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摘　要：【目的】优化嘉宝果叶片总多酚的提取工艺，检测优化提取后的嘉宝果叶片提取物对α葡萄糖苷酶的抑

制作用。【方法】利用超声波辅助与乙醇提取相结合的方法，以总多酚提取量为考察指标，采用单因素及正交试

验，研究功率、时间、乙醇体积分数、料液比和温度对嘉宝果叶片总多酚提取量的影响，并采用酶动力学及紫

外可见吸收光谱法探讨叶片提取物体外抑制α葡萄糖苷酶的活性。 【结果】嘉宝果叶片总多酚的最佳提取工艺

为：功率１２０Ｗ，时间１０ｍｉｎ，乙醇体积分数４０％，料液比１∶１６０ （ｇ∶ｍＬ），温度４０℃，在此条件下，嘉宝果

叶片总多酚质量分数可达３３．８４％。优化提取后的嘉宝果叶片提取物对α葡萄糖苷酶具有较强的抑制作用，半数

抑制浓度犐犆５０为０．００３１ｍｇ·ｍＬ
－１，阿卡波糖对α葡萄糖苷酶的半数抑制浓度犐犆５０为８．１１０８ｍｇ·ｍＬ

－１；

ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ双倒数作图显示嘉宝果叶片多酚对α葡萄糖苷酶的抑制类型为反竞争性抑制。【结论】正交实

验法优化嘉宝果叶片总多酚提取具有可行性，嘉宝果叶片总多酚对α葡萄糖苷酶具有较强的抑制作用，可作为

降血糖功能因子进行开发利用。
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０　引言

【研究意义】糖尿病是一类高发病率的内分泌

紊乱性疾病，以高血糖、糖尿和负氮平衡为特征，

包括Ⅰ型糖尿病和Ⅱ型糖尿病。Ⅱ型糖尿病在糖尿

病中占９５％左右，其治疗策略一直是世界范围内
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的研究热点。α葡萄糖苷酶是Ⅱ型糖尿病治疗的靶

点之一，α葡萄糖苷酶抑制剂作为一种有效的糖尿

病治疗药物已上市多年，如阿卡波糖、伏格列波糖

和米格列醇等，但长期摄入化学合成的α葡萄糖

苷酶抑制剂具有明显的胃肠道不良反应［１］。因此，

研发高效、低毒或无毒的α葡萄糖苷酶抑制剂成

为糖尿病治疗药物研发的重要方向之一。【前人研

究进展】植物多酚是一类活性较强的α葡萄糖苷

酶抑制剂，但酚类化合物种类繁多，不同的酚类提

取物对α葡萄糖苷酶的抑制活性及抑制作用方式

存在显著差异［２－４］，因此，在开发利用酚类α葡萄

糖苷酶抑制剂时有必要先探讨其与α葡萄糖苷酶

的构效关系。嘉宝果犕狔狉犮犻犪狉犻犪犮犪狌犾犻犳犾狅狉犪又名树

葡萄、珍宝果，为桃金娘科拟爱神木属热带亚热带

常绿灌木，一年四季均可开花、结果。嘉宝果枝繁

叶茂，四季常绿，叶对生，深绿有光泽，新叶淡红

色。本课题组前期通过浸提的方法获取多酚，发现

嘉宝果植株各部位 （根、茎、叶、果皮等）中以嘉

宝果叶片醇提取物的总多酚含量最高、清除自由基

能力和体外降糖效果最强，且叶片总多酚含量与

α葡萄糖苷酶抑制活性存在显著正相关性，提高提

取物中总多酚含量可增强对α葡萄糖苷酶的抑制

活性［５－６］。 【本研究切入点】关于嘉宝果叶片总多

酚提取工艺优化及其对α葡萄糖苷酶抑制作用的

相关机制研究目前尚未见报道。【拟解决的关键问

题】为高效获取嘉宝果叶片多酚，本文采用正交试

验设计，通过超声波辅助与乙醇提取相结合的方法

对嘉宝果叶片总多酚的提取工艺进行优化，并测定

其体外抑制α葡萄糖苷酶活性及抑制作用方式，

为嘉宝果叶片多酚类化合物的开发利用提供参考。

１　材料与方法

试验于２０１８年６～１２月在福建省农业科学院

亚热带农业研究所生理生化实验室内进行。

１１　试验材料

１１１　材料与试剂　嘉宝果叶片：采自福建龙海

市惠昌树葡萄专业合作社，供试嘉宝果品种为 ‘沙

巴’。随机选取９株树龄为１５ａ的健康植株剪取嫩

叶。嫩叶位于枝条顶部，质地柔嫩且叶脉不清晰，

颜色嫩绿或淡红。

标准品没食子酸、阿卡波糖、４硝基苯αＤ吡

喃葡萄糖苷 （ＰＮＰＧ）：纯度＞９８％，日本东京化

成工业株式会社；ＦｏｌｉｎＣｉｏｃａｌｔｅｕ试剂：分析纯，

美国Ｓｉｇｍａ公司；α葡萄糖苷酶：Ｇ０６６０７５０ＵＮ，

美国Ｓｉｇｍａ公司；无水乙醇、亚硝酸钠、硝酸铝、

氢氧化钠、磷酸二氢钾、磷酸氢二钾、碳酸钠：分

析纯，国药集团化学试剂有限公司。

１１２　主要仪器设备　紫外可见分光光度计：

Ｌ５Ｓ型，上海仪电分析仪器有限公司；酶标仪：

ｉＭＡＲＫ，美国伯乐；超纯水机：ＵＰＷ２０Ｎ 型，

北京历元电子仪器有限公司；分析天平：ＢＳ１１０Ｓ

型，德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ集团；水浴锅：ＨＨ·Ｓ２１８Ｓ

型，上海新苗医疗器械制造有限公司；粉碎机：

ＷＢＬ２５２１Ｈ型，佛山美的集团；数控超声波清洗

仪：ＫＱ３００ＤＥ，昆山市超声仪器有限公司；冷冻

高速离心机：ＭＩＫＲＯ２２Ｒ，德国Ｈｅｔｔｉｃｈ。

１２　试验方法

１２１　样品处理　将采集的嘉宝果嫩叶烘干至恒

质量后用粉碎机粉碎４０ｓ（２８０００ｒ·ｍｉｎ－１）再过

４０目筛，称取适量粉末按照１．２．３单因素试验设

计和１．２．４正交试验设计方案进行提取，提取液采

用冷冻高速离心机离心１５ｍｉｎ （６０００ｒ·ｍｉｎ－１），

取上清液，待测。

１２２　总多酚含量的测定　总多酚含量的测定采

用福林酚法［５］，并稍作修改，具体如下：以没食子

酸为标准品，精确称取没食子酸标准品０．２０００ｇ，

超纯水定容至１００ｍＬ。加水稀释得质量浓度为

０．０１０、０．１００、０．２００、０．３００、０．４００、０．５００、

０．６００、０．７００ｍｇ·ｍＬ
－１的标液，取０．１ｍＬ标

液，加入０．１ｍＬ１．０ｍｏｌ·Ｌ－１ＦｏｌｉｎＣｉｏｃａｌｔｅｕ试

剂和２．８ｍＬ水，摇匀，静置８ｍｉｎ后加入２ｍＬ

７５ｇ·Ｌ
－１碳酸钠溶液，摇匀，室温下密封避光２

ｈ，于７６５ｎｍ 处测其吸光度值，平行测定３次。

以吸光度值为纵坐标狔 （犃７６５ｎｍ），没食子酸标液质

量浓度为横坐标狓，绘制标准曲线。绘制标准曲线

得回归方程为：狔＝１．７５７７狓＋０．０５７８ （犚
２ ＝

０．９９３３）。取各提取液按照如上方法测定，不同提

取液中总多酚含量用每克干燥叶片中所含没食子酸

（ＧＡＥ）的质量分数进行计算，单位为％。

１２３　单因素试验设计　采用不同的功率、时间、

乙醇体积分数、料液比和温度进行单因素试验。按

照１．２．２测定总多酚含量的方法，计算嘉宝果叶片

中总多酚的提取量。

（１）功率：固定乙醇体积分数４０％、时间１０

ｍｉｎ、料液比１∶５０ （ｇ∶ｍＬ）、温度３０℃，考察功

率 （１２０、１５０、１８０、２１０、２４０、２７０Ｗ）对总多

酚提取量的影响。

（２）时间：固定功率１２０Ｗ、乙醇体积分数

４０％、料液比１∶５０ （ｇ∶ｍＬ）、温度３０℃，考察

时间 （１０、２０、３０、４０、５０、６０ｍｉｎ）对总多酚提
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取量的影响。

（３）乙醇体积分数：固定功率１２０Ｗ、时间

１０ｍｉｎ、料液比１∶５０ （ｇ∶ｍＬ）、温度３０℃，考

察乙醇体积分数 （０、２０、４０、６０、８０、１００％）对

总多酚提取量的影响。

（４）料液比：固定功率１２０Ｗ、时间１０ｍｉｎ、

乙醇体积分数４０％、温度３０℃，考察料液比１∶

４０、１∶８０、１∶１２０、１∶１６０、１∶２００、１∶２４０

（ｇ∶ｍＬ）对总多酚提取量的影响。

（５）温度：固定功率１２０ Ｗ、时间１０ｍｉｎ、

料液比１∶１６０ （ｇ∶ｍＬ）、乙醇体积分数４０％，考

察温度 （２０、３０、４０、５０、６０℃）对总多酚提取量

的影响。

１２４　正交试验设计　在单因素试验的基础上，

固定功率１２０Ｗ、时间１０ｍｉｎ，选择乙醇体积分

数、料液比、温度等对总多酚提取影响较大的３个

因素，以犔９ （３
４）正交试验确定嘉宝果叶片总多

酚提取的最佳工艺条件。正交试验因素水平见表

１。提取后采用１．２．２方法测定总多酚含量。

表１　正交试验因素水平

犜犪犫犾犲１　犉犪犮狋狅狉狊犪狀犱犾犲狏犲犾狊狅犳狅狉狋犺狅犵狅狀犪犾犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋

水平

Ｌｅｖｅｌ

乙醇体积分数

Ｅｔｈａｎｏｌｖｏｌｕｍｅ

ｆｒａｃｔｉｏｎ／％

料液比

Ｍａｔｅｒｉａｌｓｏｌｖｅｎｔ

ｒａｔｉｏ／（ｇ∶ｍＬ）

温度

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

／℃

１ ２０ １∶１２０ ２０

２ ４０ １∶１６０ ３０

３ ６０ １∶２００ ４０

１２５　嘉宝果叶片总多酚提取物对α葡萄糖苷酶

的抑制作用　参照ＪｉｒａｐａｓｔＳｉｃｈａｅｍ等
［７］的方法并

稍作修改，具体如下：采用０．０５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｐＨ

６．８的ＰＢＳ缓冲液配置０．４Ｕ·ｍＬ－１的α葡萄糖

苷酶，０．２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｐＨ６．８的ＰＢＳ缓冲液配置

３．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＰＮＰＧ。在９６孔板中先加１０μＬ

样品和１０μＬα葡萄糖苷酶，混匀后，于３７℃温箱

中孵育１０ｍｉｎ，然后加入５０μＬＰＮＰＧ继续孵育

２０ｍｉｎ，最后加入１００μＬ０．２ｍｏｌ·Ｌ
－１Ｎａ２ＣＯ３终

止反应，在酶标仪上测定其在４０５ｎｍ波长处的吸

光度，平行测定３次。ＩＣ５０为酶活性被抑制５０％时

的抑制剂浓度。按照公式 （１）计算α葡萄糖苷酶

活性抑制率：

α葡 萄 糖 苷 酶 活 性 抑 制 率／％ ＝

犃０－ （犃１－犃３）

犃０－犃［ ］２

×１００％ （１）

式中犃１和犃０分别为加或不加抑制剂时的吸光

度值，犃２为溶剂本底吸光度值，犃３为抑制剂溶液

本底吸光度值。

１２６　嘉宝果叶片总多酚提取物对α葡萄糖苷酶

的抑制作用类型　酶抑制剂对酶的抑制作用分为可

逆抑制和不可逆抑制，在４硝基αＤ吡喃葡萄糖

苷 （ＰＮＰＧ）浓度不变的情况下，选用不同浓度

（０．１、０．２、０．４、０．６、０．８Ｕ·ｍＬ－１）的α葡萄

糖苷酶，嘉宝果叶片多酚提取物质量浓度分别为

０、０．００３、０．００６ｍｇ·ｍＬ
－１的条件下，测定α葡

萄糖苷酶酶促反应速率 （Ｖ），平行测定３次，对

酶促反应速率和酶浓度进行线性拟合。若得到一组

相交于原点的直线，则该抑制作用为可逆抑制；若

直线未相交于原点，则该抑制作用为不可逆抑

制［８－９］。

１２７　酶促动力学研究　酶抑制剂对酶的可逆抑

制作用包括竞争性抑制、非竞争性抑制和反竞争性

抑制，在α葡萄糖苷酶浓度不变的情况下，选用

不 同 浓 度 （０．０５、０．１０、０．２０、０．３０、０．４０

ｍｍｏｌ·Ｌ－１）的ＰＮＰＧ为底物 ［犛］，嘉宝果叶片

多酚提取物质量浓度分别为 ０、０．００３、０．００６

ｍｇ·ｍＬ
－１的条件下，测定α葡萄糖苷酶酶促反应

速率 （犞），平行测定３次，通过ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ

双倒数法，１／犞－１／ ［犛］作图，对二者进行线性

拟合，并按米氏双倒数方程 （２）计算最大酶促反

应速率犞ｍａｘ和米氏常数犓犿。若得到一组相交于犢

轴的直线，犞ｍａｘ不变，犓犿 增大，则为竞争性抑制；

若得到一组相交于犡 轴的直线，犞ｍａｘ减小，犓犿 不

变，则为非竞争性抑制；若得到一组平行的直线，

犞ｍａｘ和犓犿 均减小，则为反竞争性抑制
［１０］。

１

犞
＝
犓犿
犞ｍａｘ

· １
［犛］
＋
１

犞ｍａｘ

（２）

１３　数据分析

利用Ｅｘｃｅｌ软件统计各参数的平均值和标准误

差并作图，采用ＤＰＳ软件进行统计检验分析。

２　结果与分析

２１　单因素试验

２１１　功率对总多酚提取量的影响　由图１可知，

功率在１２０～２７０Ｗ，总多酚的提取量随功率的增

加未有明显变化。当功率增加至２７０Ｗ 时，总多

酚提取量反而有所下降。因此，考虑能耗问题，固

定提取功率为１２０Ｗ。

２１２　时间对总多酚提取量的影响　由图２可知，

超声提取时间在１０～６０ｍｉｎ，总多酚的提取量随

时间的变化较小，最低提取量为总多酚质量分数
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图１　功率对总多酚提取量的影响

犉犻犵．１　犈犳犳犲犮狋狅犳狌犾狋狉犪狊狅狀犻犮狑犪狏犲狆狅狑犲狉狅狀狆狅犾狔狆犺犲狀狅犾犲狓狋狉犪犮狋犻狅狀

３０．６０％，最高提取量为总多酚质量分数３１．７１％，

二者相差较小。因此，考虑到能耗及效率问题，选

择固定超声时间１０ｍｉｎ。

图２　时间对总多酚提取量的影响

犉犻犵．２　犈犳犳犲犮狋狅犳狌犾狋狉犪狊狅狀犻犮狑犪狏犲犪狆狆犾犻犮犪狋犻狅狀犱狌狉犪狋犻狅狀狅狀

狆狅犾狔狆犺犲狀狅犾犲狓狋狉犪犮狋犻狅狀

２１３　乙醇体积分数对总多酚提取量的影响　由

图３可知，乙醇体积分数在０～４０％，总多酚的提

取量随乙醇体积分数的增加而升高。当乙醇体积分

数为４０％时，总多酚提取量达到２９．６４％，继续增

加乙醇体积分数，提取量反而持续下降。因此，选

择４０％为最佳乙醇体积分数。

２１４　料液比对总多酚提取量的影响　结果如图

４所示，在料液比为 （１∶４０）～ （１∶１６０） （ｇ∶

ｍＬ）时，嘉宝果叶片总多酚提取量随提取溶剂量

的增加而增加；当料液比小于１∶１６０ （ｇ∶ｍＬ）

时，继续增加提取溶剂量，出现嘉宝果叶片总多酚

提取量下降的趋势。因此，选择１∶１６０ （ｇ∶ｍＬ）

为最佳料液比。

２１５　温度对总多酚提取量的影响　由图５可知，

在温度２０～３０℃，总多酚提取量随温度的升高而

升高，提取温度为３０℃时，总多酚提取量达最高

图３　乙醇体积分数对总多酚提取量的影响

犉犻犵．３　犈犳犳犲犮狋狅犳犲狋犺犪狀狅犾狏狅犾狌犿犲犳狉犪犮狋犻狅狀狅狀狆狅犾狔狆犺犲狀狅犾

犲狓狋狉犪犮狋犻狅狀

图４　料液比对总多酚提取量的影响

犉犻犵．４　 犈犳犳犲犮狋狅犳 犿犪狋犲狉犻犪犾狊狅犾狏犲狀狋狉犪狋犻狅狅狀 狆狅犾狔狆犺犲狀狅犾

犲狓狋狉犪犮狋犻狅狀

值；当提取温度超过３０℃时，总多酚的提取量开

始下降；在提取温度４０～５０℃，总多酚的提取量

变化较小，超过５０℃后，提取量又明显降低。因

此，选择３０℃为最佳超声温度。

图５　温度对总多酚提取量的影响

犉犻犵．５　犈犳犳犲犮狋狅犳狆狉狅犮犲狊狊犻狀犵狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狅狀狆狅犾狔狆犺犲狀狅犾

犲狓狋狉犪犮狋犻狅狀
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２２　正交试验

从表２可知，通过极差分析得出影响嘉宝果叶

片总多酚提取量的３个因素的主次关系表现为：乙

醇体积分数＞料液比＞温度。为了进一步确定各因

素对嘉宝果叶片总多酚提取量的影响，对表２结果

进行方差分析和显著性检验，结果见表３。犉检验

结果表明，正交试验所设３个因素中乙醇体积分数

和料液比为嘉宝果叶片总多酚提取的显著影响因

素。

表２　正交试验设计与结果

犜犪犫犾犲２　犗狉狋犺狅犵狅狀犪犾犱犲狊犻犵狀，狉犲狊狌犾狋狊犪狀犱狉犪狀犵犲犪狀犪犾狔狊犻狊

试验号

Ｎｕｍｂｅｒｓ

因素

Ａ／％ Ｂ／（ｇ∶ｍＬ） Ｃ／℃ Ｄ

总多酚提取量

Ｔｏｔａｌｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ

／％

１ １（２０） １（１∶１２０） １（２０） １ ３０．１３

２ １ ２（１∶１６０） ２（３０） ２ ３１．９１

３ １ ３（１∶２００） ３（４０） ３ ３１．５９

４ ２（４０） １ ２ ３ ３２．６７

５ ２ ２ ３ １ ３４．５２

６ ２ ３ １ ２ ３４．０６

７ ３（６０） １ ３ ２ ３２．２２

８ ３ ２ １ ３ ３３．１４

９ ３ ３ ２ １ ３３．２０

犽１ ９３．６３ ９５．０２ ９７．３３ ９７．８５

犽２ １０１．２５ ９９．５７ ９７．７８ ９８．１９

犽３ ９８．５６ ９８．８５ ９８．３３ ９７．４０

犚 ７．６２ ４．５５ １．００ ０．７９

注：表中因素Ａ为乙醇体积分数，Ｂ为液料比，Ｃ为温度，Ｄ为空列。表３同。

Ｎｏｔｅ：Ａ．Ｅｔｈａｎｏｌｖｏｌｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎ，Ｂ．Ｍａｔｅｒｉａｌｓｏｌｖｅｎｔｒａｔｉｏ，Ｃ．Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，Ｄ．

Ｖａｃａｎｔｃｏｌｕｍｎ．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｔａｂｌｅ３．

表３　正交试验结果方差分析

犜犪犫犾犲３　 犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳狏犪狉犻犪狀犮犲狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳狅狉狋犺狅犵狅狀犪犾

犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋

变异来源

Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ

偏差平方和

Ｓｕｍｏｆ

ｓｑｕａｒｅ

自由度

Ｆｒｅｅｄｏｍ

犉值

犉ｖａｌｕｅ

犉临界值

犉ｃｒｉｔｉｃａｌ

ｖａｌｕｅ

犘值

犘ｖａｌｕｅ

Ａ ９．９５６ ２ ９４．８１９ １９．０００ ＜０．０５

Ｂ ３．９８８ ２ ３７．９８１ １９．０００ ＜０．０５

Ｃ ０．１６７ ２ １．５９０ １９．０００ ＞０．０５

Ｄ ０．１０５ ２ １．０００ １９．０００ ＞０．０５

误差 Ｅｒｒｏｒｓ ０．１０５ ２

从表２可见，９组正交试验中，嘉宝果叶片总

多酚提取量最高的提取组合为Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ１，即乙醇

体积分数４０％，料液比１∶１６０ （ｇ∶ｍＬ），温度

４０℃，总多酚提取量为３４．５２％，通过极差分析得

到的嘉宝果叶片总多酚提取量最佳提取组合为 Ａ２

Ｂ２Ｃ３Ｄ２，即乙醇体积分数４０％，料液比１∶１６０

（ｇ∶ｍＬ），温度４０℃，与正交试验的最高提取组

合一致。为验证最佳组合 Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ１的稳定性，经

过３次平行试验，总多酚提取量为 （３３．８４±

０．２８）％。该提取工艺重复性好，稳定可靠。

２３　嘉宝果叶片总多酚提取物对α葡萄糖苷酶的

抑制作用

由图６可知，在试验所设质量浓度范围内，阿

卡波糖和嘉宝果叶片总多酚提取物对α葡萄糖苷

酶均具有一定的抑制作用，且其抑制效果与质量浓

度间呈现良好的剂量效应关系，其犐犆５０值分别为

８．１１０８、０．００３１ｍｇ·ｍＬ
－１，嘉宝果叶片多酚提

取物对α葡萄糖苷酶抑制的犐犆５０值远小于阿卡波

糖，说明嘉宝果叶片多酚提取物对α葡萄糖苷酶

有很强的抑制效果。

图６　嘉宝果叶片总多酚提取物 （Ａ）及阿卡波糖 （Ｂ）

对α葡萄糖苷酶的抑制作用

犉犻犵．６　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狆狅犾狔狆犺犲狀狅犾犲狓狋狉犪犮狋（犃）犪狀犱犪犮犪狉犫狅狊犲（犅）

狅狀α犵犾狌犮狅狊犻犱犪狊犲

２４　嘉宝果叶片总多酚提取物对α葡萄糖苷酶抑

制作用类型

以不同酶浓度与酶促反应速率进行线性拟合，

随着嘉宝果叶片总多酚提取物质量浓度的增大，可

得到几条不同的直线。如图７所示，随着酶浓度的
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增加，酶促反应速率增大，在试验条件下，酶浓度

与酶促反应速率呈良好的线性关系 （０．９７９１≤犚
２

≤０．９９３９），且所有回归方程近似经过原点，可见

嘉宝果叶片总多酚提取物对α葡萄糖苷酶的抑制

作用类型属于可逆抑制类型。

图７　嘉宝果叶片总多酚提取物对α葡萄糖苷酶抑制作

用类型

犉犻犵．７　犐狀犺犻犫犻狋犻狅狀 狋狔狆犲 狅犳 狆狅犾狔狆犺犲狀狅犾犲狓狋狉犪犮狋狅狀 α

犵犾狌犮狅狊犻犱犪狊犲

２５　嘉宝果叶片总多酚提取物对α葡萄糖苷酶抑

制作用的动力学分析

固定α葡萄糖苷酶浓度，测定了不同底物浓

度 ［Ｓ］下酶促反应速率Ｖ，以１／Ｖ１／ ［Ｓ］作图，

得到α葡萄糖苷酶在添加或不添加嘉宝果叶片总

多酚提取物时的ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ双倒数图，如图

８所示，得到一组近似平行的直线。按照公式 （２）

可计算出不同质量浓度的总多酚提取物对α葡萄

糖苷酶抑制的米氏常数 Ｋｍ及最大酶促反应速率

Ｖｍ，如表４所示，随着嘉宝果总多酚提取物质量

浓度增加，酶促反应 Ｋｍ、Ｖｍ值均减小，可见嘉

宝果叶片总多酚提取物对α葡萄糖苷酶的抑制作

用类型为反竞争性抑制。

图８　嘉宝果叶片总多酚提取物对α葡萄糖苷酶抑制作

用的ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ曲线

犉犻犵．８　犔犻狀犲狑犲犪狏犲狉犅狌狉犽狆犾狅狋狅狀犻狀犺犻犫犻狋犻狅狀狅犳狆狅犾狔狆犺犲狀狅犾

犲狓狋狉犪犮狋狅狀α犵犾狌犮狅狊犻犱犪狊犲

表４　嘉宝果总多酚提取物对α葡萄糖苷酶抑制作用的ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ曲线方程

犜犪犫犾犲４　犔犻狀犲狑犲犪狏犲狉犅狌狉犽狆犾狅狋犲狇狌犪狋犻狅狀犳狅狉犻狀犺犻犫犻狋犻狅狀狅犳狆狅犾狔狆犺犲狀狅犾犲狓狋狉犪犮狋狅狀α犵犾狌犮狅狊犻犱犪狊犲

项目

Ｉｔｅｍｓ

质量浓度

Ｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

／（ｍｇ·ｍＬ－１）

线性回归方程Ｌｉｎｅａｒｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ

斜率Ｓｌｏｐｅ 截距Ｉｎｔｅｒｃｅｐｔ
犚２

犞ｍａｘ／

（ＯＤ·ｍｉｎ－１）

犓犿／

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

对照组Ｃｏｎｔｒａｓｔ ０ ５．７２０３ ８．０２３２ ０．９９７６ ０．１２４６ ０．７１３０

嘉宝果总多酚

Ｔｏｔａｌｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ

０．００３ ５．８８４４ ２２．６８４２ ０．９９７４ ０．０４４１ ０．２５９４

０．００６ ５．８１０５ ６１．６１４４ ０．９９７６ ０．０１６２ ０．０９４３

３　讨论与结论

本研究采用超声波辅助、乙醇提取相结合的方

法，探讨了功率、时间、乙醇体积分数、料液比和

温度对嘉宝果叶片总多酚提取量的影响。多酚类化

合物是植物体内重要的次级代谢产物，提取植物细

胞中的总多酚首先需要破坏细胞结构，乙醇具有较

强的细胞破壁作用，故选用乙醇作为提取溶剂。结

果表明，乙醇体积分数的变化显著影响总多酚的提

取量，最佳提取工艺中乙醇体积分数为４０％，提

取溶剂含有一定体积的水有利于提取溶剂润湿提取

物，提高提取溶剂极性、水溶性，白兰叶犕犻犮犺犲犾犻犪

犪犾犫犪、雪莲果叶犛犿犪犾犾犪狀狋犺狌狊狊狅狀犮犺犻犳狅犾犻狌狊和蓝莓

叶犈狉犻犮犪犮犲犪犲犞犪犮犮犻狀犻狌犿．ｓｐｐ等多酚类化合物提取

采用的提取溶剂为体积分数３０％～７０％的乙醇水

溶液，都获得最佳提取率［１１－１３］。在料液比单因素

试验中，随着提取溶剂量的增加，总多酚不断溶

出，总多酚提取量升高，继续增加溶剂量，总多酚

提取量反而下降，这可能是因为提取溶剂量的增加

可加大细胞内外酚类物质浓度差，有利于酚类物质

由叶片向提取液中扩散，继续增加提取液用量可能

由于提取溶剂量过大，酚类物质反渗透，导致提取
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量下降。这种变化趋势也存在于龙利叶犛犪狌狉狅狆狌狊

狉狅狊狋狉犪狋狌狊犕犻狇．、番石榴叶犘狊犻犱犻狌犿犵狌犪犼犪狏犪Ｌｉｎｎ．

等植物多酚的提取中［１４－１５］。嘉宝果总多酚的提取

量随温度的升高呈先上升后降低趋势，并且总多酚

最高提取量所对应的提取温度较低，为３０℃，笔

者推测嘉宝果叶片多酚耐热性较差，适合在较低温

度进行提取，与圣罗勒叶片犗犮犻犿狌犿狊犪狀犮狋狌犿、孟

加 拉 榕 树 叶 犉犻犮狌狊犫犲狀犵犺犪犾犲狀狊犻狊、 黑 莓 树 叶

犛狔狕犻犵犻狌犿犮狌犿犻狀犻等植物多酚提取相似，均需在较

低温度下进行提取［１６］。功率和时间的变化对嘉宝

果嫩叶总多酚提取影响较小。采用优化后的工艺提

取嘉宝果叶片总多酚含量可达３３．８４％，比已报道

的采用简单浸提方法提取的嘉宝果叶片总多酚含量

２７３．７０ｍｇ·ｇ
－１高２３．６３％

［１７］。

α葡萄糖苷酶抑制剂如阿卡波糖、伏格列波糖

等可通过抑制位于消化道的α葡萄糖苷酶，延缓

肠道内双糖或多糖分解产生葡萄糖的速度，改善餐

后高血糖。本文通过测定优化提取工艺后的嘉宝果

叶片总多酚提取物对α葡萄糖苷酶的抑制作用及

抑制类型评价其体外降糖活性。结果表明，嘉宝果

叶片总多酚提取物对α葡萄糖苷酶具有较强的抑

制活性，抑制１Ｕ的α葡萄糖苷酶需要嘉宝果干燥

叶片０．０１６ｍｇ。已报道的采用简单浸提方法，抑

制 １Ｕ 的 α葡萄糖苷酶需要嘉宝果干燥叶片

０．０４０ｍｇ
［５］。说明与采用简单浸提相比，采用优

化后的工艺提取的嘉宝果叶片提取物对α葡萄糖

苷酶的抑制作用更强。酶促反应动力学研究表明，

嘉宝果叶片总多酚对α葡萄糖苷酶抑制作用为反

竞争性抑制，即嘉宝果叶片总多酚提取物可与酶

底物复合物结合，而不与游离酶结合。该结果与石

榴皮多酚提取物的纯化物Ｐ２及莲子红衣多酚对α

葡萄糖苷酶的抑制作用方式一致［１８－１９］。而吕欢

等［２０］研究发现，阿卡波糖对酵母源α葡萄糖苷酶

的抑制作用方式为非竞争性抑制，说明嘉宝果叶片

多酚提取物对α葡萄糖苷酶的作用靶点、酶的修

饰作用与阿卡波糖不同。笔者推测嘉宝果总多酚提

取物中能够发挥α葡萄糖苷酶活性抑制作用的成

分较单一或者是结构相似的一类，可进一步从结构

上进行分析。

本研究以 ‘沙巴’品种嘉宝果嫩叶为原料，通

过单因素和正交试验，采用超声波辅助与乙醇提取

相结合的方法提取嘉宝果叶片总多酚，获得嘉宝果

叶片多酚的最佳提取工艺为：功率１２０Ｗ，时间

１０ｍｉｎ，乙醇体积分数４０％，料液比１∶１６０ （ｇ∶

ｍＬ），温度４０℃，在此条件下，叶片总多酚的提

取量达到３３．８４％。各因素对叶片总多酚提取量的

影响作用大小表现为：乙醇体积分数＞料液比＞温

度，功率与时间对提取的影响较小。此外，嘉宝果

叶片总多酚提取液具有较强的α葡萄糖苷酶活性

抑制作用，并且其对α葡萄糖苷酶的抑制作用方

式与阿卡波糖不同，为反竞争性抑制，具有辅助降

血糖药开发价值。
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［２０］吕欢，罗明?，方飞，等．桑叶提取物抑制α葡萄糖苷酶活性

体系的优化及动力学研究 ［Ｊ］．中药新药与临床药理，２０１２，
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