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摘要?中药活性成分筛选及作用评价一直是破解药物发现周期长和成功率低等瓶颈问题

的核心突破口和重要技术支撑" 作者团队创新亲和色谱原理!将药靶蛋白定向固定于色

谱担体表面!制备了系列高活性功能化色谱固定相!并提出了固定化药靶蛋白定向筛选中

药功效成分的新观点" 主要综述了作者团队近五年在固定化药靶蛋白色谱固定相制备技

术#中药活性成分定向筛选技术以及活性成分早期成药性评价色谱技术等方面的工作!并

对固定化药靶蛋白在中药活性成分定向筛选方面的研究进行了展望"

关键词?药靶蛋白定向固定$中药活性成分$定向筛选$早期成药性评价
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??中药作为我国特色的医药卫生资源#其活性

成分筛选及作用评价一直是破解药物发现周期长

和成功率低等瓶颈问题的核心突破口和重要技术

支撑$ 随着生物技术'材料科学'蛋白质组学等学

科的突破性进展#中药活性成分筛选也进入了多

学科交叉融合及多技术相互支撑的快速发展时

期$ 受体是药物在人体内最主要的靶点#占比约

%"b#特别是对于 R蛋白偶联受体而言#能够与

药物分子通过高亲和作用识别并结合#启动下游

信号而发挥药效$ 在前期研究中#作者所在团队

受垂钓原理启发#将受体!药靶蛋白"识别药物的

高特异性和色谱技术的高分离能力相结合#创新

亲和色谱原理#提出了固定化药靶蛋白色谱中药

功效成分定向筛选的新观点#通过保留时间差异

实现中药中潜在功效成分的筛选$ 在上述观点的

指导下#作者团队对临床沙丁胺醇等平喘类一线

用药进行了分析#明确了固定化药靶蛋白色谱中

药功效成分筛选的可能性#进而应用于中药单药

及其复方活性成分筛选#并取得了系列进展$ 然

而#固定化药靶蛋白色谱作为一种新兴方法#在固

定化药靶蛋白活性保持'活性成分药效特征区分

及产业化推广等方面#仍然存在提升和改进的空

间$ 因此#本文主要综述近五年作者团队及固定

化药靶蛋白相关技术在中药活性成分筛选方面的

研究工作#为中药新药研发提供借鉴$

>?药靶蛋白定向固定化技术

固定化药靶蛋白的生物活性是决定中药功效

成分筛选准确度的前提#而高效温和的蛋白质固

定化技术是保证其生物活性的核心与关键$ 与随

意固定化方法相比#定向固定具有位点特异性#具

有固定化药靶蛋白取向统一#活性位点损失小等

优势#能够最大程度上保持固定化药靶蛋白的活

性$ 因此#对现有药靶蛋白定向固定化技术进行

综述$

>@>?基于酶标签自催化的一步定向固定化方法

生物正交反应是一类能够在生物体系内发生

且不受体系内共存物干扰的化学反应$ 受该类反

应启发#作者团队将卤代烷烃脱卤素酶 !P2,+̀

(2S"'&

C

烷基鸟嘌呤 ]-Q甲基转移酶 ! <-Qc̀

(2S"'表皮生长因子受体酪氨酸激酶活性域!=R̀

aJ̀(2S"和农杆菌 *90]! 蛋白融合于 R蛋白偶联

受体等药靶蛋白羧基末端#将酶的底物修饰于硅

胶微球等色谱担体表面#通过酶与底物的高特异

性共价反应#可以从细胞裂解液中将药靶蛋白一

步捕获至固体材料表面#实现药靶蛋白的一步定

向固定!见图 $"

($ $̀C)

$

野生型卤代烷烃脱卤素在脱卤反应过程中#

酶活性位点 Q7̂$"C 通过亲核取代卤代烷烃中的

卤素基团而得到 Q7̂酯#从而形成一个共价烷烃

酶中间体&而酶中的P97!B! 可催化共价烷烃酶中

间体水解#释放终产物脂肪醇#使脱卤素酶再生&

若将酶中的P97!B! 定点突变为苯丙氨酸#共价烷

烃酶中间体则不会水解($)

$ 作者团队首次将突

变后的卤代烷烃脱卤素酶 P2,+̀(2S重组于
"

!

肾

上腺素受体!

"

!

Q̀J"'血管紧张素 YY$ 型和 ! 型

受体!Q_

$

J和Q_

!

J"

($)

'聚!Q]c̀核糖"聚合酶 $

!cQJc̀$"

(A)和 % 羟̀色胺受体 $Q!% P̀_

$Q

"

(#)等受

体末端#将末端卤代有机酸!C 溴̀己酸和 C 氯̀己

酸"通过酰化反应修饰至色谱担体表面#将 P2,+

标签重组目标药靶蛋白的裂解液与色谱担体直接

混合#从而实现药靶蛋白的一步固定$ 进一步优

化末端卤代有机酸结构#发现有机酸中若含有

c=R功能基团#能够使得色谱固定相上非特异性

吸附和色谱峰峰形拖尾现象有所改善#且有效提

高了受体色谱的抗污和耐高盐性能(% C̀)

$

<-Qc̀(2S无论在体内还是体外#均能通过典

型的 <-! 亲和取代反应将底物鸟嘌呤或胞嘧啶

衍生物的侧链基团转移到半胱氨酸残基上活性巯

基位点#形成硫醚共价键(!)

$ 作者团队将 <-Qc̀

(2S重组至
"

!

Q̀J和Q_

$

J碳末端#并在大肠杆菌

细胞中高表达两种受体蛋白(!#B)

$ 将上述细菌破

碎后的上清液与苄基鸟嘌呤衍生物修饰的微球直

接混合#即能捕获复杂体系中的目标受体#反应效

率高$

=RaJ为R蛋白偶联受体超级家族中的成员

之一#与癌症等疾病密切相关(@)

$ =RaJ结构域

中含酪氨酸激酶活性域#该激酶的共价抑制剂

!依鲁替尼"能够与 =RaJ̀(2S中的半胱氨酸 BIB

!N;7BIB"的巯基通过迈克尔迈克尔加成反应#形

成不可逆共价复合物(I)

$ 利用该原理#将 =RaJ̀

(2S重组于内皮素 Q受体!=_

Q

J"

($")

'

"

$

肾上腺

素受体!

"

$

Q̀J"

($$)和 -̀甲基 ]̀̀天冬氨酸受体

!Q!-\]Q̀J

!Q

"

($!)等受体的非活性末端#将依鲁

替尼修饰至大孔硅胶表面#实现目标药靶蛋白的

固定化$

上述 A 种类型酶标签自催化反应的底物均为
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小分子化合物#而酶标签本身分子量较大#由于空

间位阻效应的存在#使得固定相上的小分子化合

物与酶标签结合可能受阻$ 针对该问题#作者团

队将*90]! 标签!*90]!(2S"引入至半胱氨酰白三

烯受体 $ !N;7V_J$ " 的固定化过程($A)

$ 由于

*90]! 蛋白能够特异性识别 _]-Q序列#并与其

%d端磷酸基团形成磷酸二酯键!%dRN_NQQQ__Q̀

NQQNRR_Q_Q_Q_NN_RNNQR_NQR̀Ad"而实现共

价连接($#)

$ 该研究中#_]-Q被修饰于大孔硅胶

表面#而 *90]! (̀2S重组表达至 N;7V_J$ 末端#由

于]-Q为大分子#其于 *90]! (̀2S接触的界面更

大#使得反应脱靶效应大大降低$

!2"总体示意图&!M"P2,+̀(2S'<-Qc̀(2S'=RaJ̀(2S融合受体定向固定化路线图($B)

图 $?酶标签自催化一步定向固定化方法

a9S)$?\6(4+>73+076,3̀,2M6,91S61F;E6̀'2(2,;F6>^0+(691 9EE+M9,9F2(9+1

??除了]-Q等核酸分子#多肽也能够作为底物

分子被修饰于色谱担体表面$ 文献中#化脓性链

球菌纤连蛋白结合蛋白aM2[的V;7

A$和Q7̂

$$B之

间具有自发异肽键的结构域#V;7

A$的未质子化胺

在邻近的R,/

BB催化下亲核攻击 Q7̂

$$B的羰基碳$

通过对aM2[结构进行拆分#能得到 <^;_2S!含

$A 个氨基酸的短肽"与 <^;N2('460!含 $$C 个氨基

酸的蛋白"#两者在数分钟内可形成稳定的酰胺

键而实现共价偶联($%)

$ 该研究将 <^;N2('460作

为蛋白标签重组至
"

!

Q̀J末端#将 <^;_2S修饰于

硅胶表面#从而实现 <^;N2('460标签药靶蛋白的

一步定向固定($C)

$

综上#上述基于酶标签自催化反应的固定化

方法#避免了目标蛋白纯化步骤#能在最大程度上

保证药靶蛋白活性#具有快速'高效'简便的特点$

>@A?基于双位点高亲和的定向固定化方法

上述酶标签自催化的一步定向固定本质上属

于单位点共价固定#为保证功能基团的活性#一般

而言#酶标签与药靶蛋白通过柔性连接臂相连#连

接臂的柔性可能会使得固定后药靶蛋白取向难以

完全控制#活性位点因与基质表面或邻近药靶蛋

白相互作用导致损失的问题$ 因此#作者团队引

入了一系列双位点固定药靶蛋白的方法#其核心

是以核酸适配体'激动类活性短肽或拮抗剂为受

体的构象稳定配基!第一位点"#以氮川三乙酸镍

!-_Q̀-9

! e

"与受体组氨酸标签的亲和位点为第

*"C@* 西北大学学报!自然科学版"?????????????????第 %# 卷



二位点#采用双重亲和的方式将药靶蛋白进行定

向固定!见图 !"

($@ !̀")

$ 该类方法的优势体现在两

方面#一是双重亲和使得药靶蛋白与固定相表面

配基的亲和力明显提升#受体稳定性好&二是双位

点固定受体的取向统一#构象稳定#活性更高#使

得固定化药靶蛋白色谱柱可用于区分具有不同药

效特征的配体$

!2"总体示意图&!M"核酸适配体和-_Q̀-9

! e双位点固定
"

!

Q̀J示意图($I)

&!'"拮抗剂和 -_Q̀-9

! e双位

点固定
"

!

Q̀J示意图(!")

图 !?双位点高亲和定向固定化方法

a9S)!?\6(4+>73+049S4 2̀33919(;(5+̀̂ +91(9EE+M9,9F2(9+1

>)B?基于小标签的药靶蛋白定向固定化方法

酶标签!P2,+_2S+AA L]2&<-Qc̀(2S+!! L]2&

=RaJ̀(2S+AB L]2&*90]!+!% L]2& <^;N2('460+$A

L]2"分子量相对较大#对于分子量较小的药靶蛋

白来说并不适合以其作为标签$ 针对该问题#作

者团队通过琥珀密码子!8QR"将非天然氨基酸

^ 叠̀氮化物V苯丙氨酸!^QFa"引入至Q_

$

J碳末

端#通过叠氮基团与硅胶表面炔烃的环加成反应#

实现了Q_

$

J的定向固定$ 与 P2,+_2S和 <-Qc̀

(2S相比#^QFa标签更小#非特异性吸附更小#对

于Q_

$

J生物活性的保持具有一定优势#亲和参

数准确度测定明显提升(B)

$ 然而#上述方法的缺

陷在于#传统的=)N+,9基因组中存在多个琥珀密

码子#^QFa也可能会插入至菌体的内源性蛋白

中#需先纯化药靶蛋白#再进行固定$ 敲除了基因

组琥珀密码子的 =)N+,9

#

NA!$ 菌种能够很好的

解决这一问题#使得非天然氨基酸仅能在目标药

靶蛋白中定点插入#用细菌裂解液进行反应#即可

一步固定药靶蛋白(!$)

$

>)C?基于"一柱双靶#的固定化方法

与单靶点药物相比#双靶点药物具有协同起

效'安全性能高和耐药性能高等特点#已成为药物

研发的重点方向$ 然而#传统的基于单柱单靶点

固定化方法已经不能满足双靶点药物筛选需求#

据此#作者团队前期分别将两种不同的药靶蛋白

修饰于微球表面#将微球按一定比例混合后填入

同一色谱柱#或将等摩尔的两种药靶蛋白混合后

同时与微球反应得到双靶点固定相#用于双靶点

药物筛选$ 红景天的生物活性物质筛选中使用的

共固定化
"

!

Q̀J和电压依赖性阴离子通道 $

!*]QǸ$"的受体色谱柱#其固定相的制备采用

随意固定的方式#将 -#-%羰基二咪唑活化后的

氨基微球与含有等摩尔浓度
"

!

Q̀J和*]QǸ$ 的

磷酸盐缓冲液反应而得(!!)

$ 然而#两种药靶蛋白

在固定相表面的比例和距离无法精确控制#筛选

所得药物是否为双靶点仍需后期验证$ 因此#作

者团队将化合物Q修饰于微球表面#由于该化合

物中含有两个功能基团!C 氯̀己酸和依鲁替尼"#

分别能与 P2,+_2S和 =RaJ̀(2S药靶蛋白反应#实

现两种不同标签蛋白的共固定(!A)

$ 另一种更为

直接的方法以环形脱卤素酶!'̂P2,+"为标签#采

用基因重组的方法将两种药靶蛋白融合表达至

'̂P2,+两端#利用 '̂P2,+与其底物的共价反应#

将Q_

$

J和Q_

!

J两种药靶蛋白捕获至微球表面#
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实现,一柱双靶-色谱固定相制备(!#)

#为双靶点药 物的高效筛选提供可能!见图 A"$

!2"基于同一标签的一柱双靶固定化方法示意图&!M"基于不同标签的一柱双靶固定化方法示意图&

!'"Q_

$

J̀'̂P2,+̀Q_

!

J共固定示意图(!#)

&!>"% P̀_

$Q

J和-\]Q共固定示意图(!A)

图 A?一柱多靶固定化方法

a9S)A?YEE+M9,9F2(9+1 E6(4+>73+0(46̂ 06̂202(9+1 +3'+,/E1759(4 E/,(9̀(20S6(̂0+(6917

A?固定化药靶蛋白中药活性成分定

向筛选与评价

A)>?固定化药靶蛋白中药活性成分定向筛选

!)$)$?中药活性成分定向筛选

上述药靶蛋白的定向固定化方法被广泛应用

于亲和色谱!PcQN"技术对中药活性成分筛选

中#如温郁金(#)

'附子($$)

'栀子($!)

'紫苏叶($A)

'厚

朴($C)

'莱菔子(!%)等单药以及麻黄附子细辛汤(!C)

'

三子养亲汤等复方(!B)

#辅以液相色谱质谱联用鉴

定而筛选得到的对应各药靶蛋白的活性成分$

!)$)!?激动#拮抗和别构配体筛选

基于固定化药靶蛋白的筛选方法已成功应用

于中药单药和复方中活性成分的高效筛选(!@)

#然

而#现有的单位点固定化方法难以区分复杂体系

中配体的激动'拮抗或别构活性(!I À$)

$ 作者团队

发展了系列双位点固定化方法#使得固定化药靶

蛋白的活性更高#实现了中药丹参和]-Q编码中

药分子库中药靶蛋白激动'拮抗和别构活性成分

的选择性筛选!见图 #"$ 该类筛选方法能在筛选

的同时明确所得活性成分潜在的药效特征#具有

生物学意义上的优势$

图 #?别构配体筛选示意图

a9S)#?<'46E2(9'>92S02E3+0(467'066191S+32,,+7(609',9S21>7

!f$fA?]-Q编码中药分子库的筛选

]-Q编码化合物库!]=NV7"由于其水溶性

好'结构多样和鉴定简便的特点#是新兴的药物筛

选化合物库$ 作者团队首次将中药成分引入至

]=NV7构建过程#构建了两种不同类型的中药分

子]=NV7#并从中筛选获得了靶向 Q_

$

J且具有

良好降压活性的 P9($ 和别构活性成分 Qca

(A!)

#

以及同时靶向
"

!

Q̀J和 N;7V_$ 的双靶点活性成

分XN!CB

(AA)

$

!f$f#?基于固定化药靶蛋白的亲和拉曼筛选

表面增强拉曼光谱!<=J<"是一种基于拉曼

散射现象的光谱检测手段#在生物分析方面具有

分析时间短'与固液界面兼容性好和对生物样品

损伤小的特点$ 作者团队以 P2,+_2S血清素转运
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蛋白!% P̀__"为例#通过 P2,+_2S和卤代烷烃间

的生物正交反应#将 % P̀__固定至 <9&!DQS核

壳纳米颗粒表面#首次提出了亲和 <=J< 技术#实

现了栀子提取液中西红花苷Y的高灵敏检测和同

步筛选#为亲和 <=J< 技术在中药复杂样品中的

应用提供了方法(A#)

$

A@A?中药中非对映异构体的筛选

中药中富含的生物碱'黄酮和萜类等化合物

是其发挥功效的最主要的活性成分$ 上述成分的

母核结构中#可能存在多个手性中心#使得中药中

富含化学结构和物理化学性质基本或完全相同的

对映异构体和非对映异构体(A%)

$ 然而#对映异构

体或非对映异构体的生物活性可能差异较大#往

往其中一种异构体活性较强而另一种异构体具有

毒性(AC)

$ 作者团队以中药麻黄中麻黄碱和伪麻

黄碱的分离为例#将
"

!

Q̀J活性短肽!Q<<Y*<a#

Q,2̀<60̀<60̀Y,6̀*2,̀<60̀c46" 固载于大孔硅胶表

面#制备特异性活性短肽亲和色谱固定相#首次实

现了中药复杂体系中非亲和干扰成分的去除和非

对映异构体麻黄碱与伪麻黄碱的靶向识别与同步

分离"

(AB)

$

A@B?固定化药靶蛋白中药活性成分早期成药性

评价

!fAf$?亲和力测定

亲和力代表活性成分与药靶蛋白结合能力的

大小#是其早期成药性评价的一个重要标准$ 前

沿分析法'竞争置换法'直接进样法和非线性色谱

等方法能够通过公式或软件拟合获得药靶蛋白与

活性成分的亲和力#但上述方法仅能揭示一种蛋

白与一种配体的作用#通量较低$ 据此#作者团队

基于质量守恒定律和多元线性回归#分别推导了

两种配体与一种蛋白.公式!$"/以及一种配体与

两种蛋白.公式!!"/的亲和力参数测定公式#提

高了亲和力参数测定通量#为,一药双靶-和,一

靶双药-的亲和参数快速准确测定提供了方

法(!B À@)

$

$

!"

#

$

%

&

$

'

#(

)

*

+

$

)

*

*

)

#

!$ +!"

#

"$

%

+

??

'

,(

'

#(

)

*

*

)

,

!$ +!"

,

"$

%

# !$"

!"!$ +!""$

!

%

&-!'

($

+'

(!

"*!")

*

$

%

-

??'

($

'

(!

*

!"

$ +!"

)

!

*

+

??'

($

'

(!

!)

($

+)

(!

"*)

*

+

??!'

($

)

($

+'

(!

)

(!

"*!$ +!""$

%

!!"

式中+#和,分别代表两种配体&($ 和(! 分别为

两种蛋白&!"为容量因子#$

%

为色谱系统死体积&

)为进样量&)

*

为结合位点数&'为结合常数$

!fAf!?超热力学参数测定

不同温度下活性成分与药靶蛋白的亲和力不

同#能够反应二者作用熵焓变化的热力特征#而超

热力学能够利用线性自由能关系#将物理化学过

程的详细模型与热力学参数相结合#推断药物与

受体结合过程中的结构信息$作者团队以
!

$#

肾

上腺素能受体!

!

$#

.#/" 为例#通过热力学和超热

力学参数测定.公式!A"/#研究了 % 种配体与

!

$#

.#/相互作用过程的变化#明确了其中的两种

配体甲磺酸酚妥拉明和坦索罗辛与受体的结合存

在焓 -熵补偿关系#结合方式为非共价且该过程

结合能变化明显(AI)

$

#

0!1" &

#

2

3

-1

#

4

3

+

??

#

0

5

(1-1

3

-1,1!

1

1

3

") !A"

式中+ 下 标 3为 选 定 的 参 考 温 度 1!W"#

#

2!L.HE+,"'

#

4!.HE+,*W"和
#

0!L.HE+,"分别

表示配体与蛋白质结合过程种的焓变'熵变以及

吉布斯自由能变#

#

6

5

!.HW" 为热容$

!fAfA?速率常数和驻留时间测定

结合H解离速率常数以及驻留时间是能够反

应活性成分与药靶蛋白结合快慢以及结合时间长

短的参数#而驻留时间在数值上等于解离速率常

数倒数的 CAb#结合速率常数在数值上等于解离

速率常数与亲和力的乘积$ 上述参数的测定#能

够反应活性成分成药的可能性和毒性#对于其早

期评价具有重要意义$ 团队以 =_

Q

J为例#采用

非线性色谱'峰轮廓法和峰值衰减法对不同药物

与固定化药靶蛋白的解离速率常数和驻留时间进

行了测定#明确了 A 种方法的适用范围#为速率常

数和驻留时间的准确测定提供了参考(#")

$

!fAf#?类药性评价

类药五原则要求小分子药物需满足分子量小

于 %""'氢键给体数目小于 %'氢键受体数目小于

$" 和脂水分配系数小于 %$ 传统的亲和色谱筛选

方法在中药活性成分筛选方面多以亲和力为指

标#而忽视了类药物原则中的评价参数$ 据此#本

团队通过引入结合效率指数.,78#公式!#"/'表

面效率指数.478#公式!%"/'动能效率.'7#公式

!C"/和配体亲脂性效率.997#公式!B"/#建立了
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一种抗哮喘活性成分类药性色谱评价技术#为中

药活性成分早期评价提供了方法学参考(#$)

$

,78&

5'

:

;<

!#"

478&

5'

:

(4#

!%"

'7&

*

=

2#

!C"

997&5'

:

->,+S( !B"

式中+;<为分子量&(4#为极性表面积&*为保留

时间&=

2#

为重原子数量$

B?总结与展望

本文综述固定化药靶蛋白色谱固定相制备及

其应用#并且重点阐述了该技术在中药及其复杂

体系功效成分定向筛选及药物先导化合物分子早

期评价中的应用实例$ 尽管作者团队在上述研究

中取得了系列研究成果#然而#从纵深角度讲#该

技术仍需进一步完善$

$

现有药靶蛋白固定化

方法主要依赖于靶蛋白非活性末端的融合标签#

难以实现复杂体系天然蛋白的固定化#在后期研

究中#作者团队重点发展基于亲和导向的天然蛋

白质固定化方法研究#有望实现复杂体系天然蛋

白质的固定化$

%

在药物先导化合物发现方面#

由于现有方法难以同步体现所得药物分子的下游

信号#因此#重点开展功能选择性配体筛选研究以

实现上述目标$

&

药靶蛋白种类繁多#涉及疾病

多种多样#作者团队目前仅聚焦心脑血管病'抑郁

症'呼吸系统疾病和糖脂代谢异常等相关药靶蛋

白#但所建立的方法具有通用性#能够扩展至抗肿

瘤等其他药物靶点$
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