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基于药效团拼接的贯叶连翘中橙酮类衍生物的设
计、合成和抗3C-like protease活性研究
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摘要：摘要：目的：设计合成贯叶连翘中橙酮类结构新颖的衍生物并进行体外3C-like protease活性研究。方法：

基于药效团拼接原理，选定贯叶连翘中橙酮类成分3,5,4'-三羟基橙酮类化合物作为母核结构，引入抗炎和

抗病毒活性片段扑热息痛、霉酚酸和水杨酸、5-吲哚甲醛和布洛芬药物以4或5碳原子链为连接链进行拼

接，设计合成新型橙酮衍生物，并进行3C-like protease抑制活性和构效关系研究。结果：共设计、合成得

到11个目标化合物，其中化合物9a对体外抗SARS-CoV-2 3CLpro活性作用最好。可以有效地抑制冠状病毒

3C-like protease活性、抑制病毒的复制，具有潜在抗病毒作用。结论：研究结果表明化合物9a作为筛选出

的目标药物，对抗3C-like protease活性极具潜力，可为贯叶连翘抗冠状病毒的进一步研究及药物开发提供

科学依据。
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Abstract: Abstract: Objective: Design and synthesize novel aurone-like derivatives from Hypericum perforatum and conduct 

in-vitro 3C-like protease activity studies. Methods: Based on the pharmacophore splicing principle, this study 

selected 3,5,4'-trihydroxyaurone glycoside derivatives from Hypericum perforatum as the parent nucleus structure. 

Novel aurone derivatives were designed and synthesized through the introduction of anti-inflammatory and antiviral 

pharmacophores including paracetamol, mycophenolic acid, salicylic acid, 5-indolecarboxaldehyde, and ibuprofen, 

using 4-or5-carbon atom chains as linkers. The synthesized derivatives were subsequently evaluated for their 

3C-like protease inhibitory activities, followed by structure-activity relationship (SAR) studies. Results: A total of 
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11 target compounds were successfully designed and synthesized. Among them, compound 9a demonstrated the 

most potent inhibitory activity against SARS-CoV-2 3CLpro in vitro. It effectively suppressed coronavirus 3C-like 

protease activity and viral replication, demonstrating promising antiviral potential. Conclusion: The research results 

demonstrated that compound 9a, identified as the lead candidate through screening, exhibited significant potential in 

inhibiting 3CL protease activity. These findings provide a scientific foundation for further anti-coronavirus research 

on Hypericum perforatum and the development of therapeutic agents targeting this viral enzyme. 

Keywords: Keywords: Synthetic; Anti-3CL protease activity; Aurones; Hypericum perforatu

冠状病毒（Coronavirus）是自然界常见的一类

RNA病毒，分布广泛，且易变异，长期以来，冠状

病毒已被认为是导致哺乳动物与鸟类呼吸道和胃肠

道病变的重要病原体，对人体具有感染作用，会导

致感冒、肺炎等疾病[1]，并在全球范围内引起严

重人类疾病传播，给人类健康带来了极大的威胁，

同时也严重影响了世界经济发展。因此，抗冠状病

毒药物的研发具有十分重要的意义。然而，现有的

抗病毒药物仍不足以克服多种冠状病毒株带来的挑

战，开发多靶点药物的方法在探索具有相似功能或

结构的药物靶点方面受到限制。当前，越来越多的

研究也表明药效团组合策略有利于克服以上这些缺

点，由药效基团组合设计的单个药物分子可以作用

于双重/多分子靶标[2]。例如，基于APN蛋白结构

设计合成了多种盐霉素新型衍生物，揭示了其中的

衍生物M1可以通过双靶向APN和3CL蛋白，有效抑

制奥密克戎假病毒、猪流行性腹泻病毒等多种冠状

病毒[3]。
过去的几十年中，越来越多的研究者通过对

天然产物进行有效的活性修饰来提高其原有的生物

活性。橙酮在自然界中的分布比较有限，大多存在

于玄参科、菊科、苦苣苔科以及单子叶植物中的莎

草科，在海洋中也偶尔能见到橙酮的身影。现代研

究表明，它具有抗细胞毒性和肿瘤[4-6]、抗炎和抑

菌[7]、乙酰胆碱酯酶抑制剂[8]、白细胞介素-5抑
制剂[9]、抑制NO和PGE2产生[10]、SIRT1抑制

剂[11]、ABCG2抑制剂[12,13]、17β-HSD1抑制

剂[14]、抗氧化[15]等。如Hamdy等[16]发现类

黄酮类化合物水飞蓟宾可通过多靶向活性显著干扰

SARS-CoV-2的侵入和复制。橙酮类化合物作为具

有较好的抗病毒、抗炎和抗菌的药效团，具有潜在

的抗SARS-CoV-2病毒活性，最关键表现就是其可

以抑制3CLpro的活性，3CLpro在介导SARS-CoV-2复
制和转录中具有十分重要的作用，因此为了能够有

效的抑制病毒的复制，可以尝试抑制3CLpro的活性

来达到抗病毒的目的[17-18]。
另外，3CL蛋白酶（3CLpro）在冠状病毒的复

制过程中有极其关键的作用，并且在突变株中有

高度的结构相似性和保守性。因此，3CLpro已经

成为了冠状病毒靶向药物研发的重要的靶标之一

（图1图1）[19-22]。而橙酮类成分3,5,4'-三羟基橙酮

类化合物作为3CL蛋白酶（3CLpro）结合位点抑制

剂中的药效团，可以通过与3CL蛋白酶活性位点特

异性结合，阻断酶与底物的结合，从而抑制3CL蛋
白酶的活性，干扰病毒多聚蛋白的切割加工，阻

断病毒的复制转录过程，达到抗病毒的效果。黄

酮类化合物作为具有较好的抗病毒、抗炎和抗菌

的药效团，具有潜在的抗SARS-CoV-2病毒活性。

另外，扑热息痛、霉酚酸和水杨酸等药物也具有

良好的抗病毒、抗炎和抗菌活性[23-25]，扑热息

痛、霉酚酸和水杨酸等药物也许可作为开发新的

抗冠状病毒药物中一类重要的药效活性部分。因

此，将橙酮类化合物和扑热息痛、霉酚酸和水杨

酸等药物进行拼接，以期获得活性优良的抗冠状

病毒药物。

基于以上研究背景，本文将上述3,5,4'-三羟基橙
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酮类化合物与扑热息痛、霉酚酸和水杨酸、5-吲哚

甲醛和布洛芬药物5种重要有效片段，利用有效的

拼接组合方式共设计、合成得到了11个新型橙酮衍

生物。具体是通过将三甲氧基苯基化学结构引入类

橙酮的A环位置，进而与扑热息痛等通过不同长

度的烷烃链进行连接（见图2图2）得到化合物8、 

5a~5e（图3图3）。另外通过将三甲氧基苯基化学结构

引入类黄酮的A环位置，不同取代的二苯基氧磷和

磷酸酯通过反应结合到一起，得到化合物9a~9e 
（图4图4）。最后对得到目标化合物8、5a~5e、9a~9e进

行相关的体外抗3C-like protease活性研究。

1  材料
1.1  仪器

Waters Xevo G2-S QTOF质谱仪（美国Waters集
团公司），JC-QX-10L超声波清洗器（青岛聚创环保

集团有限公司），Waters ACQuity超高液相色谱仪

（美国Waters集团公司），ACQUITY UPLCⓇBEH 

C18 1.7μm（2.1×100 mm）（美国Waters集团公司）、酶

标仪（帝肯in inite Eplex）、细胞孵育箱。

1.2  试药

甲醇（AR，天津市富宇精细化工有限公司）、

乙腈（GR，阿拉丁试剂有限公司）、甲酸（GR，阿

拉丁试剂有限公司）。新型冠状病毒3CLpro蛋白酶抑

制剂筛选试剂盒（碧云天）（https://www.beyotime. 
com/product/P0315M.htm）、DMSO（分析纯）、96

孔细胞培养板（黑底黑盖）。

 https://cn.sgsci.org/ 

2  方法与结果
2.1  目标化合物5a~5e、8的合成

以3,4,5-三甲氧基苯酚为原料，经傅克反应，

与对羟基苯甲醛环合，得到中间体化合物3。将化

合物3与不同碳数的溴烃通过取代反应连接，然后

和不同的药物片段结合，得到目标化合物5a~5e。

将布洛芬酰氯化然后与化合物3结合得到目标化合

物8（图3图3）。

2.1.1  目标化合物9a~9e的合成

将化合物 3与不同取代的二苯基氧磷和磷

酸酯通过反应结合到一起，得到目标化合物

9a~9e（图4图4）。

2.1.2  中间体4'-羟基-5,6,7-三甲氧基橙酮（3）的
          合成 

称取3,4,5-三甲氧基苯酚（1）（3.68g，20mmol）
溶解在40mL二氯甲烷中，加入无水氯化铝（2.67g， 

19.9mmol），缓慢滴加2mL氯乙酰氯，在40℃温

度下搅拌回流反应约3h，TLC监测反应进程，待

反应完毕，将反应液倒入V（浓盐酸）：V（冰

水）=（1：1）得溶液中，剧烈搅拌，用乙酸乙酯

（50mL）萃取三次，无水硫酸钠除水后旋干，通过

硅胶柱纯化，洗脱剂为石油醚：乙酸乙酯=40：1，即

可得到片状黄白色沉淀6-羟基-2,3,4-三甲氧基-a-氯
代苯乙酮（2）（2.30g），收率为44.2%。将中间体

化合物2与对羟基苯甲醛（1.25g，10.24mmol）经氢

图1.图1.3C-like protease的三维结构及其介导的生物活性过程
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图2.图2.基于药效团拼接的贯叶连翘中橙酮类衍生物
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图3.图3.目标化合物5a~5e，8的合成路线。

反应条件: i) 氯乙酰氯，无水氯化铝，二氯甲烷，40 ℃，搅拌回流。ii) 对羟基苯甲醛，10%NaOH，95%乙醇，24 h。反应完成后加10% HCl

搅拌，1 h。iii) 无水碳酸钾，碘化钾，丙酮，60 ℃（搅拌回流，9 h。iv) 无水碳酸钾，碘化钾，丙酮，65 ℃，搅拌回流，48 h。v)氯化亚

砜，80 ℃，回流搅拌。vi）氢氧化钠，水，0-5 ℃，搅拌，2 h。
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氧化钠催化生成查尔酮，进而在室温条件下，在

10%NaOH和95%乙醇的溶剂中闭合环化，得到粗

产物中间体4'-羟基-5,6,7-三甲氧基橙酮（3）并在95%
乙醇中重结晶，得到黄色粉末固体（1.9g，5.79mmol），

收率为85.6%。

2.1.3  目标化合物5a~5e的合成

将中间体4a（0.10g，0.22mmol）和扑热息痛

（0.04g，0.26mmol）溶解在5mL丙酮中，边搅拌边

向溶液中加入碳酸钾和碘化钾，在65℃下搅拌回流

反应约48h，经检测反应完成后，直接真空蒸发溶

剂，利用硅胶快速色谱柱纯化，用洗脱剂石油醚：

乙酸乙酯=1：1洗脱纯化，重结晶得到黄色粉末状目

标化合物5a。化合物5b~5e以类似的方法得到。

2.1.4  目标化合物8的合成成

将化合物7（0.11g，0.5mmol）在0-5℃下加入到

10%氢氧化钠水溶液中（2mL）中，在0-5℃下搅拌

反应2h，通过TLC监测反应，反应完成后，用乙酸

乙酯（20mL）萃取三次后，无水硫酸钠处理，然后

真空浓缩，残余物通过硅胶快速色谱柱纯化，洗脱

剂选用石油醚：乙酸乙酯=10：1，得目标化合物8。

2.1.5  目标化合物9a~9e的合成

将化合物3（0.082g，0.25mmol）溶解到2mL
乙腈中，再向该混合溶液中加入碘化锂（0.034g，

0.25mmol）和TBHP（0.103mL，0.75mmol），最后

再加入二苯基氧磷（0.051g，0.25mmol），在室温

下反应1h，通过TLC监测反应，反应完成后，将

反应液用乙酸乙酯萃（30mL）取分层后，有机相

用无水硫酸钠处理，然后浓缩，残余物通过硅胶

快速色谱柱纯化，用洗脱剂V石油醚：V乙酸乙酯

（5：1） 洗脱纯化，得到黄色粉末状目标化合物

9a。化合物9b~9e以类似的方法得到。

2.2 目标化合物的谱图数据
2.2.1  目标化合物5a 

黄色粉末，收率76%；1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) 
δ 9.76 (s, 1H), 7.92–7.89 (m, 2H), 7.48–7.44 (m, 2H), 7.07–7.04 
(m, 2H), 6.97 (s, 1H), 6.88–6.83 (m, 2H), 6.75 (s, 1H), 4.10 (s, 5H), 
3.99 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 3.95 (s, 3H), 3.68 (s, 3H), 1.99 (s, 3H), 1.89–
1.85 (m, 4H); 13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) δ 180.94, 
168.41, 163.94, 161.56, 160.26, 155.89, 151.70, 146.68, 136.67, 
133.12, 131.14, 125.25, 122.03, 115.00, 114.85, 111.74, 107.41, 
90.6·7, 67.76, 67.70, 62.51, 61.76,56.74, 26.06, 26.04, 24.47; 
HRMS (ESI) calcd for C30H31NO8 [M+H]+: 534.2122, found 

534.2123.

2.2.2  目标化合物5b 

黄色粉末，收率33%；1H NMR (400 MHz, DMSO
-d6) δ 9.34 (s, 1H), 7.90–7.86 (m, 2H), 7.04–6.95 (m, 2H), 6.95 (s,
1H), 6.73 (s, 1H), 5.21 (s, 2H), 5.13 (td, J = 6.3, 5.8, 3.1
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图4.图4.目标化合物9a~9e的合成路线

注：反应条件反应条件: i) 碘化锂，TBHP，乙腈，室温搅拌。 
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Hz, 1H), 4.10 (s, 3H), 4.05–3.97 (m, 4H), 3.95 (s, 3H), 
3.68 (d, J = 4.9 Hz, 6H), 3.27 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 2.35 (t, J = 
7.7 Hz, 2H), 2.18 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.05 (s, 3H), 1.75–1.65 
(m, 7H); 13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) δ 180.84, 
173.55, 173.05, 163.88, 163.72, 161.49, 160.23, 153.68, 
151.65, 146.62, 144.11, 136.61, 134.24, 133.05, 125.16, 
122.76, 122.18, 116.84, 114.92, 111.63, 107.35, 106.41, 
90.62, 70.16, 67.82, 64.23, 62.50, 61.74, 61.09, 56.72, 34.73, 
33.16, 28.44, 22.67, 16.22, 11.65; HRMS (ESI) calcd 
for C39H42O12 [M+H]+: 703.2749, found 703.2745.

2.2.3  目标化合物5c 

黄色粉末，收率83%；1H NMR (400 MHz, 
Chloroform-d) δ 10.01 (s, 1H), 8.15 (d, J = 1.6 Hz, 
1H), 7.81–7.77 (m, 3H), 7.43 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.22 
(d, J = 3.2 Hz, 1H), 6.91–6.87 (m, 2H), 6.72 (s, 1H), 
6.66 (dd, J = 3.2, 0.8 Hz, 1H), 6.53 (s, 1H), 4.27–4.24 
(m, 5H), 4.00–3.95 (m, 5H), 3.81 (s, 3H), 2.11–2.04 
(m, 2H), 1.84–1.77 (m, 2H); 13C NMR (101 MHz, 
Chloroform-d) δ 192.56, 180.83, 163.88, 161.54, 
159.91, 151.66, 146.71, 139.35, 136.66, 133.06, 
129.76, 129.41, 128.43, 126.76, 125.44, 121.81, 
114.88, 111.43, 110.01, 107.32, 103.62, 90.63, 67.37, 
62.48, 61.71, 56.70, 46.45, 27.19, 26.59; HRMS 
(ESI) calcd for C32H31NO7 [M+H]+: 542.2173, found 

542.2175.

2.2.4  目标化合物5d 

黄色粉末，收率84%；1H NMR (400 MHz, 
Chloroform-d) δ 10.82 (s, 1H), 7.83–7.79 (m, 3H), 
7.47–7.41 (m, 1H), 6.99–6.93 (m, 3H), 6.88–6.84 (m, 1H), 
6.74 (s, 1H), 6.54 (s, 1H), 4.45–4.43 (m, 2H), 4.25 (s, 3H), 
4.11–4.05 (m, 2H), 3.97 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 2.05–1.94 
(m, 4H); 13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) δ 180.87, 
170.28, 163.91, 161.79, 161.53, 160.06, 151.71, 146.71, 
136.68, 135.84, 133.10, 129.92, 125.40, 119.26, 117.72, 
114.96, 112.53, 111.56, 107.39, 90.64, 67.39, 65.05,62.51, 
61.74, 56.71, 25.93, 25.50; HRMS (ESI) calcd for 
C29H28O9 [M+H]+: 521.1806, found 521.1809.

2.2.5  目标化合物5e 

黄色粉末，收率80%；1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) δ 9.97 (s, 1H), 8.18 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 

7.90–7.86 (m, 2H), 7.67 (d, J = 1.2 Hz, 2H), 7.57 (d, 
J = 3.2 Hz, 1H), 7.02–6.97 (m, 3H), 6.75 (s, 1H), 6.68 
(d, J = 3.1 Hz, 1H), 4.27 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 4.10 (s, 
3H), 4.03–3.97 (m, 2H), 3.95 (s, 3H), 3.68 (s, 3H), 
1.89–1.72 (m, 4H), 1.44–1.38 (m, 2H); 13C NMR 
(101 MHz, Chloroform-d) δ 192.54, 180.80, 163.85, 
161.50, 160.07, 151.62, 146.64, 139.31, 136.62, 
133.02, 129.82, 129.32, 128.38, 126.67, 125.25, 
121.75, 114.88, 111.49, 109.97, 107.30, 103.46, 90.62, 
67.61, 62.46, 61.69, 56.68, 46.61, 30.06, 28.78, 23.59; 
HRMS (ESI) calcd for C31H29NO7 [M+H]+: 528.2017, 

found 534.2019.

2.2.6  目标化合物8 

黄色粉末，收率77%；1H NMR (400 MHz, 
Chloroform-d) δ 7.85–7.81 (m, 2H), 7.34–7.29 (m, 
2H), 7.16–7.14 (m, 2H), 7.10–7.04 (m, 2H), 6.72 (s, 1H), 
6.52 (s, 1H), 4.24 (s, 3H), 3.99–3.93 (m, 4H), 3.81 (s, 
3H), 2.47 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 1.94–1.81 (m, 1H), 1.61 
(d, J = 7.1 Hz, 3H), 0.91 (d, J = 6.6 Hz, 6H); 13C NMR 
(101 MHz, Chloroform-d) δ 180.85, 173.06, 164.10, 
161.81, 151.65, 147.63, 141.02, 137.12, 136.74, 132.31, 
130.22, 129.66, 129.45, 127.30, 121.99, 110.34, 107.04, 
90.65, 62.46, 61.69, 56.73, 45.37, 45.12, 30.27, 30.24, 
22.48, 18.58; HRMS (ESI) calcd for C31H32O7 [M+H]+: 

517.2221, found 517.2223.

2.2.7  目标化合物9a 

黄色粉末，收率73%；1H NMR (400 MHz, 
Chloroform-d) δ 7.82–7.69 (m, 6H), 7.26–7.22 (m, 2H), 
6.93 (dq, J = 9.4, 2.7 Hz, 4H), 6.63 (s, 1H), 6.49 (s, 1H), 4.21 
(s, 3H), 3.93 (s, 3H), 3.79 (d, J = 5.5 Hz, 9H); 13C NMR (101 
MHz, Chloroform-d) δ 180.74, 163.98, 162.93 (d, J = 3.4 
Hz), 161.72, 151.98 (d, J = 8.1 Hz), 151.68, 147.34, 136.66, 
133.70 (d, J = 11.8 Hz), 132.70, 128.89, 122.90, 121.23 
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(d, J = 4.9 Hz), 114.25 (d, J = 14.6 Hz), 110.36, 106.99, 
90.62, 62.40, 61.65, 56.70, 55.40; HRMS (ESI) calcd for 
C32H29O9P [M+H]+: 589.1622, found 589.1624.

2.2.8  目标化合物9b

黄色粉末，收率66%；1H NMR (400 MHz, 
Chloroform-d) δ 8.00 (ddd, J = 14.2, 7.6, 1.8 Hz, 2H), 
7.73–7.70 (m, 2H), 7.52–7.46 (m, 2H), 7.28–7.24 (m, 
2H), 7.10–7.02 (m, 2H), 6.88–6.83 (m, 2H), 6.66 (s, 1H), 
6.51 (s, 1H), 4.23 (s, 3H), 3.96 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.64 
(s, 6H); 13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) δ 180.89, 
164.06, 161.72, 161.17 (d, J = 4.4 Hz), 152.44 (d, J = 
8.0 Hz), 151.78, 147.28, 136.73, 134.89 (d, J = 6.7 Hz), 
134.36, 132.57, 128.66, 121.37 (d, J = 5.1 Hz), 120.58 
(d, J = 13.0 Hz), 120.26, 118.85, 111.35 (d, J = 8.1 
Hz), 110.80, 107.16, 90.67, 62.50, 61.74, 56.76, 55.76; 
HRMS (ESI) calcd for C32H29O9P [M+H]+: 589.1622, 

found 589.1624.

2.2.9  目标化合物9c 

黄色粉末，收率70；1H NMR (400 MHz, DMSO-
d6) δ 7.96–8.00 (m, 2H), 7.30–7.34 (m, 2H), 6.96 (s, 1H), 

6.78 (s, 1H), 4.14–4.22 (m, 4H), 4.10 (s, 3H), 3.95 (s, 3H), 
3.69 (s, 3H), 1.28 (td, J = 1.0 ,7.1 Hz, 6H); 13C NMR (101 
MHz, Chloroform-d) δ 151.34, 151.64, 161.71, 163.97, 180.68 
(d, J = 6.7 Hz), 120.35, 129.39, 132.66, 136.60, 147.43 (d, 
J = 5.2 Hz), 64.78, 90.57, 106.88, 110.00 (d, J = 6.1 Hz), 
16.09, 56.66, 61.59, 62.35 (d, J = 6.7 Hz); HRMS (ESI) 
calcd for C22H25O9P [M+H]+: 465.1309, found 465.1311.

2.2.10  目标化合物9d 

黄色粉末，收率75%；1H NMR (400 MHz, ) δ 
7.81–7.85 (m, 2H), 7.25–7.29 (m, 2H), 6.70 (s, 1H), 6.53 
(s, 1H), 4.23 (s, 3H), 4.11–4.19 (m, 4H), 3.96 (s, 3H), 3.80 
(s, 3H), 1.63–1.71 (m, 4H), 1.35–1.44 (m, 4H), 0.91 (t, J = 
7.4 Hz, 6H); 13C NMR (101 MHz, Chloroform-d)δ, 
132.80,136.81, 147.60, 151.87, 161.86, 164.15, 180.92, 
120.50,128.97,129.54, 131.06(d, J = 5.1 Hz), 110.26 
68.62, 90.69, 107.12 (d, J = 6.5 Hz), 56.80, 61.77, 62.53,

32.31 (d, J = 6.6 Hz), 13.66, 18.73, 29.82, 30.68; HRMS 
(ESI) calcd for C26H33O9P [M+H]+: 521.1935, found 

521.1937.

2.2.11  目标化合物9e 

黄色粉末，收率71%；1H NMR (400 MHz, 
Chloroform-d) δ 7.82–7.85 (m, 2H), 7.26–7.30 (m, 
2H), 6.72 (s, 1H), 6.54 (s, 1H), 4.77 (dq, J = 6.3 ,12.7 
Hz, 2H), 4.24 (s, 3H), 3.97 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 1.37 
(d, J = 6.2 Hz, 6H), 1.32 (d, J = 6.2 Hz, 6H); 13C NMR 
(101 MHz, Chloroform-d) δ 151.73, 161.72, 164.02, 180.79 
(d, J = 3.4 Hz), 120.46, 129.21, 132.63, 136.69, 147.43 (d, J = 
5.6 Hz), 90.58, 73.80, 107.02, 110.25(d, J = 6.4 Hz), 23.62, 
56.68, 61.65, 62.41 (dd, J = 5.1, 10.2 Hz); HRMS (ESI) calcd 
for C24H29O9P [M+H]+: 493.1622, found 493.1624.

2.3  贯叶连翘中橙酮类衍生物抗3C-like protease
           活性
2.3.1  抗病毒活性实验  
2.3.1.1  样品的准备 

1）取适量待测定的样品，用DMSO等适当的

溶剂配制成所需浓度和浓度梯度的溶液。

2）根据样品的数量配制检测试剂（Assay

Reagent），每个样品需1μL-nCov 3CLpro和92μL检测缓

冲液（Assay Buffer）。 
2.3.1.2 样品测定 

进行样品测定之前，先将Assay Reagent和3CLpro

配置成所需的Assay Buffer，每份样品需要93μL Assay 
Buffer，其中包含92μLAssay Reagent和1μL 3CLpro，然

后设置不同的组，如下：

1）空白对照组每孔需要加入93μL Assay Buffer
和5μLDMSO；

2）100%酶活性对照组每孔需要加入93μL Assay
Reagent和5μLDMSO；

3）阳性对照组每孔需要加入93μLAssay Reagent
和5μL奈玛特韦DMSO溶液；

4）目标化合物组每孔需要加入93μLAssay Reagent
和5μL目标化合物溶液（5a~5e，9a~9e，8）。
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每一个浓度均设置2个复孔。将这些样品加入

到全黑的96孔板中，然后各孔快速加入Substrate 
2μL，混匀，盖上盖子后于37℃的恒温环境中孵育

5min，孵育结束后，立马使用多功能酶标仪进行荧

光值测定（激发波长340nm，发射波长490nm）。

2.3.2  抑制率计算 

1）计算每个空白对照孔、100%酶活性对照

孔和样品孔的平均荧光值（RFU），可分别记录为

RFU
空白对照

、RFU100%酶活性对照
和RFU

样品
。

2）计算每个样品的抑制百分率。

计算公式：抑制率（%）=（RFU100%酶活性对照

-RFU
样品

）/（RFU100%酶活性对照
-RFU

空白对照
）。

3）利用GraphPad Prism 8软件计算化合物对蛋

白酶的抑制率，结果见表1表1。
表1.表1.体外抗SARS-CoV-2 3CLpro活性

Compd. Inhibition ratio/% Compd. Inhibition ratio/%

5a 60.22 9a 92.10

5b 54.75 9b 89.10

5c 62.35 9c 73.25

5d 37.70 9d 53.95

5e 55.70 9e 57.36

3 39.71 8 63.31

奈玛特韦 98.69

aInhibitory activities at 500 μmol·L-1。

2.4  结果

根据蛋白酶活性测试结果可知，在500μmol·L-1

浓度下，中间体化合物3在对SARS CoV-2 3CLpro抑制

率较低，仅为39.71%。因此，首先对中间体化合物

3进行结构修饰，从而得到了一系列衍生物5a~5e，8
和9a~9e，实验结果显示修饰后的化合物相较于中间

体化合物3，其活性确实有所提升，显示结果数据较

好,其中活性最好的是9a，抑制率为92.10%。

3  结论
本研究基于药效团拼合原理，以具有抑制

SARS-CoV-2病毒复制活性的橙酮类化合物作为母

核结构，通过引入对其维持合适的药效团如扑热息

痛、霉酚酸和水杨酸、5-吲哚甲醛和布洛芬药物5种

重要有效片段，利用有效的拼接组合方式共设计、

合成得到了11个新型橙酮衍生物，并通过核磁共

振、质谱等波谱手段进行了结构表征。通过体外酶

活性实验测定这些化合物对SARS-CoV-2 3CL蛋白

酶的抑制活性，结果显示含磷及水杨酸片段的橙酮

类衍生物表现出显著的抑制效果，其中化合物9a对

3CLpro的抑制活性最为突出。该结果表明此类结构

可通过抑制SARS-CoV-2 3CLpro活性发挥潜在抗冠状

病毒作用，值得进一步深入科学研究。

因此，贯叶连翘作为我国传统的中药材，具

有良好的前景，我们通过研究发现，贯叶连翘提

取物中的橙酮类化合物的衍生物具有一定抗SARS-
CoV-2活性，但具体构效关系的研究还不够深入，

在后续的研究中，将继续开发新的橙酮类衍生物，

测试SARS-CoV-2相关靶点，深入研究构效关系，

以期获得具有良好的抗SARS-CoV-2单体化合物，

为贯叶连翘的资源开发和抗冠状病毒新药的研发奠

定基础。
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