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摘要 目的  建立以极化荧光为检测方法的高通量筛选技术 通过大规模筛选发现氧化型低密度脂蛋白受体 2

÷ 2的天然配体 ∀方法  密度梯度超速离心获得正常人血中低密度脂蛋白 ⁄然后用 ≤∏≥  Λ#



修饰为氧化型低密度脂蛋白 ¬⁄∀ ƒ×≤标记 ÷ 2以受体 ÷ 2和配体 ¬⁄的相互作用为基础

建立筛选模型 用极化荧光检测方法 在激发光  !发射光  对  个样品进行高通量筛选 并用 χ因

子值评价实验 ∀结果  χ因子值为 1根据建立的基于极化荧光的高通量筛选实验方法 发现 个化合物与

÷ 2有较高的结合活性 ≤
值小于 1 Λ# 

 ∀结论  极化荧光检测方法适合于高通量筛选技术 具有较

高的稳定性 !灵敏性和可重复性 ∀

关键词 极化荧光 高通量筛选 氧化型低密度脂蛋白受体 2动脉粥样硬化
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Κεψ ωορδσ: ∏ ∏∏ ÷ 2 

  最近研究发现一种新的主要表达于内皮细胞的

膜受体 凝集素样氧化型低密度脂蛋白受体 2

2¬   2

÷ 2在动脉粥样硬化  ≥的形

成过程中发挥了重要的作用 ≈
¬⁄被内化而沉

积在内皮下就是通过 ÷ 2而介导 ∀发现和寻找

÷ 2拮抗剂 保护血管内皮和阻止 ¬⁄内化可

能对 ≥的发生和发展具有重要的意义 ∀目前 高

通量筛选 ∏∏×≥是发现新
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先导化合物的重要途径 而其中 ×≥的检测方法直

接制约着 ×≥的可靠性和筛选的通量 ∀极化荧光

∏ƒ°是近几年被广泛用于

×≥的检测方法之一 ≈
ƒ°方法是一种均相反应体

系 具有快速 !简单 !灵敏的特点 反应体系稳定和实

验结果的可重复性 操作过程中不用过滤和分离 不

使用放射性物质等优势 ∀由于极化值与荧光标记分

子的大小密切相关 该方法主要用于分析分子之间

的相互作用 ≈ ∀本研究拟建立一种以 ƒ°为检测方

法的 ×≥技术 发现和寻找 ÷ 2拮抗剂 ∀

材料与方法

样品与试剂  高通量筛选样品由中国医学科学

院药物研究所筛选中心样品库提供 ÷ 2纯化蛋

白由中国医学科学院药物研究所生物合成室提供

蛋白表达纯化的 ≥⁄≥2°∞凝胶电泳分析如图 

所示 异硫氰酸荧光素 ∏ 

ƒ×≤购自 ≥公司 用二甲基亚砜 ⁄ ≥溶解

 # 

后置于  ε 备用 ∀ ≤孔微板

购自美国 ≤公司 ∀

Φιγυρε 1  ≥⁄≥2°∞   ¬ 

∏  ÷ 2   ° ∏

  ∞∏   #



  ∞∏   

 # 


   ∞∏ 

 # 


  ∞∏

    # 


 

 ∏÷ 2

仪器  ∞°多功能分析检测系统 瑞士

×公司产品 °∞ 荧光发光仪 德国  

公司产品  ≥≤°型超速低温离心机 ×日本

公司制造 ∀

脂蛋白的分离与修饰  低密度脂蛋白 

 ⁄1 ∗ 1 # 

由

正常人血浆在  ε 经过密度梯度超速离心 以

  # 
离心  而获得 ≈ ∀离心得到的

⁄在 °≥中  ε 透析  每  更换 次透析

液 除去 ∀ ⁄中加入 ≤∏≥  Λ# 



置于  ε 氧化 ⁄ 后加入 ∞⁄× 1

# 

终止反应 通过检测丙二醛了解氧化

程度 ∀ ¬⁄反应液在含 ∞⁄×1 # 



的 °≥中  ε 透析  每  更换 次透析液 ≈


后经 1 Λ微孔滤膜滤过除菌 法 ≈测

定蛋白浓度 于  ε 保存备用 ∀

荧光标记 ηΛΟΞ 21  表达纯化的 ÷ 2蛋白

对  1的碳酸盐缓冲液透析过夜 透析后的蛋白

移入  小烧杯中 在磁力搅拌下逐滴加入用

⁄ ≥溶解的 ƒ×≤ # 

1 # 

蛋

白 标记体系用 °≥加至 1 ε 避光搅拌  

后 以 °≥透析 换液直至无游离 ƒ×≤析出为止 ∀

极化荧光高通量筛选 ηΛΟΞ 21配体模型的建立

实验应用黑色 孔微板 反应总体系为  Λ缓

冲液为 °≥∀用 ¬⁄滴定不同浓度 和

 # 

ƒ×≤标记的 ÷ 2受体 根据极

化值的变化确定 ¬⁄和 ƒ×≤ 2÷ 2的最佳浓

度 ¬⁄滴定范围为 1 ∗  # 
 ∀

以上面确定的 ƒ×≤ 2÷ 2浓度 用 ¬⁄滴

定后分别在     和  测定

极化值 以检测试验的稳定性 确定最佳反应时间 ∀

筛选样品原液均用 ⁄ ≥溶解 在竞争解离实验

中 向缓冲体系中分别加入   和  的

⁄ ≥以观察 ⁄ ≥浓度对实验的影响 ∀

¬⁄和 ƒ×≤ 2÷ 2达到最大结合后 用非

ƒ×≤标记的 ÷ 2滴定 观察 ƒ×≤ 2÷ 2与

¬⁄的解离 ÷ 2的滴定浓度范围是 1

# 
 ∗  Λ# 

 ∀

ηΛΟΞ 21配体的高通量筛选   个化合物

按上述方法确定的最佳条件进行初筛 阳性对照为

非 ƒ×≤标记的 ÷ 2受体 阴性对照为 °≥∀根

据初筛结果计算有效率后对高活性样品进行复筛 

复筛程序同前 并设复孔 样品依次稀释 个浓度 

分别为  ≅ 

 ≅ 


 ≅ 

和  ≅ 


Λ# 
 ∀最后根据测定结果计算 ∞≤ ∀

极化荧光检测  在激发光滤光片波长  ?

 发射光滤光片波长  ?  测定荧

光极化值 每孔闪烁 次 取其平均值 ∀荧光极化值

以 °2表示 ∀

高通量筛选实验评价方法  按照确定的 ¬⁄

和 ÷ 2浓度 分别测定 个完全游离和最大

结合时荧光基团的极化值 计算 χ因子值评价以 ƒ°

##张天泰等 基于极化荧光方法的人 ÷ 2配体高通量筛选



为检测方法的 ×≥实验 ≈
χ计算公式如下 χ 

  ≈Ρ  Ρ∏   °∏  ° 其中

ΡΡ∏°∏和 °分别表示荧光标记物在

完全游离状态下极化值的标准差 !最大结合状态下

的标准差 !最大结合状态下的极化值 !完全游离状态

下的极化值 ∀

统计学处理  实验数据以 ξ ? σ表示 组间比较

用 τ检验 ∀

结果

1  极化荧光实验条件的优化

¬⁄滴定不同浓度 ƒ×≤ 2÷ 2的结果如图

所示 ¬⁄在 1 # 
时极化值开始升高 

 # 
时达到平台期 °值的波动范围约在

 ∗ ∀ ƒ×≤ 2÷ 2浓度在 和 

# 
时各对等极化值之间没有显著性差异

Π 1因此以下实验 ƒ×≤ 2÷ 2均设定为

 # 
 ∀为了减小游离荧光标记物对竞争

解离的影响 选择过量的  # 
为 ¬⁄的

最终实验浓度 ∀

Φιγυρε 2  × ƒ×≤ 2 ÷ 2 2
  √∏ ¬⁄  ×

 ¬⁄ 1  # 


     # 


ƒ×≤ 2
÷ 2  ∞

√√ 

2  极化荧光实验的稳定性和 ∆ΜΣΟ的影响

¬⁄和 ƒ×≤ 2÷ 2在不同反应时间内所测

定的极化值之间无显著性差异 Π  1χ因子

值结果显示在 ⁄ ≥分别为  和 时无

显著性差别 Π  1∀因此在下面的 ×≥实验

中 反应时间选择为  ⁄ ≥在反应体系终浓

度为  ∀

3  极化荧光竞争性解离试验

 # 


ƒ×≤ 2÷ 2和  # 


¬⁄达到最大结合后 加入非荧光标记的 ÷ 2

观察 ¬⁄与 ÷ 2的竞争性结合与解离 滴

定的非荧光标记 ÷ 2达到  # 
时 极

化值开始下降  # 
时极化值不再变化 

结果如图 所示 ∀

Φιγυρε 3  ⁄¬ 2
 ÷ 2  ¬   

# 


ƒ×≤ 2÷ 2   # 


¬⁄

∏∏ 2÷ 2 

 1 # 


 Λ# 

 ∞

√ 

√ 

4  高通量筛选实验评价

χ因子是被广泛用于评价 ×≥实验的参数指

标 χ因子值在 1 ∗ 时 说明该 ×≥方法可行 !

结果可靠 ∀本实验在完全游离和最大结合状态时 

极化值 °分别为  ? 和  ?  χ因子值为

1见图 ∀

Φιγυρε 4  ƒ∏   ¬ ∏ 

ƒ×≤ 2÷ 2  ¬⁄  # 


ƒ×≤ 2
÷ 2 ω ) ω  ∏ Λ√∏

 2   √  

¬∏υ ) υ   # 


÷ 2 

 # 


¬⁄  ∏  √

 ×∏χ √∏1

## 药学学报 °∏≥  



5  筛选结果

按照以上建立的 ×≥实验方法 对  个样

品 包括  个单体化合物和  个天然产物 

进行了筛选 对其中 个样品进行了复筛 最终确

定 个化合物与 ÷ 2有较高的结合活性 复孔

结果基本一致 和 计算的 ≤

值分别为 11和 1 Λ# 
 ∀

讨论

极化荧光 ƒ°方法是一种均相反应系统 生物

分子之间相互作用后不用过滤分离游离的荧光标记

物 而可以直接测定信号的 /同质 0技术 ≈ ∀一个带

有荧光基团分子的极化值与分子的旋转松弛时间或

旋转 1β所需时间成正比 旋转松弛时间与溶液

黏度和分子体积成正比例 而与体系的绝对温度和

气体常数成反比例 如果溶液黏度和体系温度固定

不变 则极化值只与分子大小成正比 ∀极化值信号

与溶液中荧光团分子的旋转速度有密切的关系 而

分子的旋转速度又与其大小正相关 ∀该方法可用于

分析 ⁄2蛋白 !蛋白 2蛋白 !蛋白 2小分子等之间的

相互作用 因此 ƒ°检测技术在新药的研究中具有

天然的优势 分子体积的变化可源于两个分子的结

合或解离 !分子降解 !构象改变等 ≈ ∀

在 ƒ°实验中 荧光标记分子的体积或量变化

越大 则极化值的变化越大 当荧光素标记于小分子

时 其与大分子结合后分子量增大 旋转速度明显减

小 则引起极化值的显著升高 有利于活性化合物的

发现 当标记于大分子时 其与小分子结合后引起复

合物分子的体积或量的变化不明显 旋转速度的变化

较小 极化值的改变不显著 就可能使活性化合物不被

发现 因此荧光物通常被标记于分子量相对小的分子 ∀

本研究以 ÷ 2为靶点 ÷ 2与其配体

¬⁄的相互作用为基础 建立了竞争性置换结合

的 ƒ°检测分析方法 并进行 ×≥发现和寻找其特

异性配体 ∀ ÷ 2分子质量约为  ⁄由于其分

子质量远远小于 ¬⁄  ⁄的分子质量 作

者将 ƒ×≤ 标记在 ÷ 2上 经过条件优化 在

¬⁄过量的情况下使 ƒ×≤ 2÷ 2与 ¬⁄充分

结合 然后加入待筛小分子化合物 如果加入的小分

子化合物置换出 ¬⁄而与 ÷ 2结合 则它们

的旋转速度会明显增加 极化值降低 根据加入待筛

选样品前后极化值的变化 发现 ÷ 2的配体 ∀

结果显示 ƒ×≤ 2÷ 2在完全游离和最大结合时 

极化值的变化大于  °而且在  至  的

不同反应时间内 检测极化值没有显著差异 说明本

实验建立的方法具有较高的灵敏性和稳定性 ∀样品

库化合物原液均用 ⁄ ≥溶解 本实验也排除了

⁄ ≥对极化值的影响 ∀

×≥的最终目的是发现活性化合物 为了保证

所筛选出化合物的 /质量 0有必要对 ×≥实验体系

进行评价 χ因子是目前被广泛用于评价 ×≥方法

的参数 ≈ ∀本实验 χ因子为 1表明本实验所建

立的 ×≥实验方法有较高的可靠性 ∀

≥是引起严重心血管疾病的基础 本实验结合

最新研究成果 以 ÷ 2为靶点 建立了灵敏 !稳

定和可靠的基于 ƒ°的 ×≥方法 为寻找和发现针

对于 ≥的新药进行了初步的研究 ∀

Ρ εφερενχεσ

≈ ≥∏× ∏ × ετ αλ  

¬2  ≈ Νατυρε

386  

≈ ∏×      ετ αλ ⁄√

 ∏  ∏

√ ≈  Χοµ β Χηεµ Ηιγη Τηρουγηπυτ Σχρεεν

6  

≈  ° ° 2∏∏ 

  ∏ ≈  Χυρρ Οπιν Χηεµ

Βιολ 4  

≈    √ ετ αλ ≤

  ∏∏ ∏   

∏   ≈  Αναλ Βιοχηεµ 

88  

≈ ≤   ⁄√ ετ αλ  

   ⁄ ¬   

∏ √ ∏ 2
¬√ ≈ ϑ Λιπιδ Ρεσ 32 

  

≈        √  

∏  ∏ ∏

  2  ≈  Αναλ Βιοχηεµ 

72  

≈    ≤∏ ×⁄ ∏    

∏ √∏ √ 

∏∏≈ ϑ Βιοµ ολ Σχρεεν

4  

≈  ⁄  ≤ ≤ ƒ∏ 

   ∏∏ ≈  Χοµ β Χηεµ Ηιγη

Τηρουγηπυτ Σχρεεν 6  

≈ ≤ ƒ∏    

∏∏ √≈

ϑ Βιοµ ολΣχρεεν 5  

##张天泰等 基于极化荧光方法的人 ÷ 2配体高通量筛选




