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染料木素对 α-葡萄糖苷酶的抑制及分子机制
贾健辉，窦博鑫，高　嫚，张楚佳，刘　颖*，张　娜*

（哈尔滨商业大学食品工程学院，黑龙江哈尔滨 150028）

摘　要：为考察染料木素对 α-葡萄糖苷酶的抑制作用，本文采用体外消化试验研究染料木素对淀粉消化特性影响，

通过酶动力学、荧光光谱分析、分子对接等方法分析染料木素对 α-葡萄糖苷酶的抑制类型及分子机制。结果表

明，染料木素的加入使淀粉中的快消化淀粉含量显著减小（P<0.05），慢消化淀粉含量和抗性淀粉含量显著增加

（P<0.05）。染料木素对 α-葡萄糖苷酶的抑制呈剂量依赖性，半抑制浓度为 1.10±0.06 mg/mL。抑制类型为以竞争

性抑制作用占主导的混合性可逆抑制。染料木素通过与基态荧光团结合以及与激发态荧光团碰撞的方式，混合式

淬灭 α-葡萄糖苷酶的内在荧光。分子对接结合能小于−12 kJ/mol，表明染料木素与 α-葡萄糖苷酶的结合能够自发进

行。染料木素结合于 α-葡萄糖苷酶疏水口袋，与 Glu-429、Lys-432和 Ile-419残基形成疏水相互作用，与 Gly-
161、Asn-235、Asn-317、Glu-422和 His-423残基形成氢键，稳定染料木素与 α-葡萄糖苷酶的结合，降低 α-葡萄

糖苷酶催化活性。本研究为染料木素在稳定血糖功能食品中的应用提供了理论支持。

关键词：染料木素，淀粉消化，α-葡萄糖苷酶，抑制，荧光光谱，分子对接
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Inhibitory Effect of Genistein on α-Glucosidase and Its Molecular
Mechanism
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Abstract：To  investigate  the  inhibitory  effects  of  genistein  on  α-glucosidase  activity,  the  effects  of  genistein  on  starch
digestion  characteristics  were  determined  by  in  vitro  digestion  assays.  The  type  and  molecular  mechanism  of  inhibition
were examined based on enzyme kinetics, fluorescence spectroscopy, and molecular docking analyses. The results indicated
that treatment with genistein significantly reduced the content of rapidly digestible starch (P<0.05) and promoted notable
increases  in  the  content  of  slowly  digestible  starch  and  resistant  starch  (P<0.05).  Genistein  inhibited α-glucosidase  dose
dependently,  with  an  IC50  value  of  1.10±0.06  mg/mL,  and  the  inhibition  type  was  identified  to  be  predominantly
competitive  within  a  mixed  reversible  inhibition.  Genistein  quenching  the  intrinsic  fluorescence  of α-glucosidase  with  a
mixed pattern by binding to the ground state fluorescent groups and colliding with the excited state fluorescent groups. The
binding  free  energy  from  molecular  docking  was  less  than  -12  kJ/mol,  indicating  that  the  binding  of  genistein  to  α-
glucosidase  could  occur  spontaneously.  Moreover,  genistein  targeted  the  hydrophobic  pocket  of  α-glucosidase,  forming
hydrophobic interactions with residues Glu-429, Lys-432, and Ile-419, and hydrogen bonds with Gly-161, Asn-235, Asn-
317, Glu-422, and His-423. These interactions contributed to stabilizing the binding of genistein to α-glucosidase, thereby
reducing its catalytic activity. The findings provide theoretical support for the application of genistein in functional foods
for blood glucose stabilization.
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糖尿病被认为是世界范围内的主要健康疾病之

一[1]。全球成人中约有 9%患有糖尿病，其中 90%
为 2型糖尿病（type  2  diabetes  mellitus，T2DM） [2]。

T2DM由细胞对胰岛素的抵抗引起，是一种富含碳

水化合物的食物被迅速消化吸收所导致的饮食调节

疾病，T2DM及其并发症对全球健康造成了重大威

胁[3]。淀粉是植物体中可再生的生物聚合物，在大多

数国家，淀粉是每日能量供应的主要来源，几乎占人

类膳食的 40%~80%[4]。然而与其它食物相比，淀粉

类食品的血糖反应较高，长期食用高血糖指数食物被

认为是 T2DM及其并发症的重要促成因素[5]。α-葡
萄糖苷酶是将淀粉降解成单糖的关键消化酶，常作

为 T2DM的治疗靶点[6]。许多化合物通过对 α-葡萄

糖苷酶的抑制作用表现出其降血糖的生物活性[7−8]。

常见的作为 α-葡萄糖苷酶抑制剂的药物包括：阿卡

波糖[9]、伏格列波糖[10]、米格列醇[11]。餐前低剂量口

服阿卡波糖等 α-葡萄糖苷酶抑制剂，能够减缓碳水

化合物的消化，有效降低餐后血糖峰值[12]。然而许

多 α-葡萄糖苷酶抑制剂容易造成低血糖、胃肠功能

紊乱、增加胰岛素抵抗和肝毒性等不良副作用[13]，并

且最终无法恢复葡萄糖稳态，因此寻找安全、有效、

经济的膳食抗糖尿病化合物至关重要[14]。

食源性多酚作为一类天然的淀粉消化酶的抑制

剂，普遍存在于果蔬等天然食物中，多酚类化合物因

其较高的生物利用度和副作用小或无副作用的抗高

血糖作用而受到广泛的关注[15]。染料木素是一种植

物来源的多酚类天然有机化合物，是异黄酮类的植物

次生代谢产物[16]。染料木素主要存在于豆科植物中，

在槐角、苜蓿、大豆、山豆根、葛根中均有发现，人类

饮食中的主要来源是大豆和豆制品[17]。染料木素具

有多种生物活性，包括抗癌、抗氧化、抗糖尿病、预

防骨质疏松等[18]。李勇等[19] 从黑豆皮 90%醇提物

中分离得到 6种酚酸类化合物，发现染料木素表现

出较好的 α-葡萄糖苷酶抑制活性，其半抑制浓度

（IC50）低于阿卡波糖而高于大豆素。Son等[20] 比较

了来自大豆的 4种多酚化合物抑制 α-葡萄糖苷酶的

能力，染料木素的抑制效力大于木犀草素和大豆异戊

烯基异黄酮而小于大豆苷元，染料木素对 α-葡萄糖

苷酶的抑制表现出混合作用模式。基于分子对接和

分子动力学模拟，证实染料木素能够降低人胰岛淀粉

样多肽低聚物的毒性，抑制具有 α-葡萄糖苷酶活性

的 N末端麦芽糖酶-葡萄糖淀粉酶[21]。

目前，染料木素对 α-葡萄糖苷酶抑制作用靶点

及影响机理研究较少。本研究以染料木素为研究对

象，采用体外实验考察其对淀粉体外消化特性的影

响，通过酶促动力学测定染料木素对 α-葡萄糖苷酶

的抑制效果，利用荧光光谱分析结合分子对接技术，

探究染料木素抑制 α-葡萄糖苷酶的结合位点及作用

机制，以期为富含染料木素的植物资源的利用提供新

思路，为染料木素在降糖类功能食品中的应用提供有

益参考。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

染料木素（纯度≥98%）、阿卡波糖（纯度≥

98%）、对硝基苯基-α-D-吡喃葡萄糖苷（生物技术级，

纯度 99%）、大米淀粉　上海源叶生物科技有限公

司；猪胰腺 α-淀粉酶（E.C.3.2.1.1，10 U/mg）、黑曲霉

淀粉葡萄糖苷酶（E.C.3.2.1.3，70 U/mg）、酿酒酵母

α-葡萄糖苷酶（E.C.3.2.1.20，50 U/mg）　美国 Sigma
公司；葡萄糖测定试剂盒　爱尔兰 Megazyme公司；

其它试剂均为分析纯。

FA2004分析天平　上海越平科学仪器有限公

司；HWS-26电热恒温水浴锅　上海一恒科学仪器有

限公司；PHS-2F精密酸度计　上海雷磁仪电科学仪

器有限公司；SHA-B水浴恒温振荡器　常州市国立

试验设备研究所；TG16型高速离心机　上海卢湘仪

离心机仪器有限公司；UV-5200紫外可见分光光度

计　上海元析仪器有限公司；F-4600荧光分光光度

计　日本日立公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   染料木素-淀粉混合体系消化特性测定　参考

高嫚等[22] 的方法，并稍作修改。配制一定体积的混

合酶溶液，其中猪胰 α-淀粉酶和淀粉葡萄糖苷酶的

比活分别为 150  U/mL和 15  U/mL。在混合酶溶

液中加入一定质量的染料木素使其质量浓度为

0.4 mg/mL，并于 37 ℃ 保温 10 min。将 100 mg大

米淀粉加入 25 mL含染料木素的混合酶溶液中，得

到染料木素-淀粉混合体系。另取 100 mg大米淀粉

加入 25 mL不含染料木素的混合酶溶液中，得到淀

粉体系。将染料木素-淀粉混合体系和淀粉体系在

37 ℃、160 r/min条件下水浴振荡。分别在 0、20和

120 min取出反应液，用葡萄糖测定试剂盒进行测

定。按下列各式计算快消化淀粉（RDS）、慢消化淀

粉（SDS）和抗性淀粉（RS）含量。

RDS(%) =
(G20 −G0)×0.9

TS ×100 式（1）

SDS% = (G120 −G20)×0.9
TS ×100 式（2）

RS(%) =
TS−RDS−SDS

TS ×100 式（3）

式中：G0 为淀粉中游离葡萄糖含量，mg；G20 为

孵育 20 min后酶解液的葡萄糖含量，mg；G120 为孵

育 120 min后酶解液的葡萄糖含量，mg；0.9为葡萄

糖转化系数；TS为样品中总淀粉含量，mg。 

1.2.2   α-葡萄糖苷酶抑制率测定　参考 Wang等[23]

的方法，并稍作修改。将不同质量（2、4、8、12、16、
20 mg）的染料木素加入 2 mL的 α-葡萄糖苷酶溶液

（0.01  U/mL）中，37 ℃ 孵育 10  min后，加入 2  mL
的 pNPG溶液（25.00 mmol/L）。37 ℃ 共孵育 15 min
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后，加入 6 mL的碳酸钠溶液（0.2 mol/L）终止反应。

用分光光度计于 405 nm进行比色，记录吸光值变

化。以阿卡波糖作为阳性对照，将 1 mL不同浓度

（0.008、0.016、0.024、0.032、0.040、0.048  mg/mL）
的阿卡波糖溶液加入 1 mL的 α-葡萄糖苷酶溶液

（0.02  U/mL）中，37 ℃ 孵育 10  min，加入 2  mL的

pNPG溶液（25.00 mmol/L）。37 ℃ 共孵育 15 min
后，加入 6 mL的碳酸钠溶液（0.2 mol/L）终止反应并

进行比色。按式（4）计算染料木素和阿卡波糖对 α-
葡萄糖苷酶的抑制率。通过 SPSS非线性回归拟合

计算半抑制浓度（IC50）。

抑制率(%) =
(
1− OD样品 −OD样品空白OD酶液 −OD缓冲液

)
×100 式（4）

式中：OD样品为加入样品和酶的溶液吸光值；

OD样品空白为只加样品不加酶的溶液吸光值；OD酶液

为不加样品只加酶的溶液吸光值；OD缓冲液为缓冲溶

液的吸光值。 

1.2.3   酶抑制可逆性测定　参考 Dong等[24] 的方法，

并稍作修改。取 2  mL不同浓度 （0.005、0.010、
0.015、0.020、0.025 U/mL）的 α-葡萄糖苷酶溶液，加

入不同质量（0、4、8 mg）的染料木素，37 ℃ 孵育

10 min。加入 2 mL的 pNPG溶液（25.00 mmol/L），
37 ℃ 孵育 15 min后，测定酶促反应体系吸光值变

化。以酶浓度对酶促反应速度作图，分析染料木素对

酶抑制作用的可逆性。 

1.2.4   酶抑制动力学测定　参考 Morteza等[25] 的方

法，并稍作修改。取 2  mL的 α-葡萄糖苷酶溶液

（0.01 U/mL），加入不同质量（0、4、8 mg）的染料木

素，37 ℃ 孵育 10 min。加入 2 mL不同浓度（5、10、
15、20、25 mmol/L）的 pNPG溶液，37 ℃ 孵育 15 min
后，加入 6 mL的碳酸钠溶液（0.2 mol/L）终止反应。

用分光光度计于 405 nm进行比色，测定酶促反应体

系吸光值变化。以酶促反应速度的倒数 1/V对底物

浓度的倒数 1/[S]作图，分析染料木素对酶的可逆抑

制作用类型。按 Lineweaver-Burk方程计算米氏常

数 Km，按混合性可逆抑制作用方程计算竞争性抑制

常数 KIC 和非竞争性抑制常数 KIN
[26]。

Lineweaver-Burk方程：

1
V =

Km

Vmax
· 1[S] +

1
Vmax

式（5）

混合性可逆抑制作用方程：

V = Vmax[S]

Km

(
1+

[I]
KIC

)
+ [S]

(
1+ [I]

KIN

) 式（6）

式（5）、（6）中：[S]为底物浓度，mg/mL；V为不

同 [S]时的反应速度，mg/（mL·min）；Km 为米氏常

数，mg/mL；Vmax 为最大反应速度，mg/（mL·min）；
[I]为抑制剂浓度，mg/mL；KIC 为竞争性抑制常数，

mg/mL；KIN 为非竞争性抑制常数，mg/mL。 

1.2.5   荧光光谱测定　参考 Yu等[27] 的方法，并稍作

修改。在 10 mL的 α-葡萄糖苷酶溶液（1 U/mL）中，

加入不同质量（0、5、10、20、30、40 mg）的染料木

素，混匀后分别于 273、298和 310 K共孵育 10 min，
迅速测定其荧光强度。荧光分光光度计的激发、发

射狭缝宽度 5  nm，激发波长 280  nm，发射波长

300~400 nm，在发射光谱中扣除染料木素和缓冲液

的背景空白。根据以下方程计算荧光淬灭参数。

Stern-Volmer动态碰撞淬灭方程：

F0

F = 1+KAτ0[Q] 式（7）

静态淬灭方程：

F0

F = 1+KQ[Q] 式（8）

解离常数双倒数方程：

1
F0 −F

=
1
F0
+

KD

F0[Q]
式（9）

KD =
1

KAτ0
式（10）

式中：F0 和 F为不存在和存在染料木素时酶的

荧光强度；KA 为表观淬灭速率常数，L/（mol·s）；τ0 为
荧光体的荧光寿命，10 ns；[Q]为染料木素的浓度，

mmol/L；KQ 为静态淬灭常数，L/mol；KD 为解离常

数，mol/L。
结合力与热力学分析有助于确定淬灭剂对荧光

体的抑制机制。根据式（11）计算不同温度下染料木

素对 α-葡萄糖苷酶的结合常数和结合位点数[28]；根

据式（12）、（13）计算染料木素与 α-葡萄糖苷酶相互

作用的热力学参数[29]。

lg
(
F0 −F
F

)
= lgKC +nlg[Q] 式（11）

式中：F0、F 和 [Q]代表的含义同式（7）；KC 为结

合常数，L/mol；n为结合位点数。

ln
KQ2

KQ1
=
∆H
R

(
1
T1
− 1
T2

)
式（12）

∆G = −RTlnK = ∆H−T∆S 式（13）
式中 ：ΔH为焓变 ， kJ/mol；ΔG为自由能变

化，kJ/mol；ΔS为熵变，J/（mol·K）；R为气体常数，

8.314 J/（mol·K）；KQ1 和 KQ2 为温度 T1、T2 时的静

态淬灭常数，L/mol。 

1.2.6   分子对接模拟　采用分子对接技术对小分子

与蛋白质的结合构象进行研究，分析染料木素与 α-
葡萄糖苷酶相互作用的结合能、结合位点和结合模

式。酿酒酵母 α-葡萄糖苷酶晶体结构下载自 RSCB
蛋白质数据库，PDB ID: 3AJ7，使用 PyMOL 2.3去

除无关配体。染料木素三维结构下载自 NCBI的
PubChem数据库，Compound CID:  5280961。使用

AutoDock 4.2对染料木素与 α-葡萄糖苷酶进行分子

对接，去除水分子、加极性氢后采用半柔性对接，利

用拉马克遗传算法进行计算，对接测试 100次。采
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用 PyMOL 2.3进行可视化分析，通过 PLIP Web工

具分析非共价相互作用[30]。 

1.3　数据处理

所有实验均进行 3次重复，以平均值±标准差表

示数据。使用 SPSS 25对实验结果进行统计分析

（P<0.05为差异显著）。图形使用 Origin 2022进行

绘制。 

2　结果与分析 

2.1　染料木素对淀粉体外消化特性的影响

染料木素是一种有效的 α-葡萄糖苷酶抑制剂，

能够通过疏水结构域与酶发生相互作用，与 α-葡萄

糖苷酶可逆性的、缓慢的结合，影响酶的催化活

性[31]，进而延迟淀粉消化。然而，目前在酶抑制动力

学的研究中，采用的 α-葡萄糖苷酶的底物多为对硝

基苯基-α-D-吡喃葡萄糖苷（pNPG）[32−33]，但以淀粉作

为反应底物，考察染料木素对淀粉体外消化特性的直

接影响鲜有报道。本研究制备淀粉体系和染料木素-
淀粉混合体系，其体外消化特性如图 1所示。由图

可知，添加染料木素后，混合体系的体外消化特性发

生了明显的改变。淀粉体系的 RDS含量 58.15%±
1.42%显著高于混合体系的 RDS含量 39.04%±0.68%
（P<0.05），SDS和 RS的含量显著低于混合体系

（P<0.05）。说明染料木素对淀粉的消化有抑制作用，

染料木素的添加使淀粉 RDS的含量降低了 32.86%，

使 SDS和RS的含量分别增加了 42.57%和 105.34%。

Subaitha等[34] 提到小米多酚含量的增加能够显著改

善其对淀粉消化酶的抑制作用，从而降低了餐后血糖

反应。多酚通过与淀粉消化酶特异位点的结合来降

低淀粉消化率，也可能是通过改变淀粉的半结晶层导

致 V型淀粉形成，从而影响淀粉的体外消化特性[35]。

  
60

50

40

30

20

10

0
RDS SDS RS

含
量

 (%
)

a

b b

b

a

a

淀粉体系
混合体系

图 1    淀粉体系及混合体系体外消化特性
Fig.1    In vitro digestion characteristics of starch systems

and mixed systems
注：不同小写字母表示有显著差异（P<0.05），图 2同。

  

2.2　染料木素对 α-葡萄糖苷酶的抑制能力

酶分子中必需基团的性质受到某些物质的影响

而发生变化，导致酶活性的降低或丧失称为抑制作

用。不同质量浓度的阿卡波糖（阳性对照）和染料木

素对 α-葡萄糖苷酶的抑制率如图 2所示。随着质量

浓度的增加，染料木素抑制 α-葡萄糖苷酶的能力显

著增强（P<0.05），表明染料木素对酶活性的抑制作用

呈明显的剂量依赖性。Garbiec等[36] 选择氨基酸与

染料木素合成无定形体系，该体系表现出优越的 α-
葡萄糖苷酶抑制作用。非线性回归拟合计算染料木

素的 IC50 为（1.10±0.06）mg/mL，阿卡波糖的 IC50 为

（5.81±0.29）μg/mL，染料木素对 α-葡萄糖苷酶的抑

制能力低于阿卡波糖。
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图 2    染料木素对 α-葡萄糖苷酶的抑制率
Fig.2    Rate of inhibition of α-glucosidase by genistein

  

2.3　染料木素对 α-葡萄糖苷酶抑制作用可逆性

酶促反应抑制作用的类型分为可逆性抑制作用

和不可逆性抑制作用。可逆性抑制作用是抑制剂以

次级键与酶可逆结合，不可逆性抑制作用是抑制剂以

较强的化学键（通常是共价键）与酶不可逆结合[37]。

通过酶浓度对酶促反应速度作图，可以鉴别其抑制作

用的类型。由图 3可知，不同染料木素浓度的直线

均相交于原点，且直线的斜率随着染料木素浓度的增

加而下降，表明染料木素对 α-葡萄糖苷酶的抑制作

用是可逆的，染料木素通过次级键与 α-葡萄糖苷酶

可逆性结合。
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图 3    酶浓度对反应速度的影响
Fig.3    Effect of enzyme concentration on reaction rate

  

2.4　染料木素对 α-葡萄糖苷酶可逆抑制作用类型

染料木素对 α-葡萄糖苷酶的抑制动力学曲线如

图 4所示。不同浓度染料木素的 Lineweave-Burk
曲线线性关系良好，且相交于第二象限，随着染料木

素浓度的增加，直线斜率增加，Km 增加，Vmax 减小，

表明染料木素对 α-葡萄糖苷酶的抑制属于混合性可

逆抑制作用，其抑制程度介于竞争性抑制作用和非竞

争性抑制作用之间[38]。染料木素既可以竞争酶活性
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中心的结合基团，产生竞争性抑制作用，也可以与酶

活性中心的催化基团或活性中心以外的必需基团结

合，产生非竞争性抑制作用。
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图 4    染料木素对 α-葡萄糖苷酶的双倒数曲线
Fig.4    Double reciprocal curve of genistein inhibition

of α-glucosidase
 

米氏常数 Km 可近似表示酶对底物的亲和力，

Km 越大亲和力越小。抑制剂浓度为 0、1和 2 mg/mL
时，Km 分别为 1.51、2.98和 4.15 mg/mL，说明随着

染料木素浓度的增加，α-葡萄糖苷酶对 pNPG的亲和

力明显下降。抑制常数 KI 可衡量抑制剂与酶的结

合能力，染料木素的 KIC 为（0.71±0.03）mg/mL，KIN

为（4.94±0.36）mg/mL。KIC 值明显低于 KIN 值，表明

在混合性可逆抑制作用中，竞争性抑制作用占主导，

即染料木素与 α-葡萄糖苷酶的结合比染料木素与 α-
葡萄糖苷酶-pNPG复合物的结合更稳定。 

2.5　染料木素对 α-葡萄糖苷酶的荧光淬灭效应 

2.5.1   淬灭类型分析　α-葡萄糖苷酶中的酪氨酸、色

氨酸和苯丙氨酸等芳香族氨基酸在一定激发波长下，

可以产生内源性荧光。荧光强度及最大发射波长位

置与酶分子的折叠状态、氨基酸残基所处微环境密

切相关[39]。如图 5所示，α-葡萄糖苷酶在激发波长

280 nm时，发射波长 336 nm处观察到最大内源性

荧光峰。随着染料木素质量浓度的增加，α-葡萄糖苷

酶的荧光强度逐渐减弱，表现出一定的规律性，混合

体系的最大发射波长轻微红移。染料木素和缓冲液

的荧光强度很小，在发射光谱中已扣除。以上结果表

明染料木素能够通过与 α-葡萄糖苷酶相互作用来淬

灭酶的内源性荧光，轻微红移说明染料木素减少了酶

分子表面的疏水区域，导致构象改变。也可能是染料

木素使发色基团周围的微环境发生变化，氨基酸残基

暴露，极性增加疏水性降低[40]。

荧光淬灭类型包括动态淬灭、静态淬灭和动态-
静态混合淬灭。动态淬灭是淬灭剂与激发态荧光团

发生动态碰撞而使荧光强度降低；静态淬灭是淬灭剂

与基态荧光团结合形成复合物从而降低荧光强度。

Stern-Volmer淬灭曲线类型、不同温度下静态淬灭

常数的变化以及表观淬灭速率常数大小是判断淬灭

类型的重要依据[41]。由图 6可以看出，以 F0/F对 [Q]
作图，试验点略向下弯曲，Stern-Volmer淬灭曲线大

体呈直线，说明 α-葡萄糖苷酶中存在对于染料木素

可接近的荧光团，且该淬灭类型以一种为主。不同温

度下线性拟合曲线的相关系数>0.95并且曲线接近

平行，静态淬灭常数呈略微上升趋势，因此淬灭类型

为以静态淬灭为主的动态-静态混合淬灭。有报道

称，黑大豆中亲和超滤得到的染料木素对 α-葡萄糖

苷酶荧光淬灭为静态淬灭类型[42]，这种不同的结论，

可能是由抑制剂的纯度、浓度以及淬灭温度和酶的

比活等试验参数的不同所引起[43]。
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图 6    染料木素对 α-葡萄糖苷酶的 Stern-Volmer淬灭曲线
Fig.6    Stern-Volmer quenching curve of genistein

to α-glucosidase
 

淬灭类型非纯静态淬灭，由于其实验点略微偏

离线性，因此用静态淬灭方程计算的 KA 不够精确，

采用式（9）的双倒数方程作图得到图 7。图 7的淬灭

曲线线性良好，由其得出的解离常数 KD 和荧光淬灭
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机理较为一致。在 273、298和 310 K时，根据式

（10）得出的表观淬灭速率常数分别为 0.4094×
1011、0.6250×1011 和 1.7343×1011 L/（mol·s），均明显

大于生物大分子最大碰撞淬灭速率常数 2×1010 L/
（mol·s），进一步表明染料木素对 α-葡萄糖苷酶的淬

灭是以静态淬灭类型为主的混合淬灭。 

2.5.2   结合力和热力学分析　结合常数可以表示抑

制剂与酶的淬灭亲和力，KC 值与淬灭亲和力正相

关。由表 1可以看出，结合常数随温度的升高而下

降。说明染料木素和 α-葡萄糖苷酶形成不稳定复合

物，温度升高破坏了二者相互作用的结合力，复合物

的稳定性随着温度的升高而降低，这符合以静态淬

灭为主导的混合淬灭类型的一般特征。结合位点数

是指抑制剂与酶结合时的 n个相互独立且等同的平

均结合位置数，不同温度下的结合位点数接近于 1，
可知染料木素在 α-葡萄糖苷酶上仅有 1个主要结合

位点。随着温度的升高，结合位点数由 0.76降至

0.58，说明温度升高影响淬灭结合过程，降低了结合

的稳定性，这与静态淬灭常数及结合常数的分析结果

相一致。

在表 1中，不同温度的 ΔG均为负值，说明染料

木素与 α-葡萄糖苷酶的结合能够自发进行。ΔH>0，
表现为吸热过程，这与配体-受体结合反应的放热过

程不一致，进一步证实淬灭过程受到分子动态碰撞的

影响。不同温度的 ΔS均为正值，显示反应体系的混

乱度增加。以上结果表明染料木素与 α-葡萄糖苷酶

的结合过程是由熵驱动的吸热反应。Singh等[44] 研

究膳食多酚抑制血清蛋白糖基化时，也报道了类似的

研究结果，即染料木素主要通过熵驱动过程与血清蛋

白结合，可以用来预防糖尿病及相关并发症。 

2.6　染料木素与 α-葡萄糖苷酶分子对接分析 

2.6.1   分子对接结合能　分子对接结合能的大小可

以反映结合结构的稳定性。对染料木素与 α-葡萄糖

苷酶 100次对接测试的构象聚类分析，用配体原子

（23/23个总原子）进行，使用 0.2  nm的 RMSD公

差。按能量增加的顺序排列，输出结构相似的集群，

聚类分布如图 8所示。在 100次测试中发现不同构

象簇数为 44个，大于 1次的构象簇数 19个。各构

象的结合能均小于−12 kJ/mol，结合能为负值表明染

料木素与 α-葡萄糖苷酶的结合能够自发进行[45]，这

与热力学研究的结果相一致。其中第 1簇、2簇、

6簇、9簇、10簇的最低结合能分别为−23.18、−22.81、
−22.51、−21.88、−21.50 kJ/mol，最低结合能小于热

力学实验中的 ΔG，这是由于分子对接中主要采用晶

体结构，未考虑溶剂化效应的影响。构象数分别为

12次、12次、6次、8次、5次，该 5簇的构象数多，

染料木素与 α-葡萄糖苷酶结合力较强，能够稳定结

合，选取 5簇中结合能最低的测试（第 96次、66次、

7次、48次、74次）作为优势构象进行对接参数

分析。
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图 8    分子对接结合能聚类分布
Fig.8    Cluster distribution of molecular docking

binding energies
  

2.6.2   染料木素与 α-葡萄糖苷酶的对接构象评分　

如表 2可知，染料木素结合 α-葡萄糖苷酶后，具有较

低的最低结合能、分子间能、静电能和总内能，这些

能量能够克服扭转自由能的影响。5个优势构象的

氢键与疏水相互作用的总能量分别为−26.84、−27.17、
−26.71、−25.79、−24.65 kJ/mol，对分子间能的贡献

远大于各自的静电能，显示染料木素与 α-葡萄糖苷

酶的结合主要依赖于氢键和疏水相互作用。5个测
 

表 1    荧光淬灭参数、结合常数和热力学参数

Table 1    Fluorescence quenching parameters, binding constants and thermodynamic parameters

温度（K）
静态淬灭常数
（103 L/mol）

解离常数
（10−3 mol/L）

表观淬灭速率常数
（1011 L/（mol·s））

结合常数
（L/mol）

结合位点数 ΔH
（kJ/mol）

ΔS
（（J/（mol·K））

ΔG
（kJ/mol）

273 0.2059 2.4426 0.4094 61.8 0.76 6.3117 67.4117 −12.0917
298 0.2602 1.6001 0.6250 60.7 0.71 8.1267 73.5023 −13.7770
310 0.2952 0.5766 1.7343 22.8 0.58 6.8510 69.3871 −14.6590

 

表 2    测试构象对接参数

Table 2    Docking parameters of the dominant conformations

测试构象
最低结合能
（kJ/mol）

分子间能
（kJ/mol）

静电能
（kJ/mol）

总内能
（kJ/mol）

扭转自由能
（kJ/mol）

氢键与疏水相互作用
总能量（kJ/mol）

平衡解离常数
（μmol/L）

96 −23.18 −28.18 −1.34 −3.95 5.00 −26.84 90.08
66 −22.81 −27.80 −0.63 −3.91 5.00 −27.17 104.49
7 −22.51 −27.51 −0.80 −3.65 5.00 −26.71 118.53
48 −21.88 −26.88 −1.09 −3.70 5.00 −25.79 152.80
74 −21.50 −26.50 −1.85 −3.86 5.00 −24.65 177.66
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试构象的平衡解离常数分别为 90.08、 104.49、
118.53、152.80、177.66 μmol/L，表明染料木素与 α-
葡萄糖苷酶的结合稳定，具有较高的结合亲和力，这

些对接结果与酶动力学试验结果一致，这种稳定性可

能对染料木素在生物体内的生物活性和功能起到重

要作用。 

2.6.3   染料木素与 α-葡萄糖苷酶的结合模式　由

图 9可以看出，染料木素与 α-葡萄糖苷酶结合时，结

合部位处于 α-葡萄糖苷酶的口袋空腔中。α-葡萄糖

苷酶通过次级结构的改变形成疏水口袋，将染料木素

包裹形成复合物。结合位点由残基 Lys-156、Gly-
160、 Gly-161、 Asp-233、 Asn-235、 Ser-236、 Thr-
237、 Trp-238、 Phe-314、 Asn-317、 Asn-415、 Ala-
418、Ile-419、Glu-422、His-423、Glu-428、Glu-429、
Met-430、Lys-432和 Phe-433构建。结合位点的构

建残基既有酶活性中心的结合基团，也有非活性中心

的必需基团，符合混合性可逆抑制类型的特征，与酶

动力学实验结果相一致。此外，芳香族氨基酸残基

Trp-238和 Phe-314微环境的改变可能是染料木素

淬灭 α-葡萄糖苷酶荧光强度的重要原因[46]。
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图 9    结合位点及构建残基
Fig.9    Binding sites and construction residues

注：酶以淡绿色表面形式表示，关键残基以青色棍状表示，化
合物则以橘色棍状表示。
  

2.6.4   染料木素与 α-葡萄糖苷酶的相互作用　由

图 10和表 3可知，α-葡萄糖苷酶的 Glu-429残基和

Lys-432残基与染料木素 A环的 C8形成疏水相互

作用，C-C距离分别为 0.371  nm和 0.374  nm；Ile-
419残基与染料木素 B环 C2'处形成疏水相互作用，

C-C距离为 0.351 nm。染料木素通过疏水相互作用

与 Glu-429、Lys-432和 Ile-419残基周围的疏水腔

相结合，进而影响其微环境的极性以及复合物的构象

稳定性。

染料木素含有 3个酚羟基，苯环的电子离域作

用使其易于发生离子化，与酶形成氢键。由图 10及

表 4可知，染料木素 B环 C4'处的羟基作为供氢体

与 α-葡萄糖苷酶 Glu-422残基的侧链以及 Gly-
161的主链形成氢键，其 H-A距离为 0.219  nm和

0.241 nm，D-A距离为 0.313 nm和 0.341 nm，供体

角度为 160.40°和 166.80°，该处氢键对锚定染料木

素分子有着重要贡献。α-葡萄糖苷酶的 Asn-235、
Asn-317以侧链作为供氢体与染料木素的 A环形成

氢键，His-423以侧链作为供氢体与染料木素的 C环

形成氢键，其 H-A距离由 0.203 nm至 0.328 nm，D-
A距离由 0.296 nm至 0.387 nm，这些氢键对稳定染

料木素与 α-葡萄糖苷酶的结合有着一定的帮助。以

上结果表明，疏水相互作用和氢键共同加强了染料木

素与 α-葡萄糖苷酶复合物构象的稳定性，这与前面

的对接构象评分结果一致。
  

表 4    氢键参数
Table 4    Parameters of hydrogen bonds

残基
序号

残基
类型

H-A距离
（nm）

D-A距离
（nm）

供体角度
（°）

供氢体
氨基
酸链

161 Gly 0.241 0.341 166.80 α-葡萄糖苷酶 主链

235 Asn 0.203 0.296 151.12 α-葡萄糖苷酶 侧链

317 Asn 0.328 0.380 113.19 α-葡萄糖苷酶 侧链

422 Glu 0.219 0.313 160.40 染料木素 侧链

423 His 0.308 0.387 134.27 α-葡萄糖苷酶 侧链

注：H-A距离，氢原子和受体原子之间的距离；D-A距离，供体原子和受体
原子之间的距离；供体角度，供体、受体和氢原子之间的夹角；氨基酸链，
氢键是由氨基酸的主链或侧链形成。
  

3　结论
本文探究了染料木素对淀粉体外消化特性的影

响及其对 α-葡萄糖苷酶的抑制作用和互作机制。染

料木素能够抑制淀粉的体外消化，使慢消化淀粉和抗

性淀粉的含量分别增加 42.57%和 105.34%。染料

木素对 α-葡萄糖苷酶有良好的抑制活性，KIC 为

（0.71±0.03）mg/mL，KIN 为（4.94±0.36）mg/mL，以混

合性可逆抑制的方式来抑制 α-葡萄糖苷酶的活性。

荧光淬灭结果表明，染料木素通过动态-静态混合淬

灭机制有效淬灭酶的内在荧光，染料木素与 α-葡萄

糖苷酶的结合是由熵驱动的吸热反应。分子对接模

拟显示，染料木素与酶的 Ile-419、Glu-429和 Lys-
432残基通过疏水相互作用结合，与酶的 Gly-161、
Asn-235、Asn-317、Glu-422和 His-423残基形成氢

键，诱导酶的构象发生变化，从而降低 α-葡萄糖苷酶

的催化活性。综上，染料木素能够抑制 α-葡萄糖苷

 

Asn-317

Lys-432
Ile-419

Glu-429

His-423

Glu-422

Asn-235

Gly-161

图 10    染料木素与 α-葡萄糖苷酶相互作用

Fig.10    Patterns of interaction between genistein
and α-glucosidase

注：灰色虚线表示疏水相互作用，绿色实线表示氢键。

 

表 3    疏水相互作用参数

Table 3    Parameters of hydrophobic interaction

残基序号 残基类型 C-C距离（nm）

419 Ile 0.351
429 Glu 0.371
432 Lys 0.374

注：C-C距离，相互作用的碳原子之间的距离。
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酶的催化活性，减缓淀粉的快速消化。该研究可为染

料木素在辅助降血糖功能食品中的应用提供依据。

© The Author(s)  2025.  This  is  an  Open  Access  article
distributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
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