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人源蛋白酪氨酸磷酸酶 (PTP1B) 抑制剂的高通量筛选 
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摘要: 本研究拟建立体外人源蛋白酪氨酸磷酸酶 (PTP1B) 抑制剂高通量筛选模型, 用于PTP1B抑制剂的发

现。利用大肠杆菌重组表达 PTP1B, 以对硝基苯磷酸二钠 (PNPP) 为特异性的底物, 建立了基于酶反应速率的

384 孔微板为载体的 PTP1B 抑制剂高通量筛选模型 (Z' = 0.78)。选择 24 240 个样品进行筛选, 对抑制率大于 70%

的 80 个样品作为活性样品进行复筛, 最终确定 6 个具有较强的抑制活性的化合物 J5753、J10550、J10551、J10583、

J10585 和 J11101, 其 IC50 值分别为 21.58、18.39、15.37、11.92、37.27 和 36.61 μg·mL−1。结果表明, 所建立的

PTP1B 抑制剂高通量筛选模型具有快速、灵敏、稳定、重复性好的特点。 
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Abstract: To screen potential human soluble protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) inhibitors, a 

high-throughput screening (HTS) model in 384-well microplate with total volume of 50 μL was established.        
Recombinant PTP1B was cloned and expressed in E. coli. with its specific substrate 4-nitrophenyl phosphate 
disodium salt hexahydrate (PNPP).  The HTS model was based on enzyme reaction rate with enhanced      
sensitivity and specificity (Z' = 0.78).  A total of 24 240 samples were screened, among them 80 samples with    
inhibition greater than 70% were selected for further rescreening.  Finally, six compounds with high inhibitory 
activity were identified, whose IC50 values were 21.58, 18.39, 15.37, 11.92, 37.27, and 36.61 μg·mL−1, separately.  
The results indicated that the method was stable, sensitive, reproducible and also suitable for high-throughput 
screening. 
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 蛋白酪氨酸磷酸酶 1 B  ( p r o t e i n  t y r o s i n e    
phosphatase, non-receptor type 1, PTP1B, EC:3.1.3.48) 
是在体内广泛分布的酪氨酸磷酸酶, 约为 36 kD, 主
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要通过对胰岛素受体底物-1 (IRS-1) 和胰岛素受体

底物-2 (IRS-2) 的脱磷酸化作用, 调节胰岛素受体信

号的传导[1−3]。研究表明, 重组表达的 PTP1B 具有很

好的酪氨酸磷酸酶活性, 在体外使胰岛素受体去磷

酸化[4, 5]。细胞学实验表明, PTP1B 的特异性抗体能明

显增加肝癌细胞 (KRC-7) 中胰岛素受体的酪氨酸磷

酸化水平[6]。另外, 对缺失 PTP1B 小鼠的研究发现,  
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胰岛素敏感性明显增加, 靶组织肝脏及肌肉中的胰

岛素受体磷酸化水平增强[7−9], 而 PTP1B 的过表达则

可引起胰岛素抵抗、瘦素 (leptin) 抵抗及影响脂代谢

等而导致肥胖症和 2 型糖尿病的发生[10−12]。由此可

见, PTP1B 与胰岛素信号途径和糖代谢有着密切的关

系, 抑制 PTP1B 活性是防治糖尿病及肥胖等代谢性

疾病的有效途径。 
PTP1B 抑制剂作为治疗糖尿病的潜在药物, 引

起了广泛关注。目前已发现的 PTP1B 抑制剂主要  
包括: N-草酰胺苯甲酸类、取代苯乙酮类、二氟亚  
甲基磷酸盐类、水杨酸类、取代丙二酸-酪氨酸类、

氨基磺酸类、噻吩类及多肽类等[5, 13−16]; 但大多数 
抑制剂因为作用强度和特异性等因素, 不具备药物

开发的潜力, 如二氟亚甲基磷酸盐类因为分子中电

荷太多, 细胞膜通过性差, 取代丙二酸-酪氨酸类生

物活性差等因素被淘汰。迄今为止, Merck & Co 的

ISIS-113715 是目前唯一进入临床研究的 PTP1B 抑

制剂[17, 18]。在这种背景下, 开发其他更为合理、安全、

有效的新型 PTP1B抑制剂具有重要意义和广阔的应

用前景。 
目前, 广大科研工作者在 PTP1B 抑制剂发现的

领域展开了大量研究, 建立了多种 PTP1B 酶活性测

定方法, 如比色法、荧光法、亲和闪烁法 (scintillation 
proximity assay, SPA) 等[19−21], 而且多采用基于 96孔
微板的终点测定法[22, 23], 在高通量筛选应用方面存

在着不同程度的局限性。在此基础上, 本研究建立了

以 384 孔微板为载体、以酶反应速率为观察指标的高

通量筛选模型, 增加了灵敏性和稳定性, 并对本中心

样品库部分样品进行筛选, 寻找 PTP1B 抑制剂。 

 

材料与方法 
样品与试剂  高通量筛选样品由中国医学科学

院药物研究所国家新药筛选中心样品库提供; 重组

PTP1B 蛋白表达菌株 pET-32a/PTP1B Transetta 由本

实验室保种; 对硝基苯磷酸二钠 (PNPP) 和钒酸钠 
(NaVO4) 购自 Amresco 公司; 抗体 PTP1B (sc-1719) 
购自 Santa Cruz 公司。 

实验仪器  SpectraMax M5 型连续光谱酶标测

试仪 (SoftMax Pro Software 软件, 美国); EDR-384S
型自动分液系统 (日本); Costar 384 孔微板 (Corning 
Incorporated 公司, 美国); Hamilton Microlab® STARplus
自动工作站 (Hamilton Company, 瑞士)。 

人源蛋白酪氨酸磷酸酶  (PTP1B) 重组蛋白制

备  以人源肝癌细胞 (huh-7) 总 RNA 为模板, 经
RT-PCR获得长度大约为 1 300 bp的特异性扩增片段, 
与理论值 1 308 bp 基本相符。将获得的 PTP1B cDNA
与 pGEM-T 载体连接后转化 Top10 E. coli, 进行蓝白

斑筛选。从中挑取白斑, 接种 LB 培养基中振摇培养, 
用菌落 PCR 方法筛选阳性克隆, 并取阳性克隆质粒

用 KpnⅠ和 EcoRⅠ进行双酶切鉴定, 证明目的基因

已经连接到 pGEM-T 载体上。最后取质粒进行测序 
(上海生工生物工程技术服务公司), 证明阳性克隆序

列正确。然后构建 pET-32a/PTP1B 表达质粒, 转入大

肠杆菌 Transetta菌株中, 0.5 mmol·L−1 IPTG诱导表达

8 h, 取菌体超声破碎, 15 000×g 离心 10 min; 取上清

液经 0.45 μm 滤膜过滤, 加载 Ni-IDA 高亲和力纯化

柱, 咪唑梯度洗脱, 测定 280 nm 处吸收度监测各部

分洗脱液, 将含有目标蛋白的部分进行合并, 使用 
Millipore Amicon Ultra-15 离心超滤管 (截留分子质

量为 10 kD) 进行浓缩, 蛋白定量后−80 ℃保存。临用

时现配制成工作液, 其中酶工作液 A 质量浓度为 500 
μg·mL−1, 置冰上待加样用。 

人源蛋白酪氨酸磷酸酶  (PTP1B) 生物活性测

定   PNPP 是 PTP1B 的有效底物 , 其磷酸基团被

PTP1B 脱去后生成对硝基苯酚, 发生颜色反应, 对硝

基苯酚在 405 nm 处有吸收。动力学监测模式连续读

取各时间点的光吸收度 (A) 值, 代表产物对硝基苯

酚的生成量, 按照酶反应速率法, 其产物生成速率可

以反映酶的活力[24]。 
人源蛋白酪氨酸磷酸酶  (PTP1B) 抑制剂高通

量筛选模型的建立  根据酶反应动力学原理, 利用

反应速率法测定 PTP1B 的酶活性。在反应曲线上选

取初始阶段最接近直线的一段, 即可计算其反应初

速度 Vmax (标示酶活性水平) 。求出各样品处理后酶

的 Vmax, 然后与正常对照进行比较, 计算出各样品的

百分抑制率。 
本模型采用透明 Costar 384 孔微板, 反应体系 

50 μL, 温度 37 ℃, 在此基础上对底物浓度、酶浓度、

反应时间等进行了优化。 
人源蛋白酪氨酸磷酸酶  (PTP1B) 高通量筛选

模型的评价及验证  Z'因子是评估高通量筛选模型

优劣的一种重要方法[25, 26], 可根据公式计算: Z' = 1 − 
3 × (SDsig + SDback) / (Msig − Mback), SD: 标准差, M: 均
值; 其中“sig”代表信号, 孔中加入 PTP1B 蛋白和

底物进行反应; “back”代表背景, 孔中不加 PTP1B
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蛋白 (只含底物和缓冲液)。384 孔板中各取 80 个孔

的数据进行分析和计算。 
另外 , 为了进一步验证本模型的可靠性 , 采用 

本模型对已获得一致认可的 PTP1B 特异性抑制剂

NaVO4 进行了 IC50 测定。 
人源蛋白酪氨酸磷酸酶  (PTP1B) 抑制剂高通

量筛选  按照建立的 HTS 实验方法, 对 24 240 种样

品进行初筛, 选择抑制率大于 70% 的样品作为活性

样品进行复筛, 复筛程序同前。根据复筛结果, 选择

抑制率大于 70% 的样品, 3 倍比依次稀释 8 个浓度: 
100、30、10、3、1、0.3、0.1 和 0.03 μg·mL−1, 最后

根据测定结果利用软件 Origin 7.0 计算 IC50。 
统计学分析  实验数据以 x ± s 表示, 均数的显

著性统计采用 SPSS11.0 的 ANOVA 进行分析。 

 

结果 
1  人源蛋白酪氨酸磷酸酶 (PTP1B) 重组蛋白制备 

大肠杆菌表达的 PTP1B 蛋白是一个融合蛋白, 
除了目的蛋白外, 它的蛋白序列上还包含 Trx 蛋白、

S-tag 及 His-tag, 所以经计算该融合蛋白的分子质量

约为 52 kD。用 Ni-IDA 高亲和力纯化柱对诱导表达

的重组 PTP1B 进行纯化, 咪唑洗脱结合的蛋白, 测
定 280 nm 处吸收度 (A280) 值代表不同管洗脱液中 
的蛋白洗脱量。收集 A280 值高于空白的洗脱峰进行

SDS-PAGE 电泳分析, 发现所洗脱的蛋白呈单一条 
带, 经分析鉴定目的蛋白纯度大于 90%。然后用特 
异性的 PTP1B 抗体对细菌裂解物进行了 Western 
blotting分析, 在 52 kD处有一明显条带, 同目标蛋白

相一致。 
2  底物浓度的确定 

本实验以 PNPP 为底物, 选择一系列底物浓度

0.68、0.83、1、1.25 和 1.66 mmol·L−1, 在 37 ℃、酶

终质量浓度 100 μg·mL−1、50 μL 缓冲体系的 384 孔

微板条件下, 测定PTP1B的活性。用Lineweaver-Burk
的双倒数法作图, 求得米氏常数 Vmax 和 Km。结果  
(图 1) 表明, Vmax 为 16.13 mmol·L−1·s−1, Km为 0.935 
mmol·L−1。底物浓度选择 Km 值的 10 倍时最大反应  
速度可达 Vmax 的 90%, 确定反应体系中最适底物浓

度为 9.35 mmol·L−1。 
3  酶用量及监测时间的确定 

根据酶动力学研究, 确定 50 μL 反应体系中底物 
PNPP 的最适浓度为 9.35 mmol·L−1。实验中以透明 

 
Figure 1  The Lineweaver-Burk curve of PTP1B.  The concen- 
tration of PNPP varied as following: 0.68, 0.83, 1, 1.25, and 1.66 
mmol·L−1.  The fixed concentration of PTP1B is 100 μg·mL−1 

 
384 孔微板为载体进行考察, 各反应孔依次加入酶 
反应液 A 的体积为: 0、1、2、4、6、8、10、12 及

14 μL, 其余则以反应缓冲液补足。37 ℃条件下, 每
隔 5 min 测定 A405 值。结果 (图 2) 可见, 当酶用量  
为 0 μL 时, 反应基本没有变化, 随着酶用量的增加, 
反应曲线的斜率也在稳步上升, 但是在 4 μL 时酶相

对于底物基本呈现饱和, 酶反应曲线在 30 min 内基

本达峰, 6、8、10、12 及 14 μL 曲线亦证实了这一点。

为保持底物的过量, 反应体系中酶工作液 A 的用量

以 4 μL 最佳, 即 50 μL 反应体系中, 酶反应最佳浓度

为 40 μg·mL−1。 
4  NaVO4 对模型的作用 

NaVO4 作为 PTP1B 的已知抑制剂, 在本实验中

作为工具药物, 研究它抑制 PTP1B 酶对其底物 PNPP
的水解作用, 同时也验证已建立 PTP1B 酶抑制剂高

通量筛选模型的可行性。结果 (图 3) 显示, NaVO4

的 IC50 为 0.090 12 μg·mL−1, NaVO4 对 PTP1B 酶活性

的抑制呈剂量依赖性。 
5  DMSO 对模型的影响 

DMSO 对于化合物有着良好的溶解性。在高  
通量筛选中, 通常采用 DMSO 来溶解样品。该模型

采用 384 孔微板, 每孔反应总体积为 50 μL, 其中

DMSO 含量最大不超过 1 μL, 本检测体系中 DMSO
的含量为 2%, 超过初筛 0.1% 和复筛 1% 的水平, 结
果 (图 4) 显示, 2% DMSO 对酶反应活性没有明显 
影响。 
6  高通量筛选模型评价及验证 

采用酶工作液 B, 分别测定 80 个正常对照孔 
(control: buffer 5 μL, enzyme 25 μL, PNPP 20 μL) 和
80 个空白对照孔 (blank: buffer 30 μL, PNPP 20 μL)  
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Figure 2  The time-relative A405 of 50 μL reaction volume in 384-well microplate.  The volume of PTP1B varied as following: 0, 1, 2,  
4, 6, 8, 10, 12, and 14 μL.  The fixed concentration of PNPP is 9.35 mmol·L−1.  n = 4 

 

 
Figure 3  Inhibitive effects of NaVO4 on PTP1B activity.  The 
concentration of NaVO4 varied as following: 6, 2, 0.6, 0.2, 0.06, 
0.02, 0.006, and 0.002 μg·mL−1.  The fixed concentration of 
PNPP is 9.35 mmol·L−1.  The fixed concentration of PTP1B is 
40 μg·mL−1.  n = 4 

 

 
Figure 5  The Vmax values of 80 control wells and 80 blank 
wells.  Control: Buffer 5 μL + PTP1B 25 μL + PNPP 20 μL; 
Blank: Buffer 30 μL + PNPP 20 μL 

 
Figure 4  The time-relative A405 of 50 μL reaction volume  
with or without 2% DMSO in 384-well clear microplate.  The 
fixed concentration of PNPP is 9.35 mmol·L−1 and the fixed  
concentration of PTP1B is 40 μg·mL−1 in 50 μL reaction volume.  
n = 4, x ± s 

 
的 Vmax。结果 (图 5) 表明, 正常对照孔的 Vmax 值为

1.64 ± 0.09, 而空白对照孔的Vmax值为 0.001 7 ± 0.031,
计算 Z' 值为 0.78。另外, 本模型测定 PTP1B 特异性

抑制剂 PNPP的最适浓度为 9.35 mmol·L−1, 与文献报

道基本平行。因此, 可以认为本模型是一种灵敏度

高、稳定性好的高通量筛选方法。 
7  人源蛋白酪氨酸磷酸酶 (PTP1B) 抑制剂高通量

筛选 
按照建立的 HTS 实验方法对 24 240 种样品进 

行了筛选, 然后对抑制率大 (等) 于 70% 的 80个样品 
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进行了复筛, 结果显示 77% (62/80) 样品的抑制率大

于 70%, 说明该模型重复性较好 (图 6)。同时, 选择

活性较高、量效关系较好的样品进行 IC50 的测定, 确

定 J5753、J10550、J10551、J10583、J10585 和 J11101

等 6 个化合物对人源 PTP1B 有较强的抑制活性, 其

IC50 值分别为 21.58、18.39、15.37、11.92、37.27 和

36.61 μg·mL−1 (图 7)。 

 
 

 

Figure 6   The distribution of inhibitory activities of 24 240 
samples on PTP1B.  A: The scatter curve of inhibitory activities 
of 24 240 samples on PTP1B; t marked the threshold inhibition 
ratio of 70% which 80 hits exceeded in the initial screening.    
B: Floating column a and line b presented the accumulated  
distribution curve of 24 240 samples on percentage inhibition; 
line c presented an approximate normal distribution curve of    
24 240 samples on percentage inhibition; C: The scatter curve  
of inhibitory activities of 80 samples on PTP1B in the second 
screening; t marked the threshold inhibition ratio of 70%   
which 62 hits exceeded in the second screening 

讨论 
本研究通过融合蛋白的形式进行重组表达人源

PTP1B 蛋白, 目标蛋白不仅表达量高, 而且只需一

步纯化, 无须切割去除蛋白标签即可获得较高活性

的酶, 该方法简单、快速, 大大提高酶制备效率, 是
一种值得推荐的酶制备方法。 

关于 PTP1B 抑制剂的筛选方法已有报道, 但 
文献中采用的方法仍存在一些不足。首先, 检测方

法大多基于终点法 , 以反应达到平台为限定条件 , 
孵育时间较长 , 并需要额外加入终止液终止反应 , 
导致对时间点的控制要求较为严格, 单样次筛选时

间较长 , 操作繁琐 , 结果易受到干扰 , 增加假阳性

实验结果的几率; 其次, 反应体系大多基于 96 孔微 
板, 酶和底物的用量较多, 增加了筛选成本。本研 
究根据酶活力与反应速率的关系以及酶促反应动 
力学原理, 采用动态检测方法, 测定反应初速率作

为 PTP1B 蛋白活性的衡量指标, 降低了环境因素 
以及终止液等因素造成假阳性结果出现的可能性 , 
可快速确定样品对酶活性的影响 , 大大缩短了检 
测耗时。另外, 该筛选体系将 96 孔微板改变为 384
孔微板, 降低了反应体系, 酶和底物的用量也相应

减少, 降低筛选成本的同时提高了通量。总之, 本 
研究所建立的 PTP1B 抑制剂高通量筛选模型在灵 
敏性、稳定性以及筛选效率等方面都有大幅度的  
提高。 

本研究挑选本中心样品库中 24 240 个化合物 
并应用该模型进行筛选, 初筛得到 80 个样品, 通过

复筛, 确定 6 个活性化合物 J5753、J10550、J10551、
J10583、J10585 和 J11101, 该化合物对重组人源

PTP1B 蛋白活性均具有较强的抑制作用 , 且有良 
好的浓度依赖性。对于这 6 种活性化合物, 作者将

在下一步的工作中, 结合生物学活性评价, 确证其

作为先导化合物可能性 , 并进行化学结构修饰和 
优化; 此外, 亦将借鉴系统生物学和多靶点药物治

疗的新思路 , 针对其他糖尿病治疗靶点诸如 LAR 
(protein tyrosine phosphatase, receptor type, F)、SOCS 
(suppressor of cytokine signaling 1)、 JNK (c-Jun 
N-terminal kinase) 等进行系统研究 [27−31], 考察化 
合物是否能够从多个靶点、多个层次调控胰岛素  
受体信号传导, 从而寻找基于 PTP1B 的多靶点药

物。 
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Figure 7  The concentration-response curves of J5753 (A), J10550 (B), J10551 (C), J10583 (D), J10585 (E) and J11101 (F) on PTP1B.  
The IC50 value were 21.58, 18.39, 15.37, 11.92, 37.27, and 36.61 μg·mL−1, separately 
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