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甘草香豆素抑制新型冠状病毒 ＲＮＡ聚合酶的实验研究
及香豆素小分子的酶抑制活性预测
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　　摘要：目的 研究甘草香豆素单体成分对新型冠状病毒ＲＮＡ聚合酶的抑制活性，并预测香豆素类小分子对 ＲＮＡ聚
合酶的抑制活性。方法 应用细胞水平的新型冠状病毒ＲＮＡ聚合酶催化反应体系测试甘草香豆素对 ＲＮＡ聚合酶的抑
制活性；利用分子对接技术研究香豆素类小分子与新型冠状病毒ＲＮＡ聚合酶活性位点处氨基酸的相互作用模式。结果
在抑制ＲＮＡ聚合酶的药理测试实验中，甘草香豆素在１０、２５、５０μｍｏｌ／Ｌ浓度显示出对靶酶抑制率为（２９．６８±４．０６）％、
（５８．３０±７．６５）％、（８６．８５±５．７８）％。甘草香豆素可进入ＲＮＡ聚合酶活性位点处并与ＮＴＰｓ通道氨基酸的发生分子间
相互作用，结合过程释放的自由能为７．６ｋｃａｌ／ｍｏｌ。香豆素类小分子均可结合于ＲＮＡ聚合酶的活性位点处并阻碍正常
底物核苷酸的进入。结论 甘草香豆素对 ＲＮＡ聚合酶具有明显抑制活性，香豆素类小分子可占据 ＮＴＰｓ通道而抑制
ＲＮＡ聚合酶的生物学功能，以香豆素母核结构为模板进行结构修饰是开发抗新型冠状病毒药物的一条路径。
　　关键词：新型冠状病毒；ＲＮＡ聚合酶；甘草香豆素；活性测试；分子对接；香豆素类小分子
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　　甘草香豆素是一种从豆科植物甘草中分离得到的香豆素
类化合物，有抗肿瘤、保肝、抗炎、抗菌、抗病毒等多种药理活

性［１－４］。课题组于２０２０年初预测香豆素类化合物可抑制新型
冠状病毒 ＲＮＡ聚合酶（ＲＮＡ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，
ＲｄＲｐ）活性，具有抗新型冠状病毒作用［５］，选取化学单体甘草

香豆素进行验证其对ＲｄＲｐ抑制性的药理作用，并阐释其他部
分香豆素小分子（化学结构见图１）与 ＲｄＲｐ的分子间结合模
式，现将实验过程报道如下，为抗新型冠状病毒抑制剂开发提

供实验参考。

１　实验部分
１．１　实验材料　甘草香豆素单体购于北京倍特仁康生物医药
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科技有限公司（纯度≥９５％），化合物瑞德西韦购于上海吉尔
生化有限公司（纯度≥９５％），余试剂器材及实验操作过程同
文献［６］。
１．２　ＲＮＡ聚合酶活性测试　质粒 ｐＣｏＶ－Ｇｌｕｃ、ｐＣＯＶＩＤ１９－
ｎｓｐ１２、ｐＣＯＶＩＤ１９－ｎｓｐ７、ｐＣＯＶＩＤ１９－ｎｓｐ８以１∶２０∶６０∶６０的
比率转染ＨＥＫ２９３Ｔ细胞［７］，１２ｈ后将细胞重新接种于９６孔板
中（１０４个细胞／孔），然后用包括瑞德西韦、甘草香豆素在内
的培养液进行倍比稀释加入孔中，培育２４ｈ后，按照Ｇａｓｕｓｓｉａ
荧光素酶活性检测的方法检测荧光值，结果为３次独立实验
的平均值。细胞活力检测采用 ＣＣＫ－８法，实验操作同文献
［６］。
１．３　分子对接实验　分子对接过程及参数设置同文献［８－
９］，新型冠状病毒 ＲＮＡ聚合酶的晶体三维结构（ＩＤ：７ＢＶ２）从
ＰＤＢ数据库下载获得，通过加氢、计算电荷、合并非极性氢处
理后存为 ｐｄｂｑｔ文件；为限定小分子配体的运动，以受体（ｃｅｎ
ｔｅｒｘ＝９２５１７，ｃｅｎｔｅｒｙ＝９２．９０６，ｃｅｎｔｅｒｚ＝１０１．２４５）为中心构
建一个６０×６０×６０的盒子，通过Ｖｉｎａ运算生成ｐｄｂｑｔ文件，最
后进行图形处理。

２　实验结果
２．１　ＲＮＡ聚合酶抑制性药理实验测试　 质粒 ｐＣＯＶＩＤ１９－
ｎｓｐ１２、ｐＣＯＶＩＤ１９－ｎｓｐ７、ｐＣＯＶＩＤ１９－ｎｓｐ８转染 ＨＲＫ２９３Ｔ细
胞后表达出相应蛋白，并于细胞内组成功能高效的介导 ＲＮＡ
复制的ｎｓｐ１２－ｎｓｐ７－ｎｓｐ８聚合酶体系［１０－１１］。转录出的 Ｇｌｕｃ

ＲＮＡ链被ｎｓｐ１２－ｎｓｐ７－ｎｓｐ８识别并进行扩增，最终使Ｇｌｕｃ蛋
白表达增加。抑制核酸复制核心元件 ｎｓｐ１２则可降低 Ｇｌｕｃ蛋
白的生成量。实验发现瑞德西韦和甘草香豆素均对ＲＮＡ聚合
酶体系具有明显的抑制作用，并呈现出相关的剂量依赖性，具

体结果数据见表１。新型冠状病毒非结构蛋白１４（Ｎｏｎ－ｓｔｒｕｃ
ｔｕｒａｌｐｒｏｔｅｉｎ１４，ｎｓｐ１４）发挥核酸外切酶功能，可降低瑞德西韦
等核苷酸类抑制剂的生物学活性［７，１２］，本实验的 ＨＲＫ２９３Ｔ细
胞内为引入核酸内切酶，故测得瑞德西韦的活性值应该较真实

值略高，推测在２５μｍｏｌ／Ｌ浓度下，甘草香豆素的靶酶抑制活
性可能与瑞德西韦相当。

２．２　分子对接实验结果　在实验中发现，甘草香豆素以非共
价键结合方式占据 ＮＴＰｓ通道，主要与 ＬＹＳ５４５、ＡＲＧ５５５、
ＳＥＲ６８２、ＴＨＲ６８７、ＡＳＮ６９１等发生相互作用（见插页Ⅷ图２），分
子对接过程产生的自由能为 －７．６ｋｃａｌ／ｍｏｌ，可有效阻碍核苷
酸类底物进入靶酶活性位点区域，起到对靶酶生物学功能的抑

制作用。

化合物１～８均进入至ＲｄＲｐ的ＮＴＰｓ通道活性位点处，并
与通道周围氨基酸 （ＡＲＧ５５５、ＩＬＥ５８９、ＧＬＹ５９０、ＴＨＲ５９１、
ＳＥＲ６８１、ＳＥＲ６８２、ＡＬＡ６８８、ＡＳＮ６９１、ＬＥＵ７５８等）发生相互作用
（见插页Ⅸ图３），分子对接过程产生的自由能分别为－５．９、－
６．９、－７．１、－６．７、－６．７、－６．０、－５．９、－７．２ｋｃａｌ／ｍｏｌ，化合
物２的４位羟基氧原子与 ＧＬＹ５９０骨架氮上氢原子形成氢键
（键长２１３２?），化合物６的７位羟基氢原子与ＳＥＲ６８２骨架

图１　甘草香豆素及部分香豆素小分子的化学结构
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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

项目名称 化合物浓度梯度 瑞德西韦 甘草香豆素

受试样品 浓度Ⅰ（μｍｏｌ／Ｌ） － ５０
浓度Ⅱ（μｍｏｌ／Ｌ） ２５ ２５
浓度Ⅲ（μｍｏｌ／Ｌ） １０ １０

试验测定对ＲｄＲｐ
抑制率／（％）

浓度Ⅰ － ８６．８５±５．７８
浓度Ⅱ ７４．０１±３．５４ ５８．３０±７．６５
浓度Ⅲ ６８．１０±３．７８ ２９．２６±２．４８

细胞活性

测定

浓度Ⅰ － ７２．１４±２．３２
浓度Ⅱ ７７．２５±０．７６ ７９．９８±４．１２
浓度Ⅲ ７９．８２±１．３３ ８４．３７±３．４２

羰基氧原子形成氢键（键长２．０７８?），化合物７的７位羟基氢
原子与ＴＹＲ４５６残基上氧原子形成氢键（键长２．３６９?）。化合
物６与活性位点处的结合自由能与文献［５］中化合物２３的相
近，说明４位烃链取代无法提高靶酶抑制活性。化合物１～８
均可占据ＲｄＲｐ活性位点产生抑制作用，但香豆素母核结构上
２、４、８位疏水取代可能会使靶酶抑制活性下降。
３　结论

新型冠状病毒依然在世界范围内广泛传播，影响着人们的

生产和生活［１３－１７］，并随着抗病毒药物的临床应用不断涌现出

新的耐药变异毒株［１８－２４］，故开发新型抗病毒药物分子具有重

要现实意义。笔者既往研究发现小分子香豆素类化合物可以

抑制新型冠状病毒 ＲｄＲｐ而具有抗病毒作用，本次实验利用
ＨＥＫ２９３Ｔ细胞内表达、组装的新型冠状病毒 ｎｓｐ１２－ｎｓｐ７－
ｎｓｐ８体系检测甘草香豆素对靶酶的抑制活性，实验结果证明
甘草香豆素对ＲＮＡ聚合酶具有明显的靶酶抑制活性且呈现出
相关的浓度依赖性，并推测其在２５μｍｏｌ／Ｌ浓度下对 ＲＮＡ聚
合酶的抑制活性与同浓度的瑞德西韦相当。甘草香豆素及香

豆素类小分子化合物１～８均竞争性占据 ＲＮＡ聚合酶活性位
点表现出酶抑制活性，香豆素母核结构上２位、４位、８位疏水
取代可能会使化合物与靶酶活性位点的结合能力减弱，６位烃
链取代可能有助于靶酶抑制活性提升，未来可围绕香豆素母核

进行结构修饰，进一步验证寻找高活性的ＲＮＡ聚合酶抑制剂。
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２０２２，１４（６５６）：ｅａｂｏ０７１８．

［２４］　ＳＨＩＭＡＺＵＨ，ＷＡＤＡＤ，ＭＡＲＵＹＡＭＡＳ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉｃａｌｅｘｐｅｒｉ
ｅｎｃｅｏｆｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｉｍｍｕｎｏｃｏｍｐｒｏｍｉｓｅｄｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｗｉｔｈｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔ
ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｂａｓｅｄｏｎｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｍｕｔａｔｉｏｎｓｄｅｔｅｒ
ｍｉｎｅｄｂｙｇｅｎｏｍｉｃａｎａｌｙｓｉｓ：ａｄｅｓｃｒｉｐｔｉｖｅｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＢＭＣＩｎｆｅｃｔ
Ｄｉｓ，２０２３，２３（１）：７８０．

５３
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Ⅷ

夏枯草活性成分抗肿瘤作用机制的研究进展

（正文见１８８－１９４页）

图１　夏枯草抗肿瘤的作用机制

甘草香豆素抑制新型冠状病毒ＲＮＡ聚合酶的实验研究及
香豆素小分子的酶抑制活性预测

（正文见３３－３５页）

图２　甘草香豆素与ＲｄＲｐ结合图
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Ⅸ

图３　化合物与ＲｄＲｐ活性位点相互作用
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