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双肾上腺皮质激素样激酶1小分子抑制剂的研究进展

陈玉平#, 李柯良#, 盛春泉*, 武善超*

(中国人民解放军海军军医大学, 上海 200433)

摘要: 双肾上腺皮质激素样激酶 1 (DCLK1) 的过表达与多种恶性肿瘤的发生发展密切相关, 抑制DCLK1活性,

可以有效发挥抗肿瘤作用, 已经成为抗肿瘤药物研发的热门领域。目前已有多个DCLK1小分子抑制剂表现出优秀

的体内外抗肿瘤活性, 有望为肿瘤治疗提供全新策略。基于此, 本文综述了DCLK1小分子抑制剂的发现、结构类

型、结构优化、生物活性及作用机制等方面的研究进展, 以期为开发基于DCLK1的新型抗肿瘤小分子抑制剂提供借

鉴和参考。
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Research progress of small molecule inhibitors of doublecortin-like
kinase 1
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Abstract: The overexpression of doublecortin-like kinase 1 (DCLK1) is closely related to the occurrence and

development of various malignant tumors. Discovery of novel anti-tumor agents targeting DCLK1 represents a hot

spot in this field. So far, several DCLK1 small molecule inhibitors with excellent anti-tumor activity in vitro and in

vivo have been designed and synthesized, which is expected to provide a new strategy for tumor therapy. This

article reviews the research progress in the discovery, structure type, structural optimization, biological activity and

mechanism of action of DCLK1 small molecule inhibitors, and provides research basis for the development of new

anti-tumor small molecule inhibitors targeting DCLK1.
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1 DCLK1概述

双肾上腺皮质激素样激酶 1 (doublecortin-like

kinase 1, DCLK1) (图 1) 是一种微管相关的丝氨酸/苏

氨酸激酶, 它在结构上属于钙/钙调蛋白依赖性蛋白激

酶家族 (calcium/calmodulin-dependent protein kinases,

CaMK), 主要表达在细胞浆中。DCLK1由 729个氨基

酸分子构成, 分为DCX结构域、PEST序列和激酶结构

域 3部分, 其N端区域具有两个微管结合结构域 (分别

为DCX1和DCX2), 用以驱动微管相关功能; C端区域

包含 1个丝氨酸/苏氨酸激酶结构域, 与钙/钙调蛋白依

赖性蛋白1 (CaMK1) 激酶结构域高度相似[1]。

研究发现, DCLK1在胃癌、结直肠癌和胰腺导管

癌 (pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC) 等多种实

体瘤中过表达, 在促进肿瘤发生、侵袭和转移中发挥着

功能性作用, 已被确定为一种潜在的肿瘤干细胞标志

物[2-4]。然而, DCLK1在不同肿瘤细胞中的促癌机制却
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不尽相同 , 如 : 在结直肠肿瘤中 , DCLK1 通过 PI3K/

Akt/Sp1轴诱导NF-κBp65亚基表达, 并通过 PI3K/Akt/

IκBα通路激活 NF-κBp65, 驱动结直肠癌上皮-间质

转化 (epithelial mesenchymal transition, EMT)。研究还

发现PIK3R1的下调阻断了表达DCLK1诱导的细胞中

p-Akt、p-IκB和p-p65的水平。EMT中重要的转录因子

和主要调节因子 ZEB1和 TWIST1直接受到NF-κB调

节。ZEB1和TWIST1及其下游EMT标志物E-cadherin

和 vimentin的表达水平也受到在DCLK1诱导的 EMT

中由 PIK3R1 调节[5]。在胰腺癌中 , DCLK1 通过促进

Hippo通路的下游效应蛋白yes相关蛋白 (yes-associated

protein, YAP) 的相应表达水平, 有助于促进胰腺肿瘤中

PD-L1的表达并诱导PD-L1衍生的免疫逃逸[6], 这一结

果表明DCLK1可能在肿瘤免疫微环境中发挥作用, 为

确定DCLK1是否可作为癌症干细胞的特异性抗原等

后续研究奠定重要基础, 这为胰腺癌的免疫治疗提供

了重要的理论基础。在各种侵袭性癌症中, DCLK1还

可作用于miR-145、miR-200和 let-7a等调节因子, 使其

相关表达上调。miR-145表达增加导致多能性维持因子

OCT4、SOX2、NANOG、KLF4以及KRAS和RREB1减

少; 增加miR-200表达则导致血管生成因子VEGFR1、

VEGFR2 和 EMT 相关转录因子 ZEB1、ZEB2、SNAIL

和 SLUG 减少 ; 而 let-7a 表达上调会导致多能性因子

LIN28B 降低, 从而使血管生成、干性和 EMT 被抑制,

影响到肿瘤的发生、进展和转移的各个环节[7-9]。因

此, DCLK1是恶性实体肿瘤治疗的潜在药物靶点。

随着对DCLK1研究的深入, 能够抑制其功能的小

分子化合物正逐步开发出来, 为探索DCLK1的药学功

能研究打下了良好的物质基础, 同时也为开发出药代

动力学性质优良、高效低毒的DCLK1小分子抑制剂提

供了理论依据。目前已报道的典型DCLK1小分子抑

制剂主要有 5 种 , 包括 : NVP-TAE684、LRRK2-IN-1、

XMD8-92、DCLK1-IN-1和XMD-17-51[10], 本文重点介

绍以上抑制剂的发现、结构类型、结构优化、生物活性

及作用机制的研究进展。

2 NVP-TAE684

NVP-TAE684 (图 2a) 最初是由瑞士诺华制药公司

Markus Warmuth课题组[11]通过生物筛选手段设计、合

成的间变性淋巴瘤激酶 (anaplastic lymphoma kinase,

ALK) 抑制剂。对其进行生物活性评价时发现其对人

间变性大细胞淋巴瘤细胞株 Karpas-299 和弥漫性组

织淋巴瘤细胞株 SU-DHL-1 的 ALK 表现出良好的抑

制活性 (IC50为 2～10 nmol·L-1), 是一个极具开发价值

的 ALK 抑制剂。然而 , 后期的实验结果显示 , NVP-

TAE684可能具有较大的毒性使其作为ALK抑制剂的

作用止步于临床前研究。

尽管NVP-TAE684因其毒性未能进一步开发成药

物, 但针对该化合物的结构改造优化工作从未停止, 对

其母核 2,4-二氨基-5-氯嘧啶 (图 2a, 蓝色框部分) 进行

取代基替换, 得到的系列嘧啶类小分子类似物, 已经用

以选择性ALK、DCLK1小分子抑制剂的研究[11]。

后来 , Isabelle S. Lucet 课题组[1]为了寻找高效的

DCLK1抑制剂, 使用热位移测定法 (thermal shift assay,

TSA) 对已有的激酶抑制剂库里的近 400个化合物进

行活性筛选, 发现NVP-TAE684对DCLK1具有优秀的

抑制剂活性 (IC50 = 1.084 µmol·L-1)。同时 , 研究人员

将化合物NVP-TAE684与DCLK1结构域复合结晶, 得

到 DCLK1-KD-NVP-TAE684晶体模型 (图 2b)。其中,

DCLK1用青色表示; NVP-TAE684以黄色表示; 氢键和

范德华相互作用分别以黑色和红色虚线表示。嘧啶环

(B 环) 占据与 AMP-PN 的嘌呤环相似的位置。NVP-

TAE684通过嘧啶的氨基氮和Val468的骨架之间的氢

键产生一个铰链相互作用。这种铰链氢键相互作用,

在多数激酶结构中高度保守。C环和异丙基磺酰基直

Figure 2 Structural formula of NVP-TAE684 and its binding

mode. (a) Structural formula of NVP-TAE684; (b) Schematic

diagram of the structure of DCLK1 crystallized NVP-TAE684[1]

Figure 1 Protein crystal structure of doublecortin-like kinase 1

(DCLK1) and its structural composition[1]
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接镶嵌在甘氨酸环下方, Gly397和Val404与C环发生

疏水相互作用。异丙基磺酰基的磺酰基氧通过与

-NH-基团的分子内相互作用和与直接极性相互作用

保持在原位Lys419, 而异丙基的取向使其与DFG基序

中的Asp533相抗衡。此外, A环夹在甘氨酸环的 Ile396

和 αC螺旋的 Asp475之间, 产生范德华相互作用。通

过该晶体结构, 人们首次深入了解了ATP结合位点内

的DCLK1抑制剂作用模式, 并用于指导DCLK1抑制

剂的设计和优化[1]。

抗肿瘤化学治疗方案失败的重要原因是多药耐药

性 (multidrug resistance, MDR), 而要克服细胞中 ATP

结合盒 (ATP binding cassette, ABC) 转运蛋白过表达

介导的MDR依旧是个巨大的挑战。中山大学附属第

七医院的研究人员[12]通过药物积累和外排实验发现化

合物 NVP-TAE684抑制了 ABC G2转运蛋白的外排功

能从而降低MDR细胞对化疗药物的耐药性, 这也为克

服MDR提供了一种极具开发前景的新型先导化合物。

3 LRRK2-IN-1

化 合 物 LRRK2-IN-1 ( 图 3a) 是 哈 佛 医 学 院

Nathanael S. Gray课题组[13]在研究富含亮氨酸重复片

段激酶 2 (leucine-rich repeat kinase 2, LRRK2) 选择性

抑制剂时设计合成的化合物。研究人员通过高通量激酶

分析法, 快速鉴定出能够选择性抑制LRRK2和其他激

酶的高亲和力化合物, 最终发现了2-氨基-5,11-二甲基-

5H-苯并[e]嘧啶并[5,4-b]二氮杂-6-酮系列化合物 (图

3b) 与野生型LRRK2和突变型LRRK2 G2019S具有较

强的亲和力, 是理想的潜在LRRK2抑制剂。研究人员

通过迭代优化法设计合成了50余种新型化合物, 并逐一

对其进行了活性评价, 测试结果表明 LRRK2-IN-1 可

以有效抑制 LRRK2 的激酶活性 (IC50 = 13 nmol·L-1)。

在此基础上, 为进一步探索LRRK2-IN-1的选择性, 研

究人员又使用 KiNativTM 技术对人外周血单核细胞

(human peripheral blood mononuclear cells, hPBMC, 含

有 180 多种激酶) 和小鼠大脑组织 (含有 195 种激酶)

中的激酶进行一一分析, 初步证实了 LRRK2-IN-1 对

LRRK2、DCLK1 和 MAPK7 等具有选择性抑制作用。

因 LRRK2-IN-1 对 LRRK2 表现出很强的亲和力和优

良的体外抑制活性, LRRK2-IN-1也成为了治疗LRRK2

介导的帕金森病 (Parkinson's disease, PD) 的新药先导

化合物[14]。

此外, 有研究人员[15,16]采用体外 ATP 位点竞争结

合方法筛选了一个包含 300 多种化合物的化合物库,

发现化合物LRRK2-IN-1能够通过竞争ATP结合区域

而抑制 DCLK1, 因此提出 LRRK2-IN-1 是 DCLK1 的

ATP竞争性抑制剂[17]。

Courtney W. Houchen课题组[17]评估了LRRK2-IN-

1 的 DCLK1 的激酶抑制活性 , 结果表明该化合物对

DCLK1 具有较强的亲和力 (对 DCLK1 的亲和力 Kd =

5 nmol·L-1, 对LRRK2的亲和力Kd = 20 nmol·L-1), 表现

出明显的抗肿瘤活性 (对人转移胰腺腺癌细胞系) 的

IC50 = 1.69 µmol·L-1, 对人结肠癌细胞系 HCT116 的

IC50 = 1.73 μmol·L-1, 除此之外, LRRK2-IN-1还能够抑

制肿瘤细胞的迁移和侵袭, 诱导细胞凋亡, 阻滞细胞周

期于G1期和G2期/M期, 抑制DCLK1的mRNA和蛋白

表达等。此外, 研究人员还发现 LRRK2-IN-1 能够在

分子水平上调节干性和 EMT, 并抑制 DCLK1 活性和

下游DCLK1效应子 c-MYC, 还发现DCLK1能够促进

HCT116 细胞系对 LRRK2-IN-1 产生耐药作用。该研

究结果也提示, 以 LRRK2-IN-1 作为先导化合物进行

结构优化, 有望开发出抗肿瘤干细胞药物。

4 XMD8-92

Nathanael S. Gray课题组[18]以化合物 BI-2536 (图

4a) 为基础, 以2-氨基吡啶并[2,3-d]嘧啶 (图4b) 为母核

模板进行结构优化探索了该类化合物抑制大丝裂原活

化蛋白激酶 1 (big mitogen-activated protein kinase 1,

BMK1) 的构效关系, 并以此设计、合成了新型BMK1抑

制剂 XMD8-85 (图 4c), 通过用不同的 R2取代 XMD8-

85的 2-甲氧基-4-取代基苯胺 (图 4c, 蓝色框部分) 来探

索该支架的R2位。在 2-甲氧基苯胺的 4位分别引入 4-

羟基-哌啶-1-基、哌嗪-1-基和 4-(4-甲基哌嗪-1-基) 哌

啶-1-基产生化合物XMD8-86、XMD8-88和XMD8-85。

这些修饰都产生了具有相似活性的化合物。含有吗啉

取代基和 1-甲基哌啶-4-基取代基的化合物XMD8-87

和 XMD8-90 的活性分别略有下降。用甲基 (XMD8-

91) 取代 2-甲氧基 (XMD8-85) 会导致活性降低, 而 2-

乙氧基取代的化合物 XMD8-92 则保持相似的活性。

这些结果表明, 2-烷氧基对这一系列类似物的整体效

Figure 3 The structural formula of LRRK2-IN-1 and its structural

parent nucleus. (a) Structural formula of LRRK2-IN-1; (b) 2-Amino-

5, 11-dimethyl-5H-benzo[e]pyrimido[5, 4-b]diaza-6-one series of

compounds
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力有显著作用。当用 4-磺胺苯胺代替 2-甲氧基-4-(4-

甲基哌嗪-1-基)-苯胺时, 所得化合物 (XMD8-93) 的活

性较差。在4位用各种酰胺取代合成了化合物XMD8-

94、XMD8-95 和 XMD8-96, 其中 XMD8-95 在这组化

合物中表现出最佳活性。对这 12个新型化合物进行

多轮生物学评估后 , 发现了 XMD8-85 (IC50 = 0.19 ±

0.04 µmol·L-1)、XMD8-92 (IC50 = 0.24 ± 0.04 µmol·L-1)

(图4d) 和XMD8-95 (IC50 = 0.13 ± 0.03 µmol·L-1) 3个化

合物可作为高选择性BMK1抑制剂, 具有深入研究价

值。同时, 研究还发现 XMD8-92可以抑制 DCLK1活

性, 并且在体内具有较好的耐受性[19], 此外, DCLK1也是

为数不多能够被XMD8-92移位超过90%的激酶[18,19]。

Courtney W. Houchen 课题组[20]通过体外实验证

明, 经XMD8-92处理后, AsPC-1细胞后会引起DCLK1、

c-MYC、KRAS和NOTCH1的mRNA表达下调。同时

使用异种移植肿瘤 NOD/SCID 小鼠模型进行体内实

验, 发现XMD8-92可以有效抑制人胰腺癌异种移瘤的

生长。作用机制研究发现 , 给药后 , 小鼠模型体内

DCLK1蛋白表达以及肿瘤生长相关miRNA (miR-143/

145、miR-200ac、let-7a和miR-144) 表达均下调。研究

人员还发现, 经过XMD8-92处理后能够抑制肿瘤细胞

多能性、血管生成、EMT、c-MYC和NOTCH1的生成。

以上研究结果表明 , XMD8-92 通过抑制 PDAC 中的

DCLK1及其下游分子而表现出抗肿瘤活性。

由此可见 , 新型 DCLK1 小分子抑制剂 XMD8-92

可以作为抗肿瘤先导化合物用于治疗 PDAC, 具有很

好的开发前景。

5 DCLK1-IN-1

Nathanael S. Gray课题组[21]基于已报道的DCLK1

多靶点抑制剂XMD8-85、XMD8-92和LRRK2-IN-1的

共同骨架母核 (图4b), 构建了一个含350个结构类似的

化合物库。对该库进行筛选后, 以XMD8-85 (图4c) 与

DCLK1的对接模式为指导, 对XMD8-92 (图 4d) 邻乙

氧基取代基的体积进行减少或增加, 发现随着邻位取代

基大小的减小, 效力提高; 完全去除邻位取代基则会导

致活性损失, 因此邻甲氧基提供了活性和选择性的最

佳平衡。增加R3取代基的数量提高了化合物对LRRK2

的选择性 , 但对 ERK5 没有提高 , 通过改变 R3未实现

DCLK1效力或选择性的显著改善。对R4进行取代, 8位

取代大大降低了DCLK1、ERK5和LRRK2的效力, 这可

能是由于对氨基嘧啶的铰链结合相互作用的空间干扰。

然而, 这种修饰也不能被DCLK1和带有 8-甲基的化合

物很好地耐受或 8-氯的化合物提升显著活性。最后,

DCLK1、ERK5或 LRRK2也不能很好地耐受 9位的替

换。因此将R3保留为甲基, 将R4保留为氢, 通过改变R5

取代基降低对其他激酶的活性, 提高对DCLK1的选择

性, 改变 R5基团的极性以降低其乙酰赖氨酸样特性,

从疏水性乙基到负电性[1,1,1]-三氟乙基基团导致的

DCLK1活性适度降低, 但对其活性有所提高。通过上述

对骨架中的多个基团进行结构改造, 获得了第一个具有

高选择性的DCLK1抑制剂DCLK1-IN-1 (对DCLK1的

IC50 = 57.2 nmol·L-1, 对 DCLK2 的 IC50 = 103 nmol·L-1,

对LRRK2和ERK5等激酶的 IC50 > 3 µmol·L-1) (图5)。

研究人员对DCLK1-IN-1的药代动力学性质和细

胞毒性进行了初步的评价[22]。结果表明, 该化合物具

有良好的药代动力学性质, 口服生物利用度 (F) 为81%,

半衰期 (t1/2) 为2.09 h; 当DCLK1-IN-1以10 µmol·L-1的

浓度添加到水中时, 并未对斑马鱼的中枢神经系统或

Figure 4 Big mitogen-activated protein kinase 1 (BMK1) inhibitor optimized with BI-2536 as lead compound[18]. (a) BI-2536; (b) DCLK1

inhibitor common backbone nucleus; (c) XMD8-85; (d) XMD8-92

Figure 5 Structural formula of DCLK1-IN-1[18]
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其他器官系统的发育产生明显影响; 以相同浓度给药,

DCLK1-IN-1 对大鼠海马神经元的活力无影响; 对小

鼠进行最大耐受剂量评估, 在 100 mg·kg-1的剂量下小

鼠具有良好的耐受性。安全性实验表明, DCLK1-IN-1

对上述 3种动物模型的毒性均较低。为了研究 PDAC

细胞中DCLK1的调控机制, 研究人员[23]选用了PATU-

8988T和PATU-8902两种细胞株, 借助DCLK1-IN-1通

过 KRAS 靶向降解标签系统 (degradation tag) 中的

dTAG-13分子证实DCLK1的表达是受KRAS/ERK信

号通路调控了DCLK1的表达。

Kenneth D. Westover和Michael Buchert课题组[24,25]

则验证了DCLK1-IN-1具有抑制DCLK1表达, 以及抑

制胰腺癌、结直肠癌和胃癌细胞的黏附和迁移等功能

特性。DCLK1-IN-1的发现, 为深入研究DCLK1的作

用机制奠定了基础。

Nathaniel Weygant 课题组[26]发现化合物 DCLK1-

IN-1可以显著抑制DCLK1磷酸化并下调多能性因子和

肿瘤干细胞或EMT的相关标志物 [c-Wet、c-MYC及肾

细胞癌 (renal cell carcinoma, RCC) 细胞系中的N-钙黏

蛋白等]。细胞实验表明, 经DCLK1-IN-1处理, RCC细

胞集落的形成、迁移和侵袭能力显著降低, 同时 RCC

细胞的免疫检查点配体 (immune checkpoint ligand,

ICL) PD-L1的表达水平下降。上述成果证明了DCLK1-

IN-1在RCC中对抑制DCLK1具有广泛的敏感性, 也是

其作为肿瘤免疫治疗药物的重要依据。结合其他已报

道的DCLK1抑制剂的分子机制, 研究人员发现化合物

DCLK1-IN-1发挥抗肿瘤作用可能是通过降低DCLK1

表达并非直接抑制 DCLK1 结构域。因此 , 直接靶向

DCLK1 结构域的抑制剂的治疗效果仍有待深入

研究[2,27]。

6 XMD-17-51

Nathanael S. Gray 课题组[28] 设计合成选择性

NUAK1 (NUAK family SNF1-like kinase-1, ARK5, 人腺

苷单磷酸激活蛋白激酶AMPK家族成员之一)[29]抑制剂

HTH-01-015 (图 6a), 为进一步提升抑制剂对 NUAK1

的选择性, 对HTH-01-015进行结构优化得到了衍生物

XMD-17-51 (图 6b) 和XMD-18-42 (图 6c), 但因两者的

NUAK1选择性均低于HTH-01-015而未开展深入研究。

台州大学Yang等[30]为了找到针对DCLK1的候选

药物, 通过胞外酶测定法 (cell-free enzymatic assay), 发

现化合物XMD-17-51对DCLK1活性具有优秀的抑制

作用 (IC50 = 14.64 nmol·L-1)。研究人员发现, XMD-17-

51 在非小细胞肺癌 (non-small cell lung carcinoma,

NSCLC) 细胞中能够降低 DCLK1 蛋白水平 , 抑制

NSCLC 细胞增殖、干性和 EMT。由于化合物 XMD-

17-51是多种蛋白激酶的抑制剂, 为验证其是否通过直

接作用于 DCLK1 而发挥了抗肿瘤活性 , 研究人员在

DCLK1敲低或过表达的细胞中进一步测试其抗肿瘤

活性, 结果发现, DCLK1过表达降低了XMD-17-51在

NSCLC A549 细胞系中的抗细胞增殖活性 , 表明

XMD-17-51 通过抑制 DCLK1 而对 NSCLC 细胞表现

出显著的抑制作用。

7 总结和展望

DCLK1表达失调诱发肿瘤的作用机制研究尚处

于起步阶段。尽管已有证据表明DCLK1的功能失调

及其微管支架作用能够促进某些肿瘤的发生和发展,

但在过去 40年间并没有出现通过靶向抑制DCLK1而

显著提升肿瘤患者生存率的药物。因此, 迫切需要深

入研究DCLK1在治疗过程中发挥的生物功能并发现

具有针对性的治疗策略[20]。

研究人员通过解析DCLK1结构域的结构和功能,

以期指导功能性研究, 并将其应用于未来药物设计[1]。

尽管有报道称蛋白激酶抑制剂 LRRK2-IN-1、XMD8-

92 和 DCLK1-IN-1 等能够抑制 DCLK1 活性, 然而, 这

一系列研究的本质仅仅是探索性的, 这些化合物仅处

于临床前研究阶段, 尚无药物获批上市[23]。因此, 仍需

对这些化合物进行更加深入的机制研究, 以确定它们

是否适合作为候选新药。

笔者认为, 对于DCLK1抑制剂的研究, 应注重围

绕化合物选择性、抗肿瘤活性和成药性方面开展, 进而

筛选出具有成药前景的抗肿瘤候选药物。从现代药物

化学近百年的发展历程看, 每一种新药开发上市的背

后, 都有一条漫长而艰难的路程要走。因此, 对于药物

Figure 6 Structural formula of NUAK1 selective inhibitor HTH-

01-015 and its derivatives. (a) HTH-01-015; (b) XMD-17-51; (c)

XMD-18-42
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化学工作者来说, 深入了解DCLK1的生物功能, 并以

此为基础开发高选择性、高活性的小分子激酶抑制剂,

既有巨大挑战, 同时也存在无限机遇。例如, 目前除了

DCLK1小分子抑制剂外, 尚未有其他结合模式的抑制

剂报道, 可以预见, 随着DCLK1的结构、功能和作用机

制深入的研究 , 将会有多种新型 DCLK1 小分子抑制

剂[31-33], 如共价小分子抑制剂 (分为可逆共价小分子抑

制剂和不可逆共价小分子抑制剂)、变构结合位点的小

分子抑制剂、变构与正构多结合位点的小分子抑制剂、

多靶点小分子抑制剂等得以发现。
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