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摘要 : 蛋白质降解靶向嵌合体 (proteolysis targeting chimera, PROTAC) 是一种利用泛素−蛋白酶体系统 

(ubiquitin proteasome system, UPS) 对靶标蛋白进行降解的药物开发技术。与传统小分子药物通过“占位驱动”作用

模式调控蛋白质活性的方式不同, PROTAC通过形成稳定的靶蛋白-PROTAC-E3泛素连接酶三元复合物, 并利用泛

素−蛋白酶体系统降解靶标蛋白而发挥作用。然而, 目前只有少数 E3 泛素连接酶被用到 PROTAC 分子设计中, 

PROTAC可靶向的靶标蛋白空间也有待进一步拓展; 另一方面, 靶蛋白-PROTAC-E3泛素连接酶的三元复合物晶体

结构解析难度较大, 计算模拟方法为构建三元复合物模型提供了有效的工具。基于此, 本文介绍了生物信息学在拓

展E3泛素连接酶及扩大靶标蛋白空间方面的研究进展, 总结了计算模拟在PROTAC三元复合物结构模拟中的方法

研究, 并探讨了PROTAC技术的发展趋势。
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Abstract: Proteolysis targeting chimera (PROTAC) is a drug discovery strategy using ubiquitin proteasome 

system (UPS) to degrade the target protein. Unlike traditional small molecule drugs utilizing occupancy-driven 

pharmacology as the mode of action (MOA) to regulate protein activity, PROTACs function through forming stable 

target protein-PROTAC-E3 ubiquitin ligase ternary complex and use ubiquitin proteasome system to degrade the 

target protein. However, only a few E3 ubiquitin ligases have been used in PROTAC drug design now, and the 

space of target proteins that PROTAC can target needs to be further expanded. On the other hand, the complicated 

system of ternary crystal structures is difficult to capture and identify, computational simulation provides modeling 

of PROTAC-mediated ternary complex formation with effective approaches. In view of this, this review describes 

the recent progress of bioinformatics on expanding the landscape of E3 ubiquitin ligases and target proteins, and 

summarizes the methods of computation simulation in modeling PROTAC ternary complex. Finally, the trend of 

development about PROTAC is prospected.
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1 PROTAC的原理及其作用特点 

蛋白质降解靶向嵌合体 (proteolysis targeting 

chimeras, PROTAC) 的概念最早由 Crews 和 Deshaies

实验室于 2001年提出, 该团队通过PROTAC技术成功

实现了对靶蛋白甲硫氨酰氨肽酶 2 (methionine amino‐

peptidase-2, MetAp-2) 的降解[1]。此后 , 越来越多的

PROTAC 进入临床研究。其中靶向降解雄激素受体 

(androgen receptor, AR) 的 PROTAC 进入Ⅱ期临床 , 靶

向雌激素受体 (estrogen receptor, ER) 的PROTAC即将

进入 III 期临床 , 分别用于前列腺癌和乳腺癌治疗[2]。

目前为止, PROTAC技术已被用于降解与各种疾病相

关的不同靶蛋白, 在癌症、免疫疾病、神经退行性疾病

及心血管疾病中显示出了良好的临床疗效[3]。

PROTAC是异型双功能分子, 一方面靶向靶标蛋

白 (protein of interest, POI), 另一方面招募泛素连接酶 

(ubiquitin ligases, E3), 实现对靶标蛋白的靶向降解。

PROTAC分子由三个部分组成: 靶蛋白结合的配体、E3

泛素连接酶结合的配体以及连接两个配体的连接子。

通过诱导E3连接酶和靶蛋白接近形成三元复合物, 利

用泛素−蛋白酶体系统 (ubiquitin proteasome system, 

UPS) 对靶蛋白进行降解[4] (图 1A)。在真核细胞中, 泛

素−蛋白酶体系统是通过降解缺陷和受损蛋白质来维

持蛋白质稳态的主要机制。在该途径中, 蛋白质经由

三步被蛋白酶体识别并进行靶向降解, 该过程涉及三

种酶: 泛素激活酶 (ubiquitin-activating enzyme, E1)、泛

素偶联酶 (ubiquitin-conjugating enzyme, E2) 及泛素连

接酶 (ubiquitin ligase, E3)。首先, 活化的泛素 (Ub) 分

子与E1泛素激活酶连接, 随后E1泛素激活酶与E2泛

素偶联酶结合并将活化的泛素转移到E2泛素偶联酶

上, 最后 E3泛素连接酶催化泛素从 E2泛素偶联酶转

移到靶蛋白的赖氨酸侧链上[5]。

相较于其他药物, PROTAC具有靶向不可成药蛋

白、作用时间长、可重复利用、克服耐药、高选择性和特

异性及给药途径多等优势[6] (图 1B), 具有非常广阔的

应用前景。与传统药物需要长时间高强度地结合在活

性口袋中的“占位驱动”作用模式不同, PROTAC以“事

件驱动”方式降解靶蛋白, 只需要产生结合作用就可

能诱导靶蛋白降解, 大大提高可靶向蛋白的空间。即

使 PROTAC 解离 , 泛素化的靶蛋白会被继续降解 , 

靶蛋白仍需要较长时间才能恢复至发挥功能的水平。

PROTAC可以在下一个降解周期中被回收利用且活性

不变[7], 避免了高剂量给药和相应的不良反应 , 使得

PROTAC以较低的浓度实现较高的活性。在临床前研

究中已有初步数据表明这种低剂量、低频次用药的潜

力。此外 , 传统的小分子抑制剂仅能阻断蛋白活性 , 

PROTAC通过完全消除靶蛋白, 不仅可以阻断靶蛋白

的催化功能, 还可以影响其他功能, 如蛋白间相互作用

及组成大型蛋白复合物的能力等。在某种程度上 , 

PROTAC能够解决传统抑制剂引起的获得性耐药, 因

为靶蛋白降解可能阻断细胞蛋白稳态的某些反馈机

制[6]。虽然有研究表明使用PROTAC治疗也可能会导

致耐药, 但这种耐药机制与小分子抑制剂不同, 是由于

E3连接酶突变导致三元复合物的形成受限。这种耐

药性可以通过改变E3连接酶来解决。

相较于单克隆抗体等大分子药物, PROTAC可靶

向大量细胞内靶标蛋白质, 具有较高的组织渗透性可

实现口服用药。根据疾病和需求, 可开发出口服、注射

及输注给药的 PROTAC蛋白降解剂。诚然, 过去几十

年 PROTAC技术取得了很大的成功, 为药物开发提供

了新的思路。但随之而来的是这项新技术面临的问题

与挑战, 如 PROTAC的药代动力学、靶蛋白位置受限、

提高选择性和特异性及脱靶等问题[6]。为此, 越来越多

的研究针对这些问题开发了新的衍生技术, 例如使用

抗体 -PROTAC 偶联物 (antibody-PROTAC conjugates, 

APC) 将PROTAC偶联到肿瘤特异性抗体上[8], 以肿瘤

导向的方式选择性地靶向位于特定组织细胞的蛋白质, 

实现特异性靶向降解 ; 还有三价 PROTAC (trivalent 

PROTAC), 通过提高分子的亲和力和协同性, 形成稳定

的复合物更好地结合靶蛋白, 提高蛋白降解效率, 产生

更有效的抗癌活性, 特别适用于获得耐药性的肿瘤[9]; 

此外, 针对 PROTAC 降解蛋白位置受限这一问题, 研

究人员设计出了新的技术, 通过溶酶体降解途径降解

膜蛋白及跨膜蛋白等, 可以靶向定位不同的靶蛋白[10]。

尽管发展了很多新技术来弥补 PROTAC 本身的

不足, 但这项技术仍存在一些不可忽视的挑战 (图1B)。

首先 , PROTAC 的 ADMET 性质需要优化。PROTAC

本身不符合类药五规则, 其分子量在 700～1 200 Da之

间 , 溶解度、透膜能力与口服生物利用度较差[6]。其

次, PROTAC降解靶蛋白过程中有脱靶的可能性, 这种

潜在毒性比传统药物更大, 且缺少有效的检测手段。

尽管目前开发出的衍生技术如光化学靶向嵌合体 

(PHOTAC)、半导体聚合物纳米-PROTAC (SPNpro) 及
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与叶酸基团相连的 PROTAC (floate-PROTAC) 等[11]来

解决脱靶毒性的问题, 但并不适用于所有情况。再者, 

目前尚无有效的高通量筛选技术用于快速、大量地评估

PROTAC降解靶蛋白的能力, 这降低了开发 PROTAC

的速度与成功率。

此外, E3连接酶是降解靶蛋白选择性和特异性的

关键因素之一, 对于实现精准靶向蛋白质降解有重要

意义。目前临床开发主要选择的是CRBN (Cereblon) 

和VHL (Von-Hippel-Lindau) 两种E3连接酶。然而E3

连接酶的突变会对降解效力产生影响, 因此需要拓展

E3连接酶的空间来提高 PROTAC靶向蛋白的选择性

和特异性[12]。在 PROTAC诱导靶蛋白降解的过程中, 

靶蛋白-PROTAC-E3泛素连接酶三元复合物的形成是

实现有效性和选择性降解靶蛋白的关键。对于

PROTAC来说, 靶蛋白结合配体和E3连接酶配体虽然

无需像其他药物一样与蛋白质紧密结合, 但两个配体

与靶蛋白和 E3连接酶有一定的亲和力。当 PROTAC

的浓度增加到一定值时, 多余的 PROTAC会分别与靶

蛋白或E3连接酶形成二元复合物, 这种现象称为钩效

应 (hook effect)[12]。这对形成稳定的三元复合物是不

利的, 可能会导致严重不良反应, 增大脱靶毒性。此

外, 靶蛋白与E3连接酶之间的相互作用也会影响三元

复合物的形成, 两者之间可以产生使三元复合物更加

稳定的吸引作用, 或是破坏三元复合物稳定性的排斥

作用, 在一定程度上影响 PROTAC 的降解效率, 这就

是所谓的协同性。协同性指 PROTAC 结合的二元和

三元复合物解离常数之比 (α), 用于描述三元复合物的

生成效率[13]。三元复合物的第一个晶体结构 (BRD4-

MZ1-VHL, PDB ID: 5T35) 说明 PROTAC 诱导的靶蛋

白和E3连接酶之间的表面静电作用在稳定三元复合

物方面具有正协同作用[14]。较高的 α被认为与较弱的

钩效应相关, 这是 PROTAC开发设计的重要环节。尽

管有研究表明, 负协同性的三元复合物也可能导致降

解, 但整体而言协同性对于衡量 PROTAC诱导的三元

复合物的形成有重要意义, 了解三元复合物的结构和

稳定性有助于优化降解, 改进 PROTAC设计[15]。然而

目前仅有少数三元复合物的晶体结构得到解析, 例如

BRD4蛋白的不同溴结构域分别与VHL和CRBN作用

Figure 1　Proteolysis targeting chimeras (PROTAC). A: The mechanism of PROTAC; B: Advantage and challenge of PROTAC; C: Crystal 

structures of Brd4BD2: MZ1: VHL-ElonginC-ElonginB complex (PDB ID: 5T35, left) and DDB1ΔB-CRBN-dBET23-BRD4BD1 complex 

(PDB ID: 6BN7, right). POI: Protein of interest
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体系的三元复合物晶体结构 (图 1C)[14,16]。在形成复合

物过程中, PROTAC连接子的长度、组成和连接位置、

配体蛋白作用以及两种蛋白质相互作用的方式均会导

致不同的结合方式。由于目前的实验方法很难得到三

元复合物的晶体结构, 所以在缺失晶体结构的情况下

很难对PROTAC进行合理改造。

综上, 拓展E3连接酶和靶标空间以及构建三元复

合物对 PROTAC开发和设计具有重要意义。所以, 本

文首先介绍了生物信息学方法在拓展E3连接酶和可

降解靶蛋白空间方面的研究, 尤其是针对 PROTAC选

择性和特异性的方面; 其次介绍了计算模拟方法包括

蛋白对接、采样、聚类等方法以及目前构建的计算流程

在三元复合物建模方面的研究; 最后介绍了一些其他

与 PROTAC一样基于邻近效应开发的新技术, 以及生

物信息学和分子模拟技术未来的发展, 推动药物设计

领域进一步发展。

2 生物信息学在拓展E3泛素连接酶和靶标空间中的

研究 

2.1　生物信息学在拓展E3泛素连接酶中的研究　

细胞中的很多信号通路通过泛素−蛋白酶体途径

选择性降解某些关键调控蛋白质, 这种对特定蛋白质高

度特异的识别机制主要是由E3泛素连接酶决定的。E3

泛素连接酶可以通过多种机制实现催化降解, 人类基

因组中的600多个E3连接酶根据不同的催化机制主要

分为三种类别 (图2A)[17]。最大的一类E3泛素连接酶是

RING (really interesting new gene) 连接酶, 通过结合靶

蛋白和E2-Ub将泛素转移到靶蛋白的赖氨酸残基上[17]。

第二类是 HECT (homologous to E6-AP C-terminus) 连

接酶, 通过结合E2-Ub将泛素转移到HECT结构域上, 

催化结构域的半胱氨酸残基共价结合泛素并形成共价

硫酯中间体, 最后将泛素转移到靶蛋白的赖氨酸残基

上[18]。第三类是 RBR (RING-in-between-RING) 连接

酶, 结合了RING和HECT连接酶的特征, 包含3个结构

域: 与 E2-Ub 结合的 RING1 结构域、催化泛素转移的

RING2结构域以及在两个RING结构域之间的 IBR结

构域。首先 RING1 识别 E2-Ub, 然后泛素转移到

RING2的催化半胱氨酸残基上形成硫酯中间体, 最终

转移到靶蛋白的赖氨酸残基上[19]。根据 Ubihub 数据

库中收集的E3连接酶以系统发育树的形式展示了不

同E3连接酶家族 (图 2B)[20], 与上述三分类不同, 左边

是单体形式的E3连接酶家族, 主要包括HECT、RBR、

TRIM (tripartite motif)、TRAF (tumour necrosis factor 

receptor-associated factor) 等家族 ; 右边是依赖于多

个亚基的复杂 E3 连接酶 , 主要包括 DCAF (DDB1-

CUL4-associated factor)、SOCS (suppressor of cytokine 

signaling)、BTB (broad-complex, tramtrack, and bric-

a-brac)、FBXL (F-box with leucine rich amino acid 

repeats)、FBXW (F-box with WD 40 amino acid repeats)、

FBXO (F-box only with uncharacterized domains) 等

家族。

虽然E3连接酶有 600多种, 但只有少数开发出相

应的E3连接酶配体[21]。E3连接酶配体是 PROTAC降

解效率和靶蛋白选择性及特异性的重要决定因素之

一。目前用于设计 PROTAC分子的E3连接酶仅限于

VHL、CRBN、MDM2 (murine double minute 2) 及 IAPs 

(inhibitor of apoptosis) 蛋白等E3连接酶。VHL、CRBN、

MDM2 及 IAPs 这四种 E3 连接酶都属于 RING 家族。

目前进入临床的 PROTAC 分子大多是基于 CRBN 配

体开发的, 少数是基于VHL配体开发的。严重依赖这

两种E3连接酶使得PROTAC的临床开发面临挑战, 一

旦发生突变, PROTAC耐药机制可能会迅速出现, 甚至

可能会发生脱靶导致严重的不良反应[22]。所以, 拓展

可用于 PROTAC的E3泛素连接酶是优化靶向蛋白质

降解策略的必要途径。

拓展可用于PROTAC的E3连接酶 (图 2C) 首先可

以寻找广泛适用的 E3连接酶, 类似于 CRBN和 VHL, 

可以与多数靶蛋白作用从而用于不同的疾病治疗。侯

廷军教授课题组开发的PROTAC-DB数据库[23]收集了

目前PROTAC分子设计使用的E3连接酶。其次, 除了

收集的E3连接酶, 研究人员使用如基于活性蛋白表达

谱 (activity-based protein profiling, ABPP)[24]的化学方

法来扩展用于开发PROTAC的E3连接酶库, 开发了基

于环指蛋白 4 (ring finger protein 4, RNF4)、环指蛋白

114 (ring finger protein 114, RNF114)、DCAF16 (DDB1-

Cul4-associated factor 16) 及 AhR (arylhydrocarbon 

receptor) 等E3连接酶配体的PROTAC[25]。此外, 除了已

经证明可以用于靶向蛋白质降解 (target protein degra‐

dation, TPD) 的E3连接酶之外, 部分E3连接酶没有可

获取或者完整的晶体结构, 但是理论上也可用于开发

PROTAC, 可以通过建模预测这些E3连接酶可能的结构

模型。近年来, Google/DeepMind[26]和RoseTTAFold[27]

等基于人工智能 (artificial intelligence, AI) 预测的三级

结构模型质量极佳, 如DeepMind推出的AlphaFold数

据库可以提供高质量的结构预测模型, 为许多迄今为

止结构未知的靶蛋白和连接酶的药物发现提供了可

能性[21]。

尽管发现普遍适用的 E3连接酶用于 PROTAC分

子设计是一种实用且具有价值的途径, 但是提高其选

择性、特异性和避免不良反应是药物开发的主要目标。

不同E3连接酶在降解方面的差异由几个因素决定, 包
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括连接酶与靶蛋白之间的形状互补程度、连接酶和靶

蛋白之间形成稳定三元复合物的能力、连接酶和靶蛋

白的亚细胞定位差异以及连接酶和靶蛋白的细胞类型

特异性表达谱[21]。其中, E3连接酶的特征表达谱对于

发现新的E3连接酶具有重要作用。鉴定具有独特表

达谱的E3连接酶, 可以提高PROTAC的选择性并降低

细胞毒性, 实现精确靶向蛋白质降解 (图 2C)。目前, 

GTEx 数据库 (genotype-tissue expression)、TCGA 数据

库 (The Cancer Genome Atlas) 及 HPA 数据库 (Human 

Protein Atlas) 等公开可用的数据库[28]可以用于分析E3

连接酶的表达来鉴定具有独特表达谱的 E3 连接

酶[12]。目前为止, 已经确定了几种具有组织特异性表

达的E3连接酶, 如在骨骼肌中富集的KLHL40 (Kelch-

like family member 40) 和 KLHL41 (Kelch-like family 

member 41)[29]以及在中枢神经中富集的RNF182 (ring 

finger protein 182)[30]等。此外, 还有一些 E3连接酶在

某些组织或细胞类型中表现出低表达的反向特异性。

Bcl-XL (B-cell lymphoma extra large) 是一种抗凋亡

蛋白 , 但是针对这个靶蛋白的药物可能会导致血小

板水平降低。VHL在血小板中的表达较低, 通过使用

PROTAC 募集 VHL 连接酶 , 可以靶向特定的肿瘤类

型, 而不会出现血小板减少的不良反应[31]。

除了分析 E3 连接酶的组织特异性 , 研究其肿瘤

特异性 (tumour specificity) 或肿瘤富集程度 (tumor 

enrichment) 有助于实现精准靶蛋白降解 (图 2C)。通

常, E3连接酶的富集与肿瘤对该连接酶表达的依赖相

一致。可以通过使用 DepMap[32] (Cancer Dependency 

Map) 开发的 CERES 算法 (computational correction 

of copy-number effect in CRISPR-Cas9 essentiality 

screens)[33]分析多个肿瘤细胞系的E3连接酶的依赖性

Figure 2　Expanding the arsenal of E3 ubiquitin ligases. A: Classes of E3 ubiquitin ligases; B: Phylogenetic trees of E3 ubiquitin ligases; 

C: Expanding the ligase landscape. TPD: Target protein degradation
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评分 , 衡量 E3 连接酶对特定肿瘤细胞生长和存活的

重要性[34]。肿瘤细胞对基于重要的 E3 连接酶的

PROTAC产生抗性的能力较低, 但基于这类E3连接酶

开发的PROTAC的毒性还有待测试。此外, 癌症−睾丸

抗原 (cancer-testis antigens, CTA) 也是 E3连接酶的一

种, CTA 在正常睾丸中表达受限, 但在多种癌症中高

度过表达。黑色素瘤抗原 (melanoma antigen, MAGE) 

家族[35]通常被称为MAGE-RING连接酶 (MRLs), 参与

组成作为RING E3连接酶的底物招募蛋白, 并以多亚

基复合物的形式起作用[36]。虽然不是所有的 MAGE 

E3连接酶都是肿瘤特异性的, 但这种组织、疾病特异

的E3连接酶是可以用于拓展E3连接酶空间研究的一

个领域[21]。

PROTAC 通过形成稳定的三元复合物发挥作用, 

因此低结合亲和力的配体也可以发挥有效功能。由于

钩效应取决于 E3 连接酶和靶蛋白的表达水平 , 因此

PROTAC在不同细胞类型和组织之间的降解效率会有

所不同[28]。所以特异的 E3连接酶对于形成稳定的三

元复合物并降低药物毒性具有重要意义, 可以靶向更

具挑战性的靶蛋白。

2.2　生物信息学在拓展可降解靶标空间中的研究　

PROTAC 技术已成功用于降解多种靶蛋白 , 包

括激酶、核受体、表观遗传蛋白及错误折叠蛋白等。

越来越多的靶蛋白被证实“PROTACtable”, 即该蛋白

可用于设计 PROTAC 进行靶向降解。进入临床的

PROTAC 靶蛋白包括雄激素受体 (androgen receptor, 

AR)、雌激素受体 (estrogen receptor, ER)、白细胞介

素-1 受体相关激酶 4 (interleukin-1 receptor-associated 

kinase 4, IRAK4)、信号转导和转录激活因子 3 (signal 

transducer and activator of transcription 3, STAT3) 等[6]。

PROTAC-DB 数据库涵盖了 3 270 个 PROTAC 分子、

365个靶蛋白配体、82个E3连接酶配体、1 501个连接

子及 664个三元复合物模型的信息。PROTAC不需要

结合在靶蛋白具有生物学功能的活性位点, 扩大了靶

蛋白的空间 , 被认为难以成药的靶标也可以通过

PROTAC实现靶向降解。

据统计, 超过 80%的人类蛋白质是“不可成药”的

靶蛋白, 了解这些蛋白是否可以被 PROTAC靶向降解 

(PROTACtability) 是关键。Schneider等[37]从组学层面

首次对潜在的药物靶标进行了系统全面的评估, 通过

整合来自各种公开可用数据源的信息对可能作为药靶

的蛋白进行分析, 收集了六个方面的信息: 临床开发 

(clinical)、文献报道 (literature)、泛素化 (ubiquitina‐

tion)、蛋白质半衰期 (turnover)、小分子配体 (small-

molecule binder) 和定位 (location) (图3)。

根据六个方面的信息系统地分析靶标蛋白, 并将靶

标蛋白分为不同的类。第一方面, 检索ClinicalTrials.gov

网站查看蛋白质是否是进入临床阶段的PROTAC药物

靶点, 并将其分为三个类别: ① 进入Ⅳ期临床PROTAC

的靶蛋白; ② 进入Ⅱ期或者Ⅲ期临床 PROTAC的靶蛋

白; ③ 进入Ⅰ期临床PROTAC的靶蛋白。第二方面, 通过

检索 PubMed数据库查看靶蛋白是否已有文献报道的

PROTAC方面的研究。第三方面, 通过收集蛋白质上的

泛素化位点信息将靶蛋白分为两类: ① 具有UniProt数

据库中提供的泛素化位点信息; ② 具有PhosphoSitePlus

数据库、mUbiSiDa 数据库和基于蛋白质组学实验方

法[38]提供的泛素化位点。第四方面, 收集靶蛋白的半

衰期数据, 半衰期非常短的蛋白质可能会限制PROTAC

的降解效率。Mathieson等[39]使用基于细胞培养条件

下稳定同位素标记 (stable isotope labeling with amino 

acids in cell culture, SILAC) 的蛋白质组学来确定各种

细胞类型中蛋白质的半衰期范围。第五方面, 检索靶

蛋白是否具有小分子配体。靶蛋白的小分子配体只需

要适当的结合亲和力, 即使是瞬时的相互作用也足以

发挥 PROTAC 降解功能。在 ChEMBL 数据库中报道

的基于靶标的活性测定中, 小分子配体测得的活性至

少为 10 μmol·L-1。第六方面, 通过检索UniProt数据库

和 GO数据库得到蛋白的位置数据, 为每个靶蛋白分

Figure 3　Expanding the PROTACtable target proteins
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配一个位置分数。位于细胞质或细胞核中的蛋白质被

认为是位于有利的位置, 膜蛋白被认为是位于灰色的

位置, 其余被认为位于不利的位置, 然后进一步根据置

信度分类, 得到位置分数。

根据以上针对靶蛋白的六类信息可以进一步将靶

标简化为 4个PROTACtability类别: 临床优先级 (存在

临床数据)、文献优先级 (有文献报道)、具有可被降解

的机会 (在具有泛素化位点、具有半衰期数据和有报

道的小分子配体三者中至少满足一个, 并且位置得分

好) 及不完整证据 (能被降解的证据不足)。前三个类

别的靶蛋白被认为是“PROTACtable”的靶蛋白, 可以

评估并量化潜在的可被降解的靶标蛋白质[37]。

3 计算模拟方法在PROTAC三元复合物结构模型中

的研究 

3.1　构建PROTAC三元复合物结构模型的计算分析

方法　

“靶蛋白-PROTAC-E3连接酶”三元复合物的形成

是 PROTAC诱导靶蛋白降解的关键, 只有当 PROTAC

与靶蛋白和E3连接酶同时结合形成稳定的三元复合

物时, 才能有效且特异性地降解靶蛋白。然而, 复杂的

三元复合物晶体结构通常难以鉴定, 近几十年来, 生物

物理方法为描述三元复合物的形成提供了有力的工

具。为了更好地理解 PROTAC 三元复合物形成的结

构基础, 分子模拟可用于研究 PROTAC对靶蛋白的选

择性, 并对降解活性提供分子水平的解释[12]。目前用

于构建 PROTAC 三元复合物的计算方法主要包括结

构生成和分析 (图 4)[13], 结构生成主要包括蛋白质−蛋
白质对接 (protein-protein docking)、PROTAC 构象采

样 (PROTAC sampling) 和分子动力学模拟 (molecular 

dynamics); 分析主要包括聚类 (clustering)、MM/GBSA 

(molecular mechanics/generalized born surface area) 和

正则模式分析 (normal mode analysis) 等 (表1)[13,40]。

3.1.1　蛋白质−蛋白质对接方法　为了获得合理的三

元复合物模型, 首先需要获取蛋白质的结构信息, 确定

其是否有可获取的晶体结构以及是否结合配体。在确

定了使用的蛋白结构后, 对接靶蛋白和E3连接酶得到

Figure 4　 Computational methods applied in target protein degradation (TPD). A: Protein-protein docking; B: PROTAC conformation 

sampling; C: Molecular dynamics simulation; D: Clustering; E: MM/GBSA; F: Normal mode analysis

Table 1　Characteristics of the key computational methods applied in TPD

Model generation technique
Protein-protein docking

PROTAC conformational 

sampling
Molecular dynamics (MD)

Accurate prediction of binary protein-

protein complexes
Sample PROTAC conformations 

restrained to the protein-protein complex
Obtain the conformational ensemble of 

ternary complex

Analysis technique
Clustering

Estimating energies 

with MM/GBSA
Normal mode analysis

Categorize the conformational space to get 

representative poses
Improve the ranking accuracy of ternary complexes 

and estimate the stability and cooperativity
Describe the collective motion of the protein 

complexes
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蛋白质相互作用的结构模型 , 然后在此基础上生成

PROTAC 结合的三元复合物 (图 4A)。但这些蛋白相

互作用结构模型并非都是合理的, 需要对其进行打分

评估, 然后选择最佳的结构进行优化。Schiedel等[41]最

先使用蛋白对接软件 HADDOCK[42]用于 PROTAC 诱

导靶蛋白降解的研究中。后来, 越来越多的蛋白质−
蛋白质对接工具被开发用于得到合理的蛋白对接构

象。近年来 , 基于蒙特卡洛 (Monte Carlo) 算法的

RosettaDock[43]已成为TPD中使用最广泛的蛋白质−蛋
白质对接工具之一。Nowak等[16]使用 RosettaDock对

CRBN 和溴结构域 BRD4的结合域 1 (BD1) 进行对接

产生了 20 000个对接结构, 并在 200个能量最低的构

象中鉴定出了一种与复合物晶体结构非常相似的构

象。并通过计算前 200个构象中的BRD4配体 JQ1和

CRBN配体来那度胺的溶剂暴露原子对之间的最短距

离设计了 PROTAC。其他常用的蛋白对接工具包括

ZDOCK[44]、HDOCK[45]、ClusPro[46]、PatchDock[47] 以 及

LightDock[48]等。

3.1.2　PROTAC构象采样方法　蛋白质−蛋白质对接

得到的是三元复合物中靶蛋白和E3连接酶之间可能

的结合构象, 而实际上三元复合物通过 PROTAC诱导

形成。PROTAC到底以何种构象结合到两个蛋白中需

要对 PROTAC在对应的蛋白对接构象中进行采样, 得

到适合PROTAC结合的蛋白质−蛋白质结构。PROTAC

构象采样的方法包括: ① 可以在蛋白质本身结合的配

体的基础上对 PROTAC 进行采样 ; ② 可以对整个

PROTAC分子直接进行采样; ③ 可以分别对接蛋白和配

体, 通过生成连接子得到完整的PROTAC分子 (图4B)。

Zaidman等[49]和Bai等[50]都在蛋白质−蛋白质作用的基

础上生成连接子的构象来得到 PROTAC 构象集。目

前主要采用单独采样来获取 PROTAC构象, 包括单独

采样连接子和根据化学信息对整个 PROTAC 进行采

样。PROTAC对接可以在蛋白质结合位点周围产生几

何形状并对其进行评分, 也可以使用对接评分函数来

评估 PROTAC构象的结合能。蛋白质−蛋白质对接与

PROTAC构象采样方法的结合可预测潜在三元复合物

的结构模型[51]。目前常用的构象生成软件是 RDKit, 

这是一种基于 Python 的开源工具。常用的软件还有

OMEGA[52]和MOE等。

3.1.3　分子动力学模拟方法　蛋白质是动态的, 这一特

性在预测 PROTAC 三元复合物时特别重要。分子对

接只是从打分函数和构象空间采样的层面得到合理的

结合方式确定其是否可以结合, 但无法判断 PROTAC

与靶蛋白和E3连接酶是否能稳定结合。此外, 分子对

接无法捕获蛋白质−配体诱导的拟合效应或 apo (单

体)-holo (复合物) (结合前后) 状态构象变化[53]。分子

动力学 (molecular dynamics, MD) 模拟基于原子间相

互作用的物理学的一般模型, 预测蛋白质或其他分子

系统中每个原子如何随时间运动。MD以飞秒时间分

辨率揭示分子中所有原子的位置, 为重要的分子过程

提供原子水平的解释[54]。重要的是, 这种模拟还可以

预测生物分子在原子水平上对突变、翻译后修饰、质子

化或配体结合等扰动的反应机制[55]。通过进行MD模

拟观察 PROTAC 三元复合物的运动情况可以评估复

合物的稳定性[13]。Weerakoon等[56]使用 MD 模拟研究

了MZ1和 dBET6的构象变化, 发现MD结果产生的构

象系综与核磁共振技术测量结果较为一致。常用的分

子动力学模拟程序有LAMMPS、AMBER、CHARMM、

Tinker、NAMD、GROMACS和OpenMM等。

3.1.4　聚类方法　蛋白质−蛋白质对接、PROTAC构象

采样和分子动力学模拟会产生广泛的靶蛋白-PROTAC-

E3连接酶三元复合物的构象空间, 需要对该构象空间

进行进一步分析。在这种情况下, 聚类可以对PROTAC

三元复合物的构象集合进行分组得到不同的聚类簇。

同一聚类簇内 PROTAC三元复合物构象相似, 不同聚

类簇间构象差异较大, 可以选择不同聚类簇中的代表

性构象开展进一步分析。这种聚类分组差异取决于使

用的算法, 常用的聚类算法包括K均值聚类 (K-means 

clustering)、高斯混合模型 (Gaussian mixture module) 

的期望最大化聚类、基于密度的噪声应用空间聚类、凝

聚聚类和层次聚类 (hierarchical clustering) 等。可以

根据目的选择不同的聚类方法, 一些计算建模管道在

蛋白质−蛋白质对接方法后集成了聚类分析, 也有建

模工具对三元复合物模型进行聚类从而得到较合理的

复合物模型。Weerakoon等[56]在MD模拟结果的基础

上进行了聚类, 并基于聚类绘制了网络分析三元复合

物在不同状态之间的转变。因此, 聚类可以对构象空

间进行分类从而从模拟中获得稳定的代表性构象。

3.1.5　MM/GBSA方法　虽然聚类方法能够提供蛋白

质构象空间的分组信息, 但是其他指标如能量对于评

估三元复合物稳定性更加适用。在评估配体−受体相互

作用的不同方法中, 结合自由能的计算起着重要作用。

计算自由能的方法包括热力学积分 (thermodynamic 

integration, TI)、自由能微扰 (free energy perturbation, 

FEP)、分子力学/泊松−玻尔兹曼 (广义玻恩) 表面积 

(molecular mechanics/Poisson Boltzmann (Generalized 

Born) Surface Area, MM/PB(GB)SA) 及线性相互作用

能 (linear interaction energy, LIE)。其中, MM/GBSA计

算是估计小分子配体与生物大分子结合自由能的常用

方法。通常基于MD模拟结果, 将结合自由能拆分成
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分子力学项和溶剂化能分别计算。Liao等[57]开发了一

种基于MD的计算流程, 将蛋白质−蛋白质对接与配体

对接相结合, 生成起始的三元复合物构象候选物。针

对这些结构采用 MD 模拟得到稳定的三元复合物构

象, 对构象集合进行聚类并使用MM/GBSA进行能量

打分, 对得到的三元复合物构象进行排名。Li等[40]提

出了采用 MD对 PRosettaC产生的三元复合物进行重

新排序的新策略。通过MM/GBSA计算评估PROTAC

诱导的三元复合物的稳定性和协同性。由于蛋白质−
蛋白质对接、PROTAC构象采样及MD模拟产生了大

量构象, MM/GBSA通过计算能量衡量三元复合物组

分的结合程度, 评估三元复合物模型的合理性。

3.1.6　正则模式分析方法　正则模式分析 (normal 

mode analysis, NMA) 广泛用于预测蛋白质中的振动

模式, 而蛋白质的振动模式通常与生物学功能相关。

低频率的运动模式对应于蛋白质的全局运动, 而高频

运动模式对应于蛋白质的局部构象改变。研究表明, 

这些低频运动模式对应于蛋白质中与功能相关的全局

运动, 并且构象转变遵循其中一种或几种正则模式[58]。

NMA通常与粗粒化模型结合起来用于简化计算[59], 如

通过使用各向异性网络模型 (anisotropic network 

model, ANM) 将蛋白质结构简化为节点和边组成的弹

性网络。网络中的每个节点表示一个氨基酸残基, 边

表示它们之间的作用。通过这种简化的弹性网络分析

正则模式可以用来研究蛋白质的运动, 获得残基全局

运动方向的信息[60]。ANM通过从最低频率的正则模

式中提取信息, 识别蛋白质中柔性较强的部分及其运

动方向, 预测蛋白质的构象改变。通过跟踪正则模式

振幅随频率的变化, ANM可以对蛋白质的动态行为进

行量化并跟踪大的构象变化。在研究 PROTAC 发挥

作用的过程, ANM方法通过计算E2-Ub与靶蛋白上可

及的赖氨酸残基之间的距离, 分析这些数据与实验降

解的相关性[13]。

在构建靶蛋白-PROTAC-E3连接酶三元复合物的

模拟计算中 , 这些模建和分析方法往往交叉使用。

Drummond 等[61]提出了构建靶蛋白-PROTAC-E3 连接

酶三元复合物的四种方法包括: ① 在两种结合配体蛋

白的基础上生成连接子作为 PROTAC 得到的三元复

合物作为起始构象, 然后对整个三元复合物进行采样; 

② 独立取样 PROTAC 构象 , 然后添加到刚性蛋白质

上; ③ 在其中一种蛋白质的基础上对PROTAC进行采

样, 然后添加第二种蛋白质; ④ 对 PROTAC构象进行

采样, 但通过蛋白质−蛋白质对接添加可能的E3连接

酶−靶蛋白作用结构。研究经验表明[16,49,50], 发现靶蛋

白和E3连接酶之间有利的相互作用对于研究三元复

合物更有意义[15]。对蛋白质−蛋白质和 PROTAC或连

接子构象单独采样是目前构建三元复合物模型的主要

方法。

在三元复合物研究中 , Schiedel 等[41]通过使用

HADDOCK[42] 对接得到靶蛋白 Sirt2 与 E3 连接酶

CRBN的结合构象, 然后使用打分函数、范德华力和静

电相互作用进一步进行评估复合物结构模型; 对得到

的构象进行聚类, 选择得分最高的 3个簇进一步分析; 

使用分子对接程序 GOLD 将 PROTAC 对接到 Sirt2-

CRBN 复合物中得到对接构象, 使用 MM/GBSA 对得

到的构象分析, 选择低能构象进行氢键分析。对接结

果表明 PROTAC 与 Sirt2-CRBN 的结合模式与解析的

结合小分子的 Sirt2和CRBN晶体结构基本一致, 得到

了合理的 Sirt2-PROTAC-CRBN 三元复合物模型。

Crews等[62]采用分子对接得到 p38α-PROTAC-VHL三

元复合物模型, 通过 120 ns的 MD模拟并进行层次聚

类得到代表性构象; 然后进一步分析 PROTAC的构象

以及 VHL 与 p38α之间的蛋白质−蛋白质相互作用研

究哪些相互作用对于形成稳定的三元复合物是有利

的。在 Crews实验室的另一项研究[63]中, 在靶向降解

p38α的研究基础上研究 p38 MAPK 家族另一个亚型

p38δ的降解; 同样通过分子对接得到相应的三元复合

物模型并进行短时间MD模拟, 通过分析两个三元复

合物的结构差异来解释PROTAC分子针对不同 p38亚

型的选择性降解, 指导PROTAC分子的设计和优化。

研究靶蛋白-PROTAC-E3连接酶三元复合物的实

验方法主要包括表征三元复合物形成的生物物理方法

和三元复合物结构测定方法。生物物理方法主要包括

时间分辨荧光能量转移 (time-resolved fluorescence 

energy transfer, TR-FRET)、均相光激化学发光免疫分

析技术 (amplified luminescent proximity homogeneous 

assay linked immunosorbent assay, AlphaLISA)、荧光偏

振分析 (fluorescence polarization, FP)、等温滴定量热

法 (isothermal titration calorimetry, ITC) 和表面等离子

体共振技术 (surface plasmon resonance, SPR) 等。通

过TR-FRET、AlphaLISA、FP、ITC及SPR等体外的生物

物理方法可以表征三元复合物形成过程中的亲和力、

热力学和动力学等特征信息; 在活细胞检测中, 纳米生

物发光能量共振转移 (nanobioluminescent resonance 

energy transfer, NanoBRET) 和基于荧光素酶的二亚单

位系统 (NanoLuc binary technology, NanoBiT) 等技术

可以对活细胞中三元复合物的形成进行动态监测; 计

算模拟上对三元复合物进行分子动力学模拟并结合

MM/GBSA进行结合能的计算, 能够预测 PROTAC的

结合能和形成三元复合物的协同性, 并能够提高三元
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复合物结构模型预测的精度。三元复合物结构测定的

方法主要包括X射线晶体衍射技术 (X-ray)、核磁共振

技术 (nuclear magnetic resonance, NMR) 和电子显微

镜 (electron microscope, EM) 等实验方法, 计算方法流

程中蛋白质−蛋白质对接、PROTAC构象采样、分子动

力学模拟等步骤可以获得三元复合物结构的构象空

间, 通过对已知晶体结构的三元复合物进行结构建模, 

可以评估计算方法对三元复合物结构建模的合

理性[13]。

3.2　PROTAC三元复合物结构模型的计算流程　

目前用于 PROTAC 三元复合物研究的计算方法

主要有四种, 一是基于对接得到三元复合物模型, 如

Drummond 等[61]提出的四种方法、Zaidman 等[49]提出

的 PRosettaC及侯廷军等[51]提出的 PROTAC-Model等; 

二是结合 MD 模拟研究三元复合物 , 如 Li 等 [40]提出

的一种基于 MD对 PRosettaC产生的三元复合物进行

重新排序的策略; 三是基于泛素化模型研究三元复合

物, 如Bai等[64]模拟了CRL4A连接酶复合物构象, 根据

泛素与靶蛋白上赖氨酸的距离将三元复合物分为活

性 (productive) 和非活性 (unproductive) 复合物; 四是

基于机器学习预测三元复合物, 如利用机器学习实现

对 PROTAC 小分子靶向降解能力的预测的 Deep‐

PROTACs[65]。其中, PRosettaC[49]和 PROTAC-Model[51]

整合了RosettaDock[43], 可在线预测三元复合物模型。

3.2.1　PRosettaC　Zaidman 等[49]开发了一种基于分

子建模软件 Rosetta[43]构建 PROTAC 介导的三元复合

物的工具PRosettaC (图5A)。首先, 使用RDKit随机生

成 PROTAC 构象并给出蛋白结合配体两端之间的距

离阈值得到距离分布; 然后在这个距离阈值的限制上

使用 PatchDock[47]软件对蛋白质对接得到构象空间进

行过滤, 可以大大减少对接的构象; 然后对这些构象使

用RosettaDock[43]软件进行局部对接得到 50个高分辨

率的模型, 在这些蛋白对接模型的基础上构建完整的

PROTAC; 得到 PROTAC 三元复合物模型并使用

Rosetta对结构进行分析, 过滤能量高的复合物选择得

分最高的 200个模型; 最后对这些三元复合物进行聚

类, 得到的簇代表构象被认为是最接近晶体结构的复

合物模型。该方法通过使用 PROTAC 的距离分布来

限制蛋白质−蛋白质对接的搜索空间, 然后使用能量

优化及聚类方法来限制配体构象的搜索空间。

Figure 5　Modeling of PROTAC mediated ternary complexes. A: PRosettaC protocol; B: PROTAC-Model protocol
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3.2.2　 PROTAC-Model　 侯 廷 军 等 提 出 整 合 了

FRODOCK[66]、RosettaDock[43]以及几种过滤和评分方

法的 PROTAC-Model (图 5B)[51]。使用 FRODOCK 软

件[66]进行局部蛋白质−蛋白质对接, 然后对生成的蛋白

对接构象进行筛选, 首先根据界面残基数对对接构象

进行过滤; 然后使用RDKit对PROTAC构象进行建模, 

去除不合理的对接模型 ; 利用 Open Babel Obenergy 

(Obenergy)[67]工具计算了 PROTAC 构象的能量 , 并去

除了具有不利原子碰撞的模型 ; 使用 AutoDock Vina 

(Vina)[68]评估 PROTAC 与蛋白质−蛋白质复合物的结

合模式 , 保留 Vina 能量评分小于 0 kcal·mol-1 的复合

物 ; 筛选出的模型进一步由 VoroMQA 方法[69]重新排

名; 最后, 采用聚类算法对这些模型进行聚类。在筛选

构象过程中, 也可以选择 FRODOCK提供的每个簇中

的最佳模型输入 RosettaDock[43]进行优化。然后以类

似的方式对生成的模型进行筛选、重新排序和聚类。

该计算流程将预测的具有良好降解能力的三元复合物

模型整合到了更新的PROTAC-DB数据库中。

3.3　构建 PROTAC-靶标 -E3-E2-泛素复合物结构

模型

研究表明三元复合物的结合亲和力并不总与靶蛋

白降解相关, 尽管靶蛋白-PROTAC-E3连接酶三元复

合物的形成是实现靶向降解的关键, 但三元复合物的

形成并不总会导致TPD, 这表明有其他因素可以驱动

降解[70]。靶蛋白泛素化是 PROTAC 诱导的 TPD 过程

中三元复合物形成后的重要步骤。PROTAC参与三酶

级联反应, E2/Ub 结合 E3 使 Ub 转移到靶蛋白表面的

赖氨酸残基上。有研究提出并非每个三元复合体构象

都能被认为是可以诱导靶标泛素化的“活性”构象, 这

可能取决于靶标上可接近的赖氨酸到E2上的Ub的方

向或距离。Bai等[64]提出了一种基于结构的计算方法, 

通过将E2-E3连接酶复合物结构与三元复合物叠合建

模 , 使用基于 CRBN 的 Cullin-Ring 泛素连接酶 4A 

(CRL4A) 复合物, 构建了三元复合物结合CRL4A的泛

素化模型 (target/PROTAC/CRBN/DDB1/CUL4A/Rbx1/ 

NEDD8/E2/Ub), 这些蛋白间的相互作用使Ub转移到

靶蛋白上 (图 6)[64]。该方法旨在从结构模型角度研究

基于 CRBN 的 PROTAC 系统中泛素化三元复合物形

成与赖氨酸邻近性之间的关系。

4 PROTAC技术展望 

4.1　PTM介导的蛋白质稳定性技术　

泛素化修饰是普遍存在的蛋白质翻译后修饰 

(protein translational modifications, PTMs) 的一种重要

类型。作为蛋白质调控功能的重要方式, PTM能够调

控蛋白质的稳定性[71]。泛素化通过泛素−蛋白酶体系

统参与调节蛋白质的稳定性, 对体内 80%的蛋白质进

行降解。此外, 几种常见的PTM也会参与调节蛋白质

稳定性的途径, 如甲基化、磷酸化及乙酰化等, 这些修

饰由相应的修饰书写酶 (writer enzyme) 和擦除酶 

(eraser enzyme) 控制底物蛋白质的修饰水平。目前检

测到的 PTM数量远远超过已有功能报道的 PTM位点

数目, 因此解释功能未知的PTM位点是目前研究的一

大挑战[72]。随着精准医疗的快速发展, 修饰组学的研

究也逐渐深入, 如磷酸化蛋白质组学通过对磷酸化的

蛋白质进行全面分析, 可以对磷酸化修饰进行定性、定

位、定量及功能分析[73]。所以在研究PTM驱动的蛋白

质稳定性调控中, 可以借助功能PTM蛋白质组学来系

统地评估PTM对蛋白质稳定性的影响。

新型蛋白质组学技术的应用有望大大加快识别和

阐明调控蛋白质稳定性的 PTM位点。目前主要使用

基于高通量质谱 (mass spectrometry, MS) 的定量蛋白

质组学和细胞培养条件下稳定同位素标记技术 

(SILAC), 研究哪些 PTM会对蛋白质的稳定性产生影

响, 从而对功能 PTM 位点进行快速筛选。另一方面, 

通过干扰 PTM书写酶或擦除酶的功能可以系统地测

量细胞受到扰动后蛋白质稳定性的变化。将 SILAC

技术和串联质谱标签 (tandem mass tag, TMT) 结合, 这

种技术称为多重蛋白质组动力学分析 (multiplexed 

proteome dynamics profiling, mPDP), 可以精确评估和

比较多种扰动的影响, 揭示在不同扰动条件下蛋白质

的稳定性变化。蛋白质的稳定性可以受单独 PTM位

点调控, 也可以受多种 PTM 共同调控。单个 PTM 作

为 PTM 调控网络中的一部分, 这种 PTM 网络是通过

蛋白质−蛋白质相互作用形成的, 一个 PTM可以通过

网络相互作用作为下一个 PTM 的启动子[74]。这些

PTM 参与调控蛋白质稳定性的方式揭示了联合使用

Figure 6　CRL4A ligase complex model
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擦除酶和书写酶的抑制剂来靶向 PTM修饰的蛋白质

可以成为一种潜在的药物设计策略[75]。通过靶向参与

共同调控蛋白质稳定性的 PTM来拓展潜在的药物靶

标空间。

4.2　PTM介导的邻近诱导双分子技术 (CIP)　

近年来 , TPD 这一研究领域迅速发展 , 随着

PROTAC进入临床研究, 药物开发进入异型双功能药

物 (heterobifunctional drugs) 阶段。PROTAC设计理念

成为异型双功能分子设计策略的先驱。这一策略利用

邻近效应诱导治疗 (proximity-inducing therapeutic), 通

过合理设计的连接子连接招募分子与靶标结合分子, 

使靶蛋白与招募分子募集来的功能蛋白质靠近, 从而

起到理想的生物学效应[76]。根据募集的功能蛋白质的

分类可以扩展异型双功能分子的类别, 异型双功能分

子可以通过招募其上游功能蛋白质作为效应子 (如E3

泛素连接酶、内体/溶酶体、核糖核酸酶L、蛋白磷酸酶/

激酶、乙酰转移酶等) 来调节靶蛋白的功能, 使效应子

和靶蛋白靠近以加速它们的相互作用。通过这种化学

诱导接近 (chemically induced proximity, CIP) 技术, 越

来越多的异型双功能分子被设计用于靶向不可成药的

蛋白[10]。在靶向蛋白质降解中, 除了泛素−蛋白酶体系

统, 溶酶体途径也是一种重要的蛋白质降解途径, 包括

自噬−溶酶体途径和内吞−溶酶体途径。其中, 自噬靶

向嵌合体 (autophagy-targeting chimera, AUTAC) 及自噬

小体绑定化合物 (autophagosome-tethering compounds, 

ATTEC) 等技术通过自噬−溶酶体途径降解靶蛋白; 溶

酶体靶向嵌合体 (lysosome targeting chimera, LYTAC) 

技术通过内吞−溶酶体途径降解靶蛋白 (图 7A)[77]。这

些方法可以选择性地识别蛋白质/细胞器并将其转运

到溶酶体中进行降解。自噬系统在溶酶体介导的细胞

内物质降解中起主要作用, 使受损的细胞器、细胞内碎

片等底物降解。内吞系统主要针对细胞外和膜相关的

靶蛋白。基于溶酶体的靶蛋白降解可以克服蛋白酶体

介导的降解的局限性。然而, 对这些方法的理解和大

规模应用仍处于起步阶段。

除了靶向蛋白质降解外, 针对PTM的异型双功能

分子也可以通过调节靶蛋白上的PTM来改变蛋白质的

功能。这种异型双功能分子招募调节 PTM的功能蛋

白质使其与靶蛋白靠近发挥作用, 如磷酸化诱导嵌合

小分子 (phosphorylation-inducing chimera, PHICS) (图

7B)、蛋白磷酸酶募集嵌合体 (phosphatase-recruiting 

chimera, PHORC/phosphorylation targeting chimeras, 

PhosTAC) (图 7B) 及乙酰转移酶募集嵌合体 (acetyla‐

tion-tagging-system, AceTAG)[76]。这些异型双功能分

子通过改变靶蛋白的 PTM状态而不是其表达水平来

精确调节其功能。此外, 除了直接靶向蛋白质的PTM, 

目前也有策略来靶向翻译前机制 , 例如靶向 RNA 降

解、RNA干扰和基因编辑等方法[71]。核糖核酸酶嵌合

体 (RIBOnuclease TArgeting Chimera, RIBOTAC) 是一

类降解 RNA 的异型双功能分子技术[78], 由 RNA 靶向

配体、招募核糖核酸酶 (RNase L) 配体部分以及连接

子组成 (图 7C)。RIBOTAC将内源性核糖核酸酶L募

集到特定RNA上并激活核糖核酸酶, 通过诱导邻近降

解靶RNA[79]。然而, 这种方法最显著的局限性是其低

细胞渗透率[11]。此外, 高选择性的RNA小分子配体设

计难度大, 易脱靶, 并且RIBOTACs不适用于在细胞核

中发挥正常功能的 RNAs, 因为其主要在细胞质中起

作用[80]。

异型双功能分子处于小分子药物设计新趋势的最

前沿, 通过将不同的效应子募集到靶蛋白用于调控不

同的生物学过程。然而, 关于异型双功能分子的一些

关键问题仍然需要解决, 包括钩效应、可控性、稳定性

及脱靶效应等。通过开发招募更多内源效应子的异双

功能分子, 可以极大地丰富靶向调节机制。在未来几

年, 优化异双功能分子以克服其成药性是一项重大的

研究挑战[76]。

Figure 7　Different bifunctional molecules based on chemically 

induced proximity (CIP). A: Target protein degradation; B: Mecha‐

nism of PHORC and PHICS; C: Target RNAs degradation
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4.3　生物信息学及计算模拟技术在PROTAC发展中

的应用　

在人类基因组的 600多种E3连接酶中, 只有不到

2%的E3连接酶参与靶向蛋白降解的研究。已有关于

靶蛋白的系统分析用来评估其 PROTACtability[37], 然

而E3连接酶空间尚未被系统地定量表征, 招募更多潜

在的E3连接酶对于实现精确靶向蛋白质降解有重要

意义。除了 2.1部分阐述的根据E3连接酶表达谱、结

构可用性和功能必需性来招募更多潜在的E3连接酶, 

近期, Liu等[22]为了更全面地分析E3连接酶, 通过整合

Ge等[81]、Ubihub[20]和UbiBrowser2.0[82]的数据获取了全

面的 E3连接酶列表, 进一步提出还可以根据 E3连接

酶的化学配体、蛋白质−蛋白质相互作用 (PPI)、PPI界

面分析和细胞位置来拓展E3连接酶空间。通过数据

库检索收集E3连接酶配体数据, 从中收集至少与一类

配体结合的E3连接酶; 并通过基于深度学习的虚拟筛

选模型预测 E3 与药物之间的相互作用 , 揭示潜在的

E3连接酶; 根据四种类型来源收集 E3连接酶和靶蛋

白的互作构建其 PPI的综合图谱, 根据全面的E3酶和

靶蛋白的 PPI信息扩展E3连接酶的空间; 界面残基突

变可能会破坏E3连接酶和靶蛋白的相互作用, 通过收

集 PPI界面信息来分析突变是否位于界面处, 这有助

于快速识别针对特定靶蛋白可能有降解活性的E3连

接酶; 通过数据库检索确定E3连接酶的细胞位置, 其

中细胞质和细胞核被认为是设计 PROTAC 的有利位

置, 通过注释细胞位置可以发现更多潜在的新型E3连

接酶。尽管目前的研究有局限性, 招募更多潜在的E3

连接酶对于扩大靶蛋白空间、提高选择性降解及指导

PROTAC设计等方面有重要意义。

在 PROTAC三元复合物结构模型构建方面, 虽然

近年来已经报道了几种三元复合物的建模方法, 但三

元复合物的结合并不能通过单独计算 PROTAC 与每

种蛋白质之间的相互作用能来描述[40]。其中, PROTAC

介导的三元复合物的结合稳定性和协同作用是决定

PROTAC降解效率的关键因素。钩效应的出现不利于

三元复合物稳定存在, 较高的协同性被认为与弱的钩

效应相关 , 因此协同性的预测对 PROTAC 的设计与

优化至关重要。Li 等[40]通过分子动力学模拟得到

PROTAC三元复合物的低能结构, 结合MM/GBSA计

算结合能并预测协同性; 然后在PRosettaC的基础上对

三元复合物构象进行新的打分排序, 提高了三元复合

物构象预测的准确度。

另一方面, 随着人工智能方法的蓬勃发展, 越来

越多的研究开始结合深度学习方法来预测三元复合

物的结构模型, 对 PROTAC的降解效率进行预测并指

导 PROTAC设计。Zheng等[83]提出了一种深度生成模

型 (PROTAC-RL) 对给定的靶蛋白和 E3 配体开展

PROTAC设计并进行采样, 通过强化学习生成具有最

佳药代动力学的 PROTAC, 并使用 PRosettaC[49]和分子

动力学模拟开展构象的聚类和筛选分析, 这种深度学

习和分子模拟的结合可以促进 PROTAC 的合理设计

和优化。由于当前三元复合物建模方法的局限性, Li

等[65]规避了三元复合物的建模过程, 从确定的蛋白−配
体结构中提取出五个部分, 即靶蛋白口袋、E3连接酶

口袋、靶蛋白配体、E3连接酶配体以及连接子, 并使用

五个模块分别提取相应特征; 提出了一个以图神经网

络为基础的深度学习模型DeepPROTACs, 来预测设计

出的PROTACs对于靶蛋白的降解功效。

近期研究[15]提出了一种生成 PROTAC 三元复合

物结构模型的新方法。考虑蛋白构象和 linker本身几

何形状的合理性, 将基于配体生成的 linker一分为二

分别连接到E3连接酶−配体复合物和靶蛋白−配体复

合物上; 然后基于傅里叶快速采样算法生成蛋白质−
蛋白质复合物构象, 得到靶蛋白和E3连接酶的低能构

象和潜在合理的 linker, 并通过能量最小化、聚类和排

名进行优化; 通过对已发表的三元复合物结构进行测

试, 该模型可以高精度地预测三元复合物结构; 并且根

据Bai等[50]的方法预测三元复合物的协同作用和降解

效率。该方法将蛋白结构纳入深度学习的模型中, 同

时得到三元复合物结构及 PROTAC 的降解效率。将

生物信息学、计算模拟与AI结合的方法在预测三元复

合物的形成、降解效率预测以及指导 PROTAC设计方

面具有巨大的应用前景。

5 小结 

PROTAC技术利用泛素−蛋白酶体系统对靶蛋白

进行泛素化降解, 与其他小分子药物和大分子药物相

比, PROTAC展现出了独特的优势。与此同时, 该技术

同样面临着诸多挑战, 尤其在提高选择性和特异性方

面, 很大程度上取决于E3泛素连接酶的选择。目前真

正可使用的 E3连接酶很少, 因此拓展 E3泛素连接酶

空间对合理设计 PROTAC 以提高选择性非常重要。

此外, PROTAC无需与蛋白质紧密结合, 实现降解的关

键是形成稳定的三元复合物, 高效的选择性降解一定

程度上依赖于PROTAC诱导的低能结合构象蛋白质间

接触的可塑性。因此, 从结构上研究三元复合物的形

成对于理解选择性降解具有重要意义。然而目前报道

的三元复合物的晶体结构很少, 而分子模拟有助于了

解 PROTAC如何诱导靶蛋白和E3连接酶作用形成三

元复合物, 进而指导 PROTAC设计并深化对 PROTAC

构效关系的理解。随着生物信息学和计算模拟方法的
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快速发展, 针对三元复合物晶体结构数量少且建模方法

准确度有限的情况下, 许多研究通过结合深度学习及

结构模拟开展三元复合物模型的构建, 并对 PROTAC

的降解效率进行预测, 对指导 PROTAC的设计起到了

积极的推动作用。

经过多年的研究与发展, PROTAC领域已衍生出

了许多基于化学诱导接近理论的新技术, 基于CIP理

论的药物设计领域已经进入了异型双功能分子阶段。

总体而言, PROTAC在药物发现方面的未来前景是巨

大的, 并将为扩展可成药蛋白质组开启新的可能。
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