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摘要:天然产物是创新药物先导化合物的重要来源ꎬ具有结构多样性以及功能独特性ꎮ 目前ꎬ天然产物在癌症、心脑血管

疾病、神经系统疾病、自身免疫性疾病等的治疗中发挥重要作用ꎮ 同时ꎬ蛋白质靶向嵌合体(ＰＲＯＴＡＣ)技术的兴起为临

床分子靶向药物耐药提供了新的解决方案ꎬ天然产物及其衍生物作为 ＰＲＯＴＡＣ 的重要组成部分ꎬ在靶向蛋白降解药物的

开发中发挥着重要作用ꎮ 综述了基于天然产物的 ＰＲＯＴＡＣ 以及 ＰＲＯＴＡＣ 技术在天然产物靶标鉴定中的应用进展ꎮ
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　 　 天然产物是指动物、植物和微生物体内的化

学成分或其代谢产物ꎬ具有结构新颖多样、生物活

性独特等特点ꎬ是当今药物发现的重要来源ꎮ 天

然产物及其衍生物已应用于多种疾病的治疗中ꎬ
包括心脑血管疾病、恶性肿瘤和传染病等[１]ꎮ 活

性天然产物的靶点鉴定是深入了解其作用机制ꎬ
指导其结构优化的关键ꎮ 目前天然产物靶点鉴定

主要包括基于亲和力的靶点鉴定、基于活性的蛋

白质分析(ＡＢＰＰ)和无标签的靶点鉴定 ３ 种方

法ꎮ 传统基于亲和力的靶点鉴定方法取决于小分

子化合物和靶点蛋白质的瞬时结合ꎬ这种结合需

要足够强ꎬ以便从整个蛋白质组中分离目标蛋白

质ꎮ ＡＢＰＰ 专门用于识别功能活性蛋白质ꎬ如酶ꎮ
无标签靶点识别方法如 ＤＡＲＴＳ 或 ＣＥＴＳＡ 联合质

谱法等也受到靶标与小分子亲和力和靶标蛋白对

蛋白水解或热变性的限制[２]ꎮ 由于天然产物结

构复杂且可能存在多成分、多靶点的作用模式ꎬ以
及与靶点蛋白瞬时、弱亲和力的相互作用为天然

产物精确靶点的鉴定带来了很大困难ꎮ 蛋白质靶

向嵌合体(ＰＲＯＴＡＣ)利用蛋白酶体具有特异性降

解蛋白底物的功能ꎬ采用化学合成方法将靶蛋白

结合配体与泛素化 Ｅ３ 连接酶配体通过 Ｌｉｎｋｅｒ 连
接ꎬ形成可以自发介导靶蛋白降解的双功能分子

化合物ꎬ具有广阔的研究与应用价值ꎮ 本文总

结了天然产物及其衍生物的 ＰＲＯＴＡＣ 以及将

ＰＲＯＴＡＣ 与蛋白质组学等方法结合用于天然产

物的潜在靶标鉴定的新策略及其应用ꎮ
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１　 天然产物靶标验证方法

天然产物靶点研究可以揭示天然产物的作用

机制ꎬ并为新药开发提供理论基础ꎮ 目前天然产

物靶标鉴定主要包括标记法和非标记法ꎮ 标记法

是指小分子与亲和探针偶联ꎬ涉及色谱法、凝胶电

泳法及质谱法[３]ꎮ 标记法需要对天然产物进行

结构修饰ꎬ可能影响天然产物的特异性和亲和力ꎬ
同时一些天然产物没有合适的化学修饰位点等限

制了标记法的应用ꎮ 因此ꎬ无标记天然产物靶标

鉴定的直接方法ꎬ如药物亲和力响应靶向稳定性

(ＤＡＲＴＳ)、蛋白质氧化速率稳定性(ＳＰＲＯＸ)、细
胞热位移分析(ＣＥＴＳＡ)、热蛋白质组分析(ＴＰＰ)
以及间接的方法如蛋白质降解技术、基因组学方

法和 ＣＡＭＰ 等基于生物信息学分析方法应运而

生ꎮ ＤＡＲＴＳ 技术由 Ｌｏｍｅｎｉｃｋ 等[４]于 ２００９ 年首次

提出ꎬ推测药物与靶蛋白结合后使蛋白结构更加

稳定ꎬ从而具有抗蛋白酶水解的特性ꎮ Ｗａｎｇ
等[５]首先利用 ＤＡＲＴＳ 技术发现 ＡＣＴＮ４ 是鞣花酸

在乳腺癌干细胞中的直接结合靶点ꎮ Ｋｉｍ 等[６]采

用 ＤＡＲＴＳ 技术与 ＭＳＩ 结合验证了姜黄素与 ＡＰＮ
相互作用ꎮ Ｈｕａｎｇ 等[７] 采用 ＤＡＲＴＳ 技术与等温

滴定量热法等技术结合发现蝙蝠葛苏林碱可直接

作用于热休克蛋白 ９０(ＨＳＰ９０)ꎬ破坏 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 的

稳定性ꎬ从而抑制肺癌的肿瘤发生ꎮ Ｌｉｕ 等[８] 利

用 ＤＡＲＴＳ 技术发现木香烃内酯可通过直接靶向

ＣＤＫ２ꎬ抑制小胶质细胞介导的神经炎症ꎮ Ｓｕｎ
等[９]利用 ＤＡＲＴＳ 技术鉴定发现 ＡＢＬ１ 是补骨脂

素肝毒性的直接靶标ꎮ ＤＡＲＴＳ 具有操作简单、耗
时短等优势ꎬ不需要对化合物进行结构修饰ꎬ以原

有的结构分析与蛋白的相互作用ꎬ可以用于寻找

化合物的新靶点也可以从成分复杂的天然药物和

复方药物中发现新的靶点ꎬ但 ＤＡＲＴＳ 技术需要蛋

白丰度高ꎬ以及实验中蛋白酶和细胞裂解液的选

择会影响天然产物靶点识别ꎬ干扰 ＤＡＲＴＳ 技术的

准确性ꎬ同时由于药物结合位点与蛋白酶识别位

点的不同或蛋白本身对蛋白酶具有抗性而出现假

阴性或假阳性结果ꎮ 与 ＤＡＲＴＳ 类似ꎬＳＰＲＯＸ 是

另一种基于配体诱导的靶点稳定性的检测方法ꎬ
利用分子与靶点结合后增加靶蛋白抗氧化能力的

原理ꎬ 检 测 靶 蛋 白 甲 硫 氨 酸 的 氧 化 水 平ꎮ
Ｄｅａｒｍｏｎｄ 等[１０]应用 ＳＰＲＯＸ 技术寻找中药活性

成分白藜芦醇的靶点ꎬ发现除了之前已经确定的

胞质脱氢酶ꎬ 还存在 ６ 个潜在的靶点蛋白ꎮ
ＳＰＲＯＸ 优点在于不需要纯化蛋白ꎬ可以与串联质

谱标签 ＴＭＴ、ＳＩＬＡＣ 相结合ꎬ通过标记蛋白质氨基

来确定肽的相对含量ꎮ ＳＰＲＯＸ 需要对甲硫氨酸

残基氧化来测量热力学变化ꎬ不同的甲硫氨酸残

基可能表现出相同的氧化速率ꎬ不足以为天然产

物配体与靶点蛋白相互作用的确证提供充分的信

息[１１]ꎮ ＣＥＴＳＡ 技术由 Ｍａｒｔｉｎｅｚ 等[１２] 于 ２０１３ 年

首次提出ꎬ主要基于天然产物与靶蛋白结合后热

力学稳定性发生变化的原理ꎮ Ｗａｎｇ 等[１３] 利用

ＣＥＴＳＡ 技术ꎬ结合分子对接和质谱等证明莪术醇

能与鼻咽癌细胞中的 ＮＣＬ 蛋白结合ꎬ并使之降

解ꎬ从而发挥抗癌作用ꎮ ＣＥＴＳＡ 常用于靶点的确

定ꎬ但存在所需药物浓度高、通量不足等缺点[１４]ꎮ
为了增加其在靶点和脱靶识别以及生物标志物识

别上的应用ꎬＳａｖｉｔｓｋｉ 等[１５]于 ２０１４ 年在 ＣＥＴＳＡ 的

基础上开发了热蛋白质组分析(ＴＰＰ)技术ꎮ Ｋａｋ￣
ｅｇｗａ 等[１６]采用 ＴＰＰ 技术鉴定出 Ｃｏｎｏｐｈｙｌｌｉｎｅ 可与

ＧＰＸ４结合ꎬ通过靶向 ＧＰＸ４ 诱导脂质活性氧积累和

自噬ꎮ Ｃｈｅｎ 等[１７]建立一种基于 ＸＧＢｏｏｓｔ 的简化

热蛋白质组学分析方法ꎬ发现雷公藤甲素可通过

与 ＨｎＲＮＰ Ａ２ / Ｂ１ 的潜在相互作用ꎬ调节肿瘤细

胞活性ꎮ ＴＰＰ 技术具有稳定性好、鉴定蛋白数量

多的优点ꎬ而且不需要用抗体进行孵育检测ꎬ是一

种广谱的蛋白鉴定技术ꎮ 但存在耗时长、花费高、
对膜蛋白的检测有限等问题ꎮ

目前ꎬ天然产物靶标识别的方法各有优缺点ꎬ
多种方法结合更有利于天然产物靶点的识别ꎮ 近

年来ꎬ用于间接识别和确证非标记天然产物与靶

点结合的方法也逐渐发展起来ꎬ例如蛋白降解

ＰＲＯＴＡＣ 技术等[１８]ꎮ

２　 ＰＲＯＴＡＣ 技术

２􀆰 １ 　 ＰＲＯＴＡＣ 的设计及优势

２００１ 年ꎬ Ｓａｋａｍｏｔｏ 等[１９] 首次提出 ＰＲＯＴＡＣ
概念ꎬ他们将甲硫氨酰氨肽酶￣２(ＭｅｔＡＰ￣２)的共

价抑制剂 Ｏｖａｌｉｃｉｎ 和能识别 Ｓｋｐ１￣Ｃｕｌｌｉｎ￣Ｆ￣ｂｏｘ
(ＳＣＦ)泛素连接酶的磷酸肽偶联ꎬ合成了第一个

靶向蛋白降解的嵌合分子 ＰＲＯＴＡＣ１ꎬ该分子可将

ＭｅｔＡＰ￣２ 招募至 ＳＣＦꎬ 诱导其泛素化和降解ꎮ
２００８ 年ꎬＳｃｈｎｅｅｋｌｏｔｈ 等[２０] 设计合成了第一个小

分子 ＰＲＯＴＡＣꎬ由靶向 ＭＤＭ２ Ｅ３ 泛素连接酶的小

分子抑制剂 Ｎｕｔｌｉｎ 和 ＡＲ 小分子配体以及中间的

ＰＥＧ Ｌｉｎｋｅｒ 构成ꎻ２０１９ 年第一个 ＰＲＯＴＡＣ 药物

ＡＲＶ￣１１０ 进入临床试验用于治疗前列腺癌[２１]ꎮ
至此ꎬＰＲＯＴＡＣ 研究开启新的阶段ꎬ多个用于降解

２
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致病蛋白质的 ＰＲＯＴＡＣ 分子逐渐进入临床ꎮ 目

前已报道的基于 ＰＲＯＴＡＣ 降解的蛋白包括:蛋白

激酶[２２] ( ＲＩＰＫ２、 ＢＴＫ、 ＢＣＲ￣ＡＢＬ、 ＣＤＫ２ / ４ / ６ / ９、
ＰＩ３Ｋ、 ＢＴＫ、 Ｆａｋ、 ＥＲＫ１ / ２、 ＨＥＲ２、 ｃ￣Ｍｅｔ、 ＴＢＫ１
等)、 核受体[２３] ( ＡＲ、 ＥＲ)、 表观遗传蛋白[２４]

(ＰＣＡＦ / ＧＣＮ５)、神经退行性疾病相关蛋白[２５]

(Ｔａｕ 蛋白)、抗凋亡蛋白、转录因子、支架蛋白、细
胞因子、病毒相关蛋白等ꎮ

在传统小分子抑制剂的开发过程中ꎬ由于构

象等原因许多关键疾病蛋白被认为是“不可成

药”ꎬ而 ＰＲＯＴＡＣ 技术是一种简单而有效的解决

方案ꎮ ＰＲＯＴＡＣ[２６]是由一个 Ｅ３ 泛素连接酶配体

和一个靶蛋白配体ꎬ通过特殊设计的“Ｌｉｎｋｅｒ”结

构连接最终形成三联体“ＰＲＯＴＡＣ”活性形式ꎮ 该

三联体是一种具有双重功能的小分子ꎬ能够同时

靶向特定蛋白ꎬ并招募 Ｅ３ 泛素连接酶ꎮ 在细胞

内ꎬＰＲＯＴＡＣ 的靶蛋白配体和靶蛋白结合ꎬＥ３ 连

接酶配体和 Ｅ３ 泛素连接酶的底物结合区结合ꎬ
从而通过 Ｌｉｎｋｅｒ 把靶蛋白“拉近”到 Ｅ３ 泛素连接

酶旁边ꎬ随后通过泛素￣蛋白酶体系统将靶蛋白降

解ꎮ 与传统的小分子抑制剂相比ꎬＰＲＯＴＡＣ 策略

具有一系列优势[２７]:首先ꎬＰＲＯＴＡＣ 只需要结合

在靶标蛋白的任意位点ꎬ不需要占据或阻断其活

性位点ꎮ 一些没有传统药物或抑制剂结合位点的

蛋白可被泛素化途径降解ꎬ且 ＰＲＯＴＡＣ 对靶标蛋

白的降解效率与其和靶标蛋白的亲和力之间没有

直接 关 系ꎮ 其 次ꎬ 在 靶 标 蛋 白 被 泛 素 化 后ꎬ
ＰＲＯＴＡＣ 分子将被释放并重新结合到新的靶蛋白

上ꎬ导致其泛素化ꎮ 因此ꎬＰＲＯＴＡＣ 的泛素化依赖

性降解ꎬ有望解决传统药物使用浓度较高的问题ꎻ
第三ꎬＰＲＯＴＡＣ 策略可以应对传统药物毒副作用

大的问题ꎮ 大多数蛋白家族包含多种结构高度相

似的亚型ꎬ但不同亚型在不同疾病中的功能和表

达水平各不相同ꎮ 如果随机使用非特异性抑制

剂ꎬ可能导致严重的毒性ꎬ以能够与特定构型的靶

标蛋白结合的小分子构建 ＰＲＯＴＡＣꎬ可实现对靶

标蛋白的选择性降解ꎮ
因此ꎬ作为一种新的治疗策略ꎬＰＲＯＴＡＣ 扩大

了可成药靶点的范围ꎬ以及其具有催化作用ꎬ可提

高选择性、活性和安全性ꎬ可有效降解多种突变体

靶蛋白ꎬ克服耐药性并具备潜在广谱性等优势得

到了广泛应用ꎮ
２􀆰 ２ 　 ＰＲＯＴＡＣ 技术存在的问题

虽然 ＰＲＯＴＡＣ 具有很好的靶向降解活性ꎬ但

ＰＲＯＴＡＣ 的相对分子量通常超过 １ ０００ Ｄａꎬ导致

其药代动力学性质较差ꎬ给药后难以被吸收ꎮ 更

为重要的是ꎬＰＲＯＴＡＣ 存在一定的脱靶效应ꎮ 此

外ꎬ一些蛋白在一定水平上的表达有助于维持机

体基本的生理功能ꎬ靶标蛋白的过度降解ꎬ可能会

影响 机 体 的 正 常 生 理 活 动ꎮ 因 此ꎬ 在 设 计

ＰＲＯＴＡＣ 分子时ꎬ应综合考虑其体内药代动力学

特征、靶点特异性ꎬ以及在实际使用时的适当给药

浓度等ꎬ以最大限度地提高利用效率、降低潜在的

毒性效应[２８]ꎮ

３　 基于天然产物的 ＰＲＯＴＡＣ 及其分子靶点

３􀆰 １ 　 基于天然产物及其衍生物的 ＰＲＯＴＡＣ
天然产物通常通过多个靶标相互作用而产生

活性ꎬ但其与靶标的亲和力较弱ꎮ ＰＲＯＴＡＣ 可以

有效、特异性地降解靶蛋白ꎬ并且可以在较低剂量

下与靶蛋白结合ꎬ这可能是一种有效的策略以鉴

定天然产物不可检测的靶点ꎮ 因此ꎬ基于天然产

物设计的 ＰＲＯＴＡＣ 具有较强的蛋白质降解潜力ꎬ
这些天然产物包括激素、黄酮、生物碱、萜类和微

生物代谢产物等ꎮ
３􀆰 １􀆰 １ 　 基于激素类天然产物的 ＰＲＯＴＡＣ

雄激素受体(Ａｎｄｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＡＲ)属于核

受体超家族中的类固醇受体ꎬ近年来研究发现ꎬ
ＡＲ 是前列腺癌发生和发展的关键驱动因子ꎬ尤
其是转移性去势抵抗性前列腺癌 ( Ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ
ｃａｓｔｒａｔｉｏｎ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒꎬｍＣＲＰＣ)ꎮ 迄今

为止ꎬ全球共有多个 ＡＲ ＰＲＯＴＡＣ 降解剂进入临

床试验ꎬ进展最快的是 Ａｒｖｉｎａｓ 公司开发的 ＡＲＶ￣
１１０ꎬ目前处于临床Ⅱ期ꎮ 此外ꎬＡｒｖｉｎａｓ 公司开发

的 ＡＲＶ￣７６６、Ｂｒｉｓｔｏｌ Ｍｙｅｒｓ Ｓｑｕｉｂｂ 公司开发的 ＣＣ￣
９４６７６、海创药业公司开发的 ＨＰ５１８、开拓药业公

司开发的 ＧＴ２００２９ 以及 Ａｃｃｕｔａｒ 公司开发的 ＡＣ￣
０１７６ꎬ目前均处于Ⅰ期临床试验中[２９]ꎮ

雌激素受体 α(ＥＲα)是类固醇激素核受体ꎬ
拮抗雌激素与 ＥＲα 的相互作用是治疗乳腺癌的

重要方法[３０]ꎮ 由于传统药物的耐药性ꎬ利用选择

性雌激素受体降解剂靶向 ＥＲα 的降解也是乳腺

癌治疗发展的重要方向[３１]ꎮ 雌二醇(１ꎬ图 １)是

具生物活性的天然雌激素ꎮ Ｃｙｒｕｓ 等[３２]设计了基

于雌二醇的靶向内质网降解剂ꎬ一端连接雌二醇ꎬ
另一端由缺氧诱导因子 １α 衍生的合成五肽组

成ꎮ 结果表明ꎬ雌二醇 Ｃ７ 位连接得到的 ＰＲＯＴＡＣ
(２ꎬ图 １)具有最强的蛋白降解活性和对雌激素受

３
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体最高的亲和力ꎬ该降解剂有望克服乳腺肿瘤对

他莫昔芬和氟维司汀等传统药物的耐药性ꎬ成为

潜在的治疗及克服耐药手段ꎮ ＡＲＶ￣４７１ 是由

Ａｒｖｉｎａｓ 公 司 开 发 的 一 款 靶 向 ＥＲ 的 口 服

ＰＲＯＴＡＣꎬ用于治疗雌激素受体阳性 /人表皮生长

因子受体 ２ 阴性(ＥＲ＋ / ＨＥＲ２－)的局部晚期或转

移性乳腺癌患者ꎮ ＡＣ６８２ 是冰洲石生物公司基于

ＡＩ 药物发现平台开发的一款 ＥＲα 降解剂ꎬ是一

种口服生物可利用的嵌合降解分子ꎬ也是国内首

款获批临床试验的 ＥＲ￣ＰＲＯＴＡＣ[２９]ꎮ

图 １　 天然产物及其 ＰＲＯＴＡＣ 结构

Ｆｉｇ.１　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｎａｔｕｒａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｎｄ
ｔｈｅｉｒ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ＰＲＯＴＡＣ

３􀆰 １􀆰 ２ 　 基于黄酮、生物碱、萜类天然产物的

ＰＲＯＴＡＣ
黄芩素(３ꎬ图 １)是一种天然黄酮类物质ꎬ能

够抑制 ＣＤＫ８ / ＣＤＫ９ 等[３３]ꎬ具有抗炎、抗肿瘤[３４]

等功效ꎮ Ｂｉａｎ 等[３５]利用该骨架ꎬ通过 Ｅ３ 连接酶

ＣＲＢＮ 配体ꎬ设计合成了一系列靶向 ＣＤＫ９ 的

ＰＲＯＴＡＣ ( ４ꎬ图 １)ꎮ 化合物 ４ 以蛋白酶体和

ＣＲＢＮ 依赖性的降解 ＣＤＫ９ꎬ并选择性地抑制

ＣＤＫ９ 过表达癌细胞的增殖ꎮ 该研究证明基于黄

芩素设计的 ＰＲＯＴＡＣ 是一种有效的 ＣＤＫ９ 降

解剂ꎮ
靛玉红是来源于中药青黛中的生物碱ꎬ具有

双吲哚骨架ꎬ可用于治疗慢性粒细胞白血病[３６]ꎮ
Ｃａｏ 等[３７]将源自靛玉红的选择性 ＨＤＡＣ６ 抑制剂

(５ꎬ图 １)与 Ｅ３ 连接酶 ＣＲＢＮ 配体泊马度胺连接

得到了具有低细胞毒性的 ＨＤＡＣ６ 降解剂 ( ６ꎬ
图 １)ꎬ可减弱脂多糖诱导小鼠体内 ＮＬＲＰ３ 炎症

小体的激活ꎬ首次证明 ＨＤＡＣ６￣ＰＲＯＴＡＣ 可能是

治疗 ＮＬＲＰ３ 炎症小体相关疾病的新策略ꎮ
雷公藤红素(７ꎬ图 １)是一种天然的木栓烷型

五环三萜ꎬ具有抗肿瘤[３８ꎬ３９]、抗炎[４０]、抗血栓活

性[４１ꎬ４２]等多种生物活性ꎬ但存在严重的毒副作

用ꎬ同时抗肿瘤分子靶标未明确ꎮ Ｗａｎｇ 等[４３] 将

雷公藤红素与 Ｅ３ 连接酶 ＶＨＬ 配体连接得到化

合物 ８(图 １)ꎬ可显著降低 ＮＲ４Ａ１ 蛋白水平ꎬ进
一步实验结果显示化合物 ８ 可靶向 Ｔ 细胞、Ｂ 细

胞、ＭＤＳＣｓ 等多种细胞类型ꎬ具有较强的抗肿瘤

作用ꎮ
３􀆰 １􀆰 ３ 　 基于维生素来源的天然产物 ＰＲＯＴＡＣ

研究表明ꎬ叶酸受体 ＦＯＬＲ１ 在多种肿瘤细胞

中高表达[４４]ꎮ Ｌｉｕ 等[４５] 利用叶酸和肿瘤中叶酸

受体的高亲和作用ꎬ在传统蛋白水解靶向嵌合体

化合物 ９(图 １)侧链修饰叶酸基团ꎬ得到化合物

１０(图 １)ꎮ 基于叶酸和叶酸受体的高亲和力ꎬ使
该 ＰＲＯＴＡＣ 可以精准靶向肿瘤细胞ꎬ在进入细胞

后释放叶酸部分ꎬ实现对肿瘤细胞中特定蛋白的

选择性降解ꎮ 该策略有望解决传统 ＰＲＯＴＡＣ 分

子对非肿瘤细胞毒副作用的难题ꎮ
３􀆰 １􀆰 ４ 　 基于微生物代谢产物的 ＰＲＯＴＡＣ

ＡＰＬ￣１６￣５ 是从药用植物内生真菌 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｓｐ.ＣＰＣＣ ４００７３５１２ 中分离得到的一种天然化合

物ꎮ ２０２２ 年ꎬＺｈａｏ 等[４６] 发现 ＡＰＬ￣１６￣５ 同时结合

Ｅ３ 泛素连接酶 ＴＲＩＭ２５ 和流感病毒 ＰＡ 亚基ꎬ基
于 ＰＲＯＴＡＣ 机制诱导 ＴＲＩＭ２５ 依赖的 ＰＡ 泛素化

及其降解ꎬ阻断病毒 ＲＮＡ 复制ꎬ具有良好的体内

抗甲型流感病毒活性ꎮ 该研究发现了第一个来源

于微生物天然产物的 ＰＲＯＴＡＣ 分子ꎬ表明微生物

代谢产物可成为天然 ＰＲＯＴＡＣ 分子的重要来源ꎮ
洛伐他汀(１１ꎬ图 １)是由土曲霉发酵产生的

天然产物ꎬ通过竞争性抑制胆固醇合成途径中羟

４
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甲基戊二酸辅酶 Ａ(ＨＭＧ￣ＣｏＡ)还原酶ꎬ治疗原发

性高胆固醇血症等[４７]ꎮ 他汀类药物治疗后ꎬ
ＨＭＧ￣ＣｏＡ 还原酶蛋白通常上调ꎬ引发与不良反应

相关的更高剂量药物的需求ꎮ Ｌｕｏ 等[４８] 采用

ＰＲＯＴＡＣ 技术开发了基于 Ｅ３ 连接酶 ＶＨＬ 配体的

ＨＭＧＣＲ￣ＰＲＯＴＡＣꎮ 化合物 １２(图 １)具有良好的

安全性和口服生物利用度ꎬ能够在体内促进

ＨＭＧ￣ＣｏＡ 还原酶降解和降低胆固醇ꎬ可单独或与

他汀类药物协同治疗高血脂症ꎮ
３􀆰 ２ 　 ＰＲＯＴＡＣ 技术用于天然产物靶标鉴定

Ｗｕ 等[４９]将 ＰＲＯＴＡＣ 技术与定量蛋白组学、
微量热泳动分子互作检测技术相结合ꎬ从被降解

的差异蛋白中找到中药靶点ꎬ并通过下游的一系

列分子、生物化学和动物实验进行功能验证ꎬ为中

药成分的靶点鉴定提供新的策略ꎮ 团队前期从中

药千金子中获得了一系列千金烷二萜类化合物ꎬ
其中化合物 １３(图 ２)具有最强的抗炎活性ꎬ且毒

性较低ꎮ 将化合物 １３ 的核心骨架化合物 １４(图
２)与 Ｅ３ 连接酶 ＣＲＢＮ 配体沙利度胺通过 ＰＥＧ
Ｌｉｎｋｅｒ 相连ꎬ得到 ＰＲＯＴＡＣ 分子化合物 １５ (图

２)ꎮ 将 ＰＲＯＴＡＣ 与细胞共孵育后用定量蛋白组

学分析发现ꎬＭＡＦＦ 蛋白在化合物 １５ 处理后发生

显著的降解ꎮ 上述研究结果表明ꎬＭＡＦＦ 蛋白可

能是千金烷二萜类化合物 １３ 的作用靶点之一ꎮ

图 ２　 二萜类结构及其 ＰＲＯＴＡＣ
Ｆｉｇ.２　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｄｉｔｅｒｐｅｎｅｓ ａｎｄ ｉｔｓ ＰＲＯＴＡＣ

Ｌｉ 等[５０] 将青蒿素二聚体 １６ (图 ３) 作为

ＰＲＯＴＡＣ 分子的靶头ꎬ利用 Ｅ３ 连接酶配体沙利

度胺 以 不 同 长 度 的 Ｌｉｎｋｅｒ 合 成 了 一 系 列

ＰＲＯＴＡＣꎮ 研究发现ꎬ降解活性最好的化合物 １７
(图 ３)对肿瘤细胞 ＲＳ４ꎻ１１、ＲＰＭＩ￣８２２６、Ｕ２６６ 的

图 ３　 青蒿素二聚体结构及其 ＰＲＯＴＡＣ
Ｆｉｇ.３　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎ ｄｉｍｅｒ ａｎｄ ｉｔｓ ＰＲＯＴＡＣ

ＩＣ５０ 值分别为 ( ５０􀆰 ６ ± ６􀆰 ３)、 ( ２３５􀆰 ３ ± ２６􀆰 ０) 和

(３４２􀆰 ８±１１􀆰 ６) ｎｍｏｌ / Ｌꎮ 标记定量蛋白组学分析

结果显示ꎬＰＣＬＡＦ 等 ８ 个蛋白显著下调ꎬ经 Ｗｅｓｔ￣
ｅｒｎ Ｂｌｏｔ 验证后发现ꎬＰＣＬＡＦ 能够被化合物 １７ 显

著降解ꎬ并且该降解能够被蛋白酶体抑制剂

ＭＧ１３２ 所抑制ꎬ表明 ＰＣＬＡＦ 可能是青蒿素的潜

在靶标ꎮ
植物来源的 ２￣乙酰基呋喃萘醌(１８ꎬ图 ４)具

有显著的抗癌活性ꎮ Ｈａｎａｆｉ 等[５１] 为了探究化合

物 １８ 的作用机制ꎬ设计了多个系列的 ＰＲＯＴＡＣ
分子ꎬ发现化合物 １９(图 ４)强效诱导 ＺＦＰ９１ 降

解ꎬ且此过程不能被化合物 １８ 竞争ꎬ因此化合

物 １９ 的抗肿瘤活性部分依赖于 ＺＦＰ９１ 蛋白的

降解ꎮ

图 ４　 化合物 １８ 结构及其 ＰＲＯＴＡＣ
Ｆｉｇ.４　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ １８ ａｎｄ ｉｔｓ ＰＲＯＴＡＣ

吴茱萸碱(２０ꎬ图 ５)是一种从茱萸中提取的

生物碱ꎬ具有抗肿瘤等活性ꎮ Ｃｈｅｎ 等[５２] 基于吴

茱萸碱已报道的衍生物 ２１(图 ５)ꎬ以 １０ 位羟基作

为连接位点ꎬ通过不同长度的烷基连接 Ｅ３ 连接

酶配体来那度胺ꎬ成功设计了一系列 ＰＲＯＴＡＣ 分

子ꎮ 在 ＨＣＴ１１６ 细胞的体外抗增殖实验中ꎬ化合

物 ２２、２３(图 ５)的 ＩＣ５０值分别为 ０􀆰 ０１９ 和 ０􀆰 ０２１
μｍｏｌ / Ｌꎮ 标记定量蛋白组学分析结果显示ꎬ化合

物 ２２ 可以剂量依赖的方式降解 ＲＥＸＯ４ 而发挥抗

肿瘤作用ꎮ

图 ５　 吴茱萸碱结构及其 ＰＲＯＴＡＣ
Ｆｉｇ.５　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｅｖｏｄｉａｍｉｎｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ＰＲＯＴＡＣ

此外ꎬ刘接卿等[５３] 通过 ＰＲＯＴＡＣ 方法证实ꎬ
淫羊藿素的抗肿瘤靶标为 ＧＲＩＡ３ 蛋白ꎮ Ｑｉ 等[５４]

设计合成 ＵＡ￣ＰＲＯＴＡ 揭示了 ＭＤＭ２ 是熊果酸的

５
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靶向结合蛋白ꎮ

４　 总结与展望

天然产物是自然界的生物体在进化过程中为

了适应环境、竞争拮抗、沟通交流等而产生的功能

性代谢产物ꎬ与合成化合物相比ꎬ天然产物具有更

加多样性的骨架类型ꎬ更丰富的官能团和更复杂

的立体构型ꎬ独特的结构赋予了天然产物独特的

生物学性质ꎮ 因而ꎬ天然产物一直是生命科学领

域重要的研究对象和新药发现的重要源泉ꎮ 但由

于天然产物的靶点研究尚不明确ꎬ严重阻碍了天

然产物的发展ꎮ 阐明天然产物与靶点的相互作用

对于揭示天然产物在生物体内的作用模式以及确

定天然产物作用靶点ꎬ对于化合物结构优化与药

物开发至关重要ꎮ 相较于标记法鉴定天然产物靶

标的方法ꎬ非标记鉴定天然产物靶标可以最大程

度的保留天然产物的结构和活性ꎬ以及适用于一

些无化学修饰位点的天然产物靶标鉴定ꎬ但同样

存在靶点特异性低ꎬ结合亲和力需求高等不足ꎮ
ＰＲＯＴＡＣ 技术的出现ꎬ为解决这一问题提供了一

个新的解决办法ꎮ ２００１ 年 ＰＲＯＴＡＣ 概念提出至

今ꎬ已有许多 ＰＲＯＴＡＣ 药物进入临床ꎬ其中包含

许多天然产物ꎬ本文综述了 ＰＲＯＴＡＣ 技术在天然

产物靶标鉴定中的应用ꎬ这些天然产物包括来源

于激素、黄酮、生物碱、萜类、维生素以及微生物代

谢产物的天然产物ꎬ进一步说明将天然产物设计

成 ＰＲＯＴＡＣ 用于改善天然产物选择性ꎬ降低毒副

作用以及提高成药性的可能性ꎮ 以及将天然产物

设计成 ＰＲＯＴＡＣꎬ形成可自发降解的双功能分子ꎬ
基于 ＰＲＯＴＡＣ 依赖泛素化蛋白酶体降解系统的

特性ꎬ以天然产物衍生的 ＰＲＯＴＡＣ 分子为探针ꎬ
将其原型与 ＰＲＯＴＡＣ 分子分别处理后的细胞裂

解液进行差异蛋白质组学的测定和分析ꎬ结合

ＫＥＧＧ 通路分析等生物信息学方法ꎬ从被降解的

差异化蛋白质中挑出候选靶蛋白ꎬ再通过体外靶

点验证方法如 ＭＳＴ、ＣＥＴＳＡ、ＤＡＲＴＳ、ＲＮＡｉ 技术、
体内靶点相关通路验证等实验进一步确证该天然

产物的作用靶点ꎮ 基于 ＰＲＯＴＡＣ 技术的靶点鉴

定与基于亲和力的靶点鉴定不同ꎬ基于 ＰＲＯＴＡＣ
技术的靶点鉴定依赖于靶点￣ＰＲＯＴＡＣ￣Ｅ３ 连接酶

三元复合物的形成ꎬ而不需要靶点蛋白与化合物

之间的强结合ꎬ甚至可以通过稳定微弱的配体￣靶
蛋白相互作用ꎬ诱导靶蛋白的有效降解ꎬ并提高配

体的选择性ꎬ在某种程度上是一个放大的信号ꎬ消

除由于实验设计和操作导致的误差ꎬ以及基于亲

和力的靶点鉴定方法得到的假阳性或假阴性结

果ꎮ 因此ꎬ基于 ＰＲＯＴＡＣ 的方法将是目前天然产

物靶标鉴定方法的一个重要补充ꎬ可以为天然产

物的靶点鉴定提供新方法ꎬ并可用于发现已知药

物作用的新作用靶点ꎮ
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