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原花青素和原儿茶酸对淀粉消化酶的
联合抑制作用

张　静1，焦洁帆2，云少君2，冯翠萍2，程菲儿2, *

（1.山西省卫生健康委监督检查中心，山西太原 030045；
2.山西农业大学食品科学与工程学院，山西太谷 030801）

摘　要：淀粉是人体获取能量主要来源，原花青素（Procyanidin，PC）和原儿茶酸（protocatechuic acid，PCA）等

天然产物能够控制淀粉的消化，从而达到降低餐后血糖的效果。本文通过抑制率测定、Lineweaver-Burk双倒数图

法、紫外光谱、荧光淬灭、等效线图解法和傅里叶红外光谱研究了 PC和 PCA对 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶的抑制

效果。结果表明：PC对 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶抑制的 IC50 值分别为 0.0524和 0.0106 mg/mL，PCA分别为

1.9426和 1.0667 mg/mL，PCA表现出更好的抑制能力；Lineweaver-Burk双倒数图法表明 PC和 PCA对 α-淀粉酶

的抑制为混合型抑制，对 α-葡萄糖苷酶的抑制分别为非竞争性抑制和竞争性抑制。与 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶的

结合主要依靠疏水键和氢键，通过改变酶氨基酸残基微环境，进一步改变酶结构。复配比例为 1:21时对 α-葡萄糖

苷酶的抑制效果最优，1:37时对 α-淀粉酶的抑制效果最优。两物质复配比例为 1:21时 CI小于 1，对 α-葡萄糖苷

酶表现出协同抑制作用；复配比例为 1:37时 CI小于 1，对 α-淀粉酶表现出协同抑制作用。本研究揭示了 PC和

PCA复合使用对淀粉消化酶的抑制作用机制，为开发天然降糖膳食补充剂作为健康食品辅料或药物开发提供一定

理论基础。
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Combined Inhibitory Effects of Procyanidins and Protocatechuic Acid
on Starch Digestive Enzymes
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Abstract： Starch  is  the  main  source  of  energy  for  the  human  body.  Natural  products  such  as  procyanidin  (PC)  and
protocatechuic acid (PCA) can reduce postp'ran'dial blood sugar by controlling the digestion of starch. The inhibition effects
of PC and PCA on α-amylase and α-glucosidase were studied using inhibition rate determination, Lineweaver-Burk double
reciprocal  diagram,  ultraviolet  spectroscopy,  fluorescence  quenching,  equivalent  mapping,  and Fourier  transform infrared
spectroscopy. The results  showed that  the IC50 values of PC for α-amylase and α-glucosidase inhibition were 0.0524 and
0.0106 mg/mL, respectively, and those of PCA were 1.9426 and 1.0667 mg/mL respectively, which showed that PCA had
better inhibition ability. The Lineweaver-Burk double reciprocal diagram showed that the inhibition of PC and PCA on α-
amylase  was  a  mixed  inhibition,  and  the  inhibition  on  α-glucosidase  was  non-competitive  inhibition  and  competitive
inhibition, respectively. The Binding of PC and PCA with α-amylase and α-glucosidase mainly depended on hydrophobic  
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and hydrogen bonds,  and further altered the enzyme structure by changing the microenvironment of amino acid residues.
The inhibitory effects on α-glucosidase were the best when the ratio of PC and PCA was 1:21, and the inhibitory effects on
α-amylase were optimal at 1:37. When the ratio of PC and PCA was 1:21, CI was less than 1, which showed a synergistic
inhibitory effect on α-glucosidase. When the compounding ratio was 1:37, CI was less than 1, which showed a synergistic
inhibitory  effect  on  α-amylase.  This  study  revealed  the  inhibitory  mechanism  of  the  combined  use  of  PC  and  PCA
on  starch-digesting  enzymes  and  would  provide  a  theoretical  basis  for  the  development  of  natural  hypoglycemic  dietary
supplements as health food excipients or drugs.

Key words：procyanidins；proceccatechuic acid；α-amylase；α-glucosidase；inhibition

随着居民膳食消费水平的提升，膳食结构也进

一步升级，居民饮食更加多样化[1]。膳食结构的不合

理会导致各种慢性病的发生，而餐后血糖水平的管理

对于降低胰岛素的损伤、保持人体健康具有重要作

用。淀粉类食物作为主食，其消化代谢是机体获取能

量的重要途径，其消化速率影响着餐后血糖水平。淀

粉的消化过程分为三个阶段：酶向淀粉扩散，酶向淀

粉吸附（即形成酶-淀粉复合物）和淀粉水解[2]。淀粉

首先被唾液淀粉酶部分水解，然后被胰腺 α-淀粉酶

水解为麦芽糖和麦芽三糖，接着在肠细胞刷状缘的表

面膜上被 α-葡萄糖苷酶水解为葡萄糖，通过葡萄糖

转运蛋白进入血液，被运送到目标器官供身体吸收[3]。

α-淀粉酶水解糖链中的 α-D-（1-4）-糖苷键从而产生

麦芽糖、麦芽糖三糖、麦芽糖四糖、麦芽糖糊精和葡

萄糖，α-葡萄糖苷酶催化双糖水解为单糖[4]。在淀粉

的整个消化过程中，α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉酶发挥

着关键的作用。因此，对上述两种淀粉消化酶的活性

进行抑制 ，能够降低淀粉的消化速率和生物

体对葡萄糖的利用度，进而减缓餐后血糖的上升速

度，餐后血糖升高异常会导致机体乏力、眩晕，长期

会导致心脑血管疾病的患病率增加[5]。

目前临床上降血糖常用的药物是阿卡波糖，作

为一种复合低聚糖，阿卡波糖具有与寡糖类似的结

构，这种结构使得其能与寡糖共同争夺位点，并能与

部分淀粉消化酶发生可逆性结合，使十二指肠和空肠

上部的单糖吸收缓慢，从而起到降低血糖的作用[6]。

但这种药物通常会引起胃肠道反应，与某些药物共

同服用时，还可能存在药物间相互作用，引起血糖

紊乱[3]。因此，基于天然产物开发的抑制剂则更加

安全。

天然产物中的多酚类、黄酮类和磷脂酸类已被

证明能够抑制上述两种淀粉消化酶的活性，因此在降

低血糖方面发挥着重要作用，如多酚类物质可以抑制

口腔及肠道中 α-淀粉酶的活性，通过降低餐后血糖

浓度发挥降血糖等功能[7−8]。原花青素（Procyanidin，
PC）作为一种由黄烷醇聚合而成的多酚类物质[9]，其

分布广泛，存在于许多植物的一些部位中，例如植物

的叶、花瓣中。研究表明蔓越莓、葡萄籽、高粱等植

物中 PC对于 α-淀粉酶的活性均有一定的抑制作

用[10−11]。此外，多酚类聚合物、黄酮类化合物、多糖

化合物以及生物活性肽亦被证明能够作为 α-葡萄

糖苷酶抑制剂（AGI）的天然物质[12−13]。原儿茶酸

（Proccatechuic acid，PCA）即 3,4-二羟基苯甲酸，是

一种酚酸物质，天然存在于许多蔬菜、水果以及某些

植物的叶中，是许多中药的有效活性成分，具有抗氧

化、抗肿瘤和神经保护作用[7]。但上述两种物质对淀

粉消化酶的联合抑制作用尚未见报道。

基于此，本研究通过抑制率测定、Lineweaver-

Burk双倒数图法、紫外光谱、荧光淬灭、等效线图解

法和傅里叶红外光谱等研究 PC和 PCA对 α-淀粉

酶和 α-葡萄糖苷酶的联合抑制作用，为天然降糖膳

食补充剂开发提供一定理论基础。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

PC、PCA、α-淀粉酶（50 U/mg）、4-硝基苯基-α-
D-吡喃葡糖苷（PNPG）、α-葡萄糖苷酶（250 U/9.5

mg）、阿卡波糖　上海源叶生物科技有限公司；玉米

淀粉　佛山市海天调味食品股份有限公司；3,5-二硝

基水杨酸、酒石酸钾钠、亚硫酸钠、苯酚、碳酸钠、磷

酸盐缓冲液、乙醇　国产分析纯。

Cary 60紫外可见分光光度计　安捷伦科技有

限公司；EX10202电子分析天平　奥豪斯仪器有限

公司；HH-B8数显恒温水浴锅　上海辰邦西仪器科

技有限公司；BRUKER TENSOR27傅里叶红外光谱

仪、Varioskan Flash  全波长扫描式多功能读数仪

　赛默飞世尔科技公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   PC和 PCA对 α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉酶抑制

效果测定　在测定样品对消化酶的抑制率时，通过

预实验，确定了溶剂和浓度梯度的范围选择。α-葡
萄糖苷酶抑制活性测定按照曹俊伟[14] 方法稍作改

变。将 PC、PCA和阿卡波糖浓度配制为 0.03125、

0.0625、0.125、0.25、0.5 mg/mL，在 405 nm处测定

其吸光度。

α-淀粉酶抑制活性测定参考黄克愁等[15] 的方

法，并做适当修改。将 PC、PCA和阿卡波糖浓度配

制为 0.05、0.1、0.2、0.4、0.8 mg/mL。使用酶标仪

于 540 nm处测定吸光值。实验分组为样品组即添

加淀粉消化酶，对照组即向抑制剂中添加 PBS缓冲

液。空白组及其对照组向其中加入蒸馏水而不是

PC和 PCA。用阿卡波糖作为参照分析。
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酶抑制率(%) =
[
1− (A1 −A2)

(A3 −A4)

]
×100 式（1）

其中：A1、A2、A3、A4 分别为样品组、样品对照

组、空白组和空白对照组的吸光度值。 

1.2.2   PC和 PCA对 α-葡萄糖苷酶抑制动力学　将

PC和 PCA均配制成浓度为 0、0.2、0.4、0.6、0.8 mg/

mL的溶液，α-葡萄糖苷酶溶液设置为 0.1、0.2、0.3、

0.4 U/mL。在 405 nm波长下测吸光值，通过葡萄糖

标准曲线算出反应的速率，对反应速率与 α-葡萄糖

苷酶浓度的关系进行分析。

将 pNPG配制成 1、1.5、2、2.5、3 mg/mL，计算

不同底物浓度和不同浓度 PC与 PCA下的酶促反应

速率。使用 Lineweaver-Burk方程确定 PC和 PCA

对 α-葡萄糖苷酶的抑制方式。 

1.2.3   PC和 PCA对 α-淀粉酶抑制动力学　将 PC

和 PCA均配制成浓度为 0、0.2、0.4、0.6、0.8  mg/

mL的溶液，α-淀粉酶溶液设置为 0.5、1、1.5、2 U/

mL。按上述方法来测 540 nm的吸光值，根据麦芽

糖标准曲线来算速率。根据 Lineweaver-Burk双倒

数曲线图，分析确定 PC与 PCA对 α-淀粉酶的抑制

类型。

Lineweaver-Burk方程：

1
V
=

1
Vmax

+
Km

Vmax

× 1
[S]

式（2）

其中，[S]指淀粉浓度（mg/mL）；V指反应速率

（mol/mL·s−1）；1/[S]当作坐标横轴，1/V为坐标纵轴，

即可做出 Lineweaver-Burk双倒数图。不同抑制剂

浓度下的双倒数直线得出斜率和截距，竞争抑制常

数 Ki 可根据斜率和 [I]作图得到，非竞争性抑制常

数 Kis 由截距和 [I]作图得出。公式如下：

斜率 =
Km

Vmax

+
Km [I]
VmaxKi

式（3）

截距 =
1

Vmax

+
[I]

VmaxKis

式（4）

竞争性抑制公式：

1
V
=

Km

Vmax

(
1+

[I]
Ki

)
1

[S]
+

1
Vmax

式（5）

非竞争性抑制公式：

1
V
=

Km

Vmax

(
1+

[I]
Ki

)
1

[S]
+

1
Vmax

(
1+

[I]
Kis

)
式（6）

其中，V指速率；Vmax 为最大反应速率（mol/

mL·s−1）；[S]指底物浓度（mg/mL）；[I]为 PC及 PCA

浓度（mg/mL）；Km 为米氏常数，Ki 和 Kis 分别为抑制

剂与酶和酶-底物复合物结合的平衡常数。 

1.2.4   PC和 PCA对 α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉酶的紫

外光谱分析　将 1 mL α-淀粉酶溶液（7 U/mL）、α-葡
萄糖苷酶浓度（0.1 U/mL）分别与 100 μL不同浓度

0.6、0.4、0.2、0.1、0.08 mg/mL的 PC溶液和不同浓

度 0.2、0.15、0.1、0.08、0.05 mg/mL PCA溶液混匀

进行反应，在 200~800 nm范围内进行紫外吸收光谱

扫描。 

1.2.5   PC和 PCA对 α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉酶的荧

光光谱测定　在 500 μL的 α-淀粉酶（7 U/mL）的溶

液中加入 50 μL不同浓度 0.6、0.4、0.2、0.1、0.08、
0 mg/mL的原花青素溶液和不同浓度 0.2、0.15、0.1、
0.08、0.05、0  mg/mL原儿茶酸溶液，根据 0浓度

的混合溶液分析研究，在电脑上设置发射波长

290 nm，激发波长 270 nm，波长范围在 290~500 nm
内对其扫描。

荧光猝灭常数表示为 Ksv，可由 Stern-Volmer方
程计算得出，以此判定 PC、PCA对酶的淬灭机理，公

式如下：

F0

F
= 1+Kqτ0 [Q] = 1+Ksv [Q] 式（7）

式中，F0 和 F分别为 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶

在不添加或添加 PC和 PCA时的荧光强度；[Q]为
两种抑制剂的浓度（mg/mL）；τ0 为荧光团的平均寿

命；Kq 为猝灭速率常数；Ksv 为猝灭常数。 

1.2.6   PC和 PCA对淀粉消化酶的联合抑制作用　

参照林海生等[13] 的方法。测定对 α-葡萄糖苷酶和

α-淀粉酶的 IC50 值。通过原花青素和原儿茶酸单独

抑制效率测定计算出对 α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉酶

的 IC50 值。根据两种物质的 IC50 值进行复配。对

于 α-葡萄糖苷酶抑制率的测定，将原花青素、原儿茶

酸配制成 0.03125、0.0625、0.125、0.25、0.5 mg/mL
溶液；对于 α-淀粉酶抑制率的测定，将原花青素、原

儿茶酸配制成 0.05、0.1、0.2、0.4、0.8 mg/mL溶液，

参照 1.2.1的方法进行联合抑制试验，通过 Chou-
Talalay药物联合指数 CI进行评价。通过 CI值的数

值大小，可以定量判断药物间相互作用的强度以及

性质（CI>1为拮抗作用，CI=1为相加作用，0.7<
CI<1为轻微协同作用，0.3<CI<0.7为协同作用，

C<0.3为强协同作用），CI公式如下：

CI =
(D)1

(Dx)1

+
(D)2

(Dx)2

式（8）

其中，（D）1 和（D）2 是复配系统中产生一定抑制

水平的抑制剂的剂量（mol/L）；（Dx）1 和（Dx）2 是添加

单个物质导致相同抑制水平的剂量（mol/L）。 

1.2.7   PC和 PCA对 α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉酶的傅

里叶红外光谱的影响　向 100 μL 0.6 mg/mL的 PC
与 0.2  mg/mL PCA溶液分别加入 1  mL 0.1  U/mL
的 α-葡萄糖苷酶溶液；向 100 μL 0.6 mg/mL的 PC
与 0.2 mg/mL PCA溶液分别加入 1 mL 7 U/mL的

α-淀粉酶溶液。取适量干燥的溴化钾，钨光灯下在玛

瑙研钵中研磨至细粉直到看不见晶体为止，取适量

的粉末用压片机压成透明均匀薄片，滴入 1滴待测

样液，进行红外光谱全波段扫描（400~4000 cm−1），得
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到 PC对 α-淀粉酶的红外光谱图。与上述方法相同

得到 PC对 α-葡萄糖苷酶、PCA对 α-淀粉酶、PCA
对 α-葡萄糖苷酶的红外光谱图。 

1.3　数据处理

实验重复三次。使用 Origin  2022、GraphPad
Prism 5软件绘图，使用 SPSS 27软件进行数据分

析，实验结果表示为平均值±标准偏差，P<0.05被认

为是显著差异。 

2　结果与分析 

2.1　PC和 PCA对 α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉酶抑制效

果测定

以阿卡波糖为阳性对照，不同浓度梯度的 PC
和 PCA对 α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉酶的抑制能力如

图 1所示。由图 1可知，PC对淀粉消化酶的抑制效

果最强，PCA相较于其他两种物质对两种酶的抑制

作用最小。PC和 PCA均随着浓度的增加而对淀粉

消化酶的抑制作用增强，这说明 PC和 PCA对酶活

性的抑制表现出剂量依赖性。 IC50 值可以量化

PC和 PCA对淀粉消化酶的抑制能力。运用 Graph-
Pad Prism 5软件，以 lgC为横坐标，抑制率为纵坐标

作图，得到不同抑制剂对两种酶的 IC50。通过计算

作图进行线性拟合，由图 1A可知 PC与 PCA对 α-
葡萄糖苷酶的 IC50 值分别为 0.0106和 1.0667 mg/
mL；由图 1B可知，PC和 PCA对 α-淀粉酶的 IC50

值分别为 0.0524和 1.9426 mg/mL。 

2.2　PC和 PCA对 α-葡萄糖苷酶的抑制类型

抑制剂可根据与酶结合位点的方式将其分成可

逆性和不可逆性两种。测定不同浓度下的酶活力，

以 α-葡萄糖苷酶浓度为横坐标，反应速率为纵坐标，

从图 2A和图 2B可以看出 PC和 PCA的不同浓度

均过原点，随着抑制剂浓度的增加，其斜率逐渐减

小，说明两种物质均为可逆性抑制剂。
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图 1    PC和 PCA对淀粉消化酶的抑制能力

Fig.1    Inhibitory capacity of PC and PCA on starch
digestive enzymes

注：A. PC与 PCA对 α-葡萄糖苷酶抑制率；B. PC和 PCA对
α-淀粉酶抑制率。
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图 2    PC和 PCA对 α-葡萄糖苷酶的抑制类型

Fig.2    Types of α-glucosidase inhibition by PC and PCA
注：A. PC对 α-葡萄糖苷酶的可逆抑制作用；B. PCA对 α-葡
萄糖苷酶抑制的可逆性；C. PC对 α-葡萄糖苷酶的抑制曲线；
D. PCA对 α-葡萄糖苷酶的抑制曲线。
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为了进一步了解抑制剂对淀粉消化酶的抑制

机理，1/[S]作为坐标的横轴，1/v作为坐标的纵轴，

得出的 Lineweaver-Burk图中直线的斜率表示为

Km/Vmax。直线与 y轴的交点即为 1/Vmax。由图 2中

可以看出 PC和 PCA不同浓度下曲线的分布情况，

由此确定出两种不同抑制剂对 α-葡萄糖苷酶的抑制

类型。根据图 2C可知，PC不同浓度的直线均相交

于 x负半轴一点，Km 值不随 PC浓度的改变而改变，

直线与 y轴的交点值即截距增加能够知道最大反应

速率 Vmax 减小。由此可知 PC对 α-葡萄糖苷酶的

抑制类型为非竞争性抑制。根据图 2D可知，不同浓

度 PCA的直线均与 y轴相交于一点也就是 Vmax 保

持不变，其斜率随着不同浓度 PCA的增大而增大即

Km/Vmax 增大，分析出 Km 值增大。可以看出 PCA对

α-葡萄糖苷酶的抑制作用类型属于竞争性抑制。 

2.3　PC和 PCA对 α-淀粉酶的抑制类型

图 3A和图 3B是以酶促反应速率为纵坐标对

α-淀粉酶的浓度做出的图，不同浓度下的 PC和

PCA经拟合的直线均过原点，且随着两种物质浓度

的增加，直线斜率逐渐下降，由此说明 PC对 α-淀粉

酶的抑制作用也是可逆性的。根据图 3C和图 3D

可知，PC和 PCA的双倒数曲线分别相交于第二象

限和第三象限，随着两种抑制剂浓度的增加，Km 值

与 Vmax 均随之改变，说明符合竞争性和非竞争性结

合的混合性抑制。

PC对 α-葡萄糖苷酶的抑制类型为非竞争性抑

制，分析其抑制方式为 PC与 pNPG之间不存在竞争

关系，能够结合酶的非活性中心位点。PCA对 α-葡
萄糖苷酶的抑制作用类型属于竞争性抑制，其与酶的

结合部位和底物与酶的复合物结合部位相似，因此与

底物共同竞争酶的活性位点。PC和 PCA对 α-淀粉

酶符合混合性抑制，其抑制剂的结构与底物结构具有

一定的相似性，既可以竞争底物与 α-淀粉酶的活性

位点形成复合产物，从而降低了酶的活性；也可以与

酶的非活性位点结合，同样能够降低酶的活性，从而

抑制 α-淀粉酶与底物淀粉结合生成葡萄糖[16]。 

2.4　PC和 PCA对 α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉酶的紫外

光谱分析

通过观察紫外光谱可以有效地分析抑制剂与酶

的活性位点相互作用的过程，了解酶的结构如何发生

变化[17]。如图 4所示，PC和 PCA对 α-葡萄糖苷酶

和 α-淀粉酶的最大吸收峰随着抑制剂浓度的增大发

生明显的蓝移现象。且随着两种抑制剂物质浓度的

增加，两种淀粉消化酶的吸收峰强度增大。

研究分析紫外光谱表明吸收峰强度具有一定的

依赖性，由于氨基酸残基色氨酸（Trp）和酪氨酸（Tyr）
的存在，α-淀粉酶在 280 nm附近有一个紫外吸收
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Fig.3    Types of α-amylase inhibition by PC and PCA
注：A. PC对 α-淀粉酶的可逆抑制作用；B. PCA对 α-淀粉酶
抑制的可逆性；C. PC对 α-淀粉酶的抑制曲线；D. PCA对 α-
淀粉酶的抑制曲线。
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峰，这主要是 α-淀粉酶的 B吸收带中 C=О键的 π-

π*跃迁引起的[18]。有研究表明，抑制剂与 α-淀粉酶发

生相互作用，改变了 α-淀粉酶氨基酸残基所处的微

环境，从而使其肽链延长，氨基酸残基暴露，亲水性增

强，引起吸收波长和吸收强度发生变化[19]，改变了氨基

酸残基周围的微环境，致使酶的构象发生变化[20−23]。 

2.5　PC和 PCA对 α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉酶荧光淬

灭作用

α-葡萄糖苷酶或者 α-淀粉酶中色氨酸残基的变

化可通过荧光强度和最大发射波长的变化进行分

析。淀粉消化酶的构象可以在激发波长 270 nm下

检测，进而反映两种抑制剂在不同浓度下对酶荧光强

度的淬灭作用[24]。

图 5A和图 5B表示在不同浓度下的 PC以及

PCA对 α-葡萄糖苷酶的荧光淬灭图。可以看出 α-

葡萄糖苷酶的荧光强度有依赖性，随着抑制剂浓度的

增加，荧光强度随之降低，且最大荧光波长发生了明

显的红移。图 5C和图 5D表示在不同浓度下的 PC

和 PCA对 α-淀粉酶的荧光淬灭图，同样可以看出其

浓度增加，荧光强度随之降低，最大荧光波长同样表

现出了明显的红移。荧光光谱说明 PC和 PCA

与酶结合能够淬灭淀粉消化酶的荧光，进一步证明其

结合部位上色氨酸残基的环境发生了变化[25−26]。两
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图 4    PC和 PCA对淀粉消化酶的紫外分光光谱

Fig.4    Ultraviolet absorption spectra of starch-digestive
enzymes by procyanidins and PCA

A. PC作用 α-葡萄糖苷酶的紫外吸收光谱；B. PCA作用 α-葡
萄糖苷酶的紫外吸收光谱；C. PC作用 α-淀粉酶的紫外吸收
光谱；D. PCA作用 α-淀粉酶的紫外吸收光谱。
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图 5    PC和 PCA对淀粉消化酶的荧光淬灭

Fig.5    Fluorescence spectra of PC and PCA on starch
digestive enzymes

注：A. PC对 α-葡萄糖苷酶的荧光光谱；B. PCA对 α-葡萄糖
苷酶的荧光光谱；C. PC对 α-淀粉酶的荧光光谱；D. PCA对
α-淀粉酶的荧光光谱。
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种抑制剂通过氢键及疏水作用力对淀粉消化酶发

生相互作用[27]。 

2.6　PC和 PCA对淀粉消化酶的联合抑制作用

根据图 6A可知，不同比例的 PC和 PCA的联

合使用对 α-葡萄糖苷酶的抑制效果均要强于阿卡波

糖的抑制效果。根据单个物质的 IC50 值确定原花青

素和原儿茶酸对 α-葡萄糖苷酶的联合抑制比例为

1:100；对 α-淀粉酶的联合抑制比例为 1:37。两种

浓度为 1:21联合作用时的抑制效果要比单个物质

的抑制效果较好。根据图 6B可知，在 PC和 PCA

物质浓度比为 1:37时对 α-淀粉酶的抑制效果强于

阿卡波糖。
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图 6    PC和 PCA联合作用研究

Fig.6    Inhibitory effect of procyanidins and PCA on starch digestive enzymes
注：A. PC与 PCA联合对 α-葡萄糖苷酶的抑制曲线；B. PC与 PCA联合作用对 α-淀粉酶的抑制曲线；C. PC与 PCA联合对 α-葡
萄糖苷酶的紫外吸收光谱研究；D. PC与 PCA联合对 α-淀粉酶的紫外吸收光谱；E. PC与 PCA联合对 α-葡萄糖苷酶的荧光光
谱；F. PC和 PCA联合作用下 α-淀粉的荧光光谱；G. PC与 PCA联合对 α-葡萄糖苷酶的红外光谱；H. PC与 PCA联合对 α-淀粉
酶的红外光谱。
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根据图 6C~图 6D所示，PC和 PCA联合作用

对 α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉酶的最大吸收峰值随着抑

制剂浓度的增大发生明显的蓝移现象，且随着两种复

配抑制剂物质浓度的增加，对 α-葡萄糖苷酶和 α-淀
粉酶的吸光度增大。通过测量联合物质的荧光强度

来分析两种物质联合作用下在不同浓度下对酶荧光

强度的淬灭作用。由紫外光谱分析可知复配抑制剂

与两种淀粉消化酶之间相互作用，推测两种淀粉消化

酶的肽键基团发生了跃迁，致使酶的构象发生变

化[28−31]。

图 6E表示在不同浓度下的 PC和 PCA联合作

用对 α-葡萄糖苷酶的荧光光谱图。随着复合抑制剂

浓度的增加，荧光强度随之降低，说明荧光光谱发生

明显的淬灭现象。且最大荧光波长发生了明显的红

移，α-葡萄糖苷酶的荧光强度呈一定的依赖性。

图 6F表示在不同浓度下的 PC和 PCA联合作用对

α-淀粉酶的荧光光谱图。随着抑制剂浓度的增加，

荧光强度同样随之降低，最大荧光波长也发生了明显

的红移。荧光光谱说明两种物质联合作用使得 α-葡

萄糖苷酶与 α-淀粉酶上的疏水键断裂，使氨基酸残

基暴露出来，导致酶的结构发生变化[28]。

由图 6G~图 6H可以看出第一个吸收峰波长范

围为 1500~2000 cm−1，该范围主要存在 C=N键，C=O

键等。第二个吸收峰波长范围为 2500~4000 cm−1，

该区域通常称为“氢键区”。由红外光谱分析推测

PC与 PCA以及联合物质对 α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉

酶主要作用于 C=N键，C=O键等。在 3400 nm处

的吸收峰的宽度改变推测抑制剂使酶的结构发生了

变化[32]。 

2.7　PC和 PCA对淀粉消化酶的联合抑制作用评价

由 2.6可知 PC:PCA=1:100时，α-葡萄糖苷酶

的 IC50 值为 0.097  mg/mL，PC:PCA=1:21时， IC50

值为 0.00099  mg/mL；PC:PCA=1:37时，α-淀粉酶

的 IC50 值为 0.00012  mg/mL，PC:PCA=1:21时值

为 0.10686 mg/mL。

根据药物联合指数公式求得 PC与 PCA浓度之

比为 1:100时 CI为 9.242，1:21时 CI为 0.094；PC

与 PCA浓度之比为 1:37时 CI为 0.002，1:21时 CI

为 2.094。

由 2.1和 2.6得出不同抑制剂对 α-葡萄糖苷酶

和 α-淀粉酶的 IC50 值见于上表 1。比较 IC50 值可

知，PC:PCA=1:21时的抑制效果要比单个物质的抑

制效果较好；PC:PCA=1:37时的抑制效果强于单个

物质的抑制效果。分析可能是 1:21比值下两种物

质联合作用更利于与 α-葡萄糖苷酶上的氨基酸残基

结合，提高了抑制剂与酶复合物的稳定性。PC与

PCA浓度之比为 1:37时 CI小于 1，对 α-淀粉酶表

现出协同抑制作用；两物质浓度之比为 1:21时

CI大于 1，对 α-淀粉酶表现出拮抗作用。 

3　结论
本文主要分析 PC和 PCA对淀粉消化酶的联合

作用，通过联合抑制实验可知，联合作用的抑制效果

优于单个物质。复配比例为 1:21时对 α-葡萄糖苷

酶的抑制效果最优；1:37时对 α-淀粉酶的抑制效

果最优。两物质复配比例为 1:21时 CI小于 1，对
α-葡萄糖苷酶表现出协同抑制作用；复配比例为

1:37时 CI小于 1，对 α-淀粉酶表现出协同抑制作

用。结果为此两种物质联合使用的效果提供了理论

依据，为开发天然降糖膳食补充剂提供了新思路。
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