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HPLC-柱后生物活性检测在线联用技术在天然活性成分筛选中的应用 
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摘  要：HPLC 由于分离度和灵敏度高，其在柱后与生物活性检测联用形成的天然活性成分筛选技术，具有操作简单、耗费

低、灵敏度和专属性高等优点，已用于天然产物中抗氧化剂、乙酰胆碱酯酶（AChE）抑制剂、磷酸二酯酶（PDE）抑制剂、

血管紧张素转移酶（ACE）抑制剂、细胞色素 P450 抑制剂等的筛选。综述了 HPLC-柱后生物活性检测在线联用技术在天然

活性成分筛选研究中的应用，同时对其优点和不足进行了总结。 
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随着“回归自然”浪潮的兴起，以及对药物毒

副作用及耐药性的认识，从天然产物中寻找安全有

效的药物已引起国内外学者的高度重视。然而，由

于天然产物化学成分的多样性及作用机制的复杂

性，天然活性成分的筛选一直是药物研究的瓶颈。

随着科学技术的发展，天然活性成分的筛选方法已

经由传统的化学分离、结构鉴定、活性测定模式发

展到了活性导向的分离，进而形成了以药物基本特

性为基础的 HPLC-柱后生物活性检测在线联用技

术。该技术由于实现了化学分离和生物活性检测的

同步进行，克服了传统药物筛选方法存在的操作繁

琐、成本高等缺点，已被广泛地应用于天然产物中

抗氧化剂[1]、乙酰胆碱酯酶（AChE）抑制剂、磷酸

二酯酶（PDE）抑制剂、血管紧张素转移酶（ACE）
抑制剂、细胞色素 P450 抑制剂等的筛选。本文综述

了 HPLC-柱后生物活性检测在线联用技术在天然活

性成分筛选中的应用，同时探讨了其优点和不足。 

1  天然抗氧化剂 
利用抗氧化剂的化学特性（还原性），采用HPLC-

柱后生物活性检测在线联用技术建立的天然产物中

抗氧化剂的筛选方法，是将经分离的化合物在柱后

与抗氧化活性检测试剂作用，最终通过作用前后吸

光度是否发生变化，是否引起检测试剂结构发生变

化来进行筛选。根据活性检测试剂的不同，该方法

可分为 1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）法、2, 2'-
联氮-二(3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸)二盐（ABTS）法[1]

和磷钼络合物法。HPLC-柱后生物活性检测在线联

用技术在天然产物中筛选抗氧化剂的应用见表 1。 
1.1  DPPH 法 

Koleva 等[13]首次采用 HPLC-柱后生物活性检

测 DPPH 法建立了天然产物中抗氧化剂的筛选方

法。其在柱后的筛选原理见图 1。 
DPPH 自由基（DPPH·）在溶液中显紫色，在

517 nm处有最大吸收。当抗氧化剂在柱后与DPPH· 
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表 1  HPLC-柱后生物活性检测在线联用技术在抗氧化剂筛选的应用 
Table 1  Application of on-line technology with HPLC-post-column bioactivity assay in anti-oxidant screening 

样  品 检测试剂 活性成分 文献

苹果 DPPH 儿茶素、绿原酸、咖啡酸、表儿茶素、根皮苷 2 

华丽紫铆 DPPH 原矢车菊素 B2、(−)-表儿茶素、原矢车菊素 B5 3 

迷迭香 DPPH carnosol、carnosic acid carnosaldehyde、12-methoxycarnosic acid、epiisorosmanol 4 

薄荷 DPPH 咖啡酸、圣草枸杞苷、木犀草素-7-O-葡萄糖苷、迷迭香酸 5 

桑葚 DPPH 矢车菊素 3-葡萄糖苷、矢车菊素 3-芸香糖苷、绿原酸及其同分异构体 6 

山楂花 DPPH 绿原酸、表儿茶素、芦丁、金丝桃苷，9 个未鉴定成分 7 

当归 ABTS coniferyl ferulate 8 

普洱茶 ABTS 表儿茶素、芦丁、没食子酸、没食子儿茶素、表没食子儿茶素、儿茶素、表没食子儿茶

素、没食子酸酯、表儿茶素没食子酸酯、槲皮素-3-葡萄糖苷，1 个未鉴定成分 

9 

金露梅 ABTS 鞣花酸、儿茶素、槲皮素-3-葡萄糖苷、槲皮素-3-半乳糖苷、槲皮素-3-芸香糖苷、槲皮素-3-

阿糖胞苷、山柰酚-3-芸香糖苷、异鼠李素-3-葡萄糖苷、异鼠李素-3-半乳糖苷 

10 

大根老鹳草 ABTS 没食子酸、鞣花酸、4-没食子酰基奎尼酸、槲皮素-3-葡萄糖苷、槲皮素-3-半乳糖苷、槲

皮素-4-葡萄糖苷 

11 

鹿根 ABTS 绿原酸、β-蜕皮激素、六羟黄酮-7-葡萄糖苷、六羟黄酮-7-(6-乙酰基葡萄糖苷)、6-羟基山

柰酚-7-葡萄糖苷、6-甲氧基山柰酚-7-葡萄糖苷、6-羟基山柰酚-7-(6-乙酰基葡萄糖苷) 

12 
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图 1  DPPH 法筛选原理 
Fig. 1  Mechanism of DPPH screening 

作用时，一个或多个氢从抗氧化剂上转移至

DPPH·上，生成结构稳定的 DPPH-H，其在 517 nm
的吸收消失。该方法中天然产物经 HPLC 分离，流

出物在柱后进入活性检测单元与 DPPH·作用后，

利用作用前后吸光度的变化，即作用后在色谱图中

形成倒峰，进行抗氧化剂的筛选。Koleva 等[13]指出

该方法由于反应环的存在，DPPH·浓度、反应时

间、流动相的组成及 pH 严重影响该法的筛选灵敏

度。研究表明，当 DPPH·浓度为 1×10−5 mol/L、
反应时间为 30 s 时，该法的筛选灵敏度最高；然而

当采用酸性流动相时，该法的灵敏度显著降低。 
为了提高筛选灵敏度，Dapkevicius 等[14]对此方

法进行了改进，优化了 DPPH·溶液的组成及体积

流量，采用氦气净化 DPPH·溶液，增加了一个脉

冲阻尼器和采用一种专用钨灯检测器；在 DPPH·溶

剂中加入了缓冲盐，利用酸性较高的流动相，检测

限显著提高，该方法的筛选灵敏度提高了 30 倍。从

色谱学角度看，酸性的流动相能够有效分离多酚类

化合物。因此，改进的方法应该适用于天然产物中

多酚类化合物的筛选，然而该方法只能用于筛选不

能有效地检测抗氧化活性的抗氧化剂。 
为了能够定量检测抗氧化剂的抗氧化活性，

Bandoniene 和 Murkovic 等[2,15-16]在运用 DPPH 法筛

选过程中，采用了容积较小的反应环，这样可以有

效地防止倒峰的峰展宽；通过和标准抗氧化剂的抗

氧化活性比较，能够有效地定量测定其抗氧化活性。 
为了确定筛选出的抗氧化剂的化学结构，

Nuengchamnong 等[3]在筛选天然抗氧化剂时联用了

质谱，该方法的缺点是采用了内径较大的反应环，

且在反应环中反应流速较小，其质谱图中的信号峰

明显展宽。Pukalskas 等[4]在筛选天然抗氧化剂时，

为了确定抗氧化剂的化学结构联用了固相萃取-核
磁共振（SPE-NMR），该方法的缺点是灵敏度较低。 
1.2  ABTS 法 

Koleva 等[17]首次采用 HPLC-柱后生物活性检测

ABTS 法筛选天然产物中抗氧化剂，其筛选原理见图2。 
ABTS•+在 743 nm 处有最大吸收。当抗氧化剂存

在时，ABTS•+转变成结构稳定的 ABTS，其在 743 nm 
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图 2  ABTS 法筛选原理 
Fig. 2  Mechanism of ABTS screening 

的吸收消失。与 DPPH 法相比，ABTS 法具有较高

的筛选灵敏度；同时由于 ABTS•+水溶性更强，其应

用范围比 DPPH 法的应用范围更广[17]。Stewart 等[18]

在运用 ABTS•+筛选天然抗氧化剂的研究中，除了采

用了不同的反应环和反应温度外，还安装了一种在

线 ABTS•+脱气系统，但这种系统的使用，使得此方

法的筛选灵敏度大大降低。为了确定抗氧化剂的结

构，Li 等[8]在运用 ABTS•+筛选天然抗氧化剂的研究

中，联用了 UV 和 MS。 

1.3  磷钼络合物法 
磷钼络合物法是在酸性条件下利用磷钼试剂，

采用 HPLC 柱后生物活性检测在线联用技术建立的

一种筛选抗氧化剂的方法[19]。这种方法最初是用来

确定环境中的磷和硅[20]。为了测定样品中的磷，样

品与酸性的钼（VI）溶液混合，产生 (PMo12O40)3−。

这种负离子在还原剂的存在下，被还原生成蓝色的

(PMo12O40)7−[21]。根据这一特性，可以运用比色计测

定 (PMo12O40)7−的量来确定样品中磷的量。 
Cardenosa 等[19]首先采用 HPLC 对天然产物进行

分离，流出物在柱后反应环中与 6 价的磷钼试剂及磷

试剂混合进行反应，生成 5 价的蓝色磷钼络合物，然

后在 598 nm 对磷钼络合物进行测定，具有抗氧化活

性的化合物呈倒峰。此方法简单，便于应用，但由于

在使用过程中需要高温条件限制了其广泛应用。 
2  AChE 抑制剂 

采用 HPLC-柱后生物活性检测在线联用技术从

天然产物中筛选AChE抑制剂的方法是由 Ingkaninan
等[22]首次建立的。其在柱后的筛选原理见图 3。 

 
  
   

 

   

 

图 3  AChE 抑制剂筛选原理 
Fig. 3  Mechanism of AChE inhibitor screening 

AChE 抑制剂存在时，AChE 活性降低，生成硫

胆碱的量减少，进而使硫胆碱与 5, 5'-二硫代双(2-
硝基苯甲酸 )（DTNB）反应生成的 5-Thio-2- 
nitrobenzoate 的量减少。在该方法中天然产物经

HPLC 分离后，流出物在柱后进入活性检测单元与

检测试剂作用后，405 nm 检测吸光度，具有 AChE
抑制活性的化合物呈倒峰。Ingkaninan 等[22]指出

HPLC-柱后生物活性在线检测筛选 AChE 抑制剂的

流动相组成、反应温度对筛选灵敏度具有显著影响，

研究表明甲醇-水系统比乙腈-水系统更适合于对天

然产物中 AChE 抑制剂的筛选。由于天然产物中

AChE 抑制剂多为生物碱，为了获得较好的分离度，

需在流动相中加入碱性试剂，然而碱性试剂对

AChE 的活性具有抑制作用。经优化，当流动相为

甲醇-0.1 mol/L 乙酸铵水（30∶70）时，该方法的

筛选灵敏度最高。此外，该方法的筛选灵敏度随着

温度的升高而增加，当温度为 50 ℃时，该方法对

加兰他敏的筛选灵敏度最高。 
为了提高该方法的筛选灵敏度，Fabel 等[23]对

该方法进行了改进，采用了空气整段间隔流动的方

法泵入活性检测试剂。经改进，有效地避免了流出

物在柱后反应环中与检测试剂作用时间长而引起的

峰展宽，从而提高筛选灵敏度。由于荧光检测器比

紫外-可见检测器的检测灵敏度高，Rhee 等[24]采用

了碘化 7-乙酰氧基-1-甲基-喹啉（AMQI）在柱后与

AChE 反应，经分解产生荧光物质碘化 7-羟基-1-甲
基喹啉（HMQI）。当 AChE 抑制剂存在时，其抑制

了 AChE 的活性，进而抑制了 HMQI 的生成。Rhee
等 [24]利用此法对加兰他敏的筛选灵敏度为 0.5 
μmol，筛选灵敏度显著提高。HPLC-柱后生物活性

检测在线联用技术在天然产物中乙酰胆碱酯酶抑制

剂筛选的应用见表 2。 
3  PDE 抑制剂 

PDE 可以和 2'-(N-甲基邻氨基苯甲酰)环磷酸鸟 
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表2  HPLC-柱后生物活性检测在线联用技术在AChE抑制 
剂筛选的应用 

Table 2  Application of on-line technology with HPLC-post-  
column bioactivity assay in AChE inhibitor screening 

样品 柱后检测器 活性成分 文献

水仙 UV 加兰他敏和一未鉴定成分 22 

水仙 UV ungiminorine 25 

水仙 UV 加兰他敏 26 

纳丽石蒜 FD 恩其明 27 
 
苷（mant-cGMP）、2'-(N-甲基邻氨基苯甲酰)环磷酸

腺苷（mant-cAMP）反应，分别生成 2'-(N-甲基邻

氨基苯甲酰)磷酸鸟苷（mant-GMP）和 2'-(N-甲基邻

氨基苯甲酰)磷酸腺苷（mant-AMP），与 mant-cGMP
和 mant-cAMP 相比，mant-GMP 和 mant-AMP 的荧

光强度明显降低。PDE 抑制剂存在时，可抑制 PDE
的活性，进而使反应生成的mant-GMP和mant-AMP
量减少。根据这一原理，Schenk 等[28]建立了 HPLC-
柱后生物活性检测在线联用技术筛选天然产物中

PDE 抑制剂的方法，并对筛选过程中影响筛选灵敏

度的各因素进行了优化，并指出当 PDE 浓度为 4 
mU/mL，mant-cGMP 浓度为 10 μmol/L，反应温度

为 30 ℃时，筛选灵敏度最高；当使用甲醇-水作流

动相时，柱后对 PDE 活性影响较小。 
4  ACE 抑制剂 

荧光自淬灭剂 abz-FRK（dnp）P-OH 在 ACE
的作用下，生成荧光物质 abz，ACE 抑制剂会和

abz-FRK（dnp）P-OH 竞争性地与 ACE 作用，生成

的荧光物质 abz 的量降低。根据这一原理，van 
Elswijk 等[29]建立的 HPLC-柱后生物活性检测在线

联用技术筛选天然产物中 ACE 抑制剂的方法与典

型的筛选系统结构相比较，其具有 2 个反应环。应

用该方法从水解牛奶中筛选出多种肽类化合物，具

有 ACE 抑制作用[28]。 
5  细胞色素 P450 抑制剂 

乙氧基卤试灵在细胞色素 P450 的作用下，可

以生成荧光物质卤试灵。细胞色素 P450 抑制剂和

乙氧基卤试灵会竞争性地与细胞色素 P450反应，

生成的荧光物质减少。根据这一原理，Kool 等[30]

建立了 HPLC-柱后生物活性检测在线联用技术筛

选天然产物中细胞色素 P450 抑制剂的方法。 
该方法与与典型的筛选系统结构相比较，其在

柱后流出物进入活性检测单元前，增加了2个HPLC
泵。这 2 个泵可以分别泵入水和有机溶液，保证在

进入活性检测单元时溶剂系统不发生变化，减少对

细胞色素 P450 的影响，并指出在活性检测单元中，

酶浓度、乙氧基卤试灵浓度、有机溶剂浓度、反应

温度对筛选灵敏度影响显著。研究表明，当酶质量

浓度为 19.7 μg/mL，乙氧基卤试灵浓度为 150 
nmol/L，有机溶剂甲醇或乙腈体积分数分别为 3%～

6%、1%～3%，反应温度为 37 ℃时，筛选灵敏度

最高。Jeurissen 等[31]对卡瓦和罗勒提取物进行了筛

选，从中分别确定了 5 种和 3 种细胞色素 P450s 抑
制剂，其结构尚未确定。 
6  结语 

目前，天然产物化学的研究已从单一的“化合

物”模式转向“化合物＋生物活性”模式，因此，

快速、有效、方便的天然活性成分筛选技术在天然

产物化学中已占有越来越重要的位置。应用 HPLC-
柱后生物活性检测在线联用技术筛选天然产物中有

效成分的方法已经发展了近 10 年，加之其具有操作

简单、筛选速度快等优点，该方法是一种非常适合

于天然活性成分高通量筛选的方法。目前，该方法

以应用于对具有抗氧化、抑制 AChE、抑制 PDE、
抑制 ACE、抑制细胞色素 P450 等活性成分的筛选。

相信随着天然药物化学与其他相关学科的相互渗

透，其用途还会更加宽广。 
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摘  要：山竹是一种味美、营养和药用价值极高的水果。近年来，对山竹的主要化学成分进行了系统研究，发现其富含结构

多样的多酚类化合物，其中呫吨酮类化合物具有抗肿瘤、抗细菌、抗真菌、抗疟疾、抗病毒、酶抑制、清除自由基等多种药

理活性。对山竹化学成分及其药理作用的研究进展进行了系统地综述。 
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山竹 Garcinia mangostana L. 又名山竹子、莽

吉柿、凤果，为藤黄科藤黄属的一种种间杂交的异

源多倍体果实，是典型的热带水果[1]。其原产于马

来群岛，现主要分布于泰国、越南、马来西亚、印

尼、菲律宾等东南亚国家，我国广东、福建、云南、

台湾等省也有引种[2]。山竹果壳黑红色，较厚；果

肉雪白色。山竹果肉含有丰富的蛋白质、脂肪、维

生素及矿物质元素，素有“果后”之称。研究发现，

山竹中含有结构丰富的化合物，且大部分具有良好

的药理活性。本文对山竹主要化学成分及其药理作

用研究进展进行综述。 
1  化学成分 

目前已从山竹中发现鉴定的化合物 83 个，主要

是多酚类化合物，包括呫吨酮类、花色苷、酚酸类、

聚合鞣质酸类等[3-4]。从山竹中发现的呫吨酮类化合

物有 61 个[5-6]，呫吨酮的母核结构见图 1；酚酸类主 
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图 1  呫吨酮类化合物母核结构式 
Fig. 1  Stem nucleus of xanthone 

要是对羟基苯甲酸、间羟基苯甲酸及其衍生物[7]；

花色苷类化合物主要有花青素-3-槐糖苷、花青素-3-
葡萄糖苷等[8]；聚合鞣质酸类化合物主要是阿福豆

素、儿茶素以及培儿茶素等化合物的低聚物[4]。山竹

中的呫吨酮类结构新颖，具有以下规律：（1）呫吨

酮类化合物母核上的取代基主要有：3-甲基-2-丁烯

基、羟基、甲氧基。C-1 位有羟基取代基的有 58 个

化合物；只在 C-2 位有 3-甲基-2-丁烯基取代基的有

50 个化合物，只在 C-8 位有 3-甲基-2-丁烯基取代基 
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的有 39 个化合物，在 C-2 位和 C-8 位同时有 3-甲基- 
2-丁烯基取代基的有 6 个化合物；只在 C-3 位有羟基

取代基的有 32 个化合物，只在 C-6 位有羟基取代基

的有 25 个化合物，在 C-3, 6 位同时有羟基取代基的

有 11 个化合物。化合物中 3-甲基-2-丁烯基取代基最

多有 3 个，羟基取代基最多有 4 个。当分子中存在 2
个 3-甲基-2-丁烯基取代基时，倾向于在 C-2, 8 位上；

若有 3 个 3-甲基-2-丁烯基取代基时，则总是在 C-2, 5, 
8 位上。（2）除了化合物 54，山竹其他呫吨酮类 C-4
位上没有取代基。（3）若 3-甲基-2-丁烯基取代基的邻

位存在羟基，易于生成五元或六元环。从山竹中分离

得到的化合物结构及名称见图 2 和表 1。 
呫吨酮是重要的活性物质，其化学合成研究一直

是热门[51-53]。1941 年，Holleman A F 首先利用水杨酸

苯酯合成了呫吨酮的母核[54]，至今呫吨酮合成方法报

道比较多，然而，由于母核上的取代位置不易于控制，

合成产率较低，因此，仍难以实现经济高效的工业化

制备。呫吨酮的生物合成也有研究，现在普遍认为，

聚乙酸类化合物，如 2, 4, 6-三羟基苯甲酸和 3-羟基苯

甲酸是其生源合成的前体[55-56]。山竹中发现含有多

个羟基苯甲酸类化合物，这也进一步证实了呫吨酮

生源合成途径。 
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