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靶向Toll样受体2的小分子调节剂研究进展
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摘要 : Toll 样受体 (Toll-like receptors, TLRs) 是最早被发现的天然免疫模式识别受体 (pattern-recognition 

receptors, PRRs)。TLR 信号传导通路的异常是导致慢性炎症、癌症、神经系统疾病和心血管疾病等的关键因素, 

TLR的激动剂和抑制剂的开发都备受关注。目前已知的TLR2激动剂, 如脂肽或其衍生物, 由于合成困难、易水解、

且易引发炎性细胞因子风暴, 存在一定的药物研发局限性, 抑制剂则少有报道。具有更高稳定性的新型小分子

TLR2激动剂或抑制剂将更有可能开发成肿瘤免疫治疗或抗炎药物。
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Abstract: Toll like receptors (TLRs) are the earliest discovered natural immune pattern recognition receptors 

(PRRs). The abnormality of TLR signal transduction pathway is the key factor leading to chronic inflammatory, 

cancer, nervous system disease and cardiovascular diseases. The development of TLR agonists and inhibitors has 

attracted much attention. Currently known TLR2 agonists, such as lipopeptides or their derivatives, have certain 

limitations in drug development due to their difficult synthesis, easy hydrolysis, and triggering inflammatory 

cytokine storms, while inhibitors have been rarely reported. New small molecule TLR2 agonists or inhibitors with 

higher stability are more likely to be developed as tumor immunotherapy or anti-inflammatory drugs.
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天然免疫系统是机体抵御外界病原菌感染的第一

道防线。Toll样受体 (Toll-like receptors, TLRs) 是最早

被发现的天然免疫模式识别受体 (pattern-recognition 

receptors, PRRs), 可以识别外源的病原菌相关分子模

式 (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs)、内

源的损害相关分子模式 (damage-associated molecular 

patterns, DAMPs) 和异源物相关分子模式 (xenobiotic-

associated molecular patterns, XAMPs), 从而参与诱导

炎症免疫反应[1,2], 在抵抗真菌、病毒和细菌等病原体

方面有着重要意义。TLRs的结构、功能信号转导机制

在进化演绎过程中十分保守。Toll蛋白最早发现于果

蝇, 1980年生物学家Nüsslein-Volhard等[3]在研究黑腹

果蝇的过程中发现了一种突变基因, 这种基因导致果

蝇的胚胎发育发生变化, 同时还可介导真菌和革兰阳

性细菌对果蝇的感染免疫反应, 并首次有了“Toll”这

一概念。目前, 有 13种 TLRs在哺乳动物中被发现[4], 

其中TLR2具有相对广泛的配体特异性, TLR2通过识
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别和结合广泛的微生物成分如脂肽、脂膜酸等, 激活先

天免疫系统[5]。除此之外, 在非感染性组织损伤以及

组织修复的过程中发挥重要作用, 如哮喘、肾病等, 其

研究备受关注。

1 TLRs的结构 

1988年Hashimoto等[6]研究发现, Toll样受体蛋白

主要由 3个经典部分组成: 跨膜区、胞内区及胞外区, 

TLR2[7] (图 1) 的基本结构是Ⅰ型跨膜蛋白, 跨膜区结

构简单, 由一段富含半胱氨酸的结构域组成, 跨过细胞

膜连接TLRs的胞内区及胞外区。TLRs的胞内区是一

段约 200个氨基酸残基构成的结构域, 因与白介素 1受

体 (IL-1R) 的胞内区高度同源而被称为Toll-IL-1受体

结构域 (Toll-IL-1 receptor domain, TIR), 在TIR中有 23

个氨基酸位置是固定的 , 即 -D-K-YDAF-SYS… ..

GYKLCI-RD-PG…FWKK-, TIR结构域是该家族的标

志性结构特征。同时TIR与TLRs与其下游蛋白激酶

的相互作用密切相关, TLRs结合配体后, TIR 结构域

发生构象改变, 通过同型蛋白之间的相互作用进行细

胞内信号转导, 招募胞浆内含有TIR结构域的接头蛋

白分子, 激活胞内信号转导途径[8]。胞外区是一个位

于蛋白 N 端的亮氨酸富集区域 (leucine rich repeats, 

LRRS), 通常由 17～31个 LRRS组成。胞外域可直接

结合配体, 也可结合辅助受体与配体的复合物, 胞外域

与配体的结合可引发配体介导的受体多聚化, 该区域

的差异性决定了各个TLR分子配体的特异性和专属性。

胞外区识别广泛存在于病原体细胞表面的分子标志, 同

PAMP结合启动信号转导过程[9], 研究提示胞外区结构

域是TLR2识别病原微生物及其产物的结构基础[10]。

2 TLR2的配体 

TLR2能够参与识别许多不同的 PAMP, 包括细菌

脂肽、真菌的酵母聚糖、革兰阳性菌的肽聚糖和脂磷壁

酸、分枝杆菌的脂阿拉伯甘露糖、克氏锥虫的 tGPI-黏

蛋白和来自麻疹病毒的血凝素等[11]。TLR2 一般与

TLR1或者 TLR6形成异源二聚体。TLR2-TLR1异源

二聚体能够特异性识别革兰阴性细菌和支原体的三酰

脂肽, 而TLR2-TLR6异源二聚体则特异性识别革兰阳

性细菌和支原体的二酰脂肽。此外, TLR2能与细胞表

面其他协同受体一起发挥作用。这些协同受体包括

CD36, 其与TLR2-TLR6异源二聚体一起介导TLR2的

某些激动剂的传感[12]。在所有的TLRs中, TLR2识别

的配体可能最多。TLR2 不仅直接与受体结合, 而且

TLR2能够与负责特异区别配体的内源性巨噬细胞蛋

白结合, 最重要的是 TLR2与其他 TLRs聚合, 从而增

加了配体结合的靶位。研究发现TLR2主要以TLR1或

者TLR6结合成异源二聚体的形式来识别它们的配体, 

二聚体形成后, 紧密排列的TIR区域与衔接蛋白髓样

分化因子 88 (myeloid differentiation factor 88, MyD88) 

结合, 引起信号级联放大作用[13], 从而促进胞内配体识

别信号的转导, 激活下游信号通路, 最终诱导促炎性细

胞因子、抗炎性细胞因子和趋化因子的大量产生, 可以

促进后续的获得性免疫应答反应。根据各种TLRs的

细胞定位和配体 , 可将脊椎动物 TLRs 分为两大类 , 

TLR2主要表达在细胞表面并且主要识别微生物膜组

分如脂质、脂蛋白和蛋白质。

TLR2最突出的生物功能就是直接或间接促进炎

症因子的合成与释放, 具有显著的抗菌、抗病毒作用。

当TLR2被激活时, 识别PAMP并快速激活细胞内信号

级联, 包括衔接蛋白、信号复合物和转录因子复合物

等, 最终导致机体产生各种炎性细胞因子, 从而加速病

原体的清除[14]。但当 TLR2 被长时间激活时, 可能会

产生致病作用[15], 尤其是慢性炎症、癌症、神经系统疾

病和心血管疾病等。因此, TLR2信号通路的激活和抑

制必须受到严格的调控。

3 TLR2的信号通路和功能 

根据 TLR 信号通路是否依赖 MyD88 接头蛋白

分子 , 可分为 : 依赖于 MyD88 的信号通路 (MyD88 

dependent pathway) 和不依赖于 MyD88 的信号通路 

(MyD88 independent pathway)。其中 , TLR1、TLR2、

TLR5、TLR6、TLR7、TLR8 和 TLR9 是依赖 MyD88 的

信号通路 ; TLR3 是不依赖 MyD88 的信号通路 , 而

TLR4 有以上 2 种信号通路[16] (图 2)。MyD88 依赖途

径, 即活化的 TLR2的胞内 TIR结构域与 MyD88羧基

端相互作用而使后者活化。MyD88连接 TLR到白介

素受体相关激酶家族成员, 包括白介素受体相关激酶1 

(IL-IR-associatd kinase 1, IRAK1) 和白介素受体相关

激酶 4 (IL-IR-associatd kinase 4, IRAK4), 进而激活肿

瘤坏死因子 α受体相关因子 6 (TNF receptor-associatd 

factor 6, TRAF6)。活化后的 TRAF6 通过转化生长因

子 β活化激酶 1 和核转录因子 NF-κB (nuclear factor 

Figure 1　 Structures of human Toll-like receptors (TLRs) [7]. 

Copyright © 2021 Hindawi
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κB, NF-κB) 抑制蛋白激酶信号级联, 最终使MyD88的

核定位信号暴露, 激活基因转录[9]。

TLR2介导的信号传导产生许多种细胞因子, 它们

都是天然免疫所必需的 , 可以有效地促进后续的获

得性免疫应答反应。这些细胞因子中最重要的是巨噬

细胞产生的肿瘤坏死因子-α (tumor necrosis factor α, 

TNF-α) 和白介素-6 (interleukin-6, IL-6)。而且细菌的

脂肽已经被证实能够促进树突状细胞成熟与 TLR2

作用产生 IL-12[17], 但也有研究表明, TLR2的激活可能

也会诱导癌症的发生 , 25-羟基胆固醇 (25-hydroxy 

cholesterol, 25-HC) 在体外可以剂量依赖方式促进AGS

胃癌细胞系 TLR2 mRNA 表达 , 并通过活化 TLR2/

NF-κB途径促进细胞基质金属蛋白酶类 (metrix metal‐

loproteinases, MMPs) 表达, 促进胃癌细胞在体外和体

内的迁移[18]。因此, TLR2信号通路的激活必须受到严

格的负调控, 以保持免疫系统的稳定。

4 TLR2激动剂 

可以识别TLR2的配体即为激活TLR2的激动剂, 

研究表明, 这些激动剂在疫苗的免疫应答过程中起着

重要作用。TLR2可以识别脂蛋白、脂多肽、脂磷壁酸、

阿拉伯甘聚糖以及酵母多糖等多种成分[19]。为充分利

用 TLR2 激动剂在免疫系统中的重要功能 , 现已将

TLR2激动剂开发为潜在的疫苗佐剂及抗肿瘤药物。

目前文献[20]报道的 TLR2 激动剂主要有 3 类 : 一

是细胞脂蛋白衍生的 Pam3CSK4 及其衍生物 , 二是

Pam2CSK4及其衍生物, 三是基于高通量筛选发现的小

分子激动剂 , 其中细菌脂蛋白的简化物二脂肽

CBLB6124正在进行抗辐射抗癌的Ⅱ期临床研究, 是

进展最快的TLR2激动剂。

TLR1-TLR2-Pam3CSK4的晶体结构表明 , 这个复

合物的整体形状与大写字母Ｍ[21] (图 3A) 是相似的。

两个TLR胞外域的N-末端伸向相反的方向, 而其两个

C-末端在中间聚合。三酰脂肽 Pam3CSK4的三个脂链

中的两个结合至TLR2胞外域中部凸面的一个疏水口

袋内, 而第三条脂链则插入到 TLR1胞外域凸面一个

窄的疏水孔道中。TLR2 和 TLR1 的疏水口袋在它们

二聚化交界面处被连接, 形成了一个长的、连续的疏水

口袋。配体三条脂链连接的 TLR异源二聚体进一步

被TLR1-TLR2直接的相互作用稳定了。

TLR2-TLR6-Pam2CSK4的晶体结构表明, 与TLR1

相似, 在结合二酰脂肽之后, TLR6与 TLR2形成一个

M 型的异源二聚体[22] (图 3B)。二酰化脂肽的两条脂

链都结合在 TLR2 胞外域的疏水口袋中。在 TLR1-

TLR2三酰脂肽复合物中, 脂链和TLR1胞外域疏水口

袋之间的疏水作用对 TLR 异源二聚化有重要作用。

但是 TLR6 相应的脂质通道被 343 位和 365 位的苯丙

氨酸阻塞了。突变 TLR6的这些苯丙氨酸为 TLR1的

相应氨基酸, 可以使TLR6不仅能充分应答二酰脂肽, 

也能充分应答三酰脂肽。

TLR2和TLR6仍然能形成稳定的异源二聚体, 因

为这两个TLR之间的疏水作用面增加了, 这可能补偿

了脂质链相互作用减少的影响。另外, 在TLR1或TLR6

不存在时 , TLR2 口袋的形状与 TLR1-TLR2 或 TLR2-

TLR6复合体中相应口袋的形状没有显著不同。

但由于 Pam2CSK4 和 Pam3CSK4 类激动剂结构复

杂、合成难度大、水溶性较差、体内代谢不稳定等因素, 

成为开发缓慢的主要原因。因此, 寻找结构简单、化学

合成便利、生物利用度高、免疫激活效果好的小分子化

合物是研发 TLR2激动剂的主要方向。Cheng等[23]发

现了小分子化合物CU-T12-9 (图 4)。各项生物物理学

实验显示, CU-T12-9 可以促进 TLR1/2 异二聚化复合

物的形成和稳定, 通过激活NF-κB通路, 促进下游效应

因子, 如 TNF-α、IL-10和诱导性一氧化氮合酶 (iNOS) 

的释放。实验显示: CU-T12-9可以剂量依赖性地激活

NF-κB信号传导, 浓度为 5 μmol·L-1时的激活效果与浓

度为 100 μmol·L-1的Pam2CSK4相当。利用酶联免疫实

验测得该化合物能激活TNF-α信号, 其EC50为 (60.46 ± 

16.99) nmol·L-1, 活性大大提高。Hu等[24]通过筛选发现

了一种含有喹诺酮结构的 TLR2激动剂 (63, 图 4), 为

系统探索三环核心的二氢吡啶类和喹诺酮类的构效关

系指明了方向。

目前的 TLR2 激动剂 , 如从蘑菇中提取的多糖

krestin (PSK), 是一种选择性的TLR激动剂, 正在进行

第二阶段临床试验, 因为被认为具有免疫增强作用而

Figure 2　TLRs signaling pathway[16]. Copyright © 2021 MDPI
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用于乳腺癌的治疗, PSK治疗的抗肿瘤效果依赖于 T

细胞和 NK细胞的活性[25]。研究[26,27]发现了一种新的

TLR1/2激活剂diprovocim (图5A), 通过体外生物物理、

结构和计算方法研究发现 diprovocim在体外可以诱导

TLR2/TLR1 异源二聚体和 TLR2 同源二聚体的形成 

(图 5B～D)。对晶体结构的研究发现, 两个 diprovocim

分子结合到两个TLR2胞外结构域之间形成的配体结

合口袋上。在确定的配体结合口袋内观察到广泛的疏

水相互作用和蛋白质与diprovocim之间的氢键网络 (图

6A、B), 结果, 这两个diprovocim分子以一种高度特异的

方式将两个 TLR2胞外结构域“钉”在一起, 这可能是

diprovocim高活性的基础。Diprovocim在人类细胞中

显示出比Pam3CSK4更强的活性 (EC50 = 110 pmol·L-1)。

在B16小鼠黑色素瘤的模型中, 使用diprovocim作为佐

剂, 与免疫检查点抑制剂PD-L1抗体联用时, 可完全抑

制肿瘤的生长, 诱导长期的抗肿瘤记忆, 并显著延长了

荷瘤小鼠的生存时间。

研究指出, diprovocim靶向TLR1/TLR2, 激活下游

丝裂原活化蛋白激酶 (mitogen-activated protein kinase, 

MAPK) 和 NF-κB 信号通路。为了确定 diprovocim 的

分子靶点, 分析了它对野生型C57BL/6J小鼠和缺乏各

种TLR信号成分的C57BL/6J小鼠腹腔巨噬细胞的影

响。实验表明, diprovocim针对的是小鼠TLR1/TLR2异

源二聚体。TLR1或TLR2抗体显著降低 diprovocim对

THP-1细胞的影响, 表明人TLR1/TLR2也是diprovocim

的靶点。Diprovocim诱导THP-1细胞和小鼠腹腔巨噬

细胞中 NF- κB 蛋白抑制激酶 α (inhibitor of NF- κB 

kinases α, IKKα)、NF-κB 蛋白抑制激酶 β (inhibitor of 

NF-κB kinases β, IKKβ)、p38、c-Jun 氨基末端激酶 (c-

Jun N-terminal kinase, JNK) 和细胞外调节蛋白激酶 

(extracellular regulated protein kinases, ERK) 的磷酸化, 

以及核因子 κB抑制蛋白α (NF-κB inhibitor α, IκBα) 的

降解, 表明 diprovocim激活了常规的TLR1/TLR2信号, 

包括MAPK和典型的NF-κB信号。

Diprovocim还可作为佐剂增强特异性抗体和细胞

毒T淋巴细胞 (cytotoxic lymphocyte, CTL) 应答, 并与

Figure 3　(A) Overall structure of the human TLR1-TLR2-Pam3CSK4 complex[21]. Copyright © 2007 Elsevier Inc. All rights reserved. (B) 

Overall structure of the mouse TLR2-TLR6-Pam2CSK4 complex[22] Copyright © 2009 Elsevier Inc. All rights reserved

Figure 4　Structures of TLR2 agonists
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PD-L1 抗体协同高效抑制 B16 黑色素瘤在 C57BL/6J

小鼠体内生长, 机制为 diprovocim 与 APC 上的 TLR1/

TLR2 结合 , 激活它们产生促炎细胞因子 , 并通过

MHC I和MHC II摄取所注射的肿瘤特异性抗原进行

加工和呈递。抗原呈递细胞 (antigen-presenting cells, 

APCs) 的抗原呈递、共刺激分子表达和细胞因子分泌

诱导抗原特异性CD4 T细胞和CD8 T细胞的增殖和激

活, 这两种细胞对肿瘤细胞具有杀伤活性。自然杀伤

细胞 (natural killer cell, NK) 也被促炎细胞因子激活, 

并渗透到肿瘤部位。

除上述课题组的研究外, Cheng等最近发现了三

个有代表性的TLR2小分子激动剂, 均作用在TLR1和

TLR2上, 专门调控TLR1/2二聚化介导的免疫反应。

4.1　SMU127　 他们使用计算机辅助药物设计从ZNIC

数据库 (1 000万个分子) 中筛选出 14个化合物, 其中

以 ZINC6662436 (SMU127) 活性最强 (图 7A～C), 其

EC50为0.55 ± 0.02 μmol·L-1。将其挑出并进一步进行实

验, 实验表明[28], SMU127具有以剂量依赖的方式激活

Figure 6　 Stereo view of the hydrogen-bonding network between diprovocim and TLR2[26]. (A) Stereo view of the hydrogen-bonding 

network between diprovocim and TLR2. (B) Stereo view of the hydrophobic interactions between TLR2 and diprovocim. Copyright © 2019 

American Chemical Society

Figure 5　The chemical structure of diprovocim and diprovocim induces heterodimerization of TLR2/TLR1[26]. (A) Structure of diprovocim. 

(B) Diprovocim induces heterodimerization of TLR2/TLR1 as well as homodimerization of TLR2/TLR2. Overall structure of the TLR2/

TLR1 heterodimer (C) and TLR2 homodimer (D) induced by binding to diprovocim. Copyright © 2019 American Chemical Society
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TNF-α的能力 (图 8A)。免疫印记实验表明, SMU127

可促进 HEK-Blue hTLR2 细胞中 TLR2 蛋白的表达。

进一步的抗体实验证实, SMU127激活了TLR1/2, 而不

是 TLR2/6 (图 8B)。而 Pam2CSK4作为 TLR2/6 的阳性

对照实验也进一步证实了所选抗体的有效性 (图 8C)。

SMU127通过NF-κB信号通路, 促进人外周血单个核细

胞释放TNF-α。在体内显示出显著的抗乳腺癌的肿瘤

免疫效果。流式细胞仪实验表明, SMU127以剂量依赖

的方式激活了NF-κB信号通路。在 1 μmol·L-1的剂量

下, SMU127的激活作用与 100 ng·mL-1的Pam3CSK4相

当, 而在更高的剂量 (10 μmol·L-1) 下, SMU127的激活

效果甚至更好 (图7C)。

4.2　SMU-Z1　 他们使用HEK-Blue hTLR2细胞筛选

了 14 000个化合物的合成库和一系列新开发的化合物

来激活NF-κB (图 9A, B)。研究表明[29], SMU-Z1通过

NF-κB途径特异性地模拟TLR1和TLR2, 从而触发促

炎细胞因子的合成。此外, SMU-Z1还可促进脾细胞

增殖, 上调CD8+ T细胞、NK细胞和DC细胞的表达, 从

而在体内产生抗白血病的抗肿瘤免疫。SMU-Z1以剂

量依赖的方式诱导HEK-Blue hTLR2细胞中的NF-κB

活化, 其EC50值为 (4.88 ± 0.79)×10-9 mol·L-1, 与阳性对

照Pam3CSK4 [EC50值为 (2.22 ± 0.23)×10-9 mol·L-1] 相当 

(图 9C)。SMU-Z1可以专门激活TLR2, 但不能激活其

他 TLR, 包括 TLR3、TLR4、TLR5、TLR7 和 TLR8 (图

9D)。为了确定 SMU-Z1 是 TLR1/2 还是 TLR2/6 激动

剂, 他们进行了基于抗体的选择性实验, 由此得出结

论: SMU-Z1主要激活 TLR1/2信号, 但不激活 TLR2/6

信号 (图 10A, B)。目前的数据支持他们的假设机制, 

即SMU-Z1与APC上存在的TLR1/TLR2结合, 触发激

活的共刺激分子, 导致细胞因子的分泌促进, 进而导致

CD4+和CD8+ T细胞的激活和增殖。由此产生的CTL

诱导针对白血病细胞的抗肿瘤免疫, 还能诱导 NK介

导的肿瘤细胞杀伤 (图10C)。

4.3　SMU-C80　 在前期基础上, 程魁课题组进一步报

道了1-苯基-3-(2-硫酚-2-基) 尿类化合物的化学结构和

活性关系研究 , 以提高化合物 ZINC695420 的效力和

活性, 包括 (Ⅰ) 在苯环上引入不同电子效应的取代基

或用萘环取代苯环, (Ⅱ) 用硫原子取代氧原子, 并通过

在氮和苯基之间添加亚乙基来延长中间链, (Ⅲ) 用其

他烷基取代乙基或将其水解为羧酸, 和 (Ⅳ) 环大小的

变化或稠环庚环被其他取代基取代 (图11)[30]。

与 ZINC695420 相比 , SMU-C80 在基于细胞的检

测中显示出非常显著的活性增加 (超过 370 倍) (图

12A、B)。TLR家族在人类中以 10种亚型存在, 不同类

型的TLR有其特定的天然配体。为了评估针对TLR2

的 SMU-C80 的特异性 , 他们测试了不同 TLR 过表达

的 HEK Blue 细胞中的 SEAP 信号 , 包括 HEK-Blue 

hTLR3 (图 12C)、hTLR4 (图 12D)、hTLR5 (图 12E)、

Figure 7　(A) Chemical structure of the ZINC6662436. (B) Comparison of the initial hits in the TLR2 related secreted alkaline phosphatase 

(SEAP) gene activation. (C) The nuclear factor κB (NF-κB) activation of SMU-127 compared with the positive control Pam3CSK4[28]. Copy‐

right © 2018 Royal Society of Chemistry

Figure 8　SMU127 was proved to be a specific ligand of TLR1/2, and not TLR2/6[28]. (A) SMU127 promoted TLR2 protein expression in 

HEK-Blue hTLR2 cells. Specificity results of SMU127 (B) and the positive control Pam2CSK4 (C). Copyright © 2018 Royal Society of 

Chemistry
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hTLR7 (图 12F) 和hTLR8 (图12G), 并以其已知配体作

为阳性对照。如图 12B所示, SMU-C80以剂量依赖性

的方式 (EC50 = 31.02 ± 1.01 nmol·L-1) 有效地促进了

HEK-Blue hTLR2细胞中 SEAP信号的表达, 但对其他

HEK-Blue hTLR的激活作用可忽略不计 (图 12C～G)。

由于 TLR2 与 TLR1 或 TLR6 结合形成功能异二聚体, 

他们探讨了 SMU-C80靶向 TLR1二聚体或 TLR2/6的

作用。如图 12H所示, 结果表明SMU-C80是一种有效

和特异的 TLR1/2 激动剂 , 但不是 TLR2/6 的激动剂。

此外 , 机制研究表明 , SMU-C80 上调 TLR1/2, 刺激接

头蛋白MyD88, 并诱导 IKKα、IKKβ、p38和 p65蛋白的

磷酸化, 同时促进 IκBα的降解。因此, SMU-C80通过

MyD88介导的NF-κB信号通路触发下游信号传导 (图

13)。SMU-C80 是一种低毒的 TLR2 激动剂 (图 13A、

B), 具有合适的相对分子质量, 有作为小分子用于肿瘤

免疫治疗的潜力。

Figure 9　Structures of the hit compounds obtained from HTS, and bioactivity validation of the optimized compound SMU-Z1[29]. (A) 

Chemical structures of the hits from the HTS. (B) The initial hit compounds obtained for TLR2 activation. (C) Comparison of SMU-Z1 with 

RF04289 and Pam3CSK4 for the SEAP activation in HEK-Blue hTLR2 cells. (D) Specificity of SMU-Z1 in HEK-Blue human TLR3, TLR4, 

TLR5, TLR7, and TLR8 cells. (E) SMU-Z1 upregulated the TLR2 protein. Copyright © 2019 John Wiley and Sons

Figure 10　SMU-Z1 is a TLR1/2, but not TLR2/6 agonist, and model of key cellular events mediating the anti-tumor effect of SMU-Z1[29]. 

(A) HEK-Blue hTLR2 cells were treated with SMU-Z1 and anti-hTLR1, anti-hTLR2, or anti-hTLR6 antibodies for 24 h. (B) The positive 

control Pam2CSK4, a TLR2/6 agonist, had different responses to TLR1, 2 and 6 specific antibodies compared to SMU-Z1. (C) Model of key 

cellular events mediating the anti-tumor effect of SMU-Z1. Copyright © 2019 John Wiley and Sons
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5 TLR2小分子抑制剂 

TLR1 和 TLR2 的 TIR 功能域的晶体结构解析认

为[31], TIR功能域是由 5个 α螺旋从两侧围绕 5条 β折

叠, 呈现 α螺旋和 β折叠的交替, 连接 α螺旋和 β折叠

的结构称为 loop。连接第 2个 β折叠和第 2个α螺旋的

结构称为 BB-loop, 被认为是 TLR 与接头分子 TIR 功

能域相互作用的最关键结构。TLR的TIR功能域是通

过BB-loop与下游接头分子直接作用。Mistry等[32]对人

TLR2 TIR结构域晶体结构的研究发现, 在高度保守的

P681和G682BB环残基附近有一个口袋。他们利用计

算机辅助药物设计 (CADD), 试图确定一种小分子抑

制剂 , 它可以放在这个口袋里 , 并可能扰乱 TLR2 信

号。C16H15NO4 (C29) 是一种潜在的TLR2抑制剂。C29 

(图14) 及其衍生物邻香草醛 (o-香草醛) 能抑制人工合

成和细菌 TLR2激动剂诱导的人HEK-TLR2和 THP-1

细胞的TLR2/1和TLR2/6信号转导, 但仅抑制小鼠巨噬

细胞的TLR2/1信号转导。该研究表明[32], TLR2抑制剂

C29能够阻断 MyD88依赖的 TLR2信号通路, 激活核

转录因子NF-κB, 导致肿瘤坏死因子TNF-α、IL-1β、IL-8

等大量炎性因子的转录。

Cheng等[33]采用基于细胞的筛选方法, 从包含1 363

个小分子化合物库中发现NCI-25676可以特异性地抑制

TLR1和TLR2结合 [IC50 = (2.45 ± 0.25) μmol·L-1], 并证

实该化合物具有抗氧化、抗癌和调节免疫反应的作用。进

一步通过构效关系的分析与筛选, 找到化合物CU-CPT22 

(图14), 其可以非常高效且特异性地抑制TLR1和TLR2

形成异二聚体 [IC50 = (0.58 ± 0.09) μmol·L-1], 且浓度高

达100 μmol·L-1时在小鼠巨噬细胞系Raw264.7细胞中没

有明显毒性。此外, 该化合物还可有效地抑制 10种代

表性激酶的活性及促炎因子的产生, 其在 8 μmol·L-1时

对TNF-α和 IL-1β的抑制率分别达60%和95%。

研究者[34]提出: 由葡萄球菌属分泌一种金葡菌超

Figure 12　SMU-C80 functions as a specific agonist of TLR1/2[30]. (A) HEK-Blue hTLR2 cells were treated with SMU-C80 at the indi‐

cated concentrations for 24 h, and the absorbance was measured with a microplate reader at OD 620 nm. (B) Comparison of SMU-C80 and 

ZINC695420. The SEAP signals of HEK-Blue cells overexpressing (C) hTLR3, (D) hTLR4, (E) hTLR5, (F) hTLR7, or (G) hTLR8 were 

tested, using their corresponding ligands as positive controls. (H) The SEAP signals stimulated by SMU-C80 were treated with TLR1, 

TLR2, and TLR6 antibodies after incubation for 24 h in HEK-Blue hTLR2 cells. Copyright © 2021 American Chemical Society

Figure 11　Study on the structure-activity relationship of ZINC695420[30]. Copyright © 2021 American Chemical Society

·· 2246



柯嘉华等: 靶向Toll样受体2的小分子调节剂研究进展

抗原样蛋白-3 (SSL-3), 可以作为TLR2的抑制剂, 它可

以通过 2种机制抑制由病原相关的脂肽激活的 TLR2

信号通路, 即一方面通过阻止配体与TLR2的结合来抑

制TLR2激活, 另一方面也可以干扰已经形成的TLR2-

脂肽复合物, 阻止TLR2与TLR1或TLR6的异二聚化, 

进而抑制下游信号的传导。SSL-3作为TLR1/2的特异

性抑制剂, 为将来开发一系列 SSL-3的衍生物来抑制

TLR1/2信号传导提供了思路。

Xu等[35]通过对化合物文库进行高通量筛选和结

构优化, 得到了对TLR2/4信号通路具有有效抑制作用

的化合物TX-33 (图 14)。高通量筛选中, TX-1被考虑

用于进一步的优化和构效关系 (SAR) 研究。小分子

TX-1的优化主要分为三个部分: 硝基取代、左芳基取

代和中间连接基取代。通过对 HEK-TLR-SEAP 细胞

TLR2和TLR4抑制实验结果的比较, 发现TX-33具有

较好的 TLR2 和 TLR4 抑制能力。TX-33 具有抑制

TLR2 和 TLR4 的能力, 其 IC50值分别为 0.52 ± 0.03 和

0.46 ± 0.04 μmol·L-1。TX-33 作为先导化合物进行实

验, 结果表明TX-33对TNF-α和 IL-1β的抑制作用分别

为 0.26 ± 0.06 和 0.24 ± 0.05 μmol·L-1。酶联免疫吸附

实验和 Griess 实验表明 TX-33 针对 TLR2/4 的特异性

高于 TLR家族的其他成员。在随后的实验中, TX-33

通过阻断TLR2/4信号通路来抑制各种癌细胞的增殖。

同时, TX33的药物毒性曲线和药效曲线之间存在一个

安全窗口, 这为TX-33的应用或进一步优化其结构创

造了有利条件。同时推测 TX-33 也可能抑制 TLR 家

族下游途径中的一些接头蛋白。

Drexel等[36]的研究中, N-(4-乙基苯基)-N′-苯基脲

(INH14) (图15A) 是一种分子量仅为240 Da小分子化合

物, 它主要由一种联芳基尿素骨架组成, 这种骨架是许

多激酶抑制剂所共有的。实验结果显示, INH14以剂量

依赖的方式抑制TLR2介导的NF-κB活性, 半数抑制浓

度为 4.127 μmol·L-1 (图 15B)。同时还抑制了其他炎症

途径 (即TLR4、TNF-R和 IL-1R)。在 INH14处理的细胞

中, 作为TLR2途径一部分的蛋白质过表达, 表明靶标

位于复合体TAK1/TAB1的下游。免疫印迹分析显示 , 

INH14可降低脂肽 (TLR2配体) 激活的细胞对 IκBα的

降解。这些数据表明 (图 15C、D), IKKα和/或 IKKβ是

INH14的靶点, 这一结果得到了激酶测定的证实 (IC50 

Figure 14　Chemical structures of C29, CU-CPT22, TX-33 and 

SMU-Y6

Figure 13　SMU-C80 has a negligible toxicity and it's signaling 

pathway[30]. (A) HEK-Blue hTLR2 cells and (B) PBMC were 

treated with SMU-C80 at the indicated concentrations for 24 h. (C) 

The signaling pathway of SMU-C80. Copyright © 2021 American 

Chemical Society

Figure 15　(A) structure of INH14. (B) IC50 of INH14 on NF-κB 

(C) inhibitor of NF-κB kinases α (IKKα) and (D) inhibitor of NF-

κB kinases β (IKKβ)[36]. Copyright © 2019 John Wiley and Sons
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IKKα = 8.97 μmol·L-1; IC50 IKKβ = 3.59 μmol·L-1)。此外, 

体内实验表明, INH14减少脂肽诱导的炎症后形成的

TNF-α, 用 INH14处理卵巢癌细胞后, 这些细胞的NF-κB

构筑活性和关闭伤口的能力降低。这些结果表明, INH14

通过抑制 NF-κB 抑制因子激酶 (inhibitor of kappa B 

kinase, IKKS) 而降低了NF-κB的活性。INH14的优化

可能导致有效的 IKKS抑制剂, 可能被用作抗炎药物。

最近, Yang 等研究[37]报道了一个新的 TLR2 抑制

剂 SMU-Y6, 通过筛选 2 100个天然产物来鉴定 TLR2

的拮抗剂, 随后确定阿朴吗啡生物碱 taspine是一个很

好的候选者。通过对10步化学合成路线的分析和结构

优化, 得到了活性更高、溶解性更好、药用性能更好的

taspine 衍生物 SMU-Y6 (图 14)。研究表明 , SMU-Y6

对TLR2的抑制效果最好 (IC50 = 0.11 ± 0.04 μmol·L-1), 

比 taspine 提高了 10 倍。SMU-Y6 对 TLR3、TLR7 和

TLR9几乎没有抑制作用, 表现出较强的TLR2特异性。

机制研究和序列分析表明, SMU-Y6抑制 TLR2, 阻止

TLR2/MyD88复合体的形成, 并阻断下游的 NF-κB和

MAPK 信号通路 , 从而抑制炎性细胞因子的释放。

SMU-Y6能稳定TLR2并与TLR2蛋白结合, 其KD值为

0.18 μmol·L-1。此外, SMU-Y6还能有效逆转急性足肿

胀和结肠炎小鼠的 M1表型巨噬细胞极化, 减少细胞

因子的产生和中性粒细胞的浸润, 减轻局部炎症。体

内药代动力学研究及安全性评价表明, SMU-Y6半衰

期长, 生物利用度高, 体内毒性低, 是一种优良的长期

抗炎药物候选药物。

除此之外, Li等[38]发现青蒿脂能下调巨噬细胞表

达TLR2, 减少NF-κB通路活化及TNF-α表达, 对金葡

菌败血症小鼠有保护作用。以TLR2表达为靶点的药

物可为感染性疾病及炎性疾病的治疗提供新方法。

Zhang 等[39]也发现鱼腥草提取物可通过调控 TLR2/

MyD88/NF-κB信号通路, 并减少炎性因子释放, 从而

减轻支原体肺炎疾病症状, 对肺组织起到保护效果。

6 结论与展望 

TLRs信号通路的调控复杂。正向调控的不足, 可

能导致机体感染的扩散, 炎症的加重; 负向调控的缺失

可以导致炎症过度放大, 促进机体的损伤, 因此TLR2

信号通路的激活和抑制必须受到严格的调控。TLR2

的激活是增强机体免疫应答的有效手段, TLR2激动剂

在疫苗佐剂、抗肿瘤、抗菌和免疫类疾病的治疗方面展

现出巨大的潜力。Pam2CSK4和Pam3CSK4类激动剂由

于结构复杂、合成难度大、水溶性较差、体内代谢不稳

定等因素, 开发缓慢。因此, 寻找结构简单、化学合成

便利、生物利用度高、免疫激活效果好的小分子化合物

是未来研发TLR2激动剂的主要方向。

TLR2信号转导异常与多种疾病如动脉粥样硬化、

肿瘤转移、脓毒症、缺血/再灌注损伤密切相关。已经

开发了几种 TLR2信号的抑制剂, 但没有一种被批准

上市; TLR2的特异性激活剂更是匮乏, 进一步限制了

临床应用。更好地了解Toll/IL-1受体抵抗 (TIR) 结构

域与TLR2信号的相互作用可为新的治疗药物的出现

提供新思路。而计算机辅助药物设计是识别TLR2信

号通路小分子抑制剂的有效方法, 并有可能识别其他

TLR信号通路的抑制剂。总之, TLR2的激活剂可能为

肿瘤的免疫治疗提供全新的候选药物分子, 而 TLR2

的抑制剂将会开发用于非感染性、慢性炎症的治疗; 但

是无论是激活剂还是抑制剂, 都必须要面对全身免疫

产生的负反馈, 开发特异性的 TLR2调节剂及与靶向

药物制剂研究专家合作, 将会是一条有效途径。
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