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摘 要：为了获得具有抗流感病毒活性的反义寡核苷酸，针对.型流感病毒基因组#/和-/端
保守序列，设计并合成了多条硫代寡核苷酸（012）：#/端反义012（34#!）与#/端正义012
（34#5）；-/端反义012（34(!）与-/端正义012（34(5）以及由-/和#/端正义／反义保守序列
组成的复合序列012（34"!和34*!）。测定了65’012的体外细胞毒性和在7189细胞
中对流感病毒复制的影响。结果表明：（$）65’012浓度高达-%":;<／=时对 7189细胞末
表现有毒性作用；（&）与流感病毒基因组-/端互补的01234(!以及由-/和#/端保守序列构
成的34"!012和34*!012均具有较高的抗病毒活性；如34(!012浓度为$":;<／=时
对流感病毒.／京防／!"’$（>$2$）抑制率近-%?，浓度为$%":;<／=或更高时抑制率超过

*%?，且34(!抑制病毒活性呈现明显的序列和剂量依赖性；（#）34(!012不仅对.型流感
病毒>$2$亚型有抑制作用，对>#2&亚型也表现较高的抑制活性；（(）病毒感染复数（703）
对34(!012抗病毒活性有一定影响，当703较低时，34(!012表现的剂量效应关系更加
明显。抗流感病毒反义寡核苷核34(!012的发现为进一步研究流感新型药物奠定了实验
基础。
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流感是由流感病毒引起的危害人类健康和生命的一种急性病毒性呼吸道传染病。目

前，虽有流感病毒疫苗和唯一的流感药物金刚烷胺投入临床应用，但由于流感病毒抗原高

度变异，上一个流感流行时期所用的有效疫苗对下一次爆发往往会失去预防作用；并且目

前对流感病毒抗原变异及流感发生流行的周期性尚乏可靠的预测方法。另一方面，多年

的临床实践表明，金刚烷胺类药物具有神经毒性、易产生耐药毒株和对A型流感病毒无
效等缺陷。因此，研究特异高效低毒的新型流感药物具有重要的现实意义。

反义寡核苷酸（.BCDEFBEF0<DG;HF;IJBKL<F;CDHF，.5012）是一类与:M2.互补结合
并特异性阻断基因表达的人工合成12.片段。由于.5012及其类似物（如硫代物）具
有药用特性，在病毒性传染病、肿瘤和炎症等疾病治疗中具有诱人的应用前景［$，&］。为治

疗.315病人由874感染所引起的视网膜炎，已将反义核酸药物（4DCNOPFBFQ7）投入临床
应用［#］。

本文以.型流感病毒基因组末端保守序列为靶点，设计并合成了多条寡核苷酸
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（!"#）。通过体外细胞试验，筛选到特异性抑制流感病毒复制的$%!"#，为研制流感新
型药物奠定了试验基础。

表! 反义寡核苷酸的分子设计
&’()*+ &,*-.)*/0)’12*3456.7$%!"#38’15*84658.467)0*69’:4103

!"##.; !"#3*<0*6/*3 &’15*83
=>?! @A$BC=$$$BC$BB?A ?A*62.7:D#$
=>?% @ACC&BC&&&=BC&?A ?A*62.7:D#$
=>E! @ACC&&B&&&C&$C&?A @A*62.7:D#$
=>E% @A$B&$B$$$C$$BB?A @A*62.7:D#$
=>F! @A$B&$B$$$C$$BBC&BBB ?A／@A*62.7:D#$

CCC&BC&&&&BC&?A
=>G! @A$BC$$$$BC$BBBCBCBB ?A／@A*62.7:D#$
D!"# @A&&&$&CBCC&&&C?A D’62.-

3*<0*6/*3

! 材料和方法

!;! 细胞与病毒

H"CI细胞系和流感病毒毒株$／京防／+／JF（K+#+），$／鲁防／L／L?（K?#M），$／山东／

L／L?（K?#M）购自中国预防医学科学院病毒学研究所国家流感中心。H"CI培养液为含

+NO胎牛血清（B=PC!;PDQ）的"HRH培养液，繁殖病毒和!"#筛选时使用含@"5／-Q
胰蛋白酶的"HRH。冻干流感病
毒在+N日龄%ST鸡胚传代?#E
次，收 集 尿 囊 液，MNNN5 离 心

+N-46，分装，UGNV保存，作为感
染H"CI的病毒原液。

!"# 硫代寡聚脱氧核糖核酸（$%&
’()）分子设计与合成
参考$型流感病毒基因组末

端保守序列［E］，设计如下序列的寡

核苷酸（!"#）（表+）。
以上S%W!"#均在$XX)4*2P4.3Y3W
8*-3?L+型"#$合成仪中合成。合成后先用浓氨水@@V脱保护+@,，然后用反相柱（购
自%.)42S,’3*%/4*6/*3公司）层析法纯化。

!"* $%&’()体外细胞毒性测定
按参考文献［@，F］报道方法及CY8.&.Z$#.6WD’24.’/84:*CY8.8.Z4/48Y$33’Y试剂盒说

明书进行。主要操作程序如下：把+NN"-.)／QS%W!"#（+NN"Q）按MN，MU+，⋯⋯MU++顺序
用含MOTP%的"HRH进行倍比修饰，加入长满单层的 H"CI细胞，?GV培养M2。取

+N"Q（+N[）裂解液加到+NN"Q正常细胞上清中，?GV作用E@-46。分别取测定孔上清
液、正常细胞上清液和正常细胞裂解液各@N"Q加到另一LF孔板，向各孔加入

@N"Q%0(381’8*H4Z，避光室温保存?N-46，再加入@N"Q终止液，去除气泡，用>=C&!D&H

+EMNH0)84)’(*)C.068*1测定!"ELN，按如下公式计算细胞毒性：
［（!"试验#!"正常细胞）／!"正常细胞裂解液］$+NN

!"+ 抗流感病毒$%&’()筛选
以+NF细胞／孔的量把H"CI细胞接种到LF孔细胞培养板（#06/），细胞生长液为含

+NO胎牛血清的"HRH。?GV培养过夜，用SP%（XKG\@）冲洗?次。用含N\MOP%$的

"HRH 把 S%W!"# 稀释成：N\+"-.)／Q、+"-.)／Q、@"-.)／Q、+N"-.)／Q、MN"-.)／Q，以

@N"Q／孔的量加入各孔（每个浓度重复E孔），?GV作用+,；再以SP%（XKG\@）冲洗?次，加
入@N"Q?MN[稀释的流感病毒$／京防／+／JF／（K+#+）（H!=]+），?GV作用E@#FN-46；
以SP%（XKG\@）冲洗?次，加入含N\MOP%$、@"5／-Q胰蛋白酶和相同浓度S%W!"#的

"HRH培养液。设立病毒感染阳性对照和H"CI细胞阴性对照。?GV培养M2，参考文
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献［!，"］报道方法用#$%%&’&$()*!+,-$.-/01$2.%-&’.1试剂盒（3(.4$56公司产品）测定病
毒致细胞病变作用（以!"7)8表示），以如下公式计算09:的病毒抑制率。［（!"试验;
!"病毒）／（!"细胞;!"病毒）］<=88。或者取78">培养上清，以8?@A鸡红细胞测定病毒
血凝滴度［)，=8］，按如下公式计算病毒抑制率：［=;（B+试验／B+阳性）］<=88

! 结果

!"# $%&’()体外细胞毒性
在体外细胞水平筛选具有抗流感病毒活性32C09:的前提条件是32C09:不具有

细胞毒性，因此在测定32C09:抗病毒活性之前应先测定32C09:是否具有细胞毒性。

图= 32C09:DE7#09:、DEF209:和G09:
的体外细胞毒性

H’5I= JK$#$%#&’(LM&.&.N’L’&M.O32C09:
DE7#09:，DEF209:61PG09:

!———G09:； "———DE7#； #———DEF2I

体外细胞毒性测定的依据是，通过测定Q9#R
细胞上清中乳酸脱氢酶（>6L&6&$9$KMP(.5$C
16/$，>9B）活性来反映硫代寡核苷酸的体外
细胞 毒 性［@，*］。试 验 中 以 DE7# 09:、

DEF209:及G09:为例，测定了32C09:的
体外细胞毒性。结果发现，与正常Q9#R细胞
裂 解 液 相 比，不 同 浓 度（@8"4.%／> $
8?8S7"4.%／>）DE7#09:，DEF209: 以及

G09:作用的细胞上清中>9B活性很低，只
有;@A$==A；而且与32C09:的序列和浓
度不相关（图=）。另外，光镜下观察发现，32C
09:浓度高达@8"4.%／>时细胞生长状态正
常，与正常细胞对照无明显区别。说明32C

09:对Q9#R细胞系不具有明显的细胞毒性。

!"! 抗流感病毒$%&’()筛选

图S 不同浓度硫代09:对流感病毒
在Q9#R细胞中复制的影响

H’5IS TOO$L&.O’1L($6/’15L.1L$1&(6&’.1/.O32C09:

.1&K$’1K’U’&’.16L&’V’&M656’1/&+／W’15H615
／=／"*／（B=:=）’1O$L&$P’1Q9#RL$%%/

!———DE7#； "———DE72； #———DEF#； <———DEF2I

图S为32C09:（DE7#、DE72、DEF#、DEF2）
对流感病毒+／京防／"*C=（B=:=）在 Q9#R细胞
复制抑制率。结果表明，DE7#浓度为="4.%／>、

@"4.%／>、=8"4.%／>和S8"4.%／>时，DE7#均表
现抑制病毒活性。当浓度为="4.%／>时抑制率近

@8A；浓度为=8"4.%／>或更高时，病毒抑制率超
过!8A；并且DE7#09:对抑制流感病毒活性呈
现明显的浓度依赖性。其它09:（DE72，DEF#和

DEF2）在低浓度时未表现抗病毒作用，在高浓度时
只具有较弱抑制病毒活性，说明DE7#09:抗病
毒活性也存在序列相关性。另外发现DE7#09:
具有明显抑制病毒#3T作用，且浓度越大抑制作
用愈明显。

7"7 微 生 物 学 报 78卷



图! "#$!，"#%!和"#&!’()体外抗流感
病毒活性

*+,-! ./0123+4+256702819:+;7<1=3+:+3>!"#!$%&?5
"#$!’()，"#%!’()12@"#&!’()

!———"#$!； "———"#%!； #———"#&!； A———B’()-

同时，测定了"#%!’()、"#&!’()抗病
毒作用，并与"#$!’()及随机序列B’()的
抗病毒活性进行了比较。结果发现，"#%!和

"#&!’()表现出与"#$!’()相当的抗病
毒活性。浓度为C"D?6／E和F"D?6／E时对流
感病 毒 抑 制 率 分 别 为 $GH$I、$!HGI 和

%JHJI、FCH$I；而与"#$!’()碱基构成相
同而序列不同的随机序列B’()在同样浓度
时对流感病毒抑制率均不超过!%I（图!）。结
果表明，"#$!’()、"#%!’()与"#&!’()
在体外细胞水平具有较高的抗流感病毒活性，

而且抗病毒活性呈现明显的序列和剂量依赖

性，揭示"#$!’()、"#%!’()与"#&!’()
可能通过反义机制发挥其抗流感病毒作用。

!"# 病毒感染复数（$%&）对&’(!%)*抗病毒活性的影响
在"#$!’()浓度较低时，K’"LC时"#$!’()抗病毒作用比K’"LJHF时的抗

病毒作用强；但在"#$!’()浓度较高时，K’"越小，"#$!’()的抗病毒作用越明显。
同时还发现，K’"越小，"#$!’()的抗病毒作用呈现更加明显的剂量4效应依赖关系
（图$）。说明病毒感染复数影响"#$!’()的抗病毒活性，提示在进行反义寡核苷酸抗
病毒活性评价时病毒接种剂量是必须考虑的一个重要影响因素。

!"( &’(!%)*对流感病毒+,*,、*#*!亚型的抑制作用
测定了"#$!’()对流感病毒MC)C和M!)N亚型代表毒株的抑制作用（图F）。结

果表明，"#$!’()对9型流感病毒MC)C和M!)N亚型代表株均表现较高抑制活性，而
且抗病毒活性呈现明显的剂量效应关系。

图$ 病毒感染复数（K’"）对"#$!’()抗流感
病毒作用的影响

*+,-$ ./00550=3?5D763+O6+=+3>?5+250=3+?2（K’"）?5

+256702819:+;7<?2123+:+;161=3+:+3>?5"#$!’()

!———K’"LC； "———K’"LF-

图F "#$!’()对流感病毒代表株
9／京防／P%／（MC)C），9／鲁防／G／G!／（M!)N）和

9／山东／G／G!／（M!)N）的抑制作用
*+,-F ./0123+:+;161=3+:+3>?5"#$!’()1,1+2<3
9／Q+2,512,／C／P%／（MC)C），9／E7512,／G／G!／（M!)N）

12@9／R12@?2,／G／G!／（M!)N）

!———9／Q+2,512,／P%4C（MC)C）；
"———9／E7512,／G!4G（M!)N）；
#———9／R12@?2,／G!4G（M!)N）-
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! 讨论
研究证实，!型流感病毒基因组"个片段#$!末端即%&端’(个核苷酸（)*）序列（%&

+,-+／,+++,-+,,.&）和.&端’%个核苷酸序列（%&--!!,!!!-!+-!.&）高度保守；
并且发现，这种保守末端序列在流感病毒基因复制、转录、病毒装配及其调节等分子事件

中具有重要调控作用［/，’’，’(］，因而成为抗流感病毒!012$设计的重要潜在靶标。345678
等［’%］以流感病毒9#$!%&端’()*保守序列为靶点设计了!012$，结果发现:)*!012$
（.&!!!-,!-%&）当浓度为.;!<=8／>和’;;!<=8／>时具有抑制病毒活性。考虑到该!?
012$的长度只有:)*，体内外作用的特异性有待进一步研究，因而研制和开发成流感药
物的可行性尚需重新评价。本研究中，我们以流感病毒基因组9#$!%&和.&端保守序列
为靶标，设计并合成了与其互补的反义12$和与其序列一致的正义12$；并且，通过计
算机模拟设计了由基因组两端保守序列组成，具有特殊高级空间结构的复合序列12$
（@AB"，@A:"），系统评价了9#$!两端保守区作为设计抗流感病毒!012$靶标的可
行性。首次证明流感病毒9#$!.&端保守区是抗流感病毒!012$设计的有效靶标；在

!012$设计思路上，提出由基因组中针对不同区域的多个反义寡核苷酸序列组成复合
寡核苷酸的策略，应用于设计具有生物学活性的寡核苷酸，拓展了!012$分子设计的思
路，为抗病毒!012$及其它!012$药物分子设计奠定了基础。
从目前所揭示的!012$作用机理［’/］可以推测，本试验筛选的!012$可能的作用

机制是，!012$进入细胞后与流感病毒9#$!.&端序列结合，阻止病毒#$!多聚酶等
与病毒复制有关的调节因子识别9#$!.&端调控序列，从而抑制病毒#$!的复制与转
录。研究表明，流感病毒9#$!%&和.&端在病毒粒子内反向互补形成锅柄（C7)D7)E84）样
高级结构，参与病毒颗粒装配、病毒基因组复制、表达的主要蛋白因子（包括病毒特异性的

和来源于宿主细胞的）通过与这一高级结构相互作用发挥其功能；9#$!%&和.&端均与

#$!多聚酶形成复合体，9#$!.&端保守序列是激活#$!多聚酶必需并含有起始病毒
基因组复制的内部启动子序列［’.，’B］；并且，.&端保守序列与#$!聚合酶结合是病毒特异
性<#$!加C=8F（!）尾所必需的［’:］，揭示流感病毒9#$!.&端保守序列作为设计抗流感
病毒!012$靶点在理论上是可行的。通过计算机模拟分析发现，@AB"12$和@A:"
12$在体温%:G时呈现与病毒核蛋白体相似的锅柄样高级结构，进入细胞后可能通过
与参与病毒基因复制、表达有关的蛋白因子竞争性结合，从而抑制病毒复制。最近的研究

证实了这一机制存在的可能性［’"，’H］。但#$7I4J是否参与切割靶标序列，从而抑制病毒
在细胞中复制，尚待试验证实。
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