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摘   要：α-淀粉酶是一种内切糖苷水解酶，可以水解淀粉等多聚糖内部的 α-1,4-糖苷键，生成低

聚糖、糊精、麦芽三糖、麦芽糖和少量葡萄糖。由于 α-淀粉酶在食品、人体健康监测和制药方面

的重要作用，其活性检测广泛应用于工业生产菌株的选育、临床疾病的诊断、糖尿病药物的开发

和食品质量的控制中。近年来，随着检测技术的发展，许多更加快速、灵敏的 α-淀粉酶检测方法

被开发出来。本文综述了近年来 α-淀粉酶的检测方法和应用研究进展，分类介绍其检测原理和优

缺点，并对未来 α-淀粉酶检测方法提出展望，以期为 α-淀粉酶检测方法的开发和应用提供参考。 
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Abstract: α-amylase is an endonucleoside hydrolase that hydrolyzes the α-1,4-glycosidic bonds 
inside polysaccharides, such as starch, to generate oligosaccharides, dextrins, maltotriose, 
maltose and a small amount of glucose. Due to the importance of α-amylase in food industry, 
human health monitoring and pharmaceuticals, detection of its activity is widely required in the 
breeding of α-amylase producing strains, in vitro diagnosis, development of diabetes drugs, and 
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the control of food quality. In recent years, many new α-amylase detection methods have been 
developed with improved speed and sensitivity. This review summarized recent processes in the 
development and applications of new α-amylase detection methods. The major principle of these 
detection methods were introduced, and their advantages and disadvantages were compared to 
facilitate future development and applications of α-amylase detection methods. 
Keywords: α-amylase; detection methods; applications 

 
α-淀粉酶(EC 3.2.1.1)是一种内切糖苷酶，

广泛存在于动物、植物和微生物，是一种具有广

泛底物选择性和产物特异性的酶，能够水解淀

粉等多聚糖内部的 α-1,4-糖苷键生成糊精、低

聚糖、麦芽三糖、麦芽糖和少量葡萄糖，但是

无法水解末端葡萄糖和支链 α-1,6-糖苷键 [1]。 
α-淀粉酶是最重要的工业酶之一，广泛应用于

淀粉加工业、发酵业、洗涤业、纺织业、食品业

等，约占全球酶制剂市场的 30%，仅次于蛋白 
酶[2]。其中微生物来源的 α-淀粉酶因其稳定性

高、易遗传操作、可大规模培养、生产成本低

等优点而用于工业生产中[3]。人类也有 2 种 α-淀
粉酶，一种由胰腺产生，另外一种由唾液产

生，主要存在于唾液、尿液和血液等体液中，被

用作医学诊断和治疗的生物标志物[4-5]。 
α-淀粉酶的活性检测在工业酶开发、临床诊

断、食品质量评估等领域有重要的应用。在工业

生产菌株的选育上，需要评估 α-淀粉酶生产菌

株的生产能力、酶活、热稳定性等指标[6-8]。在

临床疾病的诊断上，α-淀粉酶的检测主要用于识

别与胰腺和唾液腺相关的一些疾病状况，如人血

清和尿液中 α-淀粉酶活性的测定被广泛用于临

床实验室诊断胰腺疾病，唾液 α-淀粉酶活性则

与压力和焦虑有关[4,9-10]。据报道，抑制 α-淀粉

酶活性可减少Ⅱ型糖尿病的发生，是治疗糖尿病

的重要药物靶点[11]。此外，α-淀粉酶的检测在食

品质量的把控上尤为重要，α-淀粉酶活性的高低

对淀粉类食品的最终质量产生巨大影响[12]。 
由于 α-淀粉酶的检测在工业研究和临床诊

断等领域内的重要性，人们已经开发了许多方法

来测量其酶活性。据不完全统计，目前用于测定

α-淀粉酶的方法有 200 多种，常用的传统检测方

法有基于淀粉分解中的淀粉溶液的粘度降低、淀

粉悬浮液的浊度降低和碘 -淀粉显色法以及

Bernfeld 的还原糖法等[13-15]，但是，这些基于分

光光度测定的方法都有一些缺点，比如涉及多个

步骤、耗时耗力，反应不是化学计量，受葡萄糖

干扰，反应体积比较大，对样品和试剂的需求量

较大，通量低，无法实时监测等缺点，适合要求

不太严格和精细的活性分析。为了满足临床检测

和药物开发等领域内的新需求，开发新的 α-淀
粉酶的活性检测方法，提升其检测速度和灵敏度

一直是个重要的课题。本文将主要介绍近 5 年来

α-淀粉酶检测方法的应用和最新进展，分类介绍

这些方法的检测原理和优缺点。 

1  α-淀粉酶检测的应用进展 
1.1  工业菌株选育和工业酶的研究 

α-淀粉酶的活性测量在 α-淀粉酶工业生产

菌株的选育和工业酶的研究方面有重要作用。不

同工业应用领域需要具有不同特性的 α-淀粉酶

工业生产菌株。在淀粉转化中，淀粉的液化和糖

化需要在高温下进行，需要热稳定的 α-淀粉酶

参与反应，解淀粉芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌、嗜

热脂肪芽孢杆菌和枯草芽孢杆菌均是热稳定的

α-淀粉酶的广泛生产者，其中地衣芽孢杆菌和

嗜热脂肪芽孢杆菌是淀粉加工工业中的优势菌

株[16]。真菌 α-淀粉酶具有相似的温和反应条件，
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最适反应温度为 50−55 ℃，最适 pH 为 5.0−5.5，
安全性高，一般用于食品工业生产中[17]。目前，

通过基因工程和定向进化对工业菌株和工业酶

的研究作出了重大贡献，例如，为提高 α-淀粉

酶产量和活性，利用基因工程，选择高效的   
α-淀粉酶基因和宿主来生产淀粉酶，将含有感兴

趣基因的合适载体插入高效细菌中，以获得高

产的重组 α-淀粉酶生产菌株[18]，但是在后续筛

选庞大的突变体时往往受到高通量限制。基于

碘-淀粉显色和还原糖法的筛选比如平板筛选和

96 孔板筛选都存在速度慢、效率低的问题。基

于荧光激活微液滴分选 (fluorescence-activated 
droplet sorting, FADS)技术的酶活性筛选是近年

来出现的一种高通量筛选方法[19-20]，利用荧光信

号偶联策略与基于液滴的微流控筛选技术结合

可以极大缩短筛选时间。例如 BODIPY-淀粉荧

光法为工业上高通量筛选 α-淀粉酶突变菌株提

供了可行性[8]。  

1.2  临床疾病的诊断 
在临床疾病的诊断中，人体液中 α-淀粉酶

活性变化是某些疾病的重要指标。血清 α-淀粉酶

尤其是胰腺淀粉酶的活性，对胰腺疾病的准确诊

断具有重要意义。血清和尿液中的 α-淀粉酶活性

升高可提示腮腺炎、胰腺炎的存在和胰腺阻塞。

α-淀粉酶活性降低可见于肝炎、肝硬化、肝癌、

妊娠毒血症、慢性胰腺炎、急性酒精中毒等[21-22]。

急性有机磷农药中毒 (acute organophosphorus 
pesticide poisoning, AOPP)是急诊科最常见的危

重症之一，血清 α-淀粉酶水平与 AOPP 的严重

程度和预后密切相关[23]。唾液 α-淀粉酶(salivary 
α-amylase, sAA)已被用作影响交感神经系统病

理的生物标志物[24]，如压力、焦虑、抑郁和口腔

疾病[9,25]。最近，有研究表明 sAA 活性变化可能

与视网膜疾病有关[26]。利用发色基团共价连接的

麦芽低聚糖作为 α-淀粉酶活性检测的底物已经

被广泛应用于临床诊断领域[27-29]。在这类方法中，

尽管已经由需要辅助酶的 4,6-亚乙基-4-硝基苯

基 - 麦 芽 七 糖 苷 (ethylidene-4-nitrophenyl-a-D- 
maltoheptaoside, EPS-G7)底物发展到不用辅助酶

可直接监测水解释放出发色基团的 2-氯-4-硝基

苯-麦芽三糖苷 (2-chloro-4-nitrophenylmaltotrioside, 
G3CNP)和 2-氯-4-硝基苯-半乳糖麦芽糖苷(2-chloro- 
4-nitrophenyl-4-O-beta-D-galactopyranosylmaltoside, 
GalG2CNP) (图 1 和图 2)，但是吸光度受到 pH、

温度和蛋白质浓度的影响，检测需要额外的仪器

来读取信号强度，限制了现场诊断的使用。由于

α-淀粉酶检测在临床诊断和药物开发方面的重

要性和普遍性，因此，迫切需要开发一种便携

式、快速、经济和高效的 α-淀粉酶即时检测方

法。α-淀粉酶检测的简便性，对诊断 α-淀粉酶相

关疾病具有重要意义。 

1.3  糖尿病药物的开发 
糖尿病是全球最普遍的代谢性疾病之一，

由血液中葡萄糖含量过高引起的慢性疾病，其

中Ⅱ型糖尿病(type 2 diabetes mellitus, T2DM)占
糖尿病的 90%以上，属于非胰岛素依赖型糖尿

病[30-31]。T2DM 通常以餐后高血糖为特征，治疗

T2DM 的一种方法是降低餐后血糖水平。人在摄

取含淀粉食物时，淀粉消化的第一阶段涉及由唾

液和胰腺 α-淀粉酶催化的水解，主要产生麦芽

糖、麦芽三糖和 α-极限糊精，这些化合物被体内

其他酶进一步水解生成葡萄糖进入血液，导致餐

后血糖浓度升高[32]，α-淀粉酶在淀粉类食物转化

为葡萄糖的过程中起到重要促进作用。抑制 α-淀
粉酶活性可以延长淀粉类食物的整体消化时间，

降低葡萄糖的生成速率，从而减缓血糖升高。抑

制 α-淀粉酶活性可减少 T2DM 的发生，是治疗

糖尿病和开发新药的重要药物靶点。目前阿卡波

糖是最广泛的 α-淀粉酶抑制剂药物，但这种药物

的使用与一系列慢性并发症有关[33]，因此寻找其 
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图 1  EPS-G7 的水解机制[27] 
Figure 1  Hydrolysis mechanism of EPS-G7

[27]. 
 

 
 
图 2  CNP-G3 和 GalG2CNP 的水解机制[28-29] 
Figure 2  Hydrolysis mechanism of CNP-G3 and GalG2CNP[28-29]. 
 
他替代药物预防和治疗 T2DM 至关重要。研究

天然化合物的 α-淀粉酶抑制作用被认为是糖尿

病药物开发的有效途径，对寻找临床有效的 α-淀
粉酶抑制剂以改善 T2DM 具有重要意义。已有

多种天然植物化合物显示出对 α-淀粉酶活性的

抑制[11]。传统方法从复杂的天然产物系统中筛选

活性化合物需要分离单个成分以进行后续酶活

研究，这通常是低通量和耗时的。因此，特别有
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必要开发一种 α-淀粉酶检测的新方法，以实现快

速有效地从复杂的天然产物体系中筛选活性化

合物。 

1.4  食品质量评估 
淀粉是 α-淀粉酶作用的天然底物，淀粉类

食品的质量会受到 α-淀粉酶活性的影响。面粉

中的 α-淀粉酶活性对烘焙产品的质量有重要影

响，例如适量的 α-淀粉酶可以提高面包的弹性

和新鲜度，延长保质期[34]。若 α-淀粉酶活性过

高会导致面团混合和发酵过程中淀粉降解，面团

变得粘稠，降低面包质量；相反，α-淀粉酶活性

不足会导致面包干燥粗糙，影响面包口感的同时

缩短保质期[12,35]。在鸡蛋杀菌中，为了评估液体

全蛋巴氏杀菌过程的效率，α-淀粉酶活性已经成

为其杀菌效果的验证方法 [36]。晚熟 α-淀粉酶 
(late maturityα-amylase, LMA)被认为是谷物缺陷

的结果，受 LMA 影响的小麦的高等电点的 α-淀
粉酶水平异常高，从而降低谷物质量和价值，有

研究证实了 LMA 含量与酶活性之间存在较高的

相关性。因此，α-淀粉酶活力大小可作为评估小

麦等谷物质量的方法[37-38]。α-淀粉酶是水稻整个生

长和生命周期的关键酶，水稻发育成熟的保守调

节剂[39]。检测 α-淀粉酶的方法有很多，但这些方

法通常很繁琐，因此，如果可以改进 α-淀粉酶检

测方法使其变得简便，例如 pH 试纸条，可以促

进具有潜在稳健发芽的水稻种子的识别和检测，

从而作为生物标志物用于农作者播种前进行分析

和选择的手段，对农业领域的发展也有一定意义。 

2  α-淀粉酶检测方法 
近年来，由于 α-淀粉酶在临床诊断、药物

开发等方面的新用途，人们研发了一些更加快速

灵敏的新方法。例如紫外光谱法中的级联酶法、

荧光光谱法和生物传感法等，传统根据底物、产

物和反应原理的分类方法已经不能满足方法学

的分类要求，接下来按照仪器分析的方法学原理

围绕近年来 α-淀粉酶检测方法的最新进展进行

介绍。 

2.1  紫外光谱法-级联酶法 
葡萄糖氧化酶/过氧化物酶(glucose oxidase/ 

peroxidase, GOD/POD)法[40]被用于测量谷物产

品中的总淀粉含量和血清 α-淀粉酶活性。在  
α-淀粉酶作用下淀粉被分解为麦芽低聚糖，淀粉

葡糖苷酶可以对产生的麦芽低聚糖进一步水解

产生大量葡萄糖，这些葡萄糖与 GOD 反应产生

葡萄糖酸和过氧化氢(H2O2)，过氧化氢又可以与

苯酚、4-氨基安替比林在 POD 催化下产生红色

的醌，颜色深浅与葡萄糖的量成正比[40]。由于

GOD 对葡萄糖的高度特异性，因此测量结果准

确性很高，对谷物或血清这些复杂样品中淀粉或

淀粉酶的定量也具有很高的准确性。但由于反应

中需要添加高纯度的酶制剂，使得其检测成本较

高。GOD/POD 法的反应过程如下： 
α-amylase

2+H O ⎯⎯⎯⎯→麦淀粉 芽糖、糊精等低聚糖  (1) 
Amyloglucosidase⎯⎯⎯⎯⎯⎯→麦芽糖、糊精等低聚糖 葡萄糖  

(2) 
GOD

2 2 2+O +H O⎯⎯⎯→葡萄糖 葡萄糖酸          (3) 
POD

2 2 22H O +4- +4H O⎯⎯⎯→醌+苯酚 氨基安替比林  
(4) 

最近，一项研究表明，GOD 可以直接与麦

芽糖反应，由此建立了一种基于麦芽糖与 GOD
反应的简单、快速的 α-淀粉酶分析新方法[41]。

该方法省略了淀粉糖苷酶将麦芽低聚糖分解为

葡萄糖的步骤，大大降低了检测成本和复杂性。

与最常用的测定 α-淀粉酶活性的 3,5-二硝基水

杨酸(3,5-dinitrosalicylic acid, DNS)方法比较，该

方法具有更高的灵敏度，大约比 DNS 法高 4 倍，

这使得新方法对于测定植物提取物的抗淀粉酶

活性更加精确和灵敏。在评估阿卡波糖对 α-淀
粉酶的抑制作用时也显示出更高的线性相关度。
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由于报道显示 GOD 对葡萄糖的高度特异性，许

多研究人员质疑该酶与 α-淀粉酶产物麦芽糖的相

互作用，关于 GOD 与麦芽糖相互作用的担忧限制

了 GOD 方法在评估 α-淀粉酶活性中的广泛使

用，该作者在后续研究中确认 GOD 与麦芽糖的

相互作用并排除了麦芽糖被 GOD 水解成葡萄

糖的怀疑[42]。与其他方法相比，新发展的 GOD
法是一种容易进行动力学研究和高通量筛选的

方法，这种特殊的检测方法可以作为一个平台，

在更短的时间内轻松地筛选大量的 α-淀粉酶抑

制剂。然而，该方法在评估 α-淀粉酶活性的准

确性方面仍然存疑。此外，多酚对 GOD 和 POD
的抑制以及对 H2O2 的还原也是需要考虑的关

键问题。 

2.2  荧光光谱法 
荧光法是近年来检测 α-淀粉酶最常用的方

法之一，本文主要介绍 3 种不同类型的荧光检

测法。 
荧光底物氟硼二吡咯染料-淀粉(BODIPY-淀

粉)，由淀粉分子和荧光团共价连接形成。在没

有淀粉酶存在时，荧光基团由于相互距离很近而

出现荧光淬灭效果，但当 α-淀粉酶将淀粉底物

水解成较小的碎片时，荧光团的荧光被释放出

来，而荧光信号的强弱与酶活成正比(图 3)[8]。

基于液滴的微流控筛选技术，与传统平板和 
96 孔板筛选技术相比，筛选速度高达 108 突变 
体/d[43]，这吸引越来越多的研究者将酶活测定与

微流控技术结合。近年来，越来越多的研究利用

基于 BODIPY-淀粉荧光法的微流控对 α-淀粉酶

突变株进行超高通量筛选，例如，在基于酶活性

的真菌高通量分选上，黑曲霉的 104 克隆突变文

库在短短 90 min 内单轮微流控筛选后，α-淀粉

酶活性富集了 196 倍，极大地提高了工业菌株

的筛选效率[44]。利用基于液滴的微流控平台对

生长耦合进化后的地衣芽孢杆菌单细胞进行分

离，获得了 α-淀粉酶产量提高 67%的克隆，证

明生长耦合进化与高通量筛选相结合是增强 α-
淀粉酶生产的有效策略[8]。由于高灵敏度、特

异性以及操作的简便性，这种荧光法测量试剂

盒已经商业化。广泛应用在淀粉食品中微量  
α-淀粉酶的检测和基于液滴的 α-淀粉酶高通量

筛选的研究上[45-47]。 
目前包括检测试剂盒在内的现有方法存在

成本高、需要借助工具酶或竞争性底物抑制剂

的间接检测的问题。因此，它们不适用于体液

中 α-淀粉酶的低活性和无损检测。快速、高灵

敏度直接测定人体液中的 α-淀粉酶仍然具有挑

战性。基于饱和碘-淀粉(starch-iodine complex, 
SI)络合物与荧光素钠之间关系的荧光光谱法。

首先，饱和的 SI 复合物与荧光素钠反应，形成

淀粉-碘-荧光素钠复合物(starch-iodine-sodium 
fluorescein complex, SIF)。SIF 的形成导致荧

光发射强度的降低。当 α-淀粉酶通过酶解淀

粉来分解 SIF 时，荧光发射强度增加，根据荧光 
 

 
 

图 3  BODIPY-淀粉的水解示意图[8] 
Figure 3  Schematic illustration of the hydrolysis of BODIPY-starch[8]. 
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强度确定 α-淀粉酶的活性(图 4)[48]。从制备底物

到酶促水解完成仅需 9−10 min，可测量低至 
0.18 U/L 水平的 α-淀粉酶，同时在测量血液样本

中 α-淀粉酶时，血液中常见的葡萄糖、尿素等

物质对该方法没有干扰。该法简单、灵敏和快速，

是一种测定人血清样品中 α-淀粉酶活性的新荧

光法。 
第 3 种 荧 光 法 是 基 于 四 苯 乙 烯

(tetraphenylethylene, TPE)与麦芽三糖共价连接

的荧光探针构建了 α-淀粉酶活性检测的传感系

统。麦芽三糖是 α-淀粉酶和水溶性底物，与 TPE

共价连接形成荧光探针，赋予其优异的水溶性，

在 α-淀粉酶作用下，麦芽三糖单元与 TPE 之间

的化学键会被催化水解，释放出溶解性差的 TPE
残基会快速聚集，发出强烈的绿色荧光(图 5)，
荧光强度与酶活性成线性关系 [49]。在这种新

型荧光法中，其检测限低至 0.14 U/L，线性范

围为 0−45.5 U/L，检测时间缩短至 3 min。该法

无延迟效应，无需工具酶，为临床诊断中 α-淀
粉酶的检测提供了一种简单、灵敏、快速的方

法，该方法所用的荧光探针对 α-淀粉酶具有高

度选择性。目前已应用于患者体液中 α-淀粉酶 
 

 
 
图 4  α-淀粉酶活性检测方法的示意图[48] 
Figure 4  Schematic illustration of α-amylase activity detection method[48]. SF: Sodium fluorescein; SI: 
Starch-iodine complex; SIF: Starch-iodine-sodium fluorescein complex; FEI: Fluorescence emission intensity. 

 

 
 
图 5  α-淀粉酶水解机制示意图[49] 
Figure 5  Schematic illustration of the sensing mechanism of probes in α-amylase activity detection[49]. 
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活性的检测，而且对食品和制药行业也具有推广

价值。 

荧光法最大的特点是高灵敏度和高特异性，

响应时间短，操作简便快速，它的灵敏度是紫外

可见或红外光谱的 1 000 倍[50]。适用于自动化高

通量测定。但是，荧光法无法直接定义酶活性，

需要已知酶活性标准化，受反应溶液中其他物质

的影响空白背景值可能会偏大。 

2.3  在线毛细管电泳法 
目前市售的糖尿病药物如阿卡波糖、米格

列醇等的药效会受到有害副作用的困扰。相反，

一些存在于各种水果、蔬菜和蘑菇中的天然化

合物，包括类黄酮、酚酸、单宁、脂肪酸、皂

苷和蛋白质等，表现出对 α-淀粉酶显著的抑制

作用且没有副作用[51]。由于大量新候选药物的

出现，为了加快整个筛选过程，更具创新的检

测技术正在被开发。毛细血管电泳 (capillary 
electrophoresis, CE)具有快速分离样品、自动化

以及与各种光学、电化学或质谱检测方法相结合

的特点。在线 CE 检测中，酶促反应的孵育、反

应产物的分离和检测被整合到单一的全自动分

析中。在 α-淀粉酶抑制剂筛选中，酶反应可能

发生在引入过程中，底物在毛细管中降解，难以

准确评估 α-淀粉酶的抑制效应。2018 年开发了

一种在线毛细管电泳方法来监测抑制剂对 α-淀
粉酶的抑制作用[52]。在之前的基础上，作者改

变了配置，使用反向模式毛血管将样品引入毛

细管的检测器末端，将每种反应成分单独引入

毛细管，在毛细管中通过扩散混合试剂，从而

改善了峰形并将包括调节毛细管在内的分析时

间从 17 min 缩短到 5 min。应用该方法测试了黄

酮类标准品及其混合物的抑制作用，该方法为筛

选 α-淀粉酶抑制剂提供了一种更快、更经济的

选择。 

2.4  高效液相色谱-光二极管阵列检测器-质
谱法 

目前，高效液相色谱结合生化检测已用于

复杂系统中活性成分的快速分析。借助一种新

型的在线检测系统，可以大大加快从天然产物

中筛选抑制剂的速度。通过将高效液相色谱-质
谱(high performance liquid chromatography-mass 
spectrometry, HPLC-MS)与生化检测方法相结

合，可以同时识别天然复合物中的成分、量化

其活性并研究其构效关系[53]。在此基础上，建

立了一种双在线检测系统，用于快速筛选 α-淀
粉酶和 α-葡萄糖苷酶的抑制剂，通过体外酶测

定和荧光淬灭验证了其抑制作用 [54]。HPLC- 
DAD-MSn-FLD 在线系统由 2 部分组成：高效液

相 色 谱 - 光 二 极 管 阵 列 检 测 器 - 质 谱 (high 
performance liquid chromatography-photo diode 
array detector-mass spectrometry, HPLC-DAD- 
MS)和酶结合的荧光检测(fluorescence detection, 
FLD)，样品溶液由自动进样器注入并由 HPLC
柱分离。将淋洗液由 DAD 记录以显示 HPLC 色

谱图，然后分流，一个泵入质谱仪以进行结构鉴

定，另一个泵入反应线圈与酶溶液反应并由荧光

检测器检测，酶结合谱的基线信号基于一定浓度

的酶溶液的荧光信号。当活性化合物对 α-淀粉

酶有抑制作用时，荧光强度会降低并形成负峰。

新开发的在线系统应用于梅花 (Prunus mume, 
PM)中活性成分的分析。对 PM 的 HPLC 色谱图、

总离子图和酶结合活性谱进行了分析，总分析时

间为 115 min，从 PM 中分离鉴定出 28 种化合物。 
利用双在线系统方法，尝试在不需要底物存

在的情况下筛选酶抑制剂。研究结果表明，在没

有酶底物的情况下直接检测酶荧光信号的变化，

从而快速筛选天然产物中的酶抑制剂。体外酶活

性和荧光实验也证明了在线系统的可靠性。但是

该法局限于 α-淀粉酶抑制剂的筛选应用，不具
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有通用性，且使用的多种庞大仪器及实验的复杂

性对该法的应用推广造成了一定的限制。 

2.5  等温定量热法 
等 温 滴 定 量 热 法 (isothermal titration 

calorimetry, ITC)是研究分子相互作用的常用技

术。在最佳条件下，大多数热力学反应参数可以

通过 ITC 确定，ITC 的另一个应用领域是通过测

量与反应速率成正比的热变化来确定酶-底物反

应的动力学常数。此前以不溶性淀粉-染料交联

物为底物的研究是直接用染料-淀粉悬浮液进行

酶活分析，最近的一项研究表明，在对染料-淀

粉(淀粉天青)进行煮沸的预处理后，其酶解速度

比未处理的有所增加。人唾液 α-淀粉酶和猪胰

腺 α-淀粉酶催化水解预煮底物的初始速率分别

是未经处理底物水解的 600 倍和 140 倍，大大

提高了染料-淀粉底物测定 α-淀粉酶活性的灵

敏度[55]。利用 ITC 实验比较天然淀粉和淀粉天

青的水解动力学参数 Km 和 Vmax，结果表明天然

淀粉与淀粉天青没有明显的不同，但在淀粉天青

水解过程中观察到底物抑制现象。该研究提出了

一种新的 α-淀粉酶检测方法，即该方法以煮沸

的不溶性淀粉天青为底物可以显著提高检测灵

敏度，结合 ITC 可以研究 α-淀粉酶对不同底物的

催化性质。在研究阿卡波糖对唾液 α-淀粉酶催化

不同底物(GalG2CNP、麦芽七糖和淀粉)的水解

抑制作用时，利用 3 种方法(ITC、分光光度法和

HPLC)研究酶活催化反应，但在这 3 种方法中，

只有 ITC 适合直接测量反应速率[56]。 

ITC 作为一种较新的酶活性测定方法，通过

测量热变化来确定酶-底物反应的动力学常数，

适用于快速测定米氏常数用于筛选最适底物

和抑制剂，为研究 α-淀粉酶催化动力学提供了

一种新的方法。ITC 与生化方法结合的 α-淀粉酶

活性检测方法广泛应用于糖尿病的药物开发。 

2.6  电化学分析法   
由于 α-淀粉酶是诊断多种胰腺疾病和用作

影响交感神经系统病理的生物标志物，与压力和

口腔疾病相关，因此开发一种便携式检测装置是

非常必要的。以电化学传感器为基础的电化学分

析法，是利用 α-淀粉酶分解淀粉的生化反应所产

生的或消耗的物质的量，通过电化学装置转换成

电信号，使电信号(电压、电流等)与 α-淀粉酶活

性产生偶联，进而测定 α-淀粉酶的活性[57-60]。 
将酶活性转化成电流，并利用丝网印刷碳电

极(screen-printed carbon electrodes, SPCE)进行

电流检测，可以开发为检测人类唾液样本中的

唾液 α-淀粉酶(sAA)生物传感器。首先是淀粉被

sAA 水解生成麦芽糖，然后生成的还原糖在第二

反应中促进[Fe(CN)6]3–转化为[Fe(CN)6]4–，其电流

信号与 sAA 水平成正比[57]。该方法以人唾液   
α-淀粉酶为样本，准确度在 90%和 97%之间，是

一种简单、廉价、便携、可靠的快速即时检测

(point-of-care testing, POCT)工具。另一种以水银

温度计为设计灵感的测试条，基于水解产物还

原糖的还原能力产生的电位差而开发出来，可

在 2 min 内对人唾液样本中的 sAA 进行定量分

析[60]。最后一种是将酶活性转化为电阻的电化学

分析法，这是一种用于血清 α-淀粉酶浓度即时

检测的生物传感器，该生物传感器由覆盖有淀粉

包覆金纳米颗粒(starch-coated gold nanoparticles, 
SAuNPs)的导电聚苯胺-祖母绿盐 (poly-aniline- 
emeraldine-salt, PANI-ES)薄膜的玻璃基底组成。

在生物传感器中加入不同剂量的 α-淀粉酶可以

选择性地消耗稳定在 SAuNPs 上的淀粉，从而改

变传感器的电阻。电阻的变化与缓冲液中 α-淀
粉酶的浓度几乎呈线性相关[58]。该生物传感器能

够灵敏地检测血清中的 α-淀粉酶(25−100 U/L)，
响应时间约为 60 s。可与传统临床批准的方法相

媲美。 
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2.7  免疫传感法 
血清包括唾液 α-淀粉酶 (human salivary 

amylase, HSA, 55%–60%来自唾液腺)和胰腺 α-淀
粉酶(human pancreas amylase, HPA, 45%来自胰

腺)。血清和尿液中总 α-淀粉酶浓度的变化与某

些疾病直接相关。HPA 与胰腺疾病和糖尿病相

关，而 HSA 则与慢性酒精中毒、腮腺炎相关[61]。

因为 2 种亚型的 α-淀粉酶提供了不同的疾病信

息，因此区分 HSA 和 HPA 并对其分别检测对诊

断和治疗的精准性是非常重要的。 
基 于 石 英 晶 体 微 天 平 (quartz-crystal 

microbalance, QCM)的免疫传感器，可以区分体

液 α-淀粉酶的 2 种亚型，用于唾液 α-淀粉酶

(HSA)的定量 [61]。一种名为光化学固定化技术

(photochemical immobilization technique, PIT)的
非传统功能化方法，基于适当的紫外线激活能够

垂直定向固定抗体，露出结合位点，使其有效结

合目标分析物。QCM 通过管路控制不同的溶液

流动到流体室中的晶体的敏感金表面，抗 HSA
抗体固定在金敏感表面上，并通过测量由于抗原

(HSA)结合而产生的频率变化来直接定量 HAS。
此外，为了将基于 QCM 的免疫传感器应用到更

广泛的临床分析领域，通过采用简单的压载程序

来放大信号，可以极大地提高该装置的灵敏度和

检出限(limit of detection, LOD)，其检测限为   
1 µg/mL (77 U/L)。通过 phadebas 试验等标准实

验室方法对该方案进行验证，证明了所提出的免

疫传感器的可靠性，它可以应用于生理水平高于

20 U/L 的体液(如血清和尿液)中的淀粉酶浓度。

QCM 是一种易于使用和可靠的 α-淀粉酶检测设

备，克服了其他方法如 phadebas 法缺乏选择性

的缺陷。 

2.8  纸基传感法 
近年来，开发了一种基于黏度变化的传感器

用于测量 α-淀粉酶活性的方法[62]。该传感器基

于将淀粉溶液的黏度变化转化为 pH 试纸条上水

扩散长度的差异，可以通过测量支链淀粉溶液在

不同浓度酶存在下的黏度变化来定量检测 α-淀
粉酶活性，将酶和淀粉混合物溶液滴在聚氯乙烯

(polyvinyl chloride, PVC)板上并在室温下保持  
5 min。最后，将 pH 试纸条放置在水溶液的顶部，

5 min 后，观察 pH 试纸条上溶液扩散情况，并

使用智能手机对结果进行成像。因为纸上有很多

微米级的孔，这允许通过毛细管作用输送水，由

于 pH 试纸价格低廉还可以监测实验过程中的

pH 变化，以避免实验条件的变化，从而确保实

验的准确性。这种基于黏度法的传感器具有非常

高的灵敏度，LOD 约为 0.017 U/mL，在胰蛋白

酶、黄嘌呤氧化酶、胆固醇氧化酶、脲酶、过氧

化物酶、β-葡萄糖苷酶、透明质酸酶和脂肪酶等

酶的存在下测试纸基传感器的特异性，与空白组

(仅支链淀粉溶液)相比，水印扩散率未观察到明

显区别。这些发现表明，基于黏度变化的纸基传

感法对 α-淀粉酶检测具有良好的特异性。 
近年来用于 α-淀粉酶检测的生物传感法越

来越多，除了上面已经介绍的几种方法外，还有

基于液滴的一次性传感器贴片等也是一种简单、

快速、廉价、便携和可靠的 POCT 工具[59]，可

用于人唾液和血清中 α-淀粉酶的即时检测，有

助于胰腺炎、癌症、腮腺炎、应激和抑郁症的诊

断。但传感器的设计制作比较麻烦，难以实现商

业化。 

3  总结与展望  
本文主要介绍了近五年 α-淀粉酶的检测方

法及其应用进展。近年来 α-淀粉酶的检测方法

的创新点主要是将不同检测仪器与生化检测方

法结合的使用。这些方法在速度、灵敏度、方便

性和安全性等方面取得了一定进步。表 1 中简要

总结了本文讨论的方法。 
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表 1  α-淀粉酶检测方法的概述 
Table 1  Overview of α-amylase detection methods 
Classification Assay Linear range/LOD Features/Applications References 
Ultraviolet spectroscopy 
method 

Maltose 
concentration 

The sensitivity is 4 times 
higher than DNS  

Enzyme activity kinetics, high 
throughput detection 

[41] 

Fluorescent spectrometry 
methods 

Fluorescence 
intensity 

 Combining microfluidic screening 
up to 108 clones/day 

[8] 

0.18 U/L Clinical diagnosis [48] 
0−45.5 U/L, 0.14 U/L Clinical diagnosis [49] 

Online CE   The analysis time was reduced 
from 17 to 5 min 

[52] 

HPLC-DAD-MSn-FLD Fluorescence 
intensity 

 High throughput screening 
inhibitors 

[54] 

ITC Heat change  Enzyme activity kinetics [55-56] 
Electrochemical method  Electrical signals 25−100 U/L Portable, clinical diagnosis [57-60] 
Immune sensing method Frequency signal 77 U/L Portable, distinguish subtypes of 

HSA and HPA 
[61] 

Paper based sensing method Viscosity 17 U/L Portable, clinical diagnosis [62] 
 

总体而言，虽然有很多方法用于 α-淀粉酶

的测量，但发展各种更加简便、通用的方法一

直是科学家们所持续追求的目标。尽管近年来

α-淀粉酶检测在技术上已经进行了很多改进，

但是其根本原理没有实质性的改变，后续的工

作重点将在于开发出更加灵敏的底物和更加通

用的方法，用于测量来自各种来源的 α-淀粉酶

的活性，以满足不同领域的应用要求。 
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