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不同分子量余甘子多糖理化性质及其对α-葡萄糖苷

酶的抑制活性比较

方嘉沁 1,2，张潼 2，符树勇 1，扶雄 2，郭伟雄 1，陈春 2*

（1.广州酒家集团利口福食品有限公司，广东广州 511442）

（2.华南理工大学食品科学与工程学院，广东广州 510640）

摘要：为了探究余甘子多糖的构效关系，采用热水提取余甘子多糖，用 50%和 80%（V/V）乙醇分级醇沉获得两个组分（PEP-50

和 PEP-80）。PEP-50和 PEP-80均具有相同的单糖组成，但含量具有一定的差异，其中半乳糖醛酸为余甘子多糖的主要成分；且 PEP-80

组分的分子量主要为 234.45 kDa，占 99.21%，低于 PEP-50（256.26 kDa，92.51%）。同时，PEP-50和 PEP-80均具有降糖活性，对α-

葡萄糖苷酶的半抑制浓度分别为 3.34和 0.46 mg/mL，均以混合型抑制的方式起到抑制作用。其中 PEP-80的降糖活性大于 PEP-50，

表现出对游离α-葡萄糖苷酶的结合以及对α-葡萄糖苷酶-底物复合物的结合能力均强于 PEP-50，这些差异与其不同的化学组成及分子

量密切相关。以上实验表明，分子量对余甘子多糖降血糖功能活性具有重要的影响，也为今后开发不同类型的余甘子健康食品提供了

理论依据。
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Abstract:To realize the relationship between structure and activity, Phyllanthus emblica L. polysaccharides was extracted by hot water and

precipitated by 50% and 80% (V/V) ethanol into two fractions (PEP-50 and PEP-80). PEP-50 and PEP-80 were made up of comparable types of

monosaccharides in varying quantities in which galacturonic acid was the main constituent. Besides, the molecular weight of PEP-80 was

mainly distributed in 234.45 kDa (accounting for 99.21%), which was lower than PEP-50 that mainly distributed in 256.26 kDa (accounting for

92.51%). Moreover, PEP-50 and PEP-80 had hypoglycemic activity, and the IC50 values were 3.34 and 0.46 mg/mL, respectively. Both of them

exhibited a mixed-type inhibition of α-glucosidase. In addition, PEP-80 had stronger inhibitory effects on α-glucosidase than PEP-50, exhibiting

stronger binding ability to α-glucosidase and α-glucosidase-substrate complex. These differences might be closely related to different chemical

composition and molecular weight. These data suggest the molecular weight of Phyllanthus emblica L. polysaccharides had great impact on

their hypoglycemic activity, providing important theoretical guiding significant for developing Phyllanthus emblica L. food products with

different types.
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多糖是一种广泛存在于植物、微生物和动物中，由多个单糖组成的生物大分子[1]，同时也是药物、保健品和

食品添加剂的理想来源。植物多糖以其安全和无毒的特性受到了广泛的关注。研究证明，植物多糖具有多种生物

活性，其中包括抗肿瘤、免疫调节、抗病毒和抗氧化活性[2]，特别是在降血糖治疗糖尿病方面表现突出。Nardos
等[3]报道，辣木叶粗水提物可以有效地降低四氧嘧啶诱导的糖尿病小鼠的血糖水平。随后 Chen等[4]在此基础上发

现辣木叶多糖对α-葡萄糖苷酶具有强抑制作用，并进一步指出多糖可能是通过物理干扰包裹α-葡萄糖苷酶从而延

迟其与底物的作用[5]。

余甘子是典型的药食两用植物，广泛分布于中国、印度和印度尼西亚等亚热带和热带地区，以其独特的滋味

被消费者熟知。研究证明，余甘子具有降脂、降血糖、抗炎和抗癌等多种活性[6,7]。目前，余甘子多糖已被证明具

有抗氧化[8]、降血糖[9]和抑制群体感应[10]等生物活性。然而大多数天然多糖具有广泛的分子量分布，且分子量对多

糖的功能活性有着重要影响。但当前分子量对余甘子多糖功能活性影响的研究较少，且不同分子量的余甘子多糖

的理化性质也尚未清晰。

因此，本研究采用 50%和 80%（V/V）的乙醇从余甘子水提取物中分离出两种具有分子量差异的多糖，同时

探究两种余甘子多糖组分对α-葡萄糖苷酶的抑制作用，并通过酶动力学分析和荧光光谱分析等方法对两种不同余

甘子多糖与α-葡萄糖苷酶的相互作用机制进行了分析，旨在阐明分子量对余甘子多糖功能活性的影响机制，为今

后有待开发的余甘子产品类型和形态提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

余甘子果实，由揭阳市农益社生态农业有限公司提供；α-葡萄糖苷酶，购于安徽泽升科技有限公司；对硝基

苯基-α-D-吡喃葡萄糖苷（p-NPG），由上海源叶生物科技有限公司；其它试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

JSM-7500F扫描电子显微镜，日本电子株式会社；DF-101S集热式恒温加热磁力搅拌器，上海予正仪器设备

有限公司；SY-2000旋转蒸发器，上海亚荣生化仪器厂；Nicolet 6700研究型红外光谱仪，赛默飞世尔科技公司；

Agilent 126高效液相色谱，安捷伦科技有限公司；SuperMax 3100型多功能酶标仪，上海闪谱生物科技有限公司；

ICS 5000多功能离子色谱，赛默飞世尔科技公司。

1.3 实验方法

1.3.1 不同分子量余甘子多糖的制备

图1 余甘子多糖的制备流程

Fig.1 Scheme for the extraction and fraction of PEPs
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余甘子果实去核在 45 ℃下干燥 48 h，随后粉碎过 60目筛。称取 60.000 g余甘子粉于烧杯中，加入 1 800 mL
蒸馏水后置于 90 ℃水浴锅中浸提 3 h，真空抽滤，滤液经旋蒸浓缩到原体积的 1/4~1/5。随后浓缩液用 Sevage试
剂（氯仿:正丁醇=4:1）脱蛋白，4 000 r/min离心 1 min除去中间蛋白层与下层有机溶液，重复上述步骤 12次直至

离心后无中层蛋白质。脱蛋白后的多糖液以 1:4（g/mL）的比例加入 AB-8大孔吸附树脂进行静吸附，200 r/min
振荡 12 h，过滤。滤液采用透析袋（分子截留量为 3 500 Da）透析 72 h，直至外部去离子水电荷不再变化。在上

述透析后的多糖液中加入无水乙醇，使乙醇总浓度达到 50%（V/V），随后置于 4 ℃过夜，离心（5 000 r/min，10 min），
除去上清液，沉淀用 50%（V/V）乙醇溶液重复洗涤 3次，经冷冻干燥后定义为 50%醇沉的余甘子多糖（PEP-50）。
在上述上清液中加入无水乙醇，得到 80%（V/V）的沉淀馏分，定义为 80%醇沉的余甘子多糖（PEP-80）[11]。具

体步骤如图 1所示。

1.3.2 化学组成分析

以 D-葡萄糖为标准，采用硫酸-苯酚法测定余甘子多糖的总碳水化合物含量[12]。以牛血清白蛋白为标准，采

用 Bradford法测定余甘子多糖的蛋白质含量[13]。

单糖组成和糖醛酸含量采用离子色谱 ICS 5000分析，配备 Dionex CarbopacTMPA20色谱柱（3×150 mm）。余

甘子多糖（5 mg）采用 2 mL三氟乙酸（3 mol/L）在 120 ℃下在安培瓶中水解 3 h。准确吸取酸水解溶液转移至

管中氮吹吹干，加入 5 mL水涡旋混匀，吸取 50 μL加入 950 μL超纯水，12 000 r/min离心 5 min，取上清液进行

分析。流动相：A：H2O；B：250 mmol/LNaOH；C：500 mmol/LNaOH&50 mmol/LNaAc；流量：0.3 mL/min；
洗脱梯度：0 minA相/B相/C相（98:2:0，V/V），23 minA相/B相/C相（98:2:0，V/V），23.1 minA相/B相/C相（80:20:0，
V/V），33 minA相/B相/C相（80:20:0，V/V），33.1 minA相/B相/C相（80:0:20，V/V），46 minA相/B相/C相（80:0:20，
V/V），46.1 minA相/B相/C相（20:0:80，V/V），66 minA相/B相/C相（20:0:80，V/V），66.1 minA相/B相/C相

（98:2:0，V/V），80 minA相/B相/C相（98:2:0，V/V）。进样量为 25 μL，柱温为 30 ℃

1.3.3 分子量的测定

余甘子多糖（PEP-50和 PEP-80）的分子量测定采用配备有示差折光检测器的高效液相色谱系统测定。将余

甘子多糖组分溶于 0.02 mol/L的磷酸二氢钾溶液（2 mg/mL），并过 0.22 μm水相滤膜用于分析。色谱条件如下：

流动相，0.02 mol/L磷酸二氢钾；流量，0.6 mL/min；柱温，35 ℃；检测器温度，45 ℃；进样量，20 μL。普鲁

兰系列的分子量作为标准。样品的分子量是根据洗脱体积的校准曲线方程和上述分子量的对数来确定的[14]。

1.3.4 红外光谱

将余甘子多糖（PEP-50和 PEP-80）与溴化钾粉完全混合，磨碎后压成 1 mm的压片。所制备的样品采用研究

型红外光谱仪测定[15]。红外光谱扫描范围为 400~4 000 cm-1，分辨率为 1 cm-1。

1.3.5 扫描电镜

余甘子多糖（PEP-50和 PEP-80）在减压下用铂金溅射，并在高真空和 5 kV加速电压下通过 SEM系统在不

同放大倍数下进行测定。

1.3.6 α-葡萄糖苷酶抑制作用

1.3.6.1 α-葡萄糖苷酶抑制活性

余甘子多糖（PEP-50和 PEP-80）的α-葡萄糖苷酶抑制活性的测定如 Chen等[16]所述。不同质量浓度的余甘子

多糖样品、α-葡萄糖苷酶（1 U/mL）、对硝基苯基-α-D-吡喃葡萄糖苷（p-NPG）溶液（4 mmol/L）均用 100 mmol/L
磷酸盐缓冲液（pH 6.9）来制备。在 100 μL余甘子多糖样品中加入 20 μL α-葡萄糖苷酶，在 37 ℃孵育 10 min，
然后加入 100 μL p-NPG溶液，在 37 ℃孵育 10 min，加入 50 μL碳酸钠（1 mol/L）终止反应。不含多糖样品的混

合物作为对照，阿卡波糖作为阳性对照。采用酶标仪在 400 nm处测定吸光度，对α-葡萄糖苷酶的抑制率的计算如

公式（1）所示：

(1 ) 100s d

c

A A
A




   葡萄糖苷酶抑制率(%)

（1）

式中：

As——样品反应溶液的吸光度

Ad——不添加酶的样品反应溶液的吸光度
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Ac——对照组反应溶液的吸光度

1.3.6.2 α-葡萄糖苷酶的抑制动力学

采用 Lineweaver-Burk方程对余甘子多糖（PEP-50和 PEP-80）对α-葡萄糖苷酶的抑制活性进行了动力学研究。

简而言之，多糖的质量浓度分别为 1，2，4 mg/mL，同时 p-NPG溶液的浓度范围为 0.5~4 mmol/L，并保持酶的浓

度为 0.5 U/mL。将数据绘在 Lineweaver-Burk图上，分析抑制类型和动力学参数，包括酶-抑制剂结合常数（Ki）

和抑制剂-酶-底物结合常数（Kis），可通过公式（2）、（3）和（4）计算。

max max

1 [ ] 1 1 [ ](1 ) (1 )
[ ]

m

i is

K I I
v V K S V K
   

（2）

max max

[ ]m m

i

K K ISlope
V V K

 
（3）

max max max

1 1 1int [ ]app
is

Y ercept I
V V K V

   
（4）

式中：

v——酶促反应速率；

Km——抑制动力学的米氏常数；

Vmax——最大反应速率；

[I]——抑制剂质量浓度；

Ki——酶-抑制剂结合常数；

[S]——底物浓度；

Kis——抑制剂-酶-底物结合常数；

Slope——Lineweaver-Burk图的斜率；

Y-intercept——Lineweaver-Burk图的截距。

1.3.6.3 α-葡萄糖苷酶的抑制机制

为了研究余甘子多糖对α-葡萄糖苷酶结构的影响，通过多功能酶标仪测定α-葡萄糖苷酶-多糖混合物的荧光发

射光谱。α-葡萄糖苷酶溶液（100 μL，0.5 U/mL）与余甘子多糖溶液（0.015 625~10 mg/mL）在 25 ℃孵育 10 min。
波长扫描范围为 300~400 nm之间，激发波长为 280 nm。结合参数，包括结合常数（Ka）、荧光淬灭常数（Kq）
和结合位点的数量（n），采用公式（5）和（6）计算：

0
01 [ ] 1 [ ]q sv

F K Q K Q
F

   
（5）

0log log log[ ]a
F F K n Q
F


 
（6）

式中：

F——含有余甘子多糖的荧光强度；

F0——无余甘子多糖的荧光强度；

τ0——没有淬灭剂时荧光分子的平均寿命，取 10-8 s；

[Q]——多糖的质量浓度；

Ksv——F0/F对[Q]的线性回归计算。

1.4 数据统计
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所有实验重复 3次，数值以平均值±标准偏差（SD）表示。使用 SPSS 22.0进行单因素方差分析，P<0.05被
认为差异具有统计学意义。

2 结果与分析

2.1 分级醇沉余甘子多糖组分的特性及化学组成

余甘子多糖的提取率为 7.59 wt%。其中 PEP-50的得率占比为 34.17 wt%，而 PEP-80的得率占比为 65.83 wt%，

相较于 PEP-50为主要组分。此外，PEP-50和 PEP-80的中性糖含量分别为 82.64 wt%和 89.37 wt%，同时蛋白质

含量分别为 0.10 wt%和 0.07 wt%，表明蛋白质几乎被除去。

表1 余甘子多糖的特性及化学组成

Table 1 Characterization and chemical composition of PEP-50

项目 PEP-50 PEP-80

得率（wt%） 34.17±2.82 65.83±2.82

中性糖含量（wt%） 82.64±3.69 89.37±6.12

蛋白质含量（wt%） 0.10±0.01 0.07±0.01

单糖组成（摩尔比，%）

阿拉伯糖 6.06 8.19

半乳糖 27.53 31.04

葡萄糖 2.38 3.88

木糖 2.14 3.24

甘露糖 3.74 4.27

糖醛酸含量（摩尔比，%）

半乳糖醛酸 58.14 49.38

分子量分布（kDa）

峰 1 256.26 234.45

占比（%） 92.51 99.21

峰 2 13.34 0.19

占比（%） 4.51 0.79

峰 3 0.07 Nd

占比（%） 2.98 Nd

离子色谱图谱（图 2）显示，不同浓度醇沉的余甘子多糖组分具有相同的单糖组成，但含量具有一定的差异。

如表 1所示，PEP-50和 PEP-80均由阿拉伯糖、半乳糖、葡萄糖、木糖和甘露糖组成。其中 PEP-50的摩尔比分别

为 6.06、27.53、2.38、2.14和 3.74%，而 PEP-80的摩尔比分别为 8.19、31.04、3.88、3.24和 4.27%。余甘子多糖

的单糖组成与以往的研究略有不同。Chen等[2]报道余甘子多糖由阿拉伯糖、半乳糖、葡萄糖、甘露糖、鼠李糖和

海藻糖组成，而Guo等[17]报道余甘子多糖含有阿拉伯糖、半乳糖、葡萄糖和甘露糖。这可能是由于原料、提取方

法或纯化程序的差异造成的。此外，PEP-50和 PEP-80中半乳糖醛酸的摩尔比分别为 58.14和 49.38%，占据主要

成分。这表明，通过分级乙醇沉淀得到的余甘子多糖组分具有不同的化学组成成分[4]。

如图 2所示，随着乙醇的浓度从 50%（V/V）增加到 80%（V/V），PEP-80中主峰的保留时间延迟，反应了样

品分子量的降低。根据标准曲线的计算，PEP-50和 PEP-80的分子量见表 1。PEP-50分子量主要在 0.07~256.26 kDa
之间，其中分子量 256.26 kDa的片段占 92.51%；PEP-80分子量主要分布在 0.19~234.45 kDa之间，其中分子量

234.45 kDa的片段占 99.21%，总体而言 PEP-50组分的分子量高于 PEP-80。此外，本研究所得到的余甘子多糖分

子量高于目前报道的余甘子多糖[8,18]，这可能与余甘子来源具有一定的关系[11]。余甘子多糖的分子量随着乙醇浓

度的增加而降低，说明粗多糖的分子量与其在乙醇水溶液中的溶解度呈负相关[19]。
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图2 （A）PEP-50和（B）PEP-80的离子交换色谱（1-阿拉伯糖，2-半乳糖，3-葡萄糖，4-木糖，5-甘露糖，6-半乳糖醛酸）；（C）

PEP-50和（D）PEP-80分子量分布的高效液相色谱图

Fig.2 Ion-exchange chromatography of (A) PEP-50 and (B) PEP-80 (1-arabinose, 2-galactose, 3-glucose, 4-xylose, 5-mannose, and

6-galacturonic acid). The HPLC chromatogram of molecular weight distribution of (C) PEP-50 and (D) PEP-80

2.2 红外光谱分析

图3 余甘子多糖（PEP-50和 PEP-80）的红外光谱

Fig.3 IR spectra of PEP-50 and PEP-80

余甘子多糖的构型可以通过 FTIR光谱学来阐明，PEP-50和 PEP-80的红外光谱如图 3所示。结果表明，PEP-50
和 PEP-80在 4 000~400 cm-1范围内都呈现出典型的多糖吸收峰。在 3 430 cm-1的强吸收峰是由于O-H的拉伸振动，

而在 2 930 cm-1左右的吸收峰代表着 C-H振动。在 1 630 cm−1处的显著吸收峰表示存在游离羧酸基。在 1 740 cm-1

处的吸收峰为酯羰基 C=O的伸缩振动，说明在余甘子多糖中可能含有糖醛酸。在 1 094 cm-1和 1 011 cm-1处的信

号与糖苷结构中 C-O-C的伸缩振动有关[14]。在 968 cm-1和 638 cm-1处的吸收峰表明了吡喃糖的存在[20]。两种分级

醇沉的多糖组分（PEP-50和 PEP-80）的 FTIR光谱基本一致，且是一种酸性多糖，这与其高含量的半乳糖醛酸一

致。此外，-OH和-COOH基团是化合物发挥生物活性的典型基团，这表明它们可能具有潜在的生物活性[11]。
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2.3 扫描电镜分析

余甘子多糖的表面形貌如图 4所示，PEP-50表观上起皱（图 3A），相比之下，PEP-80表观上较为平坦（图

3D）。在微观上，PEP-50由紧密排列的孔隙组成（图 3B和 3C），这与多糖的分子间力效应有关[21]。而 PEP-80表
面平坦光滑，结构致密（图 4E和 4F）。据报道，所用的制备工艺会显著影响脱水多糖的形态，这可能会影响其功

能[22]。

图4 余甘子多糖的扫描电镜图：PEP-50(A)100×；(B)1 000×；(C)20 000×和PEP-80；(D)100×；(E)1 000×；(F)20 000×

Fig.4 The SEMof PEP-50 ((A)100×; (B)1 000×; (C)20 000×) and PEP-80 ((D)100×; (E)1 000×; (F)20 000 ×)

2.4 余甘子多糖对α-葡萄糖苷酶的抑制活性

图5 （A）余甘子多糖对α-葡萄糖苷酶的抑制活性以及（B）α-葡萄糖苷酶的半抑制浓度值（IC50）

Fig.5 (A) α-Glucosidase inhibitory activity and (B) IC50 value of inhibitory activity of PEP-50 and PEP-80

抑制α-葡萄糖苷酶活性可以减缓碳水化合物的消化和对葡萄糖的吸收，对控制餐后血糖治疗糖尿病具有重要

意义。不同浓度乙醇沉淀的多糖对α-葡萄糖苷酶的抑制活性如图 5A所示。在 0.5~5 mg/mL质量浓度范围内，PEP-50
和 PEP-80对α-葡萄糖苷酶表现出明显的剂量依赖性抑制作用。阿卡波糖、PEP-50和 PEP-80的半抑制浓度值分别

为 0.038、3.342 和 0.457 mg/mL（图 5B）。结果表明，对α-葡萄糖苷酶的抑制活性下降的顺序如下：阿卡波

糖>PEP-80>PEP-50。PEP-80的降糖活性明显强于 PEP-50，这一趋势表明高浓度乙醇沉淀的粗多糖的降糖活性强

于低浓度乙醇沉淀，与康桥等[23]提取的金铃子多糖结论一致。这样的现象可归因于其分子量[11]。多糖的分子量与

其生物活性呈负相关[24]，这与表 1中的结果一致。高分子量多糖限制了对酶活性位点的流动性和可及性，而低分

子量多糖由于分子量小，与消化酶结合的阻碍较小，更多的还原羟基末端以及糖醛酸的活性基团得到充分利用，

可与α-葡萄糖苷酶的氨基酸残基相互作用，从而影响消化酶的结构，因而具有更好的降糖活性。虽然不同浓度醇
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沉的余甘子多糖对α-葡萄糖苷酶的抑制作用低于阿卡波糖，但由于没有副作用，兼并之具有多种生物活性，在糖

尿病治疗中仍具有很大的潜力。不同浓度醇沉的余甘子多糖通过抑制α-葡萄糖苷酶，具有降糖作用，有助于开发

具降糖活性的余甘子产物。

2.5 余甘子多糖对α-葡萄糖苷酶的抑制动力学分析

不同浓度醇沉的余甘子多糖对α-葡萄糖苷酶的抑制动力学分析即是通过 Lineweaver-Burk双倒数作图来确定

抑制类型。如图 6A所示，在不同质量浓度的余甘子多糖作用下（0、1、2、4 mg/mL），PEP-50和 PEP-80所有具

有不同斜率和截距的谱线均在第二象限相交，表明 PEP-50和 PEP-80对α-葡萄糖苷酶的抑制类型均为混合型抑

制[25]。混合型抑制意味着 PEP-50和 PEP-80既可以与 p-NPG竞争与α-葡萄糖苷酶结合，又可以与α-葡萄糖苷酶

-p-NPG复合物相互作用形成多糖-α-葡萄糖苷酶-p-NPG三级复合物。

图6 PEP-50（A）和PEP-80（B）抑制α-葡萄糖苷酶的Lineweaver-Burk图分析（a），斜率与抑制剂质量浓度的关系图（b），截距与

抑制剂质量浓度的关系图（c）

Fig.6 Lineweaker-Burk plots analysis (a) of α-glucosidase inhibition by (A) PEP-50 and (B) PEP-80, plot of slope versus inhibitor (b),

plot of intercept versus inhibitor concentration (c)

表2 PEP-50和 PEP-80与α-葡萄糖苷酶作用的抑制动力学参数

Table 2 The inhibition kinetics parameters of PEP-50 and PEP-80 interacted with α-glucosidase

项目
PEP-50/(mg/mL) PEP-80/(mg/mL)

1 2 4 1 2 4

抑制类型 混合型抑制 混合型抑制

Vmax/（△A405/min） 0.044 0.037 0.030 0.039 0.031 0.034

Ki/（mg/mL） 1.75 0.87

Kis/（mg/mL） 3.74 2.53

根据 Lineweaver-Burk方程计算可知，PEP-50和 PEP-80的最大反应速率均随着质量浓度的增加而减少，说明

50%和 80%（V/V）醇沉的余甘子多糖的存在降低了酶促反应的速率，阻碍了α-葡萄糖苷酶和底物之间的反应。

Ki值与 Kis值越小则代表其结合能力越强。PEP-50的Ki和 Kis分别为 1.75和 3.74 mg/mL，高于 PEP-80（Ki为
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0.87 mg/mL，Kis为 2.53 mg/mL），表明高乙醇浓度沉淀的余甘子多糖对游离α-葡萄糖苷酶和α-葡萄糖苷酶-pNPG
复合物的结合能力显著增加，使得 PEP-80对α-葡萄糖苷酶的抑制活性更强。PEP-50和 PEP-80的Ki值均低于 Kis
值，说明余甘子分级醇沉多糖对游离α-葡萄糖苷酶的结合亲和力大于α-葡萄糖苷酶-pNPG复合物[25]。

2.6 α-葡萄糖苷酶荧光光谱分析

图7 不同质量浓度（光谱1~12，0~10 mg/mL）的(A)PEP-50和(B)PEP-80存在下α-葡萄糖苷酶的荧光光谱(a)，曲线13和 14分别

为余甘子多糖和水的发射光谱；余甘子多糖（PEP-50和 PEP-80）对α-葡萄糖苷酶淬灭作用的Stern-Volmer图(b)，以及log[(F0-F)/F]

与 log[Q]的关系图(c)

Fig.7 Fluorescence spectra (a) of α-glucosidase in the presence of (A) PEP-50 and (B) PEP-80 at various concentrations (spectra 1~12,

0~10mg/mL), the curve 13 and 14 were the emission spectra of the PEP-50/PEP-80 polysaccharide and the water, (b) Stern-Volmer

plots for the quenching effects of α-glucosidase with PEP-50/PEP-80, (c) plots of log[(F0-F)/F] versus log[Q] for quenching effects of

PEP-50/PEP-80 on α-glucosidase.

色氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸等芳香族氨基酸具有内源性荧光，可作为探针来确定α-葡萄糖苷酶与多糖之间的

相互作用[26]。在不同质量浓度的 PEP-50和 PEP-80作用下，α-葡萄糖苷酶的荧光强度如图 7所示。在实验使用的

浓度下，PEP-50，PEP-80和水在最大波长处没有显示出荧光或表现为弱荧光。然而，随着 PEP-50和 PEP-80浓度

的增大，α-葡萄糖苷酶的荧光强度迅速降低，说明α-葡萄糖苷酶的固有荧光被淬灭，且 PEP-80组的荧光强度下降

幅度大于 PEP-50。可以注意到，在 PEP-50作用下，荧光发射的最大波长没有变化，说明α-葡萄糖苷酶的内部微

环境不受 PEP-50处理的影响。出现这种现象的原因可能是 PEP-50引起α-葡萄糖苷酶局部结构的颗粒展开或松动，

从而导致了色氨酸等疏水残基的暴露程度增加[25]。另一方面，在 PEP-80组中，荧光发射光谱的最大波长随着

PEP-80作用浓度的增加发生了明显的蓝移，这说明α-葡萄糖苷酶-PEP-80的结合改变了α-葡萄糖苷酶的内部微环

境，导致了α-葡萄糖苷酶空间构象的转变[27]。

PEP-50和 PEP-80的 Ka值分别为 1.57×103L/mL和 3.49×103L/mL，而 Ka值表示抑制剂对α-葡萄糖苷酶残基的

结合力强度。PEP-80的Ka值更大，表明 PEP-80与α-葡萄糖苷酶残基的结合能力更强。此外，PEP-50和 PEP-80
的荧光淬灭常数 Kq值分别为 2.49×106 L/mL和 5.56×106 L/mL，即 PEP-80的 Kq值也高于 PEP-50。以上结果表明，

PEP-80对α-葡萄糖苷酶的荧光特性有更大的影响。这可以解释 PEP-80对α-葡萄糖苷酶的抑制活性比 PEP-50高的

原因。

3 结论

本研究采用乙醇分级沉淀法成功获得了两种粗多糖（PEP-50和 PEP-80）。它们都是由相同类型的单糖组成，
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但比例不同，包括阿拉伯糖、半乳糖、葡萄糖、木糖、甘露糖和半乳糖醛酸。在分子量分布、中性糖含量、半乳

糖醛酸含量方面也存在差异，PEP-80的分子量分布总体相比于 PEP-50更低，中性糖含量也比 PEP-50更高，说明

二者具有不同的理化性质。此外，PEP-50和 PEP-80均以混合抑制的方式对α-葡萄糖苷酶起到抑制作用，其中

PEP-80的抑制活性显著强于 PEP-50。本研究表明，余甘子多糖具有作为α-葡萄糖苷酶抑制剂的潜力，特别是在处

理高血糖方面，及其不同的理化性质和结构特性提供了在未来发展中各种可选择的余甘子产品的类型和形态，为

实现余甘子的综合利用提供了理论依据。
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