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阿卡波糖对胰 α淀粉酶的抑制动力学研究

袁向华　周艳玲　勾　洵　严　伟
（四川师范大学生命科学学院，成都 ６１０１０１）

摘　要：为探究以马铃薯淀粉为底物时阿卡波糖对胰α淀粉酶（来自猪胰）的抑制动力学，采用３，５二硝基水杨酸
显色法及双倒数作图法（ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ法），体外模拟人体生理环境，建立胰α淀粉酶最佳反应体系。结果显示，
阿卡波糖在体外对胰α淀粉酶活性具有明显的抑制作用，且作用效果随阿卡波糖浓度升高而增强，其半抑制浓度
ＩＣ５０＝５９７５×１０

－６ｍｏｌ／Ｌ，即３８５４×１０－３ｍｇ／ｍＬ。通过双倒数作图法得知，胰 α淀粉酶的 Ｋｍ＝１２３０９ｍｍｏｌ／Ｌ，
阿卡波糖对胰α淀粉酶的抑制类型为非竞争性与竞争性抑制混合型。本研究证实了以马铃薯淀粉为底物测定阿
卡波糖对胰α淀粉酶的抑制作用更为灵敏，为其它抑制剂以马铃薯淀粉为底物时抑制胰α淀粉酶活性的研究提供
了比较依据；且证实了阿卡波糖对胰α淀粉酶有较强的抑制作用，可为临床治疗２型糖尿病时减少阿卡波糖的副
作用提供一定的参考。

关键词：胰α淀粉酶；３，５二硝基水杨酸；α葡萄糖苷酶抑制剂；阿卡波糖；抑制动力学；副作用
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１　引言

糖尿病是严重危害人类健康的慢性疾病，症状

为持续高血糖，主要分为１型、２型糖尿病。目前治
疗糖尿病的药物按其作用机制和结构主要分为胰岛

素促泌剂、胰岛素增敏剂、α葡萄糖苷酶抑制剂、胰
岛素及胰岛素类似物、二肽基肽酶ＩＶ（ＤＰＰＩＶ）抑
制剂、其他口服降糖药。其中 α葡萄糖苷酶抑制剂
作为一类治疗２型糖尿病的典型药物，可抑制 α葡

萄糖苷酶、蔗糖酶、α淀粉酶活性，从而降低糖尿病
患者的餐后血糖［１］。

阿卡波糖（Ａｃａｒｂｏｓｅ）为一种生物合成的假性四
糖，能抑制小肠壁细胞的 α葡萄糖苷酶活性，延缓
肠道内寡糖、双糖或多糖的降解，减慢葡萄糖和果糖

的降解和吸收，从而显著降低餐后血糖［２］。作为 α
葡萄糖苷酶抑制剂，临床上用其治疗２型糖尿病时，
因抑制肠道中的 α淀粉酶（即胰 α淀粉酶）而导致
腹胀、腹泄等副作用［１］。当前对阿卡波糖抑制 α淀
粉酶的研究主要集中在天然抑制剂如苦荞黄酮［３］、

茶多酚［４］、芦丁和槲皮素［５］等对 α淀粉酶的抑制作
用，该类研究以不存在于人体肠道的对硝基苯酚α
Ｄ葡萄糖苷（ｐＮＰＧ）为底物，因此实验结果值得商
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榷。已有的研究表明［１，２］，阿卡波糖对 α葡萄糖苷
酶的抑制类型为竞争型，而对胰 α淀粉酶的抑制类
型的研究鲜有报道。

本研究以马铃薯淀粉为底物［６］，来自猪胰的胰

α淀粉酶作为实验材料，旨在体外模拟人体生理环
境，试图构建更为灵敏的胰 α淀粉酶抑制动力学模
型，为其它抑制剂以马铃薯淀粉为底物时对胰 α淀
粉酶抑制作用的研究提供比较依据。同时本文拟通

过研究胰α淀粉酶的活性及阿卡波糖对胰 α淀粉
酶的抑制效果、抑制类型，为临床上减小阿卡波糖抑

制胰α淀粉酶导致的副作用提供一定的参考。

２　材料与方法

２．１　材料
马铃薯淀粉：选用新鲜、优质的马铃薯，去除芽

眼、皮，于实验室自制马铃薯淀粉，常温保存，使用时

配置成１％马铃薯淀粉溶液作为底物。
酶：胰酶（ｃａｓ：Ｂ０４９４７６）来源于猪胰腺，为阿

拉丁公司产品，胰α淀粉酶含量２１０Ｕ／ｍｇ。
阿卡波糖：拜唐苹（批号ＢＪ１８０６３），为拜耳医药

保健公司产品，每片含阿卡波糖５０ｍｇ。
２．２　试剂

所用试剂均为国产分析纯。

１０ｍｇ／ｍＬ葡萄糖标准溶液；１２％ＮａＣｌ溶液；
磷酸盐缓冲液（ｐＨ＝６８）；１ｍｏｌ／ＬＨＣＬ溶液；４８
×１０－５ｇ／ｍＬ（１０１Ｕ／ｍＬ）胰α淀粉酶溶液；
３，５二硝基水杨酸（ＤＮＳ）显色液：称取 ６５ｇ

ＤＮＳ溶于少量水中，加入２ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液３２５
ｍＬ，再加入４５ｇ丙三醇，摇匀，冷却后定容至１０００
ｍＬ。避光密封保存４～７天后使用。
２．３　仪器

ＫＱ４００ＫＤＢ型高功率数控超声波清洗器；
ＤＫＢ５０１Ａ型超级恒温水槽；ＵＮＩＣＯＷＦＺＵＶ２０００
型紫外可见分光光度计；ＪＪ２组织捣碎匀浆机。
２．４　实验方法

马铃薯淀粉在胰 α淀粉酶的作用下分解为葡
萄糖，使其与 ＤＮＳ试剂反应，加热反应后溶液呈橘
红色，测定溶液５４０ｎｍ处的吸光值，在一定浓度范
围内吸光值与胰α淀粉酶活性成正比，可进行定量
分析［７］。实验中使用１ｍｏｌ／ＬＨＣＬ终止酶促反应。
２．４．１　制作葡萄糖标准曲线

采用４ｍＬ反应体系，０～６号试管分别加入１０
ｍｇ／ｍＬ的葡萄糖标准溶液（０、００５、０１、０２、

０３、０４、０５ｍＬ），２ｍＬＤＮＳ试剂，蒸馏水补齐至
４ｍＬ。摇匀，沸水浴５ｍｉｎ，冷却至室温，蒸馏水定容
至２５ｍＬ。以０号管调零，５４０ｎｍ下分别读取１～６
号管的吸光值（Ａｂｓ），求得葡萄糖标准曲线方程。
２．４．２　确定酶的最适反应条件

胰 α淀粉酶的最适温度为 ４０℃，最适 ｐＨ＝
６８，最佳反应时间为１０ｍｉｎ［８］，以此建立胰 α淀粉
酶最佳反应体系。

１）确定最适酶量
采用４ｍＬ反应体系，设置０～８号管，分别加入

底物２５ｍＬ，１２％ ＮａＣｌ溶液０１ｍＬ，磷酸盐缓冲
液（ｐＨ＝６８）０５ｍＬ，再依次加入蒸馏水０９、０８、
０７、０６、０５、０４、０３、０２、０１ｍＬ，摇匀，４０℃水浴
１０ｍｉｎ后立即依次加入 ４０℃温浴的酶液 ０、１００、
２００、３００、４００、５００、６００、７００、８００μＬ。４０℃水浴中
酶解１０ｍｉｎ，取出并终止反应。最后向每支试管加
入２ｍＬＤＮＳ试剂，沸水浴５ｍｉｎ，冷却至室温，蒸馏
水定容至２５ｍＬ。以０号管调零，在５４０ｎｍ下分别
读取１～８号管的吸光值（Ａｂｓ）。以加入酶量（μＬ）
为横坐标，吸光值（Ａｂｓ）为纵坐标，绘制曲线。
２）确定最适底物量
采用４ｍＬ的反应体系，设置０～６号管，分别加

入１２％ＮａＣｌ溶液 ０１ｍＬ，磷酸盐缓冲液（ｐＨ＝
６８）０５ｍＬ，按０～６的顺序分别加入底物０、０２５、
０５、１０、１５、２０、２５ｍＬ，用蒸馏水补至３３ｍＬ，
４０℃水浴１０ｍｉｎ；迅速加入４０℃温浴的酶液７００μＬ
（７０５Ｕ），４０℃酶解１０ｍｉｎ，取出并终止反应。最后
向每支试管加入２ｍＬＤＮＳ试剂，沸水浴５ｍｉｎ，冷
却至室温后定容至２５ｍＬ。以０号管调零，５４０ｎｍ
下分别读取１～６号管的吸光值（Ａｂｓ）。以加入底
物量（ｍＬ）为横坐标，吸光值（Ａｂｓ）为纵坐标，绘制
曲线。

２．４．３　测定阿卡波糖对胰α淀粉酶的抑制作用
采用４ｍＬ的反应体系，共２５个浓度梯度，重复

实验３次，均以煮沸的酶液为空白对照。每支试管
分别加入２５ｍＬ底物，０１ｍＬ１２％ＮａＣｌ溶液，０５
ｍＬ磷酸盐缓冲液（ｐＨ＝６８），以及对应浓度梯度的
阿卡波糖溶液，再用蒸馏水将溶液补至３３ｍＬ。震
荡均匀后４０℃水浴１０ｍｉｎ，迅速加入对应的４０℃温
浴的酶液７００μＬ。４０℃酶解１０ｍｉｎ，取出并终止反
应。分别加入２ｍＬＤＮＳ试剂，沸水浴５ｍｉｎ，冷却
至室温，蒸馏水定容至２５ｍＬ。以煮沸的酶液为空
白对照，测定实验组５４０ｎｍ处的吸光值。抑制活性
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计算公式为

抑制率＝［（Ａ１－Ａ２）／Ａ１］×１００％
式中，Ａ１为不加抑制剂时５４０ｎｍ处的吸光值，Ａ２为
加入阿卡波糖后５４０ｎｍ处的吸光值。

以阿卡波糖浓度为横坐标，抑制率（％）为纵坐
标，绘制抑制曲线，计算阿卡波糖对胰 α淀粉酶的
半数抑制浓度ＩＣ５０。
２．４．４　测定及计算胰α淀粉酶的米氏常数Ｋｍ

采用４ｍＬ的反应体系，设置０～５号管，分别加
入１２％ＮａＣｌ溶液 ０１ｍＬ，磷酸盐缓冲液（ｐＨ＝
６８）０５ｍＬ，再依次加入０、０５、１０、１５、２０、２５
ｍＬ底物，蒸馏水定容至３３ｍＬ。４０℃水浴１０ｍｉｎ，
迅速加入４０℃温浴的酶液７００μＬ（７０５Ｕ），４０℃酶
解１０ｍｉｎ，取出并终止反应。加入２ｍＬＤＮＳ试剂，
沸水浴５ｍｉｎ，冷却至室温，蒸馏水定容至 ２５ｍＬ。
以０号管为空白对照，测定实验组５４０ｎｍ处的吸光
值（Ａｂｓ）。以底物浓度倒数１／［Ｓ］为横坐标，反应
速度倒数１／ｖ为纵坐标，绘制 ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ双倒
数曲线。

２．４．５　测定及计算加入低浓度和高浓度阿卡波糖
溶液后胰α淀粉酶的米氏常数Ｋｍ′、Ｋｍ″

在反应温度、时间、ｐＨ一定的条件下，改变底物
量，添加不同浓度阿卡波糖的条件下，使阿卡波糖终

浓度分别为 ２５×１０－６ｍｏｌ／Ｌ（低浓度）、２×１０－５

ｍｏｌ／Ｌ（高浓度）［６］，测定胰淀粉酶的米氏常数 Ｋｍ′、
Ｋｍ″。

加入低浓度（２５×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）阿卡波糖后胰
α淀粉酶米氏常数Ｋｍ′的测定：采用４ｍＬ的反应体
系，设置０～５号管，加入１２％ＮａＣｌ溶液０１ｍＬ，
磷酸盐缓冲液（ｐＨ＝６８）０５ｍＬ，再依次加入底物
０、０５、１０、１５、２０、２５ｍＬ，加入阿卡波糖溶液使
其显色反应前的浓度为２５×１０－６ｍｏｌ／Ｌ（低浓度），
最后加入蒸馏水定容至３３ｍＬ。４０℃水浴１０ｍｉｎ，
迅速加入４０℃温浴的酶液７００μＬ（７０５Ｕ）。４０℃
酶解１０ｍｉｎ，取出并终止反应。分别加入２ｍＬＤＮＳ
试剂，沸水浴５ｍｉｎ，冷却至室温，用蒸馏水定容至
２５ｍＬ。以０号管为空白对照，测定实验组５４０ｎｍ
处的吸光值（Ａｂｓ）。

加入高浓度（２×１０－５ｍｏｌ／Ｌ）阿卡波糖后抑制
胰α淀粉酶米氏常数Ｋｍ″的测定方法同上。

以底物浓度倒数１／［Ｓ］为横坐标，反应速度倒
数１／ｖ为纵坐标，绘制不同浓度阿卡波糖抑制胰 α
淀粉酶的ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ双倒数曲线。

３　结果与分析

３．１　绘制葡萄糖标准曲线
按照２．４．１的方法，测定不同浓度葡萄糖所对

应的光吸收值，绘制出葡萄糖标准曲线（见图１），可
知葡萄糖标准曲线方程为 ｙ＝０２８２ｘ＋００１１０，Ｒ２

＝０９９７７，线性关系良好。

图１　葡萄糖标准曲线

３．２　确定酶最适反应条件
３．２．１　确定最适酶量

按照２．４．２的方法，测定不同体积的酶液对胰
α淀粉酶的水解作用，绘制酶液加入量Ａｂｓ曲线，
如图２所示。

图２　酶液加入量与反应速度的关系曲线

建立酶促动力学方程的关键在于在底物过量的

情况下发生零级反应，即确定酶加入量使酶的反应

初速度最大，加入酶过多或过少都无法准确建立酶

促动力学方程。在不同光吸收值范围内读数会使测

定产生不同程度的误差［９］，根据朗伯比尔定律，当

光吸收值（Ａｂｓ）在０１５～１０时，测量误差在２２％
以内［７］。在本研究中，根据葡萄糖标准曲线（图１），
反应产生的葡萄糖在０～５ｍｇ时与光吸收值具有良
好的线性关系；由图２可知光吸收值与酶液加入量
呈线性关系。为保证有充足的酶液催化底物，同时

不使葡萄糖产量在５ｍｇ之外，且光吸收值在０１５
～１０的范围内，综合考虑，在本实验中取 ７００μＬ
酶液较为适合。

３．２．２　确定加入底物量
按照２．４．２的方法，测定不同体积的底物与葡
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萄糖产生量的关系，葡萄糖产生量用光吸收值计算。

根据实验结果绘制底物加入量与光吸收值（Ａｂｓ）的
关系图（图３），以此反映加入不同体积的底物与反
应速度的关系。由图可见，随着底物加入量的增加，

光吸收值（Ａｂｓ）呈升高趋势，后期趋于稳定，可知随
着底物加入量的增加，底物趋于饱和。酶促反应初

速度的测定必须在底物饱和的情况下才能准确测

得，在本研究中，为了使反应有足够的底物，选择加

入２５ｍＬ底物。

图３　加入底物量与反应速度的关系

３．２．３　确定酶最适反应体系
综上，本研究胰 α淀粉酶反应体系确定如下：

在４ｍＬ体系、ｐＨ＝６８的条件下，加入底物量为
２５ｍＬ，酶７００μＬ，反应时间１０ｍｉｎ。
３．３　测定阿卡波糖对胰α淀粉酶的抑制作用

按照２．４．３的方法，测定不同浓度的阿卡波糖
对胰α淀粉酶的抑制作用，并计算阿卡波糖对胰α
淀粉酶的半抑制浓度ＩＣ５０。共设２４个浓度梯度，绘
制阿卡波糖对胰 α淀粉酶的抑制曲线（图４）。由
图可见，随着阿卡波糖浓度的增加，其对胰 α淀粉
酶的抑制作用增大，胰 α淀粉酶的活性降低，说明
阿卡波糖对胰 α淀粉酶有明显的抑制作用。经计
算阿卡波糖对胰 α淀粉酶的半数抑制浓度 ＩＣ５０＝
５９７５×１０－６ｍｏｌ／Ｌ，即３８５４×１０－３ｍｇ／ｍＬ。

图４　不同浓度阿卡波糖对胰α淀粉酶的抑制曲线

王斯慧［４］、李波［１０］和伍城颖等［１１］以 ｐＮＰＧ为
底物，得出阿卡波糖对 α淀粉酶的 ＩＣ５０分别为
００９５ｍｇ／ｍＬ、６２３７３μｇ／ｍＬ（即 ０６２４ｍｇ／ｍＬ）、
００２ｍｇ／ｍＬ。本研究以马铃薯淀粉为底物，所得到

的阿卡波糖对胰α淀粉酶的半数抑制浓度ＩＣ５０明显
小于利用ｐＮＰＧ作为底物得到的阿卡波糖对胰α淀
粉酶半数抑制浓度ＩＣ５０，说明以马铃薯淀粉为底物，
在筛选抑制剂时更为灵敏，结果更具有可信度。

３．４　测定及计算胰α淀粉酶的米氏常数Ｋｍ
按照２．４．４的方法，对胰 α淀粉酶的米氏常数

进行测定及计算。采用双倒数作图法作图，以 １／
［Ｓ］为横坐标，１／ｖ为纵坐标作图，如图５。可知该
图拟合曲线方程为 ｙ＝１８８０６ｘ＋１５２７７６，Ｒ２＝
０９９５１，线性关系良好，计算得出 Ｋｍ＝１２３０９
ｍｍｏｌ／Ｌ。

图５　胰α淀粉酶的抑制曲线

３．５　测定及计算加入低浓度、高浓度阿卡波糖溶液
后胰α淀粉酶的米氏常数Ｋｍ′、Ｋｍ″

根据２．４．５的方法，在其他条件一定，改变底物
量，添加不同浓度阿卡波糖的条件下，对分别加入低

浓度、高浓度阿卡波糖抑制后胰 α淀粉酶的米氏常
数Ｋｍ′、Ｋｍ″进行测定。对实验数据采用双倒数作
图法作图，结果如图６所示。

图６　阿卡波糖对胰α淀粉酶的抑制双倒数图

在未加入阿卡波糖的反应中测得胰 α淀粉酶
的米氏常数Ｋｍ＝１２３０９ｍｍｏｌ／Ｌ，加入低浓度阿卡
波糖（２５×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）后，胰α淀粉酶的米氏常数
Ｋｍ′＝１５７２ｍｍｏｌ／Ｌ，加入高浓度阿卡波糖（２×

１０－５ｍｏｌ／Ｌ）后，胰 α淀粉酶的米氏常数 Ｋｍ″＝
１８９２ｍｍｏｌ／Ｌ。观察图６可知，未加阿卡波糖和加
入不同浓度的阿卡波糖的酶促动力学曲线相交于第

二象限，可知阿卡波糖对胰 α淀粉酶的抑制作用类
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型属于竞争性抑制与非竞争性抑制混合型［１２］。

４　结论

本研究以马铃薯淀粉作为底物，采用３，５二硝
基水杨酸显色法研究胰 α淀粉酶的酶促反应动力
学。建立的胰α淀粉酶反应体系表明，在４ｍＬ的反
应体系中（底物２５ｍＬ，酶液７００μＬ，ｐＨ＝６８，温
度４０℃，反应时间１０ｍｉｎ），反应体系具有良好的线
性关系，胰α淀粉酶的Ｋｍ＝１２３０９ｍｍｏｌ／Ｌ。

进一步研究可知，阿卡波糖对胰 α淀粉酶有强
抑制作用，且阿卡波糖对胰 α淀粉酶的半抑制浓度
ＩＣ５０＝５９７５×１０

－６ｍｏｌ／Ｌ，即３８５４×１０－３ｍｇ／ｍＬ，
明显灵敏于以ｐＮＰＧ为底物的其它物质对胰α淀粉
酶的抑制作用，为其它抑制剂抑制胰 α淀粉酶活性
的研究提供了比较依据。以马铃薯淀粉为底物时，

阿卡波糖对胰 α淀粉酶的抑制类型为非竞争性与
竞争性抑制混合型。这与已报道的阿卡波糖对 α
葡萄糖苷酶为竞争性抑制［１３］不同，可能因酶不同，

其结构上的差异造成抑制效果和类型不同，具体原

因有待进一步研究。该结果可为其它抑制剂抑制胰

α淀粉酶的研究提供参考与比较依据，同时为减小
阿卡波糖抑制胰 α淀粉酶产生的副作用提供一定
的理论基础。

使用α葡萄糖苷酶抑制剂如阿卡波糖治疗 ２
型糖尿病时，会引起腹胀、腹泻等副作用［１１，１３］，可能

是抑制剂抑制 α淀粉酶导致结肠部位未被吸收的
碳水化合物经细菌发酵产生的［１４，１５］。本研究证实

阿卡波糖对胰α淀粉酶有强抑制作用，是导致副作
用的主要因素之一。故在使用阿卡波糖治疗糖尿病

时其用量需适中，使其降低餐后血糖的同时减少副

作用，即应在抑制α葡萄糖苷酶的同时对 α淀粉酶
有较为温和的抑制作用。
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