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环二核苷酸类似物研究进展

陈长坡,闫佳音,牛美,曹冠洋,李飒,毕晶晶,董文佩,蒋涛,辛鹏洋

(河南师范大学 化学化工学院,河南 新乡453007)

摘 要:环二核苷酸是由两个核苷单磷酸通过两个磷酸二酯键连接而成的环状分子.环二核苷酸最早在细菌

中被发现,是细菌中普遍存在的第二信使,在调节细菌的生理功能和抗噬菌体感染等方面发挥重要作用.人体免疫系

统在病原核酸的刺激下可合成环二核苷酸,该分子作为第二信使与干扰素基因刺激因子(STING)结合,激活下游信

号通路,并最终诱导干扰素分泌,启动抗感染免疫响应.环二核苷酸及其类似物是感染性疾病及肿瘤免疫治疗的先导

化合物,也是具有良好应用前景的免疫佐剂.对环二核苷酸的发现、环二核苷酸的生物功能等进行了简单回顾,总结

了环二核苷酸结构修饰的基本策略及环二核苷酸类似物的结构多样性.
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天然环二核苷酸(cyclicdinucleotide,CDN)是由两个核苷单磷酸(NMP)通过两个磷酸二酯键环和而成

的环状二核苷酸分子,按其来源可分为两类(图1):(1)微生物来源的环二核苷酸,包括3',3'-环二鸟苷酸

(3',3'-c-di-GMP,化合物1)[1],3',3'-环二腺苷酸(3',3'-c-di-AMP,化合物2)[2]及3',3'-环鸟苷腺苷酸

(3',3'-cGAMP,化合物3)[3].微生物来源的上述CDN是细菌的第二信使,在细菌生理平衡状态的维持及生

理过程的调控中发挥重要作用[4];(2)人体内由环鸟苷腺苷酸合成酶(cyclicguanosinemonophosphateaden-
osinemonophosphatesynthase,以下简称cGAS)合成的2',3'-环鸟苷腺苷酸(2',3'-cGAMP,化合物4)[5-7].
该环二核苷酸与干扰素基因刺激因子(stimulatorofinterferongenes,以下简称STING)结合,激活下游信

号的级联反应,最终诱导I型干扰素和其他细胞因子的产生,启动免疫应答.
cGAS-STING信号通路是人体核酸免疫防御机制的核心组成部分[8].感染人体的病原微生物产生的

3',3'-c-di-AMP,3',3'-c-di-GMP或3',3'-cGAMP,病原微生物在人体内释放的DNA被cGAS识别后合成

的2',3'-cGAMP,都可与STING蛋白结合,激活抗感染免疫响应[9].肿瘤放疗化疗产生的凋亡细胞引起局

部核酸积累、肿瘤的坏死组织、辐射及紫外线引起的DNA损伤,可激活cGAS-STING信号通路[10].核酸酶

TREX1突变导致的细胞内DNA代谢异常,可被cGAS-STING识别,刺激I型干扰素及相关炎症因子的产

生,是Aicardi-Goutières综合征[11]、系统性红斑狼疮的分子病理基础,已发现系统性红斑狼疮患者外周血中

2',3'-cGAMP浓度比正常人高出15%以上[12].因此,STING抑制剂是具有潜在研究价值的自身免疫疾病的

治疗药物.一些非核苷类化合物,如黄酮类化合物DMXAA,CMA以及设计合成的小分子化合物等也是

STING蛋白的激动剂,可在小鼠肿瘤模型中诱导I型干扰素的分泌,产生抗肿瘤免疫活性.因此,cGAS-
STING信号通路的发现,将细菌及人体来源的环二核苷酸的刺激-应答模式整合了起来(图2)[13].

虽然第一个环二核苷酸发现于1987年[1],随后又陆续在细菌中发现了3',3'-c-di-AMP,3',3'-cGAMP,
并在CDN类似物的合成方面进行了一些探索,但这一领域并没有引起学术界的广泛重视,直到2013年,多
个研究组确证了环二核苷酸是cGAS-STING信号通路的免疫递质[6,8,14],以及更多的研究发现环二核苷酸

可作为有效的免疫佐剂[15],并且在肿瘤免疫治疗方面具有良好的开发应用前景[16],与环二核苷酸相关的研究
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才在过去的数年间,得到了学术界和制药工业界的关注[17],目前已有多个环二核苷酸类似物进入临床前或

临床研究[18-19].

近年来,关于环二核苷酸作为微生物第二信使及作为免疫递质的分子机制都有很全面的评述,CLIVIO
等[20]及南开大学的XI等[21]对环二核苷酸类似物的化学合成策略进行了系统的总结,多个研究小组对以

cGAS-STING信号通路为靶点的药物设计的最新进展进行了评述[22-24].本文对环二核苷酸的生物学功能进

行了简单回顾,重点对环二核苷酸类似物主要结构类型进行总结,并对设计合成新的环二核苷酸类似物提出
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了一些想法和建议.

1 环二核苷酸的生物功能

环二核苷酸作为第二信使参与调控细菌的多种重要生理过程[25],在高等生物的核酸免疫机制中发挥重

要作用[26],同时与人的多种疾病状态有直接的联系[27].随着研究的深入,人们发现环二核苷酸也是细菌抗病

毒免疫的重要免疫递质,最新的研究证实微生物和高等生物以环二核苷酸为第二信使的抗病毒免疫信号机

制存在着进化上的联系[28].
1.1 3',3'-c-di-GMP的生物功能

1987年,文献[1]报道在研究木葡糖醋酸杆菌(Gluconacetobacterxylinus)的过程中,发现了生命体中的

第一个CDN,该化合物是细菌纤维素合成酶的激活因子.随着研究的深入,在多种革兰氏阴性细菌如绿脓杆

菌(Caulobactercrescentus)、大肠杆菌(Escherichiacoli)、伤寒沙门氏菌(Salmonellatyphimurium)、霍乱

弧菌(Vibriocholerae)和一些革兰氏阳性菌如枯草芽孢杆菌(Bacillussubtilis)、单核增生性李斯特杆菌

(Listeriamonocytogenes)等发现了3',3'-c-di-GMP.3',3'-c-di-GMP的重要功能是调控细菌运动状态和静

息状态之间的转换,同时也参与细胞周期及细菌致病因子的调控[25].
1.2 3',3'-c-di-AMP的生物功能

2008年,文献[29]报道在研究DNA完整性扫描蛋白 A(DisA)的晶体结构时偶然发现了3',3'-c-di-
AMP.进一步研究发现该CDN在多种古细菌及细菌中存在,并具有重要的生理功能,如参与调控细菌脂肪

酸合成、钾离子转运、细胞壁的稳态及生物膜的形成等[30].
1.3 3',3'-cGAMP的生物功能

2012年,文献[3]报道在霍乱弧菌中首次发现了3',3'-cGAMP.此前仅有3',3'-cGAMP与核糖开关结

合而调控细菌电生理过程的报道[4,31],最新的研究发现,霍乱弧菌中的环二核苷酸环合酶DncV是人体

cGAS的结构和功能同源蛋白,可识别侵入噬菌体核酸并合成3',3'-cGAMP作为第二信使,变构激活下游

磷脂酶活性,降解细菌自身膜结构,使细菌生长停滞或启动自杀性抗病毒免疫机制[28].细菌cGAS-STING信

号通路的发现,表明细菌和人体抗病毒机制存在进化上的联系[32].
1.4 2',3'-cGAMP的生物功能

2013年,多个研究团队几乎同时在哺乳动物细胞中发现了2',3'-cGAMP[5-7].该化合物是cGAS-
STING信号通路的第二信使,在哺乳动物及人类抗感染、抗肿瘤、自身炎症疾病、自身免疫疾病、衰老等病理

生理过程中发挥作用(图2),最近的评述可参见文献[33].
1.5 天然CDN与cGAS-STING信号通路

随着对cGAS-STING信号通路研究的深入,人们发现上述4种天然环二核苷酸都可作为激动剂与

STING结合,激活下游信号转导机制,启动免疫应答.特别是CDN抗肿瘤免疫活性的确证,激起了学术界和

制药工业界的广泛关注.人们在环二核苷酸类似物的设计与合成方面做了大量的工作,相关研究工作不但扩

展和深化了对cGAS-STING相关分子机制的认识,也为基于CDN及其类似物的新药研究提供了支撑.

2 环二核苷酸的结构修饰

目前对环二核苷酸的结构修饰主要集中在磷酸二酯键部分的硫代或替代,核糖环部分羟基的去除或替

代以及碱基的修饰等[20,23](图3).
2.1 磷酸二酯键的化学修饰

对磷酸二酯键部分的硫代修饰是在寡核苷酸药物研究过程中发展完善的,由于硫代可提高寡核苷酸抗

磷酸二酯酶及核酸酶降解能力,现已有多个硫代寡核苷酸药物被批准用于临床[34].对CDN的磷酸二酯键进

行硫代修饰是提高其稳定性、亲脂性和调控生物活性的重要途径.文献[35]利用酶法合成了2',3'-cGAMP
(化合物4)的单硫代和双硫代类似物(图4,化合物5、6、7),发现ENPP1特异性水解2',3'-cGAMP.在THP-1
细胞裂解液中,与未硫代的3',3'-cGAMP及2',3'-cGAMP相比,双硫代2',3'-cGsAsMP(化合物6)的稳定
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性得到显著提高.2',3'-cGsAsMP能够与ENPP1结合抑制2',3'-cGAMP的水解,表明此双硫代类似物能够

作为竞争性抑制剂起作用.文献[36]合成了Endo-硫代CDN类似物(图4,化合物8),并评价了Endo-硫代

CDN及天然CDN与其受体亲和力的差异.

由于硫代磷酸二酯键具有手性,硫代CDN是各种非对映异构体的混合物.GAFFNEY等[37]最早报道了

H-亚磷酸/亚磷酰胺法合成硫代CDN的方法,并利用HPLC分离得到了单一手性异构体纯的CDN类似物

(图5,化合物9、10).为考察手性纯的硫代CDN对其生物活性的影响,CORRALES等[16]利用上述方法合成

并分离得到手性纯的CDN类似物(图5,化合物11、12),细胞实验结果表明,硫代Rp,Rp-2',3'-c-di-AMP
(化合物11)的活性显著提高,并且对已知的5种人体STING变体都有活性.上述手性纯的CDN类似物都

是通过HPLC拆分得到的,利用手性催化剂立体选择性的合成手性纯CDN类似物也在最近取得了突破性

进展[38-39],立体选择性地合成了化合物13、14等CDN类似物(图5).
硼烷基磷酸二酯键在寡核苷酸研究中得到了系统探讨[40-41],该策略也被用于CDN类似物的合成.2018年,

JanssenBiotech公司发布了硼烷代磷酸CDN的类似物的专利[42](图6,化合物15~17),两个2'-5'磷酸二酯

键被硼烷修饰的化合物15、16在含ENPP1的FBS溶液中孵育4h,活性下降不到10%,而3'-5'磷酸二酯键

被硼烷修饰的化合物17,同样条件下活性下降75%以上,表明ENPP1可选择性降解2'-5'磷酸二酯键,硼烷

代2'-5'磷酸二酯键提高了CDN类似物抗ENPP1降解能力.
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2014年,GAFFNEY等[43]首次报道了用硫脲基、脲基、胍基和碳二亚胺代替磷酸二酯键连接的c-di-
GMP类似物(图7,化合物18~22),以提高c-di-GMP类似物在磷酸二酯酶中的稳定性.IFMTherapeutics
公司的一个专利[44]中报道了脲及硫脲模块取代磷酸二酯键的环二腺苷酸类似物的激活THP-1细胞NF-κB
信号通路的EC50值分别为25.4μmol/L、22.2μmol/L(图7,化合物23、24).

HUISGEN等[45]报道的1,3-偶极环加成反应,经SHARPLESS等[46]改进后被称为点击反应(clickre-
action),由于其具有产率高、合成反应快速、反应条件温和及与多种官能团兼容等优点,广泛应用于核苷、寡
核苷酸及相关药物合成研究.ISOBE等[47]报道了用三氮唑结构单元代替磷酸二酯键部分得到了c-di-GMP
和c-di-AMP的类似物c-di-GMPTL(化合物25)和c-di-AMPTL(化合物26)(图8).由于三氮唑对骨架十二

元环的构象限制,使得设计合成的类似物构象和天然环二核苷酸平展构象相似.
2.2 核糖的化学修饰

对天然CDN分子中的核糖部分进行结构改造,是合成CDN类似物的又一策略.核糖化学修饰包括脱

氧、氟代、用其他结构替换等.KHORANA等[48]最早报道了合成的环二脱氧胸苷酸(化合物27),随后陆续有

研究者发表了环二脱氧胞苷酸(化合物28)[49]、环脱氧胸苷脱氧鸟苷酸的合成方法(化合物29)[50](图9).
将核苷(酸)2'或3'位的OH替换为F是相关药物研究中的常用策略.文献[36]以N-异丁酰基-2'-F鸟苷

亚磷酰胺为起始原料,采用Jones一锅法合成了2'-F-CDG(图10,化合物30),该研究组同时合成了2'-OMe
CDN类似物(图10,化合物31),并考察了此类化合物对微生物生物膜形成的影响.

利用碳环或其他结构取得核糖是核苷(酸)结构改造的重要策略.葛兰素史克(GSK)研究人员的一项专

利[51]申请披露了新型CDN,包括用环戊烷取代一个或两个核糖环及核糖羟基被氟取代的CDN类似物(图
11,化合物32~35),部分化合物是有效的乙型肝炎表面抗原(HbsAg)的免疫佐剂.上海弘翊生物科技有限
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公司的专利[52]公开了碳环取代核糖环的CDN类似物(图11,化合物36~37).

利用锁核酸(LNA)策略合成的寡核苷酸已经进入临床试验,这一策略被用于CDN类似物的合成[53-54]

(图12,化合物38~41).
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2.3 碱基的化学修饰

生物体利用体内无处不在的NTP(N=A,U,G,C)作为底物合成天然环二核苷酸,而利用化学方法将

非天然碱基或碱基类似物替代CDN中的天然碱基,是制备CDN类似物的重要途径.
LIOUX课题组[55]报道了由腺苷和肌苷组成的CDN类似物,作者合成了2'-5'磷酸二酯键和3'-5'磷酸

二酯键不同组合的cAIMP类似物(图13,化合物42~45).
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2017年,文献[56]报道合成了含A,U,C,G的所有3',3'-CDN,包括3种天然存在的CDN及另外7种

此前未见报道的CDN(见图14,化合物46~52).作者使用适配体荧光测定和在线探测评估新CDN 和

GEMM核糖开关变体的结合亲和力.通过诱导I型干扰素(IFN)评估CDN的免疫刺激作用,发现c-ACMP
(化合物47)为新的免疫刺激剂.

最近,文献[57-58]报道了通过磷酸三酯法合成的由A,G,C和U核苷单磷酸通过2',5'-磷酸二酯键

和3',5'-磷酸二酯键组成的36种CDN,以及肌苷与 A,U,G和C核苷单磷酸通过2',5'-磷酸二酯键和
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3',5'-磷酸二酯键连接构成的19种环二核苷酸类似物(图15,化合物53~55),并对这些化合物的生物活性

和酶稳定性进行了测试.

对CDN中的天然碱基直接进行化学修饰,是合成CDN类似物的另一重要手段.文献[59]利用铑催化的

卡宾转移反应直接活性修饰CDN嘌呤碱基的环外氨基,得到了一系列CDN类似物(图16,化合物56~58).
光催化交联结合质谱分析发现叠氮苯基修饰的c-di-GMP保持了对c-di-GMP受体DgrA的亲和力.

2.4 CDN的多位点修饰

由于CDN机构复杂,人们目前对CDN及其类似物的构效关系尚无确定的规律性认识.基于CDN及其

类似物在动物肿瘤免疫治疗及作为免疫佐剂等研究中令人满意的生物活性,多个制药公司都投入巨资进行

CDN多位点修饰,以期得到活性更好、适于临床开发的化合物.相关专利[53,60]中将糖环的结构改造如2'-F、

2'-脱氧、四氢噻吩替换四氢呋喃等与非天然碱基杂环进行组合,得到348个2',3'-CDN类似物.部分化合物

(图17,化合物59~61)在细胞实验和肿瘤动物模型中多表现出比天然CDN更好的生物活性.
核糖化学修饰与Endo-硫代磷酸二酯键组合,得到了一类新型的CDN类似物.SMIETANA等[61]利用

固相磷酸三酯法合成了含A,T,C,G的脱氧CDN类似物(图18,化合物62).文献[62]合成了Endo-硫代与

氟代核糖双位点修饰的CDN,发现此类结构改造可影响与天然CDN受体的亲和力(图18,化合物63~65).
对环腺苷肌苷酸(cAIMP)的核糖和磷酸二酯键部分同时进行结构修饰,如硫代磷酸修饰及2'-OH 氟

代,得到一系列cAIMP类似物[55](部分化合物见图19,化合物66~71).作者评估了cAIMP类似物在人类

血液、小鼠和人类APC细胞系中的活性,结果表明二硫代的2'-脱氧-2'-氟代-3',3'-cAIMP(化合物68)(人血

I型IFN反应的EC50=0.4μmol/L)比未氟代cAIMP类似物和2',3'-cGAMP更有效.显示多位点修饰在提

高化合物生物活性方面的协同效应.
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有趣的是,BMS公司申请的专利[63]中报道了乙炔基及吡啶乙炔基替代碱基的无碱基CDN类似物(图

20,化合物72、73),虽然化合物72作为STING激动剂的活性不如cGAMP,但化合物73的活性显著高于

cGAMP.文献[64]报道了将环戊烷替换硫代CDN的核糖得到的化合物74和75诱导THP-1分泌IFN的

EC50均小于1μmol/L(图20,化合物74、75).

KLINE等[65]用氨甲酸酯模块替代磷酸二酯键制备了2'-脱氧CDN类似物(图21,化合物76).分子对接

结果表明,该类似物能够以合适的构象与c-di-GMP的受体结合.PAL等[66]合成了以酰胺键连接的仅含嘧啶

碱基的CDN类似物(图21,化合物77-79).

3 环二肽核酸及其类似物

基于肽核酸的成功先例,文献[67]报道了以(2-氨基乙基)-甘氨酸为骨架的环二核苷酸类似物(图22,化
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合物80~82),但未进行相关生物活性的研究.

天然CDN及其类似物合成路线步骤多,合成一次只能合成一个目标产物.如果首先构建核糖-磷酸骨架

或利用其他分子骨架,在分子骨架上引入碱基或碱基类似物,则可高通量地合成CDN类似物[66].IKEDA
等[68]以环多胺为分子骨架,合成环二鸟苷酸类似物,并对其抑制细菌生物膜形成的活性进行了考察,部分化

合物可抑制大肠杆菌、金黄色葡萄球菌生物膜的形成(图23,化合物83、84).
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4 其他类型的环二核苷酸类似物

2014年,KINZIE等[69]参照环二吗啉在寡核苷酸合成中的成功经验,设计合成了基于环二吗啉的分子

骨架(图24),并尝试在骨架上引入保护的腺嘌呤,但最终并没有得到目标产物.可能是分子骨架上的叔胺与

路易斯酸发生的配位反应导致引入碱基的失败.

5 结论与展望

虽然距第一个天然环二核苷酸发现已经过去了三十多年,但直到2013年cGAS-CDN-STING信号通路

的发现,特别是STING与感染疾病、肿瘤及自身免疫疾病的联系的确立,环二核苷酸及其类似物的设计、合
成及活性研究才引起了学术界和工业界的广泛关注,现已有数个CDN类似物进入临床试验,还有多个CDN
类似物处于临床前研究阶段.

最近,在细菌的抗噬菌体免疫机制研究中发现,某些细菌的CDN合成酶可以合成含尿嘧啶及胞嘧啶的

环二核苷酸[70](图1、2),虽然这些化合物在微生物中被发现之前已被合成,但这些新型CDN的生物功能及

在人体免疫系统的作用等有待进一步深入研究(图25,化合物48~51).

尽管含天然碱基的核苷亚磷酰胺单体已商业化,但合成CDN及其类似物路线长,一次只能合成一个目

标化合物;合成含非天然碱基的CDN类似物需要从合成核苷酸单体开始,更增加了CDN类似物合成的难

度;基于核糖-磷酸分子骨架的合成策略为CDN类似物的合成提供了新思路,但糖苷化一步收率低,限制了

其应用;不含磷酸二酯键的CDN大环类似物合成困难,难以提供大量的化合物供活性筛选等.基于上述问

题,认为如下思路值得进一步探讨,一是构建含适当官能团的核糖-磷酸或大环分子骨架,通过分子骨架上的

官能团引入碱基或碱基类似物;二是将靶向STING的小分子化合物与STING相互作用的构效信息整合到

CDN类似物设计与合成中.
过去的近十年见证了CDN及其类似物的发展,希望本文能为相关研究人员提供关于CDN类似物结构

修饰的基本策略,从而有助于新的活性更好的CDN的类似物的设计与合成.最终开发出基于CDN的临床治

疗药物,为人类健康服务.
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Researchprogressofcyclicdinucleotideanalogues

ChenChangpo,YanJiayin,NiuMei,CaoGuanyang,LiSa,BiJingjing,DongWenpei,JiangTao,XinPengyang

(SchoolofChemistryandChemicalEngineering,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China)

Abstract:Cyclicdinucleotide(CDN)isakindofmacrocyclicmoleculescomposedoftwonucleosidemonophosphates
linkedwithtwophosphodiesterbonds.CDNswerefirstlyfoundinbacteriaassecondmessengerstoregulatemanyphysiological
functionsandmediateantiphageresponseofbacteria.Inresponsetoexoticorintrinsicabnormalnucleicacid,humanimmune
systemcansynthesizenon-canonicalCDN,whichbindswithstimulatorofinterferongenes(STING)toinitiatethecascadeof
signalpathwaystoproducetypeIinterferon,andactivateimmuneresponses.CDNanditsanaloguesareagonistsofSTING,

andhavebeeninvolvedininfectiousdiseases,tumorandautoimmunediseases.Thisarticleprovidedabriefreviewofthedis-
coveryandbiofunctionsofCDNs,andfocusedonthestrategiesofCDNstructuralmodificationsandstructuraldiversityofCDN
analogues.
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