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 前 言 

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。 

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。 

本文件由云南天保桦生物资源开发有限公司提出。 

本文件由中国保健协会归口。 

本文件起草单位：XXXXXX。 

本文件主要起草人： 
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白芸豆提取物中α-淀粉酶抑制剂活性的测定 分光光度法 

1 范围 

本文件规定了分光光度法的原理、试剂和材料、仪器、分析步骤、精密度的要求。 

本文件适用于白芸豆提取物中α-淀粉酶抑制剂活性测定。 

2 规范性引用文件 

本文件没有规范性引用文件。 

3 术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

 

    白芸豆提取物  white kidney bean extract 

以白芸豆种子为原料制得的，含有α-淀粉酶抑制剂活性的天然提取物。 

 

    α-淀粉酶抑制剂  α-amylase inhibitor 

一类具有抑制α-淀粉酶活性的天然生物活性物质。 

以下简称“α-AI”。 

4 原理  

白芸豆提取物中含有α-AI，其可抑制α-淀粉酶对淀粉的水解，进而抑制麦芽糖的生成，通过反应

体系中麦芽糖的生成量可计算出白芸豆提取物对α-淀粉酶的抑制活力。麦芽糖的生成量越低则代表白

芸豆提取物中α-AI的活力越高。 

5 试剂和材料 

试剂 

5.1.1 十二水磷酸氢二钠(Na2HPO4•12H2O) 

5.1.2 氯化钠（NaCl） 

5.1.3 可溶性淀粉 

5.1.4 猪胰α-淀粉酶（10080-25G） 

5.1.5 氢氧化钠（NaOH） 

5.1.6 3,5-二硝基水杨酸（98%） 

5.1.7 四水酒石酸钾钠 

5.1.8 苯酚 

5.1.9 亚硫酸钠（98%） 

5.1.10 麦芽糖（97%） 

5.1.11 柠檬酸 

5.1.12 除非另有说明，本方法所用试剂均为分析纯，水为 GB/T 6682规定的三级水。 

试剂配制 

5.2.1 2 mg/mL 麦芽糖标准溶液 
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称取0.200 g麦芽糖（干基计算）置于烧杯中，加适量水溶解后，倒入100 mL容量瓶中，然后用水

分3次反复润洗烧杯，将润洗水倒入容量瓶，用水定容至 100 mL。 

5.2.2 PBS 缓冲液 

称取45.23 g 十二水磷酸氢二钠（Na2HPO4•12H2O）置于烧杯中，加350 ml水搅拌至完全溶解。称取

8.07 g柠檬酸置于烧杯中，加约100 mL水搅拌至完全溶解。将柠檬酸溶液缓慢加入十二水磷酸氢二钠溶

液中，至pH=6.0后定容至1000 mL。 

5.2.3 0.1mol/L 盐酸溶液 

量取8.6 mL浓盐酸，加水定容至1000 mL。 

5.2.4 2 mg/mL 可溶性淀粉溶液 

称取1.00 g可溶性淀粉于烧杯中，加入约200 mL水，搅拌分散后于电炉上加热至完全透明（沸腾后

保持20～30 s），冷却后用水定容至500 mL，现配现用。 

5.2.5 DNS 试剂 

DNS试剂按以下步骤进行配置： 

a) 2 mol/L NaOH溶液：称取 21.0g NaOH，用水溶溶解于 262 mL水中。 

b) 称取 6.3 g DNS，缓慢加入到 45℃水浴中保温的 2 mol/L 262 mL NaOH溶液中。 

c) 将 185.0 g 四水酒石酸钾钠溶解于 500 mL水中后与 b)中所得溶液混合，一起于水浴锅中搅

拌至 DNS溶解。 

d) 称取 5.0 g 苯酚和 5.0 g 无水亚硫酸钠溶解于 c)中所得溶液。 

e) 冷却后用水定容至 1000 mL，放于棕色瓶中一周后使用。 

6 仪器设备 

分光光度计。 

分析天平：感量 0.1 mg。 

pH 计：测量精度±0.01。 

恒温水浴锅：控温范围 0 ℃～100 ℃，控温精度±0.5 ℃。 

涡旋混合器。 

磁力搅拌器。 

计时器：秒表或电子计时器，分度值 1 s。 

带盖离心管：总容量不小于 15 mL。 

普通玻璃试管：用于制作标准曲线及显色反应。 

移液器：配备 10 μL～1000 μL及 1 mL～5 mL量程的移液器，并配有相应吸头。 

容量瓶：50 mL、100 mL、500 mL、1000 mL等。 

烧杯、量筒等一般实验室器具。 

7 分析步骤 

麦芽糖标准曲线的制作 

取8只试管编号，分别加入麦芽糖标准溶液（浓度为2.00 mg/mL）0、1、2、3、4，5、6、7 mL，用

水将各试管中液体体积补足至7 mL。向各试管中加入2.5 mL PBS缓冲液和5 mL 盐酸溶液（0.1 mol/L），

混匀（如表1）后各取 1mL溶液，向各试管中加入1 mL DNS，沸水浴中水浴10 min，立即置于冰水浴中

冷却，向各试管中加入 5 mL纯水，振荡混匀后，于540 nm 波长下测定吸光度值。以0号管作空白（不

含麦芽糖管），以麦芽糖含量为横坐标(x)，吸光度值（y）为纵坐标，绘制标准曲线。 

样品的处理 

7.2.1 试样溶液的制备 
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称取约0.30 g白芸豆提取物（可适当调整配置浓度，将α-AI抑制率控制在30%～60%范围）置于250mL

烧杯中，加水至100mL，磁力搅拌使其完全分散，取混合液作为供试品溶液。 

7.2.2 α-淀粉酶溶液的制备 

称取一定量的猪胰α-淀粉酶（0.02±0.01g)，用水定容至100 mL，摇匀后放置约30min。取上清液

作为酶标准液（用于作为酶对照和样品结合溶液），现配现用。 
注： 可根据酶液活力进行浓度调整，将酶对照管（A3)体系中的淀粉水解约60%～85%。 

7.2.3 试样溶液与α-淀粉酶溶液的制备 

准确吸取上述8.2.1中试样溶液和8.2.2中α-淀粉酶溶液各5mL置于15 mL带盖离心管中，混合均匀，

使溶液体系均匀（用于抑制管A4使用）。同时，吸取10 mLα-淀粉酶溶液于另一只试管中（用于酶对照

管A3使用），将上述试管置于37℃水浴中预热8 min，临用前精密控制时间加入。 
注： 加入前不能剧烈摇晃溶液，避免淀粉酶与提取物结合物分离。 

反应体系 

按下表依次吸取各溶液加入各试管中（加入水、PBS、淀粉溶液后，放入37℃水浴预热8min，将体

系溶液温度提升至酶解适宜温度），再按照表3中酶对照管（A3）和抑制管（A4）要求加入相应的酶溶

液和结合液，将各样品管于 37℃水浴中准确反应 5min（秒表计时，建议每个处理间隔20s，便于操作），

待酶解时间达到5min时，立即加入 5mL 0.1mol/L 稀盐酸终止反应。摇匀后用于α-AI活力的测定。 

表1 α-AI活性测定反应体系 

项目 水(mL) PBS(mL) 淀粉溶液(mL） 样品+酶液(mL) 酶液(mL) 样品(mL) 

空白管（A1) 7 2.5 0 0 0 0 

对照空白管（A2) 2 2.5 5 0 0 0 

酶对照管（A3) 1 2.5 5 0 1 0 

抑制管（A4) 0 2.5 5 2 0 0 

抑制对照管（A5) 1 2.5 5 0 0 1 

注： 空白管A1：不添加任何样品；对照空白管（A2)：测定α-淀粉酶溶液的还原糖；抑制对照管（A5)：不加α-淀

粉酶；酶对照管（A3)：控制淀粉酶的配置浓度；抑制管（A4)：控制试样溶液的配制浓度；抑制对照管（A5)：

测定白芸豆提取物中的还原糖/淀粉含量情况。 

α-AI抑制活力的测定和计算 

7.4.1 测定 

取8.3中溶液 1mL，向各试管中加入1 mL DNS，沸水浴中水浴10 min，立即置于冰水浴中冷却，向

各试管中加入 5 mL纯水，振荡混匀后，于540 nm 波长下测定吸光度值。 

7.4.2 活性的定义及计算 

1g白芸豆提取物，在37℃、pH6.0的反应条件下，1min内抑制α-淀粉酶将淀粉链切断成 1微摩尔

（μmol）麦芽糖的量，即为α-淀粉酶抑制剂活性，以 U/g 表示。按公式1或公式2计算。α-淀粉酶抑

制剂的活力应在80 U/g～120 U/g，若不在此范围需调整测试所用α-淀粉酶浓度。 

 

 𝜃𝜃1 = (𝑀𝑀3−𝑀𝑀4)−(𝑀𝑀5−𝑀𝑀2)
𝑀𝑀×𝑇𝑇×342.3

× 𝐹𝐹 × 106 ························································· (1) 
 

 𝜃𝜃1 = (𝐴𝐴3−𝐴𝐴4)−(𝐴𝐴5−𝐴𝐴2)
𝑀𝑀×𝐵𝐵×𝑇𝑇×342.3

× 100 × 106 ························································ (2) 
 

式中： 
θ1  ——淀粉酶抑制剂活性（U/g）； 
M ——白芸豆提取物的取样量（g）； 
M2——对照空白管的还原糖（g）； 
M3——酶对照试管的还原糖（g）； 
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M4——抑制管的还原糖（g）； 
M5——抑制对照管的还原糖（g）； 
B ——麦芽糖标准曲线回归方程中的斜率； 
A2——对照空白管的吸光度； 
A3——酶对照管的吸光度； 
A4——抑制管的吸光度； 
A5——抑制对照管的吸光度； 
T ——反应时间（5 min）； 
F  ——样品的稀释倍数，100； 
106——克与微克的单位转化系数。 
 

7.4.3 抑制率 

按照DNS法中各处理得到的吸光值，按公式3或公式4计算样品的抑制率。样品的AR值应在20%～50%

之间，否则需要调整粉末样品与PBS的比例。 

 

 𝐴𝐴𝐴𝐴 = �1 − 𝐴𝐴4−𝐴𝐴5
𝐴𝐴3−𝐴𝐴2

�× 100% ······························································ (3) 

 
 𝐴𝐴𝐴𝐴 = 100− 100 × (𝐴𝐴4− 𝐴𝐴5)/(𝐴𝐴3− 𝐴𝐴2) ················································· (4) 

式中： 
AR——抑制率； 

A2——对照空白管的吸光度。 
A3——酶对照管的吸光度； 
A4——抑制管的吸光度； 
A5——抑制对照管的吸光度； 

8 精密度 

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的10%。 
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