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［摘　要］　目的　观察人工设计并化学合成的多肽在体外乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）复制模型中对 ＨＢＶＤＮＡ复制、

病毒标志物表达的影响，及其细胞毒性强弱，筛选高 ＨＢＶ抑制且低细胞毒性的多肽，探索多肽作为新型 ＨＢＶ抗

病毒药物分子的潜力。方法　采用传统的甲基丙烯酸聚合物平台设计并合成的７种多肽（ＫＢＤＴ１、２、３……７，以

疏水性及阳离子电亲和力大小为依据），将７种化学合成多肽（１０ｍｇ／ｍＬ）、拉米夫定（１ｍｇ／ｍＬ，阳性对照）、空白

溶剂（阴性对照）作用于 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞系，检测化学合成多肽对 ＨＢＶ的抑制作用，采用结晶紫染色法检测细

胞存活率，比较各组药物对细胞毒性的强弱。选取 ＨＢＶ抑制作用最强的多肽，设置１０、１、０．１ｍｇ／ｍＬ浓度梯度，

分别处理 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞３、６、９ｄ后，收集细胞上清液，采用实时荧光定量聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测病毒

ＤＮＡ拷贝量，化学发光微粒子免疫分析法检测 ＨＢｓＡｇ及 ＨＢｅＡｇ的变化。结果　从７种化学合成多肽中筛选出

多肽ＫＢＤＴ２，ＲＴＰＣＲ结果显示，ＫＢＤＴ２具有体外抗 ＨＢＶ复制作用，且药物浓度越高，抑制效果越好；化学发光

微粒子免疫分析法检测显示，ＫＢＤＴ２对ＨＢＶ生物学标志物ＨＢｓＡｇ及ＨＢｅＡｇ有抑制作用；结晶紫染色检测结果

显示，ＫＢＤＴ２对 ＨｅｐＧ２．２．１５无明显毒性作用。结论　ＫＢＤＴ２具有抑制 ＨＢＶ复制作用，且无明显细胞毒性，

可以有效降低 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ表达，为探索抗 ＨＢＶ新型药物提供了实验数据支持。
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　　乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）感染是

一个重要的公共卫生问题。全世界约三分之一的人

既往或现症感染 ＨＢＶ，慢性 ＨＢＶ携带者约３．５亿

～４亿
［１］。ＨＢＶ感染慢性化后需要长期服抗病毒

药物，往往发展为肝硬化，甚至肝细胞癌。ＨＢＶ表

面抗原（ＨＢｓＡｇ）及ｅ抗原（ＨＢｅＡｇ）血清清除及

ＨＢＶＤＮＡ复制抑制是治疗 ＨＢＶ感染最重要的临

床观察指标，也是慢性乙型肝炎治疗的主要目标。

血清 ＨＢｓＡｇ 是肝炎病毒感染的生物学标记，

ＨＢｅＡｇ阳性表示患者处于高感染低应答期，而

ＨＢＶＤＮＡ拷贝量被认为是 ＨＢＶ 复制活跃的标

志，这三个指标常用来衡量 ＨＢＶ感染的情况。目

前，临床治疗乙型肝炎的抗病毒药物主要有干扰素、

核苷（酸）类似物等。由于慢性 ＨＢＶ感染难根治，

上述药物治疗需长期使用，致病毒耐药性逐年增加，

且存在多种副作用。因此临床一线抗病毒药物的选

择要求药物具有低耐药率和高病毒抑制率。新型抗

ＨＢＶ药物成为医学界关注点之一。

二十世纪八十年代以来，抗微生物肽（ａｎｔｉｍｉ

ｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｓ，ＡＭＰｓ）也称抗菌肽，因其对感染

性微生物具有抑制作用而备受关注，被认为是最有

希望的抗生素替代物［２３］。随着人们对抗菌肽研究

的深入，其抗病毒作用也不断被挖掘，可通过多种机

制阻止病毒感染的过程，如疱疹病毒、肝炎病毒、人

类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）等都具有包膜结构，抗菌肽

通过结合病毒表面包膜并使其穿孔，从而影响病毒

的繁殖、组装和释放。根据目前 ＨＢＶ感染及治疗

的难点，结合现已发现的抗菌肽抗病毒作用，笔者模

拟天然抗菌肽的结构特点，设计并合成了一系列化

学合成多肽，在体外测试化学合成多肽抗 ＨＢＶ作

用，研究不仅证明了多肽抗 ＨＢＶ的可行性和有效

性，也为未来寻找新的ＨＢＶ临床治疗药物提供思

路，现将结果报告如下。

１　材料与方法

１．１　实验材料　ＨｅｐＧ２．２．１５细胞系购自中南大

学湘雅 医 学院 细胞 库，该 细胞株 为重 组 载 体

ｐＤｏＬＴＨＢＶ１转染后的 ＨｅｐＧ２细胞，可稳定分

泌病毒颗粒和病毒蛋白［４５］，广泛应用于 ＨＢＶ复制

相关研究。本研究所用多肽由湖南师范大学生命与

科学学院容明强教授友情提供。采用传统的甲基丙

烯酸聚合物平台设计７种化学合成多肽。在传甲基

丙烯酸聚合物基础上设计聚合物，合成侧链上带有

阳离子和疏水基团的甲基丙烯酸酯，侧链基团随机

分布在聚合物链中。天然存在及既往设计的抗菌肽

序列中，存在丰富的赖氨酸残基，其可发挥阳离子官

能团作用，通过静电引力增强抗菌肽与细菌表面的

结合。因此，本研究设计的无规共聚物以伯铵基团

作为阳离子来源，模拟赖氨酸残基的阳离子功能。

同时为了探索净阳离子电荷和疏水性之间的平衡，

疏水基团（ＭＰＨＢ）的摩尔百分比（基团／阳离子多聚

物）从０到６０％变化。基于以上原则设计了７种多

肽，并以固相法合成。序列见表１。阳性对照药物

拉米夫定购自Ｓｉｇｍａ公司（ＳｉｇｍａＰＨＲ１３６５），ＨＢｓＡｇ

检测 试 剂 盒 （ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ ＡｎｔｉＨＢｓＲｅａｇｅｎｔ

Ｋｉｔ）和 ＨＢｅＡｇ检测试剂盒（ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ Ａｎｔｉ

ＨＢｅＲｅａｇｅｎｔＫｉｔ）购自雅培制药有限公司。ＨＢＶ

核酸定量检测试剂盒购自湖南圣湘生物科技有限

公司。

１．２　实验方法　将７种化学合成多肽（１０ｍｇ／ｍＬ）、

拉米夫定（１ｍｇ／ｍＬ，阳性对照）、空白溶剂（阴性对

照）作用于ＨｅｐＧ２．２．１５细胞系，检测化学合成多

肽对 ＨＢＶ的抑制作用。
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表１　７种化学合成多肽及序列

犜犪犫犾犲１　Ｓｅｖｅｎｃｈｅｍｉｃａｌｌｙｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓａｎｄｔｈｅｉｒ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

化学合成多肽 序列

ＫＢＤＴ１ ＣＫＲＷＫＫＷＷＲＫＷＫＫＷＣ（两个Ｃ形成一个分

子内二硫键）ｐＩ／Ｍｗ：１０．６７／２２３６．７８

ＫＢＤＴ２ ＶＫＲＷＫＫＷＷＲＫＷＫＫＷＦＮＨ２（Ｃ末 端 酰 胺

化）ｐＩ／Ｍｗ：１２．０５／２２７６．８１

ＫＢＤＴ３ ＶＫＲＷＫＫＷＦＲＫＷＫＫＷＷＮＨ２（Ｃ末 端 酰 胺

化）ｐＩ／Ｍｗ：１２．０５／２２７６．８１

ＫＢＤＴ４ ＶＫＲＷＫＫＦＷＲＫＷＫＫＷＷＮＨ２（Ｃ末 端 酰 胺

化）ｐＩ／Ｍｗ：１２．０５／２２７６．８１

ＫＢＤＴ５ ＶＫＲＷＫＫＷＦＲＫＷＫＫＷＶＮＨ２（Ｃ末 端 酰 胺

化）ｐＩ／Ｍｗ：１２．０５／２１８９．７３

ＫＢＤＴ６ ＶＫＲＷＫＫＦＷＲＫＷＫＫＷＶＮＨ２（Ｃ末 端 酰 胺

化）ｐＩ／Ｍｗ：１２．０５／２１８９．７３

ＫＢＤＴ７ ＶＫＷＲＷＫＷＫＷＲＷＫＷＫＷＫＶＮＨ２（Ｃ末端酰

胺化）ｐＩ／Ｍｗ：１２．０５／２６０１．１９

１．２．１　ＨＢＶＤＮＡ滴度测定　使用 ＨＢＶ核酸定量

检测试剂盒对 ＨＢＶＤＮＡ进行检测。该试剂盒基于

磁珠法，提取细胞上清液中的 ＨＢＶＤＮＡ，使用Ｔａｑ

Ｍａｎ荧光探针法，在病毒核酸序列中相对保守区设计

两条特异性引物、一条特异荧光探针，通过实时荧光

定量ＰＣＲ法（ＲＴＰＣＲ），于药物处理后第２、４天检测

ＨＢＶＤＮＡ。考虑到多肽可能受细胞吸收、降解等因

素影响，挑选对 ＨＢＶＤＮＡ复制有抑制作用的多肽，

将细胞处理时间延长至６ｄ及９ｄ以检测其抗病毒作

用的稳定性。

１．２．２　ＨＢｓＡｇ及ＨＢｅＡｇ测定　为明确化学合成多

肽能否对ＨＢｓＡｇ及ＨＢｅＡｇ产生抑制作用，使用雅培

制药有限公司 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｅＡｇ检测试剂盒，检测

ＨｅｐＧ２．２．１５细胞培养上清液中 ＨＢｓＡｇ及 ＨＢｅＡｇ

情况（药物处理后第２、４天）。该试剂盒基于化学发

光微粒子免疫检测技术，通过将样品与试剂中包被有

ＨＢｓ／ＨＢｅ抗体的顺磁微粒子孵育，冲洗后加入吖啶

脂标记，再次冲洗后依次加入预激发液及激发液，定量

测量化学发光强弱，计算ＨＢｓＡｇ和ＨＢｅＡｇ含量。全

检测流程在Ａｂｂｏｔｔｉ２０００ＳＲ仪器（雅培）中自动完成。

１．２．３　结晶紫染色法检测细胞存活率　为观察化

学合成多肽对细胞状态的影响，在药物培养过程中

采用光镜观察细胞形态变化。同时在药物处理至

９ｄ后，采用结晶紫染色法检测其细胞毒性作用。

结晶紫可被活细胞摄取并将细胞核染成深紫色，而

死亡细胞几乎不与结晶紫试剂结合，用于细胞存活

检测。细胞在３７℃培养并药物处理后，吸去上清培

养基，ＰＢＳ清洗后加入结晶紫染色液（碧云天生物

技术有限公司，Ｃ０１２１）染色，随后弃去染色液，双蒸

水充分洗涤游离染色剂，晾干后加入１％ＳＤＳ溶液

洗脱溶解。取１００μＬ于ＰｅｒｋｉｎｅｌｍｅｒＥｎＳｉｇｈｔ多功

能酶标仪中检测５７０ｎｍ吸光ＯＤ值。

１．２．４　不同浓度的化学合成多肽抗 ＨＢＶ复制的

影响　为明确不同浓度的化学合成多肽对 ＨＢＶ

ＤＮＡ复制抑制的作用，选取了 ＨＢＶ抑制作用最强

的多肽，设置１０、１、０．１ｍｇ／ｍＬ浓度梯度，分别处理

ＨｅｐＧ２．２．１５细胞３、６、９ｄ后，收集细胞上清液，采

用ＲＴＰＣＲ检测病毒ＤＮＡ拷贝量，化学发光微粒

子免疫分析法检测ＨＢｓＡｇ及 ＨＢｅＡｇ的变化。

１．３　数据分析　应用 Ｐｒｉｓｍ Ｇｒａｐｈｐａｄ５．０和

ＳＰＳＳ２２软件对所有数据进行处理，各数据组采用

ｔｔｅｓｔ，Ｄｕｎｎｅｔｔｔｅｓｔ，单因素重复测量方差分析等方

法进行统计分析，犘≤０．０５为差异具有统计学意义。

ＨＢＶ－ＤＮＡ抑制率（％）＝

（空白对照组 ＨＢＶＤＮＡ－实验组ＨＢＶＤＮＡ）
空白对照组 ＨＢＶＤＮＡ

２　结果

２．１　化学合成多肽对 ＨＢＶ的抑制作用

２．１．１　化学合成多肽抑制 ＨＢＶＤＮＡ复制　采用

ＲＴＰＣＲ法检测细胞培养上清液中 ＨＢＶＤＮＡ拷

贝量的变化。药物处理２ｄ时，各组药物、拉米夫定

对ＨＢＶＤＮＡ复制无明显抑制效果；药物处理４ｄ

后，ＫＢＤＴ２、５对 ＨＢＶＤＮＡ的抑制效果与拉米夫

定类似，其余各组无明显抑制效果。见图１。

２．１．２　化学合成多肽抑制 ＨＢｓＡｇ及 ＨＢｅＡｇ表达

　分别使用７种化学合成多肽、拉米夫定（阳性对

照）或空白溶剂（阴性对照）处理 ＨｅｐＧ２．２．１５细

胞，结果显示，药物处理２ｄ时，ＫＢＤＴ３、６、７对

ＨＢｓＡｇ有抑制效果，ＫＢＤＴ１、７对 ＨＢｅＡｇ有抑制

效果，其余各组无明显抑制效果；药物处理４ｄ时，

ＫＢＤＴ７对 ＨＢｓＡｇ 有抑制效果，ＫＢＤＴ１、７ 对

ＨＢｅＡｇ有抑制效果，其余各组无明显抑制效果。见

图２。
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图１　７种化学合成多肽对 ＨＢＶＤＮＡ复制的影响
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　　Ａ：各药物处理２ｄ后 ＨＢｓＡｇ测定；Ｂ：处理２ｄ后ＨＢｅＡｇ测定；Ｃ：各药物处理４ｄ后ＨＢｓＡｇ测定；Ｄ：处理４ｄ后ＨＢｅＡｇ测定。：犘＜

０．０５；：犘＜０．０１，狀＝３

图２　化学合成多肽对 ＨＢｓＡｇ及 ＨＢｅＡｇ的影响

犉犻犵狌狉犲２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｃｈｅｍｉｃａｌｌｙｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓｏｎＨＢｓＡｇａｎｄＨＢｅＡｇ

２．１．３　化学合成多肽对细胞状态的影响　药物处

理４ｄ后，镜下可见ＫＢＤＴ７处理组 ＨｅｐＧ２．２．１５

细胞数量明显减少，大片脱落，细胞变圆且透亮，细

胞大片死亡，显示ＫＢＤＴ７对细胞毒性较大。其他

６种多肽、阳性对照拉米夫定及阴性对照未见明显

ＨｅｐＧ２．２．１５细胞死亡及细胞形态变化。见图３。
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注：Ａ～Ｇ分别为ＫＢＤＴ１～７，Ｈ为拉米夫定组，Ｉ为空白溶剂处理组

图３　经药物处理４ｄ后 ＨｅｐＧ２．２．１５光镜下细胞形态（１００×）

犉犻犵狌狉犲３　ＣｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＨｅｐＧ２．２．１５ｕｎｄｅｒｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅａｆｔｅｒ４ｄａｙｓｏｆｄｒｕｇｔｒｅａｔｍｅｎｔ（１００×）

２．２　化学合成多肽 ＫＢＤＴ２、５具有稳定的抗

ＨＢＶ作用

２．２．１　化学合成多肽可稳定抑制 ＨＢＶＤＮＡ复制

　上述实验证实，化学合成多肽ＫＢＤＴ２、５可有效

抑制ＨＢＶＤＮＡ复制，将细胞处理时间延长至６ｄ

及９ｄ以检测其抗病毒作用的稳定性。结果显示，

处理６ｄ及９ｄ，ＫＢＤＴ２、５、拉米夫定仍对 ＨＢＶ

ＤＮＡ复制有良好抑制效果。见图４。
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Ａ：药物处理６ｄ时 ＨＢＶＤＮＡ测定；Ｂ：药物处理９ｄ时 ＨＢＶＤＮＡ测定；：犘＜０．０５；：犘＜０．０１

图４　化学合成多肽抑制 ＨＢＶＤＮＡ复制稳定性测定

犉犻犵狌狉犲４　ＳｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｈｅｍｉｃａｌｌｙｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓｉｎｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＨＢＶＤＮＡｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ

２．２．２　化学合成多肽长时间处理不影响细胞存活

　将多肽ＫＢＤＴ２、５处理 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞时间

延长至９ｄ，采用结晶紫染色法检测其细胞毒性作

用，结果显示处理９ｄ后，与空白对照比较，ＫＢＤＴ
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２、５及拉米夫定对 ＨｅｐＧ２．２．１５无明显细胞毒性

作用（犘＞０．０５）。见图５。
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图５　多肽 ＫＢＤＴ２、５处理 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞９ｄ后结晶

紫法检测细胞存活（ＯＤ＝５７０ｎｍ，狀＝３）

犉犻犵狌狉犲５　Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｃｒｙｓｔａｌｖｉｏｌｅｔｓｔａｉｎｉｎｇａｆ

ｔｅｒＨｅｐＧ２．２．１５ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＫＢＤＴ２

ａｎｄ５ｆｏｒ９ｄａｙｓ（ＯＤ＝５７０ｎｍ，狀＝３）

２．３　化学合成多肽 ＫＢＤＴ２对 ＨＢＶ抑制作用呈

浓度梯度依赖

２．３．１　不同浓度的ＫＢＤＴ２对ＨＢＶＤＮＡ的抑制

作用　为明确不同浓度的化学合成多肽对 ＨＢＶ

ＤＮＡ复制抑制的作用，选取 ＨＢＶ抑制作用最强的

多肽ＫＢＤＴ２，设置１０、１、０．１ｍｇ／ｍＬ浓度梯度，分

别处理 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞３、６、９ｄ后，收集细胞上

清液，采用ＲＴＰＣＲ检测病毒ＤＮＡ拷贝量。结果

显示药物处理后，１０ｍｇ／ｍＬＫＢＤＴ２、拉米夫定对

ＨＢＶＤＮＡ 复制有抑制效果；比较１０ｍｇ／ｍＬ的

ＫＢＤＴ２处理３、６、９ｄＨＢＶＤＮＡ 抑制率分别为

３６．０％、５１．５％、５６．３％，抑制效果在第６天达到高

峰，单因素重复测量方差分析显示，延长处理９ｄ后

仍然维持较高抑制率，不随时间延长继续升高（犉＝

１．２４０，犘＝０．３８１）。其余各组对ＨＢＶＤＮＡ复制无

明显抑制效果。见图６。

２．３．２　不同浓度化学合成多肽ＫＢＤＴ２对ＨＢｓＡｇ

及ＨＢｅＡｇ的作用　为明确不同浓度的ＫＢＤＴ２对

ＨＢｓＡｇ及 ＨＢｅＡｇ的作用，同样处理后收集细胞上

清液，采用化学发光微粒子免疫分析法检测 ＨＢｓＡｇ

及 ＨＢｅＡｇ的变化，ＫＢＤＴ２处理９ｄ时，１０ｍｇ／ｍＬ

ＫＢＤＴ２对ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ有抑制效果，其余各组

无明显抑制效果。见图７。
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　　Ａ：药物处理第３天时 ＨＢＶＤＮＡ测定；Ｂ：药物处理第６天时

ＨＢＶＤＮＡ测定；Ｃ：药物处理第９天时 ＨＢＶＤＮＡ测定（Ｄｕｎｎｅｔｔ

ｔｅｓｔ，：犘＜０．０５；：犘＜０．０１）

图６　不同浓度梯度的ＫＢＤＴ２对 ＨＢＶＤＮＡ复制影响

犉犻犵狌狉犲６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｇｒａｄｉｅｎｔｓｏｆ

ＫＢＤＴ２ｏｎＨＢＶＤＮＡｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ

２．３．３　不同浓度的化学合成多肽ＫＢＤＴ２对细胞

存活的影响　采用结晶紫染色法检测不同浓度的化

学合成多肽 ＫＢＤＴ２对细胞毒性作用，结果显示，

处理９ｄ后，各浓度的 ＫＢＤＴ２及拉米夫定对

ＨｅｐＧ２．２．１５无明显毒性作用，见图８。ＫＢＤＴ２

（１０、１、０．１ｍｇ／ｍＬ）、拉米夫定以及空白溶剂处理

ＨｅｐＧ２．２．１５细胞９ｄ后，结晶紫法检测细胞存活

相比，各组差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

·８９８· 中国感染控制杂志２０１９年１０月第１８卷第１０期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１８Ｎｏ１０Ｏｃｔ２０１９
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Ａ：药物处理９ｄ后 ＨＢｓＡｇ测定；Ｂ：药物处理９ｄ后 ＨＢｅＡｇ测定 （：犘＜０．０５，狀＝３）

图７　ＫＢＤＴ２对细胞培养上清中 ＨＢｓＡｇ及 ＨＢｅＡｇ的影响

犉犻犵狌狉犲７　ＥｆｆｅｃｔｏｆＫＢＤＴ２ｏｎＨＢｓＡｇａｎｄＨＢｅＡｇｉｎｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ
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图８　不同浓度 ＫＢＤＴ２处理 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞９ｄ后结

晶紫法检测细胞存活（ＯＤ＝５７０ｎｍ，狀＝３）

犉犻犵狌狉犲８　Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｃｒｙｓｔａｌｖｉｏｌｅｔｓｔａｉｎｉｎｇａｆ

ｔｅｒＨｅｐＧ２．２．１５ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＫＢＤＴ２ｆｏｒ９ｄａｙｓ（ＯＤ＝５７０ｎｍ，

狀＝３）

３　讨论

ＨＢＶ是一种严重威胁世界各国人民健康的传

染病，宿主细胞中长期的 ＨＢＶ活动，激活多种信号

传导通路及激酶，如 ＮＦκＢ、ＰＩ３ＫＡｋｔ、ＳＡＰＫ／

ＪＮＫ、Ｊａｋ１ＳＴＡＴ、ＭＡＰＫ
［６］，激活促癌基因［７］，抑制

抑癌基因［８］，改变细胞遗传学［９］和表观遗传学性状［１０］

等多种途径，导致肝细胞癌的发生［１１１２］，因此，有效

控制慢性 ＨＢＶ复制是控制慢性乙肝病情进展、

恶化的关键因素。

目前，临床主要抗病毒药物包括干扰素与核苷

类似物。由于慢性 ＨＢＶ感染难根治，上述药物治

疗需长期使用，存在不良反应及副作用，病毒耐药，

停药后复发等不足［１３］。研发新型、高效的抗 ＨＢＶ

药物可以丰富抗ＨＢＶ的“武器库”，对促进ＨＢＶ感

染的治疗具有积极作用。

抗菌肽广泛存在于自然界各种微生物、植物和

动物（无脊椎动物和脊椎动物）中，具有抑制和杀灭

细菌、真菌、包膜病毒等多种微生物的作用。抗菌肽

作为潜在的“新型抗生素”，具有许多天然的优点，如

相对较小的分子量（小于２５ｋＤａ～３０ｋＤａ）、两亲性

结构（亲水亲脂）、带电阳离子电荷等，有利于其结合

并作用于微生物；同时由于其天然存在于人体内，因

此，对真核细胞杀伤作用小，副作用少，产生微生物

耐药性的可能性较低。近期研究发现，通过模拟天

然存在的抗菌肽，设计并合成的化学类似物，在体外

测试中展现出抗微生物的活性。如树枝状聚合物是

基于丙烯酸酯单体的超分枝聚合物［１４１５］，在克服收

率低和纯化难问题的同时，其高分子量和多价结合

的特性可通过空间屏蔽或竞争性抑制，干扰病毒－

宿主细胞相互作用，从而产生抗病毒活性［１６］。另如

基孔肯雅病毒（ＣＨＩＫＶ，基孔肯雅热的病原体）正链

ＲＮＡ转录翻译的ｎｓＰ２蛋白酶对病毒复制至关重

要。通过电脑设计针对ｎｓＰ２蛋白酶结构的多肽，

从而抑制 ｎｓＰ２ 的活性，抑制 ＣＨＩＫＶ 复制
［１７］。

因此，设计并合成的破坏病毒结构或抑制关键酶类

活性的多肽，可干扰病毒复制或感染过程，从而达到

抗病毒的目的。抗菌肽的出现为病毒感染治疗提供了

新的选择［１８］。最新研究［１９］表明，哺乳动物、植物、

昆虫甚至化学合成来源的抗菌肽，可对 ＨＩＶ、疱疹

病毒等产生抑制作用。与目前的抗病毒药物相比，

这类多肽具有低耐药性、快速起效、限制感染扩散等

优点［２０］，因此，本研究探索化学合成多肽对 ＨＢＶ

复制抑制作用，可为慢性乙肝治疗提供新思路。

·９９８·中国感染控制杂志２０１９年１０月第１８卷第１０期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１８Ｎｏ１０Ｏｃｔ２０１９



本研究利用传统的甲基丙烯酸聚合物平台设计

７种化学合成多肽，将７种化学合成多肽作用于

ＨｅｐＧ２．２．１５细胞系，研究结果显示，化学合成多

肽ＫＢＤＴ２具有体外抗 ＨＢＶＤＮＡ复制作用，呈剂

量依赖。首先，ＫＢＤＴ２可抑制 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ病

毒基因表达，但变化时间晚于 ＨＢＶＤＮＡ降低。推

测这种趋势可能是由于病毒ＤＮＡ复制受抑制后，

ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ转录或翻译过程滞后导致的抑制

作用延迟。其次，ＫＢＤＴ７虽然对 ＨＢＶＤＮＡ等检

测指标具有较强抑制作用，但伴随着大量细胞的死

亡。与之形成鲜明对比的是，ＫＢＤＴ２在发挥抗

ＨＢＶ作用的同时对 ＨｅｐＧ２．２．１５无明显毒性，提

示ＫＢＤＴ２抗菌肽抗病毒作用并非通过对宿主细

胞杀伤而起作用，可能通过某种未知机制作用于病

毒复制过程，然而具体机制仍然有待进一步研究。

根据已有报道，多肽可能通过影响ＤＮＡ、ＲＮＡ聚合

酶、逆转录酶活性，或通过影响病毒复制过程中的蛋

白合成以及病毒组装、成熟、释放等过程而发挥抗病

毒作用效果［２１］；另一方面，多肽也可能依赖负电荷

静电力，与宿主细胞膜中糖胺聚糖相互作用［２２］，对

细胞外病毒产生竞争反应，从而抑制病毒与宿主细

胞膜结合；最后多肽也可结合并破坏病毒包膜，造成

病毒颗粒不稳定［２３］，从而阻断病毒的感染和复制。

本研究取得了令人鼓舞的测试结果，但仍存在

不足。首先，本研究仅对化学合成多肽对病毒复制，

ＨＢＶ生物学标志蛋白的作用，细胞毒性等进行了观

察研究，但对其中的分子机制深入挖掘不足。其次，

本研究仅对化学合成多肽进行了小规模、小样本的

体外细胞学研究，未进行动物实验及其他临床实验，

在活体中的抗ＨＢＶ作用效果及毒副作用有待进一

步证实。最后，抗菌肽虽然展现了一定的抗 ＨＢＶ

作用，但与传统药物相比，其有效性仍有待提高。值

得一提是，鉴于多肽分子结构的复杂性，化学合成多

肽的抗ＨＢＶ作用仍然具有较大优化的空间。

综上所述，本研究在分析天然抗菌肽结构特点

的基础上，优化合成了多条多肽，并测试了其抗

ＨＢＶ的效果，是对传统意义上抗菌肽“抗细菌”作用

的拓展、挖掘。同时与传统抗 ＨＢＶ药物相比，抗菌

肽具有低耐药率、起效快、限制病原菌扩散、中和毒

素、增强抗菌作用效果等诸多优势，是一种从新的机

制出发抑制 ＨＢＶ的可能途径。因此，本研究不仅

筛选出具有抑制 ＨＢＶ 复制作用的化学合成多肽

ＫＢＤＴ２，也为开发新型的抗ＨＢＶ药物，改善 ＨＢＶ

临床耐药提供实验数据支持。

致谢：感谢湖南师范大学生命科学学院容明强

教授友情设计并提供抗菌肽。
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