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人巨细胞病毒抑制剂研究进展
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摘要: 目前的抗人巨细胞病毒 (human cytomegalovirus, HCMV) 感染药物存在活性中等、生物利用度差等问题,

迫使人们不断研发新的抗HCMV药物。随着HCMV的致病机制和生物学特征的不断研究以及新的药物设计策略

的快速发展, 新一代抗HCMV感染的靶点和药物陆续被发现。本综述精选近几年最具代表性的研究实例, 从药物

化学角度总结了抗HCMV药物的新靶标及其研究进展。
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Abstract: At present, the anti-HCMV (human cytomegalovirus) drugs have some problems, such as moderate

activity, poor bioavailability, which urge people to develop new anti-HCMV drugs. With the continuous study on

the pathogenesis and biological characteristics of HCMV and the rapid development of new drug design strategies,

new generation of anti-HCMV targets and drugs have been identified. This review selects the most representative

research examples in recent years, and summarizes the new targets and research progress of anti-HCMV drugs

from the perspective of medicinal chemistry.
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人巨细胞病毒 (human cytomegalovirus, HCMV)

是 β-疱疹病毒亚家族的成员, 是一种约 220 kb的双链

DNA病毒。HCMV广泛存在于人类群体中, 易通过直

接接触体液 (如唾液、眼泪、尿液、粪便、精液和母乳)

传播, 在大多数成年人的血清中呈阳性。其血清流行

率随地理位置和社会经济条件而变化, 发达国家的血

清流行率在 30%～70%之间; 在发展中国家, 大多数学

龄前儿童 (>90%) 都是HCMV抗体阳性[1-3]。对于健康

个体, 原发性感染是良性的, 无症状或受自我限制。但

对于免疫功能受损人群具有较大的影响, 例如艾滋病

患者易患视网膜炎和胃炎, 移植患者易患器官排斥, 新

生儿易患大量出生缺陷和发育障碍[4]。据统计, 仅在

美国, 每年感染的儿童约 40 000名, 其中 8 000名发展

为长期残疾, 包括小头畸形、宫内生长受限、听力/视力

丧失或神经发育迟缓, HCMV感染已成为先天缺陷的

主要因素。然而, 目前尚无预防 HCMV感染的疫苗,

仅有少数被批准用于治疗HCMV感染的药物, 而且这

些药物作用靶点单一、抗病毒活性中等、生物利用

度差、易产生耐药性且具有较严重的不良反应[5]。因

此 , 发现新型高效抗耐药性的抗 HCMV 药物势在必

行。本文根据HCMV的复制周期, 精选近几年的研究

实例 , 从药物化学角度总结了 HCMV 抑制剂的研究

进展。
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1 HCMV的结构

HCMV 是疱疹病毒科 β-疱疹病毒亚家族的典型

成员, 是艾滋病、器官移植患者以及出生异常的主要病

毒感染源和危及生命的病原体[6]。HCMV与其他疱疹

病毒有共同的结构, 都有高度有序的二十面体形状的

核衣壳 (capsid), 直径约 125～130 nm, 包裹着病毒的

DNA基因组 (dsDNA genome)。核衣壳被一个部分有

序的蛋白质层 (tegument) 包围, 该包被又被包裹在一

个多晶型脂质双层中 (lipid bilayer envelope), 该多晶

型脂质双层含有 10多种不同种类的病毒糖蛋白 (gly‐

coprotein), 这 些 糖 蛋 白 负 责 粘 附 并 进 入 宿 主 细

胞 (图1)[7]。

HCMV的蛋白质组学研究表明, 其包含100多种自

身编码的蛋白质和不完全确定数量的宿主细胞蛋白质。

HCMV编码蛋白分布在成熟病毒体衣壳、被膜和包膜

3个区域[5,8]。HCMV的衣壳含有 4种独特的非磷酸化

蛋白, 大小介于 150 kDa (主要衣壳蛋白) 到8.5 kDa, 结

构类型多, 功能齐全。此外, 还有很多蛋白质在病毒离

子的被膜层内磷酸化 , 对 HCMV 的复制至关重要[9]。

病毒包膜的组成仍不完全确定, 但包含其他疱疹病毒

结构和功能的同系物, 例如 gB、gH、gL、gM、gN、gO以

及大量特定与 β-疱疹病毒和HCMV特异性的蛋白 (如

gH/gL/UL128/UL130/UL131五聚体复合物), 其中包膜

糖蛋白 gB和 gH/gL形成了病毒进入所需的融合机制。

HCMV的自身编码蛋白可改变受感染细胞的细胞免

疫反应和脂质代谢, 抑制细胞死亡途径 (凋亡和坏死),

促进病毒基因组潜伏期的持久性[10,11]。这为抗HCMV

药物研发提供了重要的靶标。

2015年, Ciferri等[12]在生物化学、功能和结构上对

病毒表面的 gH/gL、gH/gL/gO 和五聚体进行了表征

(图 2), 指出了 gH/gL/gO和五聚体的细胞特异性入口

受体的存在。经SDS/PAGE分析表明, gO和UL128分

别与 gL形成共价相互作用, 并且五聚体中的 UL128-

cys162和 gH/gL/gO中的 gO-cys351与相同的半胱氨酸

gL-Cys144形成二硫键。进一步研究发现用MF59佐

剂五聚体蛋白免疫的小鼠可提高中和抗体滴度。此

外, 对免疫小鼠的血清分析表明, 五聚体疫苗可提高抗

体与 gH/gL和ULs之间的结合力, 其中和ULs的结合

对在上皮细胞和内皮细胞中的HCMV感染具有中和

作用。因此针对五聚体的含UL区域的免疫反应的疫

苗接种策略具有高效和保护抗体反应的作用, 这对未

来研发针对病毒进入的药物具有十分重要的意义。

2 HCMV的复制周期

与其他疱疹病毒相似, HCMV感染宿主细胞的过

程大致可分为吸附与融合、基因组复制、组装与出壳

(图 3)[7]。其中HCMV的DNA复制和病毒衣壳的形态

变化发生在被感染细胞的细胞核内。聚合的病毒

DNA由病毒编码的末端酶切割, 单位长度的线性基因

组DNA通过未成熟衣壳的不对称顶点的入口进行包

装[13]。离开细胞核的过程中, 包被蛋白的内层被应用

于病毒DNA中的衣壳。当粒子沿着细胞骨架成熟时,

被膜蛋白被整合到病毒粒子中, 病毒粒子的最终包裹

发生在高尔基远端的细胞内膜室中[14]。HCMV 的包

膜由宿主衍生的脂质膜组成, 包括 20多种病毒编码蛋

白, 其中几种病毒膜蛋白已被证明是病毒中和抗体的

靶点。获得包膜后, 感染性病毒通过细胞外循环或细

胞溶解后释放[15]。

HCMV 基因组是人类所有疱疹病毒中的最大基

因组 (含有 235 000个碱基对), 编码大量的保守蛋白以

及独特的包膜和被膜蛋白[12]。其基因表达和基因组复

制遵循严格调节的级联模式, 即不同类别的病毒基因

按不同的顺序来进行, 这是一种典型的疱疹病毒复制

策略。首先是即刻早期基因在感染数小时内表达, 其

作用是调节宿主细胞对病毒的固有反应并启动转录基

因组复制所必须的病毒基因; 然后是早期基因的表达,

Figure 2 The interaction of gH/gL/gO and pentamer

Figure 1 The structure of HCMV

·· 586



李 敬等: 人巨细胞病毒抑制剂研究进展

其表达产物 (DNA聚合酶、末端酶复合物以及磷酸转

移酶) 可调节宿主细胞功能以促进病毒复制; 最后是

晚期病毒基因的表达, 可产生感染病毒离子组装所需

的外包裹层和包膜的结构蛋白[16]。目前较多研究是针

对基因转录过程中的DNA聚合酶, 今后可深入研究其

基因表达过程, 以发现更多的药物作用靶点。

HCMV的复制周期较长, 必须使被感染的细胞存

活数天或数周, 以确保成功复制和产生新的感染性病

毒颗粒。因此, 细胞存活率对HCMV的持续性感染至

关重要。目前文献所记载的HCMV阻断细胞凋亡的

途径主要包括: ① HCMV进入靶细胞; ② 病毒核衣

壳被转运到细胞核, 病毒基因组进入核空间并开始复

制, 许多病毒基因产物已被证明可以改变细胞内环境

以促进有利于细胞生存的状态; ③ 即刻早期蛋白 IE1

和 IE2通过AKT磷酸化激活PI(3)K/Akt/mTOR信号通

路, 促进感染细胞存活; ④ HCMV蛋白 vICA (pUL30)

与启动子 procaspase-8结合, 阻断其在细胞死亡受体下

游的蛋白水解; ⑤ HCMV vMIA (pUL37x1) 结合促凋

亡的 Bax/Bak, 防止线粒体外膜通透性 (MOMP) 和

caspase激活级联的诱导; ⑥ HCMV pUL38可能是通

过抑制 JNK磷酸化进而抑制内质网 (ER) 应激诱导的

细胞凋亡; ⑦ 除了描述的病毒蛋白外, HCMV非编码

RNAβ2.7可通过与线粒体膜复合体 I相互作用而阻止

细胞凋亡 (图4)[17]。

3 当前治疗HCMV感染的药物

目前已批准 6种药物用于治疗HCMV感染, 包括

更昔洛韦 (ganciclovir, GCV, 1)、缬更昔洛韦 (valganci‐

clovir, VGCV, 2)、西多福韦 (cidofovir, CDV, 3)、磷甲酸

Figure 3 The lifecycle of HCMV and the structure at different cleavage stages

Figure 4 Select HCMV gene products that target apoptic pathways during HCMV infection
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钠 (foscarnet, FOS, 4)、勒特莫韦 (letermovir, LTV, 5) 和

福米韦森 (formivirsen, 6)。

GCV (1) 是一种脱氧尿苷类似物, 是 1989年被批

准用于治疗HCMV感染的第一种药物, 已成为免疫功

能低下者HCMV感染的一线治疗药物[18]。在HCMV

感染的细胞中, GCV被病毒蛋白激酶 (UL97基因的产

物, pUL97) 选择性磷酸化, 转化为 GCV 三磷酸形式,

进而与 dGTP 竞争 , 是 HCMV DNA 聚合酶有效抑制

剂[19]。但由于GCV中的羟基磷酸化而常出现血液学

异常 , 因此在服用时应根据肾功能适当使用[20,21]。

VGCV (2) 是 2000 年获得批准的 GCV 的 L-缬氨酸酯

前药 , 口服后在肠壁和肝脏代谢为活性形式 (GCV),

VGCV的口服生物利用度约为60%。目前, VGCV已经

取代了口服GCV, 但对于无症状的高风险移植受者, 预

防性治疗还是先发制人治疗仍然存在争议[18]。CDV

(3) 于 1996年被批准用于治疗艾滋病患者的HCMV视

网膜炎 , 静脉注射给药, 对 DNA 病毒具有广谱活性。

但其肾毒性和口服生物利用度较低, 这限制了其临床

效用[22-25]。FOS (4) 对多种疱疹病毒均具有体外活性,

被视为二线疗法, 对艾滋病患者的HCMV视网膜炎有

效。LTV (5) 通过抑制病毒的末端酶复合物, 阻止了

DNA到成熟衣壳中的包装。LTV代表一类新型已批

准的预防 HCMV 感染的药物。目前收集的临床数

据表明, 移植患者对该药耐受性良好, 有望成为预防

HCMV 感染的有效疗法[26]。Fomivirsen (6) 是一种与

编码 IE2的mRNA互补的反义磷酸寡核苷酸, 通过眼

内注射给药, 于 1998年被批准作为二线疗法局部治疗

艾滋病患者的HCMV视网膜炎, 其半衰期较长, 但与

GCV相比很少使用[27-30]。

4 新型抑制剂研究进展

对 HCMV 复制周期和关键蛋白结构生物学的

认识, 为基于靶点的药物设计奠定了良好的基础。组

合化学、高通量筛选等技术的运用有力地推动了新型

HCMV抑制剂的研究。下面根据病毒复制周期的各

个阶段对相关抑制剂进展进行综述, 主要涵盖病毒进

入、基因组转录、病毒蛋白质合成和加工、病毒基因组

复制以及病毒的成熟与排出。

4.1 DNA聚合酶抑制剂

鉴于DNA聚合酶的抗病毒药物研发的成功, 药物

化学家对开发针对该酶的抗疱疹病毒药物具有较大的

兴趣, 目前这类药物主要包括核苷和核苷酸类似物[31]。

4.1.1 核苷类似物 2015年, Sahu等[32]以阿昔洛韦和

更昔洛韦为先导化合物, 基于生物各同向性原理设计

合成了硒代阿昔洛韦 (7) 和硒代更昔洛韦 (8)。经多

种病毒株感染细胞 (HEL299 cells) 活性测定发现化合

物 7具有很强的抗 HSV-1和 HSV-2活性 (EC50分别为

1.47、6.34 μmol·L-1, CC50 > 100), 而化合物 8 具有中等

的抗HCMV活性 (EC50 = 53.1 μmol·L-1, CC50 > 100), 说

明硒可作为氧的电子等排体, 这对开发新型核苷类抗

病毒药物具有重要启发。

2017年, Sun等[25]基于前药设计策略设计了4种以

N-保护氨基酸或二肽为前体的更昔洛韦单酯前药 (图

5), 并进而利用HCMV蛋白酶 (HCMVP A143S)筛选实

验确定其前体序列, 定量描述组织基质的降解、HCMV

蛋白酶的激活以及这些更昔洛韦前药的细胞摄取。研

究人员通过采用Michaelis-Menten动力学模拟感染和

未感染的细胞环境中前药的水解率 , 发现化合物

AcPheAbuGCV (9) 具有较好的稳定性和细胞摄取率

(在血浆中 t1/2 = 210 min, 在肝微粒体中 t1/2 = 237 min)。

这种酯类前药, 可靶向感染患病细胞/组织中的特定酯

酶, 同时避免或减少水解。这对已上市药物的优化具

有十分重要的参考价值。

Lobucavir (10) 是鸟嘌呤的环丁基类似物 , 对大

多数疱疹病毒以及 HIV 和 HBV 都有活性。LBV 是

HCMV DNA聚合酶的体外有效抑制剂, 在细胞内磷酸
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化为三磷酸形式, 但是选择性较差, 在感染细胞中的磷

酸化代谢物比未感染细胞仅高出 2～3倍[33]。对啮齿

动物的毒理学研究表明, 长期服用该药后, 患者所患癌

症的种类有所增加。尽管在早期针对HCMV和HBV

的临床试验中取得了较好的结果, 但LBV存在安全性

问题, 已经停止进一步研发[5]。

Brincidofovir (11) 是一种西多福韦的磷酸酯基脂

质缀合物。口服时, 其血清浓度高、毒性小。在靶细胞

中, 脂质被切割, 游离出西多福韦, 随后被宿主细胞核

苷激酶磷酸化, 产生 HCMV DNA聚合酶的抑制剂—

西多福韦二磷酸。这种修饰基本上消除了肾脏对有机

阴离子转运体的吸收, 明显降低了肾毒性, 优于CDV

的治疗。在临床研究中, BCV在干细胞移植受者HCMV

感染的第二阶段实验中表现良好, 但在第三阶段, 随着

时间延长, 产生了一些不良反应 (如腹泻), 目前正在将

氯噻嗪重新配置成静脉注射药物以避免不良反应[5]。

亚甲基环丙烷类似物是以等位基因类似物为模型

而产生, 已被证明具有抗病毒活性。这些类似物的第

一代是无环鸟苷的阿昔洛韦生物等位性类似物, 第二

代与更昔洛韦的附加羟基密切相关。Zhou等[34,35]合成

了一系列第二代亚甲基环丙烷类似物, 其中 2,2-二羟

基甲基衍生物 Filociclovir (12) 对降低感染 HCMV 的

小鼠死亡率和抑制小鼠内脏器官病毒复制非常有效,

被pUL97磷酸转移酶磷酸化, 进而抑制病毒DNA的合

成。Filociclovir具有广谱抗病毒活性, 目前已有有效

数据支持FCV进入临床 I期研究。

4.1.2 核苷酸类似物 2017年, Luo等[36]利用前药设

计策略扩大了无环核苷磷酸酯 [3-氟-2(磷酸单甲氧

基)丙基] (FPMPA) (13) 的抗病毒谱 , 将 FPMPA 的磷

酸与天冬氨酸二酯基的胺基衍生化, 合成了一系列新

化合物。其中活性最优的化合物为 (S)-FPMPA 酰胺

前药 (14) (图 6), 在低微摩尔浓度下对 TZM-BL 外周

血单核细胞具有抗 HIV-1 活性 , 对 HCMV 的 EC50 为

0.76 μmol·L-1, CC50为74.70 μmol·L-1。

近期, 该课题组进一步基于前药设计策略合成了

一系列具有不同氨基酸基序的磷酸酯化 (cHPMPA) 前

药。经过系列活性测定之后 , 发现 (S)-cHPMPA (15)

的磷酰胺酸盐衍生物对疱疹病毒表现出广谱的活性,

其EC50值在低纳摩尔范围内。其中 (S)-cHPMPA的亮

氨酸酯前药 (16) 和HPMPA的双磷酰胺前药 (17) 在人

血浆中非常稳定, 半衰期超过 1 h, EC50值分别为 4.8、

72 nmol·L-1 (HEL cells), 并且所有的前药在肝微粒体

存在下均发生快速代谢, 具有较小的毒性[37]。这些数

据促进了 cHPMPA前药的进一步发展, 尤其对于免疫

受损的HCMV患者具有十分重要的意义。

此外, 蛋白质-蛋白质的相互作用 (protein-protein

inhibitors, PPIs) 是所有生物过程的核心, 是一类潜在

Figure 6 The discovery of compound 14

Figure 5 The discovery of compound 9
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的药物干预治疗靶点。HCMV DNA聚合酶包括一个

催化亚单位UL54和一个辅助亚单位UL44, 对DNA复

制非常重要。哈佛医学院的研究人员采用等温滴定量热

法定量测量了 UL54的 C 末端对应的肽与 UL44的结

合。结果表明UL54C末端的 22个氨基酸肽段与UL44

能较好的结合 (解离常数为 0.7 μmol·L-1)。研究人员进

一步通过定点突变实验揭示了两者相互作用界面上的

关键氨基酸残基 (如Leu1227、Phe1231), 发现任一残基

被取代均可极大损害PPI和长链DNA的合成[38]。2016

年, Chen等[39]利用高通量筛选发现一个小分子 SGM8

(18) 以时间依赖性、选择性地抑制UL44和UL54衍生

肽的相互作用。其中UL44与SGM8的共晶结构 (PDB

代码: 5IWD) 揭示了 SGM8与Lys60残基 (图 7橙色虚

线) 的共价反应以及导致立体冲突的额外非共价相互作

用, 这将阻止UL44与UL54的相互作用。综上, 共价结

合可作为设计HCMV聚合酶抑制剂的有效策略。

4.2 US28受体抑制剂

US28受体是HCMV双链DNA中编码的病毒G蛋

白偶联受体 (vGPCRs) 之一, 与人类趋化因子受体具

有高度同源性, 这些相似性能非常有效地耦合到受感

染宿主的信号网络[40]。US28受体具有结合不同的人

类趋化因子和CX3C-趋化因子CX3CL1/Fractalkine的

能力 , 能够在免疫活性宿主中建立终生持续/潜在感

染, 并可导致免疫系统不成熟或抑制的患者出现严重

和危及生命的疾病。

2013年, Kralj等[41]从天然产物黄酮类具有较好抗

病毒活性中受到启发, 合成了一系列查耳酮和黄酮类

似物, 并对HCMV的US28受体的反向激动剂活性进

行筛选。研究人员通过ElK-1报告基因分析发现化合

物 19对靶标 US28的完全反向激动活性为-89%。活

性测定得 19 的 EC50 值为 3.5 μmol·L-1 (HEK 293T

cells), 并且对 CHO 细胞具有较低毒性 , 是 US28 受体

信号传导的完全反向激动剂。目前只有两种药物可以

抑制US28的组成活性, 化合物 19的发现为HCMV药

物开发提供了新的结构骨架。

2011年 , Ninomiya等[42]利用前药设计策略 , 设计

合成了系列黄酮氨基酸类衍生物, 并研究了它们的细

胞通透性、体外稳定性和体内口服有效性。研究人员

利用细胞内各种内源性水解酶对合成的前药进行测

试, 发现T-Ala-Glu (20) 的半衰期较长 (t1/2 = 165 min)。

在此基础上, 研究人员进一步测定了 20在雄性小鼠中

的口服生物利用度, 发现注入之后, 小鼠血浆中的药物

浓度明显提高。这些结果表明丙氨酸-谷氨酸结合物

是一种潜在的新型抗HCMV药物。

4.3 即刻早期2蛋白抑制剂

即刻早期 2 蛋白 (immediate-early 2 protein, IE2)

通过诱导宿主基因表达的广泛失调而在HCMV感染的

发病机制中起到直接作用。这种失调导致宿主细胞生

理学变化并改变了HCMV诱导的细胞周期改变、免疫

调节以及促炎反应的发生[43]。因此, 抑制 IE2蛋白表

达可以在HCMV感染早期有效地阻断病毒诱导的病

理过程。IE2抑制剂的研究对产生耐药性 (病毒DNA

复制抑制剂) 的患者非常重要。由Massari等[44]研制的

6-氨基喹诺酮WC5 (21) 是目前唯一能够直接阻断 IE2

蛋白激活的小分子 , 能有效地抑制病毒复制 (EC50 =

1.0 μmol·L-1), 选择性指数 (SI) 约为500, 优于GCV。

2013年, 该课题组[44]以WC5为先导化合物, 设计

合成了一系列WC5类似物。经过系列活性测试, 发现

Figure 7 The structure of SGM8 and main amino acids around

the target UL44 of 18 (the orange dotted line represents the cova‐

lent interaction)
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许多衍生物活性优于GCV, 其中有3种化合物 (22～24)

的抗病毒活性与先导物WC5相当。综合考虑, 化合物24

在人包皮纤维原细胞 (human foreskin fibroblast, HFF

cells) 中的抗 HCMV 效果最优 (EC50 = 1.1 μmol·L-1,

CC50 > 500 μmol·L-1, SI > 454) (图8)。

4.4 终端酶复合物抑制剂

终端酶复合物由几种病毒基因产物组成, 负责将

成熟病毒基因组分裂和包装成衣壳, 对衣壳成熟非常

重要。在复制过程中, 病毒基因组DNA复制的中间产

物形成复杂拓扑结构的多聚体, 终端酶复合物将其切

成单位长度的基因组, 并提供将基因组DNA插入未成

熟衣壳所需的驱动力。目前已有几种基因产物被证明

参与了这一过程, 包括 pUL51、pUL52、pUL56、pUL77、

pUL89、pUL93和门户蛋白 pUL104[5]。迄今为止, 已鉴

定出 3 类终端酶复合物抑制剂 , 包括苯并咪唑核苷

(benzimidizole ribosides)、多美沙洛韦 (tomeglovir) 和

LTV。

4.4.1 苯并咪唑核苷类化合物 (benzimidazole ribo‐

sides) BDCRB (25) 是最早发现的终端酶抑制剂, 能

够阻断门脉蛋白 (pUL104) 和pUL56的相互作用, 进而

阻止DNA插入衣壳[45,46]。由于8-氧鸟嘌呤DNA糖基化

酶和N-甲基嘌呤DNA糖基化酶对BDCRB的快速降解

阻碍了其进一步的发展。近期, Uederwood等[47]通过对

BDCRB的构效关系研究, 合成了具有相似作用机制且

具有较好活性的苯并咪唑核苷 GW-273175X (26), 其

药代动力学特性得到改善, 蛋白质结合能力降低。

4.4.2 苯二胺磺胺类化合物 (phenylenediamine sul‐

phonamides) 苯二胺磺胺类化合物是一类新型的非

核苷抑制剂, 能特异性阻断 HCMV DNA在衣壳中的

分裂和包装。Tomeglovir (27) 是新型抗 HCMV药物,

通过干扰病毒成熟和基因组包装抑制了HCMV的复

制[48]。研究表明, 27不仅可以抑制HCMV菌株 (包括

对现有抗 HCMV 药物耐药的突变体), 还可以抑制一

些猴子和啮齿动物的巨细胞病毒。此外, 文献还报道

了 27及其主要代谢产物在小鼠、大鼠和犬体内的良好

药代动力学数据。尽管有这些有前景的数据, 目前 27

仍处于临床前开发阶段[49]。

4.4.3 其他终端酶抑制剂 2018 年 , Bongarzone 等[1]

从人类免疫缺陷病毒药物 raltegravir抑制复合物亚蛋

白之一UL89的核酸酶功能中受到启发, 以 28为先导

化合物合成了系列二酮酸类衍生物 (α,γ-DKA和 β,γ-

DKA)。经分子对接确定了化合物 29和 30与 pUL89-C

内切酶域活性位点的关键化学区域, 其中二酮酸部分

的 3个氧原子与活性中心的Mn2+螯合 (图 9中的橙色

球), 末端苯环与 Asn536、Met579 和 Thr537 相互作

用, 这种相互作用有助于将抑制剂定位在活性中心的

二价金属阳离子附近。图9定量描述了 29上的原子与

作用位点之间的距离。经定量 UL89核酸酶测定, 发

现 30能够在低微摩尔范围内在体外抑制UL89 (IC50 =

4.5 μmol·L-1), 是具有开发前景的先导化合物。

4.5 UL97蛋白激酶抑制剂

UL97蛋白激酶是一种丝氨酸/苏氨酸激酶。感染

Figure 8 The structures of compounds 21-24
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发生后, HCMV病毒会将包括 pUL97在内的被膜蛋白

释放到宿主细胞中, 以指导病毒蛋白和细胞蛋白的磷

酸化以及再分布, 促进成熟病毒粒子的产生[50]。此外,

激酶还可抑制通过 CDK 抑制剂 p21waf1/cip1 诱导

tip60降解的 pul 27, 从而诱导细胞周期停滞[51]。目前

UL97蛋白激酶抑制剂主要包括苯并咪唑核苷类、吲哚

咔唑类以及喹唑林类3种[52]。

4.5.1 苯并咪唑核苷类化合物 (benzimidazolyl nucle‐

osides) Biron等[53]为了改善苯并咪唑核苷的药代动

力学, 对其进行构效关系研究时设计合成了maribavir

(31), 发现 31 可抑制 UL97 激酶和病毒 DNA 合成 , 对

CMV和 EBV均有抑制作用, 但在体外对其他人疱疹

病毒无抑制作用。对HCMV感染的MRC-5肺成纤维

细胞进行活性检测, 发现其抗 HCMV效价与 BDCRB

相当, IC50比GCV低4～10倍。31在Ⅰ期临床试验中显

示出优良的药代动力学性质, 在大剂量范围内没有中

性粒细胞减少或肾毒性; 在Ⅱ期临床试验阶段表现出

了较强的抗病毒活性; 目前正在进行Ⅲ期临床试验[24]。

4.5.2 吲哚卡唑类化合物 (indole carbazole) Gö6976

(32)、K252c (33) 是典型的吲哚咔唑类衍生物 , 是对

GCV敏感和耐药的HCMV菌株的高效抑制剂, 这类化

合物通过降低 pUL97蛋白激酶活性来抑制病毒复制,

在 HCMV 复制周期中表现出长期的抗病毒活性 , 与

GCV具有拮抗作用[54]。

4.5.3 喹唑啉类化合物 (quinazolines) Herget 等[55]

对一系列喹啉类化合物进行 pUL细胞内活性测定, 发

现化合物 AX7376 (34)、AX7396 (35) 和 AX7543 (36)

在抑制UL97激酶活性并阻断体外底物磷酸化方面具

有较高活性, IC50在 30～170 nmol·L-1之间。研究人员

深入研究其对人成纤维细胞的影响, 发现这些喹啉类

化合物可以抑制HCMV复制, EC50值分别为 2.4、3.4和

3.9 μmol·L-1。这表明喹唑啉是体外靶向 pUL97 蛋白

Figure 9 The structures of compounds 28-30 and the binding mode of 29 and 30 to UL89
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激酶活性的高效HCMV复制抑制剂。

4.6 以环氧合酶2 (cyclooxygenase 2, COX-2) 为靶点

Browne 的研究小组[56]通过 DNA 微阵列试验发

现, 在HCMV感染的细胞中, 调节前列腺代谢的基因

—环氧合酶 (COX-2) 上调 , 导致前列腺素 E2 (PGE2)

的合成, 进而干扰了细胞基因表达和免疫功能。随后,

Zhu 等[57]发现特定的 COX-2 抑制剂可使 HCMV 的复

制能力下降 100倍以上, 这表明COX-2对HCMV的复

制至关重要。因此, COX-2抑制剂可使关键病毒调节

蛋白的正常水平失衡, 导致病毒复制周期的正常进展

在短时间内被阻止。这些研究为抑制HCMV感染提

供了新的靶标, 并为识别抗病毒治疗的靶标提供新的

策略—微阵列分析。

4.7 以最小衣壳蛋白SCP为靶点

HCMV在一个大小相似的衣壳中含有更大的 ds‐

DNA基因组, 其密集的基因组会产生较强静电排斥作

用, 即需要 pp150 (一种仅在巨细胞病毒中发现的包膜

蛋白) 来稳定其结构。2013年, Dai等[58]借助冷冻电镜

(cryoEM) 测定了 HCMV 粒子 (含 pp150) 的亚纳米级

的三维结构, 发现 pp150由两个螺旋束组成, 这两个螺

旋束由一个长的中心螺旋连接。在 pp150的一端, 其

下螺旋束 (lower helix bundle, LHB) 与三聚体 (Tri‐

plex) 直接接触 (其结合位点如图 10A 中的“*”标记),

在另一端 , pp150 上螺旋束 (upper helix bundle, UHB)

通过短螺旋 (图 10B中的粗箭头所示位置)经 SCP (the

smallest capsid protein) 介导与 MCP (the major capsid

protein) 相互作用。进一步用核酶抑制HCMV感染细

胞中SCP的表达会损害含有DNA的病毒颗粒的形成,

并将病毒产量降低到一万分之一。此项研究为治疗

HCMV感染提供了一个潜在靶标, 即HCMV-SCP。

4.8 以UL82为靶点

UL82是第一个以转激活因子为特征的HCMV被

膜蛋白 , 它直接激活早期启动子并启动病毒基因表

达[59]。UL82可与视网膜母细胞瘤蛋白结合, 导致其降

解, 并增强细胞周期的进展。此外, UL82还可以与细

胞 DAxx 蛋白相互作用以促进病毒转录[60]。2017 年 ,

舒红兵课题组[61]使用RNAi击倒策略, 发现UL82的敲

除会促进宿主细胞中抗HCMV基因的转录。研究人

员进一步通过内源性共免疫沉淀实验发现 UL82 是

STING-依赖性的抗病毒反应的负调节因子。UL82可

抑制 cAGS (胞浆传感器) 识别启动抗病毒反应, 还可

与STING相互作用, 并通过两种机制损害STING介导

的信号传导。① UL82通过破坏 STNG-iRhom2-TRAPβ

复合物抑制 STING 从内质网到核周微粒体的转移 ;

② UL82 破坏了 TBK1 和 IRF3 对 STING 复合体的招

募进而产生了免疫逃避 (图11)。该研究为抗HCMV病

毒感染的疫苗设计和抗病毒药物的开发提供了新靶

点, 对进一步研究具有重要意义。

5 未知靶点的抗病毒化合物

De Castro等 [62]基于前期对 β-氨基-γ-磺内酯化合

物的研究, 发现了化合物 37。37在细胞培养中对HC‐

MV复制的抑制活性非常有限 (EC50 = 50 μmol·L-1), 对

很多其他DNA和RNA病毒均无活性。构效关系研究

发现 37磺内酯部分的C-4和C-5位置的取代基对化合

物的活性及毒性的影响较大, 其中 4-氯和 4-溴苄氧基

取代的磺内酯衍生物 38和 39抑制HCMV的EC50分别

为 9.7和 6 μmol·L-1, CC50分别为< 200和 171 μmol·L-1,

是最为有效的选择性抑制剂。由于化合物 38和 39对

多种耐药的HCMV毒株具有同样的抑制作用, 表明这

些化合物可能具有新作用机制。

2015 年 , Gros 等 [63] 在对咔咯 (corrole) 和卟啉

(porphyrin) 大环化合物研究的基础上, 探究了该类化合

物对HCMV的抑制活性。研究人员对含有 200多种卟

啉类衍生物进行筛选具有抑制TB40-GFP毒株的化合

物 (代表化合物 40～53), 结果发现 40和 48对 HCMV

病毒具有较强的抑制作用 , IC50均低于 0.5 μmol·L-1。

此外, 这些化合物还具有较好的抗人原代成纤维细胞

(MRC5) 增殖活性, 在小鼠体内无明显毒性。本研究

Figure 10 SCP mediates pp150 binding to the capsid. (A) The model shows that pp150 tegument protein binds to the capsid triplex with

its LHB. (B) The model shows the interaction between pp150 (blue), SCP (dark blue), and MCP (brown)
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首次报道了具有抗HCMV活性的硝基咔咯类化合物,

为发现抗耐药性化合物提供了新的结构。

6 总结与展望

目前临床上现有的抗 HCMV药物大多数作用靶

点单一, 具有严重的交叉耐药性, 急需开发出高效、低

毒及抗耐药性的药物及其他疗法。通过本文对抗HCMV

病毒现有药物、新靶点及小分子抑制剂的研究进展的

总结, 发现当前抗HCMV药物的研发“崭露头脚”。伴

随着生物科学, 信息科学的突飞猛进以及对HCMV复

制周期和致病机制的研究不断深入, 已有很多的作用靶

点被发现, 如HCMV的表面糖蛋白GB以及控制病毒进

入的五聚体等, 但还没有作用这些靶点的先导物。因

此, 基于计算机辅助药物设计、人工智能等新技术及新

药物设计策略以发现更多的活性化合物, 对抗HCMV

首创药物的研发至关重要。

此外, 目前用于抗HCMV药物研发的策略主要有

基于生物电子等排、前药修饰、高通量筛选经典方法。

许多其他比较典型的药物设计的理念和方法 (如骨架

跃迁、分子杂合、与天然产物的优势片段结合、Protide

前药技术等) 也应用其中。例如, 利用前药设计策略

优化上市药物更昔洛韦而获得伐昔洛韦, 药效和生物

利用度显著提高。

最后, 抗病毒治疗的最大问题是易产生耐药性, 对

抗耐药性问题已经刻不容缓。“鸡尾酒疗法”是一种有

效的抗艾滋病疗法, 类似地, 控制HCMV感染也可将

不同机制的活性药物联合使用以增加耐药性, 但任何

药物的联合治疗都需要仔细匹配药代动力学特征, 以

确保持续覆盖两种药物, 帮助延迟耐药性的出现。此

外, 靶向靶标的保守性区域、形成主链氢键、靶向新结

合位点、多靶标药物设计、共价结合或 PROTAC等策

略都可用于抗耐药性药物的研发, 以提高抗HCMV药

物研发的成功率。
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