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新药创制是复杂的智力活动, 涉及科学研究、技术创造、产品开发和医疗效果等多维科技活动。每个药物都有

自身的研发轨迹, 而构建化学结构是最重要的环节, 因为它涵盖了药效、药代、安全性和生物药剂学等多重性质。本

栏目以药物化学视角, 对有代表性的药物的成功构建, 加以剖析和解读。

人体细胞内许多蛋白之间构成了信号转导通路, 一些激酶的级联反应轴调控着细胞功能和行为。PI3K-PKB-

mTOR 信号通路参与调控细胞的增殖和存活, 对癌细胞的增殖、凋亡、侵袭、转移和血管新生起重要作用。其中

PKB (亦称 Akt) 激酶基因的异常或突变在 HR+/HER2-乳腺癌患者中占比 50%, 但久未研制成功药物。本品是以

PKB为靶标的首创成功的抑制剂, 治疗晚期乳腺癌, 填补了 PI3K-PKB-mTOR节点上空缺的抑制剂。创制本品的结

构是以FBDD开始, SBDD引导, SAR优化的药物化学之作, 蕴含了优化活性、选择性、安全性等内容。        (编者按)
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1 引言

当前治疗乳腺癌有 3类药物: 细胞毒药物、雌激素

受体拮抗剂 (和降解剂) 以及靶向药物等。然而治疗

中癌细胞产生耐药性, 成为患者的需求和研制新抗乳

腺癌药物的动力和依据。人体细胞中广泛存在激酶和

级联反应轴, 其中由磷脂酰肌醇 3激酶 (PI3K)-蛋白激

酶B (PKB或称Akt)-哺乳动物雷帕霉素蛋白 (mTOR) 

构成的信号转导通路 (PI3K/PKB/mTOR), 控制着细胞

的增殖和存活。在恶性肿瘤细胞的发生发展过程中, 这

个信号通路也对癌细胞的增殖、凋亡、侵袭、转移和血管

新生起重要作用。这些蛋白基因的异常或突变在HR+/

HER2-乳腺癌患者中占比50%, 因而以靶向PI3K/PKB/

mTOR通路研制治疗耐药乳腺癌药物, 成为临床和患

者之需。

2 既有的药物

干预 PI3K/PKB/mTOR 通路上这 3 个节点的药

物已有 PI3K 抑制剂阿培利司 (alpelisib, 图 1), 是诺华

公司于 2019 年上市的 , 与氟维司群 (fulvestrant, 雌激

素受体降解剂) 联合使用 , 治疗 HR+/HER2-且携带

PIK3CA突变的绝经后女性或男性晚期及转移性乳腺

癌。mTOR抑制剂如依维莫司 (everolimus), 也是由诺

华公司研制, 于 2009年上市, 治疗ER+/HER-绝经后晚

期女性乳腺癌患者。

然而该通路关键环节的 PKB蛋白虽然已知 30多

年, 但多方研究抑制剂均未成功, 是因为靶标可药性

差, 候选物多终止于临床阶段。本品作为首创性药物

是第一个批准的PKB抑制剂。

3 激酶PKB的结构特征

PKB 有 3 种亚型 (PKBα/β/γ), 存在于大多数正常

细胞中 , 也在肿瘤细胞中表达 , 3 种酶的组织结构相

似: N-端都具有普列克同源蛋白 (PH) 结构域, 是与细

胞膜结构整联 (integreting) 的第二信使蛋白所具有的

Figure 1　Structures of marketed drugs for breast cancer
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结构域; 中央丝氨酸/苏氨酸催化结构域; 以及C-端的

一个短调控区, 也叫做疏水基序。PKB的独特结构是

C-端回折将两个芳香基定位在ATP的N环套的疏水凹

槽中, 从而堵塞了溶剂通道, 而大多数激酶是开放的。

PKA 与 PKB 同源性达 80%, 造成潜在的脱靶作

用, 成为研制 PKB选择性抑制剂重要障碍, 本项目体

外筛选酶活性是用 PKA-PKB 嵌合体模型 , 嵌合体的

PKA中 4个重要残基变异成与 PKB相同的氨基酸, 以

此嵌合体作为表征PKB选择性活性。

4 苗头−先导物演化和结构优化

4.1　4′-氨基哌啶化合物的选择性优于 4′-氨甲基哌啶

取代　项目的展开始于基于片段的药物设计 (FBDD) 方

法、X-射线晶体学引导进行的。普筛发现氮杂吲哚有微

弱活性, 换成 6-氨苄嘌呤 (1) 活性显著提高, 1与PKA-

PKB嵌合体的复合物单晶提示, 碱性氨基与Glu127和

Asn171 (经结构水) 形成氢键结合 (图 2a), 1的平面性

较强, 6位苯环换成哌啶, 化合物 2和 3的活性显著提

高, 哌啶环呈椅式构象, 挤开 Met173 的 S-CH3扭转了

180°, 氢键网络依然存在, 却结合的内容不同, 3的NH2

靠近Glu127形成了盐键, 而2是与Asp184结合 (图2b、c), 

这或许是3提高了对PKB选择性抑制的因素。

变换嘌呤环成其他稠合杂环, 吡咯并嘧啶化合物

4和 5的活性进一步提高, 而且 4′-氨基哌啶 (5) 对PKB

的选择性也显著高于 4′-氨甲基哌啶 4。表 1列出了这

些化合物的活性。

4.2　结合于 P-环套疏水腔的结构修饰　分析复合物

的晶体结构, 发现在哌啶环附近 P-环套处的疏水腔存

在有片段生长空间, 遂即合成了苯基取代的化合物 6, 

活性略有增加, 苯基对位仍有空间, 设计 4-氯苯基化合

物 7的活性提高到 10倍, 虽然选择性不高 (对 PKA抑

制作用也很强), 但对PC3M细胞和胶质母细胞瘤细胞

U87MG有显著活性。母核为嘌呤的化合物即使有与吡

咯并嘧啶的药效团相同, 因分子的极性强 (logP值低, 

极性表面积高), 使细胞活性减弱。化合物 13～16 是

4′,4′-二取代哌啶的化合物, 对PKB的选择性显著高于

其他连接方式, 而且 16 (表 2) 的选择性尤其高, 抑制

PKB活性强于 PKA大约 28倍, 细胞活性也很高, 是个

里程碑式化合物 (Taylor K, Ruddle R, Raynaud FI, et al. 

Identification of 4- (4-aminopiperidin-1-yl) -7H-pyrrolo

[2,3-d]pyrimidines as selective inhibitors of protein kinase 

B through fragment elaboration. J Med Chem, 2008, 51: 

2147−2157)。

4.3　氯苯片段的优化　化合物 16的不足是生物利用

度低, 体内清除太快, 须克服这些药代缺点, 为此细调

不影响药效团结合的部位, 例如变换末端 4-氯苯基的

取代基或萘基取代, 结果发现 2,4-二氯苯基和 2-萘基

化合物提高了 PKB 选择性 , 但活性略降 (数据省略), 

故仍以4-氯取代为优选片段。

4.4　哌啶 4-取代链的变换　变换 4-取代链的长度, 合

成的化合物列于表 3。以 16为参比物, 构效关系如下: 

① 嵌入氧原子的醚键, 18对 PKB活性变化不大, 但选

择性显著下降。② 亚甲基换成酰氨键-CONH-, 19的活

性显著下降; 而换作氨酰基-HNCO-, 20抑制PKB活性

提高近 2倍, 仍保持较好的选择性。提示酰氨连接的

方向对形成氢键的结合至关重要。20的NH被甲基化, 

23 的活性下降了 10 倍 , 提示该位置氢键供体的重要

性。③ 20的 4-氯换成 2,4-二氯, 21的活性稍降, 选择

性有所提高, 而 4-三氟甲氧基 (22) 不如 21。④ 24和

25是 20的环状等排体, 几乎丧失活性, 可能是失去氢

Table 1　Typical compounds of the bicyclic heteroaromatic group

Compd.

1
2
3
4
5

PKB 

IC50/nmol·L-1

6 900
290
270
770
180

PKA 

IC50/nmol·L-1

Not test
890

4 100
460

1 550

SRB (PC3M) cell/

IC50/µmol·L-1

Not test
>50.
>50.

32.
48.

Figure 2　X-ray crystallographic structures for the complexes of 1-PKB (a), 5-PKB (b), and 6-PKB (c)
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键供体和构象发生重大变化的缘故。

4.5　母核吡咯并嘧啶的再检讨　研究至此, 20是活性

和选择性占优的化合物, 此时由于其他位置的结构变

换, 需要验证吡咯并嘧啶是否仍是优选的母核, 因为不

同位置的氮或氧的增添或失去, 可能会改变对两个酶

的选择性结合, 因而设计合成了 7-氮杂吲哚 (通式 26)、

8-氧代嘌呤 (通式 27) 和吡唑并嘧啶 (通式 28)。以求

PKB和PKA的ATP结合腔的重要残基差异是Leu/Met

之区分, R是前面优选的少数侧链。结果表明, 26系列

活性和选择性下降, 母核 27的活性略降, 但选择性提

高 , 是由于羰基氧与 PKB 的 Thr213 形成氢键而 PKA

的残基是 Val没有羟基。28也未见改善 (数据省略)。

以上说明3个母核变换皆不可取。

4.6　代表性化合物的结合模式　化合物 17 (4-叔丁苯

基) 具有较高选择性抑制PKB活性 (强于PKA 125倍), 

与 PKB的复合物晶体结构提示, 叔丁基进入 P环套的

疏水腔内, 氨基与Glu236和核糖结合腔中骨架Glu279

Table 3　Development of 4-amino-1-(7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)-piperidine-4-carboxamide PKB inhibitors

Compd.

16
18
19
20
21
22
23

24

25

R

4-Cl-Ph-CH2-
4-Cl-Ph-CH2OCH2-
4-Cl-Ph-CONHCH2-
4-Cl-Ph-CH2NHCO-

2,4-Cl2-Ph-CH2NHCO-
4-F3C-O-Ph-CH2NHCO-
4-Cl-Ph-CH2N(CH3)CO-

PKB 

IC50/nmol·L-1

6.
8.0

69.
2.2
4.9

11.
25.

250.

680.

PKA 

IC50/nmol·L-1

168.
13.

Not test
30.

120.
110.
84.

Not test

Not test

Selectivity 

PKA:PKB
28.

1.6
Not test

14.
20.
10.

3.4

Not test

Not test

Table 2　Addition of the lipophilic group to the 4-aminomethyl- and 4-aminopiperidines

Compd.

6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17

X

CH
CH
N
N
CH
N
CH
N
CH
N
CH
CH

R

Ph-
4-Cl-Ph-
4-Cl-Ph-
4-Cl-Ph-
4-Cl-Ph-
4-Cl-C6H4-CH2-
4-Cl-C6H4-CH2-
4-Cl-Ph-
4-Cl-Ph-
4-Cl-C6H4-CH2-
4-Cl-C6H4-CH2-
4-t-Bu-C6H4-CH2-

PKB 

IC50/nmol·L-1

246
25
71
16

8
3
5
7
7

25
6

27

PKA 

IC50/nmol·L-1

726
54
27

3
5
7
9

23
15

286
168

3 400

SRB (PC3M) 

IC50/µmol·L-1

38.
7.4

23.
5.7
1.0

20.
15.

>50.
8.

>50.
12.

Not test

SRB (PC3M) 

IC50/µmol·L-1

Not test
6.0

Not test
Not test

0.52
Not test

4.3
Not test

4.7
Not test

5.0
Not test
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的羰基发生电荷结合作用 (图 3A)。20与 PKB的结合

模式除与 17相同外, 链中的酰氨NH与Asp293侧链羰

基形成氢键 (3.3 Å) (图 3B), 23 的酰氨被甲基化失去

氢键结合, 导致活性降低 10倍。图 3C是晶体结构中

的化合物 7、17和 20的叠合图, 主要的药效团都可叠

合在一起 (McHardy T, Caldwell JJ, Cheung KM, et al. 

Discovery of 4-amino-1- (7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-

yl)piperidine-4-carboxamidesas selective, orally active 

inhibitors of protein kinase B (Akt). J Med Chem, 2010, 

53: 2239−2249)。

5 结构的再优化

5.1　消除脱靶作用　化合物 20的活性、选择性、细胞

活性、生物利用度、半衰期和清除率等良好的药效与药

代性质仍未能确保进入临床研究, 原因是对ROCK2激

酶和 hERG钾通道的脱靶作用。ROCK2因与PKB1同

源性有 40%, 序列等同达 86%, 20抑制ROCK2只弱于

PKB 5倍, 因而引起实验犬的低血压和心律过速。20

抑制 hERG 的 IC50 5 μmol·L-1 (应 > 30 μmol·L-1), 具有

发生潜在的心血管事件。因此下一步的优化是对 20

的结构微调, 寻找向靶/脱靶的界面。

5.2　苯乙氨 α位烷基和苯基的取代　在苯乙氨片段

的 α位作简单的烷基或苯基取代, 考察对 PKB激酶亚

型、细胞活性、ROCK2 激酶和 hERG 钾通道的脱靶作

用和构效关系, 以及测定的分布系数 logD和缓冲液中

溶解度列于表 4。构效关系如下: ① 甲基、乙基和环丙

基取代 (29, 32, 33) 对 PKB 和 ROCK2 的活性影响不

大, 对 hERG的作用略有减弱。② 甲基化合物 29拆分

成光活体 , 对酶和细胞活性有显著不同 , R 是劣映体 

(30), 基本没有活性, S为优映体 (31), 提示这个位置与

P-环套的结合具有立体专属性。30和 31对ROCK2显

示有类似的立体专属性。③ α-甲基的手性对ROCK2

抑制也有优劣之分, 31强于 30, 但差异低于对 PKB的

抑制 , 提示此处有可能分开向靶/脱靶作用。④ α-苯

基 (32) 和苄基 (33) 取代使活性降低 , 却提高了对

hERG的抑制, 可能与疏水性增加有关。

5.3　α-甲基取代的苯环上的变换　苯乙基的 α-甲基

取代后, 原来优化的 4-氯取代是否仍是优化基团, 须实

验确定, 合成了无取代苯基、4-F、4-甲磺酰基、3,4-二甲

氧基以及 2-吡啶基和 3-吡啶基等化合物, 对 PKB酶和

细胞活性大都下降 (4-F取代酶活性未变, 但细胞活性

Figure 3　Crystal structures of 17 bound to PKB (A) and 20 bound to PKB (B). C: Overlay of the bound conformations of 7 (gold), 

17 (green), and 20 (blue)

Table 4　PKB enzyme and cell potency, selectivity, and hERG activity for α-alkyl-substituted benzylamine analogues

Compd.

20

29

30

31

32

33

34

35

R

H

CH3

R-CH3

S-CH3

C2H5

c-Pr

Ph

Ph-CH2

IC50/nmol·L-1

PKBα

13

8

276

4

7

5

41

31

PKBβ

66

40

836

20

23

30

210

190

PKBγ

57

30

523

16

13

25

270

150

Cell

328

197

4 594

134

144

208

1 620

1 650

ROCK2

66

101

1 396

55

126

261

576

586

hERG

5 235

7 200

9 092

6 747

6 495

2 600

1 800

3 500

LogD

2.9

2.7

3.3

2.7

3.5

3.4

4.1

4.1

Solubility/μmol·L-1

150.
180.

77.
110.
13.
31.
<1.
<1.
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锐减), 虽然因化合物极性增加对 hERG 降低了作用 , 

但此得不偿彼失 (数据从略)。

5.4　α-取代基的碱性基团的变换　α-S-甲基取代的化

合物 31有良好的活性和选择性, 鉴于溶解性的不足, 

循此路径加入碱性基团合成的化合物列于表 5。构效

关系提示, 所有的化合物都保持了抑制PKB的高活性

和细胞活性, 含氮杂环还显示了对ROCK2的选择性作

用, 但 S-光活体的选择性反而不高。所有的化合物因

溶解性的提高而降低了对 hERG钾通道的抑制作用。

然而体内实验表明含氨基化合物的清除率较高, 口服

生物利用度较低。总的评价仍不可取。

5.5　α-取代基的中性极性基团的变换　表 6列出了含

Table 5　PKB enzyme and cell potency, selectivity, and hERG activity for α-substituted benzylamide analogues carrying a basic side chain

Compd.

31

36

37

38

39

40

41

42

43

R

S-CH3

(CH3)2N(CH2)2-

(CH3)2N(CH2)3-

S-(CH3)2N(CH2)2-

IC50/nmol·L-1

PKBα

4

2

3

4

5

5

3

4

4

PKBβ

20

14

15

96

42

30

Not test

31

13

PKBγ

16

7

4

36

15

10

Not test

18

6

Cell

134

96

126

209

156

91

110

43

78

ROCK2

55

30

71

104

134

122

34

39

34

hERG

6 747.
>105

>105

>105

74 807.

>33 300.

>33 300.

21 030.

29 367.

LogD

2.7

Not test

1.4

1.3

2.7

Not test

Not test

Not test

2.4

Solubility

/μmol·L-1

110.
Not test

>1 700.

>1 500.

1 400.

Not test

2 320.

>2 470.

>2 090.

Table 6　PKB enzyme and cell potency, selectivity, and hERG activity for α -substituted benzylamide analogues carrying a neutral side 

chain

Compd.

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

R
IC50/nmol·L-1

PKBα

30

42

31

12

6

16

7

7

4

6

10

3

PKBβ

159

Not test

Not test

Not test

Not test

Not test

36

46

22

24

130

8

PKBγ

105

Not test

Not test

Not test

Not test

Not test

30

40

15

22

100

8

Cell

1 126

681

2 893

489

874

995

414

302

91

138

303

89

ROCK2

351

266

182

37

62

90

153

89

112

76

204

56

hERG

>105

>33 300.

>33 300.

>33 300.

>33 300.

>33 300.

80 124.

>105

>105

57 793.

9 369.

>105

LogD

2.2

2.4

2.4

2.2

Not test

2.1

2.2

2.4

2.5

2.8

3.0

2.5

Solubility

/μmol·L-1

460

400

>1 200

5

Not test

29

86

47

21

130

52

780
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有极性基团的中性侧链。构效关系提示, ① 酰氨化合

物 (44～46) 消除了对 hERG的作用, 但细胞活性和对

ROCK2的选择性受到不利的影响。② 磺酰氨化合物

47～50的酶活性较高, 但对细胞作用弱, 可能是极性

难以过膜, 但也有抑制ROCK2活性, 降低了选择性, 不

过对hERG作用较弱。所以, 酰氨或磺酰氨都不是优选

基团。③ 羟基连接在亚甲基、亚乙基和亚丙基, 以羟

乙基化合物 52活性和选择性最好, 对 hERG作用很弱, 

也有良好的水溶解性。拆分后 S-为优映体 (55), R 构

型的活性很弱。

6 候选物的确定和卡匹色昔的批准上市

数轮的优化终于设计出体外呈现高活性和选择性

以及较少脱靶作用的优质化合物 55, 对 75 种激酶 

(其中 35个属于AGC家族激酶) 1 μmol·L-1浓度下抑制

率 > 75%, 只有两个激酶 (P70S6K和 PKA) IC50为 6和

7 nmol·L-1, 但对这两个激酶驱动的细胞活性很低, 提

示 55有很高的选择性作用。以抑制 PKB驱动的 3种

细胞系的增殖、用两个终点标示物评价 55的活性, 6个

指标的 IC50在 0.06～0.76 μmol·L-1范围内 (数据从略); 

55 对多种癌细胞有显著抑制活性。小鼠/大鼠/犬的

药动学表明 , 口服生物利用度分别为 86%/13%/37%, 

静注半衰期为 0.2/0.5/2.7 h; 血浆蛋白结合率为 85%/

76%/79% (其余数据从略)。遂确定 55为候选物, 定名

为卡帕塞替尼 (capivasertib) 进入临床前和临床研究, 

证明可口服治疗雌激素受体 (ER) 阳性和人表皮生长

因子受体 2 (HER2) 阴性的乳腺癌患者。研发公司阿

斯利康于 2023年得到FDA批准卡帕塞替尼上市, 成为

首创的以 PKB (或称 Akt) 为靶标的乳腺癌口服治疗

药 (Addie M, Ballard P, Buttar D, et al. Discovery of 

4‑amino‑N‑[(1S)‑1- (4-chlorophenyl) -3-hydroxypropyl] -

1-(7H‑pyrrolo[2,3‑d]pyrimidin-4-yl)piperidine-4-carbox‐

amide (AZD5363), an orally bioavailable, potent inhibitor 

of Akt kinases. J Med Chem, 2013, 56: 2059−2073)。

7 卡帕塞替尼与靶标模式

本项目始自于 FBDD方法, 苗头的发现和结构生

长过程是在结构生物学指导下进行的, 后来的先导物

优化更多以药物化学和构效关系方法, 结构生物学验

证。下面讨论上市的卡帕塞替尼 (55) 与 PKB (亦称

Akt) 激酶ATP结合域的结合模式。X-射线晶体学 (图

4a～c) 显示特征如下 : ① 活化态 PKB 的 C 端回折到

N端环套定位于Phe469和Phe472构成的疏水腔, 这对

PKB的调控功能至关重要。② 哌啶环的1,4-位连接的

母核与氯苯基侧链的单键是以直立键构象存在, 是受

到母核邻位 sp2杂化 N 的制约 , 并且使处于平展键的

NH2与Glu234和Glu278负离子穴 (anion hole) 结合 (图

4a、c)。这与图 2c的化合物 6和图 3A的化合物 17呈现

的直立键是吻合的。③ 55 的吡咯并嘧啶母核与

Ala230和 Tyr229发生氢键结合 (图 4c)。④ 氯苯基进

入P-环套处的Lys179、Leu181和Val164以及酶骨架的

Lys158和Gly162构成的疏水腔, 形成疏水−疏水结合 

(图 4a、b 未显示残基)。⑤ 酰氨的 NH 通过结构水与

Asp292和Asn279形成氢键 (图 4c)。⑥ 侧链上的羟基

经结构水介导与Glu278氢键结合 (图 4c), 但不能解释

该羟乙基何以对55有如此大的贡献。

Figure 4　 (a) Binding mode of compound 55 in PKBα determined by X-ray crystallography at 1.49 Å resolution. The 2Fo−Fc electron 

density map is displayed in orange and contoured at 1σ around the inhibitor. Nearby water molecules are represented as red spheres. (b) 

Molecular surface representation of the PKBα binding pocket, looking toward the kinase hinge region. (c) Hydrogen-bond network formed 

by 55 and PKBα residues within 3 Å of the inhibitor
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