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一株源自海绵的-葡萄糖苷酶抑制活性菌的鉴定、培养条件优

化及活性物质的分离 
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摘要: 为从海洋微生物中获取天然 α-葡萄糖苷酶抑制活性(α-glucosidase inhibiting, α-GI)化合物, 对一

株前期研究发现具有 α-GI 活性的细菌进行鉴定和培养条件优化, 并对其代谢产物进行分离, 获取和鉴

定其活性化合物。通过形态学观察和 16S rDNA 测序鉴定活性菌株 HY95 为波茨坦短芽孢杆菌

(Brevibacillus borstelensis); 采用分析单因素和正交试验选取菌株的最佳培养条件为: 2.5%(V/V)的接种

量, 130 r/min 的摇床转速, 28℃恒温培养 60 h。经优化后的 MB 培养基中: 蛋白胨 5.00 g/L, 酵母粉 1.50 

g/L、氯化钠 9.725 g/L, pH 7.5; 以生物活性测试为导向, 用化学方法(薄层色谱、高效液相色谱)对其中

的活性组分进行分离纯化, 并经核磁共振氢谱分析确定得到一个 α-GI 活性化合为环(苯丙氨酸-酪氨酸), 

其对 α-葡萄糖苷酶的抑制率为 53.72%±4.92%。为 α-GI 活性化合物的筛选提供了一个极有开发前景的

途径和来源。  
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海洋是地球生命之源, 孕育着最丰富的生物资

源。特殊的海洋生态环境(高压、高盐、低营养、缺

氧、避光)和漫长的进化历程, 赋予海洋生物拥有相

对陆生生物不同的生理功能、代谢产物[1]。海洋中微

生物的种类繁多, 超过陆生微生物的 20 倍, 已从中

发现了众多结构特殊的活性代谢产物, 以及很多产

生特殊酶的功能基因[2-6]。另外, 由于营养成分缺乏

和生态环境条件限制, 海洋中微生物和动植物共生

的现象十分普遍[7]。海绵的种类繁多, 具有复杂的孔

状结构和滤食系统, 迄今为止从海绵中分离到种类

繁多的次级代谢产物, 是目前发现的海洋天然产物

的最大来源之一[8-11]。海绵特殊的身体结构使其是海

洋微生物的天然宿主, 海绵共附生微生物约占自身

体积的 40%, 不仅具有极高的密度, 而且拥有极高

的多样性, 在海绵体内形成非常复杂的微生态系统[8]。

在近年来的研究海绵天然产物的过程中, 越来越多

的证据表明海绵共附生的微生物是其生物活性物质

的真正来源[9-10]。 

酶抑制剂的概念首先由日本Umezawa团队在 20

世纪 60 年代初提出, 该理论认为抑制剂在微生物有

机体内和酶是共存的, 在抗生素研究的基础上开创

了酶抑制剂研究的新时代[12]。微生物能产生多种结

构新颖的低分子质量抑制剂, 对于研究酶反应机制、

分析立体构造和治疗疾病等都具有重要作用[13]。α-葡

萄糖苷酶是一类能够催化含有 α-糖苷键底物的非还

原端水解并释放葡萄糖的酶总称, 对于机体食物的

消化、糖蛋白的生物合成、多糖及糖复合物的合成

与分解代谢等生物过程起关键作用[14]。人们在饮食

中摄取碳水化合物, 在 α-葡萄糖苷酶的作用下分解

成单糖吸收入血。α-葡萄糖苷酶抑制剂(α-glucosidase 

inhibitors, α-GIs)能可逆地占据 α-葡萄糖苷酶与糖结

合位点 , 降低酶活性 , 阻滞肠道对碳水化合物的消

化和吸收, 有效地降低餐后血糖峰值, 成为 II 型糖

尿病的首选药物[14-15]。来源于微生物的先导化合物

开发而成的阿卡波糖、伏格列波糖和米格列醇等, 在
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临床上得到广泛应用[16-18]。另外, α-GIs 还可以抑制

蛋白糖基化和脂类糖基化过程, 影响细胞表面的复

合糖质的形成, 也是调整细胞代谢功能的重要分子

工具。因此, α-GIs不仅对糖尿病有重要的临床价值, 

还具有抗癌、抗病毒、免疫刺激活性和抗动脉粥样

硬化等作用, 是治疗艾滋病、恶性肿瘤、溶酶体贮积

症等的潜在良性药物[19-20]。 

前期工作已从海绵中分离出多个具有抑制 α-葡

萄糖苷酶活性的菌株[22], 本文将对一株有 α-GI 活性

的海绵共附生细菌 HY95
[21-23], 进行菌株鉴定, 发酵

条件优化, 在活性测试指导下对其粗提物进行分离

纯化, 得到有 α-GI 活性的化合物, 并利用核磁共振

波谱分析确定其结构。 

1  材料与方法 

1.1  菌株培养和粗提物提取 

菌株HY95是前期研究从 212株海绵共附生菌株(由

香港科技大学钱培元教授团队分离自美国圣璜岛海域

的海绵)中筛选出的其中一株高 α-GI活性菌株[21-23]。 

菌株培养所用培养基为 Marine Broth(MB)培养

基[23]。将保存在–80℃的 50%甘油中的菌种接入培养

基试管中活化, 25℃恒温培养 48 h后进行平板划线。

挑取单菌落接种至培养基试管中培养 24 h, 以 2.5%

的接种量接种到装有 50 mL培养基 150 mL的三角瓶

中培养 48 h, 以 2.5%接种量接种到装有 800 mL培养

基 2 L的三角瓶中, 在 28℃下 130 r/min恒温振荡培

养 4d。3 次加入等体积溶剂(95%乙酸乙酯+5%丙酮)

萃取分离, 收集上层有机相, 减压浓缩得粗提物。 

1.2  试剂与仪器 

α-葡萄糖苷酶(α-D-glucosidase, EC 3.2.1.20)和

4-硝基苯基 -α-D-吡喃葡萄糖苷 (4-Nitropheyl-α-D- 

glucopyranoside, PNPG)均购自美国 Sigma有限公司;

阿卡波糖(Acarbose, 商品名: 拜糖平)购自北京拜耳

医药保健有限公司。 

高效液相色谱仪(L-2000型, 日本 Hitachi公司);

半制备高效液相色谱仪(LC600, 美国 Labtech 公司); 

AVANCE 600核磁共振仪(德国 Bruker公司)。 

1.3  抑制 α-葡萄糖苷酶活性测试 

参照 Chapdelaine等[23-24]的方法测定 α-葡萄糖苷酶

活性, 测试在 96孔板上进行。测试孔中加入 82 μL PBS、

40 μLPNPG (10 mmol/L) 和 3 μL待测样品(16 μg/mL), 

于 37℃保温 5 min, 然后加入 25 μLα-葡萄糖苷酶溶

液, 反应 25 min后, 加入 50 μLNa2CO3中止反应, 混

匀后测定其在 405 nm波长下的 OD值。阴性或阳性

对照组分别以 3 μLDMSO(2%)或阿卡波糖(0.8 mg/mL)

代替待测样品。空白组只加 147μLPBS 和 3μL 待测

样品, 消除溶液的折光损失和样品颜色对 OD 值的

影响。以上每个样品重复 3次。 

抑制剂活力单位定义为: 在相同的条件下降低

1个酶活力单位所需的抑制剂量。α-葡萄糖苷酶活性

抑制率 IR公式计算:  

抑制率 IR(%)=
OD OD

1 100%
OD    

æ ö- ÷ç - ´÷ç ÷çè ø
 

1.4  菌种鉴定方法 

形态学特征: 将菌株HY95平板培养 2 d, 观察菌

落形态。 

扫描电镜参照谢家仪等方法进行 [23]: 取过夜培

养的菌液, 8 000 r/min 离心 5 min, 弃上清, 重复 3

次。加 2.5%戊二醛 4℃固定 2 h, 离心弃上清, 超纯

水洗 3~4次。乙醇梯度脱水(20 min/次): 50%、70%、

80%、90%各 1次, 100% 2次。用 1︰1乙酸戊酯/乙

醇置换 30 min, 纯戊酯置换 30 min。粘样, 离子溅射

金, 在扫描电镜下观察。 

16S rDNA 测序分析: 取过夜培养的菌液, 细菌

基因组 DNA 抽提试剂盒提取 DNA。16S rDNA 的

PCR 扩增参照 Moreno 等的方法[26]。对 PCR 产物进

行凝胶电泳检测, 由上海生工生物技术有限公司完

成测序。将 16S rDNA序列与 Gen-Bank比对, 获得

同源序列, 采用 MEGA5.05 软件构建系统发育树确

定该菌株的分类地位。 

1.5  菌株发酵条件优化 

单因素试验设置: 1、培养时间: 0、30 min和 4、

8、12、16、20、24、36、48、60、72 h; 2、接种量: 

1%、2.5%、5%和 7.5%(V/V); 温度: 18、23、28 和

33℃; 3、摇床转速: 80、110、130、150 和 180 r/min。

分别测定培养结束时 630 nm下的吸光度值以表征菌

株的生长状况。 

正交试验设置: 根据前期工作结果分析, 在 MB

培养基的基础上选定 pH、蛋白胨浓度、酵母粉浓度、

NaCl 浓度四个对菌株生长和活性影响较大的因素进

行正交试验。设置 4 因素 3 水平 3 重复试验, 选用

L9(3
4)正交表, 见表 1。 

 

实验 空白 

阴性对照 
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表 1  培养条件正交实验 L9(3
4)水平表 

Tab.1  Orthogonal test L9(3
4) of fermentation condition 

水平 蛋白胨(g/L) 酵母粉(g/L) NaCl(g/L) pH 

1 2.5 0.5 9.725 5.5 
2 5.0 1.0 19.45 7.5 
3 7.5 1.5 29.175 9.5 

 

1.6  菌株活性化合物的分离与鉴定 

对菌株进行规模发酵(68 L), 经处理, 获得粗提

物 4.028 g。根据活性追踪指导下的分离原理, 对粗

提物进行逐级分离, 采用的分离手段有硅胶柱分离、

ODS 减压柱分离和半制备 HPLC 分离。所用流动相

根据同步进行的薄层层析(Thin layer chromatography, 

TLC)测试结果选择。半制备 HPLC 的色谱条件为: 

C18: 0.46 cm×25 cm; MeOH/H2O=20%~60%; 流速

v=1.0 mL/min; 检测波长 210 nm; 梯度洗脱 40 min。 

分离纯化后的活性化合物, 通过核磁共振谱鉴定

结构。在600 MHz下共振测量 1H-NMR谱; 在125 MHz

下共振测量 APT谱(Attached Proton Test, 所连质子

测试实验碳谱)。 

1.7  数据处理 

本文中的单因素培养条件优化和代谢产物粗提

物分离片段的活性比较, 采用方差分析( Duncan’s新

复极差法)确定差异的显著性。 

2  结果与分析 

2.1  菌株鉴定 

菌株HY95菌落呈半球形、淡黄色, 边缘整齐, 表

面湿润光滑(图 1)。用扫描电镜观察(图 2), 菌体呈条

形短杆状。 

 

图 1  菌株 HY95的菌落照片 

Fig. 1  Photograph of strain HY95 colonies on agar dish 

 

图 2  菌 HY95的场发射扫描电子显微镜照片 

Fig. 2  Photograph of strain HY95 by Field Emission Scanning Electron Microscope (FE-SEM) 
 

通过 16S rDNA 测序, 得到 1446 个碱基序列。

进行同源性检索比较, 选取 9 株亲缘关系较近的菌

株构建系统发育树(图 3)。可以看出 HY95 与芽孢杆

菌属的波茨坦短芽孢杆菌(Brevibacillus borstelensis)

同源性很高, 有 99%以上的相似度, 所以, 鉴定菌株

HY95为波茨坦短芽孢杆菌。 

2.2  菌株培养条件优化 

对 4个培养条件(培养时间、接种量、摇床转速、

培养温度)进行单因子试验, 测定其 OD630 值, 结果

如图 4 所示。以较高的菌体密度为培养目标、兼顾

效率的原则, 确定菌株 HY95 的培养条件为: 培养时

间 60 h、接种量 2.5%(V/V)、摇床转速 130 r/min、培

养温度 28℃。 

在 MB培养基的基础上, 进行 4因素(pH、蛋白

胨浓度、酵母粉浓度、NaCl浓度)3水平 3重复试验。

以 α-GI 活性为指标进行测定分析, 正交试验结果如

表 2所示。 

根据各水平均值(ki)大小, 各因素最适水平分别

为 A2(7.5)、B3(7.5)、C3(1.5)、D2(19.45)。通过极差(R)

分析, 各因素对 α-葡萄糖苷酶抑制活性的影响由大

到小依次为: pH(因素 A)>酵母粉(因素 C)>NaCl(因素
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D)>蛋白胨(因素 B)。因此, 最佳培养基成分的理论

组合为 A2B3C3D2, 根据各因素对试验影响显著性的

大小, 选取最接近的组合 A2B2C3D1, 该件下的粗提

物对 α-GI 活性较高, 且该组合下粗提物产量最高, 

代谢产物得率达到 0.0654 g/L。因此, 优化后的 MB

培养基中蛋白胨、酵母粉、和 NaCl 的浓度分别为: 

5.00 , 1.50 和 9.725g/L, pH为 7.5。 

2.3  活性物质的逐级分离与鉴定 

通过HY95粗提物的 TLC点样分析, 用硅胶柱分

离, 采用二氯甲烷+甲醇、丙酮体系溶剂进行梯度洗

脱, 按极性从小到大的顺序分别为: 100:1, 50:1, 40:1, 

 

图 3  菌 HY95的基于 16S rDNA基因的系统进化树 

Fig.3  Phylogenetic tree based on 16S rDNA gene sequences for strain HY95 

 

图 4  菌株 HY95的生长(以吸光度表示)和培养条件的关系 

Fig.4  The relationship between absorbance of strain culture and culture conditions for strains HY95 

柱上有相同字母的两组数据, 表示两者经 Duncan’s 新复极差法检验, 其差异不显著; 反之则表示差异显著(P=0.05) 

The same letter of data column indicates the difference was not significant by Duncan’s multiple range test; otherwise indicates significant 
difference (P = 0.05) 
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表 2  菌株优化培养基成分优化正交试验结果 L9(3
4) 

Tab. 2  The results of orthogonal test L9(3
4)on medium optimization 

pH 蛋白胨(g/mL) 酵母粉(g/mL) NaCl(g/mL) α-GI活性(%) 
试验号 

A B C D 1 2 3 
Ti 

1 A1(5.5) B1(2.5) C1(0.5) D1(9.725) 10.43 9.88 16.20 36.51 

2 A1(5.5) B2(5) C2(1) D2(19.45) 14.68 12.08 16.45 43.21 

3 A1(5.5) B3(7.5) C3(1.5) D3(29.175) 24.94 25.11 21.48 71.53 

4 A2(7.5) B1(2.5) C2(1) D3(29.175) 44.69 44.68 54.32 143.69 

5 A2(7.5) B2(5) C3(1.5) D1(9.725) 55.70 55.87 46.16 157.73 

6 A2(7.5) B3(7.5) C1(0.5) D2(19.45) 55.91 61.46 51.66 169.03 

7 A3(9.5) B1(2.5) C3(1.5) D2(19.45) 58.05 52.50 41.27 151.82 

8 A3(9.5) B2(5) C1(0.5) D3(29.175) 31.01 42.00 35.49 108.51 

9 A3(9.5) B3(7.5) C2(1) D1(9.725) 40.58 47.78 27.15 115.50 

K1 151.25 332.02 314.05 309.73 

K2 470.45 309.44 302.39 364.06 

K3 375.83 356.06 381.08 323.73 

k1 50.416 110.673 104.682 103.244 

k2 156.816 103.148 100.798 121.352 

k3 125.276 118.687 127.028 107.912 

R 106.400 15.539 26.229 18.108 

∑T=997.52 

 

3:1, 1:1, 丙酮 , 甲醇。将得到的 7 个组分标记为

Fr-1~Fr-7, 其中 Fr-4 对 α-葡萄糖苷酶的抑制作用最

好, 抑制率为 44.71%(图 5), 质量比重也最高(质量占

比 34.09 %), 位于中等极性区域。因此, 选取 Fr-4进

行下一步分离。 

对 Fr-4进行 TLC分析得出该组分的极性中等偏

大, 试验采用 ODS 柱分离, 采用甲醇/水体系进行梯

度洗脱, 按极性从大到小的顺序分别为: 10%, 20%, 

30%, 40%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100%, 得到

10个组分: Fr-4.1~Fr-4.10。其中 Fr-4.2对 α-葡萄糖苷

酶的抑制作用最好, 抑制率值 60.62%(图 6), 质量占

比也最大(占总质量的 19.87 %)。因此对 Fr-4.2进行

下一步分离。 

用半制备液相对 Fr-4.2 进行制备分离, 根据出

峰顺序按保留时间进行片段分割(图 7), 得到组分

Fr-4.2.1~Fr-4.2.10(图 8)。其中 Fr-4.2.6对 α-葡萄糖苷

酶有良好的抑制作用, 其抑制率为 53.72%±4.92%, 

其活性相比 Fr-4.2 有所降低, 可能由于部分活性组

分在分离过程中丢失或因分离导致的协同效应部分

丧失[22]。 

 

图 5   硅胶柱分离各组分的 α-GI活性 

Fig.5  α-GI activities of the fractions after silica gel column separation 

柱上有相同字母的两组数据, 表示两者经 Duncan’s 新复极差法检验, 其差异不显著; 反之则表示差异显著(P=0.1)。下同 

The same letter of data column indicates the difference was not significant by Duncan’s multiple range test; otherwise indicates significant 
difference (P = 0.05) 
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图 6  ODS柱分离各组分的 α-GI 活性 

Fig.6  α-GIactivities of the fractions after ODS column separation 

 

图 7  利用半制备高压液相对 Fr-4.2进行制备分离 

Fig.7  Semi-preparative HPLC profile for the separation of Fr-4.2 

 

图 8  半制备 HPLC分离纯化各组分的 α-GI 活性 

Fig.8  α-GI activities of the fractions after semi-preparative HPLC separation 

 
通过以 α-GI 活性为导向的逐步分离、纯化, 得

到的高活性组分 Fr-4.2.6, 经 HPLC 分析发现, 纯度

很高, 无明显杂峰。所以, 对 Fr-4.2.6 进行了 NMR

分析, NMR波谱解析数据如下:  
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(1) 1H NMR( DMSO-d6, 600 MHz, TMS ): δH: 
9.27( s, 1H) , 7.89( brs, 2H), 7.29( t, 2H, J=8.0 Hz) , 
7.22( t, 1H, J=8.0 Hz) , 7.29( t, 2H, J=8.0 Hz) , 7.05( d, 
2H, J=8.0 Hz) , 6.69( d, 2H, J=8.0 Hz) , 6.85( d, 2H, 
J=8.0 Hz) , 3.95( 1H) , 3.90( 1H) , 3.37( m, 1H) , 
2.52( m, 1H) , 2.20( m, 2H)。 

(2) APT NMR (DMSO-d6, 125 MHz, TMS) : δC: 
166.4 (C) , 166.2 (C) , 156.3 (C) , 136.7 (C) , 130.8 (2×

CH) , 129.8 (2×CH) , 128.2 (2×CH) , 126.5 (CH) , 

126.4 (C) , 115.1 (CH) , 55.8 (CH) , 55.5 (CH) , 39.4 
(CH2) , 38.6 (CH2)。 

该化合物在 APT谱图中 δC 166.4 (s)和 156.3 (s)

处有两个羰基碳, δC 55.8和 55.5处有两个叔碳, 结合
1H NMRδH 3.95(d)和 3.90(d)处和 δH 7.89处两个活泼

质子 , 推测该化合物具有二氧哌嗪类结构 , 母核为

环二肽物质。1H NMR中, δH 6.69( d, 2H, J=8.0 Hz) , 

δH 6.85( d, 2H, J=8.0 Hz) 提示结构中存在 AA’BB’轭

合系统, APT谱图中 δC 156.3 (s)提示苯环对位存在羟

基取代, 因而推断环二肽结构中的一个氨基酸为酪

氨酸。δH7.22( t, 1H, J=8.0 Hz) , 7.29( t, 2H, J=8.0 Hz) , 

7.05( d, 2H, J=8.0 Hz)提示结构中存在单取代苯环, 推

测结构中含有一个苯丙氨酸, 通过比对文献数据[27-28], 

确定该化合物结构为 Cyclo(Phe-Tyr), 环(苯丙氨酸-

酪氨酸), 其平面结构如图 10所示。 

 

图 9  环(苯丙氨酸-酪氨酸)平面结构 

Fig.9  The flat structure of Cyclo (Phe-Tyr) 

 

3  讨论 

本实验通过菌落形态、显微观察和 16S rDNA测

序鉴定菌株 HY95为波茨坦短芽孢杆菌(Brevibacillus 

borstelensis); 采用分析单因素确定菌株的最佳培养

条件为: 2.5%(V/V)的接种量, 130 r/min的摇床转速, 

28℃恒温培养 60 h。并通过正交试验优化后的 MB

培养基中含蛋白胨、酵母膏和 NaCl 分别为 5、1.5

和 9.725 g/L, 而 pH为 7.5; 以 α-GI活性为导向, 对

该菌株的代谢产物用硅胶柱、ODS柱、半制备 HPLC

逐步分离纯化活性组分, 得到的活性化合物经波谱

分析鉴定为环 (苯丙氨酸 -酪氨酸 )(Cyclo(Phe-Tyr)), 

对 α-葡萄糖苷酶的抑制率为 53.72%±4.92%, 高于

作为阳性对照的阿卡波糖(约 45%)。 

环二肽类化合物广泛存在于自然界中, 具有抗

菌、抗肿瘤、调节激素、抑制群体感应等广泛的生

物活性[29-30]。结构不同的环二肽, 生物活性和功能显

著不同, 不过其生物学意义和药理活性的研究还不

完善[29]。海绵共附生微生物是天然环二肽的重要来

源 [29, 31], 本研究通过对微生物发酵条件优化, 大大

提高了活性物质获取的效率, 为先导化合物的取得

提供了稳定的保障。在活性追踪下对粗提物进行的

逐级分离手段使试验高效地分离得到单个活性化合

物, 得到的环二肽 Cyclo(Phe-Tyr)可以有效抑制 α-葡

萄糖苷酶活性。此外, 海洋微生物来源的环二肽类, 

有着小分子量、低生物毒性等优势, 在生物功能和疾

病过程的研究方面有很大的潜力, 更能适应药理学

的性能, 在安全性方面有较好的保证[13, 15]。有资料表

明, Cyclo(Phe-Tyr)在心血管系统等方面有一定的作

用 [31], 其 α-葡萄糖苷酶抑制活性未见报道。对于

Cyclo(Phe-Tyr)的 α-葡萄糖苷酶抑制活性机理, 以及

是否有其他生物活性还需要进一步探究。后续工作

建议: 开展动物实验, 考察 Cyclo(Phe-Tyr)在体内的

效果 , 以及研究其 α-葡萄糖苷酶抑制的活性位点 ; 

利用基因工程等技术手段 , 对菌株进行改造 , 以获

得抑制效果更好的活性物质。 
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Abstract: Aiming at isolating natural α-glucosidase inhibiting (α-GI) compounds from marine microorganisms, this 

paper identified an α-GI active bacterium (HY95) which was screened by previous study. Its culture conditions were 

optimized and the α-GI active compounds were isolated from it. Through the morphological observation and the 

analysis of 16S rDNA sequence, the active strain of HY95 was identified as Brevibacillus borstelensis. By using 

single factor analysis and orthogonal test, the culture conditions were optimized as inoculum ratio of 2.5% (V/V), 

shaker speed of 130 rpm, culture temperature of 28℃, and incubation time of 60 h in the modified marine broth 

medium with 5.00 g/L peptone, 1.50 g/L yeast extract, 9.725 g/L sodium chloride, and the initial pH of 7.5. The 

active compounds were separated using the column chromatography, thin layer chromatography (TLC), and high 

performance liquid chromatography (HPLC) with the guidance of bioactive test. The final purified compound was 

subjected to H1 nuclear magnetic resonance (1H NMR) and was identified as the Cyclo(Tyr-Phe). The α-GI activity 

of the pure compound was verified with inhibition rate of 53.72±4.92%. The results of the present study provide a 

promising direction and source for efficient α-GI compounds. 
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