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基于新靶标的HBV抑制剂研究进展 (2): RNase H及其他靶标
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摘要: 乙型肝炎已成为影响我国人民身体健康和社会发展的重大疾病之一。乙肝发病率高, 病程长, 目前已上

市的抗乙肝病毒小分子药物无法治愈乙肝, 因此, 研发安全高效的新型乙肝病毒抑制剂具有重要意义。本综述承接

前文关于HBV衣壳蛋白抑制剂的研究进展, 精选近几年具有代表性的研究实例, 从药物化学的视角总结了抗乙肝

病毒药物RNase H类及其他靶标抑制剂的前沿进展。
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Abstract: Hepatitis B has become one of the major diseases which seriously affect people's health and social

development. Hepatitis B, with high incidence and long disease course, cannot be cured by approved drugs such

as the nucleoside analogues. Therefore, the discovery of safe and efficient novel HBV inhibitors is of great

significance. From the point of view of medicinal chemistry, we summarized and discussed current endeavours

towards the discovery and development of anti-HBV agents of RNase H and other novel target inhibitors with

various scaffolds or distinct mechanisms of action, besides the existing capsid protein inhibitors.
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乙型病毒性肝炎 (viral hepatitis type B), 简称乙肝

(hepatitis B), 是由乙型肝炎病毒 (HBV) 所致的重大传

染性疾病, 长期发展可导致急慢性病毒性肝炎、肝代谢

失常、肝硬化和原发性肝细胞癌[1]。据世界卫生组织

报道, 全球近 20亿人曾感染过HBV, 其中约 2.5亿人为

慢性HBV感染者[2]。我国约有 9 000万乙肝病毒携带

者, 平均每年约28万患者因感染乙肝病毒而死亡[3]。

HBV完整的生命周期包括: 吸附、穿入、脱壳、修

补、转录、翻译、衣壳蛋白装配、DNA复制、获得包膜和

释放等步骤形成有感染能力的完整HBV病毒颗粒 (图

1)[4,5]。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。伴随着HBV生命周期的深入

研究, 越来越多针对HBV生命周期各个关键环节的靶

点被相继报道。目前, 主要包括HBV吸附侵入抑制剂、

靶向于共价闭合环状 DNA (covalently closed circular

DNA, cccDNA) 抑制剂、靶向于 RNA 抑制剂、抑制乙

肝表面抗原 (hepatitis B surface antigen, HBsAg) 分泌
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抑制剂、核衣壳蛋白抑制剂、靶向于RNase H 结构域的

DNA聚合酶抑制剂、病毒成熟抑制剂、宿主抗病毒靶

点抑制剂和其他靶点尚不明确的 HBV 抑制剂[6]。本

综述承接前文[7]关于HBV衣壳蛋白抑制剂的研究进展,

精选近几年具有代表性的研究实例, 从药物化学的角

度总结了RNase H类及其他靶标抑制剂的前沿进展。

1 HBV吸附和侵入抑制剂

HBV吸附和侵入抑制剂可以阻断病毒对新生肝

细胞的再感染, 降低肝细胞内 cccDNA 的水平, 另外,

可有效地控制慢性乙肝患者肝移植后的乙肝病毒的再

感染和孕妇对新生儿的传播, 有望成为根治慢性乙肝

的新策略之一。

2015年, Wang等[8]研究报道, 上市药物厄贝沙坦

(irbesartan, 1) 通过抑制牛磺胆酸钠共转运多肽

(NTCP) 的表达阻断HBV进入肝细胞, 具有较好的抗

病毒活性。Kaneko等[9]研究者从真菌类次生代谢化合

物库中筛选得到的三环多酮类化合物 2 (vanitaracin

A), 具有较好的抑制 HBV 感染活性 (EC50 = 0.61 ±

0.23 μmol·L-1, CC50 > 256 μmol·L-1)。

化合物 3 (EGCG) 是从绿茶中提取的一种黄酮

类天然产物。研究结果表明, 其诱导NTCP受体网格

蛋白依赖性内吞作用, 同时抑制转铁蛋白的内吞, 从

而抑制HBV的侵入。在 50 μmol·L-1浓度下, EGCG抑

制HBV侵入率大于 80%[10]。环孢素A (cyclosporin A,

CsA) (4) 及其衍生物 (cyclosporin B, 5) 能够抑制NTCP

与大包膜蛋白结合, 阻止HBV进入肝细胞。CsA具有

较好的抗 HBV 侵入活性 , 其半数抑制浓度 IC50小于

0.2 μmol·L-1 [11-13]。

2 靶向于 cccDNA的抑制剂

cccDNA是HBV复制的起始模板, 长期存在于慢

性HBV感染者肝细胞中, 也是乙肝疾病难根治和易复

发的根源。清除肝细胞内 cccDNA, 才能彻底抑制

HBV感染, 从而实现乙肝“根治”的目标。

化合物 CCC-0975 (6) 和 CCC-0346 (7) 属于双取

代磺酰胺类化合物, 均具有较好的体外抗HBV活性,

其EC50值分别为 10和 3 μmol·L-1。DP-rcDNA (deprot‐

einized relaxed circular DNA) 是 cccDNA 形成的关键

中间体的前体 , 也是抑制 cccDNA 形成的重要靶点。

进一步研究结果表明 , 化合物 6 和 7 可以同时减少

HBV cccDNA 和 DP-rcDNA 的水平[14]。另外 , 研究发

现酪蛋白激酶 II抑制剂DMAT (8) 可以显著抑制细胞

Figure 1 The life cycle of HBV
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核的转入, 阻止 cccDNA的形成[15]。

3 靶向于RNA的抑制剂

以 RNA 为靶点的药物可以有效抑制 cccDNA 的

转录或mRNA的翻译, 是药物研究的重要靶点。小干

扰RNA (siRNA) 可以干扰HBV靶基因的表达和促进

mRNA的降解[16,17]。金丝桃素 (helioxanthin, 9) 是从贯

叶连翘中提取的天然产物, 研究结果表明, 金丝桃素及

其衍生物 (10～12) 具有较好的抗HBV活性。进一步

研究结果显示, 金丝桃素可能与肝富集因子HNF 4α和

HNF 3β作用, 调控前基因组RNA (pgRNA) 的表达, 减

少pgRNA的形成[18-20]。

4 靶向于HBsAg的抑制剂

HBsAg 抑制剂包括两种 , 一种是抑制蛋白的翻

译, 减少HBsAg的生成; 另一种是阻止HBsAg的释放,

减少血清中HBsAg的含量[21]。其中, 文献报道较多的

是抑制HBsAg的释放。

2014年, Xu等[22]通过高通量筛选得到一类苯并咪

唑类化合物 , 其中化合物 BM601 (13) 具有较好抑制

HBV 病毒颗粒及 HBsAg 分泌活性 , 其 EC50值分别为

0.6和 1.5 μmol·L-1, 但有一定的细胞毒性, 其CC50值为

24.5 μmol·L-1。加拿大的 REPLICor 公司开发的 Rep

2139和Rep 2165是核酸多聚物类HBsAg释放抑制剂,

能够显著降低 HBsAg水平, 从而降低乙肝病毒载量,

目前正在 II期临床试验[23]。

2017年, Kim等[24]合成了一系列联苯酰胺类化合

物, 并对其抗乙肝活性进行了评价。活性结果表明, 化合

物 14 (NJK14047) 具有明显的体外抗 HBV活性, EC50

值为 27 nmol·L-1, 这与 HBsAg的产生、HBeAg的分泌

和 HBV 的产生有关。NJK14047 能有效抑制 HBV 基

因转染细胞和HBV感染的人肝癌细胞中HBV抗原和

HBV颗粒的分泌。与此同时, 该类化合物对HBsAg的

抑制作用与 p38丝裂原活化蛋白激酶 (MAPK) 抑制活

性呈正相关。

5 靶向于RNase H结构域的DNA聚合酶抑制剂

HBV DNA聚合酶是一个多功能酶, 在HBV的复

制周期中发挥着重要的作用, 可分为 4个功能结构域:

从 N端到 C端依次为末端蛋白区 (TP)、间隔区 (SD)、

逆转录区 (RT) 和核糖核酸酶区 (RNase H)[25]。其中,

RT是HBV DNA聚合酶的主要功能区, 同时具有逆转

录酶及DNA聚合酶活性, 可将HBV pgRNA逆转录成

负链DNA, 并以此为模板合成正链DNA, 为HBV复制

所必须, 是抗HBV药物开发的靶点之一。

目前研究的HBV DNA聚合酶抑制剂大多为核苷

(酸) 类化合物, 除了已批准上市的药物, 多个其他核

苷 (酸) 类化合物也被广泛研究。其中核苷类化合物

主要包括泛托西他滨 (valtorcitabine, 15)、依夫西他滨

(elvucitabine, 16)、恩曲他滨 (emtrictabine, 17) 和 β -L-

2'-F-d4C (18) 等; 核苷酸类化合物主要包括开环核苷

酸类似物 (19)、环状核苷酸类似物 (20)、核苷衍生物

(21) 和桥接核苷酸衍生物 (22)。然而, 研究发现, 服用核

苷 (酸) 类药物的患者需要终身用药, 而长期使用又会产

生耐药性, 因此限制了核苷 (酸) 类抑制剂的广泛应用[26]。

RNase H结构域作为HBV DNA聚合酶的功能区

之一, 在病毒复制过程中发挥着重要作用。近年来, 将

RNase H 结构域作为 HBV 治疗靶点得到了广泛关

注[27,28]。乙肝病毒在细胞质衣壳颗粒中逆转录, 病毒

RNA由病毒衣壳蛋白包裹, 由病毒聚合酶催化, 复制

形成负极性 DNA 链 , 在此过程中 RNase H 负责降解

pgRNA, 从而形成正极性DNA链。成熟的衣壳颗粒运

输到细胞核形成 cccDNA, 或者作为病毒粒子分泌。

RNase H抑制剂会在产生负极性 DNA链的过程中阻

断正极性DNA链的合成, 从而抑制功能性病毒粒子的

分泌和 cccDNA 的补充 (图 2)。RNase H 活性的丧失

使得病毒无法正常复制, 表明HBV RNase H是潜在的

药物靶标[29-31]。

研究表明 , HBV 与人类免疫缺陷病毒 (human

immunodeficiency virus, HIV) 同属于逆转录病毒 ,

HBV 和 HIV RNase H 同属于核苷酸转移酶家族[32]。

在核心催化域内, HBV约有 23%的氨基酸与HIV对应

物相一致[33,34]。Lu 等[35]研究发现 , 超过 20% 的 HIV
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RNase H 抑制剂同样对 HBV RNase H 有抑制活性。

其中 , 托酚酮类、N-羟基嘧 (吡) 啶二酮类和 N-羟基

异喹啉二酮类作为RNase H抑制剂, 均表现出潜在的

抗HBV活性[36]。

5.1 托酚酮类抑制剂

托酚酮类化合物对HIV RNase H具有较强的抑制

活性 [30]。β-侧柏酚 (23) 是一种从西部红柏树分离出

的羟基化托酚酮类 , 它通过螯合 Mg2+离子 , 与 HIV-1

RNase H活性位点结合, 对HIV-1 RNase H具有抑制活

性[37-39], IC50值为0.2～0.3 μmol·L-1。研究表明, β-侧柏酚

对HBV也具有一定的抑制活性, 抑制D型和H型HBV

RNase H活性的 IC50值分别为5.9和2.3 μmol·L-1 [30]。

随着研究的不断深入, 羟基托酚酮逐渐发展为一

类新骨架 HBV RNase H 抑制剂先导化合物[40]。2017

年, Lu等[35]通过高通量筛选技术, 得到了一系列羟基

托酚酮类衍生物, 其细胞水平的抗HBV活性均在微摩

尔水平。随后, 通过进一步的研究总结出羟基托酚酮

类化合物的构效关系, 左翼α-羟基酮为活性必需, 右翼

R2 为含羰基且为短链取代基可以增强抗乙肝活性

(27, 图 3)。RNase H抑制剂可与核酸类似物起协同作

用, 潜在的抗HBV RNase H药物有望与现有的核酸类

似物联合使用, 抑制HBV复制, 阻止相关蛋白的表达,

从而达到根除乙肝感染的目的[41]。

5.2 二酮类抑制剂

二酮类 HBV RNase H抑制剂包括 N-羟基嘧 (吡)

Figure 3 The structures of hydroxytropolone derivatives 24-28 and their preliminary SAR

Figure 2 Inhibition of HBV RNase H in the life cycle of HBV
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啶二酮类 (HPDs) 和 N-羟基异喹啉二酮类 (HIDs),

HPDs 和 HIDs 作为 RNase H 抑制剂 , 在抑制 HBV 活

性的同时均不影响聚合酶在衣壳中延长 DNA 链的

能力[32]。

5.2.1 N-羟基嘧 (吡) 啶二酮类抑制剂 2017 年 ,

Edwards等 [42]研究发现, HPDs可以通过靶向RNase H

从而抑制HBV在细胞中的复制。几种典型的HPDs衍

生物均表现出较好的抗 HBV活性, 其中化合物 32和

33抗HBV活性最高 (图 4), 在微摩尔至亚微摩尔水平

发挥抑制活性, 值得进一步研究。

5.2.2 N-羟基异喹啉二酮类抑制剂 HIDs已被广泛

应用于抗HIV RNase H研究, 并且被发现是体外抗纯

化酶的有效抑制剂[44,45]。HIDs 在体内通过结合 HIV

RNase H活性位点上的Mg2+离子, 从而发挥抑制活性[46]。

研究发现 , 超过 20% 的 HIDs 化合物在体内抑制 HIV

RNase H活性的同时, 也具有一定的抗HBV RNase H

的作用。2014年, Cai等[47]通过基于细胞活性的表型

筛选得到一系列HIDs衍生物和萘啶酮类化合物 (36,

图 5A), 活性结果显示, 化合物 34抑制活性高, 抗HBV

活性较好 (EC50 = 4.2 μmol·L-1), 可作为先导化合物进

行进一步的结构修饰。

2017年, Edwards等 [42]通过进一步的研究, 总结出

HIDs类化合物的构效关系 (图 5B): ① 六元含氮HPD

环是最小的药效团, 替换为五元环活性大大降低。在

HPD母环的 5位和 6位桥接一个六元环, 形成了HPD

骨架。② HPD和HID基本骨架的C1～3位形成一个

金属螯合位点 (含氧三元组), 为活性必需。③ C4位

为含有羰基的酯或酰胺基团, 通过增加相连氢的酸性,

从而增强含氧三元组螯合Mg2+的能力。与此同时, R

基团为较大的疏水性基团 (芳基或醛基) 活性增加。

研究表明, HIDs骨架具有很大的发展前景, HPDs

骨架也具有发展为抗HBV药物的潜力。但是, 目前已

得到的抗HBV RNase H类化合物大多含有多个羟基,

Figure 5 The structures of HID derivatives 34-41 and their preliminary SAR

Figure 4 The structures of HPD derivatives 29-33[43]
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极性较强, 透膜性差, 难以进入细胞发挥抗病毒作用,

从而限制了进一步的开发与应用[35]。未来的研究应在

降低目标化合物细胞毒性的同时, 改善其透膜性。可

以利用前药[48]的设计策略 (如酯化) 将其螯合基团进

行封闭, 使其在细胞内相应酶解条件下释放出原药, 从

而提高该类抑制剂的体内抗病毒活性。

6 病毒成熟抑制剂

乙肝病毒完成DNA复制的同时, 内质网核糖体产

生的病毒表面蛋白在高尔基体进行修饰, 形成成熟的

病毒颗粒, 最后与外膜融合将病毒释放到细胞外, 因

此, 抑制乙肝病毒的成熟成为一个重要的靶点。氮端

连接的多糖通过与伴侣蛋白作用促进糖蛋白的折叠,

内质网的 α-葡萄糖苷酶移除葡萄糖进行糖化修饰, 因

此, 抑制 α-葡萄糖苷酶的活性能够阻止正常的蛋白质

折叠功能。研究结果表明 , NB-DNJ (42) 和 NN-DNJ

(43, N-nonyl-DNJ) 抑制 α-葡萄糖苷酶, 错误折叠蛋白,

阻止蛋白的离去。通过土拔鼠乙肝动物模型的研究进

一步表明, α-葡萄糖苷酶抑制剂能够干扰正常的折叠,

阻止包膜病毒颗粒的释放[49]。2016年, Asif-Ullah等[50]

研究者报道了抑制病毒核心与表面蛋白作用的抑制

剂, 其中化合物KKJ00626 (44) 和KSG00011 (45) 表现

了较好的抗HBV活性。

7 其他宿主抗病毒靶点抑制剂

乙肝病毒通过降低机体免疫应答减少病毒清除,

促使机体长期处于较弱的免疫应答, 造成肝损伤和肝

功能下降, 因此, 可以通过增强宿主免疫应答和天然干

扰素的产生提高抗病毒作用。目前的研究主要包括免

疫激动剂、HBV治疗性疫苗、特异性CTL调节分子激

动剂、热应激同源蛋白 70 (Hsc70) 抑制剂和靶向宿主

因子抑制剂。

GS-9620和RO6864018属于 Toll样受体 7 (TLR7)

激动剂, 能够持久抑制HBV抗原分泌和DNA复制, 同

时增强CD8+ T细胞的杀伤活性[51]。Hsc70是一种ATP

结合蛋白, 在逆转录过程中起着重要作用[52]。化合物

氧化苦参碱 (46, oxymatrine) 是从中药苦参中提取的

一种天然产物 , 苦参碱及其衍生物通过破坏 Hsc70

mRNA, 抑制 Hsc70 mRNA 的表达 , 并显著抑制 HBV

复制。结果表明, 苦参碱对HBV野生型和耐药突变株

都具有较好的抑制活性[53,54]。

另外, 罗氏公司基于细胞水平的表型筛选, 发现二

氢喹诺酮类化合物 47具有较好的抗乙肝活性, EC50值

为 0.87 μmol·L-1。随后, 经过一系列结构修饰获得了

RG7834 (48), 它通过靶向宿主因子 PAPD5/7, 表现出

较强的抑制HBV活性, EC50值为 3.2 nmol·L-1, 目前正

在 I期临床试验[55-57]。

8 靶点尚不明确的HBV抑制剂

随着人们对抗病毒领域研究的不断深入 , 一些

新型的 HBV 抑制剂不断被开发。例如 , 从抗病毒中

药射干中提取分离得到的异黄酮天然产物 (49) 具有

较好的抗 HBV 活性 , 其抑制 HBsAg 分泌的 EC50 为

53.9 μmol·L-1。2-吡喃酮衍生物 50表现出较高的抑制

HBeAg分泌活性 (EC50 = 0.5 μmol·L-1, SI = 16.0) 和较

好的抑制 DNA 复制活性 (EC50 = 2.1 μmol·L-1, SI =

3.81)。在此基础上 , 通过一系列的结构优化与修饰 ,

构建了2-吡喃酮类活性小分子的药效团模型 (图6), 其

中包括 3个疏水中心 (蓝色部分)、4个氢键受体 (红色

虚线部分) 和1个氢键供体 (紫色部分)[58]。

9 总结与展望

目前, 已上市的抗乙肝药物多属于核苷类化合物,

随着核苷类药物在临床上的长期使用, 不断涌现出许

多亟待解决的问题, 例如病毒耐药株的出现和联合用

药的肾脏累积毒性, 因此, 基于新靶标新机制的抗乙肝

病毒药物研发逐渐成为当前研究的热点。本综述承接

前文关于HBV衣壳蛋白抑制剂研究进展, 总结了其他

新靶标抑制剂研究进展, 例如HBV吸附侵入抑制剂、

靶向于 cccDNA 抑制剂、靶向于 RNA 抑制剂、抑制
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HBsAg 分泌抑制剂、靶向于 RNase H 结构域的 DNA

聚合酶抑制剂和病毒成熟抑制剂等。

利用基于优势结构的“再定位”及多样性导向合成

策略获得抗HBV RNase H活性的化合物。相比于其

他类型的HBV抑制剂, 靶向于RNase H类抑制剂结构

简单, 易于合成, 基于先导化合物进一步优化的空间广

阔, 是最有发展潜力的HBV抑制剂之一。然而目前已

得到的具有抗 HBV RNase H活性的化合物大多由于

极性较强, 透膜性差, 无法进入细胞发挥抗病毒作用,

从而限制了其进一步的开发与应用。

近年来 , 一些新的药物设计理念和技术在抗病

毒领域得到了成功的应用。例如, Priscilla L. Yang课

题组[59]利用靶向蛋白降解技术将特拉匹韦 (telaprevir)

与 CRL4CRBN 的配体组合形成靶向蛋白降解嵌合体

(PROTAC) 分子。这种新型抗病毒PROTAC分子既能

抑制又能诱导丙肝病毒 (HCV) 的 NS3/4A 蛋白酶降

解, 从而克服了病毒变异的问题。与此同时, 共价抑制

剂作为克服病毒耐药问题的有效途径, 也逐渐受到研

究者的普遍关注[60,61]。

上述药物设计新理念为抗病毒领域的研究奠定了

坚实的基础, 并对抗乙肝病毒的研究提供了重要的参

考。未来应将PROTAC技术以及共价结合理念创造性

地应用到抗乙肝抑制剂的研究中, 研发具有新靶标新

机制的抗乙肝病毒药物。需要特别强调的是, cccDNA

是HBV生命周期中稳定存在的关键因素, 只有完全清

除, 才能实现乙肝的彻底治愈。因此, 运用药物筛选的

新策略与新技术发现具有清除细胞核内 cccDNA活性

的分子, 是未来抗乙肝药物研究的重要方向, 应给予足

够的重视。
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