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抗肠道病毒 71 型治疗策略的研究进展

毛莉萍  秦刚  章幼奕 

肠道病毒71型（enterovirus 71，EV71） 目前被

认为是引起儿童手足口病的主要病原体之一。该病毒

可以引起疱疹性咽峡炎、脑干脑炎、神经源性肺水肿

等多种疾病
[1]
， EV71感染引起的手足口病呈周期性暴

发与流行，在亚太地区暴发较为严重
[2]
。我国自2008

年5月，安徽省阜阳市暴发了EV71相关性手足口病以

来，在此后5年内中国部分地区逐渐呈现增多趋势。

目前，EV71被认为是继脊髓灰质炎病毒被消灭以后最

重要的嗜神经性病毒，手足口病也被喻为“21世纪的

脊髓灰质炎”。针对EV71目前临床上尚无有效的抗病

毒药物或已被批准的疫苗应用。因此，研制有效的抗

EV71的药物及疫苗是今后的医学科研的重点。现将近

年来国内外有关EV71抗病毒药物、疫苗的研究进展综

述如下。

一、抗肠道病毒相关药物

（一）病毒衣壳结合剂 
阻断病毒进入细胞是一种理想的抗病毒策略。譬

如在一定程度上，免疫球蛋白用于治疗EV71重症病

例感染，部分是依赖于其非特异性中和病毒的作用。

相应的，相关动物实验提示，通过注射EV71抗血清

可以在小鼠间传递被动免疫保护。既往研究显示，

EV71病毒衣壳蛋白中和表位位于VP1结构蛋白，VP1
是EV71感染的主要受体结合蛋白

[3]
。因此，针对病毒

衣壳蛋白VP1中和表位研制的特异性抗体是一种有前

景的抗病毒策略。与其他肠道病毒如脊髓灰质炎病毒

或鼻病毒相似，EV71的VP1蛋白是一个峡谷样结构，

这个结构是非常重要的受体结合位点，VP1蛋白构象

改变是病毒脱衣壳和释放病毒RNA进入宿主细胞中关

键的一步。因此，设计小分子靶向结合VP1蛋白可以

干扰EV71型感染。普拉康纳利（pleconaril）已被证

实可以通过结合衣壳蛋白抑制鼻病毒复制的药物
[4]
。

普拉康纳利临床上应用于危及生命的肠道病毒严重感

染。该药主要通过与病毒的蛋白衣壳结合而干扰病毒

对宿主细胞的吸附和脱衣壳，能对90%以上的肠道病

毒有作用。一个药物设计软件以普拉康纳利为模板，

研制出一类新的吡啶基咪唑啉酮衍生物 BPROZ-194和
BTA798，体外实验表明，这些衍生物能抑制EV71引
起的细胞病变效应，并且细胞毒性很低，但当VP1蛋
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白192位氨基酸由缬氨酸突变为甲硫氨酸时，EV71对
BPROZ-194则产生耐药性

[5]
。

（二）酶抑制剂 
 1. 蛋白酶抑制剂3C和2A：成熟分裂是EV71病毒

蛋白合成的关键步骤。在人类的肠道病毒中3C和2A
蛋白是病毒前体加工的关键蛋白酶。3C蛋白酶是微小

RNA病毒属复制所必需的特异性蛋白酶之一，基因组

研究提示其编码基因序列高度保守，因此，3C蛋白酶

就成为抗小RNA病毒药物开发的重要靶向目标。目前

依据3C蛋白结构设计出的抗病毒药物有很多种，其中

芦平曲韦（rupintrivir，AG7088）近年来，已被确定

可以通过抑制3C蛋白酶活动从而起到抑制病毒复制的

作用
[6]
。在芦平曲韦的基础上合成一系列3C蛋白酶抑

制剂，其中的一种化合物10b，已被证明能抑制人鼻

病毒3C蛋白酶，其可能是另一个通过抑制3C蛋白酶阻

止EV71病毒感染的候选药物。最近，EV71 3C蛋白酶

的X-射线晶体结构已经被解决，为进一步基于结构设

计3C蛋白酶拮抗剂提供了便利。

2A蛋白酶可以切割病毒多肽和翻译因子eIF4GI，
从而停止宿主细胞的翻译。2A蛋白酶也被认为可以

作为一种抗病毒药物策略来抑制EV71复制。遗憾的

是，目前仍未开发出特异性的抑制剂以阻止2A蛋白

酶及相关蛋白酶。然而，研究者分析人类鼻病毒2型
和柯萨奇B4这两种病毒的2A蛋白酶的X-射线晶体结

构
[7]
，发现这些蛋白酶的活性非常接近。由于他们相

似的功能，EV71 2A蛋白酶的催化三联体序列，可以

预测为His-21、Asp39和Cys-110。因此，通过将2A
蛋白酶X-射线晶体结构和预测的催化序列相结合，

2A蛋白酶抑制剂的设计仍然是适用的。此外，针对

EV71蛋白酶的药物不仅能阻止病毒蛋白成熟，而

且可协助保护宿主蛋白的蛋白酶降解。

 2 .  3 D R N A聚合酶抑制剂：E V 7 1病毒R N A
基因的复制需通过RdRp（RNA-dependent  RNA 
polymerase），即3D蛋白，因此，以3D聚合酶为目

标特异性地抑制EV71复制是一个有效的策略。核苷

（酸）类似物，如利巴韦林是研究最为广泛的小核糖

核酸病毒聚合酶抑制剂。其主要通过抑制肌苷酸-5-磷
酸脱氢酶，阻断肌苷酸变为鸟苷酸而抑制病毒的核酸

合成，对核糖核酸RNA及脱氧核糖核酸DNA病毒均

有显著的抑制作用
[8]
。此外，非核苷（酸）类似物，

DTriP-22也被确定是一种3D聚合酶抑制剂。DTriP-22
是一个含有哌嗪的吡唑并嘧啶衍生物

[3-4]
，DTriP-22
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通过靶向抑制EV71病毒3D聚合酶来选择性抗病毒

治疗
[8]
。此外，铝酸最初被报道作为丙型肝炎病毒和

SARS冠状病毒复制酶的抑制剂，也表现出具有抑制

肠病毒71型3D聚合酶的能力。

（三）IRES元件抑制剂

由于EV71 mRNA无5′的帽子结构，翻译是依赖于

其内部核糖体进入位点IRES（internal ribosomal entry 
site）元件。许多研究提示EV71  IRES依赖性翻译是

通过高度特异性的反式作用因子ITAFs（IRES-specific 
transacting factors）控制。远端上游元件结合蛋白2
（far upstream element binding protein 2，FBP2）被报

道可以通过PTB竞争性抑制EV71 IRES活性
[9]
。利用蛋

白质破坏EV71 IRES元件，EV71复制就可以被抑制。

这个概念可以提供抗EV71肠道病毒感染新策略。例

如，山奈酚（一种黄酮类化合物）已被证明能够通过

改变ITAFs结构，起到抑制EV71病毒复制及抑制IRES
活性的作用。

（四）其他小分子药物

恩韦肟是一种可以抑制鼻病毒和脊髓灰质炎病毒

复制的化合物。已通过分析确定恩韦肟耐药突变的靶

位点为病毒蛋白3A[10]
。病毒蛋白3A及其前体3AB在肠

道病毒复制复合物形成中扮演关键角色
[10]

。针对病毒

蛋白3A或病毒蛋白3AB发展抗病毒药物以抑制EV71
复制是一个成功的策略。例如，an-12-h5是功能类似

于恩韦肟的一种化合物，被证明是一种可以体外抑制

EV71复制的新的抑制剂。

（五）RNA干扰技术

RNA干扰是近年来发现的利用外源性或内源性双

链RNA以高度序列特异性方式抑制基因表达的技术。

RNA干扰技术是通过双链RNA介导特异性的降解相

应序列的mRNA，从而阻断相应基因表达的转录后水

平，使得“基因沉默”。基于这一概念，人工生成的

小干扰RNA（siRNA）被广泛应用于研究基因功能。

由于siRNA能够有效下调基因表达，病毒序列特异性

siRNA已被认为是潜在的治疗策略。小干扰RNA在感

染的早期阶段能有效地抑制病毒的复制，病毒感染能

被针对病毒基因和相关宿主基因的siRNA所阻断。一

些研究已经表明，病毒特异性siRNA可以成功抑制人

类病毒的复制，如脊髓灰质炎病毒、HIV-1和HCV。

这项技术也被应用到EV71感染的治疗上
[11]
。有学者已

成功采用小鼠乳鼠模型来评估siRNA在活体中抗EV71
效果，显示其是一种有潜力的治疗方法。

（六）宿主的免疫和干扰素治疗

天然免疫系统是宿主抵御病毒入侵的第一道防

线。Ⅰ型干扰素（IFN-α和IFN-β）的产生属于天然免

疫反应，其可激活干扰素刺激基因表达来阻断病毒的

复制。IFN-α已被用于临床治疗HCV感染，但尚无证

据显示其可用于肠道病毒感染的患者。为了评估Ⅰ型

IFN是否具有抗EV71的治疗作用，将重组鼠IFN-α应用

于被EV71感染的新生小鼠，结果发现可以增加新生小

鼠的存活率。相似于动物模型研究，体外试验结果也

提示IFN-α14具有抑制EV71复制的功效
[12]

。尽管已证

实，EV71病毒编码的蛋白酶3C可以下调干扰素调节因

子9（interferon regulatory factor-9，IRF9），IRF9被认

为参与I型干扰素下游信号的调节， 但IFN-α联合3C蛋
白酶抑制剂-芦平曲韦治疗EV71型，被认为是将来可

能的一种强有力的抗肠道病毒策略。体外实验发现，

两药联合在抑制EV71复制方面表现出协同效应
[13]
。上

述研究提示Ⅰ型干扰素可以作为一种有效抗EV71治疗

策略。不过最近一项的研究发现，EV71 2A可能是一

种干扰素拮抗剂
[14]

，因为其下调了Ⅰ型干扰素受体表

达的水平，Ⅰ型干扰素能否有效对抗EV71感染尚存有

不确定因素。

（七）抗病毒治疗的耐药问题

由于EV71病毒RNA基因是通过RdRp合成，而

RdRp不具备校对功能，所以在新合成的病毒基因复

制过程中突变基因经常产生。因此，针对于EV71的变

种，目前的抗病毒药物通常可以通过耐药表型选择抗

病毒治疗。例如，DTriP-22的作用机制是基于耐药突

变体表型及整个病毒基因序列
[15]

。可以针对耐药出现

的突变体和整个病毒基因组进行测序。对EV71病毒的

耐药位点，借鉴HIV治疗方法，联合治疗的可行性值

得进一步评估。理想的情况下，联合治疗选择的分子

应通过不同的作用机制发挥作用。基于最近的两项研

究评估抗EV71联合治疗，一些联合治疗被证实在抑制

EV71型方面表现出协同效应，如联合IFN-α和芦平曲

韦、芦平曲韦和普拉康纳利类似物BTA798等[16]
。因

此，联合治疗可能是对抗EV71型的一个有效策略。

（八）抗病毒中药 
中医中药作为我国的传统医学，在对有关病毒引

起的疾病及其防治方面积累了较为丰富的临床经验，

我国地大物博，有利于中草药的采集，这为临床研究

开发新的抗肠道病毒中草药制剂开辟了十分广阔的前

景。有研究证实，某些抗病毒中草药可以通过阻断病

毒增殖过程中的某个环节，从而起到抑制病毒复制的

目的。遗憾的是中草药是否具有直接抗病毒作用及其

确切的抗病毒作用机制尚不十分明确，还需要进一步

的实验及临床研究。不可否认的是中医中药或许也可

以作为抗EV71的一个有效方法。

 二、用于测试抗EV71药物的动物模型

要验证抗病毒药物对EV71的有效性，除了通过体

外实验，迫切需要大量的动物研究。成年小鼠等动物

普遍对EV71毒株不敏感，感染后不能表现出明显的临

床症状，因此，通常以乳鼠作为模型动物。自从Wang
等

[17]
建立了实验动物感染模型，新生小鼠是目前最广

泛用于EV71感染体内研究的动物。例如，利用1日龄
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ICR小鼠进行体内研究来评价抗EV71中和抗体的保护

作用以及研究EV71感染后中枢神经系统受累情况。尽

管1日龄小鼠是最敏感和常用的感染模型，但在处理1
日龄小鼠用于评估抗病毒疗效和毒性等技术上仍存在

一定的困难。此外，EV71小鼠适应株已通过小鼠连续

传代建立。小鼠适应株病毒能通过口服接种感染7日
龄ICR小鼠，并导致致命性中枢神经系统并发症。由

于乳鼠免疫系统发育尚不完善，因此不能完全模拟人

体感染过程，所以建立成年小鼠感染模型具有更大实

用价值。相对于灵长类动物模型而言，小鼠模型成本

低、周期短，是目前最为实用的实验动物。

非人灵长类在生物学、遗传学和行为学等方面与

人类具有高度相似性，因此建立病毒感染的灵长类模

型模拟人类感染症状，在疾病治疗、疫苗与药物评价

等方面至关重要。灵长类实验动物常用的是恒河猴与

食蟹猴
[18]
，EV71感染模型中最常见的是猕猴属的食蟹

猴，动物感染年龄为5～23岁，而且由于个体差异较

大，因此，EV71感染猴模型尚缺乏标准化参考数据。

尽管非人灵长类模型存在研究成本和条件较高等问

题，但其感染特征与人类感染EV71病毒后出现的神经

系统症状最为相似，因此仍将是研究病毒致病机制和

疫苗应用于人体前评价效果的重要动物模型。

三、EV71疫苗研制的困难及进展

基于在脊髓灰质炎病毒控制方面的经验，在防止

儿童EV71感染上疫苗应作为首要战略措施。虽然直到

现在尚无有效的商业化EV71疫苗上市，不过有研究已

经揭露了EV71疫苗的有效性。如病毒衣壳蛋白VP1最
初是作为一种免疫原性亚单位疫苗候选

[19]
。除了VP1

亚单位疫苗，甲醛灭活病毒的EV71也广泛评估作为候

选疫苗
[20]

。合适的动物模型则是评价疫苗免疫及保护

效果的重要平台。然而，EV71病毒疫苗的研制尚有一

些障碍需要克服。首先，由于成年小鼠模型的不足，

大部分的研究是通过新生小鼠实验被动免疫策略来验

证中和抗体的保护作用。要克服小鼠模型的局限性，

EV71小鼠适应株或EV71受体转基因小鼠可被用于疫

苗的生产。其次，由于许多EV71基因型是基于VP1基
因序列基础上分离出来的，因此，如何选择参考菌株

可能是另一个影响疫苗生产的障碍。另外在EV71疫苗

的研发过程中也发现了一些问题，例如EV71感染的病

人血清可以和大脑中的某些组织发生交叉反应，提

示在疫苗设计时应注意避免引入反应原性强的抗原

表位
[21]

。此外，还应高度重视疫苗可能诱导的抗体

依赖增强作用
[22]

。因此，迫切需要建立国际协作以

便共享病毒学和流行病学的信息。不过，在中国已

经在进行Ⅰ期临床试验用以评价一个新开发的灭活

EV71疫苗的安全性和免疫原性
[23]

。

四、展望

在过去的12年中，EV71感染的手足口病已经从一

个罕见的、散发的肠道传染病，逐渐发展成为目前在

亚太地区常见的、流行的一种伴有严重的神经系统并

发症的疾患。EV71感染的手足口病的发病率及重症发

生率均呈逐年上升趋势，预防控制形势十分严峻。对

于EV71肠道病毒的治疗目前主要以对症治疗为主，抗

EV71病毒药物的发展成为亚太流行地区迫切需要解决

的问题。基于小核糖核酸病毒的复制特性，已开发了

几种针对EV71的策略设计出来抗病毒药物。此外，实

验小鼠模型的建立，有助于进一步评估候选的一系列

抗病毒药物的抗病毒疗效及验证疫苗的安全性和保护

效果，以便探讨疫苗的保护水平和免疫持久性。中医

中药方面的探索也为临床抗肠道病毒治疗提供便利。
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