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[摘  要] 多酚类天然产物具有多种生物活性,但因天然产物组分复杂、作用靶点不明确,制约了功能化开

发与临床转化。琼脂糖凝胶微球凭借优良的生物相容性、低非特异性吸附及丰富的可修饰羟基,已成为

多酚类天然产物靶点鉴定与分离纯化的核心载体。本文系统综述了琼脂糖凝胶微球在多酚类天然产物

研究中的应用进展,重点论述基于环氧活化与CNBr(溴化氰)活化的亲和钓靶应用,涵盖姜黄素、杨梅素、

山奈酚、甘草查尔酮、木犀草素、棉皮素等典型多酚化合物的直接作用靶点验证案例；同时介绍了免

疫亲和层析在大豆苷元、柚皮苷、黄芩苷分离纯化中的应用,以及离子交换色谱在多酚代谢酶分离中的

辅助作用。本文旨在为多酚类天然产物的分子机制解析与功能化研究提供方法学参考。 
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[Abstract] Polyphenolic natural products exhibit diverse biological activities; however, the complex 

composition of natural products and the ambiguous nature of their action targets constrain their functional 

development and clinical translation. Owing to their excellent biocompatibility, low nonspecific adsorption, and 

abundant modifiable hydroxyl groups, agarose gel microspheres have become a core carrier for target 

identification and separation-purification of polyphenolic natural products. This review systematically 

summarizes the application progress of agarose gel microspheres in polyphenolic natural product research, with a 

focus on affinity-based target fishing strategies employing epoxy activation and CNBr (cyanogen bromide) 

activation. Representative cases of direct target validation for typical polyphenolic compounds are covered, 

including curcumin, myricetin, kaempferol, echinatin, luteolin, and gossypin. Furthermore, the application of 

immunoaffinity chromatography in the separation and purification of daidzein, naringin, and baicalin is 

introduced, along with the auxiliary role of ion-exchange chromatography in the separation of 

polyphenol-metabolizing enzymes. This review aims to provide methodological references for elucidating the 

molecular mechanisms and functional research of polyphenolic natural products. 
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unoaffinity chromatography; target proteins 

 

1 引言 

多酚类天然产物在生物体代谢流中承担重要作用,是具有

重要生物活性且种类多样的植物次生代谢产物,主要为黄酮类

与非黄酮类[1]。这类化合物多具有安全无毒特性,同时存在生物

抗氧化保护活性[2]。在食品科学领域开展了大量多酚类天然产

物应用研究,这源于其可能带来的健康益处进一步强化了这一

趋势。然而多酚类天然产物通常稳定性较差、成本更高、使用

起来不如人工色素便捷,因此关于提高天然色素稳定性、相关生

物活性机理及生物合成途径研究成为热点方向。 

琼脂糖凝胶微球因其原料来源广泛且具有优异的生物相容

性及低非特异性吸附特性,让这类材料更易于进行多种化学修

饰,这类材料的功能潜力被认为在天然色素的分子靶点组学分

析、包埋等相关应用中具有优势[3]。通过改变交联度或不同配

体修饰可以适应不同色素的共价结合,实现在生物活性机理及
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生物合成途径解析,是实施“亲和蛋白质组学”或“分子钓靶”

策略的核心工具[4]。琼脂糖凝胶微球具有大量三维网络空腔,

可以作为“微胶囊”将天然色素包埋其中隔绝光、氧化、热量

及环境pH值变化[5]。 

本文旨在总结琼脂糖凝胶微球在多酚类天然产物研究中的

应用进展,重点阐述基于不同活化策略的亲和钓靶与分离纯化

方法,为解决多酚类天然产物生物活性分子机制不明这一瓶颈

问题提供解决思路。 

2 琼脂糖凝胶微球概述 

琼脂糖是来源于红藻细胞壁中的琼脂,本质上是一种非均

相碳水化合物,其分子是典型的线性多糖,由等摩尔比的D-半乳

糖以β-1,4糖苷键与3,6-脱水-D-半乳糖结合成二糖,二糖间再

通过α-1,3糖苷键形成多糖主链,具有电中性,琼脂糖链中的D-

半乳糖与3,6-脱水-D-半乳糖之间形成桥联双环结构,即稠合五

元环(3,6-脱水)和六元吡喃糖是形成螺旋结构的关键结构,由

此形成的琼脂糖双螺旋结构进一步聚集成三维结构框架,最终

形成琼脂糖凝胶颗粒[6]。 

琼脂糖凝胶微球之所以能方便地引入功能基团或偶联特异

性配体,是因为分子链上富含大量羟基(-OH)。这些羟基是活性

的官能团,可以参与多种化学反应并键合上各种功能基团或配

体,从而衍生出离子交换、疏水、亲和等不同类型作用功能[7]。

而琼脂糖本身呈电中性,这避免了因带有电荷(如琼脂中的硫酸

基)而产生的非特异性吸附,为后续修饰提供了一个“洁净”的

基底,确保了引入的配体能够发挥特异性的相互作用,而不会被

介质的本底电荷干扰[8]。 

在多酚类天然产物研究中,琼脂糖凝胶微球主要经功能基团

活化后偶联多酚化合物或特异性识别蛋白,构建亲和介质开展靶

点垂钓或分离纯化。常用的活化策略包括环氧活化与溴化氰(CNBr)

活化两类,二者在偶联化学、适用配基及操作复杂度上各有特点,

为不同结构特征的多酚类天然产物提供了灵活的研究工具。 

3 多酚类天然产物的靶点钓取与分离纯化 

3.1基于环氧活化的靶点垂钓。环氧活化琼脂糖凝胶微球具

有基团广谱性结合能力,能偶联从蛋白质、核酸到天然产物小分

子等各类配基,构建出多样化的定制亲和介质[9]。 

在多酚类天然产物作用机制研究中。Firouzi等[10],在

Sepharose微球上将姜黄素通过连接臂共价固定,将小鼠脑组织

裂解液进行过柱开展Pull-down实验,后利用MALDI/TOF/TOF质

谱鉴定出11种结合蛋白,涵盖结构蛋白、代谢酶及凋亡通路蛋白,

为姜黄素的神经药理作用提供了直接的靶点证据。在网络药理

学层面则为靶点验证提供了系统生物学层面的补充策略。 

Zhirong W等[11],将白藜芦醇固定在环氧活化琼脂糖上,然

后从细胞提取液中分步洗脱,依次用高盐、ATP,最后用白藜芦醇

本身把结合蛋白洗脱下来,得到蛋白NQO2,这种蛋白在不同阶段

的前列腺癌细胞中表达水平不同,有助于比较细胞恶性状态。 

张琦等[12],利用环氧氯丙烷活化琼脂糖凝胶,系统优化了

活化条件后,将栀子苷偶联上去,偶联率19.53%,偶联量17.08 

μmol/mL。用这个自制的亲和介质从小鼠脑总蛋白中“钓”到

了三条特异性条带,质谱鉴定为热休克蛋白、脑酸溶性蛋白和谷

氨酰胺合成酶等。这些蛋白跟神经突起生长、突触可塑性关系

密切,正好能解释栀子苷的神经保护作用。 

刘静等[13],利用环氧活化琼脂糖凝胶6B为载体,通过人参

皂苷Rg1的羟基与环氧基的开环反应偶联上去。用红外光谱验证

了环醚特征峰(1295 cm⁻¹)在偶联后消失,证实反应成功,从

PC12细胞蛋白裂解液分离得到一种结合蛋白。 

YM等[14],将山柰酚-3-O-(6″-乙酰基)-β-D-吡喃葡萄糖

苷溶于1,4-二氧六环与环氧活化Sepharose 6B混合孵育,用乙

醇胺封闭剩余活性基团,通过交替pH洗涤去除未偶联的配体,实

现DNA聚合酶pol α的选择性吸附与洗脱,酶回收率达到85%。表

明当环氧化琼脂糖凝胶微球具有合适长度的连接臂和稳定的共

价结合特性时,小分子与特异性蛋白会形成较强的结合作用以

实现吸附效果,同时又避免了结合过紧而无法洗脱的问题。 

3.2基于CNBr活化的亲和钓靶。CNBr活化琼脂糖微球通过氰

酸酯基团易于与含氨基化合物进行反应,形成异脲基团实现与

官能团共价结合[15]。天然配体可通过简单条件控制与CNBr活化

的Sepharose 4B共价结合,然后与复杂蛋白样品共孵育来钩钓

出可与天然配体结合的目标蛋白。 

杨梅素是典型的具有多重药理活性的黄酮醇。通过杨梅素

偶联的Sepharose 4B微球,从细胞裂解液中“钓取”了多个与其

直接结合的蛋白激酶。Hou DX等[16],直接将杨梅素偶联至CNBr-

Sepharose 4B微球,在Pull-down实验中,将杨梅素-微球与JB6 

P+小鼠表皮细胞裂解液或纯化的重组激酶蛋白共同孵育。孵育

过夜后,经多次洗涤去除非特异性结合蛋白,最后通过SDS-PAGE

和免疫印迹(Western blot)分析被“垂钓”的蛋白。实验发现,

杨梅素-微球能够特异性富集多种蛋白激酶,证实了杨梅素是一

种“多靶点”药物,能够通过直接结合并抑制这些激酶的活性,

进而调控PI3K/Akt和JNK等一系列致癌信号通路。 

山奈酚偶联的微球同样用于探索其抗类风湿关节炎的分子

机制。Lee CJ等[17],将山奈酚与CNBr活化的Sepharose 4B微球

偶联,随后与MH7A细胞(类风湿关节炎滑膜细胞)裂解液进行孵

育,进行Pull-down实验。实验后通过Western blot检测被洗脱

下的蛋白。结果显示,山奈酚-微球能够成功地从细胞裂解液中

捕获并富集FGFR3蛋白,证明了山奈酚可直接结合成纤维细胞生

长因子受体3(FGFR3),并抑制其激酶活性,从而阻断bFGF-FGFR3

-RSK2信号轴,实现对滑膜细胞增殖和迁移的抑制。 

Xu G等[18],将纯化后的甘草查尔酮(Echinatin)偶联至微

球,将Echinatin-微球与脂多糖(LPS)预刺激的骨髓源性巨噬细

胞(BMDMs)裂解液共孵育12小时。同时设置对照组,包括空白微

球(Control-sepharose)和偶联微球+竞争性游离Echinatin。洗

涤后,通过免疫印迹检测被洗脱的蛋白。Echinatin-微球能够从

BMDMs裂解液中特异性地"钓取"HSP90蛋白,游离的Echinatin能

竞争性抑制HSP90被微球捕获,证实了Echinatin与HSP90之间存

在直接且可逆的结合,锁定HSP90为Echinatin的直接靶点,揭示
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了其通过靶向HSP90-ATPase来抑制NLRP3炎症小体激活的全新

抗炎分子机制。 

H R等[19],将木犀草素偶联微球,研究木犀草素如何保护人

视网膜色素上皮细胞(ARPE-19)免受蓝光诱导的光毒性。将木犀

草素-微球与ARPE-19细胞裂解液共孵育,孵育后通过质谱分析

鉴定被拉下的蛋白。木犀草素-微球成功捕获了Kelch样ECH关联

蛋白1(Keap1),Keap1是Nrf2的负调控蛋白。进一步的免疫印迹

验证了木犀草素与Keap1的直接结合,揭示了木犀草素通过直接

结合Keap1,激活Nrf2/Keap1信号通路,从而保护细胞免受蓝光

损伤的分子机制。 

Wang L等[20],将棉皮素偶联微球研究抑制胃癌细胞生长的

直接靶点蛋白。将棉皮素-微球与胃癌细胞(如AGS、MKN-45)裂

解液共孵育,通过免疫印迹检测被富集的蛋白。证实棉皮素能直

接结合并抑制AURKA和RSK2蛋白活性,引起G2/M期细胞周期阻滞

和内在凋亡通路的激活,进而发挥抑制胃癌细胞生长的作用。 

基于CNBr活化修饰的琼脂糖凝胶微球的亲和垂钓技术最突

出的优势在于操作简单,无需显著的有机合成基础。直接使用天

然活性化合物与商业化的活化凝胶偶联,避免了复杂的探针设

计和合成步骤,对于结构复杂、修饰困难的多酚类化合物尤为适

用。此外,仅需毫克级别的微量化合物即可完成偶联,适用于天

然产物研究中样品量有限的场景,为快速、简便地发现和验证天

然小分子的直接作用靶点开辟了一条有效路径。 

3.3免疫亲和分离纯化。多酚类化合物与蛋白质之间存在着

广泛的相互作用,这种相互作用主要基于氢键、疏水相互作用和

π-π堆积等非共价键。利用这一特性,将能够与多酚特异性结合

的蛋白质(如单克隆抗体)偶联到活化琼脂糖凝胶微球上,制备成

免疫亲和层析柱,用于从复杂样品中分离纯化多酚类化合物。 

Huihua Qu等[21,22],将单克隆抗体AA9与溴化氰活化的Sepha

rose 4B偶联,制备了免疫亲和层析柱。该免疫亲和层析柱能够

高效、特异性地从豆科植物中多种结构相似的大豆异黄酮中提

取大豆苷元、甘草素和染料木素,从而为从天然产物中的类似化

合物中提取目标成分提供了新方法。同时还制备并表征了一种

特异性识别柚皮苷的新型单克隆抗体。通过将抗柚皮苷单克隆

抗体与溴化氰活化的Sepharose 4B偶联,构建了免疫亲和层析

柱,并建立了快速免疫亲和色谱分析法。该方法取1克CNBr活化

修饰Sepharose 4B结合10 mg抗柚皮苷单克隆抗体,可以高效、特

异性地捕获约250 μg柚皮苷,且不与其结构相似的化合物发生

交叉反应。该免疫亲和层析柱可用于从金橘中分离柚皮苷。 

Yan Zhao等[23],制备了一种抗黄芩素单克隆抗体,抗体与

CNBr活化修饰的琼脂糖凝胶微球偶联后可高效特异性分离黄芩

苷,15 g抗体-CNBr活化修饰的琼脂糖凝胶微球对黄芩苷最大吸

附量为771 μg。 

3.4离子交换色谱辅助应用。离子交换修饰琼脂糖凝胶微球

后可通过静电作用从混合物中分离具有相应电荷组分的方法。相

比于传统离子交换树脂骨架表面具有较强的亲水性[24]。容易导

致生物大分子在分离过程中发生非特异性吸附,以琼脂糖基质

的离子交换介质能最大限度地减少对蛋白的非特异性吸附,有

效维持目标蛋白的生物活性。无论是阴离子交换基团(如DEAE、

Q),还是阳离子交换基团(如CM、SP),都能通过成熟的化学工艺

稳定地偶联到琼脂糖骨架上[25]。 

在多酚类天然产物的代谢研究中,NU等,离子交换修饰琼脂

糖微球常用于多酚代谢相关酶的分离纯化。例如α-L-鼠李糖酶

可水解芦丁、柚皮苷等黄酮苷类化合物释放苷元,是研究多酚代

谢途径的关键工具酶。通过DEAE琼脂糖凝胶离子交换层析,可从

微生物发酵液中分离纯化高活性的α-L-鼠李糖酶,为多酚类天

然产物的糖苷代谢机制研究提供酶学基础[26]。 

4 结语 

琼脂糖凝胶微球作为一种以天然多糖为骨架的亲和分离介

质,在多酚类化合物的分离纯化与活性机制研究中展现出了显

著的应用价值。环氧活化琼脂糖凝胶微球凭借其广谱的反应性,

可灵活偶联含氨基、巯基、羟基的多酚小分子,在姜黄素、白藜

芦醇、栀子苷、人参皂苷等多酚类化合物靶点垂钓中展现了良

好的适用性；CNBr活化琼脂糖凝胶微球则以操作简便、无需复

杂有机合成的优势,在杨梅素、山奈酚、甘草查尔酮、木犀草素、

棉皮素等结构复杂多酚的直接靶点验证中发挥了关键作用,同

时结合单克隆抗体技术,实现了大豆苷元、柚皮苷、黄芩苷等的

高特异性免疫亲和分离。离子交换色谱则作为重要补充,在多酚

代谢酶的分离中发挥辅助作用。 

未来,随着修饰工艺的不断完善和跨学科方法的持续引入,

琼脂糖凝胶微球有望在多酚类化合物的功能研究与产业化应用

中发挥更为关键的作用。 
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