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基于吐温-姜黄素复合物的荧光探针检测脂肪酶活性
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摘 要 本实验以姜黄素作为信号探针，吐温作为脂肪酶的底物和包裹姜黄素的载体，建立了一种检测脂肪

酶活性的荧光法。实验发现，采用 0． 3 mmol /L 吐温 40，25 μmol /L 姜黄素，并且脂肪酶水解吐温 40 的时间为
35 min时，姜黄素的荧光强度变化值与脂肪酶浓度在 0． 002 ～ 0． 05 mg /mL和 0． 05 ～ 0． 25 mg /mL范围内呈现
线性关系，检出限为 0． 6 mg /L ( S /N = 3) 。此探针在高通量检测脂肪酶活性以及与脂肪酶相关疾病检测领域
中有较好的应用前景。

关键词 姜黄素; 吐温 40; 脂肪酶; 荧光探针

2014-10-22 收稿; 2015-03-06 接受
本文系江苏省自然科学基金( No． BK2012822) 、国家杰出青年科学基金 ( No． 21225626)
* E-mail: danbi@ njtech． edu． cn

1 引 言

许多疾病都与生物体内特定酶的活性密切相关，因此在生理条件下准确检测酶活性十分关键［1］，

其中，脂肪酶( Lipase E． C． 3． 1． 1． 3) 是作用于羧酸酯键的一类水解酶，与急性胰腺炎、肥胖症、动脉粥
样化等疾病密切相关［2］。脂肪酶的催化机理与其它的水解酶并不相同，其催化水解反应发生在油-水界
面上［3 ～ 5］，并且，它的底物为水不溶性酯类化合物，在测定酶活性过程中，通常需要乳化，乳化剂的加入会

显著影响酶活性检测的真实性［6，7］，所以建立一种可靠、简单、灵敏的检测脂肪酶活性的方法尤为重要。
姜黄素是一种天然疏水性抗癌药物，其自身具有紫外和荧光性质［8，9］，可作为荧光信号探针; 同时，

吐温是一种两亲性的、生物相容性良好的非离子表面活性剂［10，11］，它既作为脂肪酶的底物，又作为包封
姜黄素的载体。因此，本研究利用姜黄素作为信号探针，吐温作为脂肪酶的底物和姜黄素的载体，构建
了吐温-姜黄素复合物这一传感平台，用于脂肪酶活性的检测。与传统的滴定法、平板法和浊度法等相
比，本方法无需乳化底物、操作简单、成本低廉，灵敏度得到明显提高。

2 实验部分
2． 1 仪器与试剂

SpectraMax M3 微孔板检测系统( 美国分子仪器公司) ，HH-S1 恒温水浴锅( 金坛市医疗仪器厂) ，电
子天平 ( 德国赛多利斯公司) 。吐温 20、40、60、80，姜黄素 ( Curcumin) ，无水甲醇等均为分析纯 ( 国药
集团化学试剂有限公司) 。猪胰腺脂肪酶 ( PPL) 和人血清购于北京索莱宝科技有限公司。除姜黄素是
用无水甲醇配制以外，其余所有样品均在 10 mmol /L磷酸钠缓冲液( PBS，pH 7． 4) 中制备得到。
2． 2 脂肪酶的荧光检测
分别移取 1 mL 0． 3 mmol /L 吐温 40 和 10 μL 2． 5 mmol /L姜黄素溶液于 2 mL离心管中，混匀，加入

10 μL不同浓度的 PPL在 37 ℃下反应 35 min后，在微孔板检测系统上测量体系加入 PPL 前后的荧光
强度( 图 1) 。最终，以 F0 － F ( ΔF505 ) 为纵坐标，PPL浓度为横坐标，绘制标准曲线，F0 和 F 分别表示加
入 PPL前后的荧光强度。
2． 3 实际样品测定
将人血清在 10000 r /min下离心 10 min，向所获得的上层清液中分别加入不同浓度的 PPL溶液，配

制成最终浓度分别为 0． 025，0． 5 和 1． 0 mg /mL PPL 的人血清样品，按照绘制标准曲线的方法进行
检测。
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图 1 吐温 40-姜黄素复合物的荧光探针检测脂肪酶活性的原理图
Fig． 1 Schematic illustration for the assay of lipase activity based on the fluores-
cent probe of Tween 40-curcumin complex

3 结果与讨论
3． 1 吐温-姜黄素复合物荧光检测脂肪酶活性
图 1 为吐温 40-姜黄素复合物的荧光探针检测脂肪酶活性的原理图。当没有脂肪酶存在时，吐温

40-姜黄素复合物仍然保持着胶束结构，姜黄素无法释放到缓冲溶液中发生降解，依然具有很高的荧光

图 2 ( a) 姜黄素; ( b) 吐温 40 和姜黄素; ( c) 吐
温 40、姜黄素和失活 PPL; ( d) 吐温 40、姜黄素和
PPL的荧光谱图( 内嵌插图分别与荧光谱图相对应)
Fig． 2 Fluorescence spectra of solutions of curcumin
( a) Tween 40 and curcumin ( b) Tween 40，curcumin
and inactivated porcine pancreatic lipase ( PPL) ( c)
Tween 40，curcumin and PPL( d) ． The inset shows the
corresponding visual color of these solutions

强度; 当脂肪酶存在时，它水解切割吐温 40 中的羧酸
酯键，破坏了吐温 40-姜黄素复合物的胶束结构，使得
姜黄素从中释放出来，在缓冲溶液中发生降解，荧光强
度大大降低。为了验证这一传感机理，如图 2 所示。
姜黄素存在于 10 mmol /L PBS ( pH 7． 4) 时，发生降解，
几乎没有荧光强度，溶液颜色为无色 ( 图 2a，a 离心
管) ; 当吐温 40 存在时，其姜黄素被包裹在内，无法发
生降解，具有很高的荧光强度，溶液颜色为黄色
( 图 2b，b离心管) ，说明吐温 40 保护姜黄素避免它与
缓冲溶液相互作用而发生降解，从而拥有很高的荧光
强度; 当加入 PPL时，会使吐温 40 发生水解，破坏了吐
温 40-姜黄素复合物的胶束结构，释放出姜黄素，其荧
光强度大大减弱，溶液颜色为淡黄色 ( 图 2d，d 离心
管) ，表明 PPL具有破坏吐温 40 的作用，进而使得姜黄
素游离出来并与缓冲溶液相互作用发生降解，荧光强
度减弱; 同时，为了说明是 PPL水解吐温 40，使姜黄素
释放到缓冲溶液中发生降解，对照实验采用失活的
PPL( 100 ℃煮沸一段时间) 加入到吐温 40-姜黄素复合
物溶液中，其荧光强度与未加酶时几乎一致，且溶液颜色也是一致的 ( 图 2c，c离心管) 。以上实验结果
表明，脂肪酶、姜黄素和吐温 40 三者之间的相互作用关系，即在 PPL 的作用下，吐温 40-姜黄素复合物
的结构遭到破坏，姜黄素释放出来与缓冲液相互作用发生降解，荧光强度减弱。因此，本方法可成功检
测脂肪酶活性。
为了进一步探究该传感机理，采用紫外谱图进行研究。在中性水溶液中，姜黄素在 430 和 355 nm

处有两个特征吸收峰，其中 355 nm处出现的峰是由于水分子与姜黄素之间相互作用所导致的［8，12］。当
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姜黄素加入到 pH 7． 4 的 PBS缓冲溶液中时，反应 1 min，发现在 425 nm处出现一个低强度的吸收峰，并
且在 355 nm处有个不明显的峰( 图 3b) ; 35 min后，425 nm处的峰完全消失，355 nm处有一个明显的吸

图 3 ( a) 磷酸钠缓冲溶液与姜黄素反应 35 min;
( b) 磷酸钠缓冲溶液和姜黄素反应 1 min; ( c) 吐温
40、姜黄素和 PPL反应 35 min; ( c) 吐温 40 与姜黄
素反应 35 min的紫外谱图
Fig． 3 UV-vis spectra of curcumin after reacted with
( a) PBS for 35 min，( b) PBS for 1 min，( c) mix-
ture of Tween 40 and PPL for 35 min and ( d) Tween
40 for 35 min

收峰( 图 3a) ，说明随着反应时间的不断延长，355 nm处
的峰越来越明显，其姜黄素与缓冲溶液相互作用越强。
当吐温 40 存在时，355 nm 处的峰完全消失，在 425 nm
处出现一个高强度的吸收峰 ( 图 3d) ; 加入 PPL 后，同
样 355 nm处的峰完全消失，但是在 425 nm处的吸收峰
的强度要低于没有加酶的( 图 3c) ，表明了吐温 40 的存
在能够显著降低姜黄素与缓冲溶液的相互作用，加入

PPL后，会增强姜黄素与缓冲溶液的相互作用，导致姜
黄素不断降解。这些现象再次验证此传感策略能很好
地用于检测脂肪酶活性。
3． 2 实验条件的优化
采用荧光光谱考察了吐温类型与浓度、姜黄素浓度

以及 PPL水解吐温时间对此传感策略性能的影响。吐
温有多种类型，如吐温 20，40，60 和 80 等，都可以作为
PPL的底物和包裹姜黄素的载体［10，12 ～ 15］，但是 PPL 对
其水解程度不一样，并且它们包裹姜黄素的能力也不一

样，因此选择合适的吐温十分关键，结果如图 4A 所示，
当选用吐温 40 作为 PPL底物和包裹姜黄素载体时，荧光信号差值最大。

图 4 ( A) 不同类型的吐温溶液; ( B) 不同浓度的吐温 40 溶液; ( C) 不同浓度的姜黄素溶液; ( D) 吐
温 40 水解时间对姜黄素荧光强度变化的影响
Fig． 4 Effects of the type of Tween solution ( A) ，concentration of Tween 40 ( B) ，concentration of curcumin
solutions ( C) and hydrolysis time ( D) on the change of fluorescence intensity of curcumin

吐温 40 浓度的选择对于该传感器的构建尤为重要，低浓度不利于形成胶束，以包裹姜黄素，高浓度
不利于 PPL对其水解催化( 图 4B) 。在吐温 40 浓度为 0． 05 ～ 0． 30 mmol /L时，荧光信号差值不断增大，
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当浓度超过 0． 30 mmol /L时，荧光信号差值下降，因此选择 0． 30 mmol /L 吐温 40 作为最佳实验条件。
姜黄素作为该策略的信号传感元件，信号的强弱与其浓度大小相关。如图 4C 所示，随着姜黄素浓

度的增加，荧光信号差值也相应增大，至浓度达到 25 μmol /L时，荧光信号差值趋向稳定。因此，姜黄素
的浓度选为 25 μmol /L。
在 PPL催化水解吐温 40 的过程中，反应时间是评价传感策略的重要因素，结果如图 4D 所示。在

0 ～ 35 min反应时间内，随着反应时间的延长，荧光信号差值不断增加，35 min 后，荧光信号差值趋于稳
定，表明 PPL催化水解吐温 40 达到平衡状态，因此选择 PPL催化水解吐温 40 的时间为 35 min。

图 5 不同浓度 PPL的动力学曲线
Fig． 5 Kinetic plots of the time-dependent change of
the fluorescence intensity those with different PPL
concentrations

3． 3 酶活动力学的测定
在最佳的实验条件下，测定了不同浓度的 PPL的酶

活动力学曲线。如图 5 所示，在相同反应时间内，随着
PPL浓度的增加，荧光信号差值也越来越大。另外，随
着水解反应时间的不断进行，相同浓度下的 PPL，其荧
光信号差值也越来越大。这些结果表明，当 PPL的浓度
越大或者随着水解时间的增加，其破坏吐温 40-姜黄素
复合物的能力就越强，释放出来的姜黄素在缓冲溶液中

降解的程度就越大，最终荧光强度的变化值也越大。
3． 4 标准曲线的建立
在最优化条件下，对不同浓度的 PPL进行了定量检

测。如图 6A所示，随着 PPL浓度的不断增加，反应体系
的荧光强度逐渐降低。以荧光强度的变化值为纵坐标，
PPL的浓度为横坐标绘制标准曲线，结果如图 6 B 所
示，PPL浓度在 0． 002 ～ 0． 05 mg /mL 和 0． 05 ～ 0． 25 mg /mL 范围内呈线性关系，线性方程分别为 ΔF505

= 7． 900 + 5647CPPL ( R
2 = 0． 9966) ，ΔF505 = 188． 8 + 2217CPPL ( R

2 = 0． 9892) ，检出限低至 0． 6 mg /L( S /N
= 3) 。本方法与传统检测脂肪酶活性相比，灵敏度大大提高，并且在高通量检测脂肪酶活性以及与脂
肪酶相关疾病检测领域中有很大的应用前景。

图 6 PPL浓度对姜黄素荧光强度变化的影响
Fig． 6 Influence of PPL concentration on the change of fluorescence intensity of curcumin
From top to bottom: 0，0． 002，0． 004，0． 006，0． 008，0． 01，0． 015，0． 02，0． 025，0． 05，0． 10，0． 15，0． 20，0． 25，0． 5，

1． 0，1． 5 and 2． 0 mg /mL．

3． 5 人血清中 PPL的标准加入回收率
按照所建立的荧光检测方法，通过标准加入法对人血清中的 PPL 进行回收率计算。检测结果如

表 1 所示。结果表明，此传感方法可以适用于实际样品的检测。
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表 1 人血清中 PPL的检测结果
Table 1 Determination result of PPL in human serum

样品
Sample

加入量
Added
( mg /mL)

检测值量
Found
( mg /mL)

回收率
Recovery
( %，n = 3)

1 0． 025 0． 024 96． 0
2 0． 500 0． 507 101． 4

样品
Sample

加入量
Added
( mg /mL)

检测值量
Found
( mg /mL)

回收率
Recovery
( %，n = 3)

3 1． 000 1． 021 102． 1
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Detection of Lipase Activity by Fluorescence Probe
Based on Tween-Curcumin Complex

TANG Yan1，ZHANG Wei1，ZUO Huan-Zhen1，LIU Jia1，JIANG Ling2，TIAN Dan-Bi* 1

1 ( College of Sciences，Nanjing Tech University，Nanjing 211816，China)
2 ( College of Food Science and Light Industry，Nanjing Tech University，Nanjing 211816，China)

Abstract A fluorescence method was established for the detection of lipase activity by using curcumin as
signal probe，Tween as substrate of lipase and the carrier of curcumin． The change of fluorescence intensity
showed good linear relationship with the concentrations of PPL from 0． 002 － 0． 05 mg /mL and 0． 05 －
0． 25 mg /mL，respectively，with the detection limit of 0． 6 mg /L ( S /N = 3 ) ，when containing 0． 3 mmol /L
tween 40 and 25 μmol /L curcumin in the solution and the hydrolysis time of 35 min． There should be a great
application of this method in the field of high-throughput detection of lipase activity and lipase related
diseases．
Keywords Curcumin; Tween 40; Lipase; Fluorescence probe
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