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金丝桃苷对 α-淀粉酶的抑制作用机制研究 

张亚勋 1, 张立攀 1*, 刘  骁 1, 王俊朋 1, 董建民 1, 展琦翔 2, 李  冰 1, 赵梦瑶 1, 王春杰 1, 
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(1. 河南省商业科学研究所有限责任公司, 郑州  450000; 2. 河南农业大学食品科学技术学院, 郑州  450002) 

摘  要: 目的  探究金丝桃苷对 α-淀粉酶的抑制作用及发挥降糖活性的机制。方法  通过酶促动力学评价金

丝桃苷对 α-淀粉酶的抑制作用及类型, 采用荧光光谱观察金丝桃苷对 α-淀粉酶的活性影响及机制, 利用分子

对接技术从微观角度阐释金丝桃苷与 α-淀粉酶之间的分子相互作用。结果  金丝桃苷对 α-淀粉酶具有明显的

抑制作用, 其半数抑制浓度(median inhibition concentration, IC50)为 1.081 mg/mL, 抑制类型为可逆性的竞争性

和非竞争性混合抑制。金丝桃苷对 α-淀粉酶具有荧光猝灭效应, 猝灭方式为静态猝灭, 随着金丝桃苷浓度增

加, α-淀粉酶的最大发射波长出现蓝移, 表明其空间构象发生改变。分子对接结果显示金丝桃苷能够进入 α-

淀粉酶空腔内, 与活性位点竞争性结合, 以氢键和疏水作用力与 THR163A、LEU165A、TRP59A、GLN63A、

ARG195A、HIS201A、GLU233A、ASP300A、HIS305A 发生相互作用, 两者结合能为–8.3 kcal/mol, 结合紧

密。结论  金丝桃苷与 α-淀粉酶形成复合物, 阻碍酶催化底物, 进一步降低酶的活力, 达到降糖的目的。 
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Study on the mechanism of inhibition of α-amylase by hyperoside 

ZHANG Ya-Xun1, ZHANG Li-Pan1*, LIU Xiao1, WANG Jun-Peng1, DONG Jian-Min1,  
ZHAN Qi-Xiang2, LI Bing1, ZHAO Meng-Yao1, WANG Chun-Jie1, REN Zhao1 

(1. Henan Commerce Science Institute Co., Ltd., Zhengzhou 450000, China; 2. Institute of Food Science and Technology, 
Henan Agricultural University, Zhengzhou 450002, China) 

ABSTRACT: Objective  To investigate the inhibitory effect of hyperoside on α-amylase and its mechanism of 
exerting hypoglycemic activity. Methods  The inhibitory effect and type of hyperoside on α-amylase were evaluated 
via enzymatic kinetics. Fluorescence spectroscopy was used to observe the effect of hyperoside on α-amylase activity 
and its underlying mechanism. Molecular docking technology was employed to elucidate the molecular interactions 
between hyperoside and α-amylase from a microscopic perspective. Results  Hyperoside exhibited a significant 
inhibitory effect on α-amylase, with a median inhibitory concentration (IC50) of 1.081 mg/mL. The inhibition type 
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was identified as reversible mixed competitive and non-competitive inhibition. Hyperoside induced a fluorescence 
quenching effect on α-amylase, and the quenching mode was determined to be static quenching. With the increase in 
hyperoside concentration, the maximum emission wavelength of α-amylase showed a blue shift, indicating a change 
in its spatial conformation. Molecular docking results revealed that hyperoside could enter the cavity of α-amylase, 
competitively bind to the active site, and interact with amino acid residues (THR163A, LEU165A, TRP59A, 
GLN63A, ARG195A, HIS201A, GLU233A, ASP300A and HIS305A) through hydrogen bonds and hydrophobic 
interactions. The binding energy between hyperoside and α-amylase was –8.3 kcal/mol, indicating a tight binding. 
Conclusion  Hyperoside forms a complex with α-amylase, thereby hindering enzymatic catalysis of substrates, 
further diminishing enzymatic activity, and ultimately contributing to its hypoglycemic effect. 
KEY WORDS: hyperoside; fluorescence quenching; inhibition; α-amylase; molecular docking 
 
 

0  引  言 

随着居民生活水平提升及饮食结构改变, 亚健康与

慢性病人群规模显著扩大。糖尿病作为常见的慢性疾病之一, 
发病率较高, 据统计 2024 年我国糖尿病人群已达 1.43 亿, 
是继肿瘤、心脑血管疾病之后的第三大非传染性疾病[1]。该

疾病以胰岛素分泌不足或胰岛素抵抗导致的高血糖为核心

特征, 严格控制血糖水平是延缓其发生发展的关键手段[2]。

淀粉作为膳食葡萄糖的主要来源, 需经 α-淀粉酶水解其

α-1,4-糖苷键生成葡萄糖, 进而影响餐后血糖, 因此通过抑

制 α-淀粉酶活性可延缓碳水化合物的消化水解[3], 为血糖控

制及糖尿病症状缓解提供有效途径。当前临床常用降糖药物

(如阿卡波糖、米格列醇)主要以 α-淀粉酶为核心治疗靶点降

糖控糖, 但长期服用此类药物副作用较明显[4]。近年来, 天
然产物在降糖领域发挥作用的潜力日益凸显, 引起了国内外

科研工作者的广泛关注, 大量研究表明多酚、黄酮、多糖、

多肽等活性成分均具有明显的 α-淀粉酶抑制作用[5], 是开发

糖尿病功能健康食品的绝佳原料, 具有广泛的应用前景。 
金丝桃苷是天然的黄酮类化合物, 广泛存在于金丝

桃科、蔷薇科、桔梗科、豆科、山茱萸科等果实和全草中。

金丝桃苷具有广泛的生物活性, 在治疗心血管疾病、抗炎、

抗抑郁、降血压、降糖等方面疗效显著[6]。目前关于金丝

桃苷对 α-淀粉酶抑制作用的研究较少, 且对其作用机制、

抑制类型等方面缺乏系统研究。王倩等[7]研究发现香蕉果

肉多酚在 1 mg/mL 质量浓度时对 α-淀粉酶的抑制率达

(76.25±3.79)%, 经鉴别其中含有金丝桃苷、紫云英苷、秦

皮乙素 3 种多酚类化合物。王会等[8]发现核桃楸叶乙酸乙

酯萃取物对 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶具有明显的抑制作用, 
经鉴定其主要活性成分为金丝桃苷、异槲皮素和紫云英苷。

王辉[9]从番石榴叶醇提取物中分离出 7 种对 α-淀粉酶和 α-
葡萄糖苷酶具有抑制作用的物质, 其中金丝桃苷对 α-淀粉

酶的半数抑制浓度(median inhibition concentration, IC50)为
(6.1±0.3) mmol/L。为了明确金丝桃苷对 α-淀粉酶的作用机

制, 本研究从酶动力学、荧光光谱、分子动力学 3 方面分

析了抑制的作用类型、空间结构的变化、分子间作用力及

结合位点等, 期望为金丝桃苷降糖类功能健康产品的开发

提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 
金丝桃苷标准品(纯度>99.8%)、0.01 mmol/L pH 6.8

磷酸缓冲溶液、3,5-二硝基水杨酸试剂(3,5-dinitrosalicylic 
acid reagent, DNS)、阿卡波糖(分析纯)(上海源叶生物科技

有限公司); 猪胰腺 α-淀粉酶(50 U/mg, 国药化学试剂集团有

限公司); 可溶性淀粉(分析纯, 烟台双双化学试剂有限公司); 
无水乙醇(分析纯, 上海易恩化学技术有限公司)。 

1.2  仪器与设备 
F-7000 型荧光分光光度计[赛伯乐(北京)仪器有限公

司]; UV1901 双光束紫外可见分光光度计(青岛路博建业环

保科技有限公司); PY-E627 电子天平(精度 0.01 g, 深圳市

普云电子有限公司); 101-2A 煤炭鼓风干燥箱(鹤壁市科达

仪器仪表有限公司); RC6 落地式大容量高速冷冻离心机

(美国赛默飞世尔科技公司); HH-4 数显恒温水浴锅(常州市

亿能实验仪器厂)。 

1.3  试验方法 
1.3.1  金丝桃苷对 α-淀粉酶的抑制动力学 

参考沈荷玉等[10]方法, 略有修改。准确称取 20.0 mg
金丝桃苷标准品, 以 60%乙醇溶液制备 10 mg/mL 标准品

溶液, 吸取一定体积的标准液梯度稀释制备 0、0.25、0.50、
1.00、2.00、4.00 mg/mL 的金丝桃苷标准液, 以磷酸缓冲液

制备0.02 mg/mL的α-淀粉酶溶液(50 U/mL), 分别吸取0.5 mL
不同浓度的金丝桃苷标准液与 0.5 mL 的 α-淀粉酶溶液加入

25 mL 具塞玻璃管, 混合均匀, 37 ℃下恒温水浴 5 min, 随后

加入1%质量浓度的淀粉溶液, 混合均匀, 继续在37 ℃下反应

15 min, 加入 0.5 mL DNS 试剂, 立即放入沸水浴反应 5 min, 
取出, 冷却至室温, 以纯净水定容至刻度线, 于 540 nm 波

长下测定吸光值, 按照式(1)计算抑制率。采用 logit 函数计

算金丝桃苷对 α-淀粉酶的半数抑制浓度, 按式(2)分别计算

出 ln[(1–Y)/Y], 以 ln(X)为横坐标作图。 
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 ln[Y/(1–Y)]=kln(X)+b          (2) 

式中: Y 为抑制率; A0 为空白组吸光值; A0’为空白对照

组吸光值; A1 为样品组吸光值; A1’为样品对照组吸光值; k
为斜率; X 为金丝桃苷质量浓度, mg/mL; b 为截距。 
1.3.2  金丝桃苷对 α-淀粉酶的抑制类型 

参考李志鹏等[11]方法, 略有修改。固定 1%淀粉溶液, 
将不同浓度 α-淀粉酶(0~1 U/mL)与金丝桃苷标准溶液进行混

合, 按照 1.3.1 方法测定不同浓度的金丝桃苷对酶活性的抑制

反应速率; 固定 α-淀粉酶浓度 1 U/mL, 随着淀粉浓度的改变

(1.0000%、0.5000%、0.2500%、0.1250%、0.0625%), 分别测

定不同质量浓度金丝桃苷溶液(4、2、1 mg/mL)时的酶促反应

速率。采用 Lineweaver-Burk 作图法绘制以酶促反应速率(1/v)
为纵坐标、以淀粉溶液 1/[S]为横坐标的双倒数曲线图, 判断

金丝桃苷对 α-淀粉酶的抑制类型。具体计算见式(3)。 
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式中: v 为酶促反应速率, ∆OD/min, 指在特定条件(温
度、pH、酶浓度等恒定)下, 单位时间内底物转化为产物的

量, 是实验中实际测定的反应速率; vmax 为最大反应速率, 
∆OD/min, 指当酶的活性中心被底物完全饱和(即所有酶分

子都与底物结合形成酶-底物复合物)时, 酶促反应所能达

到的最高速率, 它反映了酶的催化能力上限, 仅与酶的浓

度和催化效率相关; [S]为底物浓度, %, 指反应体系中底物

(淀粉)的初始浓度; Km 为米氏常数, %, 指酶促反应速率达

到最大速率(vmax)一半时对应的底物浓度, 是衡量酶对底

物亲和力的核心参数, Km 值越小, 酶对底物的亲和力越强; 
Km 值越大, 亲和力越弱; Ki 为抑制常数, mg/mL, 衡量抑制

剂(金丝桃苷)与酶结合亲和力的参数, Ki 值越小, 说明抑制

剂与酶的结合能力越强; Ki 值越大, 结合能力越弱; [I]为金

丝桃苷质量浓度, mg/mL。 
1.3.3  荧光猝灭分析 

参考 Liu 等[12]方法, 略有修改。将 200 μL 不同浓度的

金丝桃苷溶液(0~250 μmol/L)与 4 mL α-淀粉酶(1 U/mL)混
合均匀, 分别置于 37 ℃下孵育 5 min, 进行荧光光谱扫描, 
激发波长为 280 nm, 发射波长为 300~450 nm, 狭缝宽度为

10 nm, 扫描速率为 1200 nm/min。 
1.3.4  分子对接 

参考汤莹莹等[13]的方法, 利用 Auto Dock Tool 1.5.7
软件进行金丝桃苷和 α-淀粉酶的相互作用信息分析。金丝

桃苷分子从 Pubchem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)网
站下载, 保存为 mol2 格式, α-淀粉酶(PDB code:3BAJ)分子

3D 结构从 PDB (https://www.rcsb.org/)网站下载。对 α-淀粉

酶分子进行去水、加氢、计算电荷等前处理, 保存为.PDBQT
格式, 确定盒子中心位置坐标为(X, Y, Z)=(7.508, 20.080, 
50.540)。对接之后的亲和能越低, 表示结合的越稳定。利用

Pymol 2.4.0 软件对金丝桃苷/α-淀粉酶复合物构象绘图分析。 

1.4  数据处理 

每组试验 3 个平行, 结果以平均值±标准偏差表示, 
利用 WPS Office 2023 Excel 记录数据并完成参数计算。采

用 Origin 2019b 作图, 使用 Auto Dock Tools 1.5.7 软件进行

分子对接, 用 Pymol 2.4.0 进行分子空间构象作图。组间差异

显著性检验: 两组间比较采用独立样本 Student’s t 检验; 多组

间比较采用单因素方差分析, 组间两两比较采用最小显著性

差异法多重比较检验, 以 P<0.05 为差异具有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  金丝桃苷对 α-淀粉酶的抑制作用 

金丝桃苷对 α-淀粉酶的抑制作用见图 1, 由图 1A 可知

随着金丝桃苷质量浓度的增加, 抑制率明显提高, 表明抑制

剂浓度升高时, 其与 α-淀粉酶活性中心(或别构位点)的结合

概率增加, 导致酶对底物的催化能力持续下降, 当质量浓

度为 4 mg/mL 时抑制率达(78.45±2.27)%。IC50 常被用于评

价某物质的抑制能力, 数值越高表示抑制效果越差, 反之

则越强。通过 logit 函数拟合得到 ln[Y/(1–Y)]与 ln(X)的线性

关系为 ln[Y/(1–Y)]=1.01123ln(X)–0.07853, r2=0.9766(图 1B), 
经计算, 金丝桃苷对应的 IC50 为 1.081 mg/mL。以临床降

糖药物阿卡波糖为阳性对照 [0.5 mg/mL 时抑制率达

(94.73±2.01)%], 金丝桃苷的抑制活性确实较弱 (P<0.05), 
这可能与二者的作用机制差异相关, 但与常见天然降糖功

能因子相比, 金丝桃苷表现出显著优势: 其 IC50 远低于杨

梅素(9.25 mg/mL)和绿原酸(4.2 mg/mL), 且略优于鼠尾草

酸(1.12 mg/mL)、茶多酚(1.35 mg/mL)[14–17], 表明是极具开

发前景的 α-淀粉酶潜在抑制剂。金丝桃苷的来源广泛、食

用安全, 可作为天然降糖成分添加至谷物制品、饮料中[18], 
通过延缓淀粉类食物的消化吸收, 辅助控制餐后血糖波

动, 尤其适合糖尿病前期人群的日常膳食干预, 开发潜力

巨大。 

2.2  抑制动力学分析 
由动力学曲线可以判断金丝桃苷对 α-淀粉酶的抑制

类型, 从图 2A 中可以看出不同金丝桃苷质量浓度对应的

直线均通过原点, 说明即使存在抑制剂, 酶的催化活性未

被永久破坏, 仍能够与底物发生催化反应, 具有可逆性, 
斜率减小反映体系中“每单位酶的有效催化能力”下降 , 
原因是抑制剂与酶结合 , 使游离酶浓度降低 , 导致反应

速率随抑制剂浓度增长减小, 这是可逆抑制的标志性规

律[19]。抑制类型分为竞争性、非竞争性、反竞争性、混合

型抑制[20], 由 Lineweaver-Burk 双倒数图可以判断金丝桃

苷对 α-淀粉酶的抑制类型, 分别加入 1、2、4 mg/mL 的金

丝桃苷, 在不同底物浓度下绘制曲线, 见图 2B, 由图2B可

知, 随着金丝桃苷浓度的增加, 直线斜率增大, 与 Y 轴的

交点上移, 最大的酶促反应速率 vmax 逐渐减小, 表明抑制 
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注: A. 抑制作用曲线; B. 通过 logit 函数计算 IC50。 
图 1  金丝桃苷对 α-淀粉酶的抑制作用 

Fig.1  Inhibitory effects of hyperoside on α-amylase 
 

剂既与游离酶结合(竞争性抑制部分), 又与酶-底物复合

物结合(非竞争性抑制部分), 形成的酶-底物-抑制剂复合

物无法转化为产物 , 体系中“能有效催化反应的酶-底物

复合物比例”随抑制剂浓度升高而降低, 最终导致 vmax 下

降。Km 值由 0.2574 mg/mL 增加至 0.2667 mg/mL, 表明金

丝桃苷可与游离酶结合, 竞争酶的活性中心, 使底物需更

高浓度才能实现“半饱和结合”(即酶对底物的表观亲和力

降低), 因此 Km(半饱和底物浓度)升高。但由于金丝桃苷对

酶的结合亲和力弱于对酶-底物复合物的结合亲和力, 故
Km 仅轻微增加。3 条曲线相交于第二象限, 纯竞争性抑制

曲线交于 Y 轴(vmax 不变), 纯非竞争性抑制曲线交于 X 轴

(Km 不变), 混合型抑制因“酶与酶-底物结合抑制剂的亲和

力不同(Ki≠Ki’)”, 曲线交点落入第二象限[21], 因此该抑制

类型为竞争性和非竞争性的混合抑制。由非线性最小二乘

法全局拟合 Michaelis-Menten 抑制模型, 拟合得到的曲线

图见图 2C~E, 拟合得到 vmax、Km 见表 1。 
 

 
 

注: A. 抑制动力学曲线; B. Lineweaver-Burk 双倒数图; C. 1 mg/mL 金丝桃苷; D. 2 mg/mL 金丝桃苷; E. 4 mg/mL 金丝桃苷。 
图 2  金丝桃苷对 α-淀粉酶的抑制动力学 

Fig.2  Inhibitory kinetics of hyperoside on α-amylase 
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表 1  金丝桃苷对 α-淀粉酶的抑制动力学参数 
Table 1  Inhibitory kinetic parameters of hyperoside on α-amylase 

抑制剂质量浓度/(mg/mL) 
动力学参数 

Km/% vmax/(∆OD/min) R2 95%Cl (Km) 95%Cl (vmax) 

4 0.2667±0.003 0.1146±0.005 0.9997 0.2599~0.2736 0.1134~0.1157 

2 0.2624±0.011 0.1563±0.002 0.9963 0.2396~0.2875 0.1510~0.1619 

1 0.2574±0.013 0.2547±0.005 0.9947 0.2309~0.2870 0.2445~0.2656 

注: 95% CI 为 95%置信区间(95% confidence interval), 指通过非线性回归拟合米氏方程时, 动力学参数 Km、vmax 估计值的 95% CI, 用于

反映参数拟合的精确度; 区间越窄表明参数估计越稳定可靠。 

 

2.3  普通荧光光谱分析 

研究表明在一定激发波长下 ,  蛋白质的酪氨酸

(tyrosine, Tyr)、色氨酸(tryptophan, Trp)、苯丙氨酸会发出

荧光, 因此蛋白质的荧光特性与这几个氨基酸关系密切。

如图 3 所示, α-淀粉酶在 343 nm 波长处具有较强的荧光, 
随着金丝桃苷浓度的增加, α-淀粉酶荧光强度逐渐减弱, 
这与范阳扬[22]研究结果类似, 表明加入金丝桃苷能够使 α-
淀粉酶内源荧光发生猝灭, 随着金丝桃苷浓度增加, 最大发

射波长(λmax)发生了蓝移(343 nm→337 nm)(图 3A), 表明 α-淀
粉酶与金丝桃苷发生了相互作用, 使酶的空间构象发生了改 

变, 从而导致酶的活性降低。通过对荧光猝灭分析能够获得

一些关于相互作用的信息, 如结合机制、结合常数、猝灭

常数、结合位点等[23]。荧光猝灭分为动态猝灭和静态猝灭, 
荧光猝灭分析需要考虑内场效应校正, 内场效应校正与猝

灭参数分析, 需遵循“吸光度测定→荧光校正→动力学模

型拟合”步骤, 内场效应由“激发光吸收”和“发射荧光吸收”
共同导致, 校正如公式(4)。 

 ex em( )
corr obs 10 A A lF F − ×= ×        (4) 

式中: Fcorr 为校正后荧光强度; Fobs 为校正前强度; Aex

为 280 nm 处吸光度; Aem 为 340 nm 处吸光度; l 为光程, 取
1 cm。内场效应校正结果见表 2。 

 

 
 

图 3  金丝桃苷对 α-淀粉酶的荧光猝灭作用 
Fig.3  Fluorescence quenching effects of hyperoside on α-amylase 

 
表 2  内场效应校正结果 

Table 2  Calibration results of internal field effect 
金丝桃苷

浓度/ 
(μmol/L) 

Aex  

(280 nm) 
Aem  

(340 nm)
观测荧光

Fobs 
Fcorr 

(校正后)

0 0.001 0 920.8 923.0 

50 0.030 0.020 803.9 822.6 

100 0.050 0.030 508.2 532.2 

150 0.080 0.050 354.3 379.6 

200 0.110 0.060 170.4 191.2 

250 0.140 0.080 47.2 54.2 

荧光强度遵循 Stern-Volmer 公式[24]见式(5)。 

0
0

q
corr

1 [ ]F K Q
F

τ= +
             

(5)
 

式中: F0 为 α-淀粉酶的荧光强度; Fcorr 为加入金丝桃苷

后的校正荧光强度; [Q]为金丝桃苷浓度, mol/L; Kq为猝灭速

率常数, L·mol–1·s–1; τ0为荧光分子的初始平均寿命, 10–8 s。 
根据表 3 数据, 采用线性拟合得到以[Q] (mol/L)为 X

轴, F0/Fcorr 为 Y 轴的方程见式(6)。 

110

corr
1 6.81 10 [ ]F Q

F
= + × ×           (6) 

 



第 18 期 张亚勋, 等: 金丝桃苷对 α-淀粉酶的抑制作用机制研究 101 
 
 
 
 
 

表 3  Stern-Volmer 方程数据 
表 3  Stern-Volmer equation data 

[Q]浓度/(μmol/L) F0/Fcorr 
0 1.000 

50 1.122 
100 1.734 
150 2.432 
200 4.828 
250 17.030 

 
由斜率 6.81×1011计算得到 Kq=6.81×1019 L·mol–1·s–1, 

远大于 2×1010 L·mol–1·s–1(扩散控制猝灭临界值)[25], 确证

金丝桃苷对 α-淀粉酶的猝灭形式为静态猝灭。 
当金丝桃苷对 α-淀粉酶为静态猝灭时, 结合常数和

结合位点的计算按照式(7)计算[26]。 

 
0 corr

a
corr

lg lg lg[ ]F F K n Q
F
− = +          (7) 

式中: Ka为表观结合常数; n 为结合位点; [Q]为猝灭剂

浓度, mol/L。以 lg[(F0–Fcorr)/Fcorr]为纵坐标, 以 lg[Q]为横

坐标绘制曲线图, 见图 3B, 通过拟合计算得到线性回归方程: 
Y=2.804X–5.7515, r2=0.9556, 根据式(7)计算 Ka 和 n 分别为

1.77×106 L/mol、2.804, n 接近于 3, 表明金丝桃苷与 α-淀粉酶

有 3 个结合位点, 说明两者相互作用时按照 3:1 结合。 

2.4  同步荧光扫描分析 

步荧光扫描通过固定波长间隔(∆λ), 可分别解析 Tyr 
(∆λ=15 nm)和 Trp (∆λ=60 nm)残基的微环境变化[12], 如图 4A、

4B 所示, 随金丝桃苷浓度升高, Tyr 的同步荧光强度呈下降趋

势, 且最大发射波长发生蓝移(从 284.0 nm 至 279.3 nm), Tyr 的
荧光峰蓝移, 反映其周围环境的疏水性增强(Tyr 的 π→π*跃迁

所需能量与环境极性负相关, 极性越低, 发射波长越短)[27], 金
丝桃苷的疏水基团(如黄酮母核)可能与 Tyr 残基形成疏水相互

作用, 导致其微环境疏水性提升, 这种直接的相互作用同时引

发 Tyr 荧光团的能量转移, 造成荧光猝灭。Trp 的同步荧光强度

随金丝桃苷浓度升高而降低, 且最大发射波长出现红移从

(283.3 nm 至 290.3 nm), Trp 的荧光峰红移, 表明其周围环境的

极性增强(Trp 的 π→π*跃迁所需能量随环境极性升高而降低, 
发射波长变长)[28], 金丝桃苷结合 α-淀粉酶后, 诱导酶发生构

象重排, 使原本处于酶疏水核心的 Trp 残基向分子表面暴露, 
与极性溶剂(如水分子)接触增多, 导致其微环境极性上升, 这
种构象变化间接引起 Trp 荧光团的能量分散, 造成荧光猝灭。

同步荧光猝灭比值(ratio of synchronous fluorescence quenching, 
RSFQ)结果显示(图4C), 相同条件下Tyr的RSFQ显著高于Trp, 
说明金丝桃苷对α-淀粉酶的荧光猝灭以Tyr为主导[29], Tyr残基

更直接参与了与金丝桃苷的相互作用(如氢键、疏水作用)。 
 

 
 

图 4  金丝桃苷与 α-淀粉酶的同步荧光光谱 
Fig.4  Synchronous fluorescence spectra of hyperoside and α-amylase 
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2.5  分子对接结果 

通过分子对接可以预测多种小分子(绿原酸、芦丁、槲

皮素等)[30]与 α-淀粉酶的相互作用模式。金丝桃苷与 α-淀粉酶

的分子对接模式见表 4, 其中结合能最高的为–8.3 kcal/mol, 
由图 5 可知, 金丝桃苷嵌入 α-淀粉酶内部, 与 THR163A、

LEU165A、TRP59A、GLN63A、ARG195A、HIS201A、

GLU233A、ASP300A、HIS305A 等大量的氨基酸残基结合, 
共形成了 9 个氢键和 2 个疏水作用力(表 5), 表明金丝桃苷

与 α-淀粉酶的活性位点竞争性结合, 阻碍底物与酶催化反

应, 降低 α-淀粉酶的活力。 
 

表 4  分子对接结果 
Table 4  Results of molecular docking 

模式 对接结合能/(kcal/mol) 

1 –8.3 
2 –8.1 
3 –7.7 
4 –7.7 
5 –7.6 
6 –7.5 
7 –7.5 
8 –7.5 
9 –7.4 

 

 
 

图 5  金丝桃苷与 α-淀粉酶的分子对接 
Fig.5  Molecular docking of hyperoside and α-amylase 

 
表 5  结合力及残基类型 

Table 5  Binding forces and residue types 
结合力类型 氨基酸残基 键长 
疏水作用力 THR163A 3.75 
疏水作用力 LEU165A 3.51 

氢键 TRP59A 2.20 
氢键 GLN63A 3.04 
氢键 THR163A 3.17 
氢键 ARG195A 2.24 
氢键 HIS201A 2.31 
氢键 GLU233A 2.08 
氢键 GLU233A 2.33 
氢键 ASP300A 3.35 
氢键 HIS305A 2.15 

3  结  论 

通过生物酶活性抑制降糖实验证明金丝桃苷对 α-淀
粉酶具有明显的抑制作用, 其 IC50为 1.081 mg/mL, 利用抑

制动力学曲线分析了金丝桃苷对 α-淀粉酶的抑制类型, 随
着金丝桃苷浓度增加, 速率常数 vmax 逐渐减小, 米氏常数

Km 逐渐变大, 符合混合抑制类型特征。荧光猝灭反应结果

表明金丝桃苷以静态猝灭方式猝灭 α-淀粉酶荧光强度。分

子对接结果表明, 金丝桃苷通过氢键和疏水作用力与 α-淀
粉酶相互作用, 进入酶的催化活性空腔内, 与相关残基结

合, 抑制酶活性。本研究利用实验手段和分子模拟技术表

明, 金丝桃苷能够有效抑制 α-淀粉酶的活性, 降低淀粉的

水解, 从而达到稳定血糖的目的, 为金丝桃苷作为降糖食

品功能因子的研究提供理论依据。 
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