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抗登革病毒药物化学研究新进展
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摘要: 登革热是由埃及伊蚊和白纹伊蚊传播的一种虫媒病毒的疾病。登革病毒感染能够引发登革热、登革出血

热和登革休克综合征等多种症状。迄今为止尚无治疗登革病毒感染的特异性药物上市。本文结合抗登革病毒研究

的最新进展, 从蛋白酶抑制剂、病毒多聚酶抑制剂、病毒侵入抑制剂、病毒复制相关宿主因子抑制剂以及衣壳蛋白抑

制剂等几个方面综述了抗登革病毒药物研究新进展。
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Recent advances in the discovery of dengue virus inhibitors
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Abstract: Dengue fever is one of the most important vector-borne human diseases caused by mosquito vector

Aedes aegypti and Aedes albopictus. Dengue virus can cause dengue fever, dengue hemorrhagic fever and dengue

shock syndrome. There are no approved drugs for the treatment of dengue disease so far. In this paper, combined

with the latest progress in the research of anti-dengue virus, the new progress in the research of anti-dengue virus

drugs was reviewed from the aspects of protease inhibitors, virus polymerase inhibitors, entry inhibitors, virus

replication-related host factor inhibitors, capsid protein inhibitors and nucleic acid inhibitors.

Key words: dengue fever; dengue virus; dengue hemorrhagic fever; drug discovery

登革病毒血清型 1至 4 (DENV-1～4) 属于黄病毒

科, 是一组包膜RNA病毒。黄病毒科是由节肢动物传

播的疾病病原体组成, 如黄热病病毒 (YFV)、日本脑炎

病毒 (JEV)、西尼罗河病毒 (WNV) 和DENV。许多黄

病毒科病毒是常见的人类致病原, 具有发病率和死亡

率高的特点[1]。仅DENV一项来说, 就对生活在登革

热流行地区的约25亿人构成了公共卫生威胁。DENV

感染常导致登革热、危及生命的登革出血热 (DHF) 或

登革休克综合征 (DSS)。全球 100多个国家报道了大

约 50万例登革出血热和登革出血热病例, 其中每年大

约有 25 000人死亡, 并且登革热在我国南方沿海各省

市仍有流行的趋势。但是, 目前市场上仍无特异性治

疗登革病毒感染的药物[2]。因此, 研究开发低毒、高效

的抗登革病毒药物具有重大意义。本文综述了抗DENV

药物的研究新进展。

1 登革热病毒的结构、致病机制与临床表现

1.1 登革病毒基因组结构和功能

DENV是黄病毒科的一部分, 病毒颗粒呈哑铃状、

棒状或球形, 病毒颗粒外有脂蛋白包膜, 并具有包膜刺

突, 病毒包膜的外层含有包膜蛋白E, 内层含有膜蛋白

M, 病毒的核心部分是由病毒的单股正链RNA和病毒

衣壳蛋白C共同组成的 20面体核衣壳结构。登革病

毒基因组是一个长度约为 11 kb的单链阳性RNA, 基
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因组的 5'端和 3'端都有 1个非编码区 (UTR), 位于 1个

开放阅读框的两侧。开放阅读框编码 1 个长多聚蛋

白, 经病毒和细胞蛋白酶的协同和翻译后加工成 3个

结构蛋白 (衣壳[C]、前膜[prM]和包膜[E]) 和 7个非结

构 蛋 白 (NS1、NS2A、NS2B、NS3、NS4A、NS4B 和

NS5) (图 1)[2]。其中 , 结构蛋白参与病毒的进入和组

装; 非结构蛋白参与病毒RNA复制、避先天免疫反应

和病毒组装; 糖蛋白NS1在病毒RNA复制的早期阶段

参与病毒 RNA 的复制; NS3 与辅因子 NS2B、RNA 三

磷酸酶和RNA解旋酶都发挥病毒丝氨酸蛋白酶的作

用; NS5作为甲基转移酶和依赖 RNA的 RNA聚合酶

(RdRp) 发挥作用 ; 对于小疏水蛋白 NS2A、NS4A 和

NS4B的功能尚不明确。这些跨膜蛋白能够将病毒复

制复合体锚定在内质网 (ER) 膜上[3]。

1.2 登革病毒的致病机制

DENV感染的复制周期可分为以下几个步骤: 病

毒E蛋白与细胞表面受体结合、病毒通过内吞作用进

入宿主细胞、病毒包膜与内体膜的融合、病毒RNA释

放到细胞质中、病毒 RNA 基因组被翻译成多蛋白、

RNA的复制、病毒在内质网上组装形成不成熟的病毒

粒子以及病毒粒子从高尔基体离开细胞。DENV感染

宿主细胞首先是病毒 E蛋白与细胞表面受体的结合,

目前已发现多种细胞表面分子可以作为DENV的感染

受体, 如氨基多糖、DC-SIGN、甘露糖受体、蛋白聚糖

等[4]。然后DENV在宿主细胞受体和病毒粒子的包膜

(E) 蛋白的相互作用下, 通过受体介导的内吞作用进入

细胞, 之后病毒在核内体中仍保持完整, 直到细胞环境

变为酸性, pH的降低使病毒包膜与释放核衣壳的内体

膜发生融合, 随后核衣壳被脱衣从而把病毒基因组释

放到细胞质中 , 这时病毒基因组发挥信使 RNA 的作

用, 并被病毒和细胞蛋白酶翻译成多蛋白, 然后非结构

蛋白复制病毒 RNA, 并在内质网上发生病毒的组装,

在内质网中衣壳蛋白包裹着新合成的病毒RNA, 形成

不成熟的病毒颗粒, 最后这些颗粒通过胞吐作用到达

高尔基体, 并从高尔基体离开细胞 (图2)[5]。

1.3 临床表现

DENV的初次感染早期症状并不明显, 容易发生

误诊。典型症状为发热, 常伴乏力、肌痛、畏寒, 可能会

出现皮疹、消化道症状 (恶心、呕吐、腹泻) 或者女性的

阴道不规则出血、鼻衄以及呕血等症状。当再次感染

异型DENV时, 会产生抗体依赖增强感染效应 (ADE),

病症恶化为DHF, 且伴随凝血障碍、血小板减少、血管

脆性和通透性增加等症状。若病情进一步加重则可能会

出现DSS, 导致弥散性血管内凝血甚至威胁生命。初

次感染DENV-1或DENV-3时, 会比初次感染DENV-2

或DENV-4或更容易发生登革出血热和登革休克综合

Figure 2 Life cycle of dengue virus[5]. (Figure derived from

Dighe SN, et al. Eur J Med Chem, 2019, 176: 431-455)

Figure 1 Schematic diagram of DENV genome[3]. (Figure derived from Green J, et al. Annu Rep Med Chem, 2012, 47: 297-317)
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征, 但若再次感染DENV-2则会导致更加严重的症状,

产生DHF的风险会显著升高[6]。

2 抗DENV药物的研究进展

2.1 病毒多聚酶抑制剂

登革病毒属于黄病毒科黄病毒属, HCV属黄病毒

科肝炎病毒属, 两者在结构上有很大相似性, 因此基于

HCV的药物研发经验, 可以将病毒多聚酶和蛋白酶作

为抗登革病毒药物研究的重要靶点。

目前抑制病毒多聚酶的抑制剂有 2种, 一种是核

苷/核苷酸类似物, 核苷抑制剂也是应用最广泛的抗病

毒药物。这些抑制剂在病毒DNA或RNA合成过程中

起着链终止剂的作用[7]。例如, 黄病毒抑制剂 7-去氮-

甲基腺苷 (MK-0608, 1), 最初研发是针对 HCV 的

RdRp 抑制剂 , 而后发现其也具有抗登革病毒活性[8];

另一个腺苷类似物 7-去氮-乙炔腺苷 (NITD008, 2) 也

能够同时在细胞水平和小鼠体内抑制登革病毒, 其三

磷酸形式直接抑制登革病毒的 RdRp活性, 这表明该

复合物在病毒 RNA 合成中起着链终止子的作用 ;

NITD008 不仅能够抑制登革病毒的 4种血清型, 还能

够抑制黄病毒科其他病毒如WNV、黄热病毒和HCV

等[9]。遗憾的是, 该化合物表现出严重的体内毒性作

用。尽管如此, 对该先导化合物的结构修饰以及开发

仍然是抗登革病毒药物研究领域的热点。

另一种抑制剂为非核苷抑制剂 (non-nucleoside

inhibitors, NNI), 它通过连接蛋白的变构区 (allosteric

pockets) 来抑制酶的活性, NNI的作用机制主要是将聚

合酶的结构改变成非活性构象, 阻断从聚合酶起始到

延伸的构象转换或是阻碍聚合酶延伸的过程。目前已

经鉴定出了一系列非核苷抑制剂[10,11]。例如, Niyom‐

rattanakit等[12]通过基于RdRp引物延伸的高通量筛选

方法 (high-throughput screening, HTS), 筛选出了 3 种

登革病毒RdRp抑制剂, 分别是N-邻磺酰氨基苯甲酸

(N-sulfonylanthranilic acid)衍生物 NITD-1 (3)、NITD-2

(4) 和 NITD-29 (5)。它们通过与病毒 NS5的 RdRp域

结合从而特异性的抑制登革病毒RdRp活性。

2.1.1 核苷抑制剂 核苷类似物代表了一类应用最广

泛的抗病毒药物, 并且一直被积极地用于DENV感染

的潜在治疗。许多 DENV 的核苷抑制剂来源于治疗

HCV 药物的发现 , 这是由于这两种病毒具有相

似性[13]。

化合物 (6) (2'-C-甲基腺苷) 就是一个特别的例

子, 它能抑制丙肝病毒HCV复制, 而且在 2003年Mi‐

gliaccio等[14]发现它也具有抗 DENV活性。2'-C-甲基

腺苷 (6) 具有抗DENV活性, 其EC50为 4 µmol·L-1。但

是这种化合物不适合药物开发, 因为它通过宿主脱氨

酶快速转化成了 2'-C-甲基肌苷。2004年Olsen等[15]用

碳取代 2'-C-甲基腺苷的 7位氮, 减少了宿主脱氨酶对

化合物的脱氨基作用, 从而发现了化合物 (MK-0608,

1)。然而, 这种替代也降低了抗登革病毒活性 (EC50 =

15 µmol·L-1), 为了提高抗病毒活性, 2009年Yin等[9]用

2'-乙炔基取代 2'-C-甲基得到化合物 (NITD008, 2)。

2010 年 Chen 等[16]对腺苷碱基 C7 位进一步修饰 , 发

现了化合物 (NITD449, 7), 但NITD449的药代动力学

性质较差。为了克服这个问题他们又合成了化合物

(NITD203, 8), 以 改 善 NITD449 的 药 代 动 力 学 性

质 (表1)。

2.1.2 NS5蛋白的多聚酶靶点 NS5蛋白是DENV基

因组编码的最大最保守的蛋白, 在基因组复制、转录和

加盖中起着重要作用, 且其在 4种DENV血清型中高

度保守 (约占序列同源性的 70%)。NS5 有两个功能

域: 一个是甲基转移酶 (MTase) 域存在于N端; 另一个

是RdRp域存在于C端。这两个功能域通过一段短的

低保守性的氨基酸序列链接起来。RdRp是病毒复制

周期中的关键酶。RdRp先以正链RNA为模板合成负

链 RNA, 然后再以后者为模板合成更多的正链 RNA,

用于蛋白的翻译或病毒粒子的包装。因此它在登革病

毒的生命周期中是必不可少的。

为了寻找全新的NS5 RdRp抑制剂, Dighe等[5]对

其内部化合物库进行了高通量筛选, 发现了苯并噻唑嗪

衍生物 (9) 和 (10) (EC50分别为 30.8和 11.4 µmol·L-1)。

此外, 在结构优化过程中又得到了新的苯并噻唑嗪衍

生物 (11) (EC50 = 0.6 ± 0.1 µmol·L-1), 不过化合物 (11)

在浓度为 20 µmol·L-1时无抗病毒活性, 推测可能是因
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为 (11) 被代谢成相应的去苯甲酰衍生物而丧失了

活性。

2.2 病毒蛋白酶抑制剂

蛋白酶是产生成熟病毒所必需的, 它在维持病毒

的活性方面也起着关键作用。这种酶介导多蛋白的裂

解, 释放病毒繁殖所需要的功能蛋白。蛋白酶可分为

NS3蛋白酶、NS2B-NS3蛋白酶及 NS4B蛋白酶等, 其

中双组分蛋白酶NS2B-NS3不仅负责处理登革热病毒

中NS2A/NS2B、NS2B/NS3、NS3/NS4A和NS4B/NS5的

连接部位, 还负责处理 C、2A、NS3和 NS4A的内部位

点。因此, NS2B-NS3蛋白酶是药物发现的理想靶标[18]。

目前已有 10个HIV蛋白酶抑制剂和 2个HCV蛋

白酶抑制剂用于临床, 这为研制出登革热病毒蛋白酶

抑制剂提供了可能[19,20]。然而蛋白酶抑制剂仍存在一

些缺点, 例如它容易诱导耐药性病毒株的产生, 不同血

清型的登革热病毒NS3蛋白酶的序列相似性在 63%～

74%之间, 蛋白酶抑制剂对不同亚型病毒的抑制活性

也可能不同, 这都会导致耐药性病毒株的产生。因此,

登革热病毒蛋白酶抑制剂可能需要和其他药物联用。

此外, 人体细胞中存在诸多丝氨酸蛋白酶、弗林蛋白

酶、胰蛋白酶、凝血酶或者弹性蛋白酶等, 这可能使病

毒蛋白酶抑制剂对宿主细胞蛋白酶产生交叉抑制, 这

就需要抑制剂特异性抑制登革病毒丝氨酸蛋白酶活

性, 同时不对宿主细胞蛋白酶产生影响[21]。

人们通过大规模化合物筛选, 发现了多种针对蛋

白酶的化合物, 但是这些化合物的活性都不高, 均为微

摩尔水平。比如Pambudi等[22]筛选出的小分子化合物

SK-12 (12), 该化合物可在NS2B结合位点抢先与NS3

结合, 干扰NS2B-NS3复合物的形成, 因此, SK-12对所

有血清型的登革病毒都有抑制作用。其中, SK-12对

DENV-4的抑制作用最强 (EC50 = 0.74 ± 0.48 μmol·L-1)。

Table 1 The adenosine-based DENV nucleoside inhibitors[17]. (Data from Chen YL, et al. Antiviral Res, 2015, 122: 12-19)

Name

2-Methyl adenosine (6)

MK-0608 (1)

NITD008 (2)

NITD449 (7)

NITD203 (8)

Nucleoside

Adenosine

Adenosine

Adenosine

Adenosine

Adenosine

Structure
Cell activity (EC50/CC50)

/µmol·L-1

4/18

15/>320

0.7/>100

6.99/>50

0.71/>50

Mouse activity

in vivo

No

Yes

Yes

No

Yes

Reference

[14]

[15]

[9]

[16]

[16]
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2.2.1 NS3蛋白酶抑制剂 NS3蛋白酶是一种类似胰

蛋白酶的丝氨酸蛋白酶, 含有典型的丝氨酸蛋白酶催化

三联体, 由残基组氨酸51 (His51)、天冬氨酸75 (Asp75)

和丝氨酸 135 (Ser135) 组成。登革病毒 NS3 蛋白酶

(NS3pro) 的N-端三分之一是蛋白酶活性所必需的, C-

端三分之二则与核苷三磷酸酶和RNA解旋酶的酶活

性有关。激活NS2B辅因子是NS3蛋白酶催化活性的

先决条件, 双组分NS2B-NS3pro蛋白酶在功能研究和

药物发现研究中比单纯的NS3pro更具有结构相关性。

然而, NS2B促进NS3pro高活化的机制仍不清楚[23]。

2013年, Byrd等[24]通过高通量筛选确定了一种新

的NS3蛋白酶抑制剂 (ST-610, 13), 在细胞培养中, 该

化合物对 4 种血清型登革病毒均有抑制活性 (EC50 =

0.203～0.272 µmol·L-1)。ST-610可能是通过抑制病毒

NS3解旋酶的双链RNA (dsRNA) 解离活性, 选择性地

抑制DENV复制的。然而, 位于DENV NS3蛋白解旋

酶区域的 263位丙氨酸会突变成苏氨酸, 从而降低ST-

610的敏感性使其不能抑制这一过程。因此, 目前仍

需不断努力以提高这一系列化合物的抑制活性。

2.2.2 NS2B-NS3蛋白酶抑制剂 NS2B/NS3pro在登

革病毒多蛋白的加工和复制过程中发挥着重要作用,

它是DENV复制过程中必不可少的酶。因此以其为靶

点的药物可以抑制DENV多蛋白的加工。此外, 该蛋

白酶在 4 种登革热病毒血清型之间高度保守 , 所以

NS2B-NS3蛋白酶抑制剂很可能对它们同样有效[25]。

登革病毒基因组包含 1 个单一的开放阅读框架

(ORF), 该框架被翻译成 1个独特的多蛋白, 宿主和病

毒蛋白酶切割这种多蛋白 , 产生 3个结构蛋白 (衣壳

[C]、前膜 [prM]和包膜 [E]) 和 7 个非结构蛋白 (NS1、

NS2A、NS2B、NS3、NS4A、NS4B 和 NS5) (图 3A)。在

非结构蛋白中, NS3是一种多功能蛋白复合物(图 3B),

其 C 端区域具有解旋酶 (NS3Hel)、核苷酸-三磷酸酶

(NTPase) 和 RNA-三磷酸酶 (RTPase), 这些酶在病毒

基因组复制和转录过程中都是必不可少的。而NS3的

N-端区域非常不稳定, 相应的酶活性也依赖于 NS2B

辅助蛋白 (图3C)[26]。

在过去的几年中, NS3pro/NS2B蛋白酶抑制剂的

开发工作一直在进行, 为了开发NS3pro/NS2B蛋白酶

抑制剂, 研究人员进行了小分子库的高通量筛选 (HTS),

以及设计了能够模拟天然底物的肽类化合物。例如

Lee等[27]从台湾珊瑚的乙醇提取物中分离出 9种化合

物, 并在体外测试它们抑制DENV复制的效果。在筛

选的化合物中 , 化合物 (14) 活性最强 (EC50 = 4.50 ±

0.46 µmol·L-1) 且化合物 (14) 对四种血清型的 DENV

均有活性。De Sousa等[28]测试了植物中的 6种黄酮类

化合物 (长春花黄酮、槲皮苷、异槲皮苷、杨梅素、水合

槲皮素和山柰酚) 对NS3pro/NS2B蛋白酶的抑制活性,

其中长春花黄酮 (15) 是活性最好的黄酮类化合物, 它

对 DENV-2 (EC50 = 15.1 ± 2.2 µmol·L-1) 和 DENV-3

(EC50 = 25.7 ± 0.9 µmol·L-1) 有比较好的抑制作用。Li

等[29]通过高通量虚拟筛选 (HTVS) 在包含 500万个分

子的化学库中筛选出了14个化合物进行研究, 其中化合

物 (16) 在 300 µmol·L-1的浓度下对NS3pro/NS2B蛋白

酶的抑制率为85.3%, 它是对所有血清型的DENV都有

效的NS3pro/NS2B蛋白酶抑制剂 (EC50= 5.0 µmol·L-1)。

2.2.3 NS4B 蛋白酶抑制剂 NS4B 是一种小型的膜

蛋白 (约 27 kDa), 具有较高的疏水性。它较为保守, 在

Figure 3 Schematic diagram of DENV genome and crystal struc‐

ture of NS2B/NS3pro[26]. (Derived from Leonel CA, et al. Arch Vi‐

rol, 2018, 163: 575-586)

·· 673



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2020, 55(4): 669 −678

4 种血清型登革热病毒 (DENV-1～4) 和其他黄病毒

(包括YFV、WNV、JEV和TBEV) 之间约有40%的氨基

酸相似性。由于NS4B的疏水性, 虽然目前对其晶体

结构和核磁共振结构未见报道, 但Miller等[30]利用生

化分析建立了DENV-2 NS4B薄膜拓扑模型 (图4)。在

这个模型中, NS4B整合在内质网 (ER)膜中, 有 3个跨

膜结构域 (TMD3、4、5) 和两个膜相关结构域 (pTMD1

和 pTMD2)。其中 pTMD1 和 pTMD2 位于 NS4B 的 N

端 100 个氨基酸中 , 位于 ER 腔内。TMD3 (残基 101-

129) 从管腔跨越到细胞质一侧的膜 , 而 TMD4 (残基

165-190) 从细胞质跨越到管腔一侧的膜。TMD5 (残

基 217-244) 从管腔跨越到细胞质一侧的膜, 在C端被

NS2B/NS3蛋白酶裂解后, 可能会翻转回内质网腔。

针对 NS4B 设计的酰胺噻唑化合物 NITD-618

(17), 它是一种高效的血清型 DENV 抑制剂 , EC50 为

1.0～4.1 µmol·L-1。为了测试该化合物对 DENV 的特

异性, 研究人员对一组RNA病毒进行了NITD-618的

筛选 , 发现该化合物对其他经测试的 RNA 病毒都没

有活性。值得注意的是, 酰胺噻唑耐药突变 P104L和

酰胺噻唑耐药突变 A119T 在 DENV 的 4 种血清型中

都是保守的, 但在其他黄病毒中不保守, 这可能解释了

NITD-618对DENV的选择性抗病毒活性。然而, NITD-

618的高亲脂性导致其药代动力学性质较差, 阻碍了

在对其体内药效的测试。研究人员试图降低其亲脂

性, 结果却导致其活性的丧失或对DENV的抗病毒选

择性的降低[32]。

2.3 病毒侵入抑制剂

近年来, 人们在阐明登革病毒感染的宿主细胞途

径方面取得了进展。有人提出, 登革病毒表面的病毒

表位可以引发细胞免疫反应, 进而引发严重疾病。因

此, 这些表位可能成为开发新型DENV侵入抑制剂的

潜在靶点。

登革病毒侵入宿主细胞的过程如下: 首先, 登革病

毒包膜E蛋白与细胞膜表面的受体分子结合使得病毒

颗粒吸附, 然后吸附的病毒通过受体介导的内吞进入

细胞, 之后在核内体的酸性环境下病毒包膜与宿主核

内体膜融合, 最后核酸衣壳进入胞质, 病毒RNA释放

到胞浆 (图 5)[33,34]。宿主细胞中许多因子 (包括宿主细

胞表面的 HS或高度硫酸化形式的糖胺聚糖) 都与登

革病毒的这一侵入过程有关, 如硫酸软骨素 E (CSE)

对于黄病毒 (包括 DENV) 的侵入过程就是必不可少

的[35]。因此, 在登革病毒侵入过程中有关的宿主因子

和病毒E蛋白结构域都可能是发现抗登革病毒抑制剂

的有效靶点。

2.3.1 以E糖蛋白的茎域为靶点的侵入抑制剂 一些

研究小组已经证明从E糖蛋白中提取的短肽可以抑制

DENV的复制, 它使蛋白质结合到E蛋白三聚体中间,

诱导DENV病毒粒子表面结构变化, 从而干扰病毒和细

胞结合。例如肽1 (FWFTLIKTQAKQPARYRRFC) 和肽

2 (MAILGDTAWDFGSLGGVFSIGKALHQVFGAIY)。

肽 1是一种用于置换E糖蛋白 II区铰链区域和E糖蛋

白的 I区/II区连接区域的肽, 它在病灶形成单位 (FFU)

检测中 IC50值是 7 µmol·L-1 [36]; 肽 2是一种有 33个氨基

酸的肽 , 它模仿 DENV-2 的茎区 (残基 412-144), 在恒

河猴肾细胞 (LLC-MK2) 中进行的 FFU 检测证明 , 它

在浓度 2～5 µmol·L-1内可以减少 4种血清型登革热病

Figure 4 Membrane structure of NS4B and location of drug

resistance mutation in NS4B[31]. (Derived from Xie X, et al. Antivi‐

ral Res, 2015, 118: 39-45)

Figure 5 Schematic diagram of DENV membrane fusion pro‐

cess[35]. (Derived from Hidari K, et al. Viruses, 2013, 5: 605-618)
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毒50%的传染性[37]。

2.3.2 以E糖蛋白的疏水囊为靶点的侵入抑制剂 2003

年, Modis等[38]结合DENV E糖蛋白的晶体结构, 描述

了结构域 I和结构域 II之间的疏水口袋, 并认为该口

袋是一个有价值的配体结合位点。进而发现了靶向该

位点的首个配体分子正辛酰-β-D-葡糖苷 (β-OG), 因此

该结合位点也被称为 β-OG口袋。最近, Jadav等[39]报

道了一类新的β-OG口袋混合抑制剂, 这类化合物是先

前在虚拟筛选中发展而来的。其中所发现的抑制剂中

化合物 (18) 的活性最高 (EC50 = 1.39 ± 0.06 µmol·L-1,

CC50 = 125 ± 40.8 µmol·L-1)。

2.3.3 以受体结合域Ⅲ为靶点的侵入抑制剂 E糖蛋

白结构域Ⅲ似乎通过与糖胺聚糖 (GAG) 受体结合 ,

从而负责宿主细胞表面 DEVN 的接触和积累 , GAGs

是一种与靶细胞表面蛋白连接的长链而无支链的硫酸

多糖。此外, DENV被证明可以与宿主细胞外表面的

肝素-硫酸盐蛋白聚糖或合癸聚糖结合, 因此, 许多研

究者希望通过模拟这些受体的肝素-硫酸盐 (HS) 部分

来发现新的侵入抑制剂。

目前, 研究发现了一种可能与E糖蛋白结合的化合

物, 替考拉宁衍生物 (19), 该化合物体外抑制DENV-2

复制的EC50为 69 µmol·L-1, SI大于 15。值得注意的是,

该化合物还对带有抗体的 DENV 颗粒发挥抗病毒作

用, 因此在预防由抗体依赖增强感染效应引起的严重

登革热方面具有重要价值[40]。

2.4 DENV衣壳蛋白抑制剂

登革病毒是有包膜的单股正链RNA病毒, 基因组

长约 11 kb, 依次编码了 3个结构蛋白 (C、PrM和E) 和

7个非结构蛋白。其中衣壳蛋白C位于病毒颗粒内部,

与基因组RNA结合, 共同构成病毒的核衣壳。衣壳蛋

白相对分子质量约为 12 000, 是登革病毒翻译过程中

首先合成的多肽, 它存在于宿主细胞的细胞核与细胞

质中。登革病毒衣壳蛋白是一种具有多种生物学功能

的病毒结构蛋白, 除了与病毒RNA共同构成核衣壳,

还能够与宿主细胞内诸如RNA、蛋白质等多种生物大

分子相互作用, 此外它还参与了宿主细胞生长、增殖以

及凋亡的调控。随着研究的不断深入, 登革病毒衣壳

蛋白也成为药物研发的热点靶标[41]。

Byrd等[42]发现小分子抑制剂ST-148 (20) 能够抑制

DENV 复制。腹膜腔内和静脉注射 ST-148 到 AG129

小鼠模型后, 能够显著降低血浆和肝脾脏中的病毒载量。

SR-148耐药实验结果发现, C蛋白S34L位点的单氨基

酸突变后, DENV-2对 ST-148的敏感性降低了 550倍,

且体外实验证明 ST-148 能够与野生型和突变型的 C

蛋白结合 , 由此得出结论 C 蛋白是 ST-148 的作用靶

点。Scaturro等[43]进一步研究证实 ST-148提高了C蛋

白分子间的作用, 导致核衣壳结构刚性化, 干扰了病毒

核衣壳的组装及释放。

2.5 病毒复制相关宿主因子抑制剂

登革病毒在感染和发病期间宿主和病毒会发生相

互作用, 登革病毒感染的宿主细胞包括单核细胞、巨噬

细胞和树突状细胞。病毒通过E蛋白介导附着在细胞

表面, 并通过受体介导的内吞作用进入细胞。内涵体

中较低 pH值触发了E蛋白的结构重组, 从而诱导了病

毒和宿主细胞膜的融合, 使核衣壳和病毒RNA释放到

细胞质中[44,45]。病毒复制周期中需要多个宿主因子参

与, 干扰这些宿主因子的功能往往可以抑制病毒的复

制。病毒的复制依赖于宿主提供核苷。因此参与核苷

生物合成的宿主酶有望作为抗登革病毒药物开发的潜

在靶点。例如利巴韦林 (21) (抗登革病毒药物), 它就

是通过抑制鸟嘌呤的生物合成而抑制登革病毒的复

制, 类似地, 嘧啶生物合成抑制剂可以通过抑制嘧啶的

生物合成来抑制登革病毒的复制, 也可以作为潜在抗

登革病毒药物开发的靶点。研究者通过DENV感染试

验, 从 180万种化合物中筛选出了一种新型抗登革病

毒化合物 (NITD-982, 22), 它能抑制宿主二氢乳酸脱

氢酶 (DHODH), 而DHODH是嘧啶生物合成所必需的

酶。NITD-982就是通过消耗细胞内嘧啶来抑制病毒

RNA 合成的 (EC50 = 2.4 µmol·L-1, CC50 > 5 µmol·L-1)。

与体外药效相比, 该化合物在DENV-AG129小鼠模型
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中没有显示出任何效果。体内疗效的缺乏可能是由于

从饮食中外源性摄取嘧啶, 或者是由于当前化合物具

有较高的血浆蛋白结合活性。尽管如此, NITD-982仍

不失为一种潜在的抗病毒先导化合物[46]。

2.6 其他抑制剂

Baltina等[47]通过DENV-2型在非洲绿猴肾细胞中

的细胞病变效应 (CPE) 和病毒感染性的抑制试验, 阐

明了甘草酸 (GL) 衍生物的结构-抗病毒活性关系, 同

时证明了GL (96%纯度) 对非洲绿猴肾细胞具有较低

的细胞毒性, 它可以抑制DENV-2诱导的CPE以及降

低 DENV-2 的感染性 (EC50 = 8.1 µmol·L-1)。因此 , 对

GL的结构进行修饰可能是寻找抗 DENV-2感染药物

的新方法。GL及其衍生物如图6所示。

3 总结与展望

近年来, DENV的生物学和抗病毒药物研究取得

了很大的进展, 获得了一些有效的抗DENV候选药物。

但DENV药物研发仍然面临诸多挑战: 首先, 缺少对 4

种血清型登革病毒都有效的抗登革病毒药物; 其次, 重

症登革病毒感染的分子机制目前还不清楚, 这在很大

程度上限制了抗登革病毒药物的研发; 再次, 目前还没

有合适的能够进行药物体内效果研究的小动物模型

等, 这些都是亟需解决的重要问题。

现有DENV抑制剂的研发策略主要有 3种: ① 基

于酶靶标的高通量筛选, 病毒多聚酶和蛋白酶是抗病

毒药物研发中的重要靶标, 通过基于病毒多聚酶和蛋

白酶的高通量筛选, 人们获得了一些活性化合物。②

基于表型的高通量筛选, 由于病毒感染的过程复杂, 导

致很多酶水平表现出高活性的化合物在进一步细胞实

验或动物实验中没有理想的效果, 而基于表型的高通

量筛选, 不仅能更加有效的寻找对病毒感染过程确切

有效且结构新颖的化合物, 还有希望获得新的作用靶

点。③ 从已知的 HCV 抑制剂中寻找登革病毒抑制

剂, 由于登革病毒和HCV同属黄病毒, 结构上有很大

的相似性, 因此从已知的HCV抑制剂出发, 有希望获

得有效的登革病毒抑制剂。

现有的登革病毒抑制剂也依然存在一些缺点, 例

如蛋白酶虽然在维持病毒的活性方面也起着关键作

用, 但蛋白酶抑制剂容易诱导耐药性病毒株的产生; 很

多病毒多聚酶抑制剂活性不够高以及存在很多毒副作

用; 病毒侵入抑制剂尽管在体外能够表现出一定的抗

登革病毒活性, 但缺乏一些有效的体内抗病毒效果评

估或者体内抗病毒效果不佳, 很难应用于登革病毒感

染的临床治疗等。总而言之, 发现新一代登革病毒抑

制剂依然是未来抗病毒药物的研究热点。
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