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　 　 摘要:　 以枇杷花为原料ꎬ提取枇杷花多酚ꎬ并通过大孔树脂 ＡＢ￣８ 纯化ꎬ得到枇杷花多酚提取物ꎬ然后从抑制

率、抑制机理、抑制类型和荧光淬灭效应几个方面探究枇杷花多酚对脂肪酶的抑制作用ꎮ 结果表明ꎬ枇杷花多酚对

脂肪酶具有很好的抑制效果ꎬ半抑制质量浓度为(６６.１±６􀆰 ３６) μｇ / ｍｌꎬ以可逆混合性方式抑制脂肪酶的活性ꎮ 枇杷

花多酚能与脂肪酶生成复合物ꎬ结合位点数为 １ꎮ
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　 　 随着生活环境的变化和社会经济的发展ꎬ世界范

围内肥胖症[体质量指数(ＢＭＩ)≥３０ ｋｇ / ｍ２]患病率

急剧上升ꎮ ２０１８ 年世界卫生组织统计的全球成人肥

胖患病率男性和女性分别为 １１％和 １５％[１]ꎮ 肥胖已

成为世界性的健康问题ꎮ 肥胖可能导致许多慢性疾

病ꎬ如心血管疾病、糖尿病、癌症和代谢性综合征[２￣３]ꎮ
临床肥胖患者体质量减轻５％~１０％可显著降低患肥

胖相关疾病的风险ꎬ改善包括血糖、血脂和血压在内

的异常危险因素ꎬ甚至能改善一些早期代谢并发

症[４]ꎮ 肥胖产生的根本原因是膳食中脂肪被脂肪酶

水解为游离脂肪酸、甘油二酯、甘油单酯和甘油ꎬ然后

被小肠吸收利用[５]ꎮ 在这一过程中脂肪酶起着关键

的作用ꎮ 因此ꎬ通过抑制脂肪酶活性来阻碍膳食脂肪

的吸收被认为是一种潜在的减肥策略ꎮ 目前ꎬ研究和

开发脂肪酶天然抑制剂受到广泛关注ꎮ
植物多酚广泛分布于植物的各器官中ꎬ是植物

的次生代谢产物ꎬ与植物的生长、代谢、繁殖、抗逆等

密切相关[６￣７] ꎮ 近年来ꎬ随着天然活性成分研发的兴

起ꎬ植物多酚的多方面开发利用成为人们关注的热

点ꎮ 植物多酚具有抗氧化、抗肿瘤、抗心脑血管疾

病、抗病毒、抑菌等多种活性作用[８]ꎮ
枇杷[Ｅｒｉｏｂｏｔｒｙａ ｊａｐｏｎｉｃａ(Ｔｈｕｎｂ.) Ｌｉｎｄｌ.]为蔷
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薇科植物ꎬ原产于中国东南地区ꎬ主要分布在长江以

南各省ꎬ是一种具有药用价值的常绿果树ꎮ 作为传统

的中草药ꎬ枇杷花用于治疗咳嗽化痰ꎮ 现代医学研究

发现ꎬ枇杷花具有抑菌、抗氧化、止咳、化痰、抗炎、抗
肿瘤及免疫调节等药用价值[９]ꎮ 枇杷花具有很好的

药效主要源于其含有丰富的多酚类物质ꎮ 在枇杷栽

种过程中ꎬ为了达到枇杷果实的优质增产ꎬ大量枇杷

花被疏除ꎬ这为枇杷花的利用提供了充足的原材料ꎮ
目前对枇杷花的开发利用主要有枇杷花茶、枇杷花

醋、枇杷花酒、枇杷花露、蜜炼枇杷膏等产品[１０]ꎮ 吴

媛琳等[１１]研究发现ꎬ枇杷花的多酚含量高于叶ꎮ 然

而ꎬ枇杷花多酚对脂肪酶的作用鲜有报道ꎮ 鉴于此ꎬ
本研究拟通过酶抑制动力学和荧光淬灭等试验研究

枇杷花多酚与脂肪酶的相互作用情况ꎬ以揭示枇杷花

多酚抑制脂肪酶的分子机制ꎬ为推动枇杷花多酚在食

品领域的应用ꎬ以及开发新型降脂功能性产品提供科

学依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

枇杷花采集于江苏省洞庭东山枇杷采摘示范

园ꎮ 脂肪酶 (毛霉菌)、对硝基苯酚棕榈酸酯 ( ４￣
ＮＰＰ)和二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)为美国 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ
公司产品ꎬ其他化学试剂均为国产分析纯ꎮ
１.２　 仪器与设备

ＦＷ１００ 高速多功能粉碎机ꎬ天津市泰斯特仪器

有限公司产品ꎻＭＥ１０４Ｅ 电子天平ꎬ梅特勒￣托利多

仪器有限公司产品ꎻＵＶ￣８００ 紫外分光光度计ꎬ美国

贝克曼公司产品ꎻＣａｒｙ Ｅｃｌｉｐｓｅ 荧光分光光度计ꎬ美
国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司产品ꎻＫＱ￣２５０Ｖ 型超声波清洗器ꎬ昆
山超声仪器有限公司产品ꎻＴＧＬ￣１６Ｍ 台式高速冷冻

离心机ꎬ上海卢湘仪离心机仪器有限公司产品ꎮ
１.３　 方法

１.３.１　 枇杷花多酚的提取、纯化及含量测定　 参照

我们前期的试验方法进行枇杷花多酚的提取和含量

测定[１２]ꎮ 枇杷花烘干至恒质量ꎬ粉碎ꎬ过 ６０ 目筛ꎮ
称取 ５０ ｇ 枇杷花粉末ꎬ按照料液比１ ｇ ∶ ５０ ｍｌ 加入

５０％乙醇溶液ꎬ在 ６１ ℃超声提取 ９ ｍｉｎꎬ重复提取 ３
次ꎬ合并滤液ꎬ旋转蒸发仪减压浓缩ꎮ 过 ＡＢ￣８ 大孔

树脂纯化ꎬ湿法装柱(２０ ｍｍ×３００ ｍｍ)ꎬ枇杷花多酚

粗提液以每小时 １ 倍柱床体积的流速上样ꎬ吸附平

衡后用 ４ 倍柱床体积的去离子水洗脱去除水溶性蛋

白质、还原糖和多糖等杂质ꎬ再用 ５０％的乙醇溶液

以每小时 １.５ 倍柱床体积的流速洗脱ꎬ减压浓缩ꎬ冷
冻干燥得到纯化的枇杷花多酚ꎮ 用福林酚法测定枇

杷花多酚含量ꎮ
１.３.２　 枇杷花多酚对脂肪酶活性的影响　 脂肪酶活

性测定参照 Ｌｉｕ 等[１３] 的方法ꎬ具体步骤如下:枇杷花

多酚溶于 ＤＭＳＯꎬ以 ７􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ４￣ＮＰＰ 为底物ꎬ在
０􀆰 ０５ ｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液(ｐＨ ７􀆰 ８)的 ３ ｍｌ 测定体

系中ꎬ加入 ０􀆰 ３ ｍｌ 不同质量浓度的枇杷花多酚溶液ꎬ
最后加入 ０􀆰 ０５ ｍｌ 脂肪酶水溶液ꎬ立刻混匀ꎬ在 ３７ ℃
条件下测定波长 ４０５ ｎｍ 下的脂肪酶活性ꎮ 脂肪酶的

终质量浓度为 ２ μｇ / ｍｌꎬ消光系数按 ε ＝ １２ ０１０􀆰 ７
(ｍｏｌ / Ｌ) －１ｃｍ－１计算ꎮ 以酶的相对剩余活性对枇杷花

多酚浓度作图ꎬ计算脂肪酶的半抑制浓度(ＩＣ５０)ꎮ
１.３.３　 枇杷花多酚对脂肪酶活性的抑制试验 　 以

７􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ４￣ＮＰＰ 为底物ꎬ在 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣
ＨＣｌ 缓冲液(ｐＨ ７􀆰 ８)的 ３ ｍｌ 测定体系中ꎬ改变加入

脂肪酶的量ꎬ测定不同质量浓度枇杷花多酚对脂肪

酶催化 ４￣ＮＰＰ 活性的影响ꎮ 以剩余脂肪酶活性对

加入的酶量作图ꎬ由此判断枇杷花多酚对脂肪酶的

抑制作用机理ꎮ
１.３.４　 枇杷花多酚对脂肪酶活性的抑制作用类型

试验　 在脂肪酶活性测定体系中ꎬ固定脂肪酶的浓

度ꎬ改变底物 ４￣ＮＰＰ 浓度ꎬ测定不同质量浓度枇杷

花多酚对脂肪酶活性的影响ꎬ其中 ４￣ＮＰＰ 的浓度分

别为 ０􀆰 １２５ ｍｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 １４０ ｍｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 １６０ ｍｍｏｌ / Ｌ、
０􀆰 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ２５０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ枇杷花多酚质量浓度

分别为 ０ μｇ / ｍｌ、２０ μｇ / ｍｌ、４０ μｇ / ｍｌ、６０ μｇ / ｍｌ、８０
μｇ / ｍｌꎮ 通过 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ￣Ｂｕｒｋ 双倒数作图ꎬ判断枇

杷花多酚的抑制类型并求出酶抑制动力学常数[１４]ꎮ
１.３.５　 枇杷花多酚对脂肪酶作用的荧光发射光谱

分析　 荧光淬灭试验可以用来分析蛋白质和配体之

间的相互关系[１５]ꎮ 参照 Ｃｈａｉ 等[１６] 的方法进行试

验ꎮ 激发波长为 ２８０ ｎｍꎬ激发和发射波长的光带宽

度为 ５ ｎｍꎬ测定２９０~ ４５０ ｎｍ 波长处脂肪酶溶液的

荧光发射光谱[１７￣１８]ꎮ 在测定体系中ꎬ枇杷花多酚的

质量浓度分别为 ０ μｇ / ｍｌ、 １ μｇ / ｍｌ、 ２ μｇ / ｍｌ、 ４
μｇ / ｍｌ、６ μｇ / ｍｌ、 ８ μｇ / ｍｌ、 １０ μｇ / ｍｌꎮ 根据 Ｓｔｅｒｎ￣
Ｖｏｌｍｅｒ 方程 Ｆ０ / Ｆ＝ １＋Ｋｑτ０[Ｉ] ＝ １＋Ｋｓｖ[ Ｉ] [１９]ꎬ将荧

光淬灭试验结果进行作图ꎮ 对于静态淬灭ꎬ根据 ｌｇ
[(Ｆ０￣Ｆ) / Ｆ]对 ｌｇ[Ｉ]的线性方程 ｌｇ[(Ｆ０－Ｆ) / Ｆ] ＝
ｌｇＫＡ＋ｎ ｌｇ[Ｉ] [２０] 求得结合常数(ＫＡ)和结合位点数
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(ｎ)ꎮ
１.４　 数据统计与分析

　 　 试验重复 ３ 次ꎬ数据以平均值±标准差表示ꎮ
采用 Ｐｒｉｓｍ ６ 进行试验数据处理、分析及绘图ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 枇杷花多酚对脂肪酶的抑制作用

图 １ 显示ꎬ枇杷花多酚对脂肪酶具有很好的抑

制效果ꎬ并且呈质量浓度梯度依赖性ꎮ 随着枇杷花

多酚质量浓度的升高ꎬ脂肪酶的活性快速降低ꎬ但没

有完全受到抑制ꎮ 枇杷花多酚引起脂肪酶活性

５０％丧失的质量浓度( ＩＣ５０)为(６６.１±６􀆰 ３６) μｇ / ｍｌꎮ

图 １　 枇杷花多酚对脂肪酶活性的影响(ｎ＝３)
Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｏｑｕａｔ ｆｌｏｗｅｒｓ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｉｃｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ

ｌｉｐａｓｅ (ｎ＝３)

２.２　 枇杷花多酚对脂肪酶的抑制机理

固定底物浓度ꎬ改变反应体系中脂肪酶量ꎬ以
剩余酶活性对酶量作图ꎬ得到一组通过原点的直线

(图 ２)ꎮ 由图 ２ 可知ꎬ随着枇杷花多酚质量浓度的

升高ꎬ直线的斜率降低ꎬ说明枇杷花多酚对酶的抑制

是可逆过程ꎬ它是通过降低脂肪酶的催化效率ꎬ导致

脂肪酶活性的下降ꎬ而不是使脂肪酶变性失活[２１]ꎮ

直线 １ ~ ５ 对应的枇杷花多酚质量浓度分别为 ０ μｇ / ｍｌ、 ２０
μｇ / ｍｌ、４０ μｇ / ｍｌ、６０ μｇ / ｍｌ和 ８０ μｇ / ｍｌꎮ
图 ２　 枇杷花多酚对脂肪酶的抑制机理

Ｆｉｇ.２　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｌｏｑｕａｔ ｆｌｏｗｅｒｓ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｉｃｓ ｏｎ
ｌｉｐａｓｅ

２.３　 枇杷花多酚对脂肪酶的抑制类型

经 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ￣Ｂｕｒｋ 双倒数作图ꎬ得到以反应速

率的倒数(１ / Ｖ)对底物浓度的倒数(１ / [Ｓ])的线性

回归关系(图 ３ａ)ꎮ 随着抑制剂枇杷花多酚质量浓

度的上升ꎬ直线的斜率上升ꎬ且这些直线相交于第二

象限ꎬ表明枇杷花多酚对脂肪酶的抑制类型为混合

型抑制[２２]ꎮ 这个结果还揭示枇杷花多酚既能与脂

肪酶结合也能与脂肪酶￣底物复合体结合ꎮ 枇杷花

多酚对脂肪酶的抑制常数(ＫＩ)可以通过以直线的

斜率对枇杷花多酚质量浓度作图得到(图 ３ｂ)ꎬ枇杷

花多酚对脂肪酶￣底物复合物的抑制常数(ＫＩＳ)可以

通过以直线和纵轴的截距对枇杷花多酚质量浓度作

图得到(图 ３ｃ)ꎮ ＫＩ和 ＫＩＳ的值分别为 ９５􀆰 ８４ μｇ / ｍｌ
和 ２０８􀆰 ６３ μｇ / ｍｌꎮ 枇杷花多酚对脂肪酶的 ＫＩＳ大于

ＫＩꎬ说明枇杷花多酚对脂肪酶的结合能力大于对脂

肪酶￣底物复合物的结合能力[２３]ꎮ

２.４　 枇杷花多酚作用于脂肪酶的荧光光谱分析

２.４.１　 荧光淬灭光谱 　 以荧光淬灭试验分析枇杷

花多酚与脂肪酶之间的相互作用ꎮ 如图 ４ａ 所示ꎬ枇
杷花多酚对脂肪酶有很强的抑制活性ꎮ 随着枇杷花

多酚质量浓度的升高ꎬ脂肪酶的荧光强度逐渐降低ꎮ
当枇杷花多酚的质量浓度达到 １０ μｇ / ｍｌ时ꎬ脂肪酶

的相对荧光强度降到 ４９􀆰 ５８％(图 ４ｂ)ꎮ
２.４.２　 荧光淬灭 Ｓｔｅｒｎ￣Ｖｏｌｍｅｒ 曲线　 根据枇杷花多

酚对脂肪酶荧光淬灭的 Ｓｔｅｒｎ￣Ｖｏｌｍｅｒ 曲线(图 ５)ꎬ
计算得到枇杷花多酚对脂肪酶的 ＫＳＶ(Ｓｔｅｒｎ￣Ｖｏｌｍｅｒ
方程的淬灭常数)为１.１３４×１０－１ μｇ / ｍｌꎬＫｑ(生物分
子淬灭速率常数)为１.１３４×１０７ μｇ / (ｍｌ􀅰ｓ)ꎮ

２.４.３　 结合常数和结合位点数　 根据 ｌｇ[(Ｆ０－Ｆ) /
Ｆ]对 ｌｇ[Ｉ]的双对数曲线(图 ６)ꎬ计算得到枇杷花

多酚与脂肪酶的结合常数(ＫＡ)为０.１１３ ６ μｇ / ｍｌꎬ结
合位点数为 ０􀆰 ９４４ꎮ 说明枇杷花多酚与脂肪酶之间

仅有 １ 个结合位点ꎮ

３　 结 论

采用超声波辅助乙醇溶液提取方法从枇杷花

粉末中提取得到枇杷花多酚粗提物ꎬ然后通过大孔

树脂 ＡＢ￣８ 纯化得到枇杷花多酚纯化物ꎬ用纯化的

枇杷花多酚对脂肪酶进行抑制效果分析ꎮ 结果表

明ꎬ枇杷花多酚对脂肪酶活性具有很好的抑制作用ꎬ
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Ｖ:反应速度ꎻ[Ｓ]:４￣ＮＰＰ 的浓度ꎮ 直线 １~５ 对应的枇杷花多酚质量浓度分别为 ０ μｇ / ｍｌ、２０ μｇ / ｍｌ、４０ μｇ / ｍｌ、６０ μｇ / ｍｌ和 ８０ μｇ / ｍｌꎮ
图 ３　 枇杷花多酚对脂肪酶的抑制类型

Ｆｉｇ.３　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｔｙｐｅ ｏｆ ｌｏｑｕａｔ ｆｌｏｗｅｒｓ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｉｃｓ ｏｎ ｌｉｐａｓｅ

图 ａ 中ꎬ曲线 １~７ 对应的枇杷花多酚质量浓度分别为 ０ μｇ / ｍｌ、１ μｇ / ｍｌ、２ μｇ / ｍｌ、４ μｇ / ｍｌ、６ μｇ / ｍｌ、８ μｇ / ｍｌ和 １０ μｇ / ｍｌꎮ
图 ４　 不同质量浓度枇杷花多酚存在时脂肪酶的荧光光谱

Ｆｉｇ.４　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｌｉｐａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ｌｏｑｕａｔ ｆｌｏｗｅｒｓ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｉｃｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

Ｆ０:无枇杷花多酚时反应体系的荧光强度ꎻＦ:有枇杷花多酚时反

应体系的荧光强度ꎮ
图 ５　 枇杷花多酚对脂肪酶荧光淬灭的 Ｓｔｅｒｎ￣Ｖｏｌｍｅｒ 曲线

Ｆｉｇ.５　 Ｓｔｅｒｎ￣Ｖｏｌｍｅｒ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｌｉｐａｓｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕｅｎｃｈｉｎｇ ｂｙ
ｌｏｑｕａｔ ｆｌｏｗｅｒｓ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｉｃｓ

半抑制率( ＩＣ５０)为(６６.１０±６􀆰 ３６) μｇ / ｍｌꎬ抑制类型

为可逆混合型抑制ꎮ 荧光淬灭分析结果表明ꎬ枇杷

花多酚能与脂肪酶结合生成复合物ꎬ结合位点数为

１ꎮ 枇杷花多酚能抑制脂肪酶活性ꎬ从而阻碍膳食中

脂肪的消化和吸收ꎬ减少脂肪的摄取ꎬ因此具有开发

成天然降脂产品的应用价值ꎮ

Ｆ０:无枇杷花多酚时反应体系的荧光强度ꎻＦ:有枇杷花多酚时反

应体系的荧光强度ꎻ[Ｉ]:枇杷花多酚质量浓度ꎮ
图 ６　 ｌｇ[(Ｆ０ ￣Ｆ) / Ｆ]与 ｌｇ[Ｉ]的关系图

Ｆｉｇ.６　 Ｐｌｏｔ ｏｆ ｌｇ[(Ｆ０ ￣Ｆ) / Ｆ] ａｎｄ ｌｇ[Ｉ]
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