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SARS-CoV-2非感染性细胞-细胞融合模型的构建*

单静,杨曼清,尚方建,刘奇**

(大理大学基础医学院病原生物学综合实验室,云南大理
 

671000)

【摘要】 目的 构建一种基于SARS-CoV-2
 

S蛋白介导的非感染性、可视化细胞-细胞融合模型,用于检测SARS-CoV-2
进入抑制剂的抑制活性。 方法 构建可同时表达SARS-CoV-2

 

S蛋白和绿色荧光蛋白EGFP的重组质粒pAAV-
EGFP-SARS2-S,在293T细胞瞬时表达(293T/EGFP/SARS-2),将其与靶细胞 Huh-7共同培养,模拟病毒侵染靶细胞,

分别在2、8、12、24、48
 

h于荧光显微镜下观察并记录细胞不同时间的融合情况,同时在该模型上评价SARS-CoV-2进入

抑制剂EK1的活性。 结果 荧光显微镜观察293T/EGFP/SARS-2和Huh-7细胞混合后的细胞融合情况:4
 

h后发生

融合,24
 

h后可形成大面积融合。SARS-CoV-2进入抑制剂EK1能抑制细胞融合,且呈剂量依赖,其IC50 为(287±
1.78)nmol/L。 结论 成功构建无感染性、成本低廉的SARS-CoV-2进入抑制剂药物检测筛选融合模型,可对天然小

分子化合物进行筛选,为冠状病毒药物的研发提供了一种检测途径。
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【Abstract】 Objective To
 

construct
 

a
 

non-infectious
 

and
 

visual
 

cell-cell
 

fusion
 

model
 

mediated
 

by
 

SARS-CoV-2
 

S
 

protein
 

to
 

detect
 

the
 

inhibitory
 

activity
 

of
 

SARS-CoV-2
 

entry
 

inhibitors. Methods The
 

recombinant
 

plasmid
 

pAAV-
EGFP-SARS2

 

was
 

constructed
 

to
 

express
 

both
 

SARS-CoV-2
 

S
 

protein
 

and
 

green
 

fluorescent
 

protein
 

EGFP.
 

The
 

recombinant
 

plasmid
 

PaAV-EGFP-SARS2
 

was
 

transient
 

expressed
 

in
 

293T
 

cells
 

(293T/EGFP/SARS-2)
 

and
 

co-cultured
 

with
 

target
 

cell
 

Huh-7
 

to
 

simulate
 

virus
 

infection
 

of
 

target
 

cells.
 

Fluorescence
 

microscopy
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

and
 

record
 

the
 

fusion
 

of
 

cells
 

at
 

different
 

times
 

at
 

2,8,12,24
 

and
 

48
 

h.
 

Meanwhile,the
 

activity
 

of
 

SARS-CoV-2
 

entry
 

inhibitor
 

EK1
 

was
 

evaluated
 

on
 

this
 

model. Results Fluorescence
 

microscope
 

observation
 

of
 

cell
 

fusion
 

after
 

mixing
 

293T/EGFP/

SARS-2
 

and
 

Huh-7
 

cells:fusion
 

occurred
 

4
 

hours
 

later,and
 

large-scale
 

fusion
 

could
 

be
 

formed
 

24
 

hours
 

later.
 

The
 

entry
 

inhibitor
 

EK1
 

of
 

SARS-CoV-2
 

can
 

inhibit
 

cell
 

fusion
 

in
 

a
 

dose-dependent
 

manner,with
 

an
 

IC50
 

of
 

(287±1.78)
 

nmol/L.
 Conclusion Successfully

 

constructed
 

a
 

non-infectious
 

and
 

low-cost
 

SARS-CoV-2
 

inhibitor
 

drug
 

detection
 

and
 

screening
 

fusion
 

model,which
 

can
 

screen
 

natural
 

small
 

molecule
 

compounds
 

and
 

provide
 

a
 

detection
 

pathway
 

for
 

the
 

development
 

of
 

coronavirus
【Key

 

words】 SARS-CoV-2;
 

cell-cell
 

fusion;
 

inhibitor
 

of
 

entry

***2019年末新型冠状病毒肺炎(coronavirus
 

disease-
19,COVID-19)爆发并迅速传播,疫情涉及全球大部

分国家和地区,截至2022年10月底,全球已累计确诊

病例超过6.1亿,累计死亡超过659万。因此亟待开

发有效的抗病毒药物用于控制COVID-19的传播。
新 型 冠 状 病 毒 (severe

 

acute
 

respiratory
 

syndrome
 

corona-virus
 

2,SARS-CoV-2)是COVID-19
的病原体,为单股 正 链 RNA 的β属 冠 状 病 毒,与

 

SARS
 

病 毒 (severe
 

acute
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus,SARS)具较高同源性[1],其基因组约为

30
 

kb,编 码4个 结 构 蛋 白,包 括 刺 突 蛋 白(Spike
 

Protein,S蛋白)、膜蛋白(Membrane
 

Protein,M 蛋

白)、囊膜蛋白(Envelope
 

Protein,E蛋白)和核衣壳蛋

白(Nucleocapsid
 

protein,N蛋白),与病毒的构成和功

能密切 相 关;同 时 编 码 主 蛋 白 酶(Main
 

Protease,

Mpro)、木瓜样蛋白酶(Papain-like
 

Protease,PLpro)
及RNA依赖的RNA聚合酶(RNA-dependent

 

RNA-
polymer-ase,RdRp)等非结构蛋白[2],在病毒的复制

周期中发挥重要作用。其中S蛋白的S1亚基受体结
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合域负责与靶细胞表面的ACE受体特异性结合[3],并
借助宿主体内多种蛋白酶的辅助参与病毒和细胞的膜

融合,作为感染的第一步。尽管已有多种新冠疫苗被

批准上市且接种次数高达129.3亿次,但不断出现的

变异 株 (variant
 

of
 

concern,VOC)[4]如 奥 密 克 戎

(omicron)使病毒具有更高的传播性和致病性,并不断

挑战着现有疫苗的有效性。因此抗病毒药物的研发仍

然是应对此次新冠疫情的重要手段。
由于SARS-CoV-2的活病毒检测需要在生物安

全三级实验室进行,这在一定程度上限制了SARS-
CoV-2的研究。本研究拟构建一种能同时表达绿色荧

光蛋白GFP和SARS-CoV-2的S蛋白基因的真核表

达质粒,瞬时转染293T细胞。结合SARS-CoV-2进

入细胞的分子机制,将其作为效应细胞 与 靶 细 胞

Huh7共同培养(模拟 SARS-CoV-2进入细胞的步

骤),构建SARS-CoV-2的非感染性、可视化细胞-细胞

融合模型(图1)。该模型为一种无病毒感染风险、可
视化、能够在普通实验室进行操作的SARS-CoV-2细

胞-细胞融合模型,可用于在化合物库及天然药物提取

物中快速筛选SARS-CoV-2进入抑制剂。

图
 

1 细胞-细胞融合模型构建过程

Fig.1 Cell-cell
 

fusion
 

model
 

construction
 

process

材料与方法

1 材料

1.1 菌株、质粒和细胞感受态细胞 (DH-5α)购于天

根生物科技有限公司;含SARS-CoV-2
 

S基因的表达

质粒pcDNA3.1-SARS2、293T细胞及 Huh-7细胞为

本实验室保存。多肽EK1(SLDQINVTFLDLEYEM-
KKDEEAIKKLEESYIDLKEL)和多肽T1144(TTW-
EAWDRIAEYAARIEALLRALQEQQEKNEAALR-
EL)均由浙江昂拓莱公司合成。

1.2 主要试剂 EcoRI和XhoI限制性内切酶及T4
 

DNA 购 于 美 国 Takara公 司;Phanta
 

Max
 

Super-
Fidelity

 

DNA
 

Polymerase
 

PCR扩增试剂盒购自南京

诺唯赞生物科技股份有限公司;快速小提质粒试剂盒

和大提质粒试剂盒及DNA纯化试剂盒购自天根生化

科技有限公司;EZ
 

Trans细胞转染试剂购自Life-iLab
李记生物公司;DMEM培养基及细胞冻存液购自大连

美仑 生 物 科 技 有 限 公 司;胎 牛 血 清 购 自 美 国

TheromoFisher公司;胰蛋白酶及青链霉素混合液购

自北京索莱宝科技有限公司。

2 方法

2.1 重 组 质 粒 pAAV-EGFP-SARS2的 构 建 将

pcDNA3.1-SARS2 与 pAAV-IRES-GFP 分 别 用

EcoRI和XhoI双酶切。酶切体系(100
 

μL):EcoRI和

XhoI各2
 

μL,FastDigest
 

Green
 

Buffer
 

10
 

μL,DNA
 

2
 

μg,补水至100
 

μL。37
 

℃酶切20
 

min后于1%琼脂

糖凝胶电泳回收目的片段,纯化后与pAAV-IRES-
GFP载体连接。连接体系:载体100

 

ng,插入片段与

载体按7∶1摩尔比加入,T4
 

DNA
 

Ligase
 

Buffer
 

2
 

μL,T4
 

DNA
 

Ligase
 

1
 

μL,补水至20
 

μL,混合后置4
 

℃反应过夜。取连接产物转化DH-5α感受态细胞,涂
板培养后挑取单个菌落克隆,使用小提质粒试剂盒提

取质粒进行酶切验证,阳性克隆委托昆明擎科生物科

技公司测序。

2.2 细 胞 培 养 及 转 染 效 应 细胞293T与靶细胞

Huh7培养条件为37
 

℃、5%
 

CO2 恒温培养箱,均采

用添加10%胎牛血清和1%青链霉素的高糖DMEM
培养基进行培养。293T细胞铺于6孔板培养24

 

h后

用于转染,每孔细胞约为5×105 个。待贴壁细胞形态

良好且密度达80%以上时,采用EZ
 

Trans转染试剂

进行转染:取3
 

μg质粒DNA,用122μL无血清及抗生

素的DMEM 培养液稀释,取9
 

μL
 

EZ
 

Trans用116
 

μL无血清和抗生素的DMEM 培养液稀释,然后将稀

释的EZ
 

Trans转染试剂缓慢加入已稀释的质粒DNA
中,室温放置15

 

min,形成EZ
 

Trans复合物。将上述

250
 

μL
 

EZ
 

Trans-DNA转染复合物均匀滴入293T细

胞培养孔中,在37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱中轻轻摇晃培

养以使EZ
 

Trans-DNA复合物均匀分布。转染后12
~18

 

h,将含EZ
 

Trans-DNA复合物的培养基弃去,更
换新鲜培养液,继续培养至36~48

 

h。转染pAAV-
IRES-GFP-SARS2质粒的293T 细胞命名为293T/

SARS2/EGFP细胞,并以转染pAAV-EGFP质粒的

293T细胞(命名为293T/EGFP细胞)作对照。
无胰酶介导的细胞-细胞融合:以293T/EGFP细

胞作为阴性对照与293T/SARS2/EGFP细胞进行对

比。将DAPI试剂(1
 

mg/mL)稀释成15
 

μg/mL,以

1/10培养基体积分别加入已转染的293T细胞培养基

和Huh-7细胞培养基中,于37
 

℃、5%CO2 环境下培

养2
 

h,用PBS洗去DAPI染液;加入胰蛋白酶,分别

将293T和 Huh-7细胞消化成单个细胞,在波长360
-400

 

nm的激发光下观察DAPI染色情况。弃去转
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染293T细胞上清,及无菌PBS清涤两次。每孔加入

500
 

μL的胰酶,于37
 

℃、5%
 

CO2 环境静置3
 

min至

晃动六孔板细胞脱落时终止消化。重悬细胞,800
 

r/

min(离心半径15.6
 

cm)离心3
 

min,弃上清,用10%
 

FBS培养基重悬细胞。分别将293T/EGFP/
 

SARS-2
细胞加入已铺 Huh-7细胞的96孔板,200

 

μL/孔,于

37
 

℃、5%
 

CO2 条件下继续培养,在荧光显微镜下观

察并记录细胞融合情况。

2.3 EK1抑制活性测定 为检测在该模型上SARS-
CoV-2进入抑制剂的效果,选择冠状病毒广谱进入抑

制剂EK1进行试验,同时用T1144作阴性对照(一种

HIV融合抑制剂)[5-6],测定其在本模型的抑制活性。

293T/SARS-2/EGFP与 Huh7共培养作为阳性孔,

293T/EGFP与Huh7共培养作为阴性孔,以EK1与

293T/SARS-2/EGFP及 Huh7共培养作为检测孔。
于10

 

h后,计算各孔的细胞融合情况,同时计算检测

孔中
 

EK1对细胞融合的抑制率。抑制率(%)=[1-
(E-N)/(P-N)]×100%。

结 果

1 293T/SARS-2/EGFP质粒的构建和鉴定

通过 双 酶 切 将 SARS-CoV-2 连 接 于 PAAV-
IRES-GFP载体中,连接产物转化DH-5α感受态细胞

进行培养。提取质粒,用EcoRI和XhoI进行双酶切

鉴定,得到6.1
 

kb的载体片段和3.8
 

kb的SARS-
CoV-S基因片段(图2A),重组质粒pAAV-EGFP-
SAR2-S构建成功。测序后进行Blast比对,结果与

SARS-CoV-2基因序列完全吻合。

  A pAAV-IRES-GFP-SARS-2双 酶 切 鉴 定 B pAAV-IRES-
GFP-SARS-2表达的绿色荧光

图
 

2 重组质粒的鉴定及转染

A  pAAV-IRES-GFP-SARS-2Double
 

enzyme
 

digestion
 

identification  B  pAAV-IRES-GFP-SARS-2Green
 

fluorescence
 

expression
Fig.2 Identification

 

and
 

transfection
 

of
 

recombinant
 

plasmids

pAAV-EGFP-SARS2-S经大提质粒后转染293T

细胞(293T/SARS-2/EGFP),结果如图2B。该质粒

成功表达GFP。

2 细胞-细胞融合模型的构建

SARS-CoV-2病 毒 可 感 染 Huh-7[7],因 此 使 用

Huh-7作为细胞融合实验的靶细胞。分别用pAAV-
EGFP-SARS2-S和pAAV-EGFP转染至293T细胞,
获得细胞293T/EGFP/SARS2与293T/EGFP细胞。
然后分别将其与 Huh-7共孵育。该效应细胞特异识

别细胞上的受体,两者发生融合(图3)。

  A-E 分别为293T/EGFP/SARS2细胞与 Huh7细胞混合2、8、
12、24、48

 

h后的细胞融合形态 F 293T/EGFP细胞与 Huh7细胞混
合24

 

h阴性对照
图

 

3 293T/EGFP/
 

SARS2与
 

Huh-7的细胞-细胞融合(10×)
A-E shows

 

the
 

fusion
 

morphology
 

of
 

293T/EGFP/SARS2
 

cells
 

mixed
 

with
 

Huh7
 

cells
 

at
 

2,8,12,24,and
 

48
 

hours,respectively. F 
shows

 

293T/EGFP
 

cells
 

mixed
 

with
 

Huh7
 

cells
 

at
 

24
 

hours
 

negative
 

control
Fig.3 293T/EGFP/

 

SARS2
 

with
 

Huh-7
 

cell-cell
 

fusion(10×)

由上图可见,效应细胞293T/EGFP/SARS2与靶

细胞Huh-7在37
 

℃共同培养4
 

h后,细胞与细胞发生

融合。与未融合细胞相比,融合细胞的面积增大,荧光

强度变弱。这是因为细胞发生融合时EGFP从效应

细胞293T/EGFP/SARS2扩散到靶细胞 Huh-7中,
导致细胞中的绿色荧光蛋白重新分布。对照组293T/

EGFP细胞未发生融合。表 明 以 上 细 胞 融 合 是 由

SARS-CoV-2
 

S介导的。培养24
 

h后,在光学视野和

荧光视野均观察到效应细胞与靶细胞之间形成了更大

的融合,而对照组未发生融合,也未形成大的合胞体。

DAPI是常用于活细胞和固定细胞染色的一种荧光染

料,可透过细胞完整的细胞膜并与细胞核中的双链

DNA强力结合,在364
 

nm波长激发后产生比DAPI
自身强20多倍的蓝色荧光。用DAPI对融合细胞(2
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h的融合形态)进行细胞核染色,可见未发生融合的细

胞只有一个细胞核,而发生融合的细胞中有两个或多

个 细 胞 核 (图 4)。表 明 效 应 细 胞 293T/EGFP/
 

SARS2与靶细胞发生融合后绿色荧光范围增大,荧光

强度减弱,形成核包体。

  A 绿色荧光视野下的融合细胞 B DAPI染色后的细胞核 C
 绿色荧光和DAPI染色的重叠图片 D 融合细胞的白光视野

图
 

4 融合细胞的细胞核染色(40×)
A Fusion

 

cells
 

under
 

green
 

fluorescence
 

field
 

of
 

view B DAPI
 

stained
 

nuclei C Overlapping
 

images
 

of
 

green
 

fluorescence
 

and
 

DAPI
 

staining D White
 

light
 

field
 

of
 

view
 

of
 

fused
 

cells
Fig.4 Nuclear

 

staining
 

of
 

fused
 

cells
 

(40×)

3 EK1对SARS-CoV-2
 

S介导的细胞-细胞融合抑制

活性

结果表明,冠状病毒广谱进入抑制剂EK1能抑制

SARS-CoV-2
 

S诱导的细胞-细胞融合,且呈剂量依

赖,IC50为(287±1.78)nmol/L。对照组T1144无细

胞融合抑制作用(图5)。

图
 

5 SARS-CoV-2
 

S
 

介导的细胞-细胞融合模型药物活性测定

Fig.5 Inhibitory
 

activity
 

of
 

SARS-CoV-2
 

entry
 

inhibitor
on

 

envmediated
 

cell-cell
 

fusion
 

model
 

of
 

SARS-CoV-2
 

S

讨 论

冠状病毒主要是通过受体介导的膜融合径入侵宿

主细胞,包括S蛋白与受体结合、S蛋白发生裂解、病
毒与宿主细胞膜融合3个步骤。冠状病毒通过RBD
区识别宿主细胞膜表面受体人血管紧张素转换酶

(Angiotensin-converting
 

enzyme
 

2,ACE2)并与之结

合,随后S1与
 

S2分子之间结合力减弱,或被宿主蛋

白酶将S蛋白酶解为S1和S2。病毒与宿主细胞融合

后S2构象改变,并将疏水FP插入细胞内体膜 HR1
和HR2通过反向折叠形成六螺旋束,使得病毒囊膜

与内体膜靠近发生膜融合,释放核衣壳或病毒基因组

到细胞质中[8]。研究表明,SARS-CoV-2
 

S蛋 白 的

RBD与宿主细胞
 

ACE2
 

之间具有极强的亲和力,RBD
结构域亲和力是SARS-CoV

 

S蛋白的10~20倍[9]。

S蛋白是介导SARS-CoV-2入侵靶细胞的关键蛋白,
是研发抗病毒药物及疫苗的重要靶点。

冠状病毒抑制剂是冠状病毒药物开发的重要方

向。SARS-CoV-2进入细胞抑制剂可分为三类:一是

靶向刺突蛋白进入细胞抑制剂,分别以刺突蛋白RBD
和HR1为靶点阻断病毒与受体融合的蛋白多肽抑制

剂。小分子抑制剂如肝素、依诺肝素抑制剂能够模仿

SARS-CoV-2
 

进入 细 胞 所 需 蛋 白 HS而 与 S蛋 白

RBD区域竞争性结合,抑制病毒与细胞膜表面受体结

合。二是靶向细胞受体抑制剂,如以氯碘羟喹为主的

靶向 ACE的抑制剂能结合 ACE2受体,从而抑制

SARS-CoV-2感染细胞。三是靶向SARS-CoV-2辅

助蛋白的抑制剂,包括靶向 TMPRSS2的抑制剂、靶
向CatB/L的抑制剂、靶向furin的抑制剂等[1]。进入

抑制剂能在病毒入侵宿主细胞前发挥作用,可切断病

毒的传播路径。因此可优先考虑其在预防和治疗新型

冠状肺炎中的作用。EK1为首个冠状病毒通用融合

抑制剂,已被证实可广谱抑制多种人冠状病毒和一些

蝙蝠来源的SARSr-CoV 的感染[10]。因此研究选用

EK1作为本模型的HCoV进入抑制剂。
关于冠状病毒进入抑制剂研究倍受重视,但药物

的开发仍存在诸多问题,如进入抑制剂的筛选方法。
目前采用的筛选方法包括虚拟筛选法、FRET筛选法

和表型筛选法。虚拟筛选法虽经济高效但容易出现假

阳性;FRET筛选法易出现假阳性且成本较高;表型筛

选法需要在生物安全P3级生物安全实验室进行,有
一定局限性[11]。本研究参照 MERS-CoV

 

S蛋白的细

胞细胞融合模型[12],HIV-1临床株SC42无感染性细

胞-细胞融合模型的构建[13],以及 HIV
 

NL4-3病毒株

非感染性细胞细胞融合模型的构建[14],建立了一种可

视化的、无感染的SARS-CoV-2检测模型。该模型用

同时表达SARS-CoV-2
 

S蛋白及GFP的重组质粒瞬

时转染293T细胞,再将转染后的293T细胞与靶细胞

Huh-7共同培养,可模拟病毒的进入过程,待细胞发生

融合的2、4、8、12、24、48
 

h分别在在荧光显微镜下进

行计数,通过细胞融合情况评价SARS-CoV-2进入抑

制剂的抑制效果,且无感染性。此模型的构建可以在
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普通实验室内进行,且方法简单、成本低廉,具有较高

的特异性,可作为SARS-CoV-2进入抑制剂的筛选模

型对天然小分子化合物进行筛选,为冠状病毒药物的

研发提供了一种检测途径。
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