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中药作用靶点发现技术研究进展
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摘 要：中药及其活性成分以其广泛的生物活性和安全有效的治疗潜力，已成为现代药物研发的关键资源，展

现出多组分、多靶点、多途径协同作用的独特优势。然而，从药物研发到临床应用的过程是漫长的，其主要原因

之一是药物靶点及作用机制不明确，其严重制约了中药的现代化和国际化进程。中药直接作用靶点的识别和

鉴定，对于理解中药作用机制、优化药物配伍和推进基于中药活性成分的创新药物研发至关重要。目前，已发

展出多种药物靶点鉴定方法，包括基于标记策略的分子靶点“钩钓”技术、蛋白质芯片技术，以及免标记的细胞

热位移技术（CETSA）、热蛋白质组分析技术（TPP）、网络药理学等，这些技术的协同应用不仅大幅提升了中药

靶点鉴定的效率和准确性，更为阐释中药“多成分-多靶点-多途径”的作用模式提供了系统解决方案。文章对

近 5 a 常用及新建立的中药靶点发现技术进行整理归纳，并对其未来发展趋势、技术融合创新以及在推动中药

现代化与国际化中的应用前景进行展望。
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Abstract：Traditional Chinese medicine and its active ingredients have become the key resources for modern drug research 
and development due to their extensive biological activities and safe and effective therapeutic potential, showing the unique 
advantages of multi-component, multi-target, and multi-channel synergy. However, the process from drug development to 
clinical application is long. One of the main reasons is that the drug target and mechanism of action are not clear, which 
seriously restricts the modernization and internationalization of traditional Chinese medicine. The identification of direct targets 
of traditional Chinese medicine is crucial for understanding the mechanism of action of traditional Chinese medicine, optimizing 
drug compatibility, and promoting the development of innovative drugs based on active ingredients of traditional Chinese 
medicine. To date, various methods for drug target identification have been developed, including label-based techniques such 
as molecular target “fishing” strategies and protein chip technique, as well as label-free methods like cellular thermal shift assay
(CETSA), thermal proteome profiling(TPP), drug affinity responsive target stability(DARTS), limited proteolysis mass 
spectrometry(LiP-MS), stability of proteins by reduction of oxidation(SPROX), target-responsive accessibility profiling 
(TRAP), network pharmacology, molecular docking, and molecular dynamics simulation. The synergistic application of these 
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technologies not only greatly improves the efficiency and accuracy of target identification of traditional Chinese medicine but also 
provides a systematic solution to explain the "multi-component-multi-target-multi-pathway" mode of action of traditional 
Chinese medicine. In this paper, commonly used and newly established techniques for TCM target discovery in the recent 5 
years were reviewed and summarized.

Keywords：traditional Chinese medicine; active ingredients; target discovery; labeling methods; label-free methods

中药作为中华民族的传统医学瑰宝，具有多

成分、多靶点、多途径的作用特点。药物靶点是药

物与生命体内生物大分子的直接结合部位，药物

一般是通过作用于这些生物大分子并调控这些分

子的生物学功能，进而发挥疾病预防和治疗的作

用 [1]。然而，中药及其活性成分的靶点表征和机制

解析一直是制约其现代化发展的瓶颈。中药靶点

机制解析是一个复杂且耗时的过程，通常包括中

药功能表型分析、中药靶点发现、结合靶点验证以

及调控靶点机制研究，逐级深入，其中，中药靶点

的发现是锁定药物作用机制的关键一步。

近年来，随着化学生物学、蛋白质组学、网络

药理学等技术的快速发展，中药作用靶点的发现

技术取得了显著进展，包括基于标记法的靶点垂

钓、非标记靶点鉴定技术及网络药理学等，为揭示

中药及其活性成分的作用机制和推动中药国际化

提供了重要支持。

1　  基于标记法的中药靶点发现策略

基于标记法的中药靶点发现技术是一种系统

性识别和验证药物作用目标的方法，该方法通过

将中药活性小分子与可检测标签偶联，从而在复

杂的生物样本中特异性地标记和捕获潜在的靶点

蛋白 [2]。这些探针通常设计为与已知药物具有相

似的结合特性，能够在生理条件下与靶蛋白相互

作用。随后，通过亲和纯化、质谱分析等技术，可

以鉴定这些被标记的蛋白质。这种方法不仅有助

于理解中药的作用机制，还能揭示未知的中药靶

点 ，从 而 加 速 新 药 开 发 过 程 。 技 术 总 结 流 程

见图 1。

1.1　分子靶点“钩钓”技术

分子靶点“钩钓”技术是识别药物靶点的重要

手段之一，应用十分广泛，发展相对成熟。基于药

物分子可与蛋白质发生特异性结合的原理，将药

物分子连接上报告标签作为“钩钓”探针，利用探

针在复杂的蛋白体系中（如细胞裂解液或组织提

取物）捕获靶蛋白，进而富集靶蛋白至固相微球表

面，使之得以分离、纯化、鉴定 [1]。

该技术经典的工作流程包括探针的设计与合

成、靶点富集和蛋白质鉴定。其中，探针的设计与

合成是该技术的核心，也是靶点鉴定的首要步骤。

通常情况下，探针由 3 部分组成，即活性基团、报告

基团和连接基团，其中活性基团来自母体药物分

子，应保持药理活性和结合蛋白质靶点的能力；报

告基团用于靶点富集和检测，目前常用的报告标

签包括生物素、荧光基团等；连接基团用于连接活

性基团和报告基团 [3]。合成的探针应满足如下条

件：一是探针应保留药物分子的药理活性，以确保

后续靶点识别的准确性；二是探针应便于靶点识

别与富集 [3]。将符合条件的小分子探针与细胞裂

图 1　基于标记法的中药靶点发现

Fig.1　Target discovery of traditional Chinese medicine based on labeling methods
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解液进行孵育用于靶点结合，然后利用报告基团

的特性检测和富集靶蛋白，利用凝胶电泳和高分

辨质谱等方法进行蛋白鉴定，最后，设计表面等离

子共振（SPR）、微量热泳动（MST）等实验验证靶

点信息，并通过干扰、过表达等适当的生物学功能

实验验证相应的药理作用。这种以活性小分子探

针为核心的靶点发现技术也称为基于活性的蛋白

质组（Activity-based protein profiling，ABPP）。

基于 ABPP 法已成功对多个中药活性小分子

的作用靶点进行了研究。白术内酯Ⅱ能够改善肥

胖诱导的胰岛素抵抗，ZHENG 等 [4]设计合成生物

素标记白术内酯Ⅱ探针，将探针与肝细胞裂解液

一起孵育，之后通过链霉亲和素磁珠进行富集，通

过 LC-MS/MS 进行蛋白质鉴定，确定 124 种蛋白

质为潜在靶点，其中，引入竞争性结合的策略，在

探针与裂解液孵育前加入白术内酯Ⅱ竞争性结合

靶蛋白，与探针组相比，58 种蛋白质被白术内酯Ⅱ
竞争，DGKQ 在 124 种蛋白质中质谱强度最高，且

与探针的结合被白术内酯Ⅱ显著抑制，MST 测定

二者结合解离常数为（1.75±1.21）μmol/L，证实了

白术内酯 Ⅱ 直接靶向 DGKQ，白术内酯 Ⅱ 激活

DGKQ 酶活性及 AMPK/PGC1α/UCP-1 来促进

体质量减轻。生物素标记药物后基于生物素与链

霉亲和素的亲和力富集靶蛋白实现了靶蛋白的直

接获取与纯化，通过竞争性 ABPP 的策略，大大降

低假阳性率。小檗碱直接靶向 NEK7 蛋白，并特异

性阻断 NEK7-NLRP3 相互作用发挥抗炎活性 [5]，

芹菜素直接靶向 PRDX6，抑制 HSPA8 激活并干

扰其与衰老细胞中 ATM 和 p38MAPK 的相互作

用，减少衰老细胞对组织稳态的影响 [6]。

随着生物正交化学的发展，研究者将点击化

学（Click chemistry）的概念引入到药物靶点鉴定研

究中，利用点击化学反应（叠氮-炔烃环加成反应）

的高度选择性和高效性来标记和识别与药物相互

作用的蛋白质或其他生物分子 [7]。以结构简单的

炔烃或叠氮基修饰药物小分子合成探针，与生物

样本中的靶蛋白共价结合，加入含互补基团（叠氮

基或炔烃）的报告分子（如荧光标签、生物素）进行

原位标记，通过亲和层析（如链霉亲和素磁珠）分

离靶点复合物，结合质谱鉴定靶点蛋白。WEI 等 [8]

引入炔烃基团设计合成了 5 种葫芦素 B 探针以探

究葫芦素 B 抗结膜黑色素瘤的作用靶点，通过抗

增殖活性检测，选择与葫芦素 B 效果相近的 BP-2

进行靶点富集，并使用无活性的 BP-4 作为阴性对

照，使用葫芦素 B 进行竞争性结合，将探针加入到

结膜黑色素瘤细胞中以结合靶蛋白，裂解细胞后

加入新鲜预混的点击化学反应混合物，包含生物

素-N3 和 CuSO4，进行点击化学反应，然后通过链

霉亲和素小量制备柱亲和层析富集靶蛋白，硝酸

银染色结构显示 75 ku 处存在蛋白质富集，筛选

LC-MS/MS 分析（阴性=0，BP-2>CuB）及免疫

荧光与 BP-2 细胞定位一致的 GRP78 作为候选靶

点，进行结合验证和功能验证，证实葫芦素 B 靶向

抑制 GRP78-FOXM1-KIF20A 通路诱导结膜黑色

素瘤细胞周期停滞。应用点击化学靶点发现策

略，LI 等 [9]揭示了咖啡酸通过共价靶向 ACOD1 抑

制 PERK-NF- κB 通 路 改 善 神 经 炎 症 的 机 制 ，

ZHAO 等 [10]揭示了小白菊内酯通过靶向 USP10 抑

制细胞增殖的抗乳腺癌机制。

此外，将中药活性小分子偶联到固相载体也

可以实现药物靶点的“钩钓”。ZENG 等 [11]制备了

偶联松果菊苷的环氧树脂珠以富集靶点，发现松

果菊苷靶向改构 CK2，通过 Wnt/β-catenin 依赖性

机制促进线粒体融合。中兽医药现代化山西省重

点实验室前期合成野黄芩苷磁纳米亲和探针，通

过垂钓确定了野黄芩苷抗 ZEA 致小鼠颗粒细胞凋

亡 的 作 用 靶 点 为 Wnt5a，SER90 是 野 黄 芩 苷 与

Wnt5a 结合的关键位点，通过体内外试验证实野黄

芩苷靶向 Wnt/β-catenin 信号通路调控 ZEA 诱导

的卵巢损伤 [12]；利用生物素标记苦参碱活性探针发

掘了苦参碱抗 PRRSV 的靶点 HSPA8、HSP90AB1
等 [13]及苦参碱抗犬乳腺肿瘤的靶点 BTF3 等 [14]。

1.2　蛋白质芯片技术

蛋白质芯片（Protein chip）由载体和载体蛋白

组成，可直接用于检测药物小分子与靶点蛋白相

互作用的芯片，在高通量研究小分子与蛋白相互

作用方面展现出了巨大的潜力。基于蛋白质芯片

研究药物靶点的基本思路是在芯片上固定不同种

类的重组蛋白，将含有药物分子的样品溶液与芯

片孵育，通过荧光标记或其他检测手段确定与药

物小分子结合的蛋白质信息，最终发现潜在的药

物靶点。MA 等 [15]研究证实，芍药苷可减轻 α-萘基

异硫氰酸酯诱导的胆汁淤积模型中的肝损伤，利

用生物素标记的芍药苷处理 HuProt™人类蛋白质

组微阵列芯片发现了芍药苷与 GSDMD 的高亲和
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力，揭示了芍药苷可通过直接结合 GSDMD 来抑

制细胞焦亡。ZHAO 等 [16]将生物素标记的野黄芩

苷与 HuProt™人类蛋白质组芯片孵育，然后利用

Cy5-链霉亲和素（Cy5-SA）来鉴定野黄岑苷的潜

在蛋白靶点，发现野黄芩苷可结合 IDH1 增强其酶

活性，抑制肿瘤细胞中的糖酵解，激活免疫调节，

发挥抗肝癌作用。但由于蛋白芯片表面已完全脱

离细胞环境，表征的仅是药物分子与蛋白质之间

的纯粹简单的化学作用，后续还需依托细胞、动物

试验进行确证。

2　  非标记中药靶点发现技术

非标记中药靶点发现技术的核心在于直接识

别并表征生物系统中的活性分子，而无需依赖外

源性的标记物，主要基于活性小分子通过高亲和

力与靶点蛋白结合后使靶点蛋白的理化性质发生

变化的原理 [17]。这些技术不仅能够更真实地反映

药物与靶点之间的相互作用，还能减少因标记过

程带来的假阳性或假阴性结果，从而提高筛选的

准确性。技术总结流程见图 2。

2.1　基于热稳定性的 CETSA 和 TPP 策略

MOLINA 等 [18]基于配体诱导的靶点蛋白热稳

定性改变原理开发出细胞热位移技术（Cellular 
thermal shift assay，CETSA），当药物与靶蛋白结

合时，会改变蛋白的构象稳定性，使其对热变性的

抵抗能力增强，热变性曲线右移（即“热位移”）；通

过加热使未结合药物的蛋白变性沉淀，而药物结

合的蛋白因稳定性提高仍保持可溶状态，通过定

量可溶性蛋白的残留量，推断药物与靶点的结合。

基于 Western blot 的 CETSA 实验流程包括：药物

处理细胞、细胞裂解、加热以变性和沉淀蛋白、离

心去除变性蛋白、收集可溶性蛋白进行凝胶电泳、

Western blot 印迹分析 [19]。该方法操作简单、成本

低，在常规分子生物学实验室即可完成，但是，基

于 Western blot 的 CETSA 方法只能鉴定或者确证

少数已知的靶蛋白，不适合大规模的靶点筛选，因

图 2　非标记的中药靶点发现

Fig.2　Label-free target discovery of traditional Chinese medicine
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此，CETSA 常联合其他靶点发现技术对药物靶点

进行确证，或联合质谱技术来检测大量蛋白质的

热稳定性变化，即热蛋白质组分析（Thermal pro⁃
teome profiling，TPP）[20]，亦称 MS-CETSA 技术。

ZHANG 等 [21]利用 TPP 技术鉴定藤黄酸诱导

前列腺癌细胞焦亡的靶点，将细胞裂解液在 65 ℃
加热 3 min，检测蛋白质组相对丰度，与 DMSO 对

照组相比，藤黄酸处理组 1 038 个蛋白质丰度升

高，其中，CNPY3 蛋白表现出较高的热稳定性，随

后用 SPR、MST 证明了 CNPY3 是藤黄酸的细胞

靶点，该蛋白对于藤黄酸诱导的 DU145 细胞焦亡

至关重要。XU 等 [22]经 TPP 技术检测发现，白术内

酯 1 处理后，PSMD4 蛋白热稳定性增强，MST 证

实二者具有高亲和力，白术内酯 1 以 PSMD4 依赖

性方式促进免疫蛋白酶体的活性，促进抗原递呈

并增强结直肠癌免疫治疗的疗效。TPP 方法表

明，雷公藤内酯通过与 HnRNP A2/B1 的潜在相互

作用来调节肿瘤细胞活性 [23]；瑞香苷 A 通过与细

胞分裂周期蛋白 42 相互作用阻断经典的促纤维

化 β -catenin 信号通路，从而发挥抗肾纤维化的

作用 [24]。

2.2　药物亲和反应靶点稳定性技术（DARTS）

药物亲和反应靶点稳定性技术（Drug affinity 
responsive target stability，DARTS）的原理是药物

与靶蛋白的特异性结合改变蛋白构象，从而保护

靶蛋白免受蛋白酶水解，药物与靶蛋白结合后，加

入蛋白酶消化，消化结束后，靶蛋白在药物处理组

中的蛋白水平高于对照组。其一般步骤为：蛋白提

取与定量、蛋白与药物小分子孵育、蛋白酶消化、

终止反应、电泳分离与染色、质谱检测[25]。YUAN
等 [26]为了解析黄芪甲苷Ⅱ发挥神经保护作用的机

制，使用 DARTS 法寻找黄芪甲苷Ⅱ的靶点，将黄

芪甲苷Ⅱ与细胞裂解液室温孵育结合靶蛋白后，

加入不同比例蛋白酶酶解处理，终止酶解反应后

进行质谱鉴定，发现黄芪甲苷Ⅱ处理导致蛋白酶

对 43~55 ku 的蛋白质进行差异消化，设定与不加

药物处理组相比阈值>1.5 的标准，筛选了 5 个潜

在的膜蛋白靶点，差异最大的为 p75NTR，通过亲

和力测定和下游信号通路探究，证实黄芪甲苷Ⅱ
通过与 p75NTR 结合并抑制 β-catenin/Id2/MBP
信 号 轴 来 增 强 OPCs 分 化 和 髓 鞘 再 生 。 利 用

DARTS 策略还鉴定出，苦豆碱抑制非小细胞肺癌

细胞增殖的靶点为 VPS4A[27]，乌头碱造成心脏毒

性的直接靶点为 cPLA2[28]。然而，DARTS 对高亲

和力和高丰度的药物结合有效，其灵敏度受到限

制，是该技术的局限性之一。

2.3　有限酶切法（LiP-MS）

有限酶切结合质谱法（Limited proteolysis mass 
spectrometry，LiP-MS），简称有限酶切法，与DARTS
相似，利用了小分子结合蛋白后蛋白酶解敏感性

降低的原理，其工作流程为非变性条件下提取蛋

白、广谱性蛋白酶（如蛋白酶 K）对蛋白-小分子复

合物进行有限的蛋白酶切、终止酶解反应、胰酶酶

解、终止酶解反应、质谱分析 [29]。LiP-MS 技术最

大的优点是在药物靶点发现的基础上可以提供小

分子结合位点信息，在药物分子的结合下，靶蛋白

在第 1 步限制性酶切的过程中因小分子位阻或构

象变化被保留，经过第 2 次充分酶解，相较于未与

药物结合的对照组，与药物结合区域有关的肽段

能显示出丰度上的提升，这些肽段信息提供了药

物与靶点的结合域，提供了研究药物作用机制的

重要信息 [30]。

ZHANG 等 [31]通过 LiP-MS 研究杜鹃素促进

同源重组修复的靶点，在存在、不存在杜鹃素处理

的情况下，将蛋白酶 K 加入到细胞裂解液中，进行

10 min 有限的蛋白水解以产生结构特异性的蛋白

质片段，终止蛋白酶 K 的酶解反应后，加入胰蛋白

酶消化 16 h 完全消化，反应结束后进行质谱鉴定，

10 种蛋白质发生了显著变化，其中，蛋白 PRKDC、

UCHL3 参与 DNA 修复的调节，通过 SPR 亲和力

检测和 CETSA 的结合验证，确认 UCHL3 是杜鹃

素的靶点，杜鹃素直接激活 UCHL3，在体细胞核

转 移 介 导 下 促 进 DNA 修 复 和 重 编 程 。 CHEN
等 [32]利用 LiP-MS 法确定了二氢硫辛酰胺 s-乙酰

基转移酶 Dlat 是贯叶金丝桃素的直接分子靶点，

贯叶金丝桃素通过 Dlat-AMPK 信号轴触发脂肪

组织产热，从而抑制肥胖。YANG 等 [33]应用 LiP-
MS 技术发现虎杖苷可特异性靶向结合 HSP90α，
进而干扰 HSP90α-NLRP3 相互作用，抑制 NLRP3
炎性小体的激活，发挥治疗急性胰腺炎和其他

NLRP3 相关炎症性疾病的潜力。

2.4　蛋白质氧化速率稳定性技术（SPROX）

蛋白质氧化速率稳定性（Stability of proteins by 
reduction of oxidation，SPROX）技术也是利用小分

子结合诱导靶蛋白稳定性增强的原理，主要依赖

于蛋白质中甲硫氨酸（Met）氧化的水平来测量蛋

··5
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白质的热力学稳定性。在一系列浓度的化学变性

剂盐酸胍等的存在下，加入过氧化氢等氧化剂对

Met进行氧化生成砜类，淬灭氧化反应后由蛋白组

学定量分析含砜类肽段（反映了含有 Met 多肽的

氧化程度），靶蛋白经过药物孵育结合后，展开暴

露的 Met 数量相对较少，通过对比药物处理组与

空白对照组中 Met 肽段的氧化水平来判断该肽段

所属蛋白是否为药物的作用靶点[34]。DEARMOND
等 [35]利用 SPROX 技术在酵母中成功鉴定了白藜

芦醇的多个靶点，包括细胞溶质醛脱氢酶和与翻

译相关的蛋白。但是，蛋白质的稳定性不限于氧

化状态，试验中氧化还原的条件控制也较复杂。

2.5　靶标响应可及性分析（TRAP）

靶标响应可及性分析（Target-responsive ac⁃
cessibility profiling，TRAP）是一项新兴的非标记

药物靶点鉴定技术，由中国药科大学郝海平教授

和叶慧研究员团队建立 [36]。其主要原理是：药物分

子与靶蛋白结合后，由于空间位阻或变构效应，导

致靶蛋白结合区域的活性赖氨酸残基的暴露程度

（可及性）发生变化，使用甲醛（HCHO）和硼烷吡

啶复合物共价标记暴露的赖氨酸残基，形成赖氨

酸二甲基化（Dimethylation）修饰，通过质谱定量比

较药物处理组与对照组的标记肽段丰度差异，筛

选出因药物结合导致标记水平显著变化的肽段为

候选靶点。为了阐明雷公藤红素缓解高脂饮食诱

导的代谢综合征的机制，ZHU 等 [37]通过 TRAP 法

发现雷公藤红素作用靶点，分别用雷公藤红素和

DMSO 处理细胞 1 h 后提取细胞蛋白，添加甲醛和

硼烷吡啶复合物在室温下共价标记蛋白质赖氨酸

残基，之后通过质谱鉴定赖氨酸二甲基化蛋白质

水平，结果显示，雷公藤红素处理组腺苷酸环化酶

相关蛋白 1（CAP1）蛋白强度显著降低，雷公藤红

素与 CAP1 结合并抑制 CAP1 与抵抗素之间的相

互作用，从而抑制 cAMP-PKA-NF-κB 信号通路

并改善高脂肪饮食诱导的小鼠代谢综合征。基于

TRAP 技术，环黄芪醇抗肿瘤的靶点被鉴定为

CTSB，环黄芪醇直接靶向 CTSB 减少肿瘤细胞上

MHC-I 的降解从而增强 CD8 T 细胞介导的抗肿

瘤免疫，揭示了补气药黄芪“扶正抗癌”的科学内

涵 [38]；水 飞 蓟 宾 对 抗 铁 死 亡 的 靶 点 被 鉴 定 为

ACSL4，通 过 抑 制 ACSL4 酶 活 性 ，从 而 减 轻

ACSL4 介导的铁死亡 [39]；沙地蟾蜍素抗肿瘤的靶

点 被 鉴 定 为 HSP90β，沙 地 蟾 蜍 素 靶 向 降 低

HSP90β-STAT3-PD-Ll轴的活性，调节免疫发挥

抗结肠癌的作用 [40]。

3　  其他中药靶点发现技术

随着生物信息学和计算生物学的快速发展，

网络药理学、分子对接、分子动力学模拟已成为药

物靶点发现领域的重要工具。这一技术的核心概

念是利用生物信息学、化学信息学和机器学习等

方法，结合已知的化合物-靶点相互作用数据，构

建预测模型以识别新的药物靶点或优化现有药物

的靶向性。

3.1　网络药理学

网络药理学是一种基于系统生物学、基因组

学、蛋白质组学等研究领域，通过计算分析与体内

和体外试验相结合，整合大量信息，发现新药物靶

点和分子机制的方法。在中药研究领域，网络药

理学被应用于药物靶点预测、疾病基因预测、药物

功能预测、中药成分网络构建以及药物-靶点-疾

病网络构建与分析等 [41]，适用于中药“多成分、多靶

点、多通路”的复杂机制研究。2021 年，世界中医

药学会联合会认证通过了《网络药理学评价方法

指南》，利用网络药理学方法预测中药药效物质的

基础和作用机制早已成为近年来研究的热点。

目前，许多研究都采用网络药理学和试验验

证的方法阐释中药及中药活性成分的靶点和药理

机制。郝江花等 [42]利用网络药理学数据库分别搜

索了苦参碱的药物靶点和炎症的疾病靶点，取交

集后构建蛋白相互作用网络（Protein-protein inter⁃
action，PPI），筛选得到 IGF Ⅰ 、MAPK8、CASP3、
NR3C1 等为苦参碱抗炎的潜在靶点。吴雅琳等 [43]

基于网络药理学研究思路，获得了中药苦参的抑

菌活性成分网络，并预测了 32 个苦参抑菌潜在靶

点，构建了“中药-成分-疾病-靶点”网络图，得出

苦参主要通过槲皮素、木犀草素、刺芒柄花素等主

要药效成分作用于 AKT1、TNF、TP53 等靶点，通

过 IL-17、TNF、C 型凝集素受体等信号通路发挥

抑菌作用。ZHAO 等 [44]利用网络药理学预测筛选

得到了与分子靶点“钩钓”结果相同的 HSP 蛋白作

为苦参碱抗 PRRSV 作用靶点，并进行了试验验

证。WANG 等 [45]利用网络药理学方法结合动物试

验解析了白藜芦醇靶向自噬信号通路中的 AMPK
缓解结晶二氧化硅致慢性肺部炎症和肺纤维化的

机制。DU 等 [46]采用网络药理学分析黄芪苷与阿

··6



凌小雅等：中药作用靶点发现技术研究进展

尔兹海默症及神经炎症的关系，预测并证实了黄

芪苷改善神经炎症的功效，解释了黄芪苷的多靶

点机制，其中，COX2 可能是其关键直接靶点。

3.2　分子对接和分子动力学模拟

分子对接（Molecular docking）和分子动力学

模拟（Molecular dynamics simulation）是计算机药

物设计中的两大核心技术，广泛应用于药物靶点

预测、作用机制研究和先导化合物优化等领域。

分子对接是一种基于结构的虚拟筛选方法，通过

计算小分子化合物与靶点蛋白的结合模式和结合

自由能，预测其潜在的相互作用 [47]。分子动力学模

拟则是一种更为深入的计算方法，基于物理力场

的计算方法，通过模拟蛋白质-配体复合物在原子

水平上的动态行为，揭示其结合过程中的构象变

化和能量变化 [48]。在网络药理学研究中，分子对接

和分子动力学模拟常被用于验证药物与靶点蛋白

的相互作用，为网络药理学提供分子水平的相互

作用证据，增强预测结果的可信度，例如，通过分

子对接，将网络药理学获取的双氢青蒿素治疗哮

喘的 172 个潜在靶点群缩小至 10 个核心靶点 [49]。

高通量分子对接和分子动力学模拟也直接应

用于靶点筛选和新药研究。Fumigaclavine C（FC）
是从红海榄茶饮真菌中分离筛选出来的一种天然

活性吲哚生物碱具有降脂活性，为了筛选 FC 的作

用靶点，高亚欣等 [50]选取调控肝脏脂质代谢途径中

的蛋白作为受体进行分子对接，发现 FC 能靶向结

合 FABP1 和 CPT1 蛋白，FABP1 和 CPT1 可能是

FC 改善非酒精性脂肪肝病的作用靶点。

4　  总结与展望

标记法具有高特异性的优势，借助药物活性

探针可兼容复杂样本体系的靶点富集，使用组织

样本能更接近体内环境，但其不足之处在于需要

对药物或蛋白进行修饰，可能影响药物活性或靶

点结合性能 [51]；而非标记法解决了药物活性受影响

的问题，但其依赖于靶蛋白稳定性改变、构象改变

等理化性质的变化，容易受间接效应的干扰，同时

很难排除药-靶复合体中其他蛋白的影响，假阳性

率较高。表 1 列举了文章综述的中药靶点发现案

例，表 2 总结比较了文章综述的各种中药靶点发现

技术，选择合适的靶点筛选方法能够事半功倍。

表 1 代表性中药靶点

Tab.1 Targets representing traditional Chinese medicine

中药活性成分
Active ingredients of traditional Chinese medicine

白术内酯Ⅱ　Atractylenolide Ⅱ
小檗碱　Berberine
芹菜素　Apigenin
葫芦素 B　Cucurbitacin B
咖啡酸　Caffeic acid
小白菊内酯　Parthenolide
野黄芩苷　Scutellarin
苦参碱　Matrine
苦参碱　Matrine
芍药苷　Paeoniflorin
野黄芩苷　Scutellarin
藤黄酸　Gambogic acid
白术内酯Ⅰ　Atractylenolide Ⅰ
黄芪甲苷Ⅱ　Astragaloside Ⅱ
苦豆碱　Aloperine
杜鹃素　Farrerol
贯叶金丝桃素　Hyperforin
虎杖苷　Polydatin
雷公藤红素　Celastrol
水飞蓟宾　Silibinin

靶向领域
Targeting areas

肥胖

炎症相关疾病

衰老

结膜黑色素瘤

癫痫

乳腺癌

卵巢损伤

猪繁殖与呼吸综合征

犬乳腺肿瘤

肝损伤

肝癌

前列腺癌

结直肠癌

神经保护

非小细胞肺癌

同源重组修复

肥胖

急性胰腺炎

高脂饮食诱导的代谢综合征

铁死亡

靶点
Targets
DGKQ
NEK7

PRDX6
GRP78
ACOD1
USP10
Wnt5a

HSPA8、HSP90AB1
BTF3

GSDMD
IDH1

CNPY3
PSMD4
p75NTR
VPS4A
UCHL3

Dlat
HSP90α
CAP1

ACSL4
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靶点鉴定是一个复杂且耗时的过程，需要多

层次、多角度相互佐证，可联合应用多种靶点发现

技术提高靶点的可靠性。筛选出候选中药靶点

后，仍需进行包括药-靶免疫荧光共定位、SPR 或

MST 结合解离常数测定等结合检测。值得一提的

是，CETSA-WB 技术因其流程简单也被广泛应用

于靶点结合的验证。靶点调控机制解析往往涉及

酶活性检测、干扰、过表达、免疫沉淀等，结合下游

信号通路的测定将靶点与表型关联。

中药具有多组分、多靶点、多途径的作用特

点，现有的技术初步支撑了多靶点-多途径的机制

解析，但尚不能完成靶点互作网络构建及多组分

中药协同效应解析。鉴于天然产物在药物研发中

的巨大潜力，未来需综合运用多种技术，推动多维

度技术融合，如空间组学、AI 动态模拟等，同时推

动智能解析平台的建设，将中药靶点研究成果整

合分析，推动实验-计算-实验-临床的闭环验证，

实现用现代科学语言阐释中药的作用机制，从而

推动现代科学技术与传统医学的结合，提升中药

在全球医药领域的竞争力。
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表 2 中药靶点鉴定技术比较

Tab.2 Comparison of traditional Chinese medicine target identification techniques

分类
Category
标记法

Labeling method

标记法
Labeling method

非标记法
Label-free
非标记法
Label-free
非标记法
Label-free
非标记法
Label-free
非标记法
Label-free
非标记法
Label-free

其他
Other

技术名称
Technical name

分子靶点“钩钓”技术

蛋白质芯片技术

细胞热位移技术
（CETSA）

热蛋白质组分析
（TPP）

药物亲和反应靶点稳
定性技术（DARTS）

有限酶切法
（Lip-MS）

蛋白质氧化速率稳定
性技术（SPROX）

靶标响应可及性分析
（TRAP）
网络药理学

原理
Principle

化学标记药物分子，结合靶蛋
白后富集分析

在芯片上固定多种靶点，通过
检测结合反应进行分析

通过热稳定性变化检测药物与
靶点的结合

通过热稳定性变化检测药物与
靶点的结合

通过药物与靶点结合后的稳定
性变化进行分析

通过酶切分析结合位点信息

通过氧化速率变化分析药物与
靶点的结合

通过靶点构象改变致可及性变
化分析药物与靶点的结合

通过计算模型分析药物与靶点
的相互作用

优势
Advantages

高特异性，可直
接捕获靶点

高通量

接近体内环境，
流程简单

接近体内环境，
高通量

成本低

高灵敏度，可指
示结合位点信息

高灵敏度

高特异性

高通量虚拟筛选，
整合多组学数据

不足
Shortcomings

探针合成复杂，难以
鉴定弱亲和力靶点

依赖蛋白固定化技
术，假阳性率高

灵敏度低

存在假阳性风险，成
本高，设备昂贵

特异性不高，易受其
他因素影响

操作复杂，需高精度
质谱分析

对氧化条件敏感

操作复杂，成本高

假阳性率高，依赖数
据质量和算法模型

适用范围
Applications

小分子靶点鉴定；已知活
性位点药物靶点鉴定；复
杂样本中的靶点鉴定

靶点初步筛选

细胞水平靶点鉴定

大规模靶点发现

小分子药物靶点鉴定

靶点结合位点研究；蛋白
质-药物相互作用

低丰度靶点鉴定

小分子药物靶点鉴定

靶点预测和机制假设
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