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CDK抑制剂夫拉平度抗冠状病毒作用机制研究

王丽丹, 郭赛赛, 岑 山*

(中国医学科学院、北京协和医学院医药生物技术研究所, 北京 100050)

摘要: 冠状病毒属冠状病毒包含多种人类致病病毒, 抗冠状病毒药物研发具有重要价值。开发靶向宿主细胞的

抗病毒药物不仅有助于发展新的抗病毒策略, 同时有利于解决病毒突变而带来的耐药性等问题。本课题组前期研

究发现, 细胞周期依赖性蛋白激酶 (cell cycle-dependent protein kinases, CDKs) 参与冠状病毒的复制, 成为潜在的抗

病毒靶点。本研究发现广谱 CDK 抑制剂夫拉平度显著抑制严重急性呼吸系统综合征冠状病毒 2 (severe acute 

respiratory syndrome coronavirus 2, SARS-CoV-2) RNA依赖性RNA聚合酶 (RNA dependent RNA polymerase, RdRp) 

活性。进一步研究表明, 夫拉平度抑制SARS-CoV-2 RdRp的RNA合成效率。此外, 夫拉平度能够有效抑制人类冠

状病毒OC43 (human coronavirus OC43, HCoV-OC43) 的复制。本研究表明, CDK抑制剂夫拉平度可能是潜在的抗

冠状病毒药物。
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The mechanism of anticoronaviral action of CDK inhibitor 
flavopiridol
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Abstract: Coronaviruses of the genus Coronavirus contain a variety of human pathogenic viruses, and the 

development of anti-coronavirus drugs is of great value. The development of antiviral drugs targeting host cells is 

not only helpful for the development of new antiviral strategies, but also for solving problems such as drug 

resistance due to viral mutations. Our preliminary study identified that cell cycle-dependent protein kinases 

(CDKs) involved in coronavirus replication, for which they would be potential anticoronaviral targets. In this study, 

we found that the broad-spectrum CDK inhibitor flavopiridol significantly inhibited severe acute respiratory 

syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) RNA dependent RNA polymerase (RdRp) activity. Further studies showed 

that flavopiridol suppressed the RNA synthesis efficiency of SARS-CoV-2 RdRp. In addition, flavopiridol 

effectively restricted the replication of human coronavirus OC43 (HCoV-OC43). Therefore, our study suggested 

that the CDK inhibitor flavopiridol may be a potential anticoronaviral drug.
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冠状病毒属于冠状病毒科冠状病毒属病毒, 其基

因组为单股正链RNA。根据系统发育树可分为 α、β、

γ、δ四个属。其中 β冠状病毒属包括多种可感染人的

冠状病毒 , 如人类冠状病毒 OC43 (human coronavirus 

OC43, HCoV-OC43)、中东呼吸综合征冠状病毒 (Middle 

East respiratory syndrome coronavirus, MERS-CoV) 和

严重急性呼吸综合征冠状病毒 (severe acute respiratory 

syndrome coronavirus, SARS-CoV)。 MERS-CoV 和
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SARS-CoV是对人类具有高致病性的冠状病毒[1,2]。于

2019 年暴发的严重急性呼吸系统综合征冠状病毒 2 

(severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, 

SARS-CoV-2) 引发冠状病毒大流行病[3], 导致全球超

过 690万人死亡, 对人类健康和经济造成巨大负担[4]。

由于病毒变异快速且频繁, 使得已有的防控冠状病毒

感染的药物或疫苗作用效果减弱[5-7], 提示研究者寻找

更加有效且作用范围广泛的潜在抗冠状病毒药物或疫

苗的必要性。

近年来, 靶向宿主的抗病毒药物因其抗病毒活性

强、耐药性低及受病毒变异影响较小等优点, 日益成为

开发新型靶点的抗病毒新疗法[8-10]。细胞周期依赖

性蛋白激酶 (cyclin-dependent kinases, CDKs) 是真核

细胞中推动细胞周期进程的核心宿主因子, 在细胞分

裂和转录调节等方面发挥重要功能[11]。大量研究表

明, 病毒感染能够利用宿主细胞内CDKs, 引发细胞周

期失调和克服宿主限制因素 , 从而促进多种病毒复

制[12]。 已 报 道 , 人 类 免 疫 缺 陷 病 毒 1 型 (human 

immunodeficiency virus type 1, HIV-1)[13]、单纯疱疹病

毒 1型 (herpes simplex virus type 1, HSV-1)[14]和甲型流

感病毒 (influenza A virus, IAV)[15]均能通过CDKs调控

病毒复制。此前 , 本课题组的研究发现宿主因子

CDK2 与 SARS-CoV-2 非结构蛋白 12 (non-structural 

protein 12, nsp12) 结合, 诱导 nsp12 的磷酸化, 促进病

毒聚合酶复合物的组装, 从而保证病毒 RNA 合成[16], 

因此, CDK 抑制剂可有效抑制 SARS-CoV-2 复制[16,17], 

有望被开发成为新的抗病毒药物。

夫拉平度 (flavopiridol) 是一种半合成的黄酮类化

合物, 来源于植物生物碱。其作为广谱 CDK 抑制剂, 

可抑制 HIV-1[18]、IAV[19]等病毒复制, 是一种富有前景

的广谱抗病毒药物。前期研究发现, 夫拉平度是潜在

的 SARS-CoV-2抗感染药物[16]。为进一步研究夫拉平

度抑制冠状病毒复制的作用机制, 发展冠状病毒治疗

策略, 本研究利用 SARS-CoV-2 RNA聚合酶药物评价

系统证明夫拉平度显著抑制 SARS-CoV-2 RNA合成。

夫拉平度抑制 SARS-CoV-2 RNA 聚合酶活性半数效

应浓度 (concentration for 50% of maximal effect, EC50) 

为 0.1 μmol·L-1, 并且表现出较强的抑制 HCoV-OC43

活性及低细胞毒性。该研究表明, 夫拉平度是潜在的

抗冠状病毒药物。

材料与方法

细胞、病毒与试剂 人胚肾细胞HEK293T和仓鼠

肾成纤维细胞BHK21细胞系为本实验室冻存, 维持于

含 10% 胎牛血清 DMEM 培养基 , 于 5% CO2 条件下

37 ℃恒温培养; 重组人冠状病毒 HCoV-OC43病毒获

赠于中国疾病预防控制中心, 扩增于 BHK21细胞系; 

胎牛血清、DMEM培养基均购自于美国赛默飞公司; 夫

拉平度 (货号: HY-10005)、瑞德西韦 (货号: HY-104077) 

(MedChemExpress公司) 溶解于二甲基亚砜溶液; 腔肠

素 h (货号: 50909-86-9, 上海翌圣生物科技有限公司); 

细胞总RNA提取试剂盒 (货号: RC101-01)、荧光定量

PCR反应试剂盒Taq Pro Universal SYBR qPCR Master 

Mix (货号: Q712-02) 均购自南京诺维赞公司; 细胞增

殖及毒性检测试剂盒 CCK-8 (货号: MA0218, 大连美

仑生物公司); 反转录酶 MMLV (货号 : 639574, 日本

Takara公司); Flag标签一抗DYKDDDDK Tag antibody 

(货号 : 8146)、β -actin 一抗 (货号 : 4967) 购自于 Cell 

Signaling Technology公司; 辣根过氧化物酶标记山羊

抗小鼠 IgG (货号: ZB-2305)、辣根过氧化物酶标记山

羊抗兔 IgG (货号 : ZB-2301) 购自于北京中杉金桥

公司。

质粒 SARS-CoV-2 RdRp 质粒和高斯荧光素酶

报告基因 (Guassia luciferase, GLuc) 质粒依据报道文

献[20]构建。SARS-CoV-2 nsp7、nsp8和 nsp12分别在 C

端带有Flag标签。GLuc报告基因质粒由CMV启动子

驱动, GLuc正链两侧为 SARS-CoV-2 5′非翻译区和 3 ′

非翻译区序列。

细胞总RNA提取和荧光定量PCR反应 取每毫

升细胞数为 2×105 个细胞铺板于含 10% 胎牛血清

DMEM培养基的 6孔板中, 至完全贴壁后进行转染, 加

入阳性对照 5 μmol·L-1瑞德西韦或不同浓度的夫拉平

度培养至 24 h, 收集细胞 , 根据说明书使用细胞总

RNA提取试剂盒裂解细胞并提取RNA。在进行反转

录时, 根据说明书使用反转录酶 MMLV 将 RNA 反转

录为 cDNA, 所使用的特异性引物序列, 正链-Gluc-RT: 

5′-TGGATCTTGCTGGCGAATGT-3′ ; 负 链 -Gluc-RT: 

5′-ACTGTCGTTGACAGGACACG-3′ 。使用 Taq Pro 

Universal SYBR qPCR Master Mix 试剂盒进行荧光定

量 PCR 反应 , PCR 反应的引物和内参基因引物为

GLuc-F: 5′-CGGGTGTGACCGAAAGGTAA-3′ ; GLuc-R: 

5′-TGGATCTTGCTGGCGAATGT-3′ ; GAPDH-F: 5′- 

GTCCACTGGCGTCTTCACCA-3′ ; GAPDH-R: 5′- 

GTGGCAGTGATGGCATGGAC-3′。

GLuc活性检测 腔肠素 h粉末溶解于无水乙醇

中 , 配成浓度为 1.022 mmol·L-1腔肠素储存液。使用

时, 利用 PBS溶液将储存液稀释为 16.7 μmol·L-1底物, 

并在暗处放置 30 min。取 10 μL细胞上清于白色非透

明 96 孔板中 , 加入 60 μL 底物混合 , 使用 Berthold 

Centro XS3 LB 960 微孔板发光计 , 检测时间为 0.5 s, 
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读取荧光强度值。

细胞毒性检测 使用细胞增殖及毒性检测试剂盒

CCK-8 评价夫拉平度在 BHK21 细胞上的细胞毒性。

细胞铺板于 96孔板中至完全贴壁, 加入 1 μL起始终浓

度为 10 μmol·L-1, 3倍浓度梯度稀释的夫拉平度, 孵育

48 h, 加入 10 μL CCK-8试剂于 37 ℃、5% CO2条件下

孵育90 min, 于450 nm处测量吸光度值。

蛋白免疫印迹 使用蛋白上样缓冲液于 100 ℃下

裂解细胞, 并通过 10% SDS-PAGE分离目的蛋白。将

目的蛋白转印至 PVDF膜上, 5%脱脂牛奶封闭, 依次

进行一抗、二抗孵育, 使用ECL显影液于Gel Doc XR+

分子成像仪成像。

抗冠状病毒活性检测 根据文献[21]进行夫拉平度

抗人冠状病毒HCoV-OC43活性检测。该病毒为海肾

荧光素酶 (renilla luciferase, RLuc) 基因替换病毒 nsp2

构成的重组人冠状病毒, 检测RLuc荧光强度即可表征

HCoV-OC43 复制水平。BHK21 (每毫升 1×105个) 铺

板于平底 96孔板至完全贴壁, 加入 1 μL起始终浓度为

10 μmol·L-1, 3倍浓度梯度稀释的夫拉平度, 以病毒感

染复数 (multiplicity of infection, MOI) 为 0.1 的 HCoV-

OC43 进行细胞感染 , 孵育 48 h, 使用细胞裂解液于

37 ℃暗处裂解细胞 30 min, 取 10 μL细胞裂解上清, 腔

肠素h测量RLuc荧光强度。

统计学分析 使用 GraphPad Prism 8.0 软件进行

数据统计学分析, 采用单因素方差分析和 t检验进行差

异分析, P < 0.01、P < 0.001、P < 0.000 1表示具有显著

性差异。

结果

1　夫拉平度抑制SARS-CoV-2 RdRp活性

在前期研究中, 本课题组已建立了一个基于细胞

水平的 SARS-CoV-2 RNA 依赖性 RNA 聚合酶 (RNA-

dependent RNA polymerase, RdRp) 抑制剂的筛选系

统[20], 并筛选出一系列 SARS-CoV-2 RdRp 抑制剂 , 其

中包括 CDK2 抑制剂 SNS-032[16,20]。该系统由两部分

组成 : 荧光素酶 GLuc 报告质粒和表达 SARS-CoV-2 

RdRp 的 nsp7、nsp8 和 nsp12 质粒。在 CMV 启动子驱

动下, 插入到 SARS-CoV-2病毒 RNA序列 5′非翻译区

和 3′非翻译区之间的GLuc被RdRp识别并扩增, 使得

GLuc表达水平大幅增加, 因此检测的GLuc水平可代

表 SARS-CoV-2 RdRp 的活性。本研究利用该系统探

究了 CDK抑制剂——夫拉平度对 SARS-CoV-2 RdRp

活性的影响。在 HEK293T 细胞中 , 共同转染荧光素

酶 GLuc 报告质粒和 SARS-CoV-2 RdRp Flag-nsp7、

Flag-nsp8和 Flag-nsp12质粒, 持续 24 h, 检测细胞上清

中GLuc表达。DMSO设置为空白对照组, 以瑞德西韦

作为该实验的阳性对照。结果表明, 0.5 μmol·L-1夫拉

平度显著抑制SARS-CoV-2 RdRp的活性 (图1)。

2　夫拉平度以剂量依赖方式抑制SARS-CoV-2 RdRp

接下来, 本研究测定了夫拉平度抑制SARS-CoV-2 

RdRp 的 EC50 以及对实验细胞 50% 细胞毒性浓度值 

(concentration of cytotoxicity 50%, CC50), 以瑞德西韦

作为阳性对照组。结果表明 (图2), 夫拉平度以剂量依

赖方式抑制 SARS-CoV-2 RdRp, EC50为 0.10 μmol·L-1, 

CC50 为 0.91 μmol·L-1。阳性对照瑞德西韦 EC50 为

2.62 μmol·L-1, CC50大于 10 μmol·L-1。研究表明, 夫拉

平度体外抑制SARS-CoV-2 RdRp优于瑞德西韦, 且其

抑制活性并非源于细胞毒性。

3　夫拉平度抑制SARS-CoV-2正链和负链RNA合成

为了进一步验证夫拉平度抑制 SARS-CoV-2 

RdRp从而抑制SARS-CoV-2 RNA合成, 本研究分别以

细胞内合成的荧光素酶报告基因GLuc正链和负链特

异性引物合成 GLuc 基因的正链和负链。由于在

SARS-CoV-2 5′非翻译区和 3′非翻译区之间 , GLuc 基

因序列代替了SARS-CoV-2的保守区域序列 (conserved 

domain sequences, CDS), 因此合成的 GLuc 正链和负

Figure 1　 Inhibition of SARS-CoV-2 RdRp by flavopiridol. A: Flavopiridol inhibited SARS-CoV-2 RdRp activity. Remdesivir as the 

positive control and DMSO as the blank control were used; B: Protein immunoblotting was performed to characterize the expression levels 

of SARS-CoV-2 RdRp Flag-nsp7, Flag-nsp8 and Flag-nsp12. n = 3, x ± s. SARS-CoV-2: Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2; 

RdRp: RNA-dependent RNA polymerase; nsp: Non-structural protein
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链即可代表 SARS-CoV-2核酸序列的正链和负链。首

先, 在不同的药物浓度下, 细胞共同转染GLuc质粒和

SARS-CoV-2 RdRp 质粒 , 24 h 后 , 收集细胞并提取总

RNA, 通过 qRT-PCR 法检测 SARS-CoV-2 正链和负链

RNA表达水平, 并进行相对定量, 同时, 利用蛋白免疫

印迹检测SARS-CoV-2 RdRp的表达水平, 设置DMSO

为空白对照组, 瑞德西韦为阳性对照组。结果表明, 夫

拉平度显著抑制 SARS-CoV-2 正链和负链 RNA 的合

成。与空白对照组相比 , 0.3 μmol·L-1 夫拉平度抑制

SARS-CoV-2 RNA 合成约为 80%, 0.1 μmol·L-1夫拉平

度抑制 SARS-CoV-2 RNA 合成约 60%, 与阳性对照

5 μmol·L-1瑞德西韦相当 (图3)。

4　夫拉平度对人冠状病毒 HCoV-OC43 抗病毒活性

评价

为了评价夫拉平度是否对冠状病毒复制产生抑制

作用, 本研究利用重组人类冠状病毒 HCoV-OC43, 测

量夫拉平度对 HCoV-OC43复制的影响[21]。在药物不

同的浓度下, 利用MOI为 0.1的HCoV-OC43病毒感染

其宿主细胞 BHK21, 48 h 后分析 HCoV-OC43 病毒复

制水平, 同时测试各浓度下药物对细胞毒性作用的影

响, 以瑞德西韦作为阳性对照。结果显示, 夫拉平度以

剂量依赖方式抑制 HCoV-OC43 病毒复制 , EC50 为

Figure 2　 Flavopiridol inhibited SARS-CoV-2 RdRp in a dose-dependent manner. The EC50 of flavopiridol (A) and remdesivir (B) 

inhibiting SARS-CoV-2 RdRp (upper panel), as well as the CC50 (lower panel) to HEK293T cells. EC50: Concentration for 50% of maximal 

effect; CC50: Concentration of cytotoxicity 50%

Figure 3　 Flavopiridol suppressed SARS-CoV-2 RNA synthesis in both plus- and mini-strand. A: Inhibitory effect of flavopiridol on 

SARS-CoV-2 plus-strand (left panel) and mini-strand (right panel) RNA synthesis. Remdesivir was the positive control and DMSO was the 

blank control in this experiment; B: Protein immunoblotting to detect the expression levels of SARS-CoV-2 RdRp Flag-nsp7, Flag-nsp8 and 

Flag-nsp12. n = 3, x ± s.

·· 1283



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2024, 59(5): 1280−1285

0.12 μmol·L-1, CC50大于 10 μmol·L-1, 治疗指数 (thera‐

peutic index, TI) 大于83.33 (图4A), 阳性对照瑞德西韦

抑制HCoV-OC43病毒复制 EC50为 1.09 μmol·L-1, CC50

大于20 μmol·L-1, TI大于18.35 (图4B)。上述实验结果

表明, 夫拉平度抑制HCoV-OC43病毒复制的能力优于

瑞德西韦。

讨论

病毒感染引发宿主细胞周期调控从而使宿主环境

往有利于病毒复制的方向发展[22], CDKs 作为细胞周

期调节蛋白在其中发挥重要作用[16]。CDK 抑制剂通

过ATP竞争性或非竞争性与CDKs结合从而产生药理

学活性[12]。自上世纪以来, 已有多种CDK抑制剂获批

进入临床试验, 包括夫拉平度和瑞博西尼[23,24], 但是目

前针对CDK抑制剂的药理活性研究大多集中在抗肿

瘤活性上[24]。近年来, 靶向宿主的CDK抑制剂因抗病

毒活性强且耐药性低等优点, 在抗病毒研究中备受关

注[25]。本研究对夫拉平度影响人冠状病毒HCoV-OC43

复制的能力进行了评估。结果显示, 夫拉平度在BHK21

细胞上有效抑制 HCoV-OC43, EC50 为 0.12 μmol·L-1, 

TI大于 83.33, 其抗病毒活性优于阳性对照瑞德西韦, 

并且兼具低细胞毒性 (图4)。

本研究发现 , 夫拉平度显著抑制 SARS-CoV-2 

RNA聚合酶 RdRp活性 (图 2A) 以及病毒正链和负链

RNA合成 (图 3A)。基于前期研究结果, 课题组推测夫

拉平度通过抑制CDK2活性, 阻断 nsp12的磷酸化和病

毒 RNA 合成。此外 , 夫拉平度能够通过抑制 CDK9/

cyclin T (positive transcription elongation factor b, 

P-TEFb) 的活性, 从而阻止RNA聚合酶 II C端结构域

的磷酸化 , 进而导致转录抑制[26]。HIV TAT 蛋白[27]、

DENV C 蛋白[28]及 IAV RdRp[29]等多种病毒蛋白与

P-TEFb相互作用, 促进自身基因组的转录和复制。目

前, 尚不清楚 P-TEFb是否也参与了冠状病毒 RNA的

合成, 因此也不排除夫拉平度通过抑制P-TEFb活性从

而抑制病毒复制。

据文献报道, 夫拉平度对包括淋巴癌、前列腺癌、

乳腺癌、白血病等多种癌症有效[30]。夫拉平度在实体

瘤的 I临床试验研究中发现其剂量限制性毒性是分泌

性腹泻, 在 50和 78 mg·m-2·d-1时, 平均稳态血药浓度分

别为278和390 nmol·L-1[31]。本研究发现, 夫拉平度抑制

SARS-CoV-2 RdRp活性的EC50为 100 nmol·L-1 (图 2A), 

抑制 HCoV-OC43病毒复制的 EC50为 120 nmol·L-1 (图

4A), 提示夫拉平度应用于抗冠状病毒具有一定的可

能性, 但仍需要体内实验证明。

总而言之 , 本结果表明 , 夫拉平度显著抑制

SARS-CoV-2 RdRp活性, 同时, 其对HCoV-OC43复制

表现出强烈抑制作用, 提示夫拉平度是一种潜在的抗

冠状病毒药物。CDKs通过周期调控和转录抑制等方

面对病毒复制产生影响, 成为一类极具潜力的抗病毒

治疗靶点。本研究为夫拉平度治疗冠状病毒感染提供

了理论依据, 将进一步推动夫拉平度抗病毒感染研究。
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