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摘要    蛋白激酶(protein kinases), 即蛋白质磷酸化酶(protein phosphokinases), 是一类重要

的催化蛋白质磷酸化反应的酶. 蛋白激酶活性异常是导致肿瘤发生、生长和转移的重要原因

之一. 因此, 以蛋白激酶作为抗癌靶点, 研发新型抗肿瘤药物, 己经成为药物研发领域中最

重要的研究方向之一, 蛋白激酶调节剂也成为颇具潜力的抗肿瘤候选药物. 目前已有一个蛋

白激酶小分子别构调节剂作为癌症的靶向治疗药物获美国食品药品监督管理局批准上市. 

与以往的 ATP 竞争性调节剂相比, 蛋白激酶别构抑制剂因选择性好、安全性高、动力学缓

慢, 而且临床副作用少, 已成为现今蛋白激酶抑制剂研发的主要方向. 鉴于蛋白激酶别构调

节剂在癌症治疗领域展现出的潜在的价值, 本文将对蛋白激酶别构调节剂的研究进展进行

综述. 
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1  引言 

癌症是最常见的恶性肿瘤, 肿瘤细胞的主要特

征是难以抑制的过度增殖. 时至今日, 癌症仍然是危

害人类健康最严重的疾病之一, 其发病率和死亡率

极高[1]. 目前, 癌症的治疗方法主要有物理方法(放疗, 

如 X-射线等)以及化学治疗方法(化疗, 如顺氯氨铂

DDP、环磷酞胺和 5-氟尿嘧啶等). 这些治疗方法通

常是通过引起癌细胞中 DNA 的损伤和染色体结构的

改变而导致癌细胞的死亡。由于其作用靶点是细胞中

的 DNA, 在癌细胞和正常细胞中没有本质区别, 因

此这些传统抗癌药物虽然有效却缺乏选择性, 它们

虽然可以在一定程度上杀伤癌细胞, 抑制其增长繁

殖, 同时也不可避免地对正常细胞产生不可逆的破

坏性副作用, 严重影响机体健康, 从而限制了药物的

应用. 因此, 目前亟待寻找低毒、高效、高选择性的

新型抗癌药物, 从而为癌症治疗领域打开新局面. 

正常细胞周期调节失控、细胞信号转导通路异常

所导致的恶性增殖是所有癌细胞最本质的特征, 最

终表现为蛋白激酶活性的异常上调 [2,3]. 蛋白激酶

(protein kinases), 即蛋白质磷酸化酶 (protein phos- 

phokinases), 是一类重要的催化蛋白质磷酸化反应的

酶. 人类基因组内共含有 518 个蛋白激酶基因, 占人

类基因总数约 2%. 蛋白质的磷酸化决定蛋白质的构

象和活性, 影响细胞内讯息的传递过程, 以对外界刺

激做出适当反应, 因此蛋白激酶在细胞生命过程中起

着至关重要的作用, 是人体内最主要的激酶家族之

一. 其主要功能是把三磷酸腺苷(ATP)上的-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, 从而改变底物蛋白的空间构象, 参与并

激活一系列复杂的细胞信号转导通路, 进而调控细

胞代谢、生长、分化、增殖等多种细胞生命过程, 使

其发挥出特定的生物学功能, 在真核细胞的生命活

动中至关重要 [4]. 蛋白激酶活性异常是导致肿瘤发
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生、生长和转移的重要原因之一. 因此, 以蛋白激酶

作为抗癌靶点, 研发新型抗肿瘤药物, 已经成为药物

研发领域最重要的研究方向之一[5,6], 蛋白激酶调节

剂也成为颇具潜力的抗肿瘤候选药物.  

别构效应, 是指某种不直接涉及蛋白质活性的

物质, 通过与蛋白质活性位点以外的其他位点(别构

位点)相结合, 从而引起蛋白质分子的构象变化并导

致蛋白质活性改变的现象. 别构效应作为蛋白质不

同口袋之间进行通信的一种基本策略, 是一种有效

且普遍存在的功能活性调控机制. 传统蛋白激酶药

物(靶向于正性结合位点)基本上都具有典型的相似

性化学骨架, 而基于不同构象的别构位点, 蛋白激酶

别构抑制剂则呈现出化学结构的多样性, 更适合新

药的研发. 目前已有 1 个蛋白激酶小分子别构调节剂

作为癌症的靶向治疗药物上市[7]. 与以往的 ATP 竞

争性调节剂相比, 蛋白激酶别构调节剂因普适性好、

安全性高、动力学缓慢[8], 而且临床副作用少, 而成

为当今蛋白激酶调节剂研发的主要方向[9]. 

鉴于蛋白激酶别构调节剂在癌症治疗领域展现

出的潜在而深远的价值, 本文将对蛋白激酶别构调

节剂的研究进展进行综述.  

2  蛋白激酶的分类及其与别构调节剂的作
用机制 

蛋白激酶调节人体诸多生物学过程, 包括细胞

分裂、增殖和凋亡[10,11]. 一旦活化环上的特定氨基酸

残基(丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸)被磷酸化, 蛋白激酶

随即转化为活化状态[12~14]. 尽管蛋白激酶的一级氨

基酸序列极具多样性, 但其激酶催化核心结构域的

总体结构却高度相似, 此结构域包含较小的氨基末

端和较大的羧基末端, ATP 结合位点位于其间的深凹

处. 该结构特征对于设计并开发靶向作用于保守的

ATP 结合位点的蛋白激酶调节剂是巨大的挑战[15~17]. 

然而, 充分利用靶向作用于远离 ATP 结合位点的别

构调节剂, 可特异性稳定蛋白激酶的非活化构象, 实

现蛋白激酶中具有相似构象的各亚型间的高选择性, 

同时可避免脱靶效应. 因此, 蛋白激酶别构调节剂的

开发受到了越来越多的关注 . 目前 , 蛋白数据库

(PDB)中已收集了若干个蛋白激酶与其别构抑制剂的

共晶(图 1). 根据已知的晶体结构, 下文将具体讨论

蛋白激酶领域中别构药物的作用机制. 

2.1  Akt1 

Akt1 是丝氨酸/苏氨酸 AGC 蛋白激酶家族中的

一个亚型. 其氨基末端的 PH 区域包含约 100 个氨基

酸及 3,4,5-三磷酸肌醇(PIP3)结合区域, 它能调节蛋

白质-蛋白质和蛋白质-脂质的相互作用. PIP3 是由 3-

磷酸肌醇激酶(phosphoinositide 3-kinase, PI3K)活化

而产生的类脂[18]. Akt1在非活化状态下, PH区域通过

极性相互作用与中心激酶催化域紧密联系, 从而阻

止 ATP 结合到激酶活性位点 . 此时的构象称为

“PH-in”构象. 活化的 PIP3 与 Akt 和磷脂酰肌醇依赖

性蛋白激酶 1 (phosphatidylinositol-dependent kinase 1, 

PDK1)结合, 诱导无活性的 Akt 和 PDK1 从细胞质转

移到细胞膜 , 使 PDK1 获得催化活性 , 催化自身

Ser124 和 Thr450 的磷酸化; 同时 Akt 的构象发生改

变, 暴露出 Thr308 和 Ser473 磷酸化位点, PDK1 催化

Akt的Thr308位点发生磷酸化, mTORC2 (mammalian 

target of rapamycin complex 2)则催化其 Ser473 位点

发生磷酸化, 从而激活 Akt. Thr308 和 Ser473 的磷酸

化是 Akt 激活的必要条件[19~22]. 当 Akt1 处于活化状

态时, PH 区域则呈现出开放的“PH-out”构象, 此时

ATP及激酶底物可结合到活性位点, Akt1可发挥其激

酶活性. 最近, 已有研究组解析出了全长的 Akt1 与

它的两个别构抑制剂(VIII (PDB code: 3O96)和 12j 

(PDB code: 4EJN))的共晶[23,24], 如图 1 所示. 从晶体

结构中可以明显看出, 两个别构抑制剂均结合在 PH

区域和中心激酶催化域的相互作用界面上, 作用位

点距活性位点有超过 10 Å 的距离(图 1). 别构抑制剂

结合到 PH 区域和中心激酶催化域的相互作用界面上

可以将 Akt1 锁定在失活、闭合的构象中, 此时 Akt1

的磷脂结合位点被中心激酶催化域阻断, 这反过来

也抑制了Akt1的膜定位. 综上所述, 我们对Akt1的结

构和功能有了更加深入的了解, 同时也将为设计高选

择性的 Akt1 别构抑制剂来治疗癌症相关疾病提供新

的机遇.  

2.2  PDK1 

3-磷酸肌醇依赖性蛋白激酶 1 (3-phosphoinositi- 

dedependentproteinkinase-1, PDK1)是蛋白激酶 B 

(proteinkinase B, PKB/AKT)的上游激酶, 是丝/苏氨

酸 AGC 蛋白激酶家族的成员. PDK1 通过与 3,4,5-三

磷酸肌醇(PIP3)作用激活相邻的 AKT 分子. 同时, 

PDK1 被称为 AGC 激酶的掌管者(master), 能够激活 
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图 1  别构调节剂与蛋白激酶的结合模式 

 
包含 AKT 在内的一系列 AGC 激酶家族成员. PDK1

磷酸化这些激酶的保守区域 T-loop 区, 使它们充分

激活, 从而调节细胞代谢、生长、扩散、生存和抗凋

亡等诸多生理过程. 

PDK1 是由 556 个氨基酸组成的单体, 具有氨基

端激酶结构域(PIF, 70~359 aa)和羧基端 PH 结构域

(459~550 aa), PIF 可以与羧基端底物的疏水基序

(HMs)结合[25]. 一旦 PIF 被占据, PDK1 的激酶活性则

显著增强. Hindie 等[26]筛选了一系列化合物, 这些化

合物均直接作用于 PIF 域, 并由此发现了一个低分子

量的别构激动剂 PS48 (图 1), 其半数活性浓度 AC50

值为 8 μmol/L. 该研究组进一步解析了 PS48与PDK1

的共晶结构, 分辨率为 1.9 Å (PDB code: 3HRF). 由

PKD1-PS48 复合物的晶体结构可以看出, 别构激动剂

PS48 结合在 PIF 域, 位于C 螺旋, B 螺旋和4 及5

小叶之间(图 1). 通过对 PS48 所诱导的 PDK1 的构象

变化进行大量分析, 结果表明, PS48 诱导 PIF 域构象

以及 ATP 结合位点和活化环发生显著的别构构象变

化, 从而稳定 PDK1 激活所必需的构象. 

2.3  Abl 

酪氨酸激酶属于蛋白激酶家族的成员, 按结构

可将其分为受体酪氨酸蛋白激酶(receptor PTKs)和非

受体酪氨酸蛋白激酶(non-receptor PTKs). 受体型酪

氨酸激酶包括血小板生长因子受体(platelet-derived 

growth factor receptor, PDGFR)、表皮生长因子受体

(epidermal growth factor receptor, EGFR)、成纤维细胞

生长因子受体(fibroblast growth factor receptor, FGFR)

等成员; 非受体型酪氨酸激酶包括 Abl 激酶、Src 激

酶、C-端 Src 激酶等成员, 此类酪氨酸激酶一般没有

细胞外结构, 它们通常与细胞膜偶联或存在于胞质

中, 在肿瘤组织中非受体型酪氨酸激酶常被激活, 再

激活下游的信号转导途径, 促进细胞的增殖、分化并

抵抗细胞凋亡, 进而激发肿瘤发生和发展[27~29]. 

Abl 活性失调导致慢性髓细胞白血病 (chronic 

myelogenous leukemia, CML)的恶性表型[30], 其原因

是由于形成了活性异常的 Bcr/Abl 融合蛋白, 该融合

蛋白可有效破坏 Abl 的自抑制构象, 因此导致 Abl 的

活性异常亢进[31]. Abl 包含两个 Src 同源结构域(SH3
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和 SH2)和 1 个激酶结构域(tyrosine kinase, TK). 紧接

着激酶区有 3 个脯氨酸富集区, 能够优先结合含有

SH3 结构域的蛋白质[32]. TK 对 Abl 催化活性的自抑制

现象发挥关键作用. 目前市场上靶向作用于 ATP 结合

位点的小分子 Bcr/Abl 酪氨酸激酶抑制剂, 用于 CML

的治疗 , 包括 imatinib (STI-571/Gleevec)、nilotinib 

(AMN-107/Tasiga)和 dasatinib (Sprycel). 其中 Gleevec

是 2001 年上市的首个小分子 Bcr/Abl 酪氨酸激酶抑制

剂. 然而, 肿瘤细胞中高表达的 Abl 存在一个 T334I

突变, 由此产生的抗药性导致一种激酶抑制剂只对患

同种疾病的部分患者有效, 并导致癌症晚期患者出现

疾病复发现象 [33]. 化学生物学研究表明, 一系列非

ATP 竞争性抑制剂 N-苯基嘧啶胺 , 可特异性抑制

Bcr/Abl 转染的细胞系并显著克服 T334I 相关的耐药 

性[34]. 最有效的别构抑制剂 GNF-2 与 Abl 共晶的 X-

射线晶体结构显示, GNF-2 选择性地作用于激酶 C 端

的肉豆蔻酰位点上(PDB code: 3K5V)[35], 此位点远离

ATP 结合位点(图 1). GNF-2 选择性地结合到激酶 C 端

的肉豆蔻酰位点上, 使得 SH3 和 SH2 结构域被限制于

激酶结构域, 因此 Abl 变为它的非活化状态. 这些研

究成果表明, Abl 别构抑制剂对于战胜耐药性问题具

有开发潜力.  

2.4  CDK2 

丝 /苏氨酸特异性细胞周期蛋白依赖性激酶

(CDKs)是细胞周期调节的核心, CDKs 与细胞周期蛋

白(cyclins)、细胞周期蛋白依赖性激酶抑制因子(CKIs)

等组成细胞周期调控网络系统. CDKs 活性异常与肿

瘤的发生、发展密切相关[34]. CDKs 的活性调节是细

胞周期调控的核心, 它与相应的 cyclin 结合是调控细

胞周期进程的必要条件. 目前的研究仍然倾向于研

制靶向CDKs ATP结合位点的小分子抑制剂, 但是由

于激酶种类繁多, 且 ATP 催化中心残基高度保守, 

因此虽然已有有效的候选药物进入临床研究阶段 , 

但选择性较差. Betzi 等[36]针对 CDK2 和 cyclin 的相互

作用界面筛选潜在的结合位点, 并由此发现了一个

新型别构抑制剂 8-苯胺基 -1-萘磺酸酯 (ANS). 由

CDK2-ANS 复合物的共晶结构(PDB code: 3PXF)可以

看出, 两个 ANS 分子并排结合在一个较大的疏水口袋, 

这个作用位点从C 螺旋上方的天冬氨酸-苯丙氨酸-

甘氨酸(DFG)域延伸出来, 远离 ATP 结合位点(图 1). 

比较 CDK2 单体和 CDK2-ANS 复合物的晶体结构, 

不难看出, ANS 的结合引起了 CDK2 大规模的构象改

变 , 从而导致C 螺旋明显向外移动 , 进而破坏

CDK2 与 cyclin A 的结合. ANS 结合位点作为一个新

型的别构口袋具有潜在的开发前景, 可以针对此位

点设计 CDKs 高选择性别构抑制剂. 

2.5  CK2 

蛋白激酶(CK2)是真核细胞中普遍存在的高度保

守的信使非依赖性丝/苏氨酸蛋白激酶, 功能很多, 对

细胞生长、增殖、凋亡及生物调节等均具有很重要的

调控作用, 其表达失衡与肿瘤的发生发展密切相关[37]. 

CK2 由两类催化亚基(和′)和一类调节亚基()构成. 

CK2 可以以全酶的形式存在, 由两个催化亚基(和/或

′)和两个调节亚基形成异源四聚体(22、′22、

′2), 也可以以游离的形式存在[38]. Raaf 等[39]曾解

析出 CK2 与其抑制剂 5,6-二氯-1--D-呋喃核糖基苯

并咪唑(DRB)的共晶. 由该共晶结构发现, DRB 不仅

结合在 CK2的活性位点, 同时也会结合到 N 端小
叶及含有4 和5 小叶的 loop 外表面上的一个疏水口

袋(PDB code: 3H30, 图 1), 这个疏水口袋恰好位于通

常与 CK2形成相互作用的界面上. 比较 CK2单体

和 CK2-DRB 复合物的晶体结构, 不难看出 DRB 结

合到 CK2的别构位点会引起 N 端小叶以及含有4

和5 小叶的 loop 发生明显的构象变化, 由此导致

CK2与 CK2无法结合. 综上所述, DRB 可作为 CK2

别构抑制剂的先导化合物, 继而开发活性更强的小

分子抑制剂来破坏 CK2与 CK2的相互作用.  

2.6  MEK1 

丝裂原活化蛋白(mitogen-activated protein, MAP)

激酶 1 (MEK1)是双特异性酪氨酸/苏氨酸蛋白激酶, 

是开发抑制增殖性疾病的小分子抑制剂的潜在靶标[40]. 

2004 年, Ohren 等[41]解析出人体 MEK1 与 MgATP 及

其抑制剂 PD184352 的三元复合物共晶. 由该共晶结

构可以看出, PD184352 结合在 MEK1 的一个别构位

点上, 这个别构口袋是由毗邻活性位点的疏水深凹

处所形成的(PDB code: 1S9J; 图 1). 对比非磷酸化的

MEK1 和 MEK1-PD184352 复合物的晶体结构, 可以

看出, 当 PD184352 这个别构抑制剂与 MEK1 结合时, 

会引起激酶结构域的 N 端深凹处发生明显的构象变

化, 如C 螺旋的摆动, 由此将导致 MEK1 被锁定成

“封闭”且无催化活性的状态. 
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2.7  其他蛋白激酶 

除了上述 6 种经典的激酶别构抑制剂, 在其他

81 种蛋白激酶中, 别构调节剂同样发挥着它们的重

要作用[42], 这些靶标包括受体酪氨酸激酶[43]、胰岛素

样生长因子1受体[44]、血管内皮生长因子受体[45]、AMP

活化的蛋白激酶[46]、6-磷酸果糖激酶[47]、葡萄糖激   

酶[48]、腺苷激酶[49]、MAP 激酶[50]、丝氨酸/苏氨酸蛋

白激酶 Chk1[51]、蛋白激酶 C[52]、cAMP 依赖性蛋白激

酶[53]等.  

2.7.1  受体酪氨酸激酶 

受体酪氨酸激酶(receptor tyrosine kinase, RTKs)

是最大的一类酶联受体, 它既是受体, 又是激酶, 能

够同配体结合 , 并将靶蛋白的酪氨酸残基磷酸化 . 

2010 年, Büttner 等[43]成功合成了一系列 5-羟色胺衍生

物作为 RTKs 抑制剂, 并验证了这些小分子可通过非

ATP 竞争(别构)机制抑制表皮生长因子受体(EGFR)、

胰岛素样生长因子-1 受体(IGF-1R)、血管内皮生长因

子 -2 受体 (VEGFR-2)和血管内皮生长因子 -3 受体

(VEGFR-3). 然而, 目前还没有解出相应的共晶. 

2.7.2  AMP 活化的蛋白激酶 

单磷酸腺苷活化蛋白激酶(AMP-activated potein 

kinase, AMPK)是细胞能量的调节器, 当细胞经历代

谢应激反应时, AMPK 被 AMP 激活, 导致脂肪酸氧

化的增加以产生更多 ATP; 同时, 抑制 ATP 消耗, 综

合效应是帮助细胞度过急性损伤, 暂时保障细胞的

存活. 2013 年, Xiao 等[46]解析出人源 AMPK 和小分子

激动剂的共晶(991 (PDB code: 4CFE)和 A-769662 

(PDB code: 4CFF)). 小分子结合在激酶结构域和与-

亚基碳水化合物结合模块之间, 稳定二者的相互作

用. 小分子能通过这种作用方式参与 AMPK 的生理

调节. 该研究为设计和开发用于治疗代谢紊乱的别

构小分子激动剂提供了新思路. 

2.7.3  丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 Chk1 

细胞周期检测点激酶 1 (eheekpoint kinase l, Chkl)

是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白质激酶. 2008 年, Converso

等 [51]借助高通量筛选并结合生物活性测试发现了 

Chkl 激酶的别构抑制剂. 随后在接近 ATP 生理浓度

下测出了 ATP 的 Km 值. 通过以上策略发现了一系列

非 ATP 竞争性硫代喹唑啉酮类抑制剂. 该研究同时

解析出了活性最佳的化合物与 Chkl 激酶的共晶(化合

物  38 (PDB code: 3F9N)), 共晶结构表明化合物   

38 结合在距离 ATP 结合位点约 13 Å 的一个别构口 

袋处.  

3  结论 

相对于传统的正位药物, 激酶别构调节剂具有

显著优势[54~60]: (1) 对靶标呈现更高的选择性; (2) 减

少不良反应的发生; (3) 低毒性. 基于已有的别构激

酶和别构调节剂, 目前已经总结出一些激酶别构调

节剂的广谱结构特征. 这将更有利于别构蛋白的发现

以及别构调节剂的设计和开发. 此外, 近期报道的在

计算领域和生物实验领域开发的各种别构口袋的探

测方法, 可用来预测先前未被研究其别构效应的激

酶的别构位点. 由于别构抑制剂所展现出的优势, 我

们相信别构药物将会成为新药研发领域中极具前景

的研究方向. 

致谢 本工作得到新世纪优秀人才支持计划(NCET-12-0355)、上海市青年科技启明星计划(13QA1402300)、国家自

然科学基金(81322046, 81302698, 81473137)资助, 特此一并致谢. 
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Progress in allosteric modulators of protein kinases 
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Abstract: Protein kinases are protein phosphokinases that modify other proteins by chemically adding phosphate 
groups on their residues (phosphorylation). Aberrant activity of protein kinases usually results in tumor growth and 
metastasis, and then protein kinases has been one of the most significant research areas in the design and 
development of novel anticancer drugs. Currently one kinase allosteric drug has been approved by the US Food and 
Drug Administration. Kinase allosteric drugs possess several distinct advantages over ATP competitive drugs that 
bind to the same kinases, including higher selectivity, lower toxicity, slow kinetics as well as less side effects. The 
development of kinase allosteric drugs appears to be a promising new trend in drug discovery. Given the immense 
advantages of kinase allosteric modulators in cancer therapy, this review focuses on the progress in allosteric 
modulators of protein kinases.  
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