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摘   要：肉毒神经毒素(botulinum neurotoxins，BoNTs)是由梭状芽孢杆菌属分泌的外毒素，是目

前已知毒性最强的生物类毒素。BoNTs 共分为 7 种血清型(A–G)，其中 A 型导致的肉毒中毒最为

常见。由于肉毒毒素的强毒性及易于制备，其已被列为 A 类生物恐怖制剂。目前，针对肉毒中毒

的有效治疗手段为早期注射抗毒素血清。但当毒素进入神经细胞体内后，抗毒素血清作用有限，

无法逆转肉毒中毒引起的瘫痪。因此，对于已经发生的肉毒中毒，需要开发更为有效的抗肉毒毒

素药物以治疗肉毒中毒。在过去的 20 年，小分子抑制剂因能克服抗毒素无法在胞内发挥作用的

局限性，而成为了新型肉毒中毒治疗药物的热点研发方向。随着肉毒毒素的结构及中毒机制逐渐

被阐明，越来越多的相关机制靶点正用于开发有效的抑制剂。因此，本文根据肉毒毒素的中毒机

制，综述了近年来报道的一系列小分子肉毒毒素抑制剂的研究进展。 
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Abstract: Botulinum neurotoxins (BoNTs) secreted by Clostridium are the most toxic biotoxins 

known. BoNTs are classified into seven serotypes (BoNT/A–G), of which BoNT/A is the most frequent 
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cause of botulism. Due to the strong toxicity and easy preparation, BoNTs are classified as the class A 

bioterrorism agents. At present, botulism is mainly treated by early administration of antibotulinum 

serum. However, the antibotulinum serum has limited effect and cannot reverse the paralysis caused by 

botulism when the toxin enters nerve cells. Therefore, it is necessary to develop more effective drugs 

for treating botulism. Because small-molecule inhibitors can overcome the limitation that antitoxin 

cannot neutralize intracellular toxins, they have become a popular direction in the development of novel 

drugs for treating botulism in the past decades. As the structure of BoNTs and the mechanism of 

botulism have been gradually elucidated, more and more relevant targets are being used to develop 

effective inhibitors. This paper reviewed small-molecule inhibitors of BoNTs in recent years according 

to their mechanisms. 

Keywords: botulinum neurotoxins; botulism; small-molecule inhibitors 

肉 毒 神 经 毒 素 (botulinum neurotoxins ，

BoNTs)是梭状芽孢杆菌属 (C. botulinum、C. 

argentinense、C. baratii、C. butyricum 和 C. 

sporogenes)在厌氧条件下分泌的神经毒素，误

食极微量(低至 ng/kg)肉毒毒素感染的食物即可

导致人中毒死亡，是目前世界上已知的毒性最

强的生物类毒素[1]。由于 BoNTs 具有易于制备

及强毒性的特点，已被美国疾病与控制预防中

心(center for disease control and prevention，

CDC)列为 A 类生物恐怖制剂[2]。肉毒毒素可分

为 7 种血清型(A–G)[3–4]，其中能引起人类肉毒

中毒的有 A、B、E 和 F 4 种血清型。在这 4 种

血清型中，A 型的毒性最强，B、E 和 F 型次之；

并且由 A 型导致的肉毒毒素中毒的病例最为 

常见，其次是 B 型，E 和 F 型导致的中毒较为

少见[5–7]。 

肉毒毒素引起人类中毒的方式可分为食源

性中毒、婴儿肠道中毒、成人肠道中毒、伤口

感染、医源性和吸入性中毒[8–10]。在欧洲，2015 年

至 2019 年间，欧盟/欧洲经济区累计报告 499 例  

确诊病例和 16 例死亡病例，平均每年 99 例，

其中食源性中毒最为常见[11–12]；其次，由婴儿

肠道中毒引起的肉毒中毒也居高不下，2013 年至

2017 年间，美国 CDC 累计报告确诊病例 900 例，

婴儿肉毒中毒病例 695 例，占美国总病例的

77%[13]；此外，由于肉毒毒素独特的生物学效

应，A 和 B 型肉毒毒素已在临床上用于多种疾

病如斜视、偏头痛、肌肉痉挛等及医疗美容，

医源性引发的肉毒中毒也时有发生[14–15]。 

无论是哪一种方式导致的肉毒中毒，当毒

素进入神经元胞质后，会选择性地结合并切割

与神经信号传递有关的蛋白，从而导致神经信

号传递的失败，引发神经麻痹症状，严重者将

因呼吸衰竭而死亡。目前，临床上应对肉毒中

毒的药物治疗主要是注射马源性抗血清，但必

须依赖于病情的早期诊断[5,16]。此外，抗血清具

有副作用大、不易储存，并且对进入神经元的

毒素没有很好中和效果等缺点[17–19]。一旦毒素

进入神经元胞内，可用的治疗手段仅是使用机

械性通气来维持生命，但支持性治疗持续时间

较长且费用昂贵，往往会给患者带来巨大的精

神和经济负担。因此，需要研究者们进一步研

发出更为有效的肉毒毒素抑制剂，以防止不必

要的 BoNTs 中毒。而小分子抑制剂具有相对稳

定、易于开发且膜通透性较好等特点，可作为

潜在的毒素中毒的医疗干预手段。因此，本文

重点关注了近年来报道的肉毒毒素小分子抑

制剂的研究进展。 
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1  BoNTs 的结构与中毒机制 

目前肉毒毒素的结构已研究得较为明确，

由一条 50 kDa 的轻链(light chain，LC)和一条

100 kDa 的重链(heavy chain，HC)组成，并通过

二硫键连接[20]。完整的肉毒毒素包含 3 个功能

结构域(图 1)。其中 HC 作为运输载体，其羧基

端(HC)为受体结合区(receptor binding domain，

RBD)，由受体结合区 C 端(HCC)和受体结合区

N 端(HCN)两个子域组成，负责与特定的神经元表

面受体结合，从而启动毒素的转运功能。而 HC

的氨基端 (HN)为跨膜转运结构域 (translocation 

domain，TD)，负责将 LC 转运至神经元胞内；

LC 作为毒素的催化活性中心，具有锌依赖性蛋

白酶活性[21–24]。由于肉毒毒素序列的保守性，

目前肉毒毒素的中毒机制已研究得较为详细，

主要通过结合、内化、转运和酶切 4 个步骤发

挥神经毒性作用(图 2)。 

1.1  BoNTs 与细胞表面的受体结合 
研究表明肉毒毒素在外周神经末梢的特异

性结合仅与其 HC 片段相关[21,25]。毒素 HC 上存

在着 2 个重要的结合位点：乳糖结合位点和唾

液酸结合位点[26]。乳糖结合位点为毒素与神经

节苷脂结合的重要位点；唾液酸结合位点与突触 

 

 
 

图 1  BoNT/A1 的晶体结构(PDB:3BTA)[20,24] 

Figure 1  Crystal structure of BoNT/A1 (PDB: 
3BTA)[20,24]. 

 

 
 

图 2  BoNTs 的作用机制 
Figure 2  The mechanism of action of BoNTs. 
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小泡蛋白受体的结合具有血清型特异性[27–28]。

当 BoNTs 感染人体后会通过循环系统到达  

突触前运动神经末梢，此时 HC 的乳糖结合位

点与神经细胞表面的多聚唾液酸神经节苷脂

(polysialogangliosides，PSG)以不同的亲和力迅速结

合，大量的 PSG 将 BoNTs 各血清型聚积在神经元

细胞表面[22,25]。然后不同血清型的毒素在 PSG 的介

导下通过唾液酸结合位点与低密度的突触结合蛋

白(synaptotagmin，Syt)或突触囊泡蛋白 2 (synaptic 

vesicle protein 2，SV2)发生特异性结合，Sty 和 SV2

是突触囊泡膜上介导内吞小泡形成所必需的整合

蛋白[29]。其中 A、E 和 F 型的蛋白受体为 SV2；B

型的蛋白受体为 Syt Ⅰ和 Syt Ⅱ[29–32]。 

1.2  受体介导毒素的内化 
BoNTs 与神经细胞表面的受体结合后，HC

介导形成的通道会通过温度与能量依赖的方式

将毒素内化到囊泡腔中。若给予一定的神经刺

激可加快内化这一过程。Colasante 等的研究表

明，与 BoNT/A 结合的 SV2 受体决定了每个囊泡

吸收的毒素数量，而不是多聚神经节苷脂受体；

并且每个囊泡吸收的毒素分子不超过 2 个[33]。 

1.3  BoNTs 的跨膜转运 
当毒素内化到囊泡腔后会形成胞内体。在

酸性(pH<6)条件下，毒素 HN 结构域发生变化并

嵌入囊泡膜而形成一个易位通道，部分展开的

LC 会从突触囊泡管腔侧易位到胞质侧，此时的

LC 仍然不具有催化活性[7,20,34]。当毒素的链间

二硫键在裂解酶如热休克蛋白 90 (Hsp90)和硫

氧还蛋白-硫氧还蛋白还原酶系统(thioredoxin- 

thioredoxin reductase，Trx-TrxR)的作用下断开，

LC 与 HC 分离并重新折叠而形成新的三维结

构，LC 通过末端修饰而形成具有内切酶活性的

蛋白[35–36]。 

1.4  BoNTs 的内切酶活性 
正常情况下，神经递质在突触前膜以胞吐

的方式释放。突触前神经元中的可溶性 N-乙酰

马 来 酰 胺 敏 感 因 子 附 着 蛋 白 受 体 复 合 物

(soluble N-ethylmaleimide sensitive factor 
attachment protein receptors，SNARE)，包括突

触相关蛋白-25 (synaptosomal-associated protein-25，

SNAP-25)、突触融合蛋白(syntaxin)和囊泡相关

膜蛋白 2 (vesicle-associated membrane proteins 

2，VAMP2)以及一些胞质蛋白组成的复合物，

可介导转运小泡与突触前膜的锚定和融合，在

去离子化的作用下使 Ca2+通道打开，利用 Ca2+

内流形成的胞吐作用释放神经递质[37–40]。目前

已知的毒素 LC 均具有金属蛋白酶活性。当胞

质中的 LC 被激活后，会通过特异性识别并切

割 SNARE 蛋白，其中 A 和 E 型切割 SNAP-25，

B 和 F 型切割 VAMP[7]，将乙酰胆碱囊泡滞留

在突触前膜。肉毒毒素通过抑制突触囊泡中神

经递质的释放，阻断神经递质的传递而引起肌

肉弛缓性麻痹[41]。 

2  BoNTs 小分子抑制剂的研究进展 

随着对 BoNTs 中毒机制的详细了解，越来

越多的机制靶点被发现并用于开发相关抑制

剂。近年来，研究者们根据肉毒毒素的结构定

向设计药物或通过高通量筛选不同的小分子文

库发现多种针对肉毒中毒的潜在抑制剂，并以

先导化合物为基础不断改进及合成类似的化合

物以进一步提高药效。 

2.1  BoNTs 的结合抑制剂 
BoNTs 与突触前膜上的相应受体结合是其

进入胞内发挥作用必不可少的一步，针对

BoNTs 的结合位点寻找有效的抑制剂，使大部

分毒素无法进入胞内发挥作用，可减少毒素带

来的弛缓性麻痹。研究发现一些抑制毒素与受

体结合的化合物，如 10 mmol/L 的奎宁酸(quinic 

acid)可竞争性抑制 BoNT/A 与 PSG 结合[42]。多
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柔比星(doxorubicin)，一种 DNA 嵌入剂，临床

上多用于治疗乳腺、膀胱和肾脏等癌症及某些

类型的白血病，在细胞表面与 BoNTs 的结合位

点相同，可竞争性地结合 PSG[43]。此外，来源

于黄蛞蝓 (limax flavus) 和栽培小麦 (triticum 

vulgaris)的凝集素对唾液酸具有亲和力，可作为

BoNTs 的广谱抑制剂。研究者对 BoNT/B 的高

亲和力位点进行检测 时，黄蛞蝓和栽培小麦凝

集素的 Ki值分别为 0.31 μmol/L 和 0.37 μmol/L[44]。

虽然神经细胞表面的受体可作为设计毒素抑制

剂的有效靶点，但是它们的作用类似于抗血清

疗法，治疗窗口有限。当毒素进入胞内，基于

受体的药物治疗作用将会受限。 

2.2  BoNTs 的内化抑制剂 
BoNTs 结合上相应受体后会通过内化途径

进入胞内。Harper 等发现，BoNT/A 主要通过

动力依赖的方式进入神经元，首次强调了动力

蛋白在神经元和运动神经末梢上介导 BoNT 内

化的作用[45]，为肉毒中毒提供了一个新的治疗

靶点。此外，他们发现 Dyngo-40a 和 dynasore

可阻止 BoNT/A 的内化，使 SNAP25 不被裂解；

Dyngo-4a 可阻止 BoNT/A 诱导的大鼠膈肌麻

痹，使小鼠肉毒中毒的时间推迟 30%以上，动

力蛋白抑制剂的发现为抗毒素的使用延长了有

效作用时间。2015 年，Seki 等发现 Dyngo-4a

分子具有 BoNT/A 的双重抑制活性，不但可以

阻断毒素进入胞内的内化途径，而且可以在蛋

白水解酶上发挥抑制作用[46]。 

2.3  BoNTs 的转运抑制剂 
BoNTs 形成胞内体后会在转运过程将轻链

释放，并通过重折叠形成活性结构而发挥酶切

作用。BoNTs 的转运包括转运小体的酸化、HC

通道的形成及轻链的折叠释放。研究表明氯喹、

氯化铵和盐酸甲胺可通过阻止胞内体酸化而抑

制肉毒毒素的结合或内化过程，具有广谱抗毒 

素的作用，但由于这些药物本身作为神经肌肉

阻断剂具有一定毒性，不适用于在体内通过增

加胞内体的 pH 值而发挥拮抗作用[5,47–48]。此外，

纳摩尔浓度的莫能菌素(sodium monensin)和尼

日利亚菌素 (nigericin)等离子载体药物可增加

阳离子如 Na+、H+、K+的膜通透性，通过充当

H+分流器来阻止囊泡酸化，从而延迟 BoNTs 的

神经毒性[49–50]。然而，高浓度的离子载体药物

会直接抑制突触的活性，所以此类药物只能在

很小的浓度范围内延迟 BoNTs 的麻痹作用。ATP

酶在胞内体的酸化过程中同样扮演着重要的角

色，抑制 H+-ATPase 可导致转运小体无法酸化，

从而起到抑制毒素释放的作用。巴弗洛霉素 A1 

(bafilomycin A1)和刀豆霉素 A (concanamycin A)

作为 H+-ATPase 抑制剂，可抑制 BoNTs 易位进

入神经元胞质，保护 SNARE 蛋白免受毒素的

影响[51] (图 3)。然而，在小鼠膈神经半横膈膜和

鸡腹侧脊髓细胞试验中发现，巴弗洛霉素 A1

的疗效会随着使用时间的推迟而减弱[52–53]。 

一些已用于临床上治疗其他疾病的药物在

抑 制 肉 毒 毒 素 上 也 初 见 效 果 ， 如 川 楝 素

(toosendanin，TSN)，一种从中药中提取的三萜

衍生物，对毒素的金属内肽酶活性没有影响，

但能阻止 LC通过 HC通道的转位进入胞质接近

其酶底物(图 3)。研究表明，TSN 在 200 nmol/L

的浓度下可有效抑制神经元中的 BoNT/A 的生

物活性，在低至 8 nmol/L 的浓度下也可观察到

部分抑制[54–56]。TSN 可影响离子通道的活性，

抑制 K+的外流并增加 Ca2+内流从而促进乙酰胆

碱的释放，从而改善肉毒中毒症状，虽然川楝

素具有明显的毒性，但在有效剂量范围内对小鼠

无明显毒性[57–58]。此外，川楝素四氢呋喃类似物

可在亚纳摩尔(约 10–10)浓度时稳定 HC 通道的封

闭构象，从而阻止肉毒中毒过程中的 LC 易位[57]。 
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图 3  BoNTs 的转运抑制剂[51,54] 
Figure 3  Translocation inhibitors of BoNTs[51,54]  

 
尽管 BoNTs 存在不同的蛋白受体和细胞内

底物，但是它们都需要在转运小体酸化的条件

下将 LC 释放入胞质中才能进一步形成活性结

构。Trx-TrxR 系统主要负责断开毒素 HC 和 LC

间的二硫键，使各血清型毒素 LC 易位进入胞

质[36]。因此，Trx-TrxR 系统可作为抑制肉毒中

毒的靶标。研究发现，PX-12 (1-methyl propyl 

2-imidazolyl disulfide)作为 Trx 抑制剂，可通过

干扰链间二硫键的还原来阻止金属蛋白酶在胞

质中的释放 [35,59]。金诺芬(auranofin，AF)，一

种硫氧还蛋白还原酶的特异性抑制剂，常用于

治疗多种癌症、艾滋病感染及人类类风湿性关

节炎等疾病[60–61]。研究发现 AF 可抑制小脑颗

粒神经元中的 A、B 和 E 型肉毒中毒[62]。此外，

依布硒(ebselen)，一种具有谷胱甘肽过氧化物酶

活性的硒有机化合物，是 Trx 和 TrxR 的广谱抑

制剂，可有效保护小鼠免受 A、B、E 和 F 型的

肉毒毒素致死性剂量中毒[63–64]。Seki 等根据结

构活性关系(structure activity relationship，SAR)

的基本原理生成了一系列的 N-羟基琥珀酰亚

胺抑制剂，它们可通过抑制 TrxR 而阻断

BoNT/A 诱导的 SNAP-25 的裂解[65]。此外研究

发现，黄酮类化合物如杨梅素(myricetin)和槲

皮素(quercetin)，其 IC50 分别为 0.62 μmol/L 和

0.97 μmol/L，可与 TrxR 活性部位的硒原子发生

不可逆结合，从而起到抑制作用[66]。而姜黄素，

一种来自植物的多酚，可通过形成共价加合物

而不可逆的抑制 TrxR 活性，其在体内外的 IC50

分别为 3.6 μmol/L 和 15 μmol/L，具有时间和剂

量依赖性[67]。 

毒素 LC 在胞内特异性切割底物前，必须

要经过重折叠而获得其天然结构，而 Hsp90 是

介导 LC 重折叠的主要蛋白[36]。Azarnia Tehran

等研究发现格尔德霉素(geldanamycin，GA)，

一种具有苯醌结构的抑制剂，可选择性与

Hsp90 的 ATP 结合域结合，从而阻止毒素 LC

易位后的重折叠[35]。此外，他们还发现 GA 与

PX-12 具有很强的协同作用，二者联合使用的

抑制浓度比单一抑制剂低，并且能增加抑制效

率。通过抑制 BoNT 进入细胞的过程，可抑制

所有血清型的 BoNTs。针对转运过程中相关靶

点的药物虽然特异性较强，但它们对毒素的金

属蛋白酶活性无影响；一旦患者出现中毒症状，

此类抑制剂只能阻止循环系统中的毒素在胞内

激活，而不能抑制已经在胞内发挥作用的毒素；

并且，调节转运小体的酸化过程对于正常的细

胞生理功能可能会产生不良的影响。 

2.4  BoNTs 的酶活性抑制剂 
毒素释放活性 LC，发挥酶切作用是肉毒中
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毒的最后一个步骤，也是当前研发抑制剂重点

关注的靶点。针对毒素 LC 的抑制剂设计主要

集中于金属内肽酶的活性位点、α-exosite 和

β-exosite。目前已知的肉毒毒素 LC 的活性位点

中心均包含 1个 HEXXH (X为任意氨基酸)的锌

离子结合基序，而 β-exosite 位于活性位点附近，

α-exosite 则位于相对面[68]。近年来，小分子抑

制剂被认为是潜在肉毒毒素抑制剂，并被相继

报道。其中，研究最多的主要为喹啉醇类抑制

剂和以羟肟酸为母体合成的多种羟肟酸类抑制

剂，其他抑制如苯醌类和苄基环戊二酮等也有

报道[50]。 

2.4.1  靶向 BoNTs 活性位点的抑制剂 

以羟肟酸为母体合成的多种羟肟酸类化合

物是目前研究较多的小分子抑制剂，该类化合

物能螯合毒素分子中的锌离子而抑制 LC 的催

化活性。Janda 团队在近 20 年间发现了许多可

逆转肉毒中毒的小分子抑制剂。他们最初在

SNAP-25 和 Cys 蛋白水解位点两侧的氨基酸

Gln 和 Arg 的启发下合成了 BoNT/A 羟肟酸抑

制剂，使其具有螯合锌的功能。虽然测试的系

列抑制剂效果不佳，但却标志着将羟肟酸首次

用作 BoNT/A LC 的金属结合抑制剂[69–71]。然 

后，他们将羟肟酸作为 BoNT/A LC 的金属结合抑

制剂，对羟肟酸类化合物库进行筛选并优化先导

化合物对氯肉桂异羟肟酸(para-chloro-cinnamic 

hydroxamte)(IC50=15 μmol/L)的结构，制备出了

2,4-二氯肉桂异羟肟酸(2,4-dichlorocinnamic 

hydroxamic acid)(图 4)，其 IC50=(0.41±0.03) μmol/L，

Ki=(300±12) nmol/L；在动物实验中，该化合物

在 BoNT/A 致死剂量的小鼠中起到显著的保护作

用，是最有效的 A 型肉毒毒素抑制剂之一[72–73]。

同时，2,4-二氯肉桂异羟肟酸也是第一个与

BoNT/A LC 共结晶的小分子抑制剂，由此产生 

的 X 射线结构为之后设计更为有效的手性化合

物提供基础，如 hydroxamate(R)-5 (异羟肟酸

(R)-5) (图 4)，其 IC50=1 μmol/L，Ki=(0.16±   

0.02) μmol/L，大约是在此之前最好的小分子非

肽类 BoNT/A 抑制剂的两倍[74–75]。在 2,4-二氯

肉桂异羟肟酸为母体的基础上，Čapková 等通

过在其邻位上引入溴、三氟甲基和甲基取代基

而使抑制活性增加，所产生的 3 种新的小分子

抑制剂效力与母体分子相当[76]。 

2,4-二氯肉桂异羟肟酸自发现以来已被用

作多项研究的先导分子，通过改变苯环上的取

代基或修饰苯环与异羟肟酸之间的连接基团来

提高抑制活性。但其本身的 2,4-二氯苯环不仅

影响了自身的溶解度，而且降低了酶活性位点

潜在的亲水性相互作用。Capek 等使用杂环支架

取代 2,4-二氯苯环衍生出的化合物 3-(3-chloro- 

benzo[b]thiophen-2-yl)-N-hydroxy-acrylamide (1)

和 N-hydroxy-3-(3-methyl-benzo[b] thiophen-2-yl)- 

acrylamide (2)具有较好的抑制效力，其 IC50 分

别为(0.34±0.023) μmol/L 和(0.63±0.035) μmol/L[77]。

此外，Čapková 等将金刚烷片段取代 2,4-二氯肉桂

异羟肟酸的芳香族，可得到 Ki=(0.46±0.08) μmol/L

的化合物 1-金刚烷基 N-羟基乙酰胺(1-adamantyl 

N-hydroxyacetamide)[78] (图 4)。并在后者的基础

上进一步制备出了更为有效的酶抑制剂 [3- 

(4-chlorophenyl)-1-adamantyl]acetohydroxamic 

acid (3) 和 [3-(4-bromophenyl)-1-adamantyl] 

acetohydroxamic acid (4)，两种新化合物的效力

提高了约 17倍，其 Ki分别为(27±4) nmol/L和(27±  

2) nmol/L，IC50分别为 0.03 μmol/L 和 0.04 μmol/L，

但是此类化合物在 20 μmol/L 时会表现出细胞

毒性，并且在较低浓度下对 A 型肉毒中毒未显

示出保护作用[79]。 
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图 4  BoNTs 的酶活性抑制剂[72–75,77–79] 
Figure 4  Enzyme activity inhibitors of BoNTs[72–75,77–79].  
 

喹啉醇与传统的锌螯合异羟肟酸相比的一

个明显优势是亲脂性增加，从而具有相对较强

的细胞膜穿透能力。近年来，越来越多的以喹

啉为基础的化合物在临床中被作为潜在的候选

药物。其中，8-羟基喹啉(8-hydroxyquinoline，

8-HQ)作为最简单的化合物，仅带有螯合基序的

喹啉主链，是药物化学应用中最常见的支架[80]    

(图 5)。研究发现 8-HQ 的 5 位和 7 位被取代后

所得的衍生物具有抑制金属蛋白酶-2(MMP-2)的

作用，而 2 位或 4 位的取代则显示无效作用[81]。

8-HQ 作为重要的金属离子螯合剂之一，可用于

临床上批准使用的氯碘羟喹(clioquinol)和二氯

羟喹(chloroxine)的分子设计用于抑制肉毒中

毒。2009 年，Roxas-Duncan 等对美国国立癌

症研究所(national cancer institute，NCI)对化合

物库进行虚拟筛选，选择 5 种毒性较低且能有

效抑制全长和截短(1–425) BoNT/A LC 的羟基

喹啉类似物，其中 CB7969312 和 CB7967495

分别在 0.5 μmol/L 和 5 μmol/L 时可中和等量的

BoNT/A，是活性较高的 BoNT/A 小分子抑制剂

(图 5)；而在分子模拟研究中，CB7967495 比

CB7969312 效率更高[82]。Montgomery 等在此研

究的基础上选择 CB7969312和 CB7967495进行

体外实验，2 种化合物在各实验中表现出抑制

其他血清型毒素的作用，首次报道了小分子化

合物可抑制 BoNT/B、E 和 F[83]。此外，Bompiani

等对 3个化合物库(ChemBridge，ChemDiv和 life 

chemicals)进行高通量筛选，鉴定出 4 种对

BoNT/A 有抑制作用的化合物支架；通过对

8-HQ 化合物进行二次筛选后，18 个化合物的

IC50<10 μmol/L，其中 CB7637950 的 IC50 低至

1.6 μmol/L[84]。Harrell 等以 8-HQ 为支架合成了

36 种化合物，其中 5-氯取代的化合物的活性最

强，其 IC50 低至 0.6 μmol/L，是非常有效的

BoNT/A 抑制剂[85]。Caglič 等通过 2 次筛选已市

售的喹啉衍生物发现一种抑制剂 CB5838194 

(图 4)，其 IC50 为(0.8±0.1) μmol/L，在细胞水平上

显示较好的抑制活性并且毒性较低[86]。而 Bremer 
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图 5  BoNTs 的酶活性抑制剂[80,82,86,88] 

Figure 5  Enzyme activity inhibitors of BoNTs[80,82,86,88]. 
 

等通过筛选磺酰胺文库，发现 N-芳基磺胺   

类药物表现出的抑制作用最强，并报道了 5 种

新设计的化合物，在体外实验中显示出抑制活

性 [87] 。此外， Chauhan 等研究发现化合物

NSC1011 和 NSC1014 (图 5)，其 IC50 分别为

(30.47±6.24) μmol/L 和(14.91±2.49) μmol/L，在

小鼠实验中可有效抑制 BoNT/F 毒性，可作为

BoNT/F 中毒的候选药物，其潜力比之前报道的

化合物更高[88]。 

以 8-HQ为支架的喹啉类化合物一直在不断

的研发中，但 8-HQ 的溶解性是一个需要解决的

问题，近年来的许多研究试图在核心结构上进行

修饰或取代以解决这一问题。Agrawal 等通过筛

选多种金属结合基团的螯合剂片段文库发现，  

3-羟基-2-甲基-4H-吡喃-4-硫酮(3,4-HOPTO)片

段 94G5 可抑制多种金属酶[89] (图 6)。Lin 等通

过筛选螯合剂片段文库(CFL-1)发现，几种含有

3,4-HOPTO 片段的化合物在测试浓度下使

BoNT/A LC 的活性降低了 95%以上。其中，化

合物 1-(2-([1,1'-biphenyl]-4-yl) ethyl)-3-hydroxy- 

2-methylpyridine-4(1H)-thione (5)对 SNAP-25 的

裂解具有最佳的保护效果；以 3,4-HOPTO 为支

架衍生出的一些抑制剂表现出良好的细胞活

性，良好的细胞渗透性及水溶性让 3,4-HOPTO

支架有望发展为抑制 BoNT/A LC 的候选材  

料[90]。此外，BoNT/A 较长的半衰期也是需要

解决的一个问题。Čapková 等以 2,4-二氯肉桂

异羟肟酸为先导分子，用环戊二酮弹头取代 

羟肟酸来产生相对有效的亲和标签，通过改造得到

了 3 种苄基环戊二酮衍生物，其中 2-(2,4- 

dichlorobenzylidene) cyclopent-4-ene-1,3-dione(6)
和 2-(4-chloro-2-methylbenzylidene) cyclopent-4- 

ene-1,3-dione (7)，两者具有类似的亚微摩尔(约

10–7)抑制[91]。此外，他们还认为 N-乙基马来酰

亚胺的抑制活性是由于其环状结构，因此他们

通过筛选亲电子片段并进行 SNAPtide 测定，

结果显示 1,4-苯醌(1,4-benzoquinones，BQs)和

1,4-萘醌(1,4-naphthoquinones，NQs)为 BoNT/A

的有效抑制剂，并且两者的抑制活性具有时间

依赖性[92]。 
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图 6  BoNTs 的酶活性抑制剂[89–91] 

Figure 6  Enzyme activity inhibitors of BoNTs[89–91]. 
 

Kumar 等基于蛋白结构虚拟筛选 NCI 化合

物数据库发现一类针对BoNT/E蛋白酶活性的芴类

化合物。其中 NSC-77053 [Ki=(1.29±0.26) μmol/L，

IC50=(48.5±6.5) μmol/L]在体外实验低浓度下显

示出显著的抑制作用，是首个靶向 BoNT/E 催

化位点的小分子非肽抑制剂[93]。2016 年，他们

基于 NSC77053 进行相似性搜索，发现 36 种具

有不同接头和官能团的 NSC77053 类似物并进

行测试，确定了 5 种新的化合物，其中

NSC75271表现出最为有效的 BoNT/E内肽酶活

性抑制作用，其 IC50 为(2.4±0.4) μmol/L[94]。同

年，Zhou 等发现抑制剂 C562-1101，其 IC50 值

为 (14.2±1.7) μmol/L，在同等测试条件下比

NSC77053 的抑制效率高出约 3 倍[95]。 

2.4.2  靶向 BoNTs 轻链 exosite 的抑制剂 

目前，除了靶向毒素 LC 的金属内肽酶活

性位点的抑制剂外，LC 活性位点周围的 α-exosite

和 β-exosite 也是研究抑制剂的靶标。菊苣酸

(chicoric acid，CA)，一种二咖啡酰基酒石酸，

其非天然异构体 L-CA 是一种研究较为透彻的

HIV 整合酶抑制剂[96] (图 7)。Salzameda 等发现

D-CA (Ki=0.7 μmol/L)是 α-exosite 的有效抑制

剂，可与外泌体结合位点结合，表现出非竞争

性抑制，并且其在与竞争性活性位点抑制剂联

合使用时具有协同作用[97–98]。此外，洛蒙真菌

素(lomofungin)，其 Ki=(6.7±0.7) μmol/L，可与

BoNT/A LC 蛋白上的 β-exosite 非竞争性结合，

在小鼠神经元细胞中，洛蒙真菌素能够抑制

BoNT/A LC 引起的 SNAP-25 被切割[99]。但由于

洛蒙真菌素所含有醛、酯和多种酚等反应性官

能团会降低其在体内的稳定性，并不是一个最佳

的 β-exosite 结合抑制剂，仍需要进一步改造其

结构或寻找其他更为有效的靶向抑制剂。 

2.5  其他 
由于毒素可通过内化机制形成胞内体，从

而在跨膜转运后到达胞质发挥作用。Gillespie  

 

 
 

图 7  靶向 BoNTs 轻链 Exosite 的抑制剂[97–99] 
Figure 7  Inhibitors that target BoNTs light chain exosite[97–99]. 
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等筛选出一种可抑制致死毒素的中毒并阻止多

种 pH 依赖性的细菌毒素和病毒进入哺乳动物

细 胞 的 化 合 物 ——4-bromobenzaldehyde N- 

(2,6-dimethylphenyl)semicarbazone (EGA)[100]。

Tehran 等将 EGA 作为抗肉毒毒素的潜在化合

物，在体外实验中，EGA 可减轻 A 型肉毒毒素

导致的小鼠中毒症状，并显著降低 BoNT/B 的

致死率[101]。虽然 EGA 可有效减少肉毒毒素导

致的神经毒性，但它并未干扰细胞中毒的特定

步骤，目前对 EGA 作用的特定细胞靶点仍然未

知，还有待进一步研究。 

正常细胞的稳态需要部分激酶和磷酸激酶

来调节，研究表明毒素 LC 为 Src 激酶的底物，

毒素磷酸化后可能会影响其活性及半衰期[102]，

Kiris 等报道了靶向宿主信号通路的抑制剂可有

效削弱多种 BoNTs 血清型的活性，为减轻肉毒

中毒提供新的途径[103]。同时，他们发现了几种

小分子 Scr 家族激酶(SFK)抑制剂以剂量依赖的

方式显示出拮抗 A、B 和 E 型的作用，较为有

效的抑制剂有 KX2-391、saracatinib、bosutinib

和 dasatinib，而小分子抑制剂的联合疗法作用

于同一靶标的多个位点可能会带来额外的疗

效。同年，他们以小鼠胚胎干细胞源性运动神

经元(embryonic stem cell-derived motor neurons, 

ES-MNs)为基础，通过筛选一个小型的磷酸酶

抑制剂库，发现了 4 种广谱抗毒素抑制剂

(NSC663284、pentamidine、BVT948 和 9,10- 

phenanthrenequinone)，它们在人类 ES-MN 中以

剂量依赖的方式拮抗毒素的多种血清型[104]。 

3  结语与展望 

近年来，随着对肉毒毒素的结构与功能及

其在宿主神经末梢的作用机制的深入研究，研

究人员发现更多的靶点可用于开发新型的抑制

剂。目前，研究者们根据肉毒中毒的作用机制

正在研发一系列抑制剂，主要有抑制毒素与神

经元表面受体结合、抑制毒素内化和转运以及

抑制毒素金属内肽酶活性。当毒素感染人体后

会通过循环系统到达突触前神经末梢，并与相

应受体结合，但由于毒素与受体结合的这一过

程非常迅速，因此毒素结合抑制剂的治疗窗口

较为有限；毒素内化和转运过程是毒素释放活

性 LC 进入胞质中发挥毒性作用的关键步骤，

相关研究报道了许多抑制剂阻断这一过程，如

动力蛋白抑制剂 Dyngo-40a、H+-ATPase 抑制剂

巴弗洛霉素 A1 等，但由于此类抑制剂作用靶

细胞广泛，可能会给机体带来较大的副作用。

由于肉毒毒素导致的神经毒性与金属内肽酶直

接相关，当毒素 LC 进入神经细胞体内后，会

持续存在并不断切割其特异性底物。因此，抑

制 LC 的酶活作用能够阻遏正在发生的肉毒中

毒，缓解中毒症状。近年来多数研究团队将研

发抑制剂的重点放在了毒素 LC，通过靶向金属

内肽酶的活性位点、α-exosite 和 β-exosite 设计

抑制剂以加速毒素降解。此外，Tsai 等在分析

A 和 E 型毒素的胞内持留性差异时发现，泛素

依赖性降解的敏感性差异可能是毒素持久性差

异的基础，并且可通过靶向泛素化蛋白酶系统  

来加速毒素的降解，从而缩短其影响的持续时

间[105]。这为提高抑制剂的有效性和靶向性提供

了一个新的方向。虽然已报道了大量潜在的候选

药物，但由于各类抑制剂在生物体内的利用度较

低，只有部分药物在小鼠模型中显示保护作用，

并且均未进入临床试验阶段。因此，已报道的许

多小分子抑制剂仍需在先导化合物的基础上不

断改进以获得更为有效的体内抑制特性或是采

用特殊的运输载体将药物递送至靶点发挥作用。

未来，在各种新兴技术的不断发展下，研究者们

有望更快地发现各类更为有效的小分子抑制剂，

在肉毒毒素抑制剂研究上取得突破性进展。 
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