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亲和超滤-液质联用技术筛选补骨脂治疗子宫内膜癌的有效成分1 
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摘  要：目的  采用亲和超滤-液质联用技术筛选补骨脂 Psoralea Fructus 中治疗子宫内膜癌的潜在活性成分。方法  以表皮

生长因子受体（epidermal growth factor receptor erbB1，EGFR）为靶蛋白，将补骨脂水提液和 EGFR 蛋白液共同孵育，利用

基于亲和超滤原理的超速离心法和解离剂对活性配体进行分离和筛选，借助超高效液相色谱-四级杆飞行质谱技术对与EGFR

蛋白亲和的补骨脂化学成分进行鉴定，并通过计算结合变化率比较活性成分与蛋白之间的结合能力。结果  共筛选得到 4 种

与 EGFR 亲和的补骨脂活性成分，通过对结合变化率进行比较，发现 psorachalcone A 与 EGFR 蛋白结合变化率最大。结论  

该研究为补骨脂防治子宫内膜癌的药效物质基础和作用机制研究提供了理论依据。 
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Abstract: Objective  To screen the active components in the extract of Buguzhi (Psoraleae Fructus) for the treatment of endometrial 

cancer by ultra-filtration affinity-liquid chromatography-mass spectrometry. Methods  With epidermal growth factor receptor erbB1 

(EGFR) as the target protein, the aqueous extract of Psoralea Fructus and EGFR protein were incubated together, and the active ligands 

were separated and screened by ultracentrifugation and dissociation agent based on affinity ultrafiltration principle. The chemical 

components of Psoralea Fructus which are compatible with EGFR protein were identified, and the binding ability between active 

components and protein was compared by calculating the binding change rate. Results  The result showed that four active components 

with EGFR affinity were screened out. By comparing the binding change rate, psorachalcone A has the largest binding change rate with 

EGFR protein. Conclusion  Our work provides a theoretical basis for the study of the material basis and mechanism of Psoralea 

Fructus in preventing and treating endometrial cancer.  
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子宫内膜癌是一种发生于子宫内膜的一种上皮

性恶性肿瘤，是女性常见的生殖器官恶性肿瘤之一，

仅次于乳腺癌、肺癌和结直肠癌[1-3]。目前子宫内膜

癌的发病机制主要与肥胖、代谢综合征、糖尿病、
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多囊卵巢综合征等能导致高雌激素状态引起的子宫

内膜增生有关[4-6]。子宫内膜癌的治疗方法主要以手

术切除子宫和双侧输卵管，卵巢为主，对于未生育

的早期子宫内膜癌患者，通常采用高剂量孕激素保
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守治疗以实现保留生育功能的目的[7-8]。对于晚期患

者，手术前要通过化疗缩小肿瘤体积，期间常使用

孕激素、促性腺激素释放激素类似物等激素类药物

和铂类、紫杉醇等化疗药物[9-11]。但子宫内膜癌患者

预后并不理想，化疗不敏感性或耐药性的情况也时

有发生，随着肿瘤发病机制的深入研究，越来越多

的靶点被证实与子宫内膜癌有关，也出现了对应的

靶向药物 [12-13]。表皮生长因子受体（ epidermal 

growth factor receptor erbB1，EGFR）常常在子宫内

膜癌中过度表达，有研究表明，EGFR 在子宫内膜

癌分化程度，肌层浸润深度等的判断具有重要意义，

同时 EGFR 也是其他补益类中药或药效成分治疗子

宫内膜癌的直接靶蛋白之一，故提示 EGFR 可能是

补骨脂防治子宫内膜癌的关键靶蛋白[14-16]。 

补骨脂是豆科植物补骨脂 Psoralea corylifolia 

L.的干燥成熟果实，具有补肾壮阳、温脾止泻、纳

气平喘的功效，临床上具有良好的抗肿瘤作用，

其作用机制可能与抑制肿瘤细胞增殖、抑制肿瘤

细胞转移、抑制肿瘤血管内皮生成和逆转多药耐

药有关[17-19]。有研究表明，补骨脂可作为雌激素受

体的激动剂，作用于拥有雌激素受体的靶器官，如

骨骼、生殖系统等，发挥雌激素样作用[20-22]。因此，

补骨脂对雌激素的调节作用使其可用于子宫内膜癌

的早期治疗，然而补骨脂治疗子宫内膜癌的活性成

分及作用机制尚未得到深入研究。 

亲和超滤-液质联用法是一种能够实现快速药

物筛选的分析方法，亲和超滤法首先利用靶蛋白实

现中药特异性配体成分的高通量筛选，再结合超高

液相色谱 - 四级杆飞行质谱联用技术（ ultra-

performance liquid chromatography quadrupole time-

of-flight mass spectrometry，UPLC-Q-TOF/MS）对筛

选出的化合物进行定性和定量分析，从而实现对活

性成分的快速鉴定，相较于传统分析方法，该方法

具有操作简便、检测灵敏，结果特异等特点[23-25]。

因此本研究以 EGFR 为靶蛋白，通过亲和超滤-液质

联用技术筛选补骨脂治疗子宫内膜癌的活性成分，

以期为进一步探究补骨脂治疗子宫内膜癌的作用机

制奠定基础。 

1  材料 

1.1  药材 

补骨脂（产地河南，批号 20211203）购自北京

同仁堂天津平山道大药房有限公司，经天津中医药

大学胡静副教授鉴定为豆科植物补骨脂 P. 

corylifolia L.的干燥成熟果实。 

1.2  药品与试剂 

对照品补骨脂素（质量分数＞98%，批号 RFS-

B06502006015），补骨脂二氢黄酮甲醚（质量分数＞

98%，批号 RFS-B07611804026）均购自成都瑞芬思

德丹生物科技有限公司。EGFR（批号 1541-226TF1-

16Q）购自北京百普赛斯生物科技股份有限公司；蒸

馏水购自广州屈臣氏食品饮料有限公司；乙腈和乙

酸均为色谱纯，乙腈购自美国 EMD Millipore 公司，

乙酸购自美国 ROE 公司；0.01%磷酸盐缓冲液（分

析级）购自上海麦克林生化科技有限公司。 

1.3  仪器 

TGL-20M 台式高速冷冻离心机（湖南赫西仪器

装备有限公司）；Waters ACQUITY UPLC 液相色谱

仪、Waters Xevo G2 QTOF 质谱仪、ACQUITY UPLC 

BEH C18色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.7 μm，美国

Waters 公司）；BT125D 型十万分之一电子分析天平

（德国 Satorius 公司）；YM-10 型超滤离心管（美国

GE Healthcare 公司）。 

2  方法 

2.1  补骨脂提取液的制备 

依据本课题组已发表的补骨脂成分鉴定方法[26]，

准确称取 5.0 g 补骨脂置于圆底烧瓶，分别用 50 mL

和 40 mL 的蒸馏水加热提取 2 次，每次 1 h。回流

提取后合并滤液，并减压浓缩至 50 mL，以 12 000 

r/min 离心 5 min，得到质量浓度为 0.1 g/mL 的补骨

脂提取液，0.22 µm 滤膜滤过，待用。 

2.2  混合对照品溶液的制备 

精密称取补骨脂素与补骨脂二氢黄酮甲醚各 5 

mg，加入蒸馏水配制成质量浓度 0.05 mg/mL 的混

合对照品溶液。 

2.3  EGFR 蛋白样品的制备 

将 45 μg EGFR 溶于 450 μL PBS 缓冲液（0.01 

mol/L，pH 7.4）并使其混合均匀，制备质量浓度为

100 μg/mL 的 EGFR 活性蛋白液。另取 100 μg/mL

的 EGFR 蛋白液 100 μL 置于 1.5 mL 离心管中，

100 ℃水浴加热 30 min 使其失活，作为变性对照组

以排除蛋白对成分的非特异性吸附。 

2.4  亲和靶蛋白活性成分的筛选 

依据本课题组已发表的亲和超滤实验方法[27]，

取 50 µL 补骨脂提取液（0.1 g/mL），100 µL EGFR

蛋白溶液（100 μg/mL）和 50 µL PBS 缓冲液置于 1.5 

mL 离心管中（总体积 200 µL），37 ℃共孵 30 min。



 中草药 2024 年 7 月 第 55 卷 第 14 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2024 July Vol. 55 No. 14 ·4665· 

   

将孵育后的样品转移至 YM-10 超滤离心管中，室温

下 12 000 r/min 离心 15 min，离心结束后加入 100 

µL PBS 缓冲液离心清洗 3 次，以去除未结合的游离

成分。将洗涤液倒出后，向超滤离心管中加入 100 

µL 作为解离剂的 50%甲醇-水溶液，室温下静置反

应 10 min。随后室温下 12 000 r/min 离心 15 min，

重复 2 次后，收集洗脱液，以释放出与 EGFR 结合

的补骨脂潜在活性成分。亲和超滤-液质联用技术的

实验流程如图 1 所示。为考察提取液和 EGFR 蛋白

的相互作用强度，设置了蛋白变性对照组，蛋白变

性对照组的操作过程同上。 

 

图 1  亲和超滤-液质联用技术的实验流程 

Fig. 1  Experimental process of affinity ultrafiltration-

liquid chromatography-mass spectrometry 

2.5  UPLC-Q-TOF/MS 分析潜在活性成分 

利用 UPLC-Q-TOF/MS 液质联用技术对补骨脂

提取液和超滤后结合的化学成分进行鉴定分析。采

用前期实验室已建立的补骨脂成分分析条件 [26]进

行研究。 

2.5.1  色谱条件   采用 Waters ACQUITY UPLC

（Waters 公司，美国）进行分析，所用的色谱柱为

Waters ACQUITY UPLC BEH C18色谱柱（100 mm×

2.1 mm，1.7 μm，Waters 公司）。进样量 5 μL；体积

流量 0.3 mL/min；柱温 45 ℃；流动相为 0.1%甲酸

水溶液（A）-乙腈（B），梯度洗脱：0～1 min，1%～

10% B；1～3 min，10%～18% B；3～7 min，18%～

20% B；7～9 min，20%～46% B；9～13 min，46%～

54% B；13～17 min，54%～58% B；17～20 min，

58%～65% B；20～23 min，65%～75% B；23～25 

min，75%～100% B；25～27 min，100% B；27～28 

min，100%～1% B；28～30 min，1% B。 

2.5.2  质谱条件  Waters Xevo G2 Q-TOF/MS 质谱

仪采用电喷雾离子源，在正离子模式下进行检测分

析，毛细管电离电压为 2.0 kV，去溶剂气体流速 800 

L/h，去溶剂气温度 450 ℃，测量扫描时间 0.2 s，

气体流量 3 mL/min，碰撞能量 20～40 eV，锥孔电

压 40 V，锥孔反吹氮气体积流量 50 L/h，扫描范围

m/z 50～1 500。 

2.6  结合变化率的计算 

根据亲和超滤的鉴定结果，利用补骨脂水提液

与活性蛋白结合后化学成分的峰面积（Aa）、补骨脂

水提液与失活蛋白结合后化学成分的峰面积（Ab）

和补骨脂水提液中化学成分的峰面积（Ac），计算活

性成分与 EGFR 的结合变化率。 

结合变化率＝(Aa—Ab)/Ac 

3  结果 

3.1  补骨脂提取液成分鉴定 

基于 MassLynx 4.1（Version 4.1，Waters，美国）

软件对在 UPLC-Q-TOF-MS 正离子模式下的补骨脂

水提液的分子离子峰进行化学成分的鉴定，水提物

的基峰色谱（base peak chromatogram，BPI）图如图

2 所示；使用补骨脂主要成分（补骨脂素和补骨脂

二氢黄酮甲醚）的对照品配制混合对照品溶液进行

测定，以实现对补骨脂中的化学成分的鉴定。通过

将补骨脂提取液离子峰质谱信息与文献中碎片信息

和对照品进行比对，共在补骨脂提取液中鉴定出 19

种化学成分，具体成分信息见表 1 所示。 

3.2  亲和超滤-液质联用筛选亲和靶蛋白的补骨脂

活性成分 

取适量亲和超滤收集得到的活性成分混合溶液

和蛋白变性对照组溶液，用此条件进样分析，利用

MassLynx 4.1（Version 4.1，Waters，美国）软件对

待测溶液的正离子模式下的BPI图进行提取（图3），

基于补骨脂提取液中已经确定的化学成分，对活性

成分混合溶液和蛋白变性对照组溶液 BPI 图中各色

谱峰的相对分子质量、二级碎片信息对各个物质进

行活性分子定性鉴定（表 2），并记录各个物质峰面

积。共筛选得到 4 个化学成分，分别是补骨脂素、

psorachalcone A、补骨脂呋喃查耳酮和 delta (1,3)-补

骨脂酚，结构见图 4。以上 4 种物质可能是补骨脂

治疗子宫内膜癌的潜在活性成分。 

3.3  EGFR 蛋白亲和力的评价 

通过比较补骨脂活性成分组和蛋白变性对照组

超滤液中待测物的峰面积，利用结合变化率公式计

算筛选出的 4 种活性成分与 EGFR 蛋白的结合变 

未结合成分 

50%甲醇-水 

洗脱 
提取液 孵育 

EGFR 蛋白 

超滤 

LC-MS 分析            离心        收集配体 



·4666· 中草药 2024 年 7 月 第 55 卷 第 14 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2024 July Vol. 55 No. 14 

   

 

图 2  UPLC-Q-TOF-MS 正离子模式下补骨脂水提物的 BPI 图 

Fig. 2  BPI diagram of water extract of Psoraleae Fructus under positive ions 

表 1  正离子模式下补骨脂水提液 UPLC-Q-TOF-MS 成分分析 

Table 1  Component analysis of water extract of Psoraleae Fructus by UPLC-Q-TOF/MS in positive ion mode 

编号 中文名 分子式 t/min 理论值 (m/z) 实测值 (m/z) 加合物 
误差 

(×10−6) 
二级碎片离子信息 

1 补骨脂呋喃香豆精 C11H6O3 5.95 187.039 5 187.039 6 M＋H 0.53 131.050 1, 143.050 7, 

159.044 8, 115.054 7 

2 补骨脂苷 C17H18O9 5.96 367.102 9 367.102 8 M＋H −0.27 205.049 9, 187.039 6,  

131.049 6, 115.054 5 

3 异补骨脂苷 C17H18O9 6.23 367.102 9 367.102 9 M＋H 0   205.049 7, 187.038 9, 

 131.049 5, 115.054 3 

4 补骨脂素* C11H6O3 11.65 187.039 5 187.039 4 M＋H −0.53 131.046 2, 143.042 5, 

 159.112 8, 115.057 4 

5 psorachalcone A C20H20O5 12.52 341.138 9 341.138 1 M＋H −2.35 149.025 0, 147.044 5, 

 269.076 4, 203.068 8 

6 补骨脂呋喃查耳酮 C20H20O5 12.61 341.138 9 341.138 3 M＋H −1.76 147.044 9, 119.085 3 

7 补骨脂异黄酮醇 C20H18O5 12.72 339.123 2 339.122 1 M＋H −3.24 267.066 3, 321.118 4, 

 239.069 4, 137.025 3 

8 delta (1,3)-补骨脂酚 C18H22O 13.58 255.174 9 255.174 5 M＋H −1.57 185.096 4, 199.111 3 

9 补骨脂查耳酮 C20H20O4 13.92 325.144 0 325.144 0 M＋H 0.00 269.082 9, 147.045 9 

10 新补骨脂异黄酮 C20H18O4 14.37 323.128 3 323.128 6 M＋H 0.93 255.066 2, 267.065 8, 

 239.072 2 

11 异新补骨脂异黄酮 C20H18O4 14.52 323.128 3 323.127 2 M＋H −3.40 267.065 8, 165.064 1, 

 239.068 1, 195.051 7 

12 刺桐素 A C20H16O4 15.41 321.112 7 321.111 2 M＋H −4.67 279.069 6, 137.023 2, 

 263.086 5 

13 补骨脂定 C20H16O5 15.71 337.107 6 337.108 2 M＋H 1.78 281.045 8, 253.052 5 

14 psorachromene C20H18O4 15.63 323.128 3 323.127 9 M＋H −1.24 203.070 6, 147.044 2 

15 补骨脂二氢黄酮甲醚* C21H22O4 17.80 339.159 6 339.159 0 M＋H −1.77 283.096 1, 271.096 3, 

 147.044 2, 219.101 6 

16 补骨脂异黄酮 A C25H26O4 18.55 391.190 9 391.191 0 M＋H 0.26 267.065 1, 239.071 3, 

 255.067 6 

17 4'-O-甲基补骨脂查耳酮 C21H22O4 20.24 339.159 6 339.159 5 M＋H −0.29 271.095 6, 219.101 3, 

 283.096 2, 147.044 7 

18 新补骨脂宁 C25H24O4 21.84 389.175 3 389.175 9 M＋H 1.54 137.027 1, 321.109 8, 

 267.066 1 

19 补骨脂酚 C18H24O 23.60 257.190 5 257.189 9 M＋H −2.33 201.047 6, 173.098 0, 

 107.049 5, 187.075 7 

*表示该化学成分通过对照品比对指认。 

*confirmed by reference substance. 
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图 3  UPLC-Q-TOF-MS 正离子模式下补骨脂活性成分 

(A) 与蛋白变性对照组溶液 (B) 活性成分的 BPI 图 

Fig. 3  BPI diagram of active ingredients of psoralen (A) and 

protein denaturation control solution (B) in positive ions 

化率。结果表明，补骨脂活性成分在实验组中比蛋

白变性组峰面积增大，psorachalcone A 与 EGFR 蛋

白结合变化率最大，为 14.91%，4 种活性成分与

EGFR 蛋白结合变化率的高低顺序依次为：

psorachalcone A（14.91%）＞delta (1,3)-补骨脂酚

（9.39%）＞补骨脂呋喃查耳酮（6.95%）＞补骨脂素

（2.59%）。 

4  讨论 

EGFR 蛋白是一种跨膜糖蛋白，属于酪氨酸激

酶型受体，已经在多种肿瘤中发现肿瘤细胞的增殖、

侵袭、转移等生物学行为均与 EGFR 活化有关[28]。有 

表 2  活性成分混合溶液的 UPLC-Q-TOF/MS 成分分析 

Table 2  UPLC-Q-TOF/MS analysis of active ingredient mixture solution 

编号 化合物 分子式 t/min 
理论值 

(m/z) 

实测值 

(m/z) 
加合物 

误差 

(×10−6) 
二级碎片离子信息 

1 补骨脂素 C11H6O3 11.62 187.039 5 187.040 8 M＋H 6.95 131.051 3, 143.051 0, 

 159.047 8, 115.056 0 

2 psorachalcone A C20H20O5 12.49 341.138 9 341.139 7 M＋H 2.35 149.025 5, 147.046 2, 

 269.093 2, 203.076 1 

3 补骨脂呋喃查耳酮 C20H20O5 12.58 341.138 9 341.139 3 M＋H 1.17 147.048 1, 119.087 0 

4 delta (1,3)-补骨脂酚 C18H22O 13.41 255.174 9 255.176 8 M＋H 7.45 185.103 0, 199.112 0 

 

图 4  补骨脂活性成分的化学结构 

Fig. 4  Chemical structures of active ingredient of Psoraleae Fructus 

研究证明，EGFR 在子宫内膜癌中表达水平较正常

子宫内膜组织明显升高，EGFR 高表达与子宫内膜

癌的分期、分化、分型和淋巴结转移相关，且患者

较差的预后与 EGFR 的表达量呈正相关[29-30]。因此

本实验以 EGFR 蛋白为靶点，通过亲和超滤-液质联

用技术从补骨脂中快速筛选得到 4 种可以与 EGFR

蛋白特异性结合的化学成分。子宫内膜癌的发生与

未拮抗的雌激素暴露有关，当暴露于未拮抗的雌激

素时，即使是低水平的雌激素也可能导致不良的子

宫内膜事件[31]。补骨脂素能够激活雌激素受体，加

速雌激素与受体结合，减轻雌激素暴露，因此补骨

脂素能够通过调节体内雌激素含量发挥对子宫内

膜癌的治疗作用[32]。Ki67 蛋白的高表达是细胞增殖

的标志，与子宫内膜癌患者的低生存率有关[33]。有研

究表明，补骨脂素可调控 Ki67 蛋白表达，从而抑制

癌细胞增殖[34]。另外，补骨脂素还可以通过内质网

应激途径诱导癌细胞凋亡，从而发挥治疗子宫内膜

癌的作用[35]。综上所述，补骨脂素能够通过抑制癌

细胞增殖和加速癌细胞凋亡，对子宫内膜癌起到较

好的治疗作用。缺氧诱导因子-1（hypoxia-inducible 

factor-1，HIF-1）是在缺氧的情况下诱导的一种转录

因子，与肿瘤的发生、生长和转移等因素有关[36]。

有研究表明补骨脂酚类化合物对 HIF-1 具有抑制作

用，能够显著降低癌细胞的存活率，从而抑制子宫内

膜癌的发展[37]。与正常内膜组织相比，促凋亡蛋白在

子宫内膜癌组织中显著低表达，而抗凋亡蛋白在子宫

内膜癌组织中高表达，这导致子宫内膜细胞凋亡和抗

凋亡的失衡，即凋亡速度慢于增殖速度[38-39]。有实验
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研究证明，补骨脂酚类化合物能够增加促凋亡蛋白

表达，降低抗凋亡蛋白表达，减小肿瘤细胞恶性程度，

调节肿瘤细胞凋亡过程[40]。因此，推测补骨脂中的补

骨脂酚类化合物 delta (1,3)-补骨脂酚可能通过干预

HIF-1 和细胞凋亡相关蛋白的表达量，抑制子宫内

膜癌的发生与发展。 

本实验也存在一些不足之处。首先，本实验基

于亲和超滤-液质联用技术初步筛选了补骨脂中可

以与 EGFR 特异性结合的活性成分，但这些化合物

的生物活性及其结合位点还有待进一步验证，因此

后期需要进一步利用表面等离子共振技术（surface 

plasmon resonance，SPR）对实验结果进行验证。其

次，仍需在体内和体外水平上深入探索并揭示筛选

出的补骨脂活性成分治疗子宫内膜癌的分子机制，

以完善补骨脂的药效物质基础。 

5  结论 

本实验为探讨补骨脂对子宫内膜癌的治疗作

用，以 EGFR 蛋白为发挥作用的关键靶点，利用亲

和超滤-液质联用技术可以从复杂成分中快速筛选

活性成分的特点，将补骨脂和EGFR 蛋白共同孵育，

利用超速离心和解离剂对活性配体进行分离和筛

选，并设置对照组以考察活性成分对 EGFR 蛋白的

相互作用强度。结合液质联用技术共筛选出 4 个与

EGFR 蛋白结合的活性成分，结合文献和对照品，

判断 4 个化合物分别为补骨脂素、psorachalcone A、

补骨脂呋喃查耳酮和 delta (1,3)-补骨脂酚。本研究

可以为补骨脂防治子宫内膜癌的物质基础和作用

机制研究提供理论依据，但补骨脂活性成分与

EGFR 的结合位点和量效关系还需要进一步探究。 
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