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基于PROTAC技术靶向降解FAK蛋白的研究进展
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摘要: 局部黏着斑激酶 (focal adhesion kinase, FAK) 是一种非受体细胞内酪氨酸激酶, 其同时具有激酶依赖和

非激酶依赖的支架功能, 在肿瘤的发生发展及转移侵袭中均起到重要作用, 被认为是抗肿瘤药物研发的重要靶点。

然而, 传统的小分子抑制剂只能抑制其激酶活性, 难以靶向非激酶依赖的支架功能。因此, 迫切需要新颖的策略来

研究 FAK靶点, 为 FAK靶点的成药性及其相关药物的研发奠定基础。蛋白水解靶向嵌合体 (proteolysis targeting

chimera, PROTAC) 技术是一种新兴的药物研发策略, 其能招募E3泛素连接酶, 特异性泛素化靶蛋白并通过蛋白酶

体系统靶向降解目的蛋白。PROTAC的独特作用机制能靶向降解FAK蛋白, 从而消除FAK的支架功能, 极大吸引

了科研人员的兴趣。本文简述了 FAK蛋白、信号通路及小分子抑制剂, 系统综述了基于 PROTAC技术靶向降解

FAK蛋白的最新研究进展, 最后总结并展望了基于PROTAC技术靶向FAK蛋白的发展前景。
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Abstract: Local focal adhesion kinase (FAK) is a non-receptor intracellular tyrosine kinase that plays an

important role in tumor initiation, development, metastasis and invasion, and is considered to be an important target

for the development of antineoplastic drugs. It has both kinase-dependent and non-kinase-dependent scaffolding

functions. However, traditional small molecular inhibitors can only inhibit its kinase-dependent activity, so it is

difficult to target the kinase-independent scaffolding function. Therefore, there is an urgent need for novel strategies

to enhance FAK targeting to lay the foundation for determining the druggability and discovery of FAK inhibitors.

Proteolysis targeting chimera (PROTAC) is a new drug development strategy that can recruit E3 ligase to

specifically ubiquitinylate target proteins for degradation through the proteasome system. The unique mechanism

of action of the PROTAC system could be used to target and degrade the FAK protein, thus eliminating the

scaffolding function of FAK. In this review, FAK protein, the signaling pathway, and small molecule inhibitors are

briefly described, and the latest research progress in targeting the degradation of FAK using PROTAC technology

is summarized.
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局部黏着斑激酶 (focal adhesion kinase, FAK), 也 称之为蛋白酪氨酸激酶 2 (protein tyrosine kinase 2,

PTK2), 是一种非受体细胞内酪氨酸激酶, 通过其激酶

活性和支架功能在癌细胞的黏附、存活、代谢、增殖、迁

移和肿瘤微环境中发挥着重要作用[1]。FAK的过表达

及激活主要在原发性癌及转移性癌中被发现, 如原发
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性肝癌、结肠癌、卵巢癌、乳腺癌等多种不同人源癌细

胞中均有FAK蛋白的过表达, 并表现出较差的临床治

疗结果。FAK 的作用机制及信号通路已得到广泛研

究, 最近研究表明FAK是某些癌症中免疫应答的关键

媒介, 抑制FAK的活性可能会触发免疫介导的肿瘤消

失, 证明 FAK是治疗癌症的有效潜在靶点[2]。鉴于在

癌症细胞中FAK的过表达, 当前已有许多直接作用于

FAK的小分子抑制剂, 且有少部分已进入临床研究[3]。

尽管靶向 FAK的小分子抑制剂在临床前实验中取得

令人兴奋的成绩, 临床试验也取得阶段性的成功, 但还

远远未满足临床需要[4]。由于传统药物化学策略如小

分子抑制剂只能抑制 FAK的激酶依赖性的生理活性

而忽略了FAK非激酶依赖的支架角色功能, 其作用机

制大大限制了靶向FAK的临床应用[5]。为了克服FAK

激酶抑制剂的作用机制缺陷, 深入靶点 FAK 的认识,

验证靶点FAK的临床应用, 探讨支架功能在肿瘤发生

发展中的作用, 迫切需要全新的策略来选择性靶向。

蛋白水解靶向嵌合体 (proteolysis targeting chimera,

PROTAC) 技术是一种新兴的药物研发策略[6,7]。特别

是在 2019年 2个新型可口服小分子PROTAC ARV-110

(NCT03888612) 和ARV-471 (NCT04072952) 进入临床

Ⅰ期试验并取得令人满意的疗效以及安全性, 极大地鼓

舞了来自学术界及制药工业界的科研人员研发热情[8]。

PROTAC是由三部分组成的异源双功能化合物, 分别

是用于特异性结合靶蛋白的“弹头”(warhead)、招募E3

泛素连接酶的 E3泛素连接酶配体 (E3 ligand) 和连接

两者的连接链 (linker)[9]。PROTAC靶向降解靶蛋白的

作用机制是通过嵌合体分子将靶蛋白与E3泛素连接

酶“拉近”到适当距离, 使得本不被特异性泛素化的蛋

白得到泛素化标记, 最终通过蛋白酶体系统降解蛋白

使其丧失生物学活性。与传统抑制剂只能抑制某些多

功能蛋白的单一信号通路相比, PROTAC分子可以诱

导靶蛋白降解从而影响该蛋白的所有功能, 从而减少

反馈机制, 在某种程度上可以克服耐药以及减小耐药

的发生几率[10]。从 PROTAC的作用机制上看, 比起高

亲和力的传统小分子抑制剂, 嵌合体分子对靶蛋白的

亲和力要求并不苛刻, 只需微小的结合力便能诱导靶

蛋白泛素化并被随后的泛素蛋白酶系统降解[11]。另一

方面, PROTAC小分子可以发挥亚化学剂量的催化作

用, 解离后的 PROTAC 分子可以进入下一个循环, 从

而可以大大减少给药剂量以及降低因高剂量带来的毒

副作用 (图 1)。综合 PROTAC 的诸多优势 , PROTAC

不仅促进了小分子药物的研发, 更预示着第四次制药

革命的到来[12]。

PROTAC的独特作用机制能靶向降解 FAK蛋白,

从而消除FAK的支架功能, 极大吸引了科研人员的兴

趣[13]。当前已有多个基于 PROTAC 技术研发的靶向

FAK小分子降解剂被报道[14]。本文简述了FAK蛋白、信

号通路及小分子抑制剂, 系统综述了基于PROTAC技术

靶向降解FAK蛋白的最新研究进展, 最后总结并展望

了基于PROTAC技术靶向降解FAK蛋白的发展前景。

1 FAK的结构及信号通路

FAK结构最早于 1992年被Schaller等[15]从鸡胚成

纤维细胞中分离并克隆出来。FAK 隶属于酪氨酸激

酶-2 基因编码的非受体型酪氨酸激酶 , 不含常见的

SH2与SH3结构域, 是较为纯粹的胞质酪氨酸激酶, 主

要依赖其细胞整合素发挥作用。FAK本身虽非原癌基

因, 但易受到原癌基因、整合素、内皮素、升压素等的影

响发生催化底物蛋白酪氨酸残基的磷酸化作用, 进而

调控细胞的增殖、分化与生长[16]。编码 FAK的 cDNA

Figure 1 The mechanism of degradation of PROTAC
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长度为 3 791 bp, 位于第 8号染色体的 8q24处, 可以编

码 1 052个氨基酸, 相对分子质量为 125。FAK是一种

具有多功能结构域的信号蛋白质, 主要有三部分组成:

① 约有 370 个氨基酸组成的三叶草型的 FERM 和

Y397 磷酸化位点的 N 端; ② 由 150 个氨基酸组成的

FAT, 含大量脯氨酸聚集的和Y925的磷酸化位点的C

端; ③ 包含Tyr576和Tyr577两个磷酸化位点的中心激

酶结构域三部分[17] (图2)。三者的共同作用介导着FAK

的非激酶依赖的信号通路[18]。FAK通过其支架功能结

构域参与在质膜上形成大型信息复合物, 其很容易被

生长因子和整合素磷酸化激活, 介导胞外信号传至胞内,

连接细胞外基质与细胞的相互作用[19,20], 并介导多条

信号转导通路, 如 P13K-AKT 通路、Ras-MAPK 通路、

GTP/STAT1通路等, 参与调控肿瘤细胞的生长、增殖、

转移和侵袭等过程[21]。

2 FAK与肿瘤的发生与发展

生物学研究表明, 编码 FAK蛋白的基因本身并不

属于原癌基因, 但FAK在肿瘤源中的核酸及蛋白的过

度表达和其自身活性的升高, 都会很大程度上影响肿

瘤的发生与发展。FAK能调控癌细胞的增殖、凋亡和

迁移等过程[22]。

2.1 调控癌细胞的增殖与凋亡 肿瘤的发生, 究其原

因是癌细胞增殖与凋亡的平衡失常, 从而减缓癌细胞的

凋亡, 加快癌细胞的增殖, 抑或是凋亡敏感性不足等[23]。

在肿瘤细胞中, FAK 的过表达能够抑制细胞的“失巢

凋亡”, 从而阻断细胞与其外基质脱离接触而诱发的细

胞正常性死亡。此外, FAK可以通过结合胞质内的P53

功能蛋白, 促进 P53的降解, 抑制了 P53的转录活性与

其介导的凋亡作用, 从而促进癌细胞的生长和发育[24]。

2.2 调控癌细胞的转移与侵袭 癌细胞的转移是体

内癌细胞迁移的结果[25]。研究表明, FAK是多条重要

信号通路的交汇站, 其信号通路和刺激因子的受体都

可激活FAK磷酸化, 调节肿瘤细胞黏附与迁移。在其

转移、侵袭等过程中 , FAK 能够促进癌细胞 Src、Ras、

Apexl、Rgnef 的 mRNA 及蛋白质表达 , 调控癌细胞生

长转移等。最近研究表明, 抑制FAK表达能有效抑制

胃癌、肝癌等细胞中的Src、Ras、Apexl、Rgnef表达[26]。

2.3 调控癌细胞通路 1 在大多肿瘤细胞中, FAK能

激活P13K-AKT通路, 使其处于异常活化状态, AKT与

mTOR皆处在高度磷酸化状态, 抑制 FAK对该通路的

活化, 会抑制癌细胞的增殖及恶化[27]。最新研究表明,

新型多靶点激酶抑制剂CT-707 (1) 正是通过靶向FAK

以激活AKT相关通路, 从而克服对克唑替尼耐药的非

小细胞肺癌的治疗[28]。

Figure 2 Schema of the structure of FAK and FAK - related signaling pathways
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2.4 调控癌细胞通路2 FAK-Ras-MAPK通路是FAK

介导的主要转导信号通路之一[29]。Ras蛋白有两种状

态, 当结合GTP时为活化状态, 反之当结合GDP为失

活状态。MAPK作为胞内的一种蛋白激酶, 它的表达

调节着细胞的分化生长等。激活的 FAK 通过激活

Ras, 进而激活MAPK, 达到调节癌细胞的增殖, 分化与

生长等作用, 进而密切联系了FAK与癌细胞之间的分

化与生长的关系。

3 FAK小分子抑制剂

当前已有较多 FAK小分子抑制剂被报道, 尽管还

未有直接作用于 FAK 的小分子抑制剂上市 , 但其体

外、体内、临床前和临床试验研究数据均表现出令人满

意的结果。目前已经大量报道了通过不同作用机制,

靶向 FAK 不同结构域的小分子抑制剂 , 主要可以分

为: 别构位点抑制和 ATP竞争性抑制的激酶抑制剂、

FERM结构域抑制剂、FAT结构域抑制剂。

FAK 的 ATP 竞争性抑制剂是所有 FAK 抑制剂中

研究最多的类别, 当前进入临床研究的均属于该类抑

制剂。现已有 6个直接作用于FAK的ATP竞争性抑制

剂处于临床Ⅰ/Ⅱ期研究 (表1、图3)。

此外, 还有较多活性较好 FAK的ATP竞争性抑制

剂被报道, 结构如图4。

近日, 中国药科大学孙海鹰教授[30]系统综述了FAK

小分子抑制剂最新研究进展, 本文由于篇幅有限, 直接作

用于FAK其他结构域的小分子抑制剂本文不再赘述。

4 FAK降解剂的最新研究进展

由于FAK同时具有激酶依赖性和独特的非激酶依

赖性的支架功能, 而传统的小分子抑制剂只能抑制其特

定的激酶活性, 不能有效靶向其非激酶的支架功能, 加

之当前鲜有文献报道关于FAK的支架功能在肿瘤发生

发展中的作用, 因此迫切需要寻找一个新的策略来更

为深入的探讨FAK靶点的可成药性及对该靶点的系统

研究。PROTAC技术的出现可以弥补传统小分子抑制

剂不可靶向支架功能的缺陷。因此, 基于 PROTAC技

术研发靶向降解 FAK成为研究 FAK支架功能的热点,

更为研发靶向FAK的小分子药物带来新策略。

4.1 基于CRBN靶向FAK的小分子PROTACs Cere‐

blon (CRBN) 是一种与肿瘤密切相关的蛋白, 是E3泛

素连接酶中的一种连接酶复合物的底物识别构件, 这

个底物识别构件名为: CUL4-RBX1-DDB1-CRBN。此

识别构件可以促使泛素特异性结合到底物蛋白上, 因

此需要降解的蛋白就可以被标记出来[31]。CRBN配体

由于分子量小、成药性好、便于合成等优势以广泛用于

PROTACs小分子的设计与合成[32]。

2018年Gray教授领衔的研究团队[33]首次报道了降

解 FAK 的小分子 PROTACs。降解剂 TL13-12 (21) 和

TL13-112 (22) 分别是基于间变性淋巴瘤激酶 (ALK) 小

分子抑制剂TAE684 (23) 和LDK378 (24) 所设计的。值

Table 1 FAK inhibitors that have been reported in clinical trials

Inhibitor

GSK-2256098
VS-6063
PF00562271
VS-4718
CEP-37440
BI-853520

Company

GlaxoSmith Kline
Verastem
Pfizer
Verastem
Teva Branded
Boehringer Ingelheim

Disease

Meningioma
Ovarian cancer
Prostate cancer
Pancreatic cancer
Solid tumor
Solid tumor

Clinical

trial

I
II
I
I
I
I

Clinical batch

number

NCT01938443
NCT03287271
NCT00666926
NCT02215629
NCT01922752
NCT01335269

Finished

condition

Completion
Ongoing

Completion
Withdrawal
Completion
Completion

Structure

(2)
(3)
(4)
(5)
(6)

Unrevealed

Figure 3 Inhibitors of FAK advanced in clinical trials
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得注意的是, 较ALK小分子抑制剂, 基于PROTAC研发

的ALK降解剂药理活性得到明显提升。有趣的是, 作

者研究之初旨在靶向降解ALK, 但所设计的 PROTAC

分子不仅可以降解 ALK 还可以降解 FAK、Aurora A、

FER和RPS6KA1, 表现出多靶点特性。推测其主要原

因是PROTAC“弹头”本身具有激酶泛选择性。尽管当

前已有相关文献报道通过 PROTAC 策略可以增加对

靶蛋白的选择性, 但是对其增加选择性的作用机制仍

不清楚, 受到“弹头”、连接链和E3泛素连接酶三部分

的共同影响, 未来还需要在 PROTAC提高选择性方面

做更深入的研究。虽然降解 FAK不是该研究的主要

目的, 但是该研究证明了运用PROTAC降解FAK蛋白

的可行性, 为后续降解FAK奠定了理论基础。

同年, Gray团队以ALK小分子抑制剂TAE684 (23)

为先导化合物通过结构修饰, 去掉了在选择性中起关键

作用的 2-苯胺上的 2-甲氧基以降低其选择性, 合成了

具有多激酶抑制活性功能的化合物 TL13-87 (25)[34]。

为了实现泛激酶降解活性, 研究人员引入了 PROTAC

策略, 用聚乙二醇连接链连接 TL13-87 (25) 和 CRBN

配体来那度胺得到了具有同时降解包括 FAK在内的

28种激酶活性的小分子TL12-186 (26) 降解剂。

鉴于先前报道的诸多关于 FAK 的 PROTAC 选择

性均较低, 为实现高选择性以降低毒副作用, 2019年

Popow等[35]发现了具有高选择性PROTAC分子BI-3663

(27)。BI-3663 (27) 是由该团队自行研发具有高选择性

的FAK抑制剂BI-4464 (28) 与CRBN配体泊马度胺通

过含有 3个单元的PEG连接链连接而成。降解实验表

Figure 4 Representative inhibitors of FAK
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明, 11 HCC细胞系给予BI-3663 (27) 孵育 18 h, DC50 =

30 nmol·L-1, 且大于 80%的FAK蛋白被有效降解, 表现

出较好的降解活性。尽管BI-3663 (27) 对FAK蛋白的

降解具有较好活性, 但是其抗增殖活性较FAK小分子

抑制并没有得到显著增强。因此 , 本项研究质疑了

FAK的支架功能在癌细胞增殖过程中的必要性, 但还

需要更加深入的研究。总之, 本研究为研究FAK支架

功能提供了有效的探针分子, 为后续研究奠定基础。

为实现高效、快速及选择性高的 FAK 降解剂 ,

2019 年清华大学饶燏教授团队[36]基于 CRBN 配体建

立了 FAK小分子 PROTACs化合物库。为了提高合成

效率, 该团队通过“点击化学”引入三氮唑, 高效合成

34个目标PROTACs分子, 其中FC-11 (29) 表现出较好

的降解活性 (DC50 = 310 pmol·L-1)。FC-11 (29) 的降解

活性能够达到皮摩尔级别, 结合先前的文献报道, 推测

可能是三氮唑的引入大大增强了 FAK和E3泛素连接

酶配体的蛋白-蛋白相互作用, 从而增强降解活性。此

外, 该研究还系统讨论了连接链的长度, PROTAC与两

配体的结合模式和两配体的空间趋向对降解 FAK活

性的影响。但是该影响可能存在较多偶然因素, 当前

对 PROTAC的理性药物设计还没有规律的认识, 未来

还需要更广泛的研究, 形成统一的认识。

2020年, 饶燏教授团队[37]为了研究FAK的激酶依

赖与其非激酶依赖的支架功能对雄性小鼠生殖系统的影

响, 实施了连续给药13天的PROTAC小分子FC-11 (29)

(20 mg·kg-1, BID)、抑制剂 PF562271 (30) (10 mg·kg-1,

BID) 和空白组的动物实验。实验结果表明, 13天给药

后, 给药 FC-11 (29) 的雄性小鼠在睾丸、附睾、精囊和

包皮腺等器官中表现出显著的质量及体积的变小。此

外, FC-11 (29) 处理的小鼠尾部附睾的活精子数量及

活力显著下降。然而给药 PF562271 (30) 的小鼠对生

育系统却没有显著影响。该研究表明, FAK的激酶依

赖活性及支架功能分别具有独立的功能, 且支架功能

在雄性动物的生殖系统中起到重要作用。未来是否可

以基于 PROTAC技术开发起效快, 生育能力可逆的高

效男性避孕药还有待进一步研究。

4.2 基于 VHL 靶向 FAK 的小分子 PROTACs Von

Hippel-Lindau (VHL) 是一种肿瘤抑制基因, 主要编码

E3 泛素连接酶 pVHL, 该蛋白与 Elongin B&C 形成

Cullin环E3泛素连接酶复合体, 再通过招募E2泛素结

合酶, 识别蛋白质底物, 并使泛素转移到蛋白质底物

上, 最终通过蛋白酶体系统被降解。VHL是首个广泛

应用于研发小分子PROTAC的E3泛素连接酶配体[38]。

常用的配体有化合物 (31)。

2018年耶鲁大学Crews团队[39]为了研究FAK非激

酶依赖的支架功能, 设计并合成了首个基于VHL配体结

构新颖的 FAK 小分子 PROTAC。该团队以 defactinib

(32) 为先导化合物 , 通过构效关系研究 (SAR) 发现 ,

defactinib (32) 结构上的 N-甲基苯甲酰胺暴露于蛋白

口袋的亲水侧; 为了减少设计分子中的酰胺键, 增加细

胞通透性, 作者用 4-氨基苯酚来取代N-甲基苯甲酰胺;

为了降低合成难度, 作者用 1,3-二取代苯基来替代 2,3-

二取代吡嗪基。因此, 研究人员在亲水侧引入不同长

度的聚乙二醇 (PEG) 连接链将“弹头”—defactinib 衍

生物与VHL配体连接, 最终合成出 6个连接链长度各

不相同的小分子FAK降解剂。正如预期的一样, 连接
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链和VHL配体的引入并不影响所设计的 PROTAC对

FAK激酶抑制活性的影响, 半数抑制活性 (IC50) 均介于

4.7～14.5 nmol·L-1。有趣的是抑制活性和降解活性没

有相关性, 例如相比其他降解剂, PROTAC-4 (34) 的激

酶抑制活性较差 (IC50 = 14.5 nmol·L-1) 但降解活性却较

好, 半数降解活性 (DC50) 为4.0 nmol·L-1。对比其活性最

强的 PROTAC 3 (33) 与 FAK 抑制剂发现 , PROTAC 3

(33) 的选择性要远大于 defactinib (32)。在细胞迁移和

入侵实验中表明, PROTAC 3 (33) 对MDA-MB-231细胞

愈合抑制作用和抑制细胞迁移能力要强于 defactinib

(32)。该研究证明了 PROTAC在扩大成药空间、增加

选择性和控制蛋白质功能方面具有强大的潜力, 而这

些功能是传统的小分子抑制剂难以具备的。

当前基于 PROTAC 技术用于靶向 FAK 的降解是

一个全新的领域 , 在 2018 年首次有可降解 FAK 的

PROTAC的合成, 总的来说靶向降解 FAK的报道并不

是很多, 且作用机制的研究也不够深入。尽管人类基

因组预测有 600多种E3泛素连接酶[40], 但目前仅有几

种被用于PROTAC的构建, 用于降解FAK的PROTAC

的 E3 连接酶配体 , 目前相关文献仅报道了 VHL 和

CRBN, 但PROTAC技术正在快速发展, 相信不久会有

更多的E3泛素连接酶配体被开发。

5 总结和展望

FAK 在癌症的发生、发展中起着关键作用, 被认

为是抗癌药研发的重要靶点。尽管基于不同结构域的

小分子抑制剂被大量研发, 且在临床上取得不错的治

疗效果, 但是小分子抑制剂难以靶向FAK的支架功能

只能抑制其激酶依赖活性, 这可能是限制FAK小分子

抑制剂进一步临床使用的重要因素之一。为验证FAK

靶点的成药性、研究其支架功能在生物体能的作用及

更加深入地了解FAK靶点, 迫切需要一种新技术来快

速、可逆的选择性降解 FAK蛋白。PROTAC技术是近

年来化学敲除致病蛋白的新型策略, 能同时阻断 FAK

的激酶依赖性功能和非激酶依赖的支架功能, 能解决

小分子抑制剂只作用于蛋白激酶结构域带来的耐药性

问题, 且和小分子抑制剂相比具有给药剂量低、毒副作

用小的特点。PROTAC的独特作用机制及显著优势大

大吸引了来自制药工业界及学术界的兴趣。特别是近年

来具有口服活性的PROTAC进入临床研究且取得令人

兴奋的试验结果, 为PROTAC的研究打开了新纪元。

尽管当前已有多个基于 CRBN 和 VHL 的靶向降

解小分子PROTAC的报道, 且能选择性地降解FAK, 但

目前的研究尚未表明PROTAC的抗癌活性优于FAK抑

制剂, 且 PROTAC 在给药时遇到一系列问题, 比如脱

靶、低细胞渗透性、不稳定性、不易吸收、不易合成和超

大的分子量的诸多挑战[13,41]。此外, E3泛素连接酶的选

择对于FAK的降解至关重要, 当前仅有CRBN和VHL

的配体成功应用于降解FAK PROTAC的设计, 未来还

需要开发更多的 E3泛素连接酶配体来实现 PROTAC

的理性药物设计。相信随着PROTAC的研究不断深入,

会研发出越来越多降解活性和抗肿瘤活性更好的FAK

降解剂, 为深入研究 FAK 靶点提供有效的探针分子,

为靶向FAK的药物研发奠定理论基础。
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