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微量热泳动技术在药物靶点发现中的应用进展

卢慧１，于莹２，凌建亚１，３，程肖蕊２
（１．山东中医药大学药学院，济南 ２５０３５５；２．山东中医药大学中医药创新研究院，济南

２５０３５５；３．山东大学微生物技术国家重点实验室，山东 青岛２６６２３７）

摘要：药物靶点的发现对于理解药物作用机制和新药开发至关重要。微量热泳动技术（ｍｉｃｒｏｓｃａｌｅｔｈｅｒｍｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＭＳＴ）以其具
有样本用量少、检测速度快、灵敏度高且无须固定蛋白的特点，成为药物靶点研究中的重要工具之一。文章简述了药物靶点

的发现策略，重点介绍了ＭＳＴ技术的原理及其在药物靶点发现中的应用，并总结了其应用前景。ＭＳＴ技术在靶点发现的正向
和逆向策略中均有应用，可以用于化合物、中药单体成分及复方的靶点蛋白确定或药物筛选。此外，ＭＳＴ与其他分子互作技
术如表面等离子体共振技术（ｓｕｒｆａｃｅｐｌａｓｍｏｎｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＳＰＲ）等联用，为药物与靶点相互作用的研究提供了有力工具。尽管
ＭＳＴ技术存在一定的局限性，但它在新药研发和药物机制研究领域仍具有广阔的应用前景。
关键词：微量热泳动；药物靶点；分子互作技术
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　　药物作用靶点是指存在于机体细胞、可与药物直接结合
并发生相互作用，从而赋予药物生物学效应的特定分子［１］。

药物靶点具有下列特性：药物作用于靶点后对疾病治疗具有

有效性；中靶后引起的毒副作用反应小；基于其筛选的物质

具有成药性。因此，确定药物作用靶点对于疾病的针对性治

疗和新药研发至关重要。目前药物靶点有不到５００个，包括
受体、酶、离子通道、核酸等［２］。绝大多数上市药物都是以蛋

白质为靶点的，因此在确定药物作用靶点的过程中，保证蛋

白质的稳定性至关重要。而微量热泳动技术（ｍｉｃｒｏｓｃａｌｅ
ｔｈｅｒｍｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＭＳＴ）由于其无须固定蛋白，在一定程度上保
证了蛋白的稳定性，并且灵敏度高、样品用量少，广泛应用于

研究化合物与生物分子的相互作用中，成为药物靶点研究中

的重要工具。以往的研究文献已对 ＭＳＴ在分子相互作用领
域的广泛应用进行了详尽的综述［３４］，然而，在药物靶点这一
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关键研究领域内，ＭＳＴ技术的具体应用与进展尚未得到系统
性的总结。鉴于此，本文旨在填补这一空白，全面综述 ＭＳＴ
技术在药物靶点发现中的最新应用进展，以期为药物研发领

域的科研人员提供新的视角和启示。

１　药物作用靶点的发现及验证
１１　药物作用靶点的发现策略

当前的靶点蛋白确定策略分为两个方向［５６］（图１）：逆
向策略（蓝色方向）是从药物本身出发，通过各种生化和结构

生物学技术确认具体结合的靶点蛋白。Ｃｅｌａｓｔｒｏｌ抑制多种人
类肿瘤细胞类型的增殖，有研究［７］通过表面等离子体共振技

术（ｓｕｒｆａｃｅｐｌａｓｍｏｎｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＳＰＲ）和等温滴定量热技术
（ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌｔｉｔｒａｔｉｏｎｃａｌｏｒｉｍｅｔｒｙ，ＩＴＣ）确定Ｃｅｌａｓｔｒｏｌ诱导癌细
胞凋亡的靶点蛋白，结果发现 Ｃｅｌａｓｔｒｏｌ与过氧化物还原酶２
（ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ２，Ｐｒｄｘ２）的亲和活性最强，提示Ｐｒｄｘ２是可能
的药物靶点。有学者［８］通过网络药理学探讨萆活性成分

（薯蓣皂苷元）抗动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）的作用机
制，并通过体外细胞造模验证，发现薯蓣皂苷元抗ＡＳ可能的
作用靶点是腺苷酸活化蛋白激酶（ＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）。

图１　基于药物靶点表型的正向 （红色）和逆向 （蓝色）
靶点蛋白鉴定［６］

与逆向策略不同，正向策略（红色方向）从蛋白的表型出

发，即先确认药物或病理引起的多组学层面的表型变化和相

关细胞信号通路的变化从而找到潜在的靶点蛋白，然后通过

技术测试该蛋白与潜在药物结合的可能性。学者们［９］在实

验中发现哮喘患者和哮喘模型鼠的瞬时受体电位阳离子通

道成员Ａ１（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌａｎｋｙｒｉｎ１，ＴＲＰＡ１）的表
达和活性升高，提示ＴＲＰＡ１是可能的药物靶点，而其拮抗剂
ＧＤＣ０３３４能够有效抑制 ＴＲＰＡ１对气道平滑肌和感觉神经
元的作用，并通过冷冻电镜技术观察到 ＧＤＣ０３３４与 ＴＲＰＡ１

的结合。Ｔｏｌｌ样受体４（ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ４，ＴＬＲ４）信号通路
与慢性萎缩性胃炎（ｃｈｒｏｎｉｃａｔｒｏｐｈｉｃｇａｓｔｒｉｔｉｓ，ＣＡＧ）密切相关，
有学者［１０］通过检测ＴＬＲ４信号通路变化验证养胃和络饮治
疗ＣＡＧ的作用机制。ＧＰＲ８４主要在中性粒细胞、单核细胞、
巨噬细胞和其他先天免疫细胞中表达，在炎症刺激时其表达

增加。有研究报道［１１］ＧＰＲ８４在活动性溃疡性结肠炎患者和
硫酸葡聚糖钠（ｄｅｘｔｒａｎｓｕｌｆａｔｅ，ＤＳＳ）诱导的结肠炎小鼠的发
炎结肠组织中高度上调，在表达ＧＰＲ８４的ＨＥＫ２９３细胞中通
过使用钙动员测定法对１６００００种化合物进行高通量筛选，
鉴定出 ＧＰＲ８４新型拮抗剂 ＣＬＨ５３６，并证明 ＣＬＨ５３６能抑制
炎症因子的产生。

１２　药物靶点的验证
不论是正向策略还是反向策略，对于潜在的“药物靶

点”对的验证是不可或缺的环节。验证的过程可分为体外分

子层面、体外细胞层面和体内实验验证３个方面。
１２１　体外分子层面　在体外分子层面验证时，通常会使
用各种生物物理和生物化学技术来验证药物与靶点之间的

相互作用。常用的研究药物与靶点蛋白互作研究技术包括

ＭＳＴ［１２］、ＳＰＲ［１３］、生物膜干涉技术（ｂｉｏｌａｙｅｒｉｎｔｅｒｆｅｒｏｍｅｔｒｙ，
ＢＬＩ）［１４］、ＩＴＣ［１５］等。通过这些技术，可以测量药物与靶点之
间的亲和力、结合动力学参数等信息，从而验证它们之间的

相互作用（表１）。在体外药物靶点互作技术中，与ＳＰＲ、ＢＬＩ
需要将蛋白固定到相应芯片的需求相比，ＭＳＴ不需要固定蛋
白，减少了实验中可能出现的蛋白质结构变化或失活的风

险，同时保持了蛋白的自然结构和活性；与 ＩＴＣ对缓冲液要
求严格的特点相比，ＭＳＴ对缓冲液的要求不高，且不受蛋白
质大小、性质或结合动力学参数的限制。另外，ＭＳＴ样本需
求量小、检测速度快，且即使在低浓度下也能够准确测量分

子间微弱的相互作用，已成为药物与靶点蛋白的作用研究的

重要工具之一。

１２２　体外细胞层面　在体外细胞层面验证时，可以利用
细胞热迁移实验（ｃｅｌｌｕｌａｒｔｈｅｒｍａｌｓｈｉｆｔａｓｓａｙ，ＣＥＴＳＡ）［１６］联
用免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ，ＷＢ），直接检测药物与靶点蛋
白的结合关系。另一种方法是将验证过的药物与靶点组合

引入细胞体系，通过细胞增殖、细胞凋亡等细胞生物学实

验，在细胞水平上验证药物是否能够影响细胞功能、代谢或

生存等生物学过程，从而间接验证药物与靶点之间的相互

作用。

表１　体外药物靶点互作技术

技术 原理　　 数据结果 优点 缺点 适用范围

ＭＳＴ［１２］ 热泳动特性变化 亲和力（ＫＤ）、解离常数（Ｋｄ）、摩尔结合焓
（ΔＨ）、摩尔结合熵（ΔＳ）、吉布斯自由能（ΔＧ）

对样品稳定性要求不高、无须固定蛋白、

样品用量少、检测速度快、高灵敏度

需荧光标记蛋白；要求

样本自身无荧光

微量样品（ｎｍｏｌ·Ｌ－１、
μＬ级别）

ＳＰＲ［１３］ ＳＰＲ角动态变化 亲和力（ＫＤ）、结合速率、解离速率 高灵敏度、实时动态监测、无须样品标记 对样品组成及温度等

干扰因素敏感

中药成分小分子化

合物

ＢＬＩ［１４］ 光干涉信号变化 亲和力（ＫＤ）、结合速率、解离速率 耐受粗样品、对二甲基亚砜等有机溶剂

不敏感、无须样品标记、检测速度快

灵敏度低；样品用量大 耐受中药复方提取液、

中药组分溶液等

ＩＴＣ［１５］ 热量动态变化 解离常数（Ｋｄ）、结合常数（Ｋａ）、结合位点数
（ｎ）、摩尔结合焓（ΔＨ）、摩尔结合熵（ΔＳ）、吉
布斯自由能（ΔＧ）

一次性获得动力学、热力学信息、可表征

弱结合、高灵敏度、无需样品标记

对缓冲液要求严格 解析动力学及热力学

等机制

ＣＥＴＳＡ［１６］温度变化 结合常数（Ｋａ）、熔解温度（Ｔｍ） 蛋白质具有正确的亚细胞定位、翻译后

修饰和代谢物反馈等条件

需与 ＷＢ联用；灵敏
度低

寻找药物靶标蛋白
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１２３　体内实验验证　经体外初步验证后，再通过小鼠、大
鼠、猪等动物模型进行体内实验检验药物靶点关系。对动物
模型进行给药后，通过行为学实验及 Ｌｕｍｉｎｅｘ多因子检
测［１７１８］（以全面剖析生物标志物的动态变化）、多色免疫组化

染色［１９］（精准定位并量化组织内蛋白表达及细胞分布）、单细

胞ＲＮＡ测序［２０２１］（揭示单个细胞水平的基因表达异质性）等

技术观察其生理、病理学变化。同时聚焦药物在体内的药动

学特征（如吸收、分布、代谢与排泄过程）及毒代动力学参数，

以全面评估药物的生物利用度、作用时长及潜在的毒性反应。

最终，这些结果将为进入临床试验提供重要依据，并通过临床

试验进一步验证药物在人体内的实际作用机制、靶点结合效

率及安全性，确保药物在真实患者群体中的有效性与安全性，

从而为患者带来更加精准、有效的治疗选择。

２　ＭＳＴ技术
热泳动现象是指分子在温度梯度下的定向移动（分子向

远离热源的方向移动）。在恒定的缓冲条件下，热泳动能够反

映出分子大小，电荷和溶剂化熵［２２］。当化合物与荧光标记的

靶点蛋白结合后其分子大小、电荷等分子性质发生改变，荧光

标记靶点蛋白 Ｔａｒｇｅｔ（Ｔ）与化合物荧光标记靶点聚合物
ＴａｒｇｅｔＬｉｇａｎｄ（ＴＬ）的热泳动现象产生差异。ＭＳＴ技术将热泳
动现象与荧光检测相结合，通过梯度滴定实验，将反应体系中

荧光分布的变化进行量化表征，测量计算出分子间的结合常

数（图２）［２３２４］，定量分析溶液中微升的分子间的相互作用。

图２　微量热泳动技术（ＭＳＴ）检测原理图

２１　工作原理
将固定浓度的带有荧光标记的互作分子（大多是靶点蛋

白）和浓度梯度的配体（或化合物）分子置于毛细管中，红外

激光通过分光镜反射到毛细管的固定位置，激光光斑处温度

升高使毛细管内产生一个局部微观温度梯度场中，由于存在

热泳动现象，毛细管内的荧光强度会在激光器打开前、打开

时和打开后发生变化，通过检测该荧光变化得到分子间的相

互作用信息（图３）。

图３　ＭＳＴ分析中荧光分子的典型热泳曲线（由ＮａｎｏＴｅｍｐｅｒ
提供）

荧光分布受热弛豫时间和荧光靶蛋白的热泳动两方面

影响，热弛豫时间短而荧光靶蛋白的热泳动时间长，故可通

过测量荧光分布热从而表征荧光靶蛋白的热泳动现象。在

较慢的热泳动时间内（１０ｓ），荧光靶蛋白先从局部加热区域
移往四周的低温地区，局部加热区域的荧光靶蛋白浓度降

低，最后由于质量扩散效应的反作用使荧光靶蛋白的分布达

到稳定态（图３）。毛细管中的荧光通过光学二极管来成像，
然后将加热中心的标准化荧光 Ｆｎｏｒｍ（Ｆｎｏｒｍ ＝Ｆｈｏｔ／Ｆｃｏｌｄ，Ｆｈｏｔ为
加热区的荧光值，Ｆｃｏｌｄ为初始或冷却后的荧光值）对时间绘
图（图４Ａ），最后拟合出 Ｓ形的荧光浓度反应曲线，即结合
曲线（图４Ｂ）。当荧光标记靶点蛋白与梯度浓度稀释的配体
（或化合物）结合时，Ｆｎｏｒｍ＝（１－ＴＬ）Ｆｎｏｒｍ，结合 ＋Ｆｎｏｒｍ，未结合

［２５］。

ＭＳＴ常用的拟合模型为［２６］：

［ＴＬ］
［Ｔ０］

＝
（［Ｌ０］＋［Ｔ０］＋Ｋｄ）－ （［Ｌ０］＋［Ｔ０］＋Ｋｄ）

２－４·［Ｌ０］·［Ｔ０槡 ］

２［Ｔ０］
和
［ＴＬ］
［Ｔ０］

＝ １
１＋（ＥＣ５０／［Ｔ０］）

ｎ

　　其中［Ｔ０］［Ｌ０］［ＴＬ］分别代表结合状态下的荧光标记
靶点蛋白浓度、配体浓度、荧光标记靶点蛋白配体聚合物浓
度，Ｋｄ为解离常数，ＥＣ５０为配体的半数最大结合浓度。解离
常数在毫摩尔级别及以下，证明两者亲和。

实验时至少准备２０μＬ的配体样品、５～１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１

的荧光标记靶点蛋白，以减少由于样品蒸发、样品粘在微反

应管和移液误差而遇到问题的可能性［２７］。靶点蛋白需要带

有荧光标签（ＧＦＰ、ＹＦＰ等）或本身带有荧光基团（芳香族氨

基酸等）。配体样本的浓度做梯度稀释，并与固定浓度的荧

光标记靶点蛋白事先混匀后即可用ＭＳＴ检测（图５），对实验

结果拟合后即可测得解离常数 Ｋｄ。荧光标记靶点蛋白的浓
度应在预期解离常数的数量级上，配体样本的浓度应足够

高，以达到至少一个数量级的最终浓度。

２２　应用范围

ＭＳＴ除了能精确检测生物分子间相互作用，通过计算解
离常数（Ｋｄ），还能得到有关生物分子互作的其他参数，实现
精确的定性分析。ＭＳＴ可用于小分子间相互作用，蛋白质与

小分子、核酸、多肽、蛋白质间相互作用的检测。

２２１　小分子间相互作用　ＭＳＴ的操作简单、可重复性好

且灵敏度高，因此特别适合于 ＲＮＡ相互作用的研究，并且
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图４　ＭＳＴ的典型结合曲线（Ａ）及软件拟合后的剂量响应曲线（Ｂ）（由ＮａｎｏＴｅｍｐｅｒ提供）

图５　ＭＳＴ技术操作步骤流程图

已经在广泛的生物学相关的 ＲＮＡ相互作用中得到了证
明［２７２８］。为验证马泽氏甲烷八叠球菌（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｍａｚｅｉ）
中可能参与氮（Ｎ）调控的 ｓＲＮＡ４１的靶标是编码乙酰辅酶 Ａ
脱羧酶／合酶复合物的操纵子基因（ｍＲＮＡＭＭ２０８９）［２８２９］，采
用ＭＳＴ检测荧光标记后的 ５′ＵＴＲ的 ８０ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ（ｎｔ）的
ＭＭ２０８９（５′ＵＴＲＭＭ２０８９）与 ｓＲＮＡ４１的相互作用，得到 Ｋｄ值
在纳摩尔级别；２４０ｎｔ长的５′ＵＴＲＭＭ２０８９片段作为未标记的
竞争ＲＮＡ，使其结合减少至１／１０（Ｋｄ值在毫摩尔级别）；删除
ｓＲＮＡ４１的ｎｔ１８～４６（包括结合位点和侧翼区域）则完全抑制
了结合。该发现表明 ｓＲＮＡ４１与５′ＵＴＲＭＭ２０８９显著结合，
提示ＭＭ２０８９可能是ｓＲＮＡ４１的结合位点，为研究Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒ
ｃｉｎａｍａｚｅｉ转录后调控的新机制提供了证据。
２２２　蛋白质与小分子间相互作用　ＭＳＴ可用于高通量筛
选与目标蛋白质结合的小分子化合物。有报道证明［３０］糖原

合成酶激酶３β（ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ３β，ＧＳＫ３β）与轴心
２蛋白（ａｘｉｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒ２，Ａｘｉｎ２）相互作用并磷酸化，从而引发
其泛素化和蛋白酶体降解。为找到一种可以促进 Ａｘｉｎ２与
ＧＳＫ３β相互作用、引发 Ａｘｉｎ２蛋白酶体降解的小分子化合
物，研究者进行了 ＭＳＴ筛选实验，将细菌表达的重组 Ａｘｉｎ２
蛋白片段（嵌入 ＧＳＫ３β结合域的残基３２７４７６）与合成化学
文库中的每种化合物孵育，随后与不同浓度的重组 ＧＳＫ３β

蛋白片段（残基２６３８３，与 Ａｘｉｎ２结合的结构域）孵育。ＭＳＴ
筛选结果发现，化合物 ＣＷ８５３１能有效增强 Ａｘｉｎ２与 ＧＳＫ３β
的结合相互作用，其Ｋｄ值在微摩尔级别。
２２３　蛋白质与核酸间相互作用　水稻条纹病毒（ｒｉｃｅｓ
ｔｒｉｐｅｖｉｒｕｓ，ＲＳＶ）编码的非结构蛋白 ３（ｎｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｐｒｏｔｅｉｎ
３，ＮＳ３）通过劫持宿主 ＲＮＡ沉默途径加工 ｐｒｉｍｉＲＮＡ，诱导
ｍｉＲＮＡ积累和靶基因抑制，导致水稻病毒感染［３１］。为验证

ＮＳ３与人工ｐｒｉｍｉＲ５２８的相互作用，使用 ＭｏｎｏｌｉｔｈＴＭ系列蛋
白质标记试剂盒ＲＥＤＮＨＳ第二代标记纯化的ＧＳＴＮＳ３蛋白
并检测其浓度（标记时需注意其酸碱度），将 ＧＳＴＮＳ３蛋白
与人工合成的ｐｒｉｍｉＲ５２８进行ＭＳＴ［２７］。
２２４　蛋白质与多肽间相互作用　ＭＳＴ的操作简便，是一
种快速测定和分析钙调磷酸酶及其相互作用蛋白的解离常

数的有效方法［３２］。钙调磷酸酶（ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ，ＣＮ）是唯一受
Ｃａ２＋和钙调蛋白（ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ，ＣａＭ）调控的蛋白磷酸酶，由催
化亚基Ａ（ＣＮＡ）和调节亚基Ｂ（ＣＮＢ）组成。细胞质中Ｃａ２＋

增加，钙调磷酸酶被激活并从底物中识别和锚定两个短线性

基序ＰｘＩｘＩＴ和ＬｘＶＰ基序，催化去磷酸化，参与许多 Ｃａ２＋依
赖的信号转导途径。由于荧光标记后 ＰｘＩｘＩＴ多肽自身产生
聚集，故采用 ＭＳＴ检测 ＬｘＶＰ基序多肽和钙调磷酸酶的结
合，而ＰｘＩｘＩＴ基序多肽和钙调磷酸酶的结合采用荧光偏振检
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测技术（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｂｉｎｄｉｎｇａｓｓａｙ，ＦＰ）检测。
ＰｘＩｘＩＴ和ＬｘＶＰ基序多肽在体外重组合成，ＣＮＡ、ＣＮＢ和 ＣａＭ
在大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）细胞中表达，其中重组 ＣＮＢ和 ＣａＭ
蛋白通过苯基Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ层析纯化、ＣＮＡ亚基通过ＣａＭＳｅｐｈ
ａｒｏｓｅ４Ｂ亲和柱纯化。将多肽进行荧光标记后，与钙调磷酸
酶（ＣＮＡ、ＣＮＢ、ＣａＭ）进行ＭＳＴ检测其相互作用，得到的Ｋｄ值
在微摩尔级别证明钙调磷酸酶与ＬｘＶＰ基序多肽能结合。该
研究表明与ＦＰ相比，ＭＳＴ更适用于自身不发生聚集的生物
分子之间的相互作用。

２２５　蛋白质与蛋白质间相互作用　ＭＳＴ是一种可靠和
多功能的冠状病毒研究工具。严重急性呼吸综合征冠状病

毒２（ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ２，ＳＡＲＳ
ＣｏＶ２）的功能受体是血管紧张素转换酶２（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎ
ｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ２，ＡＣＥ２）［３３］。研究者们［３４］将 ＳＡＲＳＣｏＶ２
的受体结合结构域（重组Ｓ１亚基蛋白）进行荧光标记后，与

预测可能的结合肽（Ｂ００１Ｒ、ＮＢ００１、ＮＢ００２）进行 ＭＳＴ检
测，得到其亲和力在微摩尔级别，提示这些肽可以作为预防

ＳＡＲＳＣｏＶ２感染的重点。同时在体外大量表达纯化的
ＨｉｓＡＣＥ２后进行荧光标记，与连续稀释的 Ｓ１亚基蛋白进
行ＭＳＴ检测，得到其 Ｋｄ值在纳摩尔级别。实验结果提示
ＭＳＴ在天然脂质环境中亦可进行准确可靠的结合测量（不
需要制备纯化蛋白），为膜蛋白与生物分子间相互作用的检

测提供了一种工具。

３　ＭＳＴ在药物靶点发现中的应用进展
ＭＳＴ多用于中药单体成分及复方的靶点蛋白确定或寻

找靶向某一蛋白的药物筛选（表２～３）。因ＭＳＴ的影响因素
较多，故现多采用分子对接预测结合后进行 ＭＳＴ及其他分
子互作技术检测，相互印证结果后继续进行细胞及动物实验

验证结果。

表２　正向策略中ＭＳＴ应用举例

分类　　 靶点蛋白　　　　 配体（化合物） Ｋｄ值数量级 参考文献

天然药物药效物质 胆碱三甲胺裂解酶（ｃｈｏｌｉｎｅｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅｌｙａｓｅ，ＣｕｔＣ） （－）没食子儿茶素、没食子酸酯 μｍｏｌ·Ｌ－１ ［３５］

胞嘧啶／尿苷单磷酸氨酶２（ｃｙｔｉｄｉｎｅ／ｕｒｉｄｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｋｉｎａｓｅ２，ＣＭＰＫ２） 血竭素（ｄｒａｃｏｒｈｏｄｉｎ，ＤＰ） μｍｏｌ·Ｌ－１ ［３６］

化学药物 核糖核苷酸还原酶调节亚基Ｍ２（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｒｅｄｕｃｔａｓｅＭ２，ＲＲＭ２） 单苯酮（ｍｏｎｏｂｅｎｚｏｎｅ，ＭＢ） μｍｏｌ·Ｌ－１ ［３７］

中药复方 β淀粉样蛋白（Ａｍｙｌｏｉｄβ１４２，Ａβ１４２） 灯盏乙素 ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ［３８］

３１　正向策略中ＭＳＴ的应用进展
３１１　天然药物药效物质的作用靶点发现　ＭＳＴ可被应用
于三 甲 胺 氮 氧 化 物 （ｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅＮｏｘｉｄｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，
ＴＭＡＯ）与ＡＳ的发病机制有关，它的产生离不开 ＣｕｔＣ的作
用［３９］。对雌性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠灌胃给的山核桃多酚提取物
１２周后，发现给药组肥胖指标、炎症指标下降，动脉粥样硬化
病理变减弱，提示山核桃多酚提取物对 ＡＳ有治疗效果［３５］。

为明确具体活性成分，先进行分子对接后通过 ＭＳＴ检测
ＣｕｔＣ与提取物的结合力，发现（－）没食子儿茶素、没食子酸
酯的亲和力均在微摩尔级别，为强结合。ＭＳＴ作为验证，提
示山核桃多酚能有效缓解ＡＳ。

ＣＭＰＫ２参与线粒体 ＤＮＡ的挽救合成途径并磷酸化
ｄＵＭＰ、ｄＣＭＰ、ＣＭＰ和 ＵＭＰ。ＣＭＰＫ２参与激活 ＮＬＲＰ３炎症
小体，提示ＣＭＰＫ２是控制ＮＬＲＰ３炎症小体相关疾病的潜在
有前途的治疗靶点［３６］。有研究［３６］通过超滤亲和质谱分析筛

选 ＣＭＰＫ２抑制剂并通过激酶活性测定评估半抑制浓度
（ＩＣ５０），发现ＤＰ的 ＩＣ５０＝１３４μｍｏｌ·Ｌ

－１。通过 ＭＳＴ分析
ＤＰ与ＣＭＰＫ２的直接相互作用，结果表明，ＤＰ与 ＣＭＰＫ２结
合的Ｋｄ值在纳摩尔级别，证明ＤＰ和ＣＭＰＫ２强亲和。
３１２　化学药物的作用靶点发现　为寻找急性髓系白血病
（ａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋａｅｍｉａ，ＡＭＬ）的可能药物，学者们［３７］通过

网络药理学研究核糖核苷酸还原酶在 ＡＭＬ患者中的作用，
发现ＲＲＭ２表达水平与ＡＭＬ恶性增殖呈正相关，提示ＲＲＭ２
可能是ＡＭＬ患者风险分层和治疗靶点的重要生物标志物。
为筛选药物，学者们通过分子对接模拟筛选出潜在抑制剂

ＭＢ，通过ＭＳＴ法测定ＲＲＭ２蛋白与ＭＢ的结合，其Ｋｄ值在微

摩尔级别，且体外实验结果表明ＭＢ抑制重组核糖核苷酸还
原酶活力，提示ＭＢ可能通过与ＲＲＭ２结合抑制核糖核苷酸
还原酶（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＲＮＲ）的活性。
３１３　中药复方的作用靶点发现　灯盏生脉胶囊具有神
经保护作用，是卒中二级预防用中成药。研究人员通过灌

胃给予４月龄雄性ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠４０、２００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１灯
盏生脉溶液２个月后，发现其水迷宫实验中测试期的潜伏
期明显缩短，大脑皮层的淀粉样斑块增多但皮层可溶性

Ａβ１４２和Ａβ１４０的水平降低；对４月龄雄性 ＡＰＰ／ＰＳ１小鼠灌

胃给药２０、１００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１灯盏生脉胶囊２月后，发现
给药组无明显焦虑情况且水迷宫中的逃避潜伏期明显下

降，２０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１灯盏花乙素给药后降低皮层可溶性
Ａβ１４２和Ａβ１４０的水平。该结果提示灯盏生脉胶囊及其有效
成分灯盏花乙素可能通过降低 Ａβ聚集而防治阿尔茨海默
病［３８］。为验证黄芩苷是灯盏生脉胶囊降低Ａβ聚集的作用
靶点，将４００ｎｍｏｌ·Ｌ－１的荧光标记后的 Ａβ１４２作为大分子
底物，与１６个浓度梯度的灯盏花乙素进行ＭＳＴ检测其结合
作用，得到Ｋｄ在毫摩尔级别，提示灯盏花乙素与 Ａβ单体有
结合活性，提示灯盏花乙素可能是灯盏生脉胶囊降低 Ａβ
聚集的作用靶点。

３２　逆向策略中ＭＳＴ的应用进展
中药具有多成分、多靶点的复杂特点，其靶点的确定是

传承中医药、研发新药的关键步骤。故中药靶点的确定大多

是反向的，ＭＳＴ技术在其中起着重要作用。
松果菊苷（ＥＣＨ）具有抗抑郁特性，并在多种神经疾病模

型中都表现出神经保护作用［４０］，有研究［４１］证明ＥＣＨ通过影
·３０１２·
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响Ｎｒｆ２抑制氧化应激和细胞凋亡而具有神经保护作用。为
研究ＥＣＨ对脑卒中后抑郁（ｐｏｓｔｓｔｒｏｋｅｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＰＳＤ）的作
用，研究者采用大脑中动脉闭塞并发慢性不可预测轻度应激

的方法建立大鼠ＰＳＤ模型［４２］，并对其腹腔注射７５、１５和３０
ｍｇ·ｋｇ－１的松果菊苷２１ｄ。结果发现，与模型组相比，ＥＣＨ
治疗组的蔗糖消耗量明显增加，强迫游泳实验中 ＥＣＨ治疗
组比ＰＳＤ组表现出明显更低的不动和抑郁样行为；ＥＣＨ治

疗组的脑梗死体积明显减小并减轻缺血／再灌注引起的脑损
伤的影响，海马区Ｎｉｓｓｌ染色显示 ＥＣＨ治疗组神经元完整性
增强。为探究 ＥＣＨ缓解 ＰＳＤ的具体机制是否与 Ｎｒｆ２相关，
通过分子对接和ＭＳＴ检测ＥＣＨ与Ｎｒｆ２之间的相互作用，结
果显示其Ｋｄ值在微摩尔级别，表明 ＥＣＨ与 Ｎｒｆ２有良好的结
合活性，提示ＥＣＨ可能通过Ｎｒｆ２介导ＢＤＮＦ／ＴｒｋＢ信号轴从
而发挥神经保护和抗抑郁作用。

表３　逆向策略中ＭＳＴ应用举例

分类　 配体（化合物） 疾病 靶点蛋白　　　 Ｋｄ值数量级 参考文献

天然药物药

　效物质
松果菊苷（ｅｃｈｉｎａｃｏｓｉｄｅ，ＥＣＨ） 脑卒中后抑郁（ｐｏｓｔｓｔｒｏｋｅ

ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＰＳＤ）
核呼吸因子２（ｎｕｃｌｅａｒｒｅｓｐｉｒａｔｏｔｙｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２） μｍｏｌ·Ｌ－１ ［４２］

重楼皂苷Ⅶ（ｐａｒｉｓｓａｐｏｎｉｎⅦ，
ＰＳⅦ）

乳腺癌（ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ，
　ＢＣ）

大肿瘤抑制因子（ｌａｒｇｅｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｋｉｎａｓｅ１，ＬＡＴＳ１）、ＭＯＢ
激酶激活因子１Ａ（ＭＯＢｋｉｎａｓｅａｃｔｉｖａｔｏｒ１Ａ，ＭＯＢ１）、丝氨酸
苏氨酸激酶３（ｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｋｉｎａｓｅ３，ＳＴＫ３）

ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ［４３］

大黄酚 慢性肾脏疾病（ｃｈｒｏｎｉｃ
ｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）

裸角质层同源物２（ｎａｋｅｄｃｕｔｉｃｌｅｈｏｍｏｌｏｇ２，ＮＫＤ２） μｍｏｌ·Ｌ－１ ［４４］

芒果苷（ｍａｎｇｉｆｅｒｉｎ，ＭＧ）和肉
桂酸（ｃｉｎｎａｍｉｃａｃｉｄ，ＣＡ）

类风湿性关节炎（ｒｈｅｕｍａ
ｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）

Ｔｏｌｌ样受体４（ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）、蛋白激酶Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅＢ，ＰＫＢ）

μｍｏｌ·Ｌ－１ ［４５］

　　有研究表明重楼皂苷Ⅶ（ＰＳⅦ）抑制乳腺癌（ｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒ，ＢＣ）细胞的锚定依赖性（细胞活力）和锚定依赖性（集
落形成）的生长，并诱导 ＢＣ细胞凋亡和自噬［４３］。ＰＳⅦ诱导
的自噬与ＬＡＴＳ１活性形式的增加有关。为确定 ＰＳⅦ抑制
ＢＣ的作用机制，研究者通过分子对接表明 ＰＳⅦ直接与
ＳＴＫ３ＭＯＢ１ＬＡＴＳ１三元复合物结合，通过 ＭＳＴ检测 ＰＳⅦ分
别与ＬＡＴＳ１、ＭＯＢ１和ＳＴＫ３的亲和力，其Ｋｄ值均在毫摩尔级
别，证明ＰＳⅦ与ＭＳＴ２ＭＯＢ１ＬＡＴＳ１三元配合物具有较高的
亲和力。

大黄酚可以改善 ＣＫＤ小鼠的肾功能，延缓 ＴＧＦβ刺激
诱导的人肾细胞纤维化过程［４６］。对单侧输尿管闭塞诱导的

８周龄ＣＫＤ小鼠灌胃给药 ４０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１大黄酚 １５ｄ
后［４４］，与模型组相比，其肾重比明显降低（Ｐ＜００５），血清中
尿素氮和血肌酐（肾功能不全的临床评价指标）显著降低，免

疫组化染色显示大黄酚组肾纤维化明显缓解。ＮＫＤ２是一种
ＴＮＦα调节剂，已被证明与肾纤维化密切相关。从ＡｌｐｈａＦｏｌｄ
蛋白质结构数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗａｌｐｈａｆｏｌｄ．）中获得了小鼠
ＮＫＤ２（Ｑ８ＶＥ２８）的 Ｘ射线晶体结构，使用 ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＳｔｕｄｉｏ
２０１６Ｃｌｉｅｎｔ软件进行大黄酚与 ＮＫＤ２的分子对接，以 ｃｄｏｃｋｅｒ
能值评价结合情况。两者 ｃｄｏｃｋｅｒ能值为４２３２ｋＪ·ｍｏＬ－１，
表明大黄酚与ＮＫＤ２结合，ＮＫＤ２与大黄酚的 Ｖａｌ１８３、Ｖａｌ１４７
和Ｌｅｕ１３８形成疏水相互作用、残基 Ｔｈｒ１８２和 Ｓｅｒ１８４形成氢
键相互作用。利用慢病毒过表达载体［感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ
ｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）＝３０］在 ＨＫ２细胞中高表达 ＮＫＤ２，与
１４个浓度梯度的大黄酚溶液进行 ＭＳＴ检测，结果显示大黄
酚与ＮＫＤ２的Ｋｄ值在微摩尔级别，表明大黄酚与ＮＫＤ２有良
好的结合活性，提示大黄酚通过抑制 ＮＦκＢ的活化和 ＮＫＤ２
的表达来介导ＮＫＤ２／ＮＦκＢ通路。

对６～８周龄雄性Ｌｅｗｉｓ大鼠进行ＲＡ造模（ＡＩＡＭ大鼠
模型）后，给予２１４ｇ·ｋｇ－１白虎桂枝汤治疗３０ｄ后［４５］，发

现与模型组相比，大鼠的关节炎发病率、肢体直径和关节炎

评分降低，疼痛阈值升高，表明白虎桂枝汤对 ＲＡ有效。为
进一步阐明其作用机制，学者基于转录组学分析的差异数据

分析和网络药理学预测可能的靶点蛋白是ＴＬＲ４和蛋白激酶
Ｂ（ＡＫＴ），可能的代表性成分是芒果苷（ＭＧ）和肉桂酸（ＣＡ）。
又通过ＭＳＴ和ＳＰＲ分别检测 ＣＡ与 ＴＬＲ４、ＭＧ与 ＰＫＢ的亲
和活性，其结果均在微摩尔级别，表明亲和力强。

３３　与其他分子互作技术联用
３３１　与 ＩＴＣ联用　ＳＢＦ１是一种特性良好的抗肿瘤药
物，对不同种类的癌症具有强大的细胞毒性作用。为研究其

对人类前列腺癌（ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ，ＰＣ）的作用，学者们［４７］聚

焦于雄激素受体（ａｎｄｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡＲ），用ＭＳＴ检验重组３
种人 ＧＦＰＡＲ突变蛋白和 ＳＢＦ１的结合亲和力，结果显示
ＳＢＦ１对ＡＲ突变体 Ｌ７０２Ｈ和 Ｆ８７６Ｌ的结合亲和力较强，Ｋｄ
值均在微摩尔级别。学者们又用ＰＣ３细胞表达敲降ＤＮＡ结
合域（ＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ＤＢＤ）的 ＡＲΔＤＢＤ蛋白，通过 ＭＳＴ
和ＩＴＣ检测ＳＢＦ１与 ＡＲΔＤＢＤ的亲和力，ＭＳＴ结果表明 ＳＢＦ１
与ＡＲΔＤＢＤ之间存在微弱的结合，其 Ｋｄ值在微摩尔级别；ＩＴＣ
结果显示ＳＢＦ１与ＡＲΔＤＢＤ相互作用的热力学参数无变化，证
实ＳＢＦ１无法与纯化的 ＡＲΔＤＢＤ结合。这些结果提示 ＳＢＦ１
与ＡＲＤＢＤ结合阻止其与靶基因结合。
３３２　与 ＳＰＲ联用　孕酮和脂联素受体 ３（ｐｒｏｇｅｓｔｉｎａｎｄ
ａｄｉｐｏＱｒｅｃｅｐｔｏｒｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ３，ＰＡＱＲ３）属于７次跨膜蛋白
中的ＰＡＱＲ蛋白家族。从Ｕｎｉｐｒｏｔ上获得ＰＡＱＲ３的氨基酸序
列，用 ＳｗｉｓｓＭｏｄｅｌ识别合适的结构模板（ＰＤＢ，代码：
５ｌｘｇ１Ａ）并建立同源模型，使用ＭｏｌｅｃｕｌａｒＯｐｅｒａｔｉｎｇＥｎｖｉｒｏｎ
ｍｅｎｔ２０１５进行龙胆苷（ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｏｓｉｄｅ，ＧＰＳ）与 ＰＡＱＲ３同源
模型三维结构的分子对接，根据对接化合物在结合位点上的

结合方式分配结合能，用蛋白配体相互作用指纹图谱鉴定蛋

白配体相互作用类型［４８］。分子对接结果发现ＧＰＳ配合物与
ＰＡＱＲ２的Ｌｅｕ４０、Ａｓｐ４２、Ｇｌｕ６９、Ｔｙｒ１２５和 Ｓｅｒ１２９形成３个关
键氢键，提示ＧＰＳ可能靶向 ＰＡＱＲ２蛋白。将原核生物重组
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表达的 ＰＡＱＲ３荧光标记后与 ＧＰＳ分别进行 ＳＰＲ、ＭＳＴ和
ＣＥＴＳＡ测定，证实ＧＰＳ以正剂量依赖性方式直接与 ＰＡＱＲ３
蛋白相互作用，Ｋｄ值在微摩尔级别。此外，ＧＰＳ引起的
ＰＡＱＲ３热稳定性的增加在很大程度上受到 Ｇｌｕ６９影响并且
ＳＰＲ结果表明Ｇｌｕ３缺失的 ＰＡＱＲ３蛋白与 ＧＰＳ相互作用的
能力明显受损，表明Ｇｌｕ６９可能是ＧＰＳ的重要结合位点。
３３３　与ＣＥＴＳＡ联用　有研究［４９］报道青蒿素 Ｂ在体外可
显著抑制脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＬＰＳ）或 ＴＮＦα诱导的
炎症反应，并对体内葡聚糖硫酸钠（ｄｅｘｔｒａｎｓｕｌｆａｔｅ，ＤＳＳ）诱导
的结肠炎和ＬＰＳ诱导的急性肺损伤（ａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）
具有保护作用。为确定青蒿素Ｂ的潜在靶点及分子机制，学
者们通过相似性集成法（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅａｂｋｓｌａｂｏｒｇ／）预测其作
用靶点是泛素结合酶 Ｅ２Ｄ３（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇＥｎｚｙｍｅＥ２
Ｄ３，ＵＢＥ２Ｄ３）。通过ＣＥＴＳＡ、ＭＳＴ检测青蒿素Ｂ与 ＵＢＥ２Ｄ３
之间的直接相互作用结果，ＣＥＴＳＡ结果表明青蒿素Ｂ增加了
ＵＢＥ２Ｄ３的热稳定性，而青蒿素 Ｂ失活后结果发生改变；而
ＭＳＴ实验进一步证实青蒿素Ｂ直接与ＵＢＥ２Ｄ３相互作用，Ｋｄ
值在微摩尔级别。

综上，进行 ＭＳＴ检测所需要的蛋白多为原核／真核细胞
重组表达的蛋白，其本身或表达融合蛋白（ＧＦＰ，ＹＦＰ等）或
直接合成荧光样品（核酸、多肽）或使用 ＭＳＴ相关荧光标记
试剂盒进行荧光标记（氨基偶联、半胱氨酸偶联、Ｈｉｓｔａｇ特异
性标记），药物分为１４～１６个浓度梯度，在 ＮａｎｏＴｅｍｐｅｒ公司
生产的Ｍｏｎｏｌｉｔｈ系列仪器上进行操作。其操作简单，难点在
于蛋白和药物溶液的制备。

４　总　结
与其他技术相比，ＭＳＴ技术具有独特优势。ＭＳＴ对蛋白

的要求条件简单、对缓冲液的要求低，适用于难以纯化或性

质不稳定的蛋白如跨膜蛋白等；无论是确定药物筛选靶点蛋

白还是确定靶点蛋白筛选药物，ＭＳＴ技术都可以胜任；不需
要固定蛋白，较大可能性地减小对蛋白结构、活性的影响；检

测时间短，可进行高通量筛选。中药及其复方具有多成分、

多靶点、多途径的特点，预测其药物靶点是传承与研发中药

的难点之一，而 ＭＳＴ技术为中药及其复方的靶点预测提供
了良好的工具。综上所述，ＭＳＴ是一种简单、方便地寻找药
物靶点的方法。

在药物靶点发现的正向策略中，ＭＳＴ技术可以筛选潜在
的药物分子与靶点蛋白的结合亲和性并评估其结合强度，提

供新药研发新思路，降低药物开发成本；在逆向策略中，ＭＳＴ
技术可以了解药物与潜在靶点蛋白之间的作用机制，有助于

揭示药物的治疗作用机制及副作用。因此，ＭＳＴ技术在新药
研发领域和药物机制研究领域具有广阔的应用前景。

由于ＭＳＴ属于微观环境检测，仪器对分子大小、水化
层、电荷改变等因素高度敏感，故误差较大。此外，ＭＳＴ技术
只能呈现出药物与靶点是否结合，不能体现其具体结合片段

及促进或抑制作用。为解决其存在的不足，可将 ＭＳＴ作为
分子对接预测后的验证，或与其他互作技术（如 ＳＰＲ、ＢＬＩ

等）相互印证，并用细胞及动物实验作为补充说明。

综上所述，ＭＳＴ技术在药物靶点发现领域的应用正处于
快速发展阶段，其独特的优势为药物研发注入了新的活力。

未来，随着技术的不断进步和完善，ＭＳＴ技术有望在药物靶
点研究中发挥更加重要的作用，为医药科学的发展贡献更多

力量。
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