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摘 要:药物靶标是指细胞、组织或器官的特殊结构,它能与药物相互作用,促使药物发挥疗效。全面识别药物
靶标对了解药物的作用机制及其潜在的副作用至关重要。目前,应用广泛的药物靶标识别和鉴定技术,如基于
活性的蛋白质分析(activity-based protein profiling, ABPP)、以化合物为中心的化学蛋白质组学(compound-cen-
tric chemical proteomics, CCCP),需要对化合物小分子进行修饰,这可能会降低甚至改变药物分子的活性。因
此,无需对药物分子进行化学修饰的技术,如药物亲和反应的靶标稳定(drug affinity responsive target stability,
DARTS)、细胞热位移分析(cellular thermal shift assay, CETSA)和热蛋白质组分析(thermal proteome profiling,
TPP),逐渐成为药物靶标研究的重要手段。液相色谱 -串联质谱技术是鉴定药物靶标蛋白的重要工具。本文综
述了基于液相色谱 -串联质谱技术的药物靶标研究方法的应用,并对药物靶标鉴定技术的未来发展进行了展望。
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Abstract: A drug target is a specific structure in a cell, tissue or organ that interacts with a drug to make it
work. Comprehensive identification of drug targets is essential to understanding the mechanism of action of
drugs and their potential side effects. Currently, widely used drug target identification and validation tech-
niques, such as activity-based protein profiling (ABPP), compound-centric chemical proteomics (CCCP), re-
quire the modification of small-molecule compounds, which may reduce or alter the activity of drug mole-
cules. Therefore, advanced techniques that do not require chemical modification of drug molecules, such as
drug affinity responsive target stability (DARTS), cellular thermal shift assay (CETSA), and thermal proteome
profiling (TPP), are becoming important tools for drug target research. Liquid chromatography-tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS) is a powerful tool for identification of drug target proteins. This paper reviewed drug
target research techniques based on LC-MS/MS and future development of drug target identification.
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蛋白质是生命活动的主要承担者。药物靶标

大部分是蛋白质, 药物分子与其结合, 通过促进
或抑制某种代谢通路来治愈或缓解疾病, 从而减
轻人类痛苦, 促进社会健康发展。识别并鉴定药
物靶标能够清楚了解药物作用机制, 从而优化药
物结构, 减少药物副作用, 促进新药研发工作的
开展[1-3]。
随着基因组学、转录组学和蛋白质组学的蓬

勃发展, 药物靶标发现技术不断更新。液相色谱
(liquid chromatography, LC)和质谱 (mass spectro-
metry, MS)联用技术具有高通量、高选择和高灵敏
度的优势, 在药物发现和研发中发挥重要作用[4]。
基于液相色谱-串联质谱(liquid chromatography-
tandem mass spectrometry, LC-MS/MS)的药物靶标
识别与鉴定技术能够对细胞和组织中的蛋白质进

行全面、灵敏及定量的分析,从而发现蛋白质丰度、
周转和翻译后修饰在干扰或疾病情况下的变化[5]。
典型的基于 LC-MS/MS的药物靶标识别与鉴定技
术的主要实验流程为: 样品制备、LC-MS/MS 检
测、数据分析等。目前, 识别与鉴定化合物分子的
靶标技术不断涌现, 各具优势, 在生物医学领域
发挥重要作用[6]。本文将研究药物靶标识别和鉴定
的技术主要分为两种, 即需要对化合物分子进行
修饰的标记法和无需对化合物进行修饰的非标记

法, 前者主要有基于活性的蛋白质分析(activity-
based protein profiling, ABPP)和以化合物为中心的
化学蛋白质组学(compound-centric chemical pro-
teomics, CCCP), 后者包括药物亲和反应的靶标稳
定(drug affinity responsive target stability, DARTS)、
细胞热位移分析(cellular thermal shift assay, CET-
SA)和热蛋白质组分析(thermal proteome profiling,
TPP)。本文将介绍这些技术的原理、优势和各自的
局限性, 以及它们与 LC-MS/MS技术联用在药物
靶标鉴定中的应用。

1 标记法

1.1 CCCP
1.1.1 CCCP的原理和优缺点

CCCP专注于药物与靶标蛋白的亲和力结合,
其中化合物和蛋白质之间的共价连接不是必不可

少的。其操作步骤如下: 首先, 将具有生物活性的
化合物修饰在用于固定化的基质(比如琼脂糖凝
胶、树脂)上, 这一步骤的关键是在不影响药物生
物活性的情况下合成必要的药物-基质连接物;
其次, 将亲和基质与蛋白质裂解物或组织提取物
共孵育, 以拉下发生特异性结合的蛋白质; 再次,
对靶标蛋白进行洗脱、纯化、富集并通过染色显示;
最后, 采用 LC-MS/MS技术进行鉴定(图 1)[7]。

CCCP可以快速富集大量靶标蛋白, 但是由
于固定化合物的基质材料寻找困难、大多数被修

饰的药物分子的生物活性受到影响,以及靶标蛋白
在细胞提取物中的溶解性不确定,目前很少使用。
1.1.2 CCCP的应用
为研究姜黄素的潜在细胞内靶标, 评估这种

天然化合物的生物学作用和副作用, Firouzi等 [8]

将姜黄素固定于环氧活化-琼脂糖凝胶 6-B上,
以 1 mol/L乙醇胺(pH 11)与环氧活化-琼脂糖凝
胶 6-B孵育, 制备对照组, 利用 MS/MS, 在小鼠脑
组织中首次鉴定出数十种姜黄素的潜在靶标蛋

白,发现姜黄素可以同参与抗氧化、糖酵解和代谢
活性的蛋白质进行物理相互作用, 发挥其抗癌的
药理作用。同时, 该项研究表明姜黄素可以作为
脑癌化学预防和治疗适应症的潜在候选者, 因为
它可以通过血脑屏障。

1.2 ABPP
1.2.1 ABPP的原理和优缺点

ABPP是一种基于反应性化学探针的化学蛋
白质组学方法, 可以发现小分子配体靶向的蛋白

图 1 CCCP和 ABPP应用于蛋白质鉴定的实验流程[7]

Fig.1 CCCP and ABPP for protein identification[7]
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质或蛋白质组范围内的位点。ABPP最初由 Cra-
vatt和 Bogyo开创, 起源于活性位点定向化学探
针,可用于各种酶类,包括水解酶、蛋白激酶等[9-12]。
ABPP探针包含 3种分子元素: 1) 活性基团; 2) 报
告基团(标签); 3) 结合基团。活性基团用于结合或
共价修饰一个或多个酶类中许多成员的活性位

点。报告基团用于快速检测和分离可能标记的

酶, 如生物素和/或荧光团。结合基团用于将活性
基团引导到蛋白质组中的不同酶活性位点[13]。
根据活性小分子与靶标蛋白作用方式的不

同, ABPP可分为基于活性的分析与基于亲和性的
分析。基于活性的探针(activity-based probe, ABP)
是能够直接标记其靶标蛋白的亲核氨基酸位点

(如半胱氨酸、赖氨酸、丝氨酸、酪氨酸)的共价抑制
剂,这些位点通常富集在催化位点、翻译后修饰位
点、蛋白质-蛋白质相互作用位点、金属结合位点、
变构结合口袋或其他结合模式中[14-20]。基于亲和性
的探针是非共价抑制剂, 因此需要额外的光反应
基团在紫外光照射时形成共价键。光反应基团能

够响应紫外光照射并产生高反应性中间体, 这使
得非共价相互作用能够原位转化为稳定的共价配

合物[21]。稳定的探针-蛋白质共价复合物产生后,
可以利用报告基团对其进行检测或富集和洗脱,
从而实现探针标记的蛋白质组学分析[22]。

ABPP是目前使用非常广泛并发展快速的一
种用于研究化合物靶标蛋白的方法。但是, 设计
不影响化合物活性和进入细胞不受阻的 ABP需

要专业的化学知识; 而且, ABP与非特异性杂蛋白
的结合严重影响实验结果, 通常蛋白质丰度较低
或者 ABP结合力较弱的靶标蛋白难以被检测到。
1.2.2 ABPP的应用

ABPP可用于识别和鉴定现有药物的未知靶
点。达沙替尼是一种多靶点激酶抑制剂, 其靶点
包括 BCR-ABL、SRC家族激酶和各种癌症激酶。
为阐明达沙替尼在胃癌治疗中的作用机制, Choi
等[23]利用不同的胃癌细胞系, 使用去硫代生物素-
ATP探针, 通过 LC-MS/MS进行了靶标蛋白分析
(图 2),在达沙替尼敏感细胞系(SNU-216和MKN-1)
和耐药细胞系(SNU-484和 SNU-601)中分别鉴定
出 29个和 18个可作为潜在靶点的激酶。

ABPP也可以用来研究与细菌相关的靶标蛋
白, 是抗菌药物研发的重要工具。一线抗生素通
过抑制细菌菌膜的生物合成导致细胞快速死亡。

茁-内酯可阻断菌膜生物合成所必需的丝氨酸水解
酶。EZ120是一种具有强效抗分枝杆菌和杀菌活
性的 茁-内酯药物。研究人员利用 ABPP方法合成
了 EZ120探针, LC-MS/MS实验结果显示 Pks13
和 Ag85丝氨酸水解酶是 EZ120的主要靶标。而
且, EZ120具有较低的最小抑制浓度和最低杀菌
浓度, 对人体细胞毒性低, 具有良好的菌膜穿透
性[24-26]。

此外, ABPP在研究与病毒相关的靶标蛋白、
揭示病毒作用机制以促进抗病毒药物研发方面也

发挥重要作用。新型冠状病毒感染(corona virus

图 2 通过基于 ATP探针的 ABPP在胃癌细胞中进行达沙替尼靶标分析的工作流程
将来自达沙替尼敏感(MKN-1和 SNU-216)和耐药性(SNU-484和 SNU-601)胃癌细胞系的细胞裂解物用载体对照二甲基
亚砜(DMSO)或 10 滋mol/L达沙替尼预孵育(a), 然后与去硫代生物素-ATP探针反应(b)。随后, 胰蛋白酶消化细胞裂解物,
并通过链霉亲和素琼脂糖珠纯化标记的肽(c)。最后, 采用 LC-MS/MS分析探针标记的肽(d)[23]。
Fig.2 Workflow for dasatinib target profiling via ATP probe-based ABPP in gastric cancer cells
Cell lysates from dasatinib-sensitive (MKN-1 and SNU-216) and -resistant (SNU-484 and SNU-601) gastric cancer (GC) cell
lines were preincubated with vehicle control dimethyl sulfoxide (DMSO) or 10 滋mol/L dasatinib (a), then reacted with desthiobi原
otin-ATP probe (b). Subsequently, cell lysates were digested with trypsin and labeled peptides were purified by streptavidin aga-
rose beads (c). Finally, probe-labeled peptides were analyzed by LC-MS/MS (d)[23].
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图 3 DARTS的一般流程
(1) 收集细胞裂解物以制备蛋白质库; (2) 孵育含和不含小分子的蛋白质; (3) 用不同剂量的蛋白酶进行蛋白质水解; (4) 用
SDS-PAGE分离消化后的片段; (5) 收集靶标蛋白的凝胶条带, 用于 LC-MS分析; (6) 鉴定和进一步验证靶标蛋白[37]。Veh:
载体对照; SM: 小分子物质。
Fig.3 General protocol of DARTS
(1) Cell lysate collection for preparing the protein pool; (2) Incubation of proteins with and without SM; (3) Proteolysis with various
amounts of protease; (4) Separation of digested fragments with SDS-PAGE; (5) Collection of target protein bands for LC-MS ana-
lysis; (6) Identification and further validation of target proteins[37]. Veh: Vehicle; SM: Small molecule.

disease 2019, COVID-19)是全球性的流行病, 严重
威胁人类健康和寿命, 影响世界经济和社会发
展。抗病毒药物替诺福韦和索非布韦被建议用于

治疗 COVID-19[27-29]。然而, 这两种前药在肺部激
活的潜在机制仍然没有定论。Li等[30]使用 ABPP
和 LC-MS/MS 分析方法, 利用人肺和人肝的 S9
组分与纯化的酶对替诺福韦和索非布韦的水解作

用进行了评估。结果表明, 替诺福韦在人肺 S9中
的水解率是索非布韦的近 4倍; 在人肺和原代人
气道上皮细胞中, 组织蛋白酶 A对羧酸酯酶 1的
相对蛋白质丰度明显高于其在人肝和原代人肝细

胞中的相对蛋白质丰度, 提示替诺福韦对组织蛋
白酶 A介导的水解高度敏感, 从而导致替诺福韦
在人肺内高效水解, 后期在设计治疗呼吸道病毒
感染的抗病毒酯类前体药物时, 组织蛋白酶 A可
以用作靶标激活酶。

传统的蛋白质标记探针,如生物素、荧光基团
等,普遍存在降低蛋白质活性、对极性变化不够敏
感等缺点[31-32], 会影响药物靶标的识别和鉴定。因
此, 无需对化合物进行修饰的非标记法显得至关
重要。目前已经有很多研究应用了无需对化合物

进行修饰的药物靶标识别和鉴定技术。

2 非标记法

2.1 DARTS
2.1.1 DARTS的原理和优缺点
鉴定小分子药物分子靶标(有益或副作用)是

一项重要的挑战。基于以下几个熟悉的概念: 与
转录因子结合的 DNA位点具有 DNA酶抗性; 与

天然配体(如 DNA和碳水化合物)相互作用的蛋白
质免受蛋白酶消化等[33-35], 2009年, Lomenick等[36]

开发了一种 DARTS技术, 该技术利用了药物结
合时靶标蛋白的蛋白酶敏感性降低的原理, 可以
用来进行药物研发和药物靶标鉴定。DARTS技术
的一般操作流程(图 3)如下: 1) 收集细胞并裂解;
2) 获得蛋白质混合物; 3) 药物与蛋白质共孵育;
4) 蛋白质水解; 5) 凝胶电泳; 6) 收集目标蛋白质
凝胶条带; 7) 利用 LC-MS/MS技术进行蛋白质鉴
定; 8) 验证靶标蛋白[37]。

DARTS的普适性强, 因为它不需要对药物进
行化学修饰, 且独立于药物作用的机制。同时,
DARTS操作简单, 效率高, 可以快速直接鉴定任
何小分子的直接结合靶标。此外, 该技术无需纯
化大量蛋白质, 甚至可以使用细胞裂解液。但是,
体内蛋白质的稳定性复杂, 在很大程度上是不可
预测的; 而且, 药物结合既可增加又可降低有些
靶标蛋白的蛋白质水解敏感性, 同时药物结合还
可能会改变非靶向蛋白的蛋白酶敏感性等[38-41]。
2.1.2 DARTS的应用
无标记的 DARTS技术与高分辨率的质谱联

用, 既可以鉴定和验证化合物的靶标, 又能简化
药物发现的一般流程。Kim等[42]首先通过姜黄素
和其已知靶标氨肽酶 N验证了无标记的 DARTS
和 MS联用策略的可行性, 然后使用该策略研究
了抗血管生成小分子伏康京碱的作用模式, 在血
管内皮细胞中鉴定出伏康京碱具有抗血管生成特

性的靶标蛋白血管内皮生长因子受体 2。Tian等[43]

通过将 DARTS与 LC-MS/MS技术相结合, 使用
(1) (2) (3) (4) (5) (6)
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四面体 DNA纳米结构(tetrahedral DNA nanostruc-
ture, TDN)与细胞裂解物的混合物鉴定了 TDN内
吞作用的候选靶标蛋白,发现 TDN与 10种内吞途
径相关蛋白质密切相关。该方法为应用和分析

DNA纳米结构的细胞内化过程提供了通用策略。
2.2 CETSA和 TPP
2.2.1 CETSA和 TPP的原理与优缺点
药物治疗的有效性取决于药物与其靶标的结

合, 而药物副作用是指药物与靶标的过度结合,
或者与非靶标的结合, 即脱靶。由于无法监测细
胞内药物与靶标的结合, 所以优化药物分子结构
以促进药物研发非常具有挑战性。2013年, Mo-
lina等[44]开发了一种评估药物与细胞或组织样品
中的靶标蛋白结合的方法, 即 CETSA。CETSA是
基于配体诱导的靶标蛋白热稳定的生物物理原

理, 即当靶标蛋白与药物分子结合时, 靶标蛋白
的熔化温度升高(热稳定), 这样靶标蛋白仍可在溶
液部分被检测到。为研究药物浓度效应, Molina
等[44]还设计了一个等温剂量-反应指纹(isothermal
dose-response fingerprint, ITDRFCETSA)程序: 在温度
和加热时间保持恒定的情况下, 将裂解液等分暴
露于不同浓度的药物。ITDRFCETSA可用来估计达到
相似的靶标作用程度所需的药物浓度的相对差异。

CETSA技术灵敏度不高, 检测通量不足。为
解决新药研发中的两个关键问题: 靶标和脱靶识
别, 以及发现验证药物疗效的分子生物标志物,
2014年, Savitski等 [45]通过将 CETSA方法与多重
定量质谱结合开发了 TPP技术, 也叫 MS-CETSA,
建立了完整细胞中蛋白质组范围内蛋白质热稳定

性的测定方法。TPP可以直接监测细胞或组织中
蛋白质与配体的相互作用, 因为理论上, 蛋白质
的任何修饰都会影响其热稳定性 [46]。CETSA 和
MS-CETSA主要包括以下步骤(图 4): 1) 样品制备;
2) 药物处理; 3) 加热反应; 4) 蛋白质提取; 5) 蛋
白质鉴定; 6) 数据处理[47]。

CETSA或 MS-CETSA是一种无标记的方法,
即不需要化学修饰, 减少了合成特殊药物探针所
需的时间和成本, 可监测完整细胞或裂解物中化
合物处理时蛋白质热稳定性的变化。改变蛋白质

熔点的化合物可被认为是正在研究的蛋白质的结

合剂。虽然 CETSA能够验证已知靶标, 但它缺乏
检测意外靶标的潜力。TPP能够以公正的方式识
别活细胞中药物的直接和间接靶标, 而且灵敏度
和检测通量高。但是, 蛋白质的(去)稳定性可能不

是由化合物直接结合引起的, 而是通过化合物间
接发生。并且, 某些靶标不会因与配体相互作用
而稳定, 或者在较高温度下相互作用丢失, 这样
会掩盖结合事件, 导致假阴性。此外, 化合物与纯
化蛋白质的结合并不能视为该化合物作为靶标的

可靠预测指标, 在这一过程中, 化合物的细胞通
透性以及许多其他因素, 如靶标与其他蛋白质和
辅因子的相互作用, 都起着重要的作用。
2.2.2 CETSA和 TPP的应用
自 2013年 Molina等发明 CETSA 技术以来,

研究者陆续将 CETSA应用到药物的研发工作中。
Ceder等[48]使用突变 p53再激活化合物 APR-246
(Eprenetapopt/PRIMA-1Met)的活性产物亚甲基奎
宁环酮(methylene quinuclidinone, MQ)处理细胞,
然后利用 CETSA和 LC-MS/MS技术进行实验, 结
果显示天冬酰胺合成酶(asparagine synthetase, AS-
NS)是 MQ处理后热稳定的五大蛋白质之一, 表明
MQ与 ASNS直接互相作用或间接影响。此外, 天
冬酰胺酶和 APR-246联合处理可协同抑制急性
淋巴细胞白血病细胞系的生长。该研究结果为急

性淋巴细胞白血病提供了一种潜在的新治疗策

略。Dziekan等[49]采用 CETSA和 LC-MS/MS技术
对人类疟疾的主要病原体恶性疟原虫(Plasmodium
falciparum)进行了药物靶点鉴定, 发现恶性疟原虫
嘌呤核苷磷酸化酶是奎宁和甲氟喹的共同结合靶

点。针对药物的疗效和不良反应, Sun等[50]在蛋白
质组水平上直接监测了蛋白质结构的活性氧和氧

化还原调节, 证明 CETSA可以应用于蛋白质氧化
还原调节的细胞研究, 同时也可用于发现基于
CETSA的生物标志物, 以及报告药物的治疗效果
和副作用。

TPP能够快速灵敏地识别已知的药物靶标,
鉴定未知的药物靶标, 并能识别和鉴定作为膜结
合受体的药物靶标。Zinn等[51]利用 TPP和 LC-MS/
MS技术, 使用 16-plex标签, 记录了溶剂对照组
和实验组化合物星形孢菌素处理样品的完整热变

性图谱, 展示了 HepG2细胞提取物中星形孢菌素
靶标的灵敏和省时鉴定。Corpas-Lopez等[52]采用
TPP和 LC-MS/MS技术, 证实化合物 DDD100097
在利什曼原虫(Leishmania)寄生虫内作用于靶点
N-肉豆蔻酰基转移酶。离子型嘌呤能受体 P2X4
是嘌呤能受体家族的三聚体 ATP门控阳离子通
道, 对 Na+、K+和 Ca2+具有渗透性, Carnero Corrales
等[53]首先利用人乳腺癌细胞系 MCF7确定吲哚啉
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图 4 CETSA的操作流程图[47]

TS-FITGE: 基于二维荧光凝胶差异的热稳定性分析技术; ITDR: 等温剂量反应。
Fig.4 Operation flowchart of CETSA[47]

TS -FITGE: Thermal stability shift -based fluorescence difference in two -dimensional gel electrophoresis; ITDR: Isothermal
dose-response.
衍生物 indophagolin是自噬抑制剂, 然后联合应
用 TPP 和 LC-MS/MS技术识别并鉴定出嘌呤能
受体 P2X4是 indophagolin的作用靶标, 最后采用
CETSA、ITDRF 和钙流入测定进一步证实 P2X4
为 indophagolin的靶标。
3 小结与展望

药物靶标的发现在整个新药研发过程中起着

至关重要的作用。本文介绍了 5种识别与鉴定药
物靶标的研究技术, 以及相应的进展和应用。由
于成本、时间等因素, 它们各有优缺点, 这限制了
新药研发的进展。

如何从上万种蛋白质中准确快速地找到真正

发挥药物疗效的靶标, 以阐明药物作用机制, 减
少药物副作用, 依然需要我们不断研发新技术。
一种较好的靶标蛋白识别与鉴定技术, 应当具有
以下优势: 1) 不仅能灵敏地识别含量丰富的蛋白
质, 而且适用于低丰度蛋白质; 2) 能应用于不同

生物体的细胞、组织; 3) 药物分子的结构和活性不
会改变或降低; 4) 可极大降低实验所需成本、时
间等。

随着基因组学、蛋白质组学、生物信息学和质

谱技术的飞速发展, 能够整合各种技术先进性和
创新性的准确、高通量的靶标识别新技术,将减少
研发新药所需成本和时间, 更加清楚地阐明药物
的作用机制, 以优化药物结构、改善药物性能、增
强药物疗效、减少药物不良反应, 推动医药事业蓬
勃发展。
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