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5-氰基-2-硫乙酰芳氨嘧啶酮类DENV NS5 RdRp抑制剂的
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摘要: 为了筛选新型的抗登革热病毒 (DENV) NS5 RdRp酶抑制剂, 本论文采用分子杂合的方法, 基于嘧啶酮类

HCV NS5B RdRp抑制剂 3jc和ZIKV NS5 RdRp抑制剂 4w的结构, 设计合成了一系列 5-氰基-2-硫乙酰芳基嘧啶酮

化合物。通过MTT法及噬斑法体外抗DENV活性筛选发现其中 5个化合物显示了抗DENV活性, 其中活性最高的

化合物 7a'k的抗病毒活性优于阳性对照物利巴韦林 (EC50 = 7.86 μmol·L-1 vs EC50 = 18.07 μmol·L-1), 其余 4个化合物

与利巴韦林活性相当。最后通过分子对接分析了可能的结合模式, 为该类新型DENV NS5 RdRp酶抑制剂进一步

研究提供了思路。
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Abstract: To screen novel anti-dengue virus (DENV) NS5 RdRp enzyme inhibitors, a series of 5-cyano-2-

thiacetoaryl pyrimidinone compounds were designed and synthesized by molecular hybridization method with 

HCV NS5B RdRp inhibitor 3jc and ZIKV NS5 RdRp inhibitor 4w as lead compounds. The anti-DENV activity of 

these compounds was evaluated by MTT assay and plaque assay and five compounds showed anti-DENV activity. 

The most active compound 7a'k showed better anti-DENV activity than that of the positive control ribavirin (EC50 = 

7.86 μmol·L-1 vs EC50 = 18.07 μmol·L-1), and the other four compounds showed almost the same anti-DENV 
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activity as ribavirin. Finally, the prediction and simulation of the binding mode through molecular provided new 

ideas for the further development of this new DENV NS5 RdRp inhibitor.

Key words: dengue virus NS5 RdRp inhibitor; synthesis; anti- dengue virus activity; molecular docking

登革热是由登革热病毒 (DENV) 引起的, 由雌性

伊蚊携带并传播的病毒性疾病, DENV病毒与黄病毒 

(HCV)、寨卡病毒 (ZIKV) 同属于黄病毒科, 是黄病毒

属的一个血清亚群[1-3]。据估计, 每年约有 4亿人感染

DENV病毒[4,5]。感染者通常会伴随出现头痛、关节痛、

皮疹、白细胞减少等症状。并可能出现轻度无症状登

革热 (DF) 或者严重登革出血热 (DHF), 更严重者甚至

会出现伴有休克的登革休克综合征 (DSS)[6]。此外 , 

DENV有 4种血清型DENV (1～4), 同一个体可以多次

感染DENV病毒[7,8], 这为登革热疫苗和特效药的研发

带来了巨大的困难。因此, 研究高效低毒的抗DENV

药物具有重大意义。

DENV病毒有 3种结构蛋白和 7种非结构蛋白, 结

构蛋白影响着病毒的进入、组装和在宿主细胞中的释

放, 非结构蛋白参与病毒RNA复制病毒组装和宿主免

疫反应 [9-12]。其中非结构蛋白NS5由 900个氨基酸残

基组成, 是最大的黄病毒蛋白, 也是病毒蛋白中最保守

的[13,14]。NS5蛋白的N端 (残基 1～296) 为甲基转移酶 

(MT) 结构域 , 负责给病毒 RNA 加帽[15,16]; C 端 (残基

320～900) 为 RNA 依赖性 RNA 聚合酶 (RdRp) 结构

域, 负责病毒RNA的合成[17,18]。RdRp酶是黄病毒科中

常见的一类酶, 不同黄病毒属病毒的 NS5 RdRp 酶有

很高的同源性[19], 其结构被比作右手: 由拇指、手指、手

掌 3 个结构子域组成[20-22]。由于宿主细胞中不存在

RdRp类似结构的蛋白, 所以RdRp酶抑制剂将具有很

好的病毒特异性, 是开发抗登革病毒药物研究的重要

靶点[23]。

本课题组长期从事多取代嘧啶酮类抗病毒新药研

究[24-28], 最近报道了一系列新型的 5-烷基-2-硫乙酰芳

胺嘧啶酮类抗ZIKV活性化合物[29], 其中化合物 4w靶

向ZIKV NS5 RdRp, 主要和NS5 RdRp的手掌结构域结

合 , 其抑制活性 IC50为 7.65 μmol·L-1 (图 1B)。有趣的

是 , 将化合物 4w 与 DENV NS5 RdRp 酶 (PDB:5K5M) 

进行分子对接发现, 化合物 4w与NS5 RdRp有较好的

结合, 其嘧啶酮环和C-6环己烷伸入了由Trp-803、Ala-

799、Met-761等残基组成的疏水口袋—“N口袋”, 该疏

水口袋位于 NS5 RdRp 酶的拇指结构域中 , Zhou

等[29-31]研究发现, 抑制剂小分子与该口袋的结合的强

弱对 RdRp酶活性有重要影响。4w嘧啶酮环的 1-NH

和C-4羰基分别与拇指区“N口袋”中 Ser-796、Arg-729

形成了氢键, C-2侧链则与手掌区残基Asp-664形成了

氢键 (图 1A)。另外, Ding等[23,33]报道了通过高通量筛

选及结构修饰后得到的HCV NS5 RdRp酶抑制剂 3jc, 

其 IC50为 3.8 μmol·L-1  (图 1B)。4w与 3jc同为 2,5,6-三

取代的嘧啶酮类衍生物, 结构上具有一定的相似性, 且

它们同样作用于黄病毒中保守的 NS5 RdRp 酶。

DENV、ZIKV及HCV同属黄病毒, 基于它们NS5 RdRp

酶的高度同源性 , 推断该类型化合物也可能具有抗

DENV活性。因此, 为了筛选新骨架的抗DENV抑制

剂, 本文采用分子杂合的方法, 在保留嘧啶酮母环的基

础上, 将 4w的C-2位硫乙酰芳胺侧链及 3jc的C-6位取

代苯环、C-5氰基拼合以构建目标化合物的结构, 对R1

取代位, 保留了 4'-F和 3',5'-2F的优势基团, 而在 R2位

置引入多种不同的取代基以增加结构多样性, 从而设

计合成了一系列新型的 5-氰基-2-硫乙酰芳氨嘧啶酮

类目标化合物 7 (图 1B)。并采用噬斑法和 MTT法对

其抗DENV活性和细胞毒性进行了检测, 最后结合分

子对接的方法对筛选到的抗DENV活性化合物的结合

模式进行分析 , 为新型骨架 DENV NS5 RdRp 抑制剂

的研究提供了基础。

结果与讨论

1　化学实验

目标化合物的合成如合成路线 1所示: 首先苯胺 1

和溴乙酰溴 2通过亲核取代反应得到 2-溴乙酰苯胺 3。

另外, 取代苯甲醛 4、氰基乙酸乙酯 5和硫脲经比吉内

利一锅法合成 5-氰基-6芳基-嘧啶酮 6。最后, 3和 6在

K2CO3催化下经S-烷基化反应得到 5-氰基-2-硫乙酰芳

氨嘧啶酮类化合物7。

通过上述方法共合成了 25个目标新化合物, 并通

过 1H NMR、13C NMR 谱和 HR-ESI-MS 进行了结构表

征, 其理化性质和谱学数据见表1和表2。

2　抗DENV活性评价

以临床使用的广谱抗病毒药物利巴韦林 (ribavirin) 

为阳性对照 , 采用噬斑法和 MTT 法评估了化合物 7

(a'a～a'r, b'a～b'g) 的体外抗 DENV病毒活性和细胞

毒性 (表 3)。由表 3中可见, 目标化合物均具有较小的

细胞毒性 , 除了化合物 7b'a 的 CC50为 158.6 μmol·L-1

外 , 其余化合物的 CC50值均大于 200 μmol·L-1。25 个

目标化合物中有 5个化合物 7a'k、7a'e、7a'f、7a'g、7a'h
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Figure 1　A: Predicted binding mode of compound 4w with DENV NS5 RdRp (PDB: 5K5M). B: Target compounds design

Scheme 1　Synthetic route of target compounds
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表现出了抗 DENV 活性 , 其中化合物 7a'k 活性最高 , 

其EC50 = 7.86 μmol·L-1, 治疗指数TI > 25.45, 较阳性对

照物利巴韦林 (TI > 11.07) 提高了 2倍。其余 4个化合

物活性与阳性对照物利巴韦林活性 (EC50= 18.07 ± 

0.36 μmol·L-1) 相当。

另外, 由表 3可见 5个抗DENV-2活性化合物的R1

取代基均为 4'-F, 而 R1为 3',5'-diF取代基的 7b′系列化

合物均未显示出抗 DENV活性。对于 R1为 4'-F的 7a'

系列化合物 , 在 C-6 苯环上引入了 18 种不同取代基 

(R2), 而其中只有 5种显示了抗DENV病毒活性, 可见

R1和R2取代基均对活性有影响, 且它们之间可能存在

某种协同关系。对此采用分子对接的方法对该类化合

Table 2　Spectral data of compounds 7 (a'a−a'r, b'a−b'g)

7a'a

7a'b

7a'c

7a'd

7a'e

7a'f

7a'g

7a'h

7a'i

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 10.84 (s, 1H, Ph-NH-CO), 7.71 (dd, J = 8.2, 1.8 Hz, 2H, ArH), 7.56 (ddt, J = 6.8, 5.0, 1.8 Hz, 2H, ArH), 

7.27−7.21 (m, 2H, ArH), 7.13 (td, J = 8.9, 1.9 Hz, 2H, ArH), 3.87 (s, 2H, S-CH2), 2.98−2.85 (m, 1H, CH(CH3)2), 1.21 (d, J = 1.7 Hz, 3H, 

CH3), 1.19 (d, J = 1.8 Hz, 3H, CH3); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 170.4, 167.1, 167.1, 159.1, 158.0 (1JCF = 238 Hz), 150.9, 135.6 

(4JCF = 2 Hz), 134.6, 128.4 (2C), 126.1 (2C), 120.5 (2C, 3JCF = 8 Hz), 119.2, 115.4 (2C, 2JCF = 22 Hz), 90.2, 35.2, 33.4, 23.7 (2C); HR-ESI-

MS: m/z calcd. for C22H19FN4O2S [M+H]+ 423.124 6, found 423.124 8
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 10.73 (s, 1H, Ph-NH-CO), 7.63 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ArH), 7.57 (td, J = 7.4, 5.8, 2.7 Hz, 3H, ArH), 7.45 (q, 

J = 7.1, 6.5 Hz, 1H, ArH), 7.33 (t, J = 8.7 Hz, 1H, ArH), 7.13 (td, J = 9.0, 2.0 Hz, 2H, ArH), 3.91 (s, 2H, S-CH2); 
13C NMR (100 MHz, 

DMSO-d6) δ 170.6, 166.9, 165.8, 165.7, 161.8 (1JCF = 242 Hz), 158.0 (1JCF = 237 Hz), 139.2 (3JCF = 8 Hz), 135.51 (4JCF = 3 Hz), 130.3 

(3JCF = 8 Hz), 124.5 (4JCF = 3 Hz), 120.6 (2C, 3JCF = 8 Hz), 118.6, 117.2 (2JCF = 21 Hz), 115.4 (2C, 2JCF = 22 Hz), 115.0 (2JCF = 23 Hz), 91.4, 

35.3; HR-ESI-MS: m/z calcd. for C19H12F2N4O2S [M+H]+ 399.068 3, found 399.068 6
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 10.94 (s, 1H, Ph-NH-CO), 7.58 (dd, J = 8.3, 5.0 Hz, 2H, ArH), 7.54 (d, J = 5.0 Hz, 2H, ArH), 7.29 (td, 

J = 9.6, 9.0, 6.8 Hz, 2H, ArH), 7.18−7.08 (m, 2H, ArH), 3.81 (s, 2H, S-CH2), 2.30 (s, 3H, CH3); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 171.5, 

170.0, 167.6, 167.5, 157.9 (1JCF = 238 Hz), 137.4, 137.3, 135.6 (4JCF = 3 Hz), 130.4, 128.6, 128.0, 125.4, 120.5 (2C, 3JCF = 8 Hz), 119.7, 

115.4 (2C, 2JCF = 22 Hz), 89.5, 35.1, 20.9; HR-ESI-MS: m/z calcd. for C20H15FN4O2S [M+H]+ 395.093 3, found 395.093 5
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 10.90 (s, 1H, Ph-NH-CO), 7.65−7.44 (m, 4H, ArH), 7.22−7.02 (m, 3H, ArH), 3.85 (s, 2H, S-CH2), 2.25 

(s, 3H, CH3), 2.19 (s, 3H, CH3); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 170.6, 168.9, 167.3, 167.3, 157.9 (1JCF = 239 Hz), 138.7, 136.1, 135.6 

(1JCF = 3 Hz), 134.7, 129.2 (2C), 125.8, 120.5 (2C,3JCF = 7 Hz), 119.3, 115.3 (2C, 2JCF = 22 Hz), 89.7, 35.2, 19.3 (2C); HR-ESI-MS: m/z 

calcd. for C21H17FN4O2S [M+H]+ 409.109 0, found 409.109 2
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 11.24 (s, 1H, Ph-NH-CO), 10.87−10.72 (m, 1H, OH), 10.54 (s, 1H, Ar-NH), 8.35 (dd, J = 7.9, 1.7 Hz, 

1H, ArH), 7.75 (ddd, J = 8.7, 7.3, 1.7 Hz, 1H, ArH), 7.67−7.60 (m, 2H, ArH), 7.52 (d, J = 8.3 Hz, 1H, ArH), 7.44 (t, J = 7.6 Hz, 1H, ArH), 

7.14 (t, J = 8.9 Hz, 2H, ArH), 4.04 (s, 2H, S-CH2); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 177.2, 169.0, 166.7, 165.8, 157.9 (1JCF = 238 Hz), 

157.4, 151.5, 135.5 (4JCF = 3 Hz), 133.9, 125.9, 125.0, 120.7 (2C, 3JCF = 8 Hz), 118.7, 116.9, 115.3 (2C, 2JCF = 22 Hz), 94.7, 35.6; HR-ESI-

MS: m/z calcd. for C19H13FN4O3S [M+H]+ 397.072 6, found 397.073 0
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 10.72 (s, 1H, Ph-NH-CO), 7.73 (d, J = 7.8 Hz, 2H, ArH), 7.64−7.50 (m, 2H, ArH), 7.29−7.03 (m, 4H, 

ArH), 3.94 (s, 2H, S-CH2), 2.63 (q, J = 7.6 Hz, 2H, CH2-CH3), 1.17 (t, J = 7.6 Hz, 3H, CH3); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 169.5, 

167.1, 166.7, 161.9, 158.0 (1JCF = 239 Hz), 146.7, 135.5 (4JCF = 2 Hz), 134.0, 128.5 (2C), 127.6 (2C), 120.6 (2C, 3JCF = 8 Hz), 118.4, 115.4 

(2C, 2JCF = 22 Hz), 90.3, 35.3, 28.1, 15.4; HR-ESI-MS: m/z calcd. for C21H17FN4O2S [M+H]+ 409.109 0, found 409.109 4
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 10.83 (s, 1H, Ph-NH-CO), 10.77 (s, 1H, Ar-NH), 7.72 (dd, J = 8.5, 2.1 Hz, 2H, ArH), 7.58 (ddd, J = 9.1, 

4.8, 2.1 Hz, 4H, ArH), 7.13 (td, J = 8.9, 2.1 Hz, 2H, ArH), 3.89 (s, 2H, S-CH2); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 170.6, 168.1, 167.0, 

166.1, 157.9 (1JCF = 238 Hz), 136.1, 135.5 (4JCF = 3 Hz), 131.2 (2C), 130.4 (2C), 123.8, 120.5 (2C, 3JCF = 8 Hz), 118.8, 115.3 (2C, 2JCF = 

22 Hz), 90.1, 35.2; HR-ESI-MS: m/z calcd. for C19H12BrFN4O2S [M+H]+ 459.982 8, found 459.982 9
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 10.82 (s, 1H, Ph-NH-CO), 8.06 (d, J = 5.1 Hz, 2H, ArH), 7.85 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ArH), 7.66 (t, J = 

8.0 Hz, 1H, ArH), 7.59 (ddt, J = 6.9, 4.9, 1.8 Hz, 2H, ArH), 7.13 (td, J = 8.9, 2.0 Hz, 2H, ArH), 3.86 (s, 2H, S-CH2); 
13C NMR (100 MHz, 

DMSO-d6) δ 171.5, 169.2, 167.3, 165.7, 157.9 (1JCF = 238 Hz), 138.2, 135.6 (4JCF =3 Hz), 132.3, 129.5, 129.0 (2JCF = 32 Hz), 126.6, 124.6 

(3JCF = 4 Hz), 124.0 (1JCF = 271 Hz), 120.6 (2C, 3JCF = 8 Hz), 119.2, 115.4 (2C, 2JCF= 22 Hz ), 90.0, 35.1; HR-ESI-MS: m/z calcd. for 

C20H12F4N4O2S [M+H]+ 449.065 1, found 449.064 7
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 10.75 (s, 1H, Ph-NH-CO), 7.94 (d, J = 7.9 Hz, 2H, ArH), 7.75 (d, J = 8.1 Hz, 2H, ArH), 7.58 (ddt, J = 

6.9, 4.9, 1.9 Hz, 2H, ArH), 7.13 (tt, J = 9.0, 4.6 Hz, 2H, ArH), 3.88 (s, 2H, S-CH2); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 171.2, 168.6, 167.2, 

165.9, 157.9 (1JCF = 239 Hz ), 141.1, 135.6 (4JCF = 2 Hz ), 130.1 (2JCF = 31 Hz), 129.1 (2C), 125.1 (2C, 3JCF = 3 Hz), 124.0 (1JCF = 271 Hz), 

120.5 (2C, 3JCF = 7 Hz), 118.9, 115.3 (2C, 2JCF = 22 Hz), 90.4, 35.3; HR-ESI-MS: m/z calcd. for C20H12F4N4O2S [M+H]+ 449.056 1, found 

499.055 8

Compd. 1H NMR, 13C NMR, HR-ESI-MS

Table 1　Physical data and spectral data of compounds 7 (a'a−a'r, 

b'a−b'g)

Compd.
7a'a
7a'b
7a'c
7a'd
7a'e
7a'f
7a'g
7a'h
7a'i
7a'j
7a'k
7a'l
7a'm

Yield/%
96.3
49.7
29.8
94.5
76.7
87.5
66.8
72.8
89.8
20.7
58.1
92.4
50.1

mp/℃
170.0−172.1
191.7−193.2
196.0−197.1
210.4−211.7
202.1−202.8
202.9−203.1
198.1−199.7
108.4−109.5
195.1−196.2
193.4−194.5
168.5−169.2
212.5−213.0
196.5−197.8

Compd.
7a'n
7a'o
7a'p
7a'q
7a'r
7b'a
7b'b
7b'c
7b'd
7b'e
7b'f
7b'g

Yield/%
54.1
24.0
29.6
33.8
53.1
89.3
48.0
37.3
84.9
85.5
60.2
63.3

mp/℃
194.0−195.1
166.7−167.8
188.6−189.8
175.1−176.2
196.1−197.2
215.3−216.4
182.1−183.6
185.4−186.6
194.2−195.6
228.5−229.6
233.1−234.5
198.6−198.9

·· 3382
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7a'j

7a'k

7a'l

7a'm

7a'n

7a'o

7a'p

7a'q

7a'r

7b'a

7b'b

7b'c

7b'd

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 10.88 (s, 1H, Ph-NH-CO), 7.63−7.50 (m, 2H, ArH), 7.33 (dtd, J = 6.1, 3.7, 3.2, 1.2 Hz, 3H, ArH), 7.20−
7.09 (m, 2H, ArH), 7.08−6.98 (m, 1H, ArH), 3.84 (s, 2H, S-CH2), 3.76 (s, 3H,-OCH3); 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 171.4, 169.8, 

167.4, 167.1, 158.9, 157.9 (1JCF = 239 Hz), 138.6, 135.6 (4JCF= 3 Hz), 129.3, 120.5, 120.5 (2C, 3JCF = 8 Hz), 119.5, 115.6,115.3 (2C, 2JCF = 

22 Hz), 113.6, 89.6, 55.2, 35.1; HR-ESI-MS: m/z calcd. for C20H15FN4O3S [M+H]+ 411.088 2, found 411.088 5
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 10.77 (s, 1H, Ph-NH-CO), 7.74 (d, J = 2.4 Hz, 3H, ArH), 7.64–7.55 (m, 2H, ArH), 7.13 (td, J = 8.9, 

1.9 Hz, 2H, ArH), 3.84 (s, 2H, S-CH2); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 171.8, 169.4, 167.3, 164.3, 157.9 (1JCF =238 Hz), 140.6, 135.6 

(4JCF = 3 Hz), 134.0 (2C, Ph), 129.3, 126.8 (2C, Ph), 120.6 (2C, 3JCF = 7 Hz), 119.1, 115.3 (2C, 2JCF = 22 Hz), 89.8, 35.2; HR-ESI-MS: m/z 

calcd. for C19H11Cl2FN4O2S [M+H]+ 449.993 4, found 449.993 5
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 10.84 (s, 1H, Ph-NH-CO), 7.70 (dd, J = 8.2, 1.8 Hz, 2H, ArH), 7.58 (ddt, J = 6.8, 4.9, 1.7 Hz, 2H, ArH), 

7.24−7.09 (m, 4H, ArH), 3.91 (s, 2H, S-CH2), 2.34 (s, 3H, CH3); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 169.8, 167.1, 166.9, 163.8, 157.9 

(1JCF = 238 Hz), 140.3, 135.6 (4JCF = 2 Hz), 133.9, 128.8 (2C), 128.4 (2C), 120.6 (2C, 3JCF = 7 Hz), 118.8, 115.4 (2C, 2JCF = 22 Hz), 90.1, 

35.2, 21.0; HR-ESI-MS: m/z calcd. for C20H15FN4O2S [M+H]+ 395.093 3, found 395.093 6
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 10.88 (s, 1H, Ph-NH-CO), 7.83 (ddd, J = 8.3, 5.5, 2.1 Hz, 2H, ArH), 7.59 (ddt, J = 7.4, 5.0, 2.1 Hz, 2H, 

ArH), 7.24 (td, J = 8.9, 2.2 Hz, 2H, ArH), 7.14 (td, J = 9.1, 2.2 Hz, 2H, ArH), 3.83 (s, 2H, S-CH2); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 

171.4, 169.7, 167.5, 166.1, 163.0 (1JCF = 246 Hz), 157.9 (1JCF = 238 Hz), 135.6 (4JCF = 3 Hz), 133.8 (4JCF = 3 Hz), 130.6 (2C, 3JCF = 8 Hz), 

120.5 (2C, 3JCF = 8 Hz), 119.6, 115.4 (2C, 2JCF = 22 Hz), 115.1 (2C, 2JCF = 21 Hz ), 89.4, 35.2; HR-ESI-MS: m/z calcd. for C19H12F2N4O2S 

[M+H]+ 399.068 3, found 399.068 7

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 10.92 (s, 1H, Ph-NH-CO), 7.79 (d, J = 8.4 Hz, 2H, ArH), 7.59 (dd, J = 8.4, 4.9 Hz, 2H, ArH), 7.14 (t, J = 

8.5 Hz, 2H, ArH), 6.94 (d, J = 8.4 Hz, 2H, ArH), 3.85 (s, 2H, S-CH2), 3.79 (s, 3H, -OCH3); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 170.5, 169.0, 

167.3, 166.5, 160.9, 157.9 (1JCF = 238 Hz), 135.6 (4JCF = 3 Hz), 130.0 (2C), 129.3, 120.5 (2C, 3JCF = 8 Hz), 119.6, 115.4 (2C, 2JCF = 22 Hz), 

113.50 (2C), 89.0, 55.3, 35.2; HR-ESI-MS: m/z calcd. for C20H15FN4O3S [M+H]+ 411.088 2, found 411.088 4
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 10.81 (s, 1H, Ph-NH-CO), 7.78 (ddd, J = 11.8, 7.9, 2.2 Hz, 1H, ArH), 7.70–7.63 (m, 1H, ArH), 7.63−
7.55 (m, 2H, ArH), 7.49 (dt, J = 10.7, 8.5 Hz, 1H, ArH), 7.18–7.08 (m, 2H, ArH), 3.84 (s, 2H, S-CH2); 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 

171.5, 169.4, 167.3, 164.7, 157.9 (1JCF = 238 Hz), 150.3 (1JCF = 242 Hz, 2JCF = 12 Hz), 149.1 (1JCF = 246 Hz, 2JCF = 12 Hz), 135.5 (4JCF = 2 

Hz), 130.8 (3JCF = 6 Hz), 125.4 (4JCF = 3 Hz), 120.5 (2C, 3JCF = 8 Hz), 119.3, 117.4 (2JCF = 18 Hz), 117.31 (2JCF = 17 Hz), 115.3 (2C, 2JCF = 

22 Hz), 89.6, 35.1; HR-ESI-MS: m/z calcd. for C19H11F3N4O2S [M+H]+ 417.058 8, found 417.058 6

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 10.93 (s, 1H, Ph-NH-CO), 7.62−7.52 (m, 2H, ArH), 7.36−7.24 (m, 2H, ArH), 7.22 (dd, J = 3.8, 0.9 Hz, 

2H, ArH), 7.18−7.09 (m, 2H, ArH), 3.81 (s, 2H, S-CH2), 2.21 (s, 3H, CH3); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 171.3, 169.8, 169.4, 167.4, 

157.9 (1JCF = 238 Hz), 137.8, 135.5 (4JCF = 3 Hz), 134.9, 130.1, 128.7, 128.3, 125.5, 120.5 (2C, 3JCF = 8 Hz), 118.9, 115.3 (2C, 2JCF = 

22 Hz), 91.9, 35.1, 19.1; HR-ESI-MS: m/z calcd. for C20H15FN4O2S [M+H]+ 395.093 3, found 395.093 6
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 10.77 (s, 1H, Ph-NH-CO), 7.64−7.54 (m, 2H, ArH), 7.49−7.32 (m, 3H, ArH), 7.13 (t, J = 8.9 Hz, 2H, 

ArH), 3.84 (s, 2H, S-CH2); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 171.8, 169.5, 167.4, 164.5, 162.0 (2C, 1JCF = 245 Hz, 3JCF = 13 Hz ), 157.9 

(1JCF = 238 Hz), 140.8 (3JCF = 9 Hz), 135.6 (4JCF = 2 Hz), 120.5 (2C, 3JCF = 8 Hz), 119.2, 115.3 (2C, 2JCF = 22 Hz), 111.5 (2C, 2JCF = 26 Hz), 

105.29 (2JCF = 25 Hz), 89.7, 35.2; HR-ESI-MS: m/z calcd. for C19H11F3N4O2S [M+H]+ 417.058 8, found 417.059 1
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 11.00 (s, 1H, Ph-NH-CO), 7.57 (ddt, J = 6.9, 5.0, 2.8 Hz, 2H, ArH), 7.44−7.35 (m, 1H, ArH), 7.25−7.06 

(m, 4H, ArH), 6.93 (t, J = 7.4 Hz, 1H, ArH), 3.78 (s, 2H, S-CH2), 3.76 (s, J = 1.7 Hz, 3H, -OCH3); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 171.2, 

169.2, 167.6, 166.9, 157.9 (1JCF = 238 Hz), 156.2, 135.6 (4JCF = 2 Hz), 130.6, 129.6, 127.1, 120.5 (2C, 3JCF = 7 Hz), 120.1, 118.9, 115.3 (2C, 
2JCF = 22 Hz), 111.6, 93.1, 55.4, 35.1; HR-ESI-MS: m/z calcd. for C20H15FN4O3S [M+H]+ 411.088 2, found 411.088 6
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 11.38 (s, 1H, Ph-NH-CO), 7.69 (d, J = 8.0 Hz, 2H, ArH), 7.31−7.19 (m, 4H, ArH), 6.89 (tt, J = 9.4, 

2.4 Hz, 1H, ArH), 3.83 (s, 2H, S-CH2), 2.91 (p, J = 6.9 Hz, 1H, -CH(CH3)2), 1.21 (d, J = 6.9 Hz, 6H, -CH(CH3)2; 
13C NMR (100 MHz, 

DMSO-d6) δ 171.1, 169.7, 168.4, 167.1, 162.6 (1JCF = 241 Hz), 162.4 (1JCF = 241 Hz), 150.6, 141.6 (3JCF = 14 Hz), 134.9, 128.3 (2C), 

126.05 (2C), 119.6, 101.7 (2C, 2JCF = 29 Hz), 98.2 (2JCF = 26 Hz), 89.4, 35.3, 33.3, 23.7 (2C); HR-ESI-MS: m/z calcd. for C22H18F2N4O2S 

[M+H]+ 441.115 2, found 441.115 0

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 11.30 (s, 1H, Ph-NH-CO), 7.64−7.57 (m, 1H, ArH), 7.54−7.42 (m, 2H, ArH), 7.29 (pd, J = 8.0, 7.4, 

2.6 Hz, 3H, ArH), 6.88 (tt, J = 9.3, 2.4 Hz, 1H, ArH), 3.84 (s, 2H, S-CH2); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 171.5, 169.7, 168.3, 165.8, 

162.6 (1JCF = 242 Hz), 162.4 (1JCF = 242 Hz), 161.8 (1JCF = 243 Hz), 141.5 (3JCF = 14 Hz), 139.7 (3JCF = 7 Hz), 130.2 (3JCF = 8 Hz), 124.4 

(4JCF=2 Hz), 119.4, 116.8 (2JCF = 20 Hz), 114.9 (2JCF = 23 Hz), 101.7 (2C, 2JCF = 29 Hz), 98.3 (2JCF = 26 Hz), 89.8, 35.3; HR-ESI-MS: m/z 

calcd. for C19H11F3N4O2S [M+H]+ 417.058 8, found 417.059 2

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 11.43 (s, 1H, Ph-NH-CO), 7.53 (dd, J = 6.4, 1.7 Hz, 2H, ArH), 7.34–7.22 (m, 4H, ArH), 6.88 (tt, J = 

9.4, 2.4 Hz, 1H, ArH), 3.83 (s, 2H, S-CH2), 2.30 (s, 3H, CH3); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 171.3, 170.0, 168.5, 167.5, 162.6 (1JCF = 

242 Hz), 162.5 (1JCF = 242 Hz), 141.6 (3JCF = 14 Hz), 137.4, 137.4, 130.5, 128.6, 128.0, 125.4, 119.6, 101.7 (2C, 2JCF = 29 Hz), 98.3 (2JCF = 

26 Hz), 89.7, 35.3, 20.9; HR-ESI-MS: m/z calcd. for C20H14F2N4O2S [M+H]+ 413.083 9, found 413.083 7
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 11.45 (s, 1H, Ph-NH-CO), 7.56−7.45 (m, 2H, ArH), 7.29−7.13 (m, 3H, ArH), 6.88 (tt, J = 9.3, 2.4 Hz, 

1H, ArH), 3.83 (s, 2H, S-CH2), 2.25 (s, 3H, CH3), 2.20 (s, 3H, CH3); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 171.0, 169.7, 168.4, 167.4, 162.6 

(1JCF = 242 Hz), 162.4 (1JCF = 242 Hz), 141.6 (3JCF = 14 Hz), 138.5, 136.0, 134.9, 129.2, 129.1, 125.7, 119.6, 101.7 (2C, 2JCF = 29 Hz), 98.3 

(2JCF = 26 Hz), 89.5, 35.3, 19.3 (2C); HR-ESI-MS: m/z calcd. for C21H16F2N4O2S [M+H]+ 427.099 6, found 427.099 3

Continued

Compd. 1H NMR, 13C NMR, HR-ESI-MS
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7b'e

7b'f

7b'g

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 11.21 (s, 1H, Ph-NH-CO), 10.94 (s, 1H, -OH), 8.32 (dd, J = 7.9, 1.6 Hz, 1H, ArH), 7.75 (ddd, J = 8.6, 

7.3, 1.7 Hz, 1H, ArH), 7.52 (d, J = 8.4 Hz, 1H, ArH), 7.42 (t, J = 7.6 Hz, 1H, ArH), 7.38−7.27 (m, 2H, ArH), 6.90 (tt, J = 9.4, 2.4 Hz, 1H, 

ArH), 4.05 (s, 2H, S-CH2); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 176.9, 169.0, 167.6, 165.8, 162.6 (1JCF = 242 Hz), 162.4 (1JCF = 242 Hz), 

157.4, 151.6, 141.6 (3JCF = 13 Hz), 133.9, 125.8, 125.0, 118.7, 116.9, 101.9 (2C, 2JCF = 29 Hz), 98.4 (2JCF = 26 Hz), 94.9, 35.7; HR-ESI-

MS: m/z calcd. for C19H12F2N4O3S [M+H]+ 415.063 2, found 415.063 6
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 11.40 (s, 1H, Ph-NH-CO), 7.69 (d, J = 8.0 Hz, 2H, ArH), 7.30–7.18 (m, 4H, ArH), 6.88 (tt, J = 9.4, 

2.4 Hz, 1H, ArH), 3.84 (s, 2H, S-CH2), 2.63 (q, J = 7.6 Hz, 2H, -CH2CH3), 1.18 (t, J = 7.5 Hz, 3H, -CH2CH3); 
13C NMR (100 MHz, 

DMSO-d6) δ 171.0, 169.5, 168.4, 167.2, 162.6 (1JCF = 242 Hz), 162.4 (1JCF = 241 Hz), 146.1, 141.6 (3JCF = 13 Hz), 134.7, 128.3 (2C), 

127.5 (2C), 119.5, 101.7 (2C, 2JCF = 29 Hz), 98.3 (2JCF = 26 Hz), 89.5, 35.3, 28.1, 15.4; HR-ESI-MS: m/z calcd. for C21H16F2N4O2S [M+H]+ 

427.099 6, found 427.100 0
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 11.35 (s, 1H, Ph-NH-CO), 7.73−7.67 (m, 2H, ArH), 7.61 (d, J = 8.6 Hz, 2H, ArH), 7.32−7.24 (m, 2H, 

ArH), 6.89 (tt, J = 9.4, 2.4 Hz, 1H, ArH), 3.84 (s, 2H, S-CH2); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 171.4, 169.6, 168.3, 166.1, 162.6 (1JCF = 

242 Hz), 162.4 (1JCF = 241 Hz), 141.6 (3JCF = 13 Hz), 136.5, 131.2 (2C), 130.3 (2C), 123.5, 119.4, 101.7 (2C, 2JCF = 29 Hz), 98.3 (2JCF = 

26 Hz), 89.6, 35.3; HR-ESI-MS: m/z calcd. for C19H11BrF2N4O2S [M+H]+ 422.973 4, found 422.973 8

Continued

Compd. 1H NMR, 13C NMR, HR-ESI-MS

物与 NS5 RdRp 可能的作用方式进行了探讨 (PDB:

5K5M)。首先, 选择 R2取代基相同, R1取代基不同的

7a'e和 7b'e、7a'f和 7b'f、7a'g和 7b'g3组化合物的复合

物模型进行了比较。如图 2A-1、B-1、C-1所示, 3个有

抗DENV活性化合物 7a'e、7a'f和 7a'g与NS5 RdRp酶

的结合模式和先导化合物 4w 相似, 它们的嘧啶环和

C-6 取代苯环均指向“N 口袋”, 并通过嘧啶环的 C-5-

CN与“N口袋”内Tyr-765上羟基间形成氢键作用从而

稳定与“N口袋”的结合。同时, 7a'e和 7a'f的C-2侧链

上的NH和嘧啶环上的 3-NH与活性位点残基Thr-793

形成双重氢键作用, 进一步加强了其与 NS5 RdRp 的

结合。而 7a'g则通过C-2β羰基与Tyr-758间的氢键作

用加强这种结合。而由图 2A-2、B-2、C-2所示的 7b'e、

7b'f、7b'g复合物模型可见, C-2侧链末端 3',5'-diF取代

苯基使这 3个化合物的C-2侧链形成特定的空间走向, 

且和 Asn-406、Ser-791、Leu-754 等氨基酸残基形成多

种氢键作用 , 从而拉扯化合物分子不能进入到“N 口

袋”中 , 这种远离“N 口袋”的无效结合不能对 NS5 

RdRp活性产生影响。

图 2D、E显示了化合物 7a'h和 7a'k与DENV NS5 

RdRp的相互作用, 由图 2D可见, 7a'h的嘧啶环和C-6

苯环同样指向“N口袋”, 但因R2取代基的差异, 7a'h采

取与化合物 7a'e、7a'f、7a'g不同的结合构象, 该构象使

7a'h 以 C-4 羰基与 Arg-727 间的氢键作用替代 7a'e、

7a'f、7a'g中C-5-CN与Tyr-765间的氢键作用, 并使C-

6苯环上的 4'-CF3更深入“N口袋”内部, 保证抑制剂小

分子与 NS5 RdRp稳定结合, 因而 7a'h具有略高于与

7a'e、7a'f、7a'g活性。在R1取代基相同的情况下 (R1=

4'-F), C-6苯环上3',5'-diCl取代基的引入 (R2=3',5'-diCl)

使化合物 7a'k与 NS5 RdRp的结合模式发生了变化。

如图 2E所示, 进入到“N口袋”内部的是 7a'k的C-2侧

链 , 其嘧啶酮上的 C-4 位羰基和 C-2β位羰基与“N 口

袋”内的 Arg-729 形成较强的双重氢键 (d = 1.9Å 及

2.0Å), 这种加强的有效结合使 7a'k 具有最高的抗

DENV 活性。以上分子对接分析表明 , 与 NS5 RdRp

“N口袋”内活性位点残基的有效结合是该类化合物具

有抗DENV活性的关键, 而R1和R2取代基间通过某种

协同作用对该类化合物与NS5 RdRp的结合方式产生

Table 3　Anti-DENV activities of target compounds 7 (a'a−a'r, 

b'a−b'g) (mean ± SD, n = 2). EC50: The 50% effective concentra‐

tion; CC50: The 50% cytotoxicity concentration; TI: Therapeutic 

index

Compd.

7a'a
7a'b
7a'c
7a'd
7a'e
7a'f
7a'g
7a'h
7a'i
7a'j
7a'k
7a'l

7a'm
7a'n
7a'o
7a'p
7a'q
7a'r
7b'a
7b'b
7b'c
7b'd
7b'e
7b'f
7b'g

Ribavirin

R1

4'-F
4'-F
4'-F
4'-F
4'-F
4'-F
4'-F
4'-F
4'-F
4'-F
4'-F
4'-F
4'-F
4'-F
4'-F
4'-F
4'-F
4'-F

3',5'-diF
3',5'-diF
3',5'-diF
3',5'-diF
3',5'-diF
3',5'-diF
3',5'-diF

R2

4'-iPr
3'-F

3'-Me
3',4'-diMe

2'-OH
4'-Et
4'-Br

3'-CF3

4'-CF3

3'-OCH3

3',5'-diCl
4'-Me
4'-F

4'-OCH3

3',4'-diF
2'-Me

3',5'-diF
2'-Ome
4'-iPr
3'-F

3'-Me
3',4'-diMe

2'-OH
4'-Et
4'-Br

EC50

/μmol·L-1

 >50
 >50
 >50
 >50
21.23
20.21
19.13
18.29
 >50
 >50
7.86

 >50
 >50
 >50
 >50
 >50
 >50
 >50
 >50
 >50
 >50
 >50
 >50
 >50
 >50

18.07 ± 0.36

CC50

/μmol·L-1

 >200
 >200
 >200
 >200
 >200
 >200
 >200
 >200
 >200
 >200
 >200
 >200
 >200
 >200
 >200
 >200
 >200
 >200
158.61
 >200
 >200
 >200
 >200
 >200
 >200
 >200

TI

 >9.42
 >9.90

 >10.45
 >10.93

 >25.45

 >11.07

·· 3384



王靖博等: 5-氰基-2-硫乙酰芳氨嘧啶酮类DENV NS5 RdRp抑制剂的设计、合成及活性研究

影响。虽然目前R1和R2取代基的构效关系尚未表现

出明显的规律性, 但在上述结合模型的指导下, 可尝试

在 5-氰基-2-硫乙酰芳氨嘧啶酮基本骨架上, 进一步丰

富R1和R2取代基, 构建结构多样性分子, 通过分子模

拟寻找能与NS5 RdRp“N口袋”加强结合的分子并加

以合成, 以发现更优活性的抗DENV化合物。

小结

为了筛选新型的抗 DENV NS5 RdRp 酶抑制剂 , 

本文基于嘧啶酮类 HCV NS5B RdRp 抑制剂 3jc 和

ZIKV NS5 RdRp 抑制剂 4w 的结构 , 采用分子杂合的

方法, 设计合成系列 5-氰基-2-硫乙酰芳基嘧啶酮化合

物, 并通过噬斑法从中筛选到 5个抗DENV活性化合

Figure 2　Predicted binding modes of compound 7a'e (A-1) and 7b'e (A-2) (carbons in yellow), 7a'f (B-1) and 7b'f (B-2) (carbons in 

pink), 7a'g (C-1) and 7b'g (C-2) (carbons in purple), 7a'h (D, carbons in orange), 7a'k (E, carbons in green) in the N-pocket. Residues in 

the N-pocket are shown as green sticks. Residues involved in interactions are shown as cyan sticks
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物 , 最后通过对该类化合物与 DENV NS5 RdRp 分子

对接发现该类化合物具有抗DENV活性的关键在于与

NS5 RdRp“N口袋”结合, 同时指出R1和R2取代基间对

化合物的结合方式产生协同影响, 从而为该类化合物

的进一步结构优化设计提供理论指导。

实验部分

市售分析纯 (AR) 或试剂级 (RG) 或是根据反应

所需自行制备得到。常压柱色谱所用硅胶 (100/200～

300目) 购自青岛海洋化工。薄层色谱 (TLC) 板购自

乳山市太阳干燥剂有限公司。Bruker DRX 400 (1H: 

400 MHz, 13C: 100 MHz) 购自德国 Bruker 公司 , 内标

TMS, 溶剂 DMSO-d6 购自中国扬格赛公司 ; Manon 

MP430全自动熔点仪, 邢台润联公司; Agilent LC/MSD 

TOF质谱仪, 购自美国Agilent公司。

利巴韦林 (ribavirin) 购自广州昂飞生物科技有限

公司 ; N, N-二甲基甲酰胺 (N, N-dimethyl formamine, 

DMF) 购自西陇化工股份有限公司; MTT、硫酸链霉素 

(streptomycin sulfate)、青霉素 (penicillin)、DMSO 购自

美国Sigma公司; 多聚甲醛购自天津光复精细化工研究

所; 结晶紫购自北京索莱宝; DMEM高糖培养基、胎牛

血清购自美国Thermo Fisher公司; 小牛血清、胰酶购自

美国Gibco公司; 低熔点琼脂糖购自美国Amresco公司。

倒置显微镜 (TS-100F) 购自日本Nikon公司; 离心

机 (Allegra X-30) 购自美国Beckman公司; 酶联斑点分

析仪 (Immunospot S6 Universal) 购自美国 CTL 公司 ; 

酶标仪 (ELX800) 购自美国Bioteck公司; 生物安全柜 

(1287)、细胞培养箱 (311) 购自美国 Thermo Fisher 公

司。4 °C冰箱 (HYC-360) 购自Haier公司。

所有化合物均用DMSO溶解, 终浓度为50 mmol·L-1, 

避光至于 4 ℃冰箱保存, 使用时DMEM培养基稀释至

所需浓度。

1　化合物的合成

1.1　 2- 溴 乙 酰 苯 胺 (3) 的 合 成 　将 取 代 苯 胺 1 

(10 mmol, 1 eq.)、三乙胺 (15 mmol, 1.5 eq.) 和溴乙酰

溴 2 (15 mmol, 1.5 eq.) 溶于 150 mL 二氯甲烷中 , 在

0 ℃反应 2 h后, 用二氯甲烷 (100 mL×3) 萃取, 合并有

机相, 有机相用饱和氯化钠溶液洗涤, 无水硫酸钠干

燥, 蒸发得到粗品, 粗品重结晶, 过滤得到 2-溴乙酰苯

胺3纯品, 产率为88%～92%。

1.2　5-氰基-6-芳基-2-巯基嘧啶酮类化合物 (6) 的合

成 　依次将氰基乙酸乙酯 5 (10 mmol, 1 eq.)、取代苯

甲醛 4 (10 mmol, 1 eq.)、硫脲 (10 mmol, 1 eq.) 和无水

碳酸钾 (10 mmol, 1 eq.) 加入乙醇溶液中 , 回流反应

10～14 h。TLC跟踪反应结束后, 将溶液冷却至室温, 

过滤, 固体用无水乙醇洗涤, 溶于 200 mL 80 ℃水中, 

冷却至室温, 用乙酸调节溶液 pH至 5～6, 析出白色或

黄色固体, 将固体过滤, 干燥, 重结晶或柱色谱分离得

到5-氰基-6-芳基-2-巯基嘧啶酮6, 产率为38%～75%。

1.3　目标化合物 7的合成 　将 5-氰基-6-芳基-2-巯基

嘧啶酮 6 (1 mmol, 1 eq.) 溶解于 15 mL DMF 溶液中 , 

加入无水碳酸钾 (1.2 mmol, 1.2 eq.) 搅拌 0.5 h后, 加入

2-溴乙酰苯胺 3 (1 mmol, 1eq.), 室温下反应 0.5 h。用

TLC跟踪反应完成后用乙酸乙酯 (80 mL×3) 萃取, 合

并有机相, 饱和氯化钠溶液洗涤, 无水硫酸钠干燥。将

有机相减压浓缩得到粗产品, 通过柱色谱或重结晶得

到目标化合物。产率为21%～92%。

2　目标化合物抗DENV活性测试

通过上述合成方法合成了共 25个目标化合物, 本

实验采用噬斑法和MTT法分别测试目标分子的抑制

DENV活性 (EC50) 和对细胞毒性 (CC50)。其中抗DENV

活性以抗病毒药物利巴韦林为阳性对照。

2.1　噬斑法测试抗DENV活性 　将Vero细胞铺种于

12 孔细胞培养板中 (每孔 3×105个), 培养过夜后向其

加入DENV (MOI = 0.5), 吸附2～4 h, 1×PBS洗涤后, 加

入含梯度稀释待测化合物的 2%低熔点琼脂糖-DEME 

(2% FBS) 培养基, 在 37 ℃、5% CO2培养箱中条件下培

养5天。用4%多聚甲醛固定10 min, 清洗3次, 加入0.8%

结晶紫对其进行染色。利用酶联斑点分析仪对细胞板

中的噬斑数进行图像分析并计算半数有效浓度EC50。

2.2　MTT法检测细胞分子毒性 　将Vero细胞铺种于

96 孔细胞培养板中 (每孔 4×104 个), 在 37 ℃ 、5% 

CO2 培养箱条件下培养至细胞成长呈单层状, 弃去上

清。随后, 加入含有梯度稀释待测化合物 (终浓度为

200 μmol·L-1), 每个梯度浓度设置3复孔, 同时设置正常

对照组、空白对照组。培养5天后, 每孔加入20 μL MTT 

(5 mg·mL-1), 37 ℃、5% CO2培养箱中孵育 4 h 后弃去

100 μL上清液, 每孔加入 100 μL SDS-DMF (12% SDS-

50% DMF) 溶液。将细胞培养板置于 37 ℃、5% CO2

培养箱中孵育过夜, 待其结晶完全溶解后, 震荡均匀, 

利用 Bio-TEK酶标仪检测 OD值 (检测波长: 570 nm、

参考波长: 630 nm), 并计算半数细胞毒性浓度CC50。

2.3　治疗指数 (TI) 值的计算 　依据MTT检测法实验

结果绘制剂量−反应曲线, 利用Reed&Muench法计算

有效抑制 50% 细胞感染病毒的药物浓度 (EC50) 和使

50%的细胞发生病变时的药物浓度 (CC50)。利用TI = 

CC50/EC50获得药物的TI值。

3　分子对接

使用Autodock 4.2程序进行分子对接, 所有用于对

接的分子采用Sybyl/Minimize分子力学程序进行能量优
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化, 迭代6 000次, 直到能量梯度收敛至0.005 kcal·mol-1。

所选DENV-2 NS5 RdRp的3D晶体结构检索自RCSBB

蛋白数据库 (PDB:5K5M)。使用AutoDock Tools (ADT) 

处理小分子和蛋白质, 从配合物中提取结合配体, 除去

水分子, 自动添加氢原子, 使用Lamarckian GA对接算

法对目标分子执行 50次对接计算, 最后根据抑制剂与

酶相互作用能量大小和几何构型匹配程度来确定抑制

剂的结合构象, 并用Pymol软件显示对接结果。
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