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靶向ERK2抑制剂的活性筛选与机理研究*

吴茜洳1,2,王玲芝1,2,高亚磊1,2,杨 敏1,2,刘永宏1,2,徐新亚1,2**,刘 锴1,2**

(1.广西中医药大学海洋药物研究院,广西南宁 530200;2.广西中医药大学,广西海洋药物重点实验室,广西南宁 530200)

摘要:细胞外信号调节激酶2(Extracellular
 

Signal􀆼Regulated
  

Kinase
 

2,ERK2)是恶性肿瘤发生、发展过程中的

关键激酶,目前还没有靶向ERK2的药物获批上市。本研究旨在获得结构新颖的靶向ERK2小分子抑制剂。
通过质粒构建、蛋白表达与体外激酶活性测试,对本实验室构建的北部湾次级代谢产物及化学合成化合物库中

的化合物开展生物活性筛选,利用分子对接阐明化合物与ERK2的结合模式及作用机理。试验最终筛选获得

6􀆼甲氧基红镰霉素B、异红镰霉素及嘧啶脲类等5个具有较高抑制活性的化合物(统一命名为化合物1-5),其
半抑制浓度(IC50)分别为(4.17±1.82)、(13.39±0.93)、(27.85±2.55)、(19.14±1.02)和(8.55±3.72)

 

μmol/L。化合物1-5对ERK2具有抑制活性,它们与ERK2中的LYS􀆼54、MET􀆼108及GLN􀆼105残基形成

的氢键是影响两者结合稳定性的关键因素。
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  细胞外信号调节激酶2(Extracellular
 

Signal􀆼
Regulated

  

Kinase
 

2,ERK2)位于丝裂原活化蛋白激

酶(Mitogen􀆼Activated
 

Protein
 

Kinases,MAPK)信
号通路下游,是细胞外信号调节激酶(ERK)家族成

员之一[1]。作为 MAPK信号通路的核心承接分子,

ERK2参与调控细胞黏附、细胞周期进程、细胞迁移、
细胞存活及分化、细胞增殖和转录等大量生理活动,

与恶性肿瘤的产生和发展有着密不可分的关系[2]。
因此,靶向ERK2小分子抑制剂的设计研发或将为

恶性肿瘤治疗提供新型有效的方案。

  ERK2被磷酸化后将进入细胞核或其他激活位

点,能在乳腺癌[3]、肝癌[4,5]和宫颈癌[6]等多个类型的

肿瘤组织中再次被激活或高水平表达。直接靶向抑

制ERK2活性不仅有望成为恶性肿瘤治疗的有效手
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段,而且能够与 MAPK上游激酶抑制剂产生协同效

应,为克服药物的耐药性提供新的解决方案[7,8]。例

如,在经典的肿瘤信号传导通路 RAS􀆼RAF􀆼MEK􀆼
ERK[9]中,因上游靶点(RAF、MEK等)突变而导致

获得性耐药的情况时有发生[7􀆼9],其耐药机制大都依

赖于ERK2信号转导的重新激活[10,11],因此联合靶

向ERK2的药物可缓解甚至解决上游靶点的耐药性

问题。尽管ERK2抑制剂显示出良好的治疗前景,
但是目前还没有靶向ERK2的药物获批上市,许多

化合物均处于临床试验或临床前研究阶段,例如

VTX􀆼11e治疗胰腺癌已进入2期临床研究,且已被

证实 可 诱 导 胰 腺 癌 细 胞 系 中 的 细 胞 凋 亡[12];

SCH772984治疗结直肠癌已进入临床研究[13];BVD􀆼
523治疗转移性葡萄膜黑色素瘤、急性骨髓性白血病

和骨髓增生异常综合征已进入2期临床研究,其联合

Hydroxychloroquine治疗晚期胃肠道恶性肿瘤也已

开展 临 床 研 究[14􀆼16];此 外,MK􀆼8353[14]、GDC􀆼
0994[14]、LY3214996[17]、JSI􀆼1187[18]、ASN007[19]和

ASTX029[20]等靶向ERK2的化合物均已引起人们

的广泛关注。

  北部湾由于其特殊的地理位置,具有独特的海洋

生态 系 统,蕴 藏 着 丰 富 的 待 开 发 海 洋 生 物 资 源。

Wang等[21]系统地总结了近十年从北部湾新发现的

477种海洋天然产物及其生物活性,表明北部湾药物

资源蕴藏丰富,可进一步发掘利用。本实验室前期基

于北部湾次级代谢产物及化学合成已建立了小分子

化合物库,因此本研究拟通过体外活性试验从中筛选

出作用于人源ERK2的小分子抑制剂(苗头小分子

化合物),并通过分子对接初步阐明苗头小分子化合

物与ERK2间的结合模式,确定配体在受体活性位

点上的结合构象,从而揭示关键的分子间相互作用,
为靶向ERK2的药物设计提供新思路。

1 材料与方法

1.1 仪器和试剂

  5920R高速大容量冷冻离心机(德国Eppendorf
公司),VICTOR

 

NIVO 酶 标 仪(Perkin
 

Elmer公

司),VCX􀆼750超声破碎仪(美国Sonics公司),Bio􀆼
rad

 

Mini􀆼Protean垂直电泳仪(美国 BIO􀆼RAD 公

司),VILBE
 

Quantum
 

CX5凝胶成像仪(法国 VIL-
BER

 

BIO
 

IMAGING公司),异丙基硫代半乳糖苷

(IPTG,北京索莱宝科技有限公司),Ni
 

Sepharose
 

6
 

Fast
 

Flow
 

Purification
 

Resin(美国Cytiva生物科技

有限公司),BCA蛋白浓度测定试剂盒(北京索莱宝

科技有限公司),ADP􀆼GloTM
 

Kinase
 

Assay试剂盒

[普洛麦格(北京)生物技术有限公司]。宿主菌大肠

杆菌(Escherichia
 

coli)Rosetta2(DE3)购于西格玛

奥德里奇(上海)贸易有限公司。

1.2 质粒构建与蛋白表达

  依据 Heightman等[22]的研究方法确定重组质

粒(pET30􀆼ERK21􀆼360)的构建方案,在 ERK2(Uni-
prot

 

ID:P28482,共360个氨基酸,分子量为41.4
 

kD)的C端引入多组氨酸标签(His􀆼tag),并连接在

pET30a载体上,委托武汉淼灵生物科技有限公司构

建重组质粒(pET30􀆼ERK21􀆼360)。将重组质粒转入

DH5α感受态细胞中进行克隆复制,提取质粒测序并

验证重组质粒无误后,将其通过热激法转入Rosetta2
(DE3)大肠杆菌感受态细胞诱导表达。在不同IPTG
浓度、温度及诱导时间条件下收集菌体并置于冰浴中

超声破碎,通过SDS􀆼PAGE凝胶电泳判断蛋白的表

达量并据此优化表达条件。将上清液通过镍(Ni)螯
合柱完成蛋白纯化,用BCA蛋白浓度测定试剂盒测

定纯化后的蛋白浓度。

1.3 体外激酶活性测试

  苗头小分子化合物对ERK2的活性抑制作用通

过ADP􀆼GloTM
 

Kinase
 

Assay试剂盒进行评价。以纯

化后的蛋白作为待测样品,根据 ADP􀆼GloTM
 

Kinase
 

Assay试剂盒操作手册进行活性测定。首先,将2
 

μL纯化后的蛋白和1
 

μL通过梯度稀释(待测化合物

初始浓度为5
 

mmol/L,使用倍比稀释法稀释11个

浓度梯度)后的候选化合物依次添加至384孔板中,
室温静置2

 

min后再添加2
 

μL浓度为100
 

μmol/L
的ATP到384孔板中,室温下静置20

 

min;然后加

入5
 

μL
 

ADP􀆼Glo试剂,室温下孵育40
 

min;最后加

入10
 

μL
 

Detection试剂,避光孵育30
 

min。使用酶

标仪读取光信号,并通过GraphPad
 

Prism软件拟合

得到化合物浓度与吸光度的响应曲线及半抑制浓度

(IC50)值。

1.4 分子对接计算流程

1.4.1 蛋白的预处理

  ERK2三 维 晶 体 结 构(PDB
 

ID:4QTE)来 自

RCSB蛋白质数据库(http://www.rcsb.org)。通过

Schrödinger
 

Maestro
 

11.9软件的Protein
 

Prepara-
tion模块对受体蛋白结构进行预处理,设小分子化合

物几何坐标的质心为活性口袋中心,将其周围20
 

Å
的立方体设为活性对接口袋。
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1.4.2 小分子化合物库的准备

  小分子化合物库主要来自本课题组构建的北部

湾 次 级 代 谢 产 物 及 化 学 合 成 化 合 物 库。利 用

Schrödinger
 

Maestro
 

11.9软件的 Ligand
 

Prepara-
tion模块建立化合物三维结构数据库,模拟pH值为

5.0-9.0时小分子化合物可能存在的质子化状态。

1.4.3 分子对接流程及打分

  采用Schrödinger
 

Maestro
 

11.9软件的Glide模

块进行分子对接,对接精度设置为标准模式(Stand-
ard

 

Precision,SP),化 合 物 的 分 子 对 接 打 分 采 用

Glide
 

gscore(Gscore)。考虑溶剂化对结合能力的影

响,采用基于对接构型的分子力学􀆼广义玻恩表面积

(MM􀆼GBSA)模块计算对接构象的结合自由能预

测值。

2 结果与分析

2.1 蛋白的表达与优化

  根 据 菌 液 的 电 泳 结 果 逐 步 优 化 诱 导 条 件

[图1(a)],结果确定蛋白成功表达,且使用20
 

mL培

养基小量表达时,蛋白表达量随温度和时间的增加而

上升。然而,若使用IPTG终浓度为0.5
 

mmol/L、

25℃诱导12
 

h作为诱导条件,在使用200
 

mL培养基

放大条件表达时将出现超声破碎后无法获得澄清液

体的情况,判断是由于蛋白表达速度过快而产生了包

涵体。为了确保可溶性目的蛋白的高表达,综合比较

后确定诱导条件为IPTG终浓度0.1
 

mmol/L,20
 

℃
低温诱导9

 

h。最后,采用200
 

mL培养基放大条件

完成目的蛋白的诱导表达,经过超声破碎及Ni层析

柱纯化后获得的蛋白浓度为(1.30±0.41)
 

mg/mL
[图1(b)]。

2.2 小分子化合物库的分析

  本课题组所构建的次级代谢产物库有111个结

构明确的天然化合物,包含2,4􀆼吡咯烷二酮[23]、aver-
antin类似物[24]和carneusins[25]等结构新颖的次级

代谢产物;化学合成化合物库目前有吡啶脲类化合物

17个[26]。通过对化合物分子量(MW)及脂水分配系

数(AlogP)的计算,发现当前化合物库总体成药性较

好,大部分化合物均满足成药五规则。其中,化合物

平均分子量和AlogP分别为(353.3±100.3)
 

Da
 

和

(2.4±1.5)(图2)。根据化合物的成药五规则,剔除

不符合条件的化合物23个,利用分子对接预测了剩

余105个化合物与ERK2的结合活性,根据分子对

接打分从中选择18个化合物进行生物活性验证。

  Lane
 

1-3,induced
 

at
 

15,20,25
 

℃
 

for
 

9
 

h
 

with
 

0.5
 

mmol/L
 

IPTG;Lane
 

4,benchmark
 

pre􀆼stained
 

protein
 

ladder
 

(kD);Lane
 

5,control
 

of
 

un􀆼induced
 

supernatant
 

(Control
 

check,CK);Lane
 

6-9,induced
 

time
 

of
 

3,6,9
 

and
 

12
 

h
 

at
 

20
 

℃
 

with
 

0.5
 

mmol/L
 

IPTG;Lane
 

①,benchmark
 

pre􀆼stained
 

protein
 

ladder
 

(kD);Lane
 

②,control
 

of
 

un􀆼induced
 

superna-
tant

 

(Control
 

check,CK);Lane
 

③,supernatant
 

(SN);Lane
 

④-⑥,elution
 

with
 

125,250
 

and
 

500
 

mmol/L
 

imidazole.The
 

arrows
 

indicate
 

the
 

target
 

protein,ERK2.
图1 ERK2表达条件优化及纯化的SDS􀆼PAGE鉴定

  Fig.1 SDS􀆼PAGE
 

identification
 

of
 

ERK2
  

expression
  

condition
 

optimization
 

and
 

purification

图2 化合物库的性质预测(n=128)
Fig.2 Property

 

profiling
 

of
 

compound
 

dataset(n=128)
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2.3 激酶体外抑制活性及其作用模式预测

  从2.2节所得的18个化合物中筛选出对ERK2
抑制活性较强的部分化合物(记作化合物1-5),其
测试结果如图3所示。化合物1-5作用于ERK2的

IC50 值 分 别 为 (4.17±1.82)、(13.39±0.93)、
(27.85±2.55)、(19.14±1.02)和(8.55±3.72)

 

μmol/L,其分子对接打分结果及通过 MM/GBSA预

测的结合自由能如表1所示,从中可以看出这5个化

合物的分子对接打分绝对值均高于6
 

kcal/mol,结合

自由能预测绝对值均高于38
 

kcal/mol,说明此时的

受体与配体具备较强的结合能力。

图3 化合物1-5对ERK2的IC50
Fig.3 IC50 of

 

compound
 

1-5
 

on
 

ERK2
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表1 化合物1-5的结构及抑制活性

Table
 

1 Structure
 

and
 

inhibitory
 

activity
 

of
 

compound
 

1-5

化合物
Compound

结构
Structure

半抑制浓度(IC50)/(μmol/L)
Half􀆼maximal

 

inhibitory
 

concentration(IC50)/(μmol/L)

分子对接打分
Gscore/
(kcal/mol)

结合自由能预测值/
(kcal/mol)

Predicting
 

value
 

of
 

binding
 

free
 

energy/(kcal/mol)

1 4.17±1.82 -6.628 -49.96

2 13.39±0.93 -8.626 -38.88

3 27.85±2.55 -7.067 -43.03

4 19.14±1.02 -7.019 -44.35

5 8.55±3.72 -6.164 -38.35

  尽管化合物1与2是从北部湾真菌代谢产物中

分离得到,但二者均为已知化合物。其中,化合物1
为6􀆼甲氧基红镰霉素B,化合物2为异红镰霉素,它
们也是 传 统 中 药 材 决 明 子 中 的 主 要 化 学 成 分 之

一[23,27]。虽然两者化学结构类似,在特定条件下结

构可以互相转化[24],但是不同的作用模式很可能导

致两者活性有差异。图4的分子对接姿势表明化合

物1可以与结合口袋周围的LYS􀆼54、GLN􀆼105和

MET􀆼108残基分别形成氢键,而化合物2则缺失与

GLN􀆼105的氢键作用,这也许是化合物2活性略低

于化合物1的直接原因。

  化合物3-5是实验室内部合成的化合物[26],它
们母核结构类似,分子对接结果显示该类化合物与

ERK2作用模式相同,能够与LYS􀆼54及 MET􀆼108
形成氢键作用[图5:(a)-(c)]。该类化合物与已报

道的细胞凋亡信号调节激酶1(ASK1)抑制剂结构高

度相似[图5(d)][25]。由于ERK2与ASK1同源,催
化域的氨基酸序列比对显示两者序列相似度高达

33%(图6)。ERK2的分子对接结果中复合物结构

与ASK1晶体结构(6XIH)高度相似的结合模式也表

明当前对接构型的合理。

Yellow
 

dash
 

lines
 

represent
 

the
 

H􀆼bond
 

interaction
 

(Å).
图4 化合物1、2与ERK2的分子对接姿势

  Fig.4 Molecular
 

docking
 

pose
 

of
 

compounds
 

1,
 

2
 

with
 

ERK2
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Yellow
 

dash
 

lines
 

represent
 

the
 

H􀆼bond
 

interaction
 

(Å).
图5 化合物3-5与ERK2的分子对接姿势[(a)-(c)]与含有抑制剂的ASK1晶体结构(d)的对比

  Fig.5 Comparison
 

between
 

molecular
 

docking
 

pose
 

of
 

compounds
 

3-5
 

with
 

ERK2
 

[(a)-(c)]
 

and
 

crystal
 

structure
  

(d)
 

of
 

ASK1
 

containing
 

inhibitors

  The
 

sequence
 

of
 

the
 

catalytic
 

domain
 

of
 

ERK2
 

is
 

the
 

first
 

line
 

(UNIPROT
 

ID
 

P28482)
 

and
 

the
 

sequence
 

of
 

the
 

catalytic
 

domain
 

of
 

ASK1
 

is
 

the
 

second
 

line
 

(UNIPROT
 

ID
 

Q99683).
图6 ERK2与ASK1催化域的氨基酸序列比对

  Fig.6 Sequences
 

comparison
 

of
 

the
 

catalytic
 

domains
 

of
 

ERK2
 

and
 

ASK1

3 讨论

3.1 化合物1-5与ERK2的作用模式

  本研究通过体外激酶活性测试筛选出5个对

ERK2具有较高抑制活性的化合物,且具有相同的作

用模式,其中最主要的氢键作用氨基酸为赖氨酸

(LYS􀆼54)和甲硫氨酸(MET􀆼108)。靶向ERK2的小

分子也很有可能会抑制其他激酶,这也是激酶抑制剂

普遍面临的选择性难题。值得注意的是,ERK2的门

控位点是谷氨酰胺(GLN􀆼105),该氨基酸在激酶家族

门控位点中出现的概率不足2%(仅8/516个)[28]。
因此,在小分子结构优化时可适当引入与GLN􀆼105

作用的片段,从而提高化合物的选择性[29]。

  最近,有研究报道ERK2存在变构结合位点[30],
考虑到红镰霉素类化合物结构简单,其可能的结合位

点还需进一步的确认,可尝试通过氨基酸定点突变或

者对小分子进行结构修饰来测试化合物活性的变化。

3.2 化合物的分子对接打分与活性间关系

  化合物的分子对接打分旨在通过评估化合物与

受体蛋白之间的相互作用来预测生物活性。当前5
个化合物的分子对接打分与体外活性数据[lg(IC50)]
无强相关性,其可能的原因:(1)化合物作用模式的一

致性。虽然当前分子对接结果显示5个化合物均与

LYS􀆼54、GLN􀆼105和 MET􀆼108相互作用,但是实际

的作用模式有待进一步验证。(2)分子对接打分函数

的合理性。当前的打分函数主要依靠半经验方法,在
本研究中的普适性存疑,相比分子对接打分,考虑溶

剂化效应的 MM􀆼GBSA结合自由能预测表现更优

(表1),但数值上却整体严重高估结合自由能。因

此,需要借助基于微扰的分子动力学模拟高精度地计

算化合物与ERK2的结合自由能,再对化合物的活

性进行验证与评估[31]。需要注意的是,当前活性化

合物个数较少,模型打分的准确性还有待进一步

验证。

4 结论

  作为 MAPK信号通路的核心承接分子,ERK2
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与恶性肿瘤的产生和发展有着密不可分的关系。本

研究以ERK2为靶标,通过生物活性筛选获得5个

具有微摩尔级抑制活性的苗头小分子化合物,并通过

分子对接初步探讨了这些化合物与ERK2的可能作

用模式,为后续靶向ERK2小分子抑制剂的结构修

饰提供了优化思路,也为靶向ERK2抑制剂设计提

供了参考。
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Abstract:Extracellular
 

Signal􀆼Regulated
  

Kinase
 

2
 

(ERK2)
 

is
 

a
 

key
 

kinase
 

in
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

malignant
 

tumors.At
 

present,no
 

drugs
 

targeting
 

ERK2
 

have
 

been
 

approved
 

for
 

marketing.The
 

purpose
 

of
 

this
 

study
 

is
 

to
 

obtain
 

novel
 

small
 

molecule
 

inhibitors
 

targeting
 

ERK2.Through
 

plasmid
 

construction,protein
 

expression
 

and
  

kinase
 

activity
 

test
 

in
 

vitro,biological
 

activity
 

screening
 

was
 

carried
 

out
 

on
 

the
 

secondary
 

me-
tabolites

 

and
 

compounds
 

in
 

the
 

chemical
 

synthesis
 

compound
 

library
 

of
 

Beibu
 

Gulf
 

constructed
 

in
 

our
 

labora-
tory.Molecular

 

docking
 

was
 

used
 

to
 

elucidate
 

the
 

binding
 

mode
 

and
 

mechanism
 

of
 

the
 

compounds
 

with
 

ERK2.Finally,5
 

compounds(named
 

as
 

compound
 

1-5)
 

with
 

high
 

inhibitory
 

activity
 

of
 

6􀆼methoxy􀆼erythro-
mycin

 

B,isoerythromycin
 

and
 

pyrimidine
 

urea
 

were
 

obtained
 

by
 

screening,and
 

their
 

half􀆼maximal
 

inhibitory
 

concentrations
 

(IC50)
 

were
 

(4.17±1.82),(13.39±0.93),(27.85±2.55),(19.14±1.02)
 

and
 

(8.55±3.72)
 

μmol/L,respectively.Compound
 

1-5
 

have
 

inhibitory
 

activity
 

against
 

ERK2
 

and
 

the
 

hydrogen
 

bond
 

formed
 

between
 

them
 

and
 

residues
 

of
 

LYS􀆼54,MET􀆼108
 

and
 

GLN􀆼105
  

in
 

ERK2
 

are
 

the
 

key
 

factors
 

affecting
 

the
 

sta-
bility

 

of
 

the
 

binding.
Key

 

words:extracellular
 

signal􀆼regulated
 

kinase
 

2;molecular
 

docking;protein
 

expression;bioassay
 

screening;

binding
 

mode
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