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偏向β-抑制蛋白的GPCR信号传导机制及药物研究进展
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摘要: G蛋白偶联受体 (G protein-coupled receptors, GPCR) 是一类存在于细胞膜表面的受体超家族。随着对

GPCR脱敏调节器 β-抑制蛋白 (β-arrestin) 研究的深入, 发现GPCRs激活后不仅能通过G蛋白依赖途径进行信号的

传导, 也能通过非G蛋白依赖途径, 即 β-抑制蛋白通路来调节受体内吞和脱敏, 甚至启动一波新的信号传导, 由此提

出“偏向性传导”的概念, 即配体激活受体后能够选择性激活相应的信号通路, 使信号沿着特定“偏好”的下游通路继

续向下传导, 并将与受体结合后能引起偏向性激活的配体称为“偏向性配体”。一般认为, 偏向性的产生是因为配体

与受体结合方式存在差别, 包括受体构象的差异、下游信号蛋白结合位点的差异以及信号蛋白自身构象的差异等。

本文就偏向β-抑制蛋白的GPCR信号传导机制以及偏向β-抑制蛋白通路的配体类药物研究进展做一简要综述。
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Mechanisms of β-arrestin-biased GPCR signal transduction and
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Abstract: G protein-coupled receptors (GPCR) are a class of receptor superfamily that exist on the surface of

cell membrane. With the intensive studies on the GPCR desensitization regulator— β - arrestins, it is found that

activated GPCR can not only conduct signal transduction through G protein-dependent pathway, but also mediate

via non-G protein-dependent pathway. In addition to mediate endocytosis and desensitization, β - arrestins also

initiate a new series of signal transduction events. Therefore, the concept of "biased transduction" was put forward:

the receptor activated by a specific ligand could selectively activate a specific signaling pathway, leading the signal

to be transmitted downstream along a "preferential" pathway. We call the ligand that binds to the receptor and

causes biased activation "biased ligand". It is generally believed that the phenomenon of bias results from different

binding modes of ligands and receptors, including multiple receptor conformations, diverse sites that downstream

signal proteins bind, and signal proteins’own conformations, etc. Here we give a brief review focusing on the

mechanisms of β-arrestin-biased GPCR signal transduction and the advances in the drug development on β-arrestin

biased ligands.
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G蛋白偶联受体 (GPCR) 是一类具有 7次跨膜螺

旋 (7TM) 的膜蛋白超家族, 是迄今为止发现的最大的

受体超家族, 广泛参与生殖、生长、发育和感知等多种

重要的生命活动[1], 因而在药物研发中备受关注。截

至 2017年, 美国 FDA 批准的所有药物中约有 34% 的

药物靶向GPCR[2]。传统的受体-配体作用模式认为,

配体与受体结合后能够平衡作用于下游的多种信号通

路。但在毒蕈碱样胆碱受体激动剂的实验研究过程

中[3]发现, 某些配体可以诱导受体选择性结合特异的G

蛋白亚基, 使胞内信号偏向众多下游通路中的某一通

路传导, 这一现象被称为“信号偏向性”, 并把该类具有

功能选择性的配体称为“偏向性配体”。“偏向性激动

(biased agonism)”一词最早由 Jarpe等[4]提出, 用以描述

优先激活受体介导的多条下游通路中一条的现象, 这

种优先激活某个或某些下游分子而产生不同生理效应的

现象还被称为“功能性选择 (functional selectivity)[5]”、

“信号偏向性 (biased signaling)”等。后续的研究表明,

这种偏向性不仅体现在选择性结合不同的 G 蛋白亚

基、发挥截然不同的生理功能, 还体现在选择性偏向G

蛋白通路或 G蛋白非依赖的 β-抑制蛋白通路中的一

种 , 继而转化为受体转运和基因转录程序的差异诱

导[6], 最终导致完全不同的生物学效应。这种偏向某

一条信号通路的靶向GPCR的药物设计与优化, 被认

为是在最大限度地发挥治疗作用的同时减少不良反应

的新策略。

1 β-抑制蛋白种类及分布

抑制蛋白 (arrestins) 是最初在视觉系统中发现

的一类能与 G 蛋白偶联受体激酶 (G protein-coupled

receptor kinases, GRKs) 联合作用并触发GPCR脱敏的

可溶性胞浆蛋白[7], 由 4种同源蛋白组成, 包括非视觉

相关的 β-抑制蛋白 1 (β-arrestin 1, 也称 arrestin 2)、β-抑

制蛋白 2 (β-arrestin 2, 也称 arrestin 3) 和两个视觉相关

的 arrestin 1、arrestin 4组成蛋白质家族, 约 45 kDa。β-

抑制蛋白一般指 β-抑制蛋白 1和 β-抑制蛋白 2两个蛋

白。β -抑制蛋白 1 基因位于第 11 号染色体 (Chr. 11

q13), β-抑制蛋白 2 基因位于第 17 号染色体 (Chr. 17

p13), 两种 β-抑制蛋白的氨基序列同源性可达 80%。

β-抑制蛋白从氨基端到羧基端的保守结构元件包括氨

基端臂、功能域 II (motif II)、磷酸盐传感器、铰链结构

域、门环/极性核心以及羧基端臂的几种蛋白-蛋白相

互作用基序[8]。位于羧基端的网格蛋白 (clathrin) 和衔

接蛋白 2 (adaptor protein 2, AP2) 的结合位点是参与受

体内化的结构基础[9]。β-抑制蛋白在体内各个组织中

广泛表达, 在神经、脾、肺组织中表达水平最高[10]。

2 β-抑制蛋白介导 GPCR 脱敏、支架运输和信号转

导

非视觉抑制蛋白可与超过 800 个 GPCRs 相互作

用, 另外还能与其他细胞表面受体、网格蛋白、网格蛋

白衔接子AP2及各种信号传导蛋白相互作用[11]。β-抑

制蛋白因调控磷酸化的 β-肾上腺素受体脱敏而被首次

描述[12]。两种 β-抑制蛋白的体内作用相似, 又相互作

用, 广泛参与多种信号过程的调控, 介导在空间和时间

上都不同于其在G蛋白信号通路中的生物过程。近来

研究表明, β-抑制蛋白不仅在G蛋白依赖的信号通路

中充当GPCR脱敏的调节因子, 而且可作为独立的介

导受体内吞和信号转导的支架和适配器[13], 它们将内

吞蛋白和多种信号分子募集至受体, 使GPCR连接至

各种途径, 直接或间接调控基因转录, 参与细胞增殖等

其他重要的生命活动[14]。β-抑制蛋白的结合力相对较

弱, 使这种结合更加动态, 其参与信号调节的程度根据

受体、激动剂和细胞类型而显著变化。另外有一些受

体还依赖于不同β-抑制蛋白间的协同调节作用[15]。

最近对GPCR的结构、生理和药理学研究深刻地

改变了对 GPCR激活和靶向治疗的观点。研究表明,

GPCR除利用G蛋白依赖通路外, 还可通过G蛋白非

依赖的 β -抑制蛋白 (β - arrestin) 通路在细胞内传递

信号[8], 并具有偏向性。一般认为GPCR介导的β-抑制

蛋白转导的信号传导需要 GPCR-β-抑制蛋白复合物

的形成并将复合物运输至内体[16]。一些 GPCRs还能

够以 GPCR-G 蛋白-β抑制蛋白超级聚合体的方式参

与信号调节[17]。GPCR 可以诱导 β-抑制蛋白产生多

种构象[18]。β -抑制蛋白可与 20 种以上的蛋白激酶

结合[18]从而介导功能性信号。其中包括: 介导丝裂原

活 化 蛋 白 激 酶 (mitogen - activated protein kinases,

MAPKs)[19]、Src激酶[20]及细胞外信号调节激酶 (extra‐

cellular signal-regulated kinase, ERK)[21]等信号通路; 介

导核因子-κb (nuclear factor, NF-κb) 及Wnts/β-catenin[22]

等转录调控过程 ; 调控蛋白酶激活受体 2 (protease

activated receptor 2) 介导的趋化作用[23]; 调控神经激肽

1 受体 (neurokinin 1 receptor, NK1R) 介导的 P 物质抗

凋亡作用[24]等。

有趣的是, β-抑制蛋白的不同亚型与GPCR结合

后同样能够引起不同的生理学效应。研究表明, 虽然

β-抑制蛋白 1和 2在N端都有核定位序列, 但只有 β-抑

制蛋白 2在C端有一个核输出序列, 从而解释了两者

过表达后在细胞质中均有积聚, 而仅有 β-抑制蛋白 1

在细胞核内积累的核质穿梭差异[25]。此外, β-抑制蛋

白 1 和 2 支架连接不同的信号通路。例如 , 在 1 型血

管紧张素Ⅱ受体 (AT1R) 上观察到 , β-抑制蛋白 2 的
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siRNA敲除可导致ERK信号减弱; 而 β-抑制蛋白 1的

siRNA敲除则导致ERK信号增强[26]。此外, β-抑制蛋

白 2还与可卡因成瘾记忆消除[27]、2型糖尿病胰岛素抵

抗[28]等紧密相关。

3 偏向β-抑制蛋白的GPCR信号转导机制

导致 GPCR 信号偏向性传导的分子机制及抑制

蛋白依赖性脱敏与信号传导的细微差别尚不清楚。

GPCR 激活后其细胞内的结构域磷酸化诱导结构重

排, 结合 β-抑制蛋白或G蛋白。凭借其脱敏/支架功能

的独特组合, β-抑制蛋白是G蛋白与非G蛋白信号之

间平衡的关键决定因素。通过GPCR上的变构位点调

节β-抑制蛋白功能在概念上是相似的。

3.1 多受体构象 (multiple receptor conformations)

假说 一般认为, 受体存在多个配体特异性的功能构

象, 配体受体结合后调控受体活化状态[29], 诱导受体发

生构象变化进而募集不同的下游信号分子, 起始不同

的GPCR信号转导[30]。大量生物、物理和生化研究表

明, GPCR在G蛋白依赖和 β-抑制蛋白依赖的信号传

导之间具有明显不同的构象[31]。荧光标记数据表明,

β-抑制蛋白配体能诱导生长激素样肽Ghrelin和加压

素 2型受体 (V2R) 形成不同的构象[32]。另外, 利用化

学标记法和 19FNMR对 β-抑制蛋白偏向性激动剂卡维

地洛的研究发现, 在 β2AR的Lys 2636.25和Cys 2656.27的

相邻区域存在明显的配体特异性侧链重组, 这可能与

偏向的激动剂或功能选择性有关, 并在随后的核磁共

振研究中证实了功能不同的配体能够使受体细胞内

和/或细胞外区域的局部构象发生重排, β2AR的 ICL3

(intracellular loop 3) 和 TM7 (transmembrane 7) 对 β-抑

制蛋白配体的反应采用了独特的构象[33]。利用血管紧

张素Ⅱ1型受体的功能偏向性突变体进行分子动力学

模拟也表明了Gq蛋白偏向和 β-抑制蛋白偏向的受体

构象之间的差异[34]。此外, 利用基于质谱的稳定同位

素标记的方法对构象变化及动力学进行研究, 观察到

β2AR存在两种不同的构象重排模式, 一种与经典的激

动剂作用模式相一致, 另一种则表现出对特定配体呈

现特定的构象重排模式[35]。以上实验结果均为激活的

受体存在多重构象的假说提供了直接的实验证据。

3.2 受体磷酸化“条形码 (barcode)”假说 受体磷酸

化作为GPCR调控的关键机制, 其不同的磷酸化位点

可能是导致偏向性信号传递的机制之一, 并由此提出

了受体磷酸化“条形码”假说, 即不同的GRKs在给定

的受体上磷酸化不同的位点, 诱导受体结合不同的下

游分子构象, 进而导致不同的功能后果[36]。GRKs是

一类丝氨酸-苏氨酸激酶, 有 7个异构体: GRK1和 7仅

存在于视觉系统; GRK4主要在生殖道中表达; GRK2、

GRK3、GRK5和GRK6在体内普遍表达[37]。大量的证

据表明, 虽然GRK的 7个异构体的磷酸化靶位点有很

大的重叠, 但也有明显的差异: β2AR的细胞质尾部与

GRK2和/或GRK6的相互作用, 产生不同的磷酸化“条

形码”, 表现为不同配体可启动不同的磷酸化模式[38]。

另有实验证明 , 以 β2AR 为模型 , 利用 MS 技术破译

β2AR上由不同配体 (异丙肾上腺素和卡维地洛) 诱导

的和单独 GRKs 磷酸化的“条形码”, 发现这些“条形

码”与 β-抑制蛋白介导的特定功能结果相关[39]: GRK2

的位点 (Ser355 和 Ser356) 促进 β2AR 内化 ; GRK6 位点

(Thr360、Ser364、Ser396、Ser401、Ser407和 Ser411) 主要负责 β-

抑制蛋白介导的 ERK激活; GRK2和GRK6共同介导

受体脱敏[40]。因此, 靶向GRKs也是寻找 β-抑制蛋白

偏向性药物的一种策略[41]。

3.3 β-抑制蛋白构象变化 (conformational changes

of β-arrestin) 研究发现, β-抑制蛋白的磷酸结合凹

面可通过读取不同的磷酸化条形码, 继而转化为特殊

的 β-抑制蛋白构象, 而这些构象与其功能和信号有明

显的偶合作用, 进而导致不同的下游效应[42]。此外, 用

β-抑制蛋白与磷酸肽构建复合物模拟C端尾磷酸化的

V2加压素受体 (V2 vasopressin receptor, V2Rpp), 通过

有限的蛋白质水解和质谱分析, 发现V2Rpp结合并激

活 β-抑制蛋白 1和 2, 使先前隐蔽的位点Arg393 (β-抑

制蛋白 1) 或Arg394 (β-抑制蛋白 2) 暴露, 引起C末端

的释放, 增加了 β-抑制蛋白 1和 2的残基 371和 379之

间 clathrin结合位点的可及性, 导致 β-抑制蛋白 1和 2

与 clathrin的结合增强[43]。另有研究证明, 抑制蛋白和

磷酸化激活的受体之间形成高亲和力复合物的机制是

一个“两步”过程[44], 涉及两个不同的结合位点, 即磷酸

化识别的N区域, 以及与激活受体高亲和力结合的N-

C区域。根据这个模型, 抑制蛋白首先与受体上的磷

酸化位点相互作用, 导致负责稳定抑制蛋白非活跃构

象的C端结构被释放, 然后经历了构象变化, 暴露了参

与高亲和力识别的结构元素[45]。这些结果提供了 β-抑

制蛋白从其基础不活跃构象向其生物活性构象转变的

直接证据。

总之, β-抑制蛋白偏向的配体与GPCR结合并诱

导一个特定的受体构象。这种构象被一个或多个特定

的GRKs识别, 并在受体细胞内C末端形成一个独特

的磷酸化条形码。随后该条形码被招募的 β-抑制蛋白

读取, 继而引起 β-抑制蛋白的特定构象变化, 最后导致

特定蛋白质形成细胞内 β -抑制蛋白介导的信号网

络 (图1)。
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4 信号偏向性传导的研究计算方法

鉴于信号偏向性可能带来的药理学研究及新药研

发领域的无限潜能, 偏向性信号传导的研究计算方法

值得更深入的关注和研究。早在 1983 年 Black 和

Leff[46]就认为, 实验性反应是一系列步骤的产物, 包括

激动剂占据受体、激动剂对系统的作用, 以及产生反应

的系统对激动剂的处理。并由此提出了Black/Leff操

作模型, 用以测量激动剂的相对有效性。该模型仅适

用于对激动剂激动效能的相对大小的量化, 不能直接

用于信号偏向性的计算。

随后Kenakin[47]以Black/Leff操作模型为基础, 提

出了用传导系数 log(τ/KA) 来计算配体的偏向性。值

得注意的是, log(τ/KA) 是系统依赖的, 因此不适用于直

接比较配体在两信号途径中的偏向性的大小。为了消除

系统差异, 同时比较配体在不同通路中的响应, 研究者

们又对 log(τ/KA) 值进行了标准化: 即以内源性配体为

标准, 得到Δlog(τ/KA)=log(τ/KA)药物-log(τ/KA)标准。再利用

标准化后的 Δlog(τ/KA) 值, 可以直接比较试验药物在

两种信号途径之间的偏向性大小。此外, ΔΔlog(τ/KA)=

Δlog(τ/KA)A-Δlog(τ/KA)B可适用于比较两种配体药物A

和B引起两条信号途径中的一条应答的偏向性大小。

需要明确的是, 由于偏向是一个向量, 减法的顺序很重

要, 最直观的方法是确定一种药物对另一种药物的反

应效率有多高, 以保证ΔΔlog(τ/KA) 的正性。

此外, Nivedha等[48]提出了一种计算配体偏向性的

新方法: 假设从GPCR胞外区域穿过配体结合位点的

残基到GPCRs胞内偶联G-蛋白和 β-抑制蛋白的界面

上残基的能力与配体势及其偶联效能有关, 利用分子

动力学 (molecular dynamics, MD) 轨迹分析受体胞外

表面的残基与G蛋白或 β-抑制蛋白偶联界面上的残基

之间的相关运动, 计算每个激动剂-GPCR复合物到G-

蛋白和 β-抑制蛋白偶联界面的强度之比, 则待测配体

偏向值为: β=PRlig/PRref-1 (PRlig表示给出的激动剂-受

体到 β-抑制蛋白界面与到G-蛋白偶联界面的强度之

比; PRref表示对参考激动剂而言)。该种信号偏向性的

计算方法适用于偏向性配体药物的发现, 但其是否真

的存在偏向性并能否引起差异性生物学效应, 还要通

过实验验证并结合Kenakin[47]提出的计算模型加以佐

证。尽管如此, 该计算方法的优势之处至少包括以下

两个方面: ① 从虚拟筛选中快速识别有偏向的激动

剂, 实现低成本、高通量的效果; ②利用功能活性热区

的关键氨基酸残基作为靶配体偏向性优化的起点, 实

现针对性优化的功能。

5 偏向 β-抑制蛋白信号通路的靶向GPCR药物研究

现状

因为 β-抑制蛋白分布广泛且具有多种功能[49], 配

体偏倚提供了组织选择性, 也为GPCR配体类药物的

临床用药带来了很好的应用前景, 使得细胞功能的调

控和疾病的治疗更具有针对性, 因此偏向 β-抑制蛋白

信号的配体药物成为研发热点。另外, 也可通过抑制

β-抑制蛋白的作用, 减少其激活带来的不良影响。现

有研究表明, 该类配体药物的治疗优势主要表现为对

心血管系统的保护作用、中枢神经系统相关疾病的治

疗作用以及对炎症的调控作用 (表1)[39,50-66]。

Figure 1 β-Arrestin-biased GPCR signal transduction pathways

·· 69



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2019, 54(1): 66 −72

然而, 基于偏向性理论开发药物面临着若干的挑

战, 主要表现在体外偏向转化为体内偏向之间的“翻译

缺口”, 即信号的偏向可以很容易地在不同信号通路分

离的实验系统中被观察和量化, 而体外鉴定存在偏向

性的配体在体内可能不会自动产生期望的、有针对性

的偏向性信号[67]。此外, 偏向性定量分析技术和合适

筛选方法的开发等技术性难题也是制约偏向性配体应

用于实际药理学研究的重要因素。

6 小结与展望

现已明确, β-抑制蛋白是细胞内复杂信号网络的

一大重要的交叉点, 而基于GPCR的G蛋白信号或 β-

抑制蛋白信号的选择性激活使得有益的生物学效应与

无关的毒副作用的分离成为可能。值得注意的是, 独

特的受体活性状态可以与不同的细胞背景相互作用,

继而产生 (与体外预测的) 完全不同的整体信号, 因此

迫切需要更为科学和准确的研究方法应用于将体外显

示有偏向的信号转换到体内系统的“翻译”计算中, 从

而利用配体的偏向性“扬长避短”, 激动可产生或提高

疗效的信号, 抑制产生不良反应的信号, 以期开发出高

疗效、低毒性的新型靶向GPCR药物, 相信通过对偏向

性配体类药物设计与研究的逐渐深入, 会造就一个全

新的靶向GPCR新药研发时代。
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