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摘要:为了维持增殖ꎬ肿瘤细胞依赖于一碳代谢来支持嘌呤和嘧啶核苷酸的合成ꎮ 亚甲基四氢叶酸脱氢酶 ２(Ｍｅｔｈｙｌｅ￣
ｎｅｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅ Ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ２ꎬＭＴＨＦＤ２)是肿瘤转化过程中上调程度最高的酶之一ꎬ作为线粒体亚甲基四氢叶酸脱氢

酶和环水解酶参与一碳代谢ꎮ 由于 ＭＴＨＦＤ２ 仅在胚胎发育期间正常表达ꎬ而在正常成人组织不表达或低表达ꎬ因此这

为根除肿瘤细胞同时保留正常细胞提供了选择性的治疗靶点ꎮ 综述了近年来已报道的 ＭＴＨＦＤ２ 抑制剂的开发、优化和

最新进展ꎬ讨论其作为抗肿瘤药物的治疗潜力ꎬ并提出未来开发的潜在挑战ꎮ
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　 　 亚甲基四氢叶酸脱氢酶 ２ (Ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｔｅｔｒａ￣
ｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅ Ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ２ꎬＭＴＨＦＤ２) 是参与线

粒体叶酸一碳代谢的主要酶之一ꎬ包含 ３５０ 个氨基

酸ꎬ分子量为 ３７ ｋＤａꎬ也被称为 ＮＡＤ 依赖性线粒体

亚甲基四氢叶酸脱氢酶环水解酶(ＮＭＤＭＣ) [１ꎬ２]ꎮ
作为一种线粒体双功能酶ꎬＭＴＨＦＤ２ 具有脱氢酶

和环水解酶活性ꎮ 有研究发现ꎬ它是肿瘤细胞增

殖所必需的ꎬ并可能在肿瘤的发生和发展中发挥

重要作用[３ꎬ４]ꎮ ＭＴＨＦＤ２ 在各种癌症、转化细胞

和发育中的胚胎中上调ꎬ但在大多数分化的正常

成年组织中具有低水平或检测不到的水平[５]ꎮ
高 表 达 ＭＴＨＦＤ２ 与 乳 腺 癌[６]、 结 直 肠 癌

( ＣＲＣ ) [７]、 肾 细 胞 癌 ( ＲＣＣ ) [８] 和 肝 细 胞 癌

(ＨＣＣ) [９] 的不良预后相关ꎮ ＭＴＨＦＤ２ 的上调也

有可能导致膀胱癌的风险增加[１０]ꎮ 在多种癌症

中ꎬＭＴＨＦＤ２ 的缺失可能不利于侵袭性表型并导

致细胞死亡[５]ꎮ 综上所述ꎬＭＴＨＦＤ２ 是一种促癌

基因ꎬ与多种癌症细胞关系密切[１１￣１３]ꎬ可能成为

癌症靶向药物开发的重要靶点ꎮ

目前已有多篇文献报道了靶向 ＭＴＨＦＤ２ 的

小分子抑制剂ꎬ但由于其对 ＭＴＨＦＤ２ 和 ＭＴＨＦＤ１
的选择性较差ꎬ具有潜在的脱靶效应等缺点ꎮ 针

对 ＭＴＨＦＤ２ 抑制剂的药物开发仍处于临床前研

究阶段ꎬ尚未有药物进入临床ꎬ且已报道 ＭＴＨＦＤ２
抑制剂的抗肿瘤免疫治疗作用与机制也有待进一

步确证[１４]ꎮ 因此ꎬ靶向 ＭＴＨＦＤ２ 的小分子抑制剂

具有极大的开发潜力ꎮ 本文综述了目前已报道的

小分子 ＭＴＨＦＤ２ 抑制剂及其抗肿瘤活性ꎬ以期为

ＭＴＨＦＤ２ 抑制剂的进一步结构修饰和活性研究提

供思路ꎮ
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１　 ＭＴＨＦＤ２ 与肿瘤的关系

由叶酸循环(Ｆｏｌａｔｅ Ｃｙｃｌｅ)介导的一碳代谢

(Ｏｎｅ￣Ｃａｒｂｏｎ Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ)是生物体中重要的一种

代谢过程ꎬ其中四氢叶酸(ＴＨＦ)通过激活和转移

一碳单位(Ｏｎｅ￣Ｃａｒｂｏｎ Ｕｎｉｔｓ)以进行核苷酸生物

合成和氨基酸稳态和表观遗传学维持等[１５]ꎮ 而

在癌症中ꎬ某些一碳代谢过程中的基因会出现高

度的过表达ꎬ其中 ＭＴＨＦＤ２ 是人类肿瘤中过表达

最多的基因之一ꎬ但在生理情况下ꎬＭＴＨＦＤ２ 只在

胚胎发育的过程中广泛上调ꎬ在成人组织中几乎

不表达ꎬ这使得 ＭＴＨＦＤ２ 具有成为安全有效的癌

症治疗靶点的潜力[５ꎬ１６ꎬ１７]ꎮ
ＭＴＨＦＤ２ 属 于 亚 甲 基 四 氢 叶 酸 脱 氢 酶

(ＭＴＨＦＤ)家族ꎬ于 １９６０ 年首次发现于 Ｅｈｒｌｉｃｈ 腹

水肿瘤细胞ꎬ其在叶酸代谢中以 ＮＡＤＰ ＋为氢受体

催化亚甲基四氢叶酸生成甲酰基四氢叶酸并生成

ＮＡＤＰＨꎬ在哺乳动物的胚胎发育中起到重要作

用[１８]ꎮ 但近年来ꎬＭＴＨＦＤ２ 的非酶功能逐渐被报

道ꎬ其定位于细胞核中的 ＤＮＡ 复制位点ꎬ在癌症

的增殖过程中起到驱动作用[１９]ꎮ 有研究表明ꎬ
ＭＴＨＦＤ２ 通过维持氧化还原稳态促进 ＣＲＣ 细胞

(结直肠癌细胞)生长和转移ꎬ且 ＭＴＨＦＤ２ 抑制剂

ＬＹ３４５８９９ 能够在免疫缺陷小鼠体内对 ＣＲＣ 的人

源细胞系移植瘤模型和 ＰＤＸ 模型起到显著的治

疗作用[７]ꎮ 而在其他类型的癌症中ꎬＭＴＨＦＤ２ 通

过激活 ＡＫＴ 信号通路在乳腺癌恶性肿瘤中发挥

促进作用[２０]ꎮ 在膀胱癌中ꎬＭＴＨＦＤ２ 参与细胞周

期调节ꎬ通过激活 ＣＤＫ２ 并依次激活 Ｅ２Ｆ１ 来促进

细胞周期进程[２１]ꎮ 在卵巢癌中ꎬＭＴＨＦＤ２ 通过激

活 ＳＴＡＴ３ 和 ＳＴＡＴ３ 诱导的上皮￣间质转化信号通

路来促进肿瘤细胞的增殖和侵袭[２２]ꎮ 在 ＡＭＬ 细

胞中ꎬＭＴＨＦＤ２ 的敲降抑制了 ＡＭＬ 细胞的生长并

诱导细胞分化以及使得集落形成受损ꎻ此外ꎬ敲降

ＭＴＨＦＤ２ 会抑制人类 ＡＭＬ 细胞原位异种移植瘤

模型中白血病的发生进展[２３]ꎮ 在 ＨＣＣ 细胞中ꎬ
敲降 ＭＴＨＦＤ２ 可抑制与癌症转移相关的细胞特

征ꎬ包括细胞迁移、侵袭和上皮间质转化ꎬ但在细

胞增殖、凋亡或细胞周期分布方面无显著差

异[９]ꎮ 还有大量研究表明ꎬＭＴＨＦＤ２ 通过影响癌

症中嘌呤合成[２４ꎬ２５]、ＲＯＳ 的产生[２６] 以及表观遗

传修饰[２７]等影响肿瘤的增殖与发展ꎬ而 ＭＴＨＦＤ２
的下调可能促进癌细胞死亡并抑制癌症的增殖、
侵袭、迁移和转移[２８ꎬ２９]ꎮ

２　 ＭＴＨＦＤ２ 小分子抑制剂

２􀆰 １ 　 底物类似物抑制剂

２０１７ 年ꎬＧｕｓｔａｆｓｓｏｎ 等[３０] 报道了第一种底物
类似物 ＭＴＨＦＤ２ 抑制剂 ＬＹ３４５８９９ (化合物 １ꎬ
图 １)ꎬ并且揭示了 ＭＴＨＦＤ２ 与底物抑制剂、酶辅

因子 ＮＡＤ＋和无机磷酸盐配合物的第一个晶体结

构ꎮ 底物抑制剂化合物 １ 在体外抑制 ＭＴＨＦＤ２
和 ＭＴＨＦＤ１ 的 ＤＣ￣结构域ꎬ测定结果显示 ＩＣ５０值

分别为 ６６３、９６ ｎｍｏｌ / Ｌꎮ

图 １　 四氢叶酸和化合物 １ 结构式

Ｆｉｇ.１　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ＴＨＦ ａｎｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄ １

ＭＴＨＦＤ２ 与化合物 １、ＮＡＤ＋和 Ｐｉ 配合物的 Ｘ
射线共晶结构显示ꎬ抑制剂化合物 １ 结合在

ＭＴＨＦＤ２ 蛋白 Ｎ￣和 Ｃ￣末端结构域之间的大裂缝

中ꎬ蛋白质桥接在抑制剂上形成隧道(图 ２)ꎮ 化

合物 １ 的蝶呤部分与 ＭＴＨＦＤ２ 形成了显著的氢

键网络ꎬ其中 Ａｓｐ１５５ 通过两根直接氢键对化合物

１ 的结合有很大贡献ꎮ ＭＴＨＦＤ２ 蛋白的 Ｔｙｒ８４ 残

基通过与对氨基苯甲酸酯部分的 π 堆积ꎬ有助于

底物类似物的结合ꎮ 蛋白质 Ｌｙｓ８８ 残基的疏水环

境是保守的ꎬ降低该残基的 ＰＫａ 以保持其去质子

化ꎬ可能是活性所需的ꎮ 化合物 １ 的末端谷氨酸

部分延伸通过 ＭＴＨＦＤ２ 的隧道并到达溶剂区ꎮ
化合物 １ 的整体结合模式在ＭＴＨＦＤ１ 和ＭＴＨＦＤ２
之间是保守的ꎬ亲和力的差异可能取决于 Ｓｅｒ８３、
Ａｓｎ８７、Ｐｈｅ１５７、Ａｌａ１７５、Ａｓｎ２０４、Ｌｅｕ２８９ 这些与该

抑制剂相互作用有关的蛋白质残基ꎬ在 ＭＴＨＦＤ１
和 ＭＴＨＦＤ２ 之间是非保守的ꎮ

ＰＤＢ:５ＴＣ４

图 ２　 ＭＴＨＦＤ２、ＮＡＤ＋和化合物 １ 复合物的晶体结构图

Ｆｉｇ.２　 Ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＭＴＨＦＤ２ ｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｗｉｔｈ
ＮＡＤ＋ ａｎｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄ １

６２
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综上所述ꎬ化合物 １ 是基于四氢叶酸修饰得

到的一种底物类似物抑制剂ꎬ从抑制效力来看ꎬ更
准确的来说其是一种 ＭＴＨＦＤ１(ＩＣ５０ ＝ ９６ ｎｍｏｌ / Ｌ)
抑制剂ꎮ 而抑制 ＭＴＨＦＤ１ 将构成潜在的安全风

险ꎬ因为与 ＭＴＨＦＤ２ 不同ꎬＭＴＨＦＤ１ 在正常组织

中广泛表达ꎮ 但化合物 １ 可作为先导化合物进一

步结构优化ꎬ为继续开发用于癌症治疗的强效和

选择性 ＭＴＨＦＤ２ 抑制剂奠定基础ꎮ
２０２２ 年ꎬＢｏｎａｇａｓ 等[３１] 采用底物引导的先导

化合物优化策略ꎬ报道了具有高效力和选择性的

ＭＴＨＦＤ２ 抑制剂 ＴＨ９６１９(化合物 ２ꎬ图 ３)ꎮ 实验

证明ꎬ抑制剂在体外和体内降低了急性髓系白血

病细胞的复制分叉速度ꎬ诱导了复制应激ꎬ随后出

现 Ｓ 期阻滞和凋亡ꎬ与非致瘤细胞相比ꎬ其治疗窗

口跨越了 ４ 个数量级ꎮ

图 ３　 化合物 ２~４ 结构图

Ｆｉｇ.３　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ２~４

将化合物 １ 的三环核心母核简化为二氨基嘧

啶头部基团得到 ＴＨ７２９９(化合物 ３ꎬ图 ３)ꎮ 化合

物 ３ 先前被报道为细菌 ＦｏｌＤ 抑制剂 ９Ｌ９[３２]ꎬ随后

研究发现其对 ＭＴＨＦＤ２ 具有较高的活性ꎮ 对化

合物 ３ 结构￣活性关系 ( ＳＡＲ) 研究ꎬ结果表明:
(１)二氨基嘧啶酮结构不耐受任何衍生化修饰ꎻ
(２)尿素连接体和中心苯环显示出高度特异性的

ＳＡＲꎻ(３)谷氨酸部分可以被多种氨基酸和同位体

取代ꎮ 最终优化得到表现出低纳摩尔亲和力的化

合物 ２ 和 ４(图 ３)ꎮ 分析化合物 ２ 与 ＭＴＨＦＤ２ 复

合物 的 晶 体 结 构 ( 图 ４ )ꎬ 发 现 化 合 物 ２ 与

ＭＴＨＦＤ２ 的结合模式与化合物 １ 相似ꎬ占据了底

物结合口袋ꎬ化合物 １ 与 ＭＴＨＦＤ２ 之间复杂的氢

键网络被二氨基嘧啶酮基团所取代ꎬ这可能是导

致化合物 ２ 具有优异抑制活性的重要原因ꎮ
在 ＨＬ￣６０ 细胞中ꎬ进行了药物亲和靶标稳定

性实验(ＤＡＲＴＳ)和细胞热位移测定(ＣＥＴＳＡ)ꎬ分
别测定了针对蛋白水解和热蛋白降解的靶标稳定

　 　 　 　 　 　

ＰＤＢ:６Ｓ４Ｆ

图 ４　 ＭＴＨＦＤ２、ＮＡＤ＋和化合物 ２ 复合物晶体结构图

Ｆｉｇ.４　 Ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＭＴＨＦＤ２ ｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｗｉｔｈ
ＮＡＤ＋ ａｎｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ２

性ꎬ实验结果证明了化合物 ２ 能够在细胞内直接

作用靶标ꎮ 在 ＡＭＬ(白血病)小鼠疾病模型中ꎬ皮
下给药 １０ ｍｇ / ｋｇꎬ化合物 ２ 能够被全身快速吸

收ꎬ最大血浆浓度(Ｃｍａｘ)为 ２６ μｍｏｌ / Ｌꎬ半衰期为

１􀆰 ７ ｈꎬ并且化合物 ２ 耐受性良好ꎬ治疗期间体重

没有显著下降ꎮ
先导化合物 ２、３、４ 均靶向 ＭＴＨＦＤ２、ＭＴＨＦＤ２Ｌ、

ＭＴＨＦＤ１ꎬ虽 然 靶 向 正 常 人 体 内 广 泛 表 达 的

ＭＴＨＦＤ１ 可能存在潜在的安全风险ꎬ但在小鼠体

内实验中并没有显著的体重减轻和明显的行为变

化ꎬ且这种无选择性抑制可能有利于防止出现耐

药性ꎮ 综上所述ꎬ化合物 ２、３、４ 是一类具有低纳

摩尔细胞效力的 ＭＴＨＦＤ２ 抑制剂ꎬ具有一定的肿

瘤治疗潜力ꎮ
２􀆰 ２ 　 三环香豆素骨架抑制剂

２０１９ 年ꎬＫａｗａｉ 等[３３]公开了一种新型具有三

环香 豆 素 骨 架 的 选 择 性 ＭＴＨＦＤ２ 抑 制 剂

ＤＳ４４９６０１５６(化合物 ５ꎬ图 ５)ꎮ 首先ꎬ通过高通量

筛选(ＨＴＳ)发现了代表性化合物 ６(图 ５)ꎬ其对

图 ５　 化合物 ５~９ 结构图

Ｆｉｇ.５　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ５~９

７２
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ＭＴＨＦＤ２ 脱氢酶具有抑制活性(ＩＣ５０ ＝８􀆰 ３ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ
而对 ＭＴＨＦＤ１ 没有表现出抑制活性 ( ＩＣ５０ > １００
μｍｏｌ / Ｌ)ꎮ 随后利用基于结构的合理药物设计

(ＳＢＤＤ)进行优化ꎬ最终优化得到化合物 ５ꎬ显示

出 ＭＴＨＦＤ２ 的选择性是 ＭＴＨＦＤ１ 的 １８ 倍以上ꎬ
分子量<４００ 且具有良好的配体效率(ＬＥ)ꎮ

ＭＴＨＦＤ２￣化合物 ６ 复合物的 Ｘ 射线晶体结

构图清晰地揭示了其结合模式(图 ６)ꎮ 化合物 ６
占据 ＭＴＨＦＤ２ 的叶酸结合位点ꎬ其结合模式与化

合物 １ 略有不同ꎮ 化合物 ６ 不占据化合物 １ 蝶呤

部分所形成的氢键网络区域ꎬ除了末端苯环ꎬ其余

部分与化合物 １ 共享相同的口袋ꎮ ＭＴＨＦＤ２￣化合

物 ６ 复合物的关键相互作用如下:４ 个氢键(Ｇｌｎ /
Ｌｙｓ８８ 与嘧啶￣４￣酮的 Ｃ􀪅􀪅ＯꎻＡｓｎ８７ 与连接酰胺的

Ｃ􀪅􀪅ＯꎻＧｌｙ３１０ 与内磺酰胺的 Ｓ􀪅􀪅Ｏ)和 Ｔｙｒ８４、嘧
啶￣４￣酮之间的 π￣π 相互作用ꎮ 基于嘧啶￣４￣酮所

具有的关键相互作用ꎬ核心嘧啶￣４￣酮结构被认为

在很大程度上有助于亲和力ꎮ 另一方面ꎬ研究发

现 Ａｓｎ８７ 与连接酰胺的 Ｃ􀪅􀪅Ｏ 的相互作用对同工

酶选择性是重要的ꎮ 化合物 ６ 的苯环被几个疏水

残基包围ꎬ苯环和残基之间的疏水相互作用可能

部分有助于提高亲和力ꎬ但是这种贡献有限ꎮ 基

于这些结构特征ꎬ对先导化合物 ６ 进行结构优化ꎮ

ＰＤＢ:６ＪＩＤ

图 ６　 ＭＴＨＦＤ２、ＮＡＤ＋、化合物 １ 和化合物 ６ 复合物

晶体结构图

Ｆｉｇ.６　 Ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＭＴＨＦＤ２ ｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｗｉｔｈ
ＮＡＤ＋ꎬｃｏｍｐｏｕｎｄ １ ａｎｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ６

首先ꎬ通过构￣效关系研究发现ꎬ内酰胺结构

会影响 ＭＴＨＦＤ２ 的抑制活性ꎬ采用生物电子等排

体四氮唑和羧酸(化合物 ７)替代ꎬ化合物 ７ 的抑

制活性是化合物 ６ 的 ３ 倍ꎬ而四唑衍生物的活性

较低ꎮ 随后考察苯甲酸附近取代基对活性的影

响ꎬ邻位 Ｃｌ 代化合物 ８ 显示出较好的抑制活性

(ＩＣ５０ ＝ ０􀆰 ９４ μｍｏｌ / Ｌ)ꎮ 空间体积较大的萘环(化
合物 ９)代替苯环则抑制活性提高两倍(ＩＣ５０ ＝ １􀆰 ４
μｍｏｌ / Ｌ)ꎮ 而对核心支架的改造ꎬ如环酰胺和嘧

啶￣４￣酮有时会表现出较差的物理化学性质ꎬ这可

能由于存在未掩蔽 Ｎ—Ｈ 的弱酸性所导致ꎮ 去除

嘧啶￣４￣酮的 Ｎ—Ｈ 有望改善 ＡＤＭＥ 性质ꎮ 根据

晶体复合物结构ꎬ化合物 １ 羰基的存在和核心支

架的 π￣π 堆叠相互作用是抑制 ＭＴＨＦＤ２ 的必要

条件ꎻ另一方面嘧啶￣４￣酮的两个氮原子没有与蛋

白质或水分子形成任何关键的相互作用ꎮ 苯环的

电子密度不明显ꎬ表明了苯环没有很好地填充到

蛋白质口袋中ꎬ因此可以被其他单元取代ꎮ 基于

这些结构特征ꎬ采用“基于结构的骨架跃迁”策

略ꎬ最终获得具有新型香豆素骨架的 ＭＴＨＦＤ２ 抑

制剂化合物 ５ꎮ
ＭＴＨＦＤ２￣化合物 ５ 复合物的 Ｘ 射线晶体结

构显示(图 ７)ꎬ其结合方式与化合物 １ 的结合方

式相同ꎬ所有关键相互作用(４ 个氢键和 π￣π 堆

叠) 仍然存在ꎮ 并且末端羧酸盐通过氢键与

Ｇｌｙ３１０ 的主链 Ｎ—Ｈ 具有明显相互作用ꎬ这可能

是 ＤＳ４４９６０１５６ 效能增强的原因之一ꎮ 综上所

述ꎬＤＳ４４９６０１５６ 可作为先导化合物ꎬ用于选择性

ＭＴＨＦＤ２ 抑制剂的开发ꎮ

ＰＤＢ:６ＪＩＢ

图 ７　 ＭＴＨＦＤ２、ＮＡＤ＋和化合物 ５ 复合物晶体结构图

Ｆｉｇ.７　 Ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＭＴＨＦＤ２ ｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｗｉｔｈ
ＮＡＤ＋ ａｎｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ５

同年ꎬＫａｗａｉ 等[３４]报道了基于化合物 ５ 优化

得到的一种口服有效的、具有同工酶选择性的

ＭＴＨＦＤ２ 抑制剂 ＤＳ１８５６１８８２(化合物 １１ꎬ图 ８)ꎮ
相对于化合物 ９ꎬ化合物 １１ 的 ＭＴＨＦＤ２ 抑制活性

提高 ２５０ 倍以上ꎬ并且在口服给药的小鼠异种移

植物模型中显示出强烈的抗肿瘤作用ꎮ
基于对化合物 ５￣ＭＴＨＦＤ２ 复合物的 Ｘ 射线

晶体结构的分析ꎬ三环香豆素骨架与 ＭＴＨＦＤ２ 蛋

白之间的相互作用对抑制活性和同工酶选择性是

必须的ꎮ 另一方面ꎬＸ 射线分析表明香豆素骨架

的苯环周围存在相对较大的空间ꎬ该空间主要被

疏水性残基(如 Ｌｅｕ１３３、Ｐｒｏ１３４ 和 Ｖａｌ２０５)包围ꎬ
并且该区域周围的蛋白质口袋是开放的ꎬ配体可

８２
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图 ８　 化合物 １０~１６ 结构图

Ｆｉｇ.８　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ １０~１６

以被远端的残基接近ꎬ特别是香豆素骨架上的 ８
位或者 ９ 位具有更大的空间ꎬ该位置指向蛋白质

的溶剂可及区域ꎮ 因此ꎬ首先研究了苯环上的取

代基对活性的影响ꎬ在香豆素骨架 ８ 位引入各种

胺ꎬ预计可与蛋白质残基 Ｇｌｕ１４１ 形成远端静电相

互作用ꎬ以增加亲和力ꎮ 优化中发现ꎬ４￣甲基哌嗪

(化合物 １２)的引入ꎬ显示出对 ＭＴＨＦＤ２ 良好的

抑制活性( ＩＣ５０ ＝ ０􀆰 ３２ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ并且对 ＭＴＨＦＤ１
的抑制活性也明显较弱(ＩＣ５０>３０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎮ 分析

ＭＴＨＦＤ２ 复合物的 Ｘ￣射线单晶衍射结构发现ꎬ香
豆素骨架的苯环没有很好的堆积在蛋白质表面

上ꎬ在 ７ 位引入甲基抑制活性明显提高ꎬ表明 ７ 位

甲基可以适合亲脂性蛋白质表面ꎮ ＨＴＳ 命中一个

子结构苯并内磺酰胺ꎬ引入该结构后的组合对

ＭＴＨＦＤ２ 具有相当或更好的抑制活性ꎮ 其中化合

物 １３ 不但活性最高(ＩＣ５０ ＝ １８ ｎｍｏｌ / Ｌ)ꎬ而且选择

性最高(２８９ 倍)ꎮ 基于化合物 １３ 良好的抑制活

性ꎬ在人乳腺癌来源的 ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ 细胞系进行

了基于细胞的生长抑制实验ꎮ 结果表明ꎬ化合物

１３ 的 ＧＩ５０值为 １９ μｍｏｌ / Ｌꎬ比其酶活性 ＩＣ５０高出

１ ０００ 多倍ꎬ研究者认为是其内磺酰胺结构呈酸

性ꎬ在生理条件下容易电离ꎬ导致细胞渗透性

较差ꎮ
线性磺胺是一种酸性较低的结构ꎬ引入后得

到 ＭＴＨＦＤ２(化合物 １４ꎬＩＣ５０ ＝ ０􀆰 ２ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ其酶

活性降低 １１ 倍ꎬ 但观察到渗透性显著增加

(ＰＡＭＰＡ:５􀆰 ４×１０－６ ｃｍ / ｓ)ꎮ 随后ꎬ在磺胺的邻位

引入吸电子基团ꎬ发现抑制活性恢复到与化合物

１３ 相当的水平ꎬ而具有最大取代基(ＯＣＦ３)的化

合物 １６ 显示出最佳的活性(ＩＣ５０ ＝ ２１ ｎｍｏｌ / Ｌ)ꎬ与
母体化合物 １４ 相比ꎬ氯代化合物 １５ 酶活性和细

胞渗透性都显著增加ꎮ 最后ꎬ对香豆素骨架的 ８
位哌嗪基进行进一步优化ꎬ在哌嗪基的 ３ 位引入

(Ｓ)￣甲基ꎬ最终得到了活性最高的 ＭＴＨＦＤ２ 抑制

化合物 １１ꎬ其对 ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ 细胞株的 ＧＩ５０值最

低ꎬ为 １４０ ｎｍｏｌ / Ｌꎮ 化合物 １１ 对 ＭＴＨＦＤ２ 的选

择性仍然是 ＭＴＨＦＤ１ 的 ９０ 倍ꎮ
化合物 １１ 与 ＭＴＨＦＤ２ 配合物的共晶结构尚

未报道ꎮ ＭＴＨＦＤ２ / ＮＡＤ＋ /化合物 １５ 复合物的 Ｘ
射线单晶衍射结构分析显示(图 ９)ꎬ化合物 １５ 的

结合模式与化合物 ５ 几乎相同ꎬ位于 ８ 位的 ４￣甲
基哌嗪的外层氮原子与 ＮＡＤ＋辅因子的带负电荷

的二磷酸相互作用ꎬ这个盐桥应该有助于增加亲

和力ꎮ 而 没 有 如 预 计 的 那 样 与 ＭＴＨＦＤ２ 的

Ｇｌｕ１４１ 相互作用ꎮ ７ 位的甲基似乎与蛋白质表面

贴合ꎬ导致亲和力增加ꎮ 而化合物 １５ 磺胺部分的

１ 个氧原子与 Ｇｌｙ３１０ 发生了类似于化合物 ５ 的羧

酸盐的相互作用ꎮ

ＰＤＢ:６ＫＧ２

图 ９　 ＭＴＨＦＤ２、ＮＡＤ＋和化合物 １５ 复合物晶体结构图

Ｆｉｇ.９　 Ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＭＴＨＦＤ２ ｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｗｉｔｈ
ＮＡＤ＋ ａｎｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄ １５

对化合物 １５ 和化合物 ５ 进行小鼠体内的药

代动力学和体外 ＡＤＭＥ 性质研究ꎬ发现这两种化

合物都具有良好的渗透性、水溶性和代谢稳定性ꎮ
因此ꎬ该化合物在小鼠体内观察到良好的口服暴

露ꎮ 化合物 ５ 在口服时表现出比化合物 １５ 更高

的血浆浓度ꎬ化合物 ５ 和化合物 １５ 的游离血浆浓

度(Ｃｐꎬｆｒｅｅ)几乎相同ꎬ而全身暴露均显示出 １０ ~
３００ ｍｇ / ｋｇ 的剂量依赖性ꎮ 但是在高剂量下ꎬ２４ ｈ
后它们的血浆浓度几乎为零ꎬ为了维持全天的高

血浆浓度ꎬ选择一天两次 ( ＢＩＤ) 给药方式ꎮ 在

ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ 小鼠异种移植瘤模型中ꎬ口服给药

９２
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３００ ｍｇ / ｋｇ ＢＩＤ 剂量下ꎬ化合物 １５ 显示出中度肿

瘤生长抑制(ＴＧＩ ＝ ４３％)ꎮ 更有效的抑制剂 １１ꎬ
在 ３０、１００ 和 ３００ ｍｇ / ｋｇ ＢＩＤ 剂量下观察到剂量

依赖性 ＴＧＩꎬ在 ３００ ｍｇ / ｋｇ ＢＩＤ 剂量下ꎬ肿瘤生长

几乎完全被抑制(ＴＧＩ＝ ６７％)ꎮ 在研究过程中ꎬ几
乎没有观察到小鼠体重明显下降ꎮ 综上所述ꎬ化
合物 １１ 是一种口服的高活性和选择性 ＭＴＨＦＤ２
抑制剂ꎬ具有优异的体内体外活性ꎮ 但较差的代

谢稳定性ꎬ导致大剂量下才能有明显的抗肿瘤效

果ꎬ都限制了化合物 １１ 进一步的临床研究ꎮ 但这

些发现将加速 ＭＴＨＦＤ２ 抑制剂作为抗癌药物的

进一步研究ꎮ
２０２３ 年ꎬＪｈａ 等[３５]通过利用 ＭＴＨＦＤ２ 与三环

香豆素类抑制剂的共晶结构ꎬ在 ＭＴＨＦＤ２ 的底物

结合位点上进行了基于结构的药物设计ꎬ其中涉

及 Ｒ￣基团计数、生物电子等排体替换、分子对接、
ＡＤＭＥ 预测、ＭＭ￣ＧＢＳＡ 结合自由能计算和分子动

力学模拟ꎬ从而获得了一系列能够选择性抑制

ＭＴＨＦＤ２ 的潜在化合物(图 １０)ꎮ

图 １０　 通过基于结构的药物设计获得的潜

在 ＭＴＨＦＤ２ 抑制剂

Ｆｉｇ.１０　 Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ＭＴＨＦＤ２ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｆｒｏｍ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ￣ｂａｓｅｄ ｄｒｕｇ ｄｅｓｉｇｎ

基于已报道得化合物 １１ 具有良好的选择性

和高效的生物活性ꎬ首先对三环香豆素类化合物

的晶体结合模式和相应的蛋白质￣配体相互作用

进行了详细研究ꎮ 此外ꎬ还对现有 ＭＴＨＦＤ２ 抑制

剂的 ＭＴＨＦＤ１ 结合位点进行了比较对接、结合自

由能计算和 ＭＤ 模拟ꎬ以验证选择性ꎮ 该研究结

果可为药物化学家提供有用的指导ꎬ以合理地基

于结构设计高效和选择性 ＭＴＨＦＤ２ 抑制剂用于

癌症治疗ꎮ
２􀆰 ３ 　 大环内酯酮羧酸抑制剂

天然产物一直是新药先导化合物的重要来

源ꎬ但对其中许多活性天然产物来说ꎬ其作用机制

(ＭｏＡ)仍然未知[３６ꎬ３７]ꎮ ２０１７ 年ꎬＦｕ 等[３８] 报道了

一种天然产物 Ｃａｒｏｌａｃｔｏｎ(化合物 ２１ꎬ图 １１)ꎬ由黏

菌 Ｓｏｒａｎｇｉｕｍ Ｃｅｌｌｕｌｏｓｕｍ 产生的大环内酯酮羧酸ꎮ
发现其能够靶向细菌叶酸依赖性一碳代谢的关键

酶 ＦｏｌＤꎬ并且揭示了 ＦｏｌＤ￣化合物 ２１ 复合物的晶

体结构ꎬ化合物 ２１ 以纳摩尔亲和力与 ＦｏｌＤ 结合ꎮ
叶酸依赖的一碳代谢在生命的所有领域都是高度

保守的[１５ꎬ３９]ꎬ研究发现人类 ＦｏｌＤ 同源物 ＭＴＨＦＤ１
和 ＭＴＨＦＤ２ 在低纳摩尔范围内也被抑制ꎬ并且微

摩尔浓度的化合物 ２１ 能够抑制癌细胞的生长ꎮ

图 １１　 化合物 ２１ 结构图

Ｆｉｇ.１１　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ２１

由于人类的 ＦｏＩＤ 同源基因受到化合物 ２１ 的

强烈抑制ꎬ所以接下来研究了化合物 ２１ 是否会在

人类癌细胞系上显示出活性ꎮ 当对 ＨＣＴ￣１１６、ＫＢ￣
３􀆰 １ 和 ＫＢＶ􀆰 １ 细胞进行检测时ꎬ化合物 ２１ 的

ＥＣ５０分别为 ２５、１１、４２ μｍｏｌ / Ｌꎮ 化合物 ２１ 对人表

皮样癌 ＫＢ３􀆰 １ 细胞的抑制作用比相应的耐多药

(ＭＤＲ)细胞系 ＫＢ￣Ｖ􀆰 １ 强 ４ 倍ꎮ 在 Ｕ９３７ 细胞的

情况下ꎬ化合物 ２１ 在高达 １００ μｍｏｌ / Ｌ 的浓度下

没有表现出活性ꎮ 然而ꎬ当该细胞系在叶酸缺乏

的培养基中生长时ꎬＥＣ５０为 ４２ μｍｏｌ / Ｌ 和 ７０％的

最大抑制作用ꎮ Ｕ￣９３７ 细胞上这种明显的叶酸依

赖性活性ꎬ支持 ＭＴＨＦＤ２ 是人癌症细胞中的化合

物 ２１ 的细胞靶点ꎮ
综上所述ꎬ化合物 ２１ 对几种癌症细胞系显示

出中等活性ꎬ但尚未有化合物 ２１ 体内活性和蛋白

质￣配体相互作用等报道ꎮ 化合物 ２１ 的报道进一

步拓展了 ＭＴＨＦＤ２ 的抑制剂库ꎬ叶酸依赖的一碳

代谢在所有生命中高度保守ꎬ而从叶酸依赖的一

碳代谢中 ＭＴＨＦＤ２ 同源酶中发现新型抑制剂ꎬ为
新型 ＭＴＨＦＤ２ 抑制剂的发现提供了新见解ꎮ
２􀆰 ４ 　 黄嘌呤衍生物变构抑制剂

２０２１ 年ꎬＬｅｅ 等[４０] 报道了一种黄嘌呤衍生物

ＭＴＨＦＤ２ 抑制剂化合物 ２２(图 １２)ꎮ 并且得到了

ＭＴＨＦＤ２￣黄嘌呤衍生物￣化合物 ２２ 配合物的共晶

结构ꎬ化合物 ２２ 被发现占据了一个新的结合位

点ꎬ完全不同于典型的底物和辅因子所占据的位

０３
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点ꎮ 它结合 ＭＴＨＦＤ２ 变构位点ꎬ并与底物类似物

共存ꎮ 通过动力学研究表明ꎬ化合物 ２２ 是一种非

竞争性 ＭＴＨＦＤ２ 抑制剂ꎬ并且在结合时会观察到

化合物 ２２ 的构象变化ꎬ进而阻碍了辅因子和磷酸

盐与 ＭＴＨＦＤ２ 的结合ꎮ
化合 物 ２３、 ２４[４１] 是 一 种 黄 嘌 呤 衍 生 物

ＭＴＨＦＤ２ 抑制剂ꎬ结构由 Ｒａｚｅ Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ 公司

公开ꎬ其 ＩＣ５０值分别为 ４􀆰 ０、０􀆰 ６９ μｍｏｌ / Ｌꎮ 对这些

黄嘌呤衍生物进行结构修饰ꎬ探究其构￣效关系

(ＳＡＲ)ꎮ 采用基于骨架的分子设计[４２] 方法进行

优化ꎮ 以往的生化、酶学和结构研究表明ꎬ化合物

结构中的谷氨酸片段在抑制 ＭＴＨＦＤ 家族等酶发

挥了重要的作用ꎮ 因此ꎬ在黄嘌呤核心中引入谷

氨酸片段并评估其抑制作用ꎬ并引入与谷氨酸结

构相似的天冬氨酸到黄嘌呤核心骨架以探索

ＳＡＲꎮ 用 ４￣氨基苯甲酸取代化合物 ２３ 的反式￣４￣
氨基环己醇基团得到化合物 ２５ (图 １２)ꎬ其对

ＭＴＨＦＤ２ 抑制活性降低(ＩＣ５０>１０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎮ 天冬

氨酸、谷氨酸与 ４￣氨基苯甲酸的羧基缩合得到化

合物 ２６、２２ꎬ其抑制活性相比于化合物 １０ 有显著

提高(ＩＣ５０值分别为 ０􀆰 ９１ 和 ０􀆰 ７８ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ且都

具有高度选择性ꎬ 对 ＭＴＨＦＤ１ 均无抑制作用

(ＩＣ５０>１０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎮ

图 １２　 化合物 ２２~２７ 结构图

Ｆｉｇ.１２　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ２２~２７

化合物 ２７(图 １２)是一种叶酸类似物ꎬ具有

较弱的 ＭＴＨＦＤ２ 抑制作用(ＩＣ５０ ＝ ８􀆰 ３３ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ
并与底物结合位点结合ꎮ ＭＴＨＦＤ２ 与化合物 ２２
复合物晶体结构图显示(图 １３)ꎬ化合物 ２２ 占据

底物结合位点附近的口袋并与 ２６ 共存ꎮ 化合物

２２ 结合后观察到构象变化ꎬ这些变化随后阻碍了

辅因子 ＮＡＤ＋和磷酸盐与 ＭＴＨＦＤ２ 的结合ꎮ

ＰＤＢ:７ＥＨＭ

图 １３　 ＭＴＨＦＤ２ 与化合物 ２２ 复合物

晶体结构图

Ｆｉｇ.１３　 Ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＭＴＨＦＤ２ ａｎｄ
ｃｏｍｐｏｕｎｄ ２２ ｃｏｍｐｌｅｘ

化合物 ２２ (图 １２) 由疏水头部 ( １ꎬ ２￣二氯

苯)、核心区域(１ꎬ３ꎬ７￣三甲基￣３ꎬ７￣二氢嘌呤￣２ꎬ６￣
二酮)和尾部((４￣氨基苯甲酰)￣ｌ￣谷氨酸)组成ꎮ
疏水头部延伸至二聚体界面的疏水口袋中ꎮ 化合

物 ２２ 的疏水头部在该口袋内形成形状互补接触ꎬ
与单体 Ａ 中的 Ｖａｌ１６２、 Ｐｒｏ２０８ 和单体 Ｂ 中的

Ｌｅｕ１６７ 发生疏水相互作用ꎮ 核心区的 ６￣羰基与

Ａｒｇ１４２ 侧链形成氢键ꎬ 靠近核心区的氨基与

Ｇｌｕ１４１ 侧链形成氢键ꎮ 核心的嘌呤部分也与

Ｐｈｅ１５７ 形成广泛的 π￣π 相互作用ꎮ 尾部由氨基

苯甲酰部分与谷氨酸相连组成ꎮ 尾部的苯甲酰部

分与 Ｌｅｕ１３３ 发生疏水相互作用ꎮ 谷氨酸的 α￣羧
基与 Ｓｅｒ８１、Ｇｌｎ１３２ 的侧链和 Ｌｅｕ１３３ 的主链形成

广泛的氢键网络ꎬ并由水分子桥接ꎮ
在同源家族酶中ꎬ变构结合位点通常比底物

结合位点更保守ꎬ因此变构抑制剂通常比非变构

抑制剂更具有选择性ꎬ并且与更少的脱靶副作用

相关[４３ꎬ４４]ꎮ 其次ꎬ变构抑制可以提供一种破坏性

较小的方式来影响途径的功能ꎬ并可能克服耐药

性问题ꎬ耐药性通常是由底物结合位点的突变引

起的[４５ꎬ４６]ꎮ 综上所述ꎬ化合物 ２２ 是第一个通过

结构生物学研究ꎬ鉴定出靶向 ＭＴＨＦＤ２ 家族的变

构抑制剂ꎬ虽然其活性相较于已报道的化合物 ４
和化合物 １１ 等抑制剂较弱ꎬ但该研究结果有望对

ＭＴＨＦＤ 蛋白家族的抑制机制研究有所帮助ꎬ并为

１３
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开发用于癌症治疗的新型 ＭＴＨＦＤ 抑制剂提供新

见解ꎮ

３　 结论与展望

由于 ＭＴＨＦＤ２ 具有在肿瘤细胞中高表达、与
肿瘤细胞生长及代谢增殖密切相关ꎬ对正常细胞

毒性可能较低的特点ꎬＭＴＨＦＤ２ 酶被认为是一个

可靠的抗肿瘤药物研究的新靶点ꎬ引起很多学者

的浓厚兴趣ꎮ 目前 ＭＴＨＦＤ２ 抑制剂开发仍处于

进行时ꎬ化合物的优化空间较大ꎬ开发亲和力更

强ꎬ选择性更好的化合物仍然是开发人员的重要

工作ꎮ 同时潜在适应症的选择ꎬ临床前验证体系

的开发也是重要的研究方向ꎮ ＭＴＨＦＤ２ 新型抑制

剂有望在肿瘤新药开发、克服药物潜在毒副作用

方面取得好的成果ꎬ具有重要的理论和实践意义ꎮ
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