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新技术/策略在难成药靶点药物发现中的作用
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[ 摘要 ] 药物靶标发现是现代医药研发的基石，对实现药物高选择性和有效治疗至关重要。作为一项新兴技术，化学蛋白质组学结合化

学生物学与蛋白质组学，推动了药物靶标发现的进展。概述针对难成药靶点的突破性技术 / 策略，包括蛋白降解剂、共价抑制剂等，探

讨基于化学蛋白质组学的靶标发现技术在难成药靶点药物发现中的作用，为攻克难成药靶点提供了新的思路和方向。
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[Abstract] Drug target discovery, a critical part of modern drug development, is essential for achieving high selectivity and therapeutic 
efficacy. As an emerging technology that combines proteomics with chemical biology, chemical proteomics has advanced target discovery. 
This review presents breakthrough technologies and strategies for targeting traditionally undruggable proteins, including protein degraders 
and covalent inhibitors, and explores the role of chemical proteomics-based target identification technologies in the discovery of therapeutics 
for these undruggable targets, aiming to provide new insights and directions for overcoming the limitations of undruggable targets.
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药物发现是现代生物医学研究中最具挑战性和

关键性的领域之一。随着疾病机制研究的不断深入

及技术手段的发展，药物靶点的识别与验证已成为

新药研发过程中的核心环节。药物靶点通常指在体

内与药物产生特异性结合并介导生物学效应的分子，

主要包括蛋白质、核酸及其他大分子。通过调控这

些靶点的功能，药物能够干预相关信号通路，从而

达到治疗目的 [1-2]。当前药物研发主要依赖 2 种策略，

分别是基于表型的药物发现（phenotypic-based drug 
discovery，PDD）和基于靶点的药物发现（target-based 
drug discovery，TDD）。PDD 通过观察细胞、组织

或整个有机体的表型变化来筛选和识别药物，依赖

于对生物体整体的反应来评估药效，适用于机制复

杂或多基因相关的疾病研究；TDD 则针对特定生物

分子靶点设计化合物，针对性强，可直接作用于靶

点分子进行特异性调控。然而，PDD 的局限性在于

难以解析分子机制和确认核心靶点，导致后续优化

困难；TDD 面临的关键挑战则是传统可成药靶点的

数量有限，且对靶点结构特征有较高要求 [1-2]。

目前，传统药物靶点大多是具有明确结构特

征、能够稳定结合小分子的蛋白质。然而，越来越

多研究发现，许多在生理和病理过程中发挥关键作

用的蛋白质并不具备典型的小分子结合口袋，这类

难成药靶点通常具有结构无序、高度动态或依赖蛋

白-蛋白相互作用（protein-protein interaction，PPI）
维持功能等特征，使其难以通过常规药物设计策略

进行有效干预，严重阻碍新药开发。随着基础研究

和新技术/策略（如蛋白降解剂、共价抑制剂等）

的不断发展，诸如 Kirsten 大鼠肉瘤病毒癌基因同

源 物（Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog，
KRAS）编码蛋白等难成药靶点已不再是难以逾越的

障碍。其中，化学蛋白质组学靶标发现技术的发展

为 PDD 和 TDD 策略的互补融合提供了可能，能够

高效地将药物、靶点和疾病联系起来，极大地促进

了难成药靶点的药物发现。其将定量蛋白质组学技

术与化学生物学方法或生物物理学原理相结合，从

而实现小分子在细胞或组织体系中的全局靶点筛选，
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为药物靶标发现技术带来了重大突破 [3]。

1  难成药靶点蛋白的类型与靶向策略研究
在药物研发过程中，TDD 策略面临的挑战之一

是针对已知靶标蛋白如何设计有效结合的小分子化

合物。在药物发现与研究中有效的药物靶点至关重

要，其不仅具备与药物特异性结合的能力，还需要

在体内发挥明确的治疗效果 [4]。理想的可成药靶点

通常具有清晰的结构和功能特征，能与配体形成高

亲和力的结合，并通过传统药物设计策略进行有效

干预。然而随着越来越多靶标蛋白被发现，难成药

靶点蛋白逐渐受到关注。这类蛋白通常具有复杂的

结构和多样的功能，因其表面平坦且缺乏可靶向的

结合口袋而难以作为药物的靶点，为药物设计带来

了重大挑战 [5-6]。  
1.1  难成药靶点蛋白的分类  

难成药靶点蛋白通常分为以下几类：1）小

GTP 酶类（small GTPases）。如大鼠肉瘤病毒癌

基因同源物（rat sarcoma viral oncogene homolog，
RAS）编码的 RAS 家族蛋白 [ 包括 KRAS 蛋白、

Harvey 大鼠肉瘤病毒癌基因同源物（Harvey rat 
sarcoma viral oncogene homolog，HRAS） 编 码 的

HRAS 蛋白、神经母细胞瘤大鼠肉瘤病毒癌基因

同 源 物（neuroblastoma rat sarcoma viral oncogene 
homolog，NRAS）编码的 NRAS 蛋白 ]，因表面缺乏

可靶向口袋而被认为是难成药蛋白 [6-7]。2）磷酸酶

类。与激酶的作用相反，磷酸酶是一种催化蛋白质 
[ 包括丝氨酸（serine，Ser）、苏氨酸和酪氨酸残基 ]
去磷酸化的酶。根据结构特征，磷酸酶被分为碱性

磷酸酶和酸性磷酸酶。由于磷酸酶的结构存在很多

相似性，具有选择性低和副作用大等问题，因此被

认为是难成药靶点蛋白 [8]。3）转录因子类。转录因

子在基因表达调控中发挥核心作用，其功能失调与

多种疾病密切相关，如肿瘤相关转录因子 [p53 和髓

细胞瘤病毒癌基因同源物（myelocytomatosis virus 
oncogene homolog，Myc）编码的 Myc蛋白等 ] 在癌

症发生发展中起重要作用。然而，转录因子通常缺

乏典型的小分子结合口袋，由于其结构异质性和缺

乏结合位点，无法被小分子药物靶向 [6, 9]。4）表观

遗传类靶点。该类靶点在基因表达调节中起关键作

用，主要通过 DNA 甲基化、组蛋白修饰等过程改

变基因表达模式，进而影响细胞分化、肿瘤发生及

多种疾病的进程，例如组蛋白甲基转移酶 zeste 增强

子同源物 2 在多种癌症中呈高表达，可抑制抑癌基

因的表达。然而由于表观遗传修饰具有可逆性和复

杂性，调控范围广泛且特异性差，易产生脱靶效应

和毒性，因此其靶向干预面临较大挑战 [10]。5）PPI
及其网络。PPI 在生物过程和细胞周期调节中至关

重要。而大多数 PPI 表面相对平坦，使得传统药物

难以有效结合。例如，B 细胞淋巴瘤/白血病-2 家族

的抗凋亡蛋白和本质无序蛋白，由于其高度动态的

结构和缺乏稳定的结合位点而难以靶向。近年来蛋

白降解靶向嵌合体（proteolysis-targeting chimera，
PROTAC）等新型技术的出现，为 PPI 靶点的成药

性提供了新方案 [11-12]。 
1.2  靶向难成药蛋白的药物设计策略与前沿技术 

随着机制研究和多种新技术的快速发展，难成

药靶点药物的研发已不再是难以攻克的难题。目前，

一些新技术和药物设计策略被应用于靶向难成药蛋

白，其中常用的技术/策略包括蛋白降解剂、共价抑

制剂、变构调节剂、化学诱导邻近技术（chemically 
induced proximity，CIP）、基因治疗和人工智能

（artificial intelligence，AI）制药等 [13]。

1.2.1  蛋白降解剂  蛋白降解剂是目前针对难成药靶

点的重要研发策略之一，可通过细胞内蛋白降解

途径靶向目标蛋白降解。蛋白降解剂包括多种类

型，如 PROTAC、分子胶降解剂（molecular glue 
degrader，MGD）、溶酶体靶向嵌合体（lysosome-
targeting chimera，LYTAC）、自噬体偶联化合物

（autophagosome-tethering compound，ATTEC）等，

其中，PROTAC 和分子胶是研究最为广泛的 2 种类

型 [8, 14]。 
真核细胞中负责蛋白质降解的两大系统分别是

泛素-蛋白酶体系统和自噬 - 溶酶体系统。PROTAC
是通过泛素-蛋白酶体系统靶向蛋白降解的一种技

术 [15]。PROTAC 分子通常由 E3 泛素连接酶配体、

靶蛋白配体，以及连接这两者的连接子（linker）组

成。其中，E3 泛素连接酶配体负责特异性招募 E3
泛素连接酶，靶蛋白配体则识别并结合目标蛋白 [16]。

PROTAC 分子可将 E3 泛素连接酶募集到靶蛋白附

近，为其贴上泛素标签，并最终被蛋白酶体降解。

PROTAC 技术最早由 Crews 等人于 2001 年提出，

其原理是利用机体内固有的蛋白降解系统降低靶标

蛋白水平，从而实现治疗疾病的目的 [5, 17]。与传统

小分子抑制剂或抗体药物相比，PROTAC 的优势在

于其对靶标蛋白的抑制作用不依赖于药物直接结合，

而是通过降解目标蛋白发挥作用。这一特性使其尤

其适用于传统难以靶向的蛋白质，如无活性位点或

无序结构蛋白等。目前，PROTAC 技术已成为难成

药靶点研发领域的重要工具之一。

MGD 是一种能够诱导泛素 E3 连接酶复合体与

靶标蛋白发生相互作用，从而促进蛋白降解的靶向
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降解策略。MGD 通过拉近目标蛋白与 E3 连接酶的

空间距离，增强、稳定或诱导两者形成新的蛋白间

相互作用，改变靶蛋白或 E3 连接酶的构象，从而

促进目标蛋白的泛素化降解。与 PROTAC 相比，

MGD 通常由单一小分子组成，不需要额外的靶蛋

白配体和连接子，具有较高的通透性和更佳的药代

动力学特性。临床上免疫调节剂沙利度胺、来那度胺、

泊马度胺等就是典型的分子胶药物，它们通过介导

淋巴细胞增殖关键转录因子（IKAROS 家族锌指蛋

白 1/3）降解来发挥抗肿瘤作用 [18-19]。

此外，基于自噬-溶酶体系统的新型蛋白降解策

略也逐渐受到关注，包括 LYTAC 和 ATTEC 等方法。

通过溶酶体途径可降解难以通过泛素-蛋白酶体系统

处理的靶标蛋白，有望与现有蛋白降解剂互补，拓

展可降解靶标蛋白的范围 [20]。

1.2.2  共价抑制剂  共价抑制剂一般通过温和的反应

性官能团与靶标蛋白的氨基酸残基结合形成共价键，

在药物结合引起的非共价相互作用之外提供额外的

亲和力。针对缺乏表面“口袋”的难成药蛋白质，

共价抑制剂在药物研发中展现出极大潜力，为治疗

复杂疾病提供了新的可能性。

针对 KRAS 的共价抑制剂是当前难成药靶点

研究的热点之一。KRAS 是一种小 GTP 酶，在细

胞生长调控信号通路中起着至关重要的作用 [21-22]。

然而，KRAS 蛋白结构近球形，缺乏明确的小分子

结合位点，长期以来被认为是难成药靶点。这一难

题在 2021 年取得突破：美国食品药品监督管理局

（Food and Drug Administration，FDA）批准了首个

靶向 KRAS G12C 突变的创新药 sotorasib，标志着“不

可成药”靶点药物研发进入新阶段。Sotorasib 是通

过共价结合突变位点 Cys12，将 KRAS 锁定在非活

性的鸟苷二磷酸结合状态，从而阻断其信号传导功

能，实现对肿瘤的特异性抑制。目前 sotorasib 可用

于治疗携带 KRAS G12C 突变的腺癌、转移性结直肠癌

和非小细胞肺癌等多种疾病，为相关肿瘤患者带来

治疗希望 [23-24]。  
表 皮 生 长 因 子 受 体（epidermal growth factor 

receptor，EGFR）共价抑制剂通过特异性与酪氨酸

激酶活性位点结合，抑制 EGFR 激酶活性，从而抑

制肿瘤细胞增殖 [25-26]。例如，第 3 代 EGFR 抑制剂

奥希替尼和阿美替尼已被广泛应用于治疗 EGFR 突

变引起的非小细胞肺癌 [27]。此外，p53 作为调控细

胞周期和凋亡的关键肿瘤抑制蛋白，其功能往往受

突变或失活影响，导致细胞增殖异常，因此通过共

价抑制剂恢复 p53 功能成为癌症治疗的全新思路和

重要策略之一 [28-29]。

1.2.3  变构调节剂  传统药物设计通常聚焦于靶标蛋

白的正构位点，即直接作用于活性位点来调节蛋白

质的功能。然而对于难成药靶点蛋白，变构调节剂作

为一种创新的药物设计策略，引起越来越多的关注。

与直接作用于活性位点的传统药物不同，变构调节

剂通过结合靶标蛋白的变构位点，改变蛋白质的构象

状态，从而影响其与底物的亲和力及结合能力 [30]。

变构调节剂可分为 2 类：变构激活剂（allosteric 
activator），通过结合变构位点使受体构象发生变化，

从而改变活性位点构象，促进底物和受体的结合；

变构抑制剂（allosteric inhibitor），结合于变构位点，

从而阻止底物与活性位点的结合 [31-32]。近年来，基

于共价抑制与变构调节的联合策略，为难成药靶点

蛋白的干预提供了新的解决方案。例如，上述提到

的 sotorasib，作为首个获得 FDA 批准的 KRAS 共价

抑制剂，同时也具备变构抑制剂的特性。Sotorasib
通过与变构位点残基共价结合，使 KRASG12C 突变体

稳定在失活状态，从而发挥抑制作用 [21-22]。

1.2.4  CIP  CIP 是一种利用双功能小分子诱导，使

难成药靶点蛋白与效应分子相互靠近而发生蛋白质

相互作用，从而实现特定生物学效应的技术。该技

术分为 2 个独立的结构域：靶蛋白结合域和效应蛋

白募集域。研究表明，CIP 技术可促进伴侣蛋白和

KRAS 接近，形成“伴侣蛋白-药物分子-KRASG12C”

三元复合物，从而抑制 KRAS 活性，抑制癌细胞生

长增殖，对非小细胞肺癌和结直肠癌有显著的治疗

效果，为难成药靶点的药物研发提供了新思路 [33]。

1.2.5  基因治疗  沿中心法则上游出发，针对传统小

分子难以靶向的难成药蛋白，可通过基因层面干预，

实现对这些靶点的功能调控，从而拓展难成药靶点

蛋白的药物发现策略。基因治疗通过靶向 DNA 或

RNA 来调节基因表达，常见的策略包括运输正常基

因以替代突变基因、导入新基因、激活或敲除突变

基因等。例如正在开发的靶向 c-Myc mRNA 小分子，

通过抑制 c-Myc 蛋白的表达来阻断其功能 [32]。此外，

成簇的规律间隔短回文重复序列（clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats，CRISPR）/
CRISPR 相关蛋白 9（CRISPR-associated protein 9，
Cas9）技术能够直接靶向 DNA 进行基因敲除，相

较于传统依赖转录后调控的方法，更具精确性和持

久性，有望在难成药靶点药物研究中发挥优势 [34]。 
1.2.6  AI 制药  近年来，随着 AI 和深度学习等技术

不断发展，AI 制药作为一项新兴工具在难成药靶点

药物开发中逐渐取得优势 [35]。近期，新一代 AI 生
物分子结构预测模型 AlphaFold 3 发布，实现了对

蛋白质、核酸分子、配体小分子及离子等结构的预
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表 1  基于化学蛋白质组学的靶标发现技术

Table 1  Chemical proteomics-based target identification techniques

技术类别 方法 是否需标记 是否适用于活细胞 优势 局限性

基于化学探针的
靶标发现方法

CCCP 是 否 探针合成相对简单，可直接从
复杂生物体系中富集靶标蛋白

可能因空间位阻掩盖结合位
点，膜蛋白鉴定效率低

ABPP 是 是 灵敏度高，富集效率高，应用
广泛

生物素标签可能干扰化合物
活性，易出现假阳性结果

非标记的靶标发
现方法

CETSA（TPP） 否 是 无需标记，可实现全蛋白质组
筛选

高温可能破坏蛋白复合物或
导致非特异性聚集

DARTS（LiP-MS，
PELSA）

否 否 无需标记，适用于蛋白酶敏感
的靶标蛋白

低丰度蛋白难以检测，蛋白
酶选择影响实验结果

SPROX 否 否 无需纯化蛋白，通过标记蛋白
质氨基来确定肽的相对含量

仅限含甲硫氨酸蛋白，需较
强氧化条件

CPP 否 否 材料简单，操作便捷 仅适用于体外裂解体系

CCCP：compound-centric chemical proteomics（以化合物为中心的化学蛋白质组学）；ABPP：affinity-based protein profiling（基于活
性的蛋白质分析）；CETSA：cellular thermal shift assay（细胞热转移分析）；TPP：thermal proteome profiling（热蛋白质组分析）；
DARTS：drug affinity responsive target stability（药物亲和反应靶点稳定性方法）；LiP-MS：limited proteolysis-mass spectrometry（限
制性蛋白水解-质谱分析）：PELSA：peptide-centric local stability assay（以肽段为中心的蛋白质局部稳定性探测方法）；SPROX：
stability of proteins from rates of oxidation（基于氧化速率的蛋白稳定性方法）；CPP：chemical denaturation and protein precipitation（基
于化学变性的蛋白沉淀法）

测。AI 制药可通过数据分析和 AI 算法实现难成药

蛋白的结构预测以及药物设计，拓展初始蛋白结构

库，推动难成药靶点的发现以及成药机制的深入探

究 [36]。目前，全球已有多个针对难成药靶点在研的

AI 制药药物处于研发阶段，如 Relay Therapeutics
开发的含 Src 同源 2 结构域蛋白酪氨酸磷酸酶 2
（Src homology 2 domain-containing protein tyrosine 
phosphatase 2，SHP2）抑制剂GDC-1971（RLY-1971），
结合并稳定 SHP2 的非活性构象 [35]。此外，AI 技术

还可以应用于 RNA 研究，通过 AI 模型训练生成并

分析大量 RNA 的结构和功能方面的数据，为难成

药靶点药物的研发提供了新的可能性 [37]。 

2  基于化学蛋白质组学的靶标发现技术
随着难成药靶点研究的不断深入，依赖于已知

靶点的药物发现方法日益显现出局限性，难以有效

覆盖结构不规则、功能尚不明确或缺乏典型配体结

合口袋的难成药靶点。而基于化学蛋白质组学的药

物靶标发现技术能够在无需先验靶点信息的条件下，

系统解析小分子与蛋白质的相互作用，还能够高通

量地识别难成药靶点的小分子配体，为靶标发现和

机制解析提供了强有力的支持。该技术通过高分辨

率质谱结合生物信息学分析，可系统筛选与小分子

结合的蛋白质，进而识别潜在靶标。基于化学蛋白

质组学的靶标发现技术主要分为基于化学探针的靶

标发现方法和非标记的靶标发现方法（见表 1）。

其中，基于化学探针的靶标发现方法依赖于特定化

学探针捕获靶标蛋白，是化学蛋白质组学中的经典

策略；相比之下，非标记的靶标发现方法主要是通

过检测蛋白质稳定性或构象变化来识别靶标，随着

高分辨率质谱和定量蛋白质组学的发展，近年来受

到越来越多的关注。

2.1  基于化学探针的靶标发现方法

基于化学探针的靶标发现方法主要利用含特定

报告基团或亲和基团的化学探针，在细胞裂解液或

组织匀浆中孵育，识别和富集与探针结合的蛋白质，

并借助定量蛋白质组学技术对潜在靶标蛋白进行分

析和鉴定。这一过程通常被称为基于探针的化学蛋

白质组学（probe-based chemical proteomics）[37-38]。

这种方法的核心优势在于可直接捕获靶标蛋白，极

大提高了靶点鉴定的特异性和准确性。根据工作流

程不同，基于化学探针的靶标发现方法通常分为以

化合物为中心的化学蛋白质组学（compound-centric 
chemical proteomics，CCCP）和基于活性的蛋白质

分析（affinity-based protein profiling，ABPP）[39]。

2.1.1  CCCP  CCCP 方法是基于小分子与靶标蛋白之

间的强亲和力相互作用，进行靶标蛋白捕获和鉴定的

一种方法。该方法将亲和纯化色谱与质谱技术相结合，

在小分子化合物或特定药物上引入可衍生化的官能

团，使其固定于固相基质（如琼脂糖珠或磁性颗粒）

上。随后将修饰后的固相基质与细胞裂解物共孵育，

使靶标蛋白与小分子结合，最终通过定量蛋白质组学

技术对富集的靶标蛋白进行分析和鉴定 [40]。

CCCP 方法是化合物靶标发现中较为经典的

方法，不仅可以精确捕获靶标蛋白，还能揭示小

分子与蛋白质相互作用的竞争性结合信息 [41]。例

如，Wang 等 [42] 利用 CCCP 技术发现膜联蛋白 A2
（annexin A2，ANXA2）是抗肿瘤药物博来霉素的

直接结合靶标蛋白。博来霉素与 ANXA2 的结合可

阻碍转录因子 EB 诱导的自噬通量，从而导致肺纤
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维化的发生。这项研究不仅揭示了博来霉素致纤维

化的分子机制，也突出了 CCCP 方法在靶标发现及

作用机制解析中的价值。随着技术发展，CCCP 技

术有望在难成药靶点发现中发挥作用，为药物安全

性改进和机制导向的药物设计提供有力支持。  
2.1.2  ABPP  ABPP 最早由美国 Cravatt 团队提出，

在 CCCP 技术的基础上发展而来，是一种更为方

便、适用范围更广的方法 [43]。ABPP 的核心原理是

利用基于活性位点导向的化学探针，通过共价或非

共价方式特异性结合蛋白质的活性位点，从而实现

功能状态酶和药物靶标等蛋白质的识别 [44]。相较于

CCCP，ABPP 可检测识别蛋白质的活化状态，在机

制研究及先导化合物筛选中显示出极大的优势。其

中，ABPP 的关键步骤在于活性化学探针的设计与

合成。探针通常由反应基团和化学标签 2 个主要部

分组成，反应基团负责与蛋白质活性位点结合或共

价修饰，化学标签（如生物素、荧光素等标记分子）

负责富集靶标蛋白。近年来研究表明，ABPP 技术

能够利用特异性化学探针靶向蛋白质中具有高反应

活性的氨基酸 [ 如半胱氨酸（cysteine，Cys）、赖

氨酸（lysine，Lys）和 Ser 等 ] 残基，在活细胞体系

中直接监测小分子与蛋白质的相互作用，从而拓展

了可靶向蛋白的范围，为共价抑制剂的新靶标发现

提供了重要线索。以北京大学王初教授团队开发的

基于数据非依赖采集（data-independent acquisition，
DIA）的 ABPP 方法为例，该方法面向含有共价弹

头（warhead，如丙烯酰胺或氯乙酰胺）的小分子片

段库，通过竞争性结合实验，在活细胞中识别小分

子与靶蛋白中 Cys 残基的共价相互作用。这种方法

在一次筛选中可覆盖 20 000 余个 Cys 位点，既保留

了先导化合物在活细胞内的真实结合特性，又突破

了难成药靶点的技术瓶颈，为那些缺乏传统结合口

袋的蛋白质提供了潜在的共价靶点 [45]。 
2.2  非标记的药物靶标发现方法

目前，基于化学探针的靶标发现方法已得到广

泛应用，但仍存在一定的局限性，例如化学探针可能

会导致非特异性结合影响靶标的准确性，化学修饰过

程费时费力，可能改变靶蛋白的构象或活性从而使

其失去生物功能。为克服这些局限性，近年来非标

记的药物靶标发现方法得到广泛的研究与快速发展。

其中主要的非标记靶标发现方法包括细胞热转移分

析（cellular thermal shift assay，CETSA）、热蛋白质

组分析（thermal proteome profiling，TPP）、药物亲

和反应靶点稳定性方法（drug affinity responsive target 
stability，DARTS）、限制性蛋白水解-质谱分析（limited 
proteolysis-mass spectrometry，LiP-MS）、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）、基于氧化速率的蛋白稳定

性方法（stability of proteins from rates of oxidation，
SPROX）以及基于化学变性的蛋白沉淀法（chemical 
denaturation and protein precipitation，CPP）等。这

些方法的核心原理相似：当蛋白质与配体药物结合

后，其稳定性通常会增加，进而增强对热变性、蛋

白酶水解和氧化变性等外界因素的抵抗力。相比于

基于化学探针的靶标发现方法，非标记靶标发现方

法能够减少因化学修饰带来的干扰，提高靶标鉴定

的可靠性，因此在药物发现及难成药靶点研究中具

有广阔的应用前景。

2.2.1  CETSA  CETSA 最早由瑞典 Karolinska 研究所

于 2013 年开发，其原理是通过温度变化观察蛋白质

在药物存在下的稳定性变化。当蛋白质与药物结合

时，其热稳定性通常会变化，导致蛋白质的热熔曲

线改变，从而检测潜在的靶点 [46]。

CETSA 可适用于细胞裂解液、完整细胞或组

织样本，然而该方法的局限性在于短时间内只能检

测少量蛋白质。近年来，研究者开发了一种新技

术——TPP，恰好弥补了这一缺点 [47]。TPP 技术将

CETSA 与定量蛋白质组学技术结合，通过质谱对不

同温度下未变性的可溶性蛋白质进行定量分析，系

统性识别潜在的靶标蛋白。目前广泛应用于抗肿瘤

药物靶标发现及蛋白质相互作用研究，为非标记靶

标发现提供了更高效、全面的解决方案 [46]。例如，

Walters 等 [48] 利用 TPP 技术发现小分子 Ro-08-2750
可显著改变 RNA 结合蛋白（RNA-binding proteins，
RBPs）的热稳定性，特别是含 RNA 识别基序（RNA 
recognition motif，RRM）结构域的 RBPs。其中，

RBPs 因表面缺乏明显的小分子结合口袋，且功能高

度依赖RNA介导的复合物结构，被视为难成药靶点。

这一发现提示 Ro-08-2750 可广谱干扰多个 RBP-
RNA 复合物，而非单一靶点抑制，为 RNA 结合蛋

白等难成药靶点的药物发现提供了新的思路。

2.2.2  DARTS  DARTS 是经典的非标记靶标发现方法

之一。该技术由 Lomenick 等 [49] 于 2009 年开发，其

核心原理是基于药物与靶标蛋白结合后可增强靶标

蛋白结构稳定性，从而抗蛋白酶水解。如图 1 所示，

在生理条件下，蛋白质构象处于动态变化状态，能

够被各种蛋白酶降解，而当药物结合时，靶标蛋白

的构象更加稳定，对蛋白酶水解的抵抗能力显著增

强。目前 DARTS 方法广泛应用于小分子靶标的初

步筛选和验证，在老药新用研究中也发挥重要作用，

有研究通过 DARTS 方法发现传统抗过敏药物地氯

雷他定可直接靶向 N-肉豆蔻酰转移酶 1，抑制其介
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图 1  非标记的药物靶标发现方法——DARTS，LiP-MS 和 PELSA 技术路线

Figure 1  Label-free target identification methods: technical routes of DARTS, LiP-MS and PELSA

DARTS：drug affinity responsive target stability（药物亲和反应靶点稳定性方法）；SDS-PAGE：sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 
gel electrophoresis（十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳）；LC-MS/MS：liquid chromatography-tandem mass spectrometry（液相色谱-
串联质谱）；LiP-MS：limited proteolysis-mass spectrometry（限制性蛋白水解-质谱分析）；PELSA：peptide-centric local stability assay（以
肽段为中心的蛋白质局部稳定性探测方法）

导的蛋白质肉豆蔻酰化从而发挥抗肝癌作用 [50]。 
然而，DARTS 技术存在一定的局限性，其不

适用于药物与靶标蛋白结合亲和力较弱的情况，同

时受限于不同蛋白质对蛋白酶降解的固有差异，从

而导致靶标检测的灵敏度不足。近年来，在 DARTS
的基础上发展了一种新技术——LiP-MS[51]。其原理

是当药物与小分子结合后，蛋白构象发生变化，遮

盖了原有的广谱性蛋白酶酶切位点，从而产生不同

的酶切片段。LiP-MS 通常采用蛋白酶 K 进行有限

水解，切割蛋白质暴露在外的未折叠部分。随后将

蛋白变性后用胰酶进行二次酶切，仅酶切 Lys 或精

氨酸位点的肽段，而其他氨基酸位点肽段由蛋白酶

K 酶切产生，最终通过液相色谱-串联质谱分析比较

药物处理组和对照组的肽段分布及蛋白丰度差异，

从而实现靶标筛选（见图 1）[52]。这一方法在高通

量筛选与高灵敏度检测方面表现出色，广泛应用于

小分子药物靶标鉴定，有研究表明利用 LiP-MS 技

术鉴定到蛋白磷酸酶 2A 作为抗癌药物洛米替定的

直接靶点，为难成药靶点药物研究和作用机制解析

提供了有力工具 [53]。

2.2.3  PELSA  PELSA 是最新发展的一种基于肽段水

平检测蛋白质局部稳定性的技术，应用于药物靶标

筛选和蛋白质相互作用研究 [54]。其原理是根据药物

与靶标蛋白结合后会改变蛋白质结合区域的稳定性，

从而影响蛋白的酶切效率。在实验过程中，利用大

量胰蛋白酶（酶与底物质量比为 1/2），将蛋白质酶

切成小肽段，并与未被酶切的蛋白大片段分离开来，

最终利用定量蛋白质组学技术检测肽段丰度发生变

化的蛋白质，从而有效筛选并鉴定潜在的靶标蛋白

和结合区域（见图 1）。相较于 LiP-MS，PELSA
大大降低了样品的复杂度，具有更高的靶标蛋白鉴

定灵敏度，能够在蛋白质组水平精准识别多种配体

的靶标蛋白及其结合区域，在检测蛋白质翻译后修

饰、抗体表位以及弱蛋白-配体相互作用等方面发挥
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重要作用 [54]。因此，PELSA 技术在药物靶标筛选、

药物辅助设计及蛋白功能状态研究等方面具有广泛

的应用前景，未来有望助力解析复杂蛋白功能，推

动难成药靶点药物的开发与应用。

2.2.4  SPROX  通常情况下，与药物结合的蛋白质相

对不容易被化学变性剂诱导发生变性，靶标蛋白的

抗氧化能力增强。SPROX 就是根据这一原理，通过

检测靶标蛋白中甲硫氨酸（methionine，Met）的氧

化水平，从而测定并识别靶标蛋白。目前 SPROX
技术成功应用于酵母系统中，并鉴定出白藜芦醇的

多个靶点，包括与胞质醛脱氢酶和翻译相关的蛋白

质，进一步揭示了白藜芦醇的作用机制 [55]。然而，

SPROX 技术的局限性在于其对 Met 残基的依赖性，

而蛋白质中 Met 含量较低，限制了可检测的蛋白质

范围。此外，SPROX 仅适用于细胞裂解液的分析，

因此在一定程度上限制了该技术的进一步应用。

2.2.5  CPP  CPP 是一种新型的非修饰目标分子靶

标发现策略，用于大规模检测靶标蛋白和定量蛋

白质 - 药物相互作用。该方法结合 SPROX 技术与

TPP 技术原理，利用化学变性剂诱导蛋白质沉淀，

比较给药组和对照组样品中的蛋白质沉淀情况从

而筛选靶标蛋白并量化蛋白质-药物结合亲和力。

CPP 方法操作简单，适用于高通量筛选，能减少背

景噪音，有效提高蛋白质组学覆盖率。然而对化学

变性剂的选择需谨慎，以免影响靶标蛋白的稳定性

和活性 [56]。

3  结语与展望
药物发现是现代生物医学研究中至关重要的领

域，随着科学技术的不断进步，难成药靶点蛋白的

研究逐渐成为药物发现领域的热点和挑战。难成药

靶点蛋白因其结构复杂、缺乏传统结合口袋等特性，

难以通过常规药物设计策略进行有效干预。靶向这

类蛋白虽具挑战性，但也为疾病治疗提供了新机遇。

目前针对难成药靶点蛋白，已经开发了多种直接或

间接靶向的技术 / 策略，包括蛋白降解剂、共价抑

制剂、变构调节剂和基因治疗等，在靶向设计和技

术开发等方面取得了显著进展。然而这些技术 / 策
略也面临着分子复杂性、成药性瓶颈以及潜在脱靶

风险等多重挑战，有待进一步通过多维度技术整合，

实现对难成药靶标蛋白更精准的识别与表征。

近年来，基于化学蛋白质组学的靶标发现技

术取得了重要突破，为难成药靶点药物发现与先

导化合物筛选提供了有力工具，加速了其向成药

靶点的转化进程 [57]。基于化学蛋白质组学的靶标

发现技术与其他技术相比有着显著优势。目前，
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组 学 平 台 IMTACTM（Isobaric Mass Tagged Affinity 
Characterization）可在活细胞中对全蛋白质组，特
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为药物发现不断注入新活力。整合计算模拟和大数

据分析，不仅能够加速药物分子结构的优化，还能

精准预测靶标蛋白的动态变化与配体结合模式。这

些技术的发展将进一步提高药物的靶向性与亲和力，

为难治疾病的临床治疗开辟新的方向，为药物研发

带来革命性突破。
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