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摘　要：基于靶点的体外药物筛选操作相对简单，成本较低，但是由于药物在体内的作用并不仅仅取

决于其与靶点的作用程度，吸收、分布、代谢、排泄特征和毒性均会对早期先导物能否进入临床使

用产生极大的影响，因此，药物的体内筛选受到重视。本文重点综述了秀丽隐杆线虫(C.elegans)在抗

衰老、抗感染药物筛选中的应用情况。秀丽隐杆线虫结构简单、易于培养和可实现高通量筛选，在

未来的药物筛选中必将发挥更重要的作用。
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Abstract: It is relatively simple and cheap for drug discovery by target-based screen in vitro, but the actions of

drugs in vivo do not depend fully on the interactions between drugs and targets. Major reasons preventing many

early candidates reaching market are the inappropriate ADME (absorption, distribution, metabolism and excretion)

properties and drug-induced toxicity. Now more attentions were paid to the methods of drug screening in vivo.

In recent years, C. elegans has been widely used as a drug screening model in drug discovery. The developments

of screening for drugs increasing lifespan and antagonizing microbes using C. elegans-based assays were mainly

discussed in this paper. With the advantages of easily culture, simple tissue structure, and being amenable to

high-throughput screening (HTS), C. elegans may turn out to be invaluable in the development of novel screening

methods in the future.
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秀丽隐杆线虫(C.elegans)是一种常用模式生

物，因其结构简单、通体透明、生命周期短和易

于培养，被用于细胞凋亡的研究。Sydney Brenner

等因研究秀丽隐杆线虫获2002年诺贝尔生理或医学

奖；Andrew Z. Fire和Craig C. Mello以秀丽隐杆线

虫为实验材料，发现了RNA 干扰机制，获2006 年

诺贝尔生理或医学奖。近年来，秀丽隐杆线虫又被

用于药物筛选研究，本文综述了这一方面的情况。

1　抗衰老药物的筛选

采用秀丽隐杆线虫研究老化现象和与老化有关

的疾病已经有近30 年的历史。秀丽隐杆线虫从L4

期幼虫到成虫死亡只有 2 –3 周的时间，生命周期
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短，使其成为抗衰老药物筛选的理想动物[1]。

用于筛选的虫株一般为N2株(原始野生型)和N2

的突变株，如daf-2 株，它是部分功能缺失的变异

株，因daf-2基因的变异导致DAF-2受体型酪氨酸激

酶的结构受影响，该虫株的寿命比原始野生型长。

daf-16株是部分功能缺失的变异株，daf-16是一个转

录因子，它可促进许多长寿相关基因的表达，daf-16

基因的突变导致许多靶点基因不能表达，因此，daf-

16 虫株的寿命比原始野生型短。N2 的突变株有多

种，在筛选时主要利用突变株进行机制探讨[2]。

筛选方法一般如下：准备含药(筛选样本)的

NGM 琼脂平板(直径 60 mm)，接种大肠埃希氏菌

OP50 株，待长出菌苔后，将秀丽隐杆线虫接种到

平板中，每个平板接种雌雄同体的处于L4期的幼虫

15 条，在20℃培养箱中培养。开始每2 d 更换一

次平板，待线虫停止产卵后改为每周更换一次平

板。每天观察记录虫株死亡情况。虫株的寿命为接

种L4期幼虫之日至成虫死亡之日，以日(days)为计

算单位。在测定寿命指标的同时，一般还需测定一

些与衰老有关的生理指标，如虫体运动性、产卵能

力、咽泵运动。因秀丽隐杆线虫以大肠埃希氏菌为

食，筛选时应排除样本对细菌的干扰因素[2]。

Evason 等[2]以具有不同结构、不同药效的19个

经 F DA 批准的药物组成小样本库，筛选发现，抗

癫痫药物乙琥胺(ethosuximide)能使秀丽隐杆线虫的

寿命延长17%，并存在明显的量效关系。构效关系

研究表明，与乙琥胺结构类似并具有抗癫痫作用的

化合物三甲双酮(trimethadione)和3，3-二乙基-2-吡

咯烷酮(3, 3-diethyl-2-pyrrolidinone)也明显地延长秀丽

隐杆线虫的寿命，但是与乙琥胺结构类似、对脊椎

动物无抗癫痫作用的化合物丁二酰亚胺(succinimide)

却没有延长秀丽隐杆线虫寿命的作用。提示上述化

合物的抗癫痫机制与延长秀丽隐杆线虫寿命的机制

可能是相同的，通过影响线虫的神经活动而导致生

命延长。当然还不能完全排除抗癫痫与延长寿命存

在不同机制的可能性，后续研究应该着重于乙琥胺

的靶点定位。

Petrascheck等[3]用秀丽隐杆线虫筛选抗衰老

药物，筛选了 8.8 万个化合物，发现 115 个化合

物能延长秀丽隐杆线虫的寿命，有4个化合物是5-

羟色胺受体抑制剂，它们能使秀丽隐杆线虫的寿

命延长 22% － 30%，其中包括抗抑郁药米安色林

(mianserin)。对5-羟色胺的合成、摄取发生变异的

虫株或章鱼胺(一种与嗅觉有关的神经递质)G蛋白偶

联受体发生变异的虫株，米安色林不能延长这类线

虫的寿命，因此，研究人员认为，米安色林能阻

断线虫与觅食有关的神经递质的信号传递，产生饥

饿感，导致线虫寿命延长。

Gerisch等[4]发现一种胆酸甾体化合物(dafachronic

acid)与秀丽隐杆线虫的衰老调控有关。白藜芦醇

(resveratrol)能延长酵母、果蝇、非洲齿鲤(Nothobranchius

furzeri)、小鼠的寿命，也能延长秀丽隐杆线虫的寿

命[5]。Srivastava等[6] 近报道利血平(reserpine)不但

能延长秀丽隐杆线虫的寿命，而且能提高其生活质

量[6]。具有抗氧自由基损伤的化合物，如维生素E、

辅酶Q 等以及蓝莓、银杏叶提取物，也能延长秀丽

隐杆线虫的寿命[7]。

延长人类寿命一直广受关注，但是有关人类生

命周期的探索才刚刚起步，基因调控、系统调控、

环境和精神因素等都在不同水平上影响人类寿命。

秀丽隐杆线虫生命周期短，与人类有60% － 80% 的

基因相似度，成为抗衰老药物筛选的理想动物[8]。

能延长线虫寿命的化合物(图1)在结构上差异较大，

说明小分子对衰老的干预具有多靶点、多机制的特

征。值得注意的是，干预神经活动的小分子能延长

秀丽隐杆线虫寿命，提示神经活动可能与衰老现象

有关，但是这些分子能否成为抗衰老药物还需要一

个漫长的评价过程。白藜芦醇对Sir2蛋白进行调控

而延长动物寿命，这种通过非神经干预机制发挥作

用的分子似乎更具有抗衰老研究价值。Buck拟采用

化学基因组学技术以发现更多的秀丽隐杆线虫衰老基

因，可能为将来筛选抗衰老药物提供更多信息。

2　抗菌药物的筛选

由于细菌耐药性问题日趋突出，筛选发现新的

抗菌先导物成为热点。以往的抗菌药物一般是通过

体外抗菌实验发现的，体外筛选方法简单易行，但

是也存在一些问题，如对于有抗菌活性的一些前药

分子(prodrug)，体外筛选难以发现；有些化合物可

能抑制细菌毒力因子的表达；有些化合物可能有免

疫增强作用；有些化合物体外抗菌活性好但毒性大

或缺乏良好的药代动力学特征，体外筛选很难同时

解决这些问题[9]。

Moy等[10]首次用粪肠球菌(Enterococcus faecalis)

感染秀丽隐杆线虫，建立了体内抗菌药物筛选方

法，与体外抗菌筛选方法相比存在下列优点：能发

现具有抗菌活性的前药；发现降低细菌毒力或感染
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性的化合物；发现能抑制细菌体内繁殖的化合物；

发现增强免疫活性的化合物。此外，还能同时评价

被筛化合物的毒性，并排除药代动力学特征较差的

化合物。

筛选在96孔板上进行，80或88孔为被筛选样

本，16 或 8 孔分别为阳性、阴性对照。将 L4 期

或成年早期的线虫转移到粪肠球菌菌苔感染8 h，用

含卡那霉素(80 μg/mL)的缓冲液漂洗，约25条线虫

连同50 μL缓冲液被转移到96孔板的孔内，然后将

50 μL含制霉菌素(125 units/mL)的被筛样本溶液加

入孔内，用透气膜覆盖 96 孔板后，置 25℃、相

对湿度为80%－ 85%的培养箱中培养，培养6 d后

肉眼观察记分，被筛选样本孔的线虫成活数超过

50% 的视为有效，成活数超过阴性对照孔2 或3 倍

的样本将进行复筛验证。

对6 000个化合物和1 136种天然提取物的筛选

结果表明，有些化合物和提取物体外无抗菌活性，

但具有体内抗细菌感染活性；有些化合物体内外均

有抗菌活性，但体内抗菌浓度大大低于体外抗菌浓

度；作阳性对照的抗生素的体内抗菌浓度(MIC)是

体外MIC 的 5 － 20 倍，其有效剂量与人体有效血

药浓度接近。共发现16个化合物(图2)和 9种提取

物具有较强的体内抗菌活性。以四环素为阳性对

照，测定了 16 个化合物的体外 小抑菌浓度、体

内治疗浓度以及与未治疗组对比的体内细菌清除率

和线虫成活倍数(表1)。

Breger等[11]借鉴Ausubel的筛选方法，建立了白

色念珠菌秀丽隐杆线虫感染模型，对1 266个已知药

理活性的化合物进行抗真菌药物筛选，发现15个化

合物能延长被感染的秀丽隐杆线虫的寿命，并能抑

制白色念珠菌在秀丽隐杆线虫体内形成假丝，其中

咖啡酸苯乙酯(CAPE)、依诺沙星(enoxacin)和黄钟花

醌(lapachol)活性较强(图3)，咖啡酸苯乙酯、依诺

沙星对白色念珠菌小鼠感染模型有治疗作用，但黄

钟花醌对小鼠感染模型无效。值得注意的是，咖啡

酸苯乙酯的体内抗真菌浓度明显低于体外抗真菌浓

度，说明其抗真菌感染机制与杀菌作用无关。另

外，用白色念珠菌秀丽隐杆线虫感染模型筛选发现

的抗真菌药物在结构上与现有抗真菌药物缺乏明显的

相似性，两者之间可能存在不同的作用机制，这些

发现可能为研制新的复合型抗真菌药物奠定基础。

从微生物次生代谢产物中寻找新的抗菌药物已

经越来越难，人工合成产物要么毒性大，要么难以

克服细菌多药耐药性(MDR)，从植物中发现新的抗

菌药物重新受到重视。有些中草药或方剂无体外抗

菌活性，但有体内抗细菌感染作用。我们按照

图1　影响C. elegans寿命和衰老的化合物
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Ausubel的方法，用秀丽隐杆线虫N2株感染粪肠球

菌，发现了一些无体外抗菌作用的中药和方剂能提

高线虫的成活率，认为这种筛选方法有益于发现具

有新的抗菌机制的药物。当然，该方法也存在一

些缺点，比如，较难控制线虫的感染程度，线虫

对某些化合物较敏感，浓度稍高即导致线虫死亡，

但作为一种体内抗菌普筛方法，比用小鼠感染模型

经济简便得多。

3　其他药物的筛选

Devgen公司[12]采用秀丽隐杆线虫筛选得到新的

图2　延长被E. faecalis.感染线虫寿命的化合物结构[10]
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胰岛素增敏剂(insulin-sensitizers)和抗心律失常药。

一般情况下，野生秀丽隐杆线虫处于不利环境时，

如过分拥挤、食物不足，常常进入冬眠状态，称

为dauers期幼虫，而秀丽隐杆线虫的daf-2基因突

变株，即使在有利环境中，其发育也只能停留在

dauers幼虫期间，但当其胰岛素信号传递途径被刺

激后，则其表型可发生改变，发育成成虫。因为

与秀丽隐杆线虫胰岛素信号传递有关的基因和人类

的类胰岛素生长因子受体基因属直系同源基因，故

能使daf-2基因突变株转变成成虫的化合物有可能对

人类胰岛素信号传递存在调节作用，由于成虫与

dauers期幼虫十分容易区别，故Devgen公司用daf-2

基因突变株建立了抗 2 型糖尿病的药物筛选模型，

接着该公司构建了能产生定量荧光信号的daf-2基因

工程虫株，建立了高通量筛选方法。

心律失常与电压门控快钾通道蛋白(Kv4)有关，

采用传统的离体筛选方法，很难测定化合物对该蛋

白质的调节功能，Devgen 公司构建了人源化的虫

株，以秀丽隐杆线虫咽泵运动频率为指标，建立了

Kv4 调节剂的高通量筛选方法[13]。

Baumeister等[14]用秀丽隐杆线虫建立了镇静、

镇痛和抗炎药物的筛选方法，并申请了专利。该方

法的缺点是秀丽隐杆线虫对热刺激的逃避程度不能

进行定量，有待进一步完善。

4　结束语

基于靶点的高通量筛选方法通常遇到的问题

是，筛选得到的化合物是否具有良好的药物动力学

特征，以及化合物进入体内后是否因脱靶效应(off-

target effects)而呈现不良反应。要解决这些问题只

有依赖体内筛选，但是在技术上很难用小鼠、兔、

图3　延长被C. albicans感染线虫寿命的化合物结构

表1　秀丽隐杆线虫感染粪肠球菌(E. faecalis)后能提高其生存率的化合物[10]

化合物编号 提高线虫存活倍数 给药浓度 线虫体内细菌数百分率       小抑菌浓度

(与未给药组*比)    μg·mL-1      (与未给药组†比)       (MIC) μg·mL-1

1 3.0   25 22 >125

2 2.6   12.5 13 >125

3 1.6     6.3 2 >30

4 2.7   50 7 >125

5 2.3   12.5 1 >125

6 2.2 100 8 >125

7 3.0   25 1     31.3

8 3.1   25 3 >125

9 3.3   25 6     31.3

10 2.6   25 5       3.9

11 2.6   25 8     15.6

12 3.0   50 1     15.6

13 2.7   63 9       7.8

14 2.1    6.3 11       2.0

15 1.9 100 61 >125

16 1.8   25 101 >125

Tet(对照) 4.0     1.6 5       0.24

Tet, 四环素。*注意，未给药组中24% 的线虫在感染后能生存4 d。† 未给药组的线虫平均每个虫体内细菌数为3.3×104。
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犬等动物实施高通量筛选，而且成本太高。用秀丽

隐杆线虫做体内筛选有下列优越性：(1)以E.coli.为

食，易于培养；(2)世代交替短，繁殖快，可在短

期内获得大量虫体；(3)个体小，可以用96 孔板进

行培养，单孔可培养百余条成虫，可实现高通量筛

选；(4)通体透明，采用体内荧光标记技术可以研

究活体内轴突发育、脂肪代谢等动态过程；(5)药

物可通过消化系统、表皮等途径进入体内，与人类

给药途径类似。

迄今为止，还没有通过秀丽隐杆线虫筛选上市

的药物。毕竟秀丽隐杆线虫与人类在生理、病理等

方面差异太大，因此，只能作为一种初筛手段来看

待，应正确认识秀丽隐杆线虫在药物筛选中的优势

与不足，明确筛选目的和范围。

除药物筛选外，秀丽隐杆线虫还在以下药学领

域中得到广泛应用：药物新靶点的发现和证实、药

物作用机制研究(MOA, mechanism of action)、人类

疾病模型的复制及药物干预、化学基因组学和毒理

学[15-18]。可以预料，化学基因组学与秀丽隐杆线虫

相结合，将为揭示小分子对生命现象的干预规律奠定

基础，使秀丽隐杆线虫在药物筛选中发挥更大作用。
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