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二氢丹参酮Ⅰ对猪流行性腹泻病毒的体外抑制作用
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摘要 为探究二氢丹参酮Ⅰ（dihydrotanshinoneⅠ，DiⅠ）在体外对猪流行性腹泻病毒（porcine epidemic diar⁃
rhea virus，PEDV）的抑制作用，采用CCK-8法检测不同浓度 DiⅠ对Vero和 IPEC-J2细胞活力的影响，通过实时

荧光定量PCR、蛋白免疫印迹、间，接免疫荧光、病毒滴度测定等方法评估DiⅠ的抗PEDV活性；并考察不同的

给药方式对PEDV复制的影响，采用分子对接方法评估DiⅠ与PEDV Mpro的相互作用。结果显示，DiⅠ在后续

实验浓度下，对Vero和 IPEC-J2细胞无明显毒性，DiⅠ能够显著抑制PEDV的基因表达与蛋白合成，且呈现剂

量依赖性，全处理、共处理与后处理均可显著抑制PEDV的复制。结果表明，DiⅠ具备抗PEDV活性，能够针对

PEDV的入侵、复制、释放等关键阶段发挥抑制作用，可以作为一种潜在的针对PEDV感染的抗病毒治疗药物。
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猪流行性腹泻（porcine epidemic diarrhea，PED）
是由猪流行性腹泻病毒（porcine epidemic diarrhea vi⁃
rus，PEDV）引起的一种急性、高度接触性猪肠道传

染病。该病对新生仔猪最易感，具有高发病率和高

致死率，给全球养猪业造成巨大的经济损失［1］。

PEDV属于 α-冠状病毒属的有囊膜正链 RNA病毒，

其基因组全长约 28 kb，共包含 14 个开放阅读框

（open reading frame，ORF），其中 ORF1ab 所编码的

多聚蛋白（replicase polyprotein，PP1a 和 PP1ab），在

病毒主蛋白酶（main protease，Mpro 也称为 3C-like 
protease，3CLpro）作用下，被切割加工成多个参与病

毒复制和转录的非结构蛋白，从而启动病毒RNA的

复制和转录［2］。由于Mpro在病毒感染和复制中不可

或缺，且其底物识别位点在冠状病毒中高度保守，同

时与人类蛋白酶无显著同源性，因此，该酶被视为极

具开发潜力的抗冠状病毒药物靶点。自 2010 年以

来，PEDV变异株在中国大规模暴发，疫情趋于复杂

化，常出现与其他肠道病原混合感染的情况［3］。此

外，病毒基因组的高变异性导致疫苗交叉保护效果

不佳［4］，在此背景下，开发新的防控策略以有效应对

PEDV感染显得尤为迫切。

中药在抗病毒防治中应用前景广阔，其提取物

可通过多种机制发挥作用，主要包括：直接抑制病毒

复制关键环节［5］、阻断病毒入侵［6］、破坏病毒颗粒［7］

及调节宿主免疫应答等。如木犀草素（Reseda luteo⁃
la L.）可特异性抑制严重急性呼吸综合征病毒（se⁃
vere acute respiratory syndrome coronavirus，SARS-
CoV）以及 PEDV的 Mpro活性，从而阻碍病毒复制过

程［2］。汉黄芩素（Scutellaria baicalensis Georgi）能够

竞争性抑制 SARS-CoV 刺突蛋白（spike，S）与血管

紧张素转换酶 2（angiotensin-converting enzyme 2，
ACE2）受体的结合，有效阻断病毒侵入宿主细胞［6］。

此外，多糖类中药成分可通过促进淋巴细胞增殖［8］，

上调炎性因子［9］及干扰素表达［10］ 等途径增强机体抗

病毒免疫力，间接发挥抗病毒作用。

丹参（Salvia miltiorrhiza）别称红根、赤参，是活

血祛瘀类中药的代表药物，具有活血祛瘀，通经止痛

的功效，其有效成分主要包括水溶性丹酚酸类和脂

溶性丹参酮类化合物，在抗氧化［11］、抗炎［12］、抗肿

瘤［13］、抗纤维化以及神经保护［14］等方面表现出广泛
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的药理活性。二氢丹参酮Ⅰ（dihydrotanshinoneⅠ，

DiⅠ）是从丹参中提取的一种天然化合物。研究表

明， DiⅠ对幽门螺杆菌（Helicobacter pylori）具有显

著抗菌效果且不易诱导耐药性的产生［15］；同时，它还

能够抑制甲型流感病毒（influenza A virus，IAV）蛋白

表达及促炎因子生成［16］。值得关注的是，DiⅠ兼具

成本低廉、安全性高以及低剂量下仍能发挥高效作

用等优势。然而，目前关于 DiⅠ是否对 PEDV 具有

抗病毒活性尚不明确。本研究系统评估 Di Ⅰ对 
PEDV 的抑制效果，以期拓展丹参在防控猪流行性

腹泻方面的应用潜力，为开发新型抗病毒策略提供

理论依据。

1　材料与方法

1.1　试验毒株与细胞系

PEDV AH2012/12 （GenBank accession 
KU646831）株，由江苏省农业科学院李彬研究员馈

赠。非洲绿猴肾细胞（African green monkey kidney 
cells，Vero）和猪小肠上皮细胞（porcine small intesti⁃
nal epithelial cell，IPEC-J2）由笔者所在实验室保存，

用含 1% 双抗、10% 胎牛血清（fetal bovine serum，

FBS）的高糖 DMEM 培养基，于 37 ℃、5% CO2细胞

培养箱中培养。

1.2　试剂和抗体

DiⅠ购于 MCE（MedChemExpress）公司，溶于

二甲基亚砜（DMSO），于−80 ℃储存；DMEM 培养

基、FBS、1×PBS 缓冲液均购自 Gibco 公司；细胞增

殖及毒性检测试剂盒（cell counting Kit-8，CCK-8）、

2X M5 HiPer Realtime PCR Super mix 试剂盒购于

北京聚合美科技有限公司；NovoScript®Plus All-in-
one 1st Strand cDNA Synthesis SuperMix 试剂盒购

于近岸蛋白质科技股份有限公司；牛血清白蛋白

（BSA）购于上海桥星贸易有限公司；10% PAGE 彩

色凝胶超快速配制试剂盒、PVDF膜购于塞维尔生物

科技有限公司；鼠源 PEDV-N 蛋白单克隆抗体由笔

者所在实验室保存；鼠源 β-actin 单克隆抗体、SDS-
PAGE蛋白上样缓冲液、病毒RNA抽提试剂盒、极超

敏 ECL化学发光试剂盒（BeyoECL Moon）购于碧云

天生物技术有限公司；DAPI 溶液、曲拉通 X-100 购

于北京索莱宝科技有限公司；HRP 标记山羊抗小鼠

IgG、绿色荧光标记 IFkine驴抗小鼠 IgG 购于武汉亚

科因生物技术有限公司。

1.3　细胞毒性测定

将生长至完整单层的Vero和 IPEC-J2细胞接种

于 96 孔板，分别加入含不同浓度 DiⅠ（0.000 4~400 
μmol/L）的 DMEM 培养液。将细胞置于 37 ℃、5% 
CO2培养箱中培养 48 h 后，每孔加入 CCK-8 试剂并

继续孵育 2 h，最后于 450 nm 波长下检测吸光度，并

计算细胞活力（CV）。

CV= D给药组 - D空白组

D对照组 - D空白组

×100%

1.4　DiⅠ抗PEDV活性检测

1）病毒感染。将Vero或 IPEC-J2细胞接种于 12
孔板，待细胞长成单层后，因 PEDV 在 2种细胞系中

感染效率以及细胞对胰酶的耐受力不同，按不同条

件接种 PEDV∶Vero 细胞（MOI=0.01，胰酶质量浓

度 8 µg/mL）与 IPEC-J2 细胞（MOI=0.1，胰酶质量

浓度 5 µg/mL），使 2 种细胞在相同时间点达到相近

的感染程度/病毒载量。在维持液中分别加入不同

质量浓度的 DiⅠ，每个质量浓度设 3个重复孔，并设

置病毒对照孔（仅加病毒培养液）。将细胞板置于

37 ℃、5% CO2培养箱中培养 24 h 后，收集细胞或上

清液用于后续检测。数据用 Graphpad 处理，计算出

抑制剂的半数细胞毒性浓度（concentration of cyto⁃
toxicity 50%，CC50，即在细胞毒性实验中导致50％的

细胞发生病变时的受试物浓度）。

2）荧光定量 RT-PCR。收集的细胞或上清液分

别使用 Trizol 法或病毒 RNA 提取试剂盒提取总

RNA，用于绝对和相对荧光定量RT-PCR检测，随后

进行反转录获得 cDNA。以 2×M5 HiPer Realtime 
PCR Super mix 为预混液，使用针对 PEDV-N 基因

的特异性引物进行扩增（其中，正向引物P1：5'-TAC⁃
TAAGCGTAACATCCTGCC-3'；反 向 引 物 P2：
5'-GTAGTACCAATAACAACCGAAGC-3'）。 反

应程序为：95 ℃预变性 1 min；95 ℃变性 10 s、60 ℃退

火 15 s、72 ℃延伸 34 s，共 45个循环。通过构建含有

PEDV-186片段的重组质粒作为标准品，对病毒基因

组拷贝数进行绝对定量 RT-PCR 检测，计算出抑制

剂 DiⅠ的半数最大效应浓度（half maximal inhibitory 
concentration，IC50，即药效实验中能引起 50％最大效

应时的受试物浓度），最终计算选择性指数 SI（公式

中用SI表示），SI=CC50/IC50。

3）TCID50测定病毒滴度。将感染的细胞悬液经

3 次冻融后，取上清进行检测。在长满单层 Vero 细

胞的 96 孔板中，将待测病毒液进行 10 倍系列稀释
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（10⁻¹~10⁻⁸），每个梯度加入 96孔板（100 µL/孔），于

37 ℃、5% CO2培养箱中培养。每日观察并记录细胞

病变效应（CPE），直至病毒对照孔细胞不再出现新

的病变。最后采用 Reed-Muench 法计算病毒的

TCID50。

4）蛋白质免疫印迹（Western blot，WB）。使用

RIPA裂解液裂解细胞，离心收集上清并经变性处理

后，进行 SDS-PAGE 电泳。随后将蛋白湿转至

PVDF 膜，用 5% 脱脂牛奶室温封闭 1 h。分别加入

鼠抗 PEDV-N 蛋白单克隆抗体（1∶10 000）和鼠抗

β-actin单克隆抗体（1∶10 000），4 ℃孵育过夜。回收

一抗后，加入 HRP 标记的山羊抗小鼠 IgG 二抗

（1∶10 000），室温孵育 1 h。最后使用 ECL 发光液

显影，并通过 Image  J软件对条带进行灰度值分析。

5）间接免疫荧光试验（indirect immunofluores⁃
cence assay，IFA）。细胞经 4%多聚甲醛固定 15 min
后，用 0.3% Triton X-100透化处理 10 min，随后以含

5% BSA 的封闭液 37 ℃封闭 1 h。加入鼠抗 PEDV-
N蛋白单克隆抗体，4 ℃孵育过夜。之后加入绿色荧

光标记的驴抗小鼠 IgG 二抗，室温避光孵育 1 h。最

后使用DAPI对细胞核进行染色，室温避光孵育 10~
15 h。在荧光倒置显微镜下观察并采集图像。

1.5　PEDV复制周期中DiⅠ作用阶段的鉴定

1）病毒吸附。将 4.0 μmol/L DiⅠ与 5倍MOI的
PEDV混合后感染Vero细胞，4 ℃吸附 1 h，收集细胞

样本，通过RT-qPCR进行病毒基因组相对定量。

2）病毒内化。PEDV 感染 Vero 细胞，4 ℃吸附

1 h 后弃去病毒液，加入 DiⅠ，37 ℃作用 1 h，收集细

胞并进行RT-qPCR相对定量分析。

3）病毒复制。PEDV感染细胞 2 h后加入DiⅠ，

继续培养至 10 h，收集细胞样本，通过 RT-qPCR 检

测病毒RNA复制水平。

4）病毒释放。 PEDV 感染细胞 10 h 后加入

DiⅠ，继续培养至 24 h，收集上清液，采用绝对定量

RT-PCR检测释放的病毒基因组拷贝数。

1.6　不同给药方式下DiⅠ抗PEDV效果评估

为评估 DiⅠ在不同作用时序下的抗病毒效果，

设置了4种给药方式进行试验。

1）预处理。细胞经 Di Ⅰ预处理 2 h 后，接种

PEDV（MOI=0.05）吸附 1 h，弃病毒液，PBS清洗后

更换维持液继续培养24 h，收集上清。

2）共处理。将 DiⅠ与 PEDV（MOI=0.05）混合

后同步加入细胞，吸附 1 h后弃去混合液，PBS清洗，

更换含相应质量浓度 DiⅠ的维持液继续培养 24 h，
收集上清。

3）后处理。PEDV吸附 1 h后弃病毒液，PBS清

洗，加入不同浓度DiⅠ，继续培养24 h，收集上清。

4）全处理。细胞经不同浓度（0.5、1.0、2.0、4.0 
μmol/L）DiⅠ预处理 2 h后，更换为含相同浓度 DiⅠ
与 PEDV（MOI=0.05）的维持液，共孵育 24 h，收集

上清进行病毒绝对定量RT-PCR。

1.7　DiⅠ与PEDV Mpro蛋白亲和力评估

为评估 Di Ⅰ与 PEDV Mpro 的结合潜力，使用

AutoDock Vina 1.2.2（http：//autodock.scripps.edu/）
进行分子对接分析［17］。DiⅠ的分子结构取自 Pub⁃
Chem数据库（CID：11425923），PEDV Mpro晶体结构

来源于 PDB（ID：5HYO，分辨率 2.10 Å）。利用 Py⁃
MOL软件对分子对接结果进行可视化展示，分析其

结合模式与相互作用。

1.8　统计方法

试验结果以“平均值±标准差”方式表示。使用

GraphPad Prism 9.0 进行绘图及统计分析。组间比

较采用单因素方差分析（one-way ANOVA），显著

性 水 平 设 定 为 *，P<0.05；**，P<0.01；***，P<
0.001。

2　结果与分析

2.1　DiⅠ的细胞毒性分析

细胞毒性试验结果显示，随着DiⅠ浓度的升高，

Vero 与 IPEC-J2 细胞的存活率均呈逐渐下降趋势。

在 Vero 细胞中，0.4 μmol/L DiⅠ处理组细胞存活率

高于 95%，而 4.0 μmol/L 处理组也保持在 80% 以上

（图 1A）。在 IPEC-J2 细胞中，即使 DiⅠ浓度达到

4.0 μmol/L，细胞存活率仍维持在 100% 以上（图

1B）。结果表明，当 DiⅠ浓度不高于 4.0 μmol/L 时，

对 2种细胞形态与活性均未产生显著毒性作用。因

此，后续试验选择 4.0 μmol/L作为最高作用浓度，且

DiⅠ对Vero和 IPEC-J2细胞的CC50分别为49.92和

111.8 μmol/L。

2.2　DiⅠ对PEDV感染增殖抑制效果

为评估 DiⅠ对 PEDV 复制的抑制作用，通过绝

对定量 RT-PCR、TCID50、Western blot 及 IFA 等方

法进行验证。绝对定量 RT-PCR 结果显示，在 Vero
和 IPEC-J2细胞中，随着 DiⅠ浓度升高，PEDV基因

组拷贝数逐渐降低；当浓度达到 2.0 μmol/L 及以上

时，病毒拷贝数极显著低于病毒对照组（P<0.001，
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图 2）。TCID50 试验结果进一步表明，在 0.5~4.0 
μmol/L 时，DiⅠ可剂量依赖性地降低病毒滴度（图

3）。Western blot 结果显示，PEDV N 蛋白表达水平

随 DiⅠ浓度增加而明显下降，在 2.0 μmol/L 及以上

时蛋白表达被显著抑制（图 4）。IFA结果同样显示，

病毒绿色荧光信号随药物浓度增加而减弱，在 4.0 
μmol/L DiⅠ处理组中荧光信号基本消失（图 5）。经

计算，其在 Vero 和 IPEC-J2 细胞中针对 PEDV 复制

的 IC50分别是 3.871、2.443 μmol/L，IS值分别为 12.9
和45.8。上述结果表明，DiⅠ能够以剂量依赖方式有

效抑制PEDV的增殖。

2.3　DiⅠ对PEDV生命周期各个阶段的影响

为明确 DiⅠ在病毒生命周期中各阶段的作用，

分别检测了其对病毒吸附、内化、复制及释放过程的

影响（图 6A）。在吸附阶段，Di Ⅰ 处理组 PEDV 
mRNA 水平与对照组相比无显著差异（P>0.05，图

6B），说明 DiⅠ不影响病毒吸附。而在内化阶段，

病毒 mRNA 水平显著下降（P<0.01，图 6C）；在复

制阶段，病毒 mRNA 水平极显著下降（P<0.001，图
6D）；释放阶段的绝对定量结果也显示病毒拷贝数

显著降低（P<0.001，图 6E）。这些结果表明，DiⅠ

A：Vero细胞Vero cells；B：IPEC-J2细胞 IPEC-J2 cells.星号表示处理与对照组间存在显著性差异。Asterisks indicate significant differ⁃
ences compared with the control group.ns，P>0.05. *，P<0.05；***，P<0.001.下同 The same below.

图1 DiⅠ细胞毒性试验

Fig.1 DiⅠcytotoxicity test

星号表示处理与对照组间存在显著性差异。Asterisks indicate 
significant differences compared with the control group.**，P<0.01.
下同 The same below.

图3 不同浓度DiⅠ对PEDV病毒滴度的影响

Fig.3 Effects of different concentrations 
of DiⅠ on the virus titer of PEDV

A：Vero细胞中PEDV拷贝数PEDV copy number in Vero cells；
B：IPEC-J2 细胞中 PEDV 拷贝数 PEDV copy number in IPEC-J2 
cells.

图2 不同浓度DiⅠ对PEDV拷贝数的影响

Fig.2 Effects of different concentrations of 

DiⅠon PEDV copy number

图4 Western blot检测不同浓度DiⅠ对

PEDV-N蛋白表达的影响

Fig.4 Effects of different concentrations of 
DiⅠ on PEDV-N protein expression were

 determined by Western blot
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主要在病毒内化、复制及释放阶段发挥抗病毒

作用。

2.4　不同给药方式下DiⅠ对PEDV的影响

通过比较 4种给药方式下 DiⅠ对PEDV增殖的

影响（图 7A），发现除预处理方式外，共处理、后处理

及全处理方式均能显著抑制病毒复制（图 7C~E）。

在预处理方式中，各浓度 DiⅠ均未表现出明显抑制

作用（P>0.05，图 7B）。结果表明，DiⅠ在与病毒同

时或感染后加入时抗病毒效果最为显著，提示其作

用机制主要发生在病毒内化及复制阶段。

A：PEDV生命周期的简化示意图 Simplified schematic of the PEDV life cycle；B：吸附阶段PEDV mRNA的相对表达量 Relative expres⁃

sion of PEDV mRNA during the attachment phase；C：内化阶段PEDV mRNA的相对表达量 Relative expression of PEDV mRNA during the 

internalization phase；D：复制阶段 PEDV mRNA 的相对表达量 Relative expression of PEDV mRNA during the replication phase；E：释放阶

段PEDV拷贝数 PEDV copy number during the release phase.

图6 DiⅠ对PEDV生命周期各个阶段的影响

Fig.6 Effects of DiⅠ on stages of the PEDV life cycle

绿色荧光，PEDV-N蛋白阳性信号Green fluorescence，PEDV-N protein positive signal；蓝色荧光，细胞核Blue fluorescence，nucleus.
图5 IFA评估DiⅠ对PEDV增殖的影响

Fig.5 Effects of DiⅠ on the replication of PEDV assessed by IFA
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2.5　DiⅠ与PEDV Mpro蛋白亲和力

研究表明，DiⅠ可靶向SARS冠状病毒的Mpro并

抑制其活性［18］。鉴于 PEDV 同属冠状病毒，采用分

子对接方法评估DiⅠ与PEDV Mpro的相互作用。使

用AutoDock Vina v.1.2.2进行对接模拟显示，DiⅠ能

够稳定结合于 PEDV Mpro的活性口袋，并与多个氨

基酸残基（包括 Q8、N112、Y117、I140、I151、E291、
R294、Q295、G298）形成良好相互作用，结合能为

−3.70×104 J/mol，提示二者之间具有较强亲和力与

结合稳定性（图8）。

3　讨 论

近年来，PEDV毒株高变异性引发的交叉保护力

不足，导致疫苗难以有效控制与预防 PEDV，对全球

生猪养殖造成了巨大的经济损失。因此，开发能够

有效预防和治疗 PEDV 感染的药物显得尤为迫切。

目前，越来越多的研究表明，天然产物在抑制 PEDV

A：不同给药方式的简化示意图 Simplified schematic of different administration routes；B：预处理给药方式下 PEDV 拷贝数 PEDV copy 
number under pre-treatment administration；C：共处理给药方式下PEDV拷贝数 PEDV copy number under co-treatment administration；D：后

处理给药方式下 PEDV 拷贝数 PEDV copy number under post-treatment administration；E：全处理给药方式下 PEDV 拷贝数 PEDV copy 
number under all-treatment administration.

图7 不同给药方式下DiⅠ对PEDV的影响
Fig. 7 Effects of DiⅠon PEDV under different administration routes

A：DiⅠ与 PEDV Mpro的结合方式 Binding mode of DiⅠand PEDV Mpro；B：PyMOL 软件显示的结合袋的三维结构 Three-dimensional 
structures of the binding pockets were showed by PyMOL software；紫色表示 DiⅠ，橘色和绿色表示 PEDV Mpro蛋白 Purple indicates DiⅠ， 
while orange and green indicate PEDV Mpro protein.

图8 DiⅠ与PEDV Mpro结合示意图

Fig.8 Schematic diagram of DiⅠ binding to PEDV Mpro
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复制方面具有广阔的潜力。丹参作为一种价廉、应

用广泛的中药材，富含有丹酚酸C、丹酚酸B、DiⅠ等

多种活性成分。前期研究显示，这些活性成分在抗

病毒方面作用显著。丹酚酸 C 可通过抑制 SARS-
CoV-2 S蛋白六螺旋束核心的形成，有效阻断病毒感

染［19］；丹酚酸B及其镁盐能干扰病毒融合过程，从而

抑制 SARS-CoV-2侵入靶细胞［20］；大黄素可通过激

活 TLR3/NF-κB 信号通路促进干扰素表达，从而有

效抑制 PRRSV 感染［21］；而 Di Ⅰ作为 SARS-CoV 
Mpro 和类木瓜蛋白酶（papain-like protease，PLpro）的

特异性抑制剂［18］，在抗SARS-CoV方面已显示出较

强的抗病毒活性。基于丹参活性成分在抗病毒方面

的显著效果，推测 DiⅠ可能同样具备抗 PEDV 的潜

力。因此，本研究通过 CCK-8法证实了 DiⅠ在有效

浓度下对Vero和 IPEC-J2细胞无显著毒性。进一步

的抗病毒实验（包括荧光定量 RT-PCR、Western 
blot、IFA和TCID50测定）表明，DiⅠ能以剂量依赖的

方式显著抑制PEDV的基因组复制和蛋白合成。研

究发现，DiⅠ主要作用于病毒的内化、复制及释放阶

段。在不同给药方式中，共处理、后处理及全处理均

显示出显著的病毒抑制效果。同时采用分子对接方

法评估了 DiⅠ稳定结合于 PEDV Mpro的活性口袋，

并与多个氨基酸残基形成良好相互作用，提示 DiⅠ
对 PEDV 的抑制作用可能与其靶向 Mpro有关，为其

用于PEDV防控提供了重要依据。

在中药抗 PEDV 研究方面，Li 等［22］发现高浓度

（50 μmol/L）槲皮素可使 PEDV 病毒滴度降低 1~2
个数量级，而本研究中 DiⅠ在 2 μmol/L即可达到相

近抑制效果，在 4 μmol/L 时病毒滴度降幅更达 2~3
个数量级，显示出更强活性。赵诗莹等［23］研究表明，

黄腐酚在 5 μmol/L 时对 PEDV 总 RNA 的抑制率为

56.73%，而 DiⅠ在 4 μmol/L时抑制率高达 70.63%，

进一步表明其优越的抗病毒能力。本研究中 IS值均

高于相同 MOI 条件下的木犀草素［2］和汉黄芩素［6］，

由此可见，DiⅠ在抗 PEDV 方面具有良好的应用前

景。PEDV 的生命周期始于病毒 S 蛋白与宿主细胞

受体的结合［24-25］，随后通过膜融合或内吞作用进入

细胞［26］。病毒基因组随后翻译产生非结构蛋

白［27-28］，启动转录与复制，结构蛋白在内质网合成

后［29］，于内质网-高尔基体中间体组装成成熟病毒粒

子［30-31］。针对这一过程，现有研究已探索多种干预

策略，如Huan等［32］证实表没食子儿茶素没食子酸酯

可抑制 PEDV 吸附、内化、复制和组装；叶跃天等［33］

发现黄连素不仅能抑制病毒复制与组装，还可缓解

PEDV诱导的细胞凋亡。本研究中，DiⅠ在病毒吸附

阶段和预处理细胞时，对 PEDV 的 mRNA 表达无显

著影响，提示其预防作用有限。然而，在病毒内化、

复制及释放阶段加入 DiⅠ，均能显著降低 PEDV 
mRNA 水平，说明其抗病毒机制主要通过阻断感染

中后期关键环节实现。且 DiⅠ在全处理、共处理及

后处理方式下均能有效抑制 PEDV 复制，进一步表

明其在感染后治疗方面具有良好潜力。

本研究为 DiⅠ的抗 PEDV 活性提供了有力证

据，但其具体作用机制仍有待深入解析。未来可以

通过表面等离子共振等技术直接评估DiⅠ与PEDV 
Mpro的结合特性，并借助荧光共振能量转移等酶活实

验验证其对 Mpro 的抑制能力。体外探究 Di Ⅰ对

PEDV 生命周期各阶段影响时，复制阶段（2~10 h）
仍包含部分晚期内化或脱壳过程，时间窗口需要更

明确的界定。此外，DiⅠ作为丹参中多种复杂活性

成分之一，其分离与纯化难度较大。本研究仅在细

胞水平上证实了 DiⅠ具有显著的抗 PEDV 活性，但

体外试验条件相对单一，无法完全模拟机体复杂的

免疫环境、药物代谢动力学以及潜在的毒副作用，其

是否能在活体动物体内发挥同等功效仍有待明确。

因此，后续研究需要通过建立仔猪PEDV感染模型，

进一步评估DiⅠ的体内抗病毒效果。
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Inhibitory effect of dihydrotanshinoneⅠ on porcine epidemic 
diarrhea virus （PEDV） in vitro

HAO Xiaolong1,2,WU Zhuoya1,2,PAN Xiaocheng2,DAI Yin2,ZHOU Jie1,WANG Jieru2

1.College of Veterinary Medicine，Anhui Agricultural University， Hefei 230031， China；
2.Institute of Animal Husbandry and Veterinary Medicine，Anhui Academy of Agricultural Sciences/

Anhui Province Livestock and Poultry Epidemic Diseases Research Center/
Anhui Provincial Key Laboratory of Livestock and Poultry Product Safety， Hefei 230031， China

Abstract     The CCK-8 assay was used to detect the effect of different concentrations of dihydrotanshi⁃
none Ⅰ（DiⅠ） on the viability of Vero and IPEC-J2 cells to study the inhibitory effect of DiⅠ on porcine 
epidemic diarrhea virus（PEDV） in vitro.  Methods including real-time fluorescence quantitative PCR（RT-
qPCR）， Western blot， indirect immunofluorescence， and virus titer assay were used to evaluate the anti 
PEDV activity of DiⅠ.  The effects of different administration methods on the replication of PEDV were 
investigated.  Molecular docking method was used to evaluate the interaction between Di Ⅰ and PEDV 
Mpro.  The results showed that DiⅠ had no significant toxicity to Vero and IPEC-J2 cells at the concentra⁃
tions used in subsequent experiments.  DiⅠ significantly inhibited the gene expression and protein synthesis 
of PEDV in a dose-dependent manner.  Full-treatment， co-treatment， and post-treatment all significantly 
inhibited the replication of PEDV.  It is indicated that DiⅠ has anti PEDV activity and can exert inhibitory 
effects on key stages including invasion， replication， and release of PEDV， making it a potential candidate 
drug against PEDV infection.

Keywords dihydrotanshinone I（DiI）；porcine epidemic diarrhea virus （PEDV）；inhibition in vitro；
therapeutic agent
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