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摘  要: 采用假病毒系统对 5 种具有抗 HIV-1 活性的天然化合物的作用机制进行研究, 建立了一

种可在普通实验室进行抗 HIV-1 作用机理研究的实验平台。通过构建假病毒系统, 利用定量 PCR

实验分析感染细胞内病毒生命周期早期的特异性 DNA产物, 发现 5种化合物可通过不同的作用机

制在早期抑制 HIV-1 复制。部分化合物表现出新的作用机制, 如 LC-1、LC-2 可抑制 HIV-1 的入

核。通过分析药物对 2 种不同的逆转录病毒(HIV-1 和 MLV)的感染性, 发现 LC-1 可特异地阻断

HIV-1 的复制, 而对 MLV 无影响。同时为了检测药物是否也会在病毒的生命周期晚期有作用,利用

直接转染前病毒质粒的方式进行了验证。利用以上方法, 初步确定了这几种药物的作用靶点, 构

建了一个有效的抗 HIV-1 药物作用机理的研究平台。 
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Abstract: In this study, a pseudovirus system was constructed to investigate the anti-HIV mechanisms 
of five natural compounds. Three plasmids containing backbone, gag-pol of HIV-1 and VSVG were 
transfected to 293T cells to produce pseudotyped HIV-1 virus. Real-time PCR assay was used to explore 
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the targets of these compounds by testing the specific viral products in the early life cycle of HIV-1. 
With this system, the targets of four compounds have been initially identified. LC-1 and LC-2 could 
block the nuclear import of HIV-1preintegration complex (PIC) into the nucleus. LC-3 could inhibit 
viral DNA integration to host genome. LC-4 could inhibit the activities of reverse transcriptase. Com-
pounds LC1 and LC2 showed different action target from the existing drugs. Further study has been 
carried to explore the new potential action mechanism. This study showed that the pseudovirus system 
we constructed can be used as an assay platform to screen anti-HIV drugs. 

Keywords: Pseudovirus system, HIV-1, Nuclear import, Viral speciality 

HIV-1 属于逆转录病毒科 , 慢病毒属 , 基因组

由两条相同的正链 RNA 组成。HIV-1 结构比较简单, 
但复制过程相对较复杂, 包括病毒的吸附融合、侵

入、逆转录、入核、整合、基因转录、蛋白表达、

病毒粒子的组装释放等。目前 FDA 批准临床使用的

抗 HIV 药物, 主要针对病毒的不同复制阶段起作

用。比较经典的药物包括核苷类逆转录酶抑制剂

(NRTIs)、非核苷类逆转录酶抑制剂(NNRTIs)、蛋白

酶抑制剂(PIs)[1−2]。近几年又发现 2 类新型作用靶点

的药物: 整合酶抑制剂和融合进入抑制剂[3−5]。这些

药物在艾滋病的治疗上取得了很好的疗效, 但仍然

存在一些问题, 如毒副作用大、费用昂贵、药物抗

性、无法彻底清除病毒等[6−7]。 
天然化合物具有结构多样性、毒副作用小、价

格低廉等特点, 在艾滋病的防治方面有着独特的优

势和巨大的潜力。并且目前已经从动物、植物以及

微生物中分离得到许多具有抗 HIV-1 活性的化合物, 
其类型包括生物碱、香豆素、木脂素、醌类、多酚

类、黄酮类、萜类、鞣质类、糖类、多肽和蛋白质

类[8−11]。我们通过与中国科学院昆明动物研究所合作, 
在植物和真菌的提取物中发现了一系列结构新颖、具

有抗 HIV-1 活性的化合物, 其中 Gomisin M2[11]、

(E)-3-(3-羟甲基-2-丁烯基)-7-(3-甲基-2-丁烯基)-1H- 

吲哚[12]、Flazin[13]、Mangiferin[14]、Concentricolide[15]

是其中的 5 种具有抗 HIV-1 活性的天然化合物, 在

本文中分别以 LC-1、LC-2、LC-3、LC-4 和 LC-5 表

示, 5 种化合物的结构式如图 1 所示, 它们的来源及

属性见表 1。但是目前这 5 种化合物的作用机制尚

不清楚, 本文主要通过构建假病毒系统, 对这 5 种

化合物的作用机制进行了初步的探讨, 为将来用于

临床治疗提供理论指导。 
 

 

图 1  抗 HIV-1 化合物结构式 
Fig. 1  Structure of anti-HIV-1 compounds 

 
表 1  化合物来源及属性 

Table 1  Source and property of compounds  
编号 

Number 
名称 
Name 

性质 
Property 

来源 
Source 

LC-1 Gomisin M2 木脂素类 小花五味子 

LC-2 (E)-3-(3-羟甲基-2-丁烯基)-7-(3-甲基-2-丁烯基)-1H-吲哚 生物碱类 海南山小桔 

LC-3 Flazin β 咔啉生物碱类 点柄乳牛杆菌 

LC-4 Mangiferin 多酚类 知母 

LC-5 Concentricolide 香豆素类 炭球菌 
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1  材料与方法 

1.1  实验材料 
1.1.1  质粒、细胞和菌株: 人胚肾细胞株 293A 和

293T 均 为 本 实 验 室 保 存 。 质 粒 pMD.G 、

pCMVΔR8.2、pTRIP-GFP 和 pNL4-3-Luc 均为中国

科学院生物物理研究所高光侠研究员惠赠。其中质

粒 pMD.G 表达水泡性口炎病毒(Vesicular stomatitis 
virus, VSV)的包膜糖蛋白 VSV-G, 其构建方法在先

前的报道中已有描述[16], 用于形成 HIV-1 病毒核心

外的包膜。包装质粒 pCMVΔR8.2 中含有 HIV-1 的

gag-pol 基因以及一些辅助蛋白基因, 用于表达病毒

的结构蛋白以及病毒复制所需的酶等[17]。病毒载体

pTRIP-GFP 是在质粒 pHR’-CMV LacZ 的结构基础

上使用 EGFP 取代了质粒中的 LacZ 报告基因构建而

成, 并且加入了 HIV-1 的 cPPT 和 CTS 序列[18], 含

有病毒复制必需的所有元件。病毒载体 pNL4-3-Luc

中含有萤火虫荧光素酶报告基因, 可表达除 env 包

膜基因和 nef 基因以外的所有 HIV-1 蛋白[19]。Top10

大肠杆菌感受态细胞购自北京盖宁公司。 
1.1.2  主要试剂: 化合物 LC-1、LC-2、LC-3、LC-4
和 LC-5 由中国科学院昆明动物研究所动物模型与

人类疾病机理重点实验室分子免疫药理学学科组提

供。AZT 购自 Sigma 公司。胎牛血清、DMEM 高糖

干 粉 培 养 基 购 自 Gibco 公 司 。 转 染 试 剂

Lipofectamine 2000 购自 Invitrogen 公司。Opti-MEM
购自 Invitrogen 公司。SYBR Green Universal PCR 
Master Mix kit 购自 TOYOBO 公司。rTaq DNA 聚

合酶购自 TaKaRa 公司。荧光素酶活性分析所用报

告 底 物 及 海 肾 荧 光 素 酶 表 达 载 体 pRL-TK 购 自

Promega 公司。 

1.2  实验方法 
1.2.1  细胞培养: 人胚肾 293T 和 293A 细胞株均用

含有 10%胎牛血清的 DMEM 高糖培养基, 在 37 °C、

5% CO2 条件下培养。除细胞转染实验外 , 细胞

培 养 液 中 均 加 入 了 青 霉 素 (100 mg/L)和 链 霉 素

(100 mg/L)溶液。 

1.2.2  假病毒的包装: 本文中所用病毒均为包裹着

VSV 囊膜糖蛋白的假型人类免疫缺陷病毒(HIV-1)

或者小鼠白血病病毒(MLV)。对于含有绿色荧光蛋

白(GFP)报告基因的 HIV-1-GFP 病毒, 通过将前病毒

质粒 pTRIP-GFP、衣壳蛋白表达质粒 pCMVΔR8.2、

以及 VSV 包膜表达质粒 pMD.G 共转染 293T 细胞株

获得。含有萤火虫荧光素酶报告基因的 HIV-1luc 病

毒, 通过共转染 HIV-1 前病毒质粒 pNL4-3-Luc 和

VSV 包膜表达质粒 pMD.G 获得。HIV-1 假病毒载体

转录出的 mRNA 中包含报告基因(GFP 或萤火虫荧

光素酶)编码序列, 翻译后表达的 GFP 或萤火虫荧

光素酶活性可视为 HIV-1 假病毒载体携带的基因表

达量。 

转染所用试剂为 Lipofectamine 2000 (Invitro-

gen)。转染前一天, 将 293T 细胞接种于 60 mm 细胞

培养皿中。16−20 h 后, 待细胞密度达到 90%时进行

转染。转染步骤按照说明书进行操作, 分别于转染

后 36、48、60、72 h 收集含有病毒粒子的培养上清

液。收集的病毒液经 DNase I (1 g/L, 10 mmol/L 

MgCl2) 37 °C 处理 1 h, 去除游离的质粒后, 0.45 µm

滤 器过滤 病毒 液 , 去除病 毒液中 残存 的细胞 , 于 

−80 °C 保存。 

1.2.3  病毒滴度的测定: 本文中所用病毒除特殊说

明外, 使用的均为含有 GFP 报告基因的重组 HIV-1

病毒(HIV-1-GFP), 个别实验采用的为含有萤火虫荧

光素酶报告基因的 HIV-1-luc 或者 MLV-luc。 

感染前一天, 将约 5×104 个 293A 细胞接种于 24

孔细胞培养板中。次日, 待细胞贴壁后, 将不同稀释

浓度的 HIV-1-GFP 重组病毒加入培养液中, 37 °C 与

细胞共孵育 3 h。感染 3 h 后, 将病毒液从培养板吸

掉, PBS 洗 3 次, 加入新鲜的细胞培养液继续培养。

感染后 48 h, 倒置荧光显微镜下观察报告基因绿色

荧光蛋白的表达。 

1.2.4  药物抗 HIV-1-GFP 活性分析: 选取 10 倍稀释

的 HIV-1-GFP 重组病毒用于之后的实验。感染前, 细

胞预先用药物 LC-1、LC-2、LC-3、LC-4、LC-5 处

理 2 h, 然后进行感染实验。感染 3 h 后, 换取含有

药物的培养液继续培养。感染后 48 h, 荧光显微镜

下 观 察 绿 色 荧 光 蛋 白 的 表 达 。 为 减 少 药 物 溶 剂

DMSO 对 实 验 结 果 的 影 响 , 所 有 药 物 终 浓 度 中
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DMSO 的含量低于 3‰。 

1.2.5  荧光素酶活性分析: 若所用感染病毒为含有

荧光素酶的报告基因, 可采用 Promega 公司的荧光

素酶活性分析系统对报告基因荧光素酶的活性进行

分析。具体方法如下: 感染后 48 h, 细胞用冰浴的

PBS 洗 2 次, 尽量去除残余的 PBS, 然后用荧光素酶

检测试剂盒按照说明书进行操作。每组设置 3 个平

行孔。 
若检测转染质粒 pNL4-3 中报告基因萤火虫荧

光素酶的活性, 采用 Promega 公司的双荧光素酶活

性分析系统进行分析。转染时我们同时转染 0.1 µg

前 病 毒 质 粒  pNL4-3 和 0.01 µg 的 参 照 质 粒

pRL-TK。质粒 pRL-TK 中可表达海肾荧光素酶, 可

作为系统的内参用于校订各组数据, 校正后荧光素

酶活性=萤火虫荧光素酶活性/海肾荧光素酶活性。

转染后 8 h, 换取新鲜培养液, 48 h 后收集细胞, 按

照说明书操作检测荧光素酶活性。相对荧光素酶活

性=实验组共转染比值/对照组共转染比值。每组设

置 3 个平行孔。 
1.2.6  Hirt DNA 提取 : 为了检测感染细胞内病

毒 DNA 的复制情况 , 采用文献报道的 Hirt 提取

法 [20−21], 提取细胞内的小分子量 DNA。具体步骤如

下: 单层培养的细胞用冰浴的 PBS 洗 3 次后, 加入

0.8 mL 裂解缓冲液(0.6% SDS, 10 mmol/L EDTA, 
100 mmol/L Tris-HCl, pH 7.5), 室温下裂解 10 min。

然后逐滴加入 0.2 mL 的 5 mol/L NaCl, 混合均 后

4 °C 孵育过夜。混合物经 4 °C、12 000 r/min 离心 

30−60 min, 取上清转移到新的 EP 管。加入等体积

的酚 /氯仿 /异戊醇(25:24:1, V/V/V)抽提 , 然后加入

2.5 倍体积的乙醇进行沉淀 DNA。充分沉淀后, 用

70%乙醇洗涤 1 次, 晾干后, 将提取的 DNA 重悬在

TE 缓冲液(50 mg/L RNase A)中, −20 °C 保存。 

1.2.7  PCR 和 Real-time PCR: 根据所要检测的目

的基因[负链强终止 DNA (−sssDNA)、正链强终止

DNA (+sssDNA)、环状 DNA (2-LTR)、线粒体内参

基因]的序列设计引物, 引物序列如下:  
−sssDNA-FP: 5′-GGCTAACTAGGGAACCCA 

CTG-3′; 

−sssDNA-RP: 5′-CTGCTAGAGATTTTCCACA 
CTGAC-3′; 

+sssDNA-FP: 5′-GGCTAACTAGGGAACCCA 
CTGC-3′;  

+sssDNA-RP: 5′-CCCTGTTCGGGCGCCACT 
G-3′; 

2-LTR-FP: 5′-GTAACTAGAGATCCCTCAGA 
C-3′; 

2-LTR-RP: 5′-CAGATCTGGTCTAACCAGAG 
A-3′; 

Mito-FP: 5′-CCACTTTCCACACAGACATC-3′; 
Mito-RP: 5′-TCTGGTTAGGCTGGTGTTAG-3′。 

PCR 反应程序为: 94 °C 4 min; 94 °C 30 s, 55 °C 

30 s, 72 °C 1 min, 30 个循环; 72 °C 10 min。PCR 扩

增完成后, 扩增产物经 2%的琼脂糖凝胶电泳鉴定, 

分析样品之间目的片段含量的差异。 

Real-time PCR 采 用 TOYOBO 公 司 的

Universal PCR Master Mix kit (SYBR Green), 反应

体系均为 20 µL。采用线粒体上的一段序列作为内

参 , 消除反应与样品之间的误差。每个样品设置 3

个平行反应。采用 ABI Prism3000 序列检测系统进

行数据分析。  

1.2.8  统计方法: 数据使用 GraphPad Prism 5.0 软

件进行处理, 结果以 x±s 表示, 样品与对照之间的

差异应用 t 检验进行分析, P≤0.05 认为具有统计学

意义。 

2  结果 

2.1  假病毒的包装 
为了进行机理探索, 首先进行了 HIV-1-GFP 假病

毒的包装。包装的假病毒中含有报告基因 GFP, 病

毒外层用水泡性口炎病毒(VSV)的包膜代替了 HIV

的包膜。VSV-G 型重组病毒的优点是靶细胞比较多, 

可感染很多类型的细胞, 例如本实验中所用的 293A

细胞。但也存在缺点, 由于采用了 VSV-G 的包膜, 

病毒会按照 VSV 感染靶细胞的机制进入细胞内, 所

以在对药物进行机理研究时, 就不能够检测药物是

否会对 HIV-1 的入膜过程有影响。 

如图 2 所示, 包装的假病毒 HIV-1-GFP 经过不同 
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图 2  HIV-1-GFP 重组病毒滴度测定 
Fig. 2  Determination of recombinant viral titer of HIV-1-GFP 

注: 数字代表病毒稀释倍数. 
Note: Figures represent the dilution of the recombinant virus. 
 
倍数的稀释后感染 293A 细胞, 通过荧光显微镜检

测报告基因 GFP 的表达, 证实得到了较高滴度的病

毒粒子。未经稀释的病毒原液其感染效率几乎达到

了 100%。为了减少由于病毒过量而导致药物作用效

果不显著的现象, 采用 10 倍稀释的病毒液用于之后

的感染实验。 
2.2  药物作用靶点的初步分析 

HIV-1 属于逆转录病毒, 在复制过程中会形成

一些稳定的中间产物, 包括病毒 DNA、RNA、蛋白, 

通过分析这些特征性中间产物的生成, 可以初步判

断病毒在宿主细胞内的复制情况, 进而确定药物的

作用靶点。负链强终止 DNA (−sss DNA)和正链强终

止 DNA (+sss DNA)是 HIV-1 逆转录过程起始时和逆

转录过程中形成的 2 个 DNA 产物, 利用 PCR 方法

特异地扩增这 2 段序列, 可用于检测病毒逆转录的

进程。环状 DNA (2-LTR)是病毒的线性 DNA 分子进

入宿主细胞核后形成的一个副产物, 尚未发现具有

什么生理意义, 但是目前被广泛地用作检测 HIV-1

入核的一个指标[22], 用来判断病毒的入核过程是否

受影响。 

在不同的药物作用下, HIV-1-GFP 感染 293A 细

胞, 感染后 48 h 检测报告基因 GFP 的表达。如图 3

所示, 在假病毒体系中, LC-1、LC-2、LC-3 和 LC-4 

均表现出了抗 HIV-1 的活性, LC-5 对病毒的感染几

乎没有影响。但是在前期的合胞体形成抑制实验中, 
LC-5 表现了明显的抗 HIV-1 活性。我们分析这可能

与前期实验中感染采用的是活体病毒有关系, 活体

病毒含有 HIV-1 自身的全部元件 , 可以用于检测

HIV-1 生命周期的任一环节。而我们实验中采用的

VSV-G 型假病毒体系, 对于入膜阶段以及病毒粒子

的组装过程无法检测。但是这一现象也给了我们一

些启示, 提示 LC-5 可能作用在 HIV 的入膜阶段或者

是生命周期后期的组装阶段。 

接着我们提取了感染细胞内的小分子量 DNA 
(Hirt DNA), 利用 PCR 技术检测病毒生命周期中 3

个特征性 DNA 产物(−sssDNA、+sssDNA、2-LTR)
的生成情况。如图 4 所示, 与对照相比, 药物 LC-2

处理后的细胞内, 环状 DNA (2-LTR)的含量明显减

少 , −sssDNA 和+sssDNA 含量变化不明显。环状

DNA 是病毒的线状 DNA 进入宿主细胞核后发生自

身环化而形成的副产物, 被用作检测入核过程的一

个指标[22]。由此初步分析 LC-2 可能对病毒的入核

过程有影响, 通过限制 HIV-1 的入核阻止了病毒的

复制。 
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图 3  天然化合物抗 HIV-1-GFP 活性分析 
Fig. 3  Anti-HIV-1 activities of natural compounds 

注: HIV-1-GFP 感染不同药物(LC-1 (4 mg/L)、LC-2 (6 mg/L)、LC-3 (124 mg/L)、LC-4 (60 mg/L)、LC-5 (40 mg/L))处理的 293A 细胞, 感

染后 48 h, 荧光显微镜检测 GFP 的表达. 
Note: 293A cells were infected by HIV-1-GFP in the presence of LC-1 (4 mg/L), LC-2 (6 mg/L), LC-3 (124 mg/L), LC-4 (60 mg/L), LC-5 (40 
mg/L), or DMSO as a no drug control. Infectivity was analyzed by detecting GFP using a fluorescence microscope. 
 

 

图 4  PCR 分析感染 293A 细胞内的 HIV-1 DNA 
Fig. 4  PCR analysis of HIV-1 DNA in 293A cell lines 
注: HIV-1-GFP 感染不同药物[LC-1 (4 mg/L)、LC-2 (6 mg/L)、LC-3 
(124 mg/L)、LC-4 (60 mg/L)、LC-5 (40 mg/L)]处理后的 293A 细

胞. 24 h 后, 提取小分子量 DNA 进行 PCR. AZT (10 µmol/L)和
MK0518 (10 µmol/L)作为阳性对照. 
Note: 293A cells were infected by HIV-1-GFP in the presence of LC-1 
(4 mg/L)、LC-2 (6 mg/L)、LC-3 (124 mg/L)、LC-4 (60 mg/L)、LC-5 
(40 mg/L). 24 hours later, low molecular weight DNA was extracted 
to detect the specific viral DNA. DMSO was used as a no drug con-
trol. AZT (10 µmol/L, a reverse transcriptase inhibitor) and MK0528 
(10 µmol/L, an integrase inhibitor) were used as positive control. 

其它几种药物的作用效果不明显。常规 PCR 存

在着一个缺点, 就是反应循环数的不合适可能导致

反应达到平台期, 影响结果的可靠性。所以接下来

采用灵敏度较高的 Real-time PCR 对 3 种病毒 DNA

产物进行检测, 检测结果如图 5A 所示。对结果进行

了分析, 如表 2 所示。 
 

表 2  Real-time PCR 结果总结 
Table 2  Summary of Real-time RCR results 

化合物 
Compounds

负链强终

止 DNA 
−sssDNA

正链强终

止 DNA 
+sssDNA 

环状
DNA 

2-LTR 

作用靶点 
Target 

LC-1 ＿ ＿ ↓ Nuclear 
import 

LC-2 ＿ ＿ ↓ Nuclear 
import 

LC-3 ↑ ↑ ↑ Integration 

LC-4 ↓ ↑ ↓ 
RT, Nu-
clear im-

port 

LC-5 ＿ ＿ ＿ Entry/ 
Assemble 

 
LC-1 处理过的细胞内环状 DNA 明显减少 , 

−sssDNA 和+sssDNA 含量变化不明显, 与 LC-2 的结

果很相似, 所以推测 LC-1 限制 HIV-1 复制的机制可

能也是与阻断病毒粒子入核有关系。 
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LC-3 处理过的细胞, 3 种病毒 DNA 的含量均明

显升高。分析这种现象可能与阻断病毒 DNA 整合到

宿主基因组上有关系。如果病毒的整合过程受抑制, 
势必会导致细胞内游离的病毒 DNA 分子增加, 从而

影响 3 种病毒 DNA 比例的增加。以前文献中也有报

道, 整合酶抑制剂可导致感染细胞内 3 种病毒 DNA
含量的增加[23]。我们在实验中同时采用整合酶抑制

剂 MK0518 作为阳性对照, 结果显示整合酶抑制剂

确实会导致 3 种病毒 DNA 含量的增加。LC-3 处理

过的细胞和整合酶抑制剂 MK0518 处理的细胞结果

非常相似, 这也再次验证了我们了推测: LC-3 可能

与阻断病毒的整合过程有关。 
LC-4 处理过的细胞内, −sssDNA 和 2-LTR 含量

明显减少, +sssDNA 含量略有升高。出现这种现象的

原因可能和多靶点阻断病毒感染有关 , 初步推测

LC-4 可能对病毒的逆转录过程和整合过程均有影

响, 具体的作用机制还需要进一步研究。 
在采用 Real-time PCR 检测 HIV-1 的 3 个特征

性 DNA 分子时, 同时对这 3 个产物的溶解曲线进行

了分析。单一峰的溶解曲线代表扩增产物的特异性。

如图 5B 所示, 内参基因与 3 个待检测病毒 DNA 扩

增产物的溶解曲线均为单峰, 证明了以上结果真实

可靠。 

2.3  筛选病毒特异性的药物 
初步实验结果表明, 5 种化合物具有不同的作用

机制。其中 3 种化合物均可通过阻断病毒入核的机

制抑制 HIV-1 的复制, 展示了新的作用靶点。为了

进一步研究这些药物的作用机制, 筛选出病毒特异

性的药物, 我们分析了药物对两种不同逆转录病毒

的感染性。 
小鼠白血病病毒(Murine leukemia virus, MLV)

也属于逆转录病毒家族成员, 但与 HIV 不同的是, 

MLV 不属于慢病毒。为了对这几种药物的作用机制

有更加深入的了解 , 我们用同样是逆转录病毒的

MLV 感染 293A 细胞, 检测这些药物抗 MLV 的活

性。结果如图 6 所示, 化合物 LC-1 可以特异地限

制 HIV-1-luc 的 感 染 , 而 对 同 样 是 逆 转 录 病 毒 的

MLV-luc 没有影响。其它 3 种药物对两种病毒的复

制均有影响。 

2.4  分析药物是否是多靶点作用的药物 
Real-time PCR 实验结果显示, LC-1 阻断 HIV-1

复制的机制可能与限制病毒入核有关, 并且我们发

现这种阻断病毒入核的方式呈现剂量依赖性(图 7), 
随着加药浓度的增加, LC-1 阻止病毒入核的效应越

明显。阻断病毒的入核是一个新的作用靶点, 目前

临床上使用的抗 HIV 药物还没有这类药物。对新型

作用靶点药物的需求使得 LC-1 在防治艾滋病方面

有着独特的优势和巨大的潜力 ; 并且从药效来说 , 
LC-1 的抗 HIV-1 活性明显优于其它几种药物。 

为了确定药物是否会在 HIV 生命周期的多个位

点阻断病毒的复制, 在 HIV-1 的生命周期晚期也会

有作用。我们以 LC-1 为例, 采用直接转染前病毒质

粒 pNL4-3 方式进行验证。该方法可避免药物对 HIV
生命周期早期阶段的影响, 直接检测药物对生命周

期后期阶段(整合后阶段)的作用 , 例如病毒蛋白的

转录、翻译、RNA 的稳定性等阶段。 
如图 8 所示 , 5 mg/L LC-1 对转染质粒 pNL4-3

的 荧 光 素 酶 的 表 达 没 有 明 显 影 响 ,  而 感 染 组 在  
5 mg/L 的 LC-1 作用下, 病毒荧光素酶的表达明显

下降。提示 LC-1 可能对 HIV-1 生命周期晚期没有

影响, 主要作用在病毒生命周期早期阶段。所以, 通

过该方法我们可以确定那些作用在 HIV-1 生命周期

早期的药物是否也会对病毒的晚期阶段有影响。 

3  讨论 

在本研究中, 我们通过建立假病毒体系对具有

抗 HIV-1 活性的天然化合物的作用靶点进行初步分

析, 利用 PCR 实验检测 HIV-1 生命周期特征性 DNA
产物, 成功鉴定了 4 种化合物阻断 HIV-1 感染的作

用机制。其中化合物 LC-1 和 LC-2, 可通过阻断

HIV-1 入核干扰病毒的复制, 在目前获准上市的抗

HIV 药物中, 尚没有药物可通过抑制入核这一过程

阻断 HIV-1 的复制[24−25]; LC3 能够抑制病毒的整合

过程; LC4 可抑制病毒的逆转录酶活性。利用假病毒

体系包装的不同假病毒 HIV-1 和 MLV, 进一步对化

合物 LC-1 的作用机制进行了研究。尽管 HIV-1 和

MLV 都属于逆转录病毒, 但二者的感染靶细胞的方

式还是存在一些差异。例如在入核方式上, HIV-1 可 
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图 5  Real-time PCR 分析感染 293A 细胞内的 HIV-1 DNA 
Fig. 5  Real-time PCR analysis of HIV-1 DNA in 293A cell lines 

注: A: HIV-1-GFP 感染不同药物(LC-1 (4 mg/L)、LC-3 (124 mg/L)、LC-4 (60 mg/L)) 处理后的 293A 细胞. 24 h 后, 提取小分子量 DNA
进行定量 PCR. AZT (10 µmol/L)和 MK0518 (10 µmol/L)作为阳性对照; B: PCR 产物的溶解曲线. *: P<0.05; **: P<0.01. 
Note: A: 293A cells were infected by HIV-1-GFP in the presence of LC-1 (4 mg/L), LC-3 (124 mg/L), LC-4 (60 mg/L). 24 hours later, low 
molecular weight DNA was extracted to detect the specific viral DNA. DMSO was used as a no drug control. AZT (10 µmol/L) and MK0528 
(10 µmol/L) were used positive control; B: Dissociation curves of the PCR products. *: P<0.05; **: P<0.01. 
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图 6  LC-1 可选择性抑制 HIV-1 复制 
Fig. 6  LC-1 could selectively inhibit HIV-1 replication 
注: 含有报告基因荧光素酶的重组病毒 HIV-1-luc 或 MLV-luc 分

别感染药物(LC-1 (4 mg/L)、LC-2 (6 mg/L)、LC-3 (124 mg/L)、

LC-4 (60 mg/L))处理后的 293A 细胞. 感染后 48 h, 检测荧光素

酶活性. **: P<0.01. 
Note: 293A cells were infected with VSV-G pseudotyped 
HIV-1-luc or MLV-luc respectively, in the presence of compounds 
LC-1 (4 mg/L)、LC-2 (6 mg/L)、LC-3 (124 mg/L)、LC-4 (60 mg/L), 
or DMSO as a no drug control. The anti-retrovirus activities were 
evaluated by testing the reporter gene luciferase activity, 48 hours 
postinfection. **: P<0.01. 
 

 

图 7  定量 PCR 分析 LC-1 对 HIV-1 DNA 合成的影响 
(**: P<0.01) 
Fig. 7  Real-time PCR analysis of HIV-1 DNA in LC-1 
treated cells (**: P<0.01) 
 

以感染非分裂的细胞 , 在细胞分裂间期通过主动

运输的方式进入宿主细胞核内[26−27]; 而 MLV 只能

在细胞分裂时通过不完整的细胞膜进入宿主细胞

核内[28−29]。本文发现化合物 LC-1 能够选择性地阻

断 HIV-1 的感染, 对同样是逆转录病毒的 MLV 无影

响; 提示我们可以从 HIV-1 与 MLV 入核方式的不同

之处着手, 对该化合物进行更加深入的研究。 

 

图 8  LC-1 主要在 HIV-1 的生命周期早期抑制病毒复制 
Fig. 8  LC-1 inhibits HIV-1 lifecycle in the early stage 
注: 0.1 µg 前病毒质粒 pNL4-3 转染 LC-1 (5 mg/L)处理的 293A

细胞, 未处理的 293A 细胞作为转染对照组. 同时检测 LC-1 对含

有荧光素酶报告基因的 HIV-1luc 病毒的抗病毒活性. 48 h 后, 检

测报告基因荧光素酶的活性. **: P<0.01. 
Note: 293A cells were infected by VSV-G pseudotyped HIV-1luc or 
transfected by 0.1 µg of the proviral plasmid pNL4-3 respectively, 
in the presence of compounds LC-1 (5 mg/L) or DMSO as a no 
drug control. 48 hours later, cellular luciferase activity was deter-
mined. Error bars indicate standard deviation in triplicate values.  
**: P<0.01. 

 
在分析这 5 种天然化合物作用靶点时, 我们利用

建立的假病毒体系进行确定。该方法相对于单功能的

检测实验来说, 如体外逆转录酶活性测定、整合酶活

性测定等, 利用假病毒体系通过一次检测多个复制

环节, 包括逆转录、入核、整合过程等。能够更加方

便快捷、高效地对病毒的多个作用靶点进行确定。在

抗病毒机制研究中, 有通过分析不同的加药时间, 判

断药物具体作用于病毒的哪一复制环节。这种方法相

对于假病毒联合 Real time PCR 方法来说操作比较简

单、方便, 能够快速地确定药物的作用时段。但同时

由于该方法受加药间隔的影响, 只能根据 HIV-1 本身

复制的特点大致确定药物的作用时相, 如采用该方

法, 药物 NV038 被确定作用于 HIV-1 的侵入后和逆

转录完成前这一阶段[30]。若想了解这些药物的具体作

用靶点和作用机制还需通过进一步的实验进行验证。

而利用假病毒感染细胞后, 设计合成不同的引物序

列, 通过 Real time PCR 的方法可以直接特异地定量

检测出病毒 DNA 在靶细胞内的合成情况, 具有高度

的敏感性和特异性, 能够更精确地监测病毒的复制

过程。此外, 利用假病毒系统进行抗 HIV-1 的筛选工

作, 不需要在 BSL-3 级实验室进行操作, 具有较高的 
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生物安全性, 适用于普通实验室对于抗 HIV 药物作

用机理的研究, 对于今后更快地研发出新型作用靶

点的抗 HIV-1 药物具有重要的意义。 
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