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呼吸道合胞病毒抑制剂研究新进展
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摘要: 呼吸道合胞病毒 (RSV) 是引起婴幼儿、老年人和免疫功能低下者呼吸道感染的主要病原体。目前, 利巴

韦林和人源化单克隆抗体帕利珠常用于RSV引发的下呼吸道感染, 但由于它们的疗效、经济性与安全性等问题限

制了其临床应用。因此需要开发新型的RSV抑制剂来满足临床预治的需求。本文精选典型研究案例, 从药物化学

的角度综述了不同靶点RSV抑制剂的研究进展。

关键词: 呼吸道合胞病毒; 抗病毒疗法; 药物靶点; 抑制剂

中图分类号: R916 文献标识码: A 文章编号: 0513-4870(2020)04-0597-14

New progress in research on respiratory syncytial virus inhibitors
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Abstract: Respiratory syncytial virus (RSV) is the main pathogen causing respiratory infections in infants, the

elderly, and immunocompromised individuals. Currently, ribavirin and the humanized monoclonal antibody palivi‐

zumab are commonly used for lower respiratory tract infections caused by RSV. However, their clinical application

has been limited by their efficacy, economy and safety. Therefore, it is necessary to develop new RSV inhibitors to

meet the needs of clinical prevention and treatment. This paper selects typical research cases and reviews the

research progress of different target inhibitors from the perspective of medicinal chemistry.

Key words: respiratory syncytial virus; antiviral therapy; drug target; inhibitor

呼吸道合胞病毒可引起呼吸道感染, 在某些患者

人群中可导致严重疾病。病毒感染从上呼吸道到下呼

吸道导致气道感染和毛细支气管炎、肺炎等症状, 在某

些情况下, 还会导致呼吸衰竭[1-3]。RSV是世界范围内

引起婴儿急性下呼吸道感染最重要的病毒病原体[4,5],

据估计全球每年约 340万人住院, 约 20万人死亡。在

1岁以下的婴儿中, 与RSV相关的死亡病例明显多于

流感病毒[6]。此外, RSV感染与儿童反复喘息和哮喘

的长期发展风险有关。除婴儿外, 患有慢性阻塞性肺

疾病等潜在心肺疾病的老年人越来越被认为是严重感

染的高危人群。在这一人群中, 据估计, 美国每年因呼

吸道合并症而住院的人数为 18万人, 死亡人数为 1.4

万人。第三类易受RSV感染的群体是移植后免疫抑

制的患者, 其中严重的下呼吸道感染具有非常高的死

亡风险[7]。

RSV严重威胁人类的健康, 但目前尚无疫苗或有

效的抗病毒疗法。美国 FDA批准用于RSV感染防治

的药物仅限于 (雾化) 广谱抗病毒药物利巴韦林 (riba‐

virin) 和 palivizumab[8,9]。利巴韦林被批准用于治疗住

院儿童严重RSV感染, 但由于其非特异性、潜在毒性

和相对较高的成本等问题[9], 美国儿科协会并不推荐

将利巴韦林用于 RSV 感染患儿的治疗。Palivizumab

是一种人源化的抗RSV融合蛋白单克隆抗体, 它以高
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度保守的RSV F糖蛋白为靶标, 抑制病毒进入宿主细

胞 , 主要用于预防早产儿或有潜在疾病的高危婴儿

RSV感染, 并不能用于RSV感染后治疗, 而且治愈率

低、费用昂贵。因此, 开展新型抗RSV药物的研究具

有重要意义。

RSV是一种包膜病毒, 属于肺炎病毒科。其基因

组由10个基因组成 (图1), 编码11种蛋白质: 非结构蛋

白 NS1 和 NS2、L 蛋白 (RNA 依赖的 RNA 聚合酶 ,

RdRp)、核蛋白 (N)、磷蛋白 (P)、基质蛋白 (M)、小疏水

蛋白 (SH)、糖蛋白 (G)、融合蛋白 (F) 以及转录抗终止

子蛋白M2-1和M2-2[10,11] (图 2)。其中, G蛋白是翻译

后的糖基化表面蛋白, 并且在病毒附着过程中识别细

胞表面成分 (例如肝素); F蛋白介导病毒进入细胞质,

也促进合胞体的形成。根据G蛋白羧基末端外周域的

核苷酸序列 , RSV 可分为两个亚组 RSV-A 和 RSV-B,

它们含有不同的基因型[1]。

RSV感染是由病毒糖蛋白 (G) 附着到细胞表面引

起的。然后, RSV通过 F蛋白的 6螺旋卷曲线束与宿

主细胞膜融合, 允许病毒复制复合体进入细胞, 这是副

粘病毒科特有的机制[1]。虽然RSV感染的详细机制尚

不明确, 但最被认可的机制是由 F蛋白通过甲壳蛋白

介导的内吞作用使核衣壳进入宿主细胞。RSV 的

RNA首先转化为正链, 以此作为复制的模板产生子代

基因组。当核衣壳以出芽方式通过被感染细胞的胞膜

时, 病毒颗粒获得包膜。子代RSV在被感染细胞的顶

部以芽生方式释放进入呼吸道。RSV的吸附、融合、

去包膜、脱核衣壳和复制、转录、翻译、组装以及释放组

成其生命周期, 其中任何一个阶段都是抗病毒治疗潜

在的干预靶标[11] (图3)。

近年来, 除了 FDA批准的抗RSV药物外, 许多针

对RSV复制周期不同环节的其他抑制剂正在开发中,

包括融合抑制剂、RSV聚合酶抑制剂、核蛋白抑制剂

等 (表1)。本文综述了近几年的研究进展。

1 融合抑制剂

融合是RSV生命周期中的关键一步, 抑制该步骤

会导致病毒载量和合体形成的减少。在病毒与靶细胞

膜结合时, F糖蛋白发生构象变化, 暴露出疏水口袋或

表位。通过RSV融合抑制剂结合这些暴露的靶点, 可

Figure 3 The RSV infection and replication process

Figure 2 Structure and drug targets of RSV

Figure 1 Respiratory syncytial virus (RSV) genome
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以防止病毒进入宿主细胞[12]。按照化合物的结构类

型, 融合抑制剂可分为以下几种。

1.1 苯并咪唑及相关骨架

1.1.1 JNJ-53718678 2014年, Janssen制药公司报道

了一系列 5-氯吲哚类RSV特异性融合抑制剂, 以化合

物 1为先导化合物, 经过结构优化得到代表结构 JNJ-

53718678 (化合物 2, 图 4), 具体是将 1中的苯并咪唑-

2-酮N-环丙基替换为三氟乙基, 提高了代谢稳定性; 同

时在5-氯吲哚上引入含甲砜基的基团[1]。JNJ-53718678

已被证明通过与病毒融合糖蛋白 (F) 结合, 进而抑制

RSV 的活性 , 它在细胞和动物模型中具有强效的抗

RSV作用 (EC50 = 0.5 nmol·L-1), 在HeLa细胞中抑制重

组 rgRSV224 病毒的 EC50 值为 0.46 nmol·L-1, 在空斑

减少实验中对 8 个非重组 RSV-A 和 RSV-B 株的 EC50

值约为 0.2～20 nmol·L-1。健康成年人的临床研究评

估了它的抗病毒疗效以及安全性 , 结果表明 , JNJ-

53718678减少了RSV的病毒载量、RSV引起呼吸道感

染的严重程度以及疾病的持续时间[13]。2018年, 启动

了分别针对RSV住院婴儿和RSV感染成人的两项Ⅱ

期临床研究[14]。

此外, 还合成了含有吲哚结构的氮杂环替代品化

合物 3 (图 4), 其药代动力学性质与 5-氯吲哚类化合物

类似。

等温量热法 (isothermal calorimetry, ITC) 等实验

表明该类化合物的结合位点位于预融合F蛋白的三聚

体外域内的口袋上 (图 5a)。此外, 细胞水平的热激触

发实验表明该化合物能稳定融合前构象。与未结合配

体的蛋白结构相比, 结合位点苯丙氨酸等残基的构象

Figure 4 The structures of compounds 1-3

Table 1 Anti-RSV drugs and targets in research and development

Target
F protein
RSV polymerase
Nuclear (N) protein
Nucleocapsidm RNA
Nuclear export protein 1 (XPO1)
Dihydroorotate dehydrogenase (DHODH)

Inhibitor
JNJ-53718678, TMC-353121, RV521, AK-0529, GS-5806, BTAC585, MDT-637
ALS-8176, GS-5734, PC-786
RSV-604, EDP-938
ALN-RSV01
KPT-335
RYL-634

Figure 5 a) The pattern of JNJ 53718678 binding to the central site of trimer fusion protein; b) Diagram of key interactions between JNJ

53718678 and binding sites
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重排有利于化合物的结合。其中关键结合作用包括:

JNJ-53718678 结构中的吲哚和苯并咪唑-2-酮芳香性

残基形成的堆积作用、5-氯取代基与Thr397的骨架羰

基的氢键, 以及砜基与Arg339之间存在的水介导的氢

键 (图5b)[15]。

1.1.2 TMC353121 2008 年 , Johnson 公司采用基于

结构的设计策略通过对 JNJ-2408068 (化合物 4, EC50=

2.1 nmol·L-1) 的结构衍生化得到了一种苯并咪唑类RSV

融合抑制剂 TMC353121 (化合物 5, pEC50 =9.9)[16], 它

显示出剂量依赖性的抗病毒活性。在体外实验中 ,

TMC353121能够结合于融合蛋白 F的 HR1区和 HR2

区, 抑制病毒-细胞融合以及细胞-细胞合胞体的形成,

进而抑制RSV进入宿主细胞, 达到抗病毒效果[17]。另

一种可能的作用机制是它可以稳定F蛋白融合前构象

并阻止其向融合后的构象转变。用 TMC353121处理

RSV-A2感染的BALB/c小鼠, 结果表明小鼠肺中的病

毒载量明显降低。在棉花大鼠和非洲绿猴的临床前研

究中使用TMC353121, 发现病毒载量以剂量依赖的方

式减少, 肺部炎症也减轻[17]。因此, TMC353121可作

为治疗RSV感染的候选药物。

1.1.3 RV521及其衍生物 2016年, Re Viral Ltd公司

为提高化合物 6 的活性与药代动力学性质 (EC50 =

31 nmol·L-1), 对其进行结构优化得到了 RV521 (化合

物 7, EC50=1.3 nmol·L-1), 其中氧化吲哚螺环丙烷是

RV521的关键基团。RV521的病毒亚型覆盖率非常广

泛, 在针对 14个 RSV-A和 10个 RSV-B临床分离株的

空斑减少实验中活性几乎没有变化 (EC50值为 0.1～

1.4 nmol·L-1)。临床候选 RV521 在小鼠 (F = 46%)、大

鼠 (F = 42%) 和犬 (F = 63%) 体内研究中具有良好的

口服生物利用度 , 其有效性在体外人气道上皮细胞

(human airway epithelial, HAE) 模型和体内BALB/c小

鼠中得到证实[1]。RV521于2018年完成了临床Ⅱa期试

验, 结果表明它可有效地降低病毒载量和疾病严重程度,

其疗效正在RSV感染的成人和婴儿中进一步评估[18]。

随后 , Hoffmann-La Roche 通过研究 3,3'-环丙基

氮杂羟吲哚与苯并咪唑连接的相关结构, 发现了化合

物 8, 其在细胞病变效应 (cytopathic effect, CPE) 测

定中具有活性 (EC50 = 1.9 nmol·L-1)。此外, Janssen将

化合物 8 中的环丙基和 N1-苯并咪唑甲磺酰基丙基

用氨基甲酸酯和氰基丁基取代得到化合物 9 (EC50 =

0.024 nmol·L-1)[1]。

2015年, 罗氏公司基于苯并咪唑骨架, 运用生物电

子等排原理设计了咪唑[1,2-a]吡啶结构, 在BMS433771

(化合物10, EC50 = 24 nmol·L-1) 的基础上引入7-Cl取代

基和乙磺酰基乙基链得到化合物 11 (EC50 = 3 nmol·L-1,

图 6)[19], 但是进一步的分析揭示了其药代动力学性质

不佳且有谷胱甘肽加合物 (glutathione, GSH)的形成。

随后, Janssen公司通过将 3-甲基磺酰基吲哚连 接到 5-

氯苯并咪唑中得到化合物 12 (EC50 = 53 nmol·L-1)[20]。

然后将吲哚换为氮杂吲唑, 并使氧杂环丁烷替代 (甲磺

酰基) 丙基, 得到化合物 13 (EC50 = 5.4 nmol·L-1), 其在

微粒体稳定性测定中表现出低清除率, 并且在小鼠药代

动力学研究中具有合理的口服生物利用度 (F = 24%)。

在 RSV 感染的 BALB/c 小鼠模型实验中 , 13 对主要

CYP亚型无抑制作用, 无显著的HERG抑制或GSH加

合物的形成。

2018年, 药明康德报道了化合物 14, 它是在 10的

基础上对吡啶并咪唑酮部分及苯并咪唑 5位取代基进

行优化得到的, 14的口服生物利用度较高 (F = 71%),

并且在 RSV 感染的 BALB/c 小鼠模型中有效 (EC50 =

0.8 nmol·L-1)[21]。

1.2 喹唑啉类抑制剂

1.2.1 AK-0529 2014 年 , Ark Biosciences 公司从罗

氏公司获得AK-0529的全球许可。AK-0529已被证明
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通过抑制RSV F蛋白诱导的细胞-细胞融合过程实现

抗病毒活性。以已知融合抑制剂作为配体, 运用基于

相似性的虚拟筛选技术得到了 BAQ 系列[22]化合物。

在BALB/c小鼠RSV感染模型中, BAQ系列中的化合

物 15 显示出良好的抗 RSV 活性 (EC50 = 2 nmol·L-1)。

在 15的基础上进行了SAR研究, 通过将喹啉转化为喹

唑啉发现了AK-0529 (化合物 16, 图 7), 其显示出与 15

相似的抗 RSV 活性 (EC50 = 3 nmol·L-1), 但是与 15 相

比 , AK-0529 的安全性和口服生物利用度更高 , 因此

AK-0529被遴选为临床候选药物。

Battles等[23]报道了AK-0529的共晶结构, 发现它

与其他的RSV F抑制剂相似, 都靶向相同的RSV F微

区, 其中关键的结合作用有: 与Asp486作用的氢键、与

Phe488的疏水相互作用、氧杂环丁烷侧链的两个N原

子与Asp486形成的强氢键相互作用以及Asp489的侧

链与喹唑啉环的 6-甲基形成的疏水相互作用 (图 8)。

在Ⅰ期口服AK-0529研究中, 未见药物不良反应发生,

AK-0529耐受性良好, 符合标准安全性要求[24]。目前,

AK-0529被命名为“儿童呼吸道合胞病毒感染治疗中

的病毒抑制剂”, 正在进行Ⅱ期临床试验。

1.2.2 其他喹唑啉类结构 2015年, Medivir AB鉴定

了 3个系列的 6,6-杂环融合抑制剂, 其中心母核含有喹

Figure 6 The structures of compounds 10-14

Figure 7 The discovery of compound AK-0529 (16)

·· 601



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2020, 55(4): 597 −610

唑啉酮、喹唑啉或异喹啉 (化合物 17、18、19)。在喹唑

啉系列中, 吡唑并[1,5-a]喹唑啉-5 (4H)-酮在CPE测定

中表现出纳摩尔活性 (EC50 = 2.8 nmol·L-1); 然而, 该基

团也导致亲脂性增加 (clogP = 4.59)。另外异喹啉可以

与杂环螺环氧吲哚相连, 其中含有 4-嘧啶基取代的异

喹啉 (19) 活性较强, 在CPE测定中表现出纳摩尔活性

(EC50 = 0.20 nmol·L-1)[1]。

1.3 吡唑-嘧啶融合抑制剂

1.3.1 GS-5806及其衍生物 2014年, Gilead Sciences

通过对高通量筛选得到的抗病毒苗头化合物进行结构

优化发现了GS-5806, 它通过抑制病毒与宿主细胞膜

融合所需的F蛋白内融合前至融合后构象的变化来干

扰病毒融合过程, 从而阻止RSV进入宿主细胞[25]。关

键的结构改造是向中心吡唑并[1,5-a]嘧啶-2-氨基杂环

的转化和杂环上C-5位氨基吡咯烷的引入。在化合物

20的基础上, 通过结构优化得到了极性提高的吡唑并

[1,5-a]嘧啶-2-氨基化合物21 (图9), 但是亲脂性的中心

杂环使其代谢稳定性降低。引入 (S)-3氨基吡咯烷取

代基, 同时将甲基替换为氯原子得到GS5806 (化合物

22), 进一步提高了代谢稳定性和抗病毒活性 (RSV

A2)[7]。胺的碱性有利于增强溶解性, 使GS-5806更适

合于优选的口服/肠外给药途径。

在临床前评估中, GS-5806在 75个RSV-A和RSV-

B临床分离株中表现出相似的活性水平, 平均EC50值

为 0.43 nmol·L-1 [6]。在棉花大鼠的肺组织中, 生物利用

度和渗透性良好。GS-5806 在感染 RSV 株 M37 的健

康成年志愿者中, 每天口服一次, 显示出良好的安全性

和耐受性, 病毒滴度与疾病严重程度显著降低。目前

正处于Ⅱ期临床试验[26]。

随后, 专利文献公开了几类相关结构。例如, 2016年,

泰顺药业报道了吡唑并[1,5-a]嘧啶类化合物23; Janssen

公司公开了结构类似物, 代表性化合物为24和25[1]。

1.4 其他融合抑制剂

1.4.1 BTA-C585 2014年 , Biota公司基于 BTA9881

(化合物26), 通过骨架跃迁与取代基修饰发现了RSV F

蛋白抑制剂BTA-C585 (化合物 27)。其在HAE细胞实

验中能够有效抑制RSV-A2的复制 (EC50 = 8.4 nmol·L-1),

在体外实验中能够抑制临床分离株 RSV-A 和 RSV-B

的复制 (EC50 < 100 nmol·L-1), 在大鼠和犬体内的生物

利用度分别为 59%和 100%[27]。BTA-C585在 2018年 5

月30日已完成Ⅱ期临床研究, 未见进一步研究的报道。

1.4.2 MDT-637 2003 年 , Douglas 等[28]报道了一种

取代的双四唑-苯酚类融合抑制剂 VP-14637 化合物

Figure 8 The interactions of AK-0529 with RSV F protein main-

chain and side-chain atoms
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28) 的体外抗病毒作用 (EC50 = 1.4 nmol·L-1)。但 28的

口服生物利用度较差, 因此被开发为可直接递送至感

染部位的干粉吸入产品MDT-637[29], 可能的作用机制

是通过阻断关键蛋白-蛋白相互作用或 F蛋白复合物

内构象的变化, 抑制RSV诱导的细胞-细胞融合, 并与

RSV 感染细胞特异性结合[30], 从而抑制 RSV 进入细

胞。MDT-637的抗RSV活性在体外及临床前研究中

得以证实。Ⅰ期临床试验中, 该化合物表现出良好的

安全性和理想的药代动力学特征。

2 RSV聚合酶抑制剂

RSV 通过细胞表面受体结合的糖蛋白 (G 蛋白)

和融合蛋白 (F蛋白) 进入细胞。N蛋白结合RSV基因

组RNA形成左手螺旋N-RNA核糖核蛋白 (ribonucleo‐

protein, RNP) 复合物 , RSV 编码的 RNA 依赖性 RNA

聚合酶 (RNA-dependent RNA polymerase, RdRp, L 蛋

白) 以RNP复合物作为模板进行转录和复制[31]。因此,

可以通过破坏RSV聚合酶的活性来抑制RSV的复制。

2.1 核苷类RSV聚合酶抑制剂

目前大多数已批准的抗病毒核苷药物通过链终止

机制抑制病毒聚合酶, 其中核苷类似物被有效地整合

到正在延长的 DNA (或 RNA) 链中, 通过阻止随后的

核苷酸结合, 可以“链终止”病毒基因组复制。在结构

上, 链终止机制通常源于终止核苷类似物独特的糖修

饰, 其通常对特定类型的病毒聚合酶具有高度特异性。

RSV聚合酶的活性形式是由L和P蛋白组成的异二聚

体; L蛋白是负责RdRp功能的催化亚基。为了寻找有

效的核苷类RSV聚合酶抑制剂, 研究者更多地关注糖

修饰的核苷 , 这些核苷有可能通过链终止机制抑制

RSV聚合酶活性[32]。

2.1.1 ALS-8176及其衍生物 2014年, Janssen制药公

司经表型筛选发现了一种核苷类RSV聚合酶抑制剂

ALS-8176, 该化合物是通过对一系列 4'-胞嘧啶核苷类

似物进行药效和药代动力学性质筛选得到, 其中活性最

好的是ALS-8112 (化合物29, 图10, EC50 = 1.3 μmol·L-1)。

ALS-8176 (化合物 30, EC50 = 0.47 μmol·L-1) 是 29 的

3',5'-氧-二异丁酸酯前药, 在体内具有良好的生物利用

度并且能够较容易地转化为 29的 5'-三磷酸酯。通过

体外实验揭示了 29的活性三磷酸形式通过掺入链终

止机制抑制RSV聚合酶的活性[33]。一项针对健康成年

人的临床试验表明, 与安慰剂接受者相比, 在ALS-8176

治疗个体的鼻腔冲洗中, RSV载量降低了 73%～88%。

结果表明, RSV没有对ALS-8176产生耐药性, 并能有

效抑制RSV复制。2018年, Janssen完成了一项因毛细

支气管炎住院婴儿的Ⅰ期研究, 目前ALS-8176正处于

Ⅱ期临床试验[14]。

2015年, Gilead通过筛选具有天然核苷和C连接

碱基的 2'-脱氧-2'-氟核苷类化合物发现了一系列抑制

RSV 活性的 C 连接的腺苷核苷。其中化合物 31 对

Figure 9 The structures of compounds 20-22

Figure 10 The structures of compounds 29, 30
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RSV 聚合酶具有中等抑制活性 (IC50 = 0.6 μmol·L-1),

但无细胞水平的抗病毒活性。4'-氰基取代得到了活性

更好的抑制剂 32 (IC50 = 0.086 μmol·L-1), 但细胞水平

的抗病毒活性仍不高 (EC50 = 2 μmol·L-1)[34]。2018年,

ATEA公司公开了以 2'-脱氧-2'-氟-4'-甲基核苷为核心

的N-甲基-6-氨基嘌呤衍生物作为RSV聚合酶抑制剂。

ProTide磷酰胺前药 33在HAE细胞实验中可有效地抑

制病毒复制 (EC90 = 0.052 μmol·L-1), 并且无骨髓干细

胞毒性[1]。

2.1.2 GS-5734 2016年, 美国疾病控制和预防中心

与美国陆军传染病医学研究所合作, 通过筛选含有约

1 000个核苷和核苷磷酸酯类似物的化合物库得到了

具有体外抗 RSV 活性的化合物 GS-5734 (34, EC50 =

86 nmol·L-1)[35]。GS-5734可通过抑制RSV聚合酶催化

的 RNA 合成发挥抗病毒活性 , 它还能抑制埃博拉病

毒 (Ebola Virus, EBOV) 的RNA聚合酶活性, 目前正在

对健康志愿者进行多剂量的静脉注射研究, 以评估其

临床安全性和药代动力学。由于RSV RNA聚合酶与

EBOV RNA聚合酶催化亚结构域的序列和结构具有

高度同源性, 因此这种药物在体内活性测试中也可能

具有RSV抑制活性。

2.2 非核苷类RSV聚合酶抑制剂

由于 RSV聚合酶在病毒复制周期中发挥着重要

的作用, 近年来, 除了对核苷类RSV聚合酶抑制剂的

研究, 有关非核苷类RSV聚合酶抑制剂的报道也越来

越多。根据化合物的结构类型, 非核苷类RSV聚合酶

抑制剂可分为以下几种。

2.2.1 噻吩并氮杂䓬及相关骨架 2005年, Yamanouchi

制药公司通过对化合物库的大规模随机筛选最先报道

了基于硫代[3,2-d]苯并氮杂䓬结构的L蛋白变构抑制

剂 35 (YM-53403, 图 11), 它通过破坏RSV聚合酶的活

性来抑制RSV的复制[36]。虽然 35对RSV-A株相当有

效, 但对RSV-B株几无活性[37]。

2011年, Gilead公司为增加 35的抗病毒活性和改

善溶解性, 通过用吡咯烷基取代的烟酰胺替换联苯苄

酰胺基团得到化合物 36。2013年 , Astra-Zeneca通过

将螺环胺并入烟酰胺得到化合物 37[38] (AZ-27), 它通

过抑制RNA合成的起始阶段来抑制mRNA转录和基

因组复制[39]。在 37的大鼠药代动力学实验中, 气管给

药 5 min后, 肺组织中药量仅残留不到最高剂量的 5%,

这一结果影响了其进一步的研发[38]。

2017 年 , Pulmoides 公司用 2-氟-6-甲基苯酰胺取

代 37的环丙酰胺, 并且在烟酰胺的C-5位引入甲基得

到了候选药物 PC786 (化合物 38), 活性比 37 明显提

高。PC786已被证明可以通过抑制RSV聚合酶的活性

来抑制病毒基因组RNA复制和mRNA转录。它在人

上皮样 2型 (human epithelial type-2, HEp-2) 细胞的无

细胞酶测定和最小基因组测定中有效地抑制了 RSV

聚合酶活性 (IC50分别为 2.1和 0.5 nmol·L-1)[40]; 在人支

气管上皮细胞中也表现出持久的抗RSV作用, 在接种

病毒后的第 3天开始治疗, PC786呈浓度依赖性抑制

RSV-A2的复制, 病毒载量在第 6天降低到不可检测的

水平[31]。PC786可以混悬液形式肺部雾化吸入, 这种局

部给药成为治疗人类RSV感染一种新的潜在疗法。RSV

聚合酶抑制剂PC786目前正处于Ⅱ期临床研究中[31]。

在进一步的研发中, 用吲哚酰胺取代 2-氟-6-甲基

苯酰胺, 并通过引入 4-氟取代基得到了化合物 39, 其

抑制RSV-B亚型的活性得以提高[41]。

2.2.2 喹唑啉二酮衍生物 2014 年 , Matharu 等[42]通

过对喹唑啉二酮衍生物进行构效关系研究得到了活性

最好的化合物40 (图12, EC50 = 0.3 μmol·L-1), 并探究了

喹唑啉二酮衍生物的作用机制, 结果表明该类化合物

在RdRp测定中抑制了RSV聚合酶活性。

2.2.3 吡唑并氮杂䓬抑制剂 2016年, 乔治亚州立大

学的 Plemper课题组在高通量筛选中发现了含有中心

吡唑并氮杂䓬基团的非核苷类RSV聚合酶抑制剂[43]。

通过对约 5 000个化合物进行筛选得到化合物 41进行

下一步的研究, 虽然呋喃酰胺不适于修饰, 但苯酰胺的

取代改善了抗病毒活性和选择性指数 (化合物42)。

2.2.4 其他非核苷类 RSV 聚合酶抑制剂 2015 年 ,

Laganas等[44]报道了通过高通量RSV复制子实验筛选
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得到的化合物 43的特征, 发现 43只对 RSV-A亚型有

活性。突变分析实验得到两个L蛋白突变 (Y1631C和

I1413T), 并且显示对 43与 37有交叉耐药性, 表明RSV

聚合酶是该抑制剂的靶标[44]。

2016 年 , 博德研究所与阿斯利康合作发现了对

RSV-A亚型具有中等活性的先导化合物BRD3969 (化

合物 44), 它被证明可以抑制病毒复制, 但对RSV-B亚

型无活性[45]。然而, BRD9259 (化合物 45) 却对两种亚

型均有活性, 但对其SAR的研究较少。

2016年, Janssen申请了关于吡唑并嘧啶类RSV聚

合酶抑制剂的专利 (化合物 46), 但是没有公开详细的

作用机制。Alios也公开了结构不同的非核苷类RSV

聚合酶抑制剂, 其中含有三氟甲基醇基团的化合物 47

在酶促RSV聚合酶和基于细胞的复制子实验中具有

活性 (EC50 < 1 μmol·L-1)[1]。

3 核蛋白抑制剂

针对病毒核蛋白的 RSV抑制剂是一个有希望的

开发领域。RSV核蛋白 (N) 作为病毒核糖核蛋白 (RNP)

复合物的一部分, 对病毒的组装和复制至关重要[46]。

因此任何对N蛋白结构或功能的影响都极有可能对病

毒有害, 这使得N蛋白成为一个很好的抗病毒靶标。

3.1 RSV-604

2007 年 , Chapman 等[47]通过高通量筛选发现了

RSV604 (化合物 48, EC50 = 0.5～0.9 μmol·L-1), 它是一

种具有微摩尔活性可口服的苯二氮䓬类小分子药物。

RSV604在体外直接与 RSV N蛋白结合, 可以阻断病

毒RNA的合成和抑制释放病毒的感染性[46]。它被证

明对所有临床分离株RSV-A和RSV-B具有同等效力。

感染 24 h内给予RSV604, 在HAE细胞模型中病毒载

量显著降低[47]。RSV感染的干细胞移植患者进行的Ⅱa

期临床试验表明, 经RSV604治疗后, 血浆暴露量达到

90%的有效浓度 (EC90)。此外, 患者的病毒滴度降低,

Figure 11 The structures of compounds 35-39

Figure 12 The discovery of compound 40
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RSV感染症状也有所减轻。

3.2 EDP-938

2016年, Enanta制药公司报道了一种新型抑制剂

EDP-938。尽管 EDP-938 的结构尚未公开 , 但 Enanta

公开的一项专利中描述了一种用侧链芳香族连接的氨

基噁二唑取代的苯二氮䓬类化合物 49。EDP-938 在

CPE测定中对RSV-A Long和RSV-B WST菌株的EC50

值分别为53和72 nmol·L-1, 在含有14个RSV-A和11个

RSV-B的临床分离株中显示出广谱抗病毒活性, EC50

值在43～190 nmol·L-1之间。EDP-938目前正处于Ⅰ期

临床试验[48]。

3.3 ALN-RSV01

RNA 干扰是一种自然的生物过程 , 小干扰 RNA

(siRNA) 的长度通常为 19～23个核苷酸, 可以直接对

mRNA序列进行特异性降解, 导致相应蛋白的表达减少。

2008年, DeVincenzo等[49]报道了一种利用小干扰

RNA 技术发现的核蛋白抑制剂 ALN-RSV01, 它是一

种针对RSV核蛋白基因高度保守区域的 19个核苷酸

的小干扰 RNA (SiRNA), 通过阻断病毒核衣壳蛋白

(N) 的合成来抑制RSV的复制。在一项针对健康成年

人的感染研究中 , 鼻内注射 ALN-RSV01 显著降低了

RSV的感染率; 在对RSV感染的肺移植受者进行的Ⅱ期

临床试验中, 观察到这种 siRNA在降低闭塞性细支气

管炎综合征风险方面具有良好的安全性和耐受性[50]。

4 G蛋白抑制剂

G蛋白是一种黏附蛋白, 主要介导病毒和分布在

宿主细胞膜上的受体的结合与吸附。G蛋白的中心区

域包含一个由 13个高度保守的氨基酸组成的结构域

(图 13), 半胱氨酸绞索结构域与 4个连接 1-4和 2-3的

半胱氨酸部分重叠, 然后是一个高碱性肝素结合结构域

(heparin binding domain, HBD)。HBD 可能是大多数

细胞表面发现的硫酸乙酰肝素 (HS) 的附着位点[12]。

G蛋白介导病毒附着, 然而由于结构高度可变, 目

前尚不清楚该蛋白是否适合小分子的治疗性干预。

Figure 13 The diagram of G protein
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2015年, Evans等[51]采用高通量筛选发现了化合物 50,

突变体实验表明G蛋白是其分子靶标。50在感染后

的前 2 h内给药具有活性 (EC50 = 0.66 μmol·L-1), 但在

RSV感染的棉花大鼠模型中没有观察到活性。

5 选择性核输出蛋白抑制剂

以 RSV劫持的宿主蛋白为靶点以抑制复制是一

种很有前途的抗病毒策略, 因为靶向宿主蛋白降低了

耐药性的产生。核输出蛋白1 (nuclear export protein 1,

XPO1) 介导 RSV M 蛋白的核输出 , 是 RSV 组装和出

芽的关键。

2019年, Jorquera 等[52]报道了一种选择性的XPO1

抑制剂KPT-335 (化合物 51, IC50 = 0.96 μmol·L-1), 它可

通过 XPO1 表达降低、RSV M 蛋白核输出中断以及

NF-κB 信号通路失活的共同作用而抑制 RSV 复制。

KPT-335对RSV-A和RSV-B均有效, 在健康志愿者中

进行的Ⅰ期临床试验发现, KPT-335总体安全且耐受

性良好。

6 广谱抗病毒抑制剂

2019年, 清华大学药学院饶燏课题组通过“优势

结构”重定位策略发现了一种新型广谱抗病毒药物

RYL-634 (化合物 52)[53]。基于目前的抗病毒现状, 饶

燏课题组与娄智勇课题组合作, 利用之前在发展抗疟

疾Ⅱ型NADH脱氢酶 (NDH2) 抑制剂过程中构建的一

类 2位二芳基取代的喹诺酮类化合物作为基于表型的

筛选对象, 得到了一个活性最强的分子RYL-634, 这也

是喹诺酮类化合物在药物发现中作为一种优势结构的

体现。

进一步的研究发现 , RYL-634 对包括 RSV 在内

的多种对人致病的病毒具有很强或较明显的抑制效

果 (EC50 = 60 nmol·L-1), 对宿主细胞的毒性也在可接受

范围内。RYL-634与目前批准的抗病毒药物联用还具

有协同效应。经过耐药压力筛选, 未发现对RYL-634

耐药的病毒株产生。以上结果显示了基于RYL-634发

展新型抗病毒疗法具有很大的潜力。最终, 研究人员

通过一系列生化实验、药物亲和力相应的靶标稳定性

评价 (drug affinity responsive target stability, DARTS)

等方法确定了人的二氢乳清酸脱氢酶 (dihydroorotate

dehydrogenase, DHODH) 是RYL-634的一个抗病毒靶

点。除了 DHODH, 研究人员并不排除 RYL-634可能

通过其他途径发挥抗病毒作用, 对于其作用机制的进

一步研究和类药性质的优化还在进行中[53]。

7 抗体和疫苗

自从 20 世纪 60 年代第一次尝试接种 RSV 以来 ,

抗体和疫苗的开发一直是RSV药物发现的一个重要

领域。尽管Pavilizumab已经成功上市, 但因其疗效和

使用群体的有限性, 鼓励着研究者继续寻找新的生物

制剂。

目前研发中的抗体主要包括多克隆抗体、单克隆

抗体和纳米抗体。多克隆抗体 RI-001作为一种新的

候选高免疫 IVIG 产品 , 目前正在免疫抑制方面进行

Ⅱ期临床试验[9]。单克隆抗体是抗体研发中的主流方

向 , 主要有 REGN2222、MEDI8897、131-2G 和 Motavi‐

zumab, 其中 Motavizumab 是从 Palivizumab 发展而来

的第 2 代人源化 IgG1 单克隆抗体 , 它与 RSV F 糖蛋

白上 24 个残基的线性构象表位 FFL 结合。与 Palivi‐

zumab相比抗 RSV 活性更高 , 这表明 Motavizumab可

能是RSV治疗和预防的重要手段, 目前正在等待FDA

的批准[54]。ALX-0171是为治疗RSV感染而开发的第

1个纳米抗体, 能有效中和多个RSV毒株[55]。纳米抗

体的相对分子质量小且稳定性好, 使其能以鼻腔途径

给药, 这一优势也引发了研究者的关注。

尽管RSV疫苗的研发从未止步, 但由于免疫不成

熟和母体抗体的免疫抑制作用等原因使有效疫苗的发

现依然有很多障碍[56]。目前正在研制的候选疫苗主要

包括减毒活疫苗、亚单位疫苗、载体疫苗和纳米颗粒疫

苗[57]。最近, 美国国立卫生研究院Graham团队与德克
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萨斯大学奥斯汀分校研究团队合作发现了一种开发疫

苗的新技术: 基于结构的疫苗设计, 并获得了一个保持

RSV融合糖蛋白融合前构象稳定的候选疫苗 (DS-Cav1),

该研究验证了利用结构设计人RSV疫苗的可行性[58]。

8 总结与展望

RSV 感染引发的呼吸系统疾病给患者带来了沉

重的负担, 但是目前FDA批准用于其防治的药物只有

利巴韦林和 Palivizumab, 且两者都存在着明显的缺

陷。因此, 抗RSV药物的新靶标及新型抑制剂将是未

来持续的研究热点。当前抗RSV药物研发的途径主

要有基于结构的设计策略、对化合物库的高通量筛选、

基于相似性的虚拟筛选、表型筛选以及“优势结构”重

定位策略。

此外, RSV复制周期依赖于多种宿主蛋白和途径,

靶向关键宿主蛋白是一种研发有效抗RSV药物的替

代策略。这种方法的优点是出现RSV逃逸突变体的

可能性较低, 但主要的挑战是避免不希望的脱靶效应

或毒性。另外有多种途径可以考虑, 比如阻断RSV用

于进入宿主细胞的受体。

除了上述靶点如融合抑制剂、RSV聚合酶抑制剂

和核蛋白抑制剂外, 体外实验发现 SH蛋白很可能与

RSV的致病性有关, N蛋白-P蛋白相互作用及M2-1蛋

白在病毒转录和复制过程中也发挥着关键的作用, 在

以后的研究中应进一步加强对其作用机制的理解, 促

进抗RSV药物的研发。而且G蛋白的晶体结构尚未

得到, 一旦可用, 它将提供有关G蛋白同CX3CR1和其

他宿主蛋白相互作用的机制, 这有利于更好地理解抑

制模式以及为新型RSV抑制剂的研发提供帮助。

最后, 为了提高抗病毒效果, 应该探索具有协同作

用的多靶点、多位点抑制剂, 以减少RSV耐药突变株

的出现。同时, 应广泛运用药物化学领域的新策略、新

技术来提高新一代抗RSV药物发现的成功率。
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