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荔枝水溶性多糖作为α-葡萄糖苷酶抑制剂的
活性测定

张  钟，吴文婷，王 萍，张  玲

(广东石油化工学院化学与生命科学学院，广东 茂名 525000)

摘  要：对荔枝果肉水溶性多糖(LCWSP)对α-葡萄糖苷酶的活性影响进行研究，以黑叶荔枝作为材料，通过热水浸

提、醇沉、离心得到LCWSP提取液，经过脱色，Sevag法去蛋白，透析除去离子后，将LCWSP提取液加入α-葡萄

糖苷酶溶液中，利用4-硝基酚-α-D-吡喃葡萄糖苷(PNPG)法测定α-葡萄糖苷酶的活性。结果表明：LCWSP对α-葡萄

糖苷酶具有明显抑制作用，且其抑制效果是阿卡波糖的1.25倍；LCWSP抑制作用的大小会受到温度、pH值、时间

及LCWSP质量浓度的影响，在单因素试验的基础上，通过正交试验确定LCWSP对α-葡萄糖苷酶抑制的最佳反应温

度为30℃、pH值为6.8、时间25min、抑制剂质量浓度为80mg/mL。说明LCWSP对α-葡萄糖苷酶的抑制作用比较明

显，可以作为α-葡萄糖苷酶抑制剂；LCWSP可能具有降血糖的作用。
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Abstract：Litchi water-soluble polysaccharide (LCWSP) was extracted from black leaf litchi through hot water extraction, 

alcohol precipitation, centrifugation, and then bleached and deproteinized by Sevag’s method. After dialysis, LCWSP 

was added to α-glucosidase solution and PNPG method was used to determine the activity of the enzyme. The results 

showed that LCWSP had an obvious inhibition effect on α-glucosidase, which was 1.25 times as high as that of acarbose. 

Optimal enzyme reaction parameters were determined by orthogonal array design based on single factor analysis. The 

inhibitory effect of LCWSP was impacted by temperature, pH, time and polysaccharide concentration. The optimal 

temperature, pH, reaction time and concentration for LCWSP inhibitory effect on α-glucosidase were 30 ℃, 6.8, 25 min and 

80 mg/mL, respectively. LCWSP had an obvious inhibitory effect on α-glucosidase and could be used as an α-glucosidase 

inhibitor. Meanwhile, LCWSP may have hypoglycemic effect, which provides a new direction for litchi processing and the 

development of functional foods.
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α-葡萄糖苷酶(α-glucosidase)是一类能够从含有α-糖

苷键底物的非还原端催化水解α-葡萄糖基酶的总称。它

存在于人体小肠刷状缘上，能够催化碳水化合物非还原

末端的α-1,4糖苷键水解并释放出葡萄糖的酶，包括麦

芽糖酶、异麦芽糖酶、蔗糖酶和海藻糖酶等。人体对淀

粉、糊精、蔗糖等碳水化合物的利用吸收依赖于小肠刷

状缘上该酶的活性[1]。目前，临床上通过抑制α-葡萄糖

苷酶的活性来治疗某些疾病已有报道，研究最为成熟的

是治疗糖尿病的口服降糖药物α-葡萄糖苷酶抑制剂，已

被第三次亚太地区糖尿病治疗药物指南推荐为降餐后

血糖的一线药物。如阿卡波糖(acarbose)、伏格列波糖

(voglibose)、米格列醇(miglitol)等。临床证明阿卡波糖、

伏格列波糖等治疗2型糖尿病有明显的降低餐后高血糖效

果，是较好的治疗糖尿病药物，并且这些α-葡萄糖苷酶

抑制剂几乎不被机体所吸收，与α-葡萄糖苷酶结合而成

为游离状态，以原型排出体外或者在大肠内经细菌发酵
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成为挥发气体排出体外[2]。α-葡萄糖苷酶抑制剂能够与小

肠中的α-葡萄糖苷酶的中心活性部位结合，阻抑酶活性

的发挥，阻滞双糖水解为单糖，吸收时间后延，有效推

迟并减轻糖尿病人餐后血糖升高的时间及进程，有助于

控制糖尿病的发展尤其是并发症的发生[3]。

随着人们对α-葡萄糖苷酶抑制剂认识的提高，食物

化学领域逐渐将目光锁向天然食物来源α-葡萄糖苷酶抑

制剂的筛选和降血糖效应研究，主要集中于植物提取

物。随来源物不同，天然α-葡萄糖苷酶抑制剂主要有多

糖及糖苷类、黄酮类、生物碱类、酚酸类和萜类等。比

如：茶叶中降血糖的有效成分是水溶性组分中的复合多

糖，这种多糖可以显著抑制α-葡萄糖苷酶[4]；豆类食品

中，大豆提取物、豆芽、生物加工的豆制品、豆豉提取

物被检到α-葡萄糖苷酶抑制剂样作用[5]；传统草药中天花

粉、虎杖、人参、山药、麻黄、灵芝、大黄、山茱萸、

赤芍、五倍子等[6]70余种中药中筛选出具有降血糖的成

分，而某些成分具有类似酶抑制剂的作用[7]。

目前发现α-葡萄糖苷酶的抑制剂性质可能是底物的

类似物或者酶-底物中间体的类似物，也可能是与α-葡萄

糖苷酶通过可逆性结合、竞争性或者非竞争结合抑制酶

的活性而发挥作用的，或者共同兼有。α-葡萄糖苷酶的作

用方式是先形成糖-酶中间体，然后通过亚基间的酸性进

行广义酸碱催化及亲核作用，形成碳阳离子过渡态物质，

最终使糖水解[8]。许多学者在筛选植物提取物中的α-葡萄

糖苷酶抑制剂方面进行了大量的研究，他们利用生物导

向鉴定、色谱、质谱等分析技术证明具有α-葡萄糖苷酶

抑制剂作用的植物化学物主要有多糖、黄酮、生物碱、

糖苷、皂苷、植物固醇等[9]。

荔枝为无患子科荔枝属植物，是一种原产于我国的

热带亚热带水果[10]。据中医记载，荔枝果肉有补脾、益

肝、养血、悦颜等功效。近年来荔枝中的一些活性物质

如花色苷、酚酸、多糖、原花色素等已经引起了人们的

关注。其中，对荔枝多糖的研究有利于揭示荔枝保健作

用的物质基础和作用机理。目前对荔枝果肉水溶性多糖

(LCWSP)的研究主要集中在其提取[11]及粗多糖的抗氧化

方面[12-15]。但目前有关荔枝多糖降血糖、预防糖尿病方面

的作用及其机理的研究未见报道。因此，本实验以荔枝

为原料，从中提取纯化荔枝多糖，并就其对α-葡萄糖苷

酶的抑制活性进行初步的研究。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

荔枝干(黑叶)：自制，从茂名官渡市场购买新鲜黑叶

荔枝，去掉枝叶和病、烂、裂果，用100℃热水烫30s，

捞起沥干水后置60℃恒温干燥箱中干燥，贮存备用。

4-硝基酚-α-D-吡喃葡萄糖苷(PNPG)、α-葡萄糖苷酶 

上海宝曼生物科技有限公司；阿卡波糖 拜耳医药保

健公司；无水乙醇、正丁醇、氯仿、硝酸盐、磷酸二氢

钾、无水碳酸钠、过氧化氢、氢氧化钠、盐酸，均为国

产分析纯。

1.2 仪器与设备

榨汁机 山东九阳小家电有限公司；真空冷冻干

燥机 北京松源华兴科技有限公司；旋转蒸发仪 上

海雅荣生化仪器设备有限公司；低速离心机 长沙英泰

仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 LCWSP的提取及纯化工艺

参考文献[13,15-16]中关于荔枝水溶性多糖的提取、

纯化的研究，以及本实验对多糖活性的要求，采取以下的

提取纯化工艺流程：荔枝干→除去壳、核→60℃热水浸泡

20min→榨汁机捣碎打浆→在热水浴中浸提4h(料液比1:9)→

趁热过滤→滤液冷却→离心去渣(4500r/min、20min) →真

空浓缩为原来溶液的1/5→用H2O2脱色→Sevag法脱蛋白→

蒸馏水透析去离子→加入4倍体积的无水乙醇沉淀多糖→

置冰箱12h→离心(4500r/min、10min)→沉淀用适量80%乙

醇洗涤两遍→真空冷冻干燥→荔枝多糖。

1.3.1.1 H2O2脱色
[16]

按体积分数15%的比例边搅拌边滴入体积分数30% 

H2O2脱色，用0.1mol/L NaOH调节溶液为pH 8～9，50℃

保温4h，立即冷却至室温，用0.1mol/L HCl调溶液pH

值至7.0，加4倍体积的无水乙醇，置冰箱12h，离心

(4500r/min、10min)，收集沉淀，沉淀用热水溶解。

1.3.1.2 Sevag法脱蛋白
[17]

往多糖溶液中加入Sevag试剂(正丁醇-氯仿混合液

(1:4，V/V))，样液与试剂的体积比2:1，磁力搅拌器高速

搅拌20min，离心，取上清液，小心取出上层多糖溶液，

弃去下层有机相和蛋白沉淀，重复以上操作，直至无白

色变性蛋白析出为止。

1.3.1.3 透析去离子
[18]

将上述的多糖溶液灌入透析袋中，置于装有蒸馏水

的烧杯中进行透析，每4h换一次水，直至用硝酸银检验

无白色沉淀为止。

1.3.2 LCWSP对葡萄糖苷酶抑制作用的测定
[19] 

α-葡萄糖苷酶活力单位定义为：在37℃、pH 6.8的条

件下酶液每分钟水解PNPG释放1μmol对硝基酚(PNP)的酶

活力。抑制剂活力单位定义为：在相同的条件下，降低1

个酶活力单位所需抑制剂的量[20]。

1.3.3 LCWSP抑制的单因素试验

1.3.3.1 不同质量浓度的LCWSP对α-葡萄糖苷酶的抑制

作用

分别选取抑制剂质量浓度为20、40、60、80、
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100mg/mL，在同样温度、时间及pH值条件下进行酶反

应，终止后，测其吸光度，对比抑制剂质量浓度对抑制

活力的影响(每一质量浓度都做一空白对照)。

1.3.3.2 不同反应温度对LCWSP抑制作用的影响

在比色管中加入α-葡萄糖苷酶及抑制剂溶液，控制

反应体系的pH值为6.8，分别在温度30、35、40、45、

50℃条件下保温10min，再加入PNPG反应10min后，终止

反应，反应终止时迅速冷却到室温，测定荔枝多糖抑制

的活力，比较不同温度对LCWSP抑制作用的影响(作相应

空白对照)。

1.3.3.3 不同反应pH值对LCWSP抑制作用的影响

在比色管中加入α-葡萄糖苷酶及抑制剂溶液，用

1mol/L的NaOH调节反应体系的pH值为6.0、6.4、6.8、

7.2、7.4，在37℃保温10min后，加入PNPG反应10min，

终止反应，测定相应的吸光度，比较不同pH值对荔枝多

糖抑制作用的影响。

1.3.3.4 不同反应时间对LCWSP抑制作用的影响

在比色管中加入α-葡萄糖苷酶及抑制剂溶液控制反

应体系的pH值为6.8，温度为37℃。在反应过程中，分别

控制抑制剂作用时间为5、10、15、20、25min，比较在

不同时间下抑制剂的抑制效果(作空白对照)。

1.3.4 LCWSP抑制的正交试验

在单因素试验的基础上，选取LCWSP质量浓度、反

应温度、反应pH值和反应时间为影响因素，以酶活抑制

率为响应值，进行四因素三水平的正交试验。

2 结果与分析

2.1 LCWSP对α-葡萄糖苷酶的抑制作用 

表 1 LCWSP与阿卡波糖对α-葡萄糖苷酶的抑制效果

Table 1 Inhibitory effect of LCWSP and acarbose on α-glucosidase

项目 LCWSP 阿卡波糖 酶管 LCWSP空白管
A400nm 0.406 0.136 0.442 0.348

酶活抑制率/% 86.88 69.23

由表1可知，LCWSP对α-葡萄糖苷酶具有与阿卡波糖

一样的抑制作用，且在相同的实验条件下，其抑制作用

的效果较阿卡波糖好，是阿卡波糖的1.25倍。

2.2 抑制剂(LCWSP)质量浓度的影响 

表 2 抑制剂质量浓度对抑制作用的影响

Table 2 Effect of inhibitor concentration on inhibitory efficiency

质量浓度/(mg/mL) 20 40 60 80 100

A(酶＋LCWSP＋PNPG) 0.400 0.406 0.417 0.431 0.469

A(LCWSP＋PNPG) 0.302 0.348 0.375 0.407 0.445

A(酶＋PNPG) 0.442

酶活抑制率/% 77.83 86.88 90.50 94.57 94.57

注：酶活抑制率/%=[1 － (A( 酶＋ LCWSP ＋ PNPG) － A(LCWSP ＋ PNPG))/A(酶＋ PNPG)]×100。

由表2可知，LCWSP对α-葡萄糖苷酶的抑制作用会随

着LCWSP质量浓度的升高而增强。当LCWSP质量浓度为

20mg/mL时，酶活抑制率为77.83%，当质量浓度为80mg/mL

时，酶活抑制率达到94.57%，说明LCWSP对α-葡萄糖苷

酶具有非常强的抑制作用。

2.3 反应温度的影响 

表 3 反应温度对抑制作用的影响

Table 3 Effect of temperature on inhibitory efficiency

温度/℃ 30 35 40 45 50

A(酶＋LCWSP＋PNPG) 0.456 0.408 0.373 0.380 0.390

A(酶＋PNPG) 0.413 0.407 0.384 0.364 0.322

A(LCWSP＋PNPG) 0.254

酶活抑制率/% 58.75 61.79 69.01 65.38 57.76

注：酶活抑制率 /%=[1 － (A(酶＋ LCWSP ＋ PNPG) － A(酶＋ PNPG))/A(LCWSP ＋ PNPG)]×100。

由表3可知，虽然温度在一定的程度会影响抑制的效

果，但30～50℃的范围内，LCWSP对α-葡萄糖苷酶的抑

制作用是比较平缓的，当温度为30℃时，酶活抑制率为

58.75%，40℃时，酶活抑制率为69.01%，50℃时，酶活

抑制率为57.76%，这表明LCWSP的热稳定性较好，温度

对其抑制作用会产生较小的影响，其中最佳的作用温度

为40℃。

2.4 反应pH值的影响

表 4 反应pH值对抑制作用的影响

Table 4 Effect of pH on inhibitory efficiency

pH 6.0 6.4 6.8 7.2 7.4

A(酶＋LCWSP＋PNPG) 0.353 0.311 0.256 0.268 0.280

A(酶＋PNPG) 0.218 0.224 0.236 0.205 0.132

A(LCWSP＋PNPG) 0.227

酶活抑制率/% 42.20 62.50 87.71 80.00 59.85

注：酶活抑制率 /%=[1 － (A(酶＋ LCWSP ＋ PNPG) － A(酶＋ PNPG))/A(LCWSP ＋ PNPG)]×100。

由表4可知，LCWSP在pH值为6.0～7.6范围内变

动时，抑制活性有明显的变化，当pH值为6.0时，酶活

抑制率才42.20%，pH值为6.8时，酶活抑制率已经达到

87.71%，由此说明LCWSP的酸碱稳定性也不是很好，最

佳的pH值为6.8。

2.5 反应时间的影响

表 5 反应时间对抑制作用的影响

Table 5 Effect of reaction time on inhibitory efficiency

时间/min 5 10 15 20 25

A(酶＋LCWSP＋PNPG) 0.391 0.389 0.380 0.379 0.379

A(酶＋PNPG) 0.411

A(LCWSP＋PNPG) 0.254

酶活抑制率/% 66.67 67.15 69.34 69.59 69.59

注：酶活抑制率/%=[1 － (A(酶＋ LCWSP ＋ PNPG) － A(LCWSP ＋ PNPG))/A(酶＋ PNPG)]×100。

由表5可知，80mg/mL的LCWSP抑制剂在5min内酶

活抑制率达到66.67%，20min内作用时间达到69.59%，表

明LCWSP与酶的结合比较迅速，抑制作用比较强。
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2.6 正交试验优化结果

表 6 L9(3
4)正交试验设计方案及结果

Table 6 Results and analysis of orthogonal array design

试验号
因素

酶活
抑制率/%A抑制剂质量

浓度/(mg/mL)
B反应
温度/℃

C 反应
pH

D反应
时间/min

1 1(60) 1(30) 1(6.4) 1(15) 82.0
2 1 2(40) 2(6.8) 2(20) 84.4
3 1 3(50) 3(7.2) 3(25) 82.8
4 2(80) 1 2 3 95.4
5 2 2 3 2 90.7
6 2 3 1 1 93.4
7 3(100) 1 3 1 91.6
8 3 2 1 3 91.7
9 3 3 2 2 93.8
K1 249.2 269.0 267.1 267.0
K2 279.5 266.8 273.6 268.9
K3 277.1 270.0 265.1 269.9
k1 83.1 89.7 89.0 89.0
k2 93.2 88.9 91.2 89.6
k3 92.3 90.0 88.3 90.0

极差R 10.1 1.1 2.9 1.0

由表6极差分析结果可知，影响酶活抑制率的因素顺

序为A＞C＞B＞D，最优水平组合为：A2B3C2D3，从抑制

率最高的最优水平组合为4号试验，即A2B1C2D3，由于因

素B不同，经验证实验得出最佳水平为A2B1C2D3，即最佳

的抑制剂质量浓度为80mg/mL、反应温度为30℃、反应

pH值为6.8、反应时间为25min。

3 讨 论

饮食中的碳水化合物在α-葡萄糖苷酶的作用下，释

放葡萄糖并经小肠吸收进入血液，是餐后血糖升高的主

要原因[20]。餐后血糖升高可引起胰岛素敏感性降低从而

加重病情并导致严重的并发症。因此，α-葡萄糖苷酶活

性的调节控制，延缓碳水化合物的消化吸收，起到降低

餐后血糖和糖化血红蛋白、减低血糖波动、防治糖尿病

的有关并发症的作用[21]。

本实验表明LCWSP对α-葡萄糖苷酶具有明显的抑制

作用，在同样的实验条件下其抑制效果是阿卡波糖的1.25

倍。阿卡波糖是是由拜尔公司研制开发的第一个用于临

床的葡葡糖苷酶抑制剂，已在1995年得到FDA批准用于治

疗Ⅱ型糖尿病[22]。阿卡波糖可作为饮食治疗的辅助药物，

是轻、中度高血糖患者，尤其是餐后高血糖患者的首选

药物，它可以阻止α-1,4糖苷键的水解，延缓淀粉和蔗糖

的消化吸收[23]。LCWSP主要是由葡萄糖、甘露糖、半乳

糖、阿拉伯糖、木糖、鼠李糖、核糖组成的杂多糖[18]，而

有文献[24-25]记载，由鼠李糖、半乳糖、阿拉伯糖构成多

糖大多具有降血糖的功能，比如茶叶多糖由鼠李糖、半乳

糖、阿拉伯糖、半乳糖醛酸构成，黄芪多糖由鼠李糖、阿

拉伯糖、半乳糖、葡萄糖、木糖、半乳糖醛酸构成，它们

都具有非常强的降血糖作用。由此可以得出一条结论：

LCWSP有降血糖的作用。但是由于本实验采用的是体外

筛选模型(酶-抑制剂模型)[26-27]，即以PNPG为底物测定多

糖提取液对α-葡萄糖苷酶的抑制活性的大小，该模型无

法直接评价筛选得到的降血糖物质在体内的药效作用，

用该模型筛选得到的α-葡萄糖苷酶抑制剂的假阳性率较

高，且体内外活性差异较大。因此，LCWSP是否具有降

血糖的作用及其功效大小，还需进一步做动物实验进行

验证。

近年来，随着高新技术在食品行业中的应用，研究

者发现许多植物多糖对α-葡萄糖苷酶具有抑制作用，比如

桑叶多糖[28]、香菇多糖[29]、虎仗多糖复合物等[19]。本实验

表明，LCWSP不仅对α-葡萄糖苷酶具有抑制作用，而且

其抑制效果非常明显。当抑制剂质量浓度为80mg/mL，在

37℃条件下保温10min后，酶活抑制率可达到94.57%，这

可能与LCWSP的构效有关。陈丽华[30]、陈海敏[31]等曾测

定过多种糖和糖的衍生物对α-葡萄糖苷酶的抑酶活性，

并对其构效关系进行了讨论，说明α-葡萄糖苷酶对底物

或抑制剂的结构有严格的要求，抑制剂分子的构象、各

取代基团的位置和性质、聚合度等都对抑制活性有影

响。但由于实验时间以及实验条件的限制，本实验没有

对LCWSP的构效以及其对α-葡萄糖苷酶的抑制作用进行

相应的研究，对于LCWSP的构效与酶活抑制率的关系需

要进一步实验才能得出结论。

从单因素试验中可以看出，LCWSP抑制作用的温度

及pH值都比较温和，高温或者强碱很容易使LCWSP失

去抑制活性；LCWSP的热稳定性、与酶的亲和力都比较

好，但酸碱稳定性不是很好，容易受到pH值的影响。

4 结 论

4.1 LCWSP作为α-葡萄糖苷酶抑制剂活性的评价：

本实验采用体外活性测定的方法，运用分光光度计在

400nm波长处测定释放的PNP的吸光度来确定LCWSP

对α-葡萄糖苷酶的抑制活性，本实验还设计了一个阳性

管实验，将LCWSP对α-葡萄糖苷酶抑制作用与阿卡波

糖进行对照及比较。结果表明，LCWSP不仅具有阿卡

波糖样的抑制效果，而且在相同的实验条件下，其抑

制效果是阿卡波糖的1.25倍，抑制效果远远强于阿卡波

糖。

4.2 LCWSP最佳作用条件的确定：本实验设计了4个单

因素试验，再通过正交试验分别从抑制剂的质量浓度、

反应温度、pH值及时间四方面确定LCWSP抑制作用的最

佳条件。其中最佳的抑制剂质量浓度为80mg/mL、反应

温度30℃、反应pH 6.8、反应时间25min。
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