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细胞水平新型冠状病毒SARS-CoV-2 3CL蛋白酶抑制剂筛选模型的建立

马 铃, 赵建元, 郭赛赛, 谢永丽, 岑 山*

(中国医学科学院医药生物技术研究所, 北京 100050)

摘要: 新型冠状病毒 (SARS-CoV-2) 是导致全球新冠病毒肺炎暴发的病原体。SARS-CoV-2的3C样蛋白酶 (3CL)

在病毒复制中起关键作用, 成为抗病毒药物设计的理想靶标。本文利用生物发光共振能量转移 (BRET) 的技术建

立了细胞水平SARS-CoV-2病毒 3CL蛋白酶的筛选模型, 并初步应用和评价了该筛选模型。结果显示, 该方法重复

性好 (Z'因子为 0.59), 可以反映 3CL蛋白酶底物剪切效率, 与细胞水平抗病毒活性分析具有较好的一致性。本工作

表明, 该方法可以应用于3CL蛋白酶抑制剂的筛选与评价, 为新药研发提供了有力工具。
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Establishment of a cell-based screening assay for inhibitors of
SARS-CoV-2 3CL protease

MA Ling, ZHAO Jian-yuan, GUO Sai-sai, XIE Yong-li, CEN Shan*

(Institute of Medicinal Biotechnology, Chinese Academy of Medical Sciences, Beijing 100050, China)

Abstract: Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) is the pathogen that caused the

global COVID-19 outbreak. The 3C-like protease (3CLpro) of SARS-CoV-2 plays a key role in virus replication and

has become an ideal target for antiviral drug design. In this paper, we report the validation and use of biolumines‐

cence resonance energy transfer (BRET) technology to establish a cell-based assay for screening for SARS-CoV-2

virus 3CL protease inhibitors. The results show that the method is able to monitor the cleavage efficiency of 3CL

protease with good reproducibility (Z' factor is 0.59), and is consistent with antiviral activity analysis in cell

culture. This work demonstrates that this method can be applied to the screening and evaluation of 3CL protease

inhibitors, providing a powerful tool for the development of new drugs.
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新型冠状病毒 (severe acute respiratory syndrome

coronavirus 2, SARS-CoV-2) 引起的传染性肺炎在世界

范围内快速蔓延, 已成为全球性紧急卫生事件[1-3]。基

因组测序表明, 这种病毒与蝙蝠冠状病毒有 96.2%的

同源性, 与严重急性呼吸综合症相关冠状病毒 (severe

acute respiratory syndrome coronavirus, SARS-CoV) 的

鉴定序列共有79.5%[4-6]。这种新的冠状病毒被国际病毒

分类委员会命名为严重急性呼吸系统综合症冠状病毒2

(SARS-CoV-2)。目前尚无预防和治疗SARS-CoV-2感

染的疫苗或抗病毒药。尽管α-干扰素和抗HIV药物洛

匹那韦/利托那韦的联合治疗已在临床上开展了试验

性治疗, 但疗效非常有限, 并且存在毒副作用[7]。初步

的临床研究显示, 吉利德公司开发的广谱抗病毒药物

雷姆昔韦具有一定的疗效, 但还需要进一步证明其临

床应用价值[8,9]。因此, 迫切需要发展疗效好、安全性

高的特定抗SARS-CoV-2药物。

基因组序列的相似性表明该病毒属于 Betacoro‐

navirus 属的 Sarbecovirus 亚属[6]。冠状病毒是有包膜
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的正义的单链RNA病毒。基因组RNA长度约为30 kb,

具有 5'帽结构和 3'-poly-A 尾巴, 并包含至少 6个开放

阅读框 (open reading frame, ORF) [10,11]。第一个 ORF

(ORF 1a/b) 大约占基因组长度的三分之二, 编码 pp1a

和pp1ab两种多蛋白。这些多蛋白主要由 3CL蛋白酶

(3C-like protease, 3CLpro; 也称main protease, Mpro) 和木

瓜蛋白酶 (papain-like proteases, PLPs) 加工成 16种非

结构蛋白 (Nsps)。3CL 蛋白酶属于半胱氨酸蛋白酶 ,

活性形式为同源二聚体。3CL蛋白酶在冠状病毒中较

为保守, 并且不同冠状病毒 3CL蛋白酶的底物之间具

有共同特征, 例如切割位点的P1位基本都是Gln[12,13]。

3CL蛋白酶在冠状病毒的生命周期中起着至关重

要的作用, 其失活可抑制病毒的复制。同时, 由于人体

内不存在与3CL蛋白酶同源的蛋白酶, 因此其成为理想

的抗冠状病毒靶标[13,14]。本研究利用生物发光共振能

量转移 (BRET) 的技术建立了细胞水平 SARS-CoV-2

病毒 3CL蛋白酶抑制剂筛选模型, 并初步应用和评价

该筛选模型。结果表明, 该方法可以应用于 3CL蛋白

酶抑制剂的筛选与评价, 为新药研发提供了有力工具。

材料与方法

质粒构建 pRLuc-N2质粒购自PerkinElmer公司;

pEYFP-N1购自Clontech公司; 以 pEYFP-N1质粒为模

板, 将 3CL蛋白酶识别序列 Linker (ITSAVLQSGFRK)

通过引物设计, PCR扩增得到C端融合了Linker的增强

的黄色荧光蛋白 (enhanced yellow fluorescent protein,

EYFP) 基因片段, 将此片段插入pRLuc-N2, 得到pEYFP-

linker-Rluc质粒。PcDNA3.1-3CL-flag质粒中带有密码

子优化的SARS-CoV-2 3CL蛋白酶编码序列。

细胞培养及转染 293T细胞 (本室保存) 培养于

含 100单位青霉素、链霉素和 10%胎牛血清的DMEM

培养基中。6孔板每孔接种细胞 4×105个, 培养 24 h后

转染, pEYFP-linker-Rluc质粒转染量为每孔 300 ng, 其

他质粒根据实验比例而定, 转染试剂为 Lipofectamine

2000, 根据使用说明书进行转染。

生物发光共振能量转移比值 (BRET ratio) 测定

转染 48 h 后 , 弃培养基 , 6 孔板每孔加入冰上预冷的

PBS 1 mL收取细胞, 调整细胞数为每毫升 1×106个, 取

100 μL放入白色不透明、平底的96孔板中, 加入海肾荧

光素酶 (Renilla luciferase, Rluc) 底物 coelenterazine h

(Promega 公司), 终浓度为 5 μmol·L-1, 测定 470 nm

(±10 nm) 和 535 nm (±10 nm) 两处发射光强度。计算

BRET比值。

免疫印迹 (Western blotting) 检测 2 000 ×g离心

5 min 收集细胞 , RIPA [50 mmol·L-1 Tris-HCl (pH 7.4),

150 mmol·L-1 NaCl, 1% NP-40, 0.1% SDS, Roche蛋白酶

抑制剂混合物] 裂解, 提取细胞总蛋白。SDS-PAGE分离

蛋白样品。转膜后, 先后与一抗和二抗孵育, 然后ECL

显色。Anti-GFP抗体购自Santa Cruz公司, anti-β-actin

抗体购自Abcam公司, anti-flag抗体购自博奥龙公司,

羊抗鼠 (二抗)、羊抗兔 (二抗) 均购自中杉金桥公司。

高通量筛选流程及模型评价 10 cm 细胞培养

皿接种 2.4×106个细胞, 培养 24 h后转染, 转染 12 h后,

胰酶消化, 加入DMEM培养基 30 mL, 轻轻吹打, 使细

胞分散为单细胞悬液 , 接种于 96 孔板 , 每孔 150 μL。

培养 12 h 后 , 加入待测药物。药物处理培养 16 h 后 ,

吸去培养基, 每孔加入含 5 μmol·L-1 coelenterazine h的

PBS 溶液 100 μL, 测定 BRET 比值。为评价此筛选

模型的性质, 按Gao等[15]的方法计算 Z'因子。Z' = 1 -

3(STD3CL+group+STD3CL-group)/(MEAN3CL+group-MEAN3CL-group)。

统计学分析 实验数据用
-
x ± s表示, 显著性分析

采用 Excel 软件中的数据分析工具进行 t 检验 (n≥3),

P<0.05说明具有显著性差异。

结果

1 模型的建立

本研究依据 BRET技术建立了 SARS-CoV-2病毒

3CL蛋白酶抑制剂筛选模型, 其工作原理如图1A所示。

Linker序列是 SARS-CoV-2多聚蛋白中相邻的 12个氨

基酸, 与SARS-CoV的序列保守一致, 为 3CL蛋白酶特

异识别。本文将Linker的编码序列插入到编码EYFP

和RLuc之间, 构建了 EYFP-linker-Rluc融合蛋白真核

表达载体, 用于在细胞内表达 3CL蛋白酶的底物。该

模型的工作原理为 , 在表达 EYFP-linker-Rluc 的细胞

中 , 加入 Rluc 底物 coelenterazine h 后 , 将产生发射光

(λem～475 nm), 在 Rluc 与 EYFP 距离小于 100 Å 时 ,

Rluc催化产生的光波发生能量转移, 激发受体 EYFP,

产生激发光 (λem～535 nm)。当 3CL蛋白酶酶切 linker

序列后, 使得 EYFP和Rluc成为两个独立的蛋白。两

者从融合状态改变成分离状态, 这将直接阻断能量转

移, 导致BRET比值下降。当 3CL蛋白酶活性被抑制

时, BRET比值将上升 (图1A)。

2 3CL蛋白酶剪切EYFP-linker-Rluc融合蛋白

为了证明3CL蛋白酶能有效酶切EYFP-linker-Rluc

序列 , 并相应地引起 BRET 比值的改变 , 采用 EYFP-

linker-Rluc和 3CL表达质粒共转染 293T细胞, 然后进

行了 Western blotting 分析 (图 1B) 和 BRET 比值测定

(图 1C)。如图 1B所示, 当 3CL蛋白酶存在时, 融合蛋

白能够被有效切割。同时, 可以发现BRET比值下降

(图 1C), 与 Western blotting结果相一致。以上结果表
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明, 3CL蛋白酶能够有效剪切EYFP-linker-Rluc融合蛋

白, 并可导致 BRET 值的下降。同时, 利用 pRLuc-N2

与 pEYFP-C1 质粒共转 293T 细胞 , 表达独立的 EYFP

和RLuc, 测定其BRET比值, 作为本底值进行差减, 后

续的实验结果处理方法相同。

3 3CL蛋白酶活性的剂量关系

为了明确细胞内3CL蛋白酶活性水平与其酶切融

合蛋白 EYFP-linker-Rluc 效率的相关性 , 本研究保持

质粒 pEYFP-linker-Rluc用量不变, 增加 3CL表达质粒

p3CL-flag 的用量 , 进行 BRET 比值测定 (图 2A) 和

Western blotting检测 (图2B), 进一步分析底物剪切的情

况。结果表明, 随着细胞内3CL蛋白酶表达量增高, BRET

比值持续下降 (图 2A)。同时, 伴随着融合蛋白EYFP-

linker-Rluc的减少, 剪切产物EYFP逐渐增多 (图 2B)。

上述结果表明, 胞内 3CL蛋白酶活性水平与底物剪切

效率具有良好的量效关系。

4 筛选模型条件的初步确定和优化

为了进一步明确筛选模型的实验条件, 本研究分

析了不同测定时间对BRET结果的影响。利用EYFP-

linker-Rluc和 3CL表达质粒共转染 293T细胞, 在不同

时间点 (24、48和 72 h) 收集细胞样品, 然后进行BRET

比值测定 (图 3A和B) 和Western blotting分析 (图 3C)。

结果显示, 与转染后 24 h相比, 在 48与 72 h进行检测

时 , 有无蛋白酶表达的 BRET 值相差较大。当 BRET

值的差值越大, 模型的灵敏度和重复性越高。为了节

省检测时间, 本研究最终采用48 h为最佳检测时间。

5 筛选模型的初步应用

为了初步验证筛选的应用价值, 本研究测试了 4

个已报道的 SARS-CoV-2 3CL 蛋白酶小分子抑制剂

ebselen、disulfiram、tideglusid 与 carmofur[16]。据报道 ,

上述化合物可以在体外抑制 SARS-CoV-2 3CL 蛋白

酶 , 但只有 ebselen 具有细胞水平抗 SARS-CoV-2 活

Figure 1 Overview of cell-based screening assay. A: Schematic

representation of the bioluminescence resonance energy transfer

(BRET) assay. EYFP-linker-Rluc fusion protein is cleaved effi‐

ciently by 3C-like protease (3CL); B: Western blotting analysis; C:

Measurement of BRET ratio. n = 3,
-
x ± s. **P<0.01 vs the group

without 3CL protease. NC: Negative control

Figure 3 Time-point of 3CL activity. A: Measurement of BRET ratio; B: Relative BRET ratio; C: Western blotting analysis. n = 3,
-
x ± s.

*P<0.05, **P<0.01 vs the group without 3CL protease

Figure 2 Dose-dependence of 3CL activity. A: Measurement of

BRET ratio; B: Western blotting analysis. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05 vs

the group without 3CL protease
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性[16]。结果显示, 终浓度 20 μmol·L-1化合物处理可以

不同程度地提高BRET比值 (图 4A), 其中 ebselen的效

果最为明显, 而 tideglusid与 carmofur处理未见明显变

化。与之相应, 酶切效率分析发现, ebselen可以抑制

55%左右的酶切能力, tideglusid与 carmofur并不能抑

制蛋白酶活性 (图4B)。

进而本研究在该模型中测定了活性较好的 ebselen

的量效关系 (图 5), 得到半数有效浓度 (EC50) 约为

9.3 μmol·L-1。该结果与文献[16]报道的抗病毒活性EC50

4.67 μmol·L-1基本相当, 表明该筛选模型与细胞水平

抗病毒活性分析具有较好的一致性。

6 筛选模型的重复性 (Z'因子) 分析

Z'因子是评价高通量筛选方法稳定性的一个重要

参数。当 Z'因子大于 0.4, 则认为该方法较稳定, 适用

于高通量药物筛选。计算得出本模型的 Z'因子为

0.59, 可以应用于高通量药物筛选 (图6)。

讨论

由 SARS-CoV-2引起的传染性肺炎在世界范围内

广泛传播, 涉及到全球大部分国家和地区, 其传播速度

快、涉及范围广、死亡率高, 对人民的生命造成了极大

的威胁, 也给全球的经济带来了极大的冲击。因此, 急

需开发有效的抗 SARS-CoV-2 的药物。SARS-CoV-2

3CL 蛋白酶作为 SARS-CoV-2 病毒主要的蛋白水解

酶, 可切割SARS-CoV-2的多聚蛋白, 在病毒新的生命

周期中发挥了重要的作用, 因此该酶是抗病毒药物的

理想靶标。目前 SARS-CoV-2 3CL蛋白酶的晶体结构

已经解析[16,17], 酶的性质与抑制剂筛选等工作也取得

了巨大进展[17]。

Jin等[16]通过计算机辅助药物设计鉴定了抑制剂

N3, 并随后确定了 3CL与该化合物的复合物的晶体结

构, 并且通过基于结构的虚拟筛选和高通量筛选相结

合的手段分析了 10 000 多种化合物; Dai等[18]设计并

合成了针对Mpro的两种先导化合物 (11a和 11b)。两

者的醛基共价键合到 Mpro 的 Cys145, 均表现出优异

的抑制活性和有效的抗 SARS-CoV-2感染活性; Khan

等[19]应用了计算药物设计方法从 FDA批准的抗病毒

药物以及合成来源的天然和类药物化合物的内部数据

库中识别出几个胰凝乳蛋白酶样蛋白酶抑制剂为有前

途的药物。

虽然针对此靶点的抑制剂筛选工作取得了巨大进

展, 但是大部分工作均以虚拟筛选与体外酶水平筛选

为技术手段。本研究首先建立了基于BRET技术的细

胞水平筛选模型。与体外酶水平筛选方法相比, 该方

法不仅可以尽可能排除由于非特异因素干扰酶活性而

产生的假阳性结果, 同时还可以初步考量化合物的细

胞毒性和进入细胞能力等因素。如上述结果所示, 该模

型测定 ebselen的EC50约为 9.3 μmol·L-1, 与文献[16]报道

的抗病毒活性EC50 4.67 μmol·L-1基本相当, 但与体外抑

酶活性 (IC50, 0.67 μmol·L-1) 差别较大。同时, 前期研

究发现 tideglusid与 carmofur尽管具有体外抑制3CL蛋

白酶的活性, 但未发现抗 SARS-CoV-2 的能力。与抗

病毒活性相一致, 本模型中未发现 tideglusid与carmofur

在细胞水平上具有抑制3CL蛋白酶的能力。这一结果

表明, 该筛选模型与细胞水平抗病毒活性分析具有较

Figure 5 Dose dependence of ebselen on intracellular 3CL activi‐

ty. A: Measurement of BRET ratio; B: Relative cleaving efficiency.

n = 3,
-
x ± s. *P<0.05, **P<0.01 vs the DMSO (3CL+) group

Figure 4 Influence of different drug treatments on intracellular

3CL activity. A: Measurement of BRET ratio; B: Relative cleaving

efficiency. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05 vs the DMSO (3CL+) group

Figure 6 Determination of Z' factor in BRET-based high through‐

put screening assay (Z' = 0.59)
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好的一致性, 可以更好地反映或预测蛋白酶抑制剂的

抗病毒能力, 为 SARS-CoV-2 蛋白酶抑制剂研发提供

重要参考。
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