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MDM2-p53抑制剂的研究进展

王继超, 杨采彬, 卓伊琳, 梁 冲, 王俊钢, 董 升, 李博腾,

张淑华, 张国刚*

(沈阳药科大学中药学院, 辽宁 沈阳 110016)

摘要: 蛋白-蛋白相互作用 (protein-protein interaction, PPI) 参与包括细胞间的相互作用以及代谢和发育控制等

多种生物学过程。PPI的错误调控、翻译后修饰和干扰与多种人类疾病有关, 使得这些相互作用的调节成为药物发

现的一个非常有吸引力的领域。其中, MDM2-p53蛋白与蛋白的相互作用是近年来的研究热点, 在肿瘤的治疗中发

挥着重要的作用, 但遗憾的是国内外都没有该抑制剂上市。本文综述了近年来有关MDM2-p53抑制剂的研究进展

并讨论了临床上有应用前景的MDM2-p53抑制剂。
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Recent advances of MDM2-p53 inhibitors
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Abstract: Protein-protein interactions (PPI) are involved in a variety of biological processes, including cell-

to-cell interactions, metabolism and development control. The misregulation, post-translational modification and

interference of PPI are related to a variety of human diseases, making the regulation of these interactions a very

attractive field of drug discovery. In recent years, the interaction between MDM2 and p53 has become a research

hotspot, which plays an important role in the treatment of tumors. But unfortunately there are no such inhibitors

approved all over the world. In this view, recent advances of MDM2-p53 inhibitors were briefly described and its

inhibitors with potential therapeutic activities in clinical studies were introduced.
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癌症是世界范围内死亡的主要原因, 据世界卫生

组织 (WHO) 报告, 到本世纪末, 癌症将成为全球头号

杀手, 也是人类预期寿命延长的最大障碍。2018年全

球有近 1 810万新增癌症病例, 因癌症死亡人数达 960

万[1]。人类癌症与许多癌基因和抑癌基因的改变有关,

这些基因的改变发生在从癌变到癌细胞生长、大量繁

殖和转移的不同阶段。正常细胞在发育到一定程度后会

发生细胞凋亡, 从而维持人体正常的新陈代谢。而一

些细胞由于失去正常的细胞凋亡功能, 或者由于癌基

因的激活以及抑癌基因的丢失, 抑制了细胞凋亡, 便引

起了细胞增殖异常, 从而导致了癌症。因此, 研究与细

胞凋亡有关的信息传递、蛋白酶活性, 有望为癌症治疗

提供新的手段。细胞凋亡过程中各个信号通路的每个

细节都可以作为药物开发的靶点, 包括受体、酶、抑癌

基因、离子通道等, 5个主要的靶蛋白Bcl-2、p53、IAP、

trail以及 caspases作为癌症治疗的药物靶点, 受到了广

泛的关注[2]。而靶点 p53近年来在研究上取得了很大

的进展, 其中的一些药物也已经进入了临床试验。
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1 MDM2-p53

1.1 简介

TP53基因是一种抑癌基因, 该基因定位于人类染

色体 17p13.1, 共编码 393个氨基酸[3], 是细胞生长周期

中的调节因子 , 与细胞周期调控、DNA 修复、细胞分

化、细胞凋亡等途径有关。p53蛋白是由 TP53基因编

码的一个 53 kDa的蛋白, 最初发现于 1979年, 由于它

可以与肉瘤相关病毒 SV40 的大 T 抗原结合 , 被称为

细胞加速器[4]。目前, 对于 p53蛋白的研究已经深入到

分子水平, p53从N端到C端依次为: N端转录激活区

(1～42)、脯氨酸富集区 (58～98)、DNA结合区 (102～

292)、寡聚区 (324～355) 和对蛋白酶体敏感的C端开

放区 (363～393), N端转录激活区域有3个关键氨基酸

残基 Phe19、Trp23和Leu26, 它们可以与转录辅助因子结

合, 参与转录过程 (图 1)。当细胞受到DNA损伤或核

糖体应激等一系列原因的伤害时, 会激活 p53蛋白的

表达, 从而修复受损的细胞。p53又分为野生型 p53和

突变型 p53, 在癌症患者中, 超过 50%的恶性肿瘤伴随

着 p53基因突变[5], 突变型 p53具有诱导和促进肿瘤发

生的作用, 野生型p53具有反式激活和广谱抑瘤作用。

在研究 p53功能的过程中发现, p53的激活受到严

格的控制。MDM2 是 p53 最重要的负调控因子[6], 它

是 1987 年从转化的小鼠细胞系 3T3-DM 中克隆的一

种 491 个氨基酸的蛋白 , 后来被证明是一种癌蛋白。

MDM2从N端到C端有4个功能区, 依次为p53结合区

(18～101)、酸性区 (237～288)、锌指区 (289～331) 和

环区 (436～482) (图 1)。MDM2直接与 p53结合并与

其形成复合物, 参与调控 p53蛋白的稳定性和活性, 并

与 p53转录激活结构域的N端结合, 从而抑制 p53的反

式激活, 具有抑制细胞生长、诱导细胞凋亡和调节细胞

周期[7]的功能。

1.2 MDM2-p53相互作用

MDM2与 p53之间的蛋白-蛋白相互作用是通过

一个自动调节反馈环调节的 (图 2)。在应激状态下 ,

p53经过一系列如磷酸化、乙酰化、甲基化的蛋白质翻

译过程后被激活; 而在无应激的哺乳动物细胞中, p53

通常通过不断的泛素化和 26S蛋白酶体系的降解来维

持在较低水平[8]。然而, 当细胞面临DNA损伤、缺氧、

细胞因子、代谢变化、病毒感染或癌基因等应激时

MDM2蛋白表达减少, p53泛素化被抑制, p53在细胞

核内积聚、通过磷酸化和乙酰化等多种共价修饰被激

活后发挥抗癌作用。同时 p53的增多又诱导MDM2的

表达[9]。MDM2通过 3种方式抑制 p53功能[10]: ① 作

为E3泛素连接酶, MDM2促进 p53泛素化并随后被蛋

白酶体降解; ② 直接与 p53反式激活结构域结合, 阻

断该活性; ③ MDM2上的核输出信号使其能够将 p53

运出细胞核, 进入细胞质。

临床研究表明, 许多癌症患者体内都存在着 p53

野生型功能的丧失。而 p53抑癌功能的丧失有两个重

要的原因 , 一个是 p53 蛋白内部发生突变 , 另一个是

MDM2 与 p53 形成负反馈 , 从而抑制 p53 功能[11]。为

此使用抑制剂阻断MDM2-p53蛋白之间的相互作用,

使 p53从MDM2上游离下来, 激活 p53的抑癌功能, 对

体内含有野生型p53的癌症患者具有很好的疗效。

Figure 2 MDM2-p53 pathways

Figure 1 Schematic of p53 and MDM2 functional domains
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2 MDM2-p53通路抑制剂

2.1 MDM2的结构生物学

随着科学技术 (包括X射线晶体衍射) 的发展, 人

们对于 MDM2-p53 通路的了解也从细胞水平深入到

了分子水平。1996年, Kussie等[12]首次报道了人和爪

蟾 MDM2 和 p53 肽的 X 射线晶体复合物 , 揭示了

MDM2表面很深的疏水裂隙为 p53的结合位点, p53肽

段以 α螺旋的形式插入到MDM2形成的疏水裂隙中,

其中 p53 的 3 个关键氨基酸 Phe19、Trp23、Leu26 与

MDM2在形状上形成很好的互补并以范德华力结合

(图 3)。另外, p53的 Phe19氨基和MDM2 Gln72侧链、

Trp23上吲哚亚氨基与MDM2 Leu54羰基形成两个分

子间氢键。为此, 模拟 p53的结构特点可以很好地阻

断MDM2-p53之间的相互作用, 重新激活 p53途径, 为

肿瘤治疗提供新的研究策略。目前, MDM2-p53作用

的抑制剂可以分为肽类抑制剂和小分子抑制剂两类。

小分子抑制剂包括顺式咪唑啉、苯二氮䓬类、螺吲哚酮

类、色三唑嘧啶和哌啶酮等, 这些小分子抑制剂大都进

入临床试验, 进行与癌症相关的研究。

2.2 肽类抑制剂

在有关 MDM2-p53 相互作用抑制剂的早期研究

中, 报道最多的是合成肽类以及真菌环肽氯氟菌素[13]。

肽类化合物与小分子抑制剂相比具有高亲和力和特异

性, 但由于肽类化合物在体内不稳定以及透膜能力不

强, 科学家们在优化上付出了大量的努力。在提高亲

和力方面的研究中, 肽类化合物中活性最高的有PMI、

PDI、ATSP等几类[14]。

Pazgier等[15]通过十二进位肽噬菌体抗体库, 得到

了一类高效的肽类抑制剂PMI, PMI展现了对MDM2-

p53 相互作用较强的抑制效果 , Kd 为 3.36 nmol·L-1。

PMI具有非常好的亲和力, 但缺少细胞膜通透性, 导致

该类肽类抑制剂未显示细胞水平的抗增殖作用。利用

D-氨基酸原理设计合成的衍生物, 如 DPMI-α、DPMI-β、
DPMI-γ, 具有很高的体内稳定性, 但亲和度有所降低。

PDI是一类设计合成的螺旋多肽, 可以同时与MDM2

和MDMX发生作用[16], 通过光诱导烯烃和四唑对酪氨

酸残基进行修饰所得到的衍生物具有和PDI相似的蛋

白活性[17]。Li等[18]全新设计合成了一系列 stingin化合

物, 该类化合物以蜂毒明肽 apamin的螺旋区域与 p53

的关键残基 Phe19、Trp23、Leu26结合, 具有很高的通

透性, 且对于靶蛋白MDM2的Kd值均达到了纳摩尔级

别。Chang等[19]发现了一类强效的肽类抑制剂 ATSP

(图 4), 该肽类具有稳定的 α螺旋结构, 而这在MDM2-

p53 的相互作用中是至关重要的 , 其中 ATSP-7041 的

IC50值达到了 0.9 nmol·L-1, 且 ATSP 系列的肽 Kd值均

达到了纳摩尔级别。ATSP 类抑制剂在体外体内都展

现出了一定的生物活性, 并还具有良好的药动学性质,

可以抑制细胞内的MDM2, 从而激活 p53蛋白的抑癌

作用。Hu等[20]设计合成的AA肽是一种由多个N酰化

和N乙基化的氨基酸组成的肽类, 具有一定的抗酶水

解能力, 所以该类肽抑制剂在细胞体内具有高稳定性。

Noguchi等[21]使用化学排列的方法 , 通过筛选内部的

化合物库, 发现的一系列新的拟肽类抑制剂KPY, 这类

抑制剂与MDM2的结合常数基本与 p53相近。研究表

明该类拟肽抑制剂在细胞水平上表现出一定的活性,

并具有一定的细胞膜通透性。Duncan等[22]从真菌的

代谢产物中分离得到了一种MDM2的环肽类的抑制

剂 chlorofusin, 它的 IC50为 4.6 μmol·L-1, 表明从天然产

物中得到MDM2-p53抑制剂的想法是可行的。

除了提高肽类的亲和力, 很多科学家致力于提高

肽类抑制剂的通透性。一般的天然氨基酸都是 L 构

型, 虽亲和力高, 但很难透过细胞膜且易于水解。研究

表明 D型构象肽类抑制剂[23]既可以与MDM2很好的

结合, 又大大增加了在体内的稳定性以及细胞膜的通

透性。β肽类抑制剂在模仿疏水相互作用时, 可以很

好地模拟蛋白之间的相互作用 , 使其具有良好的通

透性[24]。

2.3 小分子抑制剂

与肽类抑制剂相比, MDM2-p53相互作用的小分

子抑制剂具有分子量低、特异性高、便于口服的特点,

得到了很多研究者的青睐。经过多年的努力, 人们已

经成功设计和开发出一系列结构独特、高效的非肽类

MDM2-p53小分子抑制剂。

2.3.1 顺式咪唑啉类 (nutlins) 2004年, Vassilev等[25]

报道了 1,2,4,5-四取代-4,5-齐咪唑啉为母核的第一类

MDM2 小分子抑制剂 , 称为 nutlins, 激发了人们对

MDM2-p53小分子抑制剂的兴趣。Nutlin-3与MDM2

的晶体复合物的研究表明 , 它的两个氯苯基分别与

Trp23、Leu26口袋结合, 而乙基醚取代基则与Phe19口

Figure 3 The interaction between MDM2-p53 (PDB: 1YCR)
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袋结合, 哌啶侧链暴露在MDM2蛋白表面, 改善化合

物的水溶性[26]。Nutlins 与 MDM2 结合竞争性抑制

MDM2与 p53的结合, 从而诱导 p53积聚并恢复其转

录活性 , 诱导 MDM2 过度表达的肿瘤细胞凋亡[26]。

Nutlins 化合物的 IC50大都在 100～300 nmol·L-1之间 ,

其中 nutlin-1 的 IC50 是 260 nmol·L-1, nutlin-2 的 IC50 是

140 nmol·L-1。Nutlin-3是外消旋体, 经过手性柱色谱

分离得到 nutlin-3a (1) 的 IC50在 90 nmol·L-1, nutlin-3b

(2) 的 IC50是 13.6 μmol·L-1(图 5)。二者都具有足够的

细胞通透性, 可以引起剂量依赖性野生型 p53的积聚,

但它们均未诱导细胞周期阻滞[27]。其中活性对映体

nutlin-3a在 p53野生型和突变型癌细胞系中表现出抗

增殖活性差异, 而非活性对映体 nutlin-3b对它们都没

有作用[25]。

目前, 有关 nutlin-3的体内外活性已被广泛报道,

它既可以作为单一药物, 也可以与现代化疗、抗癌药物

和放射治疗联合使用。Nutlin-3对携带野生型 p53的

多种肿瘤细胞具有体内外抗肿瘤活性[28]。研究表明,

nutlin-3可以抑制骨肉瘤细胞生长, 没有明显毒性和体

重减少[25]。低剂量的 nutlin-3a活性对映体能够诱导骨

肉瘤细胞凋亡, 而其非活性对映体即使在较高浓度下

也不起作用[29]。研究者们在 nutlin-3的基础上经过不

断优化设计, 得到了具有更好细胞通透性以及类药性

的化合物。化合物 3 (RO5045337) 又称 RG7112是罗

氏公司研发的MDM2抑制剂, 它是在 nutlin-3a结构上

进行修饰得到的[30]。与 nutlin-3a相比, RG7112具有更

好的抑制活性、细胞亲和力、以及化学稳定性, 正在进

行临床试验。

2.3.2 咪唑类抑制剂 通过对咪唑类 MDM2抑制剂

的进一步探索, 设计合成了一系列咪唑类MDM2抑制剂

(图 6)。这类化合物的 3 个取代基模拟 p53 的 Phe19、

Trp23和Leu26与MDM2结合, 并与MDM2的Val23进

行良好的接触。化合物 4对MDM2有抑制作用, 同时

通过酰胺键将亲水性基团添加到吲哚中得到化合物

Figure 5 Representative examples of cis-imidazoline inhibitors of MDM2-p53 interaction

Figure 4 Some peptides inhibitors
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5。化合物 5的活性显著提高, 它的X射线衍射实验表

明, 羰基与蛋白质形成水桥氢键, 并观察到氯苄基与

MDM2的His96很好的堆积作用[31]。化合物 6在咪唑

上引入酰胺基, 用 3-氯苯基取代 4-氯苄基, 将吲哚基团

简化为 3-氯苯基, 以便于与His96堆积, 有利于氢键的

形成 , 该化合物表现出中等的 MDM2-p53抑制活性。

在此基础上合成了一系列化合物, 但后续的研究表明

这类化合物的细胞摄取较差[31]。

2.3.3 苯二氮䓬类 苯二氮䓬类化合物 (BDP) 作为

镇静催眠剂被人们熟知, 之后由于它的多功能性成为

药物开发的中流砥柱。强生公司通过热荧光偏振分析

筛选公司的化学文库发现, BDP化合物有望成为抑制

MDM2-p53相互作用有希望的骨架[32]。X射线晶体衍

射实验发现, BDP骨架化合物中两个氯苯基模拟 p53

的Leu26和Trp23, 碘苯基位于 Phe19结合口袋[33]。强

生公司在此基础上合成了 22 000多个衍生物并测定了

它们与 MDM2 结合的亲和力 , 发现含有 α-氨基酸的

BDP具有很好的抗MDM2-p53相互作用的活性[34], 同

时得到了活性较高的化合物 7 (TDP222669, 图 7)。研

究表明化合物 7 在表达野生型 p53 的细胞中 IC50 为

30 μmol·L-1, 而不表达p53的细胞对该化合物不敏感[32]。

化合物的体内实验表明, 该化合物利用度差、清除快、

溶解度低、不能很好地通过细胞膜, 且大都是外消旋体

混合物 , 需要进一步的优化。化合物 8 (TDP665759)

在苄环上引入氨基, 用非极性基团取代羧酸, 环氮上引

入取代基, 显示出很好的细胞活性, 但结合能力稍有下

降。该化合物可以与多柔比星协同作用, 在肿瘤细胞

中的 IC50为 0.5 μmol·L-1, 在单独无效的剂量下增强了

体内多柔比星的活性, 并抑制肿瘤的生长, 该化合物正

在进行临床试验[35]。目前, 在基于BDP结构的基础上

得到了一种新型 TDZ (1,4-噻二氮䓬-2,5-二酮) 结构,

化合物 9具有潜在药效团活性, 可以以 α-螺旋的形式

插入MDM2的空隙中, 从而抑制MDM2-p53之间的相

互作用[36]。

2.3.4 色三唑嘧啶 安进公司通过高通量筛选发现色

三唑嘧啶是一种有潜力的 MDM2-p53抑制剂, IC50为

3.88 ± 1.48 μmol·L-1。对合成的色三唑嘧啶化合物进

行检验, 发现只有一个立体异构体 syn-(1R,2S) 具有活

性。化合物 10 (图 8) 的X射线晶体衍射实验表明, 7-

对溴苯基与 Leu26口袋结合, 除了广泛的范德华接触

外, 还与MDM2的His95形成 π-π堆积。6-对溴苯基模

拟 p53的Trp23侧链, 而色烯三唑嘧啶骨架占据 p53的

Phe19和Val93口袋[37]。为了提高它的活性, 对色三唑

嘧啶进行了一系列优化。研究发现, 活性化合物在二

甲基亚砜中达到平衡, 转变为非活性的立体异构体, 而

在NH上引入甲基化氮可以阻止它的外消旋化而不损

失活性[38]。用氯苯取代溴苯, 可以更好地与 Trp23口

袋结合, 使其活性增加, 而甲基、氟、氰基取代活性都不

增加。在色烯三唑嘧啶的主链环上增加取代基可以改

善它的活性和类药性。R3、R4氟取代导致活性下降,

R5氟取代导致活性增加, R4、R5、R6氯取代或R4、R6

氯取代都导致活性减低。然而R3位引入甲氧基使活

性显著增加, 引入乙氧基却使活性下降, 推测是因为甲

氧基可以使得色三唑并嘧啶核心扭曲, 与MDM2很好

Figure 6 Representative examples of imidazoline inhibitors of MDM2-p53 interaction

Figure 7 Representative examples of benzodiazepinedione inhibitors of MDM2-p53 interaction
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的结合, 而乙氧基结构太大, 不能与MDM2很好的结

合, 导致活性降低[37]。

2.3.5 哌啶酮 在三唑嘧啶类化合物的研究基础上,

安进公司又合成了一种哌啶酮环骨架 (图9), 用于抑制

MDM2-p53的相互作用[39]。该骨架化合物 1,3,5,6-四

取代哌啶酮, IC50为2.42 μmol·L-1。化合物11对接研究

表明, 5-间氯苯基占据Leu26结合口袋, 6-对氯苯基与

Trp23口袋结合, 环丙基与Phe19结合口袋形成疏水作

用, 同时C2羧酸阴离子与His96的咪唑环形成电荷相

互作用。R1位N-环丙基甲基或正丙基衍生物取代, 使

它的活性增加, 当烷基尺寸过大时, 化合物活性降低。

R1位引入N-环丙基甲基基础上, R2位引入端烯、酯、酰

胺或腈, 显著降低了它的活性; R3位引入甲基, 它的活

性增加[39]。化合物 12 (AM-8553) 对肿瘤生长也表现

出剂量依赖性的抑制作用, 且具有较低的人肝细胞固

有清除率, 被认为具有较长的人体半衰期 (大于 12 h),

可能是早期临床开发的合适候选者。对R1进行进一

步优化, 得到了化合物 13 (AMG232), 该化合物在人肝

细胞中表现出最好的稳定性, 在体内的大鼠清除率最

低。体内实验表明, 每日口服AMG232 (15 μmol·L-1) 可

以抑制SJSA-1移植瘤的生长, 正在进行临床试验[40]。

2.3.6 螺氧吲哚化合物 由于 p53 的 Trp23 侧链与

MDM2的结合最为紧密, 被认为是MDM2-p53相互作

用中最关键的部分。密歇根大学的Ding等[41]通过计

算机筛选得到了一类被称为是螺氧吲哚类的化合物。

螺氧吲哚环在与MDM2相互作用过程中很完美地模

拟了色氨酸侧链, 与MDM2的羰基形成氢键, 并具有

疏水相互作用, 这给研究者提供了新的思路。螺氧吲

哚环提供一个高度刚性的支架, 两个疏水基团连接在

支架上, 占据Phe19和Leu26口袋。依据以上想法设计

得到了化合物 14 (图 10), 它的苯环模拟 p53的 Phe19,

但它的结合不紧密 , 异丙基模拟 p53 的 Leu26。对它

进行 FP 分析 , 结果表明该化合物具有良好的结合活

性 (8.46 ± 1.44 μmol·L-1), 可以作为先导化合物进一步

研究[41]。

为了进一步提高它的活性, 对化合物 14进行了改

造。用叔丁基、乙基、异丁基取代异丙基, 都表现出活

性的增加, 但使用叔丁基取代时活性增加明显。在苯

环上引入氯原子, 发现氯原子在间位时显示出高活性,

Figure 10 Representative examples of spiro-oxindoles inhibitors of MDM2-p53 interaction

Figure 9 Representative examples of piperidone inhibitors of MDM2-p53 interaction

Figure 8 Representative examples of chromenotriazole pyrimi‐

dine inhibitors of MDM2 -p53 interaction
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而在对位上时则活性相差不大。为了评估氟原子对活

性的影响, 在 3位氯取代的同时在苯环的 2或 5位引入

氟原子, 发现活性增加, 4位引入氟原子活性降低[42]。

在此基础上, 使用 2-(吗啉-4-基)乙胺取代N,N-二甲胺

部分得到化合物 15, 结果表明化合物的活性增加, 可

能的原因是 2-(吗啉-4-基)乙胺中的氧原子可能靠近

MDM2 的带电 Lys90, 并可能具有很强的氢键潜力。

化合物 15 对 LNCaP 前列腺癌细胞生长有抑制作用 ,

IC50为 280 nmol·L-1, 并对 p53缺失的 PC-3细胞表现出

极好的特异性, 对正常前列腺上皮细胞的毒性最小[43]。

为了使化合物易于口服吸收, 用丁基-1,2-二醇取代吗

啉基得到化合物 16, 显示出比化合物 15更好的活性,

口服利用度也有很好的改善。该化合物对表达野生型

p53的细胞株 SJSA-1、LNCaP和 22Rv1前列腺癌细胞

的生长有明显的抑制作用, IC50值为 0.4～0.8 μmol·L-1,

对 p53缺失的细胞株只有中等活性, 证实了该化合物

的细胞生长抑制活性是 p53依赖性的[44]。使用 3-氨基

环烷醇制备得到更稳定的酰胺衍生物, 它们具有良好

的细胞活性 , 化合物 17 (SAR405838) 表现出良好的

MDM2结合亲和力和生长抑制活性, 它的晶体衍射实

验表明 , 酰胺羰基与 His96 形成氢键 , 还可以观察到

MDM2的N端折叠[45]。体外实验表明, 单剂量口服化

合物 17可以抑制 SJSA-1小鼠移植瘤, 可以作为一种

临床候选药物。为了解决螺氧吲哚系列遇到的立体化

学和构象复杂性, 用更简单和更灵活的氰基吡咯烷核

心取代螺环酰胺, 得到化合物 18 (图 11)[46], 该化合物

与化合物 16具有相似的取代基, 具有良好的MDM2结

合亲和力和适中的细胞活性。通过对化合物 18不断

的修饰, 得到的化合物19 (RG7388) 显示出高的MDM2

的结合亲和力、细胞效力和选择性。同时化合物 19

具有良好的 PK 谱[46], 在 SJSA-1 异种移植瘤模型中 ,

25 mg·kg-1该化合物可使肿瘤完全消退。

在继续寻找MDM2-p53小分子拮抗剂的过程中,

Gomez-Monterrey I等[47]发现了大量的基于螺环-杂环-

吲哚酮化合物, 并申请了专利。这些化合物在亚微摩尔

范围内可以抑制人类肿瘤细胞的生长, 例如化合物 20

对人肾细胞系HEK293、黑色素瘤细胞M14和白血病

细胞U937的 IC50值分别为 0.44、0.53和 0.87 μmol·L-1。

研究证明, 对螺氧吲哚的吡咯烷部分进行修饰是调节

p53活性的有效途径, 为寻找更有效更有选择性的螺

噻唑烷抑制剂提供了基础[46]。此外还报道了很多其他

的结构, 用吡啶三嗪酮支架[48]取代吡咯烷部分 (21) 或

引入七元环[49] (22), 得到 IC50在微摩尔范围内更具有

潜力的衍生物。

2.3.7 其他化合物 查耳酮化合物是最早确定的

MDM2-p53的抑制剂[50], Pereira等[51]通过虚拟筛选和

基于酵母筛选的生物活性分析, 得到了 8个查耳酮抑

制剂, 研究证明化合物 23 (图 12) 对肿瘤细胞的抑制作

用明显与激活 p53途径有关, 但它对于 p53的非依赖机

制需要进一步证实。最近的一项专利中报道一种基于

查尔酮的新型硼酸芳基衍生物, 化合物 24在乳腺癌细

胞系 (MCF-7、MCF-10A、MCF-12A、MDA-MB-231) 中

活性最高 , IC50值为 1.9～4.4 μmol·L-1 [52]。研究证明 ,

一系列硼查尔酮衍生物通过抑制 20S蛋白小体间接稳

定 p53和 p21, 诱导细胞死亡, 在这些化合物的存在下,

放射治疗的反应增强[53]。2004年, Issaeva和他的同事

在荧光相关光谱的基础上鉴定了一种名为 RITA 的

MDM2-p53的小分子抑制剂 25, 该化合物具有 2,5-二

噻吩呋喃结构[54]。有人认为化合物 25阻止 p53与几种

负调控因子 (包括MDM2) 结合, 通过这种方式, RITA

激活了野生型 p53的肿瘤抑制功能[53]。近期, 通过电

子对接和虚拟筛选, 从苯并噻唑、肼和吡啶基苯基酮反

应中发现了一种新的MDM2-p53复合体的抑制剂, 命

名为NSC33003 (26), IC50为20 μmol·L-1 [55]。

默克公司通过荧光偏振分析对化合物进行筛选,

发现哌嗪化合物是具有微摩尔效力的 MDM2-p53 抑

制剂[56]。对哌嗪酰胺基团的优化表明, 用烷氧基取代

吡啶氮可以提高活性, 在哌啶环的 2位增加取代基, 有

Figure 11 Representative examples of spiro-oxindole derivatives inhibitors of MDM2-p53 interaction
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利于环的构象稳定[57], 如化合物 27具有很好的细胞效

力。近期,强生公司开发的一种名为JNJ26854165 (28) 的

色胺衍生物最近进入临床试验[58]。已有研究表明, 它通过

抑制MDM2-p53复合物与蛋白酶体的结合来阻断 p53

的降解。化合物 28能有效地抑制卵巢、肺、结肠、乳腺

和前列腺癌细胞的增殖 , IC50值为 6.0～7.7 μmol·L-1。

在计算机虚拟筛选中, 发现 8-羟基喹啉类化合物具有

良好的细胞活性和对野生型 p53的选择性[59]。化合物

29 药效最强 , Ki值为 120 nmol·L-1。在一对等基因的

HCT116人结肠癌细胞系中, 该化合物诱导野生型 p53

细胞中p53、MDM2和p21蛋白的积累。

由于MDM2作为 p53的E3泛素连接酶, 抑制这种

酶的活性被发现是稳定 p53细胞水平的另一种策略。

研究表明, 芳基磺酰胺、双芳脲、酰基咪唑酮和去氮黄

酮衍生物等都可以抑制 MDM2的 E3连接酶活性[60]。

其中, 去氮黄酮衍生物通过高通量筛选MDM2自身泛

素连接酶已被确定为MDM2 E3泛素连接酶活性的抑

制剂[61]。化合物 30的细胞实验证明该化合物可抑制

MDM2的E3泛素连接酶活性, 增加MDM2和 p53蛋白

水平, 重新激活 p53功能, 从而诱导癌细胞 p53依赖性

凋亡, 但这类化合物作为抗癌剂的效力中等[62]。对化

合物 29进行优化得到化合物 31, 该化合物引入了 5-二

甲基-氨基丙胺侧链, 同时去除了 10-芳基, 具有高度水

溶性, 能够抑制MDM2介导的 p53泛素化, 细胞活性较

低, 导致MDM2和p53蛋白水平增加, 导致多种不同野

生型p53癌细胞系选择性地依赖于p53的凋亡[63]。

3 进入临床试验的MDM2-p53抑制剂

迄今为止, 有多种MDM2-p53抑制剂进入临床试

验。本文将详细讨论这些小分子抑制剂的临床研究进

展及发展前景。

3.1 RG7112 (RO5045337)

RG7112 (3) 是临床上第一个设计用来占据MDM2

的p53结合位点的小分子MDM2抑制剂, 它可口服, 可

透过血脑屏障。为了改善顺式咪唑啉类抑制剂的生物

学和药代动力学性质, 在 nutlin-3a基础上罗氏公司经

过不断优化得到的。它与MDM2结合, 从而抑制 p53

和 MDM2 的相互作用。这阻止了 p53 蛋白酶体的降

解 , 进而导致细胞中肿瘤抑制蛋白 p53 的稳定和增

加。该化合物在体外对高表达MDM2蛋白的 SJSA-1

骨肉瘤细胞具有生长抑制和杀伤作用。在HCT116和

SJSA1细胞中诱导剂量依赖性细胞周期阻滞于G1期和

G2/M期[64]。体内实验表明RG7112 (25～200 mg·kg-1,

单次口服) 可在体内激活 p53 通路 , 诱导肿瘤细胞

凋亡。RG7112 (100 mg·kg-1, 每天灌胃一次 , 5 天/周 ,

共 3周) 可降低GBM模型的肿瘤生长速度并提高存活

率[65]。目前, RG7112进行了多种临床试验, 主要是包

括慢性髓细胞白血病、急性髓性白血病、实体瘤、血液

瘤在内的Ⅰ期临床试验。

Figure 12 Miscellaneous examples of inhibitors of MDM2-p53 interaction
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3.2 AMG232

AMG232 (13) 是一种有效、选择性高、可口服的

MDM2-p53 相互作用的哌啶酮类抑制剂 , IC50 值为

0.6 nmol·L-1, 与 MDM2 结合的 Kd 为 0.045 nmol·L-1。

研究表明 , AMG232 对 p53 野生型细胞显示出比

RG7112更高的选择性。体外实验表明 AMG232在 3

种 p53 野生肿瘤细胞系模型中 (SJSA-1、HCT116 和

ACHN), 均可诱导 p53 信号转导并抑制肿瘤细胞增

殖[66]。体内实验表明 AMG232 (10、25、75 mg·kg-1, 每

天一次, 口服) 在体内激活 p53途径, 有效地抑制小鼠

异种肿瘤的生长, 阻断病毒的DNA合成并诱导细胞凋

亡[62], 也可以引起剂量依赖型肿瘤生长抑制 , ED50为

16 mg·kg-1 [67]。目前, AMG232正在进行临床试验, 以

评估 AMG232 在晚期实体瘤中的临床潜力。其中

AMG232用于评估晚期实体瘤或多发性骨髓瘤以及转

移性黑色素瘤的临床试验已经完成了Ⅰ期临床, 正在进

行浆细胞瘤、急性髓细胞白血病、胶质母细胞瘤等的Ⅰ

期临床试验。

3.3 SAR405838

SAR405838 (14) 是一种高效、选择性的螺氧吲哚

类 MDM2 抑制剂 , 表现出良好的 MDM2 结合亲和力

和生长抑制活性。在SJSA-1模型中, SAR405838能有

效地抑制肿瘤细胞株的生长; 对 p53突变或缺失的癌

细胞株表现出高选择性[68]。SAR405838 有效地抑制

ABTR1 和 ABTR2 亚系的细胞生长和诱导剂量依赖

性凋亡[69]。在良好的耐受剂量方案下, SAR405838在

小鼠 SJSA1、RS411、LNCaP和HCT-116的异种移植模

型中实现了持久的肿瘤消退或完全抑制肿瘤生长[68]。

SAR405838被选中进行临床开发, 目前正在进行恶性

肿瘤的Ⅰ期临床试验。

3.4 DS-3032

DS-3032 (32, 图 13) 又称 mliademetan, 是 MDM2

的一种新型、特异性、可口服的小分子抑制剂, 它破坏

了肿瘤细胞中MDM2-p53的相互作用, 可用于急性髓

性白血病 (AML) 的研究, 正在被开发为一种基于 p53

再激活机制的癌症治疗药物[70]。

3.5 APG115 (AA115)

APG115 (33) 是亚盛医药自主设计开发的、具有全

球知识产权的、作用于新靶点MDM2-p53的抗肿瘤药

物, 是国内首个进入临床试验的MDM2-p53抑制剂, 将

填补国内在该靶点药物开发领域内的空白。APG115

具有显著的活性和给药优势, 且APG115可克服前期

临床化合物 SAR405838存在慢异构化反应及中性环

境溶解性差的药学缺陷, 同时活性为SAR405838的 10

倍以上。APG115通过诱导带有野生型 p53的AGS和

MKN45细胞阻滞于G0/G1期而影响进展, 激活 p53以

增强 AGS 和 MKN45 细胞的放射敏感性 , 诱导 p53 野

生型细胞株 (TPC-1、KTC-1) 发生浓度依赖性的G2/M

期阻滞和 S期减少[71]。体内实验表明APG115联合放

疗可以增强胃腺癌的体内放射抗肿瘤作用[71]。APG115

于 2016年 6月获得美国FDA批准进入临床试验, 目前

在美国开展与帕博利珠单抗联合治疗实体瘤的临床

Ib/II (NCT03611868) 试验。2017年7月, 获得CFDA批

准开展临床试验, 是中国首个进入临床试验的MDM2-

p53抑制剂新药。

3.6 RG7388

吡咯烷衍生物RG7388 (19), 被称为 idasanutlin, 是

罗氏开发的全球首个强效口服 MDM2 蛋白抑制剂 ,

RG7388具有较好的活性和选择性, 能有效激活 p53途

径, 导致野生型p53表达, 激活细胞周期阻滞或凋亡, 并

在裸鼠神经母细胞瘤移植瘤实验中抑制肿瘤增殖[72]。小

鼠 SJSA骨肉瘤异种移植模型中, RG7388 (25 mg·kg-1,

口服) 导致肿瘤生长抑制和消退, 也具有诱导凋亡和抗

增殖的诱导的作用[73]。新药研发监测数据库 (CPM) 显

示, RG7388目前共开展了 15项临床研究, 其中全球最

高研发状态为联合阿糖胞苷治疗复发或难治性急性髓

细胞白血病 (AML) 的 III期临床试验 (NCT02545283),

但根据中期分析的疗效结果, 该研究已中止。

3.7 HDM201 (NVP-HDM201)

HDM201 (34) 又称 siremadlin, 是诺华公司研发

的一种咪唑并吡咯烷酮类似物, 显示出非常有利的体

内特性 , 是口服有效的选择性 MDM2-p53 抑制剂[74],

Figure 13 Representative examples of MDM2-p53 interaction inhibitors in clinical trials
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HDM201 最近已进入癌症患者的 I 期临床试验[75]。

HDM201通过干扰人和鼠MDM2-p53的相互作用, 阻

止 p53降解。在临床前研究中每日一次和每三周一次

的给药方案显示出可比的长期疗效。目前正在进行的

临床试验 (NCT02780128) 旨在比较两种给药方案的

疗效和耐受性。

3.8 JNJ26854165

JNJ26854165 (28) 是一种口服生物利用型化合

物 , 可以阻止 MDM2-p53 复合体与蛋白酶体的结合 ,

抑制 p53的降解, 从而恢复 p53介导的肿瘤细胞凋亡,

几项重要的临床前研究使该药物进入 I期临床试验。

临床前研究表明 , JNJ26854165在体内和体外对多发

性骨髓瘤细胞都显示出很强的活性。然而, 它在 p53

突变体和 nutlin-3a 耐药病例中表现出 p53 非依赖[76]。

同时它激活E2F1进一步证实了 p53非依赖的的特点。

JNJ26854165对 p53突变型非霍奇金淋巴瘤细胞株的

IC50 值高于野生型 p53 突变型非霍奇金淋巴瘤细胞

系 , 还分别诱导野生型和突变型 p53 细胞发生 I型和

II型程序性死亡[77]。更多的临床前研究报告说, JNJ-

26854165增加了U87胶质母细胞瘤移植瘤中 p53的水

平, 并伴随着凋亡刺激。此外, JNJ26854165还能诱导

具有突变型 p53的乳腺、肺、结肠和前列腺肿瘤模型的

抗肿瘤作用[78]。JNJ26854165 与其他抗肿瘤药物 (雷

帕霉素、多柔比星、Bcl-2抑制剂) 联合使用时, 显示出

序列特异性的抗增殖作用, 表现出更高的抗癌效果[77]。

4 总结

以 MDM2-p53 为靶点设计开发全新机制的抗肿

瘤药物, 是当下全球肿瘤药物研发领域热点与重点之

一。然而 MDM2-p53 蛋白相互作用的特殊性给小分

子抑制剂的开发带来相当大的困难, 导致全球该领域

的在研药物屈指可数, 且全球针对该靶点尚未有上市

药物。该抑制剂具有一定的局限性: 一是MDM2小分

子抑制剂在使用过程中会产生毒性, 究其原因可能是

剂量的不正确使用导致骨髓中的 p53被激活而产生的

血液毒性, 包括血小板减少和中性粒细胞减少, 这些问

题需通过优化给药方案解决[79]。二是 MDM2-p53 相

互作用的抑制剂只对含有野生型 p53的肿瘤细胞有抑

制作用, 故携带突变型 p53的癌细胞较容易产生耐药

性。为此在临床评估时应将MDM2抑制剂与抑制 p53

突变的药物联合使用, 从而达到协同抗癌的作用。目

前, 大部分小分子抑制剂处于研发阶段, 正在进行临床

试验, 但也有部分化合物由于种种原因终止了试验。

目前研发进度较快的有罗氏公司的RG7388、安进公司

的AMG232及诺华的HDM201。而国内在该领域的在

研药物除APG115外尚未见其他报道。为此深入研究

MDM2-p53的作用机制, 优化靶向MDM2-p53的小分

子抑制剂, 有利于推进靶向MDM2-p53小分子在临床

研究中的应用, 具有很好的开发前景。
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