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基于多光谱法的 3种黄酮类化合物与 

胰脂肪酶的结合作用研究 

潘佳逸, 张  炎, 闫  焕, 张瀛心, 周素珍*, 范金波 

(渤海大学食品科学与工程学院, 生鲜农产品贮藏加工及安全控制技术 

国家地方联合工程研究中心, 锦州  121013) 

摘  要: 目的  研究黄芩素(baicalein, Bai)、槲皮素(quercetin, Que)和漆黄素(fisetin, Fis) 3 种黄酮类化合物与

胰脂肪酶(pancreatic lipase, PL)的结合作用。方法  采用紫外-可见光谱法、三维荧光光谱法和傅里叶变换红外

光谱法(Fourier transform infrared spectroscopy, FTIR)研究 3 种黄酮类化合物与 PL 的相互作用机制, 采用差示

热量扫描法(differential scanning calorimetry, DSC)考查复合物中 PL 的稳定性, 计算配体的保留率。结果  紫

外-可见吸收光谱表明 3 种黄酮类化合物与 PL 通过静态猝灭形成复合物, 结合常数分别为 5.06×103、4.86×103

和 3.83×103 L/mol。三维荧光光谱表明, 3 种黄酮类化合物诱导了 PL 的微环境和构象变化。FTIR 表明 Bai、

Que 和 Fis 改变了 PL 多肽骨架网络结构和氢键相互作用。同时复合物的形成稳定了 PL 的结构并提高了热稳

定性, PL 变性温度 Tm 从 77.91℃升高至 79.50、78.29、79.06℃。热稳定性表明 PL 增加 3 种黄酮化合物的保

留率, 减少活性成分的损失。结论  Bai、Que 和 Fis 能改变 PL 的构象变化, 并且复合物的形成提高了 PL 的

稳定性。 
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Study on the binding effects of 3 kinds of flavonoids with pancreatic  
lipase based on multi-spectroscopy 

PAN Jia-Yi, ZHANG Yan, YAN Huan, ZHANG Ying-Xin, ZHOU Su-Zhen*, FAN Jin-Bo 

(College of Food Science and Technology, Bohai University, National & Local Joint Engineering Research  
Center of Storage, Processing and Safety Control Technology for Fresh Agricultural and  

Aquatic Products, Jinzhou 121013, China) 

ABSTRACT: Objective  To investigate the binding effects of baicalein (Bai), quercetin (Que) and fisetin (Fis) with 

pancreatic lipase (PL). Methods  The interaction mechanisms of the 3 kinds of flavonoids with PL were studied by 

ultraviolet-visible absorption spectroscopy, three-dimensional fluorescence spectroscopy and Fourier transform 

infrared spectroscopy (FTIR), differential scanning calorimetry (DSC) was used to investigate the stability of PL in 

the complexes and calculate the retention rates of the ligands. Results  The ultraviolet-visible absorption 
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spectroscopy showed that the 3 kinds of flavonoids formed compounds with PL through static quenching, and the 

binding constants were 5.06×103, 4.86×103 and 3.83×103 L/mol, respectively. Three-dimensional fluorescence spectra 

showed that the microenvironment and conformational changes of PL were induced by the 3 kinds of flavonoids. 

FTIR showed that Bai, Que and Fis changed the skeleton network structure and hydrogen bond interaction of PL 

polypeptide. At the same time, the formation of complex stabilized the structure of PL and improved the thermal 

stability. The denaturation temperatures of PL increased from 77.91℃ to 79.50, 78.29, 79.06℃. Thermal stability 

showed that PL increased the retention rates of 3 kinds of flavonoid compounds and reduced the loss of active 

ingredients. Conclusion  Bai, Que and Fis can change the conformational change of PL, and the formation of 

complex can improve the stability of PL. 

KEY WORDS: baicalein; quercetin; fisetin; multi-spectroscopy 
 
 

0  引  言 

肥胖定义为食物摄入过多和低能量消耗导致的体

内脂肪过度蓄积。如今, 肥胖正在成为一种全球性的流

行病 [1‒2]。脂质代谢异常是引起肥胖的主要因素[3]。因此, 

维持脂质代谢平衡对预防和治疗肥胖具有重要意义。目前, 

预防肥胖的实用策略之一是减少脂肪在消化器官中的消化

吸收, 而胰脂肪酶(pancreatic lipase, PL)是脂质吸收的关键

酶[4]。在临床上, 治疗肥胖症的常用药物为胰脂肪酶抑制

剂奥利司他, 然而, 长期服用可能会引起各种不良反应, 

如血压升高、食欲不振和表现抑郁症状[5‒6]。相比之下, 人

们更加关注有效和安全的治疗方法, 尤其是具有潜在抗肥

胖活性的天然产品。 

黄酮类化合物是一类广泛存在于自然界的化合物 , 

通常以糖基化或酯化形式存在, 由 C6-C3-C6 环组成[7], 即

A 环和 B 环通过三碳环 C 连接(图 1)[8], 其普通人群日摄入

量在 20~500 mg 之间, 主要来源于茶、红酒、洋葱和西红柿

等膳食补充剂[9‒10]。研究表明, 黄酮类化合物对预防和治疗

肥胖及其相关代谢紊乱具有有益作用[11]。例如, LI 等[12]研

究发现, 芹菜素以竞争方式可逆地抑制 PL活性, 并且与奥

利司他组合显示出协同效应。HUANG 等[13]对 8 种具有代

表性的柑橘皮提取物进行了 PL 抑制能力和机制研究, 发

现橙皮苷、柚皮苷、新橙皮苷、柚皮苷和圣草次苷是柑橘

皮提取物的主要黄酮类化合物, 其中橙皮苷是主要的 PL

抑制剂, 其可通过氢键和范德华力与 PL 相互作用。 
 

 
 

图 1  黄酮类化合物的基本骨架[8] 

Fig.1  Basic skeleton of flavonoids[8] 

研究显示, 与黄酮类化合物等配体的结合过程中, 蛋

白质结构和功能会发生改变, 通过研究结合过程中蛋白质

和小分子结构、性质的变化, 可以从分子层面阐明二者相

互作用的具体原理及其结合机制[14]。多光谱法是探究黄酮

类化合物与蛋白质的相互作用的有效手段, YANG 等[15]采

用多光谱法研究洛伐他汀与 3 种消化酶(胃蛋白酶、胰蛋白

酶和 α-糜蛋白酶)的相互作用, 紫外光谱表明在远紫外区

的峰加强, 略有红移, 胃蛋白酶的肽链展开, 结构变得松

散, 氨基酸残基微环境的疏水性降低; 三维荧光光谱表明

洛伐他汀改变了胃蛋白酶、胰蛋白酶和 α-糜蛋白酶的构象。

HUANG 等[16]在紫外光谱图中发现吸收峰在添加抑制剂之

后发生不同程度的红移, 表明 3种多甲氧基化黄酮与 PL形

成新的复合物, 改变了 PL 的结构构象。在前期研究中发现, 

黄芩素(baicalein, Bai)、槲皮素(quercetin, Que)和漆黄素

(fisetin, Fis)对 PL 的半抑制浓度(half maximal inhibitory 

concentration, IC50)均大于阳性对照奥利司他, 为更深入理

解 PL与配体相互作用时的构象变化, 本研究采用 3种光

谱法以不同角度分析 3 种黄酮类化合物与 PL 的相互作

用及机制 , 通过差示热量扫描法 (differential scanning 

calorimetry, DSC)考查复合物中 PL 的稳定性, 为指导降脂

功能食品的开发提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

胰脂肪酶(猪胰腺, 15~35 units/mg, 上海阿拉丁生化

科技股份有限公司); Bai、Que、Fis(纯度 98%, 上海源叶生

物科技有限公司); 无水乙醇、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠(分

析纯, 天津市北辰方正试剂厂)。 

1.2  仪器与设备 

F-7000 荧光分光光度计(日本日立高新技术公司); 

Evolution 201 紫外-可见分光光度计(美国 Thermo 公司); 

IRTracer-100 傅里叶变换红外光谱仪[岛津企业管理(中

国)有限公司]; SCIENTZ-10N/A 冷冻干燥机(宁波新芝生
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物科技股份有限公司); Q 2000 差示扫描量热仪(美国 TA

公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  紫外荧光光谱法 

参考褚盼盼等[17]方法并稍作修改。取 7 支规格为 5 mL

的离心管, 将一定体积的 PL (5 mL/mg)分别加入到不同浓

度(0、6.67、13.33、20.00、26.67、33.33、40.00 μmol/L)

的 Bai、Que、Fis 溶液中, 用磷酸盐缓冲液(phosphate buffer 

solution, PBS)稀释至 3 mL。在常温条件下测定样品吸光度, 

记录 200~600 nm 的紫外吸收光谱, 测量之前使用 PBS 进

行基线校正。 

根据Benesi-Hildebrand方程[18]估算 298 K时复合物的

基态结合常数(Ka), 协同度(h)由 Hill 方程(1)~(2)获得:  

 d1 1
= +

Δ [ ] Δ Δ  
K

A S A A
   (1) 

 a
Δ

lg = lg[ ] + lg
Δ Δ 

A
h S K

A A
  (2) 

式中, ΔA=A‒A0, A0 和 A 分别为无或有黄酮类化合物时 PL

的吸光度; [S]是 3 种黄酮类化合物浓度, mol/L; ΔA∞是 PL

完全饱和时吸收的变化; Kd 是解离常数, mol/L。 

1.3.2  三维荧光光谱法 

取 4 支 5 mL 离心管, 依次加入 5 mg/mL PL, 第 1 支

作对照, 第 2 到第 4 支再依次加入浓度为 20 µmol/L Bai、

Que 和 Fis 溶液, 最后加入 PBS 稀释至 3 mL, 混合均匀后

反应 30 min。发射波长(emission wavelength, Em)范围为

230~450 nm, 初始激发波长(excitation wavelength, Ex)设置

为 200 nm, 间隔 5 nm, 扫描次数为 30 次。 

1.3.3  傅里叶变换红外光谱法 

参照 1.3.2 样品配制方法, 4 组样品经过真空冷冻干燥机

制成粉末后, 分别与溴化钾(KBr)粉末以 1:100 的比例充分混

合, 压片, 分辨率 4 cm‒1, 记录 400~4000 cm‒1 的光谱数据。 

1.3.4  差示扫描量热法 

参照 1.3.2 样品配制方法, 称取约 10 mg 样品置于铝

盘上并密封。空铝盘作为参比。以 5℃/min 的加热速率将

温度从 0℃加热到 100℃后冷却到室温, 获得 DSC 图及热

力学参数。 

1.3.5  热稳定性 

参照 1.3.2 样品配制方法, 在 37℃水浴中加热 2.5 h, 

其中 3 种黄酮类化合物作为对照组。每隔 0.5 h 在 Bai、Que

和 Fis 最大吸收波长测定紫外吸光值。按照公式(3)计算保

留率:  

 保留率/%=A/B×100%    (3) 

其中, A 为不同时间段吸光值, B 为 0 h 吸光值。 

1.4  数据分析 

本研究实验均重复 3 次, 结果表示为平均值±标准偏差。

运用 Excel 2304 进行数据处理, 使用 Origin 2018 软件绘图。 

2  结果与分析 

2.1  紫外-可见吸收光谱 

紫外吸收光谱用于评价分子间的构象变化和相互作用, 

以及鉴别主要猝灭机制[19‒20]。如图 2 所示, PL 的吸收光谱在

210 nm 和 280 nm 左右处有两个吸收峰, 分别对应肽键和芳

香族氨基酸。Bai、Que 和 Fis 3 种黄酮类化合物的加入使

紫外吸收强度增加, 在 280 nm 附近分别出现明显的蓝移

(280 nm→268 nm, 280 nm→263 nm, 280 nm→248 nm), 表

明复合物改变了 PL 的结构构象, 从而影响了色氨酸和酪

氨酸残基周围的微环境[16]。PL 不存在芳香环, 如果 PL 和

Bai、Que、Fis 3 种黄酮类化合物相互结合, PL 结构中会引

入多酚特有的芳香环[21], 由图 2 可知, 360、376、370 nm

附近为 3 种黄酮化合物苯环和羰基共轭体系的特征谱带, 

表明 3 种黄酮化合物与 PL 之间存在相互结合作用。Bai、

Que 和 Fis 在与 PL 相互作用时引起了吸收光谱发生变化, 

说明复合物之间存在静态猝灭并在基态下形成络合物[22]。 

根据 1/ΔA 与 1/[S]的拟合曲线, 可以确定复合物的结

合常数(Ka), 由表 1 可知, Bai、Que 和 Fis 分别在最大吸光

度值 268、263、248 nm 处测得 Ka 为 5.06×103、4.86×103

和 3.83×103 L/mol, 表明 3 种黄酮类化合物均能与 PL 结合, 

其结合能力最强的为 Bai, 其次是 Que 和 Fis。Bai、Que

和 Fis 与 PL 复合物之间的协同度均大于 0.99, 推测配体的

相互作用位点的最小数目为 1[23]。 
 

 
 

注: 配体(Bai、Que 和 Fis)浓度 1→7 依次为 0、6.67、13.33、20.00、26.67、33.33、40.00 μmol/L。 

图 2  Bai (A)、Que (B)和 Fis (C)与 PL 相互作用的紫外-可见吸收光谱 

Fig.2  Ultraviolet-visible absorption spectra of Bai (A), Que (B) and Fis (C) binding to PL 
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表 1  Bai、Que 和 Fis 与 PL 相互作用的结合参数 
Table 1  Binding parameters of Bai, Que and Fis interaction with 

PL from ultraviolet-visible absorption spectroscopy 

T/K 配体 Kd/(mol/L) Ka/(L/mol) h 

298 

Bai 1.98×10‒4 5.06×103 0.9988 

Que 2.06×10‒4 4.86×103 0.9988 

Fis 2.61×10‒4 3.83×103 0.9979 

 

2.2  三维荧光光谱 

三维荧光光谱测量灵敏度高, 用于探索配体相互作

用后蛋白质结构微环境和构象的变化。由图 3A 所示, PL

主要有 4 个不同的光谱峰值。峰 a 对应于瑞利散射, 其特

征为 λem=λex; 峰 b, 中心波长为 280 nm/334 nm (λex/λem), 

主要代表 PL 的 Trp 和 Tyr 残基涉及 π-π 跃迁的光谱特征; 

峰 c, 中心波长为 220 nm/333 nm (λex/λem), 主要表现为多

肽骨架结构 C=O 微环境的光谱特征, 与 PL 二级结构的修

饰有关[24]。从表 2 中各峰强度变化分析, 加入 3 种黄酮类

化合物后, 峰强度均有不同程度的降低。其中 Bai、Que 和

Fis 峰 b 的荧光强度分别从 6075 降低到 2669、3202 和

3787(下降约 56.07%、47.29%和 37.66%), 峰 c 的荧光强度

分别从 4608 降低到 2508、2292 和 2624(下降约 45.57%、

50.26%和 43.06%)。LU 等[25]通过三维荧光光谱解释了没食

子酸的加入使猪胰 α 淀粉酶(porcine pancreatic α-amylase, 

PPA)峰 b 和峰 c 荧光强度均下降的原因, 主要是 PPA 和没

食子酸的相互作用引起了 PPA 多肽链的严重失稳, 增加了

之前被埋藏的疏水区域的暴露, 疏水基团和侧链被迫折叠, 

将疏水残基嵌入分子内形成疏水腔。由此可推断 PL 的两

个峰的荧光强度的降低, 可能是 PL与 3种黄酮化合物的相

互作用诱导 PL 构象发生变化并改变结合位点疏水微环境

的极性。此外, 峰 a 强度的降低可能是由于蛋白质直径的

减小, 其表现为降低的瑞利散射效应[26]。 

2.3  傅里叶变换红外光谱 

FTIR 可深入了解蛋白质的二级结构及其与不同配体

的相互作用。酰胺 I 谱带(1600~1800 cm‒1)通常由 C=O 伸

缩振动引起, 酰胺 II 区域(1470~1570 cm‒1)的峰归因于 C-N

伸缩或 N-H 弯曲, 酰胺 III 谱带(1250~1350 cm‒1)对应于

N-H 弯曲和 C-N 拉伸平面振动, 酰胺 A (3300~3500 cm‒1)

代表 N-H 键的伸展和氢键。与酰胺 II 带相比, 酰胺 I 带对

配体与蛋白结合诱导的构象变化敏感[27‒28]。如图 4 所示, 

 

 
 

注: A: PL; B: PL-Bai; C: PL-Que; D: PL-Fis。 

图 3  PL 和 3 种复合物的三维荧光光谱图 

Fig.3  Three-dimensional fluorescence spectra of PL and 3 kinds of compounds 
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表 2  PL 和 3 种复合物的三维光谱参数 
Table 2  Three-dimensional spectral parameters of PL and 3 kinds of compounds 

样品 
峰 b 

Δλ/nm 荧光强度 
峰 c 

Δλ/nm 荧光强度 
(λex/λem) (λex/λem) 

PL 280/334 54 6075 230/333 103 4608 

PL+Bai 280/331 51 2669 230/331 101 2508 

PL+Que 280/335 55 3202 230/335 105 2292 

PL+Fis 280/332 52 3787 230/334 104 2624 

 

 
 

图 4  PL 和 3 种复合物的 FTIR 图 

Fig.4  FTIR diagrams of the 3 kinds of compounds and PL 
 

PL 中的酰胺 I、酰胺 III 和酰胺 A 带分别位于 1674.25、

1261.87 和 3440.13 cm‒1。向 PL 中加入 Bai、Que 和 Fis 后, 

酰胺 I 带从 1674.25 cm‒1 移动到 1658.19 cm‒1 (PL-Bai)、

1683.28 cm‒1 (PL-Que)、1708.36 cm‒1 (PL-Fis), 酰胺 III 带从

1261.87 cm‒1移动到1264.88 cm‒1 (PL-Bai)、1261.98 cm‒1 (PL-Que)、

1262.88 cm‒1 (PL-Fis); 表明PL与 3种黄酮类的结合会引起酰

胺 I 带 C=O 键和酰胺 III 带中的 N-H 和 C-N 键发生变化。

酰胺 A 带从 3440.13 cm‒1 移动到 3448.16 cm‒1 (PL-Bai)、

3446.15 cm‒1 (PL-Que)、3445.00 cm‒1 (PL-Fis), 两种聚合物

之间的氢键在 3440.13 cm‒1 处移动, 对应于强 O-H 伸缩振

动。这意味着氢键在 PL 酰胺基团和黄酮类化合物羟基之间

的相互作用中具有重要影响。综上所述, FTIR 峰值的变化和

位移提示 PL 结构因复合物的形成而发生变化。 

2.4  相互作用对 PL 热稳定性的影响 

DSC 可以提供与蛋白质折叠相关的各种热力学参数, 

如变性温度(Tm)和变性焓值(ΔH)等[29]。PL 的 Tm 值代表其

自身构象的稳定性, 加热可通过热力学可逆或不可逆过程

的解折叠改变 PL 的天然构型。由图 5 和表 3 数据可知 PL

的 Tm 为 77.91℃, 使酶变性所需的 ΔH 为 27.08 J/g。加入

Bai、Que 和 Fis 后, PL 的 Tm 从 77.91℃升高至 79.50、78.29、

79.06℃, Bai、Que 和 Fis 稳定了 PL 的结构并提高了其热稳

定性。SHI 等[30]发现乳清蛋白(whey protein, WP)与海藻酸

丙二醇酯(propylene glycol alginate, PGA)形成复合物后, 

WP 的热稳定性提高, 这可能与 WP 的氨基和 PGA 的羧基

之间的静电相互作用及WP和PGA之间形成络合物之后的

结构重排[30]有关。由此推测 PL 热稳定性提高可能是由于

PL 和 Bai, Que、Fis 之间键的相互作用形成结构重排。而

加入 Bai 和 Fis 后, 使酶变性所需的 ΔH 从 27.08 J/g 升高至

70.98 J/g 和 31.19 J/g; 反之, 加入 Que 后酶变性所需的 ΔH

从 27.08 J/g 降至到 24.30 J/g。说明 Bai 和 Fis 的结合使得

PL 的酶变性所需的 ΔH 升高, 所提供的热量更多。PL-Bai

复合物的 ΔH 值与其他两组相比, 差异明显, 可能是 Bai

导致空间结构改变较大, 增加了变性难度[31]。 
 

 
 

图 5  PL 和 3 种复合物的 DSC 图 

Fig.5  DSC diagrams of the 3 kinds of compounds and PL 
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表 3  PL 和 3 种复合物的热变性温度和焓值 
Table 3  Thermal denaturation temperature and enthalpy of the 

3 kinds of compounds and PL 

样品 Tm/℃ ΔH/(J/g) 

PL 77.91 27.08 

PL+Bai 79.50 70.98 

PL+Que 78.29 24.30 

PL+Fis 79.06 31.19 

 

2.5  相互作用对配体热稳定性的影响 

Bai、Que 和 Fis 的稳定性是发挥抑制作用的关键, 其

含有的敏感基团易受光和热等物理因素影响, 而加速生物

活性损失[32]。由图 6 可知, 在 37℃加热 2.5 h 后, Bai 的保

留率与 PL-Bai 复合物增加数据基本保持一致。推断 Bai

在此温度下, 生物活性不受温度的影响, 与结构中连苯三

酚部分羟基的糖基化略微增强了稳定性有关[33]。在加热

0.5~2.5 h 后, Que 和 Fis 的保留率分别从 95.00%→61.70%, 

96.51%→77.50%。XIAO 等[33]通过对比芹菜素、毛地黄黄酮

与 B 环上具有羟基的黄酮醇山奈酚和槲皮素, 发现在 B 环上

具有羟基的黄酮的 C 环上的羟基化可降低其稳定性。推测

Que和Fis的不稳定性可能与自身的结构有关, 其主要来自于

羟基和吡喃酮结构(C 环)。与 PL 结合反应 2.5 h 后, Que 和 Fis

的保留率分别从 61.70%→65.39%, 77.50%→81.55%, 相比

于 Que, Fis 的保留率稍高, 可能是由于 PL 的疏水腔对 Que

和 Fis 的有效保护减少了温度对 Bai、Que 和 Fis 降解的影响。 

 

 
 

图 6  加热处理后配体的保留率 

Fig.6  Retention rates of ligand under heating treatment 
 

3  结  论 

本研究通过多光谱法全面探索了 Bai、Que 和 Fis 与

PL 的相互作用, 结果发现 Bai、Que 和 Fis 3 种黄酮类化合

物与 PL复合物之间存在静态猝灭, 结合能力最强的为Bai, 

其次是 Que 和 Fis。三维荧光结果表明, PL 构象发生变化

并改变了结合位点疏水微环境的极性。FTIR 中 PL 酰胺 A、

酰胺 I 和酰胺 III 带受到 Bai、Que 和 Fis 的影响, 发生不同

程度的移动, 其中酰胺 I 带对配体与蛋白结合诱导的 C=O

键构象变化相比于酰胺 I 和酰胺 III 带键的变化敏感。DSC

数据表明 Bai、Que 和 Fis 与 PL 形成复合物后, PL 变性温

度 Tm 升高, Bai、Que 和 Fis 稳定了 PL 的结构并提高了其

热稳定性。热稳定研究表明 PL 与 Bai、Que 和 Fis 的结合

减少了物理因素加速生物活性降解的可能性。本研究基于

多光谱法分析了 3 种黄酮类化合物分子与 PL 之间的相互

作用及对 PL 构象的影响, 为开发新型 PL 抑制剂提供新的

思路。 
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