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基于色谱技术的中药药效物质研究进展
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摘要: 中药药效物质的阐明是中药现代化的基础, 现代色谱技术在中药药效物质研究中发挥着重要作用, 极大

推动了中药药效物质的阐明。本文结合作者研究工作, 主要从分析检测、分离制备及筛选三个层面综述基于色谱技

术的中药药效物质研究进展。
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Research progress on pharmacodynamic substances of Chinese
Medicine based on chromatographic techniques
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Abstract: To modernize traditional Chinese medicine, its pharmacodynamic substances should be elucidated

firstly. Modern chromatographic technologies play an important role in the clarification of the pharmacodynamic

substances of Chinese medicine. In this paper, the advancement and application of current chromatographic

techniques in the pharmacodynamic substances of Chinese medicines were reviewed from the aspects of detection,

preparation and screening methods.
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弄清中药药效物质是阐明中药药理作用及其机制

和临床疗效的先决条件, 也是深层次开发中药方剂、改

进工艺和剂型、制定质量标准、提高临床疗效的重要基

础, 是中药现代化的重要组成部分[1]。中药化学物质

繁杂多样, 数量庞大。据统计, 目前有 12 807种中药

材、5 781种中成药、61 739首中医方剂(《普济方》)。目

前共有 9 000多种黄酮类、4万多种萜类、1万多种生物

碱、8 000多种酚酸类成分[2]被发现。此外, 还有许多

Ⅰ相、Ⅱ相代谢产物, 以及其他水解、转化产物。此外,

中药化学物质的含量差异悬殊。例如丹参中丹酚酸B

含量高达 5.407%, 而丹酚酸A含量则低至 0.003%, 二

者含量相差 3个数量级[3]; 中成药生脉饮中人参皂苷含

量高达 6.30%, 而人参皂苷Rg3则低至 0.001%, 二者含

量也相差了3个数量级[4]。

鉴于中药化学物质数量庞大、繁杂多样、含量差异

十分悬殊, 中药物质基础研究仍面临着一些挑战: 成分

分析不全面, 定量覆盖度低; 微量成分检测鉴定难; 极

性成分、微量成分制备难; 成分分离-活性评价一体化

尚不成熟 ; 成分与药效关联不足 ; 此外 , 代谢产物分

析、制备研究尚浅等。因此, 为了突破以上这些难点问

题, 近年来发展了深度覆盖分析检测技术, 如增强色谱

分离效能及检测速度、提高质谱检测及数据解析技术,

从而全面解析中药化学成分。新型色谱制备技术如增
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强制备规模及效率, 和微量成分富集制备技术等的发

展, 解决了微量成分及代谢产物制备难点。此外, 发展

了亲和色谱、细胞膜色谱、谱效关联等, 探索成分-活
性整合分析方法。基于以上色谱技术, 加快了中药药

效物质研究的步伐。

1 中药化学物质的色谱全面检测及鉴定

1.1 细粒径色谱填料及超高效液相色谱的应用提高

了中药化学物质检测速度 色谱填料柱作为色谱填料

的载体, 是色谱仪器的“心脏”。随着色谱填料的粒径

从 35～50 μm降至 1.7/1.8 μm, 以及核壳型色谱填料的

发展, 色谱柱展现出更高的柱效, 从而增加了色谱分离

效能。近年来发展的新型液相色谱技术—超高效液相

色谱 (UPLC) 具有超快分析速度、超高分离度、超高灵

敏度等特点, 极大地缩短了样品分析的时间, 且提高了

分析容量, 为中药复杂体系中成分的分离分析提供了

良好的平台, 目前已广泛应用于中药各类成分的定性

定量检测分析研究[5]。Chen等[6]利用超高效液相色谱

在 20 min内对蒸制三七中Rg6、F4、Rk3等 10种人参皂

苷类成分进行了同时测定, 该方法具有良好的线性关

系, 平均回收率在 95%～104%之间, 并对不同头数、不

同药用部位、不同蒸制时间的三七样品进行了含量测

定和质量控制研究。Ren等[7]利用UPLC在 9 min内同

时测定了大黄中大黄素、大黄酸、大黄酚等 8个蒽醌类

成分, 并对其含量进行了测定, 建立的方法线性关系良

好, 为大黄药材质量控制提供了参考。Chen等[8]采用

UPLC建立了一种在 30 min内快速同时测定中药复方

制剂栀子金花丸中绿原酸、栀子苷、黄芩苷等 11种成

分的方法, 该方法较之前的HPLC法能更全面有效地

控制该复方制剂。此外, 超高效液相色谱也广泛应用

于中药及其复方药效物质指纹图谱的研究。Liu等[9]

利用超高效液相色谱首次建立了 14 min内快速鉴别

益智仁的UPLC特征指纹图谱共有模式, 并标定了 20

个共有峰 , 且发现 19 批益智仁有 15 批的相似度在

0.970以上。

1.2 新型色谱模式拓宽了中药化学物质检测范围 近

年来, 随着大量不同键合基团的色谱填料如亲水作用

色谱填料、立体保护键合色谱填料、体积排阻色谱填

料、手性色谱填料以及聚合物基质色谱柱填料等的发

展, 色谱柱的选择性得到了极大扩展, 更大程度地满足

了中药复杂样品分离的需要。亲水作用色谱填料克服

了正相色谱和反相色谱对极性化合物分离的不足, 其

在中药强极性成分如多糖、苷类和氨基酸等的分离中

发挥着重要作用[10]; 手性色谱填料拓宽了中药中手性

成分分离的适用性[11]。在此基础上发展的新色谱模式

如亲水作用色谱、超临界流体色谱等极大拓宽了中药

化学物质检测范围。

亲水作用色谱 (hydrophilic interaction chromatog‐

raphy, HILIC) 是一种能有效保留和分离中等至强亲水

性和极性化合物的液相色谱模式[12]。HILIC色谱填料

固定相表面都是与水有很好亲和性的氨基、羟基、酰

胺基等强极性基团, 从而使化合物的保留时间随化合

物的极性增强而增加。因此, HILIC已成为分析中药

极性化合物最有潜力的分离模式[10]。如 Jin等[13]利用

HILIC与电雾式检测器联用快速测定了枸杞子药材中

的主要成分——季铵型水溶性生物碱甜菜碱, 该方法

较柱前衍生紫外检测甜菜碱的方法重复性和稳定性

好。Qin等[14]采用 HILIC与 ELSD联用同时测定了复

方扶芳藤颗粒中人参皂苷Rb1、黄芪甲苷 IV和强极性

成分半乳糖醇的含量, 在常规色谱条件三者不能进行

同时分析, 而在HILIC模式下, 三者得到了非常好的分

离效果。此外, HILIC色谱还可应用于中药二萜生物

碱类[15]、核苷、核碱基和核苷酸类[16]等的检测分析。

超临界流体色谱 (supercritical fluid chromatography,

SFC) 是以超临界流体作为流动相的一种色谱技术, 具

有高分离效率、高流动相速度, 以及环保特性, 其与液

相和气相色谱相补充, 适用范围广, 不仅适用于小极性

和中等极性化合物的分离, 还适用于立体选择性化合

物的分离[17]。此外, SFC选择性高, 其保留行为与GC、

HPLC差异显著, 致力于解决传统分离手段不能满足

要求的问题[18]。鉴于以上特点, 近年来 SFC被广泛应

用到中药复杂成分[19]以及具有立体选择性化合物的分

析检测中。如 Zhao 等[20]首次使用 SFC 将胡芦巴中 6

种 25(R/S)-螺甾醇皂苷非对映异构体成功分离。Qiao

等[11]首次利用 SFC对药用樟脑中 7对 25R/S麦角甾烷

差向异构体成分进行快速分离, R/S差向异构体在SFC

大赛璐手性 Chiralcel OJ-H 柱中的保留行为与 HPLC

YMC ODS-A柱中的完全相反, 且所有 S构型化合物相

较 R 构型在 2-乙基吡啶柱中显示更强的保留。Qing

等[21]应用 SFC-MS/MS技术, 以苯基柱为固定相, 在 10

min内从雷公藤提取物中检测并鉴定出 71个倍半萜吡

啶生物碱。Pfeifer等[22]首次采用 SFC技术在 6 min之

内测定了 8个香豆素化合物的含量。此外, SFC还可

适用于中药酚酸类[23]、黄酮类[24,25]、蒽醌类[26]、甾体皂

苷[27]、核苷类及人参皂苷类[28]的分离, 并有较好的应用

前景。

1.3 二维液相色谱联用展现了更强的中药化学物质

检测能力 中药及其复方化学组成复杂、类别差异大,

传统的一维色谱分离已不能提供足够的分辨率, 且所

得色谱峰重叠现象严重。近年来发展的二维液相色谱

在中药研究中备受青睐, 其通过两个不同分离过程或
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机制对复杂样品进行分离, 能显著降低色谱峰的重叠,

提高色谱柱的峰容量, 从而与质谱联用时增强色谱峰

鉴定的可靠性, 使分离效率与分析通量大大提高, 已广

泛应用于中药的分析检测研究[29]。

全二维色谱 (LC×LC) 模式是将第一维的流分全

部或以相同的比例依次切割进入第二维进行分离, 可

较好地兼顾中药中等极性、大极性和小极性的化合

物。目前二维液相色谱有以下几种分离模式, 如正相

(NP)、反相 (RP)、亲水相互作用 (HILIC)、离子交换

(IE) 和尺寸排阻 (SE), 均可结合起来使用以增强 2D-

LC的正交性[30]。目前用于中药复杂成分分析的全二

维液相色谱多为RP×RP模式, RP×RP主要是利用两种

不同键合机制的反相色谱柱 (如 CN、ODS、Phenyl -

C18、Poroshell 120 SB-C18等) 进行分离。Guo等[31]采

用全二维色谱从银杏叶提取物中检测出了 61种黄酮

类化合物, 其分析能力较一维色谱明显提高。HILIC×

RP是根据两种不同的分离机制进行分离的, 二者的分

离选择性有很好的正交性, 且具有相似流动相体系, 其

二者之间能进行快速切换, 目前已成为解决复杂样品

分离问题的有效手段之一[32]。Cao 等[33]构建了基于

XBridge Amide柱和Accucore PFP柱结合的在线亲水

相互作用×反相二维液相色谱 (HILIC×RP-DAD-ESI/

HRMS/MSn), 并从丹参提取物中检测出 196个极性化

合物的色谱峰, 二者正交性高达 73%。HILIC和RP的

在线联用为具有复杂基质的含有极性化合物的样品分

析提供了强大的分离能力。

相比于全二维的整体模式 , 中心切割二维色谱

(LC-LC) 模式主要针对中药某些难于分离的类成分,

其仅将第一维流分中感兴趣的组分切割进入第二维进

行进一步分离。例如, Yao等[34]采用基于 Poroshell SB

C18 柱和 Zorbax SB-Aq 柱结合的多中心切割二维色

谱实现了含有三七的 8 种中成药中 5 种人参皂苷类

(noto-R1、Re、Rg1、Rb1和Rd) 化合物的基线分离与准确

定量, 而一维色谱无法完全分离这些结构极为相似的

人参皂苷类化合物。

由于中药及其复方中成分繁杂且含量各异, 目前

常将全二维和中心切割技术联用, 能更加全面地分析

检测中药微量成分以及全成分表征。Qiao等[35]通过将

全二维和中心切割液相色谱技术进行联用, 在 35 min

内从 2种葛根提取物中共分别分离出 271和 254个色

谱峰, 并利用8位2通阀切割、移除主成分后, 结合质谱

初步鉴定了含量约为 0.01%～0.1% (w/w) 的 21个微量

成分, 其中 9个为首次从葛根中发现。在后续研究中,

该课题组[36]以基于C18 × Phenyl-Hexyl结合的全二维

液相色谱模式在 42 min内从葛根芩连汤中分离出 280

个色谱峰, 并鉴定出 125种化合物, 在此基础上, 以 14

位6通阀的中心切割模式针对性地多分离出 13种化合

物, 实现了葛根芩连汤的全面物质基础表征。

1.4 质谱数据的深度解析策略的发展极大促进了中

药药效物质的辨识 得益于超高效液相色谱及高分辨

质谱串联技术的发展, 复杂中药物质成分深度覆盖检

测技术已建立, 且已广泛应用于中药黄酮类[37]、生物碱

类[38]、萜类[39]、酚酸类[40]等成分的检测鉴定。与此同

时, 液质数据的深度解析对于中药复杂体系中成分的

分析鉴定也尤为重要, 新型鉴定策略的不断应用, 促进

了复杂中药化学成分的快速高效全面辨识。如作者课

题组[41]利用基于分子特征的前体离子定向扫描数据处

理策略 (PIS-MS/MS) 在 20 min内从益心舒胶囊中辨

识出 276种化学成分。该策略根据中药复方中各类成

分的分子特征, 进行查找、提取各类型化合物的前离

子, 最后对前离子进行靶向MS/MS分析。在给定的保

留时间和 m /z 范围内 , 使用 PIS-MS/MS 获得的前离

子数量是 auto-MS/MS 方式的 1.3 倍 , 有利于进一步

获取低丰度化合物的碎片信息, 其可实现高、低含量

甚至微量化合物的同步鉴定。Ye等[42]通过整合中性

丢失/前体离子扫描以及结合全局分析及多元统计学

(MNPSS) 的研究策略从中药姜黄中快速识别出 846个

萜烯类成分, 且其中包含大量的潜在新化合物。该策

略根据前期分离得到的萜烯类成分的质谱碎裂规律,

确定了 12个中性丢失片段和产物离子信息, 利用该信

息进行数据采集, 从而对姜黄中的成分进行靶向及非

靶向分析。Guo等[43]构建了一个增强目标识别策略,

共从红花中鉴定了 107个黄酮-O-糖苷类成分, 其中 80

个成分为首次从红花中报道的。该策略通过整合离线

二维液相色谱-线性离子阱-obitrap质谱-高分辨诊断

产物离子/中性丢失过滤和固相萃取-核磁共振, 离线

二维液相色谱使共洗脱组分获得更好地分离, 碰撞诱

导解离和高能C-trap解离的组合使用可以产生互补的

碎片信息 , 糖苷配基亚型和表征糖基化模式可通过

HCD-MS2光谱中糖苷配基离子种类的强度来识别, 五

种糖苷配基结构进一步通过LC-SPE-NMR的 1H NMR

数据得到了确认。此外, 其中的一个新化合物被分离

并完全鉴定, 这从某种程度上验证了MS导向鉴定的

可靠性。

中药药效物质除了原形成分外, 还存在一些代谢

产物。近年来用于鉴定药物代谢产物的常用数据挖掘

策略有以下这些, 如提取离子色谱、本底扣除、质量亏

损过滤、产物离子过滤、质谱树状图过滤、同位素过滤、

SWATH和MSE以及这些技术的联用等[44]。作者课题

组[45]通过整合质量亏损过滤、提取离子色谱、同位素模
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式匹配和生物转化补偿分子式等鉴定策略对质谱数据

进行综合解析 , 共从益心舒胶囊给药血浆中鉴定了

184种代谢产物。Zhou等[46]通过UPLC-Q-TOF/MS结

合质量亏损过滤两步法共从栀子-连翘药对给药血浆

鉴定出 36个原形成分和 16个代谢产物。第一步是通

过UPLC-Q-TOF/MS结合质量亏损过滤从不同结构类

型的代表性化合物中快速鉴定了未知类似物, 并进一

步通过标准物质和已发表的文献进行了确认。类似

地, 在第二步中, 通过质量亏损过滤从第一步中鉴定的

化合物中快速发现其他未知组分。

2 中药化学物质的色谱高效制备

借助于新的色谱模式及多维色谱技术, 中药中微

量、亲水性强极性成分的分离、制备难点获得突破, 制

备了一系列高活性微量成分, 为新药发现奠定基础。

如集成色谱与波谱联用、组合色谱与活性筛选及新型

亲水性醇/盐双水相分离体系结合高速逆流色谱、二维

液相色谱、电化学-色谱联用等技术方法, 突破了中药

微量活性成分“难识别、难获取、难评价”和亲水性强极

性类成分难高效分离的问题。

2.1 高柱效色谱柱及富集循环制备系统促进中药化

学物质分离制备 中药化学物质高效分离制备可从以

下 4个方面进行改善: ①发展新型高柱效的柱填充技

术; ② 增大载样量; ③ 回收处理填料, 以便降低损耗;

④优化分离, 达到缩短时间、减少溶剂消耗。基于此,

作者课题组前期成功研制出了制备量大、分离效果好

的动态轴向加压大型高效制备柱, 其采用动态压缩系

统、移动柱头, 优化的分配盘、匀浆及装填方法系统。

所研制出来的动态轴向加压柱, 经反复试用, 其分离性

能与进口产品相当。相比进口产品, 其成本低廉, 简单

易用, 适用于中药物质成分及化学对照品高效、批量制

备。同时, 作者课题组[47]利用该设备同步规模制备了

淫羊藿中 5个对照品, 在一个月内制备得到淫羊藿苷

大于 30 g, 朝藿定C大于 10 g, 朝藿定A、B大于 1 g, 朝

藿定 A1 (别名 hexandraside F) 大于 100 mg, 纯度均大

于98%。

目前市场上已推出 Sepmatix 8柱平行制备色谱、

多维制备色谱、Waters-Thar - SFC 制备色谱、以及

Waters自动纯化系统等设备应用于成分的分离制备,

但这些设备价格昂贵, 高达 200～300万元, 使用其进

行分离制备中药成分, 成本过高, 且效果不佳。因此,

价格低廉、简单易操作、且能实现快速高效分离的分离

纯化系统成为研究的重点。基于以上考虑, 作者课题

组[48,49]发展研制出一套成本低廉、简单易用的分离纯

化系统 , 其采用捕集柱接口设计 , 实现不断进样-分
离-捕集, 从而使微量成分达到连续富集和循环分离。

通过增加一个手动十通阀和溶剂泵, 并与六通阀组合

切换, 使目标化合物被有效捕集后再转移入循环色谱

制备柱中进行分离, 实现一根捕集柱和一根制备柱即

可完成微量成分的在线富集和循环分离过程。该新型

在线循环制备色谱系统具有高效快速、高回收率、节省

成本等特点。作者课题组[50]利用该系统快速对雪莲细

胞培养的提取物中的 10%多酚类成分进行分离, 制备

纯度达到大于95%, 三次循环纯化后回收率超过95%。

2.2 导向高效识别分离制备中药化学物质 中药含

有的化学成分复杂, 显示出显著的药理活性的成分可

能为主要成分亦或少量微量成分。如何从中药中快速

高效分离制备微量或活性成分仍是目前一大难点问

题。系统分离中药化学成分时, 由于已知化合物和其

他杂质的干扰, 导致了大量重复性的分离工作, 造成了

大量时间和经费的浪费。近年来发展出的导向分离制

备目标成分或活性成分策略, 已大大提高了工作效率。

Yu等[51]针对微量活性成分“难识别、难获取、难评价”

等技术瓶颈, 历经 13年的研究, 集成利用色谱与波谱

联用、组合色谱与活性筛选等新技术新方法, 创建了中

草药微量活性物质的高效识别、快速锁定和定向获取

的新技术体系, 获取了一批新的微量高活性成分, 为新

药发现提供了新源头, 揭示了天麻等 8种中草药的微

量关键药效物质, 开辟了中草药研究的新热点, 并获得

了 2014年度国家科技进步奖二等奖。此外, Liu等[52]

通过高效液相色谱-质谱-固相萃取-核磁共振 (HPLC-

MS-SPE-NMR) 联用方法从杜鹃花中导向地分离得到

4 个微量三萜类化合物 , 3 个新的重排三萜类化合物

rhodoterpenoid A-C以及 1个新生物合成途径的化合物

rhodoterpenoid D。

以活性为导向从中药复杂体系分离制备活性成

分, 不仅能提高从复杂的中药成分体系中分离单体化

合物的工作效率, 同时也克服了传统分离工作中存在

的局限性和盲目性问题。Wang等[53]首先利用超滤质

谱筛选技术从黄芩提取物中筛选并鉴定出 11种 α-葡

萄糖苷酶抑制剂, 并以此为导向, 联合使用高速逆流色

谱 (HPCCC) 和快速制备色谱 (RP-MPLC) 方法, 从黄

芩粗提物中分离得到 6种α-葡萄糖苷酶抑制剂。Zhou

等[54]采用 1, 1 -二苯基 - 2 -苦肼基自由基乙醇溶液

(DPPH) 和传统显色剂显色的薄层色谱-生物自显影

法, 从菝葜的丙酮提取物中导向分离制备得到 4个主

要抗氧化活性成分。

2.3 二维液相色谱加快中药化学物质分离制备 近

年来, 随着二维液相色谱在中药成分分析检测研究中

的广泛应用, 其亦逐渐应用于中药化学物质分离制备

方面, 大大提高了分离制备效率。Li等[55]采用新开发
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的真空蒸发辅助吸附 (VEAA) 界面构建了在线二维正

相液相色谱×反相液相色谱 (2D NPLC×RPLC) 结合制

备系统, 其可快速去除NPLC溶剂。该系统在真空条

件 , 成功解决了 NPLC 与 RPLC 之间的溶剂不相容问

题, 实现了两个维度在线溶剂交换, 在此基础上, 通过

约 20 h的分离从蟾蜍毒液中共制备获得 19个具有高

纯度的化合物。与传统方法相比, 该 2D 系统借助于

VEAA界面, 在分离效率和自动化方面表现出明显的

优势, 对于中药复杂成分的常规分离具有广阔的应用

前景。Jiao等[56]采用亲水相互作用固相萃取法结合离

线二维反相液相色谱/亲水相互作用液相色谱从苦马

豆的粗制样品中分离制备黄酮苷类成分。首先使用

XAmide固相萃取柱富集苦马豆的粗制样品中黄酮类

化合物, 再通过第一维液相分离得到 15个富含黄酮类

成分的目标部分, 然后进一步通过第二维液相对其中

的 3个目标部分进行分离制备, 共得到了 8个黄酮苷,

且纯度均大于97%。

2.4 新型双水相高速逆流色谱增强中药强极性成分

分离制备 传统的中药物质基础研究常集中在中等极

性和弱极性化合物的分离与表征, 对强极性化合物则

少有涉足。如何高效、高通量地实现中药强极性成分

的分离, 是中药药效物质基础研究领域一项重大难题。

一直以来, 天然产物的分离基本局限于有机/水相两相

溶剂体系, 而传统的双水相体系由聚合物/聚合物体系

和聚合物/盐体系组成, 主要用于生命大分子如蛋白质

的分离制备, 因此, 有机溶剂/水两相体系和双水相体

系之间留有的大片极性空白区一直没有找到合适的溶

剂体系填补, 这一极性跨度区域成为分离极性中药化

学物质最应关注的区域。作者课题组Liu等[57]将亲水

性醇/盐新型双水相应用于高速逆流色谱, 建立了新型

亲水性醇-盐双水相高效逆流色谱体系, 并成功利用

该技术高效分离获得 4个咖啡酰奎尼酸同分异构体和

4个核苷类小分子极性化合物[58]。该新型双水相体系

是指在一定条件下, 甲醇、乙醇、丙酮等亲水有机溶剂

与水和无机盐在适当浓度下混合, 体系中的盐不析出,

而是出现液/液分相现象, 从而形成一种亲水性醇/盐

两相体系, 该体系的极性介于有机溶剂/水两相体系和

双水相体系间, 上相含水量可达 22%～60%, 适用于极

性化合物的萃取分离。在此基础上, Zou等[59]提出了

一种基于 pH 区的高速逆流色谱的有效策略, 用于从

中药中分离制备极性生物碱。该方法使用由乙腈、氯

化钠和水组成的亲水性有机/含盐两相体系 (54%∶

5%∶41%, w%), 加入 10 mmol·L-1三乙胺作为保留剂和

15 mmol·L-1盐酸作为洗脱剂, 同时从 500 mg 5%乙醇

大孔吸附树脂洗脱部分的蟾蜍毒液中分离得到 3种极

性吲哚生物碱, 5-羟色胺 (19 mg)、5-羟基-N'-甲基色胺

(45 mg)、bufotenine (33 mg), 其纯度分别为 91.3%、

97.5%和89.4%。

2.5 电化学-色谱联用技术有望加快体内代谢产物分

离制备 中药及其复方含有的化学成分繁杂, 其吸收

进入体内的化学成分及代谢产物亦繁杂, 随着药物代

谢研究领域的进步, Xu等[60]认为中药药效物质的显效

形式或为原形成分, 或为其代谢产物, 亦或两者皆是,

不仅Ⅰ相代谢产物具有活性, Ⅱ相代谢产物如黄酮类

的葡萄糖醛酸结合物也具有活性。目前, 制备中药体

内代谢物主要有 3种技术: ① 化学合成技术, 该技术

制备代谢物产量较大, 但不能保证化学合成产物在光

学活性上与体内产生的代谢物一致; ②体外生物合成

技术, 但其要求所用中药成分和酶反应底物具有一定

的水溶性; ③从人体受试者或实验动物的排泄物中直

接提取, 但由于排泄物组成复杂, 色谱分离纯化难度

较大。

电化学 (electrochemical, EC) 系统 ROXY TM 是

高效的代谢产物合成的一种新的技术工具, 能很好地

避免生物基质、生物危害、副产品、时间长、成本高的问

题, 且能制备得到大量的代谢产物, 获得更高的收益,

与质谱联用 (EC-MS) 几乎可以模拟任何分析领域的

自然界的氧化还原反应, 可在很短的时间得到 (药物)

分子的氧化代谢指纹, 且不需要生物体就可直接检测

代谢产物或结合物 (例如GSH、蛋白质、DNA), 使用制

备电极为代谢产物合成提供了一种新型平台。欧美科

学家利用该仪器模拟体内、体外药物的Ⅰ相和Ⅱ相代

谢, 并进行代谢物快速制备。Baumann等[61]分别采用

“体内实验”、“体外实验”、“EC-MS法模拟药物代谢”

得到化学药 tetrazepam的代谢数据, 说明EC-MS法模

拟药物代谢具有极高的一致性; Khera等[62]通过比较

电化学和酶氧化制备他汀类药物代谢物研究发现,电化

学模拟方法具有较高的得率; Brauckmann等[63]通过使用

LC/ESI-MS检测到顺铂及西咪替丁之间的加合物与产

品其各自的电化学氧化产物。基于以上研究, 作者课

题组[64]首次利用ROXY EC模拟中药川芎中藁本内酯

的体内氧化代谢反应 , 并分离制备得到其代谢产物

senkyunolide I、senkyunolide H 和 6,7-epoxyligustilide。

senkyunolide I和 senkyunolide H可在大鼠血浆和肝脏

中检测到, 而藁本内酯的关键中间代谢产物 6,7-epox‐

yligustilide在体内难以检测到。因此, 基于电化学技

术模拟中药中的单体成分的体内代谢, 对于阐明中药

体内药效成分具有极高的应用价值。

3 中药药效物质的色谱筛选

随着色谱技术的发展及新型填料的应用, 新色谱
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技术的引入为高通量筛选活性成分带来了新的契机。

借助于亲和色谱、细胞膜色谱及谱效关联等色谱技术,

加快了复杂中药提取物中直接筛选药效成分发现的

速度。

3.1 亲和色谱加快中药药效物质筛选 亲和色谱是

基于固定相特异性识别活性分子的色谱分离技术[65],

其采用固定化技术将药物靶标如酶、受体与合适的固

相支持物进行共价、非共价结合后用于活性分子的筛

选, 实现了高效液相色谱分离和受体药理学的有机结

合和药物-受体亲和作用的快速表征。基于固定化靶

酶的亲和捕获筛选模型, 具有作用机制明确、直接结合

活性单体等优点, 是一种快速筛选活性成分的新方法,

其先将目标靶酶固定于色谱填料上, 装填入色谱柱, 进

而进行平衡、上样、清洗、洗脱, 最后获得药效物质。作

者课题组[66]以 α-葡萄糖苷酶 (AGH) 为靶酶, 在优化固

定化AGH合成方法的基础上, 制备出固定化AGH亲

和材料 , 将其与 UHPLC-MS 联用 , 搭建了集“成分分

离-活性筛选-结构鉴定”于一体的AGHI筛选平台, 并

通过亲和捕获筛选出绿茶中 3 个强 AGH 抑制剂

(EGCG、GCG、ECG), 而 3个阴性分子 (GA、EGC、EC)

尽管在绿茶中的含量较大, 但其与AGH酶之间仅有弱

亲和作用而未被筛选出来。此外, Wang等[67]以含有环

氧反应基团的甲基丙烯酸酯基整体毛细管作为固定目

标靶酶乙酰胆碱酯酶 (AChE) 的载体, 结合液质联用

技术, 构建了一个在线配体垂钓平台, 并利用该平台从

延胡索提取物中筛选出 8个具有AChE结合亲和力的

化合物。

3.2 细胞膜色谱促进中药药效物质筛选 细胞膜色

谱技术 (cell membrane chromatography, CMC) 是用液

相色谱法研究药物与固定相上细胞膜受体相互作用的

一种生物色谱分析方法[68], 其固定相为含靶标受体的

活性组织细胞膜 (或高表达细胞)。1996年He等[69]提

出的CMC具有受体亲和与色谱分离双重功能, 将色谱

分离与活性成分筛选结合, 可在体外实现药物体内过

程的动态模拟, 从而进行药物分离、活性筛选以及药物

鉴定, 其在中药复杂体系成分分离和筛选研究方面有

独特的优势。至今为止, 已建立了多种细胞膜色谱成

功地用于中药活性成分筛选体系。He等[70]用大鼠前

列腺细胞膜层析结合液相色谱-质谱 (LC-MS) 发现了

钩藤提取物中的 4 个活性成分 (corynoxeine、isorhyn‐

chophylline、isocorynoxeine和 rhynchophylline), 且竞争

性结合测定结果表明, 这 4个成分在同一个结合位点

处直接竞争, 并以与坦索罗辛相似的方式与 α1肾上腺

素能受体 (α1A-AR) 相互作用。这种 CMC 结合 LC-

MS系统通过筛选天然药材提供了一种药物发现方法,

用于筛选靶向特定受体的新药理活性分子。此外, He

等[71]以高表达受体细胞膜色谱技术为核心, 研究了集

“识别−分离−鉴定”于一体的细胞膜色谱-HPLC/MS二

维分析系统, 在此基础上研制开发了“天然药物中目标

物快速‘识别鉴定’二维色谱系统”。研究者们[72]以酪

氨酸激酶受体 (TKR) 作为抗肿瘤药物筛选的靶点, 构

建了 EGFR、VEGFR、bFGFR1 和 bFGFR4 等稳定膜高

表达亚型TKR 受体细胞株, 并利用TKR/CMC二维色

谱分析仪, 对红毛七等 50多种中药材中的抗肿瘤活性

成分进行筛选, 得到了塔斯品碱等抗肿瘤血管生成先

导化合物。

3.3 谱效关联提高中药药效物质筛选整体性 对于

中药药效物质的高通量筛选固然十分重要, 但如果只

是一味的关注于活性单体化合物的发现, 难免会与中

药药效的整体评价标准有所割裂。作者认为, 对于中

药药效物质的认识, 不仅要有技术方法上的创新, 更需

要研究思路的指导,“谱效关联”的概念与中药多靶点、

协同作用的整体研究思路十分契合。建立基于谱效关

联的中药药效物质筛选方法能有效加快中药药效物质

发现的速度。作者课题组[73,74]根据多个组分和化合物

的LC-MS信息及活性数据进行建模, 然后进行变量筛

选, 最后成功从淫羊藿中筛选出抗骨质疏松及从狼毒

中筛选出抗癌的有效组分及化合物。

此外, 中药具有多成分、弱效应、协调整合作用特

点, 其整体药效的发挥不是单一成分药效的简单加合,

而是存在着成分间多层次、多环节、多维度的非线性作

用。基于此, Li等[75]建立了一套符合中药作用特点的

药效物质基础研究体系: 在整体中解析部分, 由部分回

归整体, 即在中药复方整体的基础上, 遵循原方成分含

量比例, 评估“部分”对“整体”的贡献, 从众多成分中寻

找能基本代表原方疗效的“等效成分群”。以复方丹参

滴丸为例, 该课题组[76]从中发现了一个由 18个成分组

成的等效成分群, 其总含量占复方制剂的 15.01%, 可

视作该制剂的有效组分“标示量”。该成分群在细胞模

型和大鼠心肌梗死、缺血再灌注模型上均呈现出与复

方丹参滴丸相当的药效。中药等效成分群发现策略为

建立基于中药整体作用特点、药效关联的质量控制标

准提供了新思路, 也为基于中药复方的创新药物研发

开拓了新途径。

4 结语

中药药效物质是中药现代化研究的基础。借助领

先的色谱、质谱、波谱检测设备和活性评价平台, 中药

药效物质研究取得突破性进展 , 但仍存在下列问题:

①临床中药体内药效物质浓度极低、全面检测仍十分

困难; ② 中药代谢产物制备十分困难; ③中药成分分
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离与活性评价仍然脱节。因此, 中药物质基础研究仍

然具有相当的挑战性, 需要不断改进、创新和大力发展

相关技术及方法。
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