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摘要!亲和超滤质谱技术是
)*

世纪
"*

年代中期发展起来的一种快速%简单%有效的药物小分子发现模

式&该技术利用配体与受体之间特异性结合"通过超滤装置快速筛选活性小分子化合物"再结合液相色

谱
B

质谱联用技术!

C3B89

$"鉴定活性成分结构&亲和超滤质谱技术集药物活性成分筛选%结构鉴定于

一体"尤其适用于从复杂体系中筛选潜在的活性小分子化合物&近年来"针对中药发挥药理作用具有多

组分%多靶点的重要特点"亲和超滤质谱技术已被广泛用于从中药提取物中筛选与特定蛋白靶点相结合

的小分子活性物质"对阐明中药药效的物质基础和以活性成分作为先导化合物的新药开发具有重要意

义"是对传统药物发现方法的有利补充&本工作综述了该技术在中药活性成分筛选中的原理%特点%应

用进展"以及对未来的展望&
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中药活性成分筛选研究是中药现代化的重

要组成部分"也是实现中药*走出去+的必经之

路&较之传统的人工合成药物设计模式"中药

化学成分的多样性使其在新药研发方面体现出

较大优势&从中药成分中筛选得到的活性物质

往往结构新颖%疗效高%不良反应少"既可以直

接开发为新药"也可以作为先导化合物进行结

构修饰与优化后成为一代新药,

+

-

"现已成为制

药工业中新药研发的来源之一&根据文献,

)

-报

道"在过去
!*

多年时间里"超过
@*\

已批准上

市的药物直接或间接来源于天然产物&因此"

以中药为来源的药物活性成分筛选受到新药研

发工作者的推崇&

传统的中药活性成分筛选模式主要以多次

提取%分离为基础"其基本思路是利用体外药效

评估对提取分离的每一阶段组分进行活性评

)A#
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价"追踪其活性组分"然后继续追踪活性显著组

分"直至获得活性单体成分&但这种研究策略

往往实验周期长%工作量大"无法实现大规模%

高通量筛选"而且该筛选模式忽略了中药多成

分%多靶点%协同作用的特点"导致筛选出的一

些药物药用效果较差,

!

-

&因此"基于疾病靶点

的%以活性为导向的高通量筛选研究十分必要&

近年来"随着*精准医疗+计划的提出"传统

的药物研究模式已经转向了*精准+靶向药物分

子设计策略,

AB@

-

&以靶标
B

配体精确相互作用为

理论基础"通过药物活性成分与疾病相关的特

定生物靶点相互作用"发现对靶蛋白具有亲和

力%特异性强的小分子配体&亲和超滤质谱

!

122505<

>

.&</125&</1<5%0 =177 7

:

6;</%=6</

>

"

DEFB89

$筛选技术符合精准医疗时代下靶向

药物研究的需求"其利用小分子药物配体和靶

标之间特异性结合的特性"将具有潜在活性的

小分子化合物的混合物与靶标蛋白混合"得到

靶标
B

配体复合物和未结合的小分子"通过超滤

装置将未结合的小分子滤除后"将靶标
B

配体复

合物解离"释放出与靶标蛋白结合的活性成分"

再利用液相色谱
B

质谱!

JYC3B89

$技术分析活

性化合物,

#

-

&该技术可针对特定的疾病靶标进

行全面%客观的筛选"获得的天然配体具有药理

活性显著%靶向清晰%机制明确等特点"可作为

新药研发中具有临床开发价值的候选化合物&

由于利用该方法进行筛选时"可洗掉大量无活

性的化合物"加快了活性化合物的解析速度,

HB,

-

&

特别是随着
JYC3B89

技术在分子质量检测

范围%灵敏度等方面性能的提高"使得亲和超滤

质谱技术从复杂中药体系中筛选和鉴定活性成

分的优势更加明显&

本工作将从亲和超滤质谱技术在中药活性

成分筛选中的原理%特点%应用进展等方面进行

综述&

=

!

亲和超滤质谱概述

=>=

!

基本原理和分类

亲和超滤是利用已知靶蛋白!受体$与未知

体系小分子!配体$特异性地结合"通过超滤膜

对不同大小物质选择性的差异实现活性物质的

快速分离和筛选&具体操作为(首先"将待筛选

体系与选定的靶蛋白进行孵育"使得有亲和活

性的小分子与靶蛋白活性位点特异性结合形成

受体
B

配体复合物"没有亲和活性的化合物则游

离出来,

"

-

&然后"利用超滤膜的选择透过性"用

缓冲液将未与靶蛋白结合的化合物洗脱下来"

将超滤膜截留下来的复合物用一定比例的有机

溶剂处理"或者改变体系的
:

J

值使受体蛋白

变性"释放出小分子配体&最后"利用
JYC3B

89

技术快速分析和鉴定小分子活性物质"其

原理示于图
+

&

亲和超滤技术分为脉冲超滤和离心超

滤,

++

-

&两者筛选小分子活性物质的基本原理

相同"均是通过半透膜的选择特异性达到富集

配体的目的,

+)B+!

-

&脉冲超滤的操作单元由超滤

图
=

!

超滤质谱技术工作原理示意图"

=?

#

@#

6

A=

!
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室!分为上室和下室$%磁力搅拌器和超滤膜组

成,

+A

-

"脉冲超滤室的两室之间被超滤膜隔开&

脉冲超滤的基本筛选过程为(将受体
B

配体的混

合物置于超滤膜上"通过施加一定的压力"选

择与受体有一定亲和能力的配体"再通过

JYC3B89

法对选择得到的配体进行结构鉴

定&在脉冲超滤中"可以根据受体
B

配体混合

液体积选择超滤室的大小"还可对超滤室进

行控温"以优化受体
B

配体反应温度,

+@

-

&离心

超滤则采用商品化的超滤离心管"通过离心

筛选化合物"不需复杂的操作程序"且实验的

重现性良好&但是"较之脉冲超滤"离心超滤

过程中往往存在浓差极化现象"导致超滤膜

的过滤速度降低"严重的会导致蛋白在膜表

面吸附和沉积"从而影响游离药物的转运&

离心超滤与脉冲超滤的差异决定了它们的应

用范围不同&离心超滤不能与质谱在线联

用"主要用于小分子化合物的筛选"应用范围

小#脉冲超滤可以实现与质谱在线连接"适用

于从组合化学库和天然产物库中筛选小分子

物质"尤其在计算靶标和配体的结合常数及

药物代谢研究方面优势明显,

+@B+#

-

&

=>C

!

亲和超滤质谱的特点和优势

传统的中药成分活性物质筛选研究模式通

常是对中药化学成分进行提取%分离%结构鉴

定"然后进行生物活性测定"确定有效成分&该

分离筛选过程操作繁琐%耗时长%对环境不友

好"而且容易造成一些微量潜在活性物质的丢

失和大量假阳性结果的干扰,

+H

-

&相比之下"亲

和超滤质谱技术在筛选活性物质时具有操作简

单%效率高%成本低等特点&

首先"亲和超滤所使用的靶分子用量少"且

不需要经过固定化处理"经过有机溶剂处理和

多次离心即可完成分离工作&这不仅简化了实

验步骤"而且避免了蛋白受体经固定化处理带

来的变性与失活&其次"由于蛋白受体和小分

子配体是在天然溶液状态下进行反应的"不需

要进行标记"因此能够保持蛋白的天然构象#同

时"能够控制受体和配体的孵育温度"使其在接

近生理条件下客观地反映药物小分子和生物大

分子的相互作用&另外"超滤实验所需要的靶

标用量少"尤其对于价格昂贵的蛋白靶分子"实

验后经处理可重复使用"节约了实验成本&最

后"通过超滤装置与具有分离能力的色谱和具

有结构鉴定能力的质谱联用"使活性化合物的

筛选%分离%鉴定!定性与定量$成为一个连续的

过程"实现了高通量%高效率筛选&随着更多类

型质谱仪的出现"超滤质谱将会更大程度地满

足不同药物活性成分结构鉴定的需要,

+,

-

&

=>D

!

影响亲和超滤质谱分析的关键因素

在超滤筛选实验过程中"为了减少假阳性

或假阴性结果的干扰"获得理想的实验数据"实

验设计时必须考虑以下因素(超滤膜的选择%受

体的使用剂量%解离液的选择等&

=>D>=

!

超滤膜的选择
!

在亲和超滤过程中"超

滤膜的选择决定着筛选结果的准确与否&选择

超滤膜一般需要遵循
)

个原则(

+

$在选择滤膜

材质时应尽可能减少靶蛋白和配体与膜的非特

异性吸附"目前应用较多的材质主要有再生纤

维素%甲基纤维素%聚砜类%

YKK]

等&

)

$根据

分子截留量的大小选择合适孔径的超滤膜"膜

的孔径过小"容易造成膜的堵塞而产生高压"影

响膜的过滤效率#膜的孔径过大"容易造成漏

筛"同时降低了分子间的结构强度"易导致膜的

破裂,

+A

"

+H

-

&根据以往的实验经验"超滤膜的截

留分子质量应该小于靶蛋白分子质量的
+

)

!

"

例如当靶分子分子质量为
)@N.

时"可以选择

截留量为
,N.

的超滤膜,

+H

-

&

=>D>C

!

受体的使用剂量
!

实验中受体的使用

剂量会在一定程度上影响筛选结果&在反应体

系中"如果受体的浓度远大于配体"则所有潜在

的配体都会与受体结合"从而产生假阳性结果#

如果配体浓度远大于受体"则只有结合能力强

的配体才能与受体结合"从而导致结合力弱的

潜在活性物质被过滤掉"产生假阴性结果&通

常来说"确定受体的使用剂量时"应尽量保证靶

标与配体的浓度适中"且受体的浓度与结合能

力最弱配体的
?

O

值近似相等,

+@

-

&

=>D>D

!

解离液的选择
!

在配体和受体完成特

异性结合后"影响筛选结果的关键是如何成功

地将配体从复合物中解离出来"并尽可能减少

非特异性吸附&目前"配体的解离方法主要包

括向溶液中加入一定比例的有机溶剂或者加入

酸碱溶液以改变体系
:

J

值"使蛋白变性失活"

释放出配体分子&

单一使用有机溶剂解离液可能会增加非特

AA#
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异性吸附"造成假阳性结果"而使用含酸的有机

溶剂则能够减少配体与超滤膜的非特异性结

合&

(5N%&5;

等,

+"

-考察了
,*\

甲醇和
+*\

甲醇

)̂\

醋酸分别作为洗脱液时"乙嘧啶%甲氧苄

氨嘧啶%双嘧达莫这
!

种存在非特异性结合的

物质被洗脱下来的响应信号强度"结果表明"使

用
+*\

甲醇
)̂\

醋酸解离液比
,*\

甲醇解离

液获得的假阳性信号明显降低&本课题组
_.

等,

)*

-利用超滤技术从中药复方二妙丸中筛选

黄嘌呤氧化酶抑制剂时发现"当选择含酸的甲

醇
B

水洗脱液时!

@*`@*

"

@

)

@

"

:

J!a!

$"对比实

验组和空白组的色谱图"非特异性结合物质的

响应信号较低&因此"在进行超滤筛选时"为了

在一定程度上减少非特异性结合"最好选择含

酸的有机溶剂作为解离液&

=>D>E

!

其他影响因素
!

对于离心超滤"除了以

上
!

个重要因素外"靶蛋白与被筛选物质的孵

育时间%温度%漂洗次数%离心转速与次数等都

会影响筛选结果&如果蛋白与被筛选样品的孵

育时间过短"相互作用不充分"容易造成漏筛#

若孵育时间过长"两者可能发生反应"活性位

点结构发生改变"影响结果准确性#孵育温度

的选取会影响蛋白酶的活性#离心转速与次

数的选取会影响蛋白与配体间的相互作用&

亲和超滤方法不能完全消除假阳性实验结

果"即不能完全避免配体与靶蛋白的非特异

性结合&因此"在进行超滤实验时"除了增加

阴性对照组以减少假阳性结果外"还可在复

合物解离前用缓冲液进行多次漂洗"以最大

程度减少非特异性吸附&

C

!

亲和超滤质谱技术在中药活性成分

筛选中的应用

中药作为大自然的分子宝库"为药物研发

提供了丰富的化合物来源&目前"对于中药活

性物质的研究主要以大规模提取分离为基础&

首先"通过多步分离%纯化"获得单体化合物#然

后"通过核磁%质谱等技术手段对其进行结构确

认#最后"使用经典的动物%细胞模型进行生物

学活性评价&这种研究策略往往实验周期长%

工作量大"无法实现大规模%高通量筛选"而且

难以分离和提纯具有潜在活性的微量成分&亲

和超滤质谱技术不但简化了活性成分的分离%

纯化步骤"可使中药活性成分的筛选与结构鉴

定一步完成"而且能够有效避免微量活性物质

的漏筛和杂质干扰"可提高筛选结果的准确率"

现已广泛用于中药活性成分研究&

本课题组运用亲和超滤质谱技术"从中药

复杂体系中成功筛选出多种
!

B

葡萄糖苷酶抑制

剂%黄嘌呤氧化酶抑制剂和神经氨酸酶抑制剂"

并考察了中药提取物与生物大分子
b(D

%人血

清白蛋白的相互作用&

R4%.

等,

)+

-利用离心超

滤质谱技术成功地从刺五加叶中鉴定出
H

种具

有
!

B

葡萄糖苷酶抑制活性的物质"包括
A

种黄

酮类化合物%

!

种酚酸类化合物&然后"利用体

外酶活性测定方法进一步比较了刺五加叶提取

物中各相关化合物的
!

B

葡萄糖苷酶抑制活性&

结果表明"黄酮醇类糖苷与
!

B

葡萄糖苷酶的作

用强度与糖配基的类型有关#咖啡酰奎宁酸类

化合物的
!

B

葡萄糖苷酶抑制活性不仅与咖啡酰

基的数目有关"而且与咖啡酰基和奎宁酸基团

连接的位点有关&

C5.

等,

))

-运用超滤筛选结合

超高效液相色谱
B

电喷雾多级串联质谱!

EYC3B

bDbBK9VB89

)

$和傅里叶变换离子回旋共振质

谱!

FPBV3cB89

$技术成功地从丹参提取物中

筛选出
+)

种具有黄嘌呤氧化酶抑制作用的物

质"并运用
(5N%&5;

等,

+"

-评价
3G_B)

抑制剂抑

制能力的计算公式"得到这
+)

种配体的富集因

子&研究结果表明"

+

"

)B

萘醌基团是抑制剂发

挥抑制作用的重要结构"脂环上的呋喃和羟基

取代可以不同程度增强抑制剂的抑制能力"这

一结果可为研发治疗痛风的药物提供借鉴&

超滤质谱技术以快速%灵敏%高通量的特点

被广泛应用于筛选中药提取物中的活性成分&

但是"目前超滤质谱技术还存在一些不足"例

如"化合物与目标靶蛋白的非特异性结合会导

致假阳性结果"从而使筛选出的化合物表现出

活性很弱或者完全没有活性&为减少假阳性结

果"在超滤筛选时可以引入变性酶作为对照组&

T10

U

等,

)!

-分别以活性酪氨酸酶和变性酪氨酸

酶为靶标进行了
)

个平行实验"采用
EYC3B

bDbB89

) 技术对实验组和对照组的滤液进行

分析"从桑椹叶提取物中成功筛选鉴定出
+)

种

具有酪氨酸酶结合活性的物质"再通过体外酶

活性实验进行验证"最后发现了槲皮素
bB

吡喃

葡萄糖苷和山奈酚
bB

吡喃葡萄糖苷
)

种新的
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酪氨酸酶抑制剂&

引入变性酶作为对照组虽然在一定程度上

可以减少假阳性结果"但是"一些靶蛋白变性后

溶解度会下降"影响筛选结果&为解决这一问

题"

9%0

U

等,

)A

-引入了靶蛋白酶活性位点阻断剂"

从菊花中筛选并鉴定出
A

种黄嘌呤氧化酶抑制

剂&非布索坦是黄嘌呤氧化酶的强效抑制剂"

当其在复杂体系中与潜在的抑制酶共存时"能

够与潜在配体在黄嘌呤氧化酶活性位点上产生

竞争性结合"从而间接减少化合物和靶分子的

过度结合&利用这一特性"通过比较添加了竞

争性配体!非布索坦$的实验组和未添加非布索

坦的对照组解离液的色谱图"发现具有潜在抑

制活性的物质在实验组的色谱图中的峰高要明

显低于对照组"实验过程示于图
)

&此实验结

果表明"加入酶活性位点阻断剂可以有效减少

非特异结合引起的假阳性结果"从而提高亲和

超滤的准确性&在此基础上"该课题组将亲和

超滤与分子芯片对接技术相结合"研究小分子

与酶的相互作用"筛选潜在的天然酶抑制

剂,

)@

-

&具体筛选过程为(首先"利用亲和超滤

质谱技术从提取物中筛选出小分子活性物质#

其次"对筛选出的小分子活性物质进行结构改

造"得到一系列新的化合物#最后"利用分子芯片

对接技术模拟结构改造后的新化合物与靶分子

之间的相互作用"预测它们的活性"并结合体外

酶活性实验进行验证&该课题组将超滤与分子

芯片对接技术应用于筛选中药复方制剂脉络宁

注射剂中的黄嘌呤氧化酶!

_Gb

$抑制剂成分"成

功筛选并鉴定出
!

种能够与
_Gb

特异性结合的

活性成分&通过对筛选得到的
!

种成分进行结

构优化"得到
+A

种化合物"利用分子对接技术模

拟了此
+A

种化合物与
_Gb

的结合情况"通过

预测这些物质的活性并结合体外酶活性实验"

最终发现
!

"

AB

二咖啡酰奎宁酸甲酯和
!

"

@B

二

咖啡酰奎宁酸甲酯为
_Gb

的强效抑制剂"且

测得此二者的
V3

@*

值低于已上市的抗痛风药别

嘌呤醇&由此可见"利用超滤质谱技术不仅可以

从中药提取物中直接筛选活性物质"还可以结合

计算机模拟技术对已鉴定的活性物质进行结构

改造形成组合化学库"从而进行二次筛选"可为

高活性中药先导化合物的发现提供信息和思路&

线粒体不仅是细胞内能量合成的重要场

所"还与氧自由基的产生%细胞死亡进程调控有

关&早期研究表明,

)#

-

"帕金森病%阿尔茨海默

氏症%糖尿病%肿瘤等疾病和衰老均与线粒体功

能异常有关"因此"以线粒体为药理学靶点的药

物筛选意义重大&不同于常见的以单一靶蛋白

为靶标从复杂基质中筛选活性物质"

T10

U

等,

)H

-通过离心超滤与液相色谱
B

质谱联用技术

建立了以线粒体为靶向的生物活性筛选平台"

并使用阳性对照组对该方法的适用性进行评

价"优化了靶细胞器%样品浓度和孵育时间"成

功地检测到
+"

种生物活性化合物"并通过体外

药理学实验证实其中
"

种物质能够与靶线粒体

活性位点结合&杨兴鑫等,

),

-应用基于线粒体

的离心超滤
B

液相色谱
B

质谱法"从中药葛根和

川芎中筛选得到了
)!

种可与线粒体结合的活

性化合物"并鉴定了其中
+H

种化合物&在此基

础上"采用体外药理学实验证实了
H

种化合物

具有调节线粒体功能的作用&此外"研究人员

还发现"洋川芎内
D

和
!

.

B

羟基葛根素可抑制

J6

:

I)

细胞增殖"提高缺氧)复氧所致损伤

的心肌细胞存活率&该研究结果可为深入阐释

图
C

!

加入非布索坦阻断剂的亲和超滤筛选示意图"

CE

#

@#

6

AC

!

F%'%1+0<"1G-0"<-"1)/@H23,&1%%'#'

6

5%(9"!&"5:#'%!<#(9-%:BI",(+(

"

CE

#
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中药治疗线粒体相关疾病的机理及开发线粒体

靶向新药提供重要的科学依据&

有研究者将亲和超滤和代谢组学技术相结

合进行了药物机制研究&

F.

等,

)"

-应用基于高

分辨质谱的代谢组学分析技术从甘草粗提物中

发现了
!*

种和
))

种分别能与埃博拉病毒核蛋

白和马尔堡病毒核蛋白结合的配体"经混合物

单体分离%单体活性测定法结合生物化学分析

方法"最终确定
+,B

"

甘草次酸和甘草查儿酮
D

能够显著降低病毒核蛋白的热稳定性并诱导形

成核蛋白寡聚体"且应用生化实验证实
+,B

"

甘

草次酸能有效阻止病毒
c(D

片段与埃博拉病

毒核蛋白的结合&该研究结果揭示了中药甘草

在抗病毒方面的作用机制"为抗病毒药物的开

发提供了借鉴"并且为中药甘草相关的复方研

究提供了实验数据&

近年来"亲和超滤质谱与细胞和生化实验

相结合"已广泛应用于中药提取物活性物质筛

选研究中&近
#

年来"亲和超滤质谱技术在中

药有效成分筛选中的研究实例列于表
+

&

表
=

!

亲和超滤质谱技术在中药活性成分筛选中的应用"
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酪氨酸酶 桑叶
EYC3BbDbB89

)

)!

甘草根
JYC3BbDbBK9VB5%0</1

:

89 !*

苍耳果实提取物
JYC3BbDb !+

!

B

葡萄糖苷酶 降香黄檀
JYC3BbDbBK9VB89

)

!)

黄连提取物
JYC3BbDbBK9VB89

)

!!

人参茎叶总皂苷
JYC3BbDbBK9VB89

)

!A

玉竹
JYC3BbDb

"

JYC3Bd

)

PGF89 !@

黄芩
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89 !H
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:
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)

PGF89 !"
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:

89 A*

番石榴叶茶
JYC3BK9VBPGF89 A+

黄嘌呤氧化酶 丹参
EYC3BbDbBK9VB89

)

"

FPBV3cB89

))

卷柏
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c626/60;67

芳香化酶 延胡索
JYC3BbDbBK9VB89

)

@#

线粒体 虎杖%黄芩
JYC3BbDbBK9VBVPBPGFB89

)

)H

!

B

淀粉酶 山楂叶
JYC3B5%0</1

:

89 @H

过氧化物酶体增殖剂激活受体 艾叶
JYC3BK9VBd

W

dB89 @,

蛋白酪氨酸磷酸酶
+Z

中国红曲米
EYC3BK9VBdBPGFB89 @"

乙酰胆碱酯酶 黄连根
JYC3BK9VBd

)

PGF89 #*

@B

脂氧合酶 防风%土茯苓%葛根和红花
JYC3BK9VB89

)

#+

基质金属蛋白酶
B)

土茯苓%菝葜和防风
JYC3BK9VB89
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磷酸二酯酶 杜仲
JYC3BJ9333BK9VB89 #!

马尔堡病毒 甘草
EYC3BK9VBd

)

PGF89 #A

恶性疟原虫硫氧还蛋白和

谷胱甘肽还原酶

姜黄素类化合物
ccC3BK9VBd

)

PGF89 #@

拓扑异构酶
"

臭李子
JYC3BK9VB89

)
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结论与展望

中药发挥药理作用具有多成分%多靶点%协

同作用的特点&因此"如何快速%一体化地实现

中药多种活性成分筛选及鉴定是艰巨却意义重

大的工作&基于靶标"以生物活性为导向的亲

和超滤质谱技术的出现"提高了从复杂中药成

分体系中识别目标成分的特异性和灵敏性"且

能够实现大规模%高通量筛选"已被研究者广泛

应用到特定靶标的活性物质筛选中&在未来的

研究中"可考虑以超滤技术为核心"设计在线超

滤池"通过将多个超滤池并联后与液相色谱串

联"进一步实现样品的高通量超滤筛选&这样"

超滤技术不但可用于研究
+

种药物与单一作用

靶点或多个靶点的相互作用"还可研究多种药

物与单一作用靶点或多个靶点的相互作用"符

合中药治疗疾病的整体作用理论&此外"超滤

技术也可用于研究中药小分子作用机制&随着

超滤膜分离和高分辨质谱技术的发展"亲和超

滤质谱技术将在中药活性成分研究"特别是高

通量筛选方面发挥更大的作用&
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