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［摘要］ 药用植物历史悠久，为人类的防病和治病发挥了重要作用，但其生物活性成分与特定的生物靶点之间的相互作

用仍然不清楚。传统的化学成分分离结合活性评价模式费时费力，且不能够真实体现活性物质天然构象和受体之间的相互结

合作用，已不能满足现代药物研发的迫切需要。亲和超滤-液质联用技术可以弥补传统活性物质发现的诸多缺点，是一种新的

快速药物筛选分析方法，可用于天然产物中活性小分子化合物的靶向筛选；然而，该技术在筛选天然活性成分时也存在一定的

缺陷。笔者拟对亲和超滤-液质联用技术在药用植物活性成分筛选中的原理、特点及应用进行系统的文献综述和分析，并对其

开发前景进行了展望，为快速靶向筛选药用植物中活性成分提供一定的科学依据。
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Research Progress on Screening Active Components from Medicinal Plants Based on

Affinity Ultrafiltration Coupled with LC-MS Technology
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［Abstract］ Medicinal plants have a long history and play an important role in the prevention and

treatment of human diseases. However，the interaction between bioactive components and specific biological

targets in many medicinal plants is still unclear. Conventional separation and activity evaluation model of

chemical constituents from natural products was time-consuming and laborious，and cannot truly reflect the

interaction between the natural conformation of compounds and receptors，so these methods could not meet the

urgent needs of modern drug development. Affinity ultrafiltration coupled with liquid chromatography-mass

spectrometry（AUF-LC/MS） is a rapid， efficient and precise method focused on identification of bio-
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components from natural products，it can make up for many shortcomings found in conventional discovery of

bio-constituents. However，AUF-LC/MS technology also has some drawbacks in experiments. In this paper，the

principle，characteristics and application of AUF-LC/MS in the screening of active ingredients from medicinal

plants are systematically reviewed，and its development prospect is prospected，so as to provide scientific basis

for rapid and targeted screening of active components from medicinal plants.

［Key words］ affinity ultrafiltration； liquid chromatography-mass spectrometry； medicinal plants；
active components；targeted；traditional Chinese medicine（TCM）

药用植物是人类数千年来筛选出来的用于防

病、治病的植物，其蕴含了大量结构复杂且生物活

性多样的化学成分。此外，药用植物的自然资源生

物多样性丰富、分布广泛、药用历史悠久，已成为药

物发现和开发的重要来源［1-3］。如地高辛、吗啡等许

多古老的药物至今仍在世界范围内使用，并继续在

为人类健康发挥重要作用［4］。据统计，从 1981 年 1

月到 2019 年 9 月，在全球获批上市的 1 881 种药物

中，约 46% 直接或间接来源于天然药用植物［5-6］。然

而，由于药用植物中的化学成分复杂、组分含量差

异大，在生物活性成分的筛选中一直存在着一些棘

手的问题，如非特异性吸附不明显、假阳性结果干

扰明显、微量活性组分不易检测等［7-9］。此外，常规

的化学成分分离结合活性评价或者活性追踪分离

单体化合物的方法，费时费力且不能够真实体现活

性物质天然构象和受体的相互结合作用。因此，这

些障碍对药用植物中活性成分的发现和进一步揭

示其可能的作用机制提出了严峻挑战。

健康的生命过程与许多固有的生物分子之间

复杂而巧妙的相互作用密切相关。一方面，生物大

分子通过调节机体的信号转导和维持正常的代谢，

在正常生命活动中发挥着至关重要的作用。另一

方面，大多数药物只能通过与相应的大分子（如酶

和受体）特定的结合方式才能发挥药效。利用这些

靶点，可从天然产物尤其是传统药用植物中快速、

高效地筛选出针对这些酶或受体的生物活性成分，

这不仅可为新药发现提供新的思路和方法，还可以

有助于揭示生物活性的作用机制［10］。药物分子与

靶点结合的技术在高通量筛选实验室获得广泛应

用 ，加快了从传统药用植物中发现活性成分的

进程［11］。

亲和超滤-液质联用法（AUF-LC/MS）是 1997 年

发明的一种新的快速药物筛选的分析方法，可用于

组合化学库及天然产物中生物活性小分子化合物

的快速发现。该技术将亲和捕获与超滤及高效液

相色谱 -质谱法（HPLC-MS）相结合，同时实现了复

杂混合物中生物活性成分的高通量筛选和快速鉴

定［12］。简而言之，亲和超滤法首先将配体-酶复合物

从游离组分中分离出来，然后通过 HPLC-MS 对复

合物中释放的配体进行定性和定量分析。相较于

传统的从药用植物中筛选活性成分的方法，AUF-

LC/MS 操作简单，极大地减少了筛选所需的时间、

样品和昂贵试剂的消耗，更重要的是该技术实现了

多种检测仪器的在线联用，且能够真实体现活性物

质天然构象和受体的相互结合作用。1981 年，超滤

法首次用于测定血清蛋白结合率［13］。1997 年，亲和

超滤和 HPLC-MS 相结合并被引入靶向药物发现领

域［14］。该技术以其灵敏度高、选择性强的特点，在

小分子药物的发现中有着独特的应用，引起了药学

界的广泛关注。因此，采用 AUF-LC/MS 靶向筛选

药用植物中的活性小分子化合物是一种快速、简

便、高效的方法，使追踪目标更为明确，克服了传统

化学-活性筛选模式的诸多缺点。本文综述了 AUF-

LC/MS 的基本原理、特点和面临的挑战，并对其在

药用植物生物活性组分筛选中的应用和前景进行

了展望，以期为快速靶向筛选药用植物中的活性成

分提供一定的科学依据。

1 概述

具有生物活性的天然产物快速筛选是新药研

发的关键步骤。然而常规的化学成分分离结合活

性评价或者活性追踪分离单体化合物的方法已不

能满足现代药物研究的迫切需要［15］。AUF-LC-MS

可弥补传统活性物质发现的诸多缺点，是一种新的

快速药物筛选分析方法，可用于药用植物中活性小

分子化合物的快速、靶向筛选。

1.1 基本原理 根据配体与蛋白质受体的结合亲

和性，亲和超滤主要分为离心超滤和脉冲超滤 2 种。

在超滤筛选过程中，首先将来源药用植物中的提取

物或部位与目标受体进行充分的结合，并采用适当

孔径的超滤膜截留蛋白质 -配体复合物进行过滤以

去除未结合组分，其次使用特定的洗脱液将配体与

受体进行分离，最后采用 LC-MS 进行化学结构的鉴
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定，也可以采用对照品进行化学结构的确证。

根据相对分子质量的不同，上述 2 种方法均可

用于生物大分子和小分子化合物的筛选及分离。

目前，离心超滤是利用超滤膜的超低结合性和各向

异性，采用超滤离心管进行离心洗脱，具有用量少、

操作简单、时间短、重复性好等优点。而脉冲超滤

由流动室、磁力搅拌器和超滤膜组成［16］，将供试品

和靶蛋白加入流动腔后，施加一定的压力，从而将

配体 -受体复合物与非活性组分进行分离。虽然这

2 种技术都可以用于配体的亲和性选择和富集，但

二者应用取决于器件本身。其中，脉冲超滤易于实

现自动化，适合于高通量筛选，在描述配体 -受体结

合特性、药物代谢和产物测定方面更为有效［17］；而
离心超滤通常用于活性小分子的筛选，操作简单、

简便经济，已广泛应用于小分子活性成分的快速

筛选。

质谱具有高灵敏度、高准确度和高分辨率的特

点，现已成为生命科学、医学和化学领域最重要的

分析工具之一。特别是软电离质谱的出现，如电喷

雾电离质谱法（ESI-MS）和基质辅助激光解析电离

质谱法（MALDI-MS），不仅增强了该方法的敏感性

和特异性，而且能检测到药用植物中微量甚至痕量

成分，已在药物发现、小分子组分与生物靶点蛋白

相互作用等领域取得了显著的进展。近年来，越来

越多的质谱仪从多个角度满足了在非常复杂的矩

阵中进行某些成分分析和鉴定，如电喷雾离子源高

分辨串级飞行时间质谱仪（ESI-Q/TOF-MS）［18-19］，基

质 辅 助 激 光 解 析 电 离 串 联 飞 行 时 间 质 谱 仪

（MALDI-TOF-MS）［20］ ，静 电 场 轨 道 阱 质 谱 仪

（Orbitrap MS）［21］，傅立叶变换离子回旋共振质谱仪

（FT-ICR-MS）［22］等。

AUF-LC/MS 结合了亲和超滤的优良筛选功能

和 MS 的优良分析能力，可以同时筛选和鉴定与受

体结合的小分子配体。其原理是在亲和靶标（相对

分子质量>10 kDa 的受体、酶等）与多组分的混合物

混合孵育的过程中，与靶标具有一定亲和力的小分

子化合物与其活性位点结合形成复合物，通过超滤

的方法将复合物与未结合的小分子化合物分离，然

后利用适当的方法（加入有机溶剂，改变 pH 等）将
蛋白变性，从而使配体从复合物上解离下来，再利

用 HPLC-MS 初步鉴定配体的化学结构，见图 1。

1.2 特点和优势 目前，除 AUF-LC/MS 外，已有多

种组合技术从复杂体系中筛选活性成分，但 AUF-

LC/MS 不仅具有快速、高通量、高特异性等重要特

性，同时样品用量少，并可以提供大量的谱学信息。

因此，这些特点使其在药物小分子与生物靶点相互

作用的研究中具有独特性，从而证明了其与其他分

析方法相比具有一些不可比拟的优势。

首先，质谱具有高灵敏度和高选择性，非常适

合于分析少量复杂的混合物，如组合化合物库和药

用 植 物 的 提 取 物 或 部 位 。 当 亲 和 超 滤 技 术 与

HPLC-MSn联用时，质谱的高灵敏度可以弥补 HPLC

在检测样品含量极低的微小组分方面的局限性［23］。

此外，该方法中的蛋白质靶点即受体可以重复使

用，这在特定靶点价格昂贵或不易获得时尤为重

要［24］。因此，AUF-LC/MS 也可用于评估生物活性

小分子与生物靶点之间的相互作用。

其次，传统的基于光学或放射性物质的色谱鉴

别方法易受基体干扰，给天然产物中复杂组分的鉴

别和分析带来了诸多困难。而 AUF-LC/MS 的筛选

过程不受配体基质的影响。因此，这种独特的优势

使得其特别适合于从复杂体系中筛选活性成分，尤

其是传统药用植物［25］。

再次，在 AUF-LC/MS 分析中，研究了药物小分

子与生物靶点在溶液状态下的相互作用。因此，这

种分析过程一方面可以保持蛋白质靶点的自然构

象，从而最大限度地真实反映蛋白质靶点与药物小

分子相互作用的真实条件。另一方面，也可以直接

利用超滤膜的截留作用，在不进行预处理的情况

下，实现与目标物结合的活性组分的选择，如固定

化酶在线质谱、细胞膜色谱 -质谱等［26-27］，AUF-LC/

MS 法能快速测定生物靶点与药物小分子的结合常

数，同时获得药物小分子的活性信息。

图 1 亲和超滤-液质联用技术的工作原理示意

Fig. 1 Schematic diagram of working principle of affinity

ultrafiltration coupled with liquid chromatography-mass

spectrometry
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最后，在 AUF-LC/MS 组合方法中，亲和超滤对

复杂混合物中的小配体具有良好的特异性和筛选

性能，且 LC-MS 在高效分离和结构鉴定方面具有强

大的功能并能最大限度地减少基质的干扰。因此，

AUF-LC/MS 不仅可以用于快速筛选和鉴定与生物

靶点结合的小分子药物，而且能够比较不同类型配

体和受体之间的结合能力，进一步确定配体和受体

结合常数的差异。近年来，该技术得到了快速的发

展，成为新药研究领域中非常重要和有效的筛选方

法之一，并已广泛应用于天然产物尤其是传统药用

植物中活性成分的快速靶向筛选。

1.3 主要影响因素 利用 AUF-LC/MS 技术从复杂

基质中筛选活性成分时，为了获得理想的结果，在

实验过程中需要考虑很多因素，如受体与配体的浓

度、超滤膜的材质和大小、解离溶剂的种类和浓度。

1.3.1 受体和配体的浓度 受体和配体的浓度是

一个非常重要的影响因素。在亲和超滤过程中，由

于配体与靶蛋白的结合具有相对竞争性，如果配体

的浓度远高于靶蛋白，可能会使某些活性成分难以

融入靶蛋白，进而导致一定程度的假阴性结果；反
之，可能会增加非特异性吸附，会增加假阳性的概

率。平衡解离常数（KD）是用来评估配体和靶蛋白

之间的相互作用，不同的组分有其各自的 KD 值。

通常，受体浓度应近似等于最弱配体的 KD 值，而在

超载配体的情况下，只有结合能力强的配体才能更

好的通过竞争性结合位点与靶蛋白结合［1］。因此，

在实际试验过程中配体的浓度应等于或小于受体

的浓度。

1.3.2 超滤膜 AUF-LC/MS 利用超滤膜对配体-受

体复合物和未结合组分进行分离，并对亲和配体与

蛋白质靶点进行分离。因此，超滤膜的选择对试验

结果有很大的影响。一般来说，超滤膜的选择主要

涉及孔径和材质 2 个方面［10］。通常，截留相对分子

质量应小于目标蛋白相对分子质量的三分之一，如

果滤膜孔径过大，容易造成漏筛；而滤膜直径过小，

容易堵塞滤膜，降低超滤效率。例如，靶标相对分

子质量为 100 kDa，则可选择相对分子质量 30 kDa

的超滤管。为减少非特异性结合带来的干扰，应将

不易与受体和潜在配体结合的材料作为首选。其

中，聚乳酸等材料易产生蛋白质吸附，而聚氟乙烯、

聚砜、聚醚酮、甲基纤维素等材料的非特异性结合

较小，故常作为超滤膜材料。

1.3.3 解离溶剂 由于天然产物（包括传统药用植

物）成分复杂，如何在尽可能少的非特异性结合的

情况下顺利分离出结合配体是影响筛选结果的另

一重要因素。目前，目标酶的变性方法主要有 2 种，

一种是在解离溶剂中加入酸，另一种是加入有机溶

剂使酶变性［7］。大多数情况下，可使用含酸有机溶

剂代替纯有机溶剂，以减少配体与超滤膜的非特异

性结合。例如，ZHOU 等［28］以 pH 3.3 的 50% 甲醇为

分离溶剂，从玉竹中筛选 α-糖苷酶抑制剂。通过比

较实验组和对照组的超滤色谱图，发现活性组分的

峰面积存在显著差异，且非特异性吸附信号很低。

当然，仅含有有机溶剂的解离液也被用于筛选。例

如，JIAO 等［29］以 90% 甲醇为分离溶剂，从穿心莲中

筛选环氧合酶 -2（COX-2）抑制剂。因此，为了获得

最佳的解离条件，必须对特定解离溶剂的选择进行

优化。

1.3.4 其他 除上述干扰因素外，孵育时间和温

度、离心速度和时间、缓冲液的 pH 等都会影响活性

成分筛选的结果。此外，为了减少假阴性或假阳性

结果，提高准确性，还需要设计适当的阴性或阳性

对照实验。

2 AUF-LC/MS的应用

2.1 药用植物活性成分的高通量筛选 药用植物

尤其是传统中药作为宝贵的自然资源，几千年来一

直被广泛用于治疗各种疾病。近年来，随着“回归

自然”热潮的兴起，利用药用植物的生物活性成分

进行天然产物的研究已成为世界范围内的研究热

点。药用植物中的化学成分具有含量低、结构复

杂、多靶点等特点，其活性成分和作用机制很难阐

释。AUF-LC/MS 则能完全适应复杂天然产物中活

性成分的筛选。

郭明全课题组利用 AUF-LC/MS 技术对药用植

物中化学成分与生物靶蛋白的相互作用进行了系

列研究［30-33］；首次利用 AUF-LC/MS 联合拓扑异构酶

Ⅰ（Topo Ⅰ），Ⅱ和 COX-2，研究重楼抗癌和抗炎的

作用机制［34］。其中，Topo Ⅰ和Ⅱ属于核酶，能催化

双链 DNA 的拓扑转化，在肿瘤细胞中高表达，是重

要的抗癌靶点之一；而 COX-2 是一种引起炎症和疼

痛的酶，也能抑制血管内皮生长因子（VEGF）的表

达，从而抑制肿瘤血管生成，进而发挥抗肿瘤作用。

结果表明重楼皂苷Ⅰ不仅对上述 3 种酶具有较高的

亲和力，而且还具有较强的抑制活性。因此，重楼

皂苷Ⅰ可作为重楼抗癌、抗炎作用的主要活性成

分，COX-2 和 Topo Ⅰ可作为重楼的抗癌和抗炎靶

点。说明利用 AUF-LC/MS 技术高效、多靶点、多组

分的特点，可有效阐明重楼的潜在活性成分和可能
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作用机制，为该药材的质量控制提供有效依据。此

外，郭明全课题组还利用 AUF-LC/MS 建立了一种

快速、高通量的方法，从莲子心提取物中发现了潜

在的 COX-2 配体［35］。筛选出 12 个与 COX-2 特异性

结合的组分，进一步的构 -效关系表明，黄酮类 O-糖

苷与 COX-2 的结合亲和力与黄酮类 C-糖苷相当。

此外，8 个具有较高富集因子（EF）的化合物具有较

强的抗炎作用，进一步证实了 AUF-LC/MS 的可靠

性。该研究首次采用基于 COX-2 的 AUF-LC/MS 对

莲子心的抗炎机制进行了系统研究，实现了快速发

现莲子心中具有抗炎活性的黄酮类化合物。

迄今为止，多项研究采用 AUF-LC/MS 从药用

植物提取物中筛选酶抑制剂，各种药用植物提取物

中的多种潜在活性成分已通过该方法被筛选出来，

笔者总结了 2005 年以来采用 AUF-LC/MS 从药用植

物提取物中筛选酶抑制剂的成功研究实例，包括酪

氨酸酶、黄嘌呤氧化酶和 α-葡萄糖苷酶等，具体情

况见表 1。

表 1 AUF-LC/MS从药用植物中筛选活性成分的研究汇总

Table 1 Summary of studies on screening active components from medicinal plants by AUF-LC/MS

α-葡萄糖苷酶

黄嘌呤氧化酶

COX-2

竹节参

银杏

山竹

锐刺山楂

虎杖

大黄

刺五加

降香

银杏

黄芪

黄芩

玉竹

黄连

人参

匙羹藤

红车轴草

毛菊苣

番石榴叶茶

脉络宁注射液

二妙丸

山竹

葛根花

卷柏

菊花

丹参

红车轴草

银杏叶

川乌和制川乌

生姜

三七皂苷 R1，人参皂苷 Rb1，Rd 和千里光皂苷Ⅳa，Ⅳ和Ⅴ
11 个黄酮类化合物

α-倒捻子素，3-异倒捻子素，8-desoxygartanin，mangostanol

牡荆素，牡荆素-2"-O-葡萄糖苷，牡荆素-2''-O-鼠李糖苷，槲皮素-3-

O-rha-（1-4）-glc-rha

12 个化学成分

7 个化学成分

5 个黄酮苷和 3 个二咖啡酰奎宁酸类化合物

18 个化学成分

槲皮素、芹菜素、山柰酚、异鼠李素

毛蕊异黄酮 -7-O-β-D-葡萄糖苷，毛蕊异黄酮 -7-O-β-D-6''-O-丙二

酸，芒柄花素 -7-O-β-D-葡萄糖苷 -6''-O-丙二酸，鹰嘴豆芽素 A，芒柄

花苷，芒柄花素

11 个化学成分

4 个同异黄酮，5 个苯乙基肉桂酸酯化合物

黄连碱、表小檗碱、药根碱、小檗碱和巴马汀

人参皂苷 Rb3，Rd，Rf，Rg3，F2

9 个化学成分

大豆苷元、染料木素、芒柄花素、鹰嘴豆芽素Ａ

黄芩苷、乳酸菌素

11 个化学成分

3,4-二咖啡酸甲酯和 3,5-二咖啡酸甲酯

9 个生物碱

α-倒捻子素，3-异倒捻子素，gartanin，8-desoxygartanin，mangostanol

鸢尾苷、大豆苷、芒柄花苷、鹰嘴豆芽素Ａ

穗花杉双黄酮、罗波斯塔双黄酮

木犀草素、木犀草素-7-O-葡萄糖苷、芹菜素、芹菜素-7-O-葡萄糖苷

11 个亲脂二萜奎宁

大豆苷、芒柄花苷、大豆苷元、芒柄花素、鹰嘴豆芽素 A

槲皮素、芹菜素、山柰酚、异鼠李素

12 个化学成分

10 种姜辣素相关成分

UPLC-DAD-ESI-ion trap MS

HPLC-ESI-Q-TOF MS

UPLC-DAD-ESI-ion trap MS

UPLC-DAD-ESI-ion trap MS

HPLC-ESI-ion trap MS

HPLC-ESI-ion trap MS

RP-HPLC-DAD-ESI MSn

HPLC-DAD-ESI MSn

UPLC-DAD-ESI-ion trap MS

HPLC-DAD-ESI MSn

HPLC-PDA-ESI-MSn

HPLC-DAD-Q-TOF MS

HPLC-DAD-ESI MSn

HPLC-DAD-ESI MSn

HPLC-ESI-MSn

UPLC-DAD-ESI-ion trap MS

HPLC-ESI-MS

HPLC-ESI-TOF MS

HPLC-ESI-Q-TOF-MS

HPLC-ESI-Q-TOF-MS

UPLC-DAD-ESI-ion trap MS

HPLC-ESI-MSn

HPLC-PDA-ESI-MS

HPLC-ESI-Q-TOF MS

UPLC-DAD-ESI MSn

UPLC-DAD-ESI-ion trap MS

HPLC-ESI-MS

UPLC-DAD-ESI-ion trap MS

HPLC-ESI-QqQ-MS

[36]

[9]

[37]

[38]

[39]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[32]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[37]

[53]

[54]

[55]

[56]

[48]

[57]

[58]

[59]
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人血清白蛋白

神经氨酸酶

酪氨酸酶

Topo Ⅰ

α-淀粉酶

磷酸二酯酶

脂肪酶

乙醇脱氢酶

乳酸脱氢酶

羌活、丹参、当归等

11 味中药

莲子心

穿心莲

重楼

滋肾丸

鼠李

大豆

甘草

川乌

葛根花

丹红注射液

黄芩

板蓝根

紫草

复方板蓝根颗粒

女贞子

葛根

桑椹

苍耳

木蝴蝶

石蒜

重楼

鼠李

鼠李

南五味子

山楂

荷叶

杜仲

毛冬青

五苓散、泽泻汤、小

陷胸汤、小柴胡汤

铁皮石斛

广东金钱草

甘草

射干

红车轴草

4 种乳香脂酸和栎樱酸，洋川芎内酯 O，隐丹参酮，桦木酸，苯乙基

反式阿魏酸脂，异甘草素

12 个化学成分

穿心莲内酯，14-脱氧 -11,12-二氢穿心莲苷，穿心莲碱 E，穿心莲内

酯 D 和去氧穿心莲内酯

重楼皂苷Ⅰ，Ⅱ，Ⅶ
8 个化学成分

11 个化学成分

大豆苷、染料木苷、大豆苷元和染料木素

甘草素、甘草酸、甘草苷、甘草呋喃酮、甘草利酮

9 个乌头生物碱

葛根素，芒柄花苷，鸢尾黄素，鹰嘴豆芽素 A，染料木素，尼泊尔鸢

尾异黄酮，3'-甲氧基大豆苷，大豆苷，3'-甲氧基大豆素

原儿茶醛，对香豆酸，丹酚酸 B，丹酚酸 D，迷迭香酸，丹酚酸 E，紫

草酚酸

黄芩苷，黄芩素，汉黄芩素，汉黄芩苷，木蝴蝶素 A，木蝴蝶素 A-7-

O-葡萄糖酸

精氨酸、告依春、腺苷

乙酰阿卡宁、紫草素、异丁酰阿卡宁、异戊酞基紫草素及 β,β-二甲

基丙烯酰阿卡宁

黄芩素、染料木素、黄芩苷、木犀草素、异鼠李素、芹菜素

13 个化学成分

葛根素，染料木苷，大豆苷，葛根素 -6''-O-木糖苷，3'-羟基葛根素，

6"-O-乙酰黄豆苷

12 个化学成分

原儿茶酸，3,5-二-O-咖啡酰奎宁酸，1,5-二-O-咖啡酰奎宁酸和绿原酸

7 个化学成分

11 个化学成分

重楼皂苷Ⅰ，Ⅱ和Ⅶ
8 个化学成分

12 个化学成分

槲皮素-3-O-鼠李糖苷、原儿茶酸

槲皮素 -3-O-鼠李糖基 -（1→4）-吡喃葡萄糖 -（1→4）-鼠李糖苷，牡

荆素-2''-β-D-葡萄糖苷和牡荆苷-2''-β-D-鼠李糖苷

芹菜素，山柰酚和异鼠李素

7 个化学成分

11 个化学成分

16 个化学成分

11 个化学成分

芒柄花素、香橙素

甘草苷、异甘草苷、甘草素

射干苷，鸢尾甲苷 A，野鸢尾苷，鸢尾黄素，野鸢尾黄素，次野鸢尾

黄素

芒柄花苷、染料木素、芒柄花素、鹰嘴豆芽素 A

HPLC-ESI-Q-TOF MS

HPLC-ESI-MS/MS

HPLC-ESI-Q-TOF MS

HPLC-ESI-MS

HPLC-FT-ICR MS

HPLC-ESI-MS/MS

HPLC-ESI-Q-TOF MS

HPLC-ESI-Q-TOF MS

HPLC-ESI-Q-TOF MS

HPLC-ESI-MS

HPLC-ESI-Q-TOF MS

HPLC-DAD-ESI-ion trap MS

HPLC-ESI-Q-TOF MS

HPLC-ESI-Q-TOF MS

HPLC-PDA-ESI-ion trap MS

HPLC-ESI-MSn

HPLC-ESI-MS-ion trap MS

UPLC -ESI-ion trap MS

HPLC-DAD

HPLC-ESI-MS

HPLC-ESI-MSn

HPLC-ESI-MS

HPLC-ESI-MSn

HPLC-ESI-MS/MS

HPLC-ESI-MSn

HPLC-ion trap MS

HPLC

UPLC-ESI-ion trap MS

HPLC -ESI-ITTOF-MS

HPLC-DAD-ESI-LCQ

HPLC-ESI-Q-TOF MS

HPLC-DAD-ESI-MS

HPLC-NMR

HPLC-PDA-ESI-MS

UPLC-DAD-ESI-ion trap MS

[60]

[35]

[29]

[34]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[31]

[34]

[33]

[62]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[2]

[82]

[83]

[84]

[85]

[48]
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5-脂氧合酶

Topo Ⅱ
COX-1

芳香化酶

蛋白酪氨酸

磷酸酶 1B

线粒体

DNA

过氧化物酶

体增殖剂激活

受体 α
苯醌还原酶-2

恶性疟原虫

硫氧还蛋白还

原酶

基质金属蛋

白酶-2

脂氧化酶

过氧化物酶

乙酰胆碱酯酶

防风、土茯苓、葛根

和红花

滋肾丸

重楼

羌活、丹参、当归等

11 味中药

延胡索

红曲

虎杖和黄芩

红车轴草

艾叶

啤酒花

AnalytiCon Discovery

library 的 133 种 天 然

成分

土茯苓、菝葜和防风

防风

丹参

人参茎叶皂苷

16 个化学成分

知母皂苷Ⅰ，知母皂苷 AⅠ，nyasol，去甲基小檗碱

重楼皂苷Ⅰ，Ⅱ，Ⅶ
4 种乳香酸和苯乙基反式阿魏酸脂、栎樱酸、桦木酸

6 个生物碱

红曲红胺素

19 个化学成分

德鸢尾素-4'-O-β-D-葡萄糖苷、德鸢尾素、黄豆黄葡萄糖苷、红车轴

草素、鹰嘴豆牙素 A

异泽兰黄素

黄腐酚，黄腐酚 D

11-羟基冠狗牙花定碱，育亨宾，hispolone，长春碱，老刺木碱，奎尼

丁 N-氧化物，hernagine，gnetifolin E，hispolone methyl ether

落新妇苷，黄杞苷，白藜芦醇，升麻素苷，5-O-甲基维斯阿米醇苷，

升麻素，亥茅酚苷

升麻素苷，5-O-甲基维斯阿米醇，亥茅酚苷，亥茅酚

丹参醇，原儿茶醛，丹酚酸 D，迷迭香酸，紫草酸，丹酚酸 B

11 个化学成分

UPLC-DAD-ESI MS

HPLC-FT-ICR MS

HPLC-ESI-MS

HPLC-ESI-Q-TOF MS

HPLC-DAD-ESI MSn

UPLC-ESI-Q-TOF MS

UPLC-DAD-ESI-ion trap MS

HPLC-ESI-MS-ion trap MS

HPLC-ESI-Q-TOF MS

HPLC-ESI-MS-ion trap MS

RRLC-ESI-Q/TOF MS

HPLC-ESI-MS

UPLC-Q-Extractive-MS

HPLC-ESI-QqQ-MS

RRLC-DAD-ESI-MS2

[86]

[87]

[34]

[60]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]
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注：glc.葡萄糖；rha.鼠李糖。

2.2 中药复方制剂中活性成分的筛选 中药复方

制剂是在中医药理论指导下组成的处方，其化学成

分十分复杂，常规的分析方法很难快速筛选和鉴定

其有效成分。戴荣华课题组利用 AUF-LC/MS 技术

对中药复方制剂——滋肾丸的提取物与生物靶蛋

白的相互作用进行了系列研究。COX-2 是催化花

生四烯酸（AA）转化为前列腺素（PG）的关键酶，在

细胞内被特异性地诱导表达炎症、退行性病变和肿

瘤过程。该课题组采用 AUF-LC/MS 技术对滋肾丸

提取物与 COX-2 的相互作用进行了研究［61］。结果

发现 20 个化合物与 COX-2 有特异性结合，其中 8 个

化合物为潜在的 COX-2 抑制剂，并利用傅立叶变

换 -离子回旋共振质谱法（FT-ICR MS）对其结构进

行了鉴定，同时利用分子对接进行了构 -效关系

分析。

此外，该课题组还进一步研究了滋肾丸与 5-脂

氧合酶（5-LOX）抑制剂的相互作用［87］。 5-LOX 是

炎症机制中的重要蛋白靶点，是 AA 代谢到白三烯

A4（LTA4）的关键酶。筛选结果表明有 6 个化合物为

潜在的 5-LOX 抑制剂，其中知母皂苷Ⅰ，去甲基小

檗碱，知母皂苷 AⅠ，nyasol 具有显著的酶抑制活

性。进一步的构-效关系表明，羟基是配体与 5-LOX

蛋白结合的最关键基团；其次是芳香环，其可以与

5-LOX 蛋白中的氨基酸残基发生 π-π相互作用。该

实验为 5-LOX 抑制剂的开发提供了科学依据。

2.3 中药有效成分的指纹图谱分析 中药化学指

纹图谱是指某些中药或其制剂经适当处理后，用其

特有的化学成分进行标记的色谱图或光谱图。其

是在对中药化学成分进行系统研究的基础上，主要

用于评价中药及其衍生产品的真实性、优良性和稳

定性，对提高中药质量、促进中药现代化具有重要

意义。但事实上，传统的化学指纹图谱仅通过所含

化学成分来评价中药的质量，这在一定程度上有其

局限性，因为所选化学成分与发挥临床功效的成分

并不完全吻合［7］。因此，如果首先使用高通量筛选

技术（如 AUF-LC/MS）从对应的中药中识别这些活

性成分，则可以根据蛋白质靶点与这些活性成分之

间的关系获得其生物指纹图谱，这不仅弥补了化学
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指纹图谱的局限性，而且为评价中药有效性提供了

新的思路，为中药质量控制提供了更重要的科学

依据。

为此，CHEN 等［62］建立了鼠李的抗炎和抗增殖

生物活性指纹图谱，分离并鉴定了 32 个化合物，其

中 23 个为黄酮类化合物。利用 UF-UPLC/MS 筛选

并鉴定了 12 个化合物为拓扑异构酶配体，11 个化合

物为 COX-2 配体。另外，体外抗炎和抗增殖活性进

一步证明了 UF-UPLC/MS 的可行性。在另一项研

究中，ZHAO 等［41］用 UF-LC/MS 从降香黄檀心材中

鉴定出 18 个潜在的 α-葡萄糖苷酶配体，同时检测出

5 个具有明显 α-葡萄糖苷酶抑制活性的主要组分的

含量，可用于降香黄檀的质量控制。

2.4 小分子药物的代谢产物分析 AUF-LC/MS 在

药物代谢研究中也得到了广泛的应用。HUANG

等［96］采用该方法从防风根提取物中筛选了脂氧化

酶（LOX）抑制剂，采用半制备 HPLC 分离得到 4 个

活性化合物，并对这些化合物进行了细胞色素 P450

的体外代谢研究，最后推断了 3 种可能代谢途径。

VAN BREEMEN 等［99］应用在线 UF-LC/MS 技术对

肝细胞色素 P450 代谢的药物分子进行了确证，该方

法可用于检测肝细胞色素 P450 代谢药物的程度和

初步药物代谢产物的鉴定。此外，还建立了一些用

于超滤管连接的装置，大大提高了分析速度。SHIN

等［100］利用脉冲 UF-LC-MS/MS 技术考察药物在代

谢过程中的稳定性，该实验采用肝细胞色素 P450 作

为亲和性靶标，对未产生代谢的 8 种 β-阻断剂进行

定量检测，结果表明该技术不仅可以体外考察药物

代谢的稳定性，还可实现多种化合物的同时定量

检测。

3 结论与展望

药用植物用于治疗疾病时具有多成分、多靶点

等特性。为了进一步阐明药用植物的作用机制，首

先要鉴定其活性成分。然而，常规的方法难以完成

此项工作。因此，有必要开发一种快速、简便、有效

的技术进行活性成分的靶向筛选，使其化学成分与

某些药理活性迅速关联。AUF-LC/MS 是亲和超滤

和质谱联用的一种有效方法，能快速筛选和鉴定与

靶蛋白结合的药物小分子，可用于筛选组合文库中

的先导化合物，已广泛用于天然产物中活性小分子

化合物的靶向筛选，尤其是特定靶酶的精准发现。

总之，采用 AUF-LC/MS 技术靶向筛选传统药用植

物中的活性小分子化合物是一种快速、简便、高效

的方法，其使追踪目标更为明确，克服了传统“化学-

活性”筛选模式的诸多缺点。

从过去的应用来看，AUF-LC/MS 也面临着许

多挑战：①如何减少药物小分子与超滤膜的非特异

性结合，从而减少假阳性结果，是今后亟待解决的

问题之一。②传统药用植物成分复杂、有效成分含

量极低、化学成分与酶之间的结合方式受到诸多外

界因素的干扰，因此在试验中会出现一定的假阴性

结果。③该技术目前主要用于特定靶酶的快速筛

选，在实际应用中仍受到一定的限制。④该技术只

能针对 1 个或 2 个蛋白质靶点的活性小分子筛选，

难以全面表征成分复杂的传统药用植物的化学生

物信息。目前，关于多靶点筛选的报道很少，不能

满足日益增长的药用植物提取物多靶点筛选的需

要。然而，具有多个蛋白质靶点的高通量亲和超滤-

液质联用筛选也有望在不久的将来实现。此外，随

着生物医学研究在人类各种疾病的病因和潜在机

制方面的逐步了解，目前尚不清楚的与疾病相关的

蛋白质靶点会得到更多探索。综上所述，随着超滤

技术和液相色谱 -质谱联用技术的发展，相信 AUF-

LC/MS 将在研究活性小分子与生物蛋白靶点之间

相互作用方面发挥更大的作用，特别是实现高通量

和多靶点的药用植物活性成分筛选，为药用植物资

源的开发和合理利用提供依据。
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