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新型分子胶LTL-04-061通过CRBN介导的泛素-蛋白酶体通路靶向降解OTULIN
并显著抑制胃癌细胞增殖
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［摘要］ 目的 筛选靶向卵巢肿瘤结构域线性链接特异性去泛素化酶（ovarian tumor domain 
deubiquitinase with linear linkage specificity，OTULIN）的新型分子胶，为胃癌治疗提供新策略。方法 以

高表达 OTULIN 的 AGS-NC、SNU601-NC 胃癌细胞及 OTULIN 基因敲除细胞（AGS-sgOTULIN、SNU601-

sgOTULIN）为研究材料，设对照组（DMSO）、LTL-04-061 浓度梯度组（0. 1、0. 3、1. 0、3. 0、5. 0、7. 0、
10. 0 µmol/L）及蛋白酶体抑制剂干预组（MG-132/MLN4924 联合 5 µmol/L LTL-04-061），采用 Western 
blot 检测 OTULIN 蛋白表达水平，运用实时荧光定量聚合酶链式反应（quantitative real-time polymerase 
chain reaction， qPCR）检测 OTULIN 的 mRNA 水平；利用免疫共沉淀（co-immunoprecipitation， Co-IP）验

证蛋白相互作用；结合分子对接与 100 ns分子动力学模拟（molecular dynamics simulation， MD）分析复

合物构象；通过CCK-8法、细胞增殖实验、克隆形成实验评估分子胶对胃癌细胞恶性增殖的抑制作用。

结果 分子胶LTL-04-061在 0. 1~10. 0 µmol/L浓度梯度下呈浓度依赖性降解OTULIN蛋白，5 µmol/L浓

度时降解效果显著，且该浓度下 OTULIN mRNA 相对表达水平无显著变化（P>0. 05）；蛋白酶体抑制剂

MG-132与 MLN4924可阻断其降解作用，结合 Co-IP实验结果提示该过程依赖 CRBN 介导的泛素-蛋白

酶体通路；同时 LTL-04-061 可介导 OTULIN 与 CRBN 形成三元稳定复合物，并与关键残基 HIS-339
（OTULIN）、TRP-378/HIS-380（CRBN）存在强相互作用，MD模拟显示 50 ns后复合物均方根偏差波动小

于 0. 1 nm，80~100 ns时氢键数量维持较高水平，回旋半径数值保持稳定，无明显波动，表明复合物整体

紧凑性未发生显著变化；溶剂可及表面积在此时间段内亦无明显波动，进一步证实复合物构象稳定，未

出现明显的结构舒展或塌陷；LTL-04-061呈浓度依赖性抑制胃癌细胞的增殖与克隆形成；CCK-8实验

结果显示，LTL-04-061对AGS细胞和SNU601细胞的半数抑制浓度分别为8. 95 µmol/L和11. 70 µmol/L，
并且 OTULIN敲除后其抑制效果显著减弱（P<0. 01）。结论 OTULIN在胃癌中发挥促癌作用，分子胶

LTL-04-061通过 CRBN 依赖的泛素-蛋白酶体通路，靶向降解 OTULIN 蛋白，进而抑制肿瘤细胞恶性增

殖，为胃癌分子靶向治疗提供新的候选前体药物。
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Novel molecular glue LTL-04-061 targets OTULIN for degradation via the CRBN-
mediated ubiquitin-proteasome pathway and significantly suppresses gastric 
cancer cell proliferation
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［Abstract］ Objective　To screen novel molecular glues targeting ovarian tumor domain deubiquitinase 
with linear linkage specificity (OTULIN) and provide a new therapeutic strategy for gastric cancer.  
Methods　Gastric cancer cell lines with high OTULIN expression (AGS-NC, SNU601-NC) and OTULIN-

knockout cells (AGS-sgOTULIN, SNU601-sgOTULIN) were used.  Experimental groups included: control 
(DMSO), LTL-04-061 concentration gradients (0. 1, 0. 3, 1. 0, 3. 0, 5. 0, 7. 0, 10. 0 µmol/L), and proteasome 
inhibitor intervention (MG-132/MLN4924+5 µmol/L LTL-04-061).  OTULIN protein expression was analyzed 
by Western blotting, while mRNA levels were quantified by qPCR.  Protein interactions were validated by co-

immunoprecipitation (Co-IP).  Molecular docking and 100 ns molecular dynamics (MD) simulations were 
performed to analyze complex conformations.  Anti-proliferative effects were assessed using CCK-8, cell 
proliferation, and colony formation assays.  Results　LTL-04-061 degraded OTULIN protein in a 
concentration-dependent manner (0. 1 to 10. 0 µmol/L), with significant degradation at 5 µmol/L.  At this 
concentration, OTULIN mRNA levels remained unchanged (P>0. 05).  Degradation was blocked by MG-132/
MLN4924, indicating dependence on the CRBN-mediated ubiquitin-proteasome pathway.  Co-IP confirmed 
LTL-04-061-induced OTULIN-CRBN ternary complex formation.  Key interactions involved OTULIN HIS339 
and CRBN TRP378/HIS380.  MD simulations showed stable complex conformation after 50 ns (RMSD 
fluctuation <0. 1 nm), sustained hydrogen bonds (80 to 100 ns), and stable radius of gyration (Rg) and solvent-
accessible surface area (SASA), indicating no structural expansion/collapse.  LTL-04-061 concentration-

dependently suppressed gastric cancer cell proliferation and colony formation.  CCK-8 assays revealed IC50 
values of 8. 95 µmol/L (AGS) and 11. 70 µmol/L (SNU601).  OTULIN knockout significantly attenuated this 
inhibition (P<0. 01).  Conclusion　OTULIN exerts pro-oncogenic effects in gastric cancer.  The molecular 
glue LTL-04-061 targets OTULIN for CRBN-dependent ubiquitin-proteasomal degradation, thereby 
suppressing malignant proliferation.  This identifies LTL-04-061 as a promising precursor for molecularly 
targeted gastric cancer therapy.  
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胃癌是我国高发恶性肿瘤之一，其临床预后差，

是导致我国居民癌症相关死亡的第三大原因［1-2］。由

于临床上胃癌分子靶向治疗药物有限，深入探究其发

病机制、挖掘新治疗靶点，是亟待解决的医学难题［3］。
随着蛋白组学、表观遗传组学等多组学研究策略的持

续突破与交叉融合，近年，对胃癌发病的分子调控网

络、关键信号通路及表观遗传修饰机制的理解逐步深

化［4-6］。蛋白翻译后修饰紊乱是恶性肿瘤的典型生物

学特征，泛素化是其中关键类型之一［7］。泛素化通过

调控蛋白底物的稳定性、活性、蛋白间相互作用及亚

细胞定位，在信号转导、细胞周期调控、DNA 损伤修

复、细胞增殖迁移及免疫逃逸等肿瘤恶性生物学过程

中扮演核心角色［8-9］。泛素化修饰异常调控与肿瘤的

恶性进展密切相关，靶向泛素化相关通路已成为肿瘤

分子靶向药物研发的前沿方向。

线性泛素链主要由线性泛素链组装复合物
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（linear ubiquitin chain assembly complex， LUBAC）催化

合成，而卵巢肿瘤结构域线性链接特异性去泛素化酶

（ovarian tumor domain deubiquitinase with linear linkage 
specificity， OTULIN）可专一性切割线性泛素链，二者

共同调控线性泛素化状态，进而对胚胎发育、血管生

成、机体免疫应答、炎症反应及肿瘤发生发展等多种

病理生理过程发挥调控作用［10-15］。已有研究表明，

OTULIN在三阴乳腺癌、胃癌中高表达［10，16-17］，并且对

肿瘤的调控具有组织特异性。因此OTULIN是推动癌

症发生发展的重要因子，但针对 OTULIN 尚无特异性

小分子抑制剂，精准靶向治疗策略仍有待探索。

分子胶（molecular glue， MG）是一类特殊的小分

子化合物，核心功能为诱导产生新的蛋白质-蛋白质相

互作用，进而调控靶标蛋白功能，其可以特异性结合

Cereblon（CRBN），诱导 CRBN 构象改变，使其能够识

别并结合原本无法被识别的靶蛋白，从而促进 CRBN
所在的 E3 泛素连接酶与靶蛋白形成稳定复合物；随

后，E3 泛素连接酶会催化泛素分子与靶蛋白共价结

合，形成泛素链标记的靶蛋白；该标记后的靶蛋白会

被蛋白酶体识别并降解。这一独特作用机制使分子

胶能够靶向传统药物研发中被视为不可成药的蛋白，

为癌症、神经退行性疾病、自身免疫性疾病等疾病的

治疗开辟了全新方向与策略［18-22］。
由于目前尚缺乏靶向 OTULIN 的 MG 和小分子抑

制剂，本课题组建立分子胶高通量合成系统，分析前

期构建的分子胶靶向性蛋白质谱数据［23］，筛选靶向去

泛素化酶 OTULIN 的新型分子胶，初步探讨其作用和

分子机理，验证在抑制胃癌恶性增殖中的治疗效果，

为胃癌分子靶向治疗提供新思路。

1　材料与方法

1. 1　细胞、试剂及仪器

人类胃癌细胞系 AGS-NC 和 SNU601-NC 由陆军

特色医学中心消化系统肿瘤精准防治重庆市重点实

验室保存。OTULIN 敲除的胃癌细胞系 AGS（AGS-

sgOTULIN）和 SNU601（SNU601-sgOTULIN）由本实验

室保存。

RPMI-1640培养液、F12培养液、0. 25% 胰蛋白酶

及青-链霉素混合试剂购自美国Gibco公司；胎牛血清购

自以色列Viva Cell Biosciences公司；聚凝胺、NonidetTM 
P40 Substitute、低熔点琼脂糖购自北京 Solarbio有限公

司 ；IP 细 胞 裂 解 液 、1 mol/L Tris-HCl（pH=7. 5）、

10%SDS 溶液、蛋白上样缓冲液购自北京康为世纪生

物科技有限公司；聚乙烯亚胺（polyethyleneimine， PEI）、

NaCl、蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂、脱脂奶粉、结晶

紫染色液、4% 多聚甲醛固定液与 CCK-8 检测试剂盒

购自上海 Beyotime 股份有限公司；DMSO、MG-132、
MLN4924蛋白酶体抑制剂购自美国MCE公司；兔抗人

OTULIN单克隆抗体购自英国Abcam公司；兔抗人热休

克蛋白 90（Hsp90α/β Rabbit mAb）单克隆抗体（HSP-90 
Antibody）购自武汉ABclonal Technology生物科技有限

公司；Pierce™抗-DYKDDDDK 磁性琼脂糖购自美国赛

默飞世尔科技公司；TB Green® Premix Ex Taq™Ⅱ购自

北 京 TaKaRa Bio 有 限 公 司 ；HiScript Ⅳ All-in-One 
Ultra Super Mix for qPCR 购自中国南京诺唯赞生物科

技股份有限公司；辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠

IgG、同标记山羊抗兔 IgG、中性树胶、PBS及封闭用山

羊血清购自北京中杉金桥生物技术有限公司；ECL显

色试剂盒购自上海圣而生物科技有限公司；pCMV-

CRBN（human）-3×FLAG-Puro 购自武汉淼灵生物有限

公司。本研究使用的分子胶由武汉大学药学院蒋白

山教授团队提供，该课题组已建立完善的高通量分子

胶合成系统，采用定量蛋白质谱技术表征分子胶对癌

细胞靶蛋白表达水平的调控作用，建立蛋白组学数据

库，用于靶蛋白相关分子的初步筛选。

311型CO₂恒温培养箱、VARIOSKAN LUX酶标检测

仪购自美国赛默飞世尔科技公司，DM3000 LED光学倒

置显微镜购自德国Lecia公司，C1000 Touch™双槽PCR
仪与ChemiDoc™MP凝胶成像仪购自美国BioRad公司。

1. 2　Western blot 检 测 AGS 及 SNU601 细 胞 的

OTULIN表达水平

细胞分组设计：对照组为 DMSO 处理的 AGS-NC
和 SNU601-NC 细胞；实验组为不同浓度分子胶 LTL-

04-061（0. 1、0. 3、1. 0、3. 0、5. 0、7. 0、10. 0 µmol/L）处

理的 AGS-NC 和 SNU601-NC 细胞。分别收集实验组

和对照组细胞，采用含蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂

的 IP裂解液冰上裂解30 min，100 ℃加热10 min使蛋白

质变性，-20 ℃保存备用。配制 10%分离胶与 5%浓缩

胶的 SDS-PAGE 凝胶，经 80 V 恒压 30 min、120 V 恒压

分离的两步电泳分离蛋白；通过 100 V恒压 1 h的湿转

移法将蛋白转至硝酸纤维素膜；依次经5%脱脂牛奶封

闭 1 h、兔抗人 OTULIN/HSP90（内参）一抗（1∶4 000）
4 ℃孵育过夜、HRP标记山羊抗兔二抗（1∶10 000）室温

孵育 1 h；最终用 ECL显色试剂盒显影，使用 ImageLab
软件分析结果。

1. 3　CCK-8法检测细胞增殖

将对数生长期 AGS-NC、AGS-sgOTULIN、SNU601-

NC、SNU601-sgOTULIN 细胞按实验分组（同 1. 2）以每

孔1×10³个的密度接种于96孔板，经37 ℃、5%CO₂培养

箱培养 24 h后，弃去培养液，每孔加入 10 µL CCK-8试

剂与 90 µL培养液的混合液，继续培养 2. 5 h以进行后

续检测。在酶联免疫检测仪 450、650 nm 波长处检测
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各孔吸光度（OD）值，并绘制细胞增殖曲线。

1. 4　克隆形成实验检测细胞增殖

在6孔板中接种1 000个AGS-NC、AGS-sgOTULIN、

SNU601-NC、SNU601-sgOTULIN 细胞，每孔加入 2 mL
完全培养基，将细胞置于 37 ℃、5%CO2细胞培养箱中

培养。接种24 h后，观察到细胞已完全贴壁，弃去培养

基，加入含5 µmol/L LTL-04-061的新鲜完全培养基，每

孔加入 2 mL，继续培养。每隔 3~5 d，观察细胞克隆形

成情况，并换液。通常培养至10~14 d，当6孔板中出现

肉眼清晰可见的克隆时，弃去培养基，用PBS轻柔清洗

2遍，加入4%多聚甲醛固定液，固定15 min。再次用PBS
清洗 2遍，加入 0. 1%结晶紫染色液染色 15 min。然后

回收结晶紫染色液，用去离子水轻柔清洗干净孔板，室

温倒置晾干。用相机拍照，并计数克隆形成数量，使用

GraphPad Prism 9. 5软件分析处理数据并作图。

1. 5　免疫共沉淀（co-immunoprecipitation， Co-IP）检测

OTULIN与CRBN相互作用

培养 AGS-NC 细胞，当细胞密度达到 70%~80%
时，转入重组质粒 Flag-CRBN。转染流程：在 500 µL
无血清 F12 培养液中加入 10 µg Flag-CRBN 和 30 µL
助转染剂 PEI（1 mg/mL），质粒与 PEI的质量比为 1∶3，
室温静置 15 min后将含有质粒的培养液加入细胞中，

培养 8 h 后除去细胞培养液换为新的培养液继续培

养。转染后 48 h更换新鲜培养基，同时加入 5 µmol/L 
LTL-04-061 或等体积 DMSO，继续培养 18 h，加入

10 µmol/L MG-132，继续培养 6 h。收集各组细胞使用

CHAPS 裂解液（含蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂）提

取蛋白（提取方法同1. 2）；将上清液加入20 µL Pierce™ 
抗-DYKDDDDK磁性琼脂糖，置于在 4 ℃下 0. 5×g的摇

床中孵育过夜，随后使用蛋白上样缓冲液洗脱蛋白，

蛋白样品在 100 ℃金属浴加热 10 min后，使用蛋白质

印迹法检测 OTULIN 与 CRBN 相互作用，检测流程同

1. 2，内参为HSP-90。
1. 6　提取细胞RNA检测OTULIN的mRNA水平

提取细胞 RNA：培养 AGS 细胞，当细胞密度达到

20%~30% 时，加入不同浓度 LTL-04-061（浓度同 1. 2）
或等体积DMSO，继续培养 24 h。弃去培养基，离心收

集后加TRIzol后冰上裂解 20 min。根据TRIzol体积加

入氯仿（TRIzol∶氯仿=5∶1），盖紧后震荡 15 s。置于冰

上10 min，在4 ℃下以12 000 ×g离心20 min。吸取上层

水相到新的EP管，加入等体积异丙醇，颠倒 5次混匀。

置于冰上10 min，在4 ℃下以12 000 ×g离心10 min。弃

去上清，添加 1 mL 75%乙醇，将沉淀吹起，在 4 ℃中以

12 000 ×g离心 3 min。弃去上清，加 500 µL无水乙醇，

在 4 ℃下以 12 000×g离心 3 min。弃去乙醇，室温干燥

10~15 min。根据沉淀量加入10 µL DEPC水，55~60 ℃

孵育10 min以助溶。

反转录聚合酶链反应（reverse transcription PCR， 
RT-PCR）：在RNase-free离心管中配置混合液（4 µL 4×
gDNA wiper Mix，1 µg 模板 RNA，加 RNase-free ddH2O 
至 16 µL），用移液枪轻轻吹打混匀，置于 42 ℃金属浴

2 min。 在 反 应 管 中 加 入 4 µL 5×HiScript Ⅲ qRT 
SuperMix、16 µL配置的混合液，用移液枪轻轻吹打混

匀。置于PCR仪中，37 ℃ 15 min，85 ℃ 5 s。
实时荧光定量聚合酶链式反应（quantitative real-

time polymerase chain reaction， qPCR）：在八联管中配

制 20 µL 反应体系（2 µL cDNA，10 µL 2×SYBR Green 
qPCR Mix，0. 4 µ L 10 µ mol/L 上 游 引 物 ，0. 4 µ L 
10 µmol/L 下游引物，7. 2 µL dd H2O），设置 PCR 程序

（预变性 95 ℃ 300 s；变性 95 ℃ 20 s，退火 55 ℃ 20 s，
延伸 72 ℃ 20 s，循环 40次）。所得数据采用相对定量

法进行分析。

1. 7　分子对接获得 OTULIN：LTL-04-061：CRBN 的合

理初始构象

从 RCSB 蛋白质数据库中下载 OTULIN（PDB ID：

3ZNV）和 CRBN（PDB ID：8G66）的晶体结构，使用

Pymol 3. 0软件对蛋白进行去水、加氢处理，修正和补

充不合理或缺失的氨基酸残基，最后进行能量最小

化。根据已知的活性位点确定结合口袋并生成对接

盒子。使用 ChemDraw3D 22. 0 对分子胶 LTL-04-061
进行质子化以及能量最小化处理，在 MM 力场下对小

分子进行能量优化。使用Autodock Vina 1. 2. 7进行分

子对接。使用 Ligplot+软件对复合物进行化学键的分

析，使用Pymol 3. 0软件对复合物进行可视化的处理。

1. 8　分子动力学模拟（molecular dynamics simulation， 
MD）获得OTULIN：LTL-04-061：CRBN的最佳构象

为获得 OTULIN：LTL-04-061：CRBN 复合物在生

理条件下的动态结合模式及构象变化规律，为化合物

的活性优化与作用机制解析提供原子水平依据。选

用 Gromacs 2025. 03 软 件 作 为 模 拟 工 具 。 采 用

CHARMM36力场对复合物进行参数化处理。系统构

建阶段，将复合物模型置于立方体周期性边界盒内，

边界盒边长设定为距蛋白表面 10 Å；随后采用 TIP3P
水模型填充溶剂。采用最速下降法执行能量最小化

操作，该方法通过沿能量梯度负方向逐步迭代优化原

子坐标，直至系统最大力≤1 000 kJ/（mol·nm）。接着

进行两步预平衡：①正则系综（NVT系综）模拟 100 ps，
固定系统粒子数（N）、体积（V）和温度（T），温度设定

为生理温度 310 K，采用 V-rescale 温度耦合方式——

该方法通过周期性调整粒子速度实现温度控制，响应

速度快且适用于中小体系；②等温等压系综（NPT 系

综）模拟 100 ps，固定粒子数（N）、压力（P）和温度（T），
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压力维持在 1 bar 生理压力，采用 Berendsen 压力耦合

方式，通过调整盒子体积实现压力平衡，为生产模拟

提供与生理环境一致的热力学状态。在 NPT 系综条

件下开展 100 ns无约束生产分子动力学模拟，模拟过

程中采用 2 fs时间步长，每隔 10 ps保存 1次轨迹文件，

最终生成包含 5 000 个构象帧的轨迹数据，用于后续

动态分析。

模拟结束后，首先对轨迹文件进行矫正，包括去

除周期性镜像、校正原子坐标漂移等预处理步骤，确

保分析数据的准确性。随后计算关键动力学指标：均

方根偏差（root mean square deviation， RMSD）是反映

复合物整体构象相对于初始结构的偏离程度，RMSD
值稳定说明系统达到构象平衡，可用于判断模拟的有

效性；均方根波动（root mean square fluctuation， RMSF）
是衡量蛋白质残基的柔性波动，高 RMSF 区域通常对

应蛋白无规则回路（loops）区或活性口袋周围，可揭示

化合物结合对蛋白柔性的调控作用；回转半径（radius 
of gyration， Rg）是表示蛋白质的回旋半径，反映蛋白

整体紧凑程度，Rg值变化可提示化合物结合是否导致蛋

白构象伸展或收缩；溶剂可及表面积（solvent accessible 
surface area， SASA）是量化蛋白的溶剂接触区域，反映

其构象变化、残基暴露状态。氢键（hydrogen bond， 
H-bond）是统计化合物与蛋白间的氢键数量及持续时

间，氢键作为重要的非共价相互作用，其动态变化直

接影响复合物的结合稳定性。通过上述指标的时间

演变趋势分析，可全面解析候选化合物与蛋白复合物

的动态相互作用机制。

1. 9　统计学分析

使用 GraphPad Prism 9. 5统计学软件对实验数据

进行统计学分析，计量资料以 x̄±s表示；2组数据采用

独立样本 t检验进行比较，3组及以上数据采用单因素

方差分析，计数资料以百分比表示。以 P<0. 05 为差

异有统计学意义。

2　结果

2. 1　分子胶 LTL-04-061 下调胃癌细胞 OTULIN 蛋白

表达水平

本课题组分析前期蛋白组学结果发现，分子胶

LTL-04-061 可 能 下 调 癌 细 胞 OTULIN 蛋 白 水 平 。

LTL-04-061 的化学结构如图所示（图 1A）。为进一步

验证这一发现，本研究使用内源性高表达 OTULIN 的

AGS-NC 和 SNU601-NC 胃癌细胞。通过 Western blot
结果发现在 5 µmol/L 浓度下，LTL-04-061可以显著降

解 OTULIN（图 1B），并在此浓度下，OTULIN 的 mRNA
相对表达水平未发生显著变化（图 1C）。同时，用蛋白

酶体抑制剂MG-132和MLN4924处理后，OTULIN的降

解得到抑制（图 1D）。为验证 OTULIN 的降解过程依

赖于 CRBN 蛋白，本研究在细胞中过表达了带 Flag标

签的 CRBN 蛋白。通过 Co-IP 实验证明 LTL-04-061
可与 CRBN 形成复合物（图 1E），表明 LTL-04-061 通

过 CRBN 依赖的泛素 -蛋白酶体途径下调胃癌细胞

OTULIN蛋白。
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图1　分子胶LTL-04-061下调胃癌细胞OTULIN蛋白水平（n=3，x̄±s）
Figure 1　LTL-04-061 downregulates OTULIN protein level in gastric cancer cells（n=3，x̄±s）

（图1D、E续下页）
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2. 2　OTULIN：LTL-04-061：CRBN 复合物的稳定构象

解析

MD结果显示RMSD在 50 ns后波动<0. 1 nm，基本

达到稳定并维持至模拟结束（图 2A），变化趋势相似，

均无较大波动，表明体系在模拟过程中达到了平衡。

MD模拟过程中 ，Rg总体处于下降的趋势（图2B），表现

出明显的致密性模式且保持稳定，表明具有很强的致密

构象，维持了蛋白质结构的稳定性。其中 LTL-04-061
的结合对 OTULIN 蛋白稳定性产生了显著调控作用：

OTULIN 结合口袋中关键残基 HIS-339 的 RMSF 值处

于相对较低水平（图 2C），提示该残基在配体结合后运

动性受限，而HIS-339作为OTULIN活性口袋附近的重

要残基，其运动性的稳定直接反映了 OTULIN 蛋白核

心结构域的构象稳定性提升。同时，CRBN 结合口袋
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续图1　分子胶LTL-04-061下调胃癌细胞OTULIN蛋白水平（n=3，x̄±s）

Figure 1（continued）　LTL-04-061 downregulates OTULIN protein level in gastric cancer cells（n=3，x̄±s）
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图2　OTULIN：LTL-04-061：CRBN复合物的稳定构象解析

Figure 2　Molecular dynamics analysis of stable conformation of OTULIN：LTL-04-061：CRBN complex
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中关键残基 TRP-378、HIS-380的 RMSF值亦维持较低

水平（图2D），说明LTL-04-061与结合口袋形成了稳定

的相互作用，同时巩固了 OTULIN 和 CRBN 的局部结

构稳定性。复合物的 SASA 值在 30 ns 后逐渐趋于平

稳，波动幅度控制在 20 nm2以内，且全程未出现显著

骤升或骤降（图 2E）。这种稳定的变化模式表明，复合

物表面与溶剂的相互作用处于平衡状态，未因构象的

剧烈变化导致暴露区域大幅增减。同时，OTULIN 与

CRBN 结合口袋区域的局部 SASA 值始终维持在较低

水平，提示LTL-04-061结合后有效限制了口袋区域的

溶剂暴露，进一步巩固了复合物的结合稳定性（图

2E）。分析模拟过程中的氢键变化，在 80~100 ns时复

合物形成的氢键数量较多，表明其分子间相互作用

强，结构更稳定（图2F）。

2. 3　OTULIN：LTL-04-061：CRBN复合物的结构互作分析

借助 Ligplot+软件对 OTULIN：LTL-04-061：CRBN
复合物进行分子间相互作用分析，其生成的结合模式

图清晰勾勒出三者复合体内的关键结合界面及参与

相互作用的氨基酸残基分布特点（图 3A）。进一步通

过 PyMOL软件进行 3D结构可视化呈现（图 3B），可精

准定位参与核心相互作用的氨基酸残基：其中

OTULIN 蛋白的组氨酸（HIS-339）作为关键残基参与

结合，而 CRBN 蛋白则通过色氨酸（TRP-378）与组氨

酸（HIS-380）形成协同结合位点，这些残基恰好围绕

LTL-04-061形成了稳定的结合口袋结构。 
2. 4　分子胶 LTL-04-061 靶向下调 OTULIN 蛋白抑制

胃癌细胞恶性增殖

为进一步探究LTL-04-061在OTULIN异常高表达

的胃癌细胞中所发挥的作用，本研究构建了 OTULIN
敲除的胃癌细胞系，并进行了克隆形成实验和细胞增

殖实验。克隆实验显示，加入LTL-04-061后的AGS-NC
和 SNU601-NC 细胞所形成的单克隆数显著少于对照

组，而在OTULIN敲除的细胞中，LTL-04-061的抑制肿

瘤细胞克隆形成的作用受到阻断（图4A、B）。

细胞增殖实验显示出LTL-04-061对细胞的增殖抑

制效果呈现出浓度依赖现象，与蛋白质印迹实验一致。

经过计算，LTL-04-061在AGS-NC和SNU601-NC细胞中

的IC50分别为8. 95 µmol/L和11. 70 µmol/L（图4C、D）。
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A： Ligplot+ binding mode analysis diagram； B： 3D structure of the OTULIN：LTL-04-061：CRBN ternary complex
图3　OTULIN：LTL-04-061：CRBN复合物的结构互作分析

Figure 3　Structural interaction analysis of the OTULIN：LTL-04-061：CRBN complex
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3　讨论

3. 1　LTL-04-061 靶 向 OTULIN 抑 制 胃 癌 细 胞 恶 性

增殖

去泛素化酶OTULIN在三阴乳腺癌和胃癌中高表

达，可促进癌细胞增殖和肿瘤进展［10，16-17］，但 OTULIN
靶向性的治疗策略尚待研发。本研究的核心突破之

一是发现分子胶 LTL-04-061 可靶向 OTULIN 发挥作

用：胃癌 AGS 与 SNU601 细胞中 OTULIN 呈高表达状

态，而分子胶 LTL-04-061 通过降解 OTULIN 显著抑制

细胞克隆形成与增殖活性，且 OTULIN 敲除后该抑制

效应明显减弱，这与已有报道中 OTULIN 通过下调糖

酵解限速酶（PKM2、LDHA）的线性泛素化激活胃癌糖

酵解途径的结论一致［16］，不仅共同证实 OTULIN 在胃

癌中扮演促癌角色，更关键的是，验证了分子胶可作

为靶向 OTULIN 的有效工具，为 OTULIN 靶向治疗提

供了全新的可能。

3. 2　LTL-04-061经泛素-蛋白酶体通路靶向降解OTULIN
本研究发现新型分子胶药物 LTL-04-061，是针对

OTULIN的分子靶向治疗候选前体药物。截至本研究
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A： Colony formation in human gastric cancer AGS cells； B： Colony formation in human gastric cancer SNU601 cells； C： CCK-8 
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图4　分子胶LTL-04-061靶向下调OTULIN蛋白抑制胃癌细胞恶性增殖（n=3，x̄±s）
Figure 4　The molecular glue LTL-04-061 suppresses malignant proliferation of gastric cancer cells through 

targeted downregulation of OTULIN protein（n=3，x̄±s）

258



陆军军医大学学报，2026，48（3）http：//aammt. tmmu. edu. cn

开展前，尚缺乏文献报道靶向 OTULIN 的分子胶或小

分子抑制剂，主要是因为 OTULIN 的活性位点特征使

其难以通过占位驱动机制被传统抑制剂靶向。

本研究进一步证实，LTL-04-061完全契合分子胶

的作用特征：5 µmol/L 浓度下可特异性降解 OTULIN
且不影响其 mRNA 水平，蛋白酶体抑制剂 MG-132 与

MLN4924可阻断该过程，结合Co-IP实验结果，明确其

依赖CRBN形成复合物、经泛素-蛋白酶体通路降解靶

蛋白的机制，证明其 CRBN 依赖的分子胶作用模式， 
更关键的是从作用机制层面确证了其作为OTULIN靶

向分子胶的有效性。

3. 3　LTL-04-061增殖抑制效应强于单独敲除OTULIN
的潜在机制

本研究发现 LTL-04-061 对细胞的增殖抑制效果

显著强于单独敲除 OTULIN 的效果，结合前期定量蛋

白质谱数据［23］，推测该差异源于LTL-04-061的多靶标

调控特性。分子胶作为一类可诱导新型蛋白-蛋白相

互作用的小分子化合物，其作用机制决定了它可以同

时调控多个靶蛋白的稳定性［19，22］。单独敲除OTULIN
仅能阻断其介导的促癌通路，而LTL-04-061可能通过

同时降解 OTULIN 及其他促癌靶蛋白，形成协同抑制

效应，从而表现出更强的增殖抑制活性。

3. 4　研究局限性与未来研究方向及临床意义展望

本研究虽取得上述进展，但仍存在若干局限：①
分子胶 LTL-04-061 降解 OTULIN 蛋白的浓度在 µmol
级，该浓度仍偏高，不利于开展体内实验，需进一步进

行结构优化和改造，提升其抑癌活性；②实验均采用

体外细胞模型，缺乏动物模型验证LTL-04-061的体内

抑瘤效果和安全性，需进一步构建胃癌异种移植瘤、

小鼠自发胃癌模型，评估其对肿瘤体积、体质量及主

要脏器的影响；③未探讨LTL-04-061与临床常用化疗

药物（如卡铂、伊立替康）的联合治疗效果，而分子胶

与传统化疗的协同作用可能进一步提升疗效。 
从临床意义而言，胃癌作为高发消化道肿瘤，现

有治疗手段对患者的疗效有限，缺乏精准靶向药

物［1，3］。LTL-04-061的发现为胃癌精准治疗提供全新

策略及候选药物，其多靶标调控特性可能突破单一靶

点治疗的局限性。未来通过结构优化降低有效浓度、

体内实验验证安全性及疗效、探索联合化疗方案，有

望推动其进入临床转化阶段，为胃癌患者提供新的治

疗选择，改善患者预后。

综上所述，本研究发现分子胶 LTL-04-061可通过

CRBN 依赖的泛素-蛋白酶体通路降解 OTULIN 蛋白、

抑制胃癌细胞增殖，为胃癌分子靶向治疗提供全新策

略与候选前体药物。
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