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SARS-CoV-2刺突蛋白抑制剂活性筛选方法研究进展
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摘要: 严重急性呼吸综合征冠状病毒 2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, SARS-CoV-2) 引起的新

型冠状病毒感染 (corona virus disease 2019, COVID-19) 对全球公共卫生和经济造成了前所未有的影响。SARS-

CoV-2通过其表面的刺突蛋白与宿主细胞膜上的血管紧张素转换酶2相结合是入侵宿主细胞的关键步骤, 以刺突蛋

白为靶标的小分子药物成为抗 SARS-CoV-2研究的热点。活性筛选是小分子药物研发的关键步骤。鉴于此, 本文

综述了SARS-CoV-2刺突蛋白小分子抑制剂的活性筛选方法, 以期为靶向刺突蛋白的抗病毒药物研发提供参考。
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Recent advances in drug screening methods of SARS-CoV-2 
spike protein
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Abstract: The pandemic of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has caused a 

serious impact on global public health and the economy. SARS-CoV-2 infiltrates host cells via its surface spike 

protein, which binds to angiotensin-converting enzyme 2 on the host cell membrane. As a result, small molecules 

targeting spike protein have emerged as a hotspot in anti-SARS-CoV-2 drug research. Activity screening is an 

important step in seeking small molecule drugs. Therefore, this article aims to review the biological activity 

evaluation methods of small molecule inhibitors targeting SARS-CoV-2 spike protein, with the goal of laying the 

foundation for the discovery of new anti-SARS-CoV-2 drugs.
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冠状病毒属于冠状病毒科 (nidovirales) 冠状病毒

属 (coronavirinae), 分为 α、β、γ和 δ -冠状病毒四种亚

型[1]。冠状病毒是人类和脊椎动物的重要病原体, 目

前已知有七种冠状病毒可以感染人体[2]。本世纪内

SARS-CoV[3]、MERS-CoV[4]、SARS-CoV-2 三种冠状病

毒接连暴发, 严重危害人类健康。

SARS-CoV-2 属于 β-冠状病毒, 为单股正链 RNA

病毒[5], 主要编码 4种结构蛋白 (图 1), 由外到内分别为

刺突蛋白 (spike protein, S 蛋白)、胞膜蛋白 (envelope 

protein, E蛋白)、膜蛋白 (membrane protein, M蛋白) 以

及核衣壳蛋白 (nucleocapsid, N蛋白)。此外, 还有多种

非结构蛋白质 (nonstructural protein) 组成的多聚蛋白

质体 (polyprotein) pp1a 和 pp1ab[6]。这些蛋白在病毒

的生命周期中发挥至关重要的作用。

SARS-CoV-2的生命周期一般可分为以下阶段[7]: 

① 侵入阶段: 首先由 S蛋白与宿主细胞表面的血管紧

张素转换酶 2 (angiotensin-converting enzyme 2, ACE2) 
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受体结合, 介导病毒与细胞膜融合形成复合体, 进而释

放病毒遗传物质进入细胞中; ② 遗传物质复制和翻译

阶段: 病毒在主蛋白酶 (main protease, Mpro) 和木瓜蛋

白酶样蛋白酶 (papain-like protease, PLpro) 作用下 , 水

解生成多个成熟的非结构蛋白。再以 RdRp (RNA-

dependent RNA polymerase) 为核心形成RNA复制酶−
转录酶复合物, 参与病毒的遗传物质复制转录和翻译

过程; ③ 子代病毒释放阶段: 复制的子代基因装载蛋

白质后, 经过胞吐作用释放, 再感染其他宿主细胞。因

此, 理论上阻断或干扰生命周期中的任一环节均可抑

制病毒复制和传播。

1 S蛋白结构及功能 

S蛋白是高度糖基化的同源三聚体, 其每个单体都

含有2个功能不同的亚基S1和S2 (图2)[8]。通常, S1亚

基呈球形 , 主要包括 N-端结构域 (N-terminal domain, 

NTD)、受体结构域 (receptor-binding domain, RBD)、C

端结构域1 (C-terminal domain 1, CTD1) 和C端结构域2 

(C-terminal domain 2, CTD2) 等结构域 , 其中 RBD 负

责与宿主细胞ACE2结合过程; S2亚基主要包括七肽

重复序列 1 (heptad repeat 1, HR1)、七肽重复序列 2 

(heptad repeat 2, HR2) 和胞内结构域 (cytoplasmic 

domain, CD) 等结构域, 负责促进病毒与宿主细胞的膜

融合过程。S蛋白与ACE2结合的过程中存在构象的

变化, 在结合ACE2前, S蛋白三聚体以亚稳定融合前

构象存在; 结合ACE2后, S1亚基脱落, S2亚基形成融

合后构象[9]。综上, S蛋白的结构生物学研究阐述了 S

蛋白在 SARS-CoV-2与宿主细胞膜受体结合及膜融合

中起到的功能和作用, 也为 S蛋白小分子抑制剂的设

计提供了理论依据。

目前, 以SARS-CoV-2 S蛋白为靶标的抗病毒药物

研发已成为热点之一。众所周知, 活性筛选作为药物

研发的关键环节, 建立便捷、完整、高效的活性筛选体

系是药物研发的瓶颈问题。鉴于此, 本文简介了以S蛋

白为靶标的小分子抑制剂活性筛选方法, 有望为抗新

冠病毒药物的研发提供参考。

2 SARS-CoV-2 刺突蛋白抑制剂活性筛选方法研究

进展 

目前, 以 S蛋白为靶标的小分子抑制剂活性筛选

Figure 2　Biological structure of S protein; RBD: Receptor-binding domain; CTD1: C-terminal domain 1; CTD2: C-terminal domain 2; 

HR1: Heptad repeat 1; HR2: Heptad repeat 2; CD: Cytoplasmic domain

Figure 1　Structures of SARS-CoV-2 and spike protein
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方法可以分为生物物理技术和生物化学技术。生物物

理技术主要用于小分子−蛋白或蛋白−蛋白之间的亲

和力测试, 包括表面等离子共振技术 (surface plasmon 

resonance, SPR)、差示扫描荧光技术 (differential scan‐

ning fluorimetry, DSF) 和微量热泳动 (microscale ther‐

mophoresis, MST) 等方法; 生物化学技术主要用于直

观呈现小分子化合物对 SARS-CoV-2 S蛋白的作用强

度 , 包括免疫组织化学检测 (immunohistochemistry, 

IHC)、免疫荧光显微技术 (immunofluorescence micros‐

copy, IF) 和细胞融合实验 (cell fusion) 等方法[10-12]。除

了生物物理与生物化学的筛选方法外, 虚拟筛选技术也

应用于 S蛋白抑制剂的发现 (图 3)。虚拟筛选的结果

仍需后续生物物理和生物化学技术的佐证。因此, 本文

仅对虚拟筛选做概要性介绍, 着重综述不同生物物理

技术和生物化学技术的原理、优缺点、应用范围等方面。

2.1　生物物理技术　 

2.1.1　表面等离子共振技术 　当光透过光疏介质产生

的消逝波与介质中的等离子波发生共振时, 能量从光

子转移到表面等离子, 使反射光的能量减少, 从而检测

到反射光强度大幅减弱。依据此原理建立的表面等离

子共振技术与传统检测分子相互作用方法相比, 具有

操作简单、耗时短、灵敏度高、可以无标记地实时测量

动力学数据等优点[13]。

SPR光学传感器 (图 4) 主要由光源、棱镜、传感芯

片及检测器构成[14]。在 SPR检测中, 以靶标蛋白或小

分子修饰传感器表面, 分析物流经传感器 (表面镀有

金膜) 后, 蛋白−蛋白或蛋白−小分子识别结合作用会

导致传感器表面折射率发生变化, 随之引起 SPR共振

角或波长变化 , 进而对分析物进行定量分析。同时 , 

SPR还可以实时地记录分析物与配体的结合速率与解

离速率。因此, 在药物评价作用中可以通过拟合分子

间相互作用直至达到整个动态平衡的过程, 计算活性

分子与受体间的结合/解离常数来判断该分子间亲和

力大小, 推断药物的作用机制。

2022年 3月, Shin等[15]通过ELISA (enzyme-linked 

immunosorbnent assay) 筛选发现了一种抑制 RBD 和

ACE2之间蛋白−蛋白相互作用的新型杂环骨架。其中

SB27012 (1, 图 5), 可以抑制 SARS-CoV-2 Spike-RBD

与 ACE2 的相互作用 , IC50为 7.7 μmol·L-1。为了确定

SB27012的直接靶点, 以人源ACE2 (h-ACE2) 为配体, 

Figure 4　Schematic diagram of surface plasmon resonance (SPR)

Figure 3　Common drug screen methods targeting SARS-CoV-2 S protein
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将其固定在 CM5 芯片上 (Biacore T200 仪器), 在不同

浓度下 (0.1～100 μmol·L-1), 测量 SB27012 与 h-ACE2

的结合常数。结果表明 SB27012与 h-ACE2具有高亲

和力 (Kd = 210 nmol·L-1), 然后使用不同浓度的 SARS-

CoV-2 Spike-RBD (0.1～100 nmol·L-1), 测 量 其 与

SB27012亲和力, 结果表明 SB27012与RBD无直接结

合作用。综上, SB27012 可能只与 hACE-2 直接结合, 

破坏RBD-ACE2的相互作用。

2022年 2月, Wang等[16]首先使用一种粗粒化分子

动力学模拟方法 (coarse-grained molecular dynamic 

simulations), 发现S蛋白具有整体协同性, 即它的不同

部分之间存在着相互影响的运动, 其中一个重要的变

构调节路径为 S蛋白上的 RBD 与其下方的两个亚域

的连接处之间存在着相关运动。基于这个发现, 设计

小分子插入到 S蛋白的两个亚域之间, 可以阻碍蛋白

质的构象变化从而抑制 S蛋白与ACE2受体结合。为

此, 研究者使用 SiteMap软件, 在两个亚域附近识别到

一个暴露且适合插入化合物的候选位点, 经两轮虚拟

筛选, 从数千种化合物中筛选出三个潜在的有效变构

调节剂 : CPD7、CPD20 和 CPD26 (2～4, 图 5)。然后 , 

他们利用 SPR 技术测定这三种化合物与 S 蛋白结合

力, 来验证计算机预测结果。将SARS-CoV-2全长S蛋

白固定在芯片上, 注入梯度浓度待测化合物通过芯片, 

结果显示 CPD7、CPD20 和 CPD26 都表现出与全长

S 蛋白浓度依赖性的结合 , Kd 值分别为 32.0、22.6 和

14.6 μmol·L-1。最后, 细胞水平 (Vero E6) 抗病毒实验

证明这三种化合物都能有效抑制 SARS-CoV-2 复制 , 

在100 μmol·L-1浓度下, 抑制率均大于80% (n = 6)。

2021年 9月, Singh等[17]采用了一种基于羧基传感

器芯片的 SPR 技术, 将重组的 SARS-CoV-2 S 蛋白 S2

亚基作为配体固定在传感器上, 并用不同浓度高根二

醇 (erythrodiol) (5, 图 5) 注入到传感器芯片上, 分析高

根二醇与SARS-CoV-2 S蛋白S2亚基之间的结合曲线, 

结果显示: 两者结合速率常数Kon为 1.93×103 mol-1·s-1; 

解离速率常数 Koff为 2.21×10-3 s-1; 动力学平衡解离常

数 Kd为 1.15 μmol·L-1, 这表明两者之间有较高的亲和

力。因此, 高根二醇是一种有效的SARS-CoV-2 S蛋白

抑制剂。

2.1.2　差示扫描荧光技术 　差示扫描荧光法是一种评

价蛋白质热稳定性的方法, 该方法利用荧光定量 PCR

仪缓慢加热蛋白质样品, 并检测结构逐渐改变的蛋白

质与荧光染料相结合的量, 从而测定出蛋白质的熔解

温度 (Tm)。DSF方法具有操作简单、样品消耗少、适用

范围广等优点, 可以用于筛选蛋白质稳定性影响因素、

优化蛋白质结晶条件、发现新型配体等方面。DSF原

理 (图 6) 为当蛋白质处于正常折叠状态时, 疏水部分

包裹于蛋白质分子内部, 荧光染料无法结合。当外界

温度升高时, 蛋白质折叠结构逐渐展开, 隐藏在内部的

疏水部分暴露, 对疏水部分亲和力高的荧光染料逐渐

结合到蛋白质上导致体系荧光信号增强。当温度上升

到 Tm时, 舒展的蛋白质发生聚集, 并排斥荧光染料的

结合。脱落的荧光染料回归到周围环境中或在高温环

境下猝灭, 导致体系荧光信号强度下降。因此, 通过检

测荧光信号随温度变化的曲线, 可以测定出蛋白质的

Tm。当有配体与蛋白质结合时, 则会改变蛋白质折叠

结构和稳定性, 并影响Tm值大小[18,19]。

纳米差视扫描荧光法 (Nano-DSF) 是根据色氨酸

残基在蛋白质折叠和去折叠状态下荧光发射波长的不

同, 直接测量蛋白质构象变化的无标记方法。其中, 埋

藏在亲脂核心中的色氨酸在 330 nm处发射, 而暴露在

水环境中的色氨酸最大发射波长为 350 nm。因此, 监

测 330～350 nm之间的发射强度差异可以反映蛋白质

Figure 5　Chemical structures of compounds 1−5
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构象完整性。

2022年5月, Schmidt等[20]利用Nano-DSF筛选了几

种膳食多酚对h-ACE2受体和SARS-CoV-2 Spike-RBD

的结合能力。结果表明, 咖啡因、咖啡酸、氯原酸、芹菜

素、芹菜苷、芥子油苷和白藜芦醇等多酚能够显著降

低刺突蛋白的Tm, 表明它们可能与SARS-CoV-2 Spike-

RBD形成复合物。其中, 咖啡因和氯原酸的结合能力

最强, 熔解温度分别降低了 6.5和 5.9 ℃。此外, 这些

多酚还能够影响 ACE2的稳定性, 其中咖啡因和氯原

酸能够提高ACE2的Tm, 而其他多酚则能够降低ACE2

的 Tm。结果表明, 这些多酚可能通过干扰刺突蛋白和

ACE2 之间的相互作用 , 从而具有抗 SARS-CoV-2 的

潜力。

2021 年 6 月 , Bojadzic 等[21]利用无细胞 ELISA 模

型分析技术发现了一批有机染料小分子能够阻断

SARS-CoV-2 S蛋白与 h-ACE2间的相互作用。在进一

步蛋白质热位移实验中, DRI-23041 (6, 图 7) 的存在会

导致 SARS-CoV-2 Spike-RBD的熔融温度曲线发生明

显左移, 而对 h-ACE2熔融温度曲线无明显影响, 因此

证明小分子的靶点很可能是SARS-CoV-2 Spike-RBD。

假病毒实验证明这些小分子具有抗 SARS-CoV-2活性 

(EC50 = 5.8 μmol·L-1), 且细胞毒性低 (CC50 > 45 μmol·L-1, 

A549细胞)。

2.1.3　微量热泳动技术 　微量热泳动是一种能够灵敏

地检测生物分子相互作用的技术, 它可以通过测量结

合后生物分子大小、电荷和水化层变化所引起的热泳

动性变化来反映亲和力[22]。MST 实验原理 (图 8): 首

先用红外激光对含有荧光标记或色氨酸残基的样品进

行局部加热, 形成一个微小的温度梯度场。然后, 观察

并定量样品分子在温度梯度场中发生的定向运动。最

后, 根据荧光强度变化计算出不同温度下受体、供体和

供受体复合物之间已结合的数量比例, 并推算出二者

的亲和常数。

2022 年 5 月 , Schmidt 等[20]利用 Nano-DSF 筛选了

几种膳食多酚对 h-ACE2 受体和 SARS-CoV-2 Spike-

RBD 的结合能力 , 并证明这些多酚可能干扰 SARS-

CoV-2 Spike-RBD 和 ACE2之间的相互作用。随后研

究人员在多酚存在下进行基于荧光标记S蛋白和ACE2

热泳动性变化的实验 , 最初利用 Nano-red 标签标记

SARS-CoV-2 Spike-RBD赖氨酸残基, 然而得到的滴定

曲线没有显示稳定的响应。替换为含有镍的NTC-red标

签标记SARS-CoV-2 Spike-RBD后, 在不含膳食多酚的

情况下, ACE2受体和 SARS-CoV-2 Spike-RBD之间的

Kd为7 nmol·L-1。加入250 μmol·L-1的绿原酸 (5-CQA, 7, 

图 9) 后Kd值增大近 10倍 (Kd = 67 nmol·L-1), 这表明加

入绿原酸后S蛋白与ACE2的亲和力大大降低。说明绿

原酸可能具有抑制SARS-CoV-2感染人细胞的潜力。

2020年 5月, Ekins等[23]利用计算机构建了 SARS-

CoV-2 Spike-RBD的 3D预测模型, 并从美国FDA批准

的2 400个药物中筛选出具有结合潜力的化合物。随后

研究[24]发现, 在虚拟筛选基础上利用微量热泳动测量

技术测定了上述药物与 SARS-CoV-2 Spike-RBD的亲

和力, 确定了五种β-受体阻滞剂 (卡维地洛、艾司洛尔、

Figure 8　 Schematic diagram of microscale thermophoresis 

(MST)

Figure 6　Schematic diagram of differential scanning fluorimetry 

(DSF)

Figure 7　Chemical structure of compound 6
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比索洛尔、布新洛尔和普萘洛尔) 能够与 SARS-CoV-2 

Spike-RBD结合, 其中卡维地洛 (carvedilol, 8, 图 9) 与

SARS-CoV-2 Spike-RBD亲和力较高 (Kd = 364 nmol·L-1), 

并显示出体外抗SARS-CoV-2活性 (EC50 = 7.57 μmol·L-1), 

且细胞毒性较低 (CC50 = 18.07 μmol·L-1, CALU-3细胞)。

此外, 还发现卡维地洛能够降低感染小鼠肺部组织中

SARS-CoV-2 RNA水平, 并改善肺部组织损伤, 具有进

一步研究的价值。

2.1.4　等温滴定量热技术 　等温滴定量热技术 (iso‐

thermal titration calorimetry, ITC) 是一种研究生物热力

学与生物动力学的重要方法, 广泛用于蛋白质−蛋白

质、蛋白质折叠/去折叠和蛋白质−小分子以及酶−抑制

剂相互作用等领域[25]。ITC基本原理 (图 10) 为: 将反

应物溶液放置在温控样品池 (sample cell) 中, 通过一

个热电偶回路与参比池偶联 (refrence cell), 另一种反

应物作为配体置于注射器 (syring) 中。保持外界条件

相同, 利用绝热装置将样品池和参比池分隔。在恒定

温度下, 注射器恒速向样品池中滴加配体, 反应一定时

间后, 样品池与参比池之间产生热差, 仪器显示出一个

吸热或放热的峰[25-27]。该方法可用于计算溶液中两个

或多个分子之间反应结合焓、定压热容 (ΔCp)、结合位

点数 (n)、结合平衡常数 (Ka) 和动力学数据 (如酶促反

应的米氏常数Km和催化速度常数Kcat)
[28], 从而得出反

应的吉布斯自由能 (ΔG) 和熵变 (ΔS)。

凝集素 (lectin) 是一种能与病毒表面糖链结合, 从

而阻断病毒侵入过程的蛋白质。它广泛存在于植物、无

脊椎动物和高等动物中[29]。2022年, 研究者[30]在前期

研究的基础上发现了一种抗病毒凝集素重组蓝藻抗病毒

蛋白N (cyanovirin-N, CV-N), 它对SARS-CoV-2有很强

的抑制活性[31]。基于假病毒的实验表明, 针对6种不同

SARS-CoV-2毒株, CV-N的EC50值在 31～112 nmol·L-1

之间。SPR实验中, CV-N与S蛋白表现出较高的亲和

力 (Kd = 15 nmol·L-1), 与 RBD (Kd > 1 000 nmol·L-1) 和

ACE2 (Kd = 3 500 nmol·L-1) 的亲和力较低, 说明CV-N

作用于S蛋白上非RBD结构域的特殊靶点。ITC实验

中, 分别测定CV-N和S蛋白三聚体或者单聚体的结合

常数和结合热力学参数。发现CV-N和蛋白三聚体有

很强的结合, Kd为 15 nmol·L-1, 而且每个 Spike三聚体

可以结合两个CV-N分子。而CV-N和Spike单聚体的

结合则较弱, Kd为 1 200 nmol·L-1, 并且每个 Spike单聚

体只能结合一个 CV-N 分子。这些数据表明 CV-N 可

以识别并优先结合至 Spike三聚体上。此外, CV-N可

以显著降低接种 SARS-CoV-2的小鼠鼻腔内的病毒载

量 , 并提高小鼠存活率 (CV-N 处理组小鼠存活率为

80%, 而对照组存活率为20%)。

2022 年 , Chen 等[32] 利用基于结构的虚拟筛选 

(structure-based virtual screening) 从一个包含了近万种

天然产物的化合物库中, 筛选出与SARS-CoV-2 S蛋白

结合能力最高的 50种苗头分子, 并采用等温滴定量热

法验证化合物的结合亲和力。结果显示薯蓣皂苷元 

(diosgenin, 9, 图 11) 与 SARS-CoV-2 S 蛋白 S1 亚基有

较高的结合能力, 滴定曲线在 4 000～5 000 s之间达到

平衡 , Kd = 0.468 μmol·L-1, ΔG 值在−37～−26 kJ·mol-1

之间。在进一步的假型慢病毒颗粒感染实验中, 薯蓣

皂苷在 8.69 mg·L-1 (10 μmol·L-1) 的浓度下阻止了 80%

以上的病毒感染细胞。

2.1.5　生物膜干涉技术 　生物膜干涉技术 (bio-layer 

interferometry, BLI) 是一种实时检测分子间相互作用

的技术, 原理 (图 12) 为在光纤传感器的表面固定一种

Figure 10　Schematic diagram of isothermal titration calorimetry 

(ITC)

Figure 11　Chemical structure of compound 9

Figure 9　Chemical structures of compounds 7 and 8
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特定的配体分子 (basal molecules), 当光通过传感器

时, 会在生物膜 (biccompatible sufrace) 内发生反射和

折射而形成干涉图案 (reflect beams), 当该配体分子与

目标分子 (target molecules) 结合时, 会改变传感器表

面的生物膜厚度。生物膜厚度的变化会导致干涉图案

发生位移, 从而反映出目标分子与配体分子之间的结

合情况[33]。

2021年 9月, Coghi等[34]利用虚拟筛选、分子动力

学模拟和生物层析等方法 , 来评估不同抗疟药物与

SARS-CoV-2 Spike-RBD和ACE2之间的相互作用强度

和稳定性。生物膜干涉实验中, 将Spike-RBD与ACE2

分别固定在生物传感器上, 然后将其暴露在不同的配

体浓度下。结果显示 , 青蒿酮 (artemisone, 10, 图 13) 

表现出与 RBD 较高的亲和力 (Kd1 = 0.363 μmol·L-1), 

与 ACE2 则亲和力较差 (Kd2 = 681 μmol·L-1); 亚甲蓝 

(methylene blue, 11, 图 13) 与前者相似, 与RBD亲和力

较高 (Kd1 = 0.226 μmol·L-1), 与 ACE2 亲和力较差 

(Kd2 = 475 μmol·L-1)。青蒿酮、亚甲蓝都与SARS-CoV-2 

Spike-RBD有良好的亲和力, 且远优于与ACE2的亲和

力, 这表明这两种分子在能够结合抑制 Spike-RBD的

同时, 避免与ACE2结合。进一步研究发现, 青蒿酮和

亚甲蓝都能够显著降低假病毒感染人类细胞系Huh7.5/

ACE2的效率。

2021年 7月, Yang等[35]从 1 800多种天然化合物中

经虚拟筛选发现了潜在的 SARS-CoV-2 Spike-RBD抑

制剂。进而在生物膜干涉实验中, 多酚类化合物柯里拉

京 (corilagin, 12, 图 13) 与 Spike-RBD的结合呈剂量依

赖性关系, 平衡解离常数Kd = 17.4 μmol·L-1。h-ACE2

与柯里拉京的结合呈剂量依赖性关系, 属于1∶1的简单

结合模式, Kd为 1.39 μmol·L-1。这表明柯里拉京可能

通过与病毒 Spike-RBD及宿主细胞ACE2受体的双重

结合发挥抗病毒效果。此外, 在ELISA实验、体外假病

毒系统及体内小鼠模型中均证明了柯里拉京能够有效

抑制 SARS-CoV-2与宿主细胞ACE2受体的相互作用, 

并降低病毒感染率和肺部损伤程度。

2.1.6　等温荧光滴定技术 　等温荧光滴定法 (isother‐

mal fluorescence titration, IFT) 是一种利用荧光信号来

研究分子间相互作用的技术。它的原理是在恒定的温

度和 pH条件下, 将一种分子 (通常是荧光分子) 逐步

滴定到另一种分子 (通常是非荧光分子) 的溶液中, 观

察荧光信号的变化。如果两种分子之间存在结合作

用, 那么荧光信号会随着结合物的形成而发生变化, 例

如增强或减弱、红移或蓝移等[36]。通过对荧光信号的

拟合和分析, 可以得到结合反应的相关参数, 如结合常

数、化学计量、自由能、焓变和熵变等。

与许多其他病原体一样 , SARS-CoV-2 感染细胞

也依赖其表面的 S蛋白与靶细胞的糖胺聚糖 (glycos‐

aminoglycans, GAG) 的相互作用[37], 已有研究表明硫

酸乙酰肝素 (heparan sulfate, HS) 是 SARS-CoV-2感染

级联反应中的关键辅助因子 , 并表征了 HS 与 SARS-

CoV-2的刺突糖蛋白的结合[38,39]。2021年, Ennemoser

等[40]用等温荧光滴定法测定了SARS-CoV-2 S蛋白的两

个结构域 (RBD和FL) 与依诺肝素 (enoxaparin), 硫酸乙

酰肝素和硫酸皮肤素 (dermatan sulfate, DS) 的亲和力。

他们发现, 在RBD与GAGs的结合中, HS的亲和力最

高 (Kd = 600 ± 78.6 nmol·L-1), 其次是依诺肝素 (Kd = 

678.4 ± 116.1 nmol·L-1)、DS (Kd = 912.5 ± 63.4 nmol·L-1)。

然而, 在 FL与 GAGs的结合中, 依诺肝素反而有最高

的亲和力 (Kd = 604.3 ± 67.4 nmol·L-1), HS 略低 (Kd = 

Figure 12　Schematic diagram of bio-layer interferometry (BLI)

Figure 13　Chemical structures of compounds 10−12
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680.3 ± 66.8 nmol·L-1), 而DS仍然是最低 (Kd = 784.8 ± 

65.6 nmol·L-1)。这表明, 外源添加依诺肝素可能作为

天然GAG的竞争性抑制剂, 阻碍 SARS-CoV-2黏附在

细胞表面的过程。

2.1.7　荧光寿命分析技术 　荧光寿命是指荧光团从激

发态跃迁到基态的平均时间 , 它反映了荧光团所处

的微环境和相互作用的信息[41]。荧光寿命分析技术 

(fluorescence lifetime analysis, FLT) 的原理是利用激发

光源 (如激光或LED) 产生窄脉冲光, 激发样品发射荧

光, 然后检测单个荧光分子到达探测器的时间。通过

多次重复该过程, 可以得到荧光寿命的分布。

2022 年 , Ratnapriya 等 [42]开发了一种基于荧光

共振能量转移 (fluorescence resonance energy transfer, 

FRET) 生物传感器的活细胞荧光寿命检测方法, 用于

监测 SARS-CoV-2 S蛋白的组装和构象变化。他们将

SARS-CoV-2 S蛋白基因分别克隆到两个质粒中, 构建

了一个由 SARS-CoV-2 Spike-meGFP (供体) 和 SARS-

CoV-2 Spike-TagRFP (受体) 表达质粒组成的生物传感

器系统。然后, 他们将得到的质粒瞬时转染到HEK293T

细胞中 , 抑制剂以 10 μmol·L-1浓度进行 FLT 实验 , 筛

选出两种显著改变 FLT-FRET 读数的抑制剂 : amino‐

benztropine (13, 图 14) 增强了 FLT 反应 , 而阿莫沙平 

(amoxapine, 14, 图 14) 则相反, 显著降低FLT反应。进

一步的热位移实验表明阿莫沙平和 aminobenztropine

均选择性地改变SARS-CoV-2 Spike-RBD的熔融温度。

这说明阿莫沙平和 aminobenztropine都可以与 SARS-

CoV-2 Spike-RBD结合, 但会引起 SARS-CoV-2 Spike-

RBD不同的构象变化。最后, 两种抑制剂在细胞水平

表现出较好抗病毒活性 [EC50 (aminobenztropine) = 

73.5 μmol·L-1, EC50 (amoxapine) = 17.3 μmol·L-1], 且细

胞毒性都较低 [CC50 (aminobenztropine) > 200 μmol·L-1, 

CC50 (amoxapine) = 47.1 μmol·L-1, A549细胞]。

2.1.8　均相时间分辨荧光技术 　时间分辨荧光技术 

(time-resolved fluorescence energy transfer, TR-FRET) 

是一种结合了荧光共振能量转移 (FRET) 和时间分辨

荧光技术 (time resolved fluoroimmunoassay, TRFIA) 的

超微量检测技术。它利用稀土离子作为供体荧光团, 与

受体荧光团形成能量转移。当供体和受体之间的距离

很近时, 会产生信号。由于稀土离子的荧光寿命很长, 

可以通过延迟检测来消除背景干扰, 提高信噪比和灵

敏度[43]。均相时间分辨荧光技术 (homogeneous time-

resolved fluorescence, HTRF) 是基于 TR-FRET技术的

进一步改良, 主要区别为使用纳米微球作为了信号放

大载体。原理 (图 15) 为当标记 His 标签的供体蛋白 

(donor protein) 和标记 GST标签的受体蛋白 (acceptor 

protein) 相互作用时, 受体磁珠和供体磁珠随之靠近, 

发生共振能量转移现象。而当分子抑制两者的作用

时, 共振能量转移现象减弱。共振能量转移现象的减弱

程度则反映分子对蛋白−蛋白相互作用抑制的强弱。

2022年, Li等[44]通过一种基于 HTRF技术的高通

量筛选平台, 筛选了两个化合物库, 共计2 864种分子。

其中DA化合物库中的单宁酸、TopScience化合物库中

的TS-984 (9-甲氧基坎草素-6-酮, 15, 图 16) 和TS1276 

(蒽醌) 具有抗 SARS-CoV-2 活性。单宁酸、9-甲氧

基-6-酮和蒽醌的 EC50 (HTRF) 分别为 49.71、36.21 和

55.9 μmol·L-1。在ACE2过表达的Capan2细胞上测试

了这四种化合物的抗病毒活性, 发现TS984的抑制作

用最强, 且呈剂量依赖关系。

2022 年 1 月 , Cecon 等[45]报道了 TR-FRET 检测方

Figure 16　Chemical structure of compound 15

Figure 14　Chemical structures of compounds 13 and 14

Figure 15　 Schematic diagram of time-resolved fluorescence 

energy transfer (TR-FRET)
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法可以在活细胞中实时监测 RBD 与 ACE2 之间的结

合, 并探索了ACE2与活细胞质膜上的 SARS-CoV-2 S

蛋白的相互作用。研究发现, 细胞特异性的膜成分或

辅助因子 , 如 HSPGs (heparan sulfate proteoglycans)、

TMPRSS2 (transmembrane protease serine 2) 和 CD4 

(cluster of differentiation) 等, 可以显著增强RBD/ACE2

的相互作用。例如, 通过SPR和BLI测定的RBD/ACE2

复合体 Kon值为 1.8×105 ± 1.1×105 mol-1·s-1, 而通过 TR-

RET 法测得 HEK293 细胞中 RBD 与 ACE2 结合的 Kon

值为1.3×106 ± 5.1×105 mol-1·s-1, 后者是前者的7.2倍。

2.2　生物化学技术　 

2.2.1　免疫组织化学检测技术 　免疫组织化学检测的

主要原理是用携带显色标记的抗体或抗原与细胞原位

相应抗原或抗体特异性结合发生呈色反应, 使用显微

镜或电子显微镜可以对相应抗原进行定位、定性和定

量测定[46]。

桑黄 (Sanghuangporus sanghuang) 已被证明具有抗

肿瘤、抗氧化、抗炎、抗糖尿病、肝脏保护、神经保护和

免疫调节等生物活性[47-49]。2022年9月, Chien等[50]研究

了桑黄及其酚类化合物对体内外 ACE2 和 TMPRSS2

蛋白表达的影响, 将小鼠模型内脏组织用石蜡包装, 切

片 3 μm, 用ACE2一抗或TMPRSS2一抗对小鼠肝、肾

组织进行染色。结果显示, 桑黄 (100 mg·kg-1) 组大鼠

肾脏染色程度明显减弱, 这表明桑黄的存在使肾脏部

位ACE2和TMPRSS2表达明显减少, 在肝脏中的表达

也略有下降。这表明, 桑黄可明显阻断肾组织中ACE2

和TMPRSS2的表达。

2021年, Li等[51]利用BLI及免疫细胞化学检测证

实柯里拉京可以干扰病毒 Spike-RBD 和宿主细胞

ACE2受体的相互作用, 进而发挥抗病毒作用。此外, 

还发现柯里拉京以剂量依赖性方式抑制 SARS-CoV-2 

Spike-RBD与ACE2的结合。需要强调的是, 也有认为

柯里拉京是一种针对 SARS-CoV-2 RdRp的抑制剂[51]。

因此, 柯里拉京可能具有双重靶向抗SARS-CoV-2作用。

2.2.2　免疫荧光显微技术 　免疫荧光显微技术 (图17) 

是使用荧光标记抗体与标本切片中组织或细胞表面的

抗原进行反应, 洗涤除去游离的荧光抗体后, 于荧光显

微镜下观察, 在黑暗背景上可见明亮的特异荧光的显

微技术[52], 包括直接法和间接法。这种技术主要靠观

察切片标本上荧光抗体的染色结果作为抗原鉴定和定

位的方法。

Yi等[53]以 SARS-CoV-2-Spike-RBD为靶点进行虚

拟配体筛选, 从甘草成分中筛选出 125种小分子, 然后

用ELISA法测定了甘草化合物对SARS-CoV-2 S蛋白的

抑制活性。在 10 μmol·L-1时, 甘草次酸 (glycyrrhetinic 

acid, GA, 16, 图 18) 和甘草皂苷 (A3, 17, 图 18) 的抑制

率分别为51.9%和45.1%, 显著高于其他甘草成分。在

Vero E6 细胞中 , GA 抑制 SARS-CoV-2 复制的 EC50为

3.17 μmol·L-1, A3的EC50为 75 nmol·L-1。随后, 利用间

接免疫荧光法验证其抗病毒效果的准确性[53]。分别用

3、10 μmol·L-1GA 和 0.11、0.33 μmol·L-1A3预处理病毒

24 h后感染细胞, 并使用抗病毒 S蛋白一抗进行检测, 

结果显示, 与无药组细胞相比, GA和A3以剂量依赖性

的方式显著抑制 SARS-CoV-2 感染, 证实了 GA 和 A3

抗病毒活性结果的准确性。有研究发现A3的优异活

性 (是GA的40多倍) 可能不只源自与RBD一个靶点结

合[54]。因此, 他们随后测试了A3针对3CLpro和RdRp的

活性。SPR结果显示, A3与nsp7 (RdRp重要组成部分) 

结合紧密 (Kd = 167 nmol·L-1), 将 A3 与 nsp7 (从 nsp7-

nsp8复合物晶体结构中剥离得到) 进行分子对接时发

现存在七个氢键 , 结合能量为−8.7 kcal·mol-1。因此 , 

nsp7很可能是A3的新作用靶点。

Cys-488 是 SARS-CoV-2 中位于 RBD-ACE2 相互

作用表面的保守残基, 其可以在SARS-CoV-2 S蛋白中

Figure 17　 Schematic diagram of immunofluorescence micros‐

copy (IF)

Figure 18　Chemical structures of compounds 16 and 17
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形成二硫化物桥, 2022年, Murae等[55]利用免疫荧光显

微技术证明破坏该二硫化物桥可以大幅削弱病毒的感

染活性。在C488A突变株中, Cys-488被丙氨酸取代, 

不再形成二硫化物桥。用荧光标记的Spike-C488A突

变株感染过表达ACE2的HEK293T细胞, 12 h后于荧

光显微镜下观察, 结果表现出, 与野生株相比, 突变株

视野内绿色荧光细胞 (合胞体) 数量明显减少, 因此证

明了Cys-488形成二硫化物桥在病毒侵入过程中发挥

关键作用。

2.2.3　细胞融合检测技术 　细胞融合 (图 19) 是在自

然条件下或用人工方法使两个或两个以上的细胞合

并形成一个细胞的过程[56]。对SARS-CoV-2来讲, S蛋

白与 ACE2 结合后 , 可引发后续膜融合形成合胞体 

(syncytia), 通过检测合胞体的数量, 则可一定程度反映

病毒的感染率, 对照组与实验组合胞体的数量差异则

反映出化合物抑制能力的强弱。

2022年, Johansen等[57]早期研究中发现几种阳离子

两亲性药物 (cationic amphiphilic drug, CADS) 可以作

为病毒的侵入抑制剂。因此, Chen等[58]对FDA批准的

CAD药物进行筛选, 结果表明, 舍曲林 (sertraline, SRT) 

对 SARS-CoV-2 假病毒感染的抑制作用最强 , EC50为

0.765 ± 0.446 μmol·L-1。他们随后研究了SRT在SARS-

CoV-2 S蛋白介导的细胞融合中的潜在作用。以表达

SARS-CoV-2 S蛋白和增强型绿色荧光蛋白 (EGFP) 的

293T细胞为效应细胞, 表达 h-ACE2受体的Vero E6细

胞为靶细胞 , 将二者共培养。结果显示 , SRT 浓度为

1.25、2.5和 5 μmol·L-1时, 均显著抑制效应细胞和靶细

胞之间的融合, 形成的合胞体数量随抑制剂浓度梯度

增加而减少。同时, 不表达S蛋白的 293T细胞组未见

合胞体形成。此外, SPR结合实验中 SRT与 S蛋白具

有较强的结合能力 (Kd = 142 nmol·L-1)。SRT与 S1亚

基、S2亚基、RBD和ACE2的亲和力测定结果表明SRT

与 S1 亚基亲和力 (Kd = 127 nmol·L-1) 大于 S2 亚基 

(Kd = 422 nmol·L-1), 与 RBD 结构域的亲和力最高 

(Kd = 46.5 nmol·L-1), 与 ACE2 的亲和力最低 (Kd = 

50 300 nmol·L-1)。这说明, SRT 靶向 S 蛋白 RBD 结构

域发挥抑制膜融合作用。

糖尿病是发生严重COVID-19的高风险因素[59,60], 

为探究糖尿病患者更易感染 SARS-CoV-2 的原因 , 

Tong等[61]从人血液中鉴定了几种具有抗 SARS-CoV-2

活性的小分子代谢物 , 其中 1,5-脱水-D-葡糖醇 (1,5-

anhydro-D-glucitol, 1,5-AG, 18, 图 20) 与糖尿病相关。

为验证 1, 5-AG 在膜融合中的作用 , 研究者以表达

SARS-CoV-2 S 蛋白的 293T 细胞为效应细胞, 以表达

h-ACE2蛋白的 293T/hACE2细胞为靶细胞, 进行了细

胞融合实验。结果证实 1,5-AG可抑制效应细胞和靶

细胞之间合胞体的形成。此外, 1,5-AG在细胞水平显

示出一定的抗病毒活性 (EC50 = 27.44 μmol·L-1)。

由于 S 蛋白的 RBD 含有几个二硫键或半胱氨酸

残基, 这些残基附近可能形成二硫化物, 在一些病毒中

已被证明对还原性物质较敏感。2021 年 , Manček-

Keber等[62]推测影响半胱氨酸残基可以抑制病毒细胞

进入的靶标, 于是利用细胞融合技术, 测试几种具有硫

醇结构的上市药物对细胞融合的影响。结果表明 N-

乙酰半胱氨酸 (N-acetylcysteine, NAC) 不抑制细胞融

合; 然而, 其衍生物N-乙酰半胱氨酸酰胺 (NACA, 19, 

图 20) 表现出强烈抑制合胞体形成的能力, 与对照相

比 , 10 mmol·L-1 浓度下合胞体减少 70% 左右 ; 此外 , 

L-抗坏血酸 (L-ascorbic acid, 20, 图 20) 也有效地抑制

细胞融合 , 10 mmol·L-1浓度下 , 合胞体数量减少 75%

左右。

2.2.4　免疫共沉淀技术 　免疫共沉淀法 (co-immuno‐

precipitation, Co-IP, 图21) 用于研究蛋白质与其他分子

间 (如蛋白质、DNA、RNA 和小分子等) 相互作用, 细

胞在非变性条件下被裂解时, 能够保留细胞内自然状

态下大部分蛋白质间的相互作用, 将蛋白质A预先固

化在磁珠上, 当用抗体免疫沉淀A蛋白时, 与A蛋白相

Figure 19　Schematic diagram of cell fusion

Figure 20　Chemical structures of compounds 18−20
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互结合的蛋白质B也会一起沉淀下来。洗脱沉淀下来

的蛋白后, 通过蛋白免疫印迹 (Western blot, WB) 或十

二烷基硫酸钠−聚丙烯酰胺凝胶电泳 (sodium dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) 

对洗脱下来的蛋白进行鉴定和分析[63]。

早期研究已证实熊果酸 (ursolic acid, UA) 衍生

物能在低微摩尔水平有效阻止 HIV 和流感病毒等多

种包膜病毒的侵入过程[64,65]。2022年, Li等[66]在此基

础上对 UA 进行了结构修饰 , 活性测试表明 UA-30 

(21, 图 22) 在 Vero-E6 细胞中抗 SARS-CoV-2 活性较

高 (EC50 = 2.05 ± 0.27 μmol·L-1), 细胞毒性低 (CC50 > 

100 μmol·L-1); SPR 实验证明 UA-30 与 SARS-CoV-2 

Spike 的亲和力高 (Kd = 0.78 μmol·L-1), 这表明 S 蛋白

是UA-30发挥抗SARS-CoV-2作用的主要靶标。为进一

步探讨UA-30的准确作用位点, 研究人员进行了免疫共

沉淀实验及Western blot实验, 结果显示UA-30不能阻

断S1亚单位的受体结合域与人ACE2受体的相互作用, 

说明 S1并不是 UA-30的作用位点。随后发现 UA-30

能够在Vero E6细胞系中以剂量依赖的方式显著地抑

制融合巨细胞的形成, 表明其抗病毒特性可能与其阻

断由SARS-CoV-2 S2亚基介导的膜融合作用相关。

2.3　虚拟筛选技术　 

虚拟筛选 (virtual screening, VS) 是指在进行生物

活性筛选之前, 利用分子对接软件模拟靶点与候选分

子间的结合模式和相互作用, 预测两者间的亲和力大

小[67], 以降低实际筛选化合物数目, 同时提高先导化合

物发现效率。

2023 年 , Wang 等[68]针对游离脂肪酸 (free fatty 

acids, FFA) 结合口袋, 采用基于结构的分层虚拟筛选发

现了多类小分子SARS-CoV-2 S蛋白抑制剂。具体为, 

首先对一个包含323 426种分子的 In-house化合物库进

行分子对接; 然后, 将评分靠前的 6万个分子进行基于

最小化的分子力学/泊松−波尔兹曼 (广义波恩) 表面积 

(minimization-based molecular mechanics generalized-

born surface area, MM-GB/ SA) 计算和重新评分; 再逐

个分析了排名靠前的 1 000个结合构象, 并根据SILCS 

FragMaps标准筛选出 54个化合物进行SPR实验验证。

最终, 化合物 22～24表现出较高的亲和力, Kd分别为

15.5、18.7和19.8 μmol·L-1 (图23)。

三唑结构广泛存在于各种药物中[69], 其衍生物具

有抗菌、抗真菌、抗高血压、抗癌和抗病毒等广泛的药

理作用, 引起普遍关注[70]。鉴于此, 2022年, Al-Humaidi

等[71]利用MOE软件进行分子对接, 预测了 1,2,3-三氮

唑-磺胺杂化产物与 SARS-CoV-2 S蛋白和 Omicron S

蛋白的结合特性和亲和力, 并在细胞水平 (Vero E6) 具

Figure 21　Schematic diagram of co-immunoprecipitation (Co-PI)

Figure 22　Chemical structure of compound 21

Figure 23　Chemical structures of compounds 22−24
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有抗 SARS-CoV-2活性。此外, 化合物 25 (图 24) 能有

效地抑制 SARS-CoV-2 (EC50 = 80.4 μg·mL-1), 且毒性

低 (CC50 = 1 028.28 μg·mL-1)。

2021 年 , Xiong 等[72]首先依据 Pain 规则对 SPECS

数据库进行筛选, 将筛选出的 202 829 个化合物针对

SARS-CoV-2 Spike-RBD/h-ACE2复合体的晶体结构进

行虚拟筛选, 按照SP得分排名前 10%化合物的结合模

式, 以精确模式重新对接。再根据XP得分排名前 20%

的候选化合物进行聚类分析和目测筛选。最终, 109个

候选化合物被挑选出来, 购买进行生物测试。结果显

示 DC-RA016 (26, 图 25) 和 DC-RA052 (27, 图 25) 对

SARS-CoV-2 Spike-RBD 和 h-ACE2 的结合具有中等

的抑制作用, EC50分别为26.63和62.08 μmol·L-1, 且细胞 

(HEK293细胞) 毒性较低 (CC50均大于100 μmol·L-1)。另

外, 假病毒检测中DC-RA016和DCR-A052也表现出中

等的抗病毒活性 (EC50分别为22.44和68.00 μmol·L-1)。

3 总结与展望 

虽然疫情给人类社会带来的恐惧与危害正在逐渐

褪去, 但我们仍处于新冠的“阴霾”下, 为预防危害性更

强的变种毒株出现和疫情的反扑, 研发高效抗耐药的

抗新冠小分子药物仍迫在眉睫。本文介绍了 SAR-

CoV-2 S蛋白结构及功能、综述了目前用于SAR-CoV-2 

S蛋白抑制剂的活性筛选方法: 包括表面等离子共振

技术、差示扫描荧光技术、微量热泳动技术、等温滴定

量热技术、生物膜干涉技术、等温荧光滴定技术、荧光

寿命分析技术和均相时间分辨荧光技术等生物物理方

法; 以及免疫组织化学检测技术、免疫荧光显微技术、

细胞融合检测技术和免疫共沉淀技术等生物化学方

法。此外, 还介绍了虚拟筛选方法在 S蛋白配体发现

中的应用。

不同方法在测试化合物与 S蛋白亲和力、作用靶

点、功能抑制等方面各有千秋。其中, 生物物理方法具

有灵敏度高, 耗时短和用样量小等优势, 但存在操作难

度较高、设备昂贵且后续数据处理复杂等不足; 生物化

学方法操作简单、现象明显、可以直观地反应亲和力大

小或抑制作用强弱。然而, 仍存在假阳/阴性概率高、

重复实验耗时长、不能模拟复杂的体内环境等不足。

因此, 多数研究往往需要联合运用生物物理和生物化

学方法来验证结果的可靠性。值得关注的是, 随着类

器官技术的不断成熟, 近期, 人呼吸道类器官模型已被

用于评估 SARS-CoV-2在人体呼吸道细胞的感染和复

制能力[73], 这预示着类器官药物在 SARS-CoV-2 侵入

抑制剂筛选领域的潜力。

此外 , SARS-CoV-2 由大量高度糖基化的蛋白质

修饰[74], S蛋白的糖基化广泛影响病毒感染细胞的识

别、穿透和结合[75,76], 但绝大多数的活性筛选方法都未

将S蛋白糖基化带来的屏蔽作用或其他影响涵盖在测

试范围内, 这可能导致筛选出的高活性抑制剂在细胞

水平测试时, 受S蛋白糖基化影响使得活性并不理想。

因此, 在未来研究中, 将生物物理及生物化学等多

种方法进行综合评价, 开发更多高通量、高效率、低成

本、低风险的活性筛选方法, 以减少误差较大、假阳性

或假阴性的出现。此外, 需要深入探究SARS-CoV-2 S

蛋白在不同条件下 (如温度、pH值、离子浓度等) 及不

同变异株中 (如Alpha株、Delta株等) 发生构象变化或

功能改变对抑制剂活性的影响机制。再者, 利用分子

生物学技术表达出 S蛋白的糖部分, 重现糖基化过程, 

再结合不同筛选方法进行更严格的筛选以提高精准

度。最后, 还需要加强对已知或潜在抑制剂 (如ACE2

类似物、RBD类似物、中和抗体等) 在临床试验中表现

出来的有效性和安全性进行跟踪监测。

总之, 随着对病毒结构生物学研究的不断深入及

药物设计策略应用的不断丰富, 再结合便捷、完整、高

效的活性测试体系, 相信不久的将来可以实现通过靶

向病毒S蛋白阻断侵入环节来“御病毒于国门之外”。

作者贡献: 胡立德和刘传峰负责全文的撰写; 李萍和董

冠宇参与论文的修改; 刘新泳对论文进行整体的指导; 展鹏

Figure 24　Chemical structure of compound 25

Figure 25　Chemical structures of compounds 26 and 27
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对论文进行整体的指导和修改。

利益冲突: 所有作者均声明不存在利益冲突。
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