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人体平衡型核苷转运蛋白的结构及应用研究进展
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摘要      通过参与合成和转运核苷及其类似物, 人体中的平衡型核苷转运蛋白在生物体内参

与了细胞发育、能量代谢和信号转导等众多生理生化过程, 其研究对于癌症、病毒感染等相关疾

病的治疗有着极为重要的意义。该文综述了该类蛋白质在人体内的发现历程、分类、结构和作用

机制, 并对于其在一些疾病治疗和药物开发方面的前景进行了展望。
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Abstract       The equilibrative nucleoside transporters play critical roles in various biochemical and 
physiological process by regulating the synthesis and transport of nucleosides, such as cell growth, energy 
metabolism and signal transduction in human being. Meanwhile, the related studies are meaningful for the therapy 
of cancer and viral infection and other diseases. Here in this review, the recent research progresses of equilibrative 
nucleoside transporters, including history, classification, molecular structure and mechanism, were summarized and 
their potential applications in disease treatment and drug development were also discussed.     
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核苷和碱基作为生物体内遗传物质的基本单

位, 在生物体内参与了众多生理、生化过程, 例如

腺苷作为一种内生核苷, 在调节淋巴细胞功能、血

液流动、糖代谢和神经传递等过程中发挥着重要

作用[1]。但是, 核苷及其类似物(多用于抗癌或抗病

毒药物)都属于亲水性大分子, 导致其不能简单地扩

散穿过生物膜, 其跨膜运输需要依赖特殊的转运蛋

白, 也即核苷转运蛋白[2]。核苷转运蛋白广泛存在

于各类生物体内, 通过跨膜转运核苷, 参与和调节了

生物体内诸多生理、生化反应, 例如能量代谢、信

号转导、神经发育、细胞和组织发育等, 同时通过

转运核苷类似物, 在癌症治疗和抗病毒感染方面发

挥着重要作用[3]。根据其转运特点及驱动力的不同, 
核苷转运蛋白主要分为两个家族: (1)浓度型核苷转

运蛋白(concentrative nucleoside transporter, CNT或

SLC28), 依赖于钠离子和氢离子等离子浓度梯度, 
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高亲和性的单向转运核苷及其类似物; (2)平衡型核

苷转运蛋白(equilibrative nucleoside transporter, ENT
或SLC29), 存在于大多数真核生物细胞中[4]。平衡

型核苷转运蛋白主要以低亲和性结合核苷及其类似

物跨膜向相对浓度较低的一方扩散, 作为核苷转运

蛋白重要的一个分支, 在生物体内扮演着极为重要

的角色。经过40多年的研究, 人们对该类蛋白的功

能和分布已经有了一定了解, 但是由于蛋白质结晶

方面存在的困难, 其蛋白质结构和作用机制研究仍

处于探索阶段。在此, 本文简要回顾了平衡型核苷

转运蛋白的发现历程及分类, 并重点综述了平衡型

核苷转运蛋白的结构和作用机制方面的研究进展, 
同时对于其在药物开发方面的潜力进行了阐述, 希
望增进人们对于平衡型核苷转运蛋白的了解, 进一

步促进国内跨膜转运蛋白的机制研究。

1   ENT蛋白的分类和历史
上世纪80年代, 科研人员利用快速动力学技术

和特殊反应底物从小鼠体内首次发现了非浓度型核

苷转运系统, 该类转运系统分布于所有哺乳动物细胞

体内, 属于非能耗扩散系统, 可以被双嘧达莫(Dipyri-
damole)和硝基苯硫嘌呤核苷(Nitrobenzylthioinosine)
抑制, 也即后来的平衡型核苷转运蛋白[5-7]。在研究

初期, 平衡型核苷转运蛋白最初的分类依据为针对

底物NBMPR(Nitrobenzylmercaptopurine riboside)的
抑制特异性, 分为对于NBMPR抑制敏感的NBMPR-

sensitive(es)和不敏感的NBMPR-insensitive(ei)的两

类转运蛋白[8-9]。研究发现, es类核苷转运蛋白对于

NBMPR的抑制性极其敏感(抑制剂常数Ki=0.1~10 
nmol/L), ei类转运蛋白与NBMPR的反应抑制性常数

达到μmol/L数量级[10-11]。但不同来源的ENT对于不

同的抑制剂具有不同的抗性, 例如人体内的es和ei两
类ENT都可以被Dipyridamole、地拉卓(Dilazep)和曲

氟嗪(Draflazine)所抑制, 而大鼠体内的ENT对于这

些抑制剂却具有一定的抗性, 其中, Dipyridamole对
于人体、小鼠和大鼠中的es类核苷转运蛋白抑制的

Ki值分别为10 nmol/L、100 nmol/L和10 μmol/L[10-12]。

这也使得原有依靠ENT对于抑制剂抗性不同而进行

的分类方法不太可靠, 如何进行科学而严谨的分类

就提上了日程。

在此基础上, 依据其转运机制和类型的不同, 
该家族蛋白被划分为四类(表1)[3-4]: (1)ENT1, 该类蛋

白几乎存在于所有细胞系和组织中; (2)ENT2, 主要

存在于脑、心脏、胰脏和肾等组织器官中, 并且在

骨骼肌中相对更为富集; (3)ENT3, 相对于ENT1和
ENT2该蛋白含有一个相对较长的亲水N-端区域, 除
了存在于人体器官外, 还存在于人体的核内质溶酶

体系统, 且在人体胎盘中相对富集; (4)ENT4, 主要富

集于脑和心脏组织中, 可被核苷转运蛋白常见的抑

制剂Dipyridamole和Dilazep所抑制[13-14]。ENT家族

蛋白(ENT1和ENT2)一般依靠被动扩散来跨膜转运

核苷及相应底物, 且已知ENT家族蛋白都具有转运

表1  平衡型核苷转运蛋白分类信息(根据参考文献[3,15]修改)
Table 1  The classification of equilibrative nucleoside transporters (modified from references [3,15])

名称

Name

长度(残基数)
Length (numbers 
of amino acid 
residues)

相似度(以
hENT1为参照)
Identities (using 
hENT1 as 
reference)

人类基因名称

Name of human 
gene 

转运类型

Transport type

Uniprot登录号

Accession ID of 
UniProt

底物

Substrate
组织分布

Tissue distribution

ENT1 465 1 SLC29A1 Facilitated 
transporter

Q99808 Purine and pyrimidine 
nucleosides

Widely distributed

ENT2 465 46% SLC29A2 Facilitated 
transporter

Q14542 Purine and pyrimidine 
nucleosides
and nucleobases

Widely distributed 
Particularly abundant in
skeletal muscle

ENT3 475 29% SLC29A3 Unclear Q9BZD2 Purine and pyrimidine 
nucleosides
and some nucleobase

Widely expressed

ENT4 530 19% SLC29A4 Unclear Q7RTT9 Adenosine and some 
organic ions

Heart, brain, and 
skeletal muscle.
Primarily plasma 
membrane-located
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腺苷的能力[3]。这也是现有对于ENT较为严谨的分

类方法, 得到了大多数科研人员的认可。

1997年, 在对人体红细胞中的es转运蛋白进行

纯化和测序的基础上, Griffiths等[12,16]利用克隆及测

序手段, 第一次从人体胎盘组织中发现了两种平衡

型核苷转运蛋白, 并对其进行了初步克隆鉴定。研

究发现, 这两种转运蛋白约为50 kDa左右, 含有11
个跨膜区域, 随后这两类转运蛋白分别被命名为

ENT1(es类型)和ENT2(ei类型)。2001年, Hyde等[14]和

Baldwin等[17]从人体和小鼠体内发现了ENT3, ENT3
能够有效转运嘧啶和嘌呤类核苷以及抗癌类药物, 其
后的研究表明, ENT3在酸性条件下(pH5.5~6.5)具有最

大的转运活性。而hENT1、hENT2和hENT3也是已

知的参与人体内组织和细胞中碱基回收的主要转运

蛋白[4]。2002年, Acimovic和Coe[18]利用序列比对方

法从基因组数据库中发现了另一ENT, 亦即后来的

ENT4, 该蛋白质与家族中其他三类蛋白的相似度较

低(约20%)。同时, 相较于人体ENT4与ENT1序列的

低相似度(19%), hENT4与果蝇中的CG11010基因以

及甘比亚疟蚊中的CG56160基因相似度分别为28%
和30%, 这也意味着人体ENT4可能是ENT家族蛋白

在长期进化过程中的一个变种[15]。经过克隆和性质

研究发现, 与ENT1-3主要转运核苷底物不同, ENT4
主要转运各种各样的有机离子同时也可转运腺苷, 
例如, 1-甲基-4-苯基吡啶、四乙铵和生物胺等, 与核

苷或核苷类似物的结合并不多见[19]。此外, 人体内

的ENT4与ENT3一样, 其转运活性在不同pH环境下

不同, 在酸性环境中活性较高[15]。而Barnes等[13]的研

究也发现, 人体和小鼠体中的ENT4在酸性环境中能

够正常转运核苷(pH5.5时, 两者转运腺苷的米氏常数

Km值可分别高达0.78 mmol/L和0.13 mmol/L), 但是

pH高于7.4时, 其转运核苷的功能就会丧失, 而它们

转运有机离子如5-羟色胺的能力并不受pH值影响。

相对于人体ENT1和ENT2的易化扩散模式, ENT3
和ENT4的转运模式还未为可知。而ENT4并不受

NBMPR抑制剂影响, 仅仅被Dipyridamole和Dilazep
稍微抑制[13]。在此基础上, 越来越多的平衡型核苷

转运蛋白从动物、植物、昆虫、真菌、线虫和原生

动物中被发现和鉴定出来。例如, 研究人员从植物

拟南芥中发现和鉴定了一个ENT1; 而在酿酒酵母中

得到的ENT(FUN26)与人体ENT1-3的序列相似度约

为19%[14,18,20-22]。但是所有的研究表明, ENT家族蛋

白只存在于真核生物中, 未见关于原核生物中鉴定

得到ENT的报道[23]。由此可以推测, ENT在真核生

物中尤其是人体内发挥着极为重要的作用, 研究并

阐释其功能和机构对于后续有关疾病治疗和新药研

发具有非常重要的意义。

2   ENT的蛋白结构和转运机制
跨膜蛋白由于蛋白质表达的问题难以获得足量

的稳定活性蛋白质用于结晶实验, 且在结晶过程中

由于去垢剂的影响, 其结晶难度极大[24-25]。而平衡

型核苷转运蛋白作为一种跨膜蛋白, 迄今为止, 还未

有任何关于ENT高级结构的报告公布出来, 现有的

结构信息都源于生物信息学分析和拓扑结构预测。

Sundaram等[21]克隆了人源ENT1并在非洲爪蟾卵母

细胞中进行了表达, 得到了含有456个氨基酸残基的

重组蛋白, 利用抗体作为探针结合糖基化扫描诱变

(glycosylation scanning mutagenesis)技术对其拓扑结

构进行了预测, 发现该蛋白质含有11个跨膜结构域

(transmembrane region, TM), 并含有位于细胞膜内

的N-端和位于细胞膜外的C-端。其中, TM1和TM2
之间被一个膜外糖基化环A(41个氨基酸残基)所连

接, TM6和TM7之间被较大的膜内环B(66个氨基酸

残基)所连接, 其余的跨膜结构域都是由稍短的亲水

区域所连接(图1)[21]。Aseervatham等[26]研究发现, 在
ENT折叠校正和底物转运过程中, C-端的跨膜结构

域是必需的, 而胞外和胞内连接环则不是必需的, 但
其可能参与着转运调节的微调过程。研究发现, 糖
基化位点对于蛋白质转运活性或底物识别有一定的

调节作用, 但并非必要条件, 在hENT1和hENT3的A
环中存在着1个N-糖基化受体位点, hENT2的A环中

具有2个糖基化位点, 而hENT4的糖基化位点则位于

蛋白C-端[13,27]。除此之外, hENT1的A环中还含有一

个线粒体的定位基团(PEXN motif), 推测ENT中的A
环和B环在转运蛋白底物识别和调节其转运活性方

面具有重要的调节作用[26,28]。TM3-6区域被认为是

结合抑制剂NBMPR的结合位点, 而TM5-6区域则被

认为是决定转运碱基能力的区域, 同时也可能是形

成ENT2底物转运通道的关键区域[21,29]。研究表明, 
ENT3与ENT1/2的结构有所不同, 它具有一个更长

的亲水N-端, 其中含有一个特殊的核内质溶酶体系

统定向序列——双亮氨酸基团[17]。

有关其转运机制, 跨膜转运蛋白的底物转运
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过程一般来说主要包括不同的构象转换过程, 其中

研究较为深入的是交替访问机制(alternating-access 
mechanism), 该机制主要包括不同的构象转换、离

子梯度化学势和相应的分子替换过程等[30-31]。该机

制的主要部分为两个不同构象的循环往复, 包括: 
(1)外向型构象(outward-facing conformation), 主要

是转运蛋白形成识别和结合膜外转运底物的结合位

点, 并与底物结合形成复合体的构象; (2)内向型构

象(inward-facing conformation), 是转运蛋白与底物

结合的复合体朝向细胞膜内并且释放底物所形成

的构象[30,32]。通过序列比对, 推测ENT与主要促进

体超家族(major facilitator superfamily, MFS)蛋白存

在着共同的分子进化起源, 这也意味着作为MFS家
族一员的大肠杆菌乳糖透过酶(lactose permease of 
Escherichia coli, LacY)的分子模型和作用机制对于

ENT的研究具有很大的借鉴意义[15]。LacY具有12
个跨膜结构域, 且分别形成两个由6个TM组成的C-
端和N-端“bundle”结构, 而底物和离子的结合位点

就位于这两个“bundle”结构之间的巨大空隙中[33-34]。

LacY识别底物时, 膜外空隙部分打开与底物结合, 
也即LacY的外向型构象, 两个“bundle”结构旋转使

得蛋白由外向型构象向内向型构象转变且底物通过

细胞膜, 而在内向型构象中, 膜外空隙部分关闭而对

应的膜内空隙部分打开, 底物被释放到膜内, 两种构

象的交替重复, 也即LacY的转运循环过程[33-34]。但

是, 由于LacY具有12个跨膜结构域, 较ENT多出1个
跨膜结构域, 使得LacY转运模式对于ENT的参考价

值受到影响。

Young等[15]结合LacY和大肠杆菌3-磷酸甘油转

运蛋白(glycerol-3-phosphate transporter of Escheri-
chia coli, GlpT)的高级结构提出了一个ENT的结构

模型, 该模型中ENT的TM1、2、4、5、8和11跨膜

结构域聚集形成了一个大的结合部位, 可能是ENT
结合核苷底物的部位[33]。在此基础上, Valdes等[23,35]

结合杜氏利什曼虫核苷转运蛋白(Leishmania dono-
vani nucleoside transporter, LdNT)分子模型对于ENT
的作用机制进行了阐释。他们认为, ENT的跨膜结

构域1、2和7在细胞膜外聚集形成一个膜外“阀门”
结构, 该结构在转运蛋白与底物的复合物为内向型

构象时关闭转运通道, 在外向型构象时打开通道, 而
该膜外“阀门”结构可能就是ENT蛋白转运核苷底物

时跨膜通道的重要组成部分(图2)。而后, 同一实验

室又结合大肠杆菌海藻糖转运蛋白(Escherichia coli 
fucose transporter, FucP)的高级结构, 通过定点突变

和化学交联发现, 跨膜结构域4、5、10和11之间存

在着特定区域的连接, 进而推测ENT的这些跨膜结

构域组成了膜内“阀门”结构, 该结构可能是ENT在
细胞膜内控制转运通道开合(被疏水作用力驱动)的
主要部分[36]。同时, 该课题组推测, N-端区域(TM1-6)
和C-端区域(TM7-11)分别聚拢形成特殊的“bundle”
结构, 而这种结构对于ENT的转运功能极为关键, 这
也与前文所述的LacY的“bundle”模式相似(图2)[36]。

在此, 我们可以推测, ENT所形成的2个“bundle”结
构之间的空隙可能就是底物结合及转运的通道, 而
“bundle”结构的相对旋转会使得ENT的构象发生变

化。ENT依靠膜外与膜内“阀门”结构的次第开合对

于底物转运通道进行管控, 在此基础上与底物结合

的不同构象可能是ENT的外向型和内向型构象, 而
内向型构象与外向型构象的循环往复也就形成了

ENT转运核苷底物的完整过程。这也是与交替访问

机制的构象转换理论较为相似的[37-38]。

3   ENT蛋白的应用
已知ENT作为人体内主要的碱基、核苷及其类

似物的主要转运蛋白之一, 参与了众多生理生化过

程, 发挥着重要作用。ENT家族蛋白质可以通过调

节腺苷的浓度来影响细胞表面的受体, 进而调节细

胞信号转导。例如, hENT1通过转运腺苷进而调节

人体气管上皮细胞中的K+通道[15]。Szkotak等[39]研

究发现, 人体内的ENT1和ENT2通过控制人体气管

上皮细胞中的腺苷转运, 在调节囊性纤维化跨膜转

导调节因子的过程中发挥着重要作用。虽然ENT结
构和作用机制的研究还处于探索阶段, 但ENT作为

许多抗癌、抗病毒药物的传递介质在科学研究和实

际应用中得到了推广, 在疾病治疗和药物开发方面

的应用已经广泛深入地开展起来。

在癌症治疗方面, 基于核苷及其类似物所研发

的药物应用于癌症治疗已经过去了将近60年。上世

纪50年代 , Elion[40]首先将硫鸟嘌呤 (thioguanine)和
6-巯基嘌呤(6-mercaptopurine, 6-MP)应用到了白血

病的治疗中。随着人们对于核苷类药物作用模式

的研究逐渐深入, 越来越多的同类药物被应用到癌

症治疗中来。如5-氟尿嘧啶(5-fluorouracil, 5-FU)、
6-MP和氟达拉滨(Fludarabine)等药物作为被ENT转
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运的核苷类似物, 已经被广泛应用于癌症治疗[41-43]。

在Mohelnikova-Duchonova和Melichar[44]的 研 究 中, 
ENT1的大量表达可以促进癌细胞转运吸收更多的

核苷药物, 进而抑制癌细胞的增殖, 且研究表明, 在
利用吉西他滨(Gemcitabine)治疗过程中, 存活病人

体内ENT1的表达量更高。体外实验表明, hENT1
的活性是决定Gemcitabine作用高低的决定性因素, 
hENT1的过量表达会使得Gemcitabine对人体胰腺癌

的效果更加明显, 反之则降低疗效[45]。这也意味着

hENT1可以作为Gemcitabine疗效的生物标记。

此外, ENT1的表达水平高低能够反应癌细胞的

增殖水平, 进而能够有效衡量基于核苷类药物的癌

症化疗疗效, 例如, 氚化胸腺嘧啶(tritiated thymidine, 
3H-TdR)、FLT(3′-fluoro-3′-deoxythymidine)等药物可

以作为检测肿瘤存在与否和癌症疗效的生物标记[46]。

在新药开发方面, Rayala等[47]研究发现, 经烷基化反

应修饰的丰加霉素和桑霉素等衍生物药物能够通

过抑制ENT转运核苷进而对肿瘤细胞的增殖产生抑

制。核苷类似物5-氮杂胞苷(5-azacytidine)作为DNA
甲基化抑制剂是治疗癌症的一种有效药物, 在治疗

骨髓增生异常综合征和急性骨髓性白血病中发挥着

重要作用, Hummel-Eisenbeiss等[48]研究发现, hENT1

图1   人体ENT1的拓扑结构预测模型(根据参考文献[21]修改)
Fig.1   The topological model of ENT1 from human being (modified from reference [21])

该图视角是从胞外部分到胞内。左图为内向型打开的构象, 而右图为外向型打开的构象, 是TM1-6和TM7-11绕着中轴线(红线, 平行于细胞膜)
旋转而成。

The view is from extracellular surface to intracellular surface. The left one is the inward-open conformation, and the right one is outward-open 
conformation, generated by rotating the TM1-6 and TM7-11, around the central axis (red line, parallel to the lipid bilayer).

图2   基于LdNT1.1结构的ENT转运模式图(根据参考文献[23,35]修改)
Fig.2   The transport model of ENT based on the structure of LdNT1.1 (modified from references [23,35])
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是人体肺细胞中吸收该药物的主要转运蛋白。同时, 
胞苷类似物的衍生药物地西他滨(Decitabine)作为一

种DNA甲基化转移酶抑制剂, 能够被ENT1和ENT2
转运, 可用于治疗急性髓细胞样白血病[49]。

另外, 一些核苷及其类似物的相关药物具有抑

制病毒反转录酶或DNA聚合酶的效果, 包括叠氮胸

苷(Azidothymidine)、地丹诺辛(2′,3′-dideoxyinosine, 
ddI)和拉米夫定(Lamivudine)等, 被应用于多种病毒

感染的治疗[50-52]。相对于癌症治疗, 应用于抗病毒

治疗的核苷类药物种类更为广泛, 包含了核苷和开

链核苷等[53]。研究发现, 开链核苷对于多种DNA病

毒感染、乙型肝炎(hepatitis B)和获得性免疫缺陷综

合征(acquired immunodeficiency syndrome, AIDS)的
治疗具有较好的效果[50]。例如, 扎西他滨(Zalcitabine)
作为能够被ENT3转运的脱氧胞苷衍生物, 能够通过

结合人类免疫缺陷病毒(human immunodeficiency 
virus, HIV)反转录酶, 进而终止DNA链的延伸, 成为

第三个获准用于治疗HIV的药物[54]。同时, 能够被

ENT转运的嘧啶类核苷类似物如齐多夫定(Zidovu-
dine)和司他夫定(Stavudine)等, 应用到HIV治疗中已

经很长一段时间[55-56]。而能够被ENT1和ENT2转运

的利巴韦林(Ribavirin, RBV)作为重要的抗病毒药物

成分, 与干扰素α(IFN-α)制成的药物应用于治疗慢

性丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, HCV)感染已经超

过10年, RBV还被应用于其他一系列病毒感染的治

疗, 包括呼吸道合胞病毒(respiratory syncytial virus, 
RSV)和拉沙病毒(Lassa virus, LASV)等引起的疾病

治疗[57-58]。

4   结论与前景
作为人体中极为重要的功能蛋白, ENT的相关

研究已经持续了近30年, 越来越多的ENT家族蛋白

质被鉴定出来, 对于其分类、组织分布和功能已经

有了一定的了解。在ENT1和ENT2蛋白相关研究

中, 随着核苷及其类似物在疾病治疗和药物开发的

广泛应用, ENT的功能及分布已经研究得比较深入, 
尤其是ENT1的拓扑结构预测, 对于后续该家族蛋白

质高级结构的解析奠定了基础。相对而言, ENT3和
ENT4的研究则还处于一个探索阶段, 它们的转运模

式至今还没有鉴定出来。同时, 由于蛋白质高级结

构的缺失, 至今还没有建立一个令人信服的ENT分
子模型, 这也使得ENT家族蛋白质转运核苷及其类

似物的分子机制还未可知。

随着该家族蛋白质研究的深入, 越来越多的核

苷或核苷类似物应用于癌症、心脑血管、病毒感染

等疾病治疗。许多研究人员开始关注核苷转运蛋白

的生物标记功能以及由此衍生的在疾病治疗中诊

断、预测或是疗效评估方面的应用, 这使得提前预

防癌症变成一种可能, 同时有效评估药物疗效对于

新药开发有着巨大的潜在价值。但是, 由于缺少高

效可靠的抗体以用于免疫组织化学和流式细胞术等

检测技术, 使得其在生物标记这一方面的应用受到

了极大阻碍。研究核苷转运蛋白在生物体内参与生

理生化反应的分子反应动力学机制, 对于探索并阐

释其在生物标记方面的分子机制具有巨大的促进作

用。这也就要求我们投入更大的精力到相关的ENT
高级结构和分子机制的研究中来。唯有彻底地解析

ENT转运核苷及其类似物的分子机制, 我们对于其

在科研和生产中的应用也才会变得更加深入。在未

来一段时间内, 随着膜蛋白表达纯化和结晶技术的

发展, ENT的相关高级结构研究必将迎来丰硕成果, 
随之而来对于其分子机制的研究也将获得突破性进

展, 在此基础上, 治疗癌症、心脑血管疾病和病毒感

染等的相关新药也将会层出不穷。
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