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摘要 目的  研究 ∂2整合酶抑制剂 为艾滋病的治疗提供新作用靶位的抗 ∂ 药物 ∀方法  用 ∂2整合

酶 ∞≥法检测 种萘醌类化合物 种白藜芦醇及其衍生物和 种吡喃香豆素类化合物对整合酶的抑制作用 ∀结

果  双羟基2 2萘醌±2对 ∂2整合酶有抑制活性 ≤为 1 Λ#


发现萘醌类新化合物 ±2对 ∂2

整合酶的抑制作用优于 ±2 ≤为 1 Λ#
 ∀用分步测定法发现 ±2主要抑制 ∂2整合酶的链转移活性 

而 ±2则对装配和链转移都有较强的抑制 ∀结论  萘醌类化合物±2 对 ∂2整合酶有抑制作用 ±2为新

化合物值得进一步研究 ∀

关键词  ∂2整合酶 抑制剂 多羟基芳香族化合物
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酶 × !蛋白酶° 和整合酶是 ∂2病毒复

制的关键酶 ∀抑制酶的活性可抑制病毒的繁殖≈ ∀

以 ∂ 逆转录酶和蛋白酶为靶点 已有 种逆转录

酶抑制剂和 种蛋白酶抑制剂用于临床治疗艾滋

病 能显著抑制病毒复制 控制病情发展 延长生命 

但病毒易产生耐药性 使病情反复 不能治愈 ∀联合

应用逆转录酶和蛋白酶抑制剂 可使病人血浆病毒

降至检测水平以下 但整合于细胞染色体的 ∂ 不

能被清除≈
停药后反跳 ∀ ∂ 的整合酶使 ∂2

⁄整合于宿主细胞 ⁄ 随着宿主细胞的复制

而复制 ∀整合酶在体内的功能可分为 个步骤≈


第 步是装配和 χ加工过程 整合酶与病毒 ⁄

长末端重复序列× 的特异性序列相互识别 装

配成稳定的核蛋白复合物 进一步在病毒基因组 χ

末端各切下两个核苷酸 露出高度保守的胞嘧啶腺

嘌呤≤双核苷酸羟基末端 第 步为链转移反

应 上步产生的病毒 ⁄蛋白复合物转运到细胞核

中 整合酶交错切割宿主细胞染色体 ⁄ 产生间

隔 个碱基的交错切口 然后病毒 ⁄的 χ端带自

由羟基的碱基与宿主 ⁄的 χ端共价连接 第 步

整合 宿主细胞酶修补病毒 ⁄ 与宿主 ⁄ 之间

的裂隙 完成整个整合过程 ∂ 基因与宿主细胞染
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色体形成一个线性的整合 ⁄ 与宿主 ⁄同步复

制 使 ∂ 难于清除 ∀ ∂ 整合酶的特异性抑制剂

阻断 ∂ 的整合 将对清除病毒有重要意义≈ ∀近

年来国外以 ∂ 整合酶为作用靶点 用同位素检测

方法 筛选 ∂ 的整合酶抑制剂 已有一些活性物

质进入临床试验≈ ∀由于同位素方法操作复杂 伴

有同位素污染 需要防护措施 不易推广 作者经过

反复试验在国内建立了 ∂2整合酶 ∞≥ 方法 ∀

此方法简便 易于操作 ∀用 ∞≥方法共筛测了 

种多羟基芳香族化合物 发现 ±2为一种新的萘醌

类化合物 对 ∂ 整合酶有较强的抑制作用 值得

进一步研究 ∀

材 料 和 方 法

  试剂  ∂2整合酶质粒 ƒΠ≤≥2

由美国  ⁄⁄的 ≤教授惠赠 ∀大肠

杆菌 Ε Χολι ⁄∞由本所微生物代谢室王以

光教授和尚广东博士惠赠 ∀

  寡核苷酸为上海生工生物工程公司合成 用

°∞纯化 ∀供体底物  χ2°2≤≤Π≤××Π××Π×≤Π

×Π×ΠΠ×Π≤×≤Π×Π≤×2χ χ2Π×Π

≤Π×≤Π≤≤Π≤××Π××ΠΠ×≤Π×≤2χ ∀供体底

物  χ2°2≤≤Π≤××Π××Π×≤Π×Π×ΠΠ×Π≤×≤Π

×Π≤2χχ2Π×Π≤Π×≤Π≤≤Π≤××Π××ΠΠ

×≤Π×≤2χ ∀靶底物 χ2×Π≤≤ΠΠ≤×Π×Π

×≤Π≤×2χ2 2χ2≤×Π×Π×≤≤Π≤Π××Π

×Π2χ ∀
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∞⁄≤为 ≥公司产品 ∀甲基咪唑和咪唑为 

公司产品 ∀ ≥ 为 °公司产

品 ∀ ≥ 为 °公司产品 ∀ √2° 为 ≥≤

产品 ∀ ≤√ 酶标板和 °°为 公司产

品 ∀

  化合物  种化合物分为 类图  萘醌类

化合物 种±2 ∗  白藜芦醇√及其衍

生物 种 ∞≥2 ∗  吡喃香豆素类化合物 种

≤2 ∗  ∀

ƒ∏  ∏∏∏

 ∏±2               ±2                

±2               ≥ √≤ °∏

  ΗΙς21整合酶融合蛋白的制备 !纯化及 ΕΛΙΣΑ

法测定酶活性

  整合酶融合蛋白的表达和纯化  将重组质粒

ƒΠ≤≥ 2转化到大肠杆菌  ⁄∞ 

经 °×诱导表达和柱亲和色谱纯化 获得 ∂2整

合酶融合蛋白 ∀

  ΕΛΙΣΑ法测定酶的活性≈   在包被了供体底

物的微孔板中 加入反应缓冲液 终浓度为 

#
× ≤1 #

≤  #




⁄×× 1  °  #
 °≥和已纯化

的整合酶  ε 反应  使酶与底物装配并行使

χ加工活性 加入靶底物 ⁄ 再继续反应  

使整合酶行使链转移活性 使靶 ⁄ χ端的 

连接在板上 用含 1  ×2的磷酸盐缓冲

液°≥洗板 用   ≥阻断 最后用亲和素标记

的碱性磷酸酶系统检测链转移的产物 以测定 ∂2

整合酶的活性 ∀

结 果

1  萘醌类化合物对 ΗΙς21整合酶的作用

种萘醌类化合物中 母体 ±2对 ∂2整合

酶无抑制作用   Λ#
时不能抑制整合酶活

性 其衍生物已知化合物±2具有一定抑制作

用 ≤为1 ? 1 Λ#


其新衍生物 ±2

对 ∂2 整合酶有较强抑制作用 ≤为 ? 

Λ#


其抑制活性比 ±2强 倍以上表  ∀

Ταβλε 1  Ινηιβιτορψ εφφεχτσ οφ ναπητηοθυινονεσ ον

ΗΙς21 ιντεγρασε ιν ϖιτρο

≤∏
≤Π

Λ#
 Π

≤Π

Λ#


±2    ? 

    ?   

    ? 

    ? 

±2    ?  

   ?     ?  

   ?  

   ? 

±2    ? 

  ?   ? 

  ? 

   ? 

∞∏ ∏¬ ν   

ξ ? σ

2  化合物 ΝΘ22和 ΝΘ23对 ΗΙς21整和酶作用比较

为进一步了解 ±2和 ±2对 ∂ 整合过程

的作用性质 采用分步测定活性的方法 在检测系统

中不同时间加药 测定抑制 ∂2整合酶活性 ∀

测定药物总的抑制活性 在第 步时加入药物 药物

一直存在于整个反应过程 测定抑制装配活性 

将药物与整合酶及预切割底物供体底物 共同作

用  后 洗去药物及未结合的酶 再加入靶底

物检测产物 测定抑制链转移活性 将整合酶与

预切割底物作用  使两者装配后 洗去未结合

酶 在加入靶底物的同时加入药物 检测其抑制整合

酶的链转移活性 测定抑制 χ加工 装配活性 

将药物与未切割的底物供体底物 作用  
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后 洗去药物和未结合酶 加入靶底物检测产物 ∀结

果发现 ±2和 ±2抑制整合酶总的活性 ≤分别

为1 ? 1和 ?  Λ#


χ加工 装配

活性的≤分别为 ? 和1 ? 1 Λ#




对装配活性的 ≤分别为 ? 和1 ? 1

Λ#


链转移活性的 ≤分别为 ? 和1

? 1 Λ#
 ∀化合物 ±2和 ±2主要抑制

∂2 整合酶的链转移活性  ±2 的分步活性比

±2强  ∗ 倍 并且对装配和链转移均有较强

的抑制作用表  ∀

Ταβλε 2  Ιν ϖιτρο εφφεχτσ οφ ναπητηοθυινονεινηιβιτορσ

ον ΗΙς21 ιντεγρασε υνχουπλεδ ασσαψ

≤∏
≤ΠΛ#



× χ   ≥2

±2   ?    ?   ?   ?   

±2  ?    ?     ?     ?  

∞∏ ∏¬ ν   

ξ ? σ

3  白藜芦醇类和吡喃香豆素类化合物对 ΗΙς21 整

合酶的作用

结果见表  ∀种白藜芦醇及其类似物  ∞≥2

∗ 对 ∂2整合酶没有抑制作用 ≤均大于 

Λ#


种香豆素类化合物 ≤2 ∗ 对 ∂2

整合酶也没有抑制作用 ≤均大于  Λ#
 ∀

Ταβλε 3  Τηε αχτιϖιτιεσ οφ ρεσϖερατρολσ ανδ χουµαρινσ

αγαινστ ΗΙς21 ιντεγρασε ιν ϖιτρο

√

≤∏ ≤ΠΛ#


≤∏

≤∏ ≤ΠΛ#


 ∞≥2    ≤2   

 ∞≥2    ≤2   

 ∞≥2    ≤2   

 ∞≥2    ≤2   

 ∞≥2    ≤2   

 ∞≥2    ≤2   

 ∞≥2    ≤2   

 ∞≥2   

 ∞≥2   

 ∞≥2   

讨 论

本文用 ∂2整合酶 ∞≥法测定了 种萘醌

对 ∂ 整合酶的抑制作用 ∀ ±2为  2萘醌母核 

能抑制 ≤∂ 丙型肝炎病毒蛋白酶 ≤为 1

Λ#
 ≈

但 ±2   Λ#
对 ∂ 整合酶

不能抑制 ∀ 2羟基2 2萘醌±2有抑制 ∂2

整合酶的作用 用同位素法测定抑制 χ切割活性的

≤ 为 1 Λ#
 ≈ ∀我们用 ∂2 整合酶

∞≥测定法证实了其抑制 ∂2整合酶 总活性

的 ≤为 1 Λ#


说明 ∞≥法的测定结果

与同位素法一致 但敏感性较差 ∀萘醌类新衍生物

±2可以抑制 ∂2整合酶 ≤为 1 Λ#




活性优于 ±2 ∀

用分步测定抑制 ∂2整合酶活性的方法研究

了 ±2和 ±2对酶抑制的性质 ∀ ±2抑制 χ加

工 装配活性的 ≤是 1 Λ#


抑制单纯装

配活性的 ≤是  Λ#


抑制链转移活性的

≤是 1 Λ#
 ∀可见 ±2对 ∂2整合酶的

作用主要是抑制酶的链转移活性 ∀ ±2抑制 χ加

工 装配活性的 ≤是 1 Λ#


比 ±2的活

性提高 倍 抑制装配活性的 ≤是 1 Λ#




比 ±2提高 倍 抑制链转移活性的 ≤是 1

Λ#


比 ±2提高 倍 ∀说明新衍生物 ±2

活性较高 可能同时抑制整合酶的装配和链转移 值

得进一步研究 ∀

目前国外采用
°同位素标记法进行 ∂ 整合

酶抑制剂的筛选 实验操作复杂 伴有同位素的污

染 实验周期长 限制其应用于大量筛选 ∀本文采用

的 ∂2整合酶 ∞≥ 法 操作简单 !快速 !重复性

好 有剂量效应关系 并可以定量 !用于高通量的筛

选 对寻找高效的 ∂2整合酶抑制剂有现实意义 ∀

此方法还可将整合酶的整合过程解离为 步 分别

测定活性 有利于研究抑制剂的作用特性 ∀

整合酶最主要的两种功能是 χ加工和链转移功

能 χ加工与一些有内切酶活性的酶切割活性一致 

只抑制 χ切割的化合物可能也抑制其他酶 特异性

较差 ∀ ±2和 ±2主要是抑制链转移活性 可能

是整合酶的特异性抑制剂 ∀ ∞≥法研究抑制剂的

分步活性时发现 ±2对整合酶总的活性不高 但

它的分步活性尤其对链转移活性很强 说明 ∞≥

方法在总活性测定上虽不如同位素方法敏感 但可

以在一定程度上排除假阳性 而且这种不敏感性可

以由分步测活来弥补 ∀

目前文献≈报道的 ∂ 整合酶抑制剂主要有肽

类 !核苷类和多羟基芳香族化合物类 大类 其中多

羟基芳香族化合物是种类最多的一类 ∀白藜芦醇类

和吡喃香豆素类属于此类化合物≈
但我们测定了

种白藜芦醇类似物 未发现其抑制 ∂2整合酶

活性 ≤均大于  Λ#
 ∀吡喃香豆素类中

##药学学报 °∏≥    



 ≤2对 ∂2逆转录酶有很强的抑

制作用≈ 
但对 ∂2整合酶无抑制作用 说明

∂2整合酶抑制剂有其化学结构的专属性 ∀

ΡΕΦΕΡΕΝΧΕΣ 

≈  ≤ ∞⁄   ƒ  ετ αλ ≥2√
 2∏

∂ ≈  ϑ ΒιολΧηεµ  275 

  

≈ °  ∏ ∞2∂2 ∏ 

 ≈ Χυρρ Πηαρµ ∆εσ  6   

 

≈ ∏ ⁄ƒ ° ≤  ετ αλ ⁄√ 

∏ ∏ 

≈  ∆ρυγ ∆εσ ∆ισχοϖ 15    

≈   • ∞  ≤  √

      

 ιν ϖιτρο ∏2√   × 2
∏  ∂2 ≈  Αντιϖιραλ Ρεσ

 46    

≈ ƒ     •  ∏ ƒ  ετ αλ  

∏∏ √∏≈  Προχ ΝατλΑχαδ

Σχι ΥΣΑ 90    

≈ ∏ ≥  √   ∏ ≥∞ ετ αλ

≤√  ⁄   

 ∏   ∏  χ  ≈  Αναλ

Βιοχηεµ  198    

≈ ∏ ⁄≤  •  ετ αλ √

 ⁄ 2  ∂2  ≈ 

Νυχλειχ Αχιδσ Ρεσ 22    
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√   ≤ √∏≥2  ∏ 2
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医学科学院学报  22    

≈ ∏≤   •     ετ αλ ≥2
∂ √   ? 2  ∏≈ 

Αχτα Πηαρµ Σιν 药学学报  34    

≈ • ƒ ≠   ετ αλ≥2∂
√  ∏ ∏ ) √   

  ≈  Αντιϖιραλ Ρεσ 41  

 

≈ •  ∏  •  ∞ ετ αλ ∏ 2
∏∏ √∏√∏

√ 

≈  Αντιµιχροβ Αγεντσ Χηεµοτηερ 

43    

ΣΤΥ∆ΙΕΣ ΟΝ ΤΗΕ ΙΝΗΙΒΙΤΙΟΝ ΟΦΠΟΛΨΗΨ∆ΡΟΞΨΛΑΤΕ∆

ΑΡΟΜΑΤΙΧ ΧΟΜΠΟΥΝ∆Σ ΑΓΑΙΝΣΤ ΗΙς21 ΙΝΤΕΓΡΑΣΕ

 2 ≤∞2  • 


(1 . Ινστιτυτε οφ Μεδιχιναλ Βιοτεχηνολογψ, 2 . Ινστιτυτε οφ Ματερια Μεδιχα , Χηινεσε Αχαδεµψ οφ

Μεδιχαλ Σχιενχεσ ανδ Πεκινγ Υνιον Μεδιχαλ Χολλεγε , Βειϕινγ 100050 , Χηινα)

ΑΒΣΤΡΑΧΤΑΙΜ × ∂2√×°

2∂ ∏× √° √√∏

⁄≥  √ ¬∏

ΜΕΤΗΟ∆Σ  ∞≥ ∏√×∏∏

∂2 × ≤√

∏∏∏×∏∏ 

√2ΡΕΣΥΛΤΣ  ≤∏±2 ∏∂2
≤ 1 Λ#


 ∞≥ √∏±2 ∏ ∂

±2≤ 1 Λ#


×≤±2±2χ2√
1 Λ#


1 Λ#


√  1 Λ#




2√ 1 1 Λ#


√≤∏±2 

√∂2≤∏±22√
ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ∏∏±2 ∏ √ ∂  

∏∏∏∞≥ ∂ ∏∏ ∂2
ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ∂2¬∏

## 药学学报 °∏≥    




