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摘要：细胞膜色谱法是近年来迅速发展的一种生物亲和色谱方法。其以包覆含受体膜的载体为固定相，将配体与膜受体间相

互作用转化为色谱过程。该方法具有生物仿生、高效、低成本等优势，已被广泛用于药物分子筛选和受体与配体相互作用研

究。线粒体作为重要的细胞内膜系统，膜结构中分布有多种药物靶点，线粒体膜色谱技术近期也有重要研究进展。笔者综述

了细胞膜色谱技术及其应用方面的进展，也对基于细胞膜色谱理论的线粒体膜色谱技术进行简介和展望。
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　　从天然产物中发现药物的传统方法是先从复杂混合
物中分离纯化组分，再对各组分的生物活性进行单独分

析［１］，该方法耗时且工作量巨大。为了使发现和分析药

物的流程更加方便快捷，贺浪冲教授于 １９９６年首次提出
和建立了细胞膜色谱法（ｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，
ＣＭＣ）［２］，将色谱学、细胞生物学和药理学相结合，使体内
药物受体相互作用转化为色谱过程（图 １），具有筛选检

测快速，灵敏度高等特点，在混合物中多种效应物质的同

时筛选以及药物与受体相互作用研究方面有巨大的应用

潜力［３］。

ＣＭＣ技术属于亲和色谱技术，主要利用细胞膜和硅胶表
面硅羟基（ＳｉＯＨ）的吸附作用制备细胞膜色谱固定相（ｃｅｌｌ

ｍｅｍｂｒａｎｅｓｔａｔｉｏｎａｒｙｐｈａｓｅ，ＣＭＳＰ），其示意图见图２Ａ，该固定
相保持了细胞膜的完整性、膜受体的三维结构以及生物活

性。在以ＣＭＳＰ为固定相的色谱分析过程中，不同配体（混
合物中的各种潜在效应物）与生理状态下的膜受体存在作用

力的差异，从而显现出差异化的保留特征，最终实现色谱分

离和潜在活性物质确认目的。

ＣＭＳＰ的制备方法由贺浪冲教授课题组建立［４］，核心步

骤如下：首先是细胞膜的制备，将来自组织或培养的细胞在

低渗溶液中使用超声设备破碎，再通过差速离心法分离得到

细胞膜。然后将得到的细胞膜与硅胶载体混合，使细胞膜在

硅胶表面充分吸附到达到平衡，即可得到 ＣＭＳＰ。制备好的
ＣＭＳＰ通常利用扫描电镜等手段进行表征。与未吸附细胞膜
硅胶（图２Ｂ）相比，ＣＭＳＰ（图 ２Ｃ）表面有明显膜结构吸附于

硅胶表面。

笔者对ＣＭＣ技术近年来的发展现状做了综述，对该技
术在药物筛选和药物受体相互作用领域的研究做了梳理归
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纳，并对ＣＭＣ技术未来的发展做了展望。

１　ＣＭＣ技术研究进展
ＣＭＣ技术自建立以来，经过多年的发展，已成为药物筛

选及配体与受体相互作用研究的有力工具，但也面临了一些

发展限制和瓶颈。如：①膜蛋白易脱落、失活，非特异性吸附

导致色谱柱稳定性差，柱寿命短［５］；②分离得到的有效成分
鉴定难；③细胞膜受体含量低，细胞用量大，膜制备成本较
高；④药物作用靶向性和作用机制仍不十分明确等。针对以
上问题，多个团队针对上述难题进行了有益的探索，给出了

多种解决方案，现对该技术在以上领域的改进措施进行

梳理。

图１　细胞膜色谱（ＣＭＣ）技术模拟体内“药物受体”作用的示意图［２］

图２　细胞膜色谱固定相（ＣＭＳＰ）示意图（Ａ）、硅胶扫描电镜图（Ｂ）及ＣＭＳＰ扫描电镜图（Ｃ）

１１　膜载体结合方式
ＣＭＣ技术的关键之一在于 ＣＭＳＰ的制备。在制备

ＣＭＳＰ过程中，细胞膜与载体之间的不同结合方式会对
ＣＭＳＰ的作用效果会产生不同影响。传统的结合方式依
靠硅胶与细胞膜之间的物理吸附作用，但通过该方式吸

附于硅胶上的细胞膜受体蛋白容易脱落，影响了筛选结

果的稳定性。同时，吸附细胞膜的过程是非特异性的，

ＣＭＳＰ中目标受体的纯度无法得到保证。目前的改进策
略主要集中于修饰硅胶表面，通过多种途径增强其结合

细胞膜的能力。

１１１　物理吸附　Ｗｕ等［６］利用聚乙烯醇（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌａｌｃｏ
ｈｏｌ，ＰＶＡ）和聚二甲基二烯丙基氯化铵（ｐｏｌｙｄｉｍｅｔｈｙｌｄｉａｌｌｙｌ
ａｍｍｏｎｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＰＤＡＣ）在硅胶表面形成了有良好生物相
容性［７］和稳定性的ＰＶＡＰＤＡＣ共聚物，改性后的硅胶对细胞
膜的吸附力增强，表面细胞膜的覆盖率相比正常细胞膜色谱

柱增加了约 ３０％，细胞膜色谱柱的稳定性也有所提升。

Ｚｈａｎｇ等［８］等利用了石墨烯量子点（ｇｒａｐｈｅｎｅｑｕａｎｔｕｍｄｏｔｓ，
ＧＱＤｓ）来修饰硅胶表面，依据ＧＱＤｓ可负载多种官能团、比表
面积高、界面特性良好等特点［９］，可将ＣＭＣ柱的使用寿命延
长至８ｄ以上。
１１２　共价连接　上述报道中，细胞膜和载体（硅胶）之间
的结合力主要源于物理吸附，为了进一步提高结合能力，

Ｄｉｎｇ等［１０］采用了共价键连接的方法，使用３氨基丙基三乙
氧基硅烷（３ａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌｔｒｉｅｔｈｏｘｙｓｉｌａｎｅ，ＡＰＴＥＳ）处理硅胶
使其表面携带氨基，再用戊二醛使硅胶表面醛基化。最终

利用醛基与细胞膜中的氨基在室温环境中易发生醛氨缩合

反应，使得细胞膜共价结合在硅胶上，极大增强了细胞膜受

体在硅胶表面的附着效果。该方法制备的细胞膜色谱柱的

使用寿命从原有的低于３ｄ延长到１２ｄ以上，且色谱柱在
前３ｄ内的重现性也显著提高。利用这种改性方法，Ｗａｎｇ
等［１１］开发了ＡＰＴＥＳ修饰的ＭＣＦ７／ＣＭＣ系统实现了对元胡
和白芷中活性成分的筛选。Ｌｉｕ等［１２］开发了ＡＰＴＥＳ修饰的
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ＰｇｐＭＣＦ７／ＣＭＣ系统从黄芩中筛选出了抗肿瘤的活性成
分黄芩苷。

同样是采用硅胶与细胞膜共价连接的思路，Ｇｕ等［１３］

先利用３巯基丙基三甲氧基硅烷（３ｍｅｒｃａｐｔｏｐｒｏｐｙｌｔｒｉｍｅ
ｔｈｏｘｙｓｉｌａｎｅ，ＭＰＴＳ）使硅胶表面携带巯基，再用 Ｎγ马来酰
亚胺基丁酰氧琥珀酰亚胺酯处理使硅胶表面获得活化的
酯基，游离的活性酯基能够与细胞膜中的氨基共价结合，使

得细胞膜稳定地附着在了硅胶表面。与 ＡＰＴＥＳ改性的方
法相比，ＭＰＴＳ的改性方法显示出以下优点：①解决了
ＡＰＴＥＳ改性法中存在的戊二醛的自聚合问题；②巯基与马
来酰亚胺的反应活性高于氨基与醛基；③反应过程更温
和、更快。

１１３　特异性连接　针对结合细胞膜过程中缺乏特异性导
致目标受体纯度不高的问题，Ｆｕ等［１４］利用ＤＮＡ烷基转移酶
衍生物标签（ＳＮＡＰｔａｇ）技术进行了改进，ＳＮＡＰｔａｇ是根据
Ｏ６鸟嘌呤烷基ＤＮＡ烷基转移酶进行突变改造，可以特异性
并快速地与苯甲基鸟嘌呤衍生物发生共价键反应的标签蛋

白。ＳＮＡＰｔａｇ技术是一种常用的特异性偶联技术，常用于在
蛋白表面共价连接效应分子［１５］。该团队首先将 ＳＮＡＰ标签
与ＥＧＦＲ受体的 Ｎ端融合，然后用苄基鸟嘌呤（ｂｅｎｚｙｌｇｕａ
ｎｉｎｅ，ＢＧ）衍生物修饰大孔硅胶，利用 ＳＮＡＰ标签与 ＢＧ衍
生物的特异性结合，实现 ＥＧＦＲ膜受体与硅胶之间的特异
性共价连接。相较于其他连接方式，它最大限度地减少了

蛋白质的非特异性附着。同样是利用 ＳＮＡＰｔａｇ的连接方
式，该团队的Ｊｉａ等［１６］在ＭｒｇＸ２受体的Ｃ端引入ＳＮＡＰｔａｇ，
构建的新型ＣＭＣ模型从石楠中筛选出了紫草素和乙酰紫
草素两种抗假过敏化合物。除了有选择性吸附的优势，该

方法在固定相制备时间上也大大缩短，从开始孵育膜蛋白

至吸附饱和只需要６ｍｉｎ，相比传统的静置过夜的孵育方式
有明显进步。

１２　分离鉴定方式
ＣＭＣ技术的核心作用之一在于筛选与膜受体相互作用

的有效成分，如何快速且低成本分离分析有效成分是该技术

领域的研究热点之一。最初的 ＣＭＣ方法是单维的分离系
统，无法直接得到筛出组分的具体信息，后续筛选物的鉴定

需要借助其他仪器协助，过程易导致信息丢失。随着分析仪

器的不断进步，研究人员将ＣＭＣ与质谱技术相结合，建立起
二维的ＣＭＣ分析系统，Ｈｏｕ等［１７］利用１个１０通阀和两个富
集柱将第一维的 ＭＤＡＭＢ２３１ＣＭＣ和第二维的 ＨＰＬＣＭＳ
进行连接，形成了二维ＣＭＣ色谱系统，其工作原理见图３：在
ＰｏｓｉｔｉｏｎＡ，样品通过 ＭＤＡＭＢ２３１ＣＭＣ系统筛选。筛选完
成并且在富集柱１中富集后，通过切换阀将系统切换到Ｐｏｓｉ
ｔｉｏｎＢ，将保留组分转入ＨＰＬＣ／ＭＳ系统进行分析。利用该系
统在厚朴中筛选活性抗乳腺癌化合物：厚朴酚（ｍａｇｎｏｌｏｌ），和
厚朴酚（ｈｏｎｏｋｉｏｌ）。二维 ＣＭＣ色谱系统缩短了分析过程用
时，同时也避免了信息丢失，已经应用于许多研究中［１８２１］。

ＥＣ１／２－富集柱１／２；ＤＭＳ－质谱检测器。

图３　二维ＣＭＣ色谱系统示意图

１３　膜固定相制备
细胞膜的处理和制备是ＣＭＣ技术的重要环节之一。传

统ＣＭＣ方法使用普通细胞系的细胞膜，由于膜受体含量低等

原因，固定相制备时细胞需用量较大，通常在１×１０７以上［２２］，

对于获取受限的细胞来说，该方法难以实施。也有采用过表

达目标受体细胞系来制备细胞膜色谱填料的报道，但方法耗
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时且成本高，影响了该技术推广应用。为解决上述问题，研究

者在膜色谱固定相形式及制膜方式等方面开展了有益尝试。

１３１　细胞膜毛细管色谱法　Ｔａｎｇ等［２３］提出了细胞膜毛

细管色谱法（ｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｃａｐｉｌｌａｒｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＣＭＣＣ），
后也称作ｍｉｃｒｏＣＭＣ（ｍＣＭＣ）法。该团队将小鼠的胰岛细胞
膜固定在的石英毛细管内壁上。为避免吸附力弱导致细胞

膜脱落，他们结合了共价连接的方法，在毛细管内壁上修饰

了醛基，醛基与细胞膜中的氨基共价连接，稳定性得到了保

障。他们利用这种新方法测试了３种降血糖药物，均有良好
的保留。ＣＭＣＣ相比传统方法，减少了细胞用量，单个柱子
消耗７×１０６个细胞，同时缩短了平衡用时。

相比ＣＭＣ，ＣＭＣＣ减少了细胞用量但牺牲了一定的分辨
率和柱寿命。为了改进这一点，Ｚｈａｎｇ等［２４］在以上基础上使

用多孔层开管（ｐｏｒｏｕｓｌａｙｅｒｏｐｅｎｔｕｂｕｌａｒ，ＰＬＯＴ）代替普通二
氧化硅毛细管，相比普通毛细管，保留效果得到增强。与传

统ＣＭＣ比较，它提供与 ＣＭＣ相似的色谱保留和稳定性，但
细胞膜消耗量比ＣＭＣ低４６０倍以上。Ｘｕ等［２５］在２０１７年报
道了用Ｎ羟基琥珀酰亚胺修饰的ＰＬＯＴ毛细管的方法，修饰
过后的ＰＬＯＴ毛细管可以与细胞膜共价连接，保证低细胞用
量的同时进一步提高了色谱柱的使用寿命。Ｗａｎｇ等［２６］将

高强度、耐高压的聚醚醚酮毛细管作为 ＣＭＣＣ的柱材料，并
使用ＰＶＡ和戊二醛对其进行了修饰，使其保留因子比普通
ＣＭＣ高１５倍，而细胞消耗比普通 ＣＭＣ低１０００倍，且寿命
至少可以延长到２０ｄ。
１３２　原位合成膜蛋白　为了使制备细胞膜的过程更加低
成本且高效率，Ｇｕ等［２７］开发的原位合成膜蛋白亲和色谱法，

在膜的来源上做出了创新。由于从细胞获得细胞膜作为膜蛋

白的来源会导致特异性和丰度低，该团队基于无细胞蛋白合

成技术（ｃｅｌｌｆｒｅｅｐｒｏｔｅｉｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，ＣＦＰＳ）［２８］，通过特定的 ｃＤ
ＮＡ序列以及脂质体和细胞提取物，快速且高通量地合成了目
标蛋白ＰＤＧＦＲβ，且所合成的蛋白定向地插入到了硅胶表面
的脂质体当中。该方法的优势在于突破了细胞本身限制，能

够快速廉价且大量地获得目标膜受体，极大地提高了效率。

１４　线粒体膜色谱技术
除细胞膜含有膜受体外，细胞内线粒体等诸多细胞器都

有丰富的膜受体，有望基于细胞内膜系统，发展线粒体膜色

谱及各种细胞器膜色谱技术。线粒体具有双层膜结构，是细

胞进行三羧酸循环、脂肪酸代谢、氧化磷酸化等多项重要的

生理和生化过程的重要细胞器，其代谢过程也与细胞凋亡密

切相关［２９］。线粒体功能障碍与许多疾病，如神经退行性疾

病［３０］、心血管疾病［３１］、癌症［３２］、胰岛素抵抗导致糖尿病和肥

胖症［３３］等有关。研究表明这些线粒体肌病的病因与外膜和

内膜中特定受体和转运蛋白的表达和功能的变化有关。因

此，线粒体膜蛋白是药物分子的潜在靶标，可以对与线粒体

功能障碍相关的疾病起到治疗和调节作用［３４］。笔者所在团

队的刘建康教授首次提出线粒体营养素的概念［２９］，即能够

通过靶向改善线粒体结构功能完整、调节线粒体功能的一类

小分子物质。基于线粒体营养素理论，筛选靶向线粒体的效

应分子，对于线粒体功能障碍相关疾病的防治具有重要的

意义。

线粒体膜也可以在提纯后通过物理吸附或者化学连接

方法结合在硅胶或者其他固定相上，进而通过色谱技术研究

线粒体膜与药物的相互作用，即线粒体膜色谱（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ
ｍｅｍｂｒａｎｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＭＭＣ）技术，其研究思路见图 ４。
与ＣＭＣ法相比，线粒体膜色谱技术可以更加精确、更具靶向
性地筛选线粒体效应分子，减少了筛选的盲目性，同时也有

助于其效应分子的作用机制研究。

图４　线粒体膜色谱技术流程

２０１５年，Ｈａｂｉｃｈｔ等［３５］利用了 Ｕ８７ＭＧ和 ＨＥＫ２９３细
胞，在之前制备细胞膜亲和色谱柱以及细胞核膜色谱柱的方

法的基础上［３６３７］，制备了线粒体膜亲和色谱柱。他们先对提

取得到的线粒体增溶处理，然后通过透析去除增溶缓冲液，

最后将得到的膜碎片吸附在固定化人造膜（ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄａｒｔｉ
ｆｉｃｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅ，ＩＡＭ）颗粒和开管（ｏｐｅｎｔｕｂｕｌａｒ，ＯＴ）的内壁
上。而后利用双嘧达莫，格列苯脲和双氯芬酸等阳性药物在

色谱柱上的色谱行为验证了线粒体的外膜和内膜都被有效

地吸附在了固定相载体上。在之后的２０１７年，Ｓｉｎｇｈ等［３８］将

猴子骨骼肌和人血小板的线粒体膜固定在了色谱柱上，并且

通过色谱方法发现在骨骼肌线粒体膜色谱柱上可以进行

ＡＴＰ的水解，验证了该方法所制得的固定相具有生物学活
性。但该方法制备过程繁杂，耗时，成本高，增溶和透析的过

程对膜结构有较大的破坏，且仅测定了已知阳性药物结合能

力，未能应用于筛选药物。

笔者所在团队尝试利用含有丰富线粒体的大鼠肝脏组

织，将取得的线粒体膜碎片吸附在硅胶载体表面，成功制备

出线粒体膜固定相（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｓｔａｔｉｏｎａｒｙｐｈａｓｅ，
ＭＭＳＰ）并用于线粒体效应分子的筛选。ＭＭＳＰ电镜图像
见图５。

２　ＣＭＣ应用于复杂组分中活性成分的分离
近年来，中药由于其良好的治疗效果越来越受到全世界

的认可和关注［３９］。但中药的化学组成复杂，如何快速筛选

并鉴定其中的活性成分也成为中药药效物质基础研究的难

题之一。ＣＭＣ技术因具有快速识别和分离活性成分的优势，
在中药的活性组分筛选领域得到了广泛应用。
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Ａ－硅胶，×１００００；Ｂ－ＭＭＳＰ，×１００００；Ｃ－硅胶，×２０００；Ｄ－ＭＭＳＰ，×２０００。

图５　硅胶与线粒体膜固定相（ＭＭＳＰ）扫描电镜图

在表１中按筛选出的活性成分的效用不同分类统计出
了近５年来ＣＭＣ用于中药等复杂组分活性成分筛选的应用
研究，总结了其所选用的细胞系，筛选系统，以及或活性成

分等。

不同细胞的细胞膜表面的受体不同，因此多类细胞（膜）

被用于不同功能的药物成分的筛选，如 ＰＣ３［４２］、ＭＣＦ７［１１］、
ＤＵ１４５［４４］、ＨｅｐＧ２［１９］等不同类型的癌细胞细胞系被用于相
关癌症的药物分子筛选。但普通细胞的筛选方式无法确定

药物分子作用的具体靶点，且普通细胞表面受体种类丰富，

导致筛选过程中易出现假阳性。为了进一步提升筛选的准

确性和靶向性，建立过表达目标受体的细胞系，提高目标受

体在固定相中的相对含量，已成为相对应用较广的研究方

法。已有 ＶＥＧＦＨＥＫ２９３细胞系［４０］，ＥＧＦＲＨＥＫ２９３细胞
系［４１］（表１），ＧＰＣ３ＳＫＨｅｐ１细胞系［４７］等报道，分别实现了

对特定的肿瘤治疗靶点的药物筛选。从表 １看，近年来约
６０％的筛选工作是基于过表达特定受体的细胞，除了准确性
等优势外，过表达目标受体的细胞膜色谱在保留时间和柱寿

命方面有显著提升，也增强筛选有效组分的能力。

３　膜色谱应用于药物与受体的相互作用
药物靶点的类型分为受体、酶、核酸等。受体对生物活

性物质具有识别和结合能力。大约有４０％的药物与相应的
受体相互作用以发挥药理作用。因此，研究药物与受体之间

的相互作用是非常必要的，有助于理解药物的作用机制［６８］。

目前，研究药物与受体相互作用的方法主要有放射配基

结合分析法［６９］、表面等离子体共振技术［７０］、荧光共振能量转

移［７１］、等温滴定量热技术［７２］、微量热泳动［７３］、石英晶体微量

天平［７４］，以及亲和色谱法等。

亲和色谱利用小分子配体与受体、酶与底物、抗原与抗

体之间的高特异性相互作用，或者其他的分子相互结合的能

力对生物分子进行纯化和富集［７５］。一般的亲和色谱法是将

纯化的受体通过化学键合的方法结合到硅胶表面［７６］，这样

的制备方法在化学键合中可能会影响受体的三、四级结构，

从而影响受体对药物的选择性。相比较于其他的亲和色谱

方法，ＣＭＣ保持了细胞膜的最大完整性和膜受体的三维结
构，以及周围环境和酶活性，能够保证受体蛋白的结构和活

性不会被破坏［７７］。因此相比于其他的方法更能够准确地在

体外模拟药物与受体的相互作用。ＣＭＣ目前广泛应用于药
物与受体之间相互作用的研究，研究人员结合 ＣＭＣ系统开
发出了多种分析方法，如前沿分析法，竞争置换法，基于ＣＭＣ
的相对标准法和逐步前沿分析方法等等。

３１　前沿分析法
前沿分析（ｆｒｏｎｔａｌａｎａｌｙｓｉｓ，ＦＡ）常被用于研究药物与活

性生物配体之间的亲和相互作用。该方法通常将被分析样

品作为流动相，随着流动相穿过色谱柱，分析样品与受体结

合逐渐饱和，从而导致流出色谱柱的分析样品不断增多，形

成一条特征性的突破曲线［７８］。贺浪冲教授课题组的 Ｚｅｎｇ
等［７９］利用ＣＭＣ结合前沿分析确定药物与 α１ＤＡＲ受体的平
衡解离常数（ＫＤ），创造一种替代传统方法的可靠方法来定

量研究药物受体相互作用。Ｄｕ等［８０］将 ＶＳＭ／ＣＭＣ模型与
前沿分析的方法结合，测定了钙拮抗剂与Ｌ型钙通道相互作
用的ＫＤ值。Ｗｅｉ等

［８１］等利用了该方法，通过ＣＭＣ前沿分析
确定７种生物碱与α１ＡＡＲ的亲和力，其亲和力大小随着 ＫＤ
值的上升而下降，它们的 ＫＤ值按升序排列如下：异莲心碱

（ｉｓｏｌｉｅｎｓｉｎｉｎｅ）（２８７±０６３）×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１，异钩藤碱
（ｉｓｏｒｈｙｎｃｈｏｐｈｙｌｌｉｎｅ）（３０６±０５８）×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１，内啡肽
（ｎｅｆｅｒｉｎｅ）（３２９±０８１）×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１，莲心碱（ｌｉｅｎｓｉ
ｎｉｎｅ）（３３８±０８７）×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１，钩藤碱（ｒｈｙｎｃｈｏｐｈｙｌ
ｌｉｎｅ）（３５６±０８３）×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１，异去氢钩藤碱（ｉｓｏｃｏｒｙ
ｎｏｘｅｉｎｅ）（３６２±１２０）×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１，去氢钩藤碱（ｃｏｒｙ
ｎｏｘｅｉｎｅ）（１６４７±６３８）×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１。
３２　竞争置换法

竞争置换法，通常是将靶点已知的配体作为竞争剂，考

察样品的结合能力与竞争剂浓度之间的关系［８２］。该方法

的优势为可以分析药物作用的位点，常用于检测不同药物

是否具有相同的作用靶点。它与前沿分析的不同在于将待

检测的样品作为流动相，将靶点已知的配体进行进样。

Ｙａｎｇ等［８３］等利用该技术首先构建了 ＥＧＦＲＨＥＫ２９３／ＣＭＣ
模型，使用吉非替尼（ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ）作为 ＥＧＦＲ受体的特异性探
针进行竞争性结合实验。其竞争置换能力顺序为吉非替尼

（０８４９±０１１）×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１＞厄洛替尼（ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ）
（１０７±００２）×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１＞卡纳替尼（ｃａｎｅｒｔｉｎｉｂ）
（１４１±００７）×１０－６ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＞阿法替尼（ａｆａｔｉｎｉｂ）
（１８０±０１２）×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１＞凡德他尼（ｖａｎｄｅｔａｎｉｂ）
（１９９±００３）×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１。该顺序与通过 ＦＡ得到的
值的顺序和通过分子对接获得的亲和力大小顺序相一致。

该团队后续［８４］又构建了ＶＥＧＦＲ２ＨＥＫ２９３／ＣＭＣ模型，以苹
果酸舒尼替尼（ｓｕｎｉｔｉｎｉｂｍａｌａｔｅ）为标记物进行竞争性结合
研究，检测 ＴＰＤ７在 ＶＥＧＦＲ２上的结合位点。结果显示，
ＴＰＤ７与苹果酸舒尼替尼在 ＶＥＧＦＲ２上具有相同的结合位
点，这与分子对接模拟所得到的结果一致，ＴＰＤ７的 ＫＤ值为

（０２９±００２）×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１。
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表１　ＣＭＣ应用于筛选中药及天然产物等复杂组分中活性成分的研究

　 　 效用 编号 　　细胞系 　　中药 　　　ＣＭＣ筛选系统 　　　　　　活性成分 参考文献

抗癌 １ ＶＥＧＦＨＥＫ２９３ 元胡 ＣＭＣｏｎｌｉｎｅＨＰＬＣＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳ 四氢巴马汀、紫堇碱 ［４０］

２ ＥＧＦＲＨＥＫ２９３ 射干 ＣＭＣｏｎｌｉｎｅＨＰＬＣＩＴＴＯＦＭＳ 次野鸢尾黄素 ［４１］

３
ＰＣ３

苦参 ＣＭＣＴＯＦＭＳ 槐果碱、苦参碱、氧化苦参碱、氧化槐果

碱、黄腐酚

［４２］

４ ＭＣＦ７ 元胡和白芷 ＡＰＴＥＳＣＭＣＣａｐｃｅｌｌＣ１８ＴＯＦＭＳ
氧青霉素、普罗平、小檗碱、异辛皮素、棕

榈酸
［１１］

５ 兔红细胞 人参次苷Ｈ滴丸 ＣＭＣ／ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ 人参皂苷Ｒｈ２ ［４３］
６ ＤＵ１４５ 大黄 ＡＰＴＥＳＣＭＣＨＰＬＣＴＯＦＭＳ 大黄素、鼠李糖苷 ［４４］
７ ＨｅｐＧ２、Ｌ０２ 黄芩 ＡＰＴＥＳＣＭＣＣ１８ＴＯＦＭＳ 木犀草素、汉黄芩素、白杨素 ［１９］
８ ＥＧＦＲＨＥＫ２９３ 准噶尔乌头 ＣＭＣＨＰＬＣＭＳ 乌头碱、１２表欧乌碱、准噶尔乌头碱 ［４５］
９ ＥＧＦＲＨＥＫ２９３、

ＦＧＦＲ４ＨＥＫ２９３
丹参 ＣＭＣＨＰＬＣＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳ 丹参酸、丹参酮Ⅰ、丹参酮、隐丹参酮 ［１８］

１０ ＥＧＦＲＨＥＫ２９３ 通关藤 ＣＭＣＨＰＬＣＩＴＴＯＦＭＳ 通关藤皂苷Ｇ、通关藤皂苷Ｈ、通关藤皂苷Ｉ ［４６］
１１ ＰｇｐＭＣＦ７ 黄芩 ＡＰＴＥＳＣＭＣＣａｐｃｅｌｌＣ１８ＴＯＦＭＳ 黄芩苷 ［１２］
１２ ＧＰＣ３ＳＫＨｅｐ１ 黄芩 ＣＭＣＣ１８／ＴＯＦＭＳ 粘毛黄芩素Ｉ ［４７］
１３ ＥＧＦＲＨＥＫ２９３ 前胡 ＳｉＯ２ＧＱＤｓＣＭＣＬＣＩＴＴＯＦ 前紫杉醇Ｂ ［８］
１４ ＥＧＦＲＨＥＫ２９３ 大叶 ＳＮＡＰＴａｇｇｅｄＥＧＦＲＣＭＣＨＰＬＣ

ＩＴＴＯＦＭＳ
木兰花碱 ［１４］

抗良性前列腺增生 １５ α１Ａ肾上腺素能受体

细胞

五味子
ＣＭＣＵＨＰＬＣＭＳ

五味子甲素Ａ
［４８］

１６ α１Ａ肾上腺素能受体

细胞

芸香果 ＣＭＣｏｆｆｌｉｎｅＵＨＰＬＣＭＳ 脱氢吴茱萸碱 ［４９］

潜在过敏原 １７ ＨＭＣ１ 穿心莲 ＣＭＣＨＰＬＣＥＳＩＭＳ 脱氢穿心莲内酯 ［５０］
１８ ＬＡＤ２ 野菊花 ＣＭＣＨＰＬＣＩＴＴＯＦＭＳ 蒙花苷 ［５１］
１９ ＭｒｇｐｒＸ２ＨＥＫ２９３

苦碟子
ＣＭＣＨＰＬＣＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳ。 木犀草素７Ｏ葡萄糖醛酸苷、芹菜素７Ｏ

葡萄糖醛酸苷、木犀草苷、木犀草素

［５２］

２０ ＭｒｇｐｒＸ２ＨＥＫ２９３ 丹参注射液 ＣＭＣｏｎｌｉｎｅＨＰＬＣＥＳＩＭＳ 丹酚酸Ａ、丹酚酸Ｃ、异丹酚酸Ｃ ［５３］
２１ ＩｇＥＲＲＢＬ２Ｈ３、

ＭｒｇｐｒＸ２ＬＡＤ２
哈青注射液 ＣＭＣＨＰＬＣＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳ 华蟾素、胡椒碱、蛇床子素、紫杉醇Ａ、五味

子甲素Ａ

［５４］

２２ ＨＭＣ１ 婴幼儿奶粉 ＣＭＣＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ α酪蛋白、β酪蛋白 ［５５］
２３ ＭｒｇｐｒＸ２ＨＥＫ２９３、Ｈ１Ｒ

ＨＥＫ２９３、ＲＢＬ２Ｈ３
参麦注射液 ＣＭＣＬＣＭＳ 人参皂苷Ｒｂ１、参皂苷 Ｒｂ２、人参皂甙 Ｒｃ、

人参皂苷Ｒｄ、２０（Ｓ）人参皂苷Ｒｇ３

［５６］

２４ ＭｒｇｐｒＸ２ＨＥＫ２９３ 参麦注射液 ＣＭＣＨＰＬＣＩＴＴＯＦＭＳ 人参皂苷Ｒｄ、人参皂苷Ｒｏ、人参皂苷Ｒｇ３ ［５７］

抗假性过敏 ２５ ＭｒｇｐｒＸ２ＨＥＫ２９３ 苍耳子 ＣＭＣＨＰＬＣＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳ 噻嗪双酮苷 ［５８］

２６ ＭｒｇｐｒＸ２ＨＥＫ２９３ 皂角草 ＣＭＣ／ＨＰＬＣＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳ 升麻素苷、升麻素、５Ｏ甲基维斯阿米醇苷 ［２０］

２７ ＭｒｇｐｒＸ２ＨＥＫ２９３ 望春花 ＣＭＣＬＣＭＳ 辛夷脂素、松脂素二甲醚 ［５９］

２８ ＭｒｇｐｒＸ２ＨＥＫ２９３ 紫苏 ＣＭＣＨＰＬＣＥＳＩＩＴＴＯＦ 芹菜素、迷迭香酸 ［６０］

２９ ＭｒｇｐｒＸ２ＨＥＫ２９３ 紫草 ＭｒｇＸ２ＳＮＡＰｔａｇＣＭＣＨＰＬＣＥＳＩＭＳ紫草素、乙酰紫草素 ［１６］

保护骨骼 ３０ 破骨细胞、成骨细胞 黄柏 ｍＣＭＣＬＣＴＯＦＭＳ 小檗碱、黄柏酸、黄柏碱、四氢巴马汀 ［２６］

３１ 成骨细胞 六味地黄汤 ＰＶＡＰＡＤＣＭＣＵＨＰＬＣＴＯＦＭＳ 莫诺苷、梓醇、马钱素、醋栗苷 ［６］

３２ ＢＭＭＣ 黄芩 ＭＰＴＳＣＭＣＣ１８ＴＯＦＭＳ 叶黄素 ［１３］

保护心肌 ３３ Ｈ９Ｃ２ 红曲米提取物 ＣＭＣＨＰＬＣＱＴＯＦＭＳ 莫纳可林、新黄色素 ［２１］

抗心脑血管疾病 ３４ ＨＵＶＥＣ 葛根 ＣＭＣＬＣＭＳ 葛根素、黄豆苷、葛根苷Ｄ、３羟基葛根素 ［６１］

抗糖尿病 ３５ ＭＩＮ６ 悬钩子 ＣＭＣＵＰＬＣＴＯＦＭＳ 原花青素Ｂ二聚体、原花青素Ｃ三聚体 ［６２］

抗结晶性肾损伤 ３６ ＨＫ２、ＨＫ２／ＣＩＫＩ 光石韦 ＣＭＣＱＴＯＦＭＳ 芒果苷 ［６３］

抗慢性肾小球肾炎 ３７ ＨＢＺＹ１ 益肾化湿颗粒 ＣＭＣＨＰＬＣＱＴＯＦＭＳ 毛蕊异黄酮苷、６姜酚、柚皮苷、人参皂苷
Ｒｅ、甘草素、异甘草素、柚木苷

［６４］

抗新型冠状病毒感染 ３８ ＡＣＥ２ＨＥＫ２９３ 麻黄 ＣＭＣＨＰＬＣＩＴＴＯＦＭＳ 麻黄碱、伪麻黄碱、甲基麻黄碱 ［６５］

３９ ＡＣＥ２ＨＥＫ２９３ 黄芩 ＣＭＣ 千层纸素 ［６６］

抗偏头痛 ４０ 大鼠纹状体组织细胞 夏枯草 ＣＭＣＨＰＬＣ 熊果酸 ［６７］

３３　相对标准法
由于药物与受体相互作用的 ＫＤ值并不是绝对值，不同

方法得到的ＫＤ值并不相同，因此通常只会比较具有相同膜
受体的一类药物或化合物的ＫＤ值。测定同种受体的药物的
ＫＤ值时，常规ＦＡ法需要对每一种化合物都进行分析，较长

的清洗时间会缩短色谱柱寿命并浪费试剂资源。Ｍａ等［８５］

首次提出采用ＣＭＣ相对标准法测定 ＫＤ值，该方法只需要从
文献或者利用ＦＡ法获得一个化合物的ＫＤ值，其余具有相同
受体的化合物的ＫＤ值可以依据该化合物的保留因子通过相
对标准法的计算公式算出，此方法能够简化实验程序，减少

时间和试剂的消耗。他们选取了５种血管紧张素Ⅱ受体抑

制剂：缬沙坦（ｖａｌｓａｒｔａｎ），氯沙坦（ｌｏｓａｒｔａｎ），奥美沙坦（ｏｌｍｅ
·５１２·
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ｓａｒｔａｎ），厄贝沙坦（ｉｒｂｅｓａｒｔａｎ），替米沙坦（ｔｅｌｍｉｓａｒｔａｎ）。首先
通过放射配基结合分析法确定缬沙坦的 ＫＤ值，其他４种药
物的ＫＤ值通过相对标准法的公式换算得到。为了证明该方
法的可靠性，其他４种药物的 ＫＤ值也通过前沿分析法测定
了１次。２种方法得到的 ＫＤ值（表２）显示出很强的相关性

（相关系数ｒ２为０９９７２）。

表２　通过表皮生长因子受体（ＥＧＦＲＣＭＣ）模型获得的平衡
解离常数（ＫＤ）值

［８５］

　药物 ＫＤ（相对标准法）／ｍｏｌ·Ｌ－１ ＫＤ（前沿分析法）／ｍｏｌ·Ｌ－１

缬沙坦 １４４×１０－９ （２３７±０２９）×１０－６

氯沙坦 （４２５±０１２）×１０－１０ （１０７±０２８）×１０－６

奥美沙坦 （２５９±０１８）×１０－１０ （８０４±０３３）×１０－７

厄贝沙坦 （２４８±０２２）×１０－１０ （７６１±０３５）×１０－７

替米沙坦 （３５９±０３７）×１０－１１ （４５２±０２９）×１０－７

３４　逐步前沿分析法
同样是为了在分析过程中尽量减少柱寿命损失和缩短测

试时间，Ｈｅ等［８６］等首次在前沿分析的基础上发展了逐步前沿

分析方法（ｓｔｅｐｗｉｓｅｆｒｏｎｔａｌａｎａｌｙｓｉｓ，ＳＦＡ）。在传统ＦＡ中，流动
相中配体浓度的变化是独立的，不同浓度配体的穿透曲线互

不干扰，每次分析后需要冲洗柱子然后分析下一个浓度的配

体，而在ＳＦＡ中，浓度的变化是连续的，不必在每个不同浓度
的配体分析后冲洗柱子，从而节省了分析时间和试剂消耗。

该团队在两个亲和色谱柱：ＨＡＳ柱和 ＡＧＰ柱上进行了验证，
结果显示出良好的相关性（ｒ２＝０９９４６～０９９９８），将得到的
ＫＤ值与文献值进行比较后显示出相同的数量级。此后该团

队［８７］将ＳＦＡ方法与ＣＭＣ相结合，利用α１ＡＡＲＨＥＫ２９３／ＣＭＣ
模型，药物使用坦洛新（ｔａｍｓｕｌｏｓｉｎ）、西洛多辛（ｓｉｌｏｄｏｓｉｎ）和羟
甲唑啉（ｏｘｙｍｅｔａｚｏｌｉｎｅ），通过ＳＦＡ和ＦＡ研究了它们与ＣＭＣ中
α１ＡＡＲ受体的相互作用能力，受试药物通过ＳＦＡ和ＦＡ方法

得到的ＫＤ值顺序相同。Ｗｅｉ等
［４８］应用此方法，先从五味子提

取物中筛选作用于α１ＡＡＲ的活性化合物五味子素Ａ，随后利

用ＳＦＡ法得到五味子素 Ａ的 ＫＤ值为（１０６±０１３）×１０
－６

ｍｏｌ·Ｌ－１，该值与通过化学计量位移模型得到的ＫＤ值处于同
一数量级。

综上，ＦＡ法是一种常规的用于研究药物与受体之间的
亲和相互作用的方法，但实验过程对试剂的消耗量大，耗时

长。相对标准法和ＳＦＡ法在ＦＡ法的基础上进行了改进，优
势在于减少了实验过程中试剂和时间的消耗。在使用场景

上，ＦＡ法和ＳＦＡ法适用于常规的药物与受体之间相互作用
研究；相对标准法常用于测定具有相同膜受体的一类药物或

化合物的ＫＤ值；竞争置换法常用于分析不同药物是否具有
相同的作用位点。

４　展　望
ＣＭＣ技术在药物筛选和分析领域取得了广泛的应用，已

从多种中药中筛选出了相应的有效组分，同时也大量应用于

配体与受体的ＫＤ值的测定。从方法学的角度来看，在细胞

膜与载体的连接方面，对硅胶改性以获得更稳定和特异性的

吸附效果，同时又能尽可能地维持细胞膜受体的活性是将来

发展的趋势。在膜色谱配套设备方面，分析仪器将从单维发

展到多维，进一步提高效率与准确性。从膜受体制备角度，

在提高目标受体含量的同时，如何实现多靶点、高通量仍然

需要探索。从生物膜种类来看，基于细胞膜色谱技术的原

理，发展细胞器膜色谱筛选技术将是今后的研究重点之一，

特别是线粒体膜色谱技术的发展可能具有巨大的发展和应

用潜力。
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（１０）：３６２５３６３３．

［８３］　ＹＡＮＧＬ，ＺＨＵＭ，ＫＡＮＧＹ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｂｅｔｗｅｅｎｌｉｇａｎｄｓａｎｄｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐ
ｔｏｒｂｙｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ［Ｊ］．ＪＭｏｌＲｅｃｏｇｎｉｔ，
２０１８，３１（６）：ｅ２７０１．ＤＯＩ：１０．１００２／ｊｍｒ．２７０１．

［８４］　ＹＡＮＧＬ，ＺＥＮＧＹ，ＭＡＮ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｔａｓｐｉｎｅｄｅｒｉｖａ
ｔｉｖｅＴＰＤ７ｗｉｔｈｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２ｂｙ
ｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ［Ｊ］．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉａ，２０１９，８２
（１２）：１７４１１７４８．

［８５］　ＭＡＷ，ＹＡＮＧＬ，ＬＹ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍｄｉｓｓｏｃｉａ
ｔｉｏｎｃｏｎｓｔａｎｔｏｆｄｒｕｇｍｅｍｂｒａｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒａｆｆｉｎｉｔｙｕｓｉｎｇｔｈｅｃｅｌｌ
ｍｅｍｂｒａｎｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｍｅｔｈｏｄ［Ｊ］．ＪＣｈｒｏ
ｍａｔｏｇｒＡ，２０１７，１５０３：１２２０．

［８６］　ＨＥＸ，ＳＵＩＹ，ＷＡＮＧＳＳｔｅｐｗｉｓｅｆｒｏｎｔａｌａｆｆｉｎｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
ｍｏｄｅｌｆｏｒｄｒｕｇａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｎａｌＢｉｏａｎａｌＣｈｅｍ，
２０１８，４１０（２３）：５８０７５８１５．

［８７］　ＨＥＸ，ＳＵＩＹ，ＷＡＮＧＳＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆａｓｔｅｐｗｉｓｅｆｒｏｎｔａｌａｎａｌｙ
ｓｉｓｍｅｔｈｏｄｉｎｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ［Ｊ］．ＪＣｈｒｏｍａｔｏｇｒ
Ｂ，２０２０，１１６１：１２２４３６．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｊｃｈｒｏｍｂ．２０２０．
１２２４３６．

（收稿日期：２０２３０４１１）
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