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摘要 随着药物设计理念的革新, 共价抑制剂研究再度成为药物化学领域的热点. 在生物信息学与蛋白组学技

术的推动下, 赖氨酸因其高丰度、低突变率等特性, 逐渐突破传统半胱氨酸靶向的局限, 展现出成为新一代共价

药物设计核心靶点的潜力. 大量研究显示, 通过在非共价抑制剂中添加共价弹头设计特异性靶向赖氨酸的共价抑

制剂, 实现了对靶蛋白的高效、选择性抑制的目的. 本文系统综述了基于赖氨酸靶向共价抑制剂的研究进展, 重
点探讨了靶向赖氨酸的共价弹头类型、作用机制及设计策略, 为靶向赖氨酸的共价药物开发提供思路和参考.
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1 引言

共价抑制剂是一类通过与靶蛋白活性位点形成共

价键实现功能抑制的小分子药物
[1,2]. 其发展历程可追

溯至经典药物: 非甾体抗炎药阿司匹林通过乙酰化环

氧合酶(COX) Ser530实现对酶的不可逆抑制, 从而影

响花生四烯酸的代谢, 进而干扰前列腺素的生物合

成
[3]; 抗生素青霉素则通过β-内酰胺环共价修饰细菌

黏肽转肽酶活性位点中的Ser36, 从而抑制细菌细胞壁

的合成
[4]. 然而, 传统共价药物因潜在的脱靶毒性, 如

对乙酰氨基酚代谢产物NAPQI通过共价修饰肝细胞

蛋白引发肝损伤
[5], 曾长期制约该领域发展.

21世纪以来, 靶向共价抑制剂(targeted covalent
inhibitors, TCIs)的设计革新破解了上述困局. 通过

“亲电弹头-识别基团”的理性设计, TCIs可精准锚定

靶点亲核残基, 实现高效、长效抑制及耐药屏障突

破
[6]. 美国食品药品监督管理局(FDA)批准的奥希替尼

(Osimertinib)[7]、奈拉替尼(Neratinib)[8]以及索托雷塞

(Sotorasib)[9]等药物, 标志着共价药物从“广谱修饰”到
“精准靶向”的范式突破

[10].
当前共价药物主要靶向半胱氨酸(cysteine, Cys)和

丝氨酸(serine, Ser), 其巯基/羟基的高亲核性虽利于共

价键的形成
[11,12], 但也面临关键挑战: (1) 靶点资源有

限; (2) 耐药突变频发
[13](如EGFR T790M/C797S);

(3) 不可逆结合加剧脱靶风险
[14]. 相较之下, 赖氨酸凭

借其高丰度、进化保守性及ε-氨基的可逆修饰潜力,
成为具有突破性的共价抑制剂潜力靶点

[15~17]. 研究揭

示, 蛋白微环境可通过氢键重构或疏水空腔包裹, 将

赖氨酸pKa从10.5降至6.5~8.0, 显著增强其生理pH下
的亲核活性

[18]. 基于此设计的可逆共价抑制剂不仅能
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规避不可逆修饰的毒性风险, 更可靶向传统“不可成

药”蛋白 , 为肿瘤及退行性等疾病的治疗开辟新路

径
[19~21].
鉴于赖氨酸的诸多优势及近年来的快速发展, 本

文针对赖氨酸靶向共价抑制剂进行了系统综述, 探讨

了赖氨酸共价的作用机制, 并以近年来基于不同类型

共价弹头设计的靶向赖氨酸共价抑制剂案例重点讨论

了该领域的策略方法和研究进展.

2 赖氨酸的性质及作用机制

2.1 赖氨酸的性质

赖氨酸相较于半胱氨酸具有更高的丰度(5.8%, 其
数量几乎是体内半胱氨酸的3倍[22])、更优的位点分布

等优势, 使得靶向共价药物有望扩大至更多目标蛋白.
赖氨酸残基的伯胺基团(主要为ε-NH2)理论上可

与亲电弹头发生反应, 然而蛋白质表面赖氨酸氨基的

pKa约10.4[23], 导致生理条件(pH 7.4)下99%的氨基

处于质子化状态而丧失亲核性
[24]. Dahal团队

[25]
通过

对比生理pH 7.4和碱性条件(pH 10.2)下N-α-乙酰-L-赖
氨酸的ε-NH2反应活性, 发现在生理pH 7.4时, 其ε-
NH几乎完全质子化, 不与亲电试剂反应; 在pH 10.2
时, 部分ε-NH发生去质子化, 显现出亲核特性, 能够与

亲电试剂发生反应. 这种环境选择性质子化机制实际

上为特异性靶向提供了独特优势——高丰度的赖氨酸

群体中仅少数处于活性态, 可显著降低非特异性反应

风险.
蛋白质的功能受多种因素精细调控, 其中赖氨酸

电离状态的改变至关重要. 实现赖氨酸靶向的关键在

于pKa调控策略. 蛋白质微环境
[26]

可通过以下机制改

变赖氨酸电离状态: (1) 催化功能相关的构象调整. 如
Shannon[27]发现的RB7共价抑制剂在蛋白环境中的选

择性结合现象, 通过合成一系列炔基官能化芳基卤化

物, 研究其在复杂蛋白质组中的反应性和氨基酸选择

性, 发现氯硝基苯等的反应性可通过芳环修饰调节,
对氯硝基苯和二氯三嗪分别在低微摩尔浓度下对半胱

氨酸和赖氨酸具有选择性, 且溶液中与蛋白质组中的

反应性存在差异; (2) 局部电荷环境改变. Isom团队
[23]

设计的葡萄球菌核酸酶证实催化过程中质子转移的调

控作用, 具体表现为: 在低极性和低极化性的微环境

中, 赖氨酸的pKa值降低, 倾向于以中性形式存在; 内

部赖氨酸可与表面羧基发生库仑相互作用影响pKa值;
蛋白质构象变化也会改变微环境, 进而影响赖氨酸电

离; (3) 小分子干预, Mofidi Najjar等[28]
发现姜黄素可

通过改变过氧化氢酶结构降低赖氨酸pKa, 且低pKa状

态可增强糖基化反应敏感性. 这些调控机制为开发选

择性赖氨酸靶向药物提供了重要理论支撑.

2.2 赖氨酸的共价机制

靶向共价抑制剂与目标蛋白空腔中赖氨酸的反应

包括两个关键步骤(图1). (1) 非共价结合: 抑制剂通过

分子间作用力(如范德华力、氢键网络等)精准识别并

嵌入靶蛋白结合腔, 其结合强度由配体-蛋白亲和力

(Ki)决定, 从而使共价弹头与目标赖氨酸残基接近;
(2) 共价结合: 赖氨酸的ε-NH2亲核进攻亲电性共价弹

头, 进而发生反应形成共价键
[29]. 当逆反应速率常数

K−2趋近于0时, 形成不可逆共价复合物; 而当正向反

应速率K2为0时, 则表现为常规非共价抑制剂模式.
值得注意的是, 即使采用不可逆抑制策略, 靶蛋白

功能仍可通过新蛋白合成途径逐渐恢复. 因此, 靶标活

性恢复时间不仅取决于抑制剂-蛋白复合物的停留时

间, 更与靶蛋白的生物合成速率密切相关. 由于共价抑

制剂与常规抑制剂的作用机制存在本质差异, 传统药

物活性评价指标(如IC50和解离常数)已不适用于准确

评估共价抑制剂的活性特性. 在靶向共价抑制剂设计

中, 还需特别关注结合动力学特征
[30]. 共价抑制剂的

效能通常采用动力学效率常数KI = Kinact/Ki进行表征

(图1), 该参数综合反映了非共价结合亲和力(Ki)与共

价键形成速率(Kinact)的协同效应. 其中, Kinact表征共价

键形成的最大速率常数, Ki则定义为达到半数最大抑

制效率所需的抑制剂浓度
[31]. 作为与时间无关的二级

速率常数, Kinact/Ki值既能体现非共价相互作用的结合

强度, 也可有效表征共价键形成的动力学上限
[32].

3 靶向赖氨酸的代表性共价抑制剂

3.1 α,β-不饱和羰基类靶向赖氨酸的共价抑制剂

基于迈克尔加成机制的α,β-不饱和羰基化合物是

靶向赖氨酸的核心弹头类型. 这类弹头通过与赖氨酸

ε-NH2发生1,4-共轭加成反应形成稳定共价键, 其反应

活性可通过电子效应和空间位阻协同调控. 天然产物

渥曼青霉素(wortmannin)通过呋喃环开环机制共价修
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饰磷脂酰肌醇3-激酶(phosphatidylinositol kinase,
PI3K)的催化域Lys833, 但其选择性差和代谢不稳定性

限制了临床应用
[ 33 ] . 通过将呋喃环用烯丙胺替代

(图2A), 得到性质稳定的PI3K抑制剂索诺利塞(Sonoli-
sib, IC50 = 0.1 nM), 其通过烯胺与PI3K的ATP口袋中

Lys833共价结合(图2B)[34,35].
以丙烯酰胺为代表的共价弹头已成功运用在半胱

氨酸靶向共价药物中. Liu等[36]
研究了酪氨酸激酶共价

抑制剂与血浆蛋白共价结合, 结果显示, 除了奈拉替尼

(neratinib)[37]和吡咯替尼(pyrotinib)的报道外, 奥希

替尼(osimertinib)、阿法替尼(afatinib)和伊布替尼

(ibrutinib)的丙烯酰胺部分也被证实与人血清白蛋白

的Lys190共价结合
[38], 说明丙烯酰胺亦可成为靶向赖

氨酸的共价弹头, 但是需要考虑其引入后的选择性

问题.
丙烯酸酯类共价弹头通过与赖氨酸发生共价反

应, 在不可成药靶点领域展示出开发前景. 热休克蛋白

72 (heat shock protein 72, HSP72)是一种应激诱导型

ATP酶分子伴侣, 通过稳定蛋白和重新折叠蛋白维持

细胞稳态
[36]. 由于与其结合的内源核苷酸底物具有高

亲和力, 普通抑制剂很难竞争性结合, 使其成为不易

成药靶点. 通过在原有抑制剂化合物1的结构基础上

引入丙烯酸酯共价弹头, 获得丙烯酸酯类衍生物2
(图3A), 其通过丙烯酸酯弹头与HSP72中的Lys56共价

结合实现了对ATP酶活的高效抑制(图3B)[39].

3.2 氟磺酰类靶向赖氨酸的共价抑制剂

芳基磺酰氟(Ar-SO2F)凭借其良好的平衡生物相

容性和蛋白反应性, 在赖氨酸共价修饰领域展现出独

特优势
[40~42]. Zhao等[43]

开发的激酶探针XO44 (图4),
通过芳基磺酰氟共价标记ATP结合空腔的保守性Lys
残基, 实现了活细胞内激酶组的广谱、高效标记, 为激

酶抑制剂的靶点验证、脱靶效应评估及精准药物开发

提供了革命性工具.针对奥希替尼耐药型EGFR突变体

(L858R/T790M/C797S), Ferlenghi团队
[44]

设计、合成

了化合物UPR1444 (图4), 其通过芳基磺酰氟弹头精

准捕获催化域Lys745形成磺酰胺键, 显著增加了活性.
此外, 蛋白-蛋白相互作用(protein-protein interaction,
PPI)由于界面面积大, 给PPI抑制剂的研发带来了较大

的挑战, Gambini等[45]
将磺酰氟(SFs)弹头引入多肽

BIM中, 通过共价靶向人髓样细胞白血病-1 (human
myeloid cell leukemia-1, HMCL-1)的Lys234, 为这一

挑战带来了新的研究策略.
尽管磺酰氟弹头已取得重要进展, 但其潜在的水

解不稳定性可能限制其临床应用
[46], 在生理条件下,

磺酰氟容易发生水解反应, 导致其与靶蛋白的共价结

合能力下降, 影响药物的疗效. 芳基氟硫酸盐在pH =
7.4时非常稳定, 不易发生水解, 可有效解决磺酰氟弹

头潜在的稳定性问题. Chen等[47]
的蛋白质组反应性分

析显示, 在相同条件下, 芳基磺酰氟探针的修饰范围比

芳基氟硫酸盐探针可能高出数十倍, 说明芳基氟硫酸

盐具有更好的选择性, 更适合精准靶标治疗. 芳基氟

硫酸盐与靶蛋白结合的能力在很大程度上受弹头的可

逆结合、残基的适当取向和反应的过渡态稳定性的影

响. Martín-Gago和Olsen[48]就芳基氟硫酸盐弹头的反

应性及其作为靶向共价抑制剂的优势进行了详细综

述. Udompholkul等[49]
将芳基氟硫酸盐作为共价弹头

引入X连锁凋亡抑制蛋白(X-linked inhibitor of apopto-

图 1 (网络版彩图)赖氨酸靶向共价抑制剂的作用机理
Figure 1 (Color online) Mechanism of action of lysine-targeting covalent inhibitors.
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sis protein, XIAP)的可逆抑制剂中, 得到了靶向XIAP
蛋白Lys299的共价抑制剂142D6 (图4), 其具有较长的

半衰期和良好的口服生物利用度, 这一研究为开发长

效低毒共价药物提供了新思路.
在开发共价蛋白标记工具及抑制剂的研究中 ,

Chen等[50]
开发荧光转甲状腺素蛋白(TTR)探针时, 引

入含不同功能基团的芳基氟代硫酸酯探针, 可实现对

靶蛋白赖氨酸的共价修饰. 这些研究探索了芳基氟代

硫酸酯与含Lys蛋白的作用, 为共价抑制剂的开发提供

了方向.

3.3 醛/酮类靶向赖氨酸的共价抑制剂

醛基类弹头通过动态可逆的亚胺键(希夫碱)形成

机制, 为赖氨酸靶向提供了独特的“共价可逆”调控模

式. Chen等[51]
报道了利用2-乙炔基苯甲醛(EBA)的醛

基(–CHO)与赖氨酸ε-NH2的反应性, 形成亚胺键, 从而

图 2 (网络版彩图) (A) 渥曼青霉素和索诺利塞与PI3K中Lys833反应; (B) 渥曼青霉素与PI3K中Lys833共价结合的晶体结构
(PDB:1E7U)
Figure 2 (Color online) (A) Wortmannin and Sonolisib react with Lys833 in PI3K; (B) crystal structure of the covalent binding of Wortmannin with
Lys833 in PI3K (PDB:1E7U).

图 3 (网络版彩图) (A) 丙烯酸酯共价抑制剂2的发现; (B) 丙烯酸酯共价抑制剂2与HSP72蛋白的作用模式示意图
Figure 3 (Color online) (A) Discovery of acrylic covalent inhibitors 2; (B) the interaction mode of covalent inhibitor2 with HSP72 protein.

图 4 (网络版彩图)化合物XO44、UPR1444、142D6的结构式
Figure 4 (Color online) Structures of compounds XO44, UPR1444 and 142D6.
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实现对不同目标蛋白的共价修饰(图5), 因其具有较好

的水解稳定性, 适合作为共价弹头用于各种蛋白赖氨

酸的靶向共价抑制剂开发. Chen等[51]
通过在Abl激酶

非共价抑制剂PPA结构中添加水杨醛弹头得到共价抑

制剂A5 (图6A), 共晶结构显示其通过水杨醛与Abl激
酶中Lys271的ε-NH2形成亚胺键, 同时观察到亚胺氮和

羟基氢原子之间形成分子内氢键, 从而稳定了形成的

希夫碱
[52] (图6B). 此项研究结果显示, 可以通过分子

内氢键稳定亚胺键, 尽管分子内氢键可增强亚胺键的

热力学稳定性, 邻羟基苯甲醛类弹头在体内复杂代谢

环境中仍可能面临潜在挑战, 其亚胺键可能受pH波动

或酶促作用影响发生水解, 导致药物有效浓度维持时

间受限, 需通过结构优化(如引入刚性基团或配位辅助

结构)进一步提升代谢稳定性.
Fei等[53]

通过分析ALKBH5的蛋白质结构并将水

杨醛弹头引入非共价小分子配体中 , 设计合成了

ALKBH5共价抑制剂DDO-02267 (图7A). DDO-02267
特异性靶向ALKBH5中的Lys132 (图7B), 在体外表现

出对ALKBH5的显著选择性(IC50 = 2.53 μM). 此外,
DDO-02267增加了细胞内的m6A水平并可靶向AML
细胞中的ALKBH5-AXL信号轴.

Dal Corso等[54]
系统分析了伯胺与醛基之间反

应的平衡常数, 并研究了不同的芳香醛形成亚胺的比

例, 发现邻位硼酸基团可诱导分子内B-N配位从而稳

定亚胺, 故邻位硼酸取代的苯甲醛较普通苯甲醛具有

更高的热力学稳定性, 能够进一步提高与蛋白的亲和

力. 通过将硼酸引入苯甲醛的邻位, 使得希夫碱形成

时获得亚氨基硼酸酯, 后者通过亲核氮孤对电子和亲

电硼中心之间的分子内配位键稳定
[55,56]. 这种策略被

成功应用于葡萄球菌分选酶可逆共价抑制剂RMR1
(图8A)的设计中

[55], 其通过邻氨甲基苯硼酸(AMPB)修
饰的苯甲醛弹头与Lys173侧链氨基形成二氮硼烷结

构, RMR1修饰的抑制剂的抗菌活性较母体化合物增

强约13倍.
在难成药靶点髓细胞白血病1 (Mcl-1)的抑制剂开

发中, Akçay等[57]
将邻硼酸苯甲醛弹头引入之前报道

的基于吲哚酸的Mcl-1抑制剂3中, 邻硼酸苯甲醛弹

头与Mcl-1蛋白中Lys234的ε-NH2发生可逆共价结合

(图8B), 形成亚氨基硼酸酯键, 得到可逆共价抑制剂醛

基硼酸衍生物4 (IC50 = 3.4 nM). 硼酸基团的强极性可

能降低分子脂溶性, 影响细胞膜穿透性, 进而可能影响

药物在细胞内的有效浓度, 对药物发挥作用产生不利

图 5 (网络版彩图)含2-乙炔基苯甲醛(EBA)弹头的共价抑制剂与目标蛋白赖氨酸的共价结合示意图
Figure 5 (Color online) Schematic illustration of the covalent binding of covalent inhibitors to the lysine residue of target proteins via their 2-
ethylbenzaldehyde (EBA) warhead.
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影响. 对于此类化合物,应考虑通过优化脂溶性取代基

改善跨膜效率.
醛基的高反应性虽为共价修饰提供动力, 但也可

能导致潜在的细胞毒性和免疫反应等
[58]. 邻羟基苯甲

醛类结构在体内代谢过程中, 醛基可能被氧化或发生

其他化学反应, 影响药物的代谢稳定性, 进而影响

药物的疗效和安全性. 为此, 研究人员提出了酮基替

换策略, 将醛变为酮可使代谢稳定性及溶解度得到较

大提升, 并能够通过引入取代基调控亚胺的平衡常

数
[59]. 与前述类似, 在酮基邻位引入硼酸酯得到了

2-乙酰苯基硼酸(APBA), 其能够通过形成稳定的亚氨

基硼酸酯, 可与赖氨酸发生可逆共价结合(图9A)[60].

图 6 (网络版彩图) (A) 向PPA中添加共价弹头得到共价抑制剂A5; (B) 共价抑制剂A5与Abl激酶中Lys271共价结合的晶体结
构(PDB:7W7Y)
Figure 6 (Color online) (A) Compound A5 obtained by incorporating a covalent warhead into PPA; (B) crystal structure of compound A5 covalently
bound to Lys271 of Abl kinase (PDB:7W7Y).

图 7 (网络版彩图) (A) ALKBH5共价抑制剂DDO-02267的化学结构; (B) DDO-02267与ALKBH5蛋白Lys132残基的分子对接
示意图
Figure 7 (Color online) (A) ALKBH5 covalent inhibitor DDO-02267; (B) the binding mode of DDO-02267 with Lys132 residue in ALKBH5
protein.

图 8 (网络版彩图) (A) RMR1与赖氨酸反应机理; (B) 由非共价抑制剂吲哚酸类衍生物3设计得到靶向Mcl-1的可逆共价抑制
剂吲哚酸类衍生物4
Figure 8 (Color online) (A) Reaction mechanism of RMR1 with lysine; (B) reversible covalent inhibitor 4 targeting Mcl-1, designed from non-
covalent inhibitor 3.
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Bandyopadhyay等[61]
合成了一种基于邻氨基苯硼酸

(2-aminophenylboronic acid, APBA)的AB1, 通过APBA
弹头与细菌表面两种主要的膜脂质磷脂酰乙醇胺

(phosphatidylethanolamine, PE)和赖氨酰磷脂酰甘

油(lysylphosphatidylglycerol, Lys-PG)的ε-NH2形成亚

氨基硼酸酯 , 可有效实现对革兰氏阳性菌的标记

(图9B).
为了解决生理条件下, 赖氨酸侧链的氨基处于较

低亲核活性的质子化状态而难以实现高效地共价修饰

的问题, Ling等[62]
发现了一类邻氰基苯甲醛(CNBA)

弹头, 其通过独特的动态共价捕获机制, 融合了醛

基的可逆亚胺键形成能力与氰基的邻基参与效应实现

了赖氨酸修饰的可控性. 系统性验证显示, CNBA对模

型蛋白FKBP12的赖氨酸显示出高标记率和高选择性.
在此基础上, 该团队将CNBA弹头引入MDM2-p53抑
制剂Nutlin-3的结构中, 获得了M-CNBA-1 (图9C),
其通过靶向MDM2表面暴露的Lys94, 实现了对

MDM2-p53相互作用的不可逆抑制, 从而大幅度提高

Nutlin类分子的抗肿瘤活性. CNBA作为一种新型选择

性高效赖氨酸共价修饰弹头, 有望用于未来的药物

开发.

3.4 二氯三嗪类靶向赖氨酸的共价抑制剂

二氯三嗪作为一种具有芳香性、易于合成和水解

稳定的亲电基团, 成为新一代高选择性赖氨酸共价

弹头的代表. Shannon团队
[27]

通过探索芳基卤代物对

蛋白质的反应性, 筛选发现了二氯三嗪衍生物RB7
(图10A)能够选择性共价修饰赖氨酸 . 受此启发 ,
Anderson等[63]

设计了含有二氯三嗪共价弹头的化合物

KEA1-97, 可靶向硫氧化还原蛋白中第72位的赖氨

酸(lysine 72), 有效破坏硫氧化还原蛋白与胱天蛋白酶

的相互作用 , 诱导凋亡进而抑制乳腺癌细胞生长

(图10B).

3.5 活性酯类靶向赖氨酸的共价抑制剂

活性酯类弹头通过可控的酰化反应机制, 为靶向

图 9 (网络版彩图) (A) 2-酰基苯硼酸与赖氨酸反应机理; (B) AB1与Lys-PG和PE反应; (C) 含有邻氰基苯甲醛(CNBA)的共价
抑制剂M-CNBA-1
Figure 9 (Color online) (A) Reaction mechanism of 2-acylphenylboronic acid with lysine; (B) reaction of AB1 with Lys-PG and PE; (C) A covalent
inhibitor containing o-cyanobenzaldehyde (CNBA): M-CNBA-1.
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赖氨酸提供了高选择性解决方案. 该策略受天然产物

渥曼青霉素启发 , 其通过活性β -内酯环共价修饰

PI3K[33], 实现了赖氨酸靶向. 基于此, Dalton团队
[64]

通

过对异二聚体脂质激酶磷酸肌醇3-激酶δ (PI3Kδ)的抑

制剂GSK-2292767进行改造, 引入4-氟苯酚活性酯, 得
到酯类衍生物5. 该分子通过酰化Lys779实现不可逆抑

制PI3Kδ (IC50 = 8 nM) (图11A, B). Fournier等[65]
开发

的酯类衍生物6进一步验证了活性酯的潜力, 其通过催

化Lys779酰化, 通过二氢异苯并呋喃骨架精准定位至

PI3Kδ结合空腔, 进而活性酯弹头与Lys779形成酰胺

键从而使激酶失活(图11C).
除了以上所述, Taylor团队

[66]
设计了酰胺化的方

酸酯类化合物作为一种温和的赖氨酸反应基团, 用于

蛋白共价配体、共价探针的开发. 与此同时, 通过调

整酰胺化部分链接的基团还可以有效地调整方酰胺与

赖氨酸的反应活性, 更有利于对反应基团活性的控制.
随后, 在结核分枝杆菌靶向治疗中, UDP-方酸衍生物

对分枝杆菌细胞壁中呋喃半乳糖基转移酶(GlfT2)的

图 10 (网络版彩图) (A) 化合物RB7的结构; (B) KEA1-97与硫氧化还原蛋白中赖氨酸反应
Figure 10 (Color online) (A) Chemical structure of compound RB7; (B) reaction of KEA1-97 with lysine in thioredoxin.

图 11 (网络版彩图) (A) 由临床候选药物设计得到靶向PI3Kδ的Lys779选择性共价抑制剂5; (B) 酯类衍生物4与PI3Kδ的
Lys779共价结合的晶体结构(PDB:6EYZ); (C) 酯类衍生物5催化Lys779酰化示意图; (D) 化合物7 UDP-方酸酯结构式
Figure 11 (Color online) (A) A selective covalent inhibitor 5 targeting Lys779 of PI3Kδ designed from clinical candidate drugs; (B) the crystal
structure of the covalent binding between ester derivative 4 and Lys779 of PI3Kδ (PDB:6EYZ); (C) a schematic diagram of the acylation of Lys779
catalyzed by ester derivative 5; (D) the structural formula of compound 7 UDP-squarate.
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共价修饰展现出卓越的位点选择性. 尽管该酶表面具

有21个暴露的赖氨酸, UDP-方酸酯化合物7 (图11D)
能够通过适度的反应性和配体导向的邻近效应, 特异

性共价修饰GlfT2酶结合位点附近的赖氨酸残基(如
Lys343). 这种“智能弹头”设计, 为肿瘤精准治疗开辟

了新维度.

3.6 乙烯基砜类靶向赖氨酸的共价抑制剂

乙烯基砜作为迈克尔加成受体, 也可作为共价弹

头设计靶向赖氨酸的共价抑制剂
[67]. 在转甲状腺素蛋

白(TTR)淀粉样变性引发的相关疾病
[68~70]

治疗中, Suh
等

[71]
设计了共价抑制剂乙烯基砜类衍生物8, 其能够

选择性地与Lys15的ε-NH2发生迈克尔加成, 这种共价

修饰成功抑制了TTR四聚体的解离(图12A).
Anscombe等[72]

于2015年开发了细胞周期蛋白依

赖性激酶2 (CDK2)抑制剂NU6300 (图12B), 该抑制剂

中乙烯基砜弹头能够选择性地与CDK2中非保守

Lys89形成共价键(图12C), 进而抑制酶活(IC50 =
0.16 μM).

4 总结与展望

赖氨酸因其高丰度、低突变率以及进化保守性,
显著拓展了可成药靶点的范围. 靶向催化域保守赖氨

酸可有效规避突变逃逸, 为克服临床耐药难题提供新

路径. 近年来, 可逆共价、微环境响应型弹头等技术

的成熟, 为开发选择性赖氨酸靶向药物提供了有力支

撑. 通过在非共价抑制剂的结构基础上添加磺酰氟、

水杨醛等共价弹头, 已获得了多个靶向赖氨酸的共价

抑制剂. 动态共价捕获(如CNBA)、微环境激活(如
APBA)等策略的提出, 进一步提升了赖氨酸的反应活

性, 已在激酶、蛋白-蛋白相互作用等领域取得显著进

展, 不仅突破了传统不可成药靶点的限制, 更通过可逆

共价机制将脱靶风险进一步降低.
然而, 目前该领域仍然存在部分问题有待进一步

研究解决. 现有研究多集中于细胞水平验证研究, 而

在动物模型中的研究相对较少. 由于体内生理环境复

杂, 涉及多器官系统协同、药物代谢动力学及免疫反

应等问题, 该类抑制剂能否像体外预期的高效、低毒

还有待进一步的评价研究. 靶向赖氨酸的小分子共

价药物仍需应对动态修饰监控、耐药性预判及临床转

化效率三大挑战 , 未来研究可通过扩大动物模型

研究、加强药代动力学、毒性评估等明确体内有效性

和安全性特征以推进临床转化; 同时聚焦弹头设计创

新, 结合计算机辅助设计与结构生物学优化性能; 整

合蛋白质组学等技术挖掘新靶点、解析修饰机制, 推

动肿瘤、神经退行性等疾病的精准治疗. 当前, 靶向

赖氨酸的共价抑制剂研究正处于快速积累阶段, 这一

领域仍蕴藏巨大开发潜力. 随着新型筛选策略的迭代

和评价体系的完善, 赖氨酸靶向共价抑制剂将为肿

瘤、感染性疾病及遗传性疾病等提供更精准的治疗

方案.

图 12 (网络版彩图) (A) 乙烯基砜类衍生物8; (B) NU6300的化学结构; (C) NU6300与CDK2中Lys89共价结合的晶体结构
(PDB:5CYI)
Figure12 (Color online) (A) Vinyl sulfone derivative 8; (B) chemical structure of NU6300; (C) crystal structure of NU6300 covalently bound to
Lys89 in CDK2 (PDB:5CYI).
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Abstract: With the innovation of drug design concepts, the research on covalent inhibitors has once again become a
hotspot in the field of medicinal chemistry. Driven by bioinformatics and proteomics technologies, lysine, due to its
characteristics such as high abundance and low mutation rate, has gradually broken through the limitations of traditional
cysteine-targeting and shown the potential to become a core target for the design of a new generation of covalent drugs.
A large number of studies have shown that by adding covalent warheads to non-covalent inhibitors to design covalent
inhibitors specifically targeting lysine, the goal of highly efficient and selective inhibition of target proteins has been
achieved. This article systematically reviews the research progress of lysine-targeted covalent inhibitors, with a focus on
exploring the types of covalent warheads targeting lysine, their action mechanisms, and design strategies, providing
ideas and references for the development of lysine-targeted covalent drugs.
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