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摘要 本文以获批上市的抗病毒药物作用靶点为切入点, 系统解析病毒蛋白酶底物识别机制、配体结合位点

特征与催化反应机制, 重点剖析蛋白酶与小分子抑制剂及药物的相互作用模式、上市药物结构优化路径与构效

关系研究, 从而探讨基于结构的药物设计在已上市病毒蛋白酶抑制剂研发中的关键作用. 本综述希望能为药物研

发者开展基于结构的药物设计提供典型案例和方法借鉴, 促进基于结构的药物设计方法发展和助力抗病毒药物

研发与临床转化应用.

关键词 人类免疫缺陷病毒蛋白酶, 丙型肝炎病毒NS3/4A蛋白酶, 新型冠状病毒3CL蛋白酶, 蛋白酶抑制剂, 基
于结构的药物设计

1 引言

病毒蛋白酶作为病毒复制过程中不可或缺的调控

元件, 在病毒生命周期中扮演着不可替代的“分子剪

刀”角色. 这类酶通过特异性切割病毒多聚蛋白前体,
协调结构蛋白组装或非结构蛋白(non-structural pro-
tein, nsp)功能激活, 从而驱动病毒颗粒成熟与感染扩

散. 因此, 病毒蛋白酶是抗病毒药物研发的关键靶点,
其成药性已得到充分验证

[1]. 如图1所示, 目前全球共

有25款靶向病毒蛋白酶的抗病毒药物获批上市, 覆盖

三大重要病原体: 人类免疫缺陷病毒(human immuno-
deficiency virus, HIV)、丙型肝炎病毒(hepatitis c virus,
HCV)和严重急性呼吸综合征冠状病毒2 (severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2, SARS-CoV-2). 其
中, 靶向HIV蛋白酶的药物推动艾滋病从致死性疾病

转向慢性病管理
[2]; 针对HCV NS3/4A蛋白酶的上市

药物实现HCV治愈率突破95%的里程碑
[3,4]; 3C样(3C-

like, 3CL)蛋白酶抑制剂更是在2019新型冠状病毒(简
称“新冠”)感染大流行中取得“从实验室研发到临床应

用”的突破性进展, 在疫情防控中发挥着重要作用
[5].

引用格式: Xiong M, Nie T, Su H, Xu Y. Structure-based rational design of viral protease inhibitors: case studies of approved drugs. Sci Sin Chim, 2025, 55: 2392–
2420, doi: 10.1360/SSC-2025-0133
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靶向病毒蛋白酶的新药研发过程中, 基于结构的

药物设计(structure-based drug design, SBDD)发挥了

重要作用. SBDD通过解析蛋白酶三维结构, 揭示底物

结合口袋结构特征及催化机制, 为理性药物设计提供

图 1 (网络版彩图)病毒蛋白酶抑制剂的结构及其作为抗病毒药物获批上市时间轴
Figure 1 (Color online) Structures of protease inhibitors and timeline for their approval as antiviral drugs.
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蓝图. 从20世纪80年代开始, 以HIV蛋白酶晶体结构为

基础设计并优化获得多个上市的HIV蛋白酶抑制

剂
[6~8], 是SBDD早期应用的典型案例. 此次新冠疫情

中, 奈玛特韦
[5,9]

、恩赛特韦
[10]

和先诺特韦
[11]

等多个

SARS-CoV-2 3CL蛋白酶抑制剂的快速上市, 彰显了

SBDD在开展新发传染病防控药物研发中的技术优势

及在应对突发公共卫生事件中的战略价值.
本文将聚焦HIV蛋白酶、HCV NS3/4A蛋白酶及

SARS-CoV-2 3CL蛋白酶三类核心靶点, 系统综述其

底物识别、三维结构特征及催化机制 , 重点解析

SBDD驱动的代表性药物研发案例, 深入探讨其在未

来抗病毒药物研发领域中的发展趋势与应用前景, 以

期为新发和再发病毒性疫情防控策略的制定提供依据

与技术支撑.

2 病毒蛋白酶的结构特征与功能机制

2.1 生物学功能

HIV为逆转录病毒科单股正链RNA病毒, 包括

HIV-1和HIV-2两个亚型, 其中HIV-1为全球主要流行

株
[12]. HIV基因组包含三个结构基因——gag、pol和

env, 分别编码核心蛋白、病毒多聚酶和外膜蛋白
[13].

HIV蛋白酶(protease, PR)通过水解gag和gag-pol编码

的前体蛋白(图2), 释放基质蛋白(matrix protein,
MA)、衣壳蛋白(capsid protein, CA)、核衣壳蛋白(nu-
cleocapsid protein, NC)和病毒复制过程中的必需蛋白,
包括PR本身、逆转录酶(reverse transcriptase, RT)和整

合酶(integrase, IN)等. 若抑制这一过程, 病毒将无法形

成具有传染性的成熟颗粒
[14].

HCV为黄病毒科单股正链RNA病毒, 其基因易变

异, 至少可分为8个基因型(genotype, gt)及57个亚型
[15].

其中, gt1b型HCV在我国占据主导地位(占比约56.8%),
其次为gt2和gt3型, 而gt4~6型则较为少见

[16]. HCV
NS3/4A蛋白酶具有多重功能, 除了可以切割病毒多聚

蛋白外(图2), 还能够作用于先天免疫应答的两个宿主

蛋白——线粒体抗病毒信号蛋白(mitochondrial anti-
viral signaling protein, MAVS)和含TIR结构域接头诱

导干扰素-β蛋白(tir domain-containing adaptor-inducing
interferon-β, TRIF), 从而破坏干扰素信号通路, 实现免

疫逃逸
[17].

SARS-CoV-2则为冠状病毒科单股正链RNA病

毒
[18], 流行毒株的进化路径依次为Alpha、Beta、

Gamma、Delta及Omicron变体
[19]. 其中, 3CL蛋白酶负

责切割病毒多聚蛋白pp1a/pp1ab的11个位点(图2), 释

放非结构蛋白, 从而调控转录复制复合体的组装
[20].

2.2 底物识别机制

蛋白酶通过底物识别机制实现功能特异性. 按照

Schechter-Berger规则
[21], 以切割位点为界, 底物序列

被命名为“(氨基端/N端)…P2、P1 ↓ P1′、P2′…(羧基

端/C端)”, 蛋白酶底物结合腔的亚位点相应地被命名

为“…S2、S1、S1′、S2′…”.
HIV蛋白酶在底物识别中的特异性较弱, 其底物

中P4-P3′位序列保守性普遍较低(图3)[22,23]. 该酶倾向

于在疏水性残基富集的位点进行切割, 如P1位苯丙氨

酸(Phe)与P1′位脯氨酸(Pro)之间. 相较而言, P2和P2′位
则显示出对极性残基(如天冬酰胺(Asn)、谷氨酰胺

(Gln))的选择性偏好.
相较于HIV蛋白酶, HCV NS3/4A蛋白酶的底物识

别特异性有所提高(图4), 具体表现为P1与P1′位的高度

图 2 (网络版彩图) HIV-1、HCV与SARS-CoV-2多聚蛋白前体及蛋白酶(红星标识)切割位点(黑色箭头标识)示意图
Figure 2 (Color online) Schematic diagram of protease (marked as red stars) cleavage sites (marked as black arrows) in polyproteins of HIV-1, HCV,
and SARS-CoV-2.
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保守性(分别为半胱氨酸(Cys)和丝氨酸(Ser)), 以及P3
(缬氨酸, Val)、P2 (脯氨酸)位的次强保守特征

[17,24].
有趣的是, 尽管SARS-CoV-2 3CL蛋白酶识别的切

割位点数量最多(共11个), 却是这三类病毒蛋白酶中

底物特异性最高的一类(图5). 它对P1位谷氨酰胺Gln
具有严格的特异性识别能力, 同时P2位由疏水性残基

亮氨酸(Leu)主导, 而P1′位则偏好小体积残基(如丝氨

酸, Ser)[20,25,26].
病毒蛋白酶抑制剂通过模拟底物结合而阻断蛋白

酶切割功能, 进而抑制病毒复制, 这使得底物模拟策略

成为高效开发抑制剂的首选. 底物序列中蕴含的关键

结构特征, 如保守残基、切割位点构型等, 为拟肽类

抑制剂的理性设计提供了重要线索.

2.3 三维结构及底物结合口袋

HIV蛋白酶属于天冬氨酸蛋白酶家族, 以同源二

聚体形式存在, 其活性中心位于二聚界面处, 包含两

个对称的Asp25-Thr26-Gly27催化三联体(图6a)[2]. 底

物结合口袋上方的动态Flap区(残基45~55, 甘氨酸富

集的β片)的构象变化与底物结合密切相关: 在无配体

(底物/抑制剂)时呈打开状态(PDB编号: 1HHP), 此时

两个Asp25催化残基与水分子形成氢键网络; 当配体

进入活性位点后, 与Flap区和催化残基形成多重相互

作用, 使得Flap区处于闭合构象(PDB编号: 2AOI)[27,28].
由于底物结合通道位于C2对称的二聚界面, 故而具备

对称性, 两个疏水亚位点(S1/S1′)及两个极性亚位点

(S2/S2′)均呈现对称分布. 模拟SP2-p6底物间切割位点

序列 (P5-P5 ′ )的拟肽 (1 )的主链酰胺键与Gly27、

图 3 (网络版彩图) HIV-1蛋白酶的底物识别位点序列保守
性
Figure 3 (Color online) Sequence conservation of substrate recogni-
tion sites of HIV-1 protease.

图 4 (网络版彩图) gt1b型HCV NS3/4A蛋白酶的底物识别
位点序列保守性
Figure 4 (Color online) Sequence conservation of substrate recogni-
tion sites of HCV (gt1b) NS3/4A protease.

图 5 (网络版彩图) SARS-CoV-2 3CL蛋白酶的底物识别位
点序列保守性
Figure 5 (Color online) Sequence conservation of substrate recogni-
tion sites of SARS-CoV-2 3CL protease.
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Asp30、Gly48及Ile50形成多重氢键, 同时Gly27′/
Asp30′/Gly48′/Ile50′参与对称结合, 而拟肽残基侧链则

与Asp29/Asp30及Asp29′/Asp30′产生极性相互作用(图
6b~e).

HCV NS3/4A蛋白酶属于丝氨酸蛋白酶家族, 为

异源二聚体. NS3的N端蛋白酶结构域与NS4A辅因子

结合后, 形成由His57、Asp81和Ser139组成的催化三

联体活性中心, 锌指结构域(Cys97、Cys99、Cys145
和His149)的存在进一步稳定蛋白酶构象(图7a). NS3/4A
蛋白酶突变体(S139A)与底物的复合物晶体结构(PDB
编号: 3M5N)显示其包含一个平坦和溶剂高度可及的

活性位点
[24]. 其中, 识别较为保守的P1位、P1′位残基

的S1、S1′亚位点具有较深的疏水孔腔, 而S2~S4亚位

点则比较平坦. 由于S2~S4平坦区域与S1/S1′深腔的疏

水锚定协同不足, 小分子难以形成稳定结合. 同时, 该

区域主要依赖弱范德华力及动态水分子介导的相互作

用, 使得配体采取高能构象, 因此该蛋白酶的结合口袋

为设计高选择性、高成药性和强效的HCV NS3/4A蛋
白酶小分子抑制剂带来巨大挑战.

以NS3/4A蛋白酶切割NS4B~NS5A之间的底物序

列(2, SECTTPC (P7~P1))的结合模式为例,底物主链的

酰胺键和蛋白酶His57、Arg155、Ala157及Ser159残
基形成氢键, 底物侧链则主要与蛋白酶残基形成疏水

相互作用; P1位半胱氨酸残基的羰基与蛋白酶氧阴离

子孔穴(Ser139和Gly137主链NH)形成多重氢键, P6位
谷氨酸残基和蛋白酶Arg123残基形成盐桥(图7b~e).

SARS-CoV-2 3CL蛋白酶以同源二聚体形式发挥

功能, 一个单体的N端插入另一单体的底物结合口袋,
形成活性二聚体(图8a). 其底物结合口袋由结构域I和
II之间的浅表裂缝构成, 这个敞开且狭长的口袋主要

由两个较深的极性亚位点S1和疏水亚位点S2、两个

较浅的亚位点S1′和S4, 以及一个溶剂可及的亚位点S3
组成

[20]. 在结合位点处有两个保守元件——催化二联

图 6 (网络版彩图) HIV蛋白酶三维结构与底物结合机制示
意图: 配体结合/游离状态、结合模式及亚位点分布. (a) HIV
蛋白酶Flap呈现打开/关闭构象的三维结构图. (b) 底物的化
学结构. (c) 底物与蛋白酶的结合模式图. (d) 底物结合亚位
点的分布表面图. (e) 底物结合区域的疏水性分布表面图
Figure 6 (Color online) Three-dimensional structures and substrate
binding mechanism of HIV protease: ligand-bound/apo structures,
ligand binding mode, and subsites. (a) Three-dimensional structures of
HIV protease with open/closed conformations of the Flap. (b) Chemical
structure of the substrate. (c) The substrate-protease binding mode.
(d) Surface representation of substrate-binding subsites. (e) Surface
representation of the hydrophobicity in the binding pocket.

图 7 (网络版彩图) HCV NS3/4A蛋白酶三维结构、底物结
合模式及底物结合亚位点示意图. (a) HCV NS3/4A蛋白酶的
三维结构图. (b) 底物的化学结构. (c) 底物与蛋白酶的结合
模式图. (d) 底物结合亚位点的分布表面图. (e) 底物结合区
域的疏水性分布表面图
Figure 7 (Color online) Three-dimensional structures, substrate
binding mode, and subsites of HCV NS3/4A protease. (a) Three-
dimensional structure of HCV NS3/4A protease. (b) Chemical structure
of the substrate. (c) The substrate-protease binding mode. (d) Surface
representation of substrate-binding subsites. (e) Surface representation
of the hydrophobicity in the binding pocket.
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体(His41-Cys145)和氧阴离子孔穴(G143、S144和
C145主链NH). 底物(3, nsp4-nsp5之间的切割位点序

列)和蛋白酶突变体(C145A)的复合物晶体结构(PDB
编号: 7T70)[25]显示(图8b~e), 底物高度保守的P1位谷

氨酰胺通过三根氢键与S1亚位点(Phe140/His163/
Glu166)相互作用; 底物主链则与Thr24、Thr26、
Gly143、Ser144、Cys145、His164、Glu166、
Gln189、Thr190及Gln192形成多氢键网络; 同时, P1-P1′
的酰胺键羰基精准锚定于氧阴离子孔穴.

尽管HIV蛋白酶、HCV NS3/4A蛋白酶与SARS-
CoV-2 3CL蛋白酶均以二聚体形式发挥功能, 但其拓

扑结构存在差异. HIV蛋白酶作为C2对称同源二聚体,
其底物结合口袋定位于二聚界面, 呈现对称的隧道状

腔体, 较为封闭. 相比之下, HCV NS3/4A作为异源二

聚体, 底物结合口袋呈现平坦且敞开的特征. 而SARS-
CoV-2 3CL蛋白酶虽为同源二聚体, 但底物结合口袋

位于每个单体的两个结构域之间半开放的裂隙(表1),
即包含两个底物结合口袋. 这些结构特性为靶向各种

蛋白酶的抗病毒药物设计提供了关键结构依据.

2.4 催化机制

HIV蛋白酶的催化机制依赖于同源二聚体中的两

个关键催化残基Asp25-Asp25′. 催化过程中, Asp25 (单
体A)作为广义碱激活水分子, 随后水分子的氧进攻底

物P1-P1′肽键的羰基碳原子, 而Asp25′ (单体B)作为广

义酸将质子转移至底物肽键的氮原子, 形成高反应活

性的四面体过渡态, 随后肽键断裂并释放切割后产生

的氨基和羧基产物, Asp25和Asp25′继续共享一个质

子, Flap区重新开放, 水分子再次进入活性位点, 从而

完成催化循环(图9)[29,30].
HCV NS3/4A蛋白酶的催化活性依赖于His57、

Asp81和Ser139组成的催化三联体. 催化反应始于

His57从Ser139的羟基夺取质子, 生成强亲核的氧阴离

子(Ser139-O−)[31,32]. 该氧阴离子亲核进攻底物肽键的

羰基碳, 形成四面体过渡态. 随后, His57将质子转移

图 8 (网络版彩图) SARS-CoV-2 3CL蛋白酶三维结构、底
物结合模式及底物结合亚位点示意图. (a) SARS-CoV-2 3CL
蛋白酶的三维结构图. (b) 底物的化学结构. (c) 底物与蛋白
酶的结合模式图. (d) 底物结合亚位点的分布表面图. (e) 底
物结合区域的疏水性分布表面图
Figure 8 (Color online) Three-dimensional structures, substrate
binding mode, and subsites of SARS-CoV-2 3CL protease. (a) Three-
dimensional structure of SARS-CoV-2 3CL protease. (b) Chemical
structure of the substrate. (c) The substrate-protease binding mode.
(d) Surface representation of substrate-binding subsites. (e) Surface
representation of the hydrophobicity in the binding pocket.

表 1 HIV蛋白酶、HCV NS3/4A蛋白酶和SARS-CoV-2 3CL蛋白酶异同点

Table 1 Comparative analysis of HIV protease, HCV NS3/4A protease and SARS-CoV-2 3CL protease

病毒 病毒类型 蛋白酶
蛋白酶
家族

活性聚集
状态

底物
底物识别
保守序列

功能

人类免疫缺陷病毒
逆转录病毒科

单股正链RNA病毒
蛋白酶 天冬氨酸 同源二聚体

gag/gag-pol
编码的多聚蛋白

Phe↓Pro 生成病毒结构蛋白,
促进病毒颗粒成熟

丙型肝炎病毒
黄病毒科

单股正链RNA病毒
NS3/4A
蛋白酶

丝氨酸 异源二聚体
病毒多聚蛋白及宿
主蛋白MAVS/TRIF Pro-Cys↓Ser 病毒蛋白加工与宿

主免疫逃逸

新型冠状病毒
冠状病毒科

单股正链RNA病毒
3CL

蛋白酶
半胱氨酸 同源二聚体

pp1a/pp1ab
多聚蛋白

Leu-Gln↓Ser 生成病毒非结构蛋
白, 调控病毒复制
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至底物P1-P1′肽键的氮原子, 导致肽键断裂并释放切

割后产生的氨基产物, 完成酰化过程. 接着, His57夺
取进入活性位点内水分子的质子, 促使水分子的氧进

攻酰基-酶共价中间体的羰基碳, 最终释放羧基产物并

再生游离的Ser139-OH, 使酶恢复至催化起始构象

(图10).
SARS-CoV-2 3CL蛋白酶的催化核心由二联体

His41-Cys145构成, 但有研究发现His41附近存在水分

子,桥接其和Asp187,从而稳定His41的构象,可能起到

第三个催化残基的作用
[33~35]. 在底物结合过程中,

His41作为碱从Cys145的巯基(–SH)夺取质子, 生成亲

核性硫醇盐离子(Cys145-S−). 该硫醇盐离子进攻底物

肽键的羰基碳, 形成共价硫酯键中间体, 同时His41将
质子转移至底物P1-P1′肽键的氮原子以促进肽键断裂,
释放氨基产物. 随后, 水分子攻击硫酯键中间体, 释放

羧基产物并再生游离的Cys145-SH (图11).
尽管HIV蛋白酶(天冬氨酸型)、HCV NS3/4A蛋

白酶(丝氨酸型)和SARS-CoV-2 3CL蛋白酶(半胱氨酸

型)分属不同类型的蛋白酶家族(表1), 但其催化切割

底物的分子机制均通过形成四面体过渡态完成. 此共

性特征为抗病毒蛋白酶抑制剂的理性设计提供了过渡

态模拟和共价弹头靶向的普适性策略. 当然, 病毒蛋白

酶在活性位点极性/疏水性质、结合口袋拓扑、动态

构象及耐药突变热点上的差异, 是开发高特异性抑制

剂需综合考量的关键因素.

3 批准上市的HIV蛋白酶抑制剂研发案例
剖析

自1983年鉴定HIV为艾滋病的病原体以来
[36,37],

已有10种靶向HIV蛋白酶的药物批准上市(图1), 这些

非共价的蛋白酶抑制剂主要采用SBDD与过渡态模拟

策略实现高效开发. 针对耐药突变(I50L/V、V82A、
I84V等)[38]引发的药物结合口袋构象变化, 研究者进

一步通过增强抑制剂与蛋白酶主链的结合(backbone-
binding, “主链结合”)策略实现野生型及突变型蛋白酶

的双重抑制
[39,40]. 基于化学结构特征, 现有批准上市的

HIV蛋白酶抑制剂可分为拟肽和非拟肽两大类.

3.1 拟肽类

3.1.1 沙奎那韦

沙奎那韦(Saquinavir, 9)是首个基于HIV蛋白酶晶

体结构设计而获批上市的蛋白酶抑制剂(1995年上市),
其成功研发验证了基于靶标蛋白结构进行药物设计的

有效性.罗氏公司研发团队
[7]
基于HIV蛋白酶的晶体结

构, 采用模拟过渡态策略, 将P1-P1′肽键替换为羟乙胺

基(非水解的过渡态电子等排体). 首先将五肽底物(4)
截短为P1-P1′二肽片段并引入羟乙胺基替代原肽键,
同时采用保护基团封闭拟肽的N端和C端, 获得初始化

合物5 (图12). 尽管该化合物对HIV蛋白酶的抑制活性

较弱, 半数抑制浓度(IC50)为6.5 μM, 但在P2位插入天

图 9 (网络版彩图) HIV蛋白酶的催化机制示意图
Figure 9 (Color online) Schematic diagram for the catalytic mechan-
ism of HIV protease.

图 10 (网络版彩图) HCV NS3/4A蛋白酶的催化机制示
意图
Figure 10 (Color online) Schematic diagram for the catalytic
mechanism of HCV NS3/4A protease.
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冬酰胺(Asn)后得到化合物6, 其活性显著提升46倍, 并
发现R构型羟乙胺基的立体选择性优势. 在确定最小

活性拟肽骨架后, 研发团队对化合物P3-P2′位展开优

化: P3位替换为喹啉-2-基, 通过增强疏水相互作用使

化合物7的抑制活性跃升至23 nM; P1′位采用哌啶环而

获得化合物8, IC50进一步提升至18 nM; P2和P1位最优

选仍为天冬酰胺和苯丙氨酸侧链基团. 最后, 通过整合

各个优势基团, 并将P1′位采用更大疏水基团(十氢异

喹啉结构基团), 得到化合物9 (Saquinavir, Ro 31-
8959), 展现出对HIV-1和HIV-2蛋白酶的强效抑制(IC50

< 0.8 nM). 沙奎那韦的获批及其与逆转录酶抑制剂的

联合用药, 标志着高效抗逆转录病毒治疗(high active
antiretroviral therapy, HARRT), 即“鸡尾酒”疗法的

开始
[2].
复合物晶体结构表明: 沙奎那韦通过其羟乙基氧

原子精准模拟了底物P1-P1′肽键羰基氧原子, 插入

Asp25/Asp25′双酸催化残基对之间, 与两个残基的羧

酸基团形成氢键网络(图13)[41]. 在结合口袋中, 抑制剂

主链与蛋白酶形成了类似底物的相互作用: 主链原子

不仅通过水分子介导与Ile50/Ile50′残基形成氢键, 还

与Gly27、Gly48以及Asp29三个残基主链形成多重氢

键.疏水相互作用方面, P1位苯丙氨酸的芳香环完美贴

合S1疏水亚位点, P1′位十氢异喹啉基团则通过顺式构

象适配S1′亚位点的疏水拓扑结构.

3.1.2 利托那韦

受到HIV蛋白酶晶体结构中底物结合口袋呈现C2
对称的结构特征启发, 雅培制药公司研发团队

[42]
提出

利用对称性策略设计新型抑制剂. 相较于传统底物衍

生的拟肽类抑制剂, 此类C2对称主链骨架的类肽分子

可能区别于天然底物, 从而具备更好的药代动力学特

性. 在具体设计中(图14), 以P1(Phe)-P1′(Pro)二肽的四

面体过渡态为模板, 将对称轴定位于水解羰基碳及其

附近, 构建了两种C2对称的核心骨架A与B. 通过在A
和B的P2和P2′位引入缬氨酸, 并在P3和P3′位以苄氧羰

基封闭N端和C端, 分别获得化合物10 (IC50 = 3 nM)与
11 (IC50 = 0.22 nM). 其中B型骨架展现出显著增强的

抑制活性, 因此进一步的结构优化聚焦于高活性分子

11. 尽管P3、P2′和P3′位的优化使得化合物12抗病毒

活性进一步增强, 但其在大鼠体内的口服生物利用度

图 11 (网络版彩图) SARS-CoV-2 3CL蛋白酶的催化机制示意图
Figure 11 (Color online) Schematic diagram for the catalytic mechanism of SARS-CoV-2 3CL protease.
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仅为0.7%[43]. 而通过删除化合物11 P1-P1′之间的一个

羟基和P2位的缬氨酸,并采用吡啶基团封闭末端,化合

物13 (A-80987)的口服生物利用度提升至26%[8,44].
经代谢物鉴定, 化合物13的吡啶基团氮原子易发

生氧化, 故在P2/P3′位引入代谢稳定性更优的噻唑基

团. 其中, P2位噻唑氮原子与蛋白酶Asp30主链形成特

异性氢键, P3′位噻唑环和异丙基取代基则与Pro81′/
Val82′侧链形成疏水作用(图15). 同时, N-甲基脲基的

引入有效提高了溶解性. 最终获得的利托那韦(14, Ri-
tonavir, ABT-538)表现出优异抗病毒活性(半数效应浓

度EC50 = 0.025 μM)与良好的口服生物利用度(78%)[8],
于1996年作为HIV蛋白酶抑制剂获批上市.

有趣的是, 后续研究发现利托那韦与其他蛋白酶

抑制剂不同, 其能将药物转运至胞外, 并有效抑制细

胞色素P450 3A4 (cytochrome P450 3A4, CYP3A4)
——该酶被确认为蛋白酶抑制剂的主要代谢酶

[45]. 基

于这一特性, 利托那韦当前主要作为药代动力学增强

剂, 通过联合用药, 改善其他药物的血浆暴露量, 而非

直接发挥蛋白酶抑制功能.

3.1.3 达芦那韦

第一代的数个HIV蛋白酶抑制剂虽有突出的靶标

结合亲和力, 其临床应用却受到口服生物利用度低、

图 12 (网络版彩图)沙奎那韦的设计理念与优化路径
Figure 12 (Color online) Design and optimization routes of Saquina-
vir.

图 13 (网络版彩图) HIV-1蛋白酶与沙奎那韦的结合模式
Figure 13 (Color online) Binding mode of Saquinavir with HIV-1
protease.

图 14 (网络版彩图)利托那韦的设计理念与优化路径
Figure 14 (Color online) Design and optimization routes of Ritonavir.

图 15 (网络版彩图) HIV-1蛋白酶与利托那韦的结合模式
Figure 15 (Color online) Binding mode of Ritonavir with HIV-1
protease.
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胃肠道不良反应及耐药突变易发的多重挑战, 这推动

了第二代蛋白酶抑制剂的研发进程
[2]. 关于HIV蛋白

酶的耐药突变, 可分为主要(major)和次要(minor)突变:
前者通过直接干扰药物-靶标的相互作用而降低抑制

效率, 后者则通过补偿机制维持病毒适应性,但二者的

界限并不十分明确
[46~48]. 主要突变的耐药机制又可分

为以下几种: (1) 活性位点邻近残基突变(如V82A、
I84V)直接干扰抑制剂的结合

[47]; (2) 二聚化调控区域

残基突变(如FI50L/V)改变亚基间相互作用而影响二

聚体稳定性
[49]; (3) 远端残基如L76V突变通过长程效

应引发关键位点产生结构重排, 既削弱二聚体稳定性

又降低抑制剂的结合
[50].

美国普渡大学的Ghosh等[51]
基于沙奎那韦(9)与

HIV蛋白酶复合物的模型结构, 系统地开展了基于结

构的药物设计: 首先通过减少肽类特征和引入“主链

结合”创新策略, 成功开发出具有高耐药屏障的第二代

HIV蛋白酶抑制剂达芦那韦. 研发团队推测沙奎那韦

分子中过多的肽类特征可能是导致药代动力学性质不

佳的关键因素, 因此采用环醚基团替代酰胺基团. 这一

设计灵感源于两类生物活性天然产物——离子载体抗

生素莫能菌素(15)和血小板激活因子拮抗剂银杏内酯

B (16), 二者均以环醚结构为核心药效团, 并兼具优异

的生物利用度特征(图16)[52,53]. 在具体结构优化过程

中, 研发团队首先将(R)-四氢呋喃-3-基甘氨酸引入沙

奎那韦的P2位(天冬酰胺残基), 所得化合物17的酶抑

制活性显著提升(IC50 = 0.05 nM)[51]. 为进一步降低分

子量并减少酰胺键数量, 通过去除P3-喹啉基团获得分

子量仅515 Da、酰胺键数量减少的氨基甲酸酯衍生物

18 (IC50 = 132 nM), 该化合物成为后续开发的重要先

导结构
[54]. 基于Vazquez等[55]

针对羟乙胺磺酰胺类化

合物的研究, 将(S)-四氢呋喃-3-氨基甲酸酯引入其分

子骨架, 最终推动安瑞那韦(19, Amprenavir)/福沙那韦

(安瑞那韦前药)获批上市
[56]. 复合物晶体结构解析表

明, 四氢呋喃氧原子与Asp29、Asp30的主链氮原子形

成关键但较弱的氢键相互作用(图17a).
在前期研究基础上, 研发团队

[57,58]
进一步设计了

具有明确立体构型的六氢呋喃并[2,3-b]呋喃-3-基
((3R,3aS,6aR)-hexahydrofuro[2,3-b]furan-3-ol, bis-THF)
作为P2基团, 显著增强了P2位与S2亚位点的结合能力.
所得抑制剂20的活性较单环结构大幅提升(图16), 计

算机模拟建模(模建)的复合物结构提示bis-THF基团

与Asp29、Asp30形成了更优的氢键网络, 但该化合物

未能与S2′亚位点残基建立有效相互作用. 为全面应对

耐药性问题, 研究重点转向通过“主链结合”策略强化

配体与蛋白酶S2至S2′亚位点骨架原子的氢键作用, 系
统探索了bis-THF基团与多种P2′位(R)-羟乙基磺酰胺

等排体的组合模式. 在众多候选分子中, 达芦那韦(21,
Darunavir, TMC-114)凭借独特耐药屏障特征脱颖而

出 , 其对多种药物耐药的H IV毒株保持抑制活

性
[39,59,60]. 该候选药物随后由强生公司的子公司泰博

特克完成临床研究, 于2006年获批用于有用药经验的

成人患者, 2008年及2013年适应证先后扩展至初治患

者与儿童群体.
达芦那韦的分子作用机制研究

[61]
揭示了其产生

卓越抗耐药性的结构基础(图17b): bis-THF基团与

Asp29、Asp30主链形成多重氢键; P2′位与S2′亚位点

的Asp30′侧链建立氢键网络; 羟基通过模拟过渡态与

催化残基Asp25/Asp25′产生强相互作用. 此外, 氨基甲

酸酯的NH基团与Gly27主链羰基形成氢键, 其羰基氧

原子和磺酰基氧原子一起, 通过水分子与Flap区残基

图 16 (网络版彩图)达芦那韦的设计理念与优化路径
Figure 16 (Color online) Design and optimization routes of Daruna-
vir.
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Ile50/Ile50′主链建立间接作用. P1/P1′位的异丁基和

苄基则通过疏水作用显著增强结合力. 这种多层次、

多维度的相互作用模式, 特别是与蛋白酶主链原子

的广泛结合特征, 确立了“主链结合”的创新设计理

念 , 为克服HIV药物耐药性提供了突破性解决方

案
[39,62,63].
此外, 达芦那韦的抗耐药特性与“底物包膜”(sub-

strate envelope)假说具有高度契合性. 该假说作为基于

病毒蛋白酶底物识别模式的抗病毒药物设计理念, 旨

在预防和减少耐药性的产生. 其核心观点认为: 尽管

病毒蛋白酶的天然底物序列多样性显著, 但它们在蛋

白酶活性位点中占据了一个重叠的共有体积, 这一保

守空间被定义为“底物包膜”. 当蛋白酶突变残基位于

该区域时, 抑制剂亲和力的降低会同步削弱底物结合

能力, 导致酶活性下降; 若抑制剂超出“底物包膜”范
围, 则易引发耐药突变

[24]. 值得注意的是, 达芦那韦虽

非依据该假说而开发, 但其分子构型完全位于“底物包

膜”内[64],这从结构生物学角度阐释了其对多种耐药毒

株保持活性的分子机制.

3.2 非拟肽类

由于拟肽类HIV蛋白酶抑制剂存在药代动力学局

限性(如口服生物利用度较低或清除速率快)及合成工

艺复杂等问题, 推动研究者转向开发100%非拟肽小分

子抑制剂, 最终成功获得同样作为第二代HIV蛋白酶

抑制剂的替普那韦(26, Tipranavir, U-140690).

Upjohn公司研发团队
[65]

通过高通量筛选化合物

库和相似性搜索, 鉴定苯丙香豆素(22)为新型先导化

合物骨架. 该化合物对HIV蛋白酶抑制活性较弱(Ki =
1 μM), 但合成制备较为简单(图18). 基于化合物22的
衍生物22a与HIV蛋白酶的复合物晶体结构

[66]
分析, 发

现香豆素苯环刚性导致其与S1亚位点结合能力不足

(图19a).
为此, 研发团队

[67,68]
分别采用环辛烷取代化合物

22中苯并吡喃酮母核的苯环以增强分子柔性, 或者使

用吡咯酮骨架分支取代苯并吡喃酮骨架, 由此获得的

化合物23和24活性显著提升(Ki分别为15和35 nM), 其
中23的环辛烷占据了S1亚位点, 而24则同时结合S1和
S2亚位点. 进一步在化合物23中引入磺酰胺基团得到

化合物25, 其抑制活性跃升至0.8 nM, 细胞抗病毒活

性同步增强, 其类似物25a与HIV-1蛋白酶的复合物晶

体结构显示末端苯环精准占据S3′亚位点(图19b)[69].
对化合物24进行类似结构改造, 通过添加5-(三氟甲基)
吡啶-2-磺酰胺基团并构建双R构型手性中心, 最终获

得替普那韦(Tipranavir, U-140690, 26)[70], 其对HIV-1
蛋白酶亲和力较化合物24提升超4000倍(细胞抗病毒

图 17 (网络版彩图) HIV-1蛋白酶与(a) 安瑞那韦、(b)达芦
那韦的结合模式
Figure 17 (Color online) Binding modes of (a) Amprenavir and
(b) Darunavir with HIV-1 protease.

图 18 (网络版彩图)替普那韦的设计理念与优化路径
Figure 18 (Color online) Design and optimization routes of Tiprana-
vir.
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活性达3 nM), 且对HIV-2蛋白酶亦表现出强效抑制(Ki

< 1 nM)[71]. 替普那韦对HIV蛋白酶具有高选择性, 对
人胃蛋白酶、组织蛋白酶D/E的Ki值分别为2、15和
9 μM, 大鼠口服生物利用度为30%. 临床前研究显示,
替普那韦对10株齐多夫定耐药HIV-1临床分离株的

90%抑制浓度(IC90)均值为0.16 μM, 且对利托那韦耐

药株的IC90值增幅(6倍)显著低于沙奎那韦等药物

(47~125倍)[72]. 2005年获批上市的替普那韦凭借其非

拟肽骨架可有效抑制多种药物耐药的HIV毒株, 但严

重的副作用(如皮疹、肝炎及颅内出血)限制其广泛的

临床应用
[73].

复合物晶体结构解析
[74]

表明, 替普那韦的4-羟基

与催化残基Asp25/Asp25′形成对称氢键, 羰基氧与

Flap区残基Ile50/Ile50′的NH基团产生对称氢键作用,
C-6苯乙基和丙基分别占据S1/S2亚位点, C-3R乙基和

苯基定位S1′/S2′亚位点, 5-(三氟甲基)吡啶-2-基嵌入

S3′亚位点, 磺酰胺基团则通过强氢键网络与活性位点

残基结合, 共同支撑其实现强效抑制活性(图19c).

4 批准上市的HCV NS3/4A蛋白酶抑制剂研
发案例剖析

全球已上市的10款HCV NS3/4A蛋白酶抑制剂研

发标志着抗病毒药物设计从经验探索到基于结构理性

设计的重大跨越(图1). 针对该蛋白酶底物结合口袋平

坦开放的独特拓扑结构, SBDD策略突破了传统非共

价竞争结合的局限, 开创性地引入共价弹头靶向催化

残基, 显著提升结合强度. 然而, HCV NS3/4A蛋白酶

通过V36、T54、R155、A156及D168等残基突变, 显

著降低对第一代药物波普瑞韦和特拉瑞韦的敏感性,
并引发交叉耐药现象. 虽然第二代蛋白酶抑制剂在克

服耐药方面得到明显提升, 但蛋白酶R155K与D168E/
V/A/Y残基突变显著削弱其抗病毒活性. 值得注意的

是, 这些耐药突变残基位于活性位点附近, 但超出“底
物包膜”区域, 从而在维持底物识别功能的同时通过影

响抑制剂与蛋白酶之间的相互作用而减少药物结

合
[24,75~78]. 这一现象促使研究者开发非共价的大环抑

制剂, 重建耐药屏障. 从共价线性结构到非共价大环

化合物的设计理念的转变, 为靶向蛋白-配体弱相互作

用界面的药物开发提供了新的范式和概念验证型

案例.

4.1 共价拟肽类

基于已有的共价抑制剂开发经验, 共价弹头的选

择需平衡多种因素: 内在反应性适中以防止脱靶毒性

或代谢失活, 同时确保与靶标亲核残基有效结合. 共

价弹头的设计遵循靶点选择性原则, 即根据亲核残基

特性(如亲核强度)优化弹头特异性, 并优先选择可逆

结合模式以降低脱靶风险
[79~81]. 通过匹配共价弹头化

学特征与靶标残基特性, 可实现差异化靶向策略. 例

如, 硼酸类可逆共价弹头主要针对丝氨酸、苏氨酸蛋

白酶, 代表性药物为蛋白酶体抑制剂硼替佐米(Borte-
zomib)[82,83]; 醛、酮、腈基类弹头常适用于丝氨酸、

苏氨酸和半胱氨酸蛋白酶, 形成可逆共价结合模式,
其中醛类内在反应性最强, 而腈基则具备更温和的亲

电特性
[84].

在NS3/4A蛋白酶中, 通过引入亲电基团α-酮酰胺

(酮类)弹头基团至P1-P1′的切割位点处, 从而实现共价

结合于NS3/4A蛋白酶的催化残基Ser139, 使蛋白酶不

能进行底物酰胺键的切割.

4.1.1 波普瑞韦

第一代HCV NS3/4A蛋白酶抑制剂波普瑞韦(32,
Boceprevir, SCH 503034)的研发历程始于具有α-酮酰

胺结构、P6-P5′跨度的十一肽分子27 (图20)[85]. 美国

先灵葆雅公司研发团队发现该分子虽展现出优异的抑

制活性(Ki = 1.9 nM), 但存在对人中性粒细胞弹性蛋白

图 19 (网络版彩图) HIV-1蛋白酶与 (a) 化合物22a、
(b) 25a以及 (c) 替普那韦的结合模式
Figure 19 (Color online) Binding modes of (a) compounds 22a,
(b) 25a and (c) Tipranavir with HIV-1 protease.
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酶(human neutrophil elastase, HNE)选择性不足(选择性

指数HNE/HCV = 6.8), 且因肽键过多导致药代动力学

性质欠佳. 研发团队通过删除P6-P4和P4′-P5′位残基,
同时在P2位引入3,4-二甲基环丙基脯氨酸, P3位和P2′
位引入大体积疏水性基团进行优化, 获得分子量缩减

近半的化合物28. 尽管其抑制活性减弱(Ki = 10 nM),
但成功保留了细胞水平的抗病毒活性(90%有效浓度

EC90 = 200 nM). 同时研究发现, 该系列化合物(如29)
在大鼠和猴类模型中表现出较低的口服生物利用

度
[86], 提示仍需进一步去除肽键并降低分子量. 通过

系统性评估分子量与药代动力学参数, 研发团队最终

锁定P2′位删除、P1′基团优化为伯胺酮酰胺的化合物

30 (分子量: 521 Da), 其抑制活性最优, 在大鼠的药时

曲线下面积(area under the plasma concentration-time
curve, AUC)较好

[85]. 在P1′位优化过程中, 发现尽管采

用仲胺酮酰胺会使化合物31活性降低, 但能极大提高

其在大鼠体内药物暴露量. 基于化合物30的核心骨架,
开展P1基团构效关系研究, 并协同优化P1、P3及P4基
团, 最终获得波普瑞韦(32), 其P1位为环丁基丙氨酸,
P3位为叔丁基甘氨酸, P4位为叔丁基脲基团. 该化合

物不仅具备显著的靶点亲和力(Ki = 14 nM)、选择性

(HNE/HCV = 2200)和细胞抗病毒活性(EC90 =
0.35 μM), 而且在大鼠与犬类模型中的口服生物利用

度分别为26%和30%, 但其在猴类模型口服生物利用

度欠佳(4%~11%). 2011年, 波普瑞韦获批成为首个口

服治疗HCV的直接抗病毒药物(direct-acting antiviral
agents, DAA), 与聚乙二醇干扰素、利巴韦林联用治

疗gt1型慢性HCV.
复合物晶体结构解析

[87]
表明波普瑞韦通过可逆

共价结合模式占据HCV NS3蛋白酶的底物结合口袋,
其作用特征表现为: P1′位共价弹头α-酮酰胺羰基碳与

Ser139氧原子形成共价键, 同时α-酮酰胺的另一氧原

子稳定结合于蛋白酶氧阴离子孔穴. 在空间构型方面,
P1位环丁基丙氨酸的S构型使其精准嵌入疏水S1亚位

点; P2位二甲基环丙基脯氨酸则通过与Ala156甲基的

有效空间匹配实现S2亚位点接触; 而P3位的叔丁基甘

氨酸与P4位叔丁基脲基团通过范德华力分别作用于

浅表S3和S4亚位点(图21).

4.1.2 那拉瑞韦

为了改善波普瑞韦(32)的药代动力学特征、分子/
细胞水平病毒抑制活性, 美国先灵葆雅公司研发团

队
[88,89]

开展第二代HCV NS3/4A蛋白酶抑制剂的开发.
分析波普瑞韦与蛋白酶的复合物晶体结构, 发现该化

合物的P4基团存在潜在优化空间(图21). 为提升S4亚
位点占据程度并通过氢键结合S3/S4亚位点的Ala157
和Cys159残基, 研发团队改造获得一系列脲类衍生物,
虽然化合物的抗病毒活性增强且大鼠药代动力学得到

改善,但猴子体内暴露量仍不达标.关键突破来自P4位
的双重修饰:先引入环己烷增强疏水作用,随后加装叔

丁基砜获得化合物33, 其在猴体内血浆暴露量(AUC =
3.18 μM h)与抗病毒活性(EC90 = 100 nM)均显著提升,
但大鼠血浆暴露量(AUC = 0.02 μM h)却急剧下降

(图22)[90].
为了解决种属差异问题, 研发团队

[85]
回顾前期波

普瑞韦的研发过程, 期间曾发现P1′位仲胺酮酰胺类似

物较伯胺具有更优的大鼠药代动力学特征(化合物30

图 20 (网络版彩图)波普瑞韦的设计理念与优化路径
Figure 20 (Color online) Design and optimization routes of Boce-
previr.
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和31), 但P1位环丁基丙氨酸可能不兼容P1′位烯丙基/
小体积烷基. 通过系统筛选P1位基团与P1′位烯丙基酰

胺的组合, 发现正亮氨酸作为P1基团的化合物34在啮

齿类(AUC = 5.1 μM h)和大型动物(AUC = 5.5 μM h)
中均展现良好的药代动力学特性, 同时保持抗病毒活

性(EC90 = 180 nM)与选择性(HNE/HCV = 1350). 然而

考虑到末端烯烃会在体内形成活性环氧化物从而导致

潜在代谢毒性问题, 因此基于化合物34进一步优化P1′
基团, 获得S构型正亮氨酸-P1′位环丙基组合, 最终开

发出那拉瑞韦(35, Narlaprevir, SCH 900518)[90]. 该化

合物细胞抗病毒活性(EC90 = 40 nM)较波普瑞韦提升

约9倍, 选择性(HNE/HCV = 600)与跨种属血药暴露量

(大鼠AUC = 6.5 μM h, 猴AUC = 1.1 μM h)同步优化,

口服生物利用度在大鼠和猴子中均为46%. 复合物晶

体结构解析表明, 那拉瑞韦通过P3-P1′位主链与蛋白

酶残基形成多重氢键与疏水作用. 相较波普瑞韦, 其

P4位环己基与S4口袋产生额外疏水接触, 同时P4的砜

基氧原子与Cys159形成氢键相互作用(图23).

4.2 非共价大环拟肽类

在非共价拟肽类抑制剂设计中, C端通常采用羧

基或酰胺电子等排体模拟蛋白酶切割底物P1-P1′位后

的断裂肽键, 由此形成线性、P1-P3位大环、P2-P4位
大环三类结构. 大环化修饰赋予化合物更高的构象刚

性, 并且促使化合物提前锁定其与蛋白酶结合时的构

象, 从而减少配体-受体结合时的构象熵损失, 实现与

靶标结合的亲和力提升
[91,92]. 此外, 大环骨架不仅能通

过空间效应遮蔽易被切割的肽键、促进分子内氢键形

成以抵抗蛋白酶的水解, 还可通过降低极性表面积与

调节脂水分配系数显著提升跨膜渗透效率.

4.2.1 P1-P3位大环类——西鲁瑞韦、达诺瑞韦

西鲁瑞韦(42, Ciluprevir, BILN-2061)是首个进入

临床研究HCV NS3/4A蛋白酶抑制剂, 也是首个概念

验证P1-P3位大环化的抑制剂. 勃林格殷格翰公司研发

团队
[93]

以底物六肽(36, IC50 = 68 μM)为起点(图24), 通
过P1和P2基团的延伸, 获得活性略有提升的化合物37
(IC50 = 12 μM). 通过核磁共振实验和分子对接, 将化

合物37放到无配体结合的HCV NS3/4A蛋白酶晶体结

构中, 发现该化合物的P5和P6基团暴露于溶剂区域,
与蛋白酶的相互作用较弱, 而P3侧链位于蛋白酶的溶

剂暴露区, 紧邻P1去甲缬氨酸侧链. 基于此, 研发团队

推测连接P1和P3侧链的大环化合物能提前锁定抑制

剂与蛋白酶结合时的构象, 减少构象熵损失,从而增强

图 21 (网络版彩图) HCV NS3/4A蛋白酶与波普瑞韦的结
合模式
Figure 21 (Color online) Binding mode of Boceprevir with HCV
NS3/4A protease.

图 22 (网络版彩图)那拉瑞韦的设计理念与优化路径
Figure 22 (Color online) Design and optimization routes of Narla-
previr.

图 23 (网络版彩图) HCV NS3/4A蛋白酶与那拉瑞韦的结
合模式
Figure 23 (Color online) Binding mode of Narlaprevir with HCV
NS3/4A protease.
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结合自由能
[94]. 通过删除化合物36的P5和P6残基, 更

换P1、P3和P4位基团以评估三种简单骨架结构, 发现

15元大环化合物40较两种线性化合物38和39表现出更

强的抑制活性. 随后, 研发团队
[95]

在大环化合物40的
基础上进一步扩增P2基团, 获得IC50为11 nM的化合物

41. 通过对P2基团和N端修饰的系统优化, 最终开发出

西鲁瑞韦(42, Ciluprevir, BILN-2061), 这是首个进入临

床试验的强效非共价NS3/4A蛋白酶抑制剂, 分子水平

(IC50 = 3 nM)和抗病毒细胞水平上均表现出强效抑制

作用(EC50 = 1.2 nM),在大鼠体内的口服生物利用度达

42%. 然而, 由于在恒河猴中观察到高剂量西鲁瑞韦产

生明显的心脏毒性, 该候选药物后期从临床研究中被

撤回
[96].
达诺瑞韦(46, Danoprevir, ITMN-191)作为首个靶

向HCV NS3/4A蛋白酶而成功上市的P1-P3大环化药

物, 其研发过程呈现了计算机辅助药物设计与结构优

化结合的典范. 该药物由我国歌礼制药公司研发, 于

2018年在中国获批上市, 其获批上市标志着我国在

DAA领域实现首个自主研发创新药的重大突破
[97].

达诺瑞韦的研发始于针对NS3/4A蛋白酶S2亚位

点疏水区域的虚拟筛选(图25): 研发团队
[98]

构建了包

含500个四肽结构的虚拟化合物库, 通过GOLD对接软

件开展虚拟筛选挑选潜在活性分子. 该四肽虚拟库由

固定的P1′、P1、P3和P4基团, 以及多样性的P2基团

组成的500个化合物构成. 随后, 研发团队合成P2由不

同氨基砌块组建的氨基甲酸酯类聚焦库, 并经多轮P2
基团迭代优化, P2位为四氢异喹啉基团(tetrahydroiso-
quinoline)的氨基甲酸酯类苗头化合物43展现出优异

的蛋白酶抑制活性(IC50 = 210 nM),但细胞抗病毒活性

微弱(EC50 > 10 μM), 推测与化合物的高极性表面积、

三个氢键供体及羧基电荷导致其膜渗透性差相关. 为

降低肽键特征 , 研发团队采用消除P4肽键并实施

P1-P3大环化的策略. 基于对接模型设计得到P1-P3侧
链环化的15元大环化合物44, 在细胞水平抗病毒活性

提升至EC50为2 μM. 进一步将P1羧基替换为磺酰胺生

物电子等排体, 既保留酸性特征又优化负电荷分布, 最
终获得先导化合物45, 其对蛋白酶抑制活性(IC50 =
2.2 nM)与细胞抗病毒活性(EC50 = 17.5 nM)同步提升

两个数量级, 但血浆清除率> 100%. 针对清除率过高

问题, 研发团队聚焦P2位基团的迭代优化, 最终发现

图 24 (网络版彩图)西鲁瑞韦的设计理念与优化路径
Figure 24 (Color online) Design and optimization routes of Ciluprevir.
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4-氟二氢异吲哚氨基甲酸酯衍生物46 (达诺瑞韦). 该

大环抑制剂对gt1a/1b/4/5/6型HCV的NS3/4A蛋白酶

IC50达0.2~0.4 nM, 对gt2b/3a型NS3/4A蛋白酶IC50分别

为1.6和3.5 nM, 细胞抗病毒活性EC50在gt1b型中为

1.6 nM, gt2/3型中为20 nM. 临床前研究数据显示,
30 mg/kg口服剂量下大鼠肝/血浆分布比为10, 血浆清

除率优化至4%, 在大鼠和猴子肝脏中得到有效暴露.
复合物晶体结构解析

[24]
表明(图26), 达诺瑞韦通

过其P1位的环丙基酰基磺酰胺占据NS3/4A蛋白酶的

S1/S1′亚位点: 酰基氧原子精准插入氧阴离子孔穴, 与
Gly137和Ser138形成氢键网络, 同时磺酰基氧原子与

Ser139主链建立氢键相互作用, 而酰基磺酰胺的NH基
团进一步与His57形成稳定氢键. P2位氟代二氢异吲哚

基团则主要通过疏水作用大范围占据S2亚位点, 其氟

原子指向S4浅口袋中的P4位叔丁基.

4.2.2 P2-P4大环类——格拉瑞韦、伏西瑞韦

相较于线性拟肽, P1-P3大环化显著提升拟肽化合

物的效力和药代动力学特征, 从而成为克服耐药的重

要策略. 然而, P1-P3大环化拟肽对gt3型HCV的疗效缺

乏, 推动P2-P4环化抑制剂的开发, 以突破大环策略的

局限性.

图 25 (网络版彩图)达诺瑞韦的设计理念与优化路径
Figure 25 (Color online) Design and optimization routes of Danoprevir.

中国科学: 化学 2025 年 第 55 卷 第 8 期

2407



默克公司研发团队
[99]

基于西鲁瑞韦(42)和NS3/4A
蛋白酶结构的分子对接模型, 发现P2和P4侧链之间存

在可容纳连接基团的空间, 由此设计了一系列P2-P4环
化的抑制剂, 包括2014年获批上市的伐尼瑞韦(47, Va-

niprevir, MK-7009)[100]和MK1220 (48)[101]. 然而, 随着

gt1b和gt3a型HCV耐药的出现, 迫切需要开发针对多

种gt型和耐药HCV变异株均具有抑制活性的广谱抗病

毒药物.
以对gt3a型HCV NS3/4A蛋白酶抑制活性Ki值为

200 nM的化合物49为起点(图27), 通过增大P2杂环基

团的体积,获得了P2位为氮杂三环基团的化合物50,显
著提高了对gt3a型HCV NS3/4A蛋白酶的抑制活性(Ki

= 12 nM)[102]. 同时, 化合物50与gt3a型HCV NS3/4A蛋
白酶的对接模型表明, P2-P4位连接基团位于gt3a型蛋

白酶非保守区域, 该区域也是gt3a和1b型易发生突变

的位点, 如Arg123、Asp168和Arg155 (参照图28复合

物晶体结构). 据此, 研究人员提出假设: 减少化合物P2
位的空间位阻并增加P2-P4大环连接子的柔性, 有望进

图 26 (网络版彩图) HCV NS3/4A蛋白酶与达诺瑞韦的结
合模式
Figure 26 (Color online) Binding mode of Danoprevir with HCV
NS3/4A protease.

图 27 (网络版彩图)格拉瑞韦的设计理念与优化路径
Figure 27 (Color online) Design and optimization routes of Grazoprevir.
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一步提升对gt3a型和突变株蛋白酶的活性. 基于此假

设, 研究人员将P2位的三环结构简化为双环, 并由此

延长了P2-P4连接基团, 获得了化合物51. 该化合物对

gt1b和3a型NS3/4A蛋白酶均具有抑制活性, 但肝脏暴

露量较低, 4 h肝脏暴露量仅为0.6 μM. 根据前期研究

发现的规律——P2-P4环化连接子亲脂性增加可提高

肝脏暴露量, 研究人员在P2-P4环化连接子中引入环丙

基, 并在P2位喹啉环上引入7-甲氧基, 得到了化合物

52. 该化合物具有良好的肝脏暴露量, 且对gt3a和gt1b
型NS3/4A蛋白酶的突变体R155K、A156T和A156V的
抑制效力显著提高. 分子对接模型表明, 引入的环丙基

使大环结构避开了Ala156残基 , 可能为A156T或
A156V突变提供了更多空间适应性. 然而, 化合物52
易形成两性离子结构, 导致水溶性下降. 为保持类似

的效力和药代动力学特性, 研究人员将P2位的喹啉结

构替换为碱性较弱的喹喔啉基, 获得了格拉瑞韦(53,
Grazoprevir, MK-5172). 该化合物保持了对gt3a型和一

系列突变体蛋白酶的强效抑制活性, 同时在细胞水平

上对gt1b和1a型HCV的抗病毒活性IC50分别为7.4和
7 nM, 并具有良好的大鼠肝脏暴露量.

格拉瑞韦(53)与gt1a型HCV NS3/4A蛋白酶突变体

(R155K)的复合物晶体结构显示,一个水分子与格拉瑞

韦喹喔啉环的N1原子相互作用, 并介导其与蛋白酶

Lys155残基侧链的氢键相互作用(图28)[76].
伏西瑞韦(57, Voxilaprevir, GS-9857)通过基于格

拉瑞韦的结构改造获得
[103,104]. 以往的研究表明, 在gt1

型HCV NS3/4A蛋白酶中 , 抑制剂P2位基团会与

Arg155和Asp168残基形成相互作用
[105]. 而Asp168残

基在gt3型HCV NS3/4A蛋白酶-抑制剂结合中也发挥

关键作用 , 其突变导致许多蛋白酶抑制剂对gt3型

NS3/4A蛋白酶的抑制活性丧失
[106]. 基于HCV NS3/4A

蛋白酶保守催化残基His57残基与抑制剂P2基团吡咯

烷3位的相邻空间位置(如图28所示的格拉瑞韦与蛋白

酶的结合模式), 在该位置上的取代可能有利于形成额

外的疏水相互作用, 从而实现蛋白酶抑制剂对各类基

因型HCV NS3/4A蛋白酶的强效抑制.
因此, 吉利德公司研发团队

[104]
聚焦于格拉瑞韦

(53) P2位吡咯烷基团C-3位的立体化学优化(图29), 通
过引入乙基取代基(54)显著提升了对gt3型HCV的抑

制效力(EC50优化至20 nM). 然而, 该化合物因代谢稳

定性不足(预测清除率CL = 0.84 L/(h kg))及高浓度蛋

白加合物的形成(117 pmol/mg)而存在肝毒性风险, 其

机制与P1位乙烯基代谢生成的活性环氧化物相关

——这一结构特征在达诺瑞韦(Danoprevir, 46)、格拉

瑞韦(Grazoprevir, 53)等蛋白酶抑制剂中已被证实可导

致血清丙氨酸转氨酶升高. 为规避毒性,研发人员采用

二氟甲基代替P1位乙烯取代基(55), 该化合物在保留

对gt3型病毒高抑制活性(Ki = 0.043 nM, EC50 = 27 nM)
的同时, 代谢稳定性也有所增加(预测清除率CL =
0.20 L/(h kg)). 但该策略不利于药代动力学参数优化

(肝脏暴露量 = 1.2 μM, 半衰期t1/2 = 0.8 h, 分布容积

Vss = 1.0 L/kg), 推测与酰基磺酰胺基团周围疏水性降

低相关. 进一步引入P1′位甲基环丙基取代基(56)后, 肝
脏暴露量提升至14.0 μM (6 h), 且分布容积(Vss =
1.7 L/kg)与半衰期(t1/2 = 1.4 h)同步优化. 此外, 化合物

56的放射性标记蛋白加合物的形成减少至10 pmol/mg.
为了实现每日一次的低剂量, 需进一步提高药物在人

体中的代谢稳定性和对gt3型病毒的抑制效力. 对化合

物56进行了人肝微粒体代谢物鉴定研究, 其中在P2到
P4的大环连接子上观察到三种不同的羟基化代谢物,
推测是喹喔啉3位上的苄基亚甲基易被氧化. 最终, 通

过在大环连接子苄基位引入代谢阻断基团二氟亚甲基

获得伏西瑞韦(57), 从而成功实现多重目标: 对gt3型病

毒效价提升至EC50 = 6.1 nM、人肝微粒体代谢稳定性

显著增强(预测清除率CL < 0.17 L/(h kg))、蛋白加合

物降至小于1 pmol/mg.
共晶结构

[104]
解析揭示伏西瑞韦作用机制源于二

氟亚甲基与Arg155烷基链的疏水相互作用, 以及大环

骨架对底物结合口袋的精准适配(图30). 伏西瑞韦展

现出广谱抗病毒活性(gt1a/b、gt2a/b、gt3a、gt4a、
gt5a、gt6a型的EC50 = 1.5~6.6 nM), 并对gt1a Q80K、

图 28 (网络版彩图) HCV NS3/4A蛋白酶与格拉瑞韦的结
合模式
Figure 28 (Color online) Binding mode of Grazoprevir with HCV
NS3/4A protease.
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gt1a R155K、gt1b D168E等耐药突变株保持强效抑制

(EC50 = 2.7~4.0 nM), 唯独对A156T突变株敏感性显著

下降(EC50 > 500 nM). 其卓越的肝靶向性(肝/血浆药物

浓度比>50倍)与低毒性, 使其于2017年获FDA批准与

索非布韦/维帕他韦(Sofosbuvir/Velpatasvir)联用, 成为

治疗多基因型HCV感染, 尤其针对既往DAA治疗失败

患者的核心方案.

5 批准上市的SARS-CoV-2 3CL蛋白酶抑制
剂研发案例剖析

新冠肺炎的全球大流行, 驱动学术界与工业界以

前所未有的协同速度聚焦抗新冠病毒药物研发, 目前

共有五款靶向SARS-CoV-2 3CL蛋白酶的药物获批上

市(图1). 基于HIV蛋白酶与HCV NS3/4A蛋白酶拟肽

类抑制剂的成功经验, 整合辉瑞团队前期在非典型肺

炎(简称“非典”)期间对冠状病毒3CL蛋白酶的研究积

累
[107], 借助SBDD精准设计共价抑制剂, 最终推动首

批候选药物实现高效临床转化. 与此同时, SBDD与虚

拟筛选的深度融合, 快速突破传统拟肽类抑制剂的化

学空间限制, 成功开发出非共价、非拟肽类药物. 在

耐药方面, 虽然迄今尚未报告患者中出现对3CL蛋白

酶抑制剂耐药的SARS-CoV-2突变体, 体外研究已发

现3CL蛋白酶中的潜在耐药突变位点 (如T21 I、
L50V、E166V/A), 这些突变主要通过降低药物结合能

力(如E166V影响S1/S4口袋)或补偿性增强酶活性(如

图 29 (网络版彩图)伏西瑞韦的设计理念与优化路径
Figure 29 (Color online) Design and optimization routes of Voxilaprevir.

图 30 (网络版彩图) HCV NS3/4A蛋白酶与伏西瑞韦的结
合模式
Figure 30 (Color online) Binding mode of Voxilaprevir with HCV
NS3/4A protease.
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T21I、L50F)实现耐药
[108,109].

5.1 共价拟肽类

借鉴HCV NS3/4A蛋白酶共价拟肽类抑制剂的设

计理念, SARS-CoV-2 3CL蛋白酶拟肽类抑制剂的设计

策略为: (1) 整体结构模拟底物P1-P4位残基契合底物

结合口袋的S1~S4亚位点拓扑特征; (2) 将底物P1-P1′
肽键的羰基替换为共价弹头, 与催化残基Cys145形成

共价键, 从而增强结合强度和持久性.

5.1.1 奈玛特韦

奈玛特韦(64, Nirmatrelvir, PF-07321332)作为全球

首个获批上市的SARS-CoV-2 3CL蛋白酶抑制剂, 其研

发历程体现了基于结构生物学与药代动力学特性协同

优化的策略创新. 该分子的开发可追溯至辉瑞公司在

2003年非典冠状病毒(severe acute respiratory syndrome

coronavirus, SARS-CoV)流行期间, 基于人鼻病毒3C蛋
白酶抑制剂AG7088和SARS-CoV 3CL蛋白酶底物(58)
的四面体过渡态, 采用羟甲基酮弹头共价结合催化半

胱氨酸而得到的共价抑制剂PF-00835231 (59)[107]. 然

而, 由于非典疫情的消退, 其临床研究终止, 该分子长

期处于研究停滞状态. 直至新冠疫情暴发后, 鉴于两种

冠状病毒3CL蛋白酶底物结合口袋100%的序列同源

性, 研发团队重启了对PF-00835231的改造计划.
研究显示, PF-00835231 (59)虽对SARS-CoV-2

3CL蛋白酶保持强效抑制活性(Ki = 0.271 nM), 但其

高极性特征导致被动渗透性(Papp = 0.2×10
−6 cm/s)与口

服生物利用度(1.4%)严重受限(图31)[5,107]. 复合物晶体

结构解析表明其结合模式与底物类似, 其中P1′位羟甲

基酮弹头的羰基碳原子与Cys145的硫原子形成共价

键, 弹头羟基与Cys145主链氮原子及His41形成稳定的

氢键网络. 在S1亚位点, P1位侧链羰基通过多重氢键

图 31 (网络版彩图)奈玛特韦的设计理念与优化路径
Figure 31 (Color online) Design and optimization routes of Nirmatrelvir.
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与His163、Glu166侧链及Phe140主链结合, 而主链胺

基进一步与His164主链羰基形成氢键, 强化了结合位

点的空间和互作适配性. P2位亮氨酸侧链则嵌入由

Asp187、Arg188、Gln189、Met49和His41组成的

疏水S2亚位点, 其主链氨基与Gln189侧链形成氢键,
实现疏水腔的精准填充. 此外, 吲哚基团通过双氢

键与Glu166主链结合, 并与189~191残基形成广泛的疏水

相互作用, 进一步稳定了蛋白酶-抑制剂复合物结构

(图32a).
针对PF-00835231的渗透性缺陷, 研发团队聚焦于

弹头区域的系统性改造. 通过将P1′位共价弹头羟甲基

酮替换为苯并噻唑酮(60), 实现了协同优化: 减少氢键

供体数量(从5降至4)、降低拓扑极性表面积及提升亲

脂性, 使渗透性提升至4.3×10−6 cm/s, 同时维持抑制活

性(IC50 = 17 nM).然而,化合物60的口服生物利用度仍

低于1%, 且存在代谢稳定性缺陷. 基于HCV NS3/4A蛋
白酶拟肽类抑制剂P2环化基团

[9,110], 通过分子对接指

导P2位环化改造, 在P2引入模拟底物P2-亮氨酸的刚

性双甲基环丙烷脯氨酸, 获得化合物61, 其酶水平抑

制活性和细胞抗病毒活性虽然有所下降(IC50 = 230 nM,
EC50 = 5590 nM), 但Papp值显著提升至7.3×10−6 cm/s,
复合物晶体结构显示该化合物相较PF-00835231, P2基
团更为有效地填充疏水性S2亚位点(图32b). 基于化合

物61, 将P3位替换为缬氨酸、P4位引入三氟乙酰胺基

团, 获得化合物62. 该分子通过三氟甲基的吸电子效

应降低羰基偶极矩, 提升亲脂性, 使细胞抗病毒活性

(EC50 = 85 nM)与被动渗透性(Papp = 13×10−6 cm/s)同
步增强, 并且大鼠口服生物利用度达33%~54%. 然而,
急性毒理实验发现其可诱导炎症标志物升高及溶血现

象, 迫使研发转向. 回溯性分析显示, 将P1′弹头替换为

氰基(化合物63)虽使细胞活性减弱(EC50 = 1364 nM),
但大鼠口服生物利用度提升至7%, 提示氰基弹头在药

代属性优化中的潜力
[9].

最终, 通过整合化合物62的P4位三氟乙酰胺基

团、化合物63的氰基弹头, 并将P3位优化为叔丁基亮

氨酸, 成功获得候选分子奈玛特韦(64). 该分子在保持

高抑制活性(Ki = 3.11 nM, EC50 = 75 nM)的同时, 实现

大鼠50%与食蟹猴8.5%的口服生物利用度, 且具备优

异的合成可放大性与制剂稳定性. 复合物晶体结构解

析表明P1′位氰基的碳原子共价结合于Cys145, 并且氮

原子很好地占据氧阴离子孔穴, 形成多重氢键; P3位

叔丁基亮氨酸伸向溶剂区, 使得P4位三氟乙酰胺基团

很好地朝向S4亚位点疏水壁(图32c). 然而, 药代动力

学研究表明, 奈玛特韦的P3位叔丁基、P2位氮杂双环

及P1位吡咯烷酮基团易被CYP3A4代谢氧化, 导致血

浆暴露量快速下降. 为此, 临床采用与强效CYP3A4抑
制剂利托那韦联用的策略, 最终由奈玛特韦与利托那

韦组合的Paxlovid被批准上市. 尽管该联用方案显著

提升了治疗窗, 但利托那韦对CYP3A4的抑制作用可

能引发药物-药物相互作用 , 尤其对需长期服用经

CYP3A4代谢药物(如抗凝剂、免疫抑制剂)的合并症

患者构成潜在风险. 这一局限性驱动了后续非利托那

韦联用的3CL蛋白酶抑制剂单药的开发.

5.1.2 先诺特韦

先诺特韦(67, Simnotrevir)由中国科学院上海药物

研究所联合武汉病毒研究所和先声药业等完成研发,
作为我国首个实现自主研发及获批上市的SARS-CoV-2

图 32 (网络版彩图) SARS-CoV-2 3CL蛋白酶与 (a) PF-
00835231、(b) 61和 (c) 奈玛特韦的结合模式
Figure 32 (Color online) Binding modes of (a) PF-00835231, (b) 61
and (c) Nirmatrelvir with SARS-CoV-2 3CL protease.
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3CL蛋白酶抑制剂, 其研发历程展现了基于结构的理

性药物设计范式.
该药物的开发始于HCV NS3/4A蛋白酶抑制剂波

普瑞韦(Boceprevir, 32)的再定位研究(drug repurposing,
图33), 通过高通量筛选发现其对SARS-CoV-2 3CL蛋
白酶具有微摩尔级抑制活性(IC50 = 8.6 μM)[11]. 基于波

普瑞韦与SARS-CoV-2 3CL蛋白酶的复合物晶体结构

分析(图34a), 研发团队发现其P1位环丁基未能充分占

据S1亚位点. 针对3CL蛋白酶对P1-Gln严格的底物偏

好性, 将P1位Gln环化为环戊酰胺基以增大刚性和

代谢稳定性, 同时选择相对惰性的氰基作为P1′位共价

弹头, 所得化合物65的抑制活性提升420倍(IC50 =
20 nM). 复合物晶体结构解析表明, 该分子通过P1位
环戊酰胺与S1亚位点完美适配, 与His163、Glu166侧
链及Phe140主链形成多重氢键网络, 同时P1′氰基精准

占据催化位点的氧阴离子孔穴, 并与Cys145形成共价

键. 此外, 谷胱甘肽反应性测试证实氰基弹头具有适

中的共价反应性, 在保证靶标结合效率的同时降低了

脱靶风险.
为进一步提升化合物的抗病毒活性, 研发团队聚

焦于占据蛋白酶S2亚位点的P2基团优化. 在复合物晶

体结构中观察到化合物65的P2位双甲基环丙烷脯氨

酸基团未能充分填充S2亚位点空腔(图34b), 遂选择大

尺寸P2基团(如二硫杂螺[4.4]脯氨酸), 获得化合物66

(EC50 = 220 nM). 同时, 受奈玛特韦(64)结构启发, 进
一步在P4位引入三氟乙酰基团, 最终得到先诺特韦

(67). 该分子对SARS-CoV-2 Delta及Omicron变异株均

表现出纳摩尔级抗病毒活性(EC50分别为34及43 nM).
先诺特韦与SARS-CoV-2 3CL蛋白酶的复合物晶体结

构解析(图34c)和对比分析表明: P4三氟乙酰基通过构

象重排完美匹配S4亚位点的疏水区域, 而相对比化合

物65的P4叔丁基因空间位阻被迫朝向亲水区, 这一结

构差异显著增强了抑制剂与蛋白酶的结合焓和结合自

由能. 与奈玛特韦类似,先诺特韦与3CL蛋白酶(C145G
突变体)的非共价结合主要依赖焓驱动, 其亲和力(Kd =
302 nM)较奈玛特韦(Kd = 620 nM)提升2倍, 主要归功

于先诺特韦中尺寸增大的P2基团(二硫杂螺[4.4]脯氨

酸)产生的额外焓增益 . 该基团通过诱导契合推动

Met49所在环区主链的构象变化, 扩大S2结合腔体积,
并与Met49及Met165形成硫–硫相互作用, 进而建立更

多更紧密的疏水作用网络.
在药代动力学方面, 先诺特韦与利托那韦联用展

现出良好的口服吸收特征, 在小鼠与食蟹猴的口服生

物利用度分别达35.3%和41.9%. 体内实验证实, 该组

合能有效抑制转基因小鼠肺组织与脑组织的病毒复

制, 其病理损伤保护效果显著优于奈玛特韦对照组. 基
于上述优势, 先诺特韦片/利托那韦片组合包装(商品

名: 先诺欣®)作为我国首款自主研发的靶向3CL蛋白

图 33 (网络版彩图)先诺特韦的设计理念与优化路径
Figure 33 (Color online) Design and optimization routes of Simnotrevir.
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酶抗新冠肺炎创新药于2023年获准上市. 然而, 与奈玛

特韦类似, 与利托那韦的联用可能引发药物-药物相互

作用风险.

5.2 非共价、非拟肽类

恩赛特韦(70, Ensitrelvir, S-217622)作为首个非拟

肽、非共价型口服新冠病毒3CL蛋白酶抑制剂, 其成

功研发再次展示了基于结构的药物设计和计算机辅助

药物设计策略在广谱抗病毒药物开发中发挥的关键

作用.
恩赛特韦的研发起源于北海道大学与盐野义制药

团队对内部化合物库的三维药效团虚拟筛选, 其设计

核心基于SARS-CoV-2 3CL蛋白酶与抑制剂的保守结

合特征: 与S1亚位点His163的氢键作用、与S2疏水口

袋的范德华相互作用及与Glu166主链氮的氢键网

络
[10]. 通过300个打分高的化合物的抑制活性测试, 苗

头化合物68 (IC50 = 8.6 μM)因优异的药代特性脱颖而

出——其在大鼠体内表现出111%的口服生物利用度

与7.3 mL/(min kg)的低清除率, 且人和大鼠的肝微粒

体代谢稳定性分别达97%和71% (图35). 复合物晶体

结构解析显示, 该分子通过甲基酰胺、3,4,5-三氟苯基

及4-二氟甲氧基-2-甲基苯分别占据S1、S2与S1′亚位

点, 其中核心三嗪基团的2-羰基氧与Glu166主链形成

氢键, 4-羰基氧则锚定于氧阴离子孔穴, 而甲基酰胺羰

基氧与His163侧链的氢键进一步稳定结合构象. 值得

注意的是, S2亚位点的His41与3,4,5-三氟苯基形成独

特的面对面π-π堆积作用, P1′位醚氧基团与Thr26主链

的氢键则揭示了新的结合模式(图36a).
基于化合物68与蛋白酶的复合物晶体结构, 研发

团队将P1′位改造为6-氯-2-甲基-2H-吲唑-5-基, 通过环

化增强与Thr26的氢键及疏水接触, 使化合物69的抑制

活性提升90倍. 进一步将P1位替换为1-甲基-1H-1,2,4-
三唑-3-基、P2位优化为2,4,5-三氟苯基, 最终获得候

选药物恩赛特韦(70, Ensitrelvir, S-217622), 其IC50为

图 34 (网络版彩图) SARS-CoV-2 3CL蛋白酶与 (a) 波普瑞
韦、(b) 65和 (c) 先诺特韦的结合模式
Figure 34 (Color online) Binding modes of (a) Boceprevir, (b) 65 and
(c) Simnotrevir with SARS-CoV-2 3CL protease.

图 35 (网络版彩图)恩赛特韦的设计理念与优化路径
Figure 35 (Color online) Design and optimization routes of Ensitrelvir.
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13 nM, EC50达0.37 μM.该分子在多种动物模型中展现

出卓越的药代属性: 猴与犬的半衰期分别达10和30 h,
口服生物利用度显著优于同类药物, 支持每日单次给

药且无需联用利托那韦. 复合物晶体结构解析证实,
其P1位三唑基与His163形成定向稳定氢键, P2位三氟

苯基与His41维持π-π相互作用, 而His41的侧链构象

翻转稳定了S2结合腔的疏水环境(图36b). 体外抗病

毒谱显示, 恩赛特韦对SARS-CoV-2变异株(EC50 =
0.29~0.50 μM)、中东呼吸综合征冠状病毒(EC50 =
1.4 μM)及人冠状病毒OC43 (EC90 = 0.074 μM)均具强

效抑制活性, 提示其作为广谱抗冠状病毒药物的潜力.
这种基于抑制剂与靶点保守作用模式的理性设计, 为

应对未来新发冠状病毒大流行提供了普适性的抗病毒

药物开发策略.

6 总结与展望

本文以HIV蛋白酶、HCV NS3/4A蛋白酶及

SARS-CoV-2 3CL蛋白酶的底物识别机制、三维结构

与催化机制解析为基础, 系统阐述SBDD策略在开发

靶向上述三类病毒蛋白酶的上市抗病毒药物中的应用

路径. 在从苗头化合物发现到临床候选化合物确立的

关键研发阶段, 抑制剂普遍保留P4-P2′位的4~5个关键

结构单元; 通过引入过渡态模拟物、C端羧基电子等

排体及共价弹头实现与催化残基的定向结合; 采用电

子等排替换、环化修饰或取代基引入等方式减少酰胺

键数量以改善药代动力学特性; 同时运用“主链结合”
策略和大环化构象限制策略增强对耐药突变毒株的抵

抗能力. 本文重点剖析了关键基团优化对蛋白酶抑制

活性、细胞抗病毒活性、细胞渗透性及药代动力学属

性的差异化影响, 为继续研发病毒蛋白酶抑制剂药物

提供系统深入的经验借鉴和理论指导. 例如, 为应对

潜在猴痘病毒大流行, 最近已有多个研究团队解析了

猴痘病毒核心蛋白酶的三维结构, 通过基于结构的理

性设计发现抑制活性优异的拟肽类抑制剂, 但细胞抗

病毒活性与成药性有待优化
[111,112]. 为此, 针对该类抑

制剂, 可采取缩短拟肽链长度并引入酰胺键电子等排

体, 以改善药代动力学性质; 同时利用“主链结合”策
略强化与蛋白酶主链原子的氢键作用, 并基于“底物包

膜”原则, 利用X射线蛋白质晶体衍射和冷冻电镜解析

的复合物结构限制抑制剂体积, 以应对潜在的耐药

突变.
此外, 本文的案例分析也展现了SBDD与计算机

辅助药物设计不断融合的演变进程: 从HIV蛋白酶抑

制剂利用分子对接指导拟肽结构优化, 到HCV NS3/4A
蛋白酶通过整合虚拟聚焦库和虚拟筛选发现拟肽类苗

头化合物, 以及近期针对SARS-CoV-2 3CL蛋白酶直接

实现虚拟筛选驱动非拟肽小分子抑制剂的发现. 随着

当前AI技术的不断发展(如AlphaFold3实现高精度蛋

白结构预测、扩散模型拓展化学空间探索等), 将深度

赋能SBDD策略, 有望实现新的突破, 从“结构驱动理

性设计”向“智能生成”转变, 从而进一步加速抗病毒蛋

白酶抑制剂的研发进程. 同样以上述猴痘病毒蛋白酶

抑制剂研发为例, 通过锚定抑制剂-蛋白酶的保守作用

模式, 利用基于结构的虚拟筛选及AI模型从大型虚拟

库中挖掘具有成药潜力且化学合成简易的新型骨架苗

头化合物, 开展非拟肽的小分子抑制剂的从头设计与

优化.

致谢 在陈凯先院士80华诞之际, 谨以此文献给在药物设计学领域做出杰出贡献的陈先生.

图 36 (网络版彩图) SARS-CoV-2 3CL蛋白酶与 (a) 68和
(b) 恩赛特韦的结合模式
Figure 36 (Color online) Binding modes of (a) 68 and (b) Ensitrelvir
with SARS-CoV-2 3CL protease.
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Abstract: This review focuses on approved antiviral drugs targeting viral proteases. It first systematically reviews three
critical aspects: (i) substrate recognition mechanisms, (ii) characteristics of ligand binding sites, and (iii) catalytic
reaction mechanisms of these viral proteases. Subsequently, special emphasis is placed on the analysis of the inhibitor/
drug binding modes with these proteases, structural optimization pathways of the drugs, and structure-activity
relationship studies. Collectively, it demonstrates the pivotal role of structure-based drug design (SBDD) in the
development of approved viral protease inhibitors. Overall, this review aims to provide exemplary cases and
methodological references for drug development researchers to conduct SBDD, facilitate SBDD methods development
and assist in the development and clinical application of antiviral drugs.

Keywords: human immunodeficiency virus protease, hepatitis C virus NS3/4A protease, SARS-CoV-2 3CL protease,
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