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天然产物靶点发现策略研究进展及应用  
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摘  要：天然产物具有结构多样、生物活性广泛等特点，已经成为新药开发及先导化合物发现的主要来源。靶点不明确严重

阻碍了许多天然产物的研究和开发进程，靶点解析也因此成为天然产物研究领域亟待突破的瓶颈问题和当前的热点问题。近

年来，围绕天然产物靶点发现开展了大量研究，并逐步建立起较为系统的方法体系。天然产物靶点发现策略通常可根据是否

需要对研究对象进行化学修饰，分为标记策略和非标记策略 2 大类。系统梳理上述 2 类策略框架下的主要靶点发现技术，重

点总结各类方法的作用原理、技术优势、局限性、适用场景及其代表性应用案例，为天然产物作用机制研究以及靶点发现提

供参考与思路。 
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Abstract: Natural products, characterized by structural diversity and broad biological activities, have become a major source for drug 

discovery and lead compound identification. However, unclear targets have seriously hindered the research and development of many 

natural products, making target identification a critical bottleneck and a major focus in this field. In recent years, extensive efforts have 

been devoted to the discovery of natural product targets, and a relatively systematic methodological framework has gradually been 

established. According to whether chemical modification is required, current target identification strategies for natural products can be 

broadly classified into two categories: labeled and label-free approaches. This review systematically summarizes the major target 

identification techniques within these two strategic frameworks, with particular emphasis on their underlying principles, technical 

advantages, limitations, applicable scenarios, and representative applications, in order to provide references and insights for 

mechanistic studies and target discovery of natural products. 
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天然产物主要来源于动物、植物中，具有丰富

的立体结构、多样的官能团和良好的生物兼容性，

与人工合成的小分子相比，许多天然产物的三维构

象复杂，结构有较高的新颖性，能够与生物体内蛋

白或调控网络发生相互作用，因此在现代药物研究
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与开发的过程中扮演着重要的角色[1]。半数以上的

抗癌药和抗菌药物源自天然产物，如紫杉醇[2-3]、青

蒿素[4]、长春花碱[5]等体现天然产物在新药研究中

的重大作用。靶点是阐明天然产物药效作用及分子

机制的重要基础，明确作用靶点有助于阐明天然产
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物从成分到药效表型之间的因果关系，还可为药效

物质基础确认及后续临床转化提供依据。尽管天然

产物已被证实具有治疗疾病的潜力，但是靶点不明

确制约天然产物在药理作用机制及药效物质基础

方面的深入解析，降低其临床转化的可能性，同时

制约新药开发的进程。因此天然产物的靶点发现与

解析成为当前研究领域关注的重点。近年来围绕天

然产物靶点发现已经发展出多种方法，并逐步形成

较为系统的研究体系。现阶段相对成熟的天然产物

靶点发现方法主要分为标记和非标记策略 2 大类，

前者主要以天然产物本身为基础，最大程度保证生

物活性的基础上实现靶蛋白的富集、识别；后者则

是基于天然产物与蛋白结合后引起的稳定性、酶解

敏感性等理化性质变化进行靶点识别，这在一定程

度上避免了化学修饰带来的活性干扰[6-7]。目前，以

活性蛋白质组分析（activity-based protein profiling，

ABPP）技术、基于底物的新型邻近标记技术

（（specific pupylation as identity reporter，SPIDER）、

蛋白水解靶向嵌合体技术（proteolysis-targeting 

chimeras，PROTAC）为代表的标记策略，以细胞热

位移分析（（cellular thermal shift assay，CETSA）、热

蛋白质组分析技术（thermal proteome profiling，

TPP）、药物亲和反应靶稳定性（ drug affinity 

responsive target stability，DARTS）、有限蛋白水解

质谱技术（（limited proteolysis mass spectrometry，Lip-

MS）、细胞培养中氨基酸稳定同位素标记技术

（（stable isotope labeling by amino acids in cell culture，

SILAC）、蛋白质氧化速率稳定性（ stability of 

proteins from rate of oxidation，SPROX）为代表的非

标记策略均已在天然产物靶点发现研究中得到广泛

应用。SILAC 等定量蛋白质组学方法也常与上述策

略结合，用于提高靶点筛选和差异蛋白分析的可靠

性。2 种策略在应用的过程中各有优势、局限性与适

用范围，仅对现有方法进行归纳总结还不能满足对

不同类型天然产物靶点识别的需求，因此本文在梳

理基本原理的基础上进一步分析每种技术的特点、

局限性、适用范围及对相关技术的优化方向和改进

思路，为天然药物靶点的发现提供启发和借鉴。 

1  基于标记的天然产物靶点发现方法 

基于标记的靶点发现方法是将天然产物进行

化学修饰构建分子探针或以天然产物为核心，引入

不同模块实现对靶蛋白的标记、邻近捕获或功能干

预，被富集到的靶蛋白通过蛋白质组学进行解析或

荧光扫描达到鉴定靶蛋白的目的。该类方法可按标

记实现机制进一步分为 ABPP、SPIDER、PROTAC

及蛋白质微阵列等类型。 

1.1  基于活性探针介导的蛋白质组学技术 

ABPP 是一种依赖天然产物活性的化学探针标

记方法，该探针由反应基团、连接链、报告基团 3

部分组成。反应基团是能与蛋白质发生相互作用的

化学基团，报告基团是用于检测和富集已被探针标

记的蛋白质的模块，如荧光基团罗丹明和生物素，

连接链则是起到连接反应基团和报告基团的作用，

它的长度随探针的选择性和通透性能够改变[8]。随

着探针设计的发展，为适应不同天然产物与靶蛋白

相互作用的类型，ABPP 逐渐衍生出不同的标记模

式。对于本身能够稳定共价结合靶蛋白的分子，可

以直接连接生物素或荧光基团实现标记。若直接连

接大体积报告基团会难以进入细胞中，影响细胞通

透性，此时可先引入小型生物正交手柄炔基，待探

针与靶蛋白结合后再利用点击化学接入报告基团。

而对于仅能发生弱相互作用或可逆结合的天然产

物，则可进一步引入光敏基团，在光照下生成高活

性中间体，将瞬时相互作用转化为稳定的共价连

接，从而提高靶点捕获效率。 

1.1.1  生物素标记  生物素标记是将具有生物活

性的天然产物与生物素进行化学偶联构建成探针，

探针与细胞内的蛋白质会发生结合，随后利用具有

亲和性的亲和素如链霉亲和素珠进行富集，采用蛋

白质鉴定方法分析富集物，从而筛选出与天然产物

发生相互作用的靶蛋白[9]（图 1-a）。如天然产物芹菜

素具有靶向衰老细胞的能力，合成生物素标记的芹

菜素以识别过氧化物还原蛋白 6（peroxiredoxin-6，

PRDX6）为细胞衰老过程中发挥作用的关键靶点[10]。

类似的还有金属硫蛋白 2A 被鉴定出是青蒿琥酯的

直接结合蛋白来对抗帕金森病，这一结果为青蒿琥

酯在帕金森病治疗中的应用展现出了潜在的前景。

生物素标记还帮助研究者发现膜联蛋白 A2 为高良

姜素的靶点，进而揭示高良姜素治疗白癜风的作用

机制[11]。天然产物引入生物素形成生物素探针，本

质上保留了天然产物的生物活性及结构，但生物素

的引入存在一定的局限性，直接连在天然产物上的

荧光基团或生物素相对分子质量较大影响探针进

入细胞中，此时需要更改标记手段，选择体积较小、

不会干扰天然产物活性的报告基团，如炔基进行化

学修饰。生物素是一种结构比较复杂的杂环化合物， 
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a-生物素标记；b-点击化学；c-光亲和标记。 

a-biotin labeling; b-click chemistry; c-photoaffinity labeling. 

图 1  活性探针标记策略 

Fig. 1  Activity-based probe labeling strategies 

具有一定的空间位阻，将其连接到天然产物骨架上

会改变天然产物的三维结构导致天然产物生物活

性完全丧失。此外，生物素对于弱结合的靶蛋白难

以捕捉且对膜蛋白的富集效率较低。 

1.1.2  点击化学  为了解决将荧光基团或生物素直

接连接在探针上可能会影响天然产物活性的局限

性，增加靶点的捕获效率、扩大 ABPP 的应用范围，

研究者在探针设计过程中引入了炔基，发展成点击

化学策略。该策略在天然产物上引入小型基团炔基

构建成探针与蛋白质孵育，在点击化学反应下引入

生物素可以将探针标记的蛋白质从复杂蛋白质中分

离出来，结合质谱分析能够高效、准确地鉴定出靶蛋

白[12]（图 1-b）。炔基相当于一个微小的化学手柄，

能够轻松穿透细胞膜进入细胞中，所以适合用在活

细胞或细胞裂解液中。野马追内酯 B 与炔基连接制

备成探针后，该探针与野马追内酯 B 一样，能够显

著抑制三阴性乳腺癌细胞的增殖和迁移，并诱导细

胞 凋 亡 。 液 相 色 谱 - 串 联 质 谱 法 （ liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry ， LC-

MS/MS）鉴定结果提示支链氨基酸转氨酶 1

（branched-chain amino acid transaminase 1，BCAT1）

可作为后续实验验证的靶点，进一步的研究结果证

明野马追内酯 B 可抑制 BCAT1 催化活性，减少促进

肿瘤细胞生长的支链氨基酸含量和相关代谢产物，

改变线粒体的能量代谢状态，从而发挥抗癌作用[13]。

He 等[14]对辣椒素进行化学修饰在其基础上引入炔

基构建了抗关节炎的分子探针，富集到 PRDX2 这一

靶点蛋白。辣椒素能选择性作用于 172 位半胱氨酸

并与其形成二硫键，抑制其抗氧化功能，导致活性氧

升高，激活核因子 E2 相关因子 2/血红素加氧酶-1 通

路，同时抑制蛋白激酶 B 磷酸化，促进凋亡。此外，

雷公藤红素[15]、二氢咖啡酸[16]等天然产物均借助此

方法发现其作用靶点并发挥相应的治疗作用。尽管

点击化学在天然产物发现方面具有重要作用，但仍

具有一定的局限性。如天然产物必须与靶蛋白共价

结合之后才能进行点击反应，对于非共价结合、弱结

合的则需要选择光亲和标记，使天然产物与靶蛋白

产生强结合。而且铜催化叠氮化物-炔烃环加成反应

对某些细胞系有潜在的毒性，细胞毒性是由特定催

化剂（如 Cu2+）介导的活性氧物质的产生引起的，

无铜点击反应体系的反应条件有待开发，以减少对

细胞的潜在刺激。 

1.1.3  光亲和标记  点击化学策略依靠天然产物

引入反应基团通过共价结合实现标记，而光亲和标

记策略则是利用特定波长照射光反应基团（如二苯

甲酮、双吖丙啶、芳基叠氮等）瞬时产生高活性中

间体（碳或卡宾）与邻近化学键形成不可逆的共价

交联结合，这是将可逆的结合转化为永久的共价连

接，为靶点发现提供更稳定、可靠的结合信息，因

此该策略备受广泛关注[17]（图 1-c）。光亲和标记策

略适用于天然产物与靶蛋白无法共价结合形成稳

定的结合。光亲和标记可以双重筛选靶点蛋白，再

利用 LC-MS/MS 得到可靠的数据。光亲和标记策

略适用于小分子与靶蛋白的结合力较弱，或相互作

用时间短暂容易脱靶，传统方法难以稳定捕获。据

已有文献报道，可点击的光亲和标记探针在溶酶体

整合膜蛋白-2（lysosomal integral membrane protein-

2，LIMP-2）这一关键靶点发现上发挥了关键作用，

汉防己甲素通过抑制 LIMP-2的胞外结构域破坏其

转运功能进而影响溶酶体脂质代谢，减少了激活溶
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酶体双孔通道所必需的鞘氨醇的供应，从而阻断了

钙信号的传导，提示汉防己甲素和 LIMP-2 在抗病

毒治疗中的治疗潜力 [18] 。果糖 -1,6- 二磷酸

（fructose-1,6-bisphosphate，FBP）是糖酵解途径中

关键的代谢物，近年来被广泛研究，Li 等[19]构建

FBP 光亲和探针，该探针在细胞中鉴定到直接靶点

醛脱氢酶 2（aldehyde dehydrogenase 2，ALDH2）

为其直接靶点，FBP 通过抑制 ALDH2 活性引起细

胞内活性氧水平上调和线粒体碎片化。在最近的一

项研究中，Chiu 等[20]在 N-酰基磷脂酰乙醇胺（N-

acylphosphatidylethanolamine，NAPE）引入双吖丙

啶基团构建了光亲和探针，利用竞争性蛋白质组分

析和生物成像方法发现 NAPE 的作用靶点为跨膜

蛋白 147（cluster of differentiation 147，CD147）和

CD44。由此可见，光亲和标记在天然产物靶点发

现方面受到广泛应用。值得注意的是，光亲和标记

中紫外光可能会干扰活细胞的生理状态诱导细胞

凋亡、破坏 DNA，光反应基团会引起蛋白质非特

异性结合，还会发生与预期相悖的蛋白质聚集或降

解。未来可以开发可见光或红外光激活光反应基

团，减少对蛋白的影响。因此，开发可见光或近红

外光响应的新型光反应基团，以降低光照对细胞和

蛋白质体系的影响有望成为未来的重要方向。 

1.2  SPIDER 

SPIDER 是一种功能依赖性标记策略。在

SPIDER 反应体系中，需外源加入突变型链霉亲和

素-C 端谷氨酸型原核泛素样蛋白融合体（mutant 

streptavidin-C-terminal glutamate form of 

prokaryotic ubiquitin-like protein fusion protein ，

SAₘ-Pupᴱ）和蛋白酶体辅助因子 A（proteasome 

accessory factor A，PafA），由于 SAm 对生物素具

有极强亲和力，所以当靶蛋白与生物素标记的天然

产物发生结合后，SAm-PupE 会结合到生物素标记

的天然产物上，PupE 就会被带到天然产物与靶蛋

白复合物附近。在 PafA 催化下 PupE 与邻近靶蛋

白表面的赖氨酸残基发生共价连接，从而实现对

靶蛋白的捕获，见图 2。该过程将天然产物与蛋白

质之间的非共价结合相互作用转换为 SAm-PupE与

靶蛋白的共价连接，进而能稳定地用于后续靶蛋

白的富集、鉴定和分析。该技术适用于活细胞表面

蛋白筛选，引入生物素不会影响天然产物的自身活

性。基于 SPIDER 技术成功鉴定出了来那度胺的靶

蛋白[21]，为识别天然产物利用 SPIDER 技术寻找相

互作用的靶点提供了支持。能够使用 SPIDER 技术

的前提是靶蛋白上需要有可修饰的赖氨酸残基，而

且还主要取决于结核分枝杆菌类泛素化连接酶与

蛋白之间的距离不能太远，通常在几十纳米左右，

对于距离较远或动态变化的蛋白质就不能使用

SPIDER 技术进行标记，这会导致可能无法有效捕

获靶蛋白[21]。 
 

 
图 2  SPIDER 流程图 

Fig. 2  Schematic illustration of SPIDER workflow 

1.3  PROTAC 

PROTAC 在近年来不断发展，为寻找靶点提供

了一条全新的思路。PROTAC 是异源双功能分子，

由 2 个配体组成，2 个配体间由 1 个柔性连接体连

接，1 个配体用于募集 E3 连接酶，另 1 个则是与靶

蛋白结合进行降解靶蛋白，PROTAC 能够同时特异

性地结合靶蛋白和E3连接酶使之形成三元复合物。

在 E3 泛素连接酶的介导下，泛素由 E2 泛素结合酶

转移至靶蛋白，使靶蛋白发生多聚泛素化修饰，最

终蛋白酶体实现靶蛋白的降解[22]。相较于依赖亲和

力或共价结合的方法，PROTAC 不依赖于天然产物

的活性而是将与天然产物结合的潜在靶蛋白降解，

蛋白降解会放大结合信号，因此分析 PROTAC 处理

后特异性下调的蛋白便能找到与天然产物结合的

靶点[23]，见图 3。Chen 等[24]根据 PROTAC 鉴定 RNA

外切核酸酶 4 为 3-氟-10-羟基进化二胺的直接靶点， 
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图 3  PROTAC 流程图 

Fig. 3  Schematic illustration of PROTAC workflow 

这凸显了 PROTAC 在天然产物中的优越性，加快了

天然产物的开发。雷公藤红素借助 PROTAC 构建文

本库并实现高效降解，成功识别到核因子-κB 抑制

蛋白激酶 β 亚基、磷脂酰肌醇-4,5-二磷酸 3-激酶催

化亚基 α 和蛋白磷酸酶 2A 细胞抑制因子，提高了

靶点识别的准确性[25]。Sun 等[26]构建了以褪黑素为

基础的异双功能蛋白降解分子，确定组蛋白乙酰转

移酶 p300 为（（melatonin，MLT）的直接作用靶点，

为后面机制研究提供了重要线索[26]。鉴于此，该技

术可能在天然产物弱亲和力靶点鉴定方面具有极

大的潜力。但 PROTAC 技术并非对所有天然产物都

适用，对于结构改造位点不明确、构效关系尚不清

楚，或完全未知靶点的天然产物，它的改造存在较

大难度，甚至可能不适用。若天然产物结构中没有

供 E3 泛素连接酶连接的位点，则对该天然产物不

适用。目前 E3 泛素连接酶开发有限，这在一定程

度上限制了靶点灵活性且相对分子质量较大，细胞

透膜性差的限制[27]。未来，改善 PROTAC 分子结构

提高通透性、系统性开发和鉴定新型 E3 配体，将

成为推动 PROTAC 技术升级的关键方向。 

1.4  蛋白质微阵列 

蛋白质微阵列也称为蛋白质芯片，该技术采用

高通量点样方法将人类重组蛋白固定在微阵列上，

然后用亲和标签标记具有生物活性天然产物，并与

蛋白质微阵列一起孵育，随后扫描微阵列的荧光可

以识别与天然产物相互作用的靶蛋白。Ye 等[28]利用

蛋白质微阵列查看重组蛋白结合情况发现雷公藤

红素优先结合信号传导及转录激活蛋白（signal 

transducer and activator of transcription，STAT），

STAT3 被确定为关键靶点，可保护血管紧张素 II 介

导的有害心脏重塑。冬凌草乙素具有抗癌作用，为

了确定冬凌草乙素在肝癌细胞中的作用靶点，Zhao

等[29]使用 HuProtTM 人类蛋白质组芯片筛选出 Kelch

样 ECH 相关蛋白 1（Kelch like ECH associated protein 

1，Keap1），发现冬凌草乙素可能与 Keap1 结合进而

影响磷酸甘油酸变位酶家族成员 5，在肝细胞癌中

发挥药理作用。蛋白质微阵列中每种蛋白都有机会

与药物发生结合增加了靶点识别的范围，实现高通

量筛选，这打破了结合细胞内高丰度蛋白的弊端。

但膜蛋白或具有复杂翻译后修饰的那些蛋白质可

能不被微阵列所识别。 

2  非标记策略靶点发现方法 

尽管标记的靶点发现方法已发展得较为成熟，

并且在天然产物靶点研究领域取得显著进展，但此

类方法需要对天然产物进行一定的化学修饰。然而

化学修饰可能会改变天然产物构效关系进而影响

生物活性及其生物学功能。甚至有些天然产物缺乏

合适的可修饰的位点，不能完成探针构建，从而限

制标记的方法在靶点发现中的应用。基于上述局限

性，非标记策略就应运而生。非标记策略依据原理

不同可分为基于蛋白热稳定性变化的方法如

CETSA、TPP，基于蛋白酶敏感性的方法如 DARTS、

Lip-MS、SPROX 等。 

2.1  基于蛋白热稳定性变化的非标记策略 

2.1.1  CETSA 技术  CETSA 是一种经典的非标记

靶点识别方法，其原理是天然产物与靶蛋白结合后

改变靶蛋白的热稳定性，与天然产物结合的靶蛋白

其热稳定性显著提高，这是因为蛋白质在热诱导下

会发生解折叠并迅速沉淀，而细胞中剩余可溶性蛋

白的含量与保持天然折叠状态的蛋白质量密切相

关，当天然产物与靶蛋白结合后，蛋白整体能态降

低、构象更加稳定，从而具有更高的解折叠能垒，表

现出更强的热稳定性，见图 4-a。由此可知 CETSA

适用于对温度变化敏感的天然产物。Zhang 等[30]利用

CETSA 发现三磷酸腺苷柠檬酸裂解酶（adenosine 

triphosphate citrate lyase，ACLY）可能是异银杏黄酮

的一个必要靶点，其抑制 ACLY 会减少肝脏脂质合

成，从而改善高胆固醇血症和动脉粥样硬化。Lai 等
[31]利用 CETSA 找到丹参酮作用靶点补体 C3，诱导

小胶质细胞吞噬标记突触，发挥抗抑郁作用。CETSA

不需要对天然产物进行标记就可以直接测定小分子

是否在细胞中与靶点蛋白存在相互作用。 
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a-TPP/CETSA; b-DARTS. 

图 4  热稳定性与蛋白酶保护效应策略 

Fig. 4  Schematic illustration of thermal stability and protease protection-based strategies 

2.1.2  热蛋白质组学技术  CETSA 与 LC-MS/MS

技术相结合，逐渐发展为 TPP 技术，它能够在全蛋

白质组学水平识别直接作用靶点从而进行无偏的

鉴定，见图 4-a。Li 等[32]利用 TPP 技术将来源于天

然产物的藁本内酯与细胞孵育，收集细胞裂解液后

进行热激，根据相关筛选条件在多种蛋白质中确定

早期生长反应因子 1（（early growth response factor 1，

EGR1）为直接作用靶点，后续研究进一步发现藁本

内酯与 EGR1 的 His386 位点结合并抑制 EGR1 核

转位与转录活性，从而阻断 EGR1-整合素和基质金

属蛋白酶 17-肿瘤坏死因子-α 信号通路，实现抗炎

和修复肠道屏障的双重疗效，有效缓解实验性结肠

炎。Li 等[33]利用 TPP 技术确定烟酰胺磷酸核糖转

移 酶 （ nicotinamide phosphoribosyltransferase ，

NAMPT）是一种菲并吲哚里西啶生物碱（PF403）

的直接作用靶点，之后又进行靶点的结合验证、基

因敲低、功能抑制等证明 PF403 直接结合并抑制

NAMPT 酶活，降低烟酰胺腺嘌呤二核苷酸水平，

从而抑制胶质瘤生长。虽然 TPP 技术在整个蛋白质

组范围内可以分析蛋白质与天然产物之间的相互

作用，具有稳定性好、不需要抗体孵育的优点，但

无法识别对温度不敏感的蛋白，整个过程耗时长且

工作量大，对膜蛋白的检测也有限，所以需要联合

使用其他对膜蛋白敏感的方法来寻找靶点。 

2.2  基于蛋白酶敏感性变化的非标记策略 

2.2.1  DARTS 技术  DARTS 技术基于蛋白酶消化

原理，其核心机制在于天然产物与靶蛋白结合后诱

导蛋白质发生构象变化，从而使结合后的蛋白相较

于未结合状态的蛋白对蛋白水解降解表现出更强

的抵抗力，由此该方法也称为蛋白稳定性实验，见

图 4-b。川续断皂苷是川续断属植物，具有抗血栓、

抗炎、抗氧化、抗肿瘤、骨保护等作用。Dong 等[34]

对川续断皂苷抗骨质疏松性骨折的能力进行探索，

采用 DARTS 技术发现川续断皂苷与 Piezo1 直接结

合，并激活该蛋白所涉及的细胞外调节蛋白激酶

1/2-YAP 通路，促进 LEPR+ BMSCs 的成骨分化，从

而发挥骨质疏松性骨折的治疗作用。来源于黄芪的

黄芪甲苷 II 因其抗炎、抗氧化和抗凋亡特性而备受

关注。Yuan 等[35]利用 DARTS 技术在人少突胶质

MO3.13 细胞中发现黄芪甲苷 II 的关键结合靶点是

p75 神经营养因子受体，其发挥作用的方式是抑制

其下游的 β-连环蛋白/DNA 结合抑制因子 2 信号轴

驱动少突胶质前体细胞分化成熟并促进髓鞘再生。

以上研究表明 DARTS 在天然产物识别方面是一种

有价值的策略。但 DARTS 需要进行十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，所以一些丰度低的蛋白

被检测出来的几率会很小。此外，酶的类型也会影

响该技术的准确性[36]，因此，需要优化蛋白酶种类、

酶解条件及样品前处理流程，降低实验偏差并增强

结果的准确性与重复性以改善 DARTS 的局限性。 

2.2.2  Lip-MS 技术  Lip-MS 技术通过天然产物与

靶蛋白结合后，靶蛋白能抵抗蛋白酶的有限蛋白酶

切，使其在酶解后的残留丰度相应增强从而被检测

出来。Hu 等[37]借助 Lip-MS 将棕榈酸诱导的小鼠正

常肝 AML12 细胞裂解物与天然产物桤木酮孵育，

然后使用蛋白酶 K、胰蛋白酶和 LC-MS/MS 进行有
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限的蛋白水解，确认钙调蛋白为桤木酮促进线粒体

脂肪酸 β 氧化改善代谢功能障碍相关脂肪性肝病的

直接靶点。为了寻找贯叶金丝桃素（hyperforin，

HPF）刺激脂肪组织产热以促进体质量减轻的靶点，

Chen等[38]在 LiP-MS 的检测下确定二氢硫辛酰胺 s-

乙酰基转移酶为 HPF 的直接作用靶点。但不是所有

的天然产物都可以使用 LiP-MS 来寻找靶点，如天

然产物与靶点结合后其构象不会改变，结合位点距

离酶切位点较远，靶蛋白丰度较低或为膜蛋白，这

些情况下均不适合使用该方法。 

2.3  以肽段为中心的蛋白质局部稳定性探测方法

（peptide-centric local stability assay，PELSA） 

PELSA 技术依托高浓度胰蛋白酶在天然状态

下快速酶解蛋白，并结合质谱检测肽段丰度变化，

从而实现天然产物结合蛋白和结合区域的解析。与

TPP 等需要观察整体蛋白热稳定性变化的方法相

比，PELSA 可提供肽段水平的结合区域信息，并对

低亲和力或弱相互作用蛋白具有较高检测灵敏度，

因此可在一定程度上弥补 TPP 难以定位结合位点

的不足。简言之，PELSA 的原理是比较天然产物处

理组和对照组的肽段丰度变化，天然产物与靶蛋白

结合后会形成构象稳定的蛋白区域使其稳定性增

强不易被蛋白酶识别，导致相应肽段的生成受到抑

制。未与天然产物结合的靶蛋白则被酶切产生肽

段。通过比较肽段丰度差异可筛选发生局部稳定性

变化的靶蛋白并且确定结合区域[39]。更重要的是该

方法不需要对天然产物进行修饰，肽段也是在天然

状态下自然生成，不依赖亲和力大小，可以在细胞

裂解液中发现与天然产物结合发生局部稳定性变

化的蛋白质[40]。据文献报道，黄芩黄酮 II 直接靶点

SLC1A4 的发现也使用了此方法[41]。但该方法对肽

段覆盖度和质谱检测深度要求较高并且不同蛋白

的酶解条件可能需要优化，若结合区域对应肽段未

被有效检测，则难以准确定位结合位点。 

2.4  SPROX 

SPROX 是一种基于蛋白质氧化速率变化来鉴

定天然产物靶点的技术，即蛋白质与天然产物共孵

育，在化学变性剂诱导下使蛋白展开，再利用过氧

化氢氧化暴露的甲硫氨酸残基，通过定量质谱技术

对选择性氧化的甲硫氨酸进行定量，检测相互作用

的靶蛋白[42]，与天然产物结合的靶蛋白抗氧化能力

增强，减少蛋白质解折叠，见图 5。前期关于该项

技术的研究发现，UDP-葡萄糖-4-差向异构酶是环

孢菌素 A 的靶点[43]，Liu 等[44]利用 SILAC-SPROX

技术对乳腺癌细胞系进行了大规模蛋白折叠稳定

性分析，识别出数百个亚型特异性的稳定性差异蛋

白，且约 70%的命中蛋白在表达水平上无显著差

异，表明热力学稳定性剖面可作为表达谱的互补手

段用于生物标志物发现与病理机制研究。使用

SPROX 发现的直接相互作用的靶蛋白需要再结合

其他实验进行验证[45]。但该方法有一定的局限性，

如只能用于检测含甲硫氨酸的肽段。 

 

图 5  SPROX 流程图 

Fig. 5  Schematic illustration of SPROX workflow 

2.5  基于蛋白稳定性的非标记策略 

2.5.1  pH 依赖蛋白沉淀法（pH dependent protein 

precipitation，pHDPP）  pHDPP 是一种非修饰药物

靶点蛋白质组学鉴定新方法，主要依靠调节溶液的

酸碱度至蛋白质的等电点，使其溶解度降低并沉

淀。该方法的核心原理是破坏蛋白质表面的水化层

和电荷排斥作用。天然产物与蛋白结合之后会对酸

性试剂所引起的蛋白变性有更强的耐受力[46-47]。有

研究者筛选 4 种改变 pH 值的变性剂如抗坏血酸、

柠檬酸等，二氢青蒿素广泛用于疟疾的治疗，据文

献报道二氢青蒿素在治疗肿瘤方面有一定的效果，

但其抗肿瘤的机制及其靶点不全面，所以应用

pHDPP 筛选靶点，根据一定的筛选条件和评估方

法，ALDH7A1 成为二氢青蒿素直接结合的最佳靶
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点[46]。pHDPP 有效解决了天然产物无法修饰的难

题。但是使用酸可能会改变天然产物中的酸碱平

衡，影响其与靶蛋白的相互作用，最终筛选出来的

靶点仍需要其他实验来验证该方法在这些药物靶

向蛋白发现方面是否具有同样效果。 

2.5.2  溶剂诱导蛋白沉淀法（solvent-induced protein 

precipitation，SIP）  SIP 利用有机溶剂诱导未能与

天然产物结合的蛋白沉淀，而与天然产物结合的靶

蛋白因稳定性增强，在一定程度上表现出更强的抗

溶剂沉淀能力，随后通过蛋白质组学分析筛选潜在

靶蛋白[48]。蛋白质在与天然产物结合后会增加对有

机溶剂诱导变性沉降的抵抗能力，比较给药组与对

照组未被沉降的蛋白质来发现可能与天然产物结

合的靶点。Li 等[49]使用 SIP 结合蛋白质组学筛选出

鸟苷酸结合蛋白 5 蛋白为青藤碱的直接结合靶点，

为炎性疾病如类风湿关节炎的治疗靶点提供了依

据。类似地，还有通过 SIP 确定了苦参素的直接靶

点可溶性环氧化物水解酶[50]、核因子-κB 必需调节

蛋白/κB 抑制蛋白激酶 β 复合体是紫草素发挥抗癌

活性的可能靶点[51]。 

总之，与标记策略相比，非标记方法能够较好

保留天然产物原有结构，适用于不易改造或活性易

受修饰影响的化合物，但其结果仍需结合多种方法

和功能实验进一步验证。 

3  天然产物复杂体系的靶点识别 

天然产物复杂体系通常包括植物提取物、有效

部位、中药复方等，具有成分种类多、含量差异大、

结构类型复杂、作用靶点分散及生物效应多等特

点。此外，复杂体系中的不同成分之间还可能存在

协同、拮抗关系，这也会增加靶点捕获的难度。因

此，单一靶点识别策略往往难以满足复杂体系研究

对准确性和系统性的要求，多策略联合已成为提高

天然产物复杂体系靶点发现可靠性的重要研究思

路。多策略联合能够有效避免单一方法在灵敏度、

特异性和适用范围等方面的局限，还可实现候选靶

点的交叉筛选，以提高靶点识别的准确性、可靠性。 

在复杂天然产物体系的靶点研究中，定量蛋白

质组学与非标记热稳定性分析的联用是一种较为

有效的策略。SILAC 是一种经典的稳定同位素标记

定量蛋白质组学技术，通过使用天然同位素（（轻标）

和稳定同位素（（重标）标记的必需氨基酸取代细胞

培养基中的相应氨基酸，使稳定同位素标记的氨基

酸掺入到细胞新合成的蛋白质中，替代原有氨基

酸，再通过质谱对稳定同位素标记的蛋白质进行精

确定量[52-53]。在面对天然产物复杂体系时，可以将

SILAC 与 TPP 联合使用，重标同位素标记的细胞裂

解液用于靶点捕获，轻标同位素标记的细胞裂解液

作为空白对照，利用 TPP 进行梯度加热等操作，从

而有助于在全蛋白质组水平识别潜在直接作用靶

点。Zhuo 等[54]在研究石蒜碱治疗结直肠癌时通过

SILAC 技术使细胞中的蛋白质带上可区分的轻、重

质量标签，设置对照组和给药组后，结合 TPP 技术

使其在不同温度下热激，随后对蛋白质进行分析，

比较药物组与对照组的蛋白质热稳定性差异从候

选蛋白中筛选出异柠檬酸脱氢酶 1 作为石蒜碱的直

接结合靶点。由此可见，SILAC 和 TPP 技术联用可

为天然产物靶点识别提供较高通量的筛选手段。对

于成分更加复杂的提取物或复方体系，该策略也可

用于从整体蛋白质组层面捕捉与药物干预相关的

稳定性改变蛋白，为后续成分归属和靶点验证提供

候选范围。但 SILAC 仅适用于体外细胞且实验周期

长；标记通道少，不适合多样本分析[55]。 

针对复杂体系中候选靶点数量多、真假靶点难

以区分的问题，计算预测与实验捕获的联合应用具

有重要价值。人工智能（artificial intelligence，AI）[56]、

虚拟筛选[57]和网络药理学[58]可根据化合物结构、

疾病靶点、蛋白互作和通路信息，初步构建成分-

靶点-通路网络，为复杂体系中潜在活性成分和候选

靶点的筛选提供方向。Peng 等[59]在利用 LiP-MS 缩

小靶点范围的同时，同步开展了 AI 虚拟筛选工作，

借助 Galaxy Sagittarius 靶点预测算法，对血根碱的

直接作用蛋白进行系统的计算模拟，最终确定丙酮

酸激酶 M2 为直接靶点。然而 AI 技术在天然产物

靶点发现中主要依赖已有数据库和模型训练数据，

预测结果容易受到数据偏倚、结构相似性推断和算

法可解释性不足的影响，限制其应用的范围。此外，

现有模型在生物学和药学意义上的可解释性仍显

不足，未来仍需通过可视化和机制验证提高模型的

可靠性[60]。Xu 等[61]选择创新的天然产物虚拟筛选-

交互-表型策略，整合虚拟筛选、ABPP 和代谢组学，

以识别天然产物的靶点，并以丹参治疗缺血性中风

为案例阐释了多策略协同带来的准确性及全面性。

Brand 等[62]先是利用计算机进行靶点预测，预测到

15 个潜在靶蛋白，随后结合 SPIDER 技术富集，最

后进行交叉比对，发现花生四烯酸 5-脂氧合酶是唯

一同时被 2 种方法共同命中的候选靶点，从而被优
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先锁定为最可能的直接作用靶标。计算预测结果作

为前期筛选依据，根据实际也要进一步结合实验技

术进行验证。 

多组学分析可用于揭示复杂体系作用后的整

体生物学响应。转录组、蛋白质组和代谢组能够从

基因表达、蛋白丰度和通路调控等层面反映天然产

物复杂体系的综合效应，有助于发现关键通路、核

心调控节点和药效相关网络[1]。如对于中药复方或

植物提取物而言，多组学分析可用于判断其主要影

响炎症反应、能量代谢、氧化应激、细胞死亡等过

程，并为后续靶点验证提供优先级[63]。有研究者采

用多组学技术定义了胆管癌的独特分子亚型并确

定 TNK1 为治疗靶点，为胆管癌提供了一个新的干

预方向，也提示多组学技术在复杂疾病和临床决策

中具有重要应用价值[64]。但需要注意的是，多组学

筛选得到的差异分子多数属于药物作用后的响应

结果，并不一定是直接结合靶点。因此，多组学结

果应与靶点捕获技术、分子互作实验和验证实验相

结合，避免将下游响应蛋白误认为直接靶点。 

在复杂天然产物体系中，成分干扰和假阳性是

影响靶点识别准确性的重要因素，高丰度成分或反

应性较强的成分，可能与蛋白发生非特异性结合，

影响蛋白稳定性、酶切结果和质谱信号，使得非关

键作用蛋白没有被识别。此外，复杂天然产物体系

中成分组成多样，不同成分之间可能存在信号叠

加、相互干扰等现象。因此，复杂天然产物体系的

靶点识别应建立多层级验证策略，通过候选靶点筛

选、结合验证和功能确认相结合的方式，提高结果

的准确性，并降低成分干扰和假阳性风险。 

由此可见，复杂天然产物体系的靶点识别不应

停留于单一技术筛选层面，而应针对其成分复杂、

作用途径多样和结果验证困难等特点，建立综合性

的研究策略。 

4  结语与展望 

天然产物具有多样的化学结构和丰富的生物

活性，在新药研发过程中具有重要价值。目前，标

记策略和非标记策略均已广泛用于天然产物靶点

发现研究，但不同方法各有其适用范围和局限性，

因此应结合天然产物的结构特征及具体研究目的

进行合理选择。对于经化学修饰后仍能保持生物活

性的天然产物，可优先采用生物素标记、点击化学

和光亲和标记等方法；而对于修饰后活性明显降低

或丧失的天然产物，非标记策略则更具优势。但这

并不意味着二者处于相互对立的方法，标记策略具

有靶蛋白富集能力强、结果直观等优势，但依赖探

针设计或天然产物的位点情况，可能受到构效关系

改变的影响；非标记策略能够避免化学修饰对天然

产物活性的干扰，但在特异性、灵敏度及假阳性控

制方面存在一定局限。因此，2 类方法具有明显互

补性，联合应用有助于提高靶点识别的可靠性。对

于多成分、多靶点的天然产物复杂体系，靶点识别

不宜依赖单一技术，而应通过多策略联合逐步缩小

研究范围。首先，可结合成分分析和广谱筛选锁定

关键成分群，利用标记或非标记策略交叉筛选潜在

靶蛋白，从不同层面提高靶点识别的可靠性。然而，

不同技术方法最终均可能获得多个高置信度候选

蛋白，因此还需结合候选靶点与疾病的相关性、蛋

白检测和蛋白的可获得性及文献证据，对其进行综

合评估和优先排序，最终确定适合深入验证的核心

靶点。此外，天然产物靶点发现研究不应止步于靶

点的筛选，还应重视后续结合验证和功能验证，进

一步确认该靶点在天然产物药效发挥过程中的作

用，由此形成从靶点筛选到结合验证再到功能验证

的研究体系[65]。随着 AI 在天然产物研究领域的快

速发展，其在天然产物靶点发现中的应用已不再局

限于候选靶点预测，而是逐渐向研究策略优化和方

法选择决策延伸。AI 不仅可用于天然产物潜在作用

靶点的预测与筛选，还可进一步整合已报道的天然

产物结构特征、官能团类型及其适用的靶点发现技

术，建立基于结构特征的技术选择模型[66]。因此，

在获得新的天然产物后可借助该模型结合其结构

特征和可修饰基团，初步筛选适宜的靶点发现策

略，以提高方法选择的针对性和研究效率。总之，

天然产物靶点发现研究应从单一方法筛选转向多

策略协同筛选。只有将靶点发现、结合验证和靶点

功能验证有机结合，才能更准确地揭示天然产物的

真实作用机制。未来，随着蛋白质组学、多组学技

术和计算预测等方法的不断融合，天然产物靶点发

现将为其药效物质基础阐释、作用机制研究及创新

药物开发提供更有力的技术支撑。 
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