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抗流感病毒药物靶标及其小分子抑制剂的研究进展
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摘要: 流感病毒 (influenza virus, IFV) 的暴发给人类的健康和生命造成了严重危害, 致病性禽流感病毒 (avian

influenza virus, AIV) 感染不断给人类带来致命性威胁, 给世界各国带来极大的恐慌。随着流感病毒生物学特征的

深入研究以及药物发现筛选技术的迅猛发展, 新一代抗流感药物靶点及其抑制剂被陆续发现, 为流感病毒的治疗方

案提供了更多的选择。本综述精选近几年最具代表性的研究实例, 从药物化学的视角总结了抗流感药物新靶标及

其小分子抑制剂的研究进展。
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Abstract: The outbreak of the influenza viruses (IFV) caused significant harm to our health and life. Human

infections caused by pathogenic avian influenza virus (AIV) have continually brought great panic and death threats

to people all over the world. With the in-depth study of the biological characteristics of influenza viruses and the

rapid development of drug discovery screening technology, a new generation of anti-influenza drug targets and

their inhibitors have been continuously discovered, providing more options for the treatment of influenza. From the

point of view of medicinal chemistry, this review summarizes and discusses current endeavours towards the discovery

and development of novel inhibitors and also provides examples illustrating new methodologies that contribute to

the identification of novel anti-influenza drugs.
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流感 (influenza或者 flu) 是由流感病毒 (influenza

virus, IFV) 引起的急性上呼吸道疾病。流感病毒属于

正黏病毒科 (Orthonlyxovoridae), 是一种单股、负链

RNA基因组病毒[1], 含有多种亚型, 其中甲型流感病毒

传染性较强, 是引起季节性或者大流行流感的主要病

毒。一旦高致病性的流感病毒在全球蔓延开来, 将会

造成严重的社会健康危机和生命损失。到目前为止,

有文献记载的流感大流行共有 5次: ① 1918年西班牙

H1N1型流感; ② 1957年亚洲H2N2型流感; ③ 1968

年中国香港 H3N2 型流感 ; ④ 2005 年 H1N1 型禽流

感; ⑤ 2009年H1N1型流感[2-4]。如今, 流感仍然对全

球人类的健康存在威胁, 根据最近的一项研究, 季节性
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流感影响了大约 20%的世界人口, 每年可造成 25万至

50万人死亡[5]。

流感病毒感染宿主细胞后的复制速度非常迅速,

其生命周期大体可分 8 个环节 : 吸附 (binding); 内吞

(endosome); 融 合 (fusion); 复 制 (replication); 翻 译

(translation); 装配 (assembly); 出芽 (budding) 和释放

(release) (图 1)[6]。目前, 对抗流感病毒的策略有两种:

疫苗和小分子抗流感药物。其中, 接种流感疫苗是预

防流感最有效方法, 研制新型、高速、高效、广谱的流感

疫苗一直是各国应对流感暴发的主要手段。现在主要

接种的流感疫苗是三价灭活疫苗和减毒活疫苗[7,8]。

但疫苗每年都需要重新配置, 以适应抗原变异, 并且其

研发周期长, 成本高, 这些缺点使得小分子药物成为防

治流感的主要手段。目前上市或处于临床阶段的抗病

毒小分子化合物主要包括特异性流感病毒抑制剂 (M2

离子通道阻滞剂、NA 抑制剂、PA 抑制剂和 PB2 抑制

剂) 和一些广谱抗病毒药物 (利巴韦林、硝唑尼特、盐

酸阿比多尔、法匹拉韦等)[9-11]。本综述根据流感病毒

生命周期中各靶点, 精选近几年研究实例, 从药物化学

的角度总结了靶向流感病毒小分子抑制剂的研究进展

和现状, 旨在使相关领域研究人员能快速把握流感病

毒抑制剂的发展动态并为他们寻找新的靶点或抑制剂

提供理论基础。

1 神经氨酸酶 (NA) 抑制剂

神经氨酸酶 (neuraminidase, NA), 别名唾液酸酶

(sialidase), 是嵌入流感病毒包膜表面的一种重要的功

能糖蛋白, 由病毒RNA的第 6节段负责编码[12,13]。NA

共有11个亚型 (N1～N11), 其结构是一个四聚体, 由头

部执行生物学催化功能: ① 促进子代病毒颗粒从宿主

细胞中释放; ② 阻止释放后子代病毒颗粒的聚集; ③

阻止病毒灭活, 促进病毒在呼吸道中的传播和进入呼

吸道上皮细胞, 在流感病毒的生命周期中发挥着关键

作用[14]。随着NA和NA与天然底物唾液酸的共晶体

结构相继解析[15], 酶活性位点与抑制剂的详细作用机

制也随之得到确认, 大大加快了新型神经氨酸酶抑制

剂 (NAIs) 的发现。

目前 , 已有 4 种药物被批准用于临床治疗 , 包括

扎那米韦 (zanamivir, ZAN, Relenza®)、磷酸奥司他韦

(oseltamivir phosphate, Tamiflu®)、帕拉米韦 (perami‐

vir1, Rapivab®) 和辛酸拉尼米韦 (laninamiviroctanoata,

Inavir®)。

1974年, Palese等[16]分析唾液酸在NA中发生催化

反应所产生的过渡态结构, 首次发现了一种唾液酸类

似物NA抑制剂Neu5Ac2en (1), 但进一步的活性研究

显示, 其体内排泄较快, 对感染小鼠仅有较弱的治疗作

用[17]。随着对 NA晶体结构研究的进一步深入, 1991

年, 扎那米韦 (2) 研制成功, 并于 1999年 7月获美国食

品和药品管理局 (FDA) 批准。2是1的类似物, 对大多

数甲型乙型流感病毒均有较高抑制效果, 但其口服生

物利用度较低, 需要通过鼻腔吸入才能获得较好疗效,

并且其合成较为繁琐, 生产成本较高[18,19]。紧随其后,

1996年, 奥司他韦 (3) 研制成功, 其磷酸化形式磷酸奥

司他韦 (4) 于1999年10月获FDA批准, 2001在我国获

准上市。相较 2、4的口服生物利用度大大提高, 成为

第一个口服抗流感药物[20]。4的体内外抗病毒试验数

据显示, 该药物对各种流感病毒株的复制和传播过程

Figure 1 Influenza A virus life cycle
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均有较好疗效, 并且毒性较低, 这使其迅速成为全球抗

流感病毒的一线药物, 但该药广泛使用使得对其耐药

的病毒株不断出现, 极大影响了疗效[21]。帕拉米韦 (5)

是具有羧酸、胍基和亲脂性侧链的环戊烷衍生物, 2009

年获 FDA 批准进入研发审批的快速通道 , 其在体外

和动物模型中具有广谱抗流感病毒活性, 抗病毒机制

与 4相同, 且疗效和不良反应也相似, 但由于生物利用

度低, 给药方式为静脉注射[22,23]。辛酸拉尼米韦 (6) 是

拉尼米韦 (7) 的前药 , 2010 年于日本上市 , 用于治疗

甲型和乙型流感病毒引起的感染, 并且该药对 4的耐

药株也有较好抑制作用, 其最大优势是可在肺部停留

较长时间 , 每周只需吸入一次就可有效的抗季节性

流感[19,23]。

现在临床上已经出现了对这 4种药物具有耐药性

的各种突变株[18-20,22], 例如H1N1或H5N1的H274Y亚

型和H3N2-E119V亚型流感病毒是最常见的NA突变

株, 它们对 2敏感而对 4耐药, 因此严重限制了口服药

物 4的临床应用[24-26]。对于 H5N1-H274Y 突变株 NA,

H274Y的突变是对 4耐药的分子基础, 该突变株中组

氨酸残基突变为酪氨酸残基扰乱了Glu276的亚甲基

形成的疏水口袋, 从而阻碍配体 3与结合口袋发生疏

水性结合[27]。因此, 迫切需要开发新一代用于治疗流

感的NAIs。

以 4种上市药物为先导化合物, 通过各种药物化

学策略提高活性与抗耐药性是目前抗流感病毒药物的

主要研究方向。Shie等[28]依据生物电子等排体策略发

现了扎那米韦 (2) 的磷酸类似物 8和 9。相较于 2, 它

们对H1N1、H1N1-H274Y、H3N2和H5N1的抑酶活性

和细胞活性有显著提高, 且细胞毒性仍然很小。分子

对接显示: 磷酸基团比羧酸基团多一个羟基, 磷酸基团

在活性位点能形成更多的氢键, 大大提高了与NA催

化中心的结合力, 使 2的羧基被磷酸基团取代后活性

得到提高。但后续他们再将帕拉米韦 (5) 的羧酸替换

为磷酸时, 发现化合物 10的抑酶活性和细胞活性均不

如 2、4和 5, 原因可能是 5和 10中环戊烷环骨架的柔性

太大, 磷酸基的引入限制了优势构象的形成。为了降

低环戊烷母环骨架的柔性, 在环戊烷骨架中引入双键

得到化合物 11。其抑酶活性、细胞活性的确比 10提高

了很多, 并与2、4和5相当[29]。

自 NA活性中心周围的 150腔和 430腔相继被发

现后, 越来越多的研究开始靶向这两个新位点。2014

年, Xie等[30]在 4的C-5位氨基上引入取代苄基进行多

样性修饰, 得到了两个具有明显N1选择性抑制作用的

高活性化合物 12和 13, 它们对N1 (H5N1-1220) 的 IC50

值分别为1.9和2.1 nmol·L-1; 对N2 (H9N2-S2) 的 IC50值

分别为 580和 210 nmol·L-1。分子模拟显示 12和 13的

联苯甲基和噻吩联苯甲基可以很准确地嵌入到 150

腔, 与NA双位点结合的设计思路完全吻合, 通过形成
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与 150腔的附加作用力, 进而提高抑制 group-1 NAs的

活性。同时该额外作用也补偿了 4和其耐药株H5N1-

H274Y之间减弱的作用力, 该研究为进一步设计双位

点结合型流感病毒NAIs奠定了基础。

2018年, 本课题组结合上述化合物继续对 4进行

修饰, 同样运用多位点结合策略, 保持奥司他韦母核及

5-位氨基苄基优势取代基不变, 针对150腔位点进行特

异性的修饰, 发现 14和 15对 group-1和 group-2流感病

毒 NAs均具有很高的抑制活性, 特别是对 09N1、N2、

N6和N9亚型的抑制效果, 比 4分别高出 6.8～12.5倍

和1.2～3.9倍 (图2)。它们对N1-H274Y和N2-E119V变

异株的抑制活性也均高于 4。在细胞水平的抗病毒活

性实验中, 它们也表现出了同等或优于 4的抗病毒活

性。分子动力学模拟研究发现 14同时占据了催化中

心和 150腔, 其 4骨架部分与阳性对照 4重叠良好, N,

N-二乙胺基苯基部分与 150腔通过氢键作用、疏水性

和范德华力相结合, 使化合物增强了 14与NAs的亲和

力。初步的成药性评价显示: 14具有较低的体内外毒

性 (1 g·kg-1的剂量对小鼠灌胃后无毒性表现 , CC50 >

200 μmol·L-1) 和较高的 HLM (t1/2 > 145 min, 60 min

remaining: 82.7%)及人血浆 (120 min remaining: 120.7%)

中的代谢稳定性。此外, 14还表现出较好的体内 (鸡

胚) 抗病毒活性[31]。

同时, 为提高奥司他韦 (3) 衍生物对N1-H274Y突

变株的抑制活性, 本课题组基于构效关系并通过取代

基的多样性修饰对 3 进行结构优化 , 继续修饰其 150

腔。活性结果显示: 化合物 16 和 17 对 H5N1、H5N2、

H5N6和 H5N8表现出了同等或优于 3的抗病毒活性,

此外, 在抑酶实验中, 17对N1、N8、N1-H274Y的抑制

作用比3高5～86倍, 与2相当。分子动力学 (MD) 模拟

和自由能计算结果表明, 17具有比 4更高的NAs亲和

力, 主要归因于 17与NAs形成的额外范德华力相互作

用和形状的互补性, 17除了与催化中心相互作用外, 其

二苯基硫醚基团还与 150腔之间存在额外相互作用。

化合物 17 在 HLM (t1/2> 145 min, 60 min remaining:

100.6%) 和人血浆 (120 min remaining: 91.58%) 中的

代谢稳定性非常高, 在大鼠体内药代动力学测试中也

显示出良好的口服生物利用度 (10.30%)。另外, 在体

内 (鸡胚) 抗病毒活性实验中, 化合物 17抗H5N2型禽

流感病毒的活性优于4[32]。

此外, 本课题组还靶向 430腔对 4的C-1位羧基进

行修饰, 发现了一个活性突出的化合物 18, 酶和细胞

水平上它对 H5N1 和 H5N6 亚型毒株的抑制效果与 4

相当。鸡胚中的抗病毒实验显示, 18对H5N1毒株的

敏感性不高, 但在 10 mmol·L-1的浓度下, 对H5N6毒株

的抑制效果优于4[33]。

2019年 , 本课题组基于前期对 430腔和 150腔化

学空间的探索 , 以 3 为先导化合物 , 采用分子杂合策

略, 通过修饰 3的C-1位羧基和C-5位氨基, 设计合成

了一系列新型的同时靶向NAs催化中心、150腔和 430

腔的三位点结合型奥司他韦衍生物。其中, 化合物 19

活性较好 (图 3), 对H5N1和H5N1-H274Y的 IC50值为

0.044 和 1.40 μmol·L-1, 均优于 4 (IC50 分别为 0.067 和

2.15 μmol·L-1), 对H5N1的细胞水平的抗病毒活性EC50

值为0.66 μmol·L-1, 也略优于4 (EC50值为0.82 μmol·L-1),

此外 , 19 在最大测试浓度下 (200 μmol·L-1) 未显示明

Figure 2 The structures of compounds 14, 15
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显的细胞毒性, 小鼠灌胃给药也进一步验证了 19的低

急性毒性[34]。

2 M2离子通道阻滞剂

M2离子通道在流感病毒感染初期起着重要作用,

该通道是一种同源四聚体的Ⅲ型跨膜蛋白, 由 4个M2

单位组成, 每个单位含有 97个氨基酸残基[35]。M2离

子通道的主要功能是转运质子, 诱导病毒膜与内小体

膜融合。当受体介导的内吞完成后, M2离子通道会将

质子从内吞后形成的内小体中转运到病毒内部, 导致

病毒内部酸化, 启动血凝素介导的膜融合, 将病毒核糖

核蛋白 (vRNP) 复合物释放到胞浆中, 启动随后的病

毒复制程序。M2离子通道阻滞剂通过与离子通道的

内部结合, 阻断质子的流入, 从而阻止血凝素介导的膜

融合来发挥作用。

FDA批准的第一批治疗 IAV感染的抗病毒药物是

金刚烷类, 包括金刚烷胺 (20, amantadine) 和金刚乙胺

(21, rimantadine)。它们可以阻断M2膜蛋白离子通道,

进而阻止M1蛋白与核糖核苷蛋白的解离, 导致甲型

流感病毒 RNA 的复制进程无法启动来达到治疗效

果[36,37]。由于M2蛋白仅存在于甲型流感病毒的膜蛋

白中, 故这类药物属于甲型流感病毒特异性抑制剂, 对

乙型流感病毒无效, 但此类药物的长期、广泛、大量使

用, 导致多数甲型流感病毒产生了严重的耐药性[38,39]。

目前, 在可传播病毒株中发现的3个主要突变是L26F、

V27A和 S31N, 其中, S31N是 95%以上耐药病毒变异

位点[40,41]。此外, 长期服用该类药物可能产生较严重

的中枢神经系统不良反应, 因此, 美国疾病预防与控制

中心 (CDC) 不再建议使用M2离子通道阻滞剂来治疗

甲型流感[42]。

为解决相应的耐药性问题, 科研人员一直努力通

过晶体学、NMR结构分析和分子动力学模拟来研发新

型M2通道抑制剂。随着M2蛋白与 20和 21的多个共

晶体结构被解析, 其耐药机制也随之被阐明[43]。目前

最多的修饰方法是向金刚烷骨架增添一些附加基团作

为抑制剂“弹头”,“弹头”可以有效增大抑制剂的分子

体积, 更有效的填充结合位点, 从而增强对野生和突变

型M2离子通道阻滞作用[44,45]。

2011年, Wang等[46]使用计算机辅助设计发现伯胺

化合物 22 对野生型、M2-V27A 和 M2-L26F 突变型

均具有良好的抑制活性, 其 IC50值分别为 18.7、0.3和

Figure 3 Discovery and structure of compound 19
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5.6 μmol·L-1, 抑制活性与 20 对野生株的抑制活性相

当, IC50值为15.7 μmol·L-1。

2014年, Rey-Carrizo等[47]发现了一种具有多环支

架结构的吡咯烷衍生物 23, 其空间结构与金刚烷胺

骨架类似 , 通过双电极电压钳法检测证实它具有微

摩尔级的野生型 M2、M2-V27A 和 M2-L26F 突变型

抑制活性, IC50分别为 18、0.7和 8.6 μmol·L-1, 细胞水平

的抗病毒活性测试证明, 化合物 23对H1N1的抑制效

果 (EC50 = 1.8 μmol·L-1) 明显优于阳性药物 20 (EC50 =

30 μmol·L-1)。

2017 年 , Barniol-Xicota 等 [44]根据对金刚烷胺对

V27A 突变株耐药性机制的阐明 , 设计合成了一系

列新型金刚烷胺基哌啶化合物 , 其中化合物 24

(EC50 = 0.14 μmol·L-1) 活性最突出 , 与 20 相当 (EC50 =

0.14 μmol·L-1)。细胞水平的抗病毒活性测定和双电极

电压钳技术测定证实它们为野生型和M2-V27A突变

型双重抑制剂。

Li等[48]通过对之前发现的一些 S31N抑制剂[41,49]

进行多样性修饰, 在金刚烷胺疏水骨架中加入极性取代

基, 增加类药性, 发现化合物 25具有亚微摩尔级的抑

制活性 (EC50 = 0.4 μmol·L-1), 后续又得到一种含有异噁

唑取代基的金刚烷胺类化合物26, 对多种甲型流感病毒

(M2-S31N突变型、奥司他韦敏感型和耐药型) 都具有

亚微摩尔级的抑制活性 (EC50 = 0.1～0.2 μmol·L-1)[45]。

最近, 该团队又对之前活性较好的化合物进行体外药

代动力学研究发现了抑制剂 27, 其抗病毒活性强, EC50

为 0.8 μmol·L-1, 体外 PK性质良好, 在小鼠和人肝微粒

体中的 t1/2值均大于 145 min, 在Caco-2细胞中具有较

高的通透性, 且不抑制CYP的 5种亚型, 与奥司他韦也

具有较强的协同作用[50]。

3 血凝素 (HA) 抑制剂

与 NA 一样 , HA 也是流感病毒表面一种重要的

糖蛋白, 含有多种亚型, 主要功能是识别宿主表面的唾

液酸受体, 促进病毒进入宿主细胞。近年来, 靶向HA

介导的膜融合新策略获得了众多科研者的关注。在病

毒表面 , 成熟的 HA 通常是以同源三聚体形式存在 ,

HA0 是 HA 的前体 , 糖基化后裂解形成 HA1 和 HA2,

随后 HA2 发生构象变化 , 导致病毒与目标细胞膜的

融合, 释放体内遗传物质, 感染宿主细胞[51]。目前还没

有 FDA 批准上市的 HA 靶点药物 , 但临床研究中前

景较好的有阿比多尔 (28, aribidol)[52]和硝唑尼特 (29,

nitazoxanide)[53], 二者分别在美国进行Ⅳ期临床研究和

Ⅲ期临床研究。

28 是一种吲哚骨架化合物 , 具有广谱抗病毒活

性 , 对多种甲型、乙型流感病毒株都具有良好疗效 ,

EC50值为 12.9～30.9 μmol·L-1。最近的研究表明, 该药

物作用于 HA 茎部保守区域 , 距离融合肽大约 16 Å

(1Å = 1×10-10 m), 通过与结合位点发生疏水作用而稳

定HA, 抑制膜融合。此外, 阿比多尔对多种耐药株都

具有敏感性, 并且临床研究期间没有从患者中分离到

该抑制剂的耐药株, 是一个非常有开发前景的药物[54]。

2017 年 , 28 作用于血凝素的晶体结构得到解

析[54], 依据结构数据, Wright等[55]采用基于结构的药物

设计策略 , 对 28 晶体结构附近的一个水分子进行取

代, 设计了一系列阿比多尔衍生物, 其中化合物 31活

性最好 (图4), 亲和力相比先导提高了将近500倍。

硝唑尼特是一个前药, 在体内转化为活性形式替

唑尼特 (30, tizoxanide) 发挥作用, 对甲型流感病毒具有

广谱的抑制效果, IC50为0.9～3.2 μmol·L-1, 与大多数HA

抑制剂的作用机制不同, 硝唑尼特是通过选择性的阻

遏病毒血凝素的成熟而在翻译后阶段起作用。同时, 该

药物还表现出联合用药作用, 与扎那米韦联用后联合

指数 (combination index, CI) 为 0.3～0.48 μmol·L-1, 与

奥司他韦联用后联合指数CI为0.18～0.3 μmol·L-1 [56]。

2014年, Basu等[57]运用假病毒的高通量筛选方法
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(high-throughput screening assay) 对一个含有100 000个

小分子的化合物库进行筛选, 得到了两个活性突出的抑

制剂32和33, 对H1和H5亚型都有良好的抑制效果, IC50

值分别为 0.3～0.45 μmol·L-1 和 3.6～5.9 μmol·L-1 [58]。

作用机制研究发现二者为流感病毒进入抑制剂, 鸡红

血细胞溶血实验 (cRBCs) 和单克隆抗体竞争实验证明

它们结合在HA的茎部区域, 通过抑制HA介导的膜融

合而阻止病毒复制。

1999年, Plotch等[59]对化合物库进行细胞水平的

抗病毒活性筛选, 发现了苗头化合物 34 (图 5), IC50为

6 μmol·L-1。对其进行进一步结构优化得到化合物 35,

抗病毒活性得到大幅度提高, IC50为 0.3 μmol·L-1, 细胞

水平的抗病毒活性测试结果显示, 35对H5N1毒株的

EC50 值为 27.03 μmol·L-1, 分子模拟和 cRBCs 实验显

示 , 化合物 35 作用于靠近融合肽的 HA2 茎部保守

区域, 以血凝素跨膜亚基HA2介导的膜融合步骤为靶

点, 干扰HA的构象变化, 阻碍膜融合[60]。最近, Leiva

等[61]对 35进行结构优化, 利用氨基取代酰胺基, 同时

替换芳香环上不同取代基设计了一系列化合物, 其中

化合物 36活性最好。细胞水平的抗病毒活性测试显

示对H1N1的EC50为 4.6 μmol·L-1, HA结合实验和分子

动力学模拟证明 36作用于HA2茎部区域并与阿比多

尔的作用位点部分重叠。

2018年, van Dongen等[62]利用一个小蛋白HB80.4[63,64]

模拟CR6261[65]进行竞争性实验, 再用AlphaLISA技术

对一个容量约 500 000 的小分子化合物库进行筛选 ,

初步选出 9 000个活性化合物, 剔除假阳性后, 选出一

个苄基哌嗪类苗头化合物 37 (图 6), 其抑制 H1N1 A/

California/07/2009 (H1/Cal) 和 H5N1 A/Vietnam/1203/

2004 (H5/Viet) 的 IC50值分别是 1.39和 13.06 μmol·L-1。

以 37为先导化合物, 在苯基的苄位引入一个酯基, 用

苯并噻唑环替换炔基, 发现了 38, 对 H1到H5亚型流

感病毒都有较高的抑制能力, 并且对MDCK细胞没有

毒性。但体外药物代谢及药代动力学评价发现, 38的

代谢稳定性、溶解度都很差, 而且肝微粒清除率很高,

可能是甲酯和苯并噻唑不稳定所致, 将其替换为苯并

噁唑得到 39, 肝微粒稳定性有所提高; 随后又用乙酰

胺基优化得到四氮唑化合物 40, 肝微粒稳定性和溶解

度都有较大提升, 体内暴露量也较好, 口服生物利用度

约为 30%, 动物实验表明, 口服 40可以帮助小鼠抵御

致命剂量的流感病毒攻击。对不同病毒株进行抗病毒

实验, 结果显示, 40选择性地对 group 1型病毒抑制, 通

过解析 40与 HA 的晶体结构发现, 其作用位点是 HA

茎部 HA1-HA2界面保守区域 (图 7), 机制研究表明 40

通过抑制低 pH诱导的HA2构象变化, 阻止病毒释放内

部遗传信息, 抑制病毒膜与细胞膜融合来发挥作用[62]。

2018 年 , Zhao 等[66] 通 过 对 一 系 列 吡 那 明 类

(pinanamine) 抗病毒药物进行多样性修饰 , 发现了一

个新颖的HA抑制剂 41, 由于其结构与一些报道过的

M2-S31N抑制剂非常相似, 最初认为该化合物是通过

阻滞M2离子通道来抑制病毒复制, 然而通过将 41作

为化学探针进行电生理实验探究作用机制时发现, 其

真正作用位点是HA2亚基上的一个新的结合口袋, 通

Figure 5 Discovery and structural optimization of 34-36

Figure 4 Structure-based optimization based on the X-ray structure of Arbidol bound to influenza virus hemagglutinin (PDB code 5T6N)
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过“锁定”HA2的弯曲状态来抑制构象变化发挥作用,

进一步的分子动力学模拟和血凝试验也验证了此结

论。这项工作发现了一个新的结合位点并阐述了小分

子与HA蛋白相互作用的机制, 表明这一较保守的口

袋可能成为抗病毒药物设计和开发的新靶点。

4 病毒聚合酶复合物抑制剂

流感病毒聚合酶由碱性聚合酶 1 (polymerase

basic 1, PB1)、碱性聚合酶 2 (polymerase basic 2, PB2)

和酸性聚合酶 (polymerase acidic, PA) 3种蛋白组成。

聚合酶复合物“捕获”细胞mRNAs的帽状结构, 并利用

它作为启动转录的引物, 进行转录。在这种独特的抓

帽过程中, PB2与宿主前mRNA的帽子结合, PA通过

其核酸内切酶活性从N-末端 5′-帽子处切割约 10～14

个核苷酸序列, 然后PB1以 vRNA作为模板, 连续地将

核苷酸添加到裂解后的帽子引物上[67,68]。此外, 聚合

酶复合物还利用互补RNA (cRNA) 作为复制中间体进

行引物独立合成。流感病毒聚合酶三聚体在病毒复制

过程中发挥了关键作用, 成为抗流感病毒药物设计的

研究热点。

核苷碱基类似物法匹拉韦 (42, Favipiravir, T-705)

是一种针对 RNA 依赖性 RAN 聚合酶 (RdRp) 的抗病

Figure 7 The binding mode of compound 40 (PDB 6CFG)

Figure 6 Structural optimization of 37-40
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毒药物, 其抗病毒机制是在人体内转化为三磷酸活性

形式发挥作用, 作为流感病毒竞争性聚合酶抑制剂。

该药物已被证明对流感病毒株具有广谱抗病毒效果,

包括金刚烷胺和奥司他韦耐药株, 已于 2014年在日本

批准用于流感治疗, 随后在欧美获批进行临床试验, 目

前已进入Ⅲ期临床试验阶段[69]。VX-787 (43) 是一种

首创的流感病毒PB2抑制剂, 特异性作用于甲型流感,

且适合口服[70]。Ⅱ期临床研究表明, VX-787在甲型流

感病毒感染的病毒学和临床评测方面具有非常好的表

现[71]。2018年由盐野义制药公司和罗氏共同开发的

小分子 PA抑制剂Baloxavirmarboxil (44, S-033188) 分

别于 2018年 2月和 2018年 10月先后在日本和美国上

市, 商品名Xofluza, 用于治疗甲型和乙型流感, 并对奥

司他韦耐药株有效。其疗效显著, 只需要一次服用一

片就可以达到抑制流感病毒的效果[72], 最新研究显示

I38T突变是病毒对此药产生抗性的主要原因, 而不是

之前认为的流感病毒内切酶抑制剂的主要耐药突变

E119D[73]。此外, 日本盐野义制药公司开发的另一个

PA抑制剂AL-794 (45) 也于2016年获批进行Ⅰ期临床

研究[70]。

为了发现新颖的强效 PA 内切酶抑制剂 , 2016

年 , Credille 等[74] 采用基于片段的药物发现策略

(FBDD) 对一个含有大约 300 个分子的金属结合片

段库进行筛选 , 发现焦袂康酸 (pyromeconic acid) 骨

架是一个对 PA 有效的配体。随后, 在初期构效关系

研究的基础上 , 运用片段生长和片段杂合策略对焦

袂康酸骨架进行修饰 , 最终得到一个抗病毒活性良

好的化合物 46 (图 8), 其抑制内切酶活性的 IC50 值

为 14 nmol·L-1, MDCK 细胞水平抗病毒活性 EC50 为

2.1 μmol·L-1, CC50为 280 μmol·L-1。

PB2、PB1 和 PA 蛋白都是病毒聚合酶复合物的

组成部分[75], 因此, 干扰蛋白质与蛋白质的相互作用

(PPIs) 为开发新的抗病毒药物提供了可能。目前, 以

PA-PB1 相互作用为靶标的 PPIs 抑制剂研究最为广

泛[76]。PB1的N-末端结构域的 3个 α-螺旋与由 PA的

C-末端结构域的 4个 α-螺旋和两个 β-发夹结构域形成

的口袋会发生相互作用[77], 基于此 , Muratore 等[78]通

过虚拟筛选和 ELISA 分析测试方法发现了两个对

PA-PB1 相互作用有干扰的化合物 47 和 48。其中化

合物 47 对多种甲型和乙型流感病毒都具有抗病毒

活性 , EC50值为 12.2～22.5 μmol·L-1。化合物 48 对 A/

California/7/9和 A/Parma/24/09菌株的作用较弱, EC50

分别为 75.5 和 82.2 μmol·L-1。为了提高 48 的细胞活

Figure 8 Fragment-based identification of PA endonuclease inhibitor 46 from a metalloenzyme-focused library
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性, 后续又以化合物 48为先导进行结构多样性修饰得

到环七噻吩-3-羧酰胺骨架化合物 49, 抗病毒效果得到

显著增强[79]。2017 年 , Desantis 等[80,81]继续对环七噻

吩-3-羧酰胺骨架进行修饰, 得到化合物 50和 51, 其对

PA-PB1 作用较弱 , 但细胞水平的抗病毒效果较强 ,

EC50分别为 0.18和 0.26 μmol·L-1。进一步研究证实 51

是通过干扰病毒 RdRP 的两个亚基 PA 和 PB1之间的

蛋白质相互作用而抵抗流感病毒, 并且不易导致病毒

耐药[82]。

同样的 , Tintori等[83,84]通过高通量对接研究也发

现了两个 PA-PB1抑制剂 52和 54, 根据结构对 52进一

步优化得到化合物 53, 其对 A/PR/8/34毒株抑制活性

EC50为 3.5 μmol·L-1, 但这些化合物的体内抗病毒活性

未见进一步报道[85]。

2018年, Zhang等[86]运用分子对接对一个小分子

化合物库进行筛选, 得到苗头化合物后又运用多组分

反应策略进行优化, 最终发现 PA-PB1抑制剂 55具有

广谱抗流感病毒活性, 其中包括金刚烷胺和奥司他韦

耐药株, EC50为 0.6～2.7 μmol·L-1。值得注意的是, 该

化合物在药物选择压力下并未出现耐药性, 值得进一

步研究。

除PA-PB1相互作用外, PB1-PB2相互作用也可成

为PPIs抑制剂的靶点。2017年, Yuan等[87]采用ELISA

筛选方法对大约950个小分子的化合物库进行筛选, 随

后对得到的苗头化合物及类似物进行进一步抗病毒筛

选, 最后发现一个靶向于 PB1-PB2相互作用的小分子

抑制剂56, 其EC50为1.4 μmol·L-1, CC50 > 500 μmol·L-1。

体外ELISA分析、分子对接以及微型复制子检测方法

证实, 化合物 56在不同病毒亚型的作用位点都为保守

区域, 通过阻断 PB1-C端和 PB2-N端的相互作用来抑

制病毒复制。

5 病毒核蛋白 (NP) 抑制剂

核蛋白 (NP) 是病毒复制过程中产生的最丰富的

病毒蛋白之一。在病毒生命周期中 , NP与流感病毒

RNA和聚合酶亚基 (PB1、PB2和 PA) 结合, 参与形成

病毒核糖核蛋白复合物 (vRNPs), 它还涉及 vRNPs的

核引入、复制和输出[88,89]。由于NP在病毒复制中的重

要作用, 近几年已成为抗病毒药物开发的热点。

萘普生 (57, naproxen, 图 9), 一种上市的非甾体抗

炎药物, 已被验证可通过抑制NP与RNA的结合来对

抗甲型流感病毒, 其体外试验和体内试验对H1N1和

H3N2毒株都表现出了良好的抗病毒效果, 在细胞 8次

传代后也未发现耐药株。表面等离子体共振实验和单

点突变实验表明, 57可靶向 NP的 RNA 结合槽, 阻止

NP与病毒RNA的相互作用来抑制病毒复制[90,91]。57

及其进一步修饰产物已成为抗炎和抗病毒的双靶点抑

制剂[92]。基于此, Tarus等[93]通过片段延伸策略和分子

动力学模拟进一步设计了一系列萘普生类似物, 其中

化合物 58 和 59 对靶点亲和力较为突出 , IC50分别为

1.1和 0.32 μmol·L-1。对其作用位点研究发现, 58和 59

与结合位点周围氨基酸残基R152和R355形成了两个

盐桥, 而萘普生只与R361形成一个盐桥, 这可能是 58

和59相较于57亲和力增加的原因 (图10)。最近, 该团

队又对化合物 59做了进一步修饰, 并进行了细胞水平

的抗病毒实验, 结果显示衍生物 60相较于化合物59活

性得到大幅度提升, 机制研究推测, 这些化合物不仅阻
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碍了NP-RNA的相互作用, 还可以阻碍NP与聚合酶的

结合[92]。

Nucleozin (61) 是一种 NP抑制剂, 同时被多个团

队通过细胞抗病毒筛选而发现[94,95]。它可以抑制病毒

核蓄积, 在流感病毒生命周期的早期和晚期都有抑制

作用, 但在小鼠肝脏微粒体中的水溶性和代谢稳定性

较差[88]。Gerritz等[94]以 61为先导化合物进行结构修

饰发现了两个活性较好的化合物 62 [EC50 (H1N1) =

0.04 μmol·L-1, EC50 (H5N1) = 0.07 μmol·L-1] 和化合物63

[EC50(H1N1)=0.07μmol·L-1,EC50(H5N1)=0.04μmol·L-1],

其活性相较于先导 [EC50 (H1N1) = 0.17 μmol·L-1, EC50

(H5N1) = 0.15 μmol·L-1] 提高了1～3倍, 且溶解度和稳

定性均明显提高。当剂量超过 10 mg·kg-1时, 化合物

62能充分保护小鼠免受流感病毒所致的死亡。动态

光散射分析和X射线共晶结构的模拟实验证实, 它们

的作用机制是抑制NP低聚物的合成来抵抗病毒。

2012 年 , Cheng 等 [95]通过骨架跃迁和生物电子

等排体策略也设计了一系列Nucleozin类似物, 其中化

合物 64 活性最突出 , IC50 为 0.5～4.6 μmol·L-1, 与

Nucleozin活性相当 (IC50 = 0.15～3.87 μmol·L-1), 同时

Figure 10 Structures of 57-59 bound to nucleoprotein (NP) of influenza A virus

Figure 9 The structures of compounds 57-60
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对金刚烷胺和奥司他韦耐药株的 IC50也低至亚微摩尔

级别。

2016年 Liao等[96]还发现了一个 NP抑制剂 65, 与

Nucleozin有类似的作用机制, 对H1N1和H3N2的 IC50

分别为 0.27和 0.46 μmol·L-1, 小鼠的药代动力学研究

表明, 该抑制剂半衰期大于 4 h, 生物利用度大于 20%,

具备一定类药性。

病毒感染宿主细胞后 , 其病毒核蛋白 (vRNP) 的

输出主要是由输出蛋白 1 (XPO1) 与连接在 vRNP的其

他核输出蛋白相互作用完成, XPO1的抑制可导致流

感病毒复制的减少。基于此 , Perwitasari等[97]研制出

一个XPO1的选择性抑制剂 66, 它对甲型和乙型流感

病毒的复制均有较强的抑制效果 , 包括大流行的

H1N1 病毒 , 高致病型的 H5N1 毒株和最近出现的

H7N9毒株, EC50都低于微摩尔水平, 药物的小鼠体内

试验也证实其对H1N1和H3N2病毒有效。

2015年, Kakisaka等[98]通过对一个含有 50 000个

分子的化合物库进行抗A/WSN/33 (H1N1) 病毒筛选,

发现了一个苗头化合物 67, 对多种甲型流感病毒具有

良好的抗病毒活性, IC50为 0.4～0.63 μmol·L-1。机制研

究证明其作用于NP口袋中由RNA结合沟、NP二聚体

界面和核输出信号 3 (NES3) 三部分组成的一个功能

区。体内试验证实, 当小鼠腹腔注射 67为 10 mg·kg-1

时, 对感染致死剂量A/WSN/33 (H1N1) 的小鼠保护率

为 25%。但 67体内药效低于磷酸奥司他韦, 可能是水

溶性差和血浆蛋白结合率过高导致。

2018年, Huang等[99]利用同样的筛选方法对一个

含有 20 000 个化合物的分子库进行筛选 , 发现 68 对

H1N1和 H3N2病毒株抗病毒效果较好, IC50为 0.41～

1.41 μmol·L-1。进一步研究证实, 该化合物作用位点与

67类似, 是NES3区域以及NP二聚体界面。体内试验

结果表明, 68在体内能有效地保护小鼠免受流感病毒

感染。最近, Sethy等[100]也筛选出了先导化合物 69, 抗

甲型流感病毒 H1N1 的 EC50是 2.84 μmol·L-1, 选择性

指数 SI 为 30, 进行结构修饰得到化合物 70, EC50 为

0.14 μmol·L-1, 选择性指数SI > 785。

White 等[101]采用超高通量 (ultrahigh throughput

screen) 筛选方法发现了一个苗头化合物 71, 抑制

H1N1A/WSN/1933 的 IC50是 0.02 μmol·L-1, 抑制 H1N1

A/California/04/2009的 IC50为 27.43 μmol·L-1。机制研

究显示, 71可以诱导NP聚集, 相比在 vRNP结构中处

于寡聚态的NP, 它对单体NP具有更高亲和力。根据

构效关系进行优化得到 72, 对甲型和乙型流感病毒都

有良好的抑制作用, IC50是 1.43～15.15 μmol·L-1, CC50

值大于 40 μmol·L-1, 与奥司他韦联用还表现出协同抗

病毒效果。

6 总结与展望

如今, 流感病毒仍然季节性地在人群中肆虐, 高致

病型禽流感H5N1和H7N9病毒仍然有人畜共患病的

威胁, 但用来对抗流感病毒的“武器”却非常有限。总

的来说, 根除流感病毒是不可能的, 因为它具有强大的

跨物种传播能力, 尽管新的抗病毒药物不断出现, 但是

针对病毒表面蛋白 (例如NA和M2) 的抑制剂都容易

产生耐药性。

目前的抗病毒研究主要分为两个方面, 一是针对

现有靶标来优化或者设计新颖的化学实体, 寻找对多

种类型的病毒以及耐药株都效果良好的抑制剂, 同时

它们也要能抵御自身的耐药突变。目前已经发现针对

M2和NA耐药突变体的新的小分子化合物, 这大大鼓

励了对已知靶点的有效抑制剂的进一步开发。第二个

方面是寻找新的靶标, 开发新的抗病毒药物。近年来

药效团模型, 结构生物学和高通量筛选的不断发展加

速了靶向病毒聚合酶复合物PA内切酶, PB2帽子结合

域和PA-PB1-PB2蛋白-蛋白相互作用靶标的抑制剂发

·· 622



修思雨等: 抗流感病毒药物靶标及其小分子抑制剂的研究进展

现, 同时宿主细胞内的核转运机制也为调控 vRNP复

合物的核运输提供新的靶标, 这些靶标在作用方式上

都较为独特, 在未来可能有巨大潜力。由聚合酶复合

物 (PA、PB1、PB2) 协同作用产生的独特“抓帽”机制以

及它们在不同流感病毒株和亚型上的保守性也为设计

新颖的广谱抗病毒抑制剂提供了方向。

NP抗原的血清变异性很强, 研究者们曾一度认为

NP不适合作为抗流感病毒的药物靶标, 但最近出现的

一些NP抑制剂不仅对甲型、乙型流感病毒都有效, 还

与奥司他韦展现出了较好的协同作用, 也说明靶向于

病毒内部蛋白和外部蛋白的联合治疗能够解决耐药性

问题, 几种具有不同机制的抗病毒药物一起使用, 协同

发挥作用, 可以获得比单一药物更有效的效果, 同时也

增加了毒株的突变障碍。另外, 宿主因子也是一个非

常有前景的抗耐药靶标。基因组RNA干扰筛选证实,

许多宿主因子参与流感病毒的复制和转录, 相比靶向

病毒蛋白, 靶向宿主因子可以产生突变屏障更高的小

分子抑制剂。但这一切还是要注意细胞毒性以及代谢

影响, 抗流感病毒研究的最终目标是在不产生耐药突

变体的情况下开发安全有效的药物。当前一些具有新

结构、新靶标、新机制的化合物已经进入临床试验阶

段, 有望在不久的将来为流感病毒感染的防治提供强

有力的保障。
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