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Abstract：The cellular thermal shift assay (CETSA) can be used to detect directly the binding target with something in cells basing on the changes of
the protein thermal stability. The assay have been applied in the new drug research and development, drug evaluation and optimization, gene
expression and disease treatment, and has been gradually developed with continuous research and application. The combination of CETSA with two-
dimensional gel electrophoresis (2-DE), mass spectrometry (MS) and fluorescence detection has expanded the application scope and value of this
technology. This paper reviews the basic principle, application and development of CETSA technology, and looks forward to providing reference for its
application in clinical diagnosis and treatment.
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细胞热转移技术（cellular thermal shift assay，
CETSA）是一种可直接检测细胞或组织内药物与靶
标蛋白结合程度的研究方法，自 2013年研发以来，
被广泛应用于靶标蛋白的分析，其中大多数是细胞

内的可溶性靶标蛋白；CETSA 最早通过 PCR 和蛋
白免疫印迹（Western Blot，WB）技术显示靶标结合
情况，随着该技术的不断发展，CETSA可在高密度
微孔板中用均相法测定、显示靶标结合情况，这一发

展实现了 CETSA 向高通量模式的转变 [1]。目前，

CETSA与双向凝胶电泳（2-DE）、质谱分析法（MS）
和荧光检测法等技术的结合，推动了 CETSA走向一
个新高峰，这有可能为蛋白质及其相关学科研究提

供新的方向。本文将对该技术的原理、应用以及相

关进展进行综述，以期为推进 CETSA技术的应用和
发展，生物大分子结合研究提供参考。

1 CETSA技术的原理
蛋白质分子的空间构象决定了特定理化性质，

细胞组织中的蛋白质可与相应分子结合。CETSA的

原理如下：蛋白质溶液在聚集温度（aggregation tem原
perature，Tagg）或熔解温度（melting temperature，Tm）
加热，会以类似于蛋白质纯化的方式先进行展开而

后聚集，而当小分子物质与靶蛋白结合后，会使靶蛋

白的热稳定性增加，这种改变了 Tagg或 Tm从而改
变热诱导蛋白质的聚集，被称为细胞热转移[1]。该技

术的主要步骤是先用实验组（药物）和对照组（空载）

分别处理活细胞或细胞裂解液，并在数分钟内用热

（37 益~70 益）分别处理两组，然后离心去除因热变
性而沉淀的蛋白，取上清可溶蛋白样本，采用 WB、
2-DE、MS等实验方法测定并对比实验组和对照组
中的可溶性蛋白点，寻找出其中因热稳定性发生变

化而在两组中显示有所差异的蛋白, 并按常规方法
测定其氨基酸序列，再根据序列检索蛋白质数据库,
进行生物信息学分析，最后根据分析结果验证该蛋

白的功能[2]。

2 CETSA技术的应用
2.1新药研发 在 CETSA被发明之前，药物开发面
临多重挑战，临床上大多数作用于细胞或组织的药

物是通过直接与一个或几个靶蛋白结合而达到治疗

效果的，而药物与靶蛋白的结合不能在细胞和组织

中直接测量，研究者常需根据药物在临床试验中的

成败才能证明该药物能否与细胞或组织中的预期药

物靶点结合，这导致药物研发成本高、周期长、危险
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性大。CETSA作为一种非标记方法，可用于直接确
认药物是否与预期靶点结合，从而保障新药的研发。

此外 CETSA能在研究药物作用的相关通路与机制
的同时，确定药物作用靶标的先后次序[3]。CETSA的
这些优势不仅克服了以往药物研发中的难关，还促

进了药物大规模的开发。目前，CETSA已运用于抗
微生物药物、抗肿瘤等药物的研发中，并取得一定成

效，它很可能成为临床前研究和临床药物开发的一

个有效工具。

登革热病毒和寨卡病毒为主要的黄病毒，该种

病毒造成了世界性的健康和经济问题。Rothan HA
等[4]发现 Hrd1泛素连接酶介导的内质网相关蛋白
降解通路可调控黄病毒在宿主内的复制，而化合物

CDDO-Me作为 Hrd1泛素连接酶的抑制剂，对登革
热病毒和寨卡病毒具有广谱活性。应用 CETSA发
现，CDDO-Me与 Hrd1通路中的关键蛋白 grp94结
合而发挥作用，如果对 grp94蛋白抑制剂进行深入
的研究，就很可能会产生一类新的广谱抗黄病毒药

物。与此相似，甲型流感病毒感染是一种威胁人类

健康的世界性公共卫生疾病，随着现有抗流感药物

耐药性的不断增强，迫切需要新的抗病毒药物，特别

是天然药物。Lai YN等[5]利用 CETSA证明天然药物
异欧前胡素对神经氨酸酶（NA）介导的子代病毒释
放过程有抑制作用，异欧前胡素可能将成为预防和

治疗甲型流感病毒的潜在药物。

CETSA在抗肿瘤药物的研发中应用更为广泛。
Akt是多种癌症信号通路中的关键蛋白，也是肝细
胞癌（HCC）的重要的调节因子，而 Hongwei L等[6]发

现了一种名为 HTBPI的生物碱，并利用 CETSA证
实 HTBPI可靶向 Akt并占据其结合域，使 Akt功能
失活，从而抑制相关肿瘤分子通路，HTBPI可能会成
为靶向 Akt的 HCC潜在治疗药物。此外，研究人员[7]

通过 CETSA等方法，证实化合物 Aspulvinone O是
谷草酰胺转移酶的有效抑制剂。它抑制了谷氨酰胺的

代谢，使胰腺导管腺癌细胞抵抗氧化应激，进而抑制

了癌细胞的增殖，这使得 Aspulvinone O有望成为治
疗胰腺导管腺癌的新型药物。TACC3基因表达在包括
乳腺癌在内的多种癌症中。Akbulut O 等 [8] 利用

CETSA 等技术证实一种新的靶向药物 BO-264 与
TACC3相互作用，从而降低 TACC3表达，并实现抗
癌作用，这为乳腺癌等化疗药物的研发提供了新方

向。另外，不少研究者利用 CETSA寻找到了已有药
物的作用靶标和相关分子信号通路，这为药物的创

新打开了一扇门。例如药物 Daphnegiravone D
（DGD）可诱导 HCC细胞凋亡和氧化应激，但其具体
的靶蛋白仍不清楚。Shang XY等[9]发现 DGD可改变
许多蛋白的表达但以 ART蛋白的改变最为显著，而

CETSA 结果直接提示了 DGD 可以直接靶向 ART
蛋白；STAT3 蛋白常常在癌症细胞中上调，Lee YJ
等 [10] 发现一种名为 EXT的苍耳提取物可降低 STA
T3-Y705的磷酸化表达，并利用 CETSA证明了 EXT
与 STAT3 蛋白的结合，从而抑制 STAT3 的激活，
EXT有望成为癌症治疗的有效药物。

在其他药物的研发中，一种名为 M. accedens
的植物可被用于外敷退热，但其抗炎机制尚不清楚。

Kim JY等[11]利用 CETSA发现 M. acedens的甲醇提
取物 Ma-ME可与 NF-资B信号通路中最上游的 Syk
蛋白结合，从而实现抗炎。抑制淀粉样 茁肽前体蛋
白切割酶-1（BACE1）是治疗阿尔兹海默症的潜在
途径。Chambers M等[12]从 ChemBridge DiverSet化合
物库中选取了 3种待测化合物，并利用 CETSA筛选
出了一种与 BACE员相结合的化合物 C34，该分子将
有望成为治疗阿尔兹海默症的潜在药物。在肺部囊

肿性纤维化治疗中，单种药物治疗肺功能有很大的

局限性，而 Carlile GW等[13]利用 CETSA证实伴侣分
子 MCG1516A可能是治疗囊肿性纤维化的第 3 个
重要药理位点，推进了三联药物疗法的发展以及囊

性纤维化的治疗进程。阻断丝氨酸蛋白酶 9（PC原
SK9）与低密度脂蛋白（LDL）受体进行蛋白与蛋白
间的相互作用可有效降低 LDL 胆固醇水平，而
Petrilli WL等[14]确定了一种与 PCSK9有着高亲和力
并能诱导其分解的化合物，从而阻断了这种蛋白质

之间的相互作用，有效降低了 LDL胆固醇水平。
2.2药物评估和优化 临床上有些药物治疗效果良

好，但其相关机制尚不能明确，而靶标结合状态是评

估药物有效性和开发潜能的关键依据。CETSA自开
发以来，常用于细胞或组织水平的靶标结合情况的

检测，Ishii T等[15]首次报道了 CETSA应用于动物和
临床研究，证实了 CETSA可以定量评估小鼠脾脏以
及大脑内药物的靶标参与。Perrin J等 [16] 则通过

Blood-CETSA实验检测了组织和全血中药物的靶标
结合情况，进一步拓展了该技术的检测范围，同时也

为药物的临床评估和优化奠定了基础。

CETSA可以检测药物与细胞内靶蛋白的结合
状况从而有效评估药物作用效果，同时这也为优化

药物在细胞内的靶标结合提供了新思路[17]。抗病毒

药物在复杂的生理环境中使用时，可能会产生脱靶

效应，Tomas F等[18]利用 MS-CETSA评估了 FDA 批
准的一组抗病毒化合物在宿主细胞中的靶点，以此

更好的了解药物脱靶与疗效之间的关系，该方法可

以用于快速筛选和利用已存在的抗病毒药物来应对

新出现的病毒，有望成为研发抗 2019新型冠状病毒
（2019-nCoV）药物的有效方法。此外，STAT3蛋白往
往在癌症细胞中上调，除了在利用 CETSA 开发
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STAT3抑制剂的同时，还可评估已知的 STAT3抑制
剂在生物环境中与 STAT蛋白的结合能力，从而实
现 CETSA对相关药物从研发到评估和优化的全程
利用[19]。Tan BX等[20]还通过 CETSA验证一种新型治
疗药物———装订肽（stapled peptide）与 Mdm2 基因
和 Mdm4基因的结合，发现仍需要进一步提高装订
肽进入细胞和结合靶标的效率，而 CETSA的存在则
为优化该药物提供了有效的工具。CETSA也为优化
药物的耐药性提供了思路，Langeback A等 [21] 利用

CETSA评估患者在临床治疗中对紫杉烷类药物的
敏感性和耐药性，以便对不同患者的用药进行剂量

分层，实现了紫杉醇类药物治疗的优化。

2.3基因表达 基因表达是分子生物学的重要内容，

而蛋白质的研究开展较困难，CETSA可应用于对基
因表达的研究。Dai L等[22]利用 CETSA发现许多蛋
白质复合体在细胞周期特定阶段的表达有所不同，

反映出这些蛋白在核膜解体、DNA复制、转录、翻译
等过程中的作用意义，这为研究完整细胞中蛋白质

的相互作用提供了新方法。

3 CETSA技术的新发展
技术的特征之一就是不断的改进以满足科学发

展的需要。CETSA的原理是基于靶蛋白在结合药物
分子后通常变得稳定，也可利用其他方法显现出来。

在 CETSA创立之初，研究者通常用 WB和 PCR检
测，但随着 CETSA的不断发展，CETSA逐渐与 2-DE、
MS、荧光检测等技术相结合，实现了 CETSA向高通
量的转变，同时极大拓宽了 CETSA的应用范围，受
到更多研究者认可及应用，并不断地创新。

3.1基于双向凝胶电泳的 CETSA 技术 Nagasawa I
等[23]将 CETSA和双向凝胶电泳（2-DE）结合起来形
成基于双向凝胶电泳的 CETSA 技术 （2DE -
CETSA），用它对结合了新化合物后热稳定性发生变
化的蛋白组学进行分析，并成功利用这种方法发现

一种名为 NPD10084的化合物，作用于 PKM2蛋白
并阻断 PKM2 与 茁-catenin或 STAT3蛋白的作用，
从而抑制下游通路来实现对直结肠癌细胞的抑制，

2D-CETSA可进行全蛋白组范围内靶标蛋白筛选，
尤其适用于未知靶标的药物，这为探究未知的靶蛋

白和新药的研发提供了强大工具。扩展到蛋白组范

围内的 CETSA使得实验数据更加精确化和科学化，
减小了传统 CETSA的限制性，使得细胞热转移技术
有了一个大的飞跃。

3.2基于质谱分析技术的细胞热转移技术 在过去

10年中，质谱分析技术（MS）取得了巨大进展，现在
MS可以快速对人类蛋白质组中天然和修饰的蛋白
质或者肽进行分子量测定[24]。基于质谱分析技术的

细胞热转移技术（MS-CETSA）是利用 MS对 CETSA

中的可溶性蛋白进行分子量的测定，再通过蛋白数

据库分析该蛋白，MS-CETSA现已被用于识别各种
药物的未知靶点[25]，这也为研究者提供了一个可同

时观察由化合物介导的数千种蛋白质稳定性改变的

平台 [26]。现如今该技术较为成熟，应用也较广泛，

MS-CETSA为人们提供了一个研究蛋白功能变化的
详细而全面的新平台[25]。例如 Sun W等[27]提出 MS-
CETSA可以直接在蛋白质组水平上监测 ROS和蛋
白结构的氧化还原变化，了解不同蛋白质在细胞活

性氧反应中的特定作用，并且还发现了新的活性氧

敏感性候选蛋白。大多数蛋白质与代谢物之间的相

互作用弱于蛋白质与药物之间的相互作用，而研究

者又缺乏对传统 CETSA的特异性和假阳性的分析，
此为 CETSA的一大缺陷。而 Lim YT等[28]则通过利

用 MS-CETSA来快速显示蛋白质与代谢物在裂解
物或细胞中的相互作用，弥补了这一缺陷。总之，

MS-CETSA相对于传统的 CETSA的优势是可以鉴
定药物直接作用的靶标蛋白及其对下游通路的影

响，并且可以检测反应微弱的蛋白质与代谢物之间

的作用，是 CETSA的一个极大优势。
3.3 基于荧光检测法的 CETSA 技术 Martinez NJ
等 [29] 介绍了一种基于分裂纳米荧光素酶的 CETSA
技术（SplitLuc CETSA），该技术是一种以高通量
（384和 1536孔板）形式的检测方法，无需检测试剂
与蛋白的结合，对于各种靶标有广泛适用性，为不易

获得表型和需要与蛋白结合才能测定的方法定提供

了一个快速的检测和筛选平台。Asawa RR等[30]运用

SplitLuc CETSA检测了 394种已知的组蛋白去乙酰
化酶 1（HDAC1）抑制剂与 HDAC1的结合效果，并
从中发现了两种靶向其他 HDAC的抑制剂。此外，
Park H等[31]开发了一种基于热稳定性改变能够引起

凝胶内荧光差异原理的检测技术（TS-FITGE），这是
一种无需标记并可用于蛋白质组范围内目标识别的

方法，可通过定量分析凝胶图像来找到因结合药物

后热稳定性改变的靶蛋白，同时还可绘制融化曲线

来证实阳性变化。

3.4高通量 CETSA技术的开发 分析技术高通量是

研究的一大优势，研究表明，高通量细胞热转移技术

（HT-CETSA）可以在 96、384和 1536孔微孔板内进
行，并可联合使用 茁-半乳糖苷酶、荧光素酶报告基
因和 AlphaLISA 均相酶联免疫分析等技术进行检
测。HT-CETSA方法还可通过剂量反应实验来优选
化合物[32]。如今此方法已运用于不少研究，雄激素受

体（AR）是前列腺癌的关键驱动因子，然而在研究中
缺乏相关细胞学方法来区分直接结合 AR，或间接
作用于 AR共调节因子的抑制剂，而 Shaw J等[33]利

用 HT-CETSA解决了这个问题。
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3.5其他 CETSA可用 MS、WB或 AlphaScreen等技
术对可溶性蛋白进行定量和检测，但这些方法可能

会耗费大量时间和细胞；为了解决 CETSA对蛋白质
量需求高的问题，Herledan A等 [34]开发了名为细胞

热转移-声学反相蛋白质阵列的技术———CETSA-
aRPPA，该方法将 CETSA的优点与纳米声学传输系
统和反相蛋白质阵列技术的优点相结合，可以在小

样本的条件下同时分析多种药物靶点，是一种快速、

经济的方法。此外，Kawatkar A等[35]还对 CETSA技
术进行了改良，表明在 CETSA的加热步骤后用去污
剂对细胞进行提取，可以使 CETSA应用于多种复杂
膜蛋白的测定和分析。

4总结与展望
CETSA作为一种可以直接检测靶标参与状况

的技术，越来越多的应用于药物靶标研究中，其在新

药研发、药物评估与优化，以及疾病治疗等领域具有

重要的理论指导意义和实用价值，近几年来不少学

者 也 提 出 了 2D -CETSA、MS -CETSA、SplitLuc
CETSA、HT-CETSA等技术改进，并将 CETSA研究
领域进一步拓展到了基因表达等方面。

技术的进步必然促进科学的发展，此后可以借

助 CETSA技术的各种新方法研究细胞内针对性药
物作用和耐药性机制，从而确定现有药物是否适合

个体患者。这对于开展个性化治疗的实现具有潜在

应用价值，并且完全有可能预先为临床医生提供确

定的治疗方案，这对确定像肿瘤一样疑难疾病是否

已经产生某种抗药性以及何种类型的治疗可更适

合特定病人的研究有极大帮助。此外，长期受制于

分子作用机制未明的中草药和进展缓慢的蛋白质

分子生物学的研究，可借助于 CETSA技术得到更
好的发展。
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