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　　摘要：采用Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅ法测定雪胆中的多酚含量，研究金属离子和温度对多酚稳定性的影响，并分析多酚对

α－淀粉酶活性的抑制作用和抑制类型。结果表明，Ｍｎ２＋、Ｆｅ２＋、Ｆｅ３＋和Ｃｕ２＋对多酚具有破坏作用，其中 Ｍｎ２＋对多酚
的破坏作用最显著；温度过高或者过低不利于多酚的保存，温度在２５～４５℃多酚保存效果最佳；酶促动力学研究表
明，雪胆多酚对α－淀粉酶具有抑制作用，其抑制作用类型为可逆竞争性抑制，表明雪胆具有开发为辅助降糖保健食
品或药品的价值。
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　　雪胆（Ｈｅｍｓｌｅｙａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）主要分布在我国西南
地区的云南省和四川省［１－２］，具有清热解毒等功效，

可用于治疗支气管炎、细菌性痢疾和肺结核等［３］，

具有很高的药用价值，为常用传统药材［４－７］。多酚

是一种次生代谢产物［８］，主要通过莽草酸和丙二酸

途径合成。植物多酚广泛分布于植物的皮、根、叶

和果肉中，大部分多酚类化合物为水溶性物质，存

在于植物液泡中，天然存在形式较多。多酚类化合

物是天然的抗氧化剂，除了有良好的抗氧化功能

外，还具有保护植物免受紫外线伤害［９］、抑制细

菌［１０－１１］等作用。多酚的酚羟基在光照等条件下容

易被氧化，氧化后颜色加深。一些多酚物质能与

α－淀粉酶相互作用，从而抑制 α－淀粉酶的活
性［１２］，这种抑制作用能有效阻碍食物中碳水化合物

的水解和消化［１３］。

近年来，国内外学者已对雪胆化学成分、药理

活性、作用机制等方面进行了研究［４，６－７，１４－１５］。植物

中多酚具有良好的生物活性，已成为医药及食品领

域的研究重点之一。然而，多酚在加工或贮藏等过

程中，易受到温度、光照和金属离子等的影响而被

降解，其抗氧化活性降低。α－淀粉酶是可以影响
饮食中淀粉等主要碳水化合物消化和吸收的关键

酶，抑制α－淀粉酶的活性能有效降低淀粉等物质
的降解和葡萄糖的吸收，从而有效控制血糖的快速

升高；因此，从中草药的天然产物中获得 α－淀粉酶
抑制剂已成为研究热点。但有关雪胆多酚在贮藏

过程中的稳定性和对α－淀粉酶抑制活性的研究还
鲜有报道。因此，笔者对雪胆多酚的稳定性和雪胆

多酚对α－淀粉酶抑制类型进行研究，旨在为雪胆
多酚的保存和加工以及今后的综合开发利用提供

理论参考和依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料与仪器
２０１８年７月雪胆块茎采自云南柯兆生物科技

有限公司的雪胆资源圃，其已由云南农业大学杨生

超教授鉴定。试验在云南农业大学西南中药材种

质创新与利用国家地方联合工程研究中心完成。

所用试剂为 α－淀粉酶（Ｓｉｇｍａ公司）、福林酚
试剂、没食子酸标准品、３，５－二硝基水杨酸（ＤＮＳ）
试剂、阿卡波糖，均为国产分析纯。所用仪器为

７２２Ｎ型可见分光光度计（上海菁华科技仪器有限公
司）、电子天平［赛多利斯（上海）贸易有限公司公

司］、ＲＥ－５２ＡＡ型旋转蒸发器（上海亚荣生化仪器
厂）、数显恒温水浴锅（上海双捷实验设备有限公

司）。

—７６１—江苏农业科学　２０２１年第４９卷第９期



１．２　雪胆多酚的提取及含量测定
将雪胆干燥块茎经过粉碎过筛，通过回流提取

获得雪胆多酚提取液。根据 Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅ法，在
７６５ｎｍ波长下测定提取液吸光度，建立标准曲线，
计算雪胆总多酚浓度。

１．３　雪胆多酚稳定性试验
１．３．１　金属离子的影响　取２０ｍＬ多酚提取液加
入比色管中，分别加入 １、５、１０ｍｇ／ｍＬＮａ＋、Ｋ＋、
Ｍｎ２＋、Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋、Ｍｇ２＋、Ｆｅ２＋、Ａｌ３＋、Ｆｅ３＋ 溶 液
１ｍＬ，每个处理３次重复，放置１ｄ后于７６５ｎｍ波
长下测定溶液吸光度。

１．３．２　温度的影响　取３０ｍＬ多酚提取液加入比
色管中，把比色管分别置于２５～８５℃下恒温水浴
５ｈ，同一温度下每隔１ｈ测定１次溶液吸光度，计
算雪胆总多酚浓度和多酚保存率。

１．３．３　雪胆多酚保存率的计算　根据提取液处理
前后的多酚浓度，计算雪胆多酚的保存率，计算公

式如下：

多酚保存率＝
ρｔ
ρ０
×１００％。 （１）

式中：ρ０、ρｔ分别表示提取液处理前、处理后的多酚
浓度，ｍｇ／ｍＬ［１６］。
１．４　雪胆多酚对α－淀粉酶的抑制作用
１．４．１　α－淀粉酶活性测定　取 α－淀粉酶溶液，
于３７℃恒温水浴放置 １５ｍｉｎ后，添加底物溶液
０．２ｍＬ，混匀后添加 ＤＮＳ试剂１ｍＬ，于沸水浴中放
置５ｍｉｎ，冷却后添加蒸馏水１５ｍＬ，于５４０ｎｍ波长
下测定溶液吸光度。同时以磷酸盐缓冲溶液作空

白对照。

１．４．２　酶反应动力学进程曲线的建立　分别量取
０．１～０．５ｍＬ浓度为１ｍｇ／ｍＬ的α－淀粉酶溶液于
比色管中。随后将比色管于３７℃恒温水浴中放置
１５ｍｉｎ，添加底物溶液０．２ｍＬ，混匀后添加 ＤＮＳ试
剂１ｍＬ，于沸水浴中放置５ｍｉｎ后及时冷却，添加蒸
馏水 １５ｍＬ，于５４０ｎｍ波长下测定溶液吸光度。
１．４．３　雪胆多酚对 α－淀粉酶的抑制效果　取
１ｍｇ／ｍＬα－淀粉酶溶液０．３ｍＬ，分别添加不同浓
度的多酚溶液１ｍＬ。混合液混匀后于３７℃恒温水
浴中放置１５ｍｉｎ，添加底物溶液０．２ｍＬ、ＤＮＳ试剂
１ｍＬ，混匀后沸水浴５ｍｉｎ，及时冷却并添加蒸馏水
１５ｍＬ，于５４０ｎｍ波长处测定吸光度；同时磷酸盐缓
冲溶液作空白对照，阿卡波糖作阳性对照，每个处

理３次重复。计算雪胆多酚对 α－淀粉酶的抑制

率，公式如下：

抑制率＝ １－
Ｄ２－Ｄ３
Ｄ( )
１

×１００％。 （２）

式中：Ｄ１表示空白对照的吸光度；Ｄ２表示抑制剂管
的吸光度；Ｄ３表示背景对照的吸光度。
１．４．４　雪胆多酚对 α－淀粉酶的抑制机制　在底
物浓度为０．５％的条件下，按照“１．４．１”节中的方
法，以０．５ｍｇ／ｍＬ为间隔，在５４０ｎｍ下测定浓度范
围为０．５～２．５ｍｇ／ｍＬ内的 α－淀粉酶溶液的吸光
度，并计算反应初始速率。以 α－淀粉酶浓度和反
应初始速率为横纵坐标作图，确定雪胆多酚提取液

对α－淀粉酶的抑制作用类型（可逆或不可逆）。
１．５　数据处理及分析

以Ｅｘｃｅｌ２０１３作图分析，数据通过 ＳＰＳＳ２０．０
进行单因素方差分析（Ｐ＜０．０５）。

２　结果与分析

２．１　建立没食子酸标准曲线
以浓度为０～９μｇ／ｍＬ没食子酸对应的吸光度

绘制标准曲线。标准曲线线性方程：ｙ＝０．０６７２ｘ－
００６２７（ｒ２＝０．９９９７）。
２．２　雪胆多酚稳定性分析
２．２．１　金属离子对多酚稳定性的影响　不同金属
离子对雪胆多酚含量影响程度不同。由图１可知，
离子浓度的增大使含有不同金属离子样液的多酚

含量出现变化，同时样液颜色也有所改变。当雪胆

多酚溶液中含有 Ｎａ＋、Ｋ＋、Ｍｇ２＋时，其多酚含量和
颜色与空白对照组相比无明显差别，可知这３类离
子对多酚稳定性几乎无影响。由观察可知，Ｍｎ２＋对
雪胆多酚的影响最为明显，Ｍｎ２＋加入后，溶液立刻
变得浑浊且有絮状沉淀生成。Ｆｅ２＋、Ｆｅ３＋分别加入
后，溶液逐渐变得浑浊，但无肉眼可见的沉淀产生。

图１表明，随 Ｆｅ２＋、Ｆｅ３＋离子浓度的增大，雪胆多酚
含量逐渐增加，其中离子浓度为１０ｍｇ／ｍＬ时多酚
含量的增加最显著，表明高浓度Ｍｎ２＋、Ｆｅ２＋、Ｆｅ３＋可
能破坏了雪胆多酚结构；Ｃｕ２＋加入后，样液颜色明
显变化，但 Ｃｕ２＋的加入使多酚浓度减少，表明多酚
结构可能被破坏，稳定性受到了影响。因此，雪胆

多酚 保 存 时，应 尽 量 避 免 接 触 Ｍｎ２＋、Ｆｅ２＋、
Ｆｅ３＋、Ｃｕ２＋。
２．２．２　温度对多酚稳定性的影响　如图２所示，温
度对雪胆多酚含量变化有显著影响。温度为４５～
８５℃ 时，随加热时间的延长，多酚浓度整体呈下降
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趋势，且温度越高多酚浓度整体下降趋势越明显。

保温５ｈ后，４５、６５、８５℃条件下的雪胆多酚浓度降
低，表明高温条件下，多酚类物质化学及空间结构

遭到破坏或降解。保温５ｈ后，４５、６５、８５℃条件下
的雪胆多酚保存率依次为 ９４．２９％、９１．９５％、
８９１０％，推测高温条件下多酚类物质化学结构遭到
破坏或降解。保温５ｈ后，２５℃条件下多酚含量增
加，原因可能是低温抑制了部分酶的活性，减弱了

氧化作用，能有效延缓氧化、聚合和降解。处理５ｈ
后的样液颜色变浅，推测这是由于多酚中呈色的花

色苷类物质在热处理下易氧化，且温度越高，氧化

速率越快。由此可见，在２５～４５℃时，雪胆多酚的
热稳定性较好。

２．３　雪胆多酚对α－淀粉酶的抑制作用
２．３．１　建立酶反应动力学进程曲线　通过建立不
同α－淀粉酶用量的反应动力学进程曲线，确定能
使酶反应初始速率达到最大值的最适酶量和最适反

应时间。如图３所示，随着α－淀粉酶用量的增加，
反应初始速率逐渐增快，综合考虑酶量与反应时间的

关系，确定最适酶量为０．３ｍＬ，反应时间为３ｍｉｎ。
２．３．２　Ｋｍ和Ｖｍａｘ的确定　以１／ｖ和１／［Ｓ］为横、纵
坐标作图，得到α－淀粉酶的米氏方程曲线（图

４），直线的横纵截距分别表示 １／Ｋｍ 的绝对值和
１／ｖｍａｘ。由 此 可 以 计 算 出 米 氏 常 数 Ｋｍ ＝
１１．６２８ｍｇ／ｍＬ， 最 大 反 应 速 率 ｖｍａｘ ＝
０．１３７ｍｇ／（ｍＬ·ｍｉｎ），从而得到 α－淀粉酶的米氏
方程式：

ｖ＝０．１３７ｍｇ／（ｍＬ·ｍｉｎ）×［Ｓ］１１．６２８ｍｇ／ｍＬ＋［Ｓ］ 。 （３）

式中：Ｖ表示酶促反应的起始速率，ｍｇ／（ｍＬ·ｍｉｎ）；
［Ｓ］表示底物浓度，ｍｇ／ｍＬ。

　　由ｒ２＝０．９９８４可知，该酶促反应与米氏方程较
吻合，该方程也可用于对催化反应进行机理分析和

应用性评价。

—９６１—江苏农业科学　２０２１年第４９卷第９期



２．３．３　雪胆多酚对 α－淀粉酶的抑制效果分析　
测定０．６０～６．００μｇ／ｍＬ浓度范围内的雪胆多酚和
阿卡波糖对α－淀粉酶活性的抑制作用。由图５可
知，随雪胆多酚浓度增大，抑制率呈现上升趋势。

２．４　雪胆多酚对α－淀粉酶的抑制机制分析
２．４．１　抑制类型分析　以酶浓度和反应初始速率
为横纵坐标作图，当存在可逆抑制剂时，速率直线

过原点且斜率较低；当存在不可逆抑制剂时，速率

直线不通过原点；当不存在抑制剂时，速率直线通

过原点但斜率大于存在可逆抑制剂。如图６所示，
无抑制组直线的斜率大于抑制组直线的斜率且２条
直线均通过原点，表明雪胆多酚对 α－淀粉酶的抑
制类型是可逆性抑制。

２．４．２　可逆性抑制类型分析　以抑制剂浓度和
１／ｖ为横纵坐标作图，当抑制类型为竞争性抑制时，
不同底物浓度所对应直线相交但交点不在横坐标

上；而当抑制类型为非竞争性抑制时，两直线相交

且交点在横坐标上；当抑制类型为反竞争性抑制

时，则不相交。如图 ７所示，底物浓度分别为
０５％、１．０％的２条直线相交但交点不在横坐标上，
说明雪胆多酚对α－淀粉酶活性的可逆抑制属于竞
争性抑制。

３　讨论与结论

本研究从资源利用的角度出发，探讨了金属离

子、温度对雪胆多酚稳定性的影响。岳鑫的研究表

明，温度变化对红松多酚的稳定性有显著影响，并

发现红松多酚对光敏感，在金属离子中 Ｆｅ３＋对其的
破坏作用最为明显［１７］。仇洋发现低温条件对黑果

腺肋花楸多酚稳定性有利，同时发现受到 Ｃａ２＋、
Ｃｕ２＋、Ｋ＋等６种金属离子影响，黑果腺肋花楸多酚
稳定性被破坏，其中 Ｃｕ２＋的破坏作用最大［１８］。楠

极等在番石榴叶多酚稳定性的研究中表明，Ｚｎ２＋、
Ｆｅ２＋和Ｆｅ３＋均会影响多酚提取液的稳定性［１９］。马

双双等发现莲子壳多酚的稳定性受温度和金属离

子的影响，其中Ｆｅ３＋、Ｆｅ２＋、Ｃｕ２＋等６种离子对多酚
的稳定性有显著的破坏作用，温度越高，降解程度

越强［２０］。在苹果果皮和果肉多酚稳定性的研究中，

同样发现温度越高，果皮、果肉中的总酚类物质含

量越低［２１］。由于多酚类物质具有抗氧化性［１１］、抗

衰老［２２］、抑菌性［２３］等功效，因此探讨保存温度、金

属离子等因素对多酚稳定性的影响，确保能够最大

程度地保存雪胆多酚避免损失具有重要意义。

本研究以可溶性淀粉为底物测定雪胆多酚对

α－淀粉酶活性的抑制作用，表明其抑制作用属于
可逆性的竞争性抑制类型。在黑果腺肋花楸多酚

对 α－淀粉酶的抑制作用研究中，也发现随着多酚
浓度的上升抑制率增加，抑制类型属于可逆非竞争

性抑制［１８］。柳梅等发现以沙棘叶为原料分离纯化

得到的提取物对猪胰α－淀粉酶具有一定的抑制作
用，其抑制作用属于可逆反竞争性抑制［２４］。伍城颖

等发现芡种皮多酚提取物对α－淀粉酶的抑制作用
与浓度间存在量效关系，抑制类型为可逆性的竞争

性抑制［２５］。本研究探讨了影响雪胆多酚稳定性的

因素，以及对α－淀粉酶活力抑制的动力学研究，为
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今后雪胆多酚的开发利用提供了理论基础，对于提

高雪胆的附加值和雪胆资源的有效利用具有重要

意义。

雪胆多酚抗 Ｎａ＋、Ｋ＋、Ｚｎ２＋、Ｍｇ２＋和 Ａｌ３＋的干
扰能力强，抗 Ｍｎ２＋、Ｆｅ２＋、Ｆｅ３＋和 Ｃｕ２＋的干扰能力
较弱，特别是应尽量避免与 Ｍｎ２＋接触；雪胆多酚对
温度较为敏感，温度高于４５℃，随温度升高和加热
时间延长，多酚保留率明显下降，２５～４５℃多酚稳定
性较好。雪胆多酚具有明显的抑制作用，得到α－淀

粉酶的米氏方程为 ｖ＝０．１３７ｍｇ／（ｍＬ·ｍｉｎ）×［Ｓ］１１．６２８ｍｇ／ｍＬ＋［Ｓ］ ；

雪胆多酚对α－淀粉酶活性属可逆性抑制剂，其可
逆抑制类型为竞争性抑制类型。研究结果可为雪

胆多酚的保存和加工以及今后的综合开发利用提

供理论参考和依据。
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