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依福地平对猪流行性腹泻病毒的抑制作用研究
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摘要： 猪流行性腹泻病毒 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ， ＰＥＤＶ） 是猪流行性腹泻 （ＰＥＤ） 的病原。 本研究通过 ＣＣＫ－８、 细胞 ＥＬＩＳＡ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ、 时间过程分析、 药物抑制病毒吸附和入胞试验， 探究了依福地平对 ＰＥＤＶ 的抑制作用。 结果表明， 依福地平在 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度范围内， 对

Ｖｅｒｏ－Ｅ６ 和 Ｍａｒｃ－１４５ 细胞毒性较低； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明， 依福地平能够显著降低宿主细胞中 ＰＥＤＶ－Ｎ 蛋白水平， 主要抑制 ＰＥＤＶ 感染的入胞

阶段。 研究还发现， 依福地平能抑制Ⅰ型单纯疱疹病毒和猪伪狂犬病毒感染宿主细胞， 是一类潜在的广谱抗病毒药物。
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　 　 猪流行性腹泻病毒 （ ｐｏｒｃｉｎｅ Ｅｐｉｄｅｍｉｃ Ｄｉａｒｒｈｅａ
ｖｉｒｕｓ， ＰＥＤＶ） 是危害养猪业的重要疫病之一， 可感

染各个年龄段的猪， 其中， 对哺乳仔猪的危害最为严

重， 死亡率高达 １００％。 ＰＥＤＶ 属于 α－冠状病毒， 极

易发生突变［１－２］。 高致病性 ＰＥＤＶ 自 ２０１０ 年底在我

国猪场大规模暴发后， 呈持续流行趋势。 美国、 日本

和韩国也相继发生严重疫情， 给养猪业造成了重大经
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济损失。 近年来， 多种突变株在不同地区不断出现，
突破现有疫苗保护， 加剧了防控难度［３－４］。

依福地平是一种 Ｌ 型和 Ｔ 型钙离子通道阻滞剂，
化学名为： ５－ （５， ５－二甲基－２－氧代－１， ３， ２－二
氧杂环己－ ２－基） － １， ４ －二氢－ ２， ６ －二甲基－ ４－
（３－硝基苯基） －３－吡啶羧酸－２－ ［苯基 （苄基） 氨

基］ 已酯［５－６］。 依福地平是由日产化学工业公司和泽

里亚新药公司联合研发， 于 １９９４ 年首次在日本上市。
该药常用于原发性高血压、 肾性高血压、 心律失常、
心力衰竭和心绞痛的治疗。 除此之外， 最新研究表

明， 依福地平还可用于地中海贫血患者铁螯合疗法中

铁螯合剂的替代药物， 且副作用小［７－９］。 目前， 对于

依福地平的抗病毒效果的研究较少。
本研究发现依福地平在体外具有抗 ＰＥＤＶ、 Ⅰ型
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单纯疱疹病毒 （ＨＳＶ－１） 和伪狂犬病毒 （ＰＲＶ） 的

活性， 是一类广谱抗病毒药物， 并初步探索了依福地

平抑制 ＰＥＤＶ 感染的作用阶段， 为后续研究依福地平

抗病毒感染的机制研究提供线索。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞

非洲绿猴肾细胞系 Ｖｅｒｏ－Ｅ６ 和 Ｍａｒｃ－１４５ 以及猪

肾细胞系 ＰＫ－１５ 均为本实验室保存。
１􀆰 ２　 病毒

猪流行性腹泻病毒 ＨＬＪＢＹ 毒株和 ＣＶ７７７ 毒株，
Ⅰ型单纯疱疹病毒 ＨＳＶ－Ｆ 毒株和伪狂犬病毒 ＪＳＹ１３
毒株， 均为本实验室保存。
１􀆰 ３　 抗体及其他试剂

抗体： ＰＥＤＶ－Ｎ 兔多克隆抗体、 ＰＲＶ－ＵＬ４２ 鼠多

克隆抗体和 ＨＳＶ－ＵＬ４２ 鼠多克隆抗体由本实验室制

备并保存。 ａｃｔｉｎ 抗体购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ Ｇｒｏｕｐ 公

司； 辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ） 标记的羊抗兔 ＩｇＧ 和

羊抗鼠 ＩｇＧ 购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司。
其他试剂： 依福地平购自美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ 公司； Ｃｅｌｌ

Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ－８ （ＣＣＫ－８） 试剂盒购自美国 ＡＰＥｘＢｉｏ
公司； 多聚甲醛购自德国 ＭＥＲＣＫ 公司； ＴＭＢ 显色液

购自中国天根生化科技 （北京） 有限公司； 胎牛血

清 （ＦＢＳ） 购自美国 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ 公司； Ｄｕｌｂｅｃｃｏ􀆳ｓ Ｍｏｄ⁃
ｉｆｉｅｄ Ｅａｇｌｅ Ｍｅｄｉｕｍ （ＤＭＥＭ） 购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司； 青霉素－链霉素购自生工生物工程 （上海） 股份

有限公司； 胰酶购自美国 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司。 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ
和增强型化学发光试剂 （ Ｅｎｈａｎｃｅｄ Ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅ⁃
ｎｃｅ， ＥＣＬ） 购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司； ＲＮＡ 提取试剂盒

购自上海浦迪生物科技有限公司； 半定量 ＲＴ－ＰＣＲ
试剂盒和 ２×Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购自南京诺维赞生

物科技股份有限公司， 其他试剂均为分析纯。
１􀆰 ４　 药物的细胞毒性测定

以 １􀆰 ５×１０４个细胞 ／孔的密度将细胞接种到 ９６ 孔

板中， ３７ ℃培养 １２ ｈ。 弃掉原培养基， 用 ＰＢＳ 润洗

３ 遍。 然后向 ９６ 孔板中加入 １００ μＬ 含不同浓度药物

的完全培养基， 每个药物浓度设置 ３ 个重复孔， 继续

培养 １４ ｈ。 弃掉含有药物的培养基， 用 ＰＢＳ 润洗 ３
遍。 然后， 在避光条件下， 向 ９６ 孔板中每孔加入

１００ μＬ 含 １０％ ＣＣＫ－８ 的完全培养基， 将培养板在培

养箱中放置 ２ ｈ。 最后， 在摇床上缓慢摇晃 ５ ｍｉｎ 后，
使用酶标仪测量 ４５０ ｎｍ 处的吸光度， 使用以下公式

计算药物的细胞毒性： 细胞存活率 ＝ ［ （Ａｓ－Ａｂ） ／
（Ａｃ－Ａｂ） ］ × １００％， 其中 Ａｓ 表示试验孔的吸光度

（含有细胞、 培养基、 ＣＣＫ－８ 和待测化合物孔的吸光

度）， Ａｂ 表示空白孔的吸光度 （含有培养基和 ＣＣＫ－

８ 孔的吸光度）， Ａｃ 表示对照孔的吸光度 （含有细

胞、 培养基、 ＣＣＫ－８ 和二甲基亚砜孔的吸光度）。
１􀆰 ５　 药物的抑制率测定

以 １􀆰 ５×１０４个细胞 ／孔的密度将细胞接种到 ９６ 孔

板中， ３７ ℃培养 １２ ｈ。 弃掉原培养基， 用 ＰＢＳ 润洗

３ 遍。 然后向 ９６ 孔板中加入 １００ μＬ 含不同浓度药物

的完全培养基， 每个药物浓度设置 ３ 个复孔， 继续培

养 ２ ｈ。 弃掉培养基并用 ＰＢＳ 润洗 ３ 遍， 随后向 ９６ 孔

板中加入 １００ μＬ 含不同浓度药物以及 １ 倍感染复数

（ＭＯＩ） 病毒的不完全培养基。 将 ９６ 孔板放入培养箱

中继续培养１ ｈ。 弃培养基用 ＰＢＳ 润洗 ３ 遍， 随后加

入 １００ μＬ 含不同浓度药物的病毒维持培养基， 将培

养板放在培养箱继续培养至 １２ ｈ。 弃培养基并用 ＰＢＳ
润洗 ３ 遍， 每孔加入 １００ μＬ 多聚甲醛固定液， ３７ ℃
固定３０ ｍｉｎ。 弃掉固定液， 用 Ｇｌｙｃｉｎｅ－ＰＢＳ 溶液润洗

３ 遍， 再用 ＰＢＳ 润洗 ３ 遍， 随后加入 ３％的 ＢＳＡ 并置

于 ３７ ℃培养箱封闭 １ ｈ。 弃封闭液， 以 １００ μＬ ／孔的

量加入一抗， ３７ ℃继续孵育 １ ｈ。 回收一抗并用 ＰＢＳ
润洗 ３ 遍。 以 １００ μＬ ／孔的量加入二抗， ３７ ℃ 孵育

１ ｈ。 弃去二抗并用 ＰＢＳ 润洗 ３ 遍。 以 ５０ μＬ ／孔的量

加入 ＴＭＢ 显色液， 室温避光显色 ３０ ｍｉｎ。 每孔加入

５０ μＬ ２％ Ｈ２ＳＯ４溶液终止显色。 最后在摇床上缓慢

摇晃５ ｍｉｎ后， 使用酶标仪测量 ４５０ ｎｍ 处的吸光度，
使用以下公式计算药物的抑制率： 药物的抑制率 ＝
［ （Ａｓ－Ａｂ） ／ （Ａｃ－Ａｂ） ］ ×１００％， 其中 Ａｓ 表示试验

孔的吸光度 （不同浓度药物处理细胞感染病毒孔的

吸光度）， Ａｂ 表示空白孔的吸光度 （只含有显色液和

终止液的孔的吸光度）， Ａｃ 表示对照孔的吸光度 （二
甲基亚砜处理细胞感染病毒孔的吸光度）。 使用 Ｏｒｉｇ⁃
ｉｎＰｒｏ® ２０２２ 统计学软件绘图并计算出半抑制浓度

（ＩＣ５０）。
１􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

用适量 ２ × ＳＤＳ 缓冲液裂解细胞， ９８ ℃ 煮样

１０ ｍｉｎ后即样品准备完毕。 按照目的蛋白大小配制不

同浓度的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶， 将 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶装置

于电泳槽内， 并在电泳槽内加入电泳缓冲液， 随后将

制备的蛋白样品加入胶孔内， 当样品处于浓缩胶时，
电泳仪电压为 ５０ Ｖ； 当样品处于分离胶时， 调节电

压至 １２０ Ｖ。 电泳结束后， 根据目的蛋白大小及蛋白

Ｍａｒｋｅｒ 剪切凝胶、 ＮＣ 膜和滤纸。 按正极到负极的顺

序放置滤纸－ＮＣ 膜－蛋白凝胶－滤纸， 并加入转印液，
以 ２００ ｍＡ 的电流转膜 ２ ｈ。 转印结束后， 将 ＮＣ 膜置

于抗体孵育盒内， 用 ３％脱脂牛奶在室温封闭４０ ｍｉｎ。
弃去封闭液， 用 ３％脱脂乳稀释的目的蛋白一抗在

４ ℃摇床孵育过夜。 回收一抗， 用 ＰＢＳＴ 洗膜 ３ 次以

去除未结合的一抗， 每次洗膜时间分别为 １０ ｍｉｎ、
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１０ ｍｉｎ和 １５ ｍｉｎ； 再加入 ３％脱脂乳稀释的二抗， 置

于 ４ ℃摇床孵育 ４ ～ ６ ｈ， 回收二抗， 用 ＰＢＳＴ 洗膜 ３
次以去除未结合的二抗， 洗膜方法同上。 用滤纸吸净

ＮＣ 膜上残余 ＰＢＳＴ， 然后将 ＥＣＬ Ａ 液与 Ｂ 液 １ ∶ １００
混合后浸润 ＮＣ 膜， 最后将 ＮＣ 膜置于 ＵＶＰ 发光成像

仪中进行显影成像。
１􀆰 ７　 半定量 ＲＴ－ＰＣＲ

按照试剂盒说明书提取细胞总 ＲＮＡ， 反转录获

得 ｃＤＮＡ。 半定量 ＲＴ－ＰＣＲ 反应体系为 ２５ μＬ， 其中

１２􀆰 ５ μＬ ２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ， １ μＬ 正向引物， １ μＬ 反

向引物， １ μＬ ｃＤＮＡ 和 ９􀆰 ５ μＬ ｄｄＨ２Ｏ。 反应程序为

９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎ； ９５ ℃ １５ ｓ， ６０ ℃ １５ ｓ， ７２ ℃
１０ ｓ， ７２ ℃ ５ ｍｉｎ， 共 ２０ 个循环。 用于半定量 ＲＴ－
ＰＣＲ 的引物序列如表 １ 所示。

表 １　 半定量 ＲＴ－ＰＣＲ 引物序列

基因名称 引物序列 （５′→３′） 引物长度 ／ ｂｐ

ＰＥＤＶ－Ｎ
Ｆ： ＣＴＡＡＣＴＴＧＧＧＴＧＴＣＡＧＡＡＡＧＧＣ ２２

Ｒ： ＧＡＣＣＣＴＧＧＴＴＡＴＴＴＣＣＡＣＧＡＴＴ ２２

ａｃｔｉｎ
Ｆ： ＡＣＡＣＴＧＴＧＣＣＣＡＴＣＴＡＣＧＡＧＧ ２１

Ｒ： ＴＴＧＣＣＡＡＴＧＧＴＧＡＴＧＡＣＣＴＧ ２０

１􀆰 ８　 药物直接靶向病毒试验

参考文献中常用的药物直接靶向病毒试验［１０－１１］，
并进行适当优化。

将 Ｖｅｒｏ－Ｅ６ 细胞按照 ５×１０５个 ／孔接种到 ６ 孔板

中， ３７ ℃ 培养 １２ ｈ， 弃营养液， 用 ＰＢＳ 润洗 ３ 遍。
将 １ ＭＯＩ ＨＬＪＢＹ 病毒液与不同浓度的药物混合， 在

３７ ℃孵育 １ ｈ， 随后使用 ２ ｍＬ 无血清 ＤＭＥＭ 稀释病

毒与药物的混合液， 将稀释后的混合液加入到 ６ 孔板

中， ３７ ℃孵育 １ ｈ， ＰＢＳ 润洗 ３ 遍。 每孔加入 ２ ｍＬ
ＰＥＤＶ 维持培养基， ３７ ℃继续培养至 １２ ｈ， 弃掉培养

基， 用 ＰＢＳ 润洗 ３ 遍。 加入适量 ２×ＳＤＳ 上样缓冲液

收集细胞样品， 进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测病毒蛋白

ＰＥＤＶ－Ｎ 表达水平。
１􀆰 ９　 药物抑制病毒吸附试验

参考文献中常用的药物抑制病毒吸附试验［１１－１３］，
并进行适当的优化。

将 Ｖｅｒｏ－Ｅ６ 细胞按照 ８×１０５个 ／孔接种到 ６ 孔板

中， ３７ ℃培养 １２ ｈ， 弃掉营养液， ＰＢＳ 润洗 ３ 遍，
换成含有药物的细胞完全培养基继续培养 ２ ｈ， 其中

１ ｈ 在 ３７ ℃， 另外 １ ｈ 在 ４ ℃ （在 ４ ℃条件下， 细胞

膜变脆性， ＰＥＤＶ 粒子只能吸附在细胞表面， 而不能

入胞）。 弃掉培养基， 用 ４ ℃ ＰＢＳ 润洗 ３ 遍， 接着用

１ ＭＯＩ ＨＬＪＢＹ 感染细胞， 并处理药物， 在 ４ ℃继续培

养 １ ｈ。 随后弃去培养基， 用 ４ ℃ ＰＢＳ 润洗 ３ 遍， 充

分洗掉未吸附在细胞表面的病毒粒子。 随后使用

ＲＮＡ 提取试剂盒提取细胞总 ＲＮＡ， 反转录获得

ｃＤＮＡ， 进行半定量 ＲＴ－ＰＣＲ 试验检测细胞中病毒蛋

白 ＰＥＤＶ－Ｎ ｍＲＮＡ 水平。
１􀆰 １０　 药物抑制病毒入胞试验

参考文献中常用的药物抑制病毒入胞试验［１１－１３］，
并进行适当优化。

将 Ｖｅｒｏ－Ｅ６ 细胞按照 ８×１０５个 ／孔接种到 ６ 孔板

中， ３７ ℃培养 １２ ｈ。 将细胞培养板在 ４ ℃预冷 １ ｈ 后

用 ４ ℃ ＰＢＳ 润洗 ３ 遍， 并用 １ ＭＯＩ ＨＬＪＢＹ 在 ４ ℃吸

附细胞 １ ｈ， 随后用 ４ ℃ ＰＢＳ 润洗 ３ 遍， 将未吸附在

细胞表面的病毒粒子洗去， 接着处理药物， 在 ３７ ℃
继续培养 ２ ｈ 使病毒入胞。 随后， 使用 ｐＨ＝ ３ 的柠檬

酸盐缓冲液润洗 ３ 遍， 再用 ＰＢＳ 润洗 ３ 遍， 洗去未

能入胞的病毒粒子。 最后， 每孔加入 ２ ｍＬ ＰＥＤＶ 维

持培养基， ３７ ℃继续培养 ３ ｈ， 用 ＰＢＳ 润洗 ３ 遍， 加

入适量 ２ × ＳＤＳ 上样缓冲液收集细胞样品， 进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测病毒蛋白 ＰＥＤＶ－Ｎ 表达水平。
１􀆰 １１　 依福地平对不同 ＭＯＩ ＨＳＶ－１ 和 ＰＲＶ 复制影

响的检测

　 　 将 Ｖｅｒｏ－Ｅ６ 细胞和 ＰＫ１５ 细胞按照 ８×１０５ 个 ／孔
接种到 ６ 孔板， ３７ ℃培养 １２ ｈ， 弃营养液， ＰＢＳ 润

洗 ３ 遍， 将 ０􀆰 １、 ０􀆰 ５ 和 １ ＭＯＩ ＨＳＶ－１ 或 ＰＲＶ 与 １０
μｍｏｌ ／ Ｌ 药物混合， ３７ ℃ 培养 １ ｈ， ＰＢＳ 润洗 ３ 遍，
加入 ２ ｍＬ 药物继续培养 １２ ｈ， 再进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测。
１􀆰 １２　 数据统计分析

每组试验设立 ３ 个重复， 并利用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
５ 软件对数据进行方差分析。 数据以 “平均值±标准

差” 表示。

２　 结果

２􀆰 １　 依福地平的细胞毒性及对 ＰＥＤＶ 有效抑制浓度

的测定

　 　 采用 ＣＣＫ － ８ 法测定依福地平对 Ｖｅｒｏ － Ｅ６ 和

Ｍａｒｃ－１４５ 细胞的毒性。 结果表明， 在 Ｖｅｒｏ－Ｅ６ （图
１Ａ） 和 Ｍａｒｃ－１４５ 细胞 （图 １Ｂ） 中， 依福地平浓度

低于 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时， 细胞毒性较低， 细胞存活率保持

在 ９０％以上。
采用基于细胞的 ＥＬＩＳＡ 测定依福地平对 ＰＥＤＶ

的抑制率。 结果表明， 在 Ｖｅｒｏ－Ｅ６ 细胞中， 依福地

平对 ＰＥＤＶ ＨＬＪＢＹ 和 ＣＶ７７７ 毒株的 ＩＣ５０ 分别为 １３
μｍｏｌ ／ Ｌ （图 ２Ａ） 和 １１ μｍｏｌ ／ Ｌ （图 ２Ｂ）； 在Ｍａｒｃ－
１４５ 细胞中， 依福地平对 ＰＥＤＶ ＨＬＪＢＹ 和 ＣＶ７７７ 毒

株的 ＩＣ５０ 分别为 １３ μｍｏｌ ／ Ｌ （图 ２Ｃ） 和 ６ μｍｏｌ ／ Ｌ
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（图 ２Ｄ）。 选取细胞毒性较低且抑制效果较明显的药 物浓度 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 进行后续研究。

图 １　 依福地平对 Ｖｅｒｏ－Ｅ６ （Ａ） 和 Ｍａｒｃ－１４５ 细胞 （Ｂ） 的毒性测定

Ａ． Ｖｅｒｏ－Ｅ６ 细胞中依福地平对 ＨＬＪＢＹ 的抑制率； Ｂ． Ｖｅｒｏ－Ｅ６ 细胞中依福地平对 ＣＶ７７７ 的抑制率； Ｃ． Ｍａｒｃ－１４５ 细胞中依福地平对 ＨＬＪＢＹ 的

抑制率； Ｄ． Ｍａｒｃ－１４５ 细胞中依福地平对 ＣＶ７７７ 的抑制率。

图 ２　 依福地平对 ＰＥＤＶ 的抑制率

２􀆰 ２　 依福地平抑制 ＰＥＤＶ 病毒蛋白的表达

为了进一步验证依福地平对 ＰＥＤＶ 的抑制作用，
如图 ３Ａ 所示， 用药物处理细胞并感染不同 ＭＯＩ 的

ＰＥＤＶ。 免疫印迹试验结果表明， 依福地平可以显著

降低 ＰＥＤＶ ＨＬＪＢＹ 毒株和 ＣＶ７７７ 毒株感染 Ｖｅｒｏ－Ｅ６
细胞 （图 ３Ｂ、 Ｃ） 和 Ｍａｒｃ－１４５ 细胞 （图 ３Ｄ、 Ｅ） 中

ＰＥＤＶ－Ｎ 蛋白的表达水平。
２􀆰 ３　 依福地平不直接靶向 ＰＥＤＶ 病毒粒子

抗病毒药物主要是通过药物直接靶向病毒粒子或

通过靶向宿主细胞调节宿主细胞的防御系统来发挥抗

病毒作用。 因此， 首先通过药物直接靶向病毒试验，
检测药物是否可以直接靶向 ＰＥＤ 病毒粒子。 如图 ４Ａ
所示， 用药物处理细胞并感染 ＰＥＤＶ。 免疫印迹试验

结果表明， 试验组与对照组病毒蛋白 ＰＥＤＶ－Ｎ 表达

水平无明显变化， 表明依福地平抑制 ＰＥＤＶ 感染不直

接靶向病毒粒子 （图 ４Ｂ）。 因此， 下一步从药物靶向

宿主细胞的角度， 研究依福地平抑制 ＰＥＤＶ 病毒感染

的机制。
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Ａ． 药物处理细胞和感染病毒示意图， 黑色虚线表示药物处理细胞， 黑色实线表示接种病毒； Ｂ、 Ｃ． 依福地平对不同 ＭＯＩ ＨＬＪＢＹ 和 ＣＶ７７７ 毒

株感染 Ｖｅｒｏ－Ｅ６ 细胞中 Ｎ 蛋白表达的影响； Ｄ、 Ｅ． 依福地平对不同 ＭＯＩ ＨＬＪＢＹ 和 ＣＶ７７７ 毒株感染 Ｍａｒｃ－１４５ 细胞中 Ｎ 蛋白表达的影响。 “ －” 代

表未加药， “＋” 代表加药， 下同。

图 ３　 依福地平抑制 ＰＥＤＶ 感染

Ａ． 药物处理细胞和感染病毒示意图， 黑色虚线表示药物处理细胞， 黑色实线表示感染病毒； Ｂ． 依福地平直接靶向 ＰＥＤ 病毒粒子 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
分析。

图 ４　 依福地平直接靶向 ＰＥＤＶ 的验证

２􀆰 ４　 依福地平抑制 ＰＥＤＶ 感染阶段的测定

ＰＥＤＶ 的复制周期主要包括病毒的吸附、 入胞、
复制与转录、 组装和释放的过程。 通过时间过程分析

试验测定依福地平抑制 ＰＥＤＶ 生命周期的具体阶段。
如图 ５Ａ 所示， 用药物处理细胞并感染 １ ＭＯＩ 的

ＰＥＤＶ。 蛋白印迹试验表明， 在感染过程中和感染后

给药都会降低病毒蛋白 ＰＥＤＶ－Ｎ 的表达水平， 但在

病毒入胞阶段给药， 病毒蛋白 ＰＥＤＶ－Ｎ 的下降最明

显 （图 ５Ｂ）， 表明依福地平主要抑制病毒生命周期的

早期阶段。

２􀆰 ５　 依福地平对 ＰＥＤＶ 入胞的抑制作用

ＰＥＤＶ 病毒感染的早期阶段包括病毒的吸附阶段

和入胞阶段。 根据图 ６Ａ （药物抑制病毒吸附试验）
和图 ６Ｃ （药物抑制病毒入胞试验） 处理细胞， 进一

步确定依福地平对 ＰＥＤＶ 吸附和入胞的影响。 药物抑

制 ＰＥＤＶ 吸附试验结果显示， 依福地平对 ＰＥＤＶ－Ｎ
的 ｍＲＮＡ 水平没有影响 （图 ６Ｂ）； 在药物抑制 ＰＥＤＶ
入胞试验中， 依福地平可以显著降低 ＰＥＤＶ 感染细胞

中 ＰＥＤＶ－Ｎ 蛋白水平 （图 ６Ｄ）。 综上， 依福地平可

以抑制 ＰＥＤＶ 入胞。
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Ａ． 时间过程分析试验示意图， 黑色虚线表示药物处理细胞， 黑色实线表示接种病毒； Ｂ． 时间过程分析试验 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）。

图 ５　 依福地平抑制 ＰＥＤＶ 感染阶段的测定

Ａ． 药物抑制病毒吸附试验示意图； Ｂ． 依福地平抑制 ＰＥＤＶ 吸附

的半定量 ＲＴ－ＰＣＲ 检测结果； Ｃ． 药物抑制病毒入胞的示意图； Ｄ． 依

福地平抑制 ＰＥＤＶ 入胞的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果。

图 ６　 依福地平抑制 ＰＥＤＶ 入胞阶段的验证

２􀆰 ６　 依福地平对其他病毒的抑制作用

为测定依福地平是否可以抑制其他病毒如 ＨＳＶ－

１ 和 ＰＲＶ 感染宿主细胞， 首先采用 ＣＣＫ－８ 法测定依

福地平对 ＰＫ１５ 细胞的细胞毒性。 结果表明， 在

ＰＫ１５ 细胞中， 依福地平在药物浓度低于 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ
时， 细胞毒性较低， 细胞存活率保持在 ９０％以上

（图 ７Ａ）。
随后， 验证了依福地平对 ＨＳＶ－１ 和 ＰＲＶ 的抑制

作用， 如图 ７Ｂ 所示， 用药物处理细胞并感染不同

ＭＯＩ 的 ＨＳＶ－１ 和 ＰＲＶ。 免疫印迹试验结果表明， 依

福地平可以显著降低 ＨＳＶ－１ 感染 Ｖｅｒｏ －Ｅ６ 细胞和

ＰＲＶ 感染 ＰＫ１５ 细胞中病毒蛋白 ＵＬ４２ 的表达水平。
由此 可 见， 依 福 地 平 不 仅 可 以 抑 制 冠 状 病 毒

（ＰＥＤＶ） 还可以抑制疱疹病毒 （ＨＳＶ－１ 和 ＰＲＶ） 感

染宿主细胞， 是一类潜在的广谱抗病毒药物。

Ａ． 依福地平对 ＰＫ１５ 细胞的毒性测定； Ｂ． 药物处理细胞和感染病毒的示意图； Ｃ． 依福地平对不同ＭＯＩ ＨＳＶ－１ 感染 Ｖｅｒｏ－Ｅ６ 细胞中病毒蛋白

ＵＬ－４２ 蛋白表达的影响； Ｄ． 依福地平对不同 ＭＯＩ ＰＲＶ 感染 ＰＫ１５ 细胞中病毒蛋白 ＵＬ－４２ 蛋白表达的影响。

图 ７　 依福地平抑制 ＨＳＶ－１ 和 ＰＲＶ 感染易感细胞
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３　 讨论

近年来， ＰＥＤ 频频暴发给我国乃至全世界养猪

业造成严重的经济损失。 在抗 ＰＥＤＶ 药物方面， 芦

荟、 槲皮素、 甘草酸和银杏果提取物等被证明在体外

具有抗 ＰＥＤＶ 的活性， 但这类药物多局限于实验室研

究， 尚未有有效商品化药物可用于 ＰＥＤ 的预防与治

疗［１６－１９］。 目前已经研制出多种 ＰＥＤ 疫苗， 并应用到

临床， 在一定程度上控制了 ＰＥＤ 流行， 但由于

ＰＥＤＶ 频繁变异， 使得现有的疫苗无法完全控制 ＰＥＤ
疫情的暴发， 有些疫苗免疫过的猪场 ＰＥＤ 疫情仍时

常发生。 因此研究和开发新型疫苗与具有抗 ＰＥＤＶ 活

性的药物具有重要意义。
本研究首先在 ＰＥＤＶ 易感细胞 Ｖｅｒｏ－Ｅ６ 和 Ｍａｒｃ－

１４５ 中测定依福地平细胞毒性和对 ＰＥＤＶ 的半数有效

浓度， 最终选取一个细胞毒性较低且对 ＰＥＤＶ 具有明

显抑制效果的药物浓度 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 进行后续研

究。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测进一步验证了药物对

ＰＥＤＶ 的抑制效果， 发现依福地平能够有效降低细胞

中病毒蛋白 ＰＥＤＶ－Ｎ 的表达量。 抗病毒药物主要是

通过药物直接靶向病毒粒子或通过靶向宿主细胞调节

宿主细胞的防御系统来发挥抗病毒作用［１４］。 因此，
本试验首先通过药物直接靶向病毒试验发现依福地平

并不能直接靶向病毒粒子， 随后从药物靶向宿主细胞

的角度考虑， 设计了时间过程分析试验， 发现在病毒

感染前、 感染过程中和感染后处理药物都能够降低病

毒蛋白 ＰＥＤＶ－Ｎ 的表达量， 但在病毒感染过程中给

药抑制效果最为明显， 表明依福地平主要抑制 ＰＥＤＶ
感染的早期阶段。 随后， 通过药物抑制病毒吸附试验

和药物抑制病毒入胞试验发现在依福地平能够抑制

ＰＥＤＶ 入胞而不能够抑制 ＰＥＤＶ 的吸附阶段。 另外，
本研究还发现依福地平也可以降低疱疹病毒 （ＨＳＶ－
１ 和 ＰＲＶ） 感染宿主细胞中病毒蛋白 ＵＬ４２ 水平。

综上所述， 本研究证明依福地平能够在体外抑制

ＰＥＤＶ、 ＨＳＶ－１ 和 ＰＲＶ 感染宿主细胞， 是一种潜在

的广谱抗病毒药物。 后续应进行动物试验， 验证依福

地平在易感动物体内是否具有抗 ＰＥＤＶ、 ＨＳＶ－１ 和

ＰＲＶ 的活性。
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ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ： ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｂｙ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｆｒｏｍ Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ ｅｘｏ⁃
ｃａｒｐ ａｎｄ ｍｏｄｅ ｏｆ ｉｔｓ ａｃｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｖｉｒｕｓ Ｒｅｓ， ２０１５， １９５： １４８－１５２．

［１８］ ＬＩ Ｚ， ＣＡＯ Ｈ， ＣＨＥＮＧ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉ⁃
ａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｖｉｒａｌ ３Ｃ － Ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｂｙ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ
［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２０， ２１ （２１）： ８０９５．

［１９］ ＸＵ Ｚ， ＬＩＵ Ｙ， ＰＥＮＧ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ａｌｏｅ ｅｘｔｒａｃｔ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｐｏｒｃｉｎｅ
ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ ［ Ｊ］ ． Ｖｅｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，
２０２０， ２４９： １０８８４９．
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