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去泛素化酶小分子抑制剂抗肿瘤作用研究: 新进展和新思路
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摘要: 泛素-蛋白酶体通路异常是导致蛋白质内稳态失控的重要因素。而在该过程中, 负责移除蛋白底物泛素

链的去泛素化酶至关重要, 其活性或表达异常可造成关键致癌/抑癌蛋白的功能变化, 直接或间接导致肿瘤发生发

展和恶性演进。基于此, 靶向去泛素化酶的小分子抑制剂发现及研究已经成为抗肿瘤候选药物的热点领域之一。

本综述将重点介绍泛素-蛋白酶体通路、尤其是去泛素化酶对肿瘤的调控作用和机制, 介绍去泛素化酶小分子抑制

剂在肿瘤治疗研究中的应用, 并针对小分子抑制剂的研究现状和最新进展展开讨论, 为基于去泛素化酶的抗肿瘤新

策略研究提供思路。
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Abstract: The abnormality of ubiquitin proteasome pathway is an important factor leading to the imbalance of

protein homeostasis. In this process, the deubiquitinase responsible for removing the ubiquitin chain of protein

substrate is very important. Its abnormal activity or expression can cause the functional changes of key oncogenic/

tumor suppressor proteins, which directly or indirectly lead to the occurrence, development and malignant evolution of

tumors. Based on this, the discovery and research of small molecule inhibitors targeting deubiquitinases have

become a hot field of anti-tumor candidate drugs. This review will focus on the regulatory effect and mechanism of

ubiquitin proteasome pathway, especially deubiquitinase on tumor, introduce the application of deubiquitinase

small molecule inhibitors in tumor treatment, and discuss the research status and latest progress of small molecule

inhibitors, so as to provide ideas for the research of new anti-tumor strategies based on deubiquitinase.
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近年来大量研究显示, 蛋白质内稳态失控在恶性

肿瘤等疾病进展中发挥重要作用。其中泛素-蛋白酶

体通路异常是导致蛋白质内稳态失控的重要因素。而

在该过程中, 负责移除蛋白底物泛素链的去泛素化酶

至关重要, 其活性或表达异常可造成关键致癌/抑癌蛋

白的功能变化, 直接导致肿瘤发生发展和恶性演进。

基于此, 靶向去泛素化酶的小分子抑制剂已经成为抗

肿瘤候选药物的热点领域。本综述将重点介绍泛素-

蛋白酶体通路、尤其是去泛素化酶对肿瘤的调控作用
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和机制, 并针对小分子抑制剂的研究现状和最新进展

展开讨论, 为基于去泛素化酶的抗肿瘤新策略研究提

供思路。

1 泛素-蛋白酶体通路作为抗肿瘤药物作用靶点的研

究现状

1.1 泛素化修饰是调控蛋白质稳定性和功能的重要

方式 泛素 (ubiquitin, Ub) 是一种存在于所有真核生

物 (大部分真核细胞) 中的小分子蛋白质, 含有 76个氨

基酸残基, 分子量大约为 8.451 kDa。泛素化是指泛素

分子结合到蛋白质底物上, 从而调节底物蛋白的稳定

性及功能的过程, 是一种重要的蛋白质翻译后修饰方

式 (post translational modifications, PTMs) [1]。该过程

主要在蛋白质上添加进化保守的小蛋白, 包括泛素或

泛素样蛋白 (ubiquitin-like proteins, UBLs), 并靶向蛋

白质用于蛋白酶体降解或非降解信号传导[2]。修饰蛋

白上的泛素蛋白分子通过与泛素活化酶E1、泛素结合

酶 E2和泛素连接酶 E3之间的结合, 进而发生一系列

酶促反应与赖氨酸侧链残基共价结合[3]。E1活化酶首

先以ATP依赖的方式激活泛素蛋白的末端甘氨酸, 与

E1的一个半胱氨酸形成硫酯键; 然后通过反式硫酯化转

移到E2结合酶的活性位点半胱氨酸上。随后, 600多个

E3连接酶中的一个作为适配器 (E3连接酶的 Hect家

族除外, 它涉及第三个硫代酯中间体的形成), 同时结

合E2-Ub中间体和靶蛋白, 以催化羧基末端甘氨酸之

间的异肽键形成, 最后将这些底物 (依赖降解通路) 转

移至蛋白酶体降解 (图1)。

底物蛋白质往往通过发生多个泛素化反应, 产生

单泛素链或多泛素链。因为泛素本身具有 7个赖氨酸

(K) 残基, 包括Lys6、Lys11、Lys27、Lys29、Lys33、Lys48

和Lys63, 所以可通过将其他的泛素蛋白转移到这 7个

赖氨酸残基或氨基末端中的一个来延伸这种泛素修

饰[4]。根据形成的链拓扑结构不同, 泛素化修饰对分

子过程及生命活动造成的影响也会有所不同。如用

K48、K11 连接的多泛素链标记的结合蛋白质用于降

解[5], 而 K63和线性泛素链修饰是胞内信号传导的重

要方式 , 因此在多种生命活动如 DNA 复制、DNA 修

复、信号转导通路和炎症过程中发挥重要作用[6]。K6

和K27多泛素化蛋白分别与DNA损伤反应和线粒体

维持相关[7,8]。此外, K29和K33聚泛素化蛋白分别与

溶酶体降解和T细胞受体信号传导有关[9]。泛素化调

节蛋白质相互作用、定位和酶活性, 从而影响细胞过

程, 包括转录、DNA损伤信号和 DNA修复、细胞周期

进展、内吞、凋亡和其他各种过程[10]。这些过程一旦发

生异常, 将导致恶性肿瘤、神经退行性疾病以及免疫/

炎症相关疾病的发生。

1.2 去泛素化酶等泛素-蛋白酶体通路关键蛋白是肿

瘤治疗的潜在新靶点 近年来, 泛素-蛋白酶体通路失

调与恶性肿瘤之间的相关性研究已经成为热点, 诸多

研究表明靶向干预该通路有望成为理想的抗肿瘤治疗

策略。其中, 针对蛋白酶体抑制剂的研究进展最快, 目

前被FDA批准的蛋白酶体抑制剂有 bortezomib、carfil‐

zomb 和 ixazomb[11,12], 已上市并被用于多发性骨髓瘤

和套细胞淋巴瘤的治疗。蛋白酶体抑制剂阻断蛋白酶

体对底物蛋白的降解和调控, 可使肿瘤细胞中错误折

叠的蛋白聚集或稳定抑癌蛋白使肿瘤细胞凋亡。但泛

素-蛋白酶体系统参与生命活动的调控机制复杂且涉

及多个层次, 而蛋白酶体抑制剂针对泛素-蛋白酶体途

径的下游, 其特异性较差、造成的不良反应众多 (如患

者背根神经节处会出现泛素化蛋白的积聚, 引起周围

神经病变等)、复发频繁最终可能会产生耐药性[13,14]。

与靶向蛋白酶体相比, 特异性靶向具有较强底物

蛋白质选择性的E3泛素连接酶以及去泛素化酶 (deubi-

quitylating enzymes, DUBs), 有望获得更佳的调控特异

性, 有可能为抗肿瘤治疗提供更好的策略。如来那度胺

通过靶向抑制E3泛素连接酶CRBN (cereblon) 发挥显

著的活性 , 通过形成 CRBN-CRL4 (cullin-RING ligase

4) 复合物结合的新底物, 导致泛素化和蛋白酶体依赖

性降解, 从而产生抗骨髓瘤活性[15], 已成功获批用于多

发性骨髓瘤、骨髓增生异常综合征 (myelodysplastic

syndromes, MDS) 恶性肿瘤和自身免疫性疾病的治

疗[16]。近年来有越来越多的研究关注去泛素化酶在抗

肿瘤治疗中的潜在价值, 下文将介绍去泛素化酶调控恶

性肿瘤发生发展的相关机制, 并对目前用于临床肿瘤治

疗研究的去泛素化酶小分子抑制剂进行简单介绍, 展示

去泛素化酶作为抗肿瘤治疗新靶点所具有的潜力。

Figure 1 Ubiquitination and deubiquitination process. Ub:

Ubiquitin; DUB: Deubiquitylating enzyme; E1: Ubiquitin activating

enzyme; E2: Ubiquitin conjugating enzyme; E3: Ubiquitin protein

ligase
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2 去泛素化酶调控恶性肿瘤的具体作用和机制

去泛素化酶的主要功能是从已经结合有泛素链的

底物蛋白质上去除泛素蛋白, 进而调节多种生命过程,

如防止蛋白酶体或溶酶体依赖的蛋白质降解, 或通过

改变蛋白质的功能, 调节细胞凋亡、细胞周期、染色体

分离、基因表达、DNA修复、激酶激活等[1], 因此在恶性

肿瘤发生及发展中扮演重要角色。

去泛素化酶可分为 7大家族共计 98个成员: 泛素

特异性蛋白酶 (ubiquitin-specific proteases, USPs)、泛

素羧基末端水解酶 (ubiquitin carboxy-terminal hydrolases,

UCHs)、卵巢肿瘤蛋白酶 (ovarian tumour proteases,

OTUs)、Machado-Joseph病蛋白结构域蛋白酶 (Machado-

Joseph disease protein domain proteases, MJDs)、

JAMM/MPN区域相关金属肽酶 (JAMM/MPN domain-

associated metallopeptidases, JAMMs)、含锌指的泛素

肽 酶 1 (zinc finger-containing ubiquitin peptidase 1,

ZUP1) 以及 motif 与泛素相互作用的新 DUB 家族

(motif interacting with ubiquitin-containing novel DUB

family proteases, MINDYs)[17,18]。除 JAMMS 为金属肽

酶外, 其余6个家族成员均为半胱氨酸蛋白酶。

USP是去泛素化酶中家族成员数目最多的, 在人

类中目前已发现有 56个成员。USP家族成员的蛋白

晶体结构被解析得最为透彻, 在PDB数据库中占据全

体去泛素化酶的 59%[19]。由于现有已报道的针对USP

家族成员的研究数量最多、研究方向最为广泛、作用机

制探究最为深入, 本文更多地以USP家族成员为代表,

介绍去泛素化酶调控恶性肿瘤的作用与机制。

2.1 影响转录因子或基因转录调控过程的去泛素化

酶 以目前相关研究最为成熟的人泛素特异性蛋白酶

7 (ubiquitin-specific protease 7, USP7) 为例。USP7 又

称疱疹病毒相关蛋白酶 (Hausp), 是一种半胱氨酸肽

酶, 属于USP家族。USP7已被发现在慢性淋巴细胞白

血病、前列腺癌、胶质瘤、非小细胞肺癌、上皮性卵巢癌

等肿瘤患者中过度表达, 诱导细胞浸润, 并与肿瘤患者

的不良预后紧密相关[20-22]。

转录因子 p53 是一种重要的抑癌因子 , 在超过

50%的人类肿瘤中丢失或突变, 多种致癌机制导致其

被蛋白酶体降解[23], 其负调节因子 MDM2 (murine

double minute 2) 是一种重要的 E3 泛素连接酶 , 介导

p53 蛋白的泛素化 , 导致其经由蛋白酶体通路降解。

p53和MDM2会特异性地识别并结合USP7的N末端

TRAF (tumor necrosis factor-receptor associated factor)

样结构域 (USP7-NTD), 且USP7优先与MDM2相互作

用[24], 防止其降解, 因此对 MDM2蛋白表现出更强的

去泛素化酶活性和稳定能力[25], 以维持足够的MDM2

蛋白作为 p53蛋白的E3泛素连接酶, 确保 p53蛋白在

静止条件下保持在低水平, 进而为肿瘤的发生发展创

造条件 (图 2)。总的来说, USP7在人类肿瘤中的过度

表达将会抑制 MDM2 和 MDMX (murine double min‐

ute X) 的降解从而抑制p53信号, 减少其引起细胞周期

阻滞和凋亡, 继而有助于肿瘤的发生和发展, 这一调控

机制的发现使得 USP7 成为肿瘤治疗的潜在靶点

之一[26]。

除 p53-MDM2-USP7通路外, USP7还参与了多种

重要的肿瘤相关蛋白的调控 , 如 PTEN (phosphatase

and tensin homologue deleted on chromosome 10)、

FOXO4 (forkhead box O4)、C-Myc (MYC proto-onco‐

gene, bHLH transcription factor)和N-Myc (MYCN proto-

oncogene, bHLH transcription factor) 的调控。USP7去

泛素化 PTEN, 减少其单链化, 导致核排斥和 PTEN失

活 , 进而促进癌症发生与转移[27]; USP7 去泛素化

FOXO4并诱导其核输出 (图 2), 抑制其转录活性, 从而

抑制CDK抑制剂 p21、kip1和CDKN1B等抑癌靶基因

的表达[28]; USP7 去泛素化转录因子 FOXP3 (forkhead

box-p3), 增加 FOXP3蛋白的含量, 从而提高Treg细胞

抑制肿瘤特异性T细胞免疫的功能, 并在体内促进肿

瘤的生长[29]。USP7去泛素化C-Myc调控因子TRRAP

(transformation/transcription domain-associated protein),

从而促进C-Myc表达, C-Myc是细胞生长、增殖和凋亡

的主要调控因子; USP7在体内和体外诱导N-Myc去泛

素化 , 进而稳定 N-Myc。这些发现为 USP7 可能在肿

瘤细胞信号传导中发挥致癌作用提供了新的认知[30]。

除USP7外, USP家族中多名成员也同样被发现与

抑癌或致癌基因转录调控相关 , 如 USP2 (ubiquitin-

specific proteases 2) 可以去泛素化稳定多个下游底物,

如 MDM2、MDMX、cyclin D1、Fas (fatty acid synthase)、

TGF-βR1 (transforming growth factor-β type 1 receptor) 和

Figure 2 USP7 regulates p53-MDM2-USP7 pathway and tran‐

scriptional activity of FOXO. USP7: Ubiquitin-specific protease 7;

FOXO: Forkhead box O; MDM2: Murine double minute 2
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cyclin A1等[31]; USP8 (ubiquitin-specific peptidase 8, 又

称UBPY) 在早期内小体上去泛素化EGFR (epidermal

growth factor receptor), 使 EGFR 免于降解[32]; USP15

调节转化生长因子-β通路, 与 Smad7-Smad特异性 E3

泛素蛋白连接酶 2 (Smad7-Smad specific E3 ubiquitin

protein ligase 2, SMURF2) 复合物结合, 使其去泛素化

从而稳定Ⅰ型转化生长因子 β受体, 增强 β信号[33]。

去泛素化酶其他家族成员也在抑癌或者促癌因子

转录方面发挥作用。MJD家族成员ATXN3 (ataxin-3)

及 OTU 家 族 的 OTUD5 (ovarian tumour proteases

deubiquitinase 5) 可以去泛素化稳定 p53, 使得 p53 应

答基因的选择性激活 , 导致细胞周期阻滞及细胞

凋亡 [34,35]; UCH 家族成员 UCHL3 (ubiquitin carboxy-

terminal hydrolases L3) 通过去泛素稳定 TRAF2 进而

激活NF-κB信号, 导致肿瘤发生[36]; 同样属于UCH家族

的BAP1 [breast cancer 1 (BRCA1)-associated protein 1]

可以去泛素稳定 KLF5 (kruppel-like factor 5), 促进乳

腺癌细胞的增殖、存活、迁移和肿瘤生长[37]。

2.2 调控DNA损伤及修复的去泛素化酶 DNA损伤

反应 (DNA damage response, DDR) 是由 DNA 损伤触

发的细胞内的一系列相关反应 , 主要包括 DNA 修复

等[38]。DDR 的缺陷与多种人类疾病尤其是肿瘤密切

相关[39]。目前, 已有报道发现, 泛素或泛素样蛋白的加

入和去除是调控DDR的关键机制[40], 越来越多的研究

证明去泛素化酶在DNA修复过程中发挥重要的作用,

与人类肿瘤密切相关 , 这提示靶向去泛素化酶调控

DNA修复可能是治疗恶性肿瘤的新方向[41]。

这方面的研究大多集中于 USP 家族成员[42]。

USP1去泛素化FANCD2-FANCI (Fanconi anemia com‐

plementation group D2-Fanconi anemia complementa‐

tion group I), 影响范可尼贫血 (Fanconi anemia, FA) 核

心复合物的形成和在DNA损伤位点的招募积累, 从而

启动FA-BRCA通路介导DNA链间交联修复[43]。

USP11 (ubiquitin-specific proteases 11) 去泛素化

PALB2 (partner and localizer of breast cancer 2), 促使

其与 BRCA1 相互作用 , 形成 BRCA1-PALB2-BRCA2

复合物 , 从而启动 G1 期细胞同源重组 (homologous

recombination, HR) DNA修复途径[44]。

USP9X (ubiquitin-specific protease 9X) 通过调节S

期蛋白Claspin [claspin homolog (Xenopus laevis)] 来维

持DNA复制叉的稳定性和DNA损伤检查点的反应。

USP9X耗竭会影响Claspin在复制叉动力学和DNA损

伤反应中的作用, 从而导致DNA损伤的积累[45]。

2.3 通过其他机制调控恶性肿瘤的去泛素化酶 与

蛋白酶体相关的去泛素化酶如 PSMD14 (proteasome

26S subunit, non-ATPase 14, 也 称 为 POH1)、USP14

(ubiquitin-specific proteases 14) 和 UCHL5 (ubiquitin

carboxy-terminal hydrolases L5) 会与蛋白酶体形成二

聚体, 附着在蛋白酶体上。这些特殊的去泛素化酶修

饰底物上的泛素结构后, 使得底物可以进入蛋白酶体

催化降解核心位点或从破坏中解放[10]。靶向蛋白酶体

相关的去泛素化酶可能会对肿瘤细胞起到更好的细胞

毒性效果, 且毒性比靶向核心蛋白酶体催化功能的药

物要小[46]。JAMM 金属蛋白酶 PSMD14 在肝癌细胞

中表达增高[47], 且其缺失会抑制多发性骨髓瘤细胞的

增殖[48], 还具有调节癌基因受体酪氨酸激酶 HER2

(human epidermal growth factor receptor-2) 泛素化和稳

定性的作用[49]; USP14 主要与蛋白酶体 19S RPN1 亚

基 (也称为PSMD2) 可逆地结合在一起, 从而增强了它

的活性[50], 通过修饰底物上的泛素链来阻止蛋白质降

解。USP14在非小细胞肺癌、卵巢癌等组织中表达上

调[51]。与USP14类似, UCHL5同样与蛋白酶体可逆地

相互作用, 与RPN13受体 (也称为 ADRM1) 结合[52], 或

增强蛋白酶体降解作用, 或从泛素化蛋白中去除远端

泛素结构 , 从而使得蛋白质逃避被降解的命运[53]。

UCHL5在上皮性卵巢癌、肝细胞癌中过度表达, 并能

促进细胞迁移和侵袭, 与晚期肿瘤进展及临床预后不

良有关[54,55]。

氧化应激是阻碍肿瘤发生和发展的一个重要障

碍[56]。有研究发现[57], 抑制去泛素化酶活性使肿瘤细

胞对抗氧化剂谷胱甘肽的耗竭敏感, 谷胱甘肽的缺失

使肿瘤细胞依赖去泛素化酶活性来维持蛋白质的稳态

和细胞活力。在肿瘤细胞株上抑制GCLC来限制谷胱

甘肽的合成, 同时添加去泛素化酶抑制剂 (主要抑制

USP7), 此时会导致多泛素化蛋白的积累, 诱导蛋白质

毒性应激, 导致细胞死亡, 而单独抑制谷胱甘肽的合成

并不足以导致大多数肿瘤细胞株的死亡[58]。虽然该研

究并未探求其详细作用机制, 但提示联合抑制谷胱甘

肽与去泛素化酶具有潜在的肿瘤治疗效果。

3 靶向抑制去泛素化酶的小分子化合物发现和研究

进展

3.1 去泛素化酶小分子抑制剂的研究概况 目前, 已

被报道的去泛素化酶小分子抑制剂约 61个, 分为泛素

类似物、催化抑制剂、变构抑制剂3种类型, 对应了29种

不同的去泛素化酶[19]。目前发现的去泛素化酶抑制剂

往往可以同时抑制多种去泛素化酶活性, 由此可以看

出, 已开发的去泛素化酶小分子抑制剂多为多靶点抑

制剂, 其特异性和选择性有待提高。

通过统计目前已报道的去泛素化酶抑制剂以及

其对应的去泛素化酶的蛋白晶体结构上传至 PDB
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(Protein Data Bank) 数据库的情况[19], 可以发现, 针对

不同去泛素化酶家族成员的抑制剂的数量并不均衡

(表 1)。由于对USP家族的蛋白结构、底物蛋白与作用

机制研究最为深入, 其对应小分子抑制剂的开发也最

为丰富。由此可见, 对去泛素化酶成员蛋白结构及调

控机制研究越深入透彻, 其抑制剂的研发速度越快, 相

应抑制剂的数量越多, 作用机制亦更为明确[19]。

以目前研究最为成熟的去泛素化酶之一——USP7

为例, 目前人们已经解析其蛋白结构及作用的底物蛋

白[20], 并明确其在调控肿瘤细胞 MDM2/MDMX-p53

通路中的关键作用 , 据此开发出多种不同作用方式

的 USP7抑制剂, 且这些抑制剂多具有较高的选择性

(表 2)[59-67]。第一类为不直接结合抑制USP7活性的抑

制剂如 P5091, 属于第一代USP7抑制剂。P5091通过

促进 MDM2 和 MDMX 泛素化加速其被蛋白酶体降

解, 从而激活 p53及下游 p21, 对抗USP7的去泛素化酶

活性, 从而诱导多发性骨髓瘤细胞凋亡[59]。第二类为

共价结合抑制剂如 P22077, 它会共价修饰 USP7催化

中心的半胱氨酸 223 (Cys223), 引起活性部位构象的

改变, 从而抑制其酶活性[60]。第三类为变构抑制剂, 代

表有 XL188、FT671等, 它们基于对 USP7、USP7-配体

配合物的晶体结构和功能域特别是催化核的了解而设

计, 或直接与USP7的泛素结合位点结合, 或选择性地

结合到USP7的 S4-S5口袋抑制其去泛素化酶活性[66]。

天然产物小檗碱被认为是一种新型 USP7抑制剂, 可

破坏 MDM2-DAXX-USP7 复合物从而使得 MDM2 泛

素化及降解[68], 其与复合物的结合机制有待进一步

研究。

此外, 目前开发去泛素化酶选择性抑制剂仍存在

诸多问题: ①大多数报道的去泛素化酶抑制剂表现出

的抑制活性较弱, 或包含不良的化学特征, 或对目前已

知的去泛素化酶家族的选择性较差[69]。② 泛素化和

去泛素化是细胞内的过程, 目前的抑制剂筛选发现模

型主要是基于体外过程的生化方法, 如要发现效果更

为确切的抑制剂, 尚需构建和优化更多高效准确的评

价体系与方法[10]。③ 去泛素化酶通过硫醇基团进行

泛素分子的转移, 大多数高通量筛选去泛素化抑制剂

的环境中需添加高浓度还原剂, 因此可能产生假阳性

或非选择性结果[70]。

3.2 去泛素化酶抑制剂在肿瘤治疗中的作用 基于

去泛素化酶的小分子抑制剂已被广泛用于抗肿瘤实验

治疗, 其中绝大多数的去泛素化酶抑制剂仍处于临床

前研究阶段[19] (表 3)[71-91]。2015 年 , USP14/UCHL5 双

抑制剂 VLX1570成为第一个进行临床研究的去泛素

化酶抑制剂, 但在临床试验阶段因剂量限制毒性被终

止[71]。目前, 仍未有其他去泛素化酶抑制剂被批准进

入临床研究。与此同时也发现, 限于目前的研究水平,

已发现的与肿瘤治疗相关的去泛素化酶抑制剂主要集

中在USP家族中, 非USP家族成员抑制剂与恶性肿瘤

治疗之间的关系有待进一步研究。

P22077 可以选择性抑制 USP7、USP10 及 USP47,

能有效地诱导具有完整USP7-MDM2-p53轴的神经母

细胞瘤细胞凋亡, 在体内原位神经母细胞瘤细胞小鼠

模型中 , P22077 对异种移植物生长有明显的抑制作

用[74]; P22077还可以导致T细胞急性淋巴细胞白血病

细胞的生长抑制和凋亡[75], 抑制黑色素瘤细胞的

转移[76]。

B-AP15选择性地抑制USP 4和UCHL5的去泛素

化活性, 而不抑制蛋白酶体的活性, 可抑制鳞状细胞

癌、肺癌、乳腺癌和结直肠癌体内实体瘤模型中肿瘤的

生长, 并抑制急性髓系白血病模型中肿瘤细胞的器官

浸润[77]; B-AP15还被发现可以降低多发性骨髓瘤细胞

株和多发性骨髓瘤患者细胞的存活率, 抑制细胞的增

殖, 并克服了硼替佐米的耐药性。在不同的人多发性

Table 1 Proportion of inhibitors of deubiquitinase families to

Protein Data Bank database. *The rest 2% were pan inhibitors.

USPs: Ubiquitin-specific proteases; JAMMs: JAMM/MPN domain-

associated metallopeptidases; OTUs: Ovarian tumor proteases;

MJDs: Machado-Joseph disease protein domain proteases; MINDYs:

Motif interacting with ubiquitin-containing novel DUB family

proteases; ZUP1: Zinc finger-containing ubiquitin peptidase 1

Deubiquitinase

family

USPs
UCHs
JAMMs
OTUs
MJDs
MINDYs
ZUPs

Proportion of

inhibitor*

73%
17%

5%
2%
1%
0%
0%

Proportion in

PDB database

59%
26%

3%
11%
1%
0%
0%

Table 2 Some reported selective inhibitors of USP7

Classification of

inhibitor
Not directly combined

Catalytic inhibitors

Allosteric inhibitors

Representative

P5091[59]

Sponge acid C[59]

P22077[60]

HBX 41108[61, 62]

FT 827[63]

P217564[64]

Thiazole derivatives C7 and C19[65]

XL188[66]

FT671[66]

GNE-6640 and GNE-6776[67]

Clinical

status
Preclinical

Preclinical

Preclinical

Preclinical

Preclinical

Preclinical

Preclinical

Preclinical

Preclinical

Preclinical
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骨髓瘤异种移植模型的体内研究表明, B-AP15具有良

好的耐受性 , 可以抑制肿瘤生长并延长小鼠存活时

间[78]; B-AP15对雄激素受体依赖性和非依赖性前列腺

癌细胞均具有增殖抑制活性与细胞毒性的作用, 对雄

激素依赖性前列腺癌细胞雄激素受体的表达有抑制作

用[79]; B-AP15通过激活内质网应激, 抑制 Wnt/Notch1

信号通路, 导致肝癌细胞存活率下降[80]。

P5091作为USP7和USP47的选择性双重抑制剂,

可以诱导抵抗常规治疗和硼替佐米治疗的多发性骨髓

瘤细胞凋亡, 在多发性骨髓瘤细胞株、患者肿瘤细胞、

多发性骨髓瘤异种移植动物模型以及生化和遗传模型

中均显示出良好的抗肿瘤活性[59]; P5091 在体外可以

抑制大肠癌细胞的增殖并诱导其凋亡, 在 HCT116异

种移植小鼠模型中也抑制了肿瘤的生长[89]; P5091 对

野生型和突变型 p53的卵巢癌细胞具有增殖抑制作用

并诱导细胞坏死和凋亡, 且对野生型 p53的作用效果

更强[90]。

去泛素化酶抑制剂在多种恶性肿瘤模型中所表现

出的抗肿瘤活性, 提示其作为抗肿瘤药物具有巨大潜

力, 在未来可能需要进一步的临床前研究和临床试验。

3.3 去泛素化酶抑制剂的研究方法与策略 目前, 研

究者们已开发多种分析方法来筛选和验证有效且具

有选择性的去泛素化酶小分子抑制剂。泛素-7-氨基-

4-甲基香豆素 (ubiquitin C-terminal 7-amino-4-methyl‐

coumarin, Ub-AMC) 被广泛用于去泛素化酶抑制剂的

高通量筛选, 其缺点在于易受到化合物自身荧光的干

扰[92], 且AMC和其他标记物 (如罗丹明和四甲基罗丹

明) 与天然的去泛素化酶底物不同, 它们的处理需在

非生理条件下进行, 这与细胞内的天然去泛素化酶底

物不同, 因此减少了抑制剂在细胞或治疗环境中的评

价适用性。为此, 研究人员开发出了新型的去泛素化

酶活性分析底物 : 基于活性的探针 (activity based

probes, ABPs), 如泛素-乙烯基甲基砜 (Ub-VS)、泛素-

乙烯基甲酯 (Ub-VME) 和泛素-丙炔酸 (Ub-PA), 通过

不可逆共价标记去泛素化酶的亲核半胱氨酸, 可以在

SDS-PAGE上显示出分子量变化。小分子抑制剂可以

直接添加到裂解液中, 或在裂解前处理细胞, 然后使用

Western blot等进行检测, 从而能够在一种生理相关性

更强的背景下评估小分子抑制剂的活性[19]。

等温滴定量热法 (isothermal titration calorimetry,

ITC)、表面等离子体共振法 (surface plasmon resonance,

SPR)、差异扫描荧光法 (differential scanning fluorimetry,

DSF) 和氢氘交换质谱法 (hydrogen-deuterium exchange

mass spectrometry, HDX-MS) 可用于确认抑制剂与去

泛素化酶的靶标结合[66]。基质辅助激光解吸电离飞

行时间质谱 (matrix-assisted laser desorption/ionization

time-of-flight, MALDI-TOF) 可以评估去泛素化酶在未

经修饰的双泛素 (diubiquitin, di-Ub) 裂解分析中的活

性, 允许在多种分析格式中进行一致的选择性分析[93]。

以往大量工作的重心放在从功能上发现抑制去泛

素化酶的小分子, 获得了许多与去泛素化酶活性位点

半胱氨酸形成共价键的化合物, 但这些化合物的选择

性往往很差[18]。最近报道的去泛素化酶选择性抑制剂

都是通过变构调节发挥作用的 , 可分为两类 : ① 以

XL188 和 GNE-6640 为代表的变构抑制剂 ; ② 以

FT671和 IU1为代表的空间阻滞抑制剂[94]。有研究表

明, 去泛素化酶的半胱氨酸肽酶催化三联结构通常不

处于“功能性”结构状态, 需要进行变构调节才能使其

完全发挥功能和行使去泛素化过程。变构调节可以由

底物介导、分子内重组触发或由关键的辅助因素 (如

USP1) 诱发[10]。这提示研究者需要更加清晰地了解去

泛素化酶的蛋白结构, 发现新的变构位点, 开发特异性

更强的小分子抑制剂。

Varca等[69]开发了快速识别和验证相关酶的选择

性抑制剂的途径。第一步为初级分析, 所有小分子化

合物在给定浓度下在Ub-Rho体系中对所有去泛素化

酶进行测试。随后对选定的小分子化合物进行剂量

响应及选择性测试, 选出最合适的化合物。这些被选

中的化合物进行再合成和生化测定确定活性。最后通

过基于竞争活性的蛋白质分析 (activity-based protein

Table 3 Representative deubiquitinase inhibitors in tumor therapy

Inhibitor

VLX1570

P22077

B-AP15

WP1130

GW7647

P5091

Target

USP14, UCHL5

USP7, USP47, USP10

USP14, UCHL5

UCHL1, UCHL5, USP5, USP9X,

USP14, USP37, UCH37

USP7, USP1/UAF1

USP46/UAF1 complex, USP7

Cancer type

Multiple myeloma[71], Waldenstrom macroglobulinemia[72], Ewing sarcoma[73]

Neuroblastoma[74], leukemia[75], melanoma[76]

Leukemia, squamous cell carcinoma, lung cancer, breast cancer, colorectal cancer[77],

multiple myeloma[78], prostatic cancer[79], liver cancer[80]

Lymphoma[81], multiple myeloma[82], breast cancer[83], liver cancer[84], leukemia[85],

lung cancer[86], prostatic cancer[87]

Lung cancer[88]

Multiple myeloma[59], colorectal cancer[89], oophoroma[90] and prostatic cancer[91]

Clinical status

Phase II (now

terminated)

Preclinical

Preclinical

Preclinical

Preclinical

Preclinical
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profiling, ABPP) 和定量质谱 (quantitative mass spec‐

trometry, QMS) 评估目标在细胞环境中与天然酶的结

合和选择性。

4 结语与展望

大量的研究报道, 去泛素化酶通过调节蛋白质相

互作用、定位和酶活性, 从而影响细胞过程, 包括转录、

DNA 损伤信号和 DNA 修复、细胞周期进展、氧化应

激、凋亡等, 发挥极其重要的生理功能。其与肿瘤发生

发展关系之密切, 已成为肿瘤治疗领域的新热点, 其相

关抑制剂也被发现在多种人类肿瘤中发挥出显著的抗

肿瘤作用, 在肿瘤治疗临床前研究中表现出不俗的治

疗效果。

去泛素化酶作为抗肿瘤药物新靶点, 具有诸多独

特的优势。① 去泛素化酶广泛地参与了各种生理和

病理过程。去泛素化酶通过下游底物的泛素化作用,

拮抗E3泛素连接酶的生物学效应, 发挥抑癌或抑瘤作

用。同时, 作为蛋白酶, 去泛素化酶的表达水平和酶活

性也可以通过转录、转录后和翻译后修饰等多种调控

机制来参与肿瘤的发展。因此, 去泛素化酶在肿瘤信

号网络中起着重要的作用, 对疾病的发展起着重要的

作用[10]。② 去泛素化酶可以调节传统靶向治疗不敏

感或不受直接抑制的蛋白质水平, 其中可能包括“不可

成药”的靶点。这些潜在靶点的例子包括转录因子、耐

药酶和蛋白质相互作用中相对“无特征”而难以用小分

子干预的蛋白质[19]。③ 去泛素化酶大部分家族成员

的催化结构域明确, 易于用化合物干预, 每个去泛素化

酶都包含一个泛素切割结构域, 该结构域在不同的去

泛素化酶亚家族中甚至在去泛素化酶亚家族内部都不

同 , 并赋予某些去泛素化酶中泛素连接的特异性[95]。

因此, 开发强效、选择性的小分子去泛素化酶抑制剂很

有可能为肿瘤治疗提供具有前景的新策略, 具有重大

的科学意义和应用价值。

但同时, 对于去泛素化酶在肿瘤发生发展的调控

机制研究还有待进一步深入, 绝大多数相关研究集中

在USP家族成员尤其是USP7, 并且对于同一去泛素化

酶家族成员, 它们调控肿瘤进展的机制有很多共同的

地方[96], 能否更细致地区分这些去泛素化酶作用底物

及机制的不同将成为研发特异性小分子抑制剂的关

键。目前, 人们对于去泛素化酶蛋白结构及功能底物

的了解不充分、不均衡, 对于去泛素化酶与肿瘤发生相

关的内在机制仍缺少探索认知。这也导致了目前大多

数去泛素化酶的小分子抑制剂存在特异性差等缺陷。

此外, 原有的抑制剂筛选方法与技术也存在与实际生

理环境相容性差、易出现假阳性[10]等缺陷, 这些都亟须

进一步的研究工作来解决。

最近, 基于去泛素化酶的肿瘤干预策略研究受到

越来越多的关注, 在去泛素化酶生化分析和候选先导

物筛选技术方面也有了重大的改进, 越来越多的小分

子去泛素化酶抑制剂被发现, 且在选择性方面有所提

升。将小分子抑制剂改造为特异性探针, 去探究去泛

素化酶下游调控机制, 为类药分子的临床评估提供了

基础, 也为进一步研究相关调控过程、生化机制以及在

疾病模型中的药效评估提供了多种工具[10]。有理由相

信, 去泛素化酶及其抑制剂在肿瘤治疗等领域具有光

明的前景, 未来一定会出现更多令人激动的成果, 推动

其最终成为临床上可靠的肿瘤治疗靶点。

作者贡献: 刘湘宁、杜佳泯负责执笔、作图; 钱美佳、董晓

武负责调研文献、整理抑制剂相关资料; 朱虹、何俏军指导和
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