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摘 要: 药物筛选是应用适当的筛选方法和筛选技术从海量化合物中筛选出具有药理活性的化合物的方法，

是提高研发效率、缩短周期、减少成本、降低风险、使新药研发能够持续进行的关键。药物筛选新技术的开

发已成为医药科学研究的重要内容。该文就近年来发展的药物筛选新技术及其应用进行了简要综述。
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Abstract: Drug screening is to apply the appropriate screening methods and screening technologies to
extract the pharmacological active compounds from vast amounts of compounds． Drug screening is the
key to improve the drug research efficiency，accelerate research cycle，cut down research cost and
reduce investment risk，which makes the new drug research and development can be sustained． Drug
screening new technologies have also become the important content of pharmaceutical research． More
and more drug screening technologies have been developed，such as high throughput screening tech-
nology，high content screening technology，surface plasmon resonance technology and microfluidic
chip technology，etc． These new drug screening technologies and their application are reviewed in
this article．
Key words: drug screening; high throughput screening; high content screening; surface plasmon
resonance( SPＲ) ; microfluidic chip

医药产业是事关国家未来经济社会发展的重要战略性产业，是世界公认的最具发展前景的国际化

高技术产业之一。新药研发带来的新技术创新和新品种上市是推动医药产业发展的源动力。随着现代

科技的发展，计算机模拟设计、化学合成、生物提取、天然产物提取等领域的技术突飞猛进，使得目

标化合物的获取更加快速高效，并在此基础上建立了以来源、结构、作用等不同特点进行分类的各种

化合物库，化合物库的样品数量从几百到上百万不等［1 － 2］。如美国 ChemDiv 公司拥有全球最大的小分

子化合物库，除了目前库存的 125 万种化合物以外，每年以 15 万种新化合物的速度递增。我国的化合

物样品库储量在 2015 年将超过 100 万个，具有结构多样化、存储专业化、管理集中化、信息系统化和

质控标准化等特点。如何从海量的化合物中筛选出有药理活性的化合物或先导化合物，是目前医药行

业的研究热点之一，也是各科研院所、医药公司倾力投资发展的一个重要方向［3 － 4］。
药物筛选是指对可能作为药物使用的各种物质，包括化学合成的化合物、蛋白多肽、天然产物、

海洋产物等，应用适当的筛选方法和筛选技术，检测其可能存在的药理活性，为开发新药提供实验依

据的方法，是连接药物从实验室研究到临床应用的重要纽带，也是提高研发效率、缩短周期、减少成
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本、降低风险、使新药研发能够持续进行的关键［5］。药物筛选的历史悠久，所采用的技术、方法也在

不断进步，新技术的应用，促进了药物筛选的发展和进步。应用新的药物筛选技术也成为医药科学研

究的重要内容［6］。本文就近年来新发展的药物筛选技术并结合现有的药物筛选技术及其应用进行了简

要综述，主要包括高通量筛选技术、高内涵筛选技术、表面等离子体共振技术及微流控芯片药物筛选

技术。

1 高通量筛选技术

1. 1 高通量筛选技术的发展

高通量筛选( High throughput screening，HTS) 技术，首先需要配备快速处理样品的全自动工作站，

灵敏快速的检测仪器和强大的计算机控制系统等硬件设备，以分子水平或细胞水平的实验方法为基础，

以微孔板作为实验工具载体，通过程序控制，同一时间对数以千万的样品进行检测，并以相应的数据

库系统支持整体运转的技术体系［7］。HTS 技术大多是以光学检测为基础而建立的分子水平或细胞水平

的分析检测方法，包括光吸收检测、荧光检测、化学发光检测等。由于 HTS 在创新先导物的发现过程

中具有快速、高效、微量等特点，虽然其出现只有几十年时间，却已在全世界新药研究机构、大型医

药公司的创新药物发现过程中广泛应用。HTS 模型以分子水平居多，筛选的靶点包括离子通道、酶和

受体等。HTS 通常以单一的筛选模型对大量样品的活性进行评价，从中发现针对某一靶点具有活性的

样品［8］。靶标库和化合物库的建立，不仅为创新药物的发现提供了机遇，也对 HTS 效率提出了新的要

求，使 HTS 朝着日筛选规模越来越大，速度越来越快的方向发展。目前已形成了可日筛选 10 万样次的

超高通量筛选技术( Ultra high throughput screening，uHTS) ［9 － 10］。

1. 2 高通量筛选技术的应用

潘丽等［11］建立了稳定可靠的以转导与转录激活子( STAT3) 为靶标的抗肿瘤 HTS 模型，应用该模型

对 8 248 个潜在的抗癌药物进行筛选，抑制率在 80%以上的有 5 种，在 500 μmol /L 药物浓度下，化合

物 MDC6 的抑制率最高为 92%，为后续 MDC6 的抗癌研究提供了可靠的前期数据。罗睿等［12］建立以蛋

白激酶 A 为靶点的抗结核药物 HTS 模型，利用该模型对 4 000 个微生物发酵液粗提物样品进行筛选，

最终得到 21 个抑制蛋白激酶 A 活性的阳性样品，阳性率为 0. 53% ; 以耻垢分枝杆菌和海分枝杆菌为

检定菌，平板纸片法检测阳性样品的抗分枝杆菌活性，然后对 HTS 筛选的阳性样品的细胞毒性和酶活

抑制特异性进行评价，最终得到 8 个阳性样品，其中有 4 个阳性样品的酶活抑制特异性、抗菌活性均

较好，且细胞毒性较低，证明该筛选模型得到的阳性药品值得进一步研究。随着耐药菌株的出现，抗

生素的研发变得更加紧迫。应用 HTS 技术，能快速从人工合成化合物库或天然产物化合物中筛选出具

有潜在抗菌活性的物质。Duetz 等［13］提供的高通量发酵技术能在 96 孔板中进行菌种发酵，发酵过程能

与自动化的提取和扫描平台整合。该方法能够在较短时间内研究多达 20 种不同的培养基质对微生物次

级代谢产物的影响。平板霉素正是采用这种新筛选方法得到的产物［14］。流感病毒的 PA_ N 蛋白高度保

守，且具有核酸内切酶活性，是抗流感药物研发的潜在靶点。张国防等［15］采用 HTS 体系，从 372 种化

合物中筛选出 3 种对流感病毒 H5N1 的 PA_ N 蛋白抑制作用较好的化合物。将这 3 种化合物分别与 PA
_ N 蛋白进行分子对接模拟，结果显示它们均可与 PA_ N 蛋白活性位点的二价金属离子和氨基酸残基

相互作用，从而为抗流感病毒药物的发现提供了先导化合物。Canavaci 等［16］建立了用化学发光方法检

测 β-半乳糖苷酶的 HTS 模型，以 384 孔板为载体，筛选了 NIH 化合物库中的 303 224 种化合物，得到

4 394 种能对抗美洲锥虫病的阳性样品，随后的毒性检测显示，其中有 3 005 种化合物的 IC50 ＜ 10
μmol /L。本课题组将由 Tecan 公司的全自动工作站及其连续波长多功能酶标仪组成的高通量筛选系统

用于自主合成的化合物，包括 β2 受体激动剂、PDE4 抑制剂、乙酰胆碱酯酶抑制剂以及自由基清除剂

的大量筛选，得到了具有潜在药理活性的先导化合物［17 － 19］。

2 高内涵筛选技术

2. 1 高内涵筛选技术的发展

细胞生物学研究已成为生命科学研究领域中最为重要的部分，尤其是步入到后基因组时代，科学

付晓伟
Highlight
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家不再简单割裂地研究单个基因或单个蛋白的功能，而是开始从一个功能整体的角度考虑问题。HTS
技术单指标的筛选方法，已经不能满足药物发现的需要，而且也不利于对化合物活性的综合评价。因

此，以多指标多靶点为主要特点的高内涵药物筛选( High content screening，HCS) 技术应运而生［20 － 21］。
HCS 的仪器一般由白色连续光源、多通道滤光片( 适于常用的荧光染料) 、显微镜模块和高速高分辨率

的 CCD 照相机进行图像获取，同时还可以配备细胞培养和自动加样模块进行长时间全自动的实验分

析。基于激光的硬件聚焦系统使得自动对焦在 200 ms 以内，再结合软件聚焦，完善了对拍摄对象的快

速定位和图像获取。除了图像获取部分外，图像采集、图像分析和数据储存也是高内涵药物筛选设备

的主要组成部分。
20 世纪 70 年代 Talyor 等［22］最早提出高内涵概念，此后该课题组一直致力于开发定量研究细胞的

新工具，1996 年，Talyor 成立了 Cellomics 公司，并于 1999 年研发生产了世界第一台商用 HCS 仪器。
进入 21 世纪，单克隆抗体技术、细胞的制备方法、荧光染料的开发、仪器设备的改进以及计算机的发

展，使得 HCS 技术作为一门生物检测技术已经日臻完善，应用领域日趋广泛［23］。
相对于 HTS 结果单一，HCS 是筛选结果多样化的一种筛选技术手段。HCS 模型主要建立在细胞水

平，通过观察样品对固定或动态细胞的形态、生长、分化、迁移、凋亡、代谢及信号转导等多个功能

的作用，涉及的靶点包括细胞的膜受体、胞内成分、细胞器等，从多个角度分析样品的作用，最终确

图 1 HTS 和 HCS 的共同点和差异性比较［24］

Fig. 1 The similarities and differences between HTS and HCS［24］

定样品的活性和可能的毒性。HCS 技术克服

了以往细胞研究领域的“串行”研究方法( 即

细胞周期→细胞毒理→信号转导→代谢调控

等) 效率低、速度慢的弱点，在同一实验中，

可完成各种对于细胞生理现象本质的研究。
这不仅大大提高了研究效率，降低了研究成

本，避免了大量的重复劳动，同时获得了比

之前成倍，甚至成百倍的海量数据，为各项

研究提供了第一手实践材料。图 1 直观比较

了 HTS 和 HCS 的共同点和差异性［24］。从实验

载体上看，HCS 与 HTS 无显著区别，均是在

微孔板( Microplate) 上进行，两者的样品消耗

量一致，实验操作同样简单可 行、自 动 化。
从实验结果看，HTS 实验结果单一，通常只

获得每个样品孔的最终读数。而 HCS 的实验

结果多样化，既有样品孔的最终读数，还有

细胞计数、细胞形态学分析、细胞空间结构

分析、细胞成像等多种实验结果。

2. 2 高内涵筛选技术的应用

Baniecki 等［25］将 HCS 用于寻找抗疟新药，认为使用基于图像的 DAPI 恶性疟原虫生长实验，可以

检测到单个疟原虫; 而使用 DAPI 恶性疟原虫生长实验和 ［3H］ 标记的次黄嘌呤实验，96 孔板上得到

的读数结果显示，具有活力的疟原虫比例为 0. 25%。两种实验手段的结果比较表明，HCS 的灵敏度及

可靠性显著提高。Xu 等［26］针对一系列与肝毒性直接相关的细胞表面形态变化，建立了一个 HCS 检测

方案。在检测 300 多种药物和化合物( 其中包括许多可以导致人类罕见的肝毒性药物) 时，使用该检测

方案，检出率达 50%～ 60%，假阳性率非常低，仅为 0 ～ 5%。Moffat 等［27］建立了一种基于 HCS 的方

法，来鉴定有丝分裂进程中所必须的基因，并针对 5 000 种表达独特的 shＲNA、以 1 028 个人类基因作

为靶点的慢病毒载体进行筛选，筛选到约 100 个( 新型) 增殖相关的候选调控元件。此外，在药物毒性

筛选方面，采用基于荧光成像的 HCS 进行筛选，能够从单个细胞水平观察到细胞内部正在发生的事

件，实验结果比传统的 MTT 法的灵敏度更高，信息量更大，结果更可靠，从而降低了后续的药物开发

研究失败的风险［28 － 29］。本实验室建立了以核转录因子 NFκB 为靶标的 NFκB － U2OS 细胞质核转染高内
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涵筛选模型，通过自动获取细胞质与细胞核的荧光强度差值( MEAN，Circ Ｒing Avg Inten Diff Ch2) ，阳

性组的差值比阴性组差值大 8 倍以上，说明 NFκB 在药物刺激下入核明显。96 孔板方法评估因子 Z －
factor≥0. 5。这一模型适于以 NFκB 为靶标的高内涵药物筛选。

3 表面等离子体共振技术

3. 1 表面等离子体共振技术的发展

表面等离子共振( Surface plasmon resonance，SPＲ) 是指当一束平面单色偏振光以一定角度入射到镀

在玻璃表面的薄层金属膜上发生全反射时，若入射光的波向量与金属膜内表面电子的振荡频率一致，

光线即被耦合入金属膜引发电子共振，即表面等离子共振。由于共振的产生，会使反射光的强度在某

一特定的角度大大减弱，反射光消失的角度称为共振角。共振角的大小随金属表面折射率的变化而变

化，而折射率的变化又与金属表面结合物的分子质量成正比［30］。由此，在 20 世纪 90 年代发展了应用

SPＲ 原理检测生物传感芯片( Biosensor chip) 上的配体与分析物作用的新技术［31 － 33］。在该技术中，待测

生物分子被固定在生物传感芯片上，另一种被测分子的溶液流过表面，若二者发生相互作用，会使芯

片表面的折射率发生变化，从而导致共振角的改变。而通过检测该共振角的变化，可实时监测分子间

相互作用的动力学信息。虽然 SPＲ 筛选通量不及 HTS 和 HCS，但其不需任何标记，能在更接近生理溶

液的环境中直接研究靶标和分析物的相互作用，使之在药物研究中占据着重要的一席之地。随着商品

化 SPＲ 生物传感器仪器技术的逐步成熟，仪器的管路系统、进样方式及检测速度等也发生了巨大变

化，从最初的单点单通道分析到多通道阵列式分析，在分析通量和数据质量方面有了很大改进［34 － 36］。
近年来在药物筛选领域得到了广泛应用。图 2 展示了不同时期 SPＲ 芯片的通路变化［34］，其中 A 为一对

一模式，每个位点相互独立，任何一个样品只能流过其中某一个通道，通道间不能互为对照。B 是 Bi-
acore 3000 型芯片格式，4 个位点用管路相连，任何一个位点可以为其它 3 个位点做空白背景的对照;

C 是 Biacore T100 型芯片格式，1 － 2 通道和 3 － 4 通道直接相连，使相邻的两个位点间距离明显缩短，

对照效果更好，基线更平稳; D 是 Biacore S51 的芯片格式，可以同时分别进 4 个样品，任一通道均可

作为对照通道。G 被衬为一次动力学模式芯片，是 Bio － Ｒad ProteOn XPＲ36 的芯片格式，可以一次性

平行标记 6 个配体，芯片再旋转 90°，在垂直方向平行流过 6 个分析物或者 6 个不同浓度梯度的同一分

析物，一次进样可完成两个分子间的动力学监测。

图 2 各种 SPＲ 传感器的芯片格式［34］

Fig. 2 Schematic of flow cell configurations in the SPＲ instrument［34］

A． one － on － one approach( 一对一模式) ; B /C /D． one － on － several approach( 一对二 /三模式) ，B． the chip for Biacore 3000 ( Biacore
3000 型芯片格式) ，C． the chip for Biacore T100 ( Biacore T100 型芯片格式) ，D． the chip for Biacore S51( Biacore S51 的芯片格式) ;
E /F． one － on － many approach( 一对多模式) ，F． the Flexchip( Flexchip 的芯片格式) ; G． one － shot － kinetic( 一次动力学模式) ，

the chip for Bio － Ｒad ProtenOn XPＲ36( Bio － Ｒad ProteOn XPＲ36 芯片格式)
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3. 2 SPＲ 技术在药物筛选中的应用

随着 SPＲ 技术检测灵敏度的提高，SPＲ 的检测对象不再局限于大分子之间的相互作用，也可以实

现蛋白质 － 小分子、核酸 － 小分子之间相互作用的检测。由于 SPＲ 技术能够直接反映两个分子间相互

作用的强弱和动力学模式，所以采用 SPＲ 方法可对蛋白化合物库、小分子化合物库等进行筛选，假阳

性率大大降低［37 － 39］。Geschwindner 等［40］采用 SPＲ 筛选以蛋白片段为靶标的小分子活性化合物，比传

统检测方法得到更多的活性物质，且 SPＲ 方法的 Z － factor( 为 0. 67) 远高于传统的检测方法( 为 0. 37) ，

说明 SPＲ 筛选方法所得结果更稳定可靠。G 蛋白偶联受体( GPCＲs) 是细胞信号传导中的重要蛋白质，

其拓扑构象为 7 次跨膜的受体，同源性较低，当膜外的配体作用于该受体时，该受体的膜内部分与 G
蛋白相互结合，激活 G 蛋白。大多数的细胞激素和神经递质细胞内外的交流通过 GPCＲ 信号通路完成，

药物作用于 GPCＲs 从而达到治疗目的。迄今已发现作为治疗药物靶点的蛋白总数约 500 个，而 GPCＲs
靶点占其中受体的绝大多数。很多科研工作者先后进行了用 SPＲ 技术筛选 GPCＲ 配体及药物的研

究［41 － 44］。本课题组利用 ProteOn XPＲ36 仪器，建立了分别以 DNA、ＲNA 和 POT1 蛋白、Aβ 蛋白等为

靶标的小分子药物筛选模型，可对源源不断新合成的化合物进行初步的活性筛选，为化合物的进一步

开发研究提供了非常有参考价值的实验数据［45 － 50］。

4 微流控芯片技术

4. 1 微流控芯片技术的发展

在毛细管电泳发展的基础上，20 世纪 90 年代 Manz 等［51］提出了微全分析系统，即微流控芯片( Mi-
crofluidic chip) 或芯片实验室( Lab on a chip) ，它是将化学和生物等领域中所涉及的样品制备、反应、
分离、检测及细胞培养、分选、裂解等基本操作单元集成或基本集成到一块几平方厘米( 甚至更小) 的

芯片上，由微通道形成网络，以可控流体贯穿整个系统，用以取代常规化学或生物实验室的各种功能

的一种技术平台［52］。经过几十年的飞速发展，微流控芯片系统的芯片制作、检测器研制、加样操作等

相关技术已日趋成熟并规模化，其应用范围覆盖了医学、药学、生命科学、环境科学等诸多领域，在

药物筛选方面也得到了非常广泛的应用［53 － 55］。并凭借其样品及试剂消耗少、分析速度快、效率高、操

作模式灵活多变，以及可在生理环境或接近生理环境下运行等优点，为大规模高通量药物筛选提供了

绝佳的实验和检测技术平台。微流控芯片是最有可能满足高通量筛选要求的新兴技术平台之一［56］。

4. 2 微流控芯片技术在药物筛选中的应用

在微流控芯片上进行药物筛选，可大致分为分子水平、细胞水平和整体动物水平 3 大方面的药物

筛选。在分子水平的药物筛选中，美国 Caliper Life Sciences 公司将微流控芯片技术应用于药物筛选领

域，开发了微流控芯片实时动力学检测功能的 EZ Ｒeader 系列药物筛选平台，在不加中止试剂的情况

下检测酶学实验。用于实验的底物是带有荧光标记的多肽，底物在反应体系中酶的作用下转变为产物，

其所带的电荷也发生相应的变化，利用底物和产物所带电荷的不同，将二者在芯片通道中进行分离，

并分别检测。在检测过程中，96 或 384 孔板中的反应物通过芯片底部的吸样针被吸入芯片通道。由于

在芯片的分离通道上施加了分离电压，带有荧光标记的多肽底物和反应产物由于电荷的不同而被分离，

然后在检测窗口进行检测( 见图 3) 。在检测每一个样品时，可以同时看到底物和产物的信号。该系统

可用于大规模的激酶抑制剂筛选［57 － 58］。本课题组已在 EZ Ｒeader 平台上开展激酶抑制剂的筛选研究。
在细胞水平的药物筛选上，微流控芯片也具有独特优势。它可以将细胞种植、培养、标记、刺激、加

图 3 微流控芯片分离检测酶产物和底物的示意图
Fig. 3 Schematic of mobility － shift assay

药、梯度稀释等操作通过微通道网络流体控制技术

集成到一张芯片上完成，保持了细胞结构的完整

性，可全面记录细胞对药物刺激的各种反应。Ye
等［59］构建了一套用于细胞水平药物筛选研究的集成

化微流控芯片系统，芯片结构的主体部分是由 8 个

金字塔形的浓度梯度生成器网络结构围绕一个公共

的废液池构成，网络结构单次可产生 64 种药物作用

条件，并获得 192 种细胞生物信号。为了进一步提
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高药物筛选的准确性，在体的药物筛选越来越受到人们的重视，并且为了降低筛选成本，会优先使用

一些模式生物来筛选药物，如秀丽隐杆线虫、斑马鱼胚胎等。微流控芯片则成为实现整体动物水平药

物筛选的良好平台［60 － 63］。本课题组［63］在微流控芯片上建立了斑马鱼癫痫模型，研究了维生素 C 和苯

妥英钠对斑马鱼幼鱼癫痫的解救作用。此外，《分析测试学报》近期策划的专题——— 《微流控技术在

分析检测中的应用》，对我国微流控技术在分析检测领域的最新研究成果进行了总结与集中报道，其中

也凸显了微流控技术在药物筛选中的应用优势［64 － 65］。

5 展 望
新药开发，有助于治疗人类所面临的各种重大疾病，提高患者的生存质量，延长寿命，而药物筛

选则是发现新药的关键环节。药物筛选新技术的应用，能更快速有效地从庞大的化合物库中筛选出有

药理活性的药物，提高新药开发速度，降低新药研发成本。药物筛选新技术之间的相互融合匹配将能

更好地达到药物筛选的目的。比如 HTS 技术可借鉴 HCS 的成像系统，将检测对象的反应过程通过精密

数码相机记录下来，为药物活性评估提供更全面的信息。HCS 的发展可更加切实地做到高内涵筛选，

目前已发表的有关 HCS 论文中，60%～80% 的文章只用到双通道成像检测细胞对药物刺激的变化，离

多通道高内涵检测还有一定距离［66］。经过 HTS 和 HCS 筛选的靶标和药物，可以采用 SPＲ 技术进行二

次筛选，以进一步确证药物的活性，降低药物开发的投资风险［67］。微流控芯片技术由于其微型化集成

化的特点，有望集成 HTS、HCS 以及 SPＲ 筛选技术于一体，既能在分子水平评估药物活性，也能在细

胞水平监测药物对细胞的影响，从而更加全面完整快速地对药物进行筛选。毫无疑问，随着科技进步

及社会发展的需要，新的药物筛选技术会不断出现，各种新兴技术各自发展又相互融合是未来药物筛

选技术的发展方向，这将为新药开发提供更强有力的技术支持，从而为人类的健康带来福音。
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