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染料木素与 β-葡萄糖苷酶相互作用的研究 
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摘要: 本文研究了染料木素与 β-葡萄糖苷酶的相互作用。采用荧光光谱法研究了染料木素与 β-葡萄糖苷酶

的结合反应, 二者的相互作用使 β-葡萄糖苷酶发生内源荧光猝灭, 属于静态猝灭机制。通过计算得到染料木素 
与 β-葡萄糖苷酶在 17、27 和 37 ℃下的结合常数分别为 3.69 × 104、3.06 × 104 和 2.36 × 104 L·mol−1。同步荧光研

究了染料木素对 β-葡萄糖苷酶结构的影响, 染料木素可使 β-葡萄糖苷酶的构象发生变化、色氨酸残基所处微环

境的疏水性降低。染料木素对酶活性的抑制试验结果表明其对酶的活性具有明显的抑制作用, 双分子结合速率

常数为 1.2 × 103 (mol·L−1)−1·min−1。结合 AutoDock 4.2 分子对接软件模拟研究了二者的键合模式和键合机制, 表
明氢键和疏水作用对染料木素与 β-葡萄糖苷酶的结合起重要作用, 同时还存在静电作用。 
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Abstract: The interaction between genistein and β-glucosidase was studied using fluorescence quenching 

method and synchronous fluorimetry.  The binding reaction was simultaneously studied by the AutoDock 4.2 
molecular docking model.  Data from fluorescence spectroscopy indicated that these interactions resulted in the 
endogenous fluorescence quenching of β-glucosidase, which belongs to a static quenching mechanism.  The  
calculated binding constants were 3.69 × 104, 3.06 × 104 and 2.36 × 104 L·mol−1 at 17, 27 and 37 ℃, respectively.  
The evidences from synchronous fluorescence showed the effect of genistein on the microenvironment around 
β-glucosidase in aqueous solution.  The inhibition test showed that the activity of β-glucosidase could be inhibited 
by genistein.  The determined bimolecular rate constant (ki) was 1.2 × 103 (mol·L−1)−1·min−1.  Molecular docking 
was performed to reveal the possible binding mode or mechanism and suggested that genistein could bind 
strongly to β-glucosidase.  The results revealed that genistein tended to bind with β-glucosidase mainly by   
hydrogen bond and hydrophobic interaction as well as electrostatic forces. 
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 酶是药物发挥药效的重要靶分子, 探讨具有药

理活性的天然产物与酶的相互作用及作用机制, 对
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于了解药物发挥药效的作用机制, 揭示药物药效的实

质内涵具有重要意义。β-葡萄糖苷酶 (β-glucosidase, 
EC3.2.1.21), 又称 β-D-葡萄糖苷葡萄糖水解酶, 它可

以水解结合于末端非还原性的 β-D-葡萄糖苷键, 同
时释放出 β-D-葡萄糖和相应的配基。它参与生物体

的糖代谢, 对维持生物体正常生理功能起着重要作

用。它与许多因代谢紊乱而引起的疾病, 如戈谢病 
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(Gaucher disease)、癌症、病毒感染等有着密切的联

系[1, 2]。人们试图寻找合适的抑制剂来调节和控制 β-
葡萄糖苷酶的活性, 以期对这类代谢疾病给以预防

和治疗[3, 4]。 
黄酮类化合物是一类在植物中分布广泛的天然

产物, 具有多种生物活性, 黄酮类化合物的药理作用

广泛, 且每一种药理作用都有多种机制参与, 其中黄

酮类化合物作为酶抑制剂是一种重要的作用机制[5]。

染料木素 (genistein) 是一种具有多种生物活性的黄

酮类化合物 (图 1), 化学命名为 5, 7, 4'-三羟基异黄

酮, 具有很高的药用价值[6]。吴清华等[7]用荧光法研

究了染料木素与人血清白蛋白的相互作用。 
本研究用荧光光谱法研究了染料木素与 β-葡萄

糖苷酶的结合反应, 测定了结合常数与结合力类型, 
并研究了染料木素对 β-葡萄糖苷酶活性的抑制作用, 
也采用计算机模拟技术研究了 β-葡萄糖苷酶与染料

木素、竞争性抑制剂 1-azafagomine[8] (图 1) 之间的

分子对接, 从分子水平探讨了染料木素与 β-葡萄糖

苷酶的相互作用。 
 

 
Figure 1  Chemical structures of genistein (left) and 
1-azafagomine (right) 
 

材料与方法 
仪器  Cary Eclipse 型荧光分光光度计 (美国瓦

里安公司), 微量进样器 (Eppendorf Research), pH 数

显酸度计 (赛多利斯科学仪器有限公司)。 
样品与试剂  杏仁 β-葡萄糖苷酶购自 Sigma 公

司, 用 pH 5.0 的 0.1 mol·L−1 醋酸缓冲溶液配制, 其 
储备液 (2×10−5 mol·L−1) 4 ℃保存于暗处。染料木素购

自中国药品生物制品检定所, 储备液 (1×10−2 mol·L−1) 
用无水乙醇配制。乙醇、醋酸钠、冰醋酸购自西安化

学试剂厂。实验所用试剂均为分析纯; 实验用水均为

超纯水。 
荧光滴定实验  样品荧光测定在 Cary Eclipse 型

荧光分光光度计上进行。移取 500 µL 2×10−6 mol·L−1

的 β-葡萄糖苷酶溶液于 700 µL 石英比色皿中, 以微

量进样器逐次加入不同体积不同浓度的染料木素溶

液 (累计体积小于 10 µL), 每加入一次, 反应 5 min, 
药物的最终浓度范围为 2×10−6～8×10−5 mol·L−1, 在激

发波长为 290 nm 时, 测定不同温度下体系的荧光强

度, 取 344 nm处的实验数据用于结合常数等的计算。 
同步荧光实验   固定 β-葡萄糖苷酶的浓度为

2.0×10−6 mol·L−1, 逐渐增加染料木素溶液 (累计体积

小于 10 µL), 使得染料木素的最终浓度为 1.0×10−5～

7.0×10−5 mol·L−1, 以∆λ = 15 nm及∆λ = 60 nm分别扫

描同步荧光光谱。 
双分子结合的速率常数  温度为 37 ℃条件下, 

在 pH 5.0 的 0.1 mol·L−1 醋酸缓冲液中, β-葡萄糖苷酶

催化底物对硝基苯-β-D-吡喃葡糖苷 (5 mmol·L−1) 水

解, 生成对硝基苯酚, 通过在 405 nm 下的吸光度变化

测定 β-葡萄糖苷酶的活性。参照 Aldridge 的方法[9], 
测定染料木素与 β-葡萄糖苷酶结合的速率常数 (ki)。
将 β-葡萄糖苷酶与 10 倍以上浓度的染料木素分别作

用一定时间, 分别测定 β-葡萄糖苷酶的初始酶活性

和残留酶活性。染料木素与 β-葡萄糖苷酶作用的抑制

曲线为线性, 反应为假一级动力学反应, 符合方程:  

tIk
E
E ][
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0

−=                          (1) 

其中 t代表染料木素与 β-葡萄糖苷酶的作用时间, 
[I]为染料木素浓度, [E0]为初始酶活, [E]为染料木素

与酶作用后的酶活。根据曲线 ln[E]/[E0]～t 的斜率计

算二者结合的速率常数 (ki):  

][i I
mk −=    [(mol·L−1)−1·min−1]            (2) 

其中 m 为抑制曲线的斜率。 
分子对接研究  玉米 β-葡萄糖苷酶的晶体结构

取自蛋白质数据库 (www.rcsb.org, PDB: 1E1E)。染料

木素和 1-azafagomine 的初始结构由分子模拟软件包

Sybyl 7.3 生成, 再用 tripos 力场和 Gasteiger-marsili
电荷优化分子的几何结构[10]。用 AutoDock 4.2 软件

对 β-葡萄糖苷酶与染料木素、1-azafagomine 进行分

子对接。应用拉马克 (LGA) 遗传算法来计算与蛋白

质结合的药物分子的可能构象。在对接过程中, 最多

考虑了化合物的 10 个构象, 取结合自由能最低的构

象用来做进一步的分析[11]。 
 

结果与讨论 
1 荧光猝灭光谱 

在酶与抑制剂相互作用的研究方法中, 由于荧

光光谱法能提供包括激发光谱、发射光谱以及荧光强

度、量子产率、荧光寿命、荧光偏振等许多物理参数, 
这些参数能从不同角度反映分子的成键和结构情况, 
还可提供蛋白质分子中荧光生色基团所处微环境的

信息。因此, 为了进一步研究染料木素与 β-葡萄糖苷
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酶的键合情况, 采用荧光光谱法进行了实验研究。 
图 2 是在固定量的 β-葡萄糖苷酶溶液中加入不

同量的染料木素后的荧光光谱图。在实验范围内, 随
着染料木素浓度的增加, β-葡萄糖苷酶的荧光光谱最

大发射波长在 344 nm 处无明显变化, 而荧光强度随

抑制剂浓度的增加而不断降低, 这说明 β-葡萄糖苷

酶与染料木素发生了相互作用, 从而对 β-葡萄糖苷

酶的荧光产生了猝灭作用。 
 

 
Figure 2  Emission spectra of β-glucosidase in presence of 
various concentrations of genistein.  T = 300 K, λex = 290 nm, C 
(β-glucosidase) = 2 × 10−6 mol·L−1, Ca−i (genistein) = 0.0, 0.2, 1.0, 
2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 8.0 × (10−5 mol·L−1)  

 
2  染料木素与 β-葡萄糖苷酶荧光猝灭机制 

为了研究染料木素对 β-葡萄糖苷酶荧光的猝灭

机制, 研究了不同温度下 β-葡萄糖苷酶的荧光强度

随染料木素浓度的变化情况。按动态猝灭的 Stern- 
Volmer 方程[12]处理:  

F0/F = 1 + kqτ0[Q] = 1 + ksv[Q]             (3) 

式中: F0 和 F 分别为无和有猝灭剂 (染料木素) 
存在时的荧光强度; kq 为猝灭剂对生物大分子的荧 
光猝灭常数 (猝灭过程速率常数); τ0 为无猝灭剂时荧

光基团的荧光寿命; ksv 为荧光猝灭常数; [Q]为猝灭 
剂的浓度。对于生物大分子, τ0 的平均值为 1×10−8 s
左右[13]。 

以 F0/F 对染料木素浓度[Q]作 Stern-Volmer 图, 
如图 3 所示。计算求得作用温度为 300 K 时 ksv 为  
0.88 × 105 L·mol−1 和 kq 为 0.88 × 1013 L·mol−1·s−1。染

料木素对 β-葡萄糖苷酶的猝灭过程速率常数 kq 远大

于各类猝灭剂对生物大分子的最大扩散碰撞猝灭速

率常数 2.0 × 1010 L·mol−1·s−1 [14]。由此可确定, 染料木

素对 β-葡萄糖苷酶的猝灭是由于形成了复合物而引

起的静态猝灭。 

 
Figure 3  Stern-Volmer plot for the fluorescence quenching of 
β-glucosidase by genistein 
 
3  染料木素与 β-葡萄糖苷酶间相互作用力的类型 

为了研究二者之间的相互作用力类型, 将染料

木素对 β-葡萄糖苷酶荧光猝灭的实验数据代入修正

的 Stern-Volmer 方程[15] 

][
11
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0
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F

+=
−

                   (4) 

式中, KA 为 Stern-Volmer 猝灭常数, fA 为猝灭剂

对初始荧光可接近百分数。以 F0/(F0−F) 对 1/[Q] 作图 
(图 4), 根据所得的直线斜率 (fAKA)−1 和截距 (fA)−1

求出 KA 的值 (表 1)。由于 KA 具有较大的数值, 故染

料木素和 β-葡萄糖苷酶之间存在较强的相互作用。此

外, KA 还随温度的升高而降低。如图 4 所示。按照

Aldridge[9]的方法, 测定染料木素与 β-葡萄糖苷酶反

应的双分子结合速率常数 (ki), 如图 5 所示, 在 37 ℃
的条件下, ki 为 1.2 ×103 (mol·L−1)−1·min−1。染料木素

对 β-葡萄糖苷酶的活性有明显的抑制作用。 
小分子与生物大分子主要通过疏水作用力、静电

作用力、氢键和范德华作用力相互结合。药物与蛋白

质相互作用过程中的焓变 ∆H0、熵变 ∆S0 是判断作用 
 

 
Figure 4  Stern-Volmer plots for the fluorescence quenching of 
β-glucosidase by genistein at three different temperatures 
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Table 1  Modified Stern-Volmer association constants KA   
and relative thermodynamic parameters on interaction between  
genistein and β-glucosidase 

T/K KA/L·mol−1 
∆H0 

/kJ·mol−1 
∆G0 

/kJ·mol−1 
∆S0 

/J·mol−1·K−1

290 3.69×104  −25.40  

300 3.06×104 −16.88 −25.69 29.37 

310 2.36×104  −25.98  

 

 
Figure 5  Plot of ln([E]/[E0]) −t 
 
类型的主要依据。当温度变化不大时, ∆H0 可看作常

数, ∆H0 和 ∆S0 可通过 Van’t Hofff 方程求得:  
lnKA = −∆H0/RT + ∆S0/R                  (5) 
再由下式计算出反应的自由能变 ∆G0:  
∆G0 = ∆H0 − T∆S0                       (6) 
式 (5) 中, KA 具有与之前式 (4) 中相同的意义; 

R 为气体常数。所求得的热力学参数 ∆G0、∆H0 和 ∆S0

的值见表 1。∆G0 < 0 表明染料木素与 β-葡萄糖苷酶

的相互作用为一自发过程。许多文献[16, 17]研究了热

力学参数的符号、大小与作用力类型的关系, 从而可

以判断有机小分子与蛋白质之间的主要作用力类型。

从热力学的角度来考虑, 正 ∆S0 通常认为为疏水相互

作用, 而且, 水溶液中离子间的静电作用一般以正

∆S0 与负 ∆H0 为标志, 相反对于范德华力, ∆S0 与 ∆H0

均为负值。负焓在静电作用中可能起一定作用, 但在

真正的静电作用中焓变非常小, 几乎等于零[18]。由于

蛋白质结构复杂, 对于一个实际体系, 小分子配体和

蛋白质之间往往同时存在几种作用力[19]。在染料木

素与 β-葡萄糖苷酶的相互作用中, ∆S0 为正值、∆H0

为负值说明疏水作用和氢键都存在, 同时还存在静

电作用。 
此外, ∆H0 < 0 表示染料木素和 β-葡萄糖苷酶的

相互作用为一放热过程, 即温度升高不利于二者的

相互作用, 从荧光猝灭的角度来说, 温度升高使猝灭

作用减弱。这一结论与图 4 中所示结果相一致, 即随

着温度的升高猝灭常数减小, 荧光猝灭的程度减弱, 

与温度对静态猝灭的关系一致[20]。 
4  同步荧光 

由于同步荧光光谱图可以提供发色团附近分子

微环境的信息, 常被用来描述荧光探针和蛋白质之

间的相互作用。Miller[21]研究发现, 在蛋白质的同步

荧光光谱中, ∆λ = 15 nm 时表现出酪氨酸残基的荧光

光谱, ∆λ = 60 nm时则表现出色氨酸残基的荧光光谱。 
固定 β-葡萄糖苷酶浓度, 逐渐增大染料木素的

浓度, 分别记录 ∆λ = 15 nm 和 ∆λ = 60 nm 时的同步

荧光光谱 (图 6)。发现酪氨酸残基的荧光强度明显 
减小, 但最大发射波长保持不变; 色氨酸残基的荧光

强度明显下降并且其最大荧光发射峰从 341 nm 轻微

红移到 346 nm。这一结果表明, 染料木素的加入使 
β-葡萄糖苷酶的构象发生了变化, 色氨酸残基所处微

环境的疏水性降低。 
 

 
Figure 6  Synchronous fluorescence spectra of β-glucosidase 
(2.0×10−6 mol·L−1) with ∆λ = 15 nm and ∆λ = 60 nm in the  
absence and presence of increasing amount of genistein (1×10−5 

mol·L−1): (a) 0; (b) 1.0; (c) 2.0; (d) 3.0; (e) 5.0; (f) 7.0; T = 300 K 
 
5  染料木素与 β-葡萄糖苷酶的分子对接 

为了明确染料木素在 β-葡萄糖苷酶上的结合位

置和成键情况, 以对实验结果进行验证和解释, 选用

了玉米 β-葡萄糖苷酶进行分子对接的研究。Czjzek
等[22]对玉米 β-葡萄糖苷酶与抑制剂结合后的晶体结 
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Figure 7  Molecular docking of genistein (left) and 1-azafagomine (right) with β-glucosidase 

 
构进行了解析, 并确定了酶的活性中心。本文选取了

玉米 β-葡萄糖苷酶晶体结构为模板, 采用 AutoDock 
4.2 对接软件研究了染料木素、1-azafagomine 与 β-葡
萄糖苷酶的结合模式, 对接图见图 7, AutoDock 4.2
软件显示配体-受体的相互作用模式, 周围棍棒模型

表示 β-葡萄糖苷酶活性位点氨基酸残基, 中间线状

模型分别是染料木素和 1-azafagomine, 虚线表示配

体-酶复合物中可能的氢键相互作用。 
对接结果表明, 同 β-glucosidase的竞争性抑制剂

1-azafagomine 一样, 染料木素也位于 β-glucosidase
的疏水口袋中 [ 3 ] ,  但疏水口袋的口径相对较小。

1-azafagomine 结构中的 3-CH2OH、4-OH 中的羟基氢

分别与 Glu406 残基形成氢键, 5-OH 的羟基氢与

Tyr333 残基形成氢键, 3-CH2OH 的羟基氧与 Asn190、
His142 残基形成氢键。染料木素中 4-OH 中的羟基氢

与 Glu464 残基形成氢键, 4-OH 上的羟基氧与 Trp465
残基形成氢键, 5-OH 上的羟基氧与 His142、Asn190
残基形成氢键, 5-OH 上的羟基氢与 Glu191 残基形成

氢键。通过分子对接法计算出的吉布斯自由能值 ΔG 
(298 K) 为 −7.07 kJ·mol−1, 与实验数据 (ΔG = −25.69 
kJ·mol−1, 300 K) 存在差距。尽管由计算机方法与实

验方法得到的 ΔG 值有差距, 但均说明结合反应是自

发进行的。造成数值相差较大的可能原因是: ① 酶分

子具有柔性活性中心, 而半柔性分子对接方式本身

的局限性造成了这种差异[9]; ② 分子对接和实验用

的 β-葡萄糖苷酶来源不同, 由于实验用的杏仁 β-葡
萄糖苷酶晶体结构尚未解析, 在进行分子对接时, 采
用了已知晶体结构的玉米 β-葡萄糖苷酶进行对接[22]; 
③ 酶在两种体系中的存在形式不同, 由于分子模拟

所用的 β-葡萄糖苷酶是从蛋白质数据库得到的晶体 

结构模型[22], 而文中所用的 β-葡萄糖苷酶是溶液体

系。另外, 前面关于热力学参数方面的实验数据已经

得出染料木素与 β-葡萄糖苷酶的主要作用力为疏水

作用和氢键作用, 同时还存在静电作用。从分子模拟

图可以看出, 染料木素分子位于 β-葡萄糖苷酶的疏

水腔内, 证实了疏水作用的存在, 且染料木素的羟基

分别与不同的氨基酸残基形成了 5 个氢键。由此得出

结论: 二者的键合模式不是单一的作用形式, 而是分

子间多种弱相互作用力共同作用的结果。 
6  小结 

本文利用荧光光谱法结合分子模拟技术研究了

染料木素和 β-葡萄糖苷酶的相互作用。荧光光谱法 
研究结果表明染料木素对 β-葡萄糖苷酶的荧光猝灭

属于静态猝灭。染料木素和 β-葡萄糖苷酶之间同时 
存在几种作用力, 即氢键和疏水作用都存在, 同时还

存在静电作用。染料木素对 β-葡萄糖苷酶催化水解 
对硝基苯-β-D-吡喃葡糖苷的反应具有明显的抑制作

用, 测定了双分子结合的速率常数。分子模拟图揭示

了染料木素在 β-葡萄糖苷酶上的结合部位, 从分子

水平了解了染料木素与 β-葡萄糖苷酶的键合反应及

作用机制。 
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