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酶抑制剂类抗糖尿病药物的分子水平筛选方法研究进展 
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摘  要：酶抑制剂类抗糖尿病药物是目前药物研究的热点，而药物筛选技术是制约此类抗糖尿病新药研发速度的关键步骤。

主要从分子水平总结近年来报道的与糖尿病相关的酶抑制剂类候选药物的筛选方法，包括传统方法和前沿方法，着重介绍极

具潜力的毛细管电泳法、质谱法、生物传感法和微通道筛选方法等。 
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Research progress on drug screening methods at the molecular level for enzyme 
inhibitors used as anti-diabetic drugs 
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Abstract: Various enzyme inhibitors have been demonstrated to be a hotspot in the research area of anti-diabetic drugs, whose 
development has been greatly limited by the efficiency of diverse drug screening methods. This paper concerns on different types of 
drug screening methods in the molecular level for enzyme inhibitors used in diabete treatment, including both traditional and 
advanced methods. Importantly, several screening methods with great potential have been emphasized here, such as capillary 
electrophoresis, mass spectrometry, biosensors, screening methods based on microchannel and so on.  
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糖尿病是全世界发病率最高的疾病之一，是一

种与胰岛素产生和作用异常相关、以高血糖为主要

特征的代谢性疾病。现有报道证实，体内参与血糖

调节的多种酶已经成为抗糖尿病药物作用的关键靶

点，可为研制治疗糖尿病的药物提供新途径。以靶

标酶为作用对象的酶抑制剂可有效抑制血糖的升

高，减缓糖尿病并发症的发生和发展，是抗糖尿病

药物研发的希望所在[1-2]
P。目前报道的可用于治疗糖

尿病的酶抑制剂包括α-葡萄糖苷酶抑制剂、醛糖还

原酶（AR）抑制剂、一氧化氮合酶（NOS）抑制剂、

血管紧张素转换酶（ACE）抑制剂、基质金属蛋白

酶（MMPs）抑制剂、蛋白质酪氨酸磷酸酶 1B
（PTP-1B）抑制剂、果糖-1,6-二磷酸酶抑制剂、磷

酸二酯酶（PDE）抑制剂、环氧酶-2（COX-2）抑

制剂、二肽基肽酶-Ⅳ（DPP-Ⅳ）抑制剂等P

[3]
P。 

近年来，组合化学的快速发展已经解决了酶抑

制剂类候选药物的大批量合成问题，而如何快速高

效准确地筛选出此类抗糖尿病新药是药物研发中的

关键难题。现有报道中关于酶抑制剂类候选药物的

筛选方法较多，根据所选用的材料和药物作用的对

象以及操作特点，可将这些方法大致分为 4 个水平：

整体动物水平、组织器官水平、细胞水平和分子水

平。其中，基于分子水平的酶抑制剂类药物筛选方

法具有反应体积小、筛选速度快、药物作用机制明

确，可实现大规模筛选等优点，在药物筛选方面具

有广阔的应用前景。基于此，本文详细综述了酶抑

制剂类抗糖尿病药物的分子水平筛选方法，力图为

此类药物的高通量筛选提供借鉴和参考，以期提高

抗糖尿病新药的研发速度。目前文献中报道的与糖

尿病相关的酶抑制剂类药物分子水平筛选方法主要 
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分为传统方法和前沿方法。其中，传统筛选方法包

括虚拟筛选、紫外–可见分光光度计法、荧光检测

法和高效液相色谱法（HPLC）。近年来广受关注的

前沿筛选方法包括毛细管电泳法（CE）、质谱法、

生物传感法和微通道筛选方法等。 
1  传统方法 
1.1  虚拟筛选 

虚拟筛选是针对酶的三维结构或定量构效关系

（QSAR）模型，从现有小分子数据库中搜寻与靶标

酶结合或符合QSAR模型的化合物，进行实验筛选研

究。该方法目前已用于PTP-1B抑制剂、α-葡萄糖苷

酶抑制剂、AR抑制剂和DPP-Ⅳ抑制剂的筛选P

[4-5]
P。以

α-葡萄糖苷酶抑制剂筛选为例，利用虚拟筛选可从

带有不同烷基链结构的绿原酸衍生物中筛选出高效

抑制剂。与传统高通量筛选相比，虚拟筛选具有高

效、快速和经济等优势。但是，目前许多酶的结构

确定并未测定，极大地限制了虚拟筛选的应用。 
1.2  紫外–可见分光光度计法 

紫外–可见分光光度计法是最传统的酶抑制剂

筛选方法，在抗糖尿病药物筛选中的经典实例为：

以对硝基-α-D-吡喃葡萄糖苷或葡萄糖为底物筛选

α-葡萄糖苷酶抑制剂，目前筛选得到的高效抑制剂

包括一系列 1H-1,2,3-三唑糖类衍生物、2-脱氧-2,2-
二卤代糖苷和羟基香豆素类衍生物等 P

[6-8]
P。紫外–可

见分光光度计筛选方法操作简单，对仪器要求低（普

通酶标仪），但是灵敏度较低，测定信号易受干扰，

对酶和底物的消耗量不容忽视。 
1.3  荧光检测法 

荧光检测法是利用荧光底物与靶标酶及抑制剂

候选药物共同作用，通过检测反应底物或产物的荧

光信号变化来进行候选药物筛选。这种方法灵敏度

高（检测限达到 0.1 μg/mL）、耗时短，并且通常在

多孔板上进行，满足高通量药物筛选的需求，是目

前使用最为广泛的酶抑制剂类抗糖尿病药物筛选方

法 P

[9-11]
P。如利用新型荧光探针构建DPP-Ⅳ抑制剂筛

选体系，可实现 3 841 种化合物的快速筛选，发现

表苯丁抑制素对DPP-Ⅳ有强烈抑制作用，可作为潜

力药物进行开发 P

[9]
P。荧光筛选方法虽然使用广泛，

但是其缺陷也不容忽视，荧光物种的选择十分有限，

并且由于没有引入分离步骤，样品中其他荧光物种

极易对测定信号产生干扰。 
1.4  高效液相色谱法 

HPLC法在酶抑制剂筛选方面使用得较为广

泛，通常与紫外测定法、荧光测定法或质谱法联用。

由于引入了高效的分离步骤，检测信号具有高准确

度，但是多采用离线方式进行，HPLC只是作为单

纯的分离检测手段，需要进行复杂的样品前处理过

程P

[12-13]
P。目前可用于一系列N-烷基-脱氧野尻霉素衍

生物中α-葡萄糖苷酶抑制剂的筛选。 
2  前沿方法 
2.1  毛细管电泳法 

毛细管电泳技术的出现为分子水平药物筛选

技术的发展提供了新的策略和方向。由于其具有样

品消耗量小、分析速度快、效率高、可集成化等优

点，已逐渐成为酶抑制剂类药物筛选的有力工具，

特别是能够在生理环境或接近生理环境下运行、维

持酶活性，模拟实际生理环境中酶与抑制剂之间相

互作用，非常有利于准确评价药物作用，为发现新

型高效的酶抑制剂类抗糖尿病药物提供有效筛选

途径 P

[14]
P。 

值得关注的是，毛细管电泳法的操作模式多样

化和可集成化为形成集样品（酶、抑制剂和底物）

在线混合、反应、分离和检测于一体的药物快速筛

选平台提供了可能。通过选择合适的样品进样方式

和调控毛细管内电渗流，可在线控制样品的混合和

反应。通过与多种检测器相结合，实时监测反应产

物或底物的信号变化，构建一体化的毛细管电泳筛

选平台，可实现多种酶抑制剂类抗糖尿病药物的筛

选，如毛细管电泳筛选方法与荧光检测器联用，构

建在线的电泳辅助微分析系统，可高效测定多种天

然产物结构如咖啡酸、槲皮素、白藜芦醇、氨基葡

萄糖和多西环素对MMPs的抑制作用，实现天然产

物中MMPs抑制剂候选药物的筛选 P

[15]
P；毛细管电泳

筛选方法与质谱联用，通过优化ESI-MS测定参数，

建立具有高灵敏度（比传统的全扫描MS检测方法提

高 60 倍）、高效、快速、准确的药物筛选方法，可

用于四环素类抗生素和天然产物中MMPs抑制剂的

寻找 P

[16]
P；毛细管电泳筛选方法与二极管阵列检测器

联用，在毛细管内将酶反应和产物检测结合起来，

实现了多种ACE抑制剂如卡托普利、赖诺普利及其

他类似结构成分的筛选研究 P

[17]
P。 

同时，毛细管电泳技术中用到的毛细管内壁具

有丰富的硅羟基，极易进行修饰反应，为多种酶的

固定化提供了有效途径。基于固定化酶建立的酶抑

制剂筛选方法可大大减少酶的使用量，降低成本。

现有报道表明，利用离子液体将与糖尿病相关的
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ACE固定在毛细管壁，通过依次进样及合理调控电

渗流，可实现多种天然提取物中ACE抑制剂的快速

筛选P

[18]
P。 

2.2  质谱法 
质谱技术能够通过测定离子化后分子的质荷比

得到相关分子的相对分子质量。近年来，随着质谱

技术的不断完善及各种高性能质谱仪器的出现，质

谱被越来越多地应用于分子水平药物筛选研究中。

在酶抑制剂类抗糖尿病药物筛选方面，基于质谱技

术构建的筛选方法主要分为两大类：一类是利用高

分辨率的生物质谱实时监测酶与抑制剂相互作用；

另一类是将新型质谱技术与传统分离技术相结合，

建立更精确、更有效的酶抑制剂筛选方法。 
以基质辅助激光解吸附–飞行时间（MALDI- 

TOF）质谱和电喷雾质谱（ESI-MS）为代表的现代

生物质谱技术，由于具有高灵敏度和高质量检测范

围，为实时测定酶及相关抑制剂的相互作用提供了

必要的技术手段并逐步形成了独具特色的生物质谱

筛选技术。这一筛选技术的思路是：通过调整质谱

参数，观察靶标酶–抑制剂复合物在气相状态下的

稳定性，进而比较不同抑制剂与靶标酶的相互作用

强弱。目前，这种基于测定生物大分子相对分子质

量的质谱筛选技术仅仅用于AR抑制剂的筛选P

[19-20]
P，

从索伯尼尔和托瑞司他的结构类似物中进行候选药

物筛选。该方法使用并不广泛，推测有两个原因，

一是目前许多酶的结构确定并未测定，限制了生物

质谱筛选的应用；二是酶–抑制剂在气相状态的结

合情况并不能十分有效的反映溶液体系中结合状态

与抑制作用。 
随着质谱技术的完善更新，新型质谱技术与传

统液相分离技术相结合为酶抑制剂类药物筛选提供

了全新的思路。高效的分离手段保证了质谱测定信

号的准确度，质谱信号则直接提供有效的抑制剂结

构信息，将药物筛选与药物结构确证过程合二为一，

简单方便。这种方法适用于复杂体系中候选药物的

筛选，包括中药提取物以及生物菌液提取物。将超

滤液相色谱–光电二极管阵列检测器–电喷雾质谱

技术与傅里叶变换离子回旋共振质谱相结合，可筛

选山楂叶总黄酮提取物中的α-葡萄糖苷酶抑制剂，

并对活性较强抑制剂进行结构解析，得到 4 种抑制

活性较强的结构，包括牡荆素、槲皮素糖苷以及两

种黄酮糖苷。利用此技术对一系列黄酮及其糖苷结

构的抑制活性进行分析，发现黄酮结构中B环的C-3

上有取代基时抑制活性增强，A环的C-6 或 8 上有取

代基时，抑制活性减弱 P

[21]
P。利用超高效液相色谱–

四级杆–时间飞行器质谱技术与虚拟筛选相结合，

可对一系列天蓝黄链霉菌复合物结构的α-葡萄糖苷

酶抑制活性进行测定比较，进而筛选得出抑制活性

最强的天蓝黄链霉菌复合物ABI656P

[22]
P。通过建立集

样品前处理，样品反应和样品监测于一体的高效液

相色谱–二极管阵列检测器–质谱–生物化学检测

器体系，可实现诃子果实提取物、玫瑰花提取物、

丁香花提取物以及石榴壳提取物中α-葡萄糖苷酶抑

制剂的筛选，发现鞣酸、鞣料云实素和鞣花酸具有

较强的抑制活性 P

[23]
P。 

2.3  生物传感法 
生物传感器是在生命科学和材料科学高速发

展、融合的基础上形成的一项新技术。在酶抑制剂

筛选方面，其是将靶标酶作为识别元件与理化换能

器有机结合，依据待测物质的量与所产生信号之间

的比例关系来达到检测的目的。因其具有快速、灵

敏度高、特异性强、可实现实时检测、在线检测等

优点，目前在酶抑制剂类抗糖尿病药物筛选中显示

出巨大的应用潜力 P

[24]
P。综合文献报道，根据换能系

统的不同，其可分为电化学生物传感器和光学生物

传感器，前者是指电导/电容生物传感器等，后者包

括表面等离子体共振（SPR）生物传感器和光纤生

物传感器等。 
电导/电容生物传感器是一种发展较为成熟的传

感方法，通常是将靶标酶固定在电极表面，利用修

饰好的电极与底物–抑制剂溶液接触，记录一定电

压下产生产物的电流信号，通过对比不同抑制剂条

件下的信号进行候选药物的筛选。在酶抑制剂类抗

糖尿病筛选方面，这一方法已用于α-葡萄糖苷酶抑制

剂和PDE抑制剂的筛选，并取得了初步成果P

[25-26]
P。利

用普鲁士蓝薄层修饰玻碳电极构建的α-葡萄糖苷酶

抑制剂筛选体系，在研究阿卡波糖和格列美脲的抑

制活性时，显示出了较高的灵敏度和准确度，为其

他结构类似物的抑制活性筛选提供了有效途径。利

用电化学传感技术，同样可以简单直接地研究海洋

贝类分泌物质对于PDE的抑制作用，为海洋药物的

开发奠定基础。 
SPR传感器是基于在金属薄膜和电介质界面

处，光能够激发产生表面等离子体共振的现象为基

础的光学检测系统P

[27]
P。其具有方便、快捷、无需标

记、实时检测、非破坏性及高选择性等特点，是检
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测酶、底物和抑制剂之间相互作用的有效工具，已

被广泛应用于酶抑制剂类药物的筛选。目前报道的

使用实例是将靶标酶固定于金属膜表面，监控溶液

中的抑制剂与酶的结合过程。在酶–抑制剂复合物

形成或解离过程中，金属膜表面溶液的折射率发生

变化，随即被SPR生物传感器检测出来，通过回归

分析得出结合曲线并且计算出酶与抑制剂的平衡解

离常数。目前，这一方法可用于筛选天然多肽类ACE
抑制剂，已从食物来源的多肽中筛选出酪蛋白肽

F174ALPQY179 作为ACE的高效抑制剂（IC B50B为 4.3 
μmol/L，平衡解离常数为 3～4 μmol/L）P

[28]
P。利用

SPR技术对 1 120 种合成的小分子化合物进行多次

筛选，最终得出 10 个具有芳基哌啶结构的PTP-1B
高效抑制剂 P

[29]
P。在小分子类MMPs抑制剂筛选研究

中，利用SPR技术对一系列候选化合物进行筛选，

得到两个活性较强的抑制剂（ IC B50 B最小为 290 
nmol/L） P

[30]
P。同样利用该技术对绿茶提取物中α-葡

萄糖苷酶抑制剂进行筛选，发现咖啡因、表儿茶素

没食子酸酯和表没食子儿茶素没食子酸酯对靶标酶

具有较强抑制作用 P

[31]
P。由于SPR生物传感器不需要

对被检测样品进行预处理、操作简单、响应时间短、

检测灵敏度高、特异性强，因而在近 5 年内得到快

速发展，已显示出广阔的应用前景。 
基于生物传感器建立的可视化测定方法也已用

于分子水平药物筛选中。利用纳米金颗粒和近红外

荧光萃灭探针构建的MMPs抑制剂筛选体系，可直

接通过肉眼观测并比较不同抑制剂对MMPs作用的

大小，筛选出高效的抗糖尿病药物 P

[32]
P。 

2.4  微通道筛选方法 
近 10 年来，微/纳尺度分析概念的提出使得分

子水平药物筛选方法朝着样品微量化的方向不断发

展，微通道筛选方法（微流控芯片及微阵列）正是

在这种背景下应运而生。微通道筛选方法是基于在

微米尺度的空间中对流体进行操控，具有将生物和

化学实验室的基本功能微缩到一个几平方厘米大小

的芯片上的能力。其基本特征和最大优势是多种单

元技术在微小可控平台上的灵活组合和规模集成。

目前，在分子层面的单元操作主要包括进样、样品

处理、混合、反应及分离等，并且已被看成是最有

可能满足高通量筛选要求的新兴技术平台之一 P

[33]
P。 

这一筛选方法的关键之处在于微通道的设计制

作和流体的可控操作，而候选药物筛选机制与监测

方法通常参见传统的荧光方法或紫外–可见分光光

度法。目前该方法在酶抑制剂类抗糖尿病药物筛选

方面处于研究起步阶段，实例较少。依据现有文献

报道，通过设计制作独特的Y字形通道，并调控不

同通道中底物与抑制剂的加入量，可使得通道内形

成一个底物浓度均一，抑制剂浓度呈梯度变化的微

型筛选平台，快速准确得出不同抑制剂的IC B50 B，为

酶抑制剂类药物筛选提供新的思路P

[34]
P。同时，选用

微阵列作为酶–底物–抑制剂的反应容器，利用纳

米液滴技术来精准调控微阵列上加样位点和反应区

域，与传统的荧光底物法相结合，可实现 400 种氨

基酸衍生异羟肟酸类化合物对MMPs抑制作用的高

效快速筛选，结果表明结构中含有芳香氨基酸

（Trp/Tyr），小分子氨基酸（Ala），疏水性氨基酸

（Leu/Ile），碱性氨基酸（Lys/Arg）和极性氨基酸

（Gln/Asn）残基的化合物具有较强的抑制作用P

[35]
P。

虽然这一微型集成化的筛选方法目前报道并不多

见，但是其代表着未来高通量药物筛选方法的发展

方向。从样品微量化、操作自动化、仪器功能集成

化和成本节约等多角度出发，这种方法都能显示出

卓越的优势和广阔的应用前景。 
2.5  其他方法 

最近报道的酶抑制剂类抗糖尿病药物的分子水

平筛选方法除了上述 4 种以外，还有核磁共振法、

HPLC在线筛选方法以及新型的荧光底物法。核磁

共振筛选方法是利用高分辨率的核磁共振仪实时观

测PTP-1B酶与抑制剂结构片段的结合情况，进一步

进行结构组合和设计，筛选出具有高活性的PTP-1B
抑制剂类药物P

[36]
P。这种方法无需样品前处理，操作

简单，但是对仪器要求较高。HPLC在线筛选方法

是将固定化酶技术与HPLC分离相结合，构建集酶

反应、反应液分离、检测于一体的在线筛选体系，

大大地降低了昂贵酶的消耗量 P

[37]
P，目前可用于筛选

比较中草药提取物（黄芪、金银花和蛇足石杉）对

于α-葡萄糖苷酶的抑制作用。新型的荧光底物法主

要集中于新型荧光底物的合成与开发 P

[38]
P。 

3  展望 
目前，组合化学技术的快速发展为药物研究开

辟了新的天地，使药物及先导化合物的合成速度大

大提高，然而，组合库中多组分的分析及筛选工作

往往耗时较长，不能满足快速筛选的需要。这一现

状对酶抑制剂类抗糖尿病药物的分子水平筛选方法

提出了更高的要求，在沿用传统药物筛选方法的基

础上，研究并开发新型酶抑制剂类分子水平药物筛
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选方法势在必行P
P。随着各种分析理念的提出和新型

分析仪器的开发，酶抑制剂类抗糖尿病药物分子水

平筛选方法的研究将沿着以下两条思路发展：一是

采用各种新型材料及其独特的光、电性质，开发并

建立新的药物筛选方法，如利用具有独特发光性质

的纳米金颗粒或具有良好导电性能的碳纳米管等建

立更为灵敏的生物传感方法；二是各种分子水平筛

选方法的高度集成化和自动化，形成高通量药物筛

选平台，实现快速高效的药物筛选，如具有多通道

的微流控芯片，微阵列分析等。 
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