
书书书

收稿日期: 2012-07-01; 修订日期: 2012-12-11
基金项目:国家自然科学基金( No． 50773064) ;

天水师范学院重点学科支持项目( No． ZD08037)
作者简介:周向军( 1980-) ，男( 汉族) ，甘肃镇原人，现为天水师范学院研
究生，讲师，硕士学位，主要从事天然产物研究与开发工作．
* 通讯作者简介:张 继( 1963-) ，女( 汉族) ，甘肃兰州人，现任西北师范
大学研究员，博士学位，主要从事植物化学研究工作．
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摘要: 目的 研究高乌甲素对 α －淀粉酶的抑制及其光谱变化。方法 运用可见及紫外光谱对高乌甲素与 α －淀粉酶相
互作用的光谱进行探讨。结果 结果表明当高乌甲素在 0 ～ 0． 5 mmol /L范围内其对 α －淀粉酶的抑制作用逐渐增加，0． 5
mmol /L时达到饱和，相对酶活力为 43%。高乌甲素对 α －淀粉酶属于可逆非竞争性抑制，抑制常数 Ki = 9． 86 × 10 －2

mol /L。紫外光谱表明 α －淀粉酶与高乌甲素作用后吸收峰发生蓝移，说明其相互作用改变 α －淀粉酚的空间构象。结
论 该结果为进一步研究 α －淀粉酶与小分子化合物相互作用提供依据。
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Effects of lappacnitine on α － amylase and its spectral properties
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Abstract: Objective The effects of lappacnitine on α － mylase and its spectral properties were explored． Methods UV － VIS
spectra were used to explore the effects of lappacnitine and α － amylase． Ｒesults The results show that inhibition effect reaches e-
quilibrium when lappacnitine is about 0． 5 mmol /L and the relative activity is around 45% ． Lappacnitine can lead to reversible
noncompetitive inhibition and Ki = 9． 86 × 10 －2 mol /L． UV spectra show that lappacnitine induces a blue shift of α － amylase
warelength． Conclusion These resutswi provide euidence for further study on interaction between α － amylase and small molealar
compounds． ．
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高乌甲素( lappacnitine) ，又称巴拉乌头碱，为毛茛科( Ｒanun-
culaceae) 乌头属( Aconitum) 多年生草本植物高乌头( Aconitum si-
nomontanum Nakai) 根中提取的生物碱。高乌甲素的单体成分之
一氢溴酸高乌甲素( lappacnitine hydrobromide) 是一种良好的非
麻醉性镇痛药，具有明显的镇痛、消炎、消肿作用及无成瘾性和不
良反应少等特点［1 ～ 3］。α －淀粉酶( α － amylase) 也称 α － 1，4 － D
－葡聚糖水解酶，催化 3 个或 3 个以上含 α － 1，4 糖苷键的 D －
葡萄糖多聚物的水解［4］。高乌甲素作为一种药物，进入体内后
不可避免地与 α －淀粉酶相接触［5，6］，势必会影响到 α －淀粉酶
的活性，因此高乌甲素有可能成为一种新型 α －淀粉酶抑制剂。
本试验主要探讨高乌甲素对 α －淀粉酶的抑制及其紫外光谱变
化，旨在为进一步研发高乌甲素作为 α －淀粉酶抑制剂提供理论
资料。
1 材料与仪器
高乌甲素，麦芽糖等均为国产分析纯。α －淀粉酶为 sigma

产品。
3，5 －二硝基水杨酸( DNS) ［7］: 甲液: 溶解 6． 9g 结晶酚于

15． 2 ml 10% NaOH中，并稀释至 69 ml，在此溶液中加入 6． 9g亚
硫酸氢钠。乙液: 称取 255 g 酒石酸钠，加到 300 ml 10% NaOH

中，再加入 880 ml 1% 3，5 －二硝基水杨酸溶液。将甲液与乙液
相混合即得黄色试剂，贮于棕色试剂瓶中。在室温下，放置 7 ～
10 d以后使用。

722 型分光光度计( 上海欣茂仪器有限公司) ; UV － 1800 型
紫外分光光度计( 日本岛津) ; 电子天平( 德国梅特勒 －托利多) ;
PHS － 3D精密 pH计( 上海雷磁) 。
2 方法
2． 1 酶活性测定 按 WANG 方法［8］稍作修改。1%淀粉、pH6． 9
的 0． 05 mol /L磷酸缓冲液均在 25℃预热 10 min。依次加入 1%
淀粉 1 ml、淀粉酶液及高乌甲素，用磷酸缓冲液补充至 2 ml，25℃
准确保温 3 min，分别加入 2 ml DNS，摇匀，置沸水浴中煮沸 5
min。取出后流水冷却，定容至 25 ml。520 nm测定光吸收值，以
光吸收值表示酶活力。空白管以 1 ml磷酸缓冲液代替酶液。
2． 2 高乌甲素对 α －淀粉酶活力的影响测定 以高乌甲素浓度
为横坐标，相对剩余酶活力为纵坐标，探讨高乌甲素对 α －淀粉
酶的影响［9］。
2． 3 高乌甲素对 α －淀粉酶抑制效应测定 固定底物浓度，改变
加入 α －淀粉酶的酶量，测定不同高乌甲素浓度下 α －淀粉酶活
力随底物浓度变化情况，以淀粉酶量为横坐标，酶活力为纵坐标，
判断抑制效应［10］。
2． 4 高乌甲素对 α －淀粉酶的抑制类型及抑制常数测定 固定
酶量，改变底物浓度，测定不同高乌甲素浓度下酶活力随底物浓
度变化规律［10］。以 Lineweaver － Burk 双倒数作图判别抑制类
型、求得抑制常数 Ki。
2． 5 高乌甲素与 α －淀粉酶相互作用的紫外光谱 α －淀粉酶与
不同浓度高乌甲素保温 10 min，在 270 ～ 300 nm范围内进行紫外
扫描［11］。
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3 结果
3． 1 高乌甲素对 α －淀粉酶活力的影响 见图 1。

图 1 高乌甲素对 α －淀粉酶活力的影响

由图 1 可知，当高乌甲素在 0 ～ 0． 5 mmol /L 范围内时，随浓
度增加其对 α －淀粉酶抑制作用增强; 随后继续增加高乌甲素浓
度，其对 α －淀粉酶的抑制作用几乎保持不变，达到饱和，相对剩
余活力保持在 43%左右。
3． 2 高乌甲素对 α －淀粉酶抑制效应测定 见图 2。

图 2 高乌甲素对 α －淀粉酶抑制效应

由图 2 可知，淀粉酶活力对其体积作图得到一系列通过原点
的直线，随着高乌甲素浓度不断增加，曲线斜率开始降低，酶活力
被抑制作用不断加强，符合可逆抑制作用的特点［12］，因此高乌甲
素对 α －淀粉酶属于可逆抑制作用。
3． 3 高乌甲素对 α －淀粉酶的抑制类型及抑制常数测定 见图
3。

图 3 高乌甲素对 α －淀粉酶的抑制作用

由图 3 可知，高乌甲素对 α －淀粉酶的抑制作用得到一组交
于横轴的直线，测得的数据表明高乌甲素几乎不改变 Km，只改变
Vmax，且随其浓度增加而减小，见表 1。其抑制机理符合非竞争性
抑制。求得抑制常数 Ki = 9． 86 × 10 －2mol /L。

表 1 不同浓度高乌甲素作用的 Km 及 Vmax

浓度 /mmol·L －1 Km Vmax

0 0． 446 38． 46
5 0． 485 36． 23
20 0． 496 34． 48

3． 4 高乌甲素与 α －淀粉酶相互作用的紫外光谱 高乌甲素在
245 nm附近有特征吸收，与资料报道的 252 nm 有所不同［13］，α
－淀粉酶在 280 nm附近有最大外吸收峰，这主要是由于 Trp和

Tyr光吸收以及与酶构象和螺旋有关的相互作用［14，15］。由图 4
可知，当高乌甲素浓度不断增大时，紫外吸收逐渐增强且发生蓝
移，这表明高乌甲素与 α －淀粉酶相互发生作用，改变了酶分子
中 Trp和 Tyr所处空间结构的微环境，从而引起 α －淀粉酶最大
吸收波长和强度的改变。当继续增大高乌甲素浓度时，吸收峰值
增幅逐渐变小，这表明高乌甲素与 α －淀粉酶的相互作用接近饱
和，空间结构不再发生明显变化。

图 4 高乌甲素处理后 α －淀粉酶紫外吸收光谱

4 讨论与结论
当高乌甲素浓度在 0 ～ 0． 5 mmol /L范围内，其对 α －淀粉酶

的抑制作用持续增强，随后达到饱和，α －淀粉酶相对剩余活力
维持在 43%左右。高乌甲素对 α －淀粉酶的抑制类型为可逆非
竞争性抑制作用，Ki = 9． 86 × 10 －2 mol /L。高乌甲素既可以与游
离的酶结合，也可以与 ES 复合物结合，但并非结合在酶活性中
心的底物结合位点，而是活性中心附近的某些区域，因此虽然不
影响酶和底物的亲和力，但引起了酶构象的改变，因而导致酶活
性中心催化作用降低。紫外光谱表明高乌甲素可使 α －淀粉酶
吸收峰发生蓝移，表明其相互作用引起了 α －淀粉酶构象变化。
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