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蛋白别构机制及其在药物研发中的展望
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摘要      别构调节(allosteric regulation)是指调节分子结合在正位活性位点(orthosteric site)以外

的位点, 诱导蛋白构象变化来调节蛋白活性位点功能。别构调节具有位点多样化、调节分子多元化、

调节特异性高和调节效应有上限等优点, 使其成为新兴药物开发的重要策略。已有很多研究人员

针对现有靶点研发别构药物, 与以往正位位点的竞争性药物相比, 别构药物特异性更好, 能够区分

家族内的同源蛋白, 副作用小, 并且实现从别构位点至活性位点的远程通讯, 能够和内源性配体同

时结合靶蛋白协同发挥功能等优点。该文将从别构调节的发展历史、机制、研究方法、别构调节

剂的研究进展及别构药物开发的未来展望作一简要综述。
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Abstract      Allosteric regulation is that allosteric modulator binds at an allosteric site, a site distinct from the 
orthosteric site, inducing the change in conformation of protein to regulate its function activity. Allosteric regulation 
has many advantages due to specific features of allosteric sites, including structural diversity and flexibility. Then 
allosteric modulators show high selectivity, low toxicity and a ceiling effect on target, which presents a novel 
approach to drug discovery. In addition, allosteric modulator is able to trigger the communication between their 
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    蛋白质作为生命活动的主要承担者, 一直是

生命科学领域的重要研究方向。蛋白质发挥作用受

到其自身及所处环境的多因素影响, 其功能活性不

仅与蛋白质结构特征相关, 也与相互作用的调控因

子密不可分。因此, 针对蛋白质功能调节的研究和

应用一直是研究蛋白质的热点问题之一。

别构调节(allosteric regulation)是指某种调节分

子结合蛋白正位位点或活性位点(orthosteric site)以
外的别构位点(allosteric site), 诱导蛋白构象变化来

实现对蛋白活性位点功能的调节[1]。通过别构效应

调节的蛋白称为别构蛋白(allosteric protein), 调节

别构蛋白功能的分子称为别构调节分子(allosteric 
modulator), 别构调节分子结合在别构蛋白上进行调

节的位点称为别构位点。别构调节被认为是生命体

一种普遍的现象, 对于细胞稳态的维持不可或缺[2-3]。

目前, 已发现的内源性别构调节分子包括离子、脂

质、环腺苷酸、药物到蛋白质、RNA和DNA等, 其
发挥别构调节和正位位点调节相比, 具有位点结构

多样性、调节效应上限性和低毒副作用的特征。这

些推动了别构调节成为潜在的外源性调控蛋白功能

的重要手段。

由于别构位点的结构多样性, 结合该位点发挥

功能的别构调节分子具有高度可变性, 这预示着可

以通过设计小分子对蛋白进行一系列精准调控从而

改善相关疾病的发生和发展[4-7]。随着近年来别构

位点识别和别构调节分子发现技术的发展, 越来越

多受困于靶标选择性和毒性而一直无法利用的重大

疾病靶标, 先后通过别构调节方式在肿瘤、糖尿病、

帕金森病、抑郁症等领域获得小分子突破性进展, 
而各大医药公司因此将针对蛋白别构调节位点的小

分子设计作为药物开发的新策略。

1   别构调节发现历史
1904年, Christian Bohr等[8]首先发现二氧化碳

可以影响氧气对血红蛋白的结合效率, 并将其命名

为波尔效应(Bohr effect)。1910年, Hill[9]创建希尔方

程(Hill equation), 认为这种现象是通过蛋白不同结

合方式的一种配体联合作用, 一定程度上解释了波

尔效应。之后, Adair[10]、Pauling[11]和Klotz[12]进一步

根据方程阐述了这种效应。随着20世纪50年代中

旬生物学技术的进步, Fischer等[13]几位学者观察到

一些依赖效应分子而不是底物来调控催化活性的

酶, 其中典型的例子是首次发现的从舒张的骨骼肌

中提取的糖原磷酸酶b体外催化活性需要5′-AMP的
存在。此外, 在细菌中也发现异亮氨酸能够反馈抑

制苏氨酸脱氨酶的催化活性[14], CTP抑制天冬氨酸

转氨甲酰酶活性[15]等。通过对大量蛋白现象的观

察, Monod等[16]于1961年提出了“别构抑制(allosteric 
inhibition)”的概念来描述非功能位点底物类似物的

抑制效应。随后, Monod等[17]于1963年正式提出分

子别构调节的概念。

2   别构调节机制 
基于别构调节概念, Monod等[18]提出了著名的

齐变模型(Monod-Wyman-Changeux, MWC)来解释

别构机制, 同时, Koshland等[19]提出了不同于MWC
的序变模型(Koshland-Némethy-Filmer, KNF)。在

这些模型里, 蛋白整体构象同步变化被认为是别构

效应的重要特征。直到1984年, Cooper等[20]提出了

一个不依赖构象变化的别构模型, 称之为“动态别

构(dynamic allostery)”, 是一种仅有熵效应引起蛋白

热力学效应变化的模型。受Bryngelson等[21]提出的

自由能谱的启发, 1999年, Nussinov等[22-23]提出了构

象选择和群体移动模型(conformation selection and 
population shift model)。同年, Ranganathan等[24]提出

了别构网络(Allosteric network)的概念。随着这些模

型的提出及实验验证, 研究人员发现, 别构调节机制

的复杂程度远超过单一构象同步变化所能解释。多

个体系中别构调节分子的意外发现也对别构机制

研究起到了重大促进作用。2005年, Rodriguez等[25]

发现中性调节小分子。Jaffe[26]提出基于小分子的

Morpheein模型的概念。这些研究进一步深化了别

构调节机制在构象群体中的研究, 并为小分子别构

调节蛋白异常功能的实现提供了理论基础[27-28]。

binding allosteric site and corresponding functional site, as well as act in synergy with cofactors or endogenous 
ligands. This review focuses on the history, mechanism, methods of allostery, the progress of allosteric modulators 
and the outlook of allosteric drugs in drug discovery.
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从本质上讲, 别构调节是由于别构位点通过原

子波动、氨基酸残基网络或结构域运动来传递扰动

信号至蛋白正位位点, 从而引起蛋白构象群体发生

改变, 最终导致蛋白在两个或更多的功能状态之间

进行转换[29]。在此过程中, 别构位点是别构蛋白发

挥功能的触发点和调控中枢, 因此, 如何识别别构位

点一直是别构调节的核心热点问题。

3   别构位点识别方法
X射线晶体衍射是研究别构位点目前最常用和

有效的实验方法之一[30]。首先通过高通量筛选有活

性的调节分子, 然后使用结构生物学方法培养蛋白

和调节分子的共晶, 接着使用X射线晶体衍射获得

蛋白与调节分子的衍射点图像进行分析。解析别构

调节分子和蛋白质的复合晶体的结构可以较为直观

和准确地阐述其别构调节位点和机制。另外, 通过

对比晶体解析后的结构, 可以发现蛋白在别构调节

扰动前后细节上的变化。但是, X射线晶体学的方

法也存在一定的局限性。蛋白的别构条件不仅仅是

由蛋白构象引起的, 也可能由蛋白热力学驱动的, 蛋
白质晶体观察到的是一个静态的晶体结构图, 而别

构是一个动态过程, 因此, 晶体衍射的结果会缺乏动

力学相关数据。

核磁共振(nuclear magnetic resonance, NMR)属
于光谱学方法的一种, 也是常用的研究别构动态过

程的方法, 研究的时间尺度从皮秒到毫秒, 因而可以

捕获更多短暂的构象变化。与同位素标记技术的联

合使用是现在用于发现别构位点的新技术之一[31]。

除此之外, 通过核磁共振实验方法和分子模拟的联

合使用, 也可以在原子级上揭示别构位点的位置[32]。

荧光标记可以针对一类构象变化较大的蛋白

进行别构位点研究。通过给蛋白加上标记, 可以追

踪蛋白的构象变化, 其中荧光标记是最常用的标记

类型, 荧光分子对所处环境很敏感, 同时便于监测, 
所以被广泛用于对生物大分子的构象动态变化的研

究。研究人员把荧光分子共价结合到蛋白质的适合

的氨基酸上, 通过测定荧光基团的迁移来追踪表征

配体分子结合的位点以及其引起靶标相应区域运动

或构象的变化[33]。

氢交换测定也可以定位蛋白的结合位点和构

象变化, 并且量化为动力学参数和力能参数[34]。其

原理是把蛋白浸入重水溶液中, 蛋白内的氢原子会

和溶液中的氘离子交换, 而蛋白质表面的氢因为与

重水密切接触, 会比位于蛋白质内部的或参与氢键

形成的氢的交换速率快, 再通过质谱检测可以监

控蛋白不同序列片段的氢氘交换速率, 来得出蛋

白质空间结构信息[35]。氢氘交换质谱(hydrogen–
deuterium exchange mass spectrometry, HDXMS)之前

被广泛应用在监测蛋白–底物、蛋白–蛋白的相互作

用上, 其主要通过监控氢键比率的变化(包括氢键断

裂和结构变化)和可溶性变化或同时监察两种效应

来监测蛋白的动态变化。在氢氘交换质谱中显示的

变化, 可以读出蛋白整体的固有波动、局部解折叠、

刚体运动和构象重排, 并推断别构位点位置, 所以使

得氢氘交换质谱成为别构位点分析的灵敏工具[36]。

二硫键捕获是Well等[37- 38]开发的直接使用小分

子化合物定点探测蛋白潜在别构位点的方法。在这

种方法中, 首先确定一个蛋白, 其兴趣位点邻近位

置有天然或诱导突变产生的半胱氨酸残基, 用库里

含巯基的化合物进行筛选, 探索在还原条件下能够

与蛋白兴趣位点附近半胱氨酸形成蛋白–化合物二

硫键的小分子化合物, 再通过质谱可以简便地检测。

结合X射线晶体衍射可以证明和阐述化合物和蛋白

的结合模式和二硫键捕获的片段, 即结合的位点。

因为二硫键捕获法具有一定位点定向性, 但其适用

范围只能涵盖位点中有半胱氨酸残基的蛋白。

上述方法的别构位点发现主要是通过实验随机

发现再加以验证的方式识别别构位点。近年来, 随
着组学技术的发展及对别构机制研究的深入, 利用

现有知识系统对别构位点进行主动识别, 可以极大

地推动别构位点调节在药物开发中的应用, 提高靶

标成药性[39-42]。本实验室在2009年起建立了别构调

节综合数据分析系统ASD(http://mdl.shsmu.edu.cn/
ASD/), 该系统不仅涵盖别构蛋白、别构调节分子、

别构调节机制、别构相关疾病、别构通路和别构网

络等信息, 更为重要的是, 我们基于ASD系统发展了

一系列功能基因组学和结构基因组学为基础的药物

设计方法, 包括别构位点识别方法Allosite、别构小

分子筛选集中库构建方法Allolike、别构小分子筛选

评价方法Alloscore、别构性能评价方法Asbench和
别构靶标识别方法Allodriver, 构建了完整的别构药

物从位点识别到合理发现流程。结合生物化学和结

构生物学实验, 在CDK2(cyclin-dependent kinase 2)、
STAT3(signal transducer and activator of transcription 
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3)上发现多个全新别构位点并筛选到高选择性别构

调节小分子[43-44], 为别构调节分子从随机发现到合

理设计提供了高效工具和经典案例。

4   别构调节分子研究进展
随着别构调节分子机制研究的不断深入, 别构

药物研发越来越吸引各大医药公司和研究机构, 其
原因有三: (1)别构结合位点多样性强保守性低, 结
合别构药物的特异性比正位位点药物强, 从而潜在

的副作用更小。与其相比, 正位位点药物都是结合

在活性位点, 但是同家族的蛋白一般来说活性位点

往往共用底物, 具有很高的保守性[45-46]。作用于正

位位点药物通常在结合靶蛋白的同时, 也会结合靶

蛋白同源蛋白同样的高度保守位点。(2)别构药物作

用于部分蛋白发挥作用需要蛋白自身底物分子的参

与, 因此在功能调控上具有上限, 毒性较小。(3)别构

药物还可以和底物药物共用, 通过协同效应增加药

效并降低单一位点残基突变带来的耐受[47-52]。

在现有别构药物的基础上, Nussinov等[53]提出

了别构药物网络(Allo-network drug)的概念, 来拓宽

别构药物的适用范围。他们建议将目前可获得的别

构药物综合构建别构药物网络。别构药物网络将直

接作用各自靶蛋白或通过结合靶蛋白上游其他蛋白

的别构药物组合起来, 联合发挥对靶蛋白的效应以

达到治疗的目的。

药物毒性通常和药物剂量挂钩, 这也是制药公

司重要的关注点。要在治疗窗内减小剂量, 可以通

过提高药物的结合亲和力或药物在靶标的停留时间

的方式, 前者对应着高药物效价和剂量, 后者意味着

长的药物代谢周期可以保持持续性的药理作用, 可
以减少服药频率[54]。为了实现这个目标, 传统的正

位位点的药物开发主要努力提升药物的非共价键亲

和结合, 然而, 从生理的角度上来说, 这种亲和力无

法超过一个确定的阈值。有研究者将这一策略针对

性地借鉴到别构药物开发上, 融合正位位点药物的

共价键和别构药物的非共价键的策略来设计有共价

结合的别构药物[55], 对实现高效低毒别构药物的开

发有重要意义。

恶性肿瘤是当今人类健康的主要威胁之一, 药
物治疗在三大恶性肿瘤的三大治疗方式之中占有着

重要的地位。之前的化疗药物主要是细胞毒性药物, 
如环磷酰胺、阿霉素、氟脲嘧啶脱氧核苷啶等通过

干预细胞周期、DNA复制和损伤DNA等途径抑制

肿瘤细胞的分裂增殖, 所以也会对正常细胞造成损

伤, 甚至有免疫抑制的副作用, 导致肿瘤患者免疫系

统崩溃。因此, 非特异性的抗肿瘤药物存在选择性

低、毒副作用大和易产生耐药性的缺陷[56]。研究靶

向性抗肿瘤药物是现今药物开发的主要方向之一, 
其中别构调节小分子因其多样性、高选择性和调节

效应有上限获得众多医药公司的青睐, 为恶性肿瘤

的治疗翻开新篇章。下面将选取部分经典靶标及其

别构调节小分子具体讨论。

4.1   蛋白激酶别构调节剂

激酶(kinases)是一类催化将高能磷酸分子[如三

磷酸腺苷(ATP)]转移到蛋白质、脂质等特定靶分子

使其磷酸化的酶。它参与细胞信号通路, 进行信号

传递, 与细胞生长、增殖、分化息息相关[57]。其中, 
蛋白激酶是激酶中的一大类, 其主要功能是把(ATP)
上的γ-磷酸基团转移到底物蛋白质特定的氨基酸残

基上, 使底物蛋白磷酸化, 使底物蛋白的空间构象改

变, 激活一系列的下游信号通路, 对诸多细胞生理生

化过程进行调控[58-59]。已有研究表明, 蛋白激酶的异

常活性在细胞的恶性增殖中起着非常重要的作用[60], 
所以蛋白激酶被当做肿瘤的靶点之一来设计靶向性

药物[61]。

4.1.1   AKT1      AKT1是丝氨酸/苏氨酸AGC蛋

白激酶家族中的一员, 被生长因子激活, 通过下

游的PI3K促进细胞生长、增殖和迁移等生命进

程。其结构包含氨基末端的PH区域、中心激酶

结构域和碳端AGC激酶结构域, 3,4,5-三磷酸肌醇

(phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate, PIP3)就 结

合在PH结构域内。在非活化状态时, PH结构域通

过极性相互作用与激酶结构域紧密相连, 从而阻止

ATP结合到活性位点上, 此时为“PH-in”构象。一旦

被上游激酶蛋白招募到细胞膜表面磷酸化激活后, 
PH结构域呈现出“PH-out”构象, 从而使得ATP和底

物能够进入酶的反应中心。

目前, 已有文献报道AKT1的别构调节分

子—VIII和12j两种别构抑制剂, 并且有课题组

做出了蛋白–化合物的共晶分别为VIII(PDB code: 
3O96)[62]和12j(PDB code: 4EJN)[63]。从图1的晶体结

构上可以看出, 别构抑制剂都是结合在PH结构域

和中心激酶结构域的交界面上, 距离ATP结合的位

点大于10 Å。在结合上别构抑制剂后, AKT1的PH
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结构域和中心激酶结构域的被锁在一种失活、关

闭的构象, PIP3结合位点也被中心激酶结构域阻塞。

其中, 别构抑制剂VIII的半抑制浓度(half maximal 
inhibitory concentration, IC50)为58 nmol/L, 12j的
IC50为5 nmol/L。可以看出, 别构抑制剂的抑制效

应很有效, 对药物开发具有重大的借鉴意义。

近年, 有研究者开发AKT家族的别构抑制剂, 以
研究肿瘤靶向药物。MK-2206[64]便是研究人员开发出

来一个效应较好的别构抑制剂, 对于人源性重组AKT1
的IC50为5 nmol/L, 对于AKT2的IC50为12 nmol/L, 对于

AKT3的IC50为65 nmol/L。其靶向一个独特的别构

口袋, 即AKT无活性构象下的催化激酶中心结构域

和PH调节结构域的交界面。在研究中, 在体内、体

外都做了相应实验, 与现今临床上使用的其他化疗

药物联用能够对恶性肿瘤起到较好的抑制作用, 也
为别构药物的开发奠定了一定的基础。现在, MK-
2206已经在乳腺癌、鼻咽癌、非小细胞肺癌、结肠

癌和直肠癌等恶性肿瘤的治疗上, 以日最大耐受剂

量60 mg, 周间歇剂量200 mg, 广泛进行临床一期和

二期的试验[65]。 
同样, ARQ 092(21a)也是最近研究人员开发的

AKT激酶抑制剂。晶体学研究表明, ARQ 092能结合

无活性、未磷酸化的AKT1, 其亲和力kd=0.28 nmol/L, 
抑制ATK1、AKT2和AKT3的IC50分别为3 nmol/L、
4.5 nmol/L和5.5 nmol/L[66]。最近, 21a与全长AKT1
共晶(PDB code: 5KCV)被解析出来, 确定了其别构

抑制的模式, 21a占据了激酶结构域和PH结构域之

间的交界面的别构口袋, 使ATK1采用自抑制的构

象, 从而抑制AKT1的活性[67]。

4.1.2   CDK2      CDK2是丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶家

族的一员, 依赖于与细胞周期蛋白A(cyclin A)的结

合, 调控细胞G1期到S期的转变, 其磷酸化是G1/S过
渡所必需的, 其异常活性会导致细胞内多种生理生

化过程失调, 诱发炎症、癌症等疾病的发生[68]。在

别构化合物为球状模式表示, 其中碳为绿色。

The modulators show in spheres, in which carbon is colored in green.
图1   蛋白别构调节分子共晶

Fig.1   The cocrystal structures of proteins in complex with allosteric modulators

AKT1

VIII 12j ARQ 092

KGAPDK1CDK2

ANS PS48 BPTES

AKT1 AKT1
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肿瘤细胞中, CDK2活性异常上调, 至今已有许多针

对CDK2设计的小分子抑制剂, 但是其中许多是ATP
结合位点的竞争性抑制剂。由于CDKs家族蛋白的

保守型较高, ATP结合位点的竞争性抑制剂的选择

性和特异性较差[69]。近些年已有针对CDK2的别构

小分子抑制剂和别构多肽类似物陆续报道。

Betzi等[70]发现了CDK2的新型别构抑制剂8-
苯胺基-1-萘磺酸酯(8-anilino-1-naphthalenesulfonic 
acid, ANS), 主要作用于CDK2和cyclin相互作用界

面。从CDK2-ANS复合物的共晶(PDB code: 3PXF)
可以看出, 两个ANS分子并排结合在一个从αC螺旋

上天冬氨酸–苯丙氨酸–甘氨酸区域延伸出来的大的

口袋中, 距离ATP结合位点有较远距离。通过CDK2
和CDK2-ANS构象比较可以看出, CDK2结合ANS
后, 构象有了很大的变化, αC螺旋向外移动, 阻止了

CDK2与cyclin的结合。

Hu等[71]利用计算生物学方法, 首先进行虚拟筛

选和生物学活性评价, 筛选到对CDK2/cyclin A3相
互作用具有显著抑制作用的别构抑制小分子B2, 并
在细胞水平发现, B2对人类恶性肿瘤细胞系具有广

谱的抗肿瘤效应, 且呈现出明显地浓度梯度效应。

随后, 邵媛媛等[72]根据之前文献报道, 针对CDK2靶
点进一步筛选和改造别构抑制剂(图2)。
4.1.3   PDK1      3-磷酸肌醇依赖性蛋白激酶

1(3-phosphoinositide dependent protein kinase-1, 
PDK1)是丝氨酸/苏氨酸AGC蛋白激酶家族的一员, 
其是AGC家族蛋白激酶上游的主要调控因子之一, 
其上游调控因子主要是PI3K, 在PI3K/Akt信号转导

通路中发挥重要作用, 参与细胞内转录、翻译, 细
胞的增殖、凋亡, 细胞周期的调控等细胞生物学环

节[73]。PDK1具有氮端激酶片段(PDK1-interacting 
fragment, PIF)和碳端PH结构域, PIF可以与其底物碳

端疏水基序(hydrophobic motifs, HMs)结合[74]。一旦

PIF口袋被占据, PDK1的激酶活性显著性提升。

Hindie等[75]筛选了一个直接结合PIF口袋化合

物库, 找到一个小分子别构激动剂PS48。通过PDK1
和PS48的共晶解析(PDB code: 3HRF), 我们可以发

现PS48结合在PIF口袋上, 位于αC螺旋、αB螺旋、

β4片层和β5片层之间。通过对PS48诱导的构象变化

的分析, 可以看出PS48诱导了PIF结合口袋的区域性

变化, 同时ATP结合位点和活化环也发生了显著的

别构效应, 从而稳定了PDK1活化的必要构象。

除此之外, Sadowsky等[76]创建了通过与半胱氨

酸形成二硫键共价结合到PDK1上, 具体来说是一

段多肽基序上的一个半胱氨酸与PIF口袋里上的半

胱氨酸结合, 这段多肽称为PIFtide。Sadowsky也发

展了类似的小分子片段来实现与半胱氨酸共价结

合。PIFtide与PDK1半胱氨酸突变体的配对二硫键

形成实验确定了PIFtide结合到PIF口袋, 并且建立

了PIFtide定位与蛋白激酶激活间的关系。大量的

小分子二硫化物与PIF口袋配对结合, 其共晶(PDB 
code: 3ORZ、3OTU、3ORX), 分别对应化合物2A2、
JS30、1F8, 也显现出对PDK1相似的激动或抑制效

应, 而且与PIFtide相比, 这些小分子结合后还表现出

很大的功能学差异, 2A2和JS30为激动效应, 1F8为
抑制效应。这还说明了不同的别构调节分子结合同

图2   别构调节分子化学结构

Fig.2   Chemical structures of allosteric modulators

B2 MK-2206 PIK-108

1F8JS302A2
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一个别构位点, 也可能会造成不同的别构效应, 可能

是激动效应, 亦可能是抑制效应。

4.1.4   PI3K      磷 脂 酰 肌 醇3-激 酶(phosphati-
dylinositol 3-kinases, PI3Ks)因其可以磷酸化磷脂酰

肌醇PI(一种膜磷脂)肌醇环的第3位碳原子而得名, 
属于脂质激酶家族[77]。PI3K参与多种细胞信号通路, 
调控着众多肿瘤发生发展中至关重要的生物学过

程, 包括细胞生长、存活、增殖、血管生成、迁移

和转移等[78-79]。在人类许多恶性肿瘤临床样本中检

测到PI3K异常活化[80], 所以PI3K被当作一个具有很

大潜力的药物开发靶点。

PI3K信号通路在细胞生长、增殖和存活等方

面发挥重要的作用。在RTK(receptor tyrosine kinase)
和生长因子等的刺激下, PI3K磷酸化PIP2产生PIP3。
细胞内PIP3的水平受到磷酸酶和PTEN(phosphatase 
and tensin homolog)的严密调控, PIP3被PTEN去磷

酸化成为PIP2。在许多类型的恶性肿瘤中, 因为上

游生长因子信号通路的过度激活、突变或肿瘤抑制

因子PTEN的缺失、PIK3CA的突变等都导致了PI3K
信号通路的紊乱。不难看出PI3K在肿瘤行程过程

中具有不可磨灭的作用。并且越来越多的证据显示

PI3Kα的高度活化与肿瘤生存及对现有疗法的耐药

性有很大关系[81]。

针对PI3K靶点的别构调节小分子的设计是目

前别构领域的一个重要研究方向, PI3K至今已发现

多种活性位点的竞争性抑制剂[82]。现在已有很多研

究人员正在研究PI3K的自然状况下的别构机制[83]。

PI3K的别构抑制剂目前有PIK-108, 结合在PI3Kα碳
端近突变热点H1047R的别构位点, 但是其也结合在

ATP结合位点上[84]。

4.2   其他蛋白别构调节剂进展

4.2.1   KGA      谷氨酰胺酶催化谷氨酰胺的水解作

用, 人类有两种谷氨酰胺酶基因GLS1(glutaminase 
kidney isoform 1)和GLS2, GLS1编 码 两 种 亚 型

的谷氨酰胺酶, 一种是肾型谷氨酰胺酶(kidney-
type glutaminase, KGA), 另 一 种 是 谷 氨 酰 胺 酶

C(glutaminase C, GAC); GLS2编码肝型谷氨酰胺酶

(liver-type glutaminase, LGA)。KGA和LGA两种谷氨

酰胺酶都与恶性肿瘤和神经病理性疾病有关[85], 但
是KGA被认为会促进肿瘤生长, 而LGA被认为具有

抑癌作用[86-87]。谷氨酰胺酶在肿瘤细胞中起着维持

生物大分子物质合成, 提供所需能量和平衡氧化还

原反应的重要作用。

Delabarre等[88]和Thangavelu等[89]解析出了KGA
和小分子别构抑制剂BPTES的共晶。晶体结构显

示, BPTES结合到一个之前没有预测到的别构口袋

中, 这个口袋位于KGA二聚体表面的亲水的溶剂暴

露区域内, 离第286位的丝氨酸活性位点大约18 Å的

距离。对比单独的KGA和KGA-BPTES复合物(PDB 
code: 3UO9、3VOZ)的结构, 可以发现, BPTES引起

KGA 312位的谷氨酸至329位的脯氨酸区域靠近活

性位点的关键环结构的构象变化, 将催化位点固定

成了一个开放的、无活性的构象。通过对结构和活

性关系的研究, Shukla等[90]开发出了具有更高活性

的BPTES的类似物, 表现出相似的性能和更好的溶

解度, 在人类淋巴瘤B细胞P493里显现出抑癌效应。

4.2.2   SR      丝氨酸消旋酶(serine racemase, SR)是
磷酸吡哆醛依赖性的消旋酶, 能够催化L型丝氨酸转

变为D型丝氨酸, 调节D型丝氨酸在组织中的表达水

平。D型氨基酸在中枢神经系统中表达水平很高, 其
作为一个神经元的信号分子, 具有很重要的作用[91-

92]。D型丝氨酸作为内源性配体, 结合于于N-甲基-D-
天门冬氨酸受体(N-methyl-D-aspartate, NMDA)的甘

氨酸位点将其激活, 其活性主要是由谷氨酸激动剂

和D型丝氨酸和甘氨酸协同激动剂调控[93]。NMDA
受体在神经兴奋的传递、海马区的突触可塑性、学

习和记忆等方面发挥着重要的作用[94]。 
基于荧光测定, Marchetti等[95]发现ATP结合到

SR上是与甘氨酸共同作用且受甘氨酸调控的, 在
ATP结合上SR后, SR被ATP别构激活。通过叠印人

类SR(PDB code: 3L6B)的结构和粟酒裂殖酵母SR的
结构(PDB code: 1V71)可以发现, ATP不仅引起了距

离活性位点15 Å处的构象变化, 还引起了距ATP结
合位点24 Å处的构象变化。这些数据表明, SR可以

作为一个靶点进行靶向ATP别构位点的药物设计, 
将可能用于NMDA导致的精神疾病的治疗。

5   结语与展望
别构调节是机体内普遍存在的调节方式, 主要

通过别构位点结合调节分子, 在蛋白等大分子内部

传递信号来有效地远程调控活性位点的功能活性。

随着目前别构蛋白和别构位点不断的发现, 针对别

构位点的调节分子在药物开发领域逐渐得到重视, 
出现了针对药物靶点开发的多个重量级别构调节
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分子候选药物。正位位点药物通常与蛋白的配体

具有相似的化学结构, 竞争性地结合位点发挥功能, 
但受困于同家族的蛋白正位位点保守而特异性不

佳。别构药物因为别构位点保守性低因而结构多

样性大, 并且能在家族蛋白中特异性识别靶蛋白。

对于药物靶标中占50%以上的重要家族G蛋白耦联

受体和蛋白激酶靶向药物, 高选择性尤为重要; 另
外, 别构药物相比正位位点药物毒性更低。对于共

价别构调节的研究表明, 共价别构调节可能能对蛋

白产生持续性地影响, 为长效低毒药的研发开辟了

一条新途径。

别构药物的研发过程中凸显出了很多别构药

物的优点, 但也仍有许多欠缺的地方等待完善。首

先, 别构位点的识别和别构调节分子的设计需要更

为精确的方法; 其次, 别构药物的亲和力大多不如正

位位点的药物。随着药物设计和结构生物学的发展, 
药物开发工作者将有更多的工具和手段对别构药物

的结构进行高效率的改造以提高亲和力, 着重于提

高已有高效别构调节分子的亲和力可能是其未来成

药的关键点; 最后, 设计共价别构药物来降低药物使

用剂量以降低副作用、提升作用时间和作为长效药

设计策略也是未来研究的方向之一。
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