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　　摘　要：目的　研究４苯乙烯磺酸马来酸酐共聚物（ＰＳＭ）对 ＨＩＶ１的抑制作用。方法　通过Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ检测不同浓度的

ＰＳＭ对易感细胞ＧＨＯＳＴ（３）Ｘ４／Ｈｉ５中 ＨＩＶ１的抑制作用，观察ＰＳＭ 对北美 ＨＩＶ１毒株ＪＲＦＬ、ＨＸＢ２和中国临床分离株

ＣＮＥ６、ＣＮＥ３０、ＣＮＥ５０和ＣＮＥ５５的抑制作用；利用ＣＣＫ８试剂盒测定ＰＳＭ对ＶＫ２／Ｅ６Ｅ７生长的抑制率来观察ＰＳＭ的体外细胞

毒性。通过逆转录荧光实时定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检测生殖道上皮细胞 ＨＥＣ１Ａ的紧密连接蛋白ＺＯ１、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｏｃｃｌｕｄｉｎ

的表达，观察ＰＳＭ对生殖道上皮细胞 ＨＥＣ１Ａ表达的紧密连接蛋白的影响从而间接评价其对局部黏膜完整性的影响。结果　

ＰＳＭ对北美 ＨＩＶ１毒株ＪＲＦＬ、ＨＸＢ２以及中国常见临床分离株ＣＮＥ６、ＣＮＥ３０、ＣＮＥ５０和ＣＮＥ５５的抑制 ＥＣ５０分别为５．７８、

０．７７、１．８５、３．１５、１．７０和２．２７μｇ／ｍＬ，具有抗 ＨＩＶ１感染的活性；ＰＳＭ 对 ＶＫ２／Ｅ６Ｅ７细胞具有低毒性；ＰＳＭ 不明显抑制ＺＯ１

的表达且增加了Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的转录水平。结论　ＰＳＭ可以抑制 ＨＩＶ１感染，具有作为杀微生物剂的潜能。
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　　自从１９８１年发现第一例艾滋病以来，全世界每天有约

１５０００新增感染者
［１］。截止２０１４年２月，我国官方报告现有

ＨＩＶ感染者４０多万
［２］。传播途径中性传播占有非常重要的

位置，最近的研究显示，超过９０％的新近感染者是通过无防护

的性交产生的。女性在无防护性交过程中较男性更容易感染

ＨＩＶ以及其他生殖道性病，所以研究开发女性可控的局部杀

微生物剂具有十分重要的意义［３７］。过去几年有较多的抗

ＨＩＶ的药物研究和报道
［１，３７］，但是目前仍没有理想的局部杀

微生物剂的问世，所以研究开发预防性药物局部杀微生物剂

具有十分重要的意义。目前发现苯乙烯磺酸钠及其共聚化合

物４苯乙烯磺酸马来酸酐共聚物（４ｓｔｙｒｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄｃｏ

ｍａｌｅｉｃａｃｉｄ，ＰＳＭ）具有阻断性传播疾病的作用
［７８］。本文初步

研究了ＰＳＭ抗人类免疫缺陷病毒１型（ＨＩＶ１）的活性及其生

物安全性。

１　材料与方法

１．１　材料　ＰＳＭ购于Ｓｉｇｍａ公司；ＣＣＫ８试剂盒购自日本同

仁化学研究所；ｑＲＴＰＣＲ试剂购自日本ＴＯＹＯＢＯ公司；荧光

素酶（Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ）检测试剂盒购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；转染试

剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＨＥＣ２９３Ｔ、

ＶＫ２／Ｅ６Ｅ７细胞购于美国 ＡＴＣＣ。ＧＨＯＳＴ（３）Ｘ４／Ｈｉ５来源

于美国 ＮＩＨＡＩＤＳＲｅｓｅａｒｃｈａｎｄＲｅｆｅｒｅｎｃｅＲｅａｇｅｎｔＰｒｏｇｒａｍ；

ＨＩＶ１／ＶＳＶＧ假病毒，质粒ｐＮＬ４３ＥＲＬｕｃ来自清华大学

１重庆医学２０１５年１月第４４卷第１期
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张林琦教授。ＨＩＶ１假病毒的构建参照 Ｃｏｎｎｏｒ等
［９］和 Ｈｅ

等［１０］的方法进行。将２９３Ｔ细胞接种于１０ｃｍ的培养皿中，待

细胞密度达到９０％以上时，利用聚乙二醇 （ＰＥＧ）将ｐＮＬ４３

ＥＲＬｕｃ和Ｅｎｖ质粒按照２∶１的比例转染细胞，转染后１６ｈ

换液。转染４８ｈ后，收集上清液，分装冻存于－８０℃环境。将

病毒液进行１０倍梯度稀释，接种于生长在９６孔板中的

ＧＨＯＳＴ（３）Ｘ４／Ｈｉ５细胞中，４８ｈ后利用ＰｒｏｍｅｇａＬｕｍｉｎｏｍ

ｅｔｅｒ检测Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ活性来确定病毒滴度。病毒的滴度用半

数组 织 培 养 感 染 量 （５０％ ｔｉｓｓｕｅｃｕｌｔｕｒｅｉｎｆｅｃｔｉｖｅｄｏｓｅ，

ＴＣＩＤ５０）表示
［１１１２］。

１．２　方法

１．２．１　ＰＳＭ抗ＨＩＶ１感染的活性检测　将ＰＳＭ进行梯度稀

释，加入到９６孔板中。将病毒液稀释到４０００ＴＣＩＤ５０／ｍＬ，

每孔加入５０μＬ，放置于３７℃孵育１ｈ。孵育完毕后，在每孔

中接种１０４个ＧＨＯＳＴ（３）Ｘ４／Ｈｉ５细胞，于３７℃，５％ＣＯ２ 培

养。培养４８ｈ后，弃去培养基，加入１００μＬＰｒｏｍｅｇａＧｌｏＬｙ

ｓｉｓｂｕｆｆｅｒ进行裂解。再取一空白９６孔板，每个相应孔加入５０

μＬ细胞裂解液随后加入５０μＬＬｕｃｉｆｅｒａｓｅ底物，然后迅速混

匀，立即用ＰｒｏｍｅｇａＬｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒ测定Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ活性，计算

病毒感染率。利用 ＨＩＶ１假病毒感染系统来观察ＰＳＭ 对试

验毒株（北美 ＨＩＶ１毒株Ｒ５型ＪＲＦＬ和Ｘ４型 ＨＸＢ２和中国

临床分离株ＣＮＥ６、ＣＮＥ３０、ＣＮＥ５０和ＣＮＥ５５）的抗病毒活性。

１．２．２　ＰＳＭ的细胞毒性实验　将ＶＫ２／Ｅ６Ｅ７或ＧＨＯＳＴ（３）

Ｘ４／Ｈｉ５细胞分别接种于９６孔板中，每孔细胞数约为１０４ 个，

于３７℃，５％ＣＯ２ 培养２４ｈ。将ＰＳＭ 进行梯度稀释，取每种

浓度的ＰＳＭ５０μＬ加入到各孔中。继续培养４８ｈ后，每孔加

入１０μＬ的ＣＣＫ８工作液，于３７℃，５％ ＣＯ２ 孵育２～４ｈ，于

４５０ｎｍ处测定每孔的吸光值，计算药物对细胞生长的抑制率。

１．２．３　ＨＥＣ１Ａ紧密连接蛋白ＺＯ１、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｏｃｃｌｕｄｉｎ

的ＲＮＡ 抽提和ｑＲＴＰＣＲ 的检测　按照试剂说明书进行

ＲＮＡ的提取和逆转录并进行检测。使用ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ的

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭｉｘ进行ｑＲＴＰＣＲ检测，其中使用的ＰＣＲ引物

如下，ＺＯ１上游引物为：５′ＡＡＧＴＣＡＣＡＣＴＧＧＴＧＡＡＡＴ

ＣＣ３′，下游引物为：５′ＣＴＣＴＴＧＣＴＧＣＣＡＡＡＣＴＡＴＣＴ

３′，产物大小１０２ｂｐ；Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ上游引物为：５′ＡＧＧＣＣＡ

ＡＧＣＡＧＣＡＧＴＡＣＡＴＴ３′，下游引物为：５′ＡＴＴＣＡＣＡＴＣ

ＣＡＧＣＡＣＡＴＣＣＡ３′，产物大小１１０ｂｐ；Ｏｃｃｌｕｄｉｎ上游引物

为：５′ＣＡＴＴＧＣＣＡＴＣＴＴＴＧＣＣＴＧＴＧ３′，下游引物为：５′

ＡＧＣＣＡＴＡＡＣＣＡＴＡＧＣＣＡＴＡＧＣ３′，产物大小１４９ｂｐ；

ＧＡＰＤＨ上游引物为：５′ＴＧＣＡＣＣＡＣＣＡＡＣＴＧＣＴＴＡＧＣ

３′，下游引物为：５′ＧＧＣＡＴＧＧＡＣＴＧＴＧＧＴＣＡＴＧＡＧ５′，

产物大小８７ｂｐ。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＰＳＭ具有抗 ＨＩＶ１感染的活性　ＰＳＭ对试验毒株感染

ＧＨＯＳＴ（３）Ｘ４／Ｈｉ５细胞的抑制作用的半最大效应浓度

（ＥＣ５０）分别为５．７８、０．７７μｇ／ｍＬ，对中国临床分离毒感染

ＧＨＯＳＴ（３）Ｘ４／Ｈｉ５细胞的抑制作用ＥＣ５０从１．７０μｇ／ｍＬ到

３．１５μｇ／ｍＬ（表１）。ＰＳＭ对北美ＨＩＶ１毒株ＪＲＦＬ和ＨＸＢ２

均有很强的抑制作用，为了观察ＰＳＭ 抑制 ＨＩＶ１假病毒感染

是否依赖于病毒膜蛋白本研究还观察了ＰＳＭ 对 ＶＳＶＧ假病

毒的抑制作用（图１）。发现即使当ＰＳＭ 浓度达到２０μｇ／ｍＬ

时，依然没有表现出明显的病毒抑制活性。这说明，ＰＳＭ抑制

ＨＩＶ１对易感细胞的感染依赖于病毒膜蛋白１６０。

２．２　ＰＳＭ对 ＶＫ２／Ｅ６Ｅ７细胞具有低毒性　高浓度（１００００

μｇ／ｍＬ）ＰＳＭ与ＶＫ２／Ｅ６Ｅ７孵育６、１２和２４ｈ后，其对细胞的

细胞毒作用很小，６０％以上ＶＫ２／Ｅ６Ｅ７细胞仍然能够存活（图

２）。在药物和细胞相互作用４８ｈ后，凋亡细胞与全部细胞之

比为５０％时所对应的药物浓度（ＩＣ５０）也大于６０００μｇ／ｍＬ，远

远大于药物抗病毒的ＥＣ５０值（０．７７～５．７６μｇ／ｍＬ）。

表１　　ＰＳＭ对 ＨＩＶ１感染ＧＨＯＳＴ（３）Ｘ４／Ｈｉ５

　　　细胞的抑制作用

毒株 嗜性 亚型 ＥＣ５０（μｇ／ｍＬ）

ＪＲＦＬ ＣＣＲ５ Ｂ ５．７８

ＨＸＢ２ ＣＸＣＲ４ Ｂ ０．７７

ＣＮＥ６ ＣＣＲ５ Ｂ′ １．８５

ＣＮＥ３０ ＣＣＲ５ Ｂ′Ｃ ３．１５

ＣＮＥ５０ ＣＸＣＲ４／ＣＣＲ５ Ｂ′Ｃ １．７０

ＣＮＥ５５ ＣＣＲ５ ＣＲＦ０１ＡＥ ２．２７

ＶＳＶＧ假病毒 － － ３９．７０

　　－：无数据。

图１　　ＰＳＭ对ＪＲＦＬ，ＨＸＢ２和ＶＳＶＧ假病毒感染

ＧＨＯＳＴ（３）Ｘ４／Ｈｉ５细胞的抑制结果

图２　　ＰＳＭ对ＶＫ２／Ｅ６Ｅ７细胞的低细胞毒作用

２．３　ＰＳＭ 对阴道乳酸杆菌的生长的影响　本研究观察了
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ＰＳＭ对于阴道乳酸杆菌阴道生长的影响情况（图３）。结果发

现ＰＳＭ对阴道乳酸杆菌生长没有影响，即使在最高ＰＳＭ浓度

下（５００００μｇ／ｍＬ），阴道乳酸杆菌的生长密度没有明显变化。

２．４　ＰＳＭ对上皮细胞紧密连接相关蛋白表达的影响　本研

究利用ｑＲＴＰＣＲ技术检测了ＰＳＭ是否会降低生殖道上皮细

胞 ＨＥＣ１Ａ的紧密连接蛋白ＺＯ１、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的

表达（图４）。发现ＰＳＭ并不明显抑制ＺＯ１的表达，相反增加

了Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的转录水平。而阳性对照ＴＮＦα对

３种细胞紧密连接蛋白均有下调作用。

图３　　ＰＳＭ对阴道乳酸杆菌生长的影响

图４　　ＰＳＭ对 ＨＥＣ１Ａ细胞紧密连接蛋白表达的影响

３　讨　　论

易感细胞表面表达的ＣＤ４分子是 ＨＩＶ感染宿主细胞的

受体，然而完成感染还需要辅助受体 ＣＣＲ５或者 ＣＸＣＲ４分

子［１３１５］。ＧＨＯＳＴ（３）Ｘ４／Ｈｉ５细胞是人骨髓瘤细胞经过基因

工程构建后能够稳定表达 ＨＩＶ病毒感染宿主细胞所需要的

ＣＤ４受体分子及其所需要的辅助受体ＣＣＲ５和ＣＸＣＲ４分子

的细胞。ＧＨＯＳＴ（３）Ｘ４／Ｈｉ５是 ＨＩＶ易感细胞，可用于病毒

滴度检测和观察ＰＳＭ 对 ＨＩＶ１的抑制活性。ＶＫ２／Ｅ６Ｅ７细

胞是人阴道上皮细胞株，可以在体外检测ＰＳＭ 的细胞毒性即

安全性。本研究所用到的 ６株试验毒株（ＪＲＦＬ、ＨＸＢ２、

ＣＮＥ６、ＣＮＥ３０、ＣＮＥ５０和ＣＮＥ５５）代表了Ｂ、Ｂ′、Ｂ′Ｃ和 ＡＥ亚

型。ＪＲＦＬ是ＣＣＲ５嗜性的，ＨＸＢ２是ＣＸＣＲ４嗜性的，其余的

从中国患者外周循环血中分离得到［９］，也具有不同的嗜性和很

好的代表性。本研究结果显示ＰＳＭ对所选的实验毒株具有较

好的抑制作用。理想的预防药物杀微生物剂所必须具备的首

要条件就是安全，所以本研究随后观察了ＰＳＭ 对阴道上皮细

胞、阴道正常共生菌群（乳酸杆菌）和局部黏膜的完整性的影

响。结果表明ＰＳＭ 对阴道上皮细胞株 ＶＫ２／Ｅ６Ｅ７细胞具有

低毒性；对阴道的正常菌群阴道乳酸杆菌的生长亦无明显的抑

制作用；ＰＳＭ对上皮细胞间的紧密蛋白转录水平仅轻微影响

ＺＯ１的表达，但是促进了Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｏｃｃｌｕｄｉｎ这两种紧密

连接蛋白的转录水平，说明ＰＳＭ 没有破坏上皮细胞间的完

整性。

综上所述，本实验中ＰＳＭ能够有效抑制 ＨＩＶ１感染其作

用强度表现一定范围浓度内的剂量依赖性。同时ＰＳＭ还具有

低细胞毒性和维持黏膜的完整性的特点，符合安全性要求。但

其相关机制方面的研究还需进一步探索。
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细胞的胞间联系及正常的调控，最终发展成为无序生长的恶性

肿瘤［１０］。本研究发现ＳＨＲ组肠系膜动脉上Ｃｘ３７和Ｃｘ４０的

表达降低，而主动脉上只有Ｃｘ３７的表达降低，Ｃｘ４０的表达没

有明显变化。

大量有关ＳＨＲ或诱导大鼠高血压病模型的研究报道发

现，连接蛋白的表达会在疾病状态下发生改变。遗憾的是，研

究的实验条件差异较大，导致结论不甚一致。例如，前期研究

发现应用ＮＯ合酶抑制剂所致的高血压模型动物的主动脉上

Ｃｘ４０的表达没有变化，而 Ｃｘ３７的表达则相对于对照组减

少［１１］，与本实验的研究结果相一致。但是在两肾一夹所致的

肾性高血压模型动物血管上Ｃｘ４０的表达却是增加的。此外，

在ＳＨＲ上连接蛋白的变化相对于其他原因所致的高血压更

加复杂，有研究发现Ｃｘ４０和Ｃｘ３７在血管平滑肌细胞和内皮

细胞表达都减少［１２１３］，与本实验的研究结果相一致。但也有

报道称在ＳＨＲ肾入球动脉和肠系膜动脉上Ｃｘ３７的表达既有

增多亦有减少，但Ｃｘ４０的表达没有变化
［１４１５］。上述连接蛋白

在高血压中的表达差异可能与动物模型、检测方法及部位的不

同相关。本实验选择了不同部位的动脉进行比较研究，也发现

Ｃｘ４０在肠系膜动脉和主动脉在高血压时的表达改变是不

同的。

综上所述，本实验结果提示高血压通过降低血管细胞上

Ｃｘ３７和（或）Ｃｘ４０的表达造成细胞间缝隙连接通讯异常，引起

血管功能紊乱，加重了高血压造成的损害。因此，血管细胞间

的缝隙连接的异常改变可能在高血压的发生、发展中发挥了重

要的作用。
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