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摘要： 目的　 研究治疗新型冠状病毒肺炎不同时期的 ６ 种中成药对 ３Ｃ 样蛋白酶 （３ＣＬｐｒｏ） 和木瓜样蛋白酶 （ＰＬＰ）
的抑制作用， 探讨其干预新型冠状病毒肺炎的机制。 方法　 经镍柱纯化获得原核表达且纯度高的 ３ＣＬｐｒｏ 和 ＰＬＰ。 基

于荧光共振能量转移原理， 建立 ３ＣＬｐｒｏ 和 ＰＬＰ 活性检测的药物筛选模型， 分别以 ３ＣＬｐｒｏ 抑制剂依布硒、 ＰＬＰ 抑制剂

ＧＲＬ０６１７ 验证筛选模型的有效性。 在此基础上， 开展针对新型冠状病毒肺炎临床不同时期 （医学观察期、 轻型、 普通

型、 重型、 危重型） 的代表性 ６ 种中成药靶向抑制 ３ＣＬｐｒｏ 和 ＰＬＰ 活性的研究。 结果　 金花清感颗粒、 疏风解毒胶囊、
热毒宁注射液、 血必净注射液、 痰热清注射液对 ３ＣＬｐｒｏ 具有较强的抑制作用 （抑制率＞８０％ ）， 同时疏风解毒胶囊、
痰热清注射液、 热毒宁注射液对 ＰＬＰ 也具有较强的抑制作用 （抑制率＞８０％ ）。 结论　 金花清感颗粒等 ６ 种中成药对

３ＣＬｐｒｏ 或 ＰＬＰ 都有较强的抑制作用， 这可能是它们针对新型冠状病毒肺炎临床不同时期发挥抗 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的内在机

制。 另外， 疏风解毒胶囊、 痰热清注射液、 热毒宁注射液对新型冠状病毒 ２ 个靶蛋白酶活性的抑制作用都较强， 可能

具有潜在抗病毒活性。
关键词： 中成药； 新型冠状病毒； ３ＣＬｐｒｏ； ＰＬＰ； 荧光共振能量转移； 抗病毒
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　 　 新型冠状病毒 （ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２） 属于 β 型冠状病毒， 是

一种有包膜的单链正义 ＲＮＡ 病毒， 病毒的基因组 ＲＮＡ 含

有大约 ３０ ０００ 个碱基［１］ 。 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 进入宿主细胞后，
分解并释放出病毒 ＲＮＡ， 借由宿主细胞的核糖体翻译产生

２ 种 多 聚 蛋 白 ｐｐ１ａ 和 ｐｐ１ａｂ， 随 后 被 ３Ｃ 样 蛋 白 酶

（３ＣＬｐｒｏ） 和木瓜样蛋白酶 （ＰＬＰ） 切割， 产生 １６ 种成熟

的非结构蛋白， 组成复制⁃转录复合物［２］ ， 以完成后续病毒

基因组的复制和结构蛋白的合成。 ３ＣＬｐｒｏ 对病毒复制所需

要的功能蛋白的成熟起到剪切、 加工的重要作用， 同时，
３ＣＬｐｒｏ 进化保守且人体缺乏其同源蛋白酶。 ＰＬＰ 除调控病

毒复制与转录之外， 还可以催化去泛素化以及从宿主蛋白

中移除干扰素刺激基因 １５［３⁃４］ ， 以帮助冠状病毒逃避宿主

的先天免疫反应， ＰＬＰ 在冠状病毒的进化过程中高度保守

且不易发生突变。 因此， ３ＣＬｐｒｏ 和 ＰＬＰ 是广谱抗新型冠状

病毒药物开发的重要靶标。 到目前为止， 已有报道的

３ＣＬｐｒｏ 抑制剂有博赛泼维、 ＧＣ⁃３７６、 钙蛋白酶抑制剂 ＩＩ、
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ＸＩＩ［５］ 、 依布硒［６］等； ＰＬＰ 抑制剂有隐丹参酮、 丹参酮 Ｉ［７］ 、
ＹＭ１５５、 ＧＲＬ０６１７［８］等， 但以上抑制剂目前均未用于新型

冠状病毒肺炎 （ＣＯＶＩＤ⁃１９） 的临床治疗。
中医药在早期就积极介入 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 治疗并取得显著

效果， 在我国所确诊的病例中， 中医药参与率达 ９１ ５％ ，
总有效率高达 ９０％ ［９］ 。 国家卫生健康委员会将新冠肺炎的

发展分为医学观察期、 临床治疗期 （轻型、 普通型、 重型、
危重型）、 恢复期 ３ 个阶段。 虽然中医药发挥了重要的作

用， 但中药存在有效成分不确定、 作用靶点和机制不明等

问题， 影响了其在临床上更合理和靶向性的应用。 因此，
本研究选择了在 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 复制中起重要作用的蛋白酶

３ＣＬｐｒｏ 与 ＰＬＰ 作为靶点， 对 《新型冠状病毒肺炎诊疗方

案》 推荐的 ６ 种中成药进行靶向抑制 ３ＣＬｐｒｏ 和 ＰＬＰ 活性的

比较， 以期为相关中成药在 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 治疗中的应用提供

基础研究证据和参考。
１　 材料

１ １　 试剂 　 氨苄青霉素、 胰蛋白胨、 琼脂粉、 酵母提取

物、 异丙基⁃β⁃Ｄ⁃硫代半乳糖苷 （ ＩＰＴＧ）、 二硫苏糖醇

（ＤＴＴ）、 甘氨酸、 ＴＲＩＳ、 ＳＤＳ、 ＥＤＴＡ （北京索莱宝科技有

限公 司）； ３ＣＬｐｒｏ 荧 光 底 物 Ｄａｂｃｙｌ⁃ＫＴＳＡＶＬＱＳＧＦＲＫＭＥ⁃
Ｅｄａｎｓ、 ＰＬＰ 荧光底物 Ｚ⁃Ａｒｇ⁃Ｌｅｕ⁃Ａｒｇ⁃Ｇｌｙ⁃Ｇｌｙ⁃ＡＭＣ （南京肽

业生物科技有限公司）； １２％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶超快速配制试

剂盒、 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液 （５×） （上海碧云天生物

技术有限公司）； 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司）； β⁃巯基乙醇 （美国 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司）； 考马斯亮蓝染

液试剂盒 ［赛文创新 （北京） 科技有限公司］。 其他试剂

均为国产分析纯。
１ ２　 药物 　 依布硒、 ＧＲＬ０６１７ （美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公

司）； 金花清感颗粒 ［聚协昌 （北京） 药业有限公司， 批

号 ２０２０１００８］； 疏风解毒胶囊 （安徽济人药业股份有限公

司， 批号 ３２０１００４）； 藿香正气胶囊 （云南白药集团股份有

限公司， 批号 ＺＤＢ２１０４）； 痰热清注射液 （上海凯宝药业

股份有限公司， 批号 ２１０１３０９）； 热毒宁注射液 （江苏康缘

药业股份有限公司， 批号 ２００７０２）； 血必净注射液 （天津

红日药业股份有限公司， 批号 ２１０２０１２）。
１ ３　 仪器 　 ＡＫＴＡ Ｐｕｒｅ 纯化仪、 ＨｉｓＴｒａｐ ＨＰ 亲和层析柱

（美国 Ｃｙｔｉｖａ 公司）； 超声波细胞粉碎仪 （宁波新芝生物科

技股份有限公司）； 超微量分光光度计 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； 数显恒温振荡器 （常州上特仪器制造有限

公司）； 蛋白质电泳仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； 胶片观察灯

（北京六一生物科技有限公司）； Ｎｅｏ２ 型多功能酶标仪 （美
国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）。
２　 方法

２ １　 ３ＣＬｐｒｏ、 ＰＬＰ 表达与纯化 　 含有 ｐＧＥＸ⁃６Ｐ⁃１⁃ＳＡＲＳ⁃
ＣｏＶ⁃２⁃３ＣＬ 质粒 （Ｃ 端携带 Ｈｉｓ 标签） 的大肠杆菌表达菌

株 ＢＬ２１、 含有 ｐＥＴ⁃３２ａ （＋） ⁃ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２⁃ＰＬＰ 质粒 （Ｎ 端

携带 Ｔｒｉｘ⁃Ｈｉｓ６⁃Ｓ 标签） 的大肠杆菌表达菌株 ＢＬ２１ 均由山

东中医药大学杜瑞坤博士馈赠。 当 ３ＣＬｐｒｏ 或 ＰＬＰ 表达菌株

的光密度 （ ＯＤ） 为 ０ ４ ～ ０ ６ 时， 加入 ＩＰＴＧ （终浓度

１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， 在 ２５ ℃下诱导 ６ ｈ， 菌液离心后保留菌体。 用

裂解缓冲液 （２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ、 ０ ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ，
ｐＨ ７ ４） 重悬， 使用超声波细胞破碎仪破碎菌体， 离心后

保留上清液。 利用 ＡＫＴＡ Ｐｕｒｅ 纯化仪及 ＨｉｓＴｒａｐ ＨＰ 亲和层

析柱纯化 ３ＣＬｐｒｏ 或 ＰＬＰ， 纯化后的 ３ＣＬｐｒｏ 或 ＰＬＰ 经 １２％
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶分离并用考马斯亮蓝染色后检测其纯度。
２ ２　 ３ＣＬｐｒｏ、 ＰＬＰ 最佳反应浓度确定 　 用 ３ＣＬｐｒｏ 酶活缓

冲液 （ ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ｂｕｆｆｅｒ、 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ， ｐＨ ７ ３）
或 ＰＬＰ 酶活缓冲液 （２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ｂｕｆｆｅｒ、 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＤＴＴ，
ｐＨ ８ ０） 将纯化所得的 ３ＣＬｐｒｏ 或 ＰＬＰ 及其荧光底物稀释，
在黑色透明底的 ９６ 孔板中， 将不同浓度的 ３ＣＬｐｒｏ 或 ＰＬＰ
（４０ μＬ ／孔） 与 ＤＭＳＯ （１０ μＬ ／孔） 混匀， 室温孵育 ３０ ｍｉｎ
后， 加入 ３ＣＬｐｒｏ 或 ＰＬＰ 荧光底物 （５０ μＬ ／孔， 终浓度为

２５ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 或 ３０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）。 立即用多功能酶标仪检测荧光强

度， 检测条件为增益值为 １００， 温度为室温， 激发光为 ３３６
ｎｍ （３ＣＬｐｒｏ）、 ３６０ ｎｍ （ＰＬＰ）， 发射光为 ４９０ ｎｍ， 检测间

隔为 ３０ ｓ， 检测总时间为 ６０ ｍｉｎ。
２ ３　 药物配制 　 依布硒、 ＧＲＬ０６１７ 及 ６ 种中成药均用

ＤＭＳＯ 溶解。 在药物抑制蛋白酶活性实验中， 依布硒、
ＧＲＬ０６１７ 以 ２ 倍倍比稀释， 共 ６ 个梯度。

３ 种口服中成药取其内容物， 碾磨成粉末并混合均匀，
分别取一定量用 ＤＭＳＯ 溶解， 根据药物说明书中每日总用

药量的 １ ／ １３ ０００ 稀释， 即为实验中每孔实际用量， 具体见

表 １。 文献报道部分口服中成药体外实验用药量范围为

０ １２５～２ ｍｇ ／ ｍＬ［１０⁃１１］ ， 而本研究中为 ０ １８５～１ １５４ ｍｇ ／ ｍＬ。
表 １　 口服中成药用药量

名称 每日总用量 ／ ｇ 实验用量 ／ （ｍｇ·孔－１）
金花清感颗粒 １５ ０ １１５ ４
藿香正气胶囊 ２ ４ ０ ０１８ ５
疏风解毒胶囊 ６ ２４ ０ ０４８ ０

　 　 ３ 种注射中成药各取 ３ 支， 分别混匀后再取一定体积

用于后续实验， 根据每日总用药量的 １ ／ ２ ０００ 稀释， 即为

实验中每孔实际用量， 具体见表 ２。 文献报道部分注射中

成药体外实验用药量范围为 ２～ ３２０ μＬ ／ ｍＬ［１２⁃１３］ ， 而本研究

中为 １０～１００ μＬ ／ ｍＬ。
表 ２　 注射中成药用药量

名称 每日总用量 ／ ｍＬ 实验用量 ／ （μＬ·孔－１）
痰热清注射液 ８０ ４
血必净注射液 ２００ １０
热毒宁注射液 ２０ １

２ ４　 药物对 ３ＣＬｐｒｏ、 ＰＬＰ 活性的抑制作用　 在黑色透明底

的 ９６ 孔板中， 将 ３ＣＬｐｒｏ 或 ＰＬＰ （４０ μＬ ／孔， 终浓度 １００
ｎｍｏｌ ／ Ｌ） 与不同药物 （１０ μＬ ／孔， 药物体积不足 １０ μＬ ／孔
者用 ＤＭＳＯ 补足） 混匀， 室温孵育 ３０ ｍｉｎ 后加入 ３ＣＬｐｒｏ 或

ＰＬＰ 荧光底物 （５０ μＬ ／孔， 终浓度 ２５ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 或 ３０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ），
立即用多功能酶标仪按 “２ ２” 项下条件检测荧光强度。
根据反应 １ ｈ 时不同药物荧光强度的增加值计算药物抑制
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率， 公式为抑制率 ＝ （１－ΔＲＦＵ药物 ／ ΔＲＦＵ不含药物 ） × １００％ ，
并用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ ０ 拟合依布硒、 ＧＲＬ０６１７ 的抑制曲

线， 计算其 ＩＣ５０值。
３　 结果

３ １　 基于 ３ＣＬｐｒｏ 活性的药物筛选体系的建立与验证 　 如

图 １Ａ 所示， ３ＣＬｐｒｏ 在相对分子量为 ３５ ｋＤａ 位置上有明显

的蛋白条带， 与预测的 ３ＣＬｐｒｏ 大小一致， 表明 ３ＣＬｐｒｏ 的

纯化效果较好。
切 割 ２５ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ３ＣＬｐｒｏ 荧 光 底 物 时， ８００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ

３ＣＬｐｒｏ 仅需约 １０ ｍｉｎ 即可基本完全切割荧光底物， 产生的

荧光强度约为 ４３ ０００， ４００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ３ＣＬｐｒｏ 则需要约 ２５ ｍｉｎ；
其他浓度 ３ＣＬｐｒｏ 则不能完全切割荧光底物。 １ ｈ 内 ２００、
１００、 ５０、 ２５ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ３ＣＬｐｒｏ 切割荧光底物所产生的荧光强

度分别为 ４０ ０００、 ２９ ０００、 １１ ０００、 ６ ０００， 见图 １Ｂ。 其中，
１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ３ＣＬｐｒｏ 的酶促曲线线性较好， １ ｈ 内的荧光强

度增加值适中， 约为 ２４ ０００， 因此选择 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ３ＣＬｐｒｏ
切割 ２５ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ３ＣＬｐｒｏ 荧光底物作为后续的酶促反应条件，
并检测 １ ｈ 内荧光强度的增加值。 文献 ［ １４］ 报道，

２５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ３ＣＬｐｒｏ 切割 ５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ３ＣＬｐｒｏ 荧光底物， 检测

３０ ｍｉｎ 后荧光强度增加值略有差异， 而本研究节约了

３ＣＬｐｒｏ 蛋白酶与 ３ＣＬｐｒｏ 底物用量， 检测时间延长， 更能完

整反映抑制剂的作用。
为了验证上述建立的 ３ＣＬｐｒｏ 的酶促反应条件是否适用

于药物筛选， 选用已报道可抑制 ３ＣＬｐｒｏ 活性的药物依布

硒［７］对该体系进行验证。 如图 １Ｃ 所示， 随着依布硒浓度

的增加， 荧光强度的增加值逐渐降低， 为 １ ０００、 ０ ５００、
０ ２５０、 ０ １２５、 ０ ０６３、 ０ ０３１ μｍｏｌ ／ Ｌ 时， １ ｈ 内的增加值

分别 为 － ８０、 ３０、 ４ ０００、 １１ ０００、 １９ ０００、 ２１ ０００， 对

３ＣＬｐｒｏ 的抑制率分别为 （１００ ３３９ ± ０ １５１）％ 、 （ ９９ ８７０ ±
０ １１０）％ 、 （ ８４ ２７０ ± ０ ４２０ ）％ 、 （ ５４ ７２１ ± １ ７２４ ）％ 、
（２５ ２８２ ± ２ ９４０）％ 、 （１４ ７７２ ± ３ ３４３）％ ， 表明依布硒对

３ＣＬｐｒｏ 活性有良好的抑制作用， 并且该筛选体系可反映药

物剂量依赖关系。 通过拟合计算， 得出依布硒对 ３ＣＬｐｒｏ 的

ＩＣ５０ 为 （ ０ １０７ ± ０ ００６） μｍｏｌ ／ Ｌ， 见图 １Ｄ， 虽然与文献

［１４］ 报道的 （０ ６７０± ０ ０３３） μｍｏｌ ／ Ｌ 相比偏小， 但标准

差更小， 重复性更好， 可用于筛选 ３ＣＬｐｒｏ 的抑制剂。

注： Ａ 为 ３ＣＬｐｒｏ 的纯化， Ｂ 为不同浓度 ３ＣＬｐｒｏ 的酶促反应曲线， Ｃ 为不同浓度依布硒作用下 ３ＣＬｐｒｏ 的酶促反应曲线， Ｄ
为依布硒的量效曲线及 ＩＣ５０。 Ｎｏ ｄｒｕｇ 为不含药物只含 ＤＭＳＯ 的阴性对照， Ｎｏ ｅｎｚｙｍｅ 为不含 ３ＣＬｐｒｏ 的空白对照， Ｎｏ

ｓｕｂｓｔｒａｔｅ 为不含 ３ＣＬｐｒｏ 荧光底物的空白对照。

图 １　 基于 ３ＣＬｐｒｏ 活性的药物筛选体系 （ｎ＝３）

３ ２　 基于 ＰＬＰ 活性的药物筛选体系的建立与验证 　 如图

２Ａ 所示， ＰＬＰ 在相对分子量为 ５５ ｋＤａ 位置上有明显的蛋白

条带， 与预测值一致， 表明 ＰＬＰ 的纯化效果较好。
切割 ３０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＰＬＰ 荧光底物时， ８００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＰＬＰ 在反

应约 ２５ ｍｉｎ 时， 荧光强度超出检测限， 约为 １００ ０００， ４００
ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＰＬＰ 则需反应约 ４８ ｍｉｎ； 其他浓度 ＰＬＰ 则不能完全

切割荧光底物。 １ ｈ 内 ２００、 １００、 ５０、 ２５ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＰＬＰ 荧光

强度分别为 ６０ ０００、 ４０ ０００、 ２０ ０００、 １０ ０００， 见图 ２Ｂ。 其

中， １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＰＬＰ 的酶促曲线线性较好， １ ｈ 内的荧光强

度增加值适中， 约为 ３３ ０００， 因此选择 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＰＬＰ 切

割 ３０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＰＬＰ 荧光底物作为后续的酶促反应条件， 并检

测 １ ｈ 内荧光强度的增加值， 与文献 ［１４］ 报道一致。
为了验证上述建立的 ＰＬＰ 的酶促反应条件是否适用于

药物筛选， 选用已报道可抑制 ＰＬＰ 活性的药物 ＧＲＬ０６１７［３］

对该体系进行验证。 如图 ２Ｃ 所示， 随着 ＧＲＬ０６１７ 浓度的

增加， 荧光强度的增加值逐渐降低， 为 ５０ ０００、 ２５ ０００、
１２ ５００、 ６ ２５０、 ３ １２５、 １ ５６３ μｍｏｌ ／ Ｌ 时， １ ｈ 内的增加值

分别为 ２ ６００、 ４ ３００、 ７ ５００、 １２ ０００、 １５ ０００、 ２０ ０００， 对

ＰＬＰ 的 抑 制 率 分 别 为 （ ９０ ６８４ ± ０ １９５ ）％ 、 （ ８４ ５１６ ±
０ ２２１ ）％ 、 （ ７３ ０２３ ± ０ ４０６ ）％ 、 （ ５８ ４８８ ± ０ ６２６ ）％ 、
（４５ ７９７±１ １７３）％ 、 （２７ ４８５±０ ４３９）％ ， 表明 ＧＲＬ０６１７ 对

ＰＬＰ 活性有良好的抑制作用， 并且该筛选体系可反映药物
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剂量依赖关系。 通过拟合计算得出 ＧＲＬ０６１７ 对 ＰＬＰ 的 ＩＣ５０

为 （４ １４１±０ １３２） μｍｏｌ ／ Ｌ， 见图 ２Ｄ， 与文献 ［３］ 报道的

（２ １±０ ２） μｍｏｌ ／ Ｌ 较接近， 并且标准差更小， 可用于筛选

ＰＬＰ 的抑制剂。

注： Ａ 为 ＰＬＰ 的纯化， Ｂ 为不同浓度 ＰＬＰ 的酶促反应曲线， Ｃ 为不同浓度 ＧＲＬ０６１７ 作用下 ＰＬＰ 的酶促反应曲线， Ｄ
为 ＧＲＬ０６１７ 的量效曲线及 ＩＣ５０。 Ｎｏ ｄｒｕｇ 为不含药物只含 ＤＭＳＯ 的阴性对照， Ｎｏ ｅｎｚｙｍｅ 为不含 ＰＬＰ 的空白对照， Ｎｏ

ｓｕｂｓｔｒａｔｅ 为不含 ＰＬＰ 荧光底物的空白对照。

图 ２　 基于 ＰＬＰ 活性的药物筛选体系 （ｎ＝３）

３ ３　 ６ 种中成药对 ３ＣＬｐｒｏ 的抑制效果　 口服中成药藿香正

气胶囊、 疏风解毒胶囊、 金花清感颗粒在 １ ｈ 内的荧光强度

增加值分别为 ９ ５００、 ３ ７００、 ５００， 见图 ３Ａ； 对 ３ＣＬｐｒｏ 的抑

制率 分 别 为 （ ６０ ４８５ ± ０ ４８５ ）％ 、 （ ８４ ５６６ ± ０ ０６９ ）％ 、
（９８ ０１９±０ ３８０）％ ， 见图 ３Ｂ。 结果表明， 藿香正气胶囊对

３ＣＬｐｒｏ 的抑制效果相对较差， 而疏风解毒胶囊、 金花清感

颗粒对 ３ＣＬｐｒｏ 的抑制率在 ８０％ 以上， 抑制效果较好。

注射中成药痰热清注射液、 热毒宁注射液、 血必净注

射液在 １ ｈ 内的荧光强度增加值分别为 １ ７００、 ９００、 ６００，
见图 ３Ｃ； 对 ３ＣＬｐｒｏ 的抑制率分别为 （９３ ３８８± ０ ８５４）％ 、
（９６ ５１１±０ ３４６）％ 、 （９７ ７２１±０ １５４）％ ， 见图 ３Ｄ。 结果表

明， 痰热清注射液、 热毒宁注射液、 血必净注射液对

３ＣＬｐｒｏ 的抑制率均在 ９０％ 以上， 抑制效果较好。

注： Ａ 为口服中成药的 ３ＣＬｐｒｏ 的酶促反应曲线， Ｂ 为口服中成药对 ３ＣＬｐｒｏ 的抑制率， Ｃ 为注射中成药的

３ＣＬｐｒｏ 的酶促反应曲线， Ｄ 为注射中成药对 ３ＣＬｐｒｏ 的抑制率。 Ｎｏ ｄｒｕｇ 为不含药物只含 ＤＭＳＯ 的阴性对

照， Ｎｏ ｅｎｚｙｍｅ 为不含 ３ＣＬｐｒｏ 的空白对照， Ｎｏ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ 为不含 ３ＣＬｐｒｏ 荧光底物的空白对照。

图 ３　 不同中成药对 ３ＣＬｐｒｏ 的抑制效果

３ ４　 ６ 种中成药对 ＰＬＰ 的抑制效果　 口服中成药金花清感 颗粒、 藿香正气胶囊、 疏风解毒胶囊在 １ ｈ 内的荧光强度增
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加值分别为 １５ ０００、 １４ ０００、 ５ ６００， 见图 ４Ａ； 对 ＰＬＰ 的抑

制率 分 别 为 （ ５２ ２７６ ± ２ ４９０ ）％ 、 （ ５３ １２０ ± ２ ６００ ）％ 、
（８１ ５３６±０ ８３２）％ ， 见图 ４Ｂ。 结果表明， 疏风解毒胶囊对

ＰＬＰ 的抑制率在 ８０％ 以上， 抑制效果较好， 而金花清感颗

粒、 藿香正气胶囊对 ＰＬＰ 的抑制效果相对较差。
注射中成药血必净注射液、 热毒宁注射液、 痰热清注

射液在 １ ｈ 内的荧光强度增加值分别为 １５ ０００、 ５ ０００、
２ ０００， 见 图 ４Ｃ； 对 ＰＬＰ 的 抑 制 率 分 别 为 （ ５０ ８７４ ±
２ ２１３）％ 、 （８４ ３０５±０ １２９）％ 、 （９３ ３９０±０ ０９７）％ ， 见图

４Ｄ。 结果表明， 热毒宁注射液、 痰热清注射液对 ＰＬＰ 的抑

制率在 ８０％ 以上， 抑制效果较好， 而血必净注射液对 ＰＬＰ
的抑制效果相对较差。

注： Ａ 为口服中成药的 ＰＬＰ 的酶促反应曲线， Ｂ 为口服中成药对 ＰＬＰ 的抑制率， Ｃ 为注射中成药的 ＰＬＰ
的酶促反应曲线， Ｄ 为注射中成药对 ＰＬＰ 的抑制率。 Ｎｏ ｄｒｕｇ 为不含药物只含 ＤＭＳＯ 的阴性对照， Ｎｏ
ｅｎｚｙｍｅ 为不含 ＰＬＰ 的空白对照， Ｎｏ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ 为不含 ＰＬＰ 荧光底物的空白对照。

图 ４　 不同中成药对 ＰＬＰ 的抑制效果

　 　 ６ 种中成药对 ３ＣＬｐｒｏ 和 ＰＬＰ 的抑制率效果比较见图 ５，
可知疏风解毒胶囊、 痰热清注射液、 热毒宁注射液对

３ＣＬｐｒｏ 和 ＰＬＰ 均有较好的抑制效果。

图 ５　 ６ 种中成药对 ３ＣＬｐｒｏ 和 ＰＬＰ 的抑制率比较

４　 讨论

与成分明确但抗病毒谱局限、 易出现耐药性的化学药

相比， 中药具有多成分、 多层次、 多靶点的特征， 广谱抗

病毒、 不易产生耐药性等特点， 可以发挥整体干预作用。
３ＣＬｐｒｏ 和 ＰＬＰ 是 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 所含的与病毒复制、 转

录相关的重要蛋白酶， 且不易发生突变， 因此， ３ＣＬｐｒｏ 和

ＰＬＰ 是抗 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 药物研发的重要靶标。 本研究在成功

制备高纯度原核表达的 ３ＣＬｐｒｏ 和 ＰＬＰ 基础上， 利用荧光共

振能量转移原理， 对酶促反应中的蛋白质浓度进行优化，
建立基于 ３ＣＬｐｒｏ 和 ＰＬＰ 活性的抗 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 药物的筛选

模型， 并用 ３ＣＬｐｒｏ 抑制剂依布硒和 ＰＬＰ 抑制剂 ＧＲＬ０６１７ 验

证筛选体系的可靠性和灵敏度。
基于建立的药物筛选模型， 本课题研究了国家卫健委

发布的 《新型冠状病毒肺炎诊疗方案》 第九版中的 ６ 种中

成药靶向抑制 ３ＣＬｐｒｏ 和 ＰＬＰ 活性的作用。 按照临床给药剂

量稀释一定比例后， 发现金花清感颗粒、 疏风解毒胶囊、
热毒宁注射液、 血必净注射液、 痰热清注射液对 ３ＣＬｐｒｏ 抑

制率均大于 ９０％ ， 藿香正气胶囊的抑制率约为 ６０％ ， 以上

中成药中出现频率较高的药材为金银花、 连翘、 甘草以及

青蒿。 文献 ［１５⁃１９］ 报道的分子对接结果显示， 这些药材

中包括的重要活性成分槲皮素、 山柰酚、 木犀草素、 β⁃谷
甾醇以及豆甾醇与 ３ＣＬｐｒｏ 有较好的结合活性， 而血必净注

射液中红花、 丹参同样含有这些化合物［２０］ ， 因此这些中成

药可能通过抑制 ３ＣＬｐｒｏ 活性从而发挥抗 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的

作用。
疏风解毒胶囊、 痰热清注射液、 热毒宁注射液同样对

ＰＬＰ 有较好的抑制作用， 抑制率均大于 ８０％ ， 推测其潜在

的抗病毒活性更强。 而金花清感颗粒、 血必净注射液、 藿

香正气胶囊对 ＰＬＰ 的抑制率均在 ５０％ 以上。 报道称丹参酮

类化合物可抑制 ＰＬＰ 活性［７］ ， 血必净注射液中含有丹参提

取物， 其抗 ＰＬＰ 作用应该与这类成分有关。 由于与 ＰＬＰ 抑

制剂的相关研究报道较少， 根据这些中成药共有的药材推

测， 金银花、 连翘、 甘草、 青蒿中的成分可能具有抑制
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ＰＬＰ 活性作用。
疏风解毒胶囊、 藿香正气胶囊， 金花清感颗粒均为

ＣＯＶＩＤ⁃１９ 医学观察期、 轻型、 普通型用药， 痰热清注射

液、 热毒宁注射液、 血必净注射液为 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 重型、 危重

型用药， 以上中成药对 ３ＣＬｐｒｏ、 ＰＬＰ 均有抑制作用。 它们

一方面可对症治疗， 另外也有助于增强免疫力， 从而抵抗

病毒侵袭［２１⁃２２］ 。 目前已有文献报道黄酮类化合物如芦荟素、
木犀草素、 槲皮素等通过抑制 ３ＣＬｐｒｏ 直接发挥抗冠状病毒

活性［２３］ ， 与本研究的中成药多含有此类成分相吻合。 因

此， 黄酮类化合物对 ３ＣＬｐｒｏ、 ＰＬＰ 靶点及 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的抑

制研究将是中药有效成分抗新冠病毒的一个重要方向。
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