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微量α﹣葡萄糖苷酶抑制剂筛选模型及抑制类型 

的判断方法 
 

朱娟娟，尹忠平，陈继光，上官新晨，彭大勇，蒋艳 

（江西农业大学食品科学与工程学院，天然产物与功能食品重点实验室，江西南昌 330045） 

摘要：α-葡萄糖苷酶抑制剂能抑制碳水化合物水解，是高血糖人群降低餐后血糖的常用物质。本文基于α-葡萄糖苷酶-PNPG体外

反应体系，建立了微量、快速的α-葡萄糖苷酶抑制剂筛选模型，该模型的主要参数如下：酶浓度为0.05 U/mL；底物浓度范围为0.05~1 

mM；反应温度为37 ℃；反应时间为6 min。以该模型检测了阿卡波糖对α-葡萄糖苷酶的抑制作用，并采用Lineweaver-Burk Plots、

Eadie-Hofstee Plots、Hanes-Wolff Plots、Eisenthal-Cornish-Bowden Direct Plots、Non-linear Regression Analysis五种方法对该酶促反应的

动力学数据进行了详细的分析。通过对数据处理的过程和结果的比较发现，该五种方法各有特点，各法所获得的Vmax、Km和Ki存在一

定的差异，Non-linear-Regression Analysis法更加简便、合理及可靠，是酶动力学数据处理的首选方法。采用Non-linear-Regression Analysis

法计算，该模型中酶促反应的Vmax为3.91×10-6 mmol/min，Km为0.12 mM，阿卡波糖的Ki为90 μM。 
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Abstract: Alpha-glucosidase inhibitors can inhibit carbohydrate hydrolysis and are commonly used to decrease postprandial blood 

glucose in individuals with hyperglycemia. A model for the rapid screening of trace amounts of alpha-glucosidase inhibitors was established 

based on the alpha-glucosidase-pNPG in vitro reaction system. The optimized parameters of this model were as follows: the enzyme 

concentration, substrate concentration, reaction temperature, and reaction time were 0.05 U/mL, 0.05~1 mM, 37 ℃, and 6 min, respectively. The 

inhibitory effect of acarbose was determined using this model, and the enzymatic reaction kinetics data were analyzed using five methods 

(Lineweaver-Burk plots, Eadie-Hofstee plots, Hanes-Wolff plots, Eisenthal-Cornish-Bowden direct plots, and Non-linear regression analysis). 

Data processing and comparison of results showed that these five methods had distinct characteristics as the Ki, Km, and Vmax calculated by these 

five methods differed slightly. Non-linear Regression Analysis was more convenient, reasonable, and reliable, and therefore was the first choice 

for processing the data of enzyme kinetics. By this model, the Vmax (×10-6 mmol/min) and Km (mM) of enzymatic reaction were calculated to be 

3.91 and 0.12, respectively and the Ki (μM) of acarbose was 90. 
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据国际糖尿病联盟（IDF）统计，2013 年全世界

糖尿病患者约3.82亿[1]。我国约有5000万糖尿病患者， 
收稿日期：2015-12-24 

基金项目：国家自然科学基金资助项目（31460436，31260368）；江西省自

然科学基金项目（20132BAB204004） 

作者简介：朱娟娟（1989-），女，硕士研究生，研究方向：天然产物与功能

性食品 

通讯作者：尹忠平（1971-），男，博士，副教授，研究方向：天然产物与功

能性食品 

居世界第二位[2]。研究表明，高血糖是糖尿病的主要

特征，也是导致糖尿病并发症的重要原因[2]。糖耐量

受损（IGT）主要表现为餐后血糖升高，因此控制患

者餐后血糖水平非常重要。根据 IDF《Ⅱ型糖尿病全

球指南》和《中国Ⅱ型糖尿病防治指南》，服用 α-糖
苷酶抑制剂是Ⅱ型糖尿病治疗的首选方法之一[3,4]。膳

食中碳水化合物的消化吸收是影响餐后血糖的关键因

素，为了防止餐后高血糖，患者必须控制日常饮食中

碳水化合物的摄入量，严重影响了患者的生活质量。
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为了控制好餐后血糖但又不太影响一日三餐，以碳水

化合物为主要食物成分、餐后血糖受损的人群通常需

要服用 α-葡萄糖苷酶抑制剂。因此，筛选新型、高活

性 α-葡萄糖苷酶抑制剂成为了研究的热点。准确及快

速筛选的前提是建立稳定高效的筛选模型，因而建立

微量及快速的α-葡萄糖苷酶抑制剂筛选模型具有重要

的意义。 
为了揭示酶抑制反应动力学机制，研究者建立了

Lineweaver-Burk Plots（双倒数作图法）、Eadie-Hofstee 
Plots、Hanes-Wolff Plots、Eisenthal-Cornish-Bowden 
Direct Plots和Non-linear Regression Analysis等多种数

据分析方法，其中最为常用的是双倒数作图法。徐俊

等[5]的研究表明，利用双倒数作图法判断酶反应抑制

类型时须使反应处于非零级状态。当底物浓度过高时，

酶促反应为零级反应，反应速度将不随底物浓度改变

而改变，此时不适用于双倒数作图分析。本实验室研

究发现，当底物浓度相对较低时，反应为非零级，但

反应速度会在较短的时间内显著降低。因此，双倒数

作图法具有一定的局限性。本文基于 α-葡萄糖苷酶

-PNPG 体外反应体系，建立了微量及快速的 α-葡萄糖

苷酶抑制剂筛选模型，以此模型检测了阿卡波糖对 α-
葡萄糖苷酶的抑制作用，并采用上述五种数据处理方

法，对该酶抑制试验数据进行了详细地分析，比较了

各方法的优缺点，可为酶抑制反应动力学数据分析和

抑制类型判断提供参考和依据。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂 

α-葡萄糖苷酶（α-glucosidase，EC 3.2.1.20）、4-
硝基苯基 -α-D-吡喃葡萄糖苷（4-nitrophenyl-α-D- 
glucopyranoside，PNPG，026K1516），购自美国 Sigma
公司；阿卡波糖，购自广州市亿邦医药科技公司；对

硝基苯酚（PNP）、磷酸二氢钾、磷酸氢二钾、β-巯
基乙醇和甘油均为国产分析纯。 

1.2  主要仪器设备 

酶标仪，SpectraMax M2，Molecular Devices。 

1.3  试验方法 

1.3.1  主要反应试剂的制备 
PB（磷酸缓冲液）：称取 KH2PO4 4.559 g，

K2HPO4⋅3H2O 7.646 g，以去离子水定容稀释至 500 
mL，调节 pH 至 6.8，再以 0.22 μm 水系滤膜过滤，

121 ℃灭菌 20 min，4 ℃贮存备用。 

α-葡萄糖苷酶：将 α-葡萄糖苷酶冻干粉溶于含

50%甘油的 PB（0.1 mM，pH 6.8），配制成 100 U/mL
的酶溶液，分装，-20 ℃冻存备用。 

PNPG、PNP、阿卡波糖和 β-巯基乙醇均以 0.1 mM 
pH 6.8 的 PB 配制。 
1.3.2  PNP 测定标准曲线的绘制 

以 0.1 mM、pH 6.8 PB 配制 PNP 标准溶液，取不

同体积加入 96 孔板中，同时每孔加入 1.4 M 的 β-巯基

乙醇 1.5 μL，再以 pH 6.8 PB 补足至 200 μL，得 0、0.01、
0.02、0.04、0.08、0.1、0.2、0.4、0.8、1、2、4、8、
16、32 和 64（×10-6 mmol/L）系列标准浓度，每一浓

度设置 3 个平行，于 λ=405 nm 下测定吸光度值。以

PNP 物质的量 n（×10-6 mmol）为纵坐标，OD 值 A 为

横坐标，绘制测定标准曲线。测定回归方程为： 
Y=37.209X（R2=0.9998） 
式中：X 为吸光度值，Y 为 PNP 的物质的量。 

1.3.3  微量 α-葡萄糖苷酶体外反应模型的建立 
参考 Luo 等[6]、Gao 等[7]和 Ye 等[8]的方法，加以

改进，建立基于 96 微孔板的微量、快速反应模型（α-
葡萄糖苷酶-PNPG 反应体系）。具体操作如下：往各

反应孔中加入 β-巯基乙醇（1.4 M）1.5 μL、α-葡萄糖

苷酶（1 U/mL）10 μL，以 0.1 mM、pH 6.8 PB 补足至

180 μL，混匀后置于 37 ℃水浴中孵育 20 min，加入

PNPG（1 mM）20 μL，37 ℃水浴加热 6 min，在 405 nm
波长下测定吸光度值，每个浓度重复 3 次。 
1.3.4  微量 α-葡萄糖苷酶体外反应模型主要参

数的优化 
1.3.4.1  酶和底物浓度的优化 

反应体系如 1.3.3 所述。在确定 α-葡萄糖苷酶的

浓度为 0.05 U/mL 的基础上，选取 0.05、0.1、0.2、0.4、
0.6、0.8、1、1.2、1.4、1.6、1.8 和 2 mM 12 个浓度进

行试验，反应 6 min 后于 405 nm 下测定吸光度值，以

吸光度值（A）对底物浓度（S）作图，以确定适合的

底物浓度范围。 
1.3.4.2  反应时间的优化 

反应体系如 1.3.3 所述。α-葡萄糖苷酶的浓度为

0.05 U/mL，底物浓度为 0.05、0.075、0.1、0.2、0.3、
0.4、0.5、0.6、0.8 和 1 mM，每隔 1 min 测定一次吸

光度值，连续测定 60 min。分别以吸光度值（A）、PNP
生成量（n）、反应速度（V）和单位时间内反应速度

增减值(∆V)对时间（T）作图，以确定最佳反应时间。 
1.3.5  阿卡波糖对 α-葡萄糖苷酶抑制活性的测

定 
反应体系如1.3.3所述。底物浓度设为0.05、0.075、

0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1、1.2 和 1.4 mM，反应时
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间为 6 min，测定酶反应速度和 IC50。 
酶活抑制率（%）=[(A 空白-A 样品)]/A 空白×l00 
式中：A 空白为未加抑制剂（阿卡波糖）的吸光值；A 样品为

加入抑制剂时的吸光值。 
1.3.6  酶抑制反应动力学数据处理方法 

Lineweaver-Burk Plots：采用 Excel 软件，以 1/V
对 1/S 作图。 

Eadie-Hofstee Plots：采用 Excel 软件，以 V 对 V/S
作图。 

Hanes-Wolff Plots：采用 Excel 软件，以 S/V 对 S
作图。 

Eisenthal-Cornish-Bowden Direct Plots：采用 Excel
软件，以-S，V 数据对作图。 

Non-linear Regression Analysis：采用 Origin 8.0 软

件，以 S 为自变量、V 为因变量进行非线性拟合。 
主要参数（Km，Vmax，Ki）计算方法如下： 
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1.3.7  数据分析 

利用 Excel（2003）和 DPS（v6.55）软件作图和

进行数据统计分析，以 Spss 13.0 软件拟合数据计算

IC50。数据以均值±标准差（⎯x±SD）表示。 

2  结果与讨论 

2.1  α-葡萄糖苷酶体外抑制剂筛选模型的建

立及主要参数的优化 

本文参考 Luo 等[6]、Gao 等[7]和 Ye 等[8]的方法，

建立了基于 96 微孔板的微量、快速 α-葡萄糖苷酶

-PNPG 体外反应体系。反应在 0.1 mM、pH 6.8 PB 中

下进行，温度为 37 ℃，总体积为 200 μL。为了使模

型能更好地适用于α-葡萄糖苷酶抑制剂的筛选及酶抑

制动力学研究，本文对酶浓度、底物浓度和反应时间

进行了优化。 
2.1.1  酶和底物浓度的优化 

在酶反应体系中，酶和底物浓度是重要的参数，

决定了反应速度的高低，但二者的比值更为重要。我

们发现在一定范围内同比例增加或降低酶和底物浓

度，速度-底物浓度图的形状和趋势基本不变，只是反

应速度的数值相应的增加或减少。本文基于试验效率

和反应后吸光度检测的需要，首先通过试验确定 α-葡
萄糖苷酶的浓为0.05 U/mL。在此基础上，设置了0.05、
0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1、1.2、1.4、1.6、1.8 和 2 mM
等 12 个底物（PNPG）浓度进行优化试验。试验结果

（如图 1 所示）表明，随着底物浓度的增加，反应速

度先是快速上升，之后上升趋势逐步变缓，当浓度达

到 0.6 mM 以后，速度基本保持不变，说明此时反应

体系中的酶已被底物饱和。从图 1 的数据来看，在底

物浓度为 0.05~1 mM 范围内，速度曲线呈双曲线形，

速度和底物浓度之间的相关关系基本上符合米氏方

程。因此，反应模型的酶浓度确定为 0.05 U/mL，底

物浓度范围确定为 0.05~1 mM。 

 
图1 不同底物浓度下的反应速度 

Fig.1 Reaction rates under different substrate concentrations 

2.1.2  反应时间的优化 
研究已经证实，在酶促反应开始后的较短的一段

时间内，反应速度基本保持不变，之后随着底物浓度

的降低、产物浓度增加及部分酶分子失活，反应速度

会逐步降低[9]。因此，测定酶促反应速度应选在这个

近似恒速反应阶段进行。本文在酶浓度 0.05 U/mL 的

条件下，设置 0.05、0.075、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、
0.6、0.8 和 1 mM 等 10 个底物浓度进行试验，连续测

定了反应开始后60 min的吸光度值，结果如图2所示。

由图 2a 可知，反应 10 分种后，低底物浓度下的反应

速度开始显现降低的趋势，随着时间的推移，高底物

浓度下的反应速度也相继出现下降趋势。底物浓度越

高，出现下降趋势的时间点越往后推移。图 2c、b 和

d 数据分析表明，反应的前 10 min，各底物浓度下各

时间点的即时反应速度和平均反应速度随时间的推移

稍微有所下降，但降幅很小，据此可判定前 10 min 反

应基本处于恒速阶段。为了确保低底物浓度下的反应

在测定反应速度时仍处于初期的恒速阶段，本文将模

型的反应时间确定为 6 min。 
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图2 反应速度随时间变化情况分析图 

Fig.2 Profile of changes in reaction rate within 60 min 

注：a，前 60 min 的反应速度变化情况图；b，前 10 min PNP

的生成量；c，前 10 min 内各时间点的即时反应速度；d，前 10 

min 内各时间点的平均速度。 

2.2  阿卡波糖对 α-葡萄糖苷酶抑制活性的测

定 

 
图3 Lineweaver-Burk Plots法对阿卡波糖抑制α-葡萄糖苷酶

活性试验数据处理结果 

Fig.3 The inhibitory effect of acarbose on α-glucosidase by 

Lineweaver-Burk plots 

表1 双曲线作图法计算的阿卡波糖对α-葡萄糖苷酶抑制作用

的特征参数 

Table 1 Characteristic parameters of the inhibition of 

α-glucosidase by acarbose calculated using Lineweaver-Burk 

plots 

 Vmax/×10-6 mmol/min Km/mM Ki/mM IC50/mM

空白组 4.16±0.38a 0.15±0.03c   

A1 4.52±0.33a 0.32±0.05b 0.08±0.02 0.13±0.02
A2 4.66±0.57a 0.44±0.04a   

注：表中数据后所标注的小写字母表示各处理组间数据在

统计学上的差异显著性（p<0.05），A1 组（阿卡波糖浓度为 0.075 

mM 的处理组）、A2 组（阿卡波糖浓度为 0.15 mM 的处理组）。 

基于上述优化后的体外反应模型，本文测定了阿

卡波糖对 α-葡萄糖苷酶的抑制活性，并采用双倒数作

图法处理了测定数据，结果如图 3 和表 1 所示。由图

3 可知，采用双倒数作图，C 组（无抑制剂的空白对

照组）、A1 组（阿卡波糖浓度为 0.075 mM 的处理组）、

A2 组（阿卡波糖浓度为 0.15 mM 的处理组）三组的

1/V 和 1/S 均呈现出较好的线性相关性，线性回归后

的 R2分别达到了 0.9830、0.9927 和 0.9931。三组数据

线性回归后的直线近似交于 Y 轴上的一点，表明反应

体系中加入阿卡波糖基本上没有改变其 Vmax（最大反

应速度）。表 3 所列各组酶反应特征参数的计算值也验

证了这一点，虽然加入阿卡波糖后 Vmax稍有增大，但

方差分析显示三者间无显著差异。从图 3 和表 1 可以

看出，加入阿卡波糖后，反应的表观 Km 显著增大，

且呈现出明显的量效关系，表明阿卡波糖与酶结合后，

降低了酶与底物的亲和性。通过进一步的数据计算，

得出了阿卡波糖的 Ki 和 IC50，分别为 80 μM 和 130 
μM，表明其对 α-葡萄糖苷酶具有较好的抑制作用。

综上所述，阿卡波糖对 α-葡萄糖苷酶的最大反应速度

没有明显影响，但通过降低酶与底物的亲和力抑制了
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该酶的活性，具有竞争型抑制剂的典型的特征，因此

属于竞争型抑制剂。本文的研究结果与[10]的报导一

致，这也从另一角度证明，我们所建立的 α-葡萄糖苷

酶抑制剂筛选模型准确、有效，可用于实际筛选。 

2.3  五种酶抑制动力学数据处理方法比较 

目前研究人员已经建立了多种酶抑制反应动力学

数据处理和分析方法，Lineweaver-Burk Plots、
Eadie-Hofstee Plots、Hanes-Wolff Plots、Eisenthal- 
Cornish-Bowden Direct Plots 和 Non-linear Regression 
Analysis 是其中较为常用的五种。本文采用上述五种

方法，对阿卡波糖对 α-葡萄糖苷酶抑制作用的试验数

据进行了详细的分析和比较，旨在为酶抑制反应动力

学数据分析提供参考。 
2.3.1  Eadie-Hofstee Plots 处理结果 

该法对米氏方程： 
[ ]
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SVV

+
=

m
max  

进行形式变换，推导出： 

[ ]⎟⎟⎠
⎞

⎜⎜
⎝

⎛
=

S
Vm-max KVV                       （1） 

这一形式的动力学方程，该方程中变量 V 与变量

V/[S]呈线性相关关系，所表示的直线的斜率为-Km，

在 y 轴上的截距为 Vmax。本文采用方程（1）对阿卡波

糖抑制 α-葡萄糖苷酶活性试验数据进行拟合，C 组（无

抑制剂的空白对照组）、A1 组（阿卡波糖浓度为 0.075 
mM 的处理组）、A2 组（阿卡波糖浓度为 0.15 mM 的

处理组）数据所拟合出来的方程分别为： 
yc=-0.1323xc+3.9184（R2=0.9311）、 
yA1=-0.2669xA1+4.1644（R2=0.9571） 
和 yA2=-0.3597xA2+4.1598（R2=0.9501）。 
（如图 4a），利用拟合直线斜率和截距计算出的

Vmax、Km和 Ki如表 2 所示。 
2.3.2  Hanes-Wolff Plots 处理结果 

该法由米氏方程： 
[ ]
[ ]SK
SVV

+
=

m
max  

推导出： 
[ ] [ ]

max
m

max
1

V
K

V
S

V
S

+⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛=                    （2） 

其表示的直线斜率为 1/Vmax，在 x 轴上的截距为

-Km。本文利用方程（2）对阿卡波糖抑制 α-葡萄糖苷

酶活性试验数据进行拟合（如图 4b），C 组、A1 组（阿

卡波糖浓度为 0.075 mM 的处理组）、A2 组（阿卡波

糖浓度为 0.15 mM 的处理组）数据的拟合直线分别为 

yc=0.2748xc+0.0261（R2=0.9938）、 
yA1=0.2556xA1+0.0583（R2=0.9932） 
和 yA2=0.2558xA2 +0.0806（R2=0.9903）。 
计算出来的 Vmax、Km和 Ki如表 2 所示。 

2.3.3  Non-linear-Regression Analysis处理结果 
米氏方程： 

[ ]
[ ]SK
SVV

+
=

m
max  

方程中 V 和[S]两个变量之间为双曲线相关关系，

该法利用这一相关关系进行非线性拟合，可直接得出

Vmax 和 Km 两个参数，然后通过计算可得 Ki。本文采

用 Origin（8.0）软件对阿卡波糖抑制 α-葡萄糖苷酶活

性试验数据进行了非线性双曲线拟合，拟合结果如图

4c 所示，计算出来的 Vmax、Km和 Ki如表 2 所示。 
2.3.4  Eisenthal-Cornish-Bowden Direct Plots 处
理结果 
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图4 四种酶动力学数据处理方法对阿卡波糖抑制α-葡萄糖苷

酶活性试验数据处理结果 

Fig. 4 Results obtained after processing the inhibitory effects of 

acarbose on alpha glucosidase by four methods of enzyme 

kinetics data processing 

注：a，Eadie-Hofstee Plots 法处理结果；b，Hanes-Wolff Plots

法处理结果；c，Non-linear-Regression Analysis 法处理结果；d，

Eisenthal-Cornish-Bowden Direct Plots 法处理 C（对照组）数据

结果；e，Eisenthal-Cornish-Bowden Direct Plots 法处理 A1 组

（0.075 mM）数据结果；f，Eisenthal-Cornish-Bowden Direct Plots

法处理 A2 组（0.15 mM）结果 

表2 五种数据处理方法所获得的Vmax/×10-6 mmol/min、Km/mM及 Ki/mM (⎯x±SD) 

Table 2 Vmax/×10-6mmol/min, Km/mM and Ki/mM（x
-

±SD）calculated using the five data processing methods 

 
空白组  A1 A2  

Ki Vmax Km  Vmax Km Vmax Km  

E-H 3.94±0.29a 0.13±0.02c  4.16±0.33a 0.27±0.03b 4.12±0.36a 0.36±0.02a  0.08±0.01ab

H-W 3.64±0.15a 0.09±0.02c  3.96±0.38a 0.23±0.04b 3.94±0.38a 0.32±0.03a  0.06±0.02b

N-L 3.91±0.21a 0.12±0.01c  4.01±0.26a 0.24±0.01b 4.04±0.27a 0.31±0.02a  0.09±0.02a

L-B 4.16±0.38a 0.15±0.03c  4.52±0.33a 0.32±0.05b 4.66±0.57a 0.44±0.04a  0.08±0.02ab

E-C 3.93±0.3b 0.14±0.02c  4.11±0.33ab 0.28±0.01b 4.21±0.38a 0.37±0.02a  0.09±0.02ab

注：E-H，Eadie-Hofstee Plots、H-W，Hanes-Wolff Plots、N-L，Non-linear-Regression Analysis、L-B，Lineweaver-Burk Plots、E-C，

Eisenthal-Cornish-Bowden Direct Plots；不同小写字母表示存在显著差异（p<0.05），Vmax与 Km组的字母标记是指同种方法不同组别间

的比较，Ki组的字母标记则表示不同方法间的比较，且 Ki值为 A1 与 A2 两组处理所得的均值；A1 组（阿卡波糖浓度为 0.075 mM 的

处理组）、A2 组（阿卡波糖浓度为 0.15 mM 的处理组）。 

Eisenthal 和 Cornish-Bowden 于 1974 报道该法
[11] ，方法如下：以 V 和[S]为数据对，在 y 轴上标出

数值为 V 的点，在 x 轴上标出数值为-[S]的点，两点

相连成一条直线，各直线相交于一点，该点的横坐标

和纵坐标分别是 Km和 Vmax值。本文以该法处理阿卡

波糖抑制 α-葡萄糖苷酶活性试验数据，结果如图 4d、
4e 和 4f 所示，计算出来的 Vmax、Km和 Ki如表 2 所示。 
2.3.5  五种数据处理方法比较 

本文采用 Lineweaver-Burk Plots、Eadie-Hofstee 
Plots、Hanes-Wolff Plots、Eisenthal- Cornish-Bowden 
Direct Plots和Non-linear Regression Analysis五种酶动

力学数据处理方法对阿卡波糖抑制α-葡萄糖苷酶活性

试验数据进行了较为详细的处理和对比分析，发现五

种方法各有特点，各法所获得的 Vmax、Km 和 Ki 存在

一定的差异（见表 2）。因此，在酶动力学试验中应注

意针对实际情况合理选择数据处理方法。 
（1）Lineweaver-Burk Plots 法：操作简便，高质

量的试验数据可获得较高的拟合度，但低底物浓度点

的误差会被大幅放大。从本文以该法处理阿卡波糖抑

制 α-葡萄糖苷酶活性试验数据来看，C 组、A1 组和

A2 组三个处理组的 V 和[S]数据经倒数变换后回归出

来的直线，难以交于一点。特别值得注意的是，阿卡

波糖是竞争型抑制剂[10]，理论上三条直线应交于 y 轴

上的一个点，但我们进行了很多次试验，可近似交于
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靠近 y 轴的一个点，但很难准确地交于 y 轴上的一个

点。因此，我们建议对该法获得的 Vmax和 Km进行单

因素方差分析，用统计学的方法来判断加入抑制剂前

后的 Vmax和 Km有无显著差异，据以来准确判断抑制

剂的类型。其它四种方法也不同程度的存在这个问题，

均可采用此法来处理和判断。此外，数据经倒数处理

可能带来较大的误差，特别是低底物浓度的点，会放

大误差，造成结果上的不准确[9]。 
（2）Eadie-Hofstee Plots 法：处理简便，但拟合

度较低。以该法处理阿卡波糖抑制 α-葡萄糖苷酶活性

试验数据，拟合的 R2值均低于 0.96，空白组的 R2仅

为 0.9311。 
（3）Hanes-Wolff Plots 法：操作简便，但低底物

浓度点的离散性较大，影响了结果的准确性。 
（4）Eisenthal-Cornish-Bowden Direct Plots 法：

数据处理量大，且所得数据离散性较大，难以获得准

确结果。该法以数据对作图时会产生非常多的直线，

除非试验数据非常准确，否则这些直线很难于交于一

点。因此，本文将所有两两相交的交点坐标加和后进

行平均，据此计算 Vmax和 Km。 

（5）Non-linear-Regression Analysis 法：操作简

便，不需要对数据进行形式变换，直接以 V 和[S]进行

双曲线拟合，因此没有其它几种方法因数据变换带来

的误差。该法另外一个显著的优点是，可适用于较大

的底物浓度范围，0.25~5.0 Km的范围均可[9]。虽然这

种方法简便易行，且结果准确可靠，但需要专业计算

软件。随着计算机技术的快速发展和各种计算软件的

普及，这种非线性拟合方法将会得到迅速推广。从本

文以该法处理阿卡波糖抑制α-葡萄糖苷酶活性试验数

据来看，所得参数 Vmax、Km 和 Ki 的标准偏差相对于

其它四种方法来说比较小。从表 2 数据可知，阿卡波

糖未改变反应的 Vmax，其主要是通过降低酶与底物的

亲和力来抑制酶活，据此可判断其为竞争型 α-葡萄糖

苷酶抑制剂；此法计算所得的 Ki均值为 90 µM，与相

关文献报道一致[10]。 
基于以上分析，我们认为 Non-linear-Regression 

Analysis 法更加简便、合理和可靠，是酶动力学数据

处理的首选方法。 

3  结论 

本文建立了微量、快速的 α-葡萄糖苷酶抑制剂筛

选模型，该模型的主要参数如下：酶浓度为 0.05 
U/mL；底物浓度范围为 0.05~1 mM；反应温度为

37 ℃；反应时间为 6 min。以该模型检测了阿卡波糖

对 α-葡萄糖苷酶的抑制作用，并采用 Lineweaver-Burk 

Plots 、 Eadie-Hofstee Plots 、 Hanes-Wolff Plots 、
Eisenthal-Cornish-Bowden Direct Plots 和 Non-linear 
Regression Analysis 五种方法对该酶反应动力学数据

进行了详细的对比和分析，结果表明，各法所获得的

Vmax、Km和 Ki存在一定的差异，Non-linear-Regression 
Analysis 法更加简便、合理及可靠，是酶动力学数据

处理的首选方法。 
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