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老鹰茶乙醇提取物对α-葡萄糖苷酶的抑制作用
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摘要:为探讨老鹰茶乙醇提取物对α-葡萄糖苷酶活性的抑制作用,以老鹰茶为材料,经乙醇浸提得乙醇提取物,并通过

高效液相色谱法对乙醇提取物主要成分进行分析,进而测定其对α-葡萄糖苷酶活性的影响.结果表明,老鹰茶乙醇提取

物主要活性成分为黄酮类物质,该提取物对α-葡萄糖苷酶活性有较强的抑制作用,其半抑制质量浓度(IC50)为0.12
mg/mL.进一步的酶动力学研究表明其抑制机理为可逆混合型抑制,对游离酶的抑制常数(KI)为0.058mg/mL,而对

酶-底物络合物的抑制常数(KIS)为0.178mg/mL.由此可知,老鹰茶乙醇提取物能有效抑制α-葡萄糖苷酶的活性.该结

果揭示老鹰茶有望成为抑制α-葡萄糖苷酶活性的保健或医疗产品原料,具有值得深入研究和开发应用的潜在价值.
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  α-葡萄糖苷酶(α-glucosidase)对糖的分解代谢具

有重要作用,是能从低聚糖的非还原末端催化α-1,4
糖苷键水解释放出葡萄糖的一类酶,主要有麦芽糖

酶、蔗糖酶、异构麦芽糖酶、乳糖酶等[1].已有的研究结

果显示,糖尿病、肥胖症和高血脂等很多代谢性疾病

都与α-葡萄糖苷酶有关[2].对于糖尿病患者而言,抑制

α-葡萄糖苷酶的活性可有效地降低餐后血糖的水平,
有利于控制糖尿病的发展及预防并发症的发生.因此,
寻找有效的α-葡萄糖苷酶抑制剂便成为了糖尿病治

疗药物研发的一个重要途径.植物中存在着多种生物

活性成分,大都具有重要的生物学功能.李春英等[3]在

研究中发现辣椒叶的乙醇提取物对α-葡萄糖苷酶具

有抑制作用.
老鹰茶通常是指由植物毛豹皮樟(Litseacoreana

var.lanuginosa)的叶加工制成的茶品,毛豹皮樟为樟

科木姜子属植物[4],在我国的四川、贵州和云南等地

分布较广,民间常将毛豹皮樟的叶经干燥处理后作为

茶饮,具有生津止渴、清热解毒的功效.有研究表明老

鹰茶中含有多糖[5]、多酚[6]和黄酮[7]等多种生物活性

成分.Jia等[8]还报道了从老鹰茶中分离得到的多糖具

有抗氧化作用.

本课题组在α-葡萄糖苷酶抑制剂筛选的研究中

发现老鹰茶乙醇提取物对α-葡萄糖苷酶的活性具有

抑制作用,但相关的酶学研究鲜见报道.本研究中试图

从酶学角度了解老鹰茶乙醇提取物对α-葡萄糖苷酶

活性的影响,探讨其对酶作用的机理,以期为老鹰茶

作为相关天然药物的开发利用奠定基础.

1 材料与方法

1.1 材 料

老鹰茶来自于四川省雅安市老鹰茶开发繁殖场,
由当年生长的毛豹皮樟嫩叶制成.

主要试剂:α-葡萄糖苷酶(G0660-750UN)、4-硝基

苯-α-D-吡喃葡萄糖苷(PNPG,N1377-1G)购自美国

Sigma-Aldrich公 司,四 氢 呋 喃(色 谱 纯)购 自 德 国

Merck公司,甲醇(色谱纯)购自美国Fisher公司,芦
丁对照品购自中国生物制品检定研究院,磷酸氢二钠

和磷酸二氢钠等试剂为国产分析纯.
主要仪器:高速万能粉碎机(FW80型)购自北京

市永光明医疗仪器厂,三孔电热恒温水槽(DK-8D型)
购自上海 齐 欣 科 学 仪 器 有 限 公 司,电 子 分 析 天 平



第6期 芶 琳等:老鹰茶乙醇提取物对α-葡萄糖苷酶的抑制作用

http:∥jxmu.xmu.edu.cn

(BS210S型)购自Sartorins公司,紫外可见分光光度

计(UV-1240型)购自日本岛津公司,高效液相色谱

(HPLC)仪(Agilent1260型)购自安捷伦科技有限

公司.

1.2 方 法

1.2.1 老鹰茶乙醇提取物的制备

老鹰茶原材料经60℃烘干,粉碎,过筛备用.称取

1.0g老鹰茶干粉,置于100mL三角瓶中,加入60%
(体积分数,下同)乙醇30mL,60℃恒温浸提2h,

8000r/min离心10min,收集上清液.余下的残渣另

加30mL60%乙醇,60℃恒温浸提1h,8000r/min
离心10min,收集上清液.合并2次上清液并定容至

100mL,即 得 老 鹰 茶 乙 醇 提 取 液,质 量 浓 度 为10
mg/mL.

1.2.2 主要成分的HPLC分析

  参照文献[9]对老鹰茶乙醇提取物进行检测分

析,以 芦 丁 作 为 标 示 物 质.色 谱 条 件:色 谱 柱

LichrospherC8,250mm×4.0mm×5μm;柱温30
℃;检测波长280nm;流速1.0mL/min;进样量20

μL.流动相A(体积比为1∶19的四氢呋喃/磷酸二氢钠

溶液(15.6g/L,pH3.0)),流动相B(体积比为2∶3的

四氢呋喃/磷酸二氢钠溶液(15.6g/L,pH3.0)),梯
度洗脱.

供试品溶液:取老鹰茶乙醇提取液1mL,置于10
mL容量瓶中,用流动相B稀释至刻度,摇匀,即得.

芦丁对照品溶液:取10.05mg芦丁对照品用2.0
mL甲醇溶解,再用流动相B定容至10mL,从中精密

量取1.0mL,置于50mL容量瓶中,用流动相B稀释

至刻度,摇匀,即得.

1.2.3 对α-葡萄糖苷酶活性影响的测定

参考文献[10]的方法,测活体系总体积为800

μL,含100mmol/LpH6.8磷酸盐缓冲液,2mmol/L
PNPG(作为底物),加入15μL125μg/mLα-葡萄糖

苷酶溶液,立即混匀,于37℃恒温条件下,测定400
nm处吸光度随时间的变化值,由直线的斜率求酶活

性,即用每分钟吸光度的变化值(ΔOD)表示其酶活性

大小.
分析老鹰茶乙醇提取物对α-葡萄糖苷酶活性的

影响,以PNPG为底物,加入不同浓度的老鹰茶乙醇

提取物,其他条件与上述α-葡萄糖苷酶活性测定相

同,测定不同浓度老鹰茶乙醇提取物处理下α-葡萄糖

苷酶的活性.老鹰茶乙醇提取物对α-葡萄糖苷酶的相

对剩余活性按下式计算:

相对剩余活性=AI/A0×100%,
式中A0为不含提取物时的酶活性(ΔOD0),AI为含提

取物时的酶活性(ΔODI).

1.2.4 对α-葡萄糖苷酶的抑制动力学分析

在上述测活体系中,改变酶浓度,保持PNPG浓

度不变,测定不同浓度老鹰茶乙醇提取物对α-葡萄糖

苷酶活性的影响.以酶促反应速度对酶浓度作图,判断

老鹰茶乙醇提取物对α-葡萄糖苷酶的抑制作用机理.
进而在测活体系中,通过固定α-葡萄糖苷酶的浓

度,改变PNPG浓度,测定不同浓度老鹰茶乙醇提取

物对α-葡萄糖苷酶活性的影响.经Lineweaver-Burk
双倒数作图,确定老鹰茶乙醇提取物对α-葡萄糖苷酶

的抑制类型.并以斜率和截距对老鹰茶乙醇提取物浓

度二次作图,求抑制常数.

2 结果与分析

2.1 老鹰茶乙醇提取物的主要成分分析

利用HPLC对老鹰茶乙醇提取物进行主要成分

定性分析,以芦丁作为标示物质,得芦丁对照品的谱

图(图1(a))和老鹰茶醇提取物的谱图(图1(b)).由图

1(b)可知,老鹰茶醇提取物经色谱分析获得18个峰,
箭头所示峰与图1(a)中芦丁对照品色谱图中芦丁极

为相似,可初步定性为黄酮类物质芦丁,且测得该峰

面积约占49.66%.由此可知,老鹰茶醇提物以黄酮类

物质为主.

2.2 老鹰茶乙醇提取物对α-葡萄糖苷酶活性

的抑制作用

  研究老鹰茶乙醇提取物对α-葡萄糖苷酶活性的

影响,在不同浓度老鹰茶醇提取物处理下测定α-葡萄

糖苷酶的活性,以不加老鹰茶醇提取物为对照,获得

各浓度下α-葡萄糖苷酶的相对剩余活性.结果如图2
所示:老鹰茶乙醇提取物对α-葡萄糖苷酶的活性具有

较明显的抑制作用,随提取物浓度增大,酶的相对剩

余活性下降;提取物质量浓度在0.03~0.25mg/mL
范围内,酶的相对剩余活性下降较明显,导致酶的相

对剩余活性下降至50%的提取物浓度,即半抑制质量

浓度(IC50)为0.12mg/mL.

2.3 老鹰茶乙醇提取物对α-葡萄糖苷酶活性

的抑制动力学

  在测活体系中,以2mmol/LPNPG为底物,改变

α-葡萄糖苷酶的用量,测定不同浓度老鹰茶醇提取物

处理下α-葡萄糖苷酶的活性.以酶活性对酶量作图,得
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图1 芦丁(a)及老鹰茶醇提取物(b)的 HPLC谱图

Fig.1 HPLCchromatogramsofrutin(a)andethanolextractfromHawktea(b)

一组经过原点的直线(图3).由图可知,随着老鹰茶乙

醇提取物浓度增加,直线斜率下降,表明老鹰茶乙醇

提取物对α-葡萄糖苷酶的抑制作用为可逆抑制[11],即
酶活性的下降,是由老鹰茶乙醇提取物的浓度增加所

致,而不是因酶量的减少造成.

图2 老鹰茶乙醇提取物对α-葡萄糖苷酶活性的抑制作用

Fig.2 Theinhibitionontheactivityofα-glucosidase
byethanolextractfromHawktea

老鹰茶乙醇提取物对α-葡萄糖苷酶的抑制类型

判定,则在测活体系中通过固定酶浓度而改变PNPG
的浓度,测得不同浓度老鹰茶乙醇提取物处理下α-葡
萄糖苷酶的活性.经Lineweaver-Burk双倒数作图,得
一组相交于第二象限的直线,随着老鹰茶乙醇提取物

浓度的改变,图中直线的斜率和截距都发生变化(图4
(a)).米 氏 常 数 (Km,游 离 酶 的 Km 值 为 4.84
mmol/L)随老鹰茶乙醇提取物浓度的增大而增大,最

图3 老鹰茶乙醇提取物对α-葡萄糖苷酶活性的抑制机理

Fig.3 Theinhibitionmechanismofethanolextract
fromHawkteaontheactivityofα-glucosidase

大反应速度(Vm)则随着提取物浓度的增大而下降,结
果表明老鹰茶乙醇提取物对α-葡萄糖苷酶的抑制类

型为混合型抑制[12].再以双倒数图直线的斜率和纵轴

截距分别对老鹰茶乙醇提取物浓度二次作图(图4(b)
和(c)),即可求得抑制剂对游离酶的抑制常数(KI)为

0.058mg/mL,对酶-底物络合物的抑制常数(KIS)为

0.178mg/mL.

3 讨 论

α-葡萄糖苷酶抑制剂在许多疾病的治疗中得到应

用,尤其是在糖尿病的预防和治疗中,现阶段治疗糖

·448·
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图4 老鹰茶乙醇提取物对α-葡萄糖苷酶活性的抑制类型

判断和抑制常数测定

Fig.4 Determinationoftheinhibitiontypeandinhibition
constantsofethanolextractfromHawktea

ontheactivityofα-glucosidase

尿病的常用药物阿卡波糖[13]便是典型的α-葡萄糖苷

酶抑制剂.目前,尽管阿卡波糖在糖尿病的治疗中得到

了广泛使用,但存在一定的副作用,并不是理想的糖

尿病治疗药物.人们更希望能找到特异、高效和安全的

α-葡萄糖苷酶抑制剂,用于开发出治疗糖尿病以及其

他相关疾病的有效药物.一些天然植物便具有这样的

潜在特质.近年来,国内外学者对天然植物提取物生物

学功能的研究越来越重视.因此从天然植物提取物中

寻找有效的α-葡萄糖苷酶抑制剂具有重要意义.
已有研究表明某些植物中存在的生物活性物质

对α-葡萄糖苷酶具有抑制作用[14].Kim 等[15]从鸭跖

草(Commelinacommunis)中提取的几种生物活性成

分对α-葡萄糖苷酶均具有抑制作用.Yoshikawa等[16]

从巴西一种传统药物Salaciareticulata 叶中提取到

的黄酮类物质对α-葡萄糖苷酶也有抑制作用.除此之

外,竺琴等[17]还发现西藏绿萝花(Scindapsasaureus)
提取物对α-葡萄糖苷酶具有抑制效果.本实验室在筛

选α-葡萄糖苷酶抑制剂过程中,发现老鹰茶乙醇提取

物对α-葡萄糖苷酶有较强的抑制作用.本研究结果表

明,老鹰茶乙醇提取物主要含黄酮类生物活性成分,
且该老鹰茶乙醇提取物能有效地抑制α-葡萄糖苷酶

的活性,IC50为0.012mg/mL,说明老鹰茶中含有对

α-葡萄糖苷酶活性起到抑制作用的天然生物活性物

质.进一步的动力学研究则表明,老鹰茶乙醇提取物对

α-葡萄糖苷酶的抑制机理为可逆混合型抑制,即老鹰

茶乙醇提取物可与酶分子通过可逆结合来抑制α-葡
萄糖苷酶的活性.

综上所述,本研究从理论上阐述了老鹰茶乙醇提

取物对α-葡萄糖苷酶活性的抑制作用,并通过实验获

知该提取物对α-葡萄糖苷酶的抑制表现为可逆混合

型抑制,拓展了老鹰茶的生物活性功效,为老鹰茶作

为天然α-葡萄糖苷酶抑制剂的开发应用提供了理论

依据.
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InhibitoryEffectofEthanolExtractfromHawkTeaonα-Glucosidase

GOULin1,ZHONGYuyang2,YANGYi2,WANGXiyao2*
(1.CollegeofBiologyandScience,SichuanAgricultureUniversity,

2.CollegeofAgronomy,SichuanAgricultureUniversity,Chengdu611130,China)

Abstract:Inthisstudy,weexploredtheinhibitoryeffectofethanolextractfromHawkteaonα-glucosidase.WeusedHawkteaas
therawmaterialandobtainedethanolextractthroughethanolextraction,andthenanalyzedthemainingredientoftheethanolextract
usinghighperformanceliquidchromatography.DatashowedthatthemainactivesubstanceofethanolextractfromHawkteawasfla-
vonoidconstituent,whichshowedastronginhibitoryeffectontheactivityofα-glucosidase.Thehalfmaximalinhibitoryconcentration
(IC50)was0.12mg/mL.Furthermore,enzymekineticsanalysisdemonstratedareversiblemixedinhibitionmechanism,wherethe
inhibitionconstantforresolvase(KI)was0.058mg/mL,whiletheinhibitionconstantforenzyme-substratecomplexes(KIS)was
0.178mg/mL.Insummary,theethanolextractfrom Hawkteacontainedbioactivecompoundsagainstα-glucosidase,whichcould
effectivelyinhibittheactivityofα-glucosidase.ThisresultrevealsthatHawkteaisapotentialrawmaterialforthedevelopmentof
α-glucosidase-inhibitionrelevanthealthcareandmedicalproducts.

Keywords:Hawktea;α-glucosidase;inhibition;ethanolextract
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