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亲和超滤 HPLC-MS 法的研究进展 
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摘要: 亲和超滤 HPLC-MS 法是将超滤技术与 HPLC-MS 联用, 主要用于从组合化学库和天然产物粗提物中

筛选与可溶性靶点相结合的小分子活性物质, 在药物代谢和描述受体-配体结合特征两方面也有所应用。用该方

法筛选和发现药物被认为是传统药物发现方法的一种补充。本文综述了亲和超滤 HPLC-MS 法的原理及其在药

物研究中的应用。 
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Abstract: Affinity selection-ultrafiltration/HPLC-MS is the combination of the ultrafiltration and HPLC-MS, 

mainly used for screening small active molecular substances from combinatorial libraries and natural product  
extracts, which can bind to solution-phase targets.  Besides, it can be used in metabolic screening and     
characterization of ligand-receptor binding.  It is a complement to the traditional methods of screening and 
identifying drugs.  This review describes its principle and application in drug study. 
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 亲和超滤 HPLC-MS (affinity selection-ultrafil- 
tration/HPLC-MS) 是 20世纪 90年代中期诞生的一种

药物筛选方法, 主要用于生物活性小分子物质的发

现和研究。质谱检测技术的应用增强了该方法的敏感

性和特异性, 使得化合物在较低浓度时也可被检测

出来。十多年来, 亲和超滤 HPLC-MS 得到了迅速发

展, 成为新药研究领域中非常重要和有效的筛选方

法之一, 已成功应用于特定靶标药物的筛选[1]。 
1  概述 
1.1  亲和超滤 HPLC-MS 法原理 

亲和超滤是由亲和捕获与超滤技术结合而成 , 
采用超滤膜分离与生物大分子 (>10 kD 的蛋白和

DNA) 相结合的小分子化合物[1]。亲和超滤 HPLC-MS 
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法的原理是在亲和靶标 (受体, 酶等) 与多组分的混

合物样品混合孵育的过程中, 与靶标具有一定亲和

力的小分子化合物与其活性位点结合形成复合物 , 
通过超滤的方法将复合物与未结合的小分子化合物

分离, 然后利用适当的方法 (加入有机溶剂, 改变

pH 等) 将蛋白变性, 从而使配体从复合物上解离下

来, 再利用 HPLC-MS 分析初步鉴定配体的结构[2, 3]。

主要过程如图 1[4]。 
1.2  亲和超滤 HPLC-MS 法特点 

与其他筛选配体的亲和方法相比, 如前沿亲和

色谱法、毛细管亲和电泳法, 亲和超滤法存在显著的

优点[5]: 首先, 亲和超滤受体和配体的结合是在溶液

中进行的, 避免了由于标记或将受体和配体化学偶

联到一种固体支持物上从而引起的受体和配体性质

的改变 (构象的改变, 主要残基的失活), 从而保持

了二者的天然构象和相互结合作用; 第二, 在超滤过
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程中, 受体可以恢复活性重新利用——这一特点在

其他亲和筛选方法中并不是普遍存在的, 如亲和色

谱法, 当受体量不足或价格昂贵时, 这一特点十分重

要, 但是当配体共价结合到受体时, 如酶的活性抑制

剂与其不可逆结合, 使得受体活性的恢复在某种程

度上受到一定的限制; 第三, 脉冲超滤可以与在线质

谱仪相连, 直接描述特异性配体的分子量、元素组

成、结构和纯度, 而一些亲和方法, 如离心超滤与在

线质谱仪不相容。 
 

 
Figure 1  Experimental design of affinity ultrafiltration HPLC- 
MS[4] 

 
1.3 亲和超滤 HPLC-MS 法分类 

亲和超滤 HPLC-MS 分为超滤 HPLC-MS (ul-
trafiltration/HPLC-MS) 和脉冲超滤 HPLC-MS (pulsed 
ultrafiltration/HPLC-MS) 两类, 这两种方法在具体操

作及所使用的仪器设备、原理和应用范围上存在着一

些差异, 并且各有优缺点, 二者的详细比较见表 1。脉

冲超滤室 (图 2) 由两个小室组成, 中间由主要超滤膜

分开。下室即结合室, 受体和配体被注入该室, 在此

结合。下室内含有一个磁力搅拌器, 保持进入室内的

样品充分混匀并防止高分子量的化合物发生极性化

或黏附在膜上。下室内的组分通过超滤膜流入上室, 
然后直接流出[6,

 
7]。构成小室的材料主要是聚砜或聚

醚醚酮, 超滤膜为纤维素膜或甲基纤维素膜, 二者均

不易与蛋白结合[5]。在实验过程中, 向室内注入混合

样品后, 用缓冲液漂洗 10～15 min, 洗下的是未与受

体结合的小分子化合物, 可直接弃掉。漂洗后, 用变

性液使结合的配体从受体上解离下来, 流出物可用

在线电喷雾 MS 分析, 也可先储存到 HPLC 柱内然后

进行 LC-MS 或 LC-MS/MS 分析检测[8]。 
超滤离心 (图 3) 是一个亲和选择过程, 通过多次

超滤离心达到富集配体的目的, 从而增加了配体的

MS 信号强度。在实验过程中, 将孵育混合物转移到

超滤管中, 通过离心将受体-配体复合物与未结合的

小分子化合物分离, 受体-配体复合物被滞留在超滤

膜之上, 多次离心后, 用适当的有机溶剂提取配体, 
进行 HPLC-MS 检测[9]。 
 

 
Figure 2 Digram of pulsed ultrafiltration cell[6] 

 

 
Figure 3  Schematic ultrafiltration experiment format[9] 

 
1.4  影响亲和超滤 HPLC-MS 法筛选的因素 

在用亲和超滤 HPLC-MS 法筛选活性物质时, 影
响因素有很多, 包括靶标与被筛选物的浓度、孵育时

间、漂洗、超滤膜孔径及通量的大小等各种因素。 
1.4.1  靶标与被筛选物的浓度  在整个筛选过程中, 
靶蛋白的浓度是整个筛选过程的关键。当配体的浓度

超过靶标浓度时, 由于各种配体竞争结合靶标的活

性位点, 只有与靶标具有最高亲和性的配体被筛选

出来, 所以配体的浓度应小于靶标, 以保证与靶标结

合的配体不流失[10]。同时注意在人工配制配体溶液

时, 尽量使各种配体的浓度相等, 以保证每种配体与

靶标的结合率相同, 使筛选结果更准确。但是如果被

筛选配体的量过大, 会相应增加非特异性结合的量, 
造成选出的物质中杂质量增加[11]。 
1.4.2  靶标与被筛选物的孵育时间  作用时间过短, 
靶标与被筛选样品的作用不充分, 造成漏筛或筛选

出的活性成分浓度过低, 给分析鉴定带来困难, 甚至

不能检出; 一般选择靶标在最佳作用时间下与被筛

选物作用, 如果作用时间过长, 靶标可能与活性成分

发生反应, 使活性成分结构改变, 这会导致下一步的
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鉴定结果的错误。因此, 应选择能充分结合的最适宜

时间[11]。 
1.4.3  增加漂洗的步骤  超滤的方法不能完全将非

特异性结合的配体从受体-配体复合物中除去, 从而

干扰了 MS 对特异性结合的配体检测, 除非特异性结

合的配体量足够大, 因此在亲和超滤中漂洗步骤是

必需的[1]。但当用蒸馏水和缓冲液漂洗时, 又可能导

致特异性结合配体从受体-配体复合物中的解离或造

成结合力弱的配体的丢失[12]。 
1.4.4  超滤膜孔径及通量的大小也会影响筛选结果  
一般选择的超滤膜截留量为 10 kD, 如果超滤膜孔径

过大会造成靶标和复合物的流失; 孔径过小易造成

膜阻塞, 且易使靶标表面聚集较多非特异性结合的

成分, 造成筛选的假阳性率增加[11]。 
除了上述因素外, 孵育温度、溶液 pH 值、离心

转速、配体的性质等因素都会对筛选结果有所影响。 
 
Table 1  The comparison between ultrafiltration/HPLC-MS and 
pulsed ultrafiltration /HPLC-MS 
 超滤 HPLC-MS 脉冲超滤 HPLC-MS 

仪器设备 超滤离心管 脉冲室 

原理 通过超滤离心, 将与靶标结

合的化合物与未结合的化

合物分离 

将靶标与配体的混合物置

于超滤膜之上, 施加一定的

压力后, 与靶标有一定亲和

力的配体被选择 

优点 如筛选大的化合物库, 可在

2 个月内至少筛选 200 000
个化合物 

适用于一些其他分离法无

法筛选且色谱特点甚少的

靶标 

缺点 多次重复离心; 受体-配体

复合物与游离配体的不完

全分离造成背景干扰 

靶标与超滤膜的结合会干

扰配体与靶标的结合 ; 需
要漂洗 

应用范围 应用范围小, 主要用来筛选

小分子活性化合物 ; 不可

以与在线 MS 相连 

应用范围广, 用来筛选小分

子活性化合物; 计算受体-

配体结合的热动力学参数

和动力学参数 ; 考察药物

在代谢过程中的稳定性等; 
可以与在线 MS 相连, 从而

筛选更大的化合物库 

 
2  亲和超滤 HPLC-MS 法在药物研究中的应用 

亲和超滤HPLC-MS法在药物研究中的应用主要

体现在小分子药物筛选, 其次在药物代谢和描述受

体-配体结合特征两方面也有所应用。 
2.1  小分子药物筛选 

近年来, 科学家在探讨组合化学库中活性成分

的筛选时, 经常采用亲和超滤和质谱检测技术相结

合的筛选模式, 并筛选出一些重要靶点的新颖抑制

剂。Ray 等[13]应用离心式超滤器与 HPLC-MS 联用, 
利用免疫亲和反应对苯二氮杂 的混合物库 (20～ 

30 个化合物) 进行了筛选。在实验过程中, 该方法可

以从苯二氮杂 结构相似的化合物中和加入未知化

合物的复杂化合物库中捕获苯二氮杂 。实验证明, 
亲和超滤与HPLC-MS联用可以用来从组合化合物库

中筛选并确定药物候选物。Comess 等[9,
 
14]应用亲和 

超滤和 EI-MS 技术对抗感染靶点链球菌细胞壁合成

酶 MurF 的特异性配体进行筛选, 在一天内完成了对

123 405 个化合物的初筛, 经过复筛, 最终得到两个

特异性配体; 并应用亲和超滤和 EI-TOF/MS 技术从

237 797个化合物中筛选到 DNA激酶 Chk1的配体 58
个, 筛选率达到 0.024 4%。以上实验证明了该方法的

可行性, 并说明亲和超滤 HPLC-MS 法是一种高效, 
快速的筛选方法。Qian 等[15]以抑凋亡蛋白 Bcl-xL 为

靶点, 应用亲和超滤技术从 263 382 个化合物中筛选

到 12 个亲和力低于 100 μmol·L−1 的配体, 同时应用

荧光极化技术从 370 400 个化合物筛选到 11 个 IC50 < 
100 μmol·L−1 的配体, 其中有 6 个化合物在两种筛选

方法中重复出现。实验表明, 对同一靶点应用两种不

同的方法独立筛选, 可增加筛选到的配体结构种类, 
减少假阳性配体的数量, 并进一步说明多种筛选方

法的联合使用可以减少活性化合物的漏筛。 
亲和超滤HPLC-MS不但适用于筛选组合化学库, 

还可推广到筛选天然产物粗提物和微生物发酵提取

液中活性成分。Nikolic 等[16]应用含有磁力搅拌的脉

冲超滤池与 HPLC-MS 联用, 用人重组环氧化酶 II 
(COX-2) 作为亲和性靶标对 COX-2 的抑制剂进行了

筛选。筛选对象为溶于 DMSO、植物提取液和微生物

发酵提取液的不同类型的 COX-2 抑制剂 (IC50: 100 
mmol·L−1～10 nmol·L−1), 共 18 份样品。结果表明, 在
每份样品中均可检出 2 或 3 个 COX-2 配体。每份样

品中含有靶标和配体浓度在 150 pmol·L−1 仍能检出, 
灵敏度很高, 而作为溶剂的植物提取液、微生物发酵

液提取液对实验无干扰。Liu 等[4]用超滤和 LC-MS 技

术, 以核受体 RXRα为受体, 将受体的已知抑制剂分

别溶于 DMSO、植物提取液和微生物发酵提取液进

行筛选。实验表明, 作为抑制剂溶剂的 DMSO、微生

物发酵液提取液对实验结果无干扰。Johnson 等[17]用

脉冲超滤和 LC-MS/MS 技术, 以肝微粒体细胞色素

P450 为代谢酶, 以谷胱甘肽 GSH 作为亲和性靶标对

植物提取物及其代谢产物中亲电性毒性醌类化合物

进行了检测, 考察了植物饮食添加物的安全性, 在整

个实验过程中, 提取物的成分对筛选结果无影响, 可
见, 脉冲超滤和 LC-MS/MS 技术有望成为一种考察
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药物和植物饮食添加物毒性的快速、经济的体外方

法。 
2.2  药物代谢 

Richard 等 [18]将含有磁力搅拌的超滤池与在线

HPLC-MS联用, 以肝微粒体细胞色素 P450作为亲和

性靶标对异丙嗪等三环类精神药物的代谢速度和程

度进行了快速评价, 并描述了代谢物的主要特征。实

验表明, 脉冲超滤与 HPLC-MS 联用可以实现药物代

谢产物的收集、提取和分析, 及发现不稳定的活性代

谢产物。Richard 等认为脉冲超滤 HPLC-MS 联用有

望实现自动、快速, 关键决定于: ① 该药物是否为细

胞色素 P450 的底物; ② 药物代谢的速度和程度; ③ 
哪种 P450 同工酶参与药物代谢。Geun 等[19]应用脉 
冲超滤和 LC-MS/MS 技术 , 用肝微粒体细胞色素

P450 作为亲和性靶标对 8 种 β-阻断剂的未代谢部分

进行了定量检测, 以考察药物在代谢过程中的稳定

性。实验表明, 脉冲超滤 LC-MS/MS 联用技术可以 
体外考察药物在代谢过程中的稳定性, LC-MS/MS 的

应用实现了同时定量检测多种化合物 ; 脉冲超滤

LC-MS/MS 联用技术与其他体外考察相比最大的优

点是避免了由于化合物对酶的反馈抑制而使实验结

果产生偏差。 
2.3 描述受体-配体结合的特征 

脉冲超滤可以用来计算受体-配体复合物的两个

重要结合参数: 亲和常数 K 与结合位点数 n[20]。Chen
等 [6]分别考察了 3 对结合模型 Trp/BSA, 2'-CMP/ 
RNase, Warfarin/HAS 的亲和常数 K 与结合位点数 n, 
并与其他方法所提供的结果一致。该实验说明脉冲 
超滤法可快速定量研究单个或多个结合位点受体- 

配体的结合情况及温度变化的影响。Gu 等[21]利用脉

冲超滤法分别计算了人血白蛋白的几个配体丹曲林

钠, 丹酰胺, 7-anilinocoumarin-4-acetic acid 和华法林

的第 1 个亲和常数 (Ka1), 并证明该法可广泛应用于

分析人血白蛋白与配体的结合情况, 同时在实验中

说明: ① 通过减少超滤室的体积可以使脉冲超滤法

的分析速度提高 3 倍; ② 脉冲超滤与 LC-MS 联用且

当受体的量远多于配体的量时, 可同时比较白蛋白

与多种配体的结合情况并按亲和常数分级配体。 
3  发展前景 

亲和超滤HPLC-MS法是一种发现和鉴定药物先

导化合物的有效手段, 这种发现和确定具有新颖性

和特异性配体的筛选方法,可适应于大多数可溶性蛋

白靶点和多种化合物库。随着基因组学和蛋白组学的

发展, 大量的靶标被克隆表达并分离纯化 [22], 亲和

超滤HPLC-MS法将筛选出更多的具有新颖性的先导

化合物。另外, 随着分析工具的微型化和自动化, 尤
其是质谱和液相, 将会使该方法得到广泛和创新性

的应用, 从而使亲和超滤 HPLC-MS 法对新药药物研

发产生更深远意义的影响[1]。同时, 具有更高分辨率

和特异性的接口的引进, 如串联色谱、串联 MS, 可
加快描述分离出的化合物的结构特征[23]。但是该方

法仍然存在一些缺点: 当筛选的配体为亲脂性化合

物时, 容易与超滤膜和脉冲超滤室高度非特异性结

合, 造成假阳性筛选。所以应采用一些办法减少这种

非特异性结合, 如可在配体解离和洗脱前, 更换新的

超滤膜, 使筛选结果更准确[4, 12]。 
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