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汉麻籽多肽靶向抑制胰脂肪酶/胆固醇酯酶的 
分子作用机制
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3.云南省大理白族自治州检验检测院，云南 大理 671000）

摘  要：采用酶活动力学、联合抑制、荧光光谱、等温滴定量热法和分子对接等技术系统探究两种多肽（APAM

和RLPA）对胰脂肪酶（pancreatic lipase，PL）和胆固醇酯酶（cholesterol esterase，CE）活性调控效果及分子

结合机制。结果表明，RLPA对PL和CE具有更强的抑制活性，其半抑制浓度分别为（79.62±3.20）μmol/L和
（301.27±14.40）μmol/L。抑制动力学分析表明APAM对两种酶的抑制机制为竞争性抑制，而RLPA则为混合性抑

制。联合抑制表明APAM和RLPA在低浓度下均可与奥利司他协同抑制PL和CE，但在高浓度下协同作用减弱，甚至

出现拮抗现象。荧光光谱结果表明两种多肽可以通过与PL和CE发生结合产生静态猝灭，改变了酶中脂肪族氨基酸

的疏水环境。等温滴定量热法证明多肽与酶的结合过程是自发且放热，主要通过氢键和静电相互作用实现。分子对

接模拟进一步分析表明氢键、盐桥和阳离子-π相互作用在多肽与酶的结合中起着至关重要的作用。这项研究丰富了

对多肽与PL和CE的相互作用机制的认识，为开发基于汉麻籽蛋白的功能性食品提供了科学依据。
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Abstract: In this study, we systematically investigated the regulatory effects of two hempseed peptides (APAM and RLPA) 

on pancreatic lipase (PL) and cholesterol esterase (CE) activities and the molecular binding mechanism using enzyme 

kinetics, synergistic inhibition, fluorescence spectroscopy, isothermal titration calorimetry and molecular docking. The 

results showed that RLPA had stronger inhibitory activity on PL and CE with half maximal inhibitory concentration (IC50) 

values of (79.62 ± 3.20) and (301.27 ± 14.40) μmol/L, respectively. Kinetic analysis indicated that the inhibition mechanism 

of APAM on the two enzymes was competitive inhibition, whereas RLPA was a mixed-type inhibitor. Both APAM and 

RLPA synergistically inhibited PL and CE with orlistat at low concentrations, but the synergistic effect was weakened 

or even antagonized at high concentrations. Fluorescence spectroscopy results showed that both peptides could produce 

static quenching by binding to PL and CE, which changed the hydrophobic environment of aliphatic amino acids in the 

enzymes. Isothermal titration calorimetry demonstrated that the binding process between the peptides and the enzymes was 

spontaneous and exothermic, which was achieved mainly through hydrogen bonding and electrostatic interaction. Further 

analysis using molecular docking simulations showed that hydrogen bonding, salt bridges, and cation-π interactions played 

crucial roles in peptide-enzyme binding. This study enriches our understanding of the interaction mechanism of peptides 

with PL and CE, and provides a scientific basis for the development of functional foods based on hempseed protein.
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胰脂肪酶（pancreatic lipase，PL）和胆固醇酯酶

（cholesterol esterase，CE）在脂质代谢中扮演着关键

角色，能够将食物中的脂肪分解成可吸收的分子，如甘

油、脂肪酸和胆固醇 [1-2]。PL是一种由两个结构域组成

的蛋白质，其中N端结构域（残基1～335）包含Ser152-

His263-Asp176残基组成的催化三元组，而C端结构域

（残基336～449）主要参与辅因子与辅酶之间的相互

作用[3]。PL能将50%～70%的膳食脂肪水解为甘油单酯

和游离脂肪酸，随后被肠上皮细胞吸收。CE作为一种

α /β-水解酶家族中的丝氨酸水解酶，通过催化三联体

（Ser194、Asp320和His435）和氧阴离子腔（Gly107、

Ala108和Ala195）水解胆固醇酯，促进游离胆固醇向肠

细胞的运输，在脂质生物利用率方面发挥重要作用[4]。

奥利司他是目前临床上使用的唯一非处方脂质消化酶抑

制剂，它通过靶向结合PL中的Ser152和CE中的Ser194抑

制这些酶的活性[5]。尽管奥利司他在脂质消化酶抑制方

面效果显著，但它在减肥过程中可能产生恶心、腹泻、

消化不良等副作用，这促使人们寻找更安全的天然抑制

剂。近年来，研究发现黄酮、皂苷和多酚等天然化合物

具有抑制脂质消化酶的潜力[6-8]。然而，这些化合物的稳

定性、生物利用度和潜在不良反应限制了它们的广泛应

用。与这些天然化合物相比，生物活性肽在抑制脂质消

化酶方面展现出更大的潜力。例如，蛋白核小球藻中多

肽FLGPF可与PL中活性位点周围的残基以π-氢键、π-阳

离子和氢键作用结合从而非竞争性抑制PL活性[1]。驼血

蛋白中也鉴定出PFF和FPHF两种具有显著PL抑制作用的

肽段[9]。此外，来自啤酒酿造废料的蛋白水解物，经过多

阶段分离和纯化后，鉴定出3 种能够抑制PL和CE活性的

肽，它们在肠腔内与脂质微粒结合，并与微粒表面相互

作用，从而抑制PL和CE的活性[10]。然而，目前大多数研

究仅评估和比较了蛋白水解物对酶的抑制能力，并通过

肽鉴定和分子对接确定了潜在的抑制肽[11-14]。少数研究进

一步分离了水解物中的肽，并研究其酶抑制行为[15]。使

用光谱、分子模拟和热力学方法对脂质消化酶抑制肽的

分子机制进行全面和深入的研究很少。此外，有关肽对

CE的抑制效果和机制的信息也有限。因此，对脂质消化

酶抑制肽对PL和CE的抑制机制进行全面的评估和分析具

有重要意义。

汉麻（Cannabis sativa L.），也称工业大麻，是一种

一年生草本植物，以其高蛋白、高脂肪及独特的生理活

性著称[16]。中国是汉麻的主要种植国，种植面积约占全

球的50%，产品主要出口欧美国家[17]。尽管汉麻籽在食

品和保健品方面具有巨大的开发潜力，但目前国内的开

发利用主要集中在军用服装纤维和优质食用油上，对其

蛋白质的研究较少[18]。汉麻籽蛋白以球蛋白和白蛋白为

主，营养价值高，易消化，且具有降血脂、降血压等功

效，是一种亟待开发的优质植物蛋白源[19-21]。本课题组前

期研究通过肽组学和虚拟筛选方法从汉麻籽蛋白水解物

中初步筛选出14 种具有PL和CE抑制潜力的多肽。在筛选

出的多肽中，APAM和RLPA对PL和CE同时具有较好的抑

制作用。然而，这些多肽与PL和CE的分子相互作用机制

尚未得到深入研究。为了进一步了解这些多肽的抑制机

制，进行以下研究：通过酶活性测定和动力学分析，初

步研究两种多肽对PL和CE的抑制作用及其结合模式；采

用荧光光谱法和等温滴定量热法研究多肽的结合位点、

亲和力、热力学及对酶构象的影响；最后，采用分子对

接进一步分析多肽与酶相互作用的结合位点。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

多肽APAM和RLPA（纯度＞98%）由南京肽谷生物

科技有限公司合成。

PL 美国Sigma-Aldrich公司；CE 上海源叶生物

科技有限公司；4-硝基苯丁酸酯、三羟甲基氨基甲烷、

盐酸、奥利司他 上海麦克林生化科技股份有限公司；

其他化学试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

THM-2875恒温水浴锅  美国赛默飞世尔科技 

公司；Infinite M200 Pro多功能酶标仪 瑞士帝肯公司；

RF-6000荧光分光光度计 日本岛津公司；Nano ITC等

温滴定量热仪 美国TA公司。

1.3 方法

1.3.1 多肽对PL和CE的实时抑制作用

实时抑制PL和CE的实验参照张海龙[7]和Herrera[22]

等的方法并稍作修改。肽和酶均溶解在去离子水中，PL

和CE的浓度分别设定为3 U/mL和0.1 U/mL。实验步骤

如下：将50 μL肽溶液（最终浓度分别为25、50、100、

200、400 μmol/L）、50 μL酶溶液和50 μL 0.1 mol/L Tris-
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马来酸盐缓冲液（pH 7.5）依次混合。混合物在37 ℃条

件下孵育10 min，然后通过加入50 μL 5 mmol/L 4-硝基苯

丁酸酯溶液（溶解在含30%异丙醇的0.1 mol/L Tris-马来

酸盐缓冲液（pH 7.5）中）启动反应。使用酶标仪每60 s

在405 nm处测量吸光度，并使用下式计算酶的抑制率：

/% 1 100A B
C D

 （1）

式中：A为对照组（含酶但不含肽）的吸光度； 

B为对照空白组（不含酶和肽）的吸光度；C为样品组

（含酶和肽）的吸光度；D为样品空白组（不含酶但含

肽）的吸光度。

1.3.2 多肽和奥利司他对酶的联合抑制作用

使用SynergyFinder在线工具（https://synergyfinder.

fimm.fi）评估剂量反应交互建模分析[23]。设计肽和奥利

司他的剂量矩阵，采用1.3.1节方法测定不同浓度下肽-奥

利司他组合对PL和CE的抑制作用。药物组合的协同效应

通过ZIP协同评分模型进行评分。

1.3.3 抑制动力学分析

通过测量在不同底物和肽浓度下的酶反应速率确

定肽对酶活性的抑制类型 [24]。酶的浓度固定为PL： 

3 U/mL，CE：0.1 U/mL。底物浓度范围为4～10 mmol/L，

肽浓度分别为0、100、150 μmol/L和200 μmol/L。将不同

浓度的酶和样品混合后，在37 ℃条件下孵育10 min。加

入底物30 min后，在405 nm处测量吸光度。使用酶反应

速率的倒数作为纵坐标，底物浓度的倒数作为横坐标，

绘制Lineweaver-Burk双倒数曲线。通过在不同肽浓度下

绘制的Lineweaver-Burk方程确定肽对酶的抑制类型：

V
1

[S]
1

Vmax

1
Vmax

Km
 （2）

式中：V、Vmax、Km和[S]分别表示反应速率/s－1、

最大反应速率 / s－1、米氏常数 /（μmol /L）和底物浓 

度/（μmol/L）。

1.3.4 荧光光谱测定

使用RF-6000荧光分光光度计分析PL和CE的荧光

光谱 [14]。具体步骤如下：将不同浓度的肽溶液0.2 mL

与0.2 mL的PL/CE溶液混合，在277、298 K和310 K温

度条件下孵育5 min。然后将混合物转移到石英比色皿

（1 mm）中，测定荧光光谱。激发波长设定为295 nm，

激发和发射带宽设定为5 nm，记录310～430 nm的发射波

长处的荧光强度。按下式计算Stern-Volmer曲线各参数：

F
F0 1 Kqτ0[I] 1 Ksv[I] （3）

式中：F0和F分别为加入肽前后的荧光强度；Kq、

Ksv、τ0和[I]分别为双分子猝灭常数/（L/（mol·s））、

Stern-Volmer动态猝灭常数/（L/mol）、在无肽情况下的荧光

寿命（PL、CE约为10－8 s）和猝灭剂的浓度/（μmol/L）。

荧光猝灭机制可分为两类：由于形成基态复合物引

起的静态猝灭和由分子间碰撞引起的动态猝灭。对于静

态猝灭，根据下式计算结合位点数（n）和表观结合常数

（Ka）
[25]：

lg Ka nlg [I]
F0 F

Flg  （4）

Ka值和相应的温度（T）通过van’t Hoff方程和Gibbs-

Helmholtz方程拟合以确定焓变（ΔH）和熵变（ΔS）[26]：

∆H
RT

∆S
Rln Ka  （5）

∆G ∆H T∆S （6）

式中：R为摩尔气体常数（8.314 J/（mol·K））；

ΔG为吉布斯自由能变/（kJ/mol）。

1.3.5 等温滴定量热法

使用Nano ITC等温滴定量热仪通过将肽溶液滴定

到缓冲液或酶溶液中来测量产生的能量[27]。肽和酶溶解

在50 mmol/L Tris-马来酸盐缓冲液中，并在滴定前进行

脱气。量热仪的参考池填充蒸馏水，样品池填充酶溶

液。在基线稳定后，肽溶液（2～3 mmol/L）自动连续

注入比色皿21 次，每次注入体积为1.96 μL，搅拌速度为

200 r/min。每次注入间隔时间为180 s。肽溶液每次注入

1.96 μL。通过Nanoanalyze软件使用独立模型分析峰积分

和结合参数。结合参数包括Kd（平衡解离常数）、n（结

合化学计量数）、ΔH（焓变）、ΔG（吉布斯自由能变）

和ΔS（熵变）。

1.3.6 分子对接

从RCSB PDB数据库（https://www.rcsb.org/）获取

PL（ID：1LPB）和CE（ID：1AQL）的晶体结构。

使用Chem3D软件中的CHARMM力场优化受体（PL

和CE）的结构，包括添加氢原子、移除冗余结构、

移除水分子和能量最小化，以便其结构可用于分子对

接过程。同时，使用殷赋科技平台中准备多肽结构

板块（https://cloud.yinfotek.com/tools/molkit/prepare_

peptides?id=85050）预测APAM和RLPA的结构。使用

Schrodinger Maestro 12.8软件对PL、CE和肽进行柔性

配体分子对接，并选择结合得分最低的构象来分析

其相互作用。分子对接参数如下：选择催化三联体

作为口袋中心，口袋范围设置为10  Å，盒子边缘设

置为6 Å。PL：盒子中心（2.269, 26.968, 48.501），

盒子大小（ 3 4 . 6 0 1 ,  3 7 . 4 6 7 ,  3 3 . 8 4 3）；C E：盒

子中心（ 4 1 . 5 3 ,  6 8 . 4 7 6 ,  2 1 . 4 4 2 ），盒子大小

（40.827, 39.812, 42.161）。

1.4 统计分析

所有实验均进行3 次，结果以 ±s表示。使用SPSS 22.0 

统计软件进行显著性分析。采用单因素方差分析

（ANOVA）和Duncan多重范围检验确定差异显著性，统

计显著性定义为P＜0.05。
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2 结果与分析

2.1 肽对PL和CE的抑制作用

2.1.1 肽对PL和CE的实时抑制作用

采用4-硝基苯丁酸酯作为底物确定APAM和RLPA对PL

和CE的抑制活性。如图1所示，随着多肽浓度从25 μmol/L 

增加到400 μmol/L，PL和CE的活性抑制率从深蓝色向

深红色转变，表明多肽对酶的抑制作用呈剂量依赖效

应。具体来说，两种多肽对PL的抑制活性均强于对CE的

抑制活性。尤其是RLPA在400 μmol/L时对PL的抑制率高达

85.337%（半抑制浓度（half maximal inhibitory concentration，

IC50）＝（79.62±3.20）μmol/L），而对CE的最高抑

制率仅为59.19%（IC50＝（301.27±14.40）μmol/L）， 

这种差异主要由于酶结构的不同。PL的催化三联体由

Ser152、His263和Asp176组成，活性中心外的3 个由

二硫键形成的表面环对PL的活性起到了关键作用。

Cys237～Cys261形成了最大的环，而残基76～80和

213～217则形成两个较小的环 [3]。这些表面环在水油

界面上发生构象变化，有利于底物与活性位点结合。

相比之下，CE的活性位点由Ser194、Asp320和His435

残基组成的催化三联体和由Gly107、Ala108和Ala195

残基组成的氧阴离子孔覆盖 [4]。CE的活性位点也被由 

Cys64～Cys80形成的环所覆盖。因此，多肽与PL或CE

的活性位点或表面环的结合均会影响底物与活性位点的

结合，从而影响酶的活性。此外，肽的一级结构和氨基

酸组成也显著影响其对PL和CE的抑制活性。研究表明，

富含疏水氨基酸（如亮氨酸、甲硫氨酸和脯氨酸）的肽

能显著抑制PL[28]。APAM中的所有氨基酸均为疏水氨基

酸，这提高了其与PL表面疏水区结合的能力，从而更

好地抑制PL的活性。Urbizo-Reyes等[29]通过分子对接发

现，多肽中的精氨酸与脂肪酶残基发生相互作用的频率

较高，表明精氨酸对PL的抑制起关键作用。而RLPA的

氨基末端为精氨酸，其余氨基酸均为疏水氨基酸，从而

具备较强的PL抑制活性。除了一级结构，多肽的理化性

质也会影响其抑制能力，尤其是疏水性和电荷。APAM

和RLPA均具备较强的疏水性，且多肽所带的正电荷 

（如精氨酸）有助于其与酶的结合，增强抑制PL的活性

（表1）。尽管一级结构和理化性质对多肽的抑制能力

有显著影响，但其构象和高级结构对活性的影响尚不明

确。进一步的光谱、热力学和分子模拟实验将有助于探

索多肽的结构-活性关系。如图1所示，多肽对PL和CE的

抑制作用随着时间的推移逐渐减弱，约30 min后趋于稳

定，表明多肽与酶的结合是可逆的[30]。
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图 1 APAM（A）、RLPA（B）对PL和CE的实时抑制3D表面热图

Fig. 1 The 3-dimensional (3D) surface heatmaps of the real-time 

inhibition of APAM (A) and RLPA (B) on PL  and CE

表 1 APAM和RLPA的物理化学性质以及对PL和CE的IC50值和抑制类型

Table 1 Physicochemical properties of peptides PAM and RLPA and 

their IC50 values and inhibition types against PL and CE

多肽 等电点 净电荷
疏水性/

（kcal/mol）
PL抑制 CE抑制

IC50/（μmol/L） 抑制类型 IC50/（μmol/L） 抑制类型

APAM 5.41 0 8.37 98.10±2.26 竞争性 337.64±22.28 竞争性

RLPA 10.73 ＋1 9.10 79.62±3.20 混合性 301.27±14.40 混合性
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2.1.2 肽和奥利司他对酶的联合抑制作用
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图 2 APAM（A）、RLPA（B）与奥利司他联合抑制PL、CE的剂量-
反应矩阵和协同作用分布

Fig. 2 Dose-response matrix and synergic distribution of inhibition of 
PL and CE by APAM (A) or RLPA (B) combined with orlistat 

采用SynergyFinder设计了奥利司他和肽的剂量矩

阵，并使用ZIP评分模型对协同效应进行了评分。如图2

所示，奥利司他与APAM的组合对PL和CE的协同抑制平

均值分别为3.207和2.726，表明多肽与奥利司他对PL和CE

的抑制可能存在相加作用[23]。具体地看，当APAM和奥利

司他在较低浓度时对酶活性抑制的评分接近10，表明两种

物质可能存在加和和协同抑制作用。而随着多肽和奥利

司他浓度的升高，ZIP模型对其评分逐渐下降，甚至低于

0 分，这表明多肽和奥利司他的组合在高浓度下产生了拮

抗作用，说明APAM与奥利司他的作用位点相同或相近。

Li Xiangxin等[5]同样在多酚与奥利司他对PL和CE的联合抑

制中观察到了这一现象。而RLPA与奥利司他联合抑制PL和

CE平均值分别为8.753和8.183，说明它们极有可能存在协同

抑制作用，这可能归因于它们的结合位点不完全相同[31]。 

黑莓多酚与奥利司他对PL的抑制同样存在累积效应，表明

多酚与奥利司他结合在PL不同的活性位点[32]。

2.1.3 肽对PL和CE的抑制动力学

表 2 不同浓度的APAM和RLPA抑制PL和CE的动力学参数

Table 2 Kinetic parameters of PL and CE inhibition by different 

concentrations of peptides APAM and RLPA

酶种类 多肽
浓度/

（μmol/L）
Km/

（μmol/L） Vmax/s
－1

PL

APAM

200 12.110±0.264 0.057±0.002
150 10.270±0.274 0.057±0.002
100 8.220±0.373 0.056±0.004
0 5.245±0.118 0.057±0.001

RLPA

200 11.132±0.341 0.065±0.004
150 9.872±0.104 0.073±0.001
100 9.626±0.460 0.078±0.006
0 9.051±0.255 0.082±0.004

CE

APAM

200 34.277±0.251 0.186±0.006

150 31.740±0.309 0.194±0.008

100 27.004±0.307 0.192±0.009

0 22.073±0.387 0.202±0.013

RLPA

200 10.464±1.361 0.066±0.013

150 9.186±0.228 0.081±0.004

100 8.230±0.274 0.101±0.004

0 7.423±0.326 0.111±0.006

为了更好地描述这两种肽对PL和CE的抑制作用，

进一步研究了其动力学抑制机制。酶抑制机制分为4 种

类型：竞争性、非竞争性、反竞争性和混合性 [24]。采

用Michaelis-Menten模型计算酶动力学参数（表2），

并绘制Lineweaver-Burk图确定抑制类型。如图3所示，

随着肽浓度的增加，1/V和1/[S]曲线显示出良好的线性

关系。对于APAM，拟合曲线在Y轴相交。对于PL，随

着多肽浓度的增加，Km从（5.245±0.118）μmol/L增
至（12.110±0.264）μmol/L，Vmax没有发生显著变化。

这表明肽APAM与PL之间存在竞争性抑制作用，竞争

性地与酶结合形成抑制剂-酶复合物。同样地，APAM

对CE的抑制同样呈现出竞争性抑制作用，表明APAM

可能通过与抑制PL相似的位点来抑制CE的活性。而对
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于RLPA来说，与PL和CE的抑制动力学曲线均相交于 

第二象限，随着多肽浓度的增加，对PL和CE的Km分别从

（9.051±0.255）μmol/L和（7.423±0.326）μmol/L增加

到（11.132±0.341）μmol/L和（10.464±1.361）μmol/L， 

而Vmax分别从（0.082±0.004）s－1和（0.111±0.006）s－1

减小到（0.065±0.004）s－1和（0.066±0.013）s－1，说明

RLPA通过混合性抑制与酶的活性位点以及其他部分结合

形成复合物，从而阻止底物与酶的结合[33]。
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图 3 APAM（A）、RLPA（B）对PL和CE抑制作用的 

Lineweaver-Burk图

Fig. 3 Lineweaver-Burk plots of PL and CE inhibition by  

APAM (A) and RLPA (B) 

关于 P L 抑制肽的抑制类型研究较少。从脱油

米糠中分离出的肽F Y L G Y C DY，从啤酒酿造过程

中产生的废谷物中分离出的肽L A AV E A L S T N G、

WNIHMEHQDLTTME，从发酵米糠中分离出的肽HWP

以及从美藤果粕中分离出的肽WLLMWPYK可通过非竞

争性抑制作用抑制PL活性[10,14,34-35]。值得注意的是，所

有这些肽都是通过多级分离和纯化鉴定出来的。因此，

这些多肽通过与非结合位点结合改变酶的构象。相比之

下，本研究中的多肽是通过虚拟筛选获得的，主要筛选

与酶的活性位点及其附近残基结合能量较高的多肽。因

此，本研究筛选的多肽均包含竞争性抑制作用与酶的

活性位点结合。与本研究类似，Wang Xinyi等[36]研究了

从芝麻蛋白中筛选出的5 种PL抑制肽的抑制动力学，发

现TF、QWM和NIF可以通过混合抑制作用与PL结合。

Wang Kai等[15]发现，在美藤果中虚拟筛选得到的5 种降脂

肽中，有4 种通过与酶活性位点结合来抑制酶的活性。冷

檬[3]从坛紫菜中虚拟筛选出的PL抑制肽TPPGP和NAPPP

分别通过混合性和竞争性抑制PL的活性。

2.2 多肽诱导PL和CE构象变化的荧光光谱研究

2.2.1 肽对PL和CE的荧光猝灭分析

肽的加入会使酶的内源性荧光受到不同程度的猝灭[14]。 

图4展示了不同浓度的多肽加入PL/CE后荧光光谱的变

化。PL和CE的最大发射波长分别为338 nm和328 nm。

随着肽的添加，酶的荧光强度逐渐降低。例如，加入

250 μmol/L RLPA后，PL和CE的最大荧光强度分别降低

了23.8%和26.3%，表明多肽对酶有猝灭作用。

此外，荧光光谱还能揭示蛋白质的三维结构信息。

PL和CE含有色氨酸（Trp）和酪氨酸（Tyr）残基，它们

对酶的荧光发射至关重要[14]。Trp和Tyr都能在280 nm波

长处被激发，但只有Trp能在295 nm波长处被激发。由于

Trp残基的灵敏度较高且内部猝灭较少，在295 nm激发波

长下记录的荧光光谱信息量更大，更有助于解释酶结构

的变化[37]。当Trp嵌入天然蛋白质时，其最佳发射波长可

能会发生蓝移，而随着蛋白质的展开，最大发射波长会

发生红移[38]。活性物质与酶的结合会改变Trp的微环境，

从而改变最大吸收峰的波长。Wu Di[37]和Thayumanavan[39]

等发现，添加谷胱甘肽和槲皮素3 -鼠李糖苷会导致

PL的最大发射波长发生蓝移。而大多数研究发现，

添加抑制剂不会改变PL的最大发射波长，或者会导 

致红移[7,14,24,40]。本研究中随着肽的添加，酶的最大吸收

波长会发生轻微的蓝移或红移，尤其是RLPA的添加使CE

的最大发射波长从328 nm红移到331 nm，表明多肽的添

加使得PL和CE的蛋白质三维结构发生变化，改变了Trp

的微环境。
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图 4 在APAM（A）和RLPA（B）存在下PL 和CE的荧光光谱

Fig. 4 Fluorescence spectra of PL and CE in the presence of  

APAM (A) and RLPA (B)

2.2.2 荧光光谱法研究多肽与PL和CE的结合模式

为了进一步研究多肽对PL和CE的荧光猝灭机制，

使用Stern-Volmer公式分析了多肽对酶的猝灭效应。图5 

的Stern-Volmer图和图6的双对数图显示了不同温度下的

良好线性关系，表明只有一种猝灭模式，即动态猝灭

或静态猝灭[24]。如表3所示，进一步计算了荧光猝灭参

数，结果表明Ksv值随着温度的升高显著降低。随着温度

的升高，APAM-PL的Ksv值从（4 565.69±676.62）L/mol 

降至（2 682.39±201.56）L/mol，RLPA-PL的Ksv值从

（3 696.71±255.03）L/mol降至（1 952.79±242.06）L/mol。 

同样，肽的加入也导致CE的Ksv值随着温度的升高而降

低。所有体系的Kq值都高于最大扩散碰撞猝灭速率常数

2×1010 L/（mol·s），表明多肽对酶的荧光猝灭是一种

静态猝灭[14]。

对于多肽在酶上的静态猝灭，计算了结合常数和结

合位点数，如表3所示，所有多肽与PL/CE的n值都在1左

右，表明多肽与酶主要有一个结合位点[37,41]。多肽与PL

的结合常数（Ka）范围为（2 234.03±197.54）L/mol至

（4 259.56±230.18）L/mol，而与CE的结合常数范围为

（715.16±26.07）L/mol至（3 645.84±226.05）L/mol，表

明多肽与两种酶的结合亲和力适中，这与Ksv的结果一致。

值得注意的是，多肽与PL和CE的结合亲和力顺序均

为RLPA大于APAM。一般认为，抑制剂对酶的亲和力越

强，对酶的抑制效果越好[14,42]。然而，由于多肽具有独

特的组成和结构，因此，当多肽通过不同的机制与酶结

合时，可能会出现亲和力与活性不匹配的现象。对于PL

而言，除了催化三元组外，还有几个表面环也对酶的活

性有重大影响。与表面环的结合也会阻止活性位点的暴

露，从而抑制酶的活性。在3 种五环三萜酸中，与PL亲

和力最强的科罗索酸和与CE亲和力最强的齐墩果酸都不

是酶活性的最强抑制剂[40]。然而，如果抑制剂的亲和力

存在显著差异或结合位点相同，通常认为亲和力最强的

抑制剂对酶的抑制活性更强[30]。迄今为止，对PL和CE抑

制肽的研究还很有限，因此需要进行更多研究完善多肽

对PL/CE的亲和力和抑制能力之间的相关性。
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图 5 在APAM（A）、RLPA（B）存在时PL和CE的Stern-Volmer图

Fig. 5 Stern-Volmer plots of PL and CE in the presence of  

APAM (A) and RLPA (B) 
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图 6 APAM（A）和RLPA（B）对PL和CE荧光猝灭作用的双对数图

Fig. 6 Double logarithmic plots for fluorescence quenching of PL and 

CE by APAM (A) and RLPA (B)

2.2.3 荧光光谱法对多肽与PL和CE结合的热力学分析

如表3所示，通过计算不同温度下的荧光光谱参数，

可以了解多肽-酶结合过程中ΔH、ΔS和ΔG的变化。这些

数据用于分析肽与酶之间形成的复合物的热力学性质。

表3中ΔG的负值表明多肽与酶的结合过程是自发的。小

分子与受体结合的相互作用力包括氢键、范德华力、静

电力和疏水相互作用。两种多肽与酶结合时观察到的负

ΔH和正ΔS表明，静电相互作用和氢键在结合过程中起主

导作用[43-44]。

2.3 利用等温滴定量热法对肽与PL/CE的结合进行热力学

分析

等温滴定量热法是解释分子结合机制的重要 

方法 [45]。多肽与酶反应的等温滴定量热曲线如图7所

示。多肽与酶的结合在第15至第20滴左右达到平衡。

如图8所示，反应热和摩尔比的拟合曲线呈现出典型

的“S”形曲线 [46]。结合化学计量值（n）显示了多肽

在酶上的结合位点数量。多肽-酶复合物的n值都在1左

右，表明多肽与酶上的单个位点结合，这与荧光光谱

的研究结果一致。

表 3 APAM和RLPA在PL和CE上的荧光猝灭Stern-Volmer曲线常数、结合常数、结合位点和热力学参数

Table 3 Stern-Volmer constants, binding constants and sites and thermodynamic parameters for fluorescence quenching of PL and CE by APAM and RLPA 

酶种类 多肽 温度/K Ksv/（L/mol） R2（Stern-
Volmer图）

Kq/（1011 L/
（mol·s））

Ka/（L/mol） n R2

（双对数图）
ΔH/

（kJ/mol）
ΔS/（J/

（mol·K））
ΔG/

（kJ/mol）

PL

APAM

277 4 565.69±676.62 0.999 7 4.57±0.68 3 734.99±162.30 0.83±0.02 0.996  5

－10.39±0.39 31.18±1.33

－19.02±0.02

298 3 825.95±409.31 0.999 8 3.83±0.41 3 126.28±147.11 0.86±0.03 0.996 6 －19.68±0.37

310 2 682.39±201.56 0.999 9 2.68±0.20 2 234.03±197.54 0.90±0.04 0.992 7 －20.05±0.60

RLPA

277 3 696.71±255.03 0.999 1 3.70±0.26 4 259.56±230.18 1.05±0.04 0.996 7

－8.74±0.28 37.66±0.96

－19.17±0.02

298 2 475.08±236.07 0.999 8 2.48±0.24 3 158.03±73.59 1.20±0.02 0.998 9 －19.66±0.45

310 1 952.79±242.06 0.999 7 1.95±0.24 2 782.39±186.20 1.25±0.11 0.975 9 －20.41±0.72

CE  

APAM

277 1 647.64±266.64 0.999 4 1.65±0.27 1 118.87±53.78 0.82±0.06 0.987 7

－9.66±0.09 23.45±0.25

－16.16±0.02

298 1 226.42±19.05 0.999 5 1.23±0.22 835.02±52.13 0.87±0.04 0.913 6 －16.65±0.27

310 954.25±196.26 0.995 0.95±0.02 715.16±26.07 0.93±0.10 0.971 6 －16.93±0.44

RLPA

277 3 159.37±485.51 0.999 7 3.16±0.49 3 645.84±226.05 0.89±0.04 0.991 6

－17.22±0.15 5.82±0.51

－18.83±1.35

298 2 024.56±324.93 0.999 8 2.03±0.32 2 009.23±325.13 0.99±0.10 0.952 4 －18.95±1.28

310 1 548.64±195.81 0.999 9 1.55±0.20 1 672.25±170.33 1.03±0.11 0.956 4 －19.02±1.24
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图 7 APAM（A）和RLPA（B）溶液滴入PL溶液和CE溶液的热稀释

校正后的滴定综合热量结果

Fig. 7 Integrated heat results of titration after correction for heat 

dilution of APAM (A) and RLPA (B) solutions against PL and CE solutions
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图 8 APAM（A）和RLPA（B）溶液滴入PL和CE溶液的综合滴定热的

最佳拟合曲线

Fig. 8 Best fitting curves for the integrated heat of titration of APAM (A) and 

RLPA (B) solutions against PL and CE solutions

平衡解离常数（Kd）的值表明了多肽与酶之间的结合

亲和力。APAM和RLPA对PL的Kd值分别为（1.49±0.06）× 

10－5 mol/L和（1.23±0.03）×10－5 mol/L（表4）。 

RLPA对CE的亲和力高于APAM，这与抑制活性的结果一

致（表1）。Zhang Biying等[47]也发现，亲和力与多肽的

抑制活性相关。配体与受体的相互作用涉及两种类型的

结合：特异性结合和非特异性结合。在本研究中，多肽

与酶结合的亲和力在10－5 mol/L的数量级，表明多肽与酶

的结合程度适中。多肽和酶通过非特异性结合与PL和CE

相互作用，亲和力较弱。

等温滴定量热法还计算了多肽与酶结合的热力学参

数。如表4所示，与荧光光谱的结果一致，所有肽和酶结

合时的ΔG和ΔH均为负值，表明结合过程是自发和放热

的。ΔS为正值表明肽与酶之间的作用力主要是静电相互

作用[45]。APAM对PL和CE较高的ΔS值表明，熵的变化导

致更强的结合力，从而形成复合物。相比之下，RLPA与

酶的结合主要由焓变驱动。肽与酶复合物的形成既是焓

驱动过程，也是熵驱动过程，这表明抑制剂与酶的结合

包括氢键和静电相互作用[24,44-45]。

表 4 APAM和RLPA添加后PL和CE的热力学参数

Table 4 Thermodynamic parameters for binding of PL and CE to 

peptides APAM and RLPA

酶种类 多肽 Kd/（10－5 mol/L） n ΔH/（kJ/mol） ΔS/（J/（mol·K）） ΔG/（kJ/mol）

PL
APAM 1.49±0.06 1.26±0.11 －10.54±0.15 57.08 －27.55

RLPA 1.23±0.03 1.04±0.05 －22.86±0.20 17.31 －28.02

CE
APAM 3.42±0.17 0.98±0.10 －16.53±0.25 30.04 －25.48

RLPA 4.00±0.16 0.80±0.09 －24.13±0.27 3.27 －25.10
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2.4 多肽与酶的分子对接结合位点分析

为进一步直观地分析多肽与PL和CE的结合机制，

使用分子对接方法研究了多肽与酶的结合位点。根据最

小能量原理选择了最佳结合位点与结合构象，如图9所

示。多肽与PL和CE的相互作用类型及距离如表5所示，

对于PL来说，APAM与Asp79、Ser152和Phe215形成了

氢键相互作用，除此之外，还形成了3 个盐桥和1 个阳

离子-π作用。其中，氢键的键长在1.69～2.73 Å之间，

而静电相互作用的键长在3.04～5.55 Å之间。RLPA与PL

的Ser152、Phe77和Asp79形成了5 个氢键相互作用，键

长在1.78～2.33 Å之间，Ser152和Asp79还与RLPA形成

了盐桥。除此之外，RLPA还与Tyr114和Phe215形成了

阳离子-π相互作用。Phe77是氢键供体和静电稳定剂，

可形成用于底物水解的氧阴离子孔，RLPA可以与Phe77

形成氢键，这可能是其具有更好PL抑制活性的原因之

一 [3]。对于CE而言，两种多肽更多的是通过氢键发生

结合，APAM和RLPA分别与CE形成6 个氢键，键长在

1.71～2.77 Å之间。除此之外，APAM和Asp434与Asp437

形成盐桥，RLPA和Asp434形成盐桥。总而言之，分子对

接结果表明，多肽可通过氢键、盐桥、阳离子-π等静电

相互作用与酶活性位点或表面环中的氨基酸残基结合，

与前述荧光光谱和等温滴定量热法的结果一致。这些结

合改变了酶的构象，降低了底物对酶的亲和力，或阻止

了底物进入活性位点。这与抑制动力学分析中混合性抑

制或竞争性抑制的结果一致。

A1

B1

A2

B2

图 9 PL和CE中氨基酸与APAM（A）、RLPA（B）的分子间相互作用

Fig. 9 Intermolecular interaction of amino acids present in PL and  

CE with APAM (A) and RLPA (B)

表 5 APAM和RLPA与PL和CE的相互作用类型及距离

Table 5 Interaction types and distances of APAM and RLPA with  

PL and CE

酶种类 多肽
相互作用类型（键长/Å）

氢键 盐桥 阳离子-π

PL

APAM
Ala1-Asp79（1.69）、Met4-Ser152
（1.86）、Met4-Ser152（2.73）、

Met4-Phe215（2.00）

Ala1-Asp79（3.04）、
Ala3-Hip263（4.51）、
Met4-Ser152（3.73）

Ala3-Phe215
（5.55）

RLPA

Arg1-Ser152（1.78）、Arg1-
Ser152（2.11）、Pro3-Phe77

（2.33）、Pro3-Phe77（1.95）、
Ala4-Asp79（2.30）

Arg1-Ser152 （2.73）、
Ala4-Asp79 （3.26）

Arg1-Tyr114
（4.97）、
Pro3-Phe215
（6.55）

CE

APAM

Ala1-Asp434（2.77）、Ala1-
His435（2.21）、Ala1-Asp437

（1.78）、Ala1-Asp437（1.92）、
Met4-Gly106（1.71）、Met4-

Tyr125（2.12）

Ala1-Asp434（3.52）、
Ala1-Asp437 （4.32） －

RLPA

Arg1-His435（1.81）、Arg1-
Ala436（2.33）、Arg1-Asp437 

（2.65）、Arg1-Asp437（1.93）、
Ala4-Gly106（1.96）、Ala4-

Gly106（1.99）

Arg1-Asp434（2.88） －

注：－.没有此类相互作用类型。

3 结 论

本实验通过抑制动力学、联合抑制、荧光光谱、

热力学、分子对接等方法，研究了两种汉麻籽多肽

（APAM和RLPA）对PL和CE的抑制作用及其相互作用机

制。实时抑制实验显示，RLPA对PL和CE的抑制活性优

于APAM。协同抑制实验表明，这些肽在低浓度下可以

与奥利司他产生协同作用，从而部分替代奥利司他。抑

制动力学分析显示，两种肽对PL和CE表现出竞争性或混

合性抑制作用。荧光光谱实验进一步验证了肽可以与PL

和CE的活性位点及其周围残基结合，从而改变蛋白质残

基的微环境，影响PL和CE的空间构象，限制底物进入酶

的活性位点。等温滴定量热分析表明，肽与PL和CE的结

合过程受熵和焓的共同驱动。分子对接模拟实验证明，

氢键和静电相互作用在肽与酶的结合中起关键作用。本

实验分子相互作用机制研究仅在简单的缓冲系统中进

行。未来的研究应更准确地评估多肽在肠道环境中的行

为，考虑酶抑制、胶束稳定性和消化稳定性等因素对酶

活抑制的影响。总之，本研究丰富了对肽与PL和CE抑制

及相互作用机制的理解，表明肽在开发功能性抑制脂肪

酶产品方面具有潜力。
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