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共价修饰类药物的研究进展
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摘　要　共价修饰类药物通过共价键与靶标结合而发挥其药理作用，由于其可能带来脱靶效应及不良反应，长期以来在药
物设计领域尽可能被避免。随着对已上市的重磅级共价药物结合模式的深入研究，越来越多共价修饰类药物重新得到研

发人员的重视，寻找高选择性、低不良反应的共价修饰类药物已成为目前研究的热点。本文对一些共价修饰类药物进行分

类，对其与靶标结合的模式以及近年来共价修饰类药物设计的新策略进行综述，为共价药物的合理药物设计提供参考。
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　　共价修饰类药物通常指含有亲电性基团或经
体内代谢产生亲电基团，通过共享电子的方式与靶

标亲核部位结合形成复合物使靶标失活而发挥药

理作用的一类药物。共价修饰类药物与靶标常为

不可逆结合［１］，多见于抗感染、抗肿瘤、心血管系

统、神经系统和代谢类型等疾病的药物结构中（如

图１所示）。现上市的大多数共价药物以疾病产
生的相关酶为靶标，通过对靶蛋白亲核部位共价修

饰发挥药理作用。由于对突变体抵抗和肿瘤治疗

有更有效的作用，靶向共价药物在临床上多用于治

疗一些严重威胁病人生命但却没有更好治疗方法

的疾病。相较于非共价药物，共价药物亲电性较

强，对亲核基团缺乏足够的选择性，往往产生非特

异性结合而出现脱靶效应，在体内产生诸多不良反

应甚至毒性反应，造成组织损伤或免疫反应。如

２０世纪６０年代研发的抗肿瘤药物通过对核酸的
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烷基化而发挥抗肿瘤活性，但这类药物亲电性强，

对正常细胞和肿瘤细胞缺乏选择性，导致严重的不

良反应。这类不良反应后果严重且难以预测，因此

在相当长的时间里，共价药物发展比较缓慢。近年

来，随着药物设计理念及技术的不断进步，共价修

饰类药物展现出了强大而独特的疗效，因此又重新

被广大药物化学家所重视，成为了新药研发的热门

领域［２］。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｘａｍｐｌｅｓｆｏｒｃｌａｓｓｉｃａｌｃｏｖａｌｅｎｔｌｙｍｏｄｉｆｉｅｄｄｒｕｇｓａｎｄｔｈｅｉｒｒｅａｃｔｉｏｎｔｙｐｅｓ

　　药物或其代谢产物与靶标蛋白通过形状互
补和化学互补进行分子识别后进一步结合形成

复合物，药物首先以非共价形式结合到靶蛋白

上，形成中间体［ＥＩ］（Ｋ１为中间体生成速率常
数，Ｋ－１为解离速率常数）（图 ２），使配体的亲电
基团贴近靶蛋白的活性共价结合位点，其活性中

心含有多种亲核基团，如 Ｃｙｓ残基上的巯基、Ｓｅｒ／
Ｔｈｒ残基上的醇羟基和Ｔｙｒ残基上的酚羟基等，随
后共价结合位点亲核进攻药物的亲电基团形成

共价键。若成键过程不可逆时，Ｋ－２＝０，则称该
抑制剂为不可逆抑制剂；若 Ｋ－２大于０，意味着药
物与靶标形成的共价键可解离，这类药物称为可

逆性共价键药物。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＢｉｎｄｉｎｇｄｉａｇｒａｍｏｆｄｒｕｇｔｏｔａｒｇｅｔＣｏｖａｌｅｎｔｂｏｎｄｉｓｓｈｏｗｎａｓ
ａｒｅｄｌｉｎｅ

随着对共价结合机制的深入研究，目前有许多

亲电基团常被用于设计与靶酶共价结合的酶抑制

剂或受体配体［３］（图３）。可逆的亲电基团主要有
醛类、活化酮类、ɑ酮基酰胺类、腈类和硼酸衍生物
等，多用于蛋白酶体、丝氨酸水解酶、组织蛋白酶、

半胱氨酸蛋白酶等靶标的可逆共价抑制剂的设计。

不可逆抑制剂与蛋白质靶标形成加合物后，不容易
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从与靶蛋白结合过程中解离出来，这类抑制剂含有

的亲电基团主要有丙烯酰胺、α卤酮、环氧化物、氮
丙环、乙烯基砜、活化乙炔等，大多用于激酶类抑制

的设计［４］。

本综述根据近年来共价修饰类药物作用的靶

标将其进行分类，并对其设计思路及发展过程进行

论述，为新型共价药物的设计提供参考。

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｃｏｍｍｏｎｌｙｕｓｅｄｅｌｅｃｔｒｏｐｈｉｌｉｃｗａｒｈｅａｄｓｆｏｒｃｏｖａｌｅｎｔｌｙｍｏｄｉｆｉｅｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

!

　蛋白激酶类共价药物

蛋白激酶是由多种高度保守酶组成的酶系，主

要负责将ＡＴＰ的 γ磷酸基团转移给酪氨酸、丝氨
酸、苏氨酸等多种氨基酸，这些氨基酸在细胞中起

到信号传导的作用。靶向共价抑制剂的靶点大多

是激酶，在治疗肿瘤等疾病中发挥重要的作用。目

前全球新药研发项目中 ３０％为蛋白激酶类抑
制剂。

１１　ＥＧＦＲ抑制剂
表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）信号通路对细胞的生长、增殖和分
化等生理过程发挥重要作用，其过表达与肿瘤的转

移、浸润有关。现已有数个生长因子受体酪氨酸激

酶抑制剂作为抗肿瘤药上市，还有一些处于临床试

验阶段（图４）。第一代 ＥＧＦＲ抑制剂主要是 ＡＴＰ
竞争性抑制剂，与酪氨酸激酶可逆结合（非共价），

但这类抑制剂容易产生耐药性等问题。第二代

ＥＧＦＲ抑制剂克服了第一代抑制剂的耐药性问题，
对突变型ＥＧＦＲ也有较好的活性，这类药物分子中
多含有丙烯酰胺片段，可与靶标分子中半胱氨酸的

巯基发生迈克尔加成，形成共价结合。如 Ａｆａｔｉｎｉｂ

对Ｔ７９０Ｍ型突变细胞较第一代抑制剂有更好的活
性，已被 ＦＤＡ批准上市，用于治疗非小细胞肺癌，
其α，β不饱和酰胺中的α位与位于活性口袋附近
的Ｃｙｓ７９７相邻，合适的距离配合半胱氨酸巯基的
强亲核性，对酶起到共价抑制作用 （图 ５）。
Ｄａｃｏｍｉｔｉｎｉｂ对野生型ＥＧＦＲ有较高活性，同时它对
过表达的Ｌ８５８Ｒ／Ｔ７９０Ｍ双突变的细胞系也有显著
抑制活性。同样，Ｐｒｏｚｉｏｔｉｎｉｂ、ＡＶ４１２和 Ｃａｎｅｒｔｉｎｉｂ
对突变型也有较高的活性［５］，目前处于临床研究

阶段。Ｎｅｒａｔｉｎｉｂ是 ＨＥＲ２和 ＥＧＦＲ的高选择性抑
制剂，可用于治疗乳腺癌，目前已递交上市申请。

第二代抑制剂对野生型ＥＧＦＲ存在强抑制作用，容
易产生皮疹和腹泻等不良反应，临床上需控制剂

量，现逐渐被高选择性的第三代抑制剂所替代［６］。

Ｒｏｃｉｌｅｔｉｎｉｂ（ＣＯ１６８６）对 Ｌ８５８Ｒ／Ｔ７９０Ｍ双突变型
有较好的抑制活性（ＩＣ５０＜０５ｎｍｏｌ／Ｌ），对野生型
ＥＧＦＲ也有较好的选择性［５］，目前处于治疗非小细

胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）的Ⅲ期临床试验中。Ｏｓｉｍｅｒｔｉｎｉｂ
（ＡＺＤ９２９１）在不同的细胞系中对ＥＧＦＲ有不同的抑
制活性，对Ｌ８５８Ｒ／Ｔ７９０Ｍ的选择性比野生型ＥＧＦＲ
高近２００倍，在治疗Ｔ７９０Ｍ突变型ＮＳＣＬＣ中有良好
的效果［６］，于２０１５年１２月被ＦＤＡ批准上市。
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Ｆｉｇｕｒｅ４　ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄｌａｕｎｃｈｅｄｃｏｖａｌｅｎｔＥＧＦＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＴｈｅｃｒｙｓｔａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＡｆａｔｉｎｉｂ（ＰＤＢＩＤ：４Ｇ５Ｊ）Ｈｙｄｒｏｇｅｎ
ｂｏｎｄｓａｒｅｓｈｏｗｎａｓｂｌｕｅｂｒｏｋｅｎｌｉｎｅｓ；ｃｏｖａｌｅｎｔｂｏｎｄｉｓｓｈｏｗｎａｓａ
ｙｅｌｌｏｗｌｉｎｅ；ＰｉＡｌｋｙｌｉｓｓｈｏｗｎａｓｐｉｎｋｌｉｎｅｓ；Ａｌｋｙｌｉｓｓｈｏｗｎａｓ
ｐｕｒｐｌｅｌｉｎｅｓ

１２　ＢＴＫ抑制剂
Ｂｒｕｔｏｎ酪氨酸激酶（Ｂｒｕｔｏｎｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ，

ＢＴＫ）属于 Ｔｅｃ家族，在大多数造血细胞如 Ｂ细
胞、肥大细胞和巨噬细胞中表达，是 Ｂ细胞受体
（ＢＣＲ）信号通路中的必需激酶，是慢性淋巴细胞
白血病（ＣＬＬ）和其他 Ｂ细胞恶性肿瘤以及自身
免疫性疾病的靶点，现已有多个 ＢＴＫ抑制剂作为
抗肿瘤药被开发出来（图６）。Ｉｂｒｕｔｉｎｉｂ是第一代
ＢＴＫ抑制剂，其不饱和丙烯酰胺基团与 ＢＴＫＡＴＰ
绑定口袋中的 Ｃｙｓ４８１形成共价键以形成非活性
加合物抑制酶的活性，还通过在 Ｔｙｒ２２３处抑制其
自磷酸化导致 ＢＴＫ不能完全激活［７］。ＦＤＡ在
２０１３年１１月批准 Ｉｂｒｕｔｉｎｉｂ口服用于治疗套细胞
淋巴瘤和 ＣＬＬ，耐受性良好。Ｉｂｒｕｔｉｎｉｂ同时也对
ＥＧＦＲ和除 ＢＴＫ以外的 Ｔｅｃ家族蛋白产生抑制作
用，从而导致不良反应（如出血、皮疹、腹泻和心
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房颤动等）以及耐药性的出现［８］，为克服这些缺

点，第二代 ＢＴＫ抑制剂逐渐被开发出来。Ａｃａｌａ
ｂｒｕｔｉｎｉｂ（ＡＣＰ１９６）目前处于治疗 ＣＬＬ临床Ⅲ期
试验，和 Ｉｂｒｕｔｉｎｉｂ相比，对 ＥＧＦＲ没有抑制活性，
对 ＢＴＫ选择性更高［９］。Ｓｐｅｂｒｕｔｉｎｉｂ（ＣＣ２９２）通
过共价结合 ＢＴＫ，在 Ｒａｍｏｓ人类伯基特淋巴瘤细
胞系中消除 ＢＣＲ信号，并选择性抑制其自磷酸化
以及 ＰＬＣγ２和 ＢＴＫ的其他下游底物的激活［７］，

目前正处于类风湿性关节炎、ＣＬＬ和淋巴瘤的
Ⅱ期临床试验中。ＯＮＯ４０５９对易复发难治性
Ｂ细胞恶性肿瘤有很好的安全性［１０］。 ＨＭ７１２２４
是一种高选择性的 ＢＴＫ共价抑制剂，对 ＥＧＦＲ的
抑制活性弱（ＩＣ５０＞１０００ｎｍｏｌ／Ｌ），能抑制 Ｂ细
胞、骨髓细胞和树突状细胞的激活，改善实验性

关节炎并防止动物模型中的关节破坏，目前处于

临床研究中［１１］。

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄｌａｕｎｃｈｅｄＢＴＫｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

１３　其他蛋白激酶类抑制剂
纤维母细胞生长因子受体（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＦＧＦＲ）属于酪氨酸蛋白激酶家族，
其激活会使细胞过度增殖、逃避凋亡、容易迁移。

针对ＦＧＦＲ的靶向治疗已成为临床研究的热点领
域。ＢＬＵ９９３１（图７）是 ＦＧＦＲ４不可逆抑制剂，与
其ＡＴＰ铰链区附近的特有的 Ｃｙｓ５５２共价结合，具
有高选择性［ＦＧＦＲ４（ＩＣ５０ ＝３ｎｍｏｌ／Ｌ），ＦＧＦＲ１
（ＩＣ５０＝５９１ｎｍｏｌ／Ｌ），ＦＧＦＲ２（ＩＣ５０＝４９３ｎｍｏｌ／Ｌ），
ＦＧＦＲ３（ＩＣ５０＝１５０ｎｍｏｌ／Ｌ）］

［１２］。在完全耐受的剂

量下，ＢＬＵ９９３１在ＨＣＣ异种移植模型中有显着的
抗肿瘤活性。ＢＬＵ５５４（图７）是对 ＢＬＵ９９３１进行
结构改造的得到的共价抑制剂，２０１５年９月获得
ＦＤＡ批准的孤儿药，用于治疗肝细胞癌。

磷脂酰肌醇 ３激酶 （ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３
ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）是磷酸化磷脂酰肌醇肌醇环的信号
转导酶家族，在细胞增殖、凋亡和其他细胞功能中

起作用，目前已成为抗肿瘤药物研发的一个重要靶

点。Ｓｏｎｏｌｉｓｉｂ（ＰＸ８６６）（图７）是基于与 ＰＩ３Ｋ共价

结合的不稳定天然甾体化合物 Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ而开发
的结构类似物，通过插烯转酰胺化反应与 ＰＩ３Ｋ的
催化位点中的赖氨酸残基作用［１３］，导致该激酶的

不可逆抑制，目前处于Ⅱ期临床试验，用于治疗前
列腺癌和多形性成胶质细胞瘤。

促分裂原活化蛋白激酶 １（Ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ１，ＭＥＫ１）在 ＲａｓＲａｆＭＥＫＥＲＫ１／２
途径中的信号转导中发挥关键作用，通常与癌发生

有关［１４］。Ｅ６２０１（图７）是ＭＥＫ１的共价抑制剂，其
大环内的烯酮在 ＭＥＫ１的活性位点与半胱氨酸发
生结合。目前在急性淋巴性白血病、慢性骨髓单核

细胞性白血病和骨髓增生异常综合征的Ⅱ期临床
试验中。

目前还有很多共价类蛋白激酶不可逆抑制剂

在治疗肿瘤等疾病中发挥着重要作用，对很多突变

型靶点能产生很强的效力。以激酶为靶点的药物

大多含有丙烯酰胺的官能团，主要与激酶活性部位

的半胱氨酸残基发生共价结合。这类抑制剂大多

是不可逆的，靶蛋白将永久失去活性，只能通过自
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身的新陈代谢重新生成新的靶蛋白才能恢复活性。

Ｆｉｇｕｒｅ７　Ｃｏｖａｌｅｎｔｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｔａｒｇｅｔｉｎｇｏｔｈｅｒｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ

"

　蛋白酶体抑制剂

蛋白酶体是ＡＴＰ依赖的高度保守且具有多种
催化功能的蛋白酶复合物，主要功能是负责依赖泛

素的蛋白质降解途径，其在细胞周期调控、信号转

导、细胞死亡、蛋白质表达控制中有重要作用。蛋

白酶体抑制剂按其不同的末端亲电基团可分为硼

酸肽类、环氧酮肽类、醛基肽类和乙烯基砜肽

类［１５］，而共价类蛋白酶体抑制剂多为硼酸肽类、环

氧酮肽类（图８）。２００３年上市的 Ｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ能在
纳摩尔级别抑制蛋白酶体活性，用于治疗多发性骨

髓瘤和淋巴瘤，其分子中的硼原子含有一个空的

ｐ轨道，与蛋白酶体活性中心的 Ｔｈｒ１羟基形成配
位键，共价结合成硼酸酯，对蛋白酶体产生不可逆

的抑制作用［１６］。为克服 Ｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ的治疗窗窄、
耐药性等问题，第二代硼酸肽类蛋白酶体可逆抑制

剂Ｉｘａｚｏｍｉｂ（ＭＬＮ９７０８）被开发出来，具有比 Ｂｏｒｔｅ
ｚｏｍｉｂ更短的蛋白酶体解离半衰期以及更高的活
性［１７］，２０１５年１１月作为治疗多发性骨髓瘤的药物
上市。Ｃａｒｆｉｌｚｏｍ 是 Ｐｒｏｔｅｏｌｉｘ公司对天然产物
ｅｐｏｘｏｍｉｃｉｎ结构优化后得到的活性更好、选择性更
优的双重共价结合蛋白酶体抑制剂，含四肽环氧酮

结构，靶蛋白亲核基团与其亲电三元杂环结合发生

烷基化，Ｓｅｒ残基上羟基与酮基加成，形成半缩酮，
２０１２年获 ＦＤＡ批准上市，用于治疗多发性骨髓
瘤、非霍奇金淋巴瘤。Ｏｐｒｏｚｏｍｉｂ（ＯＮＸ０９１２）是为
了克服Ｃａｒｆｉｌｚｏｍ不可口服的缺点开发出来的抑制

剂，具有与 Ｃａｒｆｉｌｚｏｍ相当的诱导多发性骨髓瘤细
胞凋亡的能力，目前处于Ⅱ期临床试验［１７］，２０１４
因治疗 Ｗａｌｄｅｎｓｔｒｏｍ巨球蛋白血症与多发性骨髓
瘤而获美国孤儿药资格。Ｍａｒｉｚｏｍｉｂ（ＮＰＩ００５２）是
具有β内酯并γ内酰胺环结构的２０Ｓ蛋白酶体抑
制剂，目前处于临床Ⅰ／Ⅱ期试验，用于治疗多发性
骨髓瘤［１８］。

#

　胰脂肪酶抑制剂

减肥药Ｏｒｌｉｓｔａｔ由罗氏公司研发，模拟胰脂肪
酶底物通过与三酰基甘油脂肪酶发生共价结合而

阻止脂肪酸甘油酯的水解，使摄入的脂肪不易吸

收，其作用机制是通过体外将其标记１４Ｃ绑定在猪
胰酯酶的研究得到的。Ｏｒｌｉｓｔａｔ结构中的四元环β
内酯具有张力，使酰基具有亲电性，胰酯酶活性中

心的催化三元体 Ｓｅｒ１６２、Ａｓｐ１７６和 Ｈｉｓ２６３之间相
互作用，使 Ｓｅｒ１６２亲核性提高，其羟基对 Ｏｒｌｉｓｔａｔ
的β内酯发起亲核进攻，Ｓｅｒ１６２残基被酰化（如图
９所示），使胰酯酶失活［１９］。目前只有Ｏｒｌｉｓｔａｔ作为
共价类药物被ＦＤＡ批准用于治疗肥胖症。

４　ＤＰＰⅣ抑制剂

二肽基肽酶Ⅳ（ｄｉｐｅｐｔｉｄｙｌｐｅｐｔｉｄａｓｅＩＶ，ＤＰＰ
Ⅳ）是一种以二聚体形式存在的高特异性丝氨酸
蛋白酶，是治疗２型糖尿病的靶点，其抑制剂能延
长和提高内源性胰高血糖素样肽１（ＧＬＰ１）和糖
依赖性胰岛素释放肽（ＧＩＰ）活性，促进胰岛素分
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泌，降低血糖。ＤＰＰⅣ共价抑制剂通常含有氰基
结构，其经典药物 Ｖｉｌｄａｇｌｉｐｔｉｎ（图 １０）是通过对
ＮＶＰ７２８进行结构改造得到的具有较高稳定性的
ＤＰＰⅣ抑制剂（ＩＣ５０＝３５ｎｍｏｌ／Ｌ），其中金刚烷基
可占据ＤＰＰⅣ的Ｓ１疏水口袋，质子化的仲氨基与
Ｇｌｕ２０５、Ｇｌｕ２０６和Ｔｙｒ６６２残基形成盐键和氢键，羰
基与Ａｓｎ７１０残基形成氢键。同时，氰基与临近的

Ｓｅｒ６３０残基上羟基发生 Ｐｉｎｎｅｒ反应，生成可逆性
共价结合的脒酯［２０］（图１１），具有较高的酶抑制活
性。Ｓａｘａｇｌｉｐｔｉｎ（图 １０）是在 Ｖｉｌｄａｇｌｉｐｔｉｎ结构基础
上将环丙基骈入氰基吡咯烷结构，增加稳定性和抑

制活性（ＩＣ５０＝３３７ｎｍｏｌ／Ｌ），人体口服生物利用
度可达７５％［２１］。

Ｆｉｇｕｒｅ８　Ｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄｌａｕｎｃｈｅｄｐｒｏｔｅａｓｏｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

Ｆｉｇｕｒｅ９　Ｃｏｖａｌｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｄｉａｇｒａｍｏｆｏｒｌｉｓｔａｔｔｏｐａｎｃｒｅａｔｉｃｌｉｐａｓｅ
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Ｆｉｇｕｒｅ１０　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｓｆｏｒｔｙｐｉｃａｌｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄｌａｕｎｃｈｅｄｃｏｖａｌｅｎｔＤＰＰ
ＩＶｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

Ｆｉｇｕｒｅ１１　Ｃｒｙｓｔａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｖｉｌｄａｇｌｉｐｔｉｎ（ＰＤＢＩＤ：３Ｗ２Ｔ）．Ｈｙｄｒｏ
ｇｅｎｂｏｎｄｓａｒｅｓｈｏｗｎａｓｂｌｕｅｂｒｏｋｅｎｌｉｎｅｓ，ｃｏｖａｌｅｎｔｂｏｎｄｉｓｓｈｏｗｎａｓａ
ｒｅｄｌｉｎｅＰｉＡｌｋｙｌｉｓｓｈｏｗｎａｓｐｉｎｋｌｉｎｅｓＡｌｋｙｌｉｓｓｈｏｗｎａｓｐｕｒｐｌｅｌｉｎｅｓ

５　ＣａｔＫ抑制剂

组织蛋白酶 Ｋ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎＫ，ＣａｔＫ）属于木瓜
蛋白酶家族的半胱氨酸蛋白酶的一种类型，参与骨

胶原降解，对骨骼重塑和吸收有重要作用。Ｏｄａｎａ
ｃａｔｉｂ由默沙东研发，可与靶酶的 Ｃｙｓ２５部分形成
共价键，与氨基发生 Ｐｉｎｎｅｒ反应而可逆共价结合
（图１２），作为组织蛋白酶 Ｋ的抑制剂在临床Ⅲ期
试验中用于治疗绝经后妇女的骨质疏松症［２２］。

Ｏｄａｎａｃａｔｉｂ能够有效增加骨密度并降低骨折风险，
但不幸的是，该药同时也增加了房颤和脑卒中风

险，２０１６年９月默沙东宣布停止其临床开发。

６　作用于Ｋｅａｐ１Ｎｒｆ２通路的药物

Ｋｅａｐ１Ｎｒｆ２系统在抵抗氧化应激的细胞防御

中起主要作用。Ｎｒｆ２是在细胞应激反应中上调具
有细胞保护作用的基因表达的转录因子，在无应激

条件下Ｎｒｆ２与支架蛋白 Ｋｅａｐ１形成复合物，通过
核输出和蛋白水解作用诱导 Ｎｒｆ２降解。共价修饰
Ｋｅａｐ１的半胱氨酸蛋白，将导致Ｎｒｆ２的积累和随后
的核易位，使 Ｎｒｆ２诱导超过１００种保护性基因的
转录［２３］，这对诸多疾病如慢性肾脏疾病（ＣＫＤ）、慢
性阻塞性肺病（ＣＯＰＤ）、哮喘和神经变性疾病等有
重要意义。Ｓｕｌｆｏｒａｐｈａｎｅ（图１３）是一种天然产物，
含异硫氰酸酯基团，与Ｋｅａｐ１的半胱氨酸发生可逆
结合生成二硫代氨基甲酸酯，诱导 Ｎｒｆ２通路，目前
处于临床Ⅱ期试验，用于治疗复发性前列腺癌。富
马酸二甲酯（ＭＭＦ）（图１３）是Ｎｒｆ２的激活剂，能与
谷胱甘肽和 Ｎ乙酰半胱氨酸结合，最重要的是其
代谢物的单甲延胡索酸酯能与 Ｋｅａｐ１蛋白的
Ｃｙｓ１５１可逆共价结合抑制其活性［２４］，于２０１３年被
ＦＤＡ批准治疗多发性硬化症。巴多索隆（ＣＤＤＯ）、
甲基巴多索隆（ＣＤＤＯＭｅ）和 ＣＤＤＯＩｍ（图１３）是
齐墩果酸的衍生物，具有抗炎活性，其不饱和酮与

Ｋｅａｐ１蛋白的Ｃｙｓ１５１发生麦克尔加成［２５］。ＣＤＤＯ
Ｍｅ目前在临床试验中用于治疗慢性肾病，２０１５年
因治疗肺动脉高压获美国孤儿药资格。Ｏｍａｖｅｌｏｘ
ｏｌｏｎｅ（ＲＴＡ４０８，图１３）在低浓度下激活 Ｎｒｆ２，抑制
炎症，较高浓度下抑制肿瘤细胞生长，目前处于转

移性非小细胞肺癌或黑色素瘤Ⅰ期临床［２６］。ＴＢＥ
３１是从一系列化合物中筛选得到的三环类化合
物，结构中含有双迈克尔受体，是目前最有效的

Ｎｒｆ２激活剂，在纳摩尔剂量下诱导 Ｎｒｆ２依赖性细
胞保护反应，还能在动物体内保护黄曲霉素诱导的

肝癌发生，其 Ｃ环上的炔基氰二烯酮结构是一个
高活性可逆亲电片段，可用于新型 Ｎｒｆ２激活剂的
设计［２７］。同样，通过对 ＣＤＤＯ结构改造得到
ＴＸ６３５４１和 ＴＸ６３７１８（图 １３）能与 Ｋｅａｐ１蛋白的
Ｃｙｓ１５１可逆结合，剂量依赖性增加Ｎｒｆ２活性，是有
效的抗氧化剂和抗炎化合物，为 Ｎｒｆ２激活剂结构
的设计提供了参考［２８］。

７　ＤＰＰⅠ抑制剂

二肽基肽酶Ⅰ（ｄｉｐｅｐｔｉｄｙｌｐｅｐｔｉｄａｓｅⅠ，ＤＰＰ
Ⅰ）是溶酶体半胱氨酸蛋白酶，是一个治疗慢性阻
塞性肺病（ＣＯＰＤ）的重要靶点，其共价抑制剂大多
含有能与活性位点 Ｃｙｓ２３４共价结合的亲电弹头。
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葛兰素史克近年研发了第一个含 α，β不饱和酰胺
的不可逆ＤＰＰ１抑制剂ＧＳＫ２７９３６６０（图１４）［２９］，但
由于副反应和不理想的效果，该项目被终止。后来

Ｄｏｙｌｅ等［２９］通过对含酰胺基乙腈结构的化合物结

构进行改造，得到了高效高选择性的 ＡＺＤ７９８６
（ｐＩＣ５０＝８４）（图１４），目前处于Ⅰ期临床试验。

Ｆｉｇｕｒｅ１２　ＣｏｖａｌｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｄｉａｇｒａｍｏｆｏｄａｎａｃａｔｉｂｔｏｃａｔｈｅｐｓｉｎＫ

Ｆｉｇｕｒｅ１３　ＭｏｌｅｃｕｌｅｓｔａｒｇｅｔｉｎｇｔｏＫｅａｐ１Ｎｒｆ２ｐａｔｈｗａｙ

Ｆｉｇｕｒｅ１４　Ｅｘａｍｐｌｅｓｆｏｒｃｏｖａｌｅｎｔｄｒｕｇｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔａｒｇｅｔｓ

８　ＦＡＡＨ抑制剂

脂肪酸酰胺水解酶（ｆａｔｔｙａｃｉｄａｍｉｄｅｈｙｄｒｏｌａｓｅ，
ＦＡＡＨ）是负责生物活性脂肪酸酰胺水解的内在膜

蛋白，在疼痛接受和炎症中起作用。ＰＦ０４４５７８４５
（图１４）是辉瑞开发的口服可用的ＦＡＡＨ共价抑制
剂，与ＦＡＡＨ的催化亲核体 Ｓｅｒ２４１共价结合形成
氨基甲酸酯键，抑制酶活性［３０］，目前正在临床Ⅱ试
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验中用于治疗创伤后应激障碍、慢性疼痛和其他神

经系统疾病。

９　ＭｅｔＡＰ抑制剂

甲硫氨酸氨肽酶（ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ，
ＭｅｔＡＰ）是一种催化型金属蛋白酶，催化新生蛋白
质氨基末端甲硫氨酸的切割，在对 ＭｅｔＡＰ２抑制剂
的研究中发现ＭｅｔＡＰ２可作为减肥药研究的靶点。
Ｚａｆｇｅｎ生物医药公司的产品Ｂｅｌｏｒａｎｉｂ（图１４）能够
治疗下丘脑损伤造成的肥胖症，与 ＭｅｔＡＰ２活性中
心的Ｈｉｓ２３１结合抑制酶活性［３１］，同时还能消耗体

内脂肪维持身体机能，在Ⅱ期临床中取得较好的实
验结果。但是在治疗普拉德威利综合征的Ⅲ期试
验中出现患者死亡事件，２０１５年被终止开发。

!$

　共价修饰类药物的研究技术

近年来，共价修饰类药物在一些重大疾病治疗

中的优势越来越突显，在药物设计领域越来越受到

重视，其设计主要有两种策略，一种是对现存的抑

制剂 进 行 基 于 结 构 的 改 造 （ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｂａｓｅｄ
ｄｅｓｉｇｎ）［３２］，另一种是建立具有潜在活性的共价抑
制剂的化合物库，与多种靶蛋白进行广泛结合、筛

选［３３］。目前，寻找合适的靶标和其共价结合配体

是发现新型共价药物最重要的部分。

药物作用的靶标依赖于对生物系统的充分研

究，可通过扰乱信号通路了解靶标的生物作用及对

其小分子配体进行确证［３４］。目前，基于生物化学

方法寻找新的靶标及适宜的亲电基团为共价药物

的发现提供了一条明朗的途径，其中３个因素至关
重要，即蛋白质中的氨基酸残基信息、质谱分析法

和亲电化合物库［３５］。Ｂａｃｋｕｓ等［３６］用基本的生物

系统学方法，用基于分子片段的配体发现方法

（ｆｒａｇｍｅｎｔｂａｓｅｄｌｉｇａｎｄｄｉｓｃｏｖｅｒｙ，ＦＢＬＤ）筛选出人
体细胞蛋白质组中可与亲电片段结合的７００个具
有成药性的半胱氨酸残基，但这种方法局限于需要

纯化的蛋白质，以便观察药物与其特定口袋结合的

方式。化学蛋白质组学配合质谱分析可用于识别

鉴定细胞内靶标，用于寻找蛋白激酶抑制剂［３７］，

Ｌａｎｎｉｎｇ等［３５］用类似的方法在整个人类蛋白质组

来确定两种临床上使用的共价激酶抑制剂的药物

Ａｆａｔｉｎｉｂ和Ｉｂｒｕｔｉｎｉｂ的蛋白质靶标，他们发现两个
共价药物在细胞内作用于激酶和非激酶类蛋白，这

是导致它们缺乏特异性的原因。

为了对亲电片段做系统研究，寻找低脱靶效应

高选择性的反应活性基团，Ｊｏｓｔ等［３８］将６种常用于
设计共价抑制剂的亲电基团丙烯酰胺、ɑ卤酮类等
和１１种胺和苯胺骨架类非反应活性部分进行组
合，验证新化合物对１１种不同来源的酶的选择性
和活性。通过９００次以上的试验测定，发现丙烯酰
基和氯乙酰胺（苯胺）和２氰基乙酰胺和咪唑１甲
酰胺先通过特异非共价作用识别靶标，再与靶标共

价结合，表现出低脱靶效应，可以作为合适的亲电

弹头，其中３溴４，５二氢异
!

唑基部分对抗生素

靶标ＭｕｒＥ有选择性，可以成为抗生素设计的有用
骨架部分（图１５）。

Ｆｉｇｕｒｅ１５　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｉｌｅｓｆｏｒｃｏｖａｌｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｂｅｃｋｅｒ等［３９］在寻找３Ｃ蛋白酶不可逆抑制剂
实验中，利用小分子片段绑定生物大分子的原理，

首先用醛环氧化物作为双亲电体活性片段１通过
蛋白模板反应，将其绑定在蛋白酶 Ｓ１活性口袋的
Ｃｙｓ１４７上并进行结构分析实验，后通过化合物库
筛选和分子对接发现活性片段１与具有激活作用
的结构片段２结合在一起后对蛋白的抑制活性更
佳。用相同的方法通过化合物库筛选得出结构片

段２与乙烯基砜结合的化合物２０对７种病毒３Ｃ
蛋白酶有亚微摩尔级别的抑制活性（图１６）。

Ｆｉｇｕｒｅ１６　Ｉｒｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆｔｈｅ３Ｃｐｒｏｔｅａｓｅｔｈｒｏｕｇｈｔｅｍｐｌａｔｅｄ
ａｓｓｅｍｂｌｙｏｆｐｒｏｔｅｉｎｂｉｎｄｉｎｇｆｒａｇｍｅｎｔｓ

随着化学信息学的广泛应用，基于共价配体与

蛋白靶标之间的虚拟筛选与分子对接作为一种药

物发现的新策略也被运用于寻找合适的共价化合
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物上［４０］。通过计算机模拟人类蛋白质组结构，与

化合物库中的分子进行对接测试。Ｔｏｌｅｄｏ等［４１］通

过基于结构的虚拟筛选（ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｂａｓｅｄｖｉｒｔｕａｌ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ，ＳＢＶＳ）发现 ＨＣＶＮＳ３蛋白酶、ＣａｔＫ、
ＥＧＦＲ和ＸＰＯ１的共价配体，并利用薛定谔共价对
接算法（ＣｏｖＤｏｃｋ）通过迈克尔加成和 ɑ酮羰基加
成等反应预测配体结合的能力，ＳＢＶＳ为发现新的
多样性的共价配体提供了一个快速准确的方法。

目前，基于对接的虚拟筛选（ｄｏｃｉｎｇｂａｓｅｄｖｉｒｔｕａｌ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ，ＤＢＶＳ）也受到越来越多的关注并成功应
用于发现与鉴别不同靶标的全新骨架化合物，

Ｓｃｈｒｏｄｅｒ等［４２］对人ＣａｔＫ共价配体进行ＤＢＶＳ，将４４
个从化合物库筛选的化合物通过高通量筛选，发现

１，３，５三嗪２甲腈化合物（ＣＰ２４３５２２）在体外实验中
具有较好的可逆抑制活性（Ｋｉ＝２１ｎｍｏｌ／Ｌ）。除了
分子对接技术，针对共价抑制剂与靶点先进行非共

价结合再共价结合的两个步骤，基于分子力学和量

子力学或分子动力学模拟方法ＱＭ／ＭＭ的合理共价
抑制剂的设计应用证实了乙烯砜结构的共价抑制剂

的有效性［４３］，表明利用理论方法设计具有理想特性

的共价抑制剂是未来发展的趋势。

!!

　结　语

合理的共价药物的设计需要考虑诸多因素，首

先是合适的药物靶标，需要用生物信息学分析靶标

活性部位亲核氨基酸，其内部或附近的与靶标功能

相关的结合位点，结合位点在蛋白家族中最好有区

别，避免药物非特异性作用，以降低毒性。其次是合

适的共价配体，不仅要有适当的亲电基团，与靶标结

合位点有适当距离与位置，在共价结合过程中还需

要适度的反应性，以增加对靶标的选择性作用，其结

构可参照靶标内源性配体。在知道抑制剂与靶标共

价结合的模式后，基于结构的计算方法也可以用来

指导共价配体的设计。随着合理共价药物设计理念

结合生物、化学信息学理论的广泛应用，越来越多有

效的、低脱靶效应的、不良反应小的共价抑制剂将会

被开发出来。
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