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新型冠状病毒 ＲＮＡ聚合酶突变对瑞德西韦耐药性的
影响

刘天福１，杨博元２，赵建元１，岑山１
（１．中国医学科学院，北京协和医学院医药生物技术研究所，北京 １０００５０；２．复旦大学医学

院，上海 ２００１２０）

摘要：新型冠状病毒ＲＮＡ依赖性ＲＮＡ聚合酶（ＲＮＡｄｅｐｅｎｄｅｎｔＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＲｄＲｐ）是病毒复制过程中的关键酶，也是当前
抗病毒治疗中核苷（酸）类似物药物的主要靶点。然而，新冠病毒持续变异，产生了 Ａｌｐｈａ、Ｂｅｔａ、Ｇａｍｍａ、Ｄｅｌｔａ和 Ｏｍｉｃｒｏｎ等多
种被关注的突变毒株，使得感染仍有发生。尽管新冠病毒ＲＮＡ依赖性ＲＮＡ聚合酶相对保守，但是随着研究的深入，在该蛋白
上已报道存在多个位点的突变，如Ｖ１６６Ａ，Ｖ１６６Ｌ和Ｐ３２３Ｌ等。这些突变对目前上市的小分子药物抗病毒活性的影响值得关
注。笔者主要综述了新冠病毒ＲＮＡ聚合酶突变对瑞德西韦耐药性的影响，同时结合突变位点的蛋白质结构模拟分析，以期为
新冠病毒耐药研究和临床治疗提供参考。
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　　病毒性疾病可对公共卫生和全球经济造成深远的影
响［１］。引发新型冠状病毒感染的严重急性呼吸综合征冠状

病毒２（ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ２，ＳＡＲＳ

Ｃｏｖ２）是一种单股正链ＲＮＡ病毒。其与严重急性呼吸综合

征（ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＳＡＲＳ）冠状病毒以及中

东呼吸综合征（ＭｉｄｄｌｅＥａｓｔｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＭＥＲＳ）病毒

在基因组序列上具有较高的相似性［２］。鉴于冠状病毒固有

的高变异性，研发靶向相对保守的 ＲＮＡ复制关键酶———

ＲＮＡ依赖性 ＲＮＡ聚合酶（ＲＮＡｄｅｐｅｎｄｅｎｔＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，
ＲｄＲｐ）的药物，具有广谱抗病毒的潜力［３］。

目前，以ＳＡＲＳＣｏＶ２ＲｄＲｐ为靶点的上市药物主要为核

苷（酸）类似物，如瑞德西韦（ｒｅｍｄｅｓｉｖｉｒ，ＲＤＶ）、莫诺匹拉韦

（ｍｏｌｎｕｐｉｒａｖｉｒ，ＮＨＣ）、法匹拉韦（ｆａｖｉｐｉｒａｖｉｒ，ＦＰＶ）氢溴酸氘

瑞米 德 （ｄｅｕｒｅｍｉｄｅｖｉｒ，ＶＶ１１６）及 阿 兹 夫 定 （ａｚｖｕｄｉｎｅ，

ＦＮＣ）［４１１］。此类药物在宿主细胞内转化为活性的三磷酸形

式，与ＲｄＲｐ的催化中心结合从而抑制病毒ＲＮＡ的合成［１２］。
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ＲＤＶ是首个获得美国食品药品监督管理局（ＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇ
Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）批准用于治疗 ＣＯＶＩＤ１９的小分子药
物，也是在临床上应用最广的抗病毒药物之一［１３］。ＲＤＶ通
过延迟链终止效应抑制病毒 ＲＮＡ合成［１４］。ＮＨＣ可替代胞
苷三磷酸（ｃｙｔｉｄｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＣＴＰ）和尿苷三磷酸（ｕｒｉｄｉｎｅ
ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＵＴＰ）插入ＲＮＡ模板中通过增加突变频率发挥
抗病毒效果［１５１６］。ＦＰＶ通过模拟鸟苷三磷酸（ｇｕａｎｏｓｉｎｅ
ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＧＴＰ）的结构作为底物参与 ＲＮＡ合成诱发突变
发生［１７］。ＶＶ１１６通过与核苷三磷酸竞争性结合，干扰病毒
ＲＮＡ合成［１８］。ＦＮＣ通过与ＲＮＡ聚合酶相互作用，有效抑制
病毒ＲＮＡ的合成［１９］。这些药物具有良好的体内外抗病毒

活性，并在临床研究中均表现出良好的安全性和有

效性［２０２５］。

然而，随着病毒的持续进化，新的病毒测序数据表明

ＲｄＲｐ正发生突变［２６］。这些突变直接关系到抗病毒药物

的效果，因为 ＲｄＲｐ的结构变化直接影响药物的结合能力
和抑制效果。本文对 ＲＤＶ耐药性相关的新冠病毒 ＲｄＲｐ
突变进行了全面综述，包括临床研究和体外实验结果，以

期为未来的药物开发、耐药机制研究和临床用药指导提

供科学依据。

１　ＲｄＲｐ的结构
在ＳＡＲＳＣｏＶ２的生命周期中，ＲｄＲｐ复合物负责病毒

ＲＮＡ的合成。该复合物主要由３种非结构蛋白（ｎｏｎｓｔｒｕｃ
ｔｕｒａｌｐｒｏｔｅｉｎｓ，Ｎｓｐ）组成，包括 Ｎｓｐ１２、Ｎｓｐ７和 Ｎｓｐ８［２７］。在该
复合物中，Ｎｓｐ１２执行病毒 ＲＮＡ合成功能，而 Ｎｓｐ７和 Ｎｓｐ８
则作为辅助因子，增强催化效率。Ｎｓｐ１２的结构由４个主要
功能域构成，见图１［２８２９］。

ａ－Ｎｓｐ１２蛋白基因结构示意图；β－β发夹结构功能域；ＮｉＲＡＮ－核苷酸转移酶功能域；Ｉｎｔｅｒｆａｃｅ－界面功能域；ＲｄＲｐｄｏｍａｉｎ－ＲｄＲｐ功能域；Ｆｉｎｇｅｒ－手指域；

Ｐａｌｍ－掌心域；Ｔｈｕｍｂ－拇指域；Ａ～Ｇ－基序 Ａ，基序 Ｂ，基序 Ｃ，基序 Ｄ，基序 Ｅ，基序 Ｆ和基序 Ｇ；ｂ－ＲｄＲｐ蛋白三维结构图；Ｆｉｎｇｅｒ－手指域；Ｐａｌｍ－掌心域；

Ｔｈｕｍｂ－拇指域。

图１　新冠病毒Ｎｓｐ１２蛋白基因结［２８２９］

　　Ｎ端β发夹结构功能域（Ｄ２９～Ｋ５０），对维持蛋白质的
整体稳定性至关重要；套式病毒 ＲｄＲｐ相关核苷酸转移酶
功能域（ｎｉｄｏｖｉｒｕｓＲｄＲｐａｓｓｏｃｉａｔｅｄｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，Ｎｉ
ＲＡＮ）（Ｄ６０～Ｒ２４９），参与病毒 ＲＮＡ的修饰和调控过
程［３０］；界面功能域（ｉｎｔｅｒｆａｃｅｄｏｍａｉｎ，Ａ２５０～Ｒ３６５），在复合
物的组装和功能中起到桥梁作用；ＲｄＲｐ功能域（Ｓ３６６～
Ｆ９２０），作为催化ＲＮＡ合成的主要活性区域，直接参与病毒
ＲＮＡ的复制过程。这些功能域的相互协作是 ＳＡＲＳＣｏＶ２
病毒ＲＮＡ复制的基础。

根据晶体结构（ＰＤＢＩＤ：７ＢＶ２）［２９］，新冠病毒 Ｎｓｐ１２蛋
白的ＲｄＲｐ结构域在空间构型上呈现出与人类手部相似的
形态（图１ｂ），主要由３个亚结构域组成：手指域（残基３９７～
５８１和６２１～６７９）、掌心域（残基５８２～６１９和６８０～８１４）以及

拇指域（残基８１９～９２０）［３１］。在 ＲＮＡ合成过程中，病毒的
ＲＮＡ模板首先与手指域进行识别和结合，这一步骤是聚合酶
活动的初始阶段。随后，ＲＮＡ模板链被精确定位至掌心域，
这是核苷酸三磷酸（ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｓ，ＮＴＰｓ）的主要捕
获区域。在掌心域内，ＮＴＰｓ在镁离子或锰离子的辅助下，通
过与 ＲＮＡ模板链的碱基互补配对，被掺入新生的 ＲＮＡ链
中。在ＲＮＡ链的延伸过程中，拇指域的作用是调节新合成
ＲＮＡ链的移动，确保ＲＮＡ聚合反应高效进行。

由掌心域和手指域共同形成的中心腔是ＲＮＡ合成生化
过程发生的核心场所。中心腔由模板／引物入口通道、ＮＴＰｓ
进入通道以及新生 ＲＮＡ链的出口通道组成。结构上，中心
腔由７个基序构成，基序 Ａ～Ｅ位于掌心域，基序 Ｆ和 Ｇ位
于手指域［２７］。其中，基序Ａ（Ｎ６１１～Ｍ６２６）和基序Ｃ（Ｆ７５３～
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Ｎ７６７）在ＲＮＡ合成过程中最为关键［３２］。基序Ａ中包含催化
基序Ｄ６１８，Ｄ６２３，与ＮＴＰｓ形成氢键［３３］。基序Ｃ含有Ｓ７５９～
Ｄ７６０～Ｄ７６１催化基序，其中 Ｄ７６０和 Ｄ７６１残基参与镁离子
配位，催化 ＮＴＰ焦磷酸基团的释放［２９］。ＮＴＰ穿过由 Ｋ５４５、
Ｒ５５３和Ｒ５５５组成的亲水性通道后进入催化中心［２８］。基序

Ｄ（Ａ７７１～Ｅ７９６）决定核苷酸添加的效率和保真度［３４］。基序

Ｂ（Ｇ６７８～Ｔ７１０），基序 Ｅ（Ｈ８１０～Ｖ８２０）、基序 Ｆ（Ｌ５４４～
Ｖ５５７）、基序Ｇ（Ｋ５００～Ｌ５１４）共同稳定ＲＮＡ模板链［２８２９，３５］。

当前，靶向新冠病毒ＲｄＲｐ的上市药物主要为核苷（酸）
类似物。这些药物通过模仿ＮＴＰｓ的结构，充当病毒ＲＮＡ合
成过程中的底物以干扰和破坏病毒ＲＮＡ合成。然而靶点蛋
白突变可能对药物的抑制作用造成影响。

２　ＲＤＶ
由吉利德公司研发的核苷酸类抗病毒药物 ＲＤＶ（商品

名Ｖｅｋｌｕｒｙ），于２０２０年５月１日获得ＦＤＡ紧急使用授权，用
于治疗ＣＯＶＩＤ１９住院患者（成人患者和１２岁及以上儿童患
者，且患者体质量至少为４０ｋｇ）。ＲＤＶ作为前体药物，在体
内经过组织蛋白酶Ａ、羧酸酯酶１、组氨酸三核苷酸结合蛋白
１、单磷酸和双磷酸激酶的作用，转化为其活性形式瑞德西韦
三磷酸（ｒｅｍｄｅｓｉｖｉｒｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＲＤＶＴＰ）。ＲＤＶＴＰ与ＳＡＲＳ
ＣｏＶ２ＲｄＲｐ结合，并与ＡＴＰ竞争性地嵌入新合成的ＲＮＡ链
中，引起延迟链终止［１４，３６３８］。

在Ｂｅｉｇｅｌ等［４］开展的随机双盲对照临床试验中，共纳入

１０６２名新冠患者（ＲＤＶ组５４１人，安慰剂组５２１人）。结果
显示，与安慰剂组相比，接受ＲＤＶ治疗的患者中位恢复时间
从１５ｄ缩短至１０ｄ。此外，ＲＤＶ组在改善临床症状、患者死
亡率方面均表现出较好的效果，死亡率从 １５２％降至
１１４％。然而，Ｗａｎｇ等［２０，３９］的临床试验显示，在患者病程后

期使用ＲＤＶ未能显著缩短患者的恢复时间，仅在症状持续
时间不超过１０ｄ的早期患者中观察到显著的症状改善。世
界卫生组织“团结”试验（ｓｏｌｉｄａｒｉｔｙｔｒｉａｌ）的最终报告表明
ＲＤＶ对部分患者（未接受机械通气但需要氧气支持）有效，
可显著其降低死亡率和疾病进展的风险［４０］。此外，ＲＤＶ对
Ａｌｐｈａ、Ｂｅｔａ、Ｄｅｌｔａ和 Ｏｍｉｃｒｏｎ毒株的活性保持稳定，对 Ｏｍｉ
ｃｒｏｎＢＡ１、ＢＡ２、ＢＡ４、ＢＡ５、ＢＱ１１和ＸＢＢ亦表现出较高
的抗病毒活性［４１］。

３　与ＲＤＶ耐药相关的新冠病毒ＲｄＲｐ（Ｎｓｐ１２）蛋白突变
尽管ＲＤＶ在体内外均表现出良好的抗病毒效果，但靶

点蛋白ＲｄＲｐ（Ｎｓｐ１２）的突变可能导致其抗病毒效果减弱。
因此，本文综述了目前文献报道的ＲＤＶ耐药相关的ＲｄＲｐ突
变，并结合美国国家生物技术信息中心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｏｆＢｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）的病毒数据库 （ｈｔｔｐｓ：／／
ｗｗｗｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／ｌａｂｓ／ｖｉｒｕｓ／ｖｓｓｉ／＃／）中 ２０２４年 １月 １
日至１１月 １７日的 ９１９４６条测序结果与对照序列（ＹＰ＿
００９７２４３８９１）进行比对，并对各个突变的发生率进行了统
计，见表１。另外，将ＲｄＲｐ晶体结构（ＰＤＢＩＤ：７ＢＶ２）经 Ｄｙ
ｎａＭｕｔ２平台分析，模拟了Ｎｓｐ１２突变前后相邻氨基酸残基相
互作用模式［２９，４２］。

３１　Ｖ１６６Ａ／Ｖ１６６Ｌ
ＲＤＶ治疗的新冠患者病例中报告了 Ｎｓｐ１２Ｖ１６６Ａ突

变［４３］，且细胞实验获得的 ＲＤＶ耐药株中也发现了 Ｎｓｐ１２
Ｖ１６６Ａ突变［４４］，但是目前尚无单独治疗 Ｎｓｐ１２Ｖ１６６Ａ突变
的药物敏感性数据。另外，有两例新冠患者的临床报告显示

使用ＲＤＶ治疗后检测到Ｎｓｐ１２Ｖ１６６Ｌ突变［４５４６］，经 ＲＤＶ处
理的连续传代也检测到该突变，且该突变使 ＲＤＶ抗病毒的
ＥＣ５０值升高了５０％

［４７］。模型预测显示，Ｎｓｐ１２Ｖ１６６Ａ导致

表１　新型冠状病毒ＲＮＡ依赖性ＲＮＡ聚合酶（ＲｄＲｐ）耐药相关突变位点及药物敏感性

结构域　　　
突变　

位点　

临床

病例

体外

传代

ＲＤＶＥＣ５０比值

（突变株／野生株）

突变概率

／％
功能特点　　　 参考文献

核苷酸转移酶（ＮｉＲＡＮ） Ｖ１６６Ａ １ １ － ０００２ － ［３８３９］

　结构域 Ｖ１６６Ｌ ２ １ １５ ０００４ 可能与瑞德西韦（ＲＤＶ）的增强有关 ［４０４１，４３］

界面结构域 Ｐ３２３Ｌ － － １２５ ９９７０６ 对药物敏感性的影响较小 ［４７］

ＲＮＡ依赖性ＲＮＡ聚合 Ａ４４９Ｖ ２ － － ００１６ － ［３８，４３］

　酶手指域 Ｆ４８０Ｌ － － １５ ０００１ 对新冠病毒复制能力和耐药性影响较小 ［４４４６］

Ｄ４８４Ｙ １ － ３ － 可能与ＲＤＶ的耐药性增强有关 ［４４４５］

Ｉ５３６Ｖ １ － － ００１２ － ［４１］

Ｖ５５７Ｌ － － － － 使ＲｄＲｐ蛋白不稳定，相应毒株无法被拯救 ［４５］

Ｓ７５９Ａ － １ － － ＲｄＲｐ对瑞德西韦三磷酸（ＲＤＶＴＰ）的亲和力降低 ［３９］

ＲｄＲｐ手掌域 Ｖ７９２Ｉ ３ １ ２６ ００１４ 更容易克服ＲＤＶ引起的延迟链终止 ［３９，４７４８］

Ｅ７９６Ｇ － １ ２６ ０００１ 显著减弱ＲＤＶ的抗病毒作用 ［４５］

Ｃ７９９Ｆ － ２ １９ ０００２ 显著减弱ＲＤＶ的抗病毒作用 ［４５，４９］

Ｅ８０２Ａ － １ ２１４；６ － 增强了病毒对ＲＤＶ的耐药性，同时降低病毒适应性 ［５０５１］

Ｅ８０２Ｄ １ １ ２５４；３８６；７２９ － 增强了病毒对ＲＤＶ的耐药性，同时降低病毒复制能力 ［４５，５０５１］

ＮｉＲＡＮ结构域与界面结构域 Ｖ１６６Ｌ＋Ｐ３２３Ｌ － － １５ － 增强了病毒对ＲＤＶ的耐药性，同时降低病毒复制能力 ［４７］

ＲｄＲｐ手指域 Ｆ４８０Ｌ＋Ｖ５５７Ｌ － － ３７６ － 增强了病毒对ＲＤＶ的耐药性 ［４５］

ＲｄＲｐ手指域和手掌域 Ｓ７５９Ａ＋Ｖ７９２Ｉ － １ ７３ － 显著增强病毒对ＲＤＶ的耐药性 ［３９］

ＲｄＲｐ手掌域 Ｅ７９６Ｇ＋Ｃ７９９Ｆ － １ ２９ － 减弱ＲＤＶ的抗病毒作用，同时降低病毒复制能力 ［４５］
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其与Ｋ６２１的疏水作用力消失，使结合腔空间减小；Ｎｓｐ１２
Ｖ１６６Ｌ突变后，增加了范德华力，使结合腔空间增大（图２）。
因此，这两种突变可能都间接地影响了 ＲｄＲｐ与 ＮＴＰ／ＲＤＶ
ＴＰ的结合。

图２　Ｎｓｐ１２Ｖ１６６突变体侧链相互作用模式预测

３２　Ａ４４９Ｖ
有两例新冠患者使用 ＲＤＶ治疗后检测到 Ｎｓｐ１２Ａ４４９Ｖ

突变［４３，４８］。但由于缺乏体外研究，该突变对药物敏感性的影

响仍未明确。Ａ４４９Ｖ突变显著增强了与 Ｌ５４４之间的疏水相
互作用，见图３，这种增强的疏水作用力可能影响 ＲＮＡ模板
链的正确定位，可能对 ＲＤＶ引起的延迟链终止效应产生
影响。

图３　Ｎｓｐ１２Ａ４４９Ｖ突变体侧链相互作用模式预测

３３　Ｄ４８４Ｙ
在ＲＤＶ治疗失败的新冠患者体内检测到 Ｎｓｐ１２Ｄ４８４Ｙ

突变新冠毒株［４９］。体外研究揭示 Ｎｓｐ１２Ｄ４８４Ｙ突变株对
ＲＤＶ的ＥＣ５０值是野生型的３倍

［５０］，表明 Ｄ４８４Ｙ突变可能与

耐药性增强有关。Ｔｏｒｉｉ等［５０］通过数学建模对 Ｎｓｐ１２的多种
突变进行了功能研究，结果显示相比野生型，Ｄ４８４Ｙ突变株
的病毒产量有所提升。ＤｙｎａＭｕｔ２模拟分析显示，Ｄ４８４Ｙ突
变并未显著改变该残基与周围氨基酸的相互作用（图４）。

图４　Ｎｓｐ１２Ｄ４８４Ｙ突变体侧链相互作用模式预测

３４　Ｆ４８０Ｌ／Ｖ５５７Ｌ
在ＳＡＲＳＣｏＶ２中，Ｎｓｐ１２Ｆ４８０Ｌ单一突变株的 ＥＣ５０值

为野生型的１５倍，而 Ｆ４８０Ｌ／Ｖ５５７Ｌ双突变株为野生型的
３７６倍［５０］。因此，共同突变使病毒对 ＲＤＶ的耐药性增强。
结构预测显示，Ｎｓｐ１２Ｆ４８０Ｌ突变降低了氨基酸侧链的疏水
性并减小了侧链的体积。该突变导致原本存在于苯丙氨酸

侧链与基序Ｂ中缬氨酸（Ｖ６９３）和异亮氨酸（Ｉ６９６）之间的疏
水相互作用力丧失，可间接引起催化中心 ＳＤＤ空间结构的
变化（图５）。

图５　Ｎｓｐ１２Ｆ４８０Ｌ突变体侧链相互作用模式预测

Ｎｓｐ１２Ｖ５５７Ｌ突变与相邻残基的相互作用变化不大（图
６）。但Ｐｒｕｉｊｓｓｅｒｓ等［５１］的分子建模研究表明，突变引起 ＲＮＡ
模板链位置变化，对 ＮＴＰｓ结合产生影响。此外，Ｔｃｈｅｓｎｏｋｏｖ
等［５２］的研究揭示Ｖ５５７Ｌ突变可提高ＵＴＰ的使用效率并产生
耐药性。

３５　Ｉ５３６Ｖ突变
Ｍａｌｓｙ等［４６］报告的新冠患者病例中，在 ＲＤＶ治疗期

间，ＳＡＲＳＣｏＶ２的 Ｎｓｐ１２蛋白出现了 Ｉ５３６Ｖ突变（突变频
率为１００。Ｉ５３６Ｖ突变显著增强了该位点与蛋白质中其他
残基（如Ｙ５３０和Ｖ３７３位点）的相互作用力（图７）。然而，
由于该位点与各基序距离较远，其影响仍需进一步研究。

３６　Ｖ７９２Ｉ和Ｓ７５９Ａ
在３例新冠患者的报告显示，ＲＤＶ治疗后均出现了

Ｎｓｐ１２Ｖ７９２Ｉ突变［５３５４］。Ｓｔｅｖｅｎｓ等［４４］在病毒耐药突变实验

中也检测到了 Ｓ７５９Ａ和 Ｖ７９２Ｉ突变。Ｖ７９２Ｉ突变使 ＲＤＶ
·８６６· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２５Ａｐｒｉｌ，Ｖｏｌ６０Ｎｏ７　　　　　　 　 　 　 　　 中国药学杂志２０２５年４月第６０卷第７期



　　　　

图６　Ｎｓｐ１２Ｖ５５７Ｌ突变体侧链相互作用模式预测

图７　Ｎｓｐ１２Ｉ５３６Ｖ突变体侧链相互作用模式预测

抗病毒的ＥＣ５０值提高了２６倍，而Ｓ７５９Ａ和Ｖ７９２Ｉ双突变的
病毒使ＲＤＶ抗病毒的 ＥＣ５０值提高了 ７３倍。ＲｄＲｐＳ７５９Ａ
突变使ＲＤＶＴＰ的亲和力降低近９０％。引入 Ｖ７９２Ｉ突变，提
高了ＵＴＰ的利用效率。共同突变显著增强 ＲＤＶ的耐药
性［４４］。结构预测显示，Ｎｓｐ１２Ｖ７９２Ｉ突变增强了其与基序 Ａ
的相互作用，间接改变 Ｄ６２３的空间位置，对 ＮＴＰ的选择和
催化产生影响。另外，该突变还增加了其与 Ｐ６２０之间的氢
键和疏水作用力，增加了其与Ｋ６２１和Ｖ１６６之间的疏水作用
力（图８）。

图８　Ｎｓｐ１２Ｖ７９２Ｉ突变体侧链相互作用模式预测

Ｎｓｐ１２Ｓ７５９Ａ发生在基序 Ｃ的催化活性中心 ＳＤＤ基序
中，由丝氨酸（ｓｅｒｉｎｅ，Ｓ）突变为丙氨酸（ａｌａｎｉｎｅ，Ａ）。突变后，
Ａ６８８和Ｎ６９１之间的相互作用消失（图９）。Ｓｔｅｖｅｎｓ的研究

发现，Ｓ７５９Ａ突变导致 １个氢键的缺失，从而降低了其与
ＲＤＶＴＰ的亲和力［４４］。

图９　Ｎｓｐ１２Ｓ７５９Ａ突变体侧链相互作用模式预测

３７　Ｅ７９６Ｇ和Ｃ７９９Ｆ
Ｔｏｒｉｉ等［５０］病毒耐药突变实验，筛选出 ＲＤＶ耐药株

Ｎｓｐ１２Ｅ７９６Ｇ和 Ｃ７９９Ｆ突变。该双突变毒株对 ＲＤＶ的
ＥＣ５０值是野生型毒株的２９倍。而单突变实验显示，Ｎｓｐ１２
Ｅ７９６Ｇ和 Ｎｓｐ１２Ｃ７９９Ｆ使 ＲＤＶ抗病毒的 ＥＣ５０值分别提高

了２６倍和 １９倍。此外，Ｓｚｅｍｉｅｌ等［５５］的研究也发现了

Ｎｓｐ１２Ｃ７９９Ｆ突变。通过结构预测，我们发现该突变使其
与Ｉ７７９之间的疏水作用力会丧失（图１０）。

图１０　Ｎｓｐ１２Ｅ７９６Ｇ突变体侧链相互作用模式预测

Ｎｓｐ１２Ｃ７９９Ｆ突变中，侧链中亲水的巯基被苯环替代，疏
水性和空间大小都有所提高。突变后形成与Ｇ６１６极性作用
力，以及与Ｗ６１７的疏水作用力，并与基序 Ｄ的 Ｉ７７９，Ｍ７９４
形成较强疏水作用力（图 １１）。经计算机模拟研究发现
Ｅ７９６Ｇ和Ｃ７９９Ｆ提高了 ＲＮＡ结合位点的活动性，表明其与
ＲＤＶ的结合力减弱［５０］。

３８　Ｅ８０２Ａ／Ｄ
在ＲＤＶ治疗后，高病毒载量新冠患者的测序结果中存

在Ｎｓｐ１２Ｅ８０２Ｄ突变［５６］。体外研究中，两个相互独立的耐

药突变实验也报道了 Ｅ８０２Ｄ突变［５５］。将 ＮＳＰ１２Ｅ８０２Ｄ和
ＮＳＰ１２Ｅ８０２Ａ突变引入新冠病毒后，ＲＤＶ的ＥＣ５０值分别提高

到２５４倍和２１４倍［５５］。Ｇａｎｄｈｉ等［５６］验证了 ＮＳＰ１２Ｅ８０２Ａ
和ＮＳＰ１２Ｅ８０２Ｄ突变使ＲＤＶ抗病毒的ＥＣ５０值分别提高了６
倍和 ３８６倍。结构预测显示，Ｅ８０２Ｄ突变后失去了与
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图１１　Ｎｓｐ１２Ｃ７９９Ｆ突变体侧链相互作用模式预测

残基Ｄ８０４和Ｋ８０７的作用力；Ｅ８０２Ａ突变后失去了与Ｄ８０４、
Ｋ８０７和Ｇ８０８之间的作用力（图１２）。

图１２　Ｎｓｐ１２Ｅ８０２Ａ／Ｄ突变体侧链相互作用模式预测

４　讨　论
本文结合ＲＤＶ耐药性相关的临床研究和体外实验，对

耐药相关突变的药物敏感性数据进行了汇总，如表１所示，
其中Ｖ１６６Ａ、Ａ４４９Ｖ、Ｉ５３６Ｖ和 Ｓ７５９Ａ尚无药物敏感性数据。
这些突变主要分布在基序 Ａ和基序 Ｄ附近。Ｖ１６６Ｌ和
Ｖ７９２Ｉ突变发生位置接近，均增强了其与基序 Ａ中 Ｋ６２１的
相互作用，如提高 ＵＴＰ的利用效率以缓解模板依赖性抑制。
Ｅ７９６Ｇ和Ｃ７９９Ｆ均与 Ｉ７７９存在相互作用，Ｅ７９６Ｇ突变后失
去了与Ｉ７７９之间的相互作用，而 Ｃ７９９Ｆ显著提高与 Ｉ７７９之
间的作用力，但是两者均提高了 ＲＮＡ结合位点的柔性和
ＲＤＶ耐药性。

目前，关于ＲＤＶ耐药新冠病毒的传播力和致病性的研
究尚显不足。针对 ＲＤＶ耐药毒株复制能力的研究揭示
Ｎｓｐ１２Ｐ３２３Ｌ和 Ｄ４８４Ｙ突变能够增强病毒的复制能力；而
Ｖ１６６Ｌ、Ｆ４８０Ｌ、Ｖ５５７Ｌ、Ｓ７５９Ａ、Ｖ７９２Ｉ、Ｅ８０２Ａ和Ｅ８０２Ｄ等突变
则导致病毒复制效率下降［４４，４７，５０，５６５８］。此外，Ｎｓｐ１２Ｄ４８４Ｙ、
Ｃ７９９Ｆ和Ｅ７９６Ｇ突变病毒感染效率均降低［５０］。

笔者在对比 ＲｄＲｐ突变体分子内相互作用时，采用了
预测突变蛋白具有较高准确性的 ＤｙｎａＭｕｔ２平台［４２］，但其

结果仅为计算机模拟与真实结构会存在差异。当前抗新

冠治疗药物在突变株中的药物敏感性研究仍有待完善，

特别是 ＲＤＶ耐药机制相关研究。建议采用计算机模拟与
实验验证相结合的方法深入探讨突变背后的耐药机制；

同时，利用深度学习技术对具有潜在耐药性的突变位点

及新突变株的耐药特性进行预测分析。药物敏感性研究

可为临床精准用药提供依据，针对耐药病毒使用多药联

合治疗。
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