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摘要!为了获得银杏
"

F

葡萄糖苷酶抑制肽#利用木瓜蛋白酶

酶解银杏蛋白#以
"

F

葡萄糖苷酶抑制率为指标#考察底物浓

度(酶底比(

Q

T

值(酶解温度和酶解时间对酶解效果的影响#

并且利用超滤截留不同分子量!

#$$

#

-$

#

!$

#

#$

#

!R8@

"的多肽$

结果表明'在
Q

T.)!%

#酶解时间
0)0I

#酶底比!

-

K

%

#$$

K

"#酶

解温度
-.)/ \

的条件下#

"

F

葡萄糖苷酶抑制率最高为

#.)#,1

$分子量小于
!R8@

多肽组分的
"

F

葡萄糖苷酶抑制

率最高为
-$)0!1

$因此#银杏蛋白水解产物或其活性肽可

应用在食品中用于高血糖及相关疾病的治疗$

关键词!银杏&

"

F

葡萄糖苷酶&酶解&活性多肽
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银杏(

;'/Z

0

.B'H.B4

)为银杏科银杏属多年生落叶乔木!

被称为$活化石%$植物界的大熊猫%!在中国的分布极广"银

杏种仁又称为白果!可以食用!具有止咳#化痰#润肺平喘的

作用.

#

/

"银杏种子营养丰富!其蛋白质含量(干基含量)约为

#$1

!氨基酸组成合理!因此它属于优质蛋白质"已经报道

了银杏蛋白具有抗氧化剂.

"2!

/和抗菌.

02-

/的功能"

蛋白质多肽链内蕴含着很多功能活性多肽!经过水解后

功能集团就会暴露出来!便显出不同的活性!如调节神经#激

素和免疫肽化合物#抗高血压#降低胆固醇#抗癌#抗氧化等

作用.

%

/

"近年来!有许多文献报道.

.2#$

/从天然的动植物以及

机体分离到降血糖肽!并且研究了它的结构和机制!其中一

些已被用作抗糖尿病药物或保健食品"

目前!糖尿病已经成为威胁人类健康的三大慢性病之

一"它是胰岛素分泌不足所引起的代谢紊乱.

##

/

!目前有效

的治疗方法是通过抑制碳水化合物水解酶的活性!如抑制

"

F

葡萄糖苷酶的活性可以延缓餐后对葡萄糖的吸收.

#"2#0

/

"

据报道.

#-

/

!从蛋清中已经分离得到
"

F

葡萄糖苷酶抑制肽!可

以发展为口服抗糖尿病药物以控制高血糖症
"

型糖尿病!且

没有副作用"最近!从蚕蛹.

#%

/

#鸡蛋.

#-

!

#.

/

#满天星.

#,

/

#五味

子.

#/

/

#牛.

"$

/和益生菌.

"#

/也得到了
"

F

葡萄糖苷酶抑制肽"有

关银杏蛋白的研究多集中在抗氧化肽.

""

/和抑菌肽.

"!

/

!银杏

蛋白制备
"

F

葡萄糖苷酶抑制肽的研究却没有报道"本研究

拟利用木瓜蛋白酶制备
"

F

葡萄糖苷酶抑制肽!通过超滤纯

化!并验证其降血糖的功能!旨在为银杏资源的深加工和银

.!#



杏多肽的开发提供理论依据"

#

!

材料与方法
#)#

!

试验材料与仪器

白果'产于江苏泰兴&

"

F

葡萄糖苷酶(

#$$[

)'分析纯!美国
7C

K

G@

公司&

木瓜蛋白酶'分析纯!瑞阳生物工程有限公司&

碱性蛋白酶#风味蛋白酶#胰蛋白酶和胃蛋白酶'分析

纯!奥多福尼生物工程有限公司&

对硝基
F

"

F

吡喃葡萄糖苷'分析纯!北京索莱宝专业生化

公司&

其它试剂国产分析纯&

电热恒温振荡水槽'

8YeF"

型!上海精宏试验设备有限

公司&

大容量低速离心机'

88F-U

型!湖南湘仪实验室仪器开

发有限公司&

紫外可见分光光度计'

[&F",$"

型!北京普析通用仪器

有限责任公司&

Q

T

计'

99F"$F9#

型!德国
7@=>'=CAB

公司&

冷冻干燥机'

#"O

型!美国
O@;H'JH'

公司"

#)"

!

试验方法

#)")#

!

工艺流程

银杏
3

预处理
3

碱溶酸沉
3

得沉淀
3

沉淀复溶
3

蛋白

溶液
3

酶解
3

灭酶
3

离心
3

取上清
3

冷冻干燥
3

银杏多肽

#)")"

!

操作要点

(

#

)预处理'将新鲜银杏果去壳#去内种皮#去芯!真空

冷冻干燥后!将其磨粉并过
,$

目筛"之后用石油醚脱脂!按

#

"

#$

(

K

-

GO

)混匀!置于
0\

下处理
."I

!隔
#

!

"I

搅拌一

次!每隔
"0I

更换一次石油醚"用蒸馏水浸泡清洗至溶液

变为无色!以除去残留的石油醚"真空冷冻干燥
0,I

!压力

降到
#$$9@

"

(

"

)碱溶酸沉'按
#

"

"$

(

K

-

GO

)料液比将脱脂白果粉溶

于纯水中!超声
"$GCJ

!超声功率为
!$$W

!用
#1

的
*@ZT

溶液调
Q

T

至
#$)$

!

0- \

水浴
-$ GCJ

!

!$$$=

-

GCJ

离心

#-GCJ

!取上清!用
$)$#1

的
TD(

调
Q

T

至蛋白等电点
0)%"

(采用聚丙烯酰胺凝胶等电聚焦电泳法测得其等电点)!静置

"I

!

!$$$=

-

GCJ

离心
#-GCJ

!取沉淀!真空冷冻干燥
0,I

!得

白果蛋白"

(

!

)酶解'往蛋白溶液中加入蛋白酶水浴振荡酶解!酶

解后
#$$\

灭酶
#$GCJ

!然后在
!$$$=

-

GCJ

下离心
#-GCJ

!

取上清液"

#)")!

!

酶活力的测定
!

按
7?

-

V"!-".

*

"$$/

执行"

#)")0

!"

F

葡糖苷酶抑制率的测定
!

在梁凯.

"0

/的方法基础上

做一定的修改!加
00,

#

O

磷酸钾缓冲液(

Q

T%),

)!再加入

$)"[

-

GO

"

F

葡萄糖苷酶溶液
,$

#

O

!

0-

#

O

样品溶液(对照

组用缓冲液代替)!混匀!然后
!.\

恒温
#-GCJ

!加入
,$

#

O

")-GG'(

-

O9*95

(

0F

硝基苯
F

"

FOF

吡喃葡萄糖苷)!混匀后

再
!.\

恒温反应
#-GCJ

"最后加入
$)"G'(

-

O

的
*@

"

DZ

!

溶液
!"$

#

O

!再加入
!GO

磷酸缓冲液!于
0$-JG

波长下测

定吸光值(

,

)"

"

F

葡糖苷酶抑制率按式(

#

)计算'

+

T

,

3

U

,

?

,

3

W

#$$1

! (

#

)

式中'

+

***

"

F

葡糖苷酶抑制率!

1

&

,

3

***样
3

的光密度值!样
3

在反应中不加抑制剂!

用蒸馏水代替&

,

?

***样
?

的光密度值!样
?

在反应中加抑制剂"

#)!

!

试验设计

#)!)#

!

蛋白酶的筛选
!

配制一定浓度的银杏蛋白溶液!分别

加入碱性蛋白酶#木瓜蛋白酶#胰蛋白酶#风味蛋白酶#胃蛋

白酶!酶底比为
-1

!将其混合均匀!然后分别在各种酶的最

适条件下(表
#

)水解
0I

!以
"

F

葡萄糖苷酶抑制率为考察指

标!选择最适蛋白酶进行后续的酶解试验"

表
#

!

-

种蛋白酶的说明书反应条件

V@;(<#

!

VI<CJB>=AH>C'J=<@H>C'JH'JNC>C'JB'PPC+<<Jc

L

G<B

酶
Q

T

温度-
\

碱性蛋白酶
,)$ -$

风味蛋白酶
.)- -$

木瓜蛋白酶
.)$ %$

胰蛋白酶
!

,)$ !.

胃蛋白酶
!

")$ !.

#)!)"

!

酶解制备活性多肽单因素试验
!

根据蛋白酶筛选的

预试验!利用筛选出最适蛋白酶进行酶解试验!考察底物浓

度#酶底比两个因素对酶解效果的影响!以
"

F

葡萄糖苷酶抑

制率为指标!并对酶解工艺进行优化"

(

#

)底物浓度对酶解效果的影响'固定酶底比为
-1

#

Q

T

值为
.)$

#温度为
%$\

#酶解时间为
0I

的条件下!以
"

F

葡

萄糖苷酶抑制率为指标!考察底物浓度(

$)-1

!

#)$1

!

#)-1

!

")$1

!

")-1

!

!)$1

)对酶解效果的影响"

(

"

)酶底比对酶解效果的影响'固定底物浓度为
#)-1

#

Q

T

值为
.)$

#温度为
%$\

#酶解时间为
0I

的条件下!以
"

F

葡

萄糖苷酶抑制率为指标!考察蛋白酶底比(

#

!

!

!

-

!

.

!

/

!

##

K

-

#$$

K

)对酶解效果的影响"

#)!)!

!

银杏蛋白酶解工艺优化
!

在预试验的基础上!以
Q

T

值#酶解温度和酶解时间为考察因素!以
"

F

葡萄糖苷酶抑制

率为指标!对酶解工艺进行优化"选取
Q

T

#酶解温度和酶解

时间作为试验因素!以
"

F

葡萄糖苷酶抑制率为指标!设计三

因素三水平响应面试验(表
"

)!分析各试验因素及交互作用

对
"

F

葡萄糖苷酶抑制率的影响"

表
"

!

响应面设计因素水平表

V@;(<"

!

a@H>'=B@JN(<+<(BCJ=<B

Q

'JB<BA=P@H<N<BC

K

J

水平
3

Q

T ?

酶解温度-
\ D

酶解时间-
I

2# % 0- "

$ . %$ 0

# , .- %

,!#

提取与活性
!

"$#%

年第
##

期



#)!)0

!

银杏多肽的分离
!

参照文献.

"-

/!采用超滤离心管

(

#$$

!

-$

!

!$

!

#$

!

!R8@

)进行分离"共得到
%

个组分(

(

#$$

!

-$

!

#$$

!

!$

!

-$

!

#$

!

!$

!

!

!

#$

!

#

!R8@

)!然后测定不同组

分对
"

F

葡萄糖苷酶的抑制率"

#)0

!

数据分析

采用统计学软件
7977"$)$

进行单因素方差分析!以平

均数
_

标准差表示&采用
8<BC

K

JFEX

Q

<=>.)$

软件对响应面设

计试验数据进行分析"

"

!

结果与分析
")#

!

酶活力的测定

图
#

是以酪氨酸浓度为横坐标!吸光度值为纵坐标绘制

的标准曲线以测酶活"试验测得碱性蛋白酶#木瓜蛋白酶#胰

蛋白酶#风味蛋白酶和胃蛋白酶的酶活力分别为
.!-".)#%

!

.,-./)"0

!

.#$/,)",

!

,--#)%#

!

,""/)#$[

-

K

"

图
#

!

酪氨酸标准曲线图

aC

K

A=<#

!

7>@JN@=NHA=+<'P>

L

='BCJ<

")"

!

蛋白酶的筛选

由图
"

可知!木瓜蛋白酶的抑制率最强!碱性蛋白酶其

次!风味蛋白酶效果最差"因此!以下试验选择木瓜蛋白酶

进行"

")!

!

底物浓度的确定

由图
!

可知!在底物浓度为
#)-1

时!酶解产物对
"

F

葡萄

糖苷酶抑制率达到最大"在
$)-1

!

#)-1

时!随着底物浓度

的增加!对
"

F

葡萄糖苷酶的抑制率也逐渐增加!这是因为当

底物浓度含量较低时!在一定的时间内只有一部分的酶可以

与底物结合形成中间产物!但是随着酶浓度增加!底物与

酶结合的机会也增加!因此对
"

F

葡萄糖苷酶抑制率变大&在

图
"

!

酶种类对
"

F

葡萄糖苷酶抑制率的影响
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K
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!"

F

K
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@H>C+C>C<B'P<Jc

L

G@>CHI

L

F

N='(

L

B@><BP='G;'/Z

0

.;

LQ

='NAH>

Q

='><CJ

图
!

!

底物浓度对
"

F

葡萄糖苷酶抑制率的影响

aC

K

A=<!

!

EPP<H>'PBA;B>=@><H'JH<J>=@>C'J'J

Q

@

Q

@CJI

L

N='(Cc@>C'J

#)-1

!

!)$1

时!随着底物浓度的增加!对
"

F

葡萄糖苷酶抑制

率逐渐降低!因为当浓度很大时!反应体系中的酶分子完全

与底物结合生产中间产物!此时底物浓度虽然再增加但已经

没有可以利用的酶与之结合!因此导致酶解产物对
"

F

葡萄糖

苷酶抑制率不再增加"

")0

!

酶底比的确定

由图
0

可知!随着酶底比(

E

-

7

)的增加!

"

F

葡萄糖苷酶抑

制率先增加!这是由于
E

-

7

比例增加时更多的酶能够与底物

结合!

"

F

葡萄糖苷酶抑制率明显增加"当
E

-

7

的比值超过

-

K

-

#$$

K

时!虽然酶的数量仍在增加!但底物已经充分与酶

结合!蛋白酶达到一定量时!大部分蛋白质几乎达到了水解

平衡!所以
"

F

葡萄糖苷酶抑制率不再随着
E

-

7

增加而增加!

其机理目前尚不清楚!有待进一步研究!个人认为酶解反应

是在液体环境中进行的!当酶的量越来越多时!会影响酶解

反应的环境!受此影响!

'

F

葡萄糖苷酶抑制率会有所下降"

因此!最佳酶底比为
-

K

-

#$$

K

"

图
0

!

对
"

F

葡萄糖苷酶抑制率的影响

aC
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!

EPP<H>'PE

%
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Q

@CJI

L

N='(Cc@>C'J

")-

!

酶解工艺条件优化

")-)#

!

?'XF?<IJR<J

试验结果
!

在单因素试验基础上!选

Q

T

#酶解温度和酶解时间作为试验因素!以
"

F

葡萄糖苷酶抑

制率为响应值!采用
?'XF?<IJR<J

试验设计!试验方案及结

果见表
!

"

")-)"

!

?'XF?<IJR<J

试验结果方差分析
!

利用
8<BC

K

J

<X

Q

<=>

软件对表
!

数据进行多元回归拟合!得到响应值
]

对

"

F

葡萄糖苷酶抑制率为响应关键因素的二次多项回归模

型为'

<b#%).04#)-%,2$).$?4#)#$14$)%",?2$),#,14

$)#"?12#),",

"

2#).$?

"

2#)/01

"

" (

"

)

/!#

第
!"

卷第
##

期 张
!

灿等'酶解银杏蛋白制备
"

F

葡萄糖苷酶抑制肽的研究
!



!!

由表
0

可知!回归方程模型
9

#

$)$$$#

!说明回归是极

显著的!且失拟项
9b$).$,.

(

$)$-

!不显著!说明该模型选

择合适"复相关系数
-

"

b$)/,##

!说明该模型拟合度好!校

正系数
-

"

@N

f

b$)/-%.

!说明该模型能够解释
/-).1

银杏多肽

"

F

葡萄糖苷酶抑制率的变化!试验值与预测值之间有较好的

拟合度"因此可以用该模型预测及分析银杏多肽
"

F

葡萄糖

苷酶抑制率的实际情况"此外单因素中!各因素的分析均达

表
!

!

响应面分析试验设计及结果

V@;(<!

!

VI<N<BC

K

J@JN=<BA(>B'P=<B

Q

'JB<BA=P@H<

<X

Q

<=CG<J>

试验号
3 ? D ]

"

F

葡萄糖苷酶抑制率-
1

# $ F# 2# #!)#"_$)#"

" $ $ $ #.)"%_$)$/

! # # $ #0).0_$)--

0 $ $ $ #%)%%_$)#$

- 2# 2# $ #")/%_$)$"

% $ $ $ #%)-%_$)#"

. # $ 2# #0)#$_$)$-

, # 2# $ #0).0_$)"$

/ $ 2# # #0)%-_$)#"

#$ 2# $ # #!)-$_$)"%

## 2# # $ #$)0%_$)$"

#" 2# $ 2# /)"-_$)#$

#! $ $ $ #-)/%_$)$,

#0 # $ # #-)#$_$)$!

#- $ # 2# ##)!!_$)#$

#% $ $ $ #.)"%_$)$"

#. $ # # #!)!!_$)$-

表
0

!"

F

葡萄糖苷酶抑制率回归模型方差分析

V@;(<0

!

7C

K

JCPCH@JH<HI<HR'P>I<=<

K

=<BBC'J<

M

A@>C'J

方差来源 平方和 自由度 均方
F

值
9

值 显著性

模型
,0)#$ / /)!0 0$)"/

#

$)$$$#

%%

3 #/)-% # #/)-% ,0)!%

#

$)$$$#

%%

? !)/! # !)/! #%)/% $)$$0-

%%

D /)%0 # /)%0 0#)-- $)$$$0

%%

3? #)-% # #)-% %).0 $)$!-%

%

3D ")%0 # ")%0 ##)!/ $)$##,

%%

?D $)$$-- # $)$$-- $)"0 $)%0$-

3

"

#!)/# # #!)/# -/)/, $)$$$#

%%

?

"

#")#! # #")#! -")!" $)$$$"

%%

D

"

#-).. # #-).. %.)/,

#

$)$$$#

%%

残差
#)%" . $)"!

'''''''''''''''''''''''

失拟项
$)00 ! $)#- $)0/ $).$,.

纯误差
#)#/ 0 $)!$

总和
,-)." #%

!

d

!%

表示
$)$-

水平上显著!

%%

表示
$)$#

水平上显著&

-

"为

$)/,##

!

-

"

@N

f

为
$)/-%.

"

到极显著水平"各因素对
"

F

葡萄糖苷酶抑制率的影响顺序

为'初始
Q

T

(

时间
(

温度"

Q

T

和温度的交互作用对
"

F

葡

萄糖苷酶抑制率显著!

Q

T

和酶解时间的交互作用对
"

F

葡萄

糖苷酶抑制率的影响极显著"

")-)!

!

响应面因素的效应分析及优化结果
!

由图
-

可知!在选

定的试验条件之内!固定一个变量!

"

F

葡萄糖苷酶抑制率的大小

先随着另一个变量的升高而增大!在达到最高值后会随着另一

个变量的升高而减小"规律符合预试验及方差分析结果"

图
-

!

3?

及
3D

对
'

F

葡萄糖苷酶抑制率交互影响

的响应曲面图
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L
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!!

通过软件分析'最适
Q

T

值为
.)!%

!酶解时间
0)0$I

!最

适温度
-.)/\

"在此条件下!进行
!

次实验取平均值!测得

"

F

葡萄糖苷酶抑制率为
#.)$/1

与预测值(

#.)#,1

)较接近!

证明该模型的可行性和有效性"

")%

!

超滤分离

采用超滤离心管对最佳工艺制备出的银杏活性多肽进行

分离!得到
%

个组分!不同组分对
"

F

葡萄糖苷酶抑制率见表
-

"

表
-

!

不同多肽组分的
"

F

葡萄糖苷酶抑制率

V@;(<-

!"

F

K
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L
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Q
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Q
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Q
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多肽组分-
R8@

"

F

葡萄糖苷酶抑制率-
1

! (

#$$

*
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!

#$$

*

!$

!

-$ ")!/_$)$$

#$

!

!$ -),#_$)$.

!

!

#$ 0!)-/_$)-"

#

! -$)0!_$)%!

!!!!!

d

!

$*%表示无
"

F

葡萄糖苷酶抑制率"

$0#

提取与活性
!

"$#%

年第
##

期



!!

由表
-

可知!分子量
#

!R8@

组分的
"

F

葡萄糖苷酶抑制

率最高!为
-$)0!1

&低分子量肽具有更高
"

F

葡萄糖苷酶抑制

活性!可能是它们可以与
"

F

葡萄糖苷酶作用的底物对硝基

苯
F

"

FOF

葡萄糖苷竞争性地抑制!从而降低了
"

F

葡萄糖苷酶

活性"

!

!

结论
本试验结果表明!最佳酶源是木瓜蛋白酶!酶解的最佳

工艺为底物浓度
#)-1

!酶底比
-

K

-

#$$

K

!

Q

T

值
.)!%

!酶解

时间
0)0I

!酶解温度
-.)/\

"此条件下对
"

F

葡萄糖苷酶抑

制率为
#.)$/1

"同时经过超滤得到不同分子量大小的组

分!其中分子量
#

!R8@

的组分对
"

F

葡萄糖苷酶抑制率最高

为
-$)0!1

"

银杏多肽具有抗氧化和抑菌的作用!但有关银杏多肽的

降血糖作用的报道几乎没有!本研究体外试验仅证实银杏多

肽具有
"

F

葡萄糖苷酶抑制率!但并不能说明其具有体内降血

糖活性"研究其对动物的血糖#胆固醇和甘油三酯等方面的

影响需做进一步的动物试验"
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