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基于中空纤维吸附靶酶的流体灌注系统用于苦丁茶总皂苷活性成分筛选
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摘要: 动脉粥样硬化是多种心血管疾病的诱因之一, 而脂质代谢紊乱是动脉粥样硬化的重要危险因素, 以脂肪

酶为靶的活性筛选有助于发现潜在的降血脂、抗动脉粥样硬化药物。传统的酶靶筛选方法存在操作步骤繁琐、酶活

性降低、传质效率低、筛选假阳性率高等问题。本文构建了基于中空纤维吸附脂肪酶的流体灌注系统, 用于中药降

血脂、抗动脉粥样硬化活性成分的筛选, 并以苦丁茶总皂苷为例进行了筛选。首先搭建了流体灌注系统, 并对酶靶

筛选的方法学进行了考察。然后, 采用优化后的筛选条件, 从苦丁茶总皂苷中发现了两种具有与脂肪酶结合潜能的

小分子化合物, 即苦丁茶皂苷A和C。最后, 通过脂肪酶抑制活性和低密度脂蛋白聚集体诱导的泡沫细胞形成模型

对苦丁茶皂苷A和C的活性进行了验证, 证实了筛选体系的可靠性。总之, 基于中空纤维吸附靶酶的流体灌注系统

具有功能集成、传质速率快、操作步骤简单、分析通量和效率更高、成本低廉等优点, 特别适合中药复杂体系的快速

活性筛选。
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Abstract: Atherosclerosis is one of the causes of many cardiovascular diseases. Lipid metabolism disorder is

an important risk factor for atherosclerosis. Lipase-targeted screening may help discovery of hypolipidemic and

anti-atherosclerotic drugs. Traditional methods for enzyme-based screening exhibit drawbacks of tedious operation

steps, reduced enzyme activity, slow mass transfer, as well as high false positive rate. In this paper, an integrated

perfusion enzyme affinity selection system based on hollow fiber was constructed to screen hypolipidemic and

anti-atherosclerotic compounds from traditional Chinese medicines, and the total saponins of Kudingcha were

taken as a case. First, we built a hollow fiber based perfusion system and optimized the methodology for enzyme

affinity selection. Then, two active compounds of kudinosides A and C were identified as potential lipase inhibitors

from the total saponins of Kudingcha by the proposed system. Last, the activity of kudinosides A and C was

verified by lipase inhibitory assay and formation of foam cell model induced by low density lipoprotein aggregates,

exhibiting the reliability of the system. This platform shows the advantages of integration, fast mass transfer, simple

operation, low cost, as well as improved throughput and efficiency, which is especially suitable for rapid screening

active components from traditional Chinese medicine.
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心血管疾病日渐成为现代社会主要死亡原因[1],

其中, 高血脂是导致多种心血管疾病的诱因[2]。高脂

血症对身体的损害是隐匿、逐渐、进行性和全身性的,

其主要危害是导致动脉粥样硬化, 进而引起冠心病、脑

卒中、心肌梗死、心脏猝死、肾功能衰竭等众多的相关

疾病; 也是促进高血压、糖耐量异常、糖尿病的一个重

要危险因素[3]。因此, 寻找有效的降血脂药物, 对于降

低动脉粥样硬化和心血管疾病的发生具有重要的意

义。脂肪酶在脂肪水解中起着关键作用[4], 抑制消化

道中脂肪酶的活性, 可有效抑制脂肪吸收和水解, 有助

于发现有效的降脂和抗动脉粥样硬化的药物[5]。

现有的以脂肪酶为靶的筛选体系通常采用溶液化

酶法[6]和固定化酶法[7]。溶液化酶法可以保持酶的原

始构型状态, 但缺点是需要离心等复杂的操作步骤, 而

且小分子化合物可能会吸附到膜上导致假阳性结果。

化学固定化酶法可能会降低活性位点的暴露, 导致靶

酶的生物活性改变甚至失活。聚丙烯中空纤维是一种

过滤器中的常用材料, 其内外壁具有丰富的孔道结构,

有较大的比表面积 , 被广泛应用于各类样品的前处

理[8]和活性成分筛选中。如Balcao等[9]利用物理吸附

原理在中空纤维表面固定多种胰脂肪酶, 其固定率最

大可达到 70%。Tao等[8]利用静态浸泡的方法在中空

纤维中吸附脂肪酶, 从荷叶中筛选出脂肪酶抑制剂。

基于物理吸附原理的脂肪酶固定方法简便有效, 无需

使用键合剂, 经济方便。但是已报道的中空纤维吸附

酶靶方法都是采用静态浸泡, 传质效率低, 而且进样、

淋洗、洗脱等操作步骤繁琐。因此, 开发基于中空纤维

吸附酶靶的集成流体灌注系统有望解决传统方法的技

术瓶颈。

苦丁茶是我国和东南亚各国重要的饮用茶之一,

其正品来源是冬青属植物苦丁茶冬青 Ilex kudingcha

C. J. Tseng的叶[10]。苦丁茶除作为茶饮用外, 也是我国

南部及西南部民间传统的药用植物, 具有清热解毒、杀

菌消炎、健胃消积、止咳化痰、生津止渴、提神醒脑、明

目益智和抗辐射、抗衰老、活血脉、调节血脂等功效[11]。

研究表明, 苦丁茶提取物主要含有三萜类皂苷成分, 具

有降低肥胖大鼠血脂水平、抑制大鼠动脉粥样硬化病

程进展的活性[10]。但迄今为止, 关于苦丁茶中降脂、抗

动脉粥样硬化的活性成分尚不明确。

本研究开发了一种基于中空纤维吸附靶酶的集成

流体灌注系统, 并将酶靶筛选和生物模型活性评价相

结合, 用于苦丁茶总皂苷中活性化合物的快速发现。

首先, 利用中空纤维作为载体, 建立基于中空纤维吸附

靶酶的集成流体灌注系统。进而, 对酶靶筛选的方法

学进行考察, 包括中空纤维对脂肪酶的吸附和溶剂洗

脱条件。然后, 采用优化后的条件, 对苦丁茶总皂苷中

的脂肪酶抑制剂进行快速筛选。最后, 通过脂肪酶抑

制活性实验和低密度脂蛋白聚集体 (aggregate low-

density lipoprotein, aggLDL) 诱导泡沫细胞形成模型对

活性成分进行验证。本研究构建的基于中空纤维吸附

靶酶的集成流体灌注系统具有功能集成、传质速率快、

操作步骤简单、分析通量和效率更高、成本低廉等优

点, 并且有望与色谱和质谱系统在线联用, 快速发现中

药药效物质。

材料与方法

仪器与材料 岛津高效液相色谱 (HPLC) 分析系统

(Shimadzu, 日本), 包括LC-20AT液相系统、SIL-20A自

动进样器、SPD-20A 紫外检测器、CTO-20A 柱温箱 ;

PHD/ULTRA注射泵 (Harvard Apparatus, 美国); Opretta

CLSTM 高内涵分析仪 (PerkinElmer, 美国); 聚丙烯中

空纤维 (杭州恒滤膜技术工程有限公司); 聚四氟乙烯

套管 (上海汇荆机电设备有限公司); 脂肪酶 (100～

300 U·mg-1, Lot#SLBZ7254)、对硝基苯棕榈酸酯 (BR,

Lot#SLBP2897V)、佛波酯 (BR, Lot#231C7023) (Sigma

Aldrich, 美国); 奥利司他 (BR, Harvey Bio, 美国, Lot#

51129C125); 甲醇 (HPLC级, Lot#192642)、乙腈 (HPLC

级, Lot#194036) (北京百灵威科技有限公司); 磷酸 (AR,

Lot#20180228)、醋酸钠 (AR, Lot#20020327) (北京化工

厂); 蛋白定量试剂盒 (北京全式金生物技术有限公司,

Lot#N31126); Tris-HCl 缓冲液 (中科迈晨科技有限公

司, Lot#0708A19); 苦丁茶总皂苷、苦丁茶皂苷A、苦丁

茶皂苷C均为本实验室前期实验中制备。

基于中空纤维的流体灌注系统的设计和制造 剪

取 8段均为 30 cm的中空纤维, 将纤维分别装入 8根等

长的聚四氟乙烯套管内, 注入无水乙醇清洗活化 1 h,

70 ℃烘干。在内有中空纤维的聚四氟乙烯套管一端

安装 1 mL注射器。以 50 mmol·L-1的Tris-HCl (pH 6.8)

为溶剂, 配制 2.0 mg·mL-1的胰脂肪酶溶液。分别用注

射器吸取 0.3 mL蛋白溶液, 推动注射泵使蛋白溶液充

满整个套管, 室温下静置后, 用 Tris-HCl缓冲液润洗,

去除游离的脂肪酶。

中空纤维对脂肪酶吸附条件优化 为了确定脂肪

酶在中空纤维上吸附的最佳孵育时间, 使用BCA蛋白

定量法对灌流过程中溶液蛋白浓度随时间变化进行测

定。依上述方法将脂肪酶溶液灌流充满中空纤维后,

每 20 min取出蛋白溶液 2.5 μL, 稀释 20倍测定其浓度,

并补入蛋白溶液 2.5 μL继续孵育, 如此至第 300 min。

得到的蛋白溶液样本依BCA试剂盒要求检测溶液中

脂肪酶的浓度, 绘制蛋白浓度-时间曲线, 通过曲线两端
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的蛋白浓度差计算脂肪酶在中空纤维上的吸附浓度。

洗脱条件优化 将苦丁茶总皂苷粉末溶解于pH 6.8

的 Tris-HCl 中 , 得到 0.8 mg·mL-1苦丁茶总皂苷溶液。

如图 1a组装连续灌流系统, 鲁尔换向阀的四个端口一

端连接装有 Tris-HCl缓冲液的注射器, 一端连接装有

甲醇溶液的注射器, 一端连接装有苦丁茶总皂苷溶液

的注射器, 一端连接内有中空纤维的聚四氟乙烯套管。

首先将皂苷溶液以30 μL·min-1的速度持续灌流10 min,

后切换为 Tris-HCl缓冲液, 以 30 μL·min-1的速度灌流

10 min, 清洗未与脂肪酶结合的物质, 再切换至甲醇溶

液, 以 30 μL·min-1的速度灌流 10 min, 将与中空纤维结

合的物质洗脱, 收集每支套管中甲醇洗脱下的液体, 进

入HPLC分析。本实验分别使用 50%与 100%甲醇溶

液进行洗脱, 并对其洗脱物的物质组成进行了比较, 比

较两种不同浓度甲醇溶液的洗脱效果。之后采用优化

的条件进行洗脱, 比较吸附脂肪酶与未吸附脂肪酶的

中空纤维洗脱液中物质组成的区别。

高效液相色谱 (HPLC)分析条件 色谱柱为Agilent

SB-Aq C18 Column (5 μm, 150 mm×4.6 mm, Agilent, US);

柱温为 35 ℃; 检测波长为 226 nm; 流动相 A (0.1%磷

酸水溶液): B (乙腈), 梯度洗脱程序: 0～18 min, 18%～

32% B; 18～26 min, 32%～37% B; 26～40 min, 37% B;

40～45 min, 37%～95% B; 45～47 min, 95%～100% B;

47～48 min, 100% B; 48～52 min, 100%～18% B; 52～

62 min, 18% B; 流速为0.6 mL·min-1; 进样量为20 μL。

脂肪酶抑制活性验证 称取 4-硝基苯基棕榈酸酯

8 mg, 用TritonX-100溶液 0.1 mL完全润湿后加入醋酸

钠 4.0 mg, 超纯水稀释至 50 mL, 沸水浴加热溶解, 制

得底物溶液。配制不同浓度的苦丁茶皂苷, 取苦丁茶

皂苷溶液 100 μL 与脂肪酶溶液 (2 mg·mL-1) 50 μL 混

匀, 溶剂均为 50 mmol·L-1的Tris-HCl (pH = 6.8)。37 ℃

水浴 10 min后, 加入底物溶液 50 μL启动反应, 用紫外

分光光度计在 405 nm每 10 s读出一次吸光度值, 以不

加药物的溶液为对照组, 通过公式 (1) 计算抑制率。

抑制率 = (R0 - R) / R0 × 100% (1)

式 (1) 中, R0为无抑制剂时的吸光度随时间变化

的斜率; R为在含有不同浓度抑制剂的体系中的吸光

度随时间变化的斜率。以得到的每个浓度药物对脂肪酶

的抑制率为纵轴, 苦丁茶皂苷的对数浓度为横轴绘制

曲线, 即可计算出苦丁茶皂苷的半数抑制浓度 (IC50)。

抗动脉粥样硬化活性成分的筛选 THP-1细胞使

用含有 10% 胎牛血清和 1% 青霉素-链霉素的 RPMI-

1640培养基培养于 37 ℃、5% CO2的孵箱中。实验时,

将细胞稀释为每毫升4×105个, 每孔200 μL种入96孔板

内。培养过夜后, 加入 160 nmol·L-1的佛波酯 (phorbol

ester, PMA) 200 μL并于 37 ℃下孵育 48 h。细胞分化

贴壁后, 将溶解于DMSO中的苦丁茶皂苷分别用含有

10 mg·L-1 Dil标记的低密度脂蛋白聚集体的细胞培养

液稀释 , 终浓度分别为 100、200 和 400 μmol·L-1, 每孔

200 μL与分化贴壁的THP-1细胞 37 ℃避光共孵 24 h。

弃去上清并将细胞用含有 0.2% BSA (w/v) 的冷PBS清

洗 3次, PBS清洗 1次, 用 4%多聚甲醛固定 2 min, PBS

清洗 3次, 加入 5 μg·mL-1 DAPI染液 100 μL避光孵育

10 min, PBS清洗 3次后于Operetta CLSTM高内涵分析

仪上检测红色荧光。药物对THP-1吞噬低密度脂蛋白

的抑制率用给药组荧光强度与阴性对照组荧光强度的

比值表示。

数据处理及分析 所有数据均以 (
-
x ± SD) 的形式

展示, 使用GraphPad Prism 8.0软件进行处理。组间数

据的比较采用单因素方差分析法 (One-way ANOVA),

P<0.05时即为有统计学差异。

结果

1 基于中空纤维的集成流体灌注系统的设计和吸附

靶酶筛选原理

如图 1a所示, 基于中空纤维的集成流体灌注系统

分为两部分, 即流体控制部分和中空纤维部分。流体

控制部分通过注射泵精确输送和控制流体, 鲁尔换向

阀进行不同流体的切换。中空纤维部分将中空纤维装

载入聚四氟乙烯套管内, 连续灌流系统的连接管道均

为聚四氟乙烯 (PTFE) 材质, 这种材质具有高度的疏水

性和低黏附性[12], 可减少管道上的非特异性粘附造成

过多的样品损耗。该流体灌注系统可与多通道注射泵

联用, 提高样品分析通量和效率, 如图 1b所示。与传

统中空纤维吸附酶靶筛选方法相比, 该系统的优势体

现在以下两点。第一, 通过鲁尔换向阀, 可实现进样、

淋洗、洗脱步骤的集成和灵活切换, 极大地简化了实验

步骤; 第二, 通过注射泵控制连续灌流的流速, 与静态

浸泡方式相比, 传质速率更快, 传质可控性更强, 无需

多次洗脱步骤。静态浸泡法需要 3次洗脱去除与脂肪

酶未结合和小分子化合物[8], 流体灌注系统仅需 1次

10 min洗脱即可。灌流中空纤维吸附酶靶筛选方法流

程如图 1c所示: ① 脂肪酶通过物理吸附原理吸附到

中空纤维表面; ② 向吸附脂肪酶的中空纤维内灌注中

药提取物; ③ 灌注法洗去与脂肪酶活性位点未结合的

小分子化合物; ④ 灌注有机溶剂使脂肪酶变性, 释放

出与脂肪酶活性位点有亲和力结合的小分子化合物,

进行HPLC分析鉴定, 最后进行生物活性验证。

2 基于中空纤维吸附酶靶的筛选方法学优化

首先优化脂肪酶吸附条件。利用中空纤维材料本
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身固有的多孔结构, 脂肪酶可以通过物理吸附的方式

固着于中空纤维上。主要考察吸附时间, 脂肪酶的吸

附量通过对与中空纤维接触前后的溶液态脂肪酶浓度

变化进行评价 , 如图 2 所示。蛋白浓度的测定使用

BCA蛋白定量法实现, 其标准曲线如图 2a所示, 标准

曲线表达式为 Y = 0.002 78X + 0.038 72, R² = 0.989 5。

将浓度为 2.0 mg·mL-1的脂肪酶溶液与中空纤维共孵

育, 溶液态脂肪酶浓度随时间的变化如图 2b所示。结

果显示, 溶液态脂肪酶浓度随着与中空纤维接触的时

间延长而逐渐降低, 并在约 100 min后逐渐平缓, 在约

200 min达到平衡 [13]。因此, 最终选定脂肪酶的吸附

时间为 200 min, 计算可得最终中空纤维中吸附的脂肪

酶浓度约为1 500 μg·mL-1。

接着优化洗脱条件。选用的分析物为由本课题组

制备的苦丁茶总皂苷提取物, 具有良好的水溶性, 可直

接溶解于Tris-HCl缓冲液中, 第一次吸附灌流后, 使用

Tris-HCl缓冲液灌流清洗一次即可将中空纤维上游离

的皂苷洗净。为了尽可能完全地将与脂肪酶结合的苦

丁茶活性成分洗脱下来, 同时减少中空纤维对活性成

分的非特异性吸附, 本实验对文献中常见的两种洗脱

溶剂 50% 甲醇和 100% 甲醇进行了对比。结果显示 ,

100%甲醇洗脱得到的主成分峰面积明显大于 50%甲

醇。故选取100%甲醇作为后续实验的洗脱溶剂。

综上所述, 基于中空纤维吸附酶靶的方法学优化

条件如下: 吸附时间为200 min, 洗脱溶剂为100%甲醇。

3 苦丁茶总皂苷中脂肪酶抑制剂筛选

苦丁茶是一种广泛流行于亚洲地区的常见饮用

茶。研究表明, 苦丁茶具有显著的抗动脉粥样硬化、降

脂、消肥作用, 可以减少营养性肥胖大鼠皮下脂肪的堆

积[11], 且有研究报道其总皂苷具有脂肪酶抑制活性, 但

关于苦丁茶皂苷中具有降脂、抗动脉粥样硬化的活性单

体成分尚不明确, 故本研究针对苦丁茶总皂苷开展研究。

采用优化后的条件, 对苦丁茶总皂苷中脂肪酶抑

制剂进行快速活性筛选。由于中空纤维的多孔结构本

身可非特异性吸附总皂苷混合物中的物质, 因此本实

验设置了不加入脂肪酶的中空纤维作为对照组, 用于

排除非特异性吸附的干扰。实验组和对照组的HPLC

对比结果如图 3a所示; 对比实验组与对照组主成分峰

面积 (图 3b) 可见, 峰 5、6在实验组中的响应峰面积明

显高于对照组, 二者具有显著性差异, 说明这两种成分

可能是与脂肪酶具有潜在结合的活性成分。通过与文

献及标准品比对, 这两种化合物分别被鉴定为苦丁茶

皂苷C (KuC) 和A (KuA)[14]。

4 基于生物活性模型的活性成分验证

为验证中空纤维筛选体系的可靠性, 对两种苦丁

茶皂苷对脂肪酶的抑制活性进行评价。脂肪酶可水解

4-硝基苯棕榈酸酯 (PNPP) 产生 4-硝基苯酚 (PNP) 和

棕榈酸, PNP在水溶液中显黄色, 在 405 nm有最大的

光吸收, 通过测定PNP在 405 nm处的光吸收即可换算

得脂肪酶的活力[15]。结果苦丁茶皂苷A和C的 IC50值

分别 361.3和 1 029 μmol·L-1, 阳性对照药奥利司他, 一

种临床常用的脂肪酶抑制剂类减肥药[16]的 IC50 为

934.2 μmol·L-1。上述结果显示, 两种苦丁茶皂苷的脂

肪酶抑制活性均与阳性药相当。

本实验进一步采用低密度脂蛋白聚集体 (aggLDL)

诱导泡沫细胞形成模型评价了两种苦丁茶皂苷的抗动

脉粥样硬化活性。动脉粥样硬化是一个多因素共同调

Figure 1 Schematic diagram of the integrated perfusion enzyme

affinity selection system based on hollow fiber. a: The integrated

perfusion system with fluid control and hollow fiber; b: The perfu‐

sion system with eight paralleled units for improving throughput;

c: Steps of the enzyme affinity selection method

Figure 2 Optimization of lipase adsorption on hollow fibers. a:

The standard curve of lipase protein by BCA method; b: The

amount of lipase adsorption on the hollow fibers with time
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节的复杂病理过程[3]。其中泡沫细胞的形成多少是其

主要诊断特征, 也是其病程进展的核心环节[17]。巨噬

细胞吞噬大量 aggLDL, 从而形成泡沫细胞并沉积于动

脉壁上[18]。基于以上认识, 在THP-1细胞吞噬脂质的

细胞模型中, 能够抑制 aggLDL在细胞中积累并抑制

泡沫细胞形成的化合物被认为具有潜在的抗动脉粥样

硬化活性。在验证了其脂肪酶抑制活性后, 对苦丁茶

皂苷A和C抑制巨噬细胞吞噬 aggLDL的活性进行了

进一步验证。其中, aggLDL被红色荧光染料Dil标记,

便于在荧光显微镜下观察其是否进入细胞。由图 4可

知, 苦丁茶皂苷A和C均能剂量依赖地抑制细胞内的

aggLDL积累。说明苦丁茶皂苷A和C能够剂量依赖

地抑制THP-1分化的巨噬细胞吞噬 aggLDL, 有望通过

抑制泡沫细胞形成起到抗动脉粥样硬化的作用。上述

研究结果证实了本研究建立的基于中空纤维吸附靶酶

的流体灌注系统具有较好的可靠性。

讨论

本研究为发现降脂和抗动脉粥样硬化的活性化合

物, 构建了基于中空纤维吸附靶酶的集成流体灌注系

统, 系统分为流体控制部分和中空纤维部分。首先对酶

靶筛选的方法学进行考察, 优化吸附时间为 200 min,

洗脱溶剂为 100%甲醇。接着采用优化后的条件对苦

丁茶总皂苷中的脂肪酶抑制剂进行筛选, 发现两种与

脂肪酶结合的小分子化合物 , 即苦丁茶皂苷 A 和 C。

最后, 通过生物活性模型进行了活性验证, 确认苦丁茶

皂苷A和C具有脂肪酶抑制活性和抑制巨噬细胞吞噬

aggLDL形成泡沫细胞的活性。

与溶液酶法、化学固定法、中空纤维酶靶静态浸泡

法相比, 本研究构建的基于中空纤维吸附靶酶的集成

流体灌注系统具有功能集成、传质速率快、操作步骤简

单、分析通量和效率更高、成本低廉、可靠性高等优点,

特别适合中药复杂体系的快速活性筛选。该技术平台

扩展性较强, 可更换不同的靶标蛋白、与色谱和质谱系

统在线联用, 快速发现中药药效物质。
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