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摘要： 目的　 基于磁性纳米粒子筛选垫状卷柏提取物中 α⁃葡萄糖苷酶抑制剂。 方法　 以 Ｆｅ３Ｏ４ 为起始底物合成 Ｆｅ３Ｏ４＠
ＳｉＯ２， 以其为底物进一步合成 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＳｉＯ２ ⁃ＮＨ２， 并通过戊二醛将 α⁃葡萄糖苷酶固定在氨基修饰的磁性纳米粒子的表

面， 得到固定化酶， 与 ９５％ 乙醇提取物相互作用， 利用抑制剂与酶活性位点特异性结合的策略， 从中垂钓出目标化学

成分。 结果　 葡萄糖苷酶成功固定在 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＳｉＯ２ ⁃ＮＨ２ 表面， 且具有酶活性。 垂钓所得化合物经 ＨＰＬＣ 分析， 并与标

准物质对比， 确定了 ２ 种活性成分。 通过分子对接技术， 模拟了活性成分与 α⁃葡萄糖苷酶的结合情况。 结论　 本研究

建立了基于磁性纳米粒固定化酶的配体垂钓方法， 可从垫状卷柏提取物中筛选出 ２ 种潜在的 α⁃葡萄糖苷酶抑制剂。
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　 　 酶具有底物选择性强、 高效、 环保等优点， 被应用于

众多领域［１⁃２］ ， 但易被外界环境影响， 导致其在实际应用过

程中稳定性较差， 同时回收利用等问题制约了其产业化应

用［３］ 。 固定化酶能够改善酶的理化性质［４］ ， 在很大程度上

能规避了上述问题［５］ ， 同时利用载体的磁性可以实现底物

与酶的快速分离， 提高产品纯度与质量。 酶的固定化方法

众多， 交联法利用双功能或多功能试剂在酶分子之间、 酶

分子与载体分子间通过⁃ＮＨ２、 ⁃ＳＨ 等进行交联反应， 形成

固定化酶［６］ 。
糖尿病被世界卫生组织定义为由多种原因引起代谢紊

乱的一种慢性病［７］ ， 人体摄入的多聚糖首先在消化道被水

解为低聚糖， 接着被 α⁃葡萄糖苷酶水解生成葡萄糖， 从而

提高餐后血糖水平［８］ 。 α⁃葡萄糖苷酶抑制剂可抑制 α⁃葡萄

糖苷酶活性， 减慢机体对葡萄糖的摄取， 从而达到降血糖

的作用［９］ 。
垫状卷柏为卷柏科卷柏属植物垫状卷柏 Ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａ

ｐｕｌｖｉｎａｔａ （Ｈｏｏｋ． ＆ Ｇｒｅｖ．） Ｍａｘｉｍ． 的干燥全草， 《神农本草

经》 将其列为上品［１０］ 。 它具清热解毒、 活血通经等功

效［１１］ ， 现代药理研究表明其提取物表现出较好的抗氧化、
降糖等活性［１０］ 。 本实验以 Ｆｅ３Ｏ４ 为起始底物制备固定化

酶， 通过配体垂钓法从垫状卷柏中垂钓活性物质， 与标准

物质进行对比识别， 随后测定活性成分的酶抑制活性， 并

运用分子对接技术研究抑酶机理。
１　 材料

１􀆰 １ 　 试 剂 与 药 物 　 穗 花 杉 双 黄 酮 对 照 品 （ 批 号

ＣＹＫＺ０６５３， 纯度≥９７％ ， 成都草源康生物科技有限公司）；

扁柏双黄酮对照品 （批号 Ｓ１２３０１１６９３， 纯度≥９７％ ， 上海

士锋生物科技有限公司）； 槲皮素对照品 （批号 ２１０９２１，
纯度≥９７％ ， 成都瑞芬思生物科技有限公司）； 阿魏酸对照

品 （批号 ２１０７２０， 纯度≥９７％ ， 成都植标化纯生物技术有

限公司）。 对硝基苯⁃α⁃Ｄ⁃葡萄糖苷 （批号 Ｃ１４６００４７４）、 考

马斯亮蓝 Ｇ⁃２５０、 ８５％ 磷酸 （上海麦克林生化科技有限公

司）； α⁃葡萄糖苷酶 （批号 Ｎ０９ＩＳ２３１４７４， 上海源叶生物科

技有限公司）。 纳米 Ｆｅ３Ｏ４ （上海阿拉丁生化科技股份有限

公司）； 硅酸乙酯 （ＴＥＯＳ， 山东科源生化有限公司）； 氨水

（上海凛恩科技发展有限公司）； ５０％ 戊二醛、 ３⁃氨基丙基

三乙氧基硅烷 （ＡＰＴＥＳ） （天津希恩思生化科技有限公

司）； 甲醇 （色谱纯）、 乙腈 （色谱纯）、 无水碳酸钠 （上
海迈瑞尔化学技术有限公司）； ＮａＯＨ （成都市科龙化工试

剂厂）。 垫状卷柏 （产地贵州铜仁） 经遵义医科大学药学

院生药学教研室张玉金副教授鉴定为卷柏科卷柏属植物垫

状卷柏 Ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａ ｐｕｌｖｉｎａｔａ （ Ｈｏｏｋ． ＆ Ｇｒｅｖ．） Ｍａｘｉｍ． 的

全草。
１􀆰 ２　 仪器　 ＪＪ⁃１Ｂ 恒速电动搅拌器 （常州苏瑞仪器有限公

司）； Ｓ１０⁃３ 恒温磁力搅拌器 （上海司乐仪器有限公司）；
ＧＺＸ⁃９０７０ＭＢＥ 电热鼓风干燥箱 （上海博讯实业有限公司医

疗设备厂）； ＤＺＦ 真空干燥箱 （上海力辰邦西仪器科技有

限公司）； ＳＨＡ⁃Ｃ 水浴恒温振荡器 （常州国宇仪器制造有

限公司）； ＹＭ⁃０６０Ｓ 语盟牌超声波清洗机 （深圳市方奥微

电子有限公司）； ７２２ 可见分光光度计 （上海菁华科技仪器

有限公司）； Ｔｈｅｒｍｏ３５２ 酶标仪 （上海木森生物科技有限公

司）； Ｏ３１００ 高效液相色谱仪 ［依利特 （苏州） 分析仪器

６４４２

２０２５ 年 ７ 月

第 ４７ 卷　 第 ７ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｌｙ ２０２５

Ｖｏｌ． ４７　 Ｎｏ． ７



有限公司］。
２　 方法

２􀆰 １　 提取液制备 　 取垫状卷柏粉末 ２０􀆰 ０ ｇ， 加入 ２４０ ｍＬ
９５％ 乙醇， ９０ ℃回流提取 ２ ｈ， 重复 ２ 次， 提取液合并、 浓

缩后用 ９５％ 乙醇定容至 １００ ｍＬ， 即得， 再置于水浴锅上干

燥， 得提取物， 去离子水复溶。
２􀆰 ２　 色谱条件 　 Ｓｕｐｅｒｓｉｌ ＯＤＳ２ 色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×２５ ｍｍ，
５ μｍ）； 流动相乙腈 （ Ａ） ⁃０􀆰 １％ 甲酸 （ Ｂ）， 梯度洗脱

（０～１９ ｍｉｎ， ３５％ ～６０％ Ａ； １９～ ３０ ｍｉｎ， ６０％ ～ ７０％ Ａ； ３０～
４０ ｍｉｎ， ７０％ ～１００％ Ａ； ４０～ ４５ ｍｉｎ， １００％ ～ ３５％ Ａ）； 体积

流量 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长 ３３０ ｎｍ； 进样量

２０ μＬ。
２􀆰 ３　 磁性纳米固定化 α⁃葡萄糖苷酶制备 　 参照贾映彤

等［１２］报道的方法， 并稍作修改。 取 Ｆｅ３Ｏ４ （ ２０ ｎｍ） １００
ｍｇ， 置于三颈烧瓶中， 加入 １００ ｍＬ ８０％ 乙醇超声处理 １０
ｍｉｎ， 转移到搅拌器上， 搅拌过程中分别加入 １􀆰 ０ ｍＬ 氨水

和 １􀆰 ０ ｍＬ ＴＥＯＳ， 室温反应 ６ ｈ， 磁吸分离， 水和无水乙醇

交替洗至中性， ６０ ℃ 真空干燥， 得 Ｆｅ３Ｏ４ ＠ ＳｉＯ２， 取 １００
ｍｇ， 置于三颈烧瓶中， 加入 １００ ｍＬ 无水乙醇， 超声处理

１０ ｍｉｎ， 转移到搅拌器上， 搅拌过程中加入 ３􀆰 ０ ｍＬ ＡＰＴＥＳ，
室温反应 ６ ｈ， 磁吸分离， 水和无水乙醇交替洗涤 ３ 次，
６０ ℃真空干燥， 得 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＳｉＯ２ ⁃ＮＨ２。

取 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＳｉＯ２ ⁃ＮＨ２ １０ ｍｇ， 加入 ２ ｍＬ 无水乙醇与 ＰＢＳ
缓冲液 （０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ＝ ７􀆰 ４） 超声处理 ２０ ｍｉｎ， 再加入

４００ μＬ ５０％ 戊二醛， 涡旋 １ ｍｉｎ， 振摇 （３７ ℃、 ２５ ｒ ／ ｍｉｎ）
４ ｈ， 磁吸弃去上清， ＰＢＳ 缓冲液洗涤固形物 ３ 次， 得戊二

醛修饰后的磁性纳米。 称取适量 α⁃葡萄糖苷酶， ０􀆰 １０
ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 缓冲液溶解， 加入表面醛基修饰的磁性纳米粒，
振摇 （３７ ℃、 ２５ ｒ ／ ｍｉｎ）， 磁吸弃去上清， ＰＢＳ 缓冲液洗涤

固形物 ３ 次， 即得， ４ ℃保存。
２􀆰 ４　 结构表征　 采用傅里叶红外光谱 （ＦＴ⁃ＩＲ） 和扫描电子

显微镜 （ＳＥＭ）， 证实表面改性和 α⁃葡萄糖苷酶结合成功。
２􀆰 ５　 固定化酶制备条件优化　 以相对催化效率为指标， 采

用单因素试验分别考察缓冲液 ｐＨ （６、 ７、 ８、 ９、 １０）、 固

定化时间 （１、 ２、 ３、 ４、 ５ ｈ） 和 α⁃葡萄糖苷酶浓度 （０􀆰 １、
０􀆰 ４、 ０􀆰 ８、 １􀆰 ２、 １􀆰 ６ ｍｇ ／ ｍＬ） 对固定化酶性质的影响。
２􀆰 ６　 α⁃葡萄糖苷酶活性测定　 参照文献 ［１３］ 报道， 并略

做修改。 取固定化酶 ３ ｍｇ， 加入 １２５ μＬ ＰＢＳ 缓冲液 （０􀆰 １
ｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ＝ ６􀆰 ８）， ３７ ℃ 孵育 ２０ ｍｉｎ， 随后加入 ２５ μＬ
ｐ⁃ＮＰＧ （４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 溶液， ３７ ℃继续孵育， １５ ｍｉｎ 后立即

加入 ５０ μＬ Ｎａ２ＣＯ３ （０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ）， 取 １５０ μＬ 上述混合液至

９６ 孔板中， 在 ４０５ ｎｍ 波长处测定吸光度， 计算相对酶抑

制率， 公式为相对酶抑制率 ＝ （Ａ ／ Ａｍ） ×１００％ ， 其中 Ａ 为

不同反应条件下的吸光度， Ａｍ 为不同反应条件下的最大吸

光度。
２􀆰 ７　 α⁃葡萄糖苷酶抑制剂筛选模型建立　 为了进行特异性

检测， 将固定化 α⁃葡萄糖苷酶加入含有标准 α⁃葡萄糖苷酶

抑制剂槲皮素和标准非 α⁃葡萄糖苷酶抑制剂阿魏酸的混合

溶液中［１４⁃１５］ 。 将 ３ ｍｇ 固定化酶加到 ２ ｍＬ 槲皮素、 阿魏酸

混合溶液 （Ｓ０） 中， ３７ ℃孵育 ５ ｈ， 经外部磁条分离后收

集上清液 （Ｓ１）， ２ ｍＬ 磷酸缓冲液洗涤 ３ 次 （Ｓ２～ Ｓ４）， 固

形物中加入 ２ ｍＬ 甲醇， 洗脱 ３ 次， 外部磁条分离后收集上

清液 （Ｓ５～ Ｓ７）， 采用 ＨＰＬＣ 法分析 Ｓ０～ Ｓ７ 中活性成分。
２􀆰 ８　 α⁃葡萄糖苷酶抑制剂筛选 　 取固定化酶 ３ ｍｇ， 加入

１５０ μＬ 磷酸缓冲液 （０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ＝ ７􀆰 ４） 混匀， 再加入

２ ｍＬ垫状卷柏提取物溶液 （Ｓ０）， 涡旋 ２ ｍｉｎ， ３７ ℃ 孵育

５ ｈ， 孵育结束后磁吸分离上清液 （Ｓ１）， ２ ｍＬ ＰＢＳ 缓冲液

洗涤固定化酶 ３ 次 （Ｓ２～ Ｓ４）， ２ ｍＬ 甲醇洗脱 ３ 次， 磁吸分

离固定化酶并收集上清液 （Ｓ５～ Ｓ７）。 Ｓ０～ Ｓ７ 经 ０􀆰 ４５ μｍ 微

孔滤膜过滤后进行 ＨＰＬＣ 分析， 并与标准物质 （Ｓ８） 进行

对比。
２􀆰 ９　 α⁃葡萄糖苷酶抑制剂体外降血糖活性评价

２􀆰 ９􀆰 １　 体外酶活性抑制试验　 参考文献 ［１６⁃１７］ 报道的

方法， 并稍作调整， 以阿卡波糖 （终质量浓度 １６０ μｇ ／ ｍＬ）
为阳性对照， 对 ２ 个化合物 （终质量浓度 １６０ μｇ ／ ｍＬ） 进

行 α⁃葡萄糖苷酶抑制活性检测。 设置样品组 （８０ μＬ ＰＢＳ＋
２０ μＬ 样品＋２５ μＬ 酶溶液）、 样品对照组 （１０５ μＬ ＰＢＳ＋２０
μＬ 样品）、 阴性对照组 （８０ μＬ ＰＢＳ＋２０ μＬ 甲醇＋２５ μＬ 酶

溶液）， 每组平行测定 ３ 次， 在 ９６ 孔板中进行反应， ３７ ℃
孵育 ２０ ｍｉｎ， 随后加入 ２５ μＬ ＰＮＰＧ （４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 继续孵育

１５ ｍｉｎ， 迅速加入 ５０ μＬ Ｎａ２ＣＯ３ 终止反应， 在 ４０５ ｎｍ 波长

处测定吸光度， 计算抑制率， 公式为抑制率 ＝ ［１－ （Ａ－
Ａ０） ／ Ａ１］ ×１００％ ， 其中 Ａ 为样品组吸光度， Ａ０ 为样品对

照组吸光度， Ａ１ 为阴性对照组吸光度。
２􀆰 ９􀆰 ２　 分子对接模拟 　 从 ＰＤＢ 数据库中提取 α⁃葡萄糖苷

酶 （ＰＤＢ ＩＤ： ３Ａ４Ａ） 蛋白信息， 下载 ｐｄｂ 结构， 将其作为

蛋白受体的初始结构并进行残基补全， 采用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｔｏｏｌｓ
１􀆰 ５􀆰 ６ 软件进行处理， 加氢， 保存电荷， 赋予对接原子类

型， 并生成 ｐｄｂｑｔ 文件用于对接。 首先， 采用 ＣｈｅｍＢｉｏＤｒａｗ
软件生成阿卡波糖、 扁柏双黄酮 （ＨＩＮ） 分子的 ２Ｄ 文件，
ＣｈｅｍＢｉｏ３Ｄ 软件生成分子的 ＰＤＢ 文件， 分子力学力场版本

２ （Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｍｅｃｈａｎｉｃｓ ｆｏｒｃｅ ｆｉｅｌｄ ｖｅｒｓｉｏｎ ２） 方法对小分子

进行能量最小化， 参数 Ｍｉｎｉｍｕｍ ＲＭＳ Ｇｒａｄｉｅｎｔ 设为 ０􀆰 ０１，
用于后续分子对接。 然后， 采用 ＡＤＴ 处理配体， 生成

ｐｄｂｑｔ 文件用于对接。 受体和配体的文件准备好后， 采用

ＡｕｔｏＧｒｉｄ 软件生成 ＧＰＦ （Ｇｒｉｄ Ｐａｒａｍｅｔｅｒ Ｆｉｌｅ） 文件， 用于

计算受体和配体的格点能以及格点中心、 范围等参数。 最

后读取受体、 配体的 ｐｄｂｑｔ 文件， 打开 Ｇｒｉｄ Ｂｏｘ， 格点间距

设为 ０􀆰 ３７５， 对 接 盒 子 的 中 心 坐 标 设 为 （ １５􀆰 ０６８，
－２３􀆰 ８６３， － ２１􀆰 ５５４ ）， Ｘ、 Ｙ、 Ｚ 方 向 上 的 格 点 数 设 为

１２６ Å×１２６ Å×１２６Å。 采用 Ａｕｔｏｄｏｃｋ４ 软件预测结果， 选择

复合体的对接结果中评分最好的对接模型代表最有利的对

接模式， 选择拉马克遗传算法对接 ２０ 次。
３　 结果

３􀆰 １　 固定化酶反应机理 　 首先， ＴＥＯＳ 在氨水的碱性催化

作用下发生水解反应， 生成硅醇 （Ｓｉ⁃ＯＨ） 基团， 它们之
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间发生缩聚反应， 形成硅氧键 （Ｓｉ⁃Ｏ⁃Ｓｉ）， 同时 Ｆｅ３Ｏ４ 纳米

粒子表面存在的羟基 （⁃ＯＨ） 与 ＴＥＯＳ 水解产生的硅醇基

团发生缩聚反应， 随着反应的进行硅氧键更多地形成，
Ｆｅ３Ｏ４ 纳米粒子表面形成一层硅基涂层。 其次， ＡＰＴＥＳ 水

解生成硅醇基团， 与硅基修饰纳米粒子表面的硅醇基团发

生缩聚反应， 形成硅氧 键 （ Ｓｉ⁃Ｏ⁃Ｓｉ ）， 随 着 反 应 进 行

ＡＰＴＥＳ 氨基端暴露在纳米粒子的最外层， 形成氨基修饰的

表面， 此外多个 ＡＰＴＥＳ 分子可能会相互交联， 形成一个网

络结构， 进一步稳定修饰层。 最后， 氨基修饰纳米粒子表

面的氨基 （⁃ＮＨ２） 与戊二醛的一个醛基 （⁃ＣＨＯ） 发生反

应， 形成中间体， 其不稳定脱水形成稳定的席夫碱 （Ｃ ＝ Ｎ
双键）， 戊二醛的另一个醛基与 α⁃葡萄糖苷酶表面的氨基

（主要是赖氨酸残基的 ε⁃氨基） 发生类似反应， 通过这个

过程， α⁃葡萄糖苷酶被共价键固定在氨基修饰的纳米粒子

表面， 见图 １。

图 １　 固定化 α⁃葡萄糖苷酶合成反应图

３􀆰 ２　 结构表征　 ＦＴ⁃ＩＲ 证实了表面改性和 α⁃葡萄糖苷酶结

合的成功。 由图 ２ 可知， Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米粒子的 Ｏ⁃Ｈ 伸缩

振动在 ３ ４１５ ｃｍ－１处， 在 １ ６２６ ｃｍ－１处的吸收峰归属于 Ｏ⁃Ｈ
变形振动。 Ｆｅ⁃Ｏ 伸缩振动的特征吸附峰对应于 ５５２ ｃｍ－１

处。 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＳｉＯ２ ⁃ＮＨ２ 的红外光谱在 １ ０９１ ｃｍ－１处显示出明

显的 Ｓｉ⁃Ｏ 弯曲振动吸附峰， ２ ９２３、 ２ ８４８ ｃｍ－１ 分别归属

于⁃ＣＨ２和 Ｃ⁃Ｈ 的伸缩振动吸附峰。 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米粒子和

ＡＰＴＥＳ 相 互 作 用， Ｆｅ⁃Ｏ 伸 缩 振 动 吸 附 带 从 ５５２ ｃｍ－１

（Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米粒子） 处转移至 ５５８ ｃｍ－１ （Ｆｅ３Ｏ４＠ ＳｉＯ２ ⁃
ＮＨ２） 处， 表明 ＡＰＴＥＳ 修饰成功［１８⁃１９］ 。 固定 α⁃葡萄糖苷酶

后， Ｓｉ⁃Ｏ 弯曲振动的峰值发生了蓝移［２０］ 。 游离 α⁃葡萄糖苷

酶在 １ ６４７、 １ ５５９ ｃｍ－１处出现 Ｃ＝Ｏ 伸缩振动、 Ｎ⁃Ｈ 弯曲振

动吸收峰， 当酶固定于 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＳｉＯ２ ⁃ＮＨ２ 后， Ｃ ＝Ｏ 伸缩振

动、 Ｎ⁃Ｈ 弯曲振动吸收峰分别红移至 １ ６４１、 １ ５４９ ｃｍ－１处。
Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米粒子呈球形或近球形结构， 表面较为光滑，
出现以一定程度的团聚现象 （图 ３Ａ）。 Ｆｅ３Ｏ４ ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＮＨ２

表面可观察到一层薄薄的包覆层， 这是对 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米

粒子功能化所致 （图 ３Ｂ）。 固定化 α⁃葡萄糖苷酶因酶分子

附着， 表面较粗糙， 单个粒子的轮廓较模糊， 整体上呈现

出更加致密的结构 （图 ３Ｃ）。 上述结果显示表面改性成功，
即 α⁃葡萄糖苷酶固定于 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＳｉＯ２ ⁃ＮＨ２ 上。
３􀆰 ３　 固定化反应参数优化　 ＴＥＯＳ 水解生成硅醇 （Ｓｉ⁃ＯＨ）
基团， 通过缩聚反应在 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米粒子表面形成一层

硅基涂层， 得硅基修饰 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米粒子； ＡＰＴＥＳ 水解

生成硅醇基团与硅基修饰纳米粒子表面的硅醇基团发生缩

聚反应， 使得 ＡＰＴＥＳ 的氨基端暴露在纳米粒子的最外层，

图 ２　 各磁性纳米粒子 ＦＴ⁃ＩＲ 光谱图

注： Ａ 为 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米粒子， Ｂ 为 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＳｉＯ２ ⁃ＮＨ２， Ｃ 为

固定化 α⁃葡萄糖苷酶。

图 ３　 各磁性纳米粒子扫描电子显微镜图

形成氨基修饰的表面， 得氨基修饰 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米粒子；
氨基修饰纳米粒子表面的氨基和 α⁃葡萄糖苷酶表面的氨基

分别与戊二醛的 ２ 个醛基 （⁃ＣＨＯ） 发生反应， 使得 α⁃葡萄

糖苷酶被共价固定在氨基修饰的纳米粒子表面。 如图 ４Ａ
所示， 当缓冲液 ｐＨ 值为 ７ 时， 相对催化效率最高； 当缓冲

液为酸性或者碱性时， 相对催化效率均较低， 说明酸性、
碱性环境都不利于席夫碱反应 （双功能试剂戊二醛作为交

联剂， 其与 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米粒子及酶分子的氨基发生席夫

碱反应［２１⁃２２］ ） 的正向进行， 因此， 制备固定化酶选用的缓

冲液 ｐＨ 值为 ７。 当固定化时间为 ４ ｈ 时， 固定化酶的相对

催化效率最高 （图 ４Ｂ）， 随着时间延长酶分子聚集在磁性

纳米粒表面， 酶分子活性位点的暴露减少， 从而相对催化

效率大大降低 （图 ４Ｂ）， 因此， 选择 ４􀆰 ０ ｈ 作为制备固定

化酶的最佳反应时间。 如图 ４Ｃ 所示， 在 ０􀆰 １ ～ ０􀆰 ８ ｍｇ ／ ｍＬ
范围内， 固定化酶的相对催化效率逐渐升高； 但随着质量

浓度继续增加， 相对催化效率呈降低趋势， 其原因可能是

高质量浓度的 α⁃葡萄糖苷酶会导致酶分子聚集， 阻碍了酶

分子表面的氨基与戊二醛的醛基进行反应； 也可能是溶液

中残留有未与磁性纳米粒结合的戊二醛， 形成酶⁃戊二醛⁃
酶而降低酶活性。 因此， 选用 ０􀆰 ８ ｍｇ ／ ｍＬ α⁃葡萄糖苷酶制

备固定化酶。
３􀆰 ４　 筛选模型建立 　 由图 ５ 可知， ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸缓冲液

洗涤 ３ 次后， 未与固定化酶结合的成分被洗去， 而与其结

合者被甲醇洗脱， 证明固定化酶配体垂钓具有特异性。
３􀆰 ５　 α⁃葡萄糖苷酶抑制剂筛选　 为了进一步证实固定化酶

的实用性， 采用配体垂钓法来筛选垫状卷柏提取物中的抑

制剂。 由图 ６ 可知， 共筛选得到 ２ 个化合物， 并与标准物
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图 ４　 各因素对固定化酶性质的影响

１． 阿魏酸　 ２． 槲皮素

图 ５　 混合溶液经固定化酶筛选过程的 ＨＰＬＣ 色谱图

１． 穗花杉双黄酮　 ２． 扁柏双黄酮

图 ６　 垫状卷柏提取物经固定化酶筛选过程的 ＨＰＬＣ 色谱图

质对比， 确定均为双黄酮类， 分别是穗花杉双黄酮和扁柏

双黄酮。
３􀆰 ６　 活性化合物的体外酶抑制实验　 由图 ７ 可知， 穗花杉

双黄酮及扁柏双黄酮均对 α⁃葡萄糖苷酶具有抑制作用， 阿

卡波糖、 扁柏双黄酮、 穗花杉双黄酮对 α⁃葡萄糖苷酶的

ＩＣ５０值分别为 ０􀆰 １２、 ０􀆰 １４、 ２９􀆰 ７５ μｇ ／ ｍＬ， 进一步证实从卷

柏提取物中筛选 α⁃葡萄糖苷酶抑制剂的可行性。

图 ７　 各活性化合物对 α⁃葡萄糖苷酶的抑制作用

３􀆰 ７　 分子对接模拟　 扁柏双黄酮是垫状卷柏中典型的双黄

酮， 故选择其通过 ＡｕｔｏＤｏｃｋ ４􀆰 ２ 软件实现对接。 由图 ８ 可

知， ＨＩＳ２８０、 ＧＬＹ３０９、 ＡＲＧ３１５、 ＧＬＮ３５２、 ＡＲＧ４４２ 是 重

要 氨 基 酸， 与 小 分 子 形 成 氢 键； Ｔｈｒ１５８、 ＰＨＥ１７８、
ＧＬＵ２７７、 ＡＳＰ３０７、 ＶＡＬ３０８、 ＴＨＲ３１０、 ＳＥＲ３１１， ＰＲＯ３１２、
ＧＬＵ４１１ 是参与范德华作用的残基， 是辅助分子稳定结合的

重要部分。 从空间形态上看， 小分子三个环深入活性位点

内部， 符合锁钥契合学说， 小分子扁柏双黄酮与 α⁃葡萄糖

苷酶 结 合； 酶 蛋 白 Ａ 链 中 的 Ａｓｐ７４、 Ｌｅｕ６１、 Ｇｌｎ３８６、
Ｌｙｓ３９１ 参与了酶与阿卡波糖的氢键， 且阿卡波糖与蛋白的

疏水相互作用的残基主要有 Ａ 链中的 Ｓｅｒ５８、 Ｐｒｏ５９、
Ｍｅｔ７６、 Ｍｅｔ６０、 Ｐｈｅ６３、 Ｐｒｏ７５、 Ｐｒｏ３８８。 结果表明， 扁柏双

黄酮、 阿卡波糖结构不同， 故两者与 α⁃葡萄糖苷酶存在不

同的氢键作用、 疏水作用； 扁柏双黄酮能和更多的氨基酸

残基形成氢键， 发生疏水作用； 阿卡波糖与蛋白的结合能

为－１􀆰 ３７ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ， 而扁柏双黄酮为－１０􀆰 ９７７ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ， 即

具有更强的结合能力， 上述结果与 α⁃葡萄糖苷酶抑制活性

实验相符。

注： Ａ 为扁柏双黄酮与 α⁃葡萄糖苷酶的相互作用， Ｂ 为阿卡波糖与 α⁃葡萄糖苷酶的相互作用，
Ｃ 为 α⁃葡萄糖苷酶和扁柏双黄酮的结合全局图及局部结合放大图。

图 ８　 分子对接结果
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４　 讨论与结论

本实验探究了功能化磁性纳米粒子的合成及其在天然

抗 α⁃葡萄糖苷酶抑制剂筛选中的应用。 首先， Ｆｅ３Ｏ４ 磁性

纳米粒子表面的羟基 （⁃ＯＨ） 与 ＴＥＯＳ 水解产生的硅醇基团

发生缩聚反应， 在纳米粒子表面形成一层硅基涂层，
ＡＰＴＥＳ 水解生成的硅醇基团进一步与其反应形成硅氧键

（Ｓｉ⁃Ｏ⁃Ｓｉ）， 随着反应进行 ＡＰＴＥＳ 的氨基端暴露在纳米粒子

的最外层， 形成氨基修饰的表面。 戊二醛通过席夫碱反应

将酶与氨基修饰的纳米粒子结合， 制备得功能化磁性纳米

粒子固定化 α⁃葡萄糖苷酶。 ＦＴ⁃ＩＲ、 ＳＥＭ 结果表明， α⁃葡萄

糖苷酶成功固定于 Ｆｅ３Ｏ４ ＠ ＳｉＯ２ ⁃ＮＨ２ 上。 固定化技术、 磁

性纳米粒子具有高比表面积和良好的生物相容性、 磁响应

性， 使得固定化酶在热稳定性、 酸碱稳定性、 重复使用性、
贮存稳定性等方面均优于游离酶， 从而固定化酶具有更高

的实用价值。 其次， 配体垂钓法结果表明， 固定化酶可区

分已知的 α⁃葡萄糖苷酶配体和非配体， 并利用该方法从垫

状卷柏提取物中成功筛选出了 ２ 种潜在的 α⁃葡萄糖苷酶抑

制剂， 体外酶抑制实验亦证明两者抑制作用， 并利用分子

对接技术解释了酶与活性成分的作用， 为从其他天然产物

中筛选功效物质提供了理论依据和研究途径。
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