
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2021, 56(9): 2419 −2425

基于近线高分辨活性轮廓分析的湖北海棠中α-葡萄糖苷酶抑制剂

筛选研究
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摘要: α-葡萄糖苷酶是治疗糖尿病的重要靶点。本研究基于近线高分辨活性轮廓分析技术, 通过复杂化合物体

系色谱分离和活性评价的同步进行, 建立了适用于天然产物的快速高效α-葡萄糖苷酶抑制剂筛选平台; 将其应用于

湖北海棠提取物乙酸乙酯部位中活性成分的筛选和评估, 获得 6种α-葡萄糖苷酶抑制剂, 其中 5种结构鉴定为 3-OH

根皮苷、槲皮素-3-O-β-D-吡喃葡萄糖苷、根皮苷、萹蓄苷和槲皮苷。该平台的建立与成功应用为复杂体系中抗糖尿

病活性成分的高效发现提供了有力工具。
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Abstract: α-Glucosidase inhibitors play an important role in the treatment of diabetes. This study established

a high-resolution bioassay profiling platform for rapidly screening α -glucosidase inhibitors in natural product

extracts. Five α-glucosidase inhibitors were identified from Malus hupehensis, namely, 3-hydroxyphloridzin, quer‐

cetin-3-O-β-D-glucopyranoside, phloridzin, avicularin and quercitrin. The establishment and successful application

of this platform provides a powerful tool for the efficient discovery of anti-diabetic active ingredients in complex

systems.

Key words: high-resolution bioassay profiling platform; Malus hupehensis; type 2 diabetes; α -glucosidase

inhibitor; active screening

2型糖尿病主要表现为患者体内的胰岛素抵抗以

及高血糖, 其在世界范围内的发病率和致死率逐年提

升, 已经成为全球性的严重健康问题[1]。通过抑制 α-

葡萄糖苷酶活性, 可显著减少糖在小肠内的吸收, 从而

降低患者的餐后血糖水平[2,3]。目前, 已经上市并被广

泛应用于患者血糖控制的 α-葡萄糖苷酶抑制剂, 如阿

卡波糖和伏格列波糖, 往往存在胃肠道损伤、皮肤过敏

等不良反应。因此, 开发新型的 α-葡萄糖苷酶抑制剂

用于2型糖尿病患者的治疗显得很有必要。
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天然产物是现代药物研发中候选化合物的重要来

源, 许多植物提取物都被证实具有降血糖的功效, 其中湖

北海棠的降血糖活性尤其值得关注。湖北海棠 [Malus

hupehensis (Pamp.) Rehd.] 属蔷薇科苹果属植物, 富含

黄酮类、多酚类等活性物质, 其降血糖活性已在药理和

临床上得到验证[4-6]。Wang等[7]发现, 湖北海棠水提物可

有效降低 2型糖尿病小鼠的血糖水平。Gong等[8]对 2

型糖尿病患者加用湖北海棠叶水煎剂治疗, 显著减少治

疗组患者的胰岛素用量。然而, 湖北海棠中降血糖活

性化合物种类尚不明确, 对 α-葡萄糖苷酶的抑制率也

有待评估, 需要对其成分进行 α-葡萄糖苷酶抑制活性

的筛选和评估, 为新型降糖药的研发提供候选化合物。

中药复杂成分的活性筛选主要依赖于传统“活性

追踪分离策略”(activity-guided fractionation, AGF), 即

“以整体活性为导向, 对复杂中药进行反复柱色谱提取

分离直至得到目标单体化合物”, 由于“化学分离”与

“活性评价”不同步, 分离通量低、单次分析信息量有

限, 导致工作量大、周期长和成本高, 在筛选过程中微

量活性成分易丢失。基于靶标分子-配体特异性相互

作用的亲和筛选技术, 如超滤法、细胞膜色谱法、配体

垂钓等, 以与疾病高度相关的酶或受体为靶点, 直接从

复杂体系中快速准确地捕获能与靶分子作用的配体

群, 具有目标性强、特异性高和操作简便等优点, 已被

广泛应用于天然产物活性成分的靶向筛选。然而这些

方法仍然无法克服假阳性结果、筛选和活性评估不同

步等局限[9]。近年来 , 一种基于“高分辨活性轮廓分

析”技术 (high-resolution bioassay profiling) 的高内涵

筛选策略成功突破了传统AGF策略的局限, 通过将液

相分离、质谱定性和活性筛选三个模块高度整合, 可真

正实现“化学分离”与“活性评价”的同步。复杂样本经

色谱高效分离后分流, 一部分进入高分辨质谱获取结

构信息, 另一部分经自动化高通量微流分收集后同步

进行生物活性轮廓分析获取活性数据, 实现色谱、质谱

及活性谱图“实时、同步”无缝拟合, 一次运行即可完成

整个筛选的全过程, 大大缩短了筛选时间, 提高了筛选

效率、稳定性和准确性, 通过明确揭示活性成分“谱-效

关系”, 有效避免了假阳性的出现。近线高分辨活性轮

廓分析技术已被成功应用于从蛇毒中筛选凝血酶抑制

剂[10], 从银杏叶和绿茶中筛选 α-葡萄糖苷酶抑制剂[11]

等, 在中药活性化合物筛选研究中展现了巨大的潜力

和推广价值。

本研究基于近线高分辨活性轮廓分析, 建立了以

α-葡萄糖苷酶为靶点的快速活性筛选平台, 并应用该

平台从湖北海棠叶提取物中筛选潜在的α-葡萄糖苷酶

抑制剂。

材料与方法

材料 湖北海棠叶购自中国湖北省襄阳市, 经张婷

婷博士鉴定为蔷薇科植物湖北海棠 [Malus hupehensis

(Pamp.) Rehd.] 干燥叶, 样品标本保存于暨南大学药学

院药物分析研究中心 (标本号: 0317)。其他试剂为: α-

葡萄糖苷酶 (14 units·mg-1, 西格玛-奥德里奇试剂有限

公司, 批号: SLBQ6215V); 4-硝基苯基-α-D-吡喃葡糖

苷 (pNPG)、金丝桃苷 (上海麦克林生化科技有限公司,

批号分别为: C10679152、C10443230); 槲皮素 (萨恩化

学技术 (上海) 有限公司, 批号: DA190041); 表没食子

儿茶素没食子酸酯 [(-)-epigallocatechin gallate, EGCG]

和阿魏酸 (阿拉丁化学试剂有限公司 , 批号分别为 :

F1805096和 J1929052)。

仪器 BSA223S 型电子天平 (德国赛多利斯公

司), 旋转蒸发仪 (中国予华仪器有限公司), LC20AD

液相系统 (日本岛津公司), CTC HTS PAL自动进样系统

(瑞士思特斯分析仪器有限公司), X500R Q-TOF-MS

高分辨质谱 (美国SCIEX公司), 真空干燥箱 (上海霄汉

实业发展有限公司), PB-10 pH仪 (德国赛多利斯公司),

Synergy™ LX多功能酶标仪 (美国伯腾仪器有限公司)。

样本提取 取湖北海棠干燥叶, 经粉碎机粉碎、过

筛 , 准确称取 15.0 g 细粉 , 置于具塞锥形瓶中 , 加入

450 mL 甲醇溶液, 30 ℃下超声 (40 kHz) 提取 2次, 每

次 30 min。将两次提取液合并, 旋转蒸发去除溶剂, 收

集得到粗提物。100 mL超纯水溶解粗提物, 依次使用

100 mL石油醚、乙酸乙酯和正丁醇对粗提物进行萃取,

每种溶剂萃取 3次, 合并后旋转蒸发去除溶剂, 得到水

部位、乙酸乙酯部位和正丁醇部位浸膏, 保存于 4 ℃冰

箱待用。

α -葡萄糖苷酶活性检测方法 在 PB 缓冲液

(100 mmol·L-1, pH 6.8) 体系下, 制备α-葡萄糖苷酶溶液

(4 μg·mL-1) 和底物 pNPG溶液 (1 mmol·L-1)。向 384微

孔板微孔中依次加入 25 μL的 pNPG溶液和 α-葡萄糖

苷酶溶液 , 总体积 50 μL。振荡混匀后使用 Synergy™
LX酶标仪在 405 nm下对微孔板中酶促反应体系的紫

外吸收进行动力学监测, 得到动力学曲线斜率 (k) 表

示体系的酶促反应速率。

湖北海棠叶提取物活性测试 分别称取湖北海棠

叶提取物水部位、乙酸乙酯部位和正丁醇部位浸膏

2.0 mg溶解于 1 mL甲醇中, 得到 2 000 μg·mL-1提取物

溶液 , 用甲醇稀释得梯度浓度 (2 000、1 000、500、250

和 125 μg·mL-1) 的提取物溶液为实验组, 甲醇为空白

对照组。将 25 μL不同浓度提取物溶液依次加入 384

孔板对应的微孔中 , 每个浓度重复 3 次 , 对照组加入

25 μL甲醇。为促进提取物成分的溶解, 便于后续的活
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性测试, 384孔板需提前加入 10 μL的 10% DMSO水溶

液。随后将 384孔板放置于真空干燥箱中, 待溶剂完

全挥发后取出, 在加样的微孔内进行 α-葡萄糖苷酶活

性检测, 按照“α-葡萄糖苷酶活性检测方法”项下操作,

并采用以下公式计算抑制率:

抑制率 % = (k空白 - k实验) /k空白 (1)

式 1 中 , k实验代表实验组的酶动力学增长斜率 ,

k空白代表空白对照组的酶动力学增长斜率。

近线高分辨活性轮廓分析平台的建立 图 1为近

线高分辨活性轮廓分析平台示意图。该平台以岛津高

效液相色谱系统为基础, 内径为 250 μm的 Peek管 (黑

色) 依次连接四元泵、进样器、色谱柱以及用于分流的

三通入口, 内径为 120 μm的 Peek管 (红色) 连接三通

与分流后的两个出口, 一个流向DAD检测器和高分辨

质谱 , 另一个连接微流分收集装置。通过调整两根

120 μm Peek管的长度来改变各管路内的压力和流量,

使得最终通往DAD检测器和高分辨质谱的通路流量

为总流量的 1/3, 通往微流分收集装置的通路流量为总

流量的 2/3。微流分按既定采样频率被收集到 384微

孔板中, 经过真空干燥箱挥干溶剂后, 进行α-葡萄糖苷

酶活性检测。

微流分收集装置的搭建 以CTC HTS PAL自动进

样系统为基础搭建微流分收集装置。在连接三通分流

出口与流分收集装置的 Peek管路末端处, 使用二通、

连接头等配件连接内径为 100 μm的毛细管作为微流

分收集的点样器, 点样器固定到CTC HTS PAL自动进

样系统的机械臂上。通过修改后PAL Cycle Composer

and Drivers软件控制机械臂在 384微孔板上精准平行

移动, 将微流分收集到 384微孔板的每一个孔中。机

械臂的平行移动距离可精确到 0.1 mm, 在 384微孔板

每个孔上方的停留时间可精确到0.1 s。

活性评价谱图 将 384微孔板的每个孔按微流分

收集顺序编号排列, 计算每个孔对应的流分收集时间,

计算公式如下:

t = é
ë
êa* (n - 1) +

a
2
ù
û
ú /6 (2)

式 2中, t代表微流分收集时间 (min), a代表单孔

收集时长 (s), n代表孔序号。将 384微孔板各孔动力

学曲线的斜率值按对应的编号顺序排列, 算出斜率值

的中位数, 并用所有斜率值除以该中位数, 对所有增长

斜率进行标准化, 标准化斜率有助于多次实验结果间

平行比较。再使用Origin软件按照编号顺序绘制活性

谱图, 横坐标为该孔所对应的微流分收集时间, 纵坐标

为该孔计算得到的标准化斜率 (图 2)。最后将实验所

得的活性谱图、色谱图以及质谱总离子流图通过微流

分收集时间相关联得到活性评价谱图, 对比分析各图

中的生物活性信息与化学结构信息 (图3)。

活性筛选平台的可行性验证 制备金丝桃苷、

EGCG、槲皮素及阿魏酸的混合溶液, 各化合物的浓度

均为 1 000 μmol·L-1, 稀释两次得到 333和 111 μmol·L-1

的梯度稀释液。进行近线高分辨轮廓分析, 色谱柱为

Symmertry C18 column (4.6 mm×250 mm, 5 μm, Waters),

柱温箱为室温。流动相A为水 (0.1%甲酸), 流动相B

为甲醇 (0.1% 甲酸), 0 min, 30% B; 25 min, 70% B;

40 min, 30% B。进样体积均为 20 μL, 液相色谱流速

为0.5 mL·min-1, 检测波长为254 nm。为增加抑制剂的

溶解性便于后续的活性测试, 384孔板需提前加入10 μL

的 10% DMSO水溶液, 流分的单孔收集时长为 8 s。将

所收集的微流分真空干燥去除溶剂, 进行 α-葡萄糖苷

酶活性检测。

湖北海棠叶乙酸乙酯部位活性评价 制备湖北

海棠叶提取物乙酸乙酯部位浸膏溶液 (2.5、7.5 和

Figure 1 Flow chart of at-line high-resolution bioassay profiling

platform

Figure 2 Analysis of bioassays in 384-well plate
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15 mg·mL-1, 3% DMSO、30% 甲醇水溶液溶解), 进行

近线高分辨活性轮廓分析 , 色谱柱为 Diamonsil C18

column (4.6 mm×250 mm, 5 μm, Dikma), 柱温箱为室

温。流动相A为水 (0.1%甲酸), 流动相B为甲醇 (0.1%

甲酸), 梯度洗脱 (v/v): 0～25 min, 45% B; 50 min, 100%

B; 55 min, 100% B; 60 min, 45% B。进样体积均为20 μL,

液相色谱流速为0.5 mL·min-1, 检测波长为287 nm。微

流分收集在提前加有 10 % DMSO 水溶液 (10 μL) 的

384孔板中, 单孔收集时长为 8 s。将所收集的微流分

真空干燥去除溶剂, 进行α-葡萄糖苷酶活性检测。

质谱 Q-TOF-MS/MS 分析以负离子模式进行 , 主

要参数为: 离子源温度 600 ℃; Curtain Gas 压力 25 psi

(1 psi ≈ 6.9 kPa); 离子源气体 1 (60 psi); 离子源气体 2

(60 psi); 离子喷射电压, -4.5 kV; TOF-MS扫描的质量

范围为100～1 000 Da, 扫描时间间隔为0.25 s, 碰撞能量

为-10 V; TOF-MS/MS扫描的质量范围为50～1 000 Da,

扫描时间间隔为 0.1 s, 碰撞能量为-35 V (碰撞能量分

布为15 V)。

结果与讨论

1 湖北海棠叶提取物活性测试

梯度浓度的湖北海棠叶提取物各部位对α-葡萄糖

苷酶的抑制率见表 1, 由于活性检测总体积为 50 μL,

对应提取物浓度较原浓度减半。湖北海棠叶提取物各

部位对α-葡萄糖苷酶均具有抑制作用且抑制率随浓度

上升而明显提升, 其中乙酸乙酯部位活性最高, 本实验

选用乙酸乙酯部位提取物进行后续测试。

2 活性筛选平台的可行性验证

为了验证近线高分辨活性轮廓分析平台的可行

性, 以金丝桃苷、EGCG、槲皮素及阿魏酸组成对照品

混合模型, 其中 EGCG (IC50为 32.4 ± 2.8 μmol·L-1)、金

丝桃苷 (IC50为 316.9 ± 66.5 μmol·L-1) 和槲皮素 (IC50为

9.8 ± 0.9 μmol·L-1) 为已知 α-葡萄糖苷酶阳性抑制剂,

阿魏酸为阴性对照。结果如图 4所示, 阴性对照阿魏

酸色谱出峰位置所对应的活性谱图未见活性负峰, 而

阳性抑制剂 EGCG、槲皮素和金丝桃苷色谱峰对应位

置均出现活性负峰, 且负峰大小随进样浓度的上升而

增加。此外, IC50较小的EGCG和槲皮素 3个进样浓度

均能观察到明显的活性负峰, 而 IC50较大的金丝桃苷

仅在高浓度时出现较大负峰, 中浓度时负峰不明显, 而

低浓度时无负峰。该实验结果充分说明了近线高分辨

活性轮廓分析平台可以准确识别混合样品中的α-葡萄

糖苷酶抑制剂, 并且活性负峰响应强度与抑制剂的浓

度相关, 在一定程度上可以反映抑制剂的量效关系。

3 湖北海棠叶乙酸乙酯部位活性评价

3.1 活性负峰指认

湖北海棠叶乙酸乙酯部位提取物的活性评价谱图

如图 5所示, 共有 6个具有有效量效关系的活性负峰,

即随进样浓度提升, 活性负峰变大, 说明其中存在至少

6个具有α-葡萄糖苷酶抑制活性的成分。其中 3号和 5

号化合物所对应的活性负峰较小, 而 1号、2号、4号和

Table 1 Inhibition of extracts of Malus hupehensis (Pamp.) Rehd.

Extract

Ethyl acetate extract

n-Butanol extract

Water extract

Inhibition rates of different concentrations/%

1 000

μg·mL-1

86

82

25

500

μg·mL-1

76

64

14

250

μg·mL-1

60

52

7

125

μg·mL-1

47

35

3

62.5

μg·mL-1

33

25

2

Figure 4 Bioassay profiling of standard mixtures. EGCG: (- ) -

Epigallocatechin gallate

Figure 3 Activity profile of at-line nanofractionation
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6号化合物所对应的活性负峰较明显。

3.2 活性成分分析

通过对比活性谱图和对应位置的色谱图, 结合质

谱数据 (总离子流谱图和二级碎片)分析以及参考文献

数据[12-17], 确认了以上6个化合物的结构信息 (表2)。

3.2.1 二氢查尔酮类化合物 本研究在湖北海棠叶乙

酸乙酯部位中筛选到 2种二氢查尔酮类化合物, 分别

为化合物1和化合物4, 以化合物4为例进行结构鉴定。

化合物 4 (tR = 25.20 min) 在ESI-模式下产生的准分子

离子峰 [M-H]-为m/z 435.129 5, 对m/z 435.129 5进行

二级全扫描质谱分析, 产生的主要碎片离子有m/z 273、

167、125, 与文献[12-16]报道相符。m/z 273是由母离子脱

去一分子中性糖 (162 u) 得到的苷元根皮素离子峰[12,16],

其裂解规律与参考文献吻合[16]。结合裂解碎片信息,

参考文献[14]中化合物在反相色谱柱中保留时间, 可确

定化合物1和4分别为3-OH根皮苷和根皮苷。

3.2.2 黄酮醇苷类化合物 本研究在湖北海棠叶乙酸

乙酯部位中筛选到 4种黄酮醇苷类化合物, 分别为化

合物 2、3、5和 6, 以化合物 2为例进行结构鉴定。化合

物 2 (tR = 19.93 min) 在ESI−模式下产生的准分子离子

峰 [M-H]-为m/z 463.088 2, 对m/z 463.083 8进行二级

质谱分析, 得到苷元槲皮素的离子峰m/z 301.031 5, 根

据化合物分子量, 可推断出此化合物为槲皮素单糖苷。

根据二级碎片离子 m/z 300离子强度大于 m/z 301, 在

低质量区发现m/z 271、178和 151离子片断, 可以确定

为槲皮素 3-O-苷类化合物[17]。其余 3个化合物具有类

似的裂解规律, 再结合参考文献[14]中化合物在反相色

谱柱中保留时间, 可确定化合物 2、5和 6分别为槲皮

素-3-O-β-D-吡喃葡萄糖、萹蓄苷和槲皮苷, 3号化合物

为5号化合物异构体, 其准确结构有待进一步解析。

以上鉴定出的化合物结构式见图 6。此外, 1号化

合物 3-OH根皮苷与 4号化合物根皮苷作为湖北海棠

的主要活性成分, 已被证实具有 α-葡萄糖苷酶抑制活

性, 且与阳性抑制剂阿卡波糖相比具有更显著的浓度

依赖性抑制作用[13]。2号化合物槲皮素-3-O-β-D-吡喃

葡萄糖苷, 5号化合物萹蓄苷和 6号化合物槲皮苷都是

黄酮醇苷, 其苷元槲皮素对 α-葡萄糖苷酶的抑制活性

已被证实, 已有研究表明其母核色原酮B环上的两个

羟基在酶的催化活性中发挥了重要作用[18]。

结论

本研究基于近线高分辨活性轮廓分析建立了针对

α-葡萄糖苷酶抑制剂的高效快速活性筛选平台, 通过

对照品混合模型验证了该平台的可行性, 应用于湖北海

棠叶提取物的乙酸乙酯部位, 筛选得到 6个 α-葡萄糖

Figure 5 Bioassay profiling of ethyl acetate extract of Malus

hupehensis

Figure 6 Structures of identified α-glucosidase inhibitors
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苷酶抑制剂, 其中 5个被鉴定为 3-OH根皮苷 (1)、槲皮

素-3-O-β-D-吡喃葡萄糖苷 (2)、根皮苷 (4)、萹蓄苷 (5)

和槲皮苷 (6)。该平台操作简单, 快速高效, 在高效分离

到更多疾病相关靶点和中药活性成分筛选的研究中。
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