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摘  要: 目的  探讨 β-伴大豆球蛋白(β-conglycinin, 7S)和大豆球蛋白(glycinin, 11S)对猪胰 α-淀粉酶(porcine 

pancreatic α-amylase, PPA)的抑制动力学特征。方法   通过测定半抑制浓度 (half maximal inhibitory 

concentration, IC50), 结合 Cornish-Bowden 方程和 Dixon 方程, 对 7S 和 11S 对 PPA 的抑制类型及抑制作用

进行阐述。结果  7S 对 PPA 的抑制作用属于混合型竞争性抑制, 而 11S 对 PPA 抑制作用主要是竞争性抑

制。7S 和 11S 的竞争性抑制常数(competitive inhibition constants, Kic)分别为 3.958 mg/mL 和 37.083 mg/mL, 

7S 的反竞争性抑制常数(uncompetitive inhibition constants, Kiu)为 37.394 mg/mL。7S 的 IC50 值为 49.771 mg/mL。

7S 的 Kic 比 Kiu 小, 这说明 7S 与游离的猪胰 α-淀粉酶结合更密切, 而与淀粉和 PPA 形成的中间产物结合较

为疏松。结论  7S 和 11S 均通过抑制淀粉酶的活性来达到延缓淀粉类食品消化的目的, 而且 7S 对猪胰 α-

淀粉酶抑制作用更强。 
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Mechanism of inhibitory on porcine pancreatic α-amylase activity by 
β-conglycinin and glycinin based on kinetic analysis 
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ABSTRACT: Objective  To investigate the inhibitory kinetic characteristics of porcine pancreatic α-amylase (PPA) 

by β-conglycinin (7S) and glycinin (11S). Methods  The inhibitory types and effects of 7S and 11S on PPA were 

described by measuring the half maximal inhibitory concentration (IC50) and combining with Cornish-Bowden 

equation and Dixon equation. Results  The inhibitory effect of 7S on PPA belonged to mixed competitive inhibition, 

while the inhibitory effect of 11S on PPA was mainly competitive inhibition. The competitive inhibition constants 
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(Kic) of 7S and 11S were 3.958 mg/mL and 37.083 mg/mL, respectively, and the uncompetitive inhibition constants 

(Kiu) of 7S was 37.394 mg/mL. The IC50 value of 7S was 49.771 mg/mL. The Kic of 7S was smaller than that of Kiu, 

which indicated that 7S bound more closely to free porcine pancreatic α-amylase, but loosely bound to the 

intermediates formed by starch and PPA. Conclusion  Both 7S and 11S achieve the purpose of delaying the 

digestion of starchy foods by inhibiting the activity of amylase, and 7S has a stronger inhibitory effect on porcine 

pancreatic α-amylase. 

KEY WORDS: β-conglycinin; glycinin; porcine pancreatic α-amylase; inhibition kinetics 
 
 

0  引  言 

血糖生成指数(glycemic index, GI)是用来反映人体摄

入食物后所引起的血糖升高程度的指标, 高 GI 食物的过

量摄入会增加代谢综合症发生的风险, 包括肥胖、心血管

疾病、II 型糖尿病[1]。低 GI 食物可以改善代谢[2], 将葡萄

糖缓慢地释放到血液中, 促使血糖和胰岛素的含量缓慢升

高, 以减缓消化和吸收速度, 从而减弱机体对胰岛素的响

应程度, 有助于血糖稳定[3]。将富含碳水化合物的食物按

照 GI 高低可以分为三类: 低 GI 食品, GI≤55; 中 GI 食品, 

55<GI≤70; 高 GI 食品, GI＞70。淀粉的消化速率对食品

的 GI 值有影响[4], 其中慢消化淀粉和抗性淀粉含量高的食

品属于低 GI 食品。 

淀粉类食品是常见的碳水化合物[5], 淀粉与蛋白质作

为食物体系中的两大典型组分, 二者的相互作用能够降低

淀粉消化率[6]。通过食用蛋白质含量较高的淀粉类主食可

对淀粉消化性的调节起到重要作用, 从而有效减少肥胖症

和 II 型糖尿病的发病风险[7‒10]。研究表明, 内源蛋白和外

源蛋白均会对淀粉的消化酶解特性产生影响。外源蛋白对

淀粉的体外消化性影响主要体现在: (1)外源蛋白在淀粉

颗粒表面形成吸附或者包埋, 进而降低酶对淀粉的接触

和酶解[11‒13]; (2)蛋白与淀粉非共价结合降低了淀粉的消

化性[14‒15]; (3)蛋白以非催化的方式与淀粉酶分子结合, 抑

制酶对淀粉的催化酶解能力[16]。蛋白质的种类[5]、含量[17]

及聚合度[18]等都会对淀粉消化产生影响。 

前期研究表明 , 大豆蛋白对猪胰 α-淀粉酶 (porcine 

pancreatic α-amylase, PPA)存在抑制作用[19]。大豆蛋白的抑

制作用可能归因于其中的不同蛋白组分, 但其对 PPA 的抑

制机制尚待明确。因此本研究选用 β-伴大豆球蛋白

(β-conglycinin, 7S)和大豆球蛋白(glycinin, 11S)为原料, 通

过测定半抑制浓度(half maximal inhibitory concentration, 

IC50) 来研究 7S 和 11S 对 PPA 的抑制活性 , 结合

Cornish-Bowden 方程和 Dixon 方程探究其分子抑制机制以

及抑制类型, 为食品典型蛋白组分调控淀粉消化机制和含

蛋白质类的低 GI 碳水化合物饮食提供理论指导。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

马铃薯淀粉(食品级, 杭州普罗星淀粉有限公司); 大

豆分离蛋白(食品级, 润嬴生物科技有限公司); 无水乙醇、

氢氧化钠、盐酸、碳酸钠、麦芽糖(分析纯, 天津大茂化学

试剂厂 ); 4-羟基苯甲酰肼 (4-hydroxybenzoyl hydrazine, 

PAHBAH)、磷酸盐缓冲盐(phosphate buffer saline, PBS)(分

析纯)、猪胰 α-淀粉酶(10 U/mg)(美国 Sigma-Aldrich 公司)。 

1.2  仪器与设备 

MR Hei-Tec 磁力加热搅拌器(德国 HEIDOLPH 公司); 

DHG-9070A 电热恒温鼓风干燥机(上海齐欣科学仪器有限

公司); FA2104 电子天平(上海民桥精密科学仪器有限公司); 

MX-S 赛洛捷克混匀仪(美国 SCIOGEX 公司); 752N 紫外分

光光度计(上海仪电分析仪器有限公司); TG20-WSI 离心机

(湘麓离心机仪器有限公司); DF-101S集热式恒温加热磁力

搅拌器(上海予华仪器设备有限公司); WD-9415B型超声波

清洗器(上海齐欣科学仪器有限公司); MA35 水分测定仪

(赛多利斯仪器系统有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  7S 和 11S 的分离纯化 

将大豆蛋白用 15 倍体积去离子水完全溶解, 用浓度为

2 mol/L 的 NaOH 溶液将 pH 调节至 7.5, 调节转速为    

5000 r/min(此后离心操作转速不改变), 离心 30 min。取上清

液加 NaCO3 至 0.98 g/L, 用浓度为 2 mol/L 的 HCl 将 pH 调

至 6.4, 在 4 °C 冰箱中过夜。保持 4 °C, 离心 15 min, 沉淀

物为 11S。取上清液加 NaCl 调节浓度为 0.25 mol/L, 控制其

pH 为 5.0, 离心 30 min, 上清液用 2 倍冷冻的去离子水稀释, 

使 pH 降至 4.8, 离心 30 min, 得到的沉淀即为 7S[20]。 

1.3.2  7S 和 11S 的电泳分析 

参考王金梅[20]方法进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺

凝 胶 电 泳 (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis, SDS-PAGE)实验, 向 50 μL 蛋白样品(1%, 

w:V)中加入 12.5 μL 样品缓冲液, 上样前加热至 100 °C, 煮

沸 5 min。分离胶浓度为 10%, 浓缩胶浓度为 5%, 上样量

为 10 μL, 在恒流下进行电泳操作, 在浓缩胶中样品电流
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为 40 mA, 而进入分离胶后电流则需调为 80 mA。采用

0.5%考马斯亮蓝进行染色 1 h, 之后用甲醇乙酸脱色液(甲

醇:乙酸:水=1:1:8, V:V:V)进行脱色。 

1.3.3  7S 和 11S 对 α-淀粉酶的 IC50 测定 

准确称量马铃薯淀粉加入到 20 mL PBS 缓冲液中, 使

其溶液浓度为 20 mg/mL, 随后分别加入准确称量的

7S/11S, 其质量浓度分别为 2.5、5.0、10.0、20.0、40.0、

80.0 mg/mL。涡旋混匀后, 置于 100 °C 水浴中蒸煮 30 min, 

随后经冷却放置于 37 °C 恒温水浴中进行磁力搅拌。准确

移取 0.5 mL PPA (2 U/mL)加到离心管中, 充分涡旋, 置于

37 °C 恒温水浴中进行酶解反应并准确计时。分别于 4、8、

12 min 后, 移取 300 μL 的混合酶解液到 1.2 mL 0.5 mol/L

的 Na2CO3 中充分涡旋混匀, 终止酶解反应。得到的样品均

在 4000 g 的条件下离心 10 min 得到上清液。上清液中的

还原糖含量参考文献[21]的方法来进行测定。同时, 利用麦

芽糖标准曲线将吸光度值转换为还原糖浓度。 

1.3.4  7S 和 11S 抑制 α-淀粉酶动力学实验 

以不同浓度的蒸煮马铃薯淀粉为底物, 在不同浓度的大

豆球蛋白共存的条件下进行设计 7S 和 11S 抑制 α-淀粉酶动

力学实验。将 5 mL PBS 缓冲液(pH=7.2)加入到带盖离心管中, 

再准确称取适量的马铃薯淀粉和 7S/11S 加入离心管中, 得到

一系列的马铃薯淀粉溶液(5、10、20、30、40 mg/mL)和蛋白

溶液(2.5、5.0、10.0、15.0、20.0 mg/mL)。待充分涡旋混匀后

放于 100 °C 的水浴锅中恒温水浴蒸煮糊化 30 min, 取出后放

在 37 °C 水浴中以 180 r/min 进行磁力搅拌。加入 0.5 mL PPA 

(2 U/mL)充分涡旋后, 在 37 °C 恒定水浴中进行酶解反应, 于

4、8、12 min后, 移取300 μL的混合酶解液与1.2 mL 0.5 mol/L

的 Na2CO3 进行涡旋混匀以终止酶解反应。得到的样品均在

4000 g 的条件下离心 10 min 得到上清液。上清液中的还原糖

含量参考文献[21]的方法测定, 参照方法 1.3.3。 

运用 Dixon 方程和 Cornish-Bowden 方程来分析阐释

蛋白质对 PPA 的抑制机制和抑制类型。为了描述 7S 和 11S

对 PPA 的抑制机制, 采用 Dixon 方程分析初始反应速度(v)

与抑制剂浓度(i)的关系。以还原糖含量为纵坐标, 时间为

横坐标进行作图, 通过斜率可以得到初始反应速率(v)。通

过 Dixon 方程来计算竞争性抑制常数(Kic)和反竞争性抑制

常数(Kiu)。 

混合型抑制的 Dixon 方程见公式(1)。 

max

m
ic iu

(1 + ) + a(1 + )


v
v

i i
K

K K

         (1) 

其中 vmax 是最大初始速度, mg/(mLꞏmin); a 是淀粉浓度, 

mg/mL; Km 是米氏常数; 抑制剂浓度用 i 表示, mg/mL; 初

始反应速度用 v 表示, mg/(mLꞏmin)。 

方程两边同时取倒数得到公式(2), Dixon 方程可以表

示为 1/v 对 i 的线性图。通过包括 2 个或更多的淀粉浓度, 可

以推导出上述两个方程的 Kic=−i, 即 Kic 等于不同淀粉底物

浓度条件下所对应的各条曲线的交点的横坐标绝对值。 

m
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通过在多个淀粉浓度值下绘制 a/v 与 i 的关系来建立

一个 Cornish-Bowden 图。混合型抑制的 Cornish-Bowden

方程见公式(3)。 
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m
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(1 ) (1 )

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(3) 

将方程两边进行倒数如公式(4), a/v 对 i 的线性图对应

反应 Cornish-Bowden 方程。使用如上所示的相同计算方法, 

可以得出方程的 Kiu=−i, 其中 Kiu于不同淀粉底物浓度条件

下所对应的各条曲线的交点的横坐标绝对值。 

m

max ic max iu
(1 ) (1 )   

a K i a i

v v K v K
       

(4) 

1.3.5  统计分析 

所有数据至少 3 次重复, 并采用统计分析软件 SPSS

进行方差分析和显著性分析, 数据显著性差异 P<0.05。 

2  结果与分析 

2.1  7S 和 11S 的分子量比较 

7S 和 11S 的 SDS-PAGE 凝胶电泳图如图 1 所示。通

过与图 1 中 Marker 对比, 7S(伴球蛋白) 3 个亚基的位置在

泳带中清晰可见, 3 种亚基的分子量分别为: α'-(76 kDa), 

α-(72 kDa)和 β-(52 kDa~54 kDa)[22]。所以, 70 kDa 与 100 kDa

之间产生的 2 个条带分别是 α′和 α亚基; 54 kDa 与 55 kDa

之间产生的条带是 β 亚基。与 Marker 对比可知, 可以定

位 11S(大豆球蛋白)的酸性亚基和碱性亚基在泳带中的大

致位置, 酸性亚基的分子量在 37~42 kDa, 碱性亚基的分

子量在 17~20 kDa[23]。所以, 35 kDa 与 40 kDa 之间产生的

条带是酸性亚基, 15 kDa 与 25 kDa 之间产生的条带是碱

性亚基。由此可以验证 2 种蛋白分离纯化纯度较高, 且

11S 较 7S 的分子量更大。 

2.2  7S 对 PPA 的 IC50 结果分析 

7S 对 PPA 抑制作用曲线如图 2 所示。与空白对照体

系相比较, 不同质量浓度的 7S都在一定程度上降低了 PPA

的初始反应速率。7S 质量浓度越高, PPA 的初始反应速率

越小, 这表明抑制作用受 7S 质量浓度影响, 且逐渐增强, 

相同质量浓度的淀粉在不同质量浓度的蛋白抑制剂下的抑

制率随着蛋白质量浓度的增加而增加。马铃薯淀粉在不同

质量浓度 7S 下对应的抑制率分别为: 4.81%、0.29%、

9.21%、29.45%、50.74%和 57.72%。通过 SPSS 软件计算

得到 7S 的 IC50 为 49.771 mg/mL。与 7S 相比, 11S 对 PPA
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的抑制作用相对较弱。可能归因于 11S 和 7S 具有不同的

氨基酸组成、亚基组成和空间结构。11S 由分子量较大的

疏水性聚合体组成其表面疏水性指数显著高于 7S, 导致

11S 在 PBS 缓冲液中的溶解度低于 7S, 而未能与 α-淀粉酶

彻底反应。 

2.3  7S 对 PPA 的抑制动力学结果分析 

7S 和 11S 对 PPA 抑制作用的反应曲线如图 3 和图 4

所示。由图 3 和图 4 可知, 在蛋白质质量浓度相同的体系

中, 体系的反应速率受淀粉质量浓度的影响, 且质量浓度

越高作用越强。与空白组对照, 所设置浓度下的 7S 和 11S

都会导致淀粉酶的初始反应速率降低, 这就表明这 2 种蛋

白质能够降低 PPA 对淀粉的酶解速率。另外随着蛋白质量

浓度逐渐增加, 淀粉酶对淀粉的初始反应速率逐渐降低, 

这种现象表明蛋白对 PPA 的抑制作用在逐渐增强。 

 
 

注: α: α亚基; α': α'亚基; β: β亚基; A: 酸性亚基; B: 碱性亚基。 

图 1  7S 和 11S 的 SDS-PAGE 图谱 

Fig.1  SDS-PAGE of 7S and 11S 
 

 
 

注: 实验数据表明 11S 对 PPA 的抑制很弱, 故未对 IC50 进行拟合计算。A: 特定浓度马铃薯淀粉在不同质量浓度的 7S 下的初始反应速

率; B: PPA 在不同质量浓度的 7S 下的残留活性曲线; C: 在不同质量浓度的 7S 下相同浓度的淀粉对 PPA 下的抑制率。 

图 2  7S 对 PPA 抑制作用曲线 

Fig.2  7S inhibitory effects curve on PPA 
 

不同质量浓度的淀粉在不同质量浓度蛋白条件下的

反应初始速率如图 5 所示。7S 和 11S 对 PPA 抑制的 Dixon

方程和 Cornish-Bowden 方程如图 6 和 7 所示。7S 和 11S

对 PPA 抑制的 Dixon 方程和 Cornish-Bowden 方程动力学

特征值如表 1 所示。 

在图 6 和图 7 的 Dixon 方程和 Cornish-Bowden 方程

所做的图中, 7S 都有明显的交点, 说明 7S 对 PPA 的抑制作

用是包含竞争性抑制作用和反竞争性抑制作用的混合型竞

争性抑制。经计算得到 7S 的 Kic 为 3.958 mg/mL, 其 Kiu

为 37.393 mg/mL(表 1)。7S 的 Kic 小于 Kiu, 表明 7S 能够与

游离的 α-淀粉酶的结合更严密, 相比之下, 7S 与淀粉和

PPA 所形成的中间产物的结合则较弱[24‒25]。 

11S 的 Dixon 方程图中交点清晰可见, 而 Cornish- 

Bowden 方程所做的图中则是近乎平行的直线。分析得知, 11S

的抑制作用类型属于竞争性抑制。经计算得到 11S 的 Kic 为

37.083 mg/mL, Kiu 较大(表 1 中未列出)表明它与游离的 PPA

的连接更紧密, 与马铃薯淀粉形成相互竞争的关系[24‒25]。 

7S 是大豆蛋白的重要组成部分, 占大豆蛋白质含量的
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三分之一。其主要成分包含 α′, α和 β 3 种亚基, 通过疏水键

和氢键连接这 3 种亚基, 进而结合成三聚体[26]。11S 是种单

一蛋白质, 占大豆蛋白总量 25%~35%[27]。11S 是 1 种亚基

由无数个多肽构成拥有特定主体结构的六聚体蛋白分子。它

的空间结构是通过二硫键结合6个酸性亚基和6个碱性亚基

形成 2 个六边形环状结构。11S 中蛋氨酸含量低, 而赖氨酸

含量高。由分子量结果可知, 7S 较 11S 分子量较低。7S 经

蒸煮后, 蛋白分子展开, 因各种分子间作用力即氢键、静电

引力、二硫键、疏水作用等形成网络状结构, 形成具有一定

孔洞结构的凝胶[28‒29] 。蒸煮之后的 7S 结构变得松散因而

其内部的疏水性基团便暴露出来, 从而增加了与 PPA 相互

作用的几率。而 11S 在蒸煮过程中, 由于其疏水性, 变性后

依然不易溶于水[30]。因此, 蒸煮之后变性的 7S 更易与 PPA

结合, 即 7S 较 11S 对 PPA 的抑制作用更强。 

 

 
 

注: A1: 7S 蛋白质量浓度为 1.0 mg/mL; A2: 7S 蛋白质量浓度为 2.5 mg/mL; A3: 7S 蛋白质量浓度为 3.5 mg/mL; A4: 7S 蛋白质量浓度为 10 

mg/mL; A5: 7S 蛋白质量浓度为 15 mg/mL; A6: 7S 蛋白质量浓度为 20 mg/mL。 

图 3  不同质量浓度的 7S 对 PPA 抑制作用曲线 

Fig.3  Inhibition curves of PPA by different mass concentrations of 7S 

 

 
 

注: B1: 11S 蛋白质量浓度为 1.0 mg/mL; B2: 11S 蛋白质量浓度为 2.5 mg/mL; B3: 11S 蛋白质量浓度为 3.5 mg/mL; B4: 11S 蛋白质量浓度

为 10 mg/mL; B5: 11S 蛋白质量浓度为 15 mg/mL; B6: 11S 蛋白质量浓度为 20 mg/mL。 

图 4  不同质量浓度的 11S 对 PPA 抑制作用曲线 

Fig.4  Inhibition curves of PPA by different massconcentrations of 11S 
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注: A1 为不同质量浓度的淀粉在不同蛋白质量浓度 7S 下的反应初始速度; A2 为不同质量浓度的淀粉在不同蛋白质量浓度 11S 下的反应

初始速度。 

图 5  不同浓度的淀粉在不同蛋白质量浓度下的反应初始速度 

Fig.5  Start reaction velocity at different starch mass concentrations in the absence or presence of 7S (A1) and 11S (A2) 
 

 
 

注: B1 为 7S 对 PPA 抑制 Dixon 方程; B2 为 11S 对 PPA 抑制 Dixon 方程。 

图 6  7S 和 11S 对 PPA 抑制 Dixon 方程 

Fig.6  Dixon (insets) curves for PPA inhibition by 7S (B1) and 11S (B2) 

 

 
 

注: C1 为 7S 对 PPA 抑制 Cornish-Bowden 方程; C2 为 11S 对 PPA 抑制 Cornish-Bowden 方程。 

图 7  7S 和 11S 对 PPA 抑制 Cornish-Bowden 方程 

Fig.7  Cornish-Bowden (insets) curves for PPA inhibition by 7S (C1) and 11S (C2) 
 

表 1  7S 和 11S 对 PPA 抑制的 Dixon 方程和 Cornish-Bowden 方程动力学特征值 
Table 1  Kinetic characteristic values from Dixon and Cornish-Bowden equation for PPA inhibition by 7S and 11S 

蛋白质 抑制类型 Kic/(mg/mL) Kiu/(mg/mL) 1/Kic/(mL/mg) 1/Kiu/(mL/mg) IC50/(mg/mL) 

7S 混合型竞争性抑制  3.958 37.393 0.259 0.027 49.771 

11S 竞争性抑制 37.083 NA 0.027 0.012 NA 

注: NA 表示不适用。 
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7S 与 PPA 结合, 会抑制马铃薯淀粉与 PPA 的相互作

用, 从而对酶解反应产生竞争性抑制; 同时, 7S 还可以与

淀粉与PPA相互作用产生的中间产物结合形成三元复合物, 

从而形成反竞争性抑制。在混合型竞争抑制模型中, 而不

管马铃薯淀粉是否与 PPA 结合, 7S 均会与 PPA 结合。 

在本实验中, 7S对 PPA的抑制作用可能存在以下几种

抑制机制。首先, 7S 可能通过非共价作用力, 包括氢键、

共轭作用和疏水作用力等与 PPA 发生相互作用。PPA 的活

性位点(Asp197、Glu233 和 Asp300)可能会通过氢键能与

7S 中含有的羟基结合[31]。7S 中的 C=O 双键能够与 PPA 苯

环通过电子云离域的方式增强共轭作用, 可能改变 PPA 的

构象, 使 PPA 中的活性位点不能结合马铃薯淀粉。因此, 7S

对 PPA 构成竞争性抑制作用。其次, 推测 PPA 中还可能存

在二级碳水化合物结合位点, 这些非活性位点与活性位点

相距较远, 并会进一步与 7S 结合。已有文献证实非活性结

合位点具有特殊的功能, 能够加强酶对淀粉的水解[32]。当

7S 发生变性之后可能与这些非活性位点结合, 协同阻碍酶

对淀粉的水解。当马铃薯淀粉与 PPA 相互结合后, 可能会

改变 PPA 的空间构象, 因此形成的 PPA 与马铃薯淀粉复合

物会更易于与 7S 的某些部位结合。 

3  结  论 

本研究采用 Dixon 方程和 Cornish-Bowden 方程来探

讨 7S 和 11S 对 PPA 的抑制动力学。研究表明, 7S 对 PPA

的抑制类型为混合竞争抑制, 包括竞争抑制和反竞争抑

制。7S 与游离的 PPA 的结合比蛋白质与淀粉和 PPA 形成

的中间产物的结合作用更强。而 11S 对 PPA 的抑制作用属

于竞争性抑制。7S 和 11S 均可以抑制 PPA 的活性, 延缓淀

粉的消化, 且 7S 呈现出对 PPA 的更强的抑制作用。这些

研究结果对于碳水化合物限制饮食体系低 GI 食品开发和

以蛋白质为基础的功能食品的探究具有重要的实用价值。 
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