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超滤亲和-液质联用和分子对接技术筛选毛菊苣根中 α-葡萄糖苷酶抑制剂 
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摘  要：目的  采用超滤亲和-液质联用（Ultra-filtration affinity-liquid chromatography-mass spectrometry，UF-LC-MS）和分

子对接技术筛选毛菊苣 Cichorium glandulosum 根中 α-葡萄糖苷酶抑制剂。方法  通过超滤亲和-液质联用技术筛选并鉴定毛菊苣

根中的 α-葡萄糖苷酶抑制剂，发现有 4 个组分对 α-葡萄糖苷酶的活性具有抑制作用，进一步采用分子对接技术对这 4 个化

合物进行验证。结果  发现 2 个化合物对 α-葡萄糖苷酶具有较高的抑制作用，其中黄芩苷、山莴苣苦素在 0.1～2.0 mg/mL

呈良好的量效关系。结论  为利用 UF-LC-MS 和分子对接技术筛选天然产物中 α-葡萄糖苷酶抑制剂提供了参考，也为后续

研究毛菊苣降糖功效提供了基础。 
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Abstract: Objective  To screen α-glucosidase inhibitors from root extract of Cichorium glundulosum (CGR) by UF-LC-MS and 

molecular docking. Methods  The inhibitory activity of CGR extract was evaluated by establishing enzyme inhibitor model, 

Meanwhile, four active compounds from CGR extract were screened by UF-LC-MS and identified as α-glucosidase inhibitors, which 

were verified by using Autodock Software. Results  The results showed that two compounds that combined with α-glucosidase well 

were screened out, including baicalin and lactupicrin, which showed significant α-glucosidase inhibitory activity in the concentration 

range of 0.1—2 mg/mL in a dose-dependent manner. Conclusion  Our work provide theoretical basis for screening natural and high 

affinity enzyme inhibitors from CGR by using UF-LC-MS and molecular docking and further study of the hypoglycemic effect of C. 

glundulosum. 
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毛菊苣 Cichorium glandulosum Boiss. et Huet 为

菊科菊苣属草本植物，是维吾尔族民间习用药材。

维吾尔医认为毛菊苣可调节异常胆液质，降低肝火，

清胃之热，具有清热、利尿、消炎等功效，临床上

主要用于肝炎、肝纤维化和糖尿病的治疗[1-4]。同时

药理研究表明，毛菊苣具有降血糖、调血脂等药理

作用[5-6]，本研究旨在寻找毛菊苣中具有降糖作用的

天然活性成分。由于毛菊苣的化学成分组成复杂且

含量参差不齐，部分成分含量较低且存在多种成分

协同作用、多靶点治疗的现象[7-8]。因此，本研究选

择特异性的生物靶标筛选毛菊苣中的活性成分。 

α-葡萄糖苷酶是治疗 2 型糖尿病（T2DM）的靶点 
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之一。此类酶能从碳水化合物分子链非还原性末端

依次切开 α-l,4 糖苷键，并能缓慢水解 α-l,6 糖苷键，

最终将碳水化合物水解为单糖葡萄糖，是碳水化合

物水解的关键酶[9-12]。而 α-葡萄糖苷酶抑制剂则通

过可逆占据 α-葡萄糖苷酶与糖结合位点，抑制 α-

葡萄糖苷酶活性，从而降低多糖降解，延缓肠道对

碳水化合物的吸收，达到改善高血糖的效果。临床

广泛使用的 α-葡萄糖苷酶抑制剂有阿卡波糖（拜糖

平）、伏格列波糖（倍欣）等[13-14]。然而合成 α-葡

萄糖苷酶抑制剂会造成较严重的肝功能损伤、胃肠

道不适、胀气、腹泻等不良反应[15-16]。因此，从天

然产物中筛选获得更安全、高效的抑制剂，是 T2DM

治疗的研究热点。 

从天然植物中筛选降糖活性成分的方法有分子

印迹技术、细胞膜色谱法、磁珠吸附筛选等。相较

于这些方法，超滤亲和-液质联用（UF-LC-MS）技术

具有操作简便、检测灵敏、结果特异等优势[13,17-20]。

自 Van Breemen 等[21]将亲和超滤与液质技术结合，

以血清白蛋白和腺苷脱氨酶为靶点，成功地应用于

组合化合物库的筛选，使得更多的研究者将这一技

术运用于复杂体系中发现活性成分。如 Wang 等[22]

采用光电二极管阵列检测和电喷雾串联质谱

（UF-LC-PDA-ESIMS）联用技术从罗望子中筛选出

XOD 抑制剂；Fang 等[23]运用 UF-LC-MS 方法从红

曲霉发酵大米中发现了胰脂肪酶抑制成分。 

本课题组前期已完成毛菊苣种子体外活性成分

的筛选，筛选出 4 个 α-葡萄糖苷酶抑制剂，分别为

绿原酸、异绿原酸 A、异绿原酸 B、秦皮乙素。由

于毛菊苣具有良好的降糖疗效，根与种子中活性成

分虽不尽相同，但可相互辅佐、配伍用药，协同发

挥作用[24-25]。因此本实验对毛菊苣中的活性成分进

行筛选鉴定，为开发毛菊苣降糖成分提供理论依据。

具体研究步骤包括以下 4 步：（1）测定毛菊苣的 α-

葡萄糖苷酶抑制活性；（2）以 α-葡萄糖苷酶作为生

物靶点，采用 UF-LC-MS/MS 技术快速筛选毛菊苣

中的有效成分；（3）以筛选出的有效成分与 α-葡萄

糖苷酶进行分子对接，通过计算机辅助虚拟筛选出

高效的 α-葡萄糖苷酶抑制剂。（4）评价筛选所得化

合物的 α-葡萄糖苷酶抑制活性。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

毛菊苣购自新疆维吾尔自治区和田县，经石河

子大学药学院韩博副教授鉴定为菊科菊苣属植物毛

菊苣Cichorium glandulosum Boiss. et Huet 的地下

根部分，存放于新疆特种植物药重点实验室药剂学

研究室。 

4-硝基苯-α-D-吡喃葡萄糖苷（PNPG，批号

N1377a-1G）、阿卡波糖（批号 Y0000-427）、α-葡萄

糖苷酶（50 000～120 000，批号 G3651-50U）均购

于 Sigma-Aldrich 公司；秦皮甲素（质量分数≥98%，

批号 Z110740）、东莨菪内酯（质量分数≥98%，批

号 D1054）、山莴苣苦素（质量分数≥95%，批号

ES-3813）、黄芩苷（质量分数≥98%，批号 EB07435）

对照品均购于上海源叶生物有限公司；甲醇、乙腈

均为色谱纯，购于美国 Thermo Fisher 公司；其余试

剂为分析纯，实验用水为 Milli-Q 超纯水。 

2545 高效液相色谱仪、2489 紫外检测器、Xevo 

TQD 质谱联用仪（美国 Waters 公司）；Varioskan Flash

多功能酶标仪（美国热电公司）；Mili-Q Advantage A10

超纯水系统、Microcon 超滤离心管 YM-10（10 000，

美国 Millipore 公司）；Centrifuge 5424R 高速冷冻离心

机（德国 Eppendorf 公司）；QL-861 涡旋混合器（海

门市其林贝尔仪器制造有限公司）。 

1.2  样品处理 

取毛菊苣根，粉碎，过筛，精密称定 30 g，75%

乙醇回流提取 3 次，每次 2.5 h，合并提取液，稀释

至 4 mg/mL 的溶液。 

将 α-葡萄糖苷酶冻干粉溶于 10 mmol/L 的磷酸

盐缓冲溶液（pH 6.86）中，配制为 2 U/mL 的酶溶

液，用于活性分析。 

1.3  HPLC-MS/MS 分析条件 

1.3.1  HPLC 条件  Symmetry C18分析柱（250 mm×

4.6 mm，5 μm）；柱温 25 ℃；流动相为 0.2%甲酸

水溶液（A）-乙腈（B），梯度洗脱：0～5 min，12% 

B；5～15 min，12%～15% B；15～25 min，15%～

20%；20～40 min，20%～27% B；45～60 min，27%～

40% B，体积流量 1.0 mL/min；检测波长 254 nm；

进样量 20 μL。 

1.3.2  电喷雾质谱（ESI-MS）条件  正、负离子电

离模式，扫描范围 m/z 100～2 000，实验前质量数

均经过校正，毛细管电压 2 V。采用 ESI 电喷雾离

子源，离子源温度 200 ℃，锥孔气为氮气，碰撞气

为氦气。锥孔电压 35～60 kV，碰撞电压 15～35 V。 

1.4  毛菊苣根提取物的 α-葡萄糖苷酶活性实验 

以 PNPG 为底物，阿卡波糖为阳性对照，测定

毛菊苣提取物的酶抑制活性。实验分为空白组、阳
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性对照组，样品组和背景组（n＝3）。空白组不加样

品，背景组不加 α-葡萄糖苷酶液。其余组依次加入

PBS 缓冲液、样品和 α-葡萄糖苷酶液，于 37 ℃培

养箱中反应 15 min，加入底物 PNPG 溶液，孵育 20 

min，加入 0.2 mol/L 的 Na2CO3 溶液终止反应，立

刻测定 405 nm 处吸光度（A）值[26-29]。按照公式计

算其 α-葡萄糖苷酶抑制率（I），考察 0.1～2.0 mg/mL 

5 个不同质量浓度下毛菊苣提取物对 α-葡萄糖苷酶

的抑制活性。 
I = [Ab－(As－A0)]/Ab 

Ab为空白组 A 值；As 为样品组 A 值；A0为背景组 A 值 

1.5  超滤筛选活性分子 

移取毛菊苣根提取物溶液（4 mg/mL，100 μL）

和 α-葡萄糖苷酶溶液（2 U/mL，400 μL），加至磷

酸盐溶液（10 mmol/L，pH 6.86）中，置于 37 ℃培

养箱中反应 30 min，移至超滤管中，于 10 000×g

高速离心 15 min，向滤膜中加入 100 μL 磷酸盐溶液

（10 mmol/L，pH 6.86），离心清洗 3 次，洗去未结

合成分。再向滤膜中加入 100 μL 甲醇-水（1∶1，

pH 3.30）溶液，于 10 000×g 高速离心 10 min 释放

结合配体，重复 3 次，收集洗脱液，冷冻干燥后加

40 μL 甲醇-水溶液溶解，用于 HPLC-MS 分析[30-32]，

为了考察酶与底物的相互作用强度，设置了变性酶

（α-葡萄糖苷酶经 100 ℃高温灭活的对照实验），同

法处理进行实验，求出结合率（BD）。 

BD= (Ab－Ac)/Aa 

Aa为超滤筛选前毛菊苣根提取物溶液各化合物色谱峰面积；

Ab 为亲和作用后活性酶结合的各化合物的色谱峰面积；Ac

为变性酶结合的各化合物的色谱峰面积 

1.6  分子对接 

1.6.1  配体分子准备  以超滤亲和实验为基础，获

得的化学活性成分，使用 ChemBio 3D Ultra 14.0 绘

制化合物三维结构[8]，对小分子化合物进行 MM2 

Minimize Energy 力场优化，将转化好的分子保存为

PDB 格式备用。 

1.6.2  分子对接准备   选取 α-葡萄糖苷酶晶体

（PDB ID：2QMJ），在上述构建好的 α-葡萄糖苷酶

的三维结构基础上，利用 Autodock tools（Scripps

研究所的 Olson 实验室）剥离蛋白质三维结构中的

溶剂水分子和调节原子，Ligand 子程序包可对小分

子化合物进行处理，计算配体可旋转键个数，保存

为 pdbqt 格式。使用 Auto Grid（Scripps 研究所的

Olson 实验室）进行能量格点计算，格点盒子

（gridbox）设置为 6 nm×6 nm×6 nm，格点间距

0.037 5 nm，格点中心坐标为默认受体活性中心。

然后根据配体结构特性找到结合部位，将存储的文

件中的化合物与蛋白质分子进行柔性对接，在每一

个对接后，移动小分子的位置使之最匹配。排除结

合程度较低、位置不佳的化合物，记录配体与受体

对接位置及计算评分。以上所用参数除特别指明外，

均为默认参数。最后使用 PYMOL 1.2（DeLano 

Scientific LLC 公司）软件做图。 

1.7  活性化合物的 α-葡萄糖苷酶抑制活性验证 

参照“ 1.4”项下方法，对毛菊苣根中经

UF-LC-MS 和分子对接筛选出的化合物进行体外酶

活性抑制实验的验证。 

2  结果与分析 

2.1  毛菊苣根提取物的 α-葡萄糖苷酶活性实验结果 

α-葡萄糖苷酶的抑制活性测定结果见表 1。毛

菊苣根提取物质量浓度为 1.6 mg/mL 时，抑制率可

达到 74.5%。相同浓度下，阳性对照阿卡波糖的抑

制率为 87.4%，显示毛菊苣根提取物具有较好的 α-

葡萄糖苷酶抑制活性且呈现剂量依赖性。推测毛菊

苣根中可能存在部分有效成分通过占据α-葡萄糖苷

酶与糖的络合位点形成受体-配体复合物，从而抑制

了 α-葡萄糖苷酶的活性。 

2.2  超滤筛选活性分子 

与毛菊苣根提取物的色谱图（图 1-A）相比，

发现在超滤筛选实验条件下，毛菊苣根提取物中只

有部分化合物能够与 α-葡萄糖苷酶结合（图 1-B）； 

表 1  毛菊苣根提取物的 α- 葡萄糖苷酶抑制活性

( 3 n , sx ) 

Table 1  Inhibitory activity of CGR extract against 

α-glucosidase at different concentrations ( 3 n , sx ) 

组别 ρ/(mg·L−1) 抑制率/% 

0.1 59.5±1.1 

0.4 68.1±1.6 

0.8 69.7±2.3 

1.2 72.1±1.7 

1.6 74.5±1.1 

毛菊苣根提取物 

2.0 77.1±1.1 

阿卡波糖 0.1 74.5±0.5 

 0.4 78.8±0.8 

 0.8 79.3±0.5 

 1.2 87.2±0.5 

 1.6 87.4±1.3 

 2.0 93.2±0.8 
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A-毛菊苣根提取物原色谱图  B-毛菊苣根提取物与活性和灭活 α-葡萄糖苷酶相互作用  C-阿卡波糖与 α-葡萄糖苷酶相互作用体系  D-未加 α-

葡萄糖苷酶的空白对照 

A-CGR extract stock solution  B-ultrafiltration HPLC screening of CGR extract for binding to active and denatured α-glucosidase  C-ultrafiltration 

HPLC screening of acarbose for binding to α-glucosidase  D-control assay of CGR extract without α-glucosidase 

图 1  不同靶向亲和作用体系的高效液相色谱图 

Fig. 1  HPLC chromatograms of different targeted affinity systems 

毛菊苣根提取物与活性α-葡萄糖苷酶发生结合后的

色谱峰面积部分高于灭活酶组。当活性成分与 α-葡

萄糖苷酶发生特异性结合后，活性酶组捕获的配体

所对应的峰强度和峰面积均应大于灭活酶组，因此

可根据峰面积的变化情况来反映化合物与 α-葡萄

糖苷酶的结合率。通过比较各峰高和计算峰面积下

降比，筛选出 4 个峰（图 1-B），各峰与 α-葡萄糖

苷酶的结合率均大于 21.7%。而图 1-B 中未标注序

号的峰的峰高和峰面积无显著性差异，这可能由于

浓度较大的化合物占据 α-葡萄糖苷酶活性位点的

概率比浓度小的化合物大所致。以阳性对照阿卡波

糖进行了超滤实验（图 2-C），证明本实验方法准

确性较好。与空白对照的色谱图（图 2-D）相比，

本方法可有效避免小分子化合物吸附到超滤膜而

造成的假阳性结果。 

2.3  MS/MS 分析和结构鉴定 

结合特异性筛选结果，从毛菊苣根提取物中检

测到 4 个化合物与 α-葡萄糖苷酶发生结合，结果如

表 2 所示，通过分析一级全扫描质谱与二级质谱碎

片，初步预测毛菊苣根中 α-葡萄糖苷酶抑制剂为香

豆素类、黄酮类、倍半萜类，通过质谱对碎片进行

分析，结构见图 2。 

化合物 1 在一级全扫描质谱中准分子离子峰为

191，在二级质谱分析中丢失 1 个分子 CO 和 OCH3

产生碎片离子 165.452 3、133.003 2，结合保留时间

和文献报道[33]，鉴定化合物 1 为东莨菪内酯。 

化合物 2 在一级全扫描质谱中准分子离子峰为

339，化合物 2 在二级质谱分析中产生了碎片离子

223.104 7、149.133 2、114.100 7，结合保留时间和

文献报道[34]，鉴定化合物 2 为秦皮甲素。 

表 2  预测化合物 HPLC-MS/MS 分析结果 

Table 2  Analytical results of prediction compounds by HPLC-MS/MS 

峰号 tR/min 分子式 误差 (×10−6) 模式 m/z MS/MS 预测化合物

1 3.07 C10H8O4 −3.2 [M＋H]＋ 191.364 7 193.364 7, 165.452 3, 133.003 2 东莨菪内酯

2 36.01 C15H16O9 1.6 [M＋H]＋ 339.000 9 339.000 9, 223.104 7, 149.133 2, 114.100 7 秦皮甲素 

3 46.80 C21H18O11 2.7 [M＋H]＋ 445.078 2 447.078 2, 268.154 6, 251.616 1, 223.482 4, 195.169 5 黄芩苷 

4 48.95 C23H22O7 −1.8 [M－H]− 409.234 8 409.234 8, 257.191 3, 213.275 1,150.707 8, 107.232 8 山莴苣苦素

活性酶 
变性酶 

C                                                           D 

0   10   20   30   40   50   60   70   80 
t/min 

2

1

3 

4 

0  10   20  30   40  50   60  70  80   90 
t/min

A                                                           B 



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 50 卷 第 2 期 2019 年 1 月 

   

·348· 

  

图 2  毛菊苣根中 α-葡萄糖苷酶抑制成分的化学结构 

Fig. 2  Chemical structures of α-glucosidase inhibitior in roots of C. glundulosum 

化合物 3 在一级全扫描质谱中准分子离子峰为 445，

在二级质谱分析中丢失 1 个葡萄糖基产生碎片离子

268.154 6，继而丢失 1 分子H2O、1 分子CO、1 分子

CHO 产生碎片离子 251.616 1、223.482 4、195.169 5，

结合保留时间和文献报[35]，鉴定化合物 3 为黄芩苷。 

化合物 4 在一级全扫描质谱中准分子离子峰为

409，在二级质谱分析中丢失 1 个 4′-hydroxyphenyl 

acetoxy，产生碎片离子 257.191 3，随后丢失 2 个中

性分子 CO2产生碎片离子 213.275 1、150.707 8，与

对照品对比并结合文献报道和保留时间[36]，鉴定化

合物 4 为山莴苣苦素。 

2.4  分子对接结果 

采用分子对接方法，评价各化合物与 α-葡萄糖苷

酶对接评分和空间结合模式，结果见图 3。对接评分

大小次序为：山莴苣苦素＞黄芩苷＞东莨菪内酯＞秦

皮甲素。从空腔位置分析，秦皮甲素、东莨菪内酯可

与 α-葡萄糖苷酶结合，但结合能力较低，空腔位置占

据较小，缺乏氢键支持。山莴苣苦素、黄芩苷空腔占

据位置较大，氢键数多，相对结合能力较强。因此推

测山莴苣苦素、黄芩苷可作为高效 α-葡萄糖抑制剂。 

 
 

图 3  东莨菪内酯 (A)、秦皮甲素 (B)、黄芩苷 (C) 和山莴苣苦素 (D) 的分子对接结果 

Fig. 3  Results of scopoletin (A), esculin (B), bailalin (C) and lactupicrin (D) by molecular docking 

2.5  活性化合物对 α-葡萄糖苷酶抑制活性验证 

根据计算抑制率大小对比发现，山莴苣苦素＞

黄芩苷＞东莨菪内酯＞秦皮甲素。如图 4 所示，随

着质量浓度的提高，各化合物对 α-葡萄糖苷酶活性

的抑制率随之提高，说明其对酶的抑制活性在一定

质量浓度范围内呈现出明显的剂量效应关系，通过

对比 IC50 值发现，山莴苣苦素 IC50 值为 5.5 

μmol/mL，黄芩苷的 IC50值为 10.6 μmol/mL，与阳

性对照阿卡波糖较为相近，表明二者对 α-葡萄糖苷

酶抑制作用较强，抑制率与浓度呈正比，存在明显

的酶抑制活性。这与分子对接预测结果相吻合，如

表 3 所示。山莴苣苦素作为倍半萜类化合物具有降

血糖、抗菌、调血脂、镇痛镇静的药理作用，但降

血糖机制尚不明确。而黄芩苷作为黄酮苷类化合物，

广泛存在于毛菊苣的根中，由于结构的特殊性，

可能通过糖原合成，增强糖异生，降低肿瘤坏死

因子-α（TNF-α）而发挥作用，且可能通过 AMPK

通路实现抗氧化作用[35,37-39]。东莨菪内酯与秦皮

甲素均属于苯丙素类化合物，其作用机制与氧化应

激有关，具体表现为明显降低血浆和肝脏匀浆的

MDA、NO2含量，增加血清中胆固醇和磷脂的水平[40]。

而山莴苣苦素的作用机制未见明确报道。本实验首次

探究了上述化合物可通过抑制 α-葡萄糖苷酶活性从

而发挥降血糖作用。 

3  讨论 

本研究通过建立酶-抑制剂模型，结果毛菊苣根 

东莨菪内酯                     秦皮甲素                      黄芩苷                        山莴苣苦素 
Energy: −3.3 kcal·mol −1          Energy: −1.7 kcal·mol −1                Energy: −3.3 kcal·mol −1               Energy: −3.3 kcal·mol −1
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图 4  东莨菪内酯 (A)、秦皮甲素 (B)、山莴苣苦素 (C)、黄芩苷 (D) 的剂量反应曲线 ( 3 n , sx ) 

Fig. 4  Dose-respose curves of scopoletin (A), esculin (B), lactucin (C), and baicalin (D) ( 3 n , sx ) 

 

表 3  各 α-葡萄糖苷酶抑制成分的抑制率及 IC50 值比较

( 3 n , sx ) 

Table 3  Inhibition activity and IC50 value of compounds 

against α-glucosidase and its pharmacological action 

( 3 n , sx ) 

抑制率/% 
成分 

0.1 mg·mL−1 0.2 mg·mL−1 
IC50/ (μmol·mL−1)

东莨菪内酯 60.8±1.6 82.3±1.6 17.76±0.21 

秦皮甲素 37.5±1.4 71.4±1.4 30.74±0.08 

山莴苣苦素 71.7±0.7 89.5±0.7 5.51±0.03 

黄芩苷 52.3±1.1 86.7±1.1 10.62±0.13 

提取物显示出良好的 α-葡萄糖苷酶抑制活性，为了

探究其发挥抑制作用的具体物质基础，利用

UF-LC-MS 技术从毛菊苣根提取物中筛选到 4 个潜

在的抑制 α-葡萄糖苷酶活性成分，进行鉴定归属，

预测为秦皮甲素、东莨菪内酯、山莴苣苦素、黄芩

苷。结果发现随着上述 4 个化合物质量浓度的升高，

其抑制作用逐渐增强，且在一定质量浓度范围内呈

量效抑制关系，通过量效曲线，发现这 4 个化合物

具有良好的α-葡萄糖苷酶抑制活性并与α-葡萄糖苷

酶形成竞争抑制效应。而通过分子对接技术，发现

以上 4 个化合物对接方式及位点并不相同，其中山

莴苣苦素、黄芩苷与 α-葡萄糖苷酶结合较为亲和，

对 α-葡萄糖苷酶抑制作用也较强。推测 4 个化合物

发挥降糖疗效的作用机制存在一定差异。通过文献

证实，山莴苣苦素、东莨菪内酯、秦皮甲素。黄芩

苷均具有降血糖的功效，但作用机制尚未明确，对

其抑制α-葡萄糖苷酶活性而发挥作用的研究也较为

少见。因此本实验以 α-葡萄糖苷酶作为生物靶标，

提示这 4 个化合物可能通过抑制 α-葡萄糖苷酶活性

从而发挥降血糖作用，为上述化合物的降糖功效提

供了新思路及物质基础。 

综上所述，毛菊苣可能通过抑制肠道中 α-葡萄

糖苷酶活性，降低餐后血糖，但其降血糖作用是通

过单一化合物还是多种化合物联合作用，仍需进一

步研究。 
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