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摘  要：【背景】人冠状病毒 OC43 (human coronavirus OC43, HCoV-OC43)属 β 冠状病毒，其感染

会对免疫低下的老人和幼儿的健康带来严重威胁。FB2001 作为已进入临床试验的抗冠状病毒主蛋

白酶 3CLpro 抑制剂，前期研究表明其对 HCoV-OC43 也具有良好的抗病毒活性，但 HCoV-OC43
对 FB2001 的耐药特征有待阐明。【目的】研究 HCoV-OC43 3CLpro 对 FB2001 产生的耐药突变位

点及耐药机制，发现冠状病毒对 3CLpro 抑制剂耐药的共性特征，对广谱抗冠状病毒 3CLpro 小分

子药物的开发和优化改造具有重要意义。【方法】通过在体外进行药物压力下连续传代实验获得具

有明显耐药表型的 HCoV-OC43 耐药适应株，二代测序(next generation sequencing, NGS)发现病毒

3CLpro 上存在多个突变位点，然后构建 HCoV-OC43 3CLpro Flip GFP 活细胞酶活系统验证耐药突

变特征，最后通过 Alphafold 3 和 DiffDock 人工智能平台获得突变蛋白-小分子的结合模式，分析耐

药机制并通过生长竞争试验研究耐药适应株的生长适应性变化。【结果】耐药适应株 3CLpro 出现

D65G、L165V、I300T、D65G+L165V 氨基酸突变，这些突变均会导致 3CLpro 在 HEK-293T 细胞

中对 FB2001 的敏感性降低，其中 L165V 造成的耐药特征最显著；3CLproL165V-FB2001 复合物结构

预测显示，突变后第 165位的Val侧链残基改变 3CLpro活性中心S1位局部构象，导致蛋白酶与FB2001
的 P1 位亲和力下降；生长竞争试验结果表明，耐药适应株在与 HCoV-OC43 野生株的生长竞争中不

具有生长竞争优势。【结论】本研究提示冠状病毒主蛋白酶对 P1 位为 γ-内酰胺环的拟肽抑制剂具有

耐药共性机制。 
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Abstract: [Background] Human coronavirus OC43 (HCoV-OC43) belongs to betacoronavirus, 
and its infection poses a serious threat to the health of immunocompromised elderly and young 
children. As a reported 3CLpro inhibitor that has entered phase II/III clinical trial against 
coronaviruses, FB2001 has strong inhibitory activity against HCoV-OC43, while the resistance 
characteristics of HCoV-OC43 to FB2001 remain to be clarified. [Objective] To study the 
mutation sites and resistance mechanism of HCoV-OC43 3CLpro to FB2001 and discover the 
common characteristics of coronavirus resistance to 3CLpro inhibitors, which is of great 
significance for the development and optimization of broad-spectrum small molecule drugs 
targeting coronavirus 3CLpro. [Methods] A HCoV-OC43 strain with obvious resistance was 
obtained by continuous passage under drug pressure in vitro. Next generation sequencing 
revealed multiple mutation sites on 3CLpro. Then, a HCoV-OC43 3CLpro Flip GFP system was 
constructed to verify the characteristics of resistance mutations. Finally, the mutant 
protein-small molecule binding mode was predicted by Alphafold 3 and DiffDock to reveal the 
drug resistance mechanism, and a growth competition experiment was carried out to investigate 
the adaptive growth changes of the resistant strain. [Results] The amino acid mutations of 
D65G, L165V, I300T, and D65G+L165V were present in 3CLpro of the resistant strain. All the 
mutations reduced the sensitivity of 3CLpro to FB2001 in HEK-293T cells, among which 
L165V caused the most significant resistance. Structural prediction of the 3CLproL165V-FB2001 
complex showed that the Val side chain residue at position 165 changed the local conformation 
of the 3CLpro active center at position S1 after mutation, resulting in a decrease in affinity 
between protease and FB2001 at position P1. The results of the growth competition experiment 
showed that the resistant strain did not have a growth competitive advantage over the wild-type 
strain HCoV-OC43. [Conclusion] This study suggests that the main protease of coronaviruses 
has a common mechanism of resistance to peptide-like inhibitors with γ-lactam ring at P1. 
Keywords: human coronavirus OC43 (HCoV-OC43); 3CLpro; FB2001; drug resistance 
mechanism 
 
 

冠状病毒 (coronavirus) 是一类单链正义

RNA 病毒，其病毒结构由长度为 26–32 kb 的

RNA 基因组和 4 种核心结构蛋白(S, M, E, N)组
成；冠状病毒具有较高的基因重组率和突变率，

这导致了冠状病毒的生态多样性和跨种传播能

力[1]。目前，已知有 7 种冠状病毒可以感染人类，

其中严重急性呼吸综合征冠状病毒(severe acute 
respiratory syndrome coronavirus, SARS-CoV)和
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中东呼吸综合征冠状病毒(Middle East respiratory 
syndrome coronavirus, MERS-CoV)等属于高致病

性冠状病毒；另外，人冠状病毒 229E (human 
coronavirus 229E, HCoV-229E)、HCoV-NL63、
HCoV-OC43 和 HCoV-HKU1 属于弱毒性季节性

冠状病毒，但对免疫力低下的老人和幼儿仍

造成较大威胁，严重可致下呼吸道感染和脑

炎 [2-3]。主蛋白酶 3CLpro 是冠状病毒具有高度

保守结合位点序列和结构相似性的非结构蛋

白，其主要功能是从不少于 11 个位点切割病毒

多 聚 蛋 白 ， 释 放 非 结 构 蛋 白 (non-structural 
protein, NSP)，从而让各个蛋白发挥其复制和

转录组装等功能 [4]。由于 3CLpro 在病毒复制

过程中起关键作用，并且在人体内无同源蛋

白，因此是研发广谱抗冠状病毒药物的理想靶

点[5]。近年来以 3CLpro 为靶点的上市药物有

nirmatrelvir (与 ritonavir 合用上市为 paxlovid)、
ensitrelvir 和 simnotrelvir (与 ritonavir 合用上市

为先诺欣)，并有多款 3CLpro 抑制剂处于临床

试验阶段，以上 3CLpro 抑制剂均具有广谱抗冠

状病毒作用[6-7]。 
需要注意的是，抗病毒药物面临的一个重

要问题是耐药性产生，例如艾滋病病毒和丙肝

病毒的耐药性问题已对医疗和公共健康造成严

峻挑战[8-9]。自 paxlovid 获批后，临床上在使用

抗病毒药物治疗的免疫缺陷患者体内发现了产

生多重耐药突变的 3CLpro 基因[10-12]。研究人员

对 3CLpro 耐 nirmatrelvir 进行了系统的耐药表

型及其机制的研究，发现并阐明了 3CLpro 上的

多个耐药突变位点，其中 E166V 突变导致的耐

药程度最高，复合物晶体结构表明 E166 突变

后 nirmatrelvir 的 P1 位与蛋白酶 S1 口袋的氢键

网络被打破，导致蛋白酶-药物亲和力下降[13-14]。

研究人员研究了 3CLpro 非共价抑制剂 ensitrelvir
和 WU-04 的耐药情况，发现 3CLpro 同一个氨基

酸位点的不同突变，会对不同抑制剂产生不同

的影响，如 M49K 导致 3CLpro 对 WU-04 耐药，

但对 ensitrelvir 仍然敏感，而 M49I 则与之相

反 [15-16]。然而，目前已报道的冠状病毒耐药问

题缺乏共性研究，其他冠状病毒对 3CLpro 抑制

剂的耐药特征和机制尚不清楚。因此，研究比

较不同冠状病毒 3CLpro 耐药突变位点及耐药

模式的共性及特点，对理解冠状病毒 3CLpro
的结构功能、优化小分子药物设计以应对下一

次可能的冠状病毒流行具有重要意义。 
HCoV-OC43 于 1967 年首次发现，属 β 冠

状病毒，是冠状病毒引起的普通感冒中最常见

的毒株 [17]。本实验室在 2020 年初参与研发的

小分子抑制剂 FB2001，目前已进入临床 II/III
期，并已证明其对 HCoV-OC43 也具有优异的抗

病毒活性[18-19]。本研究以 HCoV-OC43 为研究对

象，通过体外连续传代实验筛选 HCoV-OC43 的

FB2001 耐药适应株，对其进行耐药表型检测及

二代测序(next generation sequencing, NGS)，随

后对 3CLpro 氨基酸突变位点进行 Flip GFP 活

细胞酶活实验验证及其分子结构对接预测，探

究 HCoV-OC43 3CLpro 对 FB2001 的耐药特征

和潜在耐药机制，最后通过生长竞争试验分析

筛选出耐药株的生长适应性变化。 

1  材料与方法 
1.1  细胞、质粒及病毒 

人恶性胚胎横纹肌肉瘤(rhabdomyosarcoma, 
RD)细胞、人胚胎肾脏-293T (human embryonic 
kidney 293T, HEK-293T)细胞和 HCoV-OC43 病

毒均由中国科学院武汉病毒研究所保存提供。

真核表达质粒和报告质粒购自 Addgene 公司。

筛选得到的 HCoV-OC43 耐药株经中国科学院

武汉病毒研究所生物安全委员会审核(编号：

WIVAF25202304) ， 可 继 续 在生物安全二级

(biosafety level 2, BSL-2)和动物生物安全二级

(animal biosafety level 2, ABSL-2)实验室开展

实验。 
1.2  培养基、主要试剂与仪器 

LB 培养基(g/L)：酵母粉 5，胰蛋白胨 10，
氯化钠 5，固体培养基在此基础上加入 15 g/L
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琼脂粉。 
磷酸盐缓冲液 (phosphate buffered saline, 

PBS) (g/L)：氯化钠 8.0，氯化钾 0.2，磷酸氢二

钠 1.42，磷酸氢二钾 0.27，pH 7.4；PBST：含

0.05%吐温 20 的 PBS 缓冲液；化学试剂购自国

药集团化学试剂有限公司。 
2% 胎 牛 血 清 (fetal bovine serum, FBS) 

DMEM 培养基 [20]及胰蛋白酶，Gibco 公司；

miniBEST Viral RNA/DNA 提取试剂盒，TaKaRa
公司；TOP10 感受态细胞、增强型 DAB 显色试

剂和质粒小提试剂盒，天根生化科技(北京)有限

公司；胶回收试剂盒，Omega Engineering 公司；

KOD-Plus-Neo 高保真聚合酶，东洋纺(上海)生
物科技有限公司；pCAGGS 质粒、Opti-MEM 培

养基和转染试剂 Lipofectamine 2000，赛默飞世尔

科技有限公司；Kpn Ⅰ、Xba Ⅰ限制性内切酶和 T4 
DNA 连接酶，纽英伦生物技术(北京)有限公司；

DAPI 染色液和脱脂奶粉，上海碧云天生物技术

股份有限公司；HCoV-OC43 N protein IgG、HRP
标记的羊抗兔 IgG 和 Alexa 488 标记的羊抗兔

IgG，武汉三鹰生物技术有限公司；甲基纤维素

粉末，Merck 公司；DNA 文库准备试剂盒，南

京诺唯赞生物科技股份有限公司；胰蛋白胨和

酵母提取物，Oxoid 公司。 
细胞培养瓶和细胞培养孔板，康宁公司；

细胞培养箱，赛默飞世尔科技有限公司；倒置

显微镜，奥林巴斯有限公司；多功能微孔板检

测仪和荧光成像仪，安捷伦科技有限公司；

DNBSEQ-T7 测序仪，深圳华大智造科技股份有

限公司。 

1.3  HCoV-OC43 扩增与传代 
HCoV-OC43 使用 RD 细胞进行扩增，将

RD 细胞铺至 T75 培养瓶培养 24 h[20]，待细胞

完全贴壁汇合度达到90%时，将培养基更换为2% 
FBS的DMEM培养基，以感染复数(multiplicity of 
infection, MOI)为 0.01 感染 HCoV-OC43。感染

4 d 取细胞上清于 4 ℃、13 000 r/min 离心 10 min

除去细胞碎片，再将上清分装至 1.5 mL EP 管

中，–80 ℃保存。 

1.4  HCoV-OC43 耐药适应株筛选 
将 RD 细胞铺至12 孔板，密度为1×105 cells/孔，

培养 24 h。待细胞完全贴壁汇合度达到 80%时，

将培养基更换为含有一定浓度 FB2001 (不同试

验选取不同浓度)的 2% FBS 的 DMEM 培养基，

以 MOI=0.01 感染 HCoV-OC43。待 RD 细胞出现

细胞病变时收集细胞上清，4 ℃、13 000 r/min 离

心 10 min 除去细胞碎片，再将上清分装至 1.5 mL 
EP 管中，–80 ℃保存。 

1.5  免疫噬斑法检测 HCoV-OC43 病毒

滴度 
将 RD 细胞铺至 24 孔板，5×104 cells/孔，培

养 24 h。使用 2% FBS 的 DMEM 培养基将

HCoV-OC43 病毒进行 10 倍梯度稀释，以 200 μL/孔
的病毒量感染细胞，每个梯度设 2 个复孔。感染

1 h 后去除上清，PBS 清洗 1–2 次，加入含有 2% 
FBS 和 1.25%甲基纤维素的 DMEM 培养基直至

完全覆盖底部，继续培养 96 h。去除细胞上层

覆盖物，加入 4%甲醛固定细胞 30 min。去除固

定液并使用 PBST 清洗 3 次，加入含有 0.02% 
Triton X-100 和 5%脱脂奶粉的 PBS 进行透化和

封闭，1 h 后用 PBST 清洗 3 次，加入 120 μL 一

抗溶液(兔抗 HCoV-OC43 N protein IgG，用 5%
脱脂牛奶 1:1 000 稀释)，4 ℃孵育过夜。用 PBST
清洗 3 次，加入 200 μL/孔二抗溶液(HRP 标记

的抗兔 IgG，用 5%脱脂牛奶 1:1 000 稀释)，室

温孵育 2 h。PBST 清洗 3 次，加入 200 μL/孔新

鲜的 HRP 显色液，在水平摇床上室温避光孵育

30 min。去除显色液并用水清洗 1 次，烘干后

数斑，根据稀释度计算病毒滴度。 

1.6  间 接 免 疫 荧 光 法 (indirect 
immunofluorescence assay, IFA)检测病

毒 N 蛋白 
HCoV-OC43 以 MOI=0.01 接种到 RD 细胞

培养 48 h 后进行间接免疫荧光试验。用 4%甲
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醛固定细胞过夜，用 PBS 清洗细胞 3 次，加入

含有 0.02% Triton X-100 和 5%脱脂奶粉的 PBS
进行透化和封闭，1 h 后用 PBST 清洗 3 次，加

入一抗(兔抗 HCoV-OC43 N protein IgG，用 5%
脱脂牛奶 1:1 000 稀释)在 4 ℃孵育过夜。用

PBST 清洗 3 次后，加入二抗(Alexa 488 标记

的羊抗兔 IgG，用 PBS 1:1 000 稀释)在室温下

避光孵育 2 h。用 PBST 清洗 3 次，加入 DAPI 
(用 PBS 1:10 000 稀释)室温避光孵育 5 min。
用 PBST 清洗 3 次后，在荧光成像仪下进行拍

照。使用 Image J 软件处理图片计算病毒感

染的细胞个数，并使用 GraphPad Prism 10.1.2
软件绘图。 

1.7  NGS 建库及分析 
将 HCoV-OC43 连续传代的 P5、P10、P14、

P17 和 P20 病毒使用 miniBEST Viral RNA/DNA
提取试剂盒提取 RNA，并进行反转录。DNA 文

库采用 DNA 文库准备试剂盒的组分构建。构建

好的文库在 DNBSEQ-T7 测序仪上用 PE150 平台

对 200–500 bp 之间的片段进行富集、定量和测

序。使用 fastp 对原始 FastQ 文件进行过滤，使用

Trimmomatic 删除接头序列。用 Burrows-Wheeler
比对工具将 Reads 映射到冠状病毒 HCoV-OC43
参考基因组，并使用 Picard MarkDuplicate 标记

重复序列以在下游分析中过滤，然后使用 GATK 
BaseRecalibrator 对碱基质量分数进行重新校

准。将获得的高质量序列与同一代 DMSO 孔对

照毒株的基因组进行比对，进而确定 3CLpro

上的氨基酸突变位点。 

1.8  真核表达质粒的构建 
真核表达质粒经限制性内切酶Kpn I和Xba I

酶切后，与 HCoV-OC43 3CLpro 基因序列在 T4
连接酶作用下 16 ℃连接过夜。将连接产物转化

至TOP10 感受态细胞，涂在含有 Amp (100 μg/mL)
抗性的 LB 培养板上，培养过夜后挑取单克隆

并送测序。通过测序验证基因序列正确后，使用

质粒小提试剂盒提取 HCoV-OC43 3CLpro 真核

表达质粒 DNA，设计点突变引物(表 1)进行 PCR，

PCR 反应体系：10×PCR Buffer for KOD-Plus-Neo 
5 μL，dNTPs (2 mmol/L) 5 μL，MgSO4 (25 mmol/L) 
3 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，DNA
模板 1–2 μL，KOD-Plus-Neo (1 U/μL) 1 μL，

ddH2O 补足 50 μL。PCR 反应条件：94 ℃ 2 min；
98 ℃ 10 s，55 ℃ 30 s，68 ℃ 3 min 30 s，34 次

循环；72 ℃ 5 min。通过胶回收实验检验质粒

大小并纯化 PCR 产物，将产物转化到 TOP10
感受态细胞中，并涂在含有 Amp 抗性的培养板

上培养过夜，挑取单克隆并测序验证点突变是

否构建成功。 

1.9  细胞转染 
为了避免邻孔荧光的相互干扰，选择黑色

透明底部的 96 孔细胞培养板进行实验。使用多

聚赖氨酸提前将 96 孔板进行包被，将 HEK-293T
细胞以 2×104 cell/孔的密度铺在 96 孔板进行

培养，12 h 后细胞完全贴壁且密度达到 90%
时进行转染。确定 Flip GFP 活细胞酶活实验条 

 
表 1  HCoV-OC43 3CLpro 真核表达质粒点突变引物 
Table 1  Point mutation primers for HCoV-OC43 3CLpro eukaryotic expression plasmid 
Mutation Prime (5′→3′) 

D65G Forward: CCAGCAGCGGTTTCACAGTGCTGTTCGACAG 
Reverse: CAGCACTGTGAAACCGCTGCTGGTCACC 

L165V Forward: GCACCAGGTGGAGCTGTCCACAGGGT 
Reverse: GCTCCACCTGGTGCATGTACACGAACTT 

I300T Forward: GCAGCTGGCCGGCACCAAGCTGCAGG  
Reverse: CTGCAGCTTGGTGCCGGCCAGCTGCT 
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件时，将 Lipofectamine 200 与质粒(HCoV-OC43 
3CLpro 表达质粒与报告质粒比分别为 1、2、3，
pCAGGS 与报告质粒比为 2，质粒总量为 100 ng)
分别稀释至 Opti-MEM 培养基中，再将两管溶

液混合至同一管内，轻轻混匀，室温静置 15 min，
之后将转染体系加入细胞孔内，混匀继续培养，

4–6 h后将转染的细胞上清更换为新鲜的 2% FBS
的 DMEM 培养基继续培养。 

检测 IC50 时，将转染试剂 Lipofectamine 
2000和质粒(HCoV-OC43 3CLpro 表达质粒与报

告质粒比为 2，质粒总量为 100 ng)分别稀释至

Opti-MEM 培养基中，再将两管溶液混合至同

一管内，轻轻混匀，室温静置 15 min，之后将

转染体系加入细胞孔内，混匀继续培养。转染

4–6 h 后将转染孔的细胞上清换成含有不同药

物浓度的 2% FBS 的 DMEM 培养基。 

1.10  Flip GFP 荧光成像 
确定 Flip GFP 和活细胞酶活实验条件时，

分别在 24、48 和 72 h 检测转染细胞孔的

GFP/mCherry 荧光值。 
检测 IC50 时，转染的细胞培养 48 h 后，将

细胞上清更换为 PBS。使用多功能微孔板检测

仪分别在 GFP (激发光 580 nm，发射光 630 nm)
和 mCherry (激发光 485 nm，发射光 530 nm)对
96 孔板进行扫描。根据 GFP/mCherry 的荧光值

计算抑制率[21]，并采用 GraphPad Prism 10.1.2
软件进行绘图。 

1.11  HCoV-OC43 耐药株与野生型毒

株体外生长竞争实验 
将 RD 细胞 2×104 cell/孔的密度铺在 48 孔

板，24 h 后将细胞培养基更换为 2% FBS 的

DMEM 培养基。将野生型毒株与耐药毒株以

1:9 和 9:1 的比例混合(MOI=0.01)，感染 RD
细胞。分别在 0、6、12、24、36 和 48 h 收集

上清，提取上清 RNA，随后对 RNA 进行 NGS
测序。 

1.12  蛋白质结构预测与对接 
根据 HCoV-OC43 3CLpro 氨基酸序列，使

用 Alphafold3 (https://alphafoldserver.com/)对其

结构进行预测。将 HCoV-OC43 3CLpro 结构与

FB2001分子通过 DiffDock v1.1.3人工智能平台

(软件和许可证分别来自 https://github.com/gcorso/ 
DiffDock 和 https://github.com/gcorso/DiffDock/ 
blob/main/LICENSE)进行虚拟对接，对接参数选

择默认参数，对接程序在中国科学院武汉病毒

研究所分析测试中心服务器运行，对接的结果

通过 PyMOL v2.5.4 软件进行可视化分析。 

2  结果与分析 
2.1  HCoV-OC43 传代与耐药株筛选结果 

为了得到 HCoV-OC43 对 FB2001 的耐药

株，选择 HCoV-OC43 易感的 RD 细胞，将

HCoV-OC43 在含有一定浓度 FB2001 的培养基

中进行连续传代，每一代 3 个谱系(L1–L3)并连

续传 20 代。在连续传代的过程中，根据病毒产

生的细胞病变效应，将 FB2001 的浓度逐渐增

加(图 1A)。选择第 14、17、20 代分别进行间接

免疫荧光试验检测其耐药表型，结果表明在同

一浓度 FB2001 存在的情况下，筛选的耐药株

感染的细胞个数比 HCoV-OC43 野生型毒株多

(图 1B)。例如，在 0.25 μmol/L FB2001 的条件

下，HCoV-OC43 野生型毒株的增殖几乎被完全

抑制，而耐药株在细胞中仍能良好复制。该结

果表明 HCoV-OC43 在 FB2001 持续存在的压力

下，已经出现了明显的耐药表型。随着传代次数

的增加，耐药的程度也在不断增加(图 1C)。 
为了分析耐药相关的氨基酸突变位点，对

P5、P10、P14、P17、P20 耐药株进行全基因组

NGS 测序，发现病毒第 10 代开始在 3CLpro 上

出现 D65G 和 L194P 突变，随着药物压力持续

增加，L165V 和 I300T 突变逐渐出现，并且

D65G、L165V 和 I300T 突变频率也在逐渐增加 
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图 1  耐药株筛选方案及耐药表型   A：耐药株筛选方案。B：将野生毒株与耐药株以 MOI=0.01 感染

RD 细胞，培养 48 h 后进行间接免疫荧光检测，使用荧光成像仪进行拍照，使用 Image J 软件处理图片计

算病毒感染细胞的个数。C：HCoV-OC43 野生毒株与耐药株 P14、P17、P20 在不同浓度 FB2001 下的免

疫荧光图。 
Figure 1  Drug resistant strain screening scheme and drug resistant phenotype. A: Drug resistant strain 
screening scheme. B: Wild strains and drug-resistant strains were infected with RD cells at MOI=0.01, and 
indirect immunofluorescence detection was performed after culture for 48 hours. Fluorescence imager was 
used to take photos, and Image J software was used to process the images to calculate the number of 
virus-infected cells. C: Immunofluorescence of wild HCoV-OC43 strain and drug-resistant strains P14, P17 
and P20 at different concentrations of FB2001. 

 
(表 2)。除了 3CLpro 基因出现突变外，FB2001 
P17 和 FB2001 P20 耐药株在基因组的其他位置

也存在突变，主要突变(突变频率在 90%以上)发
生在 S 蛋白 T1100K、E 蛋白 V78L 及 NSP3 I360L 
[耐药株全基因组突变位点及频率数据已提交

至国家微生物科学数据中心(https://nmdc.cn/ 
resource/attachment/detail/NMDCX0001745)，登

录号 NMDCX0001745]。其中 S 蛋白 T1100K 突

变在 FB2001 P17L1 上的频率为 100%，但在

FB2001 P20L1 上却未检测到，说明该位点在传

代过程中得到了回复。E 蛋白 V78L 突变发生在

P20 的频率比 P17 高，说明该突变可能是在药

物的压力下积累产生。E 蛋白作为冠状病毒的

结构蛋白，其在病毒的生命周期发挥关键功能，

并且 E 蛋白可以自组装成寡聚体，能够作为离

子通道发挥功能，在调节宿主细胞的离子平

衡和微环境中发挥重要作用[22]。NSP3 作为最

大的非结构蛋白，其作用主要包括多蛋白加 
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表 2  耐药株在 3CLpro 上的基因表型及频率 
Table 2  Gene phenotype and frequency of 
drug-resistant strains on 3CLpro (%) 
Passage D65G L165V L194P I300T 

FB2001 L1     

P20 99.9 88.7 99.7 99.5 

P17 98.9 12.1 98.9 83.8 

P14 99.2 – 99.7 – 

P10 24.0 – 81.0 – 

FB2001 L2     

P20 99.3 – 98.5 98.8 

P17 97.7 – 98.0 – 

P14 98.9 – 99.4 – 

P10 11.7 – 92.0 – 

FB2001 L3     

P20 – – – – 

P17 41.6 14.2 79.3 – 

P14 36.0 – 89.5 – 

P10 – – 91.3 – 

–表示此处未检测到突变。 
“–” indicates that no mutation was detected here. 
 
工、复制-转录复合物形成、新生病毒 RNA 运

输及先天免疫拮抗作用等[23]。NSP3 编码的残

基可以折叠成多个结构域，其中 I360L 位于其

Mac1 结构域。Mac1 是一种 ADP-核糖基水解

酶，可以水解 ADP 核糖基化宿主蛋白，用于

抗病毒感染[24]。这些突变位点对适应株耐药表

型的明确贡献尚不清晰，值得后续进一步研究。 
2.2  HCoV-OC43 3CLpro Flip GFP 体

系构建 
为了验证 HCoV-OC43 3CLpro 上这些氨基

酸突变的耐药功能，通过建立 HCoV-OC43 
3CLpro Flip GFP 体系研究突变蛋白在细胞内

对 FB2001 的敏感性变化。Tan 等 [21]报道了

3CLpro Flip GFP 体系，该体系由 3CLpro 表达

质粒和报告质粒构成，根据其报道的 Flip GFP
体系，将表达蛋白酶的质粒中的基因序列通过

使用 Kpn I 和 Xba I 限制性内切酶酶切以及 T4

连接酶连接的方法插入 HCoV-OC43 3CLpro 基

因序列，经测序验证基因序列的准确性后在该

质粒上进行点突变构建待研究的突变蛋白表

达质粒。 
HCoV-OC43 3CLpro 真核表达体系(图 2A)，

将3CLpro表达质粒与报告质粒共转染至HEK-293T
细胞，培养一段时间后，在荧光成像仪下观察

其荧光情况。报告质粒编码 GFPβ1-9、β10-11
和 mCherry 三个组分。mCherry 可以正常表达，

但 β10-11 通过 K5/E5 卷曲螺旋进行平行取向，

这种取向阻碍了其与 β1-9 的关联，导致 GFP
不会被表达。表达蛋白酶的质粒产生 3CLpro，
切割 3CLpro 底物 K5 和 β11 之间的连接基序

(linker)，使 β10-11 转变为反平行构型，与 β1-9
结合，从而恢复 GFP 荧光信号。 

为了确定表达 3CLpro 的质粒与报告质粒

的比例及培养时间，设置表达 3CLpro 与报告质

粒比分别为 1、2 和 3 三组实验，并分别在 24、
48 和 72 h 检测其荧光强度。同时，设置一组

pCAGGS 质粒与报告质粒比为 2 的实验作为阴性

参照。结果表明 Flip GFP 系统实验组的荧光强度

与阴性参照的荧光强度具有明显差异(图 2B)。因

此，我们从中选择 HCoV-OC43 3CLpro 表达质

粒与报告质粒的质粒比为 2，并在转染 48 h 后

检测的条件进行后续实验。 

2.3  HCoV-OC43 3CLpro 突变位点在

Flip GFP 系统中的酶活水平验证 
为了验证筛选到的 3CLpro 氨基酸突变的耐

药特征，使用 Lipofectamine 2000 将表达 3CLpro
质粒和报告质粒共转染到 HEK-293T 细胞中，

转染 4–6 h 后将细胞上清更换为含有不同浓度梯

度 FB2001 的 2% FBS 的 DMEM 培养基，继续培

养 48 h 后检测其荧光强度。根据 GFP/mCherry 的

荧光值计算其抑制率，并在 GraphPad Prism 
10.1.2 中拟合曲线。结果显示 3CLpro WT、D65G、

L165V、I300T 和 D65G+L165V 对 FB2001 的半 
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图 2  HCoV-OC43 3CLpro Flip GFP 体系构建   A：Flip GFP 体系示意图；B：不同 3CLpro 质粒与

报告质粒的质粒比及时间条件下 GFP/mCherry 的荧光强度。 
Figure 2  Construction of HCoV-OC43 3CLpro Flip GFP system. A: Flip GFP system diagram; B: 
Fluorescence intensity under different plasmid ratios and time conditions of expressing 3CLpro plasmid and 
reporter plasmid. 
 
数抑制浓度(IC50)分别 8.18、21.77、36.16、23.55
和 26.81 μmol/L (图 3)。D65G、L165V、I300T
和 D65G+L165V 突变蛋白的 IC50 为野生型 IC50

的 2.66、4.42、2.87、3.27 倍，这表明这几个突

变位点都会造成 3CLpro 对 FB2001 一定程度的

耐药，其中 L165V 的耐药程度最高，并且在病

毒传代后期高浓度 FB2001 压力下产生和积累，

说明 L165V 是造成病毒耐药的关键氨基酸突变。 

2.4  HCoV-OC43 3CLpro L165V 突变

蛋白与 FB2001 的结合模式分析 
FB2001 与 nirmatrelvir 为拟肽类蛋白酶抑

制剂，其 P1 位均为 γ-内酰胺环(图 4A)，目前

关于 3CLpro 耐 nirmatrelvir 的报道有很多，但

对 FB2001 耐药机制相关的报道甚少。为了进

一步了解 HCoV-OC43 3CLpro 突变蛋白对

FB2001 耐药的机制，使用 Alphafold3 根据

HCoV-OC43 3CLpro 氨基酸序列预测 HCoV-OC43 
3CLpro WT 和 L165V 突变蛋白的蛋白结构，

随后使用 DiffDock v1.1.3 人工智能平台将

HCoV-OC43 3CLpro WT和 HCoV-OC43 3CLpro 
L165V 分别与 FB2001 分子进行分子对接。

Alphafold3 预测的 HCoV-OC43 3CLpro 与 FB2001 
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图 3  HCoV-OC43 3CLpro 在胞内酶活水平的 IC50   A：HCoV-OC43 3CLpro WT 在 FB2001 上的 IC50；

B：HCoV-OC43 3CLpro D65G 在 FB2001 上的 IC50；C：HCoV-OC43 3CLpro L165V 在 FB2001 上的 IC50；

D：HCoV-OC43 3CLpro I300T 在 FB2001 上的 IC50；E：HCoV-OC43 3CLpro D65G+L165V 在 FB2001
上的 IC50；F：与 WT 相比各突变蛋白 IC50 增加的倍数。 

Figure 3  IC50 of HCoV-OC43 3CLpro at intracellular enzyme activity level. A: IC50 of HCoV-OC43 
3CLpro WT against FB2001; B: IC50 of HCoV-OC43 3CLpro D65G against FB2001; C: IC50 of HCoV-OC43 
3CLpro L165V against FB2001; D: IC50 of HCoV-OC43 3CLpro I300T against FB2001; E: IC50 of 
HCoV-OC43 3CLpro D65G+L165V against FB2001; F: Multiple of increased IC50 of each mutant protein 
compared to WT. 
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对接的结构 (图 4B、4C)显示，C145 同样与

FB2001 醛基弹头共价结合，同时 FB2001 的 P1
位 γ-内酰胺环与蛋白酶 S1 位的 H163、E166 和

H172 形成氢键。在 3CLpro 与 FB2001 结合口袋

中，第 165 位亮氨酸的侧链异丁基朝向 3CLpro
活性口袋外侧，但当第 165 位亮氨酸突变为缬

氨酸时，缬氨酸的异丙基朝向了 3CLpro 活性

口袋内侧，增大了活性口袋的空间位阻，导致

FB2001 的 P1 位 γ-内酰胺环与 S1 口袋中的 E166
和 H172 之间氢键距离增大，从而与催化中心亲

和力下降导致 3CLpro L165V 突变蛋白对

FB2001 出现耐药。 

2.5  体外生长竞争试验分析 HCoV-OC43
耐药株的生长竞争能力 

为了探究 HCoV-OC43 耐药传代适应株在

野生株存在下的生长竞争能力，将 HCoV-OC43 
WT 毒株和 FB2001 P20L1 耐药株以 1:9 或 9:1
比例(MOI=0.01)混合，在无药物存在的 RD 细

胞上进行培养。分别在 0、6、12、24、36、48 h
收集上清进行 NGS 测序，结果表明，D65G、

L165V、L194P 和 I300T 突变比例在 12 h 后

均开始下降，逐渐被 WT 毒株取代(图 5)。当

HCoV-OC43 WT 毒株和 FB2001 P20L1 耐药株

以 1:9 比例混合时，两者的生长竞争在 36 h 达

到平衡，此时 WT 毒株占主要地位(占比 60%以

上) (图 5A–5D)。当 HCoV-OC43 WT 毒株和

FB2001 P20L1 耐药株以 9:1 比例混合时，在 36 h
时 FB2001 P20L1耐药株已全部被 WT毒株所取

代(图 5E–5H)。实验表明，FB2001 P20L1 在与

HCoV-OC43 野生株的生长竞争中不具有生长

竞争优势。 

3  讨论 
HCoV-OC43 作为一种季节性冠状病毒，其

感染一般使人体出现轻微的流感症状，但在

婴幼儿、老人和其他免疫缺陷患者中仍有较大

几率发展为肺炎甚至脑炎 [3,25]，因此易感人群

要积极预防和治疗。此外，临床上对相关肺炎

病例进行基因型检测时，发现了 2 例新的

HCoV-OC43 基因型[26]，其传播和病理特征尚不

清晰，面对快速变异的冠状病毒亟须储备广谱

的抗冠状病毒药物。前期研究已发现 3CLpro
抑制剂 FB2001 对 β 冠状病毒和 α 冠状病毒的

3CLpro 具有广谱抑制活性，但冠状病毒对

FB2001 的耐药特征还有待阐明[27]。由于冠状

病毒 3CLpro 功能和结构高度保守，其成为广

谱靶点的同时，也存在对抑制剂产生交叉耐药

的对立统一。本研究即探讨 HCoV-OC43 在长

期 FB2001 压力下如何发生适应性突变，并结

合已知的冠状病毒 3CLpro 耐药特点，分析共

性耐药机制。 
自 2022 年 paxlovid 作为首款 3CLpro 抑制

剂获批以来，已有多篇研究报道了病毒可对其活

性成分——nirmatrelvir 产生耐药[28-30]。Duan 等[13]

基于复合物晶体结构系统研究了 3CLpro 的分子

机制，发现其 3CLpro 通过 2 种进化途径来抵御

nirmatrelvir，其中代表性的 E166V 突变通过改

变与 P1 位氢键模式产生耐药性。拟肽类化合

物是蛋白酶抑制剂的重要一类，这类化合物通

过模拟蛋白酶自身底物结构从而竞争性与酶

活口袋结合，达到抑制效果，nirmatrelvir、
simnotrelvir、FB2001 和 GC376 均属于此类抑

制剂。这些拟肽类抑制剂的 P1 位点具有共同的

γ-内酰胺环结构，原因在于冠状病毒 3CLpro 对

底物 P1 位具有高度选择性[19,31-32]。在 RD 细胞

中，随着 FB2001 药物压力的增加，HCoV-OC43
逐渐进化为对 FB2001 具有一定耐药性的株系，

通过 NGS 测序发现其 3CLpro 序列上出现

D65G、L165V、L194P 和 I300T 氨基酸突变位

点。其他冠状病毒 3CLpro M165V 的耐药机制 
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图 4  HCoV-OC43 3CLpro WT 和 L165V 蛋白与 FB2001 分子对接分析   A：FB2001 与 nirmatrelvir
分子结构式；B：Alphafold3 预测的 HCoV-OC43 3CLpro 结构与 FB2001 分子对接；C：Alphafold3 预

测的 HCoV-OC43 3CLpro-L165V 结构与 FB2001 分子对接。 
Figure 4  Molecular docking analysis of HCoV-OC43 3CLpro WT and L165V proteins with FB2001. A: 
FB2001 and nirmatrelvir molecular structure formula; B: The HCoV-OC43 3CLpro structure predicted by 
Alphafold3 was docked with the FB2001 molecule; C: The HCoV-OC43 3CLpro-L165V structure predicted 
by Alphafold3 was docked with the FB2001 molecule. 
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图 5  HCoV-OC43 WT 毒株与 FB2001 P20L1 耐药株在无药物压力下生长竞争试验   A−D：HCoV-OC43 
WT 毒株与 FB2001 P20L1 耐药株以 1:9 比例混合后共培养，D65G (A)、L165V (B)、L194P (C)和 I300T 
(D)突变频率变化。E−H：HCoV-OC43 WT 株与 FB2001 P20L1 耐药株以 9:1 比例混合后共培养，D65G 
(E)、L165V (F)、L194P (G)和 I300T (H)突变频率变化。 
Figure 5  Competition experiment of growth between HCoV-OC43 WT strain and FB2001 P20L1 resistant 
strain without drug pressure. A−D: HCoV-OC43 WT strain and FB2001 P20L1 resistant strain were mixed in 
a 1:9 ratio and co-cultured. The frequency of mutations of D65G (A), L165V (B), L194P (C), and I300T (D) 
was monitored. E−H: HCoV-OC43 WT strain and FB2001 P20L1 resistant strain were mixed in a 9:1 ratio 
and co-cultured, and the frequency of mutations of D65G (E), L165V (F), L194P (G), and I300T (H) was 
monitored. 
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已较为清晰[16]，而 D65G 与 L194P 的耐药机制

尚不清晰[29,33]。I300T 在全球流感数据共享倡议

组织(Global Initiative on Sharing All Influenza 
Data, GISAID)数据库中未被报道。HCoV-OC43 
3CLpro L165V 在 P17 开始出现，突变频率为

12.1%和 14.2%。Flip GFP 结果表明 D65G、

L165V、I300T 突变均会导致 3CLpro 对 FB2001
的耐药，其中 L165V 导致 3CLpro 的耐药程度

最高(4.42 倍)。L165V 突变蛋白与 FB2001 的分

子虚拟对接表明 165 位亮氨酸突变为缬氨酸

时，该位置氨基酸的侧链残基由嵌入在基团中

的异丁基变为指向活性口袋的缬氨酸的异丙

基，占据活性口袋的空间位阻，导致药物分子

与蛋白酶之间的亲和力下降。这与已报道的

3CLpro E166V 对 nirmatrelvir 的耐药机制类似，

表明 3CLpro 上 S1 附近位点的突变会对含有  
γ-内酰胺环结构的抑制剂产生较大影响。进一

步的体外生长竞争试验结果表明， FB2001 
P20L1 耐药株在与 HCoV-OC43 WT 生长竞争中

会处于劣势地位并逐渐被野生毒株取代，这一

结论与 3CLpro E166V 造成的病毒适应性减弱

的结论一致[34]，表明该 OC43 耐药株在自然条

件下具有较低的传播扩散风险。 

4  结论 
在 体 外 FB2001 药 物 压 力 下 生 长 的

HCoV-OC43 逐渐表现出对 FB2001 的耐药性，

其 3CLpro 基因上出现 D65G、L165V、L194P

和 I300T 氨基酸突变；经过 Flip GFP 体系验证，

以上氨基酸突变均会导致 3CLpro对FB2001产生

抗性，其中 L165V 突变产生的抗性最强；L165V

突变蛋白与 FB2001 分子虚拟对接结果表明，

突变氨基酸通过其侧链占据活性口袋的空间

位阻从而使 FB2001 与蛋白酶之间的亲和力降

低；生长竞争试验结果表明，耐药株在与野生

型 HCoV-OC43 生长竞争中处于劣势地位并被

野生型 HCoV-OC43 取代；以上结果与已报道

的 3CLpro 的研究结果一致，表明冠状病毒主

蛋白酶对 P1 位为 γ-内酰胺环的拟肽抑制剂

具有耐药共性机制。本研究结果表明冠状病

毒 3CLpro 在耐药机制上存在相似性，为未

来广谱抗冠状病毒药物的研发提供思路和科

学依据。 
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