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摘要 ： 近年来，随着疾病机制研究的深入及技术手段的革新，小分子药物研发不断推陈出新，在癌

症、糖尿病和自身免疫性疾病等领域的应用日益广泛。成千上万的疾病相关蛋白曾经被认为是“不可成药”

靶点，传统的新药研究方法无法得到药物候选分子。如今传统筛选技术的突破创新和先进辅助技术的交叉结

合，为很多“不可成药”靶点筛选出了有效的小分子化合物候选分子，并不断地推进临床阶段。该文将围绕

最新研究成果，对小分子药物的基本特性、筛选流程及其在疾病中的具体应用进行综述，并分析经典与新兴

小分子化合物筛选技术方法特征及优化方向，探讨辅助筛选技术发展，旨在为小分子药物的筛选与开发提供

全面的理论基础和实践指导，以促进高效、安全的新药研发。
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Abstract: In recent years, with the deepening of disease mechanism research and innovations in technological 

methods, the development of small molecule drugs has continuously introduced new advances. Their applications 

have become increasingly widespread in fields such as cancer, diabetes mellitus, and autoimmune diseases. In the 

past, thousands of disease-related proteins were considered "undruggable" targets, and traditional drug discovery 

methods were unable to yield viable drug candidates. However, breakthroughs in traditional screening techniques, 

combined with advanced auxiliary technologies, have now enabled the identification of effective small molecule 

candidates for many "undruggable" targets, further advancing them to clinical stages. This review will focus on the 

latest research findings, providing an overview of the basic characteristics, screening processes, and specific 

applications of small molecules in disease treatment. It will also analyze the features and optimization directions of 

classical and emerging small molecule screening techniques, as well as explore the development of auxiliary 

screening technologies. The aim is to provide a comprehensive theoretical foundation and practical guidance for the 
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screening and development of small molecule drugs, thereby promoting the efficient and safe development of new 

drugs.

Keywords:  drug screening; small molecule drugs; small molecule compound screening technique; high-

throughput screening; virtual screening; artificial intelligence

在抗体药物偶联物、生物大分子、mRNA、细胞

与基因治疗等新兴疗法不断掀起技术新浪潮的当

下，小分子药物因具有分子量低、易穿透细胞膜及

口服给药等优势，依旧在全球医药市场中扮演“基

本盘”的角色。根据美国食品药品监督管理局的报

告，新批准的药物中包括 80% 的小分子药物，这些

药物以其特有的结构和临床应用展现出巨大的潜

力，成为新药研发的重要基础，为多个靶点和多种

疾病领域的新药研发带来了重大进展。但新的突破

往往伴随着新的挑战[1]，药物的溶解性、膜透过性、

体内代谢稳定性及安全性评估等因素，都会给小分

子药物研发带来重要影响[2]，稍有不慎就可能导致

人力物力的浪费。在此背景下，先导小分子化合物

的筛选作为药物研发的关键环节越来越受到研发

者的重视，高通量、高速、高特异性和准确性的筛选

方法的开发成为迫在眉睫的需求，新兴技术和辅助

技术应运而生。本文将结合小分子化合物相关的最

新研究进展，通过系统介绍小分子化合物筛选的多

样化技术及其辅助筛选方法，为小分子药物研究的

进一步开拓和发展提供理论参考。

1  小分子药物 

小分子药物是指分子量<1 000 Da 的有机化合

物，通常通过干预生物体内特定的生理过程来发挥

作用。常见的小分子药物有：青霉素、扑热息痛和皮质

类固醇等，这些药物结构明确、成药性佳，种类繁多，

且范围极为广泛。根据化学结构追溯来源，可分为合

成药物和天然药物；按照作用机制不同，可分为酶抑

制剂、受体激动剂或抑制剂、核酸药物及小分子免

疫调节剂等；针对临床治疗领域，又涉及癌症、帕金

森、高血压和感染等疾病，所以在全球已上市药物中

始终占据着主导地位，多为临床治疗的首选药物。

1.1　小分子药物基本特性与优势　

小分子药物体积较小，结构简单但多样，涵盖了

酚类、胺类和醇类等多种化学类别，相对于大分子药

物，不仅拥有优秀的生物利用度、穿透能力的药代动

力学特性，还兼备脂溶性、水溶性平衡等物理特性，

能够通过被动扩散或主动转运轻松穿透细胞膜直接

作用于靶标蛋白或其他生物分子，并在体内各个环

境中保持活性，起效、代谢和排泄过程都更为迅速。

此外，小分子化合物的生产工艺相对容易，生产

成本较低，易于实现规模化生产。在药物开发的早期

阶段，研究者可以利用简单的合成方法快速产生大

量 的 小 分 子 化 合 物 ，以 便 进 行 高 通 量 筛 选（high-

throughput screening, HTS）和药效评估，为药物的产

业化提供保障[3]。因此，小分子被广泛应用于药物研

发、化学合成和生物研究领域[4]。

1.2　小分子化合物在临床治疗中的应用　

1.2.1 　 抗肿瘤药物 　在癌症治疗的研究领域，抗肿

瘤小分子药物的开发已经取得了显著进展。根据最

新 临 床 报 道 ，表 皮 生 长 因 子 受 体（epidermal growth 

factor receptor, EGFR）抑制剂如奥希替尼和厄洛替尼

被 批 准 用 于 EGFR 突 变 阳 性 的 肺 癌 患 者 的 针 对治

疗[5]；酪氨酸激酶抑制剂伊马替尼使慢性粒细胞白血

病患者的长期生存率显著提高[6]，已成为治疗该病的

一线用药。除此之外，某些小分子药物与其他治疗方

法（如免疫检查点抑制剂）结合应用还可以加强机体

的抗肿瘤免疫反应，从而进一步达到抗癌效果[7]。

1.2.2 　 抗感染药物 　在抗感染药物应用中，以洛

匹 那 韦 为 代 表 的 人 类 免 疫 缺 陷 病 毒（human 

immunodeficiency virus, HIV）蛋白酶抑制剂组合治疗

展现了良好的临床疗效，不仅有效抑制 HIV 病毒载

量，改善患者的免疫功能，还减少了与 HIV 相关的并

发症。这种治疗方案的成功应用，标志着小分子药

物在艾滋病治疗中的重要地位[8]。新型冠状病毒感

染的爆发也促进了抗感染小分子药物的研发，研究

人员通过药物重定位策略，迅速识别和验证已有药

物的抗病毒活性，发现拉替拉韦和茚地那韦等抗病

毒药物显示出对 SARS-CoV-2 的抑制作用，这些药

物的快速应用为抗击新冠疫情提供了助力[9-10]。

1.2.3 　 神经系统疾病 　在神经系统疾病方面，阿尔

茨海默病（Alzheimer's disease, AD）的研究虽然尚未

完全揭示其复杂的病理机制，但已经有多种小分子

药物在开发过程中，这些药物主要集中于调控β-淀
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粉样蛋白和超磷酸化 Tau 蛋白[11]。例如，低密度脂蛋

白受体的过表达已被证明可以增加 β-淀粉样蛋白

的清除，并减少淀粉样沉积，这一发现可能为 AD 的

治疗提供新的思路。

2  小分子药物研发 

小分子药物的研发通常经历设计、筛选、合成 3

个环节。目前，药物设计和合成领域发展已相对成

熟，基于结构的药物设计[12]技术、以小分子片段为基

础的片段化药物设计[13]技术和通过构建药效团模型

的基于配体的药物设计[14]技术为小分子设计环节提

供了科学依据；合成工艺改良、合成设备普及和合

成线路简化也确保了上市药物得以规模化生产。因

此，小分子化合物的筛选成为了当前药物研究发展

中至关重要的环节，是药物研发流程优化的关键。

2.1　小分子药物筛选流程　

小分子化合物筛选通常涉及对规模庞大的化

合物库进行筛选，旨在发现能够与目标蛋白或生物

靶点相互作用的，具有高效、选择性及良好药代动

力学性质的候选药物，其筛选流程包括：

2.1.1 　 靶点识别 　靶点识别是药物发现过程中的

第一步，靶点通常是与疾病相关的生物分子（如酶

或受体），其选择会直接影响后续的药物筛选策略。

例如，CANTONE 等[15]针对组蛋白甲基转移酶的高效

选择性小分子抑制剂的开发，正是通过识别这些关

键靶点并进行后续的药物筛选来实现的。在同一疾

病情况下，不同器官或组织中蛋白质的表达特征有

所不同，寻找能够进行多靶点识别的小分子化合物

为治疗复杂的多器官并发疾病带来了可能。

2.1.2 　 化合物库构建 　化合物库的构建是筛选流

程的基础，其多样性和质量对于提高筛选成功率至

关重要。化合物库通常包含大量已知化合物、天然

产物及通过合成获得的小分子。早期的筛选库多由

所有可用化合物简单构成，瑞士 Novartis 公司在 2019

年采用了基于溶解度和渗透性的标准构建了新一

代化合物筛选库来选择优先化合物，进一步提高了

筛选的命中率[4]。

2.1.3 　 筛选执行 　筛选执行是药物筛选的关键环

节，研究人员首先借助各类现代小分子筛选技术，快

速评估大量化合物与靶点的相互作用，随后对 HTS

产生的海量数据进行有效的处理，以识别潜在的活

性化合物。再通过结合生化、物理和细胞基础的实验

方法有效地识别出化合物活性，确保其生物学效应

得到全面评估，获得更为准确和可靠的筛选结果。这

一阶段是确保筛选成功的重要步骤，这些技术和方

法的结合，使得小分子化合物筛选的效率和准确性

得到了显著提升，推动了药物研发的进程。

2.1.4 　 命中化合物验证 　筛选执行后，研究者需要

对候选化合物进行剂量响应实验和机制研究，通过

对初步筛选获得的化合物进行更为细致的评估，以

验证其在靶点上的真实活性及其生物学效应。

3  小分子药物筛选技术 

作为筛选执行的核心工具，小分子化合物筛选

技术无疑为先导药物的发现提供了强有力的助力。

1985 年之前，大量繁琐的化合物筛选工作主要依靠

人工进行，例如 Known 技术，在原有分子结构上加以

修饰，每周过筛的样品数量仅有数百个。直到 20 世

纪 80 年代末和 90 年代初，HTS 技术的出现使研究者

得以在短时间内评估成千上万的小分子化合物，并

从中挑选出具有潜在药效的先导化合物，大大减少

了筛选时间和财务资源的消耗，显著促进了小分子

药物的发现和构建[16]。随后，生命组学、系统生物学、

结构生物学等新兴学科以及高性能计算、大数据分

析、人工智能等信息技术深度融入药物研发领域，

小 分 子 药 物 筛 选 新 技 术 也 随 之 不 断 地 更 新 和

拓展[17]。

3.1　经典小分子化合物筛选技术　

3.1.1 　 HTS 技术　HTS 技术以分子水平和细胞水

平的实验方法为基础，使用微孔板、机器人技术以

及 荧 光 或 发 光 检 测 系 统 ，通 过 多 项 技 术 的 协 调 运

作，快速且高效地寻找潜在的药物候选者，从而实

现 HTS[18]。常用的检测技术和平台包括温度相关强

度变化、荧光共振能量转移、差分扫描荧光法和细

胞热转移分析等。这些技术各有其独特的优势，可

以根据具体的实验需求选择使用，并在短时间内对

数以千万的样品进行检测。

一般而言，HTS 技术实施过程分为以下几个主

要步骤：化合物库的构建和优化、筛选平台的建立、

样本的处理与检测、数据的收集与分析。其中，化合

物库的构建尤为重要，研究者需选择合适的生物靶

标，并确保库中的化合物具有足够的化学多样性，
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否则筛选结果的准确性将可能受到影响，进而产生

假阳性结果[19]，不仅会造成资源的浪费，还或许引发

不必要的后续实验。因此，尽管 HTS 在药物筛选中具

有显著优势，但仍需研究者在实验设计中投入更多

的时间和精力来提高筛选的准确性和可重复性[20]。

3.1.2 　 亲和力筛选技术 　荧 光 偏 振（fluorescence 

polarization, FP）与 表 面 等 离 子 共 振（surface plasmon 

resonance, SPR）作为当前 2 类核心亲和力筛选技术，

在小分子药物早期发现阶段的应用价值已得到广泛认

可，是该研究环节中被业界普遍采用的高效筛选工

具。FP 技术主要通过测定荧光分子在结合后运动的

变化来反映分子间的结合情况，在药物筛选中具有

高通量、高灵敏度的优势，适合活性化合物的初步

筛选[21]。SPR 技术则是一种基于光学原理的生物传

感技术，可通过监测表面共振条件下的光学变化实

时、无标记地监测分子间的结合和解离过程[22]。

其中，FP 对分子大小变化极为敏感，能够检测

微小的结合或解离事件，尤其适用于研究分子间弱

相互作用和低亲和力结合；相比之下，SPR 的生物传

感芯片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，可对蛋白化合物库、小分子化合

物库等进行筛选，特别适用于小分子-蛋白质的结合

动力学及亲和力研究。在药物开发实际应用中，亲和

力筛选技术能够为药物优化提供详细的动力学参数，

如结合常数和解离常数等重要数据支持，但设备成

本较高，操作复杂、易受干扰，限制了其在一些小型

实验室的应用。

3.1.3 　 细胞报告基因筛选 　细胞报告基因筛选技

术 ，是 依 托 细 胞 内 源 性 信 号 通 路 或 外 源 性 报 告 基

因，实现小分子活性精准检测的核心技术。其原理

是构建特定报告基因系统，例如基于 EGFR 启动子

的 报 告 基 因 系 统[23] 或 CRISPR/Cas9 等 基 因 编 辑 技

术[24]，使细胞受分子刺激时产生荧光、发光等可测信

号。通过这种方式，研究人员可快速评估药物对特

定信号通路、基因表达或细胞功能的影响，发现潜

在药物靶点和先导化合物，为解析作用机制、推动

新药研发提供直接支撑。

3.2　新兴小分子化合物筛选技术　

3.2.1 　 DNA 编 码 化 合 物 库（DNA-encoded library, 

DEL）技术 　DEL 技术是一种通过将小分子与特定

的 DNA 序列相结合，以实现 HTS 和化合物发现的新

方法。该技术的核心原理在于，通过特定技术手段

将每一个化合物分子与一段唯一的 DNA 序列标签

建立精准关联。这种关联机制使得化合物的结构信

息能够依托对应的 DNA 序列实现高效追踪与精准识

别，通过这种方法，研究人员可以在极短的时间内

筛选出数百万到数十亿种化合物，从而大大加快新

药发现的进程[25]。

近年来，DNA 编码化合物库技术在药物研发领

域的应用范围持续拓展，已逐步发展成为新药发现

过程中的重要技术工具。DEL 技术相比于传统 HTS

技术的优势主要体现在 3 个方面：①对靶标蛋白需

求量少，通量更高；②不需要开发复杂的生物学测

定方法，效率更高；③对储存空间要求极小，成本更

低。其不足之处在于，在实际应用过程中部分反应

条件下 DNA 标签的不稳定性和 DNA 标记的小分子

膜不透过性可能对筛选结果的可靠性产生负面影

响，成为制约 DEL 技术效能充分发挥的瓶颈。为突

破这一限制，需要开发更加稳定的 DNA 条形码，进

一步探索新的 DNA 兼容化学反应[26]。

3.2.2 　 蛋 白 水 解 靶 向 嵌 合 体（proteolysis-targeting 

chimera, PROTAC）技术 　PROTAC 技术是一种新兴

的药物发现策略，通过诱导特定蛋白质的选择性降

解来实现治疗效果。这种技术的原理是在一个双功

能分子中，结合了靶蛋白和 E3 泛素连接酶，使得靶

蛋白被标记后进入泛素-蛋白酶体途径进行降解。

具体来说，PROTAC 分子的一个部分与靶蛋白结合，

另一个部分则与 E3 泛素连接酶结合，从而在空间上

将两者拉近，促进泛素链的形成，最终导致靶蛋白

降解[27]。这种机制促使 PROTAC 技术以低结合占有

即可高效降解靶蛋白，不仅能够针对目标蛋白选择

性降解，抑制其所有功能，模拟蛋白质基因缺失效

果，还能靶向那些被认为“不可成药”的蛋白质[28]，且

不与靶蛋白的活性位点结合，也可产生治疗效果，

如 EGFR I858R 突变体选择性降解剂，配体结合到突

变位点而非 APT 结合口袋，此特性使得 PROTAC 在

肿瘤治疗和其他疾病的药物开发中显示出广阔的

前景，从而扩展了药物的应用范围。

4  辅助小分子药物筛选技术 

近年来，在传统筛选方法的多样化发展及新兴

筛选技术的持续涌现背景下，研究者们在小分子药

物的发现与开发上已取得了显著进展，但如何在有
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效降低假阳性率、提升靶标识别精准度的基础上，

兼顾并维持筛选过程的高通量特性，依旧是当前小

分子筛选领域面临的、亟待突破的关键瓶颈问题。

因此，技术融合趋势与多模态筛选策略将成为推动

行业进一步发展的核心潮流，质谱分析、人工智能

（artificial intelligence, AI）驱动的虚拟筛选等辅助技

术的加入，不仅为小分子药物发现提供了更加便捷

和高效的解决方案，还映射了现代药物开发领域日

益增强的系统性和整合性。

4.1　质谱辅助小分子筛选技术　

喷雾质谱（electrospray ionization mass spectrometry, 

ESI-MS）与 基 质 辅 助 激 光 解 析 电 离 质 谱（matrix-

assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass 

spectrometry, MALDI-TOF）作为现代质谱技术体系的

重要分支，凭借其高灵敏度与高通量特性的核心优

势，使研究人员能够在复杂样品中快速识别和定量

小分子与其靶标蛋白之间的相互作用，在小分子结

合检测领域发挥着重要作用。具体而言，基于 ESI-

MS 的生物亲和筛选技术可在短时间内完成多组小

分 子 配 体 与 靶 标 蛋 白 结 合 情 况 的 筛 选 ；基 于

MALDI-TOF 的自动化系统，可在大量化合物的联合

筛选中高效识别出潜在的药物候选分子。在一项研

究 中 ，KAESLIN 等[29] 使 用 名 为“gap sampler”的 微 流

体自动取样器成功实现了对 110 种配体与牛碳酸酐

酶Ⅱ的 HTS，最终识别出 5 个确实具有结合能力的

配体。表明质谱技术不仅可以提供定量参数，还能

实现对分子识别事件的深入研究，这种“定量分析+

机制解析”的双重能力，使其成为筛选中不可或缺

的辅助技术，为小分子药物研究带来了强劲助力。

4.2　细胞基三维仿生筛选系统　

随着生物材料科学的进步，三维（three dimension, 

3D）仿生模型的构建技术为药物作用机制的研究提

供了更为可靠的实验平台。相较于传统的二维细胞

培养，3D 细胞模型能够更真实地再现细胞间的相互

作用和组织结构，从而提高药物筛选的生理相关性

和预测性。例如，研究人员可以利用水凝胶等生物

相容性材料创建具有生理特性的细胞外基质，使得

细胞在更接近体内的环境中生长与分化；还能更好

地模拟肿瘤微环境，帮助研究者分析肿瘤的生物学

行为及其对化疗药物的反应。当此项技术与 HTS 相

结合时，研究人员可以在 3D 模型中快速评估大量候

选药物的生物活性，从而加速新药开发过程。

4.3　虚拟筛选与人工智能　

虚 拟 筛 选（virtual screening, VS）是 一 种 利 用 计

算方法在药物发现过程中快速识别潜在活性化合

物的技术，核心原理是通过计算机模拟，特别是分

子对接和药效团模型，来预测化合物与生物靶点的

结合能力，可主要分为两类：结构基础的虚拟筛选

和配体基础的虚拟筛选。基于配体的方法通常依赖

于相似性搜索，通过比较已知活性化合物的结构来

发现新的候选化合物。这种方法的优势在于能够深

入探讨分子间的相互作用[30]，识别出合适的结合位

点，从而为小分子药物设计提供方向，并为后续的

化合物优化提供依据。另一方面，基于配体的虚拟

筛选则侧重于通过已有活性分子的特征来预测新

化合物的活性。这种方法通常依赖于机器学习和深

度学习模型，在海量化合物库中快速筛选出潜在的

活性化合物，相较于传统方法，能够更有效地识别

出具有生物活性的化合物[31]。

AI 技术的出现，尤其是智能学习算法的引入，

进一步拓宽了药物筛选的化学空间，使虚拟筛选不

再局限于对已知化合物库的单纯检测，还可以生成

全新的潜在药物分子并根据药物的活性、选择性等

指标，对化合物进行评分和排序，极大地缩短了药

物筛选过程，降低人力需求，节省研究成本[32]。

同时，AI 的辅助应用不仅限于化合物筛选，还

扩展至分子性质预测、合成规划和药物重定位等方

面，通过结合生成对抗网络和变分自编码器合成数

百万个新化合物的结构并对其进行评估[33-34]或使用

卷积神经网络和图神经网络，从化合物的分子图形

中提取特征，并预测其对特定生物靶点的活性[35-36]，

为小分子药物的设计、筛选、合成领域的发展带来

了 更 多 可 能 性 。例 如 ，由 谷 歌 DeepMind 研 发 的

AlphaFold 系统，仅需输入蛋白质的氨基酸序列，即

可在数分钟内精准预测其三维空间结构，准确度媲

美传统实验室耗时数月的解析结果。这一突破性技

术成功破解了困扰科学界长达 50 年的重大难题—

如何从一维氨基酸序列推演三维蛋白质结构，目前

已被 190 多个国家超过 300 万研究人员使用，数百万

美元和数亿年的研究时间得以节省。不同小分子化

合物筛选技术应用及其优劣势对比见表 1。

·· 56



第 10 期 郭佳美， 等： 小分子化合物筛选技术在药物研发中的应用及进展

5  总结与展望 

小分子化合物筛选技术的进步无疑为新药的发

现与开发带来了革命性的变化。随着传统 HTS 与亲

和力筛选的结合，加上 DNA 编码化合物库和 PROTAC

技术的引入，药物筛选的准确性和覆盖范围得到了

显著提升。这些技术不仅提高了药物开发的效率，还

增强了新药的成功率，使得医药行业在应对日益复

杂的疾病时，能够更快、更有效地找到解决方案。

综上所述，小分子化合物筛选技术的迅速发展

将持续促进新药的发现与开发。相信通过技术的不

断创新与跨学科合作，未来的药物研发将变得更加

高效和安全，为人类健康做出更大的贡献。
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