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摘　要：目的：研究银耳多糖对胰 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶的抑制作用及机制。方法：以干银耳为原料，分别采用

碱法提取、酶法脱蛋白和柱层析分离，得到总糖含量为 92.45% 的银耳多糖（Tremella fuciformis polysaccharide，
TP），采用可见光分光光度法分析了 TP 对胰 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶的抑制作用，采用荧光光谱法和圆二色谱

法表征了 TP 对该两种酶结构的影响。结果：TP 能抑制该两种酶的活性，其对胰 α-淀粉酶的抑制作用明显高于 α-
葡萄糖苷酶，对该两种酶的半抑制浓度（IC50）分别为 7.6835 和 16.9306 mg/mL。TP 通过与该两种淀粉消化酶发

生相互作用抑制其活性。TP 与胰 α-淀粉酶相互作用明显，可静态猝灭此酶，改变其二级结构；TP 与 α-葡萄糖苷

酶相互作用微弱，不能改变其二级结构。结论：TP 通过与淀粉消化酶发生相互作用抑制其活性。
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Abstract： Objective:  To  investigate  the  inhibitory  effect  of Tremella  fuciformis polysaccharide  (TP)  on  pancreatic α-
amylase and α-glucosidase and its action mechanism. Methods: TP with a total sugar content of 92.45% was obtained by
alkaline  extraction  from dried Tremella  fuciformis,  enzymatic  deproteinization  and column chromatography separation  in
turn.  The inhibitory effect  of  TP on pancreatic α-amylase and α-glucosidase was measured by visible spectrophotometry,
and  its  action  on  the  structures  of  these  two  enzymes  was  characterized  by  fluorescence  spectrometry  and  circular
dichroism.  Results:  TP  could  inhibit  the  activities  of  these  two  enzymes,  and  its  inhibition  on  pancreatic α-amylase  was
significantly  higher  than  that  on α-glucosidase,  and  its  half  inhibitory  concentrations  (IC50)  on  these  two  enzymes  were
7.6835 and 16.9306 mg/mL, respectively. TP inhibited the activity of the enzymes by interacting with them. TP interacted
strongly  with  pancreatic α-amylase.  It  could  statically  quench  pancreatic α-amylase  and  change  its  secondary  structure.
However, TP interacted weakly with α-glucosidase and could not change its secondary structure. Conclusion: TP inhibited
the activity of starch-digestive enzymes by interacting with them.
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多糖是银耳的主要活性成分，占其干重的 60%~
70%，具有抗衰老[1]、降血糖[2]、降血脂[3]、调节免疫[4]

等作用，在食品和医药领域显示出良好的应用前

景[5]。小肠内淀粉的消化是在两种淀粉消化酶，即 α-
淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶的催化下逐步水解成葡萄糖

的过程，其中前者可催化淀粉水解成麦芽糖、α-极限

糊精和少量葡萄糖，是淀粉水解的先决条件；后者可

将麦芽糖和 α-极限糊精进一步水解成为葡萄糖，是

控制葡萄糖释放的关键酶[6]。因此，抑制淀粉消化酶

就能减少食物中淀粉的消化，延缓餐后血糖的升高。

研究表明，活性多糖可通过抑制 α-淀粉酶和 α-葡糖

糖苷酶的活性降低淀粉消化速率[7−8]。

动物实验研究结果显示，银耳多糖（Tremella
fuciformis polysaccharide, TP）具有降血糖作用。Cho
等[9] 研究表明银耳胞外多糖可显著降低小鼠的血糖

水平，提高其口服葡萄糖耐量，激活 PPAR-γ 的表达；

银耳胞外多糖可能通过调节 PPAR-γ-介导的脂质代

谢发挥明显的降血糖和增强胰岛素敏感性的作用。

田春雨等[10] 研究了银耳多糖对链脲佐菌素诱导的

2 型糖尿病大鼠空腹血糖的影响，发现该多糖可明显

降低糖尿病大鼠的血糖水平，并能缓解糖尿病所引起

的多食、多尿、体重减轻等症状。然而，目前有关银

耳多糖的降血糖作用机制尚不明确，并且关于其延缓

淀粉体外消化的研究也鲜见报道。基于此，本文中研

究了银耳多糖对胰 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶的体外

抑制作用，分析了其对该两种酶结构的影响和可能的

抑制作用机理。研究结果既可丰富银耳多糖的降血

糖作用理论，还能为其精细化利用提供有价值的

参考。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

干银耳　福建古田袋料栽培银耳，市售；葡萄糖

系列标准品（分子量范围 2.5~5348 kDa）　色谱纯，

美国 Sigma 公司；牛血清蛋白　上海阿拉丁试剂有

限公司；瓜尔胶　山东广浦生物科技有限公司；猪胰

α-淀粉酶（>10 U/mg）、α-葡萄糖苷酶（50 U/mg）　上

海源叶生物科技公司；DEAE 纤维素-52、对硝基苯

基-β-D-吡喃葡萄糖苷（PNPG）　北京索莱宝科技公

司；其它化学试剂　均为国产分析纯。

UV6000PC 型紫外可见分光光度计　上海元析

仪器有限公司；ZWY-100H 恒温培养振荡器　上海

智城分析仪器制造有限公司；Synergy H1 型全功能

微孔板检测仪　美国 Biotek 公司；F-7000 荧光分光

光度计　日立高新技术公司；J-1500-150 型圆二色光

谱仪　日本 JASCO 公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   银耳多糖的制备　参考并适当修改 Lu 等[11]

报道的碱法提取银耳多糖。将 1.0 g 干银耳放入

80 mL 的去离子水中，于室温下浸泡 20 min 后打浆，

用 0.1  mol/L  NaOH 溶液调整其 pH 至 12.0，50 ℃

下提取 4 h，过滤后以 8000 r/min 离心 15 min，收集

上清液。在 25 mL 上清液中加入 3%（w/v）木瓜蛋白

酶，混匀后以 1 mol/L HCl 调节其 pH 至 6.5，于 55 ℃
下酶解 2 h，沸水浴 10 min，冷却至室温后于 8000 r/min
离心 20 min，将所得上清液依次进行透析、浓缩、醇

沉和真空干燥，得到脱蛋白银耳多糖。将其配制成浓

度为 5 mg/mL 溶液，取 10 mL 上样，采用 DEAE-52
柱层析对其进行纯化，先用去离子水洗脱，然后依次

以 0.1、0.2、0.3、0.4 mol/L 的 NaCl 溶液洗脱，收集

峰面积最大的洗脱液，将其合并后依次进行透析、真

空浓缩、冷冻干燥，得到白色絮状的纯化银耳多糖

（TP）。经测定，TP 总糖含量为 92.45%，蛋白质含量

为 0.22%。 

1.2.2   TP 对胰 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶抑制作用

的测定　适当修改 Ademiluyi 等[12] 的方法测定 TP
对 α-淀粉酶活性的抑制作用。移取不同浓度 TP 溶

液（1、2、4、6、8 和 10 mg/mL）100 μL，加入 1%（w/v）
马铃薯淀粉溶液 100 μL，于 25 ℃ 孵育 10 min 后加

入 0.5  mg/mL 胰 α-淀粉酶溶液 100 μL，继续孵育

10 min，振荡后加入 3,5-二硝基水杨酸试剂 200 μL，
沸水浴 5 min，冷却至室温后加入去离子水 2 mL，混
匀后测定反应液在 540 nm 处的吸光度。以阿卡波

糖为阳性对照。按照以下公式计算样品对胰 α-淀粉

酶的抑制率。

将 Li 等[13] 的方法适当修改后测定 TP 对 α-葡
萄糖苷酶活性的抑制作用。移取不同浓度 TP 溶液

（1、2、4、6、8 和 10 mg/mL）40 μL，加入 0.1 U/L α-
葡萄糖苷酶溶液 40 μL，混匀后于 37 ℃ 孵育 5 min，
加入 5 mmol/L PNPG 溶液 20 μL，混匀后继续孵育

30 min，加入 0.2 mol/L 碳酸钠溶液 50 μL，混匀后室

温孵育 5 min，测定反应液在 405 nm 处的吸光度。

以阿卡波糖为阳性对照。按照以下公式计算样品对

α-葡萄糖苷酶的抑制率。

样品对该两种酶的抑制率计算公式如下：

抑制率(%) =
(
1− A1 −A2

A3 −A4

)
×100 式（1）

式中：A1 为样品组吸光度；A2 为样品背景组吸

光度（以等体积 0.1  mol/L、pH6.9 磷酸盐缓冲液

PBS 替代酶液）；A3 为对照组吸光度（以等体积

PBS 替代样品液）；A4 为对照背景组吸光度（以等体

积 PBS 替代样品和酶液）。 

1.2.3   TP 对胰 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶的荧光猝

灭作用及其结合位点测定　参考并适当修改的 Jin
等[14] 报道的方法测定 TP 对胰 α-淀粉酶荧光猝灭作

用。以 20 mmol/L PBS（pH6.9）配制浓度为 1 mg/mL
的 α-淀粉酶溶液，使用 0.2 μm 水系滤膜过滤后取

3 份 2 mL 酶液，分别将其与 8 mL 不同浓度 TP 溶

液（2、4 和 8 mg/mL）混匀，得到混合液 1。
参考并适当修改的 Wang 等[7] 报道的方法测定
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TP 对 α-葡萄糖苷酶荧光猝灭作用。以 20 mmol/L
PBS（pH6.9）配制浓度为 0.75 U/mL 的 α-葡萄糖苷

酶溶液，将 3 份 1.5 mL 酶液分别与 1.5 mL 不同浓

度 TP 溶液（2、4 和 8 mg/mL）混匀后于 30 ℃ 下孵

育 10 min，得到混合液 2。
设置激发波长为 280 nm，激发和发射狭缝宽度

为 5 nm，分别记录上述 2 种混合液在 300~400 nm
范围的荧光光谱。

TP 与酶之间的猝灭效率符合 Stern-Volmer
方程[15]：

F0

F
= 1+Ksv[Q] = 1+Kqτ0[Q] 式（2）

式中：F0 和 F 分别为酶与 TP 作用前后的荧光

强度；[Q] 为 TP 浓度（mol/L）；Ksv 为动态猝灭常数；

Kq 为双分子猝灭过程速率常数；τ0 为无猝灭剂荧光

物质的平均寿命，约为 10−8 s。
TP 与酶之间的结合位点数（n）通过以下公式

计算：

lg
[(

F0

F

)
−1

]
= lg(Ka)+nlg(C) 式（3）

式中：F0 和 F 分别为酶与 TP 作用前后的荧光

强度；Ka 为结合常数；n 为结合位点数；C 为 TP 浓度。[(
F0

F

)
−1

]
根据方程以 lg 对 lg（C）作图，得出的斜

率即为结合位点数 n。 

1.2.4   TP 对胰 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶二级结构

的影响　参考并适当修改 Wang 等[7] 报道的方法。

分别吸取 100 μL 的 5 mg/mL 胰 α-淀粉酶和 1.4 U/mL

α-葡萄糖苷酶溶液，加入 100 μL 不同浓度 TP 溶液

（2、4 和 8 mg/mL），混匀后于 37 ℃ 孵育 15 min，得

到待测样品。采用圆二色光谱仪在 190~250 nm 范

围内对待测样品进行扫描，横坐标为波长（nm），纵坐

标为圆二色性（mdeg），绘制色谱图谱，并计算两种酶

的二级结构含量变化。 

1.3　数据处理

x̄± s实验结果以（ ）表示。采用 SPSS23.0 软件对

数据进行显著性分析（P<0.05），采用 CDPro 软件处

理圆二色谱数据，利用 Origin 2017 软件绘图。 

2　结果与分析 

2.1　TP 对胰 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶的抑制作用

小肠中淀粉的消化先经由胰 α-淀粉酶将其水解

为麦芽糖、α-极限糊精和少量葡萄糖，然后麦芽糖和

α-极限糊精进一步被小肠细胞分泌的 α-葡萄糖苷酶

水解成为葡萄糖。因此，胰 α-淀粉酶是淀粉消化的

先行条件，其活性高低可影响淀粉消化反应进程。阿

卡波糖等 α-葡萄糖苷酶抑制剂是临床用于辅助治疗

糖尿病的一种有效药物，可通过减少小肠对消化产物

葡萄糖的释放来降低患者的餐后血糖水平[16]。

TP 对胰 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶的抑制作用

如图 1 所示。可以看出，随着 TP 浓度升高，其对该

两种淀粉消化酶的抑制作用逐渐增大，尤其是对胰

α-淀粉酶活性的抑制作用呈现出明显的剂量依赖关

系。该结果与麦麸多糖[17] 和番荔枝多糖[18] 对胰 α-
淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶的抑制作用相似。本实验中

提取的银耳多糖主要由甘露糖、岩藻糖、阿拉伯糖、

木糖等单糖构成，并且其阿拉伯糖和木糖含量丰富，

该两种单糖可较好抑制 α-葡萄糖苷酶活性[19]。
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图 1    TP 对胰 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶的抑制作用
Fig.1    Inhibitory effect of TP on pancreatic

α-amylase and α-glucosidase
 

将 TP 浓度与其对胰 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶

抑制率进行拟合，得到拟合方程，计算其 50% 抑制作

用浓度（IC50），结果见表 1。可以看出，TP 对胰 α-淀

粉酶的 IC50 为 7.6835  mg/mL，略高于阿卡波糖

（5.1870 mg/mL），但明显低于桑葚多糖 [20]（>19.31

mg/mL）；对 α-葡萄糖苷酶的 IC50 为 16.9306 mg/mL，

显著（P<0.05）高于阿卡波糖（0.2 μg/mL）。这说明

TP 是良好的胰 α-淀粉酶抑制剂，其对胰 α-淀粉酶的

抑制作用明显强于 α-葡萄糖苷酶。阿卡波糖对 α-葡

萄糖苷酶抑制率显著（P<0.05）高于 TP，这可能与二

者对该酶的结合位点不同有关。α-葡萄糖苷酶上具

有与寡糖及双糖相结合的位点，阿卡波糖结构类似于

寡糖，因此可竞争性地与 α-葡萄糖苷酶上的结合位

点结合而抑制其活性，是一种特异性葡萄糖苷酶抑制

剂[21]。TP 是一种多糖组分，其对 α-葡萄糖苷酶的抑

制作用位点不同于阿卡波糖。有关 TP 与该酶的具

体结合位点还有待于进一步探讨。
 
 

表 1    TP 对胰 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶半数
抑制作用浓度（IC50）

Table 1    Half maximal inhibition concentrations of TP on
pancreatic α-amylase and α-glucosidase (IC50)

样品
IC50（mg/mL）

胰α-淀粉酶 α-葡萄糖苷酶

TP 7.6835 16.9306
阿卡波糖 5.1870 0.0002

 

综上所述，TP 可抑制胰 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷

酶的活性，并且其对前者的抑制作用明显强于后者，

这样就能有效抑制淀粉消化的起始速率。 
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2.2　TP 对胰 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶的荧光猝灭

作用

色氨酸、酪氨酸和苯丙氨酸的存在赋予淀粉消

化酶内源荧光性，其中色氨酸与酪氨酸残基在 280 nm
波长时被激发，并且这两种残基所处的微环境还会影

响其产生的荧光强度与位置[22]。

不同浓度 TP 对胰 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶内

源荧光强度的影响如图 2 所示。在发射波长为

300~400 nm 时，胰 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶均具有

较强的荧光强度，最大发射峰在 340 nm 附近。随着

TP 浓度增大，该两种酶的荧光强度逐渐降低，其中

胰 α-淀粉酶的变化更为显著，且发生红移，这与曾傲

琼[23] 关于条斑紫菜多糖的研究结果一致。说明胰 α-
淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶的荧光主要源于其中的色氨

酸和酪氨酸残基，TP 可与胰 α-淀粉酶的色氨酸和酪

氨酸残基发生静电引力或氢键作用，改变胰 α-淀粉

酶的结构，导致其活性降低，但其对 α-葡萄糖苷酶的

作用则较微弱[24]。TP 与胰 α-淀粉酶的相互作用引

起酶中色氨酸或酪氨酸残基的极性变化，微环境由亲

水性变为疏水性，导致荧光氨基酸残基发生去折叠和

荧光猝灭[25]。此外，随着 TP 浓度增加，胰 α-淀粉酶

的荧光曲线发生了红移，说明 TP 对该酶的构象中其

它部分也产生了影响。
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图 2    TP 对胰 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶的荧光猝灭作用
Fig.2    Fluorescence quenching effects of TP on pancreatic α-

amylase and α-glucosidase
  

2.3　TP 对胰 α-淀粉酶的荧光猝灭类型

荧光猝灭作用可分为动态猝灭和静态猝灭，其

中动态猝灭是由于酶与猝灭剂因热运动相互碰撞而

引起。假定 TP 对胰 α-淀粉酶的荧光猝灭作用为动

态猝灭，其猝灭常数 Ksv 为 5.3094×1010 L/mol，双分

子猝灭过程速率常数 Kq 为 5.3094×1018 L/mol·s，远
大于最大碰撞猝灭常数 2.0×1010 L/mol·s。因此，

TP 对胰 α-淀粉酶的荧光猝灭为静态猝灭，由此可推

断 TP 与胰 α-淀粉酶可能通过静电引力或氢键等非

共价键产生相互作用并形成复合物，这可能与 TP 提

高粘度、延缓或减少胰 α-淀粉酶与底物淀粉的接触

有关。 

2.4　TP 与胰 α-淀粉酶结合位点数

静态猝灭是猝灭剂与荧光物质发生相互作用、

形成基态的猝灭剂-荧光物质复合物的过程。通过公

式计算出 TP 与胰 α-淀粉酶结合位点数 n=1.2334，
接近 1，表明 TP 与胰 α-淀粉酶存在 1 个结合位点。

由于胰 α-淀粉酶分子中具有 ASP197、GLU233 和

ASP300 多个重要活性位点[26]，因此关于二者具体结

合位点尚待进一步研究。 

2.5　TP 对胰 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶二级结构的

影响

圆二色光谱是一种可定量的光谱技术，能灵敏

反映蛋白质二级结构的变化，已被广泛用于蛋白质的

构象研究[27]。不同浓度 TP 对胰 α-淀粉酶和 α-葡萄

糖苷酶二级结构的影响如图 3 所示。可以看出，

TP 可导致两种消化酶的圆二色谱峰高和峰形发生变

化。其中，胰 α-淀粉酶组在 200 nm 处峰形明显高于

空白组，在 215 nm 处峰形则明显低于空白组，而 α-
葡萄糖苷酶组峰形与空白组相比变化则不明显。随

着 TP 浓度的增加，该两种酶在 215 nm 处的圆二信
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号强度增大，胰 α-淀粉酶组变化明显，说明 TP 的添

加对胰 α-淀粉酶的二级结构产生了影响，而对 α-葡
萄糖苷酶二级结构影响不明显。

胰 α-淀粉酶由 496 个氨基酸残基、1 个钙离子、

1 个氯离子和 3 个水分子组成[28]，其中 100~168 号

氨基酸组成了 8 个 α-螺旋和 8 个 β-折叠交替出现的

（β/α）8 的结构模体，且该酶的活性中心位于 α-螺旋结

构中[29]。采用 CDPro 软件处理数据，通过 SELCON3
算法得到该酶的 α-螺旋、β-折叠、β-转角和无规则卷

曲结构的相对含量，结果见表 2。可以看出，随 TP
浓度升高，胰 α-淀粉酶中的 α-螺旋和 β-折叠比例增

加，β-转角和无规则卷曲比例减少。α-螺旋比例逐渐

增大，不利于酶活性中心形成，从而限制酶与底物的

结合，使其进一步失去活性。这与条斑紫菜多糖[23]

对胰 α-淀粉酶二级结构影响的研究结果一致。α-螺
旋和 β-折叠中含有大量氢键，二者共同维持蛋白质

二级结构的刚性。TP 导致胰 α-淀粉酶中的 β-折叠

增多，从而增强酶的刚性[30]。此外，β-转角和无规则

卷曲比例减少则表明酶的柔性减弱。
 
 

表 2    TP 对胰 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶二级结构的影响
Table 2    Effects of TP on the secondary structures of pancreatic

α-amylase and α-glucosidase

淀粉消化酶
TP浓度
（mg/mL）

α-螺旋
（%）

β-折叠
（%）

β-转角
（%）

无规则卷曲
（%）

胰α-淀粉酶

0 18.3 11.5 25.4 42.7
2 26.1 10.3 24.1 40.0
4 27.7 19.5 22.9 33.3
8 33.8 19.5 20.4 27.1

α-葡萄糖苷
酶

0 25.7 26.4 21.6 28.5
2 25.8 25.9 21.3 28.0
4 26.1 25.4 20.6 28.1
8 26.0 25.4 20.2 28.4

 

由表 2 可知，加入 TP 后 α-葡萄糖苷酶的各构

象比例变化很小，说明 TP 对该酶构象影响不大。由

此推测，TP 与 α-葡萄糖苷酶的相互作用微弱，对其

二级结构影响极小。 

3　结论
TP 能够抑制胰 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶的活

性，且其对前者的抑制作用显著强于后者。TP 与胰

α-淀粉酶的结合位点数为 1，二者之间发生了静态猝

灭作用，这种猝灭作用改变了胰 α-淀粉酶的二级结

构，使其刚性增强、柔性减弱，结构变得更为紧密，影

响了酶活性中心的形成，从而抑制了该酶的活性。

TP 与 α-葡萄糖苷酶之间发生了微弱的相互作用，这

种作用对该酶的二级结构影响甚微。TP 可通过抑制

淀粉消化酶的活性影响淀粉的消化，延缓葡萄糖的释

放。本研究结果可为银耳多糖在降血糖保健食品和

药品中的应用提供理论依据。
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