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(54)发明名称

一种人呼吸道合胞病毒的抑制剂和抗病毒

药物设计靶点

(57)摘要

本发明提供了一种环巴胺或环巴胺类似物

在制备试剂中的用途，用于抑制呼吸道合胞病

毒。本发明还提供了一种呼吸道合胞病毒的抑制

剂，所述抑制剂以M2-1蛋白为靶点抑制所述呼吸

道合胞病毒的生长或繁殖。本发明还提供了一种

呼吸道合胞病毒耐药毒株，所述毒株的M2-1蛋白

发生了突变，并且所述突变导致所述呼吸道合胞

病毒产生了耐药性。实验结果表明，该抑制剂在

体内和体外均可有效的抑制人呼吸道合胞病毒

的生长和繁殖。进一步地实验证明该抑制剂以参

与病毒RNA复制的M2-1蛋白为靶点。
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1.环巴胺在制备试剂中的用途，其特征在于，所述试剂用于抑制呼吸道合胞病毒的复

制。

2.环巴胺在制备试剂中的用途，其特征在于，所述试剂用于抑制呼吸道合胞病毒M2-1

蛋白的合成。

3.如权利要求1所述的用途，其特征在于，所述试剂与呼吸道合胞病毒M2-1蛋白的151

位氨基酸结合。

4.如权利要求1所述的用途，其中，所述试剂包括药物。

5.一种体外非治疗性地抑制呼吸道合胞病毒生长或者杀灭呼吸道合胞病毒的方法，其

特征在于，包括步骤：在需要处理的场所使用环巴胺或其药学上可接受的盐。
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一种人呼吸道合胞病毒的抑制剂和抗病毒药物设计靶点

技术领域

[0001] 本发明属于生物医药领域，具体地说，本发明涉及一种人呼吸道合胞病毒 的抑制

剂和抗病毒药物设计靶点。

背景技术

[0002] 呼吸道合胞病毒是一种RNA病毒，属副粘液病毒科。该病经空气飞沫和密切  接触

传播。多见于新生儿和6个月以内的婴儿。潜伏期3～7日。婴幼儿症状较重，  感染后出现高

热、鼻炎、咽炎及喉炎，以后表现为细支气管炎及肺炎。少数病儿可  并发中耳炎、胸膜炎及

心肌炎等。成人和年长儿童感染后，主要表现为上呼吸道感 染。

[0003] 到目前为止，尚无治疗人呼吸道合胞病毒(human  respiratory  syncytial 

virus,hRSV)感染的小分子化合物被FDA批准，唯一适用于预防高危儿童感染hRSV 的措施

是注射针对病毒F蛋白的人源化单克隆抗体帕利珠单抗(palivizumab,  Synagis)。因此本

领域技术人员一直致力于开发一种能够治疗呼吸道合胞病毒感染 的小分子化合物。

[0004] 环巴胺(Cyclopamine，CPM)又称环杷明、去氧芥芬胺，是从藜芦属植物内分  离得

到的一种异甾体类生物碱，主要存在百合科植物中北美山藜芦(Veratrum  californicum)、

印第安鹿食草(Cornlily)及毛叶藜芦(Veratrum  grandiflorum)、  伊贝(Fritillaria 

pallidiflora  Schrenk)四种植物中，能与Hedgehog信号通路  中的Smoothened(Smo)蛋白

结合，从而抑制该蛋白活性。因其致畸作用而于20世  纪60年代被发现，但九十年代以后的

研究表明，环巴胺是一种hedgehog信号通路  抑制剂，已经在在果蝇体中得到证实，由于

hedgehog信号通路的突变与多种肿瘤 的发病有关联，最近研究发现，环巴胺在成人体中具

有抗肿瘤作用，且在胰腺癌、  胆管癌、卵巢癌、肝癌等的体内或体外实验中均得到证实。目

前环巴胺作为一种潜  在的抗肿瘤新药在世界范围内掀起了研究热潮。

发明内容

[0005] 本发明的目的在于提供一种环巴胺及其类似物的新用途。

[0006] 本发明的另一目的在于提供抑制呼吸道合胞病毒的新的靶点。

[0007] 本发明的第一方面，提供了环巴胺或环巴胺类似物在制备试剂中的用途，  所述试

剂用于：

[0008] (i)抑制呼吸道合胞病毒的复制；

[0009] (ii)抑制呼吸道合胞病毒M2-1蛋白的合成,和/或

[0010] (iii)与呼吸道合胞病毒M2-1蛋白的151位氨基酸结合。

[0011] 在另一优选例中，所述环巴胺类似物包括公开号为CN101631463A的中国  专利文

献中所披露的环巴胺类似物。

[0012] 在另一优选例中，所述试剂包括药物。

[0013] 在另一优选例中，所述环巴胺类似物结构如式I所示，
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[0014]

[0015] 式中，R1是H、烷基、氨基、亚磺酰氨基、磺酰氨基、-OC(O)R5、-N(R5)C(O)R5或糖；

[0016] R2是H、烷基、烯基、炔基、芳基、环烷基、腈或杂环烷基；或者R1和R2一起形成＝O、＝

S、＝N(R)、＝N(NR2)或＝C(R)2；

[0017] R3是H、烷基、烯基或炔基；

[0018] R4是H、烷基、烯基、炔基、芳基、环烷基、杂环烷基、芳烷基、杂芳基、  杂芳烷基、卤

代烷基、-OR5、-C(O)R5、-CO2R5、-SO2R5、-C(O)N(R5)(R5)、-[C(R)2]q-R5、  -[(W)-N(R)C(O)]

qR5、-[(W)-C(O)]qR5、-[(W)-C(O)O]qR5、-[(W)-OC(O)]qR5、  -[(W)-SO2]qR5、-[(W)-N(R5)SO2]

qR5、-[(W)-C(O)N(R5)]qR5、-[(W)-O]qR5、  -[(W)-N(R)]qR5、-W-NR53+X-或-[(W)-S]qR5；

[0019] 其中，W各自独立地是二价烷基；

[0020] R各自独立地是H或烷基；

[0021] q各自独立地是1、2、3、4、5或6；

[0022] X-是卤素；

[0023] R5各自独立地是H、烷基、烯基、炔基、芳基、环烷基、杂环烷基、芳烷  基、杂芳基、杂

芳烷基或-[C(R)2]p-R6；其中p为0-6；或者同一取代基上的任  何两个R5可一起形成含有0-3

个杂原子的4-8元任选取代的环，所述杂原子选  自N、O、S或P；R6各自独立地是羟基、-N(R)

COR、-N(R)C(O)OR、-N(R)SO2(R)、  -C(O)N(R)2、-OC(O)N(R)(R)、-SO2N(R)(R)、-N(R)(R)、-

COOR、-C(O)N(OH)(R)、  -OS(O)2OR、-S(O)2OR、-OP(O)(OR)(OR)、-NP(O)(OR)(OR)或-P(O)

(OR)(OR)； 限制条件是，当R2、R3和R4是H时；R1不是羟基或糖；限制条件还有，当R4是  羟基

时，R1不是糖或羟基；限制条件还有，当R4是羟基时，R1和R2一起不是C ＝O。

[0024] 在另一优选例中，所述环巴胺及其类似物包括结构如式II所示的化合物，
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[0025]

[0026] 式中，R1是H、OH、烷基、氨基、亚磺酰氨基、磺酰氨基、-OC(O)R5、-N(R5)C(O)R5或糖；

[0027] R2是H、烷基、烯基、炔基、芳基、环烷基、腈或杂环烷基；

[0028] R3是H、烷基、烯基或炔基；

[0029] R4是H、烷基、烯基、炔基、芳基、环烷基、杂环烷基、芳烷基、杂芳基、  杂芳烷基、卤

代烷基、-OR5、-C(O)R5、-CO2R5、-SO2R5、-C(O)N(R5)(R5)、-[C(R)2]q-R5、  -[(W)-N(R)C(O)]

qR5、-[(W)-C(O)]qR5、-[(W)-C(O)O]qR5、-[(W)-OC(O)]qR5、  -[(W)-SO2]qR5、-[(W)-N(R5)SO2]

qR5、-[(W)-C(O)N(R5)]qR5、-[(W)-O]qR5、  -[(W)-N(R)]qR5、-W-NR53+X-或-[(W)-S]qR5；

[0030] 其中，W各自独立地是二价烷基；

[0031] R各自独立地是H或烷基；

[0032] q各自独立地是1、2、3、4、5或6；

[0033] X-是卤素；

[0034] R5各自独立地是H、烷基、烯基、炔基、芳基、环烷基、杂环烷基、芳烷  基、杂芳基、杂

芳烷基或-[C(R)2]p-R6；其中p为0-6；或者同一取代基上的任  何两个R5可一起形成含有0-3

个杂原子的4-8元任选取代的环，所述杂原子选  自N、O、S或P；R6各自独立地是羟基、-N(R)

COR、-N(R)C(O)OR、-N(R)SO2(R)、  -C(O)N(R)2、-OC(O)N(R)(R)、-SO2N(R)(R)、-N(R)(R)、-

COOR、-C(O)N(OH)(R)、  -OS(O)2OR、-S(O)2OR、-OP(O)(OR)(OR)、-NP(O)(OR)(OR)或-P(O)

(OR)(OR)。

[0035] 在另一优选例中，所述式II中，R1选自OH、H、取代或未取代的C1-C3烷  基；

[0036] R2选自取代或未取代的C1-C3烷基、烯基、炔基；

[0037] R3选自取代或未取代的C1-C3烷基、烯基、炔基；

[0038] R4选自取代或未取代的C1-C3烷基、烯基、炔基；

[0039] 其中所述取代是指，指烃基上的一个或多个氢原子被选自下组的取代基取  代：C1

～C10烷基、C3～C10环烷基、C1～C10烷氧基、羟基、羧基、C1～C10  羰基、C1～C10酰胺基、C2

～C10酯基、C6～C30芳基、卤素原子、氰基和硫醚  基。

[0040] 在另一优选例中，所述R1为OH，所述R2为甲基，所述R3为甲基，所述R4为甲基。

[0041] 本发明的第二方面，提供了一种呼吸道合胞病毒的抑制剂，所述抑制剂以  M2-1蛋

白为靶点，抑制所述呼吸道合胞病毒的生长或繁殖。
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[0042] 在另一优选例中，所述抑制剂选自：

[0043] (1)环巴胺；和

[0044] (2)环巴胺类似物。

[0045] 在另一优选例中，所述呼吸道合胞病毒为人呼吸道合胞病毒。

[0046] 在另一优选例中，所述抑制剂对呼吸道合胞病毒的抑制作用不依赖于刺猬  信号

通路。

[0047] 在另一优选例中，所述环巴胺类似物结构如上所述。

[0048] 本发明的第三方面，提供了一种复合物，所述复合物如式III所示

[0049] A-B    III

[0050] 其中，A为环巴胺或其类似物；B为呼吸道合胞病毒的M2-1蛋白。

[0051] 在另一优选例中，所述复合物中，A和B的结合位点包括R151氨基酸。

[0052] 本发明的第四方面，提供了一种药物组合物，所述的药物组合物含有本发 明第二

方面所述的的抑制剂或其药学上可接受的盐以及药学上可接受的载体。

[0053] 本发明的第五方面，提供了一种呼吸道合胞病毒耐药毒株，所述毒株的的  M2-1蛋

白发生了突变，并且所述突变导致所述呼吸道合胞病毒产生了耐药性。

[0054] 在另一优选例中，所述突变发生在M2-1蛋白的第151位。

[0055] 在另一优选例中，所述M2-1蛋白的第151位氨基酸由精氨酸突变为赖氨 酸。

[0056] 本发明的第六方面，提供了本发明第五方面所述的耐药毒株的用途，用于  筛选抑

制或杀灭呼吸道合胞病毒的药剂或试剂。

[0057] 本发明的第七方面，提供了一种本发明第五方面所述的呼吸道合胞病毒耐  药毒

株的抑制剂，所述抑制剂能抑制或杀灭本发明第五方面所述的的耐药毒  株。

[0058] 本发明的第八方面，提供了一种筛选药物的方法，所述方法包括：将待筛  选药物

与呼吸道合胞病毒或者呼吸道合胞病毒的M2-1蛋白接触，并检测是否  形成本发明第三方

面所述的所述的复合物。

[0059] 在另一优选例中，所述待筛选药物包括环巴胺及其类似物。

[0060] 本发明的第九方面，提供了一种体外非治疗性地抑制呼吸道合胞病毒生长  或者

杀灭呼吸道合胞病毒的方法，包括步骤：在需要处理的场所使用本发明的本  发明第二方面

所述的所述的抑制剂或其药学上可接受的盐。

[0061] 应理解，在本发明范围内中，本发明的上述各技术特征和在下文(如实施  例)中具

体描述的各技术特征之间都可以互相组合，从而构成新的或优选的技  术方案。限于篇幅，

在此不再一一累述。

附图说明

[0062] 图1显示环巴胺能够在hRSV病毒吸附细胞后抑制病毒感染。图1A显示了  环巴胺在

病毒吸附前和吸附后对hRSV抑制作用的剂量依赖实验。图1B显示了  环巴胺以及番茄碱对

hRSV抑制作用的剂量依赖实验，图1C显示了细胞毒性测  定结果。

[0063] 图2显示药物GDC-0449和LY2940680并不抑制hRSV感染。图2A为药物  GDC-0449和

LY2940680对hRSV抑制作用的剂量依赖实验结果。图2B为环巴  胺与1μM  GDC-0449或1μM 

LY2940680联合使用对hRSV抑制作用的剂量依  赖实验结果。
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[0064] 图3显示了hRSV对环巴胺的耐药株均含有M2-1  R151K突变。图3A显示  了M2-1部分

蛋白与其中一株耐药株的序列比对，在151位氨基酸上本发明人 发现了从精氨酸到赖氨酸

的突变。图3B左图显示了环巴胺对hRSV野生型和  耐药株抑制作用的剂量依赖实验；右图显

示了耐药株和野生型病毒在突变位点 附近的测序图谱，其中耐药株1和2在151位还有一些

双峰，说明病毒尚未完  全转变成耐药株，这也解释了为什么耐药株3的耐药性最强。

[0065] 图4显示了环巴胺抑制病毒的转录。

[0066] 图5显示了M2-1蛋白含有2个与环巴胺结合的潜在位点。

[0067] 图6显示了环巴胺在BALB/c小鼠模型上的抗病毒活性。

具体实施方式

[0068] 本发明人通过广泛而深入的研究，意外的发现，环巴胺或环巴胺类似物能  够有效

地抑制呼吸道合胞病毒。实验结果表明，该类抑制剂在体内和体外均可  有效的抑制人呼吸

道合胞病毒的生长和繁殖。进一步地实验证明该抑制剂以参  与病毒RNA复制的M2-1蛋白为

靶点。

[0069] 环巴胺及其类似物

[0070] 环巴胺及其类似物是刺猬信号通路(Sonic  hedgehog  pathway,ShhP)的特异  性

抑制剂，它特异性作用于通路中的smoothened蛋白，抑制刺猬信号通路可能致 畸。在中国

专利申请申请号CN200780051114.7(公开号CN101631463A)，公开了一  系列的环巴胺及其

类似物的结构。这样的结构类似物也在美国专利申请  US20080293754A1中有所记载。

[0071] 在一个优选地的实施方式中，本发明所述的环巴胺及其类似物包括结构如  式II

所示的化合物，

[0072]

[0073] 式中，R1是H、OH、烷基、氨基、亚磺酰氨基、磺酰氨基、-OC(O)R5、-N(R5)C(O)R5或糖；

[0074] R2是H、烷基、烯基、炔基、芳基、环烷基、腈或杂环烷基；

[0075] R3是H、烷基、烯基或炔基；

[0076] R4是H、烷基、烯基、炔基、芳基、环烷基、杂环烷基、芳烷基、杂芳基、  杂芳烷基、卤

代烷基、-OR5、-C(O)R5、-CO2R5、-SO2R5、-C(O)N(R5)(R5)、-[C(R)2]q-R5、  -[(W)-N(R)C(O)]

qR5、-[(W)-C(O)]qR5、-[(W)-C(O)O]qR5、-[(W)-OC(O)]qR5、  -[(W)-SO2]qR5、-[(W)-N(R5)SO2]

qR5、-[(W)-C(O)N(R5)]qR5、-[(W)-O]qR5、  -[(W)-N(R)]qR5、-W-NR53+X-或-[(W)-S]qR5；
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[0077] 其中，W各自独立地是二价烷基；

[0078] R各自独立地是H或烷基；

[0079] q各自独立地是1、2、3、4、5或6；

[0080] X-是卤素；

[0081] R5各自独立地是H、烷基、烯基、炔基、芳基、环烷基、杂环烷基、芳烷  基、杂芳基、杂

芳烷基或-[C(R)2]p-R6；其中p为0-6；或者同一取代基上的任  何两个R5可一起形成含有0-3

个杂原子的4-8元任选取代的环，所述杂原子选  自N、O、S或P；R6各自独立地是羟基、-N(R)

COR、-N(R)C(O)OR、-N(R)SO2(R)、  -C(O)N(R)2、-OC(O)N(R)(R)、-SO2N(R)(R)、-N(R)(R)、-

COOR、-C(O)N(OH)(R)、-OS(O)2OR、-S(O)2OR、-OP(O)(OR)(OR)、-NP(O)(OR)(OR)或-P(O)(OR)

(OR)。

[0082] 在另一优选例中，所述式II中，R1选自OH、H、取代或未取代的C1-C3烷  基；

[0083] R2选自取代或未取代的C1-C3烷基、烯基、炔基；

[0084] R3选自取代或未取代的C1-C3烷基、烯基、炔基；

[0085] R4选自取代或未取代的C1-C3烷基、烯基、炔基；

[0086] 其中所述取代是指，指烃基上的一个或多个氢原子被选自下组的取代基取  代：C1

～C10烷基、C3～C10环烷基、C1～C10烷氧基、羟基、羧基、C1～C10  羰基、C1～C10酰胺基、C2

～C10酯基、C6～C30芳基、卤素原子、氰基和硫醚  基。

[0087] 在另一优选例中，所述R1为OH，所述R2为甲基，所述R3为甲基，所述R4为甲基。

[0088] 一个典型的环巴胺结构如式1所示。

[0089]

[0090] M2-1蛋白

[0091] M2-1蛋白是病毒基因组复制的加工因子。当M2-1功能受影响时80％的转录可 以

被抑制[1,2]，本发明通过分子模拟对接显示了2个潜在的环巴胺与M2-1结合位点。  M2-1蛋白

与磷酸化蛋白复制复合体、核衣壳蛋白以及聚合酶是新的抗hRSV药物靶  点，环巴胺和其结

构类似物可以通过抑制M2-1的功能从而抑制病毒。环巴胺及其  特异的结构类似物而非

smoothened蛋白结合分子有望成为新的RSV治疗药物，这  种药物针对M2-1蛋白而不影响刺

猬信号通路。

[0092] M2-1蛋白的氨基酸序列如下所示：

说　明　书 6/13 页

8

CN 105232562 B

8



[0093] MSRRNPCKFE  IRGHCLNGKR  CHFSHNYFEW  PPHALLVRQN  FMLNRILKSM  DKSIDTLSEI 

SGAAELDRTE  EYALGVVGVL  ESYIGSINNI  TKQSACVAMS  KLLTELNSDD  IKKLRDNEEL  NSPKIRVYNT 

VISYIESNRK  NNKQTIHLLK  RLPADVLKKT  IKNTLDIHKS  ITINNPKELT  VSDTNDHAKN  NDTT(SEQ  ID 

NO.:1，gb|AAX23995.1|)

[0094] 活性成分

[0095] 如本文所用，术语“环巴胺及其类似物”包括环巴胺及其类似物的各种晶型  形式、

药学上可接受的盐、水合物或溶剂合物。

[0096] 如本文所用，术语“药学上可接受的盐”指本发明化合物与酸或碱所形成的  适合

用作药物的盐。药学上可接受的盐包括无机盐和有机盐。一类优选的盐是本发 明化合物与

酸形成的盐。适合形成盐的酸包括但并不限于：盐酸、氢溴酸、氢氟酸、  硫酸、硝酸、磷酸等

无机酸，甲酸、乙酸、丙酸、草酸、丙二酸、琥珀酸、富马酸、  马来酸、乳酸、苹果酸、酒石酸、柠

檬酸、苦味酸、甲磺酸、苯甲磺酸，苯磺酸等  有机酸；以及天冬氨酸、谷氨酸等酸性氨基酸。

[0097] 药物组合物和施用方法

[0098] 由于本发明人发现本发明所涉及的化合物“环巴胺及其类似物”具有优异的  抗

RSV的作用，因此本发明化合物及其各种晶型，药学上可接受的无机或有机盐，  水合物或溶

剂合物，以及含有本发明化合物为主要活性成分的药物组合物可用于治  疗、预防以及缓解

由RSV感染所导致的疾病。

[0099] 本发明的药物组合物包含安全有效量范围内的本发明化合物或其药理上可接  受

的盐及药理上可以接受的赋形剂或载体。其中“安全有效量”指的是：化合物的  量足以明显

改善病情，而不至于产生严重的副作用。通常，药物组合物含有  1-2000mg本发明化合物/

剂，更佳地，含有10-200mg本发明化合物/剂。较佳地， 所述的“一剂”为一个胶囊或药片。

[0100] “药学上可以接受的载体”指的是：一种或多种相容性固体或液体填料或凝  胶物

质，它们适合于人使用，而且必须有足够的纯度和足够低的毒性。“相容性”  在此指的是组

合物中各组份能和本发明的化合物以及它们之间相互掺和，而不明显 降低化合物的药效。

药学上可以接受的载体部分例子有纤维素及其衍生物(如羧甲  基纤维素钠、乙基纤维素

钠、纤维素乙酸酯等)、明胶、滑石、固体润滑剂(如硬脂  酸、硬脂酸镁)、硫酸钙、植物油(如

豆油、芝麻油、花生油、橄榄油等)、多元醇(如  丙二醇、甘油、甘露醇、山梨醇等)、乳化剂(如

)、润湿剂(如十二烷基硫酸  钠)、着色剂、调味剂、稳定剂、抗氧化剂、防腐剂、无热原

水等。

[0101] 本发明化合物或药物组合物的施用方式没有特别限制，代表性的施用方式包  括

(但并不限于)：口服、肠胃外(静脉内、肌肉内或皮下)、和局部给药。

[0102] 用于口服给药的固体剂型包括胶囊剂、片剂、丸剂、散剂和颗粒剂。在这些 固体剂

型中，活性化合物与至少一种常规惰性赋形剂(或载体)混合，如柠檬酸钠或  磷酸二钙，或

与下述成分混合：(a)填料或增容剂，例如，淀粉、乳糖、蔗糖、葡  萄糖、甘露醇和硅酸；(b)粘

合剂，例如，羟甲基纤维素、藻酸盐、明胶、聚乙烯  基吡咯烷酮、蔗糖和阿拉伯胶；(c)保湿

剂，例如，甘油；(d)崩解剂，例如，琼  脂、碳酸钙、马铃薯淀粉或木薯淀粉、藻酸、某些复合硅

酸盐、和碳酸钠；(e)缓  溶剂，例如石蜡；(f)吸收加速剂，例如，季胺化合物；(g)润湿剂，例

如鲸蜡醇  和单硬脂酸甘油酯；(h)吸附剂，例如，高岭土；和(i)润滑剂，例如，滑石、硬  脂酸

钙、硬脂酸镁、固体聚乙二醇、十二烷基硫酸钠，或其混合物。胶囊剂、片剂  和丸剂中，剂型
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也可包含缓冲剂。

[0103] 固体剂型如片剂、糖丸、胶囊剂、丸剂和颗粒剂可采用包衣和壳材制备，如  肠衣和

其它本领域公知的材料。它们可包含不透明剂，并且，这种组合物中活性化  合物或化合物

的释放可以延迟的方式在消化道内的某一部分中释放。可采用的包埋  组分的实例是聚合

物质和蜡类物质。必要时，活性化合物也可与上述赋形剂中的一  种或多种形成微胶囊形

式。

[0104] 用于口服给药的液体剂型包括药学上可接受的乳液、溶液、悬浮液、糖浆或  酊剂。

除了活性化合物外，液体剂型可包含本领域中常规采用的惰性稀释剂，如水  或其它溶剂，

增溶剂和乳化剂，例知，乙醇、异丙醇、碳酸乙酯、乙酸乙酯、丙二  醇、1,3-丁二醇、二甲基甲

酰胺以及油，特别是棉籽油、花生油、玉米胚油、橄榄  油、蓖麻油和芝麻油或这些物质的混

合物等。

[0105] 除了这些惰性稀释剂外，组合物也可包含助剂，如润湿剂、乳化剂和悬浮剂、  甜味

剂、矫味剂和香料。

[0106] 除了活性化合物外，悬浮液可包含悬浮剂，例如，乙氧基化异十八烷醇、聚  氧乙烯

山梨醇和脱水山梨醇酯、微晶纤维素、甲醇铝和琼脂或这些物质的混合物等。

[0107] 用于肠胃外注射的组合物可包含生理上可接受的无菌含水或无水溶液、分散  液、

悬浮液或乳液，和用于重新溶解成无菌的可注射溶液或分散液的无菌粉末。适  宜的含水和

非水载体、稀释剂、溶剂或赋形剂包括水、乙醇、多元醇及其适宜的混 合物。

[0108] 用于局部给药的本发明化合物的剂型包括软膏剂、散剂、贴剂、喷射剂和吸  入剂。

活性成分在无菌条件下与生理上可接受的载体及任何防腐剂、缓冲剂，或必  要时可能需要

的推进剂一起混合。

[0109] 本发明化合物可以单独给药，或者与其他药学上可接受的化合物联合给药。

[0110] 使用药物组合物时，是将安全有效量的本发明化合物适用于需要治疗的哺乳  动

物(如人)，其中施用时剂量为药学上认为的有效给药剂量，对于60kg体重的人  而言，日给

药剂量通常为1～2000mg，优选20～500mg。当然，具体剂量还应考虑  给药途径、病人健康状

况等因素，这些都是熟练医师技能范围之内的。

[0111] 本发明公开了人呼吸道合胞病毒(human  respiratory  syncytial  virus,  hRSV)

RNA复制加工因子M2-1蛋白可以用作抗病毒药物设计靶点。同时描述了一种  针对M2-1蛋白

的小分子化合物抑制剂——环巴胺。环巴胺的结构类似物和其它理  性设计合成的针对病

毒M2-1蛋白的化合物可以用于抑制hRSV的体外感染。

[0112] 本发明人研究发现环巴胺可以通过另一种机制抑制hRSV感染。实验证明hRSV  复

制可以被环巴胺抑制并证实参与病毒RNA复制的M2-1蛋白是环巴胺的作用靶点， 并且除了

环巴胺以外的smoothened蛋白抑制剂并不抑制hRSV复制，证实M2-1蛋 白特异性抑制剂可

以抑制hRSV，而且这种抑制作用不依赖于与smoothened蛋白的  相互作用。

[0113] 环巴胺对hRSV的抑制效果具有特异性，它并不抑制人副流感3型病毒，该病  毒并

不编码M2-1类似的蛋白。环巴胺的抑制效果在病毒吸附细胞后会更明显  (IC50＝112nM)，在

无细胞毒的浓度下，它能有效的抑制病毒复制。为了判断环巴胺  抑制hRSV感染是否通过抑

制刺猬信号通路，本发明人测试了环巴胺的一个结构类  似物番茄碱(tomatidine)和其它

smoothened蛋白的抑制剂和激活剂，本发明人发  现番茄碱，GDC-0449，和LY2940680对hRSV
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都没有抑制作用。

[0114] 本发明人通过在病毒盲传过程中逐步增加药物浓度的方式筛选到了3株耐药  株，

全基因组测序揭示一个共同的突变位于M2-1基因，导致M2-1蛋白151位氨基  酸由精氨酸突

变成了赖氨酸。

[0115] 本发明的主要优点在于：

[0116] (1)首次揭示了环巴胺及其结构类似物对hRSV抑制作用；

[0117] (2)首次揭示了hRSV的M2-1蛋白可以作为hRSV抑制剂的作用靶点。

[0118] (3)首次发现将M2-1蛋白151位氨基酸由精氨酸突变为赖氨酸形成的突变株  具有

耐受环巴胺的能力。

[0119] 下面结合具体实施例，进一步阐述本发明。应理解，这些实施例仅用于说  明本发

明而不用于限制本发明的范围。下列实施例中未注明具体条件的实验方  法，通常按照常规

条件如Sambrook等人，分子克隆：实验室手册(New  York:Cold  Spring  Harbor  Laboratory 

Press,1989)中所述的条件，或按照制造厂商所建  议的条件。除非另外说明，否则百分比和

份数按重量计算。

[0120] 材料和方法：

[0121] 细胞、病毒和化合物

[0122] 人呼吸道合胞病毒Long株(ATCC编号VR-26)以及HEp-2细胞(ATCC编号  CCL-23)可

以购自美国ATCC。细胞在含有青霉素/链霉素的双抗和10％胎牛血清  的DMEM培养基中培

养，培养条件为37℃，5％的CO2。病毒在相同培养条件下 的HEp-2细胞中传代培养，但是培

养基中胎牛血清的浓度为2％。通过用0.1的  病毒感染复数(Multiplicity  of  infection,

MOI)的病毒感染长满单层的HEp-2  细胞，感染后二至三天，当病变的细胞达到约30％的时

候停止培养并收集病毒。  病毒的收集是将细胞连同感染的培养基上清经过-80℃冻融一次

以充分释放  结合的病毒，然后在4℃，2000g条件下离心10分钟。将上清液轻轻混匀，  分装，

储存在-80℃备用。化合物环巴胺是从Logan  Natural  Products(Plano,  USA)购得，GDC-

0449从Selleck  Chemicals购得，LY2940680从Biochempartner  购得，tomatidine从

Yingxuan  Pharmaceutical购得。

[0123] 病毒效价的测定

[0124] 病毒效价通过空斑实验测定，在长满单层HEp-2细胞的24孔板中加入梯  度稀释的

病毒在37℃孵育1.5小时，使病毒吸附在细胞表面。用PBS溶液洗  两次，加入含0.75％的羧

甲基纤维素(Carboxymethyl  Cellulose,CMC)、青霉  素/链霉素的双抗和2％FBS的DMEM培

养基。37℃培养72小时后吸除感染的  培养基，用PBS洗三次，每次5分钟，然后室温下用含

4％PFA的PBS固定30  分钟，用PBS洗三次，每次5分钟后加入1:1000稀释的hRSV  F一抗

(mouse–  Fitzgerald ,Acton,MA)室温孵育1小时。再次用含0.02％Tween20的PBS清  洗后，

加入1:6000稀释的HRP标记的羊抗鼠二抗(Bethyl,Montgomery,TX)  室温孵育1小时，最后

用PBS-0.02％Tween20洗一遍，然后加入True  Blue过  氧化物酶底物(KPL,Gaithersburg ,

MD)，直到蓝点出现。细胞用流水轻轻冲  洗，晾干，用常规扫描仪扫描，统计蓝斑的数量和大

小。

[0125] 空斑减少实验和细胞毒性的测定

[0126] 为了测试化合物的抗hRSV病毒活性，本发明人在24孔板或96孔板中进  行空斑减
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少实验。病毒感染和免疫染色如上述，每个孔中加入含有50-100个 空斑的病毒。分别在4℃

吸附1小时或37℃感染1.5小时，又或37℃吸附  后加入化合物培养72小时，然后测量他们的

抗病毒活性。化合物对细胞的毒  性是利用 发光法细胞活力检测试剂盒

(Promega,Madison,WI)  测定，操作方法严格按照试剂盒说明书。

[0127] hRSV病毒的耐药突变株的筛选

[0128] 耐药株是通过在病毒盲传过程中逐步增加药物浓度来筛选获得的。在12  孔板中

接种HEp-2细胞，3×105个/孔，37℃培养过夜，第二天用0.1感染  复数的hRSV病毒感染细

胞，同时在培养基中加入终浓度为100nM的环巴胺，  培养3天，再将上清中的病毒在此浓度

下盲传1代，然后分别在200，400，600，  和800nM的浓度下各传2代，最终在1μM的浓度下盲传

2代，总共12代，  盲传采用在传代培养过程中每天观察细胞病变情况的方式，决定病毒培养

的最  佳时间。同时以野生型病毒在不加环巴胺的培养基中平行传代作为对照。在1μM 的浓

度下，不加环巴胺传代的病毒将不会导致细胞病变，而盲传后的病毒仍然  可以导致细胞病

变，这说明产生了耐药突变。本发明人平行筛选了三株耐药毒  株，扩增后保存在-80℃备

用。

[0129] 病毒基因组的抽提、扩增和测序

[0130] 根据生产商的说明，用TIANamp  Virus  RNA  exctraction  Kit(北京天根  生化科

技公司)提取病毒感染细胞后上清中的病毒RNA，通过SuperScript  III  One-Step  RT-PCR

试剂盒(Invitrogen)扩增，扩增产物用TIANgel  Midi  Purification  Kit(北京天根生化科

技公司)进行胶回收后送往上海生工测序，  测序结果通过Lasergene  SeqMan  Pro  v.7 .1

(DNASTAR,Madison,WI)软件进 行分析。

[0131] 细胞内病毒RNA水平定量分析

[0132] 先用PBS清洗药物处理过及没有用药物处理的细胞然后用RNAprep  Pure  Cell/

Bacteria  Kit(北京天根生化科技公司)提取病毒RNA。RNA的含量用hRSV  聚合酶基因的特

异性引物[4]和Quant  One  Step  qRT-PCR  Kit(北京天根生化科  技公司)进行实时荧光定量

反转录PCR测定，病毒RNA的含量用细胞内GAPDH  含量的倍数计算[5]。

[0133] 分子对接模拟

[0134] 环巴胺的结构从Zinc数据库获得[6][7]，M2-1蛋白结构从PDB获取(登陆号  为

4C3B)，结构模拟是在M2-1单体结构上进行的，模拟前水分子被移除，所有  这些模拟都是用

Autodock  Vina软件进行。起始模拟是在M2-1全部核心结构  域范围内搜索，全面性参数被

设为32。预测结果分为2类，然后更为精细的模  拟在它们附近更小的区域进行，共产生了20

个模型。这些模型被可视化，分 析，高分辨率的图片采用PyMOL  v.1.3软件( ,

LLC)生成。

[0135] 实施例1环巴胺对hRSV的抑制效果

[0136] 1.实验结果表明环巴胺对hRSV的抑制效果在病毒吸附细胞后再加入化合  物更为

显著，环巴胺在病毒吸附细胞后和吸附前的IC50值分别为115nM和535  nM，IC95值则分别为

404nM和5.4μM。环巴胺的结构类似物番茄碱对hRSV  则无抑制作用。这两个化合物在所测试

的最高浓度下均不显示细胞毒性。

[0137] 实验结果如图1所示。图1A显示了环巴胺在病毒吸附前和吸附后对hRSV  抑制作用

的剂量依赖实验。图1B和图1C显示了环巴胺以及番茄碱对hRSV抑  制作用的剂量依赖实验
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以及它们在细胞上的毒性测定。hRSV的相对感染力是病  毒感染细胞72小时后，收集病毒，

利用免疫染色法测定病毒效价。化合物的  毒性是在细胞上加入化合物72小时后利用

CellTiter-Glo发光法细胞活力检  测试剂盒检测。IC50和IC95值采用GraphPad  Prism  v.5

软件(GraphPad  Software,La  Jolla  California,USA)分析计算所得。

[0138] 2 .实验显示，药物GDC-0449和LY2940680并不抑制hRSV感染(图2A)。  药物GDC-

0449和LY2940680都是刺猬信号通路中smoothened蛋白的特异性抑  制剂，其中GDC-0449对

刺猬信号通路的IC50＝13nM，但是它们都不能抑制hRSV 感染。环巴胺与1μM  GDC-0449或1μM 

LY2940680联合使用并没显示出更  好的抗病毒活性，如图2B所示。进一步说明环巴胺对

hRSV抑制作用的特异性， 并且该抑制作用不依赖于刺猬信号通路。

[0139] 图2中A为药物GDC-0449和LY2940680对hRSV抑制作用的剂量依赖实验。 图2中B为

环巴胺与1μM  GDC-0449或1μM  LY2940680联合使用对hRSV抑  制作用的剂量依赖实验。化合

物的活性是通过病毒空斑减少实验测得,病毒空  斑的数目和大小是采用Fiji软件[3]分析

获得。

[0140] 3.hRSV对环巴胺的耐药株均含有相同的一个突变：M2-1蛋白151位氨基  酸从精氨

酸到赖氨酸的突变。耐药株是通过在病毒盲传过程中逐步增加药物浓  度来筛选获得的。病

毒分别在终浓度为100，200，400，600，800nM和1μM 的环巴胺中传2代，总共12代，盲传采用

在传代培养过程中每天观察细胞病  变情况的方式，决定病毒培养的最佳时间。同时以野生

型病毒在不加环巴胺的  培养基中平行传代作为对照。在1μM的浓度下，不加环巴胺传代的

病毒将不  会导致细胞病变，而盲传后的病毒仍然可以导致细胞病变，这说明产生了耐药 

突变。本发明人平行筛选了三株耐药毒株，经测定环巴胺对耐药株的抑制效果  至少下降了

10倍，IC50迁移了10倍以上。全基因组测序显示3株耐药株含有  共同的突变，即M2-1蛋白151

位氨基酸从精氨酸到赖氨酸的突变。

[0141] 图3显示了hRSV对环巴胺的耐药株均含有M2-1R151K突变。(A) .M2-1部  分蛋白与

其中一株耐药株的序列比对，在151位氨基酸上本发明人发现了从精  氨酸到赖氨酸的突

变。(B) .左:环巴胺对hRSV野生型和耐药株抑制作用的  剂量依赖实验。右:耐药株和野生型

病毒在突变位点附近的测序图谱，其中耐  药株1和2在151位还有一些双峰，说明病毒尚未

完全转变成耐药株，这也解  释了为什么耐药株3的耐药性最强。

[0142] 4.环巴胺抑制病毒的转录。环巴胺处理的病毒感染细胞中病毒RNA含量  可以下降

达到20倍以上，实验结果如图4所示。

[0143] 图4显示了环巴胺抑制病毒的转录。在hRSV感染细胞后加入环巴胺，番  茄碱处理

48小时后利用针对病毒L基因的引物通过qRT-PCR定量胞内病毒RNA  水平，以胞内GAPDH为

内参作换算。

[0144] 5 .本发明所涉及的化合物的结构式，1为环巴胺，2为番茄碱，3为  GDC-0449，4为

LY2940680。
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[0145]

[0146] 6.环巴胺与M2-1蛋白的潜在结合位点有2个，本发明人通过分子模拟对  接分析了

M2-1蛋白核心区域后发现其中一个结合位点靠近R151氨基酸，这两  个模型分别如图5所

示，青色(图右上侧)和品红色(图右下侧)，它们都具有最  低的能量，结合亲和力分别为

7.7kcal/mol  and7.9kcal/mol。

[0147] 图5.M2-1蛋白含有2个与环巴胺结合的潜在位点。分子对接模拟分析  采用的M2-1

晶体结构来自PDB:4C3B。M2-1蛋白表面电势从低到高按蓝色-红  色梯度变化，蓝色和红色

分别代表-10kTe-1and10kTe-1电势。环巴胺与M2-1  结合采用Autodock  Vina软件模拟。环巴

胺用青色和品红色的棒状表示，图中 所示2种模型具有最低的自由能。

[0148] 实施例2体内评估了环巴胺对hRSV的抑制效果

[0149] 本发明人在体内评估了环巴胺对hRSV的抑制效果，将每组6只7-10周雌  性BALB/c

小鼠(体重介于15-20g之间)用不含环巴胺的对照、30mg/kg以及  100mg/kg的环巴胺处理，1

小时后将小鼠麻醉然后滴鼻灌输100微升hRSV病  毒悬液(含有8×105TCID50的病毒)。小鼠

用对照或者上述剂量的环巴胺连续  处理4天，4天后对小鼠实施安乐死后收集它们的肺组

织，匀浆后离心取上清  在HEp2细胞上测定其中hRSV的效价。结果如图6所示，环巴胺在小鼠

体内有  显著的抗hRSV活性，在100mg/kg剂量下可以降低1.5个log的病毒载量。

[0150] 图6.环巴胺在BALB/c小鼠模型上的抗病毒活性。图中每个点表示来自  于每个小

鼠的hRSV效价，每组中的水平线代表该组6只小鼠hRSV的平均效  价，底部虚线代表实验检

测的极限，***表示与对照组相比p<0.001。

[0151] 在本发明提及的所有文献都在本申请中引用作为参考，就如同每一篇文献  被单

独引用作为参考那样。此外应理解，在阅读了本发明的上述讲授内容之后，  本领域技术人

员可以对本发明作各种改动或修改，这些等价形式同样落于本申  请所附权利要求书所限

定的范围。
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