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结核分枝杆菌聚酮合成酶13抑制剂的研究进展
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摘要: 在结核分枝杆菌分枝菌酸的生物合成通路中, 聚酮合成酶 13 (polyketide synthase 13, Pks13) 起到最后一

步的组装作用。通过抑制 Pks13可以抑制分枝菌酸的合成, 进而起到杀灭结核分枝杆菌的作用。目前已发现五类

化学骨架不同的Pks13抑制剂, 本文将简要介绍这几类Pks13抑制剂的发现过程、作用机制以及不同抑制剂的构效

关系。
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Research advances in M. Tuberculosis polyketide synthase 13 inhibitors
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Abstract: Polyketide synthase 13 (Pks13) performs a critical role in the final assembly step of mycolic acid

synthesis in Mycobacterium tuberculosis. The inhibition of Pks13 can influence the biosynthesis of mycolic acid,

which leads to Mycobacterium tuberculosis cell death. Researchers have discovered Pks13 inhibitors with five

chemical scaffolds as antituberculosis agents. Herein, we summarize recent advances in the study of Pks13 inhibitors

including the process of discovery, the mechanism of action and structure-activity relationships.
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结核病是由结核分枝杆菌引起的传染性疾病, 根

据世界卫生组织 (World Health Organization, WHO)

2019年的报告显示, 目前全球约有 17亿人口为结核分

枝杆菌携带者, 2018年全世界新增约 1千万名结核病

患者, 约有 145万名患者因感染结核分枝杆菌而死亡,

结核病是目前致死率排名前十的疾病之一, 其致死率

高于艾滋病[1]。

2015年, WHO和UN (United Nations) 在抗结核病

方面均做出承诺, 计划到 2030年结核病的死亡率和发

病率相比于2015年分别下降90%和80%[2]。根据2018

年的数据, 该目标的达成遇到巨大阻力, 这与多方面因

素有关。目前公认区域性经济落后、HIV病毒感染导

致免疫力下降和耐药性问题是全球结核病持续蔓延的

主要因素。以耐药性问题为例, 耐药性结核病包括多

重耐药结核病 (multidrug-resistant TB, MDR-TB)、广泛

耐药结核病 (extensively drug-resistant TB, XDR-TB)。

目前通过标准四药联用方案, 即异烟肼 (isoniazid, H)、

利福平 (rifampicin, R)、吡嗪酰胺 (pyrazinamide, Z) 和

乙胺丁醇 (ethambutol, E) 的联合使用, 最短6个月就能

治愈 1名敏感性结核病患者。而针对耐药性结核病的
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治疗, 临床上会引入二线和三线抗结核药物, 治疗需要

延长至 12到 24个月, 同时伴随着较大的不良反应, 但

对于 MDR-TB的治愈率只有 60%[3]。因此, 治疗耐药

性结核病的关键在于寻找安全高效, 具有新作用靶点,

同时不与其他抗结核药物和抗逆转录病毒药物产生相

互作用的药物, 从而组建更多元的联合用药方案, 达到

最高疗效[4]。

1 分枝菌酸与聚酮合成酶13 (Pks13)

分枝菌酸是结核分枝杆菌细胞壁的重要组成成

分, 对稳定细胞壁结构, 维持其致密性以及耐受抗生素

都起着关键作用[5]。通过切断合成分枝菌酸的通路 ,

破坏结核分枝杆菌的细胞壁, 除可以产生抗结核作用

外, 还能提高其他抗结核药物在菌体内的浓度, 增强其

他药物的抗结核活性, 在组建新的联合用药方案上有

更大的选择空间。目前临床上应用的药物以及处在研

究阶段的化合物多数都作用于分枝菌酸的生物合成通

路, 如异烟肼、乙胺丁醇、SQ109等[5]。

分枝菌酸是一类长链脂肪酸, 其结构于 1950年被

报道[6]。分枝菌酸除了作为外膜和细胞壁的组成成分,

还有研究表明其结构与结核分枝杆菌的传染能力有

关[7]。分枝菌酸的合成发生在细胞质内, 其合成通路

(图 1) 大体如下 , 首先由 FAS Ⅰ (fatty acid synthase

types Ⅰ) 和FAS Ⅱ (fatty acid synthase types Ⅱ) 循环分别

合成 acyl-CoA和meroacyl-ACP。之后在 FabD32的催

化下, meroacyl-ACP变为meromycolyl-AMP; acyl-CoA

在 AccD4/AccD5 的催化下变为 2-carboxyl-acyl-CoA。

最后在聚酮合成酶 13 (Pks13) 的催化下, meromycolyl-

AMP 和 carboxyl-acyl-CoA 连接形成分枝菌酸前体 α-

alkyl-β-ketoacyl derivatives[8, 9]。

Pks13是聚酮合成酶 (polyketide synthases) 家族的

一员[10]。该酶由 5个结构域构成, 包括酮基合成酶结

构域 (keto synthase domain, KS)、酰基转移酶结构域

(acyltransferase domain, AT)、两个酰基载体蛋白结构

域 (acyl-carrier protein domain, ACP) 和硫酯酶结构域

(thioesterase domain, TE)。Pks13通过介导克莱森缩合

(Claisen-type condensation) 合成分枝菌酸的关键前体,

在分枝菌酸的合成通路中占有重要地位, 抑制Pks13将

会阻碍分枝菌酸的生物合成, 进而导致结核分枝杆菌

死亡, 因此, Pks13是非常有前景的抗结核药物作用靶

标。本文将简要介绍目前Pks13抑制剂的研究进展。

2 Pks13抑制剂

2.1 噻吩类 Wilson等[11]基于全细胞筛选发现一类

噻吩化合物具有抗结核活性, 进一步通过耐药突变和

Pks13 过表达测试表明该类化合物以 Pks13 为作用

靶标。

TP2 和 TP4 (图 2) 是其中活性最好的化合物 ,

对结核分枝杆菌 H37Rv 的 MIC (最小抑菌浓度 )

值分别为 1.0 μmol·L-1 (0.419 μg·mL-1) 和 0.5 μmol·L-1

(0.211 μg·mL-1), 并且对多重耐药菌株和广泛耐药菌株

表现出良好的抑菌活性。TP2或TP4与异烟肼或利福平

联用时, 表现出协同的抗结核活性, 活性与异烟肼和利

福平联用时基本相当。随后Thanna等[12]对噻吩化合物

进行优化, 得到先导化合物 1 (图 2), 化合物 1对结核分

枝杆菌H37Rv的MIC值为0.23 μmol·L-1 (0.103 μg·mL-1),

对耐药菌株的 MIC 值为 0.20～0.44 μmol·L-1 (0.090～

0.197 μg·mL-1), 同时其杀菌活性 (MBC) 小于5 μmol·L-1

(2.24 μg·mL-1)。但化合物 1对巨噬细胞内的结核分枝

杆菌抑制活性 IC90 = 9.75 μmol·L-1 (4.37 μg·mL-1) 弱

Figure 1 Biosynthetic pathway of α-alkyl-β-ketoacyl derivatives

Figure 2 The structures of thiophene compounds
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于异烟肼 , 同时该化合物对 THP-1 细胞的 IC50 值为

6.2 μmol·L-1 (2.78 μg·mL-1), 其安全性有待进一步提高。

噻吩类 Pks13抑制剂的构效关系可归纳如下 (图

3): ① 五氟苯基酰胺是其抗结核活性所必需; ② 3位

形成酯键, 其抗结核活性更好, 酯键替换为酰胺键, 活

性下降 5到15倍, 酯键水解为羧酸后, 其抗结核活性丧

失; ③ 4和 5位形成哌啶环是化合物 1抗结核活性所

必需, N上连接大位阻基团如金刚烷基等其抗结核活

性丧失, 替换为环己烷后活性下降 40倍; ④ 4和 5位

开环是可接受的, 5位酰胺有利于活性。

2.2 苯并呋喃类 Ioerger等[13]建立了全细胞筛选和

耐药突变全基因组测序平台, 利用该平台研究人员发现

一系列结构新颖的抗结核化合物, 进一步的研究表明

苯并呋喃类化合物 TAM1 (图 4) 的作用靶标为 Pks13,

其对结核分枝杆菌 H37Rv 的 MIC 值为 2.0 μmol·L-1

(0.787 μg·mL-1)。随后 Aggarwal等[14]对 TAM1开展了

基于结构的改造, 发现了活性更强成药性更好的化合

物 TAM16。其对结核分枝杆菌 H37Rv 的 MIC 值为

0.09 μmol·L-1 (0.034 μg·mL-1), 对耐药菌株的MIC值为

0.05～0.42 μmol·L-1 (0.019～0.160 μg·mL-1)。在类药

性评估中, TAM16表现出良好的药代动力学性质, 口

服生物利用度为 28%, 同时没有明显地抑制细胞色素

P450和 hERG钾通道的作用。此外, TAM16产生耐药

性的频率比异烟肼要低约 100倍。在小鼠体内模型中,

200 mg·kg-1 TAM16 给药 2 周后与异烟肼产生相似的

抗结核活性, 同时, 200 mg·kg-1 TAM16和 10 mg·kg-1利

福平联用后, 肺部感染菌数降低3.9log10CFU, 与异烟肼

和利福平联合给药时活性相当。TAM16是很有前景的

抗结核候选药物。研究者还获得了 TAM1和 TAM16

与 Pks13的复合物晶体结构, 进一步证实了化合物的

作用靶标, 为后续Pks13抑制剂的研发提供了指导。

苯并呋喃类 Pks13抑制剂的构效关系可归纳如下

(图 5): ①苯并呋喃环是其抗结核活性的基础, 能够与

Phe1670残基上的苯环产生 π-π堆积作用; ②5位羟基

是其抗结核活性所必需, 能够与Asp1644残基产生氢

键作用, 用甲氧基取代后活性下降; ③4位曼尼希碱是

其抗结核活性所必需, 用氢原子取代后活性丧失, 用哌

啶环构建曼尼希碱, 化合物的抗结核活性最佳; ④ 3位

形成酰胺键, 化合物的稳定性更好, 水解成羧酸后, 其

抗结核活性丧失; ⑤ 苯环的4′位羟基, 不但可以增强化

合物在体内的稳定性, 同时能够与靶点的Gln1633残

基形成氢键, 使其抗结核活性更好。

2.3 香豆雌酚类 Zhang等[15]针对苯并呋喃类化合物

TAM1采用基于天然产物的环合改造策略, 将酯键中

的氧原子与邻位苯环的 2′位连接起来, 构建出以香豆

雌酚 (coumestan) 为母核的化合物, 其中化合物2 (图6)

的抗结核活性最好, 对结核分枝杆菌H37Rv的MIC值

为 0.125～0.25 μg·mL-1。经实验验证, 该类化合物的作

用靶点为 Pks13。同时 SIT (serum inhibition titration)

实验表明, 含有酯键的TAM1很快水解, 30 min后提取

的血清对结核分枝杆菌H37Rv无杀菌活性; 以香豆雌

酚作为母核的化合物稳定性更优, 120 min时提取的血

清对结核分枝杆菌H37Rv仍具有杀菌活性。

随后, 作者对化合物 2进行进一步优化[16], 得到化

合物 3和化合物 4 (图 6), 其对结核分枝杆菌H37Rv的

MIC值分别达到0.003 9和0.007 8 μg·mL-1, 同时对多重

耐药菌株和广泛耐药菌株具有相同的杀菌活性。对Vero

细胞的 IC50值为 4和 8 μg·mL-1, SI (selectivity index) 值

达到 1 000以上, 具有较好的安全性。在SIT实验中化

合物 3表现出优于TAM16的抗结核活性, 同时具有较

好的代谢稳定性。

香豆雌酚类 Pks13 抑制剂的构效关系可归纳如

下 (图 7): ① 两个酚羟基分别与靶点的 Asp1644 和

Figure 3 Structure-activity relationships of thiophene compounds

Figure 4 The structures of benzofurans

Figure 5 Structure-activity relationships of benzofurans
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Gln1633形成氢键, 是其抗结核活性所必需; ② 曼尼

希碱同样是其抗结核活性所必需, 用哌啶环构建曼尼

希碱, 化合物的抗结核活性最佳, 内酰胺使活性丧失;

③ A环上7位连接给电子基团, 可以提高抗结核活性。

2.4 β-内酯类 奥利司他 (orlistat) 是 FDA批准上市

的治疗肥胖症的药物 (图8), 研究证实奥利司他可以靶

向分枝杆菌中许多的脂质酯酶 (丝氨酸酯酶)[17], 通过

抑制 Ag85C、Rv3802、Pks13-TE 三种结核分枝杆菌

生物合成所必需的脂质酯酶, 从而抑制结核分枝杆菌

的生长[18]。然而, 奥利司他对脂质酯酶的非特异性靶

向性 , 使得其对于结核分枝杆菌 H37Rv 的 MIC 值为

15 μmol·L-1 (7.44 μg·mL-1)。目前奥利司他以及其衍生

物在增强活性、延长酶的停留时间和增加结构的特异

性等方面都需要进一步的改善。

EZ120及其衍生物是以Pks13和Ag85丝氨酸水解

酶作为主要的靶点 , 对结核分枝杆菌 H37Rv 表现出

1.6 μmol·L-1 (0.686 μg·mL-1) 的最小抑菌浓度 (MIC), 并

且其最小杀菌浓度(MBC) 为6 μmol·L-1 (2.57 μg·mL-1)。

此外, 与MIC值相比, EZ120对小鼠巨噬细胞的细胞毒

性EC50高出 200倍以上[19]。EZ120代表了一种活化的

β-羟基酸和分枝菌酸的结构同源物, 在结核分枝杆菌

细胞壁的生物合成中, 与至关重要的水解酶的结合位

点结合。EZ120具有MIC和MBC低、对人体细胞毒性

低、能够极好的穿透细胞膜等特点, 同时可以靶向细胞

壁生物合成的必需酶, 使EZ120成为研究分枝菌酸生

物合成水解酶的重要化合物。通过对其化学结构的进

一步优化, 可以为新的结核分枝杆菌 Pks13抑制剂研

发提供思路。

2.5 黄酮类 鉴于Pks13在分枝菌酸生物合成中的重

要性以及苯并呋喃类化合物TAM16良好的成药性, 本

课题组采用骨架跃迁策略设计了一系列黄酮类化合

物[20]。为了验证黄酮骨架的可行性, 首先合成化合物5

(图 9), 其对结核分枝杆菌的 MIC 值为 3.84 μg·mL-1。

通过分子对接技术, 发现 5与TAM16在Pks13的TE结

构域中构象相似。

随后对 5进行优化, 得到 6和 7 (图 9), 其对结核分

枝杆菌H37Rv的MIC值分别为 0.938和 0.454 μg·mL-1,

对耐药菌株的MIC值为 1.644～3.818 μg·mL-1。其中 7

对Vero细胞的 IC50值为 53.1 μg·mL-1, SI值为 117, 具有

较好的安全性。7具有良好的药代动力学性质, 口服

生物利用度 20.5%, 并且具有一定的体内抗结核活性。

基于化合物7的结构优化正在进行。

黄酮类 Pks13抑制剂的构效关系可归纳如下 (图

10): ① 6 位羟基是其抗结核活性所必需 , 能够与

Asp1644产生氢键作用; ② 2位苯环上的酚羟基是其抗

结核活性所必需, 能够与Gln1633和Ser1636产生氢键

作用, 同时苯环能与Tyr1663产生π-π堆积作用; ③ 3位

用氢原子取代, 有助于其抗结核活性, 用苯环、酯基或Figure 8 The structures of β-lactone Pks13 inhibitors

Figure 6 The structures of coumestans

Figure 7 Structure-activity relationships of coumestans

Figure 9 The structures of flavones
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酰胺取代, 丧失抗结核活性; ④ 5位曼尼希碱同样是其

抗结核活性所必需, 用氮杂环丁基构建曼尼希碱, 化合

物的抗结核活性最佳。

3 总结与展望

随着新药贝达喹啉 (bedaquiline) 和德拉马尼

(delamanid) 批准用于治疗多重耐药结核病, 以及包括

linezolid、bedaquiline和 pretomanid三种药物的Nix-TB

疗法于 2019年批准用于治疗广泛耐药、不耐受或者无

反应的耐多药结核病, 对于MDR-TB和XDR-TB的治

疗取得了一定的进展, 但目前世界范围结核病的形势

依然严峻。

Pks13 在分枝菌酸的生物合成中起到关键作用 ,

是非常有潜力的新型抗结核药物作用靶标。由于Pks13

抑制剂具有完全不同于传统抗结核药物的作用机制,

不会和其他抗结核药物产生交叉耐药。同时, Pks13抑

制剂对多重耐药菌株和广泛耐药菌株均呈现出良好的

活性, 且未见其有影响细胞色素 P450的作用, 预示其

可能的药物-药物相互作用风险较低, 这将有助于组建

新的联合用药方案。

但目前Pks13抑制剂的结构种类有限, 研究也并不

充分, 并且现有抑制剂的半衰期普遍过短, 化合物在体

内代谢较快。随着Pks13蛋白晶体结构的成功解析, 将

给予研究者有力的支持。后续的研究应当基于 Pks13

蛋白晶体结构, 进一步改善已有先导化合物的成药性。

同时, 可采用基于结构或配体的虚拟筛选技术方法发现

更多结构新颖的 Pks13抑制剂先导化合物, 进一步拓

展Pks13抑制剂的结构类型, 为基于Pks13的抗结核药

物研发奠定基础。

作者贡献: 丁威和赵文婷撰写论文初稿, 张东峰修改论

文并定稿。
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