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以 p-TEFb 为靶点抗 HIV 药物高通量筛选模型建立及在中药初筛中的应用 
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摘  要：目的  建立以正向转录延伸因子（p-TEFb）为靶点的抗 HIV 药物快速高通量筛选模型，并运用此模型筛选抗艾滋病中

药。方法  构建 BD-Tat 和 AD-CyclinT1 融合的酵母双杂交质粒，分别转入 AH109 和 Y187，经接合实验获得二倍体菌株并对其

进行毒性检测、自激活实验和报告基因表达检测，建立基于酵母双杂交的筛选模型。结果  运用此系统筛选具有提高机体免疫

功效的 20 种中药，获阳性中药 2 种，其抗 HIV 活性已被体外抑制 HIV 实验证实。结论  该筛选模型可成功用于抗艾滋病化合

物和中药的高效筛选，得到的 2 种阳性中药狗脊和黄连，值得进一步进行干扰 HIV Tat 和 CyclinT1 互作的有效成分分离研究。 
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Abstract: Objective  To establish a rapid high-throughput screening model with positvive transcription elongation factor (p-TEFb) as 
target for screening the inhibitors of HIV. Methods  Double cross plasmid of BD-Tat and AD-CyclinT1 was established and transformed 
into yeast AH109 and Y187, respectively. AH109/pGBKT7-Tat was mated with Y187/pGADT7-CyclinT1 and the diploids were subjected 
to autoactivation, toxicity test, and reporter gene assay. The screening model based on double hybrid system was established. Results  
Two out of 20 kinds of Chinese materia medica possessing immunity-enhancing effects were identified as primary hits, the anti-HIV 
activity of these two positive drugs was already demonstrated by other researchers through detecting the suppression effects on HIV 
duplication in vitro. Conclusion  The system established in this paper can be used for rapid high-throughput screening anti-HIV chemicals 
or herbs. Further research for the obtained two positive Chinese materia medica, Cibotii Rhizoma and Coptidis Rhizom should be carried 
out to isolate the effective component for disrupting the interaction between HIV Tat and CyclinT1. 
Key words: positvive transcription elongation factor; target; HIV; high-throughput drug screening model; Cibotii Rhizoma; Coptidis Rhizoma 
 

艾滋病（acquired immunodeficiency disease，
AIDS）的病原 HIV 攻击人体免疫系统的 T4 淋巴细

胞，导致患者全身免疫功能低下，常因各种机会性

感染而死亡。目前批准上市的抗艾滋病药物多为逆

转录酶或蛋白酶抑制剂，治疗药来源也以化学合成为

主，无法同时兼顾对抗 HIV 及保护人体免疫系统[1]。

治疗过程中，HIV-1 的 DNA 会因遭受药物攻击而突

变，产生对抗该药物的抗体，使病人产生耐药性；
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很多患者因药物毒副作用大引起不适，不堪忍受服药

痛苦和昂贵药费而拒绝治疗。由于目前抗艾滋病化学

药存在上述缺陷，许多人尝试用中药治疗[2]，中医从

整体观点进行辨证施治对症下药，且毒副作用小，在

治疗艾滋病方面有独特优势，有望克服抗艾滋病化学

药的某些缺陷。但相关临床实践表明即便有些单味中

药或有效成分在体外有抗 HIV 作用，一旦进入临床，

效果不很理想，故经过配伍寻找理想抗艾滋病中药配

方是中药抗艾滋病亟待解决的问题[3-8]，而开发合适

的快速药物筛选模型对解决这些问题至关重要。 
正向转录延伸因子（ positvive transcription 

elongation factor，p-TEFb）生化酶是细胞周期依赖

的激酶 9（cyclin-dependent kinases 9，CDK9），其

与细胞周期蛋白 T1（Cyclin T1）的复合物可高效磷

酸化 RNAPII 羧基末端重复序列，为调控真核转录

延伸所必需。已知 HIV-1 复制需要病毒的调控蛋白

转录激活因子（transcriptional activator，Tat）的激

活，而 Tat 激活转录必需宿主细胞 p-TEFb 的参与。

Tat 与 p-TEFb 调节亚基 Cyclin T1 的特异结合，既

可增强 Tat 与转录激活应答因子（transactivating 
responsive factor，TAR）相互作用 [9]，也可招募

p-TEFb 至 HIV-1 启动子区，抑制 DISF 和 NELF 等

负性转录因子活性促进病毒基因组转录延伸[10]，使

其大量复制 [11-12]。因此，一旦得到可有效阻抑

CyclinT1与Tat结合的药物，具有抑制 p-TEFb作用，

即可阻断 HIV 的复制[10,13-18]。p-TEFb 是细胞本身

产物，抑制其作用的药物既可阻止病毒复制，也可

保证药物对 HIV 的攻击长期有效。 
酿酒酵母属真核生物，不仅繁殖快，易于培养，

还与哺乳动物细胞有许多共同的生化机制，其基因组

内较简单的“跳跃基因”可模拟 HIV 与宿主细胞的

互作，自身基因则模拟宿主细胞基因，因而是快速筛

选抗艾滋病药物的理想模式生物。本实验以 p-TEFb
为靶点，首次建立了基于酵母双杂交的抗艾滋病药物

快速筛选模型，从 20 种具有免疫促进效果的中药中

筛选可阻抑 Tat 与 CyclinT1 互作的中药，为进一步配

伍及分离有效成分进行体外实验证实对 HIV-1 的抑

制作用，开发低廉抗艾滋病新药奠定坚实基础。 
1  材料 

大肠杆菌 DH5α、酵母菌株 Saccharomyces 
cerevisiae AH109/Y187 、 SD 及缺陷培养基、

pGBKT7、pGADT7-T 载体及 X-α-Gal（Clontech 公

司，美国）；PCR 试剂盒、TaqDNA 聚合酶、T4DNA

连接酶、限制性内切酶（Takara 公司，日本）；质

粒提取试剂盒、DNA 电泳胶回收试剂盒（北京天根

生化科技有限公司）；鲑鱼精 DNA（上海浩然生物技

术有限公司）。PCR 仪、电泳仪（Bio-Rad 公司，美

国）；恒温水箱、恒温摇床。pEGFP-Tat 由北京工业

大学生命科学学院杨怡姝教授惠赠。pCDNA3- 
CyclinT1 载体由河南师范大学基因表达调控研究实

验室保存。白花蛇舌草、白蔹、穿心莲、丹参、甘草、

旱莲草、鸡血藤、老鹳草、连翘、蔓荆子、猫爪草、

牡丹皮、牛蒡子、夏枯草、五味子、当归、虎杖、黄

芪、狗脊、黄连共 20 种中药均购自新乡市佐今明大

药房连锁有限责任公司十部，由河南省高校道地中药

材保育及利用工程技术研究中心李明军教授和河南

省项城市中医院李玉会副主任中医师共同鉴定。 
2  方法 
2.1  目的基因 PCR 扩增 

在 GenBank 找到 Tat 和 CyclinT1 的 mRNA 序

列，其开放阅读框架分别为 219 bp 和 2 178 bp；根

据其序列在编码区的上、下游分别设计合成各 1 对

寡聚核苷酸引物，人 CyclinT1 基因（hCyclinT1-2178）
正向引物：5’-NNNNGTTACGTAATGGCTCGTCAT- 
GGAAAA-3’，反向引物：5’-NNNNCGACGCGTAA- 
TTCTTTTCGACATGTA-3’，引入了 EcoR I 和 Sal I
限制性酶切位点；HIV Tat 基因片段（Tat-219）正

向引物：5’-NNNNCCATGGAGCCAGTAGATCCTA- 
GACT-3’，反向引物：5’-NNNNCTCGAGTTGCTTT- 
GATAGAGAAGCTT-3’，引入了 Nco I 和 Xho I 限制

性酶切位点。PCR 扩增反应体系（50 μL）：模板 2.0 
μL，引物 10 μmol/L 各 0.8 μL，2 mmol/L dNTP 5.0 
μL，10×Buffer H 5.0 μL，MgSO4 2.0 μL，KOD-Plus 
0.5 μL，以 ddH2O 补充体系至 50 μL。反应条件：

94 ℃预变性 5 min，94 ℃变性 30 s，59 ℃变性 30 s，
72 ℃分别延伸 2、1 min，30 个循环；72 ℃延伸 10 
min；取 5 μL PCR 扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳。 
2.2  重组质粒 pGBKT7-CyclinT1 和 pGADT7-Tat
的构建及鉴定 

用限制性内切酶 EcoR I 和 Sal I 双酶切

pGBKT7 和人 CyclinT1 的 PCR 产物，电泳胶回收

靶序列和载体片段，连接后转化 DH5α感受态细胞，

提取质粒进行 EcoR I 和 Sal I 双酶切鉴定。对 Tat
的 PCR 产物和 pGADT7-help4 进行 Nco I 和 Xho I
双酶切，电泳胶回收靶序列和载体片段，连接后转

化 DH5α感受态细胞，提取质粒进行 Nco I 和 Xho I
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双酶切鉴定。阳性 pGBKT7-CyclinT1 和 pGADT7-Tat
送上海生工生物工程有限公司测序。 
2.3  酵母感受态细胞的转化   

采用乙酸锂转化法 [19-20]将 8 μL pGBKT7- 
CyclinT1、pGBKT7 和 pGADT7-Tat、pGADT7 分别

加入 50 μL 制备的吸光度（A）值为 0.4～0.5 的感

受态酵母菌AH109及Y187中；SD/−Trp或 SD/−Leu
平板筛选转化子。 
2.4  菌落PCR鉴定转化后感受态酵母菌AH109和
Y187 中的重组质粒 

在转化平板上挑取单菌落（直径＞2 mm），于

2.5 μL KH2PO4及 0.5 μL 细胞溶解酶中充分混匀。37 
℃孵育 1 h，100 ℃温浴 3 min，冰浴 1 min，4 ℃保

存备用。PCR 扩增，反应体系（50 μL）：目的 DNA
处理液2.5 μL，Taq酶0.5 μL，10×PCR Buffer 5.0 μL，
25 mmol/L MgCl2 3.0 μL，2.5 mmol/L dNTP 1.0 μL，
引物 10 μmol/L 各 0.5 μL，ddH2O 37.0 μL。94 ℃预

变性 5 min，94 ℃变性 30 s，60 ℃变性 30 s，72 ℃
延伸 30 s，35 个循环；72 ℃延伸 10 min。产物 4 ℃
保存备用，0.8%琼脂糖凝胶电泳，实验重复 3 次。 
2.5  重组质粒 pGBKT7-CyclinT1 和 pGADT7-Tat
对酵母宿主的毒性作用与自激活验证 

按 照 Clontech 操 作 说 明 ， 将 重 组 质 粒

pGBKT7-CyclinT1 和空载体 pGBKT7、pGADT7-Tat
和空载体 pGADT7 分别转化感受态 AH109 或

Y187，在 SD/-Trp 和 SD/-Leu 选择平板上分别挑取

pGBKT7-CyclinT1 和 pGADT7-Tat 转化子单克隆

（直径大于 2 mm）接种至 SD/−Trp、SD/−Trp/−His、
SD/−Trp/−Ade 、 SD/−Trp−Ade/−His 或 SD/−Leu 、

SD/−Leu/−His、SD/−Leu/−Ade、SD/−Leu/−Ade/−His，
观察其生长情况，检测自激活作用；同法选取上述

两种转化子接种于 50 mL 的 SD/−Trp/+Kan 或

SD/−Leu/+Kan（20 μg/mL）液体培养基中，30 ℃，

250 r/min 培养 16 h，测定 A600，检测毒性作用。 
2.6  酵母交配及酵母双杂交鉴定   

分别挑取直径约 2 mm 的含 pGBKT7-CyclinT1
的 AH109 和含 pGADT7-Tat 的 Y187 克隆，共同接

种于含 0.5 mL YPDA 培养液的 1.5 mL 离心管中，

涡旋振荡 1 min，使菌团彻底打散混匀；30 ℃、30～
50 r/min 振荡培养 20～24 h；取 100 μL 培养物接种于

SD/−Trp/−Leu 平板，30 ℃倒置培养 3～5 d 后挑取直

径约 2 mm 的二倍体单克隆于 100 μL 灭菌双蒸水中

混匀，取 5 μL 点样于 SD/−Trp/−Leu/−His/−Ade/ 

+X-α-Gal 平板上，30 ℃倒置培养 5 d，观察结果。 
2.7  抗艾滋病中药筛选 

取待测中药（20 种）各 100 g，分别适量水浸

泡 1 h，武火煮沸后文火煎煮 30 min，滤出药液；药

渣中加适量水武火煮沸后文火 30 min，滤出药液，

合并两次滤液并加热浓缩至 100 mL，然后抽滤灭

菌，其质量浓度相当于生药量 1 g/mL。配制

SD/−Trp/−Leu/−His/−Ade 固体培养基，铺板前，加

入无菌中药提取物，使其终体积分数为 0、5.0%、

7.5%、10.0%、12.5%。挑取直径为 2～3 mm 的二

倍体单克隆，接种于 10 mL 的 SD/−Trp/−Leu/−His
培养液中，250 r/min、30 ℃培养 16～20 h，依照文

献方法[19]将培养物稀释成梯度点样于筛选平板上。 
3  结果 
3.1  CyclinT1 和 Tat 的 PCR 扩增 

以 pCDNA3-CyclinT1 和 pEGFP-Tat 质粒为模

板，PCR扩增并电泳后产物大小约为2 178 bp和219 
bp，与预期结果吻合，无非特异扩增现象，见图 1。  

              
 

图 1  人 CyclinT1 和 HIV Tat 基因 PCR 产物琼脂糖凝胶 
电泳图 

Fig. 1  Agarose gel electrophoretogram of human CyclinT1 
 and HIV Tat gene amplified by PCR 

3.2  重组质粒的酶切鉴定及测序 
pGBKT7-CyclinT1 和 pGADT7-Tat 酶切图谱琼

脂糖电泳结果见图 2，显示酶切结果与预期大小吻

合。阳性 pGBKT7-CyclinT1 和 pGADT7-Tat 质粒测

序显示序列完全正确，无碱基突变。 
3.3  重组质粒 pGBKT7-CyclinT1 和 pGADT7-Tat
转化感受态酵母菌 AH109 和 Y187 

菌落 PCR 法鉴定 2 种转化子，在 2 178 bp 和 219 
bp 处分别得到目的条带，提示转化成功。 
3.4  AH109 中重组质粒的毒性检测及自激活实验 

分别转化 pGBKT7-CyclinT1 和 pGBKT7 的

AH109 在 SD/-Trp 平板长出的单克隆（直径＞1 mm）

数量相似，分别为39和42个；分别转化 pGADT7-Tat 

19.30 kb
7.74 kb
6.62 kb
4.25 kb
3.47 kb
2.69 kb
1.88 kb

1.49 kb

CyclinT1 Tat

2 000 bp 

1 000 bp 
750 bp 
500 bp 
250 bp 
100 bp 

 

Marker PCR 产物 Marker PCR 产物
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A-EcoRⅠ和 SalⅠ双酶切的 pGBKT7-CyclinT1 重组质粒  B-NcoⅠ
和 XhoⅠ双酶切的 pGADT7-Tat 重组质粒  1-DNA Marker λ-EcoT-14  
2-约 7.3 kb 的 pGBKT7 载体和约 2.1 kb 的 CyclinT1 基因片段   
3-约 10.0 kb 的 pGADT7 载体和约 0.2 kb 的 Tat 基因片段 
A-recombinant plasmid pGBKT7-CyclinT1 restricted by EcoR I and 
Sal I  B-recombinant plasmid pGADT7-Tat restricted by Nco I and 
Xho I  1-DNA Marker λ-EcoT-14  2-about 7.3 kb pGBKT7 vector 
and 2.1 kb CyclinT1 gene fragments  3-about 10.0 kb pGADT7 
vector and 0.2 kb Tat gene fragments 

图 2  重组质粒pGBKT7-CyclinT1 (A) 和pGADT7-Tat (B) 
的酶切鉴定 

Fig. 2  Digestion analysis of pGBKT7-CyclinT1 (A)  
and pGADT7-Tat (B) recombinant plasmids 

和 pGADT7 的 Y187 在 SD/−Leu 平板长出的单克隆

（直径＞1 mm）数量相似，分别为 46 和 52 个；且

含 pGBKT7-CyclinT1 的 AH109（图 3-A）和含

pGADT7-Tat 的 Y187（图 3-B）分别只可在单缺培

养基 SD/−Trp 和 SD/−Leu 上生长，不能在二缺、三

缺培养基上生长，表明二者均无自激活宿主菌的作

用。二者在含 20 μg/mL Kan 的液体培养基中，30 ℃，

250 r/min 培养 16 h 的 A600 均＞0.8，提示其对酵母

生长无毒性。因此构建的 pGBKT7-CyclinT1 和

pGADT7-Tat 可用于酵母双杂交实验。 
3.5  CyclinT1 和 Tat 互作的酵母双杂交的鉴定 

含 pGBKT7-CyclinT1 的 AH109 和 pGADT7-Tat
的 Y187 接合后的二倍体及各对照菌株在 SD/−Trp/ 
−Leu/−His/−Ade/+X-α-Gal 平板上生长情况见图 4。由
图 4 可知二倍体菌株（图 4-B-3、4）同阳性对照类似

（图 4-A-3、4），均显蓝色，pGBKT7- CyclinT1 与

pGADT7、pGADT7-Tat 与 pGBKT7 的 AH109 共转化

株（图 4-B-1、2）和阴性对照一样（图 4-A-1、2）， 
 

 

 
 

图 3  双杂交质粒 pGBKT7-CyclinT1 转化 AH109 菌株 (A) 和 pGADT7-Tat 转化 Y187 菌株 (B) 的自激活实验 
Fig. 3  Autoactivation experiments of pGBKT7-CyclinT1 transformed AH109 (A) and pGADT7-Tat transformed Y187 (B) 

    
 

A-1-阴性对照，为 pGBKT7-p53 和 pGADT7 的 AH109 共转化株；A-2-阴性对照，为 pGADT7-T 与 pGBKT7 空载的 AH109 共转化株；A-3、4-
阳性对照，为 pGBKT7-p53 和 pGADT7-T 的AH109 共转化株；B-1-pGADT7-Tat 和 pGBKT7 的 AH109 共转化株；B-2-pGBKT7-CyclinT1 与 pGADT7
的 AH109 共转化株；B-3、4-pGBKT7-CyclinT1 的 AH109 转化子与 pGADT7-Tat 的 Y187 转化子接合后的二倍体菌株 
A-1, 2-AH109 co-transformed of pGBKT7-p53 and pGADT7 (1), pGADT7-T and pGBKT7 (2) used as negative controls; A-3, 4-AH109 co-transformants of 
pGBKT7-p53 and pGADT7-T used as positive controls; B-1-AH109 co-transformants of pGADT7–Tat and pGBKT7; B-2-AH109 co-transformants of 
pGBKT7-CyclinT1 and pGADT7; B-3, 4-Diploids of AH109 tranformants of pGBKT7-CyclinT1 and Y187 transformants of pGADT7-Tat 

图 4  CyclinT1 与 Tat 互作蛋白的酵母双杂交检测 
Fig. 4  Detection of specific interaction between CyclinT1 and Tat through yeast double-hybrid system
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均不能生长；表明 CyclinT1 和 Tat 在酵母中发生相

互作用激活了报告基因 ADE、HIS3 及 MEL1 的表

达，因此该酵母双杂交体系成立，可用于筛选干扰

二者互作的药物。 
3.6  基于酵母双杂交的抗艾滋病中药筛选 

运用上面建立的双杂交系统对 20种中药进行筛

选，部分结果见图 5。由图 5 可知，双倍体菌株仅在

含狗脊和黄连水溶性提取物的四缺筛选平板上生长

缓慢，在药物体积分数提高时甚至表现出致死表型

（狗脊和黄连提取物体积分数为 10.0%或 12.5%）；黄

芪提取物体积分数在 10.0%或 12.5%时对菌有微弱

的抑制作用；白花蛇舌草、白蔹、穿心莲、丹参、

甘草、旱莲草、鸡血藤、老鹳草、连翘、蔓荆子、

猫爪草、牡丹皮、牛蒡子、夏枯草、五味子则同图

示的当归和虎杖类似，在不同药物体积分数平板的

生长情况无差异，且均与未加药物的对照接近。
 

 
 
0-生长于未加药物的对照平板上的二倍体菌株；5.0%、7.5%、10.0%、12.5%-生长于含不同体积分数的各中药水溶性提取物（1 g/mL）的筛选

平板上的二倍体菌株 
0-diploids grown on four-drop out plates without herbs as control; 5.0%, 7.5%, 10.0%, and 12.5%-diploids grown on four-drop out plates with water 
extracts of herbs at different concentration  

图 5  当归等 5 种中药的筛选结果 
Fig. 5  Screening results of Angelicae Sinensis Radix and other drugs 

4  讨论 
4.1  本筛选方法的优势 

抗 HIV 药物筛选常采用分子水平或细胞水平筛

选。分子水平筛选针对纯化的靶分子进行，适于高通

量筛选，虽靶点明确，但靶分子构象及所处的环境异

于天然生理状态。细胞水平筛选通过 HIV 体外感染

人 CD4+的 T 淋巴细胞及巨噬细胞等，但哺乳动物细

胞培养成本高，操作繁琐，不利于高通量筛选。同上

述两方法相比本课题组基于酵母双杂交的抗艾滋病

筛选模型具明显优势：第一，同分子水平筛选相比，

本法无需对靶蛋白纯化，因而靶蛋白构象及所处的生

理环境接近于天然状态，可提高筛选质量，减少筛选

结果的假阳性和假阴性；第二，与细胞水平筛选相比，

单细胞真核生物酵母繁殖速度快，培养成本低，操作

简便，适于高通量筛选，且其基因组已全部测序，与

哺乳动物细胞有许多共同的生化机制，其基因组中存

在较简单的跳跃基因，可模拟 HIV 与宿主细胞的相

互作用，因此是快速筛选药物的理想模型；第三，酵

母虽有细胞壁，细胞膜也与哺乳动物相异，但其细胞

壁不阻止小分子物质进入细胞，且大部分能够进入酵

母的药物也能进入人体细胞。 
4.2  供试中药的选择及筛选结果分析 

随着对 HIV 的研究进展，已有许多抗 HIV 药

物出现，但仅针对于其生活周期中不同靶点来抑制

其复制，多数不能兼顾机体的免疫功能，而艾滋病

患者往往正因免疫功能严重受损而死于机会性感

染，因而抗病毒和提高机体免疫力是治疗艾滋病两

个不可或缺的方面，而中药可以抗病毒，更擅长调

整机体的免疫状况。 
本实验选择的 20 种补益中药均有不同程度的

免疫促进作用。如黄芪等能促进辅助性 T 细胞增生

并增强其功能，提高 CD4+/CD8+的比例，抑制 CD4+

细胞的耗竭，还能促进 NK 细胞的活性，提高机体

的免疫功能；鸡血藤等可增加白细胞的数量；当归

能增强中性粒细胞的吞噬作用[21]。对其进行的初筛

结果表明，狗脊和黄连的水溶性提取物可显著阻抑

Tat 与 CyclinT 的相互作用，影响报告基因的表达，

从而抑制双倍体菌株在四缺筛选平板上的生长，在

药物体积分数提高到 10.0%或 12.5%时菌株出现致

死表型；黄芪也有微弱的抑制作用。研究表明黄连、

狗脊具有抑制 HIV 复制的活性，据报道黄连还有抗

HIV 蛋白酶的作用[22]；在体外抗 HIV 病毒实验中对

中药进行筛选，发现黄芪具有抗 HIV 活性[23]，国内

在运用中药治疗 AIDS 时，也经常运用黄芪、黄连

和狗脊，本实验则揭示三者抗 HIV 的另一个分子机

制，即通过干扰或阻抑 CyclinT1 和 HIV Tat 蛋白的

0                 5.0%               7.5%               10.0%             12.5% 

当归 
虎杖 
黄芪 
狗脊 
黄连 
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相互作用，影响 Tat.p-TEFb 复合物的形成，进而抑

制 HIV 的复制。 
4.3  该筛选系统的可靠性 

因该筛选方法为本课题组首次建立，其他抗

HIV药物作用靶点均为HIV逆转录酶、蛋白水解酶、

整合酶、病毒进入等，尚无以干扰 CyclinT1/Tat 互
作为靶点的，理论上讲，应对筛选到中药进行抗

HIV 检测，并通过其与阴性和阳性药物对比以验证

该系统的可靠性。本实验之所以未提供此验证，是

因本实验在运用此系统进行初筛所选择的 20种中药

中，包括黄连[22, 24]、狗脊[22]、五味子[25-26]、丹参[27-28]、

黄芪[22]等在内的一多半药物的抗 HIV 活性已被证

实，且有的有效成分已被分离。如杨柳萌等[24]研究

发现，黄连中的小檗碱和巴马汀可抑制 HIV-1 重组

逆转录酶活性，其 EC50 分别是 63.1 和 44.52 μg/mL；
对 HIV-1 诱导 C8166 细胞形成合胞体也有抑制作

用，EC50 分别是 6.45 和 21.38 μg/mL。鉴于得到的

两种阳性中药的抗 HIV 活性已被其他研究者证实，

故未进行重复；至于筛选模型中的阴性药物，只能

确定它们不能通过干扰 Tat/CyclinT1 互作而发挥作

用，并不能排除其通过其他靶点起作用的可能。因

HIV 的复制周期包括吸附、融合、逆转录、整合、

转录、翻译、出芽和成熟等，理论上抑制每一环节

均可表现抗 HIV 活性，故本筛选模型的阴性药物完

全有可能通过其他靶点发挥抗 HIV 活性。如丹参的

水溶性提取物体外能抑制 HIV 整合酶和逆转录酶

活性[27-28]；黄芩提取物（黄芩苷元）有抑制 HIV 逆

转录酶的作用（静滴黄芩苷元可使 p24 抗原降低，

T4细胞数上升）；五味子中的木脂素具有抑制HIV-1
逆转录酶、整合酶活性[29-30]；其他的如白花蛇舌草、

当归、甘草、牛蒡子、夏枯草、连翘、鸡血藤等也

被证实有抗 HIV 活性[21-23]。但本筛选模型针对病毒

复制的必需的宿主 p-TEFb 作用来进行，同已有的

针对 HIV 自身的反转录酶、整合酶、蛋白水解酶等

不同部位的筛选系统比，本法的优越性是可克服

HIV 变异带来的耐药性问题。若与其他筛选系统配

合使用，得到可针对多个靶点的中药，形成复方，

还可克服现有抗艾滋病药物不能兼顾免疫机能、价

格昂贵的弊病。本课题组将会进一步对筛选得到的

阳性中药进行有效成分分离研究，以期得到抑制二

者互作的化合物，并对其进行抗 HIV 活性检测，进

一步评价该模型的可靠性。 
目前 FDA 批准的抗 HIV 药物只有逆转录酶抑

制剂、蛋白酶抑制剂和融合抑制剂，其联合疗法不

能完全消灭病毒，仅可使病毒载量大幅下降，且药

物价格昂贵，毒副作用大易诱发耐药性，患者需长

期服药，停药易反弹；HIV 的高度变异又使病毒疫

苗的研制异常困难；目前尚无根治艾滋病的方法。

故亟需寻找抗 HIV 新药物和新靶点，本实验建立的

以 p-TEFb 为靶点的抗 HIV 筛选模型可用于抗艾滋

病中药或化合物的快速、高通量筛选，筛选到的药

物可通过干扰或阻断Tat/CyclinT1互作抑制 p-TEFb
作用进而阻断 HIV 复制；p-TEFb 是细胞本身产物，

抑制其作用的药物既可阻止病毒复制，也可保证对

HIV 的攻击长期有效；与针对其他靶点筛选系统配

合使用，对开发低廉抗艾滋病新药或复方有非常重

要的意义。 
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