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摘要 中医药在心脑血管疾病、糖尿病等慢性复杂性疾病防治上具有独特优势, 在抗击新冠肺炎疫情等突发重

大传染性疾病中发挥了重要作用. 如何从复杂中药物质体系中快速辨析其中的药效物质是中药现代化研究的核

心科技问题之一. 本文归纳了中药药效物质发现策略, 总结了常用于中药药效物质发现的多尺度筛选模型, 展望

了中药药效多模态辨识等创新技术发展方向, 为开展中药药效物质研究提供可借鉴的思路与可行的技术手段.
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中药药效物质是从中药材、中药饮片、中成药或

方剂中提取、分离得到的具有特定药理活性且能防治

疾病或有目的地调节机体生理功能的化学物质
[1]. 自

20世纪20年代陈克恢教授
[2]
发现麻黄碱药理作用以来,

中药药效物质研究一直是现代中医药研究的核心内容

之一. 1997年中药现代化科技产业行动启动后, 中药药

效物质研究策略与技术手段不断创新. 据本课题组的

不完全统计, 近20年来中药药效物质的相关研究论文

数量有明显增长, 从药理活性的构成比例来看, 抗肿

瘤、心血管疾病、糖尿病等活性评价占50%以上(图
1). 中药药效物质研究领域面临的最大挑战是中药复

杂化学组成及其与机体交互作用的复杂性. 从包含成

百上千种化学成分的中药复杂体系中辨析少数几个或

几十个活性物质, 进一步明确其结构与药效作用机制,
研究流程长且工作耗费较大, 往往涉及中药化学、分

析化学、药理学、细胞与分子生物学等多学科技

术
[3,4]. 因此, 在中药药效物质研究过程中, 需要突破的

瓶颈是如何综合运用多种方法从中药复杂混合物体系

中快速辨析出其中的药效物质.
中药药效物质快速辨析的重点在于“快速”, 可以

从两方面加以解决. 一方面是提升中药化学样品制备

的自动化程度, 高效制备和持续供应可用于活性评价

的样品
[5]; 另一方面是构建灵敏度高、特异性好的中

药药效物质筛选模型, 同时检测多个活性指标
[6]. 中药

药效物质快速辨析的目的在于“辨析”. “辨”对应分辨

和识别, 从分子、细胞、类器官到模式生物、整体动

物等跨尺度模型, 为中药药效物质的高维度辨识奠定

了基础; “析”对应分析、解析, 随着高效液相色谱、

质谱、核磁、红外光谱等分析仪器的技术提升, 谱图

解析方法的优化以及相关数据库的不断涌现, 研究人

引用格式: 武雨含, 李敏, 刘豪, 等. 中药药效物质辨析技术: 现状与未来. 中国科学: 生命科学, 2022, 52: 943–956
Wu Y H, Li M, Liu H, et al. Identification of active substances from Traditional Chinese Medicine: state-of-the-art and perspectives (in Chinese). Sci Sin
Vitae, 2022, 52: 943–956, doi: 10.1360/SSV-2021-0398

© 2022 《中国科学》杂志社 www.scichina.com

中国科学: 生命科学 2022 年 第 52 卷 第 6 期: 943 ~ 956

SCIENTIA SINICA Vitae lifecn.scichina.com

中医药与重大疾病防治专辑评 述

https://doi.org/10.1360/SSV-2021-0398
http://www.scichina.com
http://lifecn.scichina.com
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1360/SSV-2021-0398&amp;domain=pdf&amp;date_stamp=2022-05-22


员可以在较短时间内实现中药化学成分的分析及鉴

定. 化学生物学(chemical biology)、网络药理学、组

学等新兴技术的快速发展, 又为建立中药药效物质作

用机制研究新方法提供了帮助. 据此, 本文总结归纳

了中药药效物质快速辨析策略, 并简要论述了应用研

究示例, 为中药药效物质多模态辨识技术体系的发展

提供可供借鉴的总结与展望.

1 中药药效物质辨析策略

总体上看, 研究者大都在分子、细胞、类器官、

模式生物、整体动物和临床试验等6个不同层次上开

展中药药效物质研究. 根据研究对象的复杂程度差异,
又包括基于中药化学、化学生物学、生物色谱技术等

不同辨析策略, 其简要划分如图2所示.

1.1 基于中药化学的中药药效物质辨析策略

采用中药化学思维模式发现中药药效物质是利用

各种分离提取技术获取中药的馏分、组分或成分, 经

活性评价后筛选发现其中的药效物质. 这类方法随着

技术进展, 主要有三个研究阶段, 即系统分离筛选、

活性追踪、高通量/高内涵筛选.
(1) 系统分离. 系统分离筛选作为天然药物化学

研究方法最传统的思路, 通过按部就班地提取、分

离、结构鉴定, 将复杂体系逐步细分为不同极性部

位、组分, 直至单体, 而后进行活性评价从而发现有

效成分. 该思路虽然典型, 目标化合物结构明确, 但其

局限也显而易见, 通常需要较大的工作量, 易发生活性

丢失, 同时忽略了中药的整体性, 难以满足中药研究的

实际需要.
(2) 活性追踪. 活性追踪是在传统的研究思路基

础上, 将活性评价环节前移, 与化学分离同步开展, 仅
针对有效部位进行持续的分离, 缩减冗杂的无意义分

离步骤, 也成为目前较为常见的研究策略. 然而减轻

工作量的同时, 仍不可避免活性丢失的问题, 以及欠

缺中药的整体性思考
[5].

图 1 1990~2020年Web of Science数据库收入的中药药效物质研究论文及变化趋势
Figure 1 Annual numbers of research articles concerning active constituents of Traditional Chinese Medicine indexed by Web of Science from 1990
to 2020 and their trends
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(3) 高通量 /高内涵筛选 . 高通量筛选(high
throughput screening, HTS)技术于20世纪90年代中期

首次引入, 用以促进药物发现
[7]. HTS技术使用自动化

设备评价数千到数百万个样本的生物活性. 在药物发

现的早期阶段, 高通量筛选系统以其高效、高速和定

量的特点被广泛用于寻找活性化合物以及中药活性成

分的筛选
[8,9].

然而, 单靶点筛选有时无法满足中药或化合物库

中对化合物活性进行综合评估的需要
[10]. 高内涵成像

技术是指利用自动化显微镜和图像分析软件, 同时大

规模捕获和分析基于图像的各种生物表型和特征, 形

成高内涵筛选技术(high content screening, HCS). HCS
作为一种多维评价方法, 随着生物探针和荧光团的快

速发展, 荧光成像技术得到长足进步, 同时图像处理

能力随着计算机技术的提升而越来越强大, 于是在基

于靶点和基于表型的药物发现筛选中都显示出独特的

优势
[11].与人工筛选技术相比,自动筛选平台避免了对

有效靶标的检测误差和主观偏差, 从而获得更准确的

实验结果. 此外, 自动化药物筛选平台节省了人力和

资源, 提高了药物筛选的速度和规模, 大大加快了药

物发现过程. 本课题组
[12]

建立了一种基于细胞模型的

高内涵筛选方法, 通过自动采集和处理人近端肾小管

上皮细胞(HK-2)中双荧光标记图像, 从通脉养心丸中

发现三个肾小管上皮间质转化的抑制剂.
高通量、高内涵筛选借助创新型的平台工具, 大

幅提高活性评价效率和活性化合物的筛选速率, 高通

量实现对成分的快速大规模活性筛选, 高内涵实现同

时刻的评价维度增加, 对于中药复杂体系中活性物质

的快速发现有着极大的助力.

1.2 基于化学生物学的中药药效物质辨析策略

化学生物学是一门利用化学的理论、技术和方法

从分子水平研究生命科学的学科. 具体而言, 化学生物

学从对生命体生理或病理过程具有调控作用的活性小

分子入手, 明晰其结构并找出其在生理或病理过程中

的靶点, 研究相互作用; 进一步采用化学手段对小分

子的结构进行改造, 形成具有特异性质的活性小分子

化合物, 用于解释某种生理或病理过程的发生发展与

调控机制
[13]. 与传统的系统分离方法的不同在于它以

靶点为目标, 反向寻找与其作用的药效物质(图3).
(1) 亲和超滤法. 亲和超滤(ultrafiltration, UF)结合

了亲和捕获和超滤技术, 通过与滤膜上特定靶标的高

度亲和作用, 将有效化合物从复杂混合物中分离出来.
将靶点(受体、酶等)与中药提取物共同孵育, 当混合

图 2 不同尺度上中药药效物质辨析策略总结
Figure 2 Summary of strategies for discrimination of active constituents of Traditional Chinese Medicine at different scales
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物通过超滤膜时, 亲和配体被保留在滤膜上, 随后通过

离心力将其分离, 经过适当的洗脱处理后重新释放, 然
后通过液相色谱或质谱进行分析. 亲和超滤技术已广

泛应用于中药活性化合物的筛选. Li等人
[14]

建立了一

种超滤液相色谱-光电二极管阵列检测-电喷雾串联质

谱方法(ultrafiltration combined with liquid chromato-
graphy-mass spectrometry, UF-LC-MS), 筛选和鉴定山

楂叶黄酮类提取物中抗α-葡萄糖苷酶活性成分. Cheng
课题组

[15]
提出了一种基于UF-HPLC-DAD-MS筛选和

鉴定桑叶中酪氨酸酶抑制剂的新方法. Zhao等人
[16]

采

用一种基于酶标仪的乙酰胆碱酯酶抑制剂实验结合超

滤-高效液相色谱-电喷雾四极飞行时间质谱法快速筛

选和鉴定了黄连中具有乙酰胆碱酯酶抑制效果的5种
生物碱, 包括哥伦比亚胺、药根碱、黄连碱、巴马汀

和小檗碱. Li课题组
[17]

提出了以亲和超滤LC-MS和硅

分子对接的新策略从中草药中发现高质量的酶抑制

剂, 利用这一策略他们预测并证明了异绿原酸A等两

种化合物为有效的黄嘌呤氧化酶抑制剂, 其体外IC50

值低于阳性对照别嘌呤醇. 这些工作表明, 亲和超滤

结合LC-MS技术可用于筛选和识别具有靶向作用的

底物或抑制剂活性化合物, 适用于快速筛选中药提取

物和中药方剂如中药注射剂当中的药效物质. 与传统

的筛选方法相比, 超滤在从大量混合物中筛选活性化

合物时回收率高, 减少了劳动强度和实验时间.
(2) 磁珠富集法. 磁珠富集法是采用磁珠作为载

体, 通过共价键或吸附固定蛋白质或酶, 与中药提取液

共孵育, 磁珠上的靶点将结合中药提取液中的小分子.
再通过磁场作用沉降磁珠, 分离混合物中特异性结合

的成分. 结合蛋白的稳定性, 磁性分离的简便性, 是这

种技术的独特优势.
目前, 磁珠在复杂天然产物中发现生物活性化合

物中的应用中取得了显著进展. SIRT6是Sirtuin家族中

的一种组蛋白去乙酰化酶, 在调节生物通路中发挥重

要作用, 被认为是代谢紊乱和预防年龄相关性疾病的

潜在治疗靶点, Yasuda等人
[18]

建立了利用SIRT6固定

化磁珠筛选方法, 从天然植物提取物中发现槲皮素和

牡荆素在体外具有抑制SIRT6活性的能力. Singh课题

组
[19]

使用SIRT6包被的磁珠并结合质谱分析技术从葫

芦巴提取物中鉴定了新型SIRT6抑制剂荭草苷. 本课

题组
[20,21]

利用α-葡萄糖苷酶包被的磁珠结合LC-MS和
NMR技术从药用植物桑树提取物中筛选潜在的α-葡

萄糖苷酶抑制剂异槲皮苷和黄芪甲苷, 还开发了一种

利用多靶点固定化磁珠结合高效液相色谱-质谱法从

中药筛选生物活性化合物的方法, 可以从混合提取物

中富集和鉴定不同类型的配体, 磁珠上通过共价键固

定了麦芽糖酶、转化酶、脂肪酶这三个靶点, 并对

pH、离子强度、培养时间和温度进行了优化, 并鉴定

了中药方剂“糖脂清”中对这三个靶点表现出活性的

2,3,4,6-tetra-O-galloyl-D-glucose等5种化合物, 表明该

方法不仅适用于从单一药用植物提取物中分离鉴定单

靶点的化合物, 也同样适用于中药复方中多种靶点的

药效物质鉴定. 大量研究表明, 基于磁珠的方法可以

快速识别各种混合物中的活性化合物, 并结合液相色

谱和质谱准确阐明这些生物活性物质的结构
[22,23].

1.3 基于生物色谱技术的中药药效物质辨析策略

生物色谱是将生命科学与色谱、质谱等化学分析

技术集成所发展起来的新兴技术, 主要包括两种研究

思路: 一种是将靶点分子如受体、酶、核酸等, 细胞

膜或活细胞等键合在固定相上, 通过活性成分与生物

大分子间的相互作用实现色谱分离, 从而快速筛选鉴

定中药药效物质; 另一种是在色谱分离的基础上, 通

过柱前或柱后引入在线生化检测器, 实现活性筛选、

化学在线分析.
(1) 细胞膜亲和色谱. 细胞膜亲和层析(cellular

membrane affinity chromatography, CMC)是生物亲和

层析技术的一种, 它将人或动物的活细胞膜固定在特

定的载体表面 , 用于研究药物与受体的相互作用 .
CMC利用经典色谱、细胞生物学和受体动力学的特

点, 可实现天然产物的高通量在线筛选. Hou等人
[24]

利

用血管平滑肌细胞膜色谱-气相色谱/质谱联用技术,
从白芷、羌活、蛇床子中发现了可舒张KCl刺激的胸

动脉预收缩的活性化合物. Wang等人
[25]

通过人表皮鳞

状细胞膜色谱结合高效液相色谱和质谱联用方法, 从

苦参中发现表皮生长因子受体拮抗剂. Wu等人
[26]

报

道了CMC与超高效液相色谱飞行时间质谱联用筛选

远志中的自噬诱导物. Wang等人
[25]

将人表皮鳞状细胞

(A431细胞)的细胞膜吸附到基质表面制成固定相用于

中药提取物样品分离, 由于该细胞高表达表皮生长因

子受体(epidermal growth factor receptor, EGFR), 故样

品中含有的活性物质会与EGFR相互作用,保留时间延

长. 他们用该生物色谱筛选苦参提取物中EGFR抑制
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剂. Bu等人
[27]

将高表达表皮生长因子受体4(fibroblast
growth factor receptor 4, FGFR4)的成纤维细胞膜包裹

二氧化硅颗粒, 作为固相萃取剂对中药川乌进行了预

处理用于富集中药川乌中FGFR4配体, 并与高效液相

色谱/飞行时间质谱(high performance liquid chromato-
graphy/time-of-flight mass spectrometry, HPLC/
TOFMS)联用筛选并鉴定了4种生物碱, 其中一种生物

碱萘普洛宁在包括细胞增殖和分子对接试验在内的初

步药理验证试验中显示出良好的抗肿瘤活性.
(2) 毛细管电泳. 毛细管电泳(capillary electrophor-

esis, CE)作为一种高效的分离方法, 具有分离效率

高、分析速度快、样品消耗少等独特优势
[28,29]. 酶可

以固定在CE的内表面上或使用生物反应器作为CE的
入口. 由于生化分析被集成到CE的分离过程中, 避免

了底物和复杂样品基质的干扰. Li等人
[30]

利用CE结合

高效液相色谱-串联质谱(high performance liquid chro-
matography-tandem mass spectrometry, HPLC-MS/MS)
筛选天然产物提取物中EGFR抑制剂,对39种中药天然

产物提取物进行了研究.
(3) 生物反应器/生物芯片. 生物反应器已成为分

析和筛选生物活性化合物的一种有吸引力的介质, 其

中酶固定化微反应器极具潜力, 适用于固定化酶的表

面类型包括玻璃、琼脂糖、磁珠以及其他聚合材

料
[31]. 固定化酶反应器(international maritime emission

reduction scheme, IMERs)也成为一种有效的亲和筛选

潜在酶抑制剂或活化剂的技术,也经常与CE结合使用.
Camara等人

[32]
使用多层CE-IMERs在线检测绿茶提取

物对葡萄糖-6-磷酸脱氢酶(glucose-6-phosphate dehy-
drogenase, G6PDH)的活性和抑制作用. Zhang等人

[33]

介绍了一种利用IMER从天然产物中筛选α-葡萄糖苷

酶抑制剂的方法, 其中金纳米粒子共价吸附在毛细管

表面作为固定相. Schejbal等人
[34]

使用磁性微粒为药

物代谢酶CYP2C9创造了一种IMER, 将酶反应混合孵

育、分离、检测和定量集成为一个单一的全自动过

程, 实现了CYP2C9的在线研究.
生物芯片是一种表面以阵列形式接上细胞、多

肽、抗原、抗体、激酶以及各种功能性生物分子的载

体(如玻璃片、金属片、云母片、滤膜、纳米微球和

微孔板)等, 从而形成具有特殊筛选靶点的反应平台,
用于筛选复杂样品中的能与这些生物靶点特异性结合

的活性物, 快速、简便以及高通量, 多用于疾病的诊

断、生物标志物的发现、药物活性物质筛选以及药物

作用靶点的鉴定等. Zhang等人
[35]

设计了一种生物素

标记的砷探针, 将人类全蛋白质组芯片与其共同孵育,
对芯片扫描后发现了一系列具有特异性荧光的潜在靶

点, 他们认为其中己糖激酶2是砷剂治疗白血病最为关

键的靶点蛋白. Tu课题组
[36]

利用微流控共培养系统建

立了一个体外芯片病理模型来模拟炎症性心脏损伤,
该装置由两组薄的互连槽组成, 这些槽在空间上隔离

异质细胞, 但保持其可溶因子的通讯. 他们研究了时

空受控微环境中巨噬细胞和心肌细胞之间的动态相互

作用, 模拟了体内病理生理过程的一个关键方面, 并且

在芯片上探索了槲皮素的抗炎和心脏保护作用, 证明

了活化炎症的机制与几种炎症细胞因子和NF-κB(nu-
clear factor κ-B)途径的上调有关以及该芯片具有抗炎

药物筛选的潜力.

2 中药药效物质多尺度筛选模型

近半个世纪以来, 药物筛选技术不断推陈出新. 20
世纪60年代以前, 活性化合物筛选大都在整体动物水

平上进行, 不仅费时费力, 且成本极高. 20世纪90年代

起, 逐渐发展形成了表型筛选和基因型筛选为主的药

物筛选技术. 随着分子生物学和细胞生物学的发展,
近年来建立了许多以受体蛋白、酶、离子通道为靶标

的高通量筛选模型, 并逐渐在中药药效物质筛选领域

得到广泛使用. 与西药先导化合物筛选策略不同的是,
多数中药是基于长期临床实践总结的经验规律, 因此,
中药药效物质的筛选模型包括了从分子水平到整体动

物水平, 从微观至宏观的跨尺度、多层次的多种模型,
各有优势和适用范围(表1).

2.1 分子水平

分子水平模型可根据生物大分子的类型, 分为受

体、酶、离子通道以及其他类型等. 这类筛选模型从

靶点自身的特性出发, 或通过模拟生化反应过程, 从

而在分子水平上直接筛选能够结合特定靶点或影响某

一生化过程的活性物质, 优势在于快速、微量且易于

评价. 但由于该类方法往往集中于单个生化反应步骤,
特异性较强, 无法模拟体内起效的真实情况, 因此仅适

用于初步筛选.
例如, 本课题组

[37]
前期设计了一种能够特异性检
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测Sirt1蛋白的荧光探针, 并在体外筛选得到了19个天

然产物来源的Sirt1激动剂, 并在叔丁基过氧化氢诱导

的H9c2心肌细胞氧化损伤的模型上对筛选得到的化

合物进行验证; 也针对二肽基肽酶-4(dipeptidyl pepti-
dase-4, DPP4)开发了一种新型荧光探针, 用于检测临

床样品中的DPP4活性, 并在中药DPP4抑制剂高通量

筛选中得到应用
[38]. Guo课题组

[39]
设计的异构体特异

性探针(N-乙基萘酰亚胺)可用于实时和选择性成像生

物系统中的内源性CYP3A4活性, 并利用该探针评估

了225种中药对CYP3A4酶的抑制作用.

2.2 细胞水平

细胞模型在中药药效物质筛选中应用最为广泛,
采用细胞筛选模型, 能够在保持细胞结构的完整和受

体活性的条件下, 通过检测细胞的成活率、形态变化

及各种生理生化指标来评价测试样品的药效, 相比于

分子水平筛选得出的结论更可靠. 与整体动物模型等

相比, 细胞模型筛选效率更高、成本更低、所需样本

量更少, 是中药药效物质发现较为理想的方法.
例如, 果德安课题组

[40]
采用结肠腺癌细胞Caco-2

单层细胞模型评价中药名剂葛根芩连汤中42种生物活

性化合物的肠道通透性; 本课题组
[41]

借助血管紧张

素Ⅱ诱导大鼠(Rattus norvegicus)心肌细胞H9c2肥大

模型评估了通脉养心丸抗心肌肥大的药效.

2.3 类器官水平

随着新型生物材料的广泛使用, 借助各种工程结

构和材料的三维细胞培养模型比普通二维细胞培养更

符合机体生理环境, 类器官模型应运而生. 最近的研究

结果表明, 3D培养技术使细胞表现出显著的自组织特

性, 由此产生的类器官反映了肾脏、肺、肠道、大

脑、视网膜等器官的关键结构和功能特性. 与动物或

临床试验相比, 3D培养能够实现用较低成本、简单手

段达到高通量筛选的目的. 此外, 类器官可以模拟器官

发育的动态时空过程, 模拟各种人类疾病, 并作为一个

有效的临床前平台来测试和指导个性化治疗.
虽然目前类器官技术在中药药效物质发现的领域

应用较少, 但其培养技术已经可以逐步实现在培养皿

中模拟人体器官发育和人类疾病病理, 并在基础研

究、药物发现和再生医学中得到了广泛的应用. 例如,
Li等人

[42]
从最常见的肺癌亚型肺腺癌(lung adenocarci-

noma, LADC)中建立了12个源自患者的类器官, 并验

证其基因组和组织病理, 为体外生物标志物鉴定和高

通量药物筛选提供了工具.

2.4 模式生物水平

模式生物的开发与运用对现代生命科学的发展极

为关键. 模式动物通常具有生长发育周期短、人工繁

育简单等特点, 常见的用于药物筛选的生物模型有线

虫(Caenorhabditis elegans)、果蝇(Drosophila melano-
gaster)和斑马鱼(Brachydanio rerio)等.

斑马鱼体外受精发育、胚胎透明、体型小且繁殖

能力强, 尤其适合开展中药的药理作用研究、药物活

性评价以及药效物质的筛选工作. 本课题组
[43]

前期利

图 3 不同辨析策略的优势和局限对比
Figure 3 Comparison of advantages and limitations of different strategies
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用Cmlc2-GFP心肌特异性荧光标记的斑马鱼品系, 可

以在荧光下直接观察心脏的形态和动态, 用特非他定

损伤斑马鱼胚胎构建心律失常模型并对稳心颗粒的组

分活性进行评价. Xia等人
[44]

利用斑马鱼胚胎发现常用

中药补骨脂中的补骨脂素能通过氧化应激和能量代谢

途径引起斑马鱼胚胎发育畸形, 揭示了补骨脂中的毒

性物质, 为临床应用提供了实验依据.

2.5 整体动物水平

整体动物模型最贴近生物实际情况, 可以从整体

水平观察药物效应、不良反应及毒性作用, 具备高可

信度. 但其实验成本较高、消耗的样品量较大、难以

实现大量样品的筛选, 大多只对在分子、细胞等简单

模型上已发现的中药活性物质进行药效评价和机制

研究.
比如, Jiang等人

[45]
建立了肾间质纤维化大鼠模型

并验证了中药康仙灵抑制肾间质纤维化的药效, 实验

结果支持了康仙灵在肾纤维化治疗中的临床应用 .
Pan等人

[46]
从高糖高脂饮食联合链脲佐菌素诱导的2

型糖尿病大鼠模型中收集血清样本, 通过测量生化标

志物水平评估了黄连汤的药效; 其课题组前期使用心

肌缺氧复氧损伤的大鼠来模拟心肌缺血/再灌注过程

中的心脏损伤, 通过心电超声、组织病理学等手段评

估了通脉方对心血管疾病的治疗效果.

3 中药药效物质辨析的新兴技术和研究
思路

随着对生理和病理进程中生物大分子结构与功能

的了解日益深入, 现代科学与医学对生命现象和疾病

本质的认识不断推进, 基因敲除/过表达的细胞、动物

与转基因动物、模式生物等模型能够更准确地反映药

理效应, 可用于深入阐明中药药效物质的作用机制. 基
因组学、蛋白质组学、代谢组学等技术在寻找中药作

用靶点和作用途径上也得到了广泛的应用. 网络药理

学、多向药理学等新技术的引入, 突破了传统药理学

以单靶点为对象的研究思路, 为阐释中药多靶点、多

途径的作用模式提供了新策略
[47].

3.1 荧光检测法

这类方法是将荧光基团引入受体或配体中, 通过

受体与配体结合反应使荧光产生变化, 通过药物加入

后荧光信号的变化反映药物对该生理过程的影响, 将

反应前后荧光的变化作为药物活性的检测指标. 常见

的荧光检测方法包括荧光强度检测、荧光共振能量转

移检测以及荧光偏振检测方法、比率型荧光检测等.
荧光检测方法最常用于高通量快速筛选化合物, 具有

灵敏度高、检测方便、易于微量化等特点
[48].

(1) 荧光强度检测法. 荧光强度检测法是以反应

前后荧光强度的变化作为检测反应的表征. 一般采用

共价结合的方法将荧光基团反应体系中的生化反应

作为荧光响应的开关. 比如, 本课题组
[49]

前期利用

Sirt1的特异性底物肽段连接一个TPE基团设计合成了

Sirt1特异性探针, 并用该探针筛选了195种中药单体

化合物. 随着超分子化学的发展, 无须荧光基团共价

标记的方法频繁出现. 比如, Wang课题组
[50]

根据荧光

指示剂置换分析策略设计了一种筛选黄素单加氧酶3
(flavin monooxygenase 3, FMO3)抑制剂的方法, oxa-
zine 1阳离子荧光染料(OX1)和磺化杯4芳烃(4-sulfo-
calix[4]arene, SC4A)组成荧光报告对, SC4A可以淬灭

OX1的荧光, 盐酸三甲胺(trimethylamine, TMA)可被

FMO3催化形成氮氧化物(N-oxide, TMAO), TMA从
SC4A中置换出OX1的能力强于TMAO, 当FMO3被抑

制时, TMA转化成TMAO变少, 更多的OX1被置换出

来, 会产生更强的荧光, 他们利用该方法从血府逐瘀

汤中筛选出柚皮苷等8种对FMO3有抑制作用的中药

化合物.
(2) 荧光共振能量转移法. 荧光共振能量转移法

(fluorescent resonance energy transfer, FRET)是指两个

不同的荧光基团, 如果一个荧光基团(供体)的发射光

谱与另一个荧光基团的吸收光谱有所重叠, 当这两个

荧光基团的间距合适时就可以观察到荧光能量由供体

向受体转移的现象, 即以供体的激发波长激发时可以

观察到受体发射的荧光. 该原理常被用于蛋白酶的检

测, 在对应的底物多肽的两端分别标记上供体和受体

荧光基团, 由于两者距离相近会发生FRET效应导致荧

光淬灭, 而当底物被催化后, 供体与受体分开, 同一激

发波长下最大发射波长处荧光强度增加, 且与酶催化

反应产物成正比. Tian等人
[51]

基于荧光共振转移原理

设计了一种依赖细胞的高通量FRET筛选方法, 建立表

达基于FRET的生物传感器蛋白稳定的HeLa细胞系.
细胞凋亡时激活caspase-3蛋白酶, 这种酶激活后会切
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割传感器蛋白, 导致其荧光发射从535 nm(绿色)波长

转移到486 nm(蓝色). 通过绿/蓝发射比的降低直接表

明细胞凋亡. 利用这种方法从丹参等中药材种筛选得

到了能够诱导细胞凋亡的单体化合物.
(3) 荧光偏振法. 荧光偏振

[52]
是研究水溶液中生

物分子相互作用的一种强有力的荧光技术. 荧光偏振,
或各向异性, 是荧光分子的一种性质, 可以使用荧光偏

振仪器进行测量. 利用偏振光激发荧光样品, 并收集平

行于和垂直于偏振光电矢量通道的发射光强度. 当荧

光分子越小时, 其被偏振光激发时所偏转的角度就越

随机, 导致偏振值低, 而当分子比较大时, 被偏振光照

射时所偏转的角度不大, 会导致偏振值高. 所以当荧光

小分子与生物大分子集合后其偏振值会发生变化从而

实现生化反应的检测. Iyamu和Huang[53]设计了一种荧

光偏振探针, 由对烟酰胺N-甲基转移酶具有高度亲和

力的抑制剂分子LL320, 丙基连接子和荧光素三个部

分组成, 他们对一系列已知配体进行了表征, 结果表

明, 除了高强度化合物(<500 nmol/L)外, 其他值与文

献报道值非常一致, 可用于高通量筛选烟酰胺N-甲基

转移酶抑制剂.
(4) 基于荧光检测法的高内涵筛选. 高内涵筛选

通过使用自动显微镜和图像分析软件来大规模捕获和

分析表型, 以同时研究生物复合体中的多个生物特征.
通过化学染料、基因编码的荧光蛋白或用于免疫荧光

的荧光团偶联抗体或寡核苷酸等方法, 标记感兴趣的

蛋白或基因, 并对细胞或组织中的隔室或细胞器进行

分子成像
[54]. 荧光标记应足够亮, 以尽量减少曝光时

间. 使用多个荧光探针进行标记时, 必须避免不同通

道之间的渗漏
[55]. 在大规模筛选应用之前, 应首先在

单个样品上测试探针以确认适用性并确保特定和可测

的关键表型.

例如, Yan等人
[56]

基于真核起始因子4E(eukaryotic
translation initiation factor 4E, eIF4E)在小鼠胚胎成纤

维细胞中的亚细胞定位, 通过高内涵筛选实验发现了

mTOR信号通路的抑制剂, 鉴定出两种化合物可以导

致癌细胞的细胞毒性和细胞凋亡. Zou等人
[57]

将经典

Wnt信号通路的重要成员, β-catenin作为靶点进行高内

涵筛选, 在评估的14种植物提取物中, 白藜芦醇显著下

调了β-catenin的表达, 被用来鉴定一种用于治疗骨肉

瘤的新型潜在药物.

3.2 中药药效物质辨析的组学研究方法

近年来, “组学”在中医药研究中的应用备受关

注
[58]. 组学研究方法关注生物体整体变化, 与中医理

论存在一定程度的共同性. 目前, 最常用的组学技术

包括miRNA组学、转录组学、表观基因组学、蛋白

质组学和代谢组学. 其中, 转录组学、蛋白质组学和代

谢组学在中药药效物质研究中的应用方兴未艾
[59]. 通

过比较中药干预前后miRNA、基因、蛋白或代谢物

的表达谱差异, 一方面有利于阐明中药药效物质的作

用机制, 另一方面也有望对活性成分或组分进行系统

性的药效评价. 组学领域的快速发展为中医药与现代

技术和系统生物学的融合提供了新的工具, 进一步推

动了中医药的现代化和国际化.
转录组学与中医理论的整合有助于理解中药多

组方成分的协同起效
[60,61]. 如范骁辉课题组

[62]
基于转

录组学, 从血塞通注射液治疗的心肌梗死大鼠心脏的

病变区域收集样本并用于筛选验证差异基因. 基于蛋

白质组学技术, 研究中药药效物质是如何调控、修饰

多个靶点蛋白, 如何通过多通路作用发挥整合调节作

用的新途径, 有助于阐释中药药效物质作用机制
[63].

例如, Chou等人
[64]

使用赖氨酸和半胱氨酸标记的两种

表 1 不同筛选模型的优缺点

Table 1 Advantages and disadvantages of different screening models

模型 优点 缺点

分子 快速、微量、易于评价 仅适用于初步筛选, 没有整体性

细胞 筛选效率高、成本低、所需样本量少, 结论比分子更可靠 仅适用于初步筛选, 没有整体性

类器官 筛选效率高、成本低, 更接近体内真实情况 不易实现多个样品的同时筛选

模式生物 生长发育周期短、人工繁育简单 实验成本较高, 给药方式受限

整体动物 最贴近生物实际情况, 具备高可信度 实验成本高, 消耗的样品量大, 难以实现大量样品的筛选
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方法分析了小檗碱治疗对人乳腺癌细胞系MCF-7中
差异蛋白表达和氧化还原调节的影响. 代谢组学是对

生物体内所有小分子代谢物进行定性定量分析, 并寻

找代谢物与生理病理变化的对应关系, 是系统生物学

的组成部分. 近年来, 代谢组学已成功应用于中医证

候的研究. 例如, Zhang等人
[65]

采用综合蛋白组学和代

谢组学研究苦参诱导的肝毒性的机制和物质基础. 结

果显示, 254种蛋白质和42种代谢物差异表达, 其中7
种蛋白质在3条途径中显著富集. 生物信息学表明, 20
种化合物可能会干扰7个靶点的表达. Dong等人

[66]
提

出了“组学鉴别-灰色关联-生物学验证”研究策略, 实

现了栀子的关键药理成分的快速鉴定, 鉴定了27种潜

在的保肝活性成分和21种具有抗炎特性的潜在活性

成分.

3.3 中药谱效学研究方法

中药谱效学研究方法, 采用色谱、质谱等分析技

术构建中药单味或复方的一维、二维、多维指纹图

谱, 对其中化学成分进行定性、定量分析, 同时结合合

适的药效评价模型形成活性数据, 最后将化学成分信

息和活性数据进行关联, 建立谱-效关系, 从而确定与

药效相关的化学成分群
[67], 已应用于血府逐瘀汤

[68]
、

吴茱萸汤
[69]

等研究工作中. 该研究思路仍存在整体思

路的局限性, 单一图谱不能完全反映分析对象全部的

化学特征, 药效评价模型难以结合中医证候特点, 使

得化学与活性的关联性仍有待考究. 随着分析技术的

提升, 高通量、高内涵筛选方法的引入, 使得化学内

涵和活性评价速率大幅提升, 如何高效地整合大量化

学信息和生物信息, 正确反映化学成分在药效中的贡

献值是其中值得深究的环节, 传统数理方法包括相关

分析、典型相关分析、聚类分析、主成分分析等得到

了应用
[70], 人工神经网络、机器学习等新工具方法也

产生了新的应用可能.

3.4 质谱分子网络研究方法

物质基础鉴定已成为中药材及复方等复杂体系研

究的基本步骤, 全面的物质解析能够为后续靶点发

现、药效物质筛选、质量标准建立等工作提供最为坚

实的基础.目前主要的分析技术中, LC-MS结合了液相

的高效分离和质谱的解析能力, 是物质基础快速解析

的不二选择
[71]. 然而, 质谱数据产出大量数据的同时,

解析效率却受到局限, 数据不能快速地转化为有用的

信息. 质谱数据库应用能力欠缺, 大部分天然产物相

关的质谱数据库收录不全面, 需要多数据库互相补

充
[72,73].
质谱分子网络(molecular networking, MN)作为质

谱数据可视化的新兴策略
[74], 以各个前体离子的碎裂

模式之间的相似性为基本原理, 组织串联质谱的大数

据集, 将MS/MS谱中相似程度高的进行集中, 并输出

为可视化网络, 有助于质谱数据的可视化和注释
[75].

结合多样的拓展工具, 已经广泛应用于天然产物包括

微生物、海洋生物、植物及相关代谢组学的研究当

中. Caesar等人
[76]

采用活性导向分离、生物化学计量

比分析与MN结合的方法, 用于评估当归(Angelica
keiskei)对金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)的抗

菌活性 , 首次报道具有抗菌活性的低丰度化合物

xanthoangelol K. Li等人
[77]

通过MN从灵芝孢子粉中鉴

定了109种成分, 并结合斑马鱼模型筛选免疫活性化合

物. Wang等人
[78]

采用Q-Orbitrap结合MN方法, 开展平

消胶囊化学成分和代谢物分析, 从70%甲醇提取物中

鉴定出89个生物碱、类黄酮、有机酸和酚类化合物,
在大鼠血液中迅速确认了15种吸收的原型化合物及其

代谢产物. 此外MN应用于黄芩(Scutellaria baicalen-
sis)[79]、地龙(Pheretima aspergillum)[80]、云南花莲

(Paris polyphylla var. yunnanensis)[81]、青蒿(Artemisia
annua L.)[82]等也有相关报道.

3.5 中药药效物质多模态辨识方法

多模态辨识是依据中医整体观, 运用多尺度模

型, 围绕多个靶点, 检测多个指标, 获取多模态信息

进行的综合药效物质研究辨析. 以化学分析、影像

学、多组学以及信息学等学科技术为基础, 通过不

同尺度辨析中药化学组成与生物效应间的相关性 ,
并运用模式识别、机器学习等智能计算方式融合多

模态信息 , 从而推动中药药效物质辨识向高效发

展
[1]. 例如, 本课题组围绕“如何系统辨识生脉方药效

物质”问题, 开展了系统制备、鉴定其全方和组分的

化学组成研究; 从整体动物上评价其药效, 运用多组

学技术发现其可能的多种作用途径, 并在分子水平设

计Sirt1和ACE探针, 用于药效成分的筛选. 依托多尺

度模型、多指标观测诠释了生脉方抗心肌损伤的药

理作用
[37,83~85].
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4 研究示例

本课题组
[86]

前期采用多尺度评价模型开展了宣

肺败毒方抑制炎性反应药效物质辨析研究. 首先通过

液质联用技术对中药复方中的化学成分进行快速鉴

别, 并通过网络药理学方法初步分析作用靶点. 聚焦于

巨噬细胞相关免疫调节作用, 采用整体动物模型验证

了宣肺败毒方对肺部炎症的治疗作用(图4), 并分离了

外周血单核细胞进行转录组分析, 筛选其抗炎作用的

靶点和通路. 在此基础上, 采用巨噬细胞活化模型和

斑马鱼巨噬细胞迁移模型对宣肺败毒方中的主要化学

成分进行筛选, 从而发现虎杖苷、异甘草苷等药效物

质. 该实例结合化学分析和多尺度的药理模型, 实现

了复杂方剂中的药效物质辨析.

5 展望

随着研究的不断深入, 新方法、新仪器的出现

大幅提升了分析中药药效成分的能力, 运用多种技

术手段实现中药药效物质的多模态跨尺度辨识已成

为可能. 尽管如今已涌现出多样的策略和途径用于

探索中药药效物质, 但其中仍有诸多限制和难处, 需
要思考如何在中医理念指导下开展研究, 从研究思

路、方法及评价指标等方面突破创新, 展现中医药

的特色. 此外, 需要继续坚持化学、生物学、药理

学、信息学等多学科交叉, 多领域、多种技术的融

合发展, 从微观到宏观的多尺度评价、化学信息和

生物信息的多模态融合
[1], 助力新时代中药的科学

发展.
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Identification of active substances from Traditional Chinese Medicine:
state-of-the-art and perspectives
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Traditional Chinese medicine (TCM) has demonstrated unique advantages in the prevention and treatment of chronic and complex
diseases such as cardiovascular and cerebrovascular diseases and diabetes. It has also played a major role in the fight against sudden
infectious diseases such as COVID-19. Therefore, how to quickly identify effective constituents from the complex system is the most
critical issue in the study of modernization of TCM. Based on this, this article summarizes the rapid identification strategies and
multiscale screening models, which provides ideas for analyzing the scientific connotation and explaining the mechanism of TCM.
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