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  [摘要] 6-二甲基氨基萘酚-2-基-N-S-[1-苄基氨甲酰基-4-(2-氯乙酰氨基丁基)]-甲酰胺(YW3-56)水溶性较

差,是肽酰精氨酸脱胺酶的特异性抑制剂,分子结构比较复杂。YW3-56可以通过调节自噬、中性粒细胞胞外诱捕

网以及炎症反应等作用,在结直肠癌、乳腺癌、非小细胞肺癌、鼻咽癌等多种肿瘤以及脓毒症、严重失血、急性肾损

伤、腹主动脉瘤破裂等危重病发挥着重要的干预作用。现综述近年来 YW3-56的应用进展,期望加深对 YW3-56
药理学作用的认识,并为肿瘤以及危重病的治疗提供新思路。
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  6-二甲基氨基萘酚-2-基-N-S-[1-苄基氨甲酰基-
4-(2-氯乙酰氨基丁基)]-甲酰胺(YW3-56),分子

式 为 C27H32CIN5O2,是 肽 酰 精 氨 酸 脱 胺 酶

(peptidylargininedeiminase,PAD)的新型抑制剂。

PAD家族由5种密切相关的蛋白质(PAD1-4和

PAD6)组成,是组蛋白翻译后修饰的重要酶,具有

将甲基化的精氨酸转化为瓜氨酸的功能,且有组织

和底物特异性[1],从而参与多种重要的生物过程,进
而参与许多人类疾病或病理过程的发生、发展进程,
如肿瘤、心血管疾病、缺血再灌注等。YW3-56作为

PAD的抑制剂,成为与PAD相关疾病或病理过程

的有效候选药物,从而具有重要作用。本文综述

YW3-56的应用进展,期望加深 YW3-56药理学作

用的认识,拓展YW3-56的应用前景,为相关疾病的

防治提供新思路。

1 YW3-56的结构

YW3-56水溶性较差,π-π堆垛是YW3-56形成

2个折叠构象1和2的驱动力,PAD4活性位点的分

子对接倾向于折叠构象2,分子间的相互作用引导

YW3-56的5个分子形成环状五聚体,环状五聚体

之间的分子间相互作用驱动它们迅速形成纳米环,
纳米环逐渐组装到纳米胶囊上。Zhu等[2]通过将

YW3-56溶解于乙醇中,形成0.1μmol/L的溶液,
置于室温下保持30min或4℃下保持7d,之后将

溶液滴在铜栅上并将网格风干过夜,随后使用透射

电子显微镜观察,显示在乙醇和室温下30min,直
径约5nm的环五聚体可组装成直径150~600nm
的纳米环,在乙醇中,4℃反应7d,环状五聚体形成

直径约50nm的纳米胶囊。观察结果表明,快速形

成的纳米环可以逐渐转化为纳米胶囊。扫描电子显

微镜显示,室温乙醇溶液析出的析出相是一些直径

50~500nm纳米环的聚集物,而4℃乙醇溶液析出

的析出相是直径88~529nm纳米胶囊的聚集物。
原子力显微镜图像显示,室温乙醇溶液析出的析出

相是直径为83~762nm纳米环的聚集物,而4℃
乙醇溶液析出的析出相是直径为14~54nm纳米

胶囊的聚集物。

2 YW3-56的药理作用

2.1 YW3-56抗肿瘤作用 最初,YW3-56被开发

为一种有效的PAD4抑制剂,用于多种癌症的治

疗。先导化合物YW3-56在低微摩尔浓度下抑制癌

细胞生长,抑制率比氯脒(Cl-amidine,CLA)增加了

60倍以上。YW3-56高效的抑制肿瘤细胞生长效

果是由于2个可能的因素:通过优化骨架增加对

PAD4的抑制程度;通过在 Nα位置添加疏水性更

强的二甲基酰胺-萘部分和在Cα位置添加苯基环,
大大提高了YW3-56的膜渗透性[3]。
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肿瘤细胞对YW3-56治疗有非常快的反应性。

Wang等[4]将 YW3-56加入 U2OS人骨肉瘤细胞

6h后,利用YW3-56结构中的萘基产生的内在荧光

信号评估细胞对YW3-56的吸收,结果显示,与未处

理的细胞相比,经过YW3-56处理后的所有细胞荧

光信号都显著增加,表明YW3-56在PAD4抑制和

细胞膜穿透方面具有更好的功效,从而对癌细胞有

很高的杀伤力。此外,还观察到细胞形态发生了明

显的变化,表现为细胞附着缺失和胞质气泡形成,且
肿瘤细胞的膜高通透性与药物数h内立即诱导应激

诱导蛋白2(Sestrin2,SESN2)和DNA损伤诱导转

录4(DNAdamage-inducedtranscript4,DDIT4)的
基因表达相一致。一般来说,自噬是细胞对各种应

激信号的重要适应反应,SESN2一旦表达,即可与

TSC1-TSC2蛋白复合物一起,抑制雷帕霉素靶蛋白

复合物1(mechanistictargetofrapamycincomplex
1,mTORC1)介导蛋白质合成过程中的靶蛋白磷酸

化,引起蛋白质翻译速率降低,伴随细胞自噬增

加[5]。SESN2 受 PAD4 直 接 调 控,是 调 控

mTORC1底物p70S6激酶(p70S6kinase,p70S6K)
磷酸化的充分因子;YW3-56激活SESN2表达,抑
制p70S6K磷酸化,成为 YW3-56诱导自噬的机制

之一。YW3-56处理亦可导致自噬体和自噬溶酶体

积 累 以 及 p62/螯 合 体 1 (sequestosome 1,

SQSTM1)积累,表明 YW3-56通过抑制自噬囊泡

降解来加剧自噬负担。因此,YW3-56通过诱导

SESN2表达、随后抑制 mTORC1信号通路,以p53
依赖性方式抑制 U2OS人骨肉瘤细胞的生长。研

究表明[4],在2~4μm浓度下,YW3-56主要通过减

缓细胞分裂表现出细胞抑制作用,而在较高浓度下,
则通过改变细胞形态和杀死细胞发挥细胞毒性

作用。
有学者对人结直肠癌 HCT-116细胞进行了研

究[6],将YW3-56与 HCT-116细胞共同孵育,流式

细胞术分析显示随着孵育时间的延长,YW3-56显

著增加了细胞凋亡率,同时应用蛋白质印迹技术表

明YW3-56抑制了瓜氨酸化组蛋白 H3(citrulline
histoneH3,CitH3)的活性,增加了微管相关蛋白轻

链3(microtubule-associatedproteinlightchain3,

LC3)-Ⅰ和LC3-Ⅱ蛋白表达,降低了PAD4表达,表
明YW3-56抑制了 HCT-116细胞溶酶体对自噬囊

泡的 破 坏,在 HCT-116 异 种 移 植 小 鼠 模 型 中,

YW3-56亦抑制了肿瘤生长。Lu等[7]构建了S-180
的肉瘤小鼠异种移植模型,静脉注射YW3-56后获

取肿瘤组织,显示YW3-56抑制了肿瘤生长的活性

并显著抑制肿瘤组织中组蛋白 H3瓜氨酸化;在人

非小细胞肺癌 A549荷瘤小鼠模型上,YW3-56治

疗后,肺部未见明显转移性结节,且血管周围炎症细

胞浸润减少,减少了外周血白细胞和淋巴细胞的数

量,增加了肿瘤细胞自噬体的数量,以上结果表明

YW3-56通过诱导自噬发挥抑制肿瘤生长、减少肺

肿瘤转移和炎症浸润等作用。
激活转录因子4(activatingtranscriptionfactor

4,ATF4)是基本区域-亮氨酸拉链(basicregion-
leucinezipper,bZip)的一个转录因子,同时也是一

种由包括缺氧、内质网应激、氨基酸剥夺和氧化应激

在内的应激信号诱导的转录因子,控制着广泛的适

应性基因的表达,常在癌症细胞中表达上调,参与细

胞存活、凋亡、自噬和衰老的下游靶基因队列转录的

调控[8];同时,ATF4激活亦可激活SESN2,从而抑

制哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mechanistictargetof
rapamycin,mTOR)信 号 通 路[9]。研 究[10]表 明,

YW3-56可 以 通 过 蛋 白 激 酶 R 样 内 质 网 激 酶

(proteinkinaseR-likeERkinase,PERK)-真核细

胞起 始 因 子 2α(eukaryotictranslationinitiation
factor2α,eIF2α)-ATF4信号级联诱导内质网应激,
在人乳腺癌细胞 MDA-MB-231中,经 YW3-56处

理后,细胞自噬囊泡增加,线粒体减少,自噬体向自

噬溶酶体转化受到抑制,LC3B-Ⅱ和p62/SQSTM1
蛋白降解被抑制。可见,YW3-56介导乳腺癌细胞

的细胞死亡以线粒体耗竭和自噬干扰为特征。此

外,YW3-56治疗可有效抑制裸鼠三阴性乳腺癌异

种移植肿瘤的生长。
鼻咽癌是一种起源于鼻咽上皮的鳞状细胞癌,

具有独特的发病地理模式,它在中国南方最为普遍,
与多种危险因素有关,包括EB病毒(Epstein-Barr
virus,EBV)感染、遗传易感性和环境因素,同时也

是发病率较高的头颈部肿瘤[11]。研究表明,经过

YW3-56腹腔注射处理后,鼻咽癌小鼠的肿瘤体积

明显变小,免疫组织化学染色测定显示磷酸化-磷

脂 酰 肌 醇 3-激 酶 (phosphorylated
phosphatidylinositol-3-kinase,p-PI3K)阳性增殖肿

瘤细胞明显减少,通过蛋白质印迹分析移植瘤组织

BCL-2相关 X 蛋白(BCL-2-associatedXprotein,

Bax)、BCL2拮抗剂/杀伤剂1(BCL2antagonist/

killer1,Bak)、Bim、Bad和cleavedcaspase-3表达

水平升高,Bcl-2、Bcl-xl、Mcl-1表达水平降低。可

见,YW3-56对鼻咽癌细胞生长具有明显的抑制作

用,表现在促进了DNA损伤、细胞凋亡,提高了放

射敏感性[12]。上述结果表明,YW3-56对多种肿瘤
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细胞生长具有明显的抑制作用,主要机制涉及诱导

自噬、线粒体损伤、细胞凋亡等,详细机制仍需进一

步明确。

2.2 YW3-56在危重病领域的应用 脓毒症是机

体对严重感染适应失调出现的威胁生命健康的致死

性器官功能衰竭的疾病,是重症患者死亡的主要原

因之一。CitH3因其出现早、特异度高、半衰期长、
对治疗干预的反应性强,成为脓毒症的生物标志物

之一[13]。PAD4催化了组蛋白的瓜氨酸化,形成的

CitH3是体内中性粒细胞胞外诱捕网(neutrophil
extracellulartraps,NETs)形成的核心,中性粒细胞

通过释放 NETs在先天免疫中起关键作用。严重

感染后,NETs释放到血液中,过量的 NETs,并引

起局部组织损伤。因此,以抑制PAD4、减少NETs
释放成为脓毒症防治的新方向。研究[14-16]显示,在
脓毒症小鼠模型上,YW3-56治疗减弱了脂多糖

(lipopolysaccharide,LPS)诱导的PAD4激活、减少

了CitH3产生,显著降低了外周血中CitH3水平以

及炎性细胞因子白细胞介素(interleukin,IL)-6、肿
瘤坏死因子(interleukin,TNF)-α、IL-1β、游离 DNA
(circulating-freecellDNA,cf-DNA)水平,并且增

加了中性粒细胞的数量,改变了中性粒细胞组织稳

态,减少了小鼠肺部 NETs形成以及炎症反应,从
而阻断LPS引起的肺血管渗漏,减轻肺组织水肿与

结构损伤,并显著提高了脓毒症小鼠的生存率。转

录组学分析显示,YW3-56治疗逆转了LPS引起肺

组织多种炎症基因与受体的高表达,包括Il1a、Il1b、

Il1rn、Il1f9、Il6、Il12a、Il15、Il17c、Il23a、Ifnb1、Ifng、

Csf3、Lif、Osm、Gdf2、Gdf5、Gdf15、Inhbb等细胞因

子 的 基 因,Il1r1、Il1r2、Il2rb、Il12rb2、Il13ra1、

Il15ra、Il17ra、Osmr、Edar等细胞因子受体,Ccl3、

Ccl4、Ccl5、Ccl11、Ccl17、Ccl19、Ccl20、Ccl22、Ccl28、

Cxcl1、Cxcl2、Cxcl3、Cxcl5、Cxcl9、Cxcl10、Cxcl11、

Cxcl14、Cxcl17等 趋 化 因 子、以 及 趋 化 因 子 受 体

Ccr7和 Ccr8,NF-kappaB、IL-17、Toll样 受 体

(Toll-likereceptor,TLR)信 号 通 路 相 关 基 因

(Nfkbia、Myd88、Lbp、Traf6)[16]。以上研究结果表

明,YW3-56对脓毒症肺损伤具有防治作用,这一作

用与抑制NETs、炎症反应有关。其详细机制有待

深入研究。
严重出血通过招募中性粒细胞和促进炎性细胞

因子的释放引起平民创伤和战伤患者发病和死亡的

常 见 原 因。循 环 中 性 粒 细 胞 化 学 引 诱 剂 1
(cytokine-inducedneutrophilchemoattractant1,

CINC-1)水平被用作器官炎症和损伤后续发展的早

期标志物。PAD抑制剂 YW3-56显著提高了致命

性出血性休克(失血量为全血量的55%)大鼠的存

活率,降 低 了 细 胞 间 黏 附 分 子 1(intercellular
adhesionmolecules-1,ICAM-1)和CINC-1表达并

减弱 了 中 性 粒 细 胞 在 肺 部 的 浸 润,降 低 了 血 清

CINC-1水平,进一步减轻了肺损伤;YW3-56降低

缺氧/复氧刺激巨噬细胞TNF-α和IL-6的产生,显
著保护巨噬细胞免于死亡,提高了细胞活性[17]。这

一研究显示了YW3-56的良好抗休克作用,但是否

与NETs有关及其详细机制还需要进一步关注。
急性肾损伤(acutekidneyinjury,AKI)是一种

常见的临床疾病,引起的内环境紊乱成为重症患者

高病 死 率 的 一 个 危 险 因 素[18]。缺 血/再 灌 注

(ischemia/reperfusion,I/R)是引起 AKI的常见原

因之一。小鼠肾I/R后24h,肾组织出现白细胞浸

润,PAD4高度表达,CitH3增多,NETs生成增多,
促炎细胞因子增多,随后肾功能逐渐恶化;PAD4缺

陷小 鼠、YW3-56 治 疗 小 鼠 或 脱 氧 核 糖 核 酸 I
(deoxyribonucleaseI,DNaseI)治疗小鼠的上述指

标得到改善,48h后肾功能恢复;来自野生型小鼠

的中性粒细胞通过静脉注射到正常小鼠后,引起了

肾功能损害,而PAD4缺陷小鼠的中性粒细胞则无

此作用;以上结果表明抑制PAD4可以保护小鼠免

受I/R引起的肾损伤,YW3-56干预AKI的药理学

作用是通过抑制NETs实现的[19]。
腹 主 动 脉 瘤 (abdominalaorticaneurysm,

AAA)破裂会引起高达70%的30d病死率[20]。

AAA在灾难性破裂事件之前通常无临床症状,伴
有进行性腹主动脉扩张3.0cm或更大,当血液脉动

产生的血流动力学超过了 AAA壁的强度时,就会

发生AAA破裂,引起大出血,发生休克。这一过程

涉及多个病理过程,包括炎症细胞浸润、新生血管形

成、各种蛋白酶和细胞因子的产生和活化、细胞外基

质降解和血管平滑肌细胞(vascularsmoothmuscle
cell,VSMC)凋亡。在血管紧张素Ⅱ(angiotensin
Ⅱ,AngⅡ)输注诱导的 AAA小鼠模型中,CitH3、
髓过氧化物酶(myeloperoxidase,MPO)和中性粒细

胞弹性蛋白酶(neutrophilelastase,NE)水平升高,
说明在AAA发生过程中有NETs的形成;同时用

NETs刺 激 VSMC24h,利 用 流 式 细 胞 术 分 析

AnnexinV-FITC/PI染色结果,表明NETs的处理

增加了VSMC凋亡,并且在NETs刺激后对VSMC
进行蛋白免疫印迹技术检测,结果表明NETs给药

后p38丝裂原活化蛋白激酶(p38mitogenactivated
proteinkinase,p38MAPK)和c-Jun氨基末端激酶
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(c-JunN-terminalkinase,JNK)的磷酸化水平显著

升高,证实NETs通过p38MAPK/JNK信号通路加

速VSMC凋亡;经过静脉注射YW3-56治疗 AAA
小鼠,减少了 AngⅡ诱导的 NETs形成,缓解炎症

反应,从而使主动脉直径减小、VSMC凋亡减弱、弹
性蛋白降解减少,进而有效地缓解了AngⅡ诱导的

AAA破裂[21]。

2.3 YW3-56在其他炎症相关疾病中的可能作用

 PAD4在中性粒细胞中高表达并含有核定位信

号,对于 NETs的形成是必不可少的,且 NETs在

免疫性疾病和血栓形成过程的炎症反应密切相

关[22],故PAD可能在炎症相关疾病的发展进程中

发挥重要作用。研究[23-25]表明,PAD活性异常与

许多免疫疾病密切相关,如类风湿性关节炎、多发性

硬化症、系统性红斑狼疮、牙周炎、新型冠状病毒肺

炎、牛皮癣和炎症性肠病,而YW3-56作为PAD抑

制剂,是否参与了这些炎症相关疾病的发生进程,

YW3-56能否成为这些炎症相关疾病的新药物,尚
无相关报道。

以上表述说明,YW3-56对脓毒症、失血性休

克、AKI、AAA破裂等急危重症具有较好的干预作

用,整体表现为提高存活率、抑制NETs释放、干预

失控的炎症反应,但详细机制需要进一步研究。鉴

于自噬、线粒体损伤、细胞凋亡在急危重症后组织器

官损伤的发生过程中发挥重要作用,YW3-56的良

好作用是否与自噬正常化、减少线粒体损伤与细胞

凋亡有关,需要在今后的研究中多多关注。同时,

YW3-56能否成为防治其他炎症相关疾病的新型药

物,需要深入研究。

3 总结与展望

综上所述,YW3-56不仅可以应用于癌症防治

的研究领域,在危重病防治领域也取得了一些进展。
作为PAD4的特异性抑制剂,YW3-56对PAD4介

导或参与的各种生物学进程均可发挥抑制作用。一

方面,YW3-56通过诱导自噬、线粒体损伤、细胞凋

亡等过程,引起过度生长的肿瘤细胞死亡;另一方

面,YW3-56通过减少NETs的产生与释放,降低炎

症反应,有效减轻组织细胞损伤,从而提高危重动物

的存活率。应当指出,对YW3-56的结构与应用有

了一定的了解,但仍存在一定的局限性。首先,

YW3-56水溶性差,结构相对复杂,制造工艺繁琐,
不易合成,国内外仅有少数厂家仍在生产、供应该药

物,使其相关的基础以及临床研究受到了一定程度

的阻碍,对其发挥良好药理学作用的分子机制尚不

完全清楚;而YW3-56在干预癌症和危重症疾病的

实践中具有重要作用,效价极高,因此,研究者应探

寻更高效、更低成本的合成方式,为今后的相关研究

提供便利条件,加速破解YW3-56的分子机制。其

次,YW3-56在不同种属、不同疾病背景下的给药方

式和计量均不相同,均有待于进一步对比研究。最

后,目前对YW3-56的研究多停留在临床前的试验

观察,还有待深入研究其作用机制;目前数据以及机

制研究均来自动物实验或细胞实验,这些结果距离

人体还有很大的差距,因此,如何将YW3-56应用至

防治肿瘤、危重病的临床实践,仍有很长的路要走。
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