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葡萄糖苷酶活性的啤酒糟多肽的合成与表征
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摘要!采用以
,1BA

为保护基团的固相合成法来合成啤酒糟

多肽
FF0*

!序列"

F7G0HGB0'<

I

0'G

9

0F7G

#$以高效液相色谱

!

JHKL

#技术对合成肽粗品进行纯化脱盐$得到纯度
.*M

以

上的样品%合成肽
FF0**

对
!

0

葡萄糖苷酶的抑制作用检测

结果表明$合成肽
FF0*

的活性受所含盐离子浓度的影响$低

浓度时抑制率较高%而圆二色谱和荧光猝灭试验结果表明$

合成肽
FF0*

与
!

0

葡萄糖苷酶之间存在相互作用%说明可以

通过固相合成法快速大量获得对
!

0

糖苷酶具有一定抑制作

用的啤酒糟多肽
FF0*

%

关键词!固相合成&

!

0

葡萄糖苷酶抑制剂&合成肽
FF0*

&相互

作用&啤酒糖多肽
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糖尿病是一种慢性代谢紊乱的疾病%分为
&

型糖尿病和

$

型糖尿病%主要表现为体内糖代谢异常)

&

*

&如果缺乏正确

且及时的治疗%糖尿病会引起很多并发症%包括高血糖症+糖

尿病性酸中毒和糖尿病高渗性昏迷&严重的慢性并发症还

有心血管疾病+慢性肾衰竭和肾损伤)

$

*

&因此%必须要有适

当+有效+及时的治疗&比如%每天服用阿卡波糖+二甲双胍

等治疗药物来抑制餐后血糖的过度升高$适当调整饮食+生

活习惯和加强锻炼%并通过控制血糖+保持健康体重和戒烟

来达到这些目标)

&

*

&另外%通过食用含有
!

0

葡萄糖苷酶抑制

剂功效成分的功能性食品来抑制餐后高血糖也是重要的一

种预防和治疗的方式&

!

0

葡萄糖苷酶抑制剂%是以延缓肠道

碳水化合物吸收而达到治疗糖尿病目的的一类口服降糖药

物)

#

*

&其作用机制为"抑制剂抑制肠道的
!

0

葡萄糖苷酶%减

慢淀粉类分解为葡萄糖的速度%减缓葡萄糖的吸收%从而降

低餐后高血糖)

)

*

&

!

0

葡萄糖苷酶抑制剂会降低餐后胰岛素

水平%但不会刺激
"

细胞使其分泌胰岛素%这说明这种抑制

剂可增加胰岛素的敏感性&因此%

!

0

葡萄糖苷酶抑制剂的应

用是治疗糖尿病的可替代的选择)

*

*

&

目前在临床上应用的
!

0

葡萄糖苷酶抑制剂主要是人工

合成的化合物%例如阿卡波糖+伏格列波糖等%虽然有良好的

降低餐后血糖的作用%但价格较高%且对肠胃有一定的副作

用%比如肠胃气胀!

(!M

的病患#和腹泻!

&)M

的病患#&从天

&



然产物中筛选出具有治疗潜力的先导化合物的抑制剂%近年

来成为了国内外研究的热点&新的研究发现
!

0

葡萄糖苷酶

抑制剂可来源于一些天然物质%例如番石榴叶)

"

*

+高粱)

(

*

+发

酵豆)

!

*等&多肽类生物活性物质近年来也被发现有抑制作

用&例如%

+;U630

I

78

9

等)

.

*证明了鸡蛋白蛋白中提取分离

得到的多肽可以抑制
!

0

葡萄糖苷酶的活性$林鸿佳)

&%

*

&"0$!发

现酶解后得到的啤酒糟多肽具有抑制
!

0

葡萄糖苷酶作用&

崔洁等)

&&

*对山杏整仁进行酶解的得率为
$"?)#M

%之后进行

超滤+凝胶层析等步骤获得了具有抑制
!

0

葡萄糖苷酶活性的

多肽%产物最高抑制率为
&&?*$M

&这种通过酶解方法从天

然产物中得到生物活性肽的提取分离步骤繁琐%活性成分得

率和纯度低%难以实现工业化推广应用&而通过生物或化学

合成方法制备的生物活性肽易于纯化%可实现自动化生产%

是提高生物活性肽产率和扩宽其应用价值的有效新方法&

目前合成肽在生物制剂上的应用非常广泛%比如口蹄疫合成

肽疫苗)

&$

*

+急性心肌梗塞诊断)

&#

*

+乙型肝炎抗体制备)

&)

*等

中的应用&

鉴此%本试验依据林鸿佳)

&%

*

)#C))报道的具有抑制
!

0

葡萄

糖苷酶作用的啤酒糟多肽的序列"

F7G0HGB0'<

I

0'G

9

0F7G

%应

用
,1BA

固相合成法来合成啤酒糟多肽
FF0*

%并测定其
!

0

葡

萄糖苷酶抑制作用%探讨将食源性具有
!

0

葡萄糖苷酶抑制作

用的生物活性肽作为一种膳食补充剂或者生物制剂进行开

发的可行性和存在的问题%为其开发应用提供理论指导&

&

!

材料与方法
&?&

!

材料与仪器

&?&?&

!

试验试剂

!

0

葡萄糖苷酶!

/L#?$?&?$%

#"

&.?#V

(

1

9

%来源酿酒酵

母%美国
F3

9

120'4@G3A6

公司$

对硝基苯
0

!

0G0

葡萄吡喃糖苷!

I

EHW

#"美国
F3

9

120

'4@G3A6

公司$

其它试剂"分析纯%国药集团化学试剂有限公司&

&?&?$

!

主要仪器设备

离子色谱仪"

!!#N2<3AXL

I

4;<

型%瑞士
Y7>GB61

公司$

元素分析仪"

D2G3B YXLZ[A;Q7

型%德国
/47178>2G

公司$

旋转蒸发仪"

Z0$%*

型%瑞士
N;A63

公司$

冷冻干燥机"

,G77UB87

型%美国
K2QAB8AB

公司$

紫外分光光度计"

VD0$!%$F

型%上海尤尼科公司$

数显恒温水浴锅"

JJ0F

型%江苏金坛市岸头国瑞实验

仪器厂$

冰箱"

NL-0&!.\N0F

型%上海夏普公司$

旋涡混匀器"

YF#

基本型%上海川翔生物科技有限公司$

I

J

计"

-74>2#$%

型%

Y/RRK/Z0R[K/-[

仪器!上海#

有限公司$

电子分析天平"

Y/&%)/

型%

Y/RRK/Z0R[K/-[

仪器

!上海#有限公司$

荧光分光光度计"

]Y

(

RY

(

XY

型%美国
HRX

公司$

圆二色光谱仪"

\'FL[\0!&*

型%日本分光株式会社&

&?$

!

方法

&?$?&

!

啤酒糟多肽
FF0*

的合成
!

多肽的固相合成是一个从

L

端!羧基端#向
E

端!氨基端#重复添加氨基酸的过程&为

了防止副反应的发生%参加反应的氨基酸的侧链都是被
.0

芴

甲氧羰基!

,1BA

#保护的%

,1BA

在碱性条件下
&%138

即可完

全脱除$而游离的
L

端在反应之前必须活化)

&*

*

&啤酒糟多

肽
FF0*

固相合成的简单过程"首先在固相载体!氯甲基聚苯

乙烯树脂#上共价连接一个氨基被封闭基团!

,1BA

#保护的

氨基酸%在三氟乙酸!

R,'

#的作用下脱掉
!

0

氨基的保护基

,1BA

%这样第一个氨基酸就连接到固相载体上了$然后用

E

%

Ê0

二环己基碳二亚胺!

-LL

%

-3A

P

A4B67_

P

4A2GQB@3313@7

#来

活化第二个氨基酸的羧基%第二个氨基酸的羧基再与第一个

氨基酸的氨基反应形成肽键%从而在固相载体上形成了一个

二肽$不断重复上述形成肽键的反应%使得肽链从羧基端向

氨基端增长%直至达到的肽链长度符合要求$最后脱去保护

基
,1BA

%并用氢氟酸!

J,

#来水解固相载体和肽链之间的酯

键%最终得到合成肽
FF0*

)

&"

*

&

&?$?$

!

合成肽
FF0*

的纯化
!

将合成的多肽
FF0*

用高效液

相色谱法进行分离纯化&色谱柱为制备型反相
L

&!

柱

!

#%11 $̀*%11

#%配紫外检测器$样品浓度
*%1

9

(

1K

%流

速
#%1K

(

138

%紫外检测波长
$$%81

$流动相"

'

为
&%%M

乙

腈%

N

为
&%%M

超纯水$梯度洗脱条件"

%

"

$%138

%

&)M '

"

#.M '

$

$%?%

"

$%?&138

%

#.M

"

!%M '

$

$%?&

"

"%?%138

%

!%M '

&先用
$M

醋酸平衡%用进样阀进收集的馏分%用纯水

平衡%然后
$M

醋酸铵平衡%再纯水平衡%用醋酸冲
$%138

!

#%M

"

!%M

#%再收集馏分得粗肽样品&

将粗肽样品在
JHKL

上检验纯度%色谱柱为
aGB12<34

L&!0*

!

)?"11 $̀*%11

#$上样量
&%

#

K

%流速
&?%1K

(

138

%

检测波长
$$%81

$流动相"

'

为含
%?%&M

三氟乙酸的乙腈溶

液%

N

为含
%?%&M

三氟乙酸的超纯水溶液$梯度洗脱条件"

%?%&

"

$*?%% 138

%

&M

"

$"M '

$

$*?%

"

$*?& 138

%

$"M

"

&%%M '

$

$*?&

"

#%?%138

%

&%%M '

&纯度合格的样品进行冷

冻干燥&

&?$?#

!

合成肽
FF0*

的离子色谱分析与元素分析合成
!

离子

分析参考
\+

(

R%$%

'

&.."

,离子色谱分析方法通则-%元素

分析参考
\+

(

R%&(

'

&.."

,元素分析仪方法通则-%检测目

标为醋酸根+三氟乙酸根+氮+碳及氢含量&

&?$?)

!

合成肽
FF0*

体外
!

0

葡萄糖苷酶抑制活性的测定
!

参

考文献)

&(

*做部分修改%

!

0

葡萄糖苷酶催化
I

EHW

水解产生

对硝基苯酚%并在
)%*81

处有特征吸收%因此用紫外分光光

度计测定在
)%*81

处的紫外吸收&

在
#(b

+

I

J"?!

的磷酸盐!

*%11B4

(

K

#缓冲体系中%

!

0

葡萄糖苷酶!

%?&(*V

(

1K

#和不同浓度的啤酒糟多肽
FF0*

培养
#%138

%之后加入
I

EHW

!

&%11B4

(

K

#作为底物反应

#%138

%最后加入
$*%11B4

(

K

的
E2

$

L[

#

来终止反应%在

)%*81

处测定吸光值&样品对
!

0

葡萄糖苷酶活性的抑制率

按式!

&

#计算"

H

I

"

对照
J

"

样品

"

对照
K

&%%M

% !
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#
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基础研究
!

$%&"

年第
!
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式中"

H

'''抑制率%

M

$

"

对照'''对照组的紫外吸光度值%

"

样品'''不同浓度抑制剂组的紫外吸光度值&

&?$?*

!

圆二色谱测定
!!

0

葡萄糖苷酶与啤酒糟多肽
FF0*

混

合体系的圆二色谱在
$%%

"

$*%81

波长范围内测量&混合

&?)V

(

1K

的
!

0

葡萄糖苷酶和
* 1

9

(

1K

的多肽
FF0*

在

#(b

下进行扫描%扫描速度
*%81

(

138

%响应时间
&<

%狭缝

宽度
&81

&每个光谱是
#

次连续扫描的平均值%试验开始

用
$?*11B4

(

K

的
HNF

扫基线&

&?$?"

!

合成肽
FF0*

对
!

0

葡萄糖苷酶的荧光猝灭作用
!

在荧

光猝灭试验中%

*%11B4

(

K

+

I

J"?!

的
HNF

缓冲溶液作为空

白对照&试验组将
&?)1K%?*V

(

1K

的
!

0

葡萄糖苷酶溶液

分别 与
%?( 1K

浓 度 为
&?(!"

%

%?!.#

%

%?))"

%

%?&(.

%

%?%!.11B4

(

K

的样品溶液混合后进行荧光扫描&设置温度

#(b

%电压参数为
)%%D

%狭缝宽度为
*81

%扫描速度为

$)%81

(

138

%以
$!%81

为激发波长%记录
#%%

"

)%%81

波

长范围内的发射光谱&

$

!

结果与分析
$?&

!

合成肽
FF0*

序列与性质

对合成肽
FF0*

进行序列及性质分析的结果见表
&

和

图
&

&这是一个氨基酸序列为
F7G0HGB0'<

I

0'G

9

0F7G

的五肽%

分子量为
*"%?*"

%等电点
I

X

为
(?)

&平均亲水性为
&?#

%说明

合成肽
FF0*

为疏水蛋白%而亲水残基的比例为
!%M

&这些

性质都为之后的合成肽
FF0*

纯化提供了依据&

$?$

!

合成肽的鉴定

粗肽样品经过进一步纯化%在洗脱时间
&%?#&#138

处出

现一个色谱分离峰!见图
$

#%由表
&

积分面积计算%相对含量

达到
.!?)M

%说明纯度已达到
.*M

以上&由图
#

可知%啤酒

糟多肽
FF0*

的分子离子峰为
*"&?*!

%因此相对分子量为

*"%?*!

%证实合成的多肽为啤酒糟多肽
FF0*

&收集该分离峰

处合成肽
FF0*

纯化样品%冷冻干燥%置于冰箱内保存&

$?#

!

合成肽
FF0*

的离子色谱分析与元素分析

由图
)

和表
#

可知%合成肽
FF0*

中含盐量为
&$?#M

&实

际肽含量的确定是由检测的
E

含量除以理论
E

含量得到&

合成肽
FF0*

的分子式是
L

$!

J

))

E

"

[

"

%其分子量为
*"%?(%

%

表
&

!

合成肽
FF0*

序列与性质

R2Q47&

!

R67<7

O

;78A728@

I

GB

I

7G>

P

BS<

P

8>67>3A

I

7

I

>3@7FF0*

理化性质 分析结果

氨基酸残基个数
*

缩写
FH-ZF

全称
F7G0HGB0'<

I

0'G

9

0F7G

分子量
*"%?*"

等电点
(?)

I

Jc(

时的静电荷
%?%

平均亲水性
&?#

亲水残基比例
!%M

（a）�#$%

（b）�&'(

图
&

!

合成肽
FF0*

性质

,3

9

;G7&

!

HGB

I

7G>37<BS<

P

8>67>3A

I

7

I

>3@7FF0*

图
$

!

合成肽
FF0*

反相高效液相色谱图

,3

9

;G7$

!

Z7T7G<7@0

I

62<763

9

60

I

7GSBG128A743

O

;3@A6GB120

>B

9

G2

I

6

P

BS<

P

8>67>3A

I

7

I

>3@7FF0*

则理论
E

含量为"

&)`"d*"%?(%c%?&).!

%则肽含量为

%?&$&&d%?&).!c!%?!)M

&

表
$

!

合成肽
FF0*

反相高效液相色谱分析结果

R2Q47$

!

ZH0JHKL2824

P

<3<G7<;4>BS<

P

8>67>3A

I

7

I

>3@7FF0*

分离峰
保留时间(

138

相对含量(

M

面积(

!

1D

.

138

#

峰高(

1D

& .?**% %?$")( &#"*! &..&

$ .?..# %?*"(. $.#%" )(""

# &%?%!( %?(!"( )%*.) &%!&#

) &%?#&# .!?#!%( *%("("% ))$$$*

合计
&%%?%%%% *&"%#&! )*.(.*

"""""""""""""""""""""

#

第
#$
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!

期 房郁雯等"抑制
!

0

葡萄糖苷酶活性的啤酒糟多肽的合成与表征
!



图
#

!

合成肽
FF0*

质谱分析结果

,3

9

;G7#

!

Y2<<<

I

7A>G;1BS<

P

8>67>3A

I

7

I

>3@7FF0*

图
)

!

合成肽
FF0*

离子色谱图

,3

9

;G7)

!

XB8A6GB12>B

9

G2

I

6

P

!

XL

#

BS<

P

8>67>3A

I

7

I

>3@7FF0*

表
#

!

合成肽
FF0*

各组分离子色谱分析

R2Q47#

!

XL2824

P

<3<BS<

P

8>67>3A

I

7

I

>3@7FF0*

峰序

列号

保留时

间(
138

面积(

!

#

F

.

A1

C&

.

138

#

高度(

!

#

F

.

A1

C&

#

浓度(

!

1

9

.

K

C&

#

组分

名称

& #?!$( %?$#$( &?%%( &$?%.$

醋酸根
!!

$ (?)$* %?&%$! %?$"( $?#(#

三氟乙酸根

表
)

!

合成肽
FF0*

盐及元素含量

R2Q47)

!

LB8>78><BS<24>28@747178>38<

P

8>67>3A

I

7

I

>3@7FF0*

检测指标 检测结果(
M

醋酸根含量
&%?#%.

三氟乙酸含量
$?%$#

氮含量
&$?&&

碳含量
*#?)!

氢含量
(?(%.

$?)

!

合成肽
FF0*

对
!

0

糖苷酶活性抑制的分析结果

通过分光光度法测定的酶抑制剂活性分析结果见表
*

&

由表
*

可知%合成肽的活性受含盐离子浓度的影响%在低浓

度时表现出一定的
!

0

葡萄糖苷酶抑制活性&随着样品浓度

降低%即盐离子相对浓度降低%合成肽
FF0*

对
!

0

葡萄糖苷酶

抑制活性增强%当合成肽
FF0*

浓度为
%?*1

9

(

1K

时抑制率

达到
!?)#M

&说明应用分光光度法检测合成肽抑制活性时

需要对合成肽进行进一步脱盐处理&

$?*

!

圆二色谱#

L-

$检测结果

蛋白质主链的构象信息可以通过远紫外区的圆二色光

谱!

L-

#来反映%因此通过测定
!

0

葡萄糖苷酶二级结构的变化

可以来定性分析其结构变化&

!

0

葡萄糖苷酶与合成肽
FF0*

相

互作用前后的
L-

谱图见图
*

&由图
*

可知%

!

0

葡萄糖苷酶

的
L-

光谱有两个明显的峰分别在
$%.

%

$$$81

处%这是蛋

白质
!

0

螺旋结构的特征峰)

&(C&!

*

&而合成肽
FF0*

的加入%使

得
!

0

葡萄糖苷酶在
$%.

%

$$$81

处的
L-

光谱强度显著降低

!向零水平移动#%说明
!

0

葡萄糖苷酶的
$

0

螺旋结构含量减

少%合成肽
FF0*

与
!

0

葡萄糖苷酶相互作用后改变了
!

0

葡萄

糖苷酶的空间结构特征%从而对酶的活性产生抑制作用&

表
*

!

合成肽
FF0*

对
!

0

葡萄糖苷酶活性的抑制作用

R2Q47*

!

R673863Q3>3B82A>3T3>

P

BS<

P

8>67>3A

I

7

I

>3@7FF0*B8

!

0

9

4;AB<3@2<7

FF0*

浓度(

!

1

9

.

1K

C&

#

吸光度平均值 抑制率(
M

*?% #?.$&e%?%). %

$?* $?!!(e%?%%! %

&?% $?".$e%?%&$ #?$(

%?* $?**)e%?%"# !?$&

对照组
$?(!#e%?%$&

'

2?

!

0

糖苷酶
f

合成肽
FF0*

!

Q?

!

0

糖苷酶

图
*

!

合成肽
FF0*

与
!

0

糖苷酶相互作用的圆二色谱图

,3

9

;G7*

!

L-<

I

7A>G2BS

!

0

9

4;AB<3@2<7:3>6BG:3>6B;><

P

80

>67>3A

I

7

I

>3@7FF0*

$?"

!

合成肽
FF0*

对
!

0

葡萄糖苷酶的荧光猝灭作用

酶蛋白内源性荧光产生的主要原因是酪氨酸+色氨酸+

苯丙氨酸这
#

种氨基酸残基)

&.

*

&在激发波长
$!%81

%扫描

波长范围
#%%

"

)%%81

的条件下%得到酪氨酸和色氨酸共同

的荧光发射光谱%可以通过分析探讨荧光光谱的强度及峰位

等来推测酶蛋白与其他分子相互作用后的构象变化)

&%

*

).

&

合成肽
FF0*

与
!

0

葡萄糖苷酶相互作用的荧光光谱图见图
"

&

由图
"

可知%加入合成肽
FF0*

后
!

0

葡萄糖苷酶的内源性荧

光发生猝灭&随着合成肽
FF0*

的浓度增加%

!

0

葡萄糖苷酶在

##)81

处的荧光强度逐渐下降%表明两者之间存在相互作

用&而且%其荧光发射峰没有发生明显的红移或蓝移现象%

保持位置一致%说明合成肽
FF0*

没有改变
!

0

葡萄糖苷酶中

酪氨酸和色氨酸所处微环境的极性&

#

!

结论
采用

,1BA

固相合成法来合成啤酒糟多肽
FF0*

%并采用

高效液相色谱法对合成的多肽
FF0*

进行纯化%并最终得到

)

基础研究
!

$%&"

年第
!

期



2

"

7?

浓度分别为
%?%%

%

%?%*

%

%?&%

%

%?*%

%

&?%%1

9

(

1K

的合成肽
FF0*

图
"

!

不同浓度的合成肽
FF0*

与
!

0

糖苷酶相互作用

的荧光光谱图

,3

9

;G7"

!

X8>7G2A>3B8Q7>:778FF0*:3>6T2G3B;<AB8A78>G20

>3B8<28@

!

0

9

4;AB<3@2<738T7<>3

9

2>7@ Q

P

S4;BG70

<A78A7<

I

7A>G2

纯度达到
.*M

以上的多肽&在应用分光光度法进行合成肽

FF0*

对
!

0

葡萄糖苷酶活性抑制活性的分析试验中发现

%?*1

9

(

1K

的合成肽
FF0*

对
!

0

糖苷酶的抑制率达到
!?)#M

%

随着浓度提高%活性反而降低&经过离子色谱和元素分析%

合成肽
FF0*

中含有
&$?#M

盐%可能是造成合成肽检测出的

抑制率不高的原因之一&圆二色谱和荧光光谱分析结果证

明%

!

0

葡萄糖苷酶与合成肽
FF0*

之间存在着相互作用%证实

通过合成方法可以制备得到具有
!

0

葡萄糖苷酶活性抑制的

生物活性肽&但进一步研究还需要对合成肽进行脱盐或转

盐!磷酸盐#处理%以增强其抑制活性%提高其应用价值&
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食品伙伴网讯
!

月
"#

日!据韩媒报道!韩国农村振

兴厅开发出维持抗氧化效果且易溶于水"便于食用的#水

溶性蜂胶$%

蜂胶是蜜蜂将其唾液与分泌物等混合而成的! 其抗

菌及抗氧化作用已得到认可& 蜂胶提取物虽已注册登记

为健康功能食品原料!但因其不溶于水使其难以广泛用于

各个领域&

此次开发的水溶性蜂胶是将
$!!%&!

的蜂胶提取液

'用酒精提取(与蜂蜜混合而制成的!蜂蜜通过乳化剂的作

用使蜂胶易溶于水% 并且!与蜂胶蜜混合的过程中部分酒

精被去除!比现有的蜂胶香味更纯正!抗氧化作用可维持

不变%
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韩国开发出便于食用

的!水溶性蜂胶"
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期 房郁雯等"抑制
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葡萄糖苷酶活性的啤酒糟多肽的合成与表征
!


