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硫氧还蛋白还原酶结构与肿瘤治疗的研究进展
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摘摇 要: 硫氧还蛋白还原酶(thioredoxin reductase,TrxR)是硫氧还蛋白(thioredoxin, Trx)系统里主要的功能蛋白,在
调节多种细胞氧化还原信号通路中起关键作用。 近年来,TrxR / Trx 被越来越多地认为是肿瘤发展的重要调节剂,
因此靶向 TrxR / Trx 是一种很有前景的肿瘤治疗策略。 该文对 TrxR 的结构特点、与肿瘤相关的生理功能、TrxR 抑

制剂进行综述,以对 TrxR 的研究提供参考。
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Review on Progress of Thioredoxin Reductase
Structure and Tumor Therapy

DU Zhongying, XIA Dongfang, GAO Xueyun
(Faculty of Environment and Life, Beijing University of Technology, Beijing 100124, China)

Abstract: Thioredoxin reductase (TrxR) is a major functional protein in the thioredoxin system (Trx)
and plays a key role in regulating various cellular redox signaling pathways. In recent years, TrxR / Trx
has been increasingly recognized as an important regulator of tumor development, therefore, targeting
TrxR / Trx is a promising tumor treatment strategy. In this paper, the structural characteristics, tumor鄄
related physiological functions and inhibitors of TrxR were reviewed to provide references for the research
of TrxR.
Key words: thioredoxin reductase (TrxR); redox equilibrium; protein structure and function; tumor
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摇 摇 硫氧还蛋白系统作为生命体内应对刺激、维持

代谢平衡的重要屏障,是细胞内重要的抗氧化系

统[1]。 该系统由硫氧还蛋白还原酶 ( trioredoxin
reductase,TrxR)、硫氧还蛋白( thioredoxin,Trx)以及

还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷磷酸 ( nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate, NADPH) 组 成, 在

DNA 合成、抗细胞凋亡、促细胞增长、免疫功能调

节、抗氧化应激和信号传导等生理过程中起着关键
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作用[2]。 Trx 系统由于其重要功能,一直受到研究

人员的广泛关注[3]。 TrxR 的结构和功能不断被研

究,期望作为抗肿瘤药物的潜在靶点,为肿瘤治疗研

究提供可靠的依据。

1摇 TrxR 的结构

TrxR 是一种硒蛋白,属于吡啶核苷酸-二硫键

氧化还原酶家族,具有辅酶 FAD、NADPH 的结合位

点,以及含有巯基 /二硫醇的氧化还原活性位点[4鄄5]。
除 TrxR 外, 该 家 族 还 包 括 谷 胱 甘 肽 还 原 酶

(glutathione reductase,GR)、硫辛酰胺脱氢酶、谷胱

甘酰亚精胺还原酶、汞还原酶等成员[6]。 与原核生

物、酵母、植物细胞的 TrxR 分子量(35 kDa)相比,哺
乳动物的 TrxR 分子量较大,每个亚基为 55 kDa,具
有与 GR 相似的整体结构和催化机制[7鄄8]。

TrxR 蛋白的 C 端具有一段保守的活性位点序

列 Gly鄄Cys鄄Sec鄄Gly,该序列中的硒半胱氨酸 Sec 是

发挥酶活性的重要位点。 这段序列存在于各种

TrxR 亚型中。 目前研究较多的是哺乳动物细胞中

的 TrxR,已发现 3 种亚型,分别是 TrxR1、TrxR2 以及

TrxR3,并且它们在细胞中分布于不同的区域。 在人

源细胞中,这 3 种亚型由 3 种不同的基因编码,即
TXNRD1、TXNRD2 和 TXNRD3。 TrxR1 主要存在于

细胞浆中,TrxR2 主要存在于线粒体中。 TrxR1 和

TrxR2 的空间结构和催化机制很相似。 经过比对氨

基酸序列发现,TrxR2 与 TrxR1 的同源性为 56% ,相
似性超 70% 。 TrxR2 作为一种线粒体蛋白,具有额

外的 N 端线粒体靶向序列 ( 33 个氨基酸) [9]。
TrxR1 和 TrxR2 在细胞质和线粒体中发挥重要功

能,可以清除过多的自由基,保护细胞免受氧化应激

的损伤。 这 2 个亚基对生命体的正常发育至关重

要。 将小鼠 TrxR1 或 TrxR2 敲除直接导致胚胎死

亡[10鄄11]。 另外,在睾丸组织中存在着 TrxR3,具有

FAD、NADPH 以及界面结合区域,但在 N 端还有一

个额外的单硫醇谷氧还蛋白结构区域[12]。 TrxR3
也被称为硫氧还蛋白谷胱甘肽还原酶(TGR),通过

催化还原型谷胱甘肽和 Trx 影响蛋白中二硫键的形

成,并且被认为与精子细胞成熟有关[7]。 在这 3 个

亚型中,TrxR1 的研究最为广泛。 因此,本文的主要

关注内容集中在 TrxR1。
1郾 1摇 TrxR1 的底物

Trx 蛋白是一种氧化还原蛋白,其分子量相对

较小,约为 12 kDa,在活性位点区域具有一段保守的

Trp鄄Cys鄄Gly鄄Pro鄄Cys鄄Lys 序列[13]。 TrxR1 以首尾相

连的二聚体形式存在,是唯一一种能够催化硫氧还

蛋白底物中二硫化物还原的氧化还原酶。 在 TrxR
催化的反应中,TrxR1 从 NADPH 中获得电子,通过

N 端的 Cys鄄Val鄄Asn鄄Val鄄Gly鄄Cys(CVNNGC)活性位

点区域将电子传递给另一个亚基的 C 端的活性位

点序列 Gly鄄Cys鄄SeCys鄄Gly(GCUG),形成了一个硫

化硒 /巯化硒氧化还原活性区域。 C 端的硫化硒 /巯
化硒形式引起活性中心电子穿梭和链条的摆动,将
电子传递到氧化型 Trx 活性位点区域内 Trp鄄Cys鄄
Gly鄄Pro鄄Cys鄄Lys 上的二硫键(—S—S—),通过巯基 /
二硫键交换生成邻位二硫醇(—SH) 2(还原型 Trx)。
来自还原型 Trx 活性位点内的邻位二硫醇通过巯

基 /二硫键交换反应与下游靶蛋白相互作用,生成二

硫键(氧化型 Trx)。 Trx 及其靶蛋白中的这种巯基 /
二硫键交换形成了氧化还原调控的基础。 Trx 体系

的催化简化过程如图 1 所示。

图 1摇 硫氧还蛋白体系的催化循环与功能[14]

Fig. 1摇 Catalytic cycles and functions of the thioredoxin system[14]

摇

摇 摇 因 TrxR1 蛋白 C 末端存在可以灵活摆动的高反

应性和表面暴露的 Sec 残基氧化还原活性位点区

域,不仅能催化天然氧化型 Trx 上的—S—S—还原

成(—SH) 2 维持 Trx 的还原型,还可以将电子从

NADPH 传递到其他底物上,如谷氧还蛋白 2(Grx2)、
蛋白二硫键异构酶(PDI)和一些小分子,包括亚硒
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酸盐、H2O2、脱氢抗坏血酸(DHC)、硫辛酸(LA)、泛
醌(UQ)、细胞色素 C(Cyt c)、四氧吡啶和抗癌药物

莫替纱芬(MGd) [5, 15](见图 1)。 虽然还原型 Trx 在

执行 Trx 系统的大部分功能方面起到了重要作用,但
在一些研究中发现,有些药物以靶向 TrxR1 的方式发

挥治疗作用。 抑制 TrxR1 会导致细胞中还原型 Trx
水平的下降,从而抑制 Trx 的氧化还原功能。 相较于

抑制 Trx,靶向抑制 TrxR1 有 2 个优势:1) 除了抑制

还原型 Trx 生成,还可以作用于其他底物蛋白;2) 一

些抑制剂在抑制 TrxR1 活性后,会引起细胞内 ROS
含量升高,进而破坏抗氧化防御体系,引起细胞死亡。
1郾 2摇 TrxR1 的结构

hTrxR1 最早是从人胎盘中克隆出来的,相较于

低等生物的 TrxR1 序列,其同源性仅为 31% [16]。
hTrxR1 ( GeneBank: AAB35418郾 1 ) 和 hGR
(GenBank: AAP88037郾 1) 的基因序列进行比对显

示,它们之间的同源性为 34% ,相似性则为 52% (见
图 2(a))。 在 GR 的 N 端中存在和人 TrxRs 的 N 端

同样的催化位点 Cys鄄Val鄄Asn鄄Val鄄Gly鄄Cys,两者都位

于酶的 FAD 结合域。 不同的是,E. coli TrxR 的催化

位 点 Cys鄄Ala鄄Thr鄄Cys 在 NADPH 结 合 域 ( 见

图 2(b)) [14,17]。 通过比对 hTrxR 的 3 个亚型和 GR
发现,这 3 个 TrxR 相比 GR 在 C 端均多出一条延伸

链,延伸链为 16 个氨基酸。 值得注意的是,该链中

包含一个独特且不可或缺的 Sec 残基[18鄄19]。 这个

Sec 残基与相邻的 Cys 通过硫化硒 /巯化硒交换反

应形成另一个氧化还原活性位点。 用于比较

hTrxR、E. coli TrxR 和 hGR 的主要结构的简化模型

如图 2 所示。
1991 年,TrxR1 结构首次被 Kuriyan 团队[20] 报

道,在解析出的分辨率 2郾 0 伊 10 - 10 m 的 E. coli TrxR1
蛋白晶体中,清晰地观察到 FAD、NADPH 结合区

域。 2001 年 Sandalova 团队[7] 首次报道大鼠 TrxR1
蛋白突变体(Sec498Cys)的三维结构,晶体分辨率达

到 3郾 0 伊 10 - 10 m。 6 年后,Fritz鄄Wolf 团队[21] 公开了

人类 TrxR1 蛋白结构,借助大肠杆菌表达系统大量

表达出 hTrxR1 蛋白并纯化,生长出的蛋白晶体分辨

率为 2郾 8 伊 10 - 10 m。 在对 hTrxR1 研究中发现,其整

体结构与 rTrxR1(GeneBank: AAF32362. 1)相似度

较高,二者的一级序列同源性达 90% 。 rTrxR1 蛋白

由 2 个完全相同的亚基组成,形成头对尾排列的结

构,并在 2 个亚基的界面上形成双旋转对称(C2)轴
(见图 3 ( c))。 rTrxR1 的每个亚基中都存在一个

FAD 结 合 域 ( 1—163 和 297—367 残 基 )、 一 个

图 2摇 硫氧还蛋白还原酶及其相关酶的初级结构

Fig. 2摇 Primary structures of thioredoxin
reductases and related enzymes

摇

NADP(H)结合域(164—296 残基)以及一个界面域

(368—499 残基) (见图 3(a))。N 端氧化还原中心

埋藏在 FAD 结合域内,由 Cys59 和 Cys64 的 2 个

Cys 残基组成。 与 GR 相比,rTrxR1 的 C 端具有一

条由 16 个氨基酸组成的灵活延伸链,这个链条序列

保守,其中的特征基序是 X鄄Cys鄄Sec鄄Y(X 和 Y 指任

何氨 基 酸; rTrxR1 / hTrxR1 该 区 域 序 列 是 Gly鄄
Cys497鄄Sec498鄄Gly)。 这段区域形成了第二个氧化

还原中心(硫化硒 /巯化硒)。 这个 C 端氧化还原中

心远离 N 端氧化还原中心(见图 3(a),其中 FAD 结

合区域、NADP(H)结合区域和相互作用区域分别标

为红色、绿色和蓝色,NADP(灰色)和 FAD(青色)显
示为棒状模型)。 作为功能性酶,TrxR1 通过一个亚

基的 C 端氧化还原中心靠近另一个亚基的 N 端氧

化还原中心形成一个二聚体。 在催化过程中,
NADPH 首先将电子传递给酶结合的 FAD,随后

FAD 将电子转移到同一个亚基的 N 端 Cys鄄Val鄄Asn鄄
Val鄄Gly鄄Cys 氧 化 还 原 中 心 ( rTrxR1 / hTrxR1 为

Cys59 / Cys64),并将二硫键还原为巯基。 该 N 端巯

基进一步将电子提供给另一个亚基 C 端硫化硒,并
将其还原为巯化硒。 TrxR 的电子流如图 3 ( d)所

示。 从 rTrxR1 的晶体结构(见图 3(b),一个亚基以
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图 3(a)中描述的颜色表示,另一个以灰色表示。 N
端氧化还原对(Cys59 / Cys64)和 C 端氧化还原对

(Cys97 / Sec498)球形)可以清楚地看出,C 端氧化还

原中心(Cys497 / Sec498)位于酶的表面,而 N 端氧

化还原中心(Cys59 / Cys64)位于内部。

图 3摇 哺乳动物硫氧还蛋白还原酶(TrxR)的结构

Fig. 3摇 Structures of mammalian thioredoxin
reductase (TrxR)

摇

2011 年,Fritz鄄Wolf 团队[22] 解析出 TrxR1鄄hTrx
复合蛋白结构。 与 2006 年表达 hTrxR1 蛋白一样,
借助大肠杆菌系统表达 hTrxR1 蛋白并与过量底物

蛋白 hTrx 在接近生理的条件下共同孵育后得到

hTrxR1鄄Trx 复合蛋白,纯化后结晶。 为了得到复合

蛋白, 使用 hTrxR1 突变体 ( hTrxR1Cys497Ser,Sec498Cys、

hTrxR1Sec498Ser、 hTrxR1Cys497鄄trunc ) 和 hTrx 突 变 体

(hTrxCys73Ser、hTrxCys32Se、Cys73Ser、hTrxCys35Ser、Cys73Ser)。 将它

们 组 合 之 后, 只 有 hTrxR1Cys497Ser,Sec498Cys 和

hTrxCys35Ser,Cys73Ser可以形成稳定复合物。 hTrxR1鄄Trx
复合结构见图 4(hTrxR1 和 hTrx 分别用灰色和蓝色

色带表示,FAD(黄色)和 N 端氧化还原中心(红色)

图 4 摇 hTrxR1鄄hTrx 复合蛋白整体二聚体结构及 4 种

hTrxR1鄄hTrx 配合物的叠加结构[22]

Fig. 4 摇 Overview structure of the hTrxR1鄄hTrx complex
protein and superimposed structures of the four
hTrxR鄄hTrx complexes[22]

用球表示,C 末端(最后 8 个残基)在“氧化等待位

置冶“还原等待位置冶和在 hTrxR1鄄hTrx 复合体中发

现的不同构象分别为洋红色、橙色和绿色,使用

uCsF Chimera40 软件包制作分子图形图像)。 同源

二聚体 TrxR1 具有 2 个氧化还原中心,这 2 个中心

是催化作用所必需的。 N 端的氧化还原中心

(Cys59 / Cys64)被埋在蛋白质中,而第二个氧化还原

中心位于 C 末端(Cys497 / Sec498)的一个灵活的柔

性链上。 同时,晶体结构中,Cys497 和 Cys35 之间

距离 10 伊 10 - 10 m,超过了经典认为的电子传递的

5 伊 10 - 10 m 范围,此结果有力地证实电子通过溶剂

中的水在 Cys497hTrxR1和 Cys35Trx之间传递的假说。
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在图 4(b)4 种 hTrxR1鄄hTrx 配合物的叠加结构

中(使用色带表示法来显示 4 种配合物中 Trx 分子

的不同位置。 正交:灰色和青色;单斜:蓝色和红

色)。 Sec498CyshTrxR1和 Cys32hTrx在分子内二硫化物

附近只有微小的差异,但在 Lys82 和 Ala18 附近,C琢
原子 之 间 的 距 离 增 加 到 4 伊 10 - 10 m, 每 个

hTrxR1Cys497Ser,Sec498Cys的 C 端有一个 hTrxCys35Ser,Cys73Ser,
hTrxR1鄄hTrx 复合物的界面相当小,仅涉及 Trx 中的

31—74 残基和 TrxR1 中 103—146 的 琢 螺旋残基。
hTrxR1鄄hTrx 复合物通过这些残基之间的弱相互作

用进一步稳定了结构,包括 Trp31鄄Trp114爷、Asp63鄄
Lys146 爷、 Glu70鄄Arg121 爷、 Lys36鄄Glu103 爷、 Asp60鄄
Arg117爷和 Lys72鄄Glu122爷。

硒半胱氨酸 Sec 是半胱氨酸 Cys 的类似物,其
中硫被硒取代,两者的化学性质总体相似。 稍有不

同的是,Sec 中硒醇基团的 pKa 值显著低于 Cys 的硫

醇基团(Sec 的 pKa 为 5郾 8,Cys 的 pKa 为 8郾 3),这意

味着 Sec 中的硒醇几乎完全以硒化物(R鄄Se)的形式

存在,而 Cys 中的大部分硫醇在生理条件 ( pH =
7郾 4)下以非电离形式存在(R鄄SH) [23]。 这说明,在
相同反应环境中 Sec 比 Cys 更容易发生反应。 这一

推论在将 Sec498 突变成 Cys 后 TrxR1 活性急剧降

低实验中被证实[24]。

2摇 TrxR 的功能

2郾 1摇 TrxR 与肿瘤

TrxR 通过还原 Trx 催化生物体内一系列生理生

化反应并调节氧化还原平衡,与细胞增殖、生长、凋
亡、肿瘤发生、转移和血管生成密切相关[25]。 在肿

瘤发展早期阶段,因为 Trx 系统通过抵抗或清除来

自外源性物质或致癌物质引起的氧化应激,起到对

正常细胞的保护和预防作用,避免正常细胞向癌细

胞方向转化。 然而,一旦健康细胞启动肿瘤表型后,
高表达的 TrxR / Trx 在许多方面促进肿瘤的进展和

转移,例如诱导血管生成、抑制凋亡以及促进肿瘤细

胞的增长等,还可能导致化疗药物的耐药性增加。
迄今为止,在多种肿瘤细胞中已发现 TrxR / Trx 系统

的过度表达,这些肿瘤包括肺癌、宫颈癌、胰腺癌、肝
癌、前列腺癌、恶性胸膜间皮瘤、淋巴癌和白血病。

TrxR 间接清除自由基,并通过降低其他自由基

清除剂的水平来维持细胞功能。 TrxR 作为一种电

子载体,对生物合成酶的催化循环至关重要。 它保

护细胞质蛋白免受氧化,使其形成二硫化物,并抑制

其自身的活性,从而诱导肿瘤细胞凋亡[26]。 肿瘤细

胞的快速生长、扩散、转移与细胞凋亡不平衡有

关[25]。 Trx 系统的抑制可以改变细胞内的氧化还原

状态,主要通过积累 ROS、激活凋亡信号调节酶 1
(apoptosis signal鄄regulating kinase 1,ASK1)以及抑制

procaspase 3 亚硝基化,从而诱导细胞凋亡[27]。 因

此,有效干预细胞凋亡过程可能是肿瘤治疗的重要

策略。
2郾 2摇 TrxR 与线粒体凋亡通路

线粒体途径通过抑制 TrxR / Trx 来诱导细胞发

生凋亡[28]。 ASK1 是一种有丝分裂原活化蛋白激酶

(MAPK),作为将信号从细胞表面传递到细胞核内

的重要传递者,负责激活 JNK 和 p38 / MAPK 激酶通

路[29鄄30]。 BCL鄄2 蛋白家族的成员,包括促进细胞凋

亡的 Bax 蛋白和抵抗细胞凋亡的 BCL鄄2 蛋白,在线

粒体凋亡通路中发挥重要作用。 Bax 蛋白促进 Cyt c
释放到细胞质中,形成 Cyt c / Apaf鄄1 / caspase 9 凋亡

复合物并激活 caspase 3[31]。 有文献报道,金属配合

物可以与 TrxR 的 C 端 Cys鄄Sec 氧化还原活性中心

结合并抑制其活性,从而促进 ROS 的积累,破坏氧

化还原稳态,改变线粒体膜的通透性[32]。 刺激

Cyt c 释放,最终诱导肿瘤细胞发生凋亡[33]。 综上

所述,靶向抑制 TrxR 可促进癌细胞凋亡。
此外,氧化还原调节最重要的作用是清除线粒

体呼吸产生的 ROS[28,34]。 ROS 可以通过信号转导

和氧化应激介导的凋亡途径促进细胞死亡[35]。
TrxR 通过诱导 Trx,刺激下游通路来抑制细胞凋

亡[36]。 Trx 通过抑制 ASK1 抑制细胞凋亡,ASK1 通

过 p38 和 JNK 途径介导,最终导致细胞凋亡[30]。 还

原型 Trx 与 ASK1 的 N 端结合,形成复合体 Trx鄄
ASK1 来抑制 ASK1 作为信号传递因子的功能[37]。
一旦 Trx 残基被氧化就会促进复合体的分解及

ASK1 磷酸化,引起下游 ASK1 信号的激活,Cyt c 的

释放,激活 caspase 3,最终导致细胞凋亡[38]。
2郾 3摇 TrxR 与内质网凋亡通路

作为细胞凋亡的一种机制,内质网在 TrxR 系统

中起着重要的调控作用。 在 TrxR 还原作用下,将底

物蛋白的 2 个半胱氨酸残基上的巯基还原成一个二

硫键[39]。 通过改变蛋白质二硫键的形成,TrxR 活

性影响蛋白质折叠和构象[40]。 ROS 的增加会扰乱

细胞内的氧化还原稳态,并导致内质网中展开蛋白

的持续积累[41]。 为了保持这种平衡状态,随后触发

内质网反应[42]。 通过激活以下 3 个跨膜内质网传

感器来实现内质网反应:胰内质网激酶(PERK)、肌
醇需要酶(IRE1)和激活转录因子 6(ATF6)。 在这
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3 种传感器中,IRE1 的作用持续时间短,激活内质

网响应快,是最敏感的传感器[43]。 此外,IRE1 作为

内质网的一个单体表达,同时具有蛋白激酶和 RNA
核酸内切酶活性。 当内质网受到压力刺激时,自磷

酸化发生二聚反应,随后激活相应的核酸酶活性。
下游底物被裂解转化为活跃的转录因子,进入细胞

核,激活下游转录因子以缓解内质网压力[43鄄44]。 此

外,内质网介导的细胞凋亡主要与诱导高水平表达

CHOP 有关(CHOP 是内质网介导细胞凋亡的下游

转录共激活因子 CAAT 区 /增强子结合蛋白(CAAT /
enhancer binding proteins, C / EBP)),在内质网介导

的细胞凋亡中起关键作用[45]。 TrxR 直接影响 ROS
水平,进而激活内质网通路。

靶向细胞质中的内质网途径是一个有趣的促凋

亡抗癌途径[42]。 研究表明,TrxR 诱导内质网通路

相关信号转导绕过肿瘤耐药性[40]。 此外,抗癌药物

诱导死亡的能力与 ROS 的产生及其诱发内质网的

能力有关。 ROS 和内质网同时刺激不同的损伤相

关分子模式,并通过不同的机制最终导致癌细胞死

亡[41]。 一种针对性抑制 Trx / TrxR 系统的 茁鄄酰氧基

丙烯酰胺化合物(简称 SK053),诱导淋巴瘤细胞

(RAJI)内质网激活,进而导致细胞凋亡。 SK053 处

理肿瘤细胞可诱导高水平 CHOP 的表达,且剪接

XBP鄄1 水平的增加先于诱导细胞凋亡。 此外,与野

生型小鼠胚胎成纤维细胞(WT MEFs)相比,CHOP
缺陷小鼠胚胎成纤维细胞(CHOP鄄 / 鄄 MEFs)对 SK053
诱导的细胞凋亡具有更强的抗性,这表明肿瘤细胞

的凋亡依赖于转录因子的表达[46]。 总之,这些结果

表明 ERS 相关的凋亡依赖于 TrxR 抑制与肿瘤细胞

内质网诱导之间的联系。
2郾 4摇 TrxR 直接作用于死亡受体通路

TrxR 是参与细胞内氧化应激信号调节的关键

分子[47]。 TrxR 可以抑制对氧化应激和炎症敏感的

核因子 资B(nuclear factor kappa鄄B,NF鄄资B)和活化蛋

白 1(activator protein, AP鄄1)的活性。 此外,它还通

过调控 ASK1 和凋亡信号通路的转导,抑制炎症因

子的表达,从而降低炎症反应[48]。 当细胞受损时,
内源性 TrxR 和外源性重组 hTrxR 均表现出抗氧化

活性和清除氧自由基能力,从而降低组织中丙二醛

水平,增强超氧化物歧化酶活性,减轻组织和器官损

伤,并 改 善 组 织 缺 血、 微 循 环 障 碍 和 水 肿 的

状况[47,49]。
TrxR 调控许多应激相关基因的表达,包括参与

凋亡调控的基因。 如 TrxR 调控 caspase 家族成员的

表达,这些成员均与凋亡相关[50]。 因此,可以通过

调控 TrxR 活性来调控凋亡途径。 实验证实,在用抑

制剂抑制 TrxR 后,不仅导致 TrxR 功能丧失,还改变

了细胞内转录进程,甚至减少抗凋亡蛋白的表

达[51]。 TrxR 调控的另一种方式是控制凋亡前体基

因的表达[52]。
2郾 5摇 TrxR 与 ROS

ROS 是细胞代谢的正常产物,是一种含氧的化

学分子,包括 H2O2和超氧阴离子,在细胞代谢中起

重要作用[53]。 ROS 的平衡受 ROS 系统、TrxR 系统、
超氧化物歧化酶( SOD)和过氧化氢酶的调控[54]。
在细胞内,ROS 发挥多种重要功能,如信号转导、细
胞增殖和分化、调节酶活等。 此外,它还参与调节细

胞因子引发的炎症刺激和杀死外部病原体等生理过

程,因此,是细胞中必不可少的成分[55]。 然而,与正

常细胞相比,癌细胞由于其无控制的增殖、线粒体功

能障碍、p53 功能缺失以及高代谢率等特征,导致细

胞内 ROS 水平不断上升。 为了维持氧化还原平衡,
癌细胞会上调抗氧化系统以抵消这一增加的 ROS
水平[56]。 值得注意的是,高 ROS 含量使得癌细胞

对 ROS 的敏感性较普通细胞更高,这为以 ROS 介

导的癌症治疗奠定了基础。 越来越多的报道表明

ROS 在肿瘤发展中发挥双重作用。 一方面,ROS 的

轻微升高可能通过调控基因组 DNA 的突变或诱导

肿瘤信号通路的激活,促进肿瘤的发展。 另一方面,
过多的 ROS 诱导蛋白质中二硫键的形成,对蛋白质

造成严重的氧化损伤[57]。
TrxR 是一种重要的 ROS 清除酶,维持细胞内氧

化还原平衡,保护癌细胞免受大量 ROS 的破坏[58]。
化疗或物理辐照等多种癌症治疗方法都与 ROS 的

清除密切有关。 研究发现,癌细胞中高水平的

TrxR / Trx 表达会增加肿瘤治疗耐药性的概率,并且

已经证明靶向抑制 TrxR 可以提高治疗效果[59]。 因

此,设计开发促进肿瘤细胞中 ROS 积累的抗氧化酶

特异性抑制剂是一种有效的抗癌策略,可以选择性

地提高细胞毒性,导致癌细胞死亡[60鄄61]。

3摇 TrxR 的抑制剂功能

自 21 世纪初以来,TrxR 作为一种癌症治疗潜

在靶点在基础学科和临床上被广泛研究[62鄄63],基于

TrxR 蛋白各种可能机制以及暴露在蛋白表面的含

Sec 活性位点,已经开发出了多种抑制剂[64]。 这些

抑制剂根据结构类型主要分为 3 类:含金属离子的

配合物(包括金、铂化合物)、含迈克尔受体的天然

152



北摇 京摇 工摇 业摇 大摇 学摇 学摇 报 2024 年

产物及其衍生物[65鄄66]、二硫化物和含硫 /硒分子化

合物。
3郾 1摇 含金属离子的配合物

哺乳动物 TrxR 异构体的一个特征是在其 C 端

氧化还原中心存在邻巯基-硒醇对。 由于硫醇的

pKa 值较高(约 8郾 5),它们会部分电离成硫代酸盐,
而硒醇的 pKa 值较低(约 5郾 8),在生理条件下主要

解离为硒代酸盐。 根据“软硬酸碱冶理论,硫酸盐和

硒酸盐是软碱,容易与软酸,如金、铂、汞、银、锌、镉、
钆等形成络合物[67鄄69]。 因此,多种金属配合物被开

发为有效的 TrxR 抑制剂。 TrxR 能够强烈结合毒性

强的金属,同时它的底物 Trx 也是一种重金属结合

蛋白质。 当金属的总浓度远低于 Trx 的浓度时,Trx

图 5摇 含金属离子的 TrxR 抑制剂

Fig. 5摇 Metal complexes as TrxR inhibitors
摇

可以帮助酶免受金属离子的抑制。 底物不起强效抗

抑制剂的作用,导致其抑制动力学难以测定。 这个

过程大概分为 2 个阶段,第一阶段是有毒金属与底

物结合的快速过程,第二阶段是将有毒金属从底物

转移到酶的较慢过程[70]。
一些经典的含金属离子的 TrxR 抑制剂如图 5

所示。 金诺芬(1) [71] 和硫金代葡萄糖(2) [72] 是最

先被报道的 TrxR 强效含金抑制剂,其 IC50值分别为

20 和 65 nmol / L。 金诺芬被批准用于治疗关节炎,
但是由于其亲脂性较高,对正常细胞具有严重的毒

性,对患者产生较大的副作用,因此逐渐不被临床使

用。 研究显示,TrxR 硒半胱氨酸残基上的硒巯基是

其特异性作用靶点。 Lowe[73]报道了一系列三吡啶-
铂(域)配合物。 这些分子抑制了 TrxR,其 IC50值浓

度范围从几纳摩尔每升到几百纳摩尔每升。 其中,
化合物(3) (4) (5)和(6)以 IC50 值为 3、4、7 和 6
nmol / L 在体外抑制纯 TrxR 蛋白活性。 此外,在细

胞毒性检测中发现,这几种化合物均能有效抑制肿

瘤细胞的生长。 同时,在酶活测定中发现,化合物
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(3)(4)对 TrxR 的抑制活性远高于 GR 蛋白(IC50值

分别为 1 000 和 400 nmol / L)。 在小鼠疾病模型中,
(3)表现出很高的体内抑制肿瘤生长的作用。

Charvet 等[74]合成出一系列与金属络合的磷孔

衍生物作为 TrxR 抑制剂和抗癌剂。 化合物(7)(8)
(9)和(10)高效抑制 TrxR,其 IC50值分别为 0郾 8、1、1
和 1 nmol / L。 但是在将 TrxR 第 498 位上的 Sec 突

变为 Cys 后,这 4 种分子对突变酶 TrxRSec498Cys的抑

制作用较弱。 这个结果有力证明 Sec 残基参与了酶

与配合物之间的相互作用。 李敏勇等[75] 制备了 2
种三唑基金配合物(11)(12),并评估了它们对 TrxR
的抑制效力和对肿瘤细胞的细胞毒性。 结果显示,
(11)(12)均以低纳摩尔浓度有效抑制 TrxR 酶活,
以及具有显著的细胞毒性。

王浩等[76]以金(玉)与有机膦和炔基配位形成

结构为(13) (14)的两个复合物。 在酶活测定中发

现,(13) (14)强效抑制纯化的人源 TrxR1 酶活,其
IC50值分别为 2 和 10 nmol / L。 但是,对 GR 的抑制

作用较弱(IC50 > 1 000 nmol / L)。 同时,化合物(13)
在体内 /体外实验中均显著抑制肿瘤生长。

Che 等[77]制备了一组具有硫脲配体的 Au(玉)
(15)、Ag(玉) (16)络合物。 (15)和(16)在低微摩

尔浓度下表现出细胞毒性。 同时,在酶活测定中表

现出高选择性地抑制 TrxR 而不抑制 GR 和谷胱甘

肽过氧化酶,抑制效果在纳摩尔级别浓度。 将(15)
以腹腔注射方式注射进小鼠体内(每周 2 次,剂量

为 100 mg / kg),在经过 4 周的给药后,小鼠肿瘤体

积减少了 38% 。
此外,双核金(玉)化合物(17) (18) [78]、含有

N鄄杂环 卡 宾 配 体 的 一 些 金 ( 芋) 络 合 物 ( 19 )
(20) [79],均被证明能够抑制 TrxR 活性、癌细胞增

殖,诱导肿瘤细胞发生凋亡并且在动物模型鼠体内

抑制肿瘤生长。 因此,这些含金化合物被证明是

TrxR 的抑制剂和潜在的抗癌药物。 Du 等[80]描述了

一种与 RGD 环肽结合的金纳米团簇 Au4RGD3作为

TrxR 抑制剂和抗癌细胞杀伤剂。 环肽序列为 cyclo
[鄄Arg鄄Gly鄄Asp鄄Phe鄄Lys]鄄Tyr鄄Cys鄄Cys。 癌细胞经过

Au4RGD3处理后,其 TrxR 酶活性显著受到抑制。 同

时,还能有效地抑制癌细胞的存活能力和模型鼠体

内肿瘤生长。
3郾 2摇 含迈克尔受体的天然产物及其衍生物

迈克尔受体通常是与电子吸引基团(例如酯、
酮、腈、亚硝基和磺酰基)相连的烯烃,也被称为 琢,
茁鄄不饱和酯或烯酮。 这些电子吸引基团将双键内的

电子密度拉向自身,使得烯烃的 茁 碳缺乏电子并具

有亲电性。 作为一种多相的亲电体,迈克尔受体具

有很好的生物学活性,并对硒醇以及巯基等亲核性

基团具有很高的反应性[81]。 哺乳动物的 TrxR 酶具

有暴露在表面的巯基 /硒醇对,使它们能够轻易地攻

击带有迈克尔受体结构的分子中存在的亲电性双

键[82鄄83]。 含迈克尔受体的天然产物及其衍生物的

TrxR 抑制剂如图 6 所示。
Geoffrey 等[84] 和 Stevens 等[85] 合成出一系列以

4鄄羟基 环 己鄄2, 5鄄二 烯 酮 为 核 心 结 构 的 化 合 物

((21) ~ (26)),在微摩尔浓度下均表现出不同程度

的 Trx 系统抑制效果。 其中 AW464(21)在肿瘤模

型鼠体内有明显的抗癌效果[86]。 Ostaszewski 等[87]

用一系列酰基氧甲基丙烯酰胺酯对 Trx 系统进行了

研究。 结果发现,在这些化合物中, (27) 对重组

TrxR 的抑制作用(IC50 = 37郾 1 滋mol / L)明显高于 GR
(IC50 > 100 滋mol / L)。 同时,(27)在微摩尔浓度下,
对多种癌细胞产生明显的细胞毒性。 Kunkel 等[88]

筛选了国家癌症研究所的药物数据库(大于 60 000
种化合物),并确定了几种具有大于 30 倍选择性的

有效 TrxR 抑制剂,(28)就是其中一个化合物。 顺

铂(29)是临床上常用于治疗实体瘤的广谱化疗药,
也是一种 TrxR 抑制剂[89]。 姜黄素(30)及类似物是

一类多酚类 TrxR 不可逆抑制剂,它不可逆地使

TrxR 的 催 化 活 性 位 点 Cys497 / Sec498 烷 基 化,
IC50 = 3郾 6 滋mol / L[90]。 姜黄素通过抑制 Trx 系统而

使细胞内氧化应激水平增高,从而诱导 ROS 的产

生、DNA 损伤以及 Trx 活性丧失,最终导致细胞凋

亡[91]。 棕榈霉素衍生物,如棕榈霉素 CP1(31)、PX鄄
911(32)、PX鄄916(33)和 PX鄄960(34),表现出优秀

的抑制纯化的人源 TrxR1 酶活性的效果,其 IC50 值

分别为 0郾 35、3郾 20、0郾 28 和 0郾 27 滋mol / L[92]。 这些

化合物均能有效抑制人乳腺癌细胞 MCF鄄7 细胞增

长。 在另一项体内研究中,PX鄄916(33)毒性较低。 单

次静脉注射 PX鄄916 25 mg / kg 后,24 h 内抑制 MCF鄄7
模型鼠体内肿瘤细胞中 TrxR 活力超过 50%,并且抑

制作用持续48 h 以上。 同时,小鼠的肿瘤生长显著下

降[93]。 三萜二氧化物(Triptolide)(35)是从传统中药

中提取出来的一种具有生物活性的天然产物,在急性

T 细胞白血病细胞 Jurkat 细胞中通过 MALDI鄄TOF 肽

指纹分析被发现与 TrxR 结合[94]。 但是目前还没有

关于(35)对 TrxR 功能影响的报告。
3郾 3摇 含二硫化物和含硫 /硒分子的化合物

硫、硒和碲等卤族元素是氧化还原活性元素,通
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图 6摇 含迈克尔受体的 TrxR 抑制剂

Fig. 6摇 Michael acceptors as TrxR inhibitors
摇

常具有多种氧化态。 例如,硫的常见氧化态范围为

-2 ~ + 6,包括 - 2、0、 + 2、 + 4 和 + 6。 卤族元素的

氧化还原特性使得含有它们的分子能够与 TrxR 酶

相互作用,既可以作为抑制剂,也可以作为底物[95]。
正是利用这一原理,用哺乳动物 TrxR 酶对二硝基苯

磺酸钠(DTNB)进行还原反应,已成为检测 TrxR 活

性的经典方法[96]。 一些含二硫化物和含硫 /硒分子

的 TrxR 抑制剂如图 7 所示。
Kirkpatrick[97]合成出一系列不对称二硫化物作

为潜在的 Trx 和 TrxR 抑制剂,其中效果显著的一个

分子 PX鄄12((36),也被称为 IV鄄2)通过与蛋白质中

的 Cys 残基形成混合二硫键而共价结合到 Trx 上。

有趣的是,PX鄄12 是 TrxR 的底物,因此也是 TrxR 还

原氧化型 Trx 时的竞争性抑制剂(K i = 31 滋mol / L)。
PX鄄12 能够抑制癌细胞增殖并缩小动物模型中肿瘤

大小。 目前,PX鄄12 对晚期和转移性癌症患者进行

的临床玉期试验已经完成。 对晚期胰腺癌患者进行

的域期临床试验,由于疗效不佳已终止,但 PX鄄12 仍

是一种潜力很大的抗癌药物[98]。 Hausheer 等[99] 证

实二硫代乙砜酸二钠盐((37),也被称为 dimesna、
BNP7787 和 TavoceptTM)具有该特性。 这种二硫化

合物是 Trx 系统的底物 (Km = 72 滋mol / L),但对

TrxR 单独不起作用,并且对 Trx / TrxR 介导的胰岛素

还原表现出弱抑制作用。 TavoceptTM在日本完成了
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图 7摇 含二硫化物和含硫 /硒分子的 TrxR 抑制剂

Fig. 7摇 Dichalcogenides and sulfur / selenium鄄containing inhibitors of TrxR
摇

芋期临床试验,证明接受 TavoceptTM治疗的晚期非

小细胞肺癌患者的生存时间增加。
研究人员曾制备出基于依布硒啉( ebselen)骨

架的一系列化合物,并确定了它们对 TrxR 的抑制作

用[100]。 其中, Ethaselen (38) 和 (39) 均对纯化的

TrxR 具有强效抑制作用,IC50值分别为 0郾 35 和 0郾 03
滋mol / L。 这 2 种化合物在低微摩尔浓度下皆有效

抑制 MCF鄄7 细胞的生长。 在小鼠疾病模型中,(38)
在给药后,非常高效地抑制肿瘤体积。 由于非小细

胞肺癌细胞高表达 TrxR 的特性,(38)已在进行非

小细胞肺癌玉期临床试验。
含有二环二硫化合物结构的分子也可作为治疗

癌症 的 药 剂。 Bible 等[101] 发 现 木 壳 素 (( 40 ),
chaetocin)、胶毒素 ((41 ), gliotoxin) 和毛壳菌素

((42),chaetomin)是 TrxR 的底物,其 Km值分别为

4郾 6、16郾 9 和 16郾 1 滋mol / L。 在他们的实验条件下,
Trx 的 Km = 104郾 7 滋mol / L。 这些数据表明, (40)
(41)和(42)对 TrxR 具有更高的亲和力,因此它们

是 TrxR 的竞争性抑制剂。 进一步研究表明,(40)
通过诱导氧化应激促进癌细胞凋亡。

4摇 结论

Trx 系统在调节细胞死亡途径中扮演重要角

色。 作为 Trx 系统的主要功能蛋白,TrxR 控制着

Trx 的氧化还原状态,从而决定了该系统的多项功

能。 研究表明,TrxR 过表达对于维持肿瘤表型、肿

瘤生长和转移至关重要,并已在多个肿瘤实验中得

到验证[102]。 因此,TrxR 具有成为癌症治疗药物的

潜力,值得进一步研究和开发。
目前靶向 TrxR 抑制剂的开发现状主要集中在

以下几个方面:
1) 虽有一些 TrxR 抑制剂正在临床试验中,但

这些抑制剂对 TrxR 并不是特异性的。
2) 开发 TrxR 的特异性抑制剂,目前还处于临

床前阶段。
3) 由于 TrxR 的抑制会引起胞内氧化应激升

高,将 TrxR 抑制剂和 ROS 促进剂联合使用,可能会

增强在癌症治疗中的临床效果。
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