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摘要!小分子特异性抑制剂
D[RT,1/)"$4

是该领域科研试验

的标准参照物#文章梳理归纳了多年来对
D[RT,1/)"$4

的研

究进展"从化学结构$作用机制和药代动力学"以及在霍乱$多

囊肾病和白血病等恶性疾病的治疗研究和药物研发等方面"全

面阐述了
D[RT,1/)"$4

作为
D[RT

氯离子通道的特异性小分子

抑制剂的重要意义"剖析其水溶性$安全性等潜在的问题#

关键词!囊性纤维化跨膜电导调节因子&

D[RT,1/)"$4

&高通

量筛选&小分子化合物库&分子药物靶点
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囊性纤维化跨膜转运调节因子!
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D[RT

#是一种定位于上皮

细胞顶膜的氯离子通道$在囊性纤维化(多囊肾病(分泌性腹

泻等疾病的发病机制中$扮演重要的角色%遗传性致死疾病

囊性纤维化$是由于
D[RT

基因的突变造成$简单一个基因

位点的缺失就造成整个机体所有
D[RT

氯离子通道功能的

不足$影响着呼吸系统(消化系统(运动系统(循环系统和生

殖系统的正常运作$病人平均寿命只有
!8

余年%而当

D[RT

氯离子通道功能被过度激活时$会造成多囊肾病(白

血病和霍乱等严重的疾病症状%因此$自
"&%&

年
D[RT

基

因被鉴别出来之后)

"

*

$在学界造成巨大轰动$多个团队接连

报道了多项高水平的研究$对
D[RT

的认识到达了前所未有

的高度)

4W#

*

%而能够有效调节
D[RT

氯离子通道活性的调

节剂!包括激活剂和抑制剂两大类#也进入科研视野$迅速成

为了科学研究和药物研发的热点%

自从
D[RT

调节剂的重要性被认知以来$相对于高亲和

力高特异性的
D[RT

激活剂的大量涌现$抑制剂的发现和研

究就显得推进缓慢$因此$每一个抑制剂的发现都显得弥足

珍贵%早期的
D[RT

抑制剂的两大类是芳基氨基苯甲酸盐

和磺酰脲类$这些物质可以进入
D[RT

氯离子通道的空隙当

中$并通过机械性的堵塞方式$暂时性地阻止流动的一价阴

离子$直到抑制剂被洗脱%芳基氨基苯甲酸中典型的有
#)

硝

基
)4)

!

!)

苯基丙基胺#

)

苯甲酸!

;FFY

#$有报道)

'

*指出$该类

化合物并不是
D[RT

氯离子通道特异性的抑制剂$膜片钳试

验表明是对
D[RT)

电压依赖性的抑制而导致
D[RT

氯离子

通道的闭锁%早期的磺酰脲类化合物主要是作为抑菌剂在

使用$其中格列本脲在更高浓度下可以抑制
D[RT

)

$

*

$其作

用机制是通过在
D[RT

氯离子通道处于开放状态时$与孔道

结合并堵塞$从而达到抑制的作用)

%

*

%虽然以上两类化合物

可以抑制
D[RT

氯离子通道$但是$通常需要较高的浓度

!

"

"]"8

W9

*7-

#才能达到较好的效果)

&

*

$根源在于非特异

性抑制剂会同时使得其下游的多种离子通道和细胞膜表面

转运子都会受到影响%这些早期发现的
D[RT

氯离子通道

的阻断物是一组结构多样的带阴离子的有机大分子$表明阻

断物从胞质末端进入
D[RT

氯离子通道孔隙的过程几乎没

有特异性或大小区分%此外$大多数阻断剂的活性较低$而

且由于简单的堵塞作用机制$这些阻断剂都是没有专一性

&$"



的%这些
D[RT

阻断剂的低活性(低专一性的性质大大限制

了它们的应用前景%此外$这些物质中的部分还阻断了其他

类型的氯离子通道)

"8

*

$使得这类阻断剂特别容易影响到其

他不同的离子通道%显而易见$专一性强的抑制剂无论在试

验(造模还是药物研发方面都是极其重要的一个特性$然而$

在当时并没有特异性的
D[RT

抑制剂被发现%

因此$对于抑制活性强(专一性高的小分子抑制剂的需

求日益迫切$亟待一个全新的手段加速对潜在抑制活性的化

合物进行测试和筛选%

"

!

D[RT

小分子抑制剂的筛选策略
"5"

!

小分子化合物库

天然的小分子活性化合物是当今药物研发的最主要来

源$随着高通量筛选技术 !

?,

2

/ R/G70

2

/

>

0=E6GHH1,1

2

$

?RE

#的诞生和日趋完善$使得天然活性小分子的快速高效

筛选成为了可能$令全球新药的开发工作有了一个质的飞

跃%基于
D[RT

抑制剂在药物发现和药理研究中日趋迫切

的诉求$许多
D[RT

门控调节剂研发的相关课题组都以

D/H*YG,J

2

H

公司!

E+1V,H

2

7

$

dEU

#和
D/H*V,3

公司!

E+1

V,H

2

7

$

dEU

#的小分子化合物库为依托$在共计超过
"#8

万

小分子化合物库中筛选目的药物的先导化合物及其结构类

似物$并可以依据药物性质需求对化学结构进行分析乃至定

制构建全新结构的化合物%
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!

细胞系构建

:HGS*+1

课题组)

""

*创造性地构建了稳定遗传的表达人

源
D[RT

基因和
?"9%Z

基因的
[TR

细胞系$并以此为依托

进行
D[RT

特异性抑制剂的高通量筛选+这种细胞系是以人

的野生型
D[RT

基因和对卤族元素敏感的绿色荧光蛋白

!

?"9%Z

#基因稳定共转染的
I=)D[RT)?"9%Z)[TR

细胞

系+从报道的稳定性数据来看$构建成功的细胞系可以至少

稳定传代
"#

次而不降低
e[F)?"9%Z

荧光效能%

"5!

!

高通量筛选

将稳定表达野生型
D[RT)e[F)?"9%Z

的细胞系铺板

培养%空白对照组加入
#8

"

B.+-,1H

+阴性对照组加入
#8

"

B

!

种混合的激活剂+阳性对照组加入
#8

"

B

混合的激活剂加

4]"8

W#

*7-D[RT,1/)"$4

+样品组在各孔中加入
#8

"

B

混

合的激活剂$于培养箱孵育
#*,1

$再加入
85#

"

B

的待测化

合物%通过配备有
?Z#88

'

48f

激发和
?Z#!#

'

!8@

发

射滤光片!

D/G7*+RH6/17-7

2L

#的
[-07.=+G

酶标仪!

Y@A

B+KRH6/17-7

2

,H.

#记录单个孔内的荧光数据变化)图
"

!

+

#*%

细胞表面的
D[RT

氯离子通道被混合的激活剂预先处理而

活化$通道处于开放状态$卤族元素离子可以自由出入%由

于细胞系表达的绿色荧光蛋白!

?"9%Z

#对卤族元素敏感$当

卤族元素离子经由开放的
D[RT

氯离子通道进入细胞后$会

使荧光猝灭%当
[-07.=+G

酶标仪向各个孔道逐一注入
;+P

溶液时$如果待测化合物能够抑制
D[RT

氯离子通道的活

性$将会关闭离子通道$则
P

W进入胞内的量会大幅下降$而

监测结果该孔的荧光信号减弱的程度明显低于对照组)图
"

!

K

#*%分析单通道荧光值的数据$可以高效筛选出具有抑制

D[RT

氯离子通道活性的小分子化合物%

4

!

噻唑烷酮小分子
D[RT

抑制剂
45"

!

噻唑烷酮
D[RT

抑制剂的发现

4884

年$

:HGS*+1

课题组)

"!

*依托于
D/H*YG,J

2

H

!

E+1

V,H

2

7

$

dEU

#大型的化合物库对
#8888

种构象各异的小分子

化合物进行高通量筛选$最终得到
'

种
4)=/,7N7)9)=/,+Q7-,J,)

171H

化学结构的
D[RT

小分子抑制剂)图
"

!

6

#*%在所有直

接筛选获得的化合物中以噻唑烷酮
!)

)!

!)

三氟甲基#苯基*

)

#)

)!

9)

羧基苯基#亚甲基*

)4)

硫代
)9)

噻唑烷酮!

D[RT,1/)"$4

#

的活性最高%对
D[RT,1/)"$4

的活性分析数据如下"

$

在

荧光细胞试验中
!]"8

W9

*7-

的
D[RT,1/)"$4

对
D[RT

介

导的短路电流在
4*,1

内达到最大值+

%

以与电压无关的方

式抑制
D[RT

+

)

其抑制活性具有可逆性+

*

在细胞培养和

小鼠模型中$

D[RT,1/)"$4

在高浓度下没有表现出毒害性+

+

D[RT,1/)"$4

的抑制作用具有高度的专一性$在完全抑

制
D[RT

的浓度下$不能阻止细胞
6U@F

升高$不能抑制非

D[RTD-

W通道或其他相关转运蛋白+

,

在
'*,1

内$小鼠单

次腹腔注射
D[RT,1/)"$4

!

4#8

"

2

'

S

2

#可显著减少小肠中超

U5

自动高通量筛选的原理图)

"4

*

!

Y5

高通量筛选的流程)

"!

*

!

D5

上部为
4)=/,7N7)9)=/,+Q7-,J,171HD[RT

抑制剂的化学构架$底部为
'

种有最

好的
D[RT

抑制活性的结构类似物)

"!

*

图
"

!

高通量筛选
D[RT

氯离子通道抑制剂
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过
&8C

的霍乱毒素诱导的肠道液体分泌)

"!

*

%

D[RT,1/)"$4

被报道之后$因其活性好专一性高引起本领域科学家的广泛

兴趣$

D[RT,1/)"$4

构象和活性的种种特点陆续被揭示$被

誉为
D[RT

小分子抑制剂的金标准$目前$依然是
D[RT

领

域科研试验的标准参照物%

454

!

噻唑烷酮
D[RT

抑制剂的构象

噻唑烷酮是一种饱和形式的噻唑烷$它的第
9

个碳上有

羰基$被认为是一种具有几乎所有生物活性类型的神奇的

核)

"9

*

%

:HGS*+1

团队)

"#

*合成了
#%

种
D[RT,1/)"$4

的结构

类似物$以鉴定和改善具有较好水溶性的
D[RT

抑制剂%如

图
4

所示$

U

环
!

位上的&

D[

!

(

Y

环上含有噻唑烷酮的核心

以及
D

环
9

号位上的羧基化合物对于
D[RT

的抑制作用最

强%同时$还鉴定了
4

种具有很高抑制活性的化合物"

RH=)

G+Q7-7)"$4

和
<N7)"$4

$它们还兼具了较好的水溶性和较低

的毒性$这样的结构探索使得
D[RT,1/)"$4

成为相关
D[RT

抑制剂研究和开发的先导化合物$不断受到追捧%

45!

!

噻唑烷酮
D[RT

抑制剂的作用机制

4884

年之前发现的
D[RT

抑制剂都是通过简单的机械

堵塞作用来阻断细胞质一侧的孔道$故而活性和专一性都较

差%而
D[RT,1/)"$4

分子在正常生理
>

?

值下含有一个负

电荷$并以一种与电压无关的方式阻断
D[RT

介导的
D-

W电

流)

"!

*

%

R+JJH,

等)

"'

*指 出 单 通 道 电 压 膜 片 钳 数 据 显 示

D[RT,1/)"$4

阻断
D[RT

氯离子通道导致通道平均闭合时

间延长$而不改变通道平均开放时间%这种影响是由于平均

通道关闭时间延长而没有改变平均通道开放时间%短路电

流试验)

"$

*表明抑制野生型
A##"V

和
A"!9&VD[RT

中
D-

W

电 流 的
D[RT,1/)"$4

抑 制 效 力 相 似+然 而$对 于

.

[#8%D[RT

$

\,

则显著降低%

D[RT,1/)"$4

的应用导致平

均关闭时间的延长和频道平均开放时间的缩短%数据)

"%

*分

析可 见$

D[RT,1/)"$4

不 仅 仅 是 简 单 的 孔 隙 阻 断 剂"

$

D[RT,1/)"$4

可以同时在
D[RT

氯离子通道开放和闭合

4

种不同的状态下与之结合+

%

D[RT,1/)"$4

结合引发了

D[RT

蛋白的变构效应$起到抑制
D[RT

的作用$这明显与

简单的堵孔的方式不同+

)

D[RT,1/)"$4

的效力与开放时

间之间的关系"开放时间越长$

+6

#8

就越低+

*

不能通过干扰

;YV

二聚体发挥作用%

图
4

!

噻唑烷酮
D[RT

抑制剂的结构活性分析/

"#

0

[,

2

0GH4

!

E=G06=0GH)+6=,3,=

L

+1+-

L

.,.7M=/,+Q7-,J,171HD[RT,1/,K,=7G.
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!

D[RT,1/)"$4

的药代动力学研究

使用"9

D

标记的
D[RT,1/)"$4

$液相色谱及质谱联用以

及小鼠肠道闭环模型分析研究
D[RT,1/)"$4

药理学和啮齿

动物的抗腹泻效力$发现"

$

D[RT,1/)"$4

主要通过肾小球

滤过而未经化学修饰而被清除+

%

D[RT,1/)"$4

在小鼠静

脉输注后
#*,1

内在肝中累积$此时胆汁中浓度是血液的
#

倍+

)

在给药
!8

#

498*,1

时$

D[RT,1/)"$4

主要富集在

肝(肠和肾中$在脑(心脏(骨骼肌和肺中几乎检测不到+

*

大鼠静脉推注后的药代动力学分析显示$分布容量为

$$8*B

$再 分 布 和 消 除 半 衰 期 分 别 为
85"9

$

"85!8/

+

+

D[RT,1/)"$4

在肝微粒体中稳定+

,

小鼠肠道闭环模型

研究表明$单次腹腔注射
48*

2

的
D[RT,1/)"$4

可抑制霍

乱毒素在十二指肠和空肠中的累积$在
'/

后
"

&8C

$回肠

中为
'8C

和结肠中则不足
"8C

+

-

在小鼠出生后
'

周内$

高剂量
D[RT,1/)"$4

给药)

!*

2

'!

S

2

,

J

#$每日
4

次剂量*

没有观察到毒性)

"&W48

*

%可以说$

D[RT,1/)"$4

的代谢稳定

性(肠肝循环(肾功能减退(肠内蓄积等特性是其良好止泻

作用的主要原因%

!

!

噻唑烷酮
D[RT

抑制剂与疾病
!5"

!

分泌性腹泻

前面提到$

D[RT

氯离子通道是
D-

W跨越肠道上皮细胞顶

膜运输的主要途径$当
D[RT

氯离子通道受到肠毒素影响而

功能亢进时$

D-

W等电解质由小肠上皮细胞被大量排放到肠

腔$从而驱动水分在渗透压作用下流失$是分泌性腹泻发病机

制的关键性节点)

4"

*

%小分子
D[RT

抑制剂可减少动物模型

中肠毒素诱导的肠道液体分泌%通过
D[RT,1/)"$4

等专一性

抑制剂关闭
D[RT

氯离子通道$在不干扰其他正常运转的离

子通道和转运子的前提下$阻断电解质流失$成为治疗分泌性

腹泻的新策略)

44W4!

*

%在大鼠闭环模型中$单次腹膜内注射

488

"

2

的
D[RT,1/)"$4

阻断了
&8C

以上的霍乱毒素和
$8C

ER+

大肠杆菌毒素所诱导的肠液分泌+而在小鼠开环霍乱模

型中$通过口服方法给药的
D[RT,1/)"$4

降低了
'

&8C

的霍

乱毒素诱导的肠道液体分泌量)

49

*

%

D[RT,1/)"$4

显著降低由

6U@F

依赖的霍乱弧菌$大肠杆菌和霍乱弧菌等病菌分泌的

肠毒素引起的肠道内电解质分泌和水分流失$因此可以有效

减少感染性(分泌性腹泻中的肠道液体分泌%

"%"

第
!9

卷第
"8

期 栾
!

剑"

D[RT

特异性抑制剂
D[RT,1/)"$4

的高通量筛选与研究进展
!



图
!

!

肠道分泌途径/

44

0

[,

2

0GH!

!

P1=H.=,1+-.H6GH=7G

L>

+=/I+

L

.

!54

!

多囊肾病

多囊肾病!

F\V

#是一种人类遗传性肾脏疾病$会导致肾

功能衰竭%多囊肾病目前还没有获得批准的药物或是有效

的预防策略$患者只能接受透析和肾脏移植%有报道)

4#

*指

出
D[RT,1/)"$4

可以在
@VD\

细胞培养模型中抑制
F\V

囊肿的生长%后续有体外试验)

4'

*表明$

D[RT,1/)"$4

在肾

上腺器官的培养中起到延缓囊肿生长的作用%其后有数

据)

4$W4%

*显示$

D[RT,1/)"$4

在试验中几乎完全抑制囊肿生

长而不影响细胞增殖$同时还表现出了对囊肿数量和胚胎肾

囊肿模型生长的显著抑制+对新生儿肾特异性
F\V"

敲除小

鼠进行皮下注射$治疗小鼠
$J

$对肾肿大(囊肿扩张和肾功

能损害显著降低$这些结果表明
D[RT

抑制剂具有减少

F\V

中囊肿生长的潜力%需要注意的是$如果选择长期通

过
D[RT

抑制剂治疗$意味着需要抑制超过九成的
D[RT

氯

离子通道$而这势必会影响到呼吸系统(消化系统乃至生殖

系统正常的功能%因此$

D[RT,1/)"$4

投入使用尚需进一步

的临床前评估来判断%

!5!

!

白血病

D[RT

的异常表达或突变会导致一系列疾病$其中包括

白血病)

4&

*和胰腺癌)

!8

*这样的恶性肿瘤%

e+1

等)

!"

*报道

D[RT,1/)"$4

可以在
\#'4

和
EdF)Y"#

细胞中降低
?VUD4

蛋白的表达$并导致
FR(;

在
*T;U

和蛋白质水平的增加

以及
FV\"

和
*R<T

!

FR(;

的下游信号传导#活性的降低$

而
@RR

试验显示
D[RT,1/)"$4

可在
F/

a白血病细胞中增

强
?VUD4

的抑制剂的抗增殖作用%

D[RT

在急性髓系白

血病患者及白血病细胞中均显著呈高表达%

R["

细胞中加

入
D[RT

特异性抑制剂后$细胞的活力下降$细胞凋亡率显

著增加%

D[RT,1/)"$4

可以抑制
D[RT

$通过经典的
O1=

信

号通路抑制白血病细胞株
R["

的生长$并促进其凋亡)

!4

*

%

9

!

结论与展望
D[RT

功能亢进会导致分泌性腹泻!如与霍乱相关的腹

泻#肠道液体分泌过多)

!!

*

%常染色体显性遗传性多囊肾病

!

UVF\V

#是最常见的遗传性肾病$肾上皮细胞
D[RT

介导

的
D-

W转运也是常染色体显性遗传性多囊肾病!

UVF\V

#肾

囊肿积液和生长的基础)

!9

*

%

D[RT

在这种常见和严重疾病

状态中的参与使其成为治疗干预的一个有吸引力的靶点$而

D[RT,1/)"$4

因为直接与
D[RT

蛋白相互作用$高亲和性(

高专一性被证明是极其有用的试验工具和先导化合物%

近年来$在
D[RT,1/)"$4

发现之后$高通量筛选技术已

被用于识别更有效的
D[RT

抑制剂$

A-

L

?)"8"

)

!#

*

(

,<)

O?8!4

)

!'W!$

*

(

FFZ)"84

)

!%

*

(

<G,J71,1

)

!&

*等小分子化合物先

后被筛选面世$获得很高评价$而天然产物中的化合物$如

6767+M-+3+17-.

)

98

*

(

(ADA

和
(DA

)

9"

*因为其安全性也备受肯

定%其中$

D[RT,1/)"$4

抑制细胞膜细胞质侧的
D[RT

$而

A-

L

?)"8"

引起膜外侧的电压依赖性阻滞$它们通过不同的

机制抑制
D[RT

%

D[RT,1/)"$4

已被证明能优先与开放通

道结合$可能会引发构象变化$使其失活%由于不同的侧向

作用$

D[RT,1/)"$4

应用于膜的胞内侧时优先$

A-

L

?)"8"

应

用于胞外$但是这
4

种较强的选择性抑制剂至今依然是试验

中抑制
D[RT

活性的首选药物%

有报道)

94

*指出
D[RT,1/)"$4

在无
D[RT

氯离子通道蛋

白表达的细胞中会诱导活性氧的产生$并导致线粒体功能的

衰竭%由于存在潜在风险$对于
D[RT,1/)"$4

的实际应用需

要审慎看待$但这些试验数据与氯化物的运输损失是否有关

4%"

研究进展
!

48"%

年第
"8

期



还有待于进一步研究%而且$一直被关注的
D[RT,1/)"$4

水

溶性差的问题也需要通过多方面的考量来解决%尽管如此$

可以乐观地预见未来
"8

年必将会诞生
D[RT

抑制剂新药来

预防和治疗多囊肾病(腹泻病和白血病等恶性疾病$给

D[RT

相关疾病的药物研发带来光明前景%
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