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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）主蛋白酶（main 

protease, Mpro）在病毒复制周期中发挥关键作用，是抗新冠病毒药物的重要靶点。然而，病毒的快速变异引起了对 Mpro 抑制剂的耐药

性问题，对全球公共卫生构成严重威胁。对 SARS-CoV-2 Mpro 的耐药机制进行总结，并探讨了新型抗耐药性抑制剂的设计策略。针对

Mpro 耐药突变对现有抑制剂疗效的影响，提出了多种基于靶标结构的抗耐药性药物设计方法，如多位点占据、变构位点开发、共价结合

等策略，此外还探讨了蛋白降解靶向嵌合体（proteolytic targeting chimera，PROTAC）在降解病毒靶蛋白中的应用。为解决 SARS-

CoV-2 Mpro 耐药性问题提供了新思路，并为未来可能出现的冠状病毒疫情提供药物筛选和开发的参考。
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Drug Resistance Mechanisms of SARS-CoV-2 Main 
Protease and Chemical Strategies for Anti-Resistant Drugs
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[Abstract] The SARS-CoV-2 main protease (Mpro) plays a key role in the viral replication cycle, and is an important target for anti-SARS-
CoV-2 drugs. However, the rapid mutation of the virus has led to drug resistance with Mpro inhibitors, posing a serious threat to global public 
health. This article summarizes the resistance mechanisms of SARS-CoV-2 Mpro and explores the strategies for the design of new anti-resistant 
inhibitors. By analyzing the impact of Mpro resistance mutations on the efficacy of existing inhibitors, we summarized various target structure-
based anti-resistance drug design methods such as multi-site occupancy, allosteric site development, and covalent binding, and discussed the 
utility of PROTAC technology in degrading resistant viral proteins, aiming to provide innovative solutions to the drug resistance problem of 
SARS-CoV-2 Mpro and some reference for drug screening and development in response to potential future coronavirus pandemics.
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δ 4 个属，已知至少 7 种冠状病毒可感染人类 [1-2]。 
严 重 急 性 呼 吸 综 合 征 冠 状 病 毒 2（severe acute 
respiratory syndrome coronavirus 2，SARS-CoV-2）
主要通过飞沫传播，感染者可能无症状或表现出发

热、咳嗽、呼吸困难、乏力和嗅觉丧失等临床症状 [3]，

重症患者可能发展为急性呼吸窘迫综合征、脓毒性

休克、凝血功能障碍和多器官衰竭 [4]。截至 2024 年

7 月中旬，全球确诊病例数已接近 8 亿，导致逾 700
万人死亡 [5]。目前，一些靶向 SARS-CoV-2 的抑制

剂被批准上市，其中包括主蛋白酶（main protease，
Mpro）抑制剂奈玛特韦（1）、先诺特韦（2）、来

瑞特韦（3）、阿泰特韦（4）和恩塞特韦（5），

冠状病毒是一类能引起人畜急慢性呼吸道疾病

的广泛存在的病原体。冠状病毒科分为 α、β、γ、
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以 及 RNA 依 赖 的 RNA 聚 合 酶（RNA dependent 
RNA polymerase，RdRp）抑制剂瑞德西韦（6）、

阿兹夫定（7）和莫那匹韦（8）等。

奈玛特书（1） 先诺特韦（2）

阿泰特韦（4）

瑞德西韦（6） 阿兹夫定（7） 莫那匹韦（8）

恩塞特韦（5）

来瑞特韦（3）

 自新冠疫情发生以来，SARS-CoV-2 的持续

突变引起了广泛关注。特别是 2021 年末出现的

Omicron 突变体，相较于原始毒株，其基因组发生

了 30 多个突变，这些变异不仅增强了病毒的传播

性，还显著提高了抗体抗性，从而增强了其传染性

和免疫逃逸能力 [5]。SARS-CoV-2 非结构蛋白的广

泛突变提升了病毒适应环境的能力，增加了感染率，

药物靶蛋白关键残基的突变还导致了耐药性的产

生，例如 SARS-CoV-2 RdRp 上的 S759A 和 V792I
等突变导致了病毒对瑞德西韦的耐药性 [6]。同样，

SARS-CoV-2 Mpro S1 亚位点上的 E166V、F140L 和

S144A 等突变使病毒对奈玛特韦产生了耐药性 [7]。

这些发现凸显了持续监测病毒变异和探究耐药性机

制的重要性。

耐药突变不仅对全球公共卫生构成威胁，还会

导致医疗费用激增、治疗周期延长和巨大的经济损

失等后果 [8]。尽管疫苗接种已在全球范围内广泛开

展，SARS-CoV-2 耐药株的出现仍削弱了通过疫苗

建立的免疫屏障，限制了临床治疗的有效性。因此，

开发具有抗耐药性的SARS-CoV-2抑制剂极为迫切。

SARS-CoV-2 Mpro 是病毒生命周期中不可或缺

的蛋白水解酶，在冠状病毒中高度保守，且人体

内缺乏同源蛋白酶，因此成为抗 SARS-CoV-2 药物

设计的理想靶标 [9-10]。鉴于此，本文综述了 SARS-
CoV-2 Mpro 抑制剂的现有抗耐药机制，并探讨了抗

耐药性 Mpro 抑制剂的设计策略。

1  SARS-CoV-2 及主蛋白酶

SARS-CoV-2 是一种具有包膜的单正链 RNA
病毒，属于冠状病毒属，具有长度为 27.6 ~ 31 kb
的大型基因组。其基因组可编码多种非结构蛋白

（nonstructural protein，nsp）及结构蛋白 [11]。结构

蛋白包括核衣壳蛋白（nucleocapsid protein，N）、

膜蛋白（membrane protein，M）、包膜蛋白（envelope 
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图 1  SARS-CoV-2 病毒的生命周期

Figure 1  SARS-CoV-2 life cycle

ACE2：血管紧张素转换酶 2；TMPRSS2：跨膜蛋白酶丝氨酸酶 2

protein，E）和刺突蛋白（spike protein，S）。

SARS-CoV-2主要通过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）结合，并通过与跨膜蛋白酶丝氨酸酶 2
（transmembrane protease serines-2，TMPRSS2） 
的相互作用进入宿主细胞，随后释放出其遗传物

质 RNA 并附着在宿主细胞核糖体上，ORF1a 和

ORF1b 是基因组中关键的开放阅读框，核糖体将二

者翻译成两个多聚蛋白（pp1a 和 pp1ab）。随后多

聚蛋白经病毒自身的两个蛋白水解酶 Mpro 和木瓜样

蛋白酶（papain-like protease，PLpro）切割，释放成

熟的非结构蛋白（nsp1 ~ 16）。这些 nsp 一部分参

与病毒转录复制复合体（replication and transcription 
complex，RTC）的组装，启动病毒复制 [11-12]。Mpro

在这一过程中扮演着核心角色，负责至少 11 个位

点的切割，对 SARS-CoV-2 的成熟和增殖发挥关键

作用。RdRp 利用负链 RNA 作为模板合成新的正

链 RNA，进而合成亚基因组信使 RNA（messenger 
RNA，mRNA），这些 mRNA 翻译成病毒结构蛋白，

最终组装成为成熟的病毒颗粒，并通过胞吐作用释

放出细胞，使病毒完成复制与传播 [11-12]（见图 1）。

TMPRSS2
ACE 2

翻译

复制

分泌

病毒组装

翻译

基因组 RNA

结构蛋白
转录

多聚蛋白水解

pp1a/ab

Mpro/PLpro

病毒侵入

病毒复制

病毒蛋白酶

Mpro 是一种半胱氨酸蛋白酶，由两个单体组成

的同源二聚体，每个单体包含 3 个结构域：N 端

的Ⅰ和Ⅱ域由反平行 β-折叠构成；C 端的 III 域

由 α-螺旋组成；Ⅱ与Ⅲ域通过长环区相连 [13]（见

图 2A）。Mpro 具有独特的催化机制，氨基酸残基

Cys145 和 His41 形成催化二联体，不同于常见的

His-Asp(Glu)-Ser(Cys) 三联体，其活性位点的第 3 个

催化残基由水分子替代，形成稳定的氧阴离子孔 [14]。

Mpro 能够特异性识别并切割非结构蛋白 nsp4 ~ 

nsp16 的 11 个位点，释放功能蛋白，这些蛋白对病

毒基因组复制、转录、翻译后修饰及核酸合成至关

重要。Mpro 的底物特异性由活性位点的 S1、S2、S4
和 S1' 4 个空腔决定，其中 S1 空腔对底物的 P1 部

分具有最高的选择性，偏好吡啶或内酰胺等氢键受

体。S2 空腔则容纳体积较大的疏水残基，而 S4 和

S1' 空腔较浅，可分别容纳体积较小的残基 [15]（见

图 2B）。

SARS-CoV-2 Mpro 的高分辨率三维结构由饶子
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图 2  SARS-CoV-2 病毒 Mpro 的三维结构及催化空腔

Figure 2  The three-dimensional structure and catalytic cavity of Mpro from SARS-CoV-2

A：SARS-CoV-2 病毒 Mpro 的三维结构；B：SARS-CoV-2 病毒 Mpro 催化空腔（PDB ID：6LU7）

和团队于 2020 年 1 月解析，显示其与 SARS-CoV 
Mpro 有 96% 的同源性 [16]，且 Mpro 在人体内无同源

蛋白酶，因此成为广谱抗 CoVs 药物设计的热点

靶标。

A B

S1

S1'

S2

S4

2  SARS-CoV-2 Mpro 耐药机制

随着药物的广泛使用，病毒通常会产生突变导

致耐药性的出现。主要体现在病毒蛋白单个或多个

氨基酸的改变，降低了靶蛋白与抗病毒药物的结合

亲和力。2023 年，Kiso 等 [17] 发现 SARS-CoV-2 Mpro

上 M49L 和 E166A 突变是导致上市药物恩塞特韦产

生耐药性的原因。同年，Duan 等 [7] 利用病毒学、

生物化学以及结构生物学研究等多学科交叉手段首

次揭示了 SARS-CoV-2 可以利用两种截然不同的进

化途径对奈玛特韦产生耐药（见图 3A）。第一种

进化途径涉及 Mpro 催化位点的 S1 与 S4 亚位点，包

括 S1 亚位点上的 E166V、F140L 和 S144A 突变，

以及 S4 位点上的 L167F 和 A193P 突变。这些突变

可显著降低奈玛特韦与 Mpro 的结合能力，削弱其对

Mpro 的抑制能力。其中，E166V 可以严重干扰其与

S1 亚位点的结合，使病毒耐药水平增加超过 200 倍。

但由于奈玛特韦与 Mpro 的天然底物在结合模式上高

度契合，这种变异方式会导致 Mpro 活性下降，进而

影响病毒的复制效率。因此 SARS-CoV-2 又进化出

第二种变异形式，即涉及 Mpro 的 S2 与 S4' 位点，

包括 S2 位点上的 L50F 与 S4' 位点上的 T21I 突变。

这些突变虽不影响奈玛特韦与 Mpro 的结合，但可以

通过改善与底物的相互作用和减少药物对 Mpro 活性

的影响来弥补第一种进化途径中酶活性的下降。与

此同时，SARS-CoV-2 可形成 T21I/E166V 或 L50F/

E166V 双突变株，在削弱药物的抑制能力的同时

保持自身的复制和传播能力。此外，该团队还发现

SARS-CoV-2 也可通过上述变异机制对恩塞特韦产

生耐药，因此这种耐药机制很可能在目前临床应用

Mpro 抑制剂中普遍存在。

Jochmans 等 [18] 通过分析 ALG-097161（9）与突

变株 Mpro 的对接模式，发现氨基酸残基的突变减少

了酶和抑制剂之间的相互作用，综合 Duan 等 [7] 的研

究，表明多数氨基酸残基的突变可以影响结合口袋的

稳定性，进一步影响酶活性。Mpro 的 Glu166 在化合

物结合中发挥关键作用，通常与抑制剂形成多重氢

键，多数情况下，其与内酰胺部分相互作用是抑制

剂发挥效力的重要因素。E166A 导致抑制剂与内酰

胺部分的氢键直接丧失，在奈玛特韦、恩塞特韦和 

PF-00835231（10）中都存在此现象。此外，Glu166

还与另一个单体形成额外的氢键以维持 S1 亚位点

的构象，突变会导致 S1 亚位点稳定性降低（见图

3B）。S144A 的突变直接导致原 Ser144 侧链羟基与

Leu141 主链羰基间的氢键丧失，且同样影响了 S1 亚

位点的稳定性，使得奈玛特韦和底物与 Mpro 的结合

水平降低，导致了耐药性产生和 Mpro 活性下降（见

图 3C）。对于 F140L 突变，Phe140 庞大的芳香侧链

被一个体积较小的亮氨酸取代，破坏了其与 His163
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之间的 π-π 堆积作用，降低了奈玛特韦与 S1 亚位点

的结合力（见图 3D）。同时，π-π 堆积的消失也使

Leu141-Asn142 这两个参与 S1 亚位点形成的残基主

链远离化合物。A193P 使 Pro167-Thr169 的主链和长

环区之间的氢键丧失，降低了 S4 位点的稳定性与

Mpro 的活性。L167F 改变了结合口袋的大小，导致酶

和抑制剂间的范德华力降低。Thr21 突变为具有更大

疏水侧链的异亮氨酸，使酶与底物间的相互作用增强，

进一步提升酶的活性。L50F 则可能是改变了 Gln189
的侧链构象，因此间接影响了 Gln189 与水分子氢键

的相互作用。突变后残基的苯丙氨酸侧链体积较大，

显著增加了 Phe50 和 Gln189 之间的疏水作用，进一

步稳定了 Gln189 主链构象并使 S2 口袋更加紧凑，促

进Mpro与底物之间形成疏水作用，提高了Mpro的活性。

云南大学柳树群课题组采用分子动力学模拟

和结合自由能计算等方法 [19]，探究了 SARS-CoV-2 
Mpro 上 P132H 和 P132H-A173V 突变对奈玛特韦抑

制活性的影响。相较于野生型毒株，P132H 突变增

强了化合物与 Mpro 的非共价结合亲和力，但同时减

缓了共价键形成的整体速率，这种突变可能会提高

Mpro 对奈玛特韦的敏感性；而 P132H-A173V 双突变

则在降低其与 Mpro 的非共价结合亲和力的同时加速

了共价键的形成速率，这可能会增强 SARS-CoV-2
对奈玛特韦的耐药性。

图 3  E166V、T21I 和 L50F 突变在奈玛特韦耐药中具有不同的作用示意图

Figure 3  Different roles of E166V, T21I, and L50F mutations in the development of resistance to Nirmatrelvir

注：黄色为奈玛特韦，青色为突变前的残基，粉紫色为突变后的残基，浅粉色为 Leu141，紫色为 His163，绿色为单体 B 中的 Ser1，
橘色为氢键，黑色为 π-π 堆积作用
A：奈玛特韦与各突变残基示意图（PDB ID: 7VH8/8H6N/8H7W/8H82/8H4Y/8H57/8H5F）；B：E166V 突变造成奈玛特韦耐药的原因
示意图（PDB ID：7VH8/8H82）；C：S144A 突变造成奈玛特韦耐药的原因示意图（PDB ID：7VH8/8H7W）；D：F140L 突变造成奈
玛特韦耐药的原因示意图（PDB ID：7VH8/8H4Y）
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3  克服 SARS-CoV-2 Mpro 耐药性的抗病毒药
    物设计策略

耐药突变可能通过引入立体化学障碍与减少药

物-靶标相互作用，削弱药物的结合亲和力和抑制效

力。在药物设计中，增强蛋白质-配体相互作用和降

低突变位点的影响是提升抗耐药性的关键策略。这

包括多位点占据、靶向主链氢键、开发新的结合位

点（如变构位点）、共价结合、底物包膜等策略，

以及提高抑制剂分子的位置适应性和构象灵活性，

以优化药物在结合口袋中的定位或引入构象限制。

此外，多靶点药物设计和靶向蛋白水解机制也

是应对病毒耐药性的有效手段。本文详细阐述了这

些策略的基本原理，并举例说明了它们在抗 SARS-
CoV-2 Mpro 耐药性中的应用，同时对未来的抗耐药

性策略进行了展望。

3.1  改善候选药物与靶标之间的相互作用 

酶的活性通常依赖于一些关键且高度保守的氨

基酸残基，这些残基对维持其生物功能至关重要。

针对这些保守残基设计抑制剂是规避耐药性的有效

策略。此外，强化配体与蛋白质之间的相互作用，

可以提高药物结合的稳定性，从而克服耐药性。为此，

可以通过优化配体的结合位点、实施多位点占据策

略、探索新的结合位点，以及利用“慢解离”共价

结合等手段，增强与目标蛋白的相互作用。这些方

法有助于开发出能够有效抵抗耐药性的候选药物。

3.1.1  形成主链氢键  为应对交叉耐药性问题，普

渡大学的 Ghosh 等 [20] 提出了“Backbone Bonding 
Concept”策略，即通过增强小分子与靶蛋白骨架原

子间的氢键来提高药物的亲和力。蛋白酶需保持其

活性位点构象稳定来维持其功能，与耐药性相关的

氨基酸残基在活性位点中不易发生突变。这些残基

的保守性使它们成为抑制剂设计的理想靶标。此外，

由氨基酸主链构成的氢键网络对维持蛋白酶的结构

和功能至关重要，且不易受侧链突变的影响，为抑

制剂与蛋白酶间的结合提供了低自由能，有助于抵

抗由氨基酸突变引起的耐药性。

在 2023 年，Pardes Biosciences 与 Vanderbilt 大
学联合开发了 SARS-CoV-2 Mpro 的拟肽类共价抑制

剂 Pomotrelvir（11），该抑制剂已进入Ⅱ期临床 [21]。

化合物 11 通过氰基与 Mpro 的 Cys145 形成可逆的

C-S 共价键，并与 Mpro 形成了 7 个氢键，其中 5 个

氢键是与 Mpro 氨基酸主链形成，确保了其在 Mpro 结

合口袋中的稳定结合（见图 4）。基于强氢键网络，

化合物 11 展现出对 SARS-CoV-2 Mpro 的高抑制活性

（IC50 = 24 nmol · L-1，EC50 = 10 ~ 29 nmol · L-1）。

为评估耐药性影响，Pardes 公司对 12 个 Mpro 突

变株进行了化合物 11 抑制实验，发现化合物 11 对

T21I 和 L50F 突变仍保持高效抑制（EC50 分别为 14
和 33 nmol · L-1），仅比野生株略有下降。然而针对

S144A、E166A 和 L167F 单突变株，化合物 11 的

抗病毒有所降低（EC50 分别为 0.092、0.11 和 0.056 
μmol · L-1）， 且 多 突 变 株 L50F + E166A 和 L50F + 
E166A + L167F 表现出更高的耐药性，化合物 11的抗

病毒活性显著下降（EC50 分别为 0.41和 1.4 μmol · L-1）。

3.1.2  “最大限度占据位点”策略  根据经典药物设

计原则，高活性抑制剂需充分占据结合口袋并与周

围氨基酸形成多重有效作用。在类免疫缺陷病毒 1
型（human immunodeficiency virus 1，HIV-1）逆转

录酶抑制剂的设计中，一种有效策略是设计能同时

作用于多个结合位点的化合物，以维持对单突变株

的抑制效力 [22]。

GC-14（12）是笔者所在课题组前期发现的先

导化合物，化合物 12 与 Mpro 的共晶结构揭示了 S1
腔尚有未利用空间（见图 5），因此引入了吡啶衍

生物以增强与 His163 的氢键作用，并与周围残基形

成新的作用力。通过多种药物化学策略联用，包括

阻断代谢位点、引入 F 原子、成盐及优势片段组装，

最终获得了化合物 GC-78（13）[23-24]。

化合物 13 在 Mpro 抑制活性上表现优异 [IC50 =
（0.2 ± 0.05）μmol · L-1]，分子模拟显示，新引入的

甲氧基与 Asn142 形成额外氢键，对甲氧基苯胺替

换原有基团后更好地占据了 S4 空腔并与 Gln192 形

成新氢键，这是活性提升的关键。为提高水溶性，

合成了化合物 13 的盐酸盐，化合物 13 和其盐酸

盐的 EC50 分别为（0.62 ± 0.01）和（0.40 ± 0.06）
μmol · L-1，较先导化合物 12 活性提高了约 3 倍，与

奈玛特韦相当 [EC50 = （0.38 ± 0.04）μmol · L-1]。化合

物 13的盐酸盐对 SARS-CoV-2 变异株（阿尔法、德尔
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塔、奥密克戎）显示出与野生株（EC50 = 0.18 μmol · L-1） 相当的抑制作用（EC50 = 0.21 ~ 0.25 μmol · L-1）。

Pomotrelvir（11）

A

A

B

B

GC-14（12） GC-78（13）

图 4  化合物 11 与 SARS-CoV-2 Mpro 的共晶结构

Figure 4  X-ray structure of the complex of 11 and SARS-CoV-2 Mpro

图 5  化合物 12 与 SARS-CoV-2 Mpro 的共晶结构

Figure 5  X-ray structure of the complex of 12 and SARS-CoV-2 Mpro

注：粉紫色为化合物 11，灰色为 Mpro，黄色虚线为化合物 11 与 Mpro 氨基酸残基主链间形成的氢键
A：化合物 11 与 Mpro 的底物结合口袋示意图；B：化合物 11 与 SARS-CoV-2 Mpro 的共晶结构（PDB ID：8TBE）

注：紫色为化合物 12，黄色虚线为氢键作用，绿色虚线表示 π-π 堆积作用
A：化合物 12 与 Mpro 的底物结合口袋示意图；B：化合物 12 与 SARS-CoV-2 Mpro 的共晶结构（PDB ID：8ACL）
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3.1.3  基于“慢解离”共价结合的药物设计策略  在药

物设计领域，“慢解离”共价抑制剂因其在靶标上的

持久作用往往显示出对抗耐药性的优势。这些抑制剂

首先通过非共价相互作用与靶蛋白结合，然后由共价

弹头与氨基酸残基形成稳定的共价键，从而延长其在

靶标上的停留时间，有助于克服耐药性问题。

2023 年基于上市药物奈玛特韦，研发的靶向

SARS-CoV-2 Mpro 的共价抑制剂（来瑞特韦）于中

国上市 [25]。该药物保留了奈玛特韦中 P1、P4 的优

势片段，并对 P1'、P2、P3 位点进行创新性修饰，

以增强其特异性、亲和力和药代动力学特性。P1
位点的 γ-内酰胺和 P4 位点的三氟乙酰胺基团均与

Leu167 形成氢键，提高药物稳定性并改善药代动力

学特性。

来瑞特韦在 P1' 位点采用环戊基取代的 α-酮酰

胺弹头，与 Cys145 共价结合，增强了对 Mpro 的亲

和力。P2 位点的环戊基嵌入 S2 口袋，与疏水氨基

酸残基形成疏水作用，增强结合能力。P3 位点的环

己基延伸出活性位点，保持灵活性，可能有助于改

善药代动力学特性和生物利用度（见图 6）。

动力学分析显示，对 SARS-CoV-2 Mpro 的 Ki 值

为 8.4 nmol · L-1，解离速率较奈玛特韦慢 12 倍，靶

点停留时间大于 104 min，表明其为“慢解离”共价

抑制剂。差示扫描荧光法表明，来瑞特韦与 Mpro 形

成更稳定的复合物，并在耐药性测试中，对 L50F/
E166V 和 E166V/L167F 双突变株表现出良好活性，

EC50 分别为（233 ± 4）和（327 ± 21）nmol · L-1，

反映了其稳定性和长效性，有助于减少耐药性。此

外，来瑞特韦的药代动力学特性优于奈玛特韦，无

需与利托那韦等联用，缓解了药物相互作用和安全

性问题。

图 6  化合物 3 与 SARS-CoV-2 Mpro 的共晶结构

Figure 6  X-ray structure of the complex of 3 and SARS-CoV-2 Mpro

注：青色为化合物 3，灰色为 Mpro，黄色虚线表示氢键，粉紫色表示与抑制剂形成疏水作用的残基 
A：化合物 3与 Mpro 的底物结合口袋示意图；B：化合物 3与 SARS-CoV-2 Mpro 的共晶结构（PDB ID：8IGN）
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3.2  减少化合物与结合位点的空间位阻

在耐药株中，氨基酸突变常削弱药物与靶点的

相互作用。通过调整结合口袋内的取代基以减少与

突变位点的冲突，同时保留关键活性片段并增强分

子的柔性，化合物能更好地适应结合位点的突变。

这种策略有助于在靶蛋白发生突变的情况下维持药

物的疗效。

3.2.1  “底物包膜”假说  研究显示，不同底物与蛋

白酶结合时，分子构象和占据区域高度一致，这

一区域被称为“底物包膜”。King 等 [26] 通过分析

HIV-1 蛋白酶与底物及抑制剂的共晶结构，定义了

“底物包膜”和“抑制剂包膜”，发现蛋白酶耐药

性突变位点通常位于抑制剂超出“底物包膜”的区域，

这些位点的突变能够特异性干扰抑制剂与蛋白酶的

结合，同时继续正常裂解底物。

基于这一发现，研究者提出，设计分子轮廓与
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底物相似且不突出“底物包膜”的抑制剂，仅与底

物识别必需的氨基酸残基相互作用，可以降低蛋白

酶突变对药物效果的影响，从而增强抗耐药性 [27]。

2023 年，Shaqra 等 [28] 通 过 分 析 SARS-CoV-2 
Mpro 与天然底物的共晶结构，明确了 Mpro 的底物

包膜（见图 7）。研究发现，底物与 Mpro 活性位点

残基的特异性相互作用及水分子间的保守氢键网络

决定了底物的结构特异性。该团队还评估了包括奈

玛特韦在内的 4 种 Mpro 抑制剂与底物包膜的适配

性，发现这些抑制剂均突出了“底物包膜”，并与

Asn142、Gln189、Met49 和 Met165 等“膜”外氨基

酸残基作用，这些残基可采取灵活多变的构象与不

同抑制剂结合。

在 P1 位点，抑制剂的内酰胺环和其他环状基

团突出底物包膜并与 Asn142 和 Glu166 相互作用；

P2 位点，抑制剂沿着残基 Asp187-Gln192 和 Gln189
的可变区域突出底物包膜；P3 位点，抑制剂与

Met165 形成广泛作用。由于这些残基的变化可能影

响抑制剂的结合而不干扰与底物的相互作用，团队

推测 SARS-CoV-2 Mpro 可能通过在这些位点突变产

生耐药性，此猜想随后得到证实。尽管 Glu166 与底

物产生保守作用力，但也能发生耐药性突变，设计

Mpro 抑制剂时需考虑此因素；His163 在底物包膜内

与 P1 处的谷氨酰胺形成高保守氢键，保守的 Leu27
位于 P1' 口袋中；而 Gln189 虽可发生耐药性突变，

但被 Asp187 和 Gln192 这两个高度保守的残基所环

绕，因此也较为保守。

尽管耐药性的产生受多种因素影响，但利用病

毒的保守生物特征，将抑制剂限制在“底物包膜”内，

是限制突变和延长药物有效性的一个有效策略。

图 7  “底物包膜”示意图（PDB ID：7MB4 / 7MB5 / 7MB6 / 7MB7 / 7MB8 / 7MB9）

Figure 7  "Substrate Envelope" (PDB codes : 7MB4/7MB5/7MB6/7MB7/7MB8/7MB9)

注：灰色为 Mpro，粉色为包膜区域

3.2.2  直接减少与突变位点的相互作用  Mpro 的

E166A 和 L50F/E166A 突变导致 SARS-CoV-2 对多

种抑制剂产生广谱耐药性。例如，E166V 显著降低

了奈玛特韦和恩塞特韦等抑制剂与 S1 亚位点的结

合力，使耐药性分别提高了 300 倍和 78 倍 [7, 29]。在

Mpro 抑制剂的设计中，避免与这些易发生耐药突变

的氨基酸残基相互作用，有望增强药物的抗耐药性。

四川大学杨胜勇课题组发现了一种高活性、

高 选 择 性 的 Mpro 抑 制 剂 SY110（14）[30]。 化 合

物 14 与奥密克戎变异株 Mpro 的结合模式独特，

其 α-酮酰胺部分与 Cys145 形成可逆共价键，并

与 His41、Cys145、Gly143 形成氢键。P1' 噻唑环

与 His163 形成氢键，P1 苄基与 Thr25 和 Leu27 形

成疏水作用，P2 的甲氧基指向溶剂区域，而 P3 的

二氟环己基占据 S2 口袋并与 Met49、Met165、
Gln189 形成疏水作用（见图 8）。化合物 14 在噻
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唑蓝（methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide，
MTT）法测试中未显示出细胞毒性（CC50 ＞ 500 
μmol · L-1），且不与 Glu166 形成氢键，可能具有针

对 Glu166 突变的抗耐药性。

该团队通过荧光共振能量转移法评估了化合物

14 对 14 种 Mpro 突变株的活性。与奈玛特韦相比，

化合物 14 对 E166N 和 E166V 突变株的抑制活性显

著提高（IC50 分别为 0.256 和 0.784 μmol · L-1），且

对奥密克戎 BA.5 毒株的抗病毒活性（EC50 = 1.264 
µmol · L-1）是奈玛特韦（EC50 = 5.051 µmol · L-1）的

4 倍。此外，化合物 14 还展现出良好的药代动力学

特性和口服生物利用度。

图 8  化合物 14 与 SARS-CoV-2 Mpro 的共晶结构

Figure 8  X-ray structure of the complex of 14 and SARS-CoV-2 Mpro

注：橙色为化合物 14，灰色为 Mpro，黄色虚线为氢键
A：化合物 14 与 Mpro 的底物结合口袋示意图；B：化合物 14 与 SARS-CoV-2 Mpro 的共晶结构（PDB ID：8HHU）
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3.3  Mpro 与组织蛋白酶 L 双靶点药物设计策略 

病毒通过依赖宿主细胞的信号通路和蛋白完成

生命周期。研究发现，许多拟肽类共价抑制剂易与

宿主细胞的半胱氨酸和丝氨酸蛋白酶共价作用 [31]。

SARS-CoV-2 主要通过宿主细胞的 TMPRSS2 和组织

蛋白酶 L（cathepsin L，CatL）激活其 S 蛋白，CatL
在酸性内吞体或溶酶体中裂解 S 蛋白，是病毒入侵

的关键步骤 [32]。同时靶向 SARS-CoV-2 Mpro 和 CatL
的双靶点抑制剂，不仅能阻断病毒进入宿主细胞，

还能抑制病毒多聚蛋白的水解，具有双重作用机制，

且能减少对单一靶点药物的依赖，降低病毒突变和

耐药性的影响。开发同时靶向病毒和宿主细胞的抑

制剂，有助于减少药物剂量，提高疗效，减少不良

反应 [33]。

Olgotrelvir（15）是一种口服前药，可转化为

活性形式 AC1115（16），具有高生物利用度。Mao
等 [34] 在 2024 年通过抑酶活性测定和共晶解析证实

了化合物 15 和化合物 16 的双重作用机制，即能

同时靶向 SARS-CoV-2 Mpro 和人 CatL，对耐奈玛特

韦的 Mpro Glu166 突变株有效，IC50 分别为 2.44 和

14.27 nmol · L-1，Ⅰ期临床研究显示良好安全性和抗

病毒活性。

化 合 物 16 与 SARS-CoV-2 Mpro（ 见 图 9A、

9B）和人 CatL（见图 9C、9D）的共晶结构显示，
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醛基弹头与 Mpro 的 Cys145 及 CatL 的 Cys25 形成共

价键，并与 Mpro 和 CatL 形成多种疏水性和亲水性

作用。化合物 16 的内酰胺占据 Mpro 的 S1 位点，与

Glu166、His163 和 Leu141 形成氢键，亮氨酸侧链

适配 S2 口袋，吲哚环与 Mpro 的柔性区域相互作用。

在人 CatL 中，醛基弹头的氧原子与 Cys25 和 Gln19
形成氢键，构成水桥等多重作用。

Costanzi 等 [35] 发现了拟肽类抑制剂 MG-132
（17），其醛基弹头与 Mpro 的 Cys145 形成共价键，

占据由 Gly143、Ser144 和 Cys145 主链酰胺基构成

的“氧阴离子孔”，并与 Gly143 和 Cys145 形成氢

键（见图10）。化合物17对CatL的抑制作用极强（IC50 
= 0.15 nmol · L-1），对 Mpro 也有抑制效果（IC50 = 3.8 
μmol · L-1）。通过构效关系分析发现，Mpro 在 P2 位

置偏好亮氨酸，而 CatL 则偏好芳香族残基。因此，

P2 位置的亮氨酸侧链是调节化合物 17 对 CatL 和

Mpro 选择性的关键，同时考虑用其他可逆共价弹头

如 α-酮衍生物或腈替代醛基，以优化其选择性。

图 9  化合物 16 与 SARS-CoV-2 Mpro 和人 CatL 的共晶结构

Figure 9  X-ray structure of compound 16 with SARS-CoV-2 Mpro and human cathepsin L

注：绿色为化合物 16，灰色为 Mpro，黄色虚线表示氢键相互作用，灰色为 CatL，粉紫色实线表示化合物 16 与 Cys25 侧链硫原子的共
价键作用
A：化合物 16 与 Mpro 的底物结合口袋示意图；B：化合物 16 与 SARS-CoV-2 Mpro 的共晶结构（PDB ID：8UAB）；C：化合物 16 与
CatL 的底物结合口袋示意图；D：化合物 16 与 CatL 的共晶结构（PDB ID：8UAC）
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MPI8（18）是一种以醛基为弹头的拟肽类抑

制剂 [33]，对 Mpro 显示出强抑制作用 [IC50 =（105 ± 
22）nmol · L-1]，并对 CatL 具有高选择性 [IC50 =（1.2  
± 1.0）nmol · L-1]，这降低了对宿主细胞造成潜在毒

性的风险。

开发的多种配体，使 PROTAC 在克服病毒耐药性方

面具有显著意义 [36, 39]。

Sang 等 [40] 设计了一种双功能小分子降解剂

HP211206（19），通过将 SARS-CoV-2 Mpro 高活性

抑制剂 H117（20）与 E3 连接酶 CRBN 配体泊马

度胺（pomalidomide，21）偶联。化合物 19 的 IC50

为（181.9 ± 8.6） nmol · L-1，对 SARS-CoV-2 Mpro 具

有强抑制作用，且在 100 μmol · L-1 浓度下对 HEK 
293T 细胞无毒性。在转染 SARS-CoV-2 Mpro 质粒的

HEK 293T 细胞中，化合物 19 在 48 h 内有效诱导

了 SARS-CoV-2 Mpro 的剂量依赖性降解，半数最大

降解浓度（half-maximal degradation concentration，
DC50）为 621 nmol · L-1。此外，化合物 19 还能有效

降解 Mpro 的耐药突变株 E166V 和 E166A，显示了

其在克服耐药性方面的潜力。

Alugubelli 团队基于 SARS-CoV-2 Mpro 抑制剂

18 和 MPI29（22）[41]， 以 及 CRBN 配 体 21， 合

成了 MPD1 ~ 10 系列 PROTAC 分子。在 HEK 293T
细胞系中，经蛋白免疫印迹法测试，研究者证实

了 MPD2（23）能快速且有效降低 Mpro 蛋白水平，

DC50 为 296 nmol · L-1，且细胞毒性较小（CC50 = 120 
μmol · L-1）。浓度为 3 μmol · L-1 的化合物 23 与 Mpro

图 10  化合物 17 与 SARS-CoV-2 Mpro 的共晶结构

Figure 10  X-ray structure of the complex of 17 and SARS-CoV-2 Mpro

注：绿色为化合物 17，灰色为 Mpro，黄线表示氢键相互作用
A：化合物 17 与 Mpro 的底物结合口袋示意图；B：化合物 17 与 SARS-CoV-2 Mpro 的共晶结构（PDB ID：7CUU）
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3.4  蛋白降解靶向嵌合体

靶向蛋白降解（targeted protein degradation，
TPD）是药物开发的新兴领域，通过细胞自身的蛋

白质降解机制，特异性地消除与疾病相关的蛋白质。

TPD 技术，尤其是蛋白降解靶向嵌合体（proteolytic 
targeting chimera，PROTAC），已在肝炎、流感和

冠状病毒等抗病毒治疗中展现潜力 [36-38]。PROTAC
利用泛素 -蛋白酶体系统（ubiquitination-protease 
system，UPS），通过结合目标蛋白和 E3 泛素连接

酶，促使目标蛋白泛素化并被特异性降解。VHL 和

CRBN 是两种被广泛应用的 E3 连接酶，针对它们
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共同孵育 6 h 即显著降解 Mpro，12 h 达到最大降解。

随后，该研究团队证明化合物 23通过泛素-蛋白酶体

系统降解。此外，化合物 23 具有显著体外抗 SARS-
CoV-2 活性，EC50 为 492 nmol · L-1。

HP211206（19） H1178（20）

Pomalidomide（21） MP129（22）

MPD2（23）

PROTAC 1（24）

PROTAC 2（25）

2024 年，Grifagni 团 队 基 于 SARS-CoV-2 Mpro

与 GC-376 的构效关系 [42]，设计了两种拟肽类

PROTAC 分子。Mpro 配体利用（S）-γ-内酰胺环和

氨基酸侧链分别占据 Mpro 的 S1 和 S2 亚位点，并通

过丙烯酸甲酯与 Cys145 形成共价键。合成的化合物

PROTAC 1[24，IC50 =（21.2 ± 5.8）µmol · L-1] 和化

合物 PROTAC 2（25，IC50 ＞ 100 µmol · L-1）通过

哌嗪与哌啶“linker”将 Mpro 配体与泊马度胺偶联。

蛋白免疫印迹法显示化合物 24 能有效降低 Mpro 表

达，具有细胞水平抗病毒活性，且细胞毒性低。
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4  结语与展望

SARS-CoV-2 Mpro 作为抗新冠药物研发的关键

靶点，其抑制剂开发取得显著进展，已有多种药物

获批上市。然而，病毒的快速变异引发的耐药性问题，

不仅削弱了药物疗效，更对全球公共卫生安全构成

新的威胁。因此，研发安全可靠、广谱抗耐药的新

型 Mpro 抑制剂仍是迫切的临床需求。

SARS-CoV-2 的耐药性主要由病毒基因结构的变异

引起，不仅降低了药物与 Mpro 的结合能力，还增强了

病毒活性。但随着结构生物学、生物信息学和计算机

科学的发展，对提高药物抗耐药性的方法已变得更加

明晰。通过对目前已成功应用的抗耐药药物化学策略

进行总结，为改善Mpro抑制剂的抗耐药能力提供了借鉴。

研究发现，靶向 Mpro 的相对保守区域，通过增

强与主链原子的氢键作用，可以有效降低耐药性突变

的风险；同时，在结合位点增加额外的相互作用，如

多位点占据和共价结合，可以弥补化合物与 Mpro 亲

和力的损失；此外，采用合适的生物活性构象，降低

结合能量，也是应对耐药突变的有效策略；变构位点

的发现和变构抑制剂的设计，为抑制酶活性提供了新

思路；“慢解离”共价抑制剂和多靶点药物的开发，

进一步降低了耐药性的发生；而以 PROTAC 技术为

代表的新型蛋白降解策略，通过高效降解难成药及易

突变的靶标，为抗病毒治疗开辟了新途径。

展望未来，针对 PROTAC 技术，除开发更多

新型易成药的 E3 连接酶配体外，也应关注发展

迅猛的自噬-溶酶体靶向降解（autophagy-tethering 
compound，ATTEC）、溶酶体靶向嵌合体（lysosome-
targeting chimaera，LYTAC）等降解技术；另外，结

构生物学技术的应用，将会提供更高分辨率的蛋白-
抑制剂复合物结构，指导更精确的药物设计；计算

化学和人工智能算法的集成，将加速潜在候选药物

的筛选。药物组合疗法的开发，将最大程度减少耐

药性的发展。国际社会的合作，将有利于更快地识

别耐药性问题，评估新药效果，并制定治疗指南。

在冠状病毒持续演化和跨物种传播的背景下，

开发广谱抗病毒药物，不仅用于应对 SARS-CoV-2，
也能有效对抗其他潜在的新发冠状病毒。通过这些

策略，将会开发出更为有效的、具有抗耐药性的广

谱抗病毒药物。这不仅是科学的胜利，更是人类智

慧和团结的象征，为全球公共卫生安全筑起坚固的

防线，照亮人类走向健康的未来道路。
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