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1.化合物在制备用于治疗或预防细菌感染的药物中的用途，其特征在于：所述细菌感

染为肺炎链球菌感染或粪肠球菌感染，其中所述化合物选自：MC4‑19: MC4‑

32:

MC4‑33: MC4‑34:

MC4‑44: MC4‑49:

MC4‑59: MC4‑60:

MC4‑61: MC4‑72:

MC4‑81: MC4‑84:

MC4‑86: MC4‑88:

MC4‑92: MC4‑93:

MC4‑103: MC4‑104:
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MC4‑107: MC4‑108:

MC4‑112: MC4‑113:

MC4‑115: MC4‑116:

MC4‑123: MC4‑124:

MC4‑127: MC4‑138:

2.根据权利要求1所述的用途，其中所述药物的给药途径是口服给药、非消化道给药、

局部给药或肛门给药。

3.化合物在制备用于治疗或预防鲍曼不动杆菌感染的药物中的用途，其特征在于，所

述化合物选自：

MC4‑19: MC4‑34: MC4‑49: MC4‑59:

MC4‑72: MC4‑86: MC4‑93: MC4‑

1 0 3 : M C 4 ‑ 1 0 7 : M C 4 ‑ 1 0 8 : M C 4 ‑ 1 1 2 :

MC4‑113: MC4‑115:

MC4‑116:

4.根据权利要求3所述的用途，其中所述药物的给药途径是口服给药、非消化道给药、

局部给药或肛门给药。
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5.化合物在制备用于在微生物中抑制NusB‑NusE相互作用的试剂中的用途，其特征在

于：

所述微生物选自粪肠球菌和肺炎链球菌，其中所述化合物选自：

MC4‑19: MC4‑32:

MC4‑33: MC4‑34:

MC4‑44: MC4‑49:

MC4‑59: MC4‑60:

MC4‑61: MC4‑72:

MC4‑81: MC4‑84:

MC4‑86: MC4‑88:

MC4‑92: MC4‑93:

MC4‑103: MC4‑104:

MC4‑107: MC4‑108:
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MC4‑112: MC4‑113:

MC4‑115: MC4‑116:

MC4‑123: MC4‑124:

MC4‑127: MC4‑138:

6.根据权利要求5所述的用途，所述NusB选自NusB  E81、NusB  Y18或NusB  E75，和所述

NusE选自NusE  H15、NusE  D19或NusE  R16。

7.化合物在制备用于在鲍曼不动杆菌中抑制NusB‑NusE相互作用的试剂中的用途，其

特征在于，所述化合物选自：

MC4‑19:

MC4‑34:

MC4‑49:

MC4‑59:

MC4‑72:

MC4‑86:
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MC4‑93:

MC4‑103:

MC4‑107:

MC4‑108:

MC4‑112:

MC4‑113:

MC4‑115:

MC4‑116:

8.根据权利要求7所述的用途，所述NusB选自NusB  E81、NusB  Y18或NusB  E75，和所述

NusE选自NusE  H15、NusE  D19或NusE  R16。
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一种具有抗菌活性的化合物

[0001] 与相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求于2018年1月9日提交的美国临时专利申请62/615418的优先权。所有

在先申请中的全部内容通过引用构成了本申请的一部分。

[0003] 本申请也引用了各种不同出版物。这些出版物所披露的全部内容通过引用构成了

本申请的一部分，以更全面地描述本发明所属的现有技术。

技术领域

[0004] 本发明涉及具有抗菌活性的化合物。

背景技术

[0005] 由属于革兰氏阳性病原体的耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(MRSA)所引致的感染已

成为了全球最严重的公共卫生问题之一1。能够控制MRSA的药物仅限于万古霉素、达托霉素

和利奈唑胺2，但MRSA对上述药物已经出现了耐药性3。因此，我们有迫切需要验证新的抗生

素目标，开发一种具有有效及特定活性的新颖抗菌药，以对抗MRSA相关的感染。

[0006] 在细菌细胞里，rRNA占了总RNA最多80％，而rRNA的转录与细菌生长速率呈现出正

相关的关系，以达到蛋白质合成的需求4。虽然rRNA合成是活细胞最基本的要求之一，此过

程中依然存在显著的差异。在真核细胞中，核糖体基因被不同种类的RNA聚合酶转录，即RNA 

Pol  I、Pol  II和Pol  III5。另一方面，在细菌里只有一种RNA聚合酶，该RNA聚合酶与多种延

伸因子有所关联而形成所谓的“rRNA抗终止复合物”，从而确保高效率的rRNA基因转录6。

[0007] NusB和NusE(也称为30S核糖体亚基中的核糖体蛋白质S10)是用于形成rRNA抗终

止复合物的必要高度保守小型转录因子7。NusB和NusE之间的蛋白质相互作用是组装rRNA

转录抗终止复合物的第一个调控步骤8。当NusB‑NusE异源二聚体形成后，它会与rRNA前导

序列中名叫boxA的区域产生相互作用。NusB‑NusE‑boxA复合物与RNA聚合酶结合后，其它因

子(如NusA、NusG等)将会在适当的时候与复合物产生相互作用，当中只有NusG具有真核同

源物10。

[0008] 由于NusB和NusE对于细菌细胞的存活起到必要的作用11，本发明提供的化合物是

用于破坏NusB‑NusE异源二聚体形成，从而降低rRNA合成与细菌细胞增殖的速率。

发明内容

[0009] 本发明提供具有抗菌活性的化合物。在一个实施例，本发明提供根据化学式1的化

合物或其药学上可接受的盐、前药或溶剂化物：

[0010]
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[0011]       

[0012] 其特征在于：

[0013] (1)X1选自‑N＝CH‑,‑CH＝N‑,‑CH＝CH‑,‑NH‑CH2‑,‑CH2‑NH‑,‑CH2‑CH2‑,‑CH2‑O‑,‑

O‑CH2‑,‑CH2‑S‑,‑S‑CH2‑,‑S(＝O)‑CH2‑,‑S(＝O)‑NH‑,‑CH2‑S(＝O)‑,‑NH‑S(＝O)‑,‑S(＝

O)2‑CH2‑,‑S(＝O)2‑NH‑,‑CH2‑S(＝O)2‑,‑NH‑S(＝O)2‑,‑C(＝O)‑NH‑,‑NH‑C(＝O)‑或‑C(＝

O)‑；以及

[0014] (2)R1‑R5各独立地选自氢、羟基、硝基、乙酰基、甲基、乙炔基、羧基、羧甲基、羟甲

基、甲氧基、甲氧基羰基、氨基磺酰基、氨基羰基、氰基、四唑基、二甲基氨基磺酰基氨基羰

基、氰基甲基、乙酰基氨基磺酰基、甲氧基氨基羰基、甲基磺酰基氨基羰基、叔丁基、氟、氯、

溴、苯基、三氟甲基或苯并。

[0015] 在一个实施例，本发明提供根据化学式2的化合物或其药学上可接受的盐、前药或

溶剂化物：

[0016]

[0017] 其特征在于：

[0018] (1)X1选自‑N＝CH‑,‑CH＝N‑,‑CH＝CH‑,‑NH‑CH2‑,‑CH2‑NH‑,‑CH2‑CH2‑,‑CH2‑O‑,‑

O‑CH2‑,‑CH2‑S‑,‑S‑CH2‑,‑S(＝O)‑CH2‑,‑S(＝O)‑NH‑,‑CH2‑S(＝O)‑,‑NH‑S(＝O)‑,‑S(＝

O)2‑CH2‑,‑S(＝O)2‑NH‑,‑CH2‑S(＝O)2‑,‑NH‑S(＝O)2‑,‑C(＝O)‑NH‑,‑NH‑C(＝O)‑或‑C(＝

O)‑；以及

[0019] (2)R1‑R5各独立地选自氢、羟基、硝基、乙酰基、甲基、乙炔基、羧基、羧甲基、羟甲

基、甲氧基、甲氧基羰基、氨基磺酰基、氨基羰基、氰基、四唑基、二甲基氨基磺酰基氨基羰

基、氰基甲基、乙酰基氨基磺酰基、甲氧基氨基羰基、甲基磺酰基氨基羰基、叔丁基、氟、氯、

溴、苯基、三氟甲基或苯并。

[0020] 在一个实施例，本发明提供根据化学式3的化合物或其药学上可接受的盐、前药或

溶剂化物：

[0021]

[0022] 其特征在于：

[0023] (1)X1和Y各独立地选自‑NH‑,‑CH2‑,‑O‑,或‑S‑；以及
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[0024] (2)R1‑R5各独立地选自氢、羟基、硝基、乙酰基、甲基、乙炔基、羧基、羧甲基、羟甲

基、甲氧基、甲氧基羰基、氨基磺酰基、氨基羰基、氰基、四唑基、二甲基氨基磺酰基氨基羰

基、氰基甲基、乙酰基氨基磺酰基、甲氧基氨基羰基、甲基磺酰基氨基羰基、叔丁基、氟、氯、

溴、苯基、三氟甲基或苯并。

[0025] 在一个实施例，本发明提供一种用于治疗哺乳类动物、鱼类或鸟类内的细菌或原

虫感染的药物组合物，其包括具有治疗有效量的具有化学式1、2或3的化合物与药学上可接

受的载体。

[0026] 在一个实施例，本发明提供一种治疗哺乳类动物、鱼类或鸟类内的细菌或原虫感

染的方法，其包括向所述哺乳类动物、鱼类或鸟类施用具有治疗有效量的具有化学式1、2或

3的化合物。

[0027] 在一个实施例，本发明提供一种制备具有化学式1、2或3的化合物的方法。

[0028] 定义与简称

[0029] 以下的术语将用于描述本发明。在本部分缺乏具体定义的情况下，用于描述本发

明的术语应被赋予所属技术领域的技术人员所理解的基本含义。

[0030] 除非另有指明，在本文中“治疗”应理解为逆转、减轻、抑制发展或预防该术语所应

用的病症或疾病，或所述病症或疾病的一种或多种症状。

[0031] 除非另有指明，在本文中“细菌感染”、“原虫感染”和“与细菌感染或原虫感染相关

的病症”包括：与肺炎链球菌、流感嗜血杆菌、卡他莫拉菌、金黄色葡萄球菌、粪肠球菌、屎肠

球菌、酪黄肠球菌、表皮葡萄球菌、溶血葡萄球菌或消化链球菌属感染相关的肺炎、中耳炎、

鼻窦炎、支气管炎、扁桃体炎和乳突炎；与化脓性链球菌、C族和G族链球菌、白喉棒状杆菌或

溶血放线杆菌感染相关的咽炎、风湿热和肾小球肾炎；与肺炎支原体、嗜肺军团菌、肺炎链

球菌、流感嗜血杆菌或肺炎衣原体感染相关的呼吸道感染；金黄色葡萄球菌、溶血葡萄球

菌、粪肠球菌、屎肠球菌、坚忍肠球菌，包括对已知抗菌药(例如但不限于β‑内酰胺类抗生

素、万古霉素、氨基糖苷类抗生素、喹诺酮类抗生素、氯霉素、四环素和大环内酯类抗生素)

有耐药性的菌株，所引致的血液和组织感染(包括心内膜炎和骨髓炎)；与金黄色葡萄球菌、

凝固酶阴性葡萄球菌(即表皮葡萄球菌，溶血葡萄球菌等)、化脓性链球菌、无乳链球菌、C族

到F族链球菌(微小菌落链球菌)、草绿色链球菌、极小棒杆菌、梭菌属或汉氏巴尔通体感染

相关的非复杂皮肤及软组织感染与脓肿，以及产褥热；与金黄色葡萄球菌，凝固酶阴性葡萄

球菌或肠球菌属感染相关的非复杂急性尿路感染；尿道炎及宫颈炎；与沙眼衣原体、杜氏嗜

血杆菌、梅毒螺旋体、解脲脲原体或淋病奈瑟菌感染相关的性传播疾病；与金黄色葡萄球菌

(食物中毒和中毒性休克综合症)或A、B和C族链球菌感染相关的毒素疾病；与幽门螺杆菌感

染相关的溃疡；与回归热螺旋体感染相关的系统性发热综合征；与伯氏疏螺旋体感染相关

的莱姆病；与沙眼衣原体、淋病奈瑟菌、金黄色葡萄球菌、肺炎链球菌、化脓性链球菌、流感

嗜血杆菌或李斯特菌属感染相关的结膜炎、角膜炎和泪囊炎；与鸟分枝杆菌或胞内分枝杆

菌感染相关的鸟分枝杆菌复合体(MAC)传播疾病；由结核分枝杆菌、麻风分枝杆菌、副结核

分枝杆菌、堪萨斯分枝杆菌或龟分枝杆菌引起的感染；与空肠弯曲菌感染相关的胃肠炎；与

隐孢子虫属感染相关的肠道原虫；与草綠色鏈球菌感染相关的牙源性感染；与百日咳杆菌

感染相关的持续咳嗽；与产气荚膜杆菌或拟杆菌属感染相关的气性坏疽；以及与幽门螺杆

菌或肺炎衣原体感染相关的动脉粥样硬化或心血管疾病。可在动物上治疗或预防的细菌感
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染、原虫感染以及与所述感染相关的病症包括：与溶血性巴斯德氏菌、多杀巴斯德氏菌、牛

支原体或博德特氏菌属感染相关的牛呼吸道疾病；与大肠杆菌或原虫(即球虫、隐孢子虫

等)感染相关的牛肠道疾病；与金黄色葡萄球菌、乳房链球菌、无乳链球菌、停乳链球菌、克

雷伯氏菌属、棒状杆菌属或肠球菌属感染相关的奶牛乳腺炎；与胸膜肺炎放线杆菌、多杀巴

斯德氏菌或支原体属感染相关的猪呼吸道疾病；与大肠杆菌、胞内劳森菌、沙门氏菌或猪痢

疾蛇样螺旋体感染相关的猪肠道疾病；与梭桿菌属感染相关的牛腐蹄病；与大肠杆菌感染

相关的牛子宫炎；与坏死梭杆菌或节瘤拟杆菌感染相关的牛疣；与牛莫拉氏菌感染相关的

牛红眼病；与原虫(即新孢子虫)感染相关的母牛过早流产；与大肠杆菌感染相关的狗和猫

尿路感染；与表皮葡萄球菌、中间葡萄球菌、凝固酶阴性葡萄球菌或多杀巴斯德氏菌感染相

关的狗和猫皮肤及软组织感染；以及与产碱菌属、拟杆菌属、梭菌属、肠杆菌属、真杆菌属、

消化链球菌属、卟啉单胞菌属或普雷沃氏菌属感染相关的狗和猫牙齿或口腔感染。其它可

以根据本发明的方法治疗或预防的细菌感染、原虫感染以及与所述感染相关的病症于

J.P.Sanford  et  al.,“The  Sanford  Guide  To  Antimicrobial  Therapy,”26th  Edition,

(Antimicrobial  Therapy,Inc.,1996)内提及到。

[0032] 除非另有指明，在本文中“卤素”一词是指包括氟、氯、溴或碘的基团。优选的卤素

基团是氟、氯和溴。

[0033] 除非另有指明，在本文中“烷基”一词是指包括具有环状、直链和/或支链部分的饱

和一价烃自由基。如需包括环状部分，所述烷基必须包含至少3个碳原子。

[0034] 除非另有指明，在本文中“烯基”一词是指包括在烷基链某位置具有至少一个碳‑

碳双键的以上所定义的烷基。

[0035] 除非另有指明，在本文中“炔基”一词是指包括在烷基链某位置具有至少一个碳‑

碳三键的以上所定义的烷基。

[0036] 除非另有指明，在本文中“芳基”一词是指包括由芳香烃去除一个氢原子形成的有

机自由基团，如苯基或萘基。

[0037] 除非另有指明，在本文中“4至10元杂环化合物”一词是指包括具有一个或多个选

自氧、硫和氮的杂原子的芳香族和非芳香族杂环基团，每个杂环基团的环系统中有4至10个

原子。非芳香族杂环基团的环系统仅包括有4个原子的基团，但芳香族杂环基团的环系统至

少要有5个原子。杂环基团包括苯并稠合的环系统和被一个或多个氧代基团取代的环系统。

一个4元杂环基团的例子是吖丁啶基(源自吖丁啶)。一个5元杂环基团的例子是噻唑基，而

一个10元杂环基团的例子是喹啉基。非芳香族杂环基团的例子包括吡咯烷基、四氢呋喃基、

四氢噻吩基、四氢吡喃基、四氢硫代吡喃基、哌啶基、吗啉基、硫代吗啉基、噻噁烷基、哌嗪

基、吖丁啶基、氧杂环丁基、硫杂环丁基、氮杂环庚基、氧杂环庚基、硫杂环庚基、氧杂吖庚

基、二吖呯基、硫杂吖庚基、1,2,3,6‑四氢吡啶基、2‑吡咯啉基、3‑吡咯啉基、吲哚啉基、2H‑

吡喃基、4H‑吡喃基、二噁烷基、1,3‑二氧戊环基、吡唑啉基、二噻烷基、二硫戊环基、二氢吡

喃基、二氢噻吩基、二氢呋喃基、吡唑烷基、咪唑啉基、咪唑啉啶基、3‑氮杂双环[3.1 .0]己

基、3‑氮杂双环[4.1.0]庚基、3H‑吲哚基和喹嗪基。芳香族杂环基团的例子包括吡啶基、咪

唑基、嘧啶基、吡唑基、三唑基、吡嗪基、四唑基、呋喃基、噻吩基、异噁唑基、噻唑基、噁唑基、

异噻唑基、吡咯基、喹啉基、异喹啉基、吲哚基、苯并咪唑基、苯并呋喃基、噌啉基、吲唑基、吲

哚嗪基、酞嗪基、哒嗪基、三嗪基、异吲哚基、蝶啶基、嘌呤基、噁二唑基、噻二唑基、呋咱基、
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苯并呋咱基、苯并噻吩基、苯并噻唑基、苯并噁唑基、喹唑啉基、喹喔啉基、萘啶基和呋喃并

吡啶基。在可行的情况下，源自上述化合物的基团可以在碳连接或在氮连接。例如源自吡咯

的基团可以是吡咯‑1‑基(氮连接)或吡咯‑3‑基(碳连接)。

[0038] 除非另有指明，在本文中“药学上可接受的盐”一词是指具有化学式1、2或3的化合

物中存在的酸性或碱性基团的盐。碱性的具有化学式1、2或3的化合物能够与各种无机和有

机酸形成各种盐。可以用于制备所述具有化学式1、2或3的碱性化合物的药学上可接受的酸

加成盐的酸，应当能够形成无毒酸加成盐，即含有药学上可接受的阴离子的盐，例如乙酸

盐、苯磺酸盐、苯甲酸盐、碳酸氢盐、硫酸氢盐、酒石酸氢盐、硼酸盐、溴化盐、乙二胺四乙酸

钙、樟脑磺酸盐、碳酸盐、氯化盐、克拉维酸盐、柠檬酸盐、二氢盐酸盐、乙二胺四乙酸盐、乙

二磺酸盐、丙酸酯十二烷基硫酸盐、乙磺酸盐、乙基琥珀酸盐、富马酸盐、葡庚糖酸盐、葡萄

糖酸盐、谷氨酸盐、乙醇酰基对氨基苯砷酸盐、己基间苯二酚盐、海巴明盐、氢溴酸盐、氢盐

酸盐、碘化盐、异拌磷盐、乳酸盐、乳糖酸盐、月桂酸盐、苹果酸盐、马来酸盐、扁桃酸盐、甲磺

酸盐、甲基硫酸盐、粘酸盐、萘磺酸盐、硝酸盐、油酸盐、草酸盐、扑酸盐、棕榈酸盐、泛酸盐、

磷酸盐/二磷酸盐、聚半乳糖醛酸盐、水杨酸盐、硬脂酸盐、碱式乙酸盐、琥珀酸盐、单宁酸

盐、酒石酸盐、茶氯酸盐、对甲苯磺酸盐、三乙基碘盐和戊酸盐。

附图说明

[0039] 图1A所示的是细菌rRNA转录复合体的模型。

[0040] 图1B所示的是NusB‑NusE间的界面。

[0041] 图2A所示的是具有化合物MC4停靠在内的药效团模型。

[0042] 图2B所示的是(E)‑2‑{[(3‑乙炔基苯基)亚氨基]甲基}‑4‑硝基苯酚(MC4)的化学

结构。

[0043] 图3所示的是MC4对特选的病原细菌的抗菌活性。MIC是最小抑菌浓度的简称，MBC

是最低杀菌浓度的简称，ND是未确定的简称。

[0044] 图4所示的是MC4、利福平和苯唑西林在最小抑菌浓度(MIC)的四分之一时，对金黄

色葡萄球菌25923细胞中的DNA、rRNA(16S+23S)和蛋白质生产的效果。

[0045] 图5所示的是NusB和NusE的部分序列比对。Aaeo是指风产液菌；Bsub是指枯草芽孢

杆菌；Ecol是指大腸桿菌；Hinf是指流感嗜血桿菌；Hpyl是指幽门螺杆菌；Paer是指绿脓杆

菌；Mtub是指结核分枝杆菌；Saur是指金黄色葡萄球菌；Spne是指肺炎链球菌；箭头所指出

的是参与NusB‑E相互作用的残基。

[0046] 图6所示的是经由计算机虚拟筛选后获选的七种化合物：MC1是N‑{4‑[2‑(2‑硝基

苯甲酰基)腙基]苯基}乙酰胺(CAS号679423‑05‑3)；MC2是3‑({4‑[(1,5‑二甲基‑3‑氧代‑2‑

苯基‑2,3‑二氢‑1H‑吡唑‑4‑基)氨磺酰基]苯基}氨甲酰基)丙酸(CAS号253605‑53‑7)；MC3

是3‑[3‑(3‑羟基‑4H‑吡唑‑4‑基)丙基]‑1‑(4‑甲氧基苯基)硫脲(CAS号656222‑98‑9)；MC4

是(E)‑2‑{[(3‑乙炔基苯基)亚氨基]甲基}‑4‑硝基苯酚(CAS号219140‑31‑5)；MC5是(E)‑

{氨基[3‑({[4‑甲基‑5‑(三氟甲基)‑4H‑1,2,4‑三唑‑3‑基]硫烷基}甲基)苯基]亚甲基}氨

基N‑(4‑氯苯基)氨基甲酸酯(CAS号882256‑39‑5)；MC6是N‑(4‑{[2‑(2,4‑二氯苯氧基)苯

基]氨磺酰基}苯基)‑3,4‑二甲氧基苯‑1‑磺酰胺(CAS号312324‑35‑9)；MC7是甲基4‑[(1E)‑

[(E)‑2‑{[4‑(甲氧基羰基)‑2,5‑二甲基‑1H‑吡咯‑3‑基]亚甲基}}肼‑1‑基]甲基]‑2,5‑二
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甲基‑1H‑吡咯‑3‑羧酸盐(CAS号883037‑11‑4)。

[0047] 图7所示的是MC4的十个类似物。MC4‑1是2‑硝基‑6‑[(E)‑(苯基亚氨基)甲基]苯酚

(CAS号243981‑87‑5)；MC4‑2是2‑{[(1E)‑(2‑羟基‑3‑硝基苯基)亚甲基]氨基}‑4‑甲基苯酚

(CAS号321726‑90‑3)；MC4‑3是1‑(3‑{[(1E)‑(2‑羟基‑5‑硝基苯基)亚甲基]氨基}苯基)乙

酮(CAS号316133‑49‑0)；MC4‑4是4‑硝基‑2‑[(苯基亚氨基)甲基]苯酚(CAS号15667‑99‑9)；

MC4‑5是2‑{(E)‑[(3‑甲基苯基)亚氨基]甲基}‑4‑硝基苯酚(CAS号303058‑73‑3)；MC4‑6是

2‑{(E)‑[(4‑羟苯基)亚氨基]甲基}‑4‑硝基苯酚(CAS号1081780‑22‑4)；MC4‑7是2‑{(E)‑

[(4‑氯苯基)亚氨基]甲基}‑4‑硝基苯酚(CAS号303215‑49‑8)；MC4‑8是2‑{(E)‑[(3‑羟苯

基)亚氨基]甲基}‑4‑硝基苯酚(CAS号303215‑19‑2)。

[0048] 图8A至8D所示的是使用MC4与枯草芽孢杆菌NusB野生型蛋白(图8A)和变体Y18A、

D76A、D81A(分别为图8B至8D)的等温滴定量热法分析结果，当中N＝0.988±0 .076、Kd＝

1.45±0.55微摩尔每升、ΔH＝‑7141±939.8卡每摩尔、和ΔS＝‑1.81卡/摩尔·度。

[0049] 图9所示的是MC4类似物用于各种微生物上的最小抑菌浓度。

具体实施方式

[0050] 以下对于某实施例的陈述仅为示范性质，不应用作限制本发明、其应用或用途的

范围。

[0051] 本发明涉及具有抗菌活性的具有化学式1、2或3的化合物。在一个实施例，本质酸

性的具有化学式1、2或3的化合物能够与各种药理学上可接受的阳离子形成碱式盐。这种盐

的例子包括碱金属或碱土金属盐，特别是钠盐和钾盐。

[0052] 在一个实施例，某些具有化学式1、2或3的化合物可具有不对称中心，因此以不同

的对映异构体形式存在。本发明涉及具有化学式1、2或3的化合物的所有旋光异构体和立体

异构体及其混合物的使用。本发明尤其包括所述化合物的E和Z异构体。

[0053] 在一个实施例，本发明包括具有化学式1、2或3的化合物的互变异构体。

[0054] 在一个实施例，本发明也包括使用了同位素标记的化合物及其药学上可接受的

盐，除了当中一个或多个原子被拥有与自然界通常存在的有所不同的原子质量或质量数的

原子取代以外，都是与具有化学式1、2或3的化合物一样。可被加入本发明化合物的同位素

的例子包括氢、碳、氮、氧、磷、氟和氯的同位素，各自的例子分别是2H、3H、13C、14C、15N、

18O、17O、35S、18F和36Cl。包含上述同位素和/或其它原子的其它同位素的本发明中的化合

物、其前药以及所述化合物或其前药的药学上可接受的盐，都在本发明的范围内。本发明中

某些被同位素标记的化合物，例如在其中加入了如3H和14C的放射性同位素，可用于药物

和/或基质组织分布测定。氚，即3H，和碳‑14，即14C的同位素由于容易制备及其可检测性是

特别优选。此外，使用较重的同位素如氘，即2H作取代可提供基于代谢稳定性更高而带来的

某些治疗上的益处，例如延长体内半衰期或降低剂量要求，因此在某些情况下是优选的。本

发明中具有化学式1、2或3的同位素标记化合物及其前药通常可以通过以下公开的例子及

制备方法，把可容易获得的同位素标记试剂取代一个非同位素标记试剂便可制成。

[0055] 在一个实施例，本发明还涵盖具有化学式1、2或3的化合物的前药的药物组合物，

以及通过施用所述前药治疗细菌感染的方法。具有游离氨基、酰胺基、羟基或羧基的化学式

1、2或3的化合物可以转化为前药。前药所包括的化合物的特征在于，一个氨基酸残基或两
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个或更多(例如两个、三个或四个)氨基酸残基组成的多肽链通过酰胺或酯键与化学式1、2

或3的化合物的游离氨基、羟基或羧酸基团共价连接。氨基酸残基包括但不限于通常由三个

字母符号表示的20种天然氨基酸，另外还包括4‑羟脯氨酸、羟赖氨酸、锁链素、异锁链素、3‑

甲基组氨酸、正缬氨酸、β‑丙氨酸、γ‑氨基丁酸、瓜氨酸、高半胱氨酸、高丝氨酸、鸟氨酸和蛋

氨酸砜。本发明更涵盖其它类型的前药。例如，游离羧基团可以被衍生为酰胺或烷基酯。游

离羟基团可衍生自包括但不限于半琥珀酸酯、磷酸酯、二甲基氨基乙酸酯和磷酰氧基甲基

氧羰基的基团，如Advanced  Drug  Delivery  Reviews,1996,19,115所述。本发明还包括羟

基和氨基基团的氨基甲酸酯前药，以及羟基基团的碳酸酯前药、磺酸酯和硫酸酯。羟基衍生

为酰氧基甲基和酰氧基乙基的醚，其中酰基可以是烷基酯，也包含在本发明内。当中，所述

羟基衍生物可选择被包括但不限于醚、胺和羧酸的基团取代，或所述酰基是如上述的氨基

酸酯。这种类型的前药描述于J.Med .Chem.1996,39,10。游离胺也可以衍生为酰胺、磺酰胺

或磷酰胺。所有前述的前药部分可以加入包括但不限于醚、胺和羧酸的基团。

[0056] 在一个实施例，本发明的化合物可以具有不对称碳原子。非对映异构体混合物可

以根据其物理化学差异，通过本领域技术人员已知的方法，例如通过色谱法或分步结晶，将

其分离为它们各自的非对映异构体。对映异构体可通过与合适的旋光性化合物(例如醇)反

应，将对映异构体混合物转化为非对映异构体混合物，再将非对映异构体分离，并将各非对

映异构体转化(例如水解)为相应的纯对映异构体，从而把其分离。所有所述异构体，包括非

对映异构体混合物和纯对映异构体，都是本发明的一部分。

[0057] 任何具有化学式1、2或3的碱性化合物能够与各种无机酸及有机酸形成各种盐。

[0058] 任何具有化学式1、2或3的酸性化合物能够与各种药理学上可接受的阳离子形成

碱式盐。这种盐的实例包括碱金属或碱土金属盐，尤其钠盐和钾盐。这些盐可以通过常规技

术制备。用作制备本发明中药学上可接受的碱式盐的试剂的碱性化学物质，应当与化学式

1、2或3的任何酸性化合物形成无毒碱式盐。所述的无毒碱式盐包括衍生自药学上可接受的

阳离子如钠、钾、钙和镁等。这些盐的制备可以通过将含有所需药理学上可接受的阳离子的

水溶液与相应的酸性化合物反应，然后将所得溶液蒸发至干，优选在减压情况下。在另一个

方法，这些盐的制备也可以通过将酸性化合物的短链羧酸溶液和所需的碱金属醇盐混合，

然后以上述相同的方式将所得溶液蒸发至干。在任何一种情况下，应优选使用化学计量的

试剂，以确保完整的反应及所需最终产物的最大产率。

[0059] 在一个实施例，具有化学式1、2或3的化合物，以及其药学上可接受的盐和溶剂化

物(以下将统称为“活性化合物”)可以通过口服、非消化道、局部或肛门途径给药治疗或预

防细菌或原虫感染。然而，因应所治疗的哺乳类动物、鱼类或鸟类的物种及其对所述药物的

个体反应，以及所选择的药物剂型和施用药物的时间段和间隔，给药途径仍可能有所变化。

[0060] 在一个实施例，活性化合物可以通过上述的途径单独地或结合药学上可接受的载

体或稀释剂施用，而这种施用可以单剂量或多剂量进行。活性化合物尤其是可以通过各种

不同的剂型施用，即它们可以与各种药学上可接受的惰性载体结合成片剂、胶囊、口含糖、

舌下锭、硬糖、粉剂、喷雾、乳膏、药膏、栓剂、胶冻、凝胶、糊剂、洗剂、软膏、水溶性混悬剂、注

射溶液、酏剂、糖浆等形式。所述载体包括固体稀释剂或填充剂、无菌水溶液和各种无毒的

有机溶剂等。此外，口服药物组合物可以适当地增甜和/或调味。活性化合物在上述剂型中

的浓度通常为约5.0重量％至约70重量％。
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[0061] 在一个实施例，针对口服给药，所使用的片剂可以含有如微晶纤维素、柠檬酸钠、

碳酸钙、磷酸二钙和甘氨酸等各种赋形剂，加上如淀粉(优选玉米、马铃薯或木薯淀粉)、海

藻酸和某些复杂的硅酸盐等各种崩解剂，再加上如聚乙烯吡咯烷酮、蔗糖、明胶和阿拉伯胶

等制粒粘合剂。此外，如硬脂酸镁、月桂基硫酸钠和滑石粉等润滑剂也通常为压片过程带来

正面效用。相似类型的固体组合物也可以用作明胶胶囊中的填充剂；在这方面，优选的材料

还包括乳糖以及高分子量聚乙二醇。当水溶性混悬剂和/或酏剂是用作口服施用时，可以将

活性化合物与各种增甜剂或调味剂、色素或染料、以及乳化剂和/或助悬剂混合，再加上如

水、乙醇、丙二醇、甘油及其各种类似组合的稀释剂。

[0062] 在一个实施例，针对非消化道给药，可以使用活性化合物在芝麻油、花生油或丙二

醇水溶液中的溶液。如有需要，应当适当地缓冲水溶液(优选pH大于8)，并且首先使液体稀

释剂等渗。这些水溶液适合于静脉内注射。油性溶液适合于关节内、肌肉内和皮下注射。所

有这些溶液在无菌条件下的制备，都可以通过本领域技术人员已知的标准制药技术完成。

[0063] 在另一个实施例，本发明的活性化合物也可通过局部给药施用，并可以按照标准

药学规范，通过乳膏、胶冻、凝胶、糊剂、贴剂、软膏等施用。

[0064] 在一个实施例，当施用于人类以外的其它动物如牛或其它家畜时，活性化合物可

以通过动物饲料或灌药组合物的方式口服施用。

[0065] 在一个实施例，活性化合物也可以通过脂质体药物递送系统的形式施用，例如小

单层囊泡、大单层囊泡和多层囊泡。脂质体可以由多种磷脂形成，例如胆固醇、硬脂胺或磷

脂酰胆碱。

[0066] 在一个实施例，活性化合物也可以与可溶性聚合物偶联成为靶向药物载体。所述

聚合物可以包括聚乙烯吡咯烷酮、吡喃共聚物、聚羟丙基甲基丙烯酰胺‑苯基、聚羟乙基天

冬酰胺‑苯酚或被棕榈酰基残基取代的聚环氧乙烷‑聚赖氨酸。此外，活性化合物也可与一

类可生物降解的聚合物偶联从而实现可控的药物释放，例如聚乳酸、聚乙醇酸、聚乳酸和聚

乙醇酸的共聚物、聚ε‑己内酯、聚羟基丁酸、聚原酸酯、聚缩醛、聚二氢吡喃、聚氰基丙烯酸

酯和水凝胶的交联或两亲嵌段共聚物。

[0067] 在一个实施例，本发明提供一种根据化学式1的化合物或其药学上可接受的盐或

溶剂化物，

[0068]

[0069] 其特征在于：

[0070] (1)X1选自‑N＝CH‑,‑CH＝N‑,‑CH＝CH‑,‑NH‑CH2‑,‑CH2‑NH‑,‑CH2‑CH2‑,‑CH2‑O‑,‑

O‑CH2‑,‑CH2‑S‑,‑S‑CH2‑,‑S(＝O)‑CH2‑,‑S(＝O)‑NH‑,‑CH2‑S(＝O)‑,‑NH‑S(＝O)‑,‑S(＝

O)2‑CH2‑,‑S(＝O)2‑NH‑,‑CH2‑S(＝O)2‑,‑NH‑S(＝O)2‑,‑C(＝O)‑NH‑,‑NH‑C(＝O)‑或‑C(＝
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O)‑；以及

[0071] (2)R1‑R5各独立地选自氢、羟基、硝基、乙酰基、甲基、乙炔基、羧基、羧甲基、羟甲

基、甲氧基、甲氧基羰基、氨基磺酰基、氨基羰基、氰基、四唑基、二甲基氨基磺酰基氨基羰

基、氰基甲基、乙酰基氨基磺酰基、甲氧基氨基羰基、甲基磺酰基氨基羰基、叔丁基、氟、氯、

溴、苯基、三氟甲基或苯并。

[0072] 在一个实施例，本发明提供的化合物包括但不限于：

[0073]

[0074]

[0075]

[0076]

[0077]

[0078]

[0079]

[0080]

[0081]
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[0082] 在一个实施例，本发明提供的化合物包括但不限于：

[0083]
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[0084]
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[0085]
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[0086]
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[0087]
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[0088]
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[0089]
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[0090]

[0091]

[0092] 在一个实施例，本发明提供一种用于治疗或预防细菌或原虫感染的药物组合物，

所述药物组合物包括所述化合物。
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[0093] 在一个实施例，所述药物组合物的剂型包括片剂、胶囊、口含糖、舌下锭、硬糖、粉

剂、喷雾、乳膏、药膏、栓剂、胶冻、凝胶、糊剂、洗剂、软膏、水溶性混悬剂、注射溶液、酏剂或

糖浆。

[0094] 在一个实施例，所述药物组合物包括重量百分比5％到70％的所述化合物。

[0095] 在一个实施例，所述细菌或原虫感染由以下微生物引起：粪肠球菌、金黄色葡萄球

菌、肺炎克雷伯菌、鲍曼不动杆菌、绿脓杆菌、阴沟肠杆菌、大肠杆菌或肺炎链球菌。

[0096] 在一个实施例，本发明提供一种在微生物中抑制NusB‑NusE相互作用的方法，所述

方法包括将所述化合物与所述微生物接触的步骤。

[0097] 在一个实施例，所述NusB选自NusB  E81、NusB  Y18或NusB  E75，和所述NusE选自

NusE  H15、NusE  D19或NusE  R16。

[0098] 在一个实施例，所述微生物选自粪肠球菌、金黄色葡萄球菌、肺炎克雷伯菌、鲍曼

不动杆菌、绿脓杆菌、阴沟肠杆菌、大肠杆菌或肺炎链球菌。

[0099] 在一个实施例，本发明提供一种用于在受试者中治疗或预防细菌或原虫感染的方

法，所述方法包括向所述受试者施用具有治疗有效量的所述化合物的步骤。

[0100] 在一个实施例，所述化合物的给药途径是口服给药、非消化道给药、局部给药或肛

门给药。

[0101] 在一个实施例，所述微生物选自粪肠球菌、金黄色葡萄球菌、肺炎克雷伯菌、鲍曼

不动杆菌、绿脓杆菌、阴沟肠杆菌、大肠杆菌或肺炎链球菌。

[0102] 在一个实施例，所述NusB选自NusB  E81、NusB  Y18或NusB  E75，和所述NusE选自

NusE  H15、NusE  D19或NusE  R16。

[0103] 在一个实施例，本发明提供一种根据化学式2的化合物或其药学上可接受的盐或

溶剂化物，

[0104]

[0105] 其特征在于：

[0106] (1)X1选自‑N＝CH‑,‑CH＝N‑,‑CH＝CH‑,‑NH‑CH2‑,‑CH2‑NH‑,‑CH2‑CH2‑,‑CH2‑O‑,‑

O‑CH2‑,‑CH2‑S‑,‑S‑CH2‑,‑S(＝O)‑CH2‑,‑S(＝O)‑NH‑,‑CH2‑S(＝O)‑,‑NH‑S(＝O)‑,‑S(＝

O)2‑CH2‑,‑S(＝O)2‑NH‑,‑CH2‑S(＝O)2‑,‑NH‑S(＝O)2‑,‑C(＝O)‑NH‑,‑NH‑C(＝O)‑或‑C(＝

O)‑；以及

[0107] (2)R1‑R5各独立地选自氢、羟基、硝基、乙酰基、甲基、乙炔基、羧基、羧甲基、羟甲

基、甲氧基、甲氧基羰基、氨基磺酰基、氨基羰基、氰基、四唑基、二甲基氨基磺酰基氨基羰

基、氰基甲基、乙酰基氨基磺酰基、甲氧基氨基羰基、甲基磺酰基氨基羰基、叔丁基、氟、氯、

溴、苯基、三氟甲基或苯并。

[0108] 在一个实施例，所述化合物选自：
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[0109]

[0110] 在一个实施例，本发明提供一种根据化学式3的化合物或其药学上可接受的盐或

溶剂化物，

[0111]

[0112] 其特征在于：

[0113] (1)X1和Y各独立地选自–NH‑,‑CH2‑,‑O‑,或–S‑；以及

[0114] (2)R1‑R5各独立地选自氢、羟基、硝基、乙酰基、甲基、乙炔基、羧基、羧甲基、羟甲

基、甲氧基、甲氧基羰基、氨基磺酰基、氨基羰基、氰基、四唑基、二甲基氨基磺酰基氨基羰

基、氰基甲基、乙酰基氨基磺酰基、甲氧基氨基羰基、甲基磺酰基氨基羰基、叔丁基、氟、氯、

溴、苯基、三氟甲基或苯并。

[0115] 在一个实施例，所述化合物是 (MC4‑45)。

[0116] 实施例1

[0117] 早前，通过理性设计和根据药效团的虚拟筛选，辨认出具有抗菌活性的小化学分

子抑制剂，其目标为破坏细菌RNA聚合酶和必要的持家转录起始因子σ之间的相互作用12。使

用类似的方法，本实施例辨认出一种针对细菌rRNA合成的抑制剂，所述抑制剂具有针对金

黄色葡萄球菌菌株(包括MRSA)的抗菌活性。

[0118] 以具有一组Nus转录因子NusA、NusB、NusE和NusG的RNA聚合酶延伸复合物的晶体

结构作为基础13，建立细菌rRNA转录复合体的模型(图1A)。NusG通过其N‑末端结构域14结合

到RNA聚合酶的中央裂口，而其C‑末端结构域与NusE相互作用15，将NusB‑NusE‑boxA亚复合

物锚定在RNA聚合酶的下游表面(图1A)。NusA在RNA出口通道附近与RNA聚合酶结合(图1A)16，

与其在boxA序列下游与rRNA的结合相一致17。RNA聚合酶‑Nus因子与rRNA之间的相互作用形

成了一个受约束的环状，以促进新生转录物的快速及正确折叠，这与RNA聚合酶‑Nus因子复

合物在rRNA合成的过程中起到分子伴侣的作用的已知生化观察一致18。此组装还有可能起

到防止终止因子Rho接触rRNA转录物的作用19，从而确保在细菌细胞快速生长过程中，较大

的rRNA操纵子可完全转录。最近公开的依赖噬菌体蛋白λN抗转录终止复合物的结构，也类

似于本发明中使用的rRNA转录复合体模型的结构20。

[0119] 查看大肠杆菌的NusB‑NusE异源二聚体的公开晶体结构[Protein  Data  Bank

(PDB)条目3D3B](图1B)21揭示出NusE仅包含18％的α‑螺旋并且主要通过与螺旋2的相互作

用而结合NusB(图1B)22。氢键相互作用发生在原核生物中高度保守的NusB  E81和NusE  H15、
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NusB  Y18和NusE  D19、以及NusB  E75和NusE  R16之间(图1B，展开图；大肠杆菌氨基酸残基

编号)(图5，箭头)。此外，针对风产液菌NusB‑NusE相互作用的核磁共振研究也证实溶液中

也存在类似的相互作用23。

[0120] 使用NusB‑NusE异源二聚体共晶体[PDB条目3D3B]22的结构资讯开发一个药效团模

型(图2A)。该药效团模型包含两个氢供体(粉红色)、一个用于模仿上述NusB和NusE之间的

主要氢键的受体(绿色)、以及一个在大肠杆菌残基NusB  L22和NusE  V26之间的保守疏水相

互作用(蓝绿色，图2A)。除了以上相互作用外，为最少化构成NusB结合位点的浅囊内的空间

位阻碰撞而添加了一系列禁区(灰色)。使用Biovia  DS4.5创造出反映所有所需特征的最终

药效团模型24。由于药效团模型是根据负责结合NusB的NusE蛋白上的重要氨基酸残基特征

的基础而设计，因此理论上，能够对接至该药效团模型的优选小分子应能够与NusB结合并

相应地显示出针对NusB‑NusE相互作用的抑制活性。

[0121] 在药效团模型的基础上，使用把微型Maybridge库和Enamine抗菌库结合而成的虚

拟化合物库进行计算机模拟筛选25。将初始虚拟筛选的首50项重新映射到药效团模型后，目

测检查能量最小化化合物的构象。移除与药效团模型不匹配的化合物后，七种化合物(图6)

初始入选，将进行湿实验室测试。

[0122] 首先，筛查上述七种化合物对社区获得性耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(MRSA)菌株

USA300的抗菌活性。在被评估的类似物中，MC4(图2B)被发现具有抑制生长的效果，而最小

抑制浓度(MIC)为64微克每毫升(图3)。分子量为266.3的MC4已知的应用仅限于在光学涂层

中形成金属配合物染料，以用作光学数据记录26。以一组具代表性的病原体菌株对MC4的抗

菌活性进行测试。相对于其它被测试的病原体，MC4对金黄色葡萄球菌菌株(包括MRSA)表现

出较佳抗菌活性，其对对照菌株金黄色葡萄球菌25923的最小抑制浓度低至8微克每毫升，

对健康护理获得性MRSA  ST239的最小抑制浓度低至16微克每毫升(图3)。此外，与5‑氟尿嘧

啶相比，MC4对哺乳动物细胞系没有明显的细胞毒性(表1)。

[0123] 分析金黄色葡萄球菌ATCC  25923细胞在指数生长阶段中经MC4处理后的大分子水

平。以不干扰金黄色葡萄球菌ATCC  25923细胞生长速率的四分之一最小抑制浓度水平的

MC4、利福平和苯唑西林加入其中。如图4所示，正如作用方式所预示的，所有处理方式都没

有影响到DNA水平。在对照细胞中，主要rRNA(16S+23S)的水平约为总RNA的78％(图4)4。利

福平导致的rRNA水平下降与先前观察的结果一致(图4)27。MC4导致了rRNA水平的显着降低，

低于经利福平处理的细胞(图4)。此外，经MC4处理后的蛋白质水平可能因为核糖体生成水

平下降，影响了蛋白质的合成能力而显着降低，而利福平未显示出这种作用。经苯唑西林处

理的细胞rRNA和蛋白质产生水平略高于对照细胞。

[0124] 最后，为了建立在分子水平上的MC4的作用方式，进行了基于酶联免疫吸附测定的

抑制测定，以评估MC4在体外对NusB‑NusE异源二聚体形成的抑制作用24。以纯化的NusB涂覆

96孔板，并以GST标签的NusE作为探针。MC4对NusB‑NusE相互作用表现出正抑制作用，半抑

制浓度(IC50)为约34.7±0.13微摩尔每升。通过进一步测试一系列MC4类似物(图7)，发现

针对NusB  E81和NusE  H15、NusB  Y18和NusE  D19以及NusB  E75和NusE  R16之间相互作用的

分子上的三个基团对于抑制NusB‑NusE结合起到必要的作用，就如Biovia  DS4 .5的

FitScore所预测(表3)。随着苯基乙炔基变成了酚，相应的MC4类似物的IC50值增加，而该末

端三键的缺失或被甲基或氯取代却引起了IC50的降低。当对硝基苯酚改性为邻硝基苯酚
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时，IC50值可能基于酚基团参与了与NusB  Y81的结合相互作用而增加(表3)。这些结果证实

了本发明中使用的药效团模型，并证明了亚胺和对硝基苯酚的反应性对MC4的活性没有贡

献。

[0125] MC4和NusB之间的相互作用也被生物物理地定量。在先前公开的文件中，通过等温

滴定量热法(ITC)测定显示出NusB以1：1的比例与NusE结合，Kd值约为1微摩尔每升21。在类

似的实验中，发现到MC4以的单结合位点模式特定地结合NusB(图8A)，Kd值为1.45±0.55微

摩尔每升。MC4与NusE的结合无法被ITC检测到(未显示)，亦没有于MC4与当中负责NusE结合

的三个氨基酸残基变为丙氨酸的NusB变体(Y18A、D76A和D81A)之间检测到(图8B‑D)。结合

这些结果可显示出，抑制NusB‑NusE异源二聚体形成的作用是源自MC4和NusB之间具有如设

定的特异性相互作用。进一步的实验将能解析与MC4结合的NusB结构，以进行靶点确证以及

基于结构的先导化合物优化。

[0126] 无法治疗的抗生素耐药性感染对社会的潜在影响是深远的，因此有迫切需要确定

新的药物靶点28。传统上，细菌核糖体本身(30S和50S亚基)一直是抑制蛋白质合成的抗生素

最常用的靶点之一29。最近的药物研发研究证实，抑制在mRNA末端停滞的核糖体的拯救可产

生抗菌活性30。鉴于核糖体与快速生长/增殖的正相关，以及真核和原核rRNA转录机制之间

存在很大的分别，人们很容易会假设对rRNA合成的抑制能够对细胞生长和/或存活能力有

重大影响。此假设更因最近发表的报告指出许多抗癌药物会抑制rRNA的合成或成熟而强化

了31。

[0127] 在本研究中，识别潜在的新抗生素先导物是根据基于药效团的计算机模拟筛查以

及随后的生物学确认。。所针对的是转录因子NusB和NusE之间用于形成细菌细胞内rRNA合

成的高度合成复合物的一个关键相互作用。其中一种入选化合物(MC4)对金黄色葡萄球菌

菌株(包括MRSA)表现出特定活性，而对哺乳动物细胞系无明显毒性。该化合物有可能是第

一个针对细菌rRNA合成的具有抗菌活性的化合物。MC4在rRNA转录/加工、核糖体生物合成

和金黄色葡萄球菌毒力中的详细作用，目前仍在研究中。尽管MC4已显示出在分子水平上能

够特定地抑制NusB‑NusE相互作用，但对细菌细胞的任何潜在脱靶效应仍有待阐明。由于

NusB和NusE在细菌中高度保守，因此MC4对金黄色葡萄球菌具有比其它病原体更好的抗菌

活性的原因仍需进一步研究。

[0128] 验证细菌rRNA合成机制中的转录因子之间的基本蛋白质相互作用作为新型抗菌

靶点。在其它与细菌rRNA转录有关的重要蛋白质相互作用，例如NusE和NusG之间的相互作

用，NusE‑RNA聚合酶复合物也可能具有作为新型抗菌靶点的潜力32。本研究为MC4以及其它

通过更全面的筛选获得的化合物的做好结构优化准备，以用作开发以细菌rRNA合成为作用

目标的新型抗菌先导分子。

[0129] 材料及方法

[0130] 细菌菌株和化学品。以下细菌菌株用于本研究的微量稀释法测定：粪肠球菌ATCC 

29212、肺炎克雷伯菌ATCC  700603、鲍曼不动杆菌ATCC  19606、绿脓杆菌PA01、阴沟肠杆菌

ATCC  13047、大肠杆菌ATCC  25922、普通变形杆菌ATCC  6380及金黄色葡萄球菌USA300、

ATCC  25923、ATCC29213、ST22、ST30、ST45、ST59、ST239、JE‑2、BAA44。在本研究中，大肠杆菌

DH5α(Gibco  BRL)菌株用于克隆，BL21(DE3)pLysS33用于蛋白质过度生产。微量稀释法测定

中使用的5‑氟尿嘧啶、利福平和其它抗生素购自SigmaAldrich。化合物MC1‑7购自MolPort。
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[0131] 分子建模。通过合并数个已公开的晶体结构，构建出抗终止复合物模型，所述晶体

结构包括嗜热栖热菌转录延伸复合物(PDB：2O5I)34、大肠杆菌RNA聚合酶‑NusG复合物(PDB：

5tbz)35、风产液菌NusB‑E与boxA  RNA的复合物(PDB：3R2C)36、结核分枝杆菌NusA  C‑末端结

构域‑RNA复合物(PDB：2ASB)37；以及大肠杆菌NusE:NusG‑CTD复合物的核磁共振溶液结构

(PDB：2KVQ)38、和枯草芽孢杆菌NusA  N‑末端结构域(PDB：2MT4)39。使用UCSF  Chimera的

MatchMaker功能执行结构匹配40。以UCSF  Chimera产生图像。

[0132] 如先前所公开的方式进行药效团模型设计和虚拟筛选41。

[0133] 抗菌活性测试。根据临床和实验室标准协会(CLSI)的建议进行了微量稀释法测

定42。测试化合物和对照抗生素从256微克每毫升连续2倍稀释至0.5微克每毫升。以二甲基

亚砜(DMSO)作为阴性对照。

[0134] 如先前所公开的方式进行细胞毒性测定43，分别在于本研究中使用A549肺癌细胞

和HaCaT人永生化角质形成细胞。

[0135] DNA、蛋白质和rRNA定量。在对数生长阶段的早期(OD595＝0.2)，将四分之一最小

抑菌浓度(MIC)的MC4、苯唑西林和利福平的加入于在LB培养基中的金黄色葡萄球菌ATCC 

25923菌株，然后再生长至对数生长阶段中期(OD595＝0.5)。对于DNA和蛋白质定量，先获取

1ml细胞，并在室温下以10毫克每毫升溶菌酶+0.5毫克每毫升溶葡球菌酶处理1小时，然后

以13000g力离心处理3分钟。弃去上清液，并用600微升核裂解液(Promega/基因组DNA纯化

试剂盒)裂解细胞5分钟，然后轻轻地超声处理。使用Qubit  dsDNA  BR(宽范围)定量DNA，并

使用NanoOrangeTM蛋白质定量试剂盒(ThermoFisher)定量蛋白质。对于rRNA的定量，先收集

1ml培养物并用RNAProtect(Qiagen)处理，然后再用RNeasy  Mini  Kit(Qiagen)提取总RNA。

之后，使用TURBO  DNA‑free  Kit(ThermoFisher)进行DNase  I处理。将提取出的RNA进行

Agilent  2100分析，以获得主要rRNA的水平(16S+23S  rRNA的总和)占总RNA的百分比。最

后，便可比较每个治疗组的值。所有实验需重复三次。

[0136] 质粒构建。所有克隆步骤均在大肠杆菌DH5α中进行。在本研究中使用和构建的质

粒已通过DN A测序确认了，并列于表2中。枯草芽孢杆菌n u s B使用了引物5’‑

AAAGGAGATCTAGACATGAAAGAAGA‑3’(SEQ  ID  NO:1)和5’TTTTCTGGTACCCTATGATTCCC‑3’(SEQ 

ID  NO:2)，从纯化的枯草芽孢杆菌染色体DNA中扩增。通过PCR剪接方式44以突变引物5’‑

C T T T G C A G G C A C T A g c T C A A A T T G A T G T C ‑ 3’( S E Q  I D  N O : 3 ) 和 5’

G A C A T C A A T T T G A g c T A G T G C C T G C A A A G ‑ 3’( F 1 5 A ) ( S E Q  I D  N O : 4 ) 、5’‑

G A A T T G G A A G C T C G A T g c G A T T G C C A A T G ‑ 3’( S E Q  I D  N O : 5 ) 和 5’‑

C A T T G G C A A T C g c A T C G A G C T T C C A A T T C ‑ 3’(R 7 0 A) ( S E Q  I D  N O : 6)以及5’

G A T T G C C A A T G T T G c C C G T G C G A T T T T G C ‑ 3’( S E Q  I D  N O : 7 ) 和 5’‑

GCAAAATCGCACGGgCAACATTGGCAATC‑3’(D75A)(SEQ  ID  NO:8)制备nusB突变体。使用XbaI和

Acc65I切割扩增子，并插入以类似方式切割的pETMCSIII(表2)中，分别产生出pNG130、

p N G 1 1 7 8、p N G 1 1 7 9和p N G 1 1 8 0 (表2)。而枯草芽孢杆菌nu s E使用了引物5’‑

AAGGAGGGTCTAGAATGGCAAAAC‑3’(SEQ  ID  NO:9)和5’CTATATTTTAGGTACCAAGTTTAATTT‑3’

(SEQ  ID  NO:10)，从枯草芽孢杆菌染色体DNA中扩增，并将其连接反应到pNG651的NdeI和

Acc65I位点，从而获得pNG896(表2)。

[0137] 蛋白质的过度生产和纯化。枯草芽孢杆菌NusB(野生型和突变体)和NusE‑GST从质
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粒中过度产生(表2)，并使用类似先前所公开的方法进行纯化45。将纯化的蛋白质透析于20

毫摩尔每升KH2PO4、150毫摩尔每升NaCl、30％甘油、pH  7.8中，并保存在80℃。

[0138] 基于酶联免疫吸附测定(ELISA)的测定。此测定如先前所公开的方式进行41，分别

在于NUNC  MaxiSorpTM的96孔板是以NusB覆盖，而探针则是GST标签的NusE。

[0139] 等温滴定量热法(ITC)。如先前所公开的方式进行ITC实验41。为进行化合物测试，

以ITC缓冲溶液(50毫摩尔每升KH2PO4、150毫摩尔每升NaCl、pH  7.4)稀释以DMSO配制的50毫

摩尔每升原液至500微摩尔每升。将所有蛋白质透析到ITC缓冲溶液中，并补充相同浓度的

DMSO(1％v/v)，以最大程度地减少缓冲溶液错配。然后，按照先前所公开的方式41，使用在

ITC缓冲溶液中配制的1％DMSO作为阴性对照以MC4对50微摩尔每升NusB野生型和突变体进

行滴定。

[0140] 表1：MC4对人类细胞系的细胞毒性(CC50)。

[0141]

[0142] 表2：本研究中使用和创造出的菌株和质粒。

[0143]

[0144]

[0145] β‑内酰胺酶(bla)、氯霉素乙酰转移酶(cat)、氨苄青霉素和氯霉素抗性基因；

T7噬菌体启动子；Pxyl，以木糖为诱导物的启动子；Tφ，T7转录终止子；3C，3C蛋白酶的识别序

列；GFP，绿色荧光蛋白；GST，谷胱甘肽S‑转移酶；PKA，蛋白激酶A识别位点。

[0146] 表3：比较MC4和其类似物的预测特性和IC50。
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[0147]

[0148] a：Biovia  DS4.5计算；b：软件未有提供FitScore

[0149] 实施例2

[0150] MC4类似物

[0151] 图9示出进一步的MC4类似物结构及其各自对9种微生物的最小抑制浓度(EFAE 

19433：粪肠球菌ATCC  19433；SAUR  25923：金黄色葡萄球菌ATCC  25923；SAUR  29213：金黄

色葡萄球菌ATCC  29213；KPNE  700603：肺炎克雷伯菌ATCC  700603；ABAU  19606：鲍曼不动

杆菌ATCC  19606；PAER  27853：绿脓杆菌ATCC  27853；ECLO  13047：阴沟肠杆菌ATCC  13047；

ECOL  25922：大肠杆菌ATCC  25922；SPNE  49619：肺炎链球菌ATCC  49619)。

[0152] 化合物的抗菌活性是根据CLSI指南(1)以微量肉汤稀释法测定。测试的培养液为

阳离子调节水解酪蛋白胨肉汤(MH)。受测试的化学品由初始的256微克每毫升连续2倍稀释

至0.0625微克每毫升，并将细菌细胞接种物调整为每毫升5×105菌落形成單位(CFU)。结果

可在37℃培养20小时后获得。MIC定义为没有任何可见细胞生长的最低抗生素浓度。多个相

同实验同时进行。

[0153]
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