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摘要	 目的：基于香豆素类化合物与胃蛋白酶相互作用的研究，探讨香豆素类化合物对胃蛋白酶活性的

影响，可能与胃部疾病治疗存在潜在的关系。方法：采用紫外-可见光谱法及福林酚法，以牛血红蛋白为

底物，分别用香豆素、4-羟基香豆素、7-羟基香豆素、7-羟基-4-甲基香豆素作为干扰剂与胃蛋白酶混

合，测定胃蛋白酶在540 nm处的吸光度值，计算胃蛋白酶表观酶活；在香豆素类化合物-胃蛋白酶体系中

添加抗坏血酸，研究抗坏血酸对各体系中胃蛋白酶活性的影响；同时采用紫外-可见光谱法对香豆素类化

合物与牛血红蛋白的相互作用光谱特征进行测定。结果：随着香豆素类化合物浓度增加，胃蛋白酶表观

酶活呈降低趋势，但趋势略有不同。4-羟基香豆素、7-羟基香豆素、7-羟基-4-甲基香豆素、香豆素对

胃蛋白酶的抑制率分别为10.15%～35.92%、7.27%～12.14%、10.58%～29.29%、13.88%～47.13%。添加抗

坏血酸的4-羟基香豆素、7-羟基香豆素和7-羟基-4-甲基香豆素体系与未添加抗坏血酸的香豆素类化合

物-胃蛋白酶体系相比，胃蛋白酶表观酶活进一步降低，而添加抗坏血酸的香豆素-胃蛋白酶体系与未添

加抗坏血酸的香豆素-胃蛋白酶体系相比，胃蛋白酶表观酶活增加。结论：4个香豆素类化合物对胃蛋白

酶活性有抑制作用。抗坏血酸在4-羟基香豆素、7-羟基香豆素和7-羟基-4-甲基香豆素与胃蛋白酶体系

中起到抑制胃蛋白酶的作用，而在香豆素-胃蛋白酶体系中起到了促进胃蛋白酶活性的作用。4个香豆素

类化合物与牛血红蛋白也存在相互作用，进而对胃蛋白酶活性产生了间接的影响。
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Abstract   Objective:  Based on the study of the interaction between coumarin compounds and pepsin, to 
investigate the effect of coumarin compounds on pepsin activity, which may have potential relationship with 
the treatment of stomach diseases. Methods: Using UV visible spectroscopy and Folin phenol method, bovine 
hemoglobin was used as substrate, coumarin, 4-hydroxy-coumarin, 7-hydroxy-coumarin and 7-hydroxy-4-
methyl-coumarin were used as interference agents to mix with pepsin. The absorbance values of pepsin at 540 
nm were determined, and the apparent enzyme activity of pepsin was calculated. The effects of ascorbic acid on 
pepsin activity in coumarin compounds-pepsin systems were studied by adding ascorbic acid. The interaction 
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胃蛋白酶是人体消化道中重要的消化酶，其活

性与人体消化功能及多种消化道疾病密切相关[1-2]。

胃蛋白酶是由326个氨基酸残基构成，是一种非特

异性的肽链内切酶，可水解多种蛋白质。胃蛋白酶

是由胃蛋白酶原在pH 2.0左右条件下，N端约25个

氨基酸残基从肽链上水解下来被激活而成，因此，

胃蛋白酶只有在酸性条件下才能发挥作用[3]。胃蛋

白酶被认为是胃部疾病的主要攻击因子，胃酸分泌

与胃蛋白酶活性在一定范围内呈正相关，一般胃

酸分泌高的疾患，胃蛋白酶的活性增高[4]。影响胃

蛋白酶活性的因素主要包括温度、pH值、金属离

子，以及一些小分子物质与胃蛋白酶的相互作用。

药物与胃蛋白酶的作用及对胃蛋白酶性质的影响，

对胃部疾病的药物治疗有一定的指导意义。尽管已

有一些研究关注药物小分子与胃蛋白酶相互作用或

对胃蛋白酶活性的影响[5-7]，但对于分子结构呈一

定变化的药物小分子对胃蛋白酶性质的影响及构效

关系研究尚未见报道。

香豆素类化合物广泛分布于高等植物中，是

芸香科和伞形科等中草药的主要有效成分，是一类

含有C6-C3骨架的化合物，由酪氨酸衍生而来，具

有多种药理活性，如抗HIV、抗氧化、抗炎、抗菌

等[8]。选取结构上呈一定变化的香豆素类化合物作

为胃蛋白酶活性的干扰剂，研究此类化合物对胃蛋

白酶性质影响的构效关系以及与胃部疾病治疗相

关的临床应用具有一定的指导意义。本文采用福林

酚试剂法[9]，以牛血红蛋白为底物，测定不同浓度

香豆素类化合物存在下胃蛋白酶表观酶活的变化，

讨论不同浓度香豆素类化合物对胃蛋白酶活性的

影响，研究香豆素类化合物与牛血红蛋白的相互作

用，探讨其对胃蛋白酶活性产生的间接影响。

抗坏血酸（维生素C）是具有抗氧化作用的有

机酸，具有预防动脉粥样硬化和癌症的作用，是人

体重要的微量元素[10]。在考虑人体环境的复杂性基

础上，在香豆素类化合物-胃蛋白酶体系中添加食

品中较常见的抗坏血酸，研究其作为联合干扰剂对

胃蛋白酶活性的影响。通过对上述体系的研究，探

讨几种香豆素类化合物联合抗坏血酸对于胃部疾病

治疗存在的潜在关系。 

1   仪器与试药
TU-1901型紫外可见分光光度计（北京普析

通用仪器有限责任公司），AE240S电子天平[梅特

勒-托利多仪器（上海）有限公司]，KQ2200E型超

声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司），25 μL

微量进样器（上海高鸽工贸有限公司）。

香豆素（分析纯，国药集团化学试剂有限

公司，批号：20140228）、4-羟基香豆素（纯

度98%，国药集团化学试剂有限公司，批号：

20140808）、7-羟基香豆素（纯度98%，国药集

团化学试剂有限公司，批号：20140227）、7-

羟基-4-甲基香豆素（纯度97%，国药集团化学

试剂有限公司，批号： 20141020）；福林酚试

剂（生化试剂，国药集团化学试剂有限公司，批

号：20141021）、L-酪氨酸（生物试剂，国药集

团化学试剂有限公司，批号：2014）、抗坏血酸

（分析纯，国药集团化学试剂有限公司，批号：

between coumarin compounds and bovine hemoglobin was determined by UV-VIS spectroscopy. Results: With 
the increase of coumarin compounds concentration, the apparent enzyme activity of pepsin decreased, but the 
trend was slightly different. The inhibition rates of 4-hydroxy-coumarin, 7-hydroxy-coumarin, 7-hydroxy-4-
methyl-coumarin and coumarin on pepsin were 10.15%-35.92%, 7.27%-12.14%, 10.58%-29.29% and 13.88%-
47.13%, respectively. Compared with the coumarin compounds-pepsin systems without ascorbic acid, the 
4-hydroxy-coumarin, 7-hydroxy-coumarin, 7-hydroxy-4-methyl-coumarin systems added with ascorbic acid 
further decreased the apparent enzyme activity of pepsin, while the coumarin-pepsin system with ascorbic acid 
increased the apparent enzyme activity of pepsin compared to the coumarin-pepsin system without ascorbic acid. 
Conclusion: Four kinds of coumarin compounds can inhibit pepsin activity. Ascorbic acid inhibits pepsin in 
4-hydroxy-coumarin, 7-hydroxy-coumarin, 7-hydroxy-4-methyl-coumarin and pepsin systems, while promoting 
pepsin activity in coumarin-pepsin system. Four coumarin compounds also interact with bovine hemoglobin, 
which indirectly affects pepsin activity.
Keywords:   coumarin; pepsin; apparent enzyme activity; ascorbic acid; spectral feature
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20140826）、胃蛋白酶（生物试剂，国药集团化

学试剂有限公司，批号：20150120）、牛血红蛋

白[生物试剂，Ruibio（美国）公司，进口分装，

批号：20150106]；浓盐酸（分析纯，天津市耀华

化学试剂有限责任公司，批号: 20141213）、氢氧

化钠（分析纯，天津市天大化工实验厂，批号：

20140912）、甲醇（分析纯，沈阳试剂厂，批号：

20140816）、超纯水（电导率=1.9 μs·cm-1）。

2   试验方法
2.1   胃蛋白酶活力的测定

试剂配制：（1）盐酸溶液：准确移取浓盐酸

0.8 mL于1 L容量瓶中，超纯水定容，得pH 2.0的盐

酸溶液，以pH计测定并确认其pH值；（2）酪氨

酸标准溶液：精密称取L-酪氨酸50 mg溶于50 mL

容量瓶中，盐酸溶液定容，得浓度为1 mg·mL-1

酪氨酸标准溶液；（3）胃蛋白酶溶液：准确称取

0.25 g胃蛋白酶于500 mL容量瓶中，盐酸溶液定

容，得浓度为0.5 mg·mL-1胃蛋白酶溶液；（4）1%

血红蛋白溶液：准确称取1 g牛血红蛋白于100 mL

容量瓶中，超纯水溶解并定容，配制过程中超声助

溶；（5）5%三氯乙酸溶液：准确称取10 g三氯乙

酸于200 mL容量瓶中，超纯水溶解并定容；（6）

10%氢氧化钠溶液：准确称取20 g氢氧化钠于200 mL

容量瓶中，超纯水溶解并定容。

采用福林酚试剂（DAB9）法[11-12]，以酪氨酸

标准溶液为对照。将3 mL酪氨酸标准溶液与5 mL

蒸馏水和10%氢氧化钠溶液1 mL混合，加入1 mL

福林酚试剂，显色15 min后，于540 nm处以空白

（3 mL蒸馏水代替酪氨酸标准溶液）为对照测定吸

光度。酶活测定采用1%牛血红蛋白溶液（5 mL）

做底物，与0.5 mg·mL-1胃蛋白酶溶液（1 mL）在

25 ℃水浴反应10 min，用5%三氯乙酸溶液6 mL终

止反应，过滤，取滤液3 mL与20 mL蒸馏水和1 mL

氢氧化钠溶液混合，加入1 mL福林酚试剂，显色

15 min后，于540 nm处以空白为对照测定生成酪氨

酸的量，以每分钟酶解血红蛋白生成1 μmol为一

个活力单位；空白对照为先在酶液中加入6 mL三氯

乙酸溶液，再加入5 mL底物溶液，按上述反应进

行。平行测试2组样品，取平均值。

2.2   香豆素类化合物对胃蛋白酶活性的影响

分别称取一定量的4个香豆素类化合物于10 mL

不同容量瓶中，甲醇溶解并定容，使其最终浓度均

为5.5×10-2 mol·L-1，备用。准确移取不同体积的

香豆素类化合物的甲醇溶液（5.5×10-2 mol·L-1）

于三角瓶中，高纯氮气将甲醇快速吹干，移取一

定量pH 2.0±0.1的盐酸溶液于三角瓶中，超声2～

3 min，并定容至200 mL，以此溶液为溶剂分别配

制胃蛋白酶溶液作为工作母液（5 mg·mL-1）备

用，参照表1移取胃蛋白酶母液，并用盐酸溶液

定容至50 mL，使各体系中香豆素类化合物与胃

蛋白酶的最终摩尔浓度比分别为0.2∶1、0.4∶1、

0.8∶1、1.0∶1和1.5∶1。胃蛋白酶活力测定同

“2.1”项。

表 1   香豆素类化合物 -胃蛋白酶体系构成

CD ∶ CP V-pepsin/mL V-D/μL

0 ∶ 1 5 0

0.2 ∶ 1 5 10

0.4 ∶ 1 5 20

0.8 ∶ 1 5 40

1.0 ∶ 1 5 50

1.5 ∶ 1 5 75

注：V-pepsin 表示胃蛋白酶溶液体积；V-D 表示香豆素类

化合物溶液体积；CD 和 CP 分别表示香豆素类化合物和胃

蛋白酶的摩尔浓度。

2.3   抗坏血酸对香豆素类化合物-胃蛋白酶体系中

胃蛋白酶活性的影响

分别在4个香豆素类化合物-胃蛋白酶溶液

中加入50 μL的抗坏血酸-盐酸溶液（5.5×10-2 

mol·L-1），抗坏血酸与胃蛋白酶摩尔浓度比为

1∶1。其他步骤同“2.2”项。

2.4   牛血红蛋白与香豆素类化合物作用的紫外可

见吸收光谱

分别称取一定量的4个香豆素类化合物于10 mL

不同容量瓶中，甲醇溶解并定容，使其最终浓度

均为5.5×10-2 mol·L-1，备用。准确称取3.5475 g

牛血红蛋白于200 mL容量瓶中，盐酸溶液溶解并

定容至刻度，得摩尔浓度为2.75×10-4 mol·L-1的

牛血红蛋白溶液，备用。参照表1中香豆素类化合

物移取的体积及“2.2”项方法，分别移取香豆素

类化合物甲醇溶液于三角瓶中并吹干甲醇，分别
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向三角瓶中加入10 mL牛血红蛋白溶液，超声分散

2~3 min，配制成香豆素类化合物与牛血红蛋白摩

尔浓度比分别为0∶1、0.2∶1、0.4∶1、0.8∶1、

1.0∶1、1.5∶1的溶液，并以含相同浓度的香豆素

类化合物的盐酸溶液为参比溶液，室温下测定其紫

外可见吸收光谱[13-14]。

3   数据处理方法
3.1   胃蛋白酶活性定量计算

本文所涉及各体系中胃蛋白酶活性的定量计

算依据如下公式：

胃 蛋 白 酶 的 表 观 酶 活 = （ 反 应 液 总 体 积 ×

1000×Ep）/（W×Es×滤液体积×反应时间）

式中Ep为反应后酶液吸光度，Es为酪氨酸标准

溶液的吸光度，W为1 mL所用酶液中含有酶的重

量（mg），滤液体积单位为mL，反应时间单位为

min，1000为1000 mg。

3.2   香豆素类化合物-牛血红蛋白相互作用

4个香豆素类化合物-牛血红蛋白相互作用表

征，通过比较牛血红蛋白于274 nm左右的吸收峰位

置及吸光度值变化，判断是否存在相互作用。

4   结果
4.1   香豆素类化合物对胃蛋白酶活性的影响

4.1.1   不同浓度香豆素类化合物对胃蛋白酶活性

的影响

将香豆素、7-羟基香豆素、7-羟基-4-甲基香

豆素、4-羟基香豆素分别与胃蛋白酶摩尔浓度比

为0∶1、0.2∶1、0.4∶1、0.8∶1、1.0∶1、1.5∶1

的溶液加入牛血红蛋白溶液中，依据福林酚试剂法

测定胃蛋白酶表观酶活，表观酶活变化趋势如图1

所示。随香豆素浓度的增大，胃蛋白酶表观酶活

整体呈降低趋势，而在CD∶CP为0.4∶1～1.0∶1范

围内，胃蛋白酶表观酶活变化较平缓，CD∶CP为

0∶1～0.4∶1以及1.0∶1～1.5∶1范围内表观酶活

下降趋势较明显。随着7-羟基香豆素浓度增加，

胃蛋白酶表观酶活呈波动性下降趋势。CD∶CP

为0.2∶1、0.4∶1、0.8∶1、1.0∶1和1.5∶1时胃

蛋白酶表观酶活均较0∶1时降低，而在CD∶CP为

0.4∶1～1.5∶1范围内，胃蛋白酶表观酶活发生波

动，在0.4∶1～0.8∶1及1.0∶1～1.5∶1区间出现

了小幅度上升趋势。与香豆素及7-羟基香豆素-

胃蛋白酶体系类似，在7-羟基-4-甲基香豆素-胃

蛋白酶体系中CD∶CP为0.2∶1、0.4∶1、0.8∶1、

1.0∶1、1.5∶1时胃蛋白酶表观酶活均较0∶1时

降低。随7-羟基-4-甲基香豆素浓度的增加，胃

蛋白酶表观酶活呈波动性下降趋势。在CD∶CP

为0∶1～0.8∶1以及1.0∶1～1.5∶1范围内，胃

蛋白酶表观酶活均呈下降趋势，而在CD∶CP为

0.8∶1～1.0∶1范围内出现了小幅度上升。随着4-

羟基香豆素浓度的增加，胃蛋白酶表观酶活呈总体

降低趋势，但在CD∶CP为0.2∶1～0.4∶1范围内表

观酶活变化较平缓。

a. 香豆素；b. 7- 羟基香豆素；c. 7- 羟基 -4- 甲基香豆素；d. 4- 羟基香豆素。

图 1   不同摩尔浓度 4个香豆素类化合物对胃蛋白酶表观酶活的影响
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4.1.2   不同浓度香豆素类化合物对胃蛋白酶表观

酶活的相对抑制率

参照文献[15]，以相同条件下不加香豆素类化

合物时的表观酶活力为100％，其余条件下测定

的酶活力换算成相对酶活，则抑制率I=（T-T'）/

T=1-T ' /T，其中T和T '分别代表无抑制剂和有抑

制剂时的表观酶活。不同摩尔浓度比例的香豆

素、7-羟基-4-甲基香豆素、7-羟基香豆素、4-

羟基香豆素抑制率结果见表2。随着香豆素浓度

的增大，香豆素对胃蛋白酶表观酶活的抑制率增

加，最小为0.2∶1时的13.88%，最大为1.5∶1时的

47.13%。7-羟基-4-甲基香豆素对胃蛋白酶表观

酶活的抑制率随浓度增大整体呈增加趋势，最小

为0.2∶1时的10.58%，最大为1.5∶1时的29.29%；

但在CD∶CP为1.0∶1时较0.8∶1时出现抑制率降低

情况。在CD∶CP为0∶1～0.4∶1、0.8∶1～1.0∶1

范围内，随着7-羟基香豆素浓度升高，对胃蛋白

酶表观酶活的抑制率增加；在0.4∶1～0.8∶1、

1.0∶1～1.5∶1范围内随着7-羟基香豆素浓度升

高，7-羟基香豆素对胃蛋白酶表观酶活的抑制

率降低。在CD∶CP为0.2∶1～0.4∶1范围内，随

着4-羟基香豆素浓度升高，对胃蛋白酶表观酶

活的抑制率降低；而在CD∶CP为0∶1～0.2∶1、

0.4∶1～1.5∶1范围内，随着4-羟基香豆素浓度升

高，对胃蛋白酶表观酶活的抑制率增加。综合表中

数据，对胃蛋白酶表观酶活的抑制率相对程度由大

到小排序：香豆素>7-羟基-4-甲基香豆素>4-羟基

香豆素>7-羟基香豆素。

4.2   抗坏血酸对香豆素类化合物-胃蛋白酶体系中

胃蛋白酶表观酶活的影响

将抗坏血酸分别加入不同摩尔浓度比例的7-

羟基-4-甲基香豆素-胃蛋白酶体系、7-羟基香

豆素-胃蛋白酶体系、4-羟基香豆素-胃蛋白酶体

系、香豆素-胃蛋白酶体系中，依据福林酚试剂

法，有/无抗坏血酸存在时胃蛋白酶表观酶活变化

趋势见图2。如图2(a)所示，在抗坏血酸存在时，随

着7-羟基-4-甲基香豆素浓度增加，胃蛋白酶表观

酶活发生变化，相对于CD∶CP为0∶1时，其他浓

度比例存在表观酶活升高或降低的波动性变化，胃

蛋白酶的表观酶活除在CD∶CP为0.8∶1时比无抗坏

血酸存在时高，其他浓度比例的胃蛋白酶表观酶活

均低于未添加抗坏血酸时的表观酶活。在有抗坏

血酸存在下，胃蛋白酶表观酶活随7-羟基-4-甲基

香豆素浓度增加的变化趋势较无抗坏血酸存在下

发生较大变化。如图2(b)所示，抗坏血酸存在时，

随着7-羟基香豆素浓度增加，表观酶活呈波动性

变化，数值先增后降，再增大。7-羟基香豆素-胃

蛋白酶体系中胃蛋白酶表观酶活在各CD∶CP比例

下均低于未添加抗坏血酸体系。在抗坏血酸存在

时，随着7-羟基香豆素浓度增加，胃蛋白酶表观

酶活变化趋势较无抗坏血酸时不同，波动更加明

显。如图2(c)所示，在抗坏血酸存在时，随着4-羟

基香豆素浓度增加，胃蛋白酶表观酶活先增后降，

在CD∶CP为0.2∶1时，胃蛋白酶表观酶活大于无抗

表 2   不同浓度香豆素类化合物对胃蛋白酶的相对酶活及表观酶活抑制率

香豆素 7-羟基-4-甲基香豆素 7-羟基香豆素 4-羟基香豆素

CD∶CP 相对酶活/% 抑制率/% 相对酶活/% 抑制率/% 相对酶活/% 抑制率/% 相对酶活/% 抑制率/%

0∶1 100 0 100 0 100 0 100 0

0.2∶1 86.12 13.88 89.42 10.58 91.85 8.15 89.65 10.35

0.4∶1 70.05 29.95 76.65 23.35 88.10 11.90 89.85 10.15

0.8∶1 66.96 33.04 73.34 26.66 90.96 9.04 83.24 16.76

1.0∶1 67.40 32.60 79.07 20.93 87.86 12.14 76.85 23.15

1.5∶1 52.87 47.13 70.71 29.29 92.73 7.27 64.08 35.92
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坏血酸存在的胃蛋白酶表观酶活，其他浓度比例的

胃蛋白酶表观酶活较无抗坏血酸存在时低。在抗

坏血酸存在，CD∶CP为1.5∶1时，胃蛋白酶表观酶

活明显降低。如图2(d)所示，在抗坏血酸存在时，

香豆素-胃蛋白酶体系中胃蛋白酶表观酶活变化趋

势与其他3种体系不同，随着香豆素浓度增加，香

豆素-胃蛋白酶体系表观酶活呈波动性变化，除

CD∶CP为0∶1时，其余各CD∶CP点的胃蛋白酶表

观酶活高于未添加抗坏血酸体系的胃蛋白酶表观酶

活，呈促进酶活作用。

a. 7- 羟基 -4- 甲基香豆素；b. 7- 羟基香豆素；c. 4- 羟基香豆素；d. 香豆素。

图 2   有 / 无抗坏血酸存在时不同浓度 4个香豆素类化合物对胃蛋白酶表观酶活的影响

4.3   抗坏血酸对胃蛋白酶表观酶活的影响

为明确香豆素类化合物与抗坏血酸对胃蛋白酶

活性的联合作用，单独考察抗坏血酸对胃蛋白酶表

观酶活的影响，其吸光度及表观酶活结果见表3，

随着添加抗坏血酸体积的增加，胃蛋白酶的表观酶

活逐渐降低。

4.4  香豆素类化合物与牛血红蛋白作用的光谱特征

配制4-羟基香豆素-、7-羟基-4-甲基香豆

素-、7-羟基香豆素-、香豆素-的牛血红蛋白不同

摩尔浓度比的溶液，分别以含对应浓度的香豆素

类溶液为参比，用紫外-可见分光光度计进行光谱

扫描，光谱图见图3。随着4-羟基香豆素浓度的增

加，牛血红蛋白的特征峰出峰位置较无4-羟基香

豆素时由274 nm发生了不同程度的红移（向长波方

向移动），且特征峰值也存在一定程度的变化；随

着4-羟基香豆素与牛血红蛋白摩尔浓度比例的增

表 3   添加不同体积抗坏血酸的胃蛋白酶表观活性

抗坏血酸添加量 /μL
吸光度值 (A)

A 胃蛋白酶表观酶活 /（PE·g-1）
A1 A2 A3

0 0.143 0.151 0.160 0.151 75.550

2.5 0.105 0.103 0.104 0.104 51.911

5.0 0.095 0.090 0.091 0.092 45.920

7.5 0.081 0.082 0.075 0.079 39.430
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a. 4- 羟基香豆素；b. 7- 羟基 -4- 甲基香豆素；c. 7- 羟基香豆素；d. 香豆素。

图 3   4 个香豆素类化合物与牛血红蛋白相互作用呈现的紫外光谱图

5   讨论
本文采用胃蛋白酶、香豆素类化合物、抗坏

血酸为研究对象，参考相关文献的试验方法，研究

有/无抗坏血酸存在时香豆素类化合物对胃蛋白酶

的活性影响，以及体系中可能对胃蛋白酶活性产

生间接影响的香豆素类化合物与牛血红蛋白的相

互作用。

5.1   香豆素类化合物对胃蛋白酶活性影响

不同浓度的4个香豆素类化合物对胃蛋白酶活

性均有抑制作用。图1(a)显示香豆素-胃蛋白酶摩

尔浓度比从0∶1～0.4∶1变化为较明显的线性下降

趋势，0.4∶1～1.0∶1范围变化较为平缓，胃蛋白

酶活性几乎未发生变化，1.0∶1～1.5∶1范围胃蛋

白酶活性又发生明显下降趋势；图1(b)中7-羟基香

豆素-胃蛋白酶摩尔浓度比0.4∶1～1.5∶1区间内

胃蛋白酶活性发生波动性变化，但总体为下降趋

势；图1(c)、图1(d)的趋势与图1(a)相似，胃蛋白酶

活性有较明显下降趋势，即7-羟基-4-甲基香豆素

和4-羟基香豆素对胃蛋白酶活性表现为一定程度

的抑制作用。胃蛋白酶表观酶活相对不规律的变化

趋势可能是4个香豆素类化合物与胃蛋白酶较为复

杂的相互作用所导致[16]。

加，牛血红蛋白在274 nm左右的波峰发生了移动，

且特征峰强度变化并不与4-羟基香豆素浓度的增

加呈对应关系。如图3(b)，随着7-羟基-4-甲基香

豆素浓度增加，牛血红蛋白特征峰值发生不同程度

变化，CD∶CP为0.2∶1、0.8∶1和1.0∶1时发生红

移，而在1.5∶1时发生蓝移（向短波方向移动），

0.4∶1时出峰位置未变化；牛血红蛋白在274 nm

处的特征峰位置发生变化，与4-羟基香豆素体系

类似，特征峰吸光度值不随7-羟基-4-甲基香豆素

浓度增加呈对应关系。由图3(c)可看出，7-羟基香

豆素-牛血红蛋白相互作用的牛血红蛋白在274 nm

左右处特征峰总体趋势较未加入7-羟基香豆素表

现为红移（274 nm变化至279 nm），且特征峰吸

光度值不随7-羟基香豆素浓度增加呈对应关系。

如图3(d)所示，CD∶CP为0.2∶1、0.4∶1、0.8∶1

和1.0∶1时，牛血红蛋白的特征峰均发生红移

（274 nm变化至280 nm），而在1.5∶1时发生少量

蓝移。牛血红蛋白在274 nm左右处特征峰随香豆素

浓度增加发生不同程度变化，且其吸光度值不随香

豆素浓度增加呈规律性变化。
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由表2可见，当香豆素与胃蛋白酶摩尔浓度比

为1.5∶1时，胃蛋白酶的表观酶活下降到不加香

豆素时的52.87％，香豆素对胃蛋白酶活性的抑制

率为47.13％；当7-羟基-4-甲基香豆素与胃蛋白

酶摩尔浓度比为1.5∶1时，胃蛋白酶的表观酶活

下降到不加7-羟基-4-甲基香豆素时的70.71％，

7-羟基-4-甲基香豆素对胃蛋白酶活性的抑制率为

29.29％；当7-羟基香豆素与胃蛋白酶摩尔浓度比

为1.5∶1时，胃蛋白酶的表观酶活下降到不加7-羟

基香豆素时的92.73％，7-羟基香豆素对胃蛋白酶

活性的抑制率为7.27％；当4-羟基香豆素与胃蛋

白酶摩尔浓度比为1.5∶1时，胃蛋白酶的表观酶活

下降到不加4-羟基香豆素时的64.08％，4-羟基香

豆素对胃蛋白酶活性的抑制率为35.92％。由此可

见，7-位取代基的香豆素类化合物对胃蛋白酶活

性抑制率相对较低，4-位取代基以及无取代基香

豆素类化合物对胃蛋白酶活性抑制率相对较高；进

一步说明，4个香豆素类化合物与胃蛋白酶活性抑

制率之间存在一定的构效关系，不同香豆素类化合

物对胃蛋白酶表观酶活抑制率的差异可能与取代基

的个数、位置和种类相关，这也可能是导致香豆素

类化合物与胃蛋白酶作用强度或作用方式不同的原

因之一。

5.2   抗坏血酸对香豆素类化合物-胃蛋白酶体系的

影响作用

由图2(a)可知，在抗坏血酸存在下，除摩尔浓

度比为0.8∶1的体系，7-羟基-4-甲基香豆素-胃蛋

白酶体系中胃蛋白酶表观活性均低于不含抗坏血酸

的相应体系；图2(b)显示，抗坏血酸存在下各摩尔

浓度比的7-羟基香豆素-胃蛋白酶体系中胃蛋白酶

表观酶活均低于不含抗坏血酸的相应体系；从图2(c)

可知，除摩尔浓度比为0.2∶1的体系，含有抗坏

血酸的4-羟基香豆素-胃蛋白酶体系中胃蛋白酶表

观酶活均低于不含抗坏血酸的相应体系；图2(d)显

示，除摩尔浓度比为0∶1的体系，含有抗坏血酸的

香豆素-胃蛋白酶体系中胃蛋白酶表观酶活均高于

不含抗坏血酸的相应体系。单独考察抗坏血酸对胃

蛋白酶活性影响，结果显示结合抗坏血酸的胃蛋

白酶表观活性均低于不含抗坏血酸的胃蛋白酶。表

明抗坏血酸对除香豆素-胃蛋白酶体系以外的3个

香豆素类化合物-胃蛋白酶体系中的胃蛋白酶活性

均有抑制作用，其单独对于胃蛋白酶活性也有抑制

作用；说明抗坏血酸加入后，其自身与4个香豆素

类化合物对胃蛋白酶活性产生了交互作用，存在较

为复杂的协同抑制以及拮抗或加强作用。抗坏血酸

对于香豆素-胃蛋白酶体系中胃蛋白酶活性产生增

强作用，其原因可能为香豆素与抗坏血酸之间发生

不同于与其他3个香豆素类化合物的分子间相互作

用，形成了酶活促进剂作用的复合物[5-6]，总体表

现为对胃蛋白酶活性的促进或增强作用。

5.3   香豆素类化合物与血红蛋白结合作用

在本研究体系中，4个香豆素类化合物对胃蛋

白酶活性均具有不同程度的抑制作用；此外，含有

香豆素类化合物的胃蛋白酶加入牛血红蛋白后构成

的多元体系中，可能存在游离未结合的香豆素类化

合物，而这些化合物与牛血红蛋白也可能存在相互

作用，影响胃蛋白酶对牛血红蛋白的水解过程，使

其表观酶活受到一定程度的影响，因此，可通过采

用紫外可见光谱手段考察香豆素类化合物与血红蛋

白之间是否存在对胃蛋白酶活性产生影响的相互作

用。由图3可知，药物与牛血红蛋白摩尔浓度比分

别为0.2∶1、0.4∶1、0.8∶1、1.0∶1、1.5∶1的体

系中牛血红蛋白的吸收光谱特征峰在λ=274 nm附

近，且随着香豆素类化合物浓度增加，牛血红蛋白

的特征吸收峰发生不同程度的移动，说明牛血红蛋

白的微环境（亲/疏水性）发生变化，牛血红蛋白

与4个香豆素类化合物之间发生相互作用，生成复

合物，致使牛血红蛋白的主链构象发生变化[10]，对

牛血红蛋白的生理活性产生影响，具体影响需进一

步研究，此影响结果会对胃蛋白酶活性产生间接作

用，可能会影响胃蛋白酶对牛血红蛋白的水解程度

和方式。

6   结论
综上所述，香豆素、7-羟基香豆素、4-羟基

香豆素、7-羟基-4-甲基香豆素对胃蛋白酶活性产

生抑制作用，对胃蛋白酶表观酶活的抑制率由大到

小排序：香豆素>7-羟基-4-甲基香豆素>4-羟基香

豆素>7-羟基香豆素，对胃酸分泌具有抑制作用，

对胃黏膜会产生保护作用，可促进胃酸分泌过多类

型胃部疾病的治疗；在抗坏血酸存在时，7-羟基

香豆素、4-羟基香豆素、7-羟基-4-甲基香豆素加

入后大部分浓度范围内对胃蛋白酶活性产生抑制作

用。相反，联合抗坏血酸的香豆素对胃蛋白酶活性

产生促进作用，不利于胃酸分泌过多类型胃部疾病
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的恢复与治疗。基于紫外可见吸收光谱，香豆素、

7-羟基香豆素、7-羟基-4-甲基香豆素、4-羟基香

豆素与牛血红蛋白之间存在不同程度的相互作用，

对牛血红蛋白的构像产生了影响，可能影响了胃蛋

白酶对牛血红蛋白的水解程度和方式，对胃蛋白酶

活性产生间接影响。香豆素类化合物应用于疾病治

疗的毒理学作用尚需进一步研究。
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