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应用生物传感器技术筛选拮抗革兰阴性菌主要病原分子的中药
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　　摘　要：目的　建立以ＣｐＧＤＮＡ和脂质Ａ为靶点的生物传感器筛选平台，从传统抗炎中药中筛选同时具有拮抗细菌基因组

ＤＮＡ及脂质Ａ活性的中药并按其活性物质的含量进行排序。方法　将ＣｐＧＤＮＡ和脂质Ａ分别包被于生物传感器的生物素样

品池和非衍生板以建立靶点，测定１１４种中药提取液去鞣质后与ＣｐＧＤＮＡ的亲和力；选择亲和力较高的３５种药物与定量ＣｐＧ

ＤＮＡ（１６．５μｇ／ｍＬ）３７℃混合孵育３０ｍｉｎ，再测定其与ＣｐＧＤＮＡ的亲和力，以评价中药提取液中活性物质的含量。选择亲和力

较高的中药与脂质Ａ反应进行再次筛选。结果　１１４种中药中，侧柏叶、薄荷、半枝莲等３５种中药与ＣｐＧＤＮＡ具有较高亲和力

（＞１００ＲＵ）；地骨皮、侧柏叶等１４种中药中，与ＣｐＧＤＮＡ特异性结合的活性物质，测得含量均较高。经另一检测靶点脂质Ａ再

次筛选后得到８种特异性亲和力较高的备选中药。结论　应用生物传感器跟踪检测技术筛选具有结合革兰阴性菌主要致病分子

作用的中药具有可行性。
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　　所谓脓毒症，临床上主要是指在感染因素介导下，人机体

发生的全身性炎症综合征（ＳＩＲＳ），其发病率和病死率均很

高［１］。临床上革兰阴性菌介导的细菌脓毒症约占５７％，其主

要病原分子分为２种，一是细菌基因组ＤＮＡ（ＣｐＧＤＮＡ），二

是内毒素（ＬＰＳ），但过去对脓毒症的治疗研究主要以单一的病

原分子ＬＰＳ为靶点，至今医学界仍未提出行之有效的治疗方

案［２］。所以探索有效的治疗措施，研究出同时可以拮抗多个核

心病原分子的天然无不良反应的药物已成为脓毒症防治未来

发展的主要趋势。本研究以在传感器样品池表面包被的ＣｐＧ

ＤＮＡ作为待测靶点，根据抗炎中药与其亲和力的高低进行初

步筛选，随后以脂质 Ａ作为待测靶点进行二次筛选，同时与２

种病原分子分别孵育进行消耗实验，以便对中药水提液中所含

活性物质的量进行评估。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　生物传感器ＩＡＳＹＳＡｕｔｏ，生物素样品池

Ｃｕｖ９９２２００及非衍生板均购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司。５′端由生物

素标记的ＣｐＧＤＮＡ１０７（５′ＴＧＧＣＧＣＧＧＧＧＣＧ３′）由北京

赛百盛公司合成；１１４种中药材均购自重庆市西部医药商城；

６０Ｃｏ辐照ＥＰ管为本室提供；亲和素（批号１２３ｋ４８２７），大肠埃

希菌脂 质 Ａ（批 号 １０３Ｋ４１２５），多 粘 菌 素 Ｂ（ＰＭＢ，批 号

０５２Ｋ２５０２５），ｎ辛基βＤ吡喃葡萄糖苷（ＯＧ，批号１２２Ｋ５３０５）

和ＬＰＳ（Ｏ１１１：Ｂ４）均购自美国Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　方法

１．２．１　中药水提液的制备　查阅资料选择购买１１４种具有清
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热消炎作用的中药，将其粉碎后与蒸馏水１００℃水浴９０ｍｉｎ，５

０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清液冷冻抽干称量后用蒸馏水重

悬，使中药终浓度为０．１ｇ／ｍＬ。

１．２．２　生物素样品池及非衍生板的包被检测　将５′端生物素

标记的ＣｐＧＤＮＡ配制为３３μｇ／ｍＬ的溶液，按照Ｔｈｅｒｍｏ公

司生物素样品池包被说明书操作。将脂质Ａ配制为２ｍｇ／ｍＬ

的ＯＧ／ＰＢＳ溶液进行包被，按照Ｔｈｅｒｍｏ公司非衍生板包被说

明书操作，将ＰＭＢ分别配置为６个浓度（５１２、２５６、１２８、６４、３２、

１６ｎｍｏｌ／Ｌ）的标准溶液，与脂质Ａ进行结合反应测定，然后用

传感器自带软件ＦＡＳＴｆｉｔ及ＦＡＳＴｐｌｏｔ程序计算ＰＭＢ与脂质

Ａ的平衡解离常数（ＫＤ）。

１．２．３　与ＣｐＧＤＮＡ结合力的测定　分别取５μＬ中药水提

液上样，具体测定步骤：（１）平衡基线，ｐＨ７．４的 ＰＢＳＴ５０μＬ

冲洗样品池５次，基线平稳后采集数据３ｍｉｎ；（２）结合，取５μＬ

药液加入ＰＢＳＴ中，充分混匀；（３）解离，５０μＬＰＢＳＴ洗脱３次

（非特异性）；（４）再生，０．０１ｍｏｌ／Ｌ５０μＬＨＣｌ洗脱１次（特异

性）；（５）进入下一循环，ＰＢＳＴ冲洗平衡基线。

１．２．４　ＣｐＧＤＮＡ的定量消耗实验　用
６０Ｃｏ辐照的ＥＰ管分

装筛选出的高亲和力中药水提液［反应单位（ＲＵ）＞１００］，每管

５０μＬ，分为２组。第１组为对照组，补足等体积生理盐水，第２

组为消耗实验组，加入１６．５μｇ／ｍＬ的等体积ＣｐＧＤＮＡ，充分

混匀２组样品，３７℃水浴３０ｍｉｎ，再次测定与ＣｐＧＤＮＡ的结

合力。

１．２．５　中药水提液与脂质 Ａ结合力的测定　将与１．２．４中

测定结果较高的１４种中药水提液样品上样测定与脂质 Ａ的

结合活性，选择结合力较高的中药，其结合力测定过程同

１．２．３。

１．２．６　与定量ＬＰＳ的消耗实验　测定方法同１．２．４，消耗组

加入等体积５ｎｇ／ｍＬ的ＬＰＳ用以消耗样品中的部分活性物

质，然后测定与脂质Ａ的结合活性。

２　结　　果

２．１　包被板的质量评估　ＣｐＧＤＮＡ包被生物素板的反应曲

线，见图１ａ（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”），

Ａ、Ｂ两点对应的纵坐标数值间的差值即为包被值，通过计算，

包被值约为１９６弧秒，换算成包被量约为０．３３ｎｇ／ｍｍ
２（６００

弧秒换算成包被量约等于１ｎｇ／ｍｍ
２），可见共振峰尖锐对称，

表明样品池内的ＣｐＧＤＮＡ分布均匀，包被质量均达到Ｔｈｅｒ

ｍｏ公司的检测标准。脂质 Ａ包被非衍生板反应值约为７１６

弧秒，换算为包被量约１．１９ｎｇ／ｍｍ
２，共振峰尖锐对称，表明样

品池内的脂质Ａ同样分布均匀；梯度浓度ＰＭＢ与脂质Ａ的结

合曲线，见图１ｂ（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附

件”），通过软件ＦＡＳＴｆｉｔ及ＦＡＳＴｐｌｏｔ作图、计算出 ＫＤ值为

４．１４×１０－８ｍｏｌ／Ｌ，包被结果及ＰＭＢ标准品 ＫＤ值均达到实

验标准。

２．２　中药水提液与ＣｐＧＤＮＡ的结合力检测　不同中药与

ＣｐＧＤＮＡ结合的反应值有较大差异，其水提液与ＣｐＧＤＮＡ

的结合值大于１００ＲＵ的有侧柏叶、薄荷、半枝莲等３５种中

药，提示这些中药可能含有能够高亲和力结合ＣｐＧＤＮＡ的抗

炎活性物质，可进一步进行消耗实验检测其物质含量，见图２

（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．３　ＣｐＧＤＮＡ的定量消耗实验　相较于对照组，消耗组的

结合值都发生了一定程度的降低，提示定量ＣｐＧＤＮＡ消耗了

３５种中药中的部分活性物质。经消耗实验后，薄荷、草果、桂

枝等中药结合值下降明显，表明其剩余的抗炎活性成分少；侧

柏叶、大黄、地骨皮等１４种中药仍保持较高结合值，表明其剩

余的活性成分较多，提示其所含活性物质的量较高，见表１。

表１　　３５种中药消耗实验后与ＣｐＧＤＮＡ亲和力的排序

中药 消耗组ＲＵ 对照组ＲＵ 中药 消耗组ＲＵ 对照组ＲＵ

侧柏叶 ２７６．５８ ３４６．７９ 黄药子 ９４．９１ １２７．３０

石榴皮 ２５３．６１ ３０１．３６ 山楂 ９４．７７ １１３．８６

知母 ２１９．０９ ２６８．２７ 槐花 ９３．２２ １２２．２５

地骨皮 ２０９．７２ ２４０．６０ 夏枯草 ８３．９９ １０４．２４

牡丹皮 ２０１．４７ ２７５．４６ 草果 ７７．４０ １０８．５５

大黄 １９２．９８ ２５２．１３ 半枝莲 ７１．０８ １０７．４５

山茱萸 １６４．０３ ２４７．３１ 马齿苋 ７０．３１ ８５．５７

黄芩 １５４．７０ ２０３．４５ 藏青果 ６７．０１ ８０．９５

陈艾 １４２．０７ １９７．１３ 商陆 ６６．２１ ９２．３５

肉桂 １３１．１２ １９６．３２ 雷公藤 ６６．０４ ９１．１５

毛冬青 １１５．７１ １３４．５８ 黄连 ６１．１７ ８９．６４

牛耳大黄 １１５．０９ １７６．９２ 金荞麦 ６０．１７ ８２．３６

地耳草 １１３．８９ １５６．３３ 连翘 ５６．５３ ８０．２３

赤芍 １１３．５３ １５１．３２ 大青叶 ５３．３６ ７２．３５

西青果 ９８．３４ １４６．３６ 薄荷 ５２．８６ ８０．５９

槐角 ９８．２６ １３２．６６ 桂枝 ５１．９１ ７８．５６

桃仁 ９６．５０ １３６．５６ 秦艽 ４８．４７ ７２．４５

柴胡 ９５．５５ １３５．５５

２．４　与脂质Ａ结合活性的测定　本研究所采用的１４种中药

水提液，其与脂质 Ａ的结合活性均较高，ＲＵ＞１００，而其中侧

柏叶等５种中药水提液，其与脂质 Ａ的结合值甚至高于３００，

提示这些中药均含有能够与脂质 Ａ高亲和力结合的活性成

分，见图３（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．５　ＬＰＳ的定量消耗实验　在被ＬＰＳ定量消耗后，１４种中药

亲和力都发生了不同程度的降低，其中地耳草、陈艾等被定量

ＬＰＳ消耗后，结合力降低明显，表明剩余的有效成分较少；而仍

有侧柏叶、石榴皮、地骨皮等８种中药结合力超过２００弧秒，表

明剩余的有效成分较多，提示这８种中药即使在与定量脂质Ａ

结合后，其游离活性成分含量依然较高。１４种中药消耗实验

后与脂质Ａ亲和力从高到低排序为侧柏叶、石榴皮、地骨皮、

牡丹皮、山茱萸、知母、黄芩、大黄、肉桂、牛耳大黄、赤芍、毛冬

青、地耳草、陈艾，消耗组 ＲＵ 值分别为 ３２１．５６、３１６．５５、

２８６．５２、２６７．３５、２５２．６３、２２８．６５、２０９．８８、２０３．４５、１５６．５８、

１３３．６６、１２３．５５、１１５．６８、１０１．４３、９６．５２，对照组ＲＵ值分别为

３９６．２２、３７８．４３、３３５．５２、３１８．８６、３０９．５６、２７６．５５、２５２．６７、

２４３．２４、１９２．３５、１８１．３２、１８０．６９、１８２．３６、１６５．５５、１６８．３６。

３　讨　　论

脓毒症的主要病原分子就是革兰阴性菌外膜的ＬＰＳ
［３］，其

中脂质Ａ是ＬＰＳ分子的生物学活性中心。细菌ＤＮＡ既是所
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有细菌共有的遗传物质，又是介导脓毒症的主要病原分子。所

以，对于脓毒症的预防乃至治疗，寻找出既可以拮抗 ＣｐＧ

ＤＮＡ又可以拮抗病原分子脂质 Ａ的天然无副作用药物具有

重大的理论与现实意义。

ＰＭＢ对革兰阴性细菌具有广谱抗菌活性，是得到国际公

认的脂质Ａ的特异性配体。因此本实验以不同浓度ＰＭＢ标

准溶液与脂质Ａ进行结合反应测定作为参照，通过软件计算

出的两者结合的ＫＤ值，该值不仅符合Ｔｈｅｒｍｏ公司提供的参

考标准，而且与文献报道的１０～１００ｎｍｏｌ／Ｌ水平基本相符，表

明建立的生物传感器筛选平台在脓毒症病原分子的配体筛选

方面具有快捷和可靠的优势。

生物传感技术最大的特点在于光学共振镜的应用，即按照

折光系数的动态变化数值，实时对传感器表面受体与其配体分

子间的相互作用及亲和力予以反映［４］。本课题组在前期的研

究工作中，围绕脂质 Ａ为中心靶点，在赤芍的组分分离中，成

功提取出拮抗内毒素的单体１，２，３，４，６Ｏ五没食子酰βＤ葡

萄糖（ＰＧＧ）
［５］。实验研究得出，有大量的带负电荷磷酸基团存

在于脂质Ａ双糖骨架上，诸如ＰＭＢ这类具有拮抗ＬＰＳ作用的

天然生物分子，都是借助与ＬＰＳ的活性中心脂质 Ａ的阴离子

基团结合，实现拮抗作用［６］。实验中脂质 Ａ疏水端经表面活

性剂ＯＧ连接到非衍生板上，在样品池表面形成脂质 Ａ活性

中心充分暴露的带负电荷的单分子层。而研究发现带负电荷

的磷酸基团同时也存在于ＣｐＧＤＮＡ中，所以笔者推测，相较

于脂质Ａ分子，ＣｐＧＤＮＡ在部分属性上与其类似，即其与中

药活性物质的结合是通过电荷作用来实现的，这为ＣｐＧＤＮＡ

建立靶点筛选抗炎中药提供了实验基础和理论依据。

本实验选用了碱基经硫代化修饰的免疫刺激作用增强型

ＣｐＧＤＮＡ１０７序列，其５′端被生物素标记后，ＣｐＧＤＮＡ再经

亲和素生物素效应放大系统与样品池表面稳固连接，从而建

立了可靠的靶点。在应用生物传感器技术检测过程中，由于药

液（配体）浓度不发生改变，当样品池表面受体与配体进行结合

后，其结合反映值的变化就是两者结合作用是否具有特异性及

其亲和力值的实时反映，其能直观、准确地提示与病原分子

ＣｐＧＤＮＡ及脂质Ａ结合的抗炎活性物质是否存在于中药中。

基于此，本课题组设计了进一步对中药活性成分含量评估的定

量消耗实验，按照上述技术的特点实验选择了亲和力值均高于

１００ＲＵ的中药。因部分中药中的有效物质被定量的脂质 Ａ

及ＣｐＧＤＮＡ所消耗，因而在定量消耗实验过程中，很多中药

由于活性成分含量较低，在消耗后与病原分子结合能力明显降

低，有的甚至丧失结合能力，如薄荷、草果等；但有的中药活性

物质含量较高，即使在消耗后仍具有较高的结合能力。实验结

果表明，侧柏叶等８种中药拮抗脂质Ａ及ＣｐＧＤＮＡ的活性成

分含量较高，拥有巨大的开发潜力。

本实验的检测靶点主要来源于革兰阴性菌的２种病原分

子，在构建应用生物传感筛选技术平台的基础上进行交叉二次

筛选，最终从１１４种抗炎中药中筛选出８种备选抗炎中药，为

后续选择分离纯化的药物提供了实验依据。
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