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摘要!以不同破壁方式处理过的油菜蜂花粉为研究对象$提

取水溶活性成分$以
N*

硝基苯
*

#

*6*

吡喃葡萄糖苷'

X<XO

(作

为底物$对蜂花粉作为天然
#

*

葡萄糖苷酶活性抑制剂的功效

进行了评价!结果表明"破壁方式对蜂花粉功能活性成分以

及功效评价结果影响显著$温差破壁&超临界二氧化碳破壁&

超声辅助酶解破壁及对照组对
#

*

葡萄糖苷酶的抑制率分别

为'
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%油菜蜂花粉多糖对
#

*

葡萄糖苷酶的抑制率

在'

!6N'c#6!"

(

P

#

'

M#6$:c#6#!

(

P

$无明显线性关系%破

壁后的样品多糖含量显著增加$但油菜蜂花粉多糖对
#

*

葡萄

糖苷酶活性无作用$可能与黄酮等其它成分相关!

关键词!蜂花粉%

#

*

葡萄糖苷酶%破壁方式%降血糖%多糖
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糖尿病是一种常见的内分泌系统疾病%现已在世界范围

内严重威胁到人们的生命健康)

"

*

&空腹血糖或餐后血糖维

持在较高的水平是糖尿病前期的主要症状%也是导致糖尿病

并发症的重要因素&目前主要使用
#

*

葡萄糖苷酶抑制剂类

药物作为降低餐后血糖-治疗糖尿病的一线药物)

(MN

*

%主要

包括"拜糖平!阿卡波糖#和米格列醇等&但这些药物具有一

定的副作用%会造成肠道系统紊乱等免疫疾病)

%

*

&

#

*

葡萄糖

苷酶是一类能够催化水解
#

*

葡萄糖基的酶的总称%分布广

泛%在人体内可将饮食中的碳水化合物水解为单糖供人体吸

收%是引起餐后血糖增加的重要酶类&因此%随着糖尿病患

者和潜在患者在全球范围内急剧增加%直接从日常饮食中寻

找天然高效的
#

*

葡萄糖苷酶抑制剂成为研究热点&

蜂花粉是一种兼具食用与药用价值的食品%富含营养物

质同时又有多种生理活性功能如增强免疫力-抗氧化-抗辐

射-降血脂等)

'M$

*

&近年来也有研究)

:M&

*报道了蜂花粉提取

物具有降血糖的功效&蜂花粉细胞壁坚硬%壁上存在萌发

孔%可与外界联通%但通常为闭锁状态%使得花粉细胞内溶物

难以溶出)

"#

*

&因此体外对蜂花粉进行功效评价%必须进行

破壁处理%以释放花粉的活性成分&破壁前后花粉品质以及

功能活性物质会有所改变%这与破壁的方式存在很大的关联

性)
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*

&使用不同破壁方式处理的蜂花粉进行
#

*

葡萄糖苷酶

活性抑制试验%据此可以推测产生抑制作用的主要成分&目

前关于破壁方式影响蜂花粉降血糖功效方面的研究还未见

&%"



报道&对于蜂花粉功能活性的研究当前以醇提物为主%对水

溶活性成分的报道比较少见&油菜蜂花粉在中国产量大%资

源丰富%本试验拟以不同破壁方式处理的油菜蜂花粉水溶活

性成分为研究对象进行抑制
#

*

葡萄糖苷酶的试验%以期对花

粉中抑制
#

*

葡萄糖苷酶的主要成分进行筛选和评价%为开发

出新的蜂花粉产品提供理论依据&
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材料与方法
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材料与试剂

蜂花粉"油菜蜂花粉%市售$

芦丁标准品"
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%国药化学试剂有限公司$
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葡萄糖苷酶!

#
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%美国
Z-
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+,

公司$

葡萄糖标准品-磷酸二氢钠-磷酸氧二钠-三氯乙酸-无

水乙醇-

!

%

%*

二硝基水杨酸-无水碳酸钠等"分析纯%国药化

学试剂有限公司$

纤维素酶"

"

"%##\

(

>

%国药化学试剂有限公司$

果胶酶"

"

%#\
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>

%国药化学试剂有限公司$

阿卡波糖"上海源叶生物技术有限公司&
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仪器与设备

紫外可见光分光光度计"

\;*":##

型%日本岛津公司$

高速离心机"

(*"'T

型%湖南恒诺仪器设备有限公司$

冷冻干燥机"

?,F*"R*%#)

型%北京博医康实验仪器有限

公司$

超声清洗仪"

ha*%(##R

型%昆山美美超声仪器有限

公司$

酶标仪"

I5./-1S,4WY

型%美国
KA7C+0W-1A7C

公司$

扫描电镜"
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型%日本
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方法
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花粉破壁方式

!
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#温差破壁"参照文献)

"(

*&

!

(

#超临界二氧化碳破壁"参照文献)
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#超声辅助酶解破壁"参照文献)
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*略做改进%

取去杂研磨均匀的花粉
"#

>

加入纤维素酶
#6(
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%果胶酶

#6:

>
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N#]

震荡酶解
!A

%超声
!A

&
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N

#未破壁花粉"研磨均匀后溶于水&

各破壁方法保证花粉的料液比为
"

$

:

!

>

(
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#%抽滤%离

心!

$###C

(

+-4

%

"#+-4

#取上清液备用%残渣冷冻干燥后镜检&

"6!6(

!

花粉黄酮-多糖-还原糖含量的测定
!

以葡萄糖为标

样%用
!

%

%*

二硝基水杨酸法测定总糖和还原糖的含量两者之

差即为多糖含量)

"'

*

$以芦丁为标样%采用亚硝酸钠
M

硝酸铝

比色法测定总黄酮含量)

"$

*

&
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粗多糖的提取
!

参照文献)

":

#

"&

*的方法略做改进&

将破壁花粉以
"

$

:

!
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(
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#的比例溶于热水%

&%]

蒸馏水回

流提取
"A

%提取过程中加入
!P

的三氯乙酸去蛋白%提取液

减压浓缩至原体积的
"

(

(

%加
!

倍体积无水乙醇沉淀
"(A

$取

沉淀用蒸馏水溶解%离心!

$###C

(

+-4

%

"#+-4

#取上清液%再

次加入
!

倍体积无水乙醇沉淀
"(A

%收集沉淀%冷冻干燥即

得粗多糖&
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蜂花粉水提物对底物!

X<XO

#的作用
!

分别在
&'

孔

板中加入不同破壁方式处理的花粉水提物
"#

"

?

按照
"6!6%

!

"

#的方式测定吸光值&试验组"用缓冲溶液代替
#

*

葡萄糖

苷酶溶液$对照组"用缓冲溶液代替
#

*

葡萄糖苷酶溶液和

X<XO

溶液&

"6!6%

!

酶反应条件的筛选

!

"

#酶反应浓度的筛选"于
&'

孔板中加入不同质量浓度

的
#

*

葡萄糖苷酶溶液!
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孵 育
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反应一定时间%加入
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终止反应%于
N#%4+

处测吸光值)

%
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#酶反应时间的筛选"取一定质量浓度的
#

*

葡萄糖苷

酶溶液%

!$]

孵育
"#+-4

%加入
(6%++0.
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的
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反应不同时间!
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#后%加入
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终止反应%于
N#%4+

处测吸光值&
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#最优条件下试验样品对酶的抑制作用"分别在
&'

孔

板中加入
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不同质量浓度的葡萄糖溶液!
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#-不同破壁方式处理的花粉水提物
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不同质量浓度的花粉多糖溶液!
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#按照
"6!6%
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"

#的方式测定吸光值%对照组加

"#

"

?

缓冲溶液代替抑制剂%以
!+

>

(

+?

的阿卡波糖为阳

性对照%试验温度
!$]

&每组平行试验
!

次&按式!

"

#计算

抑制率)

%
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(
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N
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"##P
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式中"

>

'''抑制率%

P

$

,

"

-

,

(

'''分别为对照样的试验组与空白组的吸光值$

,

!

-

,

N

'''分别为样品的试验组与空白组&

(

!

结果与分析
(6"

!

蜂花粉破壁率及主要抑酶成分含量变化

黄酮类化合物与多糖类物质是蜂花粉水溶性物质中的主

要功能成分%并且结构相对稳定%近年来成为天然产物中的研

究热点&大量研究)

(#M(!

*表明%天然产物中的黄酮类和多糖类

物质具有降血糖的作用&本试验以总黄酮和多糖的溶出率为

指标结合破壁率%评价不同的花粉破壁方式%结果见表
"

&

由表
"

可知%各种破壁方式处理过的油菜蜂花粉破壁率

及萌发孔打开率均明显提高%证明破壁有效%破壁后的样品

多糖含量显著增加%但总黄酮含量有增有减&相比于较温和

的温差与超声辅助酶法破壁方式%超临界二氧化碳处理的花

粉破壁率最高%但其总黄酮含量反而比未破壁的样品低%说

明在超临界二氧化碳激烈的破壁的过程中造成了某些成分

的损失或改变%孙丽萍等)

"!

*的研究也有相似的结论&

(6(

!

蜂花粉水提物对底物$

X<XO

%的作用

蜂花粉中本身含有多种酶类物质%如
#

*

淀粉酶等)

(N

*

%可

能会对试验结果产生影响&图
"

显示各处理方式得到的样

品试验组和对照组之间无显著性差异%说明花粉水提物本身

并不会对底物产生影响进而影响到试验结果&

#'"

提取与活性
!

(#"$

年第
:

期



表
"

!

样品破壁率#黄酮#多糖以及还原糖含量

K,F.7"
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KA7D,..FC7,S-4
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C,/70B1,+

E

.7,48B.,H040-81

"

E
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2

1,99A,C-871,48C7859-4

>

15

>

,C904/74/

破壁方式 破壁率(
P

萌发孔打

开率(
P

总黄酮含量(

!

"

>

.

+?

#

多糖含量(

!

+

>

.

+?

#

还原糖含量(

!

+

>

.

+?

#

温差
&% "## &6#$c#6(% ""6("c#6N( N$6#(c#6!$

超临界二氧化碳
"## "## !6##c#6"( "#6&&c#6%# %#6::c#6%#

超声辅助酶解
N' &# $6(#c#6"$ ""6%%c#6N% N&6!Nc#6N&

未处理
# " '6:&c#6"& :6:Nc#6(! N%6(&c#6!%

图
"

!

样品对底物的作用

W-

>

5C7"

!

KA77BB79/0B1,+

E

.70415F1/C,/7

(6!

!

酶反应条件的筛选

通过对酶浓度和时间的筛选%确定最佳反应条件为"酶

质量浓度
"6$:'

"

>

(

+?

%反应时间
"%+-4

&

(6N

!

蜂花粉水提物对
$*

葡萄糖苷酶的抑制作用

图
(

的结果显示不同破壁方式处理样品对
#

*

葡萄糖苷

酶的抑制率之间存在显著性差异&超临界二氧化碳流体处

理的样品减去还原糖后的抑制率出现负值!

M:6#$c

#6&!

#

P

%另外
!

种样品都为正值&温差!

"!6$!c"6"%

#

P

和

超声辅助酶法!

"'6$#c#6:$

#

P

处理的样品抑制率高于未处

理样品!

&6':c#6:&

#

P

%说明花粉破壁后有助于抑酶因子的

溶出&

N

种样品的总抑制率均低于阳性对照的&这主要是

因为蜂花粉水溶液中含有较多葡萄糖%对葡萄糖苷酶有抑制

作用!图
!

#而使结果出现假阳性%因此采用较低的试验浓度

消除葡萄糖的影响%阿卡波糖选择
!+

>

(

+?

的浓度是为了

与后面的多糖试验浓度一致&蜂花粉成分复杂%富含多种生

物活性物质)

(%

*

%试验结果表明其中含有天然
#

*

葡萄糖苷酶

图
(

!

不同破壁方式处理的样品的抑制率

W-

>

5C7(

!

@4A-F-/-04C,/70B1,+

E

.71/C7,/78D-/A8-BB7C74/

D,..FC7,S-4

>

+7/A081

抑制成分%对比表
"

与图
(

可知%样品对
#

*

葡萄糖苷酶的抑

制效果与其中总黄酮含量呈正相关关系%可以推测蜂花粉中

黄酮类化合物为
#

*

葡萄糖苷酶抑制剂&

!!

超临界二氧化碳流体处理的样品对
#

*

葡萄糖苷酶活性

表现出促进作用%可能是处理过程中瞬间释放高压使原本溶

于二氧化碳流体中的功能活性成分随之释放到大气中)

('

*

%

导致抑酶因子的损失或失活%使得总体上出现负值&基于目

前油菜蜂花粉主要是作为一种食物%因此无论是在研究还是

加工食用过程中都应尽量使用相对温和的破壁方式&

#

*

葡萄糖苷酶作用于
#

*"

%

N

糖苷键%水解多糖为单糖%蜂

花粉水提物中含有大量的单糖类物质会对该酶起到负反馈

抑制%出现假阳性的结果&由图
!

可知%葡萄糖浓度与抑制

率近似呈直线关系%由此可推算不同浓度的还原糖对
#

*

葡萄

糖苷酶的抑制作用已排除干扰&

图
!

!

葡萄糖抑制率

W-

>

5C7!

!

O.59017-4A-F-/-04C,/7

(6%

!

粗多糖对
#

*

葡萄糖苷酶的抑制作用

蜂花粉破壁后多糖含量显著增加%可能是使其对
#

*

葡

萄糖苷酶抑制率上升的原因&花粉中黄酮类化合物已有前

人作了系统的研究%但多糖类对
#

*

葡萄糖苷酶活性作用的

研究却罕有报道)

:

*

&蜂花粉多糖功能多样且安全%备受人

们喜爱并成为研究热点%现已被应用于医药-保健-化妆品

等行业)

($

*

&有研究)

(:

*表明蜂花粉多糖类可以降低糖尿病

小鼠的血糖值&因此%本试验提取水溶性粗多糖进行
#

*

葡

萄糖苷酶抑制试验%由图
N

可知%油菜蜂花粉多糖对
#

*

葡萄

糖苷酶活性的抑制率极低%在!

!6N'c#6!"

#

P

#

!

M#6$:c

#6#!

#

P

间波动%且随着多糖质量浓度的增加%并没有出现

明显的规律%说明油菜蜂花粉粗多糖对
#

*

葡萄糖苷酶活性

没有显著影响&

"'"

第
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期 刘文静等"破壁方式对蜂花粉抑制
#

*

葡萄糖苷酶活性的影响
!



图
N

!

多糖对
#

*

葡萄糖苷酶的抑制作用

W-

>

5C7N

!

@4A-F-/0C

2

7BB79/0B

E

0.

2

1,99A,C-87104

#

*

>

.5901-8,17

!

!

结论
本试验以油菜蜂花粉为研究对象%探索了蜂花粉水溶性

成分对
#

*

葡萄糖苷酶的作用%以及不同破壁方式对该作用的

影响&试验证明"经过分离提取的蜂花粉水溶性多糖对
#

*

葡

萄糖苷酶活性无影响%该结果对蜂花粉降糖机理进行了理论

补充%为后来的研究者提供了借鉴$蜂花粉水提物对
#

*

葡萄

糖苷酶活性的抑制率与黄酮含量呈正相关关系%破壁方式对

其有显著性影响$该结果证实了孙岩等)

:M&

*的结论%提示在

生产和应用过程中应选择合适的破壁方式处理蜂花粉&需

要指出的是在相同抑制率的情况下%本试验中实际加入的总

黄酮含量远低于孙岩等)

:

*的加入量%提示蜂花粉中可能还含

有别的对
#

*

葡萄糖苷酶有抑制作用的物质有待研究与开发&
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