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新属种丝状病毒勐腊病毒进入模型的建立及阻断剂研究
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摘要: 勐腊病毒 (Mengla virus, MLAV) 是我国分离的一种源自蝙蝠的丝状病毒, 该病毒于2019年被鉴定为丝状

病毒新属种, 即丝状病毒科滇丝病毒属勐腊病毒。丝状病毒科成员众多, 其中埃博拉病毒 (Ebola virus, EBOV) 和马

尔堡病毒 (Marburg virus, MARV) 恶性程度最高, 死亡率 24%～90%。系统遗传学研究显示, 在丝状病毒家族中,

MLAV与MARV亲缘关系较近。MLAV依靠囊膜表面糖蛋白 (glycoprotein, GP) 进入宿主, 重组病毒研究显示其具

有蝙蝠-人跨种传播潜力。本课题构建了以GP介导的MLAV进入模型, 考察了MLAV对不同组织来源的人源细胞

和非洲绿猴肾细胞的感染性, 并通过对 4个体外可阻断EBOV和MARV进入, 且体内药效学证实可显著降低EBOV

感染小鼠死亡率的化合物 (氯喹、粉防己碱、克罗米芬和托瑞米芬) 进行阻断MLAV进入宿主细胞的活性评价。结

果显示, 氯喹可有效阻断MLAV进入 (半数有效浓度EC50: 1.56 μmol·L-1), 与抗EBOV和MARV活性相当。目前尚

无针对MLAV药物研究的相关报道, 本研究发现了氯喹具有抑制MLAV进入宿主细胞的能力, 将为抗新型丝状病

毒药物研究提供参考。

关键词: 勐腊病毒; 丝状病毒; 进入; 氯喹

中图分类号: R965.1 文献标识码: A 文章编号: 0513-4870(2019)09-1612-08

Establishment of a new genus of filovirus (Mengla virus) entry

evaluating system and entry inhibitors discovery

CHEN Qing, CHEN Pan-pan, XIN Yi-jing, TANG Ke, ZHANG Xiao-yu, GUO Ying*

(State Key Laboratory of Bioactive Substance and Function of Natural Medicines, Beijing Key Laboratory of New Drug

Mechanisms and Pharmacological Evaluation Study, Institute of Materia Medica, Chinese Academy of Medical Sciences

and Peking Union Medical College, Beijing 100050, China)

Abstract: Mengla virus (MLAV), isolated from the bats in China, was identified as a new genus of filovirus in

2019, i. e. Dianlovirus genus of Filoviridae family. Among filoviruses, Ebola virus (EBOV) and Marburg virus

(MARV) are the most contagious viruses with mortality rates of 24%-90%. Phylogenetic analysis showed that

MLAV was closely related to MARV among the members of filovirus family. MLAV enters into host cells via viral

glycoprotein (GP). The recombinant virus study indicated that MLAV has a potential for bat-to-human cross-species

transmission. In this study, a GP-mediated MLAV entry evaluating model was established, and by using this model,

we investigated the susceptibility of MLAV to the human cell lines sourced from different tissues and the African

green monkey kidney cell lines. Four compounds, chloroquine, tetrandrine, clomiphene, and toremifene, which

were known as EBOV and MARV entry blockers, were tested for HIV/MLAV-GP infection. It was found that
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chloroquine effectively blocked the entry of MLAV with the half maximal effective concentration (EC50) of

1.56 μmol · L−1, resembling its anti-EBOV and -MARV activities. To the best of our acknowledge, there is no

anti-MLAV drug reported by far, and the identification of chloroquine as an MLAV entry inhibitor may provide an

insight for developing anti-filovirus agents.
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丝状病毒是一类有囊膜的单链负链RNA病毒, 可

引起人严重病毒性出血热。丝状病毒科 (Filoviridae)

包 括 埃 博 拉 病 毒 属 (Ebolavirus)、马 尔 堡 病 毒 属

(Marburgvirus) 和奎瓦病毒属 (Cuevavirus) [1]。其中 ,

埃博拉病毒属扎伊尔型埃博拉病毒 (Ebola virus,

EBOV) 是引起 2014～2016年西非埃博拉疫情的病毒,

造成 2万余人感染, 超过 1万人死亡[2], 它和马尔堡病

毒属马尔堡型马尔堡病毒 (Marburg virus, MARV) 是

恶性程度最高的丝状病毒, 死亡率高达 24%～90%[3]。

2015 年我国科学家报道了一株分离自中国云南省

Rousettus 种果蝠的丝状病毒[4], 2019 年 1 月该病毒被

鉴定为丝状病毒新属种 , 即滇丝病毒属 (Dianlovirus

genus) 勐腊病毒 (Mengla virus, MLAV)[5]。MLAV与其

他丝状病毒均依靠病毒囊膜表面糖蛋白 (glycoprotein,

GP) 进入宿主细胞[6], 系统遗传学分析显示, MLAV-GP

与其他丝状病毒GP具有较低同源性 (22%～39%), 其

中与之亲缘关系最近的是 MARV[5] (图 1)。有研究显

示, 重组MLAV可感染多种属动物细胞, 具有蝙蝠-人

跨种传播可能性[5]。MLAV 是在我国发现的丝状病

毒, 而我国具有人口密集和人员流动性强的特点, 一旦

突发疫情则极有可能对公共安全和人类健康造成巨大

危害。目前尚无针对MLAV药物研究的相关报道。

假病毒模型是研究有囊膜高危病毒的经典方法, 靶

点明确, 安全性好[7,8]。本课题构建了以GP介导的MLAV

进入模型, 并考察了不同组织来源的 6株人源细胞和

2株非洲绿猴肾细胞对MLAV的易感性。然后, 本研究

评价了4个可体外阻断EBOV和MARV进入, 且体内药

效学证实可显著降低EBOV感染小鼠死亡率的化合物

(氯喹、粉防己碱、克罗米芬和托瑞米芬)[9-14], 发现氯喹可

有效阻断MLAV进入宿主细胞, EC50为 1.56 μmol·L-1,

与其抗 EBOV 和 MARV 活性相当。本研究发现了氯

喹是MLAV进入阻断剂, 将为抗新型丝状病毒勐腊病

毒的药物研究提供参考。

材料与方法

质粒和细胞 编码密码子优化的MLAV表面糖蛋

白 GP基因 (MLAV-GP, MLAV/CHN/2015株, GenBank

KX371887.2) 由北京擎科新业生物技术有限公司合

成, 并插入至 pcDNA3.1/Myc-His A质粒载体; 携带其

他丝状病毒 GP 基因 (EBOV-GP, EBOV/Mayinga/1976

株, GenBank AF086833.2和MARV-GP, MARV/Musoke/

1980株, GenBank DQ217792.1) 的质粒为本室保存[7]。

携带荧光素酶报告基因的 HIV-1 核心质粒 (pNL4-3.

Luc.R−E−) 和水泡性口炎病毒外壳糖蛋白 (vesicular

stomatitis virus glycoprotein, VSV-G) 质粒由美国伊利

诺伊大学Dr. Lijun Rong惠赠。人胚肾上皮细胞293T、

人肺腺癌上皮细胞 A549、人肝癌细胞 HepG2、人脑胶

质神经细胞U-87MG、人小肠癌细胞HIC、人结直肠腺

Figure 1 Phylogeny of filovirus based on amino acid sequences

of glycoprotein (GP). The phylogenetic tree was generated by

neighbor-joining method with 1 000 bootstrap replications using

MEGA software; the numbers at the nodes indicated the bootstrap

values; the scale bar indicated substitutions per site. Virus strains

and their GP gene accession numbers are: Ebolavirus genus:

Bundibugyo virus (BDBV, Bundibugyo ebolavirus species, Ugan‐

da/2007 strain, KR063673.1), Taï forest virus (TAFV, Taï forest

ebolavirus species, Coted'Ivoire/1994 strain, FJ217162.1), Ebola

virus (EBOV, Zaire ebolavirus species, Mayinga/1976 strain,

AF086833.2), Bombali virus (BOMV, Bombali ebolavirus species,

SLE/2016 strain, MF319185.1), Sudan virus (SUDV, Sudan ebola‐

virus species, Boniface/1976 strain, FJ968794.1), and Reston virus

(RESTV, Reston ebolavirus species, Pennsylvania/1989 strain,

U23152.1); Cuevavirus genus: Lloviu virus (LLOV, Lloviu cueva‐

virus species, MS-liver-86/2003 strain, JF828358.1); Marburgvirus

genus: Marburg virus (MARV, Marburg marburgvirus species,

Musoke/1980 strain, DQ217792.1); Dianlovirus genus: Mengla

virus (MLAV, CHN/2015 strain, KX371887.2). Asteroids (*)

denoted EBOV and MARV which are the most contagious filovi‐

ruses; the dashed square box denoted MLAV
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癌细胞HCT-8、非洲绿猴肾细胞Vero、非洲绿猴肾细胞

76株E6克隆VeroE6购自国家实验细胞资源共享平台

(China Infrastructure of Cell Line Resource), 均按照细

胞说明书进行培养和传代。

试剂和化合物 细胞裂解液、萤火虫荧光素酶检

测试剂盒、CellTiter-glo 细胞活力检测试剂盒购自

Promega公司; jetPRIME转染试剂购自 Polyplus-trans‐

fection公司; 蛋白预染分子量标准、限制性内切酶Kpn I-

HF和 Age I-HF购自 NEB 公司; λDNA/Hind III Marker

购自Fermentas公司; 兔抗6×His单克隆抗体购自Abcam

公司; 小鼠抗 β-actin单克隆抗体、辣根过氧化物酶标

记山羊抗兔 IgG 和辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠

IgG购自北京中杉金桥生物技术公司; HIV-1 p24抗原

ELISA试剂盒和兔抗HIV-1 p24多克隆抗体购自北京

义翘神州生物技术有限公司; DMEM培养基、胎牛血

清和青链霉素双抗溶液购自 Invitrogen 公司; 粉防己

碱 (tetrandrine, CAS# 518-34-3) 购自中国食品药品检定

研究院;磷酸氯喹 (chloroquine phosphate, CAS# 50-63-5)、

柠檬酸托瑞米芬 (toremifene citrate, CAS# 89778-27-8)

和柠檬酸克罗米芬 (clomiphene citrate, CAS# 50-41-9)

购自上海陶素生化科技有限公司。

MLAV-GP的蛋白表达检测 将293T细胞以5×105

细胞数接种于 6孔板, 于 37 ℃、5% CO2培养箱培养过

夜。按照 jetPRIME转染试剂说明书将羧基端连接有

6×His标签的MLAV-GP质粒转染至293T细胞, 同时设

置 293T 细胞空白对照组和转染 HIV-1 核心质粒对照

组。转染48 h后, 弃去细胞上清, 裂解细胞并将细胞裂

解物于 4 ℃、13 000 r·min-1离心 10 min, 将离心上清液

收集于新管, 制备蛋白样品。通过蛋白免疫印迹方法

检测MLAV-GP蛋白表达 (一抗: 兔抗 6×His单克隆抗

体; 二抗: 辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG), 同时检

测细胞内 β-actin蛋白表达, 作为内参对照 (一抗: 小鼠

抗 β-actin 单克隆抗体; 二抗: 辣根过氧化物酶标记山

羊抗小鼠 IgG)。

病毒的制备 将 293T细胞以 3×106细胞数接种于

100 mm 培养皿 , 于 37 ℃、5% CO2培养箱培养过夜。

按照 jetPRIME 转染试剂说明书共转染 5 μg HIV-1 核

心质粒 (pNL4-3.Luc.R−E−) 和 5 μg MLAV-GP质粒, 或

仅 5 μg HIV-1核心质粒至 293T细胞, 并于转染后 16 h

更换为新鲜细胞培养基。转染 48 h后, 收集包含病毒

颗粒的细胞上清, 并经 0.45 μm滤膜过滤, 分别将获得

的 HIV/MLAV-GP 和 HIV-alone 病毒液进行病毒滴度

检测 , 并按照 HIV-1 p24 抗原 ELISA 试剂盒说明书测

定并计算病毒原液的 p24 抗原浓度。同法制备 HIV/

EBOV-GP、HIV/MARV-GP和HIV/VSV-G病毒液。

HIV/MLAV-GP的病毒包装检测 将HIV/MLAV-

GP或HIV-alone病毒液轻轻铺层于 20%蔗糖垫层溶液

上 , 于 4 ℃、50 000 r ·min-1 离心 2 h (Beckman Optima

L-100XP), 弃上清, 将浓缩病毒重悬于冰 NTE 缓冲液

(10 mmol·L-1 Tris, 100 mmol·L-1 NaCl, 1 mmol·L-1

EDTA, pH 7.5)。通过蛋白免疫印迹方法检测 HIV/

MLAV-GP浓缩病毒的MLAV-GP (一抗: 兔抗 6×His单

克隆抗体; 二抗: 辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG),

以HIV-alone浓缩病毒为对照。同时检测病毒颗粒的

核心蛋白HIV-1 p24, 作为内参对照 (一抗: 兔抗HIV-1

p24多克隆抗体; 二抗: 辣根过氧化物酶标记山羊抗兔

IgG)。

病毒滴度检测 将 293T细胞以 2×104细胞数接种

于 48孔板, 于 37 ℃、5% CO2培养箱培养过夜。将病毒

液以不同稀释比 (1∶2、1∶4、1∶8、1∶16、1∶32 和 1∶64)

感染细胞, 并于 37 ℃、5% CO2培养箱培养 48 h。弃去

细胞上清并向细胞孔中加入 40 μL细胞裂解液, 于室

温裂解细胞 10 min, 将 30 μL 萤火虫荧光素酶底物与

30 μL细胞裂解液混合并于化学发光检测器 (Berthold

Titertek) 测定细胞中荧光素酶活性, 以荧光素酶相对

活性 (relative luciferase units, RLUs) 表示, 计算病毒原

液滴度。

化合物药效学评价 将 293T细胞以 2×104细胞数

接种于 48孔板, 于 37 ℃、5% CO2培养箱培养过夜。以

DMSO为溶剂配制粉防己碱、柠檬酸托瑞米芬和柠檬

酸克罗米芬; 以灭菌水为溶剂配制磷酸氯喹。将不同浓

度化合物加入细胞孔中, 于 37 ℃、5% CO2培养箱孵育

15 min后, 加入HIV/MLAV-GP病毒液或HIV/EBOV-GP

病毒液或 HIV/VSV-G 病毒液 , 病毒量为 0.5 ng·mL-1

HIV-1 p24。将细胞于 37 ℃、5% CO2培养箱培养 48 h

后, 弃去细胞上清并向细胞孔中加入 40 μL细胞裂解

液, 于室温裂解细胞 10 min, 将 30 μL萤火虫荧光素酶

底物与 30 μL 细胞裂解液混合并于化学发光检测器

(Berthold Titertek) 测定细胞中荧光素酶活性, 以荧光

素酶相对活性 (RLUs) 表示。以 DMSO 组 RLUs 为

100%感染, 计算粉防己碱、托瑞米芬和克罗米芬的半

数有效浓度 EC50; 以灭菌水组 RLUs为 100% 感染, 计

算氯喹的EC50。

化合物的细胞毒性检测 将 293T细胞以 8×103细

胞数接种于 96 孔板 , 于 37 ℃、5% CO2培养箱培养过

夜。以DMSO为溶剂配制粉防己碱、柠檬酸托瑞米芬

和柠檬酸克罗米芬, DMSO 为溶剂对照; 以 PBS 为溶

剂配制磷酸氯喹, PBS为溶剂对照。将不同浓度化合

物加入细胞孔中 , 于 37 ℃、5% CO2培养箱孵育 48 h

后 , 将 100 μL CellTiter-glo 底物与 100 μL 细胞上清混
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合, 于室温孵育 0.5 h, 并于化学发光检测器 (Berthold

Titertek) 测定细胞活力。以等量DMSO组细胞活力为

100%, 计算粉防己碱、托瑞米芬和克罗米芬的细胞活

力; 以等量 PBS组细胞活力为 100%, 计算氯喹的细胞

活力。

数据分析及统计 应用GraphPad Prism软件进行

数据分析, 通过病毒稀释度/荧光素酶活性数据得到病

毒滴度曲线; 通过化合物浓度/感染率、浓度/细胞存活

率数据作散点图并用非线性拟合得到相关系数和量效

曲线, 计算EC50。

结果与讨论

1 勐腊病毒进入模型的构建

1.1 编码 MLAV-GP基因的质粒构建 将 MLAV-GP

基因 (GenBank KX371887.2, 长度 1 989 bp) 按照人密

码子偏好进行基因序列优化[15]并合成基因, 将MLAV-

GP 基因片段插入 pcDNA3.1/Myc-His A 质粒载体 , 酶

切位点为 Kpn I/Age I, GP 基因 3'端连有编码 6×His

标签的基因序列, 加标签后的 MLAV-GP 基因长度为

2 016 bp。MLAV-GP质粒经测序及酶切鉴定正确。

1.2 MLAV-GP的蛋白表达鉴定 丝状病毒GP是负

责病毒进入的唯一蛋白, GP经转录翻译后生成GP0前

体, 经蛋白酶解加工生成成熟GP单体, 由GP1和GP2

两个亚基组成[16,17]。本课题通过转染MLAV-GP质粒至

293T细胞, 48 h后收获细胞并进行 SDS-PAGE电泳和

Western blot检测GP蛋白表达。结果显示, MLAV-GP

样品可检测到分子质量为100～135 kDa和25～32 kDa

的两个条带 , 两个蛋白分别为 MLAV-GP0 前体和

MLAV-GP2 亚基 (图 2A), 提示 MLAV-GP 蛋白可正常

表达。

1.3 HIV/MLAV-GP假病毒的制备、病毒的包装及病

毒滴度测定 通过共转染 MLAV-GP质粒和 HIV-1核

心质粒至 293T细胞, 获得HIV/MLAV-GP假病毒。在

HIV/MLAV-GP病毒浓缩样品中可检测到MLAV-GP蛋

Figure 2 Establishment of HIV/MLAV-GP infection pseudovirus model. A: Identification of MLAV-GP expression. Lane 1: Blank, cell ly‐

sates of 293T cells alone; Lane 2: Mock, cell lysates of 293T cells transfected with HIV-1 plasmid; Lane 3: Mock, cell lysates of 293T cells

transfected with vesicular stomatitis virus glycoprotein (VSV-G) plasmid; Lane 4: Cell lysates of 293T cells transfected with MLAV-GP-His

plasmid. The plasmid of HIV-1, VSV-G, or MLAV-GP-His was transfected to 293T cells respectively, after 48 h, cell lysates were harvested

and detected by Western blot using anti-His monoclonal antibody as the primary antibody. The cellular β-actin expression was detected by

anti-β-actin monoclonal antibody. Bands indicated MLAV-GP0, MLAV-GP2, and β-actin; B: Identification of HIV/MLAV-GP viral packag‐

ing. Lane 1: HIV-alone viral particles; Lane 2: HIV/MLAV-GP viral particles. The pelleted pseudoviruses were detected by Western blot us‐

ing anti-His monoclonal antibody as the primary antibody. The HIV-1 p24 protein in the viral particles was detected by anti-HIV-1 p24

polyclonal antibody. Bands indicated MLAV-GP2 and HIV-1 p24; C: Infectivity of HIV/MLAV-GP pseudoviruses in 293T cells. The viruses

were incubated with 293T cells, after 48 h, the infected cells were lysed and tested for luciferase activity. The HIV-alone pseudoviruses were

tested simultaneously as control. RLUs: Relative luciferase units; D: The dose-signal curve of HIV/MLAV-GP infection. The 293T cells

were infected by indicated amount of HIV/MLAV-GP for 48 h, the infected cells were lysed and tested for luciferase activity
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白 (图2B), 提示其囊膜包裹有MLAV-GP, 可模拟MLAV

进入过程。同时制备仅转染 HIV-1 核心的 HIV-alone

组, 其囊膜无外壳蛋白包裹, 可作为HIV/MLAV-GP感

染的本底对照。由于病毒核心携带荧光素酶报告基

因, 因此可通过检测细胞中荧光素酶表达水平评价病

毒感染。结果显示 , HIV/MLAV-GP 感染细胞的 RLU

达到 1×108 水平 , 比 HIV-alone 高 10 000 倍以上 (图

2C)。并且, HIV/MLAV-GP病毒的感染量与细胞中荧

光素酶相对活性呈剂量依赖性关系 (图2D), 提示MLAV

进入模型构建成功。

2 HIV/MLAV-GP对不同组织来源人源细胞和非人

灵长类动物细胞的感染性研究

EBOV和MARV的感染可造成人体多组织器官损

伤, 包括肝脾坏死、急性肾小管坏死、全脑炎、肺出血、

肠浸润等病变[18]。为考察HIV/MLAV-GP对不同组织

器官的感染性, 本课题应用 6株不同组织来源的人源

细胞系和 2 株非洲绿猴肾细胞进行了病毒感染性

检测, 这 8株细胞为: 人肾组织细胞 (293T)、人肺组织

细胞 (A549)、人肝组织细胞 (HepG2)、人脑组织细胞

(U-87MG)、人小肠组织细胞 (HIC)、人结直肠组织细

胞 (HCT-8) 和猴肾组织细胞 (Vero和VeroE6)。结果显

示, HIV/MLAV-GP对所检测的细胞均易感, 报告基因

信号强度较 HIV-alone 组 (本底) 高 1 000～10 000 倍 ,

与HIV/EBOV-GP和HIV/MARV-GP感染强度相当 (图

3), 提示上述组织是MLAV的潜在感染靶器官, 人类及

非人灵长类动物有作为MLAV宿主的可能性。

3 应用HIV/MLAV-GP模型对已知抗EBOV和MARV

化合物的药效学评价

自 2014年西非埃博拉疫情暴发, 针对EBOV的药

物研究备受关注, 全球多个团队针对EBOV进入环节

研发药物。研究结果显示, 磷酸氯喹[10,11]、柠檬酸托瑞

米芬[12,13]、柠檬酸克罗米芬[12,13]和粉防己碱[14]可在体外

有效阻断EBOV和MARV进入细胞, 且体内药效学也

证实上述 4个化合物可显著降低EBOV感染小鼠死亡

率。本课题针对这 4个化合物, 考察了它们是否可阻

断MLAV-GP介导的病毒进入。如图 4结果显示, 氯喹

可有效阻断 HIV/MLAV-GP 进入宿主细胞 , EC50 为

1.56 μmol·L-1, 与抗 HIV/EBOV-GP 和 HIV/MARV-GP

活性相当 (EC50: 1.34 μmol·L-1和 0.89 μmol·L-1), 与体

外抗EBOV活病毒活性相似 (EC50: 4.7 μmol·L-1 [10,11])。

粉防己碱是细胞双孔钙离子通道阻滞剂, 有研究显示

EBOV和MARV的膜融合过程依赖该通道, 粉防己碱

具有抑制 EBOV 和 MARV 膜融合活性[14]。本研究也

应用假病毒感染模型验证了该活性, 其抗HIV/EBOV-

GP 和 HIV/MARV-GP 的 EC50 分别为 0.46 μmol·L-1 和

0.25 μmol·L-1; 研究显示粉防己碱对HIV/MLAV-GP感

Figure 3 Infectivity of HIV/MLAV-GP in human and monkey cell lines. The human cell lines were human embryonic kidney cell line

(293T), human lung adenocarcinoma cell line (A549), human liver hepatocellular carcinoma cell line (HepG2), human glioblastoma cell line

(U-87MG), human small intestine cancer cell line (HIC), and human ileocecal colorectal adenocarcinoma cell line (HCT-8). The monkey

cell lines were African green monkey kidney cell lines (Vero and VeroE6). Cells were infected with HIV-alone, HIV/MLAV-GP, HIV/EBOV-

GP, HIV-MARV-GP, and HIV/VSV-G, respectively, and cells were lysed and tested for luciferase activity 48 h post-infection
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染的抑制活性 (EC50: 2.65 μmol·L-1) 与其抑制 HIV/

VSV-G感染活性相当 (EC50: 2.27 μmol·L-1), 弱于其抗

HIV/EBOV-GP和HIV/MARV-GP活性, 提示MLAV感

染宿主细胞的过程对细胞双孔钙离子通道的依赖性较

低。克罗米芬在 3 μmol·L-1浓度下无抗 MLAV 活性 ,

其抗 EBOV 和 MARV 的 EC50 分别为 0.58 μmol·L-1 和

1.48 μmol·L-1。托瑞米芬在 10 μmol·L-1 浓度下无抗

MLAV进入活性, 其抗EBOV和MARV的EC50分别为

0.21 μmol·L-1和2.53 μmol·L-1 (图4)。

结合上述化合物的抗 MLAV 活性和它们阻断

EBOV和MARV的机制, 本研究进行了如下分析:

① 氯喹可有效阻断 EBOV、MARV 和 MLAV 进

入, 且活性近似。有报道氯喹作用于病毒进入细胞内

体后的早期病毒颗粒转运过程, 通过将病毒滞留于早

期内体并阻断其进入晚期内体/溶酶体, 从而抑制病毒

膜融合过程[10,11]。本结果提示, MLAV 的早期进入过

程应与EBOV和MARV近似, 同时也提示了丝状病毒

的胞内早期转运环节有可能是广谱抗丝状病毒药的

药靶。

② 粉防己碱对 HIV/MLAV-GP 感染的抑制活性

(EC50: 2.65 μmol·L-1) 弱于其抗 EBOV 和 MARV 的活

性, 而其在 10 μmol·L-1浓度时可引起细胞变圆等细胞

毒性现象, 故安全窗较小, 不建议将粉防己碱作为抗

MLAV化合物进行后续研究。此外, 有报道显示, 粉防

己碱阻断 EBOV 和 MARV 融合过程是通过作用于细

胞双孔钙离子通道, 从而将EBOV或MARV滞留于晚

期内体/溶酶体[14]; 而本研究结果显示, 在相同剂量下,

粉防己碱不能阻断 HIV/MLAV-GP 的进入过程 , 提示

MLAV的进入对细胞双孔钙离子通道的依赖性较低。

③ 克罗米芬无显著抗 MLAV活性。有研究显示

克罗米芬作用于EBOV进入后期, 使病毒滞留于晚期

内体/溶酶体, 可能通过干扰 NPC1作用而抑制 EBOV

膜融合过程[12,13]。MLAV 也通过与 NPC1结合而进入

宿主[5], 但由于 MLAV-GP 与 EBOV-GP 的序列同源性

低 , 因此 , 推测 MLAV-GP 的 NPC1 结合位点可能与

EBOV-GP 的 NPC1 结合位点有差异。由于克罗米芬

Compound

Chloroquine phosphate

Tetrandrine

Clomiphene citrate

Toremifene citrate

HIV/MLAV-GP

EC50

/μmol·L-1

1.56

2.65

>3

>10

95% Confidence

intervals /μmol·L-1

0.71-3.44

2.13-3.28

-

-

HIV/EBOV-GP

EC50

/μmol·L-1

1.34

0.46

0.58

0.21

95% Confidence

intervals/μmol·L-1

1.06-1.70

0.31-0.69

0.39-0.87

0.11-0.42

HIV/MARV-GP

EC50

/μmol·L-1

0.89

0.25

1.48

2.53

95% Confidence

intervals/μmol·L-1

0.49-1.61

0.16-0.38

1.16-1.87

2.12-3.02

HIV/VSV-G

EC50

/μmol·L-1

>10

2.27

>3

>10

95% Confidence

intervals/μmol·L-1

-

1.99-2.58

-

-

Figure 4 Effects of four compounds on HIV/MLAV-GP infection. A: Effect of chloroquine phosphate, toremifene citrate, clomiphene ci‐

trate, or tetrandrine on HIV/MLAV-GP infection. The HIV/EBOV-GP, HIV/MARV-GP, and HIV/VSV-G pseudoviruses were used as con‐

trols. Compounds were added to 293T cells at indicated concentrations 15 min prior to infection. Cells were lysed 48 h post-infection, and

then the luciferase activity was measured. DMSO was used as the solvent control for toremifene citrate, clomiphene citrate, and tetrandrine;

sterile water was used as the solvent control for chloroquine phosphate. The infectivity of solvent was defined as 100%; B: Summary of the

antiviral activities of four compounds
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在 10 μmol·L-1浓度时出现细胞稀疏等细胞毒表现, 安

全窗较小 , 故不建议后续进行高剂量克罗米芬的抗

MLAV活性研究。

④ 托瑞米芬无显著抗 MLAV活性。已报道托瑞

米芬可结合 EBOV-GP, 通过插入 GP1/GP2 之间的凹

槽, 干扰GP2结构转换, 从而抑制病毒膜融合过程[19]。

氨基酸序列比对结果显示, MLAV-GP中对应于托瑞米

芬与EBOV-GP的作用域有 8个关键氨基酸残基突变,

分别为 R64H、V66M、E100T、A101E、L186I、Y517I、

T520P和D522E (图 5), 其中的V66、L186和Y517位是

与托瑞米芬形成多处结合的重要位点。值得注意的是,

上述位点在MARV-GP中也出现了突变。根据活性检

测数据, 托瑞米芬的抗MARV活性弱于其抗EBOV活

性, 差异超过 5倍, 提示托瑞米芬可特异性结合EBOV-

GP并阻断GP2结构转换, 而关键氨基酸残基的突变导

致托瑞米芬与 MARV-GP 结合力下降, 即阻断 MARV

膜融合活性下降; MLAV-GP与EBOV-GP和MARV-GP

的蛋白序列同源性低 (27% 和 39%), 推测其构象与

EBOV-GP和MARV-GP的构象差异较大, 而这可能是

引起托瑞米芬在高剂量时仍无法阻断MLAV-GP进入

的原因。

综上所述 , 本课题通过构建 MLAV 进入模型 , 考

察了 MLAV 对不同组织来源的人源细胞和非洲绿猴

肾细胞的感染性。通过对 4 个机制不同的 EBOV 和

MARV进入阻断剂对MLAV进入过程进行活性评价,

发现氯喹可有效阻断MLAV进入宿主细胞, 而粉防己

碱、克罗米芬和托瑞米芬均不推荐作为抗MLAV备选

药物。本研究首次明确了氯喹的抗MLAV活性, 同时

也提出了胞内早期转运环节有可能是广谱抗丝状病毒

药物研究的药靶。另外, 进入抑制剂活性会受到GP位

点突变的影响, 因此, 在研究进入抑制剂的同时, 针对

丝状病毒复制等其他环节的抑制剂研究也将有助于抗

新型丝状病毒药物的发现。
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