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抗日本乙型脑炎病毒的线粒体靶向小分子
化合物的筛选及鉴定

李晓晗ꎬ陈婧ꎬ周斌∗

(南京农业大学动物医学院ꎬ江苏 南京 ２１００９５)

摘要:[目的]线粒体作为重要的能量代谢细胞器ꎬ不仅可以调控宿主先天免疫通路影响病毒复制ꎬ而且其生物学功能的改变

与病毒生命周期密不可分ꎮ 本文旨在确定抑制日本乙型脑炎病毒(ＪＥＶ)的线粒体靶向化合物ꎮ [方法]通过体外 ＣＣＫ￣８、间接

免疫荧光、蛋白免疫印迹、ＲＴ￣ｑＰＣＲ 以及细胞因子检测等试验ꎬ对 ３８２ 种线粒体靶向化合物抗 ＪＥＶ 的效果进行评价ꎬ筛选到的

敏感药物在小鼠体内进行抗病毒效果验证ꎮ [结果]通过药物初筛ꎬ从 ３８２ 种药物中筛选出 ９ 种疑似抗 ＪＥＶ 药物ꎬ进一步的

体外分子试验筛选确定了其中 ３ 种药物对 ＪＥＶ 复制有明显的抑制作用ꎬ分别为丙酮酸钠( ｓｏｄｉｕｍ ２￣ｏｘｏｐｒｏｐａｎｏａｔｅ)、布喹那

(ｂｒｅｑｕｉｎａｒ)及松果菊苷(ｅｃｈｉｎａｃｏｓｉｄｅ)ꎮ 动物试验结果表明ꎬ３ 种药物有效抑制了 ＪＥＶ 在小鼠体内的增殖ꎬ给药组小鼠体重

增加明显高于对照组ꎬ血液中的病毒含量更低ꎬ死亡率更低ꎬ细胞因子水平出现显著变化ꎬ其中以布喹那给药组最为明显ꎮ
[结论]成功筛选出 ３ 种抗 ＪＥＶ 的线粒体靶向化合物ꎬ为探究线粒体在病毒复制中发挥的作用提供了借鉴ꎬ也为抗 ＪＥＶ 的临

床药物研发提供了新思路ꎮ
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ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｄｒｕｇｓꎬ９ ｓｕｓｐｅｃｔｅｄ ａｎｔｉ￣ＪＥＶ ｄｒｕｇｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ３８２ ｄｒｕｇｓ. Ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｔｈａｔ ３
ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｄｒｕｇｓ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ＪＥＶ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎꎬｎａｍｅｌｙ ｓｏｄｉｕｍ ２￣ｏｘｏｐｒｏｐａｎｏａｔｅꎬｂｒｅｑｕｉｎａｒ ａｎｄ ｅｃｈｉｎａｃｏｓｉｄｅ. Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｄｒｕｇｓ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＪＥＶ ｉｎ ｍｉｃｅꎬａｎｄ ｔｈｅ ｂｏｄｙ
ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｍｉｃｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｗａｓ ｌｏｗｅｒꎬ ｔｈｅ
ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅ ｗａｓ ｌｏｗｅｒꎬａｎｄ ｔｈｅ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅｓꎬｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｂｕｑｕｉｎａｖｉｒ￣
ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ]Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｔｈｒｅｅ ａｎｔｉ ＪＥＶ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓꎬｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ｎｅｗ ｉｄｅａ
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日本乙型脑炎(Ｊａｐａｎｅｓｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓꎬＪＥ)是由日本乙型脑炎病毒( Ｊａｐａｎｅｓｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓꎬＪＥＶ)引
起的一种人畜共患病[１]ꎬＪＥＶ 属于黄病毒科(Ｆｌａｖｉｒｉｄａｅ)黄病毒属(Ｆｌａｖｉｖｉｒｕｓ) [２]ꎮ 乙型脑炎最早在日本发

现ꎬ并于 １８７１ 年开始流行[３]ꎮ 乙型脑炎病原体在 １９３５ 年首次被日本研究者从发病马和人脑中分离出

来[４]ꎮ １９４０ 年ꎬ中国研究者从乙脑患者的脑组织中成功分离出病原体ꎬ证实了该病的存在ꎮ ＪＥ 主要流行
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于亚洲ꎬ每年全球报道约 ６９ ０００ 例 ＪＥ 感染[５－６]ꎮ 其中约一半的患者后期会导致永久的神经损伤ꎬ而有约

１ / ４ 的患者最终会死亡[７－８]ꎮ ＪＥＶ 主要在蚊虫、飞禽、猪等脊椎动物中传播[９]ꎬ目前疫苗接种是预防 ＪＥＶ 感

染最有效的方法ꎮ 然而ꎬ由于免疫策略或疫苗限制的失败ꎬ大约 ８０％的 ＪＥ 病例发生在接种 ＪＥＶ 疫苗计划

覆盖的地区ꎮ 目前ꎬ临床还没有有效的抗 ＪＥＶ 感染药物[１０]ꎬ因此ꎬ针对 ＪＥＶ 的药物开发至关重要ꎮ
线粒体主要功能是参与细胞的能量代谢ꎬ是细胞内产生能量的重要场所[１１－１２]ꎮ 线粒体是一个双层膜

结构ꎬ内膜上有许多褶皱ꎬ称为线粒体内膜嵴ꎬ这些嵴的存在增加了内膜表面积ꎬ有利于线粒体内的代谢反

应ꎮ 线粒体内膜中还有许多蛋白ꎬ这些蛋白参与线粒体内的氧化磷酸化反应[１３]ꎬ将细胞内的葡萄糖、脂肪

酸等物质转化为 ＡＴＰꎬ供给细胞使用[１４－１５]ꎮ 线粒体在细胞的许多重要进程中发挥关键作用ꎬ包括能量产

生、脂肪酸氧化、三羧酸循环( ｔｒｉｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｃｙｃｌｅꎬＴＣＡ)、钙信号传导、通透性改变、凋亡和热产生

等[１６－１７]ꎮ 越来越多的研究表明ꎬ许多疾病的发生都与线粒体功能受损有关ꎬ如活性氧( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)积累增加ꎬ氧化磷酸化及 ＡＴＰ 产生减少[１８]ꎮ 目前ꎬ线粒体被认为是癌症、心血管疾病、神经

相关疾病新药设计的重要靶点之一ꎮ
病毒的复制是一个动态的过程ꎬ需要利用宿主细胞中的多种细胞器ꎬ而线粒体也参与多种病毒的复制

过程ꎮ 研究发现ꎬ通过抑制线粒体融合和增加线粒体膜电位ꎬ可以显著抑制线粒体抗病毒信号

(ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇꎬＭＡＶＳ)蛋白活性ꎬ从而拮抗 ＭＡＶＳ 蛋白抗病毒活性[１９]ꎮ 线粒体对细胞凋

亡的控制也是先天免疫的一个重要方面ꎮ 病毒已经进化出了一些方式来调节线粒体膜电位ꎬ而线粒体膜

电位的下降可以增加线粒体内膜通透性ꎬ导致线粒体膜的消失和线粒体生物能的丧失[２０]ꎮ 此外ꎬ由于不

同的病毒能够调节抗氧化酶ꎬ病毒感染会诱导控制复制的 ＲＯＳ 产生ꎮ ＲＯＳ 的增加可能有助于线粒体生物

能学的改变ꎮ 反过来ꎬ功能异常的线粒体可加剧氧化应激ꎬ导致能量崩溃和细胞死亡[２１]ꎮ 因此ꎬ为了更好

地理解线粒体在 ＪＥＶ 复制中的作用ꎬ深入了解该病毒的感染机制ꎬ筛选针对 ＪＥＶ 的线粒体靶向小分子化

合物至关重要ꎮ
通过分析比较ꎬ我们选用的化合物库包含 ３８２ 种线粒体靶向的小分子化合物ꎬ主要靶点涉及线粒体代

谢、ＡＴＰ 合成酶(ＡＴＰ ｓｙｎｔｈａｓｅ)、线粒体自噬(ｍｉｔｏｐｈａｇｙ)、ＲＯＳ 等ꎮ 这些小分子药物或生物制剂可以通过

多种途径作用于线粒体ꎬ包括抑制电子传递链、氧化磷酸化解偶联、线粒体 Ｃａ２＋调节以及通过减少或增加

线粒体 ＲＯＳ 积累来控制氧化应激等ꎬ是进行线粒体相关药物开发及研究的重要工具ꎮ
本试验针对 ＪＥＶꎬ在仓鼠肾细胞(ＢＨＫ￣２１)上通过 ＣＣＫ￣８、蛋白印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)、荧光定量 ＰＣＲ

(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)和间接免疫荧光( ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙꎬＩＦＡ)等方法对线粒体靶向药物库的 ３８２ 种

药物进行筛选ꎬ将筛选后的 ３ 种敏感药物在 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠体内进行验证ꎮ 这些研究不仅有助于确定候选

药物的靶向特点ꎬ而且有助于研究病毒与宿主细胞的相互作用ꎬ揭示病毒复制和传播的关键步骤ꎬ并为设

计更加有效的抗病毒药物提供指导ꎬ以控制病毒的传播和流行ꎬ保护公共卫生安全ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 细胞和毒株

仓鼠肾细胞(ＢＨＫ￣２１)和 ＪＥＶ ＮＪ￣２００８ 株(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＧＱ９１８１３３)由本实验室保存ꎮ
１.２　 试验动物、试剂及仪器

试验动物:ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ / ６ 试验小鼠购自扬州大学实验动物中心(３ 周龄 /雌性 / １２ ｇ)ꎮ
主要试剂:ＣＣＫ￣８ 试剂购自爱必信(上海)生物科技有限公司(ＡＢＳ５０００３ꎬ货号)ꎻＪＥＶ 荧光定量引物由

生工生物工程(上海)股份有限公司合成ꎻＴＲＩｚｏｌ 试剂购自 ＴａＫａＲａ(９１０９)ꎻＪＥＶ ＮＳ５ 单克隆抗体由华中农

业大学曹胜波教授馈赠ꎻ鼠源 β￣ａｃｔｉｎ 购自 Ｓａｎｔａ ｃｒｕｚ 公司 ( ＳＣ － ８４３２)ꎻ线粒体靶向化合物库购自

ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司(ＨＹ－Ｌ０８９)ꎻＤＭＥＭ 细胞培养基及血清购自 Ｇｉｂｃｏ 公司(８１２２７７８、１００９９１４１Ｃ)ꎻ小鼠

血清细胞因子检测试剂盒购自南京森贝伽生物科技有限公司(ＳＢＪ－Ｈ００３８－４８Ｔ、ＳＢＪ－Ｈ０４６５－４８Ｔ、ＳＢＪ－
Ｈ０４６５－４８Ｔ)ꎻ细胞内 ＲＯＳ 检测试剂盒购自 Ｓｉｇｍａ 公司(Ｍａｋ１４３)ꎮ

主要仪器:全自动雪花制冰机(太仓市华美生化仪器厂ꎬ中国)ꎬ超低温冰箱(ＳＡＮＹＯꎬ日本)ꎬ二氧化碳

培养箱、实时荧光定量 ＰＣＲ 系统 ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ ６(Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ美国)ꎬ超净工作台和生物安全柜

(苏州安泰仪器ꎬ中国)ꎬ垂直电泳槽(Ｔａｎｏｎꎬ中国)ꎬ超声破碎仪(南京先欧ꎬ中国)ꎬ化学发光成像系统

(Ｔａｎｏｎꎬ中国)ꎬ微量移液器ꎬ离心机 ( Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆꎬ德国)ꎬ ＴｈｅｒｍｏＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 分光光度计 ( Ｔｈｅｒｍｏ
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Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ美国)ꎮ
１.３　 抗病毒药物体外筛选及鉴定

１.３.１　 药物细胞毒性的测定　 将药物库中的每种药物以二甲基亚矾(ＤＭＳＯ)进行稀释ꎬ每种药物从低浓

度到高浓度共稀释 ５ 个梯度ꎬ同时设立 ＤＭＳＯ 对照组ꎮ 将 ＢＨＫ￣２１ 细胞铺于 ９６ 孔细胞培养板中ꎬ在细胞

覆盖孔底面积约 ８０％时ꎬ向培养板每孔加入 １０ μＬ 不同浓度的药物ꎬ将细胞转至 ３７ ℃培养箱ꎮ ４８ ｈ 后向

每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ￣８ 试剂ꎬ将 ９６ 孔板在 ３７ ℃孵育 １ ｈꎬ用酶标仪测定在 ４５０ ｎｍ 处的吸光值(Ａ４５０)ꎬ再通

过公式计算细胞存活率ꎬ确定药物最适浓度ꎮ
细胞存活率＝[(Ａｓ－Ａｂ) / (Ａｃ－Ａｂ)]×１００％ꎻ抑制率＝[(Ａｃ－Ａｓ) / (Ａｃ－Ａｂ)]×１００％ꎮ

式中:Ａｓ 为试验孔(含有细胞的培养基、ＣＣＫ￣８ 试剂、药物)吸光值ꎻＡｃ 为对照孔(含有细胞的培养基、ＣＣＫ￣８
试剂ꎬ无药物)吸光值ꎻＡｂ 为空白孔(不含细胞和药物的培养基、ＣＣＫ￣８ 试剂)吸光值ꎮ
１.３.２　 线粒体靶向抗日本乙型脑炎病毒药物初筛　 将药物库中所有药物稀释成 １.３.１ 节中所确定的最适

浓度ꎬ再加入 ＤＭＥＭ 完全培养基(含体积分数为 ２％胎牛血清)中ꎮ 将 ＢＨＫ￣２１ 细胞铺于 ９６ 孔细胞培养板

中ꎬ待细胞覆盖孔底面积约 ８０％时ꎬ将 ＪＥＶ(ＭＯＩ ＝ ０.１)感染细胞ꎮ １.５ ｈ 后更换含有药物的 ＤＭＥＭ 完全

培养基ꎬ继续培养 ４８ ｈꎬ随后向每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ￣８ 试剂ꎬ将培养板在培养箱内孵育 １ ｈꎬ最后用酶标仪

测定在 ４５０ ｎｍ 处的吸光值(Ｄ４５０)ꎬ通过 １.３.１ 节中公式计算细胞存活率ꎬ初步筛选抗 ＪＥＶ 的药物ꎮ 此外ꎬ
确定 ９ 种药物的选择指数(ＳＩ)ꎮ 首先设置最大药物浓度 ３０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬ根据 ＣＣＫ￣８ 细胞毒性结果计算细

胞半数致死浓度(ＣＣ５０)(μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)ꎬ然后设置 ０.１ ~ １ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１药物浓度ꎬ确定 ９ 种药物的半数有效浓度

(ＥＣ５０ꎬμｍｏｌ􀅰Ｌ－１)ꎮ 根据如下公式计算选择指数(ＳＩ):ＳＩ＝ＣＣ５０ / ＥＣ５０ꎮ
１.３.３　 间接免疫荧光法( ＩＦＡ)验证初筛药物　 根据 １.３.２ 节中初筛得到的抗 ＪＥＶ 药物ꎬ将其在适宜浓度

范围内由低到高稀释成 ３ 个浓度梯度ꎬ并加入 ＤＭＥＭ 完全培养基中ꎬ将 ＢＨＫ￣２１ 细胞铺设于 ２４ 孔细胞培

养板中ꎬ细胞覆盖面积约 ８０％时ꎬ将 ＪＥＶ(ＭＯＩ＝ ０.１)感染细胞ꎬ１~１.５ ｈ 后更换含有药物的 ＤＭＥＭ 完全培

养基ꎮ ４８ ｈ 后依次进行 ４％(体积分数)多聚甲醛室温固定ꎬ０.１％(体积分数)Ｔｒｉｔｏｎ 透膜ꎬ２０ ｇ􀅰Ｌ－１ ＢＳＡ 封

闭ꎬ之后加抗小鼠的 ＪＥＶ￣Ｅ 一抗 ４ ℃孵育过夜ꎬＰＢＳＴ 洗 ３ 次ꎬ再加入 ＨＲＰ 标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ 二抗ꎬ室
温孵育 １ ｈꎬＰＢＳＴ 洗 ３ 次ꎬ最后用 ＤＡＰＩ 染色 ８ ~ １０ ｍｉｎꎬＰＢＳＴ 洗 ３ 次ꎬ于荧光显微镜下观察拍照ꎮ ＪＥＶ￣Ｅ
被标记为绿色荧光ꎮ
１.３.４　 蛋白印迹法(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)验证初筛药物　 根据 １.３.２ 节中初筛得到的抗 ＪＥＶ 药物ꎬ将其在适宜浓

度范围内由低到高稀释成 ３ 个浓度梯度ꎬ加入 ＤＭＥＭ 完全培养基中ꎬ将 ＢＨＫ￣２１ 细胞接种于 ２４ 孔细胞培

养板中ꎬ待细胞覆盖孔底面积约 ８０％时ꎬ加 ＪＥＶ(ＭＯＩ ＝ ０.１)感染细胞ꎮ １.５ ｈ 后更换含有药物的 ＤＭＥＭ
完全培养基ꎮ ４８ ｈ 后将细胞用预冷的 ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ每孔加入 １６０ μＬ ＲＩＰＡ 裂解液ꎬ冰上裂解 ２０ ~ ３０ ｍｉｎꎮ
收集裂解液按比例加入 ５×ＳＤＳ 加样缓冲液ꎬ放入水浴锅中煮沸 １０ ｍｉｎ 后ꎬ通过 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分离裂解液中

的蛋白质ꎬ将其转移到硝酸纤维素膜上ꎬ然后用 ＪＥＶ ＮＳ５ 的单抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ꎬ同时检测 β￣ａｃｔｉｎ
抗体作为对照ꎮ
１.３.５　 细胞活性氧(ＲＯＳ)水平的检测　 根据试剂盒说明ꎬ将细胞接种到底部透明的 ９６ 孔黑色平板上ꎬ于
３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养ꎬ待细胞覆盖孔底面积约 ８０％时ꎬ将 ＪＥＶ 感染细胞(ＭＯＩ ＝ ０.１)ꎬ１.５ ｈ 后更换含有药物

的 ＤＭＥＭ 完全培养基ꎬ继续培养 ２４ ｈꎬ每孔加入 １００ ｍＬ 含荧光传感器的主反应混合物ꎬ孵育 １ ｈꎬ以加

０.５ ｎｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｈ２Ｏ２ 为阳性对照ꎬ测定 ５２５ ｎｍ 处的吸光值(Ａ４５０)ꎮ 通过如下公式计算 ＲＯＳ 的相对水平:
ＲＯＳ 相对水平＝Ａ４５０样本 / Ａ４５０阳性ꎮ
１.３.６　 细胞内二氢乳清酸脱氢酶(ＤＨＯＤＨ)表达水平的检测　 将细胞接种于 ６ 孔细胞板ꎬ３７ ℃、５％ＣＯ２

培养ꎬ待细胞覆盖孔底面积约 ８０％时ꎬ将 ＪＥＶ 感染细胞(ＭＯＩ ＝ ０.１)ꎬ１.５ ｈ 后更换含有药物的 ＤＭＥＭ 完全

培养基ꎬ继续培养 ２４ ｈꎮ 使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取感染小鼠血液中的总 ＲＮＡꎬ逆转录得到 ｃＤＮＡꎬ通过实时荧

光定量 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)检测 ＤＨＯＤＨ ｍＲＮＡ 的表达水平ꎮ 利用 ＤＮＡＭａｎ ６.０ 软件设计 ＤＨＯＤＨ 基因和内参

β￣ａｃｔｉｎ 基因引物(表 １)ꎮ
１.４　 动物试验

１.４.１　 试验设计　 根据 １.３.３ 和 １.３.４ 节中所鉴定的 ３ 种抗病毒药物丙酮酸钠、布喹那和松果菊苷ꎬ参照

药物的体内适宜剂量ꎬ用无菌 ＰＢＳ 分别稀释成高剂量组(２００ ｍｇ􀅰ｍＬ－１)和低剂量组(２０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１)ꎬ每只小

鼠注射 ０.１ ｍＬꎬ每组 １０ 只小鼠ꎻ同时设立 ＰＢＳ 对照组ꎮ 小鼠采用 ３ 周龄 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠ꎬ用微量注
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射器刺破小鼠脑壳后ꎬ以每只 １０４ ＰＦＵ 进行腹腔攻毒ꎮ 分组情况见表 ２ꎮ 攻毒后每天按时灌胃给药ꎬ直到

发病死亡ꎮ 每天经眼眶静脉采血 ５００ μＬ 并记录小鼠体重变化及存活率ꎮ
表 １　 荧光定量引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｆｏｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

基因名称 Ｇｅｎｅ Ｎａｍｅ 上游引物序列 Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′) 下游引物序列 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′)

ＪＥＶ Ｅ ＡＧＡＧＣＧＧＧＧＡＡＡＡＡＧＧＴＣＡＴ ＴＴＴＣＡＣＧＣＴＣＴＴＴＣＴＡＣＡＧＴ
β￣ａｃｔｉｎ ＣＴＣＣＡＴＣＡＴＧＡＡＧＴＧＣＧＡＣＧＴ ＧＴＧＡＴＣＴＣＣＴＴＣＴＧＣＡＴＣＣＴＧＴＣ
ＤＨＯＤＨ ＡＧＡＴＣＴＧＴＣＧＡＣＣＣＡＧＡＣＧＡ ＣＴＣＣＡＡＴＧＧＣＧＴＣＴＧＴＣＡＣＴ

表 ２　 试验分组

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｒｏｕｐｉｎｇ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

药物 Ｄｒｕｇ 攻毒 Ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ 每只药物剂量 Ｄｒｕｇ ｄｏｓａｇｅ ｐｅｒ ｍｏｕｓｅ 动物数量 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｃｅ

丙酮酸钠 是 Ｙｅｓ ２ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ０.１ ｍＬ １０
Ｓｏｄｉｕｍ ２￣ｏｘｏｐｒｏｐａｎｏａｔｅ 是 Ｙｅｓ ２０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ０.１ ｍＬ １０

布喹那 是 Ｙｅｓ ２ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ０.１ ｍＬ １０
Ｂｒｅｑｕｉｎａｒ 是 Ｙｅｓ ２０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ０.１ ｍＬ １０

松果菊苷 是 Ｙｅｓ ２ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ０.１ ｍＬ １０
Ｅｃｈｉｎａｃｏｓｉｄｅ 是 Ｙｅｓ ２０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ０.１ ｍＬ １０

对照 是 Ｙｅｓ ＰＢＳꎬ０.１ ｍＬ １０
Ｃｏｎｔｒｏｌ 否 Ｎｏ ＰＢＳꎬ０.１ ｍＬ ５

１.４.２　 荧光定量 ＰＣＲ 法检测小鼠体内病毒含量　 使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取感染小鼠血液中的总 ＲＮＡꎬ逆转

录得到 ｃＤＮＡꎮ 在 Ｑ６ 实时 ＰＣＲ 系统中ꎬ使用 Ｅｖａ ｇｒｅｅｎ ２×ｑＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ 通过 ｑＰＣＲ 检测 ＪＥＶ Ｅ ｍＲＮＡ
的表达量ꎬ采用 ２ΔΔＣＴ法计算 ＪＥＶ Ｅ ｍＲＮＡ 的相对表达水平ꎮ
１.４.３　 蚀斑法检测小鼠体内的病毒含量　 将 ＢＨＫ￣２１ 细胞培养于 ６ 孔细胞培养板中ꎬ待细胞覆盖孔底面

积约 ８０％时ꎬ利用 ＤＭＥＭ 培养基将采集的小鼠血液进行 １０ 倍比稀释ꎬ取各浓度稀释液加入 ＢＨＫ￣２１ 细胞

培养孔中ꎬ每孔 １ ｍＬꎬ每个稀释度重复 ３ 孔ꎮ ３７ ℃吸附 １.５ ｈ 后弃培养液ꎬ加入 ４０ ℃左右的含低熔点琼脂

糖的 ２×ＤＭＥＭ 培养基ꎬ每孔 ２ ｍＬꎬ完全凝固后继续培养 ７２ ｈꎮ 每孔加入 １ ｍＬ 结晶紫溶液染色 ４ ｈ 后冲洗

干净ꎬ根据蚀斑数计算病毒滴度ꎮ 计算公式:蚀斑形成单位(ＰＦＵ􀅰ｍＬ－１)＝ 每个稀释度蚀斑平均数×病毒稀

释度的倒数 /每孔病毒接种量(ｍＬ)ꎮ
１.４.４　 小鼠体内炎症细胞因子浓度的检测　 采集的小鼠血液在室温下自然凝固 １０~２０ ｍｉｎꎬ３ ０００ ｇ 条件

下离心 ２０ ｍｉｎꎬ收集上清液ꎬ按照 ＴＮＦ￣α、ＩＦＮ￣α 和 ＩＬ￣６ 试剂盒说明书进行相应操作ꎬ最后依序测量各孔的

吸光值(Ａ４５０)并计算相应细胞因子浓度ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 线粒体靶向抗日本乙型脑炎病毒药物初筛结果

根据药物细胞毒性初筛结果ꎬ３８２ 种药物浓度在 １０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１以下均无细胞毒性ꎬ因此采用 １０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１

进行药物抗 ＪＥＶ 的初筛试验ꎮ 使用 ＣＣＫ￣８ 法测定并根据公式计算细胞相对活性ꎮ 结果表明ꎬ对 ３８２ 个药

物进行处理ꎬ有 ９ 个药物处理后细胞存活率明显高于攻毒对照组ꎬ可作为抗 ＪＥＶ 候选药物ꎮ 根据初筛结

果ꎬ设置最大药物浓度为 ３０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬ结果显示在此浓度下药物没有明显的细胞毒性ꎬ根据 ＳＩ ＝ ＣＣ５０ /
ＥＣ５０ꎬ所有药物 ＳＩ 值均大于 １５(图 １)ꎬ具有临床应用意义ꎮ
２.２　 筛选出的 ３ 种药物的体外抗病毒效果鉴定

通过 ＩＦＡ 观察 ＪＥＶ 复制情况ꎬ结果(图 ２)显示:初筛的 ９ 种药物中有 ３ 种对 ＪＥＶ 的复制有明显抑制作

用ꎬ分别为丙酮酸钠(ｓｏｄｉｕｍ ２￣ｏｘｏｐｒｏｐａｎｏａｔｅ)、布喹那(ｂｒｅｑｕｉｎａｒ)及松果菊苷(ｅｃｈｉｎａｃｏｓｉｄｅ)ꎮ 对 ＪＥＶ 感染

率的计算结果表明ꎬ在 １０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１给药剂量下ꎬ布喹那对 ＪＥＶ 的抑制程度最高ꎬＪＥＶ 感染率仅有 １７％ꎬ其
次则是丙酮酸钠与松果菊苷给药组ꎬＪＥＶ 的感染率分别为 ４１％和 ３３％ꎮ

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＪＥＶ ＮＳ５ 蛋白的表达情况ꎬ通过 ＩｍａｇｅＪ 软件进行扫描灰度分析ꎬ结果(图 ３)显示:
９ 种线粒体药物中有 ３ 种对 ＪＥＶ 有明显的抑制作用ꎬ分别为丙酮酸钠、布喹那及松果菊苷ꎬ与 ＩＦＡ 鉴定结

果一致ꎮ
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图 １　 抗日本乙型脑炎病毒(ＪＥＶ)复制的线粒体靶向化合物库筛选

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｌｉｂｒａｒｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ
Ｊａｐａｎｅｓｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ(ＪＥＶ)ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ

　 　 Ａ. 药物筛选流程图ꎻＢ. ＣＣＫ￣８ 法药物初筛结果ꎻＣ. ９ 种初筛药物选择指数及分子式ꎮ
Ａ. Ｄｒｕｇ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔꎻＢ.Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｄｒｕｇ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｂｙ ＣＣＫ￣８ ｍｅｔｈｏｄꎻＣ. Ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ

ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｏｒｍｕｌａ ｏｆ ９ ｐｒｉｍａｒｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｄｒｕｇｓ.

２.３　 细胞的活性氧(ＲＯＳ)水平及二氢乳清酸脱氢酶(ＤＨＯＤＨ)基因表达水平

由于 Ｓｏｄｉｕｍ ２￣ｏｘｏｐｒｏｐａｎｏａｔｅ 和 Ｅｃｈｉｎａｃｏｓｉｄｅ 为 ＲＯＳ 抑制剂ꎬ而 Ｂｒｅｑｕｉｎａｒ 为 ＤＨＯＤＨ 抑制剂ꎬ我们分

别对其抑制效果进行了检测ꎮ 结果(图 ４)显示:在 １０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１药物浓度下ꎬ丙酮酸钠和松果菊苷处理组

ＲＯＳ 水平分别下降 ５０％和 ４７％ꎬ布喹那处理组的 ＤＨＯＤＨ 表达水平下降 ５０％ꎬ表明这 ３ 种小分子化合物均

成功抑制了其靶点相关基因的表达ꎮ
２.４　 ３ 种药物的体内抗病毒效果鉴定

根据细胞试验的结果ꎬ我们选择具有明显抗 ＪＥＶ 复制作用的 ３ 种药物丙酮酸钠、布喹那及松果菊苷

进行动物试验ꎬ分高、低 ２ 个药物浓度ꎮ 根据每日统计的小鼠体重变化情况(图 ５)ꎬ从感染 ＪＥＶ 后 ５ ｄ 起ꎬ
对照组小鼠体重增长逐渐变缓ꎻ１２ ｄꎬ相较对照组ꎬ３ 种药物低剂量组出现差异ꎬ而 ３ 种药物高剂量给药组

出现显著差异(Ｐ<０.０５)ꎮ 死亡率统计显示ꎬ感染后 １４ ｄꎬ对照组存活率为 ３０％ꎬ丙酮酸钠、布喹那及松果

菊苷低剂量给药组存活率分别为 ５０％、６０％和 ５０％ꎬ高剂量给药组存活率分别为 ６０％、８０％和 ６０％ꎬ表明 ３
种药物在小鼠体内均对 ＪＥＶ 复制有明显的抑制作用ꎬ且 Ｂｒｅｑｕｉｎａｒ 抗 ＪＥＶ 效果最佳ꎮ

利用 ＴＲＩｚｏｌ 法分别提取小鼠 ＪＥＶ 感染后 ７~１０ ｄ 的全血总 ＲＮＡꎬ反转录后通过 ｑＰＣＲ 检测 ＪＥＶ ｍＲＮＡ
的水平ꎮ 结果(图 ６)显示:３ 种药物中布喹那组小鼠体内病毒含量最低ꎬ显著低于对照组ꎬ其余 ２ 个药物

组小鼠体内病毒含量也均有所下降ꎬ表明 ３ 种药物在小鼠体内均抑制了 ＪＥＶ 的复制ꎮ
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图 ２　 间接免疫荧光(ＩＦＡ)检测 ９ 种药物对 ＪＥＶ 复制的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ(ＩＦＡ)ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｉｎｅ ｄｒｕｇｓ ｏｎ ＪＥＶ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ
　 　 Ａ. 初筛药物的间接免疫荧光结果ꎻＢ. 初筛药物影响下 ＪＥＶ 感染的相对荧光强度ꎮ

Ａ. Ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ９ ｐｒｉｍａｒｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｄｒｕｇｓꎻＢ. ＪＥＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ(ＲＦＩ)
ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｄｒｕｇｓ.

取各组感染 ＪＥＶ 后 １０ ｄ 的血液样本ꎬ过滤后进行蚀斑试验ꎬ根据公式计算感染 ＪＥＶ 后 １０ ｄ 小鼠体内

的病毒感染性滴度ꎮ 结果(图 ７)显示:３ 种药物中ꎬ高剂量组的布喹那给药后ꎬ小鼠体内的病毒滴度最低ꎬ
与上述荧光定量检测结果趋于一致ꎮ

利用细胞因子试剂盒检测感染 １０ ｄ 的小鼠血清中细胞因子 ＴＮＦ￣α、ＩＦＮ￣α 和 ＩＬ￣６ 水平ꎬ结果(图 ８)显
示:感染 ＪＥＶ 后ꎬ小鼠体内细胞因子水平出现明显上升ꎬ而分别经过 ３ 种药物作用后ꎬ无论是低剂量还是

高剂量给药组ꎬ几种细胞因子水平均明显下降ꎬ其中抑制 ＪＥＶ 复制最明显的 Ｂｒｅｑｕｉｎａｒ 组下降最为明显ꎬ高
剂量给药组 ＴＮＦ￣α、ＩＦＮ￣α 和 ＩＬ￣６ 水平分别下降了 ５０％、３９％和 ４８％ꎬＴＮＦ￣α 与 ＩＬ￣６ 水平的下降表明药物

抑制病毒复制后ꎬ减少了机体对病毒产生的炎症反应ꎬ而 ＩＦＮ￣α 水平的下降则可能意味着治疗或免疫应答

已经生效ꎬ机体对病毒已经产生了有效应对ꎬ免疫系统不再需要大量的 ＩＦＮ￣α 来控制病毒的复制和传播ꎮ
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图 ３　 蛋白印迹法检测 ９ 种药物对 ＪＥＶ ＮＳ５ 蛋白表达水平的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ９ ｄｒｕｇｓ ｏｎ ＪＥＶ ＮＳ５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

图 ４　 细胞的活性氧(ＲＯＳ)水平和二氢乳清酸脱氢酶(ＤＨＯＤＨ)基因 ｍＲＮＡ 表达水平检测结果

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ(ＲＯＳ)ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ
ｏｆ ｄｉｈｙｄｒｏｗｈｅｙ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ(ＤＨＯＤＨ)ｇｅｎｅ

　 　 Ａ. 丙酮酸钠和松果菊苷处理组 ＲＯＳ 水平ꎻＢ. 布喹那处理组的 ＤＨＯＤＨ ｍＲＮＡ 表达水平ꎮ
Ａ. ＲＯＳ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｄｉｕｍ ２￣ｏｘｏｐｒｏｐａｎｏａｔｅ ａｎｄ ｅｃｈｉｎａｃｏｓｉｄｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓꎻＢ. Ｔｈｅ ＤＨＯＤＨ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ

ｂｒｅｑｕｉｎａｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ.

药物处理组与对照组进行比较ꎬ∗∗ 表示在 ０. ０１ 水平上差异显著ꎮ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐꎬ∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ ０.０１ ｌｅｖｅｌ.

图 ５　 ３ 种药物对小鼠攻毒 １４ ｄ 体重变化和存活率影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｄｒｕｇｓ ｏｎ ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｆｏｒ １４ ｄ
　 　 药物处理组与 ＰＢＳ 对照组进行比较ꎬ∗和∗∗表示在 ０.０５ 和 ０.０１ 水平上差异显著ꎬ下同ꎮ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＰＢＳ

ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗ ａｎｄ ∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ ｔｈｅ ０.０５ ａｎｄ ０.０１ ｌｅｖｅｌｓ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.
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图 ６　 ｑＰＣＲ 法检测小鼠体内 ＪＥＶ Ｅ ｍＲＮＡ 相对表达水平

Ｆｉｇ􀆰 ６　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＪＥＶ Ｅ ｉｎ ｍｉｃｅ

图 ７　 蚀斑法检测小鼠感染 ＪＥＶ １０ ｄ 后体内病毒滴度

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｒｕｓ ｔｉｔｅｒｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＪＥＶ ｆｏｒ １０ ｄａｙｓ ｕｓｉｎｇ ｐｌａｑｕｅ ａｓｓａｙ

图 ８　 感染 ＪＥＶ １０ ｄ 后小鼠血清细胞因子水平

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｓｅｒｕｍ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＪＥＶ ｆｏｒ １０ ｄａｙｓ

３　 讨论

线粒体是细胞内的重要器官ꎬ不仅参与能量代谢ꎬ还具有调节细胞死亡、细胞周期等多种生理功

能[２２－２３]ꎮ 病毒感染会导致线粒体功能的损伤和线粒体内途径的改变[２４]ꎬ因此ꎬ针对线粒体的治疗策略成

为了研究热点ꎮ 目前ꎬ已经有一些靶向线粒体的抗病毒药物在临床治疗中得到了应用ꎮ 例如ꎬ环孢霉素 Ａ
和立昂滨等药物可以通过抑制线粒体钙离子内流来减少病毒的复制[２５]ꎬ这些药物虽然在临床治疗中显示

出了一定的效果ꎬ但是副作用也比较明显ꎬ例如会产生一定的肝毒性、肾毒性等ꎮ 因此ꎬ寻找更加有效、安
全的线粒体靶向的抗病毒药物仍然是当前的研究热点ꎬ本研究首先通过体外细胞活性试验ꎬ从 ３８２ 种线粒

体靶向化合物中筛选出 ９ 种疑似抗 ＪＥＶ 小分子化合物ꎬ进一步通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及 ｑＰＣＲ 试验对 ９ 种小分

子化合物进行了验证ꎬ确定了 ３ 种靶向线粒体的抗 ＪＥＶ 药物ꎬ即丙酮酸钠( ｓｏｄｉｕｍ ２￣ｏｘｏｐｒｏｐａｎｏａｔｅ)、布喹
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那(ｂｒｅｑｕｉｎａｒ)和松果菊苷(ｅｃｈｉｎａｃｏｓｉｄｅ)ꎬ它们在体外细胞上可以有效抑制 ＪＥＶ 的复制ꎬ其中以 Ｂｒｅｑｕｉｎａｒ
效果最为明显ꎮ 由于丙酮酸钠和 Ｅｃｈｉｎａｃｏｓｉｄｅ 为 ＲＯＳ 抑制剂ꎬ而 Ｂｒｅｑｕｉｎａｒ 为 ＤＨＯＤＨ 抑制剂ꎬ我们分别

对其抑制效果进行了检测ꎬ结果显示ꎬ丙酮酸钠和 Ｅｃｈｉｎａｃｏｓｉｄｅ 的 ＲＯＳ 抑制率分别为 ５０％和 ４７％ꎬ
Ｂｒｅｑｕｉｎａｒ 对 ＤＨＯＤＨ 抑制率为 ５０％ꎬ表明这些小分子化合物成功抑制了其靶点相关基因的表达ꎬ造成了

线粒体相关功能的改变ꎬ对 ＪＥＶ 的复制产生了影响ꎮ 为了验证细胞试验的结果ꎬ随即在小鼠体内进行了

相应的药物试验ꎬ试验结果表明ꎬ经过 ３ 种药物处理后ꎬ特别是高剂量给药组ꎬ小鼠体重增长均显著高于对

照组ꎬ而且表现出更高的生存率(６０％、８０％和 ６０％)ꎬ这表明 ３ 种药物成功抑制了 ＪＥＶ 在小鼠体内的增殖ꎬ
同样以 Ｂｒｅｑｕｉｎａｒ 最为明显ꎻ进一步的病毒滴度和细胞因子(ＴＮＦ￣α、ＩＦＮ￣α 和 ＩＬ￣６)检测结果证明了这一

点ꎮ 体内外试验结果的相互佐证ꎬ为我们筛选的 ３ 种抗 ＪＥＶ 药物提供了有力的依据ꎮ
Ｂｒｅｑｕｉｎａｒ 是一种二氢乳清酸脱氢酶抑制剂ꎬ此外ꎬ研究发现它还是一种抑制腺苷酸合成酶( ＩＭＰＤＨ)

的药物ꎬ该酶在多种病毒的复制和传播中起着重要作用:包括乙型肝炎病毒(Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓꎬＨＢＶ)、人类

免疫缺陷病毒 (Ｈｕｍａｎ ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｖｉｒｕｓꎬＨＩＶ)、流感病毒 ( Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓꎬ ＩＡＶ)、丙型肝炎病毒

(Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｃ ｖｉｒｕｓꎬＨＣＶ)等ꎮ 因此ꎬＢｒｅｑｕｉｎａｒ 被认为具有广泛的抗病毒的潜力[２６]ꎮ Ｂｒｅｑｕｉｎａｒ 抑制病毒复

制的机制主要是通过抑制 ＩＭＰＤＨ 功能ꎬ从而干扰病毒核苷酸的合成和 ＲＮＡ 病毒的复制[２７]ꎮ 丙酮酸钠是

一种已知的代谢物质ꎬ它在细胞内参与能量代谢和脂肪酸合成等过程ꎮ 研究表明ꎬ丙酮酸钠能有效阻止视

网膜中活性氧自由基诱导的糖酵解失调ꎬ有效去除 ＲＯＳꎬ丙酮酸钠在神经病理学中起着显著的抗氧化作

用ꎬ还能通过抗氧化实现细胞保护的作用[２８]ꎮ 此外ꎬ在很多医学的试验中被证实ꎬ外源性的丙酮酸钠可以

在体内发挥明显的抗炎作用ꎬ但其抗病毒效果及功能还鲜有报道[２９－３０]ꎮ Ｅｃｈｉｎａｃｏｓｉｄｅ 是一种从紫锥菊植

物中提取的天然化合物ꎬ它在传统中药和保健品中被广泛应用ꎮ 研究表明ꎬＥｃｈｉｎａｃｏｓｉｄｅ 可以通过抑制

ＮＡＤＰＨ / ＲＯＳ / ＥＲ 应激抑制心肌细胞凋亡ꎬ改善心功能[３１]ꎮ Ｅｃｈｉｎａｃｏｓｉｄｅ 还具有一定的抗病毒作用ꎬ主要

通过调节宿主细胞的免疫系统和炎症反应ꎬ减少病毒感染引起的细胞损伤[３２]ꎮ
本研究通过在体外对线粒体靶向化合物的筛选及鉴定ꎬ得到了 ３ 种对 ＪＥＶ 复制有明显抑制作用的药

物ꎬ并通过小鼠进行了验证ꎮ 结果表明ꎬ３ 种药物可以作为潜在的抗 ＪＥＶ 药物ꎬ但还需要进一步的研究来

确定其在体内的生物活性和毒副作用ꎬ以及对其临床应用的可行性进行评估ꎮ 总之ꎬ我们的研究结果为寻

找新的抗病毒药物提供了重要的线索和思路ꎮ
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