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［摘　要］　目的　分析莫诺拉韦在体内和体外对流行性感冒（流感）病毒的抗病毒效果。方法　检测莫诺拉韦对

流感病毒 Ｈ１Ｎ１ＰＲ８毒株在体外和体内的抗病毒能力。以人源非小细胞肺癌细胞系（Ａ５４９细胞）作为ＰＲ８感染

的体外模型，采用实时荧光定量聚合酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）、免疫印迹试验（ＷＢ）、噬斑的方法，分析莫诺拉韦体外对

病毒复制、蛋白合成及病毒颗粒形成方面的抗病毒效果。以ＰＲ８滴鼻感染Ｃ５７ＢＬ／６雌性小鼠为体内感染模型，分

别从病毒载量、病理变化及免疫组化方面，对对照组、给药组、接毒组和接毒－给药组进行检测，以评估莫诺拉韦的

抗病毒能力。结果　体外试验结果显示，莫诺拉韦对流感病毒的复制、蛋白合成及病毒颗粒形成没有明显抑制作

用（均犘＞０．０５）。小鼠体内试验结果显示，与单纯感染 Ｈ１Ｎ１小鼠相比，接受莫诺拉韦治疗的小鼠肺组织病毒载

量明显下降，病理变化程度较轻，免疫组化检测显示核蛋白（ＮＰ）抗原信号明显减弱，干扰素（ＩＦＮ）α、白细胞介素

（ＩＬ）－４和ＩＬ６在肺中的表达水平较低（均犘＜０．０１）。结论　作为具有抗病毒活性的前体物，莫诺拉韦无法在体

外培养的肺源细胞中发挥抗病毒活力，但可以在宿主体内转化为活性形式，显著降低 Ｈ１Ｎ１流感病毒在肺增殖的

能力，进而减轻病毒对肺组织的损伤。
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　　流行性感冒（流感）病毒作为副黏病毒科的一

员，其基因组主要编码血凝素 （ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，

ＨＡ）、神经氨酸酶（ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ，ＮＡ）、核蛋白

（ｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＮＰ）、基质蛋白１（ｍａｔｒｉｘｐｒｏｔｅｉｎ

１，Ｍ１）、基质蛋白２（ｍａｔｒｉｘｐｒｏｔｅｉｎ２，Ｍ２）、非结构

蛋白１（ｎｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｐｒｏｔｅｉｎ１，ＮＳ１）、非结构蛋白

２（ｎｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｐｒｏｔｅｉｎ２，ＮＳ２）、聚合酶酸性蛋白

（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅａｃｉｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＰＡ）、聚合酶碱性蛋白１

（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｂａｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎ１，ＰＢ１）、聚合酶碱性蛋

白２（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｂａｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２，ＰＢ２）等十余种蛋

白质。流感是由流感病毒引起的严重的具有传染性

的呼吸道疾病［１］。使用抗病毒药物进行治疗可以有

效降低流感发病率和病死率。在流感病毒复制过程

中发挥着关键作用的 ＲＮＡ 依赖性 ＲＮＡ 聚合酶

（ＲＮＡｄｅｐｅｎｄｅｎｔＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＲｄＲｐ）高度保守，

因此成为人们研发抗流感病毒药物的常见靶标［２］。

作为一种新型的口服抗病毒药物，莫诺拉韦具

有抵抗包括新型冠状（新冠）病毒在内的多种ＲＮＡ

病毒感染的活性。莫诺拉韦作为一种核糖核苷酸类

似物，可以在病毒依赖ＲｄＲｐ进行基因组复制时，使

病毒ＲＮＡ基因组发生不可逆突变，导致其无法产

生子代病毒或产生无感染能力的子代病毒，最终发

挥抗病毒功能［３４］。根据莫诺拉韦的特性，认为该药

物同样可以干扰流感病毒ＲｄＲｐ合成病毒ＲＮＡ的

活性，从而达到抗流感病毒的目的。

当流感病毒感染宿主后，宿主免疫系统及时激

活并起始相关的抗病毒反应。干扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，

ＩＦＮ）是抗病毒细胞因子中的急先锋。此外，流感病

毒感染宿主细胞后也会促使细胞发生炎症反应，白

细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）－４和ＩＬ６在流感病毒

促使细胞产生炎症反应中发挥重要调控作用［５８］。

目前，季节性Ｈ１Ｎ１流感病毒与严重急性呼吸综合

征冠状病毒２（ＳＡＳＲＣｏＶ２）在人群中的传播仍严

重威胁全世界的公共卫生安全，并且二者在流行区

域具有较高的混合感染风险［９１０］。本研究分别利用

Ａ５４９细胞和Ｃ５７ＢＬ／６雌性小鼠作为ＰＲ８在体外

和体内感染的试验模型，评价莫诺拉韦在体外和体

内的抗流感病毒活性，进一步了解该抗病毒药物的

生物学活性，为今后在临床上使用莫诺拉韦治疗

Ｈ１Ｎ１流感病毒单纯感染或者与ＳＡＲＳＣｏＶ２混合

感染提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　细胞、小鼠和病毒毒株　Ａ５４９细胞、犬肾上皮

细胞（ＭＤＣＫ细胞）、人肝癌细胞（Ｈｕｈ７细胞）以及甲

型流感病毒 Ａ／ＰＲ／８／３４株［ｉｎｆｌｕｅｎｚａＡｖｉｒｕｓＡ／

ＰｕｅｒｔｏＲｉｃｏ／８／３４（Ｈ１Ｎ１），以下简称ＰＲ８］均由本

实验室保存。Ｃ５７ＢＬ／６雌性小鼠购自中国农业科

学院兰州兽医研究所。

１．２　主要试剂　莫诺拉韦购自阿拉丁试剂（上海）

有限公司；ＤＭＥＭ 培养基和０．２５％胰酶ＥＤＴＡ购

自兰州百灵生物技术有限公司；胎牛血清购自兰州

民海生物工程有限公司；胰酶、低熔点琼脂糖和山羊

抗兔二抗购自美国Ｓｉｇｍａ公司；Ｔｒｉｚｏｌ、４％多聚甲

醛、二喹啉甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白定量

试剂盒、增强化学发光（ｅｎｈａｎｃｅｄｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓ

ｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）试剂以及无酶无菌水（ＤＮａｓｅ／ＲＮａｓｅ

ｆｒｅｅｄｄＨ２Ｏ）购自兰杰柯科技有限公司；氯仿、异丙

醇、无水乙醇和无水甲醛购自天津市富宇精细化工

有限公司；结晶紫、噻唑蓝（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｄｉｐｈｅｎｙｌ

ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ）试剂盒购自索莱宝科技

有限公司；反转录试剂盒、实时荧光定量聚合酶链反

应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，ｑＲＴＰＣＲ））试剂盒

购自诺唯赞生物科技股份有限公司；兔源甲型流感

（ｉｎｆｌｕｅｎｚａＡｖｉｒｕｓ，ＩＡＶ）抗体购自ＧｅｎｅＴａｘ公司；
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兔源甘油醛－３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３

ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）抗体购自北京

中杉金桥生物技术有限公司；蛋白裂解液（ｒａｄｉｏｉｍ

ｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ＲＩＰＡ）购自碧云天生物技

术有限公司。

１．３　细胞培养与传代　将Ａ５４９细胞和 ＭＤＣＫ细

胞在含１０％胎牛血清的高糖ＤＭＥＭ培养基中正常

培养于５％ ＣＯ２ 的３７℃细胞培养箱。当细胞汇合

度达到９０％以上时，用无菌磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓ

ｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）轻柔清洗，而后用０．２５％

胰酶ＥＤＴＡ对细胞进行消化处理。胰酶消化处理

后的细胞培养物按照试验计划进行正常细胞传代培

养或者用于后续相关试验。

１．４　莫诺拉韦体外抗病毒特性分析

１．４．１　莫诺拉韦对病毒感染细胞的处理　为确定

莫诺拉韦对特定细胞活性的影响，采用 ＭＴＴ法分

别检测不同浓度莫诺拉韦对Ａ５４９细胞和 Ｈｕｈ７细

胞的毒性作用［１１１２］，并确定莫诺拉韦对 Ａ５４９细胞

的处理浓度。将所有细胞分为对照组、接毒组和接

毒－给药组。使用感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃ

ｔｉｏｎ，ＭＯＩ）为０．１的ＰＲ８对汇合度约为８０％的

Ａ５４９细胞进行感染。待病毒在Ａ５４９细胞中吸附

２ｈ后弃去细胞培养液，用无菌ＰＢＳ轻柔清洗３次，

以洗去未吸附的病毒。在接毒－给药组中加入含有

莫诺拉韦（３０μｍｏｌ／Ｌ）和ＴＰＣＫ胰酶（２μｇ／ｍＬ）的

ＤＭＥＭ培养基。对照组及接毒组的培养基成分不

含莫诺拉韦，其他成分与接毒－给药组一致。分别

在６、８、１０、１２ｈ收集Ａ５４９细胞与细胞培养液，并于

－８０℃保存，用于后续试验。

１．４．２　莫诺拉韦对流感病毒在Ａ５４９细胞中增殖

影响的分析　将不同时间点收集的Ａ５４９细胞采用

Ｔｒｉｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，反转录后进行ｑＲＴＰＣＲ检

测，相关试验操作参考试剂盒说明书进行。使用

ＲＩＰＡ细胞裂解液冰上裂解上述收集的细胞，离心

收集上清，即为细胞总蛋白。按ＢＣＡ试剂盒说明书

对细胞总蛋白定量分析，用于检测病毒不同蛋白在

Ａ５４９细胞中的表达水平。使用ＥＣＬ化学发光试剂

盒对目标蛋白进行显影分析。为评估Ａ５４９细胞中

流感病毒产生具有感染性子代病毒颗粒水平的变化

情况，使用 ＭＤＣＫ细胞进行病毒噬斑试验。使用

ＤＭＥＭ培养基梯度稀释ＰＲ８感染 Ａ５４９细胞的上

清液。在６孔板中，分别加入１ｍＬＡ５４９细胞培养

病毒的上清液至汇合度约为９５％的 ＭＤＣＫ细胞，

于细胞培养箱中孵育２ｈ。用ＰＢＳ溶液配置浓度为

１％的低熔点琼脂糖，以１∶１的比例与ＤＭＥＭ混合。

弃去培养基后，将３ｍＬ含有终浓度为２μｇ／ｍＬ

ＴＰＣＫ酶的低熔点琼脂糖的细胞培养基铺于细胞表

面（不得产生气泡），倒置于细胞培养箱中培养。显

微镜下观察细胞病变情况，出现明显细胞病变后使

用４％多聚甲醛固定１ｈ。而后，自来水冲去低熔点

琼脂糖，并使用１％的结晶紫溶液染色１５ｍｉｎ，清水

冲洗后可见未被染色的斑点即为流感病毒感染

ＭＤＣＫ细胞产生的病毒噬斑。

１．５　莫诺拉韦体内抗病毒特性分析

１．５．１　Ｃ５７ＢＬ／６雌性小鼠接毒及给药试验　将５周

龄Ｃ５７ＢＬ／６雌性小鼠随机分为４组，即对照组、给药

组、接毒组和接毒－给药组，每组９只。参照针对

Ｃ５７ＢＬ／６雌性小鼠滴鼻接种ＰＲ８毒株的试验操作方

法［１３］对接毒组和接毒－给药组小鼠进行滴鼻感染，

其他试验组的小鼠以同样的操作方法用ＰＢＳ进行滴

鼻处理。相关动物试验操作均符合内蒙古农业大学

科学研究与学术伦理道德专门委员会关于试验动物

伦理学所设置的各种要求和标准（ＮＤＹＢ２０１８－５）。

给药组和接毒－给药组小鼠滴鼻２４ｈ后，使用莫诺

拉韦（剂量为５０ｍｇ／ｋｇ体重）对小鼠每１２ｈ进行一

次灌胃处理，其他组小鼠以同样方式灌服ＰＢＳ，连续

进行６次后正常饲养，一周后将小鼠实施安乐死。

１．５．２　检测肺中ＰＲ８的增殖情况　将小鼠实施安

乐死后，摘取适量肺组织。利用Ｔｒｉｚｏｌ法提取肺组

织总ＲＮＡ，反转录为ｃＤＮＡ，并用ｑＲＴＰＣＲ检测

ＰＲ８病毒基因及ＩＦＮα、ＩＬ４、ＩＬ６转录水平的变

化。所用引物信息见表１。

表１　ｑＲＴＰＣＲ反应引物

犜犪犫犾犲１　ＴｈｅｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｑＲＴＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎ

引物 序列 （５’－３’）

ＨｕｍｏＧＡＰＤＨＦ ＣＴＣＴＧＧＴＡＡＡＧＴＧＧＡＴＡＴＴＧＴ

ＨｕｍｏＧＡＰＤＨＲ ＧＧＴＧＧＡＡＴＣＡＴＡＴＴＧＧＡＡＣＡ

ＩＡＶＰＢ１Ｆ ＡＴＧＧＡＡＴＡＴＧＡＣＧＣＴＧＴＴＧ

ＩＡＶＰＢ１Ｒ ＴＴＧＧＣＴＴＧＴＧＴＴＧＡＧＡＡＴＡＧ

ＭｏｕｓｅＧＡＰＤＨＦ ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ

ＭｏｕｓｅＧＡＰＤＨＲ ＧＧＧＧＴＣＧＴＴＧＡＴＧＧＣＡＡＣＡ

ＭｏｕｓｅＩＦＮαＦ ＡＴＧＧＣＴＡＧＧＣＣＣＴＴＴＧＣＴＴＴＣ

ＭｏｕｓｅＩＦＮαＲ ＣＡＧＴＴＣＣＴＴＣＡＴＣＣＣＧＡＣＣＡＧ

ＭｏｕｓｅＩＬ４Ｆ ＧＧＴＣＴＣＡＡＣＣＣＣＣＡＧＣＴＡＧＴ

ＭｏｕｓｅＩＬ４Ｒ ＧＣＣＧＡＴＧＡＴＣＴＣＴＣＴＣＡＡＧＴＧＡＴ

ＭｏｕｓｅＩＬ６Ｆ ＧＧＣＧＧＡＴＣＧＧＡＴＧＴＴＧＴＧＡＴ

ＭｏｕｓｅＩＬ６Ｒ ＧＧＡＣＣＣＣＡＧＡＣＡＡＴＣＧＧＴＴＧ
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１．５．３　苏木精－伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ，

ＨＥ）染色法检测肺组织病变情况　取适量肺组织，

用生理盐水冲洗并吸干水分，保存于１０％的甲醛溶

液中。石蜡包埋制作组织切片并采用ＨＥ染色法进

行切片染色［１４］。染色后的切片进行封片并在显微

镜下观察肺组织的病理变化。

１．５．４　免疫组化法评测病毒在肺组织中的含量

变化　对小鼠肺组织切片进行脱蜡、水化处理后，加

入适量内源性过氧化物酶阻断剂去除内源性过氧化

物酶进行抗原修复。根据组织大小，滴加１００μＬ兔

源抗流感病毒ＮＰ蛋白的一抗稀释液（１∶４００），４℃过

夜孵育，ＰＢＳ清洗３次，每次３ｍｉｎ。滴加１００μＬ辣

根过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗稀释液（１∶８００），

３７℃孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３次。加入适量新鲜配

置的二氨基联苯胺（ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显色

液，室温孵育５～８ｍｉｎ，使用去离子水清洗组织。最

后，使用苏木精染色液孵育２０ｓ后制作组织切片。

１．６　统计学分析　所有试验均独立重复３次，所

有数据结果均以平均值±标准差的形式呈现。组

间比较采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０软件中内嵌的

ＡＮＯＶＡ算法进行分析。以犘≤０．０５为差异有统

计学意义。

２　结果

２．１　莫诺拉韦对Ａ５４９细胞的影响　ＭＴＴ法检测

不同浓度的莫诺拉韦对 Ａ５４９、Ｈｕｈ７细胞的毒性

作用结果显示，与对照组相比，莫诺拉韦的浓度从

２．５μｍｏｌ／Ｌ递增至５０μｍｏｌ／Ｌ时，均无明显的细胞

毒性作用，其细胞活力均在８０％以上，推测此药物

在一定浓度范围内对肺源细胞及肾源细胞的毒性微

弱，适宜开展体外／内药物抗病毒试验。见图１。
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　　注：Ａ为Ａ５４９细胞，Ｂ为 Ｈｕｈ７细胞。

图１　莫诺拉韦细胞毒性检测结果

犉犻犵狌狉犲１　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｍｏｌｎｕｐｉｒａｖｉｒ

２．２　莫诺拉韦体外对ＰＲ８毒株的抗病毒作用　在

Ａ５４９细胞中，莫诺拉韦处理６、８、１０、１２ｈ后，接毒－

给药组流感病毒载量数值比接毒组略有降低，但两

组间差异无统计学意义（犘＞０．０５）（图２Ａ），且病毒

ＨＡ、ＮＰ、Ｍ１和 Ｍ２蛋白的表达水平也无明显降低

（图２Ｂ）。在 ＭＤＣＫ细胞中进行病毒噬斑试验分析

莫诺拉韦对ＰＲ８在Ａ５４９细胞中释放出的子代病毒

的影响，结果显示接毒－给药组中病毒噬斑数与接毒

组相比差异无统计学意义（犘＞０．０５）（图２Ｃ），说明莫

诺拉韦不能抑制Ａ５４９细胞中ＰＲ８子代病毒的释放。

２．３　莫诺拉韦对小鼠肾及肝的毒性影响　体外试

验显示，莫诺拉韦对肺源细胞和肾源细胞毒性轻微，

为检测其对小鼠的不良反应，将莫诺拉韦溶于ＰＢＳ

后对小鼠进行重复灌胃后，取小鼠肾和肝，通过 ＨＥ

染色检测其病理变化。结果显示，灌服莫诺拉韦组

小鼠的肾及肝与对照组相比并无明显病理变化（图

３），提示该药物在一定浓度范围内对小鼠机体无明

显毒性作用。

２．４　莫诺拉韦对小鼠肺组织中流感病毒复制的

影响　小鼠肺组织ＲＮＡｑＲＴＰＣＲ检测结果显示，

未接毒的对照组小鼠与给药组的小鼠未检测出病毒

载量，表明该检测体系具特异性，无非特异性扩增事

件。接毒组小鼠滴鼻感染病毒一周后，其病毒载量

仍维持较高水平；与接毒组小鼠病毒载量相比，连续

灌服莫诺拉韦３ｄ的接毒－给药组小鼠肺组织中病

毒载量明显降低（犘＜０．０１），且为较低水平（图４）。
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　　注：Ａ为流感病毒ｍＲＮＡ表达水平；Ｂ为流感病毒蛋白表达水平；Ｃ为流感病毒颗粒水平（左图为病毒噬斑图，右图为噬

斑统计图）。表示犘＜０．０５，ｎｓ表示犘＞０．０５。

图２　莫诺拉韦处理不同时长对ＰＲ８毒株在Ａ５４９细胞中复制的影响

犉犻犵狌狉犲２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｏｌｎｕｐｉｒａｖｉｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｄｕｒａｔｉｏｎｏｎＰＲ８ｓｔｒａｉｎｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓ
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图３　莫诺拉韦对小鼠肾和肝的影响
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　　注：表示犘＜０．０１。

图４　莫诺拉韦对ＰＲ８毒株在小鼠肺中增殖的影响

犉犻犵狌狉犲４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｏｌｎｐｉｒａｖｉｒｏｎＰＲ８ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅ

ｌｕｎｇ

２．５　莫诺拉韦对病毒感染小鼠肺中炎性因子表达

的影响　为评估莫诺拉韦在抵抗流感毒株肺组织内

增殖过程中固有免疫及炎症反应的变化情况，采用

ｑＲＴＰＣＲ检测ＩＦＮα、ＩＬ４和ＩＬ６在小鼠肺组织

中的转录水平变化，结果表明，虽然未接毒小鼠单纯

灌服莫诺拉韦后出现ＩＦＮα、ＩＬ４和ＩＬ６转录水平

的波动，但与对照组小鼠比较，差别无统计学意义

（犘＞０．０５）。此外，与接毒组小鼠比较，接毒－给药

组小鼠肺组织中ＩＦＮα（犘＜０．００１）、ＩＬ４（犘＜０．００１）

和ＩＬ６（犘＜０．０１）的转录水平明显降低。见图５。

２．６　莫诺拉韦对病毒感染小鼠肺病理变化的影响

　对比观察对照组小鼠与给药组小鼠肺组织结构特

征发现，单纯灌服莫诺拉韦的小鼠肺无明显病理变

化，呈现正常的生理结构特征，说明莫诺拉韦未对小

鼠肺组织造成实质性损伤，无明显不良反应。与对

照组小鼠肺组织比较，接毒组小鼠肺组织中肺泡结

构破坏严重，肺细支气管炎症反应特征明显，含有大
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　　注：Ａ为ＩＦＮαｍＲＮＡ转录水平；Ｂ为ＩＬ４ｍＲＮＡ转录水平；Ｃ为ＩＬ６ｍＲＮＡ转录水平。表示犘＜０．０１，表示

犘＜０．００１。

图５　病毒感染小鼠肺组织中炎性因子ｍＲＮＡ转录水平

犉犻犵狌狉犲５　ｍＲＮＡｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｏｆｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｅｄｍｉｃｅ

量炎性细胞浸润，并且形成明显的“管套”现象。与

接毒组小鼠相比，接毒－加药组小鼠肺细支气管炎

症反应程度明显减弱，炎性细胞浸润程度有所降低。

见图６。
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图６　莫诺拉韦对ＰＲ８毒株在小鼠肺致病性的影响

犉犻犵狌狉犲６　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｏｌｎｕｐｉｒａｖｉｒｏｎｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎＰＲ８ｉｎｆｅｃｔｅｄｍｉｃｅｌｕｎｇ

２．７　莫诺拉韦对ＰＲ８在小鼠肺中增殖的抑制效果

　免疫组化检测结果未发现对照组小鼠肺组织存在

非特异阳性信号（图７Ａ）；给药组呈现的结果与对照

组相似（图７Ｂ）；与对照组相比，接毒组小鼠细支气

管上皮细胞中存在大量ＰＲ８毒株感染的阳性信号

（棕色标记物）（图７Ｃ），而接毒－加药组小鼠肺泡支

气管组织中的阳性信号明显减弱（图７Ｄ），与莫诺拉

韦治疗ＰＲ８感染小鼠的病毒载量降低相符（图４），

进一步证明了莫诺拉韦在小鼠体内能够发挥抗流感

病毒感染的生物学活性。

对照组 给药组 接毒组 接毒
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图７　免疫组化检测莫诺拉韦对ＰＲ８毒株感染小鼠肺的影响

犉犻犵狌狉犲７　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｏｌｎｕｐｉｒａｖｉｒｏｎＰＲ８ｉｎｆｅｃｔｅｄｍｉｃｅｌｕｎｇｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

３　讨论

目前，莫诺拉韦作为一种临床治疗新冠病毒感

染患者的抗病毒药物已经被广泛应用。对于依旧在

全球肆虐的流感病毒来说，寻找一种具有潜在抵抗

新冠和流感双重威胁的口服药物具有重要的临床意

义。基于莫诺拉韦的抗病毒机制，其能否有效转变

为具有抗病毒功能的活性形式至关重要。现已知血

液中存在大量能够将莫诺拉韦有效转化为 Ｎ羟基
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胞苷［Ｎ （４）ｈｙｄｒｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ，ＮＨＣ］的宿主酯酶。

羧酸酯酶是一种高效水解酶，人体中主要有羧酸酯

酶－１（ｃａｒｂｏｘｙｌｅｓｔｅｒａｓｅｓ１，ＣＥＳ１）和羧酸酯酶－２

（ｃａｒｂｏｘｙｌｅｓｔｅｒａｓｅｓ２，ＣＥＳ２）两种酶
［１５］，ＣＥＳ１主要

分布在肝和肺，肠道中几乎没有，而ＣＥＳ２在肠、肝

和肾中大量表达［１６］。肺作为流感病毒感染的靶器

官，其组织细胞是否能有效地将莫诺拉韦转变为

ＮＨＣ是一个需要探究的问题。本研究使用 Ａ５４９

细胞模拟人源肺细胞，并使用ＰＲ８建立病毒体外感

染模型。莫诺拉韦直接作用于感染ＰＲ８的Ａ５４９细

胞后，无论对病毒基因复制、蛋白合成还是病毒颗粒

形成，均没有表现出抗病毒活性，提示Ａ５４９细胞作

为人源肺细胞，无法合成或缺乏足够量的宿主酯酶

使莫诺拉韦转变为ＮＨＣ。此外，这两种酶的底物特

异性也不同，ＣＥＳ１优先水解酰基部分大于其烷氧

基部分的酯，ＣＥＳ２则与之相反
［１７］。莫诺拉韦的酰

基部分小于烷氧基部分，是ＣＥＳ２的选择性底物，而

Ａ５４９细胞可能由于缺乏ＣＥＳ２才无法将莫诺拉韦

转化为活性形式。

虽然莫诺拉韦无法在体外实现抗病毒活性，但

是小鼠口服莫诺拉韦却明显抑制了流感病毒在肺组

织中的复制能力。小鼠灌服莫诺拉韦后，药物被肠

道吸收并进入体液循环，在血液中被宿主酯酶高效

转化为ＮＨＣ，ＮＨＣ进入肺组织细胞中发挥抗流感

病毒的作用。流感病毒引起的严重并发症甚至死亡

多因炎性细胞因子的过度产生最终形成细胞因子风

暴，并非流感病毒本身引起。因此，抑制宿主的炎症

反应可成为治疗流感病毒感染的有效策略。研

究［１８］显示，由流感病毒引发的各种炎症与ＩＦＮ、ＩＬ

４、ＩＬ６等细胞因子过度产生有关。ＩＬ４是一种辅

助型Ｔ细胞２（Ｔｈｅｌｐｅｒ２ｃｅｌｌ，Ｔｈ２）型免疫因子，

当流感病毒入侵机体后，机体立即启动抗感染的免

疫机制对病毒进行抵抗，其中促炎因子ＩＬ４在流感

病毒感染和炎症发生时发挥重要作用。在机体中性

粒细胞发挥杀伤功能、吞噬作用及抗体依赖的细胞

介导的细胞毒作用（ａｎｔｉｂｏｄｙｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃｅｌｌｍｅｄｉａ

ｔｅｄｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ，ＡＤＣＣ）时，ＩＬ４在其中扮演着重

要的角色。ＩＬ４还可以增强Ｂ淋巴细胞介导的体

液免疫反应，促进抗流感病毒抗体的产生。由巨噬

细胞、树突状细胞、肥大细胞和其他先天免疫细胞产

生的ＩＬ６也是一种炎症标志物。临床研究
［１９］表

明，流感患者预后不良与ＩＬ６表达量过高有密切关

系。因此，本研究除了证明莫诺拉韦对小鼠感染流

感病毒有较强的抗病毒活性外，还发现莫诺拉韦在

一定程度上与宿主免疫系统的细胞因子（如ＩＦＮ、

ＩＬ４、ＩＬ６）基因转录水平有关。小鼠正常生理情况

下服用莫诺拉韦不能明显影响这些基因转录水平的

变化，但在抗流感病毒感染过程中可使ＩＦＮ、ＩＬ４、

ＩＬ６的转录水平降低（图５）。当流感病毒被有效抑

制后，小鼠肺组织中病毒含量的降低可能会引起

ＩＦＮ水平降低，这一现象可能与流感病毒诱导ＩＦＮ

合成具有剂量依赖性效应相关［２０］。值得注意的是，

ＩＬ４和ＩＬ６是参与炎症发生发展的重要调节因子，

莫诺拉韦抑制流感病毒在肺中增殖的同时有效降低

ＩＬ４、ＩＬ６基因的转录水平对于抑制肺炎发生发展

十分重要。ＩＬ４作为典型的Ⅱ型免疫细胞因子，具

有免疫刺激和免疫抑制活性［５］。ＩＬ６是一种重要

的炎症因子，在成年小鼠中，ＩＬ６可以增强Ｔ细胞

介导的抗流感的抗体应答［２１］。本研究结果显示，虽

然莫诺拉韦能够有效降低肺中流感病毒的增殖，但

肺组织细胞内仍然会发生炎症反应，莫诺拉韦无法

避免流感病毒在增殖过程中对肺组织在一定程度上

造成的损伤。本研究的局限性在于仅使用了单一的

药物浓度，后续可以进一步优化并确定莫诺拉韦最

佳用药浓度。虽然针对莫诺拉韦临床治疗效果及其

不良反应还有很多亟待探究的问题［２２２４］，但其有效

抵抗流感病毒在宿主体内增殖能够为宿主自我调节

和损伤组织（如肺）的自我修复提供契机。对莫诺拉

韦在宿主体内抵抗流感病毒感染的抗病毒效果进行

研究，有助于为流感病毒感染，甚至流感病毒与新冠

病毒混合感染的临床治疗提供有价值的参考信息。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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