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应用压电石英晶体生物传感器研究赤芍801与
ET一1间的相互作用

李 静1 吴宝艳1 蒋跃绒2 殷惠军2 黄加栋1 陈可冀2 陈 强1

摘要 目的 采用体外实验的方法，直接检测活血化瘀中药赤芍有效成分赤芍801与细胞因子内皮素一

1(ET一1)间的相互作用，探讨其作用的可能的靶点和分子机理。方法 应用压电石英晶体生物传感器——

石英晶体微天平(QCM)检测赤芍801与ET—l之间的特异性结合。在QCM金基片表面经活化后接合上亲

和素，继而将生物素衍生化的ET—l固定于基片表面，加入赤芍801，检测赤芍801与ET一1之间的相互作用。

每一步结合反应后，均用磷酸盐缓冲液(PBS)冲洗以去除非特异性吸附。结果 赤芍801与ET一1发生特异

性结合。结论ET一1可能是赤芍801体内作用靶点之一，即赤芍801通过与ET一1结合，阻碍ET一1与其受

体间的结合，从而拮抗ET—l的作用，扩张血管，抑制血小板聚集。

关键词 赤芍801；内皮素一l；石英晶体微天平
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objectiVe To explore the possible target and molecular mechanism of Radix Paeoniae 80 1(RP80 1)，an

effective ingredient extracted from Radix Paeoniae，the Chinese herbal medicine for activating bl∞d circulation

to remoVe bl∞d stasis，using experimentalin vitro method by directly detecting the interaction between RP80 1

and endothelin一1 (ET一1)． Methods Piezoelect“c quartz crystal biosensor， namely， the quartz crystal mi—

crobalance(QCM)was used to detect the specific combining between RP80 1 and ET一1 by binding avidin to the

pre—actiVated Au surface of electrode of QCM，followed by immobilizing biotinylated ET一1 to it，and adding

RP801，then the binding curve was recorded．PBS washing was applied at the end of every steps of combining

reaction for dissociate the non—specific absorption．Results Specific combining of RP80 1 and ET一1 was fOund．

Conclusion ET一1 could possibly be one of the acting targets of RP80 1 in the body，that is，RP80 1 could com—

bine with ET一1 to impede the binding of ET一1 with its receptor，So as to counteract the action of ET一1，dilate

bl∞d vessels and inhibit platelet aggregation．

Key words Radix Paeoniae 80l；endothelin一1；quartz crystal microbalance

赤芍80l又名通脉酯，是由中药赤芍(Paeonia

lactiflora Pall)原成分经化学结构改造而成的单体药

物——没食子酸丙酯(propyl gallate，PrG)，配成水

溶液经冷冻干燥制成的灭菌制剂⋯。该药有很强的抑

制血小板血栓素A2(TxA2)形成的作用，同时又促

进动脉内前列腺素(PGl2)样物生成旧’，抑制血栓的

形成，有对抗血小板凝集、疏通栓塞、保护心肌缺血
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损伤等作用旧3。主要用于治疗脑血栓疾病、冠心病、

心绞痛等疾病H’5’。尽管目前对赤芍801的化学结构、

生物学效应、临床功效等都有了较深入的研究，但其

作用的体内靶点和分子机理仍不清楚。针对目前的这

种研究状况，依据现代中医药学“中药的作用机理可

能是调节细胞因子网络的功能态平衡”的观点№，，本

研究应用压电石英晶体生物传感器检测赤芍801与

ET一1的特异结合，就赤芍801的作用靶点和作用机

理及其与受体的相互作用作了初步的研究，为赤芍

801乃至中药作用机理的研究提供了一种新的思路和

方法。
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材料与方法

l 材料

1．1药品 注射用桔丙酯(注射用赤芍801)为

福建省闽东力捷迅药业有限公司产品，批号：021201，

加入生理盐水溶解，浓度为lmg／ml。

1．2 试剂 avidin、biotin—N—hydroxysuccinimide

ester(BNHs)、a一硫辛酸(a—TA，10mmol／L)购自sigma

公司；rhendothelin一1购自Alexis公司；盐酸1一乙一3一(3一

二甲基氨基丙基)碳二亚胺(EDC)和N一羟基琥珀酰亚

胺(NHS)为上海化学试剂有限公司生产；甲醇

(100％)、KCl、NaCl、NaH2P04、Na2HP04均为天津市

大茂化学试剂厂生产；磷酸盐缓冲液(PBS，0．0lmol／L

磷酸钠，0．138mol／L NaCl，0．027mol／L KCl，pm．4)。
以上试剂均为分析纯。

1．3仪器石英晶体微天平(Quartz crystal Mi—

crobalance，QCM)：SEIKo QCA 917型，Winchem软

件；AT—cut金石英晶体基片：表面积(0．19±0．01)×

10_4m2，厚度0．3mm，Fn=9MHz，均购自EG&G公

司；超声波清洗器(KQ218型，昆山市超声仪器有限公

司)等。

QcM又称压电石英晶体生物传感器，是一种高灵

敏度的质量检测器，理论上检则灵敏度可达到ng级。

其工作原理是基于AT切割的石英晶体震荡片及其上

的逆压电效应。当有物质在石英晶片上吸附或沉淀

时，晶体震荡频率发生变化(△F)，它与晶片上沉积物

的质量变化(△M)间有一简单的线性关系‘7】。QCM基

片共振频率的变化△F与吸附物质量m的关系如下：

△F=一2F02(p。‰)_1／2m／A。其中F0：石英基本振动

频率：pq：石英的密度，2．65×103kg／m3；‰：剪切模量，

2．95×1010Pa；A：基片表面积。

本实验中使用的是AT—cut基片，石英基本振动频

率Fn=9MHz，基片表面积为(0．19±0．01)×10_4m2，

因此可以得到：△F=一1．83×108△m／A

2实验方法

2．1 ET一1生物素衍生化 4肛g重组人ET一1加

入200扯l 0．01mol几pH7．4 PBS，与20肛l 10mg／ml N一

羟琥珀酰亚胺活化生物素室温避光反应4h，104r／min

超滤离心10min，将产物即生物素衍生化的ET一1溶于

200ul PBS。

2．2 QCM基片活化后，将avidin接合到QCM

基片上，见图1。先将QcM金基片用去离子水清洗，

再用纯甲醇浸泡1h，然后用去离子水冲洗3遍，用超

声波清洗3min，晾干。在金基片上加上10”1 10mmol／

L的a—TA，平衡30min后，用去离子水冲洗。依次加

入100mg／ml EDC和100mg／ml NHS各10pl，平衡

，)nrn；n田士蛮干7k冲潍一_fln人州；r{；n平衙1 h—

QcM盒基片 }占化晌QcM爷堆片 L搓竹aV⋯n册ULM莅堆斤

图1 QCM基片活化并接合avidin示意图

(弋a—TA饕avidin)
2．3 生物素衍生化的ET一1与QCM基片表面上

的avidin接合固定于基片表面，见图2。将生物素衍

生化的ET一1加到avidin修饰的QCM基片上，结合反

应50min，用PBS冲洗。

已接台avld；n的QcM金基片 加^生物素衍生化的Err一1 ET-1 I固定于Q(：M金基片表面

图2 ET—l在基片表面的固定：利用biotin—avidin的特异亲

和作用，将生物素衍生化的ET一1固定于QcM金基片表面。

(，生物素衍生化的ET一1)
’

2．4赤芍80l与生物素衍生化的ET．1接合，见

图3。在2．3的基础上，加入赤芍80l，结合反应

30min，用PBS冲洗。

图3赤芍801与生物素衍生化的ET一1结合(m赤芍801)

结 果

1 生物素衍生化的ET一1在QCM基片表面的固

定 见图4。生物素衍生化的ET—l到达结合有avidin

的QCM金基片表面，由于生物素一亲和素间的特异性

亲和作用，生物素衍生化的ET一1结合到基片表面，晶

体震荡频率发生了变化，曲线下降。用PBS冲洗以去

除非特性异性吸附至基片表面的物质，曲线略有所

回升。

2 赤芍801与ET一1的相互作用 见图5。在固

定有ET一1的基片表面加入赤芍80l后，由于赤芍80l

与ET—l的结合，晶体震荡频率减小，曲线下降。充分

反应后用PBS清洗以去除非特性异性吸附，曲线有所

回升。上述实验结果表明：赤芍80l能与ET—l在体

外发生特异性结合。
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图4 加入生物素衍生化的ET-1后的QCM振频频率变化曲线

注：(1)加入生物素衍生化的ET-l；(2)PBs冲洗；露代
表结合至QCM基片表面的ET一1的量

图5加入赤芍801后的QCM振频频率变化曲线

注：(1)加入赤芍801；(2)PBs冲洗； 鋈代表与QcM
基片表面的ET一1结合的赤芍801的量

讨 论

本研究揭示了赤芍801可与ET—l发生特异性结

合，因此除已有报道的血栓素A2外，赤芍801在体内

的作用靶点还有ET一1途径。ET一1是迄今发现最强

的缩血管物质之一，也是较强的血小板致聚剂，因而成

为诸多活血化瘀中药扩血管、抗血小板聚集的主要作

用途径旧’9 3。赤芍801通过与ET一1结合，阻碍ET一1

与ET一1受体的结合，从而拮抗内皮素的作用，扩张血

管，抑制血小板聚集。

压电石英晶体生物传感器具有高特异性、高灵敏

度、高检测精度等优点，经查此前尚未见到压电石英晶

体生物传感器应用于中药有效成分作用机理研究的报

道，本研究为中药作用机理的研究提供了一种新的思

路和方法。
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