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基孔肯雅病毒抑制剂研究进展
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摘要: 基孔肯雅热是由基孔肯雅病毒引起的在全球范围内广泛传播的虫媒传染病。目前尚无疫苗或抗病毒药

物可用于预防或治疗基孔肯雅病毒感染。本文综述了最近出现的以及经典的基孔肯雅病毒抑制剂, 并且概述了发

现这些小分子化合物的药物化学策略。
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Advances in Chikungunya virus inhibitors
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Abstract: Chikungunya fever (CHIKF) is an arthropod-borne infection disease caused by Chikungunya virus

(CHIKV), which represents a serious health problem worldwide. There is no antiviral drugs treatment for CHIKV

infections, neither is there an effective vaccine for prevention of the disease. Herein, we reviewed the recent reported

and classical inhibitors of CHIKV, and summarized the medicinal chemistry strategies for discovering CHIKV

inhibitors.
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基孔肯雅热 (Chikungunya fever, CHIKF) 是由基

孔肯雅病毒 (Chikungunya virus, CHIKV) 引起, 经伊蚊

传播, 以发热、皮疹及关节疼痛为主要特征的急性感染

性疾病 (图 1)[1-3]。“基孔肯雅”是坦桑尼亚南部的土语,

意思是“令人弯腰屈背”, 指由于关节炎症状而导致的

弯腰姿势[4]。自1953年首次暴发以来, CHIKV在非洲、

南亚以及东南亚引起了大量有据可查的疫情和流行

病[5-8]。尽管基孔肯雅病致死率很低, 但在蚊媒密度较

高的地区容易形成大规模的流行和暴发, 是 21世纪初

严重影响人类公共卫生安全的虫媒传染病之一[9,10]。目

前尚无疫苗或抗病毒药物可用于预防或治疗CHIKV

感染, 因此迫切需要开发安全有效, 具有临床应用价值

的抗病毒药物来预防和治疗CHIKV感染。

CHIKV 属于披膜病毒科 (family Togaviridae)、甲

病毒属 (genus Alphavirus, α virus)、西门利克森林病毒

Figure 1 Transmission of Chikungunya virus
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复合群 (Semliki forest virus complex, SVF)[11]。病毒为

直径 60～70 nm 的球形颗粒, 由糖蛋白外壳、脂质双分

子层包膜以及病毒核心组成[12,13]。病毒核心外层为二

十面体的核衣壳蛋白, 包裹着对病毒复制至关重要的

RNA等物质[14,15]。

CHIKV为单股正链RNA病毒 (图 2), 其基因组长

度约为 11.8 kb, 包含两个开放式阅读框 (open reading

frame, ORF), 一个 5'端ORF (能够编码 4种病毒非结构

蛋白 nsP1～nsP4) 和一个 3' 端 ORF (编码病毒结构蛋

白, 包括核衣壳蛋白C、两种主要包膜糖蛋白E1和E2,

以及两个较小的辅肽E3和 6K)[16-18]。非结构蛋白主要

通过介导病毒和宿主细胞成分的相互作用, 参与病毒

的发病机制: nsP1通过其鸟嘌呤-7-甲基转移酶和鸟嘌

呤转移酶的活性参与病毒的mRNA封顶; nsP2充当蛋

白酶和螺旋酶; nsP3是复制酶单元的一部分, 并且属

于参与 RNA 合成的辅助蛋白 ; nsP4 是 RNA 依赖性

RNA聚合酶[19-21]。病毒糖蛋白E1和E2镶嵌在病毒包

膜上, 介导病毒吸附宿主细胞并与细胞膜融合[22]。E3

蛋白是一种小的A/B蛋白, 由 64个氨基酸组成, 具有

二硫异构酶活性, 有助于病毒糖蛋白的正确折叠和二

硫键形成[19]。6K蛋白是病毒颗粒组装所必需的疏水

性小蛋白, 它是处理E1蛋白的信号序列[23]。两个ORF

之间的连接区是不可翻译的, 它包含一个内部启动子

和转录亚基因组RNA (26S RNA) 的起始位点[24]。

CHIKV的复制周期如图 3所示。首先, 病毒表面

的包膜糖蛋白E2与靶细胞表面的特异性受体产生相

互作用, 促使CHIKV进入宿主细胞[25]。一旦与受体结

合, 病毒通过内吞作用迅速内化。在内吞泡内, 由于低

pH环境, 病毒包膜糖蛋白发生构象变化, 使得包膜糖

蛋白 E1与内分体膜融合[26]。致使病毒衣壳释放到宿

Figure 3 Replication cycle of Chikungunya virus

Figure 2 RNA sequence of Chikungunya virus genome
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主细胞质中, 进而被分解并释放病毒RNA基因组。随

后, 病毒基因组利用宿主细胞核糖体翻译产生非结构

多蛋白, 该多蛋白被切割产生 nsP123前体蛋白和游离

的nsP4蛋白[27]。两者和宿主蛋白相互作用, 形成初始复

制复合物 (病毒复制酶), 合成负链RNA[24]。然后以负

链 RNA作为模板合成正链基因组 RNA和 26S RNA。

其中 26S RNA作为合成包含病毒结构蛋白C-pE2-6K-

E1多肽片段的mRNA[25]。

随后, 核衣壳蛋白C通过其自身的保护酶活性从

多肽中释放, 而其余的 pE2-6K-E1多肽则在内质网中

加工[27]。pE2和E1糖蛋白形成异二聚体复合物, 通过

高尔基复合体向细胞膜迁移。在向细胞表面迁移的过

程中, pE2被宿主细胞的蛋白酶切割, 形成成熟的 E2

和E3[28]。最后, 核衣壳复合物在出芽时通过宿主细胞

膜, 从而获得含有病毒糖蛋白 E1-E2异二聚体结构的

脂质双层包膜, 最终形成成熟的病毒颗粒[26]。从理论

上讲, 病毒生命周期的多个步骤均可作为抑制CHIKV

复制的靶点。

目前有几个研究小组正在积极使用各种策略研发

不同类型的CHIKV疫苗, 包括灭活病毒疫苗、减毒活

病毒疫苗、嵌合病毒疫苗、重组病毒疫苗、重组亚单位

疫苗以及最近出现的一种类病毒疫苗[29-32]。 2010年

报道的一种表达CHIKV复合蛋白的类病毒颗粒疫苗

可以诱导机体产生中和抗体, 并保护猴子免受病毒感

染[29]; 2011年Plante等[33]开发了一种活病毒疫苗, 它能

在小鼠身上引起保护性免疫反应, 目前这种候选疫苗仍

在非人类灵长类动物中进行评估。2014年, 一种利用结

构蛋白嵌合 α病毒的减毒活疫苗在试验中显示出良好

的预防CHIKV的前景[34]。尽管针对CHIKV疫苗的开

发研究正在不断进行, 但是到目前为止依旧没有取得

突破性进展, 全世界仍然面临着CHIKV感染迅速蔓延

的威胁, 这表明开发针对该病毒的化学疗法的重要性。

1 CHIKV小分子抑制剂

本文将主要篇幅用于描述安全有效、具有临床应

用价值的CHIKV抑制剂, 并且概述发现这些化合物的

方法与策略。特别是对目前最新抑制剂研究进展及药

物研发策略的分析, 对于未来抗CHIKV药物的研发具

有指导意义。

1.1 CHIKV侵入抑制剂

抑制病毒进入细胞是一种非常有吸引力的治疗策

略, 如果病毒无法进入细胞完成复制过程, 可以使毒力

因子所造成的损害可以降到最低[35]。

1.1.1 氯喹 (chloroquine) 氯喹 (1) 是一种抗疟药, 在

体外对多种病毒具有抑制作用, 包括艾滋病毒 (human

immunodeficiency virus, HIV)、严重急性呼吸综合征

(severe acute respiratory syndrome, SARS) 冠状病毒以

及α病毒[36]。其作用机制为提高内体pH值、阻止E1介

导的膜融合过程[37]。氯喹以剂量依赖的方式抑制Vero

A细胞中CHIKV的复制 (EC50 = 7.0 μmol·L-1)[38]。

1.1.2 阿比多尔 (arbidol) 广谱抗病毒药物阿比多

尔 (2) 最初用于预防和治疗急性呼吸道感染, 以及流

感[39]。阿比多尔可整合细胞膜, 导致膜结构改变, 从而

阻碍CHIKV的膜融合过程[40]。Scuotto等[41]对阿比多

尔进行进一步结构优化 , 得到化合物 3 (图 4), 其抗

CHIKV活性以及选择指数都有大幅提升。

1.2 CHIKV非结构蛋白1 (nsP1) 抑制剂

在病毒基因组和亚基因组RNA进行蛋白质翻译

时, 完整的RNA帽状结构可以保护病毒RNA不受宿

主细胞 5'外切核酸酶的降解, 并保护病毒 5' 端非蛋白

质编码部分, 从而使CHIKV能够逃避宿主的抗病毒反

应[42,43]。病毒基因组的 RNA 封顶过程十分关键 , 而

nsP1 在 RNA 帽状结构的形成中起着核心作用[44], 因

此, 是十分有前景的抗病毒药物靶标。

1.2.1 三唑并嘧啶类 (triazolopyrimidine) 2014 年 ,

Gigante等[45]发现了一系列选择性作用于CHIKV nsP1

从而抑制病毒复制的小分子。其中, 化合物 4被证实

可以通过抑制 nsP1鸟嘌呤转移酶的活性而影响病毒

的复制过程[46]。对其进行结构优化, 将其母核上的甲

Figure 4 The discovery of 3 via structural optimization of

arbidol (2)
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基变为乙基, 苯乙酮结构中的羰基变为酮邻甲基肟得

到的化合物5, 活性提高了5倍[47]。

1.2.2 洛巴酸 (lobaric acid) 通过高通量筛选技术发

现的小分子化合物洛巴酸 (6) 具有良好的抗 CHIKV

活性[48]。通过鸟嘌呤化抑制反应以及荧光偏振分析法

发现, 洛巴酸可以阻断 nsP1与三磷酸鸟苷 (guanosine

triphosphate, GTP) 的相互作用, 从而破坏RNA封顶过

程, 阻断蛋白质翻译, 降低基因组稳定性, 有效抑制病

毒的成熟过程[49]。因此, 洛巴酸衍生物作为以 nsP1为

靶点的先导化合物, 值得进一步研发。

1.3 CHIKV非结构蛋白2 (nsP2) 抑制剂

CHIKV非结构蛋白 2是一种半胱氨酸蛋白酶, 在

CHIKV非结构多蛋白的裂解和加工过程中起着关键

作用 , 并且可以抑制Ⅰ/Ⅱ型干扰素的抗病毒作用[37,50]。

抑制 nsP2蛋白酶将导致病毒多蛋白链断裂, 从而阻止

病毒复制。

1.3.1 硫酸核糖霉素 (ribostamycin sulfate) 2019

年, Kumar等采用“药物再利用”策略[51], 利用计算机辅

助药物设计[52-54], 对已知的半胱氨酸蛋白酶抑制剂进

行虚拟筛选。结果表明硫酸核糖霉素 (7) 与 CHIKV

nsP2蛋白酶 (PDB code: 3TRK) 相互作用最稳定, 结合

能较低 (图 5)。因此, 硫酸核糖霉素可以抑制CHIKV

蛋白酶的活性, 进而抑制病毒的复制。

1.3.2 醋酸锌 (zinc acetate) Saha 等[55]利用纯化的

nsP2蛋白酶和荧光肽底物, 开发了基于荧光共振能量

转移 (fluorescence resonance energy transfer, FRET) 的

高通量筛选分析方法。醋酸锌是 FDA批准的治疗威

尔逊氏病的药物, 也是CHIKV nsP2蛋白酶抑制剂, 并

且在 Vero细胞水平具有抗病毒活性[56]。分子对接表

明, Zn2+与Cys478、His548以及两个水分子形成配位作

用, 水分子则与Asp550产生作用力[55], 为基于结构的

合理设计提供了证据 (图6)。

1.4 CHIKV非结构蛋白3 (nsP3) 抑制剂

CHIKV非结构蛋白3 (nsP3) 在病毒复制过程中发

挥着极其重要的作用, 在复制前期作为多蛋白 nsP123

的一部分, 与nsP4一起用于负链RNA的合成, 然后以负

链RNA作为模板合成正链基因组RNA和26S RNA[57]。

尽管 nsP3的具体作用机制尚不明确, 但研究表明 nsP3

基因突变会显著影响CHIKV的感染能力[58]。

1.4.1 黄岑苷 (baicalin) 黄芩苷 (8) 是黄芩素的代谢

产物, 可从中药黄芩中提取[59]。2016年, Seyedi等[59]通过

虚拟筛选与分子对接技术, 发现黄芩苷对CHIKV nsP3

(PDB code: 3GPO) 表现出很强的亲和力 (图 7), 有可

能抑制CHIKV感染后的病毒基因组的复制。

1.4.2 吡喃唑类 (pyranooxazoles) 2019 年 , Kumar

等[60]设计了一种以噁唑烷-2,4二酮 (9)、不同基团取代

的苯甲醛 (10) 以及异氰基乙酸乙酯 (11) 为原料的三

组分反应, 构建了以吡喃唑为母核结构的虚拟化合物

库。通过 iGemDock虚拟筛选技术发现化合物 12 (图

8) 对CHIKV nsP3蛋白酶 (PDB code: 3GPO) 显示出极

Figure 5 (a) The structure of ribostamycin sulfate; (b) Specific

mode of action of ribostamycin sulfate (purple) and CHIKV nsP2

(green) (PDB code: 3TRK)

Figure 6 The coordination between Zn2+ and the active site of

nsP2 (PDB code: 4ZTB)

Figure 7 (a) The structure of baicalin; (b) Specific mode of ac‐

tion of baicalin (red) and CHIKV nsP3 (blue) (PDB code: 3GPO)
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高的亲和力 , 总结合能为-151.024 kcal·mol-1, 优于黄

芩苷 (总结合能为-134.334 kcal·mol-1) 等已报道的化

合物, 值得进一步研究。

1.5 CHIKV非结构蛋白4 (nsP4) 抑制剂

CHIKV 非结构蛋白 4是一种RNA依赖性的RNA

聚合酶 (RNA dependent RNA polymerase, RdRp), 并且

可以通过抑制宿主细胞的内质网应激反应, 保证病毒

蛋白的正确翻译[25,61], 是抗病毒药物的新靶点。

2017年, Wada等[62]发现苯并咪唑类化合物 13在

亚微摩尔浓度下可以抑制 CHIKV 的感染 , 其 EC50为

0.54 μmol·L-1。作用机制研究发现, 其作用靶点为nsP4

上的RdRp功能区, 且该化合物确实具有抑制CHIKV

RdRp的功能。

1.6 CHIKV包膜蛋白 (E) 抑制剂

CHIKV对宿主细胞的侵袭是在两种病毒糖蛋白

E1和E2的作用下完成的[63]。E2与细胞表面受体结合,

E1介导膜融合过程[64]。在中性 pH下, E1和E2以异二

聚体形式存在, 抑制该异二聚体可以阻碍CHIKV进入

宿主细胞, 并对病毒感染后期的组装过程产生影响[65]。

2019年, Agarwal等[66]利用CHIKV包膜蛋白 (PDB

code: 3N41) 的晶体结构对 FDA批准的药物分子库进

行虚拟筛选, 发现几种头孢菌素类药物可以与CHIKV

包膜蛋白复合物 E1-E2界面的两个位点结合, 且结合

能较低。因此, 头孢甲肟 (14) 等头孢菌素类药物可能

会破坏包膜糖蛋白的完整性, 从而导致病毒丧失形成

成熟病毒颗粒和进入宿主细胞的能力, 是CHIKV E1-

E2异二聚体的潜在抑制剂。

1.7 宿主靶向抑制剂

由于病毒复制周期的每一个环节都有细胞因子的

参与, 因此将宿主因子作为抗病毒药物的靶点也是一

种有前景的方法[67]。

1.7.1 奥巴托拉 (obatoclax) 奥巴托拉 (15) 是一种

Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) 蛋白拮抗剂, 可以协助抑制

Mcl-1 (myeloid cell leukemia-1) 蛋白介导的抗细胞凋

亡作用[68]。近期研究证实其具有体外抗CHIKV活性,

其EC50为 0.03 μmol·L-1[69]。病毒侵入抑制试验以及中

性红保留试验表明奥巴托拉可诱导内溶体酸性环境的

快速中和, 从而干扰病毒外膜与宿主细胞膜的融合。

1.7.2 小檗碱 (berberine) 2016 年 , Varghese 等[70]通

过高通量筛选技术, 发现异喹啉类生物碱小檗碱 (16)

可有效抑制CHIKV的复制, EC50为 37.6 μmol·L-1。机

制研究表明, 小檗碱在CHIKV感染过程中可以显著影

响丝裂原活化蛋白激酶 (mitogen-activated protein

kinases, MAPK) 信号通路, 并显著降低病毒滴度。

1.7.3 12-脱氧佛波醇-13-乙酸 (prostratin) 蛋白激

酶 C (protein kinase C, PKC) 是一种多功能的丝氨酸/

苏氨酸激酶家族, 通过磷酸化信号传导通路调节细胞

增殖、分化和凋亡等过程[71]。据 Abdelnabi 等[9]报道 ,

12-脱氧佛波醇-13-乙酸 (17) 可以在体外抑制CHIKV

诱导的细胞病变作用。在病毒复制过程中, 该化合物

以剂量依赖的方式减少了感染性病毒颗粒的产生和病

毒蛋白的积累; 但是在 PKC抑制剂的存在下, 其抗病

毒活性明显降低。这一结果表明 12-脱氧佛波醇-13-

Figure 8 Discovery of 12 from compound library via multicomponent reaction

·· 758



姜向毅等: 基孔肯雅病毒抑制剂研究进展

乙酸的抗病毒作用是由 PKCs的激活引起的, PKCs是

抑制CHIKV复制的潜在宿主靶点。

1.8 病毒基因组复制抑制剂

病毒基因组复制是病毒生命周期的关键环节, 靶

向病毒基因组复制也是抗病毒药物研发的有效途径[72]。

1.8.1 利巴韦林 (ribavirin) 利巴韦林 (18) 是一种具

有广谱抗病毒活性的合成鸟苷类似物, 被批准用于治

疗呼吸道合胞病毒 (respiratory syncytial virus, RSV)

以及丙型肝炎病毒 (hepatitis C virus, HCV) 感染, 疗效

较好[73]。利巴韦林可以抑制RNA病毒复制过程中的

多个阶段, 从而产生广谱抗病毒作用[74]。利巴韦林在

体外对CHIKV具有抗病毒活性 (EC50 = 341 μmol·L-1),

且与干扰素联合使用时具有协同抑制作用[75]。

1.8.2 6-氮杂尿苷 (6-azauridine) 6-氮杂尿苷 (19)

是一种尿苷类似物, 具有抗DNA和RNA病毒的广谱

抗病毒活性, 作用机制是通过抑制磷酸脱羧酶从而干

扰嘧啶、胞苷的从头合成途径[76]。它在低浓度下显示

出对CHIKV的显著抑制作用 (EC50 = 0.83 μmol·L-1), 并

且与利巴韦林相比对CHIKV更有效[75]。目前该化合物

未被批准用于治疗CHIKV。然而, 相应的6-氮杂尿苷三

醋酸酯用于治疗其他疾病时, 没有明显的不良反应[77]。

1.8.3 法匹拉韦 (favipiravir) 法匹拉韦 (20) 是一种

广谱抗病毒药物, 在日本被批准用于治疗流行性感冒[78]。

该化合物在细胞内被细胞酶激活, 生成5-三磷酸呋喃核

糖酯, 竞争性地抑制了病毒RNA依赖性RNA聚合酶[79]。

基于此 , Delang 等[79,80]报道法匹拉韦及其类似物 T-

1105 (21) 在体外对 CHIKV 具有抗病毒活性 , 其 EC50

分别为25和7 μmol·L-1。

2 总结与展望

基孔肯雅热是由基孔肯雅病毒引起, 经伊蚊传播,

以发热、皮疹及关节疼痛为主要特征的急性传染病。

近年来, 基孔肯雅病毒的再次流行和全球范围的传播,

使该病毒引发的公共卫生安全问题日趋严峻。目前尚

无疫苗或抗病毒药物可用于预防或治疗基孔肯雅病毒

感染, 因此迫切需要开发安全有效的抗病毒药物来防

治基孔肯雅病毒感染。通过科研人员的不懈努力, 一些

有潜力的先导化合物已经被发现。本文对最具代表性的

新型基孔肯雅病毒抑制剂进行归纳, 并分析了发现这

些化合物的方法与策略, 主要包括: 临床药物的重新定

位或再利用; 对已知的基孔肯雅病毒抑制剂的结构改

造和优化; 依据靶点蛋白三维结构, 基于计算机辅助技

术的合理设计; 基于机体细胞机制的抗病毒研究; 生

物活性分子库的构建与高通量筛选等。这些成功的案

例对未来抗基孔肯雅病毒药物的研发具有指导意义。

虽然现阶段对于基孔肯雅病毒的研究取得了一定

进展, 但是仍然还有许多问题亟待解决: ① 基孔肯雅

病毒在宿主细胞内的受体以及进入人体和虫媒细胞的

机制尚不明确; ② 基孔肯雅病毒的致病机制还未研究

透彻; ③ 由于缺乏与人体相似的动物模型, 目前大多

数基孔肯雅病毒抑制剂的体内疗效无法得到评估; ④

当前只有 nsP2、nsP3、衣壳蛋白C以及E1-E2 复合物的

结构被解析出来, 且没有发现其共晶配体, 对于其他蛋

白的结构仍然知之甚少; ⑤ 最近有报道称, 基孔肯雅

病毒蛋白的特征是存在无序的蛋白-蛋白相互作用[81],

目前缺乏对于这种相互作用的理解。

诚然, 上述问题的解决依靠结构生物学、生物化

学、病毒学、计算化学和药物化学等不同学科研究人员

的共同努力, 以获得病毒蛋白准确的结构信息, 并建立

合适的体内模型, 为寻找安全有效的抗基孔肯雅病毒

感染的抗病毒药物奠定坚实的基础。
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