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摘要 G蛋白偶联受体(GPCR)在细胞信号转导中发挥关键核心作用, 其功能通过多种化学修饰精细调控. 本文

综述了GPCR的主要化学修饰类型, 包括磷酸化、糖基化、泛素化和棕榈酰化, 并探讨了这些修饰如何影响受体

的活性、稳定性、膜定位及信号转导. 特别是, 磷酸化修饰通过G蛋白偶联受体激酶(GRKs)调控β-Arrestin的结

合, 进而调节信号转导的强度和持续时间. 糖基化修饰影响受体的膜表面表达以及信号偏向性, 而泛素化与棕榈

酰化修饰则涉及受体的降解、内吞以及膜定位的调控. 本文还探讨了这些化学修饰在药物开发中的潜在应用, 特
别是在心血管疾病、神经退行性疾病和代谢紊乱等领域的最新研究进展, 为未来药物设计提供了新的策略和视

角. 最后, 本文总结了GPCR修饰研究在生物学和临床应用中的前景与挑战.
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1 引言

G蛋白偶联受体(G protein-coupled receptor, GPCR)
是人体细胞表面的一类重要膜蛋白, 在细胞信号传导

中发挥关键作用
[1,2]. GPCR通过与多样的配体结合, 通

过产生构象变化激活细胞内的G蛋白或招募β-Arrest-
in, 进而触发复杂的信号转导路径, 影响细胞的多种生

物学功能
[3,4]. 近年来, 随着对GPCR结构和功能研究的

深入了解, 多项科学研究揭示了化学动态修饰在调控

GPCR活性中的重要角色
[5], 这不仅深化了我们对

GPCR工作原理的理解, 还为药物设计和疾病治疗开

辟了新的途径.
GPCR的化学动态修饰主要有磷酸化修饰、糖基

化修饰、泛素化修饰和棕榈酰化修饰等, 其中磷酸化

修饰是研究最深入的一种 . 这一过程通常发生在

GPCR的特定区域, 如C末端或胞内环, 这些区域对于
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G蛋白的结合至关重要
[6,7]. 磷酸化不仅是调控受体活

性的开关, 还能调节其后续的命运, 如内吞和降解, 从
而精细调整信号传递的强度和时程

[8~10]. 糖基化和棕

榈酰化修饰也是重要的修饰方式, 它们分别影响受体

的结构稳定性和膜定位, 进一步调控受体的功能
[11,12].

GPCR作为药物研发的重要靶点, 其化学动态修

饰和化学干预的研究对于开发新型药物具有重要意

义. 通过深入探索GPCR的化学动态修饰机制, 以期设

计出更加精准的药物, 干预特定的信号通路, 达到治疗

疾病的目的
[13]. 药物研发技术, 如高通量筛选、虚拟

筛选、结构导向药物设计以及DNA编码化合物库技

术, 都是当前寻找新型GPCR靶向药物的重要手段. 高
通量筛选是一种快速、高效的方法, 通过自动化技术

对大量化合物进行筛选, 以发现具有潜在活性的分子.
虚拟筛选则利用计算机模拟技术, 对化合物库进行筛

选, 以预测其与GPCR的结合能力
[14]. 结构导向的药物

设计则是基于GPCR的三维结构, 设计出与其结合的

分子
[15]. DNA编码文库是一种新兴的技术, 通过编码

化合物的DNA序列,实现对化合物的快速筛选
[16,17].这

些方法不仅加速了新药的发现, 也提高了药物的特异

性和安全性, 为靶向GPCR化学修饰的调控, 以及治疗

心血管疾病、神经退行性疾病、代谢紊乱等提供了新

的希望
[18].

综上, 通过深入研究GPCR的化学动态修饰机制

并探索相应的化学干预策略, 学界正开辟出一条通向

更高效、更安全药物设计的道路
[1]. 这些进展不仅增

进了我们对GPCR复杂功能及调控网络的认识, 而且

为治疗策略的创新奠定了基础. 利用这些新知识, 研

究人员能够靶向特定的GPCR信号路径, 设计出特异

性强、副作用小的新型药物, 从而在治疗多种疾病时

提供更精准的解决方案
[3]. 此外, 这一领域的研究持续

深化, 不断揭示新的调控机制, 为未来药物研发提供了

更多的可能, 确保了药物开发的前沿性与治疗效果的

优化
[19].

2 GPCR的化学动态修饰类型及功能

GPCR的化学动态修饰涉及功能基团在酶的作用

下与特定氨基酸的共价连接, 通过调节蛋白质的丰度

或活性影响蛋白质的功能
[20,21]. GPCR的化学修饰控

制受体功能的各个方面, 包括调节受体折叠、生物合

成、运输、二聚化等. 这一过程通常发生在GPCR的N
端、胞外环(ECLs)、胞内环(ICLs)、跨膜结构域和C
末端. 目前已在GPCR报道了多种化学修饰, 包括磷酸

化、糖基化、泛素化、棕榈酰化等
[22]. GPCR化学修

饰的紊乱导致信号反应不足或过多, 与多种疾病有关,
如神经退行性疾病

[23]
、免疫功能障碍

[24]
和癌症

[25,26]

等. 深入了解不同化学修饰调节GPCR功能的作用和

机制, 对于理解疾病中的失调机制以及改进和完善

GPCR的药物开发手段至关重要.

2.1 GPCR糖基化

大多数哺乳动物的GPCR在其N端或ECLs区域发

生糖基化, 包括N-连接糖基化和O-连接糖基化. N-连
接糖基化发生在N-X-S/T(X≠P)序列中的天冬酰胺

(Asn)残基上, 并在内质网开始合成, 随后在高尔基体

中加工. 绝大多数GPCR的N端含有至少一个N-X-S/T
序列, 而ECL1、ECL2和ECL3区域的糖基化概率分别

为14%、66%和20%[27~29]. O-糖基化则发生在丝氨酸

或苏氨酸残基上, 其合成由一系列N-乙酰半乳糖胺

(GalNAc)转移酶在高尔基体中进行, 糖链结构复杂多

样(图1). 目前, 已有60多种GPCR被发现具有O-糖基化

修饰, 且有预测显示约350种GPCR可能具备O-糖基化

位点
[30]. 糖基化广泛影响GPCR的折叠、转运、二聚

化、配体结合和信号转导等生物学功能
[31].

N-糖基化在调节GPCR的细胞膜表面表达方面起

着重要作用. 对于β2-肾上腺素受体(β2AR)、血管紧张

素1型受体(AT1R)等, 干扰N-糖基化或突变糖基化位

点会显著降低其在细胞膜表面表达
[32~37]. 例如, 突变

AT1R的所有N-糖基化位点会完全消除其质膜表达, 而
保留ECL2区域的Asn176位点可恢复其表达

[38]. 此外,
糖基化缺陷的嘌呤能受体P2Y2和α1D肾上腺素受体会

被滞留在内质网, 并通过内质网相关降解途径(ERAD)
清除

[39,40].
N-糖基化还通过调节GPCR的配体结合

[41]
和G蛋

白偶联来影响信号转导.研究表明,干扰N-糖基化可导

致一些GPCR(如促甲状腺素受体、视紫红质等)无法

有效与配体结合
[42,43]. 然而, 某些情况下, 如凝血酶受

体(PAR1)的ECL2区域N-糖基化缺失, 反而促进了配体

与受体的结合, 并增强了与G蛋白的偶联信号
[44]. N-糖

基化还可影响GPCR的信号偏向性.例如, PAR1的N-糖
基化突变导致其更偏向于与G12/13偶联, 而不是Gq蛋
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白
[45]. 此外, N-糖基化对GPCR的二聚化也具有重要影

响. 缺失N端糖基化会减少β1AR和β2AR的同源二聚

化, 而在γ氨基丁酸B型受体(GABA(B))异二聚体界面

引入N-糖基化则可阻碍GABAB1和GABAB2的结

合
[46].
尽管O-糖基化对GPCR的细胞表面表达、配体结

合和信号转导等方面已被部分研究, 但其具体机制仍

未完全阐明. 未来的研究需结合生物信息学、结构生

物学等多学科技术, 深入探讨O-糖基化对GPCR功能

的影响.

2.2 GPCR磷酸化

GPCR通过与G蛋白和阻遏蛋白(Arrestin)相互作

用, 将外部刺激转化为细胞内信号. GPCR激活G蛋白

后,通过调节细胞内第二信使水平发挥作用,而Arrestin
则通过招募下游蛋白, 导致受体的脱敏、内吞或启动

Arrestin自身的信号转导途径
[47,48]. GPCR与Arrestin的

结合需要受体的磷酸化修饰, 这一过程是由GRKs催
化的, 通常发生在受体的C末端或第三个胞内环

[49]. 磷
酸化的GPCR通过不同的磷酸化模式影响Arrestin的结

合, 进而调节下游信号通路的活性.
GPCR磷酸化在信号转导中的作用可通过“笛子

模型”理论来理解. 该模型假设, GPCR的C末端具有多

个潜在磷酸化位点, 形成多种磷酸化组合. 类似于笛子

手指按孔的方式 , 这些磷酸化组合可激活不同的

Arrestin功能(图2). 研究表明, GRK2磷酸化的模式

(1-4-6-7组合)能够激活网格蛋白, 引发受体内吞; 而

GRK6磷酸化模式(1-5组合)则通过激活SRC信号通路

促进细胞迁移. 不同的磷酸化模式可以导致Arrestin形
成不同的构象, 影响其与GPCR及下游信号分子的结

合效率与特异性. 由于磷酸化位点组合的多样性, 理

论上受体的磷酸化模式可以生成超过1000种Arrestin
的特异性构象, 揭示了GPCR信号转导的复杂性

[50].
此外, GPCR磷酸化还与Arrestin在细胞信号传导

中的选择性分配密切相关. 研究发现, GPCR尾部的磷

酸化“条形码”通过别构调控机制影响Arrestin中的多

聚脯氨酸(polyproline)区域, 进而决定其与下游蛋白的

结合(图2).例如, Arrestin的多聚脯氨酸区域是GPCR与
含SH3结构域蛋白(SH3-CPs)结合的关键位点. 通过这

种机制, GPCR可以精确地调控不同的信号通路. 科学

家们提出了“Arrestin多聚脯氨酸分选码头模型”, 该模

型揭示了GPCR通过磷酸化调节Arrestin构象变化, 从

而选择性地激活特定的信号通路, 为开发靶向GPCR
信号通路的药物提供了新的理论基础

[51].
GPCR磷酸化的时序效应也是信号转导中的关键

因素. 研究表明, 单一磷酸化位点的改变可以通过调控

Arrestin的构象变化, 介导不同的信号转导进程(图2).
通过基因密码子扩展技术和荧光共振能量转移

(FRET)技术, 科学家发现单个磷酸化位点对Arrestin的
作用并不一致

[52]. 不同的磷酸化位点结合的优先次序

可能决定其他位点是否可以结合, 进一步影响Arrestin
的功能. 例如, 特定的磷酸化缺陷可改变Arrestin与
MEK和c-Raf-1的结合方式, 进而影响下游信号通路的

调控
[53].

图 1 (网络版彩图) GPCR的糖基化修饰
Figure 1 (Color online) The glycosylation modifications of GPCR.
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随着结构生物学方法的发展, 特别是冷冻电镜技

术的进步, 许多GPCR磷酸化与Arrestin复合物的高分

辨率结构已被解析
[54~59], 其中我国科学家亦做出突出

贡献, 浙江大学研究团队通过冷冻电镜技术揭示了大

麻素受体磷酸化后与Arrestin的相互作用
[60]. 研究表

明, GPCR磷酸化在Arrestin的招募和激活中起到了关

键作用, 尤其是磷酸根在受体与Arrestin结合过程中的

重要性. 研究表明, 磷酸化可以诱导GPCR C末端结构

域从无序结构转变为瞬时β折叠结构, Arrestin可以识

别该β折叠结构, 稳定GPCR与Arrestin的相互作用
[61].

综上所述, GPCR的磷酸化不仅通过影响Arrestin
的功能, 调控信号传导的效率和特异性, 还揭示了信

号转导中的多样性机制. 未来, 深入研究GPCR磷酸化

模式与不同信号通路的调控机制, 将有助于全面理解

GPCR信号转导的内在机理, 并为开发新型药物提供

理论依据.

2.3 GPCR的其他化学修饰

除糖基化和磷酸化外, GPCR还可发生其他多种

翻译后修饰, 包括泛素化、棕榈酰化、SUMO化、

S-硝基化、酪氨酸硫酸化和精氨酸甲基化等
[62](图3).

这些修饰在调节受体功能、信号转导及细胞反应中发

挥重要作用, 为GPCR的功能调控提供了多维度的机

制, 并为开发靶向GPCR的药物提供了新的方向.

2.3.1 泛素化

GPCR的泛素化是通过泛素与受体结合, 标记其

进行降解. 泛素是一种包含76个氨基酸的小蛋白, 通

过E1、E2、E3酶系统与受体的赖氨酸残基形成共价

结合, 从而完成修饰. 泛素化可调节GPCR的内体-溶酶

体运输和蛋白酶体降解
[63~65]. 研究表明, 泛素化影响

不同GPCR的信号传导, 调节其与信号效应物的相互

作用
[66], 其功能可能因各GPCR类型、细胞类型和生

理功能而异. 泛素化为可逆的翻译后修饰, 去泛素化

在调控细胞反应中非常关键. 泛素在底物蛋白上的积

累依赖于E1、E2、E3的活性和去泛素酶(DUBs)的作

用
[67]. 去泛素酶负责切割泛素间或泛素与底物蛋白的

键, 同时在GPCR的转运和细胞膜表面表达中起重要

作用, 防止泛素-蛋白酶体途径的降解. 去泛素酶的活

动决定受体命运, 包括降解或回收
[68]. 激动剂激活的

GPCR泛素化也对生物功能重要, 尽管相关研究相对

较少, 去泛素酶将在受体信号调控中发挥关键作用
[69].

泛素化分为组成型泛素化和配体诱导泛素化
[70].

组成型泛素化发生在GPCR合成过程中, 有助于受体

图 2 (网络版彩图) GPCR磷酸化编码的“笛子模型”理论, Arrestin多聚脯氨酸码头分选理论, GPCR磷酸化编码的时序效应机
制. 橘黄色P: 磷酸根; 红色P1: 多聚脯氨酸P1区域; 蓝色P2: 多聚脯氨酸P2区域; 绿色P3: 多聚脯氨酸P3区域
Figure 2 (Color online) The “Flute Model” theory of GPCR phosphorylation coding, the Arrestin polyproline dock sorting theory, and the temporal
effect mechanism of GPCR phosphorylation coding. Orange P: phosphorylated residue (phosphate group); red P1: polyproline P1 region; blue P2:
polyproline P2 region; green P3: polyproline P3 region.
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折叠和运输. 未正确折叠的受体会通过ERAD途径被

降解
[71~73]. 配体诱导的泛素化则与受体的磷酸化和β-

Arrestin的招募相关, 参与调节受体的内吞过程
[74,75].

泛素化还在一些特定的信号转导中起到关键作用, 例

如在炎症反应和内涵体信号传导
[66,76~80].

2.3.2 棕榈酰化

GPCR的棕榈酰化修饰通常发生在受体C末端的

半胱氨酸残基上, 形成与棕榈酸的共价结合. 约70%的

GPCR在第7个跨膜螺旋域的羧基端含有棕榈酰化位

点, 棕榈酰化在调节GPCR的运输、定位和功能中起

着至关重要的作用
[81~83]. 这一过程大多是可逆的, 且

受激动剂刺激的影响. 棕榈酰化有助于受体正确折叠

并促进其在细胞膜上的表达. 例如, 缺乏棕榈酰化的

GPCR表现出折叠错误, 导致蛋白酶体降解
[84]. 棕榈酰

化还影响GPCR在脂筏中的定位, 进而调节其与脂筏

的结合及信号传导
[85~88]. 此外, 棕榈酰化还与GPCR的

二聚化、内化和G蛋白偶联特性密切相关, 影响信号

复合物的组装与信号传递
[89~91].

2.3.3 SUMO化

SUMO化修饰是将11 kDa的SUMO蛋白附加到

GPCR的特定赖氨酸残基上, 调节受体的功能和稳定

性
[92]. SUMO化修饰传统上被认为发生在细胞核, 但

近年来的研究表明, 它也与膜蛋白, 特别是GPCR相
关

[92~96]. SUMO化能增强某些GPCR与配体的结合亲

和力, 提高信号传导效率. 例如, 毒蕈碱M1受体(M1R)
通过K327位点的SUMO化, 增强了其信号传导和受体

内吞的效率
[96]. 激动剂处理可诱导某些受体的SUMO

化, 如血清素5-羟色胺1A受体的SUMO化调节其内吞

作用
[97].

2.3.4 S-硝基化

S-硝基化是通过一氧化氮(NO)与GPCR的半胱氨

图 3 (网络版彩图) GPCR化学动态修饰类型及功能
Figure 3 (Color online) The types and functions of dynamic chemical modifications of GPCR.
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酸残基共价结合发生的修饰. S-硝基化通常影响GPCR
的功能和信号传递. 例如, α1-肾上腺素受体(α1AR)的
S-硝基化与血管收缩反应的降低相关, 而血管紧张素2
型受体(AT2R)的S-硝基化则减少了其对血管紧张素的

亲和力
[98~100].

2.3.5 酪氨酸硫酸化

酪氨酸硫酸化是一种少数趋化因子受体的修饰,
发生在高尔基体中, 涉及将硫酸基团附加到酪氨酸残

基上, 形成酪氨酸O-硫酸盐
[101]. 这一修饰增强了趋化

因子配体的亲和力和特异性, 已在CCR2和CCR3等趋

化因子受体中得到证实
[102~104].

2.4 GPCR化学修饰的检测方法

在体外和体内检测GPCR化学修饰的方法不仅有

助于了解受体信号传导的生理机制, 而且有助于全面

理解配体的信号传导特性. 检测GPCR化学修饰的经

典方法是使用放射性探针对受体进行代谢标记, 然后

进行放射自显影. 比如可以用于检测GPCR棕榈酰化

以及胰蛋白酶磷酸肽图谱用于检测GPCR磷酸化
[105],

这种方法的主要缺点是不能提供有关化学修饰精确位

点的信息. 免疫沉淀靶蛋白结合免疫印迹是一种广泛

使用的检测GPCR化学修饰的策略, 可用于检测GPCR
磷酸化、糖基化和泛素化

[76]. 生物信息学、质谱、分

子生物学和基因工程领域的最新进展极大助力了

GPCR化学修饰的鉴定. 基于生物信息学的化学修饰

预测工具的开发, 可以用来预测GPCR磷酸化、糖基

化、泛素化和棕榈酰化
[106]. 随着高分辨质谱技术的发

展, 基于质谱的蛋白质组学研究可对细胞或组织中

GPCR的所有化学修饰位点进行系统分析
[107,108]. 该技

术不需要放射性标记, 并且可以确定受体化学修饰位

点的精确位置. 但是由于该技术需要相对大量的纯化

受体蛋白, 这对通常在细胞中低水平表达的受体来说

是一个挑战. 此外, 分子生物学和生化技术通过对已

知或预测的GPCR化学修饰位点进行定点突变和免疫

印迹, 以检测GPCR泛素化、糖基化和棕榈酰化等化

学修饰
[109]. 基于生物发光共振能量转移(BRET)的技

术被用于实时检测完整细胞中GPCR的泛素化
[110]. 体

外生物素开关技术被用于测定GPCR的S-硝基化
[111].

此外, Steentoft等[30]
开发了一种基因工程策略, 通过阻

断延伸过程来产生截短和均匀的O-聚糖, 结合质谱方

法, 用于鉴定各种肽上的O-糖基化位点. 近年来, 生物

正交标记或点击化学已被用于研究GPCR的棕榈酰

化
[112].
除此之外, 结构生物学所揭示的GPCR化学修饰

也有助于我们更加深入地理解化学修饰调节GPCR构
象和功能的分子机制. 膜蛋白结构生物学的技术突破

为理解GPCR结构和药理学做出了重大贡献. 然而, 这
些高分辨率结构中很少存在化学修饰, 这可能是因为

大多数化学修饰位于高度灵活的区域, 如N端和C末
端. 冷冻电镜的发展推动了在高分辨率GPCR结构中

直接观察到化学修饰的进程. 比如在CD97和HCAR2-
Gi1复合物的冷冻电镜结构中都观察到糖基化修饰,
其中CD97的N406、N413和N520被糖基化, HCAR2在
N17存在糖基化修饰

[113,114]. 在M2R-β-Arrestin1复合物

中观察到T307、S309、T310和S311四个磷酸化位

点
[115]. 此外, 通过冷冻电镜技术还能观察到复合物和

多肽配体的化学修饰, 比如GPR97-G蛋白复合物中

Gα C351存在棕榈酰化修饰并且增强下游信号转

导
[116], 在CCK1R和CCK2R与G蛋白的复合物中观察

到多肽配体的硫酸化修饰, 并且影响对CCK受体亚型

的偏好
[117].

然而, 由于原代细胞或组织中的受体低表达和化

学修饰的低化学计量比, 生理条件下的GPCR化学修

饰表征仍然是一个长期的挑战. 因此, 需要更灵敏的

技术来表征内源性GPCR上的化学修饰位点, 并分析

疾病进展过程中GPCR化学修饰的空间和时间动态.

3 GPCR化学干预技术与方法进展

对GPCR化学动态修饰在重要生理及病理过程中

功能的精确理解, 为开发更有效、更具选择性、更安

全的GPCR靶点干预策略提供了全新理论依据. 与此

同时, 新兴的GPCR化学干预新技术也不断涌现, 如高

通量筛选技术、虚拟筛选与结构导向的药物设计和

DNA编码分子库技术等(图4).

3.1 针对GPCR的药物筛选方法

GPCR在多种生理和病理过程中发挥重要作用,
是约34%药物的靶点. 自1970年Lefkowitz等[118]

利用放

射性标记激素研究GPCR以来, 针对GPCR的药物筛选

方法逐步壮大. 随着技术的进步, 传统的放射性标记方
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法已逐渐被新型筛选技术所取代, 如基于G蛋白信号

通路的检测和β-Arrestin招募实验等(图5). 以下是这些

筛选方法的详细介绍.

3.1.1 G蛋白信号通路的检测

cAMP和Ca2+作为GPCR信号传导中的重要第二信使,
广泛用于评估GPCR的激动或拮抗作用. 基于FRET原
理的cAMP生物传感器, 如G-Flamp1和高通量筛选试

剂盒(HTRF), 能灵敏、快速地检测cAMP变化. 荧光素

酶生物发光法通过检测cAMP对蛋白激酶A活性的调

控, 广泛应用于GPCR调节剂的筛选中
[119~123]. 荧光钙

指示剂(如fluo-3、fluo-4)用于检测细胞内Ca2+浓度变

化. 对Gαs和Gαi/o偶联的受体, 可以通过改造G蛋白来

耦合钙信号通路, 从而实现筛选
[124~128]. 报告基因分析

法通过将报告基因(如荧光素酶、β-半乳糖苷酶等)与
特定信号通路相联接 , 间接反映GPCR的激活状

态
[129,130]. FRET和BRET能够检测分子间近距离的相

互作用, 在GPCR相关的高通量筛选中, FRET和BRET
技术可用于标记G蛋白亚基, 检测配体诱导的GPCR激
活过程, 并识别具有不同激活偏向性的配体. 此外,
BRET也可用于研究GPCR的二聚化现象

[131~136].

3.1.2 β-Arrestin募集检测法

β-Arrestin是GPCR信号的关键调节蛋白, 在GPCR激活

图 4 (网络版彩图)针对GPCR的化学干预技术
Figure 4 (Color online) Chemical intervention techniques of GPCR.

图 5 (网络版彩图)针对GPCR构象变化或相互作用的检测方法
Figure 5 (Color online) Methods for detecting conformational changes or interactions of GPCR.
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后迅速招募至受体复合体中, 成为监测GPCR激活状

态的有效标志. 1999年, Xu等[137]
提出了利用BRET技

术检测蛋白质相互作用的概念. 此后, PathHunter技术

和TANGO技术等方法使得β-Arrestin招募的检测更加

简便和直观. PathHunter利用酶互补原理检测β-Arrest-
in招募, TANGO则通过报告基因反映β-Arrestin的动态

变化. 利用这些技术, 研究者成功筛选了多种GPCR激
动剂和拮抗剂, 并拓宽了β-Arrestin在药物筛选中的应

用
[138~141].

3.1.3 亲和选择-质谱技术

亲和选择-质谱(AS-MS)技术基于特定分子间的选

择性结合, 用于筛选GPCR的潜在配体. 通过将GPCR
与化合物孵育, 使用质谱技术分析其结合的配体, 从而

筛选药物候选分子. 最初的AS-MS应用于M2R的配体

筛选, 随后广泛应用于趋化因子受体等的配体筛选.
此外, Qin等[142]

发展了一种新型的AS-MS方法, 直接

利用细胞膜上的野生型GPCR进行高通量筛选, 避免

了蛋白纯化过程, 简化了操作
[143,144].

3.2 结合虚拟筛选与合理药物设计靶向GPCR的
药物开发

在GPCR药物开发领域, 虚拟筛选与合理药物设

计的结合展示了在靶点识别、结合模式优化及候选化

合物成药性提升等方面的强大优势, 取得了显著成果.
阿片受体家族包括μ(MOR)、δ(DOR)、κ(KOR)和阿片

相关痛觉肽受体(NOP), 是疼痛治疗的重要靶点. 虚拟

筛选在MOR受体的选择性激活研究中取得了重要进

展, 基于MOR非活性构象筛选发现了具有强Gi/o激活

和低β-Arrestin活化的MOR激动剂
[145]. 此外, 以阿片受

体家族四个亚型与多肽的冷冻电镜结构为导向设计阿

片受体突变体, 结合细胞水平的功能实验以确定突变

体如何改变受体信号传导, 了解这些相互作用可以用

来设计对阿片受体亚型具有选择性的药物
[146]. Apelin

受体在心血管系统中发挥着关键作用, 是心血管疾病

的一个有前景的治疗靶点. Zhang等[147]
基于结构进行

合理药物设计, 开发了两种仅激活G蛋白的偏向性激

动剂. 综上所述, 虚拟筛选与合理药物设计的结合在

多个GPCR靶点的药物开发中取得了显著进展. 通过

精确的靶点识别和分子优化, 虚拟筛选不仅提高了药

物发现的效率, 还为靶向特定病理状态的精准治疗提

供了新的可能.

3.3 DNA编码分子库技术

DNA编码分子库(DNA-encoded library, DEL)技术

作为一种新兴的化合物发现手段, 正逐渐成为获得精

准调控蛋白质功能小分子的重要技术途径
[148,149]. 在

针对GPCR这类重要的药物靶标的研究中, DEL的使

用不仅加速了相关药物先导化合物的发现进程, 而且

为干预GPCR动态修饰的小分子的发现提供了途径,
为重大疾病的治疗带来了新突破

[150]. 2017年, 杜克大

学Lefkowitz等[17]
通过去污剂来稳定纯化的β2AR靶标,

通过DEL技术筛选获得了β2AR的小分子负向变构调

节剂(NAM). 随后, Lefkowitz课题组
[151]

通过纳米盘法

获得了β2AR的稳定结构, 并通过DEL筛选获得了β2AR
的小分子正向变构调节剂(PAM). 2024年, 斯坦福大学

医学院Kobilka等[152]
通过筛选药明康德(WuXi Apptec)

提供的包含44亿个分子多样性的DEL, 获得一种名为

368的新型μ-阿片受体(μOR)NAM. 该化合物能够与纳

洛酮(naloxone)协同作用, 有效对抗体内阿片类药物过

量引发的影响, 同时能够大幅度缓解戒断症状, 为优化

当前阿片类药物过量治疗方案奠定了基础.
尽管将DEL技术在GPCR先导化合物的开发中展

现出独特优势, 但其应用也面临诸多挑战. GPCR作为

膜蛋白, 其重组表达和纯化存在难度, 保留其特定的生

物活性构象颇具挑战; GPCR位于复杂的细胞膜环境

中, 不同种类的GPCR涉及多种细胞信号传导途径. 如
上所述, 针对GPCR的DEL筛选需借助去垢剂、纳米

盘、突变或者其他技术手段以稳定膜蛋白质的功能结

构, 并保持正确构象. 为克服这些局限, 重庆大学李亦

舟课题组与香港大学李笑宇课题组
[153]

团队合作, 基于

配体诱导DNA探针光交联原理, 发展了针对以GPCR
为代表的活细胞膜蛋白药物筛选新策略: 通过特异性

DNA探针, 对活细胞复杂生理环境中膜蛋白进行“精
确标记”, 结合DEL高效构建和灵敏筛选的特点, 实现

针对活细胞上膜蛋白的活性配体高通量筛选(图6). 该

技术能够针对GPCR超大家族、表皮生长因子受体

(EGFR)等靶标进行活性化合物筛选, 成功克服靶标

GPCR纯化上的挑战, 得以实现在活细胞水平上针对

靶标GPCR膜蛋白进行直接筛选, 且无需靶标过量表

达. 这一策略推动了基于GPCR动态修饰的靶向化学

干预与膜蛋白筛选方法的进步, 对于发现治疗相关疾
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病的先导药物具有重大意义.
为了更高效地获得靶向干预GPCR动态修饰的小

分子, 重庆大学李亦舟课题组
[154]

近期开发了针对蛋白

质特定氨基酸残基(例如赖氨酸)的交联探针. 偶联四

唑的DNA探针在302 nm光照射下, 对蛋白质赖氨酸表

现出良好的交联效率(图7). 该研究拓展了四唑作为蛋

白质光交联化学探针的应用范围的同时, 能提高针对

特定GPCR靶标的探针交联效率, 提升基于DEL的
GPCR筛选效率.

DEL的多样性直接决定着筛选结果. 李亦舟课题

组
[154,155]

发展了聚焦于四唑的DEL合成策略, 通过

DNA-四唑偶联物与伯胺或羧酸的光介导偶联反应,
实现了DNA-二酰肼或DNA-三唑衍生物的高效合成

(图8); 鉴于商业可获得羧酸或伯胺种类繁多且数量庞

大, 这一策略将极大地丰富分子库的化学多样性. 除了

偶联反应, 官能团转化也是丰富DEL化学多样性的有

效策略. 基于此, 李亦舟课题组
[156]

发展了一种K2RuO4

图 6 (网络版彩图)针对活细胞上内源膜蛋白的DEL筛选策略. 通过在靶标上引入DNA标签作为引导探针, 提升分子库杂交
效率从而加强配体结合. 该策略无需靶标过量表达, 可实现低浓度靶标下的筛选
Figure 6 (Color online) Selection of DNA-encoded libraries against endogenous membrane proteins on live cells. By introducing DNA tags as
guiding probes on the target, the hybridization efficiency of the molecular library is enhanced, thereby strengthening ligand binding. This approach
allows for screening at low concentrations without the need for excessive expression of the target.

图 7 (网络版彩图)偶联四唑的DNA探针对蛋白质赖氨酸
表现出良好的交联效率
Figure 7 (Color online) DNA probes linked to tetrazoles demonstrate
high cross-linking efficiency with protein lysines.

图 8 (网络版彩图) DEL构建反应新方法. (a) 光介导的基于DNA-四唑的偶联反应; (b) K2RuO4介导的DNA兼容的氧化官能团
转化反应
Figure 8 (Color online) New methods for constructing DNA-encoded libraries. (a) Light-mediated DNA-tetrazole-based coupling reaction; (b)
DNA-compatible functional group transformations via K2RuO4-mediated oxidation.

中国科学: 化学 2025 年 第 55 卷 第 4 期

885



介导的DNA兼容的氧化策略, 能够将苄醇和芳香醛氧

化生成羧酸, 且能实现从伯胺出发氧化生成腈的官能

团转化. 该方法可以在DNA上原位生成羧基和腈基,
作为DEL合成中的活性官能团及结构基元连接基团,
丰富分子库的化学多样性.

通过前期的发展, DEL技术正逐渐成为获得精准

调控GPCR功能小分子的新兴技术途径. 更具化学多

样性的DEL将被构建并应用于复杂生理环境下的特定

靶标筛选, 这将为筛选获得针对GPCR动态修饰的靶

向化学干预小分子提供更丰富的物质基础.

4 总结与展望

GPCR作为重要的药物靶点, 其化学动态修饰和

化学干预研究对理解其功能和开发新型调控分子具有

重要意义. 化学修饰为GPCR对生理功能的调节提供

了新颖多样的机制, 并为新药或改良药物开发提供了

机会. 本文综述了GPCR的主要化学动态修饰类型, 包
括糖基化、磷酸化、泛素化、棕榈酰化等, 并探讨了

这些修饰对GPCR表达、功能、信号转导和内吞等方

面的影响. 同时, 本文还介绍了针对GPCR的化学干预

技术与方法进展, 包括高通量筛选、虚拟筛选和结构

导向的药物设计、DEL技术等. 然而, GPCR化学动态

修饰和化学干预研究仍面临着许多挑战和机遇. 需要

进一步阐明不同化学动态修饰之间的相互关系和作用

机制, 以及它们对GPCR功能的影响. 例如, GPCR的糖

基化修饰对受体功能的影响机制尚不明确, 需要借助

生物信息学、结构生物学、基因工程和质谱等多种学

科和技术手段来揭示. 此外, GPCR的结构复杂性和多

样性, 以及糖基化过程的复杂性和动态性, 也为研究带

来了挑战.

针对GPCR的化学干预技术与方法不断进步, 为

药物开发提供了新的思路和工具. 多学科的结合为

GPCR化学干预领域提供了巨大的机遇. GPCR的多种

化学动态修饰并非孤立存在, 而是相互影响, 共同调控

GPCR的功能. 例如糖基化和泛素化修饰可以共同影

响GPCR的细胞表面表达和信号转导. 因此, 只有深入

研究不同化学动态修饰之间的相互作用机制, 才能更

全面地理解GPCR的功能调控. GPCR的化学动态修饰

也可以影响其折叠、转运、二聚化、配体结合、信号

转导和内吞等过程
[157], 进而影响其功能.

结构生物学的发展让GPCR化学修饰可视化, 为

化学修饰调节受体信号转导的研究及调控分子的设计

提供了分子基础
[157].目前,针对GPCR的化学干预技术

与方法主要包括高通量筛选、虚拟筛选、结构导向的

药物设计、DEL技术等.开发新型GPCR化学干预技术

与方法, 如基于人工智能的GPCR药物设计方法、基

于CRISPR/Cas9技术的GPCR功能研究方法等, 是提高

GPCR药物开发的效率和成功率的重要策略. GPCR化
学干预在疾病治疗领域展现出巨大潜力, 尤其在心血

管疾病、神经系统疾病和炎症性疾病等领域, 但其信

号转导与疾病的关系仍待阐明. 例如, 心力衰竭中β肾
上腺素能受体磷酸化导致脱敏和降解; 泛素化与癌症

和心血管疾病相关; 棕榈酰化影响大脑功能和神经退

行性疾病等. 研究化学修饰对GPCR功能的影响, 需要

多学科交叉合作和新技术开发. 深入研究GPCR干预

机制, 开发GPCR靶向药物和特定功能的调节剂, 评估

干预安全性, 将推动个体化治疗策略的发展.
总之 , 多学科交叉合作和新技术的开发推动

GPCR化学动态修饰和化学干预研究取得进一步突破,
为开发新型GPCR药物和治疗相关疾病提供新的思路

和方法.
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Abstract: G protein-coupled receptor (GPCR) plays a key role in cell signal transduction, and its function is finely
regulated by a variety of chemical modifications. This article reviews the main types of chemical modifications of
GPCR, including phosphorylation, glycosylation, ubiquitination, and palmitoylation, and discusses how these
modifications affect receptor activity, stability, membrane localization, and signal transduction. In particular,
phosphorylation of GPCR via G protein-coupled receptor kinases (GRKs) regulates the binding of β-Arrestin, thereby
regulating the strength and duration of signal transduction. Glycosylation modification affects the membrane surface
expression and signal bias of the receptor, while ubiquitination and palmitoylation modifications involve the regulation
of receptor degradation, endocytosis and membrane localization. This paper also discusses the potential applications of
these chemical modifications of GPCR in drug development, especially the recent research progress in the fields of
cardiovascular diseases, neurodegenerative diseases and metabolic disorders, providing new strategies and perspectives
for future drug design. Finally, this paper summarizes the prospects and challenges of GPCR modification research in
biology and clinical applications.
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