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黑茶茶褐素与茶多糖对脂肪酶的抑制作用
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摘要!为探讨黑茶茶褐素与茶多糖对脂肪酶的抑制作用!选

择不同地区相同级别的黑茶为原料!提取茶褐素与茶多糖!

采用对硝基苯酚法!分析茶褐素与茶多糖对脂肪酶活性的抑

制率!并探讨各黑茶茶褐素与茶多糖对脂肪酶的抑制机理#

结果表明%黑茶茶褐素与茶多糖对脂肪酶具有显著的抑制作

用!普 洱 茶 茶 褐 素 与 茶 多 糖
;4

(%

最 小!分 别 为
$(:)'

!

+B:(B.

<

,

."

!抑制效果最好$其次为六堡茶$抑制效果最差

的为茯砖茶褐素与茶多糖$康砖茶褐素与茶多糖抑制效果介

于六堡茶与茯砖茶之间#各黑茶茶褐素的抑制类型均为可

逆竞争性与非竞争性混合型!其中六堡茶接近于竞争性抑制

类型$普洱茶"六堡茶与康砖茶多糖的抑制类型为可逆竞争

性与非竞争性混合型!茯砖茶多糖抑制类型为可逆竞争性

抑制#

关键词!黑茶$茶褐素$茶多糖$脂肪酶$抑制类型
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脂肪酶$又称甘油酯水解酶$是水解脂肪的一类酶的总

称$隶属于羧基酯水解酶类,

&

-

%

L80690

等,

$V>

-的研究表明$脂

肪酶与肥胖关系密切$利用脂肪酶抑制剂可有效抑制肠道中

脂肪酶的活性$减少进入体内的脂肪代谢$影响体内脂肪的

积累和合成$从而达到减肥的目的%

黑茶!

1̂/7GC6/

#属于后发酵茶$是六大茶类中唯一一类

有微生物参与其加工过程及品质形成的特殊茶类$主产于湖

南+湖北+云南+四川+广西等省!区#%黑茶是六大茶类中加

工鲜叶原料最粗老的茶类$多采用四叶五叶+甚至修剪枝叶$

其茶叶多糖的含量为六大茶类之首%研究发现$黑茶具有抗

氧化,

+

-

+抑菌和降脂减肥,

(V'

-等多种药理功效$特别是其良

好的降脂减肥功效已从细胞+动物和人体等多个方面得到证

明$但其降脂减肥的功效成分及作用机理尚不清楚%茶褐素

是黑茶中主要的色素类物质$也是重要的功能成分$由茶黄

素和茶红素进一步氧化而成$具有良好的降脂减肥功

效,

BV)

-

%茶多糖是从茶叶中提取的活性多糖的总称$研究,

&%

-

发现$茶多糖具有降低游离脂肪酸的作用%目前$茶褐素和

茶多糖对脂肪酶的抑制作用还未见报道$因此本试验拟通过

B$



研究不同地区黑茶中茶褐素和茶多糖的降脂减肥功效$为黑

茶的保健功效及其进一步开发利用提供科学依据$为寻找天

然的降脂减肥材料提供新思路%

&

!

材料与方法
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材料与仪器

普洱茶!熟茶#"

$%&+

年$云南下关沱茶!集团#股份有限

公司(

康砖"

$%&+

年$四川吉祥茶业有限公司(

茯砖"

$%&+

年$湖南省白沙溪茶厂股份有限公司(

六堡茶"

$%&+

年$广西壮族自治区梧州茶厂(

脂肪酶!猪胰中提取$
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#"酶活力
#

>%%%%X

'

<

$

美国
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硝基苯基丁酸酯!
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#+对硝基苯酚!

Z

-@Y

#+二甲

基亚砜!

KAT[

#+

C;09

+无水乙醇+

)(U

乙醇+无水丙酮+无水

乙醚+乙酸乙酯+三氯甲烷+正丁醇等"国产分析纯(

水浴恒温振荡器"

T\#-$W

型$常州国宇仪器制造有限

公司(

生化培养箱"

TYb-$(%

型$上海申贤恒温设备厂(

高速冷冻离心机"

$-&'j

型$美国
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<

./
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紫外
-

可见分光光度计"

X?-$>%%

型$日本日立公司(

精密微量移液器"

`j#HHH

型$上海佳安分析仪器厂(

旋转蒸发器"

I,($-*'W

型$上海亚荣生化仪器厂%
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试验方法
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溶液配制
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#脂肪酶液配制"精确称取
%:(%%%
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脂肪酶于研钵

中$加少许
C;09-\L1

缓冲液!

E

\f*:%

#研磨$定容至
&%%."

容量瓶中$静置$

+d

下
&$%%%;

'

.0=

冷冻离心
&.0=

$保存

于
V$% d

冰 箱 中 备 用$即 浓 度 为
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的 酶 储

备液,
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#底物配制"精确称取一定量的
Z

-@Ŷ

$用
KAT[

配

置成浓度为
%:%&.31

'

"

的储备液$置于
V$%d

冰箱中备用%

!
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#对硝基苯酚溶液配制"精确称取一定量的
Z

-@Y

$用

KAT[

配制成
&%

#

.31
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的溶液备用%
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%:%(.31
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"C;09-\L1

缓冲液!
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#配制"精确

称取
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<

C;09

溶于水$定容至
$(%."

(取
$(."C;09

溶液加到含有
$(."%:&.31

'

"\L1

的
&%%."

容量瓶中$

加蒸馏水定容%
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黑茶茶褐素的制备
!

分别称取黑茶茶样各
+%

<

$按

&

$

$%

!

<

'

."

#茶水比加入沸蒸馏水$浸提
>%.0=

$重复
>

次$

合并浸提液$

+

层纱布过滤$所得滤液再抽滤$于旋转蒸发仪

减压浓缩$得萃取液%萃取液用等体积正丁醇+氯仿+乙酸乙

酯萃取
>

次$合并水相$减压浓缩$干燥,

&>

-

%

采用系统比色法,

&+

-检测茶褐素含量%

&:$:>
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黑茶茶多糖的制备
!

分别称取茶样
$%:%

<

$粉碎$在

茶水比
&

$

$%

!

<

'

."

#$温度
B%d

的条件下$浸提
>%.0=

$趁

热抽滤$重复浸提
>

次$合并滤液$于旋转蒸发仪减压浓缩至

原体积的
$%U

%将浓缩后的茶汤与
>

倍体积
)(U

的乙醇混

合沉淀
&8

$再于
B%%%;

'

.0=

离心
(.0=

$得到沉淀物用无水

乙醇+丙酮+乙醚交替洗涤
$

次$并在
B%d

下真空干燥,

&(

-

%

采用蒽酮
-

硫酸比色法,

&'

-测茶多糖含量%

&:$:+

!

脂 肪 酶 活 性 测 定
!

取
'

支 试 管$分 别 加 入

&%

#

.31

'

."

对硝基苯酚
&:%

$

$:%

$

>:%

$

+:%

$

(:%."

$用
KAT[

补充到
(."

$以未加对硝基苯酚的空白溶液作对照$在

+%(=.

波长处测吸光度$以吸光度值为纵坐标$对硝基苯酚

浓度为横坐标$得到对硝基苯酚的标准曲线,

&BV&*

-

%

将
%:%(.31

'

"C;09-\L1

缓冲液!

E

\f*:%

#

$&%%

#

"

+酶

液
>%%

#

"

置于
>B d

恒温箱内预热
&(.0=

$然后将其注入

&%%

#

"

底物溶液中$摇床
&(.0=

$立即加入无水乙醇
(."

终止反应$以未加脂肪酶的空白溶液为参照$在
+%(=.

波长

处测其吸光度值%对照对硝基苯酚标准曲线$即可求得对硝

基苯酚的浓度%

脂肪酶活力单位定义为"在一定条件下$每分钟释放出

&

#

.3"

对硝基苯酚的酶量定义为一个酶活力单位!

X

#%计

算公式"

<

T

DY

AY[

$ !

&

#

式中"

<

&&&脂肪酶活力$

X

'

."

(

D

&&&对硝基苯酚的浓度$

#

.3"

'

."

(

Y

&&&反应液终体积$

."

(

A

&&&反应时间$

.0=

(

Yq

&&&酶液用量$

."

%

脂肪酶抑制率的测定按照上述脂肪酶活力的测定方法$

先加入定量的
C;09-\L1

缓冲液!

E

\f*:%

#+茶褐素!茶多糖#

和脂肪酶液$预热$再加入底物溶液$终止反应$测定剩余酶

活性$按式!

$

#计算抑制率%

;f

<V<[

<

c&%%U

$ !

$

#

式中"

;

&&&抑制率$

U

(

<

&&&脂肪酶活力$

X

'

."

(

<[

&&&抑制后酶活力$

X

'

."

%

&:$:(

!

半抑制浓度的测定
!

测定各黑茶茶褐素!茶多糖#浓

度在
%:%%

$

&:$(

$

$:(%

$

(:%%

$

&%:%%

$

$%:%%

$

+%:%%

$

*%:%%.
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."

时对脂肪酶的抑制率$以各黑茶茶褐素!茶多糖#浓度为横坐

标$脂肪酶抑制率为纵坐标$作回归曲线$得出半抑制浓度

;4

(%

%半抑制浓度越小$抑制能力越强%

&:$:'

!

脂肪酶抑制动力学的测定
!

在无抑制剂和适宜浓度

的各黑茶茶褐素!茶多糖#条件下$加入一定量质量浓度为
%

$

$

$

>

$

+

$

(.

<

'

."

酶溶液$按照上述酶活测定方法测定吸光

度$计算反应速率%按
K0R3=

作图法$以反应速率对脂肪酶

浓度作图$确定抑制类型,

&)V$%

-

%

将各黑茶茶褐素!茶多糖#稀释至一定的浓度$分别取

>%%

#

"

加入至
>%%

#

"

酶液中$然后将其加入至底物浓度分

别为
%:%%&

$

%:%%$

$

%:%%>

$

%:%%+..31

'

"

反应体系中$测定酶

反应速度%采用
"0=6P6/Q6;-̂F;G

双 倒 数 法$将
&

'

Y

对

&

',

1

-作图$测定各黑茶茶褐素!茶多糖#对脂肪酶的可逆抑

制作用类型%

*$

基础研究
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数据记录与处理

试验数据采用
,R761

和
TYTT&B:%

软件对数据进行统计

处理$所有数据均以均数
l

标准差 !

T,

#表示$不同组间的比

较采用
"TK

法进行方差分析$检验水平
8f%:%(

%

$

!

结果与分析
$:&

!

受试茶样主要理化成分含量及分析

由表
&

可知$经过渥堆发酵的
+

种黑茶中$茯砖茶的多

酚类含量最高$为
&>:)'U

$其次为康砖$六堡茶和普洱茶的

多酚类含量相对较低%通过对茶色素含量的对比分析$表明

茯砖茶的茶黄素和茶红素含量分别为
%:$)U

和
&:%$U

$显著

高于其他
>

种(但茶褐素仅为
>:&BU

$显著低于普洱茶

!

*:&BU

#和六堡茶!

(:)&U

#%根据这
>

个主要指标的测定结

果$可得出茯砖茶渥堆发酵程度最轻$而普洱茶和六堡茶渥

堆发酵程度最重%

$:$

!

各黑茶茶褐素与茶多糖对脂肪酶活性的影响

在不同浓度的对硝基苯酚溶液下$以不加对硝基苯酚的

空白溶液作为对照$得到对硝基苯酚标准曲线为
G
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%:%'>BMV%:%&*(
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X

$

f%:)))(
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按照
&:$:(

所示的脂肪酶的半抑制浓度的测定方法$分

别测定普洱茶!熟茶#+六堡茶+茯砖和康砖的茶褐素与茶多

糖在浓度梯度为
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条件下对脂肪酶抑制效果$结果见图
$

%

表
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受试茶样主要理化成分含量结果g
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茶样 水分 游离氨基酸 茶多酚 咖啡碱 茶多糖 茶黄素 茶红素 茶褐素
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同列小写字母表示
%:%(

显著水平%

图
&
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各黑茶不同浓度的茶褐素与茶多糖对脂肪酶活性的影响
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由图
&

+表
$

可知$不同黑茶的茶褐素与茶多糖对脂肪酶

活性均存在一定抑制作用$且随茶褐素与茶多糖浓度的增

加$在一定浓度范围内对脂肪酶的抑制作用呈上升趋势%各

黑茶茶褐素抑制脂肪酶活性以普洱茶褐素
;4

(%

最小$为

$(:)'.

<

'

."

$抑制作用最强(茯砖的茶褐素
;4

(%

最大$为

(B:%*.

<

'

."

$抑制作用最小%各黑茶茶多糖对脂肪酶活性

抑制作用表现为"普洱茶茶多糖
;4

(%

最小$为
+B:(B.

<

'

."

$

抑制效果最好(茯砖茶多糖
;4

(%

最大$为
''$:++.

<

'

."

$抑

制效果最差%

表
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各黑茶茶褐素与茶多糖对抑制脂肪酶活性的
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不同黑茶茶褐素与茶多糖对脂肪酶的抑制作用

由图
$

可知$普洱茶+六堡茶+茯砖茶+康砖茶中存在的

茶褐素对脂肪酶均有抑制作用$且抑制类型均为可逆抑制%

刘睿等,

$&

-通过在酶活测定体系中加入定量的抑制剂$以不

同酶浓度测定酶活力$以酶浓度为横坐标$反应速率为纵坐

标作图发现$体系中无抑制剂$该直线通过原点(当体系中存

在一定量可逆抑制剂时$亦可得一条斜率相对较低且过原点

的直线%各黑茶茶多糖对脂肪酶的抑制类型如图
>

所示$结

果表明普洱茶!熟茶#+六堡茶+茯砖茶与康砖茶中的茶多糖

均对脂肪酶有抑制作用$且这种抑制作用类型均为可逆

抑制%

$:+

!

黑茶茶褐素与茶多糖对脂肪酶的可逆性抑制类型

图
+

为各黑茶茶褐素对脂肪酶的可逆抑制双倒数
"0=-

6P6/Q6;-̂F;G

作图结果%在
"0=6P6/Q6;-̂F;G

图中$直线交

于横轴为非竞争性抑制$交于纵轴为竞争性抑制$交于第二

象限为竞争性与非竞争性混合抑制,

$$

-

%普洱茶+六堡茶+茯

砖+康砖的茶褐素浓度为
$:(

$

(:%.

<

'

."

时$直线均交于第
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二象限$通过对比$可以看出图
+

!

M

#+!

7

#的直线交点比其他

$

个更靠近纵轴$说明其抑制类型为竞争性与非竞争性混合

抑制$接近于竞争性抑制作用(而图
+

!

/

#+!

4

#直线的交点稍

远于纵轴$说明抑制类型为典型的竞争性与非竞争性混合

抑制%

通过对比可以看出图
(

!

M

#+!

4

#的直线均交于第二象限$

表明其抑制类型为竞争性与非竞争性混合型抑制作用(图
(

!

/

#的直线交于第二象限且直线交点靠近纵轴$说明其抑制

类型为竞争性与非竞争性混合型抑制$接近于竞争性抑制类

型(图
(

!

7

#中$该组直线相交于纵轴$表明其为竞争性抑制

类型%

>

!

结论
!

&

#

+

种黑茶中普洱茶+六堡茶的渥堆发酵程度最重$茯

砖茶的渥堆发酵程度最轻$康砖茶居中%通过各黑茶
;4

(%

的

比较分析可知$普洱茶!熟茶#减肥降脂效果最好$六堡茶次

之$茯砖最差$康砖介于六堡茶和茯砖之间%

图
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黑茶茶褐素对脂肪酶的抑制作用
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图
+

!

黑茶茶褐素对脂肪酶的可逆抑制类型
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黑茶茶多糖对脂肪酶的可逆抑制类型
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种黑茶茶褐素作用于脂肪酶的抑制类型为竞争性

与非竞争性混合型$其中六堡茶接近于竞争性抑制类型%普

洱茶+六堡茶与康砖茶多糖的抑制类型为竞争性与非竞争性

混合型$其中普洱茶接近于竞争性抑制类型$而茯砖茶为竞

争性抑制类型%
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