、西红柿、

梨和罗勒等农副产品[8], 研究表明, CA 和 PCA 都表现出优异

的抗氧化性、抗菌特性、抗癌特性[9]、神经保护[10]等生物活

性。CA 和 PCA 在分子结构上的差异主要体现在 PCA 仅在对

位位置含有1个酚羟基, 而CA在此基础上于邻位多1个酚羟

基, 这种结构差异是造成两种分子基本特性与生物活性差别

的主要原因。CA 和 PCA 对酶存在一定的抑制作用, 例如, CA

和 PCA 均对 α-淀粉酶都呈现出良好的抑制效果[11], CA 对于

脲酶的半抑制浓度(half maximal inhibitory concentration, IC50)

为(3.04±0.68) mmol/L[12], 但与脲酶的结合方式与结合位点等

相互作用关系尚不明晰, 基于构效关系进一步选择或合理设计

小分子结构将是研究脲酶抑制剂的关键。本研究对具有细微分

子结构差异的CA和PCA与脲酶的相互作用关系进行对比, 通

过荧光光谱分析 CA 和 PCA 与脲酶的荧光淬灭常数及结合常

数, 基于圆二色谱(circular dichroism, CD)结合变温技术考察不

同温度条件下小分子对脲酶二级结构的影响, 进一步利用分子

模拟方法探讨CA和PCA与脲酶的结合位点与空间构象, 为基

于构效关系的天然小分子的功能性应用提供新思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

脲酶(200 U/mg, 上海麦克林生化科技有限公司); 咖

啡酸、对香豆酸、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠(分析纯, 上海

阿拉丁生化科技股份有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

MR Hei-connect 磁力搅拌器(德国 Heidolph 公司); 

PHS-3CpH 计(上海雷磁股份有限公司); MX-S 涡旋机(上海

精密科学仪器公司); F-7000 荧光光谱仪(日本日立公司); 

Chirascan V100 圆二色光谱仪(英国应用光物理公司, 上海

代表处)。 

1.3  方  法 

1.3.1  荧光淬灭 

参考文献[13]的方法并有所修改, 激发波长为 280 nm、

发射波长为 300~500 nm, 激发波长和发射波长的狭缝宽度设置

为 2.5 nm, 光程为 5 mm。在 2 mL 的脲酶(1.09×10‒6 mol/L)中增

量加入10 μL 的CA (1.00×10‒3mol/L)或PCA (1.00×10‒3 mol/L)反
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应 3 min, 每次增加后测量体系的荧光光谱, 实验分别在

300.15、305.15 和 310.15 K 下操作检测。 

通过 Stern-Volmer 方程计算荧光淬灭程度:  

 

0
SV q 0= 1 + [ ] = 1 + [ ]

F
K Q K τ Q

F  
  (1) 

式中: F0 和 F 分别是不添加和添加抑制剂时的荧光强度; 

[Q]为抑制剂浓度(moL/L); Ksv 为荧光淬灭常数(105 L/moL); 

Kq 为荧光淬灭速率常数(1012 L/mol/s); τ0 为抑制剂不存在

时的平均荧光寿命(2.0×1010 L/mol/s)。 

以F0/F为纵坐标, [Q]为横坐标作图, 可直接通过直线斜

率求出 Ksv与 Kq。通过公式(2)计算结合常数和结合位点数:  

 

0
blog = log + log[ ]

F F
K n Q

F
         (2) 

式中: Kb 为结合常数(108 L/moL); n 为结合位点数。 

通过公式(3)和公式(4)计算热力学参数[14]:  

 
b

Δ ° Δ °
log = +

2.303 2.303

H S
K

RT R
         (3) 

 Δ ° = Δ ° Δ °G H T S              (4) 

式中 : Kb 为对应温度下的结合常数 (108 L/moL); R 为气

体常数 [8.314 J/(moLꞏK)]; ΔH°为焓变(kJ/moL); ΔS°为熵变

[L/(moLꞏs)]; ΔG°为吉布斯自由能变化(kJ/moL)。 

1.3.2  圆二色谱 

运用圆二色谱仪在远紫外区(180~260 nm)范围内, 分

别扫描 CA、PCA 与 5.45×10‒5 mol/L 的脲酶的混合溶液, 按

照 1:1、1:2、1:5 的摩尔比添加 CA、PCA。以不添加抑制

剂的脲酶样品作为空白对照, 研究 CA、PCA 浓度对蛋白

质二级结构的影响。 

在温度效应实验中, 在 25~90℃范围内以 1℃/min 的

速率进行实验。酶与 CA、PCA 的比例保持为 1:1 的摩尔

比。扫描速度 100 nm/min, 响应时间 1 s, 狭缝宽度 1 nm。

每个光谱是 3 次连续扫描的平均值。 

1.3.3  分子对接 

使用 AutoDock 4.2 和 MGL Tools 1.5.6 进行分子对接

模拟。脲酶(PDB ID: 3LA4)的蛋白三维结构来自蛋白质数

据库(http: //www.rcsb.org/pdb)。CA 和 PCA 的三维结构来

源于国家医学实验室(https: //www.ncbi.nlm.nih.gov/)。使用

AutoDock 4.2通过对接 100次, 输出LamarckianGA模块的结

果, 其他参数默认。使用 PyMol 软件(http: //www.pymol.org/)

将对接过程可视化分析。 

1.4  数据处理 

所有实验至少重复 3 次, 结果用平均值±标准偏差表

示, 使用 Origin Pro 9.8.0 绘制结果, 使用 SPSS 26.0 进行单

因素方差分析, P<0.05 被认为具有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  CA 和 PCA 对脲酶的荧光淬灭分析 

CA 和 PCA 有着相似的分子结构, 主要差异在于 CA 苯

环上邻位多一个酚羟基, 从而表现出对蛋白质的亲和能力差

异。本研究对比了不同温度(300.15、305.15 K 和 310.15 K)

条件下 CA 和 PCA 对脲酶的荧光淬灭效应。以 310.15 K

温度为例(图 1), 在 280 nm 的激发波长下, 未添加抑制剂

情况下最大荧光发射峰均在 341.80 nm 处。在脲酶浓度不

变的情况下, 荧光强度随着 CA 和 PCA 浓度的不断增加而

逐渐降低, 这表明 CA 和 PCA 可以与脲酶发生结合并产生

荧光淬灭现象, 并且属于浓度依赖性的淬灭作用。一般认

为, 蛋白质内源荧光的主要由色氨酸等含有共轭结构的氨

基酸残基产生[15], 由于抑制剂小分子与蛋白结合后产生能

量转移效应, 从而导致蛋白内源荧光的淬灭。同时发现, 

随着 CA 和 PCA 浓度的增加, 发射峰位置分别出现了从

341.80 nm 到 350.80 nm 或 347.80 nm 不等的红移现象。荧

光发射峰出现蓝移或红移是由于小分子改变了蛋白质中色

氨酸的微环境[16‒17], CA 产生了更多的红移是因为邻位羟

基对于色氨酸的扰动更加剧烈, 结果表明, CA和PCA与脲

酶都存在强烈的相互作用, 其中 CA 的作用效应可能更强。 
 

 
 

注: a 为 310.15 K 下不同浓度的 CA 引起脲酶荧光淬灭(a→l 表示浓度区间 0.0~4.5×10-5 mol/L); b 为 310.15 K 下不同浓度的 

PCA 引起脲酶荧光淬灭(a→l 表示浓度区间 0.0~4.5×10-5 mol/L)。 

图 1  脲酶荧光淬灭图 

Fig.1  Fluorescence quenching diagrams of urease 
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为进一步了解 CA和 PCA 对脲酶的荧光淬灭机制, 通

过 Stern-Volmer方程和温度梯度对数图(图 2)计算小分子与

脲酶的荧光淬灭常数与结合常数[18]。结果如表 1 所示, CA

和 PCA 在不同温度下对于脲酶的荧光淬灭 Stern-Volmer

曲线具有较好的线性关系。随着温度升高, CA 的 Ksv 值由

0.43×105 L/moL 显著增加到 0.61×105 L/moL, PCA 由

0.42×105 L/moL 逐渐增加到 0.53×105 L/moL, 同时计算荧光

淬灭速率常数 Kq 在 4.2×1012~6.1×1012 L/mol/s 范围内, 都远

大于生物大分子的最大散射碰撞速率常数 2.0×1010 L/mol/s, 

由此推断 CA 与 PCA 导致脲酶发生荧光淬灭的类型均为静

态淬灭[14,19], 并且 CA 相较于 PCA 在温度改变条件下, Kq

值也呈现出更大的波动。 

Kb表示蛋白质与淬灭剂的亲和力, Kb越高表明淬灭剂

的亲和力越强[20]。表 1 数据显示, CA 和 PCA 的 Kb 值都随

着温度的升高而降低, 即结合稳定性随温度的升高而降

低。同时, 伴随温度的升高结合位点数(n)也随之降低, 说

明高温不利于小分子与脲酶蛋白的结合 [21]。根据 n 在

1.23~1.56 范围内的参数, 可以推测 CA 和 PCA 与脲酶结合

的摩尔比可能为 1:1 的形式存在[22]。同时也发现, 当温度

在 300.15 K 时 CA 与脲酶的亲和力远高于 PCA 与脲酶的亲

和力, 表明在此温度下 CA 与脲酶具有更强的结合性, 这可

能是由于 CA 上更多的酚羟基提供了更多的结合位点。 
 

 
 

注: a 和 b 为不同温度下 CA 和 PCA 的 Stern-Volmer 图; c 和 d 为 CA 和 PCA 与脲酶的温度梯度对数图。 

图 2  Stern-Volmer 图和脲酶的温度梯度对数图 

Fig.2  Stern-Volmer plots and log plots of the temperature gradient for urease 
 

表 1  不同温度下 CA 和 PCA 与脲酶的荧光淬灭常数 
Table 1  Fluorescence quenching constants of CA and PCA with urease at different temperatures 

抑制剂 T/K KSV/(105 L/moL) Kb/(108 L/moL) n ΔH°/(kJ/moL) ΔS°/[L/(moLꞏs)] ΔG°/(kJ/moL) 

CA 

300.15 0.43±0.02c 3.89±0.13a 1.56±0.04a 

‒292.13±5.84a ‒809.56±21.10a 

‒49.26±1.48a 

305.15 0.51±0.03b 0.51±0.03c 1.38±0.01a ‒45.21±1.81b 

310.15 0.61±0.03a 0.09±0.01d 1.23±0.05a ‒41.16±2.06c 

PCA 

300.15 0.42±0.01c 1.51±0.07b 1.48±0.06a 

‒185.23±5.56b ‒460.95±23.05b 

‒46.95±1.41b 

305.15 0.48±0.01b 0.42±0.01c 1.37±0.03a ‒44.64±1.34b 

310.15 0.53±0.01b 0.14±0.01d 1.27±0.04a ‒42.34±1.27c 

注: 同列不同小写字母表示组间差异显著(P<0.05), 下同。 
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一般认为 , 酚类小分子和蛋白质的结合主要包括

氢键、静电作用、疏水作用和范德华力等弱分子相互作

用 [23]。通过计算 CA 和 PCA 与脲酶的热力学参数, 可以

有效判断出相互作用的作用力类型。由表 1 可知, 两种

小分子与脲酶相互作用的热力学参数 ΔG°<0, 表明 CA

或 PCA 均能够自发地与脲酶结合[24]。此外, ΔG°值越低

表明这种自发结合的可能性越大 , 比较两种小分子的

ΔG°发现, 在温度为 300.15 K 时两个小分子的 ΔG°最小，

并且 CA 的 ΔG°低于 PCA, 表明在此温度下 CA 与脲酶

结合自发性强于 PCA。同时发现, 随着温度升高, CA 与

PCA 的 ΔG°均是逐渐升高, 反应朝着自发性减小的方向

进行, 推测是由于温度升高导致整个体系的熵是增加的 , 

从而导致每个分子的活跃性都所有增加。根据文献报

道 , 当 ΔS°和 ΔH°同时为负值 , 说明 CA 和 PCA 与脲酶

的结合作用力主要为氢键和范德华力 [14], ΔH°的负值表

明 CA 和 PCA 与脲酶的结合是一个放热过程。 

2.2  CA 和 PCA 对脲酶二级结构的影响 

通过 CD 可以有效监测脲酶蛋白二级结构的变化[25]。

结果如表 2 所示, 随着 CA 浓度的增加, α-螺旋的含量从

(21.65±0.87)%显著下降到(20.68±1.03)%, β-折叠的含量从

(28.97±1.45)%上升到(31.01±0.62)%, β-转角的含量趋于持

平 , 无 规 卷 曲 含 量 从 (31.55±1.26)% 显 著 下 降 到

(30.71±0.61)%, 同样随着 PCA 的浓度变化, 脲酶的二级结

构也发生了一定的变化, 但其变化幅度相较于 CA 来说较

小, 这可能是因为它们分子结构差异导致对脲酶蛋白结构

影响的不同。 

本研究进一步通过变温技术分析小分子与脲酶结

合后二级结构的变化情况。如图 3a~c 所示 , 在 195 nm

处 , 可以发现随着温度的增加 , CD 呈规律性下降趋势 , 

在 210 nm 和 220 nm 处出现两个负带, 这是典型的 α-螺旋

的特征[26]。进一步拟合变温条件下蛋白二级结构的含量, 

由图 3d 可知, 随着温度的上升, 脲酶的 α-螺旋含量随着

温度增加而降低, 而 β-折叠的含量随着温度增加而呈先

上升后下降的趋势, 相对应的 β-转角和无规卷曲的含量

则是呈现上升趋势, 由此表明温度导致脲酶二级结构发

生明显变化。图 3e 是以 1:1 摩尔比添加 PCA 之后脲酶二

级结构随温度变化情况, 可以看出与图 3d 变化趋势相近, 

然而当以同样摩尔比添加 CA 之后, 脲酶二级结构随温度

变化波动较大, 可以推断出 CA 对于脲酶二级结构的稳定

性影响更为强烈, 这与荧光淬灭结果相一致。天然多酚类

小分子可以通过改变酶的二级结构从而导致酶的活性受

到抑制[27]。 

 
表 2  有无 CA 和 PCA 时脲酶二级结构的变化 

Table 2  Changes in urease secondary structures in the presence 
or absence of CA and PCA 

脲酶与多酚的

摩尔比 

二级结构/% 

α-螺旋 β-折叠 β-转角 无规卷曲

nurease:n 1:0 21.65±0.87b 28.97±1.45b 17.84±0.54a 31.55±1.26a

nUrease:nCA

1:1 22.34±1.12a 27.20±0.82c 17.89±0.36a 32.57±1.30a

1:2 20.68±0.21c 30.81±0.31b 17.71±0.53a 30.81±0.31b

1:5 20.68±1.03c 31.01±0.62a 17.71±0.18a 30.71±0.61b

nUrease:nPCA

1:1 21.42±0.64b 28.84±0.29b 17.92±0.72a 31.93±0.62a

1:2 21.19±0.69b 29.01±0.87b 17.90±0.54a 31.79±0.77a

1:5 20.86±0.42c 29.60±1.18b 17.88±0.89a 31.65±0.95a

 

 

 
 

注: a 为 25~90℃内脲的 CD 光谱; b 和 c 为相同条件下脲酶与 PCA 和 CA 为 1:1 时脲酶的 CD 光谱变化; d 为在 25~90℃内脲酶的 

二级结构变化; e 和 f 为相同条件下脲酶与 PCA 和 CA 为 1:1 时脲酶的 CD 光谱。 

图 3  有无 CA 和 PCA 时脲酶的 CD 光谱图与二级结构变化图 

Fig.3  CD spectra and secondary structure changes of urease in the presence or absence of CA and PCA 
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注: a 为 25~90℃内脲的 CD 光谱; b 和 c 为相同条件下脲酶与 PCA 和 CA 为 1:1 时脲酶的 CD 光谱变化; d 为在 25~90℃内脲酶的 

二级结构变化; e 和 f 为相同条件下脲酶与 PCA 和 CA 为 1:1 时脲酶的 CD 光谱。 

图 3(续)  有无 CA 和 PCA 时脲酶的 CD 光谱图与二级结构变化图 

Fig.3  CD spectra and secondary structure changes of urease in the presence or absence of CA and PCA 
 
 

2.3  CA 和 PCA 与脲酶的分子对接 

一般认为, 脲酶的活性部位存在金属原子, 主要为

了激活底物与水的反应[28], 相较于其他双核金属水解酶, 

脲酶是目前发现的唯一一种在活性部位存在双镍(II)原子

的镍依赖性水解酶[29]。为进一步直观地观察并探究 CA

和 PCA 与脲酶的结合机制, 使用分子对接方法对结合位

点进行了预测。通过 100 次对接, 根据最小能量原理选择

最佳结合位点与结合构象 [30], CA 分子间能量计算为 

‒7.11 kcal/mol, 其中氢键和范德华力为‒5.01 kcal/mol, 

静电力为‒2.10 kcal/mol, 表明氢键和范德华力在结合过程

中起主要的作用。PCA 分子间能量计算为‒6.58 kcal/mol, 

其中氢键和范德华力为‒6.04 kcal/mol, 静电力为‒0.54 kcal/mol, 

总分子间结合能高于 CA 分子, 表明其与脲酶的结合能力

略低于 CA。 

脲酶双镍活性位点在图 4a 中所示, 可以发现, CA 和

PCA 与脲酶结合的最低构象都不在活性位点中心。在图 4b

和 d 中, 清晰展示了 CA 与脲酶结合位点相关的氨基酸残

基, Tyr32、Thr33、Lys709 与 CA 形成 3 个氢键相互作用。

其中, CA 两个羟基上的 O3 和 O4 与脲酶的 Lys709 残基的

-NH2 的两个氢原子所形成氢键键长分别为 2.6Å 和 3.2Å, 

此外, O3 还与脲酶 Tyr32 残基的-OH 的氧原子形成了一个

键长 3.0Å 的氢键, 而 CA 羧基上的 O1 与 Thr33 残基的-OH

的氧原子形成一个氢键, 键长为 2.5 Å。此外, 由图 4d 发

现, 脲酶的 Phe712、Lys716、Glu718、Asp730 残基与 CA

形成疏水相互作用也是其形成稳定结构的重要原因之一。

从图 4c 和 e 同样展现了 PCA 与脲酶结合的主要残基及其

相互作用关系。由二者的分子间结合能可知, CA 与脲酶具

有更强的结合能力, 这与前面荧光淬灭与圆二色实验结果

一致。 
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注: a 为 CA 和 PCA 与脲酶对接示意图, 蓝色是 CA, 黄色是 PCA, 绿色为镍原子; b 和 c 为脲酶与 CA 和 PCA 的 

氢键最佳构象; d 和 e 为脲酶与 CA 和 PCA 之间的疏水相互作用。 

图 4  CA 和 PCA 与脲酶的分子对接图 

Fig.4  Molecular docking plots of CA and PCA with urease 
 

3  结  论 

小分子与脲酶的相互作用是研究其作为潜在脲酶抑

制剂的关键。CA 与脲酶的亲和力和结合能力高于 PCA, 在

常温或变温情况下, PCA 对脲酶二级结构的影响都明显弱

于 CA。分子模拟结果显示, CA 与脲酶的结合过程中, 氢

键为主要相互作用, 且 CA 与脲酶的结合要强于 PCA。本

研究从光谱学分析结合分子模拟角度研究了 CA 和 PCA 与

脲酶的相互作用关系, 对比讨论了由于分子结构不同导致

结合差异的原因, 研究结果表明, CA和PCA可以作为潜在

的脲酶抑制剂用于缓解和治疗幽门螺旋杆菌, 为基于构效

关系的天然小分子的功能性应用提供新思路。 
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