
• •1498中国中西医结合杂志 2023 年 12 月第 43 卷第 12 期 CJITWM，December 2023，Vol. 43，No. 12

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

HIV 假病毒模型优化及其在中医药防治
艾滋病研究中的应用探讨

刘 真 邓博文 李承乘 张清燕 桑 锋 王丹妮 段晨晨 李 强

摘要  中医药治疗艾滋病有一定疗效，但亟需研究其作用机制，因此建立稳定可靠模型尤为必要。

HIV 假病毒安全性高、稳定性强，筛选优势毒株构建假病毒感染细胞模型研究中药作用机制可行可信。假

病毒模型已应用于体外药物筛选、中和抗体检测、表型耐药检验系统、宿主与病毒相互作用等研究方面。

笔者在分析中药作用特点及中药研究手段的基础上，提出筛选优势毒株、优化病毒制备和感染过程可构建

稳定可靠的假病毒感染细胞模型，并且可应用于中药多靶点的机制探讨及网络药理学活性中药筛选等，以

期为更好地开展中医药防治艾滋病临床基础研究提供借鉴。
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ABSTRACT Chinese medicine（CM） has a definite effect on acquired immune deficiency syndrome（AIDS），

and it is urgent to study its mechanism. Therefore，it is particularly necessary to establish a stable and reliable model. 
HIV pseudoviruses are characterized by high safety and stability，it is feasible and credible to screen dominant strains 
to construct pseudovirus infection cell model and study the mechanism of CM. Pseudoviruses have been applied in drug 
screening，neutralizing antibody detection，phenotypic resistance testing system，host-virus interaction and so on. 
Based on the analysis of the characteristics and the research methods of CM，the authors proposed that a stable and 
reliable pseudovirus infection cell model can be constructed by screening dominant strains and optimizing the process 
of virus preparation and infection. The pseudovirus infection cell model can be used to explore the mechanism of multi-
target of CM and network pharmacological activity of CM screening，so as to provide a reference for better clinical basic 
research of CM in prevention and treatment of AIDS.

KEYWORDS human immunodeficiency virus Pseudovirus；Chinese medicine；acquired immune deficiency 
syndrome；application

• 学术探讨 •

艾滋病即获得性免疫缺陷综合征（acquired immune deficiency syndrome，AIDS），是由人类免

疫缺陷病毒（human immunodeficiency virus，HIV）

感染引起的以 T 淋巴细胞功能缺陷为主的一种免疫

缺陷病 [1]。据估计，截至 2019 年 10 月底，全国报

告存活感染者 95.8 万，传播途径以性传播为主，静

脉吸毒和母婴传播得到有效控制，经输血传播基本阻 
断 [2]。目前，AIDS 治疗药物以高效联合抗反转录病

毒治疗（highly active antiroviral therapy，HAART）
为主，但药品种类有限，不良反应大，患者依从性差。

中医药治疗 AIDS 疗效肯定且作用特点多靶点，在增

强免疫、改善症状等方面均取得较好效果 [3]，但具体

作用机制不明。合适的研究模型是开展宿主与病毒相
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行病学研究发现，HIV 病毒序列的差异与感染途径密

切相关 [12]。HIV 病毒在机体内是一个准种，单基因

组扩增（single-genome amplification，SGA）不同

感染途径 HIV 感染者 envelope 基因，测序后 Gene 
Cutter 比对序列并用 MEGA 6.0 Neighbor-Joining 
Tree 构建进化树，结合 HIV Datebase 数据库中 
envelope 基因序列，筛选优势毒株，与骨架质粒共

转染包装细胞 293T 制备优势假病毒。SGA 最佳稀释

度是将 cDNA 按照一定稀释倍数进行稀释，每个稀释

度做 12 个平行巢式 PCR，当某个稀释度下的膜蛋白

基因阳性孔为 30% 左右时，即为最佳稀释度，此稀

释度下理论上每个 PCR 反应孔内仅有 1 条 cDNA 序

列 [13]。筛选优势病毒株可以构建优势假病毒感染的

细胞模型，进而探索药物作用机制。

1.2 HIV 假病毒感染细胞模型的构建 HIV 假
病毒骨架质粒与 envelope 包膜质粒转染比例、质

粒与转染试剂比例、假病毒收获时间均对假病毒包

装滴度产生影响。HIV 包膜蛋白 envelope 质粒和

envelope 基因缺失的骨架质粒 pSG3 △ env 在大肠杆

菌 DH5α 感受态细胞中扩增，两质粒提取后共转染 
293T 细胞，转染用 Lipofectamine 2000 试剂盒采用

脂质体法进行转染，其在细胞组装成病毒颗粒并分泌

至上清中，收集假病毒并检测病毒活性，检测不同条

件下制备假病毒的半数组织培养感染剂量（median 
tissue culture infective dose，TCID50），优化假病毒

制备过程。假病毒感染细胞模型的构建是适宜滴度的

假病毒感染宿主细胞的过程，感染过程影响因素有假

病毒接种剂量、感染细胞数量及二乙氨乙基葡聚糖

（DEAE-dextran）浓度等，优化感染条件构建优势假

病毒感染的细胞模型。基于检测 HIV 保守蛋白 P24
表达水平、质粒或者宿主细胞上报告基因检测荧光素

酶报告基因、绿色荧光蛋白及 β- 半乳糖苷酶等多方

面验证模型稳定性和可靠性 [14]。

本研究团队依托课题建立了重组质粒 PLAI（含有

HIV 骨架蛋白基因）和重组质粒 JRFL（含有 HIV 包膜

基因）共转染 293T 细胞后合成 HIV ENV/ HIV△ env 类

假病毒的技术平台，假病毒制备感染 MAGI-CCR5 细

胞，通过 Luc 荧光素酶报告基因水平检测揭示复方祛

毒颗粒、单味药及组方体外抗病毒的作用。课题组拟

利用假病毒平台探讨中药益艾康对 AIDS 患者中和抗

体活性作用，并且优化假病毒感染人 T 淋巴细胞模拟

体内病毒感染宿主细胞病理过程，进而研究中药益艾

康调控 T 细胞免疫应答的作用机制。

2 假病毒模型在 HIV/AIDS 研究中应用实践

互作用及药物机制研究的关键，大众化、易复制的

AIDS 模型的缺乏是 AIDS 基础研究的一大瓶颈 [4]。

HIV 假病毒构建基于骨架质粒（删除或修饰 HIV
中具有侵染能力的基因）与包膜蛋白质共转染包装细

胞，包膜蛋白随着病毒颗粒出芽组装到新的病毒核心

表面，形成具有侵染性的假病毒。假病毒侵染宿主细

胞后由于基因组的不完整，无法形成新的病毒颗粒，

只有一次感染能力，因此实验安全性较高，使用 HIV
假病毒代替活毒进行研究具有非常大的优势 [5]。基于

系统进化树筛选优势毒株可以构建稳定可信的假病毒

感染细胞模型并可在检测系统中得到验证，且能应用

于中药调节 AIDS 机制研究中，进而开发抗 AIDS 中

药新药。

1 假病毒感染细胞模型的构建与验证

HIV 假病毒主要分为 3 种类型：（1）HIV ENV/
HIV △ env 型假病毒，包膜质粒编码 HIV 包膜蛋白

envelope 基因（envelope gene），骨架质粒为缺失

ENV 蛋白（envelope protein）的骨架区序列。（2）
水泡性口膜炎病毒 G（vesicularstomatitisvirus G，

VSV-G）/HIV △ env 是将 VSV - G 的包膜糖蛋白质粒与

HIV 骨架质粒共转染获得假病毒。（3）HIV ENV/ 莫
洛尼鼠白血病病毒（moloneymurineleukemiavirus，
MMLV）型假病毒利用 MMLV 包装细胞系构建 HIV
假病毒，其中以 ENV/HIV △ env 型假病毒应用最广 [6]。

HIV 病毒感染细胞需要依赖于 CD4 受体以及辅助受

体 CCR5/CXCR4（CC-chemokine receptor 5 / C-X-
C-motif chemokine receptor 4），可感染人原代 T 淋

巴细胞、巨噬细胞，也可以感染改造细胞系 [7]。Hela
细胞系克隆株 TZM-bl 细胞为表达 CD4、CXCR4 和

CCR5 的 Hela 细胞系，细胞内含转录反式激活因子 
（trans-activator of transcription，Tat）调控荧光素酶

和 β- 半乳糖苷酶基因，细胞一旦被 HIV 感染，Tat
转录激活使得报告基因活化表达 [8]。人 T 细胞白血病

细胞 MT-4 和 Hela 衍生细胞 MAGI-CCR5 细胞不含

报告基因，常用于含绿色荧光蛋白或荧光素酶报告基

因假病毒质粒的感染 [9，10]。通过病毒基因组报告基

因扩增、病毒 P24 抗原等检测系统来验证模型，报

告基因系统相对 P24 检测灵敏度高，用荧光酶基因

（luciferase gene，Luc）发光检测试剂盒或流式检

测增强绿色荧光蛋白（enhanced green fluorescent 
protein，EGFP）表达等反映细胞中病毒活性 [11]。筛

选优势毒株、优化病毒制备及感染过程可构建稳定可

靠的假病毒感染细胞模型。

1.1 优势毒株 envelope 包膜质粒制备 分子流
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假病毒研究起始于逆转录病毒载体的应用，是伴

随重组病毒和哺乳动物细胞蛋白表达技术的提高而发

展。由于 HIV 假病毒宿主嗜性广、稳定性强，并具有

活病毒某些重要特性，已广泛应用于 AIDS 基础研究

中 [15]。

2.1 假病毒在体外药物筛选中的应用 殷淑文 [16] 

利用单轮感染的假病毒实验证实三叶苷具有广谱抗

HIV-1 活性，且具有较低的细胞毒性，进一步研究其

作用机制证明三叶苷可能是特异地靶向 gp41 的 N 末

端重复序列区域从而抑制病毒进入。高丽娜 [17] 构建假

病毒感染模型并对 8 种藏药乙醇提取物的体外抗病毒活

性进行筛选，结果显示，木藤蓼、野棉花、黑心虎耳草、

柳兰与西北沼萎陵菜具有剂量依赖性的抗病毒作用。

2.2 假病毒在中和抗体研究中的应用 Liu LX 等 [18] 

筛选出具有广谱中和作用的 AID Shuanz 血浆，为

探寻广谱中和作用抗原及设计免疫优势表位提供依

据。陈敏等 [19] 利用假病毒中和实验对云南省 142 例

AIDS 感染长期不进展者的病毒学和中和活性抗体进

行分析，研究发现长期不进展者中 HIV-1 基因型复杂，

存在不同活性的特异性中和抗体，血浆病毒载量水平

与中和反应的宽度和强度密切相关

2.3 假病毒在病毒与宿主细胞相互作用研究中

的应用 假病毒是利用基因工程技术整合的膜蛋白或

衣壳蛋白，通过基因操作手段修饰某些基因或蛋白特

性，以此研究宿主细胞与病毒间相互作用，为病毒感

染宿主细胞寻找特定作用靶位提供方便可靠的研究方

法。如以假病毒系统为基础，采用点突变技术对 HIV 
envelope 上的糖基化位点分别进行改造，分析糖基

化位点对病毒的感染性、病毒颗粒的产生以及中和特

性的影响 [20]。

2.4 表型耐药性检测系统中的应用 以重组假

病毒为基础，将耐药性不同的 HIV-1 毒株约 1.5 kb 的

耐药基因片段克隆到骨架载体相应位置，构建假病毒

法表型耐药检测系统。假病毒表型耐药检测系统结合

传统表型和基因型耐药性检测方法的优点，可对 HIV
耐药性进行全面、具体的解释 [21]。

3 假病毒模型在中医药防治 AIDS 的研究应用

前景探讨

中医药防治 AIDS 临床和基础研究不断深入，越

来越多中药在临床上推广使用，假病毒模型在中医药

防治 AIDS 机制探讨或筛选活性中药等方面有广阔应

用前景，主要包括以下几个方面。

3.1 应用于中药多靶点机制探讨 中药复方作

用机制复杂，在分子水平上，中药复方强调多组分多

靶点协同作用。益艾康胶囊为河南省中医药防治艾滋

病 AIDS 项目试点药物，可提高患者的生活质量，增

强患者免疫功能，预防和减少机会性感染的发生 [22]。

艾可清胶囊是广州中医药大学热带医学研究所在长期

临床实践和实验研究的基础上研制而成的胶囊制剂，

临床研究显示其能够提高 HIV /AIDS 者的免疫功能，

改善临床症状和提高生活质量 [23]。扶正抗毒胶囊和

康爱保生胶囊经云南省食品药品监督管理局批准，是

用于云南省中医药治疗艾滋病试点项目药物，具有解

毒清热、活血祛湿、养阴益气之功效 [24]。由此可见，

中医药治疗 AIDS 可改善患者临床症状并提高其生

活质量，但其确切证据及作用机制有待进一步研究。

HIV 假病毒感染细胞模型稳定性强、易复制，普通 
2 级生物安全实验室即可开展，基于假病毒感染细胞

模型可以从不同作用途径探讨中药作用机制，为中药

临床推广使用提供现代医学证据。

3.2 结合网络药理学筛选活性中药 网络药理

学可以对特定的疾病网络进行相应网络分析，寻找

网络中所有可能受到药物干预的关键靶点，探索该

类靶点对整体网络的影响。同时可对筛选所得靶点

进行网络功能分析，阐明药物之间以及有效成分与

疾病靶点间的相互作用机制 [25]。基于网络药理学筛

选的中药有效成分或药物作用靶点需进行验证，体

内验证耗时长、代价高，且易受其他因素干扰，利

用 HIV 假病毒模型验证药物有效成分及作用靶点可

行可信。

3.3 利用优势病毒株探讨药物作用机理 目前

获得国家新药临床批件并进行临床应用的治疗 AIDS
的中成药仅唐草片一种，其他运用于 AIDS 中医药临

床研究及治疗的药物多为院内制剂、区域性用药、配

方颗粒、个人验方。因此筛选优势病毒株可以构建优

势假病毒感染的细胞模型，探索某种亚型病毒或某地

区优势病毒致病机制、宿主针对病毒的免疫反应，进

而明确药物作用机制推广药物临床使用。

4 展望

随着中医药防治 AIDS 基础和临床研究的深入，

越来越多中药在临床上推广使用，其可改善患者临床

症状并提高其生活质量，但其作用机制亟需探讨。在

病毒学研究中，假病毒作为一种安全有效的研究手

段，尤其对于高致病性病毒研究发挥了极其重要作

用，基于 HIV 假病毒模型的研究越来越受到研究者青

睐。笔者认为，构建优势毒株假病毒感染细胞模型可

为中药多靶点多途径的作用机制研究提供稳定可靠的

技术平台，为 AIDS 中药的临床推广使用提供参考现
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