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摘要 

目的：将课题组前期经抗人呼吸道合胞病毒（Human respiratory syncytial virus, 

RSV）药物高通量筛选平台筛选出的先导化合物6344B-E6进行结构优化后，继

续筛选出活性骨架化合物RSV-A-4，并将其与免疫抑制剂代谢产物6-MMPr分别

用于抗RSV活性的体内外药效学研究，以期探寻安全、有效的抗RSV小分子化

合物并探讨其可能的抗病毒作用机制。 

 

方法：（1）采集志愿者呼吸道上皮细胞样本，分离细胞后，进行原代人呼吸道上

皮细胞（HAEC）的培养，并进行细胞形态、活性鉴定；（2）在人喉表皮样癌细

胞系（HEp-2）上，将前期筛选的 6344B-E6 经免疫斑法和 MTS 法验证其体外抗

RSV 活性及细胞毒性后，将其进行结构优化，获得 29 种衍生化合物；（3）应用

上述同样的免疫斑法和 MTS 法在 HEp-2 细胞系上筛选衍生化合物库；选取安全

系数（SI 值）大于 10 的 15 种衍生化合物在正常人支气管上皮细胞系（BEAS-

2B）上验证其体外抗 RSV 活性及细胞毒性，最后选取安全系数最高的 3-硫代吲

哚类 RSV-A-4 做为活性骨架化合物，并在 HAEC 上进一步验证其抗 RSV 活性及

细胞毒性；（4）在 HAEC 细胞株上，采用实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）与 Time-

of-addition assay 技术探讨 RSV-A-4 抑制 RSV 复制的作用机制；（5）以 BALB/c

小鼠为模型，结合活体成像技术探讨 RSV-A-4 体内抗 RSV 的药效学效果；（6）

按照上述同样方法，对 6-MMPr 进行 HEp-2、BEAS-2B 及 HAEC 三种细胞系的

体外药效学及 BALB/c 小鼠体内药效学效果检测，并探讨 6-MMPr 抑制 RSV 复

制的作用机制。 

 

结果：（1）培养的 HAEC 经鉴定后，其体外培养存活率可达 93.51%，完全满足

后续实验要求；（2）6344B-E6 的衍生化合物 RSV-A-4 在 HEp-2、BEAS-2B 和

HAEC 细胞的半数抑制浓度（Half maximal inhibitory concentration，IC50）分别为

2.51 ± 0.64 μM，0.41 ± 0.19 μM 和 207.3 ± 4.77 μM，在 HEp-2 和 BEAS-2B 细胞

的半数细胞毒性浓度（Half maximal cytotoxic concentration, CC50）分别为 3038.00 

± 193.24 μM 和 2192.67 ± 168.20 μM，而对 HAEC 细胞则几乎无毒性；6-MMPr 

在 HEp-2、BEAS-2B 和 HAEC 细胞的 IC50 分别为 11.25 ± 0.54 μM，1.25 ± 1.17 

μM 和 3191 ± 6.106 μM，CC50 则分别为 119.1 ± 23.76 μM，148.13 ± 11.90 μM 和

95526 ± 10.97 μM；（3）在 HAEC 细胞中，RSV-A-4 和 6-MMPr 均是在 RSV 病毒

基因组复制阶段抑制 RSV 的复制；（4）BALB/c 小鼠体内药效学实验结果显示，
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RSV-A-4 和 6-MMPr 均未能在小鼠体内显示其抗 RSV 感染活性。 

 

结论：（1）成功建立了可用于抗 RSV 药物体外评价的 HAEC 的培养方法；（2）

RSV-A-4 和 6-MMPr 在细胞水平均能有效抑制 RSV 复制，且都是在病毒基因组

复制阶段抑制 RSV 活性；（3）RSV-A-4 和 6-MMPr 均不能在 BALB/c 小鼠模型

上有效抑制 RSV 复制。 

 

关键词：抗病毒化合物；人呼吸道合胞病毒；人原代呼吸道上皮细胞；构效优化；

药效学；作用机制 
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ABSTRACT 

Objective: The active molecule RSV-A-4 was screened from the derivatives of the lead 

compound 6344B-E6, which was screened by the previous high-throughput screening 

assay for compounds against human respiratory syncytial virus (RSV). Then the anti-

RSV activities of RSV-A-4 and the immunosuppressant metabolites 6-MMPr were 

investigated in vivo and in vitro, and the mechanism of anti-RSV activity was also 

studied as to find safe and effective compounds inhibiting RSV replication and explore 

the possible antiviral mechanism.  

 

Methods: (1) The respiratory tract epithelial cells from volunteers were collected and 

cultured, then the morphology, activity and purity were identified. (2) After the anti- 

RSV activity and cytotoxicity of 6344B-E6 were evaluated by immunospot and MTS 

methods on human laryngeal carcinoma epithelioid cell line (HEp-2), 6344B-E6 were 

designed and synthesized and 29 derivatives were obtained. (3) The same immunospot 

and MTS methods were used to detect the anti- RSV activity and cytotoxicity of 29 

derivatives on HEp-2. And 15 derivatives with safety factor (SI value) greater than 10 

were selected to verify the anti RSV activity and cytotoxicity on normal human 

bronchial epithelial cell line (BEAS-2B). Finally, 3-thioindole RSV-A-4 with the 

highest SI was selected as the active compound, and its anti RSV activity and 

cytotoxicity were further verified on HAEC. (4) Fluorescence real-time quantitative 

PCR (RT-qPCR) and Time-of-addition assay were used to explore the mechanism of 

RSV-A-4 inhibiting RSV replication on HAEC cell. (5) The in vivo anti-RSV activity 

of RSV-A-4 was studied in BALB/c mice by small animal imaging technology. (6) 

Based on the above methods, the in vivo and in vitro anti-RSV activities of 6-MMPr 

were performed on HEp-2, BEAS-2B, HAEC and in BALB/c mice, the mechanism of 

6-MMPr inhibiting RSV replication was also explored. 

 

Results: (1) After identification, the survival rate of cultured HAEC in vitro reached 

93.51%. (2) The half maximal inhibitory concentration (IC50) of the 6344B-E6 
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derivative RSV-A-4 in HEp-2, BEAS-2B and HAEC cells were 2.51 ± 0.64 μM, 0.41 

± 0.19 μM and 207.3 ± 4.77 μM, respectively, The half maximal cytotoxic concentration 

(CC50) of HEp-2 and BEAS-2B cells were 3038.00 ± 193.24 μM and 2192.67 ± 168.20 

μM, respectively, while it was almost non-toxic to HAEC cells; 6-MMPr was found in 

HEp- 2. The IC50 of BEAS-2B and HAEC cells are 11.25 ± 0.54 μM, 1.25 ± 1.17 μM 

and 3191 ± 6.106 μM, respectively, while CC50 is 119.1 ± 23.76 μM, 148.13 ± 11.90 

μM and 95526 ± 10.97 μM, respectively; (3) The investigations of the anti-RSV 

mechanisms of RSV-A-4 and 6-MMPr indicate that both of them inhibit RSV 

replication in the genome replication/transcription phase of RSV. (4) The results of 

pharmacodynamics in BALB/c mice showed that RSV-A-4 and 6-MMPr failed to 

inhibit RSV infection in vivo. 

 

Conclusion: (1) The culture method of HAEC, which can be used to evaluate the anti-

RSV drugs in vitro, was successfully established. (2) Both RSV-A-4 and 6-MMPr could 

effectively inhibit RSV replication at the cellular level, and they inhibit RSV replication 

at the viral genome replication stage. (3) Both RSV-A-4 and 6-MMPr could not inhibit 

RSV infection in BALB/c mice. 

 

Keywords: Antiviral compounds; human respiratory syncytial virus; human 

respiratory epithelial cells; structure-activity optimization; pharmacodynamics; 

mechanism of action. 
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1  引言 

1.1  研究背景 

 人呼吸道合胞病毒（Human Respiratory syncytial virus, hRSV）是人类呼吸道

疾病的重要病原体，是导致儿童下呼吸道疾病和毛细支气管炎的主要原因，也是

老年人和免疫功能低下者发病和死亡的重要原因[1, 2]。有研究表明[3]，RSV 是引

起 2 岁以下儿童住院治疗最常见的原因之一，并且明显与发病率和死亡率相关。

在老年人、免疫功能低下的成年人或患有其它呼吸道疾病的患者中，RSV 感染者

的发病率和死亡率明显更高[4]。据世界卫生组织（World Health Organization，WHO）

统计，全球每年约有 3380 万人感染 RSV，其中约有 20 万婴幼儿因感染 RSV 而

死亡[5]，且 RSV 感染致死患者主要集中在发展中国家，因此，与 RSV 相关的呼

吸道感染成为了全世界主要的公共卫生问题之一。 

RSV 是一种非节段的单股负链、有包膜的 RNA 病毒，属肺病毒科、正肺病

毒属[6-8]，直径范围为 60200 nm，其基因组全长约 15.2 kb，含 10 个基因，可编

码 11 种蛋白质[9]，M2 基因有两个重叠的 ORFs，编码 M2-1（转录加工因子）和

M2-2（转录到基因组复制转换的调控蛋白质），见图 1-1。最先转录的基因是非

结构蛋白 1（Nonstructure protein 1，NS1）和非结构蛋白 2（Nonstructure protein 

2，NS2），其功能是抑制凋亡和干扰素反应。在 RSV 病毒颗粒的脂质双分子层镶

嵌有小疏水蛋白（Small hydroprobic protein，SH）、黏附糖蛋白（Attachment 

glycoprotein，G）和融合糖蛋白（Fusion glycoprotein，F），SH 形成五聚体离子通

道参与延迟感染细胞凋亡，G 参与病毒的吸附过程，F 在细胞表面介导膜融合。

Vral envelope 由一层基质蛋白（Matrix protein，M）和 M2-1 支撑，M 蛋白是一

种非糖基化结构蛋白，位于 vral envelope 内，与 F 蛋白胞内区连接在一起；M2-

1 介导 M 与核糖核蛋白复合物（Ribonucleoprotein complexes，RNPs）之间的联

系，RNPs 包含有与核蛋白（Nucleoprotein，N）紧密结合的病毒基因组 RNA，

RNPs 也与由大聚合酶亚基（Large polymerase subunit，L）、磷酸蛋白聚合酶辅助

因子（Phosphoprotein polymerase cofactor，P）和 N 组成的 RNA 依赖的 RNA 聚

合酶（RNA-dependent RNA polymerase complex，RdRp）连接在一起。 
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图 1-1 RSV 结构及基因组图示[12] 

Figure 1-1 RSV structure and genome diagram[12] 

 

 RSV 感染宿主细胞时，首先在 G 蛋白介导的吸附作用下，吸附于宿主细胞

表面，随后，在 F 蛋白介导的融合作用下，与宿主细胞膜融合，进而将病毒 RNA

释放到细胞质中，利用病毒自身的 RNA 依赖的 RNA 聚合酶进行转录，同时利

用宿主细胞成份进行翻译和复制，装配成 RSV 病毒颗粒后，以出芽的方式释放

到细胞外[13-15]，感染过程如图 1-2 所示。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1-2 RSV 感染细胞的全过程[16] 

Figure 1-2 The whole process of RSV infection of cells[16] 



北京交通大学硕士学位论文  引言 

3 

 

1.2  抗 RSV 药物研发现状 

RSV 感染引起的急性下呼吸道综合征（RSV-ALRI）是威胁全球健康的重要

问题之一，治疗该疾病的费用给全球带来了极大的经济负担[17]。全球每年因 RSV

感染引发急性下呼吸道疾病约 3300 万人，其中约 20 万人因感染 RSV 而死亡，

其中在 6 月龄以下的儿童中，因 RSV-ALRI 导致住院的有 1400 万人，导致死亡

约有 2.8 万人[18]。 

尽管从 20 世纪 60 年代起就已开始开发 RSV 疫苗和研发治疗药物，但遗憾

的是，目前不仅仍无安全、有效的疫苗问世，且针对 RSV 感染的抗病毒治疗药

物也非常有限，到目前为止，也仅有利巴韦林（Ribavirin）和帕利珠单抗

（Palivizumab）两种药物用于防治 RSV 感染。Ribavirin 是一种广谱抗病毒药物，

用于治疗急性 RSV 感染，已被美国食品和药物监督管理局（FDA）批准以雾化

形式用于治疗严重感染 RSV 的婴幼儿，但因 Ribavirin 疗效欠佳，副作用大，有

一定的健康风险，并不建议常规使用[19, 20]。Palivizumab 是特异性针对 RSV F 蛋

白的人源化单克隆抗体，已获 FDA 批准，可用于预防高危婴幼儿因 RSV 感染而

引发严重下呼吸道疾病，但其价格昂贵且不能用于 RSV 感染后的治疗[21-23]。因

此，综上可知，市售的 Ribavirin 和 Palivizumab 因其固有缺陷，大大限制了其临

床应用。 

截至目前，已经相继设计了多种抗 RSV 的药物，并开展了临床前或临床试

验研究，为了简单起见，我们将其主要分为抗体药物、核苷类似物、融合抑制剂

及炎症靶向药物等，具体如下： 

（1）抗体药物：1996 年，免疫球蛋白 RSV-IGIV（RespiGam）被用于预防患有

支气管肺发育不良或早产的幼儿中严重的 RSV 相关下呼吸道疾病[24]。但 RSV-

IGIV 于 2003 年停产，取而代之的是识别 RSV F 中和抗原表位 siteII 的人源化单

克隆抗体 palivizumab (Synagis)，在 RSV 流行季节，用于预防高危婴幼儿因 RSV

感染引起的严重下呼吸道疾病，但不能用于 RSV 感染后治疗，且费用昂贵。

Palivizumab 不能阻止 F 构象变化的触发，它可能通过阻止中间体向融合后构象

的转化来阻止病毒进入和膜融合。2015 年，识别 RSV F 中和抗原表位 site V 的

REGN2222 也被 FDA 授予了预防 RSV 引起的严重下呼吸道疾病的快速通道地

位，但 III 期临床实验结果显示，REGN2222 在婴儿中并不能有效预防 RSV 感

染，在一个亚组患者中甚至未能表现出疗效[25]。识别 RSV F 中和抗原表位 siteØ

的 MEDI8897 能够阻止 RSV F 由融合前构象向融合后构象转变，且因基因工程

改造的 Fc 区，具有更长的血清半衰期，IIb 期临床实验显示，单剂量 MEDI8897

能够预防婴幼儿因 RSV 感染引起的严重下呼吸道疾病[26-27]。ALX-0171 是一种
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三价 RSV-F 特异性纳米抗体，耐受性良好，对呼吸频率，喘息，体温等临床参数

产生积极影响，但 IIb 期临床试验显示其并不能改善临床病程、降低肺病毒载量

[28-31]等。这些结果提示，RSV 单克隆抗体的研究应集中于早期干预和在下呼吸道

炎症发生前，一旦 RSV 下呼吸道感染发生，RSV 单克隆抗体可能无法改善临床

病程。识别 RSV F 中和抗原表位 siteIV 的 MK-1654 I 期临床试验显示具有较好

的安全性，目前正在开展 II 期临床试验[32]。 

（2）核苷类似物：ALS-008176 是一种核苷类似物，是针对 RSV 聚合酶的一种

抑制剂，具有较高的口服生物利用度，经口服治疗的非洲绿猴临床前研究证明了

其有效的抗病毒活性[33, 34]。 

（3）融合抑制剂：Presatovir（GS-5806）是口服 RSV 融合抑制剂，目前临床试

验阶段已完成，可通过阻断病毒-细胞融合过程来阻止 RSV 进入，口服 Presatovir

可降低病毒载量和减轻疾病的严重程度[35-37]。MDT-637 临床试验阶段已完成，可

抑制 RSV 进入细胞，以吸入的干粉形式进行治疗，结果表明其在健康成年人中

具有较高的安全性和理想的药代动力学特征[38, 39]。JNJ-53718678 是有效的 RSV

特异性融合抑制剂，体外和动物模型实验结果显示其具有较高的抗 RSV 活性，

正处于 I b 期临床试验阶段[40]。AK-0529 是一种新型化合物，可通过阻断病毒进

入靶细胞来抑制 RSV 复制，I 期临床试验表明，该药物不仅具有良好的耐受性，

并且符合标准的安全性要求，目前正处于婴幼儿 II 期临床试验阶段 [41]。

TMC353121 是取代苯并咪唑 RSV 融合抑制剂，临床前研究结果显示病毒载量以

剂量依赖的方式减少并降低了肺部炎症，其可能是治疗 RSV 感染的候选药物，

但仍需要进行安全性研究和更多的临床评估[42, 43]。JNJ-2408068、JNJ-49153390、

TMC-353121、BMS-433771 及 BTA-9881 等融合抑制剂都是通过与 RSV F 融合

前构象结合而起抗病毒作用[44]。 

（4）炎症靶向药物：因 RSV 感染而产生的炎性反应被认为是 RSV 发病机理的

主要组成部分，因此，靶向发炎反应的药物已被作为治疗 RSV 相关疾病的策

略。Danirixin（GSK1325756）是一种可逆的 CXCR2 拮抗剂，最初是作为与中

性粒细胞积聚相关疾病的抗炎药开发的，之后用来抑制 RSV 感染婴儿中嗜中性

粒细胞活化，但研究数据仍待发布[45-48]。RV568 是用于治疗类风湿关节炎类的

炎症性疾病，近期已将其重新定位用于治疗 RSV 感染[49]。 

尽管 RSV 感染导致的社会和经济负担已经引起了人们的关注，但是目前针

对因 RSV 感染引发的疾病仍无尚无可靠、高效的治疗方法或治疗药物，因此，

探寻有效的治疗 RSV 感染的药物具有极其重要的临床意义。 
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1.3  人呼吸道上皮细胞 

呼吸道上皮是呼吸道重要天然屏障，作为人类呼吸道与外界环境相连的第一

道免疫防线，人呼吸道上皮细胞（Human Airway Epithelial Cell，HAEC）对维持

防御功能和各项生理功能的运行起关键作用[50]，存在于呼吸道中的不同上皮细

胞（包括纤毛细胞、杯状细胞、柱状细胞和基底细胞等[51-53]，其中，人呼吸道上

皮腔表面 60%到 90%都是纤毛细胞）具有不同的特性，并且具有高度特异性功

能。 

RSV 进入上呼吸道后，病毒主要感染上呼吸道的纤毛细胞，病毒 NS 2 蛋白

在呼吸道上皮的顶端区域诱导细胞变圆、挤出从而脱离，在呼吸道导管内腔中积

累这些细胞[54]，如图 1-3 所示。RSV 还通过感染分化的基底细胞来诱导杯状细胞

的增殖，这种分化会导致黏液的大量产生和嗜酸性粒细胞的募集以及呼吸道中大

量嗜中性粒细胞的聚集，免疫细胞响应 RSV 感染释放中性粒细胞胞外陷阱

（Neutrophil extracellular trap，NET），所有这些成分积聚并移至远端呼吸道，导

致狭窄导管的支气管阻塞和肺泡塌陷，从而引起肺部急性炎症和肺病理[55-57]。严

重的 RSV 下呼吸道感染的特征主要在于大量呼吸道上皮细胞的损伤，以及血管

周围和细支气管周的单核细胞浸润[58]。 

由于缺乏合适的 RSV 感染动物模型，极大阻碍了对 RSV 感染的认识和抗

RSV 药物开发，目前，人们主要使用永生化的非极化上皮细胞系或 RSV 复制半

允许动物模型开展抗 RSV 药物研究。永生化的呼吸道来源的细胞系（如：HEp-

2、BEAS-2B 和 A549 细胞）虽然在抗 RSV 药物体外药效评价具有一定价值，但

很难反映呼吸道上皮细胞的复杂性。啮齿动物模型（如：小鼠）对 RSV 感染是

半允许的，也不能很有说服力地再现人类 RSV 感染特征，作为抗病毒药物功效

评价具有一定的局限性。早期研究表明，在允许细胞极化的条件下培养时，原代

呼吸道上皮细胞会发生显著的形态变化、准确地重现其正常的体内形态，与非极

化的上皮细胞相比，极化的呼吸道上皮细胞能够最大程度地模拟体内呼吸道情况，

因此，原代培养的呼吸道上皮细胞，尤其是分化良好的原代培养上皮细胞在抗

RSV 药物筛选、药效评价等受到广泛青睐。 
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      图 1-3 人类呼吸道中 RSV 发病机理模型[59] 

Figure 1-3 The pathogenesis model of RSV in the human respiratory tract[59] 

1.4  研究内容及意义 

鉴于当前普遍严重的 RSV 感染现状及抗病毒药物的匮乏，本论文拟通过对

课题组前期筛选的先导化合物 6344B-E6 进行结构优化后，再次筛选安全系数高

的活性骨架化合物，不仅在体内外考察其抗 RSV 活性，也将探讨其中可能的作

用机制；鉴于分化良好的原代培养上皮细胞在抗 RSV 药物筛选、药效评价方面

的优越性，拟建立可用于抗 RSV 药物体外评价的 HAEC 的培养方法；鉴于硫唑

嘌呤（AZA）及其三级代谢产物的广谱抗病毒作用，本论文还将对 6-MP、6-TI

及 6-MMPr 进行同样的抗 RSV 的体内外药效学和抗病毒活性机制的初步探讨等

研究工作。这些工作将为探寻安全、有效的抗 RSV 小分子化合物及阐明其可能

的抗病毒作用机制提供重要的实验基础。 

本研究的技术路线如下（图 1-4 所示）： 
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图 1-4 实验流程图 

Figure 1-4 Experimental flow chart 
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2  实验材料  

2.1  细胞株、病毒株和质粒 

HEp-2 细胞（人喉表皮样癌细胞）为本研究院保存；BEAS-2B 细胞（正常人

支气道上皮细胞）购自武汉大学中国典型培养物保藏中心；NIH/3T3 细胞（小鼠

胚胎成纤维细胞）购自中国科学院上海细胞库；HAEC（Human Primary Airway 

Epithelial Cell，人原代呼吸道上皮细胞）本实验实培养； 

野生型 RSV Long 株购自 ATCC, Rockefeller, MD, USA；RSV-mGFP、RSV-

Luciferase 由法国圣康丁昂伊夫利纳-凡尔赛大学的 Marie-Anne Rameix-Welti 博

士馈赠； 

pMD-18T-N，pBR322B-RSV-Gluc 由本实验室保存； 

2.2  抗 RSV 化合物 

Ribavirin（TOPSCIENCE Cat.No.：T0684）购自上海陶素生化科技有限公司；

GS-5806（Cat.No.：HY-16727）和 RSV-604（Cat.No.：A-60444）购自 MCE, USA。 

2.3  主要耗材、抗体与试剂盒 

表 2-1 实验耗材、抗体与试剂盒 

Table 2-1 Experimental materials, antibodies and kits 

耗材、抗体与试剂盒名称 生产厂家 

96 孔细胞培养板 美国 Corning 公司 

黑色透明底 96 孔细胞培养板 美国 Corning 公司 

48 孔细胞培养板 

24 孔细胞培养板 

美国 Corning 公司 

美国 Corning 公司 

12 孔细胞培养板 美国 Corning 公司 

6 孔细胞培养板 

60 mm 细胞培养皿 

美国 Corning 公司 

美国 Corning 公司 

100 mm 细胞培养皿 美国 Corning 公司 
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                                                               表 2-1（续表） 

150 mm 细胞培养皿 美国 Corning 公司 

T75 细胞培养瓶 

T25 细胞培养瓶 

15、50 mL 离心管 

2 mL 细胞冻存管 

美国 Corning 公司 

美国 Corning 公司 

美国 Corning 公司 

美国 Corning 公司 

5 mL、10 mL、25 mL 移液管 美国 Corning 公司 

0.22、0.45、0.8 m 一次性针头滤器 美国 Millipore 公司 

1 mL、5 mL、10 mL 医用注射器 美国 BD 公司 

Nexcelom 细胞计数板 达科为生物有限公司 

细胞刮刀 

病毒冻存管 

加样槽 

细胞爬片（φ20mm） 

10、200、1000 L 吸头（带滤芯） 

耐思公司 

耐思公司 

耐思公司 

耐思公司 

美国 Axygen 公司 

灌胃针  北京泰瑞星生物有限公司 

手术剪刀 北京泰瑞星生物有限公司 

镊子 北京泰瑞星生物有限公司 

一次性橡胶手套 

一次性医用外科口罩 

北京宝如亿生物有限公司 

斯科赛斯公司 

HRP-兔抗山羊 IgG 北京博奥龙生物科技有限公司 

HRP-山羊抗小鼠 IgG 北京博奥龙生物科技有限公司 

山羊抗人 RSV 多抗 美国 Millipore 公司 

兔抗人角蛋白 8 单克隆抗体 英国 Abcam 公司 

山羊抗兔 DyLight488 荧光二抗 英国 Abcam 公司 

RNA 提取试剂盒 美国 Promega 公司 

反转录试剂盒 美国 Promega 公司 

SYBR Green 试剂盒 

QUBIT RNA HS ASSAY KIT 

RT Master Mix for qPCR 

天根生化科技有限公司 

美国 Thermo 公司 

美国 MCE 公司 
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2.4  主要生化试剂 

表 2-2 实验试剂 

Table 2-2 Experimental reagents 

试剂名称 生产厂家 

谷氨酰胺 美国 Sigma 公司 

沉淀型 TMB 美国 Sigma 公司 

PMS 粉末 美国 Sigma 公司 

二甲基亚砜（DMSO） 美国 Sigma 公司 

3′,3′,5,5′-四甲基联苯胺 美国 Sigma 公司 

台盼蓝 

蔗糖（v900116） 

美国 Sigma 公司 

美国 Sigma 公司 

EDTA 

胰岛素 

丝裂霉素 C 

表皮生长因子 

氢化可的松 

霍乱霉素 

腺嘌呤 

Y-27632 

2,2,2-三溴乙醇 

I-胶原蛋白 

美国 Sigma 公司 

美国 Sigma 公司 

美国 Sigma 公司 

美国 Sigma 公司 

美国 Sigma 公司 

美国 Sigma 公司 

美国 Sigma 公司 

美国 Sigma 公司 

美国 Sigma 公司 

美国 Sigma 公司 

沉淀型 TMB 溶液 

MTS 粉末 

美国 Promega 公司 

美国 Promega 公司 

胎牛血清 美国 Gibco 公司 

HEPES 美国 Gibco 公司 

DMEM 美国 Gibco 公司 

DMEM/F12 

0.05%EDTA 胰酶 

庆大霉素 

美国 Gibco 公司 

美国 Gibco 公司 

美国 Gibco 公司 

BEGM 培养基 瑞士 Lonza 公司 

Bullet Kit™ Medium 瑞士 Lonza 公司 

Reagent Pack™ Subculture Reagents 瑞士 Lonza 公司 

PBS 北京索莱宝生物有限公司 
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表2-2（续表） 

RIPA 裂解液 

DAPI 荧光染核剂 

纤连蛋白 

牛血清白蛋白 

青霉素-链霉素双抗 

青霉素-链霉素-两性霉素 B 三抗 

免疫染色通透液（Triton X-100） 

Dnase I 

Biosharp 公司 

Biosharp 公司 

北京宝如亿生物有限公司 

北京宝如亿生物有限公司 

Biological Industries 公司 

Biological Industries 公司 

上海碧云天生物技术有限公司 

上海浩洋生物技术公司 

胰酶 

小牛血清（FCS） 

上海英潍捷基生物有限公司 

上海英潍捷基生物有限公司 

叔戊醇 

Avicel（FMC）RC581 

柠檬酸 

氯化钠 

十二水合磷酸氢二钠 

磷酸二氢钾 

氯化钾 

乙二胺四乙酸（EDTA） 

氯化镁 

氯化钙 

无水乙醇 

碳酸氢钠 

异丙醇 

氯仿 

HEPES 粉末 

硫酸镁 

无水硫酸铜 

Aladdin 公司 

Pythonbio 公司 

北京化工厂 

北京化工厂 

北京化工厂 

北京化工厂 

北京化工厂 

北京化工厂 

北京化工厂 

北京化工厂 

北京化工厂 

北京化工厂 

北京化工厂 

北京化工厂 

北京化工厂 

北京化工厂 

北京化工厂 
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2.5  主要实验仪器 

表 2-3 实验仪器 

Table 2-3 Experimental Instruments 

仪器及型号 生产厂家 

高压灭菌锅 SINCE-1889 日本 YAMATO 公司 

电子天平 YP1002N 上海菁海仪器有限公司 

Orion pH 计 美国 Thermo 公司 

水平离心机 3K15 德国 SIGMA 公司 

超速离心机 cp100wx 日本 HIMAC 公司 

高速冷冻离心机 CR22G 日本 HIMAC 公司 

紫外可见分光光度计 U-2800 日本 HITACHI 公司 

微型高速冷冻离心机 3K30 德国 SIGMA 公司 

制冰机 日本 Cornelius 公司 

电热恒温水浴锅 KT622 上海精宏实验设备有限公司 

磁力搅拌器 90-3 上海振荣科学仪器有限公司 

台式震荡器 HZQ-C 

普通冰箱 BCD-315TNGS 

医用低温冰箱 DW-401278 

医用冷藏冰箱 HYC-356 

哈尔滨东联电子技术开发有限公司  

青海海尔股份有限公司 

青海海尔特种电器有限公司 

青海海尔特种电器有限公司 

超低温冰箱 MTD225 日本 SANYO 公司 

超纯水制备仪 F9NN7 美国 Millipore 公司 

倒置显微镜 TS100 

倒置荧光显微镜 IEC-62471 

日本 Nikon 公司 

日本 Nikon 公司 

Qubit 4 荧光计 美国赛默飞世尔科技 

细胞计数仪 MA01843 美国 Nexcelom Bioscience 公司 

恒温二氧化碳细胞培养箱 4111 美国 Thermo SCIENTIFIC 公司 

移液器（全套） 法国 GILSON 公司 

生物安全柜 HR1500-IIA2YK 青海海尔生物医疗股份有限公司 

生化培养箱 SHP-150 上海精宏实验设备有限公司 

酶标仪 Sunrise  瑞士 TECAN 公司 

多功能酶标仪 美国 Thermo 公司 

恒温培养振荡器 ZHWY-200B 上海智城分析仪器制造有限公司 

迷你离心机 LX-300 海门市其林贝尔仪器制造有限公司 
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表 2-3（续表） 

PCR 仪 PTC-220 美国 BIO-RAD 公司 

RT-qPCR 仪 q225-0189 北京酷博科技有限公司 

高温烘烤箱 

超微量分光光度计 T181246 

小动物活体成像系统 IVIS Lumina II 

美国 Thermo SCIENTIFIC 公司 

德国 IMPLEN 公司 

美国 PerkinElmer 公司 

2.6  主要溶液配制 

（1） 谷氨酰胺（100×:100 mL）溶液 

称取 5.854 g 的 L-谷氨酰胺粉末，加入 200 mL 超纯水中入，搅拌充分，待

其完全溶解后，用 0.22 m 滤器过滤，以 1 mL/支分装，冻存于-20℃备用。 

（2） 人原代呼吸道上皮细胞培养基（F 培养基） 

分别量取 400 mL 的 DMEM/F12 培养基、25 mL 未灭活的 FBS、500 L 腺

嘌呤（24 mg/mL）、4.2 L 霍乱霉素（1mg/mL）、250 L 表皮生长因子（20 g/mL）、

552.5 L 氢化可的松（0.362 mg/mL）、500 L 胰岛素（5 mg/mL）、1%的 PS（100×）

和 1%的 L-谷氨酰胺（100×）配制成 500 mL 人原代呼吸道上皮细胞培养基，混

匀后保存于 4℃备用。 

（3） 丝裂霉素 C 溶液 

将 4 mL 无菌水加入到 2 mg 丝裂霉素 C 的瓶子中，待丝裂霉素 C 溶解，瞬

离，用 0.22 m 滤器过滤至 15 mL 离心管中，冻存于-20℃或短期保存于 4℃备

用。 

（4） 腺嘌呤溶液 

称取 24 mg 腺嘌呤，溶解于 3 mL 的 NaOH 溶液（1M）中，然后缓慢加入 7 

mL DMEM，（如果腺嘌呤没有完全溶解在3 mL的NaOH中，可以继续滴加NaOH，

涡旋，使腺嘌呤全部溶解后补加 DMEM，终体积为 10 mL），用 0.22 m 滤器过

滤除菌后，以 500 L/支分装，冻存于-80℃备用。 

（5） 霍乱霉素溶液 

将 0.5 mL 无菌水加入到 0.5 mg 霍乱霉素小瓶中，霍乱霉素溶解后，瞬离，

用注射器吸出溶液（不要打开瓶盖，以减少配制者与霍乱霉素的接触），然后用

0.22 m 滤器过滤到 15 mL 离心管中，以 20-50 L/支分装，冻存于-80℃备用。 
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（6） 表皮生长因子溶液 

在装有 0.1 mg 表皮生长因子（EGF）的小瓶中注入 5 mL 无菌水，溶解 EGF，

瞬离或轻拍，使所有液体到达瓶底，用注射器将溶液吸出，然后用 0.22 m 滤器

过滤到 15 mL 离心管中，以 250 L/支分装，冻存于-80℃备用。 

（7） 氢化可的松溶液 

称取 7.24 mg 氢化可的松，溶解于 2 mL 95%乙醇中，然后加入 18 mL DMEM，

然后用 0.22 m 滤器过滤除菌，以 500 L/支分装，冻存于-80℃备用。 

（8） 胰岛素溶液 

称取 100 mg 胰岛素，溶解于 20 mL HCl 溶液（0.1N）中，然后用 0.22 m 的

滤器过滤除菌，以 500 L/支分装，冻存于-80℃备用。 

（9） ROCK 抑制剂 Y-27632 

将装有 10 mg ROCK 抑制剂 Y-27362 瓶中注入 624.5 L 的 DMSO，轻轻摇

晃溶解 Y-27632，以 10 L/支分装，冻存于-80℃备用。 

（10） BEAS-2B 细胞冻存液 

在 10 mL 的 BEGM 培养基中加 1% PVP 和 7.5% DMSO，混匀于 4℃保存备

用。      

（11） NIH/3T3 细胞冻存液（20 mL） 

分别量取 10 mL FCS、2 mL DMSO 和 8 mL DMEM 配制成 10 mL 细胞冻存

液，混匀于 4℃保存备用。 

（12）DPBS 溶液（500 mL） 

称取 0.1 g KCl、4 g NaCl、0.1 g KH2PO4 和 1.45 g Na2HPO4•12H2O 加到约

400 mL 的去离子水中，用玻璃棒充分搅拌使其完全溶解，再加入 50 mg 

MgCl2•6H2O，66.5 mg CaCl2•2H2O，搅拌使其溶解，调节 pH 至 7.35，用容量瓶

定容到 500 mL 后备用。 

（13）MTS 溶液 

在光线较暗的环境中，称取 21 mg MTS 粉末于棕色试剂瓶里，然后量取 10.5 

mL DPBS 溶液加入到该棕色试剂瓶中，室温条件下磁力搅拌，直至 MTS 粉末完

全溶解，用 pH 计调节 pH 至 6.5，用 0.22 m 滤器过滤除菌，以 1 mL/支分装至

棕色 EP 管，保存于-20℃备用。 

（14）PMS 溶液 

在光线较暗的环境中，称取 4.6 mg PMS 粉末于棕色试剂瓶里，然后加入 5 

mL DPBS 溶液，充分搅拌，以 200 L/支分装至棕色 EP 管，保存于-20℃备用。 
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（15）10%（w/w）蔗糖溶液 

称取 20 g 蔗糖，溶解于 180 g PBS（1）缓冲液中，充分搅拌，配制成 10%

蔗糖溶液，用 0.22 m 滤器过滤除菌后，保存于 4℃备用。 

（16）1%甲基纤维素维持液 

称取 2 g 甲基纤维素粉末于干燥的试剂瓶中，连同磁力搅拌子一起高压蒸汽

灭菌后，加入 200 mL 2%细胞维持液，4℃条件下磁力搅拌至甲基纤维素完全溶

解后，保存于 4℃备用。 

（17）Avertin 溶液 

    100% Avertin 储存液：称取 5 g 三溴乙醇，加入 5 mL 叔戊醇，充分搅拌直至

充分溶解，用 0.22 m 滤器过滤除菌后，室温避光密闭保存，使用期限为 1 个月。 

2.5% Avertin 工作液：量取 1 mL 100%Avertin 储存液于 50 mL 离心管底，缓

慢贴壁加入 39 mL 无菌生理盐水，将其放入 37℃培养箱中静置加热 3~4 h 后，

充分摇匀，室温放凉后，4℃避光密闭保存。（注：未加热之前不可摇晃混合液） 

（18）微晶纤维素溶液 

2.4%微晶纤维素原液：称取 2.4 g 的 Avicel RC581 高温灭菌后，加入 100 mL

无菌水，室温涡旋 1 h； 

微晶纤维素覆盖液（现配现用）：1/4 的 2  DMEM，1/4 的 2.4% Avicel RC581

以及 1/2 的 2% FBS-DMEM-PS。 

（19）结晶紫染液： 

分别取 25 mL 2%结晶紫原液、10 mL 福尔马林溶液、20 mL 无水乙醇以及

45 mL 无菌水充分混匀，配置成 100 mL 结晶紫工作液，室温保存备用，可反复

使用。 
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3  实验方法 

3.1  HEp-2、NIH/3T3 细胞培养 

3.1.1  HEp-2、NIH/3T3 细胞复苏 

1. 生物安全柜使用紫外灯照射 30 min，打开风机 3 min 后，使用新洁尔灭浸泡

过的纱布擦拭台面； 

2. 将细胞由液氮罐中快速取出，立即放入 40℃温水中进行融化； 

3. 待细胞悬液完全融化之后，擦干细胞冻存管上的水，喷洒 75%酒精，在生物

安全柜中先在 15 mL 离心管中加入适量的培养基后，将细胞悬液转移至其

中； 

4. 150g，离心 5 min； 

5. 弃上清，用 2 mL 细胞完全培养基缓慢吹打，重悬细胞沉淀，将其转移到装

培养皿/培养瓶中，添加适量的培养基，“十”字摇匀，在倒置显微镜下观察细

胞分布均匀后，37℃，5% CO2 细胞培养箱中培养。 

3.1.2  HEp-2、NIH/3T3 细胞传代 

1. 观察细胞，当汇合度达到 90%左右，进行传代； 

2. 将生物安全柜使用紫外灯照射 30 min，打开风机 3 min 后，使用新洁尔灭浸

泡过的纱布擦拭台面； 

3. 弃去原培养基，用 PBS 洗涤后，加入适量胰酶后，放细胞培养箱中，37℃下

进行消化； 

4. 倒置显微镜下观察细胞形态，当细胞变圆时，弃掉胰酶，轻轻拍打培养皿/培

养瓶壁使细胞完全脱落，加培养基终止消化； 

5. 按照所需比例吸取细胞悬液，转移至含有适量细胞完全培养基的新培养皿/培

养瓶中，“十”字摇匀，在倒置显微镜下观察细胞分布均匀后，37℃，5% CO2

细胞培养箱中培养。 
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3.1.3  HEp-2、NIH/3T3 细胞冻存 

1. 观察细胞，当汇合度达到约 90%，且细胞状态良好时，准备冻存； 

2. 将生物安全柜使用紫外灯照射 30 min，打开风机 3 min 后，使用新洁尔灭浸

泡过的纱布擦拭台面； 

3. 弃去原培养基，用 PBS 洗涤后，加入适量胰酶后，放细胞培养箱中，37℃下

进行消化； 

4. 倒置显微镜下观察细胞形态，当细胞变圆时，弃掉胰酶，轻轻拍打培养皿/培

养瓶壁使细胞完全脱落，加培养基终止消化，将细胞悬液转移至 15 mL 离心

管中； 

5. 150g，离心 5 min； 

6. 弃去上清，用冻存液重悬细胞沉淀，细胞分散均匀后，按比例分装至细胞冻

存管中，补加冻存液至冻存管体积的 2/3，注意标明细胞名称、冻存日期、细

胞代数、培养皿/培养瓶型号、冻存者姓名等信息后，放入冻存盒中，置于 

-80℃，24 h 后将细胞转移至液氮罐中保存备用。 

3.2  BEAS-2B 细胞培养 

3.2.1  预处理细胞培养瓶 

1. 配制包被液：分别将 0.01 mg/mL 纤连蛋白、0.03 mg/mL I-胶原蛋白和 

0.01 mg/mL 牛血清白蛋白（BSA）加入到 BEGM 培养基中混匀，4℃条件下

短期保存备用。 

2. 将 2 mL 包被液加入到 T25 瓶中（4 mL/T75），轻轻摇动，使包被液涂满整个

底面，将细胞培养瓶放入 37℃培养箱中包被过夜（封闭瓶口，防止混合物蒸

发），之后转到 4℃保存备用(注：接种 BEAS-2B 细胞之前，要将包被液吸出)。 

3.2.2  BEAS-2B 细胞复苏 

1. 生物安全柜使用紫外灯照射 30 min，打开风机 3 min 后，使用新洁尔灭浸泡

过的纱布擦拭台面； 

2. 将细胞由液氮罐中取出放入 37℃温水中，轻轻摇动使其解冻（约 2 min），解

冻后立即从温水中取出，喷洒 75%酒精，在生物安全柜中将细胞悬液转移到
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含有 BEGM 的 15 mL 离心管中； 

3. 125g，离心 10 min；  

4. 小心去除上清，用 BEGM 重悬沉淀，转移至预处理的 T25 瓶中，补加 8 mL 

BEGM 培养基，轻轻摇匀，在倒置显微镜下观察细胞分布均匀后，37℃， 

5% CO2 细胞培养箱中培养。 

3.2.3  BEAS-2B 细胞传代 

1. 待细胞长到 70~80%时进行传代（注：需在细胞达到完全汇合之前进行传代

培养，因为细胞汇合后会迅速进行鳞状末端分化）； 

2. 将生物安全柜使用紫外灯照射 30 min，打开风机 3 min 后，使用新洁尔灭浸

泡过的纱布擦拭台面； 

3. 弃去原培养基，加入 2 mL Trysin/EDTA，在显微镜下观察，直到细胞变圆（一

般 5 min，切记不可撞击和用力摇晃培养瓶），加入 5 mL TNS（Trysin 

Neutralizing Solution）终止消化，轻轻晃动培养瓶，使细胞完全脱落，将细胞

悬液转移到 15 mL 离心管中； 

4. 125g，离心 10 min； 

5. 小心去除上清，用 BEGM 培养基重悬细胞沉淀，按 3000 cells/cm2传代到预

处理的培养瓶中，轻轻摇匀，在倒置显微镜下观察细胞分布均匀后，37°C，

5% CO2 细胞培养箱中培养。 

3.2.4  BEAS-2B 细胞冻存 

1. 观察细胞，当汇合度达到约 70%，且细胞状态良好时，准备冻存； 

2. 将生物安全柜使用紫外灯照射 30 min，打开风机 3 min 后，使用新洁尔灭浸

泡过的纱布擦拭台面； 

3. 弃去原培养基，加 2 mL Trysin/EDTA，在显微镜下观察，直到细胞变圆，加

入 5 mL TNS 终止消化，轻轻晃动培养瓶，使细胞完全脱落，将细胞悬液转

移至 15 mL 离心管中； 

4. 125g，离心 10 min； 

5. 小心去除上清，用 BEAS-2B 细胞冻存液重悬沉淀，转移到冻存管中，补加

冻存液至冻存管体积的 2/3，注意标明细胞名称、冻存日期、细胞代数、培养

皿/培养瓶型号、冻存者姓名等信息，置于-80℃，24 h 后转移到液氮罐中保

存备用。 
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3.3  人原代呼吸道上皮细胞（HAEC）培养 

3.3.1  滋养层细胞制备 

1. 将生物安全柜使用紫外灯照射 30 min，打开风机 3 min 后，使用新洁尔灭浸

泡过的纱布擦拭台面； 

2. 配制丝裂霉素 C 溶液（终浓度为 10 μg/mL）：量取 200 μL 的 0.5 mg/mL 丝裂

霉素 C 原液至 10 mL DMEM（含 5% FBS），混匀后备用； 

3. 培养 NIH/3T3 细胞于 T75 培养瓶中，直至汇合度为 90%； 

4. 吸出培养瓶中的原培养基，加入 10 mL 丝裂霉素 C 溶液，放置于 37℃， 

5% CO2 细胞培养箱中孵育 3 h； 

5. 吸出丝裂霉素 C 溶液，PBS 洗涤 4 次；（将使用过的丝裂霉素 C 溶液收集到

特别标记废液瓶中） 

6. 加入 2 mL 胰酶，室温消化 2 min，在显微镜下观察，直到细胞变圆，轻拍瓶

壁使细胞脱落； 

7. 加入 10 mL NIH/3T3 培养基到培养瓶中，将细胞转移到 50 mL 离心管中，再

用 10 mL NIH/3T3 培养基清洗培养瓶； 

8. 300g，离心 5 min，NIH/3T3 培养基重悬沉淀，细胞计数； 

9. 300g，离心 5 min；  

10. 冻存液重悬细胞沉淀，按 2.5 × 106 cells /管，转移到细胞冻存管中，补加冻

存液至冻存管体积的 2/3，标明细胞名称、冻存日期、培养皿/培养瓶型号、

冻存者姓名等信息，放入冻存盒中，置于-80℃，24 h 后转移到液氮罐中保存

备用。 

3.3.2  HAEC 标本获取 

1. 准备工作：取 HAEC 标本前一天，复苏滋养层 NIH/3T3 细胞于 T25 细胞培

养瓶中，以 2.5 × 106 cells /瓶，37℃，5% CO2细胞培养箱中过夜培养，使细

胞贴壁； 

2. HAEC 标本获取：请耳鼻喉医生将 2 个鼻拭子分别插入志愿者左右鼻孔，至

上鼻甲位置，转动鼻拭子 6 圈，尽可能多的获得细胞标本，将同一个志愿者

的 2 个鼻拭子放入同一个装有 NIH/3T3 培养基的 15 mL 离心管中，立即放

置于冰上； 
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3. 将生物安全柜使用紫外灯照射 30 min，打开风机 3 min 后，使用新洁尔灭浸

泡过的纱布擦拭台面； 

4. 在生物安全柜中，含有细胞样本的培养基同鼻拭子一起倒入培养皿中，将鼻

拭子浸入到培养基液面下，使用无菌的镊子将鼻拭子上的细胞和粘液充分刮

下来； 

5. 将鼻拭子转移到原离心管中，加入 2 mL PBS-EDTA 浸泡，同时收集细胞-粘

液混合物转移到新的离心管中，用 2 mL PBS-EDTA 洗涤培养皿 2 次，并转

移到同一离心管中； 

6. 1000 rpm，涡旋 PBS-EDTA 浸泡的鼻拭子 30 s，将上清 PBS-EDTA 转移到有

细胞-粘液混合物的离心管中； 

7. 450g，离心 5 min，小心倒掉上清（不要吸取），用 1 mL PBS-EDTA 重悬沉

淀，然后加入 4 mL PBS-EDTA，细胞计数； 

8. 450g，离心 5 min，加入 6 mL F 培养基重悬后，铺在有滋养层细胞的 T25 培

养瓶中，37℃，5% CO2 细胞培养箱进行培养； 

9. 每天更换 F 培养基，吸出原培养基后，逐滴加入新鲜的培养基； 

10. 培养 HAEC 5 d 后，更换为不加 Pen/strep 的培养基； 

11. 待培养的 HEAC 汇合度达 50%以上时进行传代，若滋养层细胞出现死亡，则

需提前传代。 

3.3.3  HAEC 传代 

1. HAEC 传代前一天，复苏滋养层细胞于 T25 培养瓶中，以 2.5 × 106 cells /瓶，

37℃，5% CO2 细胞培养箱中过夜培养，使细胞贴壁； 

2. 将生物安全柜使用紫外灯照射 30 min，打开风机 3 min 后，使用新洁尔灭浸

泡过的纱布擦拭台面； 

3. 吸出原培养基，用 5 mL PBS-EDTA 洗涤后，室温震荡，同时观察滋养层细

胞的脱落情况； 

4. 5 min 后，更换 PBS-EDTA，继续震荡，在显微镜下观察，直至只有 HAEC

留在培养瓶表面； 

5. 吸出 PBS-EDTA，再加入 PBS-EDTA 洗涤 1 次； 

6. 吸出 PBS-EDTA，加入 2 mL 胰酶，37℃条件下消化 5 min，轻拍瓶壁使 HAEC

脱落（若大多数细胞未脱落，则需在 37℃下继续消化，但总消化时间不超过

10 min），用移液枪轻吹瓶壁，使 HAEC 完全脱落； 

7. 加入 5 mL NIH/3T3 培养基，终止胰酶消化，然后将细胞转移至 15 mL 离心
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管中； 

8. 5 mL NIH/3T3 培养基或 PBS-EDTA，洗涤培养瓶 1 次，转移到同一个离心管

中； 

9. 150g，离心 5 min； 

10. 用 F 培养基重悬后，按相应的比例接种于滋养层细胞上。 

3.3.4  HAEC 冻存 

1. 观察细胞，当汇合度达到约 80%，且细胞状态良好时，准备冻存； 

2. 将生物安全柜使用紫外灯照射 30 min，打开风机 3 min 后，使用新洁尔灭浸

泡过的纱布擦拭台面； 

3. 吸出原培养基，用 5 mL PBS-EDTA 洗涤，室温震荡，同时观察滋养层细胞

的脱落情况，5 min 后，更换 PBS-EDTA，继续震荡，显微镜下观察，直至只

有 HAEC 留在培养瓶表面； 

4. 吸出 PBS-EDTA，再加入 PBS-EDTA 洗涤 1~2 次； 

5. 吸出 PBS-EDTA，加入 2 mL 胰酶，37℃条件下消化 5 min，轻拍瓶壁使细胞

脱落（若大多数细胞未脱落，则需在 37℃下继续消化，但总消化时间不超过

10 min），用移液枪轻吹瓶壁，使 HAEC 完全脱落； 

6. 加入 5 mL NIH/3T3 培养基，终止胰酶消化后，将其转移至 15 mL 离心管中； 

7. 使用 5 mL NIH/3T3 培养基或 PBS-EDTA，洗涤培养瓶 1 次后，转移到同一

离心管中; 

8. 150g，离心 5 min，使用 NIH/3T3 培养基重悬，细胞计数; 

9. 4℃，150g，离心 5 min； 

10. 冻存液重悬细胞沉淀，按 5 × 106 或 2.5 × 106 cells /管，转移到细胞冻存管中，

补加冻存液至冻存管体积的 2/3，标明细胞名称、冻存日期、细胞代数、培养

皿/培养瓶型号、冻存者姓名等信息，放入冻存盒中，置于-80℃，24 h 后转

移到液氮罐中保存备用。 

3.3.5  HAEC 复苏 

1. HAEC 传复苏前一天，复苏滋养层细胞于 T25 培养瓶中，以 2.5 × 106 cells /

瓶，37℃，5% CO2 细胞培养箱中过夜培养，使细胞贴壁； 

2. 生物安全柜使用紫外灯照射 30 min，打开风机 3 min 后，使用新洁尔灭浸泡
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过的纱布擦拭台面； 

3. 将细胞由液氮罐中取出后放入 37℃温水中，轻轻摇动使其解冻（约 2 min），

解冻后立即从温水中取出，喷洒 75%酒精后，在生物安全柜中将细胞从冻存

管转移到含有 10 mL NIH/3T3 培养基的 15 mL 离心管中； 

4. 150g，离心 5 min; 

5. 使用 6 mL F 培养基重悬细胞沉淀后，接种于滋养层细胞上，37℃，5% CO2

细胞培养箱进行培养； 

6. 每天更换 F 培养基，吸出原培养基后，逐滴加入新鲜的培养基； 

7. 培养 HAEC 5 d 后，将 F 培养基换为不加 Pen/strep 的培养基； 

8. 待培养 HEAC 汇合度达到 80%以上时，进行传代若滋养层细胞出现死亡，则

需提前传代。 

3.3.6  HAEC 形态学观察 

在 HAEC 体外培养过程中，需要每天在倒置显微镜下观察处于不同时期的

HAEC 细胞形态，并及时拍照做好实验记录。 

3.3.7  HAEC 活力鉴定 

1. 待 HAEC 生长密度达到 80%时，进行活力鉴定； 

2. 将生物安全柜使用紫外灯照射 30 min，打开风机 3 min 后，使用新洁尔灭浸

泡过的纱布擦拭台面； 

3. 弃去原培养基后，使用 PBS-EDTA 洗涤 HAEC 一次，用含 0.05% EDTA 的胰

酶消化，37℃条件下消化 5 min，之后加入 5 mL NIH/3T3 培养基终止胰酶消

化，吹打，使细胞分散均匀后，收集细胞于 15 mL 离心管中； 

4. 150g，离心 5 min，弃去上清液，加入 F 培养基重悬沉淀； 

5. 取 2 μL 0.4 %台盼蓝染液与 18 μL 细胞悬液充分混匀，取混合液滴于细胞计

数板上，置于倒置显微镜下观察，死细胞被台盼蓝染成蓝色，活细胞不被染

色； 

6. 显微镜下对细胞进行观察，随机拍照记录，随机取三个视野分别统计死细胞

与活细胞的数目，进而计算 HAEC 的细胞存活率，并做好实验记录。 

细胞存活率 =
活细胞数量

细胞总数
× 100% 
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3.3.8  HAEC 免疫荧光染色鉴定 

1. 制作 HAEC 细胞爬片 

（1） 当 HAEC 生长密度 80%时，制作细胞爬片； 

（2） 37℃下预热 F 培养基，将生物安全柜使用紫外灯照射 30 min，打开风机 3 

min 后，使用新洁尔灭浸泡过的纱布擦拭台面； 

（3） 弃去原培养基后，使用 PBS-EDTA 洗涤 HAEC 一次，用含 0.05% EDTA

的胰酶消化，37℃条件下消化 5 min，之后加入 5 mL NIH/3T3 培养基终

止胰酶消化，吹打，使细胞分散均匀后，收集细胞于 15 mL 离心管中；  

（4） 150g，离心 5 min，弃去上清液，加入 F 培养基重悬沉淀； 

（5） 吸取 20 μL 细胞悬液，用细胞计数仪估算细胞密度，计算制作细胞爬片需

要 F 培养基的体积； 

（6） 将剩余的细胞混合液，150g，离心 5 min； 

（7） 弃上清液，加入（6）计算的 F 培养基的体积，混匀； 

（8） 使用无水乙醇将细胞爬片清洗三次，每次静置 5 min，最后一次取出爬片

后，在安全柜自然晾干； 

（9） 取 5  104 个消化好的 HAEC 细胞，接种于爬片上进行培养； 

（10）每天换液，显微镜下观察 HAEC 的生长状况，记录细胞状态； 

（11）观察当细胞丰度达到 80%左右时，HAEC 细胞爬片制作完成。 

2. HAEC 细胞免疫荧光染色 

（1） 吸出细胞孔板中培养基后，向其中加入 500 μL PBS，静置 4 min，然后再

次吸出培养基，重复 3 次； 

（2） 每个爬片上加入 500 μL 95%冰乙醇，固定 30 min； 

（3） 固定好的细胞爬片，去除 95%冰乙醇， PBS 洗涤 3 次； 

（4） 将 50 μL 胎牛血清加入到 950 μL 通透液中，配制成 5%胎牛血清溶液，并

将其加入到细胞孔板中，固定 30 min； 

（5） 弃胎牛血清溶液，PBS 洗涤 3 次； 

（6） 按照浓度为 1:1000 稀释兔抗人角蛋白单克隆抗体(Abcam，Cat.No： 

ab53280)，每孔加入 30 μL 进行标记，37℃孵育 1 h； 

（7） PBS 洗涤 3 次，按照浓度为 1:5000 稀释山羊抗兔 DyLight488 荧光二抗,

（Abcam，Cat.No：ab96899），每孔加入 30 μL 进行标记，37℃孵育 1 h； 

（8） PBS 洗涤 3 次，再加入含 0.3%吐温 20 的 PBS 洗涤一次，静置 5 min； 

（9） 再用 PBS 洗涤 3 次； 
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（10） 加入 DAPI 核染剂进行染色 15 min，弃 DAPI 核染剂，PBS 洗涤 3 次； 

（11） 甘油封片；用 90%甘油进行封片后，显微镜下进行观察，并拍照记录。 

3.3.9  RSV 感染 HAEC 

1. 将状态良好的 HAEC 细胞传代到 T25 培养瓶中； 

2. 观察细胞，当丰度达到 60%左右时，准备接毒； 

3. 将生物安全柜使用紫外灯照射 30 min，打开风机 3 min 后，使用新洁尔灭浸

泡过的纱布擦拭台面； 

4. 弃去原培养基，用 2 mL PBS 洗涤 1 次，加入 7 mL 2%细胞维持液； 

5. 将保存的提前取出，放于 4℃冰箱中进行融化，取 7 µL 病毒液接种到细胞

中，轻轻混匀后，37℃，5% CO2 细胞培养箱进行培养； 

6. 接种病毒约 20 h 后，更换细胞维持液； 

7. 每天观察 HAEC 病变情况，24 h 拍照记录一次，待细胞完全病变后，收集病

毒。 

3.4  RSV 病毒培养、纯化及检测 

3.4.1  RSV 病毒培养 

1. 将生长状态良好的 HEp-2 细胞传代至 T25 培养瓶中，37℃，5% CO2培养箱

中进行培养； 

2. 观察细胞，当丰度达到 60%左右时，准备接毒； 

3. 将生物安全柜使用紫外灯照射 30 min，打开风机 3 min 后，使用新洁尔灭浸

泡过的纱布擦拭台面； 

4. 弃去原培养基，PBS 洗涤 1 次，加入 7 mL 2%细胞维持液； 

5. 将冻存 RSV 取出，置于 4℃冰箱融化，取 7 µL 病毒液接种到细胞中，轻轻

混匀后，37℃，5% CO2 细胞培养箱进行培养； 

6. 接种病毒约 20 h 时，更换细胞维持液； 

7. 接种病毒约 60 h 左右，细胞完全病变，用细胞刮将细胞全部刮下后，转移到

病毒冻存管中，标明病毒种类、冻存日期、病毒代数、冻存者姓名等信息，

-80℃冷冻备用。 
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3.4.2  RSV 病毒纯化 

1. 将生长状态良好的 HEp-2 细胞传至 6 个 15 cm 培养皿中，37℃，5% CO2 培

养箱中进行培养； 

2. 观察细胞，当丰度达到 70%左右时，准备接毒； 

3. 将生物安全柜使用紫外灯照射 30 min，打开风机 3 min 后，使用新洁尔灭浸

泡过的纱布擦拭台面； 

4. 弃去原培养基，PBS 洗涤 1 次，加入 26 mL 2%细胞维持液，将冻存 RSV 取

出，置于 4℃冰箱融化，每皿接种 25 µL 病毒液，轻轻混匀后，37℃，5% CO2

细胞培养箱进行培养； 

5. 接种病毒约 20 h 时，更换细胞维持液； 

6. 接种 RSV 约 60 h，细胞完全病变，用细胞刮将细胞全部刮下，将细胞悬液转

移至 4 个 50 mL 离心管，5000 rpm，离心 15 min，将上清液转移到新 50 mL

离心管中，液氮反复冻融沉淀 3 次后，用收集的上清液，重悬沉淀，5000 rpm，

离心 15 min 后，收集上清； 

7. 用 0.8 μm 滤器过滤病毒上清； 

8. 紫外灯照射塑料离心管 30 min 后，每管加入 10 mL 10%蔗糖至底部（壁上不

可有溶液残留），然后缓慢地加入过滤后的病毒上清液（上清液与蔗糖溶液不

可混匀）； 

9. 4 ℃，17000 rpm，离心 2 h； 

10. 弃去上清，加入 150 μL 上述蔗糖溶液重悬沉淀，20 μL/支分装于 EP 管中，

标明病毒种类、病毒代数、病毒体积、冻存日期、冻存者姓名等信息，-80℃

冷冻保存。 

3.4.3  免疫斑法检测 RSV 病毒滴度 

1. 将 HEp-2 细胞按 1.5  104 cells/孔接种到 96 孔板中，置于 37℃，5% CO2 培

养箱中培养过夜； 

2. 观察细胞，当密度达到 70%左右（约 20 h 后），将生物安全柜使用紫外灯照

射 30 min，打开风机 3 min 后，使用新洁尔灭浸泡过的纱布擦拭台面； 

3. 弃去原培养基，PBS 洗涤 1 次后，按照 10 倍梯度稀释 RSV 病毒液，共设置

8 个稀释梯度，3 个复孔/梯度，100 μL/孔，依次接种在 HEp-2 细胞上，同时

设置阴性对照组，100 μL 维持液/孔，设置阳性对照组（已知滴度病毒液），
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37℃，孵育 1 h； 

4. 弃去病毒液，每孔加入适量的 1%甲基纤维素维持液，于 37℃，5% CO2 培养

箱中培养 3 d； 

5. 在生物安全柜中，弃去甲基纤维素溶液，PBS 洗涤 3 次，每次静置 3 min； 

6. 每孔加入 100 μL 预冷 95%乙醇，4℃放置 30 min； 

7. 弃去乙醇，PBS 洗涤 3 次； 

8. 配制封闭液（5%脱脂牛奶），每孔加入 100 μL 封闭液，于 37℃封闭 30 min； 

9. 去除封闭液，按照 1:500 稀释 RSV 多抗（Milliore，Cat.No：AB1128），每孔

加入 100 μL RSV 多抗稀释液，37 ℃孵育 1 h； 

10. 弃去 RSV 多抗，PBS 洗涤 3 次，按照 1:5000 稀释兔抗山羊抗体（博奥龙，

Cat.No：BF03015）作为二抗，每孔加入 100 μL 二抗，37℃孵育 1 h； 

11. 弃去二抗，PBS 洗涤 5 次，避光加入 TMB 溶液（沉淀型），50 μL/孔，避光

显色 15 min； 

12. 在倒置显微镜下观察，选择 3 个复孔中斑点数在 10~100 内的孔计数，求 3

个复孔的平均值，计算病毒滴度。 

病毒滴度（PFU/mL）= 最高稀释倍数复孔蚀斑平均数 × 最高稀释倍数 × 10 

3.4.4  结晶紫法检测病毒滴度 

1. 将 HEp-2 细胞按照 4  105 cells /孔接种到 12 孔板中，37℃，5% CO2 培养箱

中进行培养； 

2. 观察细胞，当密度达到 100%左右，将生物安全柜使用紫外灯照射 30 min，

打开风机 3 min 后，使用新洁尔灭浸泡过的纱布擦拭台面； 

3. 弃去原培养基，PBS 洗涤 1 次； 

4. 无血清 DMEM（补加双抗）10 倍梯度稀释 RSV 病毒液，共稀释 8 个梯度； 

5. 将稀释的病毒液接种在细胞上，每孔 400 μL，每个梯度设置 2 个复孔，同时

设置阴性对照组，加入 DMEM，400 μL/孔，置于 37℃，5% CO2 细胞培养箱

中孵育 2 h； 

6. 加入微晶纤维素覆盖液 2 mL/孔，置于 37℃，5% CO2 培养箱中培养 6 d（注：

在此期间不要晃动板子）； 

7. 染色前吸出覆盖液，用 PBS 洗涤两次，每孔加 2 mL 结晶紫染液，室温染色

5 min 后，将结晶紫染液收回到原瓶中，用超纯水充分洗涤至水清澈为止，

统计空白斑个数，选择斑点数在 10~100 内的孔计数，求两个复孔的平均值，

并计算病毒滴度。 
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病毒滴度（PFU/mL）= 最高稀释倍数复孔蚀斑平均数× 最高稀释倍数 ×2.5 

3.4.5 荧光定量分析检测纯化后 RSV 病毒滴度 

1. 将生物安全柜使用紫外灯照射 30 min，打开风机 3 min 后，使用新洁尔灭浸

泡过的纱布擦拭台面； 

2. 取少量纯化后 RSV，用 Triol 裂解病毒包膜后，提取病毒 RNA，并按照合适

比例稀释纯化后 RNA 样品，混匀后瞬离； 

3. 配制加有荧光染料的 RNA buffer（每个样品 199 μL RNA buffer + 1 μL 荧光

染料）； 

4. 准备 0.5 mL PCR 管，做好标记，在各管中分别加入标准品和样品各 10 μL； 

5. 在 PCR 管中加入含有荧光染料的 RNA buffer，使每管终体积为 200 μL； 

6. 充分震荡（小心不要产生气泡），室温放置 2 min，使用 Qubit 4 荧光计测定

RNA 浓度后，计算病毒滴度。 

纯化后 RSV 病毒滴度（copies/mL）=
6.02ⅹ1023 × 浓度（g/μL）

RSV 碱基数×340
 

3.4.6  RT-qPCR 分析检测 RSV 病毒滴度 

1. 提取细胞总 RNA 操作如下（以 6 孔板为例，试剂盒为 Promega 产品）：  

（1） 将生物安全柜使用紫外灯照射 30 min，打开风机 3 min 后，使用新洁尔灭

浸泡过的纱布擦拭台面 

（2） 用细胞刮将 6 孔板中细胞全部刮下，转移到 EP 管中，PBS 冲洗一次，将

冲洗液转移到同一 EP 管中； 

（3） 500g，离心 5 min； 

（4） 弃去上清，向沉淀中加入 175 μL RNA 裂解液，反复吹打，混匀； 

（5） 加入 350 μL RNA Dilution Buffer (蓝色)，颠倒混匀； 

（6） 70℃水浴，孵育 3 min； 

（7） 室温，12000g，离心 10min，将上清吸取到无菌 EP 管中（避免触碰到沉

淀）； 

（8） 向 EP 管中加入 200 μL 95%乙醇，反复吹打； 

（9） 装离心柱装配体，将混合物移至离心柱装配体中； 

（10） 12000g，离心 1 min，弃去收集管中液体； 
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（11） 加 600 μL RNA Wash Solution，12000g，离心 1 min，弃去液体； 

（12） 制备 DNase 孵育混合物（现用现配）： 

Yellow Core Buffer              40 μL 

0.09 M MnCl2   5 μL 

DNase I 5 μL 

总体积              50 μL 

（13） 将 DNase 孵育混合物加到离心柱膜上，室温孵育 15 min 之后，加入 

200 μL DNase Stop Solution，12000g，离心 1 min，不清空收集管； 

（14） 加 600 μL RNA Wash Solution，12000g，离心 1 min； 

（15） 清空收集管，加入 250 μL RNA Wash Solution，14000g，离心 2 min； 

（16） 将离心柱放到 1.5 mL 带盖洗脱管上，加入 100 μL 无核酸酶水，12000g，

离心 1 min； 

（17） 盖好洗脱管，进行反转或保存于-80℃备用。 

2. 测定 RNA 浓度后，使用 RT Master Mix for PCR 试剂盒（MCE）来合成 cDNA； 

（1） 反转录反应体系配置（20 L 体系） 

在 RNase-free PCR 管中，按下列组分配置 RT 反应液，反应液配置操作在

冰上进行； 

组分 使用量 

2ⅹSuper RT Mix 10 L 

总 RNA 样品 1 g  

RNase-free H2O To 20 L 

（2） 反转录程序设置 

将上述配好的 Mix 混合均匀后，置于 PCR 仪中进行反应，具体程序如下： 

温度 时间 

25℃ 5 min 

42℃ 60 min 

85℃ 2 min 

4℃ Forever 

（3） 反应结束后，合成的 cDNA 可立即进行后续的 qPCR，或-20℃短期保存，

或-80℃长期保存。 

3. RT-PCR 合成 cDNA 

（1） 设计引物： 

设计的扩增引物如下： 
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引物名称 引物序列 

RSA-1 5′-AGATCAACTTCTGTCATCCAGCAA-3 

RSA-2 5′-GCACATCATAATTAGGAGTATCAAT-3′ 

（2） 制备标准品： 

标准品为质粒 pMD-18T-N；  

（3） 准备 qPCR 反应体系，如下： 

cDNA 样品/标准品/ DEPC 水 0.5 L 

SYBR Green supermix 5 L 

引物 RSA-1(10 mol/L) 0.3 L 

引物 RSA-2(10 mol/L) 0.3 L 

DEPC 水 3.9 L 

总体积 10 L 

注：每个 cDNA 样品设立 3 个复孔。 

（4） 按以下反应程序进行 qPCR： 

在程序运行每个循环的最后一步结束时收集荧光，运行结束后，根据 Ct 值

计算定量结果。 

程序 温度 时间 循环数 

热启动 50℃ 120 s  

预变性 95℃ 10 min 
1 cycle 

变性 95℃ 15 s 40 cycles 

退火延伸 60℃ 1 min 

程序结束后，进行数据处理，首先绘制标准曲线，求出每个实验组的 3 个

复孔的平均值（去除特异值），通过标准曲线来计算各实验组的拷贝数，以

标准品中最大 Ct 值所对应的拷贝数作为检测下限，使用 GraphPad Prism 8.0

做图。 

3.5  RSV-A-4 和 6-MMPr 体外抗病毒活性分析  

3.5.1 RSV-A-4 和 6-MMPr 抑制 RSV 复制活性分析 

1. 免疫斑法 

（1） 将 HEp-2 或 BEAS-2B 细胞按照 1.5  104 cells/孔的密度铺在 96 孔板，

置于 37℃，5% CO2 培养箱中培养过夜； 
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（2） 24 h 后，观察细胞密度约 70%时，可用于实验； 

（3） 将生物安全柜使用紫外灯照射 30 min，打开风机 3 min 后，使用新洁

尔灭浸泡过的纱布擦拭台面； 

（4） 弃去培养基，PBS 洗涤后，使用 2%维持液，将待测化合物按 0.01 μM、

0.1 μM、1μM、10 μM、100 μM 稀释 5 个梯度，同 RSV 一起加入到 96

孔板中，100 L/孔（含 RSV 50 PFU），设置阴性对照（无化合物），阳

性对照（化合物为Ribavirin），每种化合物的不同稀释度各设 3个复孔，

37℃培养 1 h； 

（5） 在此期间，将 1%甲基纤维素维持液稀释以同样稀释倍数稀释待测小分

子化合物，涡旋振荡，使分散均匀； 

（6） 弃去培养基，加入（5）配制的稀释液，100 L/孔，37℃孵育 3 d； 

（7） 测定病毒滴度，方法同上 3.2.3； 

（8） 使用 Graphpad Prism 8 软件计算半数病毒抑制浓度值（IC50）：点击

“Analyze”-“Transform, Normalize...”-“Transform”，选择“Transform X 

values using X=Log[X]”，将药物浓度值转换为 log 值，点击“Analyze”-

“XY analyses”-“Nonlinear regression (curve fit)” -“Does-response-

Inhibition”-“log(inhibitor) vs. nomalized response--Variable slope”，得到

IC50 值。 

2. 荧光检测法[60] 

（1） 将 HEp-2 细胞按 2 × 104 cells /孔接种于黑色透明底 96 孔板，37℃， 

5% CO2 培养箱中培养进行培养； 

（2） 将生物安全柜使用紫外灯照射 30 min，打开风机 3 min 后，使用新洁

尔灭浸泡过的纱布擦拭台面； 

（3） 在接种细胞 24 h 后，使用 2%维持液，将待测化合物按 0.02 μM、 

0.2 μM、2 μM、20 μM、200 μM 稀释 5 个梯度，50 μL/孔加到 96 孔板

中，同时设立阴性对照组，即 DMSO 先用水稀释 10 倍后再用维持液

进行 5 倍梯度稀释，之后 50 μL/孔加到 96 孔板中，每个稀释度设 3 个

复孔，另外设病毒感染对照组，只加 50 μL 维持液； 

（4） 加入用 2%维持液稀释的 RSV 病毒液（每孔 3000 PFU），50 μL/孔； 

（5） 37℃，5% CO2 细胞培养箱中培养 48 h； 

（6） 感染约 48 h 后，用多功能酶标仪检测绿色荧光蛋白的表达量； 

（7） 使用 Graphpad Prism 8 软件计算 IC50，方法同上。 

3.5.2 细胞活性检测（MTS） 
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1. 将 HEp-2 细胞按照 0.5  104 cells /孔的密度铺在 96 孔板上，置于 37℃， 

5% CO2 培养箱中培养过夜； 

2. 将生物安全柜使用紫外灯照射 30 min，打开风机 3 min 后，使用新洁尔灭浸

泡过的纱布擦拭台面； 

3. 弃去原培养基，用 1×PBS 洗涤 1 次，使用 2%维持液，将待测化合物按 

0.1 μM、1 μM 、10 μM、100 μM、1000 μM 稀释 5 个梯度，按照 100 L/孔

加到 96 孔板中，每个稀释度设 3 个复孔，分别设置阴性对照和阳性对照

（Ribavirin），并留有空白对照孔，37℃培养 2 d； 

4. 弃去原培养基，用 1×PBS 洗涤 1 次，使用先将 MTS 和 PMS 按照 20:1 的体

积比混合，此过程避光处理，再将 20 μL 混合液与 100 μL 2%细胞维持液混

合均匀后，加到 96 孔板中，37℃孵育 3 h； 

5. 使用多能酶标仪检测 490 nm 处 OD 值，检测前振荡培养板 10 s，并据此计

算细胞活性； 

细胞活性 =
实验组吸光度值 − 空白对照组吸光度值

细胞阴性对照组吸光度值 − 空白对照组吸光度值
×  100% 

6. 使用 Graphpad Prism 8 软件计算半数细胞毒性浓度值（CC50）：点击“Analyze”-

“Transform, Normalize...”-“Transform” ， 选 择 “Transform X values using 

X=Log[X]”，将药物浓度值转换为 log 值，点击“Analyze”-“XY analyses”-

“Nonlinear regression (curve fit)” -“Does-response-Stimulation” -“log(agonist) vs. 

normalized response--Variable slope”，得到 CC50 值。  

3.6  RSV-A-4 和 6-MMPr 体外抗 RSV 机制研究 

3.6.1  Time of addition assay 分析复制环节 

RSV 在感染细胞内的复制周期约为 14~16 h，感染后 4~6 h，在细胞内可以

检测到病毒 mRNAs 和 NS1 等蛋白质，当 M2-2 表达水平达到峰值时，基因的转

录会下调，RNA 基因组的开始复制；感染后 10~12 小时，子代病毒开始释放出

细胞。基于对 RSV 的生活周期的认识，可人为的将 RSV 感染后 0~4 h 划分为

RSV 感染早期，RSV 感染后 4~16 h 划分为 RSV 感染晚期，其中，RSV 感染细

胞的早期阶段主要包括将病毒体吸附到靶细胞的表面、病毒脂质包膜与靶细胞膜

融合，以及病毒基因组进入细胞等步骤。 

根据相关文献报道[61]，Time of addition assay 分析化合物抑制 RSV 复制的关
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键环节实验操作如下： 

1. 将 HAEC 细胞按 1.5 × 104 cells/孔接种于 96 孔板，37℃培养过夜； 

2. 将生物安全柜使用紫外灯照射 30 min，打开风机 3 min 后，使用新洁尔灭浸

泡过的纱布擦拭台面； 

3. 24 h 后，弃去培养基，PBS 洗涤 1 次，加入用 2%维持液稀释的 100 μL 的 

RSV 病毒液（5 pfu/细胞），此时间点定位第 0 h，37°C，5% CO2 培养箱中孵

育 2 h； 

4. 弃去培养基，PBS 洗涤 1 次，加入 90 μL 维持液，37°C 培养； 

5. 将化合物用 2%维持液稀释，使用浓度低于其 CC50、高于 IC50，(RSV-A-4、

6-MMPr、RSV-604、GS-5806（Presatovir）及 Ribavirin 分别为 1 mM、50 μM、

10 μM、1 mM 和 100 μM），并设立阴性对照组； 

6. 分别于-1、0、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13 及 14 h 加入 

10 μL 不同化合物及 DMSO 溶液； 

7. 加入病毒约 24 h 后，PBS 洗涤 3 次，收细胞，提取细胞与病毒总 RNA，用

RT-qPCR 测定 RSV 病毒滴度。 

3.7  RSV-A-4 和 6-MMPr 体内抗 RSV 活性分析  

3.7.1  实验动物分组、病毒感染剂量和给药途径 

1. 准备 6~8 周龄 SPF 级雌性 BALB/c 小鼠，饲养于清华大学实验动物中心 P2

动物房； 

2. 饲养一周后将小鼠进行随机分组，实验方案设有不同化合物的不同剂量组，

详细见表 3-1； 

3. 第 0 天，通过灌胃给药给予小鼠 RSV-A-4 和 6-MMPr，1 h 后将小鼠经腹腔

注射 Avertin（240 mg/kg）深度麻醉后，按 5 × 105 PFU/50 μL/只的剂量经滴

鼻途径给予 RSV-Luciferae[62]； 

4. 感染 RSV-Luciferae 后，每隔 24 h，使用 2%异氟烷将小鼠经气体麻醉方式麻

醉，再按 75 mg/kg 的剂量，将 D-荧光素经滴鼻途径给予实验组小鼠，10 min

后，使用小动物活体成像系统 IVIS Lumina II 检测各实验组小鼠鼻腔和肺部

病毒复制的荧光信号，且拍照记录； 

5. 第 1、2、3、4、5 天，继续以灌胃给药方式给予小鼠相应剂量的 RSV-A-4 和
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6-MMPr，一天 2 次，连续给药 5 天； 

6. 在感染 RSV 的第 5 天，处死小鼠，解剖后取其肺组织，制备肺匀浆，用 RT-

qPCR 测定 RSV 病毒滴度。 

 

表 3-1 化合物 RSV-A-4 和 6-MMPr 体内抗病毒活性研究 

Table3-1 Study on the antiviral activity of compounds RSV-A-4 and 6-MMPr in vivo 

组别 剂量（mg/kg） 给药途径 数量 

RSV-A-4 90 灌胃 3 

RSV-A-4 30 灌胃 3 

RSV-A-4 10 灌胃 3 

6-MMPr 90 灌胃 3 

6-MMPr 30 灌胃 3 

6-MMPr 10 灌胃 3 

DMSO 90 灌胃 3 

Ribavirin 90 灌胃 3 

  

 

    图 3-1 化合物体内抗 RSV 活性实验流程图 

Figuer 3-1 Experimental flow chart of compound anti-RSV activity in vivo 

3.7.2  小鼠肺组织匀浆制备 

1. 紫外灯照射生物安全柜 30 min，打开风机 3 min 后，用新洁尔灭浸泡过的纱

布擦拭台面； 

2. 在生物安全柜中将小鼠脱颈处死；  

3. 迅速将小鼠解剖取出肺组织，放入预冷的 EP 管中，称重后立刻置于冰上； 
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4. 按照每 0.1 g 肺组织加入 100 L PBS（1% BSA），液氮速冻后，用匀浆器在

冰上进行研磨（注：按照小鼠肺中病毒含量从低到高的组别进行研磨）； 

5. 把肺匀浆液在 12000g，4℃，离心 10 min，收上清，立即检测或-80℃保存备

用。 

3.7.3  免疫斑法检测肺脏病毒滴度 

1. 将 HEp-2 细胞按照 1.5  104 cells/孔接种到 96 孔板中，置于 37℃，5% CO2

培养箱中培养，当细胞密度达到 70%左右时，可用于实验； 

2. 紫外灯照射生物安全柜 30 min，打开风机 3 min 后，用新洁尔灭浸泡过的纱

布擦拭台面； 

3. 将肺匀浆上清用 2%维持液进行 10 倍梯度稀释（冰上操作），每次稀释后更

换枪头； 

4. 弃去原培养基， PBS 洗涤 1 次，按照 10 倍梯度稀释 RSV 病毒液，共设置 8

个稀释梯度，每个梯度设置 3 个复孔，100 μL/孔，依次接种在 HEp-2 细胞

上，同时设置阴性对照组，100 μL 维持液/孔，设置阳性对照组（已知滴度的

病毒液），37℃，孵育 1 h； 

5. 弃去病毒液，每孔加入适量的 1%甲基纤维素维持液，于 37℃，5% CO2 培养

箱中培养 3~4 d； 

6. 弃去甲基纤维素溶液，PBS 洗涤 3 次，每次静置 3 min； 

7. 加入预冷的 100 μL 95%乙醇，4℃，放置 30 min； 

8. 弃去乙醇溶液，PBS 洗涤 3 次； 

9. 配制封闭液（5%脱脂牛奶），每孔加入 100 μL 封闭液，37℃，封闭 30 min； 

10. 去除封闭液，用封闭液按照 1:500稀释RSV多抗（Milliore，Cat.No：AB1128），

每孔加入 100 μL RSV 多抗稀释液，37℃，孵育 1 h； 

11. 弃去 RSV 多抗，PBS 洗涤 3 次，用封闭液按照 1:5000 稀释兔抗山羊抗体（博

奥龙，Cat.No：BF03015）作为二抗，每孔加入 100 μL 二抗，37℃，孵育 

1 h； 

12. 弃去二抗，PBS 洗涤 56 次，避光条件下，向每孔中加入 TMB 溶液（沉淀

型）50 μL，避光显色 15 min；  

13. 选择三个复孔中斑点数在 10100 内的孔计数，求三个复孔的平均值，计算

病毒滴度。 
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3.7.4  RT-qPCR 检测小鼠肺脏病毒滴度 

1. Trizol 法提取小鼠肺匀浆总 RNA（Promega 试剂盒，Cat.#Z3105）；  

（1） 取 100 L 小鼠肺匀浆上清至 1.5 mL EP 管(做好标记)，加入 175 μL RNA

裂解液，反复吹打，混匀；  

（2） 加入 350 μL RNA Dilution Buffer (蓝色)，颠倒 34 次； 

（3） 70℃水浴，孵育 3 min； 

（4） 室温 12000g，离心 10 min，将上清吸取到无菌 EP 管中（避免触碰到沉

淀）； 

（5） 向上清 EP 管中加入 200 μL 95%乙醇，反复吹打 34 次； 

（6） 装备离心柱装配体，将混合物移至离心柱装配体中； 

（7） 12000g，离心 1 min，弃去收集管中液体； 

（8） 加入 600 μL RNA Wash Solution，12000g，离心 1 min，弃去液体； 

（9） 制备 DNase 孵育混合物（现用现配）： 

Yellow Core Buffer              40 μL 

0.09 M MnCl2   5 μL 

DNase I 5 μL 

总体积              50 μL 

（10）将 DNase 孵育混合物加到离心柱膜上，室温孵育 15 min 之后，加入 

200 μL 的 DNase Stop Solution，12000g，离心 1 min，不清空收集管； 

（11）加入 600 μL RNA Wash Solution，12000g，离心 1 min； 

（12）清空收集管，加入 250 μL RNA Wash Solution，14000g，离心 2 min； 

（13）将离心柱放到 1.5 mL 带盖洗脱管上，加入 100 μL 无核酸酶水，12000g，

离心 1 min； 

（14）盖好洗脱管，进行反转或保存于-80℃备用。 

2. RT-PCR 合成 cDNA 

（1） 测定 RNA 浓度后，使用 RT Master Mix for PCR 试剂盒（MCE）合成 

cDNA； 

（2） 配置反转录反应体系（20 L 体系） 

在 RNase-free PCR 管中，按下列组分配置 RT 反应液，操作需在冰上进

行； 
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组分 使用量 

2ⅹSuper RT Mix 10 L 

总 RNA 样品 1 g  

RNase-free H2O To 20 L 

（3） 设置反转录程序 

将上述配好的 Mix 混合均匀后，置于 PCR 仪中进行反应，具体程序如下： 

温度 时间 

25℃ 5 min 

42℃ 60 min 

85℃ 2 min 

4℃ Forever 

（4）反应结束后，合成的 cDNA 可立即进行后续的 qPCR，或-20℃短期保存，

或-80℃长期保存。 

3. 实时定量荧光 PCR（RT-qPCR） 

（1） 每孔的反应体系如下： 

cDNA 样品/标准品/ DEPC 水  0.5 L 

SYBR Green supermix   5 L 

引物 RSA-1(10 mol/L)  0.3 L 

引物 RSA-2(10 mol/L)  0.3 L 

DEPC 水  3.9 L 

总体积  10 L 

注：每个 cDNA 样品设立 3 个复孔。 

（2） 按以下反应程序进行 qPCR： 

在每个循环的最后一步结束时收集荧光，运行结束后，根据 Ct 值计算定

量的结果。 

程序 温度 时间 循环数 

热启动 50℃ 120 s  

预变性 95℃ 10 min 
1 cycle 

变性 95℃ 15 s 40 cycles 

 退火延伸 60℃ 1 min 

程序结束后，进行数据处理，首先绘制标准曲线，求每个实验组的 3 个复孔

的平均值（去除特异值），通过标准曲线来计算各实验组的拷贝数，以标准品

中最大 Ct 值所对应的拷贝数作为检测下限，使用 GraphPad Prism 8.0 做图。 
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3.8  统计学分析 

正态分布数据选用 t 检验和单因素方差分析方法，非正态分布数据采用非参

数检验，通过 IBM SPSS ststistics 22 软件进行统计学分析，通过 GraphPad Prism 

8 作图，以 p  0.05 作为不同组间差异具有显著性的标准。 
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4  实验结果 

4.1 HEp-2、BEAS-2B 细胞培养 

良好状态的 HEp-2 细胞呈不规则多边形，大小均匀，贴壁生长，细胞饱满，

透光性良好，如图 4-1 所示。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4-1 生长状态良好的 HEp-2 细胞形态（4×, 10×） 

Figure 4-1 The morphology of HEp-2 cells in good growth condition (4×, 10×) 

 

良好状态的 BEAS-2B 细胞大小均匀，细胞边缘光滑且清晰，胞质清晰透亮,

呈现不规则梭形，贴壁生长，如图 4-2 所示。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4-2 生长状态良好的 BEAS-B 细胞形态（4×, 10×） 

Figure 4-2 The morphology of BEAS-B cells in good growth condition (4×, 10×) 
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4.2  HAEC 细胞培养 

4.2.1  HAEC 形态学观察 

首先培养 NIH/3T3 细胞，待其状态良好时制备滋养层细胞，如图 4-3，随后

将采集的人 HAEC 标本接种于预先培养的滋养层细胞上，在 F 培养基中进行培

养，隔天更换培养基，同时在显微镜下观察其生长情况并拍照记录。在显微镜下

观察发现（图 4-4），接种 HAEC 标本第 2 d，即可见有原代细胞出现；培养 HAEC

第 3~5 d，细胞团逐渐变大，细胞聚集成团；培养 HAEC 第 5~8 d，细胞数量逐

渐增多，细胞团面积也逐渐变大，细胞呈扁平状、多边形状，密集呈鹅卵石铺路

样分布生长（图 4-5），约占细胞培养瓶的 80%以上；培养 HAEC 第 10 d 时，细

胞汇合度达 90%以上，对原代细胞进行传代，将细胞接种于滋养层细胞上。 

 

 

 

 

 

 

 

图 4-3 滋养层细胞状态 

图 A 为 NIH/3T3 细胞（小鼠胚胎成纤维细胞）形态（4×）； 

图 B 为丝裂霉素 C 处理的 NIH/3T3 细胞（滋养层细胞 mc3T3 细胞）状态（4×） 

Figure 4-3 The state of trophoblast cells 

Figure A The cell morphology of NIH/3T3 cells (mouse embryonic fibroblasts) (4×);  

Figure B The state of NIH/3T3 cells treated with mitomycin C (trophoblast cells mc3T3 cells) 

(4×) 
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图 4-4 HAEC 细胞的连续培养状态（4×） 

Figure 4-4 The continuous culture of HAEC cells（4×） 

 

 

图 4-5 不同放大倍数下的 HAEC 细胞形态 

A, 4×; B, 10×; C, 20×.  

Figure 4-5 HAEC cell morphology under different magnifications  

A, 4×; B, 10×; C, 20×. 
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待细胞汇合度达到 90%以上时，对培养的 HAEC 进行传代，结果显示，在

首次传代的第 1 d，即可见有小的原代细胞团出现，待细胞长到第 4 d 时，汇合

度可达 90%左右（见图 4-6），首次传代的细胞长势比原代培养的细胞生长更快。 

 

图 4-6 HAEC 首次传代后生长状态 

Figure 4-6 The growth status after the first passage of HAEC 

4.2.2  HAEC 活力测定 

HAEC 经胰酶消化后，进行台盼蓝染色，台盼蓝可穿透死细胞的细胞膜，使

其 DNA 着色，将死细胞染成蓝色；而台盼蓝不能穿透活细胞的细胞膜，活细胞

则不能被染色，根据此原理可计算出培养的 HAEC 细胞存活率。使用 0.4 %台盼

蓝染液对体外分离培养的 HAEC 进行染色，在显微镜下可观察到多数为强光点，

只有较少数为蓝色点，由此可以知道，原代培养的 HAEC 细胞活性较高。 

随机选取三个样本（如图 4-7），计算活细胞与总细胞数的百分比分别为

94.23%、90.10%和 95.19%，HAEC 平均细胞活力则为 93.51%。 

图 4-7 台盼蓝染色检测 HAEC 存活率 (10×) 

Figure 4-7 The HAEC survival rate detected by Trypan blue staining (10×) 

4.2.3  HAEC 免疫荧光染色鉴定 

原代培养 HAEC，制成细胞爬片后，进行细胞免疫荧光染色鉴定。在显微镜
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下进行观察，HAEC 经兔抗人角蛋白单克隆抗体与山羊抗兔 DyLight488 荧光二

抗结合孵育后呈阳性，胞浆着色为绿色，细胞经 DAPI 复染后，细胞核为蓝色（如

图 4-8），鉴定结果显示，人角蛋白单克隆抗体能后与培养的原代细胞特异性结合，

提示培养的细胞为 HAEC。 

 

图 4-8 免疫荧光染色鉴定 HAEC 细胞 

A． HAEC 细胞胞浆着色（10×），D. HAEC 细胞胞浆着色（20×）；B. HAEC 细胞核经

DAPI 复染后着色（10×），E. HAEC 细胞核经 DAPI 复染后着色 (20×)； 

C．merge 后的图像（10×），F. merge 后的图像（20×） 

Figure 4-8 Identification of HAEC cells by immunofluorescence staining 

A. HAEC cell cytoplasm staining (10×), D. HAEC cell cytoplasm staining (20×);B. HAEC cell 

nuclei are stained after DAPI counterstaining (10×), E. HAEC cell nuclei are stained (20×) after 

DAPI counterstaining; C. The image after merge (10×), the image after F. merge (20×) 

4.3  RSV 感染 HAEC 

待 HAEC 传代到 P3 代，细胞丰度达到 70%时，接种 RSV-mGFP，每天观察

细胞状态和病毒复制情况，并拍照记录。结果显示（图 4-9），接种 RSV-mGFP 24 

h 后 HAEC 开始出现极小的融合现象，接种 RSV-mGFP 72 h 时，HAEC 出现大

面积细胞融合、细胞核核聚集等典型的 RSV 病变效应（Cytopathic effect，CPE），

表明 RSV 能够在 HAEC 有效复制。因此，原代培养的 HAEC 可作为一种较为理

想的 RSV 体外感染模型。  
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图 4-9 RSV-mGFP 感染 HAEC 引起的细胞病变 

Figure 4-9 Cytopathic effect caused by RSV-mGFP infection HAEC  

4.4  RSV-A-4 和 6-MMPr 抗 RSV 活性及机制研究 

4.4.1  先导化合物 6344B-E6 的理化性质 

课题组前期工作中，利用构建的抗 RSV 药物高通量筛选平台，由国家新药

化合物库中筛选出了 29 种具有抑制 RSV 活性的小分子化合物。本研究是以其中

的 6344B-E6 为先导化合物，对其抗 RSV 活性确证后，将其进行构效优化，获得

6344B-E6 衍生化合物库，进而在衍生化合物库中筛选更为安全有效的抗 RSV 的

活性骨架化合物。6344B-E6 是 2-氨基喹啉类衍生物，呈白色颗粒状，化学性质

稳定，可溶于有机溶剂，室温保存。 

 

 

 

 

图 4-10 先导化合物 6344B-E6 结构式（分子式：C21H22O2N3，MW：348） 

Figure 4-10 The structural formula of the lead compound 6344B-E6 (Molecular formula: 

C21H22O2N3, MW: 348) 

4.4.2  6344B-E6 具有较好的抗 RSV 活性 



北京交通大学硕士学位论文  实验结果 

44 

 

分别采用 MTS 法和免疫斑法检测 6344B-E6 对 HEp-2 细胞的毒性作用及其

抗 RSV 活性效果，结果如表 4-1 和图 4-11 所示。实验结果显示，66344B-E6 的

CC50值为 336.50 μM，IC50值则为 2.65 μM，6344B-E6 的安全系数 SI 值为 126.98，

由此可知，6344B-E6 对 RSV 存在抑制效果，且存在一定的量效关系。 

表 4-1 先导化合物的细胞活性 CC50、半数抑制浓度 IC50 及安全系数 SI 

Table 4-1 The CC50, IC50 and safety factor of the lead compounds 

 

 

 

 

图 4-11 先导化合物 6344B-E6 的抗 RSV 活性和细胞毒性 

A 为 6344B-E6 的细胞毒性检测结果；B 为 6344B-E6 的抗 RSV 活性检测结果。 

抑制率（%）：（对照组病毒 pfu-实验组病毒 pfu）/对照组病毒 pfu × 100%；细胞活性

（%）：实验组吸光度值/细胞阴性对照组吸光度值 × 100%。 

Figure 4-11 The anti-RSV activity and cytotoxicity of 6344B-E6, respectively 

A was the cytotoxicity of 6344B-E6 respectively; B was the anti-RSV activity of 6344B-E6 

respectively. 

Inhibitory rate (%) = (virus plaque number in control group - virus plaque number in experimental 

group) / virus plaque number in control group × 100%; cell activity (%) = absorbance value in 

experimental group / absorbance value in cell negative control group × 100% 

4.4.3  6344B-E6 衍生化合物库抗 RSV 活性分析  

将 6344B-E6 进行结构优化后，获得 29 种衍生物，基于 HEp-2 细胞检测其

CC50 与 IC50，结果如表 4-2 所示。我们选择其中 SI 值大于 10 的 15 种化合物，

在 BEAS-2B 细胞上进一步检测其 CC50 和 IC50，结果如表 4-3 所示。经过两轮筛

选发现，RSV-A-4 无论是在 HEp-2 细胞还是在 BEAS-2B 细胞检测结果中，其 SI

值都是最高的，因此，最终确定 RSV-A-4 为活性骨架化合物，对其进行后续实验

化合物 CC50 (µM) IC50 (µM) SI 

6344B-E6 336.50 2.65 126.98 
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研究。RSV-A-4 为性质稳定的 3-硫代吲哚类化合物，其结构式如图 4-12 所示。 

 

表 4-2 6344B-E6 衍生物化合物库基于 HEp-2 细胞的 CC50、IC50及 SI 

Table 4-2 The CC50, IC50 and SI of derivative compound library of 6344B-E6 based on HEp-2 

cells 

化合物 CC50 (μM) IC50 (μM) SI 值 

RSV-A-0 815.56 ± 51.44 43.16 ± 4.72 18.89  

RSV-A-1 1864.83 ± 102.40 7.79 ± 0.87 239.47  

RSV-A-2 231.00 ± 20.20 1801.33 ± 73.63 0.13  

RSV-A-4 3038.00 ± 193.24 2.51 ± 0.64 1211.74  

RSV-A-5 317.61 ± 31.15 22.77 ± 4.72 13.95  

RSV-A-6 849.61 ± 55.18 1.90 ± 0.40 446.73  

RSV-A-9 176.64 ± 10.49 12.65 ± 0.63 13.96  

RSV-A-10 1419.00 ± 90.42 18.97 ± 4.84 74.80  

RSV-A-12 31.87 ± 2.89 4.29 ± 0.62 7.44  

RSV-A-13 26.21 ± 2.28 14.04 ± 1.72 1.87  

RSV-A-14 422.28 ± 26.07 14.48 ± 2.02 29.17  

RSV-A-15 376.88 ± 22.76 88.25 ± 1.97 4.27  

RSV-A-16 131.24 ± 29.08 36.77 ± 3.66 3.57  

RSV-A-17 98.85 ± 16.93 22.37 ± 3.20 4.42  

RSV-A-18 166.83 ± 17.05 57.48 ± 8.42 2.90  

RSV-A-20 1385.43 ± 184.86 237.8 ± 23.82 5.83  

RSV-B-1-1 537.60 ± 59.19 15.97 ± 3.10 33.67  

RSV-B-2-1 89.51±3.04 18.05±3.60 4.96  

RSV-B-3-1 80.05±8.05 40.16±4.61 1.99  

RSV-D-0 634.60±54.29 29.41±1.51 21.58  

RSV-D-2 1688.33±85.48 34.12±6.20 49.48  

RSV-D-3 29.65±1.28 25.89±1.54 1.15  

RSV-D-4 263.25±26.35 21.34±2.18 12.34  

RSV-D-5 2533.00±315.76 24.88±4.19 101.82  
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   表 4-2（续表） 

RSV-D-6 203.35±45.44 1.92±0.35 105.94  

RSV-D-7 20.32±2.26 7.69±0.90 2.64  

RSV-D-8 31.19±2.57 6.22±1.21 5.01  

RSV-D-9 84.72±10.12 41.97±1.46 2.02  

RSV-I-1 911.66±49.02 28.65±2.31 31.82  

 

表 4-3 15 种化合物（SI>10）基于 BEAS-2B 细胞的 CC50、IC50及 SI 

Table 4-3 The CC50, IC50 and SI of 15 compounds (SI>10) based on BEAS-2B cells 

 

 

 

 

 

化合物 CC50 (μM) IC50 (μM) SI 值 

RSV-A-1 2095 ± 37.97 0.40 ± 0.23 5238.81  

RSV-A-4 2192.67 ± 168.20 0.41 ± 0.19 5356.24  

RSV-A-5 139.2 ± 4.76 0.21 ± 0.07 675.07  

RSV-A-6 82.91 ± 5.72 0.21 ± 0.04 406.49  

RSV-A-9 99 ± 16.74 0.44 ± 0.29 226.35  

RSV-A-10 1094 ± 55.97 0.48 ± 0.03 2348.14  

RSV-A-12 105.97 ± 6.14 0.89 ± 0.38 118.67  

RSV-A-14 110.97 ± 10.79 4.67 ± 1.75 23.79  

RSV-D-0 139.7 ± 13.03 0.26 ± 0.23 537.78  

RSV-D-2 1915.67 ± 248.98 2.76 ± 1.70 694.25  

RSV-D-4 100.31 ± 12.17 22.27 ± 4.30 4.51  

RSV-D-5 851.1 ± 67.78 0.73 ± 0.24 1090.45  

RSV-D-6 73.21 ± 12.82 0.48 ± 0.19 152.46  

RSV-D-7 89.79 ± 5.57 9.08 ± 4.68 9.89  

RSV-B-1-1 117.63 ± 3.44 0.88 ± 0.78 133.63  

RSV-B-2-1 131.67 ± 9.94 7.62 ± 3.00 17.27  

RSV-I-1 182.53 ± 35.70 6.30 ± 2.46 28.98  
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图 4-12 RSV-A-4 结构式（分子式：C15H17O2N2S，MW：289） 

Figure 4-12 Structural formula of RSV-A-4 (Molecular formula: C15H17O2N2S, MW: 289) 

4.4.4  6-MP，6-TI 及 6-MMPr 的体外抗病毒活性 

除了国家新化合物库的药物筛选和评价工作，本论文也比较分析了免疫抑制

剂 6-MP 及其代谢产物 6-TI 和 6-MMPr 的体外抗病毒活性。6-MP、6-TI 和 6-

MMPr 的体外抗病毒活性检测也是分别基于 HEp-2 和 BEAS-2B 两种细胞系，实

验结果如表 4-4 所示，鉴于我们课题组前期已经探讨过 6-MP 体内药效，以及文

献中报道的 6-MMPr 对非 RSV 的包膜病毒具有很好的体内抑制效果，因此，虽

然本研究中 6-MMPr 的 SI 值不是最高的，但仍选取 6-MMPr 进行后续体内研究。  

 

 

 

 

 

图 4-13 6-MMPr 结构式（分子式：C11H14N4O4S，MW：298.32） 

Figure 4-13 The structural formula of 6-MMPr (Molecular formula: C11H14N4O4S,  

MW: 298.32) 

 

表 4-4 6-MP 及其代谢产物 6-TI,6-MMPr 基于 HEp-2、BEAS-B 细胞的 CC50、IC50 及 SI 

Table 4-4 The CC50, IC50 and SI of 6-MP and its metabolites 6-TI, 6-MMPr based on HEp-2 cells 

and BEAS-2B cells 

              HEp-2                                      BEAS-2B 

 CC50 (μM) IC50 (μM) SI 值  CC50 (μM) IC50 (μM) SI 值 

6-MP 133.51 ± 31.28 1.29 ± 0.30 103.50   169.47 ± 6.53 0.27 ± 0.14 632.10  

6-TI 126.2 ± 9.53 0.92 ± 0.09 137.20   126.96 ± 9.05 0.45 ± 0.23 280.55  

6-MMPr 119.1 ± 23.76 11.25 ± 0.54 10.59   148.13 ± 11.90 1.25 ± 1.17 118.76  
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4.4.5  基于 HAEC 的 RSV-A-4 与 6-MMPr 体外抗病毒活性 

相对于永生化的细胞系，原代培养的呼吸道上皮细胞能够最大程度地模拟体

内真实的生理状态和个体之间的差异，因此，原代培养的呼吸道上皮细胞可能比

HEp-2 和 BEAS-2B 细胞系更适合用于体外抗病毒药物研究，所以在 HEp-2 和

BEAS-2B 细胞系之后，我们也利用 HAEC 探讨了 RSV-A-4 与 6-MMPr 的体外抗

RSV 活性。同样的，也分别采用免疫斑法检测 RSV-A-4 与 6-MMPr 对 RSV 的抑

制效果（图 4-14A）及 MTS 法检测了二者对 HAEC 的细胞毒性（图 4-14B）。结

果显示，RSV-A-4 与 6-MMPr 在 HAEC 上的 IC50 值分别为 207.3 ± 4.766 μM 和

3191 ± 6.106 μM，6-MMPr 的 CC50 值为 95526 ± 10.97 μM，而 RSV-A-4 则显示

在 HAEC 上无毒性，表明 RSV-A-4 与 6-MMPr 在 HAEC 上具有很好的抗 RSV

作用及安全性。 

 

表 4-5 RSV-A-4 和 6-MMPr 基于 HAEC 的 CC50、IC50 及 SI 

Table 4-5 RSV-A-4 and 6-MMPr based on CC50, IC50 and SI of HAEC 

化合物 IC50（μM） CC50（μM） SI 

RSV-A-4 207.3 ± 4.766 --- --- 

6-MMPr 3191 ± 6.106 95526 ± 10.97 29.94 

 

图 4-14 基于 HAEC 的 RSV-A-4 和 6-MMPr 抗 RSV 活性和细胞毒性 

A 图为 RSV-A-4 和 6-MMPr 的细胞毒性检测结果；B 图为 RSV-A-4 和 6-MMPr 的抗

RSV 活性检测结果。 

Figure 4-14 HAEC-based RSV-A-4 and 6-MMPr anti-RSV activity and cytotoxicity  

Panel A shows the cytotoxicity test results of RSV-A-4 and 6-MMPr; Panel B shows the anti-RSV 

activity test results of RSV-A-4 and 6-MMPr. 
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4.4.6  RSV-A-4 与 6-MMPr 的体外抗病毒机制研究 

鉴于筛选的 RSV-A-4 和 6-MMPr 在体外实验中具有良好的抗 RSV 活性，因

此，我们对其体外抗病毒的作用机制进行了初步探讨。为明确 RSV-A-4 和 6-

MMPr 抑制 RSV 复制是发生在 RSV 感染细胞早期亦或是在感染晚期，采用 Time 

of addition assay 在 HAEC 细胞上进行了初步研究。在 RSV 感染 HAEC 细胞 2 h

后，洗去未吸附的 RSV 病毒，并分别在感染 RSV 的-1 h、0 h、1 h、2 h、3 h、

4 h、5 h、6 h、7 h、8 h、9 h、10 h、11 h、12 h、13 h、14 h 时加入药物 RSV-A-

4、6-MMPr、GS-5806（融合抑制剂）、RSV 604（靶向 N 蛋白）、Ribavirin（鸟

苷类似物，终止复制时链的延伸）以及 DMSO 溶液。在感染 RSV 24 h 后，提取

细胞与病毒总 RNA，采用 RT-qPCR 检测各组 RSV 病毒滴度，结果如图 4-15 所

示，在-1 h、0 h、1h、2 h、3h、4 h、5 h 给予 RSV-A-4 或 6-MMPr 均可有效抑制

显著 RSV 复制，与靶向 N 蛋白药物 RSV 604 相似，由此，我们推测 RSV-A-4 和

6-MMPr 主要是在 RSV 的感染晚期或进入细胞后发挥抗感染作用。  

图 4-15 RSV-A-4 和 6-MMPr 抑制 RSV 复制周期实验结果 

图中虚线指示的为 RSV 感染细胞的时间为 2h 

Figure 4-15 The experimental results of RSV-A-4 and 6-MMPr inhibit RSV replication 

cycle.  

The dotted line in the figure indicates that the time for RSV to infect cells is 2h. 
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4.5  RSV-A-4 与 6-MMPr 的体内抗病毒活性研究 

4.5.1  RSV-A-4 无明显体内抗病毒活性    

   跟据课题组前期实验结果，确定 BALB/c 小鼠 RSV 感染剂量为 5×105 PFU/

只，将小鼠随机分组后，将 RSV-Luciferase 以 5 × 105 PFU/只剂量感染 BALB/c 小

鼠，随后以 30 mg/kg 和 90 mg/kg 两个不同剂量，将 RSV-A-4 以灌胃方式给药，

并以 DMSO 组为阴性对照，Ribavirin 组为阳性对照，进行 RSV-A-4 的体内药效

学研究。具体给药过程如下，BALB/c 小鼠感染 RSV 当天的前 1 h 给第一次药，

此后连续 5 天，每天给药 2 次，并应用小动物活体成像系统实时观测并记录小鼠

体内的荧光强度变化（图 4-16A），以评价 RSV-A-4 的体内抗病毒活性。与阴性

对照 DMSO 组相比，Ribavirin 组由第三天起荧光强度显著降低为极小的荧光信

号，而两组 RSV-A-4 的荧光强度则无明显变化；30 mg/kg RSV-A-4 组在第四天

时，无论是相对于 DMSO 组，还是相对于本组第三天的情况，均表现出荧光强

度降低的现象，但第五天的荧光强度又出现升高情况；90 mg/kg RSV-A-4 组也是

同样类似情况，且 90 mg/kg RSV-A-4 组荧光强度高于 30 mg/kg RSV-A-4 组。但

是将上述荧光强度做进一步的统计学处理后（图 4-16B），发现无论是 30 mg/kg 

RSV-A-4 还是 90 mg/kg RSV-A-4 组，与阴性对照 DMSO 组相比，均无显著性差

异。因此，为进一步确认 RSV-A-4 体内抗 RSV 活性效果，应用 RT-qPCR 法进一

步检测了小鼠处死后肺组织中病毒滴度，结果如 4-16C 所示。与阴性对照 DMSO

组相比，无论是 30 mg/kg RSV-A-4 还是 90 mg/kg RSV-A-4 组，均无显著性差异。

因此综合上述可知，RSV-A-4 不能在体内有效抑制 RSV 的复制。 
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图 4-16 RSV-A-4 的 BALB/c 小鼠体内抗 RSV 活性研究结果 

BALB/c 小鼠感染 RSV-Luciferase 后的肺组织和鼻腔活体成像结果（A）；肺部荧光信号的

统计学处理结果（B）；RT-qPCR 分析肺组织中病毒滴度（C）。 

 p  0.05， p  0.01， p  0.001，ns：无统计学差异。 

Figure 4-16 Analysis of anti-RSV activities of RSV-A-4 in BALB/c mice. 

In vivo imaging results of lung tissues and the nasal cavity of BALB/c mice 

infected with RSV-Luciferase (A); Statistical results of lung fluorescence signal values (B); RT-

qPCR analysis of virus titer in lung tissue(C).  p  0.05,  p  0.01,  p  0.001，ns: no 

statistical difference. 
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4.5.2  6-MMPr 无明显体内抗病毒活性 

将小鼠随机分组后，将 RSV-Luciferase 以 5 × 105 PFU/只剂量感染 BALB/c

小鼠，随后以 30 mg/kg 和 90 mg/kg 两个不同剂量，将 6-MMPr 以灌胃方式给药，

并以 DMSO 组为阴性对照，Ribavirin 组为阳性对照，进行 6-MMPr 的体内药效

学研究。具体给药过程如下，BALB/c 小鼠感染 RSV 当天的前 1 h 给第一次药，

此后连续 5 天，每天给药 2 次，并应用小动物活体成像系统实时观测并记录小鼠

体内的荧光强度变化（图 4-17A），以评价 6-MMPr 的体内抗病毒活性。与阴性

对照 DMSO 组相比，Ribavirin 组由第三天起荧光强度显著降低为极小的荧光信

号，而两组 6-MMPr 的荧光强度则无明显变化；30 mg/kg 6-MMPr 组在第四天时，

无论是相对于 DMSO 组，还是相对于本组第三天的情况，均表现出荧光强度降

低的现象，但第五天的荧光强度又出现升高情况。但是，90 mg/kg 6-MMPr 组在

给药第三天小鼠开始出现中毒死亡的迹象，在第四天全部死亡(图 4-17A)， 因此，

为进一步确认 6-MMPr 体内抗 RSV 活性效果，应用 RT-qPCR 法进一步检测了小

鼠处死后肺组织中病毒滴度，结果如 4-17C 所示。与阴性对照 DMSO 组相比，

30 mg/kg 6-MMPr 组，无显著性差异。因此综合上述可知，6-MMPr 也不能在体

内有效抑制 RSV 的复制。 
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图 4-17 6-MMPr 的 BALB/c 小鼠体内抗 RSV 活性研究结果 

BALB/c 小鼠感染 RSV-Luciferase 后的肺组织和鼻腔活体成像结果（A）；肺部荧光信号的

统计学处理结果（B）；RT-qPCR 分析肺组织中病毒滴度（C）。 

 p  0.05， p  0.01， p  0.001，ns：无统计学差异。 

Figure 4-17 Analysis of anti-RSV activities of 6-MMPr in BALB/c mice. 

In vivo imaging results of lung tissues and the nasal cavity of BALB/c mice infected with  

RSV-Luciferase(A); Statistical results of lung fluorescence signal values (B); RT-qPCR analysis of 

virus titer in lung tissue(C)   

 p  0.05,  p  0.01,  p  0.001, ns: no statistical difference. 
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5  讨论 

RSV 是人类呼吸道疾病的重要病原体，不仅是导致儿童下呼吸道疾病和毛

细支气管炎的主要原因，也是老年人和免疫功能低下者发病和死亡的重要原因， 

RSV 感染更在发展中国家造成巨大的死亡率，但遗憾的是，目前不仅仍无安全、

有效的疫苗问世，且针对 RSV 感染的抗病毒治疗药物也非常有限。因此为解决

当前 RSV 感染药物治疗的困境，在课题组前期工作基础上，本论文对先导化合

物 6344B-E6 进行构效优化后筛选出具有抑制 RSV 增殖的活性骨架化合物 

RSV-A-4，不仅对其体内外药效学进行了评价，并对其抗病毒活性的作用机制进

行了初步探讨。同时，鉴于硫唑嘌呤（AZA）的三级代谢产物 6-MMPr 的广谱抗

病毒作用[63]，本论文也对该化合物进行了同样的抗 RSV 的体内外药效学和抗病

毒活性机制的初步探讨等研究工作。 

首先在永生化的呼吸道来源细胞系 HEp-2 中考察了 6344B-E6 结构优化后的

29 种衍生物的抗病毒活性和细胞毒性，从中选取 SI 值大于 10 的 15 种化合物进

一步在 BEAS-2B 细胞系上验证其有效性，最后选取了 SI 值最高的，性质稳定的

3-硫代吲哚类化合物 RSV-A-4 作为活性骨架化合物进行后续研究。实验结果显

示：RSV-A-4 在 HEp-2 和 BEAS-2B 细胞中的 CC50 分别为 3038.00 ± 193.24 μM

和 2192.67 ± 168.20 μM，说明 RSV-A-4 在两种不同细胞系中具有相似的细胞毒

性；而 RSV-A-4 在 HEp-2 和 BEAS-2B 细胞中的 IC50 分别为 2.51 ± 0.64 μM 和

0.41 ± 0.19 μM，说明相对于 CC50 和 IC50 在两种细胞系上有明显的差异。同样的

，6-MMPr 在 HEp-2 和 BEAS-2B 中的 CC50 分别为 119.1 ± 23.76 μM 和 148.13 ± 

11.90 μM，IC50 则分别为 11.25 ± 0.54 μM 和 1.25 ± 1.17 μM，也是在两种不同细

胞系中有相似的细胞毒性而差别明显的 IC50。出现此种情况的原因可能是因为针

对 RSV 感染，BEAS-2B 比 HEp-2 表现的更为敏感，感染相同浓度的 RSV，细胞

病变的特征和时间可能有所不同。因此，由上述结果可以得出结论，虽然 HEp-2

和 BEAS-2B 两种不同细胞系对 RSV 的敏感度有所差异，但 RSV-A-4 和 6-MMPr

均可在细胞水平上有效地抑制 RSV 增殖，显示出它们体外水平的药效学效果。 

然后在原代培养的 HAEC 细胞上对 RSV-A-4 的体外药效学效果进行了评价

并探讨了其抗 RSV 活性的可能作用机制。永生化的细胞系远没有人呼吸道上皮

细胞复杂，且代表性相对较差，而分化良好的 HAEC 由多层上皮细胞组成，包括

纤毛、杯状细胞和基底细胞等，可模仿人呼吸道的生理功能和形态环境，因此， 

HAEC 是研究 RSV 感染的更为合适的体外模型，有助于揭示 RSV 感染复制等工

作机制。因此，本论文采集志愿者呼吸道上皮细胞样本，分离细胞后，成功的完
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成了 HAEC 的培养，并进行了细胞形态、活性及纯度的鉴定；之后在 HAEC 细

胞上对RSV-A-4与 6-MMPr的体外药效学进行了进一步的验证，并对二者抗RSV

活性的可能作用机制进行了探讨。实验结果显示，RSV-A-4 与 6-MMPr 的 IC50 值

分别为 207.3 ± 4.766 μM 和 3191 ± 6.106 μM，6-MMPr 的 CC50 值为 95526 ± 10.97 

μM，而 RSV-A-4 在 HAEC 上则显示无毒性；Time-of-addition assay 等实验结果

揭示，RSV-A-4 和 6-MMPr 的体外抗病毒活性主要是作用于 RSV 的复制阶段，

二者均是于 RSV 感染早期抑制 RSV 活性，均是于 RSV 复制阶段抑制病毒增殖，

还需要进一步阐明 RSV-A-4 和 6-MMPr 的有效作用靶点和确切分子机制等，这

些将有待于今后进一步的工作。 

体内抗病毒活性检测是对化合物抗病毒活性的进一步鉴定，相比 RSV-A-4

和 6-MMPr 的体外抗病毒活性研究，体内实验能够更好的反应化合物抗病毒作用

的研究价值，所以，选用 RSV 感染常用模型 BALB/c 小鼠为研究对象，进一步

探讨 RSV-A-4 和 6-MMPr 的体内抗病毒活性。小动物活体成像检测技术能够实

时检测小鼠体内的病毒复制情况，并且可以简单直观地分析实验结果。我们利用

小动物活体成像系统 IVIS Lumina II 实时检测了实验组小鼠体内 RSV 的复制情

况，结果发现 RSV-A-4 不能有效地抑制 RSV 的复制，6-MMPr 也不能有效地抑

制 RSV 复制，且较高剂量的 6-MMPr 在给药第三天时即出现小鼠死亡的现象。

此外，在动物实验过程中，我们发现 RSV-A-4 水溶性一般，这可能会影响小鼠

对其吸收和利用。因而，需要今后进一步开展体内代谢实验，了解 RSV-A-4 和

6-MMPr 吸收率和代谢情况。另外，本实验采用的小鼠数量较少，可能对结果影

响较大，再加上实验操作等因素，数据统计结果可能不能反应真实情况，因此，

需要进一步扩大动物使用量开展体内药效实验的研究，同时，还需要进一步对

RSV-A-4 进行结构优化，改善其水相溶解度，提高药物利用度。 

本论文评价了 2 种体外有效的抗 RSV 活性的药物 RSV-A-4 和 6-MMPr，并

初步明确了其抗 RSV 活性的机制，为进一步研发抗 RSV 药物奠定了重要基础，

但遗憾的是，二者的体内药效学活性尚未被证实，这其中的原因或机理还有待于

进一步的探讨和研究。
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6  结论 

1. 成功建立了可用于药物体外抗 RSV 活性验证的较为理想的人原代呼吸道上

皮细胞（HAEC）模型； 

2. RSV-A-4 和 6-MMPr 均能在体外有效地抑制 RSV 复制，且均是在病毒基因

组复制早期阶段抑制 RSV 活性； 

3. RSV-A-4 和 6-MMPr 均不能在体内有效地抑制 RSV 复制。 
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附录 

英文缩略词表 

AZA Azathioprine 硫唑嘌呤 

Bp Base pair 碱基对 

BSA Bovine serum albumin 牛血清白蛋白 

BVDV Bovine Viral Diarrhea Virus 牛病毒性腹泻病毒 

CDV Caninedistempervirus 犬瘟热病毒 

CPE Cytopathic effect 细胞病变效应 

CC50 Half maximal cytotoxic concentration 半数细胞毒性浓度 

DMSO Dimethyl sulfoxide 二甲基亚砜 

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium Dulbecco 改良的 Eagle 培养液 

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole 4',6-二脒基-2-苯基吲哚 

EDTA Ethylene Diamine Tetraacetic Acid 乙二胺四乙酸二钠 

EGF Epidermal Growth Factor 表皮生长因子 

ERD Enhanced RSV disease RSV 疾病增强作用 

HRP Horseradish peroxidase 辣根过氧化物酶 

FBS Fetal bovine serun 胎牛血清 

FCS Fetal calf serum 小牛血清 

HAEC Human Primary Airway Epithelial Cell 人原代呼吸道上皮细胞 

HEPES N-2-hydroxyethylpiperazine-N-ethane-

sulphonicacid 

4-(2-羟乙基)-1-哌嗪乙磺酸 

HCV Hepatitis C virus 丙型肝炎病毒 

IC50 Half maximal inhibitory concentration 半抑制浓度 

M Mole per liter 摩尔每升 

MOI Multiplicity of infection 感染复数 

NET Neutrophil extracellular trap 中性粒细胞胞外陷阱 

OD Optical dendity 光密度 

PCR Polymerase chain reaction 聚合酶链式反应 

PBS Phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液 

PVP Polyvinyl pyrrolidone 聚乙烯吡咯烷酮 
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RSV Respiratory syncytial virus 呼吸道合胞病毒 

RT-qPCR   Real-time quantitative PCR 实时定量 PCR 

TMB 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine 3,3',5,5'-四甲基联苯胺 

WNV West Nile Virus 西尼罗河病毒 

YFV Yellow fever virus 黄热病毒 

6-MP 6-Mercaptopurine 6-巯基嘌呤 

6-TI 6-Thioinosine 6-疏基嘌呤核苷 

6-MMPr 6-Methylmercaptopurine riboside 6-甲基巯基嘌呤核糖核苷酸 
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