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根皮素对新型冠状病毒 RNA 聚合酶抑制活性的
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　　摘要：目的 探索根皮素对新型冠状病毒 RNA 聚合酶的抑制活性，并预测 3 种根皮素类似物小分子的靶酶抑制活
性。方法 运用分子对接手段研究根皮素与 RNA聚合酶活性位点处的结合模式；利用细胞水平的新型冠状病毒 RNA 聚
合酶 nsp7/nsp8/nsp1 2 催化反应体系检测根皮素对 RNA聚合酶的抑制活性。选择 3 种与根皮素结构类似的中药小分子
进行靶酶抑制活性预测，应用分子对接方法研究它们与靶酶活性位点间的结合模式。结果 根皮素及其类似物均可较好

地结合于 RNA聚合酶的活性位点处，占据 NTPs通道而阻碍核苷酸底物的进入，进而抑制 RNA聚合酶主导的核酸复制。
细胞水平上的抑制 RNA聚合酶活性测试实验结果表明，根皮素对新型冠状病毒 RNA聚合酶具有明显的抑制活性，虽然
活性弱于瑞德西韦，但其细胞毒性亦低于瑞德西韦；同时，预测根皮素类似物亦可抑制 RNA 聚合酶而具有抗新型冠状
病毒药理作用。结论 研究证实根皮素具有 RNA聚合酶抑制活性，并预测根皮素类似物小分子亦具有 RNA 聚合酶抑制
活性，结果可进一步为抗新型冠状病毒药物研发提供参考。
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Abstract：Objective To explore the inhibitory activity of phloretin on the RNA polymerase of the novel coronavirus，and pre-
dict the target enzyme inhibitory activity of three small analogs molecules.Methods Molecular docking was employed to investi-
gate the binding mode of phloretin with the active site of RNA polymerase.The inhibitory activity of phloretin on RNA polymerase
was evaluated using a cell -based assay system for the catalytic reaction of the novel coronavirus RNA polymerase nsp7/nsp8/
nsp1 2.Three small molecules from traditional Chinese medicine which was similar to the structure of rhizobin were selected to
predict the inhibitory activity of the targeted enzyme，and the binding mode between them and the target enzyme activity site was
studied by molecular docking method.Results Phloretin exhibited favorable binding to the active site of RNA polymerase，occup-
ying the NTPs channel and obstructing the entry of nucleotide substrates，thereby inhibiting RNA polymerase -directed nucleic
acid replication.The results of pharmacological testing for the inhibition of RNA polymerase at the cellular level demonstrated
that phloretin possesses significant inhibitory activity against the novel coronavirus RNA polymerase，albeit with weaker activity
compared to remdesivir.However，phloretin exhibited lower cytotoxicity compared to remdesivir.It is predicted that phloretin an-
alogs can also inhibit RNA polymerase and have pharmacological effects against novel coronavirus.Conclusion This study reveals
the RNA polymerase inhibitory activity of phloretin，and predict that the small molecules of the rhizetin analogs also have RNA
polymerase inhibitory activity，providing a potential reference for the development of anti -novel coronavirus drugs.
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　　根皮素是一种广泛存在于多种食用及药用植物中的二氢
查尔酮类化合物，具有抗菌、抗癌、降血糖、降血压、抗炎、降尿

酸等多种药理活性［1 -1 4］，安全性高［1 5］，同时合成工艺简单［1 6］，

倘若其具有抗新型冠状病毒活性将在未来对新型冠状病毒感

染的临床治疗具有重要意义。笔者通过分子对接虚拟筛选、细

胞水平的新型冠状病毒 RNA 依赖的 RNA 聚合酶（RNA -de-
pendent RNA polymerase，RdRp）活性抑制实验发现根皮素对靶
酶具有一定的抑制活性，而后应用相同分子模拟方法预测了 3
种结构类似物小分子的靶酶抑制活性，现报道如下。

1 　实验部分
1 .1 　实验材料　根皮素购于成都曼思特生物科技有限公司
（纯度≥98%）。293T 细胞购自 ATCC；DMEM高糖细胞培养
基购自美国 Life Technologies 公司；胎牛血清购自美国 Gibco
公司；Vigofect 转染试剂购自威格拉斯生物技术有限公司；
CCK-8 细胞活性测定试剂盒购自诺唯赞生物科技股份有限
公司；Gaussia 荧光素酶（Gluc）底物腔肠素 h（coelenterazine -
h）购自美国 Promega 公司。Centro XS3 LB 963 酶标仪购自德
国 Berthold 公司；EnSpire 2300 多功能酶标仪购自美国
PerkinElmer 公司。
1 .2　根皮素与靶酶的分子对接实验　从 PDB 数据库下载获
得新型冠状病毒 RNA 聚合酶的晶体三维结构（ID：7BV2），用
Mgtools 1 .5.6 处理蛋白结构，通过加氢、计算电荷、合并非极性
氢后保存成 pdbqt 文件。以靶蛋白的活性位点（center x =
92.51 7，center y =92.906，center z =1 01 .245）为中心，构建一个
60 ×60 ×60 的盒子，通过 Vina运算生成 pdbqt文件。运用 Py-
mol 1 .7.2.1 软件打开生成的 pdbqt文件，并打开 7BV2 蛋白结
构，保存成复合物 pdb文件，并进行相关作图处理［1 7 -1 8］。

1 .3　利用细胞水平的新型冠状病毒 RNA 聚合酶催化反应体
系行药理活性检测　质粒转染及细胞给药处理：HEK293T 细
胞使用 pCoV -Gluc、pCOVID1 9 -nsp1 2、pCOVID1 9 -nsp7、
pCOVID 1 9 -nsp8 质粒以 1 ∶20 ∶60 ∶60 的比率进行转染［1 9］，

使用的转染试剂为 Vigofect，转染后 1 2 h，将细胞重新接种于 96
孔板中（1 04 个细胞/孔），然后用包括瑞德西韦、根皮素在内的

培养液进行倍比稀释加入孔中，于 24 h 后，按照 Gasussia 荧光
素酶活性检测的方法检测荧光值。所示结果是 3 次独立实验
的平均值。

Gluc 活性测定：Gasussia 荧光素酶活性检测按照 TAN-
NOUS BA提供的方法操作［20］。首先将腔肠菌素-h 的原液溶
于无水乙醇中，调整浓度至 1 .022 mmol/L。每次测定前，将原
液在 PBS 中稀释至 1 6.7 μmol/L，并在室温下于暗处孵育 30
min。进行发光分析时，向白色不透明 96 孔板的每孔中添加
1 0 μL上清液，并进样 60 μL 1 6.7 μmol/L 腔肠菌素 -h，然后
用 Berthold Centro XS3 LB 963 微板光度计测量发光共 0.5 s。
抑制 率 （%）=［1 - （实 验 组 平 均 值/对 照 组 平 均
值）］×100%。

细胞活性测定：用 CCK -8 试剂盒（CCK -8 Cell counting
kit，Vazyme）检测活性测定，具体方法参考产品说明书。将 1
μL每种测试化合物添加至 HEK293T细胞中并孵育 24 h。然
后向每孔中添加 1 0 μL CCK -8 试剂，并在含 5%二氧化碳条
件下于 37 ℃孵育 30 ~90 min。用 Enspire 2300 Multiable 读数
器（PekinElmer）测量 450 nm 处的吸光值，计算细胞活性率。
所示结果是 3 次独立实验的平均值。
1 .4　根皮素类似物与靶酶的分子对接实验　以根皮素结构为
基础，从中药化学成分库中筛选得到结构类似化合物 1 ~3，为
根皮素结构类似物，如图 1 所示，验证根皮素类似物与 RdRp
活性位点的结合能力，方法及步骤同 1 .2。
2　实验结果
2.1　根皮素与 RNA聚合酶的分子对接　研究结果发现，根皮
素进入至 RdRp的底物三磷酸核苷酸（Nucleoside triphosphates，
NTPs）通道活性位点处，并以非共价结合的方式与 NTPs 结合
处的氨基酸（THR456、MET542、ARG555、ASP623、THR687、
ALA688、ASN691、SER759 等）发生分子间相互作用，见插页Ⅴ
图 2，THR456 残基上羟基氧原子与根皮素 4′羟基氢原子形成
氢键，键长为 2.867Å；ARG555 胍基伯胺氢原子与根皮素羰基
氧原子形成氢键，键长为 2.765Å；ASN691、SER759 残基分别与
根皮素羰基邻位羟基形成氢键相互作用，键长分别为 2.648Å、

图 1 　根皮素结构类似物的化学结构
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2.91 2Å。分子对接过程中释放的自由能为 7.5 kcal/mol。结
果表明，根皮素可竞争性占据 RdRp 中 NTPs 通道的活性位点
而阻碍正常底物 NTPs的进入，从而对 RdRp 核酸复制的生物
学功能起到干扰作用。

2.2　体外药理实验检测结果　实验中质粒 pCOVID1 9 -
nsp1 2、pCOVID1 9 -nsp7、pCOVID 1 9 -nsp8 体系转染 HRK293T
细胞后，于细胞内表达出相应蛋白，组成高效的介导 RNA 复制
的 nsp7/nsp8/nsp1 2 体系［21 -22］。pCoV -Gluc 转染至细胞后被
宿主细胞 RNA聚合酶识别首先合成一条正链的 mRNA，而后
在 nsp7/nsp8/nsp1 2 体系（RNA 依赖性 RNA 聚合酶，RdRp）的
作用下转录出负链 vRNA，进而再由 nsp7/nsp8/nsp1 2 体系进
一步转录成正链性质的 RNA，最终大量表达 Gluc，在 Gluc 的表
达过程中 nsp7/nsp8/nsp1 2 体系起到了“放大器”的扩增作用，
故靶向抑制 nsp1 2 可使 Gluc 的表达减少。实验发现根皮素和
瑞德西韦对 nsp7/nsp8/nsp1 2 体系具有抑制作用，并呈现出一
定的剂量依赖性，瑞德西韦的活性明显强于根皮素，而根皮素

的细胞毒性比瑞德西韦小，具体数据见表 1。
表 1 　实验中测得样品对 RdRp抑制率及

CCK -8 细胞活性检测结果

测试样品

化合物浓度梯度 瑞德西韦 根皮素

浓度Ⅰ（μmol/L） - 50
浓度Ⅱ（μmol/L） 25 25
浓度Ⅲ（μmol/L） 1 0 1 0

试验测定对

RdRp抑制率

浓度Ⅰ - 58.87 ±6.78
浓度Ⅱ 74.01 ±3.54 24.32 ±1 .54
浓度Ⅲ 68.1 0 ±3.78 5.36 ±2.23

细胞活性测定

浓度Ⅰ - 68.49 ±3.88
浓度Ⅱ 77.25 ±0.76 81 .1 1 ±3.1 8
浓度Ⅲ 79.82 ±1 .33 90.04 ±1 .37

2.3　根皮素类似物与靶酶的分子对接结果　化合物 1 -3 与
RNA聚合酶之间的结合模式与根皮素相同，均可处于 NTPs通
道中阻碍底物核苷酸的进入，亦是与靶酶活性位点处氨基酸如

THR456、MET542、ARG553、ARG555、VAL557、ILE589、ASP623、
THR687、ALA688、ASN691、LEU758、SER759 等发生疏水、静
电、氢键相互作用（见插页Ⅴ图 3 -图 5），最终形成对靶酶的
竞争性抑制作用。化合物 1 ~3 与在与活性位点结合过程中释
放的自由能分别为 6.6、6.8、7.7 kcal/mol，小分子化合物 1 ~3
均可对靶酶的生物学功能起到抑制作用，依据分子对接过程中

释放的自由能数值，笔者认为化合物 3 对 RNA 聚合酶的抑制
活性与根皮素相当或者比之稍强。

3　结论
笔者以新型冠状病毒 RNA 聚合酶为靶点，运用分子对接

技术研究发现根皮素可较好地结合于靶酶 TNPs 进入通道而
起到对靶酶生物学功能的抑制作用，利用细胞水平新型冠状病

毒 nsp7/nsp8/nsp1 2 催化反应体系检测根皮素对 RNA 聚合酶
的抑制活性，发现根皮素在 3 个浓度梯度下表现出了对 RNA
聚合酶抑制作用，且呈现剂量依赖性，但药理活性相较瑞德西

韦弱。同样研究了 3 个根皮素类似物小分子与 RNA 聚合酶的
相互作用，结果支持小分子化合物 1 ~3 均可起到抑制 RNA 聚
合酶药理作用，其中化合物 3 的抑制活性可能强于根皮素。此

外，在新型冠状病毒感染细胞的实际生命周期活动中其核酸外

切酶 NSP1 4/NSP1 0 复合物会降低瑞德西韦等核苷酸类似物型
抑制剂的抑制活性［23 -24］，而本实验模型中未引入核酸外切酶

NSP1 4/NSP1 0，故可以认为测得瑞德西韦的抑制活性数据可能
较真实感染细胞中偏高，而根皮素不涉及核酸外切酶 NSP1 4/
NSP1 0的清除机制，测得抑制活性数据与真实值较接近，此外，
根皮素的细胞毒性相对较小提示可以增加给药剂量提高血药

浓度，故根皮素进一步在动物水平的抗新型冠状病毒测试实验

仍值得期待。结构简单小分子化合物在自然界中广泛存在，廉

价易得，且不涉及瑞德西韦等核苷酸类似物的诱导耐药机制，

证明其可以起到显著的抗新型冠状病毒药理作用［1 7 -1 8，25 -28］，

对于临床治疗具有重要现实意义。本研究发现 4 个结构简单
且类似的小分子可结合于新型冠状病毒 RNA 聚合酶的 NTPs
通道，其中根皮素在细胞水平实验证明具有切实的 RNA 聚合
酶抑制活性；根皮素为结构柔性的简单小分子类化合物，亦可

以骈接部分结构以增强与 RNA 聚合酶（甚至主蛋白酶）活性
位点的结合作用从而提高酶抑制活性，以其结构为基础的进一

步结构修饰工作亦值得展开。
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补阳还五汤联合针刺治疗重症监护病房获得性肌无力

对患者免疫功能及肌力恢复的影响

董丽宏，王怡洁，赵海燕，朱晓琳，何辰
（昆明医科大学第一附属医院，云南 昆明 650032）

　　摘要：目的 研究补阳还五汤联合针刺治疗重症监护病房（intensive care unit，ICU）获得性肌无力对患者免疫功能及
肌力恢复的影响。方法 选取 ICU 获得性肌无力患者 72 例，随机数表法均分为两组，每组 36 例，两组患者均接受常规康
复干预，同时对照组采用针灸治疗，观察组采用补阳还五汤联合针刺治疗。比较两组患者的恢复时间、肌力、日常活动能

力、免疫功能指标、不良反应情况。结果 观察组机械通气时间、ICU 住院时间、总住院时间均短于对照组［（5.97 ±2.1 0）
d、（1 6.32 ±3.77）d、（32.67 ±3.1 8）d vs（7.45 ±1.84）d、（1 8.90 ±4.06）d、（35.29 ±4.06）d］，差异有统计学意义（P<
0.05）；治疗前两组肌力、日常活动能力、免疫功能指标差异无统计学意义（P>0.05），治疗后 2、4 周，观察组肌力评定量
表（medical research council scale，MRC）评分低于对照组［（76.85 ±6.92）分、（86.90 ±5.83）分 vs（72.03 ±5.1 1）分、
（82.76 ±6.47）分］，差异有统计学意义（P<0.05）；观察组 Barthel 指数（modified Barthel index，MBI）评分低于对照组
［（74.34 ±5.68）分、（90.25 ±5.36）分 vs（68.21 ±6.1 0）分、（86.03 ±6.33）分］，差异有统计学意义（P<0.05）；治疗后
观察组白细胞介素（interleukin，IL）-6、IL -8、肿瘤坏死因子 -α（tumor necrosis factor -α，TNF -α）及胰岛素样生长因
子-1（insulin -like growth factor 1，IGF -1）水平优于对照组［（22.51 ±2.64）pg/mL、（43.74 ±5.60）pg/mL、（29.49 ±
2.85）pg/mL、（1 1 7.50 ±1 0.49）ng/mL vs（26.08 ±3.05）pg/mL、（47.09 ±6.1 1）pg/mL、（33.01 ±2.48）pg/mL、（1 05.63 ±
1 1 .20）ng/mL］，差异有统计学意义（P<0.05）；观察组不良反应发生率 8.33%（3/36）、对照组 1 3.89%（5 /36），差异无
统计学意义（P>0.05）。结论 补阳还五汤联合针刺治疗 ICU 获得性肌无力效果满意，能增强肌力，改善日常生活能力，
调节免疫平衡，促进患者更快康复，是安全可靠的治疗方案。

　　关键词：补阳还五汤；针刺；重症监护病房；获得性肌无力；免疫功能；肌力
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根皮素对新型冠状病毒 RNA聚合酶抑制活性的实验研究及类似物活性预测

（正文见 28 -31 页）

图 2　根皮素与 RdRp活性位点处氨基酸的相互作用 图 3　龙血素 A与 RdRp活性位点处氨基酸的相互作用

图 4　龙血素 B与 RdRp活性位点处氨基酸的相互作用 图 5　白藜芦醇与 RdRp活性位点处氨基酸的相互作用




