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摘要：以山药为材料，经酶解法提取山药多糖，通过紫外扫描

和红外光谱鉴别其组分和结构，以ＰＮＰＧ为底物建立酶—抑

制剂体外模型，研究山药多糖对α葡萄糖苷酶的抑制能力，

采用双倒数作图法确定其抑制类型。结果表明：紫外扫描显

示提取组分不含核酸和蛋白质，红外光谱显示提取组分具有

多糖特征吸收峰，酶—抑制剂体外模型结果表明提取的山药

多糖对α葡萄糖苷酶具有较强的抑制作用，其对α葡萄糖苷

酶的抑制作用为竞争性抑制，抑制常数犓犻为６５．７８ｍｇ／ｍＬ。
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制常数
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糖尿病是一类分泌代谢疾病，其发病率随生活水平的提

高而逐年增长，对人们身体健康的威胁日益严重［１］。临床上

将糖尿病分为几种类型，其中Ⅱ型糖尿病（又称非胰岛素依

赖型糖尿病）患者占９０％以上，一般表现为餐后高血糖
［２－３］。

目前治疗Ⅱ型糖尿病的药物主要有磺脲类（如格列本脲）、双

胍类（如二甲双胍）、噻唑烷二酮类（如吡格列酮）、苯甲酸衍

生物类（如那格列奈）和α葡萄糖苷酶抑制剂（如阿卡波

糖）［４］。其中α葡萄糖苷酶抑制作为治疗Ⅱ型糖尿病的有效

药物，越来越受到人们的青睐。α葡萄糖苷酶存在于人体的

小肠刷状缘上，能催化含有α糖苷键的底物水解产生葡萄

糖，从而促进这些碳水化合物的吸收和利用［５］。α葡萄糖苷

酶抑制剂能够和α葡萄糖苷酶活性中心结合，从而降低α葡

萄糖苷酶活性，延缓或抑制葡萄糖在消化道内的消化、吸收，

进而控制餐后血糖浓度。目前使用的α葡萄糖苷酶抑制剂

有人工合成的和天然产物中提取两类。人工合成的α葡萄

糖苷酶抑制剂除了价格昂贵之外，在临床上还会产生一些副

作用［６］，因此，人们将研究目标逐渐转向天然产物中的α葡

萄糖苷酶抑制剂。此类抑制剂来源广泛，在很多植物、微生

物及海洋无脊椎动物中都含有，主要为黄酮、酚酸、生物碱、

萜及多糖类物质［７－１０］。山药为药食同源植物，研究发现，山

药多糖为其主要活性成分，有降血糖功效，具有广阔的开发

前景［１１－１２］。何凤玲等［１３］研究发现山药多糖可显著降低糖

尿病小鼠的血糖水平，但就目前的报道来看，山药多糖的研

究主要体现在提取工艺优化及抗氧化活性方面，但其对α葡

萄糖苷酶的抑制作用未见报道，本研究拟通过体外模型研究

山药多糖对α葡萄糖苷酶抑制作用特点及抑制类型，旨在为

山药多糖的开发利用及拓宽其利用领域提供理论参考。

１　材料和方法

１．１　材料与试剂

山药粉：蚌埠丰原大药房；

纤维素酶：５０Ｕ／ｍｇ，南宁庞博生物工程有限公司；

α葡萄糖苷酶：５０Ｕ／ｍｇ，上海佳和生物科技有限公司；

α淀粉酶：４Ｕ／ｍｇ，上海沪宇生物科技有限公司；

阿卡波糖：ＨＰＬＣ９９％，上海江莱生物科技有限公司；
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无水乙醇、苯酚、氯仿：分析纯，杭州双林化工试剂厂；

正丁醇：分析纯，济南奥晖化工有限公司；

水杨酸：分析纯，天津市津北精细化工有限公司；

浓硫酸：分析纯，常州中胜伟业化工有限公司；

抗坏血酸、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠：分析纯，天津博迪

化工股份有限公司；

氯化铁：分析纯，天津市天力化学试剂有限公司；

铁氰化钾：分析纯，无锡市展望化工试剂有限公司；

对硝基酚：优级纯，南京大唐化工有限责任公司；

对硝基苯基β犇吡喃葡萄糖苷：超级纯，北京索莱宝科

技有限公司；

谷胱甘肽：分析纯，北京索莱宝科技有限公司；

碳酸钠：分析纯，北京鹏彩精细化工有限公司。

１．２　仪器与设备

冷冻干燥器：ＡＬＰＨＡ１２型，德国ＣＨＲＩＳＴ公司；

超速冷冻离心机：ＭＺＫＲＯ２２Ｒ型，科大创新股份中桂

公司；

电热恒温水浴锅：ＨＨＳ４型，江苏金坛市金城国胜实验

仪器厂；

全波长酶标仪：ＭｕｌｔｉｓｋａｎＧＯ型，赛默飞世尔科技有限

公司；

紫外可见分光光度计：ＴＵ１９０１型，北京普析通用仪器

有限责任公司；

傅里叶红外光谱仪：ＦＴＩＲ８４００Ｓ型，日本岛津公司；

透析袋：ＭＤ３４（８０００１４０００）型，美国联合碳化。

１．３　方法

１．３．１　山药多糖的提取

（１）原料预处理：山药粉过４０目筛，备用。

（２）多糖的提取：取上述山药粉末２５ｇ，置于５００ｍＬ圆

底烧瓶中，按料液比１１０（ｇ／ｍＬ）加入蒸馏水，加入３％的

纤维素酶于６０℃作用６０ｍｉｎ，添加１％的α淀粉酶继续保

温３０ｍｉｎ后，灭酶，４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ取清液，Ｓｅｖａｇ法

除蛋白［１４］，放入透析袋，于蒸馏水中透析１２ｈ，按１４（体积

比）加入无水乙醇，４℃静置过夜，４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取

沉淀，真空冷冻干燥，得山药多糖。

１．３．２　紫外及红外检测

（１）紫外检测：紫外可见分光光度计于１９０～４００ｎｍ波

段进行紫外扫描。

（２）红外检测：傅里叶红外光谱仪于４００～４０００ｃｍ－１

波段进行红外扫描。

１．３．３　ＰＮＰ标准曲线的绘制　用蒸馏水配制浓度分别为

２．０，４．０，６．０，８．０，１０．０ｍｍｏｌ／Ｌ的对硝基酚（ＰＮＰ）标准溶液。

于９６孔板中加入上述标准液１０μＬ、５０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ６．８的

磷酸盐缓冲液９０μＬ、０．２ｍｏｌ／Ｌ的Ｎａ２ＣＯ３１００μＬ，混匀，测

定其吸光度（４０５ｎｍ），绘制ＰＮＰ浓度—吸光值标准曲线。

１．３．４　山药多糖对α葡萄糖苷酶抑制作用的测定方法　试

验分空白组，不加抑制剂的阴性组、加抑制剂组（山药多糖）

和对照组（阿卡波糖）。在９６孔板中加入５０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ６．８

的磷酸盐缓冲液７０μＬ，５ｍｍｏｌ／Ｌ还原型谷胱甘肽５．０μＬ、

１．０Ｕ／ｍＬα葡萄糖苷酶５．０μＬ，然后再分别加入不同浓度

的抑制剂（山药多糖）１０μＬ，混匀后置于３５℃的恒温箱中保

温１０ｍｉｎ，加入２０ｍｍｏｌ／ＬＰＮＰＧ１０μＬ，于３５ ℃保温

１０ｍｉｎ，之后加入０．１ｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３１００μＬ终止反应，用酶

标仪测定吸光值（４０５ｎｍ），根据式（１）计算抑制剂对α葡萄

糖苷酶的抑制率［１５］。

犢＝
（犃阴性组－犃空白组）－（犃抑制剂组－犃空白组）

犃阴性组－犃空白组
×１００％，（１）

式中：

犢———抑制率，％；

犃空白组———不加山药多糖和α葡萄糖苷酶测定的吸

光值；

犃阴性组———加α葡萄糖苷酶，不加山药多糖测定的吸

光值；

犃抑制剂组———加山药多糖和α葡萄糖苷酶测定的吸

光值。

１．３．５　阿卡波糖对照试验　以阿卡波糖为阳性对照，比较

２０ｍｉｎ内，相同浓度的山药多糖和阿卡波糖对α葡萄糖苷酶

抑制能力。

１．３．６　山药多糖的抑制动力学试验

（１）山药多糖质量浓度对α葡萄糖苷酶抑制作用的影

响：按上述α葡萄糖苷酶抑制作用测定方法，设定反应温度

３５℃、反应时间１０ｍｉｎ、反应ｐＨ６．８，分别添加１０，２０，３０，

４０，５０ｍｇ／ｍＬ的山药多糖进行反应，考察山药多糖的质量

浓度与抑制作用的关系。

（２）反应温度对α葡萄糖苷酶抑制作用的影响：按上述

α葡萄糖苷酶抑制作用测定方法，设定质量浓度４０ｍｇ／ｍＬ、

反应时间１０ｍｉｎ、反应ｐＨ６．８，分别设定反应温度为２５，３０，

３５，４０，４５℃，考察反应温度与抑制作用的关系。

（３）反应时间对α葡萄糖苷酶抑制作用的影响：按上述

α葡萄糖苷酶抑制作用测定方法，设定质量浓度４０ｍｇ／ｍＬ、

反应温度３５℃、反应ｐＨ６．８，分别设定反应时间为５，１０，

１５，２０，２５ｍｉｎ，考察反应时间与抑制作用的关系。

（４）反应ｐＨ对α葡萄糖苷酶抑制作用的影响：按上述

α葡萄糖苷酶抑制作用测定方法，设定质量浓度４０ｍｇ／ｍＬ、

反应温度３５℃、反应时间１０ｍｉｎ，分别设定反应ｐＨ为６．０，

６．４，６．８，７．２，７．４，考察反应ｐＨ与抑制作用的关系。

１．３．７　山药多糖抑制剂类型的确认　在３７℃、反应时间

２０ｍｉｎ，抑制剂量一定的条件下，分别加入浓度为４０，２０，１０，

５ｍｍｏｌ／Ｌ的底物溶液，测定α葡萄糖苷酶活力。然后其他

条件不变，分别加入质量浓度为２０，４０，６０ｍｇ／ｍＬ抑制剂溶

液，测定α葡萄糖苷酶活力。用ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ双倒数作

图法确定抑制作用类型。

２　结果与分析

２．１　光谱分析结果

由图１可知，提取的山药多糖在２８０ｎｍ和２６０ｎｍ无明

显特征吸收峰，表明无核酸和蛋白质，说明去蛋白效果明显。

由图２可知，２９３１ｃｍ－１为饱和Ｃ—Ｈ伸缩振动的吸收峰，与
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图１　山药多糖的紫外图谱

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＴｈｅＵＶｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｆｒｏｍｙａｍ

图２　山药多糖的红外图谱

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｔｈｅｉｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｆｒｏｍｙａｍ

１４１９ｃｍ－１ 的 Ｃ—Ｈ 弯 曲 振 动 构 成 糖 类 特 征 吸 收 峰，

３３４３ｃｍ－１有一宽峰，为 Ｏ—Ｈ 的伸缩振动，表明多糖分子

存在氢键（分子内和分子间），１６３７ｃｍ－１为糖类水合振动

峰，１０２０ｃｍ－１的吸收峰是糖环上、糖苷键上和糖醛酸上

Ｃ—Ｏ伸缩振动所引起的，８５６ｃｍ－１有一较弱吸收峰，为β糖

苷键吸收峰，表明含有β糖苷键。

２．２　ＰＮＰ标准曲线制作结果

由图３可知，通过吸光值—ＰＮＰ浓度曲线的线性拟合得

回归方程狔＝１５．５０６狓＋０．０２８２，犚
２＝０．９９５７，其线性范围为

０．００～０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ。

２．３　阿卡波糖对照试验结果

由图４可知，在考察时间内，山药多糖对α葡萄糖苷酶

的抑制能力比阿卡波糖的抑制能力略低，但相差不多，且随

反应时间的延长而增强。

２．４　抑制动力学试验结果

２．４．１　山药多糖质量浓度对α葡萄糖苷酶的抑制作用　由

图５可知，在山药多糖质量浓度达到４０ｍｇ／ｍＬ之前，对

图３　ＰＮＰ标准曲线

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆＰＮＰ

图４　山药多糖和阿卡波糖对照试验

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｔｅｓｔｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｆｒｏｍ

ｙａｍａｎｄａｃａｒｂｏｓｅ

图５　质量浓度对抑制作用的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

α葡萄糖苷酶的抑制率随山药多糖质量浓度的增加而迅速

增加，之后继续增加山药多糖浓度，抑制率增加幅度减缓很

多，曲线趋于平缓，可能是山药多糖浓度达到４０ｍｇ／ｍＬ时，

和酶的结合已趋于饱和，再继续增加多糖浓度，对抑制率的

提高并不是很显著。

２．４．２　反应温度对山药多糖抑制作用的影响　由图６可知，

在４０℃以下，山药多糖对α葡萄糖苷酶的抑制作用随反应

温度的升高而增加，当反应温度达到４０℃时，抑制率达到最

大，之后，随着温度的升高，抑制率有降低趋势，可能是高温

使酶结构发生改变，导致与抑制剂的结合变困难。说明山药

多糖对α葡萄糖苷酶的最佳作用温度为４０℃。

２．４．３　作用时间对山药多糖抑制作用的影响　由图７可知，

作用时间在１０ｍｉｎ之内，山药多糖对α葡萄糖苷酶的抑制

作用随着作用时间的延长而迅速增加，当作用时间超

过１０ｍｉｎ后，抑制率增加幅度变得非常缓慢，可能是作

用１０ｍｉｎ时，山药多糖和酶的结合已趋于饱和，表明山药多糖

图６　反应温度对抑制作用的影响

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ
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图７　反应时间对抑制作用的影响

Ｆｉｇｕｒｅ７　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

与α葡萄糖苷酶的结合较为迅速，作用较快。

２．４．４　反应ｐＨ对山药多糖抑制作用的影响　由图８可知，

山药多糖对α葡萄糖苷酶的抑制作用最适ｐＨ 偏中性，在

ｐＨ７．２时，抑制率达到最大，当ｐＨ超过７．２，随反应体系ｐＨ

升高，抑制率呈下降趋势，可能是ｐＨ 过高使酶活性中心基

团及山药多糖可解离基团的解离发生改变，导致两者的作用

变困难。表明最佳作用ｐＨ为７．２。

图８　反应ｐＨ对抑制作用的影响

Ｆｉｇｕｒｅ８　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

２．５　抑制作用类型的试验结果

由图９可知，在山药多糖存在下，α葡萄糖苷酶对ＰＮＰＧ

酶促反应的双倒数作图呈线性关系，随着山药多糖质量浓度

的增加，双倒数直线斜率逐渐增大，但与纵轴交点不变，表明

抑制剂浓度增大，犓犿增大，犞ｍａｘ不变，是典型的竞争性抑制类

型。其犞ｍａｘ＝０．０１９９ｍｍｏｌ／（Ｌ·ｍｉｎ），犓犻＝６５．７８ｍｇ／ｍＬ。

３　结论
本试验通过酶解法提取山药活性成分，采用紫外和红外

对其检测，表明该提取物不含核酸和蛋白质，具有糖类特征

图９　抑制作用的双倒数图

Ｆｉｇｕｒｅ９　Ｄｏｕｂｌｅｒｅｃｉｐｒｏｃａｌｐｌｏｔｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ

吸收峰，为多糖类组分；通过山药多糖对α葡萄糖苷酶的抑

制动力学试验结果表明，其对α葡萄糖苷酶有较强的抑制能

力，其效果和阿卡波糖较接近；且其最佳的作用条件为：山药

多糖质量浓度４０ｍｇ／ｍＬ，温度４０℃，时间１０ｍｉｎ，ｐＨ７．２，

表明山药多糖与α葡萄糖苷酶的亲和力较高，对其抑制作用

的温度和ｐＨ 较为温和；通过双倒数作图法研究其抑制类

型，结果表明山药多糖对α葡萄糖苷酶的抑制是典型的竞争

性抑制动力学类型，其犓犻＝６５．７８ｍｇ／ｍＬ。本试验仅仅通

过建立体外模型，了解山药多糖对α葡萄糖苷酶抑制作用，

但其体内外活性差异很大，因此该模型无法评价山药多糖在

体内的作用，其降糖效果还需进一步通过动物试验进行

验证。
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