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中药药效物质不明确是制约中药现代化和国际

化的“瓶颈”问题之一。传统的中药药效物质研究

往往采取“化学成分分离 -分子结构鉴定 -生物活
性评价或活性导向分离”的模式。该模式是中药药

效物质研究的重要方法之一，引导了青蒿素的发现。

然而，中药的临床应用重视整体调节、辨证论治，具

有多成分、多靶点整合的作用特点。故在中药药效

物质研究中，既要进一步发展和完善单体活性成分

发现的方法、技术，也要建立符合中药整体作用特点

的活性组分发现理论与技术体系。本文结合笔者课

题组的研究工作，就构建中药“活性单体筛选”和“活

性组分发现”体系进行综述（图 1），以期为中药快速
发展提供技术支撑。

1  活性单体筛选策略

由于 50%上市药直接或间接来源于天然产物 [1]，

中药在新药研发方面具有得天独厚的优势。针对中

药成分复杂、结构多样的特点，近年兴起的化合物库

制备 -活性评价 -结构鉴定一体化技术、生物和化

学垂钓技术、基于受体和配体的虚拟筛选技术等，均

可用于快速辨识中药提取物中的先导化合物。

1.1  化合物库制备 - 活性评价 - 结构鉴定一体化

技术

早期中药活性成分发现研究主要依赖于化学分

离，但其操作繁琐、周期长的弊端降低了活性成分发

现效率。为此，本课题组集成化学、生物、分析等多

学科交叉的理论和方法，构建了由高精度化合物库

制备、高通量活性筛选、高分辨质谱定性并行组成的

化合物库制备 -活性评价 -结构鉴定一体化技术。
化合物库制备系统引入了机械自动化的技术，通过

软件精确设置高效液相色谱的组分收集时间窗，实

现对中药全组分采样和化合物库构建；制备柱的流

出液经分流后进入质谱同步进行结构识别；制备好

的化合物被递送至高通量活性筛选系统（如酶标仪）

进行活性扫描。一次运行即可完成整个筛选过程，

无需投入过多人力，大大缩短了筛选时间。运用该

技术，研究者从丹参提取物首次发现 16 个 Nrf2-
ARE 通路的激动剂 [2]和 19 个凝血酶抑制剂 [3]；从

甘草提取物中制备了 39 个馏分，其中 9 个成分为
Nrf2-ARE通路的激动剂 [4]。

中药活性成分发现关键技术研究进展＊
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摘  要：中药是当今新药研发的重要来源之一。现代科学技术的迅猛发展为中药研究带来了新的机遇，

同时也促进了中药理论的不断创新。建立既符合中药特点又适应现代药物研发的理论和技术是中药药效

物质研究迫切需要解决的问题。本文结合笔者课题组近 5年的研究实例，介绍了中药活性成分发现的关键
技术，包括化合物库制备 -活性评价 -结构鉴定一体化技术、生物垂钓和化学垂钓技术、基于配体和受体
的虚拟筛选技术、中药谱效关联发现技术、等效成分群发现技术等，以期为中药药效物质研究提供一定的参

考，进而加快中药现代化进程。
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1.2  垂钓技术

1.2.1  生物垂钓技术

目前，上市药物的作用靶点主要是酶和受体。

生物垂钓技术根据受体 -配体结合理论，用与疾病
相关的酶或受体作为诱饵靶标，直接从复杂的中药

提取物中快速、灵敏、准确地提取活性小分子，从而

使筛选效率成倍提升。下文以二维涡流色谱法、超

滤质谱联用技术以及细胞膜色谱法为例分别说明其

应用及技术特点。

二维涡流色谱法是一种典型的在线筛选方法，

其主要步骤包括：将靶蛋白与中药提取液孵育，活性

小分子会和靶蛋白结合形成复合物；通过涡流色谱

将靶蛋白 -小分子复合物捕获；运用解离液将小分
子从复合物中释放；游离出来的配体小分子进入高

分辨质谱进行分析，获得配体的结构信息以及与靶

蛋白的亲和参数。本课题组通过六通阀将涡流色谱

柱、常规分析柱、高分辨质谱仪串联，实现了活性分

子捕获 -解离与结构鉴定的在线结合 [5]，并成功运

用于丹参水提物中黄嘌呤氧化酶抑制剂的筛选，从

中筛选出了丹酚酸 C、丹酚酸 A和异丹酚酸 C三个
活性化合物 [6]。丹酚酸 C为首次报道的黄嘌呤氧化
酶抑制剂，与阳性药别嘌呤醇的活性相当。

超滤质谱联用技术是由 van Breemen在 1997年
提出 [7]，最初应用于组合化合物库的筛选，近几年在

中药活性成分发现方面显示出巨大的优势 [8]。超滤

是基于压力或离心力设计的膜分离技术，利用靶蛋

白与小分子的质量差实现分离。将靶蛋白与中药提

取物的共孵液加入超滤浓缩离心管，超滤膜能够截

留靶蛋白 -小分子复合物，游离的小分子则被过滤；
加入适宜的解离液对复合物进行变性以释放活性小

分子，并将最终的滤液注入液质系统进行结构鉴定。

成本较低、操作简便、靶蛋白用量少为该技术的主要

优势。本课题组在前期超滤实验的基础上做了针对

性改进，引入一个酶通道阻滞剂作为对照组，通过实

验组和对照组的亲和色谱峰面积差异进而辨别假阳

性现象。该技术已应用于菊花中黄嘌呤氧化酶抑制

剂的筛选，从中筛选出强活性的黄酮类小分子，揭示

了菊花用于治疗痛风的药效物质基础 [9]。此外，超滤

质谱联用技术在与微孔板酶活测定法、分子对接技

术联用时显示出很好的兼容性，不仅能够有效减少

假阳性筛选结果的几率，而且也有利于先导化合物

的优化和高质量酶抑制剂的发现。该方法已应用于

脉络宁复方及其衍生组合化合物库中活性成分的筛

选，所发现的 3,4-二咖啡酰基奎尼酸甲酯和 3,5-二
咖啡酰基奎尼酸甲酯具有与阳性药相当的黄嘌呤氧化

酶抑制活性 [10]，对于后期药物研发具有参考意义。

细胞膜色谱技术是近年来生物亲和色谱领域的

研究热点。细胞膜表面含有众多受体，是天然的多

靶标材料，尤其适合中药“多成分、多靶点”的筛选

特点。贺浪冲教授课题组在 20世纪 90年代建立了

图 1  中药活性成分发现关键技术体系、原理及适用性
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以硅胶 -细胞膜为固定相的色谱系统用于钙拮抗剂
与心肌细胞膜和兔红细胞膜、二氢吡啶类异构体药

物与兔小脑细胞膜的特异性相互作用研究 [11]。经

过 20余年的发展，细胞膜色谱已形成系统的技术体
系，其关键环节主要集中在构建合适的靶细胞用于

细胞膜的制备、细胞膜色谱仪器搭建、后期活性成分

验证。到目前为止，大鼠嗜碱性白血病 2H3细胞 [12]、

腹腔巨噬细胞 [13]、心肌细胞 [14]等细胞系已成功用于

细胞膜色谱法；基于该方法的自动化装置也不断取

得突破。例如，Hou等 [15]将细胞膜色谱与高效液相

色谱 -质谱通过两位 10通阀、两根 C18富集柱在线

串联，实现了对厚朴中抗乳腺癌活性成分的快速高

通量筛选。细胞膜色谱的难点之一在于后期活性成

分验证。经典的验证方法是放射性配体结合试验，

该方法能够定性定量表征配体和受体之间的亲和

力，是细胞膜色谱法筛选结果的重要佐证。细胞膜

色谱能够将中药体系和生物体系两个复杂系统有机

地联系在一起，从膜受体的角度揭示中药活性成分

及相互作用。

1.2.2  化学垂钓技术

中药参与体内生物化学反应是中药起效的重要

途径之一。化学垂钓是将化学成分分离、生化反应

监测和物质基础发现互补融合的技术，能够快速同

时表征草药中各化合物的化学信息和活性信息。不

同于生物垂钓以小分子和靶标的结合作为辨识指

标，化学垂钓直接检测化合物对模拟生化反应的干

预，因而很大程度上可以避免小分子与靶标非特异

性结合所产生的假阳性现象。化学垂钓的早期代表

之一是 Verpoorte在 2 000年建立的在线识别乙酰胆
碱酯酶抑制剂的生物化学检测法 [16]，随后 Vermeulen
及其合作者深入系统地开展方法学探索 [17,18]。近年

来，该方法广泛地应用于中药研究，并对中药活性成

分的发现起到了积极的推动作用。Li等 [19]建立了

针对 α-葡萄糖苷酶的在线生物活性检测法，并从 4
味草药中发现了鞣料云实素和鞣花酸两个抑制剂；

同期他们也实现了对黄嘌呤氧化酶的在线生物活性

筛选并成功发现黄芩素、白杨素等多个抑制剂 [20,21]。

现代病理学表明很多疾病与自由基密切相关，

中药的抗氧化活性一直是研究热点之一。基于自由

基清除的化学垂钓技术，根据筛选形式可分为柱后

反应筛选（在线）和柱前反应筛选（离线）。柱后反应

法是利用色谱柱对中药提取物进行分离，用分流阀

对柱后流出液进行分流，一部分进入检测器，而另一

部分与自由基在反应环中进行反应后进入另外一个

检测器，有活性的化合物会在该检测器信号中出现

倒峰。本课题组将该方法应用于金银花中酚酸、黄

酮、环烯醚萜苷 3个部位的研究 [22]。结果显示，酚酸

和黄酮是参与自由基清除的主要活性成分，而环烯

醚萜苷无抗氧化能力。柱前反应法也称离线法，其

基本原理是将中药提取物与自由基反应，然后将反

应液进行高效液相色谱分析，通过比较反应液和原

中药提取物色谱图中峰面积的变化发现能够清除自

由基的化合物。相比于在线法，离线法虽然自动化

程度相对较低，但稳定性相对较高。例如，运用该方

法对甘草提取物进行筛选，从中筛选出了 11个具有
自由基清除能力的化合物 [23]；进一步将该方法与全

二维液相色谱偶联应用于银杏叶提取物筛选，从银

杏叶提取物的 61个成分中鉴定出 25个自由基清除
剂 [24]。

1.3  基于配体 / 受体的虚拟筛选技术

中药复杂的化学体系以及广泛涉及的药理靶点

决定了虚拟筛选对于中药现代化的必要性。针对中

药成分作用靶点不明确或者一个成分作用于多个靶

点的难题，基于配体的中药虚拟筛选策略逐渐兴起。

由于该策略是依据已知药物的结构和活性建立药效

团模型或定量构效关系预测中药成分活性，不需具

体药理靶点的结构信息，尤其适合中药作用靶点多、

靶点不明确的特点。基于配体的中药虚拟筛选策略

主要包括 3个步骤：中药化学成分表征、提取已知药
物的结构和活性数据建模、运用模型预测中药成分

的活性。该策略被应用于丹七方中能够同时清除羟

基自由基、超氧阴离子以及二苯基苦酰肼基的广谱

自由基清除剂的筛选 [25]。该研究同时涉及 3种自
由基，从靶点的角度进行筛选会使问题复杂化。从

配体角度出发，构建基于已知广谱自由基清除药物

的药效团模型，并利用该模型从丹七方中筛选到了

丹参素、紫草酸等一系列活性分子。这些化合物对

于某些特定自由基的清除能力甚至强于上市药物。

目前，基于配体的中药虚拟筛选方法尚处于方法学

摸索阶段，初步用于一些相对简单的模型。随着经

验积累和研究深入，该方法将应用于更多复杂疾病

模型。

基于受体的中药虚拟筛选技术是运用分子模拟

的方法来建立大分子受体 -小分子配体复合物的三
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维结构，分析并预测两者的相互作用机制，以此筛选

能够与受体活性口袋互补结合的中药小分子。应用

该技术的必要前提是小分子化合物结构和药理靶点

晶体结构已知。以分子对接为例，该技术成功用于银

杏中 α-葡萄糖苷酶抑制剂的筛选，从中发现了 11个
活性小分子，其中丁香亭、金松双黄酮为首次报道 [26]。

相比于传统药物筛选方法，中药虚拟筛选从分子结

构的角度出发，提供了更多的结构和活性信息，更好

地体现了中药药效的深层机制，同时节省了大量的

资金和劳动力。但由于目前任何一种虚拟筛选技术

都无法真实还原受体 -配体的相互作用，该方法通
常与其他筛选技术配合，从而实现对中药复杂化学

体系的快速准确筛选。

2  活性组分发现策略

随着涉及多重信号、多个靶点复杂疾病的研究

不断加深，药物研究模式逐渐从“一个药物、一个靶

点、一种疾病”转变为“多个药物、多靶点、复杂疾

病”。这种转变与中药防治疾病的整体性和系统性

特点不谋而合。中药的特色是药味配伍发挥整合作

用，从确有疗效的中药复方中发现具有配伍关系的

成分组合，有利于揭示中药的药效物质基础以及药

效物质间的相互作用规律。

2.1  中药谱效关联发现技术

阐明中药化学物质组及其对应的药效关系是从

整体观的角度发现活性组分的关键所在。目前，中

药指纹图谱能在最大程度反映中药化学物质。国内

很多科研工作者已在谱效关系领域进行了探索，采

用生物信息学的方法进行信息挖掘，去除无效的化

学成分，保留与药效活性真正相关的药效组分，倡

导建立与其疗效相互关联的中药指纹图谱，建立反

映中药内在质量的标准 [27,28]。本课题组以谱效关系

的研究思路为指导，采用数理统计评价成分之间的

相互作用关系，进一步发展了适用于中药活性成分

发现的谱效关联技术。该方法用于石蒜中拮抗乙酰

胆碱酯酶的活性组分筛选，结果表明加兰他敏和石

蒜碱具有协同作用且与石蒜整体活性的相关度最高
[29]。进一步考虑到中药各成分含量参差不齐，本团队

建立了“重构谱效关联发现技术”。该技术将中药原

有的指纹图谱以色谱峰为单位打破，以校正因子计

算原理为指导对色谱峰进行重构，减少因中药提取

液中各成分含量差异悬殊导致的组分漏筛。该技术

成功应用于丹七方中有效组分的发现和相互作用研

究，结果表明微量成分丹参酮类是拮抗凝血酶的关

键组分，并且组分内部之间存在普遍的加合作用 [30]。

谱效关联发现技术通过对中药化学物质组的活性全

扫描，客观反映了组分与中药整体活性的相关度，充

分揭示组分内部的相互作用关系，为中药药效物质

基础以及组分新药的研究提供了一种新的方法。

2.2  等效成分群发现技术

中药药效物质基础的阐明需要不断在理论和方

法学上创新。在中药复杂的化学体系中，哪些成分

能够表征中药药效是中药基础研究需要解决的根本

问题。本课题组以中医药整体观和现代系统生物学

为指导，基于“从整体中剖析局部，从局部回归整体”

的研究理念，创建了符合中药自身特点、能够科学表

征中药药效物质基础的“等效成分群”研究理论与方

法。该理论的科学内涵包括：①等效成分群与原中

药针对某一病症的药效相当，是中药的核心有效部

位；②等效成分群定性定量表征明确，即该组分所包

含的化合物以及含量比例都已清楚解析；③等效成

分群中每个成分通过各自的靶点贡献于整体药效，

整个成分群依然保留中药“多成分，多靶点”的作用

方式。该理论是对中药药效物质基础的深化研究，

能够科学揭示药效 -成分内在关联以及整体与局部
相互作用关系 [31]。

围绕“等效成分群”理论，课题组建立和发展了

与之配套的中药复杂药效物质发现技术与方法学体

系。其核心内容及对应的关键步骤如下：①中药体

内外物质组的表征：该技术以质谱诊断离子匹配定

性、标准叠加定量、固有物质组 / 代谢组网络关联
为代表，在充分考虑中药成分在体内体外存在形式

和含量差异的基础上，攻克多成分复杂体系“定性

难、定量不准”的方法学难题；②潜在有效组分的

筛选：以与中药主治功能密切相关的靶标为诱饵，

直接捕获中药提取物中能与靶标作用的有效组分，

配合“体内外物质组表征技术”对潜在有效组分成

分进行确认；③组分的制备与活性评估：基于自主

设计的自动化成分捕集系统，以与诱饵靶标相互作

用的成分为目标，精确制导该组分的捕获与缺失，

以权威的体内外药效模型指标评价目标组分及剩

余部位的活性；④目标组分的等效性评估与反馈确

认：以生物信息统计学的方法计算目标组分对于整

体中药的活性贡献权重，经过等效性评价与反馈筛
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选，发现和确证能与原中药发挥同等药效的组分，

即为等效成分群。该理论及技术应用于复方丹参方

的研究，从中发现了一个由 18个成分组成的“等效
成分群”（含量为原方的 15.01%），该组合可以在细
胞、器官、动物水平表征原方抗心肌缺血的整体药效
[32]。该研究为复方丹参方药效物质基础的阐明提供

了数据支撑，国家自然科学基金委曾以“中药药效物

质基础研究领域取得重要进展”对此进行报道。

需要注意的是，中药普遍存在着“一药多用”的

现象，即同一种中药可以用于治疗不同的疾病。在

这种情况下，其药效物质基础及等效成分群可能不

同。例如，复方丹参滴丸抗炎的等效成分群由 6个
成分组成 [33]，区别于其抗心肌缺血的 18个成分。

3  结语

中药活性成分的发现是创新中药研发的源泉。

纵观整个中药活性筛选方法学体系，基于整体观的

“活性组分发现”理论和技术仍需完善，本课题组

将继续围绕中药多成分多靶点整合作用的特点和

等效成分群理论，不断汲取现代科技发展的有益成

果，以强有力的创新技术和方法助力中药现代化和

国际化。
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A Progress on the Key Technologies for Discovery of Bioactive Compounds from Traditional Chinese 
Medicines

Song Huipeng, Yang Hua, Gao Wen, Chen Jun, Li Ping
(State Key Laboratory of Nature Medicines, China Pharmaceutical University, Nanjing, 210009, China)

Abstract: Traditional Chinese medicines (TCM) is one of the most important sources of new drugs. The rapid 
development of modern science and technology has brought new opportunities for TCM. Admittedly, new academic 
theory is getting into a golden period of innovation. Key technologies that enbody TCM features and adapt to 
modern drug-screening requirements are urgently needed. After five years’ endeavor, the authors’ group has 
made great progress in the new theories and methodologies for the discovery of bioactive compounds from TCM. 
In this review, a total of five key technologies: library-bioactivity-structure integration, biological and chemical 
fishing technology, ligand-and receptor-based virtual screening, profile-bioactivity relationship and the 
technology for discovering bioactive equivalent combinatorial components (BECCs), were introduced. In the text, 
several valuable demonstrations over the TCM-based drug discovery were provided, for uncovering the scientific 
basis of TCM and accelerating the process of TCM modernization.
Keywords: Bioactive compounds of traditional Chinese medicines, screening technology, integration effect, lead 
compound, bioactive equivalent combinatorial components
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