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点击化学在中药活性成分靶点鉴定中的应用进展 
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摘  要：靶点是中药活性成分在体内发挥作用的基础，靶点确定是中药研发的关键，然而目前关于中药作用靶点的揭示未能

获得突破性进展，已成为中药现代化进程中的瓶颈问题，因此，用于靶点研究的新思路与新技术亟需被开发。近年来，以点

击化学方法为代表的基于活性蛋白质组分析技术为中药活性成分作用靶点的研究提供了新的手段。对近年来点击化学在中药

活性成分靶点鉴定领域中的应用进行简要的回顾和总结，对其应用前景和发展趋势进行前瞻性的展望。 
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Abstract: The target is the basis for the active ingredients of Chinese materia medica (CMM), which plays an important role in the 
patients’ body. Target identification is the key work for the development of CMM. However, the current studies on the target of 
CMM are still limited, and it has become a bottleneck in the modernization of CMM. Therefore, new ideas and new technologies are 
required for the research on targets. Recently, a new method for the study of targets has been provided by the technology of 
activity-based protein profiling represented by click chemistry. The application of click chemistry in target identification of CMM in 
recent years is briefly reviewed and summarized, and the trends of application and development of click chemistry are prospected in 
this review. 
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目前世界上已用于临床的单体药物有 1 000 多

种，其中约 48%是由基于中药或天然药物的有效成

分研究开发得到的，实践证明，从中药或其他天然

产物中发现有效成分，筛选出具有显著药理活性的

先导化合物，结合构效关系及药动学研究进一步结

构修饰，是一条研制新药的重要途径[1]。近年来，

基于在结构新颖性、功能多样性以及生物相容性等

方面具有的明显优势，源于中药活性成分的药物已

在临床应用于各类疾病，如免疫性疾病、心血管疾

病和恶性肿瘤等，在新药研发及临床用药中占据重 
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要地位[2]。其中中药活性成分的靶点研究是重要环

节。中药活性分子与细胞内靶标相互作用，是其发

挥功效的基础，明确其体内作用靶点，有助于药理

机制的阐明及毒副作用的尽早发现，进而指导药物

化学工作者在分子结构上进行针对性的优化改造，

有利于提高药物的安全性及有效性，推动中药的国

际化与现代化。然而，目前存在众多中药活性成分

靶点及作用机制不明确的问题，阻碍了其进一步的

开发应用及国际化进程[3]。因此，对中药活性成分

靶点进行鉴定已迫在眉睫，并具有重要的科学意义。

本文主要综述了近年来点击化学（click chemistry）
在中药活性成分靶点鉴定应用方面的研究进展。 
1  “点击化学”在中药活性成分靶点鉴定中的优势 

截至目前，小分子亲和色谱（small molecule 
affinity chromatography）技术及基于活性蛋白质组

分析（activity-based protein profiling，ABPP）技术

是应用最为广泛的中药活性成分及其他天然产物靶

点鉴定中的常用策略。“靶点钩钓”技术是基于小分

子亲和色谱法的常用方法[4]，是指基于药物分子可

与蛋白质发生共价结合的原理，将药物分子通过化

学反应连接到生物相容的惰性树脂（磁珠或琼脂糖

凝胶）上，基于该树脂来钓取能与药物分子发生相

互作用的蛋白质，最后经凝胶电泳分离纯化，高分

辨质谱分析，进而确定该药物分子的靶蛋白[5-9]。利

用该技术，一系列中药活性成分的靶点被成功鉴定，

例如，Tu 课题组分别构建了苏木酮 A 探针[10]及野

菊花内酯探针[11]，依次鉴定出苏木酮 A 的作用靶点

为肌苷 5-磷酸脱氢酶 2（IMPDH2），菊花内酯发挥

抗炎作用的靶点蛋白为热休克蛋白 70（HSP70），
从靶点源头上揭示了中药活性成分的作用机制。 

“靶点钩钓”策略是一种可操作性非常强的靶点

鉴定技术，有力推动了中药药理机制的阐明，加快

了中药现代化进程。该策略使用过程中如需引入位

阻较大的亲和标签，则可能导致化合物的活性降低

甚至丧失。随着生物正交化学反应的发展，由

Sharpless 于 2001 年提出的铜催化的叠氮-炔点击反

应（click reaction）使这一问题得到了有效缓解，成

为近年来应用最为广泛、研究最为热门的基于活性

蛋白质组分析的靶点鉴定策略之一[12]。 
点击化学又称“链接化学”或“动态组合化学”，

旨在通过小单元的拼接，来快速、可靠地完成各种

类型分子的化学合成。该反应尤其强调开辟以碳-
杂原子键（C-X-C）合成为基础的组合化学新方法，

其代表反应为铜催化的叠氮-炔基的环加成反应。点

击化学反应有如下优点：（1）可在细胞内发生，利

于原位直接找到药物作用靶点；（2）合成反应快速、

副产物对细胞无毒害；（3）操作简单、条件温和、

对水与氧等环境不敏感。科学家们通过有机合成的

方式在活性分子上引入炔烃等生物正交基团，在不

影响其药理活性的前提下合成得到功能化衍生物，

随后将该功能化衍生物与细胞共孵育，使其与靶标

蛋白结合，最后利用点击反应再将叠氮修饰的报告

基团（生物素或荧光）连接到探针-靶标蛋白复合物

上，进而对靶标进行检测、富集和鉴定（图 1）[13]。 
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linking 
cell lysis 

NP-inspired probe

tag
probe addedNP 
to live cells

CuAAC covalently 
linking probe 

CuAAC R1               H 

 
图 1  基于点击化学的天然产物靶点鉴定的方法 

Fig. 1  Identification of natural products targets based on click chemistry 
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2  基于点击化学进行靶点鉴定的具体步骤与方法 
采用点击化学的方式进行靶点鉴定，通常需要

3 个步骤，具体包括：（1）小分子探针的设计与合

成，随后将该探针与细胞共孵育后实现与靶蛋白的

特定位点发生共价结合；（2）通过点击化学反应，

将已与靶蛋白发生共价结合的分子探针与报告基

团相连（图 2）；（3）对所识别的靶标进行纯化、

富集和鉴定[14]。 
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active group of small active molecule 
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reactive group reporter tag 
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图 2  基于点击化学将分子探针的活性基团与报告基团的连接 
Fig. 2  Connection of active group and reporter group of molecular probe based on click chemistry 

2.1  小分子探针的设计与合成 
在分子探针的设计环节，重要的是要确保该探

针与其母体化合物保持相似的生物活性。目前应用

的小分子探针，大多是在母体化合物的结构中引入

炔基或叠氮得到的，虽然两者都属于小基团，但如

果在母体化合物的活性位点引入该基团，则会导致

生物活性的降低甚至消失[15]。因此，在小分子探针

合成之前，需要对母体化合物的构效关系进行研究，

确保在母体化合物的非活性位点引入炔基或叠氮基

团后，得到的小分子探针的生物活性与母体相似。 
最近研究表明，炔基自身也具有潜在的生物活

性，可以对某些特定的酶产生抑制作用。例如，丙

炔胺可以是黄素腺嘌呤二核苷酸（FAD）依赖性酶

的抑制剂，在单胺氧化酶存在的条件下，FAD 辅因

子通过与酶的活性位点-半胱氨酸残基共价结合形

成复合物，然后与丙炔胺发生共价结合从而抑制该

酶的活性[16]。此外，末端炔烃可以对 P450 酶产生

一定的抑制作用，末端炔烃可以被 P450 酶氧化产

生活性中间体——乙烯酮酶，形成迈克尔加成的受

体，然后会迅速受到相邻的酶亲核进攻，发生共价

结合，该发现已作为重要参考用于 P450 相关酶的分

子探针的设计过程中[17-18]。因此，虽然炔烃在大多数

情况下是高度生物正交的，但它们也是可以在体内

与酶发生相互作用的，分子探针合成之后需要通过

药理学评价，对其活性进行验证，确保其与母体具

有类似的生物活性。 
2.2  报告基团 

小分子探针合成并与靶蛋白共价结合后，需要

引入报告基团以便对探针所结合蛋白的富集进行检

测。目前，比较常用的报告基团有 2 种类型：（1）
荧光基团，如罗丹明、荧光素等，可与聚丙烯酰胺

凝胶电泳（SDS-PAGE）结合，对结合蛋白实现可

视化操作[19]；（2）亲和标签，如生物素，用于富集

和鉴定结合蛋白[20]。生物素作为靶标识别中最常用

的报告基团，被其标记的蛋白质易于链霉亲和素磁

珠富集。由于设计合成的小分子探针通常是带有炔

烃或叠氮化物的点击式化学探针，这些探针可以与

它们的补体（叠氮化物与炔烃）进行生物“点击”

反应[21]。因此，通过各种形式的点击化学反应，可

以将已与靶蛋白共价结合的小分子探针与叠氮化物

或炔基修饰的报告基团相连。由于炔烃或叠氮化物

属于较小基团，引入该基团后除对分子探针生物活

性影响小之外，还使合成膜透性的探针成为可能，

以便在活细胞水平进行操作，与连有较大的报告标

签的探针相比具有明显的优势。 
2.3  靶蛋白的鉴定与验证 

在对所识别的靶蛋白进行鉴定之前，需要通过

聚丙烯酰氨凝胶电泳（SDS-PAGE）对富集的蛋白

与对照条带之间进行对比，通过考马斯亮蓝染色，

然后将具有差异化的条带通过质谱进行分析，对比

蛋白数据库，找到有关的目标靶蛋白。目前质谱技

术已经日益成熟，但未能实现对完整的蛋白进行鉴

定，一般需要利用糜蛋白酶或者胰蛋白酶等特异性

蛋白酶对待测蛋白进行酶解，得到多肽片段，然后

进行鉴定，间接达到鉴定蛋白的效果。目前，鉴定

该多肽片段方法主要有 2 种，分别是肽指纹图谱分

析（peptide mass fingerprint）[22]和肽序列标签分析

（peptide sequence tags）[23]，其中前者主要通过检测

获得的质谱数据与已经建立的数据库中的肽谱进行

比对，进而确定靶蛋白的名称；后者也称为鸟枪蛋

白质组学（shotgun proteomics），主要通过二级或多

级质谱得到多肽的一级质谱以及多肽进一步裂解的

图谱，进而推测出酶解多肽的氨基酸序列，最后通

过数据库检索对靶蛋白进行鉴定。 
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在靶蛋白鉴定完成后需要进行靶标验证，包含

2 方面的工作：（1）活性分子与捕获的靶蛋白之间

直接结合的证据；（2）活性分子通过与靶蛋白相互

作用是否能获得目标表型的生物或药理学功能。在

基于点击化学的靶点垂钓中，获得的靶蛋白的数目

可能是数个、数十个甚至更多。首先需要通过多种

空白或阴性对照实验，对所识别的靶蛋白进行优化。

然后，采用酶联免疫（enzyme-linked immunosorbent 
assay，ELISA）、荧光极化以及核磁等方法进行结合

验证。同时要通过活性配体的结合确定是否能对靶

标进行活性调节，验证该靶蛋白是否能具有目标表

型的生物或药理学功能[13]。目前主要通过干扰核糖

核酸（siRNA）技术敲降所确定的靶点，通过信号

通路研究以及生物学整体效应进行验证。 
3  点击化学在中药活性成分靶点鉴定中的应用 

近年来，点击化学的方法逐渐被广泛应用于

天然产物领域的靶点鉴定中，科学家们在蛋白质

组层面解析了具有重要药理活性的中药活性分子

及其他天然产物的作用靶标。依据反应条件的不

同，目前已用于中药活性成分靶点鉴定的点击化

学的类型包括铜催化的点击化学反应、环张力诱

导的叠氮-炔基环加成反应以及光催化四氮唑-烯
烃环加成反应等。 
3.1  铜催化的点击化学 

目前，在靶点鉴定研究领域内使用最为广泛的

点击化学为铜离子催化的叠氮和末端炔基之间的环

加成反应（copper catalyzed azide-alkyne cycloaddition，
CuAAC），是生物正交反应的典型代表。2002 年，

Sharpless 课题组和 Meldal 课题组研究发现铜离子

催化作用下的叠氮和炔基之间的环加成反应具有很

快的反应速率，相对于无金属催化的环加成反应快

1×106 倍以上[24-25]，迄今为止这一反应已经在生物

体系中得到了广泛的应用，基于该方法，科学家们

首先合成了一系列基于中药活性分子的探针（图 3），
随后采用点击化学的方法对其靶点进行了鉴定，在

蛋白质组层面解析了其作用靶标，如芒果苷[26]、穿

心莲内酯[27]、牛蒡子苷元[28]、姜黄素[29]、青蒿素[30-31]、

甘草次酸[32]及鹤草酚[33]等。 
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图 3  用于靶点蛋白鉴定的基于中药活性成分活性的生物正交探针 
Fig. 3  Representative bio-orthogonal probes for target proteins identification based on active components of CMM 

其中，Wang 等[26]利用点击化学反应，将芒果

苷与磁球进行连接，随后将脂多糖诱导的小鼠肺炎

模型中的炎症组织进行裂解，将连接有芒果苷的磁

球与炎症组织裂解后的蛋白结合，最后通过质谱分

析找到芒果苷发挥抗炎作用的靶点 Hspa5 和 Ywhae
（图 4）；Lin 课题组[27]将炔基引入穿心莲内酯得到小

分子探针，然后采用点击化学结合同位素标记相对

和绝对定量（isobaric tags for relative and absolute 
quantification，iTRAQ）技术对其作用靶点进行了

鉴定；崔庆新[28]制备了叠氮修饰的聚乙烯醇磁球和

炔基化修饰的牛蒡苷元，通过点击化学反应，针对

人支气管上皮细胞开展了捕获牛蒡苷元靶蛋白的研

究，结果显示，牛蒡苷元抗炎靶点可能为磷酸肌醇

依赖性蛋白激酶（PDPK1）；Wang 等[29]以叠氮修 
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mangiferin 
magnetic capture

Ywhae    HSPAS 

ERKs      JNK 
MAPK pathway mangiferin-modified MMS  

图 4  基于铜催化点击化学的芒果苷作用靶点的鉴定 
Fig. 4  Identification of mangiferin targets based on CuAAC 

饰的姜黄素为小分子探针，通过点击化学的方式对

姜黄素的抗癌靶点进行了鉴定；Wang 等[30]和 Zhou
等[31]利用炔基修饰的探针采用点击化学的方式分

别解析了青蒿素抗癌以及抗疟相关的靶标蛋白；

Nathan 课题组[33]将炔基引入鹤草酚的结构中，随后

采用点击化学的策略确定了 v3852 为其结核分枝杆

菌中的结合蛋白。 
3.2  环张力诱导的叠氮-炔基环加成反应 

最近，为了避免使用铜离子带来的细胞毒性，一

些新型点击反应被开发并用于中药活性成分靶点鉴

定相关研究中，如环张力诱导的叠氮-炔基环加成反应

（strain promoted azide-alkynecycloaddition，SPAAC）。

该反应无需催化剂就能发生反应，也被称为无铜点击

化学（copperfree click chemistry）反应[34-40]，目前该

方法已被应用于青蒿素的研究中。Ismail 课题组[41]为

了研究青蒿素抗疟疾的作用机制，寻找其直接作用靶

点，设计了铜催化的叠氮化物-炔烃环加成和环张力诱

导的叠氮化物-炔烃环加成 2 种点击化学方法，并进行

比较，实验结果显示环张力诱导的叠氮-炔基环加成反

应有更高的灵敏性（图 5）。 
3.3  光催化四氮唑-烯烃环加成反应 

四氮唑-烯烃之间在光催化作用下的环加成反

应 是 一 类 新 型 光 点 击 化 学 反 应 （ photoclick 
reaction），在紫外光的照射下，四氮唑会迅速产生 

copper catalyzed click reaction 
alkyne modified 

ART-ABPPs protein(s) 
probes/controls 

Cu (I)

affinity purificationbiotin azide triazole conjugate 

 

图 5  基于铜催化点击化学及无铜点击化学的青蒿素作用靶点的鉴定 
Fig. 5  Identification of artemisinin targets based on CuAAC and SPAAC 

1,3-偶极子这一活泼中间体，进而与烯烃进行环加

成反应，生成稳定的连接产物（图 6）[42-44]。该反

应过程中，四氮唑修饰的化合物在反应前处于荧光

淬灭的状态，环加成反应结束后其荧光会自行恢复，

这一特征有利于靶点的观察。Lin 课题组最近发现，

在激光（405 nm）照射下，延胡索酸类似物与修饰

的四氮唑之间能迅速发生 1,3-偶极环加成反应，将 

 
图 6  光催化四氮唑-烯烃环加成反应 

Fig. 6  Inverse-electron demand Diels-Alder reactions 
between strained alkene and tetrazine 
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延胡索酸修饰的紫杉醇与含有四氮基团的类染料同

时加入细胞中，通过光催化作用下的四氮唑-烯烃之

间的点击化学反应可实现对微管的实时观察[45-46]。 
4  点击化学进行靶点鉴定的辅助技术 

近年来，生化仪器与技术的兴起为靶点鉴定工

作提供了更多的便利。例如，高分辨蛋白质谱技术

的广泛应用有利于对蛋白质组进行高通量的定量鉴

定。此外，将定量质谱技术应用于靶点鉴定过程，

可进一步提升鉴定的准确性及效率。目前应用最为

广泛的定量质谱技术有如下几种：串联质量标记

（tandem mass tag，TMT）技术[47]、同位素标签相对

与绝对定量（isobaric tags for relative and absolute 
quantification，ITRAQ）技术[48]及基于活细胞中氨

基酸稳定同位素标记（stable isotope labeling by 
amino acids in cell culture，SILAC）技术[49]等，目

前 SILAC 已成为主流技术应用于中药活性成分及

其他天然产物靶标鉴定中。此外，随着结构生物学

与计算化学的不断发展，越来越多的靶点鉴定方法

被科学家们尝试建立，可以对点击化学的靶点鉴定

结果进行预测或验证。例如，反向分子对接（inverse 
docking）技术[50]，该方法以化学修饰后的活性小分

子化合物为探针，通过软件搜寻已有数据库内结合

力高的蛋白，进一步研究探针与靶蛋白之间的相互

作用，进而对药物潜在的靶点进行预测[51-52]。 
5  结语 

中药在我国具有上千年的悠久历史，是我国传

统文化的瑰宝，然而，中药存在“多靶点、多成分”

的作用模式，关于中药活性成分的靶点鉴定是具有

挑战性的难题，制约了中药现代化及国际化进程，

因此，中药活性成分的靶点鉴定及相关研究在中药

研发领域具有重要的科学意义和实用价值。近年来，

点击化学在靶点鉴定方面取得了飞速的发展，该方

法的应用可以更加明确地揭示中药活性成分的作用

靶点，为作用机制以及可能的毒副作用研究奠定基

础，从而为从分子水平上进行中药研发提供重要的

理论指导，有效解决中医药现代化进程中的瓶颈问

题。作为一种简单、高效的有效手段，点击化学在

中药来源的天然药物开发过程中有着重要的学术意

义和广阔的应用前景。 
点击化学虽然具有许多优势，但也存在一定的

局限性，如一些中药活性成分与靶点之间并非是牢

固的共价结合，而是微弱、瞬时的相互作用，采用

目前的点击化学方式难以发现此类中药活性成分的

作用靶点，对此，需要开发具有更高灵敏度的方法。

因此，深入研究该技术，进一步开发新的点击化学

反应，将会挖掘出更大的价值，对中医药的发展产

生重要的推动作用。 
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