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酶为标靶的前沿亲和色谱法筛选天然药物的应用

摘要

目前酶为标靶的分子筛选技术己在国内外广泛应用。酶作为分

子标靶开展筛选，现有的方法主要是考察筛选对象对酶活的抑制作

用7 因此筛选过程往往对酶活要求高。由于价格高，资源少y 靶酶

的获取目前是这项研究的难题。而资源较多的基因工程克隆酶又存

在酶活低的问题，在现有的以酶活性抑制率作为考察指标的方法中，

很难应用。如何利用活性低的酶进行筛选，是一个亟待解决的问题。

根据目前的研究现状，本实验室已经建立了可用于筛选天然药

效物质的前沿亲和色谱筛选平台。本文在此平台的基础上以筛选对

象与酶蛋白的分子结合为考察依据，继续依托前沿亲和色谱技术进

行，以一级结构完整、但活力较低的酶作为筛选标靶。通过研究酶

活对筛选结果的影响，得到在不同酶活条件下的筛选结果，并且验

证了此筛选平台在靶酶酶活低但一级结构完整的条件下，依然可以

获得有效检测结果。同时还将该方法应用于糖化酶抑制剂的检测，

实验证明此方法比传统的糖化酶抑制剂的筛选方法更精确、灵敏度

更高。

本文的主要研究内容如下:

研究方法=

1、为了研究酶活对筛选结果的影响，将膜蛋白酶进行加热，获
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得了一级结构不改变而酶活有损失的酶。首先选用酶的特异性底物

N-(l-苯甲酷-DL-精氨酸-4-硝基苯胶盐酸盐(BAPNA)进行检测。以酶

活为 2933.33 U/mL 和 33.33 U/mL的膜蛋白酶分别作为靶酶，以凝

胶.溶胶法制得前沿亲和色谱柱，并且比较检测结果，以获得不同酶

活对筛选结果的影响。

2、前沿亲和色谱应用于膜蛋臼酶抑制剂苦参碱、苦参素的筛选

己获得本实验室的验证。本文在此基础上，同样以加热的方法得到

酶活分别为 2933.33 U/mL、 2053.33 U/mL、 1353.33 U旭L、 1030

U/mL、 373.33 U/mL.. 66.67 U/mL、 33.33 U/mL、 32.33 U/mL的酶。

以不同酶活的酶作为标靶，对苦参碱、苦参素进行检测，得到了酶

活对筛选结果的影响。

3、在以上实验建立的分析方法的基础上，以糖化酶作为靶酶，

以杨梅黄酣作为检测对象对该前沿亲和色谱筛选方法进行应用。通

过改变酶活、酶的纯度、改变制柱条件中 PEG 的用量和浓度，获得

适用于以糖化酶为靶酶的色谱柱的应用条件。

二、实验结果:

I..BAPNA 与酶活为 2933.33 U/mL的膜蛋白酶的 Kd (0.525 州

明显小于其与酶活为 33.33 U/mL的 Kd (1.977ρ1)。说明酶活减小，

则两者结合度也降低。该结果也从侧面验证酶的特异性底物与酶的

结合主要与酶的空间结构有较大的关系。

2、实验得到的结果显示，酶活改变的情况下，小分子化合物苦

参碱、苦参素与酶的 Kd有微小变化。但是仍然可以得到苦参碱与膜

V 



制斤弘~~式等硕士ti1俗:l.

蛋臼酶的亲和力大于苦参素的结果。这说明酶活对筛选结果无影响，

可推测小分子物质与酶的结合很可能是单位点结合，与酶的一级结

构相关，受酶的二、三级结构变化影响较小。

3、实验结果显示，酶活力明显减小的情况下，杨梅黄酣与酶结

合的 Kd 不会发生明显的变化;酶的纯度提高后，酶的比活力提高，

杨梅黄酣与酶结合的 Kd 明显减小，即两者结合度增加; PEG 分子

量在一定范围内(400-1000)时，分子量越小，越能获得较好的流出曲

线;相同分子量情况下， PEG 浓度越大，样品流出曲线的突破体积

越大，在 150 mg/mL-250 mg/mL 的范围内时，均可以获得有效的检

测结果。

关键词:酶，标靶，前沿亲和色谱，筛选
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APPLICATION OF FRONTALAFFINITY 

CHROMATOGRAPHY FOR SCREENINGτHENATURAL 

MEDICINES USING ENZYME TARGET 

ABSTRACT 

The enz严ne target molecular screening techniques have been 

extensively used in China and abroad. Existing enz严nes target methods 

in screening mainly inspect the filter object on enz严ne inhibition, 

therefore requiring high enz严ne activit予 Patient's diseased tissue was 

the common way to get the high activity enz严nes， and only can be 

provided in small quantities. Genetic engineering can clone enz严nes，

but often low activity. It is difficult to be used in the existing drug 

screening method which depend on the active of inhibition. 

Ac,cording to the current researches, no enz严ne activity screening 

techniques requires to be found. The laboratory has been established a 

method which can be used for screening of natural active substances on 

仕ontal affinity chromatography screening platform. The experiments in 

the paper are based on the platform, to screen natural medicines which 
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used enz严ne as target.Continue to rely on the 企ontal affinity 

chromatography technology二 to the level of structural integrity, but low 

dynamk activity enz严ne as a screening target. Through the research on 

the influence of e皿严ne activity to screening results, we obtained 

screening applicatÌon in different conditions of en马明e activities, and 

verify the screening platform in the enz归ne target level structure under 

conditions of intact but low activity, which can stiU achieve effective 

results. Also the method is applied to the Glucoamylase inhibitor 

detection, this method is more precise and more sensitive than the 

traditional Glucoamylase inhibitor screening method. 

The main contributions were as follows: 

Experiment methods: 

1. In order to study if the e皿严ne activity can influence on 

screening results. Trypsin is heated, and obtained level strucωre does not 

change but different activities of e皿ymes. The first 0均ect is the 

substrate specificities of trypsin N - A - benzoyl - DL - arginyl - 4 - Nitro 

aniline hydrochloride (BAPNA). The enz归ne activity of 2933.33 U/mL 

and 33.33 U/mL tηpsin were used as target enz严nes， gel-sol method 

column is used. And compared the test results can obtain the effect on 

the result of enzyme activity. 

2. Applied 仕ontal affinity chromatography to trypsin inhibitor 

screen- ing, Matrine and Oxymatrine has been selected as objects 

VIII 
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accordi- ng to our laboratory's pre-verification. On the basis, similarly, 

heating to get the e皿泸丑e at difIerent activities: 2933.33 U/rr止， 2053.33 

U/mL, 1353.33 U/mL, 1030 U/mL, 373.33 U/mL, 66.67 U/mL, 33.33 

U/mL, 32.33 U/mL enz归ne. Made these enz严nes which at different 

activites as target, matrine and oxymatrine as objects, can get results of 

screening on the effect of enzyme activities. 

3. Base on the above experiments, we established frontaI affinity 

chromatographic screening method used Glucoamylase as target 

enzymes, and myricetin as checking object. The application on 

Glucoamylase is made under difIerent conditions of enz泸ne activities, 

e皿严ne purity and PEG dosage. 

Experimental results: 

1. The Kd (0.525陆。 of BAPNA and t巧'psin which activity is 

2933.33 U/mL was significantly smaller than Kd (1.977 ~) when the 

trypsin activity is 33 .33 U/mL. That means when trypsin activity 

reduced, the combination of BAPNA and t巧rpsin become lower. The 

results validate enz泸ne specificity of trypsin and substrate. 

2. Experimental results show that, when enz严ne activity changes, 

the Kd of matrine oxymatrine and enz归ne have small but nor obvious 

changes. At the s缸ne time combination between smalI molecular 

substances and enz归nes is likely to be the unit combination, and more 

correlated to the pace structure of enzyme. 
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3. The results show that, enz严ne activity significantly reduced, but 

Kd of myricetin and Glucoamylase has no obvious change; when 

Glucoamylase increase the pu町~ the Kd of myricetin and 

Glucoamylase increased obviously; when the molecular weight of the 

PEG in a certain range (400-1000), the smaller molecular weight, the 

better outflow curve; when molecular weight same, the PEG 

concentration is higher, the sample elution curve breakthrough size is 

larger. In the range of 150 mg!mL-250 mglmL, all can obtain effective 

results. 

KEY WORDS: e皿严ne， target, frontal affinity chromatography, 

screemng 
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第一章 文献综述

1. 1 研究意义和背景

目前，各学科发展迅速， 药学发展也进入了-个崭新的阶段。与以往相比，

天然药物目前是新药开发的重要源泉， 天然药效物质的筛选更是目前新药研发

的核心过程。因此，适当的方法和技术对筛选出天然药效物质具有重大意义。

分子生物学、生物化学、遗传学、信息学以及计算机化学等学科的研究成果和

理论为药物筛选提供了新的思路。目前药物筛选中比较热门的方向包括酶、特

异性受体以及核酸等潜在的药物设计靶点，同时参考其他的类源性配体或天然

产物底物的化学结构特征设计出合理的药物分子， 可以找出具有选择性作用于

某种靶点的新药。

近年来随着分子生物学的发展，特别是基因组学、生物信息学、蛋白质组

学、质谱联用技术及生物大分子相互作用分析技术等推动了从天然药物中发现

特异性药物作用靶标分子的进程。酶作为临床药物最重要的标靶之→，现已被

大量用于从复杂的天然药物中筛选药效化合物。分子间的相互作用是一切生物

或化学变化的基础[l]，因此在以酶为标靶的药物筛选过程中 ， 色谱技术应用广

泛，是天然药物化学研究不可或缺的分离分析手段。

1.2 以酶为标靶筛选药物的研究现状

1 .2.1 酶与小分子的结合情况

氢键、范德华力、疏水作用力和静电引力等是生物大分子与药效物质作用

力的主要类型。根据药效物质和生物大分子相互作用的有关热力学参数 AH、

AS 可以判断其相互作用力的类型[2，匀。因为分子内部的运动有转动、振动和电

子运动，因此分子具有转动能级、震动能级和电子能级。一般来说， 处于低能

量的基态分子从外界吸收能量后，分子能量会发生跃迁。紫外吸收光谱是由于

1 
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分子中价电子跃迁产生的，也可以称为电子光谱。因此用紫外光谱法可以得到

芳香族氨基酸残基在蛋白质分子中的位置、环境及数量:在物理和化学因素的

影响下，蛋白质二、 三级结构的变化(4J。

目前大量实验表明 ， 生物大分子的功能不仅与其一级结构有关，而且与其

三维空间结构有关。要想了解酶的催化机理以及基因表达调控中的分子相互作

用，都需要从生物大分子空间结构去探索。同时， 生物碱与酶作用的可能机理

是 n 键之间的刚性紧密接合，这就从另外一种方面提示我们，小分子生物碱可

能并未与酶共价化合[5， 6)。

张伟[7]等通过研究咖啡因与茶碱分别与膜蛋白酶相互作用的光谱性质变

化，表明两种生物碱分别对膜蛋白酶有荧光猝灭作用，且荧光猝灭机理均属动

态猝灭。根据热力学公式，计算出咖啡因和茶碱与膜蛋白酶之间的作用力均主

要是疏水作用力。

何开大[町等通过实验发现一定温度和压力下，小柴碱与膜蛋白酶二者的结

合是一个自发的放热过程。根据Ross总结的判断生物大分子和小分子结合力性

质的规律[坷，表明小聚碱与膜蛋白酶之间的作用力主要为疏水作用力。小柴碱

改变了膜蛋白酶的二级结构和T甲、 T严残基所处的微环境，通过疏水作用力与

之形成稳定的复合物从而抑制了膜蛋白酶的催化活性。

从目前的研究现状来看，生物大分子与小分子物质结合的方式是研究药物

筛选中的一个关键点。 两者在结合时，往往与生物大分子的空间结构有关，例

如酶的抑制剂大部分是通过改变酶的空间结构而与酶结合，进而抑制酶的活力。

为了能够研究前沿亲和色谱柱中，酶与样品之间的结合是否与酶的活性有关，

本研究中利用了不同酶活的酶作为标靶，观察酶的活力对筛选结果的影响。

1.2.2 酶固定化技术的应用

现代分子生物学的发展，逐步阐明了体内神经介质、 酶、受体在生命活动

中所起的调节作用，酶、受体、 DNA、血浆中的运输蛋白和其它具有重要生理

功能的生物大分子均可作为分子生物色谱的配基，开展药物活性成分的研究。

目前临床上使用的大量药物都存在与这些大分子作用的靶点，因而，各种与疾

病相关的靶分子药物筛选技术应运而生[10]。靶分子亲和技术是利用药物靶点与

配体的亲和作用或靶酶的催化作用将活性成分从复杂体系中抽提出来。靶分子
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的固定化是该筛选技术中重要的步骤。

酶的固定化是指，用固体材料将酶束缚或限制于一定区域内，使其仍能进

行催化反应，并可回收及重复利用的一类技术[11， 12)。固定化方法有吸附法、交

联法、共价结合法及包埋法等。被固定住的酶仍然具有其生物活性。固定化靶

酶与小分子化合物(抑制剂、激动剂、底物、产物等)比溶液体系中的酶更容易

分离，固定化靶蛋白对外界环境的耐受性也比较强，而且可以循环使用[13， 141。

卢大胜等[15]模拟 α，葡萄糖昔酶在件内小肠壁上的情况，将酶固定化，建立了筛

选模型对 2 种天然产物.虎杖水溶性部位和广西血竭甲醇溶液进行筛选。最后得

出固定化酶比游离酶的耐受性(酸、碱、有机溶剂、热)更强。以往游离酶的筛

选范围通常较窄，要求筛选物质水溶性不能太差，而该实验可以得出筛选天然

药物的范围不再局限于此。另外，该固定化酶筛选模型能重复再用，这样使得

固定化酶筛选模型用于药物的筛选更加高效、便利和快速。

由于天然药物的成分非常复杂，有呈酸性的，有呈碱性的，有水溶性的，有醇

溶性的，在筛选过程中所能使用游离靶酶的选择范围较小。而固定化酶具有较

强的耐酸耐碱等能力，这些性质为天然药物的筛选提供了较广的筛选范围。这

些优点使得将靶酶进行固定化用于药效物质的筛选的技术得以发展。然而，在

酶固定化的过程中，很可能导致酶的结构发生改变，从而导致酶活力的损失。

尤其是胞内酶，预分离过程使酶活力损失更大[16]。在大多数情况下，酶固定化

以后活性部分失去，甚至全部失去。郑成等[17]通过分子亲和技术发现，酶经固

定化后其结构的变化与配体间的亲和关系不明确。

Toledo-Shennan 等[181以 EphB2 酶氨酸激酶为靶标，采用虚拟藕合的方法，通

过前沿亲和色谱筛选抗癌药效化合物。结果显示药效化合物准确定位在 19a 位

点上，其在色谱图上具有 36%的迁移， IC5o=5.2μM ， Kd=3 .3 μM，是 EphB2 的

抑制剂，具有潜在的抗癌活性，其结构如下图:

〈ν〉t RZW'。
1 ft刘啊

Ng等[191以 N-乙酷基葡萄糖转移酶为靶标，采用前沿亲和色谱法·液质联用

技术对两个三糖化合物库进行了筛选，在含有 81 个化合物的库中确定了 15 个

有效的化合物，成功建立了高通量筛选其抑制剂的方法。

3 
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目前固定化酶色谱柱的制备的现有技术是以颗粒载体固定酶，装柱而成。

可以用于制柱的载体颗粒种类很多，有大孔吸附树脂、离子交换树脂、葡聚糖

凝胶、琼脂糖凝胶等等。固定酶的方式也很多，有吸附法、共价交联法等等。

目前的色谱柱由于是由颗粒载体固定酶再装柱的方法制备的，所以目前的柱径

均比较大，难以制成柱径在 l 毫米以下的毛细管固定化柱[20-23}。现有的固定化

酶色谱柱，主要应用于亲和层析分离，分离纯化与柱中固定的酶具有亲和力的

成分。

而本文就是基于这个基础，以溶胶.凝胶作为酶固定化的载体类型，制成毛

细管色谱柱。便于需要筛选的物质与酶结合。在酶的固定化过程中，控制酶的

一级结构不改变，观察酶活对筛选结果的影响。并且目前将靶酶固定化联合亲

和技术己成功运用于药物的筛选，这就意味着可以用活性较低的基因工程表达

的酶为标靶进行药物的筛选还有待研究。

1.2.3 以酶为标靶筛选药物技术的应用

目前广泛应用的靶酶亲和技术的基本原理主要有两类:一是将靶酶与待筛

化合物一起孵育，通过一定的技术获得靶酶.小分子复合物，通过直接分析复合物

或者对复合物解离后的特异小分子进行分析，可以得到小分子的结构及与靶酶

的亲和参数等相关信息[24251: 另→类是在含有靶酶的反应体系中加入底物及待

筛选物质，通过酶促反应的产物或底物量的变化来获取小分子的活性信息。因此

分子亲和技术特别适合于研究复杂体系中的效应物质。目前在天然药物筛选过

程中得到了广泛应用，己逐渐成为一种重要的筛选技术手段。

陈双红等[26]用微量稀释法和气相色谱.质谱联用技术分别在细胞水平和离体

酶水平研究5个化合物(氟康略、艾迪康瞠、 Al 、 A3 ， E2、 E8 )对靶酶不同突变

衍生体蛋白的MIC80值和相对抑酶活性，用Roman光谱法研究化合物与酶的结合

能力。结果显示Y1l 8 、 S378残基与化合物特定侧链的化学集团形成配位结合或

其它的相互作用，增强酶与化合物的结合能力，提高了化合物的抗真菌活性。 Liu

D等[27]以视黄醉类X受体为靶点，利用液相色谱技术对化合物库进行筛选，得到了

可以与受体结合的小分子化合物，为癌症的治疗提供新的起点。

与游离酶相比，固定化酶具有更佳的环境耐受性，这一特性扩大了药物筛

选的可行性范围，在药物的筛选过程中，将靶酶进行国定化再结合相应的筛选
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技术成为主流。本课题正是以固定化酶为基础，以前沿亲和色谱这一高效、灵

敏、精确的方法作为技术手段。主要考察该技术对酶活的要求。

1.3 利用亲和作用筛选天然药物的研究现状

1.3.1亲和色谱原理

本文是基于酶与药效化合物之间的亲和特性，依托前沿色谱，研究前沿亲

和色谱的应用的。亲和色谱( affinity chromatography, AC )是利用生物大分子与

亲和色谱固定相表面配位体之间，存在的生物学和生物化学过程的特效性亲和

吸附作用，来进行选择性分离生物分子的分离方法。简单的说，亲和色谱就是

一种以生物大分子为配基，对物质进行分析或分离纯化的特殊色谱方法[28) 。

亲和色谱也是由生物分子与其配体的亲和能力决定的。这种亲和作用主要

有分子间静电作用力、疏水作用力、氢键以及这些作用力的空间排斥作用[29) 。

保留作用的强弱，则与两者间相互作用的强弱有关。

如图 1-1 所示.L 是被固定化的配体，它与物质 A 能特异性作用。当含有

A 和 I 的样品通过含有 L 的基质时.A 与 L 相互作用，较晚被洗脱，而不与 L

相互作用的 I 则先被洗脱。

1 、
\ L .I 
二工二

C UU
• 

图 1- 1 亲和色谱原理示意图

Fig.l-l The Schematic of Affinity chromatograpby 

利用己知的分子相互作用规律选择配基是目前获取亲和配基最主要的途

径。只要两种物质之间有明显的相互作用，就可将其中一个固定在载体上，就

可以构建成简单的亲和作用体系，用于分离或分析另一个物质。当然，为了能

够是吸附和洗脱两个作用都比较容易达到，两个物质之间的亲和常数一般在

10-4"" 10-8 moVL 数量级之间， 不能过高或过低。基于亲和作用的配基种类很多，

性质各不相同，分类方法也很多。一般可将它们分为族亲和配基(group a伍nity
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ligands)和生物专一性亲和配基( bioaffinity ligands )两大类。在亲和色谱中，生物

专一性配基可获得最佳的亲和效果。利用抗原，抗体、酶·底物、酶.抑制剂、激

素-受体、维生素与结合蛋白等生物体内存在的相互作用体系，将其中一方选为

配基，用以识别或分离另一方[30]。这一类亲和作用，特别是利用抗体或抗原为

配基的亲和色谱在生物医学和生物制药领域均有重要的应用。

1.3.2 亲和色谱筛选药物的应用

亲和色谱的可重复利用是基于生物高分子与配基可逆结合的原理。这种可

逆的结合作用主要是靠生物高分子对它的配基的空间结构的识别[31]。亲和色谱

[32-34]利用生物分子间亲和吸附和解离进行分离，具有高度的生物作用定向性。

被固定的标靶与配体之间持续平衡流动，突破体积呈 S 型曲线的方法使得药物

筛选技术得到更进一步的发展。以生物和非生物来源物质为配基的各种亲和色

谱在天然药物活性成分分析中得到了广泛应用，已逐渐成为一种重要的技术手

段闷。此外，药效物质产生的生物活性与生物体内与其发生亲和作用的酶、蛋

白等密切相关[坷。受体蛋白，通常是药效化合物的主要靶标，而酶类则是最重

要的受体类型之一[371，与生理平衡以及神经传导等很多生理过程密切相关，这

说明将酶、受体等作为标靶应用于药效物质的筛选成为新药研发的重要途径。

当然，药物与靶酶之间的结合程度在→定程度上与药物在人体内的作用通路有

关。

亲和作用还可以帮助酶在众多的化合物中快速筛选出适合的抑制剂。由于

化学方法可以产生大量的新化合物用于药物筛选，传统的逐-筛选法就会使工

作量增加很多。因此，有针对性地进行筛选显得非常重要。利用亲和作用筛选药

物主要是依靠靶蛋白与化合物之间的亲和活性，无亲和活性的化合物就能与标

靶分离，从而快速地从大量混合物中找到目标物质。亲和作用筛选药效物质大

体分为两种方式:一种是将标靶固定在载体上，有亲和活力的化合物被保留，

无亲和作用的化合物会被洗掉:另一种是在溶液中标靶物质与混合物一起孵育，

然后利用受体配体复合物与不结合的化合物性质的差别进行区分。因此亲和选

择筛选法也适合于化合物的种类和含量都未知的天然提取物的筛选[38]。

以酶为基础根据药物分子与酶的直接结合来研究分子间相互作用进行药物

筛选的方法种类有很多。包括电喷雾电离质谱(ESI-MS)、生物膜色谱、金属离
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子亲和色谱等。这些方法都有其各自的优缺点[39] 。

电喷雾电离质谱(ESI-MS)可以直接检测小分子化合物与靶分子的复合物，

有复合物分子就说明目标物质和靶物质相结合，该方法筛选通量高。但由于

ESI-MS 不能使用非挥发性无机盐(非挥发性无机盐对质谱信号有很强的抑制或

增强作用)，使得非挥发性盐类、表面活性剂、辅因子等均不能使用。使用范围

较窄。

贺浪冲等立了一种新的生物亲合色谱方法-细胞膜色谱法多年来对其基础

理论、实验方法和应用价值进行了系统、深入地研究，并不断完善和提高。已

经成为继经典放射性配体方法之后， 又一种新的受体药理学实验研究方法，并

成功地用于对中药复杂体系中物质基础的筛选研究。 [40-42]

金属离子亲和色谱是利用金属离子的络合和整合能力来吸附蛋白质的一种

分离方法。而且标靶稳定性高，不易脱落，可在高盐浓度下操作，无需脱盐的

预处理步骤，配体洗脱比较容易等优点，但其筛选通量也不高。

相对于以上这些亲和色谱存在的缺点，前沿亲和色谱操作方便，应用范围

广。存在的优点有: (1) 对目标小分子物质有特异性的识别作用，选择性强、

分离效率高，能提供化合物与靶标结合的有关数据比如结合常数等，筛选准确

性高。避免了传统分离提取的非特异性和低效性; (2) 筛选时省时省力， 实验

操作简单等; (3) 通用性广，可以选用不同的靶标，通过溶胶一凝胶可以制备

小粒径的亲和色谱柱，从而筛选不同的药物。这项技术是国际领先水平的分子

水平上筛选药物的方法。可以根据实际需要灵活配置仪器，同时测得相应的解

离常数 Kd，同时还可区分药物靶标分子的结合位点类型，其筛选通量随检测器

而变化，不需要标记，但标靶需要进行固定化，用微型柱为佳。

整体柱是通过在柱管内原位聚合或困化的方法制备得到的具有多孔结构的

整体棒状固定相，与传统的填充柱相比，具有通透性好、传质速率快、容易制备等

优点，因此在分离分析领域特别是生物分离分析中发挥的作用日益增大。整体柱

的制备及应用近年来也得到了快速发展，层出不穷的新型整体柱己被广泛用于

色谱高效分离分析、固相萃取及酶反应器等方面，大大推动了分离分析科学的发

展。问]

鉴于前沿亲和色谱较一般亲和色谱的优点，本文将前沿亲和色谱应用于天
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然药效物质的筛选，并重点研究标靶的生物活性对筛选结果的影响。以期建立

起无酶活要求的凝胶柱前沿亲和色谱筛选法。

1.4 前沿亲和色谱

1.4.1前沿亲和色谱的原理

目前，各种色谱技术作为提取分离手段己广泛应用于药效物质的筛选，但

很多色谱分都是基于物质问理化性质的差异，并未包含任何药理功能的信息。

在亲和色谱中，将能与潜在药物特异结合的物质固定于载体上制备色谱柱，再

将待分离混合物与色谱柱固定后，以洗脱液洗脱，使混合物缓慢并且连续地通

过色谱柱，即可实现混合物间的分离。该分离是以亲和性为基础。虽然亲和色

谱一般使用生物来源的配基，但随着其应用范围的扩大，一些非生物来源的配

基也逐渐被采用[叫。前沿亲和色谱是用于定量分析分子间相互作用的方法[45] 。

由 Kasai 于 1975 年首次引入。目前在药物研究中如药物筛选，先导化合物的优

化等相关领域己具有重要作用[46-49] 。

前沿亲和色谱是亲和色谱中的一种，由亲和色谱柱和适宜的检测器组成 。

其基本原理是采用合适的固定方法将标靶物质固定于载体内。分析前先用结合

缓冲液平衡柱子，获得平稳的基线。然后进样器中切换到含有配基的样品缓冲

液。 待测化合物以一定的流速连续流过色谱柱使其达到饱和平衡状态。 在柱中，

己与标靶结合的化合物不断地被亲和力更强的物质置换下来，化合物与标靶的

亲和力越强保留时间越长。根据亲和力的不同，得到相应的突破体积

( Breakthrough Volurne )，可以得到与之相对应的突破时间，通过测定其配体浓

度随时间的变化，得到呈 S 形的亲和色谱图，所有配基由弱到强依次流出，反

应两相结合力的 Kd 常数也可以通过计算得到。亲和色谱柱中固定的生物大分

子量及解离常数 Kd等系列数据的获得及计算(SO-S2]己得到了很好的说明。

前沿亲和色谱的基本平衡方程为Kd=四旦=JL[40 (l)kd是解离
[AB] V -Vo 

系数;A是待测化合物;B是柱子所固定的生物大分子; [AJo是待测化合物A进

入亲和柱中的浓度: Bt是亲和色谱柱中固定的总的生物大分子B的量;V是化合

物A的洗脱体积; Vo是与前沿色谱柱上生物大分子B没有亲和力的化合物的洗脱

8 
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体积[53J。若待测化合物A以不同浓度的[A]o进入色谱柱，则可得到相应的V，以

lI(V-Vo)为纵坐标，以[A]。为横坐标，可得到一条直线y=kx.吨，

x=[A]o ， 那么k=ι b=旱，即Bt斗 ， Kd=~o 
JJt Bt k k 

1 
y=-一一，

V-Vo 

该技术应用范围广，高通量，可同时计算出抑制剂相关动力学参数[弘坷，

是一种方便高效的筛选方法。在柱中，己与标靶结合的化合物不断地被亲和力

更强的化合物置换下来，化合物与标靶物质的亲和力越强则保留时间越长。待

测溶液中加入一个指示剂或一个阴性对照物。其中指示剂是保留时间已知的阳

性化合物，阴性对照物则是与标靶物质没有亲和作用的化合物，其保留时间作

为该柱的死时间。理论上，以指示剂保留时间为参考，被筛混合物体系中化合物

保留时间越长活性越强。前沿亲和色谱·质谱联用技术(FAC-MS)一天可筛选上

万个化合物，是一种高通量的筛选方法。鉴于该方法的优势， FAC 技术已经广

泛应用于多种靶蛋白的活性化合物的筛选中，如 ß-半乳糖昔酶、山梨醇脱氢酶、

人雌激素受体等靶蛋白抑制剂的筛选[56、 57J 。

前沿亲和色谱中对物质的吸附能力是用于具有生物活性系统中特定、可逆

的分子间相互作用。前沿亲和色谱以其操作简单，提供的信息多，可求得相应

的解析常数，可对各种配体的亲和力大小排序，可区分多个结合位点等优点，

在药物研究领域中，是一项有效的研究手段。

1 .4.2 前沿亲和色谱工作模型

典型的前沿亲和色谱模型是指肉，在前沿亲和色谱中，样品是连续不断通过

色谱柱的。短时间内，随着时间的推移，样品与柱子内部的靶标渐渐达到完全

吸附。随后，到达突破体积时，随着时间的增加，样品随缓冲液流出的浓度逐

渐增加。评价色谱系统的指标包括: 柱容量的利用率、洗脱的样品量以及处理

时间。 (1) 物理模型:很多工业应用前沿亲和色谱系统包括单一成分吸附，由

于这个原因，在物理模型研究中，前沿亲和色谱是基于单一成分的等温线吸附。

(2) 传输模型。同时前沿亲和色谱还应用于很多简单结合位点的配体的分析[59J 。

Jun Hirabayashi[60J等将前沿亲和色谱应用于凝集素( LEC-6 )与壳寡糖的筛

选。将壳寡糖用荧光标记后，十二毗睫壳寡糖通过微量(2mL)进样系统进入色

9 
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谱柱，通过荧光检测获得洗脱情况。洗脱体积通过绘制成图，与半抗原乳糖的

体积(Vo )进行比较，然后根据公式计算出 Kd 值。

100 nM 5n\A 2nM o 5n'A 

。 。 iO.O 200 习。 c ~\') 0 500 min 

国 1-2 典!~'!的前沿色谱流出曲线

Fig.1-2 The elution curve of击。nt Chromatography 

典型的前沿亲和色谱曲线可以得到前沿色谱色谱流出曲线[59]。图 1-2 是前

沿亲和色谱的整体流程图。整个体系包括(1) 色谱柱的制备。 (2) 评估柱内固定

的配体的量，即 Bt值，以及固定配体的有效性。 (3) 得到不同样品的 Vr 和 Vo。

(4) 根据方程计算出不同的配体和受体间的 Kd值。

前沿亲和色谱所用色谱柱属于亲和色谱柱，但前沿亲和色谱的工作原理和

应用范围与常规的带状色谱有明显的区别。前沿亲和色谱与带状色谱主要区别

在，前沿亲和色谱可以持续注入样品溶液，使色谱柱在饱和状态工作，并达到

平衡。而带状色谱需要控制进样量，使其在所用柱容量范围之内 。
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国 1-3 前沿亲和!色谱分析过程示意

Fig.I-3.Asch臼natic of the total procedures for the present comprehensive FAC analysis. 

根据前沿理论[61]，待测样品在恒定浓度和速度下，持续注入亲和色谱柱，

使亲和色谱柱饱和后达到平衡状态。若进入亲和色谱柱的不同待测样品与固定

在亲和色谱柱里生物大分子有相应的亲和力，则根据亲和力的不同，每个化合

物在色谱图上会有不同的突破体积Vo， F!P图中T。所对应的洗脱体积。前沿亲和

色谱图如图1-4所示。
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国 1-4前沿亲和色谱流山曲线图

Fig.l -4 Frontal affmity chromatograpby diagram 

在实际应用中，亲和杠和检测器可以根据需要配置。本研究中采用的双进

样器。两个进样器分别用于淋洗液和样品液，两者之间可以自由切换，而且不

容易带进气泡等因素，可以在一定程度上避免实验误差。

色谱柱中固定的靶标物质可以是任何能被固定的生物大分子，如蛋白，受

体，抗体， DNA， 细胞膜，细胞等。色谱柱的制备过程主要是将生物大分子包

埋于载体并装到柱子中去的过程。目前制备前沿亲和色谱柱所用的固定化方法

目前主要有化学共价键合法，溶胶一凝胶法等。用化学共价键合的生物大分子

较为牢固，但是过程中会发生化学反应从而使固定化的生物大分子活性降低:

另外不同大分子固定方法不同，操作难度大;而溶胶一凝胶法操作条件温和简

单，可调节孔径大小，能包埋多种生物大分子 (62， 63]。本实验中所用的前沿亲和

色谱柱就是通过溶胶一凝胶法制备的。

前沿亲和色谱的工作方式一般有两类，一是先使用空白试剂，它与柱上的

标靶物质没有亲和力，空白试剂过柱后，会得到突破体积(Vo )。再同样得到待

测样品的突破体积 ( V). 若V大于Vo时，可以初步认为该样品与标靶物质有亲

和力:二是指示试剂法，指示剂是己知的与标靶物质有亲和力的化合物，让指

示试剂和待测样品同时通过亲和柱，当若指示剂突破体积变小，表示待测样品

与指示试剂有竞争作用，即与标靶物质有亲和力 。

这两种工作方式可以根据待测样品而变化，当所用的检测器不能检测该待

测样品时，或者该待测样品与生物大分子有极强的亲和力时，可以使用指示试

剂法。本文中，由于采用的检测器为紫外检测器，选用的检测是己知的物质，

并且都在检测器范围内，因此本文中的实验采用的都是第→种工作方式。

12 
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1.4.3前沿亲和色谱的应用

前沿亲和色谱所用的检测器可以根据待测化合物分子的性质配置，常用的

有紫外·可见光( UV-Vis )检测器，荧光检测器，质谱等。 UV-Vis 检测器作为通

用型检测器，其价格便宜，检测灵敏度较高，大多数化合物可以被检测出:质

谱检测灵敏度非常高，可减少所需的样品量，另外还可检测混合物，虽然价格

高，但目前也广泛应用于研究工作中。

利用前沿亲和色谱的流出曲线，既可以直观地观察到样品小分子与活性大

分子之间的相互作用情况，同时还可以通过计算得到分子之间相应的解离常数

Kd。根据Kd， 可以筛选出亲和力较大的配体。此外还可计算出药物靶标分子的

结合位点的个数，因此在分子生物学、药物机理研究和药物先导化合物的筛选

等领域奋极为重要的应用。

Enrica Calleri 等[64]以 GPR17受体(一种 G蛋白偶联受体〉为标靶，将其包

埋在固定化人工膜内，采用前沿亲和色谱，质谱联用技术，筛选急性和慢性神经

退行性疾病的药物。

于雪等[65]采用前沿色谱法测定丹皮盼、阿魏酸、绿原酸和香草酸在 HSA 柱

上的吸附量，并应用单、双位点模型以及单位点中的双倒数模型对实验结果进

行了拟合及数理分析，得出的结论说明了丹皮盼、阿魏酸、香草酸与固定化 HSA

相互作用时只存在一类结合位点，而绿原酸的结合位点不止一类。

黄燕等[66]以壳聚糖微球为载体、戊二百室为载体交联剂，将血管紧张素转化

酶(ACE)进行固定化。利用 ACE 抑制剂与 ACE 之间的亲和作用，利用高效液

相色谱对亲和前后的体系进行检测，比较两者各组分色谱峰的差异，以此实现

快速筛选复杂体系中的 ACE抑制剂。将方法还应用于中药地龙及山植筛选，发

现共有 5 个组分与 ACE 有亲和作用，并且都能抑制 ACE 酶活性，验证了该方

法的可靠性。

前沿亲和色谱作为通用性的研究分子间相互作用力的工具能有效地检测药

物分子与标靶酶的结合程度，操作简单，提供的信息量多，可求得分子间相应

的解离常数 Kd，并对各种配体的亲和力大小进行排序，同时可以区分药物靶标

分子的多个结合位点，从而很好地提高了药物筛选的成功率。因此，以酶作为

标靶与前沿亲和色谱技术结合用于天然药物的筛选已成为当今药物筛选最有效

13 
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的方法之一。与典型的高通量模式及传统的植物化学筛选模式相比，基于酶为

标靶的前沿亲和色谱技术的筛选模式具有快速高效、灵敏、特异性强等特点。

目前以溶胶.凝胶等多孔材料制成的整体柱前沿亲和色谱主要分为以下四

个步骤(67): 1 、吸附 2、洗脱 3、梯度洗脱 4、平衡。吸附后，未被吸附的成分

会被吸附缓冲液洗脱，然后，吸附的成分将被洗脱。通过改变pH，离子强度，

缓冲液的化学组成可以还原到初始状态，可重复利用。同时还要保证柱子的再

循环使用。

1.5 本课题的研究内容和实验方案设计

1.5.1 研究内容

本课题旨在己建立的天然药物活性成分筛选平台的基础上，着手研究酶活

性对色谱柱效能的影响情况。以建立更加完善的筛选体系在天然药物活性成分

筛选中推广应用。

目前，酶为标靶的分子筛选技术目前国内外己广泛应用。酶作为分子标靶开

展筛选，现有的方法主要是考察筛选对象对酶活的抑制作用，因此存在筛选过程

对酶活要求高的问题。由于现有技术对酶活要求较高，为得到酶活高的样品，在

筛选过程中往往使用的酶需要从病人的病变组织中提取得到的，因而可提供筛选

的酶量很少。而基因工程可克隆多种酶，但往往活性较低，按现苟技术应用于筛

选很困难。

本文以筛选对象与靶酶的分子结合为考察依据，依托前沿亲和色谱技术进

行，研究酶活对筛选结果的影响，以活性不高的酶作为筛选标靶，得到一种以酶

活低但一级结构完整的酶作为靶标，应用于筛选与酶具有亲和作用的化合物的前

沿色谱筛选方法。为天然药物资源利用提供快速有效的方法。

1.5.2 实验方案设计

本实验室己构建了以膜蛋白酶为标靶，依托前沿亲和色谱法，应用于抗前

列腺癌的植物药效成分筛选平台[5310 以经过丙三醇改性的四乙氧基硅炕(TEOS)

为制柱载体，将膜蛋白酶包埋于溶胶-凝胶中。筛选结果显示，在苦参碱、苦参

素、大豆背和染料木昔四种化合物中，苦参碱和苦参素与腆蛋自酶的亲和程度
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较好，而大豆苦和染料术营与膜蛋白酶几乎没有亲和力。

在此基础上，本文重点研究酶活对该筛选过程的影响。选用不同酶活的膜

蛋白酶(Tηpsin)作为标靶，以酶的特异性底物 N-(l-苯甲酷-DL-精氨酸-4-硝基苯

胶盐酸盐(BAPNA)、苦参碱、苦参素为筛选对象，研究不同酶活情况下，筛选

结果的变化。考察结果可决定基因工程酶可否应用于药物筛选。同时，在此基

础上，将该筛选平台进行进一步的应用。以糖化酶为靶酶，开展糖化酶抑制剂

筛选模型研究。此方法可应用于糖尿病天然药物的筛选。

同时，为了检测酶失活后一级结构， 还需要关注酶蛋白的结构。蛋白质的

功能与结构密切相关。当外界的物理、化学环境发生改变，就会使蛋白质结构

发生改变，继而引起其功能的变化。有研究[68]通过芦丁作用后酶的紫外差光谱

和荧光光谱的变化，从侧面推测芦丁对酶作用的机制。 230nm 处的紫外吸收主

要是由肤键。o基的 n-P3 跃迁引起，因此一般认为 230 run 以下的紫外差光

谱可以反映酶蛋白主链构象的变化; 280 run 处的紫外吸收则是由色氨酸和酶氨

酸残基的芳杂环的 n~π 跃迁引起。用加热的方法， 获得了不同酶活的膜蛋白酶。

由于聚丙烯酿肢凝胶具有三维网状结构，能起分子筛作用。用它作电泳支持物，

对样品的分离取决于各组分所带电荷的多少及分子大小。蛋白质的迁移率主要

取决于它的相对分子质量。所以通过 SDS-PAGE 可以看出加热后酶的肤链有无

发生断裂，也就是酶的-级结构有无明显变化。

本文中继续开展对以膜蛋白酶为标靶的前沿亲和色谱筛选效果的研究。膜

蛋白酶是由膜腺产生的，它是重要的蛋白消化酶，属于丝氨酸蛋白酶家族，是

所有膜脏蛋白酶原的共同激活剂[69]。本实验室已完成的研究表明，通过前沿亲

和色谱筛选的结果表明，苦参碱和苦参素与膜蛋白酶的结合能力比大豆背和染

料木昔要强，可以作为抗前列腺癌的药效化合物开发[划。苦参碱和苦参素是一

类生物碱，具有多方面的药理活性，其中的抗肿瘤作用近年来受到了极大的关

注。目前国内外关于苦参碱和氧化苦参碱抗肿瘤作用的研究显示[70]，苦参碱和

苦参素通过抑制相关酶的活性、影响肿瘤细胞的正常分裂周期，从而抑制肿瘤

细胞 DNA 的合成。也会通过控制相关因子的表达来抑制肿瘤的转移;通过影

响影响端粒酶的活性，肿瘤相关基因的表达等途径，来诱发肿瘤细胞发生凋亡。

因此，本实验中选用的药效物质继续沿用苦参碱和苦参素。
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在研究了酶活对筛选结果的影响之后。本文中还将此筛选体系应用于以糖

化酶为标靶，筛选治疗糖尿病的天然药物中。以此对该方法进行进一步验证。

本文选用的天然药物是杨梅黄酣。

糖化酶又称为葡萄糖淀粉酶[Glucoamylase， (EC.3 .2. 1.3.泪。它既可以从

非还原性未端 α斗，4 葡萄糖背键产生葡萄糖，也能缓慢水解 α-1 ~6 葡萄糖昔

键，使淀粉转化为葡萄糖。同时，糖化酶还能从非还原末端释放 ß-D-葡萄

糖。在实际应用中，糖化酶还用来作培养基，用于各种抗生素、布机酸、

氨基酸、维生素的发酵;还可用于大量生产各种规格的葡萄糖。糖化酶的

底物专一性很低，能将直链淀粉和支链淀粉都水解为葡萄糖。

杨梅黄嗣(M yricetin )又称为杨梅素。分子式 C，sHIOOg ，分子量为 3 18.24 。

为黄嗣类中药提取物，溶于醇，是强抗氧化剂。近年研究表明，杨梅提取物具

有以下功效: 1.血小板活化因子(PAF)的拮抗作用 。 2. 降血糖作用。 3. 抗氧化

作用。 4. 保肝护肝作用。 S. 减轻乙醇中毒。同时，杨梅黄酣还具有抗炎、抗肿

瘤、抗突变、预防踊齿、抗氧化性、消除体内自由基等多种药理活性。它可以

强力抑制酵母 α·葡(萄)糖奇酶、葡(萄)糖音酶 I、体外葡(萄)糖苦酶 I和牛奶中的

黄嘿岭氧化酶，具有强抗氧化作用。杨梅黄酣还可以作为收敛剂，兴奋剂和催

吐剂，用于腹泻、淋巴结核、慢性咽喉炎等。鉴于杨梅黄酬的药理和提取研究

较为成熟，也可以利用资源优势，开发从杨梅校叶和树皮中提取分离杨梅黄酣，

并对其进行化学修饰或人工合成等研究以及工业化提取的方案筛选优化等工

作。目前，美国 FDA 已将杨梅黄酣广泛应用于医药、食品、保健品和化妆品。

例如作为添加剂用作治疗预防关节炎和各种炎症，尤其对怀孕妇女和哺乳期婴

儿更加适合，由此杨梅黄酣有望进一步开发为特殊人群的消炎用药，从而减轻

西药抗生素对人体的毒副作用。

因此，本文继续对以膜蛋白酶为标靶的溶胶.凝胶前沿亲和色谱筛选体系进

行研究。对标靶酶的酶活对小分子药物在该体系中的筛选结果的影响进行重点

研究。在得到了结果之后，再将此方法应用于杨梅黄酣与糖化酶的亲和力的检

测上。并对糖化酶为标靶的色谱柱的适宜制柱条件进行探索，以获得适宣于制

备糖化酶色谱柱的条件。本课题是在已建立的以酶为标靶的溶胶一凝胶法制备

的前沿亲和色谱筛选平台上开展的一项新的应用。对进一步建立具有自主知识
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产权的高通量的天然药物的筛选方法，解决天然植物成分药物筛选研究中的难

题都将具有重要的科学意义和实用价值。同时，本课题将为解决天然药物研究

进展缓慢、其中大量独特的药效物质未被发掘利用的问题，通过利用前沿亲和

色谱技术来寻找和获得新药的可行性研究，为建立一个筛选天然药物活性成分

的快速、有效的技术平台打下基础。
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第二章酶的活力对前沿亲和色谱筛选结果的影晌

2.1 引言

为了获得较好的筛选效果，在以酶为标靶的色谱筛选方法中， 一般有两个

重要因素:一是需要高纯度的靶酶。 二是酶需要较好地固定化[71]。因此，在目

标药效物质的发现过程中，确定靶蛋白及其活力和纯度是重要任务。在靶蛋白

的选择过程中，需要满足的条件有: 一、容易处理。也就是蛋白的活性可以容

易地被衡量，既容易量化。 二、有效。 即可以通过动物实验或细胞实验，观察

到其通过病理过程来发挥作用。很多药物是通过靶蛋白的表型筛选的方法发现

的[72]。如果靶蛋白不确定，则会给药效物质的筛选带来困难。因此靶蛋白的特

性对于药物的筛选来说具有重要意义。

本章实验沿用膜蛋白酶作为靶酶。以酶的特异性底物 N-a-苯甲酸-DL-精氨

歌-4-硝基苯胶盐酸盐( BAPNA )和己筛选出的天然药效化合物苦参碱和苦参素

[53]作为应用对象。观察在不同酶活的条件下，通过前沿亲和色谱表征出的样品

与酶的结合情况有何变化。

2.2 材料与方法

2.2.1主要试剂及仪器:

四乙氧基硅炕(TEOS)， 3-氨丙基三乙氧基硅炕(APTES )，氯化四甲基锁:

Acros Organics; PEG 600，苯甲酌~L-精氨酸乙醋盐酸盐( BAEE), N-a-苯甲歌

-DL-精氮酷-4-硝基苯胶盐酸盐(BAPNA): 国药集团化学试剂有限公司;

甘油:杭州化学试剂有限公司;

二甲基荼磺歌氯(DNS-Cl ):上海生工生物工程技术服务有限公司

膜蛋白酶:合肥博美生物科技有限责任公司:

苦参碱，苦参素:西安飞达生物技术有限公司，含量 98%;
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三短甲基氨基甲烧(Tris) ， N-苯甲酷-L-精氨酸乙醋(BAEE )，四甲基乙二

肢(TEMED )，丙烯酌肢( Acr )，澳盼蓝，考马斯亮蓝 0250，过硫酸锁:国药

集团化学试剂有限公司 :

亚甲双丙烯酷肢(Bis): 天津市化学试剂研究所:

十二烧基硫酸纳(SOS， 99%): 生工生物工程(上海)有限公司;

牛血清白蛋白( BSA ):上海蓝季科技发展有限公司; SPD-20A UV-Vis 

spectrophotometer: Shimadzu; 

LSP02-1B Lοnger Pump, TS2-60 Dual-syringe Pump: Longer ; 

熔融石英毛细管柱(内径700 mm) ， 毛细管连接器:郑州英诺高科有限公司:

N2000 色谱工作站:浙江大学:

KQ2200 型超声清洗器:昆山市超声仪器有限公司;

DHG-9070A 型电热恒温鼓风干燥箱: 上海一恒科学仪器有限公司:

BS124s 电子天平:赛多利科学仪器。

0.5-10 此， 5-50μL， 20-200 此， 100-1000μL 可调式移液器:热电(上海)

仪器有限公司:

DYCE-24DN 型垂直板电泳仪， DYY-I0C 型电泳仪:北京市六一仪器厂:

25μL微量进样器:宁波市镇海玻璃仪器厂:

0.5-10 此， 5-50 此， 20-200 此， 100-1000μL 可调式移液器:热电(上海)

仪器有限公司。

2.2.2 溶液的配制

0.2mol几磷酸缓冲液(pH 7.0) : 取 Na2HP04 8.6608 g 和 NaH2P04 6.0844 g 

用双蒸水溶解后，定容至 500mL;

10% APTES 的乙醇溶液:取 400μL 的 APTES 与 3.6mL 的无水乙醇混合;

200 mg PEG600/mL H20 溶液:取 2 gPEG600，用 10mL 水溶解:

标准液: 0.05 mol/L 磷酸缓冲液(pH 7.0) , 0.1 mollL 氯化囚甲基镀:

淋洗液: 0.2moVL 磷酸缓冲液(pH 7.0) ; 

1.5 moVL Tris-HCIωH8.8): 称取 18.17 g Tris ， 用 50 mL双蒸水溶解，用

6mol/LHCl 调 pH 至 8.8 后定容至 100 mL，储存于 4
0

C冰箱中， 3 个月内有效。

1.0 mol/L Tris-HCl( pH6.8 ):称取 12.11 g T邸，用 50mL双蒸水溶解，用
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6mollLHCl 调 pH 至 6.8 后定容至 100 mL 储存于 4 'C冰箱中， 3 个月内有效。

30%Aα-Bis 液:称取丙烯曹先肢(Acr ) 29.1 g，亚甲双丙烯瞰胶(Bis ) 0.9 g. 

混合后用双蒸水溶解定容至 100mL，用滤纸过滤后. 4 .C棕色瓶储存。

10%SDS: 称取 10.0 g SDS， 用双蒸水溶解定容至 100mLo

10%Ap: 称取 0.1 g 过硫酸按(Ap)至1.5 mLEp 管中，加 1 mL双蒸水溶解，

需现配。

6xSDS 电泳上样缓冲液(pH 自然):取1.0 mol/L Tris-HCl( pH6.8) 3.75 mL 

SDS 1.2 g. 甘油 3.0 mL.澳盼蓝 12 mg， 用双蒸水溶解定容至 10mL， 分装至

1.5 mLEp 管。

10x电泳缓冲液 (pH 自然):称取 Tris 20.86 g，甘氨酸 71 .43 g , SDS 4.957 

g. 用双蒸水溶解定容至 500mL. 使用前稀释 10 倍。

脱色液: 95%乙醇:冰醋酸:去离子水=4:1:5( V:V:V)o 

考马斯亮蓝染色液:每 100mL脱色液中含 0.05 g 考马斯亮蓝 G250。

底物溶液:每100mL的0.05 mollL Tris-HCl( pH8.0 )缓冲液中加0.034 g 

BAEE和0.222 gCaCh 。

0.5 mglmL膜蛋白酶溶液:取0.0025 g膜蛋白酶溶5 mL 0.05 mol/L TrisHCl 

(pH8.0)缓冲液。

碳酸纳缓冲液:取2.1 gN剧C03 ' 7.1 g Na2C03溶于200mL双蒸水后用2

mol/LHCl调pH至9.5，定容至250 rnL。

8 mL 5%的浓缩胶: 5.50 mL 双蒸水， 1.34 mL 30%Acr-Bis 液. 1.0 mL 

1.0 M Tris-HCl(pH6.8); 0.08 mL lO%SDS , 0.08 mL lO%Ap , 8μL TEMED。

15 mL 12%的分离胶: 4.95 mL 双蒸水， 6 mL 30%Acr-Bis 液， 3.75 mL 

1.5 M T丘s-HCI( pH8.8 ); 0.1 5 mL 1 O%SDS , 0.1 5 mL IO%Ap, 6μL TEME 

D。

2.2.3 制柱前体 glycerated silane 合成方法

为了提高四乙氧基硅炕的生物亲和性，根据本实验室己有的研究基础[73] ，

将对四乙氧基硅炕通过与丙三醇的黯交换反应进行改性。经过丙三醇改性后的

四乙氧基硅烧，乙氧基将被短基取代，因此可以获得更好的生物亲和性。

四乙氧基硅妮的政性过程为:在 250mL三口烧瓶中加入 60mL 乙脯， 0.6 g 
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Amberlyst (dry) , 30 mL 囚乙氧基硅炕，在 40 0C水浴中搅拌，并滴加入 4.95 mL 

丙三醇，反应时间为 96 小时。待反应结束后过滤除去催化剂，将滤液于 25 .C 

下减压蒸馆(真空度低于 300 Pa)，得到透明状固体。

因为四乙氧基硅炕分子式中具有四个相同的乙氧基，而丙醇中具有三个泾

基，因此合成反应后，资基会取代乙氧基，形成产物 glycerat创 silaneo 产物红

外表征结果如图 2-1 和 2-2
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图 2-2 前体 glycerated silane 的红外谱固

Fig 2-2 IR spectra ofthe glycerated silane 

由于游离的醇和盼的泾基峰在 3700-3500( cm-1 )以内，峰尖而强:而缔和的
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短基在 3500-3200( cm-1 )以内，峰形强而宽。由图 2-2 可以判定丙三醇的基团取

代了 TEOS 的乙氧基，而形成了缔合的范基。

2.2.4膜蛋白酶活力测定(BAEE-units/mg)方法

膜蛋白酶活力单位的定义规定为:以BAEE为底物反应液 pH8.0， 25 .C , 

反应体积3.0 mL，光径1 cm的条件下，测定6A253，每分钟使6A253增加

0.001，反应液中所加入的酶量为一个BAEE单位。

本章中膜蛋自酶活力的测定采用BAEE-units/mg方法[53)。实验中采用N-苯甲

酌-L-精氨酸乙酶[(BAEE) ， N-benzoyl-L-arginine ethyl ester]作为底物，水解反

应，得到水解反应产物N-苯甲酌-L-精氨酸[( BA), benzoyl-L-arginine] 。

己知BAEE在波长253nm下的紫外光吸收弱于BA的紫外光吸收。因此在膜

蛋白酶的催化下. BAEE随着酶键的水解，水解产物BA逐渐增多，反应体系的

紫外光吸收亦随之相应增加，以6A253 run计算膜蛋白酶的活性。计算公式如

下:

膜蛋白酶溶液的活力单位 CBAEE单位/毫升)= 的矿?!可 J稀释倍数
O.OOlx国监础k降职

膜蛋白酶比活力 (BAEE.单位/毫克)= 阴阳lH /.1 

膜蛋白酶浓度 ( mg/mL)x酶液力日，

本实验具体操作方法:将酶溶液分别在50.C 、 60.C 、 70 .C的水浴中加热

20min、 30min、 40mÎn后待用。取两个光程为 lcm 的带石英比色杯，分别加

入25 .C预热过的2.7mL底物溶液(BAEE溶液， pH 8.0)。向一只比色杯中加入

0.3 mL 0_001 mol/L HCl.作为空白，校正仪器的253 run处光吸收零点。再在另

一比色杯中加入0.3mL待测酶液(酶液浓度为0.5 mglmL). 立即混匀并计时，

每30 sì卖数一次，共计12次。根据计算公式可以得到酶活。

2.2.5 SDS-PAGE 法鉴定膜蛋白酶一级结构的变化

蛋白质的一级结构即蛋臼质多肤链中氨基酸残基的排列顺序是由密码子的

排列顺序所决定的。各种氨基酸按密码子的顺序， 通过肤键连接起来，形成多

肤链，肤键是蛋白质结构中的主键。其一级结构变化，相应的分子量也会发生

变化。改变酶活的方法有很多，强酸、强碱、加热等方法都会使酶活丧失。 当

加热的温度超过了酶的最适温度，酶活的活力会明显降低。但是，加热一般不
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会使蛋白质发生降解，也就很难改变蛋白质的一级结构。

聚丙烯毗肢凝胶电泳的分辨率较高，能检出10.9，..._， 10-12 g样品，适用于分离

和测定蛋白质、核酸等生物大分子化合物。它除了能对大分子物质进行定性、

定量分析外，还可用以测定分子量。该方法可根据不同蛋白质分子所带电荷的

差异及分子大小的不同所产生的不同迁移率将不同蛋臼质分离成若干个条带，

如果样品中只含有同一种蛋白质，那么经过电泳后，就应只得到一个条带。

精确称取0.004 g 膜蛋臼酶溶解于120μL 双蒸水中，分成8管，分别为 : 1 

号不加热样品， 2号50 .C水浴中加热20 min, 3号50 .C水浴中加热30 min, 4 

号50 .C水浴中加热40 min, 5号60.C*'浴中加热20 min, 6号70 .C水浴中加热

20 min, 7号70 .C水浴中加热30 min, 8号70 .C水浴中加热40 rnino 

上样量:每孔 50μg膜蛋白酶，即已处理好的 15μL 膜蛋白酶溶液以及 3μL

Loadingbu能fo

上样后，接上电泳仪电极，打开电源，先把电压调至 80V，待染料前沿进

入分离胶成狭窄时，将电压提高 100 V，直到澳盼蓝指示剂迁移到接近凝胶底

部立即停止电泳。将电泳后的凝胶板轻轻取下，放入染色液中染色，约 2h 后，

把染色也倒掉，加入脱色液，脱色 4-8 h，其间更换脱色液 3-4 次。可得到清晰

条带的凝胶，将凝胶浸于水中便于保存。

2.2.6 前沿亲和色谱柱的制备

2.2.6.1 毛细管柱的预处理

取 12cm 的熔融石英毛细管柱，分别按顺序用 5 个柱体积的 1 mol/LNaOH, 

H20 , 1 mol/L HCl , H20 和无水乙醇进行洗涤。随后将毛细管柱置入体积分数

为 10%APTES 的乙醇溶液中，超声 40min 后，再用适量无水乙醇冲洗，在 50.C

的烘箱中干燥 30min 备用。

2.2.6.2 亲和色谱柱的制备

根据本实验室己建立的筛选平台的色谱柱的制作间，称取 45mg 膜蛋白酶，

加入 128.2μL 双蒸水， 120μLPEG600溶液(20OrnglmL)， 50μLO.2moVL磷酸

缓冲液(pH7.0 )，以及1.8μLAPTES。放置在 4 .C冰箱中直到完全溶解成均一
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溶液，待用。另称取 0.1 g glycerated silane，加入 0.15 mL双蒸水和 2μL 1 mol/L 

H3P04水溶液后超声 30 min，使之溶解成均一液体。上述两种溶液等体积混合，

摇匀，立即用注射器通过毛细连接器把混合液注入到预先处理好的 12 cm毛细

管柱中去。放置在室温中， 3 min 后可以凝固。

根据本实验室之前的研究结果{73]，色谱柱制成后需放置在磷酸缓冲液中老

化一段时间。老化时间与柱内凝胶孔径的形成以及液体在柱内的流动性能有密

切的关系。老化时间越长，流动性能越好。凝胶柱内的孔径需要 7 天的时间才

得以形成，可以获得最佳的检测结果。因此凝固后的色谱柱需浸没在 4 .C的磷

酸缓冲液中，老化 7 天。使用前切除毛细管柱两头，使柱长为 IOcm。

2.2.7 前沿亲和色i普检测

B .. 

图 2-3 本文中前沿亲和色谱装置实拍图

Fig.2-3 Frontal affmity chromatography system 

如图 2-3 所示为本文中所用前沿亲和色谱装置图。本文中前沿亲和色谱实

验具体操作方法:在淋洗液进样系统中加入一定量的淋洗液。注意不要带入气

泡。在样品液进样系统中加入待检测的样品。安装好色谱柱后。先用淋洗液淋

洗色谱柱， 一方面可以使去除色谱柱中未被包埋的酶，另一方面，使用淋洗液

直至基线平衡。基线平衡后，通入配制好的样品溶液，即可获得样品的流出曲
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线。在一个样品检测结束后， 再通入淋洗液，洗脱掉结合在靶酶上的样品。基

线再次平稳后，可以进行下一个样品的检测。

本实验以苯盼的流出曲线作为死体积 Vo作为空白对照，苯盼与酶没有亲和

作用。本章实验中淋洗液为 0.05 mol几， pH 7.0 的磷酸盐缓冲液。色谱柱为膜

蛋白酶色谱柱。通过改变柱中包埋的酶的活力，制得不同酶活的色谱柱。筛选

的对象为酶的底物 BAPNA 以及苦参碱和苦参素。各样品溶于标准液(0.05 moVL 

pH 7.0 磷酸缓冲液， 0.1 moVL 氯化囚甲基镀)配置成不同浓度后在前沿亲和色

谱中检测， 通过紫外分光光度仪， 在各样品的最大紫外吸收处，得到各浓度样

品的流出曲线图， 再根据得到的突破体积，根据 1.4. 1 中的公式，计算得酶与样

品的结合常数Kd。 每次样品溶液检测前用 0.05 moI/L, pH 7.0 的磷酸缓冲液淋

洗使基线稳定。检测结束，用 0.05 moVL, pH 7.0 的磷酸缓冲液冲洗色谱柱后，

将柱子保存在 4.C的磷酸缓冲液中。

实验结果的计算方法，根据1.4.1可知，前沿亲和色谱的基本平衡方程为

Kd=巴旦l=~-rAlo (1) Kd是解离系数:A是待测化合物: B是柱子所固定的生
[AB] V-Vo ‘』

物大分子; [A]。是待测化合物A进入亲和柱中的浓度; Bt是亲和色谱柱中固定的

总的生物大分子B的量:V是化合物A的洗脱体积: Vo是与前沿色谱柱上生物大

分子B没有亲和力的化合物的洗脱体积(53]。若待测化合物A以不同浓度的[A]o进

入色谱柱，则可得到相应的V，以1/(V-Vo)为纵坐标，以[A]。为横坐标，可得到

一条直线户kx吨，严J一 ， x=[A]o， 那么k=土 ， b=旦，即Bt=1 ， "=豆。
- V - Vo Bt Bt k k 

2.3 结果与讨论

2.3. 1 不同温度加热后酶活测定结果

按照 2.2.4的实验操作方法，将酶溶液在不同温度的水浴中加热不同时间

后，计算得出酶活均有不同程度的变化。 结果如表 2-1 。
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表 2-1 游离膜蛋白酶在不同温度水浴加热条件下的酶活

Table 2-1 Aactivity of台ee 衍ypsin in the conditions of different 阳np町ature water bath 

20 (min) 30 (min) 40 (min) o (min) 

酶活力: 酶活力: 1353.33 酶活力: 1030士19.58

2053.33土52.39U/mL 土23 .97 U/mL U/mL 

50(OC) RSD=2.49% RSD=I.53% RSD=l.O多%

比活力: 13688.9 U/g 比活力: 9022.22 U/g 比活1;: 6866.67 U/g 

酶活变化: -30.00% 酶活变化: -53.58% 酶活变化: -64.89% 

酶活力: 373.33土7.84 酶活力: 100土4.57 UJmL 酶活力: 93.99::1:3.9 

U/mL RSD=I.8% U/mL 

6WC) RSD=2% 比活力: 666.67 U/g RSD=2.05% 

比活力: 2488.89 Ulg 酶活变化: -96.59% 比活力: 622.22 U/g 

酶活变化: -87.27% 酶活变化: -96.80% 

酶活力: 66.67%3.46 酶活力: 33.33::1:1.56 U/mL 酶活力: 32.33士1.35

70(OC) VlmL RSD=2.2% U/mL 

RSIÞ2.8% 比活力: 222.22 U/g RSIÞ2.1% 

比活力: 444.44 U/g 酶插变化: -98.72% 比活力: 220.22 U/g 

酶活变化: -97.73% 酶活变化: -98.86% 

酶活力:

对照 (250C) 2933.33 

士5 1.32 U/mL 

RSD=1.25% 

比活力:

19555.56 Ulg 

己知游离的膜蛋白酶最适温度为 37.C左右。经过 50.C水浴加热 40 min 后，

由于温度高，加热时间较长，酶活力明显降低。活力降为原酶活 30%以下。经

过 60.C以上的水浴加热后，酶活力降低更加明显。由上表可知，通过水浴加热

的方法可以得到不同酶活的膜蛋白酶。
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2.3.2 SDS-PAGE 法鉴定膜蛋白酶一级结构的变化

o 1 2 3 4 567 8 

图 2-4不同温度加热后膜蛋白酶 SDS-PAGE 结果

Fig.2-4 SDS-PAGE after different temperature hea由19ofTrypsin

。: 牛l也请臼蛋白， 1: 不力Il热样品(酶活 2933.33U/mL)， 2: 50 'C水浴中力fI热 20 min( 酶活 2053.33U/mL ), 

3: 50'C水浴中加热 30 min( 酶活 1 353.33U/mL ), 4: 50 'C水浴中加热 40 min (酶活 1030U/mL ), 5: 60 'C水

浴中加热20 mÎn (酶活373.33U/mL)， 6: 70 'C水浴中DIl热 20mÎn( 酶活66.67U/mL)， 7: 70'C 7.K浴中加热 30

min (酶活 33.33U/mL )， 8: 70'C水泊中力11热 40min( 酶活 32.33U/mL)

从图 2-4 凝胶电泳结果中可以得知，不同条件下处理后的与未加热处理的

膜蛋白酶经 SDS-PAGE 电泳后其条带处于同一水平上，没有被降解的条带。由

于各种蛋白质-SDS 复合物在电泳时的迁移率，不受原有电荷和分子形状的影

响，而只与分子量的大小有关，因此，该结果可以表明经处理后的膜蛋白酶电

泳后没有出现不同分子量的条带。实验过程中，我们己避免强酸、强碱、强降

解剂等能降解膜蛋臼酶的物质，在水浴加热下对膜蛋白酶进行处理。由实验结

果可知经过加热后的膜蛋白酶，虽然酶活发生明显变化，但是电泳条带没有发

生变化，因此可以认为酶的一级结构没有发生明显改变。

2.3.3前沿亲和色谱筛选结果

老化 7 天后的色谱柱首先用 0.05 mol/L. pH 7.0 的磷酸缓冲液进行淋洗，所

耗体积大约 lmL. 可以去除没有结合在柱子上的残留的甘油、 PEG和没有固定

住的膜蛋白酶。两进样器分别承载样品溶液和淋洗液，流速都为 4 μL/min。每
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次样品溶液检测前用 0.05 mol几， pH 7.0 的磷酸缓冲液淋洗使基线稳定。各样

品溶于标准液(0.05mollL， pH 7.0 磷酸缓冲液， O.lmol/L 氯化囚甲基镀)配制成

不同浓度后在前沿亲和色谱中检测，通过紫外检测器，在各样品的最大紫外吸

收处，得到各浓度样品的流出曲线图。检测结束，用 0.05 rnol瓜， pH 7.0 的磷

酸缓冲液冲洗色谱柱后，将柱子保存在 4.C的磷酸缓冲液中。

将待测样品(本实验中样品为BAPNA、苦参碱和苦参素)溶于标准液( 0.05 

mol/L, pH 7.0磷酸缓冲液， 0.1 mol/L氯化四甲基钱 )配置成不同浓度后用注射泵

注入固定化酶毛细管柱，控制流速4μlÆnin，样液浓度控制在1 mmo}IL以下。将

苯盼样品通入色谱柱，控制流速4μUn，可得到浓度突破体积Vo。每次试验四个

浓度的样液，四个浓度的样液过柱时待筛选化合物出柱都能得到各自的突破体积

V。并根据前沿亲和色谱理论，计算可得Bt， Kd。如果四个浓度的样品突破体积

V均相同，且小于Vo，说明该化合物与酶无亲和作用:如果四个样品的突破体积

V有差异，且都大于VO，说明化合物与酶有亲和作用。并且可以利用不同样品的

Kd来比较各化合物与酶的结合度。 Kd越小，酶与该化合物的结合度越大。可由

此结果筛选出与酶亲和力较强的目标化合物。

2.3.3 .1 N-(l-苯甲酷-DL-精氨酸-4-楠'基苯肢盐酸盐(BAPNA)在不同酶活色谱柱

中的筛选的结果比较

为了探讨本实验方法对筛选天然药效化合物的应用，本实验选用膜蛋白酶

的特异性底物 BAPNA 作为检测对象。将检测结果与天然药效物质的检测结果

做对比，作为酶的特异性底物， BAPNA 的检测结果更能反应苦参素及苦参碱

与膜蛋白酶的亲和作用方式。根据 2.2.6 中的实验方法制各好酶活为 2933.33

U/mL( 室温)及酶活为 33.33 U/mL(酶液在 70 0C水浴中加热 30 min)的色谱柱，

并老化。两个进样器分别承载样品溶液和淋洗液，流速都为 4μL/min。每次样

品溶液检测前用 0.05 mol几， pH 7.0 的磷酸缓冲液淋洗使基线稳定。实验温度

控制在 25 'Co Vo为 0.3μmol/L苯盼在相同实验条件下的突破体积，作为本实

验的突破体积。BAPNA 溶于标准液(0.05 mo比， pH 7.0 磷酸缓冲液， 0.1 mol/L 

氯化四甲基镀)，浓度分别为 200μmoνL， 150 阳丑。νL ， 100 阳nol/L ， 50μmol/L。

通过紫外分光光度仪扫描，得到 BAPNA 的最大紫外吸收波长为 380nm及 227
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因此前沿亲和色谱的紫外检测器波长选择 380m。为了与避免其他物质干预，
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图 2-6 苯盼通过两个柱子的流出曲线

Fig.2-6 Break也rough curves 岛r Phynol 
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剧 2-7 BAPNA 通过酶活为 2933.33 U/mL 的色谱柱的前沿失破曲线

Fig.2-7 Break由rough curv臼 for BAPNA at activity oftypsin is 2933.33U/mL 
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图 2-8 BAPNA 通过酶活为 33 .33 U/mL 色谱柱的前沿突破曲线

Fig.2-8 Break也rough curv臼岛r BAPNA at activity of叩psin is 33.33 U/mL 
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表2-2BAPNA在不同样.中前沿亲和色谱的计算值

Table 2-2 Determination ofBt for the affmity colU1IUl and Kd for BAPNA 

样品 [A]。 v-vo Kd . [A]。 Bt Kd =-+.:;..._:_ 
(μM) (mL) V-Vo V-Vo Bt Bt nmol μM 

(mL.1) 

BAPNA 200 0.0212 47.169 Y=9.307x+4.8870 0.107 0.525 

(酶活为

2933 .33 150 0.0388 25.752 

U/mL) 
100 0.0445 22.451 

50 0.0580 17.246 

BAPNA 200 0.0222 45.019 Y=6.933x+13.851 0.144 1.997 

(酶活为

33.33 150 0.0332 30.120 

U/mL) 
100 0.0377 26.472 

50 0.0432 23.124 

由表2-2可知， 酶活为33.33 U/rnL时，活力仅为室温下酶活的1.28%， BAPNA 

与酶的Kd为 1.997，酶未失活时， Kd为0.525。该结果说明酶经过加热后，酶与

BAPNA的Kd增大，也就是结合力减小，亲和程度降低。 由实验结果推测可得，

当酶经过加热以后，酶活降低，酶发生变性，空间结构发生明显变化， BAPNA 

与酶的结合受到影响，因此解离常数增大， 结合度减小。由酶与底物的"锁匙理

论"可知，酶与底物的结合与酶的空间结构有关。 BAPNA作为酶的底物，与酶的

结合是多位点类型，这一实验结果符合酶与底物的"锁匙理论"，即底物和酶的结

合强度与酶的空间结构有关系。虽然制柱的材料和过程均一致，但是由于两个柱

子在制作过程中的手工误差及在进样过程中酶的流失， Bt发生了微小变化，结果

可以接受。

2.3 .3.2 苦参素在不同酶活色谱柱中的筛选结果比较

根据 2.2.6 中的实验方法制备好酶活分别为 2933.33 U/mL (室温〉、 2053.33

U/mL( 酶液 50 .C水浴中加热 20 min)、 1353.33 U/mL (酶液 50 .C水浴中加热 30

min)、 l030U/mL ( 酶液 50.C水浴中加热 40 min)、 373.33 U/mL (酶液 60 .C水
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浴中加热 20 min)、 66.67 U/mL( 酶液 70.C水浴中加热 20 min)、 33.33 U/mL (酶

液 70.C水浴中加热 30 min)、 32.33 U/mL (酶液 70.C水浴中加热 40 min)的色

谱柱，并老化。老化后的色谱柱首先用 0.05 moVL, pH 7.0 的磷酸缓冲液进行

淋洗。待基线稳定后，将苦参素用标准液( 0.05 moVL, pH 7.0 磷酸缓冲液， 0.1 

mol/L 氯化四甲基钱)配制成浓度为 10 μmo比、2μmo比、0.4μmoH..、 0.08μmoltL

的溶液，用注射泵注入所制备的不同酶活程度的固定化酶毛细管柱，控制流速

4μIAnino 通过紫外分光光度仪全波长扫描，得到苦参素的最大紫外吸收处为

228 nm。因此前沿亲和色谱的紫外检测器波长选择 228nm。
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剧2-9 苦参素全波长扫描

Fig.2-90xymatrine 也11 wavelength (200 - 60仇un) UV absorption spec位um scanning 
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国 2-10 苦参素通过酶活为 2933.33 U/mL色谱柱的前沿突破曲线

Fig..2-10 Breakthrougb curv臼岛r Oxymatrine at activity oftypsin is2933.33 U/mL 
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Table 2-3 Detennination ofBt for the affinity column and Kd 岛r Oxymatrine at 100% activity of 

wpsin is2933.33 U/mL 

V -Vo 
(mL-1) 

苦参素在酶活为 2933.33 U/mL 色谱柱中前沿亲和色谱的计算值表 2-3

Kd 

μM 

Bt 

nmol 

1 Kd . [AJo -----=--…----V - Vo Bt Bt 

V-Vo 
(mL) 

[A]。

(IlM) 

样品

5.6 0.237 Y=4.2121x+23.633 39.526 0.0253 10 二
、
为
3

司4月
二
』
句

3

吵
吵
配m

t
l
-
I
r
‘
、

7
』

38.345 0.0261 2 

30.769 0.0325 0.4 
U/mL) 

28.011 0.0357 0.08 
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国2-11 昔参素通过酶活为2053.33 U/mL色谱样的前沿突破曲线

Fig.2-11 Breakthrough curves for Oxymatrine at activity oftypsin is 2053.33 U/mL 

表2-4 苦参素在酶活为2053.33 U/mL色谱柱中前沿亲和色谱的计算值

Table 2-4 Determination ofBt for the affinity column and Kd伽 Oxymatrine at activity of 

typsin is 2053.33 U/mL 

v-v，。

(mL.1
) 

Kd Bt 1-kd.[A]。
一-一-V - Vo Bt Bt 

V-Vo 
(mL) 

[A]o 

(IlM) 

样品

μM nmol 

5伽490.258 Y=3.8644x+21.23 36.631 

33.222 

0.0273 

0.0301 

10 
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号
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28.328 0.0353 0.4 

25.381 0.0393 0.08 
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图 2-12 苦参索通过酶活为 1353.33 U/mL 色谱柱的前沿突破曲线

Fig.2- 12 Breakthrough curv'臼岛r Oxymatrine at activity oftypsin is1353.33 U/mL 

表 2-5 茜参素在酶活为 1353.33 UlmL 色谱柱中前沿亲和色谱的计算值

Table 2-5 Determination ofBt for the affinity column and Kd 岛rOxyma位ine at activity of typsin 

is 1353.33U/mL 

11-kd a[A]oBt 

一-一----V - Vo Bt Bt nmol 

样品 [A]。 v-vo 
(μM) (mL) V-Vo 

(mL- 1) 

Kd 

μM 

苦参素 10 0.0303 33.003 Y=3.3965x+ 19.388 0.294 5.708 

(酶活为

1353.33 
2 0.0341 29.325 

U/mL) 0.4 0.0376 26.596 

0.08 0.0442 22.591 
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国 2-13 苦参紊通过酶活为 1030U/mL色谱柱的前沿突破曲线

Fig.2-13 Breaktbr<>ugh cu凹臼 for Oxymatrine at activity of叩psin is 1030 U/mL 

表 2-6 苦参素在酶活为 1030 U/mL 包谱柱中前沿亲和色谱的计算值

Table 2-6 Determination ofBt for the affinity column and Kd 岛r Oxymatrine at activity of typsin 

is I030U/mL 

样品 [A]o V-Vo 1 1 Kd , [A]o Bt Kd 
-一--一---一=一- +-~-一

( μM ) (mL) V - Vo V - Vo Bt Bt nmolμM 

(mL斗)

苦参素 10 0.0252 39.683 Y=4.3451x+22.846 0.230 5 ,257 

(酶活为
2 0.0269 37.174 

1030 

U/mL ) 0.4 0.0327 30.581 

0.08 0.0365 27.397 
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国 2-14 苦参素通过酶活为 373.33 U/mL色谱柱的前沿突破曲线

Fig.2-14 Breakthrough curv臼 for Oxymatrine at activity oftypsin is 373.33 UlmL 

表 2-7 苦参素在酶活为 373.33 色谱柱中前沿亲和1色谱的计算值

Table 2-7 Detennination of Bt for the affinity column and Kd for Oxymatrine at activity of typsin 

is 373.33U/mL 

样品 [A]o v-vo Kd . [A]。 8 t Kd 
=-+_-_一

(μM) (mL) V-Vo V-Vo Bt Bt nmol μM 

(mL.1) 

苦参素 10 0.0330 30.089 Y=3.1046x+17.602 0.322 5.669 

(酶活为 2 0.0371 26.954 
373.33 

U/mL) 
0.4 0.0425 23.529 

0.08 0.0478 20.882 
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国 2-15 苦参素通过酶活为 66.67U/mL色谱柱的前沿突破曲线

Fig.2-15 Breakthrough curves for Oxymatrine at activity of typsin is 66.67 U/mL 

表 2-8 苦参素在酶活为 66.67 U/mL色谱柱中前沿亲和色谱的计算值

Table 2-8 Deterrnination of Bt for the affinity column and Kd for Oxymatrine at activity of typsin 
is 66.67U/mL 

样品

苦参素

(酶活为

66.67 

U/mL ) 

[A]。

(μM) 

10 

2 

0 .4 

0.08 

v-vo 
(mL) 

0.0263 

0.0297 

0.0336 

0.0379 

1 1 Kd . [A]o Bt Kd 

μM 
一一一二

V-Vo V - Vo Bt Bt nmol 

(mL-1
) 

38.023 Y=3.8822x+22.254 0.257 5.732 

33.670 

29.762 

26.385 
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国 2-16 苗'参素通过酶活为 33.33 U/mL色谱柱的前沿突破曲线

Fig.2-16 Breakthrough CUlVes for Oxymatrine at ctivity oftypsin is 33.33 U/mL 

表 2-9 苦参素在酶活为 33.33 U/mL 色谱柱中前沿亲和色谱的计算值

Table 2-9 Determination of Bt 岛r 也e afímity column and Kd for Oxymatrine at activity of叩pSlD

is33.33U/mL 

1 Kd . [A]o Bt 

-----_一-一V - Vo Bt Bt nmol 

样品 [A]。

(μM ) 

v-vo 
(mL) 

Kd 

μM V - Vo 
(mL-1) 

苦参素 10 0.0277 36.101 Y=3.6521x+20_002 

(酶活为
2 0 .0333 30_030 

33.33 

U/mL ) 0.4 0.0405 24.691 

0.08 0.0389 25.707 

0.273 5 .476 
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国 2-17 苦参素通过酶活为 32.33 U刷L色谱柱的前沿突破曲线

Fig.2-17 Breakthrough c山V臼 for Oxymatrine at activity of typsin is 32.33 U/mL 

表 2-10 苦参素在酶活为 32.33 U/mL 色谱柱中前沿亲和色谱的计算值

Table 2-10 Determination of Bt for the affinity column and Kd 岛r Oxymatrine at activity of 

typsin is 32.33 U/mL 

t十怪 nU n [A]。 v-vo Kd , [A]o Bt Kd 
=一-+一一

(μM ) ( mL) V-Vo V -Vo Bt Bt nmol μM 

(mL -1
) 

苦参素 10 0.0277 36.101 Y=3.8237x+20.002 0.262 5.231 

(酶活为 2 0.0315 3 1.746 
32.33 

U/mL) 
0.4 0.0405 24.691 

0.08 0.0389 25.707 
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国 2-18 苦参素与不同酶活膜蛋白酶的 Kd 比较

Fig.2-18 Kd of Oxymatrine and 位γpsin at di任erent activity 

前沿亲和色谱检测得到的Bt和Kd值能够清晰地比较出各样品和膜蛋白酶亲

和色谱柱结合力的大小。在给定流速的条件下，样品浓度的提高便柱子亲和体饱

和得越快。因此，高浓度样品会得到较小的突破体积。本实验温度控制在25.C ，

使各待测化合物以不同浓度的[A]o进入膜蛋白酶亲和色谱柱。根据得到的实验结

果，经过前沿亲和色谱的筛选，并且通过实验计算得到的苦参素与酶的解离常数

Kd，与酶未失活的色谱柱的Kd在数值上变化非常小。该结果说明，苦参素与酶

的结合情况受酶的空间结构改变的影响较小。酶活虽然改变，但是酶的一级结构

基本没有发生改变，由此推测苦参素与酶的结合应是单类位点结合， 与酶的一级

结构相关。因此不同酶活的色谱柱对筛选结果没有明显的影响。在酶失活严重(酶

活不到原酶活的2%) 的情况下，色谱柱依然能够完成筛选过程，得到有效筛选

结果。

2.3 .3.3 苦参碱在不同酶活色谱柱中的筛选结果比较

按照 2.2.6.2 中的制柱方法制备好酶活分别为 2933.33 U/mL (室温)、 2053.33

U/mL (酶液 50.C水浴中加热 20 m)、 1353.33 U/mL (酶液 50 .C水浴中加热 30

min)、 1030 U/mL (酶液 50.C水浴中加热 40min)、 373.33 U1mL (酶液 60.C水

浴中加热 20 min)、 66.67 U/mL (酶液 70.C水浴中加热 20 min)、 33刀 U/mL( 酶

液 70 .C水浴中加热 30 rnin) 、 32.33 U/mL( 酶液 70 .C水浴中加热 40 min)的色谱

柱，并老化。老化后的色谱柱首先用 0.05 mol/L, pH 7.0 的磷酸缓冲液进行淋

洗。待基线平衡后，将苦参碱用标准液(0.05 rnol/L, pH 7.0 磷酸缓冲液， O.1mol/L

40 
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氯化四甲基锁)配制成浓度为 10 Jll1lol/L、 2μmol/L、 0.4 f.!mollL、 0.08 J.lmol/L 

四个不同浓度的溶液，用样品进样器注入所制备的不同酶活程度的固定化酶毛

细管柱，控制流速4μIAnino 通过紫外分光光度仪全波长扫描，得到苦参碱的

最大紫外吸收处为 227nm。因此前沿亲和色谱的紫外检测器波长选择 227nm。
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图 2-19 苦参碱全波长扫描结果

Fig.2-19 Full wavelength scan results of Matrine 
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囱 2-20 苦参碱通过酶活为 2933.33 U.旭L色谱柱的前沿突破曲线

Fig.2-20 Break由rough curv臼 for Matrine at activity oftypsin is 2933.33 U/mL 
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表 2- 11 苦参碱在酶活为 2933.33 U/mL 色谱柱中前沿亲和1色谱的计算值

Table 2-1 1 Detennination of Bt岛r 出e affinity column and Kd岛r Matrine at activity oftypsin is 

2933.33 U/mL 

样品 [A]。 v-vo Kd , [A]o Bt Kd 
=-一+一一

(μM) (mL) V- Vo V-Vo Bt Bt nmol IlM 
(mι1) 

茜参碱 10 0.0245 40.816 Y=4.7495x+18.48 0.211 3.89 

(酶活为
2 0.0257 28.0 11 

2933.33 

UlmL) 0.4 0.0365 27.397 

0.08 0.0397 25.189 
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国 2-21 苦参碱通过酶活为 2053.33 U/mL 包谱性的前沿突破曲线

Fig.2-21 Breakthrough curves for Matrine at activity oftypsin is2053.33 U/mL 

表 2-12 昔参碱在酶活为 2053刀 U/mL色谱柱中前沿亲和l色谱的计算值

Table 2-12 Detennination of Bt for 出e affinity column and Kd for Matrine at activity of叩pSJn IS

2053.33 U/mL 

1 1 Kd , [A ]o Bt 
一-一-
V - Vo Bt Bt 

样品 [A]。

(μM) 

v-vo 
CmL) V- Vo 

(mL-1
) 

nmol 

Kd 

μM 

苦参碱 10 0.0257 38.911 Y=5.5379x+ 17.772 0.181 3.209 

(酶活为

2053.33 2 0.0273 36.630 

U/mL ) 
0 .4 0.0365 27.397 

0.08 0.0425 23.529 
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国 2-22 苦参碱通过酶活为 1353.33 U/mL 色谱柱的前沿突破曲线

Fig.2-22 Breakthrough curves for Matrine at activity oftypsin is1353.33 U/mL 

表 2-13 苦参碱在酶活为 1353刀 U/mL 色谱柱中前沿亲和色谱的计算值

Table 2-13 Determination of Bt for the affinity column and Kd for Matrine at activity of typsin is 

1353.33 U/mL 

11 - kd . [AloBt 
一十二

v - Vo 8t 8t 

样品 [A]。

(μM) 

苦参碱 10 

(酶活为

1353.33 2 

UlmL) 0.4 

0.08 

v-vo Kd 
μM (mL) V-Vo 

(mL" ) 

0.0244 40.983 

0.0312 32.051 

0.0352 28.409 

0.0397 25.189 

nmol 

Y=5.1024x+18.902 0.195 3.705 
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国 2-23 苦参碱通过酶活为 1030 U/mL 色谱柱的前沿突破曲线

Fig.2-23 Break由rough c町V臼 for Matrine at activity of typsin is 1030 U/mL 

表 2-14 苦参碱在酶活为 1030 U/mL色谱柱中前沿亲和色谱的计算值

Table 2-14 DeterminatioIll of Bt for the affinity column and Kd 岛r Matrine at activity of typsin is 

l030 U/mL 

样品 [A]o v-vo 1 1 Kd . [A]o Bt Kd 
一一-一一 --一一=一一+一一一

(μM) (mL) V - Vo V - Vo Bt Bt nmolμM 

(mL-1) 

苦参碱 10 0.0315 31.746 Y=4.201x+13.338 0.238 3.175 

(酶活为

1030 
2 0.0364 27.473 

U/mL) 0.4 0.0404 24.752 

0.08 0.0594 16.835 
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国 2-24 苦参碱通过酶活为 373.33 U/mL色谱柱的前沿突破曲线

Fig.2-24 Breakthrough CUrvl臼 for Matrine at activity oftypsin is373.33 U/mL 

表 2-15 苦参碱在酶活为 373.33 U/mL 色谱料:中前沿亲和色谱的计算值

Table 2-15 Determination ofBt 岛r出e affmity column and Kd 岛r Matrine at activity of叩psin is 

373.33 U/mL 

1 1 Kd . [A ]o Bt 
一-一二

V - V o 8 t Bt nmol 

样品 [A]。

(μM) 

v-vö 

( mL ) V-Vo 
Kd 
μM 

(mL'I) 

苦参碱 10 0.0274 36..496 Y=4.4762x+ 17.293 0.223 3.86 

(酶活为
2 0.0342 29.239 

373.33 

U/mL) 0.4 0.0395 25.316 

0.08 0.0437 22.883 
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图 2-25 苦参碱通过酶活为 66.67 U/mL色谱柱的前沿突破曲线

Fig.2-25 Breakthrough curves for Matrine at activity oftypsin is 66.67 UlmL 

表 2-16 苦参碱在酶活为 66.67 UlmL色谱柱中前沿亲和色谱的计算值

Table 2-16 Detennination of Bt for the a班inity column and Kd for Matrine at activity oftypsin is 

66.67 

样品 [A]。 v-vo Kd . [A]。 Bt Kd 
=-+~ 

(μM ) (mL) V -VO V-Vo Bt Bt nmol μM 

(mLη 

10 0.0315 31.746 Y=4.1642x+ 14.842 0.240 3.564 

苦参碱 2 0.0370 27.027 
(酶活为

66.67 0.4 0.0434 23.041 

U/mL) 
。.08 0.0521 19. 194 
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国 2-26 :苗参碱通过酶活为 33.33 UlmL色谱柱的前沿突破曲线

Fig.2-26 Breakthrough c山V出 for Matrine at activity of typsin is 33.33 U/mL 

表 2-17 苦参碱在酶活为 33.33 U/mL 包谱柱中前沿亲和1色谱的计算值

Table 2-17 Detennination of Bt for 由e affmity column and Kd for Matrine at activity of typsin is 

33.33 U/mL 

样品

苦参碱
(酶活为

33.33 

U/mL) 

[A]o 

(~M) 

10 

2 

0.4 

0.08 

v-vo 
(mL) 

0.0365 

0.0375 

0.0501 

0.0585 

V-Vo 
(mL-1

) 

27.397 

26.666 

19.960 

17.094 

Kd Bt 1 Kd , [A]o -----=-…-----V一Vo Bt Bt nmol ~M 

Y=3.7615x+ 13.376 0.266 3.556 
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图 2-27 苦参碱通过酶活为 32.33 U/mL 色谱柱的前沿突破曲线

Fig.2-27 Breakthrough curves for Matrine at activity oftypsin is 32.33 U/mL 

表 2-18 苦参碱在酶活为 32.33 U/mL色谱柱中前沿亲和色谱的计算值

Table 2-18 Determination ofBt for the affmity column and Kd for Matrine at activity oftypsin is 

32.33 U1mL 

样品 [A]。 v-vo Kd . [A]。 Bt Kd 
=-+一一一

(μM ) (mL) V - Vo V - Vo Bt Bt nmol μM 

(mL. 1) 

苦参碱 10 0.0395 25.316 Y=3.6943x+ll .834 0.289 3.654 

(酶活)J
2 0.0409 24.449 

32.33 

U/mL) 0.4 0.0499 20.041 

0.08 0.0691 14.471 
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苦绑在与不罔酶活眼蛋白酶的Kd

2933. 33 2053. 33 1353. 33 1030 373. 33 66. 67 33. 33 32. 33 

酶活 U/ml

国 2-28 苦参碱与不同酶活膜蛋白酶的 Kd

Fig.2剖 Kd ofMatrine and trypsin at different activity 

以上实验结果说明，在不同酶活的色谱柱中，通过实验计算得到的苦参碱与

酶的解离常数 Kd，与未加热失活的酶制成的色谱柱的 Kd在数值上布变化，但

是变化范围很小。说明，苦参碱样品与色谱柱中的酶结合不受酶的二级结构改

变的影响。酶活虽然改变，但是酶的一级结构没有发生改变，由此推测样品与

酶的结合应是单类位点结合，与酶的一级结构相关。不同的酶活对于色谱柱的

筛选结果没有明显的影响。在酶失活严重(酶活不到室温下酶活的 2%) 的情况

下，色i普柱依然能够完成筛选过程，得到有效筛选结果。

2.4本章小结

1.经过水浴加热的游离酶，酶活发生了明显的变化。尤其是经过 50 .C以

上水浴加热 40mÎn 以上，由于温度高，加热时间较长，活力降为原酶活的 30%

以下。 50.C以上的高温加热后，酶活降至更低。对不同酶活的游离膜蛋白酶使

用 SDS-PAGE 电泳法进行检测，结果显示不同酶活的酶在电泳凝胶中的条带在

同一水平线上。可以认为加热后膜蛋白酶的肤链没有发生降解为多条肤链的现

象，也就是酶的一级结构没有发生明显变化。

2.BAPNA通过酶活为 2933.33 U/mL的色谱柱与酶活为 33.33 U/mL 的色谱

柱相比， Kd从 0.525 增加到1.9970 从实验结果来看， 酶加热失活后， BAPNA 

与酶的结合度降低。这一结果可以用"锁匙理论"来解释，作为膜蛋白酶的特定

底物， BAPNA 与酶的结合与酶的空间结构相关，当酶加热变性后，酶的空间
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结构发生改变，因此 BAPNA 与酶的结合受到影响。这说明实验结果符合理论

假设。实验结果也显示， 当酶加热后， 空间结构发生变化. BAPNA 与酶的亲

和性受到影响， Kd就明显增加，也就是结合度明显减小。

3. 作为膜蛋白酶的小分子抑制剂苦参素、苦参碱，在通过酶活分别为

2053.33 U/mL ( 酶液 50 .C水浴中加热 20 min)、 1353.33 U/m副L( 酶液 50 .C水浴

中加热 3刘Omin)弘、 1ω030Ul刷Iπ'mL( 酶液 5约O .C水浴中加热 4钊Omin)卜、 37η3.33 飞U/:加r口'mL( 酶

液 6ωo .C水浴中加热 2却Omin叫)、 66.β.67们7U/m此L( 酶液 7沟o .C水浴中加热 2却Omin叫)、 3刀3 .3

U/m此L( 酶液 7沟o .C水浴中力加日热 3列o min)卜、 32刀 U/mL (酶液 70 .C7.K浴中加热 40

min)的色谱柱后， 计算可得到样品与酶的解离常数 Kd，与酶未失活时的色谱柱

的 Kd 在数值上变化幅度非常小。该结果说明，虽然酶活发生明显改变，但是

酶的一级结构基本没有发生改变，苦参碱、苦参素等小分子抑制剂与膜蛋白酶

的结合没有受到明显影响，推测两者结合应是单类位点结合。因此不同酶活的

色谱柱对筛选结果没有明显的影响。在酶失活严重〈酶活不到原酶活的 2%) 的

情况下，通过该检测方法得出，苦参碱与酶的结合力即 Kd 值比苦参素要小，

也就说明苦参碱与膜蛋白酶的结合力要比苦参素与酶的结合力强， 这一结果与

本实验室之前的实验结果(53J一致。因此，不同酶活的情况下，色谱柱依然能够

完成筛选过程，得到有效筛选结果。
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第三章以糖化酶为标靶的前沿亲和色谱的应用

3.1 引言

本章实验的目的是为了将己建立的前沿亲和色谱筛选体系进行进一步应

用。以酶活不同、酶纯度不同、选用 PEG 浓度不同、 PEG 分子量不同等因素作

为不同条件制成不同色谱柱。利用以糖化酶为标靶的前沿亲和色谱柱对杨梅黄

酣进行检测，同时也对游离状态下杨梅黄酣与糖化酶的结合情况进行实验。通

过分析检测结果，得出通过前沿亲和色谱法筛选结果的有效性以及该天然药物

筛选平台的可推广性。

本章中糖化酶酶活测定方法参考 QB746.8 标准，原轻工部部颁标准测定[74J。

酶活定义: 1 g 固体酶粉(或 1 mL液体酶)，于 40.C 、 pH=4.6 的条件下， 1 h 分

解可溶性淀粉产生 Img葡萄糖，即为一个酶活力单位，以 U/g( U/mL)表示。酶

活测定方法及试剂配制方法参见文献[74] 。

3.2 材料与方法

3.2.1 主要材料、试剂及仪器

糖化酶:无锡酶制剂厂:

杨梅黄酣(HPLC98%): 湖北康宝泰精细化工有限公司:

无水乙醇(分析纯):安徽安特生物化学有限公司:

电子天平 BS124S: 赛多利斯科学仪器(北京)有限公司:

8823B-紫外检测仪:北京宾达英创科技有限公司:

旋转蒸发仪EYELA: 上海爱朗仪器有限公司:

优普超纯水机:上海优普实业有限公司:

数显超声波清洗器 KQ2200: 昆山市超声仪器有限公司:

Anke TGL-16G 高速台式离心机:上海安亭科学仪器厂:
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LSP02-1B Longer Pump , TS2-60 Dua1-syringe Pump: Longer ; 

熔融石英毛细管柱(内径 700mm)，毛细管连接器:郑州英诺高科有限公司:

N2000 色谱工作站: 浙江大学:

25μL微量进样器:宁波市镇海玻璃仪器厂:

0.5-10 μL， 5-50 此， 20-200 件， 100-1000μL 可调式移液器:热电(上海)

仪器有限公司。

本章实验中用于制柱的不同纯度的糖化酶液( 0.01 mollL)的准备方法如下:

未纯化的酶液:称取粗酶 1 g. 溶于 100mL 去离子水中，酶液浓度为 0.01

glmLo 备用。

纯化后的酶液: 称取粗酶 1 g，溶于 100mL 去离子水中，酶液浓度为 0.01

glmL。将酶液在 4.C条件下进行离心。速度 4000 r/min， 离心时间 10 mo 离心

后取上清液， 40.C水浴中，旋转蒸发干燥。干'操后称童， 干燥酶的质量为 0.7 g o 

加入 70mL去离子水，得到纯化后的酶液，浓度为 0.01 glmL。备用。

根据以上操作步骤，得到不同纯度的酶液并根据 3.2.3 的方法测定酶活。

酶液待用，将用于后续实验中糖化酶色谱柱的制备。

3.2.2 溶液的配制

乙酸-乙酸铀溶液 z 称取乙酸铀(CH3COONa.3H20) 6.7 g， 溶于水中。 加lJ.K

乙酸( CH3COOH ) 2.6 mL。用水定容至 1000 mL，配好后用 pH 校正。

氢氧化纳溶液(NaOH)=O.1 molJmL: 精确称取 0.400 g NaOH，溶于水中，定

容至 1∞ mL。

200 gIL氢氧化纳溶液:称取氢氧化纳 20 g，用水溶解并定容至 100 mL。

硫酸溶液( H2SO. )=2 mollmL: 量取浓硫酸( 密度为 1.84) 5.6 mL 缓缓注入

80mL水中。冷却后， 定容至 100mL。

20 gIL可溶性淀粉液:精确称取 2.00 g 淀粉，溶于水中，定容至 100mL。

10 gIL淀粉指示剂:精确称取1.00 g 淀粉，溶于水中，定容至 100 mL

5.0x 10-4mollL杨梅黄酣醇溶液:准确称取 0.0159 g杨梅黄嗣， 溶于 50%乙

醇溶液，定容至 100mL"

1.0x 10-4 mollL 杨梅黄酣醇溶液:准确称取 0.0032 g杨梅黄嗣，溶于 50%乙

醇溶液，定容至 100 mL。
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0.2xl 04mol/L杨梅黄酣醇溶液:准确称取 0.0064 g杨梅黄酣，溶于 50%乙

醇溶液，定容至 100mL。取其中 10mL定容至 100mL。

0.04xl04 mol/L杨梅黄酣醇溶液:准确称取 0.0064 g杨梅黄酬，溶于 50%

乙醇溶液，定容至 100mL。取其中 2mL 定容至 100mL。

150 mglmL PEG400 水溶液:准确称取 1.50 g PEG400，溶于 10mL 水中。

150 mglmL PEG600 水溶液:准确称取1.50 g PEG600，溶于 10mL 水中。

150 mglmL PEG 100 水溶液:准确称取1.50 g PEG 1000，溶于 10mL 水中。

200 mglmL PEG600 水溶液:准确称取 2.00 g PEG600，溶于 10mL 水中 。

250 mglmL PEG600 水溶液:准确称取 2.50 g PEG600，溶于 10mL 水中。

3.2.3糖化酶酶活测定方法

称取 1-2 g 酶粉。精确至 0.0002 g，先用少量的乙酸缓冲液溶解。并用玻璃

棒捣研，将上清液小心倾入容量瓶，沉渣部分再加入少量缓冲液，如此捣研 3-4

次，最后全部移入容量瓶内，用缓冲液定容刻度，摇匀。通过四层纱布过滤，

滤液供测定用。

与甲、乙两支 50 mL比色管中，分别加入可溶性淀粉 25.00 mL 及缓冲液

15.00mL 摇匀后， 于 40 .C土0.2.C恒温水浴中预热 5 分钟。在甲(样品)中加

入待测酶液 2.00mL 立刻摇匀。在此温度下准确反应 30 分钟。立即各加入氢

氧化纳溶液 0.20 mL.摇匀。将两管取出，迅速冷却。并于乙管(空白)中补

加待测酶液。吸取上述反应液与空白液 5.0∞o mL 

腆溶液 1ωO.OmL 再加入氢氧化纳溶液 15.0 mLo 摇匀密闭。于暗处反应 15 分

钟，取出，加入硫酸溶液 2.0mL 立即用硫代硫酸铀标准液滴定。直至蓝色刚

好消失为其终点。

计算: X=(A-B)Cx90.05 x32.2/5x 1I2xnx2=579.9x(A-B)Cxn 

X: 样品酶活力 U/g( U/mL) ; A: 窒自消耗硫代硫酸纳标准液体积(mL);

B: 样品消耗硫代硫酸铀标准液体积( mL ) ; C: 硫代硫酸纳标准液的浓度

( moVL ); 90.05: 与1.0OmL 硫代硫酸铀标准液[C( 1I2Na2S203 )=1.00Omol几]相

当的以克表示的葡萄糖的质量: 32.2: 反应液的总体积(mL): 5: 吸取反应液

的体积( mL): 1/2: 吸取酶液 2.00 mL ，以 1.00 mL计:如稀释倍数; 2: 反

应 30 分钟，换算成 1 小时的酶活力系数，所得结果表示至整数结果。
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3.2.4糖化酶色谱柱的制备

直接用购买的糖化酶粗酶制得的色谱柱:取 128.2μL 糖化酶粗酶溶液( 0.01 

glmL )，加入 120μLPEG600 溶液( 200 mglmL ), 50μL 0.2 mol/L磷酸盐缓冲液

(pH7.0) , 1.8μLAPTES，放置在 4 .C冰箱中直到完全溶解成均一溶液，待用。

另取 0.1 g glycerated silane，加入 0.1 5 mL双蒸水和 2μL 1 M H3P04后超声 30

mm，使之溶解成均一液体。上述两种溶液等体积混合，摇匀，立即用注射器通

过毛细连接器把混合液注入到预先处理好的毛细管柱中去。放置在室温中， 3 

mm 左右凝固。凝胶柱浸没在 4 .C的磷酸缓冲液中，老化 7 夭。使用前切除毛

细管柱两头，使柱长为 10cm。

3.2.5 不同 PEG 浓度的糖化酶色谱柱的制备

PEG600溶液浓度为 150 mglmL: 取 128.2μL 糖化酶溶液( 0.01 glmL.酶

活 325.34U/mL)，加入 120μ，LPEG600 溶液( 150 mglmL) , 50μLO.2 mol/L磷酸

盐缓冲液(pH7.0 ), 1.8μLAPTES，放置在 4.C冰箱中直到完全溶解成均一溶液，

待用。另取 0.1 g glyc町ated silane，加入 0.15 mL 双蒸水和 2μL 1 MH3P04后超

声 30 min，使之溶解成均一液体。上述两种溶液等体积混合，摇匀， 立即用注

射器通过适应毛细连接器把混合液注入到预先处理好的毛细管柱中去。待凝胶

凝固后，将色谱柱浸没在 4 .C的磷酸缓冲液中，老化 7 天。使用前切除毛细管

柱两头，使柱长为lO cm。

PEG600 溶液浓度为 200mg/mL: 取 128.2μL 糖化酶溶液(0.01 g/mL，酶活

325.34 U/mL )，加入 120μLPEG600 溶液( 200 mglmL ), 50μLO.2 mollL 磷酸盐

缓冲液(pH7.0) ， 1.8μLAPTES，放置在 4.C冰箱中直到完全溶解成均一溶液，

待用。另取 0.1 g glyc町ated silane，加入 0.1 5 mL 双蒸水和 2μL 1 MH3P04后超

声 30 min，使之溶解成均一液体。上述两种溶液等体积混合，摇匀，立即用注

射器通过毛细连接器把混合液注入到预先处理好的毛细管柱中去。待凝胶凝固

后，将色谱柱浸没在 4 .C的磷酸缓冲液中，老化 7 天。使用前切除毛细管柱两

头，使柱长为 10cm。

PEG600 溶液浓度为 250mglmL: 取 128.2μL 糖化酶溶液( O.Olg1mL，酶活

325.34 U/mL)， 加入 120μLPEG600 溶液( 250 mglmL ), 50μLO.2moI/L 磷酸盐
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缓冲液(pH7.0) ， 1.8μLAPTES，放置在 4.C冰箱中直到完全溶解成均一溶液，

待用。另取 0.1 g glycerated silane，加入 0.15 mL双蒸水和 2μL 1 MH3P04后超

声 30 min，使之溶解成均一液体。上述两种溶液等体积混合，摇匀，立即用注

射器通过毛细连接器把混合液注入到预先处理好的毛细管柱中去。待凝胶凝固

后，将色谱柱浸没在 4 .C的磷酸缓冲液中，老化 7 天。使用前切除毛细管柱两

头，使柱长为 10cm。

3.2.6 不同 PEG 分子量的糖化酶色谱柱的制备

PEG400 溶液浓度为 150 mglmL: 取 128.2μL 糖化酶榕液( 0.01 g!mL，酶

活 325.34 U/mL )，加入 120μLPEG400 溶液( 150 mglmL) , 50μL 0.2 mol/L 磷

酸盐缓冲液(pH7.0) ， 1.8μLAPTES，放置在 4.C冰箱中直到完全溶解成均一溶

液，待用。另取 0.1 g: glycerated silane，加入 0.15 mL双蒸水和 2μL 1M H3P04 

后超声 30 min，使之溶解成均一液体。上述两种溶液等体积混合，摇匀，立即

用注射器通过毛细连接器把混合液注入到预先处理好的毛细管柱中去。放置在

室温中， 3min左右凝固。凝胶柱浸没在 4.C的磷酸缓冲液中，老化 7 天。使用

前切除毛细管柱两头，使柱长为 10cm。

PEG600 溶液浓度为 150 mglmL: 取 128.2μL 糖化酶海液(0.01 glm ， 酶活

325.34 U/mL)，加入 120μLPEG600 溶液(150 mglmL) , 50μL 0.2 mol/L 磷酸盐

缓冲液(pH7.0) ， 1.8μLAPTES，放置在 4.C冰箱中直到完全溶解成均一溶液，

待用。另取 0.1 g glycerated silane，加入 0.1 5 mL双蒸水和 2μL 1 MH3P04后超

声 30 min，使之溶解成均一液体。上述两种溶液等体积混合，摇匀，立即用注

射器通过适应毛细连接器把混合液注入到预先处理好的毛细管柱中去。放置在

室温中， 3 min 左右凝固。凝胶柱浸没在 4"C的磷酸缓冲液中，老化 7 天。使用

前切除毛细管柱两头，使柱长为 10cm。

PEG1000溶液浓度为 150 mglmL: 取 128.2 J.lL 糖化酶溶液(0.01 glmL，酶

活 325.34 U/mυ，加入 120μL PEGI000溶液(150 mglmL) , 50μL 0.2 mollL磷

酸盐缓冲液(pH7.0) ， 1.8μLAPTES，放置在 4"C冰箱中直到完全溶解成均一溶

液，待用。另取 0.1 g glycerated si1ane，加入 0.15 mL双蒸水和 2μL 1 M H3PÛ4 

后超声 30 min，使之溶解成均一液体。上述两种溶液等体积混合，摇匀，立即

用注射器通过适应毛细连接器把混合液注入到预先处理好的毛细管柱中去。放
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置在室温中， 3min左右凝固。凝胶柱浸没在 4.C的磷酸缓冲液中，老化 7 天。

使用前切除毛细管柱两头，使柱长为 10 cmo 

3.2.7 不同纯度糖化酶色谱柱的制备

由于第二章中所用的膜蛋白酶纯度较高，因此不存在酶纯度对筛选效果的影

响。而糖化酶是由发酵得到，产品酶中含有较多的纤维等杂质，导致纯化前后

酶的比活力有差异，因而也可能对筛选结果产生影响。本节将对糖化酶进行提

纯，将纯化后的糖化酶制柱，对杨梅黄酣进行筛选。与未纯化时的酶做比较。

研究酶的纯度对筛选结果的影响。

粗酶:取 128.2μL 糖化酶溶液(0.01 glmL)，加入 120μLPEG600 溶液( 200 

mglmL) , 50μL 0.2 mol/L 磷酸盐缓冲液( pH7.0) , 1.8μLAPTES，放置在 4 .C

冰箱中直到完全溶解成均一溶液，待用。另取 0.1 g glycerated silane，加入 0.15

mL双蒸水和 2 μL 1 mol/L H3P04后超声 30 min，使之溶解成均一液体。上述两

种溶液等体积混合，摇匀，立即用注射器通过毛细连接器把混合液注入到预先

处理好的毛细管柱中去。放置在室温中， 3 min 左右凝固。凝胶柱浸没在 4 .C的

磷酸缓冲液中，老化 7天。使用前切除毛细管柱两头，使柱长为 10cm。

纯化后的酶:取 128.2μL 纯化后(3.2.1 )糖化酶溶液( 0.01 glmL)，加入 120

μL PEG600 溶液( 200mglmL ), 50μLO.2 mol/L磷酸盐缓冲液( pH7.0) , 1.8μL 

APTES，放置在 4 .C冰箱中直到完全溶解成均一溶液，待用。另取 0.1 g glycerated 

silane，加入 0.15 mL 双蒸水和 2 μL 1 mol!L H3P04后超声 30 min，使之溶解成

均一液体。上述两种溶液等体积混合，摇匀，立即用注射器通过毛细连接器把

混合液注入到预先处理好的毛细管柱中去。放置在室温中， 3 min 左右凝固。凝

胶柱浸没在 4 .C的磷酸缓冲液中，老化 7 天。使用前切除毛细管柱两头，使柱

长为 10 C1TIo 

3.2.8 不同酶活糖化酶色谱牲的制备

70.C加热 30min 的酶:取 128.2μL 糖化酶溶液( 0.01 glmL)，加入 120μL

PEG600 溶液( 200 mglmL ), 50μL 0.2 mol/L 磷酸盐缓冲液( pH7.0) , 1.8μL 

APTES，放置在4.C冰箱中直到完全溶解成均一溶液，待用。另取 0.1 g glycerated 

silane，加入 0.15 mL双蒸水和 2 μL 1 M H3P04后超声 30min，使之溶解成均一
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液体。上述两种溶液等体积混合，摇匀，立即用注射器通过毛细连接器把混合

液注入到预先处理好的毛细管柱中去。放置在室温中， 3 min左右凝固。凝胶柱

浸没在 4 .C的磷酸缓冲液中，老化 7 天。使用前切除毛细管柱两头，使柱长为

10αn。

90.C加热 30min 的酶:取 128.2 1lL 糖化酶溶液( O.OIg1mL)，加入 120μL

PEG600 浴液( 200 mglmL ), 50μL 0.2 mol/L 磷酸盐缓冲液( pH7.0) , 1.8μL 

APTES，放置在 4.C冰箱中直到完全溶解成均一溶液，待用。另取 0.1 g glycerated 

silane，加入 0.1 5 mL双蒸水和 2 μL 1M H3P04后超声 30 min，使之溶解成均一

液体。上述两种溶液等体积混合，摇匀，立即用注射器通过毛细连接器把混合

液注入到预先处理好的毛细管柱中去。放置在室温中， 3 min 左右凝固。凝胶柱

浸没在 4 .C的磷酸缓冲液中，老化 7 天。使用前切除毛细管柱两头，使柱长为

10 cm。

3.2.9 杨梅黄翻在色谱柱中的检测

老化后的色谱柱首先用 0.05 mol/L, pH 7.0 的磷酸缓冲液进行淋洗。然后通

入 50%乙醇溶液淋洗，控制流速为 35 j.llAnin. 待基线平稳后，将不同浓度的杨

梅黄嗣溶液( 500μmollL、 100μmol/L、 20μmol/L、 4μmoνL )，用注射泵注入所

制备的固定化酶毛细管柱中，控制流速 4μI.Ænino 可得到杨梅黄翻的前沿流出

曲线。
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图 3-1 杨梅黄圈全波长扫描阁

Fig.3-1 Full wavelength scan results ofMyricelin 
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通过紫外分光光度仪全波长扫描，得到杨梅黄前的最大紫外吸收波长为390

runo 因此前沿亲和色谱的紫外检测器波长选择 390 run。

3立10 杨梅黄酣与游离糖化酶的相互作用情况

为了观察杨梅黄固与糖化酶在非固定化条件下的结合情况，即模拟传统的游

离酶的筛选方法，与前沿亲和色谱的筛选情况进行比较。实验测定了在游离状

态下杨梅黄酣与糖化酶的结合情况。配制不同的浓度的杨梅黄酣醇溶液，与不

同浓度的糖化酶溶液，作用不同的时间后，测得酶活的变化，若糖化酶的酶活

受到明显抑制，则说明游离状态下两者结合度较好。

实验方法:配制浓度分别为①500阳ol/L，②100μmollL的杨梅黄酣溶液(溶

剂为质量分数 50%乙醇溶液)，配制浓度为③0.01 glmL,(0.005 glmL糖化酶水

溶液。

(1) 取①溶液 5mL 与等体积 50%乙醇溶液混合，按照 3.2.3 的方法测得酶活。

(2) 溶液①与溶液③各取 5mL 在 40.C水浴中反应 1伽lin ，按照 3.2.3的方

法测得酶活。

(4) 溶液①与溶液③各取 5mL 在 40.C水浴中反应 20min ，按照 3.2.3的方

法测得酶活。

(5) 溶液②与溶液④各取 5mL.在 40.C水浴中反应 lOmin ，按照 3.2.3的方

法测得酶活。

(6) 溶液③与溶液④各取 5mL 在 40.C水滔中反应 20min ，按照 3.2.3 的方

法测得酶活。

3.3 结果与讨论

3.3.1糖化酶酶活测定结果

根据 3.2.3 的实验方法，称取1.0001 g 酶粉，先用少量的乙酸缓冲液 1 溶解。

并用玻璃棒捣研，将上清液小心倾入容量瓶，沉渣部分再加入少量缓冲液，捣

研至全部移入容量瓶内，用缓冲液定容至 100 mL 摇匀。通过四层纱布过滤，

滤液供测定用。

准备五份酶液样品。 1 为常温下未纯化酶液， 2 为粗酶 70.C加热 30 min , 
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3 为粗酶 90.C加热 30 min, 4、 5 为按照 3.2.1中实验方法纯化后的两种酶。

按照实验方法，分别测得五份酶液样品的酶活。于两支 50 mL 比色管，

分别加入可溶性淀粉 25.00 mL及缓冲液 15.00 mL，摇匀后，于 40 .C土0.2.C'恒

温水浴中预热 5min。在其中一支比色管中分别加入待测酶液 2.00mL，立刻摇

匀。在此温度下准确反应 30分钟e 立即备加入氢氧化纳溶液 O.20mL，摇匀。

将管取出，迅速冷却。并于另→管中补加待测酶液。吸取上述反应液与空白液

5.00mL，分别置于腆量瓶中，准确加入腆溶液1O.OmL.再加入氢氧化纳溶液 15.0

mL。摇匀密塞。于暗处反应 15 分钟，取出，加硫酸溶液 2.0mL，立即用硫代

硫酸纳标准液滴定。直至蓝色刚好消失为其终点。

表 3-1 糖化酶酶活力测定结果

Table3-1 Activity of Glucoamylase at different condition 

待测酶液 酶活力 均值 酶液 (O.Olg/ mL)

活力

粗酶 35605U/g 34989U/g 35108U/g 35234U/g 325.34U/mL 

70.C加热 30m 5390 U/g 5396 U/g 5389 U/g 5392 U/g 53.92 U/mL 

90.C加热 30m OU/g OU/g OU/g OU/g OU/mL 

400Or/m 纯化的 49935U/g 50038U/g 51029U/g 50334U/g 503.34U/mL 

酶

由表 3-1 可知，糖化酶溶液经过 70.C 、 90 .C加热后酶活损失严重。而根据

2.3.2，加热后的酶虽然活力丧失，但一级结构基本未发生变化。可以用来制成

色谱柱，并与未加热的酶制成的色谱柱产生对比，可以将本文的对酶活无要求

的前沿亲和色谱检测方法进行应用，达到本章实验研究的目的。 根据 3.2.1 的方

法纯化后的酶，酶的比活力明显提高。将此酶液也制成色谱柱，与纯化之前的

酶进行比较，作为本章后续实验的制柱材料。

3.3.2 杨梅黄翻在未失活酶色谱柱中的检测结果

两个进样器分别承载样品溶液和淋洗液，流速都为 4μLlmin。该实验中使

用 50%乙醇溶液作为淋洗液，使基线稳定。实验温度控制在 25 .C 0 Vo为苯盼

在相同实验条件下的突破体积，作为本实验的死体积。由于杨梅黄酣难溶于谁，

因此将杨梅黄翻溶于 50%质量分数的乙醇溶液，配制成浓度分别为 500μmoVL，
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100 阳nollL 20μmoνL， 4μmol/L的样品液，进行筛选。
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图 3-2 杨梅黄酣在糖化酶(酶活为 325.34UfmL) 色谱柱中前沿流出曲线

Fig.3-2 Breakthrough curves for Myricetin at Glucoamylase (325.34U/mL) 

表 3-2: 杨梅黄酣在糖化酶(酶活为 325.34UfmL) 色谱料:中前沿流出曲线计算值

Table 3-2 Determination of Bt for the affinity column and Kd 岛r Myricetin at Glucoamylase 

( 325.34U/mL) 

样品 [A]o V-Vo 1 1 Kd . [A]o Bt Kd 
一一一 一一-一= 一-+一一

(μM) (mL) V - Vo V - Vo Bt Bt nmolμM 
(mL-I

) 

杨梅黄 500 0.0059 169.491 Y=20.47x+87.341 0.0488 4.27 

酣(酶活

325.34 100 0.0066 151.515 
U/mL) 

20 0.0082 121.951 

4 0.0090 11 1.111 

通过图可知，杨梅黄酣样品的突破体积大于苯盼的突破体积，也就是说杨

梅黄酣与柱中的糖化酶发生亲和作用。并且通过计算可得，杨梅黄酣在酶活为

325.34 U/mL 的糖化酶色谱柱中， 与固定化酶的亲和度 Kd 为 4.27μM，柱中所

包含的酶的量为 0.0488 nmolo 
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3.3.3 不同 PEG 分子量对检测结果的影响
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图 3-3 杨梅黄酣在不同 PEG600 浓度色谱柱中的流出曲线

Fig.3-3 Breakthrough Cu凹es for Myricetin at Glucoamylas (325.34U/mL) at different 

concentration of PEG600 

PEG 是一种致孔剂，它的分子量和用量多少主要影响柱中凝胶孔的多少以

及孔径的大小。柱中的酶的保存量。在分子量相同的情况下， PEG 浓度越大，

制成的柱中 PEG 含量就越高，所形成的凝胶的孔就越大[73]。由图 3-3 可得，当

PEG 浓度增大时，凝胶柱中孔径增大，糖化酶与杨梅黄嗣接触面积增大， 因此

根据前沿亲和色谱理论，流出曲线的突破点就越滞后，即突破体积就越大。孔

径越大，酶的包埋情况不够好，由于样品与酶结合的量较多，会给检测结束后

的洗脱工作带来一定难度。而若 PEG 浓度太小，则柱中的凝胶孔径太小，样品

不能与酶接触充分。因此，根据以上原因，当 PEG 浓度太大，或者太小，超出

检测器的极限范围，都会影响检流出曲线，影响检测结果。因此选择合适范围

内的 PEG浓度都可以获得有效检测结果。由图得，在 150 mglmL-250mglmL 的

范围内，都是可以获得有效的检测结果的。
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3.3.4不同 PEG 浓度对检测结果的影晌
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阁 3-4 杨梅黄酣在不同 PEG分子量色谱柱中的流血曲线

Fig.3-4 Breakthrough c町ves for Myricetin at Glucoamylas (325.340U/mL) e at different 

molecular weight of PEG 

根据本实验室之前的研究结果[73]，随着 PEG 分子量的增大，柱中固定的酶

量会减少。酶量过少，则无法得到较好的筛选结果。因此本实验中选用三个分

子量的 PEG 进行比较。分别制作了以 PEG400、 PEG600、 PEGI 000 为制孔剂的

色谱柱。得到如图，同样浓度的杨梅黄嗣样品在不同柱中的流出曲线。出图 3-4

可知，选用的 PEG 分子量在 400-1000 范围内时，选用 PEG 分子量小时，能使

酶与淋洗液、样品液充分接触，因此样品液经过柱子的流出曲线 mV 响应值较

大，容易获得明显的检测结果。因此在糖化酶柱制柱过程中选用分子量小的 PEG

作为致孔剂为佳。
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3.3.5 杨梅黄翻在纯化后谱柱中的检测结果
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国 3-5 糖化酶纯化后(比酶活为 503.340UlmL) 杨梅黄嗣流山曲线

Fig.3-5 Breakthrough curves for Myricetin at Glucoamylase after purification (503.340U/mL) 

表 3-4 糖化酶纯化后(比酶活为 503.340UlmL)杨梅黄嗣流出曲线计算值

Table 3-4 Determination of Bt 岛r 出e affinity column and Kd for Myricetin at Glucoamylase after 

purification (503 .34U/mL) 

样品 [A]o V-vo 1 1 Kd . [A]o Bt Kd 
一-一--=-一-+----

(μM) (mL) V - Vo V -Vo Bt Bt nmolμM 

(mL'I) 

杨梅黄嗣 500 0.026 38.461 Y=5.055x+ 16.200 0.197 3.205 

(酶活

503.34U/ 100 0.036 28.067 

mL) 
20 0.037 26.777 

4 0.045 22.042 

由上表可得，纯化后的糖化酶制成的色谱柱的应用中， Bt 为 0.197，明显

大于未纯化时的 0.0488。这说明，纯化后，同样体积的酶液所包含的酶的质量

增加。同时，糖化酶与样品杨梅黄酣的 Kd 值为 3.205. 而由 3.3.2 可得，没有

纯化的糖化酶与杨梅黄酬的 Kd 为 4.27。纯化后的酶与杨梅黄嗣的 Kd 明显小于

未纯化的酶。由于 Kd 为酶与样晶的结合度， Kd 越大，则酶与样品的结合度越

低。因此，酶纯化后，杨梅黄酣与糖化酶的结合度大大增加，也就是两者结合

力更强。酶纯化后，单位酶的纯度提高，酶与样品更容易结合。在前沿亲和色
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谱的应用中，酶的纯度会影响酶与样品的结合情况，在条件允许的情况下，应

该选择纯度较高的酶或经过纯化后的酶，可以获得更好的筛选效果。由 Bt 可得，

柱中所包含的酶量大幅增加。因此，在制柱时，提高靶酶的纯度，可以使柱中

包含的具有有效活力的酶量增加，可以获得较好的检测效果。由于第二章中所

用的膜蛋白酶纯度较高，因此酶纯度对筛选效果的影响很小，因而不作考虑。

而糖化酶是白发酵得到，产品酶中含有较多的纤维等杂质，所以导致纯化前后

酶的比活力奋较大差异，会对筛选结果产生影响。

3.3.6 杨梅黄翻在不同酶活色谱柱中的检测结果

:十毛/-飞\..._/

-2一 ./

苯J?-

-
码1每货嗣5∞"w

杨梅货~I∞国 强

E虽~黄割2ûp M 

，;毒黄翩~~皿

10 ,; t4 1t" :;:0 12~~ :a >>3:!3隔芳，.旬叫 H …， ，.但情笛"

"'~Httl''Il 

国 3-6 杨梅黄酣在糖化酶(酶活为 53.92 U/mL) 色谱柱中前沿流山曲线

Fig.3-6 Breakthrough curves 岛r Myricetin at Glucoamylase (53.92 U/mL) 

表 3-5: 杨梅黄酣在糖化酶(酶活为 53.92 U/mL) 色谱柱中前沿流山曲线计算值

Table 3-5 Detennination of Bt for the affmity column and Kd for Myricetin at Glucoarnylase 

(53.92 U/mL) 

样品

杨梅黄嗣

(酶活

53.92 

U/mL) 

[A]。

(I!M) 

500 

100 

20 

4 

v-vo 
(mL) 

0.0054 

0.0062 

0.0074 

0.0083 

1 1 Kd . [A]。
一一-一----V一Vo V - Vo Bt Bt 
(mL-1) 

182.414 Y=21.167x+96.462 

160.250 

134.375 

120.482 
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Bt 

nmol 

0.0472 

Kd 

μM 

4.557 
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国 3-7 杨梅黄酣在糖化酶(酶活为 OU/mL) 色谱性中前沿流山曲线

Fig.3-7 Brl臼k也rough curves for Myricetin at Glucoamylase ( 0 U/mL) 

表 3-6: 杨梅黄酣在糖化酶(酶活为 OU/mL) 色谱柱中前沿流山曲线计算值

Table 3-6 Determination of Bt for 由e affinity column and Kd 岛r Myricetin at Glucoamylase 

(OUlmL) 

样品 [A]o V-Vo 1 1 _ Kd . [A]o Bt Kd 
一一一 ---一=-一+---一

(μM) (mL) V-Vo V-Vo Bt Bt nmolμM 

杨梅黄酣 500 

(酶话为

OU/mL) 100 

(mL.1) 

0.0055 182.222 Y=22.706x+93.203 

0.0060 166.666 

20 0.0075 133.333 

4 0.0085 117.647 

0.044 4 .104 

出表 3-5 及 3-6 得知，在未失活的糖化酶色谱柱的检测结果中，色谱柱中所

包含的酶量是 0.0488 runol，酶与样品结合的 Kd 为 4.27 酬。酶经过 70.C加热

30min后，酶活从 325.34 U/mL减少至 53.92 U/mL.而柱中所包含的酶量为 0.0472

nmol, Kd 为 4.557μM。与酶未失活前没有发生较大变化。当酶经过 90 .C加热

30min 后，糖化酶柱中包含的酶量为 0.044 nmol，酶与样品的 Kd 为 4.104μM。

这说明，糖化酶完全失活后，杨梅黄翻与糖化酶的 Kd 与糖化酶未失活时没有

太大差别。该实验结果说明，杨梅黄嗣与柱中的糖化酶的结合情况没有受到酶

活的影响。因此可以认为加热后，杨梅黄嗣在糖化酶色谱柱中的前沿亲和色谱

检测依然获得有效的结果。再一次验证了本文的实验方法中色谱柱在无酶活的
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情况下，依然可以完成对小分子酶抑制剂的检测。

3.3.7 杨梅黄酣与游离糖化酶的相互作用情况

表 3-7 杨梅黄酣与游离糖化酶反应后的酶活

Table 3-7ηle activity of Glucoamylase after reaction with Myricetin 

0.01 g/mL 。.005 glmL 

IOmin:50328 U/g 1伽nin:58717U/g

500μmol/L 
2伽nin:52725 Ulg 20min:58717U/g 

lOmin:56320U/g 

100μmol/L 

2臼nin:51527U1g

由 3.2.10 的实验步骤，得到糖化酶与杨梅黄酣样品溶液反应后，酶活的变

化情况，如表 3-70 由上表可得: (1) 在样品浓度相同、反应时间相同的情况

下，酶浓度越大，则反应后酶活力越低，很可能是由于酶与样品发生结合，在

一定范围内随着酶浓度的增大，两者的结合增加，会对糖化酶水解淀粉作用的

影响越大。 (2)在样品浓度相同、酶浓度相同的情况下，反应时间对酶活的影响

不大， 500μmol/L 杨梅黄酣与 0.01 glmL 酶液反应时，随着时间增加，酶活反

而增加，这可能是由于样品对酶水解淀粉作用的激活作用。 (3) 在酶浓度相同、

反应时间相同的情况下，随着样品浓度的增大，酶活略有增加，也可能是由于

样品对酶的激活作用。

综上所述，在游离状态下，糖化酶与杨梅黄酣的结合与否很难确认，很难

得到杨梅黄嗣与糖化酶的亲和力的大小。而根据本文之前的实验，通过前沿亲

和色谱法，则可以很容易地得到杨梅黄酣与糖化酶的结合常数 Kd，并且可以通

过曲线观察到随着样品浓度的增加，样品的流出曲线突破体积越大的现象。

3.4本章小结

在以上实验建立的分析方法的基础上，以糖化酶为标靶的筛选糖尿病药效

化合物的应用体系作为该分析方法的应用对象。以天然药效物质杨梅黄酣作为
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检测对象。以获得在传统的糖尿病药物筛选的方法基础上的革新。

1通过改变酶活、酶的纯度、改变制柱条件中 PEG 的用量及浓度，获得柱

效好并且适用于以糖化酶为靶酶的色谱柱的应用条件。实验结果显示，酶活力

明显减小的情况下，杨梅黄酣与酶结合的 Kd不会发生明显的变化。

2. 相同分子量情况下，当 PEG 浓度增大时，凝胶柱中孔径增大，糖化酶

与杨梅黄酣接触面积增大，因此根据前沿亲和色谱理论， PEG浓度越大，流出

曲线的突破点就越滞后，即突破体积就越大。此时，酶的包埋情况不够好，并

且由于样品与酶结合的量较多，会给检测结束后的洗脱工作带来一定难度。而

若 PEG 浓度太小，则柱中的凝胶孔径太小，样品不能与酶接触充分。因此，根

据以上原因，可以选择合适的 PEG 浓度。由实验可得，在 150 mglmL -250 mglmL 

的范围内，都是可以获得有效的检测结果的。 PEG 分子量在→定范围内

( 400-1000)时，分子量越小，越能获得较好的流出曲线。

3.由于第二章中所用的膜蛋白酶纯度较高，因此不存在酶纯度对筛选效果

的影响。而糖化酶是由发酵得到，产品酶中含有较多的纤维等杂质，所以导致

纯化前后酶的比活力有明显差异，会对筛选结果产生影响。纯度提高后，酶的

比活力提高，杨梅黄酣与酶结合的 Kd 明显减小，这说明两者结合度增加。从

理论上分析，酶纯度提高后，单位体积酶液中含有的有效酶活的酶增加，杨梅

黄酣与酶的结合位点也增加，因此结合度增大。实验数据'也验证了此理论分析。

4.杨梅黄嗣与游离的糖化酶在适宜的温度下反应后，测得糖化酶的酶活在

杨梅黄酶的浓度、酶的浓度以及反应时间的长短不同的情况下有所不同。但是，

很难得到随着各个因素的变化两者结合度的变化规律。并且很难确认在游离状

态下糖化酶与杨梅黄酣的结合与否，难以得到杨梅黄酣与糖化酶的亲和力的大

小。该实验进一步说明了通过前沿亲和色谱法的筛选能得到两者结合的精确

Kd，得到的结果比传统的方法更精确，更准确有效。
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第四章结论与展望

4.1结论

本方法以筛选对象与酶蛋白的分子结合为考察依据，依托前沿亲和色谱技

术进行筛选，研究酶活对筛选结果的影响，以活力较低的酶作为筛选标靶，得

到一种标靶酶活低，但酶一级结构完整，可应用于筛选与酶具有亲和作用的化

合物的前沿色谱筛选方法。主要得出以下结论z

1. BAPNA 通过酶活为 2933.33 U/mL 的色谱柱与酶活为 33.33U/mL色谱

柱相比， Kd 从 0.525 增加到1.997。从实验结果来看，酶加热失活后， BAPNA 

与酶的结合度降低。这一结果符合"锁匙理论"。作为膜蛋白酶的特定底物，

BAPNA 与酶的结合与酶的空间结构相关，当酶加热变性后，酶的空间结构发

生改变，因此 BAPNA 与酶的结合受到影响。实验结果符合理论设想。当酶加

热后，空间结构发生变化， BAPNA 与酶的亲和性受到影响， Kd 就明显增加，

也就是结合度明显减小。

2. 作为与膜蛋白酶的小分子抑制剂苦参素、苦参碱，在不同酶活的色谱柱

后，通过实验计算得到的苦参碱与酶的解离常数 Kd，与酶未失活(2933.33 U/mL) 

的色谱柱的 Kd 在数值上变化非常小。该结果说明，酶活发生明显改变但一级

结构未改变的情况下，依然可以获得有效筛选结果。由此推测苦参碱、苦参素

等小分子抑制剂与膜蛋白酶的结合应是单类位点结合，与酶的一级结构相关。

在酶失活严重〈酶活不到原酶活的 2%) 的情况下，也可以通过该检测得出苦参

碱与酶的结合力比苦参素要强的结果，这一结果与本实验室之前的研究成果一

致。因此，酶活不同的情况下，色谱柱依然能够完成筛选过程，得到有效筛选

结果。

3.在以上实验建立的分析体系的基础上，以糖化酶作为该分析方法的应用

对象。以杨梅黄酣作为检测对象。通过改变酶活、酶的纯度、改变制柱条件中

PEG 的用量及浓度，获得适用于以糖化酶为靶酶的色谱柱的应用条件。实验结
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果显示，酶活力明显减小的情况下，杨梅黄酣与酶结合的 Kd 不会发生明显的

变化。而酶纯化后，比活力提高，杨梅黄嗣与酶结合的 Kd 明显减小，即两者

结合度增加。 PEG 分子量在一定范围内(400-1000)，分子量越小，越能获得较

好的流出曲线;相同分子量情况下， PEG浓度越大，流出曲线的突破点就越滞

后，即突破体积就越大。在 150 mglmL -250 mglmL 的范围内，都是可以获得有

效的检测结果的。同时还对杨梅黄固与游离糖化酶的结合作了研究，得到的结

果显示在柱外实验中，难以确认在游离状态下糖化酶与杨梅黄酬的结合与否，

难以得到杨梅黄酣与糖化酶的亲和力的大小。 该实验进一步说明了通过前沿亲

和色谱法的筛选结果比传统的方法更精确，更准确有效。

4.2 创新点

目前，随着药物筛选研究的发展迅速，新方法、新技术不断涌现以及对药

物作用机制的深入研究，酶和受体关系的不断被阐明也为建立特异性的筛选模

型奠定了基础。利用无酶活要求的色谱柱，通过前沿亲和色谱用于药效化合物

的筛选是本课题的创新点。 一般的高通量筛选能快速进行不同样品量的药物筛

选，但必须是获得较简单的混合物或单一化合物。 以往使用的活性追踪的分离

方法，虽然具有目标明确、命中率高的优点，但是在整个过程中需要大量的活

性测试，所耗的人力、物力以及时间都非常巨大。前沿亲和色谱对目标分子有

特异性的识别作用，选择性强、分离效率高，可获得与目标分子相同及结构相

似的系列分子，能提供化合物直接与靶标结合的有关数据如酶靶与药物的结合

常数等，筛选准确性高。避免了传统分离提取的非特异性， 随着前沿亲和色谱

技术的发展，必然在新药开发尤其是天然药物筛选中发挥巨大的作用。

无酶活要求、快速、微量、灵敏、可操作性强和应用面广是以酶为标靶的

前沿亲和包谱的优势。目前以酶为标靶的色谱技术正被广泛运用，而无酶活要

求的凝胶色谱技术更是给药物筛选平台提供了一种新的思路。为发现更多的新

的天然药物提供了可能，这具有从理论基础研究到应用前景探索的清晰脉络，

是本文技术路线设计和实验方案形成的特色之处。

69 



曲曲Ç:&..:民~ J:.'营硕士，营位~:t..

4.3 展望

以酶为标靶，依托前沿亲和色谱技术，进行天然药效化合物的筛选是近年应

用广泛的一项技术。该项技术的筛选过程靶向性强、对样品的需要量小，检测速

度快， 在该项技术中，标靶的确定是制备以酶为标靶的前沿亲和色谱柱的前提。

选择合适的靶酶，为药物筛选提供了大量理想的作用靶点。 目前虽然以固定化酶

为标靶的前沿亲和色谱的研究主要在从合成化合物中筛选药效物质，但随固定化

和色谱技术的发展，以酶为标靶的前沿亲和色谱的应用范围将不断扩展，会成为

天然药物活性成分筛选的重要工具。

以酶为靶标的前沿亲和色谱筛选具有很大的研究价值。随着基因工程应用

越来越为广泛，无酶活要求的筛选平台越来越成为研究和应用的趋势。本文研

究结果表明，凝胶固定化酶色谱柱在酶活较低的情况下同样具有较好的筛选效

果。该方法具有越来越大的实际应用意义和价值。当然还可进行进一步的研究

工作。例如靶酶的种类还可进行进一步的发掘，以不同的靶酶制成的色谱柱可

以筛选不同的酶抑制剂。可以通过制柱条件的选择， 致孔剂用量的控制，制成

适合不同分子量的酶的色谱柱，对更多的天然化合物进行筛选。并可通过结果

探讨可以得知该化合物与酶是否有结合，以及结合的大致方式。这是研究前沿

亲和色谱的一个很好的方向。

通过以酶为标靶的技术筛选天然药物中的活性物质，探索前沿亲和色谱技

术在天然药物分离靶酶抑制剂中的理论和可行技术， 可以解决天然药物研究进

展缓慢、大量独特的药效物质难以被发现利用的问题。利用前沿亲和色谱技术

来获得新药的研究，将建立起一个筛选天然药物活性成分的快速、高效、通用

的技术平台，在我国天然药物资源的开发利用中产生重要作用。
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