
广西科学,2019年,26卷,第5期
 

Guangxi
  

Sciences,2019,Vol.26
 

No.5

李子达等.6种中药单体脂肪酶抑制活性及其作用机制

*省部共建药用资源化学与药物分子工程国家重点实验室课题(CMEMR2017􀆼B18)和广西人文社科重点研究基地􀆼特色养老与养生产业发展研

究中心项目(05J1402703)资助。
 

【作者简介】

李子达(1993—),男,硕士研究生,主要从事中药民族药有效成分研究,E􀆼mail:2225005342@qq.com。

【**通信作者】

蒋才武(1966—),男,教授,主要从事中药民族药有效成分研究,E􀆼mail:cwjiang@126.com。

【引用本文】

DOI:10.13656/j.cnki.gxkx.20191024.008
李子达,张月华,黄健军,等.6种中药单体脂肪酶抑制活性及其作用机制[J].广西科学,2019,26(5):555􀆼559.

LI
 

Z
 

D,ZHANG
 

Y
 

H,HUANG
 

J
 

J,et
 

al.Study
 

on
 

lipase
 

inhibitory
 

activity
 

and
 

mechanisms
 

of
 

six
 

kinds
 

of
 

Chinese
 

medicine
 

monomers
 

[J].Guan-

gxi
 

Sciences,2019,26(5):555􀆼559.

          
 
 
 
 
          

 
 
 
 
 
 

微信扫一扫,与作
者在线交流(OSID)

6种中药单体脂肪酶抑制活性及其作用机制*

李子达,张月华,黄健军,蒋才武**

(广西中医药大学药学院,广西南宁 530200)

摘要:筛选具有胰脂肪酶抑制活性的中药有效成分,明确其作用机制。以文献报道的有减肥降脂作用的6种中

药单体化合物(熊果酸、齐墩果酸、姜黄素、大黄酸、芒果苷和二氢杨梅素)为筛选对象,以市售减肥样品奥利司

他为阳性对照品,采用对硝基苯酚法通过测定反应体系在405
 

nm下的吸光度数值来测算出其对胰脂肪酶的

抑制率。同时测定抑制作用最强姜黄素的3种主要分解产物(反式阿魏酸、香草酸、香草醛)对胰脂肪酶的抑制

率。结果显示:奥利司他、黄素和熊果酸的半数抑制浓度(IC50)依次是0.95
 

μmol/L、27
 

μmol/L和100
 

μmol/

L,黄素和熊果酸的抑制作用机理都是通过抑制剂和酶的相互作用,阻碍酶和底物的作用,属于非竞争性抑制。
齐墩果酸和双氢杨梅素的最大抑制率是(27.45±0.04)%和23.76%,其余样品的最大抑制率均少于10%;姜
黄素和熊果酸具有显著的胰脂肪酶抑制作用,其抑制作用机理属于非竞争性抑制,齐墩果酸和双氢杨梅素有一

定脂肪酶抑制作用,其余单体及姜黄素分解产物均无明显脂肪酶抑制作用。
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0 引言

  肥胖是由于不平衡的能量摄入和支出造成的,多
余的能量储存在脂肪细胞里面造成了肥胖。肥胖易

导致多种疾病,例如高血压、高脂血症、糖尿病和动脉

硬化[1],减少脂肪的吸收是治疗肥胖的有效方法之

一。脂肪的消化吸收过程起始于口,然后经胃肠道脂

肪酶的水解作用,最后通过胰脂肪酶和辅脂酶的协同

作用完成消化吸收过程[2]。其中胰脂肪酶是脂质吸

收的关键酶,目前临床批准的唯一减肥治疗药物是奥

利司他[3],它能有效地抑制胰脂肪酶的活性,但存在

如大便失禁、腹泻、便秘[4]、肝毒性[5􀆼6]等较为严重的

副作用。天然来源的胰脂肪酶抑制剂具有毒性低、结
构多样的特点,是目前的研究热点[7􀆼8]。本文选取文

献报道中广泛存在于广西中草药的具有一定减肥降

脂效果的6种中药单体化合物(熊果酸、姜黄素、齐墩

果酸、大黄酸、芒果苷、双氢杨梅素),以及姜黄素在碱

性加热条件下产生的分解产物(反式阿魏酸、香草酸、
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香草醛)作为试验对象。其中,姜黄素[9􀆼10]主要来源

于姜黄和莪术,熊果酸[11􀆼12]主要来源于枇杷叶和山

楂,齐墩果酸[13]主要来源于女贞子和大果山楂,大黄

酸[14]主要来源于掌叶大黄、唐古特大黄 等,芒 果

苷[15]主要来源于知母和芒果叶、双氢杨梅素[16]主要

来源于藤茶。采用对硝基苯酚法[17]以奥利司他为阳

性对照样品,测定这些单体成分对胰脂肪酶抑制作

用,为降脂中药及其功能食品的开发提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料

  熊果酸98%、姜黄素98%、齐墩果酸98%、大黄

酸98%、芒 果 苷98%、双 氢 杨 梅 素98%、香 草 酸

98%、反式阿魏酸98%、香草醛98%,以上天然植物

单体均采购于南京曼赫医疗科技有限公司。

  对硝基苯棕榈酸酯、对硝基苯酚、猪胰腺脂肪酶

(Sigma公司)、脱氧胆酸钠、阿拉伯树胶粉、三氨基甲

烷、异丙醇、二甲基亚砜、盐酸以上有机试剂均为分

析纯。

1.2 仪器与设备

  全波长酶标仪(瑞士Tecan公司)、Sorvall
 

ST
 

16
台式高性能离心机(美国 Thermo公司)、雷磁精密

pH计(上海仪电科学仪器有限公司)、SQP分析天平

(赛多利斯科学仪器有限公司)、电热恒温水浴锅(金
坛市医疗器械厂)、微量移液器(美国Thermo公司)

KQ5200B超声仪(昆山市超声仪器有限公司)。

1.3 方法

1.3.1 实验试剂的配制

  Tris􀆼HCl缓冲液:配制50
 

mmol/L的三氨基甲

烷Tris􀆼HCl溶液,加入少量的阿拉伯树胶粉和脱氧

胆酸钠(总量不超过0.5%)作为助溶剂再调节到pH
 

值8.0。

  底物溶液:称取对基苯棕榈酸酯(PNPP)0.001
 

9
 

g,先溶于500
 

μL异丙醇,再在45℃水浴条件下加热

5
 

min使其充分溶解,最后用预热好的Tris􀆼HCl缓

冲液稀释配制成0.5
 

mmol/L的底物溶液,使异丙醇

终浓度不超过5%。

  抑制剂溶液:奥利司他、熊果酸、齐墩果酸这3种

难溶于水的单体用DMSO的纯溶剂溶解,其余实验

用单体用DMSO溶解之后再加入Tris􀆼HCl缓冲液

稀释,最终的反应体系DMSO量不超过10%。

1.3.2 胰脂肪酶溶液配制及酶活力确定
 

  称取0.025
 

g猪胰脂肪酶,用Tris􀆼HCl缓冲液

定容到10
 

mL,在室温下静置5
 

min制成2.5
 

mg/

mL胰脂肪酶溶液,然后分装至10支2
 

mL离心管,

-5℃、5
 

000
 

r离心5
 

min取上清液备用。胰脂肪酶

活力测定采用对硝基苯酚法[17],其活力单位定义:在

37℃、pH
 

值8.0条件下,每克胰脂肪酶水解1
 

μmol
对硝基苯棕榈酸酯,生成1

 

μmol对硝基苯酚为1个

酶活力单位(U)。

1.3.3 有效单体的筛选与作用时间的确定

  以上述6种天然植物单体为抑制剂,37℃条件下

预热5
 

min
 

Tris􀆼HCl缓冲液,加入DMSO使其充分

溶解,最终配制成30
 

μmol/L的各抑制剂溶液。奥

利司他配制浓度为1
 

μmol/L。称取一定量对基苯棕

榈酸酯(pNPP)先溶于500
 

μL异丙醇在45℃水浴条

件下加热5
 

min使其充分溶解,最后用预热好的

Tris􀆼HCl缓冲液稀释配制成0.5
 

mmol/L的pNPP
底物溶液,使异丙醇反应体系终浓度不超过5%。加

入20
 

μL的抑制剂溶液和50
 

μL的胰脂肪酶溶液,

37℃条件下预热10
 

min,再加入100
 

μL的PNPP底

物溶液起始反应,测定不同时间点的胰脂肪酶活性,
计算其抑制率。以一定浓度下抑制率最大的天然植

物单体为测试对象,当有效单体浓度增加、抑制率不

再变化时的反应时间为最佳反应时间。

1.3.4 抑制剂浓度对胰脂肪酶的影响

  以1.3.3节筛选出来的有效单体(继续进行实

验,以不同质量溶度的中药有效单体为抑制剂,测定

最佳反应时间(30
 

min)时的胰脂肪酶活性(方法同

1.3.3节),计算其抑制率。

1.3.5 有效单体抑制胰脂肪酶作用机理的确定

  以底物溶液、有效单体溶液、胰脂肪酶为原料配

制3种反应体系。

  反应体系1:有效单体溶液和胰脂肪酶混合37℃
水浴加热下反应10

 

min,加入底物溶液进行反应;

  反应体系2:底物溶液与胰脂肪酶溶液混合37℃
水浴加热下反应10

 

min,加入有效单体溶液进行

反应;

  反应体系3:有效单体溶液和底物溶液混合37℃
水浴加热下反应10

 

min,加入胰脂肪酶溶液进行

反应。

  分别测定3种反应体系的酶活力,计算其抑

制率。

1.3.6 抑制率的计算

  IC50 为50%抑制浓度即B/B0=50%时所对应

的浓度,半数抑制是用来衡量抗体灵敏度的半数抑制
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越低,说明抗体的灵敏度越高:

  抑制率(%)=[1-(B1-B0
 )/(A1-A0)]×

100%,
其中,A1 为未添加抑制剂酶活,A0 是其空白对照;

B1 是加入抑制剂的酶活,B0 是其阴性对照。

2 结果与讨论

2.1 抑制剂与酶作用时间的确定
 

  以预实验中抑制作用较强的姜黄素、熊果酸、双
氢杨梅素为测试对象,其抑制率随着时间增长结果见

图1。在15~30
 

min内各中药有效单体对胰脂肪酶

的抑制率随着时间增长逐渐加大,到30
 

min时抑制

率趋于稳定后期随着加热时间的延长抑制率都无明

显增加。这表明在反应进行到30
 

min时,各有效单

体对胰脂肪酶的抑制作用趋于峰值,继续进行反应抑

制率无明显变化,据此确定实验的最佳反应时间为

30
 

min。
 

图1 反应时间对有效单体抑制作用的影响

  Fig.1 Effect
 

of
 

reaction
 

time
 

on
 

the
 

inhibition
 

of
 

effec-
tive

 

monomers

2.2 中药单体及衍生物的胰脂肪酶抑制率的测定

  通过预实验可知当中药单体的浓度达到400
 

μmol/L时,其抑制率最大,中药单体及衍生物的最

大胰脂肪酶抑制率见表1。
表1 中药单体及衍生物的胰脂肪酶抑制率(n=3)

Table
 

1 Inhibition
 

rate
 

of
 

pancreatic
 

lipase
 

of
 

Chinese
 

medi-
cine

 

monomers
 

and
 

derivatives
 

(n=3)

样品
Samples

胰脂肪酶抑制率
Inhibition

 

rate
 

of
 

pancreatic
 

lipase
 

(%)

熊果酸
Ursolic

 

acid 63.31±0.73

姜黄素
Curcumin 72.63±0.46

续表1

Continued
 

table
 

1

样品
Samples

胰脂肪酶抑制率
Inhibition

 

rate
 

of
 

pancreatic
 

lipase
 

(%)

双氢杨梅素
Dihydromyricetin 23.76±0.36

齐墩果酸
Oleanolic

 

acid 27.45±0.04

大黄酸
Rhein 9.43±0.78

芒果苷
Mangiferin 8.17±0.47

反式阿魏酸
Ferulic

 

acid 9.76±0.58

香草醛
Vanillin 8.85±0.49

香草酸
Vanillic

 

acid 9.23±0.84

注:中药单体及衍生物的浓度为400
 

μmol/L

Note:Concentration
 

of
 

Chinese
 

medicine
 

monomers
 

and
 

derivatives
 

are
 

400
 

μmol/L

  筛选结果表明,姜黄素和熊果酸抑制效果较好,
因此选择这两种单体进行后续试验。

 

2.3 姜黄素和熊果酸的胰脂肪酶半数抑制浓度的

测定

  选取抑制效果较好的中药单体化合物姜黄素、熊
果酸,继续进行胰脂肪酶半数抑制浓度的测定。由实

验结果(图2~4)可知,姜黄素、熊果酸的半数抑制浓

度(IC50)分别为27
 

μmol/L、100
 

μmol/L。其余样品

由于抑制效果较低所以无法计算IC50 值。作为目前

上市最有效的胰脂肪酶抑制剂———奥利司他在相同

的实验条件下IC50 值为0.95
 

μmol/L。不同成分对

胰脂肪酶的抑制效果从强到弱依次为奥利司他>姜

黄素>熊果酸>齐墩果酸>双氢杨梅素。从筛选结

果来看姜黄素、熊果酸在较低浓度时就有抑制效果显

图2 姜黄素浓度对抑制胰脂肪酶活性的影响

  Fig.2 Effect
 

of
 

curcumin
 

concentration
 

on
 

the
 

inhibition
 

of
 

pancreatic
 

lipase
 

activity
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图3 熊果酸浓度对抑制胰脂肪酶活性的影响

  Fig.3 Effect
 

of
 

ursolic
 

acid
 

concentration
 

on
 

the
 

inhibi-
tion

 

of
 

pancreat
 

lipase
 

activity

图4 奥利司他浓度对胰脂肪酶抑制活性的影响

  Fig.4 Effect
 

of
 

orlistat
 

concentration
 

on
 

the
 

inhibition
 

of
 

pancreatic
 

lipase
 

activity
现,两者分别在75

 

μmol/L、150
 

μmol/L时抑制率的

变化趋于稳定。

2.4 胰脂肪酶抑制作用机理的探讨

  由图5可知,反应体系2对胰脂肪酶的抑制率最

  反应体系
 

1:抑制剂+酶+底物,反应体系2:底物+酶+
抑制剂,反应体系3:底物+抑制剂+酶

  Reaction
 

system
 

1:Inhibitor
 

+
 

enzyme
 

+
 

substrate;
 

re-
action

 

system
 

2:Substrate
 

+
 

enzyme
 

+
 

inhibitor;
 

reaction
 

system
 

3:Substrate
 

+
 

inhibitor
 

+
 

enzyme
图5 反应物加入顺序对抑制作用的影响

  Fig.5 Effect
 

of
 

the
 

order
 

of
 

reactant
 

addition
 

on
 

the
 

in-
hibition

低,反应体系3对胰脂肪酶的抑制率最高,反应体系

3次于反应体系1。这表明两种中药单体化合物对胰

脂肪酶的抑制作用主要是通过其与酶的相互作用,从
而阻碍酶对底物的分解作用,属于非竞争性抑制

作用。
 

3 结论

  本研究改良了文献[17]报道的胰脂肪酶抑制活

性测试方法,测定了6种常见中药单体的脂肪酶抑制

活性,结果表明姜黄素和熊果酸具有显著胰脂肪酶抑

制作用,其作用机理属于非竞争性抑制,齐墩果酸和

双氢杨梅素也有一定抑制作用,其余单体及姜黄素分

解产物均无明显抑制作用。由于姜黄素和熊果酸广

泛存在于广西中草药且含量高,是两种具有开发前景

的脂肪酶抑制剂。本研究为广西中草药、功能食品开

发及扶贫工作提供了重要的科学数据,具有较大的应

用价值。
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Abstract:
 

The
 

effective
 

components
 

of
 

traditional
 

Chinese
 

medicine
 

with
 

pancreatic
 

lipase
 

inhibitory
 

activity
 

were
 

screened,and
 

the
 

mechanism
 

of
 

action
 

was
 

clarified
 

and
 

confirmed.Six
 

kinds
 

of
 

traditional
 

Chinese
 

med-
icine

 

monomer
 

compounds
 

(ursolic
 

acid,oleanolic
 

acid,curcumin,rhein,mangiferin
 

and
 

dihydromyricetin)
 

with
 

weight
 

loss
 

and
 

lipid􀆼lowering
 

effects
 

reported
 

in
 

the
 

literature
 

were
 

selected
 

as
 

objects,and
 

the
 

com-
mercially

 

available
 

weight􀆼loss
 

drug
 

orlistat
 

was
 

been
 

selected
 

as
 

positive
 

control,the
 

inhibition
 

rate
 

of
 

pan-
creatic

 

lipase
 

was
 

determined
 

by
 

measuring
 

the
 

absorbance
 

of
 

the
 

reaction
 

system
 

at
 

405
 

nm
 

by
 

the
 

p􀆼nitro-
phenol

 

method.At
 

the
 

same
 

time,the
 

inhibition
 

rate
 

of
 

pancreatic
 

lipase
 

was
 

determined
 

by
 

the
 

three
 

major
 

decomposition
 

products
 

of
 

curcumin
 

(trans􀆼ferulic
 

acid,vanillic
 

acid,vanillin).The
 

half􀆼inhibitory
 

concentra-
tion

 

(IC50)
 

of
 

orlistat,curcumin
 

and
 

ursolic
 

acid
 

was
 

0.95
 

μmol/L,27
 

μmol/L
 

and
 

100
 

μmol/L,respectively.
The

 

inhibition
 

mechanisms
 

of
 

curcumin
 

and
 

ursolic
 

acidare
 

were
 

mainly
 

through
 

the
 

interaction
 

of
 

inhibitors
 

and
 

enzymes,blocking
 

the
 

action
 

of
 

enzymes
 

and
 

substrate,which
 

was
 

non􀆼competitive
 

inhibition.The
 

maxi-
mum

 

inhibition
 

rates
 

of
 

oleanolic
 

acid
 

and
 

dihydromyricetin
 

were
 

(27.45±0.04)
 

%
 

and
 

23.76%,and
 

the
 

maximum
 

inhibition
 

rates
 

of
 

other
 

samples
 

were
 

all
 

less
 

than
 

10%.Curcumin
 

and
 

ursolic
 

acid
 

had
 

significant
 

inhibition
 

of
 

pancreatic
 

lipase.The
 

mechanism
 

of
 

inhibition
 

was
 

non􀆼competitive
 

inhibition.Oleanolic
 

acid
 

and
 

dihydromyricetin
 

had
 

certain
 

lipase
 

inhibition
 

effects,and
 

the
 

other
 

monomers
 

and
 

curcumin
 

decomposition
 

products
 

had
 

no
 

obvious
 

lipase
 

inhibition.
Key

 

words:ursolic
 

acid,curcumin,lipase,orlistat,p􀆼nitrophenol
 

method,half􀆼inhibitory
 

concentration
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