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新型甲型 H1N1 流感病毒神经氨酸酶抑制剂细胞水平评价体系的建立 
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摘要: 本文旨在建立以 2009新型甲型H1N1流感病毒神经氨酸酶 (neuraminidase, NA) 为靶点的神经氨酸酶

抑制剂 (neuraminidase inhibitors, NAIs) 细胞水平评价体系。NA 有促进流感病毒释放的作用, 本研究应用重组

病毒技术, 通过将表达 NA [A/California/04/2009 (H1N1)] 的质粒、表达流感病毒血凝素蛋白 HA (hemagglutinin) 
的质粒以及表达敲除外壳基因并带有荧光素酶报告基因的 HIV-1 基因组共转染至病毒生成细胞, 产生以 HA、

NA 为外壳蛋白包裹 HIV-1 核心的重组病毒。在病毒释放前加入不同浓度的化合物, 收集病毒上清液感染细胞, 
通过测定感染率来反映化合物对重组病毒 NA 的抑制作用。经用阳性对照药物奥司他韦及其羧酸盐证实本模型

能够反映化合物对病毒 NA 的抑制作用; 在此基础上, 本研究还建立了奥司他韦耐药株评价模型。本研究所建立

的体系可用于针对新型甲型 H1N1 流感病毒及其临床耐药株神经氨酸酶抑制剂的寻找和评价。 
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Abstract: This study is to establish a cell-based model targeting to neuraminidase (NA) of the 2009 H1N1 

influenza A virus.  NA is an influenza virus structural protein with enzymatic activity of the cleavage of 
HA-sialic acid interaction to release new viral particles from cells.  A model of HIV-1 (pNL4-3.Luc.R−E−) 
based pseudovirions packed with HA [hemagglutinin, A/VietNam/1203/2004 (H5N1)] and NA [A/California/04/ 
2009 (H1N1)] was established to evaluate compounds activities on NA function.  The viral release can be 
blocked by neuraminidase inhibitors, oseltamivir and oseltamivir carboxylate, with IC50 of (61 ± 31) nmol·L−1 
and (5.5 ± 2.9) nmol·L−1 respectively.  A point mutation of H275Y on NA leads oseltamivir-resistance.  This 
corresponding mutation was introduced into the system which was also confirmed by oseltamivir and oseltamivir 
carboxylate. 
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 流感病毒可引起急性呼吸道传染病, 每年造成

死亡人数达 25 万～50 万[1]。2009 年 3～4 月, 一种新

型甲型 H1N1 流感病毒出现于北美[2], 并在不到 3 个 
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月的时间席卷全球, 成为 40 年来首次世界大流行疾

病, WHO 于 6 月 11 日将警戒级别升至 6 级。截至 
2009 年 12 月 16 日, 我国内地累计报告 110 590 例甲

型 H1N1 流感确诊病例, 死亡 442 例[3]。针对该病毒, 
WHO 推荐药物为奥司他韦 (oseltamivir) 和扎那米韦 
(zanamivir)[4], 均为神经氨酸酶抑制剂 (neuraminidase 
inhibitors, NAIs)。但是伴随药物的广泛使用, 流感病 
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毒已在药物选择压力下出现耐药现象[5,
 
6], 并有扩散

趋势, 因此寻找新型的针对甲型 H1N1 流感病毒的神

经氨酸酶抑制剂迫在眉睫。 
目前评价 NAIs 的方法为酶活性检测法, 即以唾

液酸类似物为底物与神经氨酸酶作用, 检测酶催化

产物, 以反映药物对神经氨酸酶活性的影响[7−9]。值

得注意的是, 流感病毒 NA 的功能是在病毒释放环节

切割病毒血凝素蛋白 HA (hemagglutinin) 与细胞表

面唾液酸 SA (sialic acid) 的结合, 从而使病毒得以

释放[10], 因此流感病毒NA的天然底物是宿主细胞表

面与病毒血凝素蛋白相连接的多形式糖基化的唾液

酸。所以建立细胞水平神经氨酸酶抑制剂评价系统, 
可以更确切地反映细胞病理条件下 NAIs 的作用。神

经氨酸酶 H274Y 或 H275Y 突变是引起流感病毒对奥

司他韦耐药的决定性因素[11], 此次新型流感的奥司

他韦临床耐药病例经检测也是由于病毒神经氨酸酶

H275Y 位点变异引起的[5, 6]。因此, 建立奥司他韦耐

药型神经氨酸酶评价体系, 对于寻找针对该新型流

感的抑制剂意义重大。重组病毒技术是一项可用于多

种人类高致病性病毒研究的成熟技术, 重组流感病

毒的应用也多有报道 [12, 13], 本研究即采用此技术 , 
构建了表达新型甲型流感神经氨酸酶 (野生型/达菲

耐药型) 的重组流感病毒, 此体系可用于药物筛选和

评价。 
 

材料与方法 
细胞、质粒和阳性对照药物  293T 细胞购自中

国医学科学院基础医学研究所; A549 细胞购自美国

标准生物品收藏中心 (ATCC)。编码优化的 NA 基因  

[A/California/04/2009 (H1N1), Genbank FJ969517] 由

上海生工生物工程技术服务有限公司合成; 编码季

节性流感病毒 NA [A/Puerto Rico/8/34 (H1N1)] 的表

达质粒由北卡罗莱纳大学 Dr. JC Olsen 惠赠; 水泡性

口膜炎病毒外壳糖蛋白  (vesicular stomatitis virus 
glycoprotein, VSV-G) 表达质粒由美国伊利诺伊大学

Dr. Lijun Rong 惠赠。奥司他韦 (oseltamivir) 及奥司

他韦羧酸盐 (oseltamivir carboxylate) 由军事医学科

学院提供。 
重组病毒的制备  转染前 24 h, 按细胞数 2.2 × 

106 接种 293T 细胞到 100 mm 培养皿中, 应用改良的

磷酸钙转染法[14], 将 5 µg pNL4-3.Luc.R−E−
 和 5 µg 

HA [A/Viet Nam/1203/2004 (H5N1), 简称 HA (viet)] 
分别与 3 µg VSV-G、1～10 µg NA [A/California/04/ 
2009 (H1N1), 简称 NA (CA/04)]、1～10 µg NA 

[A/Puerto Rico/8/34, 简称 NA (PR/8)] 共转染至 293T
细胞 , 转染后 16 h, 用 PBS 冲洗细胞并换新鲜

DMEM继续培养 32 h, 收集上清液并经 0.45 µm滤膜

过滤, 即获得重组病毒 VSVG/HIV-luc、HA (viet)-NA 
(CA/04)/HIV-luc 和 HA (viet)-NA (PR/8)/HIV-luc。 

病毒滴度的测定  将 293T 和 A549 细胞消化为

单细胞悬液, 感染前 24 h 以细胞数 5×104/孔接种到

24 孔板中, 加入病毒。感染后 48 h, 去除上清液, 裂
解细胞并加入荧光素酶底物 (Promega), 用 FB15 荧

光检测器  (Sirius) 测定裂解液中荧光素酶的活性 , 
以荧光素酶的相对活性  (relative luciferase units, 
RLUs) 表示。 

应用奥司他韦和奥司他韦羧酸盐验证模型  应

用改良的磷酸钙转染法, 将 5 µg pNL4-3.Luc.R−E−和

5 µg HA (viet) 分别与 3 µg VSV-G、1～3 µg NA 
(CA/04)、6～10 µg NA (PR/8) 共转染至 293T 细胞。

16～18 h 后用 PBS 冲洗细胞并用胰酶消化为单细胞

悬液后, 以细胞数 1.2×105/孔接种至 24 孔板中。将奥

司他韦和奥司他韦羧酸盐溶解于 DMSO, 并以终浓

度 1×10−9、1×10−8、1×10−7、1×10−6 及 1×10−5 mol·L−1

与细胞于 37 ℃培养箱温孵 48 h 后收获上清液, 上清

液经 0.45 μm (Millipore) 滤膜过滤后用于感染 A549
细胞。感染 48 h 后, 依照“病毒滴度的测定”方法检

测 luciferase 活性, 计算化合物的半数抑制浓度。 
奥司他韦耐药病毒株 NA 模型的建立  采用重

叠 PCR 方法[15]在 NA (CA/04) 引入 H275Y 突变。在

NA (CA/04) 基因两侧分别包含 BamHⅠ和 XhoⅠ单

酶切位点的序列位置, 设计两条引物: 正向 5'-GAAT 
CGGATCCGCCACCATGAACC-3'; 反向 5'-CTAGA 
CTCGAGTCACTTGTCGATGGTGA-3'; 在 H275 位

置设计突变位点引物: 正向 5'-GCTCCCAACTACTA 
CTACGAGGAGTGCAG-3'; 反向 5'-CTGCACTCGTC 
GTAGTAGTAGTTGGGAGC-3'。测序正确后 , 采用

“重组病毒的制备” 方法建立耐药型重组病毒, 并用

奥司他韦及奥司他韦羧酸盐进行验证。 
数据处理  所有实验数据均以 x ± s 表示, 并应

用 Excel 统计软件进行分析。应用 Excel 图表分析软

件得到浓度值－感染率的趋势线及拟合公式, 根据

公式计算药物的半数抑制浓度 IC50。 
 

结果 
1  HA-NA/HIV-luc 重组病毒的建立 

实验设立 HIV-luc 对照组、空白对照组 HA (viet)/ 
HIV-luc、模型对照组 VSVG/HIV-luc、普通流感对照
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组 HA (viet)-NA (PR/8)/HIV-luc 和新型流感实验组

HA(viet)-NA(CA/04)/HIV-luc。经测定病毒滴度, 重
组病毒 HA (viet)-NA (CA/04)/HIV-luc 和 HA (viet)- 
NA (PR/8)/HIV-luc 报告基因荧光素酶的相对活性达

到 106 单位 (RLUs, 图 1A), 比空白对照组 HA (viet)/ 
HIV-luc 高 1 000 倍。本结果表明, 单一的 HA (viet)
包装 HIV-1 生成的重组病毒不能有效释放, 而 NA 可

有效地使重组流感病毒释放 ; NA (CA/04) 与 NA 
(PR/8) 均能够有效促进重组病毒释放。 
2  NA 最佳转染量的确定 

流感病毒生命周期中病毒颗粒的有效释放及感

染新的细胞, 需要HA和NA分别对唾液酸的结合 (进
入过程) 和切割活性 (释放过程) 存在平衡[16]。为了

使重组流感病毒 HA 和 NA 的表达量实现该平衡, 本
研究对系统进行了优化: 在确定了 HIV-1 核心和 HA 
(viet) 转染量的条件下, 探讨了 NA 的最佳转染量。通

过在 100 mm培养皿的病毒生成细胞条件下, 固定HA 
(viet)、HIV-luc 的质粒转染量 (均为 5 μg)[17], 改变

NA 质粒的转染量 (1～10 μg), 测定收获病毒的滴

度。结果显示, NA (CA/04) 转染量为 1～3 μg、NA 
(PR/8) 转染量为 6～10 μg 时, 病毒的释放及感染效

率最高 (图 2)。 
3  应用重组病毒建立评价 NAIs 抑制病毒释放模型

并应用阳性对照药物进行验证 
为验证模型能否体现神经氨酸酶抑制剂对病毒

释放的抑制, 在重组流感病毒生成阶段, 即转染后 
 

 
Figure 2  Optimization of amount of transfected NA (PR/8) and 
NA (CA/04) for production of pseudovirions.  The 293T cells 
seeded in 100-mm plate were co-transfected with 5 μg HA (viet), 
5 μg HIV-luc and NA (PR/8) or NA (CA/04) from 1 to 10 μg 

 

 
Figure 1  Establishment of HIV-based HA (viet)/NA pseudovirions.  A: HA (viet)/NA/HIV-1 pseudotyping viruses’ infectivities on 
293T cells and A549 cells.  Different plasmids as shown were co-transfected into 293T cells.  Forty eight hours post-transfection, 
supernatants were collected, then gone through 0.45 µm membrane and used to infect 293T cells and A549 cells.  The relative luciferase 
units (RLUs) was detected forty eight hours post infection which indicated the infectivity.  B: Amino acid sequence alignments of  NA 
(CA/04) and NA (PR/8).  The mutation of H275Y on NA (CA/04) is in highlight 
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16～18 h, 细胞经阳性对照药物奥司他韦和奥司他韦

羧酸盐作用 48 h, 收集上清液感染 A549 细胞, 病毒

感染率可以反映其释放量。图 3 显示, 模型对照组

VSVG/HIV-luc 感染率不受化合物影响, 可以排除化

合物对该模型非神经氨酸酶因素的影响; 而重组流

感病毒HA (viet)-NA (CA/04)/HIV-luc和HA (viet)-NA 
(PR/8)/HIV-luc 的感染率对阳性药物存在剂量依赖性, 
在有效浓度范围内, 随着药物浓度的增大感染率降

低, 即病毒释放量随药物浓度的增大而减少。奥司他 
 

 
Figure 3  Inhibitory effect of oseltamivir (A) or oseltamivir 
carboxylate (B) on NA (CA/04) and NA (PR/8) activities.   
Pseudovirions were produced by co-transfecting HA (viet)/NA/ 
HIV plasmids into 293T cells by using calcium phosphate method.  
Sixteen hours post transfection, cell culture was replaced by  
new medium and compounds were added simultaneously.   
Supernatants were collected and used to infect A549 cells at   
48 hours post transfection.  Infected cells were lysed and cell 
lysates luciferase activity was measured at 48 hours post infection 
by using Promega kits.  VSVG/HIV-luc was used as a model 
control, and DMSO as a solution control whose inhibition was 
defined as 0%.  The data was x ± s of four wells 

 
Table 1  Summary of IC50 values of oseltamivir and oseltamivir 
carboxylate on NA (PR/8), NA (CA/04), and NA (CA/04)-H275Y 
activities (n = 3, x ± s) 

Group 
Oseltamivir 
/nmol·L−1 

Oseltamivir 
carboxylate/nmol·L−1

HA (viet)-NA(PR/8)/HIV-luc 5.2 ± 3.0 0.5 ± 0.2 

HA (viet)-NA(CA/04)/HIV-luc 61 ± 31 5.5 ± 2.9 

NA(CA/04)-H275Y/HIV-luc 2 737 ± 2 250 248 ± 165 

韦和奥司他韦羧酸盐对 NA (CA/04) 的 IC50 分别为 
(61 ± 31) nmol·L−1 和 (5.5 ± 2.9) nmol·L−1; 对 NA 
(PR/8) 的 IC50分别为 (5.2 ± 3.0) nmol·L−1和 (0.5 ± 0.2) 
nmol·L−1 (表 1)。本结果证明, 该模型能够有效筛选及

评价针对本次甲型 H1N1 流感病毒 [A/California/04/ 
2009 (H1N1)] 神经氨酸酶 NA (CA/04) 及季节性流感

病毒神经氨酸酶 NA (PR/8) 的抑制剂。 
4  奥司他韦耐药病毒株 NA 检测模型的建立 

通过重叠 PCR 技术及分子克隆技术在表达野生

型 NA (CA/04) 的质粒上引入突变位点 H275Y 并测

序。将该质粒返回上述建立的体系中, 经用奥司他韦

和奥司他韦羧酸盐验证, 两种药物对新型甲型流感

耐药病毒株神经氨酸酶的 IC50分别为 (2 737 ± 2 250) 
nmol·L−1和 (248 ± 165) nmol·L−1, 相对野生株病毒分

别提高了约 45 倍 (表 1)。结果显示, 新型甲型流感

奥司他韦耐药株神经氨酸酶体系成功建立, 并可用

于针对本次甲型 H1N1 流感病毒奥司他韦耐药株

NAIs 的筛选。 
 

讨论 
神经氨酸酶是抗流感病毒药物研发的经典靶点, 

其药物筛选模型通常为酶学模型, 通过检测化合物

对酶-底物相互作用的影响, 寻找其抑制剂。酶学方

法简易高效, 而不足之处为神经氨酸酶与唾液酸类

似物的反应不能真实反映病毒和细胞间复杂的作用

过程。流感病毒释放过程的复杂之处在于涉及了血凝

素蛋白与各种天然多形式糖基化的末端唾液酸的相

互作用, 以及神经氨酸酶对 HA-SA 的切割。本研究采

用重组流感病毒模拟流感病毒释放过程, 实现了在

P-2 实验室进行新型甲型流感病毒神经氨酸酶抑制剂

细胞水平评价工作。此外, 本研究在建立了野生型流

感病毒模型的基础上, 还建立了奥司他韦耐药病毒

株评价模型。综上所述, 本研究所建立的细胞水平野

生株与耐药株神经氨酸酶抑制剂评价体系, 为寻找

和评价针对本次爆发的甲型流感病毒神经氨酸酶抑

制剂提供了一个药物评价平台。 
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