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人中性粒细胞弹性蛋白酶抑制剂的研究进展
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摘要: 人中性粒细胞弹性蛋白酶 (human neutrophil elastase, hNE) 是一种丝氨酸蛋白水解酶, 主要分布于中性粒

细胞中。当体内抗 hNE蛋白与 hNE的平衡被打破, 过量释放的 hNE会导致相关疾病的发生, 因此抑制 hNE是一种

很有前途的疾病治疗策略。本文简要介绍了 hNE的结构、作用机制、生理功能及 hNE抑制剂的研发现状, 以期能为

相关研究提供参考。
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Abstract: Human neutrophil elastase (hNE) is a serine proteolytic enzyme mainly distributed in neutrophils. 

When the balance between anti-hNE protein and hNE is broken, excessive release of hNE can cause the occurrence 

of various diseases. Therefore, inhibition of hNE is a promising therapeutic strategy. In this paper, the structure, 

action mechanism, physiological function of hNE and the development of hNE inhibitors were briefly summarized, 

in order to provide information for the related research.
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2019年末全球暴发由新型冠状病毒COVID-19引

起的肺炎, 新冠肺炎给全球的经济生产和社会生活造

成严重影响[1-3]。新冠肺炎重症患者最具典型的症状

为小气道黏液增多, 呼吸困难, 30%以上的重症患者出

现急性呼吸窘迫综合症 (ARDS) 的临床并发症[1-3]。值

得一提的是 , 研究发现人中性粒细胞弹性蛋白酶 

(human neutrophil elastase, hNE) 小分子抑制剂能够有效

缓解各类 ARDS动物模型的症状[4-6]。在过去的 30多

年里, 不同研究机构报道了不同的 hNE抑制剂。虽然

多个 hNE 抑制剂进入临床研究 , 但仅西维来司他 

(sivelestat) 于 2002 年在日本被批准用于临床治疗

ARDS。新冠肺炎期间, 国家药监局也应急批准了注

射用西维来司他钠作为新冠治疗药物。

1 hNE分布与蛋白结构 

hNE (EC 3.4.21.37) 是一种丝氨酸蛋白酶, 主要分布

在中性粒细胞的嗜天青颗粒中, 在肥大细胞、成纤维细

胞、嗜酸性粒细胞、单核细胞和角质形成细胞中也有分

布[7,8]。hNE 在中性粒细胞中的浓度超过 5 mmol·L-1, 

单个细胞中的 hNE总量大约为 3 pg[9]。正常生理条件

下, 这些高浓度的hNE在嗜天青颗粒中被严格调控[10]。
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hNE是一种含有 218个氨基酸残基的多肽链糖蛋

白 , 包括两条由天冬酰胺连接的糖侧链和四对二硫

键[11]。hNE含有 19个精氨酸残基, 其中 18个在蛋白质

表面形成精氨酸簇[12], 使蛋白质等电点偏碱性, pI约为

10～11[10]。一级结构与组织蛋白酶 G (cathepsin G,

CG) 和蛋白酶 3 (proteinase 3, PR3) 具有同源性, 3种蛋

白酶都属于丝氨酸蛋白酶家族[10]。

1986年文献[13]已经报道了 hNE的晶体结构, 由两

个同源 β-桶组成, 每个桶由 6个反平行的 β-折叠和一

个位于C-端的α-螺旋构成[14]。hNE的活性位点由两部

分构成: 催化位点与结合位点[15]。催化位点由His57、

Asp102和Ser195构成, 这三个氨基酸残基位于两个 β-

桶的交界处[14]。而结合位点是在催化位点以外hNE与

底物发生非共价相互作用的位点, 在 hNE结构上对应

的位点被称为S1、S2等, 而在底物上相对应的残基被称

为P1、P2等
[15] (图 1)。S1和S2位点是两个较深的结合口

袋 , 位于 hNE 活性位点的结合裂缝处。相较于 S2位

点, S1位点和P1残基之间的相互作用更为重要, 通过修

饰 S1位点的结合基团, 可以改变底物或抑制剂对 hNE

的选择性[15]。

2 hNE的活性作用机制 

hNE 的 His57、Asp102 和 Ser195 通过氢键相互作

用形成催化三联体, 然后通过酰化和去酰化过程对底

物肽段进行水解[11]。首先, 在酰化反应中, Asp102 羧

基上的电子通过 His57 传递给 Ser195, 致使 Ser195 羟

基上的氧原子具有很强的亲核性[12], 这种具有强亲核

作用的氧原子可以进攻底物肽键中的羰基碳, 与底物

形成第一个四面体中间体。这个四面体中间体的氧负

离子通过与主链Gly193和Ser195的NH相互作用而稳

定[16]。然后, 在酸性介质His57-H+的辅助下, 该四面体

中间体脱去 R2-NH2, 生成酰基酶中间体[16]。接着 , 酰

基酶中间体发生去酰化反应。该过程与酰化反应过程

相似, Asp102羧基上的电子通过 His57传递给水的氧

原子, 致使氧原子带有一定的亲核性, 并进攻酰基酶中

间体的羰基碳, 形成第二个四面体中间体[16]。该中间

体进一步分解, 产生羧酸产物R1COOH, hNE的催化三

联体也得以恢复, 整个 hNE催化水解过程结束。hNE

中的关键催化基团是 Ser195 的羟基[15]。从 hNE 的活

性作用机制来看, 如果设计的化合物能与 Ser195形成

四面体加合物, 可以竞争性地抑制 hNE对底物肽段的

水解活性。hNE的水解机制见图2[17]。

3 hNE生理与病理作用 

hNE能降解多种细胞外基质蛋白, 如弹性蛋白、蛋

白聚糖、层粘连蛋白和纤连蛋白等[18-20]。在正常生理

过程中, hNE可以通过降解这些组织结构蛋白, 来降解

或修复受损组织, 以维持组织稳态。

在正常生理状态下, hNE蛋白的水解活性受到多

种内源性抑制剂的严格调控, 如 α1抗胰蛋白酶、elafin

和分泌性白细胞蛋白酶抑制剂等[21]。然而, 在病理状

态下, 内源性抗蛋白酶与hNE的平衡被打破, hNE活性

不受控制, 导致体内氧化剂暴露量增加, 抗氧化能力降

低[22,23]。hNE 的过度释放与富集, 可破坏正常的肺组

织结构[24], 导致肺气肿。同时也会诱导微血管通透性

增加 , 黏液分泌过多[25,26], 导致慢性支气管炎。此外 , 

过量释放的 hNE也会导致一些严重的心肺系统疾病[5], 

如慢性阻塞性肺疾病 (COPD)[27]、囊性纤维化 (CF)、急

性呼吸窘迫综合征 (ARDS)、支气管扩张 (BE)、急性肺

损伤 (ALI)、特发性肺纤维化 (IPF) 和肺动脉高血压 

(PAH) 等[28,29]。

正常生理条件下, hNE还可以通过降解细菌的结

构蛋白[30], 帮助中性粒细胞在炎症部位募集, 降低细菌

感染, 参与炎症调节[31]。有研究报道, hNE还可以选择

性地杀死癌细胞[32], 并且 hNE可以抑制多种原发性肿

瘤的生长, 还可以增加细胞毒性CD8+ T细胞, 从而减

Figure 1　 (A) The structure of MDL101146 (peptide hNE inhibitor). P1, P2 are substrate residues that interact with S1 and S2 of human 

neutrophil elastase (hNE). (B) The binding mode of MDL101146 with hNE (PDB code: 1B0F). His57, Asp102 and Ser195 are the catalytic 

sites of the hNE
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弱转移性肿瘤的生长[32]。相关研究表明, 对 hNE的进

一步研究可能有助于开发新的抗癌疗法。鉴于hNE作

为疾病治疗靶标的广泛适用性, 许多制药公司和科研单

位正在研发有潜力的hNE抑制剂, 来治疗相关疾病。

4 hNE抑制剂研究进展 

过去的 30多年里, 研究者报道了多种不同结构类

型的 hNE抑制剂[33]。通过查阅现有的文献和专利, 本

文将这些 hNE抑制剂分为大分子和小分子 hNE抑制

剂分别进行介绍。大分子 hNE 抑制剂以内源性抑制

剂为主, 小分子 hNE抑制剂则多是通过理性设计得到

的一些化合物。

4.1　内源性大分子hNE抑制剂　 

大分子 hNE 抑制剂主要是一类内源性 hNE 抑制

剂, 与 hNE具有互补的三级结构。它们在调节免疫应

答中发挥重要作用。大分子 hNE抑制剂包括 α1蛋白

酶抑制剂 (alfa1-proteinase inhibitor, α1-PI)、α1 抗胰蛋

白酶 (alfa1-anti-tripsin, AAT)、分泌性白细胞蛋白酶

抑制剂 (secretory leukocyte protease inhibitor, SLPI)、

elafin、α1- 抗 胰 凝 乳 蛋 白 酶 (α1-anti-chymiotrypsin, 

ACT)、α2-巨球蛋白和单核细胞中性粒细胞弹性蛋白

酶抑制剂 (MNEI或Serpin B1)[21]等。

肝脏中产生的内源性 α1抗胰蛋白酶 (AAT) 是一

种重要的中性粒细胞弹性蛋白酶抑制剂。AAT 抑制

hNE 的活性 , 从而保护组织免受 hNE 的损伤[34]。在

COPD患者体内, AAT水平升高以平衡hNE活性的增加, 

减少炎症[29]。Elafin和SLPI也是在炎症部位产生的内

源性 hNE抑制剂[35]。Elafin通过竞争性结合机制抑制

hNE, 从而发挥组织保护作用[36]。hNE和 elafin水平之

间的失衡与ARDS死亡率相关[37]。SLPI是一种由中性

粒细胞、肥大细胞、上皮细胞和巨噬细胞产生的 hNE

抑制剂[38]。SLPI通过抑制丝氨酸蛋白酶, 减弱单核细

胞/巨噬细胞对 LPS的反应, 从而预防细菌、真菌和病

毒感染来控制炎症[34,38]。Serpin B1是一种最有效的hNE

抑制剂, 由中性粒细胞和巨噬细胞产生。Serpin B1一

般不分泌到细胞外, 而是主要保留在细胞质和初级颗

粒中[39]。有研究表明, 缺乏Serpin B1的中性粒细胞出

现加速死亡的过程[39]。

4.2　设计合成的小分子hNE抑制剂　 

与大分子 hNE抑制剂相比, 小分子抑制剂具有多

种优势, 包括较好的口服生物利用度、降低的免疫原

性[40]。此外, 通过修饰小分子抑制剂的结构能够改善

其药代动力学特性 , 从而得到更可靠的临床候选药

物[41]。下面总结了一些典型的小分子 hNE抑制剂, 主

要包括以下几类。

4.2.1　小分子多肽类 　多肽是一类研究较早的 hNE

抑制剂, 同时为后来的小分子抑制剂的设计与合成奠

Figure 2　The hydrolytic mechanism of hNE
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定了重要的基础[42]。这类抑制剂具有类似的骨架结

构 (图 3), 结构修饰主要集中在R1和R2两部分[42,43]。多

肽类抑制剂在体外酶水平上的抑制活性较好, 但体内

药代动力学特性不佳[43,44], 导致其难以进入临床研究, 主

要原因是多肽类抑制剂的结构上含有多个肽键, 进入

体内后会被水解代谢, 而不能发挥相应的抑制作用。

研究进展较好的是 POL6014 (图 4), 它是由苏黎

世大学与 Polyphor公司利用蛋白质表位模拟物 (pro‐

tein epitope mimmetics, PEM) 研发的一种大环肽模拟

物[45]。POL6014 是一种选择性好、具有口服活性的

hNE小分子肽类抑制剂。POL6014目前处于临床Ⅱ期

试验, 用于治疗囊性纤维化[46,47]。

4.2.2　Sivelestat 　Sivelestat (ONO-5046, Elaspol®100) 

由日本小野制药公司研发 , 是一种已经上市的 hNE

小分子抑制剂 , 在日本等国家批准用于治疗 ALI 和

ARDS[48,49]。Sivelestat 具有高度的 hNE 抑制特异性 , 

不会影响体内其他蛋白酶的功能 [50], 其中抑制 hNE

的 IC50 为 44 nmol·L-1, Ki 为 200 nmol·L-1 [48]。2002 年 , 

Sivelestat 与 hNE 之间的相互作用通过 LC/ESI-MS 技

术确定 , sivelestat 抑制 hNE 的作用机制见图 5[51]。

Sivelestat在ALI/ARDS中的保护作用已在多种肺损伤

模型中验证[52]。相关研究报道, 基于 sivelestat对新冠肺

炎并发症的有利作用, sivelestat有希望治疗COVID-19

引发的ALI/ARDS[52]。

4.2.3　苯并噁嗪酮类 　苯并噁嗪酮类[53] (图 6) hNE小

分子抑制剂在 hNE酶催化过程中形成酰基酶中间体。

Allen Krantz 和 Robin W. Spencert 的研究团队合成并

筛选了大量苯并噁嗪酮类化合物对 hNE 的抑制活

性[53], 他们总结了苯并噁嗪酮类化合物抑制 hNE的构

效关系 : 在 R2 位有吸电子基团和 R5 有烷基取代 , 对

hNE的抑制作用显著增强, 但在R6位有取代基对活性

不利[53]。

苯并噁嗪酮类化合物KRP-109[54] (图 7) 是一个活

性较突出的hNE特异性抑制剂。研究发现, 在肺炎链球

菌诱导的重症肺炎小鼠模型中, 使用KRP-109治疗的

小鼠比对照组小鼠具有更高的存活率[54]。研究结果也表

明, KRP-109可减少小鼠模型中的肺部炎症, KRP-109

有望用于治疗重症肺炎[54]。

4.2.4　N-苯甲酰基吲唑类 　Letizia Crocetti 和 Maria 

Paola Giovannoni的团队发现了一类含有N-benzoylin‐

dazole (N-苯甲酰基吲唑类) 母核结构的高效 hNE抑制

剂[55,56] (图 8), 这些化合物对于 hNE抑制的 IC50值在低

纳摩尔范围内。这些化合物对 hNE 的选择性比其他

丝氨酸蛋白酶更强, 且在缓冲溶液中具有良好的化学

稳定性[56]。在 N-苯甲酰基吲唑的 R1位引入各种取代

基 , 筛选得到了有效的抑制剂 7 (IC50 为 12 nmol·L-1) 

(图 9)。对R基团进行修饰, 得到了该系列中最有效的

化合物 3-CN 取代衍生物 8 (IC50为 7 nmol·L-1) (图 9)。

这类化合物构效关系表明, 在N-1位保持苯甲酰取代

基是活性所必需的, 并且可以通过在吲唑环上引入取

代基来提高药效[56]。

4.2.5　重氮硼烷化合物类 　硼酸boronicacids (BAs) 广

泛用于设计生物活性化合物和功能性生物材料。20世

纪 80年代初, 重氮硼烷化合物作为一类很有发展前景

的抗菌剂出现, 其通过在烟酰胺核糖羟基和硼原子之

间形成共价键来靶向烯酰还原酶[57,58]。

Pedro M. P. Gois团队研究了B-N杂环家族对于丝

氨酸蛋白酶的抑制活性。具体设计中, 以芳香硼基杂

Figure 4　The chemical structure of POL6014

Figure 3　The general structure of peptide hNE inhibitor
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环形式稳定重氮硼烷化合物[59]。通过体外活性筛选发

现一系列的重氮硼烷化合物在低微摩尔范围内可以有

效地抑制 hNE (图 10)[59]。研究发现这类化合物对 hNE

具有良好的选择性, 对其他 5种密切相关的丝氨酸蛋

白酶没有抑制效果[59]。这类重氮硼烷化合物在 pH值

为 7.4的磷酸盐缓冲液和人血浆中非常稳定[59]。这有

利于进一步开发重氮硼烷化合物作为选择性的 hNE

抑制剂。

4.2.6　异噁唑酮类 　Claudia Vergelli团队报道了一类

异噁唑酮的 hNE抑制剂 (图 11)[60]。具体研究中, 他们

设计合成了不同系列的小分子化合物: 一类是R3位和R4

位均带有烷基基团; 另一类是 R3位带有烷基基团、R4

位无取代的衍生物 (图 11)[60]。研究团队[55,56,61]也探讨

了不同取代基对于抑制活性的影响, 其中活性最好的

Figure 8　The general structure of N-benzoylindazole[56]

Figure 5　The proposed mechanism of hNE inhibition by sivelestat[51]. (1) Sivelestat acetylates Ser195; (2) Concomitant hydrolysis again 

frees up Ser195

Figure 7　The structure of KRP-109[54]

Figure 10　The structures of diazaborines hNE inhibitors[59]

Figure 6　The general structure of 4H-3,1-benzoxazin-4-ones[53]

Figure 9　The structures of N-benzoylindazole hNE inhibitors[56]

·· 913



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2023, 58(4): 909−918

化合物 13 (图 12) 的 hNE抑制活性 IC50为 20 nmol·L-1, 

化合物 13在缓冲液的化学稳定性 t1/2为 8.9 h[60]。化学

稳定性研究表明, 异噁唑酮类化合物比N-苯甲酰基吲

唑类化合物[56]更稳定, t1/2值从 3.1 h延长到 19.3 h, 这两

类化合物都属于竞争性的hNE抑制剂[60]。

基于以上报道进一步设计优化, 合成了一系列基

于异噁唑酮类母核结构 12的R3位非取代且在R4位苯

环上具有不同取代基的衍生物。其中, 抑制活性最强

的是化合物 14 (IC50为 16 nmol·L-1) 和化合物 15 (IC50

为11 nmol·L-1) (图12)[62]。

4.2.7　SuFEx类和磺化非糖肝素类 　硫氟交换 (sulfur 

fluoride exchange, SuFEx) 反应是 2014 年首次引入的

点击化学[63], 应用于化学生物学[64,65]和药物化学[66,67]等

领域。2022 年的诺贝尔化学奖得主 Sharpless研究团

队[68]曾经报道了一类硫氟交换SuFEx的化合物可以作

为 hNE 的共价抑制剂。研究团队筛选 SuFEx 化合物

库 , 发现了选择性的 hNE 抑制剂 : 1,2-苯二磺酰氟[68] 

(化合物 16, 图 13)。然后对化合物 16进行优化, 得到

了活性更好的化合物 17 (图 13), IC50 为 0.24 μmol·L-1。

相比于同源性蛋白酶CG, 化合物 17对 hNE具有更高

的选择性[68]。硫氟交换衍生物也有望成为一类高选择

性的hNE共价抑制剂[68]。

2021年, Rami A. Al-Horani研究团队报道了一类

磺化非糖肝素模拟物可以作为hNE的抑制剂[69]。研究

中得到多个化合物可以抑制 hNE, 其中抑制活性最佳

的是化合物 18 (图 14), IC50 为 220 nmol·L-1 [69]。化合物

18作为一种有效的、选择性的 hNE抑制剂, 有望成为

治疗 hNE相关疾病的潜在药物, 其原因有以下几点[69]: 

① 它是一种均相分子, 不具有易被硫酸酯酶、脱氧核糖

核酸酶或肝素酶酶解的官能团; ② 可采用一些策略将

其设计为前体药物, 以提高其口服生物利用度; ③ 磺

酸根离子 (阴离子性质) 的存在, 使得它不太可能透过

血脑屏障或胎盘, 提高了它的安全性; ④ 该分子没有

显示出类似肝素对人类血浆凝血时间的影响, 故无出

血并发症; ⑤ 它不影响多种细胞系的增殖, 提示有较

高的安全性; ⑥ 化合物 18也能抑制组织蛋白酶G, 提

示其具有双重抗炎作用[69]。

4.2.8　二氢嘧啶酮衍生物类 　拜耳公司研发了以二氢

嘧啶酮为母核的 hNE小分子抑制剂 BAY 85-8501 (图

15), 目前正在进行治疗肺部疾病的Ⅱ期临床试验[28,70]。

BAY 85-8501 对 hNE 具有极佳的抑制活性 (IC50 为

0.065 nmol·L-1), 且对 hNE 具有高度的选择性和特异

性。BAY 85-8501与其他小分子抑制剂相比, 显示出

较长的半衰期, 低清除率和较好的代谢稳定性[70]。二

氢嘧啶酮结构与 hNE 的结合是基于诱导契合的结合

模式 (图 16), 其与 hNE的 S1和 S2口袋紧密作用。BAY 

85-8501上对氰基苯环上的甲磺酰基 (图 15), 在关键氰

基苯基-嘧啶酮轴处提高旋转势垒, 将结合构象锁定在

理想的生物活性构象中, 从而提高抑制活性、选择性和

稳定性[70]。

拜耳公司以临床候选化合物 BAY 85-8501 为基

Figure 13　The structures of SuFExable hNE inhibitors[68]

Figure 11　The general structure of isoxazolones

Figure 12　The structures of isoxazolones hNE inhibitors[60, 62]

Figure 14　The structure of sulfonated hNE inhibitor[69]
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础, 在嘧啶环右侧加上新的环状体系, 形成咪唑嘧啶、

三唑嘧啶和四唑嘧啶等结构, 如化合物 20 (图 15), 以

确保化合物还有更多的结构部分与 hNE蛋白接触[71]。

在嘧啶环左侧加上哒嗪环 , 得到了化合物 BAY-8040 

(IC50为 28 nmol·L-1) (图 15), 具有较好的药效和体内药

代动力学[71]。在肺动脉高压大鼠模型中, BAY-8040减

少了慢性炎症, 从而减缓甚至逆转了肺动脉的组织重

构[71]。在使用BAY-8040干预后, 观察到心肺参数 (如

氧饱和度和心排血量) 有统计学上显著的影响[71]。

4.2.9　吡啶酮衍生物类 　阿斯利康公司多年来一直

进行 hNE 抑制剂的研究 , 公司研发的代表性化合物

alvelestat (AZ9668) (图 17) 是一种可逆 hNE抑制剂, 具

有 2-吡啶酮骨架。吡啶酮 hNE 抑制剂与 hNE 的结合

模式, 如图 16所示。Alvelestat在COPD患者和健康志

愿者的临床 I期试验中初步证实了 alvelestat具有非常

好的安全性和耐受性[72]。目前 alvelestat在囊性纤维化

患者 (CF)、支气管扩张患者 (BE) 和慢性阻塞性肺疾

病患者 (COPD) 中开展临床 II期试验[73-75]。

勃林格殷格翰公司也研发了多种 2-吡啶酮骨架结

构的 hNE抑制剂[76], 用于预防和治疗胃肠道和肺部疾

病、过敏性疾病和其他自身免疫疾病。这些化合物具

有良好的代谢稳定性和口服渗透性。化合物 23 (图

17)[76]是勃林格殷格翰公司研发的hNE抑制剂。

5 总结与展望 

本文简单介绍了 hNE 的生物学活性 , 对现有的

hNE抑制剂及相关研究进展进行了综述。相较于大分

子 hNE 抑制剂 , 小分子 hNE 抑制剂可以通过结构修

饰, 优化其物理和药代动力学特性, 成为成药性更佳的

临床候选药物。但现有的小分子抑制剂也存在一些不

Figure 15　The structures of pyrimidinones-derived hNE inhibi‐

tors[70, 71]

Figure 16　(A1) The structure of dihydropyrimidone (DHPI) hNE inhibitor; (A2) The binding mode of DHPI with hNE (PDB code: 3Q77). 

(B1) The structure of pyridines hNE inhibitor; (B2) The binding mode of pyridones inhibitor with hNE (PDB code: 5ABW)
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足之处, 例如苯并噁嗪酮类抑制剂对其他种类丝氨酸

蛋白酶未表现出较好的选择性。二氢嘧啶酮衍生物与

吡啶酮衍生物类抑制剂的合成步骤复杂。一些抑制剂

的生物利用度低, 稳定性较差, 化合物的半衰期较短, 

因此难以进入实际应用。目前处于临床试验的 hNE

抑制剂较少, 且已经批准上市的 sivelestat临床效果差

强人意。hNE抑制剂的临床需求仍远未得到满足, 因

此值得深入研究和开发具有不同骨架结构的 hNE 抑

制剂。

作者贡献: 王中伟撰写论文初稿, 文辉、王雨辰、崔华清
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