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中药药效物质识别与作用靶标的表征确证技术研究进展  

袁露萍，方文秀#，李梦颖，吴  优，许晓莹，秦路平*，王小艳* 

浙江中医药大学，浙江 杭州  310000 

摘  要：中药复杂体系中药效物质的识别及与作用靶标相互作用的表征确证，是困扰中药现代化研究的瓶颈难题。近年来，

多种分子互作表征技术被成功应用于中药研究领域，用来识别和表征中药的关键药效物质与疾病作用靶点的分子间相互作

用。这些研究结果为探索疾病发生发展的病理基础、诠释中药关键药效物质与其作用靶点精准互作的药效机制提供理论依

据。通过对表面等离子体共振、等温滴定量热、生物膜干涉和微量热泳动 4 种主要的分子互作表征技术的原理、优势特点与

应用进展进行综述，为中药现代化研究提供方法策略的参考依据。 
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Abstract: The identification of active substances in complex system of traditional Chinese medicine (TCM) and the characterization 

and confirmation of the interaction with the targets are the bottleneck problems plaguing the modernization research of TCM. In recent 

years, a variety of molecular interaction characterization techniques have emerged and been successfully applied to identify and 

characterize the intermolecular interactions between key active substances and their disease targets in field of TCM research. These 

research results will provide a theoretical basis for exploring the pathological basis of the occurrence and development of the disease 

and interpreting the pharmacodynamic mechanism of accurate interaction between the key pharmacodynamic substances of TCM and 

their action targets. The principles, advantages, and application advances of four major molecular interaction characterization 

techniques, such as surface plasmon resonance, isothermal titration calorimetry, bio layer interferometry and microscale 

thermophoresis, were reviewed, to provide reference for methodological strategies in research of TCM modernization. 
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中药药效物质是中药发挥药效作用的物质基

础。但由于中药的药效作用普遍具有多成分、多靶

点、多途径的特点，使得中药药效物质的识别、作

用靶标的发现表征及确证异常困难。并且，临床上

常以多味中药配伍形成复方后应用于疾病的治疗，

这样复杂的基质体系，使其更具挑战。中药发展的

难点在于[1]：（1）中药的药效物质可能是通过介导
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体内间接途径发挥药效作用，这些成分的体内直接

作用靶点较难明确；（2）中药可能含有一些功效强

但含量低的药效物质，这些微量药效物质的识别很

难通过传统的分离检测手段得以实现；（3）中药复

方中的药效物质可能是由复方中多味药材共同煎

煮过程中经多种成分相互作用发生物理化学反应

而产生某些新物质，这些新物质的发现较难明确。
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因此，如何准确、灵敏、高效地从中药的复杂基质

中识别出关键药效物质并确证其作用靶标，是探讨

中药作用机制、提高中药质量标准、开发中药新颖

用途等关乎中药现代化研究与应用的关键性瓶颈

问题[2]。 

药物作用于机体发挥药理效应的本质是药物分

子与靶标受体间发生分子间相互作用。目前，随着

多学科知识技术的不断交叉创新，陆续涌现出多种

用于表征分子间相互作用的技术手段，如表面等离

子体共振技术（surface plasmon resonance，SPR）、

等温滴定量热技术（isothermal titration calorimetry，

ITC）、生物膜层干涉技术（bio layer interferometry，

BLI）、微量热泳动技术（microscale thermophoresis，

MST）等。本文通过对上述 4 种分子互作表征技术

的原理、方法特点及在中药研究中的应用进展进行

综述，为中药药效物质识别及与作用靶标相互作用

的表征确证，提供方法策略上的参考或启示。 

1  SPR 技术 

1.1  SPR 的技术原理与方法特点 

SPR 是一种无需标记的、表征分子间互作的光

学检测技术，能够对分子间相互作用的动态过程进

行实时监测、快速表征，并实现定量分析。 

SPR 检测系统的核心元件、检测原理与表征方

法[3-4]见图 1。传感芯片是以表面涂有一层薄金膜的

玻璃片为载体，通常金膜上覆盖有葡聚糖基质用于

固定分子。光在棱镜与金属膜表面形成的消逝波会

扰动等离子波，两波相遇则发生共振，入射光的大

部分能量被表面等离子波吸收，导致检测到的反射

光强会大幅度减弱，能量几乎为零。在反射光强的

响应曲线中，可以看到一个小的尖峰，此时对应的

入射光波长为共振波长，对应的入射角为 SPR 角。

当光波长一定时，SPR 角会随着传感芯片表面的折

射率变化而变化，而此折射率的变化与芯片表面结

合的相对分子质量成正比。因此，可以通过监测 SPR

角的动态变化获得在芯片表面发生的分子间相互作

用的特异信号。表征时，将靶点蛋白受体通过氨基

偶联等方式固定在传感芯片表面；将药物分子配制

成一定浓度的溶液作为分析物，通过微射流卡盘流

通到传感芯片表面。随着药物分子开始与靶点蛋白

受体发生结合，SPR 信号会迅速增加；当分析物连

续输送到传感芯片上，受体上结合位点的数量减少，

结合效应趋于饱和时，SPR 信号趋于稳态平衡；当

不再将分析物引入分析系统时，结合复合物发生解

离，SPR 信号降低。由此，通过监测 SPR 角信号的

动态变化，从结合、解离反应的表征中得到两分子

间的结合常数（association constant，Ka）和解离常

数（dissociation constant，Kd），二者之比即为两分

子间的平衡解离常数（ dissociation equilibrium 

constant，KD），该值反映出药物与靶点的分子间相

互作用力大小及特异性等信息。 
 

 

A-SPR 技术的检测原理  B-SPR 技术的表征方法 

A-detection principle of SPR  B-characterization methods of SPR 

图 1  SPR 技术的检测原理和表征方法 

Fig. 1  Detection principle and characterization methods of SPR
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1.2  SPR 技术在中药药效物质识别与作用靶标表

征确证中的应用 

1.2.1  中药单味药研究中 SPR 技术的应用  王岱

东等[5]和 Mohanan 等[6]研究发现肿瘤免疫调节的潜

在靶点，程序性死亡-1 受体（programmed death-1，

PD-1）是由程序性细胞死亡蛋白 1 基因编码的 268

个氨基酸残基组成的膜蛋白。PD-1 和其配体 PD-L1

结合，启动 T 细胞的程序性死亡，使肿瘤细胞获得

免疫逃逸。而 PD-1 抑制剂则可通过克服患者体内

的免疫抑制，重新激活患者自身的免疫细胞杀伤肿

瘤，是一种全新的抗肿瘤免疫治疗策略。因此，以

PD-1 为靶点的免疫调节对抗肿瘤、抗感染、抗自身

免疫性疾病及器官移植存活等具有重要意义。中药

为寻找有效的 PD-1 抑制剂提供了重要的线索和巨

大的化合物宝库。王岱东等[5]通过液质联用分析从

人参中鉴定出人参皂苷 Rc、人参皂苷 Ro 等 9 个皂

苷类成分，并运用 SPR 技术从中识别出人参皂苷

Rg1、人参皂苷 Rb1 和人参皂苷 Re，且这 3 个成分

均具有与 PD-1 靶点结合活性，进一步分别表征出

它们的结合能力，即 KD 大小由高到低依次为人参

皂苷 Rb1＞人参皂苷 Re＞人参皂苷 Rg1；以此为基

础，对活性化学成分进行细胞药理实验验证，为阐

释人参调节免疫和抗肿瘤的药效机制提供依据。 

1.2.2  中药复方研究中 SPR 技术的应用  He 等[7]

研究发现血府逐瘀汤在传统中医典籍记载中具有活

血祛瘀、行气止痛之功效，临床上可用于治疗以气

滞血瘀证导致的斑秃病。该复方由桃仁、红花、当

归等 11 味中药组成；方中含有苦杏仁苷、羟基红花

黄色素 A、山柰素、阿魏酸、梓醇、马鞭草苷、β-蜕

皮酮、桔梗皂苷 D、芍药苷、柚皮苷、新橙皮苷、

甘草苷、甘草酸、柴胡皂苷 A 和柴胡皂苷 D 等丰富

的化学成分，并联合运用计算机模拟分子对接和

SPR 技术，预测并表征获得了方中所含化学成分马

鞭草苷、甘草苷、山柰素和苦杏仁苷分别与斑秃病

相关靶点白细胞介素-6（interleukin-6，IL-6）、IL-

1β、肿瘤坏死因子-α 和骨桥蛋白的药靶两分子间相

互作用的亲和力大小，为识别血府逐瘀汤中关键药

效物质、阐释其干预斑秃病的药效作用机制提供了

科学依据。 

此外，有大量研究将系统药理数据挖掘、计算

机分子对接、超高效液相色谱质谱联用等多种技术

与 SPR 联合，成功地应用于防治新型冠状病毒肺

炎、恶性肿瘤等疾病的相关中药药效物质识别与其

作用靶标的发现、表征及确证[8-11]。 

2  ITC 技术 

2.1  ITC 的技术原理与方法特点 

ITC 是一种无需标记的、高灵敏度、高自动化

操作的微量量热仪，可连续、准确地监测出分子间

相互作用过程发生的热量变化，表征出结合过程的

量热曲线，提供亲和力和热力学的全面信息，有助

于了解分子间相互作用力的性质、探索其热力学驱

动因素。 

ITC 检测系统的核心元件、检测原理与表征方

法[12-13]见图 2，在微量量热仪中有 2 个加样池（参

比池和样品池），2 池以绝热装置隔开。在完全相同

的温度下，将靶蛋白受体溶液加入到样品池中，再

将药物分子配体溶液连续滴加到样品池中；配体与

受体两分子的结合量与仪器检测到的热量变化成正

比；随着配体和受体间摩尔比逐渐增加，受体的结

合位点越来越被饱和，配体结合的次数也随之减少，

导致结合产生的热量变化也趋于缓和，直到最终样

品池中的配体相对于受体达到过量，结合反应趋于

饱和。表征时，从以时间尺度记录热量变化的量热

曲线，和以配体和受体的摩尔比作为横坐标、热量

变化为纵坐标绘制出的热量积分图中，拟合获得 2

分子的结合模型、Ka、结合焓变（ΔH）、熵变（ΔS）、

结合位点数（N）、反应吉布斯自由能（ΔG）等热力

学和 KD 等全面信息。 

2.2  ITC 技术在中药药效物质识别与作用靶标表

征确证中的应用 

苦参具有清热利湿、利尿解毒、改善肝功能等

多种药效[14]，其主要成分氧化苦参碱（oxymatrine，

OMT）的关键作用靶点尚不明晰。血清白蛋白是脊

椎动物血浆中含量丰富的蛋白质之一，具有结合、

运输内源与外源性物质、维持血液胶体渗透压、清

除自由基、抑制血小板聚集等重要生理功能[15]。徐

香玉等[16]运用 ITC 技术表征发现 OMT 和牛血清白

蛋白（bovine serum albumin，BSA）可发生分子间

相互作用时有 2 类主要结合位点。当 2 分子在第 1

类位点结合时，宏观热力学表现为以熵驱动为主的

焓-熵协同驱动过程，微观上是以分子间疏水相互

作用为主要驱动力，并且通过分析获得第 1 类结合

过程的平衡常数 K1＝（2.14±0.31）×105、标准摩

尔 ΔH1＝（−1.07±0.50）kJ/mol、标准摩尔 ΔG1＝

（−30.4±0.4）kJ/mol 和最大 N1＝10.0±0.2 等具体

信息；当 2 分子在第 2 类位点相结合时，宏观热力 
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A-ITC 技术的检测原理  B-ITC 技术的表征方法 

A-detection principle of ITC  B-characterization methods of ITC 

图 2  ITC 技术的检测原理与表征方法 

Fig. 2  Detection principle and characterization methods of ITC

学则表现为熵驱动过程，微观上则是以静电相互作

用力为主要驱动力，第 2 类结合过程的平衡常数

K2＝（6.84±0.32）×103，标准摩尔ΔH2＝（1.91±0.03）

kJ/mol，标准摩尔 ΔG2＝（−21.9±0.4）kJ/mol，最

大 N2＝25.0±0.3。根据得出的不同结合位点相互作

用的热力学差异，进一步结合圆二色谱结果分析，

明确这 2 类结合过程中 OMT 与 BSA 的相互作用均

可影响靶点蛋白质的二级结构、并导致不同结构单

元相对含量变化等微观机制。 

丹参是活血化瘀之良药，但其药效物质及作用

靶点仍需深入挖掘。凝血酶是一种丝氨酸蛋白酶，

可催化纤维蛋白原转化为纤维蛋白，使血液凝固而

止血，是现代药物研究中抗凝防栓的关键靶点[17]。

王佳宇[18]运用 ITC 技术表征发现丹参中的丹酚酸

A、丹酚酸 D、异阿魏酸、阿加曲斑与凝血酶发生分

子间相互作用时 ΔG＜0，提示这些分子间的相互作

用均可以自发发生；其中阿加曲斑与凝血酶的Ka 最

高，丹酚酸 A 次之；此外，通过结合 ΔH 与 ΔS 的

数据分析，提示这 5 个化学成分与凝血酶的结合以

离子键的形式发生。值得注意的是，丹酚酸 D 与异

阿魏酸混合时与受体蛋白的 Ka 大于各自单独滴定

的 Ka 之和，且 ITC 表征曲线不符合 Independent 模

型，提示丹酚酸 D 与异阿魏酸分别与凝血酶的不同

位点发生相互作用。 

此外，雷公藤具有抗炎、抗肿瘤、调节免疫、

抗病毒等多种药理作用，Peng 等[19]应用 ITC 技术深

入探讨活性成分雷公藤红素与热休克蛋白 90 相互

作用的分子基础，解释了雷公藤红素在治疗癌症和

改善退行性神经疾病方面的作用机制。这些研究结

果为揭示中药药效物质与其作用靶标的药靶互作机

制提供了信息丰富的实验证据。 

3  BLI 技术 

3.1  BLI 的技术原理与方法特点 

BLI 通过实时监测生物传感器表面的光干涉信

号，将其转化为响应信号，以表征获得 2 分子结合

过程中发生相互作用的参数信息，具有耐受粗样品、

非标记、快速简便、数据可靠等优点。 

BLI 检测系统的核心元件、检测原理与表征方

法[20]见图 3，生物传感器由末端外添加特殊光学层

的玻璃光纤制成，为分子的固定提供表面化学基质。

当分析物与固定在生物传感器表面上的分子结合

时，会引起光学层厚度增加，反射光的路径长度增

长，导致干涉光谱曲线发生改变，并产生向右的位

移。同理，当 2 分子解离时，分析物从生物传感器

表面解离到溶液中，使得干涉光谱曲线向左位移。

2 分子发生结合，引起光干涉信号的改变。表征时，

以干涉光谱曲线的偏移距离和反应发生的时间绘制

得出 BLI 传感图。通过 BLI 传感图，可在各种结合 
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A-BLI 技术的检测原理  B-BLI 技术的表征方法 

A-detection principle of BLI  B-characterization methods of BLI 

图 3  BLI 技术的检测原理与表征方法 

Fig. 3  Detection principle and characterization methods of BLI

模型的基础上拟合出 2 分子相互作用的 Ka、Kd、

KD 和起始结合速率等数值。 

3.2  BLI 技术在中药药效物质识别与作用靶标表

征确证中的应用 

BLI 技术耐受粗样品的优势，更适于中药复方

提取液等这类复杂粗放样品的药效物质识别与靶点

互作机制的研究。开心散是由人参、远志、石菖蒲、

茯苓 4 味中药配伍组成，主要用于治疗痰阻导致的

老年性痴呆等症状[21]。β-淀粉样蛋白（amyloid β-

protein，Aβ）是通过淀粉样前体蛋白经 β-和 γ-分泌

酶裂解而成的多肽。人体中常见的亚型是 Aβ1-40 和

Aβ1-42，其中 Aβ1-42 的神经毒性更强，容易聚集成纤

维化的沉淀，最终在脑中形成老年斑。Guo 等[22]应用

BLI 结合超高效液相色谱质谱分析技术，实时监测

出开心散提取液（依次增加质量浓度为 125～4000 

μg/mL）与被生物素标记的 Aβ1-42 的结合及解离能

力，并表征获得二者的 Ka＝115 L/(mol·s)、Kd＝

2.60×10−2 1/s、KD＝170 μg/mL。进而，取 BLI 得

到的解离液进行液相色谱联用高分辨质谱分析，结

果发现与 Aβ 具有很强结合能力的中药成分主要有

来源于茯苓的猪苓酸 C、去氢土莫酸和土莫酸。 

组分复方是现代中药的一种新颖形式。BLI 技术

也同样适用于这类相对粗放分析物的研究。丹参-人

参组分复方是由丹参总酚酸、人参总皂苷和人参多

糖这 3 种有效组分配伍而成。该组分复方对人肺癌

A549 细胞具有选择性抑制其增殖的作用，能诱导肺

癌细胞凋亡和降低肺癌细胞骨架面积，但可保护正

常细胞的作用[23]。为进一步明确该组分复方的作用

靶点，李变英等[24]应用 BLI 技术平行表征了组分复

方及 3 种单独组分与通过噬菌体展示技术筛选得到

的目标多肽的亲和力，结果表明与目标多肽相互作

用的亲和力，组分复方最高（KD＝4.57×10−8 

mol/L），人参多糖（KD＝7.23×10−8 mol/L）和丹参

总酚酸（KD＝7.66×10−8 mol/L）次之，而人参总皂

苷没有典型的结合和解离效应，该研究结果表明丹

参-人参组分复方与目标多肽结合的主要贡献成分

是人参多糖和丹参总酚酸，这为现代中药靶向治疗

肺癌的研究提供了更精准的实验依据。 

此外，BLI 技术也被应用于从复杂分析物中垂

钓出靶点蛋白的研究。人参皂苷作为中药人参的主

要有效成分，对脑神经起保护作用，具有减轻兴奋

性毒性反应、抗氧化和抗神经炎症、诱导神经干细

胞分化以及维持线粒体稳定等方面的作用[25]，但该

中药成分在脑内的作用靶点尚不清楚。陈飞燕等[26]

以直接亲和法用人参总皂苷“垂钓”出了脑内靶点

蛋白 14-3-3，该蛋白是机体内参与信号转导、细胞
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周期调控、凋亡和细胞应激反应等重要细胞生命过

程的物质基础；进而采用 BLI 技术分别表征“垂

钓”出的蛋白 14-3-3 与人参总皂苷和人参皂苷单

体间的相互作用，结果确认的靶蛋白 14-3-3 与人

参总皂苷存在明确的分子相互作用，且仅有原人参

二醇（KD＝7.8×10−4 mol/L）和原人参三醇（KD＝

5.62×10−4 mol/L）2 个人参皂苷单体与“垂钓”出

的脑内靶点蛋白 14-3-3 有一定程度的相互作用，为

人参总皂苷药效作用靶点的发现及后续的确认提供

了有力的实验依据。 

4  MST 技术 

4.1  MST 的技术原理与方法特点 

MST 是一种实时监测在有温度梯度的环境中

的分子定向泳动，用于表征获得生物分子发生结合

的 KD 等参数，具有样品无需固定化、检测时间短、

检测灵敏度高、操作方便简单等优点。 

MST 检测系统的核心元件、检测原理与表征方

法[27-28]见图 4，目标分析物被置于薄毛细管腔中。

红外激光聚焦到毛细管中心，产生温度梯度。当粒

子在具有温度梯度的气体中时，处于较高温度的分

子要比处于较低温度的分子以更高的动能与粒子发

生碰撞，导致粒子在热流力的作用下从高温部分向

低温部分移动。并且，这种在微观温度梯度场中的

定向移动，受分子大小、水化层、电荷改变等因素

的影响。在这种热泳现象中，仪器探测到热泳动的

特性改变，而产生高度敏感的 MST 信号变化。表

征时，首先将受体经荧光标记后，和目标分析物同

时放入到薄毛细管中；随后，MST 仪器内部发出

红外激光引起局部温差致使管内分子发生定向移

动；荧光标记受体的荧光强度在温度梯度中随时间

发生变化，当依次将配体的系列浓度与标准化的荧

光强度拟合成曲线，即可获得分子间相互作用的

KD 值。 

4.2  MST 技术在中药药效物质识别与作用靶标表

征确证中的应用 

二氢杨梅素主要存在于显齿蛇葡萄、苦荞麦、

北非雪松等中药中，可用于治疗酒精中毒、非酒精

性脂肪肝病、糖尿病、骨质疏松症等[29]。杨梅素则

具有缓解焦虑和提高认知能力的作用，并可能预防

阿尔茨海默病等神经退行性疾病[30]。而运输药物小

分子的牛乳铁蛋白常被认为是靶向脑病、肝病及肺

病的靶点蛋白。Huang 等[31]应用 MST 技术结合多

光谱和分子对接分析，表征出牛乳铁蛋白靶点分别

与这 2 个中药活性成分相互作用的 KD [与二氢杨 
 

 

A-MST 技术的检测原理  B-MST 技术的表征方法 

A-detection principle of MST  B-characterization methods of MST 

图 4  MST 技术的检测原理和表征方法 

Fig. 4  Detection principle and characterization methods of MST 
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梅素 KD＝（109.80±4.96）μmol/L，与杨梅素 KD＝

（17.65±0.34）μmol/L]，提示牛乳铁蛋白对较大亲

和力的杨梅素的转运能力强于较小亲和力的二氢杨

梅素，导致杨梅素在机体内的吸收和生物利用度更

高。此外，MST 技术成功应用于现代中药的研究案

例也多见其他报道[32-34]，丰富了可用于中药药效物

质与其靶标分子间相互作用研究的方法策略。 

5  结语与展望 

本文介绍了 SPR、ITC、BLI、MST 等用于表

征分子间相互作用的分析技术。这 4 种技术分别

基于不同的检测原理，可提供多个角度的数据信

息，各具特色、优点与不足（表 1）。SPR 技术的

生物传感器特异性高、灵敏度高，因此，更适合于

通常与靶点蛋白亲和力较低的中药成分小分子化

合物的分析表征；BLI 技术对分析样本的纯度要求

较低，因此，更适合于耐受中药复方提取液、中药

组分溶液等这类粗放样品的分析表征；ITC 技术最

大的优势在于提供亲和力和热力学信息，因此，更

适合全面深入地解析药靶分子间发生相互作用的

力学及热力学等机制；MST 技术最大的优势在于，

分析样品的用量少，因此，更适合于微量样品的分

析表征。 

表 1  SPR、ITC、BLI、MST 4 种技术的比较 

Table 1  Comparison of four technologies SPR, ITC, BLI and MST 

技术 检测原理 获得信息 优点 不足 

SPR SPR 角的动态变化 Ka、结合速率、解离速率 高灵敏度、实时动态监测、无需样品标记 芯片与化合物的非特异性吸附、样

品溶剂和缓冲液折光率的差异

导致假阳性信号 

ITC 热量动态变化 Ka、结合焓变、ΔS、结合

位点数 

获得热力学信息、样品用量小、可表征弱结合、

高灵敏度、无需样品标记 

对温度、缓冲液和 pH 值敏感 

BLI 光干涉信号变化 Ka、结合速率、Kd 耐受粗样品、对二甲基亚砜等有机溶剂不敏

感、无需样品标记、检测速度快 

应用范围有局限，依赖于分析条件 

MST 热泳动特性变化 Ka、结合焓变、ΔS 对样品稳定性要求不高、操作方便、样品用量

少、检测速度快、高灵敏度、无需样品标记 

对样品兼容性的要求高、检测过程

中干扰因素过多 

 

综上所述，根据不同分析样本的特点和研究

目的，选择一种或几种适宜的分子互作技术进行

交叉验证，全面表征及确证中药药效物质与靶标

蛋白两分子间发生的药靶相互作用，以期阐明中

药的药效作用机制、揭示中药的药效科学内涵、促

进中药的现代新药研发，这是中医药守正创新研

究的关键路径。 

志谢：浙江中医药大学中医药科学院科研中心提供的平
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