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以酵母嗜杀系统为基础的抗病毒药物筛选模型的建立

潘 力，黄耀威"，叶燕锐，王亚琴
（华南理工大学生物科学与工程学院 广州 ’(%&!(）

摘 要：根据嗜杀酵母 .(’0@GH(!3中 I1J病毒1(移码效率改变影响 K(病毒的存活，导致 L(毒素减少，在低 EM的
美蓝平板上用杯碟法通过抑菌圈的大小检测酵母 L(毒素的嗜杀活性，建立了一个以酵母嗜杀系统为基础的抗病
毒药物筛选模型。研究了杯碟法检测酵母毒素嗜杀活性的各种条件。对不同 EM和温度下酵母的嗜杀活性进行了
研究，确定了模型用于筛选的最适 EM范围为 !N# ) !N"，最适温度范围为 $% ) $$O。运用该模型研究了几种中药对
嗜杀活性的抑制作用，发现了金银花和升麻具有一定的抗病毒作用。该模型为抗病毒药物的高通量初筛奠定了基

础。
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病毒引起的疾病感染传播迅速，难以控制。目

前对病毒的防治主要是研制抗病毒疫苗和抗病毒药

物。抗病毒药物主要是针对病毒特异性的核酸或蛋

白质，如核苷酸类似物或蛋白酶抑制剂，但病毒进化

后会迅速产生耐药性。目前针对宿主细胞翻译系统

的抗病毒药物很少。

双链 QRJ病毒及单链（ S）QRJ病毒，如免疫缺
陷病毒（MTU）、人和动物的冠状病毒等能使延伸中
的核糖体发生一定频率的程序性1( 移码事件［( ) ’］。
移码事件的效率决定了病毒结构蛋白与 QRJ聚合
酶蛋白的比例，从而决定病毒粒子的正常装配［& ) A］。

一旦移码效率改变，就会严重抑制病毒颗粒的正常

装配，使病毒不能繁殖［0］。酿酒酵母的病毒嗜杀系

统包括嗜杀酵母、I1J 病毒和 K 卫星病毒［"，(% ) (#］。
I1J病毒是基因组外可自主复制的双链 QRJ病毒，
它在宿主中并不产生可观察的表型，其正链 QRJ有
两个部分重叠的开放阅读框，只有在翻译过程中发

生1(移码，才能表达出病毒的结构蛋白与 QRJ聚合
酶的融合蛋白，指导 I1J病毒本身以及 K卫星病毒
的复制［(!］。K 卫星病毒表达毒素蛋白，分泌到胞
外，实现对敏感酵母的嗜杀作用。程序性1(核糖体
移码效率发生很小变化，都会严重影响 K卫星病毒
颗粒的正常装配，使 K病毒颗粒数量减少，毒素的
表达量降低，从而导致对敏感酵母的嗜杀能力下

降［0，(’］。

目前在高等真核生物基因中仅发现哺乳动物

5FV基因在翻译其 W端时有1( 移码现象［(&］，因此可
将程序性1( 核糖体移码作为抗病毒药物的靶
位［("，(0］。本文以酵母的病毒嗜杀系统为基础，利用

嗜杀酿酒酵母中 I1J病毒1(移码效率的改变，对分
泌的毒素杀死敏感酵母表型影响，建立一个简单有

效的高通量抗病毒药物初筛模型，并对目前 (A种具
有抗病毒活性的中药进行了初筛，初步确定其中升

麻、金银花提取物具有抑制嗜杀酵母的嗜杀作用的

机制。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株：嗜杀酵母 .(’0@GH(!3（J.WW !&!$"）、敏
感酵母 H& 均为酿酒酵母，由美国的 X+>>-: 教授
（K3V:/3,F Y,7Z-V>7D:）惠赠。.(’0@GH(!3 含有 K( 病
毒，能够分泌毒素蛋白 L(，H&对 L(敏感。
!"!"# 培养基：[\] 培养基：葡萄糖 $^，蛋白胨
$^，酵母粉 (^，[\]固体培养基加入 $^琼脂粉。
酵母嗜杀表型检测用 [\]低 EM美蓝平板［0，(A］。
!"!"$ 试剂和药品：牛津杯（外径 0 _ %N(66，内径 &
_ %N(66，高 (% _ %N(66）购自广东环凯微生物科技
有限公司。天花粉、夏枯草、金银花、板蓝根、鱼腥

草、甘草、升麻、苏叶、柴胡、淫羊藿、黄精、白扁豆、丹

皮、荆芥、苦参、黄勺、黄岑、五味子、青蒿，(A 种中



药，全部购自广州市健民药店。

!"# 酵母嗜杀表型的检测
采用杯碟法检测。敏感酵母 !"、嗜杀酵母

#$%&’(!$)*在 +,-下培养过夜；在 ./0低 12美蓝
平板上涂布 ,3%45培养到对数生长期的敏感酵母
!"（细胞浓度约 $ 6 $,& ’78(45），静置 +,49:后放置牛
津杯；每个牛津杯中加入嗜杀酵母 ,3$45，培养 ;<
后测量抑菌圈大小。

!"$ 中药的提取
采用索氏提取法对中药进行提取。称取中药

%=置于索氏提取器中，在索氏烧瓶中加入 %,45超
纯水，煮沸循环提取 )>，提取液用超纯水将定容至
%,45，)-保存备用。
!"% 检测中药对嗜杀作用的影响

图 ! 嗜杀酵母 &!’()*+!%,对敏感酵母 +-的嗜杀作用
（.）和不同浓度下的嗜杀酵母 &!’()*+!%,对敏感酵母 +-
的嗜杀作用（/）
?9=@$ （A）#>B C9DD9:= B77B’E F7 E>B C9DDBG HB*IE #$%&’(!$)* F: E>B

IB:I9E9JB HB*IE !"；（K）L9DD9:= B77B’EI F7 E>B C9DDBG HB*IE #$%&’(!$)* F:

E>B IB:I9E9JB HB*IE !" 8:<BG <977BGB:E ’F:’B:EG*E9F:I3 MF@ $ N & OBGB E>B

’F:’B:EG*E9F:I F7 #$%&’(!$)* 7GF4 $ 6 $,$ EF $ 6 $,& ’78(45；MF@, O*I

:B=*E9JB ’F:EGFD（./0 D9P89< 4B<984）@

#$%&’(!$)*培养培养过夜，接种至 $,45 ./0液
体培养基中，并分别加入待测药物 %,,!5，以不经药
物处理的 #$%&’(!$)* 作为阴性对照。在 +,-下培
养 ;<后用杯碟法检测药物对嗜杀活性抑制的效果，
根据产生抑菌圈大小来反映分泌的 L$ 毒素的量，
通过与阴性对照实验的比较，可以对影响 5QA病毒Q
$移码效率的抗病毒药物进行筛选。

# 结果

#"! 程序性0!核糖体移码机制筛选模型的建立
#"!"! 杯碟法检测酵母的嗜杀活性：采用杯碟法检
测酵母嗜杀活性。如图 $QA所示，被杀死敏感酵母
!"在美蓝的染色下形成深蓝色的抑菌圈，这是由于
#$%&’(!$)*分泌出毒素蛋白 L$，并与敏感酵母细胞

质膜上受体结合并在细胞膜上形成离子通道，使敏

感酵母细胞内的 LR、2R和 A#/等渗漏到胞外而死
亡［$$，;,］。不同浓度的 #$%&’(!$)所形成的抑菌圈如
图 $QK所示，嗜杀酵母浓度在 $ 6 $,& ’78(45以上时，
产生的抑菌圈直径明显比其他的大，浓度在 $,S 与
$,& 之间抑菌圈大小随加入的嗜杀酵母细胞数变化
很大，浓度小于 $,% 几乎不产生抑菌圈。本研究用
于筛选抗病毒药物的嗜杀酵母的浓度采用 $ 6
$,& ’78(45。
#"!"# 酵母嗜杀作用最适 12的测定：参考文献的
方法［$T］，用 L;2/U) 和柠檬酸调节 12 到 +3%、)3,、

)3+、)3S、%3,、%3%和 "3,，配制美蓝平板，杯碟法检测
抑菌圈大小（图 ;QA）。#$%&’(!$)*分泌的 L$毒素在
12 )3+ N )3S之间显示出较高的嗜杀活性，并在 12
为 )3S时达到最大，当 12大于 )3S 时，嗜杀活性迅
速下降，当 12为 " 时几乎不形成抑菌圈。本实验
用于筛选抗病毒药物的美蓝平板 12均为 )3S。
#"!"$ 酵母嗜杀作用最适温度的测定：嗜杀酵母在
12)3S的美蓝平板上，分别在温度 ;,-、;;-、;%-、
+,-、+S-和 ),-下用杯碟法检测抑菌圈大小（图 ;Q
K）。在 ;,- N ;;-，#$%&’(!$)* L$毒素的嗜杀活性
较高，并且较稳定；随着温度的升高，嗜杀活性逐渐

减小，温度达到 ),-时则完全没有抑菌圈。本研究
用于筛选抗病毒药物的温度是 ;;-。

图 # 不同 12（.）和温度（/）下嗜杀酵母 &!’()*+!%,对
敏感酵母 +-的嗜杀作用
?9=@; L9DD9:= B77B’EI F7 E>B C9DDBG HB*IE #$%&’(!$)* F: E>B IB:I9E9JB

HB*IE !" 8:<BG <977BGB:E 12（A）*:< EB41BG*E8GB（K）’F:<9E9F:I@

#"# 抗病毒中药的初筛
用天花粉、夏枯草、金银花、板蓝根、鱼腥草、甘

草、升麻、苏叶、柴胡、淫羊藿、黄精、白扁豆、丹皮、荆

芥、苦参、黄勺、黄岑、五味子和青蒿共 $T种中药提
取物分别对 #$%&’(!$)*进行处理，发现升麻和金银
花提取物处理的 #$%&’(!$)* 产生的抑菌圈明显比
阴性对照小，而其他 $S种中药提取物所产生的抑菌
圈与阴性对照则没有明显区别（图 +）。茴香霉素

&$% /AMV 59 !" #$ @ (%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（;,,S）)S（+）



（!"#$%&’(#"）是一种转肽酶抑制剂，可以抑制 )*+!
氨基酸臂与核糖体中转肽酶中心受体位点的结合，

导致,-移码效率的下降，病毒颗粒因无法正常装配
而丢失，因此无法编码毒素蛋白，不能产生抑菌圈

（图 .,!）。分别对比图 .,/和图 .,0、图 .,1和图 .,
0，升麻提取物和金银花提取物对 2-34(56-78 产生
抑菌圈大小有明显的减小，说明升麻提取物和金银

花提取物可以抑制 2-34(56-78的嗜杀活性。

图 ! 升麻、金银花提取物对嗜杀酵母 "#$%&’(#)*嗜杀作用的消除
9#:;. <#==#": >??>() >=#&#"8)#%" %? )@> A#==>B ’>8$) 2-34(56-78 C’ !"#$ %#&’()*+) >D)B8() 8"E ,-’.#/+ 0’/’(’123+) >D)B8() ; !：2-34(56-78 )B>8)>E

C’ ,-’.#/+ 0’/’(’123+) >D)B8()；/：2-34(56-78 )B>8)>E C’ !"#$ %#&’()*+) >D)B8()；1：+>:8)#F> (%")B%= G8$ 2-34(56-78；0：H%$#)#F> (%")B%=

G8$ 2-34(56-78 )B>8)>E C’ !"#$%&’(#" G#)@ 8 ?#"8= (%"(>")B8)#%" %? -3I!:5&J;

图 $ 升麻、金银花共培养的 "#$%&’(#)*菌落形态
9#:;3 2@> (%=%"#8= &%BK@%=%:’ %? 2-34(56-78 (%,(L=)LB>E G#)@ ,-’.#/+ 0’/’(’123+) 8"E !"#$ %#&’()*+) ; !：+>:8)#F> (%")B%=（2-34(56-78）；

/：2-34(56-78，(%,(L=)LB>E G#)@ ,-’.#/+ 0’/’(’123+)；1：2-34(56-78，(%,(L=)LB>E G#)@ !"#$ %#&’()*+)；

0：H%$#)#F> (%")B%=，2-34(56-78 (%,(L=)LB>E G#)@ !"#$%&’(#";

+,! 升麻和金银花抗病毒作用效果的初探
+,!,# 不同浓度的升麻和金银花提取物对嗜杀酵
母 2-34(56-78嗜杀作用的影响：称取 -I:中药进行
提取，用超纯水定容至 3I&J，使终浓度为 IMN:5&J。
在 -I&J OH0 液体培养基里分别 -II!J 2-34(56-78
（细胞浓度 - P -I4 (?L5&J），加入不同体积的药物提
取物使药物终浓度分别为 IMI-、IMII4、IMIIQ、
IMII7、IMIIN和 IMII-:5&J，在 .IR下培养 NE后用杯
碟法检测抑菌圈大小（图 7）。
图 7,!所示，随着升麻提取物浓度的增加，抑菌

圈大小并没有规律性减小。升麻提取物浓度在

IMII-S IMIIN:5&J，IMIIQ S IMII4:5&J 之间时，抑菌
圈的直径与对照的 2-34(56-78相差不明显；当浓度
为 IMII7:5&J和 IMI-:5&J时，抑菌圈直径明显比对
照的 2-34(56-78 小。不同浓度的金银花提取物对
嗜杀酵母 2-34(56-78的嗜杀作用的影响如图 7,/所
示。浓度在 IMII S IMII7:5&J 之间时，抑菌圈直径

比对照的 2-34(56-78 小，但当浓度升至 IMIIQ:5&J
时，抑菌圈直径逐渐增大。而当浓度升至 IMII4:5&J
时，抑菌圈则完全消失。

图 ) 不同浓度的升麻、金银花处理物对嗜杀酵母 "#$%&’
(#)*嗜杀作用的消除
9#:;7 <#==#": >??>() >=#&#"8)#%" %? )@> A#==>B ’>8$) 2-34(56-78 C’ !"#$

%#&’()*+) )45*+(5 8"E ,-’.#/+ 0’/’(’123+) >D)B8() L"E>B E#??>B>")

(%"(>")B8)#%"$; !：,-’.#/+ 0’/’(’123+) >D)B8()； /：!"#$ %#&’()*+)

>D)B8()； 2：+>:8)#F> (%")B%=（ 2-34(56-78）； - S -I：E#??>B>")

(%"(>")B8()#%"$ ?B%& IMII- )% IMI-:5&J;
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!"#"! 升麻和金银花对嗜杀酵母特性的影响：将与
升麻、金银花提取物共培养的 !"#$%&’"()稀释至一
定的浓度，涂至 *+,平板，-./培养 01，长出的单菌
落如图 #所示。阴性对照和阳性对照的 !"#$%&’"()
在 *+,平板上单菌落都呈白色。而经升麻共培养
的 !"#$%&’"()在 *+,平板出现白色和黄色两种不
同表型的菌落，而且数量上黄色菌落比白色菌落多。

经金银花共培养的 !"#$%&’"() 在 *+,平板出现两
种不同表型，白色和红色，而且两种表型的单菌落在

同一平板上数量相差不大。

挑取以上不同表型的单菌落至 *+,液体培养
基 -./培养 01，杯碟法观察抑菌圈大小（图 2）。作
为阴性对照的 !"#$%&’"()（图 2%）抑菌圈最大，而与
升麻共培养的 !"#$%&’"() 两种表型单菌落（图 #34
中白色和黄色菌落）的抑菌圈相差不大，但两者的抑

菌圈都比阴性对照的 !"#$%&’"() 的抑菌圈小。与
金银花共培养的 !"#$%&’"()的两种表型单菌落（图
#35中白色和红色菌落）的抑菌圈则完全不同，白色
菌落的抑菌圈（图 26）与对照的 !"#$%&’"() 相差不
大，而红色菌落（图 2)）则没有抑菌圈，这表明红色
的 !"#$%&’"()不能分泌出 7"毒素。

图 $ 经升麻、金银花共培养的嗜杀酵母 %&’()*+&,-不同
形态菌落的嗜杀作用

89:;2 79<<9=: >??>%@ A? @B> C9<<>D E>)F@ !"#$%&’"() G9@B 19??>D>=@ %A<A=9)<
%A3%H<@HD>1 G9@B !"#$%&’ (#&#)#*+,’- )=1 ./%0 1%2#)-3’- ; )：D>1 %A<A=E
A? !"#$%&’"() %A3%H<@HD>1 G9@B ./%0 1%2#)-3’-；6：GB9@> %A<A=E A? !"#$%&
’"() %A3%H<@HD>1 G9@B ./%0 1%2#)-3’-；%：GB9@> %A<A=E A? !"#$%&’"()
G9@BAH@ 5B9=>F> %DH1> 1DH:；1：GB9@> %A<A=E A? !"#$%&’"() %A3%H<@HD>1
G9@B !"#$%&’ (#&#)#*+,’-；>：E><<AG %A<A=E A? !"#$%&’"() %A3%H<@HD>1
G9@B !"#$%&’ (#&#)#*+,’- ;

!"#$%&’"()与升麻、金银花共培养后，表型都产
生了变化，而且嗜杀作用的大小也不同。与升麻共

培养的两种表型的抑菌圈都比对照的 !"#$%&’"()
小，这说明了这两种菌落所分泌的毒素 7"减少，升
麻抑制 !"#$%&’"()毒素 7"的分泌。而与金银花共
培养的红色表型单菌落的抑菌圈则完全消失，这表

明其完全不能分泌毒素 7"，金银花能够抑制 !"#$%&
’"()毒素的分泌。

# 讨论
目前发现 -种肽酰转移酶抑制剂，茴香霉素、司

帕霉素（’I)DFAJE%9=）和 +D>HFF9= 可以改变酵母细胞
中3" 核糖体移码效率，而不影响酵母的正常生
长［".，"K，0"，00］，而 0L3甲基寡聚核苷酸可以提高 MNO的3
"移码效率［0-，0(］。升麻提取液和金银花提取液对
!"#$%&’"()的嗜杀活性具有较明显的抑制作用，可
能是其有效成分影响3"移码效率导致的结果，对此
还需作进一步的研究。

许多逆转录病毒都利用程序性3" 核糖体移码
翻译机制，如免疫缺陷病毒、!细胞白血病毒；人和
动物的冠状病毒、环曲病毒、副粘病毒科的麻疹病

毒、人星状病毒 "3# 号及很多植物病毒。本研究将
程序性3"核糖体移码作为抗病毒药物的靶位，以酵
母的病毒嗜杀系统为基础，利用嗜杀酿酒酵母中 P3
Q病毒3"移码效率的改变，对分泌的毒素杀死敏感
酵母表型影响，而建立的一个简单有效的高通量抗

病毒药物初筛模型，利用该模型可以对以上利用3"核
糖体移码机制的逆转录病毒进行抗病毒药物的筛选。

目前抗病毒药物筛选的细胞模型主要有单纯疱

疹病毒（M’O3! ORS--、M’O3" ’QO感染的 O>DA细
胞株）、流感病毒（甲、乙型病毒感染的 T,57 细胞
株）和乙肝病毒（M4O转染 M>IU0 0V0"#细胞株），这
几种模型都是细胞模型，成本高，筛选速度慢。而以

酵母为基础的筛选模型来研究翻译机制的调节和移

码效率有以下特点：（"）有充足的证据表明酵母负责
程序性核糖体移码的分子机制和人类基本相同［S，$］；

（0）与动物模型和哺乳动物模型相比，酵母生长速度
快，能够快速得到结果；（-）成本低，可实现在低成本
下进行较大规模的抗病毒药物筛选，与传统的药物

筛选方法相比，有其独特的优势。本实验对以酵母

嗜杀系统为基础的抗病毒药物筛选模型的各种筛选

条件进行了初步研究，并初步地应用于抗病毒中草

药的筛选，结果表明该模型在进行抗病毒药物初筛

上是可行的。天然药物中的许多活性成分具有抗病

毒的作用，随着分离纯化技术的发展，天然药物活性

成分抗病毒活性的研究已成为新药开发的方向。采

用酵母病毒杀伤系统为基础的筛选模型，以程序性3
"核糖体移码为筛选机制，对天然药物进行高通量
的筛选，对于天然抗病毒药物的研究开发具有良好

的前景。
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