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摘要!研究以微孔板检测法为基础#对
"

F

葡萄糖苷酶抑制剂

的抑制能力进行检测#以达到有效筛选适宜浓度的
"

F

葡萄糖

苷酶抑制剂用于制备降血糖类功能性食品的目的$试验针

对酶浓度(检测波长(蔗糖底物浓度及酶反应时间进行反应

条件优化$结果表明'试验中所用批次酶的最适浓度范围为
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#
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#

%!$JG-

种波长条

件下#

-"$JG

和
0/"JG

波长检测信号最强&蔗糖底物浓度

的合适范围应为
"$

!

0$GG'(

%

O

&适宜的酶反应时间范围为

"$

!

!$GCJ
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糖尿病是一种终身慢性疾病!临床上除了药物治疗手段

外!饮食治疗也是糖尿病的一种基本食疗方法"近年来国内

外利用天然产物和膳食防治糖尿病及其并发症已成为研究

热点.

#

/

"天然
"

F

葡萄糖苷酶抑制剂在糖尿病饮食疗法中有

重要作用!可用于功能性食品中!有效预防#控制糖尿病的产

生与发展"开发含天然
"

F

葡萄糖苷酶抑制剂的降血糖功能

性食品及降糖功能性食品配料具有广泛的应用前景"

"

F

葡萄糖苷酶主要分布于小肠刷状缘膜上皮细胞!在代

谢中是水解碳水化合物的关键酶!它能从低聚糖类底物的非

还原端切开
"

F#

!

0F

糖苷键!从而释放出葡萄糖!葡萄糖再经

小肠吸收进入血液!导致机体血糖水平的上升.

"2!

/

"它参与

了人体对碳水化合物的消化吸收#糖蛋白和糖脂的加工!与

许多因代谢紊乱失调而引起的疾病(如糖尿病.

0

/

)#免疫反

应.

-2%

/

#神经细胞的分化.

.

/

#肿瘤的转移以及病毒和细菌的

感染.

,

/有密切关系"

"

F

葡萄糖苷酶抑制剂能竞争性地抑制
"

F

葡萄糖苷酶!在

碳水化合物消化的最后一步抑制双糖降解为单糖!从而延缓

碳水化合物在肠道的消化!减缓来自双糖#低聚糖及多糖水

解产生的葡萄糖的吸收!可以有效推迟并减轻糖尿病人餐后

血糖水平升高的时间及进程.
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年在链霉素的代谢物中!首次发现了野尻霉素(

J'F

f

C=CG

L

HCJ

)

.

##

/

!在后续的研究.

#"

/中!又发现了由链霉菌#芽孢

杆菌和枯草杆菌产生的
#F

脱氧野尻霉素(

#FN<'X

L

=C

f

CG

L

HCJ

!

8*̀

)!并在相关的研究.

#!

/中显示!

8*̀

对
"

F

葡萄糖苷酶有

强烈的抑制作用"

8*̀

是一种含氮生物碱!在桑属植物中的

含量较高.

#0

/

!其结构与
OF

葡萄糖类似!两者不同之处是'在

六元环中!

8*̀

的氮原子取代了
OF

葡萄糖氧原子!由于它们

结构上的相似性!

8*̀

能够和
OF

葡萄糖竞争与
"

F

葡萄糖苷

酶发生作用!是这类酶的强竞争性抑制剂.

#-

/

"

微孔板检测技术由于方法简单!使用灵活且具有高通量

性而在生物化学以及细胞生物学中得到了广泛的应用"这

种检测方法能快速检测大量样品小样本量的抑制剂的存在!

可以加快
"

F

葡萄糖苷酶抑制剂的筛选和研发步伐"学者在

"

F

葡萄糖苷酶抑制剂的筛选模型方面进行了大量的研究工

作"其中酶
2

抑制剂筛选模型大多以
0F

硝基酚
F

"

FOF

吡喃葡

萄糖苷(

9*95

)为底物!但由于
9*95

为麦芽糖类似物!所

以只能筛选到对麦芽糖酶有抑制作用的抑制剂!有一定的局

!#



限性.

#%

/

"本筛选模型以蔗糖为底物!也可将底物更换为淀

粉或蔗糖!可以针对不同的底物进行定向筛选"本研究拟以

/%

孔微孔板检测技术为基础!以
8*̀

为标准参考物!以蔗糖

为水解底物!测定
"

F

葡萄糖苷酶在抑制剂存在的情况下水

解蔗糖所产生的葡萄糖量"加入与葡萄糖特异性结合的显

色试剂!通过酶标仪测定
/%

孔试验板中的在一定检测波长

下的吸光度!算出葡萄糖的具体含量!从而计算出
"

F

葡萄糖

苷酶抑制剂的抑制能力"同时针对不同的酶浓度#检测波

长#底物浓度#及酶反应时间对该反应进行最佳反应条件的

摸索!这种方式可以应用到不同底物的酶
F

底物筛选模型!

为
"

F

葡萄糖苷酶抑制剂的定向筛选提供更多种类的筛选

形式"
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材料与方法
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(

#

)

EJc

L

G<3BB@

L

?APP<=

(以下简称
?APP<=

)'

Q

T.)$

"

分别配制
-$GG'(

磷酸二氢钾溶液与
-$GG'(

磷酸氢二钠

溶液"在
#O

烧杯中混合
%$$GO

磷酸氢二钠(
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!$$GO

磷酸二氢钾 (
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#

O

-离心管的体积分装!于
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冰

箱保存
#

年"

(
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]GCJ

溶液'
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GO
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)酶溶液(
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!
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用前配制"
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!根据
5(AH'B<YC>

说明书制备显色剂"
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试验方法
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酶反应浓度的确定
!

取一块浅孔分析平板!按表
#

配

表
#

!

不同酶浓度下的反应体系
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加
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加
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无
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制不同酶浓度的反应体系!每孔加入
"$GG'(

-

O

的蔗糖溶

液
%$

#

O

!加入
%

种不同浓度 (

#)$

!

")$

!

!)$

!

0)$

!

-)$

!

%)$G

K

-

GO

)的酶溶液各
!$

#

O

!以
!$

#

OT

"

Z

(即
]G@X

)和

!$

#

O8*̀

(

0$

#

K

-

GO

!即
]GCJ

)作为样品加入反应体系!比

较在没有抑制剂下(

]G@X

)和在最大浓度抑制剂下(

]GCJ

)

酶反应的差异"每个反应组合做
!

个平行和
!

个不加酶的

对照"加完所有试剂后!用膜封好微孔板!于
!. \

孵育

"-GCJ

"去除封膜!用排枪吸
#"$

#

O

的
5(AH'B<3BB@

L

:<@F

K

<J>

至所有的孔"用膜封好微孔板!

!. \

孵育
-GCJ

"在

-"$JG

波长下检测吸光度"计算出每孔的
Z8J<>

(加酶反

应吸光度读数减去无酶反应的吸光度读数)!以
Z8J<>

为纵

坐标!酶溶液终浓度为横坐标!分别作出不同酶浓度下的

Z8J<>

变化曲线!观察酶浓度对抑制反应的变化规律"

#)0)"

!

检测波长的确定
!

按表
#

配制的不同酶浓度的分析

平板!分别在
0$-

!

0-$

!

0/"

!

-"$

!

%!$JG-

个波长下检测吸

光度"计算出每个反应组合的
]G@XZ8J<>

均值和
]GCJ

Z8J<>

!以吸光度为纵坐标!酶溶液终浓度为横坐标!分别作

出不同检测波长下和不同酶浓度下的均值差变化曲线!观察

信号最强的检测波长"

#)0)!

!

底物浓度的确定
!

取一块浅孔分析平板!按表
#

配制

不同蔗糖底物浓度的反应体系!分别加入
%$

#

O

不同稀释倍

数(

#$

!

"$

!

0$

!

%$

!

,$

!

#$$GG'(

-

O

)的蔗糖底物溶液!

#

!

%

列

分别加入
!)$G

K

-

GO

左右的酶溶液各
!$

#

O

!

.

!

#"

列分别

加入
!$

#

O

同体积水溶液"以
!$

#

O T

"

Z

(即
]G@X

)和

!$

#

O8*̀

(

0$

#

K

-

GO

!即
]GCJ

)作为样品加入反应体系!比

较在没有抑制剂下(

]G@X

)和在最大浓度抑制剂下(

]GCJ

)

不同蔗糖底物浓度的差异"每个反应组合做
!

个平行和
!

个

不加酶的对照"加完所有试剂后!用膜封好微孔板!于
!.\

孵育
"-GCJ

"去除封膜!用排枪吸
#"$

#

O

的
5(AH'B<3BB@

L

:<@

K

<J>

至所有的孔"用膜封好微孔板!

!. \

孵育
-GCJ

"

在
-"$JG

波长下检测吸光度"计算出每孔的
Z8J<>

(加酶

反应吸光度读数减去无酶反应的吸光度读数)!以吸光度为

纵坐标!不同浓度蔗糖底物溶液为横坐标!分别作出不同酶

浓度下的
]G@XZ8J<>

与
]GCJZ8J<>

的变化曲线!观察酶

浓度对抑制反应的变化规律"

#)0)0

!

酶反应时间的确定
!

取一块浅孔分析平板!按表
#

配

制不同时间的反应体系"反应时间分别为
-

!

#$

!

#-

!

"$

!

"-

!

!$GCJ

!分别加入
%$

#

O"$GG'(

-

O

的蔗糖底物溶液!其中

#

!

%

列分别加入
!)$G

K

-

GO

左右的酶溶液各
!$

#

O

!

.

!

#"

列分别加入
!$

#

O

同体积水溶液"以
!$

#

OT

"

Z

(即
]G@X

)

和
!$

#

O8*̀

(

0$

#

K

-

GO

!即
]GCJ

)作为样品加入反应体系!

比较在没有抑制剂下(

]G@X

)和在最大浓度抑制剂下

(

]GCJ

)不同反应时间的差异"每个反应组合做
!

个平行和

!

个不加酶的对照"加完所有试剂后!用膜封好微孔板!于

!.\

孵育
"-GCJ

"去除封膜!用排枪吸
#"$

#

O

的
5(AH'B<

3BB@

L

:<@

K

<J>

至所有的孔"用膜封好微孔板!

!. \

孵育

-GCJ

"在
-"$JG

波长下检测吸光度"计算出每孔的

Z8J<>

(加酶反应吸光度读数减去无酶反应的吸光度读数)!

以吸光度为纵坐标!不同时间为横坐标!分别作出不同反应

时间下的
]G@XZ8J<>

与
]GCJZ8J<>

变化曲线!观察反应

时间对抑制反应的变化规律"

"

!

结果与讨论
")#

!

最佳酶浓度

由图
#

可知!在
-"$JG

检测波长下!

]G@XZ8J<>

和

]GCJZ8J<>

均随着酶浓度的降低而降低"其中!酶浓度达

到
")$

!

!)$G

K

-

GO

时的吸光度最能满足微孔板法对酶活性

的要求(

]G@XZ8J<>

为
$)#/$

!

$)",$

"

]G@XZ8J<>

低于

$)#/$

时!微孔板显色整体较弱!酶解反应抑制曲线梯度不明

显&高于
$)",$

时!微孔板整体显色过强!酶解反应抑制曲线

梯度同样不明显)!所以在
-"$JG

检测波长下!酶浓度合适

范围应为
")$

!

!)$G

K

-

GO

"

图
#

!

不同酶浓度下
]G@XZ8J<>

均值与
]GCJZ8J<>

均值的变化曲线

aC

K

A=<#

!

DA=+<'P]G@XZ8J<>@JN]GCJZ8J<>CJ

NCPP<=<J><Jc

L

G<H'JH<J>=@>C'JB

L

B><G

")"

!

最佳检测波长

由图
"

可知!在
0$-

!

0-$

!

0/"

!

-"$

!

%!$JG-

种检测波长

下!检测吸光度"

-"$JG

和
0/"JG

波长下检测信号最强!

两者强度相当!且检测强度均随着酶浓度的降低而降低"

")!

!

最佳底物浓度

由图
!

可知!在
-"$JG

检测波长下!

]G@XZ8J<>

和

]GCJZ8J<>

均随着蔗糖底物浓度的升高而升高"其中!蔗

糖底物浓度达到
"$

!

0$GG'(

-

O

时的吸光度最能满足微孔

板法对酶活性的要求(

]G@XZ8J<>

为
$)#/$

!

$)",$

"当

]G@XZ8J<>

低于
$)#/$

时!微孔板显色整体较弱!酶解反应

抑制曲线梯度不明显&高于
$)",$

时!微孔板整体显色过强!

图
"

!

不同波长与酶浓度下
]G@XZ8J<>

均值与

]GCJZ8J<>

均值差的变化曲线

aC

K

A=<"

!

VI<NCPP<=<JH<+@(A<HA=+<BCJNCPP<=<J>

S@+<(<J

K

>IB@JN<Jc

L

G<H'JH<J>=@>C'J

-#

第
!"
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##

期 王红月等'微孔板法筛选
"

F

葡萄糖苷酶抑制剂的条件优化
!



图
!

!

不同蔗糖底物浓度下
]G@XZ8J<>

与
]GCJZ8J<>

的变化曲线

aC

K

A=<!

!

VI<HA=+<'P]G@XZ8J<>@JN]GCJZ8J<>CJ

NCPP<=<J>BA;B>=@><H'JH<J>=@>C'JB

L

B><G

酶解反应抑制曲线梯度同样不明显)!所以在
-"$JG

检测波

长下!蔗糖底物浓度合适范围应为
"$

!

0$GG'(

-

O

"

")0

!

最佳酶反应时间

由图
0

可知!在
-"$JG

检测波长下!

]G@XZ8J<>

和

]GCJZ8J<>

均随着反应时间的增加而升高"其中!反应时

间达到
"$

!

!$GCJ

时吸光度最能满足微孔板法对酶活性的

要求(

]G@XZ8J<>

为
$)#/$

!

$)",$

)!所以在
-"$JG

检测波

长下!反应时间的合适范围应为
"$

!

!$GCJ

"

图
0

!

不同反应时间下
]G@XZ8J<>

与
]GCJZ8J<>

的变化曲线

aC

K

A=<0

!

VI<HA=+<'P]G@XZ8J<>@JN]GCJZ8J<>CJ

NCPP<=<J>=<@H>C'J>CG<B

L

B><G

!

!

结论
本研究以

/%

孔微孔板检测技术为基础!以
8*̀

为标准

参考物!蔗糖为水解底物!测定
"

F

葡萄糖苷酶抑制剂的抑制

能力"研究影响抑制反应关键的
0

个因素***酶浓度#检测

波长#底物浓度#及反应时间的影响!得到更稳定的
"

F

葡萄糖

苷酶抑制剂检测方案'在
-"$JG

检测波长下!最佳的酶反应

浓度为
")$

!

!)$G

K

-

GO

&在
0$-

!

0-$

!

0/"

!

-"$

!

%!$JG-

种检

测波长下!

-"$JG

和
0/"JG

波长下检测信号最强&在
-"$JG

检测波长下!蔗糖底物浓度合适范围为
"$

!

0$GG'(

-

O

&在

-"$JG

检测波长下!酶反应的最佳时间应为
"$

!

!$GCJ

"

不过!该试验以是以体外检测为主!而
"

F

葡萄糖苷酶抑制剂

在体内的吸收及发挥抑制作用的情况有待进一步研究"
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