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摘　要:目的　探讨家蝇抗菌肽 MAFＧ１A体外抗甲型流感病毒(IAV)活性及其潜在机制.方法　通过观察 CPE、MTT
法及qRTＧPCR评价 MAFＧ１A体外抗IAV活性,采用 MTT法测定 MAFＧ１A对 MDCK细胞的毒性;利用透射电镜(TEM)技
术、血凝抑制试验和神经氨酸酶抑制试验进一步分析 MAFＧ１A 抗IAV 的作用机制.结果　MAFＧ１A 对IAV 的半数有效浓

度(EC５０)为(８９．８±２．９７)μg/mL,而对 MDCK 细胞的毒性较小;MAFＧ１A 可直接破坏IAV 形态结构的完整性;浓度为１．５６

μg/mL的 MAFＧ１A即可抑制IAV引起的红细胞凝集;对神经氨酸酶具有抑制作用,IC５０为(１３４．７±１０．３１)μg/mL.结论　抗

菌肽 MAFＧ１A具有体外抗IAV活性,除能直接破坏IAV的结构外,还可能通过与血凝素 HA１亚基结合、抑制神经氨酸酶的

活性而阻止IAV的感染,提示 MAFＧ１A具有多靶点抗IAV的作用.

关键词:抗菌肽;MAFＧ１A;甲型流感病毒;抗病毒活性;作用机理

中图分类号:R３７３．１　　　文献标识码:A　　　文章编号:１００２－２６９４(２０１９)０９－０７９１－０６

EffectsandmechanismsofantimicrobialpeptideMAFＧ１A
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Abstract:ThepurposeofourresearchwastoexploretheeffectsandpotentialmechanismsofantimicrobialpeptideMAFＧ
１AfromMuscadomesticaonantiＧinfluenzaAvirus(IAV)activity．Inthisresearch,activityofMAFＧ１AagainstIAVinvitro
weredetectedwiththeCPE,MTTassayandquantitativerealＧtimePCR．CytotoxicityofMAFＧ１AonMDCKcellswasdeterＧ
minedbyMTTassay．Transmissionelectronmicroscope(TEM),hemagglutinationinhibitionassayandneuraminidaseinhibiＧ
tionassaywereusedtoinvestigatethemechanismforitsantiＧIAVactivities．MAFＧ１Acouldsignificantlyinhibittheinfectionof
IAVinvitro,anditsmedianeffectiveconcentration(EC５０)was(８９．８±２．９７)μg/mL,andthelowcytotoxicityshowedonMDＧ
CKcells．TheresultsofTEMindicatedthatMAFＧ１AhadanobviousdestructiveeffectonIAV．Thehemagglutinationinduced
byIAVwasinhibitedbyMAFＧ１Aconcentrationof１．５６μg/mL．MAFＧ１AhadtheinhibitiononNA (IC５０(１３４．７±１０．３１)μg/

mL)．ThisstudysuggeststhatMAFＧ１AhaveremarkablyinhibitoryeffectsonIAV,themechanismsmaybeassociatedwith
theviriondamage,combinationwithhemagglutinin(HA)HA１subunitandneuraminidaseinhibition,whichsuggestthatthe
antiＧIAVofMAFＧ１A maybethroughmultiＧtargets．
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　　流行性感冒是一种急性呼吸道传染病,多由甲

型流感病毒(influenzaAvirus,IAV)引起.由于全

球每年感染的病例数量庞大、传播速度快且病毒变

异性强,流感已成为严重威胁公众健康的病毒性传

染病之一[１Ｇ２].目前,对流感的主要防治措施主要是

疫苗接种和化学药物治疗.流感病毒变异性强,增
加了流感疫苗制备的难度,也使疫苗的有效性大大

降低[３Ｇ７].随着耐药病毒株的不断出现,现有的抗流

感病毒药物已无法满足临床需求[８Ｇ１１].因此,寻求

新型抗流感病毒药物已成为迫切需要解决的问题.
抗菌肽(Antimicrobialpeptides,AMPs)是生物

体内对细菌、病毒、真菌等微生物和肿瘤细胞具有抑

杀活性的小分子多肽.由于具有广谱抗微生物活

性、低毒、不容易产生耐药性等特征,AMPs被认为

是新型抗生素的理想候选者[１２Ｇ１３].MAFＧ１A(MusＧ
cadomesticaantimicrobialpeptideＧ１A)来源于家

蝇,由２６个氨基酸残基构成的小分子抗菌肽[１４].
实验研究发现,MAFＧ１A 具有抗流感病毒作用,具
有研发新型抗流感病毒药物的潜力,但 MAFＧ１A抗

流感病毒活性及其作用机制尚未清楚[１５].本文在

此基础上,探讨 MAFＧ１A抗IAV活性和作用机制,
为 MAFＧ１A的应用研究奠定基础.

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　MAFＧ１A 的化学合成　抗菌肽 MAFＧ１A 序

列为 KKFKETADKLIESAKQQLESLAKEMK,委
托生工生物工程(上海)股份有限公司采用 FMOC
固相合成法合成,高效液相色谱(HPLC)纯化、液相

色谱Ｇ质谱(LCＧMS)验证,多肽合成纯度≥９８％.

１．１．２　细胞和病毒　狗肾细胞(MDCK 细胞)购自

中国医学科学院基础医学院研究所;甲型流感病毒

A/PR/８/３４(H１N１)为本室保存.

１．１．３　主要试剂　胎牛血清购自德国 PAN 公司;
神经氨酸酶抑制剂筛选试剂盒购自上海碧云天生物

技术有限公司;RNAisoPlus试剂盒、逆转录试剂盒

(PrimeScriptTM RTMasterMix)、荧光定量PCR试

剂盒(SYBRPremixExTaqTM Ⅱ)均购自 TaKaRa
(大连)有限公司;四甲基偶氮唑盐(MTT)购自北京

博奥拓达科技有限公司;磷酸奥司他韦购自上海麦

克林生化科技有限公司;其他试剂均为国产分析纯.

１．１．４　引物合成　委托生工生物工程(上海)股份

有限公司合成IAV 的qRTＧPCR 检测基因和内参

基因 引 物 HAＧF:CCTG CTCGAAGACAGCCAＧ
CAACG, HAＧR: GCTCCCTCAGCTCCTCATＧ

AGTCG;GAPDHＧF:AGGGCAATGCCAGCCCＧ
CAGCG,GAPDHＧR:AGGGCAATGCCAGCCCCＧ
AGCG.

１．２　方　法

１．２．１　MAFＧ１A抗IAV活性检测

１．２．１．１　病毒的增殖　按文献[１６]方法,将IAV 稀

释液接种于９日龄鸡胚尿囊腔,３７℃培养箱内孵育

至４８h,收获尿囊液,检测血凝效价.

１．２．１．２　MDCK细胞培养　MDCK细胞用含１０％
胎牛血清的 DMEM 培养基在３７℃５％ CO２ 培养

箱中培养,待细胞生长至７０％~９０％,取０．５％胰蛋

白酶进行消化成单个细胞,按２×１０４ 个∕孔接种于

９６孔板,待细胞生长至９０％单层细胞时备用.

１．２．１．３　病毒对 MDCK 细胞半数感染量(TCID５０)
测定　将上述９６孔板生长的 MDCK 细胞,去培养

液,PBS洗涤３次,将病毒液以１０倍系列稀释,分别

以１００μL/孔接种于单层 MDCK 细胞,２h后去掉

病毒液,PBS缓冲液洗涤３次,加入等量细胞维持

液,每个稀释度重复６个复孔,设细胞培养组为阴性

对照,４８h后观察并记录细胞的病变效应;并参照

文献[１７]方法,按 ReedＧMuench法计算病毒对细胞

的半数感染量 TCID５０.试验共重复３次.

１．２．１．４　MAFＧ１A 对IAV 半数有效浓度(EC５０)检
测　取１００×TCID５０病毒稀释液５０μL 与等体积

MAFＧ１A溶液混匀,使 MAFＧ１A终浓度为１５．６μg/

mL、３１．２μg/mL、６２．５μg/mL、１２５μg/mL、２５０μg/

mL、５００μg/mL.将混合液于３７℃预处理３０min
后,接种于单层 MDCK 细胞,２h后去除液体,PBS
缓冲液洗涤３次,以１００μL/孔加入细胞维持液,于

３７℃、５％ CO２ 培养箱中培养４８h,镜下观察细胞

CPE效应;MTT 法检测 MAFＧ１A 抗病毒有效率.
同时,设置细胞培养组和病毒组为对照组,奥司他韦

为药物对照组,MAFＧ１A 对流感病毒抑制率(％)按
公式计算,并参考文献[１８],采用 Probit回归法计

算半数有效浓度EC５０:
有效率＝[(药物组 OD－病毒组 OD)/(阴性对

照组 OD－病毒组 OD)]×１００％
１．２．１．５　qRTＧPCR检测 MDCK细胞内的病毒载量

　取１００×TCID５０病毒稀释液５０μL 与等体积

MAFＧ１A溶液混匀,使 MAFＧ１A 终浓度为２５０μg/

mL、１２５μg/mL、６２．５μg/mL、３１．２μg/mL、１５．６

μg/mL.将混合液于３７℃预处理３０min后,接种

于６孔板中９０％单层 MDCK 细胞,２h后去混合

液,用PBS缓冲液洗涤３次,每孔加入１００μL细胞

维持液,于３７℃,５％ CO２ 培养箱中继续培养２４h
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后,根据 TaKaRa公司的 RNAisoPlus和 PrimeＧ
ScriptTM RT MasterMix试剂盒使用说明书,提取

细胞TotalRNA并逆转录为cDNA,于－２０℃保存

备用.参考文献[１９],使用qRTＧPCR 反应试剂盒

以管家基因GAPDH 为内参,采用２－ΔΔCt法对 HA
基因 mRNA 水平进行相对定量.反应条件为:９５
℃３０s,９５℃５s,６０℃３０s,共４０个循环.

１．２．２　MAFＧ１A 对 MDCK 细胞的毒性检测　将

MDCK细胞以２×１０４ 个/孔接种于９６孔板,待其

长成９０％单层细胞备用;将 MAFＧ１A 溶液进行倍

比稀 释 至 １０~２５００μg/mL,以 上 浓 度 梯 度 的

MAFＧ１A以每孔１００μL加入细胞中,每个浓度设

置６个复孔,并设正常对照组(只加入细胞维持液),
置CO２ 培养箱中培养至２４h后倒置显微镜下观察

CPE.弃孔内培养基后用PBS洗涤３遍,以１０μL/
孔加入５mg/mL的 MTT液,继续培养４h后去上

清液,每孔加入 DMSO１５０μL,振荡摇匀１５min,
在酶标仪４９０nm 波长下测定各孔吸光度值(OD),
按公式计算 MAFＧ１A对 MDCK细胞的抑制率[１８].

抑制率＝[１－(药物处理组 OD 值－调零孔

OD值)/(阴性对照组 OD值－调零孔 OD值)]×
１００％.

１．２．３　MAFＧ１A抗流感病毒作用机制分析

１．２．３．１　MAFＧ１A 对IAV 形态结构的影响　按文

献[２０]方法,采用醛化鸡红细胞吸附释放法对含甲

型流感病毒 A/PR/８/３４(H１N１)鸡胚尿囊液进行

纯化,并检测纯化后病毒的血凝效价.将纯化的病

毒液５０μL与等体积 MAFＧ１A 系列稀释液充分混

合,３７℃孵育３０min,用０．１％甲醛溶液于３７℃灭

活４８h,以２％磷钨酸负染色液进行染色,经透射电

镜观察病毒形态结构.

１．２．３．２　血凝抑制试验　将２５μL 不同浓度的

MAFＧ１A 与等体积４倍血凝效价的病毒液混合,于
室温孵育３０min后,每孔加入１％ cRBC 悬液５０

μL,室温(２０℃~２５℃)静置４０min后观察结果,
每个浓度作３个复孔.同时,设置病毒组和PBS阴

性对照组,试验重复３次.

１．２．３．３　神经氨酸酶抑制试验　按试剂盒说明书操

作,在９６孔荧光酶标板内每孔加７０μL神经氨酸酶

检测缓冲液,然后每孔加入 １０μL 神经氨酸酶,再
每孔加入１０μL 各浓度的 MAFＧ１A,振动摇匀 １
min后于３７℃ 孵育２min;加入１０μL 的神经氨

酸酶荧光底物,再振荡１min,３７℃ 孵育２０min进

行荧光测定.根据试剂盒方法计算出样品对神经氨

酸酶的抑制百分比.

１．２．４　统计学处理 　 数据以(x±s)表示,采用

SPSS２０．０软件以方差分析检验各组间的统计学差

异,P＜０．０５为具有统计学意义.

２　结　果

２．１　病毒滴度及毒力的检测　经检测发现,甲型流

感病毒A/PR/８/３４(H１N１)在鸡胚中扩增后,其血

凝效 价 为 １∶１２８０;甲 型 流 感 病 毒 A/PR/８/３４
(H１N１)对 MDCK细胞的 TCID５０为１．０×１０－５．２/

mL.

２．２　MAFＧ１A 对 MDCK细胞的毒性　MTT结果

显示,当 MAFＧ１A 的浓度达２５００μg/mL时,仍对

MDCK细胞的生长无明显抑制作用;镜下可见,经

MAFＧ１A作用后细胞的形态和结构完整性与对照

组相比未见明显差异.MAFＧ１A 对 MDCK 细胞表

现出较小的细胞毒性.

２．３　MAFＧ１A抗流感病毒活性　镜下可见,甲型流

感病毒 A/PR/８/３４ (H１N１)可导致 MDCK 细胞

变圆,坏死脱落,漂浮在培养液表面.但随 MAFＧ
１A 浓 度 的 增 高,甲 型 流 感 病 毒 A/PR/８/３４
(H１N１)病毒所致的CPE不断减弱,当浓度达５００

μg/mL时,MDCK 细胞完整性好,形态规则,正常

细胞数量与 阴 性 对 照 组 无 明 显 差 异 (图 １).经

MTT法检测,MAFＧ１A 具有抗甲型流感病毒 A/

PR/８/３４(H１N１)活性,MAFＧ１A 对病毒的 EC５０
值为(８９．８±２．９７)μg/mL,且浓度越大,对甲型流感

病毒 A/PR/８/３４ (H１N１)的抑制率越高(图２).

qRTＧPCR检测结果显示,与IAV组比较,不同剂量

(２５０μg/mL、１２５μg/mL、６２．５μg/mL、３１．２μg/

mL、１５．６μg/mL)的 MAFＧ１A显著抑制了IAVHA
mRNA的表达(t＝７．３９、６．６６、５．７８、４．７５、５．２６,P＜
０．０１),并呈剂量依赖性(图３).

２．４　MAFＧ１A 对病毒形态结构的影响　透射电镜

检测结果显示,未经药物处理的病毒对照组病毒颗

粒结构完整,而在 MAFＧ１A 的作用下,病毒的结构

出现变化,随着 MAFＧ１A 作用浓度升高,变化更加

明显,当浓度达５００μg/mL时,病毒颗粒被完全破

坏(图４).

２．５　血凝抑制试验　MAFＧ１A 对流感病毒引起的

鸡红细胞凝集具有明显抑制作用,当浓度为１．５６

μg/mL时即可抑制流感病毒引起的鸡红细胞凝集

(图５A).而 MAFＧ１A 与鸡红细胞单独作用时,不
会引起鸡红细胞的凝集(见图５B).

２．６　神经氨酸酶抑制试验　结果显示,MAFＧ１A与

阳性对照药物奥司他韦相似,也具有抑制甲型流感
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MAFＧ１A浓度为 A:０μg/mL;B:１２５μg/mL;C:５００μg/mL;D
为阴性对照组.
图１　MAFＧ１A 抑制流感病毒 A/PR/８/３４ (H１N１)在

MDCK细胞中诱导的CPE(×４００)
Fig．１　MAFＧ１AinhibitedtheinfluenzaA/PR/８/３４(H１N１)

virusinducedCPEinMDCKcells(×４００)

图２　MAFＧ１A抗甲型流感病毒A/PR/８/３４(H１N１)活性

Fig．２　Inhibition rate oftheinfluenza A/PR/８/３４
(H１N１)virusbyMAFＧ１A

(A)MAFＧ１A(μg/mL)　　　(B)奥司他韦

注:∗∗与IAV组比较P＜０．０１.
图３　MAFＧ１A处理后甲型流感病毒HA 基因 mRNA水

平的变化

Fig．３　ThemRNAlevelofinfluenzaA/PR/８/３４(H１N１)
virusHAgeneaftertreatmentwithMAFＧ１A

MAFＧ１A浓度为 A:０μg/mL;B:１２５μg/mL;C:２５０μg/mL;

D:５００μg/mL.

图４　不同浓度 MAFＧ１A对甲型流感病毒 H１N１形态结

构的影响(×３００００)

Fig．４　EffectsofMAFＧ１Aonmorphologicalstructureof
virus(×３００００)

A:实验组;B:MAFＧ１A对照组

图５　MAFＧ１A血凝抑制试验

Fig．５　HemagglutinininhibitionassayforMAFＧ１A

病毒神经酸酶的作用,MAFＧ１A 浓度增高,抑制效

果越明显,其半数抑制浓度IC５０为(１３４．７±１０．３１)

μg/mL(图６).

３　讨　论

目前流感的防治主要依靠药物和疫苗,但由于

耐药病毒株的不断出现以及疫苗作用的局限性,探
寻新型、有效的抗流感药物已成为必然.MAFＧ１A
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图６　MAFＧ１A对神经氨酸酶活性的影响

Fig．６　NeuraminidaseinhibitionassayforMAFＧ１A

是来源于家蝇幼虫体内的一类新型小分子 AMPs,
实验研究发现其对多种病毒、真菌具有的抑杀活性,
具有新型肽类药物的开发潜能[１５].本实验研究结

果显示,MAFＧ１A可抑制甲型流感病毒 A/PR/８/３４
(H１N１)在 MDCK细胞中诱导的CPE,能有效降低

MDCK细胞内的病毒载量;MAFＧ１A对甲型流感病

毒 A/PR/８/３４(H１N１)的 EC５０值为(８９．８±２．９７)

μg/mL,其对病毒的抑制作用呈剂量相关性,而

MAFＧ１A对 MDCK细胞的毒性小.本实验结果证

实,MAFＧ１A具有较强的抗甲型流感病毒 A/PR/８/

３４(H１N１)活性,且毒性较低,表明其具有进一步

研究的价值.
探明 AMPs的抗病毒作用机制对研究 AMPs

生物学特性、开发新的抗病毒药物非常重要.研究

报道,BPI、LLＧ３７等抗菌肽可破坏病毒颗粒的结

构,直接杀灭流感病毒[２１Ｇ２３].本实验通过透射电镜

观察发现,MAFＧ１A在低浓度下即可改变流感病毒

的电子密度,随着浓度增加,对病毒结构破坏越明

显,表明 MAFＧ１A能够直接破坏流感病毒形态结构

的完整性,导致其不能正常复制增殖.
流感病毒的包膜蛋白包括 HA和 NA.病毒进

入靶细胞是由病毒包膜上的 HA 介导的.HA 由

HA１和 HA２两个亚基构成,其中 HA１亚基与易

感细胞膜表面的唾液酸受体结合,病毒通过胞吞作

用进入细胞内.有文献报道,AMPs可以通过与流

感病毒 HA相互作用,阻断其与宿主细胞的吸附或

融合过程,从而有效抑制流感病毒感染[２４Ｇ２６].本实

验发现,MAFＧ１A能阻止血凝素 HA１ 亚基的血凝

作用,因此认为血凝素 HA１亚基是其抗流感病毒

的作用位点,MAFＧ１A 可能通过与血凝素 HA１亚

基结合而阻止流感病毒吸附宿主细胞.
流感病毒由细胞内出芽释放时,需借助自身的

NA 切断病毒蛋白和宿主细胞表面唾液酸之间的连

接,才能使子代病毒释放至胞外,感染其他宿主细

胞[２１Ｇ２５].奥司他韦是 NA 抑制剂,选择性地抑制其

活性,干扰流感病毒从细胞的释放,从而达到抗流感

病毒的作用[２７].实验结果显示,MAFＧ１A也能抑制

NA的活性,表明对 NA 的抑制可能也是其抗流感

病毒作用机制之一.
综上,MAFＧ１A不仅能够直接破坏流感病毒的

结构,还可以阻止流感病毒的吸附,干扰流感病毒的

释放,提示 MAFＧ１A是通过对多靶点作用而发挥抗

流感病毒效应,但其抗流感病毒关键机制及其与靶

点的结合模式有待进一步研究.本研究为 MAFＧ
１A的深入探讨和开发、利用提供了实验依据.
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