
第37卷 第7期
2025年7月

Vol. 37, No. 7
Jul., 2025

生命科学

Chinese Bulletin of Life Sciences

文章编号：1004-0374(2025)07-0795-13

DOI: 10.13376/j.cbls/2025080

收稿日期：2025-06-05
基金项目：国家自然科学基金项目(22277130)
*通信作者：E-mail: ycxu@simm.ac.cn

靶向新冠病毒3CL蛋白酶的新药研发进展
聂添情1,2,3，熊慕雅4，苏海霞1,5，许叶春1,4,5*

(1 中国科学院上海药物研究所原创新药研究全国重点实验室，上海 201203；2 临港实验

室，上海 200031；3 上海科技大学物质科学与技术学院，上海 201210；4 国科大杭州高

等研究院药物与技术学院，杭州 310024；5 中国科学院大学，北京 100049)

摘　要 ：病毒基因组编码的蛋白酶作为病毒生命周期中不可或缺且高度保守的关键酶，已成为广谱抗病毒

药物研发的核心靶点。自 2019 年新型冠状病毒感染 (COVID-19) 大流行以来，靶向新冠病毒 3C 样蛋白酶

(3C-like protease, 3CLpro) 的抑制剂开发已成为抗新冠病毒药物研发的重要策略。蛋白酶晶体结构，尤其是其

与抑制剂的复合物晶体结构的解析在蛋白酶抑制剂药物的研发过程中发挥了重要作用。因此，本文首先综

述 3CLpro 的三维结构特征、底物特异性识别机制及进化保守特征，随后结合临床前及临床研究数据，重点

剖析代表性药物的构效优化路径及抑制剂与 3CLpro 的互作模式演变，从而为靶向冠状病毒及其他病毒蛋白

酶的新型抗病毒药物开发提供典型案例和方法借鉴，促进结构生物学在新药研发中的更广泛应用。
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Abstract: The protease encoded by the viral genome is an indispensable and highly conserved enzyme in the viral 
life cycle and has emerged as a critical target for the development of broad-spectrum antiviral drugs. Since the 
outbreak of the COVID-19 pandemic in 2019, the development of inhibitors targeting the 3C-like protease (3CLpro) 
of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has become a crucial strategy in anti-SARS-
CoV-2 drug discovery. The crystal structure determination of protease and its conjugate with inhibitors in particular 
plays a pivotal role in the discovery and development of drugs against the protease. This article first reviews the 
three-dimensional structural characteristics of 3CLpro, along with its substrate-specific recognition mechanisms and 
evolutionarily conserved features. Subsequently, by integrating preclinical and clinical data, we provide an in-depth 
analysis of the structure-activity optimization pathways of representative drugs and the evolution of inhibitor 
binding modes with 3CLpro. Overall, this review aims to provide exemplary cases and methodological references for 
developing novel broad-spectrum antiviral agents targeting coronavirus proteases and other viral proteases, and to 
promote the wider application of structural biology in innovative drug discovery and development.
Key words: SARS-CoV-2; 3CL protease; small-molecule inhibitors; ligand binding mode; structure-based drug 
design; drug resistance

冠状病毒是一类具有包膜的单链、正义 RNA
病毒，根据系统分类学可分为 α、β、γ 和 δ 四个属，

其中 β 属冠状病毒对人类健康威胁最大 [1]。在过去

的二十多年时间里，人类社会共经历了三次由冠状

病毒暴发引起的重大疫情，分别是 2002‒2003 年突

然大规模暴发的严重急性呼吸综合征 (severe acute 
respiratory syndrome, SARS，简称“非典”)[2]、2012 年

病死率高达 35.3% 的中东呼吸综合征 (Middle East 
respiratory syndrome, MERS)[3]，以及 2019 年末席卷

全球的新冠病毒肺炎大流行 (COVID-19)[4]。COVID-19
在全球范围内肆虐，导致感染和死亡人数激增，对公

共卫生体系和社会经济造成了前所未有的冲击。为有

效应对疫情带来的挑战，全球医药企业和研究机构

迅速致力于抗新冠病毒药物的研发
[5]。作为冠状病

毒复制转录的核心调控元件，3C 样蛋白酶 (3C-like 
protease, 3CLpro) 因其高度保守性成为抗新冠病毒药

物研发的核心靶点之一。

在靶向新冠病毒 3CLpro 的药物研发过程中，

蛋白酶及其与抑制剂复合物的晶体结构解析发挥

了关键作用，一如其对人类免疫缺陷病毒 (human 
immunodeficiency virus, HIV)和丙型肝炎病毒 (hepatitis 
C virus, HCV) 蛋白酶抑制剂研发的重要贡献

[6, 7]。

新冠疫情暴发后，研究人员通过解析高分辨率晶体

结构，精确揭示了新冠病毒 3CLpro 蛋白的催化位点

及底物结合口袋的三维构象特征，为基于结构的虚

拟筛选和理性药物设计提供了重要依据 [8]。通过模

拟底物与蛋白酶相互作用模式，采用醛基、α- 酮酰

胺等亲电弹头的首批 3CLpro 共价拟肽类抑制剂被成

功设计与发现 [9-11]。随着构效关系研究的不断深入

和活性化合物优化策略的迭代，多个候选化合物进

入临床研究阶段，其中奈玛特韦 (nirmatrelvir) 和恩

赛特韦 (ensitrelvir) 已获多国药品监管部门批准上

市
[12-15]。值得一提的是，中国科学院上海药物研究

所联合武汉病毒研究所、先声药业等多个单位，成

功研制了我国首个靶向 3CLpro 的抗新冠病毒药物先

诺欣 ®，成为国内首款获得常规批准的口服抗新冠

病毒药物 [16]。这些重要研究进展不仅再次验证了病

毒蛋白酶抑制剂优异的抗病毒疗效，同时也彰显了

蛋白质结构解析及基于结构的药物设计在抗病毒药

物研发领域的重要技术优势。本文将系统介绍新冠

病毒 3CLpro 的三维结构、底物识别机制和进化保守

性，重点阐述 3CLpro 抑制剂的最新研发进展及典型

案例分析，以期为靶向病毒蛋白酶的广谱抗病毒药

物研发提供重要参考。

1　3CL蛋白酶简介

1.1　三维结构与功能

3CLpro 是冠状病毒基因组编码表达的一种半胱

氨酸蛋白酶，在病毒复制过程中，与病毒编码的另

外一种半胱氨酸蛋白酶 —— 木瓜样蛋白酶 (papain-
like protease, PLpro) 一起负责对前体多聚蛋白 pp1a
和 pp1ab 进行剪切，生成病毒复制所必需的非结构

蛋白 (non-structural proteins, nsps)。因 3CLpro 负责绝

大部分位点的切割 (14 个剪切位点中的 11 个 )，故

而被称为主蛋白酶 (main protease, Mpro)[17]。3CLpro

在冠状病毒生存周期中扮演重要角色，抑制其水解

活性可有效抑制病毒复制，因而成为抗冠状病毒药

物开发的核心靶点之一。
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3CLpro 的结构生物学研究为理解蛋白酶的功能

和药物设计提供关键信息。已报道的晶体结构 [8, 10]

显示，3CLpro 通常以二聚体的形式发挥水解活性功

能。每个单体包含三个结构域，即分别由 6 个反平

行的 β 折叠组成的结构域 I 和 II，以及由 5 个 α 螺

旋形成的球状结构域 III。其中，结构域 III 通过一

个长环 (loop) 与结构域 II 相连。此外，N 端存在一

个独特的指状区 (N-finger)，在活性二聚体中，

N-finger 插入到另一单体的底物结合口袋，从而形

成稳定而具有水解活性的二聚体 ( 图 1)。3CLpro 的

底物结合口袋位于结构域 I 和 II 的裂隙中，这个狭

长且敞开的口袋又可细分为两个较深 (S1 和 S2)、
两个较浅 (S1' 和 S4) 以及一个溶剂可及 (S3) 的亚位

点，当然该口袋中还包含对蛋白酶水解活性至关重

要且保守的元件 —— 催化二联体 (Cys145 和 His41)
和氧阴离子孔穴 (Gly143-Cys145)。在催化水解底物

时，催化残基 His41 作为碱夺取残基 Cys145 巯基

(-SH) 上的质子使其活化形成亲核性硫醇盐离子

(Cys145-S−)，随后进攻底物 P1-P1' 间肽键的羰基

碳生成共价硫酯中间体，接着在残基 His41 以及水

分子的协助下肽键发生断裂并再生游离的催化残基

Cys145-SH。氧阴离子孔穴则主要用于稳定反应中

间体，确保蛋白酶催化反应的顺利进行 [18]。值得注

意的是，尽管不同冠状病毒 3CLpro 的序列一致性差

异较大，但形成底物结合口袋的关键残基高度保守，

尤其是 S1 和 S1' 亚位点 [19, 20]。如此保守的底物结

合口袋特征以及催化机制为靶向 3CLpro 研发广谱抗

冠状病毒药物奠定基石。

1.2　底物识别机制

根据 Schechter-Berger 命名规则，蛋白酶在对

底物进行特异性识别与水解切割时，以底物切割位

点为界，底物残基从 N 端到 C 端依次命名为“……、

P2、P1 ↓ P1'、P2'、……”，对应的底物结合亚位点

则为“……、S2、S1 ↓ S1'、S2'、……”。由于 3CLpro

在多聚蛋白上切割 11 个位点，释放非结构蛋白

nsp4~nsp16，因此可以根据这 11 个切割序列探索其

底物特异性，为抑制剂的设计与优化提供重要线索。

底物序列分析结果表明，3CLpro 对底物 P1 位谷氨

酰胺 (Gln) 表现出最严格的特异性识别，其次为 P2
位点，主要为疏水残基亮氨酸 (Leu)( 图 2)。此外，

P1' 位也表现出较强的偏好性，多为体积较小的残

基，如丝氨酸 (Ser) 和丙氨酸 (Ala)。基于其他 6 种

常见的人类冠状病毒 (HCoV-NL63、HCoV-229E、MERS- 
CoV、SARS-CoV、HCoV-HKU1、HCoV-OC43) 的

3CLpro 底物序列分析也得到类似的结果。简而言之，

冠状病毒 3CLpro 底物特异性程度从高到低排序为

图1  新冠病毒3CLpro的三维结构及其催化位点和底物结合口袋

P1 > P2 > P1' > P4 > P3，这一特性提示设计抑制剂

时，模拟 P1、P2 和 P1' 的保守残基特性可以显著

增强抑制剂对蛋白酶的抑制效力和广谱性。

1.3　进化保守性分析

病毒进化驱动力源于突变发生速率与群体传播

动态的协同作用。虽然遗传变异多呈现随机性，但

自然选择通过筛选并保留适应性优势突变塑造进化 图2  冠状病毒3CLpro底物识别位点的序列保守性
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轨迹。典型例证可见于新冠病毒刺突蛋白的 D614G
突变，该位点变异通过增强病毒颗粒与宿主细胞受体

的结合效率，显著提升了病原体的传播适应性 [21, 22]。

作为典型的正链 RNA 病毒科成员，冠状病毒在遗

传复制过程中展现出高频突变特性。持续存在的宿

主 - 环境选择压力驱动其发生适应性进化，导致病

毒谱系呈现显著表型分化，具体表现为传播优势增

强 ( 如 ACE2 受体结合能力提升 )、宿主适应度优

化 ( 包括致病性调控 ) 及免疫识别逃逸能力进化等

重要生物学特性转变。在此进化框架下，全球监测

系统已识别出多个具有显著流行病学影响的新冠病

毒变异株 (variants of concern, VOC)，其持续涌现

构成当前冠状病毒防控的核心挑战
[21]。据报道，

2020 年底在英国发现并迅速传播的 B.1.1.7 毒株为

首个VOC (即Alpha变异株 )[23, 24]。在随后的几周内，

南非和巴西报告了另外两个快速增长的 VOC 谱

系 ——Beta (B.1.351)[25] 和 Gamma (P.1)[26]。Delta 谱

系 (B.1.617.2) 于 2021 年 5 月被确定为 VOC，但在

此前已在印度传播数月，它迅速取代了之前的

VOC，导致全球病例急剧增加 [27, 28]。之后，在南非

和博茨瓦纳发现的 Omicron 谱系 (BA.1~BA.5) 引发

了新一轮全球感染浪潮 [21, 29]。尽管这些 VOCs 出现

在世界不同地区，但它们共享一组突变 ( 如 N501Y、

E484K 和 ΔH69/V70)，表明可能存在趋同进化 [21]。

此外，值得注意的是，这些 VOCs 的突变大多发生

在病毒刺突蛋白 (Spike, S) 上，相较之下 3CLpro 的

自然突变率较低，目前已鉴定的突变主要有 6 个，

包括 G15S (C.37)、T21I (B.1.1.318)、L89F (B.1.2)、
K90R (B.1.351)、P132H (B.1.1.529、BA.1、BA.2、
BA.4、BA.5、XBB) 和 L205V (P.2)[30]。这些突变均

远离 3CLpro 的底物结合口袋 ( 图 3)，因此对抑制剂

活性影响较为微弱 [16]，这也凸显了 3CLpro 作为广谱

抗冠状病毒药物靶点的优势。

尽管 3CLpro 在新冠病毒进化过程中表现出高度

保守性，但是与 HIV 和 HCV 蛋白酶靶向药物应用

后产生耐药突变类似，3CLpro 抑制剂的广泛应用将

引发正向选择压力，诱导产生多位点协同突变，从

而影响药物疗效。在连续的细胞传代实验中，研究

者发现在最早上市的共价拟肽类药物 —— 奈玛特

韦的选择压力下，病毒会通过逐步突变提高耐药性，

例如先产生耐药性较弱的 T21I、P252L 和 T304I 单
突变，随后逐步积累额外突变 ( 如 L50F、S144A、

E166V 和 A173V 等 ) 以进一步提高耐药性，最终

通过多突变协同效应实现对奈玛特韦的耐药
[31, 32]。

据报道，目前可能对奈玛特韦产生不同程度耐药的

突变至少包括 E166V、T21I/E166V、L50F/E166V、

ΔP168+A173V 和 A173V/T304I[31-34]。相较于奈玛特

韦，另一个获批上市的非共价、非拟肽 3CLpro 抑制

剂 —— 恩赛特韦则表现出不尽相同的耐药突变谱，

既有共享耐药突变 ( 如 S144A 和 ΔP168)，又有特

有耐药突变 ( 如 D48Y 和 M49L)[33, 35]，这表明不同

结合模式的抑制剂可有效影响病毒的进化方向 ( 图
3)。综上，尽管病毒在自然进化过程中并未产生对

现有 3CLpro 抑制剂药物具有显著抗性的突变体 [36]，

但药物选择压力下的研究结果和临床监测数据提示

耐药突变体的出现，这些获得性变异往往通过两种

机制实现耐药：其一，通过重构底物结合口袋空间

构象来降低抑制剂结合亲和力；其二，通过增强病

毒蛋白酶自身的催化活性维持其复制传播能力。此

类适应性进化事件凸显冠状病毒耐药性发展的潜在

风险，因此仍需开发具有全新结合模式的 3CLpro 抑

制剂，为应对未来可能出现的新致病性和耐药性病

毒提供候选分子。

2　靶向3CL蛋白酶的药物研发进展

3CLpro 作为冠状病毒复制必需且高度保守的靶

点，其抑制剂研发自疫情暴发以来一直是全球抗新

冠药物开发的焦点，并已取得了突破性进展。2021
年美国辉瑞公司开发的奈玛特韦以及 2022 年日本

盐野义公司开发的恩赛特韦相继获批，我国自主研

发的首款 3CLpro 抑制剂先诺特韦 ( 商品名先诺欣 ®)
也于 2023 年获批上市，标志着国产抗新冠药物研

发进入新阶段。此外，还有两款国产靶向 3CLpro 的

药物 ( 来瑞特韦和阿泰特韦 ) 获批上市，同时多个

3CLpro 抑制剂 ( 如 FB2001 和 olgotrelvir 等 ) 处于临

床研究阶段。这些突破性进展不仅验证了靶向

3CLpro 开展药物研发策略的高效性，同时建立了靶图3  新冠病毒3CLpro的自然进化突变和耐药突变
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点结构解析、活性化合物筛选与优化到临床验证的

全链条研发模式，推动抗病毒药物从应急响应模式

向中长期战略储备的转变。

2.1　获批上市的3CL蛋白酶抑制剂

新冠疫情暴发后，全球产学研界迅速启动针对

新冠病毒 3CLpro 抑制剂研发的集中攻关。迄今，全

球共有五款靶向 3CLpro 的抑制剂获批上市 ( 图 4)，
本文将根据药物获批上市的时间顺序对这些药物进

行系统梳理，重点解析奈玛特韦、恩赛特韦和先诺

特韦等代表性品种的分子设计理念与优化路径。

奈玛特韦 (nirmatrelvir, PF-07321332) 作为辉瑞

公司研发的全球首个获FDA紧急使用授权 (emergency 
use authorization, EUA) 的 SARS-CoV-2 3CLpro 抑制

剂，是抗新冠复方制剂 Paxlovid® 的核心活性成分，

其成功研发确立了新发传染病应急响应背景下，基

于蛋白酶结构的从靶点验证到临床转化的抗病毒药

物快速研发范式。该药物分子的开发可追溯至 2003
年 SARS 期间，辉瑞公司针对 SARS-CoV 3CLpro 设

计的共价拟肽类抑制剂 PF-00835231。然而，SARS
的快速消退使得 PF-00835231 的研发在取得初步进

展后便被终止。新冠疫情暴发后，由于 SARS-CoV-2
和 SARS-CoV 两种冠状病毒 3CLpro 的底物结合口袋

序列完全一致，研发团队重启了对 PF-00835231 的

结构改造 ( 图 5)。
初步研究结果表明，PF-00835231 对新冠病毒

3CLpro 表现出极高的亲和力 (Ki = 0.271 nM)，且具

有良好的细胞抗病毒活性 (EC50 = 231 nM) 和肝微

粒体代谢稳定性 (HLM = 7 μL/min/mg)，但细胞渗

透性 (Papp = 0.2×10⁻⁶ cm/s) 和口服生物利用度较差

(F < 0.5%)。与新冠病毒 3CLpro 的复合物晶体结构

图4  获批上市的新冠病毒3CLpro抑制剂

图5  奈玛特韦的设计理念与优化路径
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解析表明，PF-00835231 P1' 位弹头的羰基与蛋白酶

催化残基 Cys145 共价结合的同时还形成稳定氢键，

而弹头上的羟基则与催化残基 His41 形成氢键。P1
位 γ- 内酰胺基团通过多重氢键与 His163、Glu166
侧链以及 Phe140 主链产生相互作用，P1 位主链

NH 则与 His164 主链形成氢键，从而将化合物锚定

在蛋白酶活性口袋。P2 位亮氨酸侧链嵌入 S2 亚位

点，与 His41、Met49 和 Gln189 等残基形成疏水相

互作用，主链 NH 则与 Gln189 侧链羰基形成氢键。

P3 位吲哚基团通过两根氢键与 Glu166 主链结合，

并与 Gln189-Ala191 环进行疏水接触，进一步稳定

其与蛋白酶的结合 [37]。

为改善 PF-00835231 的口服吸收，同时维持其

活性，研发团队对上述参与结合的关键基团进行了

系统修饰，并利用计算模拟的方法进行辅助优化
[12, 37]。

最初，研究人员将 P1' 位羟甲基酮弹头替换成苯并

噻唑酮，以解决渗透性和稳定性方面的挑战。结果

显示，设计合成的化合物 2 相较于 PF-00835231，
不仅保持了强抑制活性 (Ki = 17 nM)，还显示出更

优的被动渗透性 (Papp, 4.3 VS 0.2)，这主要归因于减

少了一个氢键供体并引入了亲酯基团苯并噻唑酮。

然而，该官能团的替换也显著降低了化合物的代谢

稳定性 (HLM, 350 VS 7 μL/min/mg)，其口服生物利

用度也并未得到改善。随后，研发人员探究了 P3
位主链肽键 NH 的氢键供体是否必要。通过对化合

物 2 P2 位叔亮氨酸与 P3 主链肽键 NH 环化后产生

的各种衍生物进行计算模拟，最终确定了以偕二甲

基双环 [3.1.0] 脯氨酸为优势基团的化合物 3。计算

模拟显示，该优势基团与化合物 2 中的叔亮氨酸及

内源性底物中的亮氨酸完全重叠。此外，化合物 3
的被动渗透性得到改善 (Papp, 7.3×10⁻⁶ VS 4.3 ×10⁻⁶ 
cm/s)，但细胞水平抗病毒活性和稳定性仍较差。进

一步将 P3 位氢键供体吲哚环替换为缬氨酸，同时

引入 P4 位三氟乙酰胺基团，得到化合物 4。由于三

氟甲基的吸电子效应，该化合物偶极矩降低，亲脂

性增强，细胞水平抗病毒活性 (EC50 = 85.3 nM) 和渗

透性 (Papp = 13×10-⁶ cm/s) 同步增强，大鼠体内口服

生物利用度提升至 33%~54%。然而，急性毒理学

研究发现该分子具有增加炎症标志物和溶血的风

险。回溯性研究发现，将 PF-00835231 弹头换为氰

基 ( 化合物 5) 会降低细胞活性，但口服吸收有所提

高，提示氰基弹头在改善吸收、分布、代谢和排泄

(ADME) 性质方面的潜力。最终，通过整合氰基弹

头与 P3/P4 位点优势基团，成功获得候选化合物奈

玛特韦 (6)。
奈玛特韦不仅表现出良好的抗病毒活性，还具

备优异的细胞渗透性和药代特性，在大鼠和食蟹猴

体内口服生物利用度分别达 50% 和 8.5%。复合物

晶体结构解析揭示 P1' 氰基与 Cys145 共价结合；P1
位 γ- 内酰胺占据 S1 亚位点，与 Phe140、His163、
Glu166 形成三根氢键；P2 位适配 S2 亚位点，形成

疏水相互作用；P3 位叔丁基亮氨酸朝向溶剂区并使

P4 位三氟乙酰胺选择朝向 S4 亚位点的构象。然而，

后续药代动力学研究发现奈玛特韦易被 CYP3A4 氧

化代谢，导致血药浓度迅速下降。为此，辉瑞公司

将其与 CYP3A4 抑制剂利托那韦联用，开发了全球

首款靶向 3CLpro 的抗新冠病毒口服新药 Paxlovid®。

临床研究数据显示，与安慰剂相比，Paxlovid® 大幅

降低患者住院风险 (89%) 和死亡风险 (88%)[38]。尽

管利托那韦的联用改善了药效，但其对代谢酶的抑

制活性也带来了潜在药物 - 药物相互作用风险，这

也促进了后续非利托那韦联用的 3CLpro 抑制剂单药

的开发。

恩赛特韦 (ensitrelvir, S-217622) 是日本盐野义

公司开发的全球首款，也是目前唯一一款获批上市

的非拟肽、非共价 3CLpro 抑制剂。区别于奈玛特韦

的是，它在新冠疫情前并无任何研究基础。该分子

仅用两年时间便完成了从早期筛选开始的所有临床

前研究和临床试验，并先后通过日本监管机构审

评 —— 于 2022 年 11 月 22 日获得日本药品医疗器

械管理局的紧急使用授权后，进一步在 2024 年 3
月 5 日取得正式上市批准

[39]。恩赛特韦的快速研发

是基于结构的药物设计 (structure-based drug design, 
SBDD) 策略在广谱抗病毒药物开发领域的一个经典

案例，对以结构为指导的计算机辅助药物设计具有

非常好的借鉴意义。

恩赛特韦的研发历程大致包含两个关键步骤，

即基于分子对接的虚拟筛选和基于结构的化合物优

化
[13]。首先，研发团队通过对已报道的抑制剂与

3CLpro 底物口袋的结合模式进行系统分析，发现三

种保守的抑制剂 - 蛋白酶相互作用模式：抑制剂与

S1 亚位点 His163 残基形成氢键、与 S2 亚位点形成

疏水作用以及与 Glu166 残基主链 NH 形成氢键。

随后，利用分子对接对超过十万个分子的内部化合

物库进行虚拟筛选，挑选 300 个打分高且具有上述

保守结合特征的化合物。进一步采用质谱分析对这

300 个化合物进行筛选，得到具有较高结合活性和

良好药代性质的苗头化合物 7。体外酶活抑制实验



聂添情，等：靶向新冠病毒3CL蛋白酶的新药研发进展第7期 801

结果表明，化合物 7 抑制新冠病毒 3CLpro 的 IC50 值

为 8.6 μM。药代动力学研究发现，该化合物在人和

大鼠肝微粒体 (HLM 和 RLM) 中的代谢稳定性分别

为 97.1% 和 70.8%，在大鼠体内的血浆清除率为 7.3 
mL/min/kg，口服生物利用度为 111%。化合物 7 与

新冠病毒 3CLpro 的复合物晶体结构显示该化合物呈

现与对接模型相似的结合模式：中间三嗪部分通过

与 Gly143、Cys145 和 Glu166 主链 NH 形成的三个

氢键，以及通过水分子介导与 His41 形成的额外氢

键，将化合物锚定在底物结合口袋中；甲基酰胺则

伸向 S1 亚位点，羰基氧与 His163 侧链形成氢键，

进一步稳定结合构象；3,4,5- 三氟苯环则与翻转的

His41 侧链形成 π-π 相互作用，进而与 S2 亚位点进

行疏水接触。值得注意的是，复合物晶体结构中化

合物7的4-二氟甲氧基 -2-甲苯片段伸向S1'亚位点，

与 Thr26 主链形成氢键，而这一独特作用模式在对

接构象中并未发现。

基于此，研发团队迅速对化合物 7 的 P1'、P1
和 P2 位官能团进行结构优化 ( 图 6)。为保持与

Thr26 的独特氢键作用，首先将 P1' 片段环化成能

更好匹配 S1' 亚位点的 6- 氯 -2- 甲基 -2H- 吲唑基团，

所得化合物 8 不仅保持了良好的代谢稳定性，对

3CLpro 的抑制活性也提高约 90 倍。进一步将 P1 位

酰胺环化，同时优化 P2，最终得到候选分子恩赛特

韦 (9)，其 IC50 为 13 nM，EC50 为 370 nM。该分子

具有非常卓越的药代属性，代谢稳定性高，血浆清

除率低，并且在大鼠、狗和猴体内均具有显著优于

拟肽类抑制剂奈玛特韦的口服生物利用度，因此无

须与利托那韦联用。复合物晶体结构解析表明，其

结合模式与改造前化合物 7 类似，关键相互作用均

得到保持。进一步研究发现，恩赛特韦对新冠病毒

Alpha、Beta、Gamma、Delta 和 Omicron 毒株复制

具有类似于早期分离株 (WT) 的抑制活性 (EC50 为

0.29~0.50 μΜ)， 同 时 对 SARS-CoV、MERS-CoV、

HCoV-OC43 和 HCoV-229E 四种人类冠状病毒均有

较好抑制活性 (EC50 为 0.07~5.50 μΜ)，表明其具有

广谱的抗冠状病毒效力。

先诺特韦 (simnotrelvir, SIM0417) 是国产首款

具有完全自主知识产权的靶向 3CLpro 口服抗新冠病

毒药物，其临床前研发过程同样体现了复合物晶体

结构解析以及基于结构的理性设计在活性化合物到

候选药物优化过程中的重要性 ( 图 7)[16]。

疫情初期，研发团队发现上市药物博赛匹韦

(boceprevir，丙肝病毒蛋白酶抑制剂 ) 对新冠病毒

3CLpro 具有抑制活性，IC50 为 8 596 nM。进一步解

析其与 SARS-CoV-2 3CLpro 的复合物晶体结构发现，

图6  恩赛特韦的设计理念与优化路径
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其 P1' 位 α- 酮酰胺弹头与蛋白酶 Cys145 共价结合，

但 P1 位完全疏水的环丁基仅部分占据由 Ser144/
His163/Glu166/His172 侧链构成的 S1 亚位点，提示

具有良好的改造空间。基于此，研发人员将 P1 位

环丁基替换成广泛应用于 3CLpro 抑制剂中的 γ- 内
酰胺基团，并选择体积较小、反应性更弱的氰基作

为 P1' 弹头。所得化合物 11 对 3CLpro 的抑制活性显

著提升 429 倍，同时具有良好的细胞抗病毒活性

(EC50 = 319 nM)。此外，谷胱甘肽 (GSH) 反应性测

试结果表明该弹头具有中等的内在反应性 (GSHt1/2 = 
962 min)，提示其具有较低的脱靶风险。为进一步

提高该分子的抗病毒活性，研发人员解析了该化合

物与 3CLpro 的复合物晶体结构，发现该化合物 P2
位偕二甲基双环 [3.1.0] 脯氨酸基团未能充分占据

S2 亚位点，因而选择尺寸更大的疏水基团，如二

硫戊烷螺环脯氨酸作为 P2 位官能团，得到化合物

12，其 EC50 提高至 220 nM。P3 位叔亮氨酸面向溶

剂区，与周围氨基酸无明显相互作用，因此不经修

饰直接保留。此外，受奈玛特韦结构启发，将 P4
位替换成三氟乙酰基，最终得到候选化合物先诺特

韦 (13)。该化合物对 3CLpro 的 IC50 提高至个纳摩尔，

细胞水平抗病毒活性也显著提高 (EC50 = 34 nM)。
复合物晶体结构解析发现，先诺特韦更短、更小的

P4 三氟乙酰基使其更易通过构象重排占据 S4 亚位

点疏水区，而化合物 12 中较大的 P4 叔丁基因空间

位阻只能朝向 S4 亚位点亲水区，这种结构差异显

著增强了先诺特韦与蛋白酶的结合焓和结合自由

能。此外，研发人员利用等温滴定量热 (isothermal 
titration calorimetry, ITC) 实验评估了奈玛特韦和先

诺特韦与新冠病毒 3CLpro C145G 变体的非共价结合

自由能，发现两者均由焓驱动结合，但先诺特韦的

亲和力更高 (Kd, 302 VS 620 nM)。由于两者在结构

上的差异仅在 P2 位 ( 奈玛特韦采用偕二甲基双环

[3.1.0] 脯氨酸基团，而先诺特韦则为二硫戊烷螺环

脯氨酸 )，因此，先诺特韦亲和力的提高主要得益

于其更大的 P2 基团带来的焓增益。该螺环基团通

过结合诱导 Met49 附近区域发生构象重排，显著扩

大了 S2 亚位点的结合腔体积，并与 Met49 和 Met165
建立了独特的硫 - 硫相互作用，进而与附近残基形

成了更多的疏水相互作用，增强了先诺特韦与蛋白

酶的结合亲和力。

进一步研究发现，先诺特韦具有良好的安全性，

图7  先诺特韦的设计理念与优化路径
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先诺特韦与利托那韦联用表现出了良好的口服药代

属性，在大鼠和猴子体内的口服生物利用度分别为

35.3% 和 41.9%。体内抗病毒药效实验显示，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。

I 期临床结果显示，先诺特韦在健康成人受试者体

内表现出良好的安全性、耐受性和药代动力学特征；

Ib 期临床结果表明在治疗 COVID-19 时，先诺特韦

联用利托那韦具有更好的疗效；II/III 期临床结果显

示早期服用先诺特韦联合利托那韦，可显著降低病

毒载量，并有效缩短症状改善时间 [40-42]。基于此，

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 蛋白酶抗

新冠病毒新药于 2023 年附条件获批上市。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。值得一提的是，先诺特韦不仅

对早期毒株 (WIVO4、Delta) 有效，对后期的 VOCs
变体、当前流行的 Omicron 及其变异株 (BA.1、JN.1
等 8 种 ) 以及包括 SARS-CoV 和 MERS-CoV 在内

的其他六种常见人冠状病毒 3CLpro 均具有强效的抑

制活性，对奈玛特韦耐药的 3CLpro 突变体 (Y54A、

H172Y、E166V 以及 T21I/S144A 等 ) 也表现出有效

抑制，其中包括 E166V 关键耐药突变体 [16, 43]。先

诺特韦相较奈玛特韦对 E166V 突变体的抑制优势，

可能是其 P2 位二硫戊烷螺环结构与蛋白酶突变后

结合口袋的空间适应性、硫 - 硫相互作用及疏水锚

定能力共同作用的结果。这一结构差异使先诺特韦

能够更有效地应对由 E166V 突变引起的口袋构象

和化学环境变化，而奈玛特韦因缺乏类似的结构特

征，在相同突变体中表现出较弱的抑制活性。因此，

先诺特韦的广谱抗病毒活性连同提升的耐药遗传屏

障，为应对持续进化压力下的新冠病毒变异株防控

提供了保障。

来瑞特韦 (leritrelvir, RAY1216) 是第二款获批

上市的国产口服 3CLpro 抑制剂，由广州医科大学附

属第一医院联合众生睿创公司等多家单位共同研

发。其研发主要基于上市的HCV蛋白酶抑制剂——
特拉匹韦，通过对 P1、P2、P3 和 P4 基团的多轮优

化，最终得到候选化合物来瑞特韦，其共价弹头为 α-
酮酰胺，P1~P4 位基团分别为 γ- 内酰胺、环戊基脯

氨酸、环己基甘氨酸和三氟乙酰胺。临床前研究
[44]

表明，来瑞特韦对 3CLpro 的抑制活性与奈玛特韦相

当，但该化合物属于“慢结合、慢解离”型抑制剂，

而奈玛特韦则为“快结合、快解离”型抑制剂，其

解离速度较奈玛特韦下降近 91%，因此靶标停留时

间 (residence time) 远远高于奈玛特韦 (tres, 104 VS 9 
min)，提示具有长效作用。在细胞水平的抗病毒活

性评价中，来瑞特韦对新冠病毒多种 VOCs 毒株以

及奈玛特韦耐药 3CLpro 突变体 L50F/E166V 均具有

很好的抑制活性，EC50 均为纳摩尔级别。在小鼠模

型中，来瑞特韦可有效提高小鼠生存率，显著降低

小鼠肺部病毒滴度，减轻肺部病理损伤，且其安全

性和有效性在临床试验中得到进一步验证
[45, 46]。此

外，药代动力学研究表明，来瑞特韦在多种动物模

型体内的半衰期均高于奈玛特韦，尤其是在食蟹猴

(t1/2, 14.9 VS 1.4 h) 中，显示出优良的药代属性，使

其能够实现单药给药。来瑞特韦的成功研发和快速

上市，突破了 3CLpro 拟肽类抑制剂需要与利托那韦

联用的局限，为新冠治疗提供了多样化和差异化的

选择。

阿泰特韦 (atilotrelvir, GST-HG171) 是继来瑞特

韦后广州医科大学附属第一医院联合广生中霖等单

位开发的另外一款口服 3CLpro 抑制剂。研发团队根

据奈玛特韦与新冠病毒 3CLpro 的结合模式，对奈玛

特韦 P1~P3 基团进行设计与优化，经过大量构效关

系研究，最终获得候选化合物阿泰特韦 [47]。临床前

的体外研究结果显示，该化合物对新冠病毒 Beta、
Delta 以及 Omicron 等多种变体毒株展现出广谱抗

病毒活性，且抗病毒活性优于奈玛特韦 5~10 倍。

阿泰特韦与利托那韦联用的体内药效研究表明，其

在减少小鼠肺部组织病毒载量上优于奈玛特韦，并

且在大鼠体内具有更显著的肺部组织分布偏好，肺

部和血浆中的血药暴露较奈玛特韦高 4~5 倍
[47]。临

床研究结果显示，阿泰特韦与利托那韦联用可显著

缩短患者临床症状的持续时间，且无明显安全性问

题，该疗法在感染 XBB 毒株的试验中也展现了一

致的有效性和安全性
[48]。

2.2　临床在研的3CL蛋白酶抑制剂

在以奈玛特韦、恩赛特韦为代表的口服抗新冠

药物获批上市前，国内外针对 3CLpro 抑制剂的研究

主要聚焦于拟肽类抑制剂的开发，但受限于该类分

子固有的药代动力学缺陷，多数候选药物需与利托

那韦联用，抑或选用不同给药方式，以提高药物疗

效。为此，多个研发团队通过结构导向的分子设计

策略，开发具有优良药代属性的单药制剂。此外，

随着第一代 3CLpro 抑制剂的临床应用，新冠病毒逐

渐进化产生的耐药突变，促使研究人员加速开发具

有广谱抗突变活性的新一代抑制剂。目前，超过 20



专刊：国家蛋白质科学研究(上海)设施开放十周年 第37卷804

个具有结构或作用模式差异化的在研药物进入临床

研究阶段，其中五款处于临床研究后期阶段。以下

对已公布化学结构的临床候选药物进行系统介绍

( 图 8)。
lufotrelvir (PF-07304814) 是辉瑞公司开发的另

外一款 3CLpro 抑制剂，它是 PF-00835231 的前药，

静脉给药后，可在体内快速转为活性母体，抑制

3CLpro 活性，进而阻断病毒复制 [49]。该化合物最后

进入临床 3 期试验 (NCT05780541)，但由于静脉给

药的繁琐以及疗效不及口服制剂，辉瑞公司终止了

该分子的临床开发。

bofutrelvir (FB2001, 11a) 是上海药物研究所、

武汉病毒研究所联合前沿生物共同开发的一款注

射、雾化吸入双剂型 3CLpro 抑制剂，分别用于治疗

新冠病毒感染的住院患者和普通人群。疫情暴发

初期，研发团队基于前期积累的化合物开展抗病

毒活性筛选和复合物晶体结构解析，快速确定候选

化合物
[10]。目前该化合物已进入临床 2/3 期试验

(NCT05675072、NCT05675072)。
奥格特韦 (olgotrelvir, STI-1558) 是深圳市第

三人民医院联合艾森药业开发的双靶点口服抗新冠

药物，对 3CLpro 和人体组织蛋白酶 L (cathepsin L, 
CTSL) 具有双重抑制作用，目前已进入临床 3 期试

验 (NCT05716425)。该化合物为 AC1115 的前药，其

活性形式 AC1115 与 FB2001 结构极为相似，仅 P2

基团存在差异。研究表明
[50]，奥格特韦强效抑制

3CLpro 和 CTSL 活性，同时对新冠病毒及多种 VOCs
具有抑制活性，并且能有效抑制奈玛特韦耐药的

3CLpro 突变体 (E166V)，因此具有良好的广谱抗病

毒活性。此外，药代动力学研究结果表明，奥格特

韦在无须联用利托那韦的情况下，于动物模型和人

体内均展现出显著提升的口服生物利用度及可观的

血浆暴露水平。

伊布扎特韦 (ibuzatrelvir, PF-07817883) 是辉瑞

公司基于奈玛特韦开发的第二代口服 3CLpro 抑制

剂，目前已进入临床 3 期试验 (NCT06679140)。为

改善奈玛特韦的代谢稳定性，同时不影响化合物被

动渗透性和细胞内抗病毒活性，研发团队对奈玛特

韦 P2 及 P4 位点基团进行优化设计，最终获得该候

选分子。与奈玛特韦相比，伊布扎特韦在人体内的

口服药代动力学特性得到改善，因此可以进行口服

单药给药，从而降低药物 - 药物相互作用风险
[51]。

艾普司韦 (iscartrelvir, WPV01, WU-04) 是西湖大

学研发的一款具有全新骨架的非拟肽、非共价 3CLpro

抑制剂，目前已完成临床 3 期试验 (NCT06197217)。
该候选分子源自 DNA 编码化合物库 (DNA encoded 
compound Library, DEL) 筛选得到的活性分子 [52]。

临床前研究显示，艾普司韦在多种人源细胞系中强

效抑制新冠病毒及其变异株复制，EC50 在 10 nM 范

围内。此外，艾普司韦对 SARS-CoV 和 MERS-CoV

图8  临床在研的新冠病毒3CLpro抑制剂
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也有强效抑制活性，表明其具有广谱抗病毒活性。

小鼠体内药效研究发现，艾普司韦单药口服给药具

有与 Paxlovid® 相当的抗病毒疗效，因而被认为是

具有潜力的抗新冠临床候选药物 [53]。

zevotrelvir (EDP-235) 是美国 Enanta 制药公司

开发的一款口服 3CLpro 抑制剂，目前已进入临床 2
期试验 (NCT05616728)。据报道 [54]，该分子对迄今

为止的所有新冠病毒毒株以及临床相关的人类和人

畜共患冠状病毒具有纳摩尔级的抑制活性，且对奈

玛特韦耐药相关突变体具有与奈玛特韦相当或更优

的抑制活性。单药口服给药可有效抑制叙利亚仓鼠

体内新冠病毒的复制；预防性给药时，能阻断病毒

在雪貂间的传播。这些结果表明 zevotrelvir 是一种

广谱抗冠状病毒分子，可有效防控冠状病毒的原发

性感染与传播。

pomotrelvir (PBI-0451)是美国 Pardes Biosciences
公司开发的一款口服 3CLpro 抑制剂，目前已进入临

床 2 期试验 (NCT05543707)。其具体研发历程未公

布，但已有报道表明该化合物对多种冠状病毒具有

强效抑制作用，包括新冠病毒和多种 VOCs( 如
Delta 和部分 Omicron 谱系 )，以及其他具有大流行

潜力的人类冠状病毒 (SARS-CoV 和 MERS-CoV)
和普通感冒相关人类冠状病毒 (HCoV-OC43 和

HCoV-229E)[55]。

CMX990 是 Scripps 研究所研发的一款口服

3CLpro 抑制剂，目前已进入临床 1 期试验。该分子

是在 PF-00835231 基础上，通过大量构效关系研究

而得 [56]。该化合物采用全新的三氟甲氧基甲基酮共

价弹头，P2 和 P3 位基团分别为 4- 螺环丙基脯氨酸

和 α- 羟基戊基。研究结果表明，CMX990 对 3CLpro

具有与奈玛特韦相当的抑制活性，但口服生物利用

度并未改善。由于具有更高的体外清除率 ( 肝微粒

体清除率提高 4 倍，肝细胞清除率提高 10 倍 )，该

化合物能够单药给药，从而降低药物 - 药物相互作

用风险。

3　总结与展望

本文系统阐述了新冠病毒 3CLpro 的生物学特

性，包括其活性口袋三维结构特征、底物识别位点

序列的保守性，以及该靶点在病毒适应性进化过程

中产生的耐药突变谱系，为开发广谱抗冠状病毒的

3CLpro 抑制剂提供理论依据。在此基础上，文章针

对该靶点药物研发的最新进展，重点剖析蛋白质晶

体结构解析与基于结构的药物设计在代表性药物奈

玛特韦、恩赛特韦和先诺特韦等研发过程中的关键

作用。尽管目前已有多款 3CLpro 抑制剂获批上市，

但以奈玛特韦为代表的第一代药物仍面临两大挑

战：(1) 与利托那韦联用带来的潜在药物 - 药物相互

作用风险；(2) 药物选择压力下病毒进化逐步积累

的耐药突变。这提示新一代 3CLpro 抑制剂研发须同

步优化药代属性与抗耐药屏障。近期获批的来瑞特

韦及处于临床阶段的奥格特韦等拟肽类候选药物，

通过分子骨架优化显著改善了口服生物利用度及代

谢稳定性，实现无须利托那韦联用而单药给药。同

时，3CLpro 抑制剂研发已逐渐突破模拟底物的拟肽

类抑制剂设计理念，通过整合 DNA 编码化合物库

筛选、基于深度学习的虚拟筛选和共价抑制剂理性

设计等多种技术手段，开发大环化合物
[57, 58] 及非拟

肽抑制剂 [59, 60] 等新型分子实体，从而实现抑制剂骨

架及其与 3CLpro 结合模式的多样化，以应对病毒持

续进化导致的逃逸突变累积和潜在的耐药突变。

值得关注的是，除了流行的新冠病毒变异株

和耐药突变株外，新发跨物种传播冠状病毒 ( 如
PDCoV、CCoV-HuPn-2018 和 MRCoV) 的频现 [61-63]，

对现有 3CLpro 抑制剂的“广谱”程度提出严峻挑战。

研究发现，部分针对 SARS-CoV-2 3CLpro 开发的抑

制剂对上述跨物种毒株的抑制活性呈现数量级下

降，甚至丧失活性 [64, 65]。这提示后疫情时代亟须建

立更具前瞻性的研发策略，通过整合耐药及跨物种

冠状病毒 3CLpro 的结构数据、3CLpro 与抑制剂构效

关系的系统研究以及大规模临床用药监测，构建包

含快速药代动力学优化、耐药突变实时追踪及超广

谱抑制剂设计的战略储备体系，从而在新型人畜共

患病冠状病毒暴发时，迅速获得具有临床转化潜力

的候选分子，为全球公共卫生安全构筑长效防线。
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