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摘摇 要: 采用分光光度法测定了不同条件下莲子红衣多酚对 琢鄄葡萄糖苷酶活性抑制作用的影响,
在单因素实验基础上运用 L9(34)正交法得到莲子红衣多酚对 琢鄄葡萄糖苷酶活性抑制作用的优化

条件。 研究结果显示,在 pH 值为 6郾 8,质量浓度为 1郾 50 g / L,反应时间为 20 min 时,莲子红衣多酚

对 琢鄄葡萄糖苷酶活性的抑制率最高,可达 67郾 99% 依 1郾 79% 。 莲子红衣多酚对 琢鄄葡萄糖苷酶的抑

制作用类型为反竞争性抑制,抑制常数为 0郾 24 g / L。
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摇 摇 研究发现,降低餐后血糖可有效控制糖尿病及

其并发症的发展[1]。 琢鄄葡萄糖苷酶是小肠绒毛上皮

细胞刷状缘膜上存在的寡糖水解酶,可催化 琢鄄1,4
糖苷键水解。 琢鄄葡萄糖苷酶可将碳水化合物分解为

葡萄糖,因此抑制 琢鄄葡萄糖苷酶活性,并可延缓及

阻碍葡萄糖的生成及吸收,降低餐后血糖峰值,达到

控制及预防糖尿病的效果[2]。 众多研究已表明,植
物多酚对 琢鄄葡萄糖苷酶具有很强的抑制作用,并且

具有来源广泛、毒副作用小等特点。 目前,植物源

琢鄄葡萄糖苷酶抑制剂的筛选已经成为天然产物研究

领域的热点[3 - 5]。
莲子红衣为莲子壳与莲子果实中间包裹的一层

红褐色种皮,《本草纲目》和《中华药典》记载其味苦

而涩、性凉无毒,入心、脾二经,且具有清热利湿、收
敛,治湿热泻痢等作用[6]。 在莲子加工过程中,这
层红衣一般通过机械打磨去除,我国每年在白莲加

工过程中会产生约 1 万 t 莲子红衣粉。 目前这些加

工副产物尚无有效利用方式,且因其味涩甚至不能

作为牲畜饲料,因而常被大量废弃并造成环境污染。
本课题组前期研究已经对莲子红衣中的活性成分进

行了初步探索,其中活性多酚类物质含量较高,且具

有显著的抗氧化和抗苹果褐变活性[7 - 8]。 为更好地

开发利用莲子工业加工中的副产物,本研究从莲子

红衣粉中提取获得其中的多酚物质,探讨其对 琢鄄葡
萄糖苷酶活性的抑制作用。 希望本研究成果能够为

糖尿病人群功能食品的研发提供科学依据。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料与试剂

莲子红衣粉,三湘贸易公司; 琢鄄葡萄糖苷酶

(BR), 上海源叶生物科技有限公司;4鄄硝基苯鄄茁鄄D鄄
半乳吡喃糖苷( pNPG)、4鄄硝基苯酚( PNP), 美国

Sigma 公司;Na2CO3、K2HPO4、KH2PO4、Na2CO3(均
为化学纯), 国药集团化学试剂有限公司;没食子

酸(分析纯), 天津市光复科技发展有限公司;福

63



林酚(化学纯), 北京普博欣生物科技有限责任

公司。
1郾 2摇 仪器与设备

JA2003C 型电子天平, 上海越平科学仪器有限

公司; FE20 型实验室 pH 计 ,梅特勒-托利多仪器

(上海)有限公司;HH -501 型超级恒温水浴 (数
显),常州国华电器有限公司;DHG -9246A 型电热

恒温鼓风干燥箱 ,上海精密实验设备有限公司;
22PCO2435 型可见分光光度计、SpectrumLab 53 型

紫外-可见分光光度计, 上海棱光技术有限公司;QL
-901 VORTEX 型漩涡混匀器, 海门市其林贝尔仪

器制造有限公司;MODULYOD -230 型真空冷冻干

燥机, 美国热电公司。
1郾 3摇 实验方法

1郾 3郾 1摇 莲子红衣多酚的提取

莲子红衣 (日照晒干,含水量为 8郾 5% )粉碎过

筛至 80 目,按料(g)液(L)比 1颐 1郾 8 加入体积分数

为 60%的乙醇,在 49 益下 300 W 微波提取 9郾 5 min,
提取液 10 000 r / min 离心 10 min,上清液旋蒸后真空

冷冻干燥,4 益保存,备用。
1郾 3郾 2摇 莲子红衣多酚的质谱分析

采用 Thermo 的 TSQ 质谱定量分析莲子红衣多

酚可能含有的多酚类物质。 通过与芦丁、表儿茶素

等 8 种标准品进行比对,根据出峰情况来确定莲子

红衣多酚中各种标品的含量。 色谱柱,C18(30 mm
伊3郾 0 mm);进样量 7 滋L,流速 200 滋L / min;流动相

A,0郾 1%甲酸-氰化氢;流动相 B,0郾 1%甲酸-水,梯
度洗脱条件见表 1。

表 1摇 梯度洗脱莲子红衣多酚成分的条件

Tab. 1摇 Gradient elution for determination of compounds

t /
min

流动相 A /
%

流动相 B /
min

流速 /

(滋L·min - 1)
进样量 /

滋L
0郾 00 98 2 200 7
1郾 80 98 2 200 7
2郾 50 0 100 200 7
4郾 00 0 100 200 7
4郾 01 98 98 200 7
6郾 00 98 98 200 7

1郾 3郾 3摇 莲子红衣多酚提取物含量的测定

1) 标准曲线的建立[9]。 准确称取没食子酸

0郾 10 g,蒸馏水溶解并定容至 100 mL,分别移取 0,
20,40,60,80,100,120 滋L 到 7 个具塞试管中并用蒸

馏水定容至 1 mL,即得到不同质量浓度的没食子酸

标准溶液;分别加入 2 mL 质量浓度为 20 g / L 的

Na2CO3,2 min 后,将 1 mL 的福林酚试剂(按体积比

1颐 1与水稀释)加入到混合物中,反应 30 min 后在

750 nm 波长处测定吸光度;以没食子酸质量浓度为

横坐标,吸光度为纵坐标绘制标准曲线。
2)样品测定。 加入适当质量浓度样品,具体步

骤同上,通过回归方程得出等价没食子酸含量。
1郾 3郾 4摇 琢鄄葡萄糖苷酶活力的测定[10]

琢鄄葡萄糖苷酶活力单位定义:37 益,在 pH 值为

6郾 8 条件下,每分钟水解底物释放 1郾 0 滋mol 对硝基

苯酚规定为一个酶活力单位(U)。
莲子红衣多酚对 琢鄄葡萄糖苷酶活性的抑制率

计算公式,见式(1)。
抑制率 = (琢鄄葡萄糖苷酶活力 -抑制后酶活力) /

琢鄄葡萄糖苷酶活力 伊100%。 (1)
1郾 3郾 5摇 反应时间对 琢鄄葡萄糖苷酶活性抑制作用的

影响实验

将 琢鄄葡萄糖苷酶溶液与 600 滋L 莲子红衣多酚

溶液混匀后在 37 益预热 5 min,加入 200 滋L、pNPG
启动反应,分别在 10,15,20,25,30 min 时终止反

应,测定不同时间剩余酶活力,计算抑制率。
1郾 3郾 6摇 莲子红衣多酚浓度对 琢鄄葡萄糖苷酶活性抑

制作用的影响实验

在 pH 值为 6郾 8 时,将 琢鄄葡萄糖苷酶溶液分别

与质量浓度为 0郾 10,0郾 50,1郾 00,1郾 50,2郾 00 g / L 的莲

子红衣多酚溶液混匀,并在 37 益 预热 5 min,加入

pNPG 启动反应。 20 min 后终止反应,测定加入不

同浓度多酚溶液后的酶活力,并计算抑制率。
1郾 3郾 7摇 缓冲液 pH 值对 琢鄄葡萄糖苷酶活性抑制作

用的影响实验

以 pH 值为 6郾 4,6郾 6,6郾 8,7郾 0,7郾 2 的缓冲液为

溶剂,分别配制 1郾 0 U / mL 琢鄄葡萄糖苷酶溶液和 1郾 0
mmol / L pNPG 底物溶液。 将 1郾 0 U / mL 琢鄄葡萄糖苷

酶 600 滋L 与 1郾 00 g / L 莲子红衣多酚溶液 600 滋L 混

匀,于 37 益 水浴中预热 5 min,加入 1郾 0 mmol / L
pNPG 200 滋L,20 min 后终止反应,测定不同 pH 值

缓冲液条件下的酶活力,计算抑制率。
1郾 3郾 8摇 莲子红衣多酚抑制 琢鄄葡萄糖苷酶活力的条

件优化实验

为了综合考虑各因素对 琢鄄葡萄糖苷酶抑制作

用的影响,综合单因素实验结果,选择反应时间

(A)、抑制剂质量浓度(B)、pH 值(C)三个因素,采
用 L9(34)正交试验法对抑制 琢鄄葡萄糖苷酶活性的

条件进行优化,正交试验因素水平,见表 2。
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表 2摇 正交试验因素水平

Tab. 2摇 Factors and levels of orthogonal experiments

水平

因素

A
t / min

B

籽(抵制剂) / (g·L - 1)
C
pH

D
空白

1 15 0郾 50 6郾 6 1
2 20 1郾 00 6郾 8 2
3 25 1郾 50 7郾 0 3

1郾 3郾 9摇 抑制作用类型的测定

将 琢鄄葡萄糖苷酶分别与质量浓度为 1郾 00,
1郾 50,2郾 00 g / L 的莲子红衣多酚混匀,预热 5 min 后

加入不同浓度的 pNPG 溶液反应 20 min,加入 0郾 5
mol / L Na2 CO3 1郾 0 mL。 以底物质量浓度的倒数

1 / [S]为横坐标,反应速度的倒数 1 / v 为纵坐标,绘
制莲子红衣多酚对 琢鄄葡萄糖苷酶抑制作用的双倒

数图,根据双倒数方程计算其抑制常数 Ki。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 莲子红衣多酚中成分及含量分析

莲子红衣多酚组成和含量分析结果见表 3。 据

表 3 可知,莲子红衣多酚中儿茶素的质量分数最高,
占 28郾 05% ,表儿茶素和没食子酸次之,分别为

23郾 24%和 16郾 36% 。 根皮苷、芦丁、阿魏酸、槲皮素

和咖啡酸的含量都较少,且依次减少。 根据标准曲

线的制作方法,得回归方程,见式(2)。
Y = 0郾 008 3X - 0郾 029 6 (R2 = 0郾 992 4) 。 (2)
通过回归方程得出每克莲子红衣提取物中多酚

质量为(237郾 91 依 11郾 28)mg。

表 3摇 莲子红衣多酚组成和含量分析结果

Tab. 3摇 Content analysis results of lotus red polyphenol
%

成分名称 w(莲子红衣多酚)

芦丁 7郾 58
表儿茶素 23郾 24
槲皮素 2郾 39

没食子酸 16郾 36
儿茶素 28郾 05
阿魏酸 4郾 75
根皮苷 7郾 96
咖啡酸 0郾 20

2郾 2摇 反应时间对 琢鄄葡萄糖苷酶活性抑制作用的影响

按照 1郾 3郾 5 方法,在酶与底物反应时间分别为

10,15,20,25,30 min 时终止反应,计算莲子红衣多

酚对 琢鄄葡萄糖苷酶活性的抑制率,变化趋势如图 1。

图 1摇 反应时间与 琢鄄葡萄糖苷酶活性抑制作用的关系

Fig. 1摇 Effect of different reaction time on activity of
琢鄄glucosidase

从图 1 可以看出,在反应时间小于 20 min 时,
莲子红衣多酚对 琢鄄葡萄糖苷酶的抑制效果不佳,抑
制率较低。 随着反应时间的延长,莲子红衣多酚对

琢鄄葡萄糖苷酶的抑制率呈现出先升高后降低的趋

势,且在加入底物反应 20 min 时,抑制率达到最大。
2郾 3摇 莲子红衣多酚质量浓度对 琢鄄葡萄糖苷酶活性

抑制作用的影响

按照 1郾 3郾 6 方法,将质量浓度分别为 0郾 10,
0郾 50,1郾 00,1郾 50,2郾 00 g / L 的莲子红衣多酚溶液加

入到反应体系当中,终止反应后计算莲子红衣多酚

对 琢鄄葡萄糖苷酶活性的抑制率,结果见图 2。

图 2摇 莲子红衣多酚质量浓度与 琢鄄葡萄糖苷酶活性抑制

作用的关系

Fig. 2摇 Effect of lotus seed skin concentrations on
activity of 琢鄄glucosidase

图 2 显示,莲子红衣多酚在较低浓度范围内即

可达到较高的抑制效果。 莲子红衣多酚质量浓度为

1郾 00 g / L 时,抑制作用接近 70% 。 然而并非多酚质

量浓度越大,抑制效果越好,当多酚质量浓度在

2郾 00 g / L 时,抑制率迅速下降,很可能是多酚达到一

定浓度后会改变酶的构象。
2郾 4摇 缓冲液 pH 值对 琢鄄葡萄糖苷酶活性抑制作用

的影响

按照 1郾 3郾 7 方法,在 pH 值为 6郾 6,6郾 8,7郾 0,7郾 2
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的缓冲液体系中启动反应,计算莲子红衣多酚对

琢鄄葡萄糖苷酶活性的抑制率,变化曲线见图 3。

图 3摇 缓冲液 pH 值与 琢鄄葡萄糖苷酶活性抑制作用的关系

Fig. 3摇 Effect of pH on activity of 琢鄄glucosidase

由图 3 可见,在实验范围内 ( pH 值为 7郾 0 ~
7郾 8),琢鄄葡萄糖苷酶抑制率先随 pH 值增加而迅速

升高,随后随着 pH 值增加而逐渐下降。 在 pH 值为

6郾 8 时,琢鄄葡萄糖苷酶的抑制率达到最高。
2郾 5摇 莲子红衣多酚抑制 琢鄄葡萄糖苷酶活力的条件

优化

采用正交试验法对莲子红衣多酚抑制 琢鄄葡萄

糖苷酶活性作用进行优化,结果见表 4。

表 4摇 正交试验结果

Tab. 4摇 Results of orthogonal design

试验号 A B C D 抑制率 / %
1 1 1 1 1 52郾 08
2 1 2 2 2 43郾 36
3 1 3 3 3 49郾 85
4 2 2 1 3 58郾 74
5 2 3 2 1 65郾 57
6 2 1 3 2 50郾 50
7 3 3 1 2 48郾 18
8 3 1 2 3 56郾 59
9 3 2 3 1 47郾 12
K1 8郾 43 13郾 06 13郾 00 14郾 92
K2 18郾 27 9郾 74 15郾 17 7郾 35
K3 10郾 63 14郾 53 9郾 16 15郾 06

极差 9郾 84 4郾 79 6郾 01 7郾 72

摇 摇 表 4 中,通过 K 值大小可得出各因素对抑制

琢鄄葡萄糖苷酶活性的影响效果,从大到小顺序为:反
应时间、pH 值、抑制剂质量浓度。 综合分析结果可

知,抑制效果较佳时反应条件为 A2B3C2,即在 pH
值为 6郾 8 条件下,使用抑制剂质量浓度为 1郾 50 g / L,
反应时间为 20 min 时,莲子红衣多酚对 琢鄄葡萄糖苷

酶活性抑制率可达到最高。
2郾 6摇 验证实验结果分析

按照 A2B2C3 的条件进行验证实验,结果显示,

A2B2C3 的抑制率为 67郾 99% 依 1郾 70% 。 因此,最终

确定优化反应条件为 pH 值 6郾 8,抑制剂质量浓度

1郾 50 g / L,反应时间为 20 min。
2郾 7摇 抑制作用类型的确定

按照 1郾 3郾 9 方法,测定不同条件下的酶活力,采
用双倒数作图法,求解抑制常数并确定抑制类型,结
果见图 4。

图 4摇 莲子红衣多酚抑制 琢鄄葡萄糖苷酶的

Lineweaver鄄Burk 曲线

Fig. 4摇 Lineweaver鄄Burk figure of polyphenols from lotus
seed skin on 琢鄄glucosidase

摇 摇 从图 4 可以看出,莲子红衣多酚对 琢鄄葡萄糖苷

酶的抑制作用与其质量浓度存在剂量-效应关系。
随着莲子红衣多酚质量浓度的增大,其对 琢鄄葡萄糖

苷酶抑制作用逐渐增强。 琢鄄葡萄糖苷酶动力学曲线

vmax值变小,Km 值也变小,而 vmax / Km 值不变。 这表

明了莲子红衣多酚是 琢鄄葡萄糖苷酶的反竞争性抑

制剂,即抑制剂只与酶-底物复合物结合,而不与游

离酶结合。 当莲子红衣多酚质量浓度为 1郾 00 g / L
时,其对 琢鄄葡萄糖苷酶的抑制常数 Ki 为 0郾 24 g / L。

3摇 讨论与结论

我国为产莲大国,莲子在加工过程中打磨出的

大量红衣粉,目前仅被作为废弃物浪费,至今没有得

到很好应用。 研究发现,这些废弃物中不乏丰富的

营养物质和活性成分[8],若能从中分离获得有效的

功能性成分并在保健食品中得以应用,将会大大提

高莲子红衣副产物的利用率,并有助于提升莲子的

综合利用价值和经济价值,同时希望为新资源的开

发利用提供更多的理论依据。
大量研究显示,多种植物中所含的多酚类物质

具有 琢鄄葡萄糖苷酶的活性抑制作用,从而延缓人体

对食物中葡萄糖的吸收,降低餐后血糖。 比较近年

来多篇研究报道,可知不同植物源 琢鄄葡萄糖苷酶抑

制剂的抑制作用差别很大,如石榴花多酚对体外
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琢鄄葡萄糖苷酶的抑制率可达 90郾 79% [11],而溪黄草

多酚对 琢鄄葡萄糖苷酶的抑制率为 44郾 15% [12]。 本

研究结果显示,莲子红衣多酚对体外 琢鄄葡萄糖苷酶

的抑制率可达 67郾 99% 依 1郾 79% ,其抑制类型为反

竞争性抑制,抑制常数 Ki 为 0郾 24 g / L。 从目前研究

来看,酚类提取物对 琢鄄葡萄糖苷酶的抑制作用类型

包括非竞争性抑制、竞争性抑制和反竞争性抑制,这
可能与其主要抑制酶活性成分的组成与结构以及与

酶活性中心的结合部位和结合方式等的不同有

关[13 - 14]。 后期我们将进一步对莲子红衣多酚进行

分级分离,以期更深入研究各多酚组分与 琢鄄葡萄糖

苷酶之间的构效关系。 此外,我们还将进行动物实

验,从体内到体外综合评价莲子红衣多酚对 琢鄄葡萄

糖苷酶的抑制机制,发挥其辅助治疗糖尿病的功效。
综上所述,不良饮食是导致糖尿病的主要原因

之一,如能有效控制体内 琢鄄葡萄糖苷酶的活性,便
可减少食物中糖类物质的消化吸收,达到预防和治

疗糖尿病的效果。 从本研究结果可知,莲子红衣多

酚对 琢鄄葡萄糖苷酶的抑制效果显著,且原料资源丰

富、价格极其低廉,具有良好的开发和应用前景。
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Study on Antioxidant Activities of Black Garlic Polyphenols

YANG Heqing1, 摇 LIU Yufeng2,*,摇 HAN Qiuju3,摇 JI Yanru2,摇 YANG Qingli2,摇 WEI Lianhui2,摇
DONG Yan2,摇 MA Ruobo4,摇 JIANG Deyou1,*

(1. School of Basic Medical Sciences, Heilongjiang University of Chinese Medicine, Harbin 150046, China;
2. Daqing Branch of Heilongjiang Academy of Sciences, Daqing 163319, China;

3. Heilongjiang Nongken Vocational College, Harbin 150025, China;
4. College of Public Health, Harbin Medical University, Harbin 150081, China)

Abstract: This study investigated the antioxidant activities of polyphenols in black garlic. According to
“health food inspection and evaluation of technical specifications冶, SPF grade KM mice were randomly
divided into the blank control group, model control group and black garlic polyphenols groups. The mice
in the garlic polyphenols groups were treated at a dosage of 2郾 04, 4郾 10, and 12郾 25 g / (kg·bw) for 30
days. The gastric oxidative damage was induced by bromobenzene oil. The liver tissues of mice in the
control group and black garlic polyphenols treated groups were taken. The MDA contents, superoxide dis鄄
mutase (SOD) activities, glutathione peroxidase (GSH鄄Px) activities, and total antioxidant capacity (T鄄
AOC) in liver and serum were investigated. The results showed that the contents of MDA in serum and
liver tissue of mice significantly decreased, and the activity of SOD, GSH鄄Px and T鄄AOC significantly in鄄
creased with the increase of the crude extract. According to the standard of health food functional evalua鄄
tion procedure and test method standard, it is concluded that the crude extract of black garlic has the
function of antioxidation.

Key words: black garlic polyphenols crude extract; oxidative damage induced by bromobenzene oil; an鄄
tioxidant; total antioxidant capacity
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Inhibitory Effect on 琢鄄Glucosidase Activity of Polyphenol from
Red鄄skin of Lotus Seed

GAO Hang1,摇 SHAN Xueyu1,摇 GAO Yanfen2,摇 XU Hong1,*

(1. Beijing Engineering and Technology Research Center of Food Additives / Beijing Advanced Innovation Center
for Food Nutrition and Human Health, Beijing Technology and Business University, Beijing 100048, China;

2. Shenzhen Space Food Analysis and Test Center Limited Company, Shenzhen 518040, China)

Abstract: The aim of the research was to discuss the inhibitory effect of polyphenol from lotus seed red鄄
skin on 琢鄄glucosidase activity. It was designed to measure the 琢鄄glucosidase activity in different condi鄄
tions using spectrophotometry. With the inhibitory effect on 琢鄄glucosidase activity as the index, the inhib鄄
itory conditions were optimized by the L9(34) orthogonal optimization method. The results revealed that
the optimal inhibition rate was 67郾 99% 依1郾 79% at pH 6郾 8, 1郾 50 g / L of polyphenol concentration and
20 min of reaction time. In addition, polyphenol was an anti鄄competitive inhibition type of inhibitor on 琢鄄
glucosidase, and its inhibition constant was 0郾 24 g / L.

Key words: polyphenol from lotus seed red鄄skin; 琢鄄glucosidase; activity inhibition; inhibitor type
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