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利福平抗黄热病毒感染的效果及初步机制
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［摘要］ 目的 检测利福平抗黄热病毒（YFV）感染的效果并初步探索其机制。方法 用不同浓度（0.04、0.2、
1、5、25、125、625 μmol/L）的利福平处理人肝癌细胞 Huh-7 24 h，通过 CCK-8 检测利福平的细胞毒性并计算其细

胞半数毒性浓度（CC50）。YFV 感染 Huh-7 细胞的同时加入不同浓度（0.04、0.2、1、5、25 μmol/L）的利福平，检

测其抗 YFV 感染的剂量效应，并计算 IC50。YFV 感染 Huh-7 细胞的同时加入 5 μmol/L 利福平，孵育不同时长（2、
4、8、12、24 h），检测其抗 YFV 感染的时间效应。YFV 感染 Huh-7 细胞后，在感染的不同时间段（2、4、6、8、 
12 h）加入 25 μmol/L 利福平（药物作用时间 2 h，病毒感染 2 h），检测其抗 YFV 感染最显著的起效阶段。利用

病毒结合实验、内吞荧光标记实验评价利福平对 YFV 入侵靶细胞的影响。结果 利福平细胞毒性较弱（CC50 为 
176.9 μmol/L），抑制 YFV 作用显著（IC50 为 1.868 μmol/L，P＜0.01）；动力时间窗、结合和内吞实验表明，利福平

能抑制 YFV 结合、入侵靶细胞（P＜0.01），但不影响 YFV 的内吞过程。此外，利福平在感染后期的复制阶段也有

一定的抑制效果（P＜0.01）。结论 利福平可抑制 YFV 感染靶细胞，作用机制主要通过在病毒感染早期的入侵阶

段阻断病毒结合靶细胞。
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Antiviral effect of rifampin on yellow fever virus and its preliminary mechanism
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［ Abstract ］ Objective To explore the effect of rifampin on yellow fever virus (YFV) and its preliminary mechanism. 
Methods Indicated concentrations of rifampin (0.04, 0.2, 1, 5, 25, 125, 625 μmol/L) were incubated with human liver 
cancer cells Huh-7 for 24 h. The cytotoxicity of rifampin was measured by CCK-8 assay and the 50% cytotoxic concentration 
(CC50) was calculated. When Huh-7 cells were infected with YFV, different concentrations of rifampin (0.04, 0.2, 1, 5, 25 μmol/L) 
were added to detect the dose-response relationship of YFV resistance and to calculate the half inhibition concentration 
(IC50); rifampin (5 μmol/L) was added and incubated for different exposure time (2, 4, 8, 12, 24 h) to detect the time-effect 
relationship of YFV resistance. Huh-7 cells were infected with YFV for 2 h, and rifampin (25 μmol/L) was added at different 
time points (2, 4, 6, 8, 12 h) for 2 h incubation. The most significant anti-YFV stage was detected. The effect of rifampin 
on YFV invasion was evaluated by virus binding assay and cholera toxin B (CTB)/transferrin (TF) mediated endocytosis 
experiment. Results Rifampin had a robust anti-YFV effect (IC50＝1.868 μmol/L, P＜0.01) with low cytotoxicity  
(CC50＝176.9 μmol/L). Kinetic test, binding and endocytosis experiments showed that rifampin could significantly inhibit 
YFV binding and invading target cells (P＜0.01), but did not affect the endocytosis process of YFV. Moreover, rifampin also 
had inhibitory effect at late YFV replication stage (P＜0.01). Conclusion Rifampin can inhibit YFV infection by blocking 
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viral binding to the target cells at early stage of viral entry.
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黄热病毒（yellow fever virus，YFV）属于黄

病毒科黄病毒属成员，是一类有包膜的正义单链

RNA 病毒［1］，其感染引起的黄热病目前主要在非

洲和南美洲等热带地区流行［2-3］。黄热病患者临床

表现为高热、黄疸、出血、肝功能衰竭等［4］，目

前尚无有效的治疗药物，临床上仅给予对症和支持

治疗［3,5-6］。尽管 YFV 疫苗在一定程度上降低了黄

热病的发病率，但由于疫苗覆盖率低，非洲、美洲

等地仍出现周期性的黄热病暴发［7］，并且随着全

球化进程 YFV 感染范围不断扩大，已有多个国家

和地区报道过黄热病输入病例，我国也有输入性病

例的报道［8］。据统计，全球每年 YFV 感染人数高

达 20 万，死亡人数超过 6 万［9］，严重威胁人类的

生命健康。鉴于 YFV 感染多发于热带地域，其防

控研究对于中非合作和“一带一路”建设非常重要。

利福平是临床常用的抗结核分枝杆菌药物，抗

菌机制主要是选择性抑制结核分枝杆菌 DNA 依赖

的 RNA 聚合酶，阻碍 mRNA 转录［10-11］，目前尚未

见到其具有抗病毒活性的报道。我们前期从美国

FDA 小分子药物库中筛选出 10 μmol/L 利福平能有

效抑制 YFV 感染，本研究对其抗 YFV 感染的效果

及机制进行了初步研究。

1 材料和方法

1.1 细胞培养与病毒制备 人肝癌细胞 Huh-7、非

洲猴肾细胞Vero 由海军军医大学（第二军医大学）

海军医学系生物医学防护教研室保存，用含 10% 
FBS、非必需氨基酸、100 U/mL 青链霉素双抗和 
2 mmol/L L- 谷氨酰胺的 DMEM 培养液培养，培养

条件为 37 ℃、5% CO2。YFV 疫苗株（YFV-17D）

在 Vero 细胞内增殖，待出现明显细胞病变后收集

上清，分装后存储在－80 ℃ 冰箱。将病毒上清 
倍比稀释后，加入提前接种有Vero细胞的24孔板，

通过空斑形成实验检测滴度。

1.2 药物与试剂 利福平（批号：HY-B0272，纯

度为 98.07%）购自美国 MCE 公司。CCK-8 细胞活

性检测试剂盒购自日本同仁化学研究所。DMEM 
培养基、Opti-MEM Ⅰ培养基、FBS、胰蛋白酶、

EDTA 均购自美国 Gibco 公司。小鼠 Alexa Fluor® 
488 二抗、DAPI、TRIzol 试剂、DMSO、荧光标记

的霍乱毒素 B 亚基（cholera toxin B，CTB）、转

铁蛋白（transferrin，TF）购自美国 Invitrogen 公司，

小鼠抗 YFV 多克隆抗体为本实验室用甲醛灭活的

全病毒免疫小鼠制备。

1.3 CCK-8 细胞活性检测 Huh-7 细胞接种于 96 孔

板中培养过夜。第 2 天将不同浓度（0.04、0.2、1、
5、25、125、625 μmol/L）的利福平加入 96 孔板

中，以 DMSO 作为对照。继续培养 24 h 后吸弃上

清，每孔加入 10% CCK-8 试剂孵育 1 h，随后用酶

标仪测定 450 nm 波长处的光密度（D）值，计算

不同浓度药物处理下的细胞活性，评价利福平的细

胞毒性并计算其细胞半数毒性浓度（50% cytotoxic 
concentration，CC50）。

1.4 YFV 感 染 活 性 检 测 Huh-7 细胞提前 1 晚

接种于 96 孔板中。第 2 天加入 YFV（感染复数

为 1）感染 6 h，同时分别加入 0.04、0.2、1、5、 
25 μmol/L 的利福平，以 DMSO 作为对照。药物作

用 6 h 后，弃上清，补加含 10% FBS 的 DMEM 培

养液 100 μL，37 ℃ 孵育 24 h，吸弃上清。甲醇溶

液固定后依次加入小鼠抗 YFV 多克隆抗体、抗小

鼠 Alexa Fluor® 488 二抗、DAPI，用细胞成像及分

析系统（BioTek Cytation 5 Imaging Reader）进行

免疫荧光检测并计数阳性克隆，评价利福平抗 YFV
感染的剂量效应，并计算 IC50。

1.5 利福平抗 YFV 感染时效检测 Huh-7 细胞提

前 1 晚接种于 96 孔板中。第 2 天加入 YFV（感染

复数为 1）感染 6 h，同时加入 5 μmol/L 利福平

分别作用 2、4、8、12 和 24 h，以 DMSO 作为对

照。药物作用结束后，弃上清，补加含 10% FBS 的

DMEM 培养液 100 μL，37 ℃孵育 24 h，吸弃上清，

部分孔中加入 10% CCK-8 试剂孵育 1 h，随后用酶

标仪测定 450 nm 波长处的 D 值，评价利福平的细

胞毒性；部分孔中加入甲醇溶液固定后依次加入小

鼠抗 YFV 多克隆抗体、抗小鼠 Alexa Fluor® 488 二

抗、DAPI，用细胞成像及分析系统进行免疫荧光

检测并计数阳性克隆，评价利福平抗 YFV 感染的

时间效应。

1.6 YFV 感染的动力时间窗实验 Huh-7 细胞提

前 1 晚接种于 96 孔板中。第 2 天，分别于加入

YFV 感染前 2 h、加入病毒同时、病毒感染后 2、
4、6、8、10、12 h 加 入 利 福 平（25 μmol/L），

利福平作用时间为 2 h（病毒感染 12 h 后加入利福
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平的作用时间段为 12～24 h），病毒感染 2 h。以

DMSO 作为对照。药物处理结束后换含 10% FBS 的

DMEM 培养液 100 μL 继续培养 24 h，甲醇溶液固定

后依次加入小鼠抗 YFV 多克隆抗体、抗小鼠 Alexa 
Fluor® 488 二抗、DAPI，用细胞成像及分析系统进

行免疫荧光检测，计算靶细胞感染病毒的情况。

1.7 YFV 结合靶细胞的影响 Huh-7 细胞提前 1 晚

接种于 96 孔板和 24 孔板中。第 2 天将 YFV 与靶

细胞在冰上孵育，使病毒结合在细胞表面，同时

加入利福平（25 μmol/L）处理 2 h。以 DMSO 作

为对照。药物处理后吸弃上清，用预冷 PBS 清洗 
2 次。96 孔板中补加含 10% FBS 的 DMEM 培养液 
100 μL，继续培养 24 h 后用细胞成像及分析系统进

行免疫荧光检测；24 孔板直接加入 TRIzol 试剂裂

解细胞，抽提总 RNA，用 qRT-PCR 检测结合在靶

细胞表面的 YFV RNA 水平。

1.8 利福平对 YFV 内吞入靶细胞的影响 Vero细胞

提前 1 晚接种于 96 孔板中。第 2 天将标记了荧光的

内吞试剂 CTB/TF 与利福平（25 μmol/L）同时加入

96 孔板。以 DMSO 作为对照。37 ℃孵育 6 h 后吸

弃上清，甲醇溶液固定后，用细胞成像及分析系统

进行免疫荧光检测。

1.9 统计学处理 应用 GraphPad Prism 7 软件进

行数据处理和统计学分析。实验数据以 x±s表示，

利福平处理组与对照组（DMSO 组）之间差异的

比较采用双因素方差分析。检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 利福平细胞毒性较低，且能抑制 YFV 感染靶

细胞 CCK-8 检测结果显示，利福平对 Huh-7 细胞

的毒性较低，当浓度达到 625 μmol/L 时才表现出一

定毒性（图 1A），其 CC50 为 176.9 μmol/L。利福

平对 YFV 的感染具有抑制作用，且呈浓度梯度依

赖性（图 1B、1C），药物浓度达到 25 μmol/L 时

利福平对 YFV 抑制率达 99% 。计算得利福平 IC50

为 1.868 μmol/L，选择指数（SI 值）为 94.7。

图 1 不同浓度利福平对细胞活性及 YFV 感染的影响

Fig 1 Effect of different concentrations of rifampin on cell viability and YFV infection
A: Cell viability of Huh-7 cells treated with rifampin for 24 h detected by CCK-8 assay; B: Infection rate of YFV (MOI＝1) in Huh-7 cells 

treated with rifampin detected by immunofluorenscence; C: Representative immunofluorenscence pictures (10×). **P＜0.01 vs DMSO 

group. n＝3, x±s. YFV: Yellow fever virus; DMSO: Dimethyl sulfoxide; CCK-8: Cell counting kit 8; MOI: Multiplicity of infection.
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2.2 利福平抗 YFV 感染具有时间依赖性 随着利

福平（5 μmol/L）作用时间的延长，其对 YFV 的抑

制效果逐渐增加，24 h 时其抑制率达 90% 以上且

对细胞无毒性（图 2）。

Drug concentration
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图 2 利福平（5 μmol/L）作用不同时长对细胞活性及 YFV 感染的影响

Fig 2 Effect of rifampin (5 μmol/L) with different exposure durations on cell viability and YFV infection
A: Cell viability of Huh-7 cells treated with rifampin detected by CCK-8 assay; B: Infection rate of YFV (MOI＝1) in Huh-7 cells treated 

with rifampin detected by immunofluorenscence; C: Representative immunofluorenscence pictures (10×). *P＜0.05, **P＜0.01 vs 

DMSO. n＝3, x±s. YFV: Yellow fever virus; DMSO: Dimethyl sulfoxide; CCK-8: Cell counting kit 8; MOI: Multiplicity of infection.

图 3 YFV 感染不同阶段加入利福平（25 μmol/L）对病毒感染的影响

Fig 3 Effect of rifampin (25 μmol/L) on YFV infection after different exposure durations
A: Kinetic test of rifampin on YFV infection ( ▃ : Intervention time of rifampin; ↓ : Time point of adding YFV;  

↑: End of YFV infection). B: The infection rate was detected by immunofluorenscence. **P＜0.01 vs DMSO group. n＝3, x±s. YFV: 

Yellow fever virus; DMSO: Dimethyl sulfoxide.
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2.3 利福平主要在 YFV 感染早期的入侵阶段发挥

抗病毒作用 动力时间窗实验结果表明，在 YFV
感染后 0～2 h 加入利福平的抑制效果最为明显，

抑制率可达 90% 以上；提前 2 h 加入药物处理并不

能有效阻止病毒感染靶细胞；此外，随着药物作用

时间段的延后利福平对 YFV 感染的抑制效果逐渐

下降；然而，感染 12 h 后加入利福平也有一定的抗

YFV 效果。这些结果提示，利福平主要在 YFV 入

侵阶段发挥抗病毒作用，对入侵后的复制或释放阶

段也有一定的抑制效果。见图 3。
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2.4 利福平通过干扰 YFV 与靶细胞的结合抑制

病毒入侵 结果显示，25 μmol/L 的利福平能抑

制 YFV 结合至靶细胞表面，免疫荧光检测抑制效

果 可 达 90% 以 上（P＜0.01，图 4），YFV RNA
检测的抑制效果也在 70% 以上（28.51±1.93 vs 
100.29±7.57，P＜0.01）。

图 5 利福平（25 μmol/L）对 YFV 内吞入靶细胞的影响

Fig 5 Effect of rifampin (25 μmol/L) on the endocytosis of YFV into target cells
Representative immunofluorenscence pictures (10×). YFV: Yellow fever virus; DMSO: Dimethyl sulfoxide; TF: Transferrin; CTB: 

Cholera toxin B.

DMSO                                                       Rifampin

TF

CTB

3 讨 论

在非洲和南美洲，YFV 仍然是导致致命性出

血热的重要病原体［12］。YFV 的分子结构、流行病

学特点、传播途径等已基本明确，但目前仍未有特

异性、高效的抗病毒药物，加之病毒流行区疫苗接

种普及率低，在疫情高发区黄热病的病死率仍非常

高。本研究发现，常用抗菌药物利福平能抑制 YFV
感染靶细胞。利福平作为一种经典的抗结核分枝

杆菌药物，动力学及代谢学等方面的数据已成熟完

善，长期临床应用安全性较好，最大安全剂量可达

35 mg/kg，甚少出现严重的不良反应［13］。本研究

体外实验结果显示，利福平主要在病毒感染早期的

入侵阶段拮抗 YFV 感染靶细胞，在感染晚期阶段

也能发挥一定的抑制效果。我们初步分析利福平抑

制 YFV 入侵的机制和方式是其干扰了病毒与靶细

胞表面的结合。本研究结果表明，提前加入利福平

不能阻止 YFV 感染靶细胞，而利福平与细胞、病

毒同时孵育却能有效抑制病毒感染，因此，我们认

为利福平可能通过某种机制破坏了病毒表面与靶细

图 4 利福平（25 μmol/L）对 YFV 与靶细胞结合的影响

Fig 4 Effect of rifampin (25 μmol/L) on YFV binding to target cells
A: Representative immunofluorenscence pictures (10×); B: Viral binding to target cells was detected by immunofluorenscence 24 h 

post infection. **P＜0.01 vs DMSO group. n＝3, x±s. YFV: Yellow fever virus; DMSO: Dimethyl sulfoxide.

DMSO            Rifampin

**

120

100

80

60

40

20

0

In
fe

ct
io

n 
ra

te
/%

DMSO                                            Rifampin

A B

2.5 利福平不影响YFV感染靶细胞的内吞过程 结果 
（图 5）显示，25 μmol/L 利福平不影响 YFV 靶细

胞对 TF 和 CTB 的内吞，因此利福平不抑制 YFV
入侵阶段内吞过程。
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胞结合的相关蛋白，从而抑制 YFV 入侵靶细胞。

入侵是病毒与宿主作用的最先过程，在此阶段

干预可避免后续所有感染步骤的发生，起到预防和

治疗感染的作用。疫苗不推荐用于幼儿、年迈及

有免疫力缺陷等特定的高危人群，同时具有预防性

和治疗性作用的药物可降低这些人群的患病率和病 
死率。

本研究在细胞层面证实利福平具有抗 YFV 感

染的作用，并对其机制做了初步探索，其抗病毒靶

点及具体的分子作用机制还需进一步研究，动物体

内利福平的抗病毒活性也需进一步评价。
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