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摘要：２０１９年末，新型冠状病毒（ＳＡＲＳＣｏＶ２），即严重急性呼吸系统综合征冠状病毒２席卷全球，对社会经济和人类健康
造成了不可逆转的危害，相应的抗病毒药物研发也因此受到了广泛关注。ＳＡＲＳＣｏＶ２主要通过飞沫传播，并在宿主细胞
内经历复制、转录与翻译过程后，以胞吞形式排出成熟病毒，构成感染闭环。值得注意的是，非结构蛋白３（ｎｓｐ３）编码的木
瓜蛋白酶样蛋白酶（ＰＬｐｒｏ）在这个过程中发挥着重要作用。同时在去泛素化等炎症反应中，ＰＬｐｒｏ也会帮助病毒逃避相应的
免疫反应。因此，靶向抑制ＰＬｐｒｏ，不仅能够阻断病毒整体的复制过程，也可以恢复宿主自身的免疫功能，从而达到更好的抗
ＳＡＲＳＣｏＶ２效果。综上，本文拟从化合物的不同结构出发，对近年来靶向 ＳＡＲＳＣｏＶ２ＰＬｐｒｏ的抑制剂研究进行探索性总
结，以期为抗ＳＡＲＳＣｏＶ２的药物发现提供理论参考。
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　　２０１９年，新型冠状病毒感染暴发引起了人们对冠状病
毒的再次关注，新型冠状病毒（严重急性呼吸综合征冠状病

毒２，ＳＡＲＳＣｏＶ２）是导致这一灾难的罪魁祸首。追溯回
２００３年，ＳＡＲＳ病毒引起了非典流行，此后诸如 ＨＫＵ１ＣｏＶ、
ＭＥＲＳＣｏＶ等冠状病毒被发现［１］。根据国际病毒分类委员

会标 准，这 是 一 类 同 属 Ｎｉｄｏｖｉｒａｌｅｓ目 Ｃｏｒｏｎａｖｉｒｉｄａｅ科
Ｔｏｒｏｖｉｒｉｎａｅ亚科 βＳａｒｂｅｃｏｖｉｒｕｓ亚属的冠状病毒。研究发
现［２］，这些病毒发生所涉及的起始传播物种来源（如蝙蝠

等）具有一定的相似性，且大多都为可以通过飞沫传播的人

畜共患病毒，感染后常伴有发热、咳嗽以及呼吸急促等特征

症状［３４］。

ＳＡＲＳ病毒的生命周期过程非常复杂，可以将其粗略分
为：进入宿主细胞、释放病毒基因、翻译相关蛋白、组装病毒

颗粒和胞吐释放病毒５个步骤。ＳＡＲＳＣｏＶ２病毒，是一类
大小约３０ｋｂ的单股正链ＲＮＡ包膜粒子，其中包含４个结构
蛋白［５］。进入体内后，病毒粒子首先与人细胞表面的血管紧

张素受体２（ＡＣＥ２）结合，在丝氨酸蛋白酶 ＴＭＰＲＳＳ２的参与
激活下［６］切割病毒刺突蛋白（Ｓ），使其进入细胞内。随后为
了复制病毒基因组，存在于病毒基因组５′端非翻译区的２个
开放阅读框（ＯＲＦ１ａ和ＯＲＦ１ｂ）会对所释放出的病毒ＲＮＡ基
因组进行翻译，以此产生多蛋白ｐｐ１ａ与ｐｐ１ａｂ。这是一个繁
琐的过程，但可以简单理解为：核糖体在两个阅读框移动的

过程中，如果ＲＮＡ假结被解开，那么停止密码子将会发挥作
用，翻译也随之停止形成 ｐｐ１ａ；而少数情况下则会滑动至
５′ＵＵＡＡＡＣ３′融化假结，再向后移动一个核苷位，导致阅读
框后移形成ｐｐ１ａｂ。在此之后，两种半胱氨酸蛋白酶：木瓜蛋
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白酶样蛋白酶（ＰＬｐｒｏ）与凝乳胰蛋白酶样蛋白酶（３ＣＬｐｒｏ，又称
Ｍｐｒｏ）会裂解多蛋白为单蛋白，释放出非结构蛋白（ｎｓｐｓ）。
Ｎｓｐｓ又进一步组合成复合物，进行结构蛋白的翻译。最终非

结构蛋白与结构蛋白经过一系列组装形成成熟的病毒粒子，

并通过胞吐作用从细胞中释放，再次感染临近细胞［７１０］。过

程见图１。

图１　新型冠状病毒（ＳＡＲＳＣｏＶ２）的复制过程以及木瓜蛋白酶样蛋白酶（ＰＬｐｒｏ）抑制剂的作用靶点示意图

　　ＳＡＲＳＣｏＶ２的突然暴发对社会经济等方面造成了极大
的冲击。同时由于其突变频率高、传播速率快等特点，也对

公众健康具有一定程度的持续威胁。现阶段已有部分药物

被紧急授权，但是，单一的治疗药物无法满足此类病毒导致

的治疗需求。

因此，寻找治疗该类冠状病毒药物的研究仍然需要继续

得到重视。

１　ＰＬｐｒｏ的结构和作用
多蛋白的切割导致非结构蛋白的释放，这一步骤在病毒

复制的生命周期中至关重要。尤其对于该步骤中的关键元

件ＰＬｐｒｏ或３ＣＬｐｒｏ的抑制，将对病毒后续整个复制过程产生毁
灭性影响。然而ＰＬｐｒｏ和３ＣＬｐｒｏ两种蛋白酶之间虽然功能类
似，却在基因编码与切割机制上存在一定的差异。其中

３ＣＬｐｒｏ是由ｎｓｐ５编码，并切割ｎｓｐ５１６位点；而ＰＬｐｒｏ则是通过
自切割从ｎｓｐ３释放，然后切割ｎｓｐ１／２、ｎｓｐ２／３、ｎｓｐ３／４之间的
位点。

总的来说，抑制这两类蛋白酶均会影响病毒复制。但与

３ＣＬｐｒｏ相比，ＰＬｐｒｏ还会参与炎性反应中细胞风暴的抑制过
程［１１］，这意味着靶向ＰＬｐｒｏ的抑制剂（药物分子）将可以通过
阻碍病毒生命周期和恢复宿主自身免疫的双重机制来发挥

更好的治疗效果，见图１。因此，ＰＬｐｒｏ常被作为探寻抗 ＳＡＲＳ
ＣｏＶ２病毒药物的主要靶点之一。
１１　ＰＬｐｒｏ结构

ＰＬｐｒｏ是 ＳＡＲＳＣｏＶ２中最大非结构蛋白 Ｎｓｐ３（２１２）的８
个结构域之一。有研究表明，ＳＡＲＳＣｏＶＰＬｐｒｏ与 ＳＡＲＳＣｏＶ２
ＰＬｐｒｏ两者间的总体序列同源性为７９％，而 ＳＡＲＳＣｏＶ２ＰＬｐｒｏ

与ＭＥＲＳＣｏＶＰＬｐｒｏ同源性仅为 ５０％［１２］。尽管如此，ＳＡＲＳ

ＣｏＶＰＬｐｒｏ与ＳＡＲＳＣｏＶ２ＰＬｐｒｏ仍存在一定差异，如：与 ＳＡＲＳ
ＣｏＶＰＬｐｒｏ相比，ＳＡＲＳＣｏＶ２ＰＬｐｒｏ的去泛素活性降低，主要表
现在ｋ４８连接的 Ｕｂ链水解作用减弱。但值得注意的是，
ＳＡＲＳＣｏＶ２ＰＬｐｒｏ的去糖基化活性较之 ＳＡＲＳＣｏＶＰＬｐｒｏ却表
现出增强的效果。

此类半胱氨酸蛋白酶由 Ｎ端泛素化结构域（Ｕｂｌ结构
域）与催化结构域组成，换言之，ＰＬｐｒｏ就是通过其半胱氨酸蛋
白酶活性发挥作用。催化结构域是１个类似右手拇指手掌
手指结构，由４个α螺旋（右手拇指）、６个 β折叠（手掌）以
及４个反平行的β折叠（手指）构成。锌离子在手指结构域
内与其中的 ４个半胱氨酸残基（Ｃｙｓ１８９ＸＸＣｙｓ１９２Ｘｎ
Ｃｙｓ２２４ＸＣｙｓ２２６）配位形成的四面体结构对于酶的活性至关
重要。催化结构域的活性位点则位于拇指与手掌子域之间

的α螺旋与β折叠间隙内，由半胱氨酸（Ｃｙｓ１１１）作为亲核试
剂、组氨酸（Ｈｉｓ２７２）作为一般酸碱、天冬氨酸（Ａｓｐ２８６）作为
半胱氨酸去质子化辅助残基组成了催化三联体。此外，在催

化活性位点附近还存在由６氨基酸（残基２６７２７２）组成的柔
性阻断环２（ＢＬ２），可以根据Ｃｙｓ２７０／Ｃｙｓ２７１的质子化状态打
开或关闭，从而决定配体能否进入活性中心。总的来说，

ＰＬｐｒｏ共形成Ｓ４～Ｓ１四个活性口袋，其中 Ｓ１与 Ｓ２特异性较
强，只能以甘氨酸残基结合，这也是为什么已报道的大多数

ＰＬｐｒｏ抑制剂均为非共价抑制剂的原因，而 Ｓ３口袋则以正电
疏水残基为主，Ｓ４口袋仅容纳疏水残基［１３１９］，见图２。
１２　ＰＬｐｒｏ作用

ＳＡＲＳＣｏＶ、ＳＡＲＳＣｏＶ２、ＭＥＲＳＣｏＶ等冠状病毒编码的
ＰＬｐｒｏ可以切割多蛋白为非结构蛋白（ｎｓｐ１ｎｓｐ３），从而对病毒
生命周期产生相应影响。此外，也有研究发现，泛素特异性

蛋白酶（ＵＳＰ）亚家族真核去泛素化酶的催化结构域与 ＰＬｐｒｏ
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的结构域也表现出了一定的相似性，其切割特异性是针对含

有一致序列的（Ｒ／Ｋ）ＬＸＧＧ的柔性多肽［１６，２０］。Ｋｌｅｍｍ等［２１］

的研究表明，冠状病毒可以通过与ＰＬｐｒｏ作用抑制先天性免疫
途径，进一步促进病毒的生成，这主要是通过去除干扰素刺

激基因产物１５（ＩＳＧ１５）蛋白的泛素化修饰实现。Ｍｏｕｓｔａｑｉｌ
等［２２］则首次揭示了干扰素因子３（ＩＲＦ３）在体外可以被 ＰＬｐｒｏ

切割。作为Ⅰ型干扰素产生和应答的主要因子，ＩＲＦ３对巨噬
细胞与自然杀伤细胞引发的抗病毒效应至关重要，因此，

ＰＬｐｒｏ这一作用效果将破坏体内本身的病毒排斥反应，进一步
促进病毒在体内的感染。

Ａ－蛋白酶结构示意图 ＰＤＢ：７ｄ４７；Ｂ～Ｄ－蛋白酶与 ＧＲＬ０６１７结合示意图

ＰＤＢ：７ｃｊｍ。

图２　ＰＬｐｒｏ结构示意图

综上，ＰＬｐｒｏ在ＳＡＲＳ病毒的成熟、宿主炎症反应的发生与
自身免疫抑制反应的降低等多方面发挥着重要作用，是一个

治疗ＳＡＲＳＣｏＶ２的潜在药物靶标。

２　ＰＬｐｒｏ抑制剂
本节根据化合物不同结构分类介绍近期针对 ＳＡＲＳ

ＣｏＶ２ＰＬｐｒｏ的抑制剂研究。
２１　含醌类结构化合物

为了确定靶向ＳＡＲＳＣｏＶ２ＰＬｐｒｏ的先导物，Ｚｈａｏ等［２３］通

过高通量筛选获得了一系列化合物，最终指出 ＹＭ１５５［化合
物１，半数抑制常数（ＩＣ５０）＝２４７μｍｏｌ·Ｌ

－１］、丹参酮（化合

物２，ＩＣ５０＝２２１μｍｏｌ·Ｌ
－１）对 ＰＬｐｒｏ表现出一定的抑制活

性。Ｘｕ等［２４］利用已建立的筛选技术，发现了丹参酮ⅡＡ磺
酸钠（化合物３，ＩＣ５０＝１６５μｍｏｌ·Ｌ

－１）可以与 ＰＬｐｒｏ发生直
接相互作用。然而值得注意的是，磺酰基在抑制剂的活性构

象中占据了关键位置，这可能与其参与核心环形成或与影响

侧链结合相关，例如：当没有磺酰基存在时，丹参酮ⅡＡ（化合
物４）将失去抑制活性［２５］。之后Ｍａ和Ｗａｎｇ两位学者［２６］对

ＹＭ１５５、丹参酮以及相关类似物如隐丹参酮等醌类化合物做
了相关机制研究，研究表明，这是一类非特异性的 ＰＬｐｒｏ抑制
剂，以致蛋白酶变性的方式使其失活，然而遗憾的是，此类化

合物在细胞水平的ＰＬｐｒｏ抑制作用微乎其微，仍需要进一步地
深入探索。化合物结构见图３。

图３　含醌类的ＰＬｐｒｏ抑制剂结构示意图［２３２６］

２２　含萘类与其他类结构化合物
２２１　ＧＲＬ０６１７结构与ＰＬｐｒｏ的结合模式　ＧＲＬ０６１７是一种靶
向ＳＡＲＳＣｏＶＰＬｐｒｏ的有效抑制剂，因ＳＡＲＳＣｏＶ与ＳＡＲＳＣｏＶ２
的高度序列同源性，可作为ＳＡＲＳＣｏＶ２ＰＬｐｒｏ的靶向抑制剂［２７］。

Ｚｈａｏ等［２３］对ＧＲＬ０６１７（化合物５，ＩＣ５０＝１３９μｍｏｌ·Ｌ
－１）与蛋白

酶的分子模拟结果也证实了这一点（图４）。
非共价抑制剂 ＧＲＬ０６１７［２８］，结合时位于 ＰＬｐｒｏ泛素特异

性蛋白的ＵＳＰ结构域，通过阻断 ＩＳＧ１５Ｃ端与 ＰＬｐｒｏ的结合、
抑制ＩＳＧ１５的去泛素化效应和避免免疫应答反应的下调来
抑制病毒的复制［２９］。同时ＰＬｐｒｏ活性位点的一系列氢键和疏
水作用也进一步稳定了两者的结合作用［３０］。

Ｒａｏ等［３１］揭示了ＧＲＬ０６１７与ＰＬｐｒｏ的结合模式：其中，裸
露的伯氨基与 ＳＡＲＳＣｏＶ２的 Ａｓｐ１６４、酰胺羰基与 ＳＡＲＳ
ＣｏＶ２的Ｇｌｎ２６９，以及酰胺羰基的仲胺基和水分子与 ＳＡＲＳ
ＣｏＶ２的Ｔｙｒ２７３残基均形成了强的氢键结合。此外，萘环与
苯环的ΠΠ共轭也会与 ＳＡＲＳＣｏＶ２的 Ｔｙｒ２６８产生相互作

用。笔者利用ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＳｔｕｄｉｏ软件对这一结合模式加以验
证，结果见图２。据此，他们设计了一个具有相同萘基团的可
能化合物６（图４），分子动力学模拟显示其与 ＳＡＲＳＣｏＶ２
ＰＬｐｒｏ的Ｔｙｒ２６８结合高于对照，且在蛋白结合间隙中存在更多
的氨基酸相互作用。这说明化合物６将可能是一个更有效
的ＰＬｐｒｏ抑制剂先导化合物。此外，Ｇａｏ等［３２］的研究表明，

ＧＲＬ０６１７的结合还诱导了 ＰＬｐｒｏＢＬ２环的关闭，使得底物结
合间隙缩小，从而阻止与底物ＬＸＧＧ的结合。
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图４　化合物５（ＧＲＬ０６１７）和含萘类的ＰＬｐｒｏ抑制剂６的结构
示意图［［２３，３１］］
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２２２　ＧＲＬ０６１７的代谢途径及其他类结构衍生化合物　在
ＧＲＬ０６１７的骨架基础上引入乙酰基即得 ＨＹ１７５４２（化合物
５ａ），因其在体内快速去乙酰化成为ＧＲＬ０６１７，所以亦可以作
为 ＰＬｐｒｏ的靶向抑制剂。Ｃｈｏ等［３３］在体外对 ＧＲＬ０６１７与
ＨＹ１７５４２的药物代谢进行了相关检测，并揭示出 ＧＲＬ０６１７

的代谢途径，结果表明，ＧＲＬ０６１７在Ⅰ期代谢中半衰期小于
３０ｍｉｎ，这说明ＧＲＬ０６１７具有较高的清除率。重组酶实验也
证实了一些代谢酶（如：ＣＹＰ３Ａ４、ＣＹＰ３Ａ５、ＣＹＰ２Ｄ６）将在其
中参与 ＧＲＬ０６１７的消除以及羟基化代谢物的形成过程，
见图５。

图５　ＧＲＬ０６１７的代谢消除示意图［３３］

　　随后，根据 ＧＲＬ０６１７，研究者们发现了一系列具有类似
结构而非萘骨架的多种化合物，在计算机模拟与实验验证中

均获得了较好的结果。

Ｓａｙａｆ等［３４］首先通过模拟结合确定了类似化合物７的分
子对接模型，指出其对接得分高于 ＧＲＬ０６１７，并鼓励对该系
列化合物进行体外和体内的实验验证。Ｐａｔｅｌ等［２７］从 ＺＩＮＣ
数据库中收集化合物，同时筛选出与 ＧＲＬ０６１７有相似结构
的系列化合物，再利用分子动力学模拟研究了化合物８作为
最佳配体与蛋白的稳定结合作用，这为该类抑制剂的进一步

研究提供了基础数据支持。

为了进一步提高抗病毒效力，Ｓｈｅｎ等［３５］以 ＧＲＬ０６１７为
起始支架，保留苯酰胺与 ＢＬ２环残基的氢键结合网络，设计
了一系列新型２苯基噻吩ＰＬｐｒｏ抑制剂，使其抗病毒效力和蛋
白酶结合亲和力较ＧＲＬ０６１７（ＩＣ５０＝１６１μｍｏｌ·Ｌ

－１）而言提

高了约十倍。这是一种利用多个浅结合位点的协同性设计

策略，他们从中成功获得化合物９（ＩＣ５０＝０５６μｍｏｌ·Ｌ
－１）

和１０（ＩＣ５０＝０３９μｍｏｌ·Ｌ
－１），预测可以作为有效ＰＬｐｒｏ抑制

剂开发的先导。Ｗｕ等［３６］在研究中采用了比 ＧＲＬ０６１７结合
更好的ＸＲ８８９作为对照筛选，通过测试大量化合物取得初
步成功。ＸＲ８８９（化合物１１，ＩＣ５０＝０１１３μｍｏｌ·Ｌ

－１）作为

ＧＲＬ０６１７的衍生物之一，在其中表现出良好的蛋白活性抑
制效率。此外，Ａｙｏｕｐ等［３７］还以 ＧＲＬ０６１７为先导，利用非经
典同分异构体１，２，４二唑取代酰胺主链，通过调整支架对
病毒靶标的效力，证明了化合物１２可以作为双重靶向ＳＡＲＳ
ＣｏＶ２ＰＬｐｒｏ（ＩＣ５０＝７１９７μｍｏｌ·Ｌ

－１）和刺突蛋白的有效抑

制剂，这为进一步优化 ＰＬｐｒｏ抑制剂、多角度改善抗病毒活性

提供了优化思路（图６）。
２２３　ＧＲＬ０６１７的含萘类结构衍生化合物　Ｇｈｏｓｈ等［３０］

报道了一类新型可逆非共价抑制剂，代表性化合物ＧＲＬ０６８７
（化合物１３，ＩＣ５０＝０５６μｍｏｌ·Ｌ

－１，ＳＡＲＳＣｏＶ１）具有一定

的抗ＰＬｐｒｏ活性。将 ＧＲＬ０６１７的氨基替换为二甲氨基，得到
的化合物 １４（ＩＣ５０＝０３６μｍｏｌ·Ｌ

－１，ＳＡＲＳＣｏＶ１；ＩＣ５０＝

０４８μｍｏｌ·Ｌ－１，ＳＡＲＳＣｏＶ２），表现出显著提高的抗病毒活
性。以 ＧＲＬ０６８７／ＧＲＬ０６１７为支架，ＣａｓｔｉｌｌｏＣａｍｐｏｓ等［３８］利

用分子模拟的方法研究了６７种萘衍生非共价抑制剂，据此
提出了可能的有效配合物，其中化合物１５、１６预测得分较好。
Ａｍｉｎ等［３９］以 ＧＲＬ０６８７与 ＧＲＬ０６１７为先导合成了系列化合
物，代表化合物如：衍生物１７（ＩＣ５０＝０６μｍｏｌ·Ｌ

－１）和 １８

（ＩＣ５０＝０４６μｍｏｌ·Ｌ
－１），衍生物１５（ＩＣ５０＝０３９μｍｏｌ·Ｌ

－１）、

１６（ＩＣ５０＝０５８μｍｏｌ·Ｌ
－１）、１９（ＩＣ５０＝０４７μｍｏｌ·Ｌ

－１），均展

示出了良好的 ＰＬｐｒｏ抑制活性，这与 Ｃａｍｐｏｓ的研究结果一
致。同时，他们也对此类化合物进行了构效关系分析，指

出：①萘基与哌啶片段对于活性残基结合的相互作用至
关重要；②甲基的立体构型是调节 ＰＬｐｒｏ结合亲和力的关
键因素；③苯环上的 ５甲胺基和卤素取代更有利于 ＰＬｐｒｏ

的抑制活性，这为含萘环的 ＰＬｐｒｏ抑制剂设计提供了理论
思路。

相应地，Ｃａｌｌｅｊａ等［４０］报道了新型含萘环的哌啶支架抑制

剂２０（ＩＣ５０＝１５μｍｏｌ·Ｌ
－１）和２１（ＩＣ５０＝０７９μｍｏｌ·Ｌ

－１），

研究表明，与ＧＲＬ０６１７相比，化合物２１可以更加有效地抑制
ＳＡＲＳＣｏＶ２ＰＬｐｒｏ。Ｓａｎｄｅｒｓ等［４１４２］在 ＧＲＬ０６１７的类似物上
引入了拟肽连接剂和亲电性反应试剂，从而设计出一系列共
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价抑制剂，其中抑制剂 ２２（ＩＣ５０＝００９４μｍｏｌ·Ｌ
－１）和 ２３

（ＩＣ５０＝０２３０μｍｏｌ·Ｌ
－１）对 ＰＬｐｒｏ的抑制活性显著提升。这

说明共价结合在高效抑制剂设计中的重要意义。此外，

Ｓｈａｎ等［４３］还确定了蛋白结合共晶结构，在此基础上优化系

列化合物，从中得到了一种有效的选择性 ＳＡＲＳＣｏＶ２ＰＬｐｒｏ

抑制剂２４（ＩＣ５０＝０４４μｍｏｌ·Ｌ
－１）。
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图６　ＧＲＬ０６１７衍生的其他类ＰＬｐｒｏ抑制剂结构示意图［２７，３４３７］

　　尽管目前对 ＧＲＬ０６１７已经进行了很多改造设计与合
成，但化合物对酶的抑制活性改善仍然没有展示出非常明显

的优势，这也是该类研究面临的一大挑战，原因可能在于该

类结构的抑制剂在ＰＬｐｒｏ上缺乏Ｓ１／Ｓ２的结合口袋。基于此，
Ｍａ等［４４］对设计合成的系列化合物进行了分子对接，研究表

明，与 ＧＲＬ０６１７相比，用烷基将酰基替换后的化合物 ２５
（ＩＣ５０＝０６４μｍｏｌ·Ｌ

－１）和化合物２６（ＩＣ５０＝０６７μｍｏｌ·Ｌ
－１）对

受体结合区产生了影响，即氨基与Ａｓｐ１６４侧链、Ａｒｇ１６６发生
了氢键相互作用。此外，配体还与 Ｔｙｒ２６４形成了新的 Ｔ形
ΠΠ共轭，这区别于ＧＲＬ０６１７中的Ｔｙｒ２６８催化活性位点，同
时还在萘环与Ｐｒｏ２４６之间形成了疏水作用。以上２个发现，
共同解释了化合物２５和２６抑制效力高于ＧＲＬ０６１７的原因，
佐证了上述ＧＲＬ０６１７衍生物因缺乏与 ＰＬｐｒｏ结合的口袋，而
活性改善较弱的观点（图７）。

图７　ＧＲＬ０６１７衍生的含萘类ＰＬｐｒｏ抑制剂结构示意图［３０，３８４１，４３４４］

２３　含氮稠和杂环类结构化合物

２３１　喹啉类、嘧啶类与嘌呤类结构化合物　Ｃｈｅｎ等［２５］

发现，氯氧嘧啶的衍生物２７（ＩＣ５０＝６０μｍｏｌ·Ｌ
－１），作为

一种喹啉骨架化合物，可以通过破坏 ＰＬｐｒｏＩＳＧ１５的相互作

用来恢复宿主先天免疫，并在低微摩尔水平上对 ＳＡＲＳ

ＣｏＶ２及其变体产生抗病毒作用。Ｂａｊａｊ等［４５］基于巯基嘧

啶片段确定新药效团后，经过高通量筛选得到了一个可逆

共价抑制剂化合物 ２８（ＩＣ５０ ＝５１μｍｏｌ·Ｌ
－１）。Ｓｗａｉｍ

等［４６］发现，６巯基嘌呤（６ＴＧ，化合物２９）是一种直接作用

的ＳＡＲＳＣｏＶ２抗病毒药物，主要通过抑制细胞内 ｐｐ１ａ多

蛋白的加工以及体内外ＰＬｐｒｏ对ＩＳＧ１５的解偶联作用来发挥

抗病毒效应。此外，６ＴＧ还可以转化成为６硫鸟嘌呤核糖
·９０２２·
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核苷酸，再与脱氧核苷酸结合插入病毒 ＲＮＡ中，额外产生
次要的抗病毒作用（图８）。

图８　喹啉、嘧啶、嘌呤类ＰＬｐｒｏ抑制剂结构示意图［２５，４５４６］

２３２　含硫类或含硒类氮杂稠合环结构化合物　Ｌｉｕ等［４７］

发现了两类新的支架，其中代表化合物３０和化合物３１被证明
会在锌指结构域上与ＰＬｐｒｏ发生结合。他们指出，共价抑制剂
３０与非共价抑制剂３１，两者在５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１对ＰＬｐｒｏ的抑制率
分别为４２９％和４４９％，同时化合物３０和３１也被鉴定为强
效的３ＣＬｐｒｏ抑制剂。这说明化合物３０和化合物３１或许能够
作为双靶点抗冠状病毒药物的先导结构，为抗ＳＡＲＳＣｏＶ２的

药物研究提供了新的方向。与抑制剂３０相似的含硒骨架化
合物３２（ＩＣ５０＝２３６ｎｍｏｌ·Ｌ

－１）、３３（ＩＣ５０＝２５６ｎｍｏｌ·Ｌ
－１）与

化合物３４（ＩＣ５０＝３３９ｎｍｏｌ·Ｌ
－１）、３５（ＩＣ５０＝２６３ｎｍｏｌ·Ｌ

－１）

也在纳摩尔范围内显示出对 ＳＡＲＳＣｏＶ２的抑制效力［４８］，这

意味着硒元素在ＰＬｐｒｏ抑制中具有重要的作用，有必要进行深
入探索。

Ｙｕａｎ等［４９］通过计算机辅助筛选的方法获得了有一种具

有广谱抗病毒活性的非共价抑制剂Ｆ０２１３（化合物３６，ＩＣ５０＝

４５５μｍｏｌ·Ｌ－１），并指出其具有双重治疗的功能：即一方面
通过阻断病毒多蛋白切割来抑制冠状病毒复制；另一方面，

亦在拮抗ＰＬｐｒｏ去泛素化活性的同时促进了机体自身的抗病
毒免疫效应。

此外，Ｍｉｒｚａ等［５０］还通过测试得到了对ＰＬｐｒｏ表现出显著抑
制活性的化合物３７，并提出化合物３７可以作为潜在抗ＳＡＲＳ
ＣｏＶ２ＰＬｐｒｏ的化学先导物，值得进一步的体外评估验证（图９）。

图９　含硫或含硒氮杂稠合环类ＰＬｐｒｏ抑制剂结构示意图［４７５０］

２３３　其他类氮杂稠合环结构化合物　Ｔｉａｎ等［５１］采用基

于结构的药效团建模和分子对接相结合的筛选方式，得到了

化合物 ３８（ＩＣ５０ ＝０６μｍｏｌ·Ｌ
－１）和化合物 ３９（ＩＣ５０ ＝

０８μｍｏｌ·Ｌ－１），两者均表现出高于 ＧＲＬ０６１７的抑制效果。
尤其是化合物３９，由于能稳定结合蛋白酶的催化位点，而表
现出了强效的ＰＬｐｒｏ抑制作用。Ｈａｎ等［５２］也通过筛选获得了

具有α氯酰胺片段的化合物４０（ＩＣ５０＝１８μｍｏｌ·Ｌ
－１），其在

细胞中抑制 ＳＡＲＳＣｏＶ２复制的同时，还会与 ＰＬｐｒｏ活性位点
的半胱氨酸残基发生共价结合，从而表现出一定的抗病毒潜

力。Ｈｅｒｓｉ等［５３］则对多种抑制 ＳＡＲＳＣｏＶ２ＰＬｐｒｏ的先导物进
行了表型筛选，从中获得了具有较好肝微粒体代谢稳定性的

化合物４１（ＩＣ５０＝９３３ｎｍｏｌ·Ｌ
－１）（图１０）。

图１０　其他氮杂稠合环类ＰＬｐｒｏ抑制剂结构示意图［［５１５３］］

２４　含二硫键类结构化合物

Ｈｕ等［５４］报告了含有二硫键类化合物４２和４３的作用机

制是：通过与 ＰＬｐｒｏ的 Ｃｙｓ２７０发生共价结合来变构抑制蛋白

酶活性。类似地，Ｂａｇｄｏｎａｓ等［５５］利用荧光热移测定筛选了

大量化合物，最终将二硫化合物鉴定为有效的 ＰＬｐｒｏ抑制剂，
其中化合物 ４４（ＩＣ５０ ＝０５４μｍｏｌ· Ｌ

－１）、４５（ＩＣ５０ ＝
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０４３μｍｏｌ·Ｌ－１）、４６（ＩＣ５０＝０６３μｍｏｌ·Ｌ
－１）均展示出对

ＳＡＲＳＣｏＶ２ＰＬｐｒｏ的较强抑制活性。双硫仑（化合物４７）由于
在体外表现出抑制 ＰＬｐｒｏ的抗病毒活性，也被推测具有抗

ＳＡＲＳＣｏＶ２的潜力。Ｎｏｇａｒａ等［５６］的研究也通过分子对接模

拟等技术发现，双硫仑的亚砜代谢物４８亦是靶向 ＰＬｐｒｏ的潜
在共价抑制剂（图１１）。
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图１１　二硫键类ＰＬｐｒｏ抑制剂结构示意图［５４５６］

　　值得注意的是，二硫类化合物与前文提到的含硒类化合
物在抑制ＰＬｐｒｏ方面具有类似的双重作用机制［５７５８］：一方面

通过与锌离子四面体中的硫元素形成结合键，破坏酶本身的

稳定结构；另一方面还可以与具有催化活性的半胱氨酸残基

产生共价结合，从而导致酶活性的丧失，并以此发挥抑制作

用，见图１２。
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Ａ－破坏蛋白酶催化中心的锌离子四面体结构，导致酶失活；Ｂ－破坏酶的催化三联体结构，导致酶失活。

图１２　二硫化合物与含硒化合物抑制ＰＬｐｒｏ作用示意图［５７５８］

２５　含肽类结构化合物
Ｗａｎｇ等［５９］报道了一种靶向 ＳＡＲＳＣｏＶ２ＰＬｐｒｏ的新型

共价拟肽类抑制剂 ４９（ＩＣ５０＝０２３μｍｏｌ·Ｌ
－１），并通过 Ｘ

射线晶体结构证实了其与蛋白酶催化残基 Ｃｙｓ１１１之间的
共价结合模式，这为靶向 ＰＬｐｒｏ的抑制剂研究提供了一类新
的结构骨架。Ｇａｏ等［６０］以基于载体的药物设计为基础，鉴

定出一系列可能针对ＳＡＲＳＣｏＶ２ＰＬｐｒｏ的靶向抑制剂，并且
还对其中具有初步抑制活性的化合物进行了分子筛选：通

过分子对接与非键相互作用模拟，化合物 ５０（ＩＣ５０ ＝

０９０μｍｏｌ·Ｌ－１）被确定为最佳抑制剂。此外，Ｒｕｔ等［１７］还

利用蛋白结合晶体结构信息，对前期所获得的系列抑制剂

进行了优化改造，从而开发出化合物５１和化合物５２，研究
表明，这两个化合物对于ＳＡＲＳＣｏＶ２ＰＬｐｒｏ均具有选择性的
有效抑制作用（图１３）。
２６　含金属类结构化合物

金属配合物在药物设计上也被广泛应用。

研究表明［６１］，金金属药物可以有效抑制 ＳＡＲＳＣｏＶ２
ＰＬｐｒｏ，而作用机制与二硫类化合物和含硒化合物类似，即正是
由于金金属配合物对酶结构域中锌离子四面体结构造成破

坏，从而才会导致酶活性丧失。此类含金金属的代表性化合

物如５３（ＩＣ５０＝１０４μｍｏｌ·Ｌ
－１）、５４（ＩＣ５０＝１４４μｍｏｌ·Ｌ

－１）

和５５（ＩＣ５０＝０９６μｍｏｌ·Ｌ
－１）。

·１１２２·
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图１３　拟肽类ＰＬｐｒｏ抑制剂结构示意图［［１７，５９６０］］

　　锌离子在体外也是ＳＡＲＳＣｏＶ２ＰＬｐｒｏ的高效抑制剂［６２］。

Ｓｈｅｔｌｅｒ等［６３］在综合评估了金属离子对ＰＬｐｒｏ催化活性的影响
之后，就曾指出锌对 ＰＬｐｒｏ的抑制作用最大，其次是锰，而钙、
镁和铁对 ＰＬｐｒｏ的影响或可忽略不计，这为进一步研究以
ＰＬｐｒｏ为靶点的金属配合物类抑制剂提供了参考。金属核的
选择对抗ＳＡＲＳＣｏＶ２效果产生着重要影响。Ｋｌａｄｎｉｋ等［６４］

就指出，吡硫酮锌（化合物 ５６，ＩＣ５０＝０５０μｍｏｌ·Ｌ
－１）在

　　　　

体外对ＰＬｐｒｏ具有抑制活性，而钌配合物则表现较差，这侧面
印证了Ｓｈｅｔｌｅｒ等得出的结论。

含碘配体的银氮杂环碳复合物也被证明是一种罕

见的非竞争性抑制剂。特别的是，此类抑制剂仅对

ＳＡＲＳＣｏＶ２ＰＬｐｒｏ有效，而对 ３ＣＬｐｒｏ无效，代表化合物有
抑制 剂 ５７（ＩＣ５０ ＝０２４μｍｏｌ· Ｌ

－１）与 抑 制 剂 ５８

（ＩＣ５０＝０１９６μｍｏｌ·Ｌ
－１）［６５］（图 １４）。

图１４　金属类ＰＬｐｒｏ抑制剂结构示意图［６１，６４６５］

２７　含黄酮类、有机酸类与天然产物来源的其他类结构化
合物

一些天然产物来源的化合物对ＳＡＲＳＣｏＶ２ＰＬｐｒｏ也存在
着抑制作用，例如黄酮类与酸类等。

２７１　天然产物来源的含黄酮类结构化合物　Ｋａｗａｌｌ
等［６６］提出，杨梅素（化合物５８，ＩＣ５０＝１２１μｍｏｌ·Ｌ

－１）和茶

黄素（化合物５９，ＩＣ５０＝７３μｍｏｌ·Ｌ
－１）可以通过抑制ＳＡＲＳ

ＣｏＶ２ＰＬｐｒｏ的水解，来阻止病毒复制，并且具有促进宿主先
天免疫反应的作用，是一类具有潜力的抗 ＳＡＲＳＣｏＶ２先导

化合物。Ｐａｒｍａｒ等［６７］利用高通量结构的虚拟筛选模式，从

ＮＰＡＳＳ天然产物库中鉴定出最佳化合物 ＣａｅｓａｌｐｉｎｉａｐｈｅｎｏｌＡ
（化合物６０），其结合能与ＧＲＬ０６１７相当。Ｌｉ等［６８］证实了双

黄酮类化合物也是有效的ＰＬｐｒｏ抑制剂，如阿门托双黄酮（化
合物６１，ＩＣ５０＝９５μｍｏｌ·Ｌ

－１）等。特别地，蛋白裂解实验

（ＰｒｏＩＳＧ１５）的结果进一步证实：此类化合物对 ＰＬｐｒｏ介导的
去ＩＳＧ酰化反应也存在着一定的抑制效果，将会在病毒免疫
逃逸过程中发挥关键作用，通过促进自身免疫的恢复来阻断

病毒感染（图１５）。
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图１５　黄酮类ＰＬｐｒｏ抑制剂结构示意图［６６６８］

２７２　天然产物来源的有机酸类结构化合物　Ｙａｎ等［６９］建立

了一种荧光偏振筛选方法用以发现ＰＬｐｒｏ抑制剂，同时利用这一
方法，鉴定出：腰果酸（化合物６２，ＩＣ５０＝２４２６μｍｏｌ·Ｌ

－１）可以

作为一种新型 ＰＬｐｒｏ竞争性抑制剂。Ｃｈｅｎ等［７０］的研究也指

出，银杏酸（化合物６３，ＩＣ５０＝１６３０μｍｏｌ·Ｌ
－１）是一种靶向

ＰＬｐｒｏ的不可逆抑制剂，在体外以无毒浓度破坏 ＳＡＲＳＣｏＶ２
的复制（图１６）。

２７３　天然产物来源的其他类结构化合物　天然产物结
构种类多样，来源丰富。除上述这些化合物外，Ｌｉ等［７１］还

从葡萄果实中进行探索与筛选得到了化合物 ６４（ＩＣ５０＝

５２３μｍｏｌ·Ｌ－１）和６５（ＩＣ５０＝４５１μｍｏｌ·Ｌ
－１），对 ＰＬｐｒｏ也

表现出一定的抑制活性。更有意义的是，研究中发现：此类

化合物在体外也具有有效的抗炎活性，这使其进一步提高

了抗冠状病毒的潜力（图１７）。
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图１６　有机酸类ＰＬｐｒｏ抑制剂结构示意图［６９７０］

O

O

OH

O

HO O

64

O

HO

OH

O

HO O

65

图１７　天然产物来源的其他类ＰＬｐｒｏ抑制剂结构示意图［７１］

３　总结与展望
新冠疫情的暴发始料未及，至今仍没有一类抗ＳＡＲＳ药物

可以应对突发的情况。尽管现阶段ＳＡＲＳＣｏＶ２带给人们的
阴影已经渐渐淡去，但不可否认的是，此类病毒，尤其是ＳＡＲＳ
ＣｏＶ２因为其极高的突变频率，仍对公众健康具有持续的潜在
威胁。因此开发新型的抗ＳＡＲＳ病毒药物依旧迫在眉睫。

对病毒基因复制过程中的关键蛋白ＰＬｐｒｏ进行抑制，将会
在阻碍病毒复制的同时恢复宿主免疫反应，从而发挥一定的

治疗效果。ＰＬｐｒｏ也因此成为了研发具有双效抗 ＳＡＲＳＣｏＶ２
药物的理想靶点。现阶段已存在多种基于此靶点开发的抑

制剂研究，然而由于化合物缺乏与Ｓ１、Ｓ２口袋的结合作用以
及ＰＬｐｒｏＢＬ２环自身的活动性，其中的多数抑制剂都不能稳
定地结合在活性位点，这对此类抑制剂的研发造成了困难。

所以，寻找新型的ＰＬｐｒｏ蛋白酶抑制剂仍是大势所趋。另外，
ＳＡＲＳ病毒多具有同源性，故而以ＳＡＲＳＣｏＶ２ＰＬｐｒｏ抑制剂出
发进行的化合物结构改造，也将有望推动广谱类抗冠状病毒

药物的获得。

近期以计算机辅助等智能化筛选为前提，针对 ＳＡＲＳ
ＣｏＶ２ＰＬｐｒｏ抑制剂研究的进展势头迅猛。将这些化合物进
行合理的设计与分类，主要集中在醌类化合物、萘类及其他

类化合物（ＧＲＬ０６１７及其衍生物）、含氮稠合杂环类化合物、
含二硫键类化合物、拟肽类化合物、含金属类化合物、天然产

物来源的黄酮类、有机酸类和其他类化合物等。

基于此，本研究从ＳＡＲＳＣｏＶ２病毒复制过程出发，通过
介绍ＰＬｐｒｏ的结构与功能引入 ＰＬｐｒｏ抑制剂的作用机制，同时
以化合物结构特征为分类依据，对该靶点的抑制剂发现进行

了探索性归总，以期为新型抗 ＳＡＲＳＣｏＶ２与广谱抗 ＳＡＲＳ
病毒的药物研发提供理论支持。
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