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摘　要　ＰＡＫ１蛋白激酶在肿瘤的发生发展中发挥着重要作用，筛选开发新的ＰＡＫ１抑制剂作为肿瘤治疗靶向药物具有重
要意义。传统的ＰＡＫ１抑制剂筛选方法存在成本高、效率低等缺陷，而计算机虚拟筛选可降低发现活性先导化合物的成本，
提高筛选效率。本实验采用计算机辅助药物虚拟筛选结合Ｚ′ｌｙｔｅＴＭ高通量激酶筛选出１种ＰＡＫ１靶向候选化合物，体外酶
活性检测发现化合物１８（Ｋ７８８）具有良好的ＰＡＫ１抑制活性（抑制率为４２７％）。进一步通过 ＭＴＴ检测发现 Ｋ７８８具有显
著的ＰＡＫ１阳性肿瘤杀伤活性，抑制活性优于阳性药ＩＰＡ３（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｐ２１ａｃｔｉｖａｔｅｄｋｉｎａｓｅｃｏｍｐｏｕｎｄ３）。采用流式细胞分
析、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现Ｋ７８８能通过抑制ＰＡＫ１的表达及其活化以激活 ｃａｓｐａｓｅ凋亡通路，诱导结肠癌细胞 ＤＬＤ１的凋
亡。Ｋ７８８具有临床开发应用的潜力，可作为ＰＡＫ１靶向先导分子进行深入研究。
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　　蛋白激酶作为驱动子，在肿瘤细胞的生长、存
活和转移过程中发挥着至关重要的作用，参与了人

类肿瘤的发生和发展过程。许多与肿瘤相关的蛋

白激酶也成为了药物设计的有效靶点。多种蛋白

激酶抑制剂类抗肿瘤药物能够通过抑制蛋白激酶

的活性从而有效限制肿瘤的发展。但仍有报道多

种蛋白激酶抑制剂出现药物耐受现象，故寻找新的

药物靶点、开发新型蛋白激酶抑制剂类药物显得尤

为重要。ｐ２１活化的蛋白激酶（ｐ２１ａｃｔｉｖａｔｅｄｋｉｎａ
ｓｅｓ，ＰＡＫｓ）属于进化保守的丝氨酸／苏氨酸蛋白激
酶家族，是小分子ＧＴＰ酶Ｃｄｃ４２和Ｒａｃ１下游的效
应子。ＰＡＫｓ位于多条肿瘤形成相关信号通路的交
汇处，被突变或上游效应子激活的 ＰＡＫｓ能够促进
细胞的增殖、存活、侵袭及转移。同时，ＰＡＫｓ在多
种恶性肿瘤中活化并发挥重要作用［１］。ＰＡＫｓ结
构上主要包含高度同源的 Ｃ端激酶催化区域和存
在差异的Ｎ端调节区域。根据结构和活化方式的
异同，ＰＡＫ家族被分为两个亚群：亚群Ⅰ（ＰＡＫ１３）
和亚群Ⅱ（ＰＡＫ４６）［２］。ＰＡＫｓ各种亚型分布于不
同组织且在肿瘤的病理过程中具有不可取代的作

用。其中，ＰＡＫ１是最有特点的一个亚型，在传递
胞外信号、调节细胞运动性方面发挥着重要作

用［３－４］。ＰＡＫ１广泛表达于脑、肌肉及脾脏等组织
中，同时其在多种恶性肿瘤中表达显著增高，如卵

巢癌、乳腺癌和膀胱癌［５－７］。研究表明，ＰＡＫ１通过
调节细胞增殖、存活、侵袭和转移，影响着多种恶性

肿瘤的形成以及癌前病变过程［８－１０］。因此，ＰＡＫ１
被认为是重要的肿瘤治疗靶点之一，筛选开发

ＰＡＫ１抑制剂作为肿瘤靶向治疗药物具有重要
意义。

传统的ＰＡＫ１抑制剂筛选主要是通过人工筛
选和高通量筛选的方法，两种方法各有其优缺点。

前者耗时耗力且人为操作误差较大，后者虽可采用

自动化的操作系统进行大规模的化合物筛选，但需

要的靶酶或靶细胞较多且阳性率低，因此成本高、

效率低。随着计算机技术的发展和大数据分析的

出现，应用虚拟筛选方法发现先导化合物就逐渐成

为主流。基于分子对接的计算机辅助药物筛选方

法（ｃｏｍｐｕｔｅｒａｉｄｅｄｄｒｕｇｓｃｒｅｅｎｉｎｇ，ＣＡＤＤ）是通过受

体与化合物之间的空间匹配和能量匹配从大量有

机化合物中遴选出可能的有效候选化合物，以便后

续实验验证。这种方法避免了对化合物的盲目筛

选，大大降低发现活性先导化合物的成本，缩短了

药物研发周期，是目前较为常用的一种药物筛选模

式［１１］。本实验通过分子对接的虚拟筛选方法，根

据化合物与 ＰＡＫ１结合的打分筛选出可能的有效
候选化合物，进一步通过高通量 Ｚ′ｌｙｔｅＴＭ激酶检测
和肿瘤细胞杀伤活性检测筛选出一种新型 ＰＡＫ１
小分子抑制剂———Ｋ７８８。

&

　材　料

１１　细胞株
人原位胰腺腺癌细胞株（ＢｘＰＣ３）、人胰腺癌

细胞（ＰＡＮＣ１）、人肺癌细胞株（Ａ５４９、Ｈ１９７５、
ＰＣ９），人结肠癌细胞株（ＤＬＤ１）购于上海中科院
细胞库。

１２　试　剂
ＰＡＫ１抑制剂阳性药 ＩＰＡ３（美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ公

司），溶于 ＤＭＳＯ中制成浓度为 ２０ｍｍｏｌ／Ｌ的母
液，贮存于－２０℃冰箱，稀释后用于实验；人重组
蛋白激酶ＰＡＫ１（美国ＡｄｏｏＱＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司）；ＭＴＴ
（美国Ｓｉｇｍａ公司）；Ｚ′ｌｙｔｅＴＭ激酶检测试剂盒（美国
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；ＲＭＰＩ１６４０培养基、
ＤＭＥＭ培养基、胰酶（０２５％ ＴｒｙｐｓｉｎＥＤＴＡ）、胎牛
血清、青霉素加链霉素（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）。凋亡检
测试剂盒ＰＥＡｎｎｅｘｉｎＶＡｐｏｐｔｏｓｉｓＤｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔＩ（美
国ＢＤＰｈａｒｍｉｎｇｅｎ公司）。
１３　仪器和软件

Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ全波长酶标仪（美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司）；ＡｘｉｏｏｂｓｅｒｖｅｒＡ１倒置荧光显微镜（德国Ｃａｒｌ
Ｚｅｉｓｓ公司）；ＣＫＸ４１倒置显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公
司）；Ｏｄｙｓｓｅｙ近红外激光成像仪（美国 ＬｉＣＯＲ公
司）；ＰｏｗｅｒＰＡＣＴＭ凝胶电泳仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）；
ＦＡＣＳＡｒｉａⅡ流式细胞仪（美国 ＢＤＰｈａｒｍｉｎｇｅｎ公
司）；曙光 ＴＣ６６００，Ｓｃｈｒｏｄｉｎｇｅｒ（２０１５３）软件，ＰＤＢ
数据库（ＩＤ：４ＥＱＣ和４ＺＪＪ），ＣｈｅｍＤｉｖ多样性小分
子数据库。

０３２
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'

　方　法

２１　计算机辅助筛选ＰＡＫ１靶向的候选药物
目前针对 ＰＡＫ１研究的小分子抑制剂主要分

为ＡＴＰ竞争型和别构型。ＡＴＰ竞争型抑制剂在
ＰＡＫ１结构的催化中心处与ＡＴＰ竞争性结合，从而
抑制ＰＡＫ１的活化。而别构调节型抑制剂可以通
过结合到 ＰＡＫ１结构中 ＡＴＰ口袋邻近的区域或
ＰＡＫ１背面的结合口袋，引起 ＰＡＫ１构象的变化干
扰其活化［１２］。两种类型的抑制剂对 ＰＡＫ１均有较
好的抑制效果，因此本实验对两种作用模式的抑制

剂均进行了筛选。计算机筛选流程图如图１所示。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｏｖｅｒａｌｌｄｒｕｇｓｃｒｅｅｎｉｎｇｐｒｏｃｅｓｓ
ＨＴＶＳ：Ｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｓｃｒｅｅｎｉｎｇ；ＳＰ：Ｓｔａｎｄａｒｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓｃｒｅｅｎｉｎｇ；
ＸＰ：Ｅｘｔｒａｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

首先，本研究以 ＰＡＫ１与竞争性抑制剂
ＦＲＡＸ５９７结合的复合物的晶体结构（ＰＤＢ∶４ＥＱＣ）
和ＰＡＫ１与别构调节抑制剂 ＡＢＡＭＥＣＴＩＮ结合的
复合物结构（ＰＤＢ：４ＺＪＪ），采用 Ｓｃｈｒｏｄｉｎｇｅｒ（２０１５
３）软件对蛋白结构进行预处理。去除水分子，加
氢，在ｐＨ７４下优化氢键，使用 ＯＰＬＳ３力场对蛋
白进行限制性能量优化，使重原子的 ＲＭＳＤ收敛
于０３?。以晶体结构中的原有配体所在位点为

中心，定义周围１５?范围为活性口袋生成格点文
件。然后，候选化合物库被进行成药性过滤（滤除

相对分子质量大于６００、小于２００且环数大于１０、
可旋转键数大于１０的分子），在 ｐＨ＝７０±２０下
采用Ｅｐｉｋ方法对 ＣｈｅｍＤｉｖ数据库进行质子化，使
用ＯＰＬＳ３力场对数据库分子进行构象生成，保持
分子原有手性特征，每个分子最多产生３２个构象。
所有候选化合物的虚拟筛选使用 Ｇｌｉｄｅ模块逐级
筛选方法，算法精度依次升高：高通量筛选模式

（ＨＴＶＳ）→标准精度筛选模式（ＳＰ）→超高精度筛
选模式（ＸＰ），每步筛选保留１０％的分子，通过结
合能及结合模式分析，对竞争性和别构调节抑制剂

各选２０个候选化合物进行活性验证。
２２　Ｚ′ｌｙｔｅＴＭ激酶检测候选化合物的ＰＡＫ１激酶抑
制活性

将底物与酶溶液预先混合孵育１０ｍｉｎ，加入候
选化合物（终浓度１０μｍｏｌ／Ｌ）后轻轻混匀，于３０
℃反应振荡反应１ｈ。然后加入 ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔＲｅａ
ｇｅｎｔ并轻轻混匀，室温孵育１ｈ。时间点到后继续
加入 ＳｔｏｐＲｅａｇｅｎｔ终止酶反应，于酶标仪上检测
４４５ｎｍ／５２０ｎｍ处发射光值，并计算发射光比值
Ｅ４４５／５２０；试剂盒中底物两端被香豆素和荧光素标
记，酶有活性时可催化底物发生磷酸化，不会被

ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔＲｅａｇｅｎｔ切割。在激发光的作用下香
豆素和荧光素会发生荧光共轭能量转移，发射光比

值改变。酶活被抑制时则发射光比值不变，基于发

射光比值的变化来计算化合物对酶活抑制率。酶

活抑制率见公式（１）：
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ＝

１－
（Ｅ４４５／５２０×Ｆ１００％ －Ｃ１００％）

（Ｃ０％ －Ｃ１００％）＋［Ｅ４４５／５２０×（Ｆ１００％ －Ｆ０％( )）］ ×１００％
（１）

其中：Ｃ１００％表示香豆素１００％磷酸化对照孔发
射光强度均值；Ｃ０％表示香豆素０％磷酸化对照孔
发射光强度均值；Ｆ１００％表示荧光素１００％磷酸化对
照孔发射光强度均值；Ｆ０％表示荧光素０％磷酸化
对照孔发射光强度均值。

２３　ＭＴＴ法检测候选化合物对肿瘤细胞抑制活性
ＭＴＴ法用于检测不同候选药物对 ＢｘＰＣ３、

ＰＡＮＣ１、Ａ５４９３种细胞的增殖抑制作用。取对数
生长期的细胞以每孔５×１０３个细胞的密度接种于
９６孔板中。各候选化合物按照预设的药物浓度加

１３２
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药，各组设置３个复孔，于３７℃培养箱中培养２４ｈ。
药物处理时间结束后，每孔加入浓度为 ５ｇ／Ｌ的
ＭＴＴ１０μＬ，３７℃培养箱孵育４ｈ后，吸取上清液，
每孔加入ＤＭＳＯ１００μＬ于振荡器上溶解１０ｍｉｎ，
测定Ａ５７０／６３０并计算增殖抑制率。增殖抑制率计算
见公式（２）：

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ（％）＝
Ａｃｏｎｔｒｏｌ，５７０ｎｍ－Ａｔｅｓｔ，５７０ｎｍ
Ａｃｏｎｔｒｏｌ，５７０ｎｍ－Ａｃｏｎｔｒｏｌ，６３０ｎｍ

×１００（２）

２４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｋ７８８对肿瘤细胞中
ＰＡＫ１及ｐＰＡＫ１表达水平的影响

取对数生长期的结直肠癌细胞株ＤＬＤ１，肺癌
细胞株Ａ５４９、Ｈ１９７５和ＰＣ９，胰腺癌细胞株ＰＡＮＣ１
和ＢｘＰＣ３，以每毫升２×１０５个细胞的密度种入６孔
板后于３７℃，５％ＣＯ２的细胞培养箱中培养过夜，待
细胞长到８０％融合度后分别加入不同浓度的Ｋ７８８
（０，５，１０，２０，３０μｍｏｌ／Ｌ）处理２４ｈ，在冰上用ＲＩＰＡ
裂解细胞 ３０ｍｉｎ提取全蛋白，加入 Ｓａｍｐｌｅｂｕｆｆｅｒ
用煮样器煮沸 ３ｍｉｎ后上样进行 ＳＤＳＰＡＧＥ，再
７０Ｖ转膜１ｈ，用５％脱脂牛奶封闭２ｈ后，孵育一
抗（１∶１０００稀释）于 ４℃孵育过夜，用 ＴＢＳＴ（含
０１％吐温２０）漂洗 ４遍（间隔 １０ｍｉｎ）后二抗

（１∶１００００稀释）孵育１ｈ，经 ＴＢＳＴ漂洗４遍后于
ＥＣＬ曝光显影，曝光 ＰＡＫ１、ｐＰＡＫ１、ＡＫＴ、ｐＡＫＴ、
ＣｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、ＢＡＸ等目的条带。
２５　流式细胞术检测Ｋ７８８诱导肿瘤细胞凋亡

取对数生长期的 ＤＬＤ１细胞，以每毫升 １×
１０５个的密度种入６孔板后于３７℃，５％ ＣＯ２细胞
培养箱中常规培养过夜，待细胞长到８０％汇合程
度后分别加入不同浓度的 Ｋ７８８（０，１０，２０，
４０μｍｏｌ／Ｌ）处理２４ｈ。到达时间点后用不含ＥＤ
ＴＡ的胰酶消化收集细胞，用 ＰＢＳ洗涤细胞 ２次
（２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ）收集１×１０５个细胞；加
入 ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ悬浮细胞１００μＬ；加入 Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＰＥ５μＬ混匀后，加入 ７ＡＡＤ５μＬ，混匀。室
温、避光、反应１５ｍｉｎ后，用流式细胞仪检测。

!

　结　果

３１　计算机辅助模拟筛选ＰＡＫ１靶向候选化合物
根据对接打分、结合模式以及结构多样性分

析，本实验筛选出 ２７个 ＡＴＰ竞争型候选化合物
（图２）和１４个别构调节型候选化合物（图３），用
于后续活性验证实验。
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Ｆｉｇｕｒｅ２　ＡＴＰｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅｃａｎｄｉｄａｔｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓ
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Ｆｉｇｕｒｅ３　Ａｌｌｏｓｔｅｒｉｃｃａｎｄｉｄａｔｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

３２　候选化合物对ＰＡＫ１激酶的抑制作用
基于计算机辅助筛选的结果，本实验最终确定

４１个候选化合物。为探究候选化合物在体外酶反
应体系中对酶活性的抑制效果，采用 Ｚ′ｌｙｔｅ高通量
激酶检测试剂盒对候选化合物的 ＰＡＫ１激酶抑制

活性进行检测。选取 ＰＡＫ１别构调节型抑制剂
ＩＰＡ３作为阳性对照，各化合物初筛浓度为 １０
μｍｏｌ／Ｌ。如图４所示，４１个候选化合物中有１６个
化合物对ＰＡＫ１酶活抑制率高于１０％，其中，化合
物２、５、７、１９的酶活抑制率大于４０％。

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｎｄｉｄａｔｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓｏｎｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｖｉｔｒｏ

３３　候选化合物对肿瘤细胞的增殖抑制作用
为了验证候选 ＰＡＫ１抑制剂对肿瘤细胞的作

用，本实验采用 ＭＴＴ法检测细胞活性来进一步评
估上述１６种对ＰＡＫ１酶活抑制较好的候选化合物
对ＰＡＫ１阳性肿瘤细胞的增殖抑制作用。本实验
选取 ＰＡＫ１高表达的胰腺癌细胞株（ＢｘＰＣ３和
ＰＡＮＣ１）和 ＰＡＫ１高度活化的肺癌细胞株 Ａ５４９。
将药物设置５０和１００μｍｏｌ／Ｌ两个浓度，于ＢｘＰＣ３
细胞上进行初筛，作用２４ｈ，结果如图５Ａ所示，结
果显示，１６种化合物不同程度的抑制 ＢｘＰＣ３的增
殖，其中化合物３、５、１７、１８和４０在１００μｍｏｌ／Ｌ时
的增殖抑制率都超过了８０％，化合物３、５和１８在
５０μｍｏｌ／Ｌ时的抑制率也超过了８０％。而阳性药

ＩＰＡ３在５０μｍｏｌ／Ｌ时的抑制率已经超过８０％。
如图５Ｂ和５Ｃ所示。化合物２和化合物 ３

在２５μｍｏｌ／Ｌ对ＰＡＮＣ１和Ａ５４９细胞的增殖抑制
率低于４０％，化合物６对 ＰＡＮＣ１细胞更敏感，２５
μｍｏｌ／Ｌ时抑制率达到５０％，而对 Ａ５４９细胞无明
显抑制效果。化合物１８在２５μｍｏｌ／Ｌ时对两种细
胞的抑制率都高于 ８０％，且在相同浓度下对
ＰＡＮＣ１和 Ａ５４９细胞的抑制效果均好于阳性药
ＩＰＡ３。其余化合物在两个高低浓度对细胞的增殖
抑制率都低于４０％。综合３种肿瘤细胞的筛选结
果来看，化合物１７对胰腺癌细胞ＢｘＰＣ３和ＰＡＮＣ
１的抑制效果较好，而化合物１８对３种细胞都有
较好的抑制效果，更具有后续研究的价值。

４３２
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Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｎｄｉｄａｔｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆ
ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）（Ａ）Ｉｎｈｉｂｉｔｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｎｄｉｄａｔｅｃｏｍ
ｐｏｕｎｄｓｏｎＢｘＰＣ３ａｔ５０ａｎｄ１００μｍｏｌ／Ｌ（Ｂ）Ｉｎｈｉｂｉｔｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｍ
ｐｏｕｎｄｓＮｏ２，３，５，１７，１８，２４ａｎｄ４０ｏｎＰＡＮＣ１ａｔ１０μｍｏｌ／Ｌａｎｄ２５
μｍｏｌ／Ｌ，ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｓｔｃｏｍｐｏｕｎｄｓａｒｅ２５ａｎｄ５０μｍｏｌ／Ｌ
（Ｃ）ＩｎｈｉｂｉｔｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓＮｏ２，３，５，１７，１８，２４ａｎｄ４０ｏｎ
ＰＡＮＣ１ａｔ１０ａｎｄ２５μｍｏｌ／Ｌ，ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｓｔｃｏｍｐｏｕｎｄｓａｒｅ
ａｔ２５ａｎｄ５０μｍｏｌ／Ｌ

３４　Ｋ７８８与ＰＡＫ１激酶相互作用的模式预测
通过体外酶活性水平和对细胞抑制作用的验

证筛选，本实验找到１个活性较好的候选 ＰＡＫ１抑
制剂（化合物１８，Ｋ７８８）。为了更好地了解这个化
合物发挥作用的方式，对化合物和靶蛋白 ＰＡＫ１的
相互作用模式进行分析，结果如图６所示。化合物
Ｋ７８８与ＰＡＫ１的作用位点在ＡＴＰ结合口袋的背面
（图６Ａ），在此位点结合能够使 ＰＡＫ１发生别构，

导致其酶活性受到抑制。Ｋ７８８与 ＰＡＫ１之间的相
互作用力主要为疏水作用和氢键作用。Ｋ７８８结构
中的季胺基团与 Ｇｌｕ３１５形成氢键，两个苯环和环
己烷深入到 ＰＡＫ１的疏水性口袋中（图６Ｂ）。这
些分子间作用力使得抑制剂与靶蛋白结合更加牢

固，从而抑制ＰＡＫ１的活化。
３５　Ｋ７８８对ＰＡＫ１阳性肿瘤细胞的增殖抑制作用

进一步检测Ｋ７８８对６株ＰＡＫ１表达阳性的肿
瘤细胞中ＰＡＫ１表达及活化水平的影响，结果如图
７Ａ和７Ｂ所示，ＰＡＫ１在 ＤＬＤ１细胞中表达和活
化相对较高，而 Ａ５４９细胞中 ＰＡＫ１的表达量相对
较低但活化程度最高。体外细胞毒性实验表明化

合物Ｋ７８８对ＰＡＫ１相对高度活化及高表达的肺癌
细胞株Ａ５４９（图７Ｃ）和结直肠癌 ＤＬＤ１细胞（图
７Ｄ）有较好的抑制活性，且抑制活性均高于阳性
药ＩＰＡ３。化合物 Ｋ７８８对 ＤＬＤ１细胞更为敏感，
加药２４ｈ的细胞抑制ＩＣ５０为９３９μｍｏｌ／Ｌ，加药后
２４ｈ细胞开始发生皱缩死亡，胞内有类似凋亡小
体样空泡出现，可能是药物诱导 ＤＬＤ１细胞发生
凋亡（图７Ｅ）。
３６　Ｋ７８８通过调控 ＰＡＫ１／ＡＫＴ／Ｂｃｌ２通路诱导
结直肠癌细胞ＤＬＤ１凋亡

通过流式细胞术检测 Ｋ７８８诱导 ＤＬＤ１细胞
凋亡活性，并进一步利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测
Ｋ７８８对胞内凋亡相关蛋白表达水平的影响。流式
细胞仪统计结果表明：化合物 Ｋ７８８在１０μｍｏｌ／Ｌ
浓度加药８ｈ后，ＰＥ＋／７ＡＡＤ－细胞增多，即细胞
开始发生凋亡。综合分析发现 Ｋ７８８能剂量依赖
性促进 ＤＬＤ１细胞凋亡。同时 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
表明，Ｋ７８８通过降低 ＰＡＫ１磷酸化水平以降低
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／Ｂｃｌ２信号通路中 ＡＫＴ的活性，导致抗
凋亡蛋白Ｂｃｌ２表达减少、促凋亡蛋白ＢＡＸ表达增
加，激活ｃａｓｐａｓｅ凋亡通路，引起细胞凋亡［１４］。

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＩｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｍｏｄｅｌｓｂｅｔｗｅｅｎｃａｎｄｉｄａｔｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒＫ７８８ａｎｄＰＡＫ１
Ａ：ＶｉｅｗｏｆｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃＰＡＫ１ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓｉｎｃｏｍｐｌｅｘｗｉｔｈＣＰ７３４；Ｂ：ＯｖｅｒａｌｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＰＡＫ１ｗｉｔｈＣＰ７３４ｂｏｕｎｄｉｎｔｈｅＡＴＰｂａｎｄｉｎｇｓｉｔｅ
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%

　讨　论

ＡＴＰ竞争型ＰＡＫ１抑制剂主要有羟吲哚／顺丁
烯二酰亚胺类、吡咯并吡唑类、单环氨基吡唑类、氮

杂吲哚联芳基酮类、苯并咪唑类抑制剂；别构调节

型抑制剂主要有二苯并二氮
"

类，活性较好的

ＰＡＫ１抑制剂为诺华公司研发的二苯并二氮
"

类

化合物３０和ＩＰＡ３［１２］。尽管如此，目前，针对ＰＡＫ
的靶向抑制剂还没有成药上市，唯一进入临床试验

的是辉瑞公司的 ＡＴＰ竞争型抑制 ＰＦ３７５８３０９［１３］，
所以新型ＰＡＫ抑制剂的发现就显得尤为重要。现
今发现的ＰＡＫ１抑制剂大多为ＡＴＰ竞争型，其活性
虽好但选择性较差，进入人体内很可能产生较大的

不良反应，因此别构调节型相对于 ＡＴＰ竞争型在
选择性上更有优势。

传统先导化合物筛选的方法存在盲目、成本高

和效率低等问题。与传统筛选方法相比，虚拟筛选

可以富集活性化合物，大大降低筛选的成本，提高

药物筛选的可能性［１２］。本研究中，正是借助计算

机辅助虚拟筛选，发现了一种新型新型 ＰＡＫ１抑制
剂Ｋ７８８。

本实验通过计算机辅助筛选出化合物 Ｋ７８８，
其体外酶活的抑制率为４２７％，稍逊于别构调节
型 ＰＡＫ１抑制剂 ＩＰＡ３。但对于 ＰＡＫ１高表达以
及高度活化的细胞株 ＤＬＤ１和 Ａ５４９，Ｋ７８８则显
示出更强的抑制活性。其对于 ＤＬＤ１和 Ａ５４９细
胞增殖抑制的 ＩＣ５０分别为（９３９±００２３）μｍｏｌ／Ｌ
和（１３０４±００２６９）μｍｏｌ／Ｌ，显著高于 ＩＰＡ３
（ＩＣ５０＝２６２７±００６５９μｍｏｌ／Ｌ）。此外，Ｋ７８８能
显著抑制ＰＡＫ１的磷酸化从而下调ＰＩ３Ｋ信号通路
下游ＡＫＴ的活性，从而激活 ｃａｓｐａｓｅ凋亡通路，最
终导致细胞死亡。

本研究表明，计算机辅助虚拟筛选是一种高效

快速的激酶筛选技术体系，能够广泛应用于靶向药

物的筛选和鉴定。同时筛选出的新型 ＰＡＫ１小分
子抑制剂Ｋ７８８具有临床开发应用的巨大潜力。
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