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摘　要：SUMOs (small ubiquitin-like modifiers，小泛素类调节蛋白 ) 是最近发现的一类重要的翻译后修饰蛋

白，通过共价修饰底物蛋白而调节细胞的功能。而 SENPs (SUMO-specific proteases，SUMO- 特异性蛋白酶 )
通过催化 SUMOs前体的成熟启动 SUMO化过程，通过催化 SUMO化蛋白上 SUMO的去除实现去 SUMO化。

最近研究发现，SENPs 与癌症、发育缺陷、神经变性等疾病密切相关，是潜在的药物靶标。SENPs 抑制剂

及其测试方法也因此受到了越来越多的关注。现主要总结了 SENPs 抑制剂的发展现状，探讨了目前可行的

SENPs 抑制剂测试方法，这些将为 SENPs 抑制剂的进一步发展和以 SENPs 为靶标的药物开发奠定坚实的

基础。
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Research progress of SENP inhibitors and SENP inhibitor bioassay methods
ZHANG Jian-Chen, ZHAO Ya-Xue*

(School of Pharmacy, Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 200240, China)

Abstract: SUMOs (small ubiquitin-like modifiers) are discovered recently as a kind of proteins for post-
translational modification, which can alter the function of cells through conjugation to substrate proteins. SENPs 
(SUMO-specific proteases) initiate the process of SUMOylation by catalyzing the maturation of SUMO precursors 
and remove SUMO from substrates to achieve deSUMOylation. Recent studies show that SENPs are associated 
with a number of diseases such as cancers, developmental defects, neurodegenerative diseases, indicating SENPs 
are potential drug targets. Thus the development of SENP inhibitors and bioassay methods for SENP inhibitors 
attract more and more attentions. We reviewed the present progress of SENP inhibitors and their available bioassay 
methods, which will lay a good foundation for further discovery of SENP inhibitors and drug development for 
SENP related diseases.
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蛋白质的共价修饰对其功能的发挥至关重要，

如磷酸化、乙酰化、泛素化等广泛地参与细胞的活

动和生命的过程。近年，人们陆续发现几种类泛素

蛋白，它们的结构与泛素类似，但不介导蛋白酶体

依赖的蛋白质降解过程。SUMOs (small ubiquitin-
like modifier，小泛素类调节蛋白 ) 即为其中重要的

成员之一。SUMOs 通过共价修饰底物蛋白调节

细胞功能，已成为一类重要的翻译后修饰蛋白。

SUMO 前体在 SENPs (SUMO-specific protease，SUMO-
特异性蛋白酶 ) 的作用下剪掉 C 端，裸露出 “GG”

基序。成熟的 SUMO，在 ATP 的存在下与活化酶

E1 催化半胱氨酸形成硫酯键中间体，随后被转至

结合酶 E2 上，最后在连接酶 E3 的催化下连接至底

物蛋白赖氨酸的 ε- 氨基上，实现 SUMO 化 [1]( 图 1)。
SUMOs 可与 HDAC1、p300 等蛋白结合，参与细

胞分化、信号转导等细胞活动和生命过程 [2]。在哺
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乳动物细胞中，目前已确定的 SUMO 有 SUMO1、
SUMO2、SUMO3 和 SUMO4 [3]。

SUMO 化是一个高度动态可逆的过程，它在

SENPs 的催化下实现去 SUMO 化 ( 图 1)。作为一

种半胱氨酸蛋白酶，SENPs 为 SUMO 化和去 SUMO
化过程中的关键蛋白：一方面催化 SUMOs 前体的

成熟，启动 SUMO 化过程；另一方面催化 SUMO
化蛋白上 SUMO 的去除，使机体内 SUMO 化的蛋

白处于平衡 ( 图 1)。在体内，SUMO 化的蛋白需达

到平衡，此平衡的破坏与癌症、病毒感染、发育缺陷、

神经变性等疾病相关 [4]。

在哺乳动物细胞中，人们已鉴定出 6 种 SENPs 
(SENP1、SENP2、SENP3、SENP5、SENP6和
SENP7)，它们有不同的底物偏好性和亚细胞定位 [5]。

SENPs 参与了许多不同的细胞过程，如细胞的增殖

与分化 [6-8]、转录调节 [9-14]、核糖体的生物合成 [15-16]、

神经退行性过程 [17-18]、肿瘤的发生与发展 [14,19-33] 等。

其中，越来越多的研究发现，SENPs 与肿瘤的生长、

转移、侵袭、复发等病理过程密切相关，如 SENP1
的表达与前列腺肿瘤的侵袭和复发直接相关 [19] ；在

体外试验中，SENP2 通过抑制 MMP13 而抑制膀胱

癌细胞的迁移和侵袭 [26] ；SENP3 的过量表达促进

了人宫颈癌 HeLa 细胞肿瘤移植模型中血管的生

成 [27] ；SENP5 在骨肉瘤组织和细胞中高表达，

SENP5 表达沉默后，能够导致人骨肉瘤 U2OS 和

Saos-2 细胞的增殖能力减弱 [31] ；SENP7L (long SENP7 
splice variant，SENP7 长剪切体 ) 能够通过促进基

因表达而促进乳腺癌细胞的异常增殖以及上皮间质

转化 [14]。

以上研究表明，SENPs 为重要的潜在药物靶标，

其抑制剂将为治疗许多疾病，尤其是癌症，开辟一

条崭新路径。因此，SENPs 抑制剂的研究引起了越

来越多的关注。本文将综述 SENPs 抑制剂和 SENPs
抑制剂生物活性测试方法的研究现状，这些成果将

为 SENPs 抑制剂的进一步开发提供重要的分子基

础和关键技术，为以 SENPs 为靶标的相关疾病的

治疗奠定坚实的基础。

1　SENPs的抑制剂

SENP1 和 SENP2 是目前研究相对较多的两个

SENPs 亚型。SENPs 抑制剂的研究也主要是以

SENP1 和 SENP2 为靶点进行。在 SENPs 抑制剂的

研究过程中，研究者的注意力最初集中在能与

SENPs 共价结合的多肽分子，随后越来越注重小分

子抑制剂的发现。这些抑制剂，有些作为探针用于

进一步探究 SNEPs 相关的生物学功能，有些作为

先导化合物用于治疗以 SENPs 为靶点的相关疾病

的药物的开发。

1.1　多肽类SENPs抑制剂

Hemelaar 等 [34] 首次报道了多肽类 SENPs 抑制

剂。他们基于 SUMO 化的机制和 SUMO 的结构特

点，利用内含肽的合成策略，在 SUMO 的末端连

接乙烯砜基团，得到了多肽类 SENPs 抑制剂 A ( 图
2)。多肽 A 的乙烯砜基团通过与 SENP2 催化中心

的半胱氨酸发生迈克尔加成反应而共价结合，进而

抑制 SENP2 的催化活性。他们还通过将 NEM 

图1  SUMO化和去SUMO化循环过程
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图2  SENPs抑制剂的结构
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(N-ethyl maleimide，广谱半胱氨酸蛋白酶抑制剂，

烷基化试剂 ) 与 SENP2 提前孵育而阻断多肽 A 与

SENP2 之间的不可逆的加成反应，验证了 SENP2
的半胱氨酸结合多肽 A 时的重要性。多肽 A 可作

为分子探针用于研究 SUMO 化和去 SUMO 化的机

制，如检测在不同细胞条件下的 SENPs 活性。

Borodovsky 等 [35] 利用类似于 Hemelaar 等 [34]

的策略报道了泛素样蛋白 Nedd8、SUMO1、FAT10、
Fau 和 APG12 的 C 端多肽连接乙烯砜基团的多肽

化合物，其中，3 个不同长度的 SUMO1 的 C 端肽

链 (5 肽、9 肽、13 肽 ) 连接乙烯砜基团的多肽化合

物在鼠胸腺瘤 EL-4 细胞裂解液中能与一系列蛋白

结合。后续竞争实验表明，5 肽化合物 B ( 图 2) 至
少能够结合一个 SUMO1 蛋白酶。此研究表明，只

有几个氨基酸组成的多肽也能特异性地结合

SENPs。
Dobrota 等 [36] 设计合成了多肽化合物 C ( 图 2)，

多肽化合物 C 的一端包含一个甘氨酸衍生的氟甲

基酮基团，可与 SENPs 的半胱氨酸共价结合。实

验结果显示多肽 C 能与 SENP1 和 SENP2 结合，且

多肽 C 能够从 SENP1-SUMO1 复合物中竞争出

SUMO1，表明了此化合物同 SENP1 的结合力强于

自然状态下的 SUMO1 分子。

1.2　小分子类SENPs抑制剂

Bogyo 课题组率先发现了小分子类 SENPs 抑
制 剂 [37-38]。 他 们 利 用 恶 性 疟 原 虫 (Plasmodium 
falciparum, Pf) 细胞裂解液中的重组 SUMO 前肽水

解成熟阻滞实验，通过筛选半胱氨酸蛋白酶抑制剂

库，发现化合物 D ( 图 2) 具有 PfSENP1 抑制活性。

化合物 D 含有一个活性环氧三元环和一个非天然的

多肽骨架，对 PfSENP1 的 IC50 ( 半数抑制浓度 ) 为
17.9  µmol/L，对人源 SENP1、SENP2 的 IC50 分别

为 9.0 和 4.7 µmol/L。将化合物 D 的天冬氨酸侧链

去除后，得到合成易得的化合物 E ( 图 2)，它对人

源 SENP1、SENP2 的 IC50 分别为 7.1 和 3.7 µmol/L。
随后，他们利用固相合成的策略合成了一系列化合

物 E 类似物，但是这些化合物对于人源 SENP1 和

SENP2 的抑制活性都比化合物 E 差。最后，他们在

化合物 E 和 SUMO 分子结构的基础上，设计合成

了一类含有酰氧基甲基酮基团的化合物，这类化合

物展现出较好的 SENPs 抑制活性，其中化合物 F ( 图
2) 的活性最佳，它对人源 SENP1 和 SENP2 的 IC50

分别为 3.6 和 0.25 µmol/L。此外，在加入了重组的

人源 SENP1 的 HEK293 细胞裂解液中，化合物 G1

和 G2 ( 图 2) 对 SENP1 展现出良好的选择性。

考虑到多肽化合物可能存在较差药代动力学性

质，我们课题组的 Qiao 等 [39] 设计合成一类苯二氮

䓬为母核的 SENP1 抑制剂。这类化合物可能通过

其甲酰基与 SENP1 催化口袋的半胱氨酸共价结合

而抑制 SENP1 的活性。抑制活性最好的两个化合

物 H 和 I ( 图 2) 对 SENP1 的 IC50 分别为 15.5 和 9.2 
µmol/L，对 SENP1 过表达的前列腺癌 PC3 细胞的

IC50 分别为 13.0 和 35.7 µmol/L。
Uno 等 [40] 根据 HIF-1α抑制剂 K ( 图 2) 设计合

成了 3-[(4- 苯基脲 ) 苯基 ]- 胺亚甲基苯乙酯衍生

物 J ( 图 2)，化合物 J 为选择性 SENP1 抑制剂，

对其他蛋白酶无活性，对 SENP1 的 IC50 为 29.6 
µmol/L。他们利用化合物 K 设计的连接有生物素的

探针 L ( 图 2) 进行蛋白质体外结合实验，验证了此

类化合物与 SENP1 的直接结合。

Chen 等 [41] 根 据 SENP1-SUMO1-RanGAP1 的

晶体结构，第一次利用虚拟筛选的方法筛选了

SPECS 化合物库中的 1.8 万个化合物，从对接打分

前 100 个化合物中挑选出 38 个化合物进行生物活

性测试，发现化合物M (图 2)具有 SENP1抑制活性，

其 IC50 值为 2.39 µmol/L。随后，他们依据化合

物 M 与 SENP1 的对接结合模式，设计合成了一系

列化合物 M 的类似物，其中化合物 N ( 图 2) 对
SENP1 的 IC50 为 1.08 µmol/L。

Madu 等 [42] 利用 GLIDE 程序筛选了 2.5 万个

化合物，并测试了筛选出的 40 个化合物的 SENP1、
SENP2 和 SENP7 的抑制活性。测试结果表明，磺

酰苯衍生物为一类非共价结合的 SENPs 抑制剂，活

性最好的化合物 O ( 图 2) 对 SENP1、SENP2、SENP7
的 IC50 分别为 2.1、2.0 和 2.7 µmol/L。定量酶动力

学实验和 NMR ( 磁共振 ) 表征结合实验数据表明，

这些化合物是非竞争性的抑制剂，与 SENPs 及
SENPs- 底物复合物都存在结合。

Kumar 等 [43] 首先从含 400 万个小分子的化合

物库中筛选出结构和电性都类似于 SUMO1 的 C 端

TGGK 的分子，随后将筛选得到的分子对接至

SENP2 的催化活性口袋，最后对挑选出的 49 个恶

二唑类衍生物进行生物活性测试。这类衍生物具有

SENP1 和 SENP2 抑制活性，而无木瓜蛋白酶和胰

蛋白酶等蛋白酶抑制活性。抑制活性最好的化合

物 P ( 图 2) 对 SENP2 的 IC50 为 3.7 µmol/L，对 SENP1
的 IC50 大于 30 µmol/L，具有一定的 SENP2 亚型选

择性。
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Wen 等 [44] 利用虚拟筛选方式，首先，从含有

200 万个小分子的 SPECS 库中筛选出 10 万个类药

性分子；其次，利用 SENP1-SUMO1 的复合晶体结

构通过对接的方式评价 10 万个类药性小分子与

SENP1 的结合模式和强弱；最后，从排名前 500 的

小分子中挑选出 117 个小分子进行生物活性筛选和

测试，发现化合物 Q ( 图 2) 对 SENP1 的 IC50 为 1.29 
µmol/L。化合物 Q 具有细胞穿透性和 SENP1 抑制

选择性，它对其他半胱氨酸蛋白酶，如组织蛋白酶

B、组织蛋白酶 D 的抑制效应很弱。此外，用化合

物 Q 处理前列腺癌 PC3 细胞之后，细胞内的

SUMO 化蛋白增多，而 UBC9、SENP1、SENP2、
SENP3 的蛋白水平并未出现明显的变化。

2016 年，我们课题组 Zhao 等 [45] 利用虚拟筛

选的方法发现了 10 余个不同骨架的 SENP1 抑制剂。

我们通过分析这些抑制剂的结构和其在 SENP1 中

的对接结合模式，从具有代表性的化合物 R 和 S ( 图
2) 出发，设计合成了具有新骨架的 SENP1 小分子

抑制剂，并进行了构效关系研究，获得了抑制活性

更佳的化合物 T ( 图 2)，其对 SENP1 的 IC50 为 3.5 
µmol/L。本研究极大地丰富了 SENPs 抑制剂的结构

类型。

2　SENPs抑制剂的测试方法

稳定可靠的生物测试体系是 SENPs 抑制剂不

断发现和发展的基础。截至目前，研究者已建立了

多种 SENPs 抑制剂的测试体系：依赖 SENPs 的水

解酶和异肽酶活性，通过测定荧光底物的变化、底

物去 SUMO 的数量以及 SUMO 前体的剪切数量来

衡量 SENPs 在抑制剂存在情况下的酶活性，从而

达到测试抑制剂活性的目的。

2.1　基于荧光底物变化的SENPs抑制剂测试体系

Bogyo 课题组报道了基于荧光底物的 SENPs
抑制剂活性测试体系 [37-38]。AMC (4- 甲基 -7- 氨基

香豆素 ) 作为一个潜在的荧光基团可融合入 SUMO
中形成 SUMO-AMC。在 SENPs 酶的催化下，AMC
可从 SUMO-AMC 中游离并产生荧光，通过检测

AMC 的荧光值可监测 SENPs 酶与 SUMO-AMC 的

反应情况。SENPs 抑制剂可抑制 SENPs 酶活性，

减少 AMC 的释放，通过与不加 SENPs 抑制剂的对

照组的荧光值比较，可确定 SENPs 抑制剂的抑制

活性 [46]。测试过程中，首先将化合物与 SENP1 孵育，

然后加入 SUMO1-AMC 孵育，待孵育完成后，检

测荧光值，并根据荧光扫描结果计算化合物的抑制

活性。Uno 等 [40] 也报道了类似的 SENPs 抑制剂生

物活性测试方法。

我们课题组 Qiao 等 [39] 利用以荧光底物检测

为基础的方法 [47] 筛选获得了 SENPs 抑制剂。该

方法利用商业化试剂盒 SUMO-CHOP-Reporter kit 
(LifeSensor Inc.)，根据 SENPs 能够水解 SUMO 化

融合蛋白的原理，监测化合物的 SENPs 抑制活性。

该试剂盒中的融合蛋白由 SUMO 分子和 PLA2 ( 磷
脂酶 A2) 报告酶组成，融合蛋白中的 PLA2 无催化

活性，但 SENPs 催化水解出的游离 PLA2 具有酶活

性，游离的 PLA2 能使体系中的无荧光底物分子转

变为荧光产物，因此，可通过检测产物的荧光值来

评价化合物对 SENPs 的抑制活性。

Madu 等 [42] 采用含荧光发生系统的测试体系进

行 SENP7 抑制剂的评价。该测试体系使用了含有

荧光素分子 (luciferin) 的融合多肽。融合多肽在水

解前不产生荧光，但在 SENP7 催化下，融合多肽

水解释放出荧光素，荧光素在荧光素酶 (luciferase)
的催化下发出可被检测器检测的荧光。通过检测体

系中荧光的强度，可评价化合物对 SENP7 的抑制

活性。

Kumar 等 [43] 采用 FRET ( 荧光共振能量转移 )
方法评价化合物对 SENPs 的抑制活性。FRET 的原

理是，激发态的荧光供体分子发出荧光，当受体分

子与供体分子足够接近时，这部分能量转移到受体

分子上，激发受体分子也产生荧光。GFP ( 绿色荧

光蛋白 ) 和 YFP ( 黄色荧光蛋白 ) 作为荧光供体和

受体分子被分别连接到 SENPs 催化的底物的两端，

当底物被 SENPs 催化水解成两段时，GFP 和 YFP
距离增大，荧光共振信号减弱。当化合物能够抑制

SENPs 酶活性时，其荧光共振变化相对于不加抑制

剂的对照组要大，可根据荧光变化强度评价化合物

对 SENPs 的抑制活性。此方法还可应用于融合多

肽和异肽的水解，进而测试化合物对 SENPs 的抑

制活性 [48]。

荧光系统具有信号读取快速，可自动化检测等

优点，适合平行试验，且有些试剂盒可通过商业途

径购买，因此，上述的 SENPs 抑制剂测试方法理

论上可用于大量化合物的高通量筛选，但这些方法

存在的一些缺点也限制了它们的广泛使用，如测试

体系中的底物都为修饰过的荧光产物，相比生理条

件下原始底物更复杂，表现出的特性也与原始底物

不尽相同；测试体系中含多个组分，容易造成互相

之间的干扰，如 Madu 等 [42] 发现 SENPs 抑制剂能
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对 FRET 信号能产生干扰；荧光测量时易受到其他

实验因素的影响，如日光暴露、荧光底物降解等，

造成重现性降低。

2.2　基于底物去SUMO化的SENPs抑制剂测试体系

2016 年， 我 们 课 题 组 提 出 基 于 SENPs 对

RanGAP-SUMO 去 SUMO 化的测试方法 [49]。RanGAP-
SUMO 作为 SENPs 的底物蛋白，可在 SENPs 催化

下，被水解为 RanGAP 和 SUMO，通过 SDS-PAGE
分离蛋白，考马斯染色表征蛋白，检测未被水解的

RanGAP-SUMO 蛋白的量，根据 SENPs 对 RanGAP-
SUMO 的去 SUMO 化程度表征化合物对 SENPs 酶
的抑制活性。我们课题组运用此方法，发现了多个

SENP1 小分子抑制剂 [39,45]。

该测试体系中的 RanGAP 为第一个确定的

SUMO 化的底物 [50]。不同的 SENPs 亚型具有不同

的底物偏好性，在测试化合物对 SENPs 亚型的抑

制活性时，可构建不同的 SUMO 亚型修饰的底物

分子的去 SUMO 化体系，理论上能解决目前 SENPs
抑制剂测试方法适用度较窄的问题，对于选择性

SENPs 抑制剂的发现具有重要意义。此外，此类测

试体系的组分简单，只有 SENPs 和底物，避免了

较多组分之间可能造成的互相干扰，避免了昂贵的

荧光材料的使用，避免了易出错的荧光系统的使用

等问题。

2.3　基于SUMO前肽的剪切成熟的SENPs抑制剂测

试体系

Madu 等 [42] 基于 SENP1 和 SENP2 对 SUMO1
和 SUMO2 前肽的水解酶活性，分别评价了化合物

对 SENP1 和 SENP2 的抑制活性。他们发现，化合

物对 SENPs 酶的抑制活性不仅依赖于 SENPs 亚型，

而且依赖于 SUMO 亚型前肽。此外，酶动力学和

NMR 表征结合实验还发现该类化合物同酶和酶 -
底物复合物都存在相互作用。此研究提示，在进行

SENPs 抑制剂活性测试时，除因抑制剂本身对

SENPs 抑制作用产生的实验结果影响外，还需避免

其他能对实验结果造成影响的因素。在选择测试方

法时，也需先验证 SENPs 抑制剂对测试体系中除

SENPs 之外的各个因素是否存在影响，然后选择无

影响的测试方法。

3　小结

作为一种半胱氨酸蛋白酶，SENPs 通过催化

SUMOs 前体的成熟或催化 SUMO 化蛋白上 SUMO
的去除，在 SUMO 化过程中扮演至关重要的角色，

与癌症在内的很多疾病密切相关，是重要的潜在药

物靶标。SENPs 抑制剂的研究和 SENPs 抑制剂测

试方法的建立也因此而受到了广泛的关注。然而，

SENPs 抑制剂的发现目前仍处于起步阶段。虽然，

研究者运用高通量筛选和虚拟筛选等方法发现了一

系列多肽类和小分子类 SENPs 抑制剂，但目前报

道的 SENPs 抑制剂活性较低，且不具有对 SENPs
亚型的选择性。稳定可靠的生物测试体系是 SENPs
抑制剂不断发现和发展的基础。截至目前，研究者

已建立了多种 SENPs 抑制剂的测试体系，但各有

其优缺点，并不存在完全适用的方法，因此，选择

测试方法时，需考虑方法的适用性，选择合适的测

试方法，使实验结果只受 SENPs 抑制剂单因素影响，

才能保证测试结果的准确性和重复性。综上，开发

具有更好活性和更高亚型选择性的 SENPs 抑制剂，

完善 SENPs 抑制剂的测试方法将成为既充满挑战

又具有潜力的课题。
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