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摘要：黄病毒能引起严重的人类疾病，但是并无特定药物来治疗病毒感染。黄病毒非结构蛋白 NS3 的

N 端区域及其辅因子 NS2B 构成蛋白酶，该酶切割病毒的多聚蛋白形成成熟的结构蛋白和非结构蛋白来

帮助病毒完成增殖过程。NS2B-NS3pro 蛋白酶在黄病毒生命周期中起关键的作用，使之成为抗病毒药

物研发的重要靶标。本文综述了黄病毒属中寨卡病毒、登革热病毒、西尼罗病毒的 NS2B-NS3pro 蛋白

酶结构的研究进展，并介绍了相关抑制剂与蛋白酶形成的复合物结构，以期为研发抗黄病毒药物提供必

要的参考。 
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黄病毒属病毒，如登革热病毒(DENV)、西尼

罗病毒(WNV)等均属于高致病性病毒，给人类的

健康和生命带来威胁，由于动物迁徙、气候变化、

城市化和国际旅游等原因，黄病毒感染和流行仍

对全球具有潜在的威胁。全球每年数十亿人存在

感染 DENV 风险，并且主要集中在蚊虫流行的热

带和亚热带气候地区[1]。最近，又一种黄病毒属病

毒——寨卡病毒(ZIKV)在世界范围内迅速传播并

爆发[2–4]，世界卫生组织甚至宣布 ZIKV 为全球公

共卫生紧急事件[5]。  

黄病毒均为单股正链 RNA 病毒，其基因组长

约 11 kb，病毒增殖过程产生的多聚蛋白立即被宿

主细胞蛋白酶和病毒自身编码的蛋白酶切割，产

生 3 种结构蛋白：衣壳蛋白(C)、膜蛋白(prM/M)

和包膜蛋白(E)，以及 7 种非结构蛋白：NS1、NS2A、

NS2B、NS3、NS4A、NS4B 和 NS5(图 1)[6]，各自

发挥其功能。研究表明，抑制黄病毒非结构蛋白

功能是靶向抗病毒药物开发的基础 [7–8]。黄病毒

NS2B-NS3pro 蛋白酶是一种高度保守的复制关键

酶，在病毒生命周期中起着至关重要的作用，是

理想的药物靶点。NS3 蛋白酶结构域需要在 NS2B

辅因子参与下才能发挥酶活性，NS2B 中心区的

47 个氨基酸充当蛋白酶辅因子，对于蛋白酶的正

确折叠和催化活性都是必需的。 
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图 1.  黄病毒基因组和多聚蛋白酶切过程[6] 

Figure 1.  Flavivirus genome and polyproteinase cleavage[6]. Flavivirus has a single-stranded positive-sense 
genome. The proteolytic processing cascade produces precursors and mature proteins, arrows represent cleavage 
sites. Cofactor NS2B and protease region of NS3 constitute protease. 
 

目前，针对黄病毒并无特定疗法和抗病毒药

物来治疗病毒感染，因此研究黄病毒的致病机理、

进一步设计抗病毒药物的任务紧迫。虽然已有疫

苗来应对几种黄病毒[9–10]，但由于黄病毒的种类多

而复杂，特定的药物和疫苗开发仍面临严峻挑战。

基于蛋白酶结构，针对丙肝病毒 NS3 蛋白酶的几

种药物已经获得美国食品和药物管理局(FDA)的

批准并进入临床[11]，这表明了针对黄病毒蛋白酶

靶向开发抗病毒药物的可行性，通过研究其结构

并进一步开发抗病毒药物具有重要的研究价值。

国内外已有多个研究组开展了黄病毒 NS2B-NS3

蛋白酶的结构研究，针对目前已解析的黄病毒蛋

白酶结构，本文综述了 ZIKV、DENV 和 WNV 三

种黄病毒 NS2B-NS3pro 蛋白酶及其抑制剂复合物

的结构研究进展。 

1  寨卡病毒(ZIKV)蛋白酶及其复合

物结构研究进展 

寨卡病毒(ZIKV)与小头畸形症的发生密切相

关 ， 能 够 引 起 格 林 - 巴 利 综 合 征 (Guillain-Barre 

syndrome，GBS)，严重者甚至引起致死性呼吸麻

痹和双侧面瘫[12–16]。到目前为止，还没有能用于

临床上治疗 ZIKV 感染的疫苗或特效药物。目前

已有几个研究组报道了 ZIKV 蛋白酶母体和抑制

剂结合复合物的结构，根据载体构建分为三类，

分别命名为 aZVP、bZVP 和 cZVP[17–21]。 

aZVP 是将 NS3 蛋白酶结构域与 NS2B 通过由

甘氨酸和丝氨酸组成的 linker (GGGGSGGGG)连

接进行融合表达。aZVP 捕获到 NS2B-NS3pro 与

硼酸盐抑制剂 cn-716 的复合物 2.7 Å 分辨率结构

(图 2-A 5LC0)，该状态下蛋白酶处于闭合构象[17]，

硼原子与 Ser135 共价结合，活性口袋 P1 处的保

守氨基酸 Asp129 与 cn-716 中 Arg 形成盐键；aZVP

同样捕获到 NS2B-NS3pro 母体 2.6 Å 分辨率结构，

该状态为开放构象[18]，NS2B 的 C 端处于自由摆

动的状态(图 2-A 5GXJ)。在没有底物或抑制剂结

合的情况下，NS2B 的 C 端部分处于开放的构象，

蛋白酶处于失活状态；当底物与活性口袋结合时，

NS2B 的 C 端部分围绕 NS3 形成闭合构象，蛋白

酶行使其功能活性[18]。去除 NS2B 后，蛋白酶活

性大大降低，也证明了 NS3 蛋白酶功能需要 NS2B
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构象变化来实现[22–23]。NS3pro 的 C 端 loop-S1 

(152–167 位氨基酸)和 NS2B 的 C 端 loop-S2(69–87

位氨基酸)构象发生适当变化才能形成活性口袋

S1 和 S2 位点，去除任意一个 loop 都会使蛋白酶

失活，这为揭示 ZIKV 蛋白酶的激活和抑制机制

提供了重要的结构信息。值得关注的是，loop-S1

会被相邻蛋白酶分子的 29–32 位氨基酸推开，不

能形成 S1 导致蛋白酶处于自抑制的状态，同样的

情况也出现在乙型脑炎病毒(JEV)蛋白酶构象中。

这个区域可以作为全新的药物靶点，使蛋白酶处

于“自抑制”状态[18]。 

bZVP 是将 NS2B 去掉跨膜区部分，通过含有原

始酶切位点的 45–96 位氨基酸与 NS3 蛋白酶结构域

直接连接。bZVP 捕获了 NS2B-NS3pro 的 1.84 Å 高

分辨率结构，NS2B 的 C 端最后四位氨基酸 TGKR

被酶切后结合到 NS3 的活性口袋(图 2-B 5GJ4)。蛋

白酶自酶切后处于闭合的构象，活性抑制的状态，

这表明 TGKR 与 cn-716 在结合活性口袋上具有相似

性。该结构揭示了生理状态下病毒多聚蛋白被蛋白

酶水解后的精确构象以及 NS2B 的 C 端与蛋白酶活

性位点之间的相互作用。P1 和 P2 的正电荷残基非

常明显，TGKR 肽段 Gly128 没有完全填充在 S3 结

合口袋，这与 DENV、WNV 蛋白酶有所差异，该

结构信息可以用于设计更精准的特异性抑制剂[19]。 

 

 
 

图 2.  寨卡病毒蛋白酶的结构[17–21] 
Figure 2.  Structures of ZIKV NS2B-NS3pro[17–21]. A: ZIKV NS2B-NS3pro apo form structure with G4SG4 linker 
(PDB ID: 5GXJ) and complex structure with cn-716 (PDB ID: 5LC0), the inhibitor is shown as sticks. B: Overall 
structure of linked ZIKV NS2B-NS3pro in complex with TGKR peptide (PDB ID: 5GJ4). C: Free-enzyme form 
and KKGE (black dotted frame) peptide-bound form of ZIKV unlinked NS2B-NS3pro (PDB ID: 5GPI). Overall 
structure of ZIKV unlinked NS2B-NS3pro in complex with Acyl-KR-aldehyde (PDB ID: 5H6V). Structure of 
ZIKV unlinked NS2B-NS3pro in complex with EN300 (PDB ID: 5H4I). 
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cZVP 是将 NS2B 和 NS3 蛋白酶结构域进行共

表达，未用 linker 连接，这样可以更好地还原蛋

白酶功能状态。cZVP 同样捕获到处于闭合构象的

蛋白酶，该状态下蛋白酶构象存在两种(图 2-C 

PDB ID: 5GPI)：一种是 NS3 蛋白酶 N 端的 KKGE

肽段结合到相邻 NS3 蛋白酶分子的活性口袋，而

使蛋白酶处于闭合构象；另一种是活性口袋没有

底物或抑制剂结合而构成的闭合构象。两种状态

的闭合构象非常稳定，这也是首次捕获到黄病毒

蛋白酶没有结合底物或抑制剂的封闭构象。当

Acyl-KR-aldehyde (图 2C PDB ID: 5H6V)和 EN300 

(图 2-C PDB ID: 5H4I)分别与蛋白酶结合时，蛋白

酶的闭合构象没有发生明显的变化[20]。通过对三

种 构 建 载 体 得 到 的 结 构 信 息 进 行 比 较 ， 分 析

linker(GGGGSGGGG)可能会导致空间位阻，干扰

蛋白酶正确折叠并影响酶活性[24–25]。 

2  登革热病毒(DENV)蛋白酶及其

复合物结构研究进展 

登革热病毒(DENV)有着极高的感染率和发

病率[26–27]，病毒会首先攻击树突细胞和巨噬细胞

进而破坏人体免疫功能[28–30]。登革出血热和登革

休克综合征的严重性和恶化程度不可忽视，目前

的治疗方法仅限于补液和医疗护理。虽然墨西哥

在 2015 年批准了第一种疫苗 CYD-TDV[31]，但是抗

DENV 小分子药物的研发非常缓慢，DENV 的不同

血清型也使得抗 DENV 药物的研发变得复杂[32]。 

DENV 血清型 III(DENV-3)蛋白酶的整体结构

与 DENV-1 和 DENV-2 的结构非常相似，只是在

NS3 蛋白酶的两个 loop 区(119–120 位和 155–159

位氨基酸)处存在偏移，在这里我们介绍 DENV-3

的蛋白酶共价结合肽抑制剂 Bz-nKRR-H 的晶体结

构和蛋白酶与 aprotinin 复合物的晶体结构。 

DENV-3 蛋白酶与 Bz-nKRR-H 的复合物晶体

结构中，肽 n-KRR 是针对活性口袋设计的 P1–P4

最佳识别底物，活性中心保守氨基酸 Ser135 与

Bz-nKRR-H 形成共价键，并且 Bz-nKRR-H 的羟

基与 NS3pro 的 H51 相互作用。P1 侧链与 D129

形成表面电荷相互作用，P2 和 P3 侧链分别与

NS3pro 的 G82 和 NS2B 的 M84 相互作用，这些

相互作用稳定了闭合构象中 NS2B 的 β 发卡结构

(图 3-A PDB ID: 3U1I)[8]。NS2B 与配体结合的构

象和 WNV 结构中的构象非常相似，表明了 DENV

和 WNV 蛋白酶活性位点的相似性[33]。由于 NS2B

的构象变化影响蛋白酶的催化活性，研究发现减

少 NS2B 和 NS3pro 之间 linker 的长度会明显降低

蛋白酶活性[34]。通过结构分析，NS2B 围绕 NS3pro

会形成一个分子相对面上的口袋，该空腔口袋被

认为是抗病毒抑制剂的潜在结合位点，如果设计

化合物能与该口袋结合，使 NS2B 的 β 发卡锁定

在适当位置，就能阻止 NS2B 构象变化激活蛋白

酶活性，或者防止底物与蛋白酶结合[22]。所以，

靶向该空腔口袋来设计小分子药物也为抗病毒药

物研发提供新的切入点。 

DENV-3 蛋白酶与 aprotinin 的复合物晶体结

构中，NS2B 的 β 发卡结构与 aprotinin 没有直接接

触，表明 aprotinin 与蛋白酶活性位点的结合不需

要同 NS2B 相互作用，因此 NS2B 在很大程度上

是自由灵活的[8]。由于 aprotinin 是一种较大的多

肽，推测其亲和力很可能来自多种相互作用，其

结构空间位阻影响底物与蛋白酶活性位点的结

合，从而抑制蛋白酶的活性(图 3-B PDB ID: 

3U1J)[35]。P1 易与 Ser 产生相互作用，P2 的 Arg

指向溶剂，P3 同样易与 Ser 产生相互作用，P4 易

与 Gly 产生相互作用。上述两种 DENV-3 蛋白酶 
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图 3.  登革热Ⅲ型病毒蛋白酶的复合物结构[8, 35] 

Figure 3.  Structures of DENV-3 NS2B-NS3pro complexes[8, 35]. A: Overall structure of DENV-3 NS2B-NS3pro in 
complex with Bz-Nkrr-H. The interactions between DENV-3 NS2B-NS3pro and the peptide are shown in the figure, 
hydrogen bonds are labelled as dashes (PDB: 3U1I). B: Structure of DENV-3 NS2B-NS3pro with aprotinin (PDB: 
3U1J). 
 

复合物结构中，氧离子孔洞由 G133、T134 和活

性中心 S135 的 NH 基团形成，水分子和硫酸盐占

据氧离子孔洞[8]。 

3  西尼罗病毒(WNV)蛋白酶及其复

合物结构研究进展 

西尼罗病毒(WNV)能够引起严重的脑炎或脑

膜炎等神经疾病，具有极高的致死率，目前没有

特定药物和临床疫苗可以用于治疗 WNV 感染[36]。

我们介绍 WNV 蛋白酶的 3 种晶体结构：蛋白酶

母体结构、蛋白酶与 aprotinin 复合物结构、蛋白

酶与抑制剂 Naph-KKR-H 复合物结构。虽然这 3

个结构中的信息有所差异，但其总体构象非常相似。 

WNV 蛋白酶与 aprotinin 复合物的晶体结构

的整体构象与 DENV-3 蛋白酶 aprotinin 复合物的

构象相似，其活性位点位于 NS3pro 的 N 端和 C

端部分的界面(图 4-B PDB ID: 2IJO)，NS2B 片段

(64–96 位氨基酸)的 C 端部分形成一个围绕 NS3pro

的带。Aprotinin 占据了蛋白酶的 S2-S2ʹ所有主要特

异性区域，其主链的 13–19 位氨基酸(PCKARII) 

和 WNV 的 β 发卡结构形成反向平行的 β 片，而 
 
 
 
 
 
 
 
 



606 Chen Wu et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2019, 59(4) 

actamicro@im.ac.cn 

 

 
 

图 4.  西尼罗病毒蛋白酶及其复合物的结构[37–38] 

Figure 4.  Structures of WNV NS2B-NS3pro apo-form and complexes[37–38]. A: The apo form of WNV 
NS2B-NS3pro (PDB: 2GGV). B: Structure of WNV NS2B-NS3pro in complex with aprotinin (PDB: 2IJO). Trp62 
is labeled in free-enzyme and aprotinin-bound structures, the C-terminal conformations after Trp62 in (A) and (B) 
change significantly. C: Overall structure of WNV NS2B-NS3pro with Naph-KKR-H, Naph-KKR-H is shown in 
stick (PDB: 3E90). 
 

侧链占据了S3-S1和S1ʹ-S4ʹ，Aprotinin的第二个 loop 

36–39 位氨基酸(GGCR)也与蛋白酶存在相互作

用[37]。蛋白酶与 Naph-KKR-H 复合物的结构与上述

结构相比较，活性位点存在着重要差异，特别是活

性位点保守氨基酸 His51，该差异或许可以为抑制

剂进入蛋白酶的机制提供参考，该结构中氧原子(来

自水或者配体)在维持活性位点 His51 构象上起重要

作用。His51 的构象旋转与活性口袋 P1-O 的方向有

关，推测 P1-O 的方向可能会调控组氨酸构象变   

化(图 4-C PDB ID: 3E90)[38]。这些相互作用的信息  

可能也为设计抗病毒抑制剂提供新的改进方向。 

WNV 蛋白酶母体结构与抑制剂复合物结构

之间的主要区别在于 NS2B 的构象，母体结构

NS2B 的 β1 链构象与 aprotinin 复合物中构象一

致，稳定了 NS3pro 的 N 端的 β 片；NS2B 中 Trp62

的构象与 aprotinin 复合物中一致，Trp62 被包埋

在 NS3 的 C 端口袋中，就像是一个“锚”[37]。有研

究表明，突变 NS2B 的 Trp62 或者 NS3 的 Gln96(其

为 Trp62 的受体口袋残基)会使蛋白酶失活[23,39]。

然而在 Trp62 之后的部分，NS2B 采用不同的构

象，母体结构中在 G70 处由一个螺旋结构让 C 端

逆转方向，并由一个含 4 个氨基酸的 β 链来稳定

NS3pro 的 C 端结构的 β 片，继续沿着这个方向

朝向 NS2B 的 N 端，即母体结构与抑制剂复合物

结构中 NS2B 的 N 端延伸方向相反(图 4-A PDB 

ID: 2GGV 和 PDB ID: 2IJO)[37]。虽然两种构象的

NS2B 部分发生了变化，但 NS3 蛋白酶结构域无

明显变化。 

WNV 蛋白酶中与底物相互作用的 β片有助于

将底物稳定在活性口袋，酶与底物主链相互作用

是高度保守的[40]。除了已解析结构中观察到的保

守区域，也有研究提出了 WNV 的全新活性位点[41]，

只是暂无晶体结构，这同样为药物设计提供了新

的指导策略。 
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4  抑制剂的筛选和研发策略 

基于上述结构，黄病毒属蛋白酶归为两种主

要构象：NS2B 辅因子区域无序而形成的开放构

象；NS2B 辅因子与 NS3pro 结合形成的闭合构象，

进而催化蛋白酶的活性。基于上述蛋白酶复合物

结构中抑制剂对 NS2B-NS3pro 蛋白酶的影响，结

合目前蛋白酶抑制剂开发和抗病毒药物筛选的研

究工作，抑制剂的筛选和研发策略如下。 

(1) 设计底物多肽类似物：底物活性口袋位置

是最好的切入点，将底物多肽添加上亲电子的弹头

可以使其转变为靶向的抑制剂，利用这种方法可以

提供非常有效的抑制剂[17,42–43]。(2) 阻止 NS2B 与

NS3 之间的相互作用：有研究通过一种定量高通量

筛选方法筛选到了抑制剂，并且证实这些药物可以

有效阻断 NS2B 与 NS3 之间相互作用来抑制黄病

毒[44]；另有研究基于结构提出全新药物设计理念，

使蛋白酶处于“自抑制”状态，例如设计抑制剂阻止

ZIKV 蛋白酶形成 S1 使蛋白酶处于“自抑制”状态[18]，

设计抑制剂与 DENV 蛋白酶中 NS2B 和 NS3pro 形

成分子相对面上的口袋相结合，使 NS2B 的 β 发卡

锁定在适当位置而阻止 NS2B 构象变化抑制蛋白酶

活性[22]。因此，靶向黄病毒属蛋白酶 NS2B 与 NS3

相互作用位置，破坏蛋白酶的基本功能，为抑制剂

研发提供了新的方向。(3) 大分子抑制剂形成空间

位阻影响底物与蛋白酶的结合：例如分子量较大的

aprotinin，其与蛋白酶相互作用后形成空间位阻影

响底物与蛋白酶活性位点的结合，从而抑制蛋白酶

的活性[35]。筛选和设计此类大分子抑制剂也是一种

有效的途径。(4) 虚拟筛选：基于已经解析的蛋白

酶结构，利用计算机建模进行分子对接，根据活性

口袋 S1-S4 的氨基酸偏好性来设计多肽类或非多肽

类的抑制剂[45–46]。有研究表明 ZIKV 蛋白酶 S1 偏

好 L-Arg/L-Lys，S2 偏好 L-Orn (100%)/L-Arg (40%)/ 

L-Lys (38%)/L-Arg(17%)，S3 偏好 L-Lys，S4 偏好

大部分氨基酸(特别是 D-Lys)[47]。(5) 高通量筛选：

利用高通量筛选方法从药物库中进行有效抑制剂

的筛选，通过生物物理实验或结构研究进行抑制剂

的优化[46]。 

5  讨论与展望 

对于黄病毒属的所有成员来讲，蛋白酶对病毒

的复制至关重要，因此蛋白酶也被认为是最理想的

药物靶点。黄病毒蛋白酶需要由 NS2B 和含有催化

三联体(H51，D75 和 S135)的 NS3pro 构成，NS2B

的中心辅因子区域的正确折叠对蛋白酶的催化活

性是必需的[24]。鉴于黄病毒的高序列相似度，这些

蛋白酶的结构非常相似，对比 ZIKV、DENV、WNV

蛋白酶的母体结构，NS2B 部分均呈现自由摆动的

灵活构象，NS3pro 结构非常相似(图 5)。 

 

 

 
图 5.  黄病毒蛋白酶的结构比较[18,34,37] 

Figure 5.  Structural comparison of flavivirus 
NS2B-NS3pro[18,34,37]. Structural comparison of NS2B- 
NS3pro of ZIKV, DENV-1 and WNV. The regions of 
NS3pro are similar and the C-terminal parts of NS2B 
are flexible. 
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虽然有多种蛋白酶抑制剂的筛选和研发方

法，但到目前为止没有抑制剂能够进入临床阶段。

底物多肽类似物抑制剂细胞活性差、药代动力学

弱；通过虚拟筛选和高通量筛选得到的有效抑制

剂，活性位点的成药性低，同样表现出较差的细

胞活性和较弱的药代动力学[25,48]；而设计靶向全

新位点的抑制剂，缺乏工作基础，还需要更长时

间的探索。通常情况下，设计可以口服的蛋白酶

抑制剂是非常困难的，黄病毒蛋白酶的活性位点

底物结合口袋较浅且电荷性高，更是增加了抑制

剂设计的难度[42]。 

基于蛋白酶结构的研究可以有效降低这些难

度，通过结构信息优化添加弹头的极性多肽，降

低其分子量，可以使其转化为潜在药物[49]。黄病

毒蛋白酶结构具有很高的相似性，利用已解析的

ZIKV、DENV 和 WNV 蛋白酶结构，可以相互借

鉴而解决很多问题，近期对 ZIKV 蛋白酶的大量

结构研究也表明其在抗黄病毒药物设计中的优

势。基于结构的药物研发是非常实用的一种策略，

我们通过回顾黄病毒属中寨卡病毒、登革热病毒、

西尼罗病毒的 NS2B-NS3pro 蛋白酶及其抑制剂复

合物的结构研究，希望以目前已解析的黄病毒蛋

白酶的结构为基础，为研发抗黄病毒抑制剂和药

物提供必要的参考。 
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Research progress on structure of Flavivirus NS2B-NS3 protease 

Chen Wu, Haitao Yang, Zefang Wang* 
School of Life Sciences, Tianjin University, Tianjin 300072, China 

Abstract: Flavivirus infection causes severe human disease, but no specific drugs are available to treat flavivirus 

infection. The N terminal region of non-structural protein 3 (NS3) of flavivirus and its cofactor NS2B constitute 

protease, and the polyprotein produced by virus is cleaved by protease into structural and non-structural proteins 

that are essential for the replication of the virus. NS2B-NS3pro represents an attractive drug target due to its critical 

role in the life cycle of flavivirus. Here we review the structural advances of NS2B-NS3pro of Zika Virus, Dengue 

Virus and West Nile Virus as well as the complex structures of some protease with inhibitors, these will provide 

necessary references for the future antiviral drug design. 
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