
α-淀粉酶抑制剂的活性测定

    探讨筛选抗糖尿病药物的有效途径。方法 根据α-淀粉酶活性的测定方法,将淀粉降解产物还原糖在特定条件下比色,测定其含量，通过标准曲线计算出酶活性，求出α-淀粉酶抑制剂的活性。 结果α-淀粉酶活性在一定范围内线性关系良好，阿卡波糖对淀粉酶的活性抑制与文献报道相近，该方法可作为高通量筛选抗糖尿病药物的有效方法。
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    α-淀粉酶抑制剂是国外近年来开发的一类新型口服抗糖尿病药物，1990年，德国拜耳公司开发成功了阿卡波糖，为了方便开发具有自主知识产权的新的α-淀粉酶抑制剂， 对抗糖尿病药物进行有效筛选，我们根据α-淀粉酶活性的测定方法，设计了其抑制剂的活性测定方法。

   1 仪器及试剂

    可溶性淀粉（市售）；麦芽糖（Merck公司）；3，5二硝基水杨酸

（DNS北京试剂厂），阿卡波糖（拜耳公司）；磷酸氢二钠；磷酸二氢

钠；猪胰α-淀粉酶（Sigma 公司）;UV-2100 紫外可见分光光度计（日

本岛津）。

    2 实验方法

    2.1 测定原理：α-淀粉酶抑制剂特异地抑制α-淀粉酶,减少该酶对淀粉的水解,使其降解产物还原糖减少. 通过3,5二硝基水杨酸与还原糖反应显示出红棕色，在 540nm 处比色，通过定量测定α-淀粉酶的活性，可测出α-淀粉酶抑制剂的活性。

    2.2, α-淀粉酶反应曲线绘制：α- 淀粉酶稀释液配制：取α-淀粉酶混悬液 7ul溶于150ml的0.08mol/磷酸盐缓冲液(pH6.9)中。

    依次取0ul、80ul、160ul、240ul、320ul和400ul的α-淀粉酶稀释液，加入 80mM 磷酸盐缓冲液(pH6.9)2%体积补足至 500ul,37℃保温 15 分钟,再加入 500ml2%的可溶性淀粉溶液,准确反应 5 分钟后加入1.0mlDNS试剂，沸水浴 5 分钟，取出冰浴 5 分钟（终止反应）。 以上各管加水至10.0ml，在540nm测定吸收度，以酶含量为横坐标，OD 值为纵坐标绘图，得到α-淀粉酶反应曲线。

    实验结果：当α-淀粉酶的浓度在一定范围内，与反应物的量与吸光度之间可呈现出良好的线性关系，OD=0.00482C＋0.0424，其相关系数 r=0.9997。 见附图 1。
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    2.3 标准曲线绘制：依次取0ul、200ul、400ul、 600ul、800ul和

1000ul 的 15mM 麦芽糖溶液,体积不足 1000ul 者加水补足，然后加

入 1.0mlDNS试剂，沸水浴 5分钟，取出冰浴5 分钟（终止反应）。以

 上各管均加水至 10.0ml，在540nm测定吸收度,记作ODi 以麦芽糖含量为横坐标,Ods 值为纵坐标绘图,得到标准曲线0Ds=Km,K表示1umol麦芽糖与过量的DNS 反应后生成物的吸收度。

      实验结果：当麦芽糖的浓度在一定范围内，麦芽糖含量与吸光

 度之间可呈现出良好的线性关系，OD=13.809C2-0.372， 其相关系数

 r=0.9997。 见附图2。
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     2.4. 抑制剂活性测定：（1）样品管：抑制剂溶液250ul , α-淀

 粉酶稀释液250ul 37℃保温 15 分钟，再加入500UL2%的可溶性淀粉溶液,准确反应 5 分钟后加入1.0mlDNS试剂，沸水浴 5 分钟， 取出冰浴 5 分钟（终止反应）。以上各管加水至10.0ml,在540nm 测定吸收度,记作 OD2.(2)对照管：蒸馏水250ul, α-淀粉酶稀释液250ul37℃保温 15 分钟"加入500UL2%的可溶性淀粉溶液，准确反应 5 分钟后加入1.0mlDNS 试剂，沸水浴 5 分钟，取出冰浴 5 分钟（终止反应）。 以上各管加水至 10.0ml ，540nm 测定吸收度， 记作 Odr。（3） 空白管： 蒸馏水250 ul, α- 淀粉酶稀释液250ul 37℃保温 15 分钟， 加入500UL2%的可溶性淀粉溶液， 立刻加入1.0mlDNS试剂，沸水浴 5 分钟，取出冰浴5 分钟。 以上各管加水至10.0ml ，540nm测定吸收度，记作OD1。

      2.5 抑制剂活性计算： 按照国际惯例，在所规定的条件下， 抑制两个淀粉酶单位的 50％所需的淀粉酶抑制剂的量称为一个淀粉酶抑制剂单位。在 1 分钟内分解淀粉中的1umol 糖苷键所需的α-淀粉酶的量称为 1 个淀粉酶单位。

      设样品管中酶活性为 A，抑制剂活性为 I,抑制率为R,根据定

 义：A=(Odr-OD1)/5K    R=(Odr-OD2)/(Odr-OD1)      

 I：A/2=R:0.5

   因此得出 I=(Odr-OD2)/5K 利用此方法对阿卡波糖进行了测定，结果为 80.5 单位／毫克，与文献报道相近。

  3讨论

   高通量药物筛选（HTS）是目前寻找新药的有效方法，有关该抗               

糖尿病药物的筛选模型未见报道。 该方法简便易行，原材料便宜易

得，只要在实验中严格控制各步骤的实验条件，可以有效实现高通

量药物筛选，以期得到更好的抗高血糖药物。
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