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以人参皂苷 Rg1为配基的亲和色谱介质的制备与初步应用

刘 � 倩,寇俊萍,黄娅琳,乐心逸,余伯阳
*

(中国药科大学中药复方研究室,南京 211198)

摘 � 要 � 通过偶联人参皂苷 Rg1( Rg1)与环氧活化琼脂糖凝胶 6B ( epoxy�activated Sepha roseTM 6B, EAS6B ),制备以 Rg1

为配基的亲和介质, 以红外色谱法验证其偶联, 并采用正交设计方法优化偶联条件为 40 � , pH 13, 每毫升 EAS6B添加 Rg1

100�m o;l以此条件放大工艺制备的亲和介质偶联率为 31�47% ,偶联量为 31� 56 �mo l/mL; 利用 Rg1�EAS6B亲和介质, 以

系列亲和色谱法, 从 PC12细胞蛋白裂解液中筛选得到 1个 Rg1特异性结合蛋白的条带, 为制备含有类似活性基团的中药

有效成分的亲和色谱介质提供参考依据,也为进一步探讨人参皂苷 Rg1的作用机制奠定基础。
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Preparation and application of affinity chromatography m edium with G insen�
oside Rg1 as a ligand
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Abstract� G insenoside Rg1 (Rg1) is one major act ive component of the traditional Ch inese herb, G inseng� It
show ed remarkable neuroprotective effects in vitro and in vivo� In order to prov ide new techno log ical support for

the identification of the target ofRg1 and further explanation of its activ ities, the affin ity med ium Rg1�epoxy�act i�
va ted sepharose

TM
6B ( EAS6B ) w as prepared by coup ling Rg1 to EAS6B�The copu lation w as optim ized by a

L9 (3
4
) orthogonal design experimen,t and verif ied by IR�The optim al coup ling method w as determ ined as 40 � ,

pH 13, n(Rg1)  V (EAS6B) = 100 �moL 1mL according to the orthogona l ana lysis and pract ical application�The
coupling rate and y ie ld w ere 31�47% and 31�56 �mo l/mL in amp lified preparation�Furthermore, a specific

pro tein band w as found from PC12 lysate using Rg1�EAS6B m edium by serial affin ity chrom atography from PC12

cell lysate�The study may prov ide som e re ferences for further identifying the target o fRg1 and preparing affinity

chromatography resin o f other natura l compounds w ith sim ilar active group�
Key words � affin ity chromatography; medium; g insenoside Rg1; epoxy�activated sepharose

TM
6B; orthogonal

design; HPLC

Th is study w as supported by theN ational Sc ience and Techno logy Support P rog ram of Ch ina dur ing the 11 th F ive�Y ear P lan Pe riod

( No� 2006BAI08B05�08)

� � 中药活性成分是中药赖以发挥独特作用的物
质基础,利用现代多学科技术, 寻找发现其直接作

用的特异性靶点, 将有望真正阐释中药的作用机

制,并可能为反映中医药作用特色的创新药物研制

提供新靶标。近年来,亲和色谱技术已广泛应用于

生物分子分离和纯化及药物靶点的发现
[ 1- 3]
。本

课题组前期成功制备以麦冬活性成分鲁斯可皂苷

元为配基的亲和色谱柱, 并应用于其抗体纯化和作

用靶标发现
[ 4- 5]
。

人参皂苷 Rg1 ( g insenoside Rg1, 简称 Rg1)是

传统中药人参的主要有效成分之一,具有广泛的益
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智、抗衰老、增强免疫、神经保护等药理活性,但其

确切活性机制尚不十分清楚
[ 6- 12 ]

。寻找 Rg1在体

内的特异性结合蛋白, 进而发现其直接作用靶标,

将可能为深入阐明 Rg1的作用机制提供新思路。

本研究尝试制备以 Rg1为配基的亲和介质, 采用

正交设计方法优化偶联条件, 并应用于筛选 Rg1

的特异性结合蛋白,为进一步发现其靶标蛋白及阐

明作用机制等奠定基础。

1� 材 � 料

1�1� 药品、试剂与细胞株
人参皂苷 Rg1(南京青泽医药科技开发有限公

司 ); E poxy�activated Sepharose
TM

6B ( EAS6B, 瑞典

GE Healthcare公司 ) ;甲醇 (色谱纯,江苏汉邦科技

有限公司 ) ; 乙腈 (色谱纯, 美国 Roe Sc ien tif ic公

司 ) ;高糖 DMEM培养基 (美国 G ibco公司 ); 青霉

素、链霉素 (山东鲁抗医药股份有限公司 ) ; 胰蛋白

酶 (南京生兴生物技术有限公司 ) ;新生牛血清 (兰

州民海生物工程有限公司 ) ;细胞裂解液和 BCA蛋

白定量试剂盒 (碧云天生物技术研究所 ) ;亮肽素、

抑肽酶、胰蛋白酶抑制剂 (美国 Ameresco公司 ) ;溴

酚蓝 (上海生工生物工程技术服务有限公司 );

��巯基乙醇 (南京大治生物技术有限公司 ) ; 其他

试剂均为市售分析纯。

PC12细胞株 (大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞

株 )购自中国科学院上海生化细胞所。

1�2� 仪 � 器

电子分析天平 (上海 Mettler�Toledo公司 ); HP�
01真空泵 (江苏汉邦科技有限公司 ); LC�10A高效
液相色谱仪 (日本岛津公司 ); W aters Symmtrey C18色

谱柱 ( 3�9 mm # 150 mm, 5 �m); Z�323K冷冻离心
机 (德国赫默公司 )。

2� 方法与结果

2�1� Rg1亲和介质的制备与偶联反应验证

精密称取 EAS6B 0�02 g, 于双蒸水中溶胀

30 m in,并用双蒸水抽洗 30 m in, 待用 (注: 1 g的

EAS6B在双蒸水中溶胀后体积约为 3 mL)。各组

分别称取一定量的 Rg1加至 0�5 mL相应 pH 的

N aOH溶液中溶解, 向溶液中加入溶胀、抽洗过的

EAS6B。各组在对应温度下, 水浴振荡 20 h, 转速

110 r /m in,即得以 Rg1为配基的亲和介质。该偶

联反应发生在 EAS6B连接臂末端的含氧三元环和

Rg1的羟基基团之间 (图 1), 反应前后反应体系中

有含氧三元环消失, 采用红外光谱观察反应前后体

系中的吸收峰变化, 如图 2所示, 偶联前后峰 1~

5都一致,但在偶联后峰 6( 1 295 cm
- 1

)消失, 此峰

恰处于环醚的特征峰范围。

F igure 1 � Coup ling of g insenosid e Rg1 ( Rg1 ) and epoxy�activated

seph arose 6B ( EAS6B)

F igure 2� IR analysis of the coupled Rg1�EAS6B resin

2�2� Rg1亲和介质的制备工艺优化

2�2�1� 优化工艺的因素和水平 � 参考预试验及相

关资料
[ 13]

,选择可能影响偶联率和偶联量的 3个因

素,反应温度 ( � ) 、反应酸碱度 ( pH ) 、反应物比例

[ n( Rg1)  V (填料 ), �mo l mL], 每个因素 3个水平,

根据正交设计法的原理和使用原则 ,按表 L9 ( 3)
4

进行正交实验设计, 列出实验方案见表 1。

Table 1� Factors and levels of the coup les react ion

Level T /� pH n ( Rg1 ) V ( EAS6B) / ( �m ol mL)

1 25 9 50 1

2 33 11 100 1

3 40 13 200 1

2�2�2� HPLC法测定 Rg1亲和介质的偶联率与偶

联量 � 参考文献 [ 14�15]及预试结果, 采用如下色

谱条件测定 Rg1含量。流动相: 乙腈�水 ( 23 77) ;

检测波长: 203 nm; 流速: 1�0 mL /m in;柱温:室温;

进样量: 20 �L。精密称取 Rg1对照品适量, 配制
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成一系列质量浓度分别为 24�45, 48�90, 97�80,
146�7, 195�6, 244�5 �g /mL的标准溶液。根据上

述色谱条件,以峰面积 (A )对质量浓度 ( c )进行线

性回归,其回归方程为 A = 5�0 # 10
6
c+ 27 121( r=

0�999 5) ,表明 Rg1在 24�45~ 244�5 �g /mL质量

浓度范围内与峰面积呈良好的线性关系。进样精

密度 RSD为 1�1% ( n = 3) ; 重复性 RSD为 1�8%
( n = 3) ,均符合含量测定要求。

偶联反应后过滤亲和介质, 收集各组反应溶

液,并用处方中相应 pH的 N aOH溶液轻柔洗脱各

组填料上未偶联的 Rg1。收集反应溶液和洗脱液

后吹干, 甲醇溶解并过滤, 最后用甲醇定溶于

50 mL量瓶制成 HPLC样品溶液。根据上述线性回

归方程测得剩余 Rg1的质量,计算偶联率
[ 4]
。

2�2�3� 正交实验结果 � 结果显示:各组偶联率在

6�79% ~ 36�98%之间,差别较大,提示实验所考察

的 3个因素对偶联率有一定的影响,顺序依次为:

温度 > pH >反应物比例。以偶联率为指标的三因

素的极差分析结果显示 40 � , pH 11, n ( Rg1 )  

V ( EAS6B) = 100 �mol  1 mL 条件下, Rg1与

EAS6B的偶联率最佳。而以偶联量为指标进行的

三因素极差分析结果显示,三因素对偶联量的影响

顺序依次为:反应物比例 > pH >温度,以反应物比

例的影 响最 明显, 40 � , pH 13, n ( Rg1 )  
V ( EAS6B) = 200 �mol  1 mL 条件下, Rg1与

EAS6B的偶联量最佳。

F igure 3� HPLC Ch rom atogram s of Rg1

A: B lank; B: Reference Rg1; C: Uncoup led Rg1

� � 在保证偶联率的同时,为使偶联量尽量增高,

并考虑到 Rg1和 EAS6B的用量经济, 最终确定的

偶联条件为: 40 � , pH 13, n ( Rg1)  V ( EAS6B ) =

100 �mo l 1mL。此偶联条件与正交设计实验的第

9组因素水平一致。另外,将偶联反应的投料量增

大 2�5倍进行亲和介质的制备, 所测定的偶联率为

31�47% ,偶联量为 31�56 �mo l/mL, 略高于原实

验组。

Table 2� Coupl ing rates and yields( R /Y ) of each group

Group Level ofT Level of pH Level ofn ( Rg1 ) V ( EAS6B) Coup ling rate/% Y ield / ( �m ol /mL )

1 1 1 1 6�97 3�37

2 1 2 2 18�00 17�21

3 1 3 3 23�02 45�28

4 2 1 2 21�14 20�68

5 2 2 3 12�50 24�29

6 2 3 1 11�81 5�845

7 3 1 3 22�31 44�28

8 3 2 1 36�98 17�32

9 3 3 2 27�61 27�65

K1 (R /Y) 16�00 /21�95 16�81 /22�78 18�59 /8�85

K2 (R /Y) 15�15 /16�94 22�49 /19�61 22�25 /21�85

K3 (R /Y) 28�97 /26�75 20�81 /26�26 19�28 /37�95

R( R /Y) 13�82 /12�81 5�687 /6�652 3�663 /29�11

2�3� Rg1�EAS6B亲和介质的初步应用

2�3�1� PC12细胞总蛋白的提取 � PC12细胞采用

高糖 DMEM培养基,培养于 37 � 、5% CO2培养箱

中。待细胞铺满瓶底后, 用预冷的 PBS收集细胞,

加入细胞裂解液, 12 000 r /m in, 5m in, 4 � 离心,收

集上清即为 PC12细胞总蛋白提取液。
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2�3�2� 实验溶液的配制 � 蛋白稀释液: 0�1mo l/L

Tris�HC l�0�5 mo l/L NaC l ( pH 7�4 ) 20 mL,

0�05mol /L EDTA 4mL, 0�1mol /L NaF 2mL, NP�40
0�04mL, 10 �g /mL亮肽素 0�05mL, 10 �g /mL抑肽

酶 0�05mL, 10 �g /mL胰蛋白酶抑制剂 0�05 mL,

加双蒸水定容至 40 mL。

电泳样品缓冲液: 1 mol /L T ris�HC l ( pH 6�8)
60 �L,甘油 300 �L, 10%溴酚蓝 100 �L, 10% SDS

200 �L, ��巯基乙醇 80 �L,加水定容至 1 mL。

2�3�3� 系列亲和色谱法筛选 Rg1结合蛋白 � 参考

文献 [ 16]方法, 取细胞总蛋白提取液 0�5 ~ 1 mL

(约含总蛋白 3 ~ 5 mg ), 用蛋白稀释液稀释至

1 mL,加入 Rg1�EAS6B 60 �L, 4 � 缓慢搅动 4 h,

瞬时离心,将上清液转移至另一离心管, 再另加入

Rg1�EAS6B 60 �L,同上操作。将两次孵育的 Rg1�
EAS6B用定量缓冲液洗涤, 并加入电泳样品缓冲

液,沸水中煮 5m in,瞬时离心,分别得到上清液 A,

B用于 10% SDS�PAGE电泳,考马斯亮蓝染色。如

图 4所示, PC12细胞总蛋白提取液在经过与 Rg1�
EAS6B共孵育后,得到了明显的纯化, 仅留有少数

蛋白条带出现在共孵育后的亲和介质样品上 (图

4) ,两次孵育后的样品 A、B中有 1个灰度明显变

化的条带 (图 4, BP1 )。而 PC12细胞裂解液中多

数非特异性结合条带被洗脱 (图 4, a, b)。同时应

用未与 Rg1偶联的空白亲和基质 EAS6B筛选差异

蛋白, 未见明显的蛋白条带出现 (图 4, A 0, B0) ,提

示 BP1可能为 Rg1的特异性结合蛋白。

F igure 4� Iden tification specific b ind ing protein sw ithRg1�EAS6B res�
in by serial aff in ity chrom atography in PC12 lysate

M : m arker; A, B: sam p lesb eared onRg1�EAS6B from PC12 lysate; a, b:

sam p les eluted from Rg1�6B; PC12: PC12 lysate; A0, B 0: sam p les

beared on EAS6B from PC12 lysate

3� 讨 � 论

Rg1是传统中药人参的主要有效成分之一,药

理活性广泛,但作用机制尚未有效阐明, 以其为配

基的亲和色谱介质将为寻找其作用靶标提供技术

手段。本研究针对 Rg1分子含有多个羟基这一结

构特点, 选择了能与羟基、氨基等基团反应的

EAS6B为基质进行偶联
[ 2- 3]
。

鉴于 EAS6B的连接臂末端具有含氧三元环,

而与 Rg1偶联后,含氧三元环消失, 为验证二者的

偶联情况, 采用红外吸收光谱法, 对 Rg1与 EAS6B

的物理混合样品和偶联的亲和介质 Rg1�EAS6B进

行比较, 结果显示, Rg1与 EAS6B偶联后出现了

1 295 cm
- 1
位置吸收峰的变化, 而此位置处在环醚

的特征峰范围内, 证实 Rg1与 EAS6B发生偶联

反应。

同时考虑到 EAS6B与含羟基化合物的偶联常

受温度、pH、反应物比例等多种因素的影响, 偶联

率反映了化合物在偶联反应中的反应效率,偶联量

反映了单位亲和介质上偶联的化合物量,这两种指

标可影响亲和介质的活性基团浓度及应用时的蛋

白吸附量, 常用于评价亲和介质的制备性能。本研

究采用正交设计实验,以偶联率、偶联量为指标,优

化了 Rg1与 EAS6B亲和色谱介质制备方法,确定

了最终偶联条件为 40 � , pH 13, n ( Rg1 )  

V ( EAS6B ) = 100 �mol 1mL, 并在此条件下加大

制备量, 所得亲和介质参数高于文献报道
[ 13, 17]

,表

明本研究确定的亲和介质制备条件稳定可行。

最后, 本文还对所制备的亲和介质进行了初步

应用研究, 参考文献 [ 16], 采用 !系列亲和色谱法 ∀

对 PC12细胞总蛋白提取液进行纯化筛选, 其筛选

原理为:先后两次将同一份蛋白提取液与两份等量

的亲和介质共孵育, 洗脱未与亲和介质结合的非特

异性条带, 通过电泳显示结合在亲和介质上的蛋白

条带,两份亲和介质的结合蛋白条带中灰度变化最

明显的蛋白为特异性结合蛋白。图 4结果显示,与

PC12细胞总蛋白条带相比, 与 Rg1�EAS6B孵育后

的蛋白条带明显减少,多数蛋白被洗脱, 提示该亲

和介质具有纯化蛋白质的能力;箭头标注的蛋白条

带 BP1在第 2次孵育后亲和介质上的结合蛋白样

品 B中比第 1次孵育的样品 A中灰度明显减小,

而空白亲和基质 EAS6B的筛选蛋白结果则未见明

显的结合蛋白条带, 根据系列亲和色谱法原理,提

示 BP1可能为 Rg1的特异性结合蛋白。另外, 样

品 A、B中尚有一些不明显的差异蛋白条带,提示
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其与 Rg1亦有一定的亲和力,但与 BP1相比较弱,

有待进一步研究。

综上所述, 本研究通过正交设计优选偶联条

件,成功制备了以人参皂苷 Rg1为配基的亲和介

质,并初步应用于 Rg1的结合蛋白发现, 为进一步

研究 Rg1的作用机制和作用靶点提供技术手段,

同时也为制备类似结构的天然化合物的亲和色谱

介质提供参考依据。
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