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重组人干扰素 a2b体外广谱抗呼吸道病毒药效学研究 
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摘要：评价重组人干扰素 a2b体外广谱抗呼吸道病毒的药效。本实验在细胞水平采用实时荧光定量 RT-PCR 

法检测重组人干扰素 a2b抗 A型流感病毒药效。采用细胞病变 (CPE)法检测重组人干扰素 a2b抗 B型流感病 

毒、副流感病毒 (HPIV)、呼吸道合胞病毒 (RSV)和冠状病毒的药效。结果表明，3次实验中，重组人干扰素 a2b 

对副流感病毒的平均治疗指数为 1 476．63、对呼吸道合胞病毒的平均治疗指数为 141．37、对冠状病毒的平均治疗 

指数大于 2 820．76，药效均强于利巴韦林 (RBV)。重组人干扰素 a2b对不同A型流感病毒的 RNA有很强的抑制 

作用，药效强于对照药物。重组人干扰素 a2b对 B型流感病毒的治疗指数为 2．74，治疗效果一般。结果提示，重 

组人干扰素 a2b在体外具有很好的广谱抗呼吸道病毒的活性，且毒性低，治疗指数高，有望成为临床治疗呼吸道 

病毒感染的特效药，更好的服务于呼吸道病毒感染的预防和治疗。 
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Abstraet：This study is to investigate the ef．fect of recombinant human interferon alpha 2b against 

broad．spectrum respiratory viruses fn vitro． At the cellular leve1．the effect of the recombinant human interferon 

alpha 2b on influenza A virus was detected using rea1．time fluorescence quantitative RT．PCR． The effects of 

the recombinant human interferon alpha 2b on influenza B virus，parainfluenza virus，respiratory syncytial virus 

(RSV)and coronavirus were detected using cytopathic effect(CPE)method． In this study,the therapeutic 

index of recombinant human interferon alpha 2b anti—HPIV was 1476．63．the therapeutic index of recombinant 

human interferon alpha 2b anti．RSV was 141．37．the therapeutic index ofrecombinant human interferon alpha 2b 

anti．coronavirus was more than 2820．76．and the antiviral effect of recombinant human interferon alpha 2b was 

better than ribavirin(RBV、． Recombinant human interferon alpha 2b has a stronger inhibitory effect on 

di仃erent influenza A virus RNA than drug contro1． The therapeutic index of recombinant human interferon 

alpha 2b anti．influenza B virus was 2．74．with modest effect．Recombinant human interferon alpha 2b jn vitro has 

broad spectrum antiviral activities．1OW toxicity and high therapeutic index． Recombinant human interfe：ron 

alpha 2b is expected to become the effi cient medicine in clinical against respiratory viruses，as well as provide 
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better services for prevention and treatment of respiratory viruses’infections． 
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呼吸道病毒感染是人类最常见的疾病之一，其 

在临床上，初期可表现为亚临床感染，症状较轻，且 

多可自愈。一旦病情恶化，可引发多种并发症，严重 

威胁人们的生命健康。上呼吸道感染约 90％是由病 

毒引起的，主要为流感病毒、副流感病毒、呼吸道合 

胞病毒、冠状病毒等_lJ，而博卡病毒、麻疹病毒、水 

痘一疱疹病毒和巨细胞病毒等引发的感染相对少 

见_2】。近年来，不断出现一些新型的以感染呼吸道为 

主的高致病性病毒，如严重急性呼吸综合征冠状病 

毒、甲型 H5N1人禽流感病毒、2009年新甲型 H1N1 

流感病毒和 2013年新 甲型 H7N9流感病毒等【3， 。加 

之社会人 口老龄化、器官移植、免疫抑制剂在免疫相 

关疾病中的应用、人类获得性免疫缺陷综合征发病率 

增加和患病人数的累积等因素，使新发或再发呼吸 

道病毒感染的发病率不断增加，而且有些病毒感染 

所致的病死率极高，因此这一类型疾病已经成为不 

容忽视的公共卫生问题 。针对呼吸道病毒感染的预防 

及治疗措施一般相对滞后，且由于病毒容易发生变 

异，给疫苗研究带来了极大的困难。现有流感疫苗需 

每年监测抗原变化，只有针对当年流感病毒流行株 

抗原的疫苗才具有保护作用，保护率仅为 60％~80％， 

远远不能满足市场需 ，目前其他呼吸道感染病毒 

也尚无可供应用的疫苗。现有治疗药物数量有限，发 

展较慢，且仍有很多病毒没有可供使用的特效药物。 

因此，积极开发广谱高效安全的抗呼吸道病毒新药 

是对科研人员的严峻挑战_6】。 

干扰素 (IFN)是一种广谱抗病毒剂，大致可分为 

3类：I型干扰素 fIFN．。[、IFN-fl、IFN．co)，II型干扰素 

(IFN．y)以及 III干扰素 (IFN一 1、IFN-22、IFN-／3)。 

IFN是人体非特异性病毒免疫的重要因子之一，就其 

本质来说。它是机体对病毒感染最早的免疫反应因 

子，具有广谱抗病毒活性，几乎对所有病毒都有一定 

程度的抑制作用。一般来说，RNA病毒比DNA病毒 

对 IFN敏感；在 RNA病毒中，正链 RNA病毒对 IFN 

的敏感性又强于负链 RNA 病毒，即使在同一 DNA 

或 RNA病毒中，不同病毒科、病毒属或病毒株对 IFN 

的敏感性又有很大差别[ 。干扰素并不直接杀伤或抑 

制病毒，而主要是通过与细胞表面受体作用产生抗 

病毒蛋白，从而抑制病毒的复制：同时还可增强自然 

杀伤细胞 (NK细胞)、巨噬细胞和 T淋巴细胞的活力， 

通过发挥免疫调节作用从而增强其抗病毒能力 】。近 

年来，干扰素在抗病毒治疗中，尤其是对慢性乙型肝 

炎和慢性丙型肝炎的治疗，取得了长足的进展。在抗 

病毒效应中，由于不同病毒的生物特性不同，干扰素 

体现出不同的抗病毒效应能力。干扰素 6c1与受体的 

结合能力较低，只有与 2相伴随时才能有较高的结 

合能力，因此临床上干扰素 。c1的抗病毒效果常不如 

干扰素 2。由于干扰素诱导的抗病毒蛋白对病毒复 

制的抑制多发生在胞浆，而对在细胞核内复制的病 

毒难以发挥直接的抗病毒效应，因此，干扰素对丙型 

肝炎病毒的抗病毒作用高于乙型肝炎病毒L9J。但是， 

目前应用干扰素进行呼吸道病毒感染的预防和治疗 

的报道较少_1， 1，所以作者采用 CPE法、MTT法和 

qRT-PCR法研究临床用药重组人干扰素 a2b在体外 

细胞水平是否具有广谱抗呼吸道病毒的作用，希望 

为临床治疗呼吸道病毒感染提供一定的理论基础和 

依据。 

材料与方法 

细胞和病毒 人喉癌细胞 (Hep2)、人二倍体细 

胞 (HEL)、人肺癌细胞 (A549)及狗肾细胞 (MDCK) 

均为本室自行传代保存。冠状病毒 (coronavirus)、副 

流感病毒 (HPIV-3)、呼吸道合胞病毒 (RSV)及流感 

病毒 A／FM／1／47(H1N1)购 白美国典型菌种保藏中心 

(ATCC)，本室常规传代，一80℃冰箱保存。流感病毒： 

磷酸奥司他韦耐药株 辽宁振兴／1 109／2010(H1N1) 

(LNZX)、金 刚烷 胺耐 药株 福建 同安／196／2009 

(H3N2)(FJTA)、A／江西东湖／312／2006(H3N2)(JXDH) 

和 B／济防／13／97 由中国疾病预防控制中心病毒病预 

防控制所提供，本室常规传代，一80℃冰箱保存。 

实验试剂和仪器 细胞培养所用 F．12K Nutrient 

Mixture(ix)培养基、胎牛血清、Non．Essential Amino 

Acids(NEAA)和青链霉素混合液 (100X)(GIBCO公 

司1，细胞培养所用Minimum Essential Medium(MEM) 

培养基、pH为 7．2～7．4的磷酸盐缓冲液 (PBS)(北京 

迈晨科技有限公司1。 

注射用重组人干扰素 a2b，3×10 u／支，批号： 

20101102(哈药集 团生物工程有限公司)；阳性对照 

药磷酸奥司他韦 (oseltamivir phosphate，中国药品生 

物制品检定所)；利巴韦林 (ribavirin，m3v)，批号为 
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22081227(新乡药业)；金刚烷胺 (amantadine，批号 

为 211．560．2)、噻唑蓝 (MTT)、牛血清 白蛋白 03SA) 

和甲苯磺酰苯丙氨酰氯甲酮 (TPCK)处理的胰蛋白 

酶 (Sigma公司)；二甲基亚砜 (DMSO，北京化工厂)。 

细胞培养瓶和 96孔培养板 (美国Coming公司)； 

二氧化碳孵箱 (Model 31 11)和低速离心机 (美国 

Thermo公司)；酶标仪 (ELX808，美 国BioTeK公司)； 

7500一fast real time PCR system fApplied Biosystems公 

司)；生物安全柜 (美国 NUAIRE公司)；倒置显微镜 

(奥林巴斯公司1。 

维持液配制 流感病毒维持液：将 40 mL 1％ 

BSA，5 mL青链霉素混合液 (100X)，5 mL NEAA和 

1 mg TPCK 处理的胰蛋白酶加入至 500 mL MEM 

或 F．12K Nutrient Mixture(1x)培养 基 中得到含 

0．08％ BSA 和 2 gg·mL TPCK处理的胰蛋白酶的 

维持液，于 4℃保存，用前预热至 37℃。副流感病 

毒、呼吸道合胞病毒和冠状病毒的维持液：将 10 mL 

血清，5 mL青链霉素混合液 (100X)加入至 500 mL 

F．12K Nutrient Mixture(1x)培养基中得到含 2％血 

清的维持液，于 4℃保存，用前预热至 37℃。 

CPE 判断标准 利用倒置显微镜观察各孔细胞 

的生长状态，不同浓度给药的细胞与正常细胞 (未 

加药细胞)比较，以细胞状态改变或死亡 比例分别标 

记为 4+f细胞死亡 比例 75％～100％)、3+f细胞死亡 

比例 5O％～75％)、2+(细胞死亡比例 25％～50％)、 

1+(细胞死亡比例 0～25％)、0+(细胞形态未发生变 

化或全部存活)，标记为0+表示无毒。 

qRT-PCR引物及试剂盒 内参对照 3．磷酸甘油 

醛脱氢酶 (glyceraldehyde phosphate dehydrogenase， 

GAPDH1引物：5'-CTCTGGAAAGCTGTGGCGTGA 

TG．3’和 5'-ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG．3’：甲 

型流感病毒离子通道蛋 白M2通用引物：5'-GACCRA 

TCCTGTCACCTCTGAC一3’和 5’ GGGCATTYTGGAC 

AAAKCGTCTACG．3’均由北京 Invitrogen公司合成 。 

RNA提取试剂盒 (RNeasy Mini kit)为 QIAGEN公司 

产品，荧光定量qRT-PCR试剂盒 (TransScript M Green 

One．Step qRT-PCR SuperMix)为 TransGen Biotech公 

司产品。 

细胞毒测定 (MTT 染色法1 Hep2细胞：以细 

胞数 1X10 或 5×l0 个I~LDD入 96孔板。在 37℃孵箱 

培养 16 h后，用 2％ FBS的F．12K Nutrient Mixture 

(ix)培养基按浓度梯度稀释药物平行 3孔，加入到 

培养板中 f原培养基吸弃)，继续培养。给药 72 h 

(1×10 个／孔)或 96 h(5×10 个／?L)后，进行 MTT检 

测，每孔加入 5 mg·mL～MTT 10 后于 37℃放置 

4 h，终止时加入 DMSO 150 gL，最后测定 490 nm 的 

吸收值 (OD)。 

HEL细胞：以细胞数 5×10 个／孔加入 96孔板 

中。在 37℃孵箱培养 16 h后，用2％ FBS的F．12K 

Nutrient Mixture(1X)培养基按浓度梯度稀释药物平 

行3孔，加入到培养板中 (原培养基吸弃)，继续培养。 

给药 72h后，进行 MTT检测 (同上)。 

A549细胞：以细胞数 2×10 个／孔加入 96孔板 

中。在 37℃孵箱培养 16 h后，用含 1％ NEAA和 

0．08％BSA的 F．12K Nutrient Mixture(1X)培养基按 

浓度梯度稀释药物平行 3孔，加入到培养板中 (原培 

养基吸弃)，继续培养。给药 72 h后，进行 MTT检测 

(同上)。 

MDCK细胞：以细胞数 3X10 个／TLD~入 96孔板 

中。在37℃孵箱培养16h后，用含 1％NEAA和0．08％ 

BSA的 MEM 培养基按浓度梯度稀释药物平行 3孔， 

加入到培养板 中 (原培养基吸弃)，继续培养。给药 

72 h后，进行 MTT检测 (同上)。 

实验均设细胞对照孔，结果用 Reed—Muench法 

计算半数有毒浓度 TC50，计算公式如下： 

Tc 。=Am̈ og( + ×D) 

：log<50％累加病变率的药物浓度 ：／>50％累加 

病变率 C：>／50％累加病变率，D：log稀释倍数 

抗副流感病毒活性 (CPE 法) Hep2细胞以 

1X10 个／孔接种到 96孔板中，培养 16 h后病毒用病 

毒稀释液稀释，药物用维持液稀释，感染时将 100 

滴度为 100TCID50的病毒液与 100 gL含有不同浓度 

药物的维持液混合后加到细胞 中，待病毒对照组病 

变达 4+时观察结果，并用 Reed．Muench法计算半数 

抑制浓度 IC50(方法同 TC5o)及选择指数 (SI=IC50／ 

TC50)。 

抗呼吸道合胞病毒活性 (CPE法) Hep2细胞以 

5×10 个／孔接种到 96孔板中，培养 16 h后病毒用病 

毒稀释液稀释，药物用维持液稀释，感染时将 100 I．tL 

滴度为 IOOTCID50的病毒液与 100 gL含有不同浓度 

药物 的维持液混合后加到细胞 中，待病毒对照组病 

变达 4+时观察结果，并用 Reed．Muench法计算半数 

抑制浓度 Ic50(方法同TC5o)及选择指数 (SI=IC50／ 

TCs0)o 

抗冠状病毒活性 (CPE法) HEL细胞以 5×l0 

个／孔接种到 96孔板中培养 16 h，100 gL滴度为 

100TCID 。的病毒液感染细胞 2 h，2 h后改用维持液 
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稀释的药物，继续培养至病毒对照组病变达 4+时观 

察结果，并用 Reed．Muench法计算半数抑制浓度 IC5o 

(方法同TC50)及选择指数 (SI=IC50／TC50)。 

抗流感病毒 B活性测定 (CPE法) MDCK细胞 

以 3×l0 个／孑L接种到 96孔板中培养 16 h，弃培养液 

后PBS洗 1次 (吸弃)，加入100 gL滴度为100TCID50 

的病毒液，吸附2 h后，弃病毒液，加入不同浓度待测 

药液或阳性对照药处理，每浓度 2孔，继续培养至病 

毒对照组病变达 4+时观察结果，并用 Reed．Muench 

法计算半数抑制浓度Ic 0(方法同TC 0)及选择指数 

(SI=IC5o／TCso)。 

抗流感病毒 A活性测定 (qRT-PCR法) A549 

细胞以 6×10 个／孔接种到 6孔板中，培养 16 h后， 

用 PBS洗 1次板 (原液弃掉)，再用 600 gL滴度为 

100TCID5o的病毒液感染细胞，2 h后加入不同浓度 

待测药液或阳性对照药处理。培养 48 h后，吸弃培 

养基，用 RNeasy Mini Kit提取细胞内总 RNA，流感 

病毒 RNA表达水平用 TransScriptⅢ Green One—Step 

Qrt．PCR SuperMix在 7500-fast real time PCR system 

(Applied Biosystems)上定量检测，即 20 L反应体 

系按照 50℃ 5 min，94℃ 30 S，40个循环 (94℃ 5 S， 

60℃ 15 s，72℃ 10 s)进行荧光定量反应。计算各浓 

度药物对流感病毒的抑制率 (％)(抑制率计算公式 

如下所示)，并用 Reed．Muench法计算半数抑制浓度 

IC5o(方法同 TC50)及选择指数 (SI=IC50／TC5o)。 

抑制率(％)：1／2n(! ：垒 !癌妻型堕二! ：垒 !垫塑塑 1 100％ 
。。。 、GAPDH Ct病毒对照一GAPDH Ct药物组 

统计学分析 采用 SPSS13．0统计程序的 t检验 

比较药物对流感病毒 RNA的抑制作用。 

Table 1 TCso of drugs on cells(MTT)． 一：Not tested 

结果 

1 MTT法测定细胞毒性结果 

在进行重组人干扰素 a2b的体外药效评价之前， 

先采用 MTT法对其在不同细胞中的毒性进行测定。 

如表 1所示：Hep2细胞在 5×10 个／孔时，重组人干 

扰素 a2b毒性的TC50为 31 337．27 U·mL ；在 1×l0 

个／孑L时，重组人干扰素 a2b毒性 TC50为 125 263．49 

U·mL ：HEL细胞在 5×10 个／孔时，重组人干扰素 

a2b毒性的 TC50>3×10 U·mL1；A549细胞在 2×10 

个／孔时，重组人干扰素 a2b的 TC50>3x 10 U·mL叫； 

MDCK细胞在 3×10 个／孔时，重组人干扰素 a2b的 

TC50为 212 924．29 U·mL～。以上结果说明重组人干 

扰素a2b对各细胞株的毒性较低，与其在临床上用药 

的安全性相一致。 

2 CPE法测定抗病毒药效 

在药物的无毒浓度下。采用 CPE法对重组人干 

扰素 a2b在细胞水平对副流感病毒、呼吸道合胞病毒 

和冠状病毒的药效进行评价。每个毒株的评价工作都 

进行了3次实验。如表2所示，重组人干扰素a2b对 

副流感病毒的半数抑制浓度 (IC50)为 39．79 U·mL～， 

选择指数 SI为 l 476．63；对呼吸道合胞病毒的Ic50为 

104．64 U·mL～，选择指数 SI为 141．37；对冠状病毒 

的 IC50为 122．75 U·mL～，选择指数 SI>2 820．76。重 

组人干扰素 a2b对 3种病毒的药效均强于对照药物 

利巴韦林，说明其具有很好的抗呼吸道病毒活性，有 

很好的应用前景。 

由于 B型流感病毒缺乏离子通道蛋白M2，无法 

利用针对 M2的通用引物进行qRT-PCR的测定，所以 

仍利用 CPE法，在流感病毒易感的MDCK细胞中进 

HPIV．3 

RSV 

coronavirus 

1476．63±395．19 

141．37± 74．16 

>2820．76士1277．42 

5．O9士0．41 

2．02士0．43 

10．75士 1．3O 

5  6  2  
2 

7  7  1  

士 士 土 

3  8  8  
9  8  9  

> 

2  9  6  
3  8  2  

8  2  6  

1  9  5  

士 士 土 

9  4  5  
7  6  7  

9  4  2  
3  O  2  
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要是在临床上的抗病毒药效评价。目前临床上对呼吸 

道疾病 的病原诊断多采用血常规检测的方法，检测 

疾病是由细菌还是病毒引起，然后对症治疗，但是仍 

缺乏广谱抗呼吸道病毒的特效药物，因此，具有广谱 

抗呼吸道病毒活性的干扰素为临床上的病毒性呼吸 

道疾病的防治提供了希望，如近期研究发现新型天 

然 I型干扰素 Aileron N 可以抑制野生型流感病毒， 

同时还可以阻止 H7N9药物抗性病毒的复制  ̈。 

重组人干扰素 a2b是 目前抗病毒药物中临床疗 

效显著者之一，对多种病毒感染性疾病如 乙肝 、丙 

肝、带状疱疹和子宫颈糜烂等均有 良好的疗效。重组 

人干扰素 a2b由于其低免疫原性、符合人体自然状 

态、高比活性等特点成为临床首选 的干扰素 亚型。 

目前对于重组人干扰素 a2b对呼吸道病毒是否具有 

抑制效果还未有较为全面和具体的报道。本研究应 

用CPE法、MTT法和 qRT-PCR法等多种方法，发现 

临床用重组人干扰素 a2b在体外细胞水平上具有广 

谱抗呼吸道病毒的作用。实验结果显示重组人干扰素 

a2b在体外对多种野生型流感病毒、耐药流感病毒、 

副流感病毒、冠状病毒和呼吸道合胞病毒均有很好的 

抑制活性，而且重组人干扰素 a2b毒性低，治疗指数 

高，治疗效果优于阳性对照药物。因此，重组人干扰 

素 a2b在体外药效实验中呈现出很好的广谱抗呼吸 

道病毒的效果。关于重组人干扰素 a2b在体内是否具 

有同样的抑制效果，还需进一步确认和研究。在后续 

研究中作者将开展重组人干扰素 a2b体内抗呼吸道 

病毒感染的药效评价 。鉴于本研究发现的其对多种呼 

吸道病毒较好的抑制作用，重组人干扰素a2b有希望 

成为临床治疗呼吸道病毒感染的特效药。 
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