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摘要    高通量药物筛选是发现创新药物的重要技术途径. 高通量筛选结果必须通过适当

的检测方法才能反映出来, 检测技术是实现高通量药物筛选的基础. 本文综述了近年来有

关光学分析、色谱分析、热分析、电化学分析、质谱、核磁共振等现代检测技术在高通量

药物筛选研究中的进展.  
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1  引言   

当今的药物合成研究领域利用组合化学结合计

算机辅助技术的模式, 大大加速了候选药物的合成

速度, 急剧增加了合成化合物的数目, 加上中药本身

蕴含的庞大天然化合物库, 药物活性筛选的速度与

规模成为制约新药研发的瓶颈环节, 因此对高通量

药物筛选(high throughput screening, HTS)的研究愈显

重要[1~3].  

高通量药物筛选技术是以分子水平和细胞水平

的实验方法为基础, 采用自动化操作系统执行实验

过程, 以灵敏快速的检测仪器采集实验数据, 再通过

计算机对实验获得的数据进行分析处理. 由于高通

量药物筛选模型中分子、细胞水平上的相互作用, 只

有采用适当的检测方法才能以可视化的形式反映出

来, 因此高通量的检测方法是实现 HTS 的关键技术

之一[4]. 本文综述了 HTS 中现代检测技术的研究进

展, 主要涵盖光学分析、色谱分析、热分析、电化学

分析、质谱、核磁共振等分析检测技术.  

2  光学检测技术 

在 HTS 中最常见的筛选方式是以微孔板作为反

应载体, 将样品和生物活性分子均匀分布, 形成混合

状态的均相筛选法(homogeneous screening assay)[5]. 

这种筛选方式如果要实现原位检测, 则筛选系统本

身必须含有理想的检测信号, 用于评价样品的作用

强弱, 而且检测系统能与微孔板反应载体兼容, 易于

实现筛选操作的自动化. 光学检测信号在这方面体

现出了特殊优势, 以微孔板为基础的高通量光学检

测系统可以追溯到最初的酶标仪, 现在的高通量检

测仪器兼容的微孔板密度已经由最初的 96 孔增加到

384 孔, 部分仪器甚至可以使用 1536 孔板进行测量, 

大幅度提高了筛选通量[6]. 光学检测技术也由单一的

紫外-可见光检测扩大到化学发光检测、荧光检测和

各种光学传感技术, 为高通量检测开辟了较广泛的

应用领域.  

2. 1  紫外-可见光检测技术 

紫外-可见光检测技术是酶抑制剂的高通量药物

筛选中应用最为广泛的检测手段之一[7], 主要检测形

式是通过酶促反应产物的光吸收强度来测定酶活力, 

进而评价不同抑制剂的抑制程度. 柳军等[8]建立了筛

选降糖药物的糖原磷酸化酶(GPa)抑制剂高通量筛选

模型, 依据磷酸化酶水解糖原后生成的磷酸根与钼

酸铵/孔雀绿反应的产物在 655 nm处有特异性吸收的

性质. Jimsheena 等 [9]建立的血管紧张素 1 转换酶

(ACE)抑制剂 HTS 方法, 其检测原理是根据 ACE 酶
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解底物后生成的马尿酸在 410 nm 处有强吸收的这一

特性.  

2. 2  化学发光检测技术 

化学发光检测技术也在酶抑制剂筛选中得到了

应用, Guardigli 等[10]通过酶促反应产物硫胆碱的化学

发光信号强度来评价乙酰胆碱酯酶(AChE)的活力 , 

并据此原理建立了乙酰胆碱酯酶抑制剂的 HTS 方法. 

与紫外-可见光检测技术相比, 化学发光检测技术具

有高灵敏度的优势, 最近 Aljofan 等[11]又将其成功地

应用于抗新型脑炎病毒药物的高通量筛选中.  

2. 3  荧光标记检测技术   

检测手段最为丰富多样者当属荧光检测技术, 除

常规的荧光强度检测(fluorimetry)[12]外, 基于荧光猝 

灭 现 象 的 荧 光 猝 灭 检 测 (fluorescence quenching, 

FQ)[13]、测量荧光分子受偏振光激发后发射光偏振 程

度的荧光偏振检测(fluorescence polarization, FP)[14]、测

量由荧光受体向荧光受体能量转移引起光强度变化 

的荧光共振能量转移检测 (fluorescence resonance 

energy transfer, FRET)[15]和均相时间分辨荧光共振能

量转移检测(homogeneous time-resolved fluorescence 

resonance energy transfer, HTRF)[16]等多种荧光检测技

术均在高通量筛选中得到了应用, 荧光检测技术适 

用范围也从酶抑制剂[17, 18]筛选拓展到以受体[19, 20]、离

子通道[21]、细胞[22]为靶点的高通量药物筛选.  

荧光检测技术的缺陷在于可产生荧光的化合物

仅为少数, 对于缺乏荧光活性的筛选系统一般采用

将荧光活性分子与筛选系统内分子键合标记, 作为

探针反映样品的作用情况[23, 24]. 这种荧光标记检测

技术灵活多样, 极大地扩展了荧光检测技术的应用

范围, 使其成为HTS中应用最为活跃的检测手段之一
[25]. 2005 年由国家重大科技专项“新药筛选平台研

究”课题组建立的针对心血管系统药物靶点的HTS平

台, 就是以荧光标记的荧光偏振检测技术为基础构

建的[26]. 但值得指出的是生物活性分子键合荧光标

记分子后, 也可能产生构象变化、活性结合位点的覆

盖和空间阻碍等不利因素, 造成生理活性被改  变
[27]. 比较典型的一个例子是: Howitz等[28]根据荧光标

记检测结果认为白藜芦醇等多酚抗氧化剂能有效激

活去乙酰化酶SIRT1, 但随后Kaeberlein等[29]和Borra

等[30]的研究分别证实这种激活作用实际上依赖于检

测所用荧光标记试剂. 因此, 研究者应对标记技术有

可能造成HTS中出现假阳性或假阴性筛选结果的问

题有足够的重视.  

2. 4  邻近闪烁分析技术 

除了荧光标记技术, 放射性同位素标记技术也

在一些药物筛选模型上得到了应用[31], 但该技术需

要在检测前将游离的配体分子过滤分离, 筛选通量

受到一定限制 , 多结合一种称为邻近闪烁分析

(scintillation proximity assay, SPA)的检测技术进行应

用. SPA 技术主要采用一种键合有受体分子的荧光微

球, 当同位素标记的配体与受体分子结合时, 放射性

同位素分子与荧光微球之间的距离足够近, 此时放

射性同位素发射出的β粒子能够激发微球发射荧光, 

而游离的同位素标记配体与荧光微球距离较远, 不

能激发荧光, 因此无需分离游离的和结合的标记配

体, 只要通过检测筛选系统的荧光强度变化就可以

实现受体的亲和力筛选. SPA 技术灵敏度高, 特异性

强, 已被广泛应用于以酶、蛋白受体为靶点的 HTS

中[32, 33]. 由于放射性同位素的使用可能造成环境污

染, 近年来出现以光敏感剂取代放射性同位素激发

荧光的 Alphascreen 筛选法, 迅速在酶抑制剂[34]及以

细胞[35]、RNA[36]为靶点的高通量药物筛选中得到了

广泛应用. 这些技术在检测原理上都是以荧光检测

为基础, 在应用上也有颇多类似之处, 比如 HTRF 法

实 际 上 可 视 为 以 镧 系 元 素 作 为 光 敏 感 剂 的

Alphascreen 筛选法, 因此广义而言只是荧光标记检

测技术的应用拓展.  

2. 5  光学传感器技术   

鉴于光学标记检测技术存在着一些固有的缺陷, 

近年来具有非标记检测特征的光学传感器技术迅速

成为高通量筛选检测技术研究中的“宠儿”[37]. 目前

应用于药物筛选的光学传感器多是通过包被在传感

器件敏感膜表面(sensor substrate)的生物识别分子 , 

与筛选分子特异性结合时引起传感器件的光电物理

特性（如光强, 折射率或电阻等）的变化, 再通过适

当的换能器转换为检测信号, 从而定性、定量地检测

样品的作用情况(图 1) [38].  

光学传感检测技术特有的非标记优点, 使得其中

的代表性技术如表面等离子体共振(surface plasmon 

resonance, SPR)技术[39]和反射光干涉(reflectometric  
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图 1  光学传感器的检测原理示意图[38] 

interference spectroscopy, RIFS)[40]技术已在高通量筛

选结果验证中发挥了重要作用, 但与传统的光学检

测器相比, 光学传感器技术的仪器检测成本较高, 限

制了该技术的广泛应用[41]. 比如传感器件用作能量

转换中介时, 一般需要高纯度的光学材料, 如硅、光

导纤维, 并经过光刻、介质沉积、等离子蚀刻等程序

进行修饰, 价格不菲; 同时由于传感器件又作为筛选

体系的高通量载体, 这使得光学传感器筛选通量的

成本异常高昂, 因此 Cunningham 等[42]开始研究易于

增加筛选通量的传感器件如光子晶体 (photonic 

crystal, PC), 也有研究者转向价格较为低廉的基于光

化学特性的传感器[43].  

3  色谱-光谱联用检测技术 

3. 1  亲和色谱技术 

现代色谱法是药物研究中应用最为活跃的分离

分析技术之一, 在药品质量控制、新药研发、生物医

学分析等领域占据举足轻重的地位. 在种类繁多的

现代色谱法分支中, 有一种利用生物分子间亲和力

进行分离的液相色谱技术 , 称之为亲和色谱法

(affinity chromatography, AC). 该技术最初主要用于

分离纯化蛋白质等生物大分子, 随着药物筛选技术

研究的深入, 亲和色谱法在高通量筛选领域的应用

价值开始受到重视[44, 45].  

高通量筛选中的亲和色谱技术, 常将生物靶分

子固定于基质作为固定相, 在色谱分离过程时样品

与受体的特异性结合能力决定了样品的保留, 因此

通过保留时间可以直接获得样品与受体亲和力的信

息, 从而实现药物的活性筛选. 最早应用于药物活性

筛选当属模拟生物膜结构的磷脂膜色谱(immobilized 

artificial membrane chromatography, IAMC)[46], 该法

将磷脂作为色谱固定相, 用于筛选药物的亲脂性. 相

对于其他生物活性分子, 磷脂性质稳定, 色谱制备较

为方便, 因此 IAMC已经作为药物亲脂性筛选的有力

手段而广受认同, IAMC 柱也已有商品化出售. 另外

一种研究较多的是HSA蛋白质柱(immobilized human 

serum albumin chromatography), HSA 柱较早主要应

用于手性化合物的分离, 近年来开始用于筛选药物

与蛋白的亲合力大小, 如 Mallik 等[47]应用 HSA 柱研

究了维拉帕米两种对映异构体与人血浆蛋白结合力

的差异.  

随着色谱技术的发展, 亲合色谱筛选技术的研

究热点也层出不穷. 首先是固定化的生物活性分子

种类不断增加, 纷纷涌现出以酶[48]、受体蛋白[49]、离

子通道[50]为作用靶点的各种色谱筛选模型. 其次, 色

谱分离的检测手段日益多样化, 特别是研究者将高

灵敏度的质谱检测器与亲和色谱技术联用[51], 拓展

了 AC 筛选技术的应用范围. 此外, 随着亲和色谱分

离机制的研究深入, 也出现了新的亲和色谱筛选方

式, 如Schiel等[52]以色谱峰的峰宽来研究小分子药物

与蛋白的结合速率. 而对于国内研究者而言, 应用亲

和色谱进行中药活性成分筛选无疑是目前最为热门

的研究领域之一[53]. 应该说, 从筛选通量看, 亲和色

谱法可能很难达到光学检测技术的规模, 但这种筛

选方式的最大优势在于集分离与受体亲和力筛选于

一体, 将其应用于中药活性成分筛选正是恰如其分.  

3.2  毛细管电泳技术  

近年来, 与亲和色谱法类似的亲合毛细管电泳法

(affinity capillary electrophoresis, ACE)[54]在高通量药

物筛选应用中开始崭露头角, Lewis 等[55]应用 ACE 法

快速筛选了 44000 多个小分子化合物与新的抗微生物

蛋白靶点的亲合力, Pascoe 等[56]应用类似的囊泡电动

毛细管电泳法(vesicular electrokinetic chromatography, 

VEKC)筛选药物的亲脂性. 电泳法分离快速、高效的

特点是 ACE 在高通量药物筛选应用中的突出优势之

一, 但是 ACE 采用常规的紫外检测时灵敏度较低, 

多需要与质谱检测器联用.  

亲和毛细管电泳法中供筛选的生物活性分子一

般添加在缓冲液中, 虽然与亲和色谱法中的受体固

定化方法相比应用较为简便, 但是在运行过程中蛋

白消耗量较大, 从这一角度看毛细管电泳前沿分析 

(frontal analysis-capillary electrophoresis, FACE)可能

更适合于药物与受体的亲和力筛选. FACE 以常规的
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缓冲溶液为分离介质, 进样样品为平衡的药物与受

体混合物, 运行过程中游离的药物与受体分离, 经检

测器检测形成平台峰, 利用峰高可以计算游离药物

的浓度, 进而求得药物与受体的亲和力大小(图 2)[57]. 

FACE 提供了一种与 AC、ACE 完全不同的筛选方式, 

该法测定平衡状态下的亲和力也与人体实际生理环

境更为接近, 是一种极具特色的受体亲和力筛选方

法. FACE 目前已用于药物与血浆蛋白亲和力的筛 

选[58], 随着与芯片电泳[59]、质谱[60]等联用技术的不断

发展成熟, 毛细管电泳前沿分析技术必将在高通量

药物筛选中发挥更为重要的作用.  

602 

4  质谱检测技术 

质谱法是药物研究中应用最为广泛的分析技术

之一, 特别是以电喷雾离子源(electrospray ionization, 
ESI)和基质辅助激光解析离子源(matrix assisted laser 

desorption ionization, MALDI)为代表的现代质谱离子

源的出现, 极大地扩展了质谱法的分析对象和应用

领域, 使其成为药物标靶发现与确认的重要技术手

段[61]. 应用质谱法进行药物筛选可以同时检测剩余

底物量和生成产物量, 因而比光学检测技术能够提

供更多的样品作用信息. 如 Deng 等[62]应用质谱检 

测技术进行了 MurC 酶抑制剂的筛选, 方法灵敏度

高、线性范围宽, 与传统的比色法相比避免了大量的

假阳性筛选结果. 正是具备这些优点, 质谱检测技术

已经在以酶[63]、RNA[64]、受体蛋白[65]为靶点的高通

量药物筛选中得到了应用.  

4. 1  ESI离子源 

在 HTS 中应用最多的还是 ESI 离子源及与之类

似的 APCI 离子源, 但这类离子源难以兼容高离子强

度、含不挥发性盐的溶液, 而药物筛选体系本身就是

一个含有大量缓冲盐的系统, 因此质谱直接流动注

射分析(flow injection analysis, FIA)技术并不适合于

高通量药物筛选, 样品检测前需经过分离步骤以除

去干扰组分[66].  

高效液相色谱-质谱(HPLC-MS)联用技术是目前

在生物样本分析中最为常用的一种分离分析技术 , 

不过由于色谱分离所需时间一般都需要数分钟, 不

利于提高筛选通量; 即使以较短的 HPLC 分析时间 2 

min/次为标准计算, 筛选 384 孔样品仍超过 12 h. 为

了提高筛选通量, Roddy 等[67]应用 Waters 公司生产的

四个电喷雾离子源并行于同一质谱仪的多重离子源

装置(MUX)和 Gilson 公司推出的含有多个自动进样

器的Multiple Probe进样装置, 四台液相色谱仪连续不

断进样分析, 筛选 384 孔酶抑制剂样品的时间在 2 h

左右. 这种高通量筛选模式依赖于多重离子源装置, 

不仅仪器价格昂贵, 而且质谱检测灵敏度相应降低

且交叉污染较难避免.  
 

 
图 2  FACE法测定药物与HSA亲合力示意图: H1代表药物对照品进样分析后的峰高, H2代表药物与HSA混合物进样分析后

游离药物的峰高, 两者比值 fu= H2/H1代表了药物与 HAS 的亲和力大小[57] 
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在其他生物样品前处理技术中, 固相萃取技术

(solid-phase extraction, SPE)所需样品量少, 便于自动

化操作, 可以大大缩短样品制备时间, 处理后的样品

通过流动注射直接进入质谱分析, 对于质谱法的高

通量筛选检测较为有利. Ozbal 等[68]和 Forbes 等[69] 

应用 SPE 前处理技术分别建立了乙酰胆碱酯酶

(AChE)抑制剂和磷脂酰丝氨酸脱羧酶(PSD)抑制剂

的质谱 HTS 模型. Maxine 等[70]应用 BioTrove 推出的

带有快速自动进样器的 RapidFire 质谱仪, 与 96 孔板

固相萃取自动化装置联用后 8 h 内可以筛选的酶抑制

剂样本超过 5000 个, 如采用 384 孔板筛选通量还可

以进一步提高. Quercia[71]应用该技术进行了蛋白激

酶 B(PKB/AKT1)抑制剂的高通量筛选, 并与传统的

邻近闪烁分析技术作了比较, 两者的筛选结果较为

接近, 验证了这种质谱检测方式在 HTS 中的可行性. 

虽然 SPE-FIA-MS 检测技术已经可在一定程度上满

足 HTS 的要求, 但为了避免交叉污染固相萃取柱无

法多次使用, 再加上本身的价格和高通量筛选必备

的自动化装置更进一步增加了检测成本, 这是目前

制约其广泛应用的主要障碍之一.  

4.2  MALDI离子源 

从检测方式上看 MALDI离子源检测无需分离程

序, 与微孔板兼容性更好, 分析速度和筛选通量较

ESI离子源更易提高, 最近在HTS中也开始得到应用. 

由于 MALDI 检测的基质组分会对低分子量段的质谱

检测产生干扰, 不利于检测小分子底物[72], Jason 等[73]

将 MALDI 离子源与选择性很高的三重四极杆质量分

析器(MS/MS)联用后可以有效消除这种干扰. 随后

Hofner等[74]将MALDI-MS/MS技术与 96微孔板联用, 

成功用于甘露糖(α1, 3)糖蛋白 β-1,2-N 乙酰葡糖氨基

转移酶(mGAT1)靶点的高通量亲和力筛选(图 3), 该

法通过检测标记物 NO 711 含量反映酶活力, 获得酶

促反应曲线进而计算样品与靶点的亲和力大小. 而

Greis 等[75]应用传统的飞行时间质量分析器(TOF)同

样实现了酶抑制剂的高通量筛选. 这些 HTS 模型在 

8 h 内的样品筛选数目都在 9000 个左右, 筛选通量要

显著高于 ESI 离子源, 但是 MALDI 离子源的定量重

现性较差[76], 应用该检测技术的 HTS 模型的筛选质

量仍有待进一步评价.  

 

图 3  MALDI 筛选 mGAT1 靶点亲和力示意图[74] 

5  电化学检测技术 

电化学检测技术作为现代分析技术的重要分支, 

在药物分析领域有着较为广泛的应用. 近年来, 依托

膜片钳技术(patch-clamp technique)的电化学检测手

段在以离子通道为靶点的高通量药物筛选中展现出

了独特优势[77, 78]. 细胞膜上的离子通道是一类重要

的药物筛选靶点, 作用于离子通道的药物在很多重

大疾病的治疗中发挥着重要作用[79]. 虽然与疾病相

关的离子通道不断被成功克隆, 但是对离子通道特

别是以电压门控离子通道为靶点的高通量筛选一直

受限于合适检测手段的缺乏[80]. 由于离子通道的功

能主要体现在控制细胞内外离子的进出, 因此研究

离子通道功能的最佳方法就是依托膜片钳技术直接

测定通过离子通道的电流, 其他的检测手段如荧光

标记技术只是间接反映这种功能的变化[81].  

膜片钳技术一般将玻璃电化学微电极尖端吸附

于细胞膜, 在微电极尖端的边缘与细胞膜之间形成

高阻抗封接, 记录通过离子通道的微小离子电流, 从

而研究其功能. 膜片钳技术信息含量大、分辨率高, 

被认为是离子通道分析的“金标准”[82]. 但是该技术

每次只能对单个细胞进行操作, 且操作步骤繁琐复

杂, 因此对高通量膜片钳技术的开发成为研究者必

然的选择[83]. 目前研究较多的是以带有微孔的平面

电极板代替传统玻璃微电极的平板膜片钳技术

(planar patch clamp technique). 平面电极板一般采用
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硅、玻璃、塑料等绝缘材料为载体, 在载体上构建 1~2 

μm的微孔作为电极, 微孔上方作为细胞外室, 下方

作为细胞内室, 并输入细胞内液流体, 再在细胞外室

插入金属丝构成完整的平板膜片电极, 测定时将细

胞引导到微孔上与细胞膜形成高阻抗封接, 这样就

可以简便快捷地实现多个细胞同时测定(图 4)[84, 85].  

平板膜片钳技术的发展为离子通道活性的大规模平

行筛选提供了可能, 因此各大公司纷纷推出以该技术

为基础的测量仪器. 较早的商品化仪器是 Molecular 

Devices 公司生产的 Ionworks 系统, 近来 Karczewski

等[86]应用该系统成功建立了以电压门控的Kv1. 5钾离

子通道为靶点的筛选模型; Farre[87]等将 Nation 公司生

产的 Port-a-Patch 系统应用于 HEK 细胞钠离子通道的

研究 , 显著提升了筛选通量 . Tao 等 [88]使用 Axon 

Instrument 公司生产的 PatchXpress 技术平台研究小分

子化合物对 hERG 钾离子通道的药理作用, 在保证测

量可靠性的同时体现了较高的筛选通量.  

应用这些检测仪器, 平板膜片钳技术的筛选通量

可达到 384 孔样品/h, 已经可在一定程度上满足离子

通道的 HTS 要求. 然而目前得到应用的筛选模型成功

率普遍在 70%左右, 而且检测仪器昂贵, 特别是实现

高通量检测的平面电极板价格不菲且难以循环使用, 

这无疑限制了该技术的进一步应用. 当然针对上述不

足, 研究者也仍然在不断发展、改善该项检测技术, 我

们有理由相信以电化学检测为基础的膜片钳电极阵列

技术将在离子通道的 HTS 中发挥更为重要的作用.  

6  热分析检测技术 

各种热分析技术是药物熔点测定、纯度检查、多

晶型分析、药物中结晶水与吸附水确认等新药研究项

目中不可或缺的重要技术 .  其中差示扫描量热法 

 

 

图 4  平板膜片钳技术工作示意图[84] 

(differential scanning calorimetry, DSC)是通过测量热

量变化与温度、时间之间关系的一种技术. 以该技术

原理为基础的等温滴定量热法 (isothermal titration 

calorimetry, ITC)目前已经在分子识别、蛋白质-蛋白

质相互作用、蛋白质-小分子相互作用等生物热动学

研究中得到了广泛应用[89]. 药物分子与生物活性分

子如蛋白受体、酶之间的相互作用, 与上述生化反应

一样往往伴随着热量的变化, 因此将等温滴定量热

法作为检测手段进行高通量药物筛选日益受到研究

者的重视[90].  

等温滴定量热法的工作原理与常规差示扫描量

热法相似 ,  只是增加了一个配体滴定模板 (l igand 

titrant)(图 5). 应用 ITC 法研究药物分子与受体间相

互作用时, 常采用一定量的受体分子作为被滴定物, 

而一定浓度的药物分子作为滴定配体匀速地滴加到

受体分子所处的隔热罩中, 同时测量滴定过程中样

品池(sample cell)和参比池(reference cell)热量差的变

化, 获得滴定热量差随时间的变化曲线图. 结合根据

单点结合模型所建立的数学表达式对该变化曲线进

行非线性拟合, 可求算得到药物分子与受体之间的

亲和力常数[91]. 在上述实验和数据处理模型基础上, 

ITC 法在以核苷酸[92]、蛋白受体[93]、酶[94]为靶点的

药物快速筛选中得到了一定应用. 由于 ITC法不仅能

够测得体系吉布斯自由能的变化, 还能够同时测得

体系中焓变和熵变对吉布斯自由能变化的数据, 因

此在测定亲和力常数之外, ITC 法可以提供更多关于

结合反应特征的信息. Carbonell等[95]应用 ITC法研究

了他汀类降血脂药物与 HMG-CoA 还原酶受体靶点

之间的结合性质, 根据不同药物结合反应时焓变和

熵变对吉布斯自由能变化的不同贡献, 认为结合过 

 

 

图 5  等温滴定量热仪工作示意图[91] 
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程中体系的焓变反映了药物与受体靶点的特异性结

合力, 与药效相关; 而熵变反映了药物的非特异性结

合力, 与药物的副作用相关.  

由于热效应是各种生物化学反应的本质特征之

一, 因此 ITC 法检测的应用范围较广; 而通过 ITC 法

检测可以研究药物与受体靶点结合的特异性, 这更

是其他检测技术较难具备的特殊优势, 凸显了 ITC法

在高通量药物筛选中诱人的应用前景[96]. ITC 法在

HTS 中应用的主要障碍在于筛选通量的不足, 即使

采用最新商品化的 Micro Cal 微型 ITC 仪进行药物筛

选, 一天的筛选容量也仅为 384 孔样品, 与其他检测

技术尚有不小差距[97]. 加上 ITC 法进行药物筛选时所

需靶点分子的用量较大, 因此目前 ITC 法仅在药物确

证筛选方面发挥了一定作用, 要作为 HTS 的常规检测

技术仍需要在仪器微型化方面取得进一步的突破[98].  

7  核磁共振检测技术 

核磁共振是指一种核磁矩不为零的原子核, 在

外磁场的作用下, 核自旋能级发生塞曼分裂, 共振吸

收特定频率的射频辐射的物理过程. 自上个世纪 50

年代发现这一现象以来, 核磁共振技术逐渐成为解

析有机化合物结构的有力手段. 近年来随着高场核

磁共振仪的问世和多维谱技术的成熟, 核磁共振技

术的应用范围也从有机小分子拓展到了生物大分子

领域. 作为目前在原子分辨率下测定溶液中生物大

分子三维结构的唯一手段, 核磁共振技术在研究蛋

白质-配基相互作用方面具有特殊优势, 是新药研发

的重要研究技术之一[99].  

在先导化合物确证和优化中, 一般对不同药物

浓度与蛋白质相互作用后、蛋白质 1H-15N HSQC 

(heteronuclear single quantum coherence)谱在接近生

理条件下鉴定或验证候选药物与靶点亲和力的大  

小[100], 但对于 HTS 而言, 费时、昂贵的二维谱并不

适合作为一种常规的检测手段, 研究者一般致力于

将分析时间较短的一维核磁共振谱应用于高通量筛

选[101, 102]. Robert 等[103]提出将 1H-NMR 应用于药物筛

选的方法, 其主要原理在于通过滴加受体分子, 根据

不同受体浓度对于小分子化合物 1H 谱吸收峰强弱的

变化, 结合一定的数学处理模型计算得到亲和力的

大小. 利用该技术测得了 27 个化合物与人血清白蛋

白之间的受体亲和力, 并将其与常规手段测定结果

进行了线性回归, 回归系数达到 0.81. 通过不同浓度

样品与检测信号变化的关系来测定受体亲和力的大

小是高通量筛选中常用的筛选形式, 应用该法时一

般测量 6 个浓度点以上样品, 以便获得稳定的亲和力

常数. 鉴于核磁共振技术分析速度慢, 且难以并行检

测, 无疑应用单点竞争筛选法更为现实.  

单点竞争筛选试验需要使用一种参比物作为探

针分子, 通过研究待测样品对探针分子与受体亲和

的竞争程度来推算样品的受体亲和力, 应用核磁共

振技术时这种竞争程度可通过核磁共振谱中检测信

号的变化来反映[104]. 目前研究较多的一种筛选方式

是 Dalvit 等[105]提出的 19F-NMR 竞争筛选法, 该法通

过测量待测样品加入前后 19F-NMR 谱共振信号强度

的变化来表征待测样品对探针分子的竞争置换能力, 

可供检测的靶点包括了丝氨酸/苏氨酸 p21 活化激酶、

人血清白蛋白等[106]. 这种技术关键是需要找到与受

体有一定亲和力的 19F 标记探针分子 , 虽然目前

ACD-SC(available chemicals directory-screening 
compounds)筛选化合物库中大约 12%的分子含有氟

原子, 但是很多情况下仍然需要专门合成这种探针

分子[107, 108]. 为提高检测的通用性, 最近研究者又转

向运用 1H-NMR 竞争筛选法[109], 但是这种方式中的

探针分子与待测样品之间的谱线往往会发生重叠 , 

实际应用中仍有很大的局限性.  

总体来看, 与核磁共振技术在解析生物大分子

结构和研究其相互间作用的重要性地位相比, 核磁

共振检测技术在高通量药物筛选中仍未得到广泛应

用. 这主要是由于核磁共振技术设备要求高, 难以并

行检测, 且筛选所需受体用量大等限制造成的. 但是

核磁共振技术从原子核维度提供样品与受体作用的

信息, 其价值又是其他检测技术所不具备的, 预期未

来会在 HTS 中发挥更为重要的作用.  

8  总结与展望 

针对 HTS 的特殊要求, 一种理想的分析检测技

术应具备下列特点: 高通量; 原位直接检测; 检测成

本低; 靶点无需标记或修饰; 精准地反应筛选结果, 

避免出现假阳性或假阴性结果 ; 适合初次筛选

(primary screening)、深入筛选(secondary screening)和

确证筛选(confirmatory screening); 适合受体、酶、离

子通道、细胞等多种筛选模型. 应该说, 到目前为止
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并没有一种检测技术能完全具备上述特征, 仍然需

要不断发展各种高通量筛选检测技术.  

HTS 中的光学检测技术具有无需分离即可实现

原位检测、筛选通量高、检测成本低、检测仪器成熟

的突出优势, 只是筛选系统本身就具有理想的光学

检测信号的机会并不多, 因此在高通量药物筛选中

往往要结合标记技术以扩展光学检测的应用范围 . 

这种光学标记检测技术灵活多样, 已成为高通量药

物筛选中应用最为广泛的检测方法之一. 随着研究

的深入, 发现了生物活性分子键合标记分子后, 可能

引起构象变化, 活性结合位点的覆盖和空间阻碍等

一系列不利因素, 易造成药物筛选中出现假阳性与

假阴性结果.  

正是由于标记检测技术在应用中存在着诸多不

足, 近年来与之相对应的一种称为非标记检测技术

(label-free technologies)的概念逐渐兴起与流行, 迅速

成为HTS研究领域的新热点[110, 111]. 非标记检测技术

所涵盖的并不仅限于光学传感器检测技术, 其他的

一些检测技术, 如质谱检测技术、膜片钳电极阵列技

术、热分析检测技术等实际上都具有非标记检测的特

征. 与光学检测技术相比较而言, 这些检测技术能够

提供丰富的样品与靶点作用信息, 准确地反应筛选

结果, 避免了假阳性或假阴性结果的出现, 其优势已

不仅是非标记这一点. 此外, 解析生物大分子结构的

重要技术手段如核磁共振技术、X射线晶体衍射技 

术[112]、电子显微镜技术[113], 在高通量药物筛选中的

应用价值也逐渐受到研究者的关注.  

非标记检测技术虽然还受到检测成本、检测通量

等方面的限制, 目前在高通量药物筛选中应用范围

也还没有光学检测技术那么广泛, 但在一些筛选模

型应用中已经体现出了诸多优势, 完善、发展这些检

测技术已被视为未来高通量药物筛选研究的重要发

展方向[114]. 而这些技术的进一步发展与应用, 必将

表明合理运用现代药物分析技术的重要性, 在推动

高通量药物筛选技术发展乃至创新药物发现中起着

关键作用.  
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Development of modern detection technologyfor high-throughput 
screening 

ZHENG Feng, LIU WenYing & WU Zheng 
Key Laboratory of Drug Quality Control and Pharmacovigilance, Ministry of Education; Department of Pharmaceutical Analysis, 
China Pharmaceutical University, Nanjing 210009, China 

 
Abstract: High-throughput screening (HTS) is an important strategy for drug discovery. Because high-throughput 
screening results may be presented only by suitable detection methods, detection technology for high-throughput 
screening is necessary for the realization of HTS. In this paper, the development of detection technology for high- 
throughput screening is summarized, including optical analysis, chromatographic analysis, thermal analysis, 
electrochemical analysis, mass spectrum analysis, NMR analysis, etc.  

Keywords: high-throughput screening, modern detection technology 
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