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肝素酶在人β防御素３抗甲型流感病毒的作用研究
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【摘要】　目的　探讨肝素酶在人β防御素３（Ｈｕｍａｎβｄｅｆｅｎｓｉｎ３，ＨＢＤ３）抗甲型流感病毒（ＩｎｆｌｕｅｎｚａＡｖｉｒｕｓ，ＩＡＶ）中的

作用。　方法　采用ＣＣＫ８法检测肝素酶对人支气管上皮细胞（ＢＥＡＳ２Ｂ）的毒性情况；经肝素酶处理ＢＥＡＳ２Ｂ细胞，

并在４℃下与ＨＢＤ３和ＩＡＶ病毒液孵育２ｈ，分为未处理组（ＨＢＤ３＋ＩＡＶ），肝素酶＋ＨＢＤ３＋ＩＡＶ组，提取细胞总ＲＮＡ

和总蛋白，采用ｑＲＴＰＣＲ检测感染细胞中的ＮＰｍＲＮＡ表达水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫共沉淀检测 ＨＢＤ３和ＩＡＶＨＡ

蛋白表达水平以及 ＨＢＤ３和 ＨＡ蛋白的相互作用。试验设未经肝素酶处理ＢＥＡＳ２Ｂ细胞对照组。　结果　肝素酶作

用４８ｈ，其浓度在３０Ｕ／ｍＬ以下浓度时对细胞无毒性作用；ＨＢＤ３干预ＩＡＶ感染细胞后细胞中的ＮＰｍＲＮＡ表达水平

显著降低（狋＝１２．８１、２６．１３、２８．６８，犘＜０．０１），经肝素酶处理ＩＡＶ感染的细胞其ＮＰｍＲＮＡ表达水平升高（狋＝４．５５，犘

＜０．０５），结果显示 ＨＢＤ３可抑制病毒复制，而经肝素酶处理ＩＡＶ感染的细胞其病毒未减少，表明只使用肝素酶不能降

低病毒感染；与未经肝素酶处理的细胞相比，经肝素酶处理的细胞中 ＨＢＤ３和 ＨＡ蛋白表达水平降低，以及 ＨＢＤ３和

ＨＡ蛋白的相互作用显著降低（犘＜０．０１），表明 ＨＢＤ３和肝素酶共同作用可降低 ＨＡ的表达来阻止ＩＡＶ进入细胞。　

结论　肝素酶和 ＨＢＤ３共同作用可以抑制病毒进入细胞，具有抗甲型流感病作用。
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　　甲型流感病毒（ｉｎｆｌｕｅｎｚａＡｖｉｒｕｓ，ＩＡＶ）是一种常

见的呼吸道病原体，人体感染后损坏呼吸道上皮组织

和肺组织，降低呼吸能力，引发疾病，重症者可导致死

亡，全球每年多达５０万以上的感染者死亡，这对人类

健康和经济造成严重威胁［１２］。目前，临床上有多种抑

制剂作为抗流感药物，如神经氨酸酶（ＮＡ）抑制剂，Ｍ２

离子通道抑制等。由于ＩＡＶ的表面结构蛋白 ＨＡ和

ＮＡ抗原性容易变异而出现的变异毒株
［３］，对抗ＩＡＶ

药物产生耐药性，而抗菌肽（Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅ，

ＡＭＰ）被认为是针对ＩＡＶ感染的新型治疗方法的潜

在候选药物，亟待进一步研究。

人β防御素（ｈｕｍａｎβｄｅｆｅｎｓｉｎｓ，ＨＢＤ）是一类上

皮细胞衍生的ＡＭＰ，具有抗菌、抗病毒、调节免疫等多

种生物学活性 ［４］。目前研究已明确 ＨＢＤ 有６种

（ＨＢＤ１～６），其中 ＨＢＤ３具有较强的抗菌活性和抗

病毒能力［５６］。β防御素３在体内具有抗流感病毒作

用，保护细胞和小鼠免受ＩＡＶ感染
［７８］。Ｌｅｉｋｉｎａ等

［９］

表明ＨＢＤ３通过凝集素活性交联宿主糖蛋白，从而阻

断由病毒ＨＡ介导的膜融合来抑制流感病毒感染。β

防御素３作为预防和治疗流感的药物，其抗流感病毒

机制尚不清楚。

肝素酶（ｈｅｐａｒｉｎａｓｅ）是一种生物催化剂，能够特异

性裂解细胞外基质和基底膜中的硫酸乙酰肝素蛋白多

糖（ＨＳＰＧ）
［１０］。ＨＳＰＧ是由一个或多个硫酸乙酰肝

素（ＨＳ）共价连接至糖胺聚糖（ＧＡＧ）链的核心蛋白组

成的线性多糖，广泛存在于细胞表面和细胞外基质中，

介导许多生物学活性 ［１１］。病毒在感染的吸附和进入

过程中可利用细胞表面的ＧＡＧ作为一种低亲和受体

增大对细胞感染的机会，Ｌｅｉｓｔｎｅｒ等发现
［１２］肝素酶对

细胞表面蛋白进行预处理可以减少 ＨＢＶ病毒感染。

本研究用肝素酶协同 ＨＢＤ３作用ＩＡＶ感染的人支气

管上皮细胞，检测感染细胞ＮＰｍＲＮＡ的表达水平以

及 ＨＢＤ３和ＩＡＶ蛋白ＨＡ的表达情况以及经肝素酶

处理后 ＨＢＤ３和 ＨＡ 的相互作用，探讨肝素酶在

ＨＢＤ３抗流感病毒中的机制作用。

材料与方法

１　材料

１．１　病毒株和细胞　甲型流感病毒 Ａ／ＰＲ／８／３４

（Ｈ１Ｎ１）毒株为本课题组保存；人正常支气管上皮细

胞（ＢＥＡＳ２Ｂ）购自于中国科学院昆明细胞库。

１．２　主要试剂和仪器　ＨＢＤ３购自美国 Ｎｏｖｕｓ公

司；肝素酶购自北京阿斯雷尔生物技术有限公司；

ＣＣＫ８细胞增殖检测试剂盒购自上海七海复泰生物科

技有限公司；ＲＮＡｓｉｍｐｌｅ总ＲＮＡ提取试剂盒购自天

根生化科技有限公司；ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶制备试剂盒购

自北京索莱宝科技有限公司；ＰＶＤＦ、ＥＣＬ显色试剂盒

购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；兔抗 ＨＢＤ３抗体购自英国

Ａｂｃａｍ公司；兔抗 ＨＡ抗体购自北京义翘神州科技有

限公司、兔抗ＧＡＰＤＨ抗体均购自杭州贤至生物科技

有限公司公司；Ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ（ＩＰ）Ｋｉｔ购自美

国Ｂｉｏｖｉｓｉｏｎ公司。

２　方法

２．１　细胞培养与感染　生长８０％～９０％成片的ＢＥ

ＡＳ２Ｂ细胞经０．２５％胰酶消化后，进行细胞传代至６

孔板，细胞浓度约５×１０
５ 个／ｍＬ·孔，置３７℃、５％

ＣＯ２ 恒温箱培养。肝素酶在３７℃预处理细胞１ｈ，然

后用ＩＡＶ（５０×ＴＣＩＤ５０）病毒液和ＨＢＤ３在４℃作用２

ｈ，继续培养４８ｈ。

２．２　ＣＣＫ８法检测肝素酶对ＩＡＶ感染细胞的增殖情

况　将ＢＥＡＳ２Ｂ细胞传代铺板，加入不同浓度肝素酶

（２０Ｕ／ｍＬ、１０Ｕ／ｍＬ、５Ｕ／ｍＬ、２．５Ｕ／ｍＬ、１．２５Ｕ／

ｍＬ）作用１ｈ，每个浓度复孔３孔，然后加入１００μＬ

ＩＡＶ（５０×ＴＣＩＤ５０）吸附１．５ｈ，设置对照孔，加入新鲜

培养液，继续培养４８ｈ；每孔加入１０μＬ７ＳｅａＣｅｌｌ

ＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ溶液，设置不加细胞的空白对照孔（细胞

培养液＋肝素酶＋７ＳｅａＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ溶液），放

置培养箱中培养２ｈ；用酶标仪测定在４５０ｎｍ处的吸

光度值，根据每孔吸光度值，计算出细胞存活率。细胞

存活率＝［（实验孔Ａ４５０－空白孔 Ａ）／（对照孔Ａ４５０－

空白孔Ａ４５０）］×１００％。

２．３　ｑＲＴＰＣＲ检测ＩＡＶ感染细胞的ＮＰｍＲＮＡ表

达水平　用不同浓度的 ＨＢＤ３（５μｇ／ｍＬ、２．５μｇ／

ｍＬ、１．２５μｇ／ｍＬ）或不同浓度的肝素酶（３０Ｕ／ｍＬ、１５

Ｕ／ｍＬ、７．５Ｕ／ｍＬ）处理ＩＡＶ感染细胞，培养４８ｈ；用

１×ＰＢＳ漂洗细胞３次后，每孔加入０．５ｍＬＲＺ裂解

液，移至１．５ｍＬ无酶的灭菌ＥＰ管中，根据总ＲＮＡ

提取试剂盒步骤提取细胞总ＲＮＡ，根据逆转录试剂盒

操作说明书合成ｃＤＮＡ，将逆转录后的ｃＤＮＡ模板、

ＵｌｔｒａＳＹＢＲＭｉｘｔｕｒｅ及引物序列（表１）等相应试剂加

入ＰＣＲ八联管中，置实时荧光定量ＰＣＲ基因扩增仪

上进行扩增，反应结束后记录各组的ＣＴ值，所有标本

均在相同反应体系及条件下设置３孔，分别以 ＧＡＰ

ＤＨ为内参，计算各组细胞中ＮＰｍＲＮＡ表达量，并对

表达量的比值（２
－△△Ｃｔ）进行分析。

表１　实时荧光定量犘犆犚引物序列

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狊犳狅狉狇狌犪狀狋犻狋犪狋犻狏犲狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚

基因名称

Ｇｅｎｅ

引物（５＇３＇）

Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

产物长度

Ｓｉｚｅ（ｂｐ）

ＮＰ
Ｆｒｏｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ＧＡＣＧＡＴＧＣＡＡＣＧＧＣＴＧＧＴＣＴＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ＡＧＣＡＴＴＧＴＴＣＣＡＡＣＴＣＣＴＴＴ
１４７

ＧＡＰＤＨ
Ｆｒｏｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ＡＧＧＧＣＡＡＴＧＣＣＡＧＣＣＣＣＡＧＣＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ＡＧＧＣＧＴＣＧＧＡＧＧＧＣＣＣＣＣＴＣ
１１８
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２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测感染细胞的 ＨＢＤ３、ＨＡ的表

达水平　用１×ＰＢＳ漂洗３次，加入含１×ＰＭＳＦ的

ＲＩＰＡ 裂解液，收集裂解产物，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心

２ｍｉｎ，取上清，根据ＢＣＡ蛋白定量试剂盒检测蛋白浓

度；按１０％和１５％制备分离胶和浓缩胶进行ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳，并湿转至ＰＶＤＦ膜上，将ＰＶＤＦ膜面朝

上放入封闭液内，摇床上室温封闭２ｈ；加入一抗（兔

抗 ＨＡ、ＨＢＤ３、ＧＡＰＤＨ）４℃孵育过夜，用１×ＴＢＳＴ

在摇床中５ｍｉｎ／３次洗ＰＶＤＦ膜，加入二抗（ＨＲＰ羊

抗兔ＩｇＧ），摇床共孵育６０ｍｉｎ，用曝光系统的凝胶成

像仪扫描记录结果，采用ＩｍａｇｅＪ软件对目的条带进

行灰度值分析，相对表达量＝目的条带灰度值／内参蛋

白灰度值。

２．５　免疫共沉淀试验检测肝素酶对ＨＢＤ３与ＩＡＶ蛋

白 ＨＡ的相互作用　用１×ＰＢＳ漂洗３次，加适量细

胞裂解缓冲液，将裂解液在４℃下搅拌３０ｍｉｎ，１００００

ｇ离心１０ｍｉｎ取上清，加兔抗 ＨＢＤ３抗体，４℃缓慢

摇晃孵育过夜；取１０μＬｐｒｏｔｅｉｎＡ琼脂糖珠，用裂解

缓冲液洗３次，每次２０００ｇ离心２ｍｉｎ，将预处理过

的１０μＬｐｒｏｔｅｉｎＡ琼脂糖珠加入到和抗体孵育过夜

的细胞裂解液中４℃缓慢摇晃孵育２～４ｈ，使抗体与

ｐｒｏｔｅｉｎＡ琼脂糖珠偶连；在４℃以２０００ｇ离心２

ｍｉｎ，将琼脂糖珠离心至管底，去上清，用裂解缓冲液

洗３次；最后加入１５μＬ２×ＳＤＳ上样缓冲液，沸水煮

５ｍｉｎ，用ＳＤＳＰＡＧＥ分析。

２．６　数据分析　使用ＳＰＳＳ２２．０软件行进行统计学

分析，计量资料用（狓±狊）表示。组间差异性比较采用

单因素方差分析，两组间均数比较采用独立样本的狋

检验，以犘＜０．０５的差异具有统计学意义。

结　果

１　肝素酶对犅犈犃犛２犅细胞的毒性情况

用肝素酶作用细胞４８ｈ后，ＣＣＫ８法检测的结果

显示肝素酶在３０Ｕ／ｍＬ以下浓度时，对细胞无毒性

作用（犘＞０．０５）（图１）。

图１　肝素酶对犅犈犃犛２犅细胞的毒性作用

犉犻犵．１　犜狅狓犻犮犻狋狔狅犳犺犲狆犪狉犻狀犪狊犲狅狀犅犈犃犛２犅犮犲犾犾狊

２　犎犅犇３和肝素酶的抗甲型流感病毒作用

ｑＲＴＰＣＲ法检测ＢＥＡＳ２Ｂ细胞中ＩＡＶＮＰｍＲ

ＮＡ的表达，通过２
－ΔΔＣｔ公式计算ＩＡＶＮＰｍＲＮＡ的

相对表达量。ＨＢＤ３作用ＩＡＶ感染细胞４８ｈ后，与

ＩＡＶ组相比，ＨＢＤ３（５μｇ／ｍＬ、２．５μｇ／ｍＬ、１．２５μｇ／

ｍＬ）组中 ＮＰｍＲＮＡ表达水平显著降低（狋＝１２．８１、

２６．１３、２８．６８，犘＜０．０１），且与 ＨＢＤ３呈剂量依赖性关

系（图２Ａ）。肝素酶处理ＩＡＶ感染细胞后４８ｈ发现，

与ＩＡＶ组相比，肝素酶浓度为３０Ｕ／ｍＬ时，ＩＡＶＮＰ

ｍＲＮＡ的表达明显升高（狋＝４．５５，犘＜０．０５）（图

２Ｂ）。

图２　犐犃犞感染细胞的犖犘犿犚犖犃表达水平

犉犻犵．２　犖犘犿犚犖犃犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狅犳犐犃犞犻狀犳犲犮狋犲犱犮犲犾犾狊

３　肝素酶在犎犅犇３抗流感病毒中的作用

３．１　肝素酶对 ＨＢＤ３和 ＨＡ蛋白表达水平的影响　

肝素酶处理或未用肝素酶处理ＩＡＶ感染的ＢＥＡＳ２Ｂ

细胞，并在４℃下与 ＨＢＤ３孵育２ｈ，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ方法检测ＨＢＤ３和ＨＡ的蛋白表达水平，结果经

ＩｍａｇｅＪ软件对目的条带进行灰度值分析发现，与肝

素酶未处理组相比，肝素酶处理组中 ＨＢＤ３在ＢＥＡＳ

２Ｂ细胞中的蛋白表达水平降低（犘＜０．０１）（图３）；与

肝素酶未处理相比，肝素酶处理组中 ＨＡ在ＢＥＡＳ２Ｂ

细胞上的蛋白表达水平降低（犘＜０．０１）（图３）。

３．２　肝素酶对 ＨＢＤ３和 ＨＡ蛋白相互作用的影响　

采用免疫共沉淀方法检测，结果发现 ＨＢＤ３与ＩＡＶ

ＨＡ蛋白相互作用，且肝素酶处理组中降低了ＢＥＡＳ

２Ｂ细胞上的 ＨＢＤ３蛋白表达水平（犘＜０．０１），ＩＡＶ的

ＨＡ蛋白表达水平差异不显著（犘＞０．０５）（图４）。
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图３　肝素酶降低犅犈犃犛２犅细胞中犎犅犇３和犎犃的表达

犉犻犵．３　犎犲狆犪狉犻狀犪狊犲犱犲犮狉犲犪狊犲犱犎犅犇３犪狀犱犎犃犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

犻狀犅犈犃犛２犅犮犲犾犾狊

图４　犎犅犇３和犎犃蛋白的相互作用

犉犻犵．４　犐狀狋犲狉犪犮狋犻狅狀犫犲狋狑犲犲狀犎犅犇３犪狀犱犎犃狆狉狅狋犲犻狀

讨　论

防御素是富含半胱氨酸的阳离子抗菌肽，有α、β、

θ３类，可以直接作用于病毒的包膜、糖蛋白和衣壳，抑

制病毒融合，阻断宿主细胞受体并与病毒糖蛋白结合

以及阻止细胞内信号的转导等来抑制病毒的复

制［１３１４］。除了具有直接的抗病毒特性外，防御素还起

细胞因子或趋化因子的作用，以增强抗微生物的免疫

反应，从而间接影响病毒的发病机制［１４］。其中β防御

素的抗病毒潜力不同于其他的抗菌肽，因其在半胱氨

酸残基之间具有分子内二硫键以稳定其结构，并且β

防御素是由上皮细胞响应微生物刺激而诱导产生的，

以诱导型表达发挥作用，能够及时准确地识别和中和

感染病原体，可以为许多病毒感染的第一道防线［１５１６］。

我们前期的研究证明了重组小鼠β防御素３（ｒＭＢＤ３）

在体外和体内对流感病毒均有抗病毒活性，是通过阻

止病毒结合和进入来保护细胞免受病毒感染［１７］。

流感病毒侵入主要是通过结构蛋白 ＨＡ与含唾

液酸的细胞表面分子结合来介导病毒与靶细胞的附

着，核内体ｐＨ降低会触发ＨＡ的结构重排，最终导致

病毒膜与内体膜间融合，使核衣壳进入细胞质［１８］。

ＨＡ高度可变，球状头部中糖基化模式的改变被认为

是其免疫逃逸机制之一，考虑到凝集素样糖蛋白的结

合活性，防御素可阻断糖基化球状头部区域以增强

ＨＡ亚基的保守茎区对特定Ｂ细胞的诱导
［１９］。细胞

中的ＨＳＰＧ可以与病毒表面糖蛋白或非包膜病毒的

衣壳蛋白的残基发生静电相互作用，这种弱的相互作

用被病毒用来增加它们在细胞表面的浓度，并增加它

们特异性结合进入受体的机会［２０］。本研究使用肝素

酶预处理抑制ＢＥＡＳ２Ｂ细胞膜和细胞外基质中糖蛋

白，当用肝素酶处理后，ＩＡＶ感染的细胞中 ＮＰｍＲ

ＮＡ升高，表明流感病毒复制与细胞中的ＧＡＧ蛋白作

用，降低细胞表面ＧＡＧ蛋白不一定能抑制流感病毒

的感染。人β防御素能够与 ＧＡＧ 结合，如肝素／

ＨＳＰＧ，形 成 复 合 物，在 呈 递 防 御 素 中 起 重 要 作

用［２１２２］。本研究用肝素酶预处理 ＨＢＤ３干预的ＩＡＶ

感染细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＩＡＶＨＡ蛋白表达

降低，以及通过免疫共沉淀方法检测发现 ＨＢＤ３和

ＨＡ相互作用，因此进一步证明了 ＨＢＤ３降低ＩＡＶ感

染是通过抑制 ＨＡ介导的病毒融合和膜蛋白迁移来

完成的。

人β防御素抗病毒机制较复杂，病毒减少的原因

与防御素对病毒复制及与宿主的间接影响作用尚不清

楚。本研究使用肝素酶探讨其在 ＨＢＤ３抗流感病毒

中的作用，用肝素酶处理细胞，表明存在 ＨＳＰＧ时，能

够促进 ＨＢＤ３和 ＨＡ作用并结合与细胞表面，抑制流

感病毒进入细胞，减少病毒感染，具有抗甲型流感病作

用。
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在［１０］。根据世界卫生组织数据统计，截止２０２１年１１

月１０日全球累计确诊人数超２．５亿，死亡病例超五百

万，且感染和死亡人数仍在不断增长。目前尚未有正

式批准使用的抗ＳＡＲＳＣｏＶ２病毒药物，正在进行临

床试验的药物，包括ＲＮＡ聚合酶抑制剂、蛋白酶抑制

剂、抗炎药、血管紧张素转换酶２型阻滞剂、恢复期血

浆、单克隆抗体和抗肿瘤药物中药等［１１］。ＳＡＲＳＣｏＶ

２基因组编码２０多种蛋白质，其中ＰＬｐ
ｒｏ 和３ＣＬ

ｐｒｏ 是

对病毒复制至关重要的两种蛋白酶，可将ｐｐ１ａ和

ｐｐ１ａｂ两条多肽切割成单独的功能组分。３ＣＬ
ｐｒｏ 被认

为是一种很有前途的药物靶点，因其在病毒的转录翻

译、蛋白质的加工修饰以及宿主感染过程中都发挥重

要作用［１２］。

本研究利用原核表达系统进行重组３ＣＬ
ｐｒｏ 的表

达，并用纯化的重组蛋白免疫小鼠，以获得多克隆抗

体［１３１４］。重组质粒转化ＢＬ２１经ＩＰＴＧ诱导后超声破

碎，ＳＤＳＰＡＧＥ检测３ＣＬｐ
ｒｏ 在上清和沉淀中均有表

达，在０．３ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ，３０℃诱导４ｈ的条件下，

３ＣＬ
ｐｒｏ在上清中高表达。经镍柱纯化后获得较纯的目

的蛋白，用纯化的重组蛋白免疫小鼠获得抗３ＣＬｐ
ｒｏ 的

多克隆抗体。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ以及ＥＬＩＳＡ实验检测，重

组３ＣＬ
ｐｒｏ 蛋白鼠源多克隆抗体具特异性，可识别

３ＣＬ
ｐｒｏ，抗体效价达１∶２０４８００。

本研究成功进行了重组３ＣＬ
ｐｒｏ的原核表达、纯化

以及高特异性小鼠多克隆抗体制备，为研发ＳＡＲＳ

ＣｏＶ２的诊断试剂盒及治疗药物提供了靶点。
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Ｄｉｓ，２０１６，２（３）：１８７１９３．
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ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓａｎｄｖａｃｃｉｎｅｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＯｐｉｎＶｉｒｏｌ，２０１３，３（５）：５２１５３０．
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