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基于比色法原理的新冠病毒主蛋白酶小分子抑制剂高通量筛选模型

的优化与应用
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研究所, 北京 100050)

摘要: 本研究优化并建立了新冠病毒主蛋白酶 (main protease, Mpro) 小分子抑制剂比色法高通量筛选模型, 以期

快速筛选天然产物来源的新型苗头化合物。基于比色法原理, 以TSAVLQ-pNA (para-nitroanilide) 作为Mpro水解底

物, 通过优化 pNA底物浓度、Mpro工作浓度、最佳反应时间、二甲基亚砜耐受浓度等影响因素, 建立Mpro小分子抑制

剂比色法高通量筛选模型并用于天然产物化合物库的快速筛选。通过一系列反应条件优化, 选择 0.4 μmol·L-1 Mpro

和 100 μmol·L-1 pNA底物, 成功地建立了Z'因子值为 0.9的比色法高通量筛选模型。通过对天然产物化合物库进行

高通量筛选, 证实了白果新酸 (ginkgolic acid C13:0) 在体外对Mpro酶活性具有良好的竞争性抑制作用。本研究成功

建立了新冠病毒Mpro小分子抑制剂比色法高通量筛选模型, 为抗新冠病毒药物先导化合物的筛选与发现奠定了实

验基础。
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Abstract: For rapid discovery of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) main

protease (Mpro) inhibitors from a natural product library, a novel colorimetric screening assay was developed.

According to the colorimetric principle, the synthetic peptide TSAVLQ-para-nitroanilide (pNA) was used as the

Mpro hydrolysis substrate. Subsequently, the working concentration of pNA substrate, Mpro working concentration,

hydrolysis time and DMSO tolerance were optimized for the development of a simple and robust colorimetric

screening assay. Through these systematic optimizations, we selected 0.4 μmol·L-1 Mpro and 100 μmol·L-1 pNA

substrate as the optimal working concentrations in this colorimetric screening assay, and a high Z' factor of 0.9 was

achieved. Using this screening assay, natural product ginkgolic acid C13: 0 (GA13: 0) was identified as a novel

competitive Mpro inhibitor in vitro. Taken together, we have successfully developed a simple and optimized
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colorimetric screening assay, which will be vital for the discovery of novel SARS-CoV-2 Mpro inhibitors.

Key words: SARS-CoV-2; main protease inhibitor; colorimetric screening assay; fluorescence resonance energy

transfer; fluorescence polarization; ginkgolic acid C13:0

自2019年12月迄今, 新冠病毒 (severe acute respi‐

ratory syndrome coronavirus 2, SARS-CoV-2) 感染引发

了新冠病毒肺炎 (coronavirus disease, COVID-19) 的全

球大流行。由于新冠病毒高频基因突变, 导致了奥密克

戎 (omicron) 变异株的全球蔓延, 具有载毒量大、传染

性强、传播速度快、传播隐匿等特点, 严重危害人类的

生命健康与经济发展[1-3]。虽然通过新冠病毒疫苗接种

建立了有效的群体免疫屏障, 降低了COVID-19重症发

病率, 但多种变异毒株的不断出现和流行, 其中有些会

逃逸现有疫苗的抗体免疫反应, 使疫苗保护力下降, 引

起突破性感染, 给疫情防控带来了严峻挑战。因此, 积

极开发安全有效的抗新冠病毒药物具有重要意义[4-6]。

SARS-CoV-2是单股正链 RNA病毒, 主要通过刺

突糖蛋白 (spike glycoprotein) 的受体结合域 (receptor

binding domain, RBD) 特异性结合宿主细胞表面的受

体血管紧张素转化酶 2 (angiotensin converting enzyme

2, ACE2) 吸附到宿主细胞上, 通过核内体或溶酶体途

径依赖的蛋白质水解作用进入宿主细胞。当病毒与宿

主细胞发生膜融合后, 病毒基因组RNA被释放到宿主

细胞的细胞质中, 利用宿主细胞的核糖体翻译为 2条

多聚蛋白质体 (polyprotein) 即pp1a和pp1ab。多聚蛋白

质体可在自剪切作用产生的主蛋白酶 (main protease,

Mpro) 和木瓜样蛋白酶 (pain-like protease, PLpro) 的水解

作用下生成 16个非结构蛋白质 (non-structural protein,

NSP)。其中 , Mpro 是具有同源二聚体结构特征的半

胱氨酸蛋白酶 , 其在多聚蛋白质体上含有 11 个酶切

位点, 负责加工包括 RNA 依赖的 RNA 聚合酶 (RNA-

dependent RNA polymerase, RdRp) 以及复制-转录复

合物的其他亚基等 12个非结构蛋白质, 调控病毒基因

组RNA复制与免疫逃逸[7]。Mpro对多聚蛋白质体的水

解作用是 SARS-CoV-2 生命周期与病毒基因组 RNA

复制过程中的核心步骤[8]。鉴于进化保守的Mpro在新

冠病毒基因组RNA复制中具有重要的调控功能, 且人

体不存在其同源蛋白酶, Mpro被认为是抗新冠病毒药

物开发的理想靶标之一[9,10]。

自COVID-19疫情暴发以来, 以“清肺排毒汤”、“连

花清瘟胶囊”、“化湿败毒方”、“宣肺败毒方”为代表的中

药名方在疫情防控与治疗中发挥了巨大作用, 取得了良

好的临床治疗效果[11]。传统中药虽疗效显著, 具有多组

分、多靶点、转阴快、复阳低等药效学特点, 但对其活性

物质组分与功能尚缺少深入的研究[12,13]。为了探讨中

药抗疫的物质基础与药理机制, 本研究基于比色法原

理, 通过系统的优化方案, 建立一种简便快速的新冠病

毒Mpro小分子抑制剂高通量筛选模型, 并对传统中药来

源的天然产物化合物库进行筛选, 以期获得新型苗头化

合物, 为抗新冠病毒药物的研究与开发奠定基础。

材料与方法

试剂与仪器 氨苄西林、异丙基-β-D-硫代半乳糖

苷 (isopropy-β -D-thiogalactoside, IPTG)、二甲基亚砜

(dimethyl sulfoxide, DMSO)、二硫苏糖醇 (dithiothrei‐

tol, DTT)、羟乙基哌嗪乙磺酸 [4- (2-hydroxyethyl) -1-

piperazineethanesulfonic acid, HEPES] (Aladdin 公司);

HisTrapTM层析柱 (Cytiva 公司); 全黑半底 96 孔板、透

明半底 96 孔板 (Corning 公司); 天然产物化合物库

(L6810)、白果新酸 (ginkgolic acid C13: 0, GA13: 0)、

GC-376 (TargetMol 公司); 对硝基苯胺 (para-nitroani‐

line, pNA) 标记的比色法底物 (pNA 底物 : TSAVLQ-

pNA)、异硫氰酸荧光素 (fluorescein isothiocyanate,

FITC) 与生物素 (biotin) 标记的荧光探针 (FITC-sub‐

strate-biotin: FITC-AVLQSGFRKK-biotin, λex/λem: 485/

535 nm)、7-甲氧基香豆素-4-乙酸 (7-methoxycoumarin-

4-acetic acid, MCA) 与2,4-二硝基苯酚 (2,4-dinitropheno,

Dnp) 标记的荧光共振能量转移 (fluorescence reso‐

nance energy transfer, FRET) 底物 [MCA-AVLQSGFR-

Lys(Dnp)-Lys-NH2, λex/λem: 320/405 nm] 由吉尔生化 (上

海) 有限公司合成; AKTA Pure蛋白质纯化仪 (Cytiva公

司); 多功能酶标仪 (BioTek公司)。

新冠病毒 Mpro原核表达、分离纯化与酶活性测

定 按照文献[14]所述方法进行 SARS-CoV-2 Mpro原核

表达、分离纯化与酶活性测定。利用FRET方法, 根据

Mpro 对 FRET 底物的水解反应曲线 , 计算其比活力

(U·mg-1)。根据米氏方程, 计算其米氏常数值 (Michaelis

constant, Km) 与催化常数值 (catalytic number, kcat)。

pNA 底物最佳工作浓度的确定 将 2 mmol·L-1

pNA 底 物 以 HEPES 缓 冲 液 (10 mmol·L-1 HEPES、

50 mmol·L-1 NaCl、1 mmol·L-1 DTT, pH 7.0) 稀释至 50、

100、150、200、250、300、350、400 μmol·L-1, 依次加入到

透明半底 96孔板中, 每孔 50 μL, 各反应组设置 3组复

孔。再将 4 μmol·L-1 Mpro 加入到上述各孔中 , 每孔
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50 μL, 室温反应 10 min, 以多功能酶标仪检测吸光度

A405值。设定加入 50 μL HEPES缓冲液孔为空白对照

孔, 当A405 (反应组)/A405 (空白组) ≥ 3时, 所使用 pNA底物的最

低浓度即为pNA底物最佳工作浓度。

Mpro最佳工作浓度的确定 将 200 μmol·L-1 pNA

底物加入到透明半底 96孔板中, 每孔 50 μL, 每组设置

3组复孔。再依次加入 0.062 5、0.125、0.25、0.5、1、2、4、

8 μmol·L-1 Mpro到上述 96孔板中, 每孔 50 μL, 室温反应

10 min, 以多功能酶标仪检测 A405值。利用 GraphPad

Prism 8.0拟合 Mpro水解反应曲线, 计算其半数有效浓

度值 (half maximal effective concentration, EC50)。

Mpro最佳反应时间的确定 将 200 μmol·L-1 pNA

底物加入到透明半底 96孔板中, 每孔 50 μL, 每组设置

3组复孔。再加入 0.8 μmol·L-1 Mpro到上述 96孔板中,

每孔 50 μL。设置检测总时间为 60 min, 检测间隔为

20 s, 以多功能酶标仪检测 A405 值。利用 GraphPad

Prism 8.0拟合 Mpro水解反应曲线, 设定到达水解反应

曲线平台期的最短时间为Mpro最佳反应时间。

DMSO耐受性实验 将 200 μmol·L-1 pNA底物加

入到透明半底96孔板中, 每孔50 μL, 再加入0.8 μmol·L-1

Mpro到上述 96孔板中, 每孔 50 μL。上述反应体系中含

DMSO 分别为 0、1%、2%、3%、4%、5%, 每组设置 3 组

复孔。室温反应 30 min后, 以多功能酶标仪检测 A405

值。通过 DMSO 浓度对上述各反应组中 A405值的影

响, 判断本比色法筛选模型对DMSO的耐受性。

GC-376 抑制活性实验 将 10 mmol·L-1 GC-376

以含 0.8 μmol·L-1 Mpro的 HEPES 缓冲液进行 2 倍倍比

稀释, 以 4 μmol·L-1为起始浓度, 共稀释 6个浓度梯度,

加入到透明半底 96 孔板中 , 每孔 50 μL, 室温孵育

30 min。再加入200 μmol·L-1 pNA底物, 每孔50 μL, 室

温孵育 30 min后, 以多功能酶标仪检测 A405值。设置

DMSO 孔为阴性对照组 , 100 μmol·L-1 pNA 底物孔为

空白对照组, 各检测浓度下GC-376抑制率按公式 (1)

计算。以 GraphPad Prime 8.0 拟合其抑制曲线 , 计算

GC-376 的半数抑制浓度值 (half maximal inhibitory

concentration, IC50)。

GC-376抑制率 (%) =
A405 (DMSO ) − A405 ( )GC-376

A405 ( )DMSO − A
405 ( )pNA底物

× 100% (1)

比色法高通量筛选模型的综合评价 按照“GC-

376 抑制活性实验”所述方法设定 2 μmol·L-1 GC-376

孔为阳性对照组, DMSO 孔为阴性对照组, 每组各 48

个孔 , 以多功能酶标仪检测 A405 值后 , 按公式 (2)～

(5) 分别计算本筛选模型的Z'因子值、信号窗值 (signal

window, SW)、信号本底比值 (signal to background, S/B)

与信噪比值 (signal to noise, S/N)[15,16]。

Z' = 1 − 3 × (SDDMSO − SDGC-376 )

|| μDMSO − μGC-376

(2)

SW = μDMSO − μGC-376 (3)

S/B =
μDMSO

μGC-376

(4)

S/N =
μDMSO − μGC-376

SDDMSO
2 + SDGC-376

2
(5)

式中 , SDDMSO 为阴性对照组 A405 值的标准差 ,

SDGC-376为阳性对照组A405值的标准差, μDMSO为阴性对照

组A405值的平均值, μGC-376为阳性对照组A405值的平均值。

天 然 产 物 化 合 物 库 的 高 通 量 筛 选 将 含

0.8 μmol·L-1 Mpro的 HEPES缓冲液加入到透明半底 96

孔板中, 每孔49 μL, 再加入1 μL天然产物 (1 mg·mL-1),

室温孵育 30 min。将 200 μmol·L-1 pNA底物加入到上

述反应中, 每孔 50 μL, 室温反应 30 min后, 以多功能

酶标仪检测A405值。设定 2 μmol·L-1 GC-376孔为阳性

对照组, DMSO孔为阴性对照组, 100 μmol·L-1 pNA底

物孔为本底组, 以抑制率 ≥ 50%作为苗头化合物 (hit)

的候选标准, 同法进行第二轮复筛。按公式 (6) 计算

苗头化合物抑制率。

苗头化合物抑制率 (%) =
A405 ( )DMSO − A405 ( )hit

A405 ( )DMSO − A405 ( )GC-376

×100%

(6)

白果新酸在比色法筛选模型中的抑制活性 将

20 mmol·L-1白果新酸以含 0.8 μmol·L-1 Mpro的 HEPES

缓冲液稀释至 200 μmol·L-1, 再以 2倍倍比法稀释 8个

浓度梯度后, 将上述溶液加入到透明半底 96孔板中,

每孔 50 μL, 室温孵育 30 min。再将 200 μmol·L-1 pNA

底物加入到上述各孔中, 每孔 50 μL, 室温反应 30 min

后, 以多功能酶标仪检测A405值。按公式 (6) 计算白果

新酸在比色法筛选模型中对Mpro酶活性的抑制率, 以

GraphPad Prism 8.0拟合抑制曲线, 计算其在上述筛选

模型中的 IC50值。

白果新酸在三明治样荧光偏振筛选模型中的抑制

活性 利用文献[17,18]所述的三明治样荧光偏振筛选模

型进行白果新酸的抑制活性评价。将20 mmol·L-1白果

新酸以含 0.4 μmol·L-1 Mpro的 Tris缓冲液 (10 mmol·L-1

Tris、50 mmol·L-1 NaCl、1 mmol·L-1 EDTA、1 mmol·L-1

DTT, pH 8.0) 稀释至 160 μmol·L-1, 再以 2 倍倍比法稀

释 6个浓度梯度后, 加入到全黑半底 96孔板中, 每孔

30 μL, 每组设置 3 组复孔 , 室温孵育 35 min。上述

各孔中再加入 60 nmol·L-1 FITC-substrate-biotin 荧光

探针反应液 , 每孔 20 μL, 室温孵育 20 min 后 , 加入

300 nmol·L-1 亲和素反应液 , 每孔 10 μL, 室温孵育

5 min 后 , 以多功能酶标仪检测毫偏值 (millipolariza‐
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tion unit, mP)。 设 定 DMSO 孔 为 阴 性 对 照 组 ,

2 μmol·L-1 GC-376孔为阳性对照组。按照公式 (7) 计

算白果新酸在三明治样荧光偏振筛选模型中对Mpro酶

活性的抑制率 , 利用 GraphPad Prism 8.0 拟合抑制曲

线, 计算其在上述筛选模型中的 IC50值。

白果新酸抑制率 (%) =
mP白果新酸 − mPDMSO

mPGC-376 − mPDMSO

× 100% (7)

白果新酸在FRET筛选模型中的抑制活性 利用

文献[15]所述的 FRET筛选模型进行白果新酸的抑制活

性评价。将 20 mmol·L-1 白果新酸以含 0.8 μmol·L-1

Mpro的HEPES缓冲液稀释至 160 μmol·L-1, 再以 2倍倍

比法稀释 6个浓度梯度后, 加入到全黑半底 96孔板中,

每孔 25 μL, 每组设置 3组复孔, 室温孵育 30 min。上

述各孔中再加入 10 μmol·L-1 FRET 底物 , 每孔 25 μL,

以多功能酶标仪检测相对荧光强度值 (relative fluores‐

cence units, RFU)。根据 30 s 内酶促反应曲线的斜率

计算反应初速度 (V = ΔRFU·s-1)。设定DMSO孔为阴

性对照组, 2 μmol·L-1 GC-376孔为阳性对照组。以公

式 (8) 计算白果新酸在 FRET 筛选模型中对 Mpro酶活

性的抑制率, 以 GraphPad Prism 8.0拟合抑制曲线, 计

算其在上述筛选模型中的 IC50值。

白果新酸抑制率 (%) = 1 − V白果新酸

VDMSO

× 100% (8)

白果新酸的抑制机制及抑制常数值的测定 将

20 mmol·L-1白果新酸以含 0.8 μmol·L-1 Mpro的 HEPES

缓冲液稀释至 12 μmol·L-1并加入到全黑半底 96孔板

中, 每孔 25 μL, 室温孵育 30 min后, 分别加入 10、20、

30、40 μmol·L-1 FRET底物, 每孔 25 μL。按照FRET筛

选模型所述的方法, 以多功能酶标仪检测 RFU值, 计

算反应初速度。设定白果新酸的浓度为0、4、8 μmol·L-1,

重复上述实验操作。利用林贝 (Lineweaver-Burk) 双

倒数作图法, 分析白果新酸的抑制机制并计算其抑制

常数值 (inhibitory constant, Ki)。

数据分析与统计 采用 GraphPad Prism 8.0 软件

拟合Mpro水解反应曲线和白果新酸在上述筛选模型中

的抑制曲线, 计算其EC50和 IC50值。

结果

1 新冠病毒Mpro原核表达、分离纯化与酶活性测定

工程菌经 IPTG诱导后, 在预期分子质量 34 kD位

置有明显的目的蛋白质表达条带。由于在Mpro的羧基

端融合有多聚组氨酸标签 , 故此菌体裂解上清液以

HisTrapTM亲和层析柱进行了Mpro的分离纯化, 其纯度为

95%, 质量浓度为1.6 mg·mL-1 (图1A)。以FRET法测定

Mpro比活力, 实验结果表明, 纯化的Mpro具有良好的水解

活性, 其比活力不低于40 000 U·mg-1 (图1B)。通过图1C

拟合的米氏方程, 计算其Km值为19.28 μmol·L-1, kcat值为

0.127·s-1, 专一性常数值 (kcat/Km) 为 6 587.1 L·mol-1·s-1,

说明成功地制备了高活性Mpro, 为比色法高通量筛选

模型的建立奠定了实验基础。

2 新冠病毒Mpro小分子抑制剂比色法高通量筛选模

型的基本原理

本筛选模型的基本原理概述如下 (图2): 将TSAV‐

LQ-pNA作为Mpro水解底物, 其经Mpro水解反应后将释

放自由的pNA分子, 基于比色法原理, 建立Mpro小分子

抑制剂高通量筛选模型。活性化合物可抑制 Mpro对

pNA底物的水解作用, 不能释放自由的 pNA分子, 将

表现较低的A405值。反之, 非活性化合物导致自由的pNA

分子增加, 将表现较高的A405值。通过判断A405值的改

变, 即可快速筛选Mpro小分子抑制剂。

3 新冠病毒Mpro小分子抑制剂比色法高通量筛选模

型的优化与建立

将 pNA底物稀释 8个浓度, 加入 2 μmol·L-1 Mpro使

Figure 1 Production and characterization of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) main protease (Mpro). A:

Expression and purification of SARS-CoV-2 Mpro in Escherichia coli (E. coli) cells. The purified Mpro band is marked by a white box line in

a stained gel. M: Protein mark; 1: Total cell proteins; 2-4: Purified Mpro band (34 kD); B: Enzymatic activity analysis of purified Mpro. The

specific activity of purified Mpro was determined by the fluorescence resonance energy transfer (FRET) assay; C: Determination of the

enzymatic parameters of purified Mpro. According to the initial velocity (V) in the FRET assay, the Michaelis constant (Km), Vmax and catalytic

number (kcat) values were calculated using a Michaelis-Menten equation. RFU: Relative fluorescence unit
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其充分水解后, 以多功能酶标仪检测 A405值。实验结

果 表 明 , 当 pNA 底 物 浓 度 大 于 100 μmol·L-1 时 ,

A405 (反应组)/A405 (空白组) ≥ 3, 满足了高通量筛选的基本要求

(图 3A)。为了保持实验体系的高灵敏度和低本底值,

选择100 μmol·L-1 作为pNA底物的最佳工作浓度。

将2倍倍比稀释的Mpro与100 μmol·L-1 pNA底物进

行10 min水解反应后, 以多功能酶标仪检测A405值。Mpro

水解反应曲线表明, Mpro对pNA底物具有良好的水解活

性, 其水解反应的EC50值为0.4 μmol·L-1。在筛选模型的

实验体系中, Mpro使用量是决定其灵敏性的重要因素。

为了保持实验体系的高灵敏度, 选择 0.4 μmol·L-1作为

Mpro的最佳工作浓度 (图3B)。

将 0.4 μmol·L-1 Mpro与 100 μmol·L-1 pNA底物进行

60 min水解反应, 其水解反应动力学曲线表明, 随着水

解反应时间的不断延长, A405值逐渐升高。当水解反应

时间达到 30 min时, A405值趋于平稳并达到最大值, 这

说明 Mpro彻底地完成了水解反应 (图 3C)。为了保证

在筛选模型的实验体系中Mpro水解反应彻底完成, 选

择30 min作为其最佳反应时间。

按照上述确定的 pNA底物与 Mpro最佳工作浓度,

将Mpro水解反应置于不同浓度的DMSO条件下, 分析

本筛选模型对DMSO的耐受性。结果表明, 当DMSO

浓度低于 2% 时 , 其 A405 值为 0.16, 波动极小。当

DMSO浓度高于 2%时, 其A405值略有降低, 差异显著。

考虑到DMSO是药物筛选中最常使用的有机溶剂, 在

进行天然产物化合物库筛选时, 需控制DMSO量低于

2% (图3D)。

GC-376是已报道的Mpro小分子抑制剂, 已被广泛用

于药物高通量筛选模型的特异性评价[19-21]。在上述建立

的Mpro小分子抑制剂比色法筛选模型中, GC-376表现

出了良好的抑制活性, 其 IC50值为 (0.67 ± 0.4) μmol·L-1

(图 3E), 与文献[20,21]报道基本一致, 说明本筛选模型具

有良好的特异性。

Z'因子是评价药物高通量筛选模型稳定性、灵敏性

和特异性的核心参数之一, 一般要求Z'因子值大于0.5才

能满足高通量筛选的基本要求[16]。以2 μmol·L-1 GC-376

作为阳性对照组, 对本筛选模型的Z'因子值进行分析。

实验结果表明, 本筛选模型的 Z'因子值为 0.9 (图 3F)。

另外, 本筛选模型的 S/B值为 3.22、S/N值为 11.65、SW

值为0.12, 满足高通量筛选的基本要求 (表1)。

4 新冠病毒Mpro小分子抑制剂比色法高通量筛选模

型的应用

本比色法高通量筛选模型使用时主要包括 2步操

作: 首先, 将 0.8 μmol·L-1 Mpro (每孔 50 μL) 与天然产物

室温孵育 30 min, 再加入 200 μmol·L-1 pNA底物 (每孔

50 μL) 进行 30 min水解反应后, 以多功能酶标仪检测

A405值 (图 4A)。为了保证本筛选模型的稳定性和可

靠性 , 在每轮筛选中 , 应按照图 4B 所示进行筛选样

品的布局。每轮筛选板中均应包括阳性对照组

(0.4 μmol·L-1 Mpro + 2 μmol·L-1 GC-376 + pNA底物)、阴

性对照组 (0.4 μmol·L-1 Mpro + DMSO + pNA 底物) 和

本底组 (100 μmol·L-1 pNA底物)。利用上述已建立的

比色法高通量筛选模型对传统中药来源的天然产物化

合物库进行筛选, 以初筛抑制率大于 50%作为阳性化

合物基准线, 共获得6个候选苗头化合物 (图4C)。

5 白果新酸对新冠病毒Mpro酶活性的抑制作用、抑制

机制与抑制常数值

利用已建立的比色法筛选模型 , 对初筛获得的

6个候选苗头化合物进行复筛, 发现白果新酸在本筛

Figure 2 Graphic diagram of the colorimetric screening assay.

The synthetic peptide TSAVLQ-para-nitroanilide (pNA) is used as

the Mpro hydrolysis substrate, and its cleavage at the Q-pNA bond

by SARS-CoV-2 Mpro (blue scissor) releases free pNA, which turns

the color of the solution to yellow. This color change can be

continuously monitored using a microplate reader (BioTek) at

405 nm. Hence, the presence of bioactive compounds (red hexagon)

that inhibit the enzymatic activity of Mpro will lower the A405 value

using this screening assay, whereas the cleaved, the free pNA will

be released from pNA substrate because of the exciting of inactive

compound (green hexagon)

Table 1 The general evaluation of an optimized colorimetric

screening assay. HTS: High-throughput screening; S/N: Signal to

noise; SW: Signal window

Indicator
S/B

S/N

SW
Z' factor

Requirement of HTS
> 3

> 10

Not determined
> 0.5

Result of HTS
3.22

11.65

0.12
0.9
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选模型中对Mpro酶活性的抑制作用具有明显的量效关

系, 其 IC50值为 (16.11 ± 1.2) μmol·L-1 (图 5A、B)。另外,

白果新酸在三明治样荧光偏振筛选模型和FRET筛选

模型中对Mpro酶活性均表现出良好的抑制作用, 其 IC50

值分别为 (7.8 ± 0.2) μmol·L-1 和 (7.6 ± 0.1) μmol·L-1

(图 5C、D), 证实了白果新酸在体外对Mpro酶活性具有

良好的抑制作用。林贝双倒数曲线表明, 白果新酸对

Mpro 酶活性的抑制方式为竞争性抑制 , 其 Ki 值为

3.86 μmol·L-1 (图5E、F)。

讨论

目前, 新冠病毒感染引起的 COVID-19 疫情仍在

全球蔓延, 尤其是高传染性奥密克戎变异株的大流行,

使感染与死亡病例数再度激增。新冠病毒的高频基因

突变使其传染性升高和疫苗保护力下降, 积极开发抗

新冠病毒药物刻不容缓[4-6]。在新冠病毒的生命周期

中, Mpro是调控病毒基因组RNA复制的关键功能蛋白,

其活性位点在各变异株中具有高度保守性, 这使Mpro

成为广谱抗新冠病毒药物开发的理想靶标之一[9,10,22]。

目前 , 已报道了 FRET 筛选法、三明治样荧光偏

Figure 3 Development of an optimized colorimetric screening assay for the discovery of SARS-CoV-2 Mpro inhibitors. A: Determination of

an optimal concentration of pNA substrate. The red dotted line indicated the baseline of signal to background (S/B) in this colorimetric

screening assay; B: Determination of an optimal concentration of Mpro used in the colorimetric screening assay. A half maximal effective

concentration (EC50) value was calculated according to the proteolytic reaction curve of Mpro. For a high sensitivity of screening assay, an

optimal working concentration of Mpro should be equal to this EC50 value; C: Time course trajectory in the colorimetric screening assay. The

proteolytic reaction was monitored at A405 every 20 s for 60 min by a microplate reader (BioTek). Based on this proteolytic reaction curve, the

incubation time could be defined in 30 min in this screening assay; D: Dimethyl sulfoxide (DMSO) tolerance assay; E: The inhibitory activity

of GC-376 in the colorimetric screening assay. The chemical structure of GC-376 was shown; F: Determination of Z' factor in the colorimetric

screening assay. GC-376 and DMSO were used as positive and negative controls, respectively. IC50: Half maximal inhibitory concentration

Figure 4 Application of the colorimetric screening assay for

the discovery of SARS-CoV-2 Mpro inhibitors. A: Basic screening

protocol of the colorimetric screening assay for the discovery of Mpro

inhibitors; B: The natural products layout in a 96-well microplate for

HTS. The positive wells (GC-376), negative wells and background

wells were highlighted; C: The illustration for the primary screening

cycle of natural product library using the colorimetric screening assay.

The red dotted line indicated a baseline in the primary screening

cycle, and 6 candidate compounds were identified
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振筛选法、细胞模型筛选法和表型筛选法等多种生化

实验筛选法用于 Mpro 小分子抑制剂的筛选与发

现[15,17,18,23-26]。其中, FRET筛选法被认为是Mpro小分子

抑制剂最主要的筛选方法, 但其水解动力学过程易受

环境、温度等条件影响, 重复性和稳定性较差, 并易于

产生假阳性化合物。三明治样荧光偏振筛选法虽具有

操作简便、高灵敏性、经济稳定等诸多优点, 但其对多

功能酶标仪的配置要求较高, 必须配备高端的荧光偏

振检测功能模块才可使用上述方法筛选Mpro小分子抑

制剂, 这使其在基层实验室的推广应用仍具有一定的

局限性。另外, 细胞模型筛选法和表型筛选法还具有

操作繁琐、筛选周期长、筛选成本高和稳定性差等缺

点。因此, 积极开发简便快速、稳定可靠、易于基层推

广的新型高通量筛选模型具有重要意义。

本研究基于比色法原理 , 以 TSAVLQ-pNA 作为

Mpro 水解底物 , 通过判断 Mpro 水解反应中由于游离

pNA浓度改变导致的 A405值变化, 即可快速筛选到活

性化合物。与上述已报道的筛选法相比, 本研究建立

的比色法筛选模型更好地避免了天然产物自身荧光对

筛选模型可靠性的干扰, 只需使用酶标仪的吸收光检

测功能即可实现活性化合物的快速筛选, 具有操作简

便、稳定可靠、易于推广等优点, 非常适合基层实验室

使用。但在比色法筛选模型的使用过程中, 由于 pNA

底物具有不稳定性, 需在实验过程中新鲜配制并使用。

另外, Mpro在长时间冻存或反复冻融后会使其酶活性

降低, 定期采用 FRET方法对其进行比活力测定也是

至关重要的。在筛选过程中, 尽量室温操作, 最大限度

地降低外界环境因素波动对Mpro水解反应的影响。

白果新酸是传统中药白果中酚酸类提取物的组成

成分之一 , 具有抗细菌、抗病毒、抗寄生虫等药理作

用[27-30]。近期已有研究证实, 白果新酸可能是新冠病毒

Mpro小分子抑制剂, 且白果新酸的结构类似物银杏酸和

漆树酸对新冠病毒具有良好的抗病毒活性, 其EC50值

约为 8 μmol·L-1 [31,32]。本研究证实, 白果新酸对新冠病

毒Mpro酶活性具有良好的竞争性抑制作用。但白果新

酸仍具有一定的细胞毒性, 还需深入进行化学改造, 以

降低其细胞毒性, 提高其靶向性与抗病毒活性。

综上所述, 本研究成功建立了新冠病毒Mpro小分子

抑制剂比色法高通量筛选模型, 初步证实了白果新酸在

体外对Mpro酶活性具有良好的竞争性抑制作用, 为抗新

冠病毒药物先导化合物的筛选与发现奠定了实验基础。
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