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对羟基苯甲酸对 β-葡萄糖苷酶的
激活效应及其互作关系
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摘　要：为探究酚酸对 β-葡萄糖苷酶活性的影响，通过圆二色谱、分子对接等方法，分析了不同质量浓度（0~0.5 g/L）
对羟基苯甲酸（p-hydroxybenzoic acid，PHBA）对 β-葡萄糖苷酶的激活机制，重点研究了酶动力学和分子相互作

用。结果表明，PHBA显著提高了 β-葡萄糖苷酶的活性，且呈浓度依赖性模式。二级结构分析发现，在 0.5 g/L的

PHBA作用下，与对照组相比，α-螺旋含量显著降低了 52.14%（P<0.05），而 β-折叠、β-转角和无规则卷曲结构

分别增加了 90.20%、27.24%和 50.56%，表明 β-葡萄糖苷酶的活性位点可能位于 α-螺旋内。荧光猝灭结果表明，

PHBA与 β-葡萄糖苷酶可能有 1个或者 1类结合位点，二者结合是自发的。分子相互作用力显示，氢键、范德华

力以及疏水相互作用是稳定 PHBA-β-葡萄糖苷酶复合物的主要作用力。分子动力学模拟进一步验证了 PHBA-β-葡
萄糖苷酶复合物在 100 ns轨迹中的结构稳定性（RMSD<0.4 nm），证实了 PHBA作为 β-葡萄糖苷酶激活剂的潜

力，为富含酚酸的果蔬发酵产品中 β-葡萄糖苷酶活性提升及功能性成分开发提供了理论依据。
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Effect of p-Hydroxybenzoic Acid on the Activation of β-Glucosidase
Activity and Their Interaction
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Abstract：To investigate the effect of phenolic acids on the activity of β-glucosidase, this study systematically evaluated the
activation mechanism of p-hydroxybenzoic acid (PHBA) at varying concentrations (0~0.5 g/L) through circular dichroism
spectroscopy  and  molecular  docking,  with  a  focus  on  enzyme  conformational  dynamics  and  molecular  interactions.  The
results  showed that  PHBA significantly enhanced β-glucosidase activity in a  concentration-dependent  manner.  Secondary
structural  analysis  revealed that  the content  of α-helix significantly decreased by 52.14% (P<0.05),  while β-sheet, β-turn,  
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and  random  coil  structures  increased  by  90.20%,  27.24%,  and  50.56%,  respectively,  at  0.5  g/L  PHBA  compared  to  the
control  group.  These  structural  shifts  suggestted  that  the  enzyme's  active  site  might  reside  within  α-helix  regions.
Fluorescence quenching assays confirmed spontaneous binding between PHBA and β-glucosidase, with one or one class of
binding  sites  identified.  Molecular  interaction  analyses  revealed  that  hydrogen  bonding,  van  der  Waals  forces,  and
hydrophobic  interactions  predominantly  stabilized  the  PHBA-enzyme  complex.  Molecular  dynamics  simulations  further
validated the structural stability of the PHBA-β-glucosidase complex over 100 ns trajectories (RMSD<0.4 nm), confirming
PHBA as a potent β-glucosidase activator. This study elucidates the molecular basis of PHBA-driven enzyme activation and
provides a theoretical  foundation for enhancing β-glucosidase activity in phenolic acid-rich fermented fruit  and vegetable
products.

Key words：p-hydroxybenzoic acid；β-glucosidase；circular dichroism；fluorescence quenching；molecular docking

β-葡萄糖苷酶是一种在植物、酵母和细菌体内

广泛存在的纤维素水解酶[1−2]。研究表明，产 β-葡萄

糖苷酶的乳酸菌可将糖苷结合态多酚转为游离态多

酚，增强多酚的生物利用度，进而增强食品的营养价

值和功能特性[3−4]。Peng等[5] 采用康普茶和低聚果

糖发酵豆浆，发现异黄酮含量与 β-葡萄糖苷酶活性

呈正相关，且 β-葡萄糖苷酶活性与发酵豆浆的风味

也有一定相关性。这表明激活 β-葡萄糖苷酶的活性

可提高酚类物质的水解率，对富含酚酸的果蔬发酵产

品抗氧化性的提高及香气成分的改善具有积极作

用。因此，寻找天然高效的酚酸类化合物作为 β-葡
萄糖苷酶促进剂具有重要意义。

酚酸类物质（如对羟基苯甲酸，PHBA）作为果蔬

中的天然成分，可能通过分子互作影响相关酶的构象

与活性。田野等[6] 研究发现，阿魏酸、对香豆酸、水

杨酸可提高木聚糖酶活力，但单宁酸会抑制其活性。

此外，相关研究表明苹果[7]、柑橘[8] 和胡萝卜[9] 等果

蔬中普遍存在 PHBA，且具有良好的抗菌、抗氧化、

抗癌和抗炎等多种功能[10−12]。例如，黄小兰等[8] 研究

发现经 PHBA处理后的柑橘果实中多酚氧化酶、过

氧化物酶等酶活性均升高，对采后柑橘炭疽病病原菌

有较强的抗菌作用。沈荷玉等[13] 研究表明，没食子

酸对 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶具有良好的抑制效

果。尽管酚酸类物质与果蔬中多种酶活性关系已有

相关报道，但 PHBA与 β-葡萄糖苷酶之间的作用关

系尚缺乏深入研究。

基于此，本文通过圆二色谱及分子对接等技术，

深入分析了 PHBA与 β-葡萄糖苷酶之间的相互作

用，揭示其作用机制，以期为果蔬中的 PHBA和 β-葡
萄糖苷酶的生物利用及优化果蔬资源转化效率提供

理论依据。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

对羟基苯甲酸（纯度≥98%）、对硝基苯基-β-D-
吡喃木糖苷（p-NPG，纯度≥98%）　上海源叶生物科

技有限公司；β-葡萄糖苷酶（300 U/g，纯度≥98%）　

江苏锐阳生物科技有限公司；柠檬酸、磷酸氢二钠　

分析纯　天津市科密欧化学试剂有限公司；其他分析

纯试剂购于天津达茂有限公司。

BPH-9272精密恒温培养箱　上海一恒科学仪

器有限公司；Tecan Spark 20M多功能微孔板读数仪

　瑞士 Tecan公司；JascoJ-815圆二色谱仪　美国

Jasco公司；NANO-ZS90马尔文激光粒度仪　英国

Malvern有限公司；F-7000荧光分光光度计　北京日

立科学仪器有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   样品制备　将 β-葡萄糖苷酶（50 mg/mL）溶解

于 pH6.0的 0.1  mol/L柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲液

中。然后，将 β-葡萄糖苷酶酶液（8 mL）注入离心管

中，分别添加 PHBA，得到 PHBA质量浓度为 0、0.1、
0.2、0.3、0.4、0.5 g/L的混合体系，以未添加 PHBA
的 β-葡萄糖苷酶酶液作为对照组，待 PHBA完全溶

于酶液后进行测定。

 1.2.2   不同质量浓度 PHBA对 β-葡萄糖苷酶催化活

性的影响　酶活力测定参考丁小娟[14] 的 p-NPG方

法。将 1.2.1制备的添加不同质量浓度 PHBA的 β-
葡萄糖苷酶酶液取出 1.4  mL，与 20 mmol/L的 p-
NPG溶液分别于 37 ℃ 下进行 10 min预热；接着向

酶液中加入 0.4 mL的 p-NPG溶液，继续保温 10 min；
最后，将 4 mL Na2CO3（1 mol/L）溶液注入混合液中，

并在室温条件下搅拌均匀，然后静置 3 min，于 400 nm
处测定吸光度值。酶活性定义为每毫升粗酶液

在 37 ℃、pH6.0条件下，每分钟分解 p-NPG产生

1 μmol p-NP的活力。计算在不同质量浓度 PHBA
条件下，β-葡萄糖苷酶的相对酶活，以 100%表示反

应的最高酶活。

 1.2.3   β-葡萄糖苷酶的动力学分析　参考江桂兰等[15]

的方法，将底物 p-NPG的浓度设定为 20 mmol/L，
然后添加不同质量浓度 PHBA（0、0.1、0.2、0.3、0.4、
0.5 g/L）与不同质量浓度的 β-葡萄糖苷酶（5、10、20、
40、50 U/mL）反应。通过绘图分析 PHBA对 β-葡萄

糖苷酶的激活效应。其中，横纵坐标分别代表 β-葡
萄糖苷酶浓度（U/mL）和反应初速度 V（∆OD400 nm/
min）。

在 β-葡萄糖苷酶浓度为 50 U/mL条件下，向反

应体系中添加不同质量浓度 PHBA（0、0.1、0.2、0.3、
0.4、0.5 g/L）和不同浓度的底物 p-NPG（5、10、15、
20 mmol/L）进行充分反应。通过 Lineweaver-Burk
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方程，计算 PHBA激活 β-葡萄糖苷酶的动力学参数：

1
V
=

Km

Vmax

1
[S]
+

1
Vmax

式（1）

式中，V：底物 p-NPG在不同质量浓度下的初始

反应速率（∆OD400 nm/min）；Km：米氏常数；Vmax：最大

反应速率（∆OD400 nm/min）；[S]：底物 p-NPG的浓度

（mmol/L）。

 1.2.4   PHBA与 β-葡萄糖苷酶相互作用的粒径电位

分析　取 1.2.1制备的样品液，使用马尔文激光粒度

仪测定其粒径及 Zeta电位。

 1.2.5   圆二色谱（CD）　利用 CD光谱测定 β-葡萄糖

苷酶的 α-螺旋、β-折叠和无规则卷曲的含量，从而获

得添加不同质量浓度 PHBA前后 β-葡萄糖苷酶的二

级结构。在室温（20±1 ℃）环境下对样品进行圆二色

谱测定，其中缓冲溶液作为空白。在 1 mm长的光程

范围内，使用石英比色皿对样品进行扫描，在 185~

290 nm远紫外波段以 200 nm/min的速度进行 CD
光谱的扫描，其中光谱间距为 1 nm。CD数据用平

均残差椭圆率 [θ]表示，单位为度（cm2/dmol）。利用

软件 CDNN分析添加不同质量浓度 PHBA前后 β-
葡萄糖苷酶的二级结构[16]。

 1.2.6   荧光光谱　使用荧光分光光度计进行荧光光

谱的测定（室温：20±1 ℃），PHBA最终浓度分别是

0.66、1.31、1.97、3.29 mmol/L，参考 Sun等[17] 报道

的方法设置参数，其中激发波长为 280 nm，发射波长

范围为 290~500 nm，狭缝均为 5 nm，扫描速度为

1200 nm/s。用于溶解 β-葡萄糖苷酶的缓冲液作为空

白。利用 Stern-Volmer方程判断 PHBA与 β-葡萄

糖苷酶的猝灭机理[18]：

F0

F
= 1+Kqτ0 [Q] = 1+KSV [Q] 式（2）

式中，F0 和 F：β-葡萄糖苷酶的荧光强度和 β-葡
萄糖苷酶加入不同质量浓度的 PHBA后的荧光强

度；Kq：速率常数 [L/（mol·s）]；[Q]：PHBA浓度（mmol/

L）；Ksv：猝灭常数（L/mol）；τ0：不存在 PHBA时 β-葡
萄糖苷酶的平均荧光寿命（通常 τ0=10

−8 s）。

采用双对数方程计算 PHBA与 β-葡萄糖苷酶

之间的 Ka 和 n值[19]：

lg
F0 −F

F
= lgKa +nlg[Q] 式（3）

式中，Ka：结合常数（L/mol）；n：结合位点数。

PHBA与 β-葡萄糖苷酶结合过程中，存在相互

作用力，可通过焓变（ΔH）、熵变（ΔS）、自由能（ΔG）

的变化表示，具体根据以下公式计算[20]：

∆G = −RT lnKa 式（4）

∆G = ∆H−T∆S 式（5）
式中，ΔG：结合自由能变化（kJ/mol）；Ka：在相应

温度 T下的结合常数（L/mol）；ΔH：结合焓变（kJ/

mol）；T：反应的绝对温度（K）；ΔS：结合熵变 [J/

（mol·K）]；R：气体常数 [8.314 J/（mol·K）]。

 1.2.7   分子对接　β-葡萄糖苷酶（PDB  ID：1uok-

modified）的晶体结构从 RCSB数据库下载，对羟基

苯甲酸（CID：135）的结构从 PubChem数据库下载。

使用 AutoDock Tools对 β-葡萄糖苷酶和对羟基苯

甲酸模型进行加氢处理，利用 AutoDock vina确定分

子的最优对接位置，并通过 PyMOL工具对所得模型

进行视觉呈现与分析，Discovery Studio 2019 Client

软件获取对接模型 2D图。

 1.2.8   分子动力学（molecular dynamics，MD）模拟　

采用 GROMACS（2020.6_GPU）进行分子动力学模

拟，力场选择 Amber99SB-ILDN分子力场，使用

TIP3P水模型在立方体水箱中对结构进行溶剂化，并

添加反离子以中和净电荷。溶质分子与箱边界保持

1.0 nm的距离。使用共轭梯度法与最陡下降法进行

能量最小化，然后分两个阶段进行平衡。最初，2 ns

NVT运行稳定温度，然后进行 2 ns NPT模拟以平衡

压力，保持恒定的原子数、温度和压力。动力学仿真

在 NPT规范集合中运行，温度与压力分别设置为

310 K和 1 bar。使用 Xmgrace对蛋白质的均方根偏

差（RMSD）、均方根波动（RMSF）、回转半径（Rg）和

表面溶剂可及面积（SASA）及氢键（Hydrogen bond）

进行分析。

 1.3　数据处理

使用 SPSS 25.0软件进行方差分析（ANOVA），

每组实验均重复三次，数据以平均值±标准误差表

示；利用 Origin 2021软件绘图。

 2　结果与分析

 2.1　不同质量浓度 PHBA对 β-葡萄糖苷酶催化活性

的影响

激活剂与酶的结合通常是以非共价键实现的，

由于这些键较弱，因此激活剂与酶的结合通常是可逆

的，这使得激活剂能够在需要时迅速与酶结合或解

离，调节酶的活性[21]。为分析 PHBA对 β-葡萄糖苷

酶催化活性的影响，对不同质量浓度 PHBA下 β-葡
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图 1    不同质量浓度 PHBA对 β-葡萄糖苷酶的催化活性

Fig.1    Catalytic activity of different mass concentrations
of PHBA on β-glucosidase
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萄糖苷酶的反应速率与 β-葡萄糖苷酶浓度关系进行

了图形绘制。由图 1可知，所有曲线拟合后均经过

坐标（0，0），且曲线的斜率随着 PHBA浓度的升高而

逐渐增大，表明 PHBA通过非共价键相互作用增强

β-葡萄糖苷酶活性达到激活效果，属于可逆激活。

 2.2　β-葡萄糖苷酶动力学分析

为进一步探究 PHBA浓度对 β-葡萄糖苷酶动

力学的影响，分析了 Lineweaver-Burk双倒数图。如

图 2所示，所有曲线的斜率和纵坐标截距均不相

同。随着 PHBA浓度的增大，酶活性位点的构象发

生变化，导致底物与酶的亲和力降低，从而需要更高

的底物浓度才能达到半饱和状态，呈现出 Km 值增大

现象。同时，PHBA可能与底物竞争结合酶的活性位

点，这种竞争性结合可能导致底物与酶的结合效率降

低，进而增加 Km。PHBA作为激活剂，可能通过改

变酶的构象或直接参与催化过程，提高酶的催化效

率，从而增加最大反应速率 Vmax。此外，PHBA可能

结合酶的多个激活位点，每个位点的结合都可能独立

地增强酶活性，导致 Vmax 随 PHBA浓度增加而增

大[22]。

 
 

−0.10 −0.05 0 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.00 g/L
0.1 g/L
0.2 g/L
0.3 g/L
0.4 g/L
0.5 g/L

1/
[V

] (
m

in
/Δ

O
D

40
0 

nm
)

1/[S] (L/mmol)

图 2    不同质量浓度 PHBA下 β-葡萄糖苷酶的 Linewear-
Burk双倒数图

Fig.2    Linewear-Burk double reciprocal diagram of β-
glucosidase at different mass concentrations of PHBA

 

 2.3　PHBA与 β-葡萄糖苷酶相互作用的粒径电位分析

由图 3可知，随着 PHBA浓度的增加，溶液体系

的粒径逐渐上升。当 PHBA浓度为 0.1、0.2、0.3、

0.4、0.5 g/L时，体系的粒径大小显著高于对照组，

其中添加 0.5  g/L  PHBA后 ，体系的粒径最大

（461.57 nm）。粒径增大可能是 PHBA与 β-葡萄糖

苷酶发生相互作用，产生了新的复合物所致[23]，或者

是由于 PHBA与 β-葡萄糖苷酶之间的疏水作用、静

电作用和范德华力等相互作用使蛋白质分子聚集，进

而导致粒径增加 [24]。而和对照组相比 ，添加

PHBA后，体系的电位无明显差异。粒径增大而电位

不变，可能表明尽管颗粒的大小发生了变化，但颗粒

表面的电荷特性和电荷分布仍然保持稳定。这种变

化可能是具有较大粒径的 PHBA-β-葡萄糖苷酶复合

物具有与 β-葡萄糖苷酶相似的表面电荷[25]。

 2.4　圆二色谱（CD）
圆二色谱检测揭示了 PHBA与 β-葡萄糖苷酶

相互作用对酶二级结构组成的影响。图 4表明，当

PHBA的质量浓度在 β-葡萄糖苷酶体系内发生改

变，圆二色谱的光谱信号也随之变化，其特征是正负

峰的吸收强度逐渐降低。图 5通过 CDNN技术揭

示了 β-葡萄糖苷酶与 PHBA作用前后的二级结构含
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图 3    不同质量浓度 PHBA与 β-葡萄糖苷酶相互作用的
粒径及电位结果

Fig.3    Particle size potential results of the interaction between
different mass concentrations of PHBA and β-glucosidase

注：大写字母和小写字母分别表示不同样品之间粒径和电位
的显著性差异（P<0.05）。
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图 4    不同质量浓度下 PHBA对 β-葡萄糖苷酶圆
二色谱的影响

Fig.4    Effect of PHBA on β-glucosidase circular dichroism
chromatography at different mass concentrations
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Fig.5    Effect of PHBA on the secondary structure of β-
glucosidase at different mass concentrations

注：小写字母表示不同样品之间同一二级结构类型的显著性
差异（P<0.05）。
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量变化。与未添加 PHBA的对照组相比，当添加不

同质量浓度的 PHBA时，α-螺旋含量呈显著下降趋

势（P<0.05）。同时，β-折叠、β-转角和无规则卷曲的

含量增大，且随着浓度的增加，含量变化更加显著，表

明 PHBA与 β-葡萄糖苷酶发生了相互作用。相较于

对照组（PHBA：0 g/L），当加入 0.5 g/L的 PHBA时，

β-折叠、β-转角和无规则卷曲的含量分别提升了

90.20%、 27.24%、 50.56%， α-螺 旋 含 量 降 低 了

52.14%，这表明 α-螺旋区域可能是 β-葡萄糖苷酶的

活性位点。PHBA的引入导致 β-葡萄糖苷酶构象的

改变，这可能会促进酶活性中心与底物的结合，提升

酶的催化效率[25]。

 2.5　荧光光谱

 2.5.1   PHBA对 β-葡萄糖苷酶的荧光猝灭效应　酶

蛋白分子的主要荧光发色团是酪氨酸（Try）和色氨酸

（Trp），通过监测这些氨基酸的内源荧光变化，可探究

PHBA与 β-葡萄糖苷酶的结合作用[26]。在 350 nm

波长处，β-葡萄糖苷酶显示出最强的荧光发射峰。在

固定 β-葡萄糖苷酶浓度的情况下，PHBA浓度在 0~
0.5 g/L范围内时，PHBA浓度的增大，对 β-葡萄糖苷

酶的最大荧光峰形和位置没有显著影响，荧光强度却

随 PHBA浓度的提升呈现有规律的下降，且 PHBA
浓度越高，其荧光强度降低程度越大（图 6）。这表明

PHBA与 β-葡萄糖苷酶之间存在相互作用，且 PHBA
对 β-葡萄糖苷酶的荧光产生了特异性的猝灭效应。

pH6.0条件下，当 PHBA浓度为 0.5 g/L时，其在 298、
304、310 K下对 β-葡萄糖苷酶的荧光猝灭率分别

为：87.05%、84.93%、82.75%，这表明 PHBA与 β-葡
萄糖苷酶荧光发色团结合，从而有效地猝灭了酶的内

源荧光，进而影响氨基酸残基的局部环境[13]。

 2.5.2   PHBA对 β-葡萄糖苷酶的荧光猝灭机制　从

图 7可以看出，Stern-Volmer方程在三种不同温度下

都表现出较好的线性关系。其中，当温度为 310 K
时，Stern-Volmer方程为 Y=1.6224X+0.4，R2=0.9914，
其线性关系最好，且 R2 接近于 1，表明 β-葡萄糖苷酶

与 PHBA的相互作用中，仅存在 1种猝灭过程发

生。随着温度升高，Ksv 值呈下降趋势；同时，速率常

数 Kq 显著高于 2.0×l010 L/（mol·s），即生物大分子与

猝灭剂之间的扩散碰撞速率[27]，这表明该猝灭作用可

能源于 PHBA与 β-葡萄糖苷酶形成的稳定复合物，

从而引发静态猝灭。
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图 7    不同温度下的 Stern-Volmer图
Fig.7    Stern-Volmer plot at different temperatures

 

 2.5.3   PHBA与 β-葡萄糖苷酶的结合常数与结合位

点数　根据 lg[Q]与 lg[（F0-F）/F]的关系，计算三个

温度下的 Ka 和 n值，结果如图 8和表 1所示。在
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图 6    不同温度不同质量浓度 PHBA下 β-葡萄糖苷酶的
荧光光谱

Fig.6    Fluorescence spectra of β-glucosidase at different
temperatures and different mass concentrations of PHBA
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Fig.8    Double-log plot at different temperatures
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298、304、310 K条件下，结合常数 Ka 分别为 0.19×
104、0.54×104、1.31×104 L/mol。数据显示，化合物与

蛋白质的结合位点受温度影响较小，表明 PHBA与

β-葡萄糖苷酶二者间具有显著的结合作用[18]。在研

究的温度区间内，随温度的上升，Ka 值呈增加趋势，

表明复合物的稳定性随着温度升高而增强。在所测

试温度下，结合位点数 n值都约为 1，表明 PHBA在

β-葡萄糖苷酶上仅占据 1个或者 1类结合位点[27]。
 
 

表 1    不同温度对结合常数 Ka、结合位点 n以及热力学参数
的影响

Table 1    Effects of different temperature on binding constant
Ka, binding site n and thermodynamic parameters

T（K） Ka（L/mol） n ΔH（kJ/mol） ∆G（kJ/mol） ∆S[J/（mol·K）]

298 0.19×104 1.03
0.49

−18.75
128.54304 0.54×104 1.26 −21.72

310 1.31×104 1.38 −24.43
 

 2.5.4   PHBA与 β-葡萄糖苷酶结合的相互作用力　

小分子与蛋白质分子之间的作用力类型主要包括范

德华力、氢键、疏水相互作用等。由表 1知，结合自

由能∆G<0时，表明 PHBA与 β-葡萄糖苷酶的结合

是一个自发过程；焓变∆H>0，熵变∆S>0，这表明结合

反应是吸热的，并且主要的相互影响力是疏水作用

力。然而，鉴于 β-葡萄糖苷酶结构的复杂性以及

PHBA分子内部的多酚羟基，能够较容易地与 β-葡
萄糖苷酶之间形成氢键，且羟基数目与氢键作用力的

大小密切相关[28]。

 2.6　分子对接

分子对接为评价 PHBA与 β-葡萄糖苷酶的结

合机制提供了重要支持，可呈现二者间相互作用的可

视化效果[18]。利用 AutoDock vina对 PHBA和 β-葡
萄糖苷酶的分子对接结构进行表征，通过选取二者最

佳结合区域，得到结合自由能为-24.43 kJ/mol（T=
310 K），结合能越低意味着二者结合越稳定[29−30]。

图 9（a）呈现了 PHBA与 β-葡萄糖苷酶分子

对接的局部放大图，从图中可以观察到存在三个

氢键与 β-葡萄糖苷酶的两个氨基酸残基（HIS533、
ILE460）相连。为了更加清晰明确二者结合之间存

在的相互作用力，利用 Discovery Studio 2019 Client
软件获取了 AutoDock vina分子对接结果的 2D图，

图 9（b）展示了 PHBA与 β-葡萄糖苷酶结合之间的

相互作用力，图中显示了 9个关键氨基酸残基（A：

HIS-533、 ILE-460、 ILE-532、TYR-463、TYR-462、
LYS-349、LYS-457、LYS-466和 ASP-458）关键氨

基酸残基参与了与 β-葡萄糖苷酶之间的相互作用，

这些氨基酸可能是 PHBA与 β-葡萄糖苷酶结合的潜

在作用位点。其中，HIS-533苯环支链端的氢原子和

氧原子均与 PHBA苯环上的羟基形成了氢键，ILE-
460和 TYR-463也通过氢键与 PHBA结合。与 3D
局部放大图不同，2D图形成了 TYR-463氢键，这可

能是由于不同软件采用的算法不同造成的差异。同

时，TYR-463还通过芳香族 pi-pi堆叠与 PHBA形成

疏水相互作用，可能因为多酚的芳香族碳与疏水残基

侧链中的脂肪酸或芳香族碳之间的空间距离允许疏

水相互作用的发生 [31]。此外，PHBA还与 β-葡萄

糖苷酶的 ILE-532、TYR-462、LYS-349、LYS-457、
LYS-466和 ASP-458形成范德华力。因此，PHBA
与 β-葡萄糖苷酶结合形成复合物时，主要作用力是

氢键、疏水相互作用与范德华力，与热力学分析结果

相符。这些作用力对维持复合物结构的稳定性起到

一定作用。

 2.7　PHBA与 β-葡萄糖苷酶的分子动力学模拟

为进一步验证 PHBA与 β-葡萄糖苷酶构成的

复合物间的结合稳定性，对小分子 PHBA和 β-葡萄

糖苷酶复合物进行了分子动力学模拟。如图 10（a）
所示，激活剂 PHBA与 β-葡萄糖苷酶体系的 RMSD
值在 MD模拟的前期（0~60 ns）波动较大，在 60 ns
后基本达到稳定状态。模拟过程中，RMSD保持相

对稳定，表明小分子 PHBA与 β-葡萄糖苷酶的结合

是稳定的[32]。RMSF体现了局部氨基酸残基的结构

波动，RMSF值越大，残基越灵活。图 10（b）显示了

 

(a)

(b)

图 9    PHBA与 β-葡萄糖苷酶的最佳分子对接结果

Fig.9    Molecular docking results of PHBA and β-glucosidase
注：（a）PHBA与 β-葡萄糖苷酶的最佳对接可视化及局部放大
结果；（b）PHBA与 β-葡萄糖苷酶的最佳分子对接 2D放
大图。
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RMSF值主要在 0.2范围内波动，表明二者结合稳

定。回转半径（Rg）可评价蛋白质结构变化，Rg值波

动越小，表明蛋白质结构越稳定，反之蛋白质结构越

松散。在 100 ns MD模拟过程中，激活剂 PHBA与

β-葡萄糖苷酶复合物体系的 Rg值波动较小，在 0~

60 ns时，PHBA对 β-葡萄糖苷酶的 Rg值在 2.39~

2.49 nm波动（图 10（c）），表明 PHBA能显著改变 β-
葡萄糖苷酶的结构，导致其蛋白质结构整体致密度降

低，空间结构变松散，从而造成稳定性减弱；而在

60 ns后，PHBA对 β-葡萄糖苷酶的 Rg值下降，稳定

在 2.44 nm。表面溶剂可及面积（SASA）可用于评估

氨基酸残基对溶剂的暴露程度，预测 PHBA和 β-葡
萄糖苷酶结合过程中构象变化的程度，并反映蛋白质

的溶剂可及性。如图 10（d）所示，激活剂 PHBA与

β-葡萄糖苷酶体系的 SASA在模拟初期呈现一定范

围内的波动，而在 60 ns后有轻微下降趋势，表明非

极性基团之间的疏水相互作用逐渐增加，进而导致复

合物结构趋于更加稳定和紧凑的状态。由图 10（e）

可知，PHBA与 β-葡萄糖苷酶之间可形成的氢键数

在 0~2间，表明氢键对二者的结合有一定作用。

 3　结论
本文通过圆二色谱和分子对接等技术，研究了

PHBA对 β-葡萄糖苷酶的激活效应。研究发现，

PHBA能够有效提升 β-葡萄糖苷酶的催化活性，且

酶活性随着 PHBA浓度的增加而升高。PHBA与 β-
葡萄糖苷酶存在内源荧光淬灭，并属于静态猝灭，结

合产生 PHBA-β-葡萄糖苷酶复合物。热力学分析表

明 β-葡萄糖苷酶的活性位点可能位于 α-螺旋内，二

者的结合是自发的，有一个或者一类结合位点。分子

对接结果推断出 PHBA的激活机制主要是通过氢键

与 β-葡萄糖苷酶催化活性位点的氨基酸残基和距活

性位点一定距离的其他一些氨基酸残基结合，从而构

成稳定的复合物。在 MD模拟中发现，激活剂的加

入能够提升 β-葡萄糖苷酶的稳定性，提高其致密度，

使其更易被激活。本研究为富含酚酸的果蔬功能性

成分产品的开发提供了理论依据和思路。
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