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Chinese summary 

小结  

Inhibitor discovery of phospholipase and N-acyltransferases 

磷脂酶和 N-酰基转移酶抑制剂的发现 

 

在第一章中，内源性大麻素（N-花生四烯酸乙醇胺，AEA）被认为是一种能够激活大

麻素受体的内源性配体。除了 AEA，还介绍了其他几种与 AEA 结构类似的 N-酰基乙醇胺

（NAE），例如棕榈酰基乙醇酰胺（PEA），油酰基乙醇酰胺（OEA），硬脂酰基乙醇酰胺

（SEA）和二十二碳六烯基乙醇酰胺（DHEA），以及它们的生物合成途径。 N-酰基转移酶

（NAT）在 NAE 的生物合成中的第一步限速步骤中发挥作用。NATs 有两类：Ca
2+
依赖型的

NAT（Ca-NAT）和非 Ca
2+
依赖型的 NAT（PLAAT1-5）。最近，Cravatt 及其同事报道了 PLA2G4E

（也称为 cPLA2ε）也是一种 Ca-NAT。该蛋白可以将酰基链从磷脂酰胆碱（PC）的 sn-1

位置转移到磷脂酰乙醇胺（PE）的胺基上，从而有效地产生 NAPEs。PLA2G4E 属于胞质磷

脂酶 A2 IV 组（PLA2G4）蛋白家族，该家族中有六个成员（PLA2G4A，PLA2G4B，PLA2G4C，

PLA2G4D，PLA2G4E 和 PLA2G4F）。与其他家族成员不同的是，与磷脂水解反应相比，PLA2G4E

对 N-酰基转移反应有很强的选择性。 

人类磷脂酶 A /酰基转移酶（PLAAT1-5）家族由五个成员组成（即 PLAAT 1-5），其

中两个在啮齿动物中不存在（即 PLAAT2 和 PLAAT4）。它们是 Hrasls 基因编码的蛋白质。

PLAATs 在体外具有非 Ca
2+
依赖型的磷脂酶活性，反应的底物为磷脂酰胆碱（PC）和磷脂酰

乙醇胺（PE）。所有蛋白质成员都具有 O-酰基转移酶活性，并优先选择溶血磷脂酰胆碱

（lyso-PC）的 sn-1 位置。这些蛋白同时也具有 N-酰基转移酶的活性：通过将甘油磷脂

的 sn-1 位置的酰基链转移到 PE 的胺基上来生成 N-酰基磷脂酰乙醇胺（NAPE）。除 PLAAT3

外，所有酶均显示 PLA1 活性优于 PLA2 活性。在不同的测试条件下，PLAAT3 的底物偏好

可能会发生变化。 

总之，PLAAT 和 PLA2G4E 参与了 NAE 的主要生物合成途径，这使得在特定的疾病情况

下如果需要操纵 NAE 的水平时，它们便成为非常好的药物靶标。本论文中的研究课题主要

是开发基于活性的蛋白质谱的活性测试方法，并用该方法寻找这些酶的抑制剂。 

在第二章中，之前开发用于监测二酰基甘油脂肪酶-α/β活性的基于活性的探针（ABP）

MB064 被用于分析 PLAAT3 蛋白的活性。MB064 能够以活性依赖性方式在棕色和白色脂肪

组织中标记内源性 PLAAT3。使用竞争性 ABPP 的活性测试方法和重组过表达的蛋白质，以

10 µM 的浓度筛选一个包含 50 个脂肪酶抑制剂的化合物库来寻找 PLAAT3 的抑制剂。结果
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发现了在 10 µM 时几乎完全抑制 PLAAT3 活性的α-酮酰胺（化合物 1）。化合物 1 也抑制

PLAAT 家族的其他成员，但是对其他丝氨酸水解酶具有选择性。 

在第三章中，描述了对α-酮酰胺先导化合物的优化和构效关系。结果表明，α-酮基

和酰胺基上的取代基对于抑制活性至关重要。发现 3-苯基丙烷基部分（如化合物 37 中所

示）是作为α-酮取代基的最佳片段。化合物 49 和 50 对 PLAAT5 有很强的抑制活性和选择

性，而化合物 48 和 60（也称为 LEI110）是对 PLAAT3和 5 都具有很强的抑制活性和选择

性的抑制剂。 

第四章中介绍了 LEI110 的生物学分析结果。LEI110 是对 PLAAT3 有效的，选择性的

和细胞渗透性的抑制剂。在 PLAAT3 过表达的 U2OS 细胞中，LEI110 可以降低细胞花生四

烯酸水平。在人类 HepG2 细胞中，LEI110 降低了中油酸诱导的脂肪变性。为了深入了解

α-酮酰胺与 PLAAT3 相互作用的分子机制，LEI110 和化合物 1 被对接到 PLAAT3 晶体结构

中。 LEI110 和化合物 1 共价连接到 Cys113，并进行了分子动力学模拟。观察到氧负离子

可以与 His23 形成氢键，同时与 Tyr21 的π-π堆积作用。可以预期，LEI110 是针对肥胖

和/或普通感冒的新型分子疗法的基于结构的药物开发的绝佳起点。 

在第五章，开发了以 TAMRA-FP 为探针的 ABPP 测试方法来分析 PLA2G4E 的活性。在

10 µM 的浓度下，筛选了含有 200 多种化合物的化合物库，来寻找人类 PLA2G4E 的抑制

剂。八个抑制剂显示人类 PLA2G4E 的残留活性不到 20％。ESC386 和 ESC387 是最有效的抑

制剂，pIC50 值分别为 6.2±0.1 和 6.1±0.1。这些化合物代表 PLA2G4E 的最新的抑制剂，

为进一步的探针开发提供了非常好的起点。 

第六章对本论文的实验工作进行了归纳和总结，并对未来的研究工作进行了展望。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


