
书书书

基金项目!湖南省科技厅重点研发计划!编号"

!"#$%&!#"!

#

作者简介!袁冬寅$女$湖南农业大学在读硕士研究生%

通信作者!肖文军!

#'$'

&#$男$湖南农业大学教授$博导%

()*+,-

"

.,+/012

3

4255

!

6,2+78/*

收稿日期!

!"#9

&

":

&

";

第
<<

卷第
9

期

!"#9

年
9

月 ! " # $ %

!!"#$%&'()*+,

=/-7<<

$

%/79

>4-7!"#9

!"#

"

$%&$'()*

'

+

&,--.&$%%'/)011&*%$0&%0&%%$

!)

茶氨酸对
!

)

淀粉酶和胰蛋白酶的抑制作用
!"#$%$&'(

)

*++*,&-'+!.&#*/"$"*'"

!

./0

)

1/-*/"2&(

)3

-$"

袁冬寅#

"#$%&'(

)

*

+

,(

#

!

龙
!

军!

!-%./0(

!

!

龚志华#

.-%.12,*203

#

!

林
!

玲#

!4%!,(

)

#

周
!

阳#

15-#"3(

)

#

!

彭影琦#

67%.",(

)

*

8

,

#

!

肖文军#

!

<

94$-:;(*

<

0(

#

$

<

!

#=

湖南农业大学茶学教育部重点实验室$湖南 长沙
!

;#"#!5

(

!=

常德市柳叶湖旅游度假区七里桥街道办事处$

湖南 常德
!

;#:"""

(

<=

湖南省植物功能成分利用协同创新中心$湖南 长沙
!

;#"#!5

#

!

#=>;

+

!3?'@3A'@

+

'

B

C;3DE,;(E;'

B

7F0E3A,'(3GH,(,IA@3A,'(

$

50(3($

)

@,E0GA0@3G#(,J;@I,A

+

$

K23(

)

I23

$

50(3(;#"#!5

$

K2,(3

(

!=L,G,M@,F

)

;D0?F,IA@,EA-

BB

,E;

$

:,GG'N!3O;P;I'@A

$

K23(

)

F;K,A

+

$

K23(

)

F;

$

50(3(;#:"""

$

K2,(3

(

<=50(3(K'GG3?'@3A,J;4(('J3A,'(K;(A;@

B

'@#A,G,Q3A,'('

B

R0(EA,'(3G4(

)

@;F,;(AI

B

@'SM'A3(,E3GI

$

K23(

)

I23

$

50(3(;#"#!5

$

K2,(3

#

摘要!以
!)

茶氨酸为原料!通过建立最佳酶促反应体系!采

用非连续测定和作图法研究了
!)

茶氨酸对
!

)

淀粉酶"胰蛋

白酶的抑制作用及其动力学特征!为
!)

茶氨酸的深层开发

利用提供参考#结果表明!

!)

茶氨酸对
!

)

淀粉酶和胰蛋白酶

的抑制效果均与其质量浓度呈正比!在底物质量浓度
#?

"体

系添加顺序为酶与抑制剂在
<9@

预热
:*,2

后加入底物的

条件下!

!)

茶氨酸抑制
!

)

淀粉酶的最优条件为
!

)

淀粉酶质量

浓度
"7"#5*

A

$

*B

"反应时间
<*,2

!

4K

:"

为
!$7"95*

A

$

*B

!

当酶量为
#5:#57:!C

时!

!

)

淀粉酶的
>

S

为
!7!;9*

A

$

*B

%

在底物质量浓度
#?

"体系添加顺序为胰蛋白酶与抑制剂在

;"@

预热
:*,2

后加入底物的条件下!

!)

茶氨酸抑制胰蛋白

酶的最优条件为胰蛋白酶质量浓度
"7!:!*

A

$

*B

"反应时间

#:*,2

!

4K

:"

为
#'$7!''*

A

$

*B

!当酶量为
#"::'<#C

时!

胰蛋白酶的
>

S

为
:7#5'*

A

$

*B

#说明
!)

茶氨酸对
!

)

淀粉

酶和胰蛋白酶均有一定的抑制作用!且抑制
!

)

淀粉酶的效果

较好#

关键词!

!)

茶氨酸%

!

)

淀粉酶%胰蛋白酶%抑制作用%糖脂代谢
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茶氨酸!
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乙基
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谷氨酰胺#是茶叶中特有的一种

非蛋白质氨基酸$属酰胺类化合物)

#

*

$具有降血压)

!

*

+提高记

忆力)

<Q;

*

+安神镇静)

:

*

+保护脑神经细胞)

$

*

+调节免疫)

9

*

+辅

助抗肿瘤)

5

*

+减肥降脂)

'

*等多种生物活性$广泛应用于医疗+

保健+食品等领域)

#"

*

%

!

)

淀粉酶+胰蛋白酶是与机体糖脂代

谢密切相关的两种酶)

##Q#!

*

$其中$

!

)

淀粉酶是水解淀粉和糖

原的酶类总称$是一种淀粉内切酶$其作用方式是在淀粉分

子内部随机切开
!

)#

$

;

糖苷键$并生成糊精和还原糖)

#<Q#;

*

(

胰蛋白酶是动物胰脏的主要蛋白质水解酶)

#:

*

$能将蛋白质

分解成氨基酸$供人体吸收利用)

#$

*

%然而$目前尚未见
!)

茶

氨酸抑制
!

)

淀粉酶+胰蛋白酶生物活性研究的相关报道%为

#



探索
!)

茶氨酸体外调节糖脂代谢的生物活性$本研究以

!)

茶氨酸为原料$通过建立最佳酶促反应体系$采用非连续

测定和作图法研究
!)

茶氨酸对
!

)

淀粉酶+胰蛋白酶的抑制

作用及其动力学特征$以期为
!)

茶氨酸的深层开发利用提

供参考%

#

!

材料与方法

#7#

!

材料与试剂

!)

茶氨酸"纯度
"

'5?

$德国
P,

A

*+

试剂公司(

!

)

淀粉酶!

B/G7RS<"#5T<:'

#"

;C

'

*

A

$上海瑞永生物

科技有限公司(

胰蛋白酶!批号
!"#$"!#$

#"

:"C

'

*

A

$国药集团化学试

剂有限公司(

可溶性淀粉+干酪素+碳酸钠+四水酒石酸钾钠+三氯乙

酸+福林酚"国产分析纯%

#7!

!

仪器与设备

精密电子天平"

S1GG-1HU(!;"

型$梅特勒
)

托利多仪器

上海有限公司(

M

V

计"

WVP!!X

型$上海雷磁仪器厂(

数显恒温水浴锅"

VV

型$上海精宏实验设备有限公司(

紫外分光光度计"

C=)!::"

型$日本岛津公司%

#7<

!

方法

#7<7#

!

葡萄糖标准曲线制作
!

配制
!*

A

'

*B

的葡萄糖标准

液$分别吸取
"7""

$

"7":

$

"7#"

$

"7#:

$

"7!"

$

"7!:

$

"7<"*B

置于

#"*B

容量瓶中$在
<9 @

水浴锅中预热
:*,2

后$各加入

"Y:*BZ%P

溶液混合$沸水浴
:*,2

$冷却$加水定容至

#"*B

$用分光光度计于
:;"2*

测吸光值%以不加葡萄糖溶

液为空白对照组%求得葡萄糖的标准曲线为
+

[#!7";$T\

"7"!!9

!

P

!

["7'''

#%

#7<7!

!!

)

淀粉酶最适酶促反应条件筛选

!

#

#酶质量浓度确定"配制质量浓度分别为
"7""$

$

"Y"#"

$

"7"#;

$

"7"#5

$

"7"!!

$

"7"!$

$

"7"<"*

A

'

*B

的
!

)

淀粉酶

溶液$分别置于
9

支试管中$在
<9@

条件下与底物溶液混匀

进行反应$于
:;"2*

处测吸光值$选择最佳酶质量浓度%

!

!

#反应时间及酶量确定"采用最佳酶质量浓度$按表
#

顺序添加试剂$测定反应初始速率%由于建立动力学方程最

重要的是确定酶量与反应时间$以确保酶初始速率达到最

大$即当底物浓度足够大时$反应速率趋于极限值$几乎不再

随底物浓度的增加而改变$符合零级反应特征(酶量过高或

过低都不适宜建立酶反应动力学方程%因此$选择的酶量须

表
#

!

酶量确定

D+F-1#

!

XE//6,2

A

GE1+*/42G/J12N

I

*1

样品编号
#?

底物'
*B

酶量'
C

# "7! #95$'7""

! "7! #5:#57:!

< "7! #55;!7$"

; "7! #5!9;7<'

: "7! #55':7'<

保证每分钟反应体系在
:;"2*

处的吸光值变化为
"7"<

"

"Y!:

)

#9

*

%酶反应开始时$立即计时$每隔
#*,2

$加入
Z%P

溶液终止反应$于
:;"2*

处测吸光值$筛选最佳反应时间和

最佳酶量%

!!

!

<

#酶促反应动力学方程的建立"采用最佳反应时间和

最佳酶量$保持酶质量浓度不变$分别在
"7$?

$

"75?

$

#7"?

$

#7!?

$

#7;?

$

#7$?

的底物浓度下$于
:;"2*

处测吸光值$并

计算出酶促反应的初始速率$按双倒数法作图!
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#底物+酶+抑制剂添加顺序确定"采用最佳反应时

间$将可溶性淀粉+

!

)

淀粉酶+

!)

茶氨酸按如下
<

种顺序添

加"

#

<

种物质先各自在
<9@

水浴锅中预热
:*,2

$再同时

加入试管中反应(

$

先将可溶性淀粉与
!)

茶氨酸置于试管

中$在
<9 @

水浴锅中预热
:*,2

$再加入
!

)

淀粉酶反应(

%

先将
!

)

淀粉酶与
!)

茶氨酸置于试管中$在
<9@

水浴锅中

预热
:*,2

$再加入可溶性淀粉反应%比较
<

种方式的抑制

率$选择最佳添加顺序%

#7<7<

!

最优酶促反应条件下
!)

茶氨酸对
!

)

淀粉酶的抑制效

果
!

采用最佳添加顺序$在
'

支试管中分别加入
!

)

淀粉酶与

质量浓度为
!

$

#"

$

#:

$

!"

$

!:

$

<"

$

<:

$

;"

$

;:*

A

'

*B

的
!)

氨基

酸$摇匀$在
<9 @

水浴锅中预热
:*,2

$加底物反应
<*,2

后$立即加入
Z%P

溶液$沸水浴
:*,2

$冷却$稀释%背景对

照为底物溶液与抑制剂$空白对照为煮沸的酶液$在
:;"2*

处测吸光值%抑制活性按式!

#

#计算$其中
$

值均为
:;"2*

处的吸光值%

#7<7;

!

酪氨酸标准曲线制作
!

配制质量浓度为
#*

A

'

*B

的

酪氨酸$用时再稀释
#"

倍得
"7#*

A

'

*B

的酪氨酸标准溶液%

按表
!

顺序添加试剂$混合$放入
;"@

水浴保温
!"*,2

后$

冷却至室温$于
$$"2*

比色%

#

号试管为空白对照组%求得

酪氨酸的标准曲线为
+

["7"$<5T\"7"!"9

!

P

!

["7''5#

#%

表
!

!

酪氨酸标准曲线试剂加入顺序

D+F-1!

!

P1

^

41281/JH1+

A

12G6461LJ/H

M

H1

M

+H+G,/2/J

G

I

H/6,216G+2L+HL84HK1 *B

样品编号 标准酪氨酸 去离子水
%+

!

X_

<

福林酚试剂

# "7" #7" :7" #7"

! "7! "75 :7" #7"

< "7; "7$ :7" #7"

; "7$ "7; :7" #7"

: "75 "7! :7" #7"

$ #7" "7" :7" #7"

#7<7:

!

胰蛋白酶最适酶促反应条件筛选

!

#

#酶质量浓度确定"配制质量浓度分别为
"7";!

$

"Y"5;

$

"7#!$

$

"7#$5

$

"7!#"

$

"7!:!

$

"7!';*

A

'

*B

的胰蛋白酶

溶液置于
9

支试管中$在
;"@

条件下与底物混匀进行反应$

于
$$"2*

处测定吸光值$选择合适的酶质量浓度%

!

!

#反应时间确定"在
;"@

的水浴条件下$于
$

支试管

!

基础研究
!
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中分别加入最佳质量浓度的胰蛋白酶溶液与底物反应$于

$$"2*

处测不同反应时间!

:

$

#"

$

#:

$

!"

$

!:

$

<"*,2

#下的吸

光值$并计算出酪氨酸的生成量$选择最适酶促反应时间%

!

<

#酶促反应动力学方程的建立"经预试验$确定进行

酶促反应动力学常数测定的酶量为
#"::'<#C

$反应时间

为
<*,2

$保持酶质量浓度不变$在不同的底物浓度!

"7;?

$

"Y$?

$

"75?

$

#?

$

#7!?

$

#7;?

#下$于
$$"2*

处测吸光值$

并计算出酶促反应的初始速率$按双倒数法作图!
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#与米氏方程!
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和
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#底物+酶+抑制剂添加顺序确定"采用最佳反应时

间$将干酪素+胰蛋白酶+

!)

茶氨酸按如下
<

种顺序添加"

#

<

种物质先各自在
;"@

的水浴中预热
:*,2

$再同时加入

试管中反应(

$

先将干酪素与
!)

茶氨酸置于试管中$在

;"@

的水浴中预热
:*,2

$再加入胰蛋白酶反应(

%

先将胰

蛋白酶与
!)

茶氨酸置于试管中$在
;" @

的水浴中预热

:*,2

$再加入干酪素反应%比较
<

种方式的抑制率$选择最

佳添加顺序%

#7<7$

!

最优酶促反应条件下
!)

茶氨酸对胰蛋白酶的抑制效

果
!

采用最佳添加顺序$在
:

支试管中分别加入胰蛋白酶与

质量浓度分别为
!

$

:"

$

#""

$

#:"

$

!""*

A

'

*B

的
!)

氨基酸$混

匀$在
;"@

水浴中预热
:*,2

$再加入底物反应
#:*,2

后$

立即加入
DXU

溶液终止反应$

<:""H

'

*,2

离心
#"*,2

$取

上清液$加碳酸钠和福林酚$

;"@

水浴保温
!"*,2

$冷却$于

$$"2*

处测定吸光值%背景对照为底物溶液与抑制剂$空

白组为失活的酶液%抑制率按式!

#

#计算$其中
$

值均为

$$"2*

处的吸光值%

#7<79

!

色度测定

!

#

#不同浓度的葡萄糖色度"采用紫外分光光度计测

定$用吸光值
$

:;"

来表示%

!

!

#不同浓度的酪氨酸色度"采用紫外分光光度计测

定$用吸光值
$

$$"

来表示%

#7<75

!

检测及统计方法

!

#

#抑制率"按式!

#

#计算抑制率%

4

V

#

Y

$

<

Y

$

;

$

#

Y

$

!

! #

W

#""?

$ !

#

#

式中"

4

&&&抑制率$

?

(

$

#

+

$

!

+

$

<

+

$

;

&&&分别为无抑制组+空白组+加抑制组

和背景对照组的吸光值%

!

!

#

!

)

淀粉酶活力测定"采用
1̀H2L1-L

法)

#5

*

%

!

<

#胰蛋白酶活力测定"采用
B/0H

I

蛋白质测定法)

#'

*

%

!

;

#统计方法"数据利用
(.81-!"#<

处理$

4K

:"

利用

PWPP

软件中的
WH/J,G

分析方法计算得出%

!

!

结果与分析
!7#

!!

)

淀粉酶最适酶促反应条件筛选

!7#7#

!

酶质量浓度确定
!

由图
#

可知$在一定范围内$随着

酶质量浓度的增加$吸光值增大%

!

)

淀粉酶质量浓度在

"7"#

"

"7"#5*

A

'

*B

时$有较好的线性关系$吸光值与酶质

图
#

!!

)

淀粉酶质量浓度对酶活性的影响

a,

A

4H1#

!

(JJ18G/J

!

)+*

I

-+618/2812GH+G,/2/2GE1

12N

I

*+G,8+8G,K,G

I

量浓度呈正比%

!

)

淀粉酶质量浓度在
"7"#

"

"7"!!*

A

'

*B

时$反应速率随酶质量浓度的增加而逐渐减慢$最终将达到

平衡%为使酶促反应速率保持最大$

!

)

淀粉酶质量浓度宜选

择
"7"#5*

A

'

*B

%

!7#7!

!

反应时间与酶量确定
!

由图
!

可知$反应时间在

<*,2

内$线性反应速度随着酶量的增加而增大%比较不同

酶量的反应时间$发现所有的酶反应进程曲线在
<*,2

内$

均有较好的线性关系$因此选择
<*,2

内测得的速度为反应

初始速率%参照刘睿等)

#9

*的研究方法$比较反应初速率$确

定以酶量
#5:#57:!C

+反应时间
<*,2

进行酶反应动力学

研究%

图
!

!!

)

淀粉酶不同酶量的反应进程曲线

a,

A

4H1!

!

X4HK16/JH1+8G,/2

M

H/8166/J

!

)+*

I

-+61

!7#7<

!

酶促反应动力学方程的建立
!

由图
<

可知$拟合曲线

方程为
+

[#!Y<";T\:7;9;5

$

P

!

["7''<;

$求得
U

*+.

[

"Y#5<*

A

'!

*B

,

*,2

#$

>

S

[!7!;9*

A

'

*B

%

!7#7;

!

底物+酶+

!)

茶氨酸添加顺序确定
!

由图
;

可知$添加

顺序为
#

+

$

+

%

的抑制率分别为
#57$?

$

#$75?

$

!"7$?

$但

<

种添加顺序的差异不显著!

W

#

"7":

#$其中顺序
%

的抑制率

相对最高$比顺序
$

的抑制率高出
<75?

$因此选顺序
%

作为

酶促反应体系的添加顺序$与刘雯等)

!"

*建立的抑制剂添加

顺序一致%

!7!

!

最优酶促反应条件下
!)

茶氨酸对
!

)

淀粉酶的抑制效果

由图
:

可知$

!)

茶氨酸对
!

)

淀粉酶的抑制效果随
!)

茶

氨酸质量浓度的增大而增加(当
!)

茶氨酸质量浓度高于

!:*

A

'

*B

时$抑制率的增长速度加快%当
!)

茶氨酸质量浓

<

第
<<

卷第
9

期 袁冬寅等"

!)

茶氨酸对
!

)

淀粉酶和胰蛋白酶的抑制作用
!



图
<

!!

)

淀粉酶的米氏方程曲线

a,

A

4H1<

!

S,8E+1-,6)S12G121

^

4+G,/2/J

!

)+*

I

-+61

图
;

!

不同添加顺序对
!

)

淀粉酶抑制作用的影响

a,

A

4H1;

!

(JJ18G/J+LL,G,/261

^

41281/JH1+8G+2G6/2

!

)+*

I

-+61,2E,F,G,/2

图
:

!

不同质量浓度
!)

茶氨酸对
!

)

淀粉酶的抑制效果

a,

A

4H1:

!

b2E,F,G/H

I

1JJ18G/J!)GE1+2,21/2GE1

+8G,K,G

I

/J

!

)+*

I

-+61

度到达
;:*

A

'

*B

时$抑制率为
'97'?

%经计算$

!)

茶氨酸

对
!

)

淀粉酶的
4K

:"

为
!$7"95*

A

'

*B

%

!7<

!

胰蛋白酶最适酶促反应条件筛选

!7<7#

!

酶质量浓度确定
!

由图
$

可知$吸光值随胰蛋白酶质

量浓度的增加而增大且最终趋于平稳$当酶质量浓度达到

"Y!:!*

A

'

*B

时$吸光值已达最大值$说明胰蛋白酶与底物

基本反应完全%因此选择酶质量浓度
"7!:!*

A

'

*B

较为

合适%

!7<7!

!

酶促反应时间确定
!

由图
9

可知$酶促反应时间在

"

"

#:*,2

时$产物的含量随时间的延长而增多%在反应

#:*,2

后$吸光值趋于稳定$产物含量的增长速率变慢$说明

胰蛋白酶与底物基本完全反应%因此$反应时间选择
#:*,2

图
$

!

胰蛋白酶质量浓度对酶活性的影响

a,

A

4H1$

!

(JJ18G/2GH

IM

6,28/2812GH+G,/2/2,G6+8G,K,G

I

图
9

!

最佳反应时间的筛选

a,

A

4H19

!

P1-18G,/2/J/

M

G,*+-H1+8G,/2G,*1

较为合适%

!7<7<

!

酶反应动力学方程的建立
!

由图
5

可知$拟合曲线方

程为
+

[;'795<T\'7:'<#

$

P

!

["7'';"

$求得
U

*+.

[

"7#";*

A

'!

*B

,

*,2

#$

>

S

[:7#5'*

A

'

*B

%

图
5

!

胰蛋白酶的米氏方程曲线

a,

A

4H15

!

S,8E+1-,6)S12G121

^

4+G,/2/JGH

IM

6,2

!7<7;

!

底物+酶+

!)

茶氨酸添加顺序确定
!

由图
'

可知$添加

顺序为
#

+

$

+

%

的抑制率分别为
#;7!;?

$

#<7:9?

$

#<7'"?

$

抑制率结果与秦昱等)

#!

*抑制剂添加顺序结果一致$且
<

种

添加顺序的差异不显著!

W

#

"7":

#$为了避免底物的干扰并

降低试验操作的难度$故选择顺序
%

作为酶促反应体系的添

加顺序%

!7;

!

最优酶促反应条件下
!)

茶氨酸对胰蛋白酶的抑制效果

由图
#"

可知$在试验设定的质量浓度范围内$

!)

茶氨酸

对胰蛋白酶活性的抑制呈量效关系$抑制效果随质量浓度的

增大而增加%经计算$

!)

茶氨酸对胰蛋白酶的
4K

:"

为

#'$Y!''*

A

'

*B

%

;

基础研究
!

!"#9
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图
'

!

反应体系添加顺序对胰蛋白酶抑制效果的影响

a,

A

4H1'

!

(JJ18G/J+LL,G,/261

^

41281/JH1+8G+2G6/2

GH

IM

6,2,2E,F,G,/2

图
#"

!

不同质量浓度
!)

茶氨酸对胰蛋白酶抑制作用

a,

A

4H1#"

!

b2E,F,G/H

I

1JJ18G/J!)GE1+2,21+GK+H,/468/2812)

GH+G,/26/2GE1+8G,K,G

I

/JGH

IM

6,2

<

!

结论
研究表明$

!)

茶氨酸对
!

)

淀粉酶+胰蛋白酶均有一定的

抑制作用$其半抑制浓度分别为
!$7"95

$

#'$7!''*

A

'

*B

%

!

)

淀粉酶在酶量为
#5:#57:!C

+反应时间为
<*,2

时得
>

S

为
!7!;9*

A

'

*B

%胰蛋白酶在酶量为
#"::'<#C

$反应时

间为
<*,2

时得
>

S

为
:7#5'*

A

'

*B

%本试验对
!)

茶氨酸

体外抑制这两种酶的作用进行了初步研究$为进一步探讨

!)

茶氨酸对
!

)

淀粉酶+胰蛋白酶的抑制类型及其调节糖脂代

谢的作用机制提供依据$为其功能产品的开发利用提供了
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