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摘  要：天然产物是药物发现的重要资源，但其靶点不明的问题在一定程度上限制了后续的精准优化和新药研发。天然产物

靶点的发现有助于阐明其作用机制、加速新药研发进程。天然产物靶点发现技术取得了革命性进步。总结了天然产物靶点发

现的主要技术，包括基于亲和力的标记技术、基于蛋白稳定性的无标记技术，以及基于降解的蛋白质组学分析技术，阐述了

技术原理、优势、局限性以及代表性应用案例，旨在为天然产物靶点鉴定、机制解析提供参考。 
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Abstract: Natural products are important resources for drug discovery, but the problem of unclear targets to some extent limits 

subsequent precise optimization and new drug development. The discovery of natural product targets helps to elucidate their 

mechanisms of action and accelerate the development of new drugs. The discovery technology of natural product targets has made 

revolutionary progress. This article summarizes the main technologies for discovering natural product targets, including affinity based 

labeling techniques, protein stability based label free techniques, and degradation based proteomics analysis techniques. It elaborates 

on the technical principles, advantages, limitations, and representative application cases, aiming to provide reference for the target 

identification and mechanism analysis of natural products. 
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天然产物是从动植物、微生物、海洋生物中提

取或分离的化合物，具有结构多样性和广泛生物活

性的特点，是药物发现的重要资源。进入 21 世纪以

来，尽管合成化学、分子生物学等技术飞速进步，

药物发现手段日益丰富，但天然产物及其衍生物仍

是新药研发的重要来源。据统计，2014—2024 年全

球共有 58 款天然产物相关药物获批上市[1]。在持续

产出新药的同时，天然产物的开发模式也经历了深

刻转变。传统研究主要依赖于不预设靶点的表型筛

选，虽然能快速筛选到具有活性的天然分子，但其
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靶点不明的问题在一定程度上限制了后续的精准

优化和新药研发。为克服这一局限性，基于天然产

物的药物研发模式已逐渐将靶点发现和确证作为

重要研究内容。天然产物靶点的发现有助于阐明其

作用机制、加速新药研发进程。此外，由于天然产

物往往具有多靶点的特性，挖掘已上市天然产物药

物的新靶点有助于拓展其新适应证，从而实现老药

新用。随着化学生物学的飞速发展和多学科技术的

深度融合，天然产物靶点发现技术取得了革命性进

步。目前，基于亲和力的标记技术已成为天然产物
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靶点发现的有效手段，包括生物素化探针技术、点

击化学探针技术、基于活性的蛋白质组学分析

（ABPP）等。但上述技术需要对天然产物进行化学

修饰，存在着部分探针难以合成或合成后探针活性

降低甚至丢失等问题。为解决这些问题，基于蛋白

稳定性的无标记技术应运而生。其中药物亲和反应

靶点稳定性（DARTS）技术、热蛋白质组分析（TPP）

技术已成为无标记技术的两种常用方法。近年来，

随着蛋白降解技术的不断发展，基于降解的蛋白质

组学技术已成为天然产物靶点发现的新兴技术。此

外，多技术深度融合也是靶点发现技术的新发展趋

势，如将基于降解的蛋白质组学技术与 TPP 技术结

合，构建出基于稳定性和降解的蛋白质组分析平台

（SDPP），可以更加精准、全面地获取靶点信息[2]。

这些新技术、新方法的涌现为天然产物靶点发现提

供了更多的技术支撑，系统开展靶点发现研究对于

阐明天然产物的生物学机制、推动创新药物研发具

有重要意义。本文总结了天然产物靶点发现的主要

技术，包括基于亲和力的标记技术、基于蛋白稳定

性的无标记技术，以及基于降解的蛋白质组学分析

技术，阐述了技术原理、优势、局限性以及代表性

应用案例，旨在为天然产物靶点鉴定、机制解析提

供参考。 

1  基于亲和力的标记技术 

基于亲和力的标记技术是一种起源于 20 世纪

末的靶点发现技术，其核心原理是利用天然产物与

靶蛋白之间的特异性相互作用。该技术通常采用化

学修饰手段，将天然产物转化为由 3 个部分构成的

功能化探针：用于与靶蛋白结合的活性天然产物骨

架、具有适当长度的连接臂，以及用于后续捕获、

富集、检测的报告标签（如生物素）。该探针能够在

复杂生物体系中直接捕获相互作用的靶蛋白，从而

为天然产物的靶点发现提供有效手段。 

1.1  生物素化探针技术 

生物素化探针是基于亲和力的标记技术中发

展最早、应用最广泛的探针类型，其核心原理是利

用生物素与链霉亲和素之间的高度特异性相互作

用，实现对靶蛋白的捕获和富集[3]。在该探针技术

中，生物素作为报告标签，通过连接臂与活性天然

产物共价结合，所形成的探针能够从复杂生物样本

中直接捕获和富集与其相互作用的靶蛋白[4]。 

生物素化探针技术具有操作简便、亲和力高、

技术成熟以及适用范围广等优势。生物素与链霉亲

和素之间的相互作用极强，这使得靶蛋白能够被高

效、特异性地富集和纯化，极大降低了非特异性背

景干扰。此外，生物素–链霉亲和素体系技术成熟、

流程标准化，已有众多商业化试剂和方案可供直接

使用。但该技术也存在一定局限性，由于生物素分

子体积较大，其引入可能因空间位阻影响天然产物

与靶蛋白的结合，导致探针活性的丢失。 

对于活性明确但作用机制未知的天然产物，构

建其生物素化探针是直接捕获靶点的有效技术。灵

芝中的灵芝酸 T 具有广谱抗肿瘤活性，Lei 等[5]合

成其生物素化探针，从肝癌细胞裂解液中捕获并鉴

定出丙酮酸羧化酶，从而揭示了灵芝酸 T 发挥抗肝

癌作用的分子机制。类似地，为探究高三尖杉酯碱

抗白血病的作用机制，Liu 等[6]构建高三尖杉酯碱的

生物素化探针，在急性髓系白血病细胞中鉴定出

RNA 结合蛋白 EWSR1 为其作用靶点，并进一步阐

明了高三尖杉酯碱通过调控 EWSR1 相分离而发挥

抗白血病作用的分子机制。在探针构建过程中，为

获得活性更优的分子探针，研究者可先通过结构修

饰策略获得高活性的天然产物衍生物，再以该衍生

物为基础构建探针，进行靶点探寻。为增强啤酒花

来源的黄腐酚的抗炎活性，Miao 等[7-8]在高活性衍

生物 CAM12203 的基础上合成了其生物素化探针。

利用该探针鉴定出脂代谢激酶DGKζ 为 CAM12203

的直接靶点，并阐明了 CAM12203 通过结合并抑制

DGKζ 的酶活性阻断其下游 STAT3 信号通路的激

活，从而改善急性肝衰竭的作用机制。此外，生物

素化探针亦适用于直接从动物组织样本中捕获靶

点，从而在更接近生理状态的条件下揭示天然产物

的作用机制。在探究蝴蝶亚仙人掌活性成分 P57 诱

导小鼠低体温和低代谢作用机制的研究中，研究者

首先将 P57 制备成生物素化探针，随后利用亲和下

拉实验从小鼠脑组织裂解物中捕获到其靶点吡哆

醛激酶。进一步研究证实，P57 与吡哆醛激酶结合

并抑制其激酶活性，导致底物吡哆醛在下丘脑中积

累，进而导致体温下降[9]。为阐明益母草碱的肝脏

保护作用，Wang 等[10]将益母草碱的生物素化探针

分别与 AML12 细胞、小鼠肝脏组织裂解物共孵育，

从中捕获并鉴定出其作用靶点为脂联素受体 2，揭

示了其缓解急性肝衰竭的相关机制。 

1.2  点击化学探针技术 

基于点击化学的分子探针是指利用点击化学

反应，将报告基团（如荧光基团、生物素等）高效、
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特异、生物相容地连接到目标生物分子上，从而实

现在活细胞或生物体系中对靶蛋白进行标记、追踪

和富集。在实际应用中，需首先分析天然产物的化

学结构，评估引入炔基或叠氮基团的可行性，进而

设计和合成相应的点击化学探针，用于在复杂生物

体系中特异性地捕获与其相互作用的靶蛋白。 

点击化学探针的优势在于其具有生物正交性，

探针中的叠氮基团、炔烃等官能团几乎不与内源性

生物分子发生反应，可显著地降低非特异性背景干

扰[11]。同时，由于叠氮或炔烃基团的体积小于生物

素，由此制备的探针相对分子质量更小。这不仅能

够最大程度地保留天然产物的原始结构和药理活

性[12]，还使得该类探针具有更强的细胞膜穿透能

力，适用于活细胞水平的靶点标记和鉴定。然而，

该方法也存在一定局限性。与生物素化探针相比，

在天然产物中引入叠氮或炔基的合成难度更高，往

往依赖复杂的化学生物学技术[13]。此外，由于催化

点击化学反应所需的铜（I）催化剂具有一定的细胞

毒性，因此在一定程度上限制了其在活细胞等生理

体系中的直接应用[14]。 

点击化学探针因具有生物正交性、反应快速且

条件温和、对生物活性影响小等优势，在靶点发现

研究中得到了广泛应用。为阐明槲皮素与吉非替尼

在非小细胞肺癌治疗中的协同增效机制，Ge 等[15]

合成了叠氮修饰的槲皮素探针 Q3G，并通过点击化

学反应连接生物素，最终鉴定出葡萄糖-6-磷酸脱氢

酶（G6PD）为其直接作用靶点。进一步研究表明，

槲皮素通过抑制 G6PD 的酶活性影响蛋氨酸亚砜还

原酶 A 功能，进而导致吉非替尼耐药的表皮生长因

子受体 EGFRT790M 突变体发生氧化降解。该研究从

代谢干预的角度揭示了槲皮素克服靶向耐药、实现

协同治疗的分子基础。Dong 等[16]为解析补骨脂中

活性成分甲基补骨脂黄酮C缓解非酒精性脂肪肝病

的作用机制，构建了点击化学分子探针，从细胞裂

解物中鉴定出增殖细胞核抗原为其直接靶点。在探

究白术内酯 Ι 改善醛固酮增多症作用机制时，研究

者合成了炔基修饰探针 AAT-Ι，并通过点击反应将

其固定在磁珠上，从细胞、组织裂解物中富集并鉴

定出醛固酮合酶（CYP11B2）为其靶点，阐明了其

通过抑制醛固酮合成改善疾病的分子途径[17]。 

相比于直接生物素化的探针分子，点击化学探

针具有更小的修饰基团、更低的相对分子质量，因

此适用于活细胞水平的靶点识别。在探究胡椒属生

物碱 PB-1 的抗缺血性脑卒中作用机制时，Su 等[18]

合成了炔基修饰的点击化学探针，并将其同时应用

于活细胞、细胞裂解物、小鼠脑组织裂解物 3 种不

同体系中。实验结果显示，3 种体系中均能成功捕

获到其直接靶点真核翻译延伸因子 1A1（eEF1A1），

从而阐明了其神经保护的作用机制。此外，点击化

学探针还具有应用灵活的技术优势，对于同一个探

针，通过点击化学反应可分别连接不同标签（如荧

光标签、生物素标签等）以实现可视化靶点定位、

靶点富集和鉴定等多种功能[19-21]。如在研究雷公藤

红素抗肝纤维化机制时，Luo 等[22]合成了带有炔基

的雷公藤红素探针 Cel-P，通过与荧光染料四甲基

罗丹明偶联，观察到该探针主要定位于细胞质和细

胞核。在此基础上，将探针 Cel-P 与生物素进行偶

联，并对靶蛋白进行富集和质谱分析，最终发现了

过氧化物还原酶（PRDX1、PRDX2、PRDX4、

PRDX6）、血红素氧合酶 1（HO-1）等多个靶点。进

一步的研究结果揭示了雷公藤红素可以抑制 PRDX

酶活性，增加活性氧（ROS）的表达，诱导活化的

肝星状细胞发生铁死亡，从而发挥抗肝纤维化作用

的分子作用机制。 

点击化学探针凭借生物正交性的独特优势，在

化学修饰类的分子探针中占有重要地位，同时也为

后续基于点击化学的多功能探针发展提供了技术

支撑。此外，为解决活细胞体系下铜（I）催化剂的

细胞毒性问题，基于环张力驱动的无铜催化点击化

学探针应运而生[23]，该探针有效避免了毒性问题，

但同时也提高了探针的合成难度和成本。此外，由

于缺少铜（I）的催化，其反应动力学速率通常较慢，

因此需要更高的探针浓度或更长的孵育时间才能

实现有效标记[24]。 

1.3  ABPP 

ABPP 是一种化学生物学技术，通过设计可与

靶蛋白形成共价键的活性探针，直接在复杂生物体

系中捕获并鉴定处于功能状态的蛋白质，从而克服

传统方法对高亲和力结合的依赖，特别适用于发现

弱相互作用、低丰度靶点。根据天然产物结构的不

同，ABPP 探针可分为两类：一类是天然产物自身

含有共价反应官能团，通过自身与靶蛋白识别，并

共价偶联，从而实现对靶蛋白的捕获和富集。另一

类则是天然产物自身无法与靶蛋白共价结合，需要

通过引入光交联基团以实现对靶蛋白的共价结合

和富集。这类探针在结构上包含 4 个功能模块：负
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责特异性识别靶蛋白的结合基团（即天然产物分子

本身），用于实现共价结合的光亲和交联基团（如二

苯甲酮或双吖丙啶），一个起连接作用的连接链，以

及报告标签。其工作原理在于：探针首先通过结合

基团与靶蛋白进行识别；随后，在紫外光照射下，

光亲和基团被激活为高活性中间体，并与邻近的蛋

白质氨基酸残基形成不可逆共价交联，从而将瞬时

可逆的相互作用“冻结”。标记后，可利用报告标签

对靶蛋白复合物进行富集，再通过质谱检测和分析

获取靶点信息。 

ABPP 技术的核心优势在于其功能导向的靶点

鉴定能力：通过将探针与靶蛋白的瞬时或弱相互作

用转化为稳定的共价连接，实现了弱亲和力蛋白或

动态结合蛋白的检测和鉴定。同时，由于探针与蛋

白的结合是共价且不可逆的，即使在严格的洗脱条

件下也能保持结合状态，这大大降低了背景干扰，

提高了检测低丰度靶点的灵敏度。然而，该技术也

存在一定的局限性，对于光亲和标记探针而言，光

活性基团的引入可能会干扰天然产物与靶蛋白的

结合，从而导致探针活性下降或丧失。同时，由于

该类探针需要紫外光照射，长时间或高强度的紫外

光照射可能会造成细胞损伤，从而影响活细胞实验

的真实性。 

ABPP 技术通过共价反应实现靶点的不可逆锁

定，信号更稳定、背景更低，尤其适合中等或弱亲

和力靶点的检测与鉴定。如为解析迷迭香酸抑制心

肌细胞衰老的作用机制，Fan 等[25]合成炔基修饰的

活性探针 RA-P，采用竞争性 ABPP 技术发现了其

发挥心脏保护作用的靶蛋白 14-3-3θ。进一步的微量

热泳动实验测得二者结合的平衡解离常数（Kd）为

10.29 μmol/L，表明迷迭香酸与 14-3-3θ 呈现弱亲和

力结合。这一研究结果表明 ABPP 技术在鉴定弱亲

和力靶点方面具有技术优势。ABPP 技术的优势还

在于其能够在活细胞体系中进行靶点筛选，从而较

好地保留细胞内的原生分子环境和蛋白质的天然

构象。为阐明咖啡酸抗纤维化作用机制，Zhu 等[26]

基于其结构中含有可作为迈克尔加成反应受体的

不饱和酮基这一结构特征，推测咖啡酸可能通过与

靶蛋白的半胱氨酸残基发生共价结合发挥作用。为

此，研究人员在保留不饱和酮基的基础上构建了靶

向半胱氨酸的活性探针，并采用 ABPP 技术在 A549

细胞体系中成功鉴定出膜联蛋白 A5 为其直接作用

靶点。进一步研究显示，与研究者最初猜想一致，

咖啡酸通过 α,β-不饱和酮基与膜联蛋白 A5 的

Cys316 共价结合，从而诱导后者降解，降低衰老相

关分泌表型因子的水平，发挥抗纤维化作用。在辣

椒素改善类风湿关节炎的机制研究中，研究者运用

炔基修饰的活性探针 CAP-p，在 MH7A 细胞中成功

鉴定出辣椒素的直接作用靶点 PRDX2。后续研究表

明，辣椒素通过与 PRDX2 结合抑制其抗氧化功能，

并诱导氧化应激和细胞凋亡，从而发挥抗关节炎作

用[27]。对于一些无法与靶蛋白共价结合的天然产

物，构建其光亲和标记探针是 ABPP 技术的常用方

法。绿原酸具有显著的抗肿瘤活性，为阐明其作用

靶点和分子机制，Wang 等在绿原酸分子中引入光

反应性二氮嗪基团与末端炔基，构建了光亲和标记

探针 PAL/绿原酸，并成功鉴定出线粒体乙酰辅酶 A

乙酰转移酶 1（ACAT1）为其直接靶点，进而阐明

绿原酸通过抑制 ACAT1 四聚体 Y407 磷酸化发挥

抗肿瘤作用的分子机制[28]。类似地，Huang 等在研

究 Auxarthrol A 的 3,4-二异丁酰衍生物（DAA）的

抗非小细胞肺癌作用时，设计合成了光交联探针

DAA-PT，通过 ABPP 技术成功鉴定出动力蛋白轻

中间链 1 是 DAA 的直接作用靶点[29]。 

2  基于蛋白稳定性的无标记技术 

在化学蛋白质组学领域，基于亲和力的标记技

术尽管应用广泛，但其依赖的化学标记存在一定的

局限性：化学修饰可能会影响天然产物的原有活

性，且并非所有天然产物都具备合适的修饰位点。

针对这一问题，基于蛋白稳定性的无标记技术应运

而生，其原理在于天然产物与靶蛋白特异性结合

后，会改变靶蛋白的稳定性，这种变化可以通过检

测蛋白对热或蛋白酶的抗性来捕捉，从而无需对天

然产物进行任何化学修饰（即“无标记”）即可从

复杂体系中鉴定出相互作用靶点。 

2.1  DARTS 技术 

DARTS 技术是基于蛋白稳定性的无标记技术

中具有代表性的方法。其核心原理是天然产物与靶

蛋白特异性结合后，会稳定靶蛋白的构象，从而增

强其对蛋白酶降解的抵抗力。通过比较药物处理组

与未加药组（对照组）的蛋白质在相同蛋白酶处理

条件下的酶解稳定性差异，即可识别并鉴定出潜在

靶蛋白。 

DARTS 技术的核心优势在于无需对天然产物

进行任何化学修饰，从而完整地保留了天然产物的

原始结构和生物活性，这为结构复杂、难以衍生化
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的天然产物的靶点发现提供了有效解决方案。此

外，DARTS 技术适用于多种生物样本，包括细胞裂

解物、组织提取物等复杂的蛋白质混合物。该技术

还具有良好的普适性，理论上适用于所有可引起靶

蛋白构象变化的小分子天然产物。然而，该技术也

存在局限性：其对实验条件较敏感，检测结果主要

取决于蛋白酶的选择。此外，当该技术与质谱联用

进行全局性分析时，虽然提高了灵敏度和通量，但

会产生高维度、高复杂度的数据集，存在大量背景

噪声，因此需通过复杂且严谨的生物信息学分析才

能从海量数据中准确提取出真实信号。 

由于 DARTS 无需对天然产物进行任何修饰，

因此完整地保留了其生物活性，避免了因化学修饰

导致的活性降低或丧失。金合欢素是一种黄酮类化

合物，已有研究表明，对金合欢素进行衍生化易导

致其活性丧失。在探究其改善代谢相关脂肪性肝病

作用机制的研究中，Jang 等[30]为保证金合欢素的完

整活性，采用 DARTS 联合蛋白质组学技术，在无

化学修饰的情况下成功鉴定出传统方法难以捕获

的膜蛋白靶点—溶酶体膜接头蛋白 LAMTOR1，并

系统阐明了其通过 LAMTOR1-MTORC1-AMPK 信

号轴调控自噬、改善代谢的作用机制。类似地，在

探究乙酰缬草素抗结直肠癌机制研究中，Yu 等[31]

运用 DARTS 技术成功鉴定出铁代谢调控蛋白

PCBP1/2 为乙酰缬草素的直接作用靶点，并进一步

阐明了乙酰缬草素通过结合 PCBP1/2 扰乱细胞内

铁稳态，从而触发铁死亡的分子机制。Hu 等[32]研究

小檗碱衍生物 B68 的抗结直肠癌作用时，同样通过

DARTS 技术筛选出表观遗传调控因子 BMI1 为直

接靶点，进而阐明了其诱导癌细胞衰老的作用机

制。Zhang 等[33]为解析芹菜素的抗衰老机制，通过

DARTS技术鉴定出过氧化物酶 PRDX6为芹菜素作

用靶点，揭示了其通过抑制 PRDX6 的钙非依赖性

磷脂酶 A2（iPLA2）活性进而发挥抗衰老作用。此

外，研究发现海洋天然产物 benzosceptrin C 能够显

著下调结直肠癌细胞程序性死亡配体-1（PD-L1）的

表达，并增强 T 细胞介导的肿瘤杀伤作用。为阐明

其作用机制，Wang 等[34]采用 DARTS 技术鉴定出棕

榈酰转移酶 DHHC3 为 benzosceptrin C 发挥免疫调

节作用的直接分子靶点。棕榈酰转移酶 DHHC3 属

于催化型调控蛋白，在肿瘤组织中属于低丰度蛋

白。上述研究表明，DARTS 技术也适用于低丰度靶

蛋白的检测和鉴定。 

2.2  TPP 技术 

TPP 是一种在全蛋白质组范围内系统性、无标

记即可发现药物靶点的高通量技术，其核心原理是

利用蛋白质热稳定性变化来识别药物靶点。当天然

产物与靶蛋白特异性结合后，通常会稳定靶蛋白的

构象，从而提升其热稳定性，使其受热时更难发生

变性沉淀。通过定量监测蛋白质组在温度梯度下的

溶解度变化即可直接识别出因结合而发生热稳定

性改变的潜在靶点。 

TPP 技术在天然产物研究中展现出多方面优

势。首先，该方法无需对天然产物进行化学修饰，

完全保留了化合物的天然结构和生物活性。其次，

该方法与活细胞环境高度兼容，能够在生理条件下

评估化合物与靶点的结合情况，更真实地反映天然

产物在生物体内的作用状态。此外，TPP 具备在全

蛋白质组范围内进行无偏筛选的能力，在新靶点发

现中具有显著潜力。然而，该方法也存在一定局限

性：一方面，部分天然产物与靶点的结合不会引起

靶蛋白热稳定性变化，从而导致假阴性结果；另一

方面，部分蛋白的热稳定性改变并非由小分子结合

引起，也会产生假阳性结果。其次，与 DARTS-MS

技术类似，TPP 技术同样会生成多维度的庞大数据

集，需要通过专业的生物信息学分析来区分具有生

物学意义的热位移和背景噪声。此外，该方法不适

用于共价结合剂，因为不可逆修饰的复合物不呈现

典型的热变性曲线，难以通过热稳定性变化实现靶

点鉴定。 

当活性天然产物因其化学特性难以衍生化为

探针时，TPP 技术提供了一种有效的解决途径。在

探究从娃儿藤属植物中分离的右旋去氧娃儿藤宁

及其活性代谢产物 PF403 的抗胶质瘤作用机制时，

由于这些化合物化学结构复杂且对化学修饰敏感，

难以构建标记型分子探针。Li 等[35]采用无标记的

TPP 技术鉴定出烟酰胺磷酸核糖转移酶（NAMPT）

为其潜在靶点。进一步研究发现，右旋去氧娃儿藤

宁通过与 NAMPT 结合抑制其酶活性，导致细胞内

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NAD+）含量下降，进而发

挥抗肿瘤作用。在解析甲基莲心碱抗神经炎症作用

机制的研究中，Zhu 等[36]采用 TPP 技术进行靶点筛

选，成功识别出内质网膜蛋白 BAP31 为其直接作

用靶点。进一步的机制研究表明，甲基莲心碱发挥

独特的“分子胶”功能诱导 BAP31 发生同源二聚

化，进而调控内质网与线粒体等细胞器之间的相互
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作用，并影响细胞能量稳态。值得注意的是，研究

者通过 TPP 技术捕获到甲基莲心碱与 BAP31 结合

后导致后者热稳定性显著升高这一异常变化，这为

后续发现甲基莲心碱可诱导 BAP31 同源二聚化提

供了重要线索，彰显了该技术在辅助解析天然产物

调控靶点的分子机制方面的应用潜力。此外，TPP

技术还适用于活细胞体系，能够在生理条件下检测

并识别出天然产物的作用靶点。如 Zhang 等[37]采用

TPP 技术从 DU145 细胞中成功识别出内质网伴侣

蛋白 CNPY3 是藤黄酸抗前列腺癌作用的靶蛋白。

类似地，为阐明藁本内酯治疗结肠炎机制，Li 等[38]

通过TPP技术在小鼠巨噬细胞RAW264.7中筛选出

早期生长反应因子 1（EGR1）为潜在靶点，在后续

研究中揭示了藁本内酯通过结合 EGR1 抑制 EGR1/

解整合素金属蛋白酶 17/肿瘤坏死因子-α（EGR1/ 

ADAM17/TNF-α）通路，从而减轻巨噬细胞介导的

肠道炎症，恢复肠道屏障功能的作用机制。 

2.3  有限蛋白酶解-质谱联用技术（LiP-MS） 

LiP-MS 是一种无标记的靶点发现方法，可用于

检测蛋白质的结构变化，并定位化合物结合位点。

该方法的原理是基于配体结合会改变蛋白质的构

象，从而影响蛋白酶对酶切位点的可及性。通过比

较化合物处理组与对照组在有限酶切后的多肽图

谱差异，可推断出哪些蛋白质发生了构象改变，从

而鉴定出潜在的靶点或相互作用位点[39]。 

LiP-MS 技术的主要优势在于无需对天然产物

进行化学修饰，从而避免了潜在的结构干扰和活性

改变[40]。该方法不仅能识别靶蛋白，还能通过受保

护的肽段定位潜在的结合位点或结构域[41]，且单次

实验即可检测数千种蛋白质的结构变化，实现天然

产物靶点的全面捕获。然而，由于 LiP-MS 技术的

检测灵敏度在很大程度上取决于配体诱导靶蛋白

构象的变化程度，因此天然产物与靶蛋白的微弱相

互作用可能会导致假阴性结果。 

作为一种无需分子修饰的靶点识别技术，LiP-

MS 技术在天然产物靶点发现中已广泛应用[42]。

Peng 等[43]在研究血根碱抗口腔鳞癌的机制时，采用

LiP-MS 技术比较了血根碱结合前后蛋白质组的酶

解图谱变化，从中鉴定出丙酮酸激酶 M2（PKM2）

为其直接作用靶点，并揭示了其通过抑制 PKM2 活

性干扰溶酶体自噬，从而抑制肿瘤生长。在研究金

线吊乌龟中的生物碱蝙蝠葛苏林碱抗肿瘤作用时，

Tang 等[44]采用 LiP-MS 技术筛选出低密度脂蛋白受

体相关蛋白 1（LRP1）是其关键作用靶点，揭示了

蝙蝠葛苏林碱通过靶向 LRP1 激活 I型干扰素通路，

重塑肿瘤微环境。Wang 等[45]在研究紫堇灵抗胰腺

纤维化的作用机制时，利用 LiP-MS 技术筛选出 210

个潜在结合蛋白，并发现蛋白酶体核心亚基显著富

集，通过分析其中呈现“受保护肽段”（即药物处

理后特定长肽段丰度升高，而对应短肽段丰度降

低）的蛋白质，成功鉴定出 20S 蛋白酶体 α2 亚基

（PSMA2）为直接靶点。此外，LiP-MS 技术能够在

单次实验中对数千种蛋白进行检测与分析，无偏性

地捕获所有与天然产物产生相互作用的潜在靶点。

在桤木酮改善肝脏脂肪变性的研究中，Hu 等[46]应

用 LiP-MS 技术对肝细胞中 2 669 种蛋白进行无偏

性结构分析，经差异肽段筛选、蛋白互作网络分析，

最终从 19 个潜在候选靶点中精准锁定钙调蛋白家

族（CALM1-3）为桤木酮的靶点，并进一步揭示其

通过结合钙调蛋白升高细胞内钙水平，从而促进线

粒体脂肪酸氧化的完整代谢调控通路。 

3  基于降解的蛋白质组学技术 

基于降解的蛋白质组学技术是一种新兴的靶

点发现策略，其核心是将蛋白降解靶向嵌合体

（PROTAC）的催化降解能力与定量蛋白质组学的系

统监测能力相融合。该技术独特的作用机制在于：

PROTAC 探针分子能像“分子桥”一样，同时结合

靶蛋白与 E3 泛素连接酶，而后者通过催化一系列

反应，将泛素分子标记到靶蛋白上，并最终引导其

被蛋白酶体降解。利用定量蛋白质组学技术，通过

系统比较天然产物的 PROTAC 探针处理组与对照

组的全蛋白质组丰度变化，即可将其中特异性且显

著下调的蛋白质鉴定为天然产物的潜在作用靶点。 

基于降解的蛋白质组学技术的核心优势在于

它不依赖于天然产物与靶蛋白之间必须具有高亲

和力的结合模式，而是通过主动诱导靶蛋白的降解

来产生易于检测的蛋白质丰度变化信号。这一特性

使其特别适用于识别与天然产物呈中等或较弱结

合力的靶蛋白。此外，由于基于降解的蛋白质组学

技术应用于完整的活细胞体系，PROTAC 探针诱导

的蛋白降解与细胞表型变化高度关联，因此该技术

识别出的蛋白极有可能是导致细胞表型变化的靶

蛋白，从而实现了对功能性靶点的高效、精准捕获。

尽管如此，基于降解的蛋白质组学技术仍存在潜在

脱靶风险，即可能意外降解非预期靶蛋白，因此需

通过相关实验进一步验证。此外，由于目前可用的
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E3 连接酶、配体工具有限，这在一定程度上制约了

该技术的普适性和组织靶向性。 

PROTAC 探针的催化特性使得基于降解的蛋

白质组学技术能够鉴定到与天然产物仅有中等或

较弱结合力的靶蛋白。为阐明大叶茜草素抗肝纤维

化作用机制，Zhang 等[47]合成了 PROTAC 探针分

子，并利用基于降解的蛋白质组学技术成功识别出

肉碱棕榈酰转移酶 1A（CPT1A）为大叶茜草素的直

接靶点。生物层干涉法实验测得二者结合的 Kd 为

377 μmol/L，表明大叶茜草素与 CPT1A 呈现弱亲和

力结合。Wu 等[48]为阐明千金子二萜醇的抗炎作用

机制，设计并合成了其与沙利度胺偶联的 PROTAC

探针分子 ZCY-PROTAC，随后运用基于降解的蛋白

质组学技术成功鉴定并验证了 MAF bZIP 转录因子

F 为千金子二萜醇发挥抗炎作用的直接靶点。后续

微量热泳动实验结果表明，二者结合的 Kd 为 20.9 

μmol/L，属于弱亲和力结合。此外，Chen 等[49]为阐

明 3-氟-10-羟基吴茱萸碱抗结直肠癌的作用机制，

采用基于降解的蛋白质组学技术鉴定出其作用靶

点为 RNA 外切酶 4（REXO4），二者结合的 Kd 为

1.16 μmol/L，具有中等亲和力水平。上述研究充分

证明了基于降解的蛋白质组学技术在发现天然产

物的中等或较弱结合力靶点方面的技术优势。由于

原理上不同于其他靶点发现技术，基于降解的蛋白

质组学技术不仅能够实现已知靶点的验证，还能发

现新靶点。为阐明雷公藤红素抗肿瘤作用机制，Ni

等[50]构建了以不同长度连接链连接的含有 CRBN

和 VHL E3 泛素连接酶配体的雷公藤红素 PROTAC

探针库。随后，研究者利用该 PROTAC 探针库，结

合基于降解的蛋白质组学技术系统探寻了雷公藤

红素的靶点，不仅成功发现了雷公藤红素的已知作

用靶点核因子 κB 激酶亚基 β 抑制因子（IKKβ）和

磷脂酰肌醇-4,5-二磷酸 3-激酶催化亚基 α（PI3Kα），

同时还鉴定出检查点激酶 1（CHK1）和 O-GlcNAc

水解酶（OGA）等多个新靶点。该研究充分体现了

基于降解的蛋白质组学技术在天然产物多靶点发

现、鉴定方面的独特优势。此外，基于降解的蛋白

质组学技术还可与其他技术整合，通过将不同的技

术原理正交，能够更精确地识别出天然产物靶标。

如 Yu 等[2]将具有蛋白降解活性维度的基于降解的

蛋白质组学技术与具有蛋白热稳定性维度的 TPP

技术进行整合，开发出了 SDPP。运用该技术平台，

研究者成功鉴定出大麻二酚的抗结直肠癌作用靶

点 CDC123，并进一步阐明了大麻二酚破坏

CDC123-eIF2γ 蛋白复合物的形成，从而持续激活整

合应激反应通路，最终引发结直肠癌细胞凋亡。 

4  结语 

作为药物发现的宝贵资源，天然产物依靠多样

的化学结构和生物活性在药物研发方面发挥了重

要作用。然而，许多天然产物作用机制复杂，且靶

点信息未知，这在一定程度上限制了其进一步的开

发和应用。随着天然产物靶点发现技术的不断更新

和完善，其靶点信息未知的问题有了有效的解决手

段。基于亲和力的标记技术是目前成熟度最高、应

用最广的靶点发现方法，不仅为早期天然产物靶点

发现做出了重要贡献，也是当前最常用的技术方

法。随着蛋白质组学、定量质谱技术的不断发展和

成熟，基于蛋白稳定性的无标记靶点发现技术开始

出现，有效解决了那些结构复杂、修饰位点有限甚

至无法进行修饰的天然产物的靶点发现问题，成功

摆脱了化学修饰“枷锁”对这些天然产物靶点研

究的束缚。近年来，随着蛋白降解技术的兴起和逐

渐成熟，基于降解的蛋白质组分析技术为天然产物

靶点发现研究提供了全新视角，其不仅是当前极具

发展潜力的新兴技术，同时也与上述两类技术形成

了优势互补。这些靶点发现技术成功推动了天然产

物靶点发现领域的快速发展。 

尽管新的靶点发现技术不断涌现，但该研究领

域仍面临诸多挑战。首先，化学修饰类探针的合成

对于一些结构复杂的天然产物仍极具挑战性。多数

靶点发现技术仍需对天然产物进行化学修饰以引

入不同的功能基团，这对于复杂结构的天然产物来

说，不仅极大地增加了探针合成难度，同时也可能

因为修饰削弱了探针与靶点的结合能力，甚至导致

探针活性的完全丧失[13]。其次，单一技术策略存在

一定局限性。天然产物常具有多靶点特性，而现有

方法各有其侧重和盲区，依赖单一技术往往难以系

统揭示其完整的靶点信息和作用网络，且不同方法

得到的靶点信息差异性较大，需进行严谨的分析和

验证[51]。此外，实验过程中的非特异性干扰影响准

确性。现有方法均受到非特异性结合和背景蛋白的

干扰，使得直接靶点与间接作用蛋白难以区分，导

致产生假阳性或假阴性结果[52]。 

未来，多种技术的联用、整合有望成为天然产

物靶点发现研究的发展趋势。单一策略的局限性将

促使研究者将多种不同原理的技术交叉融合，以提
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高靶点发现的可靠性、全面性[53-54]。同时，人工智

能将深度融入该研究领域，通过多尺度虚拟筛选、

先进深度学习模型（如图神经网络 GNN 、

Transformer）、网络药理学分析，可系统解码天然产

物的靶点，调控网络信息，推动研究模式向数据驱

动型和智能预测范式转变。此外，一些新兴技术和

工具正不断涌现，如体内靶点实时成像技术、理性

设计的共价抑制剂和分子胶[55-57]、类器官和器官芯

片模型，均为天然产物靶点发现、机制解析提供了

新思路。相信随着新技术和方法的不断涌现和革

新，必将进一步推动源于天然产物且机制明确、靶

向精准的现代药物研发进程。 
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