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环索奈德体外抑制寨卡病毒复制
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摘要: 寨卡病毒 (Zika virus, ZIKV) 是一种新发蚊媒传播病毒, 与胎儿严重先天性小脑畸形和成人格林-巴利综

合征相关, 至今尚无批准用于治疗ZIKV感染的药物或预防性疫苗。本文通过噬斑和细胞毒性实验发现环索奈德

(ciclesonide) 体外具有较好的抗ZIKV活性, 其对ZIKV亚洲株SZ01和非洲株MR766的半数有效浓度 (50% effective

concentration, EC50) 分别为 (0.40 ± 0.22) 和 (1.59 ± 1.08) μmol·L-1, 对 Vero 细胞的半数致死浓度 (50% cytotoxic

concentration, CC50) 为 (64.70 ± 7.33) μmol·L-1; 病毒产量降低实验和蛋白印迹实验显示环索奈德能够抑制ZIKV复

制。此外, 环索奈德还能够抑制A549细胞中ZIKV的复制; 分时给药实验结果表明环索奈德主要作用于ZIKV RNA

的合成阶段; 进一步研究显示环索奈德还可抑制ZIKV的内化。本研究结果表明环索奈德是一种潜在的抗ZIKV

药物。
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Ciclesonide inhibits Zika virus replication in vitro
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Abstract: Zika virus (ZIKV) is an emerging mosquito-borne virus that is associated with severe congenital

brain malformations in the fetus and Guillain-Barré syndrome in adults. However, there are currently no drugs or

preventive vaccines approved for ZIKV infection. Here, ciclesonide has been found significantly against ZIKV

activity by plaque and cytotoxicity assays in vitro, and its 50% effective concentration (EC50) to ZIKV SZ01 and

MR766 are (0.40 ± 0.22) and (1.59 ± 1.08) μmol·L-1, respectively. Its 50% cytotoxic concentration (CC50) to Vero

cells are (64.70 ± 7.33) μmol·L-1; Virus yield reduction and Western blot assays showed that ciclesonide can inhibit

replication of ZIKV. In addition, ciclesonide can also inhibit the replication of ZIKV in A549 cells; the results of

time of drug addition analysis indicated that ciclesonide mainly acts on the ZIKV RNA synthesis stage. Ciclesonide

can also inhibit the internalization of ZIKV. These results indicated that ciclesonide is a potential drug against ZIKV.
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寨卡病毒 (Zika virus, ZIKV) 是一种新发的蚊媒

传播的RNA病毒, 1947年首次在乌干达恩德培附近的

寨卡森林中的恒河猴血清中分离得到[1]。与登革病毒

(dengue virus, DENV)、西尼罗病毒 (West Nile virus,

WNV)、黄热病毒 (yellow fever virus, YFV) 和日本脑

炎病毒 (Japanese encephalitis virus, JEV) 等重要医学

病毒一样 , ZIKV 是属于黄病毒科 (Flaviviridae) 黄病

毒属 (Flavivirus) 的单股正链RNA病毒, 主要通过蚊子

叮咬传播[2]。ZIKV感染人体后, 一般表现为无症状感

染且具有自限性, 少数感染者表现发热、头痛、关节痛、

皮疹和结膜炎等临床症状[3,4]。然而, 近年的研究表明

ZIKV感染与神经系统疾病直接相关, 例如成人感染可

导致格林-巴利综合征 (Guillain-Barré syndrome, GBS),

孕妇感染还可导致胎儿先天性小头畸形[5-8]。2016年 2

月, 寨卡疫情被世界卫生组织宣布为“国际关注的突发

公共卫生事件”。虽然我国尚无本地病例, 但已有多起

输入病例报道[9], 与我国相邻的东南亚是蚊媒病毒感

染性疾病疫情的多发区域, 广泛分布着 ZIKV的主要

传播媒介埃及伊蚊与白纹伊蚊, 需高度警惕 ZIKV对

我国的潜在威胁。

ZIKV 基因组全长约 11 kb, 包含 1个开放阅读框

(open reading frame, ORF) 编码 1个多聚蛋白[10]。宿主

和病毒蛋白酶将单个病毒多聚蛋白加工成 3 种结构

蛋白 , 即衣壳 (capsid, C)、前膜 (pre-membrane, prM)

和包膜 (envelope, E) 蛋白, 以及 7种非结构蛋白 (non-

structural protein, NS), 即 NS1、NS2A、NS2B、NS3、

NS4A、NS4B和NS5[11]。结构蛋白在病毒颗粒形成、病

毒结合、融合和进入宿主细胞等环节发挥重要作用 ,

非结构蛋白主要参与病毒复制、释放和逃逸宿主免疫

反应[12]。ZIKV通过特异性受体介导的内吞作用进入

细胞, 在此过程中, 酪氨酸蛋白激酶受体AXL、Tyro3、

DC-SIGN 和 TIM-1 等细胞表面受体介导并促进了

ZIKV 进入宿主细胞[13], 形成包裹 ZIKV 颗粒的内体。

然后, 内体中的酸性环境触发病毒E蛋白发生构象变

化进而诱导E蛋白和内体发生膜融合, 从而使病毒基

因组RNA释放到细胞质[14,15]。

环索奈德 (ciclesonide) 是一种美国食品药品管理

局 (Food and Drug Administration, FDA) 批准用于临床

的吸入型糖皮质激素, 常用于治疗成人和青少年的持

续性哮喘[16], 但至今未见环索奈德抗病毒活性的研究

报道。本研究中, 作者发现环索奈德具有显著抗ZIKV

活性并对其作用机制进行了初步研究, 期望为开发有

效的抗ZIKV药物提供科学依据。

材料与方法

化合物 环索奈德由江苏理工学院张大为博士提

供; 表没食子儿茶素没食子酸酯 (epigallocatechin gallate,

EGCG) 购自上海麦克林生化科技有限公司。化合物溶

于 100% 二甲基亚砜 (dimethyl sulfoxide, DMSO) 中 ,

保存于4 °C备用。

细胞和病毒 Vero、A549、C6/36和 Huh-7等细胞

为本实验室保存 , 细胞培养于 10% 胎牛血清 (fetal

bovine serum, FBS) 的 DMEM (Dulbecco's modified

eagle medium) 或 RPMI1640 (Roswell park memorial

institute medium 1640) 中。ZIKV 亚洲株 SZ-WIV01G

(GenBank: KU963796, 简称 SZ01) 由武汉病毒研究所

张波研究员惠赠。ZIKV 非洲株 MR766 (GenBank:

LC002520) 由厦门大学程通副教授惠赠。DENV-2

(dengue virus 2, GenBank: KM204118.1) 由中国医学科

学院医学生物研究所孙强明研究员惠赠。

主要试剂 培养基、磷酸盐缓冲盐水 (phosphate

buffered saline, PBS, Thermo Fisher公司); 低熔点琼脂

糖、SDS (sodium dodecyl sulfate) (Amresco公司); 结晶紫

(北京索莱宝公司); MTT [3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-

2,5-diphenyl-2-H-tetrazolium bromide] (Sigma公司); DMF

(N,N-dimethyl formamine) (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 Real-time

PCR Master Mix (TOYOBO公司); 引物及TaqMan探针

(Takara公司); ZIKV E蛋白抗体 (Sinobiological公司);

GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)

抗体 (北京康为世纪公司)。

病毒扩增和测定 ZIKV 感染 C6/36 白纹伊蚊细

胞 2～4 h, 感染复数为 0.01。PBS洗涤除去游离ZIKV

病毒颗粒 , 细胞在 80% 融合度下使用含 3% FBS 的

RPMI1640培养基培养 5～7天。观察细胞发生明显病

变时, 收集细胞上清液, 4 °C、1 500×g离心 10 min去除

细胞碎片。病毒保存于-80 °C备用。病毒滴度通过噬

斑法测定 , 计算噬斑形成单位/毫升 (plaque forming

unit per mL, PFU·mL-1)。

噬斑测定 实验方法参照[17], Vero细胞接种到 12

孔板上至 95%～100% 汇合 , 用 PBS 洗涤细胞 2 次。

ZIKV 或 DENV-2 (50 PFU) 感染 2 h, PBS 洗涤细胞 3

次, 加入 1 mL含有化合物的培养基 (4% FBS DMEM)
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和1 mL琼脂糖并混合均匀。待其凝固完全后, 将培养板

倒置于 37 ℃孵育 4天。加入 4%多聚甲醛固定 15 min,

PBS洗涤 3次, 然后加入 0.8%结晶紫染色 10 min, 再次

洗涤并干燥。使用酶联荧光点分光计 (Immunospot

S6 Universal) 进行图像采集, 并计数噬斑。基于斑块

的数量绘制剂量效应曲线 , 计算半数有效浓度 (50%

effective concentration, EC50)。

化合物毒性测定 将细胞接种在 96孔板中并培

养过夜, 加入不同浓度的化合物。在 37 ℃培养箱中孵

育 72 h后, 加入 20 μL 5 mg·mL-1 MTT, 37 ℃孵育 4 h。

随后 , 加入 100 μL 的 12% SDS-50% DMF 溶液并在

37 ℃孵育过夜。待结晶甲臜完全溶解后, 使用Elx800

酶标仪测量吸光度 (A) 值, 波长为 570 nm, 参比波长为

630 nm, 计算半数致死浓度 (50% cytotoxic concentra‐

tion, CC50)。

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, Trizol法提

取细胞内的RNA, 具体实验步骤遵循试剂盒说明书。

利用实时荧光定量 PCR (quantitative real-time poly‐

merase chain reaction, qRT-PCR) 检测感染后上清液中

释放的子代ZIKV RNA。ZIKV SZ01 (500 PFU) 在37 ℃

下感染细胞 2 h, PBS洗涤 3次去除游离病毒, 然后加

入不同浓度的化合物, 并使用DMSO和未感染的细胞

分别作为阳性和阴性对照。感染72 h后, 收获细胞上清

液, 使用Roche high pure viral RNA kit提取病毒RNA。

使用一步法试剂盒RNA-directTM Real-time PCR Master

Mix和TaqMan探针定量检测所产生的病毒RNA。

Western blot实验 Vero细胞接种在 12孔板中并

培养过夜。细胞与ZIKV MR766 (500 PFU) 在 37 ℃孵

育2 h, 然后加入DMSO或不同浓度的环索奈德继续培

养至 48 h, 提取细胞内总的蛋白质。SDS-PAGE (poly‐

acrylamide gel electrophoresis) 分离总蛋白质 , 转移到

聚偏二氟乙烯 (polyvinylidene fluoride, PVDF) 膜上 ,

并与ZIKV E抗体一起孵育。用化学发光底物呈现特

异性信号, 并使用Tanon-5200 Multi Imaging System记

录和定量抗体信号。

分时给药实验 Vero细胞接种在 24孔板中并培

养过夜。细胞与 ZIKV SZ01 (multiplicity of infection,

MOI = 1) 在 4 ℃孵育 1 h, 4 ℃预冷的 PBS 洗涤 2 次

以去除未结合的病毒。分别在感染后 (0、1、2、4、6和

12 h) 加入环索奈德, 然后分别在 4、6和 12 h撤去化合

物。阳性对照组加入等量的DMSO, 其余孔用新鲜培

养基代替并保持至实验结束。感染 24 h后, 收集细胞

上清并提取RNA, 通过实时荧光定量PCR进行检测。

病毒结合 Vero细胞接种在 12孔板中并培养过

夜。在有或没有环索奈德的情况下, 将预冷的细胞与

ZIKV SZ01 (MOI = 1) 在 4 ℃孵育 1 h, EGCG 为阳性

药物对照。感染 1 h后, PBS洗涤去游离病毒和残留化

合物, 收集细胞用于随后的实时荧光定量PCR。

病毒内化 Vero 细胞接种到 12 孔板上培养至

95%～100% 汇合, PBS洗涤 2次。细胞与 ZIKV SZ01

(300 PFU) 在 4 ℃孵育 1 h。PBS 洗涤细胞 2 次 , 加入

DMSO或环索奈德 37 ℃孵育 1 h。PBS洗涤细胞 2次,

并用 300 μL柠檬酸缓冲液 (pH = 3.0) 处理 1 min。除

去柠檬酸缓冲液, 立即用含琼脂的DMEM培养基覆盖

细胞, 用于随后的噬斑测定。

数据分析 根据实验结果绘制剂量反应曲线, 按

Reed & Muench法计算出化合物的EC50和CC50。实验

数据和作图均使用GraphPad Prism8软件进行处理, 表

示为
-
x ± s, 组间比较采用独立性 t检验, P<0.05被认为

其差异具有统计学意义。

结果

1 环索奈德抑制ZIKV不同毒株的感染

噬斑测定法测定环索奈德 (图1A) 对ZIKV抑制活

性。结果表明, 环索奈德能显著抑制ZIKV 2种毒株SZ01

和MR766的感染并呈现量效关系 (图 1B、C)。环索奈

德对ZIKV SZ01的EC50值为 (0.40 ± 0.22) μmol·L-1, 对

ZIKV MR766 的 EC50 值为 (1.59 ± 1.08) μmol·L-1。环

索奈德对 Vero 细胞的 CC50 为 (64.70 ± 7.33) μmol·L-1

(图 1D)。通过CC50/EC50计算出环索奈德的治疗指数

(therapeutic index, TI) 分别为162和41。

2 环索奈德抑制ZIKV复制

为进一步确定环索奈德抗 ZIKV活性, 首先通过

实时荧光定量PCR检测了环索奈德处理后对ZIKV复

制的影响。结果显示, 环索奈德以剂量依赖性方式抑

制ZIKV复制 (图 2A)。随后, 通过Western blot法检测

了环索奈德对ZIKV E蛋白表达的影响。结果显示, 随

着环索奈德浓度的增加, ZIKV E蛋白的表达逐渐被抑

制 (图 2B)。RNA水平和蛋白水平检测结果进一步表

明环索奈德具有显著的抗ZIKV感染和复制作用。

3 环索奈德抑制不同细胞中的ZIKV复制

Vicenti等[18]研究表明, ZIKV可感染A549和Huh7

细胞并有效复制。环索奈德在Vero细胞中具有较好

的抗 ZIKV活性, 为观察环索奈德在人源细胞中的抗

病毒活性, 通过实时荧光定量 PCR实验, 检测了环索

奈德在Huh-7和A549细胞中的抗ZIKV活性。结果显

示环索奈德在 50 μmol·L-1时显著抑制A549细胞中的

ZIKV 复制 (图 3A)。环索奈德 (50 μmol·L-1) 对 A549

细胞几乎没有毒性, 而对Huh-7细胞则有较高的毒性。
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环索奈德属于糖皮质激素, 针对其抗病毒作用是

否是糖皮质激素所共有的性质, 作者通过噬斑法检测

了同属于糖皮质激素且应用较广泛的地塞米松 (dexa‐

methasone) 对ZIKV的抑制作用。结果显示, 地塞米松

无论是对 ZIKV SZ01还是MR766均未表现出明显的

抗病毒活性 (图 3B), 表明环索奈德可能不是通过激素

途径发挥抗病毒作用的。另外, 还研究了环索奈德的

结构类似物布地奈德 (budesonide) 对ZIKV MR766的

抑制作用 , 结果显示布地奈德以剂量依赖性抑制

ZIKV MR766的复制 (图 3C), 提示环索奈德和布地奈

德可能存在着一定的构效关系。

4 环索奈德抑制ZIKV生命周期的RNA合成阶段

在黄病毒感染复制的生命周期过程中, 0～2 h为

结合进入阶段 , 2～6 h 为病毒翻译阶段 , 6～12 h 为

RNA合成阶段, 12 h以后可以检测到子代病毒组装和

释放[19,20]。为确定可能受环索奈德影响的 ZIKV生命

周期阶段, 进行了分时给药实验 (图 4A)。结果显示,

在ZIKV感染后 6 h, 加入 50 μmol·L-1环索奈德可显著

抑制 ZIKV的产生 (图 4B), 表明环索奈德主要作用于

病毒RNA合成阶段。

5 环索奈德抑制ZIKV内化

为进一步阐明环索奈德是否影响病毒的结合和内

化, 首先检测了环索奈德对病毒结合宿主细胞的影响。

结果显示, 100 μmol·L-1 EGCG (已知的ZIKV结合抑制

剂, 图 5A) 和ZIKV共处理组与仅用ZIKV处理组之间

观察到ZIKV RNA的显著差异, 这与文献报道一致[21];

而 50 μmol·L-1 环索奈德和 ZIKV 共处理组与仅用

ZIKV 处理组之间未观察到 ZIKV RNA 的显著差异

(图 5B)。这些结果表明环索奈德不影响ZIKV与宿主

细胞的结合。

已有研究表明氯喹可抑制 ZIKV 的内化[22], 参照

此方法, 检测了环索奈德对病毒内化的影响。与仅感

染ZIKV的细胞相比, 50 μmol·L-1环索奈德能够抑制约

90% 噬斑的形成 (图 5C), 表明环索奈德能够抑制

ZIKV的内化。

6 环索奈德抑制DENV-2的复制

DENV和ZIKV同属于黄病毒属, 且其感染后症状

有相似之处, 因此检测了环索奈德的抗DENV2活性。

随着环索奈德浓度的升高, 噬斑的形成逐渐被抑制, 环

索奈德对 DENV2 的 EC50 值为 (1.52 ± 0.62) μmol·L-1,

表明环索奈德也能够抑制DENV2的复制 (图6)。

Figure 1 The inhibition of Zika virus (ZIKV) infection and cytotoxicity of ciclesonide. A: Structure of ciclesonide; B, C: The effect of

ciclesonide on plaque formation induced by ZIKV SZ01 (B) and MR766 (C) in Vero cells by plaque assay; D: Cytotoxicity of ciclesonide in

Vero cells by 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2-H-tetrazolium bromide (MTT) assay. n = 3,
-
x ± s. DMSO group: Virus infected

cells; Mock group: Non-infected cells

Figure 2 Ciclesonide inhibits ZIKV replication. A: The effect of

ciclesonide on virus RNA yield of ZIKV SZ01 in Vero cells was

quantified by quantitative real-time polymerase chain reaction

(qRT-PCR); B: The effect of ciclesonide on protein E expression

of ZIKV MR766 in Vero cells was evaluated by Western blot. n =

3,
-
x ± s. GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
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讨论

ZIKV感染是全球重大公共卫生问题。自 2015年

ZIKV在巴西大面积爆发后, 虽然已经筛选出了多种能

够抑制 ZIKV 感染的活性小分子[23,24], 但截至目前尚

无有效的抗ZIKV药物和疫苗批准上市。为了有效地

控制病毒的感染和传播, 研发强效且安全的抗 ZIKV

药物具有十分重要的现实意义。环索奈德是由德国

Figure 3 Ciclesonide inhibits ZIKV infection in different cell types. A: The effect of ciclesonide on the virus production of A549 and Huh-

7 cells infected with ZIKV SZ01 was quantified by qRT-PCR; B, C: The effect of dexamethasone (B) or budesonide (C) on plaques induced

by ZIKV SZ01 or MR766 in Vero cells was detected by plaque assay. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05, **P<0.01, ****P<0.0001 vs DMSO group

Figure 4 Ciclesonide mainly acts on the inhibition of the ZIKV

SZ01 RNA synthesis stage. A: Schematic diagram of time of drug

addition assay; B: The detection of the action stage of ciclesonide

in Vero cells using time of drug addition assay was quantified by

qRT-PCR. Each group was compared with DMSO. hpi: Hours post-

infection

Figure 5 The effect of ciclesonide on viral binding and internal‐

ization. A: Structure of the epigallocatechin gallate (EGCG); B:

The effect of ciclesonide on binding to the host cells (Vero cells)

which infected with ZIKV SZ01 was quantified by qRT-PCR; C:

The effect of ciclesonide on internalization of ZIKV SZ01 in Vero

cells was detected by plaque assay. n = 3,
-
x ± s. n·s: The difference

is not statistically significant; **P<0.01, ***P<0.001
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Altana公司开发的一种泼尼松龙的衍生物, FDA已批

准临床用于治疗哮喘、季节性变应性鼻炎和嗜酸性食管

炎[25,26]。至今未见环索奈德抗病毒活性的研究报道。

本文发现环索奈德具有抗ZIKV活性, 其对ZIKV

亚洲株和非洲株的治疗指数分别为 162和 41。环索奈

德不仅能够抑制 ZIKV所诱导的噬斑的形成, 还能够

通过减少病毒产生和ZIKV包膜蛋白的表达显著抑制

ZIKV感染。另外, 环索奈德处理还可抑制不同细胞系

中的ZIKV感染。目前, 已发现多种靶向病毒结合、内

吞、灭活或针对ZIKV复制的小分子抑制剂, 如多酚提

取物、抗菌肽、阿莫地喹等。本文初步研究了环索奈德

抗 ZIKV活性机制, 分时给药实验结果显示环索奈德

主要抑制ZIKV RNA合成阶段。通过进一步研究发现,

环索奈德不影响ZIKV结合而影响内化, 但其详细机制

仍有待进一步研究。此外, 耐药性是抗 ZIKV药物研

发需要特别关注的问题[27], 环索奈德抗 ZIKV耐药突

变株活性有待于验证。

孕妇感染 ZIKV可导致胎儿严重的小头畸形, 因

此阻止ZIKV垂直传播是感染孕妇治疗的主要目标。未

怀孕的个体, 例如具有高并发症风险的个体, 也可能会

受益于抗 ZIKV 药物。与其他已知的蚊媒病毒不同 ,

ZIKV还可通过垂直传播和性途径传播[28]。值得关注

的是, 尽管ZIKV可能通过血液途径垂直传播, 但与被

感染的男性进行性行为后上升的感染也可能会将病毒

转移至发育中的胎儿。因此, 研发可用于非妊娠人群

的药物是防止ZIKV对公众健康造成危害的重要组成

部分。环索奈德是一种广泛使用的抗哮喘药物, 其临

床安全性已知, 因此它有可能用于治疗非孕妇个体中

的其他感染。构建动物模型开展体内实验来评估环索

奈德对ZIKV引起的先天性感染和胎儿死亡的保护效

果很有必要。作者之前曾对环索奈德的体内实验进行

过初步研究, 也成功建立了小鼠模型, 但由于环索奈德

临床试验给药方式大都以气雾喷入给药, 给药方式执行

难度较大。另外, 环索奈德水溶性较差, 口服生物利用度

极低 (仅有 1%), 静脉给药未能找到低毒且能溶解完全

的溶剂, 腹腔给药的抗病毒体内药效结果不理想。

综上所述, 环索奈德在细胞水平上具有显著抗ZIKV

活性, 机制初步研究表明环索奈德靶向病毒RNA合成

阶段和病毒内化。本研究为深入研究环索奈德的精确

靶点、构效关系以及研发有效的 ZIKV防治药物奠定

了基础。
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