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活性蛋白质组技术应用于中药活性分子靶点的研究进展
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摘 要： 活性蛋白质组技术（ABPP）是越来越多的化学蛋白质组学方法之一，该技术利用小分子化学探针来探索化合物

和靶点之间的相互作用机制。在中药活性成分分子靶点的鉴定中，ABPP技术具有高效、准确等优越性，目前已经利用该

技术鉴定了许多中药活性成分的分子靶点。综述了ABPP技术在中药活性分子靶点中的应用，包括青蒿素、黄芩苷、穿心

莲内酯、苏木酮、龙牙葱木皂苷、山楂酸、蟾毒内酯、毛兰素与荜茇宁等，为创新药物靶点的发现提供新的思路。
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Abstract: The activity-based proteome technique (ABPP) is one of the growing number of chemical proteomics methods that

exploit small molecular chemical probes to explore the mechanisms of interaction between compounds and targets. The technology

has been used to identify many molecular targets of active components of traditional Chinese medicine. The application of ABP

technology in the molecular targets of active components of traditional Chinese medicine, including artemisinin, baicalin,

andrographolide, hematoxylone, scallion saponins, hawthorn acid, toadlactone, maulanin and piper longone were reviewed, in order

to provide new ideas for the development of traditional Chinese medicine and the discovery of innovative drug targets.
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活性蛋白质组技术（ABPP）已经成为研究复杂

蛋白质组中酶活性的关键技术。该技术致力于使

用基于活性的化学探针将特定酶的活性形式可视

化。这些探针指向特定目标蛋白（或蛋白质家族）

的活性位点，并以基于机制的方式与活性位点残基

发生反应［1］。除了监测一种特定的酶活性外，ABPP

技术还是一种快速分析临床标本中酶活性的工具，

具有开发新药和生物标志物的潜力［2］，还可用于识

别和揭示蛋白质功能，研究各种疾病状态下酶活性

的上下调节，发现和评价假定的新酶抑制剂，并确

定天然产物的蛋白质靶点［3］。还可将ABPP技术与

生物成像技术相结合，从而促进对药物作用和潜在

毒性的理解［4］。

中药是我国的瑰宝，但由于中药的成分复杂，
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作用靶点不明确，导致仍不能很好地了解其物质基

础及作用机制，这就为其开发与利用带来阻碍［5］。

由于中药作用的靶点不明确，对于其毒副作用也不

能清晰地认识，就为采取有效手段以避免毒副作用

造成困难［6］。作为功能蛋白质组学中的一项重要技

术，ABPP技术在确定中药活性化合物在细胞内靶

点的研究中具有一定的优势［7］。越来越多的基于中

药活性的小分子探针被合成，在青蒿素、黄芩苷等

中药活性成分作用机制的研究中发挥重要作用［8-9］。

本文综述ABPP技术在中药活性成分分子靶点研究

中的应用进展，包括青蒿素、黄芩苷、穿心莲内酯、

苏木酮、龙牙葱木皂苷、山楂酸、蟾毒内酯、毛兰素

与荜茇宁等，以期为创新药物靶点的发现提供新的

思路。

1 青蒿素

1972年青蒿素作为治疗疟疾的新成分被中国

科研人员发现，其是从菊科植物黄花蒿 Artemisia

annua Linn. 叶中提取得到的一种倍半萜内酯类化

合物，具有抗疟疾、抗肿瘤、治疗寄生虫病和抗炎等

多种药理作用［10］。尤其在抗疟疾方面，青蒿素具有

快速、高效和低毒的优点［11］。青蒿素的出现使疟疾

得到较好控制，屠呦呦老师也因此获得 2015年的诺

贝尔生理学或医学奖。最新的研究发现双氢青蒿

素通过多条信号通路诱导肿瘤细胞凋亡，使其在临

床上的应用更加广泛［12］。

以青蒿素为基础的抗疟药物在过去几十年中

对减少全球疟疾死亡做出了重大贡献，但仍然不清

楚青蒿素杀死疟原虫的作用机制。为了明确青蒿

素靶向蛋白及其在恶性疟原虫中的相互作用物质，

Ismail等［8］设计了一组基于青蒿素活性的蛋白质分

析探针青蒿素小分子探针（ART-ABPPs），以识别寄

生虫蛋白药物靶点。用ART-ABPPs P1和P2单独处

理 10只疟原虫，将探针处理的疟原虫在 37 °C环境

下培养 6 h，在相同的培养条件下，用 100 μL二甲基

亚砜作为对照，进行无药探针的等效培养。提取疟

原虫蛋白并进行蛋白的烷基化，烷基化蛋白均与相

关生物素报告进行点击化学反应，然后生物素标记

蛋白用链霉亲和素琼脂糖微球进行亲和纯化，得到

经酶切后的蛋白质后，用三级串联四级杆液质联用

仪（LC-MS/MS）进行鉴定。他们用这些探针定义了

一个青蒿素蛋白质组，该蛋白质组显示烷基化目标

位于糖酵解、血红蛋白降解、抗氧化防御和蛋白质

合成途径中，而这些途径是疟原虫生存所必需的途

径。结果表明这类重要的抗疟药物作用机制针对

生物功能的多向性，为以后进一步研究青蒿素的作

用机制提供了基础。

为了研究青蒿素的潜在交叉抗性，Ismail等［1］设

计合成了 1，2，4-三氧戊烷 ABPPs。采用将烷基化

指纹与由青蒿素ABPP等同物产生的烷基化指纹相

比较的方法，他们发现 1，2，4-三氧戊烷活性蛋白质

谱探针具有较强抗疟活性，能够在恶性疟原虫 3D7

的无性红细胞期内使靶点蛋白烷基化。且发现两

种内过氧化物类探针对糖酵解、血红蛋白降解、抗

氧化防御、蛋白质合成和蛋白质应激途径，以及疟

原虫生存的基本生物过程有相似的影响。这两种

化学类型的烷基化特征在定性和半定量上都表现

出明显的重叠（约 90%），表明这是一种共同的作用

机制［11］。这引起了人们对青蒿素交叉抗性的关注，

虽然已经关注到了近期出现的耐药性，但青蒿素仍

然是治疗疟疾的一线药物。

2 黄芩苷

黄 芩 苷 是 是 从 黄 芩 Scutellaria baicalensis

Georgi根中提取分离出来的黄酮类化合物，是黄芩

发挥药理作用的主要成分之一，除了传统的镇静、

降压等作用外，还发现其具有抗炎（例如结肠炎、关

节炎以及牙周炎等）、抗病毒、抗癌和抗菌等作

用［13］。研究发现中药对人体中的多种肿瘤细胞具

有抑制作用，有学者发现黄芩苷对膀胱癌细胞和结

肠癌细胞都具有抑制作用，并且黄芩苷在肝癌、乳

腺癌中的作用也陆续进行。在黄芩苷抗菌的研究

中发现黄芩苷可通过抑制细胞分裂而起到抑菌

作用［14］。

肥胖症和相关的代谢性疾病正在成为世界范

围内的流行病，引起死亡率上升和高昂的医疗费

用，而且目前还未发现有效的治疗方案。为研究这

一课题，Dai等［9］在观察黄芩中的黄芩苷具有独特的

抗脂肪活性的基础上，对黄芩苷进行了定量的化学

蛋白质组学分析。他们设计合成了基于黄芩苷活

性的包含二苯甲酮光-交联基团和炔基报告基团的

光亲和探针，该探针能够有效地降低脂质积累，这

与天然化合物黄芩苷一样有效。利用该探针与二

甲亚砜分别孵育用过量脂肪酸处理的 HeLa 细胞，

并通过紫外光诱导的光–交联标记与探针标记。

将探针标记的蛋白质组混合，与阿齐生物素结合，

富集在抗生物素蛋白珠上，并最终进行胰蛋白酶消

化。用液相色谱串联质谱法分析消化的肽，以鉴定

由探针捕获的蛋白质。结果发现黄芩苷能直接激

活肝脏中的肉碱棕榈基转移酶 1（CPT1），且具有异
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构体选择性，加速脂质内流进入线粒体进行氧化。

黄芩苷能治疗饮食诱导的肥胖和肝脏脂肪变性以

及其他代谢紊乱引起的系统性改变。确定了CPT1

为黄芩苷的主要靶标。黄芩苷作为一种变构CPT1

激活剂的发现，为饮食诱导的肥胖及相关后遗症的

药物治疗开辟了新的机会。此研究也证明化学蛋

白质组学已成为发现具有特定生物活性的小分子

蛋白质靶点的有价值的工具，为指导其作用机制的

功能阐明和开辟药物研发的新窗口提供了重要

线索。

3 穿心莲内酯

穿心莲内酯是一种难溶于水的二帖內酯类化

合 物 ，为 植 物 药 穿 心 莲 Andrographis

paniculata（Burm. f.）Nees 发挥药理作用的物质基

础，研究表明其具有抗炎、抗病毒、抗肿瘤、保肝利

胆、抗氧化和增强免疫力等多种功效［15］。对细菌性

与病毒性上呼吸道感染及痢疾有特殊疗效，被誉为

天然抗生素［16］。

穿心莲内酯是一种从穿心莲叶中分离出的二

帖內酯类化合物，广泛应用于医药制剂里。这种天

然产物的细胞和药理学性质大部分都指向一组称

为泛分析干扰化合物的分子，它们高度混杂并且在

许多生物攻击中都具有活性。为明确其作用机制，

Li等［17］设计合成了天然产物穿心莲内酯激发的一

系列双功能探针，它们既能在活体哺乳动物细胞中

反应，又能实时生物成像和原位蛋白质组分析和靶

标识别。经过验证，发现AP1/AP1NP是性能最好的

探针，因此被选择成为后续成像和蛋白质组分析实

验的探针。经进一步实验证明 50 000～60 000带是

穿心莲内酯的特异性内源性靶点，对AP1标记的细

胞进行了大规模的 pd/LC-MS/MS实验，切取 60 000

区的凝胶切片，并进行胰蛋白酶消化分析。利用该

探针发现穿心莲内酯是一种高度混杂的化合物，并

且以细胞类型特异性的方式与许多以前未知的细

胞靶点发生共价相互作用。由于该探针对特定细

胞靶点的活细胞成像的潜力有限，所以穿心莲内酯

对细胞的靶向特异性的作用机制尚不清楚，需要进

一步研究。在药物研发过程中明确其作用机制十

分重要，而ABPP技术的发展为其提供了便利。

4 苏木酮

苏木酮 A（sappanone A）是苏木 Caesalpinia

sappan Linn多种化学成分中的高异黄酮类化合物，

具有显著的抗氧化作用。苏木酮 A 不仅显著抑制

神经小胶质细胞的激活，下调各种神经炎症因子的

表达和释放，而且还可能通过减轻炎症反应起到改

善顺铂引起的肾毒性［18-19］。

在发现苏木酮 A 具有显著抑制神经小胶质细

胞的激活，下调各种神经炎症因子的表达和释放的

基础上，Liao等［20］为研究苏木酮A的作用机制构建

了生物素标记的苏木酮A探针，利用该探针采用拉

下技术结合蛋白质组学鉴定苏木酮A靶蛋白，将细

胞裂解液与苏木酮A微球或对照微球共同孵育，用

聚丙烯酰胺凝胶电泳法（SDS/PAGE）对与其结合的

蛋白质进行 SDS/PAGE分析，再进行银染。研究发

现苏木酮 A 的直接作用靶标蛋白为 IMP 脱氢酶

2（IMPDH2）。IMPDH2是一个重要的免疫调节蛋

白，苏木酮 A 可通过修饰 IMPDH2的 140位半胱氨

酸上的巯基，进而抑制该蛋白酶的活力。研究还发

现苏木酮A所修饰的 140位半胱氨酸位于 IMPDH2

的胱硫醚-β-合成酶（CBS）功能结构域，苏木酮A可

能是通过结合该结构域进而引起具有催化活性的

IMPDH2多聚体形成。这直接导致了下游周血白细

胞 IκB激酶、NF-κB抑制物（IKK-IκB-NFκB）和丝裂

素活化蛋白激酶（p38 MAPK）炎症信号通路的抑

制，并最终抑制神经小胶质细胞介导的炎症因子的

释放和拮抗小胶质细胞诱发的神经毒性作用。所

以研究者认为苏木酮 A 可以作为一个直接靶向

IMPDH2蛋白酶的天然小分子先导化合物，进而被

开发成具有抗神经炎症及治疗炎症相关神经退行

性疾病的药物，对创新药物研究具有重要的指导

意义。

5 龙牙葱木皂苷

龙牙楤木Aralia elata（Miq.）Seem.又称辽东楤

木，别名刺龙牙、刺嫩芽等，为五加科楤木属植物。

从该植物中提取的总皂苷是龙牙楤木的主要药理

活性成分，已被证明具有抗心肌缺血、抗氧化和抗

炎 症 作 用 和 抗 凋 亡 的 作 用［21］。 龙 牙 葱 木 皂

苷（calendloside E）作为龙牙楤木总皂苷中的一种重

要的活性成分具有很好的抗动脉粥样硬化的作用，

可以抑制ox-LDL诱导的HUVECs细胞凋亡［22］。

为研究龙牙葱木皂苷的具体分子机制以及分

子靶点，Wang等［22］设计并合成了一种可点击的基于

活性的探针（CE-P），该探针可以利用凝胶策略来获

取 HUVECs 中的功能靶点。在结构–活性关

系（SAR）研究的基础上，他们在 CE的 C-28羧基上

引入了一个炔基，保持了活性探针的保护和抗凋亡

的活性。通过蛋白质组学方法，确定了与CE-P结合

的潜在蛋白之一热休克蛋白 90AB1（Hsp90AB1），
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并通过重组Hsp90AB1和竞争分析对其进行了进一

步 验 证 。 这 些 结 果 表 明 龙 牙 葱 木 皂 苷 能 与

Hsp90AB1结合，还发现龙牙葱木皂苷可以逆转氧

化型低密度脂蛋白（ox-LDL）治疗后 Hsp90AB1 的

下降。为了结果更有说服力，并进行了等离子共振

分析和亲和动力学分析进行验证，结果表明CE/CE-

P能与Hsp90AB1以剂量相关的方式结合。上述研

究表明龙牙葱木皂苷可能与 Hsp90AB1结合，保护

细胞损伤，为进一步探讨其心血管保护机制提供了

依据。ABPP技术与点击化学反应相结合，将标记

基团连接在生物大分子上，可提高ABPP技术的灵

敏性与特异性。

6 山楂酸

山楂酸（maslinic acid）是一种五环三萜酸，主要

存在于橄榄 Canarium album（Lour.）Raeusch 的果

实和叶子中，也存在于山楂 Crataegus pinnatifida

Bge.等天然植物中。研究表明山楂酸具有抗肿瘤、

降血糖、抗氧化、抗菌、抗炎、保护神经等多种药理

活性［23］。

山楂酸对抗糖尿病靶点糖原磷酸酶（GP）和蛋

白酪氨酸酯酶（PTPlB）均有抑制活性，但具体的作

用机制尚不明确。为了揭示山楂酸的抗糖尿病机

制，喻艳华等［23］以山楂酸为活性基团设计、合成了

基于山楂酸的小分子探针Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ，并通过核磁共振

技术（1H-NMR）与质谱法（MS）确认了分子探针Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ结构。对合成的探针分子进行了初步的活性

测试，结果显示探针分子Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ对 PTPlB的活性均

具有抑制作用。结果说明探针分子Ⅱ、Ⅲ可用于寻

找山楂酸在体内降血糖作用的具体靶点，山楂酸具

有诸多的药理作用，开发前景较好。

7 蟾毒内酯

蟾毒内酯是中药蟾酥中独有的生物活性成分，

其具有抗肿瘤、抗病毒等药理活性［24］。在临床应用

中，其抗肿瘤疗效较好，且在治疗剂量下未发现明

显毒性，应用前景较好。

为了研究蟾毒内酯类化合物的具体作用机制，

叶文才等［25］从蟾酥和蟾皮中分离得到 60余种蟾毒

内酯类化合物，其中 20余个为新化合物（包括两种

新骨架类型的化合物），并构建了蟾毒内酯类化合

物小分探针库。研究发现大部分蟾毒内酯类化合

物均可起到抑制肿瘤细胞生长的作用，其中沙蟾毒

精效果最为显著，可诱导肝癌细胞凋亡与自噬。进

一步研究发现蟾毒内酯类化合物可使 CLC-3 氯通

道活化，并且被激活的CLC-3氯通道与蟾毒内酯类

化合物对肿瘤细胞异常活化的丝氨酸-磷脂酰肌醇

三激酶（PI3K-AKT）信号通路的抑制是存在许多关

联的，从全新角度揭示了蟾毒内酷化合物的作用

机，为蟾毒内酯的进一步研究提供了依据。

8 毛兰素

毛 兰 素 是 中 药 鼓 槌 石 斛 Dendrobium

chrysotoxum Lindl.中提取出的主要有效成分，现代

药理研究表明石斛属植物具有抗肿瘤、免疫调节、

抗氧化、扩张血管等作用，在临床上也有较广泛的

应用［26］。毛兰素属于联苄类化合物，由于具有类似

秋水仙碱的结构，可以竞争性与微管蛋白结合。近

年研究发现毛兰素有抗肿瘤血管生成的作用，是一

种比较有前途的先导化合物［27］。

为研究毛兰素的作用机制，陈雨文等［28］通过化

学合成得到了 6种毛兰素类似物、7种亲和标记活性

探针（PAL-ABPP）、3 种活性位点导向探针（PAL-

CC-ABPP）以及1种非活性探针和空白探针，并且通

过 MTT方法检测其活性，1H-NMR与 MS方法确认

了其结构。并使用筛选出的活性探针通过银染与

Western blotting 等方法检测到一种特异性蛋白-线

粒体代谢酶。所以陈雨文等推测特异性蛋白（线粒

体代谢酶）可能为毛兰素的作用靶点。此研究为深

入探讨毛兰素构效关系和作用靶点的确定与验证

工作及其抗癌分子机制的阐明奠定了基础。

9 荜茇宁

荜茇宁是从胡椒科荜茇Piper longum L.中提取

出的活性成分，具有调血脂、抗动脉粥样硬化、预防

酒精性脂肪肝、改善急性胰腺炎等药理作用［29］。

为明确荜茇宁调血脂作用的作用机制以及分

子靶点，刘永红［30］通过化学合成的方法设计合成了

一系列含有胡椒酸活性基团、光交联基团以及炔基

基团的 4种不同类型的具有光反应活性的小分子探

针。并通过 1H-NMR 以及 MS 手段验证其结构，

MTT方法检测探针的活性以及毒性均在药物适用

范围内。结果发现实验组荜茇宁探针分子与小鼠

肝脏组织中蛋白质相对分子质量为 20 000 的靶蛋

白发生了特异性结合，这一结果表明这一蛋白可能

是荜茇宁的靶点蛋白，为天然产物荜茇宁降血脂作

用机制的研究奠定了基础。

10 结语

在传统中药的发展过程中，作用靶点的不明确

已成为限制其发展的关键问题。而ABPP作为一项

新兴的化学蛋白质组学技术手段，可以在具有共价

基团（如亲核基团、亲电基团）的小分子上设计合成
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小分子探针，并借助于小分子与靶蛋白的共价连

接，从而在复杂的细胞或组织的蛋白质组样品中直

接鉴定其直接的相互作用靶点。利用该技术可以

筛选和优化蛋白酶小分子抑制剂和鉴定生物活性

小分子的靶标蛋白，更加准确地确定中药的作用

靶点。

由于中药成分的复杂多样，ABPP 技术也存在

特异性差，探针合成困难等问题。面对这一系列问

题，学者们提出设计新的探针、改进酶靶向部分和

报告或亲和标记的设计，结合灵敏度检测仪器等解

决办法，使ABPP技术在中药的靶点研究发挥重要

作用。 Shan 等［31］开发了串联同位素 ABPP 策

略（isoTOP-ABPP），相比与其他定量蛋白质分析方

法，这个方法使用同位素标记的探针来获得更可靠

结果。Cravatt等［32］还开发了高通量的竞争性筛选

平台，即 fluopol-ABPP-HTS，可用于筛选特异性酶

抑制剂，特别是对于一些研究不是很清楚的酶，该

平台还结合了高通量筛选和作用方式鉴定。

随着先进策略的应用，ABPP 已将其区域从药

物目标识别扩展到药物发现，ABPP的先进策略为

研究者们打开了一扇新的大门，在中药的开发与应

用中也可利用该技术发现新的有效成分，这为中药

的开发与应用提供了新的可能。未来几年将看到

将ABPP技术扩展到越来越多的酶类，以及多种探

针类型被使用，以分析一个实验中的几个活性物

质［33］。ABPP技术将被应用于更多领域以发现更广

阔的未知。
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