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［摘要］　目的：研究ＥｐｉｂｕｅｒｏｐｙｒｉｄｉｕｍＡ对醛糖还原酶的抑制作用。方法：醛糖还原酶通过硫酸铵分级沉淀从牛眼晶状体

中提取，在含有ＤＬ甘油醛、醛糖还原酶、ＮＡＤＰＨ的反应体系中，加入一定浓度的ＥｐｉｂｕｅｒｏｐｙｒｉｄｉｕｍＡ，通过３４０ｎｍ处光密度

的变化来反映ＥｐｉｂｕｅｒｏｐｙｒｉｄｉｕｍＡ对酶活性的抑制作用。阳性对照为依帕司他，采用双倒数作图的方法确定抑制类型，二次

作图法求Ｋｉ，以抑制剂浓度对抑制率作图求ＩＣ５０。结果：ＥｐｉｂｕｅｒｏｐｙｒｉｄｉｕｍＡ能显著抑制醛糖还原酶的活性，为竞争性抑制，

其半数抑制剂量ＩＣ５０为４．２μｇ／ｍｌ，Ｋｉ值为４．８８μｇ／ｍｌ。结论：ＥｐｉｂｕｅｒｏｐｙｒｉｄｉｕｍＡ是醛糖还原酶的竞争性抑制剂。
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　　多元醇代谢通路在高血糖条件下的激活是糖尿
病并发症发生与发展的重要原因之一，该通路的关
键限速酶醛糖还原酶（ａｌｄｏｓｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＡＲ）在高血
糖时，催化葡萄糖大量转化为不易透过细胞膜的山
梨醇，致使山梨醇在晶状体等组织中大量蓄积，引起
细胞渗透性损伤，最后导致糖性白内障的发生［１，２］，
因此ＡＲ可以作为糖性白内障药物治疗的作用靶
点。本实验研究从传统中药玄参中分离提取的环烯
醚萜成分对ＡＲ的抑制作用。

１　材料和方法

１．１　仪器和试剂　新鲜的牛眼购自上海牛羊肉公
司，硫酸铵购自上海化学试剂有限公司，ＤＬ甘油醛
和ＮＡＤＰＨ（还原型辅酶Ⅱ）为Ｓｉｇｍａ公司产品，依
帕司他片由扬子江药业集团提供（批号：２００５０３０２），

７５２Ｃ紫外分光度计为上海分析仪器厂生产。

１．２　玄参中ＥｐｉｂｕｅｒｏｐｙｒｉｄｉｎｉｕｍＡ的分离提取　
玄参根细粉经９５％、６０％乙醇回流提取５ｈ后，合并
提取液，减压浓缩，浓缩液加水后分别用乙酸乙酯及
正丁醇萃取，正丁醇部分经大孔吸附树脂柱、水以及

３０％、６０％、９５％乙醇水溶液洗脱，分为４个部分，

３０％、６０％乙醇洗脱部分再经ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ２０硅胶
柱层析、Ｃ１８反相柱（甲醇 水＝３７）分得单体化
合物。

１．３　牛眼晶状体中 ＡＲ的分离　参照 Ｃｈａｋｒａｒｔｉ
等［３］报道的分离方法，所有步骤在＜４℃和５ｍｍｏｌ／

Ｌβ巯基乙醇条件下进行。牛晶状体称质量，组织
匀浆，离心（１８０００ｒ／ｍｉｎ，３０ｍｉｎ），收集上清，硫酸
铵分离沉淀，最后硫酸铵的饱和度为７５％，沉淀溶
解后透析，即得ＡＲ粗提物。

１．４　 酶活性测定［４］　 反应液包括 ｐＨ６．２，６７
ｍｍｏｌ／Ｌ的钠钾缓冲液，５ｍｍｏｌ／Ｌβ巯基乙醇，１
ｍｍｏｌ／Ｌ的ＤＬ甘油醛，０．２ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＮＡＤＰＨ，

０．６ｍｍｏｌ／Ｌ的硫酸锂，酶溶液６０μｌ，反应总体积为

７２０μｌ，反应在２５℃中进行，以加入ＤＬ甘油醛为启
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动，以３４０ｎｍ处光密度的下降量表示ＡＲ活性。上
述反应体系中再加入一定浓度（２．０、４．０、８．０μｇ／

ｍｌ）的ＥｐｉｂｕｅｒｏｐｙｒｉｄｉｎｉｕｍＡ溶液，阳性对照采用依
帕司他（１μｇ／ｍｌ），空白对照中不加样品，反应同样
以加入ＤＬ甘油醛为开始。

１．５　酶抑制动力学参数的测定　采用双倒数作图
的方法，确定抑制剂的抑制类型。利用二次作图法
求取Ｋｉ值。通过抑制剂的不同浓度对抑制率作图，
求得半数抑制剂量ＩＣ５０。

２　结　果

２．１　化合物的结构鉴定　通过层析，共得到１１种
水 溶 性 成 分，运 用 ＩＲ、ＦＡＢＭＳ、１ＨＮＭＲ、
１３ＣＮＭＲ、１Ｈ１ＨＣＤＳＹ、ＨＭＢＣ、ＨＭＱＣ、ＣＤ等多
种光谱学方法鉴定它们的结构。其中Ｂｕｅｒｏｐｙｒｉｄｉ
ｍｉｕｍＡ，ＥｐｉｂｕｅｒｏｐｙｒｉｄｉｎｉｕｍＡ、Ｂｕｅｒｏｐｙｒｉｄｉｍｉｕｍ
Ｂ、ＥｐｉｂｕｅｒｏｐｙｒｉｄｉｎｉｕｍＢ为首次发现的新化合物，
经过初步筛选，我们采用ＥｐｉｂｕｅｒｏｐｙｒｉｄｉｎｉｕｍＡ进
行药理试验。

２．２　反应体系有效性确定　改变底物ＤＬ甘油醛
的浓度，酶促反应速度变化呈矩形双曲线（图１），证
明此条件下反应体系是有效的。

图１　底物ＤＬ甘油醛浓度与反应速度的关系

Ｆｉｇ１　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ

ＤＬｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅａｎｄｒｅａｃｔｉｏｎｖｅｌｏｃｉｔｙ

２．３　ＥｐｉｂｕｅｒｏｐｙｒｉｄｉｎｉｕｍＡ对 ＡＲ的抑制作用　
固定 ＤＬ甘油醛的浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ，改变 Ｅｐｉ
ｂｕｅｒｏｐｙｒｉｄｉｎｉｕｍＡ的浓度（２．０、４．０、８．０μｇ／ｍｌ），
测定３４０ｎｍ处光密度值的变化，通过双倒数作图
（图２），确定ＥｐｉｂｕｅｒｏｐｙｒｉｄｉｎｉｕｍＡ的抑制类型为
竞争性抑制。

　　抑制常数Ｋｉ通过双倒数图的斜率对抑制剂浓
度作图，即二次作图法（图３），求得 Ｅｐｉｂｕｅｒｏｐｙｒｉ
ｄｉｎｉｕｍＡ抑制ＡＲ的Ｋｉ值为４．８８μｇ／ｍｌ。通过抑
制剂浓度对抑制率作图（图４），求得半数抑制剂量

ＩＣ５０为４．２μｇ／ｍｌ。

图２　ＥｐｉｂｕｅｒｏｐｙｒｉｄｉｎｉｕｍＡ抑制ＡＲ双倒数图

Ｆｉｇ２　ＤｏｕｂｌｅｒｅｃｉｐｒｏｃａｌｐｌｏｔｏｆＥｐｉｂｕｅｒｏｐｙｒｉｄｉｎｉｕｍ

Ａｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇａｌｄｏｓｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ

图３　二次作图法求抑制常数Ｋｉ

Ｆｉｇ３　Ｋｉｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄｔｈｒｏｕｇｈｑｕａｄｒａｔｉｃｄｒａｗｉｎｇ

图４　抑制剂ＥｐｉｂｕｅｒｏｐｙｒｉｄｉｎｉｕｍＡ浓度对抑制率作图

Ｆｉｇ４　ＰｌｏｔｏｆＥｐｉｂｕｅｒｏｐｙｒｉｄｉｎｉｕｍＡ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅ

３　讨　论

　　ＡＲ作为治疗糖尿病并发症的药物作用靶点，
自２０世纪７０年代开始有多种 ＡＲ抑制药物面世，

１９７８年辉瑞公司开发出第一个在体内外均有较高
活性的海因类ＡＲ抑制剂ｓｏｒｂｉｎｉｌ，但由于严重的过
敏反应被迫中止了临床试验，继ｓｏｒｂｉｎｉｌ之后，一些
活性更强的同系物也陆续被合成，对治疗糖尿病性
白内障起到积极的作用。但由于是化学合成药物，
长期应用会有较大的不良反应。

　　我国科学工作者也长期在天然的中草药中寻找
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ＡＲ的有效抑制剂，这类化合物主要为黄酮类，如槲皮
素、水飞蓟宾、陈皮苷、葛根素、五味子石油醚的提取
物木脂素、笕桥地黄根的甲醇提取物环烯醚萜苷等对

ＡＲ均有抑制作用［５］。玄参是著名的传统中药，使用
历史悠久，本课题组长期从事玄参植物化学成分和药
理作用的研究，证明其主要有效成分为环烯醚萜苷类
化合物，获得十几个新的化合物，并首次发现Ｅｐｉ
ｂｕｅｒｏｐｙｒｉｄｉｎｉｕｍＡ体外对醛糖还原酶有较强的抑制
作用，有望开发成为新的治疗糖性白内障的药物。
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