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蛹虫草多糖对 α-葡萄糖苷酶活性的抑制研究 
 

朱振元，刘晓翠，郭蓉，赵亮，方晓娜，王振乾，张静 

（食品营养与安全教育部重点实验室，天津科技大学食品工程与生物技术学院，天津 300457） 

摘要：本文以蛹虫草子实体为原料，通过建立 a-葡萄糖苷酶抑制剂体外验证模型，以麦芽糖作为反应底物，阿卡波糖作为阳性

对照，利用体外酶促反应方法，对通过水提、脱色、醇沉、除蛋白及色谱柱纯化得到的不同纯度的蛹虫草多糖的 α-葡萄糖苷酶抑制

活性进行了验证。结果表明，通过逐步的酶促反应实验，确定蛹虫草中对 α-葡萄糖苷酶活性具有较显著抑制作用的功能成分为多糖，

并且随着多糖纯度的不断提高其抑制率随之提高。通过对经色谱层析柱纯化后蛹虫草多糖进一步的酶促反应实验研究，表明蛹虫草多

糖对 α-葡萄糖苷酶的抑制率随多糖浓度的提高而提高，说明蛹虫草多糖的抑制效应存在一定的剂量依赖性，纯化后的多糖对 α-葡萄

糖苷酶的半数抑制浓度（IC50）为 4.22 mg/mL，呈现出良好的降血糖功能，为今后将蛹虫草开发为降血糖药物及保健品提供了一定的

理论依据。 
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Abstract: In this study, the fruiting body of Cordyceps militaris was used to validate its α-glucosidase inhibitory activity in vitro. Using 

maltose as the reaction substrate and acarbose as a positive control, in vitro enzymatic reactions were carried out to validate the α-glucosidase 

inhibitory activity of polysaccharides (with different purities) from Cordyceps militaris, which were purified by water extraction, decolorization, 

alcohol precipitation, deproteinization, and column chromatography. The results of stepwise enzymatic reaction showed that the functional 

component with α-glucosidase inhibitory activity in Cordyceps militaris was polysaccharide, and the inhibitory rate gradually increased with 

increasing purity of the polysaccharide. The results of further enzymatic reactions using Cordyceps militaris polysaccharide purified by column 

chromatography showed that the rate of α- glucosidase inhibition increased with increasing concentration of polysaccharide, which was 

demonstrated that the inhibitory activity of Cordyceps militaris polysaccharide was dose-dependent within a certain concentration range. The 

half-maximal inhibitory concentration (IC50) value of purified polysaccharide was 4.22 mg/mL, showing a good hypoglycemic function. This 

study provides a theoretical basis for the future development of hypoglycemic drugs and health products using Cordyceps. 
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目前，糖尿病已经成为严重威胁人类健康的三大

慢性疾病杀手之一，患者只能以注射胰岛素和长期服

用降血糖药物来维持正常的血糖水平。糖尿病治疗过

程中需要控制饮食与药物治疗相结合，目前公认的糖

尿病临床用药主要有以二甲双胍为代表的双胍类药

物、促胰岛素分泌剂、以及 α-葡萄糖苷酶抑制剂等[1]。 

α-葡萄糖苷酶是位于人体小肠粘膜细胞上，能够 
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参与人体糖代谢，是一种能够促使碳水化合物分解为

易于人体吸收的单糖的酶类。α-葡萄糖苷酶抑制剂的

作用机理是通过竞争性抑制小肠粘膜刷状缘上的α-葡

萄糖苷酶，起到缓解碳水化合物迅速分解为葡萄糖的

作用，从而达到调节糖尿病患者餐后血糖的作用[2]，α-

葡萄糖苷酶抑制剂作为第 4 类公认的治疗糖尿病的药

物，是目前应用较广泛的一种口服降糖药物，但由于

此类药物一般均采用化学手段合成或微生物代谢产物

中获得，虽有良好的药效，但长期服用会带来一定的

副作用。因此开发天然来源的 α-葡萄糖苷酶抑制剂将

成为今后糖尿病治疗的新思路。 

蛹虫草又名北冬虫夏草，属于子囊菌亚门麦角菌

科虫草属。研究报道证实蛹虫草具有抗菌消炎、提高
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机体免疫力、抗肿瘤、降血脂、降血糖等多种功效[3]，

对其各种功效也都有相应的研究报道，但关于其降血

糖功能方面的研究报道并不多。目前关于蛹虫草降血

糖方面的研究主要有徐蕾蕾、王静凤等证实蛹虫草多

糖能提高糖尿病大鼠机体及胰腺组织的抗氧化能力，

修复受损的胰岛 β细胞，从而起到降低血糖的作用[4]；

孙纳新自蛹虫草中筛选出具有降血糖活性的胞外多

糖，该多糖的成功筛选可能为Ⅰ型糖尿病的治疗或辅

助治疗提供了新的选择药物[5]，他们的研究主要集中

于动物体内实验上，关于蛹虫草多糖能否通过抑制 α-

葡萄糖苷酶活性这一途径来调节血糖的研究尚未见报

道。 

本文从 α-葡萄糖苷酶抑制剂的角度，通过建立 α-

葡萄糖苷酶体外验证实验，分析探究其对 α-葡萄糖苷

酶的抑制作用并最终确定其中起到降血糖作用的活性

成分，以期为今后蛹虫草降血糖功效的研究提供相应

的理论支持。 

1  材料与方法 

1.1  实验原料 

蛹虫草子实体，购于天津东方中滨农业科技有限

公司；α-葡萄糖苷酶（酵母源），购于美国 Sigma 公

司；阿卡波糖，购于美国Sigma 公司，Sephadex G-100，

美国 Sigma 公司；DEAE-Sephadex A-25，美国 Sigma

公司；其他试剂均为分析纯。 

1.2  仪器设备 

DF-Ⅲ集热式磁力加热搅拌水浴锅，天津欧诺仪

器仪表有限公司；Multiskan Spectrum 酶标仪，美国

Thermo 公司；LHS-150SC 恒温恒湿箱，上海一恒科

技有限公司；RE-52AA旋转蒸发仪，ESJ205-4 电子天

平等。 

1.3  试验方法 

1.3.1  蛹虫草多糖的提取制备 

采用水浸提法提取虫草多糖。提取条件为：料液

比 1:20，温度 80 ℃，时间2 h。收集提取液，并将残

渣再提取 2 次。3次提取液合并，浓缩后冷冻干燥[6]。

将干燥后的样品配置成浓度为 20 mg/mL 的溶液，然

后依次进行大孔吸附树脂 AB-8 脱色处理，80%乙醇

沉淀，Sevage 法除蛋白，过 Sephadex G-100色谱柱进

行纯化，最后得到精制蛹虫草多糖。采用苯酚-硫酸法

测定多糖含量。 

1.3.2  苯酚硫酸法测定多糖含量 

1.3.2.1  葡萄糖标准曲线绘制 

精确称取 105 ℃干燥至恒重的无水葡萄糖 100 

mg，加入少量水在小烧杯中溶解，转移至 100 mL容

量瓶中，用蒸馏水定容，震荡摇匀后从中吸取 10 mL，

定容至 100 mL 摇匀备用。分别精密吸取上述标准葡

萄糖溶液 0、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、0.9、

1.0 mL于试管中，用蒸馏水补足至 2 mL，加入 6%的

苯酚溶液 1 mL，浓硫酸 5 mL，震荡摇匀，沸水浴中

加热 15 min，490 nm 处测定吸光度，以葡萄糖含量 C

为横坐标，OD 值 A为纵坐标，绘制标准曲线。 

1.3.2.2  样品多糖含量的测定 

精密吸取处理过的样品溶液 1.0 mL于试管中，根

据葡萄糖标准曲线的绘制方法测定样品吸光度。 

根据以下公式进行计算： 

%100
M

DC
%/ 


多糖含量  

式中：C-样品溶液中葡萄糖含量，mg；D-样品溶液稀释

倍数；M-样品的质量，mg。 

1.3.3  多糖的 Sephadex G-100 纯化 

所得粗多糖复溶后，用 Sephadex G-100层析柱进

行纯化，用蒸馏水洗脱，流速 1 mL/min，每 120 s 收

集一管，然后从每管中取 50 μL 糖溶液，加水补至 1 

mL，用苯酚硫酸法在 490 nm处测定吸光度值，以试

管号为横坐标，吸光度 OD 值为纵坐标，绘制洗脱曲

线，收集所需部分，冷冻干燥，得蛹虫草纯多糖[7]。 

1.3.4  高效凝胶渗透色谱法检测样品多糖纯度 

准确称取纯多糖 1 mg 溶于1.0 mL三蒸水中，取

20 μL 注入高效液相色谱仪进行分析，分析仪器和条

件如下： 

色谱仪：Aglient 1200 型高效液相色谱仪；色谱柱：

TSK-GEL G4000PWxl；检测器：示差检测器(RID)；

流动相：三蒸水；流速：0.6 mL/min；柱温：30 ℃；

RID 温度：35 ℃；进样量 20 μL。 

1.3.5  样品单糖组成成分分析 

1.3.5.1  多糖的降解 

取 5 mg多糖样品放入具塞试管中，加入 2 mol/L

的三氟乙酸（TFA）1 mL，在 110 ℃油浴下水解 3 h，

冷却后用 N2 吹干残余的三氟乙酸，加少量甲醇，用

N2 吹干，反复 3 次以除尽三氟乙酸（TFA） 

1.3.5.2  薄层层析 

展开剂为：正丁醇:乙酸乙酯:异丙醇:醋酸:水:吡啶

=35:100:60:35:30:30（V/V）。 

显色剂：二苯胺 5 g，苯胺 10 mL，50 Ml 85％磷

酸混合溶解，加丙酮至500 mL。 

标品：阿拉伯糖、葡萄糖、木糖、半乳糖、鼠李

http://www.baidu.com/link?url=-jlUkMkyO4C3ti6e1hbyP0pDe7eVxRxKWZCzPt71ItF_ra-b_GQxWlLv0Ng4YukC
http://www.baidu.com/link?url=-jlUkMkyO4C3ti6e1hbyP0pDe7eVxRxKWZCzPt71ItF_ra-b_GQxWlLv0Ng4YukC
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糖、甘露糖 

取标品和降解样品各少许，分别加入 0.5 mL蒸馏

水，点于硅胶薄层板展开；取出吹干，浸入显色剂，

在 100 ℃烘至斑点显色清晰。 

1.3.5.3  气相色谱法分析单糖组成 

内标物的制备：称取肌醇 3 g，盐酸羟胺4.5 g、

醋酸酐 45 mL和吡啶 3 mL，在90 ℃水浴中加热 2 h，

不断搅拌。待反应液冷却至室温后，倒入冰水中，使

肌醇六乙酸酯析出。过滤，将析出的沉淀用水 20 mL

分多次洗涤过滤物，将其置于烘箱中 100 ℃烘干备

用。 

糖腈乙酸酯衍生物的制备：精密称取全水解样品

和单糖标品各 2 mg 于具塞试管中，加盐酸羟胺10 mg

和内标 2 mg，加入吡啶 0.5 mL，振荡混匀，放入 90 ℃

水域中加热反应 30 min，取出冷却后，加入醋酸酐 0.5 

mL，在 90 ℃水域下继续反应 30 min 进行乙酰化。反

应停止后，反应产物在 70 ℃水域中用 N2吹干，加入

1 mL二氯甲烷重新溶解，取样 0.5 μL进行气相色谱

分析。 

气相色谱条件: 

色谱柱：DB-17(30 m×0.32 mm×0.5 m)；检测器：

氢火焰离子化检测器(FID)；载气：N2；流速：1 mL/min；

进样口温度：280 ℃；柱温：190 ℃；检测器温度：

280 ℃。 

1.3.6  α-葡萄糖苷酶反应体系的建立 

根据相关文献[8]报道的方法加以改进，最终确定

以 96 孔微板作为反应载体，每孔中加入 0.2 μ/mLα-

葡萄糖苷酶 10 μL（酵母源），30 mmol/L麦芽糖 5 μL

作为底物，待测样品 5 μL，放入37 ℃恒温箱温孵 30 

min，SDS 溶液终止反应，采用葡萄糖氧化酶法在 405 

nm 下测定其吸光度 A，其中包括 2.8 μL 葡萄糖氧化

酶，2 μL过氧化物酶（辣根），1.2 μL显色剂，放入

25 ℃恒温箱中温孵 20 min 后，加入硫酸终止液 40 μL

终止反应，最后根据葡萄糖的生成量计算 α-葡萄糖苷

酶的活性，每个样品设置 4 个复孔，取平均值，同时

设定阿卡波糖作为阳性对照及空白对照组[9]。 

样品对 α-葡萄糖苷酶活性抑制率公式如下： 

%100)/(%  空白对照样品对照 ）（）抑制率（ AAAA
 

式中：A 空白为空白对照孔的吸光度值；A 对照为无抑制剂孔

的吸光度值；A 样品为样品孔的吸光度值。 

1.3.7  IC50根据以下公式进行计算[10]： 

lgIC50=Xm-I [P- (3-Pm-Pn )/4 ]  

式中：Xm-lg最大剂量；I-lg(最大剂量/相邻剂量)；P-阳性

反应率之和；Pm-最大阳性反应率；Pn-最小阳性反应率。 

1.3.8  不同处理方式得到的蛹虫草多糖对 α-葡

萄糖苷酶活性抑制研究 

1.3.8.1  不同浓度蛹虫草粗品对 α-葡萄糖苷酶的抑制

作用 

将经 AB-8 层析柱脱色后得到的蛹虫草粗品配置

成浓度为 0.5、1、2、3、4、5、6、7、8、9 mg/mL

的待测样品。分别计算不同浓度下蛹虫草粗品对 α-葡

萄糖苷酶的抑制率。 

1.3.8.2  不同纯度蛹虫草多糖对 α-葡萄糖苷酶的抑制

作用 

将经 AB-8 层析柱脱色后蛹虫草粗品，醇沉后得

到的粗多糖，除去蛋白得到的多糖以及经葡聚糖凝胶

色谱柱纯化得到的多糖纯品均配置成浓度为 2 mg/mL

的待测样品，计算相同浓度下不同纯度的蛹虫草多糖

对 α-葡萄糖苷酶的抑制率[11]。 

1.3.8.3  不同浓度蛹虫草多糖对 α-葡萄糖苷酶的抑制

作用及 IC50 测定。 

将经葡聚糖凝胶色谱柱纯化得到的多糖纯品分别

配置成相对糖含量为 0.23、0.45、0.90、1.81、2.71、

3.62、4.52、5.42、6.33、7.23 mg/mL的待测样品。计

算纯化后的蛹虫草多糖在不同浓度的情况下对α-葡萄

糖苷酶的抑制率及 IC50值[12]（即酶抑制活性为 50%时

所需要的抑制剂浓度）。 

2  结果与讨论 

2.1  葡萄糖标准曲线 

根据方法 1.3.2.1 建立葡萄糖标准曲线：

Y=0.008x-0.042，R2=0.999，x 葡萄糖含量，Y为吸光

度值。 

2.2  洗脱曲线 

利用 Sephadex G-100 的排阻效应，对蛹虫草子实

体粗多糖进行分离纯化。洗脱曲线如图 1 所示，收集

峰的峰顶部溶液，浓缩并冷冻干燥。 

 
图 1 Sephadex G-100 纯化洗脱曲线 

Fig.1 Elution profile on Sephadex G-100 
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2.3  高效凝胶渗透色谱（HPGPC）法检测纯度 

从图 2 可以看出，样品的液相图仅有一个对称峰，

说明样品为分子量完全均一的纯多糖。 

 
图 2 纯化后多糖的高效凝胶渗透色谱图 

Fig.2 HPGPC profile of polysaccharide after purification 

2.4  蛹虫草多糖含量的测定 

蛹虫草经水提、AB-8 脱色、醇沉、除蛋白、葡聚

糖凝胶色谱柱处理后分别得到脱色后的蛹虫草粗品、

醇沉后粗多糖、去蛋白多糖以及多糖纯品，测得各样

品糖含量分别为（45.80±0.03）%、（65.00±0.02）%、

（74.04±0.01）%、（90.39±0.02）%，由此可得出随多

糖纯度的提高各多糖糖含量逐级提高，纯品多糖含量

达到 90.39%，而粗品多糖含量只有45.80±0.03%。 

2.5  单糖成分分析 

2.5.1  薄层层析 

根据 1.3.5.1 方法降解纯多糖，点样、展开及显色

后，斑点明显，如图 3，1 阿拉伯糖、2 半乳糖、3 甘

露糖、4 核糖、5 葡萄糖、6 木糖，从图中可看到，样

品为均一的一个点，说明降解完全，进一步可看出样

品与甘露糖、阿拉伯糖、葡萄糖的位置接近。为了确

定样品的单糖成分，对其进行了气相分析。 

 

图 3 多糖酸降解后的薄层层析图 

Fig.3 TLC of the polysaccharide after acid degradation 

2.5.2  气相分析 
图 4 为标准单糖气相色谱图，图 5 为样品气相色

谱图。 

 

图 4 标准单糖气相色谱图 

Fig.4 Gas chromatogram of standard monosaccharides 

 

图 5 样品单糖气相色谱图 

Fig.5 Gas chromatogram of sample 

从图 5 可以看出，蛹虫草子实体多糖主要由甘露

糖、葡萄糖和半乳糖组成，摩尔比为甘露糖：葡萄糖：

半乳糖=3.22:39.90:2.39。其中葡萄糖为主要成分。 

2.6  蛹虫草粗品浓度对 α-葡萄糖苷酶活性的

影响  

 

图 6 蛹虫草粗品浓度对 α-葡萄糖苷酶活性的影响 

Fig.6 Impact of cude Cordyceps militaris concentrations on 

α-glucosidase activity 

随着蛹虫草粗品浓度的不断提高，其对 α-葡萄糖

苷酶活性的抑制率随之提高，当浓度达到 6 mg/mL时

抑制率达到较高水平，之后其抑制作用趋于平缓，我

们可初步判断蛹虫草对α-葡萄糖苷酶活性具有一定的
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抑制作用，但对其中起到抑制作用的有效成分尚不能

确定。 

2.7  蛹虫草多糖纯度对 α-葡萄糖苷酶活性的

影响  

 

图 7 不同纯度蛹虫草多糖对 α-葡萄糖苷酶活性的影响 

Fig.7 Impact of Cordyceps militaris polysaccharides with 

different purities on α-glucosidase activity 

注：以蛹虫草粗品为对照组，*.p<0.05，具有显著性差异。 

将经 AB-8 层析柱脱色得到的蛹虫草粗品、醇沉

得到的粗多糖、除蛋白后得到的多糖以及葡聚糖凝胶

色谱柱纯化得到的多糖纯品配置为相同浓度（2 

mg/mL）的待测样品，从图 7 中我们可看出，随着多

糖含量的提高其对α-葡萄糖苷酶活性的抑制率不断增

强，此步实验说明蛹虫草中对 α-葡萄糖苷酶活性起抑

制作用的有效成分为多糖，并非其他成分，据此我们

利用纯化后的多糖进一步研究其浓度对α-葡萄糖苷酶

活性的抑制作用，分析其浓度效应关系。 

2.8  蛹虫草多糖浓度对 α-葡萄糖苷酶活性的

影响 

 
图 8 多糖浓度对 α-葡萄糖苷酶活性的影响 

Fig.8 Impact of different concentrations of Cordyceps militaris 

polysaccharide on α-glucosidase activity 

由图 8 可看出，随着蛹虫草多糖相对含量的不断

提高，其对 α-葡萄糖苷酶活性的抑制率随之提高，当

多糖浓度达到 5.42 mg/mL 之后抑制率趋于稳定不再

有明显提高，说明蛹虫草多糖对酶的抑制活性在一定

浓度范围内呈现出明显的剂量效应关系，其 IC50值为

4.22 mg/mL，具有明显的酶抑制活性。 

3  结论 

3.1  本实验通过逐步的体外实验研究证明，蛹虫草中

对α-葡萄糖苷酶活性具有较显著抑制作用的功能成分

为多糖，逐步排除了其他成分的干扰，然后对多糖纯

品进行进一步的酶反应实验，结果表明随着蛹虫草多

糖含量的提高，其抑制率逐渐提高，并呈现出一定的

浓度依赖性，半数抑制浓度 IC50 为 4.22 mg/mL，具有

显著的酶抑制效果，说明蛹虫草多糖与 α-葡萄糖苷酶

形成竞争抑制效应可能是蛹虫草降低血糖的途径之

一。 

3.2  蛹虫草在我国属于药食同源类食用菌类，其降血

糖作用可能达不到西药直接、迅速、显著的疗效，但

若将其作为治疗或辅助治疗糖尿病的药物或保健品可

能会起到强身健体，缓解并发症，且长期服用毒副作

用小，与西药起到优势互补的作用。为今后开发以虫

草多糖为主的药食两用型α-葡萄糖苷酶抑制剂提供了

理论依据，但本实验对蛹虫草多糖的结构以及其具体

的降血糖机制没有深入探讨研究，此方面还有待进一

步的实验验证。 
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