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 异麦角甾苷对呼吸道合胞病毒复制过程的影响 

刘  威, 孙志阳, 曹新旺 

（安徽医科大学生命科学学院细胞生物学系，合肥 230032） 

摘要  目的  探究异麦角甾苷对呼吸道合胞病毒（RSV）复制过程的影响及其作用机制。方

法  用 RSV 感染 HEp-2 细胞（对照组），再用异麦角甾苷处理 RSV 感染的细胞（异麦角甾苷

处理组）。利用实时荧光定量 PCR（qPCR）技术，分析 2 组中 RSV 融合蛋白（F）基因和

基质蛋白(M)基因 mRNA 水平的差异；运用病毒空斑实验测定 2 组病毒滴度，以评估异麦

角甾苷对病毒复制的抑制作用；利用细胞转染和激光共聚焦成像实验测定形成的 RSV 包涵

体数量，以评估异麦角甾苷在 RSV 复制必需的包涵体形成过程中的作用。选取 18 只 7 周龄

BALB/c 雌鼠，随机分为 3 组：未感染 RSV 的对照组（n=6）、RSV 感染组（n=6）以及 RSV

感染后给予异麦角甾苷治疗组（n=6）。感染后第 5 天处死小鼠，取肺组织进行病理学分析，

以评估异麦角甾苷对 RSV 感染所致小鼠肺组织损伤的疗效。结果  与对照组相比，异麦角

甾苷处理组 RSV F 基因（t=17.13, P<0.001）和 M 基因（t=18.22, P<0.001）mRNA 水平降低，

病毒滴度（t=15.32, P<0.001）下降，RSV 包涵体数量降低（t=16.12, P<0.001）。在 RSV 感染

小鼠实验中，与 RSV 感染组相比，异麦角甾苷处理组小鼠肺部组织中炎症因子 IL-4 （t=14.76，

P < 0.01）与 IL-6（t=21.13，P<0.001）以及 RSV F（t=19.52, P<0.001）与 M（t=18.76, P<0.001）

基因 mRNA 水平降低，由 RSV 感染引起的肺组织病理损伤减轻。结论  异麦角甾苷通过阻

碍 RSV 包涵体的形成抑制 RSV 复制，减轻了 RSV 感染诱导的小鼠肺组织损伤。 

关键词  异麦角甾苷；呼吸道合胞病毒；包涵体；F 蛋白；M 蛋白；炎性因子 
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respiratory syncytial virus (RSV) and its underlying mechanism. Methods  RSV-infected HEp-2 

cells (control group) were treated with isoacteoside (isoacteoside-treated group). Real-time 

quantitative PCR (qPCR) was used to analyze the mRNA expression levels of the RSV fusion 

protein (F) gene and matrix protein (M) gene in both groups. Viral titers were determined by plaque 

assay to assess the inhibitory effect of isoacteoside on viral replication. The number of RSV 

inclusion bodies formed was determined using cell transfection and laser confocal imaging to 

evaluate the role of isoacteoside in the formation of inclusion bodies required for RSV replication. 

18 seven-week-old female BALB/c mice were randomly divided into three groups: uninfected 

control group (n = 6), RSV-infected group (n = 6), and RSV-infected group treated with isoacteoside 

(n = 6). 5 days after infection, the mice were euthanized and lung tissues were collected for 

pathological analysis to assess the therapeutic effects of isoacteoside on RSV-induced lung tissue 

injury. Results  Compared to the control group, the isoacteoside-treated group exhibited the 

reduced mRNA levels of the RSV F gene (t = 17.13, P < 0.001) and M gene (t = 18.22, P < 0.001), 

as well as a decrease in viral titer (t = 15.32, P < 0.001). The number of inclusion bodies was also 

significantly reduced (t = 16.12, P < 0.001). In the RSV-infected mouse experiment, compared to 

the RSV-infected group, the isoacteoside-treated group showed a decrease in the levels of 

inflammatory cytokines IL-4 (t = 14.76, P < 0.01) and IL-6 (t = 21.13, P < 0.001) in lung tissues, 

as well as decreased mRNA levels of the viral load–associated genes F (t = 19.52, P < 0.001) and 

M (t = 18.76, P < 0.001) in lung tissues. Pathological damage to lung tissue caused by RSV infection 

was alleviated. Conclusion  Isoacteoside inhibits RSV replication by interfering with the 

formation of RSV inclusion bodies and alleviates lung tissue injury induced by RSV infection in 

mice. 

Keywords  isoacteoside; respiratory syncytial virus; inclusion bodies; F protein; M protein; 

inflammatory cytokines 
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呼吸道合胞病毒（respiratory syncytial virus, RSV）是全球范围内引起婴幼儿、老年人及



免疫功能低下者下呼吸道感染的首要病原体，每年均导致重大的公共卫生负担和经济损失[1]。

尽管历经数十年研究，可选择的 RSV 特异性治疗方案依然十分有限。利巴韦林等抗病毒药

物因其疗效有限和潜在毒性而在临床应用受限，而价格高昂的帕利珠单抗等中和抗体无法用

于治疗已发生的大面积感染[2]。近年获批的小分子药物如瑞特沙韦，靶点单一，病毒仍有产

生耐药性的潜在风险[3]。从天然产物中探寻高效、低毒抗 RSV 药物，仍然是当前抗 RSV 研

究领域的重要方向。 

RSV 在复制和转录过程高度依赖于病毒在感染细胞内形成的特殊结构——包涵体

(inclusion bodies, IBs)。包涵体是病毒 RNA 合成的“工厂”，为 RSV 复制和转录提供了必需的

物理平台和微环境[4-5]。干扰包涵体的形成、形态或功能，能够有效破坏病毒 RNA 的合成[6]。

异麦角甾苷是一种从多种药用植物中分离得到的二羟基苯乙醇苷类天然化合物，具有抗炎、

抗氧化等生物活性[7]。然而，其对 RSV 的抗病毒效果尚未报道。该研究旨在系统评估异麦

角甾苷对 RSV 复制过程的影响，并初步探究其通过“阻碍包涵体形成”这一机制来阻断 RSV

复制过程。 

1  材料与方法  

1.1  实验材料 

人喉表皮样癌 HEp-2 细胞、宫颈癌 HeLa 细胞和人胚胎肾上皮样 HEK293 细胞购自中国

科学院细胞库（上海）；青链霉素（货号：15140122）、胰蛋白酶-EDTA（货号：15400054）、

Lipofectamine 3000（货号：L3000015）购自美国 Thermo Fisher 公司；Cell counting kit-8 （CCK-

8）（货号：c0005）购自美国 TargetMol 公司；异麦角甾苷（货号：HY-N0022）购自上海

MedChemExpress (MCE)中国公司；TRIzol 试剂（货号：15596018CN）购自美国 Invitrogen

公司；逆转录酶（货号：RK20433）购自武汉 ABclonal 公司；本文所用引物均订购于南京擎

科生物。承蒙武汉大学陈明周博士惠赠质粒 N-Myc 和 GFP-P；安徽医科大学黄升海博士惠

赠 RSV-A，广州实验室张琼博士惠赠 RSV-A-GFP。激光扫描共聚焦显微镜（型号：LSM800）

购自德国蔡司公司；酶标仪（型号：Spark）购自瑞士帝肯公司。 

1.2  细胞培养 

HEp-2 细胞、HeLa 细胞和 HEK293 细胞培养在含 10% FBS 和 100 μg/mL 的青链霉素

的 DMEM 培养基中，细胞培养箱温度设定为 37 ℃，CO2 含量设定为 5%。 

1.3  RSV 感染 HEp-2 细胞实验  

将 RSV 感染的 HEp-2 细胞分为对照组和 10 μmol/L 异麦角甾苷处理组，每组设置 3 个

重复。生长在 24 孔板中的 HEp-2 细胞达到 90%丰度时,按感染复数为 0.5 进行 RSV 感染，然



后加入异麦角甾苷。感染 72 h 后，收集细胞，分析异麦角甾苷对 RSV 复制的抑制作用。 

1.4  细胞转染和激光共聚焦显微镜成像 

将质粒用 Lipofectamine 3000 将 GFP-P 和 Myc-N 进行共转染，6 h 后加入或不加入 10 

μmol/L 异麦角甾苷，24 h 后用 4%的多聚甲醛（PFA）固定细胞，然后用 0.1%的 Triton X-

100 打孔，在封片前用 DAPI 标记细胞核，然后在激光扫描共聚焦显微镜（LSM800）下成像

[8]，确定异麦角甾苷对包涵体形成的影响。 

1.5  实时定量 PCR（real-time quantitative PCR, qPCR）定量检测小鼠肺组织炎性因子以

及细胞或小鼠肺组织 RSV 融合蛋白（fusion protein, F）基因 F 和基质蛋白(matrix protein, 

M)基因 M mRNA 水平 

使用 TRIZOL 试剂分别从模拟感染或 RSV 感染的细胞中提取总 RNA，操作步骤遵循生

产厂家说明书。每个样本取 1 mg 总 RNA，采用逆转录酶进行逆转录反应，随后通过 qPCR

分析检测特定 RNA 的表达量。所示数据均为经 GAPDH 标准化后的目标 RNA 相对表达量。

所用引物序列如下：人 GAPDH 正向引物：5'-AATCCCATCACCATCTTCCAG-3'；人 GAPDH

反 向 引 物 ： 5'-AAATGAGCCCCAGCCTTC-3' ； 小 鼠 GAPDH 正 向 引 物 ： 5’-

GATTTGACCTTAGTACAAGGAGATAA-3’ ； 小 鼠 GAPDH 反 向 引 物 ： 5’-

AGACAAGTAGACCAATGGAATAGAA-3’ ； RSV F 正 向 引 物 ： 5'-

AGGTGTTGGATCTGCAATCG-3'；RSV F 反向引物：5'-TTTGTTCACTTCCCCTTCTAGG-3'；

RSV M 正 向 引 物 ： 5'-TTCACGAAGGCTCCACATAC-3' ； RSV M 反 向 引 物 ： 5'-

TGATTGGAACATGGGCACC-3'；IL-4 正向引物：5’-TTTGGCACATCCATCTCCG-3’；IL-4 反

向引物：5’- CTGCTCTTCTTTCTC-3’；IL-6 正向引物：5’-CACCAGCATCAGTCCCAAGAAG-

3’；IL-6 反向引物：5’-TGGAGCCCACCAAGAACGA-3’。 

1.6  测量半数有效浓度（half maximal effective concentration, EC50）和半数抑制浓度（half 

maximal inhibitory concentration, IC50） 

在 96 孔板中接种 HEp-2 细胞 (密度为 6×104细胞/mL)，培养过夜。第 2 天分别加入 0.1、

0.5、1、2、4、8、16、32、64、128、256 mol/L 异麦角甾苷，每个浓度处理的细胞设置 3

个重复，培养 48 h 后，除去培养基，加入 100 l CCK-8 工作液，将 96 孔板放回培养箱内培

养 1 h，然后用酶标仪测定 450 nm 处光吸收值，将处理后的数据导入 GraphPad Prism 8.0，

选择非线性回归中的分析模块进行曲线拟合，从结果中可以得到 IC50值。 

用 RSV-A-GFP 病毒(MOI=0.2)感染 HEp-2 细胞，2 h 后，将培养基换为新鲜的含有 10% 

FBS 的 DMEM，然后分别加入 0.01、0.1、0.5、1、5、10 mol/L 异麦角甾苷，每个浓度处

理组细胞设置 3 个重复，48 h 后，测定每孔细胞 GFP 荧光强度，然后将数据导入 GraphPad 



Prism 8.0，选择非线性回归中的分析模块进行曲线拟合得到 EC50 值。 

1.7  病毒空斑实验 

先将 HEp-2 细胞接种于 24 孔板中，在 37 ℃、5% CO2 条件下培养过夜至细胞密度达

70%~80%，加入或不加入 10 μmol/L 异麦角甾苷进行处理。将 RSV 病毒原液用 DMEM 培

养基进行 10 倍梯度稀释，最高稀释度至 105。取 400 μL 稀释液加入细胞培养孔，在 37 ℃、

5% CO2 条件下作用 2 d。随后更换为甲基纤维素覆盖层，继续在 37 ℃、5% CO2 条件下培养

3~4 d。最后通过结晶紫染色并计算病毒滴度。 

1.8  RSV 感染小鼠实验 

将 18 只 7 周龄 BALB/c 雌鼠适应性饲养 3~5 d 后，分为正常对照组，RSV 病毒感染组

以及异麦角甾苷治疗组，每组 6 只小鼠。RSV 病毒感染组和异麦角甾苷治疗组每只小鼠滴

鼻感染 RSV 1×106 PFU，治疗组小鼠通过灌胃给药，异麦角甾苷使用剂量为 25 mg/kg 体质

量，连续给药 5 d，2 次/d，两次给药间隔 10 h。5 d 后小鼠被麻醉，处死后取出肺组织，

用于测量 RSV 病毒载量，或制成切片进行苏木精-伊红染色，然后在显微镜下拍照并进行图

像分析。 

1.9  统计学处理 

   采用 GraphPad Prism 8.0 进行数据统计分析。所有实验数据以 sx  表示。两组间差异采

用 t 检验分析，多组间差异采用单因素方差分析(ANOVA)，两两比较采用 LSD-t 检验，P＜

0.05 为差异有统计学意义。 

 

2  结果 

2.1  异麦角甾苷的 EC50和 IC50 测定结果 

CCK-8 法检测结果显示，在测试浓度范围内，异麦角甾苷表现出较低的细胞毒性。利

用表达绿色荧光蛋白的重组 RSV 毒株，通过监测不同浓度药物处理下细胞中荧光强度的变

化，测定异麦角甾苷对病毒复制的抑制效率。根据剂量效应曲线计算，异麦角甾苷的 IC50 为

120.7 μmol/L，而其抑制 RSV 复制的 EC50 仅为 256.2 nmol/L。这一结果表明，异麦角甾苷

对宿主细胞的毒性极低，且具有高效抗病毒活性。见图 1。   

 



                                                                                                                                                                                                                                  

图 1  异麦角甾苷的 EC50、IC50 和选择性指数 

Fig.1  The EC50, IC50, and selectivity index of isoacteoside 

A: Cell viability curve of isoacteoside and its inhibition curve against RSV (n=3); B: Inhibition of 

RSV-A-GFP replication by different concentrations of isoacteoside, scale bar: 100 μm. 

2.2  异麦角甾苷对 RSV 在 HEp-2 细胞中复制的影响 

qPCR 分析结果显示，与对照组相比，经异麦角甾苷处理的 RSV 感染 HEp-2 细胞中，

RSV F（t=17.13, P<0.001）和 M）基因（t=18.22, P<0.001）的 mRNA 水平均呈现下降。空

斑实验检测检测结果显示，异麦角甾苷处理组细胞培养上清中的感染性病毒粒子数量低于对

照组（t=15.32, P<0.001）。这组数据共同证实了异麦角甾苷在体外能够有效抑制 RSV 的复

制。见图 2。 

 

图 2  异麦角甾苷对 RSV 在 HEp-2 细胞中复制的影响（n=3） 

Fig.2  The effects of isoacteoside on the replication of RSV in HEp-2 cells ( n=3) 

A: The effects of isoacteoside on the mRNA levels of RSV F and M in RSV-infected HEp-2 cell; B: 

The effects of isoacteoside on RSV yield；***P<0.001 vs Control group. 



 

2.3  异麦角甾苷对 RSV 复制必需的包涵体数量的影响 

荧光显微镜图像表明，在对照组细胞中，GFP-P 蛋白与 Myc-N 蛋白组装形成大量绿色

荧光斑点结构，此即为典型的类包涵体结构。然而，在异麦角甾苷处理组中，此类荧光斑点

结构的数量显著减少。通过对细胞中绿色荧光点状结构进行定量统计，结果表明，与对照组

相比，10 μmol/L 的异麦角甾苷能够减少由 N、P 蛋白共表达所诱导形成的包涵体数量

（t=16.12, P<0.001）。见图 3。 

 

图 3  异麦角甾苷对 RSV 复制必需的包涵体数量的影响 

Fig.3  The effects of isoacteoside on the number of inclusion bodies essential for RSV 

replication 

A: The effects of isoacteoside on the formation of inclusion body, scale bar: 10 µm; B: Statistical 

analysis of the effects of isoacteoside on inclusion body formation, n=6, ***P<0.001 vs Control 

group. 

 

2.4  异麦角甾苷对 RSV 感染小鼠的治疗效果 

肺组织病理学分析显示，与未感染对照组相比，病毒感染对照组小鼠肺部呈现出典型

的炎症病理变化，表现为炎性细胞浸润及肺泡间隔增厚；然而，异麦角甾苷治疗组小鼠的肺

组织病理损伤得到显著缓解，其炎症程度明显减轻。qPCR 检测结果显示，治疗组小鼠肺组

织中 RSV F（t=19.52, P<0.001）与 M 基因（t=18.76, P<0.001） 的 mRNA 水平相较于病毒

感染对照组降低，这表明异麦角甾苷在体内同样能有效抑制病毒复制。此外，病毒感染引发

了强烈的炎症反应，导致关键炎性因子 IL-4、IL-6 mRNA 水平升高；而经异麦角甾苷治疗

后，IL-4 （t=14.76，P < 0.01）与 IL-6（t=21.13，P<0.001）的表达下降。以上数据表明，

异麦角甾苷在 RSV 感染的小鼠模型中能够有效抑制病毒复制、减轻肺部炎症病理损伤。见

图 4。 



 

   

 

图 4  异麦角甾苷对 RSV 感染小鼠的治疗效果 

Fig.4  The therapeutic effect of isoacteoside on RSV-infected mice 

  A: HE staining of lung tissues of mice in different treatment groups, scale bar: 100 μm; B-E: 

Relative levels of RSV F mRNA, RSV M mRNA, IL-4 mRNA, and IL-6 mRNA in the lung tissues 

of mice in different treatment groups, n=6, **P<0.01, ***P<0.001 vs Vehicle group. 

 

3  讨论 

本研究通过体内和体外实验相结合的方式，揭示了天然化合物异麦角甾苷能够有效抑制

RSV 的复制。研究表明异麦角甾苷能以 10 μmol/L 浓度有效抑制病毒基因表达和子代病毒产

生，同时，在由 N、P 蛋白共表达构建的类包涵体最小模型中，该化合物能直接阻碍类包涵

体结构的形成。由于包涵体是 RSV 病毒复制的核心场所，其组装被破坏将必然阻碍病毒复

制与转录[10]，因此，本实验结果揭示了异麦角甾苷抗病毒作用的核心机制在于抑制病毒包涵

体的形成。 

近年来，以包涵体为靶点的研究已成为抗副黏病毒领域的前沿。研究表明，RSV 包涵体

是由 N、P、M2-1 及病毒 RNA 通过液-液相分离动态组装而成的生物分子凝聚体，其结构与

功能的完整性对病毒复制至关重要[9-10]。在基于 N、P 蛋白共表达的类包涵体重建系统中，

异麦角甾苷能有效抑制类包涵体结构的形成。因此，异麦角甾苷作用靶点可能存在于包涵体

组装的核心引擎。此作用机制与近期报道[6, 11]的通过“硬化”包涵体来抑制 RSV 的小分子环



巴明（cyclopamine）形成了策略上的呼应与互补。环巴明通过干扰 M2-1 与 RNA/P 蛋白的

相互作用，改变包涵体的物理状态以抑制其功能；而异麦角甾苷可能更上游地干预了包涵体

形成的初始组装步骤。 

异麦角甾苷靶向包涵体抑制 RSV 复制具有多重作用。首先，包涵体的正常形成是病毒

复制周期中关键步骤，干扰此过程能够从源头上削弱病毒的复制和转录，这解释了本研究中

异麦角甾苷为什么能够有效遏制 RSV 关键结构蛋白（F、M）的 mRNA 水平。其次，该动

物实验结果显示，异麦角甾苷治疗不仅能降低肺部病毒载量，还能显著缓解炎症损伤并抑制

IL-4、IL-6 等炎性因子的产生。这一方面可能是由于病毒复制被有效遏制，从而减轻了由病

毒引发的过度免疫反应；另一方面，也不能排除异麦角甾苷本身具有的抗炎特性在其中发挥

了协同治疗作用。与直接靶向病毒酶（如聚合酶）的传统策略相比，靶向作为一种“生物分

子凝聚体”的包涵体，可能具有更高的物种特异性和更低的宿主细胞毒性风险[11-12]。 

尽管本研究明确了异麦角甾苷通过阻碍包涵体形成来抑制 RSV，但是，目前尚不清楚

异麦角甾苷是通过影响 RSV 蛋白的相分离能力来发挥作用[13]，还是干扰了如 PABP 等宿主

因子在包涵体次级凝集相中的功能[12]。此外，异麦角甾苷如何影响包涵体核心蛋白（N、P、

M2-1）间的相互作用，以及如何影响包涵体分离动力学，这一系列问题仍有待于进一步研

究。开展关于异麦角甾苷结构优化、衍生物筛选以及与其他抗病毒药物的联合用药研究，将

有望开发出一种新型抗 RSV 药物。 
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