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摘 要：冠状病毒是严重威胁人类与动物健康的病原体。主蛋白酶(main protease, Mpro)在病毒生

命周期及宿主免疫调节中均发挥着重要作用，是开发广谱抗冠状病毒药物的关键靶点。Mpro 的

核心作用在于特异性切割病毒多聚蛋白 pp1a 和 pp1ab，以释放功能性非结构蛋白(non-structural 

proteins, NSPs)，进而驱动病毒复制/转录复合体的组装。此外，Mpro 能够靶向切割宿主免疫信号

通路中的关键分子，有利于病毒实现免疫逃逸。鉴于其功能的双重性以及催化中心的高度保守

性，针对 Mpro 的研究已成为该领域的热点。本文系统概述了 Mpro 的结构特征与功能多样性，

重点论述了其在病毒复制周期中的催化机制及介导免疫抑制的作用，进而详细探讨了 Mpro 抑制

剂的筛选方法与设计策略，为针对该靶点的抗冠状病毒药物研发提供了理论依据和新思路。
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lies in its specific cleavage of viral polyproteins pp1a and pp1ab to release functional non-structural 
proteins (NSPs), thereby driving the assembly of the viral replication/transcription complex. 
Additionally, Mpro can target and cleave key molecules in host immune signaling pathways, 
facilitating viral immune evasion. Given its dual roles and highly conserved catalytic center, the 
research on Mpro has become a major focus in the field. This review systematically outlines the 
structural features and functional diversity of Mpro, with an emphasis on its catalytic mechanism in 
the viral replication cycle and its role in mediating immune suppression. Furthermore, this article 
details the screening methods and design strategies for Mpro inhibitors, aiming to offer theoretical 
foundations and novel insights for the development of anti-coronavirus drugs targeting this critical 
protein.
Keywords: coronavirus; main protease; inhibitor screening methods; antiviral strategies

冠状病毒是严重威胁人类与动物健康的重

要病原体，其引发的疾病谱系广泛，对全球公

共卫生构成持续性挑战[1]。在病毒与宿主的相互

作用过程中，宿主的先天免疫反应是抵御病毒

入侵的首道防线，而冠状病毒则进化出复杂的

策略以逃逸免疫清除，二者间的动态博弈是决

定感染进程的关键因素。在这一过程中，病毒

编码的主蛋白酶(main protease, Mpro)，又称 3C

样蛋白酶(3-chymotrypsin-like protease, 3CLpro)，

发挥着枢纽作用：一方面，它通过切割病毒多

聚蛋白 pp1a 和 pp1ab，产生病毒复制与转录所必

需的非结构蛋白(non-structural proteins, NSPs)，是

病毒生命周期的核心执行者；另一方面，它还

可直接靶向切割宿主天然免疫信号通路中的关

键分子 [ 如核因子 κB 必需调节因子 (nuclear 

factor kappa-B essential modulator, NEMO)、线粒

体 抗 病 毒 信 号 蛋 白 (mitochondrial antiviral 

signaling protein, MAVS)等]，从而抑制干扰素的

产生与信号转导，成为病毒实现免疫逃逸的新

型“武器”[2-4]。鉴于 Mpro 在病毒复制与免疫调

节方面具有双重功能，且其活性位点在冠状病

毒属内高度保守，它被公认为开发广谱、高效

抗病毒药物的理想靶点。本文系统阐述了 Mpro

的结构特征与功能多样性，重点剖析了其在病

毒复制周期中的催化机制及免疫调节功能，并

深入探讨了 Mpro 抑制剂的筛选策略与研发进

展，以期为抗冠状病毒药物研发提供理论依据

和新思路。

1　　Mpro 的概述的概述

目前，多种高致病性冠状病毒持续存在且

存在新发风险，如人类冠状病毒 229E (human 

coronavirus 229E, HCoV-229E)、严重急性呼吸综

合征冠状病毒 (severe acute respiratory syndrome 

coronavirus, SARS-CoV)、中东呼吸综合征冠状病

毒 (Middle East respiratory syndrome coronavirus, 

MERS-CoV)、 猪 德 尔 塔 冠 状 病 毒 (porcine 

deltacoronavirus, PDCoV)、猪流行性腹泻病毒

(porcine epidemic diarrhea virus, PEDV)、猪传染

性胃肠炎病毒(porcine transmissible gastroenteritis 

virus, TGEV)、 猫 传 染 性 腹 膜 炎 病 毒 (feline 

infectious peritonitis virus, FIPV)、传染性支气管

炎病毒(infectious bronchitis virus, IBV)等，这些

病毒对全球公共卫生构成严峻挑战，也凸显了

开发广谱抗病毒药物的紧迫性。任何能够精准

干预病毒生命周期的环节均有望成为治疗的突

破口[5]。本课题组 Xiong 等[6]前期研究证实，

Ouabain 和 PST2238 可减少 PEDV 对靶细胞的

识别，进而抑制病毒复制。在众多病毒蛋白中

Mpro 因在冠状病毒属中序列和功能高度保守，
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且在病毒多聚蛋白加工与免疫逃逸中发挥核心

作用，成为广谱药物开发的理想靶点[7]。因此，

系统解析 Mpro 的结构与功能机制，推进靶向

Mpro 药物/抑制剂的研发，不仅有助于深化对冠

状病毒致病机制的理解，也为应对当前及未来

冠状病毒威胁提供了重要的策略方向。

1.1　Mpro 的结构与催化机制

冠状病毒 Mpro 是约 33 kDa 的关键病毒蛋

白酶，其三维结构的解析为理解其功能与药物

设计奠定了基础[8]。Jin 等[9]首次通过 X 射线衍

射法解析了 SARS-CoV-2 Mpro 的晶体结构，分

辨率达 2.16 Å (PDB ID：6LU7)。如图 1 所示，

Mpro 由 3 个结构域组成：结构域 I (氨基酸残基

8−101)和结构域 II (残基 102−184)以 β-折叠结构

为主，负责维持蛋白质的稳定与功能；结构域

III (残基 201−303)由 α-螺旋簇构成，通过一段长

环区(残基 185−200)与结构域 II 连接，参与调控

蛋白二聚化及稳定性；Mpro 的活性中心位于结

构域 I 和 II 之间的沟槽内，包含由 Cys 和 His 组

成的催化二元体，以及 S1 ′ 、S1、S2 和 S4 等底

物结合口袋[10] (冠状病毒 Mpro 结构域及活性位

点见表 1)。这些口袋中的关键残基，如 S1′口袋

的 Leu27 和 Gly142， S1 口 袋 的 Phe139、

His163、Glu166 和 His172，S2 口袋的 His41、

Tyr53 和 Asp187，S4 口袋的 Leu167 和 Gln192，

在感染人的冠状病毒 Mpro 中高度保守[19]。Zhou

等[20]对冠状病毒 Mpro 序列进行比对表明，S2

口袋中第 49、 54 和 189 位 ( 按 SARS-CoV-2 

Mpro 编号)的氨基酸在 α-CoVs 中为 T、Y 和 P，

图1　SARS-CoV-2 Mpro三维结构。从2个不同视

角呈现，二聚体中一个单体以黄色显示，另一个

单体则以浅蓝显示并标注星号(*)；PDB ID: 7EN8。

Figure 1　 The 3D structure of SARS-CoV-2 Mpro. 

Presented from two distinct perspectives, one 

monomer in the dimer is displayed in yellow, while 

the other monomer is shown in light blue and marked 

with an asterisk (*); PDB ID: 7EN8.

表1　冠状病毒Mpro结构域及活性位点

Table 1　Structural domains and the active site of the coronavirus Mpro

Virus genus

α

β

γ

δ

Virus

HCoV-229E

FIPV

PEDV

TGEV

MERS-CoV

SARS-CoV

SARS-CoV-2

IBV

PDCoV

Domain

Ⅰ (8−99), Ⅱ (100−183), long loop (184−199), Ⅲ (200−300)

−
−
Ⅰ (8−100), Ⅱ (101−183), long loop (184−199), Ⅲ (200−302)

Ⅰ (8−101), Ⅱ (102−184), long loop (185−200), Ⅲ (201−303)

Ⅰ (3−99), Ⅱ (100−182), long loop (183−198), Ⅲ (199−307)

Ⅰ (1−97), Ⅱ (98−186), long loop (187−199), Ⅲ (200−304)

Active site

His41 and Cys144[10-13]

His41 and Cys148[14]

His41 and Cys145[15-16]

His41 and Cys143[17]

His41 and Cys144[18]

−表示引用的文献未报道。

− indicates not reported in the cited literature.
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在 β -CoVs 中为 M/L、Y 和 Q，在 γ -CoVs 和

δ-CoVs 中则为 K、W 和 E；上述特征在冠状病

毒属内高度保守，但在属间存在差异，体现出

一定的属特异性。Mpro 不仅在冠状病毒复制中

发挥重要作用，更是连接病毒复制与药物干预

策略的关键枢纽。理解 Mpro 结构是开发应对当

前乃至未来冠状病毒威胁的广谱特效药物的

基石。

从催化机制来看，Mpro 催化活性依赖于

Cys145-His41 催化对的协同作用[21]。其基本过

程包括：His41 促进 Cys145 的−SH 基团去质子

化(图 2)，形成活化的硫醇盐中间体[21,24-25]；该

中间体随后对底物肽键的羰基碳发起亲核攻击，

形成四面体过渡态；在 His41 的催化作用下促进

N 端产物的释放；最终涉及硫酯键裂解生成含 C

端的多肽水解产物[26-27]。这种催化机制在不同

冠状病毒的 Mpro 中高度保守，确保了它们对病

毒多聚蛋白的有效加工[28]。

1.2　Mpro 切割方式及成熟机制

Mpro 的成熟是一个精密的级联自切割过

程。它以无活性的前体形式存在于多聚蛋白

pp1a/pp1ab 中，必须通过自切割释放自身才能获

得活性，进而反式切割多聚蛋白上的其他位点，

产生功能性 NSPs。冠状病毒 Mpro 的剪切机制

可分为 2 类：(1) Mpro 在成熟过程中的自剪切机

制，Mpro 位于多聚蛋白上，在切割多聚蛋白前

首先在 N 端进行自切割，随后在 C 端进行切割，

进而从多聚蛋白中释放出来，形成具有完整活

性的成熟 Mpro[29]；(2) Mpro 的反式剪切机制，

即 Mpro 在成熟以后，切割多聚蛋白使 NSPs 从

多聚蛋白上释放[30]。

冠状病毒 Mpro 的自切割过程需要膜结构的

参与[31-32]。Mpro 形成二聚体时具有最佳的催化

功能，但在对多聚蛋白进行切割时可能以单体

图2　冠状病毒Mpro的催化机制[22]。催化二元组与底物氨基酸分别用蓝色和红色标示。

Figure 2　Hydrolysis mechanism of SARS-CoV-2 Mpro[22]. Amino acids of the catalytic dyad and the substrate 

are depicted in blue and red, respectively. Created with BioGDP.com[23].
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发挥作用[33]。其成熟机制涉及顺式与反式切割

的协同：首先，2 个未成熟的 Mpro 单体通过其

N 端前体结构域相互作用形成初始二聚体，从

而介导 N 端自切割，此过程可能不依赖于完全

成熟的酶[34-36]。对 SARS-CoV-2 Mpro 的高分辨

率结构生物学研究为此提供了更清晰的证据。

Noske 等[37]发现，未成熟 Mpro 的 N 末端延伸会

破坏 S1−S3 活性位点的正确构象并抑制二聚化；

该研究证实，初始的 N 端切割可由单体通过顺

式作用完成，而有效的二聚体形成则显著增强

了这一过程，并伴随 C 端的进一步切割，最终

产生结构稳定、功能完备的成熟 Mpro 二聚体；

Mpro 与 C145S 突变体共同作用可显著增强 N 末

端切割与二聚体的形成，表明 Mpro 初始成熟过

程涉及顺式与反式切割；最终 N 末端区域被完

全切割并整合至多聚蛋白内部。包含 C 末端的

活性位点区域完成成熟，Mpro 多蛋白的 C 末端

会采取特殊的旋转构象并与另一个成熟或半成

熟 Mpro 活性位点结合；随后，完全成熟的

Mpro 形成并进一步加工病毒多聚蛋白[22]。

Mpro 是一个经历精密自激活的酶，从无活

性前体到活性二聚体的成熟过程是整个病毒复

制链的关键步骤。Mpro 的二聚化效率与成熟速

度直接调控病毒复制的组装进度，进而影响病

毒载量和疾病进程，破坏 Mpro 成熟过程能从根

本上削弱病毒的致病能力。针对这些环节进行

干预，为开发更高效、更广谱、更安全的抗冠

状病毒药物开辟了新途径。

1.3　Mpro 在病毒复制周期中的作用

冠状病毒 NSPs 具有多种生理功能，在病毒

复制与转录过程中发挥着关键作用[38]。木瓜样

蛋白酶(papain-like proteases, PLpro)和 Mpro 通过

将多聚蛋白切割为成熟 NSPs，进而在病毒复制

和免疫逃逸中发挥核心作用[39-40]。具体而言，

Mpro 主 要 负 责 切 割 nsp4/nsp5、 nsp5/nsp6、

nsp6/nsp7、 nsp7/nsp8、 nsp8/nsp9、 nsp9/nsp10、

nsp10/nsp12、nsp12/nsp13、nsp13/nsp14、nsp14/

nsp15、nsp15/nsp16 在内的 11 个位点，这些切

割位点在冠状病毒中保守[41]。这种通过多聚蛋

白水解产生功能元件的机制是 RNA 病毒调控生

理功能的重要策略。鉴于 NSPs 是构成复制转录

复合体(replication-transcription complex, RTC)的

关键组分，抑制 Mpro 活性可有效阻止 RTC 形

成，从而抑制冠状病毒复制。

从作用机制上看，Mpro 的切割序列以切割

位点为中心，向 N 端和 C 端延伸形成 P1、P2、

P3、P4、P5 及 P1 ′、P2 ′、P3 ′、P4 ′、P5′等位点，

这些位点与 S2 ′、S1 ′、S1、S2、S4 等多个底物结

合口袋相互作用；其中，P1、P2 和 P1′位点保守性

最高，决定底物特异性[42]。Mpro 特异性识别并切

割多聚蛋白中的典型序列 Leu-Gln↓ (Ser, Ala, 

Gly)。特别需指出的是，P1 位点需为 Gln 残基，

P1′位点偏好小侧链氨基酸，P2 位点需具有长侧

链的疏水残基(偏好 Leu)[11,43]。基于此，Mpro 抑

制剂通过抑制 Mpro 切割活性可显著影响病毒复

制[44]。此外，由于人类和动物体内不存在 Mpro

同源蛋白，针对 Mpro 的药物开发具有较低的脱

靶风险。

鉴于 Mpro 在冠状病毒复制中不可或缺的地

位及切割特性，它被视为一个极具前景的药物

靶点。通过解析 Mpro 的功能与底物特异性能够

指导药物的合理设计，这不仅对当前冠状病毒

感染的治疗至关重要，也为应对未来新发冠状

病毒疫情提供了抗病毒药物开发策略。

1.4　Mpro 抑制干扰素产生

病毒感染会触发宿主免疫应答，其中 I 型干

扰素(type I interferon, IFN-I)通过快速诱导产生

以建立抗病毒状态。IFN-I 在抑制病毒过程中

起到关键作用，当宿主模式识别受体 (pattern 

recognition receptors, PRRs)识别病毒组分后可迅

速诱导其产生[45]。IFN-I 信号通路通过激活转录

因子，进而诱导干扰素刺激基因 (interferon-

stimulated genes, ISGs)的表达，从而抑制病毒复

制并招募和激活免疫细胞[46-47]。然而，冠状病

毒采用多种策略逃逸先天免疫，这些策略构成

病毒免疫逃逸和适应宿主的基础。关键逃逸机
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制包括：(1) 形成双层膜囊泡隔离病毒核酸，避

免其被 PRRs 识别；(2) 通过病毒蛋白直接降解

天然免疫信号分子[48-49]。研究表明，Mpro 介导

的对 IFN 信号转导的抑制在冠状病毒中具有进

化保守性[50-52]。表 2 系统阐述了不同冠状病毒

Mpro 对宿主免疫信号关键介导因子的切割作

用。综上所述，Mpro 既调节冠状病毒复制，又

通过调控宿主信号通路实现免疫逃逸[13]。作为

病毒复制过程中至关重要的多功能酶，靶向

Mpro 的蛋白酶活性已成为治疗冠状病毒疾病的

重要策略。

2　靶向　靶向 Mpro 抑制剂以及筛选抑制剂以及筛选

方法研究进展方法研究进展

2.1　Mpro 抑制剂

Mpro 抑制剂根据结构特征可分为共价抑制

剂、非共价抑制剂两大类。大多数肽类共价抑

制剂具有肽骨架与高反应性弹头相结合的特

征[59]。过渡态类似物通过模拟酶催化过程中形

成的过渡态中间体来抑制 Mpro 活性，这类抑制

剂通常具有较高的结合亲和力，能有效阻断酶

催化过程。例如，基于 α-酮酰胺的抑制剂与

Cys145 形成半硫缩醛中间体，从而抑制 Mpro

活性[19]。

研究人员对冠状病毒 Mpro 抑制剂进行了深

入研究，已提出多种候选药物方案，这些药物

需满足低毒性、高溶解性和可逆性等要求[60]。

共价抑制剂主要包括 α-酮酰胺类[16]、腈类[61]、

磺酸酯类[62-63]、迈克尔受体类[9]、醛类[64]及有机

硒化合物[65]。这些抑制剂包含多种亲电弹头，

如环氧环[66]、氟甲基[67]、肉桂酸酯[68]和乙烯

基酯[69]。

在 已 开 发 的 共 价 抑 制 剂 中 帕 昔 洛 韦

(nirmatrelvir 和 ritonavir)将活性 Mpro 抑制剂与

增强剂联合使用，协同提高药物疗效，从而

有 效抑制 SARS-CoV-2 复制[70-71]。奈玛特韦

(nirmatrelvir， PF-07321332) 的 前 体 化 合 物 为

PF-07304814，是一种口服有效的 Mpro 抑制剂；

该抑制剂对多种 α 和 β 冠状病毒 Mpro 均显示出

高效的抑制活性，包括 SARS-CoV、HKU1、

OC43、MERS、229E 和 NL63[72-73]。值得注意

的是，一些丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, HCV)

的 抗 病 毒 药 物 ， 如 telaprevir、 narlaprevir 和

boceprevir 也显示出对 Mpro 的抑制能力[22]。在

动物疾病治疗方面，靶向 Mpro 的肽类化合物

GC376 已成功用于抑制 FIPV 复制，并对鼬冠状

病毒和貂冠状病毒表现出广谱抑制效果[74-76]。

共价抑制剂通过形成稳定共价键延长药

物作用时间，但伴随着潜在的毒性和脱靶效

应；非共价抑制剂通过可逆的非共价相互作

用与 Mpro 结合，降低了不良反应的风险，

并可能提高对 Mpro 的选择性[77-78]。非共价抑

制 剂 如 S-217622 (ensitrelvir) [79]、 Masitinib[80]、

ML188[81]、 WU-04 (mprosevir) [82] 已 成 为 靶 向

Mpro 的具有前景的候选药物。对 Mpro 抑制剂

表2　冠状病毒对宿主蛋白切割位点分析

Table 2　Analysis of host protein cleavage sites by 

coronavirus

Virus 
genus

α

β

δ

Virus

HCoV-229E

FIPV

PEDV

TGEV

MERS-CoV

SARS-CoV

SARS-CoV-2

PDCoV

Host 
protein

NEMO[4]

NEMO[53]

NEMO[51]

HDAC6[54]

HDAC6[54]

MAVS[55]

NEMO[52]

NEMO[52]

RIG-I[56]

NEMO[50]

STAT2[57]

IFIT3[58]

HDAC6[54]

Cleavage site

Q83, Q205, and Q231

Q132, Q205, and Q231

Q231
Q519

Q519

−
E152, Q205, and Q231

E152, Q205, and Q231
Q10

Q231
Q685 and Q758
Q406
Q519

−表示引用文献未报道切割位点。

− indicates that the cleavage site has not been reported in the 

cited literature.
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的研究为抗冠状病毒药物的发现奠定了科学基

础，并为未来可能出现的冠状病毒变种提供了

潜在治疗策略。鉴于 Mpro 抑制剂的重要应用前

景，高效、精准的抑制剂筛选方法已成为加速

此类药物研发的关键环节。下文将系统综述目

前广泛应用的 Mpro 抑制剂筛选策略。

2.2　Mpro 抑制剂筛选方法

Mpro 抑制剂的筛选方法包括但不限于虚拟

筛选(virtual screening)以及表型筛选等方法，这

些方法在新抑制剂的发现和优化中发挥着重要

作用。为拓展筛选高效广谱 Mpro 抑制剂的策

略，本节将在戚海燕等[83]工作的基础上，重点

介 绍 基 于 活 性 的 蛋 白 质 分 析 (activity-based 

protein profiling, ABPP)与有限蛋白水解-质谱法

(limited proteolysis-mass spectrometry, LiP-MS)等

新方法的应用。

2.2.1　虚拟筛选

虚 拟 筛 选 作 为 计 算 机 辅 助 药 物 设 计

(computer-aided drug design, CADD)的关键技术，

在丰富先导化合物结构骨架的同时，降低了新

药研发的成本和周期。虚拟筛选通过构建化合

物活性与结构的关系，运用计算机程序精准筛

选大量天然产物库、上市药物库及小分子库，

以发现潜在先导化合物。虚拟筛选主要分为基

于结构的虚拟筛选和基于配体的虚拟筛选(图 3)：

基于结构的虚拟筛选依赖 Mpro 的三维结构，通

过分子对接模拟化合物与 Mpro 活性位点的相互

作用，采用对接软件和评分函数来预测结合亲

和力，并筛选出具有潜力的抑制剂[84-85]；基于

配体的虚拟筛选需已知活性分子的构效关系和

药效团模型，寻找具有相似特征的化合物[86]。

因此，虚拟筛选的关键在于理解 Mpro 的分子结

图3　虚拟筛选法筛选Mpro抑制剂

Figure 3　The virtual screening for identifying Mpro inhibitors. ADMET: Absorption, distribution, metabolism, 

excretion, and toxicity. Created with BioGDP.com.
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构特征，并精准设定配体结合的筛选标准。具

体而言，需整合分子对接评分、药效团匹配和

分子动力学模拟等多维参数，以设定结合能阈

值和构象稳定性的评判标准。基于 Mpro 的活性

位点，采用虚拟筛选技术鉴定出 ebselen 和

nirmatrelvir 等具有潜在活性的化合物[9,87]。此

外，Sharma 等[88]基于 SARS-CoV-2 Mpro 的活性

位点进行同源建模，并通过虚拟筛选方法发现多

种已上市药物 cobicistat、iopromide、cangrelor 等

可作为 Mpro 抑制剂，表明这些药物可能具有抗

SARS-CoV-2 的潜力。

2.2.2　有限蛋白水解质谱技术

有限蛋白水解质谱技术(LiP-MS)是一种用于

鉴定小分子化合物与蛋白质相互作用位点的经

典方法。LiP-MS 的原理基于小分子药物与靶蛋

白结合后会稳定蛋白结构，减少表面肽段被蛋

白酶酶切的几率；通过对比药物处理组与对照组

经非特异性蛋白酶处理后的酶切结果，LiP-MS 能

够精准鉴定与化合物结合的特异性肽段，并通

过肽段比对与组装将这些肽段归属至特定靶蛋

白(图 4)[89]。LiP-MS 方法适用于小分子的蛋白

质及多肽靶标发现，为药物研发与机制研究提

供了有力工具。

2.2.3　基于活性的蛋白质组学分析法

基于活性的蛋白质分析 (ABPP)是一种由

Cravatt 团队开创的蛋白质组学技术，旨在研究

酶的活性状态(图 5)[90]。该技术通过评估酶活性

来识别在疾病中失调的关键酶，进而指导针对

这些酶活性的抑制剂开发[91]。该技术结合质谱

和定量蛋白质组学，已广泛应用于药物靶标的

图4　LiP-MS筛选Mpro抑制剂

Figure 4　LiP-MS screening for Mpro inhibitors. Created with BioGDP.com.

图5　ABPP鉴定Mpro药物靶点

Figure 5　ABPP identifies drug targets on Mpro. Created with BioGDP.com.
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发现。主要采用 2 种策略：直接富集策略通过

活性探针与靶蛋白的共价结合，经点击化学连

接报告基团后，利用质谱或荧光技术鉴定标记

蛋白，从而分析氨基酸残基的反应活性，用于

发现潜在的药物靶标；间接富集策略通过候选

小分子与蛋白质组的预孵育，随后使用广谱活

性探针标记未结合位点，并结合同位素定量技

术评估小分子与氨基酸的结合特性，进而筛选

先导化合物及其靶标蛋白。ABPP 方法尤其适用

于共价抑制剂和小分子药物靶蛋白的研究[92]。

Moon 等[93]利用 ABPP 成功发现并优化了一种靶

向半胱氨酸的吡唑啉类共价抑制剂，该抑制剂

能有效抑制多种冠状病毒 Mpro 的活性，凸显了

ABPP 在抗病毒药物研发中的潜力。

2.2.4　荧光共振能量转移法

荧光共振能量转移法(fluorescence resonance 

energy transfer, FRET)是一种非辐射过程，处于

激发态的供体荧光团通过偶极-偶极相互作用将

能量转移给受体发色团[94]。该方法具有操作简

单、分析快速以及灵敏度高等优势，在抑制剂

筛选研究中得到广泛运用。研究人员基于 Mpro

的天然切割位点设计了用 7-甲氧基香豆素-4-乙

酸 (7-methoxycoumarin-4-acetic acid, MCA) 和淬

灭基团 2,4-二硝基苯酚(2,4-dinitropheno, Dnp)进

行标记的肽 (MCA-substrate)作为 Mpro 切割的

底物，MCA 与 Dnp 通过 Mpro 的切割位点序

列 (AVLQ)分隔形成 FRET 对；当 Mpro 水解

MCA 标记的肽底物时，由于 FRET 效应消失，

MCA-AVLQ 肽段产生增强的荧光信号[95]。因

此，能够抑制 Mpro 活性的化合物会在 FRET

分析中表现为相对较低的荧光值(图 6)。利用

FRET 筛选方法，已鉴定出 Lead E24 和 4′-O-

methylscutellarein 等化合物，这些化合物对

Mpro 表现出良好抑制活性，并能有效抑制

SARS-CoV-2 复制[96-97]。Su 等[98]证实中药成分

通过靶向 Mpro 表现出 SARS-CoV-2 抑制活性，

图6　基于FRET原理的Mpro抑制剂筛选法

Figure 6　Mpro inhibitor screening method based on the FRET principle. Created with BioGDP.com.
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从黄芩中分离的生物活性成分黄芩苷和黄芩素

已在肝炎和呼吸道疾病治疗中展现出显著抑制

Mpro 的能力[99]。

2.2.5　荧光素酶报告基因筛选法

Lin 等[100]建立了一种用于高通量筛选冠状

病毒 Mpro 抑制剂的荧光素酶报告基因筛选

(luciferase reporter screening assay)系统。该方法

的核心是构建一个整合 SARS-CoV Mpro 基因、

含有切割位点的底物(S)以及荧光素酶(Luc)基因

的重组质粒，随后将质粒转染至非洲绿猴肾细

胞(Vero)中，并通过 G418 抗性筛选获得稳定表

达的细胞系[83]。由于荧光素酶的 N 端融合了相

对分子质量较大的底物蛋白，通常会抑制荧光

素酶活性，导致荧光信号减弱；而当 SARS-

CoV Mpro 高效切割底物蛋白时荧光素酶活性得

以释放，荧光信号随之增强。因此，在该筛选

体系中具有抑制 SARS-CoV Mpro 切割活性的化

合物会导致较低的荧光值(图 7)[83]。通过此筛选

策略，证实了 nirmatrelvir、GC376 和 lopinavir

抑制 SARS-CoV-2 Mpro 功能，为新型 Mpro 抑

制剂的发现与开发提供了有力工具[101]。

2.2.6　表型筛选法

表型筛选法(phenotype screening assay)是一

种基于细胞的分析方法，用于评估化合物抑制

SARS-CoV-2 病毒感染的潜力，旨在发现具有抗

病毒活性的先导化合物。该方法的核心是通过

图7　基于荧光素酶报告基因法筛选Mpro抑制剂[83]

Figure 7　 Screening of Mpro inhibitors based on the luciferase reporter screening assay[83]. Created with 

BioGDP.com.
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观察化合物预处理后对病毒感染细胞的保护程

度来评估化合物抗病毒效果，具体操作流程为：

在培养基中预先用待筛选化合物处理非洲绿猴

肾上皮细胞(Vero E6)，随后感染 SARS-CoV-2 病

毒；通过观察和分析细胞病变效应(cytopathic 

effect, CPE)、空斑减少以及病毒 RNA 拷贝数变

化等关键指标，可有效评估待测化合物对

SARS-CoV-2 的抗病毒活性(图 8)[83]。此方法的

优势在于能直接反映化合物对病毒感染细胞的

作用效果，从而为化合物抗病毒活性提供直接

证据。通过表型筛选法，Riva 等[102]鉴定出多种

化合物 (MDL-28170、ONO-5334、VBY-825 及

apilimod)表现出显著抗 SARS-CoV-2 活性并能有

效抑制病毒复制。

3　总结与展望　总结与展望

通过对 Mpro 底物识别模式的分析，研究已

确定 P2、P1 和 P1′三个关键位点的特定氨基酸

残基对酶活性起关键决定作用[103-104]。值得注意

的是，Mpro 以二聚体形式发挥功能，不仅介

导复制酶多聚蛋白的成熟，也可切割宿主蛋

白以帮助病毒逃逸先天免疫反应[105-106]。这种

双重功能在 SARS-CoV-2 Mpro 中表现尤为突

出：它通过切割 MAGED2、TRMT1、RNF20

和 SQSTM1/p62 等宿主蛋白，进而促进病毒感

染[107-110]。类似地，SADS-CoV Mpro 能够切割

DCP1A[111]，PEDV Mpro 则切割 gasdermin D[112]，

这些切割机制均在病毒致病机制中发挥重要作

图8　Mpro抑制剂的表型筛选法[83]。MOI是感染复数(multiplicity of infection)，是指病毒颗粒数与靶细胞

数的比值。

Figure 8　Phenotypic screening method for Mpro inhibitors[83]. The multiplicity of infection (MOI) is defined as 

the ratio of virus particles to target cells. Created with BioGDP.com.
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用。尽管 Mpro 在冠状病毒科中高度保守，但存

在其切割宿主蛋白的特异性差异，如何调控病

毒的致病性及免疫逃逸能力仍有待阐明。

Mpro 抑制 IFN-I 信号通路的机制较为复杂，

且在冠状病毒科内具有保守性[50-52]。Mpro 能够

靶向通路中的多个关键组分，包括视黄酸诱导

基 因 I (retinoic acid inducible gene I, RIG-I)、

MAVS、 干 扰 素 基 因 刺 激 因 子 (stimulator of 

interferon genes, STING)和信号转导和转录激活因

子 1 (signal transducer and activator of transcription 

1, STAT1)[56,113]。值得注意的是，与 SARS-CoV

相比，SARS-CoV-2 Mpro 表现出更强的催化活

性和干扰素拮抗能力[52]。此外，SARS-CoV-2 

Mpro 还通过阻止磷酸化干扰素调节因子 3

(interferon regulatory factor 3, IRF3)的核转位，进

而 抑 制 IFN-I 产 生[114]。 其 他 冠 状 病 毒 如

PDCoV、PEDV 和 FIPV 也分别通过切割 NEMO

或其他关键分子干扰 IFN-I 信号通路[50-51,53]。然

而，为精确解析 Mpro 与免疫信号组分的相互作

用，亟需采用高分辨率结构生物学技术以明确

其结合界面并系统阐明蛋白切割的分子机制，

这是开发新型抑制剂的关键基础。此类抑制剂

通过破坏上述相互作用，从而有效恢复宿主的

抗病毒免疫应答。

Mpro 抑制剂研发已取得重大进展，已涌现

出共价抑制剂和非共价抑制剂等多种类型的抑

制剂[59]。近年来报道的 Mpro 抑制剂以共价抑制

剂最为常见，其分子结构中通常含有反应性弹

头，可与催化位点的 Cys145 发生共价结合。然

而，高反应性弹头的存在不仅引发对靶向安全

性的担忧，还可能降低口服生物利用度[19]。非

共价抑制剂则通过可逆结合方式与 Mpro 催化口

袋中的氨基酸残基相互作用。尽管这种结合方

式有利于减少潜在副作用和脱靶效应，但由于

其与催化口袋的结合相对较弱，常需长期给药

或增加剂量，从而可能增加耐药风险[115]。因此，

兼具小分子特性和共价抑制剂弹头优势的非共

价抑制剂展现出较好的开发前景[116]。然而，将

这些抑制剂从实验室推向临床仍面临诸多挑战。

在药物递送方面，开发适宜制剂以实现抑制剂

向靶细胞或组织的高效递送；在分子设计层面，

共价与非共价抑制剂的设计需要系统评估关键

特性，包括吸收、分布、代谢、排泄和毒性性

质优化、联合治疗策略、可开发性评估及耐药

屏障建立[117-119]。此外，潜在的脱靶效应可能导

致不良反应和毒性。因此，必须通过动物模型

进行体内研究和最终临床试验全面评估这些抑

制剂的安全性与有效性。

在筛选方法方面，各技术均存在其优缺点。

FRET 筛选由于操作简便、灵敏度高而备受青

睐，但存在成本高和假阳性风险[120]；虚拟筛选

法高效经济，但需通过实验验证以排除假阳性；

荧光素酶报告基因筛选法可提供化合物活性的

详细信息，但成本高昂且流程复杂；ABPP 能精

确定位共价化合物作用位点，但需对化合物结

构进行修饰，增加了实验复杂度；LiP-MS 是鉴

定蛋白-靶标结合序列的有效工具，但数据解读

可能存在困难；表型筛选法可直接评估化合物

抗病毒活性，但耗时且成本高。因此，联合运

用多种方法可提高抑制剂鉴定的准确性。

除传统策略外，大环化合物、多价配体和

蛋白降解靶向嵌合体(proteolysis targeting chimera, 

PROTAC)等新策略展现出巨大潜力[121-124]。其

中，PROTAC 技术能精确靶向蛋白降解，对开

发抗 Mpro 病毒药物具有重要意义。传统抑制剂

可能由于靶蛋白发生突变产生耐药性，而促进

靶蛋白降解的 PROTAC 技术有望降低耐药风

险[125]，这为应对冠状病毒快速进化提供了灵活

策略。近年来，硒元素因潜在治疗价值受到关

注。研究表明在小分子中引入硒原子可增强生

物活性[126]。含硒化合物 ebselen 及其衍生物对

SARS-CoV-2 Mpro 表现出更好抑制效果[127]。为

高效筛选具有潜力的 Mpro 抑制剂，建议采用联

合筛选策略：首先对大规模有机硒化合物库进

行虚拟筛选以缩小候选范围，继而通过 FRET 法

进行验证以排除假阳性，最后利用 LiP-MS 技术
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解析 Mpro 与候选药物的作用域及结合位点。该

策略可显著缩短筛选时间、降低化合物采购成

本，并有效鉴定具有开发前景的新型 Mpro 抑制

剂，从而拓展抗冠状病毒治疗的策略边界。

为应对冠状病毒的持续突变，相关策略不

应仅停留于被动应对新变种，而需转向实施前

瞻性的预测方法。可以利用计算建模和机器学

习算法分析 Mpro 突变趋势，通过整合不同冠状

病毒 Mpro 的结构与功能数据，预测潜在突变位

点和保守区域，从而指导广谱抑制剂的合理设

计。此外，开发具有新型作用机制的抑制剂，

可为应对耐药病毒变种提供重要的替代治疗

策略。

另一方面，宿主因素对 Mpro 功能及抑制剂

效力的影响也不容忽视。宿主遗传多态性可能

调节 Mpro 与抑制剂的相互作用，进而影响治疗

反应[19]。宿主免疫状态同样发挥关键作用，激

活的免疫系统可能增强抑制剂的抗病毒效果，

而免疫抑制状态则可能削弱其疗效[22]。深入理

解这些宿主相关因素有助于制定个性化治疗策

略，提高抗病毒治疗的整体有效性。

综上所述，尽管本文为理解 Mpro 及其抑制

剂奠定了坚实基础，上述多个方向仍亟需深入

探索。通过对这些关键问题的持续研究，不仅

可进一步阐明 Mpro 的生物学机制，也能为开发

针对冠状病毒持续进化威胁的有效抗病毒策略

提供重要支撑。此类研究既能为创新疗法设计

提供理论依据，也有助于为未来病毒大流行的

防控构建科学、前瞻的公共卫生策略。
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