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申 请 人 承 诺

我承诺对本人填写的各项内容的真实性和有效性负责，保证没有知识产权争议。如获准立项，我承诺遵守中华人民共和国宪法及科技相关法律法规，以本表为有约束力的协议，遵守上海市教育委员会的有关规定，遵循学术规范，恪守科研诚信，扎实开展研究工作，取得预期研究成果。上海市教育委员会有权使用本表所有数据和资料。

 
申请人（签章）：
 
2018年 5月15日
填　表　说　明

1. 本申请书供申请上海市教育委员会科研创新计划项目使用。

2. 项目申请人、项目承担单位应根据项目管理办法和申报通知的要求，逐项认真编写，表达要明确严谨，字迹要清楚易辨。外来语同时用原文和中文表达。
3. 封面均用中文填写，其中“项目名称”一般不超过40个汉字；“单位名称”填写项目经费管理单位，按单位公章填写全称，如“╳╳大学”。
4. 表5“项目基本情况”部分栏目填写说明：

“项目名称”要与封面相同。
“中文关键词”要按研究内容确定，一般不超过4个主题词，词与词之间空一格。“英文关键词”要和“中文关键词”意思一致。
“涉及学科”一般不超过3个。 

“建议回避评审专家”是指由于学术观点不同或其他原因可能影响本项目评审公正性的专家，可提也可不提，最多只能提2名。

5. 申请“冷门绝学”和非共识项目须填写表16。

6. 申请书填写要简洁、规范、清晰，适当控制篇幅和字数，不要附有关研究成果或成果简介、获奖证书等材料。本表各栏除特别规定外，均可以自行加行、加页。

7. 项目申请人和项目申报单位通过“中国上海”门户网站（www.shanghai.gov.cn）网上政务大厅点击“上海市财政科技投入信息管理平台”进行申报。并通过申报系统软件打印书面材料（非由申报系统软件打印的书面材料，或书面材料与网上申报材料不一致的项目不予受理）。

8. 报送申请书纸质材料一式五份，请使用A4纸双面印刷,请不要采用胶圈、文件夹等带有突出棱边的装订方式，请采用普通纸质材料作为封面。

9. 本申请书制订单位是上海市教育委员会。

申请人基本信息
表1.申请人基本资料

	申请人姓名
	盛春泉 
	性别
	 男
	国家及地区
	中 国 

	最高学位
	博士 
	所学专业
	药物化学 
	研究专长
	新药研发 

	职称
	教授
	职务
	副院长
	部门
	药学院

	留学国家

或地区
	美国
	留学学校名称
	新墨西哥大学
	所持护照

国别
	中国

	博士后单位
	
	证件类别及证件号

（身份证、护照号、通行证号码等）
	身份证320681197808167012

	办公电话
	81871239
	家庭电话
	55251208
	手机
	13621918312

	电子信箱
	 shengcq@hotmail.com


表2.申请人学术简历
	学士授予学校
	第二军医大学
	学士授予时间
	2000.06
	学士学科
	药 学

	硕士授予学校
	
	硕士授予时间
	
	硕士学科
	

	博士授予学校
	第二军医大学
	博士授予时间
	2005.06
	博士学科
	药物化学

	1.本人国内外学习经历、工作简历、学术兼职、所获奖励或荣誉称号等基本情况。2.本人主要研究领域和研究专长、在相关研究领域的学术积累和学术贡献、同行评价和社会影响等情况（不超过2000字）。
盛春泉，1978年生，于第二军医大学药学专业获得理学学士（2000年）和药物化学博士学位（2005年），导师张万年教授。毕业后留校任教，2014年至2015年在美国University of New Mexico从事访问研究。现任海军军医大学药学院教授、博士生导师，国家重点学科药物化学教研室主任、学科带头人。国家杰出青年基金获得者、国家“万人计划”领军人才、教育部青年“长江学者”、科技部“中青年科技创新领军人才”、国家优秀青年基金获得者、上海市教委“曙光学者”、上海市“优秀学术带头人”、军队“学科拔尖人才”、 上海市“青年科技启明星”。担任中国药学会药物化学专业委员会委员、上海市药学会常务理事、上海市药物化学专业委员会副主任委员等学术职务。担任药物化学国际权威期刊Journal of Medicinal Chemistry和ACS Infectious Disease编委。
研究方向为化学治疗新药的基础研究和新药创制，重点开展抗真菌和多靶点抗肿瘤药物研究。以创新药物研发链为导向，建立了基于药靶精准分子设计和基于多样性化合物库表型筛选的新药发现技术体系，在抗真菌和多靶点抗肿瘤新药研发取得较大突破。研发化药1.1类抗真菌创新药物艾迪康唑完成了III期临床试验，化药1.1类抗肿瘤创新药Topo0618进入临床前研究，并获得5个候选分子正在进行成药性评价，发现3个“First-in-Class”类别的原创先导化合物。主持国家自然科学基金、国家科技重大专项、国家863项目等10余项基金课题。以第一或通讯作者发表100余篇SCI论文，影响因子5分以上30篇（2篇>10），被Nature、Nature Reviews Drug Discovery、Chemical Society Reviews等期刊他引1500余次。作为第一发明人获得国家发明专利授权12项，作为主编出版学术专著《药物结构优化——设计策略和经验规则》和译著《抗肿瘤药物设计与发现》，受邀为英文学术专著《Method in Pharmacology and Toxicology》和《Studies in Natural Product Chemistry》撰写章节，参编各类著作教材10部。获得国家科技进步二等奖、中国药学会施维雅青年药物化学奖、药明康德生命化学研究奖、上海市青年科技英才等10余项奖励。



表3. 申请人代表性成果及承担项目情况

申请人代表性专利（限填5项）
	专利名称
	专利权人
	第几发明人
	授权时间
	转让收益
	转让单位

	取代噻唑酮类分泌型天冬氨酸蛋白酶抑制剂及其制备方法（ZL201510323862.2） 
	盛春泉，张万年，刘杨，董国强，姚建忠，缪震元，刘娜
	第1
	2017.07
	
	

	取代吡唑酮类分泌型天冬氨酸蛋白酶抑制剂及其制备方法 （ZL201510402199.5）
	盛春泉，张万年，刘杨，董国强，姚建忠，缪震元，刘娜
	第1
	2018.01
	
	

	取代噻吩并苯醌并异噁唑类化合物及其制备方法与应用，（ ZL201510372726.2  
	盛春泉，张万年，刘娜，董国强，缪震元，姚建忠，
	第1
	2017.05
	
	

	取代芳香四环类抗真菌化合物及其制备方法与应用（ZL201310184986.8）
	盛春泉，张万年，江志赶，谌卫，董国强，缪震元，姚建忠.
	第1
	2016.01
	
	

	取代苯并噻唑类抗真菌化合物及其制备方法及应用（ZL201310090710.3）
	盛春泉，朱杰，张万年，刘扬，张玲，缪震元、姚建忠、董国强
	第1
	2015.10
	
	


申请人代表性著作（限填5项）
	名称
	成果形式（专著/译著/编著）
	作者
	署名顺序/
作者数
	出版社名称
	出版时间

	State-of-the-art strategies for targeting protein–protein interactions by small-molecule inhibitors.
	SCI论文
	Sheng C*, Dong G, Miao Z, Zhang W, Wang W*.
	1/5
	Chem. Soc. Rev.
	2015, 44, 8238-8259. (IF: 34.09)

	Tackling Fungal Resistance by Biofilm Inhibitors. 
	SCI论文
	Wu S, Wang Y, Liu N, Dong G, Sheng C*.
	通讯作者/5
	J. Med. Chem.
	2017, 60 (6): 2193–2211 (IF: 6.259)

	Discovery of Novel Antifungal Scaffolds by Structural Simplification of Natural Product Sampangine.
	SCI论文
	Jiang Z, Liu N, Hu D, Dong G, Miao Z, Yao J, He H, Jiang Y, Zhang W, Wang Y*, Sheng C*.
	通讯作者/11
	Chem. Commun.
	2015, 51: 14648-14651. (IF: 6.567)


	Structural Biology-Inspired Discovery of Novel KRAS-PDEδ Inhibitors..
	SCI论文
	Jiang Y, Zhuang C, Chen L, Lu J, Dong G, Miao Z, Zhang W, Li J, Sheng C*.
	通讯作者/9
	J. Med. Chem
	2017, 60(22): 9400–9406 (IF: 6.259)

	Fluorescent Probes for the Detection of Hydrogen Sulfide in Biological Systems., 
	SCI论文
	Xuan W, Sheng C*, Cao Y, He W, Wang W*.
	通讯作者/5
	Angew. Chem. Int. Edit.
	2012, 51(10): 2282-2284. (IF: 13.455)


申请人其他代表性成果（限填5项）
	成果名称
	成果形式
	作者
	署名顺序/
作者数
	发表刊物名称/

出版社名称/
使用单位名称等
	时间

	重要真菌病的临床诊治与干预策略
	国家科技进步二等奖
	廖万清，张万年，姜远英，潘炜华，盛春泉，王彦，陈敏，方伟，曹永兵，缪震元
	5/10
	国务院
	2015.12

	抗真菌药物创新设计技术平台的研究及其应用
	上海市药学科技奖二等奖
	张万年，盛春泉，季海涛，缪震元，姚建忠
	2/5
	上海市药学会
	2009.12

	化学治疗药物设计和新药研发
	药明康德生命化学研究奖
	盛春泉
	1/1
	药明康德生命化学研究奖管理委员会
	2016.12

	\
	上海市青年科技英才
	盛春泉
	1/1
	上海市科协
	

	药物结构优化——设计策略和经验规则
	专著
	盛春泉，李剑
	1/2
	化学工业出版社
	2018.01


申请人近3年承担项目情况
	项目名称
	批准单位
	批准时间
	第几承担人
	完成时间
（或预计完成时间）
	验收
等级

	国家杰出青年科学基金：化学治疗药物（No. 81725020），400万元

	国家自然基金委
	2017.08
	第一
	2022.12
	

	国家自然科学基金面上项目：基于真菌毒力因子SAP2的新型抗真菌先导物发现和优化研究（No.81573283），83.5万元
	国家自然基金委
	2015.08
	第一
	2019.12
	

	上海市优秀学术带头人项目：基于新靶点和新分子骨架的抗真菌先导化合物发现和优化（No.17XD1404700），40万元
	上海市科委
	2017.01
	第一
	2020.04
	


表4.项目主要参与人员情况
	
	姓名
	证件类别
	证件

号码
	性别
	出生日期
	现工作

单位
	现专业技术职务
	任务分工
	签章

	项目负责人（申请人）
	盛春泉
	身份证
	320681197808167012
	男
	1978.08
	海军军医大学
	教授
	项目总体设计和组织实施
	

	项目高级

研究人员
	刘娜
	身份证
	640221198410090044
	女
	1984.10
	海军军医大学
	副教授
	化学合成指导
	

	
	董国强
	身份证
	371402198608112613
	男
	1986.08
	海军军医大学
	副教授
	活性评价指导
	

	
	武善超
	身份证
	370827198802072051
	男
	1988.02
	海军军医大学
	讲师
	抗真菌体内药效和

作用机制
	

	项目

参与人员
	韩贵焱
	身份证
	360281199204012110
	男
	1992.04
	海军军医大学
	博士研究生
	化学合成
	

	
	姬长进
	身份证
	371324198701077712
	男
	1987.01
	海军军医大学
	博士研究生
	化学合成
	

	
	吴颖
	身份证
	321282199509251040
	女
	1995.09
	海军军医大学
	硕士研究生
	作用机制研究
	

	
	陈龙
	身份证
	320924198808276116
	男
	1988.08
	海军军医大学
	硕士研究生
	化学合成
	

	
	李壮
	身份证
	411324199508143033
	男
	1995.08
	海军军医大学
	硕士研究生
	体内外活性测试
	

	
	李成兰
	身份证
	642222199210123246
	女
	1992.10
	海军军医大学
	硕士研究生
	化学合成
	



项目基本信息
表5.项目基本情况
	项目名称
	抗真菌原创新药的分子设计和靶点确证

	项目类别
	█ 重大项目   □“冷门绝学”    □非共识项目

	中文关键词
	抗真菌药物，新药研发，毒力因子，生物被膜，靶点确证

	英文关键词
	Antifungal agents, Drug discovery and development, Virulence factors, Biofilm, Target validation

	中文摘要
	侵袭性真菌感染具有发病率高和死亡率高的特点，但现有抗真菌药物存在种类少、疗效有限、毒性大、耐药严重等问题，临床上迫切需要研发全新作用机制的抗真菌原创新药。全新分子靶点和全新分子骨架的发现和确证是研发原创新药的关键。申请人长期从事抗真菌药物的基础研究和新药创制工作，前期研究发现真菌毒力因子等有望成为研发新一代原创抗真菌药物的潜在靶标，并通过构建全新化学空间筛选出抗耐药的全新分子骨架。在此基础上，本课题拟围绕耐药性白念珠菌感染和隐球菌脑膜炎这两类临床难治疾病，以“如何提升抗真菌药物选择性和克服耐药性”为关键科学问题，聚焦前期发现的三个原创靶点和两类全新分子骨架开展精准分子设计，获得高活性和高特异性小分子抑制剂，重点阐明作用机制和体内外抗真菌药效特点，并进行靶标发现和确证。研究目标是：抗真菌药物靶点的基础研究取得突破，发现并确证1-2个抗真菌新靶点，获得具有优秀成药性能的抗真菌候选新药，研究成果争取在顶级期刊发表高水平论文，并实现专利技术的转化。


	涉及学科
	一级学科：药学         （限填主要涉及的一级学科3个）

	申请经费
	  300  万元（直接费用）
	预计完成时间
	2023年 12月 31 日

	预期最终成果
	针对耐药性白念珠菌感染和隐球菌脑膜炎这两类临床难治疾病，开展分子设计和靶点确证研究，获得2-3类具有原创性的抗真菌先导化合物或候选药物，验证1-2个抗真菌新靶标。发表SCI论文15～20篇，申请或获得国家发明专利5～8项，培养研究生4～6名。建立一支高水平抗真菌创新药物研究团队，抗真菌研究在国际上形成特色，产生影响。

	是否有建议回避的评审专家
	  如有建议回避评审专家，请将专家姓名、单位名称与申请人联系方式一并另页附夹在申请书中。


表6.项目趋势研判和需求分析
	研究意义、国内外研究现状及发展动态分析，需结合科学研究发展趋势或人文社会科学相关研究的学术史来论述科学意义或选题价值、特色及创新点。附主要参考文献目录（不超过5000字）。
侵袭性真菌感染（Invasive Fungal Infection，IFI），又称作深部真菌感染，指真菌侵犯皮下组织、粘膜和内脏所引起的感染性疾病，包括局限性的单一器官感染和侵犯两个或两个以上器官（组织）的系统性真菌感染。近年来，深部真菌感染的发病率和死亡率大幅上升。白色念珠菌（Candida albicans）现已成为第四大主要病原菌，病死率达20%-40%；新型隐球菌（Cryptococcus neoformans）感染每年导致65万名隐球菌脑膜炎患者死亡；而侵袭性曲霉病（Aspergillus fumigatus）的死亡率更是高达50%～90%。
造成当前真菌感染严峻形势的原因主要有三个方面：首先，免疫低下或者免疫缺陷患者数量急剧上升。抗菌素的滥用、肿瘤放化疗、器官移植抗排斥反应治疗、艾滋病发病率升高等因素造成而免疫缺陷患者是深部真菌感染的高危人群。例如，艾滋病患者病程中发生真菌感染的可能性为90 %，而且一旦被感染，死亡率极高。其次，临床上抗深部真菌药物种类少，而且存在疗效有限，毒性大，耐药问题严重等缺陷。与临床上数十种抗菌药物相比，现有抗深部真菌药物种类非常有限，主要包括多烯类（两性霉素B）、唑类（例如氟康唑、伊曲康唑和伏立康唑等）、环肽类（例如卡泊芬净、咪卡芬净等）和5-氟胞嘧啶。两性霉素B抗真菌疗效好，但具有严重的肝肾毒性，目前主要用于危重病人的急救。唑类药物虽是目前临床一线用药，但该类药物只能抑菌，不能完全杀灭真菌，导致感染易复发，治疗不彻底。同时该类药物可与人体多种P450蛋白结合，普遍存在一定的肝肾毒性。环肽类抗真菌药物作用于真菌细胞壁，是最新类别的抗真菌药。该类药物虽然疗效较好，但存在抗真菌谱窄（对隐球菌感染无效），无法口服，价格昂贵（结构复杂，国内针剂每支售价近2千元），难以推广应用等缺陷。而且，现有抗真菌药物均已经产生了严重的耐药性，不仅大大降低了疗效，而且造成了部分耐药菌感染患者无药可治3
。目前，抗真菌新药研发主要集中在对现有药物进行优化，还没有基于新靶点、新机制和新结构类型的候选药物进入到临床试验阶段。
抗真菌药物研究面临的挑战主要有三个方面：（1）真菌细胞和人体细胞的高度相似性：与细菌不同，真菌和人类细胞均属真核细胞，研发具有选择性作用的抗真菌药物难度很大；（2）严重的耐药性：所有种类抗真菌药物均已出现了严重的耐药性，寻找抗耐药新化学实体是当务之急；（3）新靶点和新分子骨架研究薄弱：现有药物均为50年前所发现，目前尚缺乏具有新机制的临床候选新药。因此，临床上迫切需要研发全新结构类型和全新作用机制，能专一作用于真菌靶标，并且高效、低毒、抗耐药的新型IFI治疗药物。
抗真菌药物的选择性和耐药性问题是本领域的关键科学问题，继续围绕成熟靶点和已有机制开展药物结构优化空间有限，难以从根本上解决问题。基于全新分子靶点和全新分子骨架来研究原创（First-in-Class）新药有望为治疗真菌感染带来革命性的突破。本项目前期开展了大量探索性研究，并取得了一系列原创发现。（1）开辟了以真菌毒力因子为靶点的研究新方向，获得了首个真菌毒力因子小分子抑制剂，初步阐明毒力因子可作为抗真菌新药靶；（2）首次提出了血液肿瘤/耐药真菌感染一体化治疗新策略，发现JAK2/HDAC6双重抑制剂兼具优秀的白血病疗效和协同抗耐药疗效，这为深入探索真菌表观遗传和关键信号通路提供了新思路，并有望转化为临床治疗新策略；（3）首次发现阻断Pdr1–Gal11A蛋白相互作用的新生物学效应，并设计得到对隐球菌脑膜炎具有优秀药效的新药先导，为深入探索Pdr1–Gal11A功能和机制和研发原创新药奠定了基础；（4）构建了全新的类药性化学空间，通过表型筛选得到了两类抗耐药先导化合物，对其进行深入的药物设计和作用机制研究，不仅有望获得候选新药物，而且可以发现全新的抗真菌靶点。

在此基础上，本课题拟围绕耐药性白念珠菌感染和隐球菌脑膜炎这两类临床难治疾病，以“如何提升抗真菌药物选择性和克服耐药性”为关键科学问题，聚焦前期发现的三个原创靶点和两类全新分子骨架开展精准分子设计，获得高活性和高特异性小分子抑制剂，阐明作用机制和体内外抗真菌药效特点，并进行靶标发现和确证。重点研究：新靶点的功能、机制和可成药性，新分子骨架的作用机制，先导化合物的合理分子设计，新机制药物的药效特点规律。总体思路是：综合应用药物化学、药物分子设计和化学生物学技术，基于新靶点来设计特异性的抑制剂，并且以抑制剂作为探针来研究新靶点的生物学功能，以抑制剂的药效特点验证新靶点的成药性，以新分子骨架来发现新的分子靶标。研究目标是发现和确证具有成药性的抗真菌新靶点，发现具有原创性的抗真菌先导化合物/候选药物，为临床难治性真菌感染提供全新的干预策略。
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表7.研究内容
	项目的研究内容、研究目标，以及拟解决的关键科学问题、人文社科重大问题（此部分为重点阐述内容）；拟采取的研究方案及可行性分析（包括研究方法、技术路线、实验手段/研究手段、关键技术等说明）（不超过10000字）。
一、研究内容

1. 以真菌毒力因子作为抗耐药新靶点的新药发现和作用机制研究
以真菌毒力因子为靶标研发新一代抗真菌药物是当前的研究前沿。毒力因子抑制剂不具有抑菌或杀菌活性，病原菌在产生耐药抵抗时不会针对毒力因子，因此有望能够有效克服耐药性。但本领域目前仅处于生物学功能验证阶段，毒力因子能否成为具有成药前景的抗真菌药靶亟需发展特异性小分子抑制剂进行新靶点验证。申请人前期针对分泌型天冬氨酸蛋白酶、生物被膜等毒力因子设计得到了第一代小分子抑制剂，并且在耐药感染动物模型中显示了优秀的治疗效果。在此基础上，本项目拟继续开展深入系统的分子设计、结构优化、作用模式和抗真菌药效特点等研究，将抗真菌新药发现和靶点验证结合开展，在发现抗真菌候选新药的同时验证靶点的成药性。鉴于申请人已经在真菌毒力因子抑制剂研究方面开展了大量探索性研究，通过本课题资助有望在该领域取得开创性的研究成果，并进一步提升抗真菌研究团队的国际影响力，为研发“First-in-Class”类别的抗真菌原始创新药物奠定基础。
2. 基于血液肿瘤/真菌感染的一体化治疗新策略的靶点发现和新药设计
临床上，血液肿瘤患者面临侵袭性真菌感染的高风险，尤其以急性髓细胞白血病（AML）患者和异基因造血干细胞移植（HSCT）受者的高危风险最高。目前血液肿瘤的标准疗法是在抗肿瘤化疗的同时进行预防性抗真菌治疗。但是，多类药物联用带来比较严重的毒副作用，而且无法应对日益严重的耐药性。申请人设计了JAK2/HDAC6双靶点抑制剂，首次发现其不仅能够对血液肿瘤具有优秀的抑制活性，而且能够与唑类抗真菌药物具有协同抗耐药的功能，这为血液肿瘤/真菌感染的一体化治疗的药物研发提供了全新策略。而且，JAK2/HDAC6抑制剂有望作为分子探针来揭示真菌在致病过程中的关键信号通路和表观遗传学关键蛋白。本项目拟深入探索双靶点抑制剂的结构、功能和作用机制，开展分子设计、化学合成和构效关系研究，在分子、细胞和动物水平进行活性评价，重点寻找在治疗血液肿瘤和协同抗耐药感染均有优秀活性的成药性分子，并以其为探针深入探寻其作用机制，阐明JAK/HDAC在真菌中生长、存活和耐药过程中的功能和机制。通过上述研究建立基于真菌表观遗传学的新药发现技术体系，并进一步探索甲基化/去甲基化、乙酰化/去乙酰化、溴结构域蛋白等其它靶点在真菌感染过程中的生物学功能，通过合理设计真菌特异性的小分子抑制剂和抗真菌活性研究，将靶点发现/验证与先导化合物发现/优化有机结合开展。
3. Pdr1–Gal11A蛋白-蛋白相互作用作为抗耐药新靶点的新药发现和作用机制研究
Pdr1–Gal11A蛋白-蛋白相互作用主要涉及光滑念珠菌的多重耐药通路。哈佛大学Arthanari课题组的Nature文章指出，抑制Pdr1–Gal11A相互作用可以与氟康唑协同增效，恢复光滑念珠菌对唑类药物的敏感性，但抑制剂本身不具有抗真菌活性（Nishikawa et al. Nature 2016, 530, 485-489）。本课题组前期研究发现了截然不同的结果，我们设计得到的Pdr1–Gal11A抑制剂对光滑念珠菌、白色念珠菌、新型隐球菌具有广谱抑制活性，尤其对隐球菌具有非常优秀的活性（MIC = 0.03 (g/mL）。我们的研究结果揭示了阻断Pdr1–Gal11A相互作用具有全新的生物学效应和药学功能。在此基础上，本项目拟采用化学生物学手段深入阐明Pdr1–Gal11A相互作用的功能和作用机制，并开展新型小分子抑制剂的分子设计、化学合成和生物活性评价，确证Pdr1–Gal11A是否是一个可成药的全新靶点，并据此研发治疗隐球菌脑膜炎的原创新药。
4. 咔啉类和噻吩并苯醌类抗耐药真菌新骨架的成药性优化和作用机制研究

前期研究通过表型筛选发现咔啉类抗耐药新骨架，通过天然产物Sampangine结构简化发现噻吩并苯醌类抗耐药新骨架。这两类先导化合物结构新颖，对临床耐菌株活性优秀，具有良好的研究前景，但其深入的构效关系和作用机制还没得到阐明，其成药性能还有待于进一步优化。本研究拟采用基团优化、骨架跃迁、构象限制等药物化学方法深入探索两类新骨架的构效关系，并实现抗真菌活性和成药性得到显著提升。对于高活性化合物，采用临床耐药菌株及其感染的动物模型开展体内外抗真菌药效评价，获得具有新药研发前景的抗耐药候选药物。

采用平板微量稀释法和扫描电镜等技术研究高活性分子对真菌形成生物被膜导致耐药过程中三大关键环节（真菌生长、菌丝形成、粘附）的作用机制；采用荧光定量PCR等技术研究高活性分子在菌丝调控重要信号通路中的作用；采用白念珠菌与宿主细胞共培养，观察在药物作用下，白念珠菌对宿主细胞的侵袭力和粘附性。初步阐明新骨架抗白念珠菌被膜形成、抑制增殖和毒力、促进其凋亡和坏死的抗耐药作用机制。基于白念珠菌全基因组，采用转录表达谱（transcriptional profiling）、单倍不足表达谱（haploinsufficiency profiling，HIP）、纯合子表达谱（homozygous profiling，HOP）和基因芯片（microarray analysis）分析等技术，研究阐明新分子骨架的作用靶标。在此基础上，发现广谱、高效、低毒的抗真菌新化学实体，通过药效、药代、毒理的成药性评价优选得到抗真菌新药候选分子进入早期临床前研究。
二、研究目标
1. 在首次设计得到全新小分子抑制剂的基础上，基于“基于靶点发现活性分子，基于活性分子验证靶点”这一研究思路， 初步阐明三类抗真菌潜在新药靶的生物学功能和作用机制，确证其成药性能，获得1-2个抗真菌全新分子靶标，为研发全新作用机制的抗真菌创新药物奠定理论基础。
2. 通过多个循环的合理分子设计，合成得到200 个左右新化学实体，初步阐明活性分子的构效关系和作用模式，实现先导化合物活性和成药性的提高。分子设计目标为：分子和细胞水平抑制活性达到nM级，并在动物模型中具有显著体内抗耐药真菌疗效。
3. 在整体动物水平上，完成高活性化合物多模型和多方案的抗真菌药效评价，获得高效、低毒和类药性好的抗真菌新化学实体，并初步阐明抗真菌药效特点，为基于抗真菌原创新药研发奠定基础。
4. 开辟抗真菌原创药物研究的新方向，基础研究争取在顶级期刊发表高水平研究论文，新药发现争取获得具有转发应用前景的原创候选新药，建立一支具有国际影响力的抗真菌新药研究团队。
三、拟解决的关键科学问题
1. 如何深入阐明潜在新靶点的功能和机制？
   新靶点的发现和确证是一个极具挑战性的课题，本项目拟通过化学生物学手段来进行新靶点机制和功能的探索。以特异性的抑制剂为分子探针将相应靶点进行功能性阻断，再探索生物学效应的变化，对信号通路的影响和治疗作用的分子机制。
2. 如何确证抗真菌新靶标的可成药性？

在获得高活性小分子抑制剂的基础上，通过高通量线虫模型初筛获得具有抗真菌活性的化合物。进一步在整体动物水平上开展多模型和多方案的抗真菌药效研究，初步阐明抑制剂的抗真菌药效特点和潜在的临床应用价值，为验证是否为可成药的抗真菌靶点（druggable target）提供理论依据。
3. 如何在靶点未知的情况下阐明抗真菌新骨架的作用机制？
通过结构优化优选出高活性分子探针，针对敏感菌种的生物学特性，以考察“生物学功能-可能的作用通路-可能的作用靶点”为研究思路，进行以下三方面的作用机制研究：（1）抗毒力的作用机制研究；（2）抑制增殖、阻滞细胞生长周期、促进凋亡和坏死的分子机制研究；（3）研究可能的作用通路和作用靶点。
4. 如何获得高活性抗真菌候选新药？
在前期获得原创性抗真菌先导化合物的基础上，以先导化合物作用模式和作用机制为指导，针对关键区域和关键残基开展合理药物设计。有机结合计算机辅助药物设计和药物化学专家经验，提高构效关系和作用模式研究效率，通过多个循环的药物设计获得高活性抗真菌候选新药。
四、研究方案
具体的研究方案主要包括分子设计、化学合成、抗真菌活性评价和作用机制研究四大部分，主要的技术方法如下：
（1） 分子设计

采用分子对接软件GOLD和分子动力学软件Desmond研究抑制剂与靶标的作用模式，在此基础上开展基于结构的合理分子设计。通过打分函数联合评分(consensus scoring)和MM-PBSA结合能计算，优选出与靶点具有较强亲和力的分子。然后开展药物类药性和吸收、分布、代谢和毒性相关的预测(ADME/T)。首先，对候选分子进行理化性质的过滤。计算所有分子的分子量(MW)、脂水分配系数(CLOGP)、旋转键数目(ROT)、环数目(NRING)，氢键供体数目(HBD)，氢键受体数目(HBA)和极性分子表面积(PSA)，采用“类药”（Druglike）和“类先导”(Leadlike)相关规则(例如：Med Res Rev, 2003, 23: 302-321等)进行评价和过滤。其次，结合优秀的商业化ADME/Tox预测软件进行预测。例如，采用SYBYL/VolSurf模块和Discover Studio 3.0/ADMET和TOPKAT模块进行候选分子的溶解性、血脑屏障穿透性、Caco2穿透性、生物利用度分类、血浆蛋白结合能力、分布体积、CYP3A4和CYP2D6代谢稳定性、急性和慢性毒性、肝毒性和致畸性等的评价。最后，通过药物化学家经验判断，结合合成可行性挑选出分子进行化学合成。
（2） 化学合成

本项目设计所得目标分子的结构种类比较多，前期研究已经建立了比较成熟的合成路线，可确保化学合成顺利开展，快速获得目标分子进行活性测试和机制研究。以咔啉类抗真菌先导化合物为例，其基本合成方法和路线如下所示：
不同取代的色胺在AcOH:MeOH=10:1溶液中与多聚甲醛发生Pictet-Spengler反应得到取代的β-咔啉环，将哌啶环上氨基用Boc保护，再与不同取代的支链在氢化钠作用下，得到Boc保护的产物，脱去保护基得到目标化合物。
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（3） 抗真菌活性评价

1. 体外抗真菌活性测试

采用美国临床实验室标准化协会（Clinical and Laboratory Standards Institute，CLSI）CLSI-M27A3和M38A2文件所推荐的微量液基稀释法，检测待筛选化合物对8中常见致病真菌和耐药菌的MIC值，进行系统的体外抗真菌活性研究。
将白念珠菌、近平滑念珠菌、新型隐球菌、光滑念珠菌、烟曲霉菌、红色毛藓菌、石膏状小孢子菌等真菌分别以RPMI1640培养液稀释，调整菌液浓度。受试化合物按照倍比稀释法加入菌液中，配成不同的药物浓度。分别于35°C培养24 h、48 h、72 h和一周后，用酶标分析仪于620 nm测各孔OD值。与阳性对照孔比，以OD值下降80%以上的最低浓度孔中的药物浓度为MIC80（真菌生长80%被抑制时的药物浓度）。考察目标化合物的抑菌活性。

2. 基于杆状线虫的体内抗真菌药效评价

（1）试验材料

a) 菌株：白色念珠菌SC5314 ( C. albicans SC5314) 

b) 线虫：秀丽隐杆线虫glp-4; sek-1 (C. elegans glp-4; sek-1 nematodes)

c) 培养基：BHI培养基，NGM培养基，LB培养基，YPD培养基，M9缓冲液，线虫裂解液

d) 药品：阳性药氟康唑 (fluconazole)，PBS缓冲液作阴性对照

（2） 试验方法

a. 线虫的培养
含大肠杆菌的NGM培养基15℃培养。大肠杆菌：LB液体培养基37℃培养。

b. 线虫的同步化
线虫于15℃恒温箱中培养5~6天至育卵，用M9缓冲液冲洗干净，加入裂解液线虫，振荡后收集虫卵； M9缓冲液中孵化24 h，得到Ll期幼虫，再转移到NGM培养基上25℃培养3 天，得L4期成虫。

c. 白色念珠菌线虫感染模型
a) 把生长在YPD琼脂培养基上的白色念珠菌挑取单菌落于2mL YPD液体培养基中，30℃培养过夜。次日，取100μL菌液在BHI琼脂培养基上 (含卡那霉素45 μg/mL)，推出方形菌斑，30℃培养20 h。

b) 同步化的秀丽隐杆线虫glp-4; sek-1成虫用M9缓冲液冲洗干净，400~500只干净线虫置于白色念珠菌方形菌斑内， 25°C培养4 h (预留作为空白对照的不染菌线虫)。

c) 线虫置于15 mL 锥形管中用6mL无菌的M9缓冲液仔细冲洗，一共冲洗四次。

d) 在12孔组织培养板 (Corning) 中，每孔加入2 mL培养基 (含80% M9, 20% BHI，45 μg/mL 卡那霉素)。之后，每孔放入30只线虫进行培养。

e) 每组药物浓度梯度为4，8，16，32 μg/mL，并设立不加药孔对照。每种处理均设3孔平行对照。将培养板于25 ºC 培养5天，每24 h计数各孔线虫存活情况。活线虫形态呈正弦型；死线虫形态呈直线型，无蠕动，铂丝触碰无反应。 

f) 线虫生存数据采用Kaplan-Meier方法进行作图，log-rank检验进行统计学分析。P < 0.05认为有统计学意义，作图分析软件Graphpad prism 5.0。

3. 基于小鼠系统性感染模型的体内抗真菌药效评价

(1) 试验材料

a) 实验动物

ICR小鼠 (上海斯莱克实验动物有限责任公司)，清洁级，体重18~20 g，雌性。许可证号码：SCXK (沪)2012-002。
b) 实验菌株

白色念珠菌SC5314 ( C. albicans SC5314)，氟康唑耐药白色念珠菌临床株0304103，由长海医院提供，经形态学和生化学鉴定。

b) 培养基 

YPD (yeast peptone dextrose)培养基。 

c) 药品

阳性药氟康唑溶于生理盐水；生理盐水作阴性对照；测试药品溶于生理盐水。

d) 实验仪器

全温振荡培养箱 (江苏太仓设备厂)，高速冷冻离心机 (Heraeus)。
（2）试验方法

a. 系统性真菌感染模型的建立
a) 将白色念珠菌SC5314或临床耐药株0304103在30℃摇床中，YPD培养基 (酵母浸膏蛋白胨葡萄糖培养基) 培养，活化后的菌液，以1％接种到新鲜的YPD 培养基中，即1 ml YPD中加10 μL菌液于10 mL试管中培养16 h。

b) 将培养好的处于对数生长期的菌液1000 g力量离心5 min， 0.9 ％生理盐水重复3次洗涤，弃掉上清液，血球计数板计数，用生理盐水将菌液稀释到5×106 CFU/mL的注射浓度。

c) 将ICR小鼠随机分组，每组10只，每个实验组独立重复两次。由尾静脉注射稀释好的白色念珠菌菌液0.1 mL/10 g，使得ICR小鼠产生系统性真菌感染（同时尝试先给药，后感染，考察预防保护作用）。

b. 按组给药并观察生存时间
a) ICR小鼠随机分组，分别为真菌感染模型组 (空白对照组)、氟康唑 (0.5 mg/kg) 单用治疗组、测试化合物 (2 mg/kg) 单用治疗组、测试化合物 (5 mg/kg) 单用治疗组、测试化合物 (2 mg/kg) 合用氟康唑 (0.5 mg/kg) 治疗组 (C组)、测试化合物 (5 mg/kg) 合用氟康唑 (0.5 mg/kg) 治疗组 (D组)

b) ICR小鼠系统性白色念珠菌感染2 h后，各组小鼠分别腹腔注射给药 0.2 mL/只，每天定时注射一次，连续给药7天。观察小鼠生存情况，记录各组每天死亡个数，计算出每天每组小鼠的生存率，观察至20天或氟康唑单独给药组全部死亡。

c) 生存数据采用Kaplan-Meier方法进行作图，log-rank检验进行统计学分析。P < 0.05认为有统计学意义，作图分析软件Graphpad prism 5.0。

4. 基于小鼠阴道感染模型的体内抗真菌药效评价
（1）试验材料

1) 实验动物

卵巢切除的雌性大鼠(上海斯莱克实验动物有限责任公司)，清洁级，体重80~100 g，卵巢切除操作在实验前进行。动物的选择及实验方法参考文献。实验用动物依据《实验动物之饲养管理与使用的规定》(http://www.nap.edu/openbook.php?record_id=5140&page=R1)

2) 实验菌株
白色念珠菌SC5314 ( C. albicans SC5314)和氟康唑耐药白色念珠菌临床株0304103由长海医院提供，经形态学和生化学鉴定。

3) 培养基 

YPD (yeast peptone dextrose)培养基。 

4) 药品

阳性药氟康唑溶于生理盐水，给药终浓度10 μg / 0.1mL；阳性药Pepstatin A (P 4265; Sigma)，溶于95% 乙醇, 无菌水稀释1:50稀释，给药终浓度10 μg / 0.1mL；生理盐水作阴性对照；测试药品溶于生理盐水，给药终浓度10 μM。

5) 实验仪器

全温振荡培养箱 (江苏太仓设备厂)，高速冷冻离心机 (Heraeus)

（2）试验方法

a. 系统性真菌感染模型的建立
d) 动物处理: 每只大鼠在接种前6天开始皮下注射含有0．1mg苯甲酸雌二醇油剂0.05 mL，以后每2天注射一次，直至观察期末。

e) 白色念珠菌SC5314或临床株0304103在30℃摇床中，YPD培养基 (酵母浸膏蛋白胨葡萄糖培养基) 培养，活化后的菌液，以1％接种到新鲜的YPD 培养基中，即1 mL YPD中加10 μL菌液于10 mL试管中培养16 h。将培养好的处于对数生长期的菌液1000 g力量离心5 min，PBS重复3次洗涤，弃掉上清液，血球计数板计数，用PBS将菌液稀释到1×107CFU/mL的给菌浓度。

f) 实验大鼠随机分组，每组5只。每只大鼠阴道注入0.1 mL PBS稀释的菌液，每个实验组独立重复两次。

g) 大鼠感染30 min 后，阴道给药0.1 mL。

h) 取材时间分别为接种后的第1h、12h、24h、2d，4d、7d、14d、21d，首先在每组随机选取1只小鼠，先用100 μ1 PBS灌洗阴道。

i) 将灌洗液充分混匀，取40 μl,1加入lml无菌盐水中稀释，后接种在沙氏葡萄糖琼脂培养基上，30℃培养72h，进行CFU计数。
b. 数据处理
所用CFU计数通过Student’s t test统计学分析。P < 0.05认为有统计学意义，作图分析软件Graphpad prism 5.0。
（4） 作用机制研究
1. 分子水平对靶点的抑制作用

本项目前期建立了对毒力因子、Pdr1–Gal11A、JAKs、HDACs等分子靶点的测试方法，已经筛选了数百个化合物，技术成熟，可确保活性测试顺利开展。
以毒力因子为例，具体测试方法如下： 
（1）试验材料

底物：H2N-Dabcyl-Arg-Lys-Pro-Ala-Leu-Phe-Phe-Arg-Leu-Glu (EDANS)-Arg -CO2H (吉尔生物化工公司定制)，毒力因子蛋白酶 

柠檬酸钠缓冲液 (50 mM , pH 4.5，含NaCl 50 mM，自配)。
阳性药：Pepstatin A (Sigma)

黑色不结合平底96孔板：Corning，型号3650

（2）仪器：Bioteck Synergy2多功能酶标仪，Gen5操作软件

（3）样品配置

    底物用DMSO (Sigma) 配置成18.75µM浓度的待用溶液；阳性药PepA用DMSO (Sigma)溶解，配置成系列浓度：10 µM~0.001 nM；其他待测样品用DMSO (Sigma)溶解，配置成系列浓度：100 µM~0.01 µM。实验单位：共200µL，185µL缓冲液+5µL酶+5µL抑制剂 (DMSO溶液) +5µL底物 (DMSO溶液)，每个浓度单位为双复孔。毒力因子蛋白酶用pH 4.5柠檬酸钠缓冲液稀释10倍，室温活化2小时。通过水解18.75µM浓度的底物，将酶稀释到100 units/min的浓度，此时荧光强度随时间成线性增长，酶的稀释液待用。

（4）试验方法

a) 将185µL柠檬酸钠缓冲液、5µL毒力因子蛋白酶、5µL抑制剂依次加入黑色96孔板，设置双复孔，PepA做阳性对照，未加入抑制剂的DMSO做空白。溶液体系充分混合振荡，30°C孵育30 min。

b) 加入18.75µM底物5µL，振板混合均匀，以此为时间点，每10 min测定化合物荧光发光 (λex=340/30 nm, λem=485/20 nm)。

c) 根据单位时间荧光发光的增加程度，计算出每个浓度下抑制剂的抑制率%。

d) 把每个浓度的抑制率与样品浓度的log值进行非线性拟合，得到活性与剂量的依赖关系，通过软件直接得到IC50值。软件Graphpad prism 5.0，拟合模块：log (inhibitor) vs response--varible slop，将拟合曲线底部和顶部分别设为0和100%。

2. 荚膜生成实验

将新生隐球菌C. neo. H99的菌悬液浓度调整为1×106 cells/mL，使用荚膜诱导培养基(含20％血清的细胞培养基DMEM)进行培养，菌悬液加入6孔板后，再加入一定浓度的待测化合物，37℃恒温培养。分别在培养24 h和48 h时，取不同浓度下的菌悬液，滴于载玻片上，与等量的印度墨汁混合，盖上盖玻片。使用光学显微镜观新生隐球菌菌体及荚膜，随机选取20个细胞进行拍照。

3. 黑素及尿素酶生成实验

将新生隐球菌C. neo. H99在30 ℃摇床活化24 h后，在SDA板上培养2天，取单克隆菌株在30℃活化16 h，PBS洗涤三次，制备成5×108 CFU/mL浓度的菌悬液，用PBS稀释100倍至5×106 CFU/mL的终浓度，化合物的浓度梯度为10 µg/mL至0.3125 µg/mL共六个梯度，将化合物与菌悬液混合均匀后，取5 µL点板，分别用黑色素检测DOPA培养基和尿素固体培养基进行培养，30℃孵育，观察并摄相记录。

4. 采用平板微量稀释法和扫描电镜研究目标分子对真菌生物被膜形成的影响

XTT法检测目标分子对被膜的影响。用RPMI1640培养基调节菌液的浓度为每毫升1×106个细胞，接种到96孔板中，然后梯度加入各种剂量和种类的药物。37℃孵育48小时后，弃掉上清，用PBS清洗非粘附的细胞，然后加入100 µL的XTT溶液，用酶标仪的OD490检测不同组的吸光度值，与对照组相比，吸光度值降低80％的药物剂量为EC80。

采用激光共聚焦显微镜观察生物被膜的形成。用RPMIl640培养基将白色念珠菌YEM30调整到l×106个细胞，加入待测药物，37℃孵育48小时，弃上清，用PBS清洗三次，将非粘附的细胞清洗掉。然后用二乙酸荧光素(FDA)和碘化丙啶(PI)染色30分钟，用PBS清洗两次。将被膜轻轻刮下，放置于玻片上，用蔡司LSM700激光共聚焦显微镜进行观察，激光光源选择488nm和555nm进行激发，并对Z轴进行多层扫描，每层1.77µm，共扫描16层。另外根据细胞的颜色来判断细胞的死活，正常的细胞被FDA染色为绿色，死细胞被PI染为红色。所拍摄的照片用ZEN软件进行处理。

5. 新生隐球菌的粘附性实验

将耐长春新碱的KB细胞(KB/VCR)接种到含12 mm的玻片的24孔板中，培养24 h后，接种2×105个指数生长期的新生隐球菌H99细胞感染KB/VCR细胞层，同时加入待检测的药物(8 µg/mL)。37℃孵育1 h后，用PBS清洗三次以去除未贴壁的新生隐球菌。然后用荧光显微镜观察计数粘附的细胞。粘附比率为处理组中粘附在KB/VCR细胞层上的新生隐球菌数量与对照组中粘附的新生隐球菌数量的比值。每个组三个平行，每个实验重复三次。

6. 细胞疏水性实验

将最终菌悬液浓度调整为1×106 cells/mL，菌悬液加入6孔板后，37℃恒温培养90 min后，加入一定浓度的待测化合物，37℃恒温培养24 h。取出。吸弃上清RPMI1640药液。用YEPD培养基冲洗刮取被膜，离心，去上清。再用3 mL PBS制成混悬液，每组取1.2 mL菌悬液至于5 mL EP管中，加入0.3 mL正辛烷。涡旋混匀3 min，静置15 min使得两相分离。两相分离后立即测定水相的OD600值。以不加正辛烷的YEPD培养基的OD600值作为阴性对照。CSH的计算方法为：相对疏水性=（OD600对照- OD600实验）/ OD600对照。

7. 时间-生长曲线测试

取数只15 mL离心管，加5 mL菌浓度为2×105 cells/mL的RPMI1640培养基，加入梯度浓度的待测化合物，空白对照加入相同体积的DMSO，所有菌液中DMSO含量均低于0.5%。30℃，200 rpm振荡培养，分别于2、4、6、8、10、12、24、48 h取10 μL不同药物浓度的真菌悬液，以血细胞计数板计数。
8. 代谢活性检测和菌落计数法评估目标分子对新生隐球菌细胞增殖的抑制作用

为了评价药物对新生隐球菌增殖的抑制作用，用WST1细胞增殖和毒性检测试剂盒进行检测。将WST1粉末溶解在1 mL溶剂中，存放在-20℃待用。用YPD将新生隐球菌调节到1×106个细胞每毫升，等分为100 µL，加入到96孔板中，梯度加入浓度为0、4、8、16、32和64 µg/mL的药物，以2 µg/mL的FLC作为阳性对照。将培养板放在30℃，130rpm的摇床上培养，12 h后，每个孔加入10 µL的WST1溶液，30℃黑暗孵育2 h，用Bio—Rad 680酶标仪，波长为450 nm进行检测。检测后，随即用PBS将孔中的细胞进行梯度稀释，各梯度样品取2.5 µL滴在YPD平板上。30℃培养24小时后，统计不同处理组的单克隆数量，通过与对照组相比，计算药物对新生隐球菌的生长抑制率。

9. 用碘化丙啶染色法进行细胞周期分析

取新生隐球菌H99细胞悬液（1×106 CFU/mL），分别加入一定浓度的FLC和测试化合物，空白对照组加DMSO，30℃、100 r/min振荡培养24 h后，4000 r/min离心5 min，菌体沉淀以预冷的PBS缓冲液清洗3次，再加入75%乙醇涡旋震荡，4℃固定48 h，经碘化丙啶（PI）染色试剂盒染色测试。然后用流式细胞仪进行检测。用Modfit LT3.0进行统计分析各处理组中Gl、S和G2/M期的细胞比率。

10. 新生隐球菌细胞内ROS含量的测定

用YPD将新生隐球菌H99细胞调整到浓度为1×106个细胞每毫升，梯度加入不同浓度的待测药物(0，4，8，16，32，64 µg/mL)，30℃培养6 h后，离心收集细胞，然后用40 µg/mL的DCFH-DA染色，黑暗孵育30min后，样品用水洗两次，然后用流式细胞仪进行检测，实验数据用流式分析软件WinMDI 2.9进行分析。同时用荧光显微镜对不同处理组的细胞进行绿色荧光观察。

11. 透射电镜观察新生隐球菌细胞超微结构

将新生隐球菌H99细胞用0.01 M的PBS混悬，菌悬液的浓度至1×107 CFU/mL，阳性药FLC和测试化合物的剂量为4 (g/mL，加药后与新生隐球菌30℃共孵育24 h，加同体积的DMSO作为对照。用PBS缓冲液清洗离心收集细胞两次，并用PBS重悬细胞，用血球计数板进行计数，调整细胞浓度至每毫升107-108个细胞，取菌悬液0.5 mL，加入0.5 mL 4%的戊二醛固定液，固定10 min后，1000 rpm离心5 min，弃上清。向沉淀中加入50 µL 60℃左右的3%的琼脂，混匀。待琼脂凝固后，将其修成1 mm3的小块，加入1 mL左右的3%的戊二醛，使琼脂块悬浮，置于4℃，固定24 h，然后取出琼脂块用1%的锇酸固定，用乙醇梯度脱水，EPON-812包埋，电镜超薄切片，用铀铅双染色，包埋于铜网中，用透射电镜Hitachi H-800观察细胞形态、细胞壁、细胞核、及细胞器的变化。

12. 研究目标分子能否诱导真菌细胞的死亡

采用AnnexinV-FITC试剂盒检测RAB所诱导的新生隐球菌细胞的凋亡和坏死。用1 mL无菌水混悬离心收集的新生隐球菌H99细胞，转入1.5 mL的EP管中，用预处理液洗涤细胞2次，再用1mL预处理液30℃孵育细胞30 min。用2%的蜗牛酶处理细胞，30℃温育2-4 h。低速离心弃去蜗牛酶，用细胞凋亡预处理液洗涤两次，然后用其混悬，取50 µL样品，用含1.2 M山梨醇的结合缓冲液洗一次，然后用其重悬，加入1 µL Annexin/FITC和2 µL PI染液，混匀后，于室温避光孵育30 min，然后用Zeiss LSM700激光共聚焦显微镜，63倍的油镜进行观察。FITC和PI分别用488 nm和555 nm激光进行激发。

13. Western Blot方法研究目标分子在重要信号通路中的作用

a)将一定浓度的化合物FLC和LN-3与5 mL含新生隐球菌H99的1640培养基（菌浓度为2×106 CFU/mL）共培养48 h，5000 rpm、4 ℃离心10 min，称湿重。b)每10 mg湿重加100 (L蛋白裂解液（裂解液中加入100：1三联管试剂），混匀后置于冰上。c)取出专用的破碎管，按1:1比例加入上述菌液和0.5 mm的酸洗玻璃珠，于多功能生物样品均质器以6500 rpm，30 s涡旋2次，置于冰上冷却1 min，循环5次，弃玻璃珠和部分未破碎的细胞，将上清转入1.5 mL EP管中，12000 rpm、4℃离心10 min后，取上清即得总蛋白。d)采用 BCA 法对上述总蛋白提取物进行定量，剩余上清加入约0.25倍体积的loading buffer，100 ℃加热变性约20 min，再置于-20℃冰箱备用。e)将提取得到的总蛋白进行SDS-PAGE凝胶电泳分离及转膜，通过免疫反应及化学发光得到相应的蛋白条带。

14. PCR方法研究目标分子在重要信号通路中的作用

用RPMIl640液体培养基将H99细胞调节到2×105个，然后加入10µg/mL的药物，以加同等体积溶剂的DMSO作为对照，37℃孵育8个小时后，用热酚法提取RNA，用逆转录试剂盒将RNA反转录为cDNA，然后用SYBR Green作为荧光探针进行PCR，以检测目的基因的表达量变化。

15. 新生隐球菌转录组测序分析基因差异表达及生物学通路

真菌细胞准备：将一定浓度的化合物FLC和LN-3与5 mL含新生隐球菌H99的1640培养基（菌浓度为2×106 CFU/mL）共培养24 h，5000 rpm、4 ℃离心10 min，置于-80℃冰箱中保存待用。polyA法测序，分析数据，发现和验证新的作用靶点。
5、 可行性分析

1. 科学问题已经得到初步验证

抗真菌新靶点发现和验证，获得高活性小分子抑制剂及其成药性能研究是本项目的核心问题，本课题前期研究针对三类新靶点不仅首次获得了新型小分子抑制剂，并且已经证实其具有显著的体内抗真菌活性，这为深入研究和解决科学问题奠定了坚实基础。

2. 药物设计方案切实可行

前期初步完成了小分子抑制剂的构效关系和作用模式研究。本课题药物设计关键思路已经得到了预试验验证。因此，能够确保药物设计的成功率，快速获得高活性分子。分子对接和分子动力学研究技术成熟，可确保获得准确的抑制剂作用模式，指导分子设计和构效关系总结。
3. 化合物合成路线已经打通

前期已经针对先导化合物开展了初步的构效关系研究，核心合成路线已经打通，可确保快速合成得到目标化合物。此外，本课题组在药物优势骨架合成方面开展了多项方法学研究，具有较好的技术积累，已经发表论文多篇（例如，Org. Lett., 2014, 16: 692−695；Chem. Commun., 2013, 2013,49:928-930；Org. Lett., 2013, 15: 5570–5573；ACS Comb. Sci., 2013, 15:298-308），可确保顺利获得骨架跃迁分子。
4. 已建立活性测试和抗真菌药效研究平台

前期研究已经建立了成熟的分子水平活性测试平台，可确保化学合成和活性测试同步开展，提高研究效率。项目申请人从事抗真菌药物研究已经18年，各种抗真菌药效评价模型均非常成熟，可确保获得可靠数据。
5. 抗真菌研究团队具有扎实的技术积累，可确保项目顺利开展

抗真菌创新药物研究是我院药物化学国家重点学科的主攻方向，课题申请人长期从事计算机辅助抗真菌药物设计与合成研究，具有丰富的抗真菌药物研究经验。前期已经针对抗真菌药靶CYP51、NMT、GS等开展了系统研究，成功研发化药1.1类抗真菌创新药艾迪康唑完成III期临床。课题组成员为计算机辅助药物设计、化学合成和抗真菌药理学等方面经验丰富的研究人员，能充分保证本项目的顺利开展。



表8.执行年限和计划进度

	年度研究计划及预期研究结果。项目完成过程中在该领域中的实际研究进展和获得认可情况。
  
2019.01-2019.12
(1) 基本咔啉、噻吩并苯醌类等抗真菌骨架设计合成50个左右新化合物；
(2) 完成对敏感菌和耐药菌的体外活性测试；
(3) 总结构效关系，对高活性化合物开展体内抗真菌药效和初步的作用机制研究；
(4) 开展真菌毒力因子抑制剂的分子设计工作；
(4) 发表SCI论文3-4篇，申请专利1-2项。
2020.01-2020.12
(1) 在明确构效关系的基础上，进一步开展咔啉、噻吩并苯醌类等抗真菌骨架的第二轮分子设计，合成得到50个左右新化合物；
(2) 完成对敏感菌和耐药菌的体外和体内活性测试；
(3) 优选得到1-2个高活性化合物开展较为深入的作用机制研究和成药性评价；
(4) 针对毒力因子等新靶点设计合成活性分子30个左右，在分子和细胞水平开展初步的活性评价；
(5) 发表SCI论文3-4篇，申请专利1-2项。
2021.01-2021.12
(1) 同步开展毒力因子和表观遗传类抗真菌新靶点的分子设计和化学合成研究，获得50个左右新化合物；
(2) 完成分子和细胞水平的活性测试，总结构效关系；
(3) 重点研究新靶点抑制剂的体内抗真菌活性。在多种模型中研究其抗真菌药效特点，考察其给药方式（口服/注射），在敏感菌/耐药菌模型中的药效，单独用药/联合用药的药效差别。
(4) 发表SCI论文3-4篇，申请专利1-2项。
2022.01-2022.12
(1) 初步完成毒力因子和表观遗传类抗真菌新靶点的分子设计和化学合成研究，获得50个左右新化合物，完成其各项活性测试和机制研究；根据抑制剂的药效特点，评估靶标的可成药性。

(2) 开展血液肿瘤/真菌感染的一体化治疗药物的分子设计和化学合成工作，获得新化合物30个左右，完成初步的活性测试；
(3) 发表SCI论文3-4篇，申请专利1-2项。
2023.01-2023.10
(1) 完成血液肿瘤/真菌感染的一体化治疗药物的分子设计和化学合成工作，获得新化合物50个左右，完成各项活性测试和机制研究；总结该类分子的抗真菌药效特点，提出治疗新策略。

(2) 综合前期研究结果，确定有成药前景的新分子骨架和新药靶。在此基础上，开展更为深入的结构优化、抗真菌活性和作用机制研究。
(3) 对于体内药效优秀的候选化合物，初步进行毒性和药代的考察，发现1-2个候选药物进入早期临床前研究；
(4) 发表SCI论文3-4篇，申请专利1-2项。
2023.11-2023.12
课题总结，提交结题报告。



表9.工作条件和环境保障

	包括已具备的实验条件，尚缺少的实验条件和拟解决的途径，包括利用实验室、研究基地等研究机构的计划与落实情况。
（1）  课题组成员均为药物化学国家重点学科学术带头人或青年科研骨干，他们分别是计算机辅助药物分子设计、药物合成和抗真菌药理学方面的专门人才；国家重点科学科一流的硬件设施、技术积累和人才优势可保证顺利完成本课题。

（2） 课题具体研究依托药物化学国家重点学科、全军药物化学重点实验室开展。该实验室是一个较现代化的新药创制研究室，由1个计算机辅助药物设计实验室、1个组合化学合成实验室、5个常规合成实验室、1个高通量筛选实验室组成。实验室除配备常规设备外，还装备了一批先进的仪器设备：

       计算机辅助药物设计条件：

 本实验室从事CADD研究十余年，已经建立了比较成熟的研究平台。2009年，投入300万元购置了DELL高性能计算集群, DS2.1软件包(涵盖大多数功能模块)、SYBYL8.3软件包(涵盖大多数功能模块)，Muse、MolDock和ACD-Lab等设备，研究条件得到进一步改善

a. 硬件：DELL高性能计算集群，SGI Origin 300服务器 (4x600MHz CPUs，每秒运算速度约60亿次) 1台，SGI图形工作站2台，Dell图形工作站2台，高性能计算Cluster；

b. 软件：MDL和Symyx化学信息管理系统，包括MDDR、CMC、ACD、NCI和化学反应数据库等。有Discover Studio 2.1、Accelery/InsightII 2000软件包、TRIPOS/SYBYL 8.3、GAUSSIAN98、AutoDock、GOLD、DOCK5.0、GRID、Muse、MolDock和ACD-Lab等分子设计和计算软件包；

化合物化学合成和结构鉴定设备：
a. 世界先进的ACT/Vantage全自动组合化学合成仪1台，以及相关配套的浓缩、分离纯化设备。配有POLARstar高通量筛选仪1台；

b. Biotage微波合成仪1台；

c. Heidolph平行合成仪1台；

d. 高压氢化设备1台；

e. Bruker 600M和300M核磁共振仪各1台；

f. Decax-30000液质连用仪(LC-MS)3台；

g. 中压制备液相色谱仪(Biotage)2台

生物活性和机制研究主要设备：

a. FACSCalibur流式细胞仪


b. Mini-PROTEAN电泳仪（含成像系统）

c. Synergy 2(SFPA) 多功能微孔板检测仪

d. MK-2全自动酶标仪
e. 其它生物学实验仪器设备可依托药学院大型仪器共享平台开展



表10.成果形式和考核指标

	围绕产出重大原始创新成果的目标，提出可量化、可定性描述的衡量指标，重点关注突破性进展（包括新方法、新理论及新发现等）在国内外相关研究领域的创新程度，同行认可度，以及对推动相关研究领域理论体系发展的作用价值。
1. 基于咔啉类和噻吩并苯醌类等抗耐药真菌新骨架，设计合成200个以上抗真菌新化学实体，初步阐明其构效关系、体内外抗真菌活性、抗耐药机制和作用靶点； 

2. 发现和优化新型真菌毒力因子和真菌表观遗传学蛋白抑制剂，获得2-3类具有原创性的抗真菌先导化合物，验证1-2个抗真菌新靶标；

3. 完成2-3个抗真菌候选新药的成药性评价，发现1-2个候选新药分子进入早期临床前研究阶段，为研发新一代抗真菌创新药物奠定基础；
4. 在J. Med. Chem.等药物化学权威刊物上发表抗真菌研究论文15～20篇，争取在顶级期刊发表高水平研究论文1-2篇；申请国家发明专利5～8项，培养研究生4～6名，建立一支高水平抗真菌创新药物研究团队，抗真菌研究在国际上形成特色，产生影响。



表11.预期效果和风险分析
	一、预期效果

由于深部真菌感染的发病率和死亡率不断提高，现有治疗药物的耐药性日趋严重，临床上迫切需要研发出全新结构类型和全新作用机制的抗真菌创新药物。另一方面，抗真菌药物具有很大的市场，抗真菌药物在全球抗感染药中排列第三位，主要市场份额约40亿美元，发展前景处于稳步增长的态势。国内深部真菌感染治疗药物均为仿制或进口，加速创制有自主知识产权的新药更是迫在眉睫。本项目开展抗真菌原创新药发现研究，优选高活性化合物进行成药性评价，有望发现进入临床前研究阶段的原创候选新药。这也将对我国抗真菌新药研究实现从跟踪创新为主向原始创新为主的转变将产生较大的推动作用，具有较高的社会效益。
二、风险分析

抗真菌药物研究是本课题组的特色研究方向，本课题组前期在国家自然基金重点项目和国家863项目等基金资助下，运用先进的分子模拟技术、化学合成技术和真菌生物学技术，率先在国内外建立了一套集分子设计、化学合成和分子筛选三大系统为一体的抗真菌药物创新设计技术平台（获国家科技进步二等奖和军队科技进步一等奖），在JMC等期刊发表抗真菌药物研究SCI论文100余篇，申请专利20余项。基于该平台，成功研发出我国第一个进入临床试验阶段的抗真菌创新药——艾迪康唑，目前已经完成III期临床试验，专利技术成果已经转让2000万元。我们在抗真菌创新药物研究领域所积累的技术优势可确保本研究顺利开展。



承诺及推荐意见
表12.相关说明

	本项目相关研究是否已经接受其他财政经费的资助，如果有，需详细说明与本项目的关系，重点说明之间的区别。

本人目前承担科研项目3项，其中国家杰出青年科学基金项目和上海市优秀学术带头人项目为人才计划，国家自然科学基金面上项目的研究结果为本项目提供了一定基础，但并不直接相关。
   申请人签章          年    月     日




表13.所在院系或研究机构承诺

	院系或研究机构名称
	海军军医大学药学院

	相关研究基地名称
	药物化学国家重点学科

	本院系或研究机构现有工作基础和研究优势，承诺为该课题研究提供的支撑条件。

已对内容进行审核，情况属实。如获得资助，我单位将予以各项条件保障，并对课题进行监督和管理，确保顺利实施，并承诺不侵犯他人知识产权。
院系或研究机构公章

                            负责人签章          年    月     日




表14.单位的推荐意见
	 学校推荐理由及公示情况说明。（如推荐“冷门绝学”和非共识项目，需详细说明推荐理由。）
 

  本项目拟开展抗真菌原创新药的分子设计和靶点确证研究，创新性强，基础研究水平高，并具有转化应用前景。申请书内容真实，经公示无异议，推荐申请。
                                  学校盖章：

年   月    日


表15.两位推荐人推荐意见（申报“冷门绝学”和非共识项目填写）
	推荐意见：

年   月    日

	推荐人姓名
	单位
	职称
	研究领域
	签名

	  
	
	
	
	

	
	
	
	
	


附件2       
项目编号：    
上海市教育委员会本级财政项目预算评审
申报文本
（2019年度预算项目）
项目名称：  抗真菌原创新药的分子设计和靶点确证  
项目单位（盖章）：      海军军医大学             
项目负责人：           盛春泉                  
项目申报日期：        2018年5月9日            
一、基本信息
	1.项目名称
	抗真菌原创新药的分子设计和靶点确证

	2.项目总预算（万元）
	300
	其中：申请教委本级财政预算金额（万元）
	300

	项目本年度预算（万元）
	60
	其中：本年度申请教委本级财政预算金额（万元）
	60

	4.项目单位
  信息
	名称
	海军军医大学

	
	地址
	上海市翔殷路800号

	
	项目负责人
	盛春泉
	电话
	81871239

	
	联系部门
	科研学术处

	
	联 系 人
	黄丽斌
	职  务
	参谋

	
	电    话
	021-81870765
	移动电话
	13901843885

	
	电子邮箱
	13901843885@126.com

	5.市教委责任处室信息
	 处  室
	市教委科技处

	
	联 系 人
	
	职  务
	

	
	电    话
	
	移动电话
	

	
	电子邮箱
	


二、项目事项
	1.项目概况
为克服现有抗真菌药物疗效有限，毒性大，耐药严重等问题，临床上迫切需要研发全新作用机制的抗真菌新药。以真菌毒力因子、关键蛋白-蛋白相互作用等原创靶标研发抗真菌药物有望能够克服耐药性和降低毒性，是本领域的前沿研究方向。另一方面，表型筛选获得具有全新分子骨架的抗真菌活性分子也是研发原创新药的重要途径。本课题前期研究针对上述新靶标获得了国际首例报道的小分子抑制剂，并初步证实其体内抗真菌活性优秀、选择性高、毒性低。并通过表型筛选获得咔啉类和噻吩并苯醌类全新抗真菌骨架。因此，本课题拟围绕耐药性白念珠菌感染和隐球菌脑膜炎这两类临床难治疾病，聚焦3个原创靶点和2类全新骨架开展基于合理药物设计，获得高活性和高特异性小分子抑制剂，重点阐明其构效关系、作用机制和体内抗真菌药效特点，在此基础上获得抗真菌新化学实体或者候选药物，为验证靶标提供科学依据，为研发基于新机制和新靶点的抗真菌原始创新药物奠定基础。

	2. 项目单位概况
海军军医大学（原第二军医大学），是国家“211工程”、军队“2110工程”和原总后勤部“530工程”重点建设院校，首批国家“双一流”世界一流学科建设高校，军队研究生培养重点建设院校，是军队3所设置研究生院的单位之一，是全国首批博士、硕士学位授予单位和首批开办八年制医学教育的高校，入选教育部“卓越医生教育培养计划”、国家生命科学与技术人才培养基地、外军医学留学生培养基地。

申请人所在药学院药物化学教研室于1978年获准为硕士学位授权学科，1990年获准为博士学位授权学科，1995年获准为博士后流动站，2007年入选上海市重点学科和国家重点学科。



	3.项目基础条件及前期工作
（1）基础条件
课题组成员均为药物化学国家重点学科学术带头人或青年科研骨干，他们分别是计算机辅助药物分子设计、药物合成和抗真菌药理学方面的专门人才；国家重点科学科一流的硬件设施、技术积累和人才优势可保证顺利完成本课题。

课题具体研究依托药物化学国家重点学科、全军药物化学重点实验室开展。该实验室是一个较现代化的新药创制研究室，由1个计算机辅助药物设计实验室、1个组合化学合成实验室、5个常规合成实验室、1个高通量筛选实验室组成。实验室除配备常规设备外，还装备了一批先进的仪器设备：

       计算机辅助药物设计条件：

 本实验室从事CADD研究十余年，已经建立了比较成熟的研究平台。2009年，投入300万元购置了DELL高性能计算集群, DS2.1软件包(涵盖大多数功能模块)、SYBYL8.3软件包(涵盖大多数功能模块)，Muse、MolDock和ACD-Lab等设备，研究条件得到进一步改善

c. 硬件：DELL高性能计算集群，SGI Origin 300服务器 (4x600MHz CPUs，每秒运算速度约60亿次) 1台，SGI图形工作站2台，Dell图形工作站2台，高性能计算Cluster；

d. 软件：MDL和Symyx化学信息管理系统，包括MDDR、CMC、ACD、NCI和化学反应数据库等。有Discover Studio 2.1、Accelery/InsightII 2000软件包、TRIPOS/SYBYL 8.3、GAUSSIAN98、AutoDock、GOLD、DOCK5.0、GRID、Muse、MolDock和ACD-Lab等分子设计和计算软件包；

化合物化学合成和结构鉴定设备：
h. 世界先进的ACT/Vantage全自动组合化学合成仪1台，以及相关配套的浓缩、分离纯化设备。配有POLARstar高通量筛选仪1台；

i. Biotage微波合成仪1台；

j. Heidolph平行合成仪1台；

k. 高压氢化设备1台；

l. Bruker 600M和300M核磁共振仪各1台；

m. Decax-30000液质连用仪(LC-MS)3台；

n. 中压制备液相色谱仪(Biotage)2台

生物活性和机制研究主要设备：

f. FACSCalibur流式细胞仪


g. Mini-PROTEAN电泳仪（含成像系统）

h. Synergy 2(SFPA) 多功能微孔板检测仪

i. MK-2全自动酶标仪
j. 其它生物学实验仪器设备可依托药学院大型仪器共享平台开展
（3） 前期工作
课题申请人长期从事计算机辅助抗真菌药物设计与合成研究，具有丰富的抗真菌药物研究经验。前期已经针对抗真菌药靶CYP51、NMT、GS等开展了系统研究，成功研发化药1.1类抗真菌创新药艾迪康唑完成III期临床。课题组成员为计算机辅助药物设计、化学合成和抗真菌药理学等方面经验丰富的研究人员，能充分保证本项目的顺利开展。

	4.项目计划实施进度
2019.01-2019.12
(1) 基本咔啉、噻吩并苯醌类等抗真菌骨架设计合成50个左右新化合物；
(2) 完成对敏感菌和耐药菌的体外活性测试；
(3) 总结构效关系，对高活性化合物开展体内抗真菌药效和初步的作用机制研究；
(4) 开展真菌毒力因子抑制剂的分子设计工作；
(4) 发表SCI论文3-4篇，申请专利1-2项。
2020.01-2020.12
(1) 在明确构效关系的基础上，进一步开展咔啉、噻吩并苯醌类等抗真菌骨架的第二轮分子设计，合成得到50个左右新化合物；
(2) 完成对敏感菌和耐药菌的体外和体内活性测试；
(3) 优选得到1-2个高活性化合物开展较为深入的作用机制研究和成药性评价；
(4) 针对毒力因子等新靶点设计合成活性分子30个左右，在分子和细胞水平开展初步的活性评价；
(5) 发表SCI论文3-4篇，申请专利1-2项。
2021.01-2021.12
(1) 同步开展毒力因子和表观遗传类抗真菌新靶点的分子设计和化学合成研究，获得50个左右新化合物；
(2) 完成分子和细胞水平的活性测试，总结构效关系；
(3) 重点研究新靶点抑制剂的体内抗真菌活性。在多种模型中研究其抗真菌药效特点，考察其给药方式（口服/注射），在敏感菌/耐药菌模型中的药效，单独用药/联合用药的药效差别。
(4) 发表SCI论文3-4篇，申请专利1-2项。
2022.01-2022.12
(1) 初步完成毒力因子和表观遗传类抗真菌新靶点的分子设计和化学合成研究，获得50个左右新化合物，完成其各项活性测试和机制研究；根据抑制剂的药效特点，评估靶标的可成药性。

(2) 开展血液肿瘤/真菌感染的一体化治疗药物的分子设计和化学合成工作，获得新化合物30个左右，完成初步的活性测试；
(3) 发表SCI论文3-4篇，申请专利1-2项。
2023.01-2023.10
(1) 完成血液肿瘤/真菌感染的一体化治疗药物的分子设计和化学合成工作，获得新化合物50个左右，完成各项活性测试和机制研究；总结该类分子的抗真菌药效特点，提出治疗新策略。

(2) 综合前期研究结果，确定有成药前景的新分子骨架和新药靶。在此基础上，开展更为深入的结构优化、抗真菌活性和作用机制研究。
(3) 对于体内药效优秀的候选化合物，初步进行毒性和药代的考察，发现1-2个候选药物进入早期临床前研究；
(4) 发表SCI论文3-4篇，申请专利1-2项。
2023.11-2023.12
课题总结，提交结题报告。


	5.资金筹集和使用计划
申请教委本级财政金额300万元，自筹金额0万元。每年使用60万元。

	6.项目绩效目标
（1）项目总目标
A. 基于咔啉类和噻吩并苯醌类等抗耐药真菌新骨架，设计合成200个以上抗真菌新化学实体，初步阐明其构效关系、体内外抗真菌活性、抗耐药机制和作用靶点； 

B. 发现和优化新型真菌毒力因子和真菌表观遗传学蛋白抑制剂，获得2-3类具有原创性的抗真菌先导化合物，验证1-2个抗真菌新靶标；

C. 完成2-3个抗真菌候选新药的成药性评价，发现1-2个候选新药分子进入早期临床前研究阶段，为研发新一代抗真菌创新药物奠定基础；
D. 在J. Med. Chem.等药物化学权威刊物上发表抗真菌研究论文15～20篇，争取在顶级期刊发表高水平研究论文1-2篇；申请国家发明专利5～8项，培养研究生4～6名，建立一支高水平抗真菌创新药物研究团队，抗真菌研究在国际上形成特色，产生影响。
（2）年度绩效目标
2019年，完成咔啉、噻吩并苯醌类等抗真菌新骨架50个左右新化合物的合成及活性评价，发表SCI论文3-4篇，申请专利1-2项；
2020年，对咔啉、噻吩并苯醌类等抗真菌骨架进行结构优化，合成得到50个左右衍生物；针对毒力因子等新靶点设计合成活性分子30个左右。完成合成化合物的活性评价。发表SCI论文3-4篇，申请专利1-2项。

2021年，开展毒力因子和表观遗传类抗真菌新靶点的分子设计和化学合成研究，获得50个左右新化合物，进行体内外药效评价。发表SCI论文3-4篇，申请专利1-2项。

2022年，完成毒力因子和表观遗传类抗真菌新靶点的结构优化研究。开展血液肿瘤/真菌感染的一体化治疗药物的分子设计和化学合成工作，获得新化合物30个左右，完成初步的活性测试。发表SCI论文3-4篇，申请专利1-2项。

2023年，完成血液肿瘤/真菌感染的一体化治疗药物的分子设计和化学合成工作，获得新化合物50个左右。总结研究结果，优选化合物初步进行毒性和药代的考察，发现1-2个候选药物进入早期临床前研究。发表SCI论文3-4篇，申请专利1-2项。

	4. 项目实施内容及预算
本项目合计申请直接费用300万元，测算依据如下：
1、 设备费：20万元
用于购买易损耗有机合成小仪器。
1) 磁力搅拌器（德国IKA，RCT基本型），0.6万元/台×10台=6万元；

2）低温冷却液循环泵（上海东玺制冷仪器，DLSB-5），0.6万元/台×4台=2.4万元；

3）旋转蒸发仪 4.5万元/台×2台=9万元

4）设备维修配件等2.6万元。
2、材料费 ：110万元

1） 化学合成和分离纯化有机溶剂：15万元

包括甲醇、乙醇、丙酮、二氯甲烷、乙酸乙酯、正己烷、N，N-二甲基甲酰胺、二甲亚砜、氯仿、乙腈、石油醚、四氢呋喃、1,2-二氯乙烷等。
2） 化学合成试剂和催化剂：40万元

按照合成20个结构类型400个新化合物计算，总共需要各种试剂约400种，共计30万元；常用酸碱催化剂，手性底物，手性催化剂需10万元。
3） 化合物合成分析监测和纯度分析耗材和试剂：10万元

液相色谱分析柱2个（0.5万元/个×2个=1万元），氘灯1个（单价2万元，合计2万元），氙灯1个（单价3万元，合计3万元），硅胶板、硅胶等3万元。

4） 易碎玻璃仪器耗材：5万元

5） 抗真菌活性测试和机制研究常规生化试剂及耗材：10万元

甘氨酸、过硫酸胺、硝酸银、尿素、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、异戊醇、无水磷酸氢二钠、亲和硅烷、吐温-20、血清、培养基、实验消耗品（PCR管，枪头、离心管、96孔板、384孔板等）等100余种，共计10万元。
6） 抗真菌药物作用机制研究所需的抗体：10万元

每年2000元/种×10种=2万元，2万元/年×5年=10万元。
7） 抗真菌药物作用机制研究所需的试剂盒：10万元

（A）ELISA试剂盒，3000元/个×10个=3万元； 

（B）Western发光检测试剂盒，600元/个×50个=3万元； 

（C）GTP-EU结合试剂盒，8000元每个，5年共5盒，共8000元/个×5=4万元。

8） 体内抗真菌活性测试实验动物：20万元

每年小鼠40元/只×250只=1万元，大鼠150元/只×100只=1.5万元，动物饲养费1.5万元。4万元/年×5年=20万元。
3、测试化验加工费：70万元
1） 化合物化学结构测试（NMR、MS、元素分析、X-射线单晶衍射等）：20万元

400个目标化合物，每个目标化合物（含中间体）平均500元，共计20万元。
2） 流式细胞检测（细胞凋亡、细胞周期等）：6万元

    优选40个化合物进行流式细胞检测，150元/个×40个=6万元。
3） 化合物药代和初步安全性测试：16万元

优选40个化合物进行肝微粒体稳定性实验，2000元/个×20个=4万元（美迪西生物医药有限公司）；
优选5个化合物进行初步药代测试，获取基本药代参数，2万元/个×5个=10万元（美迪西生物医药有限公司）；

优选5个化合物进行herg ，Nav1.5，Kir2.1等离子通道检测，4000元/个×5个=2万元（中科院上海药物所）。
4） 真菌测序服务（真菌转录组测序、外泌体测序）：5万元

0.5万元/个×10个=5万元（锐博生物科技有限公司）

5） 蛋白芯片服务：3万元

0.3万元/个×10个=3万元（华盈生物医药科技有限公司）

6） 真菌蛋白定制（表达纯化、晶体结构复合物衍射、解析等）：20万元

10万元/个×2个=20万元（佰翱得生物科技、钟鼎生物技术、吉尔生化等）

4、燃料动力费： 0万元

5、差旅费：15万元
直接与资助项目有关调研和学术会议差旅费，例如全国药物化学研讨会，世界华人药物化学会等，0.3万元/人次×40人次=12万元；市内交通费3万元。共计15万元。
6、会议费：0万元

7、国际合作交流费：0万元

8、出版/文献/信息传播/知识产权事务费：15万元
SCI论文版面费：0.25万元/篇×4篇=1万元，开放获取SCI论文版面费2万元/篇×2篇=4万元；文献复印装订费，共计2万元；专利申请费、专利年费等：0.5万元/项×4项=2万元；文件资料邮寄费1万元；图书出版费5万元。共计15万元。
7、劳务费：60万元

直接参加项目12名研究生的劳务费用，每年每人为本项目工作10个月，每月1000元，1000元/人月×12人×10月×5年=60万元。
8、专家咨询费：5万元
召开课题交流或者学术研讨等会议时的专家咨询费，每年500元/人次×20人次=10000元，10000元/年×5年=5万元。


	8.项目运行管理
项目负责人盛春泉承担本项目的总体实验设计、组织和实施，研究结果的总结和发表。刘娜副教授、董国强副教授、武善超讲师为本项目的研究骨干。预计至少有12 名研究生具体实施和完成本项目研究工作（现有博士研究生2 名：韩贵焱、姬长进，硕士研究生4 名：吴颖、陈龙、李壮、李成兰；在项目执行期间，预计至少新招6名博士或硕士研究生投入到本项目研究）。本课题依托海军军医大学药物化学国家重点学科和的技术平台开展研究工作，可确保顺利完成本课题。

	9.附件


三、结论
	1.自我分析

	本项目拟开展抗真菌原创新药的分子设计和靶点确证研究，研究内容丰富，研究基础好，研究方案切实可行。项目预算合理，依托单位具备完备的技术平台，可确保本项目顺利开展。

	2.项目单位责任
	项目单位及其负责人对报告和所提供的相关材料的准确性、真实性负责；配合做好项目的评审工作。
本项目预算合理，材料属实，我单位将配合做好项目评审和管理工作。

	
	项目单位
财务部门盖章：
	项目单位盖章： 
负责人签字：


	3.市教委项目责任处室意见
	同意申报。
                     处室盖章：    

	附表1项目绩效目标分解表

	分解目标
	指标内容
	指标目标值
	目标值来源

	投入和管理目标
	
	　
	　

	
	　
	　
	　

	
	　
	　
	　

	
	　
	　
	　

	产出目标
	基于咔啉类和噻吩并苯醌类等抗耐药真菌新骨架的抗真菌新化学实体
	　100个
	　化学合成

	
	基于毒力因子和表观遗传类抗真菌新靶点的抗真菌新化学实体
	　100个
	　化学合成

	
	基于血液肿瘤/真菌感染的一体化治疗药物的新分子
	　50个
	　化学合成

	效果目标
	完成抗真菌候选新药的成药性评价
	　2-3个
	　药效评价

	
	发现进入早期临床前研究阶段的候选新药分子
	　1-2个
	　药效评价

	
	验证抗真菌新靶标
	　2-3个
	　作用机制研究

	影响力目标
	在J. Med. Chem.等药物化学主流刊物上发表抗真菌研究论文 
	　15-20篇
	　发表论文

	
	申请国家发明专利
	5-8项
	专利申请

	
	培养研究生
	4-6名
	人才培养

	需要说明的其他问题
	


	附表2项目资金测算明细表

	实施内容1：设备费（不含50万以上大型科学仪器）

	序号
	开支内容
	规格型号
	计量单位
	单价
	数量
	总额
	测算依据
	备注

	（1）
	磁力搅拌器
	德国IKA，RCT基本型
	　 套
	0.6　
	10　
	6　
	0.6万元/台×10台=6万元　
	　

	（2）
	低温冷却液循环泵
	上海东玺制冷仪器，DLSB-5
	台
	0.6
	4
	2.4
	0.6万元/台×4台=2.4万元
	

	（3）
	旋转蒸发仪 
	海道夫
	台
	4.5
	2
	9
	4.5万元/台×2台=9万元
	

	（4）
	设备维修配件等2.6万元　
	\
	个
	0.2
	13
	2.6
	0.2万元/个×13个=2.6万元
	常用合成、分析、测试等仪器配件维修更换　

	本项小计数额
	　20　

	实施内容2：材料费

	序号
	开支内容
	规格型号
	计量单位
	单价
	数量
	总额
	测算依据
	备注

	（1）
	化学合成和分离纯化有机溶剂
	\
	　桶
	0.01
	1500　
	15　
	0.01万元/桶×1500桶=15万元　
	　

	（2）
	化学合成试剂和催化剂
	\
	　种
	0.1
	400　
	40
	0.1万元/种×400桶=40万元　　
	　

	（3）
	化合物合成分析监测和纯度分析耗材和试剂
	\
	\
	\
	\
	10
	液相色谱分析柱2个（0.5万元/个×2个=1万元），氘灯1个（单价2万元，合计2万元），氙灯1个（单价3万元，合计3万元），硅胶板、硅胶等3万元
	

	（4）
	易碎玻璃仪器耗材和生化试剂耗材
	\
	箱
	0.1
	150
	15
	0.1万元/箱×150箱=15万元　
	

	（5）
	抗真菌药物作用机制研究所需的抗体
	\
	个
	0.2
	20
	10
	每年2000元/种×10种=2万元，2万元/年×5年=10万元
	

	（6）
	试剂盒

	\
	\
	\
	\
	10
	（A）ELISA试剂盒，3000元/个×10个=3万元； 

（B）Western发光检测试剂盒，600元/个×50个=3万元； 

（C）GTP-EU结合试剂盒，8000元每个，5年共5盒，共8000元/个×5=4万元。


	

	（7）
	实验动物
	\
	\
	\
	\
	20
	4万元/年×5年=20万元
	

	本项小计数额
	110　　

	实施内容3：测试化验加工费

	序号
	开支内容
	规格型号
	计量单位
	单价
	数量
	总额
	测算依据
	备注

	（1）
	化学结构测试
	　\
	个
	0.05　
	400　
	20　
	0.05万元×400个=20万元　
	　

	（2）
	流式细胞检测
	　\
	　个
	　0.015
	10　
	6　
	　150元/个×40个=6万元
	　

	（3）
	化合物药代和初步安全性测试
	\
	\
	\
	\
	16
	肝微粒体稳定性实验，2000元/个×20个=4万元；初步药代测试，2万元/个×5个=10万元；herg ，Nav1.5，Kir2.1等离子通道检测，4000元/个×5个=2万元。
	

	（4）
	真菌测序服务
	\
	个
	0.5
	10
	5 
	0.5万元/个×10个=5万元
	

	
	蛋白芯片服务 
	\
	个
	0.3
	10
	3
	0.3万元/个×10个=3万元
	

	
	真菌蛋白定制（表达纯化、晶体结构复合物衍射、解析等）
	\
	个
	10
	2
	20
	10万元/个×2个=20万元
	

	本项小计数额
	　　70

	实施内容4：燃料动力费

	序号
	开支内容
	规格型号
	计量单位
	单价
	数量
	总额
	测算依据
	备注

	（1）
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	…
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	本项小计数额
	　0　

	实施内容5：差旅费

	序号
	开支内容
	规格型号
	计量单位
	单价
	数量
	总额
	测算依据
	备注

	（1）
	直接与资助项目有关调研和学术会议差旅费，例如全国药物化学研讨会，世界华人药物化学会。
	　\
	　人次
	0.3　
	40　
	12　
	0.3万元/人次×40人次=12万元　
	　

	（2）
	市内交通费
	　\
	\　
	\　
	\　
	3　
	3万元　
	　

	本项小计数额
	15　　

	实施内容6：会议费

	序号
	开支内容
	规格型号
	计量单位
	单价
	数量
	总额
	测算依据
	备注

	（1）
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	…
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	本项小计数额
	　0　


	实施内容7：国际合作与交流费

	序号
	开支内容
	规格型号
	计量单位
	单价
	数量
	总额
	测算依据
	备注

	（1）
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	…
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	本项小计数额
	　0　

	实施内容8：出版/文献/信息传播/知识产权事务费

	序号
	开支内容
	规格型号
	计量单位
	单价
	数量
	总额
	测算依据
	备注

	（1）
	SCI论文版面费　
	　\
	篇
	0.25　
	4　
	1
	0.25万元/篇×4篇=1万元
	　

	（2）
	　开放获取SCI论文版面费
	　\
	篇
	2
	2　
	4　
	2万元/篇×2篇=4万元　
	　

	（3）
	文献复印装订费
	\
	\
	\
	\
	2
	\
	

	（4）
	专利申请费、专利年费等
	\
	项
	0.5
	4
	2
	0.5万元/项×4项=2万元
	

	（5）
	文件资料邮寄费
	\
	\
	\
	\
	1
	\
	

	（6）
	图书出版费
	\
	\
	\
	\
	5
	5万元
	

	本项小计数额
	15　　

	实施内容9：劳务费

	序号
	开支内容
	规格型号
	计量单位
	单价
	数量
	总额
	测算依据
	备注

	（1）
	参与项目研究的研究生、博士后
	　
	　月
	0.2　
	300　
	60　
	2000元/人月×6人×10月×5年=60万元。　
	　

	（2）
	　访问学者
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	（3）
	　非在编在岗研究人员
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	（4）
	科研辅助人员
	
	
	
	
	
	
	

	…
	
	
	
	
	
	
	
	

	本项小计数额
	60　　

	实施内容10：专家咨询费

	序号
	开支内容
	规格型号
	计量单位
	单价
	数量
	总额
	测算依据
	备注

	（1）
	　召开课题交流或者学术研讨等会议时的专家咨询费
	　\
	　人次
	0.05　
	100
	5　
	每年500元/人次×20人次=10000元，10000元/年×5年=5万元。
　
	　

	…
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	本项小计数额
	5　　

	实施内容11：其他费用（需注明具体内容）

	序号
	开支内容
	规格型号
	计量单位
	单价
	数量
	总额
	测算依据
	备注

	（1）
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	…
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	本项小计数额
	　0　

	合计
	300
	其中劳务费用比例（%）
	21.7%


*劳务费用包括专家咨询费、评审费、讲课费，外聘人员劳务费用、学生助研费用等所有用于非本单位在职在编人员的开支，不含差旅费中补贴部分

1
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