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抗腺病毒药物化学研究新进展
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摘要: 腺病毒是儿童和成人急性呼吸道、胃肠道及泌尿道等部位感染的常见病原体, 在免疫功能低下的人群中

可引起严重甚至致死性感染, 对人类的健康造成极大的威胁。目前尚无批准上市的特异性抗腺病毒药物。随着对

腺病毒致病机制和生物学特征的深入研究以及药物发现筛选技术的快速发展, 新一代抗腺病毒的药物靶标及其抑

制剂被陆续发现, 为其治疗方案提供了新的选择。本综述精选近几年最具代表性的研究实例, 总结了抗腺病毒药物

化学的前沿进展。
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Recent advances in the discovery and development of
adenovirus inhibitors
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Abstract: Adenovirus is a common cause of infection in children and adults with acute respiratory tract,

gastrointestinal tract and urinary tract. It can cause serious and even fatal infections in patients with low immune

function. Therefore, it poses a great threat to human health. Currently, there are no specific anti-adenoviral drugs in

market. With in-depth investigation of the pathogenic mechanism and biological characteristics of adenovirus, and

the rapid development of drug screening technology, new generation of anti-adenovirus drug targets and related

inhibitors have been discovered, providing new options for treatment. This review selects the representative case

studies in recent years and summarizes the advances in anti-adenoviral medicinal chemistry.
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腺病毒 (adenovirus, Ad) 是腺病毒科成员之一, 于

1953年首次从腺样体切除术中获得的人腺样体中分

离出来, 根据其生物学、理化和遗传特性不同, 目前已

发现超过 100种Ad血清型, 这些血清型被进一步划分

为从A到G 共 7个亚群, 其中人腺病毒有 52种, 分别

命名为Adl～Ad52, 分为A、B、C、D、E和F六个亚群。

腺病毒是一种无包膜的裂解病毒, 具有独特的二

十面体形态 (图 1)[1]。成熟的病毒粒子直径约为 70～

90 nm, 由蛋白衣壳、病毒 DNA 及核心蛋白组成。其

中, 病毒蛋白衣壳由六邻体、五邻体和纤突 3种主要的

蛋白构成, 共252个壳粒, 二十面体的 12个顶角壳粒为

五邻体, 五邻体上有纤突, 剩下 240个非顶角壳粒为六

邻体。六邻体是构成衣壳最丰富的衣壳蛋白, 它是病

毒多肽蛋白 PⅡ的同源三聚体, 由三角形的塔尖和五

面体的基底组成, 塔区由 4个环构成即 loop 1～4, 基底

包含两个区域P1、P2区, loop 1上有 6个高变区, loop 2

上有 1个高变区, 7个高变区含有血清型特异的抗原决
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定簇, 是诊断不同血清型的标准; 多肽 PVI、PVIII在六

邻体与病毒核心之间形成连接桥, 并与多肽 PIX一起

维持着六邻体分子的晶格排列的稳定。每个五邻体基

底由 5个多肽 PIII相连构成, 上面结合着 1根 (哺乳动

物腺病毒) 或 2根 (禽腺病毒) 长 9～77. 5 nm的纤维突

起, 这些纤突以五邻体蛋白为基底由衣壳面伸出, 顶端

形成头节区, 主要由多肽蛋白PIV组成, 纤突有血清特

异性, 且含有负责体外血细胞凝集的种属特异性抗原

决定位点; 多肽 PIIIa为五邻体的周围蛋白, 也参与衣

壳的组成, 五邻体通过多肽PV与病毒核心相连。

每个病毒颗粒包含一个 36 kb 的线性双链 DNA,

两端各有一个 100～600 bp 的反向末端重复序列

(inverted terminal repeat, ITR), 是复制的起始位点 ,

ITR的内侧为病毒包装信号 (ψ), 介导腺病毒基因包装

入病毒衣壳, 两端的 ITR和 ψ是病毒包装所需要的顺

式作用元件。基因组包含早期表达的与腺病毒复制相

关的E1～E4基因和晚期表达的与腺病毒颗粒组装相

关的L1～L5基因, 线状双股DNA被蛋白VII和mu蛋

白紧密地环绕, 形成直径为 60～65 nm的髓芯, 被包裹

于衣壳内。另一种蛋白V将这种DNA-蛋白复合物连

接起来, 并通过蛋白VI与病毒衣壳连接在一起。双链

DNA 的 5′端与DNA末端前体蛋白 (precursor terminal

protein, pTP) 以磷酸二酯键结合生成复合物。

腺病毒的生命周期主要分为吸附、侵入、转录、早

期表达、复制、晚期表达、组装与释放等过程 (图 2)[2]。

腺病毒感染细胞的过程是从腺病毒纤毛的头节区吸附

到细胞表面的特异性受体开始的, 接下来病毒纤毛基

底部五邻体表面的三肽 RGD 与细胞表面的 αvβ3 和

αvβ5整合素结合, 通过内吞作用将腺病毒内化到细胞

中并进入溶酶体; 在溶酶体的酸性环境下, 腺病毒衣壳

的构象发生变化, 释放蛋白Ⅵ的顶体蛋白, 蛋白Ⅵ能够

破坏胞内体膜, 允许部分分解的病毒颗粒从胞内体中

逃逸; 去包装的病毒通过动力蛋白沿着微管被运送到

复杂的核心孔, 病毒DNA通过复杂的核心孔被输送入

核心。病毒基因组进入细胞核后, 细胞转录因子首先

与 E1A区上游的增强子结合, 表达 E1A蛋白, 该蛋白

的作用是调节细胞代谢, 使病毒DNA更易在细胞中复

制 , E1A 蛋白还可以激活其他早期基因 (E1B、E2A、

E2B、E3和E4) 的启动子, 其中E2B驱动另外 3个与病

毒复制有关的早期基因转录单位末端前体蛋白 pTP、

单 链 DNA 结 合 蛋 白 (single-stranded DNA binding

proteins, ssDBP) 以及 DNA 聚合酶 (DNA polymerase,

DNA pol) 的表达, 这 3个基因的表达产物紧密地结合

成一个复合物, 反活化其他蛋白, 启动病毒基因组的复

制。感染约 7 h后, 腺病毒的DNA复制由蛋白启动, 首

先在 ITRs中 pTP与DNA聚合酶相互作用形成一个紧

密结合的起始前复合物, 之后一段与模板链 4～6位核

苷酸相反的 CAT三核苷酸共价偶联到 pTP的丝氨酸

残基上, pTP-CAT中间体介导模板的前 3个核苷酸的

碱基配对 , 而进一步的延伸需要 DNA 结合蛋白和

DNA聚合酶进行链置换合成, 置换出的单链分子可以

自我退火环化, 形成锅柄样环形分子, 然后这种环形分

子再以相同的机制合成出子代双链DNA分子。复制

的同时, 早期基因的转录和翻译被关闭, 晚期基因开始

表达。大部分晚期基因的转录是由一个共同的主要晚

期启动子 (major late promoter, MLP) 调控的。实际上,

MLP的活性与病毒基因组复制密切相关, 一旦腺病毒

基因组开始复制 , MLP的活性将明显增强, 晚期基因

主要编码腺病毒的结构蛋白及包膜。之后病毒结构蛋

白在细胞核内聚集形成病毒衣壳, 病毒的基因组被包

装进去, 形成有感染能力的病毒颗粒, 并最终通过裂解

宿主细胞被释放出去, 完成腺病毒的生命周期[3]。

腺病毒受体包括柯萨奇-腺病毒受体 (Coxsackic-

adenovirus receptor, CAR)、CD46、CD80、CD86 以及唾

液酸受体。除B和D亚种外, 其他亚种的受体都是柯

萨奇-腺病毒受体, 它是柯萨奇病毒与腺病毒的特异性

受体, 其本质是一种细胞间黏附分子, 在上皮细胞的紧

密连接和细胞间相互连接处表达, 贯通细胞膜, 分为胞

外区、跨膜区、胞内区; CAR的表达水平在介导腺病毒

感染方面起着重要作用, 其表达在体内是可调节的, 具

有阶段依赖性, CAR受体表达越高, 该组织器官越容

Figure 1 Schematic view of adenovirus structure

·· 721



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2020, 55(4): 720 −733

易被感染; 大多数B亚种可与胞膜表面免疫调节分子

CD46相结合, 但Ad3和Ad7分别与相关免疫调节分子

CD80或CD86结合, D亚种可与细胞表面普遍存在的

唾液酸受体结合[4]。另一种参与腺病毒感染细胞的介

质是细胞表面的第二受体整合素 , 包括 ανβ3、ανβ5、

ανβ1、α3β1 和 α5β1, 其中最具特色的是 ανβ3 与 ανβ5,

除 HAdV-F40、HAdV-F41 以外 , 其他腺病毒血清型的

五邻体基座上都有整合素的识别位点—RGD肽, 整合

素与五邻体基座里包含有RGD肽的外环相互作用有

助于腺病毒进入宿主细胞, 整合素在细胞表面表达水

平的高低, 会影响腺病毒的感染效率。由于Ad血清型

对应的受体及受体的体内分布不同, 导致腺病毒血清

型间的组织趋向性不同, C、E和一些B亚种血清型腺

病毒通常导致呼吸道感染, 其他B亚种血清型会导致

泌尿道感染, A和 F亚种血清型主要导致胃肠道感染,

D亚种血清型则导致眼部感染[5]。

腺病毒是一种常见的机会性病原体, 在健康人中

很少引起严重的临床症状, 但对于艾滋病患者、遗传性

免疫缺陷患者以及接受免疫抑制治疗的实体器官或造

血干细胞移植患者等免疫功能低下的人群, 可引起严

重症状, 甚至致命。腺病毒可导致的临床疾病包括呼

吸系统感染、胃肠炎、肝炎、脑炎、结膜炎、出血性膀胱

炎、肾炎和免疫缺陷患者 (包括艾滋病毒感染者) 的感

染性腹泻。在过去的 20年中, 由于器官移植手术的增

多, 伴随着强有力的免疫抑制疗法, 以及艾滋病毒的流

行, 严重和危及生命的腺病毒感染的发生率逐渐增加,

但抗腺病毒感染的治疗仍不令人满意[6]。

目前临床上还没有针对腺病毒感染的特异性药

物, 一般采用广谱抗病毒治疗和免疫治疗。抗病毒治

疗主要局限于如更昔洛韦、阿昔洛韦、阿糖腺苷、利巴

韦林和西多福韦等非特异性用药, 目前西多福韦、利巴

韦林和更昔洛韦等广谱抗病毒药物已经在体外实验和

临床环境中进行了抗腺病毒活性测试, 但效果差异大,

没有显示出令人满意的结果。因此迫切需要发现特异

性、安全性和生物利用度高的抗腺病毒药物和疫苗[1]。

抗腺病毒药物的机制主要包括以下几种: ① 药物

与腺病毒表面特定部位结合, 在病毒吸附细胞的过程

中, 药物可能会破坏腺病毒的纤突, 阻止病毒的吸附,

使病毒不能进入细胞内; ② 药物与细胞表面受体结

合, 改变细胞构象, 使对腺病毒敏感的细胞变为非敏感

细胞, 从而改变细胞膜上病毒的数量和结构来控制病

毒的感染; ③ 药物的某些成分进入细胞内, 对胞内基

因的代谢和表达起调节作用, 从而抑制病毒核酸复制

或阻止病毒蛋白合成[6]。

本文根据腺病毒的复制周期及治疗靶点, 精选近

几年研究实例, 从药物化学的角度总结了抗腺病毒药

物新靶标及其抑制剂的前沿进展。

1 病毒吸附抑制剂

腺病毒吸附过程依赖病毒表面的纤维蛋白与细胞

受体之间的相互识别和相互作用, 是一个有吸引力的

靶点。腺病毒体的纤维旋钮作为受体结合域, 位于每

个纤维的C端, 包含 3个独立的口袋, 每个口袋可以容

纳 1个唾液酸残基。Ad37等亚型的受体被证明是细

胞表面的一种糖蛋白, 这些糖蛋白携带一种类似GD1a

神经节苷元的糖基结构, GD1a聚糖是一种分支的六

糖, 其中两个分支上末端有唾液酸残基, 这两个唾液酸

Figure 2 Schematic view of the life cycle of adenovirus
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分子与Ad37纤维蛋白的三聚体中的 3个唾液酸结合

位点中的两个相连接, 所以在吸附过程中, 唾液酸起主

要调节作用。从Ad37纤维蛋白中与唾液酸相互作用

的纤维旋钮结构域与唾液酸的共晶结构看, 唾液酸与

蛋白之间存在的相互作用主要包括盐桥、氢键 (两种)

和疏水作用。2位直立键上的羧酸与Lys345的氨基形

成盐桥, 4位羟基与Tyr312的羟基形成氢键, 酰胺基通

过氢键与 Pro317的羰基结合, 然后唾液酸的乙酰基直

接进入由 Tyr312、Tyr308与另一种蛋白质单体 Pro317

和Val322形成的深疏水性口袋中 (图 3)[7]。因此, 用天

然或合成的唾液酸衍生物抑制腺病毒可能会阻止病毒

粒子附着、渗透及感染新细胞, 并且利用Ad37纤维旋

钮处的三聚体结合位点可克服单价唾液酸衍生物的相

对低效的缺点, 与唾液酸单糖相比, 多价态唾液酸衍生

物或糖缀合物可以同时结合到每个纤维旋钮的几个唾

液酸识别口袋, 可大大提高抑制活性。

1.1 硫酸唾液酸衍生物NMSO3

Kaneko等[8]报道硫酸唾液酸衍生物 1 (NMSO3) 作

为病毒吸附抑制剂可以与唾液酸化细胞受体竞争结合

腺病毒颗粒, 阻止腺病毒吸附到易感细胞上, 被发现在

不影响细胞存活的复合浓度下抑制几种腺病毒血清型

的细胞结合 , 其有效性和选择性均优于西多福韦

(HPMPC) 与扎西他滨 (ddC)。

1.2 多价HSA靶向唾液酸偶联物

2005 年 , Johansson 等[9]设计合成了 3'-唾液酸乳

糖的多价 HSA 偶联物 3～7, 并报道它们可作为腺病

毒吸附和感染的有效抑制剂, 有效地阻止Ad37与人角

膜上皮 (HCE) 细胞的结合和感染, 并且随着价态水平

的增加, 抑制作用明显增强。其中在Ad37对HCE细

胞的结合抑制试验中, 化合物 6 (17价 3'-唾液酸乳糖

HSA偶联物) 浓度为 0.000 5 mmol·L-1时, 抑制率可达

100%, 抑制活性是 2 (单价唾液酸乳糖偶联物) (浓度为

0.05 mmol·L-1时, 抑制率达 92%) 的 100多倍; 在Ad37

对HCE细胞的感染抑制试验中, 化合物 7 (19价 3'-唾

液酸乳糖 HSA 偶联物) 的抑制活性是 2的 1 000倍左

右。随后, Johansson等[10]继续探讨了多价唾液酸偶联

物对Ad37与人角膜上皮细胞结合及感染的抑制作用,

设计合成了唾液酸的多价HSA偶联物 9～11, 其中在

Ad37对HCE细胞的结合抑制试验中, 10 (8价唾液酸

HSA偶联物) 和 11 (13价唾液酸HSA偶联物) 的活性

约是 8 (单价唾液酸) 的 100倍; 在Ad37对HCE细胞的

感染抑制试验中, 10和 11的活性同样较 8提高了 100

多倍。这些结果证实了价态水平决定多价唾液酸衍生

物对腺病毒吸附和感染的抑制活性水平。多价唾液酸

偶联物较多价唾液酸乳糖偶联物相比, 具有结构体积

小, 复杂性低, 合成容易, 更利于进一步结构优化以及

Figure 3 View of the sialic acid-interacting knob domain of the

Ad37 fiber protein in complex with sialic acid. Four main interac‐

tions between the Ad37 fiber protein and the sialic acid are high‐

lighted: two hydrogen bonds (4-OH-Tyr312, 5-NH-Pro317), one salt

bridge (COO-Lys345), and one hydrophobic interaction between the

N-acetyl group of sialic acid and the hydrophobic pocket generated

by Tyr312 and Pro317 (PDB code: 1UXA). The pictures were

made by Pymol
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成本更低的优势。

1.3 N-酰基修饰唾液酸

从纤维旋钮蛋白与唾液酸内酯的晶体结构来看,

唾液酸乙酰胺基明显位于一个较大的疏水囊中, 为了

提高多价唾液酸偶联物的效力, Johansson等[7]采用了

基于结构的药物化学设计策略, 保持唾液酸的骨架结

构不变 , 通过优化疏水口袋与 5′-酰胺之间的相互作

用, 合成了一系列N-酰基修饰的唾液酸衍生物, 以提

高化合物与口袋的疏水相互作用, 从而提高亲和力和

功效。通过基于蛋白-配体相互作用的计算机模拟分

析可知只有具有小酰基取代的唾液酸才能有效地与

Ad37纤维蛋白结合, 12 (丙酰胺) 几乎与唾液酸等效,

而 13 (丁酰胺) 和 14 (戊酰胺) 无结合能力, 因此推测

酰胺取代基越大, 与结合位点的适配性越差; 但 15 (苯

甲酰胺) 和 16 (异丁酰胺) 的结构与其他衍生物不同且

亲和力较高, 因此推测口袋与酰胺之间存在其他结合

方式。为了进一步研究N-酰基取代唾液酸的活性, 合

成了经上述计算机模拟的一系列正酰基改性唾液酸及

其多价HSA共轭物, 验证了计算机模拟的结果, 合成

的一系列正酰基改性唾液酸中, 丙酰胺抑制活性最好,

并且显示多价丙酰胺唾液酸活性优于单价丙酰胺唾液

酸, 但仍低于多价唾液酸, 所以唾液酸本身的乙酰胺基

活性仍为最优。

由于功能化唾液酸的合成复杂, 另一种设计抑制

剂的策略可能是用非碳水化合物唾液酸模拟物替代整

个唾液酸核, 该模拟物具有病毒识别的关键属性, 与功

能化唾液酸相比, 非碳水化合物唾液酸模拟唾液酸具

有合成简单、官能团结构多样等优点。

1.4 10,12-戊二十碳二烯酸唾液酸偶联物

Aplander等[11]以唾液酸为基础合成了多价唾液酸

偶联物 , 其结构由 3 个不同的区域组成 , 即唾液酸单

元、极性连接区域以及嵌入 10,12-戊二十碳二烯酸

(PDA) 或脂质体的非极性尾巴。通过优化连接区域的

长度和尾部, 得到以 PDA为脂尾, 聚乙二醇 (PEG4) 为

连接体的化合物 17活性最好, EC50 = 4 μmol·L-1。并且

发现配方和工艺会影响多价唾液酸偶联物的活性, 如

果一个配方中唾液酸的总体密度过高, 受到空间位阻

的影响, 唾液酸与纤维旋钮蛋白不能有效的结合, 所以

在适宜的比例下唾液酸偶联物有较好的活性。之后证

明唾液酸单位与 PDA的比例为 1:9, 以探测声波降解

法合成的 17的制剂是腺病毒的有效抑制剂, 在腺病毒

结合抑制试验中EC50 = 0.9 μmol·L-1, 腺病毒感染抑制

试验中 EC50 = 0.7 μmol·L-1。因此, Aplander等发明了

“分子湿巾”(molecular wipes) 法, 可以用来治疗流行

性角膜结膜炎 (EKC)。

1.5 三价及四价唾液酸衍生物

纤维旋钮蛋白的晶体结构表明, 3个已知的唾液

酸结合位点之间的距离约为 10 Å, 所以Spjut等[12]选择

了3种小而灵活的柔性骨架, 设计合成了3个三价或四

价唾液酸衍生物 18 (ME0322)、19 (ME0323) 及 20

(ME0324), 希望较长的柔性连接可以使 3个结合口袋

被 1个分子中的 3个唾液酸残基同时占据。ME0322、

ME0323和ME0324均以剂量依赖的方式抑制Ad37病

毒粒子与HCE细胞的粘附, 其作用比唾液酸至少高两

个数量级。其中最有效的化合物ME0322的活性与 17

价唾液酸-HAS偶联物相当, 比天然唾液酸单糖高 4个

数量级。之后Caraballo等[13]以 18为先导化合物, 保留

构成ME0322核心片段的三价氨基支架和与目标蛋白

相互作用至关重要的唾液酸残基, 缩短了最初的连接

基, 使核心片段更接近受体, 并引入异芳基环三唑基作

为连接物, 与纤维旋钮建立新的接触, 设计并合成了一

系列三唑连接基三价唾液酸衍生物。其中活性最好的

是化合物 21, 在Ad37对HCE细胞的结合抑制试验中,

其 EC50 值比先导化合物 ME03222 低 3 个数量级 , 在

Ad37对 HCE细胞的感染抑制试验中, 活性也是先导

化合物的140倍左右。并通过X射线衍射论证了化合物

与Ad37纤维球状物之间存在一对一的结合模式, 然而,

连接基和核心片段的配体-受体相互作用未被观察到。

唾液酸衍生物主要用于治疗以唾液酸为受体的腺
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病毒亚型导致的眼部感染 , 如流行性角膜结膜炎

(EKC), 具有局部治疗可以避免系统治疗对碳水化合

物类药物高清除率导致的疗效降低, 以及作为正常碳

水化合物在细胞外水平发挥作用, 不良反应小的优点,

可作为以唾液酸为受体的腺病毒亚型的特异性抑制剂

进行进一步的开发与研究。

2 病毒侵入抑制剂

腺病毒半胱氨酸蛋白酶负责处理病毒的衣壳和核

心前体蛋白, 有助于腺病毒进入宿主细胞时病毒颗粒

的脱衣壳, 它还参与细胞骨架蛋白的分裂导致宿主细

胞的裂解, 是形成成熟的具有感染性的病毒颗粒所必

不可少的酶, 且它没有人类同源物, 所以可作为腺病毒

治疗的理想靶点。

腺病毒蛋白酶对多种蛋白酶抑制剂敏感, 包括木

瓜蛋白酶抑制剂和绿茶儿茶素, 但这些抑制剂对腺病

毒蛋白酶的特异性较低, 不适合作为治疗手段[14], 为了寻

找高特异性腺病毒蛋白酶抑制剂, Pang等[15]对HIV病

毒和丙型肝炎病毒的蛋白酶抑制剂进行了高通量筛选

和计算机建模, 通过虚拟筛选发现化合物22 (2,4,5,7-四

硝基-9-芴酮) 能够选择性且不可逆地抑制腺病毒半胱

氨酸蛋白酶, 可作为一种新的先导化合物进一步优化。

Eva Altmann课题组通过模拟腺病毒蛋白酶切割

位点底物的多肽序列以及对选定的杂环腈进行重点筛

选的双管齐下的快速发现方法确定了 23 (四肽腈) 与

24 (嘧啶腈) 两种腺病毒蛋白酶抑制剂作为结构优化的

先导[16]。两种抑制剂均通过其腈基与腺病毒蛋白酶具有

催化功能的Cys122残基共价结合, 此外四肽腈的P4苯

环的 3-氯代取代基与Ala46主链羰基氧之间存在卤键

相互作用, 其所有酰胺基团都与蛋白酶形成氢键作用; 而

嘧啶腈由于腈基被Cys122基团进攻而形成的硫酰亚

胺基与Gln115形成氢键, 与四肽腈不同的是它不延伸到

结合口袋中 (图4)。从四肽腈和嘧啶腈片段出发, 采用结
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构导向的药物化学策略对低纳摩尔级的抑制剂进行了

优化。由于四肽腈渗透性差, 导致其体内活性远低于体

外, 所以采用降低肽键数和分子量、提高渗透率的优化

策略, 通过在 P4苯基的 2位上引入含有小极性或亲脂

取代基和在 P3中进行具有支链侧链的氨基酸的设计,

对P3和P4进行了修饰, 并将肽链与嘧啶腈结合, 用嘧啶

核代替 P1/P2酰胺键甘氨酸腈部分产生了高效的腺苷

酸抑制剂, 具有高渗透性和良好的溶解性, 证明一个酰

胺键的替换可大大提高其渗透性。其中嘧啶腈抑制剂

25和26是一类具有类药性的先导化合物。

Eva Altmann课题组以四肽腈为先导分子, 设计了

一种新型的类肽骨架, 以3,5-二氯苯基作为P4部分, 以

间位取代苯环替代四肽腈的NHCH(CH2Ph) 作为P3部

分, 并在苯环的邻位进行修饰, 得到了一类新型结构 (图

5)。通过活性评价, 得到高效的腺病毒蛋白酶抑制剂27,

IC50 = 0.04 μmol·L-1, 具有良好的渗透性, 但其溶解度

较低。在进一步的优化中, 用 4-氨基甲基-2-氰基嘧啶

取代了 P2-P1肽段, 最终得到了活性更好的化合物 28,

IC50 = 0.1 nmol·L-1, 具有高渗透性和良好的溶解度, 细

胞病变效应 (cytopathic effect, CPE) 试验中 EC50仅为

3.9 μmol·L-1, 但细胞水平的抗病毒活性仍有所下降[17]。

3 病毒复制抑制剂

3.1 嘌呤核苷酸类似物

3.1.1 利巴韦林 利巴韦林 (1-β-D-磷酸核糖酯-1,2,4-

三唑-3-甲酰胺, 29), 又名病毒唑, 是一种嘌呤核苷酸类

Figure 5 Design of new scaffold based on tetrapeptide nitrile

Figure 4 X-ray co-crystal structures: A, compound 23 bound in the catalytic site of AVP2 (PDB code: 4PIE), B, compound 24 bound in

catalytic site of AVP2 (PDB code: 4PID). The pictures were made by Pymol
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似物, 具有体外抗腺病毒感染活性, 且对腺病毒不同

亚型的活性有差异, 对 C亚型的活性最强; 然而利巴

韦林需达到的血浆浓度是其 EC50 的 10 倍。其作用

机制可能是直接抑制病毒多聚酶, 以及通过免疫调节

来耗竭三磷酸鸟苷、抑制 RNA 的加帽活动或增加新

合成 DNA 的基因突变以间接抑制腺病毒感染 , 其不

良反应主要是引起温和可逆的镰状细胞贫血。利用

利巴韦林治疗处于传播腺病毒高发期的患者, 效果不

明显[18]。

3.1.2 S-2242 S-2242 [2-氨基-7-(1,3-二羟基-2-丙氧

甲基)嘌呤, 30] 是一种具有广谱抗DNA病毒活性的无

环嘌呤衍生物, 细胞激酶磷酸化效率较高。S-2242具

有细胞水平的抗腺病毒复制活性 , 其活性和选择性

(EC50 = 0.6 μmol·L-1, CC50 > 400 μmol·L-1) 均优于西多福

韦 (HPMPC, EC50 = 2.0μmol·L-1, CC50 = 83μmol·L-1)与扎

西他滨 (ddC,EC50 =1.4 μmol·L-1,CC50 =231 μmol·L-1)[19]。

3.2 无环核苷磷酸酯

3.2.1 西多福韦 西多福韦属于无环膦酸核苷 (acyclic

nucleoside phosphonates, ANPs, 31), 是胞嘧啶核苷膦

酰基甲醚衍生物 [20], 可在宿主细胞酶的作用下生成活

性代谢物西多福韦二磷酸酯, 通过竞争性抑制胞嘧啶,

整合到病毒DNA链中, 从而抑制病毒DNA的合成, 发

挥广谱抗病毒活性, 是目前临床治疗腺病毒感染的首

选药物。特别是针对腺病毒感染后早期治疗, 有效率

很高。作为第一代 ANPs类代表药物[21], 西多福韦结

构中膦酸盐游离电荷的影响, 使得药物的生物利用度

和细胞穿透性较低; 西多福韦作为人体阴离子转运体

的底物, 它们会被动地聚集在肾小管, 使肾脏中的药物

浓度高于其他组织从而引起严重的肾毒性, 极大地限

制了其临床应用[22,23]。

3.2.2 西多福韦前药 将第一代ANPs结构中的磷酸

基团制备成膦酸酯或膦酰胺前药[22], 其生物利用度与

毒副作用往往得到极大改善。受此启发, 为克服西多

福韦口服生物利用度低的问题, 人们合成了多种西多

福韦亲脂前药。在腺病毒感染的细胞中, 一些前药的

活性是西多福韦的5～300倍, 具有良好的选择性[23]。

环-西多福韦 (cyclic-HPMPC, 32) 是由西多福韦

环合形成的内酯型前药, 化学性质稳定, 在细胞内能被

磷酯酶催化转变成西多福韦发挥作用, 与西多福韦相

比, 口服生物利用度和肾毒性均有改善[23]。但西多福

韦和环-西多福韦均通过细胞的胞饮作用缓慢吸收, 因

此, 它们的口服生物利用度有限。人们进而以西多福

韦和环-西多福韦为母核, 设计一系列的长链脂肪基前

药[24], 如化合物 33～36 (十六烷丙氧基-环-西多福韦、

十八烷乙氧基-环-西多福韦、十六烷丙氧基-西多福韦、

十八烷乙氧基-西多福韦) 等, 可以掩蔽磷酸基团, 明显

提高药物的稳定性和脂溶性, 从而提高药物的口服生

物利用度, 降低毒副作用[25]。

其中前药十六烷丙氧基西多福韦 (又名 brincido‐

fovir), 具有可口服、抗病毒作用强和肾毒性低等优点,

在体内外对多种DNA病毒和逆转录病毒有强效抗病

毒作用[26], Chimerix公司对此开展用于腺病毒和天花

治疗的临床试验, 但 brincidofovir抗CMV Ⅲ期临床试

验失败, 其前药形式有待进一步优化。

3.3 嘧啶核苷类似物

3.3.1 卤代司他夫定苯基磷酸化衍生物 司他夫定

(stavudine, d4T, 37) 是一种嘧啶核苷类 HIV逆转录酶

抑制剂。它经过核苷和核苷酸激酶的作用在细胞内生

成 5'-三磷酸盐形式, 其中, 在核苷激酶活化下生成单

磷酸盐是其限速步骤。为了克服司他夫定对细胞内核

苷激酶活化的依赖, Uckun等[27]制备了一系列磷酸衍

生物, 其中在抑制腺病毒诱导的斑块形成试验中化合

物 38 (stampidine) 的 EC50为 0.017 μmol·L-1, 化合物 39

的 EC50为 0.027 μmol·L-1。这两种化合物在纳摩尔浓

度下均有强效抗HIV活性, 然而, 这两种化合物都对其

他 DNA病毒 (腺病毒除外) 无效, 可用于治疗艾滋病

患者中的腺病毒感染者。

3.3.2 5-氨基尿嘧啶类衍生物 2018 年 , Nikitenko

等[28]报道了1-(4-苯氧基苄基) 5-氨基尿嘧啶类人腺病毒

抑制剂, 其中化合物 40活性最好 (EC50 = 0.5 μmol·L-1,
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CC50 = 47.6 μmol·L-1), 可作为先导化合物供进一步结

构优化。

3.4 其他DNA复制抑制剂

3.4.1 三取代哌嗪衍生物 Sanchez-Cespedes等通过

高通量筛选含有25 000多种小分子的化合物库, 发现了

一种三取代哌嗪-2-酮苗头化合物 41 (15D8)[29], 可在微

摩尔浓度下显示出强大的抗腺病毒活性 (表1), 且细胞

毒性低。作用机制可能是选择性地抑制腺病毒DNA在

细胞核中的复制, 影响基因转录, 减少mRNA的生成, 以

及影响病毒基因核定位。之后 Sánchez-Céspedes等[30]

基于前期化合物库的构效关系, 对先导化合物 41进行

结构修饰, 以提高其抗腺病毒活性, 先后得到三代取代

哌嗪类腺病毒抑制剂, 并进行了腺病毒诱导空斑形成

抑制试验以及细胞水平的腺病毒进入活性测试。其中

用哌嗪-1环取代了 41的哌嗪-2-酮-1环得到化合物 42,

进一步修饰得到 4-酰基-1-苯基氨基羰基-2-甲基哌嗪

类衍生物 43以及 4-酰基-1-苯基氨基羰基-2-苯基哌嗪

类衍生物 44～49, 其中化合物 44～49在抗病毒活性的

菌斑试验中抑制率为96%～100% (表2)。

Mazzotta 等[31]以 4-酰基-1-苯基氨基羰基-2-苯基

哌嗪类骨架的进一步全面修饰得到化合物50～61, 在纳

摩尔和低微摩尔浓度下 (EC50从 0.6到 5.1 µmol·L-1) 抑

制HAdV感染, 且有较低的细胞毒性, 机制研究发现这

些衍生物在针对HAdV复制周期中转录、DNA复制以

及随后的步骤发挥抗HAdV活性的方式存在差异, 其

Table 1 EC50, CC50 and SI value of 41. EC50: Concentration of

compound required to achieve 50% protection of cell cultures

against adenovirus -induced cytotoxicity, CC50: Concentration re‐

quired to reduce the viability of mock-infected cell cultures by

50%, SI: Selectivity index, the ratio of CC50/EC50

Virus
Ad5
Ad16

EC50/μmol·L-1

1.3 ± 0.18
0.8 ± 0.74

CC50/μmol·L-1

194 ± 15.3
194 ± 15.3

SI
149
242

Table 2 EC50, CC50 and SI value of 44-49

Compd.

44

45

46

47

48

49

EC50/μmol·L-1

HAdV5

3.4 ± 1.0

2.1 ± 0.1

2.5 ± 1.2

4.7 ± 0.1

2.5 ± 0.0

1.1 ± 0.1

HAdV16

4.8 ± 1.2

3.5 ± 1.0

3.4 ± 0.9

3.9 ± 1.1

2.3 ± 0.1

1.8 ± 0.2

CC50

/μmol·L-1

161.3 ± 45.2

193.9 ± 1.7

193.5 ± 9.2

199.8 ± 0.3

131.8 ± 6.0

130.8 ± 17.8

SI

HAdV5

47.3

93.5

79.0

42.7

53.3

116.2

HAdV16

33.6

55.4

56.9

51.2

57.3

72.7
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中 58、59和 61针对HAdV进入细胞后的早期步骤, 阻

断HAdV基因组与细胞核的接触, 56抑制E1A基因的

转录, 53、54、55和 60干扰HAdV DNA复制, 50、51、52

和 57干扰HAdV DNA复制后的后续步骤未完全阐明

的机制。由于这类化合物具有不同的作用机制, 可作

为新颖的先导化合物供进一步研究。

3.4.2 2-[2-(苯甲酰氨基)苯甲酸]及其衍生物 Öberg

等[32]开发了一种基于细胞的高通量筛选抗腺病毒化合物

的方法, 其独特之处在于可以测量腺病毒11p型绿色荧

光蛋白 (GFP) 表达载体 (RCAd11pGFP) 基因组在K562

细胞系统中表达直接导致的荧光变化。该课题组利用该

方法, 筛选了9 800种市售小分子, 其中化合物63 {A02,

2-[2-(苯甲酰氨基)苯甲酸]} 是一种低毒、高效广谱抗

腺病毒化合物, 它可以抑制几乎所有类型腺病毒的DNA

复制 (EC50 = 3.7 μmol·L-1, CC50 = 199 μmol·L-1)[33]。与

之相比, 二聚体 62 (A01) 及四聚体 64 (A03) 均无抗腺

病毒作用, 原因可能是 62及64的大小与蛋白结合位点

不匹配。在此基础上, 研究者又设计、合成并评价了

42个新化合物, 其中最有效的是 65与 66, 其EC50分别

为0.57和0.58 μmol·L-1。

4 机制不明的抑制剂

化合物库的表型筛选是发现全新骨架分子的重要

途经。本课题组运用铜 (I) 催化叠氮-炔环加成 (CuAAC)

反应建立了6-(1-苄基-1H-1,2,3-三唑-4-酰基)-3-羟基类

喹唑啉-2,4(1H,3H)-二酮类化合物库, 经细胞水平的抗

腺病毒活性筛选发现一批活性分子, 其中 67活性最好

(EC50 = 6.2 μmol·L-1, CC50 > 100 μmol·L-1), 优于阳性对照

药物西多福韦 (EC50 = 10 μmol·L-1, CC50 > 250 μmol·L-1)、

扎西他滨 (EC50 = 7.2 μmol·L-1, CC50 > 250 μmol·L-1) 以

及阿洛夫定 (EC50 = 10 μmol·L-1, CC50 > 250 μmol·L-1)[34]。

SARs研究表明, 与三唑相连的N1-R取代基和芳基上

取代基的性质显著影响化合物的抗病毒活性, 与N1-甲

基取代物相比 , N1-乙基取代物具有更强的抗病毒活

性; 在芳基上引入一个强吸电子基团可导致化合物失

去抗腺病毒活性, 而引入给电子基则可以提高化合物

的抗腺病毒活性, 但将芳基取代方式改为双取代后, 活

性降低, 甚至完全丧失。尽管该类化合物抗腺病毒的

精确作用机制与具体靶点仍有待鉴定, 但为新一代抗

腺病毒药物提供了先导结构。

5 免疫调节剂

5.1 靶向HLA-A2的小分子抑制剂

腺病毒蛋白E3-19K与人类白细胞抗原 (HLA) 的

结合在腺病毒感染中起重要作用, HLA即人MHC I类

分子, 参与区分体内的“自身”和“外来”蛋白, 介导T淋

巴细胞裂解受感染细胞的免疫过程 , 而腺病毒蛋白

E3-19K与HLA结合, 将其保留在Ad感染细胞的内质

网中, 从而阻断其向细胞表面逃逸, 破坏了HLA的免

疫介导作用 , 进而引起一系列胃肠、呼吸和眼病[35]。

Ren等[36]通过虚拟筛选发现了Ad2 E3-19K和HLA相

互作用抑制剂 68～74, 在 2.5～75 μmol·L-1微摩尔水平

与HLA-A2结合。

5.2 病毒信号转导调控分子

前苏联药物化学研究中心研制的盐酸阿比朵尔

(75) 是一种抗病毒药物和免疫刺激剂。石丽桥等[37]发

现它对AdV-7具有体外抑制作用 (EC50 = 29.9 μmol·L-1,

CC50 = 166 μmol·L-1), 且呈现浓度依赖性。随后发现

盐酸阿比朵尔对 AdV-7无直接杀伤作用, 也不能阻止

AdV-7的吸附和穿入, 其抗AdV-7的作用是在病毒进

入细胞后的某个环节产生; 可能是因为腺病毒早期表

达的 E1A蛋白可影响干扰素介导的抗病毒反应的信
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号转导, 所以腺病毒对干扰素高度抵抗, 而盐酸阿比朵

尔具有非特异性防御能力, 能够诱导产生干扰素, 对巨

噬细胞有显著的活化作用[38]。

6 老药新用策略

传统的新药研发是一个费时费力、成本昂贵和高

风险的过程 , 开发一种新药通常需要 10～15 年的时

间, 药物研发投入也达到 30亿美元。而老药新用是用

现有的药物治疗一些新的疾病, 为现有药物寻找新适

应症, 具有高效、低成本的特点, 研究人员平均只需要

1～2年的时间来确定新的药物靶点, 研究成本也显著

降低, 此外, 老药具有经证实的药物代谢动力学性质及

安全性, 能很快进入 II期临床评估。因此近年来,“老

药新用”策略日益受到重视和广泛应用, 特别是在抗病

毒药物研发中, 老药正逐渐焕发生机。

2009年, Javier Sánchez-Céspedes课题组筛选评估

了三种核心为N-苯基苯甲酰胺的水杨酰苯胺类治疗绦

虫感染的驱虫药氯硝柳胺 (niclosamide, NIC, 76)、五氯

柳胺 (oxyclozanide, OXY, 77) 和碘醚柳胺 (rafoxanide,

RAF, 78), 还对这些药物的细胞毒性进行了评估, 并对

其作用机制进行了阐述。结果显示水杨酰苯胺类驱虫

药在低微摩尔浓度下具有明显的抗腺病毒活性, 且细

胞毒性较小。此外, 进一步研究表明, 此类药物发挥抗

腺病毒活性的方式存在差异。氯硝柳胺和碘醚柳胺靶

向腺病毒颗粒从核内体到核膜的转运, 而五氯柳胺则

直接靶向腺病毒早期基因 E1A 转录[39]。所以水杨酰

苯胺驱虫药适合进一步结构优化, 以开发新的抗病毒

药物, 治疗免疫抑制患者和具有免疫能力社区获得性

肺炎患者的腺病毒感染。

之后, 他们以前期筛选得到的氯硝柳胺为先导, 对

其结构进行了优化, 得到了一系列的水杨酰胺衍生物。

其中, 9个化合物 (79～87) 表现出从纳摩尔到亚微摩

尔的EC50值和高选择性指数 (SI > 100), 有比先导氯硝

柳胺更好的抗腺病毒活性以及更广泛的安全窗口。进

一步实验证明化合物 80、86和 87阻止腺病毒侵入过

程, 79、82、83和 84可能抑制DNA复制后的后续步骤,

而80和85则是抑制腺病毒的DNA复制[40]。

由于氯硝柳胺具有广泛的抗病毒活性, 所以一旦

它们的抗病毒特性在体内得到验证, 这些衍生物不仅

可以对腺病毒感染也为其他病毒感染的治疗具有较高

的潜力。开发这些新型抗病毒药物的下一步将是进一

步广泛评估它们在病毒感染动物模型中的有效性和安

全性, 以及将它们推进到潜在的临床应用中。

7 总结与展望

迄今为止还没有针对腺病毒感染的特异性药物批

准上市, 对腺病毒感染通常采用广谱抗病毒治疗和免

疫治疗, 临床上现有的非特异性抗腺病毒感染治疗方

案在疗效或毒性方面的结果并不令人满意。通过本文
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对腺病毒以及抗腺病毒药物化学新进展的总结, 凝练

当前具有广阔前景的抗腺病毒药物研发前沿方向, 例

如多价态唾液酸类衍生物抑制剂、腺病毒半胱氨酸蛋

白酶抑制剂、嘌呤及嘧啶类病毒复制抑制剂、哌嗪脲类

抑制剂等。

目前, 抗腺病毒新药开发面临的主要问题是如何

快速发现新的先导化合物, 基于高品质化合物库的高

通量筛选并结合如基于片段的筛选、虚拟筛选或对筛

选片段的进一步修饰优化等新理论、新方法是发现抗

腺病毒先导物的重要途径。

对于已经发现的并确定靶点的先导化合物, 通过

对其结合模式及构效关系的分析, 采用“优势结构”导

向策略, 根据药物设计的基本原理如生物电子等排、骨

架跃迁、分子杂合和前药修饰等来改变中心母核和侧

链结构, 设计合成新的衍生物, 并通过系统的药代动力

学、药效学和毒理学评价发现候选药物的方法, 依然是

抗腺病毒药物的重要研究策略。

此外, 由于高效、研发成本小、安全可控性高的特

点, 老药新用作为药物开发的新策略越来越受到重视,

并由此诞生了大量的新适应症药物。而水杨酰苯胺类

化合物作为抗腺病毒药物的成功开发也证实了老药新

用策略作为寻找新型抗腺病毒药物手段的可行性, 今

后可以继续从临床药物或者具有活性数据的候选药物

中筛选抗腺病毒先导物。不容忽视的是, 传统中药具

有多靶点作用机制、不易产生耐药性等优点, 从中药中

筛选高效低毒的抗腺病毒分子是今后的研究热点

之一[41-44]。

同时 , 对腺病毒的认识还需进一步深入 , 譬如 :

在病毒脱衣壳中触发其进行结构变化的精确位置、

病毒 DNA 双链与核心蛋白 V、VII、Mu 的结构信息 ,

是否有特异性受体或其他受体 , 腺病毒进入细胞的

信号通路以及病毒与免疫之间的关系等 , 这有助于

指导优化临床抗腺病毒疗法和研发新的抗腺病毒药

物和疫苗。
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