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用猴艾滋病 D型逆转录病毒筛选抗艾滋病药物 

实验模型的建立及应用‘ 

郑’永唐 

提 要 以药物对合胞体形 

震 ／650223 ／ ／ (中国科学院昆明动物研究所．昆明 ) J＼之， t 
成的抻翻和对细胞的毒性作为检测指标．应用虢艾滋病 D塑逆转录病 

占·7 
毒(SRV)／1Laji细胞系统建立了体外筛选抗艾滋病药物的实验模型。AZT和天花粉蛋白可显著地 

抑制 SRV诱导的合胞体形成，它们的选择指数(s1)分别 为数 13500和 8812。用该模型筛选了 46 

Syndrome，AIDS)是由人免疫缺陷病毒(Human Immunodeficiency Vin~s，HIV)引起的传染病。 

由于其流行广、病死率极高．寻找新的抗艾滋病药物成为当务之急。筛选抗艾滋病药物．主要 

采甩 HIV／人 T淋巴细胞系的模型进行体外筛选。由于必须在特殊实验室进行，所以不少学 

者探索甩动物逆转录病毒，如山羊关节炎 一脑炎病毒((：AEv)．猫白血病病毒(FIV)，猴免疫缺 

陷病毒(SIV)，Viana病毒，马传染性贫血病毒(EIAV)及牛免疫缺陷病毒(BIV)等，作为模型． 

来进行药物筛选和研究药物的作用机制lI 。 

猴艾滋病(SAIDS)是研究人艾滋病的主要动物模型"】。SAIDS的病原体有猴艾滋病 D 

型逆转录病毒(Simian AIDS type D retrovirus，SRV)和猴免疫缺陷病毒(Simian immunodefi． 

ciency v ．SIV)~种。Tsai等人曾发现，抗 HIV药物AZTddC和 ddA能影响SRVI感染的 

Raji细胞的合胞体的形成，病毒抗原的表达和逆转录酶的水平【4]。但未见利用 SRV作为筛选 

抗艾滋病药物模型的报道。我们在HIV研究的专用 P3实验室建立之前，为了建立一种安全 

可靠、可以快速筛选抗艾滋病药物的实验模型，甩 SRV作为体外筛选模型，将合胞体形成抑制 

试验和药物对细胞的毒性作为药物筛选模型中的观察指标．对该模型筛选抗艾滋病药物的可 

行性进行了研究．并筛选了几十种天然化合物．取得了很好的效果。 

材料与方法 

I 药物 

3一叠氮胸腺嘧啶脱氧核苷(AZT，3 一Azido一3 一deoxythyraid]ne)购自 Sigma公司。结晶天花粉蛋白 

(Trichosamhin，TCS)为中国科学院上梅有机化学研究所金善炜教授提供，SOS—PAGE为电泳纯．溶解于生理 
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盐水，0．22呷 滤膜除菌，测定蛋白质浓度后分装。置 一20℃保存。其它待筛选天然化台物分别由中国科学院 

昆明植物研究所 J：海有机化学研究所、上海药物研究所等提供。 

2 细胞 

R对i细胞为 P．Marx博士 (California Primate Research Center，University of California，USA)惠赠。培养 

基为RPMI一1640(Gibeo)。含有 l0％小牛血清，2mfn0I／L谷氨酰胺，10mnml／LHEPES(Sigma)．50mmol／L 2 

一 ME(Bi0一Rad)，l∞ mL的青、链霉索 

3 病毒的制备 

SRV1由P．Marx博士惠赠。收集SRVI感染 Raii细胞后第 7～8天的培养上清。用 Minitan超滤系统 

(Millipore)浓缩 lO倍。截留分子量为加 万 I【E 滴定感染性扁毒，置液氟保存。 

4 细胞毒性试验 

取 5x 10‘，mLRaji细胞悬灌 100 L加至 96孔细胞培养板(c∞t )中，与不同谁度的药物溶藏棍台，每个 

浓度设置 6十孔，置 37℃，5％o 培养箱中培养。第三天补充新鲜完垒培养基．第 6天按前述方法测定其细 

胞毒性Ⅱ】。每孔加 5mg／mLMTT(sg蝴 )溶藏20 Lt37℃ 5％0 细胞培养箱中孵育 4 h，每孔滴加 200 uL 

20％ SDS一50％DMF，37℃孵育4 h，用 Bio—Rad 3550EL[SA仪测定OD值(595／655 nm)。ICS0是对 50％ 

的 i细胞产生毒性时的药物浓度。 

5 台_目体形成抑棚试验 

在96孔平底细胞培养板上，将药物用完全培养基进行 5倍倍比稀释，共 l0十稀释度，每孔 100 ttL，设 6 

十重复孔，同时设置正常细啦对照．SRV|感染细胞对照。每孔含 l×l 个 R舒细胞，加入谁缩 SRV|上请， 

感染复数(MOI)为 1：1 3。置培养箱内培养，第 3天补加新鲜完全培养基 100 。第 6天后观察药物对台胞 

体形成的影响。在 100倍的倒置显镦镜下，选取 5个不重叠的视野，计敷 SRVI病毒诱导 Raii细胞形成台胞 

体数。ECS0为抑制台胞体形成达 50％时的药物浓度。选择指教(SelectivityIndex，S1)为 IC50／EC50的比 

值 。 

结果和讨论 

1 SRV体外筛选药物实验模型的建立 

为了鉴别 SRV1感染 Raii细胞形成的合胞体，测定了正常细胞和合胞体细胞的平均直径。 

合胞体细胞的平均直径是正常细胞的6倍。合胞体形成的数量与SRV1感染剂量有一定的量 

效关系。我们模索了筛选药物的最适 MOI值。为了验证此模型的可行性，用 AZT进行了比较 

实验。AZT是一种类核苷酸类抑制逆转录酶的药物，是 目前被美国 FDA批准的少数几种可 

用于ll缶床的抗 HIV药物．结果表明 AZT抗 SRV的选择指数与国外其它实验室利用体外抗 

HIV药物的筛选模型所得出的选择指数基本吻合 (见表 1；图 1)。 

2 天花粉蛋白对 SRV1的体外抑制作用 

天花粉蛋白(TCS)是从中药葫芦科植物栝搂[TrichosⅡ thes kiritozvii Maxim (CucⅢ一 

bltaeeae)]的球根中提取的一种由247个氨基酸组成的单链核糖体失活蛋白(Ribosome inacti— 

rating protein，RIP) 。TCS在体内外有抑制 HIV繁殖的作用，有些方面优于 AZT。TCS 

不仅能抑制 CD 4+T细胞内HIV一1的繁殖，而且对抑制单核 一巨噬细胞内 HIV—l的复制 

特别有效 ⋯。我们以此实验模型检 删了TCS对 SRV1体外增殖的影响。从图2可见，TCS 

显著地抑制SRV1的繁殖，抑制50％合胞体形成的药物剂量为1．6×10～ mL，而TCS对 

Raji细胞的 50％毒性剂量为 1．55 mL，SI值高达 8，812。 
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衰 1 AZT体外抗 HIV和 SRV的比较 

T~b]e1 The comparison 0f an1i—HIV 0T cH~ta ofAZT in m 

· From Nature 1990．343：470～474．SI=1C50／EC50 
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图 l AZT体外抗SRVI的作用 

Fig I ~itro a力“一SRVI activity AZT 

3 抗艾滋病天然药物的筛选 

从我国传统药物和天然资源中寻找新药物或先导化台物受到各国科研工作者的重视。除 

天花粉外，发现有抗 HIV作用的还有 TAP29．甘草甜索，喜树碱，丝瓜蛋白，姜黄索，苦瓜子蛋 

白，金丝桃素等。与有关单位合作，用建立的模型对数十种来源于天然资源的化台物进行了筛 

选．结果见表 2。其中的 26种 RIPs类化台物有 l7种(6s 4％)具有抑制 SRVI的作用。现正 

对初筛有效的化台物作进一步的抗 H1V的研究。 
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图2 王花糖蛋白体补抗 SRV!的作用 

F 2 ／n优f anti SRVI ani 【y Tcs 

衰2 46种天然化台轴的抗 SRV的活性 
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Establishment and Application of an Experimental M odel for Screening 

Anti——AIDS Drugs with Simian Type D Retrovirus 

Zheng Yongtang Ben Kunlong Wang Jinghuan 

Qi Jin Huang Shengn~ng 

(KunmingInstitute矿 2．珈 ，TlwChineseAcademyofSciences．Kunming 650223) 

Be cause of the close phylng enetic relationship，the simian acquired immunodeficiency syn— 

drome(SAIDS)is considered as an 1p0rcal1t model in search of new drugs in prevention and 

treatment of the pandemic human AIDS The simian AIDS  type D retrovirases(SRV)and simian 

immunodeficiency viruses(SIV)are the causative agents of SAIDS A SRV model to screen anti 

— AIDS drugs in vitro was established AZT and trichosanthin(TCS)werl~shown to inhibit 

SRVI sypcytium  formation obviously．The selectivity indexes(SI)of AZT and TCS were 13500 

and 8812，respectively．Forty—six natural oompounds isolated from the Chinese medical herbs 

were screened by using this mode1．There were eleven natural oompounds with obvious antiviral 

activity in vitro These data indicated that SRV model for screening  an ti AIDS  drugs was feasi— 

b[e 

Key words Drug screening，Simian AIDS type D retrovirus，Syncytium，AZT，Trichosanthin 
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