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摘   要：热蛋白质组学分析 (thermal proteome profiling, TPP) 是细胞热漂移测定 (cellular thermal 

shift assay, CETSA) 与定量质谱  (quantitative mass spectrometry, MS) 的结合，所以也称为

MS-CETSA。热蛋白质组学分析通过测量不同加热温度下细胞或细胞裂解物中可溶蛋白的含量来

确定整个蛋白质组的稳定性。蛋白质可以在与药物或代谢物等小分子、核酸或其他蛋白质相互作

用或在翻译后修饰时改变其热稳定性，而热蛋白质组学分析可以根据有无配体结合蛋白质的热稳

定性差异来确定靶蛋白。目前热蛋白质组学分析已成功应用于识别药物的靶点和脱靶点，探究蛋

白质-代谢物和蛋白质-蛋白质的相互作用。总体上，国内对这个技术的了解仍然欠缺，对此，文中

对热蛋白质组学分析的原理、方法、应用以及优势与局限性进行了综述。 

关键词：热蛋白质组学分析；蛋白质；药物靶点；配体  
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Abstract: Thermal proteome profiling (TPP) is a combination of cellular thermal shift assay (CETSA) 

and quantitative mass spectrometry (MS), also termed as MS-CETSA. TPP determines the stability of 

the entire proteome by measuring the content of soluble proteins in cells or cell lysates at different 

heating temperatures. Proteins can change their thermostability when interacting with small molecules 

(e.g., drugs or metabolites), nucleic acids, or other proteins or posttranslational modification, while TPP 

can identify target proteins based on the difference in thermostability with or without ligand-binding. At 

present, TPP has been applied to identify the targets and off-targets of drugs and interrogate 

protein-metabolite and protein-protein interactions. Due to limited understanding of this technology, this 

review introduced the principles, methods, applications, advantages and limitations of TPP. 
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药物在治疗疾病的过程中，会与机体内

的靶蛋白结合，从而改变靶蛋白和下游蛋白

的活性， 终终止导致疾病的生物过程 [1]。了

解与药物结合的蛋白质靶标对于新药研发、

药物的临床应用、药物的作用机制和疾病的

致病机理都有重要意义 [2-3]。目前研究药物靶

点的方法多基于化学修饰和表型分析，但基

于化学修饰的方法可能会导致药物活性的改

变，所以基于表型分析的方法越来越受到重

视，热蛋白质组学分析  (thermal proteome 

profiling, TPP) 就是其中一种 [4]。TPP 发明于

2014 年， 初用于表征活细胞中抗癌药物作

用的靶点和下游信号通路，随着方法的不断

改进，TPP 已不仅仅只用于确定药物的靶点

和脱靶点 [5]。  

1  热蛋白质组学分析的原理 

TPP 是 基 于细胞热 漂移测定  (cellular 

thermal shift assay, CETSA) 的原理和使用多重

定量质谱的蛋白质组学来监测数千种表达蛋白

质的熔解曲线[6]。TPP 的原理同 CETSA，都是

基于配体诱导的靶蛋白热稳定的生物物理原

理，配体与靶蛋白结合，通过改变靶蛋白的构

象、增强靶蛋白分子内的疏水性、靶蛋白分子

内或亚单位间产生化学交联等方式改变靶蛋白

的热稳定性 (通常增强)[7]。蛋白质的热稳定性

可通过热变性中点温度  (melting temperature, 

Tm)，即蛋白质解折叠 50%时对应的温度来表

示。蛋白质在加热过程中会发生热变性解折叠，

有配体结合的蛋白与无配体结合的蛋白相比一

般更稳定，Tm 也更高，通过对比有无配体结合

蛋白的 Tm 和熔解曲线是否存在差异即可确定

靶蛋白 (图 1)[8]。 

蛋白质在加热条件下会发生变性且溶解性

降低，CETSA 通过蛋白质免疫印迹测定每个温

度下剩余可溶性蛋白的含量，以此获得每种检 
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图 1  CETSA 的原理 
Figure 1  Principle of CETSA. 
 

测到的蛋白质的熔解曲线[9]。但蛋白质免疫印

迹需基于抗体，因此 CETSA 仅限于同时研究少

量蛋白质，Savitski 等将 CETSA 与定量质谱相

结合，建立了 TPP 的方法，让 TPP 的测定范围

可以涉及到全蛋白质组[5]。 

2  热蛋白质组学分析的方法 

目前为止，TPP 主要包括温度范围的热蛋

白质组学分析  (TPP temperature range, TPP- 

TR)、配体浓度范围的热蛋白质组学分析 (TPP 

compound concentration range, TPP-CCR) 和二

维热蛋白质组学分析  (two-dimensional TPP, 

2D-TPP)。广义上说，TPP 的方法步骤主要包

括：(1) 样品制备；(2) 热处理；(3) 收集可溶

性蛋白组分；(4) 基于质谱的蛋白组学分析；(5) 

数据分析 [8]。其中样品制备包括要研究的细胞

材料和条件改变，细胞材料可以是细胞提取物、

完整细胞、组织、生物体液 (如血液) 和微生

物 (如古菌、细菌、原生生物、真菌)[10-16]；条

件变化通常是化学 (如药物或代谢物)、遗传 (如

基因敲除或过表达)、环境的变化和不同的细胞

状态 (如细胞周期的不同阶段)，也能在无条件

变化下研究蛋白质在原位的熔解行为[17-21]。热

处理是对样品进行短暂的热处理以诱导蛋白质

变性聚集，时间通常为 3 min[5]。可溶性蛋白组

分通常通过超速离心收集上清液或使用多孔滤

板以低速离心收集[22]。可溶性蛋白提取后用蛋

白酶将蛋白质消化成肽，然后一般通过稳定同

位素标记试剂串联质量标签 (tandem mass tags, 

TMT) 对不同样本进行标记，通过质谱法对每

个样品中肽的丰度进行量化[5]。 后用蛋白质

组学数据库处理获得的原始质谱数据以识别和

量化测定的蛋白质，TPP 数据分析的 终目标

是找到在两个或多个条件间热稳定性发生改变

的蛋白质，具体的分析方法取决于所进行的

TPP 类型 (TPP-TR、TPP-CCR 或 2D-TPP)[8]。 

2.1  温度范围的热蛋白质组学分析 
TPP-TR 是 TPP 原始的方法，TPP 的其

他方法基本基于此发展而来。首先将有无配体

处理的细胞或细胞提取物分成 10 等份，分别

在递增的 10 个温度下加热，提取可溶性蛋白

质，并用稳定同位素标记试剂串联质量标签 

(TMT10) 分别标记不同温度下的蛋白质，然后

混合所有样品并通过 LC-MS/MS 进行分析，

后使用获得的报告离子强度生成有无配体情况

下每种蛋白质的熔解曲线，同时计算有无配体

条件下每种蛋白的 Tm (图 2)[5]。加热温度一般

为 37–67 ℃，这是基于绝大多数蛋白质 (>90%) 

的熔点范围，具体还需根据目标蛋白的实际熔

解温度进行调整[5]。 

2.2  配体浓度范围的热蛋白质组学分析 
为了研究配体浓度对靶蛋白的影响，研究

人员建立了一个等温剂量反应程序，即 TPP- 

CCR。与 TPP-TR 不同，TPP-CCR 用不同浓度

配体处理细胞材料，并在相同的温度下加热，

然后进行蛋白标记、鉴定和定量， 后通过数

据处理可以获得每种蛋白质的剂量反应曲线，

靶蛋白因与配体结合，其热稳定性被改变，所

以靶蛋白的剂量反应曲线会随着配体浓度的增 
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图 2  TPP-TR 方法步骤 
Figure 2  Protocol of TPP-TR method. 1: cell materials treated with or without ligands were divided into ten 
equal parts, orange hexagon: ligand; 2: samples are heated at different temperatures; 3: TMT10 labeled 
soluble proteins; 4: LC-MS/MS analysis; 5: calculation of the Tm of proteins. 
 
 

大而升高或降低，而未与配体结合蛋白的剂量

反应曲线通常为一条直线，并不会随着配体浓

度的变化而改变 (图 3)[21]。TPP-CCR 侧重于配

体浓度的重要性，虽然不能同 TPP-TR 一样可

以获得每种蛋白质的熔解曲线和 Tm 值，但是可

通过测定 EC50对不同蛋白质靶标的结合亲和力

进行排序，这是 TPP-TR 不能达到的。TPP-CCR

于单一温度下进行，所以温度是 关键的参数，

温度选择不合适靶蛋白就不能被识别，TPP- 

CCR 实验通常在略高于目标蛋白质的解链温度 

(未经配体处理) 下进行[23]。 

2.3  二维热蛋白质组学分析 
2D-TPP 可以说是 TPP-TR 和 TPP-CCR 的

结合，同时也结合了两者的优势，是当前 TPP

方法中 准确灵敏的。细胞材料在 n 个不同浓

度配体下孵育一定时间，每个样品被分成 m 个

等份试样，每个试样都通过 m 个温度中的一个

加热，并提取剩余的可溶性蛋白。蛋白质用蛋

白酶消化并用 TMT 标记，一组 TMT 标记可用

于所有浓度和两个相邻温度。执行 w=m/2 多重

MS 分析，通过数据库搜索识别肽，并在蛋白质

水平聚合量化信号。因此，对于每个蛋白质 i，

可获得汇总报告离子强度的 m×n 数据矩阵 Yi 

(图 4)， 终生成由每个浓度和温度下可溶性

蛋白质丰度强度着色的热图 [24]。在 2D-TPP 方

法中，温度和配体浓度都系统地发生变化，这

样可以立刻估计配体对靶蛋白的亲和力，并且

在识别目标时更加灵敏。因为与 TPP-TR 不

同，2D-TPP 所有变化的条件都在同一质谱中

进行比较，从而产生更精确的量化。此外，在

2D-TPP 方法中，靶蛋白的热稳定性与配体浓度

的关系预计呈剂量依赖性，这对数据增加了额

外的质量要求，并可排除一定的假阳性[22,24]。 

3  热蛋白质组学分析的应用 

经过近几年的发展，TPP 的应用范围在不

断地扩大。在药物发现中，TPP 可以识别药物

的靶点和脱靶点，后者可以解释药物的不良反

应和再利用[22,25]；TPP 还可用于通过研究翻译

后修饰、蛋白质-蛋白质相互作用、核酸-蛋白 
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图 3  TPP-CCR 方法步骤 
Figure 3  Protocol of TPP-CCR method. 1: cell materials treated with different ligand concentrations, 
orange hexagon: ligand; 2: heating of samples with different ligand concentrations at a single temperature; 3: 
TMT10 labeled protein; 4: LC-MS/MS analysis; 5: protein identification, quantification, and data analysis. 

 

 
 

图 4  2D-TPP 方法步骤 
Figure 4  Protocol of 2D-TR method. 1: cell materials treated with n different ligand concentrations; 2: each 
sample is heated at m temperatures; 3: TMT labels the proteins of all samples at two adjacent temperatures; 4: 
LC-MS/MS analysis; 5: protein identification, quantification, and data analysis. 
 

质相互作用或基本蛋白质的功能来探索代谢

途径 [26-27]；此外，TPP 可以与限制性蛋白水解

或成像相结合，以进一步了解蛋白质折叠动力

学 (图 5)[28]。除了以上应用，还有很多未知的

应用正在探索中。 

3.1  药物发现 
TPP 可以实现全面的药物靶点分析，因此

在药物发现中具有很高的应用价值[28]。通过分

析靶向和脱靶蛋白质结合来分析药物作用机

制代表了目前 TPP 的主要应用[5,29-30]。TPP

初就是被开发用于寻找药物类分子的靶点和

脱靶点，截至目前，TPP 已成功应用于大量药

物靶向和脱靶筛查案例。比如 TPP 结果显示苯

丙氨酸羟化酶是帕比司他的脱靶点，提示应慎
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重用该药物治疗酪氨酸血症 [22]。Goroshchuk

等通过 TPP 将会影响免疫反应和脂肪酸代谢的

PIP4K2A 和 ZADH2 鉴定为伏拉塞替的脱靶点，

成功地解释了在接受伏拉塞替治疗的患者中出

现的一些副作用[31]。此外，TPP 在细菌中的应

用有望通过筛选新化合物的靶点来加速新抗生

素的发现，并能更好地了解耐药机制[11,32-33]。 

3.2  代谢途径 
除了药物发现，TPP 也可以成为绘制代谢

途径的重要工具，因为它可以研究翻译后修饰、

蛋白质-蛋白质相互作用、核酸-蛋白质相互作用

和蛋白质的基本功能[34-36]。对于翻译后修饰的

研究，已有研究表明磷酸化会影响蛋白质的热

稳定性[19]。还可以使用 TPP 检测蛋白质-蛋白质

的相互作用，因为可以识别复合物中存在的蛋

白质的稳定性变化，比如激酶抑制剂星形孢菌

素稳定了含有细胞周期蛋白的激酶复合物[5]。

为了评估蛋白质的功能，基因被敲除的细胞蛋

白质组的热稳定性可能有助于深入了解蛋白质

的机制。因为 TPP 的结果不仅可以看到哪些蛋

白质稳定，还可以看到哪些蛋白质不稳定。当

蛋白质复合物受到干扰或代谢物浓度降低时，

就会发生不稳定。例如，帕比司他降低胆固醇

水平就会导致载脂蛋白 B 的不稳定[23]。 

 

 
 

图 5  当前 TPP 的应用范围 
Figure 5  Current application scope of TPP. 
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3.3  其他方面的应用 
此外，TPP 可以与补充蛋白质热稳定性方

法的其他方法相结合。例如， 近的一项研究

在裂解物环境中使用有限的蛋白质水解对熔解

蛋白质组进行了分析，有助于深入了解序列水

平的热解折叠[37]。结合单分子成像和热应力，

可以进一步了解蛋白质的折叠和展开动力学。

TPP 也可用于酶的研究，尤其是耐热酶，Oztug

等通过对嗜热杆菌 ARTRW1 的热蛋白质组学

分析说明 TPP 在加速耐热酶研究和创新方面具

有重要的工业和生物医学潜力[32,38]。由于 TPP

位于蛋白质组学和代谢组学的边界，将来 TPP

应该还可以应用于研究许多其他生物学问题。 

4  热蛋白质组学分析的优势及局限性 

TPP 与当前很多原理相似的方法相比具有

相对的优势，虽然在某些方面还存在一些不可

避免的局限性，但随着技术的发展，该方法的

局限范围在不断地缩小，针对于不同的局限性，

研究人员都提出了不同的解决方式。 

4.1  优势 
TPP 在当前药物发现中的应用有相对的

优势，当前的药物发现通常从使用基于靶标或

基于表型的方法进行化合物筛选开始，其中许

多策略使用基于质谱的蛋白组学，并且基于化

合物结合后靶标稳定性的变化 [39-40]。这些包括

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)、限制性蛋白水解 (limited 

proteolysis, LiP)、羟自由基足迹法  (hydroxyl 

radical footprinting, HRF) 和 TPP 等技术[4,41-42]。

其中 TPP 仍然是迄今为止唯一一种不需要对化

合物进行修饰就可识别活细胞中细胞内靶标的

方法[34,43]。 

除了识别直接靶点外，细胞中的 TPP 还可

以揭示在直接药物靶点的任何调节活性下游已

经改变稳定性的蛋白质。在大多数蛋白质复合

物被破坏或减弱的裂解物中进行的 TPP 可以显

示直接与化合物相互作用的蛋白质[44-45]。 

TPP 可以在体外、原位和体内进行[8]。TPP

初局限于体外细胞水平上，随着技术的发展，

目前 TPP 已可在原位和体内中进行。原位使用

TPP 测量蛋白质组范围内的丰度和热稳定性可

以了解蛋白质活性的全面变化。Selkrig 等在原

位使用 TPP 将其应用范围扩展到重要人类病原

体的领域，并为 SARS-CoV-2 感染引起的分子

变化提供更深入的解决方案[46]。在体内，Perrin

等建立了组织热蛋白质组学分析  (tissue-TPP) 

和血液热蛋白质组学分析  (blood-TPP) 的方

法，揭示了帕比司他在大鼠组织和血液中的靶

标谱[14]。近期 Schirle 用来自模型生物和患者的

全血复杂组织样本进行了 TPP 方法的研究，首

次证明 TPP 能够在药物发现的后期阶段，甚至

在临床环境中实现器官特异性药物靶标的参与

和识别研究[47]。 

4.2  局限性 
虽然 TPP 越来越受欢迎，但基于原理它还

是存在一些不可避免的局限性。首先该方法对

膜蛋白检测困难，其次是不适用于热不敏感蛋

白，而且不能显示蛋白结合位点[1]。TPP 的方

法依赖于用不含洗涤剂的缓冲液提取可溶性蛋

白质，但许多配体结合受体和药物靶标是跨膜

蛋白，而绝大多数跨膜蛋白是不可溶的，这是

该方法的 大局限[48]。但目前已有很多研究表

明在 TPP 中使用浓度为 0.4%的温和去污剂

NP-40 足以溶解绝大多数的膜蛋白，同时不影响

准确的蛋白质-药物亲和力的测定[11,48]。Carnero

等就利用 TPP 技术将吲哚素的靶点鉴定为与膜

结合的嘌呤受体 P2X4[49]。Kalxdorf 等也介绍了
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用于全面表征配体诱导的蛋白质丰度和质膜热

稳定性变化的细胞表面热蛋白质组学分析 (cell 

surface thermal proteome profiling, CS-TPP)[50]。

其实，TPP 中不溶性蛋白质也可被分析，方法包

括配体稳定化目标识别法  (target identification 

by ligand stabilization, TILS)、微粒辅助沉淀筛

选法 (microparticle-assisted precipitation screening, 

MAPS) 和 热 蛋 白 组 图 谱 沉 淀 支 持 测 定 法 

(precipitate-supported thermal proteome profiling, 
PSTPP)[51-53]。一些蛋白质需要在极端的温度条

件下才会表现出热稳定性变化，还有一些蛋白

质与配体结合后不会明显改变其热稳定性，这

种情况下用 TPP 的方法不可能将这些蛋白质识

别，但是可以从其抑制作用的下游效应来推断

靶标[5,11]。TPP 是基于热稳定性的方法检测一般

蛋白质性质的变化，因此无法揭示配体结合域

的详细信息[1]。 

TPP 的方法中还存在一些硬件上的局限

性，由于该方法是基于质谱的蛋白组学测定，

因此仍然是一种低通量方法，并且缺乏对低丰

度蛋白质检测的敏感度[54]。当前已有很多研究

人员正在开发更快、更灵敏的质谱仪器以及新

的采集模式，以满足对蛋白质组低丰度区域的

研究[55]。近期 Zinn 等就使用稳定同位素标记试

剂串联质量标签 TMTpro 实现了对多达 16 种条

件下的蛋白质组样品同时分析的可能性[56-57]。 

传统的 TPP 数据分析是通过比较有无配体

结合蛋白的熔解曲线中的参数 Tm 的差异来确

定靶蛋白的，这种数据处理方法往往会导致不

必要的假阴性[58-59]。Childs 等提出了一种替代

方法，即响应曲线的非参数分析 (nonparametric 

analysis of response curves, NPARC)，它比较整个

熔解曲线而不是汇总参数，并且不依赖于 Tm，其

敏感性和特异性都优于传统的方法[58]。Fang 等

建立了用于 TPP 数据分析的贝叶斯半参数模

型，可对偏离预测的 S 形的蛋白质进行全面分

析，已通过一系列已发表的数据发现了潜在的

双相现象 [60]。Kurzawa 等也开发了一种针对

2D-TPP 数据进行错误发生率 (false discovery 

rate, FDR) 控制分析的统计方法，显示出比定

制阈值的传统方法更好的敏感性和特异性，该

方法应用于先前发表的帕比司他的 2D-TPP 数

据集中发现了新靶点[22,24]。 
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