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　 　 ［摘要］ 　随着科学的发展和时代的进步 ，药物化学的研究不仅仅局限于先导化合物的发现及其构效关系的研究 ，一些小

分子药物靶点的确认正逐渐成为阻碍药物化学发展的瓶颈问题 。因此 ，活性小分子化合物靶点的鉴定与确认也成为研究过

程中最为关键和艰巨的任务 ，通常会起到决定性作用 。本文简要总结活性小分子化合物靶点验证的现行方法 ，阐述通过合成

探针进行靶标鉴别的手段 ，介绍探针的设计与合成思想 ，并列举应用这些方法成功找到靶点的实例 。
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Advances of validation of bioactive small molecule targets
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［Abstract］ 　 With the development of science and the progress of age ，medicinal chemistry is not only limited to the lead
discovery and the structure唱activity relationship studies ，but also finding the target of bioactive small molecule drugs has be唱
come a tough issue to be solved ．The identification and validation of bioactive small molecule targets has become the most criti 唱
cal and difficult task ，which plays a decisive role in academic and pharmaceutical research ．Herein we summarize the current
methods for target identification of small molecules ，and mainly discuss about the target identification method by the chemical
probes ．Recent cases of successful application were also introduced to demonstrate the strategy of probe synthesis and design ．
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　 　活性小分子化合物是指可以通过调节蛋白的生

物功能引起细胞或生物体表型改变的一类化合物 。

许多上市药物都是通过对其结构修饰得到的 ，因此 ，

活性小分子化合物向来都是药物化学的研究热点 。

随着药物发现与中药现代化进程不断加快 ，高通量

筛选和平行合成技术不断进步 ，大量的活性小分子

化合物不断涌现 ，但是它们的作用靶点尚未明确 ，作

用机制迟迟得不到阐明 ，导致了后续研究的盲目性 ，

已经成为新药研发的主要瓶颈 。更有甚者 ，药物的

作用机制是在其应用于临床后才逐渐被揭开 。因

此 ，生物活性小分子靶标的确认在药物化学以及化

学生物学中 ，已经逐渐成为最重要也是最艰巨的

任务 。

　 　小分子药物靶标的鉴定方法有很多种 ，总体上

可分为两大类 ：第一类是通过小分子与蛋白之间的

直接相互作用鉴别 ，如亲和层析 ；第二类是通过间接

的方法找寻靶蛋白 ，如通过检测活性化合物所引起

的生物现象改变 、DNA 的转录翻译 、蛋白质组的表

达变化等 ，结合已有实例 ，综合分析 、推断靶蛋白 。

本文总结了几种靶标的鉴别方法 ，它们是互为补充

的 ，将其联合应用或许可以让我们更直观地观测到

小分子与蛋白的相互作用 。

　 　本文综述的方法主要是通过化合物与其靶标之

间的直接作用来进行目标蛋白的鉴别 ，这种直接作

用又分为 ２种类型 ，即共价结合与非共价结合 ，对于

不同类型的结合所选用的鉴别策略也有所不同 。由

活性小分子化合物合成生物素化探针是比较常用的

策略 。合成的探针与亲和介质 、细胞裂解物 ，或者活

细胞等相互作用 ，并通过分离鉴别获得该化合物的

靶点 。其中 ，亲和矩阵作为靶分子共价结合的载体 ，

已被广泛应用于各种结合实验 ；放射性标记／成像探

针分子可用于靶标鉴别实验 ，通常用于共价结合的

相互作用 ；光亲和探针可用于鉴别化合物与靶标的

非共价结合 。本文将探讨这些方法的优缺点 ，并针

对每种方法列举代表性的实例 。

７９

药学实践杂志 　 ２０１６ 年 ３ 月 ２５日第 ３４ 卷第 ２ 期

Journal of Pharmaceutical Practice ，Vol ．３４ ，No ．２ ，March ２５ ，２０１６



1 　直接寻找靶点的方法

1 ．1 　亲和层析技术 　在众多方法中 ，亲和层析技术

（pulldown）的应用最为广泛 。其原理为 ：将某些具

有特殊结构的亲和分子制成固相吸附剂 ，作为与目

标蛋白亲和的载体 ，将其与目标蛋白溶液进行共孵

育 ，再对蛋白进行洗脱 ，那些没有与载体结合的蛋白

被洗脱掉 ，与小分子化合物产生相互作用的蛋白被

保留下来 ，然后 ，结合物通过十二烷基硫酸钠唱聚丙

烯酰胺凝胶（SDS唱PAGE）电泳进行分析 ，通过溴酚

蓝对目标蛋白染色 ，将被染色的目标蛋白分离 ，并通

过质谱的方法进行鉴定［１］
（图 １） 。

图 1 　亲和层析示意图

1 ．2 　化学探针技术 　化学探针作为一种探测工具 ，

是指既可与特定的靶蛋白发生相互作用产生特异性

结合 ，又可以被特殊方法检测的一类小分子物质 。

就其结构而言 ，包括 ３个部分（图 ２） ：与目标蛋白进

行特异性结合的反应基团 、调节反应的连接基团和

一个便于鉴别靶标蛋白的标签（标记基团） 。目标化

合物构成探针的反应基团 ，在探针合成之前 ，首先要

进行目标化合物构效关系的研究 ，确定化合物结构

的必需基团和非必需基团 。目标化合物通过非必需

基团与连接基团相连 ，然后再与标记基团相接 ，如生

物素（biotin） ，这样一来 ，整个探针的结构就完整了 。

之后将探针与细胞裂解液等共孵育 ，进行一系列的

后续操作（同亲和层析） 。此外 ，药物一般还会与药

物靶点以外的其他蛋白产生非特异性结合 ，所以要

考虑进行阴性对照实验 ，对照实验中所用的化合物

必须跟活性化合物结构相似 ，且要有相同的标签标

记 ，关键还要有较低的生物活性 。

　 　在探针结构中 ，连接子起到重要作用 ，它必须具

有以下两方面功能 ：①能够使功能基团固定化 ，并可

图 2 　探针结构

以使其与靶蛋白进行特异性结合 ；② 必须有足够的

空间位置维持其立体结构 ，从而保持分子活性 ，提高

标记效率 。据报道 ，烷基［２］
、氨基酸多肽链［３唱５］

、乙二

醇二缩水甘油醚（EGDE）［６］和酒石酸［７］等（图 ３）几

种连接子应用较为广泛 。连接基团一般是较长的链

状结构 ，烷烃类作为疏水性的连接子 ，有利于其透过

细胞膜 ，但同时会引起非特异性蛋白结合到探针上 ，

这将增加靶标蛋白分离的复杂性 。用酒石酸作为连

接子 ，可解决这一问题 ，大大降低了非特异性结合的

比例［８ ，９］
。

图 3 　几种常用的连接子

　 　反应基团是小分子化合物自身的特定部分 ，其

主要作用是在探针分子进入靶蛋白活性部位后 ，通

过特异性的结合使探针分子与靶蛋白活性部位进行

共价结合 ，为下一步靶蛋白的分离纯化与鉴别打下

基础 。

　 　实验过程中 ，人们为了能够快速鉴别或分离纯

化靶蛋白而引入的一种化学结构被称为报告基团

（标签基团 Tag ） 。 较为常用的报告基团有荧光基
团 、亲和基团等 。亲和基团（如生物素）与荧光基团

的联合使用被广泛应用于靶标蛋白的分离纯化及检

测 ，生物素标签有助于靶蛋白的富集 ，而荧光团可以

促进凝胶上靶蛋白的检测 ，两者结合大大提高了靶

标鉴别的效率 。上述多功能探针被广泛用于靶标鉴

别实验 ，特别是用于基于活性的蛋白质谱研究

（ABPP）［１０ ，１１］
。

1 ．2 ．1 　生物素化探针技术 　 这是一种靶标鉴定实

验中应用较为广泛的方法 。生物素又称维生素 B７ ，

可以与抗生物素蛋白以及链霉抗生物素蛋白相结
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合 ，其结合能力非常强 ，解离常数可以达到 １０
唱１５ M 。

因此 ，当含有抗生物素蛋白的树脂与生物素化探针

共孵育时 ，将会产生一种非常稳定的非共价亲和力 ，

从而可将其分离开来 。

　 　生物素化探针的一大优点是该探针可以透过细

胞膜 ，与靶标蛋白在活细胞或者器官的原生环境中

发生相互作用 。具体操作方法如下 ：生物素化探针

首先与活细胞共孵育一段时间 ，然后裂解细胞 ，加入

链霉抗生物素蛋白树脂与其发生相互作用 ，离心去

除上清液 ，剩下的就是探针树脂靶蛋白的结合物 。

Myers等［１２］报道使用生物素化探针与细胞裂解液

相互作用最终发现 ，天然产物药物 （ ＋ ）唱avrainvil唱
lamide的靶标是一种在癌症患者体内过度表达的
蛋白 ———核仁磷酸癌蛋白 。 Tosso 等［１３］合成了生

物素酰化的探针（图 ４） ，并进一步探究了其与靶标

的相互作用 ，证明其靶标为尤文式肉瘤家族肿瘤细

胞中的一种融合蛋白 ——— EWS唱FLI１ 。该方法的缺
点是生物素化的靶分子水溶性显著降低 。

图 4 　生物素酰化探针

　 　青蒿素 ，作为从中国传统中药青蒿中分离提取

得到的天然产物 ，研究表明其具有良好的抗疟疾作

用 。但是其作用靶点一直没有得到详细的阐述 ，

Wang等［１４］利用生物素酰化探针的方法 ，合成了带

有炔烃标记的青蒿素衍生物 ，然后通过 Click 反应
引入生物素 ，经鉴别得到了 １２４条与青蒿素共价结

合的靶标蛋白 ，之后又通过 Click 反应引入荧光基
团进行染色 ，最终确定血红素是使青蒿素活化的关

键 ，从而揭示了其对寄生虫产生杀伤作用的机制 。

1 ．2 ．2 　放射性标记或荧光标记探针 　某些文献报

道在“没有标记基团”的情况下 ，测定并得到了某一

天然产物靶蛋白 ，其实是运用蛋白质组学的分析方

法在探针的一端引入叠氮基 ，再通过亚铜离子催化

的环加成反应成功引入放射性标记基团 ，从而避免

一些不良反应的发生 。雷公藤甲素是从中草药雷公

藤中分离得到的一种环氧二萜内酯化合物 ，有着良

好的抗炎及免疫抑制作用 。但是其作用靶点迟迟未

得到阐明 。 Leuenroth等［１５］应用该方法合成了雷公

藤甲素的小分子探针 ，与 HeLa细胞相互作用 ，然后

将细胞裂解 ，提取得到靶标蛋白并进行 SDS唱

PAGE ，最终鉴定其靶蛋白为钙离子通道蛋白 PC２ 。
Bao等［１６］利用该方法合成了赖氨酸丙二酰化的探

针（图 ５） ，并且在探针中引入炔基基团 ，与细胞相互

作用之后又通过 Click 反应引入 Tag ，最后通过电

泳分离得到蛋白 ，经液相色谱唱质谱联用（LC唱MS）鉴
别发现其靶蛋白是一种新的 、未见报道的丙二酰化

蛋白 。

图 5 　探针相互作用原理

1 ．2 ．3 　光亲和探针 　 理想的亲和探针应当在普通

的光谱技术下就能进行鉴别 ，而且可以在活细胞内

与靶标蛋白进行相互作用 。放射性标记探针与这种

设想最为接近 ，但是此方法并不适用于非共价结合

或者结合力较弱的结合 。为了解决这一问题 ，科学

家在化合物中引入了光敏基团 。在没有紫外线的情

况下 ，光敏基团十分稳定 ，未激活的探针可与靶标蛋

白特异性结合 ，而在特定的波长照射下 ，会产生活性

反应组分与氨基酸残基发生反应 ，从而形成共价结

合 。靶标鉴别中最常见的 ３种光敏基团分别为 ：芳

基叠氮化合物 、苯甲酮以及双吖吡啶（图 ６） 。

图 6 　光敏基团结构

Tomohiro 等［１７］利用引入光致联基团的方法引

入了 ４唱［３唱（三氟甲基）唱３ H唱双吖丙啶唱３唱基］香豆素 ，

在３６５ nm波长紫外线照射下即可发生反应并进行
探针标记 ，最终合成了探针 GA photoprobe ３a（图
７） ，实验表明探针靶点为 heat shock protein ９０

（Hsp９０） 。 Jessen等［１８］报道了一系列 ３ ，５唱二芳基唱

１ ，２ ，４唱�二唑类化合物可以诱导细胞凋亡 ，并选择

性抑制体内肿瘤生长 。 笔者用叠氮基取代 ４ 位的
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氯 ，３位和 ５位用氚取代 ，然后与人乳腺癌细胞的裂

解物共孵育 ，并用短波紫外线照射 ，经过质谱鉴定 ，

其靶蛋白为类胰岛素生长因子 II受体结合蛋白 。

图 7 　探针 GA photoprobe 3a的结构

1 ．3 　药物唱靶蛋白复合物稳定性检测技术 　该技术

作为探究药物唱靶蛋白相互作用的一种方法 ，具有广

泛的适用性 。其原理（图 ８）为药物与靶蛋白发生相

互作用形成复合物 ，该复合物与游离的靶蛋白相比 ，

不易因蛋白水解酶的水解作用而分解［１９］
。小分子

化合物与靶蛋白的结合会导致蛋白局部或者整体的

稳定性有所提高［２０］
，原因可能与化合物遮挡住了蛋

白水解酶的作用位点有关 。例如 ，FKBP１２唱雷帕霉
素与 FK５０６的复合物可以不受枯草杆菌蛋白酶的
破坏 。然而 ，该方法的缺点是容易受到外界因素的

干扰 ，比如药物靶相互作用的亲和力大小 、待检测蛋

白的丰度以及蛋白对蛋白水解酶作用的敏感性等

等 ，这些都会对实验结果产生影响 。

1 ．4 　通过色谱洗脱进行目标识别 　 通过色谱洗脱

进行目标鉴别（TICC）是基于配体靶标复合物在温
和条件下进行 LC唱MS 得到的馏分 ，检测化合物与

靶标的相互作用的方法［２１］
。配体与靶标结合后 ，使

得该化合物在色谱分析中的保留时间产生改变 ，随

后再通过 HPLC唱MS／MS进行结合蛋白的鉴定 。该

方法的一大优点是适用于检测与药物亲和力较低

（微摩尔级别）的靶蛋白的结合 。

1 ．5 　生物芯片技术 　 将大量生物大分子比如基因

片段 、DNA 片段或多肽 、蛋白质 、糖分子 ，甚至组织

切片 、细胞等生物样品 ，高密度地 、有序地固定在介

质上 ，称之为生物芯片 。生物芯片技术是指生物芯

片与已标记的待测生物样品中的靶分子杂交 ，通过

特定的仪器对杂交信号强度进行快速 、高效的检测 ，

从而分析样品中是否含有靶分子 。由于常用硅片作

为介质 ，且在制备过程中模拟计算机芯片的制备技

术 ，所以称之为生物芯片技术 。

1 ．5 ．1 　蛋白质芯片 　 蛋白芯片是一种可以直接用

来检测靶蛋白与小分子药物相互作用的芯片 。它需

要克隆表达大量的 cDNA 文库蛋白 ，然后固定在玻

图 8 　药物唱靶蛋白复合物稳定性

检测技术原理

片上 ，从而形成蛋白芯片 。芯片与含有标记基团的

小分子化合物经过共孵育培养 、洗脱 、显色等步骤 ，

与小分子药物发生相互作用的蛋白就可以被观察

到［２２］
。但是该方法的缺陷是由于蛋白被固定 ，有些

化合物因为空间位阻的关系不能与蛋白很好的结

合 ，可能对实验结果造成影响 。

1 ．5 ．2 　细胞转染芯片技术 　 细胞芯片是将一系列

的 cDNA 文库表达载体固定在玻片上 ，并用转染试

剂进行覆盖 。实验过程中 ，将含有细胞的培养液平

铺在玻片上 ，表达载体转染进入细胞后可以表达多

种蛋白质 ，与含有标记基团的小分子化合物共同孵

育培养 ，经过洗脱就可以得到靶蛋白 。该方法成功

鉴定得到 SCH２３３９０ 的靶点为多巴胺受体［２３］
。 与

蛋白芯片相比 ，该方法使用的 DNA 比蛋白质要稳
定得多 ，但是 DNA 的转染效率以及蛋白表达效率
都会对实验结果造成较大影响 。

1 ．6 　计算机模拟技术 　 计算机模拟技术提供了一

种可以替代实验的方法来进行靶标鉴别 。 Keiser
等［２４］利用基于统计的相似性集成方法（SEA ）预测

了 ８７８个 FDA 批准的药物的新靶点 。 SEA 通过与
靶点的已知配体的二维结构相似性进行比较 ，对每

种结合用 SEA 计算出一个 ΔE值 ，对 ΔE 值较高的
化合物做进一步研究 。通过该方法证实上市药物

Permax（培高利特）为 ５唱HT１D受体激动剂［２５］
。
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1 ．7 　反向分子对接技术 　 该技术以某些生物活性

小分子化合物（如某些先导化合物）为探针 ，在已知

结构的化合物的靶点数据库内寻找与之匹配的可能

发生结合的生物大分子 ，通过分子对接等方法构建

靶点唱配体复合物 ，计算对接时各个取向的受体与配

体相互作用 ，进行分子动力学模拟和计算 ，求得复合

物的最优化结合构象和结合能 ，从而预测药物潜在

的作用靶点 。根据受体与配体之间的结合程度 ，反

向分子对接可分为药效团模型法 、配体相似法和结

合位点相似法等 。目前主流的药物潜在靶点数据库

有 Therapeutic Target Database （TTD） 、Drug Ad唱
verse Reaction Target （DART ）和 Drug Absorp唱
tion ，Distribution ，Metabolism ，Excretion Associ唱
ated Protien Database（ADME唱AP）等 。

1 ．8 　基于核酸控制的靶点识别 　 北京大学李笑宁

课题组建立了一种运用 DNA 模板控制技术探寻小
分子作用靶标的新方法 DPAL （DNA唱programmed
affinity labeling ） 。 DPAL 是一个双探针体系 ，既包

括小分子与 DNA 片段结合的探针 ，又包括光交联

基团与 DNA 的互补片段结合而形成的捕获探
针［２６］

。两者结合后 ，在光的照射下 ，光交联基团可

以使该探针对小分子所结合的蛋白质靶点进行选择

性的捕获 。该技术解决了光交联基团对小分子本身

和蛋白质结合性质的影响 ，实现了对低丰度蛋白质

的选择性捕获和标记 。

2 　间接寻找靶点的方法

2 ．1 　基因组学方法分析 　 DNA 芯片是指表面含有
以微阵列的方式存在的寡核苷酸或 cDNA 的一类
芯片 。 DNA 芯片通过比较正常细胞与病变细胞所
表达的基因的不同 ，从而发现某种基因作为药物的

作用靶点 。因此 ，DNA 芯片被广泛用于检测小分子
化合物与细胞作用后 ，mRNA 的表达情况 。 Gould唱
Rothberg等［２７］运用 DNA 芯片 ，将一种挥发性的有

机硫化合物 diallyl sulfide （DAS）作用于小鼠的肝
脏细胞 ，发现其可以明显抑制在长春新碱药物作用

时 P唱glycoprotein （P唱gp）的表达 ，从而得出该含硫

化合物是通过抑制 P唱gp的表达来解决细胞多药耐
药问题的结论 。

2 ．2 　蛋白质组学方法分析 　 该方法是在基因表达

之后对翻译产生的蛋白质进行分析 ，由于蛋白质组

学方法可以检测到仅影响蛋白质而不影响基因表达

的因素 ，因此比基因组学方法分析更为全面 。 Kim
等［２８］利用二维电泳技术探究了一系列可以抑制肿

瘤生长的化合物对于蛋白质表达的影响 ，实验结果

表明 ，该 γ蛋白被 N 端甲硫氨酸进行了修饰 ，发生

了蛋白点的位移 ，从而验证了该实验的假说 。

3 　鉴定靶蛋白的验证

　 　本文所述的关于药物靶点发现的方法 ，只是一

种寻找靶点的工具 ，而我们的最终目的是要找到这

个靶蛋白并且要能通过分离纯化得到 ，同时 ，需说明

两者的相互作用是如何通过影响靶蛋白的变化来调

节生物功能的 。现代肽质量指纹图谱技术在靶蛋白

识别过程中占据着越发重要的作用［２９］
。同时 ，药物

与蛋白的相互作用可以通过表面等离子共振技术以

及谐振声波共振技术进行检测 ，对于生物学功能的

确认 ，可以用 PNA 干扰或者靶蛋白的过表达方法
进行检测［３０］

。

4 　结论与展望

　 　化学小分子探针在药物靶标的发现过程中扮演

着越发重要的角色 ，该技术的广泛应用使得大量与

疾病相关的新靶点被发现 ，继而为新药研发提供了

广阔的平台 。在前期的研究中 ，化学小分子探针标

记实验多在体外进行 ，常难以准确反映蛋白的相关

信息 ，只能宏观解释某些细胞或动物体内蛋白功能

状态的变化 。随着化学生物学的不断发展与进步 ，

“Click”化学被引入到小分子探针的设计中 ，从而可

以更真实地“观察”到活细胞或动物体内蛋白功能状

态的改变 ，从而可以发现与疾病相关的靶点蛋白 。

　 　虽然发现药物靶点的过程困难重重 ，但是利用

探针可以让我们更加清晰地观测到活性小分子与其

靶标蛋白在细胞中的相互作用 ；甚至在某些情况下 ，

找寻生物活性小分子靶标能够促使我们发现一种全

新的靶点蛋白 ，从而可以阐述一种全新的作用机制 ，

为新药的研发提供有力的依据 。
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