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组织蛋白酶L小分子抑制剂的抗SARS-CoV-2活性研究

周雯雯, 尤宝庆, 郑怡凡, 司书毅, 李 妍*, 张 晶*

(中国医学科学院、北京协和医学院医药生物技术研究所, 北京 100050)

摘要 : 新冠肺炎 (coronavirus disease 2019, COVID-19) 是一种由新型严重急性呼吸系统综合征冠状病毒 2 

(severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, SARS-CoV-2) 感染引起的急性传染性疾病, 已给社会经济造成了沉

重负担。由于突变体的不断出现, 疫苗和单克隆抗体仅对SARS-CoV-2部分毒株导致的感染有效, 因此寻找广谱高

效的小分子药物以应对 SARS-CoV-2感染及未来可能暴发的疫情依然具有重要意义。组织蛋白酶L (cathepsin L, 

CatL) 切割SARS-CoV-2刺突蛋白 (spike glycoprotein, S), 在病毒进入宿主细胞的过程中发挥着不可或缺的作用, 因

此CatL是广谱抗冠状病毒药物开发的理想靶标之一。在本研究中, 以荧光标记的底物建立CatL酶抑制剂筛选模

型, 通过高通量筛选获得两个具有CatL抑制活性的化合物 IMB 6290和 IMB 8014, 其半数抑制浓度 (half inhibitory 

concentration, IC50) 分别为 11.53 ± 0.68和 1.56 ± 1.10 μmol·L-1, 且细胞毒性低; 聚丙烯酰胺凝胶电泳和细胞−细胞融

合实验均证实了化合物浓度依赖性地抑制 CatL 对 S 蛋白的水解作用 ; 表面等离子体共振 (surface plasmon 

resonance, SPR) 检测表明两个化合物与CatL均具有中等强度的结合力; 分子对接揭示了化合物与CatL活性口袋的

结合方式; 假病毒实验进一步确证了化合物 IMB 8014对S蛋白介导的进入过程的抑制活性; 体外药代动力学评估

发现, 化合物可能具有良好的成药性。所有研究结果提示, 这两个化合物具有治疗SARS-CoV-2感染的潜力。
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Anti-SARS-CoV-2 activity of small molecule inhibitors of cathepsin L

ZHOU Wen-wen, YOU Bao-qing, ZHENG Yi-fan, SI Shu-yi, LI Yan*, ZHANG Jing*

(Institute of Medicinal Biotechnology, Chinese Academy of Medical Sciences and Peking Union Medical College, 
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Abstract: The coronavirus disease 2019 (COVID-19) is an acute infectious disease caused by the new severe 

acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) infection, which has led to serious worldwide economic 

burden. Due to the continuous emergence of variants, vaccines and monoclonal antibodies are only partial effective 

against infections caused by distinct strains of SARS-CoV-2. Therefore, it is still of great importance to call for the 

development of broad-spectrum and effective small molecule drugs to combat both current and future outbreaks 

triggered by SARS-CoV-2. Cathepsin L (CatL) cleaves the spike glycoprotein (S) of SARS-CoV-2, playing an 

indispensable role in enhancing virus entry into host cells. Therefore CatL is one of the ideal targets for the 

development of pan-coronavirus inhibitor-based drugs. In this study, a CatL enzyme inhibitor screening model was 

established based on fluorescein labeled substrate. Two CatL inhibitors IMB 6290 and IMB 8014 with low 

cytotoxicity were obtained through high-throughput screening, the half inhibition concentrations (IC50) of which 

were 11.53 ± 0.68 and 1.56 ± 1.10 μmol·L-1, respectively. SDS-PAGE and cell-cell fusion experiments confirmed 

that the compounds inhibited the hydrolysis of S protein by CatL in a concentration-dependent manner. Surface 
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plasmon resonance (SPR) detection showed that both compounds exhibited moderate binding affinity with CatL. 

Molecular docking revealed the binding mode between the compound and the CatL active pocket. The pseudovirus 

experiment further confirmed the inhibitory effects of IMB 8014 on the S protein mediated entry process. In vitro 

pharmacokinetic evaluation indicated that the compounds had relatively good drug-likeness properties. Our 

research suggested that these two compounds have the potential to be further developed as antiviral drugs for 

COVID-19 treatment.

Key words: SARS-CoV-2; cathepsin L; antiviral drug; small molecule inhibitor; high throughput screening

由SARS-CoV-2引起的 2019新型冠状病毒肺炎对

全球公共卫生构成了严重的威胁[1,2]。尽管已有多类

疫苗上市, 但SARS-CoV-2刺突蛋白 (spike glycoprotein, 

S) 的高突变导致疫苗有效性降低甚至失效[3,4], 因此开

发广谱抗SARS-CoV-2小分子药物仍具有重要意义。

SARS-CoV-2 是 β属的单股、正链 RNA 病毒[5], 编

码 16 种非结构蛋白 (NSP 1～NSP 16)、4 种结构蛋白 

[S、包膜蛋白 (envelope glycoprotein, E)、膜蛋白 (membrane 

glycoprotein, M)、核衣壳蛋白 (nucleocapsid phosphoprotein, 

N)] 和 9种辅助蛋白[6,7]。病毒的生命周期包括识别、膜

融合、复制、装配与释放[8]。病毒侵入宿主细胞是其感

染过程中至关重要的一步, 也是病毒复制周期中的重

要时期。SARS-CoV-2利用 S蛋白与宿主细胞膜表面

受体结合[9], 并由弗林蛋白酶 (furin)、跨膜丝氨酸蛋白

酶 2 (transmembrane serine protease 2, TMPRSS2)、组织

蛋白酶 L (cathepsin L, CatL) 等对 S 蛋白进行切割激

活, 进而发生膜融合, 使 SARS-CoV-2能够进入细胞。

抑制病毒侵入可降低病毒感染的几率 , 因此 SARS-

CoV-2的 S蛋白及相关的受体和切割酶是很理想的成

药靶点。研究表明, SARS-CoV-2奥密克戎 (Omicron) 

变异株S蛋白的激活更依赖于CatL[1,10,11], 且CatL在几

乎所有变异株中的切割位点高度保守[1], 因此CatL的

抑制剂可有效避免因病毒突变导致的耐药性问题, 是

抗SARS-CoV-2药物研发的重要靶标。

小分子药物分子体积小, 给药方式简单, 稳定性

高, 在抗击COVID-19的战役中, 小分子抑制剂的研发

已受到越来越多的重视。目前, CatL活性评价的通用

方法是以荧光基团 AMC标记 CatL水解底物, 通过荧

光强度的变化判断酶活性的变化, 该方法已经广泛应

用于酶抑制剂的活性评价[12-14]。本研究应用该酶活评

价方法对化合物库进行了抑制剂的高通量筛选, 得到

两个低细胞毒的小分子抑制剂 IMB 6290和 IMB 8014, 

进一步通过琼脂糖凝胶电泳、表面等离子共振 

(surface plasmon resonance, SPR)、细胞−细胞融合实

验、虚拟对接、成药性评价对化合物 IMB 6290和 IMB 

8014 进行了作用机制的研究, 以期为抗 SARS-CoV-2

感染药物发现提供新思路。

材料与方法

试剂与材料 化合物库由中国医学科学院医药生

物技术研究所国家新药 (微生物) 筛选室保存, 储存浓

度为 10 mg·mL-1; HEK-293T-ACE2 过表达细胞 (批号

41107ES03) 购自上海翌圣生物科技股份有限公司 ; 

SARS-CoV-2 S 蛋白 (批号 40634-V08B) 和 CatL 蛋白 

(批号 10486-H08H) 购自北京义翘神州公司; 非洲绿猴

肾细胞 (Vero)、人胚胎肾细胞 (HEK-293T) 均由本实验

室保存 ; Z-苯丙胺酰-精氨酸 -7-氨基 -4-甲基香豆素 

(Z-Phe-Arg-AMC, 批号C9521)、十二烷基硫酸钠 (批号

151-21-3)、四甲基乙二胺 (批号 110-18-9) 购自美国

Sigma 公司 ; Z-Phe-Tyr-CHO (批号 A0523) 购自美国

Santa Cruz 公司 ; pAAV-IRES-EGFP (批号 VT8151) 购

自优宝生物科技有限公司; pAAV-IRES-EGFP-SARS-

CoV-2-S质粒由金斯瑞公司全合成; 10×蛋白电泳缓冲

液 (批号 T1220)、30%制胶液 (批号A1010)、4×分离胶

缓冲液 (批号S1052)、4×浓缩胶缓冲液 (批号S1052) 购

自索莱宝公司; 磷酸盐缓冲溶液 (BL601A) 购自白鲨

科技有限公司; DMEM 培养基 (批号 SH30585.02)、胎

牛血清 (批号SH30406.05)、胰酶 (批号SH30042.01) 购

自美国Hyclone公司; 二甲基亚砜 (批号 20688) 购自美

国Thermo公司; 二硫苏糖醇 (dithiothreitol, DTT, 批号

0281) 购自兰博利德公司; 吗啉乙磺酸 (批号QN0132) 

购自北京百奥莱博科技有限公司; CCK-8试剂盒 (批

号 C005) 购自美国 TargerMol 公司 ; 考马斯亮蓝染色

液 (批号P1501) 购自北京普利来公司。

实验仪器 Prime Plus ÄKTA层析系统 (美国 GE

公司); Mikro 12-24离心机 (德国Hettich公司); SR8600

表面等离子共振仪 (美国 Reichert公司); BCM-1000A

超净工作台 (江苏苏净公司); Operetta CLS 高内涵成

像系统、Enspire 2104 Multiabel Reader 酶标仪 (美国

PerkinElmer 公司); MK-20 恒温金属 (中国奥盛公司); 

XR凝胶成像仪 (美国Bio-Rad公司); TW12水浴锅 (中

国优莱博 Julabo公司); TS-8脱色摇床 (中国其林贝尔

公司)。

CatL抑制剂高通量筛选 含 2 μg·mL-1 CatL的测

定缓冲液 (6 mmol·L-1 DTT, 0.05% Brij 35, 1 mmol·L-1 
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EDTANa2, 100 mmol·L-1 磷酸钠溶液 , pH 5.5) 以每孔

24 μL加入 96孔全黑半底板中, 再以每孔 1 μL加入化

合物 (1 mg·mL-1), 在室温下孵育 30 min。以每孔

25 μL加入 5 μmol·L-1底物, 室温孵育 5 min, 通过加入

终止缓冲液 (100 mmol·L-1一氯乙酸钠, 30 mmol·L-1乙

酸钠, 70 mmol·L-1乙酸, pH 4.3) 来终止反应。酶标仪

设置激发波长 360 nm, 发射波长 460 nm, 检测荧光强

度。设定 Z-Phe-Tyr-CHO 孔为阳性对照组 , DMSO 孔

为阴性对照组, 抑制率 > 50%的化合物被定义为初筛

阳性化合物。

抑制率% =

阴性组荧光强度 - 阳性组荧光强度
化合物组荧光强度 - 阳性组荧光强度

× 100%

初筛阳性化合物 IC50的测定 DMSO倍比稀释初

筛阳性化合物 (10 mg·mL-1), 取 1 μL加入 96孔全黑半

底板中, 使其在反应体系中的终浓度分别为 200、100、

50、25、12.5、6.25、3.125 μmol·L-1, DMSO作为对照。按

照上述方法进行各个浓度抑制率的测定 , GraphPad 

Prism 8 软件计算 IC50。

细胞毒检测 使用 CCK-8 试剂盒进行化合物的

细胞毒性检测。对数期HEK-293T细胞使用含有 10% 

FBS的 DMEM 培养基培养, 胰酶消化后, 使用同样的

培养基稀释, 8×103个/孔接种到 96孔细胞培养板中, 生

长至对数期后, 吸出培养基, 使用无FBS的培养基倍比

稀释化合物 (0.39～50 μg·mL-1), 每孔 100 μL加入到培

养板中, 同时设置 0.5% DMSO对照组细胞和无细胞空

白培养基对照, 每个浓度 3个复孔。培养 48 h后, 每孔

加入 10 μL CCK-8 检测试剂避光培养 2～4 h, 酶标仪

读取 450 nm 吸收值 (A), 同样的方法检测化合物对

Vero 细胞的细胞毒。实验重复 3 次 , 细胞存活率% =

A化合物 - A空白

A对照 - A空白

× 100%

聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS-PAGE) 配制 10%的

分离胶和 5% 的浓缩胶, CatL在 30 ℃静置 1 min后加

入测定缓冲液 (400 mmol·L-1 乙酸钠 , 4 mmol·L-1 

EDTA, 8 mmol·L-1 DTT, pH 5.5) 稀释的S蛋白, 37 ℃孵

育1 h。加入化合物使其终浓度为50、25和12.5 μmol·L-1, 

CatL 特异性抑制剂 Z-Phe-Tyr-CHO (12.5 μmol·L-1) 处

理组作为阳性对照[15,16]。加入上样缓冲液制备蛋白样

品进行电泳, 考马斯亮蓝染液染色, 凝胶成像仪拍照。

细胞融合实验 胰酶消化 HEK-293T 细胞, 使用

含 10% FBS的DMEM培养基稀释细胞, 以 5×105个/孔

的密度接种于 6 孔板中 , 长至对数生长期。pAAV-

IRES-EGFP (EGFP) 或 pAAV-IRES-EGFP-SARS-CoV-

S-2 (SARS-CoV-2-S/EGFP) 与相同体积的脂质体混合

后室温孵育 20 min, 加入 6孔板中, 37 ℃孵育 6 h, 更换

为新鲜的培养基, 37 ℃培养 48 h。转染的 HEK-293T

细胞胰酶消化, 用含 10% FBS的DMEM培养基稀释至

5×105个/孔; HEK-293T-ACE2过表达细胞胰酶消化后, 

用含 10% FBS 的 DMEM 培养基稀释至 105个/孔。两

种细胞按照 5∶1 的比例混匀后 , 每孔 100 μL 接种到

96孔板中。培养 6 h后加入不同浓度的化合物, 每个

浓度3个复孔, 37 ℃培养12 h, 高内涵系统成像。

SPR 技术 分别用 2 mL 去离子水溶解 153 mg 

1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基(1-(3-dimethylaminopropyl)-

3-ethylcarbodiimide hydrochloride, EDC) 和 23 mg N-羟

基琥珀酰亚胺 (N-hydroxysuccinimide, NHS), 0.22 μm

滤膜过滤。EDC与NHS 1∶1混合, 以 10 mL·min-1的流

速注入样品, 7 min全芯片激活。用 pH 4.5的乙酸钠溶

液稀释CatL至 80 μg·mL-1, 固定在左通道, 流速设定为

10 μL·min-1, 注射 7 min, 右通道为空白对照。当蛋白

质固定到所需信号值时, 注入1 mol·L-1乙醇胺 (pH 8.5) 

8 min, 以阻断芯片表面上不与蛋白质结合的区域。用

0.22 μm滤膜过滤含有 5% DMSO的PBST缓冲液稀释

化合物 , 使其终浓度分别为 200、100、50、25、12.5、

6.25 μmol·L-1。样品加载过程 2.5 min, 自然解离

5.5 min, 流速设定为 25 mL·min-1。观察不同浓度的化

合物与芯片上固定蛋白的结合情况, Trace Drawer 软

件计算平衡结合常数 (KD)。

ADMET 预 测 利 用 SwissADME (http://www.

swissadme.ch) 预测化合物的体内药代动力学特性。

假病毒抑制活性 DMEM 稀释的 HEK-293T-

ACE2细胞混悬液 (每孔 100 μL, 3×104个细胞) 接种至

96孔细胞培养板, 加入50 μL DMEM倍比稀释的化合物

IMB 8014 (100、50、25、12.5、6.25、3.13、1.56 μg·mL-1) 

和 IMB 6290 (150、75、37.5、18.75、9.38、4.69、2.34 μg·mL-1) 

处理 2 h, 无药处理组只加入 50 μL DMEM; 最后加入

50 μL 假病毒 BA. 5 稀释液 , 无病毒处理组只加入

50 μL DMEM。阳性对照组为无药假病毒处理组, 阴

性对照组为无药无病毒处理组, 每组 3个复孔。96孔

板在 37 ℃、5% CO2培养箱中静置培养 72 h, 用化学发

光仪检测 luciferase 发光值 (RLU), 抑制率 (%) = [1 -
( )RLU药物对照平均值 - RLU阴性对照平均值

( )RLU阳性对照平均值 - RLU阴性对照平均值
] × 100%。

使用Reed-Muench法计算 IC50值。

分子对接 应用 Pubchem (https://pubchem. ncbi.

nlm.nih.gov/) 生成化合物 2D分子结构, 从RSCB PDB 

(https://www.rcsb.org/) 获取 CatL 的 3D 结构 (PDB ID: 

7w33), 蛋 白 质 模 型 质 子 化 后 , 通 过 MOE 插 件
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“Quickprep”进行优化 , MOE 插件“Dock”研究蛋白质

与分子之间的相互作用, London δG 作为评分函数计

算每个对接的结合能, GBVI/WAS δG评分函数进一步

优化对接, 以计算优化对接的结合亲和力。

统计学分析 采用GraphPad Prism 8进行统计分

析, 实验结果均以mean ± SEM的方法表示。

结果

1　CatL小分子抑制剂的筛选

应用CatL活性评价模型对国家新药 (微生物) 筛

选实验室的化合物库进行 2 500样次的高通量筛选, 选

择初筛浓度在 20 μg·mL-1下对 CatL 抑制率稳定高于

50%的化合物 IMB 6290和 IMB 8014 (结构见图 1) 进

行后续研究。

2　阳性化合物 IC50测定

IMB 6290 和 IMB 8014 对 CatL 表现出剂量依赖

性的抑制活性 , IC50 值分别为 11.53 ± 0.68 和 1.56 ± 

1.10 μmol·L-1。CatL 特异性抑制剂 Z-Phe-Tyr-CHO 的

IC50为0.24 ± 0.03 μmol·L-1 (图2)。

3　化合物细胞毒评价

利用CCK-8试剂盒对 IMB 6290和 IMB 8014进行

细胞毒评价, 发现二者对HEK-293T和Vero的半数细

胞毒性浓度 (concentration of cytotoxicity 50%, CC50) 

值均大于100 μg·mL-1, 毒性较低。

4　SDS-PAGE检测化合物对CatL的抑制作用

CatL蛋白能够切割 S蛋白, 如果化合物能够抑制

CatL的活性, S蛋白将保持完整性。本研究以 S蛋白

为底物, 通过 SDS-PAGE检测化合物对CatL切割活性

的抑制作用。从图 3可以看出, 因为CatL对 S蛋白的

切割作用 , 无药对照组蛋白条带明显变浅 ; 而 IMB 

6290和 IMB 8014在 50和 25 μmol·L-1处理组的蛋白条

带明显变深, 说明化合物能够抑制CatL对 S蛋白的切

割作用。

5　SPR检测化合物与CatL的亲和力

使用 SPR技术检测化合物与 CatL蛋白的结合活

性 , 结果发现 , IMB 6290 (图 4A) 和 IMB 8014 (图 4B) 

均可与CatL结合, 呈现良好的浓度依赖性, 平衡解离

常数KD分别为 1.56×10-5和 9.05×10-5 mol·L-1, 结合强度

为中等。

6　细胞水平检测化合物对CatL的抑制作用

将转染 EGFP 或 SARS-CoV-2-S/EGFP 的 HEK-

293T 作为效应细胞 , HEK-293T-ACE2 过表达细胞作

为靶细胞, 两种细胞共培养以模拟病毒对宿主细胞的

侵袭过程。EGFP转染的HEK-293T细胞 (HEK-293T/

EGFP) 与HEK-293T-ACE2过表达细胞共培养后, 如图

5 所示出现强且集中的荧光信号。SARS-CoV-2-S/

EGFP转染的HEK-293T细胞与HEK-293T-ACE2过表

达细胞共培养后, 荧光强度明显降低, 荧光范围增加, 

表明发生了细胞融合。化合物 IMB 6290和 IMB 8014

Figure 3　 Inhibition of CatL-mediated S-protein cleavage by the candidate compounds. Purified SARS-CoV-2 spike glycoprotein (S) 

protein was incubated in the presence or absence of CatL (0.5 μg·mL-1 in assay buffer, pH = 5.5) at 37 ℃ for 1 h. The reaction system 

containing CatL (0.5 μg·mL-1) was then supplemented with different concentrations of compound IMB 6290 (A) and IMB 8014 (B), 

respectively. Proteins were subjected to SDS-PAGE and detected by Coomassie brilliant blue staining

Figure 2　Inhibitory effects of the candidate compounds toward SARS-CoV-2 cathepsin L (CatL). Dose-response curves of IMB 6290 (A), 

IMB 8014 (B), and the reported inhibitor Z-Phe-Tyr-CHO (C) against human protease CatL. n = 3, mean ± SEM

Figure 1　Structures of the candidate compounds
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的加入使荧光强度有一定程度的恢复, 说明融合细胞

的数量减少, 细胞融合受到了抑制。

7　分子对接

一般认为能量越低, 配体与受体结合的构象越稳

定, 发生相互作用的可能性越大。分子对接结果显示, 

化合物 IMB 6290 及 IMB 8014 与 CatL 的结合能分别

为−7.28、−5.63 kcal·mol-1均小于−5.0 kcal·mol-1, 表明这

两个小分子与CatL具有较好的结合活性。

通过分子对接同时预测了化合物与 CatL蛋白的

相互作用模式 (图 6), 位于化合物 IMB 6290小分子连

接链上的羰基与Cys25和Gly68存在氢键相互作用力, 

五元环上的氮原子与Gly68存在氢键相互作用力, 苯并

氮杂环与Leu69存在芳香氢堆积相互作用力; IMB 8014

苯环上的酚羟基与Asp160存在氢键相互作用力。

8　化合物 IMB 6290和 IMB 8014假病毒抑制活性

假病毒携带 S蛋白和荧光素酶报告基因, 进入靶

Figure 5　Inhibitory activity of candidate compounds against CatL was detected by cell-cell fusion assay. Effects of compound IMB 6290 

(A) and IMB 8014 (B) on syncytia formation induced by SARS-CoV-2 spike protein

Figure 6　Molecular docking of each compound with CatL (PDB ID: 7w33). Three-dimensional structure diagram of IMB 6290 (A) and 

IMB 8014 (B) with CatL protein

Figure 4　 Surface plasmon resonance (SPR) analysis of the physical interaction between each candidate compound with CatL. After 

immobilizing CatL on the sensor chip, compound was injected at indictated concentrations. Binding of compound IMB 6290 (A) or IMB 

8014 (B) to CatL resulted in a concentration-dependent increase of the SPR signals expressed as resonance units (RU). The binding constant 

KD was calculated from the changes in the SPR signal
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细胞后通过检测荧光素酶发光值能够反映进入靶细胞

的病毒数量。如图 7所示, IMB 8014表现出良好的抑

制活性, 随着浓度的增加, 荧光值呈现浓度依赖性的下

降, 其 IC50值为 6.71 ± 2.09 μmol·L-1。化合物 IMB 6290

对 假 病 毒 的 抑 制 活 性 较 低 , 在 最 高 受 试 浓 度

361.87 μmol·L-1时抑制率只能达到40%。

9　化合物 IMB 6290和 IMB 8014 ADMET预测

应用在线工具SwissADME (http://www.swissadme.

ch/index.php) 预测化合物 IMB 6290和 IMB 8014的吸

收、分布、代谢、排泄及毒性等药物动力学性质。如表

1所示, 化合物 IMB 6290和 IMB 8014均具有良好的水

溶性, 类药性参数均达到了 Swiss的筛选标准, 药物发

现过程中主要的假阳性来源参数 PAINS 和可能导致

毒性、代谢不稳定等负面特性的结构片段参数 Brenk

均为无。人类细胞色素 P450 家族 (cytochrome P450 

proteins, CYP) 的57种同工酶可代谢人类约2/3的已知

药物, 其中 80%的代谢特性属于 5种同工酶CYP1A2、

CYP3A4、CYP2C9、CYP2C19和CYP2D6, 其抑制剂可

能会影响药物代谢[17]。化合物 IMB 8014 仅对一种

CYP 同工酶有抑制作用 , 且胃肠道吸收率高 ; IMB 

6290对 4种CYP同工酶均有抑制作用, 且胃肠道吸收

率低。生物利用度雷达图 (图 8A、B) 可以看出化合物

IMB 6290和 IMB 8014可能具有较高的类药性。

讨论

COVID-19的大暴发对全球健康构成了严重的威

胁, 疫苗和中和抗体作为重要的防治手段发挥了重要

的作用[18], 但是随着病毒变异株的出现, 疫苗研发的滞

后性和抗体的中和活性面临巨大的挑战[19]。在克服免

疫逃逸、药代动力学特性、药品管理、生产成本、批量储

存和运输等方面具有显著优势的小分子抗病毒药已成

为抗击COVID-19的得力武器[19]。

组织蛋白酶 (cathepsin, Cat) 是具有内肽酶和外肽

酶活性的非特异性蛋白酶, 参与晚期内体和溶酶体中

的蛋白质降解。根据催化类别不同分为 3种: 天冬氨

酸 (D 和 E)、丝氨酸 (G) 和半胱氨酸 (B、C、K、L、S 和

V) 蛋白酶。其中, 半胱氨酸蛋白酶 (CatB、L和S) 对病

毒进入更为重要[20]。CatL 与癌症、多种病毒 (埃博拉

Figure 8　SwissADME bioavailability radar of the candidate compounds. The diagrams of bioavailability radar for compound IMB 6290 

(A) and IMB 8014 (B). The pink areas represent the ideal range of each property (lipophilicity, molecular weight, solubility, and flexibility)

Figure 7　IMB 6290 and IMB 8014 blocked SARS-CoV-2 pseudovirus entry. 293T-ACE2 cells were pre-incubated with IMB 6290 (A) or 

IMB 8014 (B), and subsequently inoculated with pseudovirions. n = 3, mean ± SEM

Table 1　ADMET prediction for compound IMB 6290 and IMB 8014. CYP: Cytochrome P450 protein

Compound

IMB 6290

IMB 8014

GI absorption

Low

High

Water solubility

Moderately soluble

Moderately soluble

Druglike

2

4

PAINS

NO

NO

Brenk

NO

NO

P450 enzyme inhibitor

CYP3A4

YES

NO

CYP2C9

YES

YES

CYP2C19

YES

NO

CYP2D6

NO

NO
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病毒、人乳头瘤病毒、呼肠孤病毒、冠状病毒、登革热和

呼吸道合胞病毒) 引起的感染有关[21]。CatL 同样与

SARS-CoV-2 进入过程的融合环节相关 , CatL 切割

SARS-CoV-2 S蛋白, 促进膜融合, 使病毒RNA基因组

释放至胞浆[22,23], 抑制 CatL 活性可能会阻断 SARS-

CoV-2侵入宿主细胞过程。此外, 靶向宿主蛋白而不

是病毒蛋白 , 在减轻耐药性方面可能具有更大的优

势[24,25], 因此 CatL 是抗 SARS-CoV-2 病毒药物发现的

重要靶标。

SARS的暴发使得CatL抑制剂作为抗新冠病毒感

染的药物受到更多的关注。目前已经发现多种 CatL

抑制剂 , 如 E-64d、K777、5705213、MDL 28170、SSAA 

09E1 等已经在细胞水平上证实具有抗 SARS-CoV 感

染活性 , 其 IC50 能够达到纳摩尔级别[26-29]。但是在

SARS-CoV-2 上只有 K777 和 MDL 28170 有不同程度

的抑制作用, 其中K777在细胞水平上对 SARS-CoV-2

感染的有效中浓度 (median effective concentration, 

EC50) 分 别 为 HeLa/ACE2 (4 nmol·L-1)、Calu-3/2B4 

(7 nmol·L-1)、Vero (≥ 70 nmol·L-1)、A549/ACE2 (< 

80 nmol·L-1)、Calu-3 (>10 μmol·L-1) [27]; MDL 28170 减

少了65%的多能干细胞衍生的肺细胞样细胞被SARS-

CoV-2 感染[30]。此外 , 目前临床应用的抗生素 , 如

teicoplanin、rifampicin 和 clofazimine 等 也 具 有 抗

SARS-CoV-2 活性 , 其活性与 CatL 抑制相关[25]。抗疟

药 chloroquine能够在细胞水平上抑制 SARS-CoV-2的

感染活性, 但是它与CatL本身抑制活性无关, 而是非

特异性提高溶酶体内的 pH值来抑制CatL的活性[31-34]。

虽然CatL抑制剂在抗病毒方面, 尤其是抗冠状病毒方

面多有报道, 但是目前真正具有抗 SARS-CoV-2 病毒

活性的CatL抑制剂并不是很多, 因此开发结构类型多

样的CatL抑制剂应对SARS-CoV-2感染依然具有重要

的意义。

本研究应用通用的AMC标记底物酶活测定方法

筛选到两类小分子抑制剂 IMB 6290 和 IMB 8014, 二

者对CatL表现出剂量依赖性的抑制活性, 并且在分子

和细胞水平上证实了这两个化合物可阻断 CatL 对

S 蛋白的切割作用 ; ADMET 结果表明 , 相较化合物

IMB 6290, IMB 8014 具有更好的成药性和类药性。

IMB 6290和 IMB 8014均为首次报道具有CatL抑制活

性, 与已知的抑制剂结构并不相同; 同时 IMB-8014在

假病毒感染模型上具有良好的抑制活性, 较低的细胞

毒性 , 提示其抗病毒潜力 , 其相关生物活性也未见

报道。

总之, 本研究为后续靶向新型冠状病毒CatL的小

分子抑制剂研发提供具有新型骨架结构的先导化合

物, 但是化合物对 SARS-CoV-2 体内外的抑制活性仍

需进一步的深入评价。
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