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作用于SMN2的脊髓性肌萎缩治疗药物研究进展
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摘要: 脊髓性肌萎缩 (spinal muscular atrophy, SMA) 是一种严重的遗传性神经肌肉疾病, 由于其存活运动神经

元 1 (survival motor neuron, SMN1) 基因缺失或突变导致其编码的 SMN蛋白水平降低, 引起 α神经元的缺失和进行

性肌肉萎缩, 导致运动功能的丧失和寿命的缩短。研究发现, 促进 SMN2基因中外显子 7的包含, 可产生具有完全功

能的 SMN 蛋白, 改善疾病的症状。迄今为止, 包含基因治疗药物 onasemnogene abeparvovec在内, 只有 3种用于

SMA的治疗药物上市。本文简要介绍了反义寡核苷酸药物诺西那生钠 (nusinersen) 和小分子化学药物利司扑兰

(risdiplam), 并综述了处于临床及临床前研究阶段的以 SMN2为靶点的小分子化学药物和反义寡核苷酸药物的研究

进展。
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Abstract: As one of the most serious hereditary neuromuscular disease, spinal muscular atrophy (SMA) is

caused by the loss or mutation of survival motor neuron 1 (SMN1) gene. It leads to a decrease in the level of SMN

protein and a consequent loss of alpha neurons and progressive muscle atrophy resulting in the progressive muscle

weakness, the significant disability and the shortened lifespan. Up till now, only three drugs have been approved for

SMA, including the gene therapy drug onasemnogene abeparvovec. The antisense oligonucleotide drug nusinersen

and and the small molecule chemical drug risdiplam were briefly introduced. Some representative samples of

the small molecule chemical drugs and antisense oligonucleotide drugs targeting SMN2 in the clinical trial or

preclinical research phases were also reviewed.
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脊髓性肌萎缩 (spinal muscular atrophy, SMA) 是

一种严重的神经肌肉疾病, 其特征是脊髓运动神经元

变性、骨骼肌萎缩和全身无力[1]。作为一种常见的常染

色体隐性神经退行性疾病, 其在新生儿中的发病率估

计在 1∶6 000至 1∶10 000[1,2]。SMA患者的临床表现不

尽相同, 根据发病年龄和达到的最大运动指标将SMA

分为 3种亚型, 从最严重的 I型到最轻微的Ⅲ型[3]。其

中 , 最常见的是 I 型 (也被称为 Werdnig-Hoffman 病),

约占总SMA患者的 50%, 大多数患者在婴儿期出现肌

无力和早期运动指标的延迟或缺失 (例如, 不能在没

有帮助的情况下坐着), 在其出生后的前几个月就会出

现症状。在没有外部治疗的情况下, 出生后的第二年

通常会发生死亡[4,5]。
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SMA 的发病机制 (图 1) 是由于位于 5q 染色体

13 位点上的运动神经元生存基因 1 (survival motor

neuron gene1, SMN1) 的缺失或突变 , 导致其编码的

SMN蛋白水平降低, 引起 α神经元的缺失和进行性肌

肉萎缩[6-8]。SMN蛋白是一种广泛表达的 38 kD蛋白,

参与多种细胞功能, 包括 pre-mRNA剪接、小核糖核蛋

白 (small nuclear ribonucleoprotein, snRNP) 生成、转

录、应激反应、凋亡、轴突运输和细胞骨架动力学[9]。

在人类中存在两种SMN基因: SMN1和SMN2。其中,

SMN1产生全长 mRNA (full length mRNA, FL mRNA)

转录本, 编码具有完全功能的 SMN 蛋白; SMN2的基

因序列除了其中外显子 7 第六位的 C 替换 T 外 , 与

SMN1的基因序列相同。因而 90%的 SMN2基因产生

的mRNA转录本编码产生缺乏外显子 7 (SMN ∆7) 的

蛋白, 此蛋白是无功能的, 并被迅速降解; 只有 10%功

能性SMN蛋白产生。SMN2拷贝的数量与临床表型呈

负相关[10-13]。在 SMN1缺失的情况下, 虽然 SMN2的存

在能够挽救胚胎致死, 但其不足以防止运动神经元的

退化[14]。

允许从单个基因表达多个mRNA亚型, 真核细胞

的选择性剪接增加基因组的编码潜力。剪接可以单独

控制每个基因及其部分, 包括外显子包含、外显子跳

跃、内含子保留、可选择性 5′SS和 3′SS的招募以及外

显子的相互排斥[15]。一般来说, 内含子的去除是由剪

接体完成的, 剪接体的组装包括U1 snRNP、U2AF (U2

snRNP auxiliary factor) 和U2 snRNP对 5′SS、3′SS和分

支点序列的识别等因素。若存在外显子编码序列的突

变, 这个过程中的几个步骤可能会失败[16]。

从 SMN1 到 SMN2, pre-mRNA 外显子 7 第六位发

生C-to-T的替换, 这使得 SMN2 pre-mRNA在剪接过程

中外显子 7发生跳跃[17]。这种C-to-T转变破坏了外显

子剪接增强子 (exonic splicing enhancer, ESE), 同时产

生外显子剪接沉默子 (exonic splicing silencer, ESS), 其

与一种已知的抑制蛋白核不均一核糖核蛋白 (hetero‐

geneous nuclear ribonucleoprotein, hnRNP) 结合以抑制

外显子7剪接[18]。

在 SMA被首次描述后的几十年, 以呼吸机、营养

和外科干预的形式提供护理支持, 提高了患者的寿命

和舒适度, 然而预后仍然很差[4]。

近年来, 发现了许多可以诱导SMA患者来源的成纤

维细胞增加 SMN蛋白生成的化合物, 如: aclarubicin、

butyrate、4-phenylbutyrate、valproic acid、hydroxyurea、

indoprofen、interferons- β and - γ、forskolin、ortho-vana‐

date、cantharidin、tautomycin、aminoglycosides、resvera‐

trol、suberoylanilide hydroxamic acid and M344。由于

这些化合物需要高药物浓度才能增加SMN蛋白表达,

在体内代谢迅速或具有毒性, 许多化合物也无法透过

血脑屏障, 导致其中许多化合物不能成为良好的治疗

药物[19]。

随着对SMA遗传原因的深入了解, 研究人员开发

了许多新的治疗方案用于治疗这种毁灭性的疾病。

Onasemnogene abeparvovec (ZolgenmaTM) 是一种单剂

量、静脉注射的基因疗法药物 , 其利用非复制、非整

合、重组腺相关病毒血清型 9 (adeno-associated virus

serotype 9, AAV9) 衣壳来传递稳定且功能完全的人

SMN转基因, 替换突变或缺失的 SMN1基因, 以增加全

长 SMN蛋白的表达, 改善神经元和肌肉功能, 全疗程

仅需一次注射[20-22]。2019 年 5 月 , 该药物获得美国

FDA 批准 , 用于治疗诊断为 SMA 的患儿[23]。2019 年

其一次注射治疗的费用为 212.5万美元, 成为有报道以

来世界上最昂贵的药物[24]。

在基因治疗发展的同时, 反义寡核苷酸和小分子

药物疗法的发展也取得了重大突破性进展。如增强启

动子的活性或 SMN2 mRNA 转录本中外显子 7 的包

含, 在体内基因调控的不同水平下增加 SMN2表达, 进

而提高全长SMN蛋白的水平, 改善疾病的症状。下面

简要介绍几种具有代表性的作用于 SMN2的反义寡核

苷酸药物和小分子药物。

1 作用于SMN2的药物

作用于SMN2的药物主要分为两类: 小分子化学药

物和反义寡核苷酸药物。反义寡核苷酸药物需要通过

注射给药, 而小分子药物则可口服给药, 具有口服给药

的固有优势以及广泛的外周和中枢神经系统 (central

nervous system, CNS) 分布[25]。下面将按照治疗药物

所处研发阶段加以总结介绍。

1.1 已上市药物

1.1.1 诺西那生钠 (nusinersen) 反义寡核苷酸 (anti‐

sense oligonucleotides, ASOs) 是 一 种 与 特 定 pre-

mRNA具有互补序列的RNA分子, 并可与其碱基互补

配对结合, 干扰正常蛋白质-RNA或RNA-RNA相互作

用而调节剪接[26]。

Nusinersen (SpinzaraTM, 即 ASO-10-27 5′-TCACT

TTCATAATGCTGG-3′ ) 是由 Ionis Pharmaceuticals 和

百健 (Biogen) 共同开发的一种 2′-O-(2-甲氧基乙基)

(MOE) 磷酸修饰的反义寡核苷酸, 靶向内含子 7位点

的单链 DNA, 用于治疗 SMN 蛋白水平不足引起的

SMA[27]。2016年 12月, 美国 FDA正式批准其用于所

有类型SMA的治疗, 成为获批的首个用于该适应症治

疗的药物[28]。2019年 4月, 其在中国上市, 成为中国首

个治疗 SMA的药物。该药需由具有腰椎穿刺经验的
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医疗专业人员或其指导下进行鞘内给药[28]。

在 SMA发病机制的调控网络中, 位于 SMN2外显

子 7下游 5′剪接位点的内含子 7剪接沉默子 (intronic

splicing silencer, ISS) 是调节外显子 7可选择性剪接的

重要组成部分。其中, ISS-N1的功能是募集抑制外显

子 7 包含的正常剪接抑制因子 hnRNP A1 和 A2[29]。

Nusinersen通过序列特异性的碱基互补配对, 与 SMN2

pre-mRNA上 ISS-N1位点结合, 阻断了 hnRNA蛋白的

募集 , 使 SMN2 外显子 7 在 pre-mRNA 剪接中被包含 ,

增加了全长 SMN蛋白的量[30]。Nusinersen被誉为“非

常有效”, 它的两名发明者获得了 300万美元的“突破

奖”[24]。如图2[31]所示。

Nusinersen 注射液在美国的单支价格为 12.5万美

元, 我国的价格约合70万人民币/支。在前两个月完成

4次剂量注射后, 终生需每四个月注射一次维持治疗,

其治疗费用极其昂贵。2021年 12月, 国家医保局公布

了 2021年国家医保药品目录, nusinersen新增进入目

录, SMA患者的用药费用将显著降低[32]。

1.1.2 利司扑兰 (risdiplam) Risdiplam (EvrysdiTM)

是由罗氏 (Roche)、PTC治疗公司以及 SMA基金会共

同开发的口服RNA剪接修饰剂, 口服使用该药能促进

SMN2产生全长和功能性的蛋白。

研究者们使用含有 SMN2 微小基因的 HEK293H

人胚胎肾细胞系 , 通过高通量筛选 (high-throughput

screening, HTS) 的方法从含有 20 多万种化合物的库

中, 筛选出了低效力的香豆素衍生物 1 (图 3)。对其进

一步优化后 , 得到两个口服可利用的 SMN 化合物系

列: 异香豆素衍生物SMN-C1、香豆素衍生物SMN-C2,

可以特异性地对 SMN2 pre-mRNA进行修饰[9]。然而,

由于其在血浆和水缓冲液中存在光毒性、遗传毒性和

Figure 1 The disease etiology of SMA[13]. a) Healthy individual. There are two SMN genes in healthy individuals: SMN1 can produces all

full length SMN proteins, while SMN2 produces 10% full length SMN proteins and 90% truncated SMN proteins; b) SMA patient. Due to

mutations of SMN1, no SMN proteins produced from SMN1, only 10% full length SMN proteins produced from SMN2
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化学不稳定性, 研究因此停止[33]。

随后, 研究者们以吡啶并嘧啶酮为母核进行优化,

其中代表性的化合物是 SMN-C3和 RG7800[33]。由于

RG7800表现出良好的药代动力学性质和体内药效, 其

成为第一个进入人体临床试验的小分子SMN2剪接修

饰剂[33]。在健康人体进行的 I期临床试验中, 研究者对

RG7800 的安全性、耐受性、药代动力学 (pharmacoki‐

netics, PK) 进行了研究, 该化合物在所有试验剂量下

均安全且耐受良好[34]。然而, 在与临床研究平行开展

的长期慢性毒性研究中, 发现长期口服给药的食蟹猴

出现视网膜毒性, 其临床研究被迫停止[35]。

研究者们对此类化合物进行了更加深入的优化研

究, risdiplam因为具有非常高的效力、显著降低的碱性、

无光毒性风险且代谢物少的特点而被选择用于进一步

的研究[34]。2020年 8月, risdiplam获得美国 FDA批准,

用于 2个月及以上年龄患者的脊髓性肌萎缩治疗[36],

也是第一个被批准作为SMA剪接修饰剂的药物[37]。

如图 3 所示 , 此类化合物的构效关系 (structure-

activity relationship, SAR) 可简要归纳如下: 相比香豆

素和异香豆素母核, 吡啶并嘧啶酮母核在pH 1到pH 12

的人血浆和水缓冲液中化学稳定, 因此光毒性显著降

低; Ames实验的结果取决于右侧片段 (R1), 在吡啶并

嘧啶酮母核的基础上, 吡唑并吡嗪或取代的咪唑并吡

啶部分作为右侧片段, 体外效力良好, Ames实验阴性,

右侧片段以咪唑并哒嗪为最好; 左侧片段 (R2) 的特定

位置 [SMN-C3左侧片段 (1-乙基哌啶-4-基) N原子位

置] 引入碱性N原子效力好, risdiplam相比RG7800, 口

服后不会产生 N-脱烷基代谢物 , 不会诱导 FoxM1

(forkhead box protein M1) 介导的潜在的外周不良反应。

如图4所示, 在pre-mRNA剪接的过程中, U1snRNP

Figure 2 The mechanism of action of nusinersen[31]. Nusinersen binds to the intron splicing silencer N1 (ISS-N1) site on the SMN2 pre-

mRNA. By displacing hRNP A1/2 from the ISS-N1 site, nusinersen promotes the inclusion of exon7. ASO: Antisense oligonucleotide

Figure 3 The structures of risdiplam and its related compounds
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与位于外显子-内含子边界高度保守的 5′剪接位点

(5′SS) 的杂交是非常关键的[38]。在 SMN2 pre-mRNA

的剪接过程中, 5′SS的特殊替换使其与U1snRNP的结

合减弱, 直接导致剪接跳过[38]。Risdiplam类药物特异

性地稳定由 5′SS和U1snRNP复合物形成的瞬时双链

RNA结构, 从而将 SMN2外显子 7的弱 5′SS转化为强

5′SS, 有利于剪接的进行。同时, 此类化合物还可以选

择性地与 SMN2外显子 7中的外显子剪接增强子ESE2

结合 , 以增强靶向 SMN2 的特异性[16]。Risdiplam 与

SMN2 外显子 7 的 5′SS 以及 ESE2 的结合 , 使其对

SMN2靶标具有特异性[38]。在来源于患者的成纤维细

胞以及由诱导多能干细胞 (induced pluripotent stem

cells, iPSCs) 产生的运动神经元细胞中, risdiplam促进

了外显子 7 的包含[30], 产生全长的 FL mRNA, 使全长

SMN蛋白增加[34]。

自 2020年 8月在美国 FDA正式获批后, risdiplam

在SMA治疗的药物市场份额一直在增长, 第三季度的

销售额为890万美元[37]。

相比于 nusinersen需要通过鞘内给药至中枢神经

系统, risdiplam通过口服方式给药, 可遍布中枢神经系

统和外周组织[39]。这对治疗疾病来说是有利的, 因为

有证据表明外周中 SMN蛋白水平对疾病状态有很大

的影响[40,41]。

1.2 处于临床研究阶段的候选药物

1.2.1 Branaplam Branaplam 是诺华公司研发中的

SMN2剪接修饰剂。通过使用表达 SMN2微小基因报

告基团的NSC34运动神经元细胞系进行高通量筛选,

从诺华化合物库 (约 1.1×106个) 中鉴定出以哒嗪母核

作为核心功能的结构骨架, 对其结构进行优化, 得到

NVS-SM1 (branaplam)、NVS-SM2 这两个具有良好活

性的化合物 (图 5)。图 6简要总结描述了此类化合物

的构效关系。通过ELISA评价 SMN ∆7小鼠成肌细胞

中SMN蛋白水平, branaplam和NVS-SM2的EC50分别

为0.02和0.6 μmol·L-1 [42]。

为了探索两个化合物是否具有体内活性, 研究者

们使用C/+SMA小鼠模型进行评估。口服给药后, 两

种化合物在脑和脊髓均产生了剂量依赖性的 SMN2-

FL 转录本以及 SMN 蛋白的增加。相对而言 , NVS-

SM1在较低的剂量和暴露下表现出了有效性。同时,

使用 NVS-SM1 在严重的 SMA 临床前模型 (SMN ∆7)

中证明了持续的体内有效性[42]。基于临床前研究数

据, 选择了NVS-SM1进入临床研究, 目前 II期临床试

Figure 4 The mechanism of action of risdiplam[38]. A: Binding to the transient double-strand RNA structure formed by 5′SS and U1 snRNA

(the RNA component of the U1 snRNP), risdiplam converts the weak 5′SS into a stronger one; B: Risdiplam binds to 5′SS as well as to

ESE2 of SMN2 exon 7. SM: Risdiplam

Figure 5 The structures of NVS-SM1 and NVS-SM2

Figure 6 SAR of pyridazine series
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验已经完成[35]。

NVS-SM1具有改变剪接活性的作用, 它可以通过

稳定 U1-snRNP 复合物与 SMN2 pre-mRNA 之间的相

互作用 , 促进外显子 7 的包含 , 产生具有功能的全长

SMN蛋白[42]。

II期临床研究 (NCT02268552) 是一项开放标签、

多部分、首次在人体内对 I型SMA婴儿口服 branaplam

的研究: 目的是评估 13周后的安全性、耐受性、药代动

力学 (pharmacokinetics, PK)、药效学 (pharmacodynam‐

ics, PD) 和疗效 , 评估口服 branaplam 的最大耐受量

(maximal tolerable dose, MTD), 确定 I 型 SMA 患者长

期使用的安全剂量以及提供持久疗效的最佳剂量方

案[43]。然而, 一项长期动物毒性研究结果发现, 每天按

规定剂量给药, 为期 1年, 观察到外周神经、脊髓、睾丸

和肾脏血管的意外损伤, II期临床试验因此暂停[35]。

1.2.2 SMN-C3 前文所述, 对通过HTS获得的先导

化合物香豆素衍生物1 (图3) 进行优化得到3个类别的

化合物, SMN-C3是其中一个类别的代表性化合物[9,33]。

该 化 合 物 具 有 纳 摩 尔 水 平 的 效 价 (EC1.5x =

84 nmol·L-1), 增加了 I 型 SMA 患者的成纤维细胞 FL

SMN2 mRNA 水平 , 同时降低了∆7 mRNA 的水平 , 从

而 SMN 蛋白表达增加[9]。在患者来源的诱导多能干

细胞产生的 Islet-1阳性运动神经元细胞和 Islet-1阴性

运动神经元细胞中, 使用SMN-C3也可增加 I型和 II型

SMA患者细胞中的SMN蛋白水平[9]。在严重SMA小

鼠模型中, 出生后早期使用 SMN2剪接修饰剂可防止

出现肌萎缩, 同时还能延长寿命、增加体重, 预防成年

后的运动功能障碍和神经肌肉缺陷[9]。

当 U1snRNA 结合时 , SMN-C 类化合物结合到

SMN2外显子 7上 5′SS和ESE2两个位点: 与 5′SS结合

促进了外显子 7在剪接过程中的包含, 与ESE2结合导

致 hnERP (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein) G

错位并允许U1snRNP复合物与ESE2结合。两个结合

过程使得 SMN-C 类化合物显示对 SMN2 及 STRN3

pre-mRNA的高选择性[16]。

1.2.3 RG3039 在 HTS 实验中 , 使用基于细胞的

SMN2转录小分子激动剂报告基因分析, 喹唑啉类化

合物被鉴定出来作为运动神经元类细胞系的 SMN2基

因转录激活剂[44]。基于配体的设计策略开发了一系列

C5取代的 2,4-二氨基喹唑啉类化合物, 其中一些化合

物在 SMA患者来源的成纤维细胞系表现 SMN mRNA

和全长 SMN 蛋白水平的提高以及细胞核内 Cajal 体

(cajal body) 和 Gem (gemini of coiled body) 数量的增

加[45]。用严重 SMA小鼠模型 delta-7小鼠测试了代表

性化合物D156844 (图 7), 口服该化合物可延长动物平

均寿命, 并改善运动表型[19, 46]。在进一步的药物化学

优化中, D157495 (RG3039, PF-06687859) 与其他化合

物相比没有脱靶风险而被选为临床候选药物[27,47]。

Gem缺失是来源于SMA患者的成纤维细胞特征,

其数量与疾病严重程度呈负相关[47]。使用放射性标记的

C5取代的喹唑啉进行蛋白微阵列扫描, 此类化合物的

分子靶点被确定为清道夫脱帽酶 (decapping scavenger

enzyme, DcpS)。DcpS 是一种结合和水解 m7GpppN

mRNA帽结构的核穿梭蛋白, 是RNA代谢的调节剂。

此类化合物与DcpS结合使酶处于一种开放的、无法催

化的构象中, 有效抑制DcpS脱帽活性[48]。

到目前为止, 包含 32位志愿者的双盲 I期临床试

验已经完成, RG3039在所有试验剂量下均可被耐受,

没有不良反应事件[49]。

1.3 处于临床前研究阶段的药物候选物

1.3.1 苯基噻二唑类化合物 前文提到, branaplam是

诺华公司研发的选择性SMN2剪接修饰剂, 目前处于 II

期临床研究阶段。如图 8所示, 其结构哒嗪-苯基联芳

基体系的近共平面构象是由哒嗪与苯酚形成的分子内

氢键所强制形成的, 这对维持其活性是必须的。构效

关系显示, 哒嗪可被 1,3,4-噻二唑取代, 这为联芳基通

过分子内 1,5-硫-氧 (S···O) 或 1,5-硫-卤 (S···X) 非共价

相互作用提供了构象约束的其他机会[41]。代表化合物

及其活性数据如表1所示。

G-2-1和 G-2-2的 PK 数据表明 , 氟或氯取代加上

4-(4-吡唑基)苯基取代导致体内清除显著减少, 相对于

甲氧基和羟基取代类似物 G-1-1、G-1-2和 G-1-3具有

Figure 7 The structures of D156844 and RG3039

Figure 8 Conformational constraints. A: 2-Hydroxyphenyl pyrid‐

azine; B: 2-Hydroxyphenyl thiadiazole; C: 2-Methoxyphenyl thia‐

diazole
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更高的血浆暴露。G-2-5包含 2-氟苯基噻二唑基, 在小

鼠SMA模型中显示全长SMN蛋白的产量增加了 50%

以上[41]。

1.3.2 PK4C9 在调控外显子 7包含的顺式调控元件

中, 位于 SMN2转录本上外显子 7与内含子 7连接处的

TSL2 (terminal stem-loop 2) 发挥着关键作用[50, 51]。有

人提出, TSL hairpin的 3′端部分封闭了E7的 5′剪接位

点, 对剪接机制的招募和外显子的包含产生了不利影

响[50]。研究人员使用 TSL2 RNA 结构作为靶标 , 对

SMA进行基于靶标的小分子筛选, 确定出了一类通过

稳定 TSL2 构象 , 提高 5′剪接位点的可及性来增加

SMN2 E7剪接的先导化合物。海洋天然产物 homocar‐

bonyltopsentin (PK4C9, 图 9) 是其中最强效的化合物,

其在 40 μmol·L-1时E7的平均包含率达 72% (与DMSO

处理的细胞相比增加了 43%), EC50值是 25 μmol·L-1。

用 PK4C9 (40 μmol·L-1, 48 h) 处理 I 型 SMA 患者的

成纤维细胞后 , SMN 蛋白含量较 DMSO 处理后增加

1.5 倍。但是这种效应依赖于 TSL2 的完整性 , 携带

TSL2 结构突变的微小基因的使用影响了 PK4C9 的

活性[52]。

如图 10所示, TSL2的三环构象 (triloop conforma‐

tion) 和五环构象 (pentaloop conformation) 共存 , 其中

三环构象对 5′SS和 E7剪接的接近能力更好。PK4C9

会与 pentaloop TSL2结合, 直接促进 5′SS的暴露, 并间

接引起 triloop的转移。PK4C9通过诱导TSL2局部开

放以提高E7的5′SS对剪接因子的可及性[52]。

1.3.3 LDN-2014 为了鉴定可促进 SMN 表达的诱

导物 , 来自印第安纳大学医学院 (Indiana University

School of Medicine) 等机构的研究者们开发了一种基

于细胞的 SMN2 报告基因实验 , 确定了先导化合物

LDN-75654 (EC50 = 1.8 μmol·L-1) (图 11)。虽然 LDN-

75654可促进 SMN在 SMA患者来源的成纤维细胞中

的表达增加, 但由于其代谢稳定性差和溶解性差导致

其在体内表现不佳。对 LDN-75654类化合物进行结

构优化, 得到化合物 4m (EC50 = 0.36 μmol·L-1) 和LDN-

2014 (EC50 = 0.29 μmol·L-1) (图 11)。然而, 最有希望的

4m具有不利的PK特性。在生物利用度驱动的异噁唑

系列优化中, 酰胺连接被证明与较差的血浆稳定性有

关 , 但可以通过改变杂环和逆转酰胺键而得到改善 ,

LDN-2014在注射后表现出脑暴露量改善[53]。

Figure 9 The structure of PK4C9

Figure 10 The Mechanism of action of PK4C9[52]

Table 1 SAR of phenyl thiadiazoles

Compd.

G-1-1

G-1-2

G-1-3

G-2-1

G-2-2

G-2-3

G-2-4

G-2-5

R=
ELISA

EC50/μmol·L-1

0.062

0.032

0.061

0.043

0.034

0.048

0.020

0.033

Fold activ.

2.5

3.1

3.4

3.1

2.5

3.2

3.1

3.0
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虽然 LDN-2014 改变蛋白水平的机制尚不明确 ,

但其确实改变了SMN蛋白的水平。LDN-2014在重度

SMN ∆7和中度 SMN2B/−小鼠两种重要的 SMA 动物模

型中具有生物活性[54]。

1.3.4 3,4-二氢-4-苯基-2(1H)-喹唑啉衍生物 不同于

之前的SMN2剪接修饰剂, 布列根和妇女医院 (Brigham

and Women's Hospital) 与哈佛大学医学院 (Harvard

Medical School) 等单位共同研发了一类 3,4-二氢-4-苯

基-2(1H)-喹唑啉衍生物 (图 12), 其代表为 I-1 (EC50 =

4.1 μmol·L-1), 通过全新的作用机制—在转录水平上调

控 SMN2 的表达 , 作为一种 SMN2 表达增强剂发挥

作用[55]。

该化合物不仅在小鼠的微粒体试验中表现出了良

好的水溶性和稳定性, 而且在一项针对 SMN ∆7小鼠

的疗效研究中, 每天服用该化合物, 小鼠的生存率延长

了两倍[55]。基于上述研究结果, 该化合物具有良好的

前景去进行进一步的研究。

1.3.5 反义寡核苷酸类药物候选物 除上述小分子化

学药物外, 目前还有许多处于临床前研究阶段的反义

寡核苷酸药物候选物, 如表2所示。

以 nusinersen 为代表的当前一代反义寡核苷酸

由于无法透过血脑屏障, 需要采用多次鞘内注射的方

式给药。虽然鞘内注射是一种安全且简单的方法, 但

仍存在头痛、背痛以及短暂或持续的脑脊液渗漏等

不良反应[56]。Hammond等[57]报道了 Pip6a-morpholino

phosphorodiamidate oligomer (PMO), 即主导传递肽

Pip6a与 20-mer PMO序列结合, 靶向 SMN2外显子 7的

ISS-N1。在静脉注射给药后, 严重SMA小鼠的中枢神

经系统和外周组织高效表达SMN蛋白, 对于治疗SMA

有极大的潜力。

E1 (Mov11)、PMO-25和HsMN2Ex7D (-10,-29) 的

化学组成均为morpholino修饰的寡核苷酸, 靶向SMN2

内含子 7中内含子抑制因子 E1 (element 1) 或 ISS-N1,

通过调节 SMN2剪接促进外显子 7的包含以增加全长

SMN 蛋白的量 , 进而改善 SMA 症状 , 通过注射给药

后, 显著延长了严重SMA小鼠的生存期[58-60]。

2 总结与展望

作为一种严重的遗传性神经肌肉罕见病, 脊髓性

肌萎缩越来越受到社会各界的关注。自发现 SMA是

由患者的 SMN1基因突变或缺失引起的, 并且可以从

SMN2基因中增加SMN蛋白的产生以改善疾病症状以

来, 在基因治疗、小分子化学药物和反义寡核苷酸药物

治疗等方面取得了重大突破。

目前 , 关于 SMA 的治疗药物研究热点主要集中

于以下几个方面: ① 以 nusinersen为代表的反义寡核

苷酸药物和以 risdiplam为代表的小分子化学药物, 作

用于 SMN2 基因 , 调节 SMN2 的基因转录和剪接修饰

过程, 以促进 SMN2基因中外显子 7的包含来产生完

整的全长 SMN蛋白。② 基因治疗: 以 onasemnogene

abeparvovec为代表的由腺相关病毒介导的 SMN1基因

替代疗法, 以弥补 SMN1缺失的缺陷。③ 其他神经保

护药物和以肌肉为作用靶点的药物。

随着体外筛选模型的建立, 通过使用高通量筛选

技术, 以 risdiplam为代表的小分子化学药物成为治疗

SMA药物的主要研究方向之一。对各类小分子化合

Figure 11 The structures of LDN-75654, 4m and LDN-2014

Figure 12 The structure of I-1

Table 2 ASOs in preclinical studies

Code name

Pip6a-PMO

targeting SMN2

E1 (Mov11)

PMO-25

HsMN2Ex7D

(-10,-29)

Chemical name/description

Peptide-oligonucleotide: Pip6a-morpholino phosphorodiamidate oligomer

(PMOs), Pip6a: Ac-(RXRRBRRXRYQFLIRXRBRXRB)-COOH, the PMO

sequence: 5′-ATTCACTTTCATAATGCTGG-3′
Morpholino-modified 20-mer antisense oligonucleotide (ASO), which

sequence: 5′-CUAUAUAUAGUUAUUCAACA-3′
25-Mer antisense phosphorodiamidate pholino oligomer (PMO), which

sequence: 5′-GUAAGAUUCACUUUCAUAAUGCUGG-3′
MO antisense oligomer (ASO), which sequence:

5′-ATTCACTTTCATAATGCTGG-3′

Molecular mechanism

SMN2 expression

enhancers

SMN2 splicing

modulators
SMN2 splicing

sodulators
SMN2 splicing

modulators

Organization

University of Oxford

Shift Pharmaceuticals,

University of Missouri
University College

London
Ohio State University
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物的作用机制研究, 使得研究者对 SMN2基因转录和

剪接修饰的影响因素的认识更加深入, 同时, 对 SMN2

基因转录和剪接修饰机制的进一步阐明, 有助于产生

新的筛选策略用于治疗药物的发现。

本文简要介绍了多个作用于 SMN2基因的小分子

化学药物和反义寡核苷酸药物。已上市的 risdiplam和

nusinersen由于治疗价格高昂, 广受社会关注, 也使得

疗效确切、药物可及性高的新药研究显示出了更高的

紧迫性。目前, 多个反义寡核苷酸药物和小分子化学

药已处于临床 (前) 研究阶段 , 进一步的研究正在开

展。随着对SMA发病机制的不断持续深入研究, 相信

未来一定会有更多新的治疗药物和治疗方式出现, 弥

补目前SMA治疗手段的不足, 造福更多的SMA患者。

作者贡献: 贺志昊负责文章的资料收集与撰写; 张翔负
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