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【摘要】 目的 寻求针对SARS-CoV-2、PEDV、TGEV等冠状病毒的广谱抗病毒药物,保障公共卫生安全。 方法 
在细胞水平上评价内体酸化抑制剂巴弗洛霉素A1(bafilomycin

 

A1,Baf-A1)对SARS-CoV-2、PEDV、TGEV
 

3种冠状病

毒的抗病毒效果。其中,SARS-CoV-2的相关试验在其易感细胞Vero
 

E6和Caco-2细胞上进行,PEDV的相关试验在易

感细胞 Vero
 

E6细胞上进行,TGEV的相关试验在易感细胞ST细胞上进行。通过结晶紫染色试验和 CCK8(Cell
 

Counting
 

Kit-8,细胞计数试剂)评价Baf-A1对细胞的毒性作用,通过病毒滴度测定、RT-qPCR检测和CCK8试验评价

Baf-A1对SARS-CoV-2、PEDV、TGEV等冠状病毒的抗性。 结果 12.5
 

μmol/L的Baf-A1表现出对Vero
 

E6细胞的

毒性作用,能显著抑制Vero
 

E6细胞增殖,而Baf-A1对Caco-2细胞和ST细胞的毒性作用浓度分别为2.5
 

μmol/L和

1.0
 

μmol/L及以上。Baf-A1在0.5
 

μmol/L可抑制SARS-CoV-2在Vero
 

E6细胞和Caco-2细胞中的复制,显著提高接

毒细胞的存活率;0.02
 

μmol/L的Baf-A1可抑制PEDV感染Vero
 

E6细胞,提高该细胞存活率;0.04
 

μmol/L的Baf-A1
可抑制TGEV在ST细胞中复制,提高ST细胞存活率。 结论 Baf-A1具有对SARS-CoV-2、PEDV、TGEV等冠状病

毒的广谱抗病毒效果。
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【Abstract】 Objective To
 

seek
 

broad
 

spectrum
 

antiviral
 

drugs
 

against
 

SARS-CoV-2,PEDV,TGEV
 

and
 

other
 

coronaviruses
 

to
 

ensure
 

public
 

health
 

security. Methods In
 

this
 

study,we
 

evaluated
 

the
 

antiviral
 

effect
 

of
 

bafilomycin
 

A1
 

(Baf-A1),an
 

endosomal
 

acidification
 

inhibitor,against
 

SARS-COV-2,PEDV
 

and
 

TGEV
 

coronaviruses
 

at
 

the
 

cellular
 

level.
 

Among
 

them,SARS-CoV-2
 

related
 

tests
 

were
 

performed
 

on
 

its
 

susceptible
 

cells
 

Vero
 

E6
 

and
 

Caco-2,PEDV
 

related
 

tests
 

were
 

performed
 

on
 

its
 

susceptible
 

cells
 

Vero
 

E6,and
 

TGEV
 

related
 

tests
 

were
 

performed
 

on
 

its
 

susceptible
 

cells
 

ST.
 

The
 

cytotoxic
 

effect
 

of
 

Baf-A1
 

was
 

investigated
 

by
 

crystal
 

violet
 

staining
 

assay
 

and
 

CCK8
 

(Cell
 

Counting
 

KIT-8)
 

assay.
 

The
 

resistance
 

of
 

Baf-A1
 

to
 

SARS-CoV-2,PEDV
 

and
 

TGEV
 

was
 

explored
 

by
 

virus
 

titer
 

determination,RT-qPCR
 

and
 

CCK8
 

assay. Results The
 

results
 

showed
 

that
 

12.5
 

μmol/L
 

Baf-A1
 

began
 

to
 

significantly
 

exhibit
 

toxic
 

effect
 

on
 

Vero
 

E6
 

cells
 

and
 

inhibit
 

their
 

proliferation,while
 

the
 

toxic
 

concentration
 

of
 

Baf-A1
 

on
 

Caco-2
 

cells
 

and
 

ST
 

cells
 

was
 

≥2.5
 

μmol/L
 

and
 

≥1.0
 

μmol/L
 

respectively.
 

Therefore,the
 

toxicity
 

concentration
 

of
 

Baf-A1
 

to
 

different
 

cell
 

lines
 

was
 

different,and
 

the
 

antiviral
 

effect
 

of
 

Baf-A1
 

should
 

be
 

evaluated
 

according
 

to
 

this.
 

The
 

results
 

also
 

indicated
 

that
 

Baf-A1
 

at
 

0.5
 

μmol/L
 

could
 

effectively
 

inhibit
 

the
 

replication
 

of
 

SARS-CoV-2
 

in
 

Vero
 

E6
 

cells
 

and
 

Caco-2
 

cells,and
 

could
 

significantly
 

improve
 

the
 

infected
 

cells
 

viability.
 

0.02
 

μmol/L
 

Baf-A1
 

could
 

effectively
 

inhibit
 

PEDV
 

infection
 

in
 

Vero
 

E6
 

cells
 

and
 

improve
 

their
 

viability.
 

0.04
 

μmol/L
 

Baf-A1
 

could
 

significantly
 

inhibit
 

the
 

replication
 

of
 

TGEV
 

in
 

ST
 

cells,and
 

could
 

improve
 

the
 

infected
 

cells
 

viability
 

markedly.
 

Hence,the
 

concentration
 

of
 

Baf-A1
 

exerted
 

the
 

best
 

antiviral
 

effect
 

on
 

different
 

viruses
 

was
 

different. Conclusion Baf-A1
 

has
 

a
 

broad-spectrum
 

antiviral
 

effect
 

against
 

SARS-CoV-2,PEDV
 

and
 

TGEV
 

coronaviruses.
【Key

 

words】 Bafilomycin
 

A1;SARS-CoV-2;PEDV;TGEV;broad-spectrum
 

resistance
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  冠状病毒(coronavirus,CoVs)属于套式病毒目

(Nidovirales)、冠状病毒亚目(Cornidovirineae)、冠状

病 毒 科 (Coronaviridae)、正 冠 状 病 毒 亚 科

(Orthocoronavirinae)[1],是一类具有囊膜包裹的单股

正链RNA病毒,也是目前已知基因组(27-31.5kb)最
大的RNA 病毒[2]。冠状病毒可感染多种哺乳动物

(如人、猫、犬、猪、蝙蝠、鼠等)、鸟类、鱼类等,常引起呼

吸系统、胃肠道疾病及多器官功能障碍[3]。

SARS-CoV-2属于β-CoV,主要感染人的呼吸道,
常引起严重的呼吸系统相关疾病[4]

 

,给人类生命健康

带来了严重威胁,同时导致全球经济下滑。疫苗具有

预防作用,目前已经获批的新冠疫苗主要有灭活疫苗、
病毒载体疫苗、mRNA疫苗、蛋白亚单位疫苗,但是

SARS-CoV-2变种往往可实现免疫逃逸[5],降低以上

疫苗的保护效果。与此同时,人类也正在致力于研发

可防治新型冠状病毒的药物。然而,现阶段临床上被

批准用于预防和治疗SARS-CoV-2的小分子药物种

类仍然十分有限,且这些药物对未成年、孕妇及重症

COVID-19患者的疗效和安全性还有待进一步验证,
高效、特异性高、适用人群范围广且安全的抗SARS-
CoV-2药物还有待进一步研发。

猪流行 性 腹 泻 病 毒(porcine
 

epidemic
 

diarrhea
 

virus,PEDV)和猪传染性胃肠炎病毒(transmissible
 

gastroenteritis
 

virus,TGEV)属于α-CoV,常引起仔猪

肠道疾病,主要表现为腹泻症状[6],这是导致仔猪发病

甚至死亡的重要原因之一[7],给全球养猪业带来巨大

的经济损失。研究发现PEDV和TGEV之间不存在

病毒中和交叉反应[8],所以预防这两种非常相似的猪

疾病需要研发相应病毒的特异性疫苗产品。目前用来

预防TGEV和PEDV的疫苗主要是灭活疫苗和弱毒

疫苗,但这两种疫苗免疫效果较差,并且由于 TGEV
突变株的流行和PEDV的高度遗传多样性,进一步导

致其效果甚微[7,9]。因此,针对TGEV和PEDV的疫

苗仍需进一步研发,同时寻找高效且安全的抗病毒药

物用来防治TGEV和PEDV仍然迫在眉睫。
巴弗洛霉素(bafliomycins,Baf)是一类由链霉菌

发酵产生的含有16元环骨架的多烯大环内脂类抗生

素,化学结构极为特殊,大部分此类化合物侧链结构中

都含有1个六元环的半缩醛结构[10]。目前已报道的

bafilomycins化合物有Baf-A1、A2、B1、B2、C1、C2、D、

E、F、G、H、I、J、K、L等[11]。其中Baf-A1是从灰色链

霉菌中分离得到的大环内酯类抗生素的一个亚类,在

20世纪80年代被确定为第一种特异性V-ATP酶强

抑制剂[12-13]。研究表明,V-ATP酶介导的酸化也是某

些病毒感染细胞的必要条件之一,比如流感和埃博拉

病毒[14]。因此,V-ATP酶有望成为开发广谱抗病毒

药物的新靶点。本实 验 将 SARS-CoV-2、PEDV 和

TGEV一同作为研究对象,观察在易感细胞上Baf-A1
对SARS-CoV-2、PEDV 和 TGEV 的体外抗病毒效

果。

材料与方法

1 材料

1.1 细胞 Vero
 

E6细胞(非洲绿猴肾细胞),Caco-2
细胞(人结肠癌肿瘤细胞)和ST细胞(猪睾丸细胞)由
本实验室保存,用含10%胎牛血清、1%青链霉素的

DMEM培养基培养,置于37
 

℃、5%CO2 的湿润细胞

培养箱中。

1.2 病毒 新型冠状病毒SARS-CoV-2
 

BetaCoV/

Beijing/IME-BJ01/2020,猪流行性腹泻病毒PEDV和

猪传 染 性 胃 肠 炎 病 毒 TGEV 由 本 实 验 室 保 存。

SARS-CoV-2在Vero
 

E6细胞和Caco-2细胞上进行

分离、传代和毒力测定等试验(所有与SARS-CoV-2
相关的活毒试验均在生物安全三级实验室进行);

PEDV在Vero
 

E6细胞上进行分离、传代和毒力测定

等试验;TGEV在ST细胞上进行分离、传代和毒力测

定等试验。

1.3 主要试剂与仪器 Bafilomyclin
 

A1(Med
 

Chem
 

Express公司,HY-12481);CCK-8细胞活性检测试剂

盒(日 本 同 仁 公 司,CK04);结 晶 紫 染 料(碧 云 天,

C0121);QIAamp 病 毒 RNA 提 取 试 剂 盒 (德 国

QIAGEN 公 司,52906);HiScript
 

II
 

U+ 一 步 RT-
qPCR探针试剂盒(南京诺唯赞生物科技公司,Q223-
01)。ABI

 

7500
 

RT-qPCR 仪(Applied
 

Biosystems,

CA,USA)。

2 方法 
2.1 病毒滴度测定 试验前1

 

d将 Vero
 

E6细胞、

Caco-2细胞或ST细胞以2×105 个/孔的密度接种到

6孔培养板中置于37
 

℃、5%CO2 的细胞培养箱中培

养,加毒前2
 

h每孔加入Baf-A1(SARS-CoV-2、PEDV
和TGEV的药物处理组中Baf-A1终浓度分别为0.5

 

μmol/L,0.02
 

μmol/L和0.04
 

μmol/L),接毒剂量为

SARS-CoV-2病毒0.008
 

MOI,PEDV
 

3.89×10-3
 

MOI,TGEV1.0×10-4
 

MOI,培养72
 

h后收取上清和

细胞沉淀,置于-80
 

℃冰箱保存。
在96孔板的每个标准孔内均匀铺入7×103 个

Vero
 

E6细胞或Caco-2细胞,置于37
 

℃、5%CO2 的

细胞培养箱中培养24
 

h,上清用DMEM培养基10倍

梯度稀释后接种到96孔板中(每孔100
 

μL),设置正

常细胞组作为对照;感染2
 

h后,补加100
 

μL含有5%
胎牛血清、1%青链霉素双抗的DMEM 培养基后将细

胞置于细胞培养箱(37
 

℃,5%CO2)中,依照 Reed-
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Muench法计算被测样品的病毒TCID50。

2.2 SARS-CoV-2实时定量PCR(RT-qPCR)检测 
使用QIAamp病毒RNA提取试剂盒对收取的细胞沉

淀提取RNA,使用ABI
 

7500
 

RT-qPCR仪和HiScript
 

II
 

U+一步RT-qPCR探针试剂盒,通过RT-qPCR方

法检测病毒 N基因和E基因拷贝数。RT-qPCR程

序:50
 

℃
 

15
 

min,95
 

℃
 

30
 

s;95
 

℃
 

10
 

s,63
 

℃
 

35
 

s,共

45个循环。根据CT值计算病毒N基因和E基因拷

贝数。检测N基因和E基因的特异性引物如下:N基

因上游引物:5'-GGGGAACTTCTCCTGCTAGAAT-
3';N基因下游引物:5'-CAGACATTTTGCTCTCAA
GCT-3';E基因上游引物:5'-CGATCTCTTGTAGA
TCTGTTCTC-3';E基因下游引物:5'-ATATTGCA
TTGCAGCAGTACGCACA-3'。TaqMan 探 针 序 列

如下:N
 

gene:5'-FAM-TTGCTGCTGCTTGACAGA
TTTAMRA-3';E

 

gene:5'-FAM-ACACTAGCCAT
CCTTACTGCGCTTCG-BHQ1-3'。

2.3 Baf-A1的细胞毒性和抗病毒活性测定 应用

CCK-8试剂盒和结晶紫染料检测Baf-A1对 Vero
 

E6
细胞、Caco-2细胞或ST细胞的毒性以及抗病毒效果,
按说明书操作。

在96孔板的每个标准孔内铺入7×103 个细胞,
置于37

 

℃、5%
 

CO2 的细胞培养箱中培养24
 

h。用

DMEM倍比稀释Baf-A1,Vero
 

E6细胞和Caco-2细

胞的浓度设置为:0.02,0.1,0.5,2.5,12.5
 

μmol/L;

ST细胞的浓度设置为0.008,0.04,0.2,1.0,5.0
 

μmol/L。

CCK8试验:前1
 

d铺有Vero
 

E6细胞、Caco-2细

胞或ST细胞的96孔板弃去旧培养基,每孔加入150
 

μL含有5%胎牛血清、1%青链霉素双抗的DMEM培

养基,然后按50
 

μL/孔加入稀释的对应浓度Baf-A1,
检测抗病 毒 效 果 在 加 毒 前2

 

h给 药,加 毒 剂 量 为

SARS-CoV-2病毒0.008
 

MOI,PEDV
 

3.89×10-3
 

MOI,TGEV1.0×10-4
 

MOI;置于37
 

℃、5%
 

CO2 的

湿润细胞培养箱中培养48~72
 

h,显微镜观察并拍摄

代表性图像,用CCK-8试剂盒检测细胞活性。
具体步骤:(1)用无血清DMEM培养基将CCK-8

试剂稀释10倍,注意CCK-8试剂需避光;(2)弃去96
孔板中的培养基,加入稀释的CCK-8试剂,100

 

μL/
孔;(3)在37

 

℃恒温箱中避光培养2
 

h;(4)取出96孔

板,用TECAN-Spark多功能酶标仪测定450
 

nm处的

吸光度(A)值;(5)检测数据结果转化为正常细胞对照

组的百分比。使用GraphPad
 

Prism
 

6软件处理数据。
结晶紫染色试验:试验处理完成后的细胞培养板

弃去培养基,加入结晶紫染料,染色20~30
 

min,弃去

结晶紫染料,用PBS洗涤3-5遍,拍照。

2.4 统计学分析 所用数据均设有3个重复,所有值

均以平均数±标准差表示。利用 GraphPad
 

Prism
 

8
对试验数据进行t检验和单因素方差分析,P<0.05
为差异有统计学意义。

结 果

1 不同浓度Baf-A1对Vero
 

E6、Caco-2和ST细胞的

毒性

通过CCK-8和结晶紫染色试验测定不同浓度的

Baf-A1对3种细胞的毒性作用。结果显示,Baf-A1在

12.5
 

μmol/L时开始表现出对Vero
 

E6细胞的毒性作

用(图1A),在≥2.5
 

μmol/L时对Caco-2细胞产生明

显毒性作用(图1B),在≥1.0
 

μmol/L时对ST细胞产

生明显毒性作用(图1C)。结晶紫结果与CCK-8结果

相符。

  A Baf-A1处理Vero
 

E6细胞的CCK8结果(前)和结晶紫染色结
果(后) B Baf-A1处理Caco-2细胞的CCK8结果(前)和结晶紫染色
结果(后) C Baf-A1处理ST细胞的CCK8结果(前)和结晶紫染色
结果(后)。a与正常细胞对照组比较,P<0.01。

图
 

1 不同浓度Baf-A1对Vero
 

E6、Caco-2和ST细胞的毒性

A CCK8
 

results
 

(front)
 

and
 

crystal
 

violet
 

staining
 

results
 

(back)
 

of
 

Vero
 

E6
 

cells
 

treated
 

with
 

BAF-A1 B CCK8
 

results
 

(front)
 

and
 

crystal
 

violet
 

staining
 

results
 

(back)
 

of
 

Caco-2
 

cells
 

treated
 

with
 

BAF-
A1 C CCK8

 

results
 

(front)
 

and
 

crystal
 

violet
 

staining
 

results
 

(back)
 

of
 

ST
 

cells
 

treated
 

with
 

BAF-A1.
 

a
 

P<0.01.
Fig.1 Toxicity

 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

Baf-A1
 

on
 

Vero
 

E6,
Caco-2

 

and
 

ST
 

cells

2 Baf-A1抑制SARS-CoV-2在Vero
 

E6细胞和Caco-
2细胞中复制的作用

采用RT-qPCR试验检测SARS-CoV-2感染后细

胞内的 N 基 因 和 E 基 因 拷 贝 数。结 果 显 示,0.1
 

μmol/L和0.5
 

μmol/L的Baf-A1显著降低SARS-
CoV-2在Vero

 

E6细胞和Caco-2细胞中的N基因拷

贝数(图3A)和E基因拷贝数(图3B),以0.5
 

μmol/L
的Baf-A1保护效果最好。通过病毒滴度试验测定
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TCID50(药物处理组中Baf-A1终浓度为0.5
 

μmol/

L),结果显示0.5
 

μmol/L的Baf-A1能够显著降低

Vero
 

E6细胞和Caco-2细胞中的病毒载量(图3C)。

CCK-8试 验 结 果 显 示,Baf-A1 在 0.02、0.1、0.5
 

μmol/L浓度下对感染SARS-CoV-2的Vero
 

E6细胞

(图2A和C)和Caco-2细胞(图2B)均有保护效果,且
在该范围内随着浓度升高保护效果加强,当Baf-A1的

浓度≥2.5
 

μmol/L时保护效果显著减弱甚至产生毒

性作用。表明Baf-A1在0.5
 

μmol/L浓度下对Vero
 

E6细胞和Caco-2细胞中SARS-CoV-2的复制抑制效

果最好,病毒感染后细胞的存活率最高。

  A、C Baf-A1提高SARS-CoV-2感染 Vero
 

E6细胞的存活率 B
 Baf-A1提高SARS-CoV-2感染Caco-2细胞的存活率。黑色标尺=
300

 

μm。a与只接毒组比较,P<0.01。
图

 

2 Baf-A1提高SARS-CoV-2感染细胞的存活率

A,C Baf-A1
 

increased
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

Vero
 

E6
 

cells
 

infected
 

by
 

SARS-CoV-2 B Baf-A1
 

increased
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

Caco-2
 

cells
 

infected
 

by
 

SARS-CoV-2.
 

Black
 

scale=300
 

μm.
 

a
 

P<0.01.
Fig.2 Baf-A1

 

increased
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

SARS-CoV-2
infected

 

cells

  A SARS-CoV-2的N基因拷贝数检测 B SARS-CoV-2的E基
因拷贝数检测 C SARS-CoV-2的病毒滴度测定。a与只接毒组比
较,P<0.01。

图
 

3 Baf-A1抑制SARS-CoV-2在Vero
 

E6和Caco-2
细胞中的复制

A N
 

gene
 

copies
 

number
 

of
 

SARS-CoV-2 B E
 

gene
 

copies
 

number
 

of
 

SARS-CoV-2 C Virus
 

titer
 

determination
 

of
 

SARS-CoV-
2.

 

a
 

P<0.01.
Fig.3 Baf-A1

 

inhibited
 

SARS-CoV-2
 

replication
 

in
 

Vero
 

E6
and

 

Caco-2
 

cells

3 Baf-A1抑制PEDV和TGEV在Vero
 

E6细胞和ST
细胞中复制的作用

通过CCK-8试验检测不同浓度Baf-A1对感染

PEDV的Vero
 

E6细胞以及感染 TGEV的ST细胞

存活率的影响。结果显示,Baf-A1在0.02,0.1,0.5,

2.5
 

μmol/L浓度下对感染PEDV的Vero
 

E6细胞产

生了较好的保护效果,显著提高了被感染细胞存活率,
其中0.02

 

μmol/L的Baf-A1保护效果最好(图4A和

C);在0.008,0.04,0.2
 

μmol/L浓度下对感染TGEV
的ST细胞表现出较好的保护效果,显著提高了被感

染细胞存活率,其中0.04
 

μmol/L的Baf-A1保护效

果最好(图4B和 D)。病毒滴度试验测定 TCID50
(PEDV和TGEV的药物处理组中Baf-A1终浓度分

别为0.02
 

μmol/L和0.04
 

μmol/L),结果显示0.02
 

μmol/L的 Baf-A1能够显著降低
 

Vero
 

E6细胞中

PEDV病毒载量(图5A),0.04
 

μmol/L的Baf-A1显

著降低ST细胞中 TGEV 病毒载量(图5B)。表明

Baf-A1在0.02
 

μmol/L浓度下对 Vero
 

E6细胞中

PEDV的复制抑制效果最好,病毒感染后细胞的存活

率最高;Baf-A1在0.04
 

μmol/L浓度下对ST细胞中

TGEV的复制抑制效果最好,病毒感染后细胞的存活

率最高。

  A、C Baf-A1提高PEDV感染 Vero
 

E6细胞存活作用 B、D 
Baf-A1提高TGEV感染ST细胞存活作用。黑色标尺=300

 

μm,a与
只接毒组比较,P<0.01。

图
 

4 Baf-A1提高PEDV和TGEV感染细胞的存活率作用

A,C Baf-A1
 

increased
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

Vero
 

E6
 

cells
 

infected
 

by
 

PEDV B,D Baf-A1
 

increased
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

ST
 

cells
 

infected
 

by
 

TGEV.
 

Black
 

scale=300
 

μm.
 

a
 

P<0.01.
Fig.4 Baf-A1

 

increased
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

PEDV
 

and
 

TGEV
 

infected
 

cells

讨 论

SARS-CoV-2已有 Alpha(B.1.1.7)、Beta(B.1.
351)、Gamma(P.1)、Delta(B.1.617.2)、Epsilon(B.
1.427/

 

B.1.429)[15-16]、Lota(B.1.526)[17]和Omicron
(B.1.1.529)[18]等变异株,这些变异株的传播性加快

加强,毒力增加,降低了现有诊断技术、疫苗及疗法的

有效性[19],给新冠疫情防控带来了新的巨大挑战。与

SARS-CoV-2一样,PEDV和 TGEV也在不断突变,
降低了现有疫苗的保护效果。因此,开发广谱、高效且

安全的抗冠状病毒药物来防治SARS-CoV-2、TGEV
和PEDV势在必行。
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  A PEDV的病毒滴度测定 B TGEV的病毒滴度测定。a与只
接毒组比较,P<0.01。

图
 

5 Baf-A1抑制PEDV和TGEV在易感细胞中的复制

A Virus
 

titer
 

determination
 

of
 

PEDV  B  Virus
 

titer
 

determination
 

of
 

TGEV.
 

a
 

P<0.01.
Fig.5 Baf-A1

 

inhibited
 

PEDV
 

and
 

TGEV
 

replication
 

in
 

susceptible
 

cells

V-ATP酶是一种杂多聚酶,广泛分布于内体、溶
酶体等细胞器膜上,可使质子(H+)跨膜转运,进而调

节pH值、自噬、酶活性、蛋白质降解等细胞过程。此

外,V-ATP酶介导的酸化可靶向抑制结核分枝杆菌、
嗜肺军团菌或副溶血弧菌等微生物病原体。同时,V-
ATP酶介导的酸化也是某些病毒感染细胞的必要条

件之一,比如流感和埃博拉病毒[14]。因此,V-ATP酶

有望成为开发广谱抗病毒药物的新靶点。Baf-A1是

来源于灰色链霉菌的一种大环内酯类抗生素,是靶向

内体和溶酶体而抑制细胞自噬的药物,其通过特异性

抑制V-ATP酶活性,阻止内体和溶酶体腔内酸化、溶
酶体蛋白酶活化及自噬体内容物降解[20]。研究显示,

Baf-A1基于该机制发挥其对甲型流感病毒、乙型流感

病毒[21]、呼吸道合胞病毒[22]、SARS-CoV[23]、寨卡病

毒[24]和水痘带状疱疹病毒[25]等的抗病毒效果。
前期研究表明,Baf-A1在体外(Vero

 

E6、hACE2-
293T、Huh-7)及体内(hACE2转基因小鼠)可以有效

抑 制 SARS-CoV-2 复 制,发 挥 抗 SARS-CoV-2 作

用[26]。在此 基 础 上 进 一 步 通 过 结 晶 紫 染 色 试 验、

CCK8试验、病毒滴定试验和RT-qPCR检测,分别在

Caco-2、Vero
 

E6、ST细胞上评价了Baf-A1的细胞毒

性作用及对SARS-CoV-2、PEDV、TGEV的抗病毒效

果。结果显示,Baf-A1在12.5
 

μmol/L时开始显著表

现出对 Vero
 

E6细胞的毒性作用,在大于等于2.5
 

μmol/L时对Caco-2细胞产生明显毒性作用,在大于

等于1.0
 

μmol/L时对ST细胞产生明显毒性作用,表
明Baf-A1对不同细胞系的毒性作用浓度不同,评价其

抗病毒效果时应据此设置相应的药物浓度梯度。结果

还显示,Baf-A1在0.02,0.1,0.5
 

μmol/L浓度下对攻

毒0.008
 

MOI
 

SARS-CoV-2的Vero
 

E6细胞和Caco-

2细胞均有保护效果,特别是在0.5
 

μmol/L浓度下对

Vero
 

E6细胞和Caco-2细胞中SARS-CoV-2的复制

抑制效果最好,被感染细胞的存活率最高。Baf-A1在

0.02,0.1,0.5,2.5
 

μmol/L浓度下对攻毒3.89×
10-3

 

MOI
 

PEDV的Vero
 

E6细胞产生了较好的保护

效果,显 著 提 高 了 感 染 细 胞 的 存 活 率,其 中0.02
 

μmol/L的Baf-A1保护效果最好,可显著降低被感染

细胞的病毒载量。Baf-A1在0.008,0.04,0.2
 

μmol/

L浓度下对攻毒1.0×10-4
 

MOI
 

TGEV的ST细胞表

现出较好的保护效果,显著提高了感染细胞的存活率,
其中0.04

 

μmol/L的Baf-A1保护效果最好,可显著

降低被感染细胞的病毒载量。由此可见Baf-A1对不

同病毒发挥最佳抗病毒效果的浓度有所不同。
尚超等[27]采用hACE2转基因小鼠评价Baf-A1

的抗病毒效果,结果显示(0.1
 

mg/kg)Baf-A1给药6d
能抑制SARS-CoV-2在小鼠肺组织中的复制,并改善

病毒所致肺炎样病理改变。值得注意的是,高浓度的

Baf-A1会展现出毒性作用,在进一步将其开发为临床

抗SARS-CoV-2、PEDV和 TGEV治疗药物之前,需
进一步明确其作用机制,并在非人灵长类、猪群等易感

动物模型上全面深入研究其安全性和有效性。
本研究联合应用 Vero

 

E6、Caco-2、ST细胞评价

了bafilomycin
 

A1的 体 外 抗 SARS-CoV-2、PEDV、

TGEV作用,结果表明在有效浓度范围内Baf-A1显

著抑 制 SARS-CoV-2在 Vero
 

E6和 Caco-2 细 胞、

PEDV在Vero
 

E6细胞、TGEV在ST细胞中的复制,
发挥明显的抗病毒效果,显著提高被感染细胞的存活

率,表明Baf-A1具有广谱抗冠状病毒效果,但需要在

动物模型上作进一步验证。
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