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摘要：【目的】以纯化的Ｈ３Ｎ２亚型犬流感病毒ＨＡ１蛋白为作用靶点，从噬菌体随机七肽库中筛选出具有抗流感病
毒活性的亲和多肽．【方法】运用噬菌体展示技术，以纯化的Ｈ３Ｎ２亚型犬流感病毒ＨＡ１蛋白为作用靶点，从噬菌体
随机七肽库中筛选ＨＡ１蛋白亲和多肽，并对获得的多肽进行鸡胚水平和细胞水平抗 Ｈ３Ｎ２亚型流感病毒活性验
证．【结果和结论】经过４轮体外亲和筛选获得了６条ＨＡ１蛋白亲和多肽，６条多肽对 Ｈ３Ｎ２亚型流感病毒有不同
程度的抗病毒活性，其中以ＨＡ４的抗病毒活性最强．试验结果表明噬菌体随机肽库技术能够应用于抗病毒研究．
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ｌｉｂｒａｒｙ；ａｎｔｉｖｉｒａｌｐｅｐｔｉｄｅ

　　２００６年，全新的甲型 Ｈ３Ｎ２亚型犬流感病毒
（Ｃａｎｉｎｅｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓ，ＣＩＶ）在中国广东省被分离，

经过基因组序列比对分析显示为禽源性的流感病

毒［１］．随后的研究发现 Ｈ３Ｎ２亚型犬流感病毒在犬

群中有很高的发病率，该病毒在犬群中流行并可能

对犬以及人类健康造成威胁［２４］．

面对流感疫情，目前预防和控制主要的方法是

接种疫苗和使用抗病毒药物，但是甲型流感病毒易

发生变异和重组，并且疫苗的研制相对滞后，导致流

感疫苗的作用有限，尤其是在流行的早期，流感的防

治必须依靠药物［５６］．金刚烷衍生物（金刚烷胺等）和

神经氨酸酶抑制剂（奥司他韦等）是目前使用的预防

和治疗流感的药物．金刚烷胺等是Ｍ２离子通道阻断

剂，能抑制病毒在感染细胞中的复制［７］；奥司他韦

（达菲）等是通过抑制神经氨酸酶的活性，防止病毒

从感染的细胞中释放出来［８］．但是这些药物毒性大，

价格高，甚至可能有严重的不良反应，广泛应用还产

生了一定程度的耐药性，因此有必要开发新型的抗

流感药物［９］．

Ｈ３Ｎ２亚型犬流感病毒属于正黏病毒科的单股

负链ＲＮＡ病毒，为Ｉ型包膜病毒，进入靶细胞的过程

需要膜糖蛋白血凝素（Ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＨＡ）的介

导［１０］．ＨＡ分子由ＨＡ１和 ＨＡ２亚基构成．ＨＡ１与靶

细胞膜上的唾液酸受体相结合使病毒附着在宿主细

胞上，在病毒的侵入过程中起关键的作用，因此 ＨＡ１

蛋白可作为靶蛋白用来筛选流感病毒侵入细胞的抑

制剂．噬菌体展示技术（Ｐｈａｇｅｄｉｓｐｌａｙ）是近年来出现

的一种新的分子生物学技术，它可对含有数以亿计

克隆的随机肽库进行快速的高通量筛选，用于与分

子识别有关的领域，已经成为抗病毒制剂筛选、抗原

表位分析、多肽药物研究和分子诊断试剂开发等强

有力的工具［１１１３］．

本研究旨在运用噬菌体随机七肽库对纯化的

Ｈ３Ｎ２亚型犬流感病毒 ＨＡ１蛋白进行 ４轮亲和筛
选，使用ＥＬＩＳＡ方法和抗病毒试验验证，以获得具有

ＨＡ１蛋白高亲和力并且能够抑制 Ｈ３Ｎ２亚型流感病

毒复制的多肽，为开发抗流感病毒药物和诊断试剂

奠定基础．

１　材料与方法

１．１　试验材料
流感病毒毒株 Ｈ３Ｎ２亚型犬流感（ＣＩＶ）Ａ／ｃａ

ｎｉｎｅ／Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ／０１／２００６和 Ｈ３Ｎ２亚 型 禽 流 感
（ＡＩＶ）Ａ／Ｄｕｃｋ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／Ｗ１２／２０１１由华南农业大
学兽医学院外科实验室保存；Ｈ３Ｎ２亚型犬流感病毒
ＨＩＳＨＡ１融合表达蛋白 ＨＡ１相对分子质量约为
５８０００，由华南农业大学兽医学院外科实验室表达及
纯化［１４］，能与 Ｈ３Ｎ２亚型 ＣＩＶ阳性血清发生特异性
反应；ＭＤＣＫ细胞由华南农业大学兽医学院外科实
验室保存，培养于含体积分数为 １０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ培养液；９日龄 ＳＰＦ鸡胚购自梅里亚维通实
验动物技术公司；噬菌体随机七肽库 Ｐｈ．Ｄ７ＴＭ为
ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司产品；Ｍ１３ＨＲＰ标记单克
隆抗体为 ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司产品；ＣＣＫ８试剂盒为
凯基生物技术公司产品，其他试剂均为国产分析纯．
１．２　试验方法
１．２．１　噬菌体随机七肽库筛选　以纯化的Ｈ３Ｎ２亚
型犬流感病毒ＨＡ１蛋白作为靶分子对随机七肽库进
行筛选．将ＨＡ１蛋白稀释于ＮａＨＣＯ３（０１ｍｏｌ·Ｌ

－１，

ｐＨ８６）包被液中至质量浓度为 １０μｇ·ｍＬ－１，取
２００μＬ包被酶标板，置于湿盒中４℃孵育过夜，链霉
亲和素（０１ｍｇ·ｍＬ－１，１００μＬ）作为对照同样包被．
弃包被液，加满封阻液，４℃作用１ｈ．ＴＢＳＴ（ＴＢＳ＋
体积分数为０１％ Ｔｗｅｅｎ２０）缓冲液洗涤 ６次后，取
１０μＬ噬菌体随机七肽库（２×１０１１ＰＦＵ）稀释于２００μＬ
ＴＢＳＴ缓冲液中，室温孵育１ｈ．ＴＢＳＴ洗涤６次后，用
０２ｍｏｌ·Ｌ－１ＧｌｙｃｉｎｅＨＣｌ（ｐＨ２２）洗脱结合噬菌

体，并用 １ｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ９１）中和．吸取
１μＬ洗脱液测定噬菌体滴度，余下洗脱液吸取５μＬ
进行扩增并测定扩增后噬菌体滴度．共进行４轮筛
选，每轮包被的抗原量依次递减，分别为 １０、５、１、
１μｇ·ｍＬ－１；ＴＢＳＴ缓冲液中 Ｔｗｅｅｎ２０的体积分数
依次递增，分别为０１％、０２％、０５％、０５％．
１．２．２　筛选产物与靶蛋白 ＨＡ１结合活性的 ＥＬＩＳＡ
鉴定　将第４轮筛选得到的噬菌体库１０倍系列稀
释，感染大肠埃希菌 ＥＲ２７３８后铺于双层琼脂板中
间．从少于１００个蓝色噬菌斑的平板上随机挑取３０

３１　第５期 　　　　　叶存栋，等：从噬菌体随机七肽库中筛选抗Ｈ３Ｎ２亚型犬流感病毒多肽的研究 　　　



个，分别进行扩增纯化．纯化后的噬菌体一部分提取
核酸用于测序，另一部分滴度测定后用于 ＥＬＩＳＡ检
测．将ＨＡ１蛋白以１μｇ·ｍＬ－１包被 ＥＬＩＳＡ板，对４
轮筛选的洗脱产物和挑出的３０个噬菌体克隆取２×
１０１１ＰＦＵ进行 ＥＬＩＳＡ检测，噬菌体克隆进行 １０－１、
１０－２和１０－３共３个稀释度稀释，同时以野生型 Ｍ１３
噬菌体为阴性对照，以ＢＳＡ为空白对照．
１．２．３　噬菌体阳性克隆的序列测定　参照噬菌体
展示七肽库说明书，使用 ＮａＩ法快速提取纯化后噬
菌体的单链ＤＮＡ，并以此为模板，ＰＣＲ扩增噬菌体展
示多肽的ＤＮＡ片段送交华大基因测序，测序引物为
５′ＧＴＡＴＧＧＧＡＴＴＴＴＧＣＴＡＡＡＣＡＡＣ３′．根据 ＤＮＡ测
序结果推导出噬菌体展示多肽的氨基酸序列．
１．２．４　多肽的合成与纯化　本试验中所用的多肽
均由北京中科亚光生物科技有限公司合成并纯化．
１．２．５　多肽对 ＳＰＦ鸡胚中流感病毒繁殖的影响　
取５０μＬ血凝单位为８的 ＣＩＶ和 ＡＩＶ分别与５０μＬ
不同浓度的亲和多肽混合并于室温孵育１ｈ，将混合
液注入９～１１日龄鸡胚中，测定病毒滴度，ＰＢＳ缓冲
液作为阴性对照．
１．２．６　多肽在细胞水平对流感病毒复制的影响　
选取对数期生长的 ＭＤＣＫ细胞，铺 ９６孔板，每孔
５０００个细胞，置于３７℃、体积分数为５％的 ＣＯ２细
胞培养箱培养２４ｈ．取不同浓度的多肽和１００ＴＣＩＤ５０
的ＣＩＶ和 ＡＩＶ混合，室温作用１ｈ后接种于 ＭＤＣＫ
细胞，３７℃孵育１ｈ后用 ＰＢＳ缓冲液洗脱未吸附的
病毒，加入含１μｇ·ｍＬ－１ＴＰＣＫ胰酶的 ＤＭＥＭ细胞
维持液，置培养箱中培养 ４８ｈ，每孔重复 ３次，用
ＣＣＫ８法检测各孔细胞存活率．
１．２．７　细胞毒性试验　９６孔板中每孔接种约５０００
个ＭＤＣＫ细胞，置于３７℃、体积分数为５％ ＣＯ２的
细胞培养箱中培养２４ｈ，以含有系列稀释度待测多
肽的维持液替换培养液，继续培养４８ｈ，光学显微镜
下观察细胞形态并于每孔中加入 ５ｍｇ·ｍＬ－１的
ＣＣＫ８溶液１０μＬ，继续培养４ｈ，测定Ｄ４５０ｎｍ值．每个
浓度设４孔平行，计算平均值用于评价被测多肽对
细胞的毒性．
１．２．８　统计学分析　所有试验至少设３个独立的
重复．试验数据以平均值±标准差表示，用 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ
１２２软件进行统计分析．试验组与对照组样本平均
数采用单因素方差分析．

２　结果与分析
２．１　噬菌体随机七肽库的筛选

以纯化的Ｈ３Ｎ２亚型犬流感病毒ＨＡ１蛋白为作

用靶分子对噬菌体随机七肽库进行４轮亲和筛选，
每轮筛选前加入的噬菌体量和洗脱后的噬菌体量进

行比较，４轮筛选噬菌体投入产出比逐渐增高（表
１），说明噬菌体得到了很好的富集．ＥＬＩＳＡ鉴定结果
显示每轮洗脱产物与 ＨＡ１蛋白的亲和力逐步提高
（图１），经过第４轮筛选后的噬菌体展示肽库产率和
结合力没有很大的提高，说明富集作用已达到最高，

故停止筛选．

表１　亲和筛选噬菌体的产率
Ｔａｂ．１　Ｙｉｅｌｄｒａｔｉｏｓｏｆｔｈｅｐｈａｇｅｂｙｂｉｏｐａｎｎｉｎｇ

筛选轮数
ρ（ＨＡ１）／

（μｇ·ｍＬ－１）

输入噬菌体数／

（ＰＦＵ·ｍＬ－１）

输出噬菌体数／

（ＰＦＵ·ｍＬ－１）
产率

１ １０ ２×１０１１ １．１×１０４ ５．５×１０－８

２ ５ ２×１０１１ ３．５×１０６ １７．５×１０－６

３ ５ ２×１０１１ ７．４×１０７ ３．７×１０－４

４ １ ２×１０１１ ８．２×１０７ ４．１×１０－４

图１　每轮洗脱产物多克隆噬菌体展示随机多肽与 ＨＡ１蛋
白的亲和力

Ｆｉｇ．１　Ｂｉｎｄｉｎｇｏｆｐｏｌｙｃｌｏｎａｌｐｈａｇｅｄｉｓｐｌａｙｐｅｐｔｉｄｅｓｔｏｐｒｏｔｅｉｎ
ＨＡ１ｆｒｏｍｒｏｕｎｄ１ｔｏ４

２．２　ＥＬＩＳＡ鉴定阳性噬菌体克隆
第４轮筛选后，从少于１００个蓝色噬菌斑的双

层琼脂板中挑选３０个进行ＥＬＩＳＡ鉴定，采用ＢＳＡ为
空白对照，野生型 Ｍ１３噬菌体为阴性对照，所测
Ｄ４５０ｎｍ高于阴性对照３倍以上即可认定为阳性克隆．
ＥＬＩＳＡ结果显示挑取的３０个克隆中有１７个是阳性
克隆，阳性噬菌体克隆的 ＨＡ１蛋白亲和力如图２所
示（部分数据未列出），野生型Ｍ１３的Ｄ４５０ｎｍ很小，而
阳性单个噬菌体克隆随着稀释度的升高，Ｄ４５０ｎｍ逐渐
增大，说明６个噬菌体克隆与 ＨＡ１蛋白具有较高的
亲和力．
２．３　噬菌体单克隆序列测定及多肽合成

将挑选的 ３０个蓝色噬菌斑扩增纯化后进行
ＤＮＡ测序，根据测出的ＤＮＡ序列推导出相应的氨基
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酸序列，经序列比对并结合ＥＬＩＳＡ鉴定结果共获得６
条不同的七肽（表 ２），ＨＡ４的克隆累积频率达到
３５３％．北京中科亚光生物科技有限公司合成这 ６
条ＨＡ１蛋白亲和肽，并使用 ＨＰＬＣ方法纯化后用于
后续试验（纯度大于９８５％）．

图２　第４轮筛选的６个阳性噬菌体克隆不同稀释度的ＨＡ１
蛋白亲和力ＥＬＩＳＡ检验结果

Ｆｉｇ．２　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎＨＡ１ｗｉｔｈｍｏｎｏｃｌｏｎａｌｐｈａｇｅｄｉｓｐｌａｙ
ｐｅｐｔｉｄｅｓｆｒｏｍｒｏｕｎｄ４ｂｙＥＬＩＳＡ

表２　噬菌体展示筛选得到的６条多肽序列
Ｔａｂ．２　Ｓｉｘｐｅｐｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｓｅｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｐｈａｇｅｄｉｓ

ｐｌａｙｒａｎｄｏｍｐｅｐｔｉｄｅｌｉｂｒａｒｙ

多肽编号 多肽序列 克隆累积频率／％
ＨＡ１ ＷＳＬＨ １７．６
ＨＡ２ ＶＳＰＱ ５．９
ＨＡ３ ＱＬＰＳ １７．６
ＨＡ４ ＡＭＳＫ ３５．３
ＨＡ５ ＧＱＨＬ １７．６
ＨＡ６ ＥＴＡＡ ５．９

２．４　多肽在鸡胚水平抑制 Ｈ３Ｎ２亚型流感病毒复
制的验证

　　取浓度为１０００μｍｏｌ·Ｌ－１的多肽 ＨＡ１、ＨＡ２、
ＨＡ３、ＨＡ４、ＨＡ５和 ＨＡ６各 ５０μＬ分别与 ５０μＬ
血凝单位为８的ＣＩＶ和ＡＩＶ混合，室温孵育１ｈ后注
入鸡胚尿囊腔中，进行病毒滴度测定，ＰＢＳ作为阴性
对照．图３显示了６条多肽在鸡胚内具有不同程度
的抗病毒活性，其中ＨＡ３对ＡＩＶ的抗病毒活性明显
强于ＣＩＶ；ＨＡ４对２种流感病毒的抗病毒活性相比
其他多肽最好，能够使病毒滴度下降约５０％；ＨＡ５
对ＣＩＶ的抗病毒活性高于ＡＩＶ．
２．５　多肽ＨＡ４在鸡胚水平和细胞水平抑制Ｈ３Ｎ２

亚型流感病毒复制的验证

　　将 ＨＡ４稀释为 ５个浓度（０、１、１０、１００和
１０００μｍｏｌ·Ｌ－１），各取５０μＬ分别与５０μＬ血凝

相同柱子上，表示与阴性对照组相比差异显著（Ｐ＜００５）．

图３　亲和多肽在鸡胚内抗Ｈ３Ｎ２亚型流感病毒活性验证

Ｆｉｇ．３　Ａｎｔｉｖｉｒａｌａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｂｉｎｄｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅｓｉｎｃｈｉｃｋｅｎｅｍｂｒｙｏｓ

单位为８的ＣＩＶ和ＡＩＶ混合，室温下孵育１ｈ后进行

鸡胚试验，测定病毒滴度．图４中显示了多肽 ＨＡ４

对这２株病毒的繁殖都有抑制作用，在１００和１０００

μｍｏｌ·Ｌ－１浓度下与阴性对照（０μｍｏｌ·Ｌ－１）相比具

有显著性差异，随着多肽浓度的增高流感病毒的滴

度在下降，说明多肽ＨＡ４在鸡胚水平上抑制流感病

毒增殖能力逐渐增强，并且呈现剂量依赖特征．

相同柱子上，表示与阴性对照组相比差异显著（Ｐ＜００５）．

图４　多肽ＨＡ４在鸡胚内抗Ｈ３Ｎ２亚型流感病毒活性

Ｆｉｇ．４　ＡｎｔｉｖｉｒａｌａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｐｅｐｔｉｄｅＨＡ４ｉｎｃｈｉｃｋｅｎｅｍｂｒｙｏｓ

　　将稀释成５个浓度（０、１、１０、１００和１０００μｍｏｌ·Ｌ－１）

的多肽ＨＡ４与１００ＴＣＩＤ５０的 ＣＩＶ和 ＡＩＶ混匀后室

温孵育 １ｈ，接种于 ＭＤＣＫ细胞，培养 ４８ｈ后用

ＣＣＫ８法检测细胞存活率．结果如图 ５所示，多肽

ＨＡ４对２种流感病毒都有比较好的抑制作用，随着

多肽浓度的增高，ＭＤＣＫ细胞的存活率逐渐升高，说

明多肽ＨＡ４在细胞水平上抑制流感病毒增殖能力

逐渐增强，并且呈现剂量依赖特征．
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相同柱子上，表示与阴性对照组相比差异显著（Ｐ＜０．０５）．

图５　多肽ＨＡ４在细胞水平抗Ｈ３Ｎ２亚型流感病毒活性

Ｆｉｇ．５　ＡｎｔｉｖｉｒａｌａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｐｅｐｔｉｄｅＨＡ４ｉｎｖｉｔｒｏ

　　为了初步探究多肽 ＨＡ４作用于病毒感染细胞
的阶段，细胞接毒前将稀释成５个浓度（０、１、１０、１００
和１０００μｍｏｌ·Ｌ－１）的多肽 ＨＡ４与１００ＴＣＩＤ５０的
ＣＩＶ混匀后室温孵育１ｈ，接种于９６孔板，培养４８ｈ
后用ＣＣＫ８法检测细胞存活率；１００ＴＣＩＤ５０的 ＣＩＶ接
种于９６孔板后，在细胞维持液中加入 ５个终浓度
（０、１、１０、１００和１０００μｍｏｌ·Ｌ－１）的多肽 ＨＡ４，培
养４８ｈ后用ＣＣＫ８法检测细胞存活率．如图６所示，
多肽ＨＡ４接毒前处理病毒组随着多肽浓度的增高
细胞的存活率逐渐增高；接毒后添加多肽组与阴性

对照组（０μｍｏｌ·Ｌ－１）没有显著性差异，多肽对病毒
复制的抑制作用不明显．多肽接毒前处理组比接毒
后添加多肽组的细胞存活率明显提高，说明了多肽

预处理组抑制流感病毒复制的作用明显，初步验证

了多肽ＨＡ４可能作用于流感病毒感染靶细胞的黏
附阶段，与ＨＡ１蛋白结合阻止病毒附着靶细胞，从而
发挥抗病毒作用．

表示与阴性对照组相比，差异显著（Ｐ＜００５）．

图６　多肽ＨＡ４作用于病毒感染细胞阶段的验证

Ｆｉｇ．６　ＥｘｐｌｏｒａｔｉｏｎｏｆｐｅｐｔｉｄｅＨＡ４ｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｔｈｅｓｔａｇｅｏｆｖｉｒｕｓ

ｉｎｆｅｃｔｃｅｌｌｓ

２．６　细胞毒性试验
为了评估多肽对细胞的毒性，通过ＣＣＫ８方法测

定了不同浓度下 ＨＡ４对 ＭＤＣＫ细胞的毒性．ＨＡ４
在高达１０００μｍｏｌ·Ｌ－１时仍未表现出明显的细胞毒
性（图７）．

图７　多肽ＨＡ４在ＭＤＣＫ细胞上的细胞毒性
Ｆｉｇ．７　ＩｎｖｉｔｒｏｔｏｘｉｃｉｔｉｅｓｏｆｐｅｐｔｉｄｅＨＡ４ｉｎＭＤＣＫｃｅｌｌｓ

３　讨论与结论
阐明抗原抗体反应的生物学分子作用机制，是

研究正常生理学作用和疾病防治的基础和必要的步

骤．流感病毒 ＨＡ蛋白在病毒吸附和进入靶细胞的
过程中起非常重要的作用，近年来，发现了很多小分

子多肽作用于ＨＡ蛋白而抑制流感病毒的繁殖．２００６
年Ｊｏｎｅｓ等［１５］发现的１条来源于成纤维细胞生长因
子４的２０个氨基酸的多肽（ＥＢ），具有广谱的抗流
感病毒活性，作用机理是作用于流感病毒的 ＨＡ蛋
白阻止病毒进入细胞．２００９年 Ｒａｊｉｋ等［１６］运用噬菌

体随机肽库针对禽流感 Ｈ９Ｎ２全病毒颗粒筛选出１
条多肽，经鉴定作用于 ＨＡ蛋白，对于 Ｈ９Ｎ２亚型禽
流感有非常显著的抗病毒活性．２０１３年，汪崇文
等［１７］以Ｈ１Ｎ１型流感病毒ＨＡ蛋白为作用靶点在噬
菌体随机十二肽库中筛选出９条多肽，其中Ｈ６有明
显的抗病毒活性．Ｊｅｏｎ等［１８］将ＨＡ１保守区域作为靶
分子，通过ＳＥＬＥＸ程序筛选 ＤＮＡ寡核苷酸库，获得
２个与靶分子特异结合最强的适应配体，在体外试验
和动物模型中都能有效抑制流感病毒 ＨＡ活性，而
且能抑制不同禽流感病毒毒株的感染．这些抗流感
病毒多肽的发现，为抗流感病毒药物的研究指明方

向．
在本研究中，用 Ｈ３Ｎ２亚型犬流感 ＨＡ１蛋白作

为靶分子进行噬菌体展示随机七肽库筛选，从而避

免了使用全病毒颗粒筛选可能导致的 ＮＡ以及 Ｍ２
蛋白的干扰［１６］．筛选出来的阳性噬菌体克隆对 ＨＡ１
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蛋白有很高的亲和力，６条 ＨＡ１亲和多肽对犬流感
Ａ／ｃａｎｉｎｅ／Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ／０１／２００６和 禽 流 感 Ａ／Ｄｕｃｋ／
Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／Ｗ１２／２０１１病毒有不同程度的抑制活性，
且成剂量依赖特性．这些多肽可能模拟不连续的结
合位点，与ＨＡ１蛋白从不同位置形成一个重要的接
触面［１９］．推断出多肽可以作用于 ＨＡ蛋白的保守区
域，从而抑制流感病毒与靶细胞受体的结合［２０］．竞争
ＥＬＩＳＡ试验证实了展示于噬菌体上的七肽段与 ＨＡ１
蛋白结合而不是噬菌体的其他部分．阳性噬菌体克
隆的ＨＡ１蛋白亲和力与亲和多肽的抑制病毒复制能
力不呈现平行关系，试验显示ＨＡ４具有最强抗病毒
复制能力，但是噬菌体克隆的亲和力并不是最高．这
可能与不同多肽结合在 ＨＡ１蛋白的不同位点有关，
亲和力高的位点不一定跟病毒的黏附和侵入有

关［２１］．然而，需要进一步的研究来验证多肽具体的作
用位点和机理，为研制高效的抗病毒分子药物和诊

断试剂奠定基础．
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