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蛋白质药物的分子设计
袁杰 靳征 苏冬梅 娄竞

沈阳三生制药有限责任公司，辽宁沈阳，110027；

摘要：随着 X 射线晶体学、核磁共振光谱学及生物信息学的发展，蛋白质分子结构测定速度加快，PDB 蛋白质

结构数据库已收载 18 万个生物大分子晶体结构数据，为蛋白质药物分子设计提供基础。蛋白质药物分子设计基

于蛋白质静态与动态结构分析及功能关联，现有策略包括提高活性、稳定性、特异性，降低免疫原性，延长体内

半衰期等，方法有一级结构改造、化学修饰、翻译后修饰、融合蛋白等，且 AI技术与生物信息学软件推动了改

造后蛋白质结构预测与评价，助力新型药物开发。在设计优势方面，通过对半胱氨酸改造、优化分子内相互作用、

降低蛋白酶水解敏感性等可提高药物稳定性；通过置换游离半胱氨酸、翻译后与化学修饰、突变表面氨基酸、增

加短肽等能增加溶解性；借助糖基化修饰、聚乙二醇化修饰（分随机与定点修饰）、融合蛋白等可改善药代动力

学性质；合理设计可改变蛋白质与相互作用分子的亲和力和特异性以改善生物学活性；通过人源化改造（嵌合抗

体、改型抗体）、聚乙二醇化、改善溶液性质等能降低免疫原性。在现状上，2012-2021年 FDA 批准新药中蛋白

质药物占比 24.18%，2021年 FDA、欧盟、日本批准新药中蛋白质药物或抗体类靶向药物占比均较高，未来药品

需求将增长，审批改革与 AI技术应用将推动蛋白质药物分子设计发展。
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1 蛋白质药物分子设计的概况

随着 X射线晶体学和核磁共振光谱学的不断发展，

蛋白质分子结构的测定速度不断加快，到目前为止 PDB

蛋白质结构数据库共收载了 18 万个生物大分子的晶体

结构数据。该数据库是美国 Brookhaven国家实验室在 1

971 年成立的，由结构生物信息学研究合作组织进行维

护
[1-2]

。随着测定结构的不断增加和对结构数据分析的逐

步深入，生物信息学也得到了长足的发展，利用生物信

息学软件对无晶体结构的蛋白质空间结构的预测也越

来越准确。现阶段蛋白质分子设计技术就是基于对蛋白

质静态空间结构与模拟环境下的动态结构分析并与功

能相关联，为蛋白质药物的合理设计提供理论依据。各

种对蛋白质分子设计的策略也已经被报道，如提高活性、

提高稳定性、增加特异性、降低免疫原性和延长体内半

衰期等。分子设计的方法包括对蛋白质一级结构的改造、

增加化学修饰、翻译后修饰以及融合蛋白等
[3]
。最常见

的优化方式是定点突变，早期这种方法一般采用试错的

方式进行，成功率较低。近几年，该方法更多通过对目

标蛋白质的高分辨率晶体结构进行分析，采用合理的结

构设计的方式对蛋白质进行定点突变、序列替换和插入、

序列截短、蛋白融合和翻译后修饰等。现在随着计算机

AI技术的不断普及，生物信息学软件的不断成熟，对改

造后蛋白质分子模拟结构预测的日趋准确，对模拟结构

的评价逐渐完善，新型的蛋白质药物将不断被的开发出

来。

2 蛋白质药物分子设计的优势

2.1 提高蛋白质药物的稳定性

蛋白质药物暴露于非稳态的环境下会导致去折叠

或降解。使用合理的优化方法，实现对蛋白质的分子改

造，使其在蛋白酶、氧化、温度变化和 pH 值改变等条

件下更加稳定。一种常规提升蛋白质稳定策略是对半胱

氨酸的改造，其中包括突变游离的半胱氨酸，防止形成

分子间或分子内二硫键。还包括把氨基酸突变成半胱氨

酸，形成分子间或分子内二硫键，使分子结构更加稳定。

Xia 等人研究发现，将人成纤维细胞生长因子-1（FGF-

1）66 位的 Ala 突变为 Cys，使其与 83 位 Cys 形成二硫

键，可以有效的提高 FGF-1 的整体稳定性
[4]
，而将 16

位、83位和 117 位的 Cys 都突变成 Ser 也可以显著的提

升 FGF-1 的稳定性和体内半衰期
[5]
。Ishikawa 等人通过

对重组人粒细胞集落刺激因子（rhG-CSF）研究发现，

将 17 位的游离的 Cys 突变为 Ala 可以将稳定性提高 5

倍，而将该位突变成 Ser，rhG-CSF 的稳定性没有得到

提升
[6]
。对于抗体大分子，将重链的 CDRH3区域的某些

Cys 突变为 Ala，可以有效的提升稳定性。同时，抗体

衍生物的稳定性也取决于 CDRs 区域中 Cys 的位置
[7]
。通

过优化分子内相互作用，也可以显著提高蛋白质的整体
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稳定性。通过计算机对重组人生长激素（hGH）的静电

相互作用和极性氢的隐藏情况进行计算，选择了 45 个

核心残基，利用电位修饰功能进行优化，对其中的 6~1

0 个氨基酸进行突变，结果显示突变体的变性温度提升

到 16℃，同时生物学活性也得到了提高
[8]
。另一种提升

蛋白质稳定性的策略是降低蛋白酶的水解敏感性。如果

已知蛋白质中的某个特定位点容易发生蛋白质水解，则

可以对其进行修饰，使其不再与假定的蛋白酶的底物相

匹配。 蛋白酶酶切位点通常位于蛋白质柔性环内，因

此对该处的突变将降低蛋白质结构的灵活性。例如，凝

血酶对凝血 VIIIa因子（FVIIIa）的 372 位、740 位和

1689 位 Arg 后的酶切位点进行切割并激活促凝活性，其

中 372 位和 1689 位 Arg 后的酶切是激活的关键因素。

通过突变凝血酶酶切所需的两个 Arg，可以产生对蛋白

酶水解抵抗力增强的 FVIIIa 工程突变体
[9]
。

2.2 增加蛋白质药物的溶解性

蛋白质药物通常采用高浓度表达、纯化和制剂配方，

因此在生理条件下避免蛋白质药物形成聚集，提高溶解

度可以促进新药的研发。其中更为重要的是蛋白质药物

获得良好的溶解度，可以有效的避免聚集，进而导致药

物活性下降，生物利用度降低和免疫原性增加等不良风

险。目前发现的几种有效策略已成功应用于减少蛋白质

药物的聚集和提高溶解度。如前所述，置换游离的半胱

氨酸残基可以有效的防止形成分子间二硫键导致的聚

集。另外翻译后修饰和化学修饰也有助于提高蛋白质药

物的溶解性，这将在后面的章节中进行讨论。将蛋白质

表面的疏水氨基酸突变为亲水氨基酸可以有效的提升

溶解性。Du等人对与表皮生长因子受体（EGFR）结合的

Gp2 结构域研究发现，将结构域表面的 5个疏水氨基酸

突变为亲水氨基酸可以有效的提高溶解性，同时对结合

活性、表达量和热稳定性没有产生影响
[10]
。在蛋白质的

末端增加短肽，也是一个提高蛋白质药物的溶解度的有

效方法。单链可变区片段（ScFv）由于其分子体积小和

生产成本低已成为一种有效的替代全长单克隆抗体的

药物候选物，但溶解度低仍然是限制其广泛应用的一个

主要因素。Nautiyal 等人通过在抗 EGFR 的 ScFv 的 C

端增加 12 个氨基酸残基的可溶性增强肽（SEP）使得 8

5%的表达产物实现了可溶性表达，同时表达量提升了 3

倍
[11]
。烟草腐蚀病毒（TEV）蛋白酶通过在 C端连入 SE

P 使得表达量提升了 6.5 倍，最适 pH范围达到 5~8，在

60℃条件下拥有更长时间的稳定性，同时生物学活性没

有受到影响
[12]
。目前为止，对于蛋白质药物溶解性的提

升更多是优化制剂配方而开展的研究。但对蛋白质结构

的研究和优化是从根本上解决药物溶解性的关键所在，

后续随着研究的不断深入，更好的系统结构优化策略将

会被发现，进而在改善溶解度的同时，最小的影响蛋白

质的结构和功能。

2.3 改善蛋白质药物的药代动力学性质

随着对蛋白质结构的理解逐渐提高，对分子结构进

行修饰，使调整蛋白质药代动力学参数成为可能。适当

的调节治疗性生物制品的血清药物浓度可以提升疗效

并减少副作用。改善蛋白质药物的药代动力学特性对提

升疗效至关重要，因此有时以牺牲生物学活性为代价。

除了去除蛋白酶水解位点，现在常用的几种改善策略分

别为聚乙二醇修饰、糖基化和融合蛋白质等。

（1）在增加糖基化修饰程度方面，Song 等人将重

组人干扰素β1a（rhIFN-β1a）氨基酸序列的第 27位 A

rg 突变为 Thr，在 25 位增加了一个 N糖基化位点，该

位点糖基化修饰的增加，使分子中大量的α螺旋得到了

保留，而分子间的β折叠减少。通过加速稳定性实验证

实突变后稳定性提升 3~6倍，同时减少了聚体的产生，

并提升了药物在小鼠体内的半衰期
[13]
。Amgen公司研制

Aranesp®为新型的促红细胞生成素（EPO），该产品是

在天然 EPO氨基酸序列上增加了两个 N糖基化位点，这

两个 N 连接寡糖的修饰使药物在人体内半衰期从 8.5h

提高到 25.3h，增加了约3倍，但体外结合活性下降了

4倍。临床数据显示每周给予一次 Aranesp®和每周给予

三次 EPO，对提升血红蛋白的效果是相似的
[14-18]

。中裕

新药研发的治疗艾滋病的人源化单克隆抗体 Trogarzo®

获得FDA批准上市，该药物与HIV关键受体人CD4结合，

可阻断病毒的感染
[19-21]

。然而，HIV-1 病毒突变导致 gp

120 包膜糖蛋白 V5环的 N连接寡糖缺失，对该药物产生

了耐药性。结构分析表明该寡糖的缺失，使得 gp120 蛋

白 V5环与 Trogarzo®单抗轻链之间产生了空隙，导致单

抗无法破坏病毒。Song等人通过在 Trogarzo®单抗轻链

中一个接近gp120蛋白V5的位置添加一个N连接寡糖，

将该空隙重新填充。实验研究表明突变体在体外活性检

测中可以 100%的中和 118 种不同的 HIV-1 毒株，包括1

0 个对 Trogarzo®单抗耐药的毒株，同时也延长了药物

在人体内的半衰期
[22-23]

。

（2）在聚乙二醇化修饰方面，现在主要分成两类。

第一类为随机修饰，主要针对蛋白质表面具有亲核活性

的氨基酸。Horizon公司获得 FDA 批准的 Krystexxa®是

此类修饰的代表，该药物为聚乙二醇化尿酸氧化酶，适

用于常规治疗无效的成人慢性痛风患者。Krystexxa®为

猪源尿酸氧化酶，使用分子量为 10kDa 的 mPEG 对酶表
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面的 Lys 进行修饰，每两周给药一次，每次静脉注射 8

mg
[24-26]

。Zhang 等人使用 5kDa 的 mPEG 对犬源的尿酸氧

化酶进行修饰，每个亚基修饰 7-11 个 mPEG，使用三种

不同动物对尿酸性肾病和尿酸引起的急性关节炎模型

进行评价，显示具有显著的治疗和预防作用。由于采用

饱和式的修饰方法，在食蟹猴体内的药物半衰期可达到

191.48h
[27-29]

。另一类为定点修饰，主要包括对蛋白质 N

末端和自由巯基的修饰。其中 N端修饰的代表为 Amgen

公司研发的 Neulasta®，聚乙二醇分子通过还原烷基化

与 GCSF 的 N 端进行共价连接，实现定点偶联，使药物

在人体内的半衰期从 3.6h 提高到 42h。在化疗周期内，

给药一次 Neulasta®与每天给药的 GCSF 相比，有效的减

少了不良反应严重中性粒细胞减少症的持续时间。在临

床实验中，由于中性粒细胞减少导致发热等不良反应的

发生率明显降低
[30-31]

。对自由巯基修饰的代表为 UCB 公

司开发的 Cimzia®，该药物为人源化抗 TNFα结合片段

（Fab）与 40kDa 的聚乙二醇通过 C端的游离 Cys 进行

定点修饰，主要用于治疗类风湿性关节炎和克罗恩氏病
[32-35]

。临床试验显示在 12周的给药周期内，Cimzia®每

2 周给予 400mg 的疗效要优于 Enbrel®推荐的最高给药

剂量。由于 Cimzia®缺乏单克隆抗体的 Fc片段，在药代

动力学方面更具优势，同时其胎盘转运量较低，在母乳

喂养期间传递给婴儿的剂量相对更低
[36-38]

。

（3）融合蛋白方面，Nikravesh等人通过将白蛋白

结合域（ABD）融合到 GCSF 氨基酸序列的 N端并在 E.c

oli 中表达。圆二色谱和荧光光谱显示 ABD 融合 GCSF

对分子的二级和三级结构没有显著影响。动态光散射和

SEC-HPLC分析显示无聚体形成。ABD-GCSF对 NFS-60细

胞在 72h 增殖显示 EC50值为 75.76 pg/ml，GCSF为 73.

1 pg/ml，PEG-GCSF为 44.6 pg/ml。在大鼠体内，ABD-

GCSF 的血清半衰期为 9.3±0.7h，显著优于 GCSF 的 1.

7±0.1 h，但略低于 PEG-GCSF
[39]
。

对蛋白质药物的代谢途径的了解可以有效的帮助

我们选择设计策略。对于低分子量蛋白质药物候选物，

肾脏的清除作用占主导地位，一般采用增加有效分子量

的方式进行设计。在配体与受体系统中，药物的清除为

受体介导与肾脏两种方式的相互影响。亲和力和特异性

修饰是许多药物候选物优化的核心策略，但有些受体介

导的清除机制没有被完全阐明，其在体内药物有效性方

面扮演重要角色。

2.4 改善生物学活性

合理的分子设计可以改变蛋白质与其相互作用分

子的亲和力和特异性。在某些情况下，增加目标蛋白质

的亲和力可以增加生物学活性。但在某些情况下，可以

通过降低非目标分子的亲和力来减少不需要的生物学

活性。亲和力增强的一个例子，Venkateswarlu 等人发

现将FVIIIa的 519位 Asp和 665位 Glu突变为Val或 A

la 可以增强与 A2 区域的亲和力。并对 8个疏水突变体

进行研究发现，将 666 位 Asp 突变为 Val、Tyr、Met 和

Phe 都可以最大限度的提升与 A2结构域的亲和力
[40]
。降

低非目标分子的亲和力的例子，比如hGH 包含两个不同

的受体结合位点，并在结合时使受体二聚化。Clackson

等人研究发现将 hGH 的第二个受体结合区域的 120 位 G

ly 突变为 Arg，可以阻断受体二聚化，进而实现对 hGH

的拮抗作用。在第一个受体结合区域的功能表位之外，

对多个Ala进行突变可使该区域的亲和力提高10倍
[41]
。

在这种情况下，合理的设计可以将蛋白质药物推向治疗

所需的状态。

2.5 降低免疫原性

蛋白质药物可能产生有害的免疫反应，这也是开发

蛋白质药物不得不面对的一个重大挑战。免疫反应通常

对非人类蛋白质最为严重，例如 Sanofi-Synthelabo公

司研制的 Elitek®，是来源于 Aspergillus flavus 的

尿酸氧化酶是重组蛋白制剂，通过酵母表达系统生产。

其批准的适应症是预防和治疗血液肿瘤（例如白血病和

淋巴瘤）和实体瘤病人化疗后，由于肿瘤溶解导致高尿

酸血症时的降尿酸治疗，尤其当肿瘤溶解对患者具有潜

在的生命危险的情况，该药物与传统药物相比具有更高

的效率
[42-44]

。后来也试验用于治疗痛风和风湿性关节病

人的高尿酸血症，由于该产品极强的免疫原性和较短半

衰期，只能用于急性高尿酸血症的治疗，无法对慢性高

尿酸血症及痛风患者进行用药，进而极大的限制了药物

的使用范围
[45-46]

。解决这种情况最有效的办法是进行人

源化改造，在单克隆抗体的人源化改造策略中，将外源

单抗的可变区保留，其他区域替换为人源单抗，该类抗

体被称为嵌合抗体，可以使人源化程度提升到 70%。而

将外源单抗的互补决定区（CDR）保留，这类抗体称为

改型抗体，人源化程度可提升到 90%以上。强生公司开

发的 Remicade®是嵌合抗体的代表，该药物采用了鼠源

单抗的可变区序列，恒定区使用人源单抗进行替换，抗

体保持了亲本鼠源单抗的全部亲和力和特异性。Remica

de®可以阻断促炎症细胞因子TNFα对机体的作用，对于

银屑病和类风湿性关节炎具有快速和显著的疗效。Stra

nd 等人对 21000份出版物进行筛选，其中 443 份报道过

使用不同蛋白质药物产生抗药物抗体（ADA）的情况，R

emicade®的抗体产生率为 0~83%
[47]
，并且随着 ADA 的形
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成会引起药物的血清浓度下降，降低疗效，提高输液反

应的发生率
[48]
。改型抗体的代表为Genentech公司开发

的 Herceptin®，该单抗仅保留了鼠源单抗的互补决定区

（CDR），其余部分全部为人源抗体。Herceptin®可以

靶向识别人表皮生长因子受体 2（HER-2），用于对晚期

HER-2 阳性的乳腺癌患者的治疗。Padron 等人对 51位

非转移性 HER-2 阳性的乳腺癌患者进行研究，这些患者

通过静脉和皮下给予 Herceptin®，没有检测到 ADA 的产

生
[49]
。

在某些情况下，聚乙二醇化可以通过空间位阻效应

阻断免疫细胞对抗原表位的接触，降低患者产生中和抗

体的比例。Richette等人报道聚乙二醇可以显著的增加

尿酸氧化酶的体内半衰期，降低药物抗原性和免疫原性
[50]
。临床实验表明，Krystexxa®在针对慢性难治性痛风

治疗过程中，91%的患者引发了不同程度的免疫原性反

应，其中输注反应发生率为 26%，过敏反应发生率为6.

5%
[51]
。改善治疗蛋白溶液性质的合理设计方法也可能降

低免疫原性，因为聚体通常比可溶性蛋白更具有免疫原

性。

3 分子设计蛋白质药物的现状

蛋白质的分子设计不仅是药物新的研究手段，也是

先进的生产技术，它在新药的研究开发中起着重要的作

用。2012-2021 年的 10年期间，FDA 共批准了 430 个新

药，蛋白质药物为 104 个，占比为 24.18%。2021 年 FD

A共批准50个新药，其中蛋白质药物14个，占比为28%。

2021 年欧盟批准了 49个新药，其中抗体类的靶向药物

13个，占比为 26.53%。日本批准了52个新药，蛋白质

药物也具有较高的占比。未来 5年，随着疫情的影响，

2022 年全球对药品的需求将达到 11000 亿美元。随着审

批制度的改革，越来越多新药将采用加速审批的渠道获

得批准，进而大幅提升新药开发进度并降低临床实验的

研究费用。同时，随着 AI 技术的突破，越来越多的制

药企业和科研机构在新药开发中广泛使用，比如在新药

靶点的发现、药物候选物筛选、药物分子设计、有效性

和安全性的预测以及精准医疗的实施等，表 1为已批准

上市的蛋白质分子设计药物的代表。未来 10 年，随着

越来越多的药物靶点的发现和对已上市药物结构和功

能研究的不断深入，蛋白质的分子设计一定会取得良好

的结果和广泛的应用。
表 1 已批准上市的蛋白质分子设计药物

产品名称 所属家族 公司 分子改造 改造优势

Proleukin Il-2 Chiron 突变游离 Cys 减少聚体；提高活性

Betaseron IFN-β Berlex 突变游离 Cys 减少聚体

Humalog Insulin Eli Lilly Lys与 Pro对换 快速起效

Adynovate FVIII Baxalta PEG修饰 延长半衰期

Plegridy IFN-β Biogen PEG修饰 延长半衰期

Omontys EPO Takeda PEG修饰 延长半衰期

Krystexxa Uricase Savient PEG修饰 降低免疫原性

Cimzia Antibody UCE PEG修饰 延长半衰期

Mircera EPO Roche PEG修饰 延长半衰期

Enbrel TNF receptor Amgen Fc融合蛋白 延长半衰期

Ontak Il-2 Amgen 融合蛋白 延长半衰期

Aranesp EPO Amgen 增加糖基化位点 延长半衰期

4 结论与展望

蛋白质药物分子设计已形成较为系统的理论与技

术体系，其以蛋白质结构分析为核心，借助 X 射线晶

体学、核磁共振光谱学及生物信息学等技术，实现了对

蛋白质药物多方面性能的优化。从提高稳定性、增加溶

解性，到改善药代动力学性质、生物学活性以及降低免

疫原性，均有明确且有效的设计策略与方法，如半胱氨

酸改造、糖基化修饰、聚乙二醇化修饰、人源化改造等，

这些策略和方法在众多药物研发实例中得到验证，为蛋

白质药物的性能提升提供了可靠保障。

蛋白质药物在新药市场中占据重要地位，2012-202

1 年 FDA 批准的新药中蛋白质药物占比超两成，2021 年

多个地区批准新药中蛋白质类药物占比也较为可观，且

已有多款经过分子设计的蛋白质药物成功上市（如 Pro

leukin、Aranesp、Herceptin 等），并在临床治疗中

发挥重要作用，充分体现了蛋白质药物分子设计的实际

应用价值与市场潜力。

市场与需求层面，受疫情影响，2022 年全球药品需

求已呈现增长趋势，未来随着人口老龄化加剧、疾病谱
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变化等因素，对高效、安全蛋白质药物的需求将持续上

升，为蛋白质药物分子设计领域带来广阔的市场空间。

政策与技术层面，药品审批制度改革将使更多新药

通过加速审批渠道上市，缩短研发周期、降低研发成本，

为蛋白质药物研发提供更有利的政策环境；同时，AI

技术在新药靶点发现、候选物筛选、分子设计、有效性

与安全性预测及精准医疗实施等方面的广泛应用，将大

幅提升蛋白质药物分子设计的效率与准确性，推动该领

域技术革新。

研究与应用层面，随着对蛋白质结构与功能研究的

不断深入，以及更多药物靶点的发现，蛋白质药物分子

设计将朝着更精准、更高效的方向发展。未来有望开发

出性能更优、适应症更广的蛋白质药物，进一步拓展其

在临床治疗中的应用范围，为人类健康事业做出更大贡

献。预计未来 10 年，蛋白质药物分子设计将在理论研

究、技术创新与实际应用上取得更多突破，实现更广泛

的推广与应用。
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