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富马酸替诺福韦二吡呋酯体外抗寨卡病毒活性研究
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摘要: 富马酸替诺福韦二吡呋酯 (tenofovir disoproxil fumarate, TDF) 是一种核苷类似物 (nucleoside analogues),

已广泛用于临床治疗人类免疫缺陷病毒 (human immunodeficiency virus, HIV) 和乙型肝炎病毒 (hepatitis B virus,

HBV) 感染。本研究旨在探讨TDF是否具有体外抗寨卡病毒 (Zika virus, ZIKV) 活性。首先通过噬斑抑制实验在细胞

水平检测TDF是否具有抑制ZIKV作用, 随后通过实时荧光定量 PCR (real-time quantitative PCR) 实验和蛋白质印

迹 (Western blot) 实验分别在RNA水平和蛋白水平进一步验证TDF的抗ZIKV活性, 最后通过MTT实验检测TDF

的细胞毒性。结果发现, TDF不仅可降低ZIKV感染细胞后噬斑形成, 还可抑制ZIKV RNA复制和ZIKV NS2B蛋

白的表达, 其对ZIKV的半数有效浓度 (50% effective concentration, EC50) 为 14.96～27.47 μmol·L-1。阳性药物利巴

韦林抑制ZIKV的EC50为56.01 ± 12.16 μmol·L-1。MTT检测结果表明, TDF和利巴韦林的细胞毒性很小, 半数细胞毒

浓度 (50% cytotoxic concentration, CC50) 均大于 500 μmol·L-1。通过 CC50/EC50计算出 TDF 的治疗指数 (therapeutic

index, TI) 大于 18.20, 高于阳性对照药利巴韦林。本研究表明, TDF在细胞、RNA及蛋白水平均具有很好的体外抗

ZIKV活性, 有望成为抗ZIKV治疗的候选药物。
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Abstract: Tenofovir disoproxil fumarate (TDF) is a nucleoside analogue that has been widely used for clinical

treatment of human immunodeficiency virus (HIV) and hepatitis B virus (HBV) infection. The aim of this study

was to investigate whether TDF has anti-Zika virus (ZIKV) activity in vitro. The inhibitory effect of TDF on ZIKV

was detected by plaque reduction assay. Then, the anti-ZIKV activity of TDF at RNA level and protein level was

verified by real time quantitative PCR and Western blot. Finally, MTT assay was used to determine the cytotoxicity

of TDF. Our results showed that TDF not only reduced the formation of plaque after ZIKV infection, but also
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inhibited the replication of ZIKV RNA or expression of ZIKV NS2B protein. The 50% effective concentration

(EC50) of TDF in inhibition of ZIKV replication were 14.96-27.47 μmol·L-1, while that of ribavirin was 56.01 ±

12.16 μmol·L-1, which served as the positive control. The cytotoxicity of TDF and ribavirin in Vero cells were very

low, with their 50% cytotoxic concentration (CC50) values being greater than 500 μmol·L-1. The therapeutic index

of TDF calculated by CC50/EC50 was greater than 18.20, which was significantly higher than that of ribavirin.

The results suggest that TDF has good anti-ZIKV activity in vitro and is expected to become a candidate drug

for anti-ZIKV therapy.
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寨卡病毒 (Zika virus, ZIKV) 是一种虫媒传播病

毒, 主要通过伊蚊叮咬进行传播。该病毒最早于 1947

年科学家在乌干达寨卡森林中的恒河猴血清中分离得

到 , 因此被命名为寨卡病毒[1]。ZIKV 的颗粒呈球形 ,

直径约 40 nm, 是不分节段的单股正链 RNA 病毒。

ZIKV基因组全长约 11 kb, 仅含有 1个开放阅读框, 编

码 3 个结构蛋白和 7 个非结构 (non-structural, NS) 蛋

白。结构蛋白分别为衣壳蛋白 (capsid, C)、前体膜蛋

白/膜蛋白 (premembrane and membrane, prM/M) 及包

膜蛋白 (envelope, E), 非结构蛋白包括 NS1、NS2A、

NS2B、NS3、NS4A、NS4B和NS5。结构蛋白在病毒颗

粒形成、病毒吸附、融合和进入宿主细胞等环节中发挥

着重要作用, 非结构蛋白参与病毒复制、释放及逃逸宿

主免疫反应。

由 ZIKV 感染引起的疾病称为寨卡病毒病 (Zika

virus disease), 也称为寨卡热。大多数寨卡病毒病都较

轻微并且是自限性的 , 但 ZIKV 感染也有可能造成

患者严重的神经系统、生殖系统、胎儿及胎盘等器官

损伤及并发症 , 如格林-巴利综合征 (Guillian-Barré

syndrome)[2-4], 孕妇感染ZIKV则可导致胎儿脑部先天

性发育畸形, 引起新生儿小头畸形[5,6]。自 2015年来,

ZIKV感染在巴西爆发及其与新生儿小头症的关联, 引

起了全球的高度关注。据统计, 目前全球已有 148个

国家及地区报道了经蚊媒传播的 ZIKV感染[7]。我国

也是ZIKV传播潜在风险最大的国家之一[8]。因此, 防

治 ZIKV感染与传播已成为当务之急。由于 ZIKV的

致病机制尚不完全清楚, 至今仍无特效的药物或疫苗

批准上市用于治疗 ZIKV 感染 , 急需寻找有效的抗

ZIKV药物。

核苷类似物是一类广谱抗病毒药物, 可治疗多种

病毒感染 , 如疱疹病毒、人类免疫缺陷病毒 (human

immunodeficiency virus, HIV)、乙型肝炎病毒 (hepatitis

B virus, HBV) 以及流感和呼吸系统病毒等 DNA 和

RNA病毒。在目前使用的抗病毒药物中近 50%是核

苷类药物[9]。本课题组曾报道核苷类似物阿兹夫定不

仅具有抗 HIV 活性还具有抗登革病毒 (dengue virus,

DENV) 活性[10,11]。此外, 还有很多核苷类似物具有抗

黄病毒作用[12]。富马酸替诺福韦二吡呋酯 (tenofovir

disoproxil fumarate, TDF) 也是一种核苷类似物, 已分

别于 2001年和 2008年获得美国FDA批准上市用于治

疗HIV-1和HBV感染。至今尚未见TDF抗ZIKV感染

作用的研究报道。本研究就TDF是否具有抗ZIKV活

性进行了研究, 期望为临床治疗 ZIKV 感染导致的严

重疾病奠定基础。

材料与方法

药品 TDF由南京安赛莱医药科技有限公司提供,

石家庄龙泽制药股份有限公司生产, 利巴韦林 (ribavirin)

购自大连美仑生物技术有限公司。TDF和利巴韦林的

结构式如图1所示。

主要试剂 培养基、胎牛血清 (fetal bovine serum,

FBS) (Thermo Fisher 公 司); 低 熔 点 琼 脂 糖 、SDS

(Amresco 公司); 结晶紫 ( 北京索莱宝公司); MTT

(Sigma公司), DMF (西陇化工股份有限公司); RNA提

取试剂盒 Roche High Pure Viral RNA Kit (Roche 公

司); 一步法定量试剂盒 RNA-directTM Realtime PCR

Figure 1 The structures of tenofovir disoproxil fumarate (TDF,

A) and ribavirin (B)
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Master Mix (TOYOBO 公司); 引物及 TaqMan 探针

(Takara 公司); ZIKV NS2B 蛋白抗体 (Gene Tex 公司);

β-actin抗体 (北京康为世纪公司)。

细胞与病毒 非洲绿猴肾细胞 (Vero) 和白纹伊

蚊细胞 (C6/36) 分别购自中国科学院上海细胞库和中

国科学院昆明细胞库。Vero细胞培养于含有 10% FBS

的 DMEM 中, C6/36细胞采用含有 10% FBS的 RPMI-

1640培养。所有细胞置于 37 ℃恒温、5% CO2培养箱

中培养。细胞维持液含 4% FBS。根据细胞生长状态

及细胞密度进行传代和实验。ZIKV SZ-WIV01 株

(GenBank: KU963796) 由中国科学院武汉病毒研究所

张波研究员惠赠。采用C6/36细胞进行病毒扩增并采

用噬斑法对所扩增病毒进行滴度测定。

噬斑抑制实验 将Vero细胞种于 12孔板中, 每孔

3×105个细胞, 于 37 ℃恒温、5% CO2培养箱中过夜培

养。待细胞长成单层后 , 弃培养上清 , 用 PBS 洗涤 1

次, 加入 ZIKV病毒 (MOI ≈ 0.1) 吸附 2 h后弃病毒液,

用 PBS洗 3次后加入含有梯度稀释TDF的 2%低熔点

琼脂糖-DMEM (4% FBS) 培养基。37 ℃、5% CO2培

养4天后采用4%多聚甲醛固定15 min, 清洗3次, 加入

0.8%结晶紫染色 10 min, 清洗 3次并烘干。采用酶联

荧光斑点分析仪 (CTL, Immunospot S6 Universal) 进

行图片采集并对噬斑进行统计。根据噬斑数绘制剂量

反应曲线 , 计算半数有效浓度 EC50, 即对 ZIKV 感染

Vero细胞后噬斑形成抑制率为50%时的药物浓度。

病毒产量降低实验 将Vero细胞种于 24孔板中,

每孔1.5×105个细胞, 于37 ℃、5% CO2培养箱中过夜培

养。待细胞长成单层后, 弃培养上清, 用 PBS洗 1次,

加入ZIKV病毒 (MOI ≈ 1) 吸附2 h后弃病毒液, 用PBS

洗 3次后加入含有梯度稀释的 TDF, 37 ℃、5% CO2 培

养箱中培养 72 h 后收集病毒上清并立刻置于-80 ℃

冰箱保存。根据不同浓度 TDF 对 ZIKV RNA 复制的

抑制率计算出TDF的EC50。

RNA 提取及实时荧光定量 PCR 采用试剂盒

Roche High Pure Viral RNA Kit提取病毒上清中的RNA,

具体实验步骤遵循试剂盒说明书。使用定量PCR试剂

盒 RNA-directTM Realtime PCR Master Mix 和 TaqMan

探针在ViiA 7系统 (Life technologies) 下进行实时荧光

定量 PCR。ZIKV NS5 片段通过引物 5'-CCGCTGCC

CAACACAAG-3' 和 3'-TACAGACGTTTTCTTGCAAT

CACC-5'及 TaqMan 探针 5'-FAM-AGCCTACCTTGAC

AAGCAGTCAGACACTCAA-TAMRA-3' 进 行 扩 增 。

实时荧光定量 PCR 的扩增程序为: 90 ℃预变性 30 s;

61 ℃ 20 min; 95 ℃ 30 s; 95 ℃ 15 s; 60 ℃ 1 min。

蛋白印迹实验 将 Vero 细胞种于 24 孔板中 , 每

孔 1.5×105个细胞 , 于 37 ℃、5% CO2培养箱中过夜培

养。待细胞长成单层后, 经ZIKV感染和TDF处理后于

37 ℃、5% CO2培养箱培养 72 h, 倒掉培养上清, 用PBS

清洗 3次, 加入含有蛋白酶抑制剂的蛋白裂解液, 每孔

200 μL, 冰上裂解 30 min。将细胞吹下, 转移至 1.5 mL

EP管内, 12 000 r·min-1离心 5 min (4 ℃), 收集蛋白上

清。将蛋白上清变性制成样品后进行SDS-PAGE电泳 ,

经过转膜、牛奶封闭、一抗孵育、二抗孵育后显影。

MTT检测 采用MTT法检测药物的细胞毒性[13]。

将 Vero 细胞种于 96 孔板中 , 每孔 4×104 个细胞 , 于

37 ℃、5% CO2培养箱中过夜培养。待细胞长成单层, 弃

培养上清, 加入含梯度稀释 TDF的培养基, 每个浓度

设置3个重复孔, 并设置不含药物的对照组。于37 ℃、

5% CO2培养箱中培养4天后, 每孔加入20 μL 5 mg·mL-1

MTT。37 ℃孵育 4 h, 弃 100 μL上清, 加入 100 μL 12%

SDS-50% DMF溶液, 37 ℃孵育过夜。待结晶甲臢完

全溶解 , 选用 Elx800 酶标仪检测 OD 值 , 测定波长为

570 nm, 参考波长为 630 nm。计算出半数细胞毒浓度

CC50, 即对50% Vero细胞产生毒性时的药物浓度。

统计学方法 实验数据采用GraphPad Prism 6软

件进行分析, 数据以
-
x ± s表示, 组间比较采用LSD-t检

验, 以P<0.05为差异有统计学意义。

结果

1 噬斑抑制实验证明TDF具有抗ZIKV活性

本研究以利巴韦林为阳性对照药, 采用噬斑抑制

实验证明了TDF具有抗ZIKV活性 (图 2A), 对不同药

物浓度下的噬斑个数进行统计并与 DMSO 组进行比

较, 算出TDF对ZIKV的抑制率 (图 2B), 从图中可以看

出TDF呈剂量依赖关系抑制ZIKV的复制。计算得出

TDF 对 ZIKV 的半数有效浓度 (50% effective concen‐

tration, EC50) 为 27.47 ± 8.07 μmol·L-1。利巴韦林对

ZIKV的EC50为 56.01 ± 12.16 μmol·L-1。TDF抗ZIKV

活性明显优于利巴韦林。

2 TDF可有效降低ZIKV病毒产量

为了进一步确认 TDF的抗 ZIKV 活性, 接着通过

实时荧光定量 PCR 实验在 RNA 水平检测了 TDF 对

ZIKV RNA复制的抑制作用。将含有梯度稀释TDF的

培养基与感染了ZIKV的细胞共培养 72 h后收集上清

检测 TDF 对 ZIKV RNA 复制的抑制作用 , 结果表明 ,

随着TDF药物浓度的升高, TDF对ZIKV病毒RNA复

制的抑制作用逐渐增强, 当TDF浓度为 25 μmol·L-1时

对ZIKV RNA拷贝数的抑制率已大于 50% (图 3)。因

此, TDF可有效降低ZIKV的病毒产量, 计算得出其对

ZIKV的EC50为14.96 ± 8.29 μmol·L-1。
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3 TDF对ZIKV NS2B蛋白表达的抑制作用

通过病毒产量降低实验确定TDF的抗ZIKV活性

后, 本研究又进一步通过Western blot在蛋白水平检测

了TDF是否具有抗ZIKV活性。将感染了ZIKV的细胞

与含有梯度稀释 TDF的培养基共培养 72 h后收集细

胞, 提取细胞内总蛋白并进行蛋白印迹检测, 结果发现,

随着药物浓度升高, TDF对ZIKV NS2B蛋白表达的抑

制作用逐渐增强 (图 4A), 当TDF浓度为 6.25 μmol·L-1

时, 已可显著抑制ZIKV NS2B蛋白表达 (图4B)。

4 TDF对Vero的细胞毒性

通过MTT实验检测了TDF对Vero细胞的毒性从

而确定 TDF抗 ZIKV的治疗指数。结果表明, 当 TDF

浓度为 500 μmol·L-1时, 细胞存活率依然大于 50% (图

5A), TDF对Vero细胞毒性很小, 半数细胞毒浓度 (50%

cytotoxic concentration, CC50) 大于 500 μmol·L-1。阳性

药物利巴韦林对Vero细胞的CC50也大于 500 μmol·L-1

(图 5B)。通过 CC50/EC50计算出 TDF的治疗指数大于

18.20, 明显高于利巴韦林的治疗指数 (表1)。

Figure 2 Plaque reduction assay to determine anti-ZIKV activity.

A: Plaque reduction assay for TDF and ribavirin in Vero cells; B:

Plaque inhibition curves. Mock: Non-infected cells; DMSO: ZIKV

infected cells. n = 3,
-
x ± s

Figure 3 Dose-dependent reduction of ZIKV yield by TDF. Viral

RNA levels were quantified by means of real time quantitative

PCR. n = 3,
-
x ± s

Figure 4 Effects of TDF on ZIKV NS2B protein expression by

Western blot. A: Representative Western blot images of Vero cells

after treatment with TDF; B: Quantification of NS2B protein band

intensities, relative to those for β-actin. Mock: Non-infected cells;

DMSO: ZIKV infected cells. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05, ***P<0.001 vs

DMSO

Table 1 Antiviral activity of TDF and ribavirin against ZIKV

strain SZ-WIV01 (n = 3). EC50: 50% Effective concentration; CC50:

50% Cytotoxic concentration; PA: Plaque reduction assay; VY:

Virus yield reduction assay; TI: Therapeutic index

Compound

Ribavirin

TDF

EC50/μmol·L-1

PA

56.01 ± 12.16

24.47 ± 8.07

VY

-

14.96 ± 8.29

CC50/μmol·L-1

MTT

>500

>500

TI

>8.93

>18.20

Figure 5 Cytotoxicity of TDF (A) and ribavirin (B) in Vero cells which were determined by MTT assay. n = 3,
-
x ± s
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讨论

大量研究表明, ZIKV感染可造成胎儿小头畸形和

成年人的格林-巴利综合征[2-6]。ZIKV 的爆发流行严

重危害了人类健康, 研发有效的抗 ZIKV 治疗药物迫

在眉睫。TDF是由美国Gilead Sciences公司生产的一

种新型核苷类抑制剂 , 已广泛用于临床治疗 HIV 和

HBV感染。本研究首次在体外细胞、RNA及蛋白水平

发现TDF具有抗ZIKV活性。本研究通过噬斑抑制实

验首先在细胞水平证明了 TDF具有抗 ZIKV活性, 随

后通过病毒产量降低实验和蛋白质印迹实验分别在

RNA 和蛋白水平进一步验证了其对 ZIKV 的抑制作

用。噬斑抑制和病毒产量降低实验均表明 TDF以剂

量依赖方式抑制 ZIKV 复制。MTT 检测结果表明 ,

TDF 对 Vero 细胞的毒性很小 , 通过 CC50/EC50计算出

TDF的治疗指数发现其治疗指数高于阳性对照药利巴

韦林。因此, TDF 有望成为抗 ZIKV 感染的潜在治疗

药物。

虽然目前针对抗ZIKV药物的研究也发现和报道

了不少具有抗 ZIKV 活性的已上市药物, 但很多药物

属于抗肿瘤药物和免疫调节剂, 这些药物可能具有免

疫抑制作用并不适合孕妇使用[14,15]。此外, 还有很多

未批准上市的化合物被发现具有抗 ZIKV活性[12,16,17],

但这些化合物的药效学、药代动力学、使用剂量及安全

性均有待进一步研究, 距离批准上市并应用于临床仍

需时日。据美国FDA的药物妊娠期危险性分类, 将药

品的安全性分为A、B、C、D、X五类, 妊娠期妇女用药

应尽可能选择A类及B类药, 但分类A等级的药物极

少。TDF为已批准上市药物且为妊娠B 级药物, 已被

各大指南推荐为妊娠期首选抗病毒药物[18,19]。目前

TDF 已广泛用于妊娠期妇女 HBV 感染母婴阻断治

疗[20,21], 也有研究表明 TDF可用于妊娠期妇女HIV感

染母婴阻断治疗[22]。因此, TDF有望用于妊娠期妇女

抗ZIKV治疗。

TDF为FDA已批准上市药物, 临床试验研究结果

显示, 在健康志愿者和HIV感染患者中TDF的药代动

力学相似。在空腹状态下, HIV感染患者单次口服TDF

75～600 mg 后可在 0.8～1.0 h 内达到最大血药浓度

(Cmax), Cmax 为 68.6～618 μg·L-1 (0.11～0.97 μmol·L-1),

而 TDF 以 3 mg·kg-1 剂量静脉注射给药后 Cmax 可达

8.5 mg·L-1 (13.38 μmol·L-1)。TDF的药代动力学和剂

量呈比例关系, 不受重复给药影响[23,24]。虽然TDF体外

抗 ZIKV 的 EC50高于单次口服 TDF 600 mg 后的 Cmax,

但是与TDF静脉注射给药后的Cmax接近。尽管很难从

药物的体外活性推测出药物体内活性, 但本研究结果

表明, TDF有用于临床治疗ZIKV感染的可能性。

TDF系替诺福韦的前药, 经口服后迅速水解为替

诺福韦。替诺福韦可被细胞内的腺苷酸激酶磷酸化成

为单磷酸, 然后被快速转化为活性二磷酸形式。替诺

福韦二磷酸盐通过竞争性地与天然底物 5'-脱氧腺

苷三磷酸结合而抑制 HIV-1 逆转录酶和 HBV 聚合酶

的活性, 并在与DNA整合后阻止DNA链延长从而发

挥抗病毒作用[25,26]。RNA 依赖性 RNA 聚合酶 (RNA-

dependent RNA polymerase, RdRp) 是黄病毒 RNA 合

成的关键酶, 具有高度保守性, 因此是抗黄病毒药物研

发最有前景的靶点之一。研究表明, 核苷类似物可通

过作用于ZIKV RdRp产生抗ZIKV作用[27,28]。核苷类

似物可经细胞内激酶磷酸化成为三磷酸盐形式后与天

然底物竞争性结合RdRp的活性位点并整合进入子代

病毒 RNA链中, 最终终止病毒 RNA的复制从而发挥

抗ZIKV、DENV、HCV等黄病毒科病毒活性[27-30]。TDF

也属于核苷类似物, 因此推测其作用靶点可能是ZIKV

RdRp, 但尚需通过实验验证。此外, TDF体内抗ZIKV

活性也需要通过动物实验或临床试验进行验证。

本研究首次发现 TDF 在体外具有抗 ZIKV 活性 ,

其对 ZIKV 的抑制作用明显优于利巴韦林, 有望成为

研发抗 ZIKV 感染治疗药的新型先导化合物, 尤其为

临床治疗ZIKV感染引起的严重疾病奠定了基础。
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