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衔接子相关蛋白激酶1 (AAK1) 抑制剂抗病毒研究进展
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摘要: 病毒作为一种主要的感染源能够感染从细菌、植物、动物到人类的所有生物体。由病毒引起的传染性疾

病对人类健康及经济活动造成了巨大的威胁和损害。衔接子相关蛋白激酶 1 (AAK1) 是丝氨酸/苏氨酸激酶的

Ark1/Prk1家族的成员, 也是调控AP-2蛋白 μ2亚基T156磷酸化的特异性关键激酶。过去, 人们一直把对AAK1的

调控作为治疗神经疼痛的可行性生物靶点。近期科学家们发现抑制AAK1可以调控胞吞作用, 进而抑制病毒入侵

细胞。因此, AAK1可能是抗病毒的一个潜在靶点。本文综述了小分子AAK1抑制剂在抗病毒领域的研究进展, 剖

析未来的研究方向和挑战, 为开发靶向AAK1的抗病毒药物提供新思路。
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Abstract: As one of the major sources of infection, viruses could infect all organisms including bacteria,

plants, animals, and humans. Infectious diseases caused by viruses pose a great threat and damage to human health

and economic activities all over the world. Adaptor-associated protein kinase 1 (AAK1) is a member of the Ark1/

Prk1 family of serine/threonine kinases and a specific key kinase regulating the phosphorylation of AP-2 protein μ2

subunit T156. In the past, AAK1 has been regarded as a feasible biological target for the treatment of nerve pain.

Recently, scientists have found that inhibiting AAK1 can regulate endocytosis and inhibit virus invasion into cells.

Therefore, AAK1 could be the potential target of anti-virus therapy. This paper reviews the research progress of

small molecule AAK1 inhibitors in the field of antiviral, analyzes the future research directions and challenges, and

provides new ideas for the development of antiviral drugs targeting AAK1.
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病毒是一类不具有细胞结构、只含有一种核酸

(DNA或RNA) 的微生物, 由一个核酸长链和蛋白质外

壳构成, 没有自身的代谢机构及酶系统, 必须寄生在活

细胞内并通过宿主细胞进行复制、增殖。每一次病毒

性传染病的暴发都对人类的健康以及经济活动造成了

巨大的威胁和损害。公元165年, 一场天花席卷了罗马

帝国并肆虐了 15年, 夺走了数百万罗马公民的生命。
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在此之后, 天花在世界各地时有发生, 累计已夺取上亿

人的生命; 1918年一场席卷全球的西班牙大流感造成

了至少2 000万人死亡, 成为历史上死亡人数最多的一次

疫情; 近几年多次在非洲暴发的埃博拉出血热使近千

名患者死亡; 全球范围内多次暴发的麻疹疫情[1]已造

成数十万患者死亡。而如今出现的新型冠状病毒肺炎

(corona virus disease 2019, COVID-19)[2]更是给当今世

界和人类发出了新的挑战, 从2019年底暴发至今, 累计确

诊病例已超过 4亿, 其中死亡病例约 607万 (截至 2022

年3月21日)[3]。除此之外, 病毒感染与肿瘤[4]、先天性畸

形[5]、神经系统疾病如帕金森病[6]等也有一定的关系。

目前已经有多种药物用于治疗病毒感染, 然而大

部分抗病毒药物是针对单个病毒编码的病毒特异性靶

点抑制剂。这些抑制剂通常会导致病毒变异为耐药毒

株, 如新型冠状病毒的变异毒株德尔塔及奥密克戎毒

株。除易引起病毒变异产生耐药性外, 现有的抗病毒

药物还存在治疗窗口窄的问题[7]。因而, 亟待科学家

们发现具有广谱抗病毒作用的药物, 特别是针对新靶

点新机制的抗病毒新药。

开发靶向激酶的抑制剂是发现广谱抗病毒药物的

重要方法。大量经FDA批准的激酶抑制剂再利用, 是

一种潜在的抗病毒治疗策略。如图 1所示, 22个已报

道的具有抗病毒活性的激酶抑制剂, 其中有 8个酪氨

酸激酶抑制剂已经用于抗病毒临床试验研究。此外, 4

个酪氨酸激酶抑制剂: afatinib、ibrutinib、osimertinib和

zanubrutinib虽未见其抗病毒活性的相关报道, 但是已

经用于抗病毒的临床研究。相关研究表明, 激酶抑制

剂的抗病毒研究具有巨大的潜力[7-10]。

宿主细胞的质膜是病毒进入细胞必须克服的第一

道物理屏障。病毒只有穿过这个屏障才能将其遗传物

质递送到细胞质内, 实现在细胞质内的复制, 引发感染。

如果成功阻碍其进入细胞, 就可将病毒拒于宿主细胞

之外。一些病毒通过与质膜的直接融合来实现细胞穿

透, 如单纯疱疹病毒 1型 (HSV-1)、仙台 (Sendai) 病毒

和人类免疫缺陷病毒 (human immunodeficiency virus,

HIV, 即艾滋病病毒), 而大部分病毒则通过内吞途径

进入宿主细胞[11-15]。已知的内吞作用方式主要有以下

4种: ① 网格蛋白介导型内吞作用 (clathrin-mediated

endocytosis, CME); ② 胞膜窖介导型内吞作用 (caveo‐

lin-mediated endocytosis); ③ 网格蛋白和胞膜窖非依

赖型内吞作用 (clathrin and caveolin-independent endo‐

cytosis); ④ 巨胞饮作用 (macropinocytosis)。其中 ,

CME是病毒进入宿主细胞最常见的途径[16]。1980年,

Helenius 等[17] 在研究塞姆利基森林病毒 (Semliki

forest virus, SFV) 进入幼年仓鼠肾细胞 (baby hamster

kidney cells, BHK-21) 的过程中首次证明这一感染途

径。抑制此途径可阻断病毒进入宿主细胞, 从而抑制

病毒感染。

所有哺乳动物细胞中均存在CME作用, 是胞外物

质进入细胞内最广泛的途径之一。网格蛋白是由分子

质量约为 192 kDa的重链和分子质量为 33～35 kDa的

轻链组成的二聚体, 呈三脚架样结构。在细胞内吞的

初期, 网格蛋白构成一个多面体的晶格作为机械支架,

当病毒入侵时, 不能与细胞质膜成分直接结合, 而是需

要网格蛋白衔接蛋白 (adaptor protein, AP-2) 介导。质

膜上的受体蛋白通过衔接蛋白AP-2聚集, 然后介导网

Figure 1 Kinase inhibitors possess antiviral activity or are useful in the management of viral infections[10]
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格蛋白结合在AP-2的另一端, 使质膜产生内陷, 最终

从质膜上脱离进入胞质 , 形成网格蛋白包被囊泡

(clathrin-coated vesicles, CCV)。随后 , CCV 被动力蛋

白 (dynamin) 剪切 , 进入细胞内[18,19]。AP-2 参与膜受

体的识别, 同时能与网格蛋白结合, 介导病毒从质膜到

内体的运输过程。由此可见, 衔接蛋白家族成员之一

的AP-2蛋白在CME过程中发挥着不可或缺的作用。

如前文所述AP-2是一种在CCV形成中起连接作用的

蛋白质, 而在CME过程中AP-2的招募受到磷酸化/去

磷酸化循环调控[20]。Conner等[21]首先鉴定并证明衔接

子相关蛋白激酶 1 (adaptor-associated protein kinase 1,

也称为 AP-2-associated protein kinase 1, 简称 AAK1),

是调控 AP-2 蛋白复合物的特异性关键激酶。AAK1

介导网格蛋白的内吞作用过程如图2所示。

1 AAK1的作用机制及其生物学作用

AAK1 的命名与 AP-2 相关。AAK1 是丝氨酸/苏

氨酸激酶, 属于Numb相关蛋白激酶 (Numb-associated

kinase, NAKs)家族。该激酶家族的其他成员包括BMP-2

诱导激酶 (BMP-2-inducible kinase, BIKE/BMP2K)、细

胞周期蛋白 G 相关激酶 (cyclin G-associated kinase,

GAK) 和肉豆蔻酰化和棕榈酰化丝氨酸苏氨酸激酶 1

(myristoylated and palmitoylated Ser/Thr kinase 1, MPSK1,

又称STK16)。

成熟的AP-2分子是一个异源四聚体结构, 由两个

结构上相关联的大亚基 α和 β2 (接近 100～130 kDa),

一个中亚基μ2 (约50 kDa) 和一个小亚基单位σ2 (17～

20 kDa) 组成。 AAK1 是调控 AP-2 蛋白 μ2 亚基

(AP2M1) 第 156 位苏氨酸 (T156) 磷酸化的特异性关

键激酶。AAK1介导的AP-2蛋白 μ2亚基磷酸化能够

确保 AP-2 蛋白对货物膜蛋白分选信号的高亲和力。

该位点被磷酸化后, 有利于 μ2亚基保持开放构象, 便

于其与质膜结构结合[22]。由此可见, 在 CME过程中,

AP-2 蛋白 μ2 亚基 T156 的磷酸化水平高低决定了

CME过程的顺利进行。因此, AAK1对CME过程起着

至关重要的作用。亦有报道表明[23], 虽然AAK1在体

外与AP-2稳定结合, 并特异性靶向AP2M1, 但在体内

的 μ2磷酸化并不因野生型或非活性的AAK1的过度

表达而改变。因此AAK1需要被激活后方能发挥其调

控作用。AAK1 可以与网格蛋白直接结合 , 并且

AAK1自身的激酶活性也可以在与网格蛋白结合后被

激活 , 进而在 CME 过程中形成了正反馈的信号通路

环, 以增强AP-2介导的网格蛋白的招募, 从而起到协

助病毒入侵的作用。

相关文献还报道了AAK1其他的一些生物学功能。

AAK1通过调节转铁蛋白内化和快速循环, 在内体途

径的多个步骤发挥作用, 包括来自早期核内体的受体

循环和参与蛋白质降解的途径[24]。此外, AAK1结合并

磷酸化Numb (一种内吞蛋白, 会影响CCV的形成) 来

调控内吞活性[25]。Gupta-Rossi等[26]发现AAK1是Notch

通路的正调控因子。因此, 靶向AAK1是调控内吞作用

的关键因素之一。Kuai等[27]发现天然产物 K252a (1)

对 AAK1 有抑制作用 , Sorrell 等[28]首次报道 AAK1 和

K252a的复合物的共晶结构 (图 3)。这一共晶结构为

后续设计和优化AAK1抑制剂提供了有力支撑。

2 AAK1与抗病毒

2.1 AAK1成为广谱抗病毒作用的潜在靶点

据文献报道, AAK1与多种疾病相关。2012年, 美

国 Lexicon医药公司和Bristol-Myers Squibb (BMS) 公

Figure 2 Adaptor-associated protein kinase 1 (AAK1)-mediated clathrin endocytosis
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司发布的专利表明, AAK1抑制剂具有治疗疼痛的潜

能[29-32]。2016年, Kostich等[33]首次报道 AAK1抑制剂

具有治疗神经性疼痛的作用。靶向AAK1的临床化合

物LX9211 (2, 图 4) 已经完成与疼痛相关的 I期临床试

验并表现出良好的安全性。这表明靶向AAK1的小分

子抑制剂在临床上是安全可靠的[34,35]。

靶向AAK1除了具有治疗疼痛的作用之外, 还具有

潜在的抗病毒作用。2012 年 , Neveu 等[36]提出 AAK1

抑制剂具有抗丙型肝炎病毒的作用。随后, Einav等[37]

申请的美国专利明确提出, AAK1抑制剂可破坏丙型

肝炎病毒 (hepatitis C virus, HCV) 的装配和 HIV-1 的

复制。但是, AAK1的抗病毒作用一直以来似乎没有

得到科学家们的重视, 其相关研究鲜有文献报道。直

到 2019年新型冠状病毒暴发以来, 科研工作者积极探

索各种机制的抗病毒治疗方案, 对AAK1抑制剂抗病

毒作用也更加重视。

2.2 AAK1与不同病毒的作用机制

2.2.1 AAK1作用于HCV的机制

HCV是由英国科学家Houghton团队等于 1989年

发现的一种包膜阳性单链 RNA 病毒[38,39]。全球约有

5 800万人患有慢性丙型肝炎且每年新增约 150万例,

其中有一部分是无症状的感染人群。而无症状的丙型

肝炎可进一步发展转化为严重的肝脏疾病, 包括肝硬

变和肝细胞癌[40]。2016年 5月, 世界卫生组织大会通

过了首份《2016-2021 年全球卫生部门病毒性肝炎战

略》, 旨在预防和消除病毒性肝炎这一公共卫生问题。

深入了解AAK1对HCV病毒的作用机制, 能够帮助科

研工作者们在这一领域取得新的进展。

2012年, Neveu等[36]在HCV病毒的核心蛋白中发

现了一个保守的YXXΦ基序 (Φ是一个庞大的疏水残

基)。通过将YXXΦ突变、沉默AP2M1表达或过表达

显性阴性AP2M1突变体, 发现其对HCV的RNA复制

并无影响, 但显著抑制细胞内和细胞外的感染。作者

运用微流体亲和力分析、蛋白质片段互补分析和感染

细胞中的免疫共沉淀手段证明了该基序介导了HCV病

毒核心与AP2M1结合, 这种结合是HCV组装必不可少

的。在此之前并无AAK1和GAK介导病毒感染的报

道, 作者提出AAK1和GAK调控核心-AP2M1的结合,

以及具有AAK1药理活性的抑制剂苏尼替尼会破坏这

种结合 (IC50 = 0.045 ± 0.02 μmol·L-1), 进而显著抑制

HCV的组装和传染性病毒的产生。这些结果对HCV

组装机制的理解和设计新的抗病毒药物具有指导意义。

其中, 苏尼替尼和厄洛替尼是一种新型多靶向性的酪

氨酸激酶抑制剂, 最先批准用于癌症的治疗。苏尼替

尼、厄洛替尼和AAK1与GAK结合的解离常数 (Kd) 分

别为11 nmol·L-1和3.1 nmol·L-1 [41]。

2015年, Neveu等[42]进一步通过研究证实: 不同于

AAK1在HCV组装中的作用, AAK1是调控HCV进入

的关键宿主因子。表皮生长因子受体 (epidermal growth

factor, EGFR) 内吞的调节以及 AP2M1 和 Numb 的磷

酸化是 AAK1和 GAK介导 HCV进入的机制。AAK1

或GAK的缺失损害了表皮生长因子 (EGF) 介导的增

强型 HCV 进入和 EGFR 的内吞作用。而 EGFR 是

HCV进入的辅助因子, 也是厄洛替尼的靶点。此外,

作者还发现RNA干扰介导的AP2M1或Numb的耗尽,

或其磷酸化位点突变体的过度表达均可抑制HCV的

进入。总之 , 这些结果证实了 AAK1 和 GAK 是 HCV

进入细胞的关键调节因子, 苏尼替尼和厄洛替尼 (除

EGFR之外) 的抗病毒药效是对AAK1和GAK抑制的

结果。

AAK1既可以作用于HCV的组装和进入, 还能调

控HCV的运输和释放。质膜内运输是被病毒劫持的

许多细胞过程之一。膜的运输部分依赖于APs和跨膜

货物之间的相互作用, APs定位于不同的细胞内隔间,

Figure 3 A: The chemical structure of K252a (1). B: Interaction

of K252a with AAK1 (PDB code: 4wsq). Inhibitors are shown in

stick representation with orange carbon atoms. Hydrogen bonds

are indicated by blue lines. Key interacting residues are shown and

labeled

Figure 4 The chemical structure of AAK1 inhibitor clinical

candidate LX9211
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并以不同的途径介导质膜运输[43]。Benedicto 等[44]首

次证明了网格蛋白参与丙型肝炎病毒从受感染的细胞

中排出。其中, 网格蛋白干扰导致了HCV核心颗粒从

早期的内体重新分布到溶酶体。Einav课题组[45]进一

步证明了 AAK1 和 GAK 调控的 AP-1 活性在 HCV 释

放过程中的作用 , 并证明了 HCV 颗粒在活细胞中与

AP-1和AP-2特异性地协同通信。Einav课题组[46]研究

发现宿主激酶AAK1和GAK通过控制网格蛋白相关

的AP来调节HCV感染。非结构蛋白2 (NS2) C端的两

个的双亮氨酸基序介导了与AP-1A、AP-1B和AP-4结

合, 从而释放 HCV。通过感染性和共培养实验表明,

虽然 3个接头都介导了HCV的释放和无细胞传播, 但

AP-1B和AP-4 (而不是AP-1A) 介导了细胞间的传播。

活细胞成像显示, HCV与AP-1A、AP-1B和AP-4共转

运, 并且AP-4介导HCV在高尔基体后间隔内的转运。

为了确定NS2-AP-1B结合和HCV细胞间扩散是否可

以被药理学抑制, 并进一步验证抑制AAK1和GAK与

抗病毒药效的关系 , 采用选择性的 AAK1 抑制剂和

GAK抑制剂处理细胞, 结果和预测的一致。由于丙型

肝炎病毒的细胞间传播受到AAK1和GAK的调节, 因

此对AAK1和GAK抑制剂的治疗具有敏感性。AAK1

和GAK参与的HCV无细胞和细胞间扩散的调控, 为

研究者提供了对HCV在不同释放途径中运输机制的

理解, 并揭示了在细胞间病毒传播中AP的作用。

2.2.2 AAK1作用于DENV的机制

登革热病毒 (dengue virus, DENV) 是黄病毒科的

一种单股正链 RNA病毒。登革热病毒有 4个血清型

(DENV1～DENV4), 不同血清型之间氨基酸序列的同

源性为 65%～70%。感染某一种血清型的登革热病毒

引起的疾病严重程度不同, 从无症状感染至症状较轻的

登革热, 还有严重的登革出血热和登革休克综合征[47]。

截止目前尚无有效的疫苗或抗病毒药物[48]。全球只有

三家公司研制的登革热疫苗进入临床阶段, 分别是赛

诺菲巴斯德公司研制的四价嵌合疫苗CYD-TDV、美国

变态反应与传染病研究所研制的 TV003/TV005疫苗

和日本武田制药公司的四价嵌合疫苗DENVax[49]。在

缺乏抗病毒药物或疫苗的情况下, 迫切需要开发一种有

效的抗病毒策略来对抗这种病毒病原体。因此, 了解

DENV感染的机制对于帮助制定治疗策略是必要的。

2017年, Einav课题组[45]报道了AP-1和AP-2复合

物以及AAK1和GAK在黄病毒科家族成员进入、组装

和释放中的作用, 并进一步验证了这些宿主因子是广

谱抗病毒治疗的潜在靶点。研究发现苏尼替尼/厄洛

替尼组合也是一种潜在的抗DENV策略, 比直接作用

抗病毒药物具有更高的耐药性, 这种组合在体外限制

了DENV感染, 降低了相关小鼠模型中的病毒血症、发

病率和死亡率, 可阻断 4种DENV血清型和多种病毒

生命周期的进入和后期阶段。证实了苏尼替尼和厄洛

替尼介导的对AAK1和GAK活性的抑制是抗病毒作用

的重要机制。这说明两种药物苏尼替尼和厄洛替尼既

可作为识别病毒感染中重要宿主因子的工具, 也可作

为对抗新病毒感染的潜在治疗方法。Einav课题组[45]

选取了两个母核结构为咪唑并[1,2-b]哒嗪的AAK1抑

制剂和两个母核结构为异噻唑并[5,4-b]吡啶的 GAK

抑制剂。这 4个化合物对大多数苏尼替尼和厄洛替尼

的癌症靶标 (如 VEGFR 和 EGFR) 缺乏亲和力 , 而对

2型DENV感染具有剂量依赖性抑制, EC50值在 1.5～

5.1 μmol·L-1之间, 这也进一步证实了AAK1和GAK是

潜在的抗病毒靶标。

苏尼替尼和厄洛替尼介导的对AAK1和GAK活

性的抑制是抗病毒作用的一个重要机制, 而抗病毒作

用的其他机制尚未完全确定。Pu等[50]整合体外和体

内的数据进一步证实了使用苏尼替尼/厄洛替尼联合

治疗病毒感染的可行性。研究表明, 在感染DENV时,

AAK1的表达量与病毒丰度具有直接相关性, 而GAK

的表达量与病毒的丰度水平不相关, AAK1可能是治

疗登革热病毒感染的一个非常重要的靶标, 为AAK1

的抗病毒作用的机制提供了更深入的理解。

Tongmuang 等[51]发现在人肝癌 (Huh7) 细胞中 ,

AP2M1的敲除能减少被感染的细胞外DENV的产生。

为了表征AP2M1在DENV复制进入后阶段的作用, 作

者绕过病毒进入细胞的步骤, 将裸露的DENV RNA转

染到AP2M1敲低的细胞中, 发现增加了细胞内病毒粒

子, 但减少了细胞外病毒的产生。这些证据证实敲除

AP2M1会影响DENV的释放。研究还发现在DENV感

染的Huh7细胞中, 用苏尼替尼治疗能够减少细胞外病

毒粒子的产生以及抑制所有血清型中DENV的产生。

Verdonck等[52]研究发现AAK1在登革热病毒感染

细胞中过表达, 但在其他细胞并不过度表达。研究中

发现了低纳摩尔AAK1结合亲和力的AAK1抑制剂显

示了对DENV的抗病毒活性。此外, 优化后的AAK1

抑制剂在DENV感染的原发树突细胞和抗EBOV (埃

博拉病毒中最烈性的泛嗜性的病毒) 活性中表现出非

常强的活性。因而, 可开发基于AAK1抑制的广谱抗

病毒药物。

2.2.3 AAK1作用于RABV的机制

狂犬病病毒 (rabies virus, RABV) 是引起人和动物

的一种致命性神经系统疾病。了解RABV感染机制对

狂犬病毒感染的防治具有重要意义。Wang等[53]进行了

高通量RNAi分析, 确定AAK1是调节狂犬病病毒进入
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细胞的重要成分。AAK1基因敲除能显著抑制RABV

对细胞的感染 , AAK1 诱导的 RABV 进入需要 AAK1

诱导的AP2M1苏氨酸 156的磷酸化。虽然GAK也能

磷酸化AP2M1[54], 但是在体外检测到GAK siRNA敲除

对细胞中对RABV感染的抑制作用较小, 而对GAK具

有高亲和力的厄洛替尼几乎不能抑制细胞RABV的感

染。而苏尼替尼抑制AAK1活性可阻断AP2M1磷酸

化, 并显著抑制 RABV 感染, 阻止 RABV 早期进入内

体。这些结果表明 , RABV 进入需要 AP2M1磷酸化 ,

主要由AAK1引起, 而不是GAK。在动物体内研究结

果表明, 苏尼替尼可以延长受RABV感染的小鼠的存

活时间。这表明AAK1是一种潜在的暴露后预防狂犬

病的药物靶点。

Luo等[55]发现神经母细胞瘤 (mouse neuroblastoma

N2a cells, 简称 N2a细胞) 细胞感染 RABV后, 细胞中

AAK1的转录和表达增加。AAK1基因敲除可显著降

低 RABV 在 N2a和 BHK-21 细胞中的感染 , 使用苏尼

替尼抑制 AAK1 活性也可降低 RABV 感染。但是 ,

AAK1过表达并不能改变 RABV 在体外的感染情况 ,

应用苏尼替尼治疗不能显著提高小鼠在致死性RABV

攻击后的存活率。这些结果表明RABV的感染依赖于

AAK1, 抑制AAK1是一种潜在的狂犬病防治策略。

2.2.4 AAK1作用于SARS-CoV-2的可能机制

严重急性呼吸系统综合症冠状病毒 2 (severe

acute respiratory syndrome coronavirus 2, SARS-CoV-2)

引起新型冠状病毒肺炎是目前生物医学界面临的最大

公共卫生挑战。SARS-CoV-2是一个阳性的单链RNA

病毒粒子, 主要结构蛋白是刺突蛋白 (S)、膜蛋白 (M)、

包膜蛋白 (E) 和核衣壳蛋白 (N)[56]。同源三聚体 S蛋

白是病毒融合和识别的关键蛋白, 糖基化的 S蛋白由

S1 和 S2 亚基组成。S1 亚基与血管紧张素转换酶 2

(angiotensin-converting enzyme 2, ACE-2) 受体相互作

用, 并通过受体结合域 (receptor binding domain, RBD)

决定细胞的趋向性 , S2 亚基通过七肽重复序列 1

(HR1) 和七肽重复序列 2 (HR2) 参与病毒融合。S1与

ACE-2的相互作用促进了 S1的解离和融合前亚稳定

S2向更稳定的融合后形式转变。SARS-CoV-2进入宿

主细胞可通过融合和内吞途径介导。融合机制通常是

通过RBD识别ACE-2受体, 随后S蛋白与ACE-2的相

互作用, 通过跨膜丝氨酸蛋白酶 2将S蛋白在S1/S2切

割位点切割, 激活S蛋白进入S1和S2[49]。

Akbarzadeh-Khiavi等[57]总结了 SARS-CoV-2的内

吞作用的两种可能机制。第一种是病毒与质膜外的

ACE-2受体结合, 内吞过程是通过在质膜的内侧组装

网格蛋白、外壳蛋白, 形成一个囊泡。第二种是SARS-

CoV-2直接利用网格蛋白依赖的内吞作用进入宿主细

胞。病毒进入后, 病毒RNA被释放到细胞质空间中,

在感染细胞中启动结构和非结构蛋白的产生。最后,

冠状病毒的病毒粒子通过出芽进入内质网-高尔基体

中间隔室而形成, 并作为新的病毒颗粒释放出来。通

过对这两种可能机制的分析, AAK1可能影响 SARS-

CoV-2病毒的组装和进入。

2.3 抗病毒作用的AAK1抑制剂研究进展

AAK1 是一种潜在的抗病毒生物靶点。截至目

前, 尚无AAK1抑制剂获批用于抗病毒适应症。本文

系统总结了文献报道的及专利公布的具有抗病毒作用

的AAK1抑制剂的结构及抗病毒活性, 为后续开发靶

向AAK1的抗病毒药物的研究提供参考。

本文从以下两个方面进行总结讨论: 一是在“老药

新用”这一策略上选出的两个非特异性的AAK1抑制

剂——苏尼替尼和巴瑞替尼。苏尼替尼是已经获批的

抗癌药物 , 虽然不是特异性的 AAK1 抑制剂 , 但对

AAK1具有较好的活性并且在研究AAK1的抗病毒机

制中显示了重要作用, 一直受到科研工作者的关注。

巴瑞替尼则是另一个对AAK1具有较好活性的上市抗

癌药物。2019年新型冠状病毒暴发后, 才走进人们视

野。二是文献和专利中披露的具有抗病毒活性的特异

性的AAK1抑制剂。

2.3.1 具有抗病毒作用的“老药新用”的AAK1抑制剂

的结构及抗病毒活性

2.3.1.1 苏尼替尼 苏尼替尼 (sunitinib, 3, 图5) 是由辉

瑞公司开发的酪氨酸激酶抑制剂, 除了抑制VEGFR2

和血小板衍生生长因子受体 β (platelet-derived growth

factor receptor β, PDGFRβ) 外 , 也可以抑制 AAK1。

2006年被FDA批准用于胃肠道间质瘤 (GIST) 和肾细

胞癌 (RCC) 的治疗。如前文所述, 苏尼替尼对AAK1

具有纳摩尔级别的亲和力, 已被广泛用于研究AAK1在

病毒感染中的作用[58]。Einav课题组[45]发现苏尼替尼

对多种病毒均表现出广谱的抗病毒活性 (表1), 除黄病

毒科的 HCV、DENV、西尼罗河病毒 (West Nile virus,

WNV)、寨卡病毒 (Zika virus, ZIKV) 外, 还包括其他病

毒科的病毒, 如纤丝病毒科的埃博拉病毒 (Ebola virus,

EBOV)、披膜病毒科的基孔肯雅病毒 (Chikungunya

virus, CHIKV)、沙粒病毒科的朱宁病毒 (Junin virus)、

逆转录病毒科的HIV、副粘病毒科的呼吸道合胞体病

毒 (respiratory syncytial virus, RSV)。对大部分病毒的

EC50值均低于 1 μmol·L-1, CC50值均大于 10 μmol·L-1。

CC50值越大, 表示化合物对正常细胞的毒性越小, 安全

性越好。

2.3.1.2 巴瑞替尼 巴瑞替尼 (barictinib, 4, 图 5) 是
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一种 JAK1/JAK2 抑制剂 , 由 Incyte 公司发现并由 Eli

Lilly and Company许可开发和销售, 于 2018年被FDA

批准用于治疗类风湿关节炎。早在 2016 年 , Sorrell

等[28]就发现巴瑞替尼对 AAK1具有很强的抑制作用,

通过等温滴定量热法 (isothermal titration calorimetry,

ITC) 测量结果显示 , 巴瑞替尼对 AAK1 的 Kd值达到

17.2 nmol·L-1。近期Stebbing团队[59]利用BenevolentAI

公司特有的数据库和人工智能算法, 对上市的药品进

行计算和分析, 提出巴瑞替尼可能会阻断病毒感染的

过程, 预计其会降低病毒感染肺细胞的能力。后来, 该

团队评估了巴瑞替尼在相关白细胞亚群中的体外药理

学及其体内药代动力学数据, 并发现其抑制了与新型

冠状病毒肺炎感染相关的细胞因子的信号传导。作者

验证了AI预测的巴瑞替尼对人类NAKs家族成员具有

生化抑制作用, 同时测定出巴瑞替尼对AAK1的Kd值

为 8.2 nmol·L-1 [60], 表明巴瑞替尼可能对表达NAKs的

宿主细胞具有抑制作用。作者还发现巴瑞替尼与直接

靶向抗病毒药物联合使用可以降低病毒的感染、复制

以及异常的宿主炎症反应[61]。

Zhang等[62]表明巴瑞替尼不仅可以通过与AAK1

和GAK结合, 中断 SARS-CoV-2进入靶细胞的通道和

细胞内组装, 而且巴瑞替尼有望通过抑制 JAK1/JAK2

信号通路来治疗新型冠状病毒肺炎引起的细胞因子

风暴。

关于巴瑞替尼在新型冠状病毒肺炎治疗中的作用,

通过检索美国FDA临床数据库官网, 截止到目前 (2022

年 3月 22日) 共有 26项临床试验, 其中有 5项已经完

成 II/III 期临床试验 (NCT04421027、NCT04358614、

NCT04362943、NCT04401579、NCT04640168)。巴瑞

替尼和抗病毒药物瑞德西韦联用可能是合适的联合治

疗策略。研究者曾担心这种联合治疗方案存在如免疫

抑制、继发感染和血栓形成等不良反应风险。值得庆幸

的是, 临床试验中显示出较少的可以接受的不良反应。

2.3.2 文献和专利中披露的具有抗病毒活性的特异性

AAK1抑制剂

文献报道的具有抗病毒活性的特异性的AAK1抑

制剂很少 , 主要是 Lexicon 制药公司研发的咪唑并

[1,2-b]哒嗪类化合物 (5、6)[45,46], 以及 Verdonck等[52]于

2019报道过AAK1抑制剂。在发明专利方面, Lexicon

医药公司和BMS公司是主要的研究机构, 申请和公开

了绝大多数AAK1抑制剂专利。近期, Martinez-Gualda

等[63]对AAK1专利进行了综述。Lexicon医药公司也公

开了两个新的AAK1抑制剂抗病毒的专利, 这表明AAK1

正在成为抗病毒领域的潜在的新生物靶点, 将会迎来

更大的研究前景。

2.3.2.1 咪唑并[1,2-b]哒嗪类 Lexicon制药公司研发

的咪唑并[1,2-b]哒嗪类化合物 5 和 6 (图 6), 对 AAK1

的Kd值均达到了 1 nmol·L-1, 对 2型DENV感染具有剂

量依赖性抑制, EC50值在1.5～5.1 μmol·L-1。

2.3.2.2 3,5-二取代吡咯并[2,3-b]吡啶 Verdonck等[52]

从一种结构简单且具有AAK1活性的化合物开始, 开展

了AAK1抑制剂优化工作, 并对优化后的化合物进行了

抗病毒研究。先前 , Bamborough 等[64]采用 DiscoverX

Figure 6 Selective AAK1 inhibitors and their half-maximal

effective concentration for DENV2[43]

Figure 5 Structures of sunitinib and baricitinib and their dissocia‐

tion constant (Kd) for AAK1

Table 1 Antiviral activity of sunitinib[45]. EC50: Half-maximal

effective concentration; CC50: Half-maximal cellular cytotoxicity;

HCV: Hepatitis C virus; DENV: Dengue virus; WNV: West Nile

virus; ZIKV: Zika virus; EBOV: Ebola virus; JUNV: Junin virus;

HIV: Human immunodeficiency virus; RSV: Respiratory syncytial

virus; CHIKV: Chikungunya virus

Virus
HCV
DENV1
DENV2
DENV3
DENV4
WNV
ZIKV
EBOV
JUNV
HIV
RSV
CHIKV

EC50/μmol·L-1

1.20
0.60
0.51
0.30
0.23
0.55
0.51
0.47
4.80
0.80

<0.12
4.67

CC50/μmol·L-1

>10.00
>10.00

11.50
>10.00
>10.00
>20.00

14.10
>10.00

10.40
>20.00

12.50
11.90

Cell
Huh7.5
BHK-21
Huh7.5, BHK-21
BHK-21
BHK-21
MEF, Vero
Huh7
Huh7, Vero
Vero
HeLa, TZM-b1
Hep2
Vero
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结合分析格式对一组 203个蛋白激酶进行了 577个结

构不同的化合物 (代表激酶抑制剂化学空间) 的筛选实

验。Verdonck等[52]从中确定了一种基于吡咯并[2,3-b]

吡啶 (7-氮杂吲哚) (7) (Kd = 53 nmol·L-1) 结构的AAK1

抑制剂作为研究的苗头化合物。早期Bamborough等[64]

研究发现该化合物对 AAK1 的半数抑制活性 (IC50 =

1.17 μmol·L-1) 和选择性 (Ki = 541 nmol·L-1) 优于NAKs

家族的其他3种激酶。Verdonck等[52]为了分析该化合物

的结合方式, 测定了该化合物与AAK1结合的晶体结构

(PDB 5L4Q), 分辨率为 2.0 Å (图 7)。测定的该化合物

与 AAK1 的 Kd值为 120 nmol·L-1, 比 Bamborough 等[64]

报道的 Kd值偏大。该化合物在感染 DENV2 的 Huh7

细胞中也具有抗病毒活性 (EC50 = 8.37 μmol·L-1)。

Verdonck等[52]在化合物7的结构基础上, 对其进行

结构优化, 并研究其对AAK1的酶活性及抗病毒活性

(图 8)。在所有酶活性和抗病毒实验中, 采用苏尼替尼

作为阳性对照, 测试出苏尼替尼的Kd值为 11 nmol·L-1,

IC50为 47 nmol·L-1, 对DENV具有强大的活性, EC50值

为 1.35 μmol·L-1。首先在保留母核结构和片段 II的结

构基础上, 优化结构片段 I, 经过测试, 优化 I片段后的

化合物, 在酶活性及抑制病毒的能力上均较苏尼替尼

差, 其中 I片段为3,4-二甲氧基苯基的化合物8 (图8) 的

AAK1酶活性的 IC50值为 4.32 nmol·L-1, 抗DENV病毒

活性的 IC50值为 1.64 μmol·L-1, 已经接近阳性对照物的

活性。接着作者在保留母核结构和片段 I为 3,4-二甲

氧苯基的条件下, 继续优化片段 II结构, 当 II结构片段

为 3-吡啶乙炔基时化合物的活性最好。优化后的化合

物AAK1酶活性的 IC50值为 4.02 nmol·L-1, 抗DENV病

毒活性的 IC50值为 720 nmol·L-1。接下来该团队又尝

试对母核结构区域进行改造, 但未得到活性更好的化

合物。最终, 筛选出化合物 9, 相比于苗头化合物及阳

性对照物, 显示出更好的AAK1抑制活性, 对DENV也

显示出更好的抗病毒活性。此外, 该化合物在DENV

感染的原代树突状细胞中也表现出非常强的活性和抗

EBOV活性, 支持了开发基于AAK1抑制的广谱抗病

毒药物的潜力。

2.3.2.3 4-(3-(2-甲氧基吡啶-3-基)吡唑并[1,5-a]嘧啶-

5-基)哌嗪-1-甲酸 3-甲基氧杂环丁烷-3-基酯 2015年,

Figure 7 Crystal structure of AAK1 complexed with hit com‐

pound 7 (PDB code: 5L4Q). Inhibitor is shown in stick representa‐

tion with magenta carbon atoms. Hydrogen bonds are indicated by

blue lines. Key interacting residues are shown and labeled

Figure 8 Optimization of compound 7
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Lexicon 医药公司公开了化合物 10 的相关专利 [65]。

专利报道该化合物基于放射活性酶 (P81 过滤板测

定法) 和基于 HEK281 细胞测定 AAK1 的 IC50 值分

别为 0.9和 4.7 nmol·L-1 (图 9)。近期, 该公司又在专利

WO2021216454[66]中报道了该化合物的抗病毒活性数

据。通过使人胚肺细胞 (MRC-5) 细胞感染冠状病毒

CoV-229E, 实验结果发现化合物对 CoV-229E 病毒抑

制的EC50值大于 10 μmol·L-1, 并且诱导MRC-5细胞死

亡的TC50 (half toxicity concentration) 大于 10 μmol·L-1。

该化合物对冠状病毒 HCoV-OC43 病毒 EC50 值大于

30 μmol·L-1, 细胞毒性实验显示该化合物对Huh7细胞

的CC50值大于 90 μmol·L-1。在实验中增加化合物的给

药浓度, 发现感染了HCoV-OC43病毒的H292细胞活

力增加, 而未感染HCoV-OC43病毒的H292细胞的活

力不随浓度增加而增加, 说明该抑制剂在体外具有抗

冠状病毒HCoV-OC43的潜力。

2.3.2.4 (S)-1-((2′,6-二(二氟甲基)-[2,4'-联吡啶]-5-基)

氧基)-2,4-二甲基戊-2-胺 2015年, BMS公司公开了

包含该化合物的母核结构为联芳基 (图10) 的激酶抑制

剂专利[67]。其中 A环是从吡啶、嘧啶或非芳香族 3,6-

二氢-吡喃环中选择出来的。此外, A环也可以是一个

融合的双环芳香族体系, 如喹啉、1、5-萘啶、1、6-萘啶

和吡啶[2、3-b]吡啶。B环从苯基、吡啶、嘧啶或萘支架

中选择。每个环都可以被各种各样的取代基取代, 如

(异) 烷基、环烷基、烷氧基、腈基、卤化物、酰胺、氨基甲

酸酯等。共公布了 250个化合物, 并以荧光肽和ATP

为底物对其进行体外AAK1酶测定, 数据以半数抑制

浓度值表示。结果显示大部分化合物都具有非常强的

AAK1抑制作用, 有 80个化合物对AAK1的抑制活性

的 IC50值均低于 1 nmol·L-1。其中, 对AAK1抑制活性

最好的是化合物 (S)-1-(2-环丙基-4-(喹啉-4-基) 苯氧

基)-2,4-二甲基戊-2-胺 (12, IC50 = 0.07 nmol·L-1, 图10)。

近期 , Lexicon 医药公司公开了化合物 13 (图 11)

的抗病毒数据 [68], 该化合物对 AAK1 的 IC50 值为

2.2 nmol·L-1。通过使宿主细胞感染不同种类的病毒,

来检测化合物 13抑制病毒感染的能力, 研究发现该化

合物对不同种类病毒的感染有抑制作用 (表2), 部分能

同时诱导宿主细胞死亡。研究中也发现增加化合物的

给药浓度, 感染病毒的细胞活力增加, 而未感染病毒的

细胞活力不随浓度增加而增加。从公开的专利数据可

以看出该化合物具有广谱抗病毒的潜在可能。

3 总结与展望

AAK1 作为 NAKs家族中调控 AP-2 蛋白 μ2 亚基

第 156位苏氨酸磷酸化的特异性关键激酶, 在CME过

程起着至关重要的作用。AAK1抑制剂的研发涉及两

个领域, 一个是针对疼痛, 另一个是抗病毒。目前, 只

有Lexicon和BMS两家公司活跃在这两个领域。在治

疗疼痛的领域, 已取得了较大的进展, 已有化合物进行

到临床 II期。虽然AAK1在病毒入侵的网格蛋白介导

Figure 10 Biaryl scaffold and the representative compound 12

Figure 11 Structure of compound 13

Figure 9 Structure of compound 10

Table 2 Antiviral activity of compound 13. aUnless otherwise

indicated, the EC50 and CC50 values are in μmol·L-1

Virus
CoV-229E
CoV-OC43
HCoV-229E
HCoV-OC43
SARS-CoV-2
MERS-CoV
HBV
D2Y98P
D2S221

EC50/μmol·L-1 a

2.40
>30

3.64
6.00

12.5-25
6.40 μg·L-1

6.35
7.09
6.66

CC50/μmol·L-1 a

5.62 (TC50)
24.00
14.95
13.25
37.00
22.00 μg·L-1

29.33
13.51
13.51

Cell
MRC-5
Huh-7
MRC-5
MRC-5
Vero E6
Vero 76
HepG2 2.2.15
Vero 76
Vero 76
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的内吞作用中发挥着关键性的作用, 但是, AAK1抑制

剂在抗病毒领域中的研究仍不够深入。目前并没有

AAK1抑制剂被批准用来治疗新出现的病毒感染, 如

登革热病毒、埃博拉病毒及新型冠状病毒等。自 2012

年Neveu等[36]最先提出AAK1抑制剂具有抗丙型肝炎

病毒的作用以来, 目前也只有屈指可数的几篇文献报道

AAK1抑制剂的具有抗病毒活性。近期, 才由Lexicon

医药公司新公布了两个AAK1抑制剂抗病毒的专利。

本文总结了AAK1在不同病毒中的作用机制以及

专利、文献中已报道的具有抗病毒作用的AAK1小分

子抑制剂, 讨论了药物分子的设计和优化等数据。文

献数据表明, 优化后的AAK1抑制剂在DENV感染的

原代树突状细胞中表现出非常强的活性和抗EBOV活

性, AAK1的抑制剂具有广谱抗病毒的潜力。

然而AAK1抑制剂也靶向AAK1之外的多个其他

激酶 (包括NAKs家族的其他成员), 因此很难断定其

抗病毒作用是否完全归因于对AAK1的抑制。因此寻

找高选择性AAK1抑制剂并用于研究抗病毒机制是今

后研究的重点和方向。由于AAK1与其他多种激酶的

蛋白结构相近, 寻找高选择性、高特异性的AAK1抑制

剂是药物化学家未来需要攻克的难题。而AAK1本身

也是正常细胞维持必要的胞内运输的关键激酶, 如何

降低AAK1抑制剂对正常细胞的不良反应也是一个挑

战。在开发抗病毒的AAK1抑制剂药物时, 必须密切

关注化合物的安全窗。总的来说, AAK1是一个有前

景的抗病毒生物靶标。在新型冠状病毒暴发的背景

下, 研发新机制和新靶点的抗病毒药物刻不容缓。期

待在未来短时间内, 科学家们在AAK1抑制剂抗病毒

领域取得突破性的进展, 造福人类。
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