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摘要 蛋白质拟素化(neddylation)是一种重要的翻译后修饰,通过将NEDD8拟素蛋白共价结合到底物的赖氨酸

残基上, 从而调节底物的生化活性. 此过程是由拟素化激酶(E1)、拟素化耦联酶(E2)和拟素化连接酶(E3)催化的.
Cullin家族蛋白是Cullin-RING E3泛素连接酶(CRLs)的核心组分, 是拟素化修饰最重要的生理性底物. Cullin被拟

素化修饰后, 激活CRLs, 促进各种关键信号蛋白的泛素化修饰和蛋白酶体降解, 从而调节许多关键的生物学功能.
近年来的研究表明, 拟素化通路在肺癌中高度活化, 促进癌细胞的增殖、生存和肺癌的发生发展, 并与患者的不

良预后呈正相关. 因此, 靶向拟素化通路已成为开发新型抗肺癌药物研发有前景的策略. 本综述首先介绍蛋白质

拟素化修饰的生化特性, 作为肺癌促进因子的生物信息学分析和细胞学功能验证, 然后系统总结了研发拟素化通

路小分子抑制剂的方法, 至今报道的三大类靶向拟素化通路的小分子抑制剂, 以及今后的研究方向. 对该研究领

域进行了最新的、全面的介绍, 以吸引更多的科研工作者投入抗肺癌拟素化小分子抑制剂的研发.
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1 引言

蛋白拟素化(neddylation)修饰
[ 1 ]

是将NEDD8
(neural precursor cell expressed, developmentally down-
regulated 8, 即拟素)共价结合到底物蛋白上的一类蛋

白翻译后修饰
[2]. NEDD8属于泛素(ubiquitylation-like,

UBL)蛋白家族, 它与泛素的序列一致性达60%, 最初

是以含有81个氨基酸的前体形式合成
[ 3 ] , 再经

UCHL3[4]、SENP8 (也叫DENP1/DEN1)[5]等蛋白酶的

水解作用, 被切割加工成成熟蛋白, 使其C末端的

Gly 76被暴露出来
[3]. 随后, NEDD8在拟素激活酶E1

(NEDD8-activating enzyme E1, NAE)的催化作用下, 以
ATP依赖的方式活化, 形成NEDD8-NAE复合物. 拟素

耦联酶E2 (NEDD8-conjugating enzyme E2)再与

引用格式: Qin X, Yu Q, Li X, Xiong X, Liu P, Han X, Sun Y. Highly activated neddylation pathway in lung cancer and chemical targeted intervention. Sci Sin
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NEDD8-NAE复合物结合, 催化转硫酯反应, 将NEDD8
分子转移到E2上. 最终, 拟素连接酶E3催化NEDD8分
子的Gly76与靶蛋白的赖氨酸残基形成异肽键, 完成

NEDD8分子与底物的共价连接
[6,7] (图1). 因此, 蛋白

拟素化修饰与泛素化修饰类似, 也是由E1、E2和E3三
类关键酶催化的三步级联反应, 且拟素化修饰也具有

可逆性, 底物上的NEDD8分子可被CSN (COP9 signa-
losome complex)[8]、SENP8[9,10]等去拟素化酶(dened-
dylase)催化去除. 尽管NEDD8与泛素相似、同源性高,
拟素化E3大多数兼有泛素化E3的特征, 但是催化拟素

化修饰的E1、E2与泛素化均不同, 去拟素化酶也与去

泛素化酶(deubiquitinase, DUB)不同, 这些差异性确保

了拟素化修饰的精准性. 此外, 与泛素化修饰多形成泛

素长链促进底物蛋白降解不同, 拟素化修饰表现出自

身的独特性. 尽管有研究表明, NEDD8可在其自身的

K6、K11、K22、K27、K33、K48、K54、K60等位

点上形成多聚拟素化链
[11~13], 但拟素化修饰通常以单

拟素化为主, 即仅将一个NEDD8分子共价结合到底物

上, 以此调控蛋白的活性、功能, 亚细胞定位及稳定性

等, 而不直接导致底物蛋白的降解
[14].

在哺乳动物细胞中, 催化拟素化反应的关键酶包

括一个E1 (NAE)、两个E2 (UBE2M和UBE2F)和二十

余个E3. 其中, NAE是一个由调节亚基NAE1 (也叫

APPBP1)和催化亚基UBA3 (也叫NAEβ)组成的异源

二聚体
[15,16]. 与泛素化通路拥有大量的E3不同, 拟素

连接酶E3的数目相对有限, 包括RBX1 (也叫ROC1)、
RBX2 (也叫ROC2、SAG或RNF7)、DCNL1–5、

MDM2、c-CBL、RNF111、SMURF1、TRIM40、
IAPs等[2]. 这些E3均为兼具拟素化与泛素化修饰的双

功能, 可将NEDD8或泛素从E2转移至底物蛋白上. 根

据E3与NEDD8或泛素是否形成硫酯键(thioester)中间

体, 可以将拟素或泛素连接酶E3分为两类: 形成硫酯

键中间体的E3连接酶和不形成硫酯键中间体的E3连
接酶. 形成硫酯键中间体的E3连接酶主要包括HECT
家族, 它们通过其C末端的HECT (homologous to E6-
AP C-terminus)结构域与泛素或NEDD8形成硫酯键中

间体, 随后将NEDD8或泛素分子转移到底物蛋白上,
如Smurf1[17]等. 不形成硫酯键中间体的E3连接酶主要

包括RING (really interesting new gene)或U-box家族,
它们通过RING或U-box结构域与E2结合, 直接将E2上
的NEDD8或泛素分子转移到底物蛋白上, 而不形成硫

酯键中间体, 如RBX1[18,19]、RBX2[20]、DCN1[21,22]、
XIAP[23]、MDM2[24]等, 其中研究得最清楚的是RBX
家族蛋白(包括RBX1和RBX2/SAG). 作为双功能E3酶,
RBX家族是CRL (Cullin RING ligase)泛素连接酶(最大

的E3泛素连接酶家族)中负责催化活性的RING蛋白,
而RBX家族的拟素化底物正是CRL泛素连接酶复合物

中的骨架蛋白Cullin家族
[25].

Cullin家族共有8位成员, 分别是cullin-1、2、3、
4A、4B、5、7、9, 它们分别组装了CRL1、CRL2、
CRL3、CRL4A、CRL4B、CRL5、CRL7和CRL9泛
素连接酶复合物. Cullin家族蛋白的拟素化修饰主要受

到两条拟素化通路的调控, 其中RBX1与E2耦联酶

UBE2M (也叫UBC12)共同催化cullins 1–4的拟素化修

图 1 (网络版彩图)蛋白拟素化修饰过程概况
Figure 1 (Color online) The process of protein neddylation modification.
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饰;而RBX2/SAG则是与E2耦联酶UBE2F共同作用,实
现cullin-5的拟素化

[20] (图1). Cullin蛋白发生拟素化修

饰后会导致构象改变, 进而解除CAND1 (Cullin-asso-
ciated and neddylation-dissociated 1)的抑制性结合, 激
活CRLs[26,27], 从而调控下游约20%的细胞蛋白发生多

聚泛素化和蛋白酶体降解, 实现对多种细胞过程的调

节和细胞稳态的维持
[28]. 越来越多非cullin蛋白也被报

道能发生拟素化修饰
[2 ,29], 如p53[24]、EGFR[30]

、

cGAS[31]、PTEN[23]
、PDK1[32]、RHEB[33]

、SHP2[34]、
组蛋白H4[35 ]、H2A[35 ]

、核糖体蛋白RPL11[36 ]、
RPS27/S27L[37]

等, 进而影响这些底物蛋白参与调控的

生物学过程. 负责非cullin底物的拟素连接酶与拟素耦

联酶的相互作用机制还不明确, 且由于鉴定新拟素化

底物时, 常因发生拟素化修饰的蛋白含量低而需使用

过表达系统, 拟素化反应本身又比较复杂、存在瞬时

性等问题, 使得一些非cullin底物是否为生理底物仍存

在争议. 本文将用生物信息方法解析拟素化通路在肺

癌组织中的变化, 综述它在肺癌细胞生长和肺癌发生

发展过程中的促进作用, 探讨研发靶向拟素化/CRL小
分子抑制剂的筛选方法, 并进一步分类介绍靶向拟素

化通路的抗肿瘤小分子抑制剂的研究进展, 为肺癌的

新型靶向药物研发和个体化精准治疗提供参考.

2 拟素化修饰通路在肺癌中的高度活化, 改
变免疫微环境, 促进肺癌的发生发展

肺癌是全球范围内导致癌症死亡的第一大杀

手
[38]. 根据国家癌症中心的统计分析, 我国肺癌的发

生率和死亡率居所有癌症类型之首
[39]. 肺癌最常见的

类型是非小细胞肺癌(non-small cell lung cancer,
NSCLC), 占肺癌病例的近80%, 包括肺腺癌、肺鳞癌

等. 尽管近年来肺癌治疗手段有了很大的改善, 但

NSCLC的总体五年生存率仍仅有26.5%[40]. 前期的多

项研究表明, 拟素化通路的异常活化在肺癌发生、发

展、转移和耐药过程中都发挥重要的促进作用
[41], 拟

素化通路的关键组分NEDD8、NAE1、UBA3[42]、
UBE2M[42,43]

、UBE2F[44]、RBX2/SAG[45]
、RBX1[46]等

在肺癌组织中高表达 , 其中NEDD8、NAE1、
UBE2M、UBE2F和RBX2/SAG的高表达与肺癌患者

的不良预后呈显著正相关. 我们近期有篇综述对此有

详细的描述
[47]. 因此, 靶向拟素化通路, 特别是靶向在

肺癌中发挥促癌作用的关键酶已成为有前景的靶向抗

肿瘤药物研发的新策略
[48].

然而, 这些前期的研究主要集中在拟素化通路中

若干关键酶在肺癌中的表达, 而缺乏对整个cullin拟素

化和去拟素化通路活性进行的全面评估. 基于TCGA
肺腺癌样本的RNA-seq数据

[49], 我们分析了cullin拟素

化通路中12个拟素化修饰关键基因、10个去拟素化关

键基因以及8个底物cullin. 结果显示, 肺肿瘤组织中的

cullin拟素化和去拟素化通路整体呈现激活状态(图
2a).这体现在cullin拟素化和去拟素化修饰基因表达一

致性升高, 并且cullin本身的基因表达水平也同步上调

(图2b).

2.1 生物信息学分析显示cullin拟素化和去拟素化
通路在肺癌中动态激活

进一步利用基因集变异分析(gene set variation
analysis, GSVA)方法

[50], 对每个样本中的cullin拟素化

和去拟素化通路活性进行评分, 发现拟素化和去拟素

化通路活性呈显著正相关(图2c), 这表明去拟素化相

关基因的高表达并不代表拟素化通路活性被抑制, 而

是表明cullin拟素化修饰在肺癌中更加动态化, 在拟素

化活性增高的情况下, 去拟素化活性也相应地增高. 这
一结果进一步强调了cullin拟素化修饰的动态平衡在

肺癌发生发展中的重要性.
此外, 无论是拟素化基因还是去拟素化基因, 其高

表达大多与肺癌患者的不良预后显著正相(图2d). 从

肺癌cullin拟素化通路总体活性的趋势分析也表明, 总
体活性越高, 患者的肿瘤分期越晚(图3a), 且生存期越

短(图3b), 该结果进一步支持了拟素化修饰的动态调

控在肺癌进展中的重要作用. 因此, 除了聚集于某一

特定酶或蛋白以外, 靶向cullin拟素化修饰的动态调控

机制可能为肺癌个性化治疗提供新的策略, 有望显著

改善肺癌患者的预后.

2.2 拟素化修饰驱动肺癌的细胞周期调控与代谢
重塑

肿瘤细胞具有无限增殖和快速生长的特征, 而这

主要源于其持续的增殖信号传导及加速的细胞周期进

程. 多项研究表明, 拟素化通路参与调节细胞周期进

程、细胞存活和细胞代谢等生理活动
[29,51]. 在肺癌细

胞系中, 沉默NEDD8或UBE2M, 可阻断cullin-RING泛
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图 2 (网络版彩图)肺腺癌中拟素化通路异常激活. (A) 肺腺癌组织中的拟素化水平明显高于癌旁组织. (B) 肺腺癌组织中拟
素化基因间的表达相关热图, 促拟素化基因、去拟素化基因和cullin底物基因间表达模式高度一致, 基本上呈现正相关. (C) 肺
腺癌组织中促拟素化活性与去拟素化活性呈现正相关. (D) 促拟素化和去拟素化相关基因与肺腺癌患者临床预后的关系, 大
多数基因高表达患者预后较差
Figure 2 (Color online) Abnormal activation of neddylation pathway in lung adenocarcinoma. (A) The level of neddylation is significantly higher in
lung adenocarcinoma tissues compared to adjacent normal tissues. (B) Heatmap of expression correlations among neddylation-related genes in lung
adenocarcinoma, showing a highly consistent expression pattern among neddylation genes, deneddylation genes, and cullin substrate genes, with a
predominantly positive correlation. (C) A positive correlation is observed between neddylation and deneddylation activities in lung adenocarcinoma
tissues. (D) Relationship between the expression of neddylation-related genes and clinical prognosis in lung adenocarcinoma patients. Higher
expression of most genes is associated with poorer patient outcomes.
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素连接酶对周期抑制蛋白(p21/p27/Wee1)的降解, 诱导

细胞周期阻滞, 显著抑制肿瘤进展
[43,52]. 在细胞水平基

于siRNA的基因敲降实验表明, 敲降UBE2F, 可抑制

cullin-5的拟素化, 灭活CRL5, 导致NOXA累积, 诱导

肺癌细胞凋亡
[44]. 同样地, 在肺癌细胞中敲降SAG或

RBX1, 明显地抑制癌细胞的增殖和存活
[45,53], 说明拟

素化通路的E2和E3都是肺癌细胞生长所必须 . 在

KrasG12D诱导的小鼠肺癌模型中, 敲除SAG或RBX1,
可以通过积累多种肿瘤抑制因子进而阻断KrasG12D
下游致癌通路, 明显抑制肺癌的发生发展, 延长小鼠的

寿命
[45,46].
通过对肺肿瘤组织样本拟素化通路活性系统评分

后, 我们对不同拟素化活性组别样本的差异表达分析

(图3c), 发现差异表达基因主要富集于细胞周期调

图 3 (网络版彩图) TCGA资料分析揭示肺癌进展与拟素化活性相关. (A) 不同肺腺癌分期的拟素化总体活性存在显著差异,
分期越晚,拟素化通路活性越高. (B)拟素化总体活性与患者预后的关系,按拟素化活性中位数对样本进行分组,高拟素化水平
患者预后较差. (C) 不同拟素化水平样本间差异表达基因的通路富集, 柱状图的长度表示该通路富集的显著性(即p值), 柱状图
的颜色表示该通路在高拟素化水平样本中的活化情况,红色表示通路激活,蓝色表示通路被抑制,折线图表示该通路中差异表
达基因的占比. (D) 免疫相关基因在不同拟素化水平样本间的表达差异火山图, 高拟素化活性的样本中的炎症相关基因倾向
于被抑制
Figure 3 (Color online) TCGA data analysis reveals the association of lung cancer progression and neddylation activation. (A) Neddylation pathway
activity significantly differs across lung adenocarcinoma stages, with higher activity observed in later stages. (B) Relationship between overall
neddylation activity and patient prognosis. Samples were stratified based on the median neddylation activity, showing that patients with higher
neddylation activity have poorer prognosis. (C) Pathway enrichment analysis of differentially expressed genes (DEGs) between samples with high and
low neddylation activity. Bar length represents the significance of pathway enrichment (p-value), while bar color indicates pathway activation status in
high-neddylation samples (red: activated, blue: suppressed). The line chart represents the proportion of DEGs within each pathway. (D) Volcano plot
illustrating the differential expression of immune-related genes between high- and low-neddylation samples. Inflammation-related genes tend to be
suppressed in samples with high neddylation activity.
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控、DNA错配修复、NRF2介导的氧化应激反应和糖

酵解等关键通路. 其中细胞周期调控最为显著, 这与文

献中细胞水平结果一致, 表明拟素化通过调控细胞周

期, 促进肺癌的发生发展. 其次, 细胞周期中的G2/M
DNA损伤检查点调控通路也显示出较高水平的显著

性, 提示肺癌细胞可能通过增强DNA损伤修复以适应

肿瘤微环境中的遗传不稳定. 同时, NRF2介导的氧化

应激反应通路也显示较高的激活水平, NRF2作为氧化

应激反应的关键转录因子, 在肿瘤细胞的耐药性和生

存中扮演重要角色, 提示肺癌细胞可通过增强氧化应

激反应, 抵御抗癌治疗带来的压力, 从而提升其生存

能力和耐药性.
另外, 糖酵解通路的富集进一步表明拟素化修饰

可能参与肺癌细胞的代谢重塑, 促进能量供给以支持

快速增殖的需求. 这些结果共同表明拟素化修饰在肺

癌的发生和进展中扮演着重要角色, 不仅影响细胞周

期调控和DNA修复, 还可能通过代谢调节和耐药机制

影响肺癌细胞的适应性和恶性进展.

2.3 拟素化通路重塑肺癌的免疫微环境

肿瘤微环境由肿瘤细胞、免疫细胞、癌症相关成

纤维细胞(CAFs)和内皮细胞等多种细胞组成. 免疫细

胞作为微环境中的重要组成部分, 对肿瘤的进展起着

多方面的作用. 多项研究表明, 拟素化通路在调控肿

瘤微环境中也发挥了重要作用. 比如, 肺癌中激活的

拟素化通路可通过NF-κB-CCL2轴, 促进肿瘤相关巨

噬细胞的浸润, 影响肿瘤微环境的形成
[54]. 我们前期

通过使用LysM-Cre/Sagfl/fl小鼠, 特异性删除了巨噬细

胞和中性粒细胞中的Sag基因, 发现Sag缺失在巨噬细

胞中抑制了LPS诱导的IκBα降解, 进而抑制了NF-κB
的激活, 并减少了促炎细胞因子IL-6和TNF-α的水平.
然而在中性粒细胞中, Sag缺失增加了LPS诱导的促炎

细胞因子的释放增强, 增加小鼠死亡率,说明SAG差异

性调节免疫细胞的功能
[55]. 除巨噬细胞外, Mathewson

等
[56]

还发现, 在树突状细胞中敲低SAG抑制了促炎细

胞因子TNF-α的释放, 而在T细胞中敲除Sag显著减少

了T细胞在刺激下的激活和增殖. 机制研究表明, SAG
基因的敲除通过抑制NF-κB的入核, 抑制了树突状细

胞和巨噬细胞的功能
[57], 而在T细胞中, Sag基因的敲

除则通过抑制细胞因子信号的释放, 抑制了T细胞的

功能
[58]. 最近, 我们的一项研究发现, 在调节性T细胞

(Treg)中, 分别敲除两个拟素化E2酶(Ube2M和Ube2F)
和两个E3连接酶(Rbx1和Sag)基因时, Ube2f或Sag基因

的敲除对Treg细胞的功能没有显著影响, 而敲除Rbx1
或Ube2m则破坏了Treg的稳态和功能, 导致炎症性自

身免疫性疾病和早期致死. Rbx1的底物Bim(一个促凋

亡蛋白)在Rbx1缺失的Treg细胞中积累, 同时敲除Bim
可以部分缓解Rbx1敲除所引发的炎症表型

[59].
在药理学方法方面, MLN4924作为一种拟素化E1

的特异性抑制剂
[60], 显著改变肺癌细胞中的免疫/炎症

相关信号通路. MLN4924通过抑制CRL1活性, 导致

IκBα的积累, 进一步抑制NF-κB的转录活性, 抑制

CCL2的转录激活, 减少了MDSC和TAM在肺肿瘤部位

的浸润, 从而抑制了肿瘤转移
[54,61]. MLN4924也抑制

LPS诱导的IL-6和TNF-α的上调, 减少促炎细胞因子的

释放. 这些作用表明, 靶向拟素化通路在肺癌的免疫治

疗上有潜在应用价值
[55,57,62].

为了进一步探讨拟素化通路与肿瘤免疫微环境的

关联, 我们分析了TCGA数据集中肺腺癌样本的总体

拟素化水平与炎症的关系, 结果显示免疫相关通路出

现了显著富集, 如补体系统和抗原呈递系统等(图3c).
补体系统是免疫反应的重要组成部分, 负责清除受损

或感染的细胞. 其抑制可能有助于肿瘤逃逸宿主免疫

监视, 成为肿瘤免疫逃逸机制的一部分
[63]. 而抗原呈

递是肿瘤免疫监视的核心环节, 癌细胞通过这一通路

呈递抗原, 激活宿主的免疫系统. 然而, 肺癌细胞通过

这一机制常常调节免疫逃逸, 抑制T细胞的活化, 从而

减弱免疫反应
[64,65]. 另外, 在高拟素化表达的肺癌组织

中,大多数免疫调节基因的表达下调,如HLA家族的抗

原呈递相关基因; 而高表达的基因通常与炎症反应相

关, 如CD276、HMGB1和IL1A等(图3d). 这些研究清

楚地表明, 拟素化通路不仅调节免疫细胞的功能, 还通

过调控肿瘤微环境中的免疫细胞, 如MDSC (髓源抑制

性细胞)和TAM (肿瘤相关巨噬细胞), 在肺癌的进展及

免疫逃逸过程中发挥重要作用.

3 靶向拟素化/CRL的药物筛选和研发技术

2009年, Nature报道了第一个靶向拟素化修饰通

路的抗肿瘤小分子化合物MLN4924 (商品名Pevonedi-
stat)[60]. MLN4924可与NEDD8共价形成稳定的加合物,
并特异性结合到NAE的酶活中心, 有效阻断细胞中
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Cullin家族蛋白的拟素化修饰, 诱导多种底物累积, 并

在多种肿瘤细胞系中表现出明显的抑制增殖作用
[66].

截至2025年1月23日, MLN4924在美国ClinicalTrials.
gov网站上注册的临床I~III期试验已达41项(检索词

“MLN4924”). 2020年, MLN4924 (Pevonedistat)通过美

国食品药品监督管理局(FDA)突破疗法认证, 加速推

进其在治疗高风险多发性骨髓瘤(HR-MDS)方面的临

床研究
[67]. MLN4924的出现, 证实了靶向拟素化修饰

是可行且有效的抗肿瘤策略. 随后, 世界各地的研究者

们开始用不同的方法寻找更多更好的靶向拟素化修饰

的小分子化合物
[2]. 以下基于目前已发表的文献和本

团队前期在靶向拟素化药物筛选方面的探索经验, 阐

述适合用于早期发现靶向拟素化/CRL小分子化合物

的方法(图4).

3.1 高通量筛选

在小分子化合物的研发领域和工业制药领域, 高

通量筛选(high throughput screening, HTS)仍然是被广

为采用的主要的早期药物筛选方法
[68]. 曾有学者统计,

可能有超过50%的上市药物的苗头化合物都是通过高

通量筛选得到的
[69]. 传统的高通量筛选需要在微孔板

中建立可适配高通量的筛选模型, 包括基于分子-蛋白

互作实验、生物化学反应或基于活细胞表型的筛选模

型. 常见的分子-蛋白互作实验包括等温滴定量热法

(isothermal titration calorimetry, ITC)[70]、核磁共振波

谱法(nuclear magnetic resonance spectroscopy,
NMR)[71]、表面等离子体共振(surface plasmon reso-
nance, SPR)[72]、差示扫描荧光法(differential scanning
fluorimetry, DSF)[73,74]、微量热泳动(microscale ther-
mophoresis, MST)[75]、细胞热转移实验(cellular ther-
mal shift assay, CETSA)[76,77]等. 常见的基于生物化学

反应的筛选技术包括荧光偏振(fluorescence polariza-
tion, FP)[78]、荧光共振能量转移(fluorescence reso-
nance energy transfer, FRET)和时间分辨的荧光共振

能量转移(time-resolved fluorescence energy transfer,
TR-FRET)[79]和AlphaScreen (amplified luminescent
proximity homogeneous assay)[80,81]等. 常见的细胞表

型筛选方法包括细胞活力检测、报告基因检测、第二

信使检测和高通量显微实验(高内涵检测)等[68].
理论上说, 上述常见且成熟的实验技术都可以用

于筛选靶向拟素化过程中任意关键酶的小分子化合

物. 但事实上, 基于结构生物学的研究提示拟素化修饰

图 4 (网络版彩图)靶向拟素化修饰的药物筛选方法
Figure 4 (Color online) Screening methods for the discovery of neddylation inhibitors.
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过程中存在大量蛋白-蛋白相互作用和瞬时的构象变

化
[2,82], 且拟素化酶不像酪氨酸激酶那样存在经典的

成药口袋
[83], 因此针对某一酶建立单一的蛋白-小分子

互作模型, 往往很难筛选到高效阻断拟素化修饰的特

异性小分子化合物. 幸运的是, 人们可以通过利用重

组蛋白在体外建立由E1、E2、E3酶序贯催化的级联

催化反应, 从而建立基于动态生化反应的高通量筛选

模型.
以MLN4924的发现为例, 从已发表的实验方法来

看, 该团队通过原核表达NAE、GST-Ubc12和Flag-
NEDD8, 建立体外NAE的拟素化修饰反应, 再通过

TR-FRET技术, 建立基于上述反应的高通量筛选模型,
实现可在384孔板中完成反应并获得足够稳定的信号

窗口
[60,66]. 来自西奈山医学院的Pan团队

[84,85]
通过构建

突变并结合荧光分子的泛素蛋白, 使得改造后的泛素

分子在E1、E2和CRL1 E3参与的体外生化反应中只

能形成二聚体(Di-Ub)而非多聚泛素长链 , 再结合

FRET技术, 建立了基于体外泛素化反应的动态高通量

筛选模型, 用于筛选靶向泛素化的小分子抑制剂, 并找

到了一系列靶向CRL4的小分子抑制剂. 本课题组通过

建立体外CUL5拟素化反应, 并利用AlphaScreen技术,
建立了体外CUL5~NEDD88的报告系统, 并通过进一

步优化, 使其适配高通量筛选的要求, Z’值可达0.87,
CV小于5%, 窗口可达70倍. 基于这个平台, 本课题

组
[86,87]

先后实施了超过200000个化合物规模的高通量

筛选, 获得了一系列E2、E3的小分子抑制剂. 相关研

发还在推进当中.
但是, 传统高通量筛选也存在一些缺点和局限性.

首先, 高通量筛选模型的建立具有较高的技术门槛. 不
仅需要获得高纯度、良好酶学活性的重组蛋白, 更需

要大量的前期实验, 来获得稳定、易操作、可重复、

可适配高通量的酶学反应, 并获得较高的信号窗口和

Z’值. 其次, 如上述的案例中所示的体外反应, 往往存

在多个蛋白、多个环节, 因此所得到的阳性化合物可

能针对不同的靶蛋白、蛋白与蛋白相互作用、中间产

物或者其他环节. 因此, 需要设计严谨、缜密的分类和

验证实验, 才能高效地排除假阳性化合物、并获得相

应靶点的阳性化合物, 否则, 将浪费大量时间、人力

和物力. 最后, 高通量筛选的费用往往较高, 不仅需要

购买足够多的化合物库、孔板, 重复实验、分类和验

证实验也将大大增加成本(图4a).

3.2 计算机辅助的虚拟筛选

近年来结构生物学技术的飞速发展, 包括冷冻电

镜的应用, 极大地推进了蛋白质结构解析工作的进展.
目前, 已经有大量拟素化修饰相关蛋白的高分辨率结

构被解析出来
[2]. 通过对成药口袋的预测, 结合虚拟筛

选技术, 可以高效地筛选潜在的小分子抑制剂.
本课题组

[86,88]
与合作团队基于UBA3和UBE2F的

复合物结构(PDB ID:3FN1), 预测了3个潜在的成药口

袋, 并基于上述口袋设计了虚拟筛选, 并找到了2种不

同的可以阻断UBA3-UBE2F相互作用的小分子抑制

剂 . HA-1141可结合并抑制拟素化E1催化亚基

UBA3[88]. 而HA-9104则通过结合UBE2F, 特异性阻断

CUL5的拟素化修饰, 从而诱导底物NOXA的积累
[86].

2019年, Ohkubo团队
[89]

通过NAE的结构预测的成药口

袋进行虚拟筛选 , 获得了高效已知NAE的化合物

TAS4464, 其IC50可低至0.96 nM. 随着虚拟筛选的应

用不断普及, 相关技术也在快速发展. 例如, 最近发表

的V-SYNTHES是一种新的虚拟筛选策略, 可用于超大

型虚拟化合物库筛选, 高效发现新型配体, 为药物研发

提供有力工具
[90]. VirtualFlow是另一种新的开源药物

发现平台, 可进行超大规模虚拟筛选. Arthanari团
队

[91]
通过该平台筛选约13亿个化合物, 找到了一系列

能阻断KEAP1与NRF2相互作用的化合物, 并通过分

子-蛋白互作实验完成了初步验证. 此外, Forli等[92]
详

细总结了经典的对接软件AutoDock套件在蛋白质-配
体对接和虚拟药物筛选中的应用, 为相关研究提供了

全面指导. 相信借助这些新的工具和平台, 虚拟筛选

将会进一步推进拟素化药物的研发进程(图4b).

3.3 基于结构的药物设计

由于拟素化修饰过程中存在大量蛋白-蛋白相互

作用, 基于已知的复合物晶体结构, 在蛋白-蛋白相互

作用界面中寻找潜在的成药口袋, 并合理设计小分子

化合物, 可能得到非常特异性阻断蛋白-蛋白相互作用

的小分子抑制剂. 2017年, Schulman和Guy团队
[93]

发表

了靶向DCN1和UBE2M相互作用界面的小分子抑制

剂. 他们首先通过对DCN1和UBE2M复合物的结构进

行分析, 发现UBE2M的乙酰化N端与DCN1之间的一

个相互作用区域, 并通过TR-FRET高通量筛选, 获得

了约300个可不同程度阻断DCN1-UBE2M相互作用的
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化合物, 并找到了DCN1上的5个不同的结合口袋. 随

后通过基于结构的进一步分析及构效关系研究, 最终

找到了可高度选择性结合DCN1、阻断DCN1-UBE2M
相互作用的候选化合物NAcM-HIT及NAcM-OPT[94].
上述发现很好地展现了基于结构的药物设计(struc-
ture-based drug design, SBDD)在靶向蛋白-蛋白相互作

用(PPI)的药物研发方面的强大作用. 同样在2017年,
Wang团队

[95]
也发现了一类不同结构的靶向DCN1-

UBE2M的小分子抑制剂, 并且是完全通过基于结构开

展的药物设计. 该团队基于UBE2M的N端序列, 从一

个12个氨基酸残基组成的肽段开始, 经过逐步设计和

优化, 最终获得一个小分子化合物DI-591, 可以精确地

结合到DCN1的一个亚口袋中, 高效阻断UBE2M与

DCN1的结合, 其Ki可达12.4 nmol/L. 上述研究成为了

SBDD助力拟素化药物研发的经典案例(图4b).

3.4 靶向蛋白降解技术的应用

近年来, 靶向蛋白降解技术日益兴起, 在许多“不
可成药”靶点的药物研发中展现出独特优势. 目前主流

的靶向蛋白降解技术包括蛋白水解靶向嵌合体(pro-
teolysis-targeting chimera, PROTAC)和分子胶(molecu-
lar glue), 二者均通过劫持细胞内源性的泛素-蛋白酶

体系统, 诱导特定靶蛋白的泛素化修饰和降解, 从而

实现对疾病相关通路的精准调控
[96]. 在拟素化调控领

域, 由于拟素化E3连接酶具有底物特异性和功能多样

性, 利用PROTAC技术开发其特异性降解剂成为突破

传统酶活性抑制策略的重要方向.
以SMURF1 (Smad ubiquitination regulatory factor

1)为例, 该蛋白作为HECT型E3连接酶, 不仅具有泛素

化功能, 还被发现可通过拟素化修饰调控PDK1-AKT
信号通路, 在KRAS突变型结直肠癌中发挥关键作

用
[97]. 研究表明, SMURF1在结直肠癌组织中显著高

表达, 且与患者不良预后呈正相关, 其通过催化PDK1
的K163位点多拟素化修饰, 促进SETDB1的招募及

AKT的膜定位与活化, 从而驱动肿瘤发生
[32]. 由于

SMURF1的催化口袋较浅且缺乏高亲和力配体, 传统

小分子抑制剂开发面临挑战. Zhang团队
[32]

通过PRO-
TAC技术成功开发了SMURF1降解剂SMART1
(SMURF1-antagonizing repressor of tumor 1),其设计策

略包含三个关键要素: (1) 选用可结合SMURF1 HECT
结构域的Smurf1-L作为靶向配体; (2) 通过柔性连接子

偶联CRBN配体泊马度胺; (3) 利用HiBiT高通量筛选

平台优化分子构效关系. 表面等离子体共振(SPR)实验

显示, SMART1对SMURF1 HECT结构域的亲和力

(KD=500 nM)显著高于同源蛋白SMURF2, 表现出良

好的选择性
[32]. 在体外实验中, SMART1在KRAS突变

型结直肠癌细胞系中展现出优异的降解效率

(DC50=5.14 nM, Dmax=83.17%),且对SMURF1家族其他

成员无显著影响
[32]. 通过抑制SMURF1介导的PDK1拟

素化, SMART1可有效阻断AKT T308位点的磷酸化

(IC50=28.04 nM), 并显著降低肿瘤细胞的葡萄糖摄取

和乳酸生成等代谢活性, 并可在动物模型中有效抑制

结肠癌异种移植瘤生长, 且未观察到明显毒性
[32].

上述SMURF1 PROTAC的成功研发展现了PRO-
TAC在药物合理设计和成药性方面的优势, 且PRO-
TAC的“可逆敲除”特性, 可避免传统抑制剂面临的耐

药性问题. 而SMART1作为首个拟素化E3连接酶降解

剂, 也验证了靶向蛋白降解技术在拟素化调控领域的

可行性. 随着相关技术的进一步发展, 包括可用于

PROTAC的E3配体库的快速扩展、口服利用度的提高

及分子胶类药物的进一步发展, 有望在靶向拟素化药

物研发方面发挥巨大作用(图4c).

3.5 其他(DEL筛选和人工智能的潜在应用)

DNA编码化合物库(DNA-encoded library, DEL)筛
选是一种强大的小分子发现方法, 在药物研发领域具

有重要意义. DEL技术最早于20世纪90年代被提出
[98],

通过在文库合成、选择方法、数据处理和配体发现等

方面的进步而逐渐成熟. 其基本原理是将每个文库成

员共价连接一个可识别的DNA条形码, 从而能够将整

个文库混合在一起, 通过与目标蛋白结合, 利用DNA
条形码的扩增和测序来鉴定与目标蛋白结合的配

体
[98]. 这种基于DNA编码的方式使得DEL筛选相较于

传统的高通量筛选具有显著优势, 如筛选效率高、可

同时对多个目标和文库进行筛选、所需资源少以及文

库规模大等
[98,99].

尽管目前未见有关DEL筛选在拟素化/CRL小分

子抑制剂的实例, 但DEL筛选在寻找抑制其他靶蛋白

或蛋白-蛋白相互作用的小分子化合物方面已表现出

强大的能力. 以凝血酶抑制剂为例, 利用基于精氨酸的

蛋白酶聚焦DEL, 通过与固定化、生物素化的凝血酶

进行筛选, 成功发现了强效的凝血酶蛋白酶活性抑制
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剂
[100]. 在细胞因子相关研究中, 针对IL-2结合剂的筛

选, 构建了特定的DEL并与固定化的L19-IL-2融合蛋

白进行选择, 最终获得了对IL-2具有强结合能力且对

非靶血浆伴侣蛋白结合较弱的抑制剂, 为开发更有效

的IL-2调节剂提供了有潜力的起点
[101]. 对于耐药酶靶

点, 如β-内酰胺酶OXA-48, 通过大规模的DEL筛选, 成
功鉴定出非机制性的抑制剂, 且该抑制剂对其他相关

酶也表现出一定的抑制活性, 为抗生素的研发提供了

新的思路
[102]. 在蛋白-蛋白相互作用(PPI)靶点方面,

DEL有大量成功应用的案例. 如对于cyclophilin D
(CypD)这一关键的线粒体通透性转换孔调节剂, 利用

DEL筛选出了新型的活性位点抑制剂, 并通过结构优

化获得了具有亚型选择性的抑制剂, 为深入研究CypD
的功能和相关疾病的治疗提供了工具

[ 1 0 3 ] . 针对

TEAD4-YAP这一PPI靶点, 通过合成聚焦的DEL并进

行筛选, 发现了能够抑制该相互作用并降低下游基因

转录的抑制剂, 为相关疾病的治疗提供了潜在的药物

靶点
[104].
除了寻找小分子抑制剂, DEL筛选还有其他潜在

应用. 在多功能分子的开发方面, 由于DEL成员本身

的双功能结构特点, 可用于发现具有新型降解活性的

双功能分子, 如在靶向蛋白降解领域, 可用于寻找能

够招募效应蛋白的配体, 为PROTAC系统的发展提供

支持
[98]. 在分子胶的发现中, DEL技术可利用其大规

模文库和灵活的筛选条件, 发现能够促进两个目标蛋

白相互作用并产生独特下游表型的分子胶, 为药物研

发提供新的作用机制
[98,105] (图4d).

人工智能在药物发现领域近年来取得了显著进

展, 合理应用人工智能也可能在拟素化/CRL抑制剂的

研发方面提供帮助
[106,107]. 2024年5月, DeepMind公司

和Isomorphic Labs研究团队发布了蛋白质结构预测工

具AlphaFold的最新一代AlphaFold3[108]. 作为一款应用

了人工智能技术的工具, AlphaFold在2018年推出时,
就在蛋白质预测竞赛(CASP)中排名第一, 并成功预测

了当时被评为最难目标的蛋白质结构, 被认为是蛋白

质结构预测领域的里程碑式突破, 而最新的Alpha-
Fold3更是在预测范围和精度等方面有了全面的提升

和拓展
[108]. 以AlphaFold为代表的蛋白质结构预测工

具可以帮助快速筛选潜在药物靶点, 揭示靶点蛋白的

活性位点和结合口袋, 加速药物设计, 提高识别命中

先导化合物的概率, 加快药物靶点验证速度, 优化药

物结构设计
[109]. 2024年诺贝尔化学奖授予了美国生物

化学家David Baker和DeepMind的Demis Hassabis与
John M. Jumper, 以表彰他们在构建全新蛋白质结构

和开发预测蛋白质结构的人工智能模型AlphaFold方
面的贡献

[110]. 除了辅助预测目标蛋白的3D结构, 许多

人工智能工具还可以在预测蛋白质-蛋白质相互作

用、药物活性及进行从头药物设计方面提供帮

助
[111,112], 或通过深度学习神经网络(如人工神经网

络、卷积神经网络、循环神经网络等), 利用大量数据

和复杂算法对药物分子的各种性质进行分析和预

测
[113]. 此外, 人工智能还有助于在基于配体的药物设

计(ligand-based drug design, LBDD)中, 利用定量结构-
活性关系(QSAR)和药效团模型等算法处理大量配体

数据, 建立结构与活性之间的数学模型,筛选出具有相

似活性的化合物
[107]. 在药物研发的其他环节, 人工智

能也有诸多应用. 在药物再利用方面, 机器学习算法可

学习现有药物相关生物数据中的模式, 并将其与特定

疾病相关联, 从而发现现有药物的新用途. 例如, 通过

分析药物表达谱和使用机器学习方法, 挖掘可用于治

疗其他疾病的药物
[114]. 在药物毒性预测方面, 深度学

习算法可预测化学物质的毒性, 帮助筛选低毒性的药

物候选物, 减少药物研发后期因毒性问题导致的失败

风险
[115,116]. 在临床试验阶段, 人工智能在提高数据的

分析效率、提高预后的预测能力等方面也展现了应用

前景
[117,118]. 2024年, 人工智能技术驱动的生物医药公

司英矽智能(Insilico)发表了第一个由人工智能方法研

发并进入临床I期试验的小分子抑制剂INS018_055[79].
英矽智能通过组织纤维化相关的组学和临床数据集,
训练其靶点发现平台PandaOmics, 获得潜在靶点列表,
再通过自然语言处理模型确定TNIK为抗纤维化的潜

在靶点, 并通过生成化学引擎Chemistry42, 结合基于

结构的药物设计方法 , 逐步得到了候选分子

INS018_055, 并进一步推进到临床试验阶段. 有理由

相信, 随着人工智能技术的快速发展, 很快也会在拟

素化/CRL小分子药物的研发领域看到人工智能的应

用成果(图4e).

4 蛋白质拟素化通路抑制剂的研究进展

4.1 拟素化抑制剂的分类

多年的研究表明, 拟素化通路催化酶的小分子抑
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制或基因敲除能有效抑制癌细胞的生长和存活, 并提

高癌细胞对放化疗的敏感性. 因此, 拟素化通路被认

为是抗癌药物研发的新靶点; 拟素化通路抑制剂在过

去10年中迅速发展. 在此, 我们总结了目前报道的所

有拟素化通路抑制剂, 并将其分为以下3类: E1 (NAE)
抑制剂, 包括共价和非共价抑制剂

[15]; E2抑制剂, 包括

UBE2M-DCN1和UBE2F抑制剂; 以及E3抑制剂, 包括

RBX1/RBX2/SAG抑制剂和Smurf1降解剂(图5). 表1罗
列了各种抑制剂的分子结构.

4.2 E1-NAE抑制剂

NAE (NEDD8活化酶)是由APPBP1 (淀粉样β前体

蛋白结合蛋白1)和UBA3 (泛素活化酶3)组成的异二聚

体
[15]. 在拟素化通路激活过程中, NEDD8-MgATP首先

连接到UBA3的腺苷酰化位点, 消耗一分子ATP的能量

并转化为AMP, 随后NEDD8的碳终端连接到APPBP1
的催化半胱氨酸位点上, 形成NAE-NEDD8复合物, 并
释放AMP[119]. 接下来, 另一个NEDD8分子连接到

UBA3的腺苷酰化位点上, 形成由两个NEDD8和一个

NAE组成的三级复合物
[120]. NEDD8-NAE复合物的形

成需要三个关键位点: 连接NEDD8-MgATP的UBA3活
性腺苷酰化位点

[121]
、催化转硫酯反应的APPBP1的半

胱氨酸位点
[122], 以及连接E2的UBA3上的C端泛素结

构域(UFD)位点
[123]. NAE催化过程中蛋白质之间的多

重相互作用为小分子抑制剂的开发提供了多种策略:
首先, 可以使用ATP竞争性抑制剂来干扰ATP与UBA3
的结合

[124]; 其次, 可以利用AMP类似物形成NEDD8-
类似物复合体, 模仿NEDD8-AMP复合物, 以阻止酶内

部反应
[66]; 再者, 靶向APPBP1上的催化半胱氨酸位点

可以阻断硫酯键的形成
[125]; 最后, 可以通过抑制E1与

E2之间的作用来阻碍NEDD8向E2的转移
[126]. 目前, 大

多数NAE抑制剂采用的是第一种策略.

4.2.1 氨基磺酸腺苷类似物

2009年, 通过高通量筛选(HTS)和系统构效关系

(SAR)研究, Soucy课题组
[60]

报道了一种新型强效的

NAE抑制剂, 命名为MLN4924 (也称为Pevonidistat,
表1, 1). 作为首个特异性NAE抑制剂, MLN4924在
NAE催化下与NEDD8形成共价的NEDD8-MLN4924
加合物, 类似于NEDD8-AMP, 但不能进一步参与后续

的酶内反应, 从而以4 nmol/L的半数抑制浓度(IC50)有
效阻断E2与NEDD8的结合. MLN4924能够完全抑制

拟素化通路, 导致多种肿瘤细胞系中抑癌蛋白的积

累
[127], 进而引起肿瘤细胞的生长停滞、凋亡、衰老和

自噬
[128]. 此外, MLN4924在体外细胞实验和体内异种

移植物肿瘤模型中均能提高肿瘤细胞对放化疗的敏感

性, 并且抑制了血管生成和炎症的发生
[129]. 目前,

MLN4924正处于单独或与化疗联合使用的临床试验

中 , 应用于黑色素瘤、淋巴瘤、急性髓性白血病

(AML)、骨髓增生异常(MDS)及多发性实体瘤的治

疗
[130]. 此外, MLN4924还会在患者的外周血和皮肤组

织中触发CRL蛋白的积聚 . 儿科临床前测试计划

(PPTP)也评估了MLN4924在体外和体内肿瘤模型(如
胶质母细胞瘤、横纹肌肉瘤和神经母细胞瘤等)中的

作用, 结果表明该药物可显著提高生存率且无复发趋

势
[131]. 这些研究揭示了MLN4924在儿童癌症治疗中

的可行性, 为其在该领域的应用奠定了基础.
尽管MLN4924在临床前实验中展现了良好的抗

图 5 (网络版彩图)拟素化抑制剂的分类
Figure 5 (Color online) Classification of neddylation inhibitors.
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表 1 现有拟素化抑制剂的化学结构

Table 1 Structure of neddylation inhibitors
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癌活性, 但靶向NAE的抑制剂仍存在不少问题. 首先,
靶向E1可能导致整个拟素化通路受到抑制, 进而引起

不可避免的细胞毒性. 其次, NAE抑制剂对所有Cullin
家族成员的非选择性抑制可能导致抑癌底物与致癌底

物的同时积累, 从而降低其抗癌活性. 再者, 最近发现

MLN4924存在一些脱靶效应
[132]. 瑕不掩瑜, MLN4924

对NAE的高效抑制激发了针对NAE的小分子抑制剂

的探索. 后续大多数新化合物都是基于MLN4924的结

构进行改造而得, 或是根据NAE-NEDD8-MLN4924的
晶体结构进行虚拟筛选得到. 化合物2和3是MLN4924
的第一系列类似物(表1, 2和3), 由Dick研究组

[133]
于

2011年报道. 作为MLN4924的类似物, 化合物2阻断了

UBA3依赖的ATP-PPi交换活性, 导致UAE硫酯无法形

成, 并抑制了E1-E2的转硫酯反应. 化合物2是一个泛

E1抑制剂, 并不具备特异性. MTT实验表明, 化合物2
具有中等细胞毒性, IC50为10 mmol/L.

ABP1 (表1, 4)是另一个MLN4924的类似物, 由

Statsyuk研究组
[134]

于2013年报道. ABP1通过与UBL形
成共价结合来发挥抑制作用, 细胞实验表明, ABP1能
够减少蛋白质的拟素化、SUMO和泛素化修饰. 该化

合物可以通过点击化学法与荧光素或生物素标记, 因

此可以作为活性探针用于检测NAE的活性, 以及进行

体外拟素化测定. 两年后, 该团队
[135]

针对ABP1的结构

进行了化学优化, 成功获得了Ub E1和NEDD8 E1的双

重抑制剂ABP A3 (表1, 5). ABP A3可以阻断泛素化修

饰与拟素化修饰, 但在A549细胞中对SUMO 1–3、
Ufm1、ISG15或LC3修饰没有影响.

2019年, Ohkubo团队
[89]

通过高通量筛选和结构虚

拟筛选(SBVS)获得了化合物TAS4464 (表1, 6). 体外平

行UBE2M-NEDD8转硫酯实验结果显示, TAS4464对
拟素化展现出良好的抑制作用, IC50为0.995 nmol/L,
效力是MLN4924的10倍. 进一步实验验证, TAS4464
在有效浓度下能够阻断拟素化修饰, 导致底物的积

累. 作为高效的NAE抑制剂, TAS4464在多种异种移

植物小鼠模型中展现出强大的抗肿瘤活性和多种治

疗窗口
[89]. 然而, 由于肝毒性, TAS4464在实体瘤

(如多发性骨髓瘤或淋巴瘤)的I期临床试验中被迫终

止
[136].
2021年, Zhang团队

[137]
对MLN4924的中心去氮嘌

呤骨架进行了改造, 并优化了其溶剂作用区域, 最终得

到了化合物7 (表1). 引入嘧啶三唑结构后, 化合物7在

生化和细胞测定中显示出强烈的抑制活性, 其IC50值

分别为0.55和36.2 nmol/L. 相比MLN4924, 化合物7在
血浆中的浓度更高, 具有更好的药物代谢动力学特性.
在异种移植物模型中, 化合物7也展现出较好的体内抗

肿瘤疗效和安全性.
在目前公开的NAE抑制剂中, MLN4924依然最为

出色且处于领先地位. 这与其以氨基磺酸腺苷的作用

机制密切相关: MLN4924与AMP结构相似, 能够与

NEDD8形成稳定的复合物, 作用于NAE的活性位点

上, 进而抑制NEDD8向E2的转移, 阻断拟素化进程.
2011年披露的NAE-NEDD8-MLN4924复合物的晶体

结构表明, MLN4924与NEDD8的结合并不会影响催化

半胱氨酸结构域或UFD结构域的取向, 说明MLN4924
更像是一种ATP竞争抑制剂

[138]. 不同分子的抑制活性

及化合物UBL复合物的比较表明, 复合物的形成率及

其与E1的结合亲和力是影响其效力的两个关键因

素
[133]. 另一项研究发现, 嘌呤的C6位置可能是决定选

择性的关键区域
[138], 这为进一步设计NAE抑制剂提供

了新的策略.

4.2.2 非氨基磺酸腺苷类似物

2014年, Zhang课题组
[139]

将共价对接与虚拟筛选

相结合, 报道了一种具有NAE靶向活性的共价抑制化

合物LZ3 (表1, 8). 在LZ3中, 磺酰氨基结构得到保留,
并与NEDD8的Gly76相连. 细胞分析表明, LZ3具有与

MLN4924相似的活性模式. SAR研究证实, 苯胺基团

是影响Asp100腺苷酸化位点结合亲和力的关键因素.
MTT法检测发现, LZ3对癌细胞生长具有抑制作用, 其
IC50值在12~29 μmol/L之间. MCF7细胞洗脱实验表明,
化合物LZ3是NAE的共价抑制剂.

2021年, 通过计算机辅助虚拟筛选和结构优化, 本
课题组

[ 8 8 ]
报道了一种新的NAE抑制剂 , 命名为

HA-1141 (表1, 9). HA-1141能够选择性结合NAE并抑

制Cullin蛋白的拟素化. 此外, HA-1141还可诱发内质

网(ER)应激和PKR介导的末端整合应激反应(ISR), 早

期激活ATF4, 而在后期抑制蛋白质合成及mTORC1活
性, 最终诱导自噬. HA-1141对癌细胞以及裸鼠异种移

植肺癌模型的生长和存活表现出强有效的抑制活性.
作为一类同时具有拟素化通路抑制和ER应激诱导双

重活性的分子, HA-1141为开发具有独特机制的抗癌

药物开辟了新的途径.
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4.2.3 天然产物

2011年, Ma课题组
[140]

报道了首个靶向NAE的天

然产物——6,6′-biapigenin (表1, 10). 在微摩尔浓度下,
化合物6,6′-biapigenin在蛋白和细胞水平的测试中均显

示出一定的NAE抑制活性. 与MLN4924的共价结合不

同, 化合物6,6′-biapigenin通过与APPBP1和NEDD8形
成氢键来抑制拟素化进程. 通过结构虚拟筛选, 2012
年, Leung研究组

[141]
开发了一系列全新结构的NAE抑

制剂, 具体如化合物11和12[142]所示(表1). 2015年, Zi
课题组

[143]
发现卡瓦胡椒(Kava)与癌症发病率的降低

之间存在关联, 后续研究发现Kava提取物Flavokawain
A (FKA, 表1, 13)能够诱导膀胱癌和前列腺癌细胞的

凋亡. 机制研究表明, FKA占据了NAE中的ATP结合口

袋, 阻断了NEDD8与UBE2M和CUL-1的结合, 从而引

发SKP2的泛素化和降解, 最终导致抑癌蛋白p27的积

累, 触发癌细胞的凋亡.

4.2.4 金属复合物

通过基于结构的药物设计, Ma和Liang团队分别

在2012年和2017年鉴定出两种铑(III)配合物: [Rh-
(ppy)2(dppz)]

+ (表1, 14)[144]和[Rh(phq)2(MOPIP)]+

(表1, 15)[145]. 其中[Rh(ppy)2(dppz)]
+
对UBE2M-

NEDD8的抑制作用呈现出剂量依赖性, 并诱导Caco-2
细胞中p27的积累, 而[Rh(phq)2(MOPIP)]+在体内显示

出一些抗炎活性.

4.2.5 FDA认证的药物

2014年, Leung研究组
[146]

通过综合虚拟筛选发现,
半合成β-内酰胺类抗生素Piperacilin (表1, 16)可作为

ATP竞争性抑制剂调节p27的降解. 通过对FDA认证的

药物数据库进行虚拟筛选, 发现另一种药物Mitoxan-
trone[147]是一种ATP竞争性NAE抑制剂(表1, 17), 可诱

导p53的积累, 从而触发结直肠癌细胞的凋亡.

4.2.6 其他种类抑制剂

2016年, Ouyang研究组
[148]

通过结构高通量虚拟

筛选和计算对接发现了一种可逆的NAE抑制剂——
M22 (表1, 18). M22能够诱导A549细胞凋亡, 并在斑马

鱼模型的AGS胃癌异种移植瘤中展现了对肿瘤生长的

抑制作用, 同时表现出较低的急性毒性. 通过靶点虚拟

筛选和随后的结构优化, 2017年, 基于新型骨架苯并噻

唑的ZM223被确认为NAE抑制剂(表1, 19), 其EC50值

范围为0.1~1.22 μmol/L, 进一步扩展了NAE抑制剂的

结构多样性.
以M22为基础, 并通过合理的药物化学设计, 一种

双重抑制剂LP0040于2018年被报道(表1, 20)[149].
LP0040既能抑制泛素化又能抑制拟素化, 在与蛋白酶

体抑制剂硼替佐米联合使用的情况下, 化合物LP0040
对AGS胃癌细胞的生长显示出协同抑制作用. 通过对

“旧药库”的筛选, Li课题组
[150]

在2020年发表了化合物

CDC (表1, 21). 作为ATP竞争性抑制剂, CDC能够抑制

UBE2M-NEDD8的形成. 化合物CDC对肿瘤细胞生长

和存活的抑制活性在微摩尔范围内, 优于M22和米托

蒽醌, 但不如MLN4924.

4.3 E2抑制剂

4.3.1 UBE2M-DCN1抑制剂
在哺乳动物细胞中 , 有两个E2拟素化耦联酶:

UBE2M (也叫UBC12)[151]和UBE2F[20]. 它们通过催化

转硫酯反应将NEDD8从NAE转移至自身的半胱氨酸

活性位点上. DCN1 (在酿酒酵母中称为defective cullin
neddylation-1)则可以与CRLs和UBE2M的氮端结合,
充当支架, 诱导NEDD8转移到Cullin蛋白的赖氨酸上,
从而促进拟素化过程

[ 1 5 2 ] . DCN家族的5个成员

(DCNL1–5)特异性介导不同Cullin蛋白的拟素化. 研究

表明, DCNL1在多种癌症中过表达, 包括肺癌、前列

腺癌、头颈癌及宫颈癌等, 这使其成为一个潜在的抗

癌靶点
[22]. 在DCNL蛋白家族中, 碳端的类泛素化片段

PONY用于连接Cullin蛋白, 而DCNL1–5的氮端结构则

相对特殊, 先前的研究表明, DCNL1是一种支架型拟

素化E3连接酶配体, 后续的晶体结构解析发现, 氮端

的肽与E2上的乙酰化蛋氨酸残基一起 , 完全插入

DCNL1或DCNL3的疏水腔中. 此时设计合成的E2氮
端短肽可以作为E2的竞争性抑制剂 , 阻断E2与
DCNL2/3之间的相互作用, 从而导致Cullin1和Cullin3
的拟素化修饰水平降低

[153]. 该研究为DCNL1依赖的

拟素化抑制剂的开发提供了新的策略.
2017年, 经过高通量筛选和结构优化, Guy课题

组
[93]

报道了首个UBE2M-DCN1抑制剂, 并命名为

NAcM-COV (表1, 22). DCN1连接口袋上的半胱氨酸

需要与UBE2M氮端酰化的甲硫氨酸结合才能发挥作
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用, 这对于两者之间的相互作用至关重要. NAcM-
COV会以共价方式占据半胱氨酸-丙烯酰胺基团, 从而

抑制拟素化进程. NAcM-COV是一个不可逆的DCN1
抑制剂, 其IC50值为28 nmol/L. 在NAcM-COV的结构

优化过程中, 一些化合物也显示出良好的拟素化通路

抑制效果, 但NAcM-COV是首个被报道的. 2018年,
Guy课题组

[154]
揭示了完整的药物优化过程, 高通量筛

选出的首个化合物为NAcM-HIT, 可以插入氮端的乙

酰蛋氨酸口袋中, 以干扰DCN1依赖的拟素化进程, 其
IC50值为4~7 mmol/L. 在此基础上, 后续的化学结构优

化逐渐展开, 最终的化合物在生化活性上提升了100
倍, 并在溶解性和通透性方面也有所改善. 优化后的结构

为化合物23 (表1), 其IC50值为60 nmol/L, 但生物利用

度不尽如人意, 且在小鼠肝微粒体中的代谢时间过短.
随后, 该团队对化合物23进行了进一步优化, 得到

了化合物NAcM-OPT (表1, 24)[94]. NAcM-OPT选择性

靶向DCN1-UBE2M, 并特异性针对DCN1和DCN2, 展
现了良好的抑癌效果. 在鳞状细胞癌HCC95细胞系中,
NAcM-OPT特异性抑制了Cullin1和Cullin3的拟素化修

饰, 导致部分p27和NRF2的累积, 而对其他Cullin蛋白

及其底物未造成影响. NAcM-OPT保留了化合物23的
生化活性及细胞活性, 且在原有基础上增强了体内外

稳定性, 提高了口服生物利用度.
2017年, Wang课题组

[95]
通过结构设计及改造得到

了一种不同于哌啶脲类的化合物DI-591 (表1, 25). DI-
591作用于DCN1的子口袋(Ki值为12.4 nmol/L), 展现

出高效特异的拟素化通路抑制作用, 且具有良好的细胞

穿透性和水溶性(在pH 2.0及7.4下均大于20 mmol/L).
随后, 该课题组

[155]
针对DI-591进行了后续结构修饰,

于2018年发表了化合物DI-404 (表1, 26). DI-404展现

了良好的DCN1亲和性(Kd值为6.7 nmol/L). 细胞热转

换实验表明, DI-591和DI-404特异性靶向DCN1, 共免

疫沉淀实验显示, DI-591和DI-404阻碍了DCN1与
UBE2M之间的相互作用. 二者均选择性抑制Cullin3的
拟素化修饰, 导致NRF2蛋白水平的累积.

2021年, 同一课题组
[156]

对DI-591的丙烯酰胺基团

进行了修饰, 得到了化合物DI-1859 (表1, 27). DI-1859
对Cullin3的拟素化修饰展现出高效的抑制能力, 活性

相比于改造前提高了2~3个数量级. 体内实验表明,
DI-1859能够引起小鼠肝脏内NRF2蛋白的累积, 从而

保护肝脏免受对乙酰氨基酚的损伤. 这项研究表明,

拟素化抑制剂具有待发掘潜在应用价值, 如减缓ROS
引起的细胞毒性等.

2019年, Liu课题组
[157]

经过高通量筛选和结构优

化, 获得了一种三唑啉嘧啶类DCN1抑制剂, 并命名为

WS-383 (表1, 28). WS-383特异性靶向DCN1, 其体外

IC50值为11 nmol/L. 在胃癌细胞系MGC-803中, WS-
383有效抑制了Cullin1和Cullin3的拟素化修饰, 导致

NRF2、p21和p27蛋白的累积. 然而, WS-383的药效动

力学结果较差, 在人、大鼠和狗的肝微粒体中代谢速

率过快. WS-383的芳杂环配体结构意味着该化合物可

能具有激酶抑制活性, 但实验表明WS-383对多种激酶

(如BTK、CDKs和EGFR)的抑制活性较弱.
2021年, Zhao课题组

[158]
通过高通量筛选、结构优

化以及SAR研究 , 报道了一种全新结构的DCN1-
UBE2M抑制剂: SK-464 (表1, 29), 该化合物在体内和

体外均能有效抑制Cullin3的拟素化修饰. 分子对接结

果显示, SK-464对DCN1展现出强亲和力, 并能特异性

靶向DCN1和DCN2. 研究发现, SK-464能够抑制胃癌

细胞KYSE70和H2170的转移与侵袭, 但静脉注射给药

时该药物的半衰期较短, 需要进一步优化以提升其

性能.
2021年, 基于吡唑并吡唑酮的骨架Guy课题组

[159]

发展了一种新的DCN1-UBE2M抑制剂, 结构示于化合

物30 (表1). 该化合物通过阻断DCN1与UBE2M的相互

作用, 从而抑制拟素化进程, 可延缓DCN1过表达的非

锚定依赖性鳞状细胞癌细胞的生长. 药物代谢动力学

测试表明, 当该化合物在50 mg/kg剂量条件下单次口

服给药时, 表现出较好的口服生物利用度, 使小鼠血

浆中暴露在生化IC90以上达24 h. 2021年, Liu团队
[160]

公开了一项专利, 发布了一系列2-巯基-5-氰基嘧啶衍

生物(表1, 31), 其抑制UBE2M-DCN2相互作用的IC50

为9.55 ± 0.98 nmol/L.

4.3.2 UBE2F抑制剂

在哺乳动物细胞内 , 有两个拟素化耦联酶 :
UBE2M与RBX1共同催化Cullin1–4的拟素化修饰

[20],
而UBE2F与RBX2/SAG则共同催化Cullin5的拟素化修

饰
[44]. 研究已证实, 这两种E2耦联酶在一系列癌症中

均存在过表达, 且与癌症的发生发展密切相关, 因此

都是癌症治疗的潜在靶点. 我们近期的研究表明, 敲

除UBE2F会使CRL5失活, 从而导致下游促凋亡蛋白
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NOXA的累积, 诱导肺癌细胞凋亡
[44], 此外还有研究表

明, 敲除UBE2F可提高肺癌细胞对其他抗癌药物的敏

感性, 如MCL1抑制剂
[161]

、顺铂
[162]. 因此, 靶向

UBE2F可以作为一种有效的放化疗辅助抗肺癌策略.
我们最新的研究表明, 在KrasG12D-诱导的胰腺癌模

型中, 敲除Ube2F明显抑制了胰腺癌的发生发展
[163],

进一步说明Ube2F是一个有希望的抗肿瘤靶点.
2022年, 本课题组

[86]
通过虚拟筛选和化学结构优

化, 发现了一种特异性UBE2F抑制剂, 命名为HA-9104
(表1, 32). HA-9104能够有效抑制Cullin5的拟素化修

饰, 导致NOXA的累积, 从而引起肺癌细胞的凋亡. 在
不同细胞系中的IC50值范围为1~5 μmol/L. 此外, 我们

发现HA-9104可诱导DNA复制应激, 增加肺癌细胞对

放疗的敏感性. 然而, 由于HA-9104的溶解性较差且半

衰期较短, 其体内抗癌活性表现并不理想. 我们目前正

在对其结构进行化学优化, 以改善其溶解度,延长半衰

期, 并力求消除其复制应激诱导活性, 以期发现高效特

异性的UBE2F抑制剂.

4.4 E3-SAG抑制剂

在拟素化的最后阶段, E3连接酶负责将NEDD8从
E2转移到底物蛋白上, 从而完成拟素化修饰.

4.4.1 SAG抑制剂

大多数E3连接酶含有RING片段
[164], 其中RBX1/

ROC1和RBX2/ROC2/SAG被认为是重要的催化剂, 推

动拟素化过程的进行
[26]. 除了催化拟素化通路外,

RBX1和SAG也是Cullin-RING连接酶(CRLs)中的

RING组成部分
[165], CRLs是泛素E3连接酶家族中最大

的成员, 负责约20%的胞内蛋白降解
[60].

1999年, 本团队
[166,167]

克隆了SAG蛋白, 并发现

SAG是SCF E3泛素连接酶RING组分的第二个成员,
在一系列生理和病理过程中发挥着重要作用 . 在

KrasG12D诱导的肺癌小鼠模型中, 敲除Sag能明显抑

制肿瘤的发生发展, 延长了小鼠的生存期
[45]. 因此

SAG被认为是一个潜在的抗癌靶点. 通过高通量药物

筛选, 本课题组
[87]

于2020年发现了一种从棉籽中提取

的天然产物: Gossypol (表1, 33). 该化合物可以直接

作用于SAG-CUL5或RBX1-CUL1复合物, 抑制Cullin1
和Cullin5的拟素化修饰. 相关生物实验表明, Gossypol
能够显著抑制多种肿瘤细胞系中cullin蛋白的拟素化

修饰, 并选择性诱导Cullin1和Cullin5的底物MCL1和
NOXA的累积. Gossypol与MCL1抑制剂联用可以抑制

癌细胞的生长
[87]. 这项研究不仅揭示了Gossypol的新

用途, 拓宽了已知药物的应用范围, 并且为E3连接酶

抑制剂的后续开发奠定了基础.

4.4.2 Smurf1降解剂

SMAD泛素化调节因子1 (Smurf1)是一种HECT型
E3泛素连接酶, 通过靶向泛素化和蛋白酶体降解的各

种关键信号和调节蛋白, 在许多生物过程中起着关键

的调节作用, 包括凋亡、衰老、细胞周期进展、转移

和基因组稳定性等. 研究表明, Smurf1是一种同时作

为泛素化和拟素化的双E3连接酶, 它通过增加泛素E2
的募集来促进Smurf1自身拟素化水平, 从而增强其泛

素连接酶活性
[168].

2024年, Zhang课题组
[32]

通过蛋白水解靶向嵌合

体(PROTAC)技术, 构建了基于CRBN的小分子Smurf1
降解剂, 命名为SMART1 (表1, 34), SMART1能有效且

选择性地降解Smurf1蛋白, 但不能降解其他家族成员,
包括具有高度同源性的Smurf2. 此外, Zhang团队发现

PDK1是Smurf1的一种新拟素化底物 , 通过降解

Smurf1, SMART1显著抑制了胰岛素介导的PDK1的拟

素化. 此外SMART1可有效抑制KRAS突变的结直肠

和胰腺导管癌症细胞的生长, IC50值为10~50 nmol/L,
且在50 mg/kg的给药剂量下可显著抑制携带RAS突变

体的HCT116细胞的异种移植物肿瘤的体内生长, 是第

一个报道的有效抗肿瘤活性和低细胞毒性的Smurf1降
解剂.

5 总结与展望

自2009年首个NAE抑制剂MLN4924报道以来, 仅

有2个拟素化E1抑制剂进入了临床试验, 一个是2009
年报道的MLN4924 (Pevoedistat)[60], 成为靶向拟素化

通路抗肿瘤药物研发的里程碑. 另一个是TAS4464[89].
由于MLN4924和TAS4464都为NAE E1激酶抑制剂, 抑
制整条拟素化通路, 缺乏底物选择性, 所以, 不可避免

地会产生较强的毒副作用. 因此, 研发靶向在肺癌中发

挥促进作用的拟素化通路下游的E2和E3会提高对肿

瘤细胞的选择性并降低对正常细胞的毒副作用, 具有

重要的基础研究意义和临床应用前景.
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自2017年以来, 有数类DCN1-UBE2M抑制剂的报

道, 但缺乏有效的抗肿瘤活性, 目前仍处于临床前研究

阶段. 靶向UBE2F和E3的小分子抑制剂研究较少, 目

前仅有HA-9104和Gossypol分别靶向UBE2F和SAG,
这些化合物在选择性和脱靶效应方面仍存在问题, 这

限制了它们在癌症治疗中的应用.
总的来说, 研发特异性拟素化通路抑制剂仍是该

研究领域面临的重要挑战. 在结构生物学研究方面,
解析E2、E3的晶体结构和共晶结构, 以及E1-E2、E2-E3

和E3-底物之间蛋白相互作用界面研究的突破, 将有助

于开发高选择性、低毒性的靶向NAE下游E2、E3新
型拟素化抑制剂. 在细胞生物学层面, 必须从机制上阐

明拟素化通路是如何在肺癌肿瘤微环境中精准调控不

同类型的免疫细胞以及它对免疫细胞功能的调节是如

何影响肿瘤的发生发展和免疫应答. 随着对拟素化生

物机制的深入了解, 以及计算机辅助药物设计技术的

发展(图6), 我们相信拟素化通路抑制剂的开发将迅速

迈入一个新阶段.
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Abstract: Protein neddylation is one type of post-translational modifications in which NEDD8 is attached covalently to
a lysine residue of a substrate. Neddylation is catalyzed by E1 activation enzyme (NAE), E2 conjugating enzymes, and
E3 ligases. Cullin family members are the physiological substrates of neddylation, and cullin neddylation activates
cullin-RING ligases (CRLs), which then promote ubiquitylation and proteasome degradation of many key signal
proteins, thus regulating many important biological process. Accumulated data showed that neddylation pathway is
highly activated in human lung cancer with positive correlation to poor survival of lung cancer patients. Activated
neddylation pathway promotes the proliferation and survival of lung cancer cells, and accelerates lung tumorigenesis.
Thus, targeting neddylation has become an attractive approach for the discovery and development of anti-lung cancer
therapy. In this review, we first introduce neddylation process, its biochemical properties, and its alterations via
bioinformatics analysis, and its known tumor promoting functions in lung cancer. We then list few advanced
methodologies/techniques for the discovery of small molecule inhibitors of neddylation enzymes, followed by a
comprehensive summary of all known inhibitors of neddylation enzymes. We end the review with brief summary and
proposed future perspectives. The goal is to provide a most updated and comprehensive information to the readers of
interest, and to draw more scientists to join the effort in the discovery of neddylation inhibitors for anti-cancer therapy.

Keywords: neddylation, CRL E3 ligase, lung cancer, immune microenvironment, targeted therapy, inhibitors
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