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摘  要: 鉴定小分子药物的靶蛋白对于理解药物的作用机理以及药物副作用至关重要。传统方法需要对药

物进行化学修饰共价交联，可能会导致药物活性的改变。目前已经发展多种无需化学修饰便可以对药物靶

蛋白鉴定的方法，包括药物亲和力反应靶标稳定性技术  (Drug affinity responsive target stability，DARTS)、

蛋白质氧化速率稳定性技术  (Stability of proteins from rates of oxidation，SPROX)、细胞热移位分析技术  

(Cellular thermal shift assay，CETSA) 和热蛋白组分析技术  (Thermal proteome profiling，TPP) 等。文中

将介绍这些技术的原理、应用以及各自的优点和局限性，另外也介绍了这些技术最新的优化方案。  

关键词: 小分子药物，无共价修饰，药物亲和力反应靶标稳定性，蛋白质氧化速率稳定性，细胞热移位分

析，热蛋白质组分析  
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Abstract:  Identification of the target proteins of small molecule drugs is crucial for understanding the mechanisms of drug 

actions and its side effects. Conventional methods require chemical modification, which might alter the activities of the drugs. 

Various label-free techniques have been developed to identify drug target proteins without chemical modifications. This 

includes drug affinity responsive target stability (DARTS), stability of proteins from rates of oxidation (SPROX), cellular 

thermal shift assay (CETSA), thermal proteome profiling (TPP) and many others. Here we review the principles and 

applications of these label-free techniques, their advantages and limitations, as well as the most recent advances. 
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小分子药物在疾病治疗中有非常重要的作

用，其通过与细胞中特定的靶分子作用来发挥功

能。这些靶分子包括酶、离子通道、核酸等，其

中以蛋白质为主要的靶点。因此，鉴定小分子药

物作用的靶蛋白对于理解小分子药物的作用机制

和应用有着至关重要的作用，同时也可以进一步

发现小分子药物的脱靶靶标、副作用以及靶蛋白

参与的生物学功能。常规药物靶标的鉴定采用基

于化学修饰的方法和基于表型分析的方法。化学

修饰方法包括亲和层析、活性位点定向探针技术

和蛋白质微阵列技术等[1-3]。但基于化学修饰的方

法存在一定的局限性，其均需对小分子药物或蛋

白质库进行标记或衍生，而小分子药物可能缺乏

用于共价交联的位点，或者化学修饰会影响药物

与靶蛋白的结合[4-5]。因此，无化学修饰的小分子

药物靶蛋白筛选技术显得至关重要。目前已经有

很多研究应用了无化学修饰方法，而且这些方法

可以同时对小分子药物的多个靶标进行鉴定。本

文将具体介绍 3 种无化学修饰鉴定靶蛋白的方法

和应用 (表 1)，这 3 种技术都具有共性：均改变

了蛋白质在生物体内的动态平衡，利用配体诱导

的蛋白质稳定性增强，包括抗蛋白酶解稳定性、

抗氧化稳定性以及抗热处理稳定性，来鉴定小分

子药物的靶蛋白。但这 3 种技术各自有其应用范

围和优缺点。 

1  药物亲和力反应靶标稳定性  (Drug 

affinity responsive target stability，DARTS) 

1.1  DARTS 技术的策略和应用 

2009 年，Lomenick 等依据转录因子结合的

DNA 位点对 DNase 的耐受性增强，以及蛋白质和

其天然配体结合后可免受蛋白酶降解的原理，建

立了 DARTS 技术。其主要的策略是将小分子药

物与样品蛋白共孵育一定时间后，加入蛋白酶进

行消化，由于小分子药物结合后可以保护靶蛋白使

其对蛋白酶的敏感性降低，所以电泳凝胶染色后，

对比不加药物的消化组，找出受保护的条带，再通

过质谱技术就可鉴定出药物靶标蛋白[6] (图 1)。该

技术常用的蛋白酶包括嗜热菌蛋白酶 [6,15]、枯草

杆菌蛋白酶[16]、链霉菌蛋白酶[7-9]。嗜热菌蛋白酶

仅能对非折叠状态蛋白质进行切割，且蛋白质组

中相当一部分蛋白对该酶具有抗水解性[10]。枯草

杆菌蛋白酶具有更强的水解活性，其能水解折叠

或非折叠状态的蛋白质，但因此也可能导致药物

对靶标蛋白的保护效应降低[6]。因此该技术的发

明团队更建议使用链霉菌蛋白酶混合酶或多种蛋

白酶混合物来进行水解，既保证对靶标蛋白的保护， 

 
表 1  无化学修饰鉴定小分子药物靶分子示例 
Table 1  Examples of identifying target proteins of small molecule drugs with label-free techniques 

Techniques Drugs Target proteins References 

DARTS Rapamycin/FK506 FKBP12 [6] 

 E4 mTOR [6] 

 Resveratrol eIF4 [6] 

 α-KG ATP4B [7] 

 Andrographolide DRP1 [8] 

 Daurisoline HSP90 [9] 

 APZ HSP70 [10] 

SPROX CsA Cyclophilin A/UDP-glucose-4-epimerase [11] 

CETSA MDL-811 SIRT6 [12] 

 G6PDi G6PD [13] 

TPP Palbociclib ECM29 [14] 
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图 1  DARTS 技术原理 
Fig. 1  Scheme of DARTS. 
 

 
 

同时充分水解非靶标蛋白。Lomenick 团队通过检

测 Rapamycin、FK506 及其已知靶蛋白 FKBP12 

(FK506 binding protein 12)，弱抑制剂 E4 及其已

知靶蛋白 mTOR (Mammalian target of rapamycin) 

验证了该技术的可行性，并通过此技术发现了白

藜芦醇作用的靶蛋白 eIF4A，解决了此前一直无法

用传统技术解决的问题[6]。Chin 等通过 DARTS 技

术找到了 α-酮戊二酸 (α-ketoglutaric acid，α-KG) 

的靶蛋白 ATP 合成酶 β亚基 (ATP synthase subunit 

beta，ATP4B)，证明了 α-KG 延长寿命需要 ATP4B

参与，并且依赖于下游的 Rapamycin，为寿命延

长和老年相关疾病的治疗提供了新策略[7]。除此

之外，利用该技术也找到了帕金森潜在治疗药物

Andrographolide 的靶蛋白 DRP1[8]、肺癌细胞增殖

抑制剂 Daurisoline 的靶蛋白 HSP90[9]、自噬调节

剂 APZ 的靶蛋白 HSP70[17]。 

1.2  DARTS 技术的优缺点 

DARTS 技术使用的蛋白样品可为纯化的蛋

白质或全细胞裂解液，并且因为其实验步骤中不

存在洗涤，可以用于低亲和性的靶标筛选[6]。但因

为该技术需要利用凝胶染色进行可视化比较，所以

其在低丰度靶蛋白的鉴定上存在一定的局限    

性[6,18]。另外也有一些内部因素的限制，例如进化

选择上有些蛋白很难被蛋白酶消化 [10]。除此之

外，药物结合还可能改变非靶标蛋白对蛋白酶的

敏感性，例如与靶标蛋白相互作用的非靶标蛋白，

或靶标蛋白复合物的非靶标成分。但这也可能成

为一个优点，因为这在一定范围内可以提供药物

结合后蛋白复合体的解离信息 [6]。总的来说，

DARTS 技术是预测药物靶标的可靠方法。 

2  蛋白质氧化速率稳定性  (Stability of 

proteins from rates of oxidation，SPROX) 

2.1  SPROX 的策略和应用  

SPROX 也是利用配体诱导的蛋白质稳定性

增强的原理建立的。其通过测定靶蛋白的甲硫氨

酸 (Met) 氧化的水平，利用配体诱导的热力学变

化鉴定靶蛋白[7]。其主要策略是，首先将蛋白质

样品与药物或对照溶剂共孵育，在浓度越来越高

的化学变性剂 (如盐酸胍) 的存在下，加入氧化

剂 (如过氧化氢) 氧化甲硫氨酸形成甲硫氨酸亚

砜 (Met-O) 或甲硫氨酸砜 (Met-O2)，随后淬灭氧

化反应，胰酶消化成肽段后进行 LC-MS/MS 定量

分析变性剂浓度依赖的甲硫氨酸的氧化速率，当以

未氧化和氧化的含 Met 肽段的量为纵坐标，变性

剂浓度为横坐标时，药物结合蛋白未氧化和氧化的

含 Met 肽段的转变中点右移[11] (图 2)。在验证技术

策略时，SPROX 技术成功鉴定出已知的环孢菌素

A (CsA) 的靶蛋白——亲环蛋白 A (Cyclophilin A) 

和 UDP-葡萄糖 -4-表观异构酶  (UDP-glucose-4- 

epimerase)，并且找到了 8 个新的 CsA 靶蛋白[11]。

此外，Dearmond 等在酵母中利用该技术验证了 β-

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 (NAD+) 结合的蛋白质，

并且发现了 7 个白藜芦醇作用的靶蛋白[19]。有趣 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1134 

 

 
 
图 2  SPROX 技术原理 
Fig. 2  Scheme of SPROX. 
 
的是，该团队利用 SPROX 技术检测 DARTS 技术

发现的白藜芦醇靶蛋白 eIF4A 时，没有观察到转

变中点的显著变化，即使使用纯化的蛋白，也无

法证明这两者直接结合。其团队推测可能是因为

eIF4A 和白藜芦醇的低亲和性，并且在纯化 eIF4A

时，C 端加入的纯化标签可能影响了药物和靶标

的结合[19]。除此之外，SPROX 技术还可以用来检

测蛋白生物学状态的改变。Roberts 等利用该技术

分析了 6 个月和 18 个月小鼠的大脑组织裂解中蛋

白质的热力学稳定性，发现了 83 个具有年龄相关

稳定性差异的蛋白质，建立了这些蛋白质与衰老

之间的联系[20]。 

2.2  SPROX 技术的优缺点 

该技术的主要局限性是其通过检测和定量甲

硫氨酸肽段氧化率来反应蛋白质热力学稳定性，而

蛋白质中的甲硫氨酸的出现频率相对较低  (约

2.5%)[21]。但是考虑到绝大多数蛋白质都至少含有

一个甲硫氨酸，一个残基也可以反映蛋白折叠/解

折叠平衡的全局信息，因此该技术其实是不受低频

率的甲硫氨酸的限制[22]。尽管 SPROX 技术需要较

高浓度的药物处理 (μmol/L–mmol/L)，但是这种技

术利用的甲硫氨酸不可逆性氧化，使得下游定量蛋

白质组学的使用上具有灵活性 [23-24]。例如，将

SPROX 与串联质谱标签 TMT 结合，获得高分辨

率变性曲线 HR-SPROX (High-resolution SPROX) 

的技术，其可对符合两态折叠模型的蛋白质，计

算得到基线氧化水平、[变性剂]1/2、折叠自由能

ΔGfolding 及 m 值 (ΔGfolding 与[变性剂]的线性关系

斜率)[25]。将 SPROX 与培养细胞稳定同位素标记

氨基酸技术 (Stable isotope labeling with amino 

acids in cell culture，SILAC) 相结合，通过标记

蛋白质氨基来确定肽的相对含量，以此扩大

SPROX 在全蛋白质组上的覆盖率[26]。Walker 等

首先测量了 ΔGfolding，验证了利用 HR-SPROX 技

术的可行性，随后分析了人成纤维细胞蛋白质组

的折叠热力学信息[25]。Liu 等利用 SILAC-SPROX

技术分析了不同乳腺癌细胞系蛋白质稳定性差

异，证明了可以用热力学稳定性差异来区分不同

的乳腺癌亚型[27]。 

3  细胞热移位分析 (Cellular thermal shift 

assay，CETSA) 和热蛋白组分析 (Thermal 

proteome profiling，TPP) 

3.1  CETSA 及 TPP 技术的策略和应用 

CETSA 基于配体诱导的靶蛋白热力学稳定

性改变的原理，于 2013 年首次被提出[28]。CETSA
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的主要策略是将细胞裂解液或完整细胞和药物或

溶剂共孵育后加热至不同温度，再将可溶性蛋白

上清液通过离心分离开来，随后利用不同检测方

法来检测热力学稳定性差异的蛋白[29] (图 3)。最

常用的检测方法是免疫印迹法[29]，其可以检测药

物和靶蛋白的亲和力或结合效率，推算出药物的

IC50，或者鉴定药物脱靶蛋白[30]；也可以通过酶

联免疫吸附实验和免疫荧光技术来检测可溶性

成分[29,31]；另外也可以分离可溶性蛋白并检测配   

体-靶蛋白的熔解曲线的变化。该技术的发明者在

细胞裂解液、完整细胞或组织样品中验证了 3 种

抗癌剂 Methotrexate、Raltitrexed 和 TNP-470 的已

知生物靶标[28]。Shang 等利用 CETSA 联合免疫印

迹法对筛选出的大肠癌相关 SIRT6 蛋白激动剂进

行验证，证明了 MDL-811 药物在胞内能稳定结合

SIRT6[11]。Ghergurovich 等利用 CETSA 技术确认

了葡萄糖-6-磷酸脱氢酶  (Glucose-6-phosphate 

dehydrogenase，G6PD) 与其新型非类固醇抑制剂

G6PDi-1 的直接物理结合性[13]。特别值得注意的

是，通过测定一定温度范围内处理的细胞和裂解

物可溶性蛋白组分的变化可反映全蛋白质组热稳

定性的信息，因此结合定量质谱技术便可以在全

蛋白质组上分析蛋白质与其配体的相互作用，上

述方法称之为 CETSA-MS 或热蛋白组分析技术 

(Thermal proteome profiling，TPP)[32-33]。Savitski

等首先将 TPP 技术结合了 10 标串联质谱标签 

(TMT10) 鉴定了几种激酶抑制剂的脱靶靶标，并

观察到了完整细胞内 ATP 结合蛋白的热稳定性增

加，表明内源配体对靶蛋白质具有稳定作用[33]。

此后，TPP 技术逐渐拓展至蛋白质-代谢物、蛋白

质-核酸、蛋白质-蛋白质相互作用或翻译后修饰

等导致的蛋白质组热稳定性变化的研究上[34-36]。

有两个团队利用该技术分析了细胞周期中蛋白质

的热力学稳定性变化，为研究蛋白质参与特定生

理活动或在特定细胞状态中所起的作用提供了 

一种新颖的方法[34-35]。Potel 等将 TPP 技术与磷酸

化蛋白质组学技术联合，提供了一种在蛋白质组

范围上评估磷酸化位点和功能相关性的方法[36]。

另外，蛋白质复合体有一种热邻近聚集现象，即

最不耐热的亚基会驱动聚集过程，导致整个蛋白

复合体趋向同一个温度发生沉淀 [37]。基于此现

象，Miettinen 等利用 TPP 技术，发现 Palbociclib

处理后 20S 蛋白酶体的 ΔTm 升高是药物间接调控

ECM29从蛋白酶体的解离导致 20S蛋白酶体的稳

定性增强[14]。 

3.2  CETSA 和 TPP 技术的优缺点 

CETSA 由传统的热位移分析技术 (Thermal 

shift assay，TSA) 改进而来，相比于 TSA 只能使

用纯化的蛋白质，CETSA 将样品范围拓宽至全细

胞裂解液、完整的细胞上，甚至组织也能应用[26]。

最初该技术仅考虑了可溶性蛋白，但先前的研究 

 

 
 
图 3  CETSA 技术原理 
Fig. 3  Scheme of CETSA. 
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中已经证明了膜整合蛋白可以通过热稳定性来检

测其配体结合 [38-39]，因此该技术的研发团队在

2015年也扩展了 TPP技术检测小分子药物膜蛋白

靶标的实验策略。其主要改进是使用温和的去垢

剂抽提蛋白。他们对一系列的去垢剂进行筛选后，

最终选择了 0.4% NP-40，这足以溶解许多膜蛋白，

并且不影响蛋白质和药物的亲和能力[40-41]。 

但是，CETSA 的加热处理可能会影响细胞膜

的通透性，从而使原本在生理温度下不能进入细

胞的药物进入细胞内造成假阳性[28,42]。因此需要

改进条件用最短的时间和最有效的加热方法来进

行热处理，同时可以加入对照实验，检验各温度

下细胞膜通透性的改变[30,42]。另外，药物与细胞

预孵育时间也可能会影响药物靶向相应的蛋白

质。如果药物参与快速响应的信号通路，它们可

能会导致靶蛋白的翻译后的状态改变，因此再利

用免疫学方法检测该蛋白时，可能会影响抗体检

测蛋白的能力。该情况下，可以选择能区分不同

形式蛋白的抗体，或者选择 MS 来鉴定靶蛋白。

如果孵育时间过长，药物可能影响转录和翻译活

性，导致蛋白水平变化，影响后续的检测。所以

要合理控制孵育时间，通常建议 30–60 min[42]。 

在 TPP 的应用中，也出现过许多挑战。有一

些蛋白质的熔解曲线并不能重现[43]，表现为低温

下解链或高温下仅部分熔解等现象[37]。Lim 等针

对这一问题，基于等温剂量反应 (Isothermal dose- 

response fingerprint，ITDRF)，建立了一种新的策

略，即设置 37 ℃、52 ℃和 58 ℃三个温度梯度和

10 个药物浓度梯度，检测不同温度、不同药物浓

度下，蛋白质组的稳定性变化。该团队在核苷酸和

蛋白质的互作上验证了这种方法的可行性 [43]。

Becher 等也提出了一种改进方法，叫作 2D-TPP 

(设置 12 个不同温度及 5 个药物浓度梯度)[44]。这

两种技术允许使用较大的药物浓度来估计药物的

相对亲和力，并且规避了熔解曲线的测量。除此

之外，这两种技术还允许在同一次质谱中分析不

同条件处理的样品，极大地提高了 TPP 实验的灵

敏度和严格性。 

4  总结与展望 

鉴定小分子药物靶标对于推动生物医学研究

具有重大意义，通过找到药物作用的靶蛋白可以

阐明药物作用机理，寻找潜在治疗价值，也可以

了解脱靶相关的副作用。本文介绍了 3 种无化学

修饰鉴定小分子药物靶蛋白的方法，规避了常规

化学修饰鉴定法对小分子药物活性和亲和力的影

响，同时上述后两种方法将实验对象拓宽至完整

细胞甚至组织上，展现出细胞原位的药物-蛋白结

合，使研究结果更加可信。另外，随着蛋白质定

量组学的发展，上述技术与组学的多重联用也可

以拓宽蛋白的检测范围，我们也期待着这些鉴定

技术得到持续地改进和发展，成为鉴定小分子药

物靶蛋白强有力的工具。 
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