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基于转录组特征基因反向匹配方法发现抗流感病毒化合物BIX02189
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摘要: 流感病毒是RNA病毒, 分甲、乙、丙、丁 4型, 其中甲型流感病毒和乙型流感病毒可引发人类急性呼吸道

疾病, 全球每年约 30万患者死于流感感染。流感病毒的生命周期高度依赖宿主, 靶向宿主因子已经成为抗病毒药

物研究的重要策略。本研究通过转录组特征基因反向匹配 (transcriptome signature reversion, TSR) 方法, 计算获得

干预多宿主因子的抗流感病毒化合物列表 , 评价列表中化合物体外抗流感病毒活性 , 最终获得活性化合物

BIX02189。结果显示, BIX02189具有广谱抗流感病毒活性, 抗甲流病毒H1N1 (A/Puerto Rico/8/1934) 和乙流病毒

(B/江西新建/BV/39/2008) 的半数有效浓度 (half maximal effective concentration, EC50) 分别为 17.1和 9.4 μmol·L-1, 其

中抗甲流活性优于利巴韦林 (97.9 μmol·L-1)。转录组间无监督学习相似性成簇分析显示, BIX02189的抗流感病毒

主要机制可能通过干预Raf/MEK/ERK通路, 实现对流感病毒颗粒的生成和释放的阻断。
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Abstract: Influenza virus is an RNA virus that classified into 4 types, A, B, C, and D, where influenza A and

B virus infection may cause human acute respiratory tract infection and nearly 0.3 million deaths annually. The life

cycle of influenza virus infection is highly dependent on the host response, demonstrating an important strategy of

developing anti-influenza agents that target the host factors. This research utilized a transcriptome signature rever‐

sion (TSR) strategy to discover a list of multi-host-factor-target anti-influenza agents and determined their anti-

influenza activities in vitro. BIX02189 was discovered and exhibited broad spectrum anti-influenza activity, with

half maximal effective concentration (EC50) of 17.1 μmol·L-1 against influenza A virus H1N1 (A/Puerto Rico/8/

1934) and 9.4 μmol·L-1 for influenza B virus (B/Jiangxi Xinjian/BV/39/2008). The anti-influenza A virus activity

of BIX01289 is stronger than the positive control ribavirin with EC50 of 97.9 μmol·L-1 for influenza A virus H1N1
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(A/Puerto Rico/8/1934). According to the unsupervised transcriptomic profile similarity clustering analysis,

BIX02189 was considered to inhibit viral protein synthesis and release of influenza virus mainly through inhibiting

the Raf/MEK/ERK cascade, revealing its potential mechanism of inhibiting influenza virus infection.

Key words: influenza virus; host factor; the transcriptomic signature of compound-perturbed cells; transcrip‐

tome signature reversion; BIX02189

流行性感冒是由流感病毒 (influenza virus) 感染

引发的急性呼吸道传染病 , 是全球范围内危害公共

健康的重要疾病 [1], 据世界卫生组织 (World Health

Organization, WHO) 统计, 全球每年有超过 10亿流感

病毒感染病例, 其中 300万～500万例为重症患者, 死

亡人数约 29万～65万人[2-4]。流感病毒属于正粘病毒

科 (Orthomyxoviridae), 分甲、乙、丙和丁 4型, 其中甲、

乙和丙型流感病毒可感染人并引起呼吸道疾病, 甲型

流感病毒流行范围最广, 危害最大[5]。

现有的抗流感病毒药物包括 4类共 8个: M2离子

通道抑制剂金刚烷胺 (amantadine) 和金刚乙胺 (riman‐

tadine); 神经氨酸酶抑制剂奥司他韦 (oseltamivir)、扎

那米韦 (zanamivir)、帕拉米韦 (peramivir) 和拉尼米韦

(laninamivir); RNA 依赖 RNA 聚合酶抑制剂法匹拉韦

(favipiravir); CAP依赖核酸内切酶抑制剂巴洛沙韦玛

波西酯 (baloxavir marboxil)[6,7], 上述药物均以流感病

毒蛋白为药物靶点阻断病毒生命周期的不同环节。然

而作为RNA病毒, 流感病毒基因组的高突变率导致靶

点构象改变, 药物亲和力下降, 流感病毒成为耐药病毒

并逃逸, 降低药物治疗效果[8-11]。

流感病毒复制及其所致的细胞病变是其造成呼吸

道损伤的主要原因。流感病毒的生命周期高度依赖宿

主, 多种宿主因子参与了流感病毒的复制过程[12]; 而在

病毒入侵过程中, 宿主细胞的抵抗病毒感染反应也被

激活。干预流感病毒复制、减缓病毒对宿主的损伤可

有效控制感染, 已成为了抗流感病毒新药研发的目标。

随着基因编辑和基因文库筛选技术的发展, 目前发现

300余种与流感病毒感染相关的宿主因子[13-17], 靶向宿

主因子已经成为抗病毒药物研究的重要策略[12,13,18], 其

中NexBio公司研发的以唾液酸为靶点的DAS181[19,20]

和Romark实验室研制的靶向流感病毒蛋白质合成环

节的硝唑尼特[21,22]最具有代表性, 相关研究处于临床

研究阶段。

由于与流感病毒感染相关宿主因子数目众多且互

作关系复杂, 采用传统手段难以实现多宿主靶点抗流

感病毒药物的研发。如前所述, 转录组学数据可以从

整体上体现生理和病理过程中细胞和组织中各基因的

表达特征, 近年来转录组学数据的高速积累为抽提疾

病特征提供了数据基础, 为从病毒复制和细胞病变过

程中多个环节研发干预流感病毒相关宿主因子的药物

提供了可能。本研究依据转录组学大数据, 采用流感

病毒感染转录组特征基因反向匹配 (transcriptome

signature reversion, TSR) 策略计算筛选抗流感病毒化

合物。计算过程分为三步: 确定疾病的特征基因; 提

取化合物扰动细胞的特征基因; 将二者特征进行反向

匹配计算获得化合物列表[23]。最终通过对列表中化合

物进行活性评价, 发现了MEK5抑制剂BIX02189具有

广谱抗流感病毒活性 (图1)。

材料与方法

细胞 A549和MDCK细胞购自美国标准生物品

收藏中心 (American Type Culture Collection, ATCC), 用

含10%胎牛血清、100 μg·mL-1青霉素、100 μg·mL-1链霉

素的DMEM培养基进行培养和传代。

病毒 甲型流感病毒H1N1 (A/Puerto Rico/8/1934)

和乙型流感病毒 (B/江西新建/BV/39/2008) 为本实验

室自存[24]。

Figure 1 The workflow of discovering BIX02189 as an anti-

influenza virus compound using transcriptome signature reversion

(TSR) strategy. IAV: Influenza A virus; DEG: Differentially

expressed genes; CD: Characteristic direction; p. i: Post-infection;

Q1: First quartile
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化合物及试剂 上市化合物库 (L1000,纯度 > 95%)、

临床在研化合物库 (L3400, 纯度 > 95%)、天然产物库

(L6000, 纯度 > 95%) 和经典已知活性化合物库 (L4000,

纯度 > 95%)、BIX02189 (纯度 > 99.86%, T2416) 和对

照化合物利巴韦林 (纯度 > 98%, T0684) 均购自上海

陶素生化科技有限公司。所有化合物溶于 DMSO

(Sigma-Aldrich公司, Cat No.34943) 并存储于 -20 ℃。

CellTiter-Glo® 发 光 法 细 胞 活 力 检 测 试 剂 盒

(G7571) 购自 Promega公司。甲型流感病毒血球凝集

素 (hemagglutinin, HA) 抗原检测试剂盒 (KIT11684)

购自北京义翘神州生物技术有限公司。

流感病毒感染特征基因提取流程 以“influenza”、

“lung”和“homo sapiens”为关键词 , 从 GEO 数据库

(Gene Expression Omnibus, https://www. ncbi. nlm. nih.

gov/geo/) 中检索获得流感感染细胞的高通量测序数

据集 (GSE61517 和 GSE104168) 和 DNA 微阵列数据

集GSE71766。首先使用特征方向 (characteristic direc‐

tion, CD) 方法, 以未感染组为对照组分别对 3个数据

集的不同甲型流感病毒株感染 6 组不同细胞 24 h

后的转录组学数据进行差异表达分析, 计算与获得各

基因的特征方向 CD值; 然后应用基于经验贝叶斯统

计学方法的差异基因分析工具 R-limma 软件包[25]对

差异表达水平进行显著性分析, 提取显著性P < 0.005

的基因作为各株流感病毒感染的特征基因; 最后, 从

L1000CDS2 下载的数据库 (https://maayanlab. cloud/

L1000CDS2/#/index) 中提取有特征值CD的基因列表,

将 6组特征基因列表与L1000CDS2中有测定值的基因

取交集, 获得甲流病毒感染肺细胞的特征基因集。

L1000CDS2数据库化合物扰动细胞特征基因提取

流程 LINCS L1000CDS2平台提供了 3 924种化合物

以不同浓度和不同时间下扰动 62种细胞系的基因表

达谱数据[26]。本研究首先从L1000CDS2数据库中获得

全部化合物扰动A549细胞的数据。为保证化合物CD

数据的准确性和可靠性, 进一步以“化合物扰动细胞检

测结果必须包含平行孔 (replicates > 1)”, 和“显著性分

析P < 0.05”为筛选条件, 最终获得2 044组化合物以不

同浓度、不同时间扰动细胞的CD特征值数据集。

TSR 采用余弦相似度算法[26]对 6组流感病毒感

染细胞的特征基因 CD 值与 2 044组化合物扰动细胞

的 CD 特征值数据进行转录组特征基因反向匹配计

算, 分别得到每个化合物逆转不同流感病毒株感染不

同细胞的余弦相似度分数。随后根据 6组分数的第一

四分位数 (first quartile, Q1) 进行汇总及排名, 选取Q1

最小的 50 组不同浓度、处理时间的化合物处理实例

(instance), 即反向调节程度最高的 50组实例, 获得待

活性验证的化合物列表。

CellTiter-Glo 法检测化合物对细胞活力的影响

将A549细胞按细胞数 4×104个细胞/孔接种至 96孔板

中, 培养 4 h后, 将受试化合物或DMSO (0.1%, v/v) 溶

剂对照分别加至细胞培养液。培养 20 h后, 用 1×PBS

润洗细胞1次, 加入含2 μg·mL-1 TPCK-trypsin的F-12K

培养基于 37 ℃、5% CO2孵育细胞 1 h。吸弃培养基 ,

加入含有待测化合物或等体积DMSO (0.1%, v/v) 的生

长 维 持 液 F-12K ( 含 0.5 μg·mL-1 TPCK-trypsin 和

0.075% BSA) 150 μL, 置于培养箱中培养 24 h。使用

CellTiter-Glo®发光法细胞活力检测试剂盒检测相对光

单位 (relative light unit, RLU) 值 , 并计算细胞活力。

以 DMSO 溶剂对照组数值为细胞活力 100%, 计算加

药孔细胞存活率 (公式1)[27]:

细胞存活率% =
RLU加药组

RLU溶剂对照组

× 100% (1)

化合物抗甲型流感病毒感染体外活性评价 采用

H1N1 (A/Puerto Rico/8/1934) 感染A549细胞模型评价

化合物对病毒感染致细胞病变的影响。将A549细胞

以 4×104个细胞/孔的密度接种于 96孔板, 4 h后加入待

测化合物, 以利巴韦林为阳性对照, 以等体积 DMSO

(0.1%, v/v) 为溶剂对照, 继续培养 20 h。吸弃培养基,

并用 1×PBS 润洗 1 次 , 随后加入含 2 μg·mL-1 TPCK-

trypsin 和病毒 (MOI = 0.02) 的 F-12K 培养基 , 轻晃摇

匀, 37 ℃、5% CO2孵育细胞 1 h。吸弃培养基, 加入含

有待测化合物、阳性对照利巴韦林或等体积 DMSO

(0.1%, v/v) 的生长维持液F-12K (含 0.5 μg·mL-1 TPCK-

trypsin 和 0.075% BSA) 150 μL, 置于培养箱中培养

24 h。使用 CellTiter-Glo®检测 RLU 值并计算细胞活

力, 以未感染病毒的DMSO溶剂对照组数值为细胞活

力 100%, 计算加药孔的细胞存活率 (公式 1), 采用公

式2计算病变百分率:

病变百分率% = 100% - 细胞存活率% (2)

并根据病变百分率计算病毒抑制百分率 (公式3):

病毒抑制百分率% =

病毒对照组病变率 - 待测化合物组病变率
病毒对照组病变率

×

100% (3)

使用 GraphPad Prism 软件分析实验数据, 计算化

合物的半数有效浓度 (EC50)
[28]。

抗乙型流感病毒化合物体外活性检验 将MDCK

细胞以 3×104个细胞/孔的密度接种于 96孔板, 24 h后

待细胞密度达到 95%以上, 以 100×TCID50感染乙型流

感病毒 (B/江西新建/BV/39/2008), 病毒感染维持液为

MEM培养基 (含 0.2% BSA和 2 μg·mL-1 TPCK-trypsin)
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于 37 ℃、5% CO2培养箱孵育细胞 2 h。用 1×PBS润洗

细胞1次, 随后加入的BIX02189、阳性对照利巴韦林和

溶剂对照 DMSO (0.1%, v/v) 的病毒维持液 150 μL, 于

37 ℃、5% CO2培养箱培养。感染后60 h使用CellTiter-

Glo®检测 RLU 值并计算细胞活力 , 以未感染病毒的

DMSO溶剂对照组数值为细胞活力 100%, 采用公式 1

计算加药孔的细胞存活率, 采用公式2计算病变百分率,

并根据病变百分率计算病毒抑制百分率 (公式3), 使用

GraphPad Prism软件分析实验数据, 计算化合物的EC50。

HA定量检测 H1N1 (A/Puerto Rico/8/1934) 感染

A549细胞同“化合物抗甲型流感病毒感染体外活性评

价”部分, 感染后 24 h收集上清液, 按试剂盒说明书方

法 (北京义翘神州生物技术有限公司, KIT11684) 检测

上清中HA含量, 该含量反映上清中病毒滴度, 根据试

剂盒说明书计算 450 nm吸光度 (optical density at 450

nm, OD450) 的标准曲线、检测限和定量限, 并以公式 4

计算化合物对流感病毒复制的影响。使用 GraphPad

Prism软件分析实验数据, 计算化合物的EC50。

抑制率% = 100% -
OD450加药组

OD450病毒对照组

× 100% (4)

数据分析及统计学方法[29,30] 用 GraphPad Prism

软件分析实验数据, 以浓度-病毒抑制率、浓度-细胞存

活率作散点图, 用非线性拟合浓度-病毒抑制率量效曲

线, 计算EC50和半数细胞毒性浓度 (CC50); 数据分析采

用Student's t-test检验。

结果

1 提取流感病毒感染细胞特征基因进行特征基因反

向匹配计算

本研究首先以“influenza”、“lung”和“homo sapiens”

为关键词, 经GEO检索获得了3组流感病毒感染细胞转

录组学数据集 (GSE61517、GSE71766 和 GSE104168,

表 1[31-33]), 对感染后 24 h数据进行计算分析, 提取流感

病毒感染细胞的转录水平特征基因集。

现有差异基因分析方法包括单变量及多变量等方

法, 其中基于经验贝叶斯统计学方法的微阵列数据线

性模型 (linear models for microarray data, limma) 是经

典的单变量基因差异表达分析方法, 该方法通过线性

拟合准确分析基因差异表达的显著性[25], 但在计算过

程中该方法忽略了机体内不同基因间表达的关联性,

存在一定局限; CD 方法是一种基于线性判别分析算

法 (linear discriminant analysis, LDA) 的多变量基因差

异表达分析方法, 计算时将所有基因表达视为一个整

体, 每个基因视为一个维度, 利用线性判别分析方法,

确定可将实验组与对照组最大程度区分成两簇的超

平面 (separating hyper-plane), 并通过计算超平面的法

向量 (normal vector) 在各维度 (基因) 上的余弦分量

(cosine direction) 获得该基因的 CD值, 作为该基因差

异表达水平的特征值, 该方法在识别特征基因及特征值

计算时具有更高灵敏度[34]。本研究结合了以上两种差异

基因分析方法, 首先应用 limma以未感染组为对照, 进

行 6个单一流感毒株感染 24 h后的单变量差异表达分

析, 计算数据集中全部基因差异表达显著性, 以“P <

0.005”作为阈值提取具有显著性表达的基因列表, 然后

应用CD方法计算相应基因的差异表达特征值, 获得包

含流感病毒感染特征基因及其CD值的6个列表 (略)。

L1000CDS2 数 据 库 由 美 国 国 立 卫 生 研 究 院

(National Institutes of Health, NIH) 资助构建 , 是基于

网络的细胞特征综合文库 (The Library of Integrated

Network-Based Cellular Signatures, LINCS)[35]数据进行

特征方向分析得到的化合物扰动细胞基因表达差异程

度特征方向值数据库, 包含了 3 924种小分子化合物作

用于 62种细胞的 33 197个基因表达谱数据[26], 同时提

供了以CD方法计算的基因差异表达谱作为化合物扰

动细胞的特征值[26]。该数据库提供了网页版和mongo

数据库版本, 可用于进行化合物扰动不同细胞系的基

因表达影响程度检索, 并计算可反向调节疾病特征的

化合物。该方法目前已应用于抗埃博拉病毒的化合物

筛选, 并验证了预测获得的化合物肯帕罗酮的体外抗

埃博拉病毒活性[26]。本研究以肺细胞系“A549”为筛

选条件, 以“P < 0.05”和“replicates > 1”为阈值提取化

合物转录组矩阵 , 获得 LINCS L1000CDS2 数据库中

2 044组包含不同浓度和不同扰动时间的化合物扰动

细胞基因表达谱数据。

Table 1 The GEO datasets used for differentially expressed genes analysis of influenza virus infected cells in this study. MOI: Multiplicity

of infection; RNA-seq: RNA sequencing

GEO accession No.
GSE104168

GSE71766
GSE61517

Experiment type
RNA-seq

Microarray
RNA-seq

Cell line
A549

BEAS-2B
BEAS-2B

Virus strain
H1N1 (A/Puerto Rico/8/1934);

H3N2 (A/New York/238/2015)
H1N1 (A/WSN/33)
H3N2 (Brisbane/10/07);

H3N2 (Perth/16/09);

H3N2 (Udorn/307/72)

MOI
0.5

2
1

Time point/h
24, 48

2, 4, 8, 12, 24, 36, 48, 60, 72
1, 6, 24

Reference
[31]

[32]
[33]
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为保证 TSR 计算基因间对应关系 , 对于 6 组流

感病毒感染细胞特征基因集, 本研究仅保留了包含在

L1000CDS2测定基因集内的特征基因 CD 数据 , 然后

采用余弦相似度方法将化合物扰动细胞每个基因的特

征值 (CD) 与甲流病毒感染细胞每个基因的特征值

(CD) 进行反向匹配, 计算得到2 044个化合物与6组流

感病毒感染CD数据间的余弦相似度列表 (略); 最后,

根据各化合物 6 个余弦相似度数据的第一四分位数

(Q1) 进行排名, 选取Q1最低 (即化合物与疾病特征基

因反向匹配程度最高, 扰动强度最强) 的 50个不同浓

度、处理时间的化合物处理组 (图2) 作为待测化合物列

表, 共包含 49种化合物。由于列表中的 21个化合物难

以获得, 本研究对 28个可获得的化合物 (纯度 > 95%)

进行体外抗甲流病毒感染活性评价 (图1)。

2 化合物抗流感病毒体外活性评价

本研究以 30 μmol·L-1 为终浓度 , 采用甲型流感

H1N1 (A/Puerto Rico/8/1934) 感染A549细胞模型评价

了 28 个化合物对病毒致细胞病变 (cytopathic effect,

CPE) 的影响。结果显示, 醋酸氢化可的松和BIX02189

对甲流病毒致CPE的抑制率大于 50% (图 3)。经检索,

醋酸氢化可的松已有抗流感病毒活性报道, 该适应症

的Ⅲ期临床试验已结束[36]; 而 BIX02189 (图 4A) 未见

抗流感病毒活性报道, 进一步进行化合物对流感病毒

的广谱性评价。

3 BIX02189具有体外抗流感病毒活性

本研究采用甲型流感病毒H1N1 (A/Puerto Rico/8/

1934) 感染A549细胞模型和乙型流感病毒 (B/江西新

建/BV/39/2008) 感染 MDCK 细胞模型评价 BIX02189

的抗流感病毒活性。结果显示 , BIX02189 对 H1N1

(A/Puerto Rico/8/1934) 和乙型流感病毒 (B/江西新建/

BV/39/2008) 感染具有显著抑制活性, EC50分别为 17.1

和 9.4 μmol·L-1 (图4C、D, 表2)。研究还采用酶联免疫吸

附模型 (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)

检测了感染H1N1 (A/Puerto Rico/8/1934) 的A549细胞

上清中HA评价化合物对流感病毒感染A549细胞后上

清中病毒量的影响。结果显示, BIX02189可降低感染

Figure 2 The cosine similarity scores of the top 50 compounds with the lowest Q1 score in TSR process. The first quartile, median, third

quartile were calculated from the 6 cosine similarity values with influenza CD signatures of each compound perturbation instances. The Y

axis lists the compound perturbation instances as "compound name-perturbation time/h-compound concentration/μmol·L-1"
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H1N1的A549上清中的病毒水平, EC50为 6.9 μmol·L-1

(图 5、表 2)。上述结果提示, BIX02189具有体外抗甲

流和乙流病毒感染活性, 对流感病毒中可引起人类急

性呼吸道疾病的两类流感病毒感染具有广谱抗病毒活

性。本研究还评价 BIX02189 对 A549 和 MDCK 细胞

活力的影响。结果提示 , BIX01289 (30 μmol·L-1) 对

Figure 4 The effects of BIX02189 on influenza virus infection caused CPE of A549 and MDCK cells. A: The chemical structure of

BIX02189; B: The cell viability of BIX02189 in A549 and MDCK cells. Cells treated with 0.1% DMSO (v/v) were utilized as the indicator

of 100% cell viability. The assay was performed in duplicate; C: The inhibitory effect of BIX02189 and positive control ribavirin on H1N1

(A/Puerto Rico/8/1934) infection in A549 cells; D: The inhibitory effect of BIX02189 and positive control ribavirin on B/Jiangxi Xinjian/

BV/39/2008 infection in MDCK cells. The CPE was measured by a CellTiter-Glo Kit (Promega, G7571) in quadruplicate. A DMSO (0.1%,

v/v) vehicle control was used as the indicator of 100% infectivity. Error bars represent the standard deviation from 4 individual wells for

inhibition of infectivity and 3 individual wells for cell viability. The dose response curves were generated by GraphPad Prism software

Table 2 The effects of BIX02189 on influenza virus infection. EC50: Half maximal effective concentration; EC50 95% CI: 95% confidence

interval of EC50; CC50: Half maximal cytotoxic concentration; ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay

Compound

BIX02189

Ribavirin

Virus

A/Puerto Rico/8/1934

B/Jiangxi Xinjian/BV/39/2008

A/Puerto Rico/8/1934

B/Jiangxi Xinjian/BV/39/2008

Cell line

A549

MDCK

A549

MDCK

Activity against influenza infection

Method

CPE

ELISA

CPE

CPE

ELISA

CPE

EC50/μmol·L-1

17.1

6.9

9.4

97.9

14.9

7.1

EC50 95% CI/μmol·L-1

11.7-22.5

5.9-8.2

8.4-10.4

81.9-127.2

11.3-19.0

2.6-10.4

CC50/μmol·L-1

> 30

> 30

> 300

> 300

Figure 3 The effect of 28 compounds at 30 μmol·L-1 on A549 cells cytopathic effect (CPE) caused by H1N1 (A/Puerto Rico/8/1934) with

an MOI of 0.02. The CPE was measured by a CellTiter-Glo Kit. The assay was performed in quadruplicate. The bar graph denotes the mean

and the standard deviation of inhibition rate on CPE. Error bars represent the standard deviation from 4 individual wells
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A549和MDCK细胞增殖无显著影响 (图4B、表2)。

4 BIX02189抗甲型流感病毒机制分析

BIX02189是美国勃林格殷格制药公司 (Boehringer

Ingelheim Pharmaceuticals) 研发的丝裂原活化细胞外

信号调节激酶 5 (mitogen-activated protein kinase 5,

MEK5) 抑制剂 , 可通过特异性抑制 MEK5 (IC50:

1.5 nmol·L-1) 阻断细胞外信号调节激酶 5 (extracellular

signal-regulated kinase 5, ERK5) 的磷酸化[37]。当流感

病毒感染细胞时 , 细胞 ERK5 有丝分裂原活化蛋白

(mitogen-activated protein kinase, MAPK) 通路被激活,

但有研究显示通过显性负性突变体或寡核苷酸结构对

ERK5或其上游激酶MEK5进行干预均对流感病毒的

复制效率或宿主对病毒感染的应答无影响[38], 故推测

BIX02189的抗流感活性与其抑制MEK5无关。

LINCS L1000FWD是一个基于无监督机器学习的

成簇分析方法, 根据化合物在LINCS L1000和LINCS

L1000CDS2基因表达数据特征的相似性, 进行潜在作

用靶点预测和通路富集分析的在线交互性可视化平

台[39]。本研究根据 BIX02189扰动的基因表达特征与

其他 LINCS L1000 化合物的相似性 , 采用 LINCS

L1000FWD检索, 预测其对除MEK5以外其他通路转

录水平的影响[40]。如表 3所示, Raf/MEK/ERK通路抑

制剂在L1000FWD预测中的可能性 (probability) 最高,

达 53.58%。有研究显示 , 甲流病毒感染会引发 Raf/

MEK/ERK级联反应的双相激活, 抑制Raf信号通路会

导致流感病毒核糖核蛋白复合物 (ribonucleoprotein

complexes, RNP) 滞留在细胞核, 提示有丝分裂级联反

应对病毒颗粒的生成和RNP的输出起到关键作用[41]。

通过ELISA检测病毒感染上清液中BIX02189对病毒

颗粒生成的抑制作用 , 结果提示可能与 BIX02189 对

Raf/MEK/ERK 通路的抑制作用有关。由此推测 ,

BIX02189可能通过Raf/MEK/ERK影响了流感病毒颗

粒的生成和释放, 发挥抗流感病毒作用。

讨论

TSR是一种基于反向调节转录组整体特征, 挖掘

对疾病具有反向调节能力化合物的药物虚拟筛选方

法[23]。本研究即采用此策略, 首先抓取不同流感毒株

感染不同肺部或呼吸道细胞系的疾病特征[31-33], 然后

计算获得可对不同毒株感染不同细胞系均具有显著反

向调节作用的化合物。传统的高通量抗病毒药物实验

筛选阳性率仅为 0.01%～0.1%[28,42], 而本研究应用TSR

方法所获得的阳性化合物率为 7.1% (2/28), 筛选效率

显著提高。两个活性化合物之一的BIX02189抗流感

病毒活性为首次发现。

BIX02189原靶点为MEK5, 而现有研究表明抑制

MEK5 不影响流感病毒的复制或宿主应答[37], 即

BIX02189不是通过其原生物活性发挥抗流感病毒作

用的。采用 LINCS L1000FWD 的无监督成簇分析化

合物基因转录的整体变化相似性, 结果显示BIX02189

可能抑制了与流感病毒颗粒生成和释放相关的 Raf/

MEK/ERK级联反应, 起到抗流感病毒作用。

本研究通过对 6组不同细胞系被不同流感毒株感

Figure 5 Effect of BIX02189 on influenza A virus replication. The hemagglutinin (HA) detection of ELISA was performed on the

supernatant of H1N1 (A/Puerto Rico/8/1934) infected A549 cells following the same procedure of CPE assay. The supernatant was collected

24 h post-infection. The HA quantity was measured by the ELISA kit (KIT11684, SinoBiological, Beijing, China) in duplicate. Error bars

represent the standard deviation from 2 individual wells for inhibition of HA and both experiments were conducted 3 times with similar

results. The dose response curves were generated by GraphPad Prism software

Table 3 Mode of actions (MOA) of BIX02189 analysis by

L1000FWD (https://maayanlab.cloud/L1000FWD/)

Predicted mode of action
Raf inhibitor
PARP inhibitor
EGFR inhibitor
Calcium channel blocker
Cyclooxygenase inhibitor
CDK inhibitor
Adrenergic receptor antagonist
Tubulin polymerization inhibitor
Dopamine receptor antagonist
MEK inhibitor

Probability
0.535 8
0.072 9
0.041 8
0.032 4
0.028 9
0.025 3
0.021 0
0.019 1
0.018 8
0.018 1
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染 24 h的转录组学数据分析, 应用TSR方法进行计算

并活性验证 28个化合物, 成功从 2 044组化合物数据

中发现具有抗甲流和乙流病毒活性化合物BIX02189,

其抗甲型流感病毒活性优于利巴韦林, 该化合物抗流

感活性为首次报道。此外, 与传统高通量筛选相比, 本

研究显著提高了筛选效率, 降低了人工、时间和经济成

本, 提示采用合理的大数据分析方法, 充分利用转录组

学数据资源可能成为未来活性化合物发现的重要

途径。
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