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先导化合物结构优化策略 (七) —— 肽类分子结构修饰与改造

彭晶晶 1,2, 王 江 1,2, 戴文豪 1, 谢 雄 1,2, 柳 红 1,2*

(1. 中国科学院上海药物研究所, 新药研究国家重点实验室, 上海 201203; 2. 中国科学院大学, 北京 100049)

摘要: 多肽分子大多为天然的内源性配体, 与受体的亲和力强, 选择性好, 是一类比较容易成为先导化合物及药

物的分子。许多药物都是从多肽分子进行结构优化改造而得, 如降压药物卡托普利、抗丙肝药物特拉匹韦等。目前

多肽分子开发面临的主要问题包括稳定性差、半衰期短、血浆清除率高等低成药性缺陷; 通常只能注射使用, 患者的

依从性较差; 生产工艺复杂, 生产成本较高。因此, 对多肽分子进行合理的修饰和改造既可以降低肽类分子的生产

成本, 又可以改善肽类分子的成药性。本文从改善肽类分子成药性的角度综述了肽类分子结构修饰与改造策略, 根

据是否对肽链骨架进行修饰, 将修饰策略分为两类: 一类是针对肽链骨架的改造, 包括非天然氨基酸修饰、伪肽化策

略、逆肽策略、环化策略、末端结构修饰等; 另一类是在多肽骨架不变的基础上, 引入其他基团进行结构优化和性能

改造, 包括高级脂肪酸修饰、聚乙二醇修饰、蛋白融合策略、胆固醇修饰等。

关键词: 多肽; 结构改造; 药物设计; 先导化合物

中图分类号: R916 文献标识码: A 文章编号: 0513-4870(2020)03-0427-19

Lead compound optimization strategy (7) —— modification
strategies for peptides

PENG Jing-jing1,2, WANG Jiang1,2, DAI Wen-hao1, XIE Xiong1,2, LIU Hong1,2*

(1. State Key Laboratory of Drug Research, Shanghai Institute of Materia Medica, Chinese Academy of Sciences,

Shanghai 201203, China; 2. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China)

Abstract: Most peptides have high binding affinity and good selectivity for endogenous receptors and are

good lead compounds to develop into drugs. Many approved drugs are derived from the structural optimization of

peptide molecules, such as the antihypertensive drug captopril and the anti-hepatitis C drug telaprevir. At present,

the main problems in the development of peptide drugs include poor stability, short half-life, and high plasma

clearance rate; lack of oral availability and poor patient compliance, a complex production process, and high

production cost. Therefore, rational modification of peptides can not only reduce the production cost, but also

improve the druggability of the peptides. Here we review structural modification strategies for peptides from the

perspective of improving their physicochemical properties. These modification strategies are divided into two

parts: one is modification of the peptide backbone, including unnatural amino acid modification, pseudopeptide

strategy, inverse-peptide strategy, cyclization strategy, and terminal structure modification. Another is modification

of the side chains of peptides, including fatty acid conjugation, polyethylene glycol conjugation, protein fusion

strategy, and cholesterol conjugation.
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多肽是由各种氨基酸分子之间脱水形成肽键相连

的有机物, 其分子质量在 1～10 kDa, 介于小分子和生

物大分子之间。存在于体内的诸多信号分子都属于肽

或蛋白质, 疾病的发生发展离不开这些肽或蛋白质。
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就目前已知的活性肽而言, 大部分都是由机体分泌或

代谢转化而来。因此, 按照活性肽的来源可以将肽分

为两类: 第一类是来源于生物体本身的蛋白质及活性

肽, 称为内源性活性肽。内源性活性肽在体内含量少、

分布广、效应极强。第二类是来源于动植物的活性多

肽以及抗生素等, 称为外源性活性肽。外源性活性肽

作用强、分布广泛。内源性活性肽和外源性活性肽构

成的多肽库为药物研发提供了新颖的结构骨架, 许多

上市药物都源自多肽化合物的发现。

但是经典的多肽结构对体内蛋白酶的稳定性较

差, 进入体内很快会被降解; 此外, 大多生物活性肽生

物利用度比较差, 无法口服, 需要通过改变剂型进而研

发获取适合的给药途径。基于以上这些因素, 需要对

活性肽进行结构修饰与化学改造[1]。活性肽改造的目

的多种多样, 主要包括提高活性肽与受体的亲和力及

选择性; 增强多肽分子的药代稳定性, 降低活性肽在体

内的降解或者减少活性肽在体内的消除; 提高活性肽

的透膜能力; 改善疏水肽的水溶性等。本文针对不同

改造目的总结归纳了肽类分子结构修饰改造策略, 根

据是否对肽链骨架进行修饰, 将这些修饰策略分为两

类:一类是针对肽链骨架的改造, 包括非天然氨基酸修

饰、伪肽化策略、逆肽策略、环化策略、末端结构修饰

等; 另一类是在多肽骨架不变的基础上, 引入其他基团

进行结构优化和性能改造, 包括高级脂肪酸修饰、聚乙

二醇修饰、蛋白融合策略、胆固醇修饰等。通过综合运

用这些先导化合物结构修饰策略, 能够显著提高多肽

类化合物的成药性, 为开发多肽类创新药物提供理论

指导和实践经验。

1 提高肽类分子活性

药物的化学结构与药理活性之间的关系一直都是

药物化学领域的重要研究内容。活性是化合物开发成

药物的前提, 多肽也是如此。部分天然肽类分子或人

工合成的肽生物活性差, 需要通过化学修饰提高肽类

分子与受体的亲和力, 改善肽的活性。提高肽类分子

活性的主要方法包括末端结构修饰、拼接策略、环化策

略、非天然氨基酸修饰、伪肽策略以及胆固醇修饰等。

1.1 肽链骨架改造

对肽链骨架进行修饰和改造以提高肽类分子活性

的主要方法包括末端结构修饰、拼接策略、环化策略、

非天然氨基酸修饰、伪肽策略等。

1.1.1 N-Cap 结构修饰 N 端裸露和 C 端裸露的多

肽容易受到肽链外切酶的识别, 从而被切割降解失去

活性。而将N末端和C末端进行结构修饰, 一方面可

以提高肽类分子的代谢稳定性, 另一方面可以保持甚

至提高肽类分子的活性。Stoermer 等[2]报道了三肽

(KKR 序列) 醛类化合物作为西尼罗病毒 (west Nile

virus, WNV) 蛋白酶抑制剂; 尹正课题组报道了三肽

(KRR 序列) 醛类化合物作为登革热病毒 (Dengue

virus, DENV) 蛋白酶抑制剂 , 并且相较于其他四肽

醛类化合物活性显著提高 [3]。基于此类研究报道 ,

Andreas等[4]认为不同氨基末端结构修饰的三肽醛类

化合物对活性有不同影响, 因此他们对N端Cap区进

行考察, 得到不同酰基化修饰的三肽醛类化合物, 并且

发现不同酰基化修饰对化合物的抗病毒活性有较大影

响 (表 1)[4], 可以看出N端苯乙酰基修饰的三肽醛 2对

登革热病毒和西尼罗病毒都有较好的抑制活性, 而N

端 4-苯基苯乙酰基修饰的三肽醛 11相比于 2对西尼罗

病毒的抑制活性提高近 7倍。这一点表明氨基末端的

结构修饰对肽类化合物的活性有一定影响, 可以作为

肽类化合物改造的一种策略。

1.1.2 C-末端结构修饰 与氨基端结构修饰相对应,

羧基端结构修饰在肽类分子的修饰改造也具有广泛应

用, C-末端结构修饰策略成功地在各类病毒蛋白酶抑

制剂的结构改造中使用。丙肝病毒NS3/4A蛋白酶是

一种丝氨酸蛋白酶, 目前大部分丝氨酸蛋白酶抑制剂

都含有亲电基团, 与催化三联体的丝氨酸羟基形成共

价键。研究人员从十肽底物出发经过肽链的简化以及

羧基末端结构修饰得到活性肽醛 19, 其对 HCV NS3/

4A蛋白酶的结合常数为 12 μmol·L-1, 但醛基的化学和

代谢稳定性较差。因此, 研究人员对醛基末端进行结

构修饰, 以 α-卤代酮、杂代酮、α-二酮和 α-酮酰胺替换

醛基 , 得到的酮酰胺化合物 20 对丝氨酸蛋白酶 NS3/

4A的结合常数提高了 12倍。分析酮酰胺 20与丝氨酸

Table 1 N-cap structure modification to affect anti-viral activity

against viral protease [4]

Compd.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

Peptide inhibitor

Benzoyl-n-K-R-R-H

Phenylacetyl-K-R-R-H

Phenylacetyl-K-K-R-H

4-Aminobenzoyl-K-R-R-H

4-Aminobenzoyl-K-K-R-H

Acetyl-K-R-R-H

Acetyl-K-K-R-H

Propionyl-K-R-R-H

Propionyl-K-K-R-H

4-Phenylphenylacetyl-K-R-R-H

4-Phenylphenylacetyl-K-K-R-H

4-Aminophenylacetyl-K-R-R-H

2-Naphthoyl-K-R-R-H

Cinnamoyl-K-R-R-H

Phenylpropionyl-K-R-R-H

Benzoyl-K-K-R-H

Cyclopropionyl-K-K-R-H

Trifluoroacetyl-K-K-R-H

IC50/μmol·L-1

DENV2

9.5 ± 0.21

6.7 ± 1.1

167 ± 47

201 ± 33

>300

58 ± 7.2

115 ± 23

218 ± 18

>300

23.4 ± 1.4

12.2 ± 0.38

11.2 ± 0.28

26.7 ± 0.11

15.8 ± 4.5

>300

127 ± 2.1

172 ± 10

274 ± 27

WNV

2.6 ± 0.02

0.39 ± 0.21

0.70 ± 0.04

22.4 ± 4.6

33.5 ± 0.62

2.4 ± 0.02

0.97 ± 0.64

8.5 ± 0.40

0.85 ± 0.11

0.99 ± 0.04

0.056 ± 0.004

1.9 ± 0.03

1.8 ± 0.03

1.4 ± 0.11

19.7 ± 1.29

0.42 ± 0.18

0.38 ± 0.02

1.8 ± 0.21
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蛋白酶的相互作用 (图1), 研究人员发现酮酰胺结构既

可以与 139位丝氨酸形成共价结合, 又可以与附近的

137位谷氨酸和 138位丝氨酸残基形成氢键作用, 增强

了化合物与NS3/4A蛋白酶的结合, 因而其抗病毒活性

提高[5]。

EV71 3C 蛋白酶是一种半胱氨酸蛋白酶。尹正

等[6]发现了对 EV71病毒具有较好抑制活性的肽醛分

子 21 (EC50 = 0.11 μmol·L-1), 考虑到醛基的稳定性较

差, 成药性质不佳。他们在进一步的结构修饰中, 针对

醛基进行结构优化, 得到羟基氰类化合物 22, 该化合

物对 EV71 的活性为 0.056 μmol·L-1。通过分子对接 ,

分析化合物 22与EV71 3C蛋白酶的相互作用, 分子对

接结果表明 (图 2), 相比于醛基, 羟基氰结构中的氰基

与 146位谷氨酰胺和 24位谷氨酸通过水分子形成氢

键, 增强了化合物与EV71 3C蛋白酶的结合, 因而活性

得以提高[6,7]。

1.1.3 拼接策略 在肽类化合物的改造中, 往往需要

对不同位点同时进行优化和改造, 拼接策略是一个高

效的结构优化方法。首先, 分别对N端和C端结构修

饰改造得到活性较优的化合物, 然后将优势片段进行

拼接, 即可快速获得活性更高的化合物。拟肽化合物

23是一个登革热病毒蛋白酶抑制剂, 其抑制活性 IC50

为13.3 μmol·L-1。在对该化合物改造的过程中, 研究人

员就采用了分别优化N端和C端的研究策略。在N端

结构改造中, 研究人员发现肽类分子 24, 即N端Cap结

构修饰的化合物, 活性提升, 其 IC50达到 2.5 μmol·L-1。

在C端侧链改造过程中研究人员也发现将正丁基侧链

替换为苯基得到化合物 25, 同样可以提高化合物对登

革热病毒的抑制活性, 活性提升近4倍。考虑到这两个

修饰策略都可以提高化合物的活性, 研究人员将两个

优势片段组合拼接, 得到化合物26, 其对登革热病毒的

抑制活性为0.6 μmol·L-1, 活性提高了近20倍 (图3)[8]。

1.1.4 环化策略 许多情况下, 直链肽的分子柔性造

成构象发生变化, 使其与受体结合的强度及选择性下

降。此外, 生物体内的氨肽酶及羧肽酶也易于从直链

肽两个端基逐步切割肽链, 使之降解。因此肽链的环

化改造, 使其构象限定是改善肽类分子生物稳定性、提

高生物活性的重要结构改造策略[9]。研究表明, 从直

链肽改为环肽后, 许多化合物的生物活性提高十几倍

至几万倍。许多具有抗菌、抗病毒、抗肿瘤、免疫调节等

Figure 2 C-terminal structure modification to improve activity against EV71 3C protease. Figure derived from Zhai Y, et al[6]

Figure 1 C-terminal structure modification to improve activity against serine protease
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活性的天然产物肽往往含有不同类型的主链环化结构。

因此, 环化策略是多肽结构修饰改造的一个重要策略。

线性八肽化合物 27 对登革热病毒 NS2B-NS3 蛋

白酶有较弱的结合活性 (Ki = 42 μmol·L-1)。Xu等[10]推

测线性肽结合活性较差的原因可能是线性肽占用的空

间较大, 无法与蛋白酶有效地结合; 而用环肽则可以改

变线性肽所占用的空间, 提高化合物对NS2B-NS3蛋

白酶的结合活性。他们设计合成了系列环肽结构, 并

且对这类环肽的结合活性进行测试。发现环肽 28的

构象使得其可以较好地与登革热病毒 NS2B-NS3 蛋

白酶结合, 相较于线性肽活性提高近 20倍, Ki值达到

2.2 μmol·L-1 (图4)。

除了首尾相连的大环化策略, 局部环化往往能够

局部限定环化区域的肽类化合物构象, 稳定肽类化合

物与受体的相互作用, 提高肽类化合物的活性。信号

传导及转录激活因子 STAT3是一种直接将细胞外受

体的信号传递至核内的转录因子。STAT3的持续激活

会促进细胞增殖从而形成肿瘤并且抑制肿瘤细胞凋

亡[11-13]。美国密歇根大学王少萌等[14]早期发现 gp130

pYLPQTV 肽 29 与 STAT3 受体有较强的亲和力。研

究表明, gp130磷酸肽中的苏氨酸和缬氨酸可以被苄

胺替代而不改变肽和 STAT3 之间的结合活性 , 因此 ,

研究人员切断苏氨酸和缬氨酸并用苄胺封闭碳端 ,

得到了截断磷酸肽 30, 30与STAT3受体的结合力Ki为

350 nmol·L-1。通过分子对接, 他们发现亮氨酸侧链异

丁基和脯氨酸五元环可以并环形成双环内酰胺结构而

不破坏肽 30 β转角的构象。因此, 采用局部环化策略,

他们设计合成了构象限制的双环类肽化合物 31, 其与

STAT3受体的结合力Ki为 17 nmol·L-1, 活性提高了近

20倍。分子对接结果表明, 双环内酰胺结构可以很好

保持 30 的 β转角构象。为了验证 Cbz 保护基是否和

肽 31 与 STAT3 受体结合相关 , 他们将苄氧羰基替换

为乙酰基 , 得到的肽 32 与 STAT3 受体的结合力 Ki值

为 15 nmol·L-1, 与肽 31 活性相当 , 说明 Cbz 并非活性

必须。随后 , 他们评价了肽 32 对两种含有高磷酸化

STAT3受体的人乳腺癌细胞株MDA-MB-231和MDA-

MB-468的抑制活性, 但 32在 100 μmol·L-1水平下对这

两种肿瘤细胞并没有表现出抑制活性, 可能是磷酸肽

的极性太大, 无法通过细胞膜。为了增强 32对肿瘤细

胞的抑制活性, 他们将高级脂肪酸引入磷酸肽的氮端,

得到了脂肪酸修饰的磷酸肽 33, 33与STAT3受体的结

合力Ki值为 10 nmol·L-1, 而且肽 33对两种细胞的抑制

活性 IC50分别为 25和 35 μmol·L-1, 在细胞水平显示了

一定的抑制活性, 也表明脂肪酸修饰可以改变肽类化合

物的性质, 提高肽类化合物的透膜性 (图5)[15]。

Figure 3 Splicing strategy to improve DENV inhibitory activity

Figure 4 Cyclization strategy to improve activity against NS2B-

NS3 protease. Figure derived from Xu SQ, et al[10]

·· 430



彭晶晶等: 先导化合物结构优化策略（七）——肽类分子结构修饰与改造

1.1.5 非天然氨基酸修饰 卡托普利是第一个报道的

血管紧张素转化酶 (angiotensin converting enzyme,

ACE) 抑制剂 , 1981年被美国食品药品管理局 (FDA)

批准用于治疗高血压。临床研究表明, 卡托普利的巯

基可能会引起患者皮疹和食欲减退等不良反应。为了

解决这一问题, 研究人员研发新型ACE抑制剂作为降

压药物。在卡托普利研发早期, 活性化合物 34具有一

定的ACE抑制活性, 其 IC50为 4.9 μmol·L-1。对 34的亚

甲基用氮原子进行生物电子等排, 得到二肽先导化合

物 35, 其活性提高 1倍[16]。由于氮原子的引入, 化合物

的亲水性有所增强; 为了平衡氮原子引起的亲水性增

强, 研究人员尝试在氨基酸的 α位引入烷基侧链平衡

亲水性变化, 结果得到的化合物 36活性进一步增强至

0.09 μmol·L-1。随后, 研究人员对 α位烷基侧链进行了

详细的构效关系考察, 最终确定苯乙基取代时, 活性最

优[17], 将羧基乙酯化开发获得前药依那普利 37, 依那

普利于 1985年被美国 FDA批准用于高血压和心力衰

竭的治疗。37对ACE的抑制活性相比于 36活性提高

了 74倍, 表明非天然氨基酸的引入可以增强肽类分子

的药理活性 (图6)。

1.1.6 伪肽策略 伪肽则是通过模拟多肽水解的过渡

态, 利用生物电子等排原理对易水解的酰胺键进行替

换, 使多肽免于蛋白酶的水解切割从而保留甚至提高

肽类化合物的药理活性。图 7列出了一些伪肽的代表

结构[18]。

片段 38 (羟基亚甲基) 是众多HIV蛋白酶抑制剂、

肾素抑制剂和 β-分泌酶抑制剂[19]共有的结构片段。其

基本的设计原理就是利用伪肽策略, 模拟酰胺键水解

过程中的过渡态, 替换易水解的酰胺键。Szelke等[20]

通过在肾素底物 42 的亮氨酸-缬氨酸 (Leu-Val) 片

段中采用羟基亚甲基替换酰胺键 , 得到伪肽抑制剂

43, 对 HIV-1 蛋白酶抑制活性显著提高 (图 8), 其 IC50

Figure 6 Introduction of unnatural amino acids to improve ACE inhibitory activity

Figure 5 Partial cyclization strategy to improve peptide binding affinity with STAT3 receptor
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值为0.000 7 μmol·L-1。

其中缩硅酮片段 41也有广泛应用, 由于碳原子和

硅原子同属一个主族, 两个原子的性质十分相似, 而硅

原子相比碳原子更倾向于 sp3杂化, 片段 41不容易发

生消除反应生成硅酮, 缩硅酮的稳定性要高于缩酮, 因

此在设计和改造活性肽的时候引入 41片段既可以增

强与酶活性中心的相互作用, 又具有一定的化学稳定

性, 在药物化学化合物设计中具有广泛应用 (图9)。片

段 41在很多活性肽类似物分子上显示出良好活性, 例

如含有片段 41的ACE抑制剂 44, 其对ACE酶的抑制

活性达到了3.8 nmol·L-1; 而含有片段41的HIV 蛋白酶

抑制剂 45对蛋白酶的抑制活性也达到 2.7 nmol·L-1, 表

明该类结构在活性肽结构改造中有重要意义[21]。

1.2 外接基团修饰

外接基团修饰以提高肽类分子活性的主要方法是

胆固醇修饰。

胆固醇修饰也是多肽类分子的重要结构修饰策

略。胆固醇的引入常常可以在提高其在体内半衰期

的同时增强多肽的药理活性。Wang等[22]用细胞-细

胞融合实验评价多肽分子的抗病毒活性, 发现多肽

m4HR具有一定抗HIV-1活性 (IC50 = 36 910 nmol·L-1)。

当在 m4HR C末端外接胆固醇分子得到化合物 46, 其

抗病毒活性提高 200倍 (IC50 = 57.2 nmol·L-1)。进一步

在N端修饰, 得到的肽类化合物对HIV-1的抑制活性

进一步提升 (表 2)。其中活性最好的是肽类分子 47,

其 IC50 达到 8.3 nmol·L-1, 该类化合物结构优化的实例

进一步证明了胆固醇修饰在多肽药物活性优化的重要

应用。

2 增强多肽分子的药代稳定性

多肽的基本组成单元是氨基酸, 其本质与蛋白质

相同, 因而多肽类分子是许多蛋白酶水解的底物, 而这

一特点严重限制了多肽类药物的开发研究。一般而

言, 大部分多肽类药物无法口服, 否则就会被胃蛋白酶

Figure 7 Representative structures of pseudopeptides

Figure 8 Pseudopeptide strategy to improve anti-HIV-1 protease activity

Figure 9 Representative silicon containing pseudopeptide inhibitors

Table 2 Cholesterol conjugation to improve anti-viral activity

against HIV-1

Compd.

m4HR

46

47

48

49

50

Structure

Ac-IEELIKKSEELIKKIEEQIKKQE

ESIKK-NH2

Ac-m4HR-βAla-C(Chol)-NH2

Aoc-βAla-m4HR-βAla-C(Chol)-NH2

Noc-βAla-m4HR-βAla-C(Chol)-NH2

Apc-βAla-m4HR-βAla-C(Chol)-NH2

Npc-βAla-m4HR-βAla-C(Chol)-NH2

IC50/nmol·L-1

36 910 ± 2 047

57.2 ± 15.9

8.3 ± 2.6

8.9 ± 1.8

17.0 ± 11.3

15.8 ± 0.9
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以及胰蛋白酶等消化破坏; 其次, 即使通过注射给药,

多肽类药物也有可能在血液以及组织中被蛋白酶降解

失活, 因此多肽类药物的生物利用度很低, 以至于多肽

类分子在临床治疗中受到很大限制[23]。为了减弱或避

免蛋白酶对多肽类分子的降解, 必须要利用化学方法

或其他方法对多肽分子进行修饰改造, 以提高多肽的

代谢稳定性, 为新药研发中解决多肽的代谢稳定性问

题提供一些思路和参考。增强多肽分子代谢稳定性的

主要方法包括非天然氨基酸修饰、伪肽化策略、逆肽策

略、环化策略以及高级脂肪酸修饰、蛋白融合策略、聚

乙二醇修饰等。

2.1 肽链骨架改造

对肽链骨架进行修饰和改造以增强多肽分子代谢

稳定性的主要方法包括非天然氨基酸修饰、伪肽化策

略、逆肽策略、环化策略等。

2.1.1 非天然氨基酸修饰 天然活性肽的组成常常都

是天然氨基酸。天然活性肽容易受到体内蛋白酶降

解, 从而降低其在体内的半衰期, 导致天然活性肽在体

内发挥药效时间缩短, 不利于成药。β氨基酸作为非

天然氨基酸, 在体内不易被蛋白酶识别水解, 在活性肽

的结构改造与修饰中发挥重要作用。

化合物 51是一个神经降压素, 其作用于神经降压

素受体 1和 2 (NTSR1和NTSR2) 两个亚型。神经降压

素及其受体与痛觉缺失的调节、食物摄取以及肿瘤生

长具有密切关系[24]。研究人员对神经降压素 51进行

结构优化, 经过截断策略得到了含有第八位到第十三

位氨基酸序列的简化肽 52 (NTSR1 Ki = 0.24 nmol·L-1;

NTSR2 Ki = 1.2 nmol·L-1), 其对NTSR1和NTSR2受体的

活性均比神经降压素 51有所提高。然而, 简化肽 52容

易受到体内酶代谢作用, 因此其在体内半衰期很短。针

对这一特点, 研究人员尝试引入 β氨基酸 (图 10), 得到

活性肽 53, 其对 NTSR1和 NTSR2受体的活性虽然下

降 (NTSR1 Ki = 8 nmol·L-1; NTSR2 Ki = 25 nmol·L-1),

但半衰期延长至32 h。之后研究人员又将N端的精氨酸

替换为 β-精氨酸得到肽 54。54相比于 53活性略有提

高 (NTSR1 Ki = 6 nmol·L-1; NTSR2 Ki = 12 nmol·L-1),

而且 54的半衰期大于 7天[25,26], 极大地提高了活性肽

在体内的停留时间 , 增强了活性肽在体内的药代稳

定性。

肽类小分子 55 是一个广泛研究的金属蛋白酶

EP24.15 (endopeptidase) 抑制剂。EP24.15 与下丘脑

对垂体功能的调节及血压调节有重要关联 , 文献报

道 EP24.15还可能与 Aβ蛋白的聚集和阿尔兹海默症

(Alzheimer's disease, AD) 相关, 因此EP24.15是精神系

统疾病的研究热点。虽然肽类小分子 55对EP24.15的

抑制活性很强 (IC50 = 0.06 μmol·L-1), 但它容易受到与

EP24.15相关的蛋白酶——中性内肽酶EP24.11水解。

因此, 研究人员的主要研发目标是提高 55对中性内肽

酶EP24.11的稳定性。他们尝试将55中的丙氨酸、酪氨

酸和羧基末端分别用 β-丙氨酸、β-苯丙氨酸和 β-氨基

丙酸替换, 得到 β肽 56对 EP24.15的抑制活性虽然有

所下降 (IC50 = 2.8 μmol·L-1), 但对中性内肽酶EP24.11

的稳定性显著提高 (图11), 几乎不受其降解影响[27]。

研究人员用图 12的示意图解释引入 β氨基酸可以

提高肽类分子对中性内肽酶的稳定性。对于天然 α多

肽, 在特异性的蛋白酶切割位点, 水分子首先与酰胺键

形成氢键作用, 从而有利于水分子对酰胺键的进攻最

后完成酰胺键的切割; 对 β多肽而言, 由于增加了一个

亚甲基, 多肽整体的构象发生变化, 原本蛋白酶切割中

心的水分子无法与酰胺键形成氢键, 不利于蛋白酶对

酰胺键的切割, 因而β多肽比α多肽具有更强的抗水解

能力[28]。

Figure 10 Introduction of β-amino acids to improve the metabolic stability of peptides
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阿片受体与疼痛密切相关, 主要包括 μ受体、δ受

体和 κ受体等几种亚型。阿片肽则是一种内源性神经

递质, 通过与这些受体结合发挥药理作用。研究人员

发现内吗啡肽 57是 μ受体的内源性底物肽, 具有较强

的药理活性, 其对 μ受体的激动活性为 14.40 nmol·L-1,

相较于吗啡不会产生严重的不良反应; 而且, 内吗啡肽

在有效剂量下不易诱发呼吸抑制和心血管疾病。因

此, 内吗啡肽引起了科学家的广泛关注。然而, 内吗啡

肽仍存在一些问题, 其中之一就是其代谢稳定性较差,

半衰期仅为 16.9 min。兰州大学王锐团队发现含有非

天然氨基酸的内吗啡肽类似物具有较强的代谢稳定

性 (图 13), 而且可以在一定程度上进一步提高内吗啡

肽对 μ受体的活性。他们首先将 C 末端苯丙氨酸替

换为非天然氨基酸 , 得到化合物 58, 其对 μ受体的激

动活性为 0.033 4 nmol·L-1, 相比于内吗啡肽 57提高了

430倍; 而且该化合物在脑膜匀浆中的半衰期延长至

85.9 min, 与内吗啡肽相比提高了近 4倍[29]; 随后, 他们

在此工作的基础上进一步把酪氨酸和脯氨酸片段用非

天然氨基酸替换, 得到化合物 59, 其对 μ受体的活性进

一步提高, 达到 0.042 0 pmol·L-1。而且化合物 59在脑

膜匀浆中的半衰期超过 600 min[30], 解决了内源性吗啡

肽半衰期短的问题。因此, 非天然氨基酸的引入对改

善肽类化合物的代谢稳定性具有重要意义。

天然多肽大多由 L型氨基酸组成, 容易受到各种

蛋白酶的降解而失去活性。蛋白酶的水解反应一般都

是立体专一的, 引入D型氨基酸使多肽的构型发生变

化, 进而使得修饰的多肽不易被蛋白水解酶水解, 因此

D 型氨基酸修饰的多肽可以提高对蛋白酶的降解

作用。

黄体激素释放激素 (luteinizing hormone releasing

hormone, LHRH) 是由下丘脑分泌的具有调节生殖功

能的十肽, 该激素与垂体前叶的黄体激素释放激素受

体 (gonadotropin-releasing hormone receptor, GnRHR)

结合, 可以调控黄体激素的合成和分泌。除此之外, 在

人类多种恶性肿瘤中, LHRH与其他生长因子一起调

节肿瘤细胞生长。LHRH 及类似物可以通过抑制垂

体-性腺轴的功能从而抑制激素依赖性肿瘤细胞的增

殖, 因此LHRH及类似物目前在临床上用于治疗激素

依赖性肿瘤如前列腺癌和乳腺癌等。然而天然的

LHRH 第 5、6 位以及第 6、7 位氨基酸残基间肽键稳

定性较差 , 在体内极易受到肽链内切酶的作用而裂

解, LHRH在体内的半衰期仅有 2～4 min。为了提高

LHRH在体内的稳定性, 研究人员尝试在 6位引入不

同种类的D型氨基酸, 得到上市药物如那法瑞林 60和

曲普瑞林 61, 半衰期相较于LHRH均有不同程度的提

高, 其半衰期分别为3 h和4 h (表3)[31]。

Figure 11 Modification of 55 with β-amino acids to yield an inhibitor with complete stability against EP24.11

Figure 12 Schematic diagram of how a β -peptide may not be

cleaved by the peptidase

Figure 13 Introduction of unnatural amino acids to improve the stability of endomorphin and its potent analogues
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2.1.2 伪肽化策略 肽键 (-CONH2-) 是肽类分子的特

征, 而肽键在体内容易被蛋白酶识别降解, 这是肽类分

子稳定性差的原因之一。伪肽则是利用生物电子等排

原理将肽键中的一种或两种以上的原子用其他原子替

代。由于伪肽从本质上改变了酰胺键的化学结构, 与

蛋白或多肽同源结构不同, 因此可以避免体内蛋白酶

的识别和水解, 从而提高肽类分子的稳定性及活性。

N-甲基-D-天冬氨酸 (N-methyl-D-aspartate, NMDA)

受体与其胞内突触后致密蛋白 (postsynaptic density

protein-95, PSD-95) 的蛋白-蛋白相互作用是治疗缺血

性脑病、神经疼痛以及阿尔兹海默症的一种潜在策

略[32]。Bach等[33]报道, N-烷基化的谷氨酸-苏氨酸-丙

氨酸-缬氨酸四肽化合物 (N-甲基-ETAV) 62是NMDA/

PSD-95蛋白-蛋白相互作用抑制剂 (Ki = 9.65 μmol·L-1),

他们通过结构修饰得到一系列活性较强的四肽衍生

物, 但是研究人员在改造过程中发现这类化合物的血

浆稳定性较差, 例如, 化合物 62在人血浆中的半衰期

只有 113 min, 较差的代谢稳定性限制了该类化合物的

进一步开发。为了改善化合物的血浆稳定性, Bach等对

该类化合物进行伪肽化结构修饰, 将酰胺键的氧原子

用硫原子进行替换, 得到不易被蛋白酶识别并水解的

硫杂酰胺键。比较含硫杂酰胺键的伪肽 63、64和含有

酰胺键的化合物 62, 可以发现含硫杂酰胺键的化合物

虽然活性有所下降, 但血浆稳定性显著提高 (图14), 尤

其是化合物 63, 在活性基本不变 (Ki = 10.8 μmol·L-1)

的同时血浆半衰期提高了 50倍。研究结果表明, 硫杂

酰胺键的伪肽化修饰是提高肽类化合物血浆稳定性的

有效策略。

2.1.3 逆肽策略 蛋白质、激素、活性肽以及天然产物

多肽是各种蛋白酶降解的底物, 因此存在着易受蛋白

酶降解以及半衰期较短的特点。除了之前介绍的策略

可以有效耐受蛋白酶的水解, 肽键方向的改变同样可

以改变蛋白酶对底物的识别作用, 从而达到抗降解的

作用。这类改变肽键方向的多肽结构修饰策略称为逆

肽化修饰, 相关的肽称为逆肽或逆反肽。

β-淀粉样蛋白 (amyloid β-protein, Aβ) 沉积物的形

成可能是引起AD的重要过程。研究表明Aβ可溶性

寡聚体有细胞毒性, 并且对大脑的记忆能力和学习能

力具有潜在影响。在Aβ聚集的早期进行抑制可有效

治疗AD。Taylor等[34]报道了能有效抑制Aβ聚集的九

肽 65, 尽管 65对Aβ寡聚体的聚集有较强的抑制作用,

但65存在多个水解位点, 因此需要对 65进行结构修饰

以提高其代谢稳定性。对 65进行逆肽修饰, 得到逆肽

66, 理论上逆肽可以保持与 65相似的三维结构从而使

活性得到保持, 实验结果也表明逆肽 66对Aβ寡聚体

的聚集抑制活性并没有发生显著变化。Taylor等用蛋

白质降解实验评价65和66的代谢稳定性, 即将肽与人

血浆或脑提取物共孵育 24 h, 通过高效液相色谱法

(HPLC) 测定溶液中原型肽含量。可以发现无论血浆

还是脑提取物中, 逆肽 66的含量均远远高于 65, 而且

65的含量接近 100%, 表明逆肽可以一定程度上提高

化合物的代谢稳定性 (图15)。

2.1.4 环化策略 肽去甲酰基酶 (peptide deformy‐

lase, PDF)是参与细菌蛋白质生物合成和成熟的重要

酶, 在细菌和真核生物的细胞器中, 蛋白质的合成始于

N-甲酰蛋氨酸, 因此新合成的多肽都含有甲酰化的N

末端。PDF催化这些多肽的去甲酰化过程。PDF在细

菌细胞中发挥的重要作用使其成为设计新型抗生素,

治疗耐药性病原体的新靶标。研究人员在前期工作基

础上发现化合物 67具有一定的抗菌活性, 其对大肠杆

菌 PDF抑制活性 Ki值为 92 nmol·L-1。但 67在大鼠血

浆中容易受到类胰蛋白酶的降解作用而失活。从图

16中可以发现, 67在大鼠血浆中孵育 5 h约 25%被降

解。为了提高血浆稳定性, 研究人员将 P1′与 P3′进行

Table 3 Introduction of D amino acids to improve the stability of

peptides

Compd.
LHRH

Nafarelin 60

Triptorelin 61

Sequence
pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-

Gly-NH2

pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Nal-Leu-Arg-Pro-

Gly-NH2

pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Trp-Leu-Arg-Pro-

Gly-NH2

t1/2

2-4 min

3 h

> 4 h

Compd.
62
63
64

PDZ2 (Ki/μmol·L-1)
9.65 ± 0.50
10.8 ± 0.36

32 ± 2.8

Stability (t1/2/min)
113 ± 9
>5 500
>5 500

Figure 14 Thionamide pseudopeptides to improve stability of

peptides
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环化, 设计合成环肽类似物 68。研究结果表明, 相比

于 67, 环肽类似物 68 的抗菌活性有所提高 , Ki 值为

74 nmol·L-1, 而且血浆稳定性大幅提高, 将 68与大鼠血

浆孵育5 h基本不被降解[35]。

α螺旋是大部分多肽分子都具有的二级结构特

征, 然而人工合成的多肽分子在水溶液中并不能保持

稳定的 α螺旋结构[36], 因此科研人员开发了一种以

碳-碳键或其他连接链为支撑的骨架稳定多肽 α螺

旋结构 , 由这类方法得到的多肽称为订书肽 (stapled

peptide), 该方法本质上也属于环化修饰策略的一种。

线性肽柔性大, 在舒展的构象下, 容易暴露出更多酶解

位点, 增加了多肽被水解的概率, 从而导致多肽稳定性

降低[37]。形成订书肽可以约束线性多肽的构象, 减少

多肽被降解的概率。

β连环蛋白 -B 细胞淋巴瘤 9 (B-cell lymphoma,

BCL9) 蛋白-蛋白相互作用对 β连环蛋白的转录活性

至关重要, 而这一相互作用是由BCL9蛋白中 25个残

基的螺旋片段和 β连环蛋白的结合槽介导。王少萌等

发现, 372位突变的BCL9肽 69具有一定抑制 β连环蛋

白的活性 (Ki = 0.94 μmol·L-1), 然而 69稳定性较差, 在

细胞培养液中 1 h降解 75% (图 17)。因此王少萌等设

计了一类结构稳定, 不容易被代谢的 BCL9肽[38]。在

设计过程中, 他们采用了点击化学 (click chemistry) 形

成的三氮唑为支撑结构, 合成订书肽 70和 71。订书肽

70和 71对 β连环蛋白的抑制活性分别为 0.61 μmol·L-1

和 0.19 μmol·L-1, 活性保持。同时提高了线性肽的稳

Figure 16 Cyclization strategy to improve stability of peptides. Figure derived from Hu XB, et al[35]

Figure 15 Inverse-peptide strategy to improve stability of peptides. Figure derived from Taylor M, et al[34]

·· 436



彭晶晶等: 先导化合物结构优化策略（七）——肽类分子结构修饰与改造

定性, 70和 71在细胞培养液中 1 h仅分别降解 30%和 25%。

2.2 外接基团修饰

外接基团修饰以增强多肽分子代谢稳定性的主要

方法包括高级脂肪酸修饰、蛋白融合策略、聚乙二醇修

饰等。

2.2.1 高级脂肪酸修饰 高级脂肪酸修饰是指在肽类

药物的特定位点通过化学方法以共价键的形式引入高

级脂肪酸以改善肽类药物的性质, 延长半衰期。一般

认为, 高级脂肪酸修饰可以稳定其结构, 提高多肽的稳

定性, 从而延长多肽药物在体内的半衰期。同时, 高级

脂肪酸与细胞膜表面的磷脂结构类似。因此, 脂肪酸

修饰的多肽药物往往也可以提高多肽药物的脂溶性,

改善药物在肠道内的吸收以及黏膜透过性。此外, 高

级脂肪酸可以与血清白蛋白 (human serum albumin,

HSA) 结合, 结合后的复合体因分子过大而不容易转

运, 从而可以延长多肽在体内的循环时间[39]。目前, 高

级脂肪酸作为修饰结构的研究发展仍然比较缓慢, 但

高级脂肪酸作为体内的一种内源性物质, 一直吸引了

研究人员的广泛关注。根据水蛭素结构简化得到的水

蛭肽比伐卢定 72 (Bivalirudin) 是由 The Medicines

Company 开发的抗凝药物 , 于 2000 年 12 月年被 FDA

批准上市, 作为抗凝剂用于经皮冠状动脉腔内成形术

(percutaneous transluminal coronary angioplasty, PTCA)

治疗中出现的不稳定型心绞痛和经皮冠状动脉介入

治疗 (percutaneous coronary intervention, PCI)。但是

作为多肽类药物, 72在体内的暴露量较低 (AUC0-t为

23.7 nmol·min·mL-1), 半衰期短 (t1/2 = 15.1 min), 药代

动力学性质较差。在进行经皮冠状动脉介入治疗之

前 , 需要先进行静脉注射 , 随后静脉滴注至手术结

束, 患者依从性差。针对这一缺点, 研究人员对比伐卢

定类似物 73 进行化学修饰 , 主要的策略是用高级脂

肪酸对氨基酸侧链进行修饰。对比肽 73 和 74, 其药

理活性基本保持不变 , 而高级脂肪酸修饰的多肽 74

暴露量 (AUC0-t 为 1371.7 nmol·min·mL-1) 和半衰期

(t1/2 = 212.2 min) 相较于未修饰的多肽 73 (AUC0-t 为

25.7 nmol·min·mL-1, t1/2 = 13.5 min) 明显改善 (表 4), 暴

露量和半衰期分别提高了58倍和14倍[40]。

上市的降糖多肽药物利拉鲁肽[41]和索马鲁肽[42]也

都引入了高级脂肪酸修饰, 高级脂肪酸的引入增加了

药物的疏水性 , 掩盖二肽基肽酶 4 (DPP-4) 的结合位

点, 降低肾排泄, 提高半衰期。利拉鲁肽是由诺和诺德

公司研发的长效GLP-1受体激动剂, 其与天然GLP-1

有 97%的氨基酸序列相似性, 仅在 34位将赖氨酸替换

为精氨酸, 同时在 26位赖氨酸侧链引入由谷氨酸作为

linker的 16碳棕榈酸侧链。皮下注射利拉鲁肽后, 其

可在注射部位形成稳定的七聚体, 在皮下组织缓慢吸

收; 另外, 由于引入了长链脂肪酸修饰, 掩盖了DPP-4

结合位点; 同时, 长链脂肪酸的引入还使利拉鲁肽与血

清白蛋白形成可逆复合物, 极大地延长了利拉鲁肽在

体内的吸收时间, 提高了多肽类药物的体内半衰期。

天然的GLP-1半衰期极短, 只有 2 min左右; 而棕榈酸

修饰的利拉鲁肽半衰期延长至 13 h, 提高了 390倍 (图

18)[43,44]。索马鲁肽则是GLP-1(7-37) 的第 8位丙氨酸

用氨基异丁酸替换, 34位的赖氨酸用精氨酸替换, 同

时在 26位赖氨酸侧链由谷氨酸作为 linker引入十八烷

酸, 疏水性也更强, 同时经过短链的聚乙二醇修饰, 其

半衰期大大延长至一周。

Figure 17 Click chemistry mediated stapled peptide to improve stability of peptides. Figure derived from Kawamoto KA, et al[38]

Table 4 Introduction of fatty acid to improve the pharmacokinetic properties of bivalirudin analogs

Peptide

Bivalirudin (72)

73

74

Sequence

D-FPRP-GGGG-QGDFEEIPEEYL

D-FPRP-GGGG-QGDFEPIPEDAYDE

D-FPRP-GK(stearic acid)GG-QGDFEPIPEDAYDE

Ki/nmol·L-1

Rat

20.50 ± 0.62

13.40 ± 0.46

15.24 ± 0.18

Human

11.77 ± 0.09

5.80 ± 0.55

11.75 ± 0.46

PK parameter

AUC0-t /nmol·min·mL-1

23.7 ± 2.8

25.7 ± 2.6

1 371.7 ± 207.8

t1/2 /min

15.1 ± 1.3

13.5 ± 2.6

212.2 ± 58.4
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除了利用可逆的结合方式结合HSA, 共价不可逆

的结合方式也常常用于多肽类药物的改造中。艾博卫

泰 (albuvirtide) 是由南京前沿生物技术有限公司开发

的全球首个长效抗 HIV-1药物, 其结构如图 19所示。

恩夫韦肽 (enfuvirtide) 是FDA批准的第一个临床使用

的HIV-1融合抑制剂。然而恩夫韦肽75作为一个多肽

药物, 其在人体内的半衰期只有 3.5～4.4 h, 需要每天

注射两次, 患者的依从性较差。针对恩夫韦肽 75半衰

期较短的缺点, 前沿生物技术有限公司开发了艾博卫

泰, 艾博卫泰76是在多肽序列13位的赖氨酸侧链中引

入了 3-马来酰亚胺-丙酸 (MPA) 修饰 (图 19), MPA可

与血清白蛋白中的巯基形成不可逆的共价结合, 而且

结合速率快, 大大提高了多肽在人体内的半衰期, 给药

频率一周一次即可[45]。艾博卫泰已于 2018年获得国

家食品药品监督管理总局 (CFDA) 批准上市, 用于与

其他抗逆转录病毒药物联合使用, 治疗HIV-1感染。

2.2.2 蛋白融合策略 蛋白融合策略是指利用基因工

程技术, 将蛋白或多肽分子与免疫球蛋白Fc片段或血

清白蛋白HSA融合而产生新型分子的修饰策略。融

合 Fc或 HSA 片段之后的多肽分子, 分子尺寸显著增

大, 降低了肾对多肽药物的清除率, 从而延长多肽药

物的半衰期[46]。礼来公司开发的降糖药物度拉糖肽

(dulaglutide) 就是将GLP-1与 IgG4 (Fc) 融合而成的长

效降糖药物[47], 其生物半衰期大于 90 h, 并且疗效不弱

于利拉鲁肽 , 其在 2019 年前三季度的销售额达到

29.20亿美元, 超过利拉鲁肽 (2019年前三季度销售额

为24.47亿美元)。

人血清白蛋白是血浆中含量最丰富的蛋白质, 其

半衰期长达19天, 因此HSA蛋白融合可以延长多肽药

物的半衰期。葛兰素史克公司研发的长效降糖药物阿

必鲁肽 (albighztide) 是第一个被FDA批准上市的HSA

蛋白融合药物, 阿必鲁肽的半衰期长达6～10天[48]。因

此, 蛋白融合策略是多肽药物长效化的有效手段。

2.2.3 聚乙二醇修饰 聚乙二醇 (polyethylene glycol,

PEG) 在体内具有可降解、低毒性、无抗原性等特点, 是

一种常见的肽类分子修饰方法。PEG修饰可以改善肽

类分子的稳定性、减少蛋白酶的降解、不易被肾小球

滤过, 从而提高多肽药物的稳定性, 延长药物的半衰

期。目前已有诸多 PEG 修饰的多肽药物上市 , 其中

PEG 修饰的干扰素 α是这一结构修饰策略的成功案

例。干扰素 α可以有效地抑制或清除乙型肝炎或丙型

肝炎病毒, 但干扰素 α作为多肽类药物具有自身不可

克服的缺点, 其半衰期短, 仅为 4 h, 需要每天注射一

次。为了克服这一缺点 , 先灵葆雅研究所 (Schering-

Plough Research Institute, SPRI) 致力于长效干扰素 α

的研究。他们分析了干扰素 α半衰期较短的原因, 认

为其分子过小容易被肾脏清除, 因此研究人员将 PEG

引入到干扰素 α中 (图 20), 而修饰后的干扰素 α整体

分子尺寸变大, 不易被肾小球滤过, 从而 PEG修饰的

干扰素 α半衰期得到延长, 达到 40 h[49]。另一方面, 由

于 PEG的引入掩盖了干扰素 α与受体的结合, 降低了

干扰素 α的抗病毒活性, 因而先灵葆雅研究所对 PEG

的尺寸进行考察, 最终确定PEG的大小为 12 kDa可以

在延长半衰期的同时最大程度保留了干扰素 α的抗病

毒活性。因此, 采用 PEG修饰策略要注意平衡半衰期

和活性的关系。

3 提高肽类分子的渗透性

除了少数疏水肽, 大部分多肽都具有极性侧链; 同

时, 多肽分子中的肽键可以与水分子形成氢键。因此,

大部分多肽都具有很好的水溶性。而多肽药物必须透

过细胞膜才能吸收入血, 发挥药理学活性。因此, 必须

要对多肽进行结构修饰与改造, 提高肽类分子的渗透

性, 以利于多肽分子进入细胞, 发挥活性。提高肽类分

Figure 18 Introduction of fatty acid to improve the half-life of GLP-1 analogues

Figure 19 Introduction of MPA to improve the half-life of anti-

HIV-1 drug
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子渗透性的方法包括引入卤素原子、去除极性侧链、手

性策略、N-烷基化、高级脂肪酸修饰和其他方法等。

3.1 引入卤素原子

在小分子药物的化学修饰中, 往往采用引入卤素

的修饰策略以提高小分子药物的亲脂性。在肽类分子

的修饰改造中, 卤素的引入也可以提高肽类分子的脂

溶性。神经多肽内吗啡肽具有很强的镇痛活性, 然而

内吗啡肽 57作为一种肽类分子, 很难通过血脑屏障进

入大脑发挥药效。通常药物分子进入血脑屏障需要一

定的亲脂性, 兰州大学王锐等采用了引入卤素原子的

策略, 将 2位脯氨酸变换为D-丙氨酸, 4位苯丙氨酸上

引入卤素以提高整体肽分子的脂溶性[50], 通过该策略

可以明显提高内吗啡肽类似物的渗透性, 可以通过血

脑屏障。内吗啡肽 57的脂水分配系数D仅有 12.5, 而

引入卤原子, 内吗啡肽类似物的D值上升至 120, 提升

了近 9倍 (图 21)。通过动物实验, 脑实质中检测到了

肽 77, 进一步验证了通过引入卤素原子可以使肽类分

子通过血脑屏障[51]。

3.2 去除极性侧链

肽类分子中常含有极性的羧基片段, 这些富含谷

氨酸和天冬氨酸的肽细胞渗透性比较差, 针对这类肽

分子的改造一般采用去除极性侧链的策略。一方面,

去除极性侧链可以缩小肽分子的尺寸, 降低肽链多肽

的性质, 使其更具有类似有机小分子的性质; 同时也可

以改善肽类分子的细胞渗透性, 有利于其进入细胞发

挥药效。比较典型的案例就是抗丙肝病毒药物特拉匹

韦的研发 (图 22)。Vertex公司早期发现了底物十肽 78

的活性为 0.89 μmol·L-1, 然而该化合物的分子量大, 需

要首先对分子大小进行优化。研究人员考察了去除不

同氨基酸片段对化合物抗病毒活性的影响, 研究表明

去除P4′氨基酸片段对活性影响较大, 而去除P2′和P3′

氨基酸片段对酶的亲和力几乎无影响。去除 P5和 P6

两个含有酸性侧链的氨基酸片段, 活性明显降低。另

外, 去除 P3和 P4两个疏水性氨基酸片段也会导致活

性的下降。同时考虑到对丝氨酸蛋白酶的结合能力,

研究人员在C末端引入亲电性的醛基作为弹头, 得到

了跨越 S6～S1的六肽醛 79, 其活性与底物十肽相同,

但是分子量显著降低。

虽然 P5 和 P6 两个酸性氨基酸片段对活性很重

要, 但是由于两个羧基的存在, 六肽醛 79的极性很大,

不利于化合物进入病毒感染的细胞, 因此下一步结构

改造的重点是提高分子的透膜性。研究人员进一步切

断 P5和 P6两个氨基酸片段, 并以杂环进行替换得到

四肽醛 19, 其抗病毒活性明显下降, 但是相比于底物

十肽 78, 分子量减小一半, 整个分子的成药性更好[52]。

由于醛基的代谢性质较差, 因此醛弹头被其他弹头替

换得到酮酰胺化合物 20, 其抗病毒活性与稳定性俱

佳, 至此, 肽类分子的透膜性问题得以解决。

化合物 20的活性仍有提高的空间, 因此研究人员

对 P1～P4片段进行了系统性优化。他们发现脯氨酸

的疏水性基团对酶的亲和力影响很大, 因此首先对P2

片段进行改造, 通过比较不同的疏水基团如醚、酯以及

氨基甲酸酯等衍生物, 最后得到的含有四氢异喹啉氨

基甲酸酯衍生物 80, 其对 NS3/4A酶的抑制活性提高

至 0.22 μmol·L-1。进一步优化 P1, 发现 S1口袋仅能容

纳尺寸较小的疏水性基团, 最终确定乙基侧链为最优;

同时优化P3和P4, 得到的化合物 81活性与 80相当, 但

是 81 的 cLogP (5.5) 更符合 Linpinski 五规则 , 因而对

81进一步研究。将P2乙基侧链与脯氨酸环化, 进一步

考察最终确定化合物 82, 其对丙肝病毒 NS3/4A蛋白

酶的抑制活性为 44 nmol·L-1, 是一个活性很高的丝氨

酸蛋白酶抑制剂, 被命名为特拉匹韦[53]。特拉匹韦于

Figure 20 PEG modification to improve half-life of interferon-α

Figure 21 Introduction of halogen to improve permeability of endomorphin
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2011 年被 FDA 批准上市 , 用于治疗丙型肝炎病毒

感染。

3.3 手性策略

环肽类化合物的二级结构与其理化性质和药理学

性质密切相关。北京大学深圳研究院李子刚等提出了

一种假设——在约束肽的连接链上引入一个手性中心

以改变肽类分子的理化性质和二级结构, 从而影响肽

类分子的透膜性。为验证这一策略的合理性, 他们设

计合成了两条 FITC标记的含有手性中心的环肽化合

物 83和 84。由于手性中心的存在, 环肽 83和 84存在

一对非对映异构体, 分离出这些异构体 83a/b和 84a/b

并且将之与HEK293T 细胞于 37 oC共孵育 2 h, 用荧光

共聚焦显微镜成像 (图 23)。研究结果表明, 其中一种

构型的异构体 83b和 84b可以穿入HEK293T 细胞, 而

另一构型的异构体 83a和 84a无法穿入细胞。说明手

性中心的引入可以使肽的螺旋结构发生变化, 从而影

响肽类分子的透膜性[54]。

3.4 N-烷基化

N-烷基化的酰胺键往往可以改变肽类分子内或分

子间的氢键相互作用, 从而影响肽类分子的空间结构

进而改变其物理化学性质。柔性肽类分子中的分子内

氢键是被动扩散中的决定性因素。通过在特定的酰胺

键进行烷基化, 可以使肽类分子以最优势的构象穿过

细胞膜[55]。Beck等[56]对丙氨酸环六肽进行N-甲基化

修饰以考察N-甲基化对丙氨酸环六肽透膜性的影响。

实验结果表明, 在 1,5位、1,6位或 1,2,4,5位酰胺氮原子

进行甲基化修饰可以明显提高肽类分子对 Caco-2细

胞的渗透性, 其渗透性与对照睾酮 (细胞透膜性标志

物) 相当。分析 1,6位N-甲基化修饰的环六肽的空间

构象发现, 2位酰胺氢与 5位酰胺羰基可以形成分子内

氢键, 而 3位 4位氨基酸所形成的 β转角也形成了分子

内氢键, 整个分子以疏水的构象存在 (图24), 因而细胞

渗透性提高。

3.5 高级脂肪酸修饰

提高肽类分子透膜性的常用策略是对多肽进行高

级脂肪酸修饰。脂肪酸包括不饱和脂肪酸和饱和脂肪

酸, 目前有一些饱和脂肪酸修饰的多肽药物已经上市

用于疾病的治疗, 或者开发处于临床研究阶段。脂肪

酸是构成磷脂双分子层以及人体脂肪的重要成分, 因

此对多肽进行脂肪酸修饰可以提高多肽与细胞膜表面

的亲和能力, 从而提高肽类分子的透膜性, 促进上皮细

胞对肽类分子的吸收。Hashizume等[57]对胰岛素分子

的侧链进行棕榈酸修饰, 棕榈酸酰化胰岛素的亲脂性

提高。研究人员用同位素标记胰岛素, 并通过测定给

药后 6 h内血浆中的放射性推断胰岛素在血浆中的含 Figure 22 Optimization of anti-HCV drug telaprevir
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量。结果表明, 双棕榈酰胰岛素的含量最高时是天然

胰岛素的 6倍, 单棕榈酰胰岛素的含量是天然胰岛素

的 3倍 (图 25)。这也说明高级脂肪酸修饰可以提高肽

类分子的透膜性。

3.6 其他方法

除了化学方法, 某些制剂手段也可以影响肽类化合

物的渗透和吸收。N-[8-(2-羟苯基)氨基]辛酸钠 (sodium

N- [8- (2-hydroxybenzyl)amino]caprylate, SNAC) 是 由

Emisphere开发的一种基于各种促吸收剂的大分子递

送技术。SNAC 能够递送 0.5～150 kDa的大分子, 且

不会影响大分子的高级结构, 不影响药物释放。同时

SNAC还具有很高的安全性, 不影响胃肠黏膜结构。

吸收促进剂与药物分子存在较弱的非共价相互作

用, 可形成暂时稳定的中间体。促进剂一般是疏水性

物质, 通过与药物分子相互作用形成的药物促进剂复

合体具有更强的亲脂性, 从而促进药物分子透过上皮

细胞膜。由于复合体只存在较弱的非共价相互作用,

随着复合物透过细胞进入血液循环, 药物与促进剂解

离释放出药物 (图26)[58]。

2017年, 诺和诺德便宣布FDA批准了索马鲁肽改

Figure 23 Introduction of chiral center in cyclopeptide linker to change permeability of peptide. Figure derived from Hu K, et al[54]

Figure 24 N-alkylation to improve permeability of peptides. Figure derived from Beck JG, et al[56]
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善 II型糖尿病患者的血糖控制。虽然索马鲁肽是长效

的 GLP-1激动剂, 但糖尿病患者仍需每周注射一次。

为了提高患者的依从性, 诺和诺德很早就开始了口服

索马鲁肽的研究。研究人员将索马鲁肽与吸收促进剂

SNAC制成口服配方。SNAC与索马鲁肽结合使得其

在胃部吸收, 而且溶解的 SNAC在胃部形成局部相对

较高的 pH环境, 既可以增加索马鲁肽的溶解度, 在该

环境下索马鲁肽受胃肽酶的影响很小, 又促进了索马

鲁肽的吸收[59]。从图 27中可以看出, 口服索马鲁肽在

胃部可以充分吸收并快速释放。2019年 9月 20日, 口

服索马鲁肽被FDA批准用于结合饮食和运动以改善 II

型糖尿病患者的血糖控制。

4 增强肽类分子的水溶性

含有疏水侧链的多肽往往水溶性较差, 而含有极

性侧链的多肽水溶性相对较好。不同的多肽因其组成

不同而具有不同的溶解性。有些临床使用的多肽药物

常常含有芳香性氨基酸如苯丙氨酸、酪氨酸等, 但是这

类含有芳香性氨基酸的多肽常常溶解性很差。胰高血

糖素含有半数以上疏水性侧链, 且含有多个芳香性氨

基酸, 因此, 其在水溶液中溶解性差。

临床上通常使用胰高血糖素治疗急性低血糖。临

床使用的胰高血糖素通常以冻干粉末的形式保存, 使

用时需要用无菌酸性溶剂溶解, 但溶解时常常产生不

溶性纤维[60,61]。因此, 通过合适的修饰改造策略提高

胰高血糖素的溶解性对胰高血糖素的临床使用有重要

意义。天然的胰高血糖素 85在 PBS中的溶解度很小,

Morz等[62]将胰高血糖素中的苯丙氨酸或酪氨酸替换

为吡啶基丙氨酸 3-pal或 4-pal, 尤其是多个位点替换

(表 5), 得到的肽在PBS溶液中的溶解性有了一定程度

提高, 其中肽 87和 88, 在保持胰高血糖素活性的同时,

溶解度提高, 大于 15 mg·mL-1。这也表明引入吡啶基

团可以提高多肽分子的水溶性。Mayer等[63]也报道了

利用吡啶基替换苯丙氨酸或酪氨酸中的苯环以提高多

肽类降钙素基因相关肽受体拮抗剂的水溶性。

5 总结与展望

随着全球小分子药物研发的难度增加以及生物大

分子药物研发速度的不断加快, 介于两者之间的多肽

类药物也成为全球制药公司关注的焦点, 多肽药物的

销售额也在逐年稳步上升。目前全球批准上市的多肽

药物已超过 80多种, 进入临床的多肽分子数量也在不

断增加, 疾病领域涉及肿瘤、代谢性疾病、感染性疾病、

免疫、心血管疾病以及泌尿生殖系统疾病等, 其中还有

诸如甘精胰岛素和利拉鲁肽这种重磅炸弹级的多肽药

物, 因此多肽药物的前景非常广阔。

Figure 26 Mechanism of absorption enhancer. Figure derived

from Arbit E, et al[58]

Figure 25 Introduction of fatty acid to improve the permeability

of insulin. Figure derived from Hashizume M, et al[57]

Figure 27 Absorption and release of oral semaglutide. Figure derived from Knudsen LB, et al[59]
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多肽药物均衡了小分子药物和生物药的优点, 具

有活性强、选择性好、安全性高, 不容易在体内蓄积、与

其他药物相互作用少、代谢途径可预测等优点, 是一类

理想的可用于开发成为药物的先导化合物。然而多肽

药物本身也存在着半衰期短、血浆清除率高、不容易透

过细胞膜、大多数药物不能口服, 通常需要注射给药,

患者依从性差以及生产成本较高等问题, 这些问题制

约了多肽类药物的发展。采用多种化学修饰策略如末

端结构修饰、拼接策略、环化策略、非天然氨基酸修饰、

伪肽策略以及胆固醇修饰等可以提高肽类分子的活

性; 除了上述部分方法可以提高肽的稳定性, 还可采用

逆肽策略以及高级脂肪酸修饰、蛋白融合策略、聚乙二

醇修饰等策略提高肽类分子的代谢稳定性; 采用引入

卤素原子、去除极性侧链、手性策略、N-烷基化、高级脂

肪酸修饰等策略可以改善肽类分子的渗透性。许多成

功上市的多肽药物都用到了这些改造策略中的一种或

几种。

目前, 通过对肽类分子的修饰和改造解决多肽药

物的缺点, 仍然是最直接和有效的策略。熟悉了解多

肽药物的基本改造策略, 对于多肽类药物的研究和开

发具有重要意义。虽然多肽药物的发展仍然面临着一

些挑战, 但随着未来药物化学改造策略的完善以及新

型药物递送系统以及吸收促进剂的不断发展, 这些技

术都将会应用到多肽药物的开发之中, 为多肽药物的

开发提供更合理更丰富的思路。
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