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摘要 蛋白质二硫键异构酶（PDI）可催化二硫键的形成、断裂和重排，并促进蛋白质折叠，对稳定蛋白质的三维结构至关

重要 . PDI的表达或酶活性的失调与一系列疾病如癌症、神经退行性疾病、血栓形成等密切相关 . 本文综述了PDI结构、与

疾病的关系及其抑制剂的研究进展，并指出目前PDI抑制剂存在的问题及未来发展方向，以期为PDI抑制剂的进一步研究

提供参考 .
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蛋 白 质 二 硫 键 异 构 酶 （protein disulfide

isomerase，PDI）是PDI家族中一个典型的蛋白质，

主要存在于内质网中，对蛋白质的正确折叠起着至

关重要的作用 . 之前的研究发现，PDI在癌症、神

经退行性疾病及一些传染性疾病中发挥着重要作

用 . 近几年的研究表明，PDI在血栓形成的过程中

也扮演着重要的角色 . 以PDI为靶点的靶向治疗也

成为近年来研究的热点 . 本文将概述 PDI 的结构、

功能及其与疾病的关系，并总结PDI抑制剂的研究

进展 .

1 PDI的结构

PDI广泛存在于真核细胞的内质网中［1］，是一

个分子质量为57 ku的多结构域蛋白质，在生物体

的生理生化反应中起着不可或缺的作用［2-3］ . PDI

主要包含 4个类硫氧还蛋白结构域（图 1a），分别

为 a、b、b'、a'结构域［4］ . a与 a'结构域是PDI的催

化结构域，其上的“CGHC”基序是PDI的活性位

点，负责二硫键的形成、断裂与重排［5-6］ . b与b'结

构域不具催化能力，但b'结构域上有一个高度保守

的疏水口袋，是底物结合的主要区域［7］ . b'与 a'结

构域之间通过 x-linker 连接［8］ . b 结构域和 x-linker

使得b'结构域更稳定，同时影响着b'结构域对底物

的结合［9］ . 在 a'结构域羧基端有一个短的酸性 c区

域，包含大量带负电荷的氨基酸及内质网驻留信号

“KDEL”（酵母为“HDEL”），对PDI的功能起着

重要作用［10］ . 晶体结构研究显示 PDI 呈 U 形排列

（ 图 1b （PDB： 2B5E）［11］ 和 1c （PDB：

4EKZ）［13］），催化结构域 a与 a'位于U形结构的两

端，催化中心面对面分布，位于U形开口处 . 非催

化结构域b与b'分布在U形结构的底部区域，结构

域之间相互合作，共同完成PDI的生理功能［11-13］ .
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2 PDI的构象变化

虽然晶体结构显示PDI呈U型排列，然而大量

的生物化学和生物物理研究都表明，PDI是一个柔

性的分子，它的构象受氧化还原环境及底物等因素

影响，这些因素引起的构象变化也正是PDI发挥生

理功能的基础 .

2.1 氧化还原环境调节PDI构象变化

PDI在氧化和还原两种状态下的晶体结构，揭

示了氧化还原环境调控 PDI 构象变化的分子机

制［13］ . 氧化态和还原态PDI结构的主要区别在于 a'

结构域相对位置的翻转 . 还原态PDI的 a结构域与b

结构域及 a'结构域与b'结构域之间存在大量的盐桥

及疏水相互作用，两活性位点之间的距离为

27.6 Å，a与 a'结构域之间的最小距离为 15 Å （图

2a（PDB：4EKZ）），整体呈闭合状态；而氧化态

PDI中，结构域间的相互作用较少，两活性位点之

间的距离增大为 40.3 Å，a与 a'结构域之间的最小

距离为30 Å（图2b（PDB：4EL1）），整体呈打开

状态 . 引起这个构象变化的主要原因是在还原条件

下，a'结构域上的两个半胱氨酸之间不形成二硫键

（图 2c），其上 Trp396 旋转，与 b'结构域上 Arg300

相互作用（图2d），呈现闭合状态［13-14］；在氧化条

件下，a'结构域的两个半胱氨酸之间形成二硫键

（图 2e），限制了Trp396与Arg300的相互作用（图

2f），使得 a与 a'结构域间的距离增大，同时也导致

b'结构域的疏水口袋暴露，增加与底物的结合

能力［13，15］ .

后期对真菌Humicola insolens PDI的溶液结构

研究也进一步证明了氧化还原环境可调节PDI的构

象变化［16］ . 该物种PDI的b'xa'结构域与αSN（一种

11个氨基酸组成的多肽）复合物晶体结构也表明，

此多肽结合在b'结构域的疏水口袋，并且只结合打

开构象的氧化态PDI，进一步验证了氧化还原条件

调控PDI构象而影响底物结合的机制［17］ .

Fig. 1 The structures of PDI
图1 PDI的结构

图a为PDI结构域组分示意图；图b为酵母PDI晶体结构；图c为人源

PDI晶体结构. 其中a结构域紫色显示，b结构域黄色显示，b'结构域

青色显示，x-linker红色显示，a'结构域绿色显示，c区域蓝色显示；

催化结构域的活性半胱氨酸以spheres模式显示，b'结构域的疏水口

袋氨基酸以sticks模式显示， 晶体结构中未观察到的氨基酸以虚线

形式显示.

Fig. 2 Redox states regulate the conformation of PDI
图2 氧化还原状态调节PDI构象

a为还原态PDI的晶体结构；b为氧化态PDI的晶体结构；c和e为a'结构域的两个半胱氨酸状态；d和f为a'结构域Trp396与b'结构域Arg300的相

对位置. 晶体结构中未观察到的氨基酸以虚线形式显示.
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2.2 底物驱动的PDI构象变化

蛋白酶敏感性实验及荧光猝灭实验表明，PDI

的 x-linker具有很强的柔性［18］ . 之后，研究者结合

荧 光 猝 灭 实 验 及 小 角 散 射 （small angle x-ray

scattering，SAXS）研究，揭示了低分子质量底物

驱动的PDI构象变化机制（图3） . 没有低分子质量

底物结合时（图3a），x-linker摆动至b'结构域疏水

口袋的上方，x-linker的Trp347荧光强度增加并产

生蓝移，催化结构域上的“CGHC”倾向于形成二

硫键；而当多肽底物或抑制剂（如黄蜂毒素、生长

激素抑制素、bepristats）结合时（图 3b），底物会

竞争 x-linker与 b'结构域疏水口袋的结合，使得 x-

linker移动到疏水口袋外面，Trp347荧光强度下降

并产生红移 . SAXS结果表明，这个竞争使 PDI结

构更加紧凑 . 这类底物的存在还使 a 和 a'结构域

“CGHC”基序的半胱氨酸倾向处于还原状态，从

而增强PDI的还原活性［19-20］ . 一个相反的例子是人

微粒体甘油三酯转移蛋白（microsomal triglyceride

transfer protein，MTP）异源二聚体的晶体结构 . 在

这个结构中，PDI主要通过b'结构域与MTP的α亚

单位相互作用，其催化结构域的“CGHC”基序处

于还原状态，但其整体却处于松弛构象（图 3c），

这可能是大分子底物驱动PDI构象变化的另一种形

式，它揭示了PDI在结合不同大小底物时结构的柔

性和不依赖氧化还原环境调控构象变化的另一种

机制［21］ .

2.3 底物驱动的PDI二聚体形成

利用超高速视频级原子力显微镜，研究人员观

察到溶液中氧化态PDI同时存在打开与闭合两种构

象 . 未折叠的蛋白质底物可以诱导氧化型PDI形成

面对面的二聚体 . 这种二聚体的中央空腔包含多个

活性位点和疏水表面以容纳底物 . 二聚体PDI通过

持续扩张与收缩的转变，加速底物二硫键的形成，

部分折叠的中间体通过还原型PDI，对错配二硫键

进行校正，最终完成底物的正确折叠（图4）［22-23］ .

3 PDI的功能及其与疾病关系

PDI的多结构域及其结构柔性决定了其功能的

多样性 . 在生物体内，PDI有氧化还原酶、异构酶

和分子伴侣等活性［24-27］ . 活性中心的氧化-还原状

态对 PDI 发挥生理学功能至关重要 . 当活性位点

“CGHC”基序处于还原状态时，PDI 可夺取底物

蛋白质的二硫键使底物还原；当其活性中心处于氧

化状态时，可将活性中心的二硫键传递给底物，使

底物蛋白质形成二硫键；还原态PDI的活性中心也

可通过巯基与二硫键之间的转换，行使异构酶的功

能而将底物二硫键进行重排（图5） . 此外，PDI的

分子伴侣、硫-亚硝基转移酶活性［28］，在未成熟蛋

白质的正确折叠［29］、维持血管内 NO 的稳定等方

面起着重要作用［30］ .

PDI通过其构象调节行使不同的功能，参与生

物体内的各种生理过程，而其表达或酶活性的失调

也引起了很多病理现象 . 越来越多的研究表明，

PDI在一些癌症、神经退行性疾病及血栓形成过程

中起着重要的作用［31-34］ .

Fig. 3 Substrate-driven allosteric switch model. Modified from ref.［19］
图3 底物驱动的变构模型.修改自文献［19］

图a是x-linker占据底物结合口袋模式图，当没有底物结合时，x-linker摆动至PDI b'结构域上方将疏水口袋封闭，CGHC基序倾向于形成二硫

键；图b是x-linker不占据底物结合口袋模式图，当多肽底物或抑制剂结合PDI时，它们与疏水口袋结合导致x-linker位移，使构象更加紧凑，

CGHC基序中半胱氨酸更倾向处于硫醇状态；图c是PDI结合大分子底物的模拟图，CGHC基序中半胱氨酸处于还原状态，但却是松弛构象.

其中三角缺口表示b'结构域上的疏水口袋，黑色圆点表示PDI抑制剂或底物.
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3.1 PDI与癌症

肿瘤细胞的快速增殖导致其蛋白质合成速度增

加，当蛋白质合成速度超过内质网去折叠或降解它

们的速度时，会引发内质网胁迫 （endoplasmic

reticulum stress，ER stress），进而触发非折叠蛋白

反 应 （unfolded protein response， UPR）［35-36］ ，

PERK、IRE1及ATF6三种内质网跨膜受体是UPR

的核心组分，在调节内质网胁迫及癌症发展过程中

起着重要的作用［37］ . 当内质网处在稳态条件下时，

这三种受体与ERp78互作，处于非活性状态；当引

Fig. 5 Schematic diagram of oxidoreductase and isomerase activity of PDI. Modified from ref.［27］
图5 PDI氧化还原酶及异构酶活性示意图.修改自文献［27］

还原型PDI可以夺取底物蛋白质的二硫键，使底物还原，氧化型PDI可以将二硫键传递给底物，使底物蛋白质形成二硫键，还原型PDI还可

以将底物的二硫键进行重排，行使异构酶功能.

Fig. 4 PDI dimer catalyzed substrate oxidation folding pattern. Modified from ref.［22］
图4 PDI二聚体催化底物氧化折叠模式图.修改自文献［22］

氧化型PDI捕获未折叠底物，并诱导PDI形成面对面的二聚体. 这种二聚体的中央空腔包含多个活性位点和疏水表面以容纳底物，加速底物

二硫键形成，部分折叠的中间体通过还原型PDI，对错配二硫键进行校正，最终完成底物的折叠.

发 UPR 时，它们与 ERp78 解离以应对 UPR［37-38］，

同时诱导内质网中PDI之类的分子伴侣上调来促进

蛋白质的折叠［39-40］ . 当PDI等分子伴侣的上调不足

以恢复内质网稳态时，将引起肿瘤细胞凋亡，故而

PDI 在肿瘤细胞的生存和凋亡中起着重要的作

用［41］ . PDI表达的上调是一些肿瘤疾病（如多发性

骨髓瘤、胶质母细胞瘤、卵巢癌等） 的重要特

征［42-43］ . 同时，PDI作为分子伴侣可以调节整合蛋

白质依赖的细胞黏附，参与肿瘤的侵袭和转移［44］，

通过异构酶的功能可以调节金属蛋白酶 ADAM17

的活性，影响肿瘤微环境的信号途径［45］，可作为

早期肿瘤诊断的一个标志物 .

3.2 PDI与神经退行性疾病

神 经 退 行 性 疾 病 （ 亨 廷 顿 舞 蹈 症

（Huntington’ s disease， HD） 、 帕 金 森 病

（Parkinson’s disease， PD）、 阿 尔 茨 海 默 症

（Alzheimer’s disease，AD）、肌肉萎缩性脊髓侧索

硬化症 （Amyotrophic lateral sclerosis，ALS） 等）

的一个重要特征是非正常折叠蛋白质在内质网聚

集，引起UPR，刺激PDI上调表达来维持内质网稳

态［46］ . HD是一种典型的神经退行性疾病，它是由

于编码亨廷顿蛋白的基因发生变异，而合成含更多

谷氨酰胺的亨廷顿蛋白［47］，这种异常蛋白质的表

达导致PDI在内质网与线粒体膜连接处积累，诱发

线粒体外膜透化作用而导致细胞凋亡［48］ . 在PD和

AD中，PDI会被NO修饰而亚硝基化，使得PDI的

功能异常而失去神经保护功能，造成病理状

态［32］ . 另有研究表明，PDI b'结构域的Asp292突变

为Asn或Arg300突变为His，都会使斑马鱼运动神

经元细胞的突触减少，且破环运动神经元间的连

接，表现出与ALS相似的症状［49］ . 这可能是因为

这类突变体不能对底物蛋白质构象进行氧化还原依

赖性的调节，在分子伴侣、氧化还原及异构酶功能

方面都存在缺陷［23，49］ .

3.3 PDI与血栓

PDI不仅存在于细胞内，在某些情况下还会分

泌到胞外，调节细胞表面多种受体蛋白质活性，影

响凝血、损伤反应、血小板活化和血栓形成等多种

生物学过程［50］，在血栓形成的过程中发挥重要作

用 . PDI不仅可以调节血小板的活化，还可以刺激

凝血系统的激活，并在血栓形成模型中得到验证 .

血小板和内皮细胞是血栓形成过程中的两类重要细

胞［20］ . 血小板表面存在着大量与血小板黏附、活

化、聚集相关的受体蛋白质，如与黏附相关的

VWF受体GPIb、与纤维蛋白结合的受体整合素αⅡ

bβ3、与胶原蛋白结合的受体整合素 α2β1及与凝血

酶和纤连蛋白等结合的受体［51-53］ . 这其中相当一部

分的受体活性是由PDI调节［54］ . 不仅限于血小板表

面受体，从血小板α颗粒分泌的凝血因子V、玻连

蛋白 （vitronectin）、纤连蛋白 （fibronectin） 等在

PDI的调控下，也会参与血栓的形成［54-55］ . 血管受

伤时，PDI 会从活化的血小板和内皮细胞释放出

来，结合到整合素αⅡbβ3和αⅤβ3受体胞外区，并

参与它们的活化［56-58］，诱发血小板的聚集和纤维

蛋白的沉积，促进血栓的形成［20，56］，其中 a'结构

域在 PDI 调节受体活化和血栓形成过程中尤为重

要［59］ . 同时，PDI可以还原血浆中玻连蛋白的特定

二硫键，使其可以与αⅡbβ3和αⅤβ3受体结合，参

与血栓的形成［60］ . 在组织因子（tissue factor，TF）

依赖的血栓形成过程中，PDI还通过调节组织因子

的活性而影响凝血过程［61-62］ .

4 PDI抑制剂

随着PDI与疾病关系研究的不断深入，以PDI

为靶点的抑制剂开发也成为研究的热点 . 传统的

PDI抑制剂主要有 3类，包括巯基阻断剂、多肽及

抗体 . 巯基阻断剂是一种不可逆且非特异性的PDI

抑制剂，它们的 IC50在100~500 µmol/L范围内，由

于选择性差及低抑制效率限制了它们的应用［63］ .

杆菌肽是最早发现的一种 PDI 抑制剂，用于证实

PDI在体内血小板积聚和纤维蛋白沉积过程中的作

用 . 但杆菌肽不具有特异性，在抑制PDI的同时也

阻断其他PDI家族成员及蛋白质的活性，此外它还

会引起肾毒性［64-65］ . 抗 PDI 单克隆抗体 RL90 用于

测定 PDI 在血栓和止血中的作用［63，66］，然而，

RL90 抗体也可抑制 ERp57 的还原活性［67］ . 这 3 类

抑制剂的低选择性及抑制效率，使其不可能作为专

一性的PDI抑制剂 .

近年来，高通量筛选的应用促进了PDI小分子

抑制剂的发展 . 相比传统PDI抑制剂，这些高通量

筛选获得的小分子抑制剂具有更好的选择性和抑制

效率 . 同时，研究者也采用基于结构的分子对接及

定点突变等方式，对这些小分子抑制剂的作用机制

进行分析，为PDI抑制剂的改造提供了依据 . 这些

小分子抑制剂的结构、抑制能力和作用方式等比较

见表1.
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发 UPR 时，它们与 ERp78 解离以应对 UPR［37-38］，

同时诱导内质网中PDI之类的分子伴侣上调来促进

蛋白质的折叠［39-40］ . 当PDI等分子伴侣的上调不足

以恢复内质网稳态时，将引起肿瘤细胞凋亡，故而

PDI 在肿瘤细胞的生存和凋亡中起着重要的作

用［41］ . PDI表达的上调是一些肿瘤疾病（如多发性

骨髓瘤、胶质母细胞瘤、卵巢癌等） 的重要特

征［42-43］ . 同时，PDI作为分子伴侣可以调节整合蛋

白质依赖的细胞黏附，参与肿瘤的侵袭和转移［44］，

通过异构酶的功能可以调节金属蛋白酶 ADAM17

的活性，影响肿瘤微环境的信号途径［45］，可作为

早期肿瘤诊断的一个标志物 .

3.2 PDI与神经退行性疾病

神 经 退 行 性 疾 病 （ 亨 廷 顿 舞 蹈 症

（Huntington’ s disease， HD） 、 帕 金 森 病

（Parkinson’s disease， PD）、 阿 尔 茨 海 默 症

（Alzheimer’s disease，AD）、肌肉萎缩性脊髓侧索

硬化症 （Amyotrophic lateral sclerosis，ALS） 等）

的一个重要特征是非正常折叠蛋白质在内质网聚

集，引起UPR，刺激PDI上调表达来维持内质网稳

态［46］ . HD是一种典型的神经退行性疾病，它是由

于编码亨廷顿蛋白的基因发生变异，而合成含更多

谷氨酰胺的亨廷顿蛋白［47］，这种异常蛋白质的表

达导致PDI在内质网与线粒体膜连接处积累，诱发

线粒体外膜透化作用而导致细胞凋亡［48］ . 在PD和

AD中，PDI会被NO修饰而亚硝基化，使得PDI的

功能异常而失去神经保护功能，造成病理状

态［32］ . 另有研究表明，PDI b'结构域的Asp292突变

为Asn或Arg300突变为His，都会使斑马鱼运动神

经元细胞的突触减少，且破环运动神经元间的连

接，表现出与ALS相似的症状［49］ . 这可能是因为

这类突变体不能对底物蛋白质构象进行氧化还原依

赖性的调节，在分子伴侣、氧化还原及异构酶功能

方面都存在缺陷［23，49］ .

3.3 PDI与血栓

PDI不仅存在于细胞内，在某些情况下还会分

泌到胞外，调节细胞表面多种受体蛋白质活性，影

响凝血、损伤反应、血小板活化和血栓形成等多种

生物学过程［50］，在血栓形成的过程中发挥重要作

用 . PDI不仅可以调节血小板的活化，还可以刺激

凝血系统的激活，并在血栓形成模型中得到验证 .

血小板和内皮细胞是血栓形成过程中的两类重要细

胞［20］ . 血小板表面存在着大量与血小板黏附、活

化、聚集相关的受体蛋白质，如与黏附相关的

VWF受体GPIb、与纤维蛋白结合的受体整合素αⅡ

bβ3、与胶原蛋白结合的受体整合素 α2β1及与凝血

酶和纤连蛋白等结合的受体［51-53］ . 这其中相当一部

分的受体活性是由PDI调节［54］ . 不仅限于血小板表

面受体，从血小板α颗粒分泌的凝血因子V、玻连

蛋白 （vitronectin）、纤连蛋白 （fibronectin） 等在

PDI的调控下，也会参与血栓的形成［54-55］ . 血管受

伤时，PDI 会从活化的血小板和内皮细胞释放出

来，结合到整合素αⅡbβ3和αⅤβ3受体胞外区，并

参与它们的活化［56-58］，诱发血小板的聚集和纤维

蛋白的沉积，促进血栓的形成［20，56］，其中 a'结构

域在 PDI 调节受体活化和血栓形成过程中尤为重

要［59］ . 同时，PDI可以还原血浆中玻连蛋白的特定

二硫键，使其可以与αⅡbβ3和αⅤβ3受体结合，参

与血栓的形成［60］ . 在组织因子（tissue factor，TF）

依赖的血栓形成过程中，PDI还通过调节组织因子

的活性而影响凝血过程［61-62］ .

4 PDI抑制剂

随着PDI与疾病关系研究的不断深入，以PDI

为靶点的抑制剂开发也成为研究的热点 . 传统的

PDI抑制剂主要有 3类，包括巯基阻断剂、多肽及

抗体 . 巯基阻断剂是一种不可逆且非特异性的PDI

抑制剂，它们的 IC50在100~500 µmol/L范围内，由

于选择性差及低抑制效率限制了它们的应用［63］ .

杆菌肽是最早发现的一种 PDI 抑制剂，用于证实

PDI在体内血小板积聚和纤维蛋白沉积过程中的作

用 . 但杆菌肽不具有特异性，在抑制PDI的同时也

阻断其他PDI家族成员及蛋白质的活性，此外它还

会引起肾毒性［64-65］ . 抗 PDI 单克隆抗体 RL90 用于

测定 PDI 在血栓和止血中的作用［63，66］，然而，

RL90 抗体也可抑制 ERp57 的还原活性［67］ . 这 3 类

抑制剂的低选择性及抑制效率，使其不可能作为专

一性的PDI抑制剂 .

近年来，高通量筛选的应用促进了PDI小分子

抑制剂的发展 . 相比传统PDI抑制剂，这些高通量

筛选获得的小分子抑制剂具有更好的选择性和抑制

效率 . 同时，研究者也采用基于结构的分子对接及

定点突变等方式，对这些小分子抑制剂的作用机制

进行分析，为PDI抑制剂的改造提供了依据 . 这些

小分子抑制剂的结构、抑制能力和作用方式等比较

见表1.
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Table 1 Small molecule inhibitors of PDI
表1 PDI小分子抑制剂

Rutin

Isoquercetin

Myricetin

Bepristat 1a

Bepristat 2a

ML359

RB-11-ca

P1

35G8

PACMA-31

CCF642

S-CW3554

BAP2

E64FC26

16F16

10

2.5

---

0.7

1.2

0.25

30~50

1.7

0.17

10

0.25

574

0.93

1.9

70

b'结构域和x-linker

b'结构域

a结构域

b'结构域

b'结构域

b'结构域

a结构域Cys53

a'结构域Cys397

a'结构域Cys397

a'结构域Cys397或

Cys400

a'结构域Lys401和

Glu402

a或a'结构域

b'结构域His256

---

a结构域

抑制血小板的聚集和纤维蛋白的形成，在体内可抑制

血栓形成，不引起出血时间延长

用于癌症病人的抗血栓临床试验，可有效减少血栓的

形成（凝血酶形成下降51%）

抑制血小板活化，削减血小板与胶原蛋白的相互作

用，抑制血栓形成，不影响止血过程

在激光诱导的小鼠血栓形成模型中可抑制血小板的聚

集和血栓的形成

在激光诱导的小鼠血栓形成模型中可抑制血小板的聚

集和血栓的形成

可抑制血小板的聚集和血栓形成，对 HEK293、

HepG2、HeLa细胞系均无细胞毒性

抑制Hela细胞的增殖

具有细胞膜通透性，抑制多种肿瘤细胞的生长

可诱导活性氧形成，对U87MG、U118MG、A172、

NU04四种胶质母细胞瘤细胞系表现出很强的细胞

毒性

对OVCAR-8、NCI/ADR-RES、HEY、OVCAR-3等卵

巢癌细胞系有细胞毒性，抑制异种移植的小鼠卵巢癌

细胞生长，对正常组织细胞没有实质毒性

引起骨髓瘤细胞内质网胁迫，对多发性骨髓瘤细胞系

具有细胞毒性

对MM1.S和KMS11等多发性骨髓瘤细胞系有细胞毒

性，对MM1.S细胞系的抑制效果尤其显著

可抑制胶质母细胞瘤细胞的迁移和生长，有较好的抗

肿瘤活性

多发性骨髓瘤小鼠模型中，提高了小鼠存活率，并增

强了硼替佐米的活性，没有任何不良影响；对易恶化

的多发性骨髓瘤细胞系有更强的细胞毒性

抑制PC12神经细胞的凋亡

可逆

可逆

可逆

可逆

可逆

可逆

不可逆

不可逆

不可逆

不可逆

不可逆

不可逆

---

不可逆

不可逆

［69］

［71］

［73］

［19］

［19］

［74］

［76］

［77］

［78］

［79］

［81］

［82］

［42］

［43］

［84］

抑制剂 化学式 IC50/µmol/L 结合位点 细胞或动物水平抑制实验 可逆性 文献
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LOC14

16F16A-NO

KSC-34

Juniferdin

0.062

50

3.5

0.156

a结构域

a'结构域

a结构域Cys53

---

保护中棘神经元免受由Huntington疾病引起的神经

毒性

抑制人神经母细胞瘤细胞系SH-SY5Y和人类宫颈癌细

胞系HeLa细胞的增殖

显著减少疾病相关抗体轻链在HEK293Trex细胞中的分

泌表达，而对细胞UPR影响极小

抑制PDI对HIV-1病毒包膜糖蛋白gp120的还原，从而

阻止HIV-1病毒侵入细胞

可逆

可逆

不可逆

可逆

［85］

［87］

［88］

［89］

续表1

抑制剂 化学式 IC50/µmol/L 结合位点 细胞或动物水平抑制实验 可逆性 文献

在抑制血栓形成过程中，黄酮类抑制剂表现得

尤为突出 . 其中，槲皮素-3-芸香糖苷（quercetin-3-

rutinoside，又名芦丁，rutin）因其良好的抗血栓效

果及低出血副作用，引起人们极大的关注 . 在多种

小鼠血栓形成模型中，静脉注射 0.5 mg/kg剂量的

rutin 即可抑制血栓形成过程中血小板的聚集和纤

维蛋白的形成，不引起出血时间延长［68-69］ . SAXS

结果显示，rutin直接结合在PDI中，并使PDI趋于

闭合的构象［69］，同时 rutin的结合抑制了PDI对胰

岛素和小分子底物 di-eosin-GSSG的还原［70］ . 由此

推测，rutin 存在一种变构效应，除了竞争性抑制

PDI和底物的相互作用外，还可以通过诱导PDI构

象改变而影响其氧化还原活性 . 分子动力学模拟及

定点突变实验进一步表明，rutin并不仅仅只与PDI

b'结构域上的疏水口袋结合，还结合在疏水口袋的

附近以及 x-linker 区域［69］ . Rutin 与 PDI x-linker 这

种相互作用限制了 x-linker 的柔性，进而影响了

PDI 的催化活性 . 目前，具有更强体内稳定性的

rutin类似物异槲皮素（isoquercetin），已通过口服

的方式应用于癌症病人的抗血栓临床试验［71-72］ . 病

人每天口服 1 000 mg 异槲皮素，可有效减少血栓

的形成（凝血酶形成下降 51%）［55］ . 另有报道杨梅

素（myricetin）也有较好的抗血小板效应，可通过

抑制血小板活化，削减血小板与胶原蛋白的相互作

用而抑制血栓形成，但在体内不影响止血过程 . 分

子对接结果表明，杨梅素可以通过非共价的氢键结

合在PDI a结构域，抑制其还原活性，但它对同家

族的ERp5也有抑制作用［73］ .

通过高通量筛选发现的bepristat类小分子抑制

剂（bepristat 1a、bepristat 2a和ML359），对PDI有

更强的抑制能力 . 其中 bepristat 1a和 bepristat 2a在

体内可抑制血小板的聚集和血栓的形成，输注

15 mg/kg bepristat 1a可使小鼠血管损伤部位血小板

聚集减少 79.7%，bepristat 2a 可减少 85.1%，表现

出较好的抗血栓效果 . 实验表明，它们取代x-linker

可逆地结合在PDI的 b'结构域，并促使 a'结构域活

性位点半胱氨酸处于还原状态，使其还原活性升

高［19-20］ . ML359可以选择性的抑制PDI的氧化还原

酶活性，而不影响它的硫-亚硝基转移酶活性，在

激光诱导的小鼠血栓形成模型中可抑制血栓的

形成［74-75］ .

PDI 抑制剂在抗肿瘤方面也有十分广泛的运

用 . 如RB-11-ca对PDI有高度的选择性且可以透过

细胞膜，它特异地与 a结构域Cys53共价结合而抑

制 PDI 活性，从而抑制 Hela 细胞的增殖［76］ . P1

（phenyl vinyl sulfonate）［77］ 和 35G8［78］ 则可能与

PDI a'结构域Cys397结合而抑制PDI活性，从而抑

制肿瘤细胞的生长 . PACMA-31 则与 PDI a'结构域

的Cys397或Cys400共价结合，对PDI产生较特异

的抑制作用，同时它具有细胞膜透性，可以在肿瘤

细胞中积累，抑制卵巢癌细胞的生长，而对正常组

织细胞没有明显的毒性［79-80］ . CCF642在小鼠多发

性骨髓瘤模型中表现出强大的疗效，计算机对接实

验结果表明，它可能与 PDI a'结构域的 Lys401 及

Glu402形成相互作用，从而抑制PDI的还原活性，

但由于其低水溶性而限制了其在体内的使用［81］ . S-

CW3554是一种比丙烯酰胺反应活性低的亲电子抑

制剂，它与PDI的 a或 a'结构域的催化半胱氨酸结

合而抑制其活性，并且对多发性骨髓瘤细胞系有一

定的细胞毒性［82］ . BAP2可能结合 PDI b'结构域的
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His256而抑制其还原活性 . 在人脑肿瘤模型实验中

加入 BAP2，可抑制恶性胶质瘤细胞的迁移和生

长，表现出较好的抗肿瘤活性［42］ . E61也可以抑制

PDI的还原活性，然而其类似物E64FC26的抑制效

率是 E61 的 50 多倍，且在靶向性及抗多发性骨髓

瘤方面均优于E61，但其选择性较差，对PDI家族

的其他成员也有抑制作用［43，83］ .

PDI抑制剂也有望用于一些神经退行性疾病的

治疗 . 在HD模型中，16F16可抑制神经细胞凋亡，

具有神经保护作用［84］ . 而L0C14比16F16有更高的

抑制性（纳摩尔级），等温滴定热量法及荧光实验

表明，LOC14上的硫原子可与PDI相互作用，可逆

结合PDI的 a结构域，促使PDI形成氧化型构象而

抑制其还原活性，保护中棘神经元免受由HD引起

的神经毒性［85-86］ . 16F16A-NO是一种新合成的PDI

可逆抑制剂，它是在 16F16的基础上加入了NO供

体基团，分子对接研究表明它可以嵌入PDI a和 a'

结构域，将PDI亚硝基化而抑制其还原活性，同时

可以抑制神经母细胞瘤和 HeLa 细胞的增殖［87］ .

KSC-34可特异地与PDI a结构域的Cys53结合而抑

制其还原活性，可以显著减少不稳定的、淀粉样变

的抗体轻链的分泌［88］，减轻神经系统、心脏及肾

脏的受累 . 在抗病毒感染方面， PDI 抑制剂

juniferdin 可抑制 PDI 对 HIV-1 病毒包膜糖蛋白

gp120的还原，从而阻止HIV-1病毒侵入细胞［89］ .

除了小分子抑制剂，多肽也应用于抑制PDI活

性 . CxxC 是 12 个氨基酸组成的多肽类抑制剂

（VEFYAPWCGHCK），源于 PDI 羧基端的部分序

列，是一种不可逆抑制剂，可以特异地与PDI a'结

构域 Cys400 共价结合而抑制 PDI 活性，从而抑制

血小板上受体αⅡbβ3的活性［90-92］ .

5 PDI抑制剂的选择和发展方向

PDI与多种疾病相关，在筛选或设计PDI抑制

剂时，应根据具体要求进行合理地选择，主要需要

注意抑制剂与PDI结合的可逆性、抑制剂的细胞膜

通透性以及其特异性 . 对于靶向血小板和内皮细胞

表面PDI的抗血栓抑制剂，需要抑制剂是可逆的，

这对于预防出血十分重要 . PACMA-31、RB-11-ca

及P1等都是作用于CGHC基序的半胱氨酸，起不

可逆抑制作用，虽然这些抑制剂在抗肿瘤上具有良

好的效果，它们的作用机制不利于其应用于抗血栓

治疗 . 而对于靶向胞内PDI的抗肿瘤抑制剂，则需

具细胞膜通透性，才可进入细胞，抑制表达上调的

PDI，从而促进肿瘤细胞凋亡 . 芦丁和异槲皮素虽

然可以抑制PDI的活性，但由于细胞膜通透性的限

制不适合用于靶向PDI的抗肿瘤治疗 . 此外，抑制

剂需有较强的选择性及特异性，以减少抑制其他蛋

白质引起的副作用 .

PDI家族成员的 a和 a'结构域同源性高［93］，针

对这两个结构域，不容易获得专一靶向PDI的抑制

剂 . 针对同源性低的 b和 b'结构域或影响构象灵活

的 x-linker 区域来发展其抑制剂，是发展专一性

PDI抑制剂的主要策略 . 目前，应用于抗血栓的抑

制剂都是针对这些区域，但这些抑制剂的抑制能力

普遍较低（如目前进入临床 II/III期的异槲皮素与

PDI的结合能力仅为2.5 μmol/L） . 这些抑制剂如何

与靶标结合而发挥作用的具体分子机制尚不清楚，

也限制了这类抑制剂的发展 . 研究这些抑制剂与

PDI的具体作用方式，并基于这些信息进行抑制剂

改造，将为靶向PDI的药物研究开辟新的方向 .
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Abstract Protein disulfide isomerase (PDI) can catalyze the formation, breakage and rearrangement of disulfide

bonds, and promote protein folding, which is essential to stabilize the three-dimensional structure of proteins. The

dysregulation of PDI expression or enzyme activity is closely related to a series of diseases, such as cancer,

neurodegenerative diseases, and thrombosis. In this review, we summarized the structure of PDI, its relationship

with diseases and the research progress of its inhibitors. We also pointed out the current problems and the

development direction of PDI inhibitors, which will provide references for its further research.
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