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摘　要：为促进白酒酿造副产物黄水的高值化利用，本研究以黄水为原料，以黄水粗多糖（crude Huangshui
polysaccharide，cHSP）得率为评价指标，结合单因素实验和响应面法优化 cHSP的醇沉工艺。在此基础上，采用

酶法脱蛋白制备黄水多糖（Huangshui polysaccharide，HSP），并评价其体外抗氧化及降血糖活性，进一步通过酶

动力学分析 HSP对 α-淀粉酶的抑制机制。结果表明，cHSP的最佳醇沉工艺为：温度 5.8 ℃、时间 14.3 h、乙醇体

积比 1:5，在此条件下 cHSP得率为 7.36±0.03 mg/mL。体外活性研究表明，HSP对 ABTS+、DPPH及羟基自由基

的清除能力较强，其 IC50 值分别为 3.38、1.53和 3.36 mg/mL；同时，HSP对 α-葡萄糖苷酶、胰淀粉酶和 α-淀粉酶

的 IC50 值分别为 3.75、2.40和 2.08 mg/mL，表明其具有潜在的降血糖功效。酶动力学分析表明：HSP对 α-淀粉酶

的抑制类型为混合型抑制，抑制常数（KI）为 4.21 mg/mL，低于酶-底物复合物抑制常数（KIS=8.62 mg/mL），说

明 HSP对游离酶的结合能力更强。本研究结果表明，黄水多糖具有一定的抗氧化活性和较好的 α-淀粉酶抑制能

力，在天然抗氧化剂和降血糖功能食品开发中具有潜在的应用价值。
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Abstract：To promote the high-value utilization of Huangshui, a byproduct of Baijiu brewing, Huangshui was used as the
raw  material,  and  the  yield  of  crude Huangshui  polysaccharide  (cHSP)  was  used  as  the  evaluation  index.  The  isolation
process  of  cHSP was  optimized  using  single-factor  experiments  combined  with  response  surface  methods.  Subsequently,
enzymatic deproteinization was employed to prepare Huangshui polysaccharide (HSP), followed by in vitro evaluation of
antioxidant and hypoglycemic activities. Furthermore, the inhibition mechanism of HSP on α-amylase was analyzed using  
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enzyme  kinetics.  The  results  showed  that  the  optimal  ethanol  precipitation  conditions  for  cHSP  were  as  follows:
temperature  of  5.8 ℃,  time  of  14.3  h,  and  ethanol  volume  ratio  of  1:5.  Under  these  conditions,  the  cHSP  was  7.36±
0.03 mg/mL. Activity studies in vitro indicated that HSP exhibited strong scavenging capacity against ABTS+, DPPH, and
hydroxyl radicals, with IC50 values of 3.38, 1.53, and 3.36 mg/mL, respectively. Meanwhile, the IC50 values of HSP against
α-glucosidase,  pancreatic  amylase,  and α-amylase  were  3.75,  2.40,  and  2.08  mg/mL,  respectively,  indicating  a  potential
hypoglycemic  effect.  Enzyme  kinetic  analysis  showed  that  the  inhibitory  effect  of  HSP  on  α-amylase  was  mixed.  The
inhibition constant (KI) was 4.21 mg/mL, which was lower than the inhibition constant for the enzyme-substrate complex
(KIS=8.62  mg/mL).  This  results  suggest  that  HSP  has  a  stronger  affinity  for  free  α-amylase.  The  findings  indicate  that
Huangshui polysaccharide have certain antioxidant activity and excellent α-amylase inhibitory capacity, highlighting their
potential applications in the development of natural antioxidants and functional foods for hypoglycemia.

Key words：Huangshui；polysaccharide；response surface optimization；antioxidant；hypoglycemic；enzyme kinetics

黄水（又称黄浆水）是我国传统白酒酿造过程中

产生的一种特有副产物，主要由发酵浆水、代谢产物

以及微生物菌体沉积于窖池底部形成的一种棕黄

色、黏稠液体[1]。研究表明，黄水中含有丰富的乙醇、

酸类、醇类、酯类等挥发性成分，以及糖类、氨基酸、

腐殖质、酵母自溶物等营养物质[2−3]。黄水产量较大，

据统计，每生产 1 t固态法白酒会产生 0.3~0.4 t黄水，

其资源化利用已成为白酒行业关注的焦点之一[4−5]。

目前，黄水的资源化利用方式主要有串蒸回收风味成

分、有机酸提取、生产调味酒[6]、制备酯化液[7−8]、培

养人工老窖[9] 以及生产单细胞蛋白[10] 等，然而上述

方式普遍存在资源化利用率低、附加值不高等问题。

多糖是一类具有多种生物活性的天然大分子，

具有抗炎、免疫调节、调节肠道微生菌群等多种生理

功效[11−13]，且因其具有低细胞毒性和安全性而受到广

泛关注[14]。近年来研究发现，黄水中不仅含有风味成

分，还含有丰富的肽类、多糖等功能性成分[4]。廖勤

俭等[15] 从黄水中筛选出具有潜在的血管紧张素转换

酶（angiotensin-converting enzyme，ACE）抑制肽。此

外，对黄水多糖也有相关研究报道，裴文豪等[16] 对五

粮液白酒酿造过程产生的黄水多糖进行研究，发现

其具有被肠道微生物降解利用的潜在益生活性；Li
等[17] 研究发现，黄水多糖对肠道菌群及代谢产物具

有调节作用；Huo等[18−19] 发现黄水多糖具有显著的

免疫调节特性及肠道屏障保护作用。然而，当前对黄

水多糖的研究主要集中在免疫调节及益生活性等方

面，而对其高效醇沉分离工艺及抗氧化、降血糖生物

活性仍有待深入研究。

本研究以浓香型白酒酿造副产物黄水为研究对

象，以黄水粗多糖 cHSP得率为评价指标，通过单因

素实验结合响应面法优化 cHSP的醇沉工艺，并对其

除杂精制以制备 HSP。在此基础上，系统评价 HSP
的体外抗氧化能力及其对 α-葡萄糖苷酶、胰淀粉酶

和 α-淀粉酶的抑制活性，研究其潜在的降血糖功

能。研究结果可为黄水多糖的高效提取及高值化利

用提供理论支撑。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

黄水　取自白酒酿造教学基地浓香型白酒酿造

窖池；考马斯亮蓝、牛血清白蛋白（BSA）、1,1-二苯

基-2-三硝基苯肼（DPPH）、L-抗坏血酸（VC）、咔唑、

半乳糖醛酸、水杨酸　上海麦克林生化科技股份有

限公司；透析袋（MD55，8000~14000 Da）、总抗氧化

能力 （T-AOC）检测试剂盒、 α-葡萄糖苷酶 （ 25
U/mg）、对硝基苯基-α-D-吡喃葡萄糖苷（PNPG）　上

海源叶生物科技有限公司 ；酸性蛋白酶 （ 1.5×
105 U/mL）、木瓜蛋白酶（6.0×105 U/g）　宁夏夏盛实

业集团有限公司；α-淀粉酶（30 U/mg）　合肥博美生

物科技有限公司；胰淀粉酶（25 U/mg）　伊势久（江

苏连云港）生物科技有限责任公司；阿卡波糖　上海

阿拉丁生化科技有限公司。

3100型酶标仪　上海闪谱生物科技有限公司；

LGJ-10C冷冻干燥机　四环科仪科技发展河北有限

责任公司；UV-6100紫外可见分光光度计　上海元

析仪器有限公司；H1850R冷冻离心机　湖南湘仪实

验室仪器开发有限公司；RE-2000A旋转蒸发仪　上

海亚荣生化仪器厂。

 1.2　实验方法

 1.2.1   样品预处理　参考 Wang等[20] 的方法，略作

修改。取一定量黄水用纱布过滤，滤液于 4 ℃ 静置

24 h，以 6000 r/min离心 15 min，收集上清液。使

用旋转蒸发仪将上清液浓缩至原体积的 1/3，按与

黄水浓缩液 1:1000的体积比加入酸性蛋白酶 [21]，

45 ℃ 酶解 3 h后，沸水浴 10 min灭酶处理，冷却后

6000 r/min离心 15 min，取上清液备用。

 1.2.2   cHSP醇沉工艺　参考 Wang等[20] 的方法，略

作修改。准确量取预处理后的黄水浓缩液 50 mL，在
一定温度下加入无水乙醇，充分混匀后，静置一定时

间，6000 r/min离心 20 min，收集沉淀物；用 80%（v/v）
乙醇洗涤沉淀物 3次，自然挥发去除乙醇，用少量去

离子水溶解沉淀物，冷冻干燥后得 cHSP。cHSP得

率按公式（1）计算。

W(mg/mL) =
m

150
式（1）

式中：W为 cHSP的得率，mg/mL；m为 cHSP
的质量，mg；150为浓缩前的黄水体积。

 1.2.3   单因素实验　参考沈赤[22] 的方法，结合前期
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预实验结果，将乙醇体积比（预处理后的黄水浓缩液

体积:无水乙醇体积）1:5、醇沉温度 6 ℃、醇沉时间

13 h作为基本反应条件，以 cHSP得率为评价指标，

选择醇沉温度（3、6、9、12、15 ℃）、醇沉时间（7、
10、13、16、19  h）、乙醇体积比（1:2、1:3、1:4、
1:5、1:6）进行单因素实验。

 1.2.4   响应面优化试验　在单因素实验的基础上，利

用 Design-Expert 8.0.6软件中 Box-Behnken模型设

计三因素三水平试验，因素和水平见表 1。
  

表 1    响应面试验设计因素与水平
Table 1    Factors and levels of response surface

experimental design

水平
因素

A醇沉温度（℃） B醇沉时间（h） C乙醇体积比（v/v）

−1 3 10 1:4

0 6 13 1:5

1 9 16 1:6
 

 1.2.5   cHSP的精制及组分分析　参考曹建昌等[23]

方法，并稍作修改。称取条件优化后提取的 cHSP
100 mg，溶于 10 mL去离子水中，加入 0.1 mL 600 U/
mL的木瓜蛋白酶溶液[24]，55 ℃ 酶解 3 h后，沸水浴

10 min灭酶处理，冷却后 6000 r/min离心 15 min，
收集上清液转入截留分子量为 8000~14000 Da的透

析袋中，去离子水透析 48 h，每隔 6 h更换一次去

离子水。透析结束后，将透析袋内溶液旋蒸浓缩至

10 mL，加无水乙醇 50 mL混匀，4 ℃ 静置 14.0 h后，

6000 r/min离心 20 min以收集沉淀物，用 80%（v/v）
乙醇洗涤沉淀物 3次，自然挥发去除乙醇，并用少量

去离子水溶解，冷冻干燥得黄水多糖 HSP。
HSP中总糖含量的测定参考 Chen等[25] 方法，

以葡萄糖为标准品建立标准曲线方程 y=12.761x−
0.0122（R2=0.998）；蛋白质含量的测定参考唐敏等[26]

方法，以牛血清白蛋白为标准品建立标准曲线方程

y=5.3543x−0.0125（R2=0.992）；糖醛酸含量的测定参

考 Zhao等[27] 方法，以半乳糖醛酸为标准品建立标准

曲线方程 y=10.633x−0.0083（R2=0.993）；多酚含量的

测定参考 Molole等[28] 方法，以没食子酸为标准品建

立标准曲线方程 y=0.01255x+5.54881（R2=0.998）。

 1.2.6   HSP的体外抗氧化活性分析

 1.2.6.1   ABTS+自由基清除能力测定　取 HSP溶液

（浓度分别为 0.5、1.0、2.5、5.0、10.0、20.0 mg/mL）
7 μL与 ABTS工作液 280 μL均匀混合，于室温下避

光反应 6 min，用酶标仪测定 734 nm处吸光值。以

VC 为阳性对照。按公式（2）计算 ABTS+自由基清

除率。

ABTS+
自由基清除率(%) =

A0 −A1

A0

×100 式（2）

式中：A0 表示去离子水与 ABTS工作液组的吸

光度值；A1 表示样品与 ABTS工作液组的吸光度值。

 1.2.6.2   DPPH自由基清除能力测定　参考任蕊蕊

等[29] 的方法并稍作修改。取 HSP溶液（浓度分别为

0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0、3.5  mg/mL）100  μL与

0.2 mol/L的 DPPH溶液 100 μL均匀混合，于室温

下避光反应 30 min，用酶标仪测定 517 nm处吸光

值。以 VC 为阳性对照。按公式（3）计算 DPPH自由

基清除率。

DPPH自由基清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

式（3）
式中：A1 表示样品溶液与 DPPH溶液混合后所

测的吸光度值；A2 表示样品溶液与无水乙醇混合后

所测的吸光度值；A0 表示去离子水与 DPPH溶液混

合后所测的吸光度值。

 1.2.6.3   羟基自由基清除能力测定　取 HSP溶液

（浓度分别为 0.5、1.0、2.5、5.0、10.0、20.0 mg/mL）

2 mL，依次与9 mmol/L的FeSO4 溶液2 mL、8.8 mmol/

L的过氧化氢溶液 2 mL、9 mmol/L的水杨酸溶液

2 mL均匀混合，37 ℃ 反应 30 min，测定 510 nm处

吸光值。以 VC 为阳性对照。按公式（4）计算羟基自

由基清除率。

羟基自由基清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

式（4）
式中：A1 表示样品溶液、FeSO4 溶液、过氧化氢

溶液及水杨酸溶液混合后所测的吸光度值；A2 表示

去离子水代替过氧化氢溶液所测的吸光度值；A0 表

示去离子水代替样品溶液所测的吸光度值。

 1.2.7   HSP的体外降血糖活性分析

 1.2.7.1   α-葡萄糖苷酶抑制活性测定　参考林杉

等 [30] 的方法并稍作修改。利用 pH6.8、0.1  mol/L

的 PBS缓冲液分别配制不同浓度的 HSP溶液、

1 U/mL的 α-葡萄糖苷酶溶液及 8 mmol/L的 PNPG

溶液。取 HSP溶液（浓度分别为 1.0、2.0、5.0、10.0、

20.0 mg/mL）50 μL与 α-葡萄糖苷酶溶液 70 μL混

合均匀，37 ℃ 孵育 10 min，再加入 PNPG溶液 50 μL

振荡混匀，37 ℃ 反应 30 min，最后加入 1 mol/L的

Na2CO3 溶液 50 μL终止反应，用酶标仪测定 405 nm

处吸光值。以阿卡波糖为阳性对照。α-葡萄糖苷酶

抑制率按公式（5）计算。

α-葡萄糖苷酶抑制率(%) =
(
1− A1 −A2

A0 −A3

)
×100

式（5）
式中：A1 表示上述样品组所测的吸光度值；A2

表示缓冲液代替 α-葡萄糖苷酶所测的吸光度值；A0

表示缓冲液代替样品所测的吸光度值；A3 表示缓冲

液分别代替样品和 α-葡萄糖苷酶所测的吸光度值。

 1.2.7.2   α-淀粉酶抑制活性测定　参照李志鹏等[31]
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的方法并稍作修改。取 HSP溶液（浓度分别为 0.5、
1.0、2.5、5.0、10.0 mg/mL）100 μL与 2 U/mL的 α-
淀粉酶溶液 100 μL、pH 6.8的 PBS缓冲液 100 μL
混合均匀，37 ℃ 孵育 10 min，再加入 10 mg/mL的

淀粉溶液 200 μL并振荡混匀，37 ℃ 反应 15 min，最
后加入 DNS试剂 500 μL并沸水浴 15 min，冷却至

室温后，测定 540 nm处吸光值。以阿卡波糖为阳性

对照。按公式（6）计算 α-淀粉酶抑制率。

α-淀粉酶抑制率(%) =
(
1− A1 −A2

A0 −A3

)
×100 式（6）

式中：A1 表示上述样品组所测的吸光度值；

A2 表示缓冲液代替 α-淀粉酶所测的吸光度值；A0 表

示缓冲液代替样品所测的吸光度值；A3 表示缓冲液

分别代替样品和 α-淀粉酶所测的吸光度值。

 1.2.7.3   胰淀粉酶抑制活性测定　HSP对胰淀粉酶

抑制率的测定参照 1.2.7.2进行，胰淀粉酶代替 α-淀
粉酶，所用胰淀粉酶为 4 U/mL。

 1.2.8   HSP对 α-淀粉酶抑制的可逆性分析　参照

1.2.7.2方法，固定底物可溶性淀粉浓度为 15.0 mg/
mL、α-淀粉酶为 2.0 U/mL。在 1000 μL反应体系

中，分别加入 100 μL不同浓度的 HSP溶液（0、2.5、
5.0、 10.0  mg/mL） ，在不同加酶量 （ 25、 50、 75、
100 μL）条件下，测定 540 nm处的吸光值，记为 A1；

以缓冲液代替 α-淀粉酶溶液的吸光度值，记为 A2。

按公式（7）计算不同 HSP浓度、不同加酶量条件下

的反应速率，作酶反应速率与加酶量的关系曲线图。

反应速率(∆A/min) =
A1 −A2

T 式（7）

式中：A1、A2 表示上述加样后所测的吸光度值；

T表示反应时间，min。

 1.2.9   HSP对 α-淀粉酶的抑制类型分析及动力学常

数计算　参照 Dhital等[32] 的方法，稍作修改。固定

α-淀粉酶加酶量为 100 μL，取 100 μL不同浓度 HSP
溶液（0、2.5、5.0、10.0、20.0 mg/mL）作为抑制剂，按

照公式（7）测定不同淀粉浓度（1.0、2.0、5.0、10.0 mg/
mL）条件下的酶促反应速率。以底物浓度的倒数（1/
[S]）为横坐标，以反应速率的倒数（1/V）为纵坐标，绘

制 Lineweaver-Burk双倒数曲线图。以 Lineweaver-
Burk双倒数曲线图中各曲线的斜率和纵轴截距分别

对 HSP浓度进行二次作图，利用式（8）、式（9）分别计

算抑制常数 KI 及酶-底物络合物抑制常数 KIS。

斜率 =
Km

Vmax

+
Km

Vmax

· 1
KI

· [I] 式（8）

Y轴截距 = 1
Vmax

+
1

Vmax

· 1
KIS

· [I] 式（9）

式中：Vmax 表示最大反应速率，ΔA/min；Km 表

示米氏常数，mg/mL；[I]表示抑制剂浓度，mg/mL；
KI 表示抑制常数，mg/mL；KIS 表示酶-底物络合物抑

制常数，mg/mL。

 1.3　数据处理

所有实验均重复 3次，使用 OriginPro 2021软

件作图，采用 Design-Expert 8.0.6软件进行响应面试

验设计及分析，采用 SPSS Statistics 27软件进行不同

处理组间的显著性分析，P<0.05为差异显著性水平。

 2　结果与分析

 2.1　单因素实验结果

由图 1（A）可知，cHSP得率随醇沉温度的升

高呈先上升后下降趋势，在 6 ℃ 时最高，为 7.34±
0.1 mg/mL，显著高于 3 ℃ 和 9 ℃ 处理组（P<0.05）。
此后随着醇沉温度进一步升高，cHSP得率逐渐降

低，这可能是由于高温增加了 cHSP在醇-水体系中

的溶解性，导致其析出量减少[33]。因此选择 6 ℃ 为

较适宜的醇沉温度。
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图 1    醇沉温度（A）、醇沉时间（B）和乙醇体积比（C）
对 cHSP得率的影响

Fig.1    Effects of precipitation temperature (A), precipitation
time (B) and ethanol volume ratio (C) on the yield of cHSP

注：不同字母（a~e）表示同一物质不同浓度的处理组间具有显
著性差异（P<0.05）。
 

由图 1（B）可知，cHSP得率随醇沉时间的延长
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呈逐渐上升趋势。在 7~13 h范围内，cHSP得率随醇

沉时间延长持续增加，13 h后得率增加趋于平缓，与

16 h处理组相比无显著差异（P>0.05），说明此时多糖

沉淀已基本完成；继续增加醇沉时间可能会导致多糖

通过非特异性吸附结合色素、蛋白质等杂质，影响多

糖纯度[34]。因此，选择 13 h为较适宜的醇沉时间。

由图 1（C）可知，cHSP得率随着乙醇体积比

的增加亦呈先升高后降低趋势，在 1:5时最高，达

7.34±0.14 mg/mL，显著高于 1:6处理组（P<0.05）。
该结果与陈玉鹏等[35] 报道的枸杞果渣粗多糖提取工

艺中最佳醇沉酒精度（80%vol）基本一致。这可能是

由于随着乙醇体积比增加，混合溶剂的介电常数下

降，多糖溶解度降低，有利于沉淀析出；但过高的乙醇

体积比会增大体系总体积，导致多糖浓度降低，反而

使醇沉效率降低[36]。

 2.2　响应面试验结果

 2.2.1   试验设计与结果　使用 Box-Behnken模型对

醇沉温度（A）、醇沉时间（B）、乙醇体积比（C）进行三

因素三水平试验设计，结果如表 2所示。
 
 

表 2    响应面试验设计与结果
Table 2    Design and results of response surface experiments

实验号
A醇沉温度

（℃）
B醇沉时间

（h）
C乙醇体积比

（v/v）
cHSP得率
（mg/mL）

1 3.00 10.00 1:5 6.42

2 9.00 10.00 1:5 6.26

3 3.00 16.00 1:5 7.03

4 9.00 16.00 1:5 6.93

5 3.00 13.00 1:4 6.84

6 9.00 13.00 1:4 6.79

7 3.00 13.00 1:6 6.98

8 9.00 13.00 1:6 6.83

9 6.00 10.00 1:4 6.52

10 6.00 16.00 1:4 7.12

11 6.00 10.00 1:6 6.52

12 6.00 16.00 1:6 7.18

13 6.00 13.00 1:5 7.33

14 6.00 13.00 1:5 7.42

15 6.00 13.00 1:5 7.38

16 6.00 13.00 1:5 7.31

17 6.00 13.00 1:5 7.35
 

采用 Design-Expert 8.0.6软件对表 2的响应面

试验结果进行多元二次多项式回归拟合，得到

cHSP得率与醇沉温度（A）、醇沉时间（B）、乙醇体积

比（C）的线性回归方程模型为 Y=7.36−0.057A+
0.32B+0.030C+0.015AB−0.025AC+0.015BC−0.34A2−
0.36B2−0.16C2。

对表 2中的数据进行方差分析，结果如表 3所

示。该模型的 F 值为 166.87，P<0.0001，表明模型极

显著；失拟项 F 值为 0.41，P 值为 0.7551>0.05，失拟

不显著，表明所建立的回归模型拟合度良好。决定系

数 R2=0.9954，校正系数 RAdj
2=0.9894，说明该模型的

相关度和精确度高，有 98.94%的响应值变化可用于

cHSP得率的分析[37]。模型中一次项 A、B及二次

项 A2、B2、C2 对 cHSP得率影响极显著（P<0.01），
AB、AC、BC之间的交互作用对 cHSP得率影响不

显著（P>0.05），由 F 值可知，各因素对 cHSP得率的

影响程度为 B（醇沉时间）>A（醇沉温度）>C（乙醇体

积比）。
 
 

表 3    回归模型方差分析
Table 3    Analysis of variance for regression models

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 2.1 9 0.23 166.87 <0.0001 **
A 0.026 1 0.026 18.93 0.0034 **
B 0.81 1 0.81 577.21 <0.0001 **
C 0.0072 1 0.0072 5.15 0.0575
AB 0.0009 1 0.0009 0.64 0.4486
AC 0.0025 1 0.0025 1.79 0.2228
BC 0.0009 1 0.0009 0.64 0.4486
A2 0.48 1 0.48 341.24 < 0.0001 **
B2 0.55 1 0.55 393.83 < 0.0001 **
C2 0.11 1 0.11 78.6 < 0.0001 **

残差 0.00983 7 0.0014
失拟项 0.0023 3 0.0008 0.41 0.7551
纯误差 0.0075 4 0.0019
总差 2.11 16

R2 0.9954
R2

Adj 0.9894

注：*P<0.05，表示差异显著；**P<0.01，表示差异极显著。
 

 2.2.2   验证试验　利用 Design-Expert  8.0.6预测

cHSP的最佳分离工艺为：醇沉温度 5.76 ℃，醇沉时

间 14.32 h，乙醇体积比 1:5.12，该条件下 cHSP得率

预测值为 7.43 mg/mL。考虑操作的简便及实际应

用，将分离条件调整为：醇沉温度 5.8 ℃，醇沉时间

14.3 h，乙醇体积比 1:5，在此条件下重复 3次实验，

cHSP实际得率为 7.36±0.03 mg/mL，与预测值接近，

明显高于文献 [38]利用醇沉法提取 cHSP的得率

（4.1 mg/mL）。

 2.3　HSP的组成成分

经测定，HSP中总糖含量为 87.14%±1.06%，蛋

白质含量为 6.38%±0.58%，糖醛酸含量为 4.03%±

0.73%，稍低于白酒丢糟中的糖醛酸含量（5.12%±

0.34%）[39]，这可能与其浸出程度及黄水的酸性环境

引起的糖醛酸及其多糖链的溶解度下降有关。此外，

HSP中还含有 3.63%±0.21%的多酚，这可能与多酚

和多糖相似的溶解特性及两者之间的分子间相互作

用引发的共沉淀有关[40]。

 2.4　HSP的体外抗氧化活性分析

由图 2（A）可知，在实验浓度范围内，HSP对

ABTS+自由基的清除能力随浓度升高而增强，IC50

值为 3.38 mg/mL。在质量浓度达到 20 mg/mL时，

HSP处理组的 ABTS+自由基清除率显著低于相同

浓度的 Vc处理组（P<0.05），表明 HSP具有一定的
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ABTS+自由基清除活性，但弱于 VC 组。
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图 2    HSP对 ABTS+（A）、DPPH（B）及羟基自由基（C）的
清除率

Fig.2    Scavenging efficiency of HSP on ABTS+ (A), DPPH (B),
and hydroxyl radical (C)

注：不同小写字母（a~e）表示同一物质不同浓度的处理组间具
有显著性差异（P<0.05），不同大写字母（A~B）表示同一浓度
不同物质的处理组间具有显著性差异（P<0.05）；图 3同。
 

由图 2（B）可知，在浓度范围为 0.5~3.5 mg/mL
时，HSP对 DPPH自由基的清除率随浓度升高而

增强，IC50 值为 1.53 mg/mL。当 HSP质量浓度为

3.5  mg/mL时 ，其对 DPPH自由基的清除率达

92.76%±4.11%，与同浓度 VC 组相比无显著差异

（P>0.05），远高于文献 [38]报道的 4.1 mg/mL黄水

粗多糖的 DPPH自由基清除率 （ 18.1%） ，说明

HSP具有较好的 DPPH自由基清除活性。

由图 2（C）可知，HSP对羟基自由基的清除能力

亦表现出浓度依赖性，IC50 值为 3.36  mg/mL。在

0.5~5 mg/mL浓度范围内，HSP的羟基自由基清除

率增速较快，但当浓度超过 5 mg/mL后，其增速趋缓，

推测可能与 HSP分子聚集形成的空间位阻有关[41]。

在浓度为 20 mg/mL时，HSP的羟基自由基清除率为

71.9%±3.56%，低于 Xu等[42] 报道的 3 mg/mL cHSP
的羟基自由基清除率（接近 80%），且显著低于同浓

度的 VC 处理组（P<0.05），表明 HSP具备一定的羟

基自由基清除能力，但整体较弱。

在浓香型白酒酿造过程中，黄水与酒糟在固态

发酵阶段长期共存，因此二者所含多糖成分在来源

及结构上具有一定相似性。黎莲等[39] 研究表明，白

酒丢糟多糖在浓度为 2 mg/mL时，对 DPPH、ABTS+

及羟基自由基的清除率分别为 29.16%±0.01%、

19.99%±0.01%和 31.63%±0.01%，该结果与本研究

中黄水多糖在相同浓度下的抗氧化趋势基本一致。

多糖的抗氧化性能不仅取决于其结构特征，还与其所

结合的生物活性成分有关。颜金鑫等[43] 从高粱皮中

提取的阿拉伯木聚糖表现出较高的 ABTS+及 DPPH
自由基清除能力，分析其抗氧化能力与阿拉伯木聚糖

及其结合的花青素有关。浓香型白酒以高粱为主要

酿酒原料，在固态发酵过程中，高粱皮中的阿拉伯木

聚糖可部分溶出并进入黄水，因此黄水多糖的抗氧化

活性，与其可能含有结构与功能类似的阿拉伯木聚糖

有关。

 2.5　HSP的体外降血糖活性分析

由图 3（A）可知，在实验浓度范围（1~20 mg/mL）
内，HSP的质量浓度与 α-葡萄糖苷酶抑制活性呈正

相关。当 HSP浓度为 5 mg/mL时，其对 α-葡萄糖苷

酶的抑制率为 48.29%±3.12%，当浓度增至 20 mg/
mL时，抑制率达到 70.98%±0.83%。经计算，HSP对

α-葡萄糖苷酶的 IC50 值为 3.75 mg/mL，表明其具有

一定的 α-葡萄糖苷酶抑制活性。

由图 3（B）可知，在实验浓度范围（0.5~10 mg/
mL）内，HSP对 α-淀粉酶的抑制效果呈浓度依赖性，

IC50 值为 2.08  mg/mL。当 HSP浓度为 10  mg/mL
时，其对 α-淀粉酶的抑制率为 88.5%±1.17%，与同浓

度阿卡波糖处理组相比无显著差异（P>0.05），表明其

具有较强的 α-淀粉酶抑制活性。

由图 3（C）可知，HSP对胰淀粉酶活性的抑制能

力与 α-淀粉酶相似，IC50 值为 2.40 mg/mL。当 HSP
浓度为 10  mg/mL时，其对胰淀粉酶的抑制率达

88.67%±3.14%，与同浓度阿卡波糖处理组相比无显

著差异（P>0.05），说明其具有较强的胰淀粉酶抑制

活性。

餐后高血糖是 2型糖尿病发病的主要因素之

一，抑制 α-淀粉酶、α-葡萄糖苷酶活性可以延迟葡萄

糖在肠道中的吸收，从而降低餐后血糖水平[44−45]。本

研究结果显示，HSP对 α-葡萄糖苷酶、胰淀粉酶和

α-淀粉酶均有抑制作用，这一活性可能与黄水中富含

源于酿酒酵母细胞壁的水溶性 β-葡聚糖有关。研究

表明，酵母源 β-葡聚糖具有调节糖代谢相关酶活性

的潜力，李赛芬等[46] 研究表明，从酿酒酵母细胞壁

中提取的水溶性酵母 β-葡聚糖对 α-淀粉酶、α-葡萄

糖苷酶具有抑制作用，在质量浓度为 5.0 mg/mL时，
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对 α-葡萄糖苷酶抑制率达到 45.83%，在质量浓度为

1.0 mg/mL时，对 α-淀粉酶抑制率达到 65.45%，该结

果与本实验中 HSP的抑制作用基本一致。

 2.6　HSP对 α-淀粉酶抑制的可逆性分析

α-淀粉酶是调控餐后血糖上升的关键消化酶，抑

制其活性可有效延缓碳水化合物的分解与葡萄糖的

吸收，从而发挥降血糖作用。通过固定底物可溶性淀

粉溶液的浓度及用量，改变 α-淀粉酶的添加量，测定

不同质量浓度 HSP对 α-淀粉酶反应速率的影响，结

果如图 4所示。

由图 4可知，在相同 HSP质量浓度下，酶促反

应速率随 α-淀粉酶添加量的增加而升高。在不同

HSP质量浓度下，酶促反应速率与 α-淀粉酶添加量

的线性拟合曲线均基本通过原点，且曲线斜率随

HSP质量浓度的升高而降低。说明 HSP并非通过

降低体系中的有效酶量抑制酶活，而是通过非共价键

（疏水相互作用、氢键等）与 α-淀粉酶相互作用，导致

酶活力降低。由此表明，HSP对 α-淀粉酶的抑制作

用方式为可逆抑制。

 2.7　HSP对 α-淀粉酶的抑制类型分析及动力学常数

计算

以底物浓度的倒数（1/[S]）为横坐标，酶促反应

速率的倒数（1/V）为纵坐标，绘制不同质量浓度

HSP条件下的 Lineweaver-Burk双倒数曲线，结果如
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图 3    HSP对 α-葡萄糖苷酶（A）、α-淀粉酶（B）及胰淀粉酶
（C）的抑制活性

Fig.3    Inhibitory activity of HSP on α-glucosidase (A),
α-amylase (B), and pancreatic amylase (C)
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Fig.4    Effect of varying concentrations of HSP on the reaction
rate of α-amylase
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图 5    HSP对 α-淀粉酶的抑制动力学

Fig.5    Inhibitory kinetics of HSP on α-amylase
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图 5（A）所示，相应拟合曲线的回归方程及相关参数

见表 4。
 
 

表 4    HSP对 α-淀粉酶的抑制动力学参数
Table 4    Inhibitory kinetic parameters of HSP on α-amylase

HSP浓度
（mg/mL）

回归方程 R2 Km（mg/mL）
Vmax

（ΔA/min）
0 y=6.65x+1.55 0.9879 4.29 0.65
2.5 y=11.91x+2.23 0.9999 5.34 0.45
5 y=17.96x+3.07 0.9962 5.85 0.33
10 y=29.53x+4.37 0.9982 6.76 0.23
20 y=44.06x+5.85 0.9946 7.53 0.17

 

如图 5（A）所示，各拟合曲线相交于第二象限，且

随着 HSP质量浓度的增加，其对应曲线的斜率

（Km/Vmax）逐渐增大，纵轴截距（1/Vmax）也相应升高；

由表 4可知，随着 HSP质量浓度的增大，米氏常数

Km 值由 4.29 mg/mL增至 7.53 mg/mL，最大反应速

率 Vmax 值由 0.65 ΔA/min降至 0.17 ΔA/min，表明

其抑制动力学特点符合竞争性与非竞争性的混合型

抑制。该结果说明 HSP既能与游离的 α-淀粉酶结

合，通过与底物竞争酶的活性中心阻碍酶-底物复合

物的形成，降低酶促反应速率；又能与酶-底物复合物

结合，形成酶-底物-抑制剂复合物，从而抑制酶促反

应进程。研究表明，青稞多糖[31]、铁皮石斛多糖[47]、

枯草芽孢杆菌胞外多糖[48] 对 α-淀粉酶的抑制作用均

属于竞争性与非竞争性的混合型抑制，与本研究结果

一致。

利用表 4中的数据，以不同 HSP质量浓度下拟

合曲线的斜率和纵轴截距分别对 HSP浓度进行二次

作图，结果如图 5（B）、图 5（C）所示。根据式（8）、式

（9）分别计算得出抑制常数（KI）为 4.21 mg/mL，酶-底
物复合物抑制常数（KIS）为 8.62 mg/mL。KI<KIS 表

明 HSP对游离 α-淀粉酶的亲和力强于对酶-底物复

合物的亲和力，进一步支持其混合型抑制机制。

 3　结论
本研究通过单因素实验结合响应面法优化了

cHSP的醇沉工艺，并系统评价 HSP的体外抗氧化

活性与降血糖功能。结果表明，HSP具有一定的自

由基清除能力，对 ABTS+、DPPH和羟基自由基的

IC50 值分别为 3.38、1.53和 3.36 mg/mL；在体外降

血糖活性方面，HSP对 α-葡萄糖苷酶、胰淀粉酶和

α-淀粉酶均表现出较好的抑制作用，其中对 α-淀粉

酶的抑制活性最强，IC50 值为 2.08 mg/mL，揭示其可

能具有调控餐后血糖的潜力。酶抑制动力学分析表

明，HSP对 α-淀粉酶的抑制作用为混合型抑制，且

HSP更易与游离酶结合，通过占据活性位点降低酶

促反应速率。

多糖的生物活性与其结构特征密切相关。本研

究初步推测，HSP的抗氧化活性可能源于其所含的

阿拉伯木聚糖，而其对 α-葡萄糖苷酶、胰淀粉酶和

α-淀粉酶的抑制作用，则可能与黄水中含有源自酿酒

酵母细胞壁的水溶性 β-葡聚糖有关。然而，本研究

仅初步分离获得 HSP，其构效关系仍需深入探讨。

后续工作将聚焦 HSP的结构解析，并在细胞水平上

探究 HSP的抗氧化与降血糖作用机制，为其作为天

然抗氧化剂及潜在功能性降血糖因子的开发提供理

论支持。
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