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泛素-蛋白酶体及其抑制剂的分类与合成 
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摘要: 泛素-蛋白酶体是人体内降解蛋白质的主要途径, 通过该酶体来抑制蛋白质的降解是近年来治疗癌症

的新策略, 同时还扩大了化学治疗药的靶标。该蛋白酶体调控着人体内非必需或废弃细胞蛋白的降解, 这一过程

在许多癌症细胞中往往调控紊乱。基于这个靶标, 治疗多发性骨髓瘤的二肽硼酸类化合物 Bortezomib, 在 2003
年得到了 FDA 的批准, 成为该靶点第一个成功上市的药物。随后一系列具有蛋白酶 20S 抑制活性的合成小分子

化合物或提取的天然化合物进入临床实验。本文主要综述了蛋白酶体的结构、蛋白酶抑制剂的作用机制及其抑

制剂的合成与分类。 
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Abstract: The inhibition of protein degradation through the ubiquitin-proteasome pathway is a recently  

developed approach to cancer treatment which extends the range of cellular target for chemotherapy.  This 
therapeutic strategy is very interesting since the proteasomes carry out the regulated degradation of unnecessary 
or damaged cellular proteins, a process that is dysregulated in many cancer cells.  Based on this hypothesis, the 
proteasome complex inhibitor Bortezomib was approved for use in multiple myeloma patients by FDA in 2003.  
Drug discovery programs in academy and the pharmaceutical industry have developed a range of synthetic and 
natural inhibitors of the 20S proteasome core particle that have entered human clinical trials as significant 
anti-cancer leads.  The main results from the use of proteasome inhibition in cancer chemotherapy, the structure 
of several proteasome inhibitors and their synthesis is going to be reviewed in this paper. 
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1  泛素-蛋白酶体的结构和功能  

人体内各种细胞的稳态以及功能的正常发挥有

赖于机体内严格的分子调节机制, 其中一个重要的

方面就是各种生理过程中蛋白质的及时降解, 如细

胞分裂、生长发育、信号的转导及细胞的凋亡等过  
程[1]。如果细胞内蛋白质的降解过程受到阻碍, 细胞

中将积累大量的蛋白质, 会影响细胞分裂周期中G1
期到S期的转变。在真核细胞中, 90%的蛋白质降解过
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程都是通过泛素-蛋白酶系统 (UPP) 来完成, 从而

来调控信号传导、炎症反应等生理活动。 
核心蛋白酶体 (26S) 是一个 ATP 依赖性蛋白水

解酶复合体。蛋白酶体的活性对细胞功能的维持非常

重要。26S 蛋白酶体对蛋白的降解依赖于靶蛋白的泛

素化和泛素化蛋白的识别两个过程。蛋白酶体抑制剂

能通过抑制蛋白酶体活性进而干扰和影响细胞原有

的功能, 对肿瘤细胞的生长产生抑制作用。同时, 利
用蛋白酶体抑制剂改变蛋白酶体的酶切位点活性也

成为免疫、炎症等研究的热点。 
体内需要降解的蛋白质首先要接受一个泛素化
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的过程 (图 1)。泛素活化过程是一个依赖ATP水解酶

的过程。其中包括 3 个主要的蛋白酶体: 泛素活化酶

E1 (ubiquitin-activating enzyme) 、泛素结合酶 E2 
(ubiquitin-conjugating enzyme) 和 泛 素 连 接 酶 E3 
(ubiquitin-ligase enzyme)。经过泛素酶E1、E2、E3 活

化后的蛋白质才能被蛋白酶体 26S所识别[2, 3]。 
26S 蛋白酶体主要由 20S 的催化中心和 19S 的调

节颗粒两部分组成。20S 的催化中心由两个相同的 α
环和 β 环组成, 形成一个环状的 αββα 圆柱体结构。

外围由 α单位组成, 内环由 β单位组成, 每个环各有

7 个相同的亚单位。催化蛋白质降解的活性部位位于

β亚基的内表面上。19S 的调节颗粒像一个帽子盖在

催化中心的两端, 具有伴侣分子似的ATP酶活性, 其
主要作用是识别已经泛素化的蛋白质, 移除蛋白质

上的泛素酶, 重新折叠蛋白质, 再将其转运至 20S 催

化中心。 
β环是催化中心的主要部位, 其中β1、β2、β5是复

合体酶的主要催化部位, 分别具有类糜蛋白酶活性 
(ChTL)、类胰蛋白酶活性 (TL)、蛋白酶样活性[4]。

这些蛋白酶可以水解蛋白质上的特定氨基酸, 从而

水解蛋白质, 释放多肽类物质。虽然蛋白酶体上具有

3 个酶活性部位, 但目前研发的小分子物质主要抑制

其中的一个或两个来阻止蛋白的降解, 如Bortezomib
只抑制类糜蛋白酶, 对其他的两个酶没有影响[5]。 
2  蛋白酶抑制剂的抗癌机制 

用蛋白酶抑制剂抑制体内蛋白质的分解, 将会

使体内蛋白质的调节失衡, 细胞分裂周期将会停留

在G1—S和G2—M期 , 同时机体对蛋白质的降解也

会发生一系列的补偿代谢, 激活胞外降解蛋白质的

途径。因此, 先前有学者认为, 抑制蛋白酶体的活性, 
蛋白质的调节将紊乱, 有可能会导致肿瘤的发生、药

物耐受和免疫力下降等问题[6]。 
在临床研究中发现应用蛋白酶抑制剂后 , 机  

体内一些关键调节蛋白将积聚在细胞质中 , 如与

NF-κB相关的IκB抑制剂、肿瘤抑制基因p53、细胞周

期依赖酶抑制剂p21 和p27 及Bax蛋白等。调节蛋白

浓度的增加将会降低NF-κB的激活 , 肿瘤抑制基因

p53 的表达会增加, p21 和p27 的增加将会使细胞周期

调节失衡, 依赖Bax蛋白酶的Bcl-2 抑制剂的增加将

加速细胞的凋亡[4, 7]。同时, 蛋白酶体功能  受到抑

制会阻碍细胞信号的传导, 其中包括通过有丝分裂

原激活蛋白激酶家族 (MAPK) 中由ERK1 和ERK2
调节的肿瘤基因。研究发现, 和正常细胞相  比, 癌
细胞对蛋白酶抑制剂更敏感 , 如乳胞素    (lacta-
cystin) 对正常的淋巴细胞无明显作用, 而对肿瘤细

胞的作用明显。其中原因现在还未有定论, 有学者指

出可能是因为在肿瘤细胞中蛋白质的运转周期短 , 
使其对蛋白酶抑制剂的敏感性增加[7]。Masdehors等[8]

发现B-CLL细胞中, ChTL活性水平是正常淋巴细胞

的 3 倍, 其蛋白的泛素化水平也高于正常细胞。还有

人认为在肿瘤细胞中, 抑制剂与蛋白酶的作用时间

比在正常细胞更长, 也有人认为和正常细胞相比, 抑
制剂在癌细胞中的降解速度慢, 作用时间长, 从而达

到治疗癌症的目的[4, 9]。 
Li[10]认为, 泛素-蛋白酶体在哺乳动物细胞生长

发育过程中, 其功能是不可替代的。临床实验证明在

前列腺癌症患者中, 体内低水平的Bax蛋白将会加速

蛋白质的降解, 使癌症恶化的几率上升。应用蛋白酶 
 

 
Figure 1  Ubiquitination and degradation process of protein in vivo 
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抑制剂后, 阻止了 Bax 蛋白的降解, 细胞质中 Bax 蛋

白活性增加, 导致细胞凋亡, 达到抑制癌症的目的。 
在进一步的研究中, 发现当肿瘤细胞对其他药

物出现耐受时, 蛋白酶抑制剂对其仍有较好的治疗

效果, 而将其他化疗药物或治疗手段和蛋白酶抑制

剂同时作用时, 治疗癌症的效果更好[9, 11, 12]。但其作

用机制至今还未研究清楚。 
从发现泛素-蛋白酶系统开始, 各国科学家就开

始研究开发各种各样的蛋白酶体抑制剂, 从合成的

小分子化合物到提取的天然化合物, 其结构也有很

大的差异, 但其与蛋白酶体的作用方式基本相同, 大
多都是作用于核心蛋白酶体 20S的β1、β2和β5亚   基, 
与其发生可逆或不可逆的结合, 占据降解蛋白质的

结合位点, 蛋白质降解过程受阻, 细胞分裂周期停滞
[9, 12−14]。 

在蛋白酶的催化中心 20S中, N-末端是一个苏氨

酸残基, 残基中的-OH基团有较好的亲核性。20S中催

化蛋白质底物的活性部位也正是这个苏氨酸残基的

-OH。后文介绍的各种抑制剂均是通过和这个亲核性

基团结合, 达到可逆或不可逆的效果, 因此可以说蛋

白酶抑制剂是一类缺电子的化合物, 具有亲电性。如

Bortezomib与蛋白酶体 20S作用时的可逆过程和

salinosporamides A作用时的不可逆过程 (图 2)[9, 10]。3  
蛋白酶抑制剂的分类与合成 

蛋白酶体活性的变化会使细胞执行不同的生理

功能, 蛋白酶体已经成为开发新型抗肿瘤药物的一

个重要靶标, 其抑制剂比其他抗肿瘤药物在耐受性

方面具有更大优势。根据化学结构蛋白酶抑制剂可分

为醛基肽类、硼酸肽类、β-内酯类、TMC-95A 及其

衍生物和乙烯基磺酸类化合物等 (图 3)。 

3.1  醛基肽类 (aldehyde peptide)  醛基肽类化合

物 (主要是醛基三肽) 是最早用于研究蛋白酶抑制

剂的一类化合物, 最早研究的主要有钙蛋白酶抑制

剂Ⅰ (Ac-Leu-Leu-nLeu-al) 和天然放射菌类产物亮

太素  (Ac-Leu-Leu-Arg-al)、MG-132、CEP-1612、
CVT-634 等。通过此类化合物的研究证实蛋白酶复合

体的催化中心是N-末端的苏氨酸残基[10]。该类化合物

通过结构中的醛基和催化中 20S的β1和β2苏氨酸残基

的-OH结合, 形成一个半缩醛的结构, 可逆性的抑制

蛋白酶复合体的活性。这种类型的天然化合物 大多

数作用强度较低和选择性不好, 但合成的三肽类衍

生物效果明显, 且选择性更高。2004 年, 合成出一个

新的三肽类化合物 (酪氨酸化合物 (tyropeptin A) ), 
药效强度有所增强, 并以其作为先导化合物, 通过计

算机辅助药物设计等手段对该系列衍生物进行构效

关系研究, 虚拟筛选出TP-104 (结构中的异丁基换成

萘甲基) 和TP-110 (TP104 上的两个羟基甲基化) 两
个活性较好的化合物[15]。 

此类化合物结构简单, 通过两次氨基酸的缩合

合成目标化合物。以tyropeptin A的合成 (合成路线 1) 
为例来介绍这类化合物的合成: 化合物 1 中两个-OH
先用苄基保护, 用Boc试剂保护化合物中的氨 基; 在
三氟甲磺酸的催化下, Boc氨基端加上一个Boc-L-Val, 
得到化合物 2; 用同样方法在 2 的末端加上Boc-L-Tyr
和异丁酸得到三肽; 酰胺三肽水解除去苄基保护基, 
氧化后得到目标化合物 tyropeptin A[15,16] 。其他

tyropeptin A三肽类衍生物, 如TP-104 和TP110的合成

方法与tyropepein A的合成方法类似。 
3.2  硼酸肽类  硼酸肽类化合物是现阶段最重要的

蛋白酶抑制剂。体外细胞和动物体内实验均结果表 
 

 
Figure 2  Proteasome inhibitor Bortezomib and salinosporamide A combined with 20S 
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Figure 3  Structures of protease inhibitors 

 

 
Scheme 1  Synthesis of tyropeptin A 

 
明有较强的蛋白酶体抑制活性, 且具有高度的酶选

择性, 主要抑制核心蛋白酶体 20S中的β1的活性,  即
类糜蛋白酶的活性。该类化合物逐渐成为研究中 的
热点 , 第一个由 FDA批准的蛋白酶抑制剂药物

Bortezomib (图 3) 就是此类结构, 主要用于多发性骨

髓瘤的治疗[17]。 
硼酸肽类化合物大多数都是二肽硼酸衍生物的

结构。活性中心是化合物中的硼酸结构, 化合物结构

中硼原子外层只有 6 个电子, 含有一个空轨道, 是一

个典型的Lewis酸结构, 可以与蛋白酶体中催化中心

的丝氨酸残基中的-OH形成配位键, 从而可逆性的抑

制酶的活性。其结构改造主要通过改造二肽硼酸主链

上的三个残基来进行。近年来发现的一种硼酸衍生物

CEP-18770 (结构中有一个苏氨酸) 有较高的生物利

用度和类似Bortezomib的药理作用, 目前已进入临床

前试验[18, 19]。 
硼酸肽类化合物合成困难, 主要原因是硼酸的α

位存在一个不对称碳原子, 即α-氨基硼酸部分, 该部

分对于化合物的活性非常重要。α-氨基硼酸部分的合

成, 以前基本上都是采取Matteson’s合成法[20]。这里

介绍一种新的合成方法, 即Sadighi’s合成法 (合成路

线 2)[21]。 
在金属铜的催化下, 将亚胺中间体 3 与B2pin2加

成, 形成α-氨基硼酸化合物, 该步骤合成产率高, 立
体选择性较好, 中间体ee值接近 80%。然后在酸性条

件下, 选择性的水解氮端的磺酰基团, 得到化合物

4。化合物 4 在TBTU的催化下, 与L-Boc-Phe-OH反应, 
盐酸酸化得到化合物 5。同样条件下化合物 5 与 
(2-pyrazine) COOH反应, 反应产物水解硼酸保护基

团即可得到Bortezomib。 
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Scheme 2  Synthesis of Bortezomib 

 
3.3  β-内酯类化合物  β-内酯类化合物基本上都是

从天然产物提取出来的 , 链霉菌代谢产物  (+)-lac-
tacystin (图 3) 是从自然界分离出来的第一个非肽类

蛋白酶抑制剂。(+)-Lactacystin在体内经过酶催化形

成β-内酯活性中间体omuralide[22]。在体内由于β-内酯

环环张力较大, 容易受丝氨酸残基上羟基的进攻,不
可逆的抑制蛋白酶体的活性。 

与β-内酯环骈合的内酰胺环上的取代基对抑癌

效果有很大的影响, 如正丙基取代化合物PS-519 (图
3)[23], 抑癌作用比天然化合物lactacystin更强, 目前

已进入临床试验, 但主要用于中风的治疗。从海中放

线菌属提取的新的天然产物  (omuralide的衍生物) 

salinosporamide A (NPI-0052) 生物等效性高 , 和
omuralide相比其抑制类糜蛋白酶活性强几十倍, 且
对β亚基的选择范围要广, 已进入I期临床试验[24]。此

外, 还从陆生放线菌属提取到一种新型的β-内酯化合

物cinnabaramides (图3), 在体外实验中也具有较强的

抑癌效果[25]。 
β -内酯类化合物的母体结构是五元环的内酰  

胺结构骈四元环内酯结构。其母体结构合成方法较 
多 [26], 合成的关键在于选择好的手性催化剂进行不

对称合成。以 (+)-lactacystin的合成为例 (合成路线

3、4), 从一个简单的醛 6 出发, 经过加成、环合、再

与羟胺缩合合成中间体肟, 缩合中间体在Gd(Oi-Pr)3  
 

 
Scheme 3  Synthesis of compound 7 

 

 
Scheme 4  Synthesis of (+)-lactacystin 
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的催化下, 将氰基不对称的加成到亚胺上, 该步骤为

关键步骤, 得到不对称产物 7[27]。 
将化合物 7 中的氰基水解, 与乙醇成酯, 再用Boc

保护氨基, 得到化合物 8, 用O3氧化破坏双键, 胺解, 
分子内环合得到酰胺环。用格式试剂对化合物侧链上

的羰基进行加成, 分离到化合物 9。用乙酰基保护

-OH, 氧化内酰胺环得到α, β不饱和酮 10, 将水加成

到形成的双键上, 然后在LDA的催化下, 甲基加成到

酮的α位, 醇解环合形成四元环 11, 即omuralide。在

此基础上接上侧链就可以得到 (+)-lactacystin。 
对于内酯母体结构的构造, 基本原理和步骤和

上述方法基本相似, 但对侧链保护基的选取各有不

同。用一个含有两个氧原子的 1, 3-二氧六环, 在保护

羟基的同时, 增大位阻, 立体选择性更好[28]。 
3.4  TMC-95A及其衍生物  TMC-95 类化合物 (图
3) 是从菌属Apiospora montagnei中提取的环状肽类

化合物, 该类化合物是从天然产物中提取的唯一非

共价抑制所有的蛋白酶复合体的化合物, 并且药效

在纳摩尔级。目前在此菌属中还分离得到了该系列的

衍生物, 但目前对其机制的研究还不是很清楚[29]。 
该类物质结构复杂 , 全合成有一定难度。

Danishefsky和Alexis Coste等都研究了这类化合物 
的全合成工作。Danishefsky路线先通过 Suzukie- 
Miyaura偶联形成联苯, 在内酰胺环合形成 16 元酰胺

环 , 关键步骤为合成多取代的色氨酸取代物。

William’s 采用Julia烯烃合成来合成其色氨酸多取代

物。Alexis Coste对William’s合成路线中色氨酸侧链部

分的合成进行了改进, 提高了产率, 成功的合成了一

系列TMC-95 类似物。该类化合物合成设计的整体思

路是先合成联苯部分, 然后再对侧链进行修饰, 最后

通过HPLC对其异构体进行分离得到TMC-95 的各种

同分异构体。合成的具体方法可参考Danishefsky路线

或Alexis Coste路线[30]。 
除了上述 4类主要的抑制剂外, 还发现乙烯基磺

酰化合物NLVS (peptide vinylsulfones) 和α, β-环氧酮

类化合物epoxonomicin (peptide epoxyketones) 等类

型的抑制剂 (图 3)。乙烯基磺酰类化合物可与蛋白酶

复合体 20S中的亲核羟基进行麦克尔加成, 形成共价

键, 导致不可逆的抑制蛋白酶的活性。与乙烯基磺酰

类化合物相比, 天然产物环氧酮类化合物对蛋白酶

复合体β5亚基的选择性更高。从发射菌属类分离出来

的不饱和环氧酮类化合物 (从二肽到四肽), 其抑制

β5亚基的活性都很好, 但环氧酮类化合物的抑制机制

有所不同。该类化合物与催化活性中心的苏氨酸形成

一个玛琳环, 这就使得与其他抑制剂相比环氧酮类

化合物对活性中心末端是苏氨酸的酶体具有很高的

特异性。 
4  展望 

UPP 系统在哺乳细胞内普遍存在, 从细胞膜、细

胞质到细胞核以及内质网腔等处的蛋白质都受到泛

素-蛋白酶体监控, 甚至 mRNA 的稳定性也可通过蛋

白酶体对蛋白质的降解过程来调节。异常的泛素-蛋

白酶体行为与恶性肿瘤的发生和发展有着密切的关

系, 这主要是由于异常的 UPP 系统对细胞内重要功

能蛋白质的降解失常所造成的。因此发掘作用于 UPP 
的药物可能有助于改善一些恶性肿瘤的治疗效果。上

述主要的几类化合物中, 硼酸肽类和 β-内酯类化合

物对靶点的选择性好, 有很大的市场开发潜力。但近

来有报道称硼酸肽类化合物有一定的神经毒性, 具
体原因仍在研究之中, 值得进一步关注。 
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