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抗肿瘤 ＮＥＤＤ８活化酶抑制剂的研究进展
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摘　要　ＮＥＤＤ８活化酶（ＮＡＥ）是Ｎｅｄｄｙｌａｔｉｏｎ过程中的限速酶，抑制ＮＡＥ的活性，能够降低泛素蛋白酶体系统（ＵＰＳ）通路的
活性和相关蛋白的降解，诱导肿瘤细胞凋亡。与蛋白酶体抑制剂相比，ＮＡＥ抑制剂对干扰细胞内环境稳态更有特异性。随着
对ＮＡＥ研究的不断深入，多种ＮＡＥ抑制剂已被报道。根据这些ＮＡＥ抑制剂的结构特点，可分为ＡＭＰ类似物、双黄酮类脱氧
鸭嘴花碱酮衍生物和金属铑络合物类等。本文介绍了类泛素化修饰Ｎｅｄｄｙｌａｔｉｏｎ过程，其限速酶ＮＡＥ与肿瘤的生理作用，并
综述了ＮＡＥ抑制剂的最新研究进展。
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　　在真核细胞中，泛素蛋白酶体系统（ＵＰＳ）负
责蛋白质的降解，并在维持细胞内蛋白质动态平衡

中担当重要角色。泛素是由７６个氨基酸残基组成
的多肽，经过泛素激活酶（Ｅ１）、泛素结合酶（Ｅ２）
及泛素连接酶（Ｅ３）的级联催化，共价连接到底物
蛋白上，最后被２６Ｓ蛋白酶体识别并降解。ＵＰＳ的
底物蛋白参与诸如细胞周期调节、细胞生长及增

殖、信号传导、ＤＮＡ修复及细胞凋亡信号传导等过

程。因此，ＵＰＳ失调则会导致信号通路的异常激活
或抑制，进而可能发展成为肿瘤或其他疾病［１］。

ＵＰＳ活性过高与肿瘤的发生发展密切相关，已成为
肿瘤研究的热门方向［２－３］。蛋白酶体抑制剂硼替

佐米通过抑制蛋白酶体活性，减少细胞内蛋白降

解，导致细胞死亡。其作为治疗多发性骨髓瘤药物

上市，进一步证明了通过调节 ＵＰＳ治疗肿瘤的可
行性。硼替佐米抑制泛素蛋白酶体通路的２６Ｓ蛋
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白酶体，几乎阻断所有经泛素蛋白酶体途径的蛋
白质降解，从而缺乏选择性。因此，硼替佐米在临

床上表现出较严重的不良反应，如骨髓抑制、感染、

血小板减少症、溶血性贫血等。泛素化过程的３个
酶中，Ｅ１催化泛素激活，抑制 Ｅ１也将阻滞所有经
泛素蛋白酶体途径的蛋白质降解；Ｅ２的研究较
少；Ｅ３种类繁多并具有严格的底物特异性［４］。抑

制ＵＰＳ中蛋白酶体上游特定的Ｅ３活性，能够下调
某一个或某一类蛋白的降解。与抑制蛋白酶体相

比，抑制特定 Ｅ３能够特异性阻止该 Ｅ３底物蛋白
的降解，从而降低毒性，增加治疗指数［５］。泛素蛋
白酶体Ｅ３分为３类：ＨＥＣＴ结构域的Ｅ３连接酶，其
直接与泛素形成泛素Ｅ３复合物再将泛素连接至底
物上［６］；ＲＩＮＧ结构域的Ｅ３连接酶，该类酶与Ｅ２及
泛素形成 Ｅ３泛素Ｅ２复合物，再将泛素与底物连
接；Ｕｂｏｘ结构域的 Ｅ３连接酶，它的催化过程与
ＲＩＮＧｆｉｎｇｅｒＥ３相似，但不需要金属络合［７］。含有

ｃｕｌｌｉｎ的 Ｅ３连接酶（ｃｕｌｌｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＲＩＮＧｆｉｎｇｅｒ
Ｅ３ｓ，ＣＲＬｓ）是ＲＩＮＧｆｉｎｇｅｒＥ３的一个亚类。目前已
知ＣＲＬｓ是ＵＰＳＥ３中最大的一个蛋白家族，它的底
物蛋白大多与肿瘤相关的细胞周期控制、ＮＦκＢ信
号通路、ＤＮＡ复制与修复、氧化应激以及缺氧信号
有关［８－９］，其对细胞增殖及凋亡起着至关重要的作

用。研究表明，Ｃｕｌｌｉｎ１在４０％的肺癌中存在过表
达［１０］。因此，通过调节ＵＰＳ中ＣＲＬｓＥ３的活性来调
控ＵＰＳ达到治疗肿瘤目的更具有选择性和可行性。
研究表明，ＣＲＬｓ本身的催化活性较低，当其被类泛

素ＮＥＤＤ８酶（ｎｅｕｒａｌｐｒｅｃｕｒｓｏｒｃｅｌｌｅｘｐｒｅｓｓｅｄｄｅｖｅｌ
ｏｐｍｅｎｔａｌｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ８，ＮＥＤＤ８）蛋白共价修饰
后，构象改变，转化为活性形式，提高催化活

性［１１－１４］。因此，通过抑制ＣＲＬｓ的ＮＥＤＤ８共价修饰
过程可以调节ＵＰＳ中ＣＲＬｓＥ３的活性，从而选择性
调控ＵＰＳ达到治疗肿瘤的目的。因此，ＮＥＤＤ８活化
酶（ＮＡＥ）已成为非常重要的抗肿瘤药物靶点。

!
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与类泛素化修饰
&*++,-./012

ＮＥＤＤ８是由８１个氨基酸组成的蛋白质，与泛
素有６０％的一致性和８０％的同源性［１５－１６］。它通过

级联酶促反应特异性与底物蛋白结合的过程被称为

Ｎｅｄｄｙｌａｔｉｏｎ（图１）。Ｎｅｄｄｙｌａｔｉｏｎ与泛素化类似：首
先，ＮＥＤＤ８前体被人源ＮＥＤＤ８脱乙酰酶１（ＮＥＤＤ８
ｈｕｍａｎｄｅｎｅｄｄｙｌａｓｅ１，ＤＥＮ１）、特异性ＮＥＤＤ８蛋白酶
（ＮＥＤＤ８ｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｅｔｅａｓｅ，ＮＥＤＰ１）等酶从Ｃ端切除
５个氨基酸残基，形成成熟的ＮＥＤＤ８；其次，成熟的
ＮＥＤＤ８在 ＮＥＤＤ８激 活 酶 （ＮＥＤＤ８ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ｅｎｚｙｍｅ，ＮＡＥ／Ｅ１）催化下，ＡＴＰ依赖性激活，形成
ＮＥＤＤ８ＡＭＰ；然后被转移至ＮＥＤＤ８结合酶（Ｅ２）；最
后在ＮＥＤＤ８连接酶（Ｅ３）作用下，ＮＥＤＤ８通过硫酯
键共价连接于 ＣＲＬｓ，形成 ＣＲＬＮＥＤＤ８复合物
（ＣＲＬｓ的活性形式）。ＣＲＬＮＥＤＤ８可通过 ＣＯＰ９／
ＣＳＮ的催化解离，释放出游离的ＣＲＬｓ（非活性形式）
与ＮＥＤＤ８［１７］。与ＵＰＳ不同的是，蛋白质泛素化修
饰的功能是介导蛋白酶体的识别并被降解，而

ＮＥＤＤ８修饰的主要功能为调节底物蛋白活性。

图１　类泛素化修饰Ｎｅｄｄｙｌａｔｉｏｎ过程底物与其生物效应［２５］
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　　Ｎｅｄｄｙｌａｔｉｏｎ的底物及生物学效应如表１所示。
Ｎｅｄｄｙｌａｔｉｏｎ在细胞中具有重要功能，Ｎｅｄｄｙｌａｔｉｏｎ异
常可引起肿瘤或神经退行性疾病的发生［１８－２１］，近

期研究亦发现 Ｎｅｄｄｙｌａｔｉｏｎ在肺癌和前列腺癌上
调［２２－２３］。ＮＡＥ为Ｎｅｄｄｙｌａｔｉｏｎ过程中的限速酶，通
过抑制ＮＡＥ活性，下调Ｎｅｄｄｙｌａｔｉｏｎ，降低泛素蛋白
酶体通路活性和相关蛋白降解，诱导肿瘤细胞凋亡，

从而达到治疗肿瘤的目的。研究显示，用ｓｈＲＮＡ沉
默黑色素瘤细胞中ＵＢＡ３（ＮＡＥ的亚基）基因，可抑
制Ｎｅｄｄｙｌａｔｉｏｎ活性，增加细胞内 ｐ５３含量，抑制细
胞增殖，并能抑制裸鼠体内肿瘤生长［２４］。由于

ＮＥＤＤ８通路处于泛素蛋白酶体通路的上游，所以
通过抑制ＮＡＥ，降低Ｎｅｄｄｙｌａｔｉｏｎ活性，特异性下调
泛素蛋白酶体通路的ＣＲＬｓ活性，从而选择性减少
细胞内与肿瘤相关蛋白的降解。与蛋白酶体抑制

剂相比，ＮＡＥ抑制剂能更加特异性地干扰肿瘤细
胞的内环境稳态，这一点对于临床治疗以及用药安

全来说至关重要。因此以 ＮＡＥ为靶点，研究高效
低毒抗肿瘤药物具有阔前景。

"
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抑制剂

２１　ＡＭＰ类似物
２１１　ＭＬＮ４９２４　ＡＭＰ类似物是目前报道数量

最多的ＮＡＥ抑制剂。其中ＭＬＮ４９２４由Ｍｉｌｌｅｎｎｉｕｍ
制药公司开发，是第１个进入临床的 ＮＡＥ抑制剂
（Ⅱ期）。最初通过高通量筛选发现 Ｎ苄基腺苷
（１）为温和的 ＮＡＥ抑制剂。后经化学修饰，分别
以氨基磺酸酯和茚满基替换羟基和苄基得到 ＮＡＥ
强效抑制剂２。它对ＮＡＥ的ＩＣ５０为５ｎｍｏｌ／Ｌ，但对
泛素激活酶（ＵＡＥ）和 ＳＵＭＯ激活酶（ＳＡＥ）的 ＩＣ５０
均小于１０ｎｍｏｌ／Ｌ。因而化合物２对 ＮＡＥ缺乏选
择性，仍需进一步结构改造，以提高选择性。随

后 Ｍｉｌｌｅｎｎｉｕｍ制药公司对化合物２进行改造，以
环戊环代替四氢呋喃环，以４氨基７Ｈ吡咯［２，３
ｄ］嘧啶置换腺嘌呤，改变氨基磺酸酯取代基的构
型，最终得到选择性 ＮＡＥ抑制剂 ＭＬＮ４９２４，结构
式见图２［２６］。

表１　类泛素化修饰Ｎｅｄｄｙｌａｔｉｏｎ底物与其生物效应［２５］

底　物 生物效应

ＣＵＬ１、２、３、４Ａ、４Ｂ、５ 促进构象改变，激活ＣＲＬｓ活性
ｐ５３ 抑制ｐ５３的转录因子活性
ｐ７３ 抑制ｐ７３的转录因子活性
Ｍｄｍ２ 增加 ｍｄｍ２稳定性，降低 ｍｄｍ２对

ｐ５３的抑制活性
ＥＧＥＲ 增加ＥＧＦＲ泛素化并由溶酶体降解
Ｌ１１及其他核糖体蛋白 增加蛋白稳定

图２　ＮＡＥ抑制剂ＭＬＮ４９２４的发现

　　ＭＬＮ４９２４为选择性ＮＡＥ抑制剂，其对ＮＡＥ的
ＩＣ５０为４ｎｍｏｌ／Ｌ，对其他类泛素激活酶 ＵＡＥ、ＳＡＥ、
ＵＢＡ６和ＡＴＧ７的ＩＣ５０分别为１５，８２，１８μｍｏｌ／Ｌ
及大于１０μｍｏｌ／Ｌ。

ＭＬＮ４９２４能选择性抑制细胞内 ＮＡＥ活性，抑
制细胞增殖。体外研究发现，ＭＬＮ４９２４能在低浓
度抑制多种肿瘤细胞增殖［２７－２９］。ＭＬＮ４９２４能抑
制细胞内ＣＲＬｓ底物蛋白质（约９％）的降解，而蛋
白酶体抑制剂（硼替佐米）阻止了细胞内大部分蛋

白质的降解，ＭＬＮ４９２４显示出更好的选择性。体
内试验发现ＭＬＮ４９２４能剂量依赖性抑制荷瘤小鼠
肿瘤组织中的 Ｎｅｄｄｙｌａｔｉｏｎ，减少 ＣＲＬｓ底物降解，
抑制肿瘤生长，且治疗效果与每天给药总量有关，

而与每天给药次数无关。研究人员用ＭＬＮ４９２４以
６０和９０ｍｇ／ｋｇ剂量每天两次给药治疗移植人非
小细胞肺癌细胞 Ｈ５２２的小鼠进行治疗，２周治疗
后，肿瘤生长得到显著抑制，且小鼠对ＭＬＮ４９２４表
现出了很好的耐受性。因此，ＭＬＮ４９２４在体内体

８４６
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外均有良好的抗肿瘤活性及安全性。

Ｂｒｏｗｎｅｌｌ等［３０］证明，ＭＬＮ４９２４作为前药，本身
与ＮＡＥ的结合力较弱，但经 ＮＡＥ催化后形成的
ＮＥＤＤ８ＭＬＮ４９２４缀合物为 ＮＡＥ的强效 ＡＴＰ竞争
性抑制剂。ＭＬＮ４９２４的分子机制如图３所示：（１）
ＮＥＤＤ８被ＮＡＥ以ＡＴＰ依赖性催化方式激活，形成
ＮＥＤＤ８ＡＭＰ；（２）ＮＡＥ酶发生变构，Ｃｙｓ２１６的巯基

进攻 ＮＥＤＤ８的末端羰基，夺取 ＮＥＤＤ８形成
ＮＥＤＤ８ＮＡＥ，释放 ＡＭＰ并空出 ＡＴＰ结合腔穴；
（３）ＭＬＮ４９２４作为 ＡＭＰ类似物，结合到 ＮＡＥ的
ＡＴＰ位点，ＮＡＥ酶再次发生变构，ＭＬＮ４９２４的磺酰
胺基进攻 ＮＥＤＤ８ＮＡＥ的硫酯键夺回 ＮＥＤＤ８，形
成ＮＥＤＤ８ＭＬＮ４９２４复合物。

图３　ＭＬＮ４９２４与ＮＡＥ作用机制

　　ＮＥＤＤ８ＭＬＮ４９２４复合物与 ＮＡＥ结合，其中
ＭＬＮ４９２４的磺酰基氧作为氢键受体与 Ｇｌｙ７９形成
氢键作用，羟基与 Ｌｙｓ１２４及 Ａｓｐ１００形成氢键，嘧
啶环３位 Ｎ作为氢键受体与 Ｇｌｎ１４９形成氢键作
用，氨基Ｎ与 Ｉｌｅ１４８形成氢键，茚满基则进入 ＡＴＰ
口袋后方的疏水区域，产生疏水缔合作用

（ＭＬＮ４９２４与ＮＡＥ的共晶结构如图４）［３０］。

图４　ＡＴＰ与ＮＡＥ（Ａ）及ＭＬＮ４９２４与ＮＡＥ（Ｂ）的共晶结构

２１２　４正己氨基腺苷５氨基磺酸酯　Ｊｕｌｉｅ
等［３１］报道了ＮＡＥ的强效抑制剂４正己氨基腺苷
５氨基磺酸酯（３，结构如图５）。通过嘌呤 Ｃ６位的
迭代的ＡＭＰ类似物，其Ｎ烷基长链在与ＮＡＥ结合
能力上具有关键作用，当烷基链缩短或增长，对

ＮＡＥ的抑制活性都有所下降，研究人员认为化合
物３的烷基链能够完美地占据由 Ｉｌｅ１４８，Ｇｌｎ１４９，
Ｉｌｅ１７０和Ｔｒｐ１７４组成的疏水口袋。当化合物３Ｃ６
位为氨基呋喃和氨基噻吩结构时，能够提高化合物

的代谢稳定性，但是相比化合物３抑制活性有所减
弱。化合物３对 ＮＡＥ的 ＩＣ５０小于１０ｎｍｏｌ／Ｌ并表
现出良好的选择性。化合物３能够抑制 Ｋ５６２细
胞中 Ｎｅｄｄｙｌａｔｉｏｎ，抑制细胞增殖，对 Ｋ５６２细胞的
ＩＣ５０为１０８ｎｍｏｌ／Ｌ，活性与ＭＬＮ４９２４相当。
２１３　ＡＢＰＡ３　Ｈｅｅｓｅｏｎ［３２］课题组以３乙炔基苯
胺取代化合物３的茚满基，发现了ＮＡＥ和ＵＡＥ的
双重抑制剂ＡＢＰＡ３（４，结构如图７）。分子实验表
明，ＡＢＰＡ３在 ＵＡＥ和催化下形成 ＵｂＡＢＰＡ３及
ＮＥＤＤ８ＡＢＰＡ３复合物，并由 ＵｂＡＢＰＡ３及
ＮＥＤＤ８ＡＢＰＡ３分别抑制 ＵＡＥ或 ＮＡＥ活性。细
胞实验中，ＡＢＰＡ３能够选择性抑制 Ｎｅｄｄｙｌａｔｉｏｎ及
泛素通路活性，抑制肿瘤细胞增殖（对 Ａ５４９细胞
的ＩＣ５０＝２５μｍｏｌ／Ｌ），激活 ＰＡＲＰ，引起肿瘤细胞
凋亡。ＡＢＰＡ３还能使细胞内丙种球蛋白结合蛋
白（ＢｉＰ）积累，激活ＰＥＲＫ及ｅＩＦ２α磷酸化，导致细
胞自噬，从多种途径抑制肿瘤细胞生长。同时

ＡＢＰＡ３抑制 ＵＡＥ活性，能有效阻断泛素蛋白酶

９４６
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体通路，减少胞内蛋白降解并抑制泛素聚集体的形

成，从而抑制肿瘤细胞增殖，引起细胞凋亡。

图５　化合物３结构式

图６　低能量化合物３与ＮＡＥ的ＡＴＰ结合口袋对接图

图７　ＡＢＰＡ３（化合物４）的结构式

２２　６，６′扁柏双黄酮
６，６′扁柏双黄酮（５）为报道的第２类ＮＡＥ抑制

剂（结构见图８）［３３］，其对ＮＡＥ的ＩＣ５０约为２０μｍｏｌ／
Ｌ，并能有效抑制Ｃａｃｏ２细胞内ＮＡＥ活性。当浓度
达到２５μｍｏｌ／Ｌ时，化合物５能完全抑制Ｃａｃｏ２细
胞内ＮＡＥ活性。通过分子对接发现，化合物５与
ＮＡＥ的结合模式异与 ＭＬＮ４９２４与 ＮＡＥ的结合模
式，被认为是ＮＡＥ的ＡＴＰ竞争性抑制剂。

图８　６，６′扁柏双黄酮（化合物５）的结构式

２３　脱氧鸭嘴花碱酮类ＮＡＥ抑制剂
脱氧鸭嘴花碱酮衍生物（６，结构见图９）是通

过高通量筛选从９万个天然产物中发现的另一类
天然产物ＮＡＥ选择性抑制剂［３４］，在胞外酶活性和

细胞水平都表现出对ＮＡＥ的抑制活性。其对ＮＡＥ
的ＩＣ５０约为０８μｍｏｌ／Ｌ，而对 Ｅ１酶类似物 ＵＡＥ、
ＳＡＥ几乎无活性。化合物６对 Ｃａｃｏ２细胞增殖表
现出中等抑制活性，ＩＣ５０为１０μｍｏｌ／Ｌ，分子对接模
型显示，化合物６与 ＮＡＥ的 ＡＴＰ结合口袋结合模
式与ＡＴＰ和ＭＬＮ４９２４相似（图１０）：脱氧鸭嘴花碱
酮环占据Ｉｌｅ１４８和 Ｍｅｔ１０１附近的疏水口袋，通过
环中的Ｎ原子与 Ｇｌｎ１４９形成氢键作用；二肽部分
与ＮＡＥ的亲水区域能够形成多个氢键的相互作
用，酰胺羰基 Ｏ与 Ｌｙｓ１２４的氢键作用，羰基 Ｏ与
Ａｓｐ１６７的氢键作用和酰胺 Ｈ与 Ａｓｐ１００的氢键作
用。由于与 ＮＡＥ结合模式类似于 ＡＴＰ，化合物６
被认为是一类非共价竞争 ＮＡＥ抑制剂，同时化合
物６结构优化空间很大，以期得到活性更好、类药
性更高的ＮＡＥ抑制剂。

图９　脱氧鸭嘴花碱酮衍生物（化合物６）的结构式

图１０　化合物６与ＮＡＥ的ＡＴＰ结合口袋结合模式图

２４　金属络合物类ＮＡＥ抑制剂
化合物７为第１个金属络合物类ＮＡＥ抑制剂

（结构见图１１）［３５］，其能选择性抑制Ｃａｃｏ２细胞内
ＮＡＥ活性，减少 ＣＲＬｓ底物降解，并抑制 ＮＦκＢ通
路，表现出良好抗增殖活性（ＩＣ５０＝０３μｍｏｌ／Ｌ）。

０５６



第４８卷第６期 郭亚辉，等：抗肿瘤ＮＥＤＤ８活化酶抑制剂的研究进展

分子对接模型显示，化合物７与 ＮＡＥ的结合模式
与ＭＬＮ４９２４相似，苯基吡啶与 Ｌｙｓ１２４和 Ａｓｐ２７３
形成氢键作用，同时苯基吡啶位于 ＮＥＤＤ８附近，
这与ＭＬＮ４９２４的核糖环类似。当化合物７经过结
构修饰（得到化合物８，９和１０），其ＮＡＥ抑制活性
都有所减弱。

图１１　化合物７及其衍生物的结构式

２５　绕丹宁类ＮＡＥ抑制剂
共价激酶抑制剂的成功鼓舞了研究人员对共

价抑制剂的研究热情。其中绕丹宁衍生物 ＬＺ３
（１１）是通过结合策略的虚拟筛选得到的 ＮＡＥ的
共价结合抑制剂（结构如图 １２），其对 ＮＡＥ的
ＩＣ５０＝１０６μｍｏｌ／Ｌ，并具有一定的选择性

［３６］。

图１２　ＬＺ３（化合物１１）的结构式

绕丹宁类化合物是活性筛选实验中的检测干

扰 化 合 物 （ｐａｎａｓｓａｙ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ，
ＰＡＩＮＳ）之一［３７］。在筛选试验中，ＰＡＩＮＳ表现出来
的“活性”仅仅是一种假阳性结果———它们的“活

性”并不是基于化合物分子与蛋白质之间特异性

的作用。因此，ＬＺ３作为 ＮＡＥ抑制剂的结论仍需
更多实验证据验证。

２６　哌拉西林
哌拉西林（ｐｉｐｅｒａｃｉｌｌｉｎ，１２，结构如图１３）目前

在临床上用于治疗部分革兰阴性菌的感染，为半合

成抗假单胞菌青霉素。Ｚｈｏｎｇ等［３８］研究发现，哌

拉新林为ＮＡＥ的ＡＴＰ竞争性抑制剂ＮＡＥ抑制剂，
其对ＮＡＥ的ＩＣ５０为１μｍｏｌ／Ｌ。哌拉新林选择性抑
制Ｃａｃｏ２细胞内 ＮＡＥ活性，并上调细胞内 ｐ２７表
达水平。通过分子对接模型可以看出，哌拉西林结

合于ＮＡＥ的 ＡＴＰ结合口袋，与 ＮＡＥ和 ＡＴＰ结合
空间重叠性好。其作用方式主要有：①哌拉西林的
哌嗪２，３二酮部分结合于 ＮＡＥ中 Ｍｅｔ１０１和
Ｉｌｅ１４８附近的疏水口袋，此疏水口袋通常与ＡＴＰ腺
嘌呤环结合；②哌拉西林的脲氧分子与 Ｓｅｒ１４７能
够形成氢键作用；③其双环结构能够占据 ＡＴＰ中
磷酸基团结合位点ＡＰＰＢＰ１亚基，双环中的羰基与
Ｌｙｓ１０３形成氢键；④ＮＡＥ的 Ａｓｐ１００与 Ａｓｐ１６７之
间的区域被环外的酰胺键占据。因此认为哌拉西

林为ＮＡＥ的ＡＴＰ竞争性抑制剂。除此之外，研究人
员还通过不同浓度哌拉西林处理 ＮＡＥ，用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测ｕｂｃ１２ＮＥＤＤ８复合物的含量，进一步验证
了哌拉西林为ＮＡＥ的ＡＴＰ竞争性抑制剂。

图１３　哌拉西林（化合物１２）的结构式

２７　Ｍ２２
Ｍ２２为本课题组应用分子对接技术，从５万个

小分子化合物库基于受体的虚拟筛选发现的具有

全新骨架的ＮＡＥ抑制剂［３９］。通过细胞筛选，发现

Ｍ２２对ＮＡＥ高表达细胞及 ＭＬＮ４９２４敏感细胞具
有良好抑制活性（其对 Ａ５４９细胞的 ＩＣ５０为 １２７
μｍｏｌ／Ｌ）。随后，本课题组通过一系列生物活性测
试实验对 Ｍ２２的作用靶点进行了验证（图 １４）。
研究发现，Ｍ２２被认为是有效的 ＡＴＰ竞争性 ＮＡＥ
抑制剂。在ｃｅｌｌｆｒｅｅ评价体系中，Ｍ２２能有效抑制
ＮＡＥ活性，且该抑制效果能被高浓度 ＡＴＰ逆转。
细胞实验中，Ｍ２２能抑制ＮＡＥ高表达的Ａ５４９细胞
和ＭＬＮ４９２４敏感细胞等多种肿瘤细胞增殖，并在
微摩尔浓度范围内选择性抑制 ＮＡＥ活性，下调
Ｎｅｄｄｙｌａｔｉｏｎ，减少 ＣＲＬｓ被 ＮＥＤＤ８共价修饰，抑制
ＣＲＬｓ的激活，减少ＣＲＬｓ介导的蛋白底物降解，导
致相应蛋白在细胞内积累，引起细胞凋亡。而在体

内实验中Ｍ２２能有效抑制肿瘤组织生长，并具有
较低的急性毒性特性。又由于 Ｍ２２具有相对分子
质量低，便于合成和具有多个修饰位点等优点，

Ｍ２２被认为是理想的先导化合物。

１５６
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图１４　Ｍ２２作用靶点验证技术路线图

#

　结　语

通过对ＵＰＳ的深入研究，已经明确Ｎｅｄｄｙｌａｔｉｏｎ
在调节众多细胞过程中起到重要作用，并意识到通

过调节 Ｎｅｄｄｙｌａｔｉｏｎ来控制 ＣＲＬｓ活性，从而调节
ＵＰＳ活性。ＣＲＬｓ负责细胞内大量与肿瘤相关蛋白
质的降解，因此，ＮＥＤＤ８通路与肿瘤的发生和生长
密切相关。ＮＡＥ抑制剂 ＭＬＮ４９２４的发现为以其
他ＵＢＬ通路为靶点开发抗肿瘤或其他疾病药物的
策略提供重要依据。虽然目前以ＮＡＥ为靶点的抗
肿瘤药物只有 ＭＬＮ４９２４正在进行Ⅱ期临床研究，
但是随着ＮＡＥ对机体代谢影响机制进一步阐明，
以ＮＡＥ为靶点的药物有望为肿瘤患者带来福音。
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