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不同构型人α防御素５多肽抗ＨＳＶ２感染的实验研究
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　　摘　要：目的　探讨不同构型人α防御素５（ＨＤ５）多肽对单纯疱疹Ⅱ型病毒（ＨＳＶ２）感染的抑制作用，分析不同构型 ＨＤ５

抗 ＨＳＶ２活性的差异。方法　ＨＳＶ２病毒感染体外培养的绿猴肾细胞（Ｖｅｒｏ细胞），分别给予１００μｇ／ｍＬ的 ＨＤ５／Ｎ、ＨＤ５／

Ａｃｍ和 ＨＤ５／Ａ肽处理，７２ｈ后观察细胞病变效应（ＣＰＥ），并通过ＣＣＫ８法测定细胞保护率；建立 ＨＳＶ２感染豚鼠生殖器实验

动物模型，按照症状评分方法对不同构型 ＨＤ５多肽的体内抗 ＨＳＶ２病毒感染作用进行分析。结果　ＨＤ５／Ｎ与 ＨＤ５／Ａｃｍ均

能显著抑制 ＨＳＶ２感染体外培养的 Ｖｅｒｏ细胞（犘＜０．０１），而 ＨＤ５／Ａ的抗病毒作用不明显；阴道内给予 ＨＤ５／Ｎ多肽１２．５

μｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１治疗８ｄ能显著改善 ＨＳＶ２感染豚鼠的生存状况，提高动物３０ｄ存活率（犘＜０．０１），外阴感染症状评分显著降低

（犘＜０．０１），而 ＨＤ５／Ａｃｍ治疗效果并不明显。结论　天然结构 ＨＤ５多肽（ＨＤ５／Ｎ）在体外或豚鼠阴道内应用均可发挥显著抗

ＨＳＶ２感染的作用，二硫键缺失会显著影响 ＨＤ５多肽的体内抗病毒效果。
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　　防御素（ｄｅｆｅｎｓｉｎｓ）是生物体内产生的一类内源性抗微生

物肽，广泛分布于生物体内，具有特定的空间结构［１］。人防御

素分为两类：α防御素和β防御素。人α防御素５（ｈｕｍａｎα

ｄｅｆｅｎｓｉｎ５，ＨＤ５）除了存在于肠道组织外，在生殖道黏膜上皮

也有特异性高表达。α防御素包括髓源性的 ＨＮＰ１、ＨＮＰ２、

ＨＮＰ３、ＨＮＰ４和肠源性的 ＨＤ５和 ＨＤ６，β防御素包括

ＨＢＤ１、ＨＢＤ２、ＨＢＤ３
［２］。人们推测 ＨＤ５在抵抗生殖道病

毒感染过程中可能发挥着一定的作用［３］。本研究前期对 ＨＤ

５多肽的体外抗单纯疱疹Ⅱ型病毒（ｈｅｒｐｅｓｓｉｍｐｌｅｘｖｉｒｕｓｔｙｐｅ

２，ＨＳＶ２）作用及机制进行了初步研究
［４］。近来有研究报道，

当 ＨＢＤ３的６个半胱氨酸被封闭后所合成的线性多肽，同样

具有显著的抗微生物活性［５６］。为了对比不同构型 ＨＤ５多肽

的抗病毒能力是否存在差异，本实验从体外和体内两个方面对

天然结构、半胱氨酸被 Ａｃｍ修饰和半胱氨酸被丙氨酸替换的

３种不同构型 ＨＤ５多肽（即 ＨＤ５／Ｎ、ＨＤ５／Ａｃｍ、ＨＤ５／Ａ）

的抗 ＨＳＶ２作用进行探讨，旨在为开发相关的抗病毒药物奠

定实验基础。

１　材料与方法

１．１　病毒　ＨＳＶ２由第三军医大学微生物教研室惠赠。病

毒经绿猴肾细胞株（Ｖｅｒｏ）细胞活化增殖，细胞病变效应（ＣＰＥ）

达７５％以上时收获，毒种保存于－７０℃。ＨＳＶ２病毒株的

ＴＣＩＤ５０＝１０
－４，实验时采用病毒的浓度为１００ＴＣＩＤ５０。
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１．２　ＨＤ５多肽　（１）ＨＤ５／Ｎ：具有天然结构的 ＨＤ５；（２）

ＨＤ５／Ａｃｍ：ＨＤ５分子中的６个半胱氨酸Ｃｙｓ均进行乙酰胺

甲基修饰，使其不能形成分子内二硫键；（３）ＨＤ５／Ａ：将 ＨＤ５

分子中的６个Ｃｙｓ均替换为丙氨基丁酸（Ａ）。３种多肽均由杭

州中肽生化有限公司合成（干粉状），用灭菌超纯水配制，－７０

℃保存，临用时用ＲＰＭ１６４０培养基稀释至所需浓度。

１．３　细胞　Ｖｅｒｏ细胞由第三军医大学军队流行病学教研室

惠赠。细胞生长液：１６４０培养基＋１０％胎牛血清，常规培养；

细胞维持液：除血清降为２％外，其余同生长液。

１．４　实验动物及分组　Ｈａｒｔｌｙ雌性豚鼠购自北京腾鑫比尔生

物科技有限公司，质量约（２００±２０）ｇ，共４０只。将４０只豚鼠

预先取阴道分泌物进行滴板检测无 ＨＳＶ２感染后，随机分为

４组：正常对照组、ＨＳＶ２病毒感染对照组、ＨＤ５／Ｎ处理组、

ＨＤ５／Ａｃｍ处理组，每组１０只。因 ＨＤ５／Ａ体外无明显的抗

病毒作用，因此体内动物实验不设立 ＨＤ５／Ａ处理组。

１．５　ＨＤ５多肽体外抗 ＨＳＶ２感染作用分析　Ｖｅｒｏ细胞经

胰酶消化后以含１０％胎牛血清的１６４０培养液制成 ５×

１０５／ｍＬ细胞悬液，加入９６孔培养板中，于５％ＣＯ２ 孵箱３７℃

培养２４ｈ后弃生长液改用维持液。分别设立正常对照组、

ＨＳＶ２病毒感染对照组、ＨＤ５／Ｎ 处理组、ＨＤ５／Ａｃｍ 处理

组，ＨＤ５／Ａ处理组，每组６个复孔，每孔１００μＬ。在 ＨＳＶ２

病毒感染的同时加入低、中、高浓度（２５、５０、１００μｇ／ｍＬ）的

ＨＤ５／Ｎ、ＨＤ５／Ａｃｍ、ＨＤ５／Ａ多肽，于３７℃培养，显微镜下

观察ＣＰＥ。７２ｈ后ＣＣＫ８法检测细胞光密度值并计算细胞保

护率。细胞保护率＝（实验组平均光密度值－病毒对照组平均

光密度值）／（细胞对照组平均光密度值－病毒对照组平均光密

度值）×１００％。

１．６　建立豚鼠生殖器疱疹模型　参照文献［７］方法所述，先用

生理盐水棉球搽洗外阴，干棉签摩擦阴道数次，轻轻扳开豚鼠

阴道口，使其暴露在外（注意不要损伤阴道黏膜）。用１ｍＬ注

射器吸取 ＨＳＶ２病毒液并配上灌胃针头伸入豚鼠阴道内３～

４ｃｍ将病毒液注入阴道穹窿处，后缓慢退出，使其头部向下停

留数分钟，以防止病毒液渗出。密切观察豚鼠全身和阴部症

状，肉眼可见外阴红肿、疱疹、结痂、破损出血等视为造模成功

（５ｄ后造模成功），造模成功后即停止注入病毒。

１．７　剂量与给药方法　实验用豚鼠随机分为４组：正常对照

组、ＨＳＶ２病毒感染对照组、ＨＤ５／Ｎ处理组（１２．５μｇ·ｋｇ
－１·

ｄ－１）、ＨＤ５／Ａｃｍ处理组（１２．５μｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１），每组１０只。

除正常对照组外，其余３组均给予 ＨＳＶ２病毒，病毒滴度为

１００ＴＣＩＤ５０，感染剂量为０．０２５ｍＬ。多肽治疗组则是病毒感

染后立即给予多肽治疗，同样采用阴道穹窿给药，１次／日，连

续治疗８ｄ。观察豚鼠发病症状及死亡情况，连续３０ｄ。

１．８　临床症状变化　症状评分方法：每天观察皮损出现的时

间、持续时间和消失时间，其病变程度参照文献［７］进行评分，

其评分标准为：０分：无症状；０．５分：红肿无损伤；１．５分：单个

小水疱（＜２ｍｍ）；２．０分：单个大水疱（＞２ｍｍ）；２．５分：多个

小水疱或阴道溃疡（出血）；３．０分：多个大水疱；３．５分：严重外

阴肿胀；４．０分：多个小、大疱融合；４．５分：后肢瘫痪；５．０分：

外阴严重溃疡。

１．９　统计学处理　均用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行单因素方差

分析，组间比较采用狋检验，所有数据以狓±狊表示，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　不同构型 ＨＤ５多肽体外抗 ＨＳＶ２病毒感染作用　显

微镜观察发现，Ｖｅｒｏ细胞在ＨＳＶ２感染４８ｈ时细胞形态即发

生明显改变，表现为细胞肿胀、变圆，细胞壁出现褶皱、加厚，相

互融合形成葡萄串状或星状，并有脱裂、碎裂现象出现。给予

ＨＤ５／Ｎ或 ＨＤ５／Ａｃｍ多肽处理后细胞病变明显受到抑制，

且多肽浓度越高对细胞病变的抑制效应越明显，在１００μｇ／ｍＬ

浓度时，大多数细胞形态均保持完好，而 ＨＤ５／Ａ处理组与

ＨＳＶ２病毒感染对照组相比差异不明显（封３图１）。ＣＣＫ８

法检测细胞活力结果表明，１００μｇ／ｍＬ的 ＨＤ５／Ｎ、ＨＤ５／

Ａｃｍ和 ＨＤ５／Ａ处理组对Ｖｅｒｏ细胞的保护率分别为（９２．５±

８．８）％、（８６．１±７．９）％和（４．７±２．２）％（图２）。提示：ＨＤ５／

Ｎ与 ＨＤ５／Ａｃｍ均能显著抑制 ＨＳＶ２感染体外培养的 Ｖｅｒｏ

细胞（犘＜０．０１），而 ＨＤ５／Ａ的抗病毒作用则基本消失。

　　ａ：犘＜０．０１，与 ＨＳＶ２病毒感染对照组比较。

图２　　不同构型 ＨＤ５多肽 ＨＳＶ２感染细胞的保护效应

２．２　不同构型 ＨＤ５多肽对 ＨＳＶ２感染豚鼠存活率和存活

时间的影响　在豚鼠感染病毒第５天时，ＨＳＶ２病毒感染对

照组即开始出现明显的病毒感染症状，表现为饮食量减少、蜷

缩、活动力下降、皮肤青紫等，而且开始出现死亡，至第１１天

ＨＳＶ２时病毒感染对照组动物全部死亡。ＨＤ５／Ａｃｍ处理组

豚鼠在病毒感染后第９天时开始出现症状，第１０天时陆续出

现死亡，至３０ｄ时约８０％动物死亡。ＨＤ５／Ｎ处理组豚鼠在

病毒感染第２９日时仅２只出现轻微的外阴渗血症状，其余体

征未见异常（图３）。可见经 ＨＤ５多肽治疗后，豚鼠存活率明

显提高，平均存活时间（ＭＩＤ）显著延长，其中 ＨＤ５／Ｎ多肽治

疗效果明显优于 ＨＤ５／Ａｃｍ多肽（犘＜０．０１）。

图３　　多肽对 ＨＳＶ２感染豚鼠的保护作用

图４　　不同构型 ＨＤ５多肽治疗组豚鼠临床症状评分

２．３　不同构型 ＨＤ５多肽对豚鼠外阴症状的影响　从临床症

状来看，豚鼠感染病毒后类似于人类外阴生殖器疱疹的感染症

状。在病毒接种后第５天时，ＨＳＶ２病毒感染对照组出现明

显的感染症状，主要表现为外阴红肿、水疱、溃疡、后肢瘫痪等。
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与 ＨＳＶ２病毒感染对照组比较，其余各多肽处理组的临床症

状轻且病情发展缓慢。ＨＤ５／Ｎ处理组的临床症状最轻，外阴

感染症状评分显著低于病毒对照组与 ＨＤ５／Ａｃｍ处理组（犘＜

０．０１），见图４。表明 ＨＤ５／Ｎ 多肽在体内可发挥显著的抗

ＨＳＶ２感染作用，而 ＨＤ５／Ａｃｍ的体内治疗效果并不明显。

３　讨　　论

防御素是一类由中性粒细胞和上皮细胞产生、富含半胱氨

酸的内源阳离子抗微生物肽，借助二硫键由α螺旋、β片层和

肽环形成的三维立体结构。近年来研究发现，大部分防御素都

具有抗真菌、抗螺旋体以及抗病毒的作用。研究表明防御素分

子可以通过阻碍病毒颗粒黏附和侵入靶细胞、抑制病毒复制以

及直接破坏病毒包膜等多环节、多层次发挥抗病毒作用，这就

使得防御素被用来进行抗病毒时基本不会产生耐药现象［８９］。

因此，防御素的研制与开发在病毒感染防治方面有良好的应用

前景。

人防御素分子内含有三对二硫键，α、β防御素的三对二硫

键的连接方式是不同的。α防御素连接方式为１６，２４，３５；β
防御素连接方式为１５，２４，３６。既往人们认为，防御素的抗

微生物活性不仅受时间、ｐＨ 值、离子强度和温度等因素的影

响，而且还与分子内二硫键的紧密程度有关［１０］。但近来有研

究表明，ＨＢＤ３的抗菌作用不受分子内二硫键存在与否的影

响，但却与其中的某些半胱氨酸存在与否密切相关。

ＨＤ５主要由小肠Ｐｅｎｅｔｈ细胞、女性生殖道和男性尿道黏

膜上皮分泌。而 ＨＳＶ２主要的感染途径是生殖道，其感染与

先天性畸形、流产、宫颈癌、脑炎等多种疾病相关。因此，推测

ＨＤ５可能对肠道致病菌和生殖道传播病毒具有显著抑制作

用，从而参与肠道菌群稳态和生殖道免疫功能的调节［１１１２］。

本实验室前期对 ＨＤ５多肽抗 ＨＳＶ２病毒的作用效果和起效

环节进行了初步探讨，结果表明 ＨＤ５多肽在体外具有显著的

抗 ＨＳＶ２感染活性，其作用机制主要是通过干扰病毒对宿主

细胞的黏附、侵入而发挥作用。为了探索二硫键及半胱氨酸对

ＨＤ５多肽抗病毒活性的影响，本次实验在前期实验结果基础

上，分别观察３种不同构型的 ＨＤ５多肽在体外和体内的抗

ＨＳＶ２感染作用。结果发现半胱氨酸被丙氨酸替换的 ＨＤ５

多肽基本失去抗 ＨＳＶ２病毒能力，ＨＤ５／Ｎ及 ＨＤ５／Ａｃｍ在

体外均有显著的抗 ＨＳＶ２病毒感染作用，但 ＨＤ５／Ｎ的体内

抗 ＨＳＶ２病毒的作用显著强于 ＨＤ５／Ａｃｍ。体外研究结果表

明 ＨＤ５分子中的半胱氨酸残基在其抗病毒作用中占有重要

位置，对于体内 ＨＤ５／Ａｃｍ的抗病毒作用显著减弱的原因，本

研究推测可能是因为二硫键缺失后 ＨＤ５结构不稳定，在体内

多种酶的作用下容易被降解，但具体机制尚需以后进一步的研

究证实。

综上所述，本研究通过体外细胞实验及体内动物实验证实

了不同构型 ＨＤ５多肽抗病毒作用的差异，为 ＨＤ５多肽的进

一步开发和合理应用提供了一定的理论依据。
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