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摘要：为了开发降糖药用植物灵菊七，从提取溶剂、加热方式、提取时间、提取温度、料液比５个方面
对灵菊七活性蛋白提取工艺进行了研究，并检测了不同工艺获得的提取物对α－淀粉酶和α－葡萄
糖苷酶的抑制作用，通过响应面法优化了提取条件．结果表明，蛋白提取率最高的提取条件为：提取
温度６２℃、提取时间３ｈ、料液比１∶３０、提取溶剂ＰＢＳ缓冲液，蛋白最大提取率可达１０８％；提取液
对α－淀粉酶具有最高抑制率的提取条件为：提取温度５９℃、提取时间３ｈ、料液比１∶３０、提取溶剂
ＰＢＳ缓冲液，最大抑制率为３４４９％；浸提液对α－葡萄糖苷酶具有最高抑制率的提取条件为：提取
温度５２℃、提取时间５ｈ、料液比１∶３０、提取溶剂ＰＢＳ缓冲液，灵菊七浸提液对α－葡萄糖苷酶的最
大抑制率达到１６０４％．浸提液对α－淀粉酶抑制率随着蛋白含量的增加而升高，结合提取液蛋白
含量和纯度研究，可以推测灵菊七浸提液含有对α－淀粉酶具有较好抑制作用的活性蛋白．
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　　随着人们回归自然和食疗观念的兴起，糖尿病专属特医食品、功能食品、药膳等的开发和利用得到了人
们的认可和重视［１－５］．利用这些新型食品辅助药物治疗，改善糖尿病与并发症、减少病人对药物的依赖，被认
为是一种更安全可靠的糖尿病治疗新方式．

灵菊七（ＧｙｎｕｒａｍｅｄｉｃａＹＫＹａｎｇ）是我国学者发现并鉴定的菊三七属新种［６］，民间取其茎叶食用，对糖

尿病显示独特疗效．自被发现鉴定以来仅有我国学者对灵菊七降糖作用进行研究．刘莹等［７－８］首次报道了灵

菊七降糖和急性毒研究，证明其有较好降糖功效，且无毒性、安全性高．相关学者通过动物模型（包括链脲佐
菌素诱导、高糖高脂饮食诱导、肾上腺素诱导、遗传性等糖尿病模型）、细胞模型（ＭＩＮ６胰岛细胞）验证了灵
菊七水提物具有确切的降糖作用．并且通过安全性研究证明，与同属其他植物相比，其无毒性，安全性高，具
有巨大的抗糖尿病药食产品开发潜力［９－１３］．

α－淀粉酶和α－葡萄糖苷酶抑制活性成分是２种重要的降糖活性成分［１４－１６］，目前还没有该植物中关

于这两类降糖活性成分的研究报道．为了阐明灵菊七降糖活性成分，本文从提取溶剂、加热方式、提取时间、
提取温度、料液比５个方面对灵菊七活性蛋白提取工艺进行研究，并检测不同方法获得的提取物对α－淀粉
酶和α－葡萄糖苷酶的抑制作用．通过以上研究，期望为灵菊七降糖药食产品的开发提供理论依据．

１　材料与方法

１１　材料与试剂
灵菊七茎叶样品：郑州万田生物科技公司提供，经河南中医药大学药学院生药教研室鉴定为菊科植物灵

菊七（ＧｙｎｕｒａｍｅｄｉｃａＹＫＹａｎｇ）的干燥茎叶；ＤＮＳ试剂、蛋白检测试剂盒、α－淀粉酶、α－葡萄糖苷酶：生工
生物工程（上海）有限公司；石油醚、磷酸二氢钾、磷酸氢二钠、氯化钠、氯化钾、吐温２０、吐温８０、十二烷基磺
酸钠（ＳＤＳ）、可溶性淀粉、阿卡波糖、芸豆蛋白提取物、对硝基苯基 －α－Ｄ－吡喃葡萄糖苷、二甲基亚砜：上
海麦克林生化科技有限公司．



１２　仪器与设备
ＤＦ－１０１Ｓ水浴锅：巩义于华仪器公司；红外辐射式烘箱：上海一恒科学仪器公司；超声波提取器 ＢＣＴ－

１０Ｌ：上海利闻科学仪器有限公司；超声波恒温水浴提取器ＳＣＱ－ＨＤ３００Ａ：上海声彦超声波仪器有限公司；家用
型微波炉：中国美的科技有限公司；紫外分光光度计ＵＶ－１８００ＰＣ：梅特勒托利多科技（中国）有限公司；ＲＥ－
１００－Ｓ旋转蒸发仪：德拉布科技有限公司；冷冻干燥机ＢＩＬＯＮ－ＦＤ８０ＡＤ：上海比朗仪器制造有限公司．
１３　实验方法
１３１　灵菊七样品前处理

取２００ｇ干燥的灵菊七根茎，粉碎过００７７ｍｍ筛，加入２０倍体积的Ｉ类石油醚，５０℃下浸提２ｈ，过滤
后的到除去油脂的灵菊七残渣，将残渣在４０℃烘箱内干燥除去石油醚．得到干燥的灵菊七样品备用．
１３２　灵菊七蛋白提取工艺研究

１）提取溶剂
选取磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）、水、３％吐温２０、３％吐温８０、５％ＳＤＳ作为提取溶剂，提取条件为料液比

３０∶１、提取温度６０℃、提取时间３ｈ．根据蛋白提取率来判断出最适的提取溶剂．
２）提取方式
红外辐射加热法　将样品置于红外辐射式烘箱，在温度５０℃下提取３０ｍｉｎ．
微波加热法　将样品置于微波炉中，在设置为中温档下提取５ｍｉｎ．
恒温水浴加热法　将样品置于水浴锅中，在５０℃条件下水浴提取３０ｍｉｎ．
超声提取法　将样品置于超声波恒温水浴，功率１００Ｗ、室温条件下超声３０ｍｉｎ．
超声辅助水浴加热法　将样品置于超声波恒温水浴，在设置功率１００Ｗ、５０℃条件下超声水浴３０ｍｉｎ．

其它条件与１）一致．
表１　３因素４水平的 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计（ＢＢＤ）

序列号 提取温度／℃ 提取时间／ｈ 提取方式

１ ６０ ３ ２
２ ４０ ５ ２
３ ６０ ３ ２
４ ８０ １ ２
５ ４０ １ １
６ ４０ ５ １
７ ６０ ３ １
８ ６０ ３ ２
９ ６０ ５ ２
１０ ８０ ５ ２
１１ ６０ ３ １
１２ ６０ １ １
１３ ８０ ５ １
１４ ８０ ３ ２
１５ ３０ ３ ２
１６ ６０ ３ １
１７ ６０ ５ １
１８ ８０ ３ １
１９ ３０ ３ １
２０ ６０ ３ １
２１ ４０ １ ２
２２ ８０ １ １
２３ ６０ ３ ２
２４ ６０ １ ２
２５ ６０ ３ ２
２６ ６０ ３ １

１３３　灵菊七蛋白提取单因素
料液比　选取１０∶１、２０∶１、３０∶１、４０∶１、５０∶１５种料液

比．其它条件与１）一致．
提取温度　选取５０、６０、７０、８０和９０℃ ５个梯度．其

它条件与１）一致．
提取时间　选取３、４、５、６和７ｈ５个梯度．其它条件

与１）一致．
１３４　响应面实验

本实验以提取时间、提取温度作为连续因子，提取方式

作为类别因子，采用３因素４水平的ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计
（ＢＢＤ）（表 １），对提取温度（３０、４０、６０、８０℃）；提取时间
（１、３、５ｈ）和加热方式（１水浴、２超声水浴）进行优化．
１３５　灵菊七蛋白质测定方法

１）蛋白标准曲线的绘制　以牛血清蛋白（ＢＳＡ）为标
准蛋白绘制标准曲线，准确称取 １ｍｇ牛血清蛋白溶于
５０ｍＬ蒸馏水中，即１０ｍｇ／ｍＬ原液，将原液梯度稀释为
１、２、３、４、５ｍｇ／ｍＬ．测定方法参照 ＢＣＡ蛋白试剂盒检测，
取适量的Ａ液和Ｂ液按照５０∶１体积比充分混匀，配置适
量ＢＣＡ工作液，取２０μＬ标准蛋白和２００μＬＢＣＡ工作液
混匀后，在３７℃条件下温水浴１ｈ后于波长５９５ｎｍ下检
测吸光度．通过Ｏｒｉｇｉｎ绘制蛋白含量标准曲线．
２）样品测定　根据相关文献［１９］报道，提取结束后，

对提取液抽滤，取２０μＬ上清液，加入２００μＬＢＣＡ工作液，
在３７℃条件下温水浴１ｈ后于波长５９５ｎｍ下检测吸光度，
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考虑到灵菊七浸提液颜色较重，以不加显色剂的浸提液为空白对照组排除干扰．将样品组吸光度减去空白对照
组吸光度后，带入到上述蛋白含量标准曲线中计算出蛋白浓度．
１３６　灵菊七浸提液对α－淀粉酶抑制率测定方法

将０５ｇ可溶性淀粉溶解到１００ｍＬ去离子水中，配置成０５ｇ／ｍＬ溶液，并在１００℃条件下让淀粉充分
溶解，待到溶液澄清后，室温冷却降温待用；取００５ｇα－淀粉酶加入到５０ｍＬ磷酸盐缓冲溶液中，充分溶
解，配置成００５ｇ／５０ｍＬ酶溶液，将５０μＬ酶液与５０μＬ分离组分在４０℃条件下相互作用１ｈ，取１００μＬ混
合液加入到１ｍＬ淀粉溶液中，混匀后于４０℃恒温反应１５ｍｉｎ，取１００μＬ反应液加入２００μＬ的ＤＮＳ试剂，
反应液于沸水浴中加热５ｍｉｎ后取出，并于冰水浴中迅速冷却，取出１００μＬ加入９００μＬ水稀释，于波长
５４０ｎｍ处测定吸光度．按下式计算：

α－淀粉酶抑制率／％＝ １－
Ａ样品 －Ａ空白
Ａ( )
对照

×１００％ （１）

式中，Ａ样品为样品反应液吸光度；Ａ空白为以磷酸盐缓冲液代替酶的吸光度；Ａ对照为以磷酸盐缓冲液代替样品的
吸光度．
１３７　灵菊七浸提液对α－糖苷酶抑制率测定方法

将１０ｍｇ对硝基苯基 －α－Ｄ－吡喃葡萄糖苷溶于１００μＬ二甲基亚砜中，取１０μＬ上述溶液溶解在
９９０μＬ磷酸缓冲盐溶液（０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ６８）中．取α－糖苷酶稀释为０４单位／ｍＬ．取８０μＬ酶液和灵菊七
浸提液混合在３７℃ 条件下预培养１５ｍｉｎ，添加４０μＬ底物开始酶促反应，进一步温育３０ｍｉｎ．通过加入
１ｍＬ０１ｍｏｌ／Ｌ的碳酸钠中止酶活，在４０５ｎｍ下测定吸光度．
１４　浸提液的冻干、复溶与纯化

将１Ｌ浸提液放 －２０℃冷冻１０ｈ，然后将样品置冷冻干燥机中冷冻干燥，获得冻干物．
取冻干物加入到１０ｍＬ超纯水中溶解．依次加质量分数为２０％、４０％、６０％的硫酸铵，使溶液产生沉淀，

沉淀离心并冷冻干燥，获得冻干物．
１５　数据处理与分析

本次试验中 α－葡萄糖苷酶和α－淀粉酶抑制率数据均重复６次，结果表示均以实验数据的平均值 ±
标准偏差的形式呈现．采用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８０６、Ｍｉｎｉｔａｂ进行数据处理；采用Ｏｒｉｇｉｎ２０２１进行图表绘制．

２　结果与讨论

２１　提取方法对灵菊七蛋白提取的影响
加热为活性蛋白从植物细胞内扩散到胞外提供能量，促进蛋白的浸出，增加溶出速率和浸出率，并且不

同加热方式对提取的影响不同［１７］．本文研究了烘箱、微波、水浴、超声、超声水浴５种加热方式对提取的影
响，结果如图１Ａ所示，超声辅助水浴和烘箱的蛋白提取率高于其它．因为在超声的过程中超声产生的空压
可以破坏植物细胞膜，利于胞内溶质扩散，从而导致更多的活性蛋白从植物细胞中释放出来［１８］；烘箱加热法

通过红外线辐射加热使细胞内部的水分快速气化导致细胞破裂，从而促使蛋白从细胞内释放出来［１９］，但是

对温度需求较高，容易破坏蛋白的结果而导致其失去活性，因此超声辅助水浴是最适的加热方式．
提取溶剂作为蛋白的溶出的媒介对蛋白提取影响较大，不同溶剂对蛋白的溶解能力不同，提取效果差异

较大［２０］．本文研究了磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）、水、３％吐温２０、３％吐温８０、５％ＳＤＳ５种溶剂对灵菊七蛋白的
提取率的影响．结果如图１Ｂ所示，吐温８０提取灵菊七蛋白效率最高，其次为 ＰＢＳ．这是由于吐温８０作为表
明活性剂，使细胞表面张力增大，蛋白更易从细胞中释放出来［２１］，但是吐温８０提取物颜色较深，表明含有较
多杂质，且考虑到ＰＢＳ对与活性蛋白有保护作用，因此选用ＰＢＳ作为最适的提取溶剂．
２２灵菊七蛋白提取单因素研究

结果如图２Ａ所示，随着料液比的增大蛋白提取率逐步增大，料液比达到３０∶１、４０∶１、５０∶１后，蛋白提取
率缓慢增长，因此选择３０∶１的料液比对最为合适．

如图２Ｂ所示，４０～６０℃时候随着温度的增加，蛋白提取率增加，因为温度增加时，有利于蛋白质分子和水分
子的运动，增加其溶解度，６０℃以后随着温度的增加蛋白提取率在降低，高温导致蛋白质结构发生改变，蛋白内部
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的非极性基团暴漏到表面，减少了蛋白的溶解度，随着温度的升高，对于蛋白质活性的破坏程度也在不断提升，很

可能影响灵菊七浸提液对与α－淀粉酶与α－葡萄糖苷酶活性的影响，因此５０～６０℃为最适的提取温度．
结果如图２Ｃ所示，在１～３ｈ内灵菊七蛋白的提取率随着时间的增加明显升高，３ｈ后蛋白提取率增加

不明显，考虑到过长时间在高温水浴条件下对蛋白活性的影响，因此选择３ｈ作为最适的提取时间．
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图１　提取方法对灵菊七蛋白提取率的影响
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　　（Ａ）不同料液比对灵菊七蛋白　　　　（Ｂ）不同提取温度对于灵菊七蛋白　　　　（Ｃ）不同提取时间对灵菊七蛋白

　　　 提取率的影响　　　　　　　　　　　　提取率的影响　　　　　　　　　　　　　提取率的影响

图２　提取条件单因素研究

２３　响应面实验
本文选取提取时间、提取温度作为连续因子，提取方式作为类别因子，以总蛋白提取率和浸提液分别对

α－淀粉酶和α－葡萄糖苷酶抑制率作为结果，做了３组响应面实验．
２３１　总蛋白提取率

由表２可知，通过Ｍｉｎｉｔａｂ软件对统计结果进行方差分析，模型 ｐ值 ＜０００１，模型极显著，失拟项 ｐ值
０６０９＞００５，模型的失拟项不显著，表明该模型具有统计学意义．回归分析结果显示，在蛋白提取过程中的
影响因素中，Ａ２项极显著，Ａ、Ｃ项显著，说明提取温度、提取方式对灵菊七蛋白提取率有显著影响．各因素对
蛋白提取率的影响程度Ａ＞Ｃ＞Ｂ，运用Ｍｉｎｉｔａｂ软件进行分析，得到二次多项式回归方程：

蛋白提取率Ｃ１＝－１５９７＋０７７３９Ａ＋１８００Ｂ－０００５９００Ａ
２－０１１２０Ｂ２－００１５６６ＡＢ

蛋白提取率Ｃ２＝－１７２７＋０７９６１Ａ＋１４６９Ｂ－０００５９００Ａ
２－０１１２０Ｂ２－００１５６６ＡＢ

表２　蛋白提取率回归分析

来源 自由度 ＡｄｊＳＳ ＡｄｊＭＳ Ｆ值 Ｐ值 显著性

模型 ８ ９５２４５ １１９０５７ １１２１ ００００ 
Ａ １ ５８３５ ５８３４７ ５４９ ００３２ 
Ｂ １ ００３８ ００３７９ ００４ ０８５２
Ｃ １ ５９３６ ５９３５８ ５５９ ００３０ 
Ａ２ １ ７７５１０ ７７５１０１ ７２９７ ００００ 
Ｂ２ １ ２７８３ ２７８３３ ２６２ ０１２４
ＡＢ １ ３１３８ ３１３７５ ２９５ ０１０４
ＡＣ １ ０７８７ ０７８７１ ０７４ ０４０１
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续表２

来源 自由度 ＡｄｊＳＳ ＡｄｊＭＳ Ｆ值 Ｐ值 显著性

ＢＣ １ １７４６ １７４６２ １６４ ０２１７
误差 １７ １８０５９ １０６２３
失拟 ９ ８７２１ ０９６９０ ０８３ ０６０９
纯误差 ８ ９３３８ １１６７２
合计 ２５ １１３３０４

由图３可以得出，提取时间和提取温度交互面的坡面较为陡峭，等高线呈现椭圆形，交互作用明显，与方差分
析结果一致．图３ａ和图３ｂ对比得出，相对与水浴提取法而言，超声辅助热提取法蛋白的最大提取率从１０２％提高
到了１０９％，有一定地提升效果．经Ｍｉｎｉｔａｂ软件进一步优化，最终得到灵菊七蛋白的最适提取条件为：超声辅助热
提取法、提取温度６２℃、提取时间３ｈ、料液比１∶３０、提取溶剂ＰＢＳ，灵菊七蛋白的最大提取率可达到１０８％．

　　　　　　　　　 （ａ）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 （ｂ）

图３　蛋白提取率响应面曲线

２３２　α－淀粉酶抑制率
由表３可知，通过Ｍｉｎｉｔａｂ软件对统计结果进行方差分析，模型ｐ值＜００５，模型显著，失拟项ｐ值０９５４

＞００５，模型的失拟项不显著，表明该模型具有统计学意义．回归分析结果显示，在蛋白提取过程中的因素
中，Ａ２，Ａ项显著，说明提取温度对灵菊七浸提液对α－淀粉酶抑制率有显著影响．各因素对蛋白提取率的影
响程度Ａ＞Ｂ＞Ｃ，运用Ｍｉｎｉｔａｂ软件进行分析，得到二次多项式回归方程：

α－淀粉酶抑制率Ｃ１＝－３０４＋１６６４Ａ＋０５１Ｂ－００１５９７Ａ
２＋０４９８Ｂ２－０００３５ＡＢ

α－淀粉酶抑制率Ｃ２＝－２４９＋１６４４Ａ－１５６Ｂ－００１５９７Ａ
２＋０４９８Ｂ２－０００３５ＡＢ

表３　浸提液对α－淀粉酶抑制率回归分析

来源 自由度 ＡｄｊＳＳ ＡｄｊＭＳ Ｆ值 Ｐ值 显著性

模型 ８ １５７２６２ １９６５７７ ２４３ ００３９ 
Ａ １ ４７６０７ ４７６０７５ ５９０ ００２７ 
Ｂ １ ３２３０８ ３２３０８３ ４００ ００６２
Ｃ １ ２３１７ ２３１７３ ０２９ ０５９９
Ａ２ １ ５６７９９ ５６７９８７ ７０４ ００１７ 
Ｂ２ １ ５５０１ ５５００９ ０６８ ０４２１
ＡＢ ７４ ０１５４ ０００ ０９９６
ＡＣ ０６５ ０６４９ ００１ ０９３０
ＢＣ ６８５５ ６８５４８ ０８５ ０３７０
误差 １９ １４５１５２ ８０７３０
失拟 １１ ３２０５１ ３８４８３ ０３０ ０９５４

由图４可以得出，提取时间和提取温度交互等高线不是椭圆形，两者交互作用不明显，提取时间等高线
更为陡峭，该条件对灵菊七对α－淀粉酶抑制率作用更大，与回归分析结果一致．由图４ａ和图４ｂ对比得出，
超声辅助热提取法相对于热提取法，抑制率从２４２０％提升到了３１８０％，提升非常明显，经 Ｍｉｎｉｔａｂ软件进
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一步优化，得出灵菊七浸提液对α－淀粉酶抑制最适提取条件：超声辅助热提取法、提取温度５９℃、提取时
间３ｈ、料液比１∶３０、提取溶剂ＰＢＳ，灵菊七浸提液对α－淀粉酶的最大抑制率达到３１８％．

　　　　　　　　　 （ａ）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）

图４　α－淀粉酶抑制率响应面

２３３　α－葡萄糖苷酶抑制率
由表４可知，通过Ｍｉｎｉｔａｂ软件对统计结果进行方差分析，模型ｐ值＜００５，模型显著，失拟项ｐ值０８５３

＞００５，模型的失拟项不显著，表明该模型具有统计学意义．回归分析结果显示，在蛋白提取过程中的因素
中，Ｂ项显著，说明提取时间对灵菊七浸提液对 α－淀粉酶抑制率有显著影响．各因素对蛋白提取率的影响
程度Ｂ＞Ａ＞Ｃ，运用Ｍｉｎｉｔａｂ软件进行分析，得到二次多项式回归方程：

蛋白提取率Ｃ＝－４２＋０４８４Ａ－２１５Ｂ－０００４６９Ａ２＋０５２６Ｂ２

表４　浸提液对α－糖苷酶抑制率回归分析

来源 自由度 ＡｄｊＳＳ ＡｄｊＭＳ Ｆ值 Ｐ值 显著性

模型 ４ ２２９８３ ５７４６ ３４２ ００２７ 
Ａ １ ３９１７ ３９１７ ２３３ ０１４２
Ｂ １ ６３７３ ６３７３ ３７９ ００４５ 
Ａ２ １ ４８９１ ４８９１ ２９１ ０１０３
Ｂ２ １ ６１４６ ６１４６ ３６６ ００７０
误差 ２１ ３５２８６ １６８０
失拟 １３ １６３０１ １２５４ ０５３ ０８５３
纯误差 ８ １８９８５ ２３７３
合计 ２５ ５８２６９

由图５可以得出，提取时间和提取温度交互等高线不是椭圆形，两者交互作用不明显，提取温度等高线
更为陡峭，该条件对灵菊七浸提液对α－糖苷酶抑制率作用更大，与回归分析结果一致．经Ｍｉｎｉｔａｂ软件进一
步优化，得出灵菊七浸提液对α－糖苷酶抑制最适提取条件：超声辅助热提取法、提取温度５２℃、提取时间
５ｈ、料液比１∶３０、提取溶剂ＰＢＳ，灵菊七浸提液对α－淀粉酶的最大抑制率达到１３６０％．

图５　α－葡萄糖苷酶抑制率响应面

８２ 云南民族大学学报（自然科学版）　　　　　　　　　　　　　　　　第３３卷



２４　提取液蛋白含量、纯度检测及其α－淀粉酶和α－葡萄糖苷酶抑制活性分析
上述研究通过以提取时间、提取温度作为连续因子，提取方式作为类别因子，采用３因素４水平的 Ｂｏｘ

Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计（ＢＢＤ），获得了２６组不同提取工艺的灵菊七蛋白提取液蛋白含量，并检测了其α－淀粉酶
和α－葡萄糖苷酶抑制活性．通过蛋白含量与其对酶的抑制活性相关性分析研究（图５），可以发现灵菊七蛋
白浸提液对 α－淀粉酶抑制率随着蛋白含量的增加而升高，即提取液蛋白含量与 α－淀粉酶抑制率呈正相
关，而与α－葡萄糖苷酶抑制率关系不大．另外，进一步对蛋白含量最高、抑制率最大的提取液样品中蛋白含
量和纯度进行了研究．结果表明，１Ｌ该提取液蛋白含量为２０８ｍｇ，提取液冻干物质量为８０３ｍｇ，蛋白纯度
为２５９％．为了进一步排除干扰，对浸提液冻干物进行复溶，然后依次加质量分数为２０％、４０％、６０％的硫酸
铵，其中加４０％和６０％硫酸铵获得沉淀，分别离心并冷冻干燥后分别获得１６１和４２ｍｇ冻干物．最后２种
冻干物配置成１００ｍｇ／Ｌ的溶液并检测α－淀粉酶和α－葡萄糖苷酶抑制活性，其中，４０％硫酸铵沉淀物的α
－淀粉酶抑制率最大，可达９０２％，２种冻干物对 α－葡萄糖苷酶抑制作用很微弱，仅１８％和１１％．综上
所述，可以推断灵菊七ＰＢＳ浸提液中含有对α－淀粉酶具有较好抑制作用的活性蛋白．通过文献调研，可以
发现已有关于灵菊七同属植物降糖活性成分的研究主要集中在小分子天然产物上，对于具有 α－淀粉酶抑
制活性的蛋白和多肽还没有研究报道．

图６　蛋白含量与抑制率相关性

３　结语

本文确定了灵菊七蛋白最佳提取方式为以 ＰＢＳ为溶剂，超声辅助水浴加热法提取．通过响应面法优化
了提取工艺条件，最佳条件下总蛋白提取率最高可达１０８％，提取物对 α－淀粉酶最大抑制率为３４４９％，
提取物对α－葡萄糖苷酶最大抑制率为１３６％，并且浸提液对 α－淀粉酶抑制率随着蛋白含量的增加而升
高，结合浸提液冻干物的４０％硫酸铵沉淀物对α－淀粉酶抑制率可达９０２％，可以推测提取液含有对α－淀
粉酶具有较好抑制作用的活性蛋白．以上研究结果表明，灵菊七茎叶中可能含有新型α－淀粉酶抑制活性蛋
白，具有开发为α－淀粉酶抑制活性药食产品的巨大潜力．但是，本文仅对灵菊七粗提物和硫酸铵沉淀物进
行了研究，虽然蛋白纯度高，但并没有完全排除干扰．后续可以根据该提取条件，大批量提取灵菊七，以分离
高纯度活性蛋白，完全排除小分子干扰，进一步明确灵菊七含有 α－淀粉酶抑制活性蛋白，并解析蛋白结构
及构效关系．
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