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要点
 – 可溶性环氧化物水解酶 (sEH) 抑制剂是治疗炎症和心血管疾病的一种颇具前景的
策略

 – 目前已开发出一种自动化的高通量筛选 (HTS) 平台，该平台用于鉴定小分子抑制
剂，能够在几天内使用极少样品检测大量化合物，而无需耗费数周时间

 – 使用该方法对 Cayman 抗炎筛选库中的所有 235 种化合物进行了筛选，并确定其
中 36 种化合物为潜在的 sEH 抑制剂

 – 这种 HTS 平台加速了药物发现。该平台还可用于基于 Cayman 或其他化合物库
的许多其他酶活性检测

前言
环氧化二十碳三烯酸 (EETs) 是花生四烯酸的细胞色素 P450 (CYP450) 代谢产物，
由 CYP450 表氧化酶形成，包括 4 种位置异构体：5(6)-EET、8(9)-EET、11(12)-
EET 和 14(15)-EET[1]。研究表明，EETs 具有广泛的抗炎作用和心脏保护作用[2]。
但 EETs 会被可溶性环氧化物水解酶 (sEH) 迅速水解为各自的二羟基二十碳三烯酸 
(DiHETrEs)，这一转化会导致其生物活性显著降低。因此，使用 sEH 抑制剂增加 
EET 的积累是治疗炎症和心血管疾病的一种颇具前景的策略。 

通过对包含 235 种化合物的文库的高
通量筛选分析发现潜在的可溶性环氧
化物水解酶抑制剂 
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本应用简报介绍了一种高通量筛选 (HTS) 平台，使用改进版
本的 Cayman 可溶性环氧化物水解酶抑制剂筛选分析试剂
盒，实现自动化并提高通量。通过自动执行该检测，仅 3 天
时间便获得了通常需要 1–2 周才能生成并分析的数据。此
外，通过自动化显著改善了重现性，并降低了检测内和检测间
的差异。在筛选中，我们评估了由 235 种具有生物活性和结
构多样性的抗炎化合物组成的 Cayman 抗炎筛选库。选择这
个筛选库是因为它与 sEH 作为炎症治疗靶标的相关性。 

方法

化合物库和对照
在 Cayman Chemical 的 HTS 实验室中执行了 sEH 抑制剂的 
HTS。Cayman 抗炎筛选库包含 235 种化合物，在 3 个 96 孔
管架中以 10 mmol/L DMSO 储备液的形式提供。将化合物重
组为单个 384 孔母板，用于 HTS。用母板制备 7 个条形码标
记的稀释板，每个稀释板中包含 32 种化合物的溶剂、阳性对
照以及 10 pt ½log 浓度响应曲线。按上述方法制备了另一个包
含 16 种化合物的稀释板。将 DMSO 用作溶剂（阴性）对照，
sEH 抑制剂 AUDA 用作阳性对照。

自动化的 HTS 分析
本 HTS 分析使用由三台自动化仪器组成的全自动平台进行
（图 1）。所有液体处理步骤均使用配备 384  ST 移液头的 
Agilent Bravo 自动化液体处理平台进行。检测板和稀释板分别
储存于单独的储板器中，并根据需要使用 Agilent BenchCel 4R 
微孔板处理器放置在 Bravo 的移液台板上。将检测板从 Bravo 
台板转移至 Agilent BioTek Synergy Neo2 Hybrid 多功能微孔
板检测仪台面进行数据采集。 

在条形码标记的 384 孔黑色非结合板中对待测化合物进行两次
重复分析。首先，用 sEH 分析缓冲液稀释人源重组 sEH，并将 
39.5 µL 该溶液转移到检测板的每个孔中。然后，将 0.5 µL 待
测化合物从稀释板转移至检测板。在室温下将反应组分预孵育 
5 分钟。 

加入 10 µL sEH 底物 PHOME 引发酶促反应。立即将检测板置
于 Synergy Neo2 多功能微孔板检测仪（预先使用 BenchCel 
4R 微孔板处理器将温度设置为 25 °C）中。使用 360 nm 激发
滤光片和 460 nm 发射滤光片（360 激发/460 发射），每 3 分
钟进行一次动力学测量，过程共计 20 分钟。完成后，将检测
板和稀释板分别储存于单独的储板器中。在不同的孔板之间换
用新的酶和底物储备液以及抑制剂和底物移液头。
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质量控制
Z' 因子是一种广泛使用的标准，用于评估检测在 HTS 应用中
的适用性[3]。通过确定阳性和阴性对照之间的分离来衡量检测
的可靠性。使用以下公式计算 Z' 因子：

Z' = 1 –
3(σp + σn)
|µp – µn|

公式 1.

其中  σp 为阳性对照  (AUDA) 的标准偏差，σn 为阴性对照 
(DMSO) 的标准偏差，µp 为阳性对照的平均值，µn 为阴性对照
的平均值。将 Z' 因子介于 0.5 和 1 之间的检测视为优异。 

数据分析
通过反应线性部分的斜率计算荧光随时间的增加，从而确定酶
解率。在 20 分钟处获得最强荧光。

根据含有溶剂对照（100% 活性）以及含有阳性对照（sEH 
抑制剂 AUDA）的孔计算待测化合物的活性百分比值。使用 
GraphPad Prism 和四参数非线性回归曲线拟合计算 IC50 值。 

一些化合物在高浓度下表现出背景荧光特性。这通过在检测开
始时绘制化合物荧光与化合物浓度的关系图来确定。省略化合
物荧光对检测或数据分析造成显著干扰时的数据。保留化合物
背景荧光未对 sEH 抑制率造成显著影响时的数据。

Agilent BenchCel 4R 
微孔板处理器

Agilent Bravo 自动化
液体处理平台

将检测板
转移到

液体处理器中 

检测
微孔板

读取
检测板

数据
分析

将检测板
转移到

微孔板检测仪中 

将用完的检测板
转移到储板器中

Agilent BioTek Synergy 
Neo2 Hybrid 

多功能微孔板检测仪

加入酶 加入待测化合物 孵育 加入底物

图 1. HTS 分析工作流程和反应条件。Agilent Bravo 自动化液体处理平台执行 HTS 分析中的所有液体转移步骤。该平台与 Agilent BenchCel 4R 微孔板处理器集成，
使 Agilent BioTek Synergy Neo2 Hybrid 多功能微孔板检测仪能够进行自动化微孔板处理
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检测性能
代表性溶剂和阳性对照响应如图 2 所示。所有检测的平均 
Z' 因子为 0.60，表明检测性能可靠。使用方法部分所述的
自动化 HTS 方法获得了 20 种化合物/小时的通量（数据未 
显示）。
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图 2. 用于 sEH 抑制剂 HTS 分析中代表性 384 孔板 Z' 因子计算的溶剂对照（实
心圆；DMSO）和阳性对照（实心正方形；AUDA）样品的散点图。每个点代
表一块板上的一个孔（每个对照 n = 32）。实线代表阳性对照和阴性对照的平
均荧光速率。虚线表示高于或低于平均值 3 倍标准差。用该数据计算得到的 
Z' 因子为 0.60，表明检测性能出色

结果与讨论
图 3 显示了在 HTS 分析中获得的所有 235 种抗炎化合物的 
sEH 抑制 IC50 值。以 IC50 值 10 µmol/L 作为基线值，对所有
化合物进行比较。将 IC50 值低于 10 µmol/L 的化合物视为潜
在的 sEH 抑制剂，将 IC50 值高于 10 µmol/L 的化合物视为
非潜在性 sEH 抑制剂。选择 10 µmol/L 捕获较弱的次级靶标
活性，符合我们对已知主要靶标的化合物的预期。在本 HTS 
中，共发现 36 种抗炎化合物的 sEH IC50 值低于 10 µmol/L。

图 4 显示了六种具有极低 IC50 值和/或清晰浓度响应曲线的匹
配化合物。这六种匹配化合物的主要抗炎靶标、主要靶标效
价和 sEH IC50 值汇总于表 1。在 HTS 分析中，NF-κB 抑制剂  
SC-75741 和已知的 sEH 抑制剂反式-AUCB 经鉴定为有效的 
sEH 抑制剂[4,5]。两种化合物对 sEH 的抑制效价均超出了检测
浓度范围 (10 nmol/L–10 µmol/L)。因此，这些化合物的 IC50 
值 < 10 nmol/L。根据这些效价值确定这些化合物是二次筛选
的主要候选者。
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图 3. 测试化合物的 IC50 值散点图。用于比较所有化合物的基线值为 10 µmol/L (–5 Log (M))。将 IC50 值低于 10 µmol/L 的化合物视为潜在的 sEH 抑制剂，将 IC50 值
高于 10 µmol/L 的化合物视为非潜在性抑制剂。蓝色圆圈内为具有极低 IC50 值和/或清晰浓度响应曲线的化合物
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图 4. 选定匹配化合物的浓度响应曲线。所有数据均为两个技术重复样品的平均值 ± 标准偏差。包含这些化合物的检测板的 Z' 因子值均 > 0.5。带三个星号 (***) 
标记的化合物在高浓度下具有背景荧光特性
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环索奈德是糖皮质激素受体激动剂去异丁酰基环索奈德的前体
药物[6]。糖皮质激素是最著名的抗炎化合物之一。尽管环索奈
德在高浓度下显示背景荧光，但测定结果表明，环索奈德抑制 
sEH 的 IC50 值为 100 nmol/L。环索奈德在水溶液中的溶解度
有限。在本 HTS 分析中使用的较高化合物浓度可能已经接近
其水溶性限值，从而导致高背景荧光。

在本次筛选中发现，蛋白酶激活受体 1 (PAR1) 拮抗剂 SCH 
79797 具有 sEH 抑制活性 (IC50 = 372 nmol/L)[7]。SCH 79797 
抑制血管平滑肌细胞和内皮细胞的 PAR1 活化以及 α-凝血酶诱
导的血小板聚集。SCH 79797 的 sEH 抑制活性是否在一定程
度上参与了这些心脏保护作用，有待在后续研究中进行探讨。

研究发现，选择性 COX-2 抑制剂 DuP-697 是一种潜在的 sEH 
抑制剂 (IC50 = 813 nmol/L)[8]。鉴于 COX-2 在炎症中的广泛作
用，这一发现尤其令人关注。COX-2 的主要作用是催化花生
四烯酸转化为前列腺素 (PGs)，花生四烯酸是能够导致多种
炎症的一系列脂质信号分子。使用 COX-2 和 sEH 的双重抑制
剂（如 DuP-697），在增加组织 EET 积累的同时阻止 PG 的产
生，是一种有效的炎症治疗方法。

LCK 抑制剂抑制 Src 家族非受体蛋白酪氨酸激酶 LCK[9,10]。
LCK 由 T 细胞表达并介导 IL-2 的产生，IL-2 是 T 细胞活化的
标志，响应 T 细胞受体信号。在本研究中，我们发现 LCK 抑
制剂还抑制 sEH 活性 (IC50 = 6070 nmol/L)。因此，未来研究
的关注点可能在于确定 LCK 抑制剂是否会增加 EET 水平，以
及这是否是抑制异常 T 细胞活性的可行策略。

化合物 主要靶标 ― 靶标效价 (IC50)* sEH (IC50)

SC-75741 NF-κB ― 200 nmol/L4 < 10 nmol/L

反式-AUCB sEH ― 0.5 nmol/L5 < 10 nmol/L

环索奈德 糖皮质激素受体 ― Ki = 37 nmol/L6 100 nmol/L

SCH 79797 PAR1 ― 70 nmol/L7 372 nmol/L

DuP-697 COX-2 ― 80 nmol/L11 813 nmol/L

LCK 抑制剂 LCK ― < 1–2 nmol/L9,10 6070 nmol/L

* 除非另有说明，所示数据均为 IC50 值

表 1. 本自动化 HTS 分析中鉴定出的 6 种匹配化合物的主要靶标和 sEH IC50 值
比较 
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结论
在本应用简报中，我们建立了一种自动化的 HTS 平台，用于
鉴定小分子抑制剂。这种自动化的 HTS 分析是针对特定靶标
筛选化合物库的有效方法。出于对通量的考虑，可以将该分析
轻松应用于更大的化合物库，以增大匹配率。借助该自动化平
台，可以轻松修改多种分析，以覆盖广泛的目标酶和化合物库
组合。这种自动化的 HTS 分析适用于基础研究和药物发现。
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