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摘要：为探究芒果苷（Ｍａｎｇｉｆｅｒｉｎ）对胰脂肪酶（Ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｌｉｐａｓｅ）的抑制作用及其分子机制，采用酶活性测定、荧

光光谱（包括同步与三维荧光）、衰减全反射傅里叶变换红外光谱及分子对接等方法分析二者的相互作用。结

果表明，芒果苷对胰脂肪酶的抑制呈浓度依赖性，其ＩＣ５０为１４５５５μｇ／ｍＬ（≈３４５μｍｏｌ·Ｌ
－１）。荧光猝灭实验

显示，芒果苷可显著降低胰脂肪酶内源荧光强度，并伴随最大发射波长轻微蓝移。ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ分析与热力学参

数（ΔＨ＜０，ΔＳ＜０，ΔＧ＜０）表明，两者相互作用为自发的焓驱动静态动态混合猝灭过程，主要由氢键和范德华

力介导。同步及三维荧光光谱结果表明，芒果苷优先影响色氨酸（Ｔｒｐ）残基的微环境并诱导酶构象变化。ＡＴＲ

ＦＴＩＲ光谱显示酰胺Ｉ带吸收强度下降，表明芒果苷对酶二级结构周围微环境产生一定影响。分子对接显示，芒

果苷可结合于胰脂肪酶疏水腔附近，并与 ＧＬＵ２２、ＣＹＳ１８１、ＧＬＮ１８３等残基形成氢键，从而可能阻碍底物进入活

性中心。综上，芒果苷通过结合胰脂肪酶并诱导其构象变化抑制酶活性，为其作为潜在天然抗肥胖功能因子提

供理论依据。
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０　引言

肥胖是一种全球性的慢性代谢性疾病，是心血

管疾病、２型糖尿病、冠心病及多种癌症的重要风
险因素［１］。近年来，由心血管疾病、糖尿病及部分

恶性肿瘤等慢性病导致的死亡已占我国总死亡人

数的近９０％，而超重和肥胖是其主要危险因素之
一［２－３］。全球疾病负担研究（ＧＢＤ２０２３）进一步指
出，肥胖已成为导致死亡率上升速度最快的可干预

危险因素之一［４］。因此，探索安全有效的体重控

制策略具有重要意义。

在膳食脂肪的消化过程中，小肠腔内的脂肪酶

发挥关键作用。其中，胰脂肪酶（Ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｌｉｐａｓｅ，
ＥＣ３１１３）由胰腺分泌，是甘油三酯水解的主要
酶，约承担 ５０％ ～７０％的脂肪水解过程［５－６］。该

酶将甘油三酯分解为甘油和游离脂肪酸，后者经肠

道吸收后参与机体脂质代谢。因此，抑制胰脂肪酶

活性、减少膳食脂肪吸收被认为是防治肥胖的重要

策略之一。目前临床应用最广泛的胰脂肪酶抑制

剂是奥利司他（Ｏｒｌｉｓｔａｔ，商品名“赛尼可”）［７－８］。

但该药可能引起肝功能损伤、急性肾损伤以及结肠

异常隐窝灶发生率升高等严重不良反应［９－１１］。此

外，体外研究还表明奥利司他可能影响 ＤＮＡ修复
相关酶（如 ＭＧＭＴ）的活性［１２］。因此，其长期安全

性仍存在争议。基于此，开发来源丰富、安全性较

高的天然胰脂肪酶抑制剂已成为抗肥胖研究的重

要方向［１３－１４］。

芒果苷（Ｍａｎｇｉｆｅｒｉｎ）是一种天然存在的 Ｃ葡
萄糖基氧杂蒽酮，主要存在于漆树科芒果（Ｍａｎｇｉｆ
ｅｒａｉｎｄｉｃａ）的果实、树皮及叶片中，也是贵州苗药红
花龙胆（苗药名“锐定谋”）的有效成分［１５－１６］。研究

表明，芒果苷具有抗氧化［１７］、抗炎［１８］、保肝［１９］、免疫

调节［２０］、抗肿瘤［２１］及神经保护［２２］等多种药理活

性。近年来，其在调节糖脂代谢方面的作用也受到

关注。例如，芒果苷可降低糖尿病小鼠血糖并减轻

肾损伤［２３］。同时可能通过激活ＡＰＮ并调控ＡＭＰＫ
信号通路，提高 ＩＲＨｅｐＧ２细胞对葡萄糖的摄取，
从而改善胰岛素抵抗［２４］。此外，芒果苷元还可通

过调节 ＣｈＲＥＢＰ／ＧＬＵＴ５及 ＧＬＵＴ８通路改善代谢
综合征，并抑制 Ｃａｃｏ２细胞对果糖的摄取［２５］。这

些研究提示芒果苷在糖脂代谢调控中具有重要作

用。然而，现有研究主要集中于其整体代谢调节效

应，其是否能够直接作用于脂肪消化关键酶———胰

脂肪酶仍缺乏系统研究。芒果苷与胰脂肪酶之间

的结合模式、相互作用机制及其对酶构象变化的影

响仍有待阐明。基于上述背景，本研究以猪胰脂肪

酶为模型，通过半抑制浓度（ＩＣ５０）测定、荧光猝灭
光谱、同步与三维荧光光谱、衰减全反射傅里叶变

换红外光谱（ＡＴＲＦＴＩＲ）及分子对接等方法，系统
研究芒果苷对胰脂肪酶活性的抑制作用及其分子

机制，从光谱学特征与分子结合构象角度揭示二者
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的相互作用规律，为芒果苷作为天然抗肥胖功能因

子的开发提供理论依据。

１　材料与方法

１１　实验试剂
芒果苷（成都普菲德生物技术有限公司，纯度

９９７２％），猪胰脂肪酶（上海麦克林生化科技股份
有限公司，含量１５～３５Ｕ·ｍｇ－１），月桂酸４硝基苯
酯（上海麦克林生化科技股份有限公司，含量 ＞
９８０％），奥利司他（北京索莱宝科技有限公司，含
量≥９８０％），二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）（北京索莱宝科
技有限公司，含量≥９９９％），ＴｒｉｓＨＣｌ（北京索莱
宝科技有限公司，含量≥９９５％），无水碳酸钠（天
津博迪科技发展有限公司，分析纯），ＰＢＳ缓冲液
（北京索莱宝科技有限公司，含量＞９９％）。
１２　实验仪器

Ｆ４７００荧光分光光度计（ＨＩＴＡＣＨＩ（日立公司））；
Ｆｒｏｎｔｉｅｒ傅里叶变换红外光谱仪（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ）；ＭＵＬ
ＴＩＳＫＡＮＦＣ酶标仪（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；ＰＨＳ３ＥｐＨ
计（上海雷磁仪器有限公司）；Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５８１０Ｒ台
式冷冻离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）；ＫＷ１０００ＤＣ数显恒温
水浴锅（国华电器有限公司）；ＤＨＰ９０５２电热恒温
培养箱（上海齐欣科学仪器有限公司）；ＴｏｐＰｅｔｔｅ微
量移液器（大龙兴创实验仪器有限公司）；ＭＥ２０４Ｅ
电子天平（ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ）。
１３　实验方法
１３１　芒果苷对胰脂肪酶活性的影响

通过测定抑制活性来体现芒果苷对胰脂肪酶

活性的影响，步骤如下：

配制反应体系：称取７８８ｇＴｒｉｓＨＣｌ溶于ＰＢＳ
缓冲液中，定容至５００ｍＬ，用无水碳酸钠调节 ｐＨ
至８０，制备ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液。

配制胰脂肪酶溶液：称取１ｇ猪胰脂肪酶溶于
１００ｍＬ上述 ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液中，以５０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心１０ｍｉｎ，取上清液作为１０ｍｇ·ｍＬ－１的酶储备
液，于４℃保存备用。

配制底物溶液：准确称取４０ｍｇ月桂酸４硝基
苯酯，用上述 ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液（ｐＨ８０）溶解并加
０４ｍＬ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）助溶，待完全溶解后，
定容至５０ｍＬ，即得浓度０８ｍｇ·ｍＬ－１的底物储备
液。该体系中 ＤＭＳＯ的终体积比百分数为０８％。
预实验表明，该浓度的 ＤＭＳＯ对胰脂肪酶活性无
显著影响。

配制芒果苷溶液：以体积比百分数为１０％的
ＤＭＳＯ为助溶剂配制（８０、４０、２０、１０、５、２μｇ·ｍＬ－１）。
在１００μＬ反应体系中加入１０μＬ样品液，使 ＤＭ
ＳＯ终体积比百分数约为 １０％，底物带入 ＤＭＳＯ
约００８％，体系ＤＭＳＯ终浓度约为１０８％，预实验
表明对酶活性无显著影响（Ｐ＞００５）。酶活性测
定参考Ｆｒａｎｃｏ等方法［２６］并作适当修改。在９６孔
板中进行反应。向各孔中加入７０μＬＴｒｉｓＨＣｌ缓
冲液、１０μＬ芒果苷溶液（实验组）或１０μＬ１０％
ＤＭＳＯ（溶剂对照组）以及１０μＬ胰脂肪酶储备液
（１０ｍｇ·ｍＬ－１），混匀后于３７℃预孵育１０ｍｉｎ。随
后加入１０μＬ底物溶液启动反应，于 ３７℃反应
３０ｍｉｎ，反应体系最终体积为１００μＬ。体系中芒果
苷终浓度为０～８０μｇ·ｍＬ－１，胰脂肪酶终浓度为
１ｍｇ·ｍＬ－１（约 ２０～４０Ｕ·ｍＬ－１），底物终浓度为
００８ｍｇ·ｍＬ－１。每个浓度设置３个复孔重复，同
时设置无酶空白和无底物空白以扣除背景干扰。

抑制率（ＩＲ）按公式（１）计算，式中 Ａｃｏｎｔｒｏｌ为阴性对

照孔吸光度，Ａｓａｍｐｌｅ为含芒果苷样品孔的吸光度。
抑制率（Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ，ＩＲ）计算公式如下：

Ｉ（％）＝
Ａｃｏｎｔｒｏｌ－Ａｓａｍｐｌｅ
Ａｃｏｎｔｒｏｌ

×１００％ （１）

式中，Ｉ表示抑制率ＩＲ，Ａｃｏｎｔｒｏｌ为不含抑制剂的反应
体系吸光度，Ａｓａｍｐｌｅ为含芒果苷的反应体系吸光度。
１３２　芒果苷与胰脂肪酶的荧光光谱实验

使用Ｆ４７００荧光分光光度计进行测定，测定
条件参考 Ｄｕ等［２７］文献并作适当调整。激发波长

设置为２８０ｎｍ，发射光谱扫描范围３００～５００ｎｍ，
激发与发射狭缝宽度均为５ｎｍ。所有测定均在石
英比色皿中进行，温度为２９８～３１０Ｋ（由恒温水浴
循环系统控制），荧光测定时胰脂肪酶的最终质量

浓度为 １０ｍｇ·ｍＬ－１（约 ２０μｍｏｌ·Ｌ－１，按分子量
约 ５０ｋＤａ估算）。
１３２１　荧光猝灭类型分析

固定胰脂肪酶浓度，逐步滴定不同浓度的芒果

苷溶液，所有荧光测定均进行３次独立重复（ｎ＝
３），并扣除缓冲液背景。记录荧光强度变化，并根
据ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ方程分析猝灭类型［２８］：

Ｆ０
Ｆ ＝１＋ＫＳＶ［Ｑ］＝１＋ｋｑτ０［Ｑ］

其中，Ｆ０和Ｆ分别为加入猝灭剂（芒果苷）前、后的
荧光强度；［Ｑ］为猝灭剂浓度；Ｋｓｖ为 ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ
猝灭常数；ｋｑ为双分子猝灭速率常数；τ０为生物大
分子的平均荧光寿命（本研究中取１×１０－８ｓ）［２９］。
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１３２２　结合常数与热力学参数
对于静态猝灭过程，结合常数（Ｋａ）和结合位

点数（ｎ）可通过双对数方程计算：

ｌｏｇ
Ｆ０－Ｆ
Ｆ ＝ｌｏｇＫａ＋ｎｌｏｇ［Ｑ］

热力学参数（焓变 ΔＨ、熵变 ΔＳ、吉布斯自由
能变ΔＧ）根据ｖａｎ＇ｔＨｏｆｆ方程和热力学基本关系式
计算：

ＩｎＫａ ＝－
ΔＨ
ＲＴ＋

ΔＳ
Ｒ

ΔＧ＝ΔＨ－ＴΔＳ
其中，Ｒ为气体常数（８３１４Ｊ·ｍｏｌ－１·Ｋ－１），Ｔ为绝
对温度。

为验证模型假设，同时采用非线性最小二乘法

对荧光猝灭数据进行了拟合分析，２种方法所得结
果相互印证。

１３２３　同步荧光光谱分析
参考韩玲玲的实验方法［３０］，样品的配置和实

验操作同荧光滴定实验。设置波长差Δλ为１５ｎｍ
（主要反映酪氨酸Ｔｙｒ残基的微环境）和６０ｎｍ（主
要反映色氨酸 Ｔｒｐ残基的微环境），扫描同步荧光
光谱。通过观察峰位和峰强的变化，分析芒果苷对

胰脂肪酶特定氨基酸残基微环境的影响。

１３２４　三维荧光光谱分析
三维荧光光谱扫描范围：激发波长２００～５００ｎｍ，

发射波长２００～６００ｎｍ。通过比较胰脂肪酶与芒
果苷胰脂肪酶复合物的三维荧光图，分析瑞利散
射峰（ＰｅａｋＡ）、特征荧光峰（Ｐｅａｋ１）及肽链骨架峰
（Ｐｅａｋ２）的变化。
１３３　ＡＴＲＦＴＩＲ光谱分析

采用Ｆｒｏｎｔｉｅｒ傅里叶变换红外光谱仪（配备
ＡＴＲ附件）进行测定，实验条件参照文献［３１］并作
适当修改。扫描范围为１８００～１４００ｃｍ－１，分辨率
为４ｃｍ－１，扫描次数为３２次。将胰脂肪酶及芒果
苷胰脂肪酶复合物溶液滴加于 ＡＴＲ晶体上，室温
干燥形成薄膜后测定。以空气为背景扣除本底，重

点分析酰胺Ｉ带（１６００～１７００ｃｍ－１）的变化，用于
定性表征蛋白质构象扰动。本研究未进行二阶导

数或峰分离分析。

１３４　分子对接
受体蛋白准备：从蛋白质数据库（Ｐｒｏｔｅｉｎｄａｔａ

ｂａｎｋ，ＰＤＢ）下载猪胰脂肪酶的晶体结构（ＰＤＢＩＤ：
１ＬＰＢ）。使用ＵＣＳＦＣｈｉｍｅｒａ１１７１软件移除水分

子和原有配体，添加氢原子，并进行能量最小化预

处理。

配体准备：芒果苷的３Ｄ结构从ＰｕｂＣｈｅｍ数据
库获取，在Ｃｈｉｍｅｒａ中进行能量最小化。

对接盒子定义：对接区域（盒子）以涵盖酶的

活性中心及邻近的疏水口袋为目标。盒子的中心

坐标设定为 （ｘ＝１０２?，ｙ＝２２５?，ｚ＝２０１?），
盒子尺寸设置为 ２０? ×２０? ×２０?，以确保充
分覆盖潜在的结合位点。

分子对接及验证：使用 ＬｅＤｏｃｋ软件进行半柔
性分子对接。定义包含已知活性中心及附近疏水

腔的区域作为对接盒子。为验证对接协议与参数

设置的可靠性，首先进行了再对接验证：将 １ＬＰＢ
晶体结构中的原配体提取出来，在相同对接盒子内

进行再对接。计算所得最佳构象与晶体结构中的

配体构象之间的均方根偏差（ＲＭＳＤ）为 １２?，通
常认为ＲＭＳＤ＜２０?表明对接方法可靠，证实了
本研究所用对接参数能够较好地重现已知结合模

式。随后，对芒果苷进行正式对接，对接运行多次，选

取结合自由能最低的构象作为最可能的结合模式。

结果可视化与分析：使用 ＳｃｈｒｄｉｎｇｅｒＭａｅｓｔｒｏ
１３５软件对分子对接结果进行可视化分析，识别
关键的相互作用残基、氢键及疏水接触。

１３５数据分析
所有实验均独立重复 ３次，数据以“均值 ±

标准差”表示。使用Ｏｒｉｇｉｎ８５和Ｅｘｃｅｌ２０１９软件
进行数据处理、曲线拟合及作图，采用非线性回归

方法计算ＩＣ５０值。

２　结果与分析

２１　芒果苷对胰脂肪酶活性的抑制作用
图１显示，随着芒果苷浓度升高，胰脂肪酶抑

制率显著增加，表现出明显的浓度依赖性。非线性

回归计算得到芒果苷对胰脂肪酶的半抑制质量浓

度（ＩＣ５０）为 １４５５５μｇ·ｍＬ
－１（≈３４５μｍｏｌ·Ｌ－１）。

文献报道阳性对照奥利司他对胰脂肪酶的 ＩＣ５０约
为 ４７０μｇ·ｍＬ－１（≈９４８μｍｏｌ·Ｌ－１）［３２］。由于不同
研究体系（如酶来源、底物及反应条件）存在差异，

数值比较需谨慎，但本研究结果表明芒果苷在当前

体系下对胰脂肪酶具有较强的体外抑制潜力。结

合其天然来源及较好的安全性，芒果苷具有作为潜

在功能食品成分或膳食补充剂的研究价值。
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图１　芒果苷对胰脂肪酶的抑制作用
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｍａｎｇｉｆｅｒｉｎｏｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｌｉｐａｓｅ

注：虚线为非线性回归拟合曲线。

２２　芒果苷与胰脂肪酶相互作用的荧光光谱分析
２２１　荧光发射光谱变化

图２展示了２９８Ｋ和３１０Ｋ下，随着芒果苷浓
度增加，１０ｍｇ·ｍＬ－１的胰脂肪酶在３３８ｎｍ处的
荧光强度逐渐降低，同时最大发射波长由３３８ｎｍ蓝
移至３３２６ｎｍ。该现象表明芒果苷与胰脂肪酶发
生结合，并改变了色氨酸（Ｔｒｐ）等荧光发色团的微
环境，使其疏水性增强［３３－３４］。通常蓝移意味着发

色团由极性环境转移至更疏水区域［３０］，这说明芒

果苷可能进入酶的疏水口袋或诱导蛋白构象紧缩，

从而使部分荧光中心被包埋于更疏水环境中。

图２　不同温度下用芒果苷滴定的胰脂肪酶荧光猝灭光谱
Ｆｉｇ．２　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕｅｎｃｈｉｎｇｓｐｅｃｔｒａｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｌｉｐａｓｅｔｉｔｒａｔｅｄｗｉｔｈｍａｎｇｉｆｅｒｉｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

注：曲线１～９分别对应于芒果苷浓度为０、１５７、３０８、４５３、５９３、７２７、８５７、９８３、１１０４μｇ·ｍＬ－１。

２２２　荧光猝灭机理分析
ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ曲线如图３所示。在低浓度范围

内，Ｆ０／Ｆ与芒果苷浓度呈良好线性，随着浓度升
高，曲线向上弯曲，偏离线性关系。这种现象提示

猝灭过程并非单纯的动态碰撞猝灭，而是静态与动

态猝灭并存的混合型机制，即体系中同时存在基态

复合物形成和激发态碰撞猝灭２种过程［３５］。

计算得到猝灭常数ＫＳＶ和双分子猝灭速率常数
ｋｑ见表１。２９８Ｋ和３１０Ｋ下的ｋｑ值分别为９９９×
１０１２Ｌ·ｍｏｌ－１·ｓ－１和１１０１×１０１３Ｌ·ｍｏｌ－１·ｓ－１，远高
于生物分子体系的最大扩散碰撞猝灭常数２０×
１０１０Ｌ·ｍｏｌ－１·ｓ－１。这进一步表明了在荧光猝灭过
程中存在静态猝灭成分，即芒果苷与胰脂肪酶在基

态形成了非荧光复合物，且静态猝灭行为占主导地

位，而动态碰撞猝灭主要起辅助作用。结合 Ｓｔｅｒｎ
Ｖｏｌｍｅｒ曲线的向上弯曲形态，可以认为芒果苷胰

脂肪酶体系属于“静态猝灭占主导的混合型猝灭”

过程。

图３　芒果苷对胰脂肪酶荧光猝灭的
ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ图

Ｆｉｇ．３　ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒｐｌｏｔｓｆｏｒｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕｅｎｃｈｉｎｇ
ｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｌｉｐａｓｅｂｙｍａｎｇｉｆｅｒｉｎ

注：Ｆ０和Ｆ分别为不加和添制剂时的荧光强度。
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表１　芒果苷猝灭胰脂肪酶荧光的ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ方程及猝灭常数
Ｔａｂ．１　ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒｅｑｕａｔｉｏｎｓａｎｄｑｕｅｎｃｈｉｎｇｃｏｎｓｔａｎｔｓｆｏｒｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕｅｎｃｈｉｎｇｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｌｉｐａｓｅｂｙｍａｎｇｉｆｅｒｉｎ

温度／Ｋ ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ方程 Ｒ２ Ｋｓｖ／（Ｌ·ｍｏｌ
－１） Ｋｑ／（Ｌ·ｍｏｌ

－１·ｓ－１）

２９８ ｙ＝００９９９ｘ＋１ ０９６７５ ９９９×１０４ ９９９×１０１２

３１０ ｙ＝０１１０１ｘ＋１ ０９５８６ １１０１×１０５ １１０１×１０１３

注：线性浓度范围为４×１０－６～２６×１０－６ｍｏｌ／Ｌ。

２２３　结合常数与热力学参数
双对数方程拟合得到的结合常数 Ｋａ和结合位

点数 ｎ见表２。在２个温度下，结合位点数 ｎ均接
近１，表明一分子芒果苷主要结合于一分子胰脂肪
酶的一个特异性位点。随着温度从 ２９８Ｋ升高至
３１０Ｋ，结合常数 Ｋａ从 ４３４×１０

５Ｌ·ｍｏｌ－１下降至
２１８×１０５Ｌ·ｍｏｌ－１，说明温度升高会削弱芒果苷
与胰脂肪酶之间的亲和力，静态复合物的稳定性降

低。这一现象通常与放热型结合过程相一致，即较

低温度更有利于复合物的形成与稳定。

进一步计算得到的热力学参数列于表３。在实
验温度范围内，ΔＧ为－３２１６～－３１６８ｋＪ·ｍｏｌ－１，
表明芒果苷与胰脂肪酶的结合是一个自发过程。ΔＨ
为 －４４０８ｋＪ·ｍｏｌ－１，ΔＳ为 －００４ｋＪ·ｍｏｌ－１·Ｋ－１，说
明该结合过程属于焓驱动（ＥｎｔｈａｌｐｙＤｒｉｖｅｎ），伴随
一定程度的熵降低。根据前人总结的规律［２１］，ΔＨ
＜０且 ΔＳ＜０通常提示氢键和范德华力是驱动复
合物形成的主要相互作用形式。负熵变说明在复

合物形成过程中，体系的有序程度增加，可能与芒

果苷进入酶活性位点后蛋白质局部构象被限制以

及周围水分子重新排布有关。

结合常数计算方法的验证：双对数法适用于配

体浓度与蛋白质浓度处于相近量级的情况。本实验

中，固定胰脂肪酶浓度约为２０μｍｏｌ／Ｌ，而芒果苷浓
度范围为０～２６μｍｏｌ·Ｌ－１，满足该方法的前提条
件。为验证结果的稳健性，同时采用非线性最小二

乘拟合（基于静态猝灭模型：Ｆ０／Ｆ＝１＋Ｋａ［Ｑ］）对
相同数据进行了分析。在２９８Ｋ下，非线性拟合获
得的结合常数 Ｋａ为（４１２±０３１）×１０

５Ｌ·ｍｏｌ－１

（均值±标准偏差），与双对数法所得结果４３４×
１０５Ｌ·ｍｏｌ－１高度一致，且拟合残差呈随机分布。２
种方法相互印证，表明在当前体系下，采用双对数

法估算的结合常数是可靠的。表２所列Ｋａ值为双
对数法计算结果，其趋势与温度的关系与非线性拟

合结果一致。

结合荧光光谱与分子对接结果，芒果苷结合后

使胰脂肪酶Ｔｒｐ残基微环境疏水性增强，并通过氢
键与范德华作用稳定复合物结构。

表２　芒果苷与胰脂肪酶的结合常数（Ｋａ）和结合位点数（ｎ）
Ｔａｂ．２　Ｂｉｎｄｉｎｇｃｏｎｓｔａｎｔ（Ｋａ）ａｎｄｎｕｍｂｅｒｏｆｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓ（ｎ）ｆｏｒｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｍａｎｇｉｆｅｒｉｎａｎｄｐａｎｃｒｅａｔｉｃｌｉｐａｓｅ

温度／Ｋ 回归方程 Ｒ２ Ｋａ／（Ｌ·ｍｏｌ
－１） ｎ

２９８ ｙ＝１１３７ｘ＋５６３７５ ０９８７０ ４３４×１０５ １１３７

３１０ ｙ＝１０６６ｘ＋５３３７５ ０９７８０ ２１８×１０５ １０６６

表３　芒果苷与胰脂肪酶相互作用的热力学参数

Ｔａｂ．３　Ｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｆｏｒｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

ｂｅｔｗｅｅｎｍａｎｇｉｆｅｒｉｎａｎｄｐａｎｃｒｅａｔｉｃｌｉｐａｓｅ

Ｔ／Ｋ
ΔＨ／

（ｋＪ·ｍｏｌ－１）
ΔＳ／

（ｋＪ·ｍｏｌ－１·Ｋ－１）
ΔＧ／

（ｋＪ·ｍｏｌ－１）
２９８ －４４０８ －００４ －３２１６
３１０ －４４０８ －００４ －３１６８

注：ΔＨ值由ｖａｎ＇ｔＨｏｆｆ图斜率获得，并假设在实验温度范围

内基本恒定；ΔＧ由ΔＧ＝ΔＨ－ＴΔＳ计算得到。

２２４　同步荧光光谱分析
同步荧光光谱可特异性地反映 Ｔｙｒ（Δλ＝

１５ｎｍ）和Ｔｒｐ（Δλ＝６０ｎｍ）残基微环境的变化。

如图４和图５所示，随着芒果苷浓度的增加，２种
波长差下的同步荧光峰强度均逐渐降低，表明芒果

苷的结合影响了这 ２种芳香族氨基酸的微环境。
同时，２个峰的最大发射波长均发生了轻微的红移
（Ｔｙｒ峰从２９３８ｎｍ移至２９４６ｎｍ；Ｔｒｐ峰从２８７６ｎｍ
移至２８８８ｎｍ）。红移通常意味着残基所处的微
环境极性增强或亲水性增加。这可能是因为芒果

苷的结合诱导了胰脂肪酶局部构象变化，使原本包

埋于疏水核心的 Ｔｙｒ或 Ｔｒｐ残基部分暴露于更亲
水的溶剂环境中。其中Ｔｒｐ峰变化更为明显，说明
芒果苷的结合位点更接近Ｔｒｐ残基区域［３６－３７］。结

合２２１节中整体光谱的蓝移结果，可以推测芒果
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苷结合后，一方面使部分发色团迁移至更疏水的内

部环境并被紧密包埋，导致整体发射峰出现蓝移；

另一方面，同步荧光所捕捉到的局部 Ｔｙｒ／Ｔｒｐ残基
则发生了不同程度的暴露和极性增强，表现为轻微

红移。两者并不矛盾，而是共同反映了胰脂肪酶内

部不同结构域在芒果苷作用下发生了精细的构象

重排，而非简单的“整体疏水性增加或减少”。整体

荧光蓝移提示部分色氨酸残基进入更疏水环境，而

同步荧光中Ｔｒｐ残基的红移则可能反映结合位点
附近局部极性增强。这种表观矛盾提示芒果苷的

结合可能引起胰脂肪酶构象的局部调整，导致不同

区域的微环境发生异质性变化。

图４　胰脂肪酶与芒果苷的同步荧光光谱（Δλ＝１５ｎｍ）
Ｆｉｇ．４　Ｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａ（Δλ＝１５ｎｍ）

ｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｌｉｐａｓｅｗｉｔｈｍａｎｇｉｆｅｒｉｎ
注：曲线ａ～ｉ分别对应于芒果苷浓度为０、１５７、３０８、

４５３、５９３、７２７、８５７、９８３、１１０４μｇ·ｍＬ－１。

图５　胰脂肪酶与芒果苷的同步荧光光谱（Δλ＝６０ｎｍ）
Ｆｉｇ．５　Ｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａ（Δλ＝６０ｎｍ）

ｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｌｉｐａｓｅｗｉｔｈｍａｎｇｉｆｅｒｉｎ
注：曲线ａ～ｉ对应图４中的芒果苷浓度

２２５　三维荧光光谱分析
三维荧光光谱见图６和图７。与游离酶相比，

加入芒果苷后 Ｐｅａｋ１（Ｔｙｒ和 Ｔｒｐ）与肽链 Ｐｅａｋ２

（多肽骨架）的荧光强度均明显降低，瑞利散射峰

（ＰｅａｋＡ）的强度也略有减弱。
该结果表明：１）特征峰强度的普遍下降，与前

述荧光猝灭结果一致，进一步印证了芒果苷与胰脂

肪酶发色团（尤其是Ｔｒｐ／Ｔｙｒ）的紧密相互作用；２）
Ｐｅａｋ２强度的下降提示芒果苷的结合可能引起了
胰脂肪酶多肽骨架的构象调整，影响了其二级结

构，这与后续ＡＴＲＦＴＩＲ结果相互印证。峰形的轻
微变钝和等高线的“塌陷”还暗示了酰胺骨架柔性

降低或局部刚性增强的可能；３）整体荧光强度的
减弱和散射峰的轻微变化，可能源于芒果苷结合后

导致蛋白质分子发生一定程度的紧缩或聚集，使荧

光中心被部分遮蔽，或发生了荧光共振能量转移

（ＦＲＥＴ）。这些光谱特征的综合分析表明，芒果苷
不仅与胰脂肪酶的特定位点结合，还可能引发酶分

子更广泛的构象重排，这为解释其抑制活性提供了

结构层面的线索。

图６　胰脂肪酶溶液三维荧光等高线图
Ｆｉｇ．６　Ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｃｏｎｔｏｕｒｍａｐ

ｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｌｉｐａｓｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

图７　芒果苷胰脂肪酶溶液三维荧光图谱
Ｆｉｇ．７　Ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍａｐ
ｏｆｍａｎｇｉｆｅｒｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｌｉｐａｓｅｓｏｌｕｔｉｏｎ
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２３　ＡＴＲＦＴＩＲ光谱分析
红外光谱是研究蛋白质二级结构的有效工具，

其中酰胺Ｉ带（１７００～１６００ｃｍ－１，主要归属为Ｃ＝
Ｏ伸缩振动）对二级结构的变化尤为敏感。如图８
所示，游离胰脂肪酶在约１６２０ｃｍ－１处呈现明显的
酰胺Ｉ带吸收峰。加入芒果苷形成复合物后，该吸
收峰的强度显著降低，且峰形略有变化。从光谱细

节来看，酰胺 Ｉ带强度的下降通常与蛋白质二级结
构含量和排布的改变有关［３８］，与上述主峰轻微位

移及谱带展宽的现象相结合，提示蛋白质骨架结构

相关谱带特征可能发生变化，不排除二级结构组分

分布发生调整的可能；但具体变化仍需结合二阶导

数或峰拟合分析进一步确认。上述光谱变化表明

芒果苷结合可能对胰脂肪酶骨架构象产生扰动。

二级结构的改变很可能影响活性中心关键催化残

基的空间取向、底物通道的几何形状或酶的局部柔

韧性，从而最终导致其催化活性下降。ＡＴＲＦＴＩＲ
结果与荧光光谱显示的构象变化结论相呼应，共同

从不同角度揭示了芒果苷诱导胰脂肪酶发生构象

适应（Ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｌａｄａｐｔａｔｉｏｎ）的机制。

图８　芒果苷与胰脂肪酶相互作用的ＡＴＲＦＴＩＲ光谱
Ｆｉｇ．８　ＡＴＲＦＴＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｂｅｔｗｅｅｎｍａｎｇｉｆｅｒｉｎａｎｄｐａｎｃｒｅａｔｉｃｌｉｐａｓｅ
注：曲线ａ～ｉ对应图４中的芒果苷浓度；
箭头表示酰胺Ｉ带强度的降低。

２４　分子对接分析
为在原子水平上阐释相互作用机制，进行了分

子对接模拟。对接结果表明，芒果苷能够稳定地结

合于猪胰脂肪酶（１ＬＰＢ）的疏水性口袋中，最佳结
合自由能为 －６８３３ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１，提示芒果苷与胰
脂肪酶之间具有一定的结合可能性和亲和力。

可视化分析（图９～图１１）显示，芒果苷的结
合位点位于酶分子表面一个富含疏水残基的腔穴

开口处，该区域邻近酶的催化三联体（Ｓｅｒ１５３，

Ａｓｐ１７７，Ｈｉｓ２６４）所在的活性中心。芒果苷的芳香
环系统与 ＶＡＬ２１０、ＩＬＥ２０９、ＰＲＯ２０８、ＴＹＲ１１４等多
个疏水残基通过范德华力发生紧密的疏水相互作

用，这与热力学分析中“焓驱动、以氢键和范德华

力为主并伴随疏水接触”的结论相吻合，为两者相

互作用机制提供了直接的结构证据。

此外，芒果苷分子上的多个羟基与胰脂肪酶活

性中心附近的极性残基形成了关键的氢键网络

（图１０）：Ｃ７位羟基与 ＧＬＵ２２的羰基氧形成氢键；
Ｃ６位羟基与 ＣＹＳ１８１的主链羰基氧形成氢键；另
一个糖环上的羟基与 ＧＬＮ１８３的侧链酰胺基形成
氢键。这些氢键不仅增强了复合物的稳定性，更重

要的是，它们可能通过直接或间接的方式影响活性

中心关键残基（如 Ｓｅｒ１５３）的构象或动态，或者部
分阻塞底物（甘油三酯）进入活性中心的通道。

综合来看，芒果苷通过氢键、范德华力及疏水

作用与胰脂肪酶形成稳定复合物，从而干扰酶的正

常催化功能。该作用模式不同于奥利司他与催化

丝氨酸形成的共价不可逆抑制，更可能属于可逆的

竞争性或混合型抑制，具体机制仍需进一步酶动力

学实验验证。

图９　芒果苷与胰脂肪酶的整体分子对接模型（ＰＤＢ：１ＬＰＢ）
Ｆｉｇ．９　Ｏｖｅｒａｌｌｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇｍｏｄｅｌｏｆｍａｎｇｉｆｅｒｉｎ

ｂｏｕｎｄｔｏｐａｎｃｒｅａｔｉｃｌｉｐａｓｅ（ＰＤＢ：１ＬＰＢ）

３　结论

本研究综合运用体外酶学、多种光谱技术及计

算模拟方法，系统阐明了天然化合物芒果苷对猪胰

脂肪酶的抑制作用及其分子机制，主要结论如下：

１）抑制活性确认：芒果苷对胰脂肪酶具有明确
的浓度依赖性抑制作用，其 ＩＣ５０为１４５５５μｇ·ｍＬ

－１

（≈３４５μｍｏｌ·Ｌ－１）。文献报道奥利司他对胰脂
肪酶的半抑制浓度（ＩＣ５０）约为 ４７０μｇ·ｍＬ－１

（≈９４８μｍｏｌ·Ｌ－１）［３２］，但由于酶来源、底物及反应

０４１
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图１０　芒果苷与胰脂肪酶关键残基相互作用的详细视图
Ｆｉｇ．１０　Ｄｅｔａｉｌｅｄｖｉｅｗｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｍａｎｇｉｆｅｒｉｎ

ａｎｄｋｅｙｒｅｓｉｄｕｅｓｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｌｉｐａｓｅ
注：氢键用虚线表示，芒果苷为黄色；蛋白质残基为绿色。

图１１　胰脂肪酶氨基酸残基与芒果苷相互作用示意图
Ｆｉｇ．１１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｌｉｐａｓｅａｍｉｎｏ

ａｃｉｄｒｅｓｉｄｕｅｓｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｗｉｔｈｍａｎｇｉｆｅｒｉｎ

条件等实验体系存在差异，不同研究间的 ＩＣ５０数值
仅可作为参考。结果表明，芒果苷在体外条件下对

胰脂肪酶具有一定的抑制作用，为其作为天然胰脂

肪酶抑制剂的进一步研究提供了实验依据。

２）相互作用的热力学与动力学性质：荧光光
谱分析表明，芒果苷对胰脂肪酶的荧光猝灭属于静

态动态混合机制。热力学参数（ΔＨ＜０，ΔＳ＜０，
ΔＧ＜０）表明芒果苷与胰脂肪酶的结合为焓驱动的
自发过程，主要由氢键和范德华力等特异性相互作

用介导，疏水接触亦有助于复合物的稳定。一分子

芒果苷主要结合于一分子酶的单一结合位点。

３）酶构象变化的证据：同步与三维荧光光谱
结果表明，芒果苷的结合显著改变了胰脂肪酶中

Ｔｙｒ和Ｔｒｐ残基（尤其是 Ｔｒｐ）的微环境，使其极性
增强，并诱导了蛋白质局部及整体构象的调整。

ＡＴＲＦＴＩＲ光谱进一步印证，相互作用导致了胰脂

肪酶酰胺Ｉ带的变化，提示其二级结构相关谱带特
征可能发生扰动。这些构象扰动可能是酶活性受

损的结构基础。

４）分子层面的作用机制：分子对接模拟从原
子水平揭示了作用细节。芒果苷以较低的结合自

由能（－６８３３ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１）结合于胰脂肪酶活性中
心附近的疏水口袋。其结合模式涉及与 ＶＡＬ２１０、
ＩＬＥ２０９等残基的广泛疏水接触，以及与 ＧＬＵ２２、
ＣＹＳ１８１、ＧＬＮ１８３等关键残基形成的氢键网络。这
种结合位置可能通过空间位阻效应部分阻碍底物

通道，或通过变构效应影响催化中心的几何构象，

从而实现对胰脂肪酶活性的抑制。

综上所述，本研究表明芒果苷可通过以氢键和

范德华力为主导、疏水相互作用协同参与的非共价

结合方式，与胰脂肪酶形成稳定的复合物，并诱导

酶发生构象变化，最终导致其催化活性降低。这为

将芒果苷开发为一种基于天然产物的胰脂肪酶抑

制剂，用于辅助体重管理和肥胖防治，提供了坚实

的体外实验证据与分子机制理论基础。未来研究

可进一步聚焦于芒果苷在动物模型中的降脂功效

及安全性评价，以推动其向实际应用转化。

４　讨论

本研究系统阐明了芒果苷抑制 ＰＬ的体外效
应与分子机制，但仍存在一定局限：首先，酶抑制动

力学类型（竞争性、非竞争性或混合型）尚未明确，

需通过详细的底物浓度梯度实验予以确定；其次，

本研究的热力学分析仅基于２个温度点的数据，虽
能揭示基本趋势，但在统计稳健性上存在局限，未

来研究可通过设置更多温度梯度，并结合等温滴定

量热等直接测量技术，以获取更精确可靠的热力学

参数；再次，分子对接预测的关键相互作用残基缺

乏直接的实验验证；最后，体外实验结论需在细胞

及动物模型中得到功效与安全性的综合评价。

基于此，未来研究可围绕以下方向展开：１）开
展系统的酶动力学研究，明确抑制类型；２）结合定
点突变或荧光偏振等技术，验证关键结合残基；３）
利用动物肥胖模型，评价芒果苷的体内降脂效果及

长期安全性；４）基于本研究的结构机制关系，对芒
果苷进行结构修饰或衍生物筛选，以期获得活性更

高、溶解性更好的先导化合物。

综上所述，本研究证实芒果苷是一种有效的猪

胰脂肪酶抑制剂。其通过以氢键和范德华力为主
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导的非共价作用，结合于酶活性中心附近的疏水区

域，并诱导胰脂肪酶发生局部微环境改变及二级结

构重排，最终导致酶活性降低。该研究从分子水平

揭示了芒果苷作为天然胰脂肪酶抑制剂的作用机

制，为其在体重管理和肥胖防治领域的应用开发提

供了坚实的理论基础。
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