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摘　要　应用高通量药物筛选技术，筛选发现具有丁酰胆碱酯酶（ＢｕＣｈＥ）抑制活性的中药提取物，同时采用超高效
液相色谱与串联四极杆飞行时间质谱仪联用技术（ＵＰＬＣＱＴＯＦＭＳ）对其活性部位进行分析和鉴别。药材经石油醚渗
滤、乙醇提取、乙酸乙酯萃取和水煎煮后，得到４个提取部位。采用５，５′二硫双硝基苯甲酸（ＤＴＮＢ）法检测ＢｕＣｈＥ活性，
于４１２ｎｍ波长处检测吸收度，计算提取物对 ＢｕＣｈＥ的抑制率。采用ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨＣ１８色谱柱，以水甲醇为流动
相梯度洗脱，２００～４００ｎｍ扫描，使用ＥＳＩ离子源，在正离子模式下采集数据。结果显示，５７种中药提取物中，鸡屎藤的乙酸
乙酯部位显示较强的ＢｕＣｈＥ抑制活性，并从其活性部位中分析鉴定出９个化合物，主要成分为环烯醚萜苷类化合物，分别
是鸡屎藤苷、鸡屎藤苷酸、甲基鸡屎藤苷、咖啡酸４ＯβＤ吡喃葡萄糖鸡屎藤苷Ｂ和４个未知的环烯醚萜苷类，以及１个黄
酮类成分蒙花苷。表明鸡屎藤乙酸乙酯提取部位具有较强的ＢｕＣｈＥ抑制活性，ＩＣ５０为１２４１５μｇ／ｍＬ，ＱＴＯＦＭＳ测定的相
对分子质量及正离子信息鉴定鸡屎藤乙酸乙酯提取物中主要为环烯醚萜类成分，说明其含有的环烯醚萜苷类为抑制

ＢｕＣｈＥ活性的主要成分，为进一步研究鸡屎藤活性成分奠定基础。
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　　鸡屎藤是茜草科植物鸡屎藤 Ｐａｅｄｅｒｉａｓｃａｎｄｅｎｓ
（ｌｏｕｒ）Ｍｅｒｒ的干燥全草或根，具有祛风活血，止
痛解毒、消食导滞、除湿消肿之功效［１］，主要分布

于我国的陕西、甘肃、山东、江苏、安徽、湖北、湖南、

贵州等省。鸡屎藤全株作为民间常用草药已有数

千年历史，历代本草均有记载，曾经收载于《中华

人民共和国药典》（１９７７年版）及四川、上海、河南、
贵州、广西等省、自治区的药典标准中［２］。化学成

分主要有环烯醚萜苷类、黄酮类、挥发油类、甾醇

类、三萜类等。环烯醚萜苷类化合物主要是鸡屎藤

苷（ｐａｅｄｅｒｏｓｉｄｅ），鸡屎藤苷酸（ｐａｅｄｅｒｏｓｉｄｉｃａｃｉｄ）
等；黄酮类化合物主要为山奈酚（ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ）和槲
皮素（ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ）及其苷类；挥发油类化合物和少量
的酚羟酸类化合物［３］。

阿尔茨海默病（ＡＤ）是一种威胁老年人健康
的进行性和致命性疾病［４］。根据其公认的病理胆
碱能学说［５］，抑制乙酰胆碱酯酶（ＡｃｈＥ）的活性已
成为目前治疗 ＡＤ的一个主要策略。临床上的胆
碱酯酶抑制剂多是选择性 ＡｃｈＥ抑制剂，外周不良
反应较大，长期治疗效果不理想。新近研究表明，

给予大鼠大脑皮层内灌注选择性丁酰胆碱酯酶

（ＢｕＣｈＥ）抑制剂可使细胞外乙酰胆碱浓度增加
１５倍，且未发现胆碱样不良反应。临床试验也表
明，脑脊液中 ＢｕＣｈＥ抑制与 ＡＤ患者的认知功能
具有相关性［６－８］。近年来，对 ＢｕＣｈＥ进行抑制已
成为新的ＡＤ治疗手段［９－１１］。

本实验应用５，５′二硫双硝基苯甲酸（ＤＴＮＢ）
法［１２］建立了ＢｕＣｈＥ抑制剂高通量筛选方法，对５７
种中药提取物进行了 ＢｕＣｈＥ抑制活性筛选，研究
发现，鸡屎藤具有较强的ＢｕＣｈＥ抑制活性，并对其
有效部位进行ＵＰＬＣＱＴＯＦＭＳ分析。本实验为其
进一步跟踪分离获得活性先导化合物奠定基础，也

为临床治疗ＡＤ提供新的用药依据。

'

　材　料

１１　试　剂
氯化丁酰巯基胆碱（ＢｕＳＣｈ）、四异丙基甲基焦

磷酰胺（ｉｓｏＯＭＰＡ）、ＤＴＮＢ（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；人
血浆（北京市红十字血液中心）；甲醇（色谱纯，美

国Ｆｉｓｈｅｒ公司）；５７个筛选样品为中国医学科学
院、北京协和医学院药用植物研究所提供的中药提

取物；其他试剂均为市售国产分析纯。

１２　仪　器
ＰＵＲＥＬＡＢＣｌａｓｓｉｃＵＶＦ纯水机（英国 ＥＬＧＡ公

司）；ＰＯＬＡＲｓｔａｒｇａｌａｘｙ微板光学测定仪（德国 ＢＭＧ
公司）；ＰｅｒｓｏｎａｌＰｉｐｅｔｔｏｒＰＰ５５０ＭＳ移液器（美国Ａ
ｐｒｉｃｏｔＤｅｓｉｇｎｓ公司）；美国 ＷａｔｅｒｓＡｃｑｕｉｔｙＴＭ ＵＰＬＣ
ＱＴＯＦＰｒｅｍｉｅｒ；ＭａｓｓＬｙｎｘＶ４１工作站。

!

　方　法

２１　待测样品的制备
药材样品粉碎成粗粉，取粗粉５００ｇ，先用石油

醚浸泡１ｄ后渗滤提取至提取液颜色浅（或５倍药
材量），回收石油醚，得石油醚提取物；残渣挥去

石油醚，用８０％乙醇湿润后，再用３倍量８０％乙
醇回流提取 ２次，合并提取液，减压回收乙醇至
无醇味，用等体积乙酸乙酯萃取 ２次，合并乙酸
乙酯萃取液，回收乙酸乙酯至干，得乙酸乙酯萃

取物；母液浓缩至干，得乙醇提取物；残渣挥干乙

醇，用３倍量水煮提２次，合并水提取液，浓缩至
干，得水提取液。

２２　活性测定
２２１　酶反应液、底物浓度、ＤＴＮＢ试液浓度的
确定　人血浆可直接作为酶源。本实验以

５４
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００５ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液稀释人血浆８０倍的稀释
液作为酶反应液；筛选体系中选用３ｍｍｏｌ／Ｌ作为
底物的终浓度，以保证较快的反应速度，实现高通

量；确定ＤＴＮＢ试液的浓度为０６２５ｍｍｏｌ／Ｌ，终浓
度为０２５ｍｍｏｌ／Ｌ［１３］。
２２２　ＢｕＣｈＥ活性测定方法　采用改良的 ＤＴＮＢ
法［１２］测定酶活性。ＢｕＣｈＥ水解丁酰胆碱生成胆
碱及丁酸，胆碱可以与巯基显色剂 ＤＴＮＢ反应生
成 ＴＮＢ黄色化合物，根据颜色深浅进行比色定
量，水解产物胆碱的数量可以反映胆碱酯酶的

活力。

ＢｕＳＣｈ和ＤＴＮＢ均以００５ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲
液临用现配。化合物大规模筛选在３８４孔板中进
行，用移液器转移液体，每孔中含有天然提取物

（终浓度５０μｇ／ｍＬ）５μＬ，酶反应液２０μＬ，ＢｕＳＣｈ
２０μＬ，ＤＴＮＢ２０μＬ，反应总体积５５μＬ。用００５
ｍｏｌ／μＬ磷酸盐缓冲液来代替样品，作为标准孔，反
映酶的最大活性；以００５ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液代
替样品及底物作为空白对照；以 ＢｕＣｈＥ的特异性
抑制剂ｉｓｏＯＭＰＡ作为阳性对照，以检验方法的可
靠性。

由移液器依次加入样品、酶反应液、ＤＴＮＢ试
液，最后加入底物以启动反应，充分混匀，３７℃孵
育６０ｍｉｎ后，送入微板光学测定仪，读取Ａ４１２，计算
抑制率。抑制率（％）＝（Ａ标准 －Ａ样品）／（Ａ标准 －
Ａ空白）×１００。
２２３　样品筛选　初筛中药提取物５７个，计算抑
制率后对高活性样品进行复筛。复筛时每个样品

依次稀释为５个浓度，实验重复３次，分别为５０，
５，０５，００５，０００５μｇ／ｍＬ。根据测定结果计
算ＩＣ５０。
２３　活性成分测定
２３１　色谱条件　色谱柱 ＵＰＬＣＴＭＢＥＨＣ１８柱（５０
ｍｍ×２１ｍｍ，１７μｍ）；流动相：Ａ：水，Ｂ：甲醇；梯
度洗脱：２０％ Ｂ（０ｍｉｎ）→３５％ Ｂ（５ｍｉｎ）→５０％ Ｂ
（８ｍｉｎ）→６０％ Ｂ（９ｍｉｎ）→７５％ Ｂ（１０ｍｉｎ）→
９０％ Ｂ（１２ｍｉｎ）→９５％ Ｂ（１３ｍｉｎ）→１００％ Ｂ（１５
ｍｉｎ）；流速：０３ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：４μＬ；柱温：
３０℃。
２３２　质谱条件　电喷雾离子源（ＥＳＩ），采用正
离子Ｖ模式检测；脱溶剂气流量为８００Ｌ／ｈ，脱溶

剂气温为４５０℃，锥孔气流量为５０Ｌ／ｈ，离子源温
度为１２０℃，毛细管电压为 ３ｋＶ，锥孔电压为
４０Ｖ。０１ｓ（间隔００２ｓ）采集一次谱图。
２４　样品制备

取已制得的鸡屎藤乙酸乙酯提取物 ２００１
ｍｇ，精密称定，置于２５ｍＬ量瓶中，加甲醇定容至
刻度，摇匀，滤过备用。

%

　结　果

实验得到抑制率大于 ５０％的中药提取物 ５７
个，进行复筛，阳性者８个，依次稀释成５种浓度，
计算ＩＣ５０。从表２中可以看出：鸡屎藤４个部位具
有不同程度的ＢｕＣｈＥ抑制活性。而其乙酸乙酯部
位抑制活性最强，在终浓度为５０μｇ／ｍＬ时，抑制
率（％）分别为 １５４０，４００４，６６９２，１１４５。鸡屎
藤乙酸乙酯部位 ＩＣ５０为１２４１５μｇ／ｍＬ，其他３个
部位未检测到。

Ｔａｂｌｅ１　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｎｂｕｔｙｒｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ（ＢｕＣｈＥ）ａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄＩＣ５０
ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｆａｃｔｉｏｎｓｏｆＰａｅｄｅｒｉｓｃａｎｄｅｎｓ（ｌｏｕｒ）Ｍｅｒｒ（珋ｘ±ｓ，
ｎ＝３）

Ｅｘｔｒａｃｔ　　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ／％ ＩＣ５０／（μｇ／ｍＬ）
Ｐｅｔｒｏｌｅｕｍｅｔｈｅｒ １５４０ －
Ｅｔｈａｎｏｌ ４００４ －
Ｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅ ６６９２ １２１４５
Ｈ２Ｏ １１４５ －
ｉｓｏＯＭＰＡ ９４４３ ８９５

ｉｓｏＯＭＰＡ：Ｔｅｔｒａｉｓｏｐｒｏｐｙｌｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈｏｒａｍｉｄｅ

按“２３１”项分析条件，绘制鸡屎藤乙酸乙酯
溶液的ＵＰＬＣＱＴＯＦＭＳ离子流图，见图１。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＵＰＬＣＱＴＯＦＭＳｔｏｔａｌｉｏｎｃｕｒｒｅｎｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅｅｘ
ｔｒａｃｔｏｆＰａｅｄｅｒｉｓｃａｎｄｅｎｓ（ｌｏｕｒ）ＭｅｒｒＰｅａｋｓ１９ｒｅｆｅｒｔｏＴａｂｌｅ２

数据采用 ＭｉｃｒｏｍａｓｓＭａｒｋｅｒｌｙｎｘ软件进行处
理，根据正离子模式的一级质谱的分子离子峰得

到化合物的准确相对分子质量，计算出其元素组

６４
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成，结果见表２。再由正离子的二级质谱中碎片
信息，结合文献，对鸡屎藤用 ＵＰＬＣ分离出的９个

主要峰进行分析，推断出其可能的成分，结果见

表２。

Ｔａｂｌｅ２　ＣｏｍｐｏｕｎｄｓｏｆｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｏｆＰａｅｄｅｒｉａｓｃａｎｄｅｎｓ（ｌｏｕｒ）ＭｅｒｒｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＵＰＬＣＱＴＯＦＭＳ

ＰｅａｋＮｏ ｔＲ／ｍｉｎ ［Ｍ＋Ｎａ］＋（ｍ／ｚ） ＭＳ／ＭＳ（ｍ／ｚ） Ｆｏｒｍｕｌａ Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｖａｌｕｅ（ｍ／ｚ） Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
１ ６５９９ ４６９０８９８ ４５２ Ｃ１８Ｈ２２Ｏ１１ＳＮａ＋ ４６９０８９９ Ｐａｅｄｅｒｏｓｉｄｅ

３０７ Ｃ１２Ｈ１２Ｏ６ＳＮａ＋ ３０７０２４７
２ ６９３３ ４８７０９９５ ４６９ Ｃ１８Ｈ２４Ｏ１１ＳＮａ＋ ４８７１００５ Ｐａｅｄｅｒｏｓｉｄｉｃａｃｉｄ

４４３ Ｃ１７Ｈ２４Ｏ１０ＳＮａ＋ ４３３０９８２
３９９ Ｃ１６Ｈ２４Ｏ８ＳＮａ＋ ３９９１０８４

３ ９１２７ ５０１１６０６ ４５７ Ｃ１８Ｈ２６Ｏ１０ＳＮａ＋ ４５７１１３９ Ｍｅｔｈｙｌｐａｅｄｅｒｏｓｉｄａｔｅ
４０９ Ｃ１７Ｈ２２Ｏ１０ＳＮａ＋ ４０９１１０５
３３９ Ｃ１３Ｈ１６Ｏ７ＳＮａ＋ ３３９０５０９

４ ９３２５ ７０１４７３０ ６７８ Ｃ４３Ｈ６６Ｏ６Ｎａ ７０１４７５７ Ｕｎｋｎｏｗｎｓｕｂｓｔｅｎｃｅ１
５ ９６７８ ３８６９９２６ ４５７ Ｃ２４Ｈ３Ｏ６ ３８６９９３０ Ｕｎｋｎｏｗｎｓｕｂｓｔｅｎｃｅ２
６ １０３１６ ６１９１３２６ Ｃ２７Ｈ４９Ｏ５Ｎａ ４５７３５８０ Ｕｎｋｎｏｗｎｓｕｂｓｔｅｎｃｅ３
７ １０５９３ ５９３１８１７ Ｃ３５Ｈ２９Ｏ９ ５９３１８１２ Ｌｉｎａｒｉｎ
８ １１８６０ ４６７２５２１ ８２８ Ｃ２１Ｈ３９Ｏ１１ ４６７２４９２ Ｕｎｋｎｏｗｎｓｕｂｓｔｅｎｃｅ４
９ １３９７６ ９１５１７６５ Ｃ３６Ｈ４４Ｏ２２Ｓ２Ｎａ＋ ９１５１６７９ Ｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄ４ＯβＤ

　ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅＰａｅｄｅｒｏｓｉｄｅＢ

&

　讨　论

结果表明，大多数中药提取物对 ＢｕＣｈＥ没有
抑制活性或仅有较弱的抑制作用，只有少数中药提

取物对ＢｕＣｈＥ有相对较强的抑制活性和选择性。
参照文献［１２］方法，分别将底物和酶反应液换成
ＢｕＣｈＥ的底物ＢｕＳＣｈ和ＢｕＣｈＥ含量充足的人血浆
缓冲液。同时对底物和酶浓度，并采用３８４孔板实
现了高通量筛选。ＢｕＣｈＥ因其生理作用不明多年
来未引起医学界的重视，随着近年来对其作用的新

认识，逐渐成为一个新的研究热点，尤其成为 ＡＤ
的一个新的治疗靶点。

ＱＴＯＦＭＳ是高分辨串联质谱，一级质谱是四
极杆，主要起选择离子的作用，二级质谱为飞行时

间质谱，是该仪器的主要质量分析器，可以测得经

ＵＰＬＣ快速分离之后得化合物准确相对分子质量。
正离子流图上有和紫外色谱图对应的尖锐的峰出

现，由一级质谱的分子离子峰得到的精确相对分子

质量算出其元素组成，得到化合物的分子式。根据

碎片的精确相对分子质量和参考文献［１４－１６］的
信息，可得到５个峰对应化合物的信息。质谱结果
分析表明在正离子模式下，几种环烯醚萜苷类化合

物的质谱行为存在共性，产生的准分子离子峰多为

［Ｍ＋Ｎａ］＋，这一点在确定未知化合物的种类和相
对分子质量时有重要意义。

本实验通过简便、快速、稳定的 ＢｕＣｈＥ抑制剂
高通量筛选模型得到了活性较好的提取部位，今后

将对这些活性提取物做进一步的研究。
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·新 信 息·

２０１３年有望上市的在研药物

全球新药研发在２０１２年成果丰硕，这种上升势头会在２０１３年持续保持。在２０１３年，肿瘤、糖尿病、心血管疾病、
多发性硬化症及肝炎领域的在研药物将会成为未来的重磅炸弹级产品。罗氏、葛兰素史克、礼来、百健艾迪、吉利德

科学公司以及诺和诺德均有重要的研发药物在２０１３年进入到一个关键时期。
今年最有望获得批准的为百健艾迪的多发性硬化症药物 ＢＧ１２。该产品将成为继诺华芬戈莫德和赛诺菲

Ａｕｂａｇｉｏ之后第３个上市的口服多发性硬化症药物。投资者已把该药视为该类药物中最好的产品。
在糖尿病领域中，一种新型的通过肾脏起作用的药物潜力巨大。强生的ｃａｎａｇｌｉｆｌｏｚｉｎ近日获得了 ＦＤＡ专家顾问

小组的认可，并建议批准该产品。

同时，诺和诺德也期望其超长效胰岛素Ｔｒｅｓｉｂａ能继续保持在糖尿病治疗领域的领先地位。如果诺和诺德能证
明其产品利拉鲁肽在减肥方面的安全性和有效性，那么该公司在减肥药市场也有很大的机遇。

在肿瘤药物研发领域，主要看好的产品集中在礼来的ｒａｍｕｃｉｒｕｍａｂ。该产品可能申报用于胃癌的治疗，同时该产
品在乳腺癌方面还有更大的商业潜能。虽然礼来公司年销售额大约在５０亿美元抗抑郁药欣百达２０１２年１２月专利
到期，但礼来现有１３个处于Ⅲ期临床研究阶段的药物，是该公司有史以来在研产品最多的一次。

罗氏公司的乳腺癌治疗新药ＴＤＭ１有望在２０１３年获得批准。此外，该公司也可能在神经系统研发领域有所斩
获，其试验药物ｂｉｔｏｐｅｒｔｉｎ的关键临床研究数据将在２０１３年完成，该产品是一种精神分裂症药物，分析人士估计该产
品上市后年销售额有望达到３０多亿美元。

葛兰素史克公司２０１３年有６个品种要上报审批，包括肺病药物、肿瘤药物和艾滋病药物，同时在心血管疾病和
肿瘤方面的两个高风险、高回报试验药物的Ⅲ期临床研究将在２０１３完成。其中，Ｄａｒａｐｌａｄｉｂ是一种通过不同于他汀
类药物作用机制治疗动脉血管阻塞的试验药物，该产品可能成为年销售额１０亿美元的产品。而ＭＡＧＥＡ３同样可能
会成为治疗肺癌和黑素瘤具有开创性的产品。

（丁香园，本刊有删改）
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