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抗诺如病毒药物及其疫苗研究新进展
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摘要: 诺如病毒 (norovirus, NoV) 是引起全球急性胃肠炎流行和暴发的主要病原体, NoV感染已成为危害人类

健康的重要公共卫生问题。由于缺乏合适和成熟的动物筛选模型和体外细胞培养模型, 抗NoV病毒研究进展缓

慢, 目前临床尚缺乏针对NoV的有效抗病毒药物或疫苗。过去几年, 抗NoV药物及其疫苗领域进展较大。本综述

通过精选代表性研究实例, 总结了抗NoV药物及其疫苗的最新进展。
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New progress in anti-norovirus drugs and vaccines
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Abstract: Norovirus (NoV) is the main pathogen causing the global acute gastroenteritis in humans and NoV

infection has become an important public health problem that threatens human health. Because of the lack of

appropriate animal models and in vitro cell culture models, the development of NoV biology and antiviral research

has been restricted, and there is currently no effective antiviral drug or vaccine against NoV. In the past few years,

considerable progress has been made toward the development of norovirus antivirals. This review selects the most

representative research examples and provides an overview of recent advances in anti-norovirus drugs and vaccines.
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诺如病毒 (norovirus, NoV) 是引起全球散发性胃

肠炎和暴发性急性胃肠炎的主要病原体之一。1972

年 , Kapikian 等[1]在美国俄亥俄州诺瓦克镇小学暴发

的急性胃肠炎患者粪便标本中发现一种新型病毒颗

粒, 命名为诺瓦克病毒 (Norwalk virus)。此后, 世界各

地陆续自胃肠炎患者粪便中分离出多种形态相似的

病毒颗粒。2002年, 第八届国际病毒命名委员会正式

将形态与诺瓦克病毒相似 , 但抗原性略异的病毒颗

粒统一命名为诺如病毒 (NoV), 归属于杯状病毒科

(Caliciviridae) [2]。NoV 给社会带来了巨大的健康风

险。据统计, 全球有超过 50%的病毒性胃肠炎病例是

由NoV引起的, 并且有超过 85%的非细菌性胃肠炎与

NoV相关。NoV直接导致全球每年约 90万人次的住

院和20万人次的死亡。仅在美国, 每年就有约2 100万

例由NoV感染造成的胃肠炎病例[3,4]。NoV具有高度

传染性且感染剂量较低, 通常 10～100个病毒即可造

成人感染[5]。在人口密集的环境, 如学校、餐馆、养老

院和医院等全封闭或半封闭机构中急性胃肠炎的暴发

最为常见[6]。NoV的潜伏期多在 1～2天, 感染的临床

特征包括恶心、呕吐、腹痛、发热和腹泻, 儿童患者呕吐

普遍, 成人患者腹泻为多。症状通常持续 2～4天, 通

常较轻并具有自限性, 但对于幼儿、老年人和免疫功能

缺陷患者易发生严重的并发症[7]。
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1 诺如病毒简介

1.1 病原学

作为杯状病毒科 (Caliciviridae) 家族的一员, NoV

是无包膜的二十面体对称球形, 它是单股正链的RNA

病毒, 直径为 27～35 nm, 全长约 7.4～7.7 kb。基因组

包括 3 个开放阅读框 (open reading frames, 即 ORF1、

ORF2、ORF3, 图 1)[8]。ORF1主要编码非结构蛋白, 其

经蛋白酶水解后产生 6个功能蛋白, 主要包括: P48或

NS1-2、NTPase 或 NS3、P22 或 NS4、基因组连接病毒

蛋白 (VPg) 或NS5、NS6Pro或NS6和RNA依赖性RNA

聚合酶 (RNA-dependent RNA polymerase, RdRp) 或

NS7[9]。ORF2和ORF3分别编码主要结构蛋白 (VP1)

和次要结构蛋白 (VP2)。VP1是分子质量约 60 kDa的

病毒衣壳蛋白 , 包括两个区域 : 壳区 (shell domain, S

区) 和突出区 (protruding domain, P区), 其中 S区形成

病毒内壳, P区可介导病毒与人类组织血型抗原受体

(human histo-blood group antigens, HBGAs) 的结合。

VP2分子质量约 23 kDa, 有研究显示VP2可帮助重组

NoV颗粒, 有助于整个衣壳蛋白的稳定[10,11]。

NoV的遗传基因和抗原性呈高度多样性, 根据其

基因特征主要分为 5个不同的基因组 (genogroups), 每

一基因组包含多种基因型 (genotypes), 同一基因型病

毒又有不同的变异株。在 NoV 的 5个基因组中, GI、

GII和GIV组可感染人和其他灵长类动物, GIII、GV组

分别感染猪和奶牛[12,13]。其中 GII NoV 造成了全球

80% 至 90% 的 NoV 感染 , 该基因组的第四基因型

(GII.4型)则是造成NoV感染的主要原因 (约 70%)[14]。

流行病学研究表明, GII.4菌株会经历周期性进化, 每

2～4年就有新变异株出现并流行[15]。

1.2 诺如感染模型的研究

NoV 是有物种特异性的 , 人诺如病毒 (human

norovirus, HuNoV) 只能感染人类并导致人类患病, 而

不能在小鼠或其他小型动物体内繁殖扩增, 这极大地

限制了抗NoV药物和疫苗评价模型的建立。

研究发现, 感染鼠诺如病毒 (MNV) 的小鼠体内树

突细胞和巨噬细胞会大量复制, 因此推测B细胞是小

鼠 NoV 的敏感细胞[16], 随后科学家便尝试在体外用

HuNoV感染人B细胞。2014年, Jones等[17]使用HuNoV

GII.4-sydney株成功感染人B细胞, 并指出人类组织血

型抗原 (HBGAs) 对感染起到辅助作用 , 然而 HuNoV

在此模型中复制效率较低。2016年, Ettayebi等[18]成功

在源自人干细胞的类肠道组织培养物中培养了HuNoV,

并且揭示了胆汁可以增强GII.4病毒的复制能力, 而其

他毒株只在胆汁存在的情况下才可复制。然而, 人肠

道组织来源有限, 无法满足病毒的大规模培养及疫苗

生产, 在广泛运用于抗病毒筛选和开发前还需要进一

步优化。此外, 基于NoV原型株诺瓦克病毒 (Norwalk

virus, GI.1) 的亚基因组复制子体系也被用来评估抗

HuNoV 候选物。Norwalk 复制子可在 Huh-7 细胞或

BHK-21细胞中自我复制并稳定表达, 它的建立进一步

拓宽了NoV细胞培养体系的范围, 在抗病毒药物筛选

和抗体评价方面具有重要意义[19]。

迄今为止已有部分动物模型用于扩增 HuNoV。

Cheetham等[20]用HuNoV GII.4病毒株感染无菌猪, 可引

起其轻度腹泻、返吐病毒, 并从其粪便中检测到NoV,

且表现出特殊的免疫应答效应。也有报道称无菌小牛

可以支持HuNoV GII.4基因型的感染[21]。除了无菌猪

和无菌牛, 其他动物模型也被用于HuNoV研究, 包括

非人类灵长类动物 , 如黑猩猩、猕猴、恒河猴等[22-24]。

但是, 由于临床疾病、肠道环境、微生物群等的明显差

异, 目前仍无动物模型可完全模仿HuNoV感染。

此外, 一些与NoV类似性高的病毒也被科学家用

来替代NoV进行相关的研究。其中, 能在猫肾细胞培

养的猫杯状病毒 (feline calicivirus, FCV) 和能在小鼠

巨噬细胞RAW264.7细胞系中培养的鼠诺如病毒是被

最广泛应用的替代病毒[25,26]。

1.3 病毒复制周期和抗病毒靶点

由于缺乏合适和成熟的动物模型和体外细胞培养

系统 , 人们对 NoV 的认识进展缓慢 , 目前尚无针对

NoV的疫苗与抗病毒药物。但随着分子生物技术的

发展, NoV复制周期各个阶段的生物学过程不断被阐

明, 新的药物靶点不断被发现。NoV复制周期 (图 2)

主要包括: 吸附、侵入、基因组释放、翻译、病毒蛋白酶

裂解病毒多蛋白产生成熟病毒蛋白、复制, 最后是组装

和释放[27]。理论上, 阻断病毒复制周期的任何一个环

节都可以实现抗病毒的目的。近年来, 在研发抗NoV

药物方面取得了相当大的进展。本综述精选了具有代

表性的研究实例, 总结了抗NoV药物新靶标及其小分

子抑制剂的前沿进展, 为加快发现新的安全有效的抗

NoV药物提供参考。

2 临床开发中的药物

迄今为止 , 还没有批准用于治疗用途的抗 NoV

药物或疫苗, 唯一完成临床试验的候选药物是硝唑尼

特 (nitazoxanide, NTZ, 1)。NTZ能够抑制多种RNA和

DNA病毒, 包括呼吸道合胞病毒 (RSV)、冠状病毒、轮

状病毒 (RV)、乙型肝炎病毒 (HBV)、丙型肝炎病毒

Figure 1 Structure of norovirus genome
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(HCV)、登革热病毒 (DENV) 和人类免疫缺陷病毒

(HIV) 等, 目前被 FDA批准用于治疗贾第虫 (Giardia)

和隐孢子虫 (Crytosporidium) 的感染[28]。NTZ已被证实

在治疗NoV胃肠炎中有一定疗效, 它能够抑制Norwalk

复制子 (EC50 = 1.6 μmol·L-1) [29,30]。尽管 NTZ 是治疗

NoV感染的有效分子, 但其精确作用机制仍待阐明。

3 已知靶点药物

3.1 吸附和侵入抑制剂

2002 年 , Hutson 等[31]首次提出 NoV 感染与 ABO

血型抗原有关的假说。随后的研究发现, 肠道黏膜上

的人类组织血型抗原 (HBGAs) 是 NoV 的病毒受

体[32,33]。根据NoV通过HBGAs受体吸附侵袭和感染

宿主这一原理, 可以设计阻断病毒和HBGAs相互作用

的抗NoV药物。

2013 年 , Zhang 等[34]基于酶联免疫吸附测定法

(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) 对 200万

个化合物进行了虚拟筛选。该方法利用HuNoV VP1/

HBGA 阻断试验来筛选能阻断病毒—受体相互作用

的潜在分子。结果表明 , 具有环戊烷-α-二甲基菲结

构的化合物对HBGA-NoV结合具有有效的抑制作用

(IC50 < 10 μmol·L-1)。该系列中最有效的化合物是

ZINC04041115 (2, IC50 约为 2.5 μmol·L-1)。其他基于

ELISA 测定的 VLP 结合试验表明 , 人乳寡糖 (human

milk oligosaccharides, HMOs) 中的 2'-岩藻糖基乳糖

(2′-fucosyllactose, 2'FL, 3) 和 3'-岩藻糖基乳糖 (3′-fu‐

cosyllactose, 3'FL) 在低浓度 (5.5～30.2 mmol·L-1) 下能

够抑制 GII.10 NoV VLPs与 HBGAs的结合[35]。随后,

2'FL也被证实可以抑制GII.17和GI.1 VLPs与HBGAs

的结合 , IC50值分别是 13～20 和 38～50 mmol·L-1 [36]。

以类似的方式 , 柠檬酸 (citrate, 4) 也被证明可以与

NoV GII.10 VLPs结合导致其形态结构的改变, 从而阻

止VLP-HBGA结合 [37]。

单克隆抗体 (monoclonal antibodies, mAbs) 或纳

米抗体 (nanobodies, Nbs) 的被动免疫疗法是另一种预

防 NoV 附着和侵入的抗病毒策略 , 通常采用阻断实

验, 即检测 mAbs或 Nbs是否可以阻断 VLP与受体的

结合。在黑猩猩模型中, mAb D8能够阻止Norwalk感

染。但到目前为止, 产生的mAbs的交叉基因型活性

有限, 这使得它们对抗原多样的NoV的抗病毒效果不

佳[38]。最近, 已显示 Nbs能够通过与衣壳 P结构域相

互作用而对VLPs产生广泛的中和活性, 且它对特定抗

原具有高度亲和力。其中最好的NoV Nbs是Nb-85, 它

Figure 2 The replication cycle of norovirus
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可阻止GII.1、GII.2、GII.4、GII.12、GII.17和G1.11 VLPs

与HBGAs的结合。Nbs显示的交叉基因型活性表明这

些分子有潜力克服常规mAbs抗原谱较窄的缺点[39,40]。

3.2 聚合酶抑制剂

RNA 依赖性 RNA 聚合酶 (RdRp) 对病毒的复制

至关重要 , 是极具吸引力的抗病毒靶点。NoV RdRp

位于 ORF1 C 端 , 具有其他正链 RNA 病毒 RdRp 的结

构特性和聚合酶共有的结构域, 有手指 (fingers)、手掌

(palm) 以及拇指 (thumb) 区域 (图 3), 主要负责合成负

链RNA与大规模正链RNA的配对、翻译病毒衣壳蛋

白并组装子代病毒[41]。靶向RdRp的抗病毒药物一般

分为核苷类似物与非核苷类抑制剂。值得一提的是,

聚合酶抑制剂同样也是抗 HCV、HIV、疱疹病毒和

HBV药物的重要组成部分[42-44]。

3.2.1 核苷类似物 核苷类似物 (nucleoside analogs,

NAs) 作为天然底物的类似物 , 通过发挥竞争性抑制

作用和链终止作用来抑制RNA合成从而发挥抗病毒

作用。由于 NAs 结合在高度保守的 RdRp 活性位点 ,

所以与非核苷抑制剂相比 , 它们通常表现出广谱抗

病毒活性。因此 , 针对其他 RNA 病毒开发的 NAs 已

被用于检测是否具有抗NoV活性。其中, 最初作为抗

HCV 的抗病毒药物 2'-C-甲基胞苷 (2′-C -methylcyti‐

dine, 2CMC, 5) 是研究最多的药物。尽管口服 2CMC

前药 valopicitabine 因胃肠道不良反应而停止用于

HCV[45], 它仍被广泛报道为一种潜在的抗NoV药物。

2012 年 , Rocha-Pereira 等[46]发现 2CMC 可抑制 MNV

RNA的合成和MNV斑块的形成, EC50值分别为 1.6和

2.0 μmol·L-1。2016年, Kolawole等[47]发现 2CMC能够

抑制 HuNoV BJAB 细胞培养系统中的 HuNoV 复制

(EC50 = 0.3 μmol·L-1)。2CMC在小鼠模型中也显示出

潜在的抗NoV作用, 将缺乏Ⅰ型Ⅱ型干扰素受体的小

鼠在感染MNV后按 50 mg·kg-1的剂量 1天两次皮下注

射 2CMC, 共 7天, 发现小鼠肠道内NoV的复制和分泌

明显减少, 并且小鼠的腹泻发病率和死亡率也有显著

的下降[47]。这些研究表明, 2CMC很有可能成为治疗

NoV感染和限制NoV蔓延的有效制剂。

法匹拉韦 (favipiravir, T705, 6) 作为一种广谱NA,

最初是针对流感病毒开发的, 它还可以抑制其他多种

病毒的复制, 包括黄病毒、沙粒病毒、汉坦病毒和埃博

拉病毒等[48]。T705作为嘌呤类似物, 它可以抑制HuNoV

复制子 (EC50 = 21 μmol·L-1, CC50 > 100 μmol·L-1) [49]。

然而, 由于这种药物存在致畸风险, 需要谨慎使用。

另一种广谱NA利巴韦林 (ribavirin, RBV, 7) 同样

具有对多种DNA和RNA病毒的抗病毒活性, 已应用于

临床治疗HCV、RSV、戊型肝炎病毒 (HEV) 和拉沙热

病毒等[50]。2007年, RBV被证明能够抑制MNV (EC50 =

63.5 μmol·L-1) 和Norwalk复制子 (EC50 = 40 μmol·L-1)[51]。

2012 年 , Alam 等[52]通过 MNV RdRp 的共结晶研究发

现 RBV 的结合位点为聚合酶活性位点 , 提示了 RBV

是作为聚合酶抑制剂发挥抗病毒作用的。

此外, CMX521 (8) 是通过高通量筛选发现的一种

新型NA。据报道, CMX521是一个泛基因型、强效的

抗NoV药物, 目前正处于 I期临床的招募阶段, 以评估

其安全性、耐受性和药代动力学性质。

3.2.2 非核苷抑制剂 非核苷抑制剂 (non-nucleoside

inhibitors, NNIs) 通常表现出窄谱抗病毒活性。目前,

在NoV RdRp上存在 3个已知的NNIs结合位点: 第一

个结合口袋位于手指和拇指区域之间的NTP访问路

径内; 第二个口袋称为位点A, 它是带有柔性氨基酸侧

链的正电荷NTP通道; 第三个口袋称为位点B, 它是位

于拇指区域内的高度保守的变构结合口袋[53]。

苏拉明 (suramin, 9) 作为抗寄生虫药物, 是一个对

称的聚阴离子萘基脲, 它能够有效地对抗HIV和HBV。

研究表明, 苏拉明能够在体外有效地抑制人和小鼠的

NoV 聚合酶 , IC50 值分别为 24.6 和 70.0 nmol·L-1。同

样, 作为苏拉明衍生物, NF023 (10) 也可抑制人和小鼠

的NoV RdRp, IC50分别为71.5和200 nmol·L-1。通过X

射线晶体学分析苏拉明和NF023与MNV聚合酶的详

Figure 3 Structure of the norovirus polymerase, RdRp (PDB ID:

1SH2)
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细结合模式, 发现这两个分子占据着手指和拇指结构

域之间相同的结合位点, 同样, 这两个分子与HuNoV

聚合酶的共结晶也显示它们的结合口袋都位于手指和

拇指域之间 (图 4)[54]。苏拉明的另两个衍生物, NAF2

(11) 和 PPNDS (12) 也被证明能够抑制 HuNoV RdRp,

IC50值分别为14和0.45 μmol·L-1, PPNDS还可抑制MNV

RdRp, IC50为0.88 μmol·L-1 [55]。

尽管苏拉明及其衍生物的抑酶活性较好, 但这些

化合物细胞通透性差, 因此它们细胞水平 (RAW264.7细

胞) 的抗病毒效力大大降低, EC50仅为 0.3 μmol·L-1 [56]。

同样, PPNDS在 10 μmol·L-1的噬斑测定中对 MNV复

制的抑制率仅为 20.5%。相比之下, 同浓度的 PPNDS

对 RdRp的抑制率可达 98.0%[53]。为进一步提高这些

化合物的抗NoV活性, 已有科学家开始尝试通过脂质

体输送苏拉明来改善其细胞通透性。

除苏拉明及其衍生物外, 最近几年一些其他非核苷

抑制剂也被发现具有抗NoV的功效。其中Netzler等[53]

通过荧光聚合酶试验评价了 6种HCV NNIs (filibuvir、

JTK-109、lomibuvir、nesbuvir、setrobuvir 和 tegobuvir)

对 HuNoV RdRp 的抗病毒活性。结果发现 , 除 JTK-

109 (13) 外 , 其他化合物的 IC50均超过 100 μmol·L-1。

JTK-109属于广谱抗病毒分子, 它具有抑制HuNoV聚

合酶的活性 (IC50 = 4.3 μmol·L-1), 在细胞水平也具有抑

制MNV复制的活性 (EC50 = 6.1 μmol·L-1)。

2013年, Eltahla等[57]通过先前建立的HCV聚合酶

模型对 2万个化合物进行了高通量筛选。其中, 4个化

合物 NIC02 (14)、NIC04 (15)、NIC10 (16)、NIC12 (17)

可抑制 HuNoV 聚合酶 , IC50值在 5.0～9.8 μmol·L-1之

间, 并且也可抑制细胞培养物中的Norwalk复制子和

MNV复制, EC50值分别为30.1～ >100 μmol·L-1和4.8～

38.1 μmol·L-1。有报道称 , NIC02、NIC04 与 HuNoV

RdRp 的结合位点可能与 NIC10、NIC12 不同 , 尚需进

一步证实。

此外, Ferla等[58]对 30万种市售化合物进行虚拟筛

选, 从中筛选并评估了 62个化合物对HuNoV RdRp的

抑制作用, 并对活性较好的化合物进行了衍生。其中

化合物 18可以抑制HuNoV RdRp (IC50 = 5.6 μmol·L-1)

和MNV RdRp (IC50 = 12.1 μmol·L-1), 成为新的抗NoV

先导化合物。

3.3 蛋白酶抑制剂

近年来, 病毒蛋白酶作为抗病毒药物靶标引起了

人们的广泛关注。与 RdRp 类似 , NoV 蛋白酶 (NS6)

也是一个理想的抗NoV靶点, 它是一种半胱氨酸蛋白

酶, 其活性位点由催化三联体组成, 包括半胱氨酸、组

氨酸和谷氨酸[11]。NoV多蛋白的蛋白水解发生在 5个

位点 , 其中裂解位点 (P1 和 P1') 的 N 端 (P5 至 P2) 和

C端 (P2'至 P5') 的氨基酸组成如图 5所示。NoV蛋白

酶在非结构性多元蛋白前体加工过程起着重要的作

Figure 4 Structure of the norovirus polymerase, RdRp (PDB ID:

4NRT) bound to NF023
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用, 是病毒复制的关键。芦平曲韦 (rupintrivir, 19) 是

第一代的NoV蛋白酶抑制剂, 最初是作为抗人鼻病毒

(human rhinovirus) 抑制剂开发的。2011年, Kim等[59]

发现芦平曲韦对其他小核糖核酸病毒、冠状病毒和杯

状病毒具有广谱抗病毒活性。随后的一些研究也证实

了这些结果, 并显示芦平曲韦能够抑制Norwalk复制

子 (EC50 = 1.3 μmol·L-1)[60]。然而, 芦平曲韦的药代动

力学性质和生物利用度需要进一步的提高[61]。

其余的 NoV蛋白酶抑制剂可分为过渡态模拟物

和过渡态抑制剂。其中, 过渡态模拟物包括 α-羟基膦

酸盐 (α-hydroxyphosphonates, 20), 它在低微摩尔浓度

下能够有效地抑制 Norwalk 复制子[62]。虽然其效力

高, 但相比之下, 对它的研究远少于过渡态抑制剂。第

一类过渡态抑制剂是一系列肽基醛, 其结构含有谷氨

酰胺替代物, 在这些肽基醛中, 化合物 21可同时抑制

MNV (EC50 = 5.5 μmol·L-1) 和 Norwalk 复制子 (EC50 =

2.1 μmol·L-1)。随后, 进一步的研究总结出肽基醛类化

合物的构效关系: ① 强效的NoV蛋白酶抑制剂要求

有醛基作为 P1的亲电体; ② N,N-二取代谷氨酰胺是

最有利的 P1侧链; ③ 苯丙氨酸或亮氨酸对 P2有利 ,

而脯氨酸不利于活性[63]。在此之后, 更多的衍生物被

开发出来, 包括: 二肽基醛类 (例如化合物 22)、三肽基

醛类 (例如 syc-10, 23)、α-酮基酰胺肽类 (例如化合物

24)、α-酮杂环类 (例如化合物 25)、亚硫酸氢盐加合物

类 (例如GC376, 26)以及双亚硫酸盐加合物的酯或氨

基甲酸酯前药 (例如化合物 27)[64-68]。与最初的肽基醛

抑制剂相比, 这些衍生物都显示出同等或更高水平的

抗病毒活性。

为了提高上述过渡态抑制剂的膜渗透性和口服生

物利用度, 一些对Norwalk复制子具有抑制作用的大

环化合物被设计出来 (EC50值最低为1.5 μmol·L-1, 例如

化合物 28), 此外噁二唑类 (EC50 = 2.5～51.2 μmol·L-1,

如化合物 29)、噁唑烷酮类 (EC50 = 6.7～17.5 μmol·L-1

如化合物 30)、三唑类 (EC50 = 3.8～88.3 μmol·L-1, 如化

合物 31) 也显示出一定的抑制作用[69-72], 化合物 29和

NoV 蛋白酶的分子对接图 (图 6) 显示除了 Ala160、

Gln110和Ala158与抑制剂之间存在多个氢键外, 抑制

剂与His157和 Thr134残基也存在氢键作用。尽管这

些大环过渡态抑制剂活性并不显著, 但是它们显示出

类似于芦平曲韦的广谱抗病毒活性[73]。总而言之, 针

对NoV蛋白酶的蛋白酶抑制剂是治疗NoV感染的一

类有前景的抗病毒候选物。

3.4 作用于宿主因子的化合物

随着直接抗病毒药物 (direct-acting antiviral agents,

DAAs) 临床应用的增加, 耐药问题日益突出, 尤其是

具有低耐药屏障的非核苷抑制剂和蛋白酶抑制剂。与

DAAs相比, 靶向宿主的抗病毒药物通常具有更高的

耐药屏障, 并且该类药物可以靶向与病毒直接相互作

用或辅助病毒复制的关键蛋白, 具有较好的抗病毒效

力, 成为治疗NoV感染的重要类型[74]。

3.4.1 蛋白质靶标 最近, 靶向宿主的抗NoV药物去

泛素化酶 (deubiquitinase, DUB) 抑制剂成为研究热

点。DUB是一类参与调节泛素-蛋白酶体系统的酶,

该系统通常被病毒利用以进行复制[75,76]。WP1130

(32) 是一个合成的DUB小分子抑制剂, 它通过诱导未

折叠蛋白反应 (unfolded protein response, UPR) 来有效

Figure 5 Six functional proteins cleaved by NoVPro and the

peptide sequences of the five cleavage sites
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地抑制 NoV 的复制。然而 WP1130 的生物利用度较

差, 它仅在小鼠小肠中表现出对MNV的抑制作用[77]。

为了解决其生物利用度差的问题, 科学家对 WP1130

进行修饰得到了 59种衍生物, 其中化合物 33最有效。

2.5 μmol·L-1 的 33 能导致 Norwalk 复制子复制减少

84.7%, 并且使感染细胞中MNV滴度降低2.5 log[78]。

热休克蛋白 90 (heat-shock protein 90, Hsp90) 是

一种负责多种生物反应过程的蛋白质分子伴侣, 是另

外一种抗 NoV 的宿主靶标[79]。Vashist等[80]最初使用

siRNA敲除和过度表达表明Hsp90能与MNV基因组

的 5′和 3′端相互作用, 证实了Hsp90在MNV复制中的

关键作用。发现Hsp90抑制剂 17-二甲氨基乙胺-17-去

甲氧基格尔德霉素 (17-dimethylaminoethylamino-17-

demethoxygeldanamycin, 17-DMAG, 34) 在体外能够有

效抑制MNV复制 (IC50= 60 nmol·L-1, CC50= 4.5 μmol·L-1),

并且可以使小鼠体内的MNV滴度降低 (～1 log)。

虽然一些靶向宿主蛋白的化合物具有潜在的细胞

毒性, 但靶向特异性宿主蛋白的治疗可提高抗病毒活

性且脱靶效应较小, 逐渐成为抗NoV领域的新热点。

3.4.2 免疫调节剂 免疫调节剂已被广泛运用于治疗

病毒感染, 其中最好的例子是干扰素 (interferons, IFNs)。

研究表明, I型和 II型 IFNs及其受体能够预防小鼠和

人感染NoV[81-83]。最近的研究发现 III型 IFNs (IFN-λ)

也有抗NoV感染的作用, IFN-λ可以诱导细胞表达许

多由 I型和 II型 IFNs诱导表达的相同基因[84-86]。然而,

与 I型和 II型 IFNs不同的是, 单剂量的 IFN-λ (1 μg) 可

预防和清除小鼠持续的MNV感染并且 IFN-λ可靶向

非造血细胞和肠上皮细胞[87]。在 MNV 传播模型中 ,

内源性 IFN-λ可阻止感染急性 CW3 MNV 的小鼠的

Figure 6 The binding mode of 29 to NoV 3CLPro
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MNV传播, 不仅如此, IFN-λ还可防止小鼠肠道CW3

复制、炎症和抗体反应[88]。总之, 这些研究表明, IFN-λ

不仅具有治疗NoV感染的潜力, 而且 IFN-λ的预防性

用药还可以预防NoV的传播。

最近, 研究发现免疫调节剂 Toll 样受体 (Toll-like

receptor, TLR) 激动剂具有抗NoV作用。这类化合物

已作为疫苗佐剂使用多年, 能够抑制其他病毒如HIV

和HBV的复制[89]。TLR激动剂能够诱导先天免疫反应

并刺激 IFNs的产生, 已知其在体外对MNV和HuNoV

具有抑制作用[81-83]。其中, 几种TLR7激动剂显示出对

MNV 感染的有效抑制作用 , 包括 R-848 (35, EC50 =

23.5 nmol·L-1)、GS-9620 (36, EC50 = 0.59 μmol·L-1)、

Gardiquimod (37, EC50 = 134.4 nmol·L-1) 和 R-837 (38,

EC50 = 1.5 μmol·L-1)[90]。最近, TLR4激动剂聚谷氨酸

(poly- γ -glutamic acid, γ -PGA, 39) 显示出体外抑制

MNV活性 (EC90 < 100 nmol·L-1)。此外, 在MNV感染

前后给小鼠注射 50 mg·kg-1剂量的 γ-PGA会导致≥47%

病毒基因组的减少[91]。鉴于TLR7激动剂R-837被批准

用于治疗与HPV相关的生殖器疣[92], 并且 TLR4激动

剂被批准用作HPV和HBV疫苗的佐剂[93], 因此, TLR7

和TLR4激动剂在抗NoV感染领域的应用有待于进一

步探索。

4 未知靶点药物

研究表明, 一些表现出抗病毒活性但作用机制未

知的化合物, 包括黄酮类分子, 如茶黄素双没食子酸

酯 (theaflavin digallate, 40)、杨梅素 (myricetin, 41) 和表

没食子儿茶素没食子酸酯 (epigallocatechin-3-gallate,

42) 等具有抑制 NoV 的作用[94-97]。姜黄素 (curcumin,

43) 在体外对NoV也有一定的抑制作用, 但是目前对

其抑制机制知之甚少[98]。此外, 维生素A (vitamin A, 44)

在体外能够抑制 MNV[99]。硝唑尼特 (nitazoxanide,

NTZ) 也能在细胞水平抑制猫杯状病毒 (FCV) 的复制

(EC50 = 0.6 μmol·L-1)[100]。

5 疫苗

在疫苗研发方面, 由于NoV基因多样、高度变异

且无法在体外大规模培养 , NoV 疫苗的研制进程缓

慢, 迄今为止仍无有效的上市疫苗。目前以病毒样颗
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粒 (virus-like particle, VLP) 及 P 粒子 (P particle) 为代

表的NoV疫苗成为主要研发方向。

5.1 VLP疫苗

NoV VP1 蛋白可在体外表达并能自行组装成病

毒样颗粒 (VLPs), 其形状和免疫原性与天然NoV十分

相似, 且能诱导出较高水平的抗体反应[101], 可应用于

疫苗的研发。2009年, El-Kamary等[102]研制出第一批

包含局部佐剂的VLP疫苗,可对同源性感染诱导产生

足够的临床保护。此外, 考虑到NoV不同基因型之间

交叉保护力弱, 很多研究者致力于研发含主要流行型

的多价 VLP疫苗。2011年, Treanor等[103]开展了 GI.1

和GII.4双价疫苗的安全性和免疫原性临床试验, 结果

显示该双价疫苗具有良好的安全性和免疫原性。

5.2 P颗粒疫苗

相比VLP 疫苗, P颗粒疫苗更易于构建, 因为它易

于表达、成本低、免疫原性高并且可以减少一些无关抗

体的产生, 进而减少不良反应。Tan等[104]进行着 P粒

子和轮状病毒VP8抗原嵌合疫苗的研发, 以专门针对

儿童、老人或免疫功能缺陷患者等特殊群体。现有的

研究显示P颗粒疫苗可诱导实验动物产生与VLP疫苗

相近的免疫原性和保护效果 , 它已经成为近年来继

VLP疫苗外另一NoV疫苗的研究热点。

此外, 减毒活疫苗因其高免疫性也受到了人们越

来越多的关注和重视。尽管遗传宿主的可变性、基因

型组的多样性和病毒的持续进化都干扰着NoV疫苗

的研发, 但随着分子检测技术的不断进步和体外感染

模型的逐步完善, 相信一定能够研制出一种安全、有效

且可持续的NoV疫苗。

6 总结与展望

作为引起全球病毒性胃肠炎和腹泻的最主要病原

体, NoV在人群的流行和感染越来越频繁, 受到越来

越多的关注和重视。尽管现在还没有有效的抗病毒药

物和疫苗来预防和治疗NoV感染, 但相关研究从未停

止。本文通过对抗NoV病毒的药物靶点、小分子抑制

剂及疫苗研究进展的总结,以期发现安全有效, 具有临

床应用价值的抗NoV药物。

目前, 对已上市或未获批准的抗病毒药物进行新

应用的重新开发和探索, 很多原先针对其他病毒开发

的药物也被发现具有抗NoV的功效。此外, 基于化合

物库的计算机辅助药物筛选方法如高通量筛选、虚拟

筛选等也被广泛运用于发现抗NoV候选物。近年来,

在研发抗NoV药物方面取得了较大的进展, 包括通过

阻断病毒-受体相互作用, 抑制病毒聚合酶、蛋白酶等,

其中阻断 HBGA结合、抑制 RdRp是目前研究的主要

方向。另外靶向必需宿主因子的药物、干扰素, 还有一

些未知靶点药物也逐步发现具有抗NoV功效。从天

然产物中寻找具有抗NoV活性的化合物也成为发现

抗NoV先导化合物的重要途径。同时, 以VLP为主要

方向的疫苗研究前景广阔。

随着人们对 NoV基因组结构和发病机制研究的

日益深入 , B 细胞和肠上皮干细胞培养系统的完善 ,

NoV受体的发现和证实, 分子克隆、基因重组等新技

术的飞速发展, 抗NoV药物的研发提升至一个新的平

台。而深入研究NoV特性和复制机制, 完善NoV感染模

型, 将会是抗NoV药物研究取得实质性突破的关键。
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