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摘  要: 食品具有多种生物活性成分, 并且有些成分间具有协同或拮抗作用, 挖掘和发现有效活性成分是研

究其健康功能的关键。目标成分敲出/敲入技术通过对比目标成分敲出/敲入前后食品功能的变化, 从而可以高

效研究目标成分对食品功能的贡献。中药研究中常将两种及以上活性成分有机组合, 可以发挥更好的功能效

果, 因此目标成分敲出/敲入技术在中药研究中应用较多, 而在食品领域应用较少。随着化合物分离技术的不

断成熟, 已有食品中活性成分的研究应用了该项技术的思路, 但该技术在食品领域并未得到系统的应用。本文

概述了目标成分敲出/敲入技术发展、分析流程及在食品功能领域的应用进展, 以期为目标成分敲出/敲入技术

在食品功能研究领域的应用提供参考。 
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ABSTRACT: Foods have a variety of bioactive components, and some components have synergistic or antagonistic 

effects. Finding effectively active components is key to studying the healthy function of food. Target component 

knock-out/knock-in technology investigated the contribution of target components to the overall function of food by 

analyzing the changes in efficacy of the remaining formula before and after knock-out/knock-in of the target 

components. This technique can efficiently study the contribution of target components to food function. In 

traditional Chinese medicine research, two or more active components are often combined organically to play a better 

functional effect, so target component knock-out/knock-in technology is more widely used in the research of 

traditional Chinese medicine, but less in the food field. With the continuous maturation of compound separation 
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technology, the idea of this technology has been applied to the research of active components in food, but this 

technology has not been systematically applied in the field of food. This paper summarized the development, analysis 

process and application, in order to provide reference for the application of target component knock-out/knock-in 

technology in the field of food function. 

KEY WORDS: functional food; active component; component knock-out; component knock-in 
 
 

0  引  言 

目标成分敲出/敲入技术(敲出也有称为敲除, 为了与敲

入对应, 统一称为敲出)起源于中国传统医学中的复方拆方研

究。中医药剂多为复方药, 拆方就是去掉其中一种或几种药, 

通过撤药分析法或简单拆方法, 对比拆方与全方的治疗效果, 

可以找出方剂中的核心药剂。复方主要研究药剂的配伍, 各

种有作用的中药组成的一个新的有机整体, 各药相互联系、

相互协调, 达到增强药效、减轻毒副作用的目的。 

源于中医复方拆方的研究思路, 目标成分敲出/敲入

技术目前在中药研究中应用较多。肖小河研究员于 2009

年提出基于目标成分敲出/敲入的中药药效物质辨识与质

量控制模式[1]。该技术始终把中药作为整体研究, 注重各

组分之间的关联作用, 为中药药效物质提供了系统的研究

方法[2]。目前, 此技术在姜黄[3‒4]、白芷[5]、地黄[6]等众多

中药活性成分探究上取得了良好进展, 但是其在食品领域

的应用较少。中药复方通常已知所有配伍成分, 其组成成

分明确, 利用拆方可进一步研究各物质间的协同或拮抗作

用。而食品中存在更复杂的化学机制, 可能存在未知的功

能成分, 在活性探究上不如中药简便, 但利用目标成分敲

出/敲入技术来研究功能食品是具有重要意义的。 

食品包含多种营养物质和活性成分, 其健康功能作用和

功能因子是食品学者关注的问题。研究者一方面想筛选出最

有效的活性成分, 另一方面想阐明各种成分之间相互关系。

国际食品科学院院士、美国康奈尔大学教授刘瑞海[7], 在

《Nature》杂志上发表了对苹果中的抗氧化活性成分的系统

研究, 认为水果中植物性化学物质的综合作用是它们强大的

抗氧化功能和抗癌活性的关键。这篇文章的研究方法没有写

作“目标成分敲出/敲入技术”, 但是其研究思路与之相似。 

综合以上内容 , 将目标成分敲出 /敲入技术定义为 : 

成分敲出, 指从食品中分离得到目标成分, 并探究目标成

分的主要功能活性。成分敲入, 指将经纯化分离的目标成

分以不同比例加入基本不含目标成分的阴性样品中, 制成

多份仅目标成分含量存在差异的供试样品。将敲出/敲入前

后样品的生物活性进行对比, 能够全面准确地分析多成分

协同或拮抗作用。 

本文概述了目标成分敲出/敲入技术发展、分析流程

及在食品功能领域的应用进展, 以期为目标成分敲出/敲

入技术在食品功能研究领域的应用提供参考。图 1 展示了

目标成分敲出/敲入技术路线图以及未来的发展趋势。 

 

 
 

图 1  目标成分敲出/敲入技术路线图 

Fig.1  Common target component knock out methods 
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1  成分敲出技术分析流程 

1.1  样品制备(敲出方法) 

目标成分敲出技术包含溶剂萃取法、免疫亲和色谱

法、高效液相色谱法等多种方法, 但在抗原抗体结合与

色谱敲出两类方法中运用较多, 故本文主要报道抗体敲

出法及色谱敲出法在该技术中的应用 [8‒9]。抗体敲出法

通过制备小分子单克隆抗体, 结合免疫亲和色谱将目标

成分敲出, 具有非常好的特异性筛选功能。而色谱敲出

法的应用则更加广泛。由于复杂组分中各成分的理化性

质存在差异, 其在流动相与固定相中的分布不同。色谱

敲出法运用流动相对固定相进行梯度洗脱, 从而将某单

一成分或者某化学组分分离出来, 具有分析速度快、灵

敏度好、分离效率高等特点, 且与其他仪器配合效果较

好[10]。薄层色谱法、高速逆流色谱法、超临界流体色谱

法等都是色谱敲出法的具体应用, 在实验中都取得了较

好的分离效果。 

1.1.1  免疫亲和色谱法 

免疫亲和色谱法将抗体或抗原试剂结合在固相介质

上 [11], 利用抗原抗体特异性结合的原理 , 使其他无关成

分因不被吸附而流出色谱柱, 从而实现目标成分的高效敲

出[12]。曾文浩等[13]制备免疫亲和色谱特异性敲出甘草酸, 

最大载样量达到 1.32611 mg, 32 d 内甘草酸敲除率的相对

标准偏差(relative standard deviation, RSD)为 1.37%, 说明

该方法具有高稳定性和高敲出率。赵妍[14]制备的芍药苷免

疫色谱柱容量可达 1.47 μg/mL, 成功制备了敲除芍药苷的

芍药甘草汤样品。免疫亲和色谱法具有极强的特异性, 灵

敏度好、分离效率高[15], 是目标成分敲出研究常用的方法。 

1.1.2  薄层色谱法 

薄层色谱法是将供试品和对照品溶液点在同一薄层

板的一端, 用展开剂展开, 各组分由于吸附或分配作用的

不同逐渐分离, 根据比移值的不同从而选择分离目标成分

的方法[16‒17]。何静[18]利用薄层色谱法从姜黄中初步敲出目

标成分 , 制备不同姜黄素类成分及其对应阴性样品。

KONG 等[19]利用此方法敲出牛黄胆酸钠, 熊去氧胆酸等主

要成分, 且分离效率高, 具有快速便捷的特点。薄层色谱

法与生物化学等检测方法结合, 有助于检测混合物中对于

整体效用有较大贡献的成分[20], 对于识别、分离、鉴定关

键成分具有重要作用。 

1.1.3  高速逆流色谱法 

高速逆流色谱法不同于传统的固 -液分配 , 是一种

连续高效的液-液分配色谱分离技术 [21], 利用样品在固

定相和流动相中分配系数不同而进行目标成分分离[22]。

JIN 等[23]将高速逆流色谱法和制备型高效液相色谱相结合, 

进行淫羊藿生物活性组分的提取和敲除研究, 成功制备了

由淫羊藿 A、淫羊藿 B、淫羊藿 C 和淫羊藿苷组成的活性

组分, 并通过细胞增殖和分化实验表明敲出成分与其阴性

样品在抗骨质疏松剂的作用机制上可能存在协同作用。殷

梦舟等[24]运用高速逆流色谱法从茯苓皮中敲出成分茯苓

酸 A 和茯苓酸 B, 纯度分别可达 92%和 90%。由于其低溶

剂消耗量、高回收率和高溶质装载能力等优点, 高速逆流

色谱自发明以来, 已被广泛用于从药食同源物质、功能性

食品中分离多种活性成分。 

1.1.4  超临界流体色谱法 

超临界流体是温度和压力高于其气、液两相平衡状态

的流体。超临界流体色谱法以超临界流体为流动相, 适用于

分析沸点高、挥发性低的样品, 并且比高效液相色谱有更快

的分析速度和条件。鉴于 CO2 无毒无害, 纯度高, 且易于获

得等特点, 食品领域绝大多数超临界流体色谱法采用 CO2

作为流动相[25]。于琳琳[26]采用超临界 CO2 作为流动相, 在

优化的条件下分别对白芷、木香等有效成分进行高效敲出: 

在 50 mg 白芷的粗提物中, 最终纯化得到欧前胡素、氧化前

胡素、异欧前胡素 3 种香豆素类化合物的质量分别为 7.5、

10.2、5.8 mg, 以及在 80 mg 木香粗提物中最终纯化得到木

香烃内酯、去氢木香内酯 2 种倍半萜内酯, 质量分别为 34.7、

25.3 mg。由此可见超临界流体色谱法对于多种化学成分均

有较高的得率, 有利于进一步活性成分分析。 

1.1.5  总  结 

对于常见的目标成分敲出方法, 表 1 总结了各方法的

优缺点供读者参考。值得注意的是, 选择合适的敲出方法

首先需要保证敲出成分的高效, 能够将目标成分基本无保

留从原样品中敲出, 防止对阴性样品活性的影响, 以便对

照实验的准确性与显著性分析, 这种影响不可避免, 但研

究者可尽力降低目标成分残留带来的影响。 

同时经过色谱分离后, 不仅引入了其他成分, 还可能

对食品中原有的非目标组分造成影响。对于食品这类复杂

体系, 选择高效并且适宜的敲出方法, 是做好研究的第一

步。方法并不局限于表 1 所论述的部分内容, 研究者可根

据样品特性灵活变通。 

1.2  活性成分检测 

色谱技术可与质谱仪[32‒33]、蒸发光检测散射器[34]、

红外光谱仪[35]、紫外光谱仪[36]等其他检测器联用, 解析根

据色谱图筛选出来的化合物信息。 

液相色谱-质谱联用技术与生物分析技术结合, 在食

品活性成分分离与鉴定方面取得了许多重要成果[37]。质谱

仪是按分子及其碎片之间质量差异进行分离的一类仪器, 

能够为物质鉴定提供完整的结构信息。LI 等[38]通过高分辨

质谱鉴定赤芝酸 N、灵芝烯酸 B、灵芝酸 A 等灵芝主要活

性成分, 并且鉴定出对于 RA W264.7 细胞具有抑制作用的

赤芝酸 A 和灵芝酸 J。LI 等[39]运用超高效液相色谱-串联

质谱法鉴定出苹果花中的根皮苷、紫云英苷、金丝桃苷等

物质,  其中金丝桃苷和山奈酚是首次在苹果花中发现。 
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表 1  常见的目标成分敲出方法 
Table 1  Common target component knock out methods 

方法 原理 优点 缺点 参考文献

免疫亲和色谱法 抗原抗体特异性结合 特异性强, 灵敏度好 价格昂贵, 对配基纯度要求高不易制备 [27] 

薄层色谱法 固-液吸附性色谱 操作简单, 分离速度快 无法制备大量样品, 敲出率不够理想 [28] 

高速逆流色谱法 液-液分配色谱 溶剂消耗率低, 回收率高 消耗溶剂多, 灵敏度差 [29] 

超临界流体色谱法 
超临界流体-固体吸附 

性色谱 

能够有效分离大分子物质,

热不稳定性化合物 
难以提取分离极性强和大分子物质 [30] 

离子交换色谱 阴阳离子交换反应 
耐酸碱、应用范围广、 

需样量小 
机械强度差, 易受有机物污染 [31] 

 
黄慧等[40]运用该技术, 对于青黛中靛玉红、色胺酮等有效

成分是否完全敲出进行精准的鉴定。可见液相色谱-质谱联

用技术更加灵敏、精细, 不仅可以鉴定主要活性成分的物

质结构, 还有利于新物质的发现与研究。 

蒸发光散射检测是一种通用的检测方法, 能够检测

任何挥发性比流动相低的样品, 且检测响应值不依赖于样

品的光学性质, 不受官能团的影响。功能食品是由多个复

杂化合物成分共同发挥作用的复杂物质, 有些成分不存在

紫外吸收或吸收较弱, 运用蒸发光散射检测器则可以弥补

传统高效液相色谱检测方法的不足[41‒42]。 

1.3  成分功能性评价 

已经敲出的目标成分及其阴性样品需要建立合适的

评价模型, 通过生物活性检测才能确定其功效。生物活性

检测方法主要有建立动物病理模型与细胞损伤模型。郭慧

玲等[43]通过小鼠离体子宫平滑肌收缩实验, 验证了 3 个敲

出目标成分 sugeonol、α-香附酮、香附烯酮对离体子宫平

滑肌的收缩都有显著抑制作用。动物模型制备成本较高, 

个体之间的差异大[44], 所以成本较低, 更加高效便捷的细

胞损伤模型则可以弥补一定的不足。庞晨等[45]用微量液基

法测定各样品对白色念珠菌抑制作用, 发现由丹参二萜醌

类和萘啶酸类化合物为主要成分的组分 C 抑菌效用显著强

于藜蒿叶总水提物, 并且其对应的阴性样品对白色念珠菌

的抑制作用较差, 可以推测组分 C 含有主要功能成分, 对

其成分进一步研究即得到主要抑菌成分丹参酮Ⅰ等物质。细

胞损伤模型具有简便、直观等特点, 动物模型可用于研究

更复杂的成分功能机制, 研究者可自行选择适宜的成分功

能性评价模型。 

1.4  数据分析与处理 

目标成分敲出/敲入技术常用多元统计方法进行数据

处理。包括主成分分析法 (principal component analysis, 

PCA)、层次聚类分析法(hierarchical cluster analysis, HCA)、

偏最小二乘法(partial least square, PLS)等。PCA 用于数据

降维, 可以把多个复杂变量简化为少数几个具有相同特征

的综合指标。HCA 在不同层次对样本进行划分, 从而形成

树状的聚类结构[46]。LIU 等[47]首先运用 HCA 对海棠果化

学指纹图谱的共有峰进行标准化处理, 将具有相近化学成

分的样品归为一类, 共分为 3 类成分存在显著差异的类

别。经过 PCA 的验证, 3 类主成分可代表果实共有成分的

大部分信息, 两种分类结果基本一致, 为后续关键成分分

析奠定基础。PLS 是 PCA 法的进一步拓展, 能够增强变量

之间的相关性, 分析主成分对于应变量的贡献率。LI 等[39]

运用 PLS, 以苹果花相关色谱峰面积为自变量, 酪氨酸酶

活性激活率为应变量 , 建立偏最小二乘回归方程 , 鉴定

出对于自由基清除作用有正相关与负相关的化合物, 验

证了槲皮素对酪氨酸酶激活作用与谱-效关系一致等结

论。多元统计方法的运用可以将多个成分和功能作用联

合分析, 发掘食品复杂成分间的内在联系, 筛选关键活性

成分。 

1.5  关键成分辨析 

活性评价结果可根据以下几种情况进行判定[48]:  

(1)如果某一目标成分能够较好还原样品整体的活性, 

而其阴性样品基本无活性, 那么该目标成分为食品的主要

活性成分之一。 

(2)如果某一目标成分基本无活性, 而其阴性样品能

够较好还原样品整体活性, 说明该目标成分与样品活性之

间没有直接联系, 该目标成分不是食品的主要活性成分。 

(3)如果某一目标成分与其阴性样品都具有一定的活

性, 而两者单独作用的效用之和大于或小于整体活性, 那

么可以判断出两者之间存在协同或者拮抗作用。 

2  成分敲入技术 

在敲出与辨识食品主要活性成分的基础上, 有学者

提出目标成分敲出/敲入策略的结合可以更加准确快速地

识别有效成分[19]。目标成分敲出技术将单个成分或成分组

敲出并鉴定后, 运用活性检测的方法辅助以数学模型, 来

确定主要活性成分以及可能的协同或拮抗物质。在此基础

上, 成分敲入技术将已敲出的活性成分按浓度梯度递增敲

入其阴性样品, 利用生物活性评价模型测定添加不同含量

有效成分的组分活性, 绘制量-效曲线, 建立量-效关系, 以

此来确定有效成分的最佳添加量, 以期发挥其最佳效用。 
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胡律江等[49]将不同浓度梯度 α-香附酮、香附烯酮和

sugeonol 敲入其对应的阴性样品, 确定其敲入下限 2.48%、

1.97%、0.028%, 并且发现将 3 种主要活性成分组合敲入时, 

需要达到原样品的 1.00 倍时才能发挥相同的功效, 揭示了

3 种成分之间的相互作用关系有待进一步考量。李钰馨[50]

在确定苍术苷和羧基苍术苷为苍耳子的主要毒性成分的基

础上通过四甲基偶氮唑蓝 (methyl thiazolyl tetrazolium, 

MTT)、台盼蓝和乳酸脱氢酶(lactic dehydrogenase, LDH) 3

种细胞毒性实验, 确定目标成分敲入含量上限为 0.35%。

李俊贤[51]在成分敲出实验中确定小檗碱与黄连碱之间存

在协同作用, 且为主要活性物质, 接而在成分敲入实验中

采用高效液相色谱和化学动力学评价初步确定小檗碱与黄

连碱敲入上下限分别为: 8.08%~31.92%、4.05%~14.45%, 

为黄连的质量与安全控制提供依据。LI 等[22]将牛黄主要活

性成分按照最优含量点配比组合得到的样品, 其抗真菌效

用比人工牛黄母液提高了 92.21%, 证明了构建活性组分的

可行性。 

目标成分敲入技术既可以避免因有效成分不足而达

不到应有量效, 也可以避免因添加过量活性成分而导致相

反的有毒或抑制等副作用, 为食品的功能研究提供强有力

的依据。 

3  目标成分敲出/敲入技术的发展及在食品功

能领域的应用 

除了经典的目标成分敲出/敲入技术以外, 近年来发

展出了更加高效、快速的技术。经典目标成分敲出/敲入技

术需要通过多个色谱等方法将生物活性化合物逐个分离制

备, 并分别评估其活性。这种方法耗时长、化合物需求量

大, 同时化合物在分离过程中易发生氧化、降解、聚合等

反应而出现活性物质损失、假阴性等现象。一种基于抗氧

化成分在线筛选的高效液相色谱串联自由基清除活性检测

的方法逐渐建立起来, 其原理是将具有高分离效能的高效

液相色谱技术与清除自由基能力的测定方法联用, 提取物

在经高效液相色谱有效分离后立刻逐一与 1,1-二苯基-2-

三硝基苯肼(1,1-diphenyl-2-picryhydrazyl, DPPH)或 2,2’-

联氮双 -(3-乙基苯并噻唑林-6-磺酸 )二胺盐 [2,2’-azinobis 

(3-ethylbenzothi azoline-6-sulfonic acid)ammonium salt, 
ABTS]自由基反应, 利用新生成的负峰的峰面积作为评价

不同成分抗氧化活性的标准。这种方法简单、快速、试剂

消耗量少、节省样品, 但是无法评价不同成分之间存在的

协同或拮抗作用 , 更无法确定特定组分对总体活性的贡

献。为了克服上述方法的不足, LIU 等[52]制定了在线淘汰

赛策略, 充分考虑了不同组成部分对整体效果的贡献提取, 

并成功识别强心药丸中 18种活性化合物的组合。CHEN 等[53]

建立了基于微电子阻抗实时细胞分析的在线敲出技术, 筛

选出了龙眼多酚关键抗氧化成分。JIA 等[10]通过在线敲出

方法成功从荔枝浆中筛选酚类保肝成分。这些应用实例表

明, 在线敲除方法是一种高效筛选活性成分新方法。 

目标成分敲出/敲入技术近几年已经在功能食品研究

领域开始应用。该项技术主要用于挖掘、筛选主要活性成

分, 探究食品主要活性成分及不同成分之间的协同或拮抗

作用。敲入技术将目标成分按浓度梯度敲入其阴性样品, 

并通过生物活性评价模型确定敲入上下限, 有助于优化食

品成分比例、使其发挥更大活性。有学者利用成分敲出/

敲入理念, 在剔除非必需成分的条件下, 将各理化性质相

似的主要活性成分按照已确定的最优比例构建新活性组

分。这里的组分已经通过系统化的筛选方法, 可以较完整

地表达原样品活性, 甚至表达更优的功能[54]。 

另外, 研究者在运用目标成分敲出/敲入技术时还需

注意以下问题: (1)将目标成分敲出时, 需选择合理的高效

的敲出手段, 常用的敲出技术并不能完美适用与所有样品, 

比如薄层色谱法无法制备大量样品, 对于含量本身很低的

成分敲出率不够理想。(2)有效成分的分离及其鉴定, 通常

需要多次循环。对于成分复杂的多组分样品, 比如对龙眼

核多酚的有效成分的研究, 需要进行多次分离及物质鉴

定。(3)在剔除非主要活性的成分时具有一定的盲目性, 因

为生物活性评价模型通常只能对某一个或某类功能进行筛

选, 如果盲目且随意的将某一成分敲出, 有可能会错失其

重要价值。 

4  结束语 

目标成分敲出/敲入技术源于中医拆方复方研究, 其

在中药方面的应用已经展现出其独特的优越性。目前, 目

标成分敲出/敲入技术在食品领域应用较少, 一方面, 是因

为对食品整体功能和部分成分功能的关系关注不够, 另一

方面, 目标成分的提取和分离较为困难, 限制了目标成分

敲出/敲入技术的广泛应用。 

对于食品这一复杂的功能体系, 研究其单一成分的

功能是明确可行的。以灵芝为例, 灵芝是生活中常见的功

能食品, 从中提取的多糖经研究证明具有免疫调节、抗肿

瘤、降血压等多种功能[55]。活性肽广泛存在于植物源生

物中, 根据其功能可以分为抗氧化肽、降血压肽等类别, 

是近年来功能食品领域的研究热点[56]。灵芝中同样含有

丰富的功能活性肽[57]。作为灵芝抗氧化的两种主要成分, 

若敲出 , 两者在抗氧化功能方面是否具有协同作用 , 同

时应用是否可以进一步提升单一成分的功能作用, 以及

这两种成分对于灵芝整体抗氧化活性的贡献率有多高 , 

可以通过敲出部分与阴性样品的对照实验来验证。但需

要选择合适的敲出方法, 保证对于目标成分没有破坏并

且高效提取, 还需注意不能引入对阴性样品功能影响较

大的杂质。 
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随着化合物的分离技术的飞速发展, 必将促进目标

成分敲出/敲入技术在食品科学领域的应用。在线敲出技术

已经展现了其高效、快速的优势, 有望在功能食品研究甚

至更广阔的领域中发挥重要作用。 
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