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肽酰基精氨酸脱亚氨酶 4（PAD4）的功能及其小分子抑制剂的研究进展 
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摘  要：肽酰基精氨酸脱亚氨酶 4（peptidylarginine deiminase 4，PAD4）依赖钙离子催化精氨酸残基向目标蛋白瓜氨酸残基

转化的过程，是一种翻译后修饰，被称为瓜氨酸化。PAD4 通过组蛋白瓜氨酸化调节基因转录活性诱导人类疾病的发生、发

展。综述了 PAD4 在自身免疫性疾病、肿瘤、急性冠状动脉综合征中的作用，总结了 PAD4 抑制剂介导蛋白质瓜氨酸化的生

物学作用的可能机制，归纳了 PAD4 特异性抑制剂治疗类风湿关节炎和其他疾病的临床效用，讨论了 PAD4 及其抑制剂对自

身免疫性疾病和癌症的潜在治疗价值。 
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Abstract: Peptidylarginine deiminase4 relies on calcium ions to catalyze the conversion of arginine residues to citrulline residues of 

the target protein. This is a post-translational modification called citrullination. PAD4 regulates gene transcription activity through 

histone citrullination to induce the occurrence and development of human diseases. In this review, we summarized the role of PAD4 in 

autoimmune diseases, tumors, and acute coronary syndromes, and the possible mechanisms of the biological effects of PAD4 inhibitors 

mediating protein citrullination. The clinical utility of PAD4 specific inhibitors in the treatment of rheumatoid arthritis and other 

diseases were discussed. In addition, we summarized and discussed the potential therapeutic value of PAD4 and its inhibitors for 

disease diagnosis and treatment of autoimmune diseases and cancers. 
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组蛋白的翻译后修饰对蛋白质的结构和功能

有重大影响。组蛋白的翻译后修饰可以通过蛋白水

解和降解蛋白来增强蛋白质的功能多样性，如磷酸

化、糖基化、泛素化、亚硝基化、甲基化、瓜氨酸

化、乙酰化、脂化和蛋白水解，从而影响多种疾病

的发生和发展。因此，研究组蛋白的翻译后修饰的

细胞生物学对疾病的诊断和预防至关重要[1]。其中

肽酰基精氨酸脱亚氨酶 4（PAD4）催化的瓜氨酸化

主要通过调节染色质重塑和免疫细胞的细胞外捕

获来影响许多重要的生物学功能，如上皮分化、神

经元生长、凋亡、胚胎发育和转录调控[2-3]。目前已

知 PAD4 失调会导致类风湿关节炎、系统性红斑狼

疮、多发性硬化症和癌症的发生、发展[4]。因此 PAD4

抑制剂的开发引起全球研究人员的广泛关注。 

PAD4 是单体相对分子质量为 7.4×104 的同二

聚酶，由 663 个氨基酸残基组成[5]。PAD4 基因位于

1 号染色体的短臂上 36 位点（1p36.13）[6]，负责翻

译后脱氨化过程中将精氨酸催化为瓜氨酸[7]。PAD4

是唯一具有自然核定位的 PAD 家族成员，在调控分

化、发育和凋亡中起重要作用[8]。PAD4 的单体结构

具有独特的 N、C 末端结构域，并包含 5 个 Ca2+结

合位点。这 5 个 Ca2+结合位点中，2 个位点有助于 
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桥接 N、C 端结构域，其余 3 个在 N 端结构域中[9]。

N 末端结构域由 Met-1 至 Pro-300 氨基酸残基组成，

该氨基酸残基又分为2个免疫球蛋白样亚结构域1、

2。亚结构域 1 具有 9 个 β 链和核定位信号。亚结

构域 2 具有 10 个 β 链，4 个短 α 螺旋和 3 个 Ca2+

离子。C 端结构域由 Asn-301 至 Pro-663 氨基酸残

基组成，连同 ββαβ 模块以 α/β 螺旋桨的对称结构环

状排列[10-11]（图 1）。此外，PAD4 与 Ca2+的结合会

引起构象变化，从而导致活性位点裂口的形成。这

一现象对开发新型 PAD4 抑制剂提供新方向[12]。本

文概述了 PAD4 的生物学功能和抑制剂研究进展，

期望对 PAD4 深入研究、相关临床疾病的诊断和新

药研发提供帮助。 

 

图 1  PAD4 的立体结构图 

Fig. 1  Three-dimensional structure of PAD4 

1  PAD4 在自身免疫性疾病中的作用 

1.1  PAD4 在类风湿关节炎中的作用 

类风湿关节炎是一种病因不明的复杂自身免

疫性疾病，全世界范围内的患病率为 0.5%～

1%[13-14]。类风湿关节炎的主要特征是滑膜关节组织

发炎和类风湿血管翳的形成，并破坏相邻的软骨和

骨骼，从而引起随后的关节畸形，最终导致患者生

活质量下降。近年来研究发现，PAD4 通常在白细

胞和滑膜关节中处于休眠状态，直到在炎症反应期

间被激活[15]。在类风湿关节炎患者的滑膜组织中检

测到 PAD 家族中的 PAD2、PAD4、PAD6 呈现高表

达，而无法检测到 PAD1、PAD3 表达[16]。因此 PAD4

可以作为类风湿关节炎滑膜衬里细胞层的增生的

标志物[17]。有研究表明，非特异性的精氨酸脱氨作

用会导致含有瓜氨酸的抗原决定簇的产生，最终导

致类风湿关节炎的发生、发展[18]。吕卓等[19]选取活

动期类风湿关节炎患者 24 例、缓解期类风湿关节

炎患者 14 例和健康个体 12 例作为研究对象，通过

检测外周血 PAD4 的 mRNA 表达水平发现，在活动

期和缓解期类风湿关节炎患者中PAD4的mRNA表

达水平显著高于健康个体。Zhao 等[20]选取 109 例类

风湿关节炎患者和 106 例健康个体，通过 ELISA 检

测重组人 PAD4 抗体，评估 PAD4 与类风湿关节炎

临床特征之间的关联。结果显示，类风湿关节炎中

抗 PAD4 高表达，表明 PAD4 在类风湿关节炎中可

能充当自身抗原，在类风湿关节炎的发生、发展中

发挥主要作用。 

1.2  PAD4 在系统性红斑狼疮中的作用 

PAD4 除了与类风湿关节炎的发病有着密切的

联系，PAD4 还可通过促进细胞外捕获形成参与系

统性红斑狼疮的发病过程，有着密切的关联[21]。

PAD4 参与中性粒细胞的特殊死亡过程，并形成特

殊产物细胞外捕获。细胞外捕获中含有自身 DNA-

抗菌肽复合物，激活树突状细胞释放干扰素，刺激

自身 B 淋巴细胞释放针对自身抗原的抗体，促进系

统性红斑狼疮患者体内炎症反应和病情发展[22-23]。

结果表明，PAD4 在系统性红斑狼疮早期患者中呈

现高表达，且明显高于对照组[24]。Massarenti 等[25]

选取 234 名系统性红斑狼疮患者和 484 名健康个体

作为研究对象，采用多重 Luminex 分析对

PADI4SNP 进行基因分型。结果显示，PADI4 的

rs1635564 多态性是系统性红斑狼疮的潜在危险因

素，是促进系统性红斑狼疮发生、发展的重要因素

之一。 

1.3  PAD4 在多发性硬化症中的作用 

多发性硬化症是成人最常见的脱髓鞘疾病，导

致精神疲劳、肌肉无力和认知障碍，影响了全世界

约 200 万人。髓鞘碱性蛋白是多发性硬化症中维持

髓鞘紧实和防止降解的关键蛋白，受瓜氨酸的代谢

途径所调控[26]。PAD4 通过催化蛋白质翻译后的瓜

氨酸，从而参与多发性硬化症的发病过程。有研究

发现，抗中性粒细胞胞质抗体介导的中性粒细胞活

化在体外可诱导细胞外捕获的形成，在细胞外捕获

中存在一些靶向的自身抗原表位，如髓过氧化物酶

和蛋白酶 3[27-28]。Moscarello 等[29]研究发现，脱髓

鞘小鼠模型中多发性硬化症的进展与髓磷脂 PAD4

表达增加的过度瓜氨酸化有关。Bradford 等[30]利用

qPCR、免疫组化和 ELISA 检测多发性硬化症患者

和健康个体中 PAD4 的表达水平。结果显示，在多

发性硬化症组织中PAD4的mRNA表达水平显著高

于健康个体；免疫组化和 ELISA 结果也表明多发性
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硬化症组织中的 PAD4 显著高于健康个体。因此，

PAD4 的异常表达将介导的瓜氨酸化在多发性硬化

症的发病过程中具有重要作用。总而言之，PAD4

介导的瓜氨酸化在自身免疫性疾病发病过程中具

有重要作用。 

2  PAD4 在肿瘤中的作用 

2.1  PAD4 在肿瘤中呈现高表达 

PAD4 在乳腺癌、肺癌、肝细胞癌、食管癌、

结直肠癌、肾癌、卵巢癌、子宫内膜癌、膀胱癌和

子宫癌等恶性肿瘤中过表达，但在良性肿瘤中却不

表达，提示 PAD4 在癌症进展中具有一定作用[31]。

通常，在许多癌症中均可观察到凝血酶活性升高，

这可能是由于血清中 PAD4 瓜氨酸抗凝血酶水平升

高所致[31]。与健康个体的样品相比，PAD4 在胃癌

患者的组织和血液样品中均呈现高表达。同时在

SGC-7901 胃癌细胞中发现，使用抗 PADI4-siRNA

抑制 PADI4 表达后，肿瘤细胞的增殖和侵袭会大大

降低。此外，经 PADI4-siRNA 处理后，可增加 S

期胃癌细胞数量，减少 G2/M 期胃癌细胞数量[32]。

另一方面，PAD4 与原发性肝癌的生长以及其他癌

症的肝转移有关。有研究表明，原发性肝癌患者的

组织和血液样品中的 PAD4 表达水平明显高于健康

个体，并且肝癌患者手术后血液样本中 PAD4 的表

达下降。 

2.2  PAD4 与肿瘤侵袭、迁徙和转移有密切关系 

PAD4 还参与肿瘤细胞的转移、侵袭过程。

Yuzhalin 等[33]研究发现，PAD4 介导的细胞外基质

瓜氨酸化在大肠癌肝转移的生长中起重要作用。与

人的大肠癌病灶和成对的相邻结肠组织相比，在人

大肠癌肝转移组织中发现了更高水平的 PAD4 和瓜

氨酸化细胞外基质蛋白（如原纤维蛋白 1、emilin-1

和胶原蛋白）。研究人员通过蛋白质组学证明，转

移性细胞外基质中 PAD4 的含量是未受累肝组织中

PAD4 含量的 11 倍，并在细胞外基质中未检测到其

他肽酰基精氨酸脱亚氨酶。此外，卵巢癌患者中组

织和血液样品中 PADI4 表达明显高于健康个体[34]。 

肿瘤和微环境产生癌症胞外染色质网在肿瘤

细胞生长、侵袭和迁徙中发挥重要作用，PAD4 可

以介导 4T1 细胞中癌症胞外染色质网的形成，并且

内源性 PADI4 可以促进乳腺癌向肺转移[35]。同时，

晚期肿瘤患者血清中的 PAD4 可使抗凝血酶瓜氨酸

化活性降低，从而使其丧失抑制肿瘤生长、转移和

抗血管生成作用。肿瘤相关性血栓的形成同样与

PAD4 密切相关，其形成通常伴随有血浆组蛋白高

瓜氨酸化。与肿瘤相关的血栓性微血管病患者血浆

中的瓜氨酸化组蛋白水平较健康组明显升高[36]。 

3  PAD4 在急性冠状动脉综合征中的作用 

急性冠状动脉综合征是严重影响人类健康的

重大疾病，其病理基础包括易损斑块、易损心肌和

易损血液。根据尸检结果，易损斑块的病理分型包

括破裂斑块、蚀损斑块和钙化结节。其中蚀损斑块

的特征是内皮细胞脱落和小血管腔内血栓形成，占

所有急性冠状动脉综合征的 25%～30%[37]。PAD4

通过催化细胞外捕获参与蚀损斑块形成，进而参与

急性冠状动脉综合征发病过程。细胞外捕获可与中

性粒细胞释放的颗粒蛋白结合，从而在动脉粥样硬

化、心肌梗死等心血管疾病中发挥重要作用。Wang

等[38]研究表明，活化的中性粒细胞形成细胞外捕获

时期，中性粒细胞表达高水平 PAD4。Stakos 等[39]

研究发现，在 ST 段抬高型急性心肌梗死患者的梗

死相关冠状动脉内，参与冠状动脉血栓形成的组织

因子的功能需要细胞外捕获结构的完整，暴露于细

胞外捕获上的组织因子能够诱导凝血酶的产生，产

生的凝血酶可以通过细胞蛋白酶活化受体进一步

激活静止的血小板，从而参与血栓形成。因此，PAD4

可能破坏内皮的正常功能，从而成为预防和治疗冠

状动脉粥样硬化血栓并发症的新靶点。 

研究表明，在转基因小鼠模型中，PAD4 的缺

陷导致细胞外捕获的形成减少，从而引起动脉粥样

硬化和血栓性并发症的形成[40]。Liu 等[41]研究发现，

使用脱氧核糖核酸酶Ⅰ降解形成细胞外捕获，这种

方法降低了野生型小鼠体内细胞外捕获水平，与未

处理的对照组小鼠相比，小鼠体内血管斑块的大小

明显减少。Warnatsch 等[42]研究证明了细胞外捕获

参与动脉粥样硬化的作用，他们将载脂蛋白 E 缺陷

小鼠与缺乏中性粒细胞弹性蛋白酶和蛋白酶 3 的小

鼠杂交以消除细胞外捕获，并给予高脂饮食，主动

脉根部横截面积分析显示，两组在高脂饮食治疗 4

周后差异无统计学意义，但在高脂饮食治疗 8 周后，

载脂蛋白 E/中性粒细胞弹性蛋白酶/蛋白酶 3 缺陷

小鼠与仅缺乏载脂蛋白 E 的对照组小鼠相比，斑块

面积减少了 75%。同样，给予高脂饮食喂养的载脂

蛋白 E 缺乏小鼠注射脱氧核糖核酸酶Ⅰ，小鼠的斑

块面积较前减少了 75%。这些实验结果表明，消除

斑块部位的细胞外捕获或阻止细胞外捕获形成可

能对动粥样硬化有预防或治疗作用。Franck 等[43]
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研究表明，造血细胞中的 PAD4 基因缺陷并不能影

响动脉粥样硬化早期病变脂纹的形成、减少斑块大

小或减少炎症反应。他们将 8 周龄的 Ldlr-/-小鼠接

受致死性照射，与野生型或 PAD4-/-小鼠骨髓重组，

给予高脂饮食 5 或 10 周后，两组小鼠血液胆固醇

水平相似，两组小鼠主动脉的脂质含量比较差异无

统计学意义。 

4  PAD4 抑制剂的研究进展 

目前，临床上用于类风湿关节炎的治疗已从水

杨酸酯发展到非甾体类抗炎药、皮质类固醇和可缓

解疾病的抗风湿药[44]。可缓解疾病的抗风湿药如甲

氨蝶呤单独或与生物制剂合用，已显示出可以改善

绝大多数类风湿关节炎患者的预后[45-46]。尽管上述

治疗性干预措施可有效缓解疾病[47]，但耐受性较

差，不能实现无毒缓解，许多患者甚至在治疗期间

仍表现出持续的疾病状态[46]。而 PAD4 的活性与各

种疾病具有关联性，PAD4 特异性抑制剂具有治疗

类风湿关节炎和其他疾病的临床效用。 

4.1  以 amidine 为导向的化合物 

已经发现了一些生物活性化合物，这些化合物

主要作用是以不可逆转的方式来增加化合物的活

性，具有特异选择性和生物利用度靶向 PAD4。最

早发现的有效生物活性化合物之一是 F-amidine，它

是基于抑制 PAD4 的 N-α-苯甲酰精氨酸酰胺结构同

源性设计的[48-49]。F-amidine 通过修饰活性位点半胱

氨酸（Cys645）不可逆地抑制 PAD4[50]。有研究报

道，在哺乳动物中进行双杂交实验评估 F-amidine

的活性，随着化合物的浓度增加，F-amidine 可通过

PAD4 抑制细胞之间相互作用[49]。 

在 F-amidine 成功的基础上，通过在卤代乙脒

部分中用氯或氢取代氟来开发了一系列化合物。用

氢原子替换氟代头部会导致其活性减弱，并且化合

物 H-amidine 证明是可逆的竞争性抑制剂。有研究

报道，用氯基取代可将抑制活性提高 3～4 倍[50]。 

Cl-amidine 是目前 PAD4 的最有效的抑制剂，

并且在自身免疫性疾病和多种临床前模型中显示

出较强的抗癌潜力。在类风湿关节炎的小鼠模型

中，Cl-amidine 以剂量相关性方式降低疾病的严重

性[51]，在关节炎和关节损伤模型小鼠中，Cl-amidine

可以降低疾病的严重程度[52]。在乳腺癌模型中，

Cl-amidine 可以通过影响 PAD 介导的 MMP2 和

MMP9 表达来降低肿瘤的生长和转移，并通过增加

caspase-3 激活来诱导异种移植小鼠体内的凋亡[53]。

此外，Cl-amidine 还可以调节与肿瘤进展有关的细

胞周期相关基因（p21、GADD45α 和 Ki67）表达，

从而诱导细胞周期 S 期阻滞[54]。Cl-amidine 还可以

通过抑制细胞微泡释放使 PC3 前列腺癌细胞对甲

氨蝶呤敏感[55]。同时，Cl-amidine 可以通过特异性

抑制 PAD 活性降低促癌基因 miRNA-21 和

miRNA210 的水平，并增加抑癌基因 miRNA-126

的水平，共同抵抗胶质母细胞侵袭。而经 Cl-amidine

治疗后，胶质母细胞中组蛋白 H3 的瓜氨酸化也显

著减少[56]。上述结果证明了 Cl-amidine 在自身免疫

性疾病和癌症中的具有较好的潜力。 

尽管 Cl-amidine 已在细胞和动物研究取得较好

的疗效，但其有一定的局限性，如在 PAD 之间缺乏

选择性，体内半衰期短，活性相对较低以及生物利

用度有限。因此，PAD1、PAD2、PAD3 和 PAD4

与 F-和Cl-amidine之间的构效关系研究将有利于开

发出更好的第二代 PAD4 抑制剂。它由邻 O-F- 

amidine 和邻 O-Cl-amidine 组成，母体化合物的苯

甲酰基环上带有邻羧酸盐，并表现出更好的特异性

和活性。O-F-amidine 的活性是 F-amidine 的 65 倍，

并且优先抑制 PAD1；而 O-Cl-amidine 特异地抑制

PAD1 和 PAD4[57]。另一项研究发现 Cl-amidine 衍生

物是具有 C 端苯并咪唑和 N 端联苯部分的 BB-Cl- 

amidine，该化合物疏水性的提高改善了其细胞活

性、生物利用度和体内半衰期。在关节炎小鼠模型

中，BB-Cl-amidine 可改善免疫介导的关节炎症[58]。

体外研究证明，BB-Cl-amidine 的细胞活性是母体化

合物的约 20 倍（EC50＝8.8 μmol/L，而 Cl-amidine

的 EC50＞200 μmol/L），体内半衰期明显更长[59]。

BB-Cl-amidine 在胶原诱导的关节炎模型中还表现

出对 PAD2 增强的活性，这是因为与 Cl-amidine 相

比，其改善的药动学和相对于 PAD2 的相对活性[60]。

Cl-amidine 的类似物 YW3-56 具有更高的生物利用

度[61]。YW3-56 不仅可以调控细胞周期和细胞凋亡，

还可以诱导细胞自噬。而且在类风湿关节炎中激活

自噬，使用 YW3-56 可以有效治疗类风湿关节炎关

节损伤[62]。 

4.2  PAD4 靶向肿瘤抑制剂 YW3-56 

鉴于 PAD4 在肿瘤发生、发展中的作用，更多

靶向 PAD4 用于治疗肿瘤的抑制剂被发现。目前关

注较多的抑制剂是 F-amidine、Cl-amidine（浓度为

150～200 μmol/L）[63]，它们是苯甲酰基–精氨酸衍

生的 PAD4 抑制剂。这些抑制剂在多种肿瘤细胞系
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（如 U2OS、HL-60、HT-29 和 MCF-7 细胞系）中显

示出低细胞毒性[47,60, 63-64]。因此，在 Cl-amidine 基

础上研发出更具有活性且生物利用度较高的新型

抑制剂 YW3-56。YW3-56 靶向 PAD4 的选择性远高

于 Cl-amidine。YW3-56 具有较高的细胞通透性，

可以显著抑制癌细胞的生长，并在肉瘤小鼠模型中

显著抑制减小肿瘤的体积。机制研究表明，YW3-56

通过抑制 PAD4 激活 p53 靶基因（如 SESN2），进

而抑制 mTOR 信号传导途径，从而影响自噬并抑制

癌细胞增殖[61]。 

4.3  以 GSK 为导向的化合物 

此外，GSK199 是 PAD4 的可逆的选择性抑制

剂，可与低钙（2 mmol/L）形式结合[65]。GSK199

抑制 PAD4 目标蛋白的瓜氨酸化并减少细胞外捕获

的形成[65-66]。GSK484 以可逆的方式有效结合低钙

（2 mmol/L）形式的 PAD4，并与底物特异性竞争。

在细胞实验和重组酶活性研究中表明 GSK484 对

PAD4 的选择性高于 PAD1-3。它是原发性中性粒细

胞中细胞瓜氨酸化的抑制剂，并且还显示出其在小

鼠和人中性粒细胞中均抑制细胞外捕获形成的能

力[67]。GSK484 在小鼠和大鼠中表现出良好的药动

学特征，具有低中度清除率、良好的分布体积和半

衰期，可用作潜在的体内治疗药物[68]。 

4.4  PAD4 为导向的小分子抑制剂 

除了上述的酶抑制剂外，小分子抑制剂对

PAD4 活性有较好的抑制作用。Tjin 等[69]利用吲唑

取代吲哚杂环核心，并用氯取代基在吲唑环周围进

行衍生化反应，从而鉴定出三氯吲唑抑制剂 24 具

有较高的抑制活性，并且对 PAD4 的选择性优于其

他 3 种 PAD 同工酶。此外，Guo 等[68]将 GSK484

的吲哚环上的 N-环丙基甲基替换为 N-苄基合成

PAD4 的抑制剂，发现其对 4T1 细胞的杀伤效力提

高了 5 倍以上。 

5  结语与展望 

近年来，越来越多研究表明，PAD4 对蛋白质

的瓜氨酸化在自身免疫性疾病和癌症中起着至关

重要的作用。PAD4 介导的翻译后瓜氨酸化过程影

响与自身免疫性疾病和癌症有关的基因和靶点蛋

白。此外，PAD4 可能是自身免疫性疾病和癌症预

后的生物标志物。尽管 PAD4 比其他 PAD 同工酶受

到更多关注，但仍需要深入探索 PAD4 的机制，为

自身免疫性疾病和癌症的诊断和治疗提供新的见

解。同时，使用 PAD4 抑制剂治疗自身免疫性疾病

和癌症将会是未来的研究热点，PAD4 将成为开发

新一代治疗自身免疫性疾病和癌症药物的新靶点。 
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