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I 

 

中文摘要 

维生素 A 对 H1N1 流感病毒毒性的抑制作用研究 

 

目的： 

维生素 A 是一种与机体免疫功能密切相关的维生素，已有研究证实维生素

A 具有增强机体免疫系统抵抗甲型 H1N1 流感病毒（AH1N1 influenza，H1N1）

感染复制的能力。本文探讨了维生素 A 抑制 H1N1 流感病毒毒性作用机制，以

预防和治疗 H1N1 流感病毒感染，为维生素在预防及早期干预治疗 H1N1 流感

中的应用，提供了科学依据和理论基础。 

方法： 

用 10 日龄鸡胚扩增 H1N1 流感病毒（H1N1pdm09），采用鸡红细胞血凝实

验和组织半数感染量（50% tissue culture infective dose，TCID50）检测鸡胚扩增

出来的 H1N1 流感病毒的血凝效价和滴度，采用空斑实验测定鸡胚扩增出来的

H1N1流感病毒的空斑形成单位（plaque forming unit，PFU）。分别以 0.03μM、

0.1μM、0.3μM、1μM、3μM 浓度的视黄醛（all trans-Retinal，RE）和狗肾细胞

（Madin Darby Canine Kidney，MDCK）细胞共同孵育培养 4 小时，利用细胞增

殖和细胞毒性试剂盒（Cell Counting Kit-8，CCK8）进行细胞活性检测，确定了

试验用视黄醛的作用剂量。体外实验用扩增的 H1N1 流感病毒体外感染视黄醛

干预的 MDCK 细胞，验证视黄醛对 H1N1 流感病毒感染细胞过程中存在抑制作

用。实验分组为：H1N1 组、H1N1＋视黄酸受体阻断剂(Retinoic acid receptor 

blockers，RAa)组、H1N1＋RE 组和 H1N1＋RE＋RAa 组。根据不同组的药物干

预，采用 qRT-PCR 检测 H1N1 流感病毒的基因表达情况。采用分子对接技术

（dock）模拟 H1N1 流感病毒蛋白和视黄醛分子的结合情况。根据计算机模拟

结果，将有可能与视黄醛结合的蛋白通过哺乳动物表达系统进行蛋白表达，其

中采用甘油菌扩增质粒、仓鼠卵巢细胞（Chinese hamster ovary cells，CHO）转

染、His 标签重力柱纯化蛋白。采用表面等离子共振技术（Surface Plasmon 

Resonance，SPR）验证流感病毒蛋白与视黄醛分子的结合能力。使用 GraphPad 

Prism 8.0.1 软件进行统计分析及相关结果作图，计量资料采用𝑋̅ ±S 表示。组间
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比较采用单因素 ANOVA 检验和 Student’s T 检验。P < 0.05，表示差异存在统

计学意义。 

结果： 

1. H1N1 流感病毒血凝效价的检测：1%鸡红细胞血凝实验显示收集的鸡胚

尿囊液中的 H1N1 流感病毒在稀释度为 1:256 时，使鸡红细胞在孔底出现环状并

伴随四周小的凝集块，代表 H1N1 流感病毒的血凝效价为 1:256。收集的鸡胚尿

囊液中的 H1N1 流感病毒符合实验要求。 

2. H1N1 流感病毒滴度的检测：H1N1 流感病毒组 TCID50实验计算得出收集

的鸡胚尿囊液中 H1N1 流感病毒的 TCID50 为 8.75×10-3/mL。收集的 H1N1 流感

病毒有一定的毒性。 

3. H1N1流感病毒空斑形成单位的检测：空斑实验显示，收集的鸡胚尿囊液

中的 H1N1 流感病毒在稀释 53倍时，200 μL 病毒液产生 20 个空斑，根据公示计

算得出流感病毒的 PFU 为 1.25×10-4/mL。 

4. 视黄醛浓度的确定：CCK8 试验检测连续不同浓度视黄醛对 MDCK 细胞

增殖毒性的影响，结果显示当视黄醛浓度为 0.1μM 时无细胞毒性；因此选用

0.1μM 作为视黄醛的试验用浓度。 

5. 维生素 A 抑制 H1N1 流感病毒毒性检测：qRT-PCR 结果显示，与空白对

照组相比，视黄醛干预降低了 H1N1 流感病毒感染 MDCK 细胞组的 H1N1 流感

病毒基因表达（P < 0.01）。在视黄酸受体被阻断后，H1N1 流感病毒的基因表

达比未加 RAa 组显著增加（P < 0.05）。 

6. 分子对接技术模拟 H1N1 流感病毒蛋白和视黄醛分子结合情况：H1N1 流

感病毒的 10 种蛋白中，经过筛检，NA protein（PDB ID：3B7E）、M1 protein

（PDB ID：1EA3）和 NP protein（PDB ID：3ZDP）4 种蛋白中存在和视黄醛分

子的结合位点，表明存在结合的可能。 

7. SPR 结果显示 H1N1 流感病毒和视黄醛分子的结合力（KD）大小：1EA3、

3ZDP 和 3B7E 蛋白结合力大小符合结合情况，4YYL 蛋白没有显示出与视黄醛

分子的结合力。 

结论： 

1. 视黄醛能够抑制 H1N1 流感病毒体外感染细胞。 
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2. 视黄醛与 H1N1 流感病毒的 NA protein（PDB ID：3B7E）、M1 protein

（PDB ID：1EA3）和 NP protein（PDB ID：3ZDP）存在结合位点，并能够结

合。 

3. 视黄醛通过直接与 H1N1 病毒蛋白结合，抑制 H1N1 流感病毒感染复制

的过程。 

 

关键词： 

H1N1，病毒蛋白，维生素 A，视黄醛，计算机模拟 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

IV 

 

Abstract 

Study on the inhibitory effect of vitamin A on the virulence of H1N1 

influenza virus 

 

Objective: 

Vitamin A is a vitamin closely related to the immune function of the body. It has 

been confirmed that vitamin A can enhance the ability of the body's immune system to 

resist the infection and replication of H1N1 influenza virus. This paper discusses the 

mechanism of vitamin A inhibiting the virulence of H1N1 influenza virus in order to 

prevent and treat the infection of H1N1 influenza virus, and provides scientific basis 

and theoretical basis for the application of vitamin in the prevention and early 

intervention of H1N1 influenza virus. 

Method: 

H1N1 influenza virus (H1N1pdm09) was amplified from 10-day-old chicken 

embryos. The hemagglutination titer and titer of H1N1 influenza virus isolated from 

chicken embryos were detected by hemagglutination test of chicken red blood cells and 

Tissue culture infective dose(TCID50). The plaque forming unit (PFU) of H1N1 

influenza virus isolated from chicken embryos was determined by plaque assay. Dog 

Kidney Transformed (MDCK) cells were incubated with 0.03μM, 0.1μM, 0.3μM, 1μM, 

and 3μM retinal (RE) for 4 hours, and the cell viability was detected by CCK8 assay to 

determine the effective dose of retinaldehyde. The expanded H1N1 influenza virus was 

used to infect retinal-treated MDCK cells in vitro to verify the inhibitory effect of 

retinaldehyde on the infection of H1N1 influenza virus. The cells were divided into four 

groups: H1N1+DMEM group, H1N1+DMSO group, H1N1+ retinoic acid receptor 

blocker (RAa) group, H1N1+RE group and H1N1+RE+RAa group. According to the 

drug intervention in different groups, the gene expression of H1N1 influenza virus was 

detected by qRT-PCR. Molecular docking technology (dock) was used to simulate the 

binding between H1N1 influenza virus proteins and retinal molecules. According to the 

results of computer simulation, the potential retinal-binding proteins were expressed 

through the mammalian expression system, in which glycerol bacteria amplification 

plasmid, CHO cell transfection, His-tag gravity column purification of proteins. Surface 
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plasmon resonance (SPR) and isothermal titration calorimetry (ITC) were used to verify 

the binding ability of influenza virus proteins to retinal molecules. GraphPad Prism 

8.0.1 software was used for statistical analysis and related results mapping. 

Measurement data were expressed as 𝑋̅ ±S. One-way ANOVA test and Student's T test 

were used for comparison between groups. P < 0.05 was considered statistically 

significant. 

Result: 

1. Detection of hemagglutination titer of H1N1 influenza virus: The 

hemagglutination test of 1% chicken red blood cells showed that when the dilution of 

H1N1 influenza virus in the allantoic fluid of chicken embryos was 1:256, the chicken 

red blood cells appeared a ring at the bottom of the hole accompanied by a small 

agglutination mass around, representing the hemagglutination titer of H1N1 influenza 

virus was 1:256. The H1N1 influenza virus in the collected chick embryo allantoic fluid 

met the experimental requirements. 

2. Detection of virus titer of H1N1 influenza virus: TCID50 of H1N1 influenza 

virus in allantoic fluid was 8.75×10-3/mL. H1N1 influenza virus in the allantoic fluid 

collected from chicken embryos was virulent to some extent. 

3. Detection of H1N1 influenza virus plaque forming unit: plaque assay showed 

that 200 μL of H1N1 influenza virus in the allantoic fluid collected from chicken 

embryos produced 20 plaques when the virus was diluted 53 times, and the PFU of 

influenza virus was 1.25×10-4/mL calculated according to the public. The PFU of 

H1N1 influenza virus in the allantoic fluid collected from chicken embryos was 

determined and the virulence of H1N1 influenza virus was confirmed. 

4. Determination of retinaldehyde concentration: CCK8 assay was used to detect 

the effect of successive different concentrations of retinaldehyde on the proliferation of 

MDCK cells, the results showed that when the concentration of retinaldehyde was 

0.1μM, there was no cytotoxicity. Therefore, 0.1μM was chosen as the test 

concentration of retinaldehyde. 

5. Inhibition of H1N1 influenza virus virulence assay by vitamin A: qRT-PCR 

results showed that retinaldehyde intervention reduced H1N1 influenza virus gene 

expression in MDCK cells infected with H1N1 influenza virus compared with the blank 

control group (P<0.01). The gene expression of H1N1 influenza virus was significantly 

increased after RA receptor blockade compared with the group without RA receptor 
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blocker (P<0.05). 

6. Molecular docking technology to simulate the binding of H1N1 influenza virus 

proteins and retinal molecules: Among the 10 proteins of H1N1 influenza virus, after 

screening, NA protein (PDB ID: 3B7E), M1 protein (PDB ID: 1EA3) and NP protein 

(PDB ID: 3ZDP) were found to have binding sites with retinal molecules, indicating 

the possibility of binding. 

7. SPR results showed that the binding forces (KD) between H1N1 influenza virus 

and retinal molecules: 1EA3, 3ZDP and 3B7E proteins were in accordance with the 

binding conditions, but 4YYL protein did not show binding forces to retinal molecules. 

Conclusions: 

1. Retinaldehyde can inhibit H1N1 influenza virus infection in vitro. 

2. Retinaldehyde has binding sites with NA protein(PDB ID:3B7E), M1 

protein(PDB ID:1EA3) and NP protein(PDB ID:3ZDP) of H1N1 influenza virus and is 

able to bind. 

3. Retinal inhibited the process of H1N1 influenza virus infection and replication 

by directly binding to H1N1 virus proteins. 

 

Key words: 

H1N1, Viral proteins, Vitamin A, Retinaldehyde, Computer simulation 
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中英文缩略词表 

英文缩写 英文全称 中文全称 

ANOVA Analysis of variance 方差分析 

CHO Chinese hamster ovary cell 中国仓鼠卵巢细胞 

CCK8 Cell counting kit-8 CCK8 试剂盒 

CYP26 Recombinant Cytochrome P45026 细胞色素酶 

DMEM Dulbecco's modified eagle medium 含氨基酸和葡萄糖培养基 

DMSO Dimethyl sulfoxide 二甲基亚砜 

ddH2O Double distilled water 双蒸水 

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 酶联免疫吸附实验 

FBS Fetal bovine serum 胎牛血清 

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase 

甘油醛-3-磷酸脱氢酶 

HIS Anti-6*His  多组氨酸 

H1N1pdm09 H1N1 pandemic 2009 2009 年流行的 H1N1 病毒 

HAI Hemagglutination inhibition 血清血凝抑制 

HA Hemagglutinin 糖蛋白血凝素 

IAV Influenza A virus 甲型流感病毒 

IBV Influenza B virus 乙型流感病毒 

ICV Influenza C virus 丙型流感病毒 

IDV Influenza D virus 丁型流感病毒 

IgA Immunoglobulin A 免疫球蛋白 A 

ITC Isothermal Titration Calorimetry 等温滴定量热技术 

LRAT Lecithin retinol acyltransferase  卵磷脂视黄醇酰基转移酶 

LB Luria-Bertani 溶菌肉汤 

mM mmol/L 毫摩尔每升 

MDCK Dog Kidney Transformed Cells 狗肾细胞 

MPMS 1-Methoxy PMS 1-甲氧基-5-甲基吩嗪硫酸甲酯盐 



 

XI 

 

中英文缩略词表（续表） 

英文缩写 英文全称 中文全称 

NA Neuraminidase 神经氨酸酶 

PFU Plaque forming unit 空斑形成单位 

PBS Phosphate-buffered saline 磷酸盐缓冲液 

qRT-PCR Quantitative reverse transcription-

PCR 

定量反转录 PCR 

RE Retinal 视黄醛 

RAR Retinoic acid receptor 视黄酸受体 

RAa Retinoic acid receptor blockers 视黄酸受体阻断剂 

RXR Retinoid receptors 类视黄醇受体 

REH Retinol ester hydrolase 视黄酯水解酶 

RDH Retinol dehydrogenase hydrolase 视黄醇脱氢酶 

RRD Retinol reductase hydrolase 视黄醇还原酶 

RALDH Retinal dehydrogenase hydrolase 视黄醛脱氢酶 

RPE65 Human retinal pigment epithelial cell 

specific protein 65 

人视网膜色素上皮细胞特异性蛋

白 

SDS Sodium dodecyl sulfate 十二烷基硫酸钠 

SPR Surface Plasmon Resonance 表面等离子共振技术 

TCID50 Tissue culture infective dose 半数组织培养感染剂量 

vRNP Ribonucleoprotein complexes 核蛋白复合物 

vRNA Viral ribonucleic acid 病毒核糖核酸  

VA Vitamin A 维生素 A 

WHO World Health Organization 世界卫生组织 

μM μmol/L 微摩尔每升 
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第 1 章  绪  论 

1.1  H1N1 流感病毒简介 

1.1.1  H1N1 流感病毒的来源及特征 

流感病毒（influenza virus, IV）属于单负链 RNA 病毒，是正粘科病毒

（Orthomyxoviridae）的一种[1]。包括甲（A）、乙（B）、丙（C）、丁（D）

四种类型流感病毒。甲型（influenza A virus, IAV）和乙型（influenza B virus, 

IBV）流感病毒是导致人类发病和死亡的主要病毒类型，而丙型（influenza C 

virus, ICV）流感病毒可以感染人类，但很少造成疾病发生。另外，丁型

（influenza D virus, IDV）流感病毒尚未被发现与人类感染有关。 

甲型流感病毒起源于各种鸟类和哺乳动物物种，由于其极易发生突变，常

引起全球人类流感疫情[2]。流感症状包括轻度上呼吸道疾病伴发热、咽痛、咳

嗽、肌肉疼痛、疲劳、头痛和虚弱，以及严重继发性下呼吸道细菌感染或致死

性肺炎[3]。2018 年据世界卫生组织（World Health Organization，WHO）估计，

每年流感造成的全球死亡率负担在 250 万至 500 万例全因死亡之间。根据两种

主要表面糖蛋白血凝素（hemagglutinin，HA）和神经氨酸酶（neuraminidase，

NA）的抗原性，甲型流感病毒分为 16个HA亚型和 9个NA亚型[4]。其中H1N1

流感病毒（简称 H1N1）是一种起源于 1918 年的可编码 10 种蛋白的甲型流感病

毒亚型。该病毒通过空气传播，是人类最常感染的流感病毒之一，引起的流感

具有高致病性和传染性。流感病毒根据其类型、地理来源、数量、分离年份和

病毒亚型进行命名。自 1918 年西班牙 H1N1 流感爆发以来，该病毒于 2009 年

再次引起重大流感流行，对人类健康和生命造成严重影响。 

1.1.2  H1N1 流感病毒结构及功能  

H1N1流感病毒的结构和其他流感病毒一样，主要由三部分组成，分别是核

心核糖蛋白、中间层基质蛋白和外层的包膜蛋白。H1N1流感病毒的具体结构如

图 1.1 所示，根据其基因组编码的十种蛋白的功能不同，可以将其蛋白分为 6 类。

①HA 蛋白是 H1N1 表达最丰富的包膜蛋白，也是 H1N1 致病的主要因素，通过
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宿主细胞表面的唾液酸受体使 H1N1 结合宿主细胞并感染[5,6]。②碱性聚合酶 1

（polymerase basic 1，PB1）和碱性聚合酶 2（polymerase basic 2，PB2）和酸性

聚合酶（phosphatidic acid, PA）蛋白是H1N1的三种聚合酶蛋白，能够形成RNA

聚合酶复合物并参与 H1N1 RNA 的转录和复制[7]。③NP 蛋白又称 H1N1 核蛋白，

是维持 H1N1 内结构的重要蛋白，具有促进 H1N1 RNA 和 RNA 聚合酶复合物

结合形成核蛋白复合物（Madin-Darby canine kidney，vRNP）从而稳定 H1N1 

基因组 RNA 的作用[8]。同时，NP 还是调节线粒体自噬的调节因子，其介导的

线粒体自噬导致线粒体锚定蛋白的降解，从而阻断抗病毒信号传导并促进

H1N1 复制[9]。④非结构蛋白 1 （non-structural protein 1，NS1）和非结构蛋白 2

（non-structural protein 2，NS2）属于非结构蛋白，在感染的细胞中，NS1 位于

细胞核中，NS2 位于细胞质中[10]。NS1 通过结合病毒粒子 RNA 以及一些病毒和

细胞蛋白在流感病毒生命周期中作为转录后调节因子起重要作用[11]。NS2 通过

输出信号和与染色体维持蛋白 1（Chromosome region maintenance 1，Crm1）的

相互作用在介导病毒 vRNP 从细胞核输出到细胞质中起重要作用[12]。⑤M1 和

M2 属于基质蛋白，M1 在病毒出芽和组装过程中起着关键作用[13]。M2 与病毒

表面特征质子通道活性相关，参与病毒的传染过程[14]。⑥NA 是一种可切割 HA

与宿主细胞唾液酸化受体之间的连接的酶，以促进后代病毒释放。NA还可以去

除呼吸道粘蛋白、纤毛和细胞糖萼中的诱饵受体，帮助病毒穿透覆盖在宿主细

胞上的高度唾液酸化粘液层，促进病毒进入[15-18]。其中，NA 蛋白和 HA 蛋白在

病毒感染中起重要作用，同时也最易发生突变，使流感病毒发生逃逸宿主免疫

反应。 
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图 1.1 H1N1 流感病毒的结构 

1.1.3 H1N1 流感病毒感染复制的过程 

H1N1流感病毒感染机体后，通过感染宿主细胞进而进行复制和繁殖。大致

可以分为五个阶段：①病毒吸附和入侵宿主细胞：当 H1N1 通过鼻腔或口腔进

入体内，病毒表面的 HA 蛋白与宿主细胞表面的唾液酸受体结合，并促进病毒

颗粒的内化，进而使细胞膜内陷包裹病毒颗粒，将病毒颗粒以内吞的方式进入

细胞内，并内化形成核内体[19,20]。②病毒脱壳并释放核心元件：生成的核内体

经过 H1N1 的 M2 蛋白离子通道介导后，PH 由 6.5 降低至 5.0，PH 的改变导致

HA0 蛋白前体被蛋白酶切割成 HA1 和 HA2[21,22]同时促进了 H1N1 病毒包膜和宿

主细胞内体膜的融合，以及病毒的 vRNP 复合物与 M1 蛋白解离并释放进入细胞

质[23]。③病毒复制：vRNP 复合物通过 NP 蛋白释放核定位信号，将其转运至细

胞核内。在细胞核内，vRNP 复合物以 vRNA 为模板启动病毒 mRNA 的合成，

并进行病毒基因组 RNA 的复制。④新病毒组装及出芽：病毒 mRNA 输出细胞

核并在细胞质中合成新的病毒蛋白质。病毒基因组 RNA 则保留在细胞核中并生

成新的病毒核糖核酸 （viral RNA，vRNA），并与病毒蛋白在质膜处组装形

成新的 vRNP复合物，引发宿主细胞膜的出芽[24,25]。⑤病毒释放：在宿主细胞表

面，当唾液酸受体被 NA 切除后，新形成的病毒颗粒会被释放到气道中，以感

染新的宿主。 
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图 1.2 H1N1 流感病毒感染复制的过程 

1.1.4 H1N1 流感病毒感染的预防及其局限性 

H1N1流感病毒能够引发季节性和爆发性的流行性感冒，主要通过呼吸道传

播，通过飞沫或气溶胶，也可以通过口、鼻、眼睛等黏膜直接或间接接触传播。

目前预防流感发生和传播的最有效方法是接种 H1N1 流感疫苗[26]。市面上准许

使用的 H1N1 流感疫苗根据疫苗病毒活性，分为灭活病毒疫苗和减毒或无毒病

毒疫苗两种。流行病学研究表明，单剂 2009 年 H1N1 流感病毒疫苗可增强 80% 

- 96%的 18-64 岁成年人和 56% - 80%的 65 岁及以上成年人对流感病毒的抗原反

应。同时，当再次感染 H1N1 流感病毒时，血清血凝抑制（hemagglutination 

inhibition test，HAI）效价明显降低，HAI 代表了抗体阻止血凝素蛋白与唾液酸

结合的能力，是评价甲型 H1N1 流感病毒免疫后机体抗原反应的重要指标[27]。

然而，由于流感病毒具有抗原变异性，以及特殊人群，如老年和肥胖等人群全

身较低的炎症水平等因素，接种流感疫苗预防流感仍然存在一定的局限性[28,29]。 

1.1.5 H1N1 流感病毒感染的治疗措施 

H1N1流感病毒感染机体后，一方面病毒的复制和繁殖能对宿主呼吸道上皮

细胞造成损害，另一方面病毒可以通过诱导的过度炎症反应导致肺组织损伤。

目前，抗病毒治疗的药物主要包括两类，一是 M2离子通道阻滞剂，临床常用的

包括金刚烷胺（an antadine）和金刚乙胺（rin antadine）。原理是通过阻滞

H1N1 病毒表面的 M2 蛋白离子通道，抑制病毒核内体进入细胞以及病毒包膜和
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宿主细胞内体膜的融合，阻止病毒的复制[30]。另一类是以奥司他韦（oseltamivit）

和帕拉米韦（peramivir）为主的神经氨酸酶抑制剂。原理是诱导病毒 NA 蛋白

上神经氨酸糖苷键的断裂，抑制病毒从宿主细胞中的释放和扩散[31,32]。然而，

由于药物的广泛应用，H1N1 对两类药物均产生了明显的耐药性[33,34]。2015 年

印度甲型流感爆发是 H1N1 病毒对奥司他韦产生耐药性所致[35,36]。因此，研发

新的治疗 H1N1 流感病毒的方法迫在眉睫。 

1.2 维生素 A 简介 

1.2.1 维生素 A 概述 

维生素是一类在物质代谢中起重要作用的调节物质，不构成身体组织也不

是能量的来源，但是维持身体必须生命活动的一类有机化合物。其中维生素 A

是人体必需的易缺乏的脂溶性维生素，它以视黄醇、视黄醛（all trans-Retinal，

RE）、视黄酸、醋酸视黄酯和棕榈酸视黄酯等衍生物的形式广泛存在于人体[37]。

由于人体无法自行合成，维生素 A 作为人体重要的微量元素只能通过食物摄入。

外源性维生素 A 主要有两种来源方式：一种如视黄醇长链脂肪酸酯（视黄酯）

的先天性维生素 A，易于在体内水解形成视黄醇，主要来自动物性食物，如鸡

蛋、鱼油、内脏、乳制品等；另一种是如 β-胡萝卜素的是维生素 A 前体类胡萝

卜素，主要存在于深色水果和蔬菜中，如胡萝卜、芒果等[43,44]。β-胡萝卜素在

肠粘膜内可部分转化为维生素 A，转化率为 12:1（其他类胡萝卜素为 24:1）[45]。

维生素 A 在视觉、皮肤黏膜、生长发育、生殖功能、免疫功能以及抗细胞增殖

等方面都发挥着重要作用[38,39,46]。 

1.2.2  维生素 A 代谢 

 

食物中的维生素 A 和 β-胡萝卜素被吸收后，在体内通过各种酶转变为视黄

醛和视黄酯。全反式视黄醛在体内可通过视黄醛脱氢酶作用转化为视黄酸[40]。 

当外源性的膳食维生素 A 被摄入后，以视黄酯的形式储存在体内，视黄酯

由卵磷脂视黄醇酰基转移酶（Recombinant Lecithin Cholesterol Acyltransferase，

LRAT）合成[40]。在眼视网膜色素上皮细胞内，全反式视黄酯被人视网膜色素

上皮细胞特异性蛋白 65（retinal pigment epithelium 65，RPE65）水解和异构化

形成 11-顺式视黄醛，参与光导反应[42]。 
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在膳食维生素 A 不足时，储存的视黄酯可能被视黄酯水解酶（Retinyl Ester 

Hydrolase，REH）水解，以产生生理上可用的全反式视黄醇。代谢中间产物全

反式视黄醛可以通过胡萝卜素 -15， 15′ -加氧酶（ β-carotene-15， 15′ -

momoxygenase 1，BCMO1）裂解 β-胡萝卜素或通过视黄醇脱氢酶（ retinal 

dehydrogenase，RDH）介导的全反式视黄醇的氧化产生[41]。同时，全反式视黄

醛也能由视黄醇还原酶（Retinol reductase，RRD）介导还原为全反式视黄醇。

在可视和非可视系统中，视黄醛异构体也是发色团，可与 G-蛋白偶联跨膜蛋白

家族的视蛋白结合，形成光敏受体，在眼球发育中充当重要的信号转导分子。 

全反式维甲酸是膳食维生素 A 的主要活性代谢物，它由全反式视黄醛通过

视黄醛脱氢酶（retinoic acid (RA)-synthesizing enzyme retinaldehyde dehydrogenase，

RALDH）表达。视黄酸是视黄酸受体（retinoic acid receptor，RAR）和类视色

素 X 受体（Retinoid X receptor，RXR）的配体，这两种受体作为转录因子调控

正常和恶性细胞的生长和分化。在细胞核内，全反式维甲酸与核受体结合，调

控维生素 A 反应基因的表达水平。多余的全反式维甲酸会被特定的细胞色素 26

（cytochromeP26，CYP26）分解代谢，然后排出体内。然而由于维甲酸的局部

刺激性，一定程度上限制了其临床应用。视黄醛是维甲酸的中间代谢产物，具

有相似的生物学活性，因此，相关研究常以视黄醛模拟维生素 A 进行相关试验。 

 

图 1.3 维生素 A 体内代谢的过程 

1.2.3 维生素 A 缺乏的流行病学现状 

由于人体不能合成维生素 A，只能通过食物进行摄取，常常导致维生素 A

不足或缺乏。维生素 A 在体内各个脏器中均发挥着重要作用，当其缺乏时，会
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引起干眼症、夜盲症、皮肤角化等一系列生理改变和临床症状。维生素 A 缺乏

和亚缺乏在世界范围内普遍存在，严重影响发展中国家和发达国家[47]。2013 年，

全球范围内约有 0.9%的维生素 A 缺乏症儿童，以及 33%的亚临床维生素 A 缺乏

症儿童[48]。世界卫生组织数据显示至 2017 年，发展中国家存在着 2 亿的学龄前

儿童和 2000 万孕妇的维生素 A 缺乏症患者。2018 年，我国中小学生的维生素

A 缺乏率高达 36%，维生素 A 缺乏已然成为了影响公众健康的主要公共卫生问

题之一[49]。 

1.2.4 维生素 A 对免疫系统的影响 

研究表明，机体的营养状态与免疫水平密切相关，维生素 A 在免疫功能中

充当重要因子[50]，主要在以下几个方面发挥作用：①促进免疫细胞的发育和分

化：维生素 A 对免疫细胞的生成和发育具有调节作用，尤其是对 T 细胞、B 细

胞和自然杀伤（natural killer cell，NK）细胞等免疫细胞的发育和分化有重要影

响[51]。维生素 A 缺乏会导致 NK 细胞活性以及细胞毒性 T 淋巴（Cytotoxic T 

lymphocytes，CTL）细胞功能降低，以及增强迟发性的超敏反应，导致外源性

的感染更加严重。②维持黏膜屏障：黏膜是身体内部与外界环境的重要屏障，

维生素 A 能够促进黏膜细胞的分化和增殖，维持黏膜的完整性和功能，从而增

强免疫防御能力[52]。③调节免疫应答：维生素 A 还能够调节免疫细胞的活性和

功能，影响炎症反应和免疫应答的平衡。它可以调节免疫细胞产生和释放细胞

因子，影响炎症反应的强度和持续时间[53]。维生素 A 缺乏会导致免疫球蛋白 G

（Immunoglobulin G，IgG），免疫球蛋白 E（Immunoglobulin E，IgE）和黏膜

免疫球蛋白 A（Immunoglobulin A，IgA）水平降低，以及嗜酸性粒细胞比例下

降，引发机体免疫功能降低和对病毒的易感性增加。④抗氧化作用：维生素 A

具有一定的抗氧化作用，能够清除自由基、抑制氧化损伤，从而保护免疫细胞

和组织免受损伤[54]。 
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图 1.4 维生素 A 及其缺乏对免疫系统的影响 

1.3 维生素 A 与 H1N1 流感病毒的相关研究 

关于维生素 A 与 H1N1 流感病毒间的关系，现有研究表明，维生素 A 通过

调节免疫系统，增强机体对 H1N1 流感病毒的抵抗，进而抑制 H1N1 流感病毒

感染。一方面，维生素 A 可以通过增强 IgA 在粘膜表面的诱导作用，改变 B 细

胞重链的开关重组[47]，促进 IgA 和 IgA-afc（抗体形成细胞）应答，影响 IgA 与

IgG 比例，从而介导免疫类型向针对 H1N1 病毒的 Th1 免疫应答类型转化[55,56]。

传统上认为，Th1 细胞驱动的细胞免疫是机体对抗流感病毒入侵的主要免疫反

应。其通过分泌促炎细胞因子，如干扰素-γ (IFN-γ，Interferon-γ)、肿瘤坏死

因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)和白细胞介素 2（Interleukin-2，IL-2）刺激

巨噬细胞、NK 细胞和 CD8+T 细胞细胞毒性等对抗细胞内病原体。另一方面，

还有研究证实，维生素 A 通过干扰蛋白激酶（protein kinase B，Akt）和信号转

导及转录激活因子 1（Signal Transducer And Activator Of Transcription 1，STAT 1）

通路，能够抑制甲型 H1N1 流感病毒诱导的 A549 肺泡上皮细胞 t 细胞表达和分

泌激活调节趋化因子（Regulated upon Activation, Normal T Cell Expressed and 

Presumably Secreted，RANTES）的产生。同时，维生素 A 对维持黏膜的完整性
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发挥了重要作用，以减轻 H1N1 流感病毒相关的气道炎症反应[57]。 

维生素 A 与 H1N1 流感病毒的相关性在流行病学研究中也被证实，一项队

列研究显示，维生素 A 水平低的人群，对 H1N1 流感病毒的易感性和感染的严

重程度高于正常人群[58]。临床试验研究中，给予维生素 A 水平低的人群一定的

维生素 A 补充剂后，血清维生素 A 水平得到恢复，并能够改善 H1N1 流感病毒

感染的情况[59]。 

实验动物学研究中，对维生素 A 缺乏小鼠和维生素 A 正常水平小鼠同时滴

鼻 H1N1 流感病毒，发现缺乏维生素 A 组对 H1N1 流感病毒的易感性和致死率

显著高于正常水平组小鼠[26]。并且对维生素 A 缺乏组给予维生素 A 补充剂后，

能够改善 H1N1 流感病毒感染情况[60]。正常维生素 A 水平小鼠感染 H1N1 流感

病毒后给予维生素 A 补充剂，相关免疫因子水平得到改善，对 H1N1 流感病毒

的防御能力也相应提高[61]。 

总之，维生素 A 通过免疫系统在机体防御 H1N1 流感病毒感染的过程中发

挥着不可或缺的作用。 

1.4  研究目的及意义 

H1N1流感病毒不仅在过去对人类健康造成了巨大危害，且由于其变异特性

增加了预防和治疗的难度。在当今人类亚健康状态日益增长的情况下，维生素

A 缺乏所导致的免疫水平降低难免会引起包括流感在内各种疾病的易感。通过

改善维生素 A 缺乏状态，进而增强对流感的抵抗力，无疑是一种双赢的公共卫

生策略。尽管有研究已经证实维生素 A 对 H1N1 流感病毒的抑制作用，但目前

的研究都集中在通过机体免疫系统间接发挥作用。不同人群的免疫水平、基线

维生素 A 水平以及孕期、肥胖等特殊状态仍然是研究的局限性所在。因此，新

的疗效显著的预防和治疗 H1N1 流感的手段迫在眉睫，探索科学、可靠的细胞

学机制是研究的重点。本课题拟探讨维生素 A 能否与 H1N1 流感病毒相关蛋白

结合，直接作用于 H1N1 流感病毒本身使其毒性降低。通过本研究可证实维生

素 A 抑制 H1N1 流感病毒毒性的新的途径，从另外一个角度完善两者之间的联

系，为流感病毒患者早期临床诊断和干预治疗提供理论依据。 
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第 2 章  材料方法 

2.1  实验材料 

2.1.1  主要试剂及耗材 

表 2.1  实验试剂 

试剂名称 产地及公司 

BCA 蛋白定量试剂盒 上海，碧云天 

dNTPs 日本，Takara 

DMEM 培养基 以色列，BI 

ECL 显色液 中国，新赛美 

GAPDH 抗体 中国，Proteintech 

H1N1 蛋白引物 上海，生工生物 

H1N1 NA 引物  上海，生工生物 

H1N1pdm09 吉林大学基础医学院 

HRP 标记山羊抗小鼠抗体 中国，Proteintech 

HIS 标签抗体 中国，正能 

HRP 标记山羊抗兔抗体 中国，Proteintech 

IKKβ 抗体 美国，CST 

IKBα 抗体 美国，CST 

Lip 2000 转染试剂 美国，Sigma  

MDCK 细胞株 上海，Absin 

Oligo dT 日本，Takara 

PVDF 膜 美国，Millipore 

PBS 缓冲液 中国，鼎国 

p-ERK 抗体 美国，CST 

Reverse Transcriptase M-MLV 日本，Takara 

RIPA 蛋白裂解液 中国，Beyotime 
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续表 2.1 实验试剂 

试剂名称 产地及公司 

RNase Inhibitor 日本，Takara 

SDS-PAGE 配胶试剂盒 北京，博奥龙 

SYBR@ Premix EX TaqTM 日本，Takara 

SDS 中国，鼎国 

Tris-base 中国，鼎国 

TPCK 胰酶 上海，懋康生物 

0 日龄鸡胚 济南，赛斯 

1%鸡红细胞悬液 上海，源叶生物 

5×buffer 日本，Takara 

10%福尔马林固定液 中国，Biosharp 

氨苄霉素 北京，索莱宝 

低熔点琼脂糖 北京，索莱宝 

蛋白 Marker 美国，Thermo 

蛋白酶抑制剂 德国，Roche 

低熔点琼脂糖 上海 ，源叶生物 

二甲基亚砜 美国，Sigma  

过硫酸胺 中国，鼎国 

甘氨酸 中国，鼎国 

结晶紫染液 上海，源叶生物 

切片石蜡 中国，阿拉丁 

青链霉素 北京，索莱宝 

脱脂奶粉 中国，鼎国 

胎牛血清 以色列，BI 

胰酶 以色列，BI 

质粒提取试剂盒 北京，全式金 
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2.1.2  主要实验仪器和设备  

表 2.2  实验主要仪器与设备 

设备名称 产地及公司 

立式蒸汽高压灭菌锅 中国，博讯 

超净无菌操作台 中国，苏净安泰 

电热鼓风恒温干燥箱 中国，中仪国科 

细胞恒温培养箱 日本，SANYO 

低速离心机 中国，君意 

涡旋仪 美国，Vortex Genie 

低温高速离心机 中国，大龙 

普通光学显微镜 日本，SANYO 

制冰机 中国，国仪 

恒温水浴锅 中国，中和 

多功能酶标仪 美国，Bio-Rad 

4℃冰箱 中国，海尔 

-20℃冰箱 中国，海尔 

-80℃冰箱 日本，SANYO 

BD FACS Calibur 流式细胞仪 美国，BD 

电子天平 中国，宁波新芝仪器 

电泳仪 中国，君意 

转膜仪 中国，君意 

ECL 成像仪 美国，Gene 

普通 PCR 仪 美国，PERKIN 

实时定量 PCR 仪 美国，ABI 

2.2  实验方法 

2.2.1  主要试剂配制： 

（1）磷酸盐缓冲液（Phosphate Buffer solution，PBS）：取一袋 PBS 粉末，

使用 1000 mL 的量筒称取 1000 mL 的双蒸水，将 PBS 粉末、800 mL 的双蒸水
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和转子加入到 1000 mL 的烧杯中，然后用保鲜膜封口，在磁力搅拌器上搅拌 0.5

小时直至充分溶解。将溶液定容至 1000 mL，并放入立式蒸汽高压灭菌锅中进

行灭菌（121℃，20 min）。待冷却至室温后密封，并标明配制日期及溶液名称，

放入 4℃保存。 

（2）5×电泳缓冲液:1000 mL 量筒量取 800 mL ddH2O 于烧杯中，称取 15g 

Tris-base、94g 甘氨酸和 5g SDS 加入烧杯，充分溶解后定容至 1000 mL，于室

温保存。 

（3）1×电泳缓冲液：1000 mL 量筒量取 200 mL 5×电泳缓冲液于烧杯中，

加入 800 mL ddH2O 稀释至 1000 mL，充分搅拌混匀，于室温保存。 

（4）转膜缓冲液：1000mL 量筒量取 700 mL ddH2O 于烧杯中，称取 7.207g

甘氨酸、1.514g Tris-base 加入烧杯，完全溶解后加入 200 mL 甲醇，磁力搅拌器

搅拌均匀， ddH2O 定容至 1000 mL，室温保存。 

（5）LB 培养基：1000 mL 量筒量 950 mL 去离子水于烧杯中，取称取胰蛋

白胨 10g，酵母提取物 5g，NaCl 10g 加入烧杯。完全溶解后，用 5mol/L NaOH

调 pH 至 7.0，用去离子水定容至 1L。在 15psi 高压下蒸汽灭菌 21 min。待冷却

至室温后，4℃保存。 

（6）考马斯亮蓝染色液：使用 375 mL 去离子水溶解 25g 硫酸铝，向溶液

中加入 48 mL 无水乙醇并充分混合。称取 0.1g 考马斯亮蓝 G250 染料并混合均

匀。向溶液中加入 11.75 mL 85%的磷酸并再次混合。最后加入剩余的去离子水

直到总量达到 500 mL。将配制好的染液存放在棕色瓶中，并在室温暗处保存，

使用时需摇匀。 

（7）考马斯亮蓝洗液：量筒分别量取 250 mL 甲醇和 80 mL 冰醋酸加入 1 L

烧杯中，然后用 ddH2O 定容至 1000 mL。常温放置，1 个月内使用。 

2.2.2  实验分组及细胞处理 

将购自普诺赛生物公司的狗肾细胞（MDCK）（货号 CL-0154）复苏后，

传代，待稳定培养 2-3 代后准备进行试验。实验分组如下： H1N1 组、H1N1＋

视黄酸受体阻断剂(RAa)组、H1N1＋RE 组和 H1N1＋RE＋RAa 组。RAa 浓度为

3μM、RE 浓度为 0.03μM、DMSO 浓度为总体积的 5%。 
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（1）H1N1 组：加 H1N1 病毒作为对照，加入对应的溶剂。 

（2）H1N1+RAa 组：首先加入 RAa 作用 0.5 h，然后给予 H1N1 感染 3 h，

最后加入对应的溶剂。 

（3）H1N1+RE 组：首先加入 RE 作用 0.5 h，然后给予 H1N1 感染 3 h，最

后加入对应的溶剂。 

（4）H1N1+RE+RAa 组：首先加入 RAa 作用 0.5 h，然后加入 RE 作用 0.5 

h，最后给予 H1N1 感染 3 h，最后加入对应的溶剂。 

2.2.3  H1N1 流感病毒的鸡胚扩增 

      流感病毒来源于吉林大学基础医学院 H1N1pdm09 病毒株，相关病毒实验

均在吉林大学 p2 实验室完成。 

（1）首先准备受精的鸡胚 20 枚，表面消毒处理后，置于 37℃孵箱内孵育，

底层放一定的去离子水，保持孵箱内一定的湿度； 

（2）待鸡胚9-10日龄时，照蛋。标记气室，并在上方 0.5 cm处标记打孔； 

（3）消毒。生物安全柜内对气室进行消毒； 

（4）打孔。避开鸡胚的血管在标记的位置进行打孔； 

（5）接种。每个鸡胚注射 0.1 mL 病毒液； 

（6）封蜡。接种完毕后，使用酒精灯将蜡块熔化，然后将溶化的蜡用于密

封鸡胚蛋壳上的孔洞，并将鸡胚置入恒温箱内，保持在 37℃温度下进行培养； 

（7）继续孵育 48 h，将鸡胚每天翻蛋两次，照蛋一次。正常发育的受精蛋

胚胎，其血管呈放射状分布，色彩鲜艳鲜红；而死亡的胚胎蛋，则表现为较浅

的颜色，且内部存在不规则的血弧、血环，缺少放射状血管。24 h 内若发现有

死亡的鸡胚则舍去； 

（8）收获。将鸡胚 4℃过夜，避免血管破裂。碘酒消毒蛋壳，用镊子去卵

壳和尿囊膜，用 1 mL 注射器吸取尿囊液于 2 mL EP 管内，每个鸡胚可收集 5-8

管； 

（9）4℃，1000rpm，10 min 离心，收取上清病毒液，用 2.2.3 血凝实验检

查扩增的 H1N1 流感病毒毒性，血凝效价小于 1:256 的病毒液舍弃。无菌检查，

1 mL 每管分装冰冻保存，取用时一次一管，避免反复冻融病毒失活。 



第 2 章 材料方法 

15 

 

2.2.4  血凝实验测定 H1N1 流感病毒血凝效价 

（1）微量血凝板每孔加入 50 μL 1×PBS ； 

（2）第一列的每个孔滴加 50 μL 尿囊液，从左至右倍比稀释，第 12 列空

白对照； 

（3）从左至右每个孔中加入 50 μL 1%的鸡红细胞悬液； 

（4）将血凝板放置在微型振荡器上振荡 1min 混匀； 

（5）室温（18-20℃）放置 45 min，观察结果； 

（6）结果观察：  

“-”表示不凝集，红细胞沉积于管底，呈边缘整齐的圆盘状。 

“+”表示微量凝集。红细胞沉积于管底，呈边缘不清晰的园盘。 

“++”表示凝集，红细胞沉积于管底呈环状，四周有凝集的小块。 

“+++”大部凝集，红细胞呈颗粒状凝集，边沿不整齐，有下垂趋势。 

“++++”完全凝集，红细胞均匀铺于管底。 

以出现红细胞沉积于管底呈环状，四周有凝集的小块，为判断血凝的标准。

血凝时，稀释倍数越高，代表 H1N1 流感病毒的凝集效价越高，越符合试验标

准。 

2.2.5  空斑实验测定 H1N1 流感病毒的 PFU 

（1）准备单层 MDCK 细胞，前一晚用胰酶消化 MDCK 细胞，显微镜下用

细胞计数器对细胞进行计数，然后用 DMEM 完全培养基稀释细胞悬液，将细

胞密度调整为 5×105细胞/mL。在 6 孔板中加入 2 mL/孔稀释好的细胞悬液。轻

轻地前后左右摇晃培养板使细胞分布均匀；将细胞置 37℃和 5%CO2培养箱。过

夜（24 h），显微镜下观察细胞确认细胞是否分布均匀并形成 90%左右的细胞

单层； 

（2）用准备好的病毒稀释液，含 1μg/mL TPCK 胰酶的 DMEM，5 倍倍比

稀释病毒原液，每个梯度至少配置 200 μL 稀释液； 

（3）准备好病毒洗液，含 1μg/mL TPCK 胰酶和 0.3%牛血清白蛋白（BSA）

的 DMEM。BSA 用 DMEM 溶解并用 0.22μm 规格的过滤器过滤除菌； 

（4）吸去无菌 6 孔板中的培养液，用配置好的病毒洗液洗两遍，（洗的时
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候要轻柔避免洗掉单层细胞造成空斑误差），除去培养液中的胎牛血清

（FBS），每孔加入 180 μL 病毒稀释液，最后一个孔加 DMEM 作为空白对照； 

（5）将加有病毒的细胞重新置于摇菌用振荡器中，让病毒感染 1.5 h，期间

37℃、转速 100rpm，混合病毒稀释液，使病毒充分接触并感染细胞； 

（6）琼脂糖覆盖物的准备：双蒸水配制的 1.8%的低熔点琼脂糖+等量的含

2μg/mL TPCK 胰酶、0.6%BSA 的 2×DMEM。BSA 用 2×DMEM 溶解并用 0.22 

μm 规格的过滤器过滤除菌； 

（7）配制的琼脂糖置于玻璃瓶提前高压灭菌融化，然后在 45℃温育；2×

DMEM 培养基于 50 mL 无菌离心管中放置于 37℃水浴箱中温育；二者混合后

37℃温育待使用； 

（8）病毒感染 1.5 h 后，用移液器小心吸去病毒液，避免碰到细胞；然后

每孔加入 2 mL 制备好的琼脂糖覆盖物，注意温度避免烫伤细胞。注意稍微加快

操作，不要耽误太久，10-15 min 内完成覆盖的操作，以免琼脂糖凝固； 

（9）将加有覆盖物的细胞培养板放置于室温 10-20 min，待琼脂糖凝固，

然后把它放回细胞培养箱中，继续培养箱倒置培养 96 h； 

（10）病毒感染细胞并培养 96 h 后，弃掉琼脂糖覆盖物；以 10%福尔马林

和 0.1%结晶紫混合液固定染色，每孔 1 mL； 

（11）用自来水冲洗干净后，用电吹风吹干或甩板晾干； 

（12）在 LED 灯箱上拍照、数空斑； 

（13）以 10-100 内斑点的孔计数并计算，公式为： 

 

2.2.6  Cell Counting Kit-8 细胞活力检测 

（1）制作标准曲线（测定细胞具体数量） 

①细胞计数，铺板； 

②按比例稀释细胞浓度，每个浓度准备 3 副孔； 

③细胞贴壁后，加入 CCK8 试剂，并测定 OD 值。制作标准曲线。 

（2）细胞增殖-毒性检测 

①在 96 孔板中接种 MDCK 细胞悬液（每孔 1×104 个/100 μL ）。37℃，

病毒稀释度
）每孔病毒接种量（

每孔平均空斑数
）空斑形成单位（ =

mL
mLPFU /
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5%CO2 培养细胞过夜； 

②按视黄醛浓度不同，每组分别加入 0.03μM、0.1μM、0.3μM、1μM、3μM

浓度的视黄醛； 

③将培养板在 37℃，5%CO2培养箱孵育 4 h； 

④每孔加入 10 μL CCK8 溶液，避免气泡生成； 

⑤将培养板置于培养箱内孵育 2 h； 

⑥用酶标仪测定 450nm 处的吸光度，并按公式计算细胞的增殖率。公式为： 

 

2.2.7  实时定量聚合酶链反应 

按照 2.2.1 实验分组及细胞处理部分，收集细胞进行 qRT-PCR 实验。通加入

总 RNA 提取试剂（Trizol）提取总 RNA，并逆转录成 cDNA。根据试剂说明，

使用 Agilent Mx3000P 机器进行定量实时聚合酶链反应。使用 2-ΔΔCT 方法计

算相对于 GAPDH 基因表达水平的量，每个样品制备三个重复。引物从上海生

工生物股份有限公司订购，引物序列如下表所示： 

表 2.1 H1N1流感病毒蛋白引物 

Gene Primer 

NP 
Forward: 5′- TGCTGGATCTGGTATTATC -3′ 

Reverse: 5′- TGGGAGGCTGGTGTTTATAG -3′ 

4YYL 
Forward: 5′- GCA GCA TGG AGG ACT TCG TGA G -3′ 

Reverse: 5′- TAC AGG TCG GGC AGG AAC TTG G -3′ 

1EA3 
Forward: 5′- GAC TGG AAA CCC TGA TTC TGC TGA G-3′ 

Reverse: 5′- GGT GGT GGT GAT GGT GAT TGC TAG-3′ 

3ZDP 
Forward: 5′- TCG AGG AGC TGA GCA GAG ATT GG -3′ 

Reverse: 5′- GCT TTC AGT GGT GGT GGT GAT GG -3′ 

3B7E 
Forward: 5′- ACT GGA GGA GAT GAG CAG AGA TTG G-3′ 

Reverse: 5′- GCT TTC AGT GGT GGT GGT GAT GG-3′ 

GAPDH 
Forward: 5′- GAC TTC AAC AGC AAC TCC CAC TC -3′ 

Reverse: 5′- TAG CCG TAT TCA TTG TCA TAC CAG -3′ 

 

步骤如下： 
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（1）RNA 提取 

①PBS 洗细胞 2-3 遍，提取细胞于 EP 管，离心使之于管底，用 1 mL Trizol 

吹打混匀，室温静置 10 min，使细胞充分裂解； 

②每管加入 200 μL 氯仿充分混匀，室温静置 5 min，待液体分层后 4℃，

12000rpm ，15 min 离心；  

③取 0.5 mL 上清液至新 EP 管； 

④加入与 0.5 mL 异丙醇混匀，室温静置 10 min; 

⑤4℃，12000rpm，20 min 离心，弃上清； 

⑥加 1 mL 含 75%乙醇的无核酸酶（DEPC）水； 

⑦4℃，7500rpm，1 min 离心，弃上清； 

⑧室温干燥，至沉淀透明； 

⑨加 30 μL 冰冷的 DEPC 水，吹打溶解沉淀，溶解的 RNA 在 4℃保存，后

续在低温操作；暂时不用则-80℃保存。 

（2）RNA 浓度测定： 

①准备物品：擦镜纸，2 μL 枪及枪头，样品，DEPC 水，U 盘； 

②打开程序； 

③洗板：DEPC 水 2 μL 洗每个孔，待程序检测结果正常后，进行下一步检

测操作； 

④上样：擦净 DEPC 水，每孔中加 2 μL 样品，读板； 

⑤记录结果。 

（3）逆转录： 

反应液体系包括 RNA 模板、逆转录酶、dNTPs、引物和缓冲液等，可使用

商用逆转录试剂盒进行反应。反应体系为 20 μL，其中包括反应试剂和 RNA 模

板。 

①在冰上融化各试剂组分，并充分混匀，并在去 RNA 酶（RNase-free）离

心管中配置如下体系： 
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试剂 用量 

RNA 1 μg 

5×All-in-one RT Buffer 4 μL 

RNase-free ddH2O Up to 15 μL 

 

②反应程序： 

阶段 温度（℃） 时间 

阶段 1   50 15 min 

阶段 2  80 5 s 

 

逆转录产物可立即用于 qPCR 反应，或于-20℃冻存，并在半年内使用。 

（4）qRT-PCR： 

总体系为 20 μL，根据样品量，提前计算配好预混液，先加 19 μL 预混液，

再加 cDNA。 

试剂 用量 

cDNA 1 μL 

2×Q3 SYBR qPCR Master Mix 10 μL 

上游引物 0.4 μL 

下游引物 0.4 μL 

ddH2O 8.2 μL 

试剂配比并预混，加入八联管中，离心去气泡，按以下反应条件进行检测。 

阶段 循环数 温度（℃） 时间 

阶段 1 预变性  1 95 30 s 

阶段 2 热循环 40 95 10 s 

  60 30 s 

阶段 3 5 95 15 s 

  60 1 min 

  95 1 s  
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2.2.8  计算机模拟    

为了进一步验证视黄醛对 H1N1 流感病毒的直接作用，利用计算机模拟探

究视黄醛分子和 H1N1 流感病毒的蛋白之间能否存在直接结合的可能。它们之

间的分子对接使用 AutoDock 分子对接软件，AutoDock 是一种常用的分子对接

软件，它通过计算和模拟来预测小分子与日标蛋白的结合模式和亲和力。

Autodock 的分子对接原理主要包括灵敏度评分、柔性对接和搜索算法三个方面。

Autodock 利用灵敏度评分来评估小分子与目标蛋白的结合能力。它通过计算分

子间的亲和力和排斥力来确定分子的结合自由能。分子间的亲和力通常是由氢

键、离子键、范德华力等非共价相互作用所贡献的，而排斥力则是由于空间位

阻而产生的。Autodock 使用 Lamarckian 遗传算法来优化分子的构象，以找到最

佳的结合模式。Autodock 采用柔性对接的策略，即考虑小分子和目标蛋白的柔

性。在分子对接过程中，目标蛋白的活性位点可能发生构象变化，而小分子也

可能在结合过程中发生构象变化。为了考虑这种柔性 Autodock 使用了灵敏度评

分函数来评估不同构象的结合自由能，并选择能量最低的构象作为最终的结合

模式。Autodock 使用搜索算法来寻找最佳的结合模式。搜索算法通过在搜索空

间中探索不同的分子构象来寻找最优解。Autodock 使用了一种称为 Lamarckian

遗传算法的搜索算法。该算法使用遗传操作，如交叉和变异，来生成新的分子

构象，并通过灵敏度评分函数来评估它们的结合能。通过不断迭代和优化，

Autodock 能够找到最佳的结合模式。总的来说，Autodock 的分子对接原理是基

于灵敏度评分、柔性对接和搜索算法的组合。通过计算和模拟，Autodock 能够

预测小分子与目标蛋白的结合模式和亲和力，并为药物设计和发现提供重要的

指导。 

对接配体分子（ligand）为视黄醛分子，受体分子为 7 种蛋白质分子。 视

黄醛分子结构 Discovery Studio 4.0 可视化工具构建，H1N1 流感病毒蛋白结构从

PDB 数据库中获得，分别为 4YYL，3B7E，1EA3，3DZP，2GX9，3EE9，

6DGK。通过遗传算法获得 10 种能量最低的构象。 

借助 Bindimng-sier 来完成 H1N1 流感病毒蛋白与配体分子对接，采用 A 

ffinity 程序，Affinity 是一款用于分子对接的计算机程序，可用于寻找最佳的配

体和受体结合结构。它使用蒙特卡罗极小化和模拟退火的方法进行优化，每优
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化 1000 步，并考虑了溶剂的影响，同时使用单元多模型计算了非键相互作用。

在使用 Affinity 进行分子对接时，需要提供配体和受体的分子结构，程序将针对

这两个分子进行计算，并输出最佳的配体和受体结合结构及其能量信息。该程

序可以广泛用于药物发现和分子设计等领域。对接时在整个蛋白结构空间中搜

索结合口袋。结合能（binding energy）越低，表示亲和性越高。 

2.2.9  甘油菌制备质粒 

具体步骤如下： 

（1）首先将 2 mL 含有质粒的甘油菌，加入含 200 mL LB 培养基和 200 μL

的氨苄霉素的 500 mL 锥形瓶中，封口。置于恒温细菌培养振荡器中，37℃，

200rpm，培养 16 h； 

（2）取过夜培养 16 h的菌液 10000g离心 3分钟，弃上清。向Maxi-Plasmid 

Spin Column with Colletion Tube 离心柱膜中央加入 5 mL 激活溶液 AB，8000g 离

心 1 min，弃流出液后静置备用； 

（3）加入 10 mL无色溶液RB（使用前确认已加入RNase A），充分振荡，

彻底混匀，直至菌块完全消失； 

（4）加入 10 mL 蓝色溶液 LB，缓慢地上下翻转混合 8 次（剧烈震荡将导

致基因组 DNA 污染），直至菌体充分裂解，溶液形成蓝色透亮，代表完全裂解

（不超过 5 min）； 

（5）加入 10mL NB1 溶液，缓慢混合 8 次（上清液颜色由蓝色转变为无色，

代表中和完全），直至形成紧实的凝集块，冰浴 2 min； 

（6）10000g 离心 15 min，小心避开沉淀，将上清倒入 Push Filter 并推滤

至全新的 50 mL 离心管中； 

（7）向上清液中加入橙色溶液 5 mL ER 颠倒混匀 5 次至形成橙色悬液。冰

浴 10 min，随后转入 60℃水浴 5 min，8000g 常温离心 4 分钟，使用移液器吸头

贴管壁吸弃上层橙色油相； 

（8）向其中加入 0.3 倍滤液体积的异丙醇，颠倒混匀。将液体分多次转入

离心柱，每次 8000g 离心 1 min，弃流出液，至全部液体通过离心柱； 

（9）加入 5 mL 溶液 WB，8000g 离心 1 分钟，弃流出液； 



第 2 章 材料方法 

22 

 

（10）重复步骤 9 一次； 

（11）8000g 离心 3 min，彻底去除残留的 WB。将离心柱置于新的 50 mL 

Collection Tube 中，离心柱开盖室温放置 5 min，使乙醇挥发干净； 

（12）在离心柱的中央滴加 1mL 在 60 - 70℃水浴预热后的 EB，室温静置 5 

min。 

（13）8000g 离心 2 min，洗脱 DNA。洗脱出的 DNA 于-20℃保存； 

（14）测质粒浓度。准备物品：擦镜纸，EB 水，样品，2 μL 枪及枪头，U

盘； 

（15）打开程序； 

（16）洗板：EB 水 2μL 洗每个孔，待程序检测结果正常后，进行下一步

检测操作； 

（17）上样：擦净 EB 水，每孔中加 入 2μL 样品滴，读板； 

（18）记录结果。 

2.2.10  质粒转染制备蛋白 

通过哺乳动物细胞脂质体瞬时转染，将构建好的质粒导入到 CHO 细胞内游

离的载体上，短时间内获得 H1N1 流感病毒蛋白基因的表达产物。 

（1）质粒转染 

①CHO 细胞消化后按一定浓度铺于细胞培养皿中，待细胞长至 60 - 70%即

可开始进行转染； 

②准备 A 管，16 μg 的质粒和 500 μL 的无血清 DMEM 混合； 

③准备 B 管，40 μL 的 Lipofectamine™ 2000 转染试剂和 500 μL 的无血清

DMEM 混合； 

④A 管和 B 管均混匀室温放置 5 min； 

⑤将 A 管和 B 管混合，室温放置 20 min； 

⑥弃掉 CHO 细胞中的培养液，并用无血清 DMEM 洗一遍； 

⑦将混合后的液体加入 CHO 细胞培养皿中，并加入 4 mL 无血清 DMEM 培

养液； 

⑧培养 6 h 后，换成含 2%血清的 DMEM，并加入 6 μg/mL 的嘌呤霉素进行
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筛选； 

⑨48 h 后，用 PBS 洗一遍，提取细胞蛋白。 

    （2）提取蛋白质 

①加入 3 mL 4℃预冷的 PBS 溶液清洗细胞，然后吸除洗液，2 次，最后一

次不吸除上清液； 

②用刮刀将细胞轻轻刮下收集，400g离心 5 min，弃去上清液。与此同时，

另取一管，加入蛋白酶抑制剂（complete）：蛋白裂解液（RIPA）=16：100，

预混； 

③加入 50 μL 预混液，吹打均匀，冰浴 30 min，每 10 min 摇晃一下；

4℃12000rpm 30 min 离心，吸取上清，20-30 μL 每管封存。 

（3）蛋白质纯化 

由于我们的蛋白上带有有六个组氨酸组成的 HIS 标签，使用 Ni NTA 

Sepharose 6FF 重力柱进行蛋白纯化，原理是利用 Ni2+与蛋白侧链上的组氨酸相

互作用进而进行分离纯化。 

首先准备好使用的 Buffer： 

平衡液：0.02M PB、0.5M NaCl，调节 pH 7.4，室温保存。 

洗杂液：0.02M PB、0.5M NaCl、0.03M 咪唑，调节 pH 7.4，室温保存。 

洗脱液：0.02M PB、0.5M NaCl、0.5M 咪唑，调节 pH 7.4，室温保存。 

①水洗：固定，去掉胶塞，当剩余液面略高于筛板时，向柱中加入 10 个柱

体积的 ddH2O，去除残留的保护液； 

②平衡：当液面略高于上筛板，向柱管中加入 5 个柱体积的平衡液，进行

平衡； 

③上样：将样品加到平衡好的重力柱中，样品保留时间至少 2 min，保证目

的蛋白与介质充分接触，提高目的蛋白的回收率。收集流出液，用于 SDS-

PAGE 分析蛋白质的结合情况； 

④洗杂：加入 15 倍柱体积的洗杂液，并收集； 

⑤洗脱：加入 10 倍柱体积的洗脱液进行目的蛋白的洗脱，分段收集，每一

个柱体积收集一管，分别检测，既可以保证所有结合的目的蛋白被洗脱，又可

以得到高纯度和高浓度的蛋白； 
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⑥水洗：依次加入 3 倍柱体积的平衡液和 5 倍柱体积的 ddH2O。将重力柱

保存在等体积的 20%乙醇中，置于 2-8℃； 

⑦测蛋白浓度： 

a. 标准品 BSA 即用即稀释成 0.5μg/μL，按下表加样； 

标准品（μL） 0 1 2 4 8 12 16 20 

PBS（μL） 20 19 18 16 12 8 4 0 

样品（μL） 5 5 5      

PBS（μL） 15 15 15      

b. BCA 蛋白定量试剂盒中 A 液：B 液=50：1 预混，每孔加 200 μL，37℃

孵育 30 min； 

c. 酶标仪测浓度，制订标准曲线（y=kx+b），根据样品的 OD 值，计算蛋

白的浓度。R2＞0.99 越接近 1 越好，波长 562nm。 

2.2.11  聚丙烯酰胺蛋白电泳 

（1）样本制备 

每孔蛋白上样量为 40 μg，每个样品加入 4 μL 的 5×上样缓冲液（loading 

buffer），加入 RIPA 至体系为 20 μL。100℃金属浴加热 10 min，然后放在冰上

备用。 

（2）配胶 

①首先需要擦干净玻璃板及其他所用物品，并安装好。在安装的过程中，

需要注意短板放在内部，长板放在外部，并缓慢放入夹子卡槽中。根据实验需

要，选择适当浓度的配胶试剂盒进行配制即可； 

②先配制分离胶。按照比例加入各种试剂，最后加入四甲基乙二胺

（TEMED）。混匀后加入玻璃板中。之后，加入 1 mL 无水乙醇压边，然后将

其放置在 37℃的烘干箱中进行 15 min 的处理； 

③在进行 DNA 凝胶电泳等实验前，需要检查分离胶是否已经凝固。一般

倾斜玻璃板，观察分离胶的状态，如果其已经凝固，那么即可进行下一步操作。

在这之后，需要将无水乙醇弃去并且使用滤纸吸干； 

④按比例配制浓缩胶，最后加入TEMED。混匀后加入到玻璃板中。垂直插
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入梳子，避免产生气泡，然后将其放置在 37℃的烘干箱中进行 20 min 处理。直

至浓缩胶完全凝固后，取下玻璃板进行后续试验。 

（3）上样和电泳  

①将配好胶的玻璃板安装好，在内部加入 1×电泳液直至没过玻璃板，外

部没过下面的电阻丝；  

②在 1×电泳液中小心地垂直拔出梳子，两侧加入 10μL 的 1×SDS 上样缓

冲液，然后两侧加入 35 μL 的蛋白 Marker，中间每孔加入 20 μL 的样品蛋白； 

③上样完成后，首先以恒定的电压（60-80V）进行持续 30 min 的电泳，直

到目标物种蛋白的 Marker 分离。然后，将电压调至 100 - 120V，并继续持续 1 

- 2 h 的电泳，直到 Marker 跑至目的蛋白以下并且分离较为明显时停止电泳。 

（4）染色、脱色 

①电泳结束后，取出胶并切掉多余部分，使用 0.25%的考马斯亮蓝染液，

染色 2 - 4h，必要时可过夜； 

②染色完成的胶在脱色液中进行脱色，直至蛋白条带清晰，必要时可加热

脱色。 

2.2.12 表面等离子共振技术 

（1）试剂准备 

①将 PBST（10×），pH7.4 用去离子水稀释 10 倍，制备成运行缓冲液 

PBST（2mM KH2PO4，137mM NaCl，10mM Na2HPO4，2.7mM KCl，5% DMSO，

0.05% Tween-20，pH7.4），0.22μM 滤膜过滤后使用； 

②氨基偶联试剂盒，包含：115 mg N-羟基丁二酰亚胺（NHS），750 mg 1-

乙基-（3-二甲基氨基丙基）碳二亚胺盐酸盐（EDC）和 10.5 mL 1 M 乙醇胺

（pH8.5）。每管 EDC 和 NHS 分别加入 10 mL 去离子水，分装保存到-18℃

至更低温度，保质期两个月。 

（2）芯片准备 

将配体 1EA3、4YYL、3ZDP、3B7E 用固定试剂（10 mM 醋酸钠，pH 4.0）

稀释 10 倍。首先，CM5 芯片的表面用 400 mM EDC 和 100 mM NHS 以 10 

μL/min 的流速进行 900 s 的活化。其次，分别将稀释后的配体 1EA3、4YYL、



第 2 章 材料方法 

26 

 

3ZDP 、3B7E 以 10 μL/min 的流速分别注入到实验通道（Fc2、Fc3、Fc4），

固定量分别约 5700 RU、6200 RU、9900 RU。最后，芯片用 1 M 乙醇胺以 10 

μL/min 进行 900s 封闭。参比通道（Fc1）只进行活化与封闭，不偶联配体。 

（3）分析物多循环分析 

①配制 5%DMSO-PBST 作为运行缓冲液 2（2mM KH2PO4，137mM NaCl， 

10mM Na2HPO4，2.7mM KCl，5% DMSO，0.05%Tween-20，pH7.4）； 

②按下表配制不同 DMSO 浓度的溶剂校准品； 

表 2.2 不同 DMSO 浓度的溶剂校准品配制 

Buffer/Vial 1 2 3 4 5 6 7 8 

4.5%DMSO（μL） 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 

3.8%DMSO（μL） 1400 1200 1000 800 600 400 200 0 

③先用 DMSO 将分析物溶解成 10mM 母液，再使用 PBST（10×）及超纯

水将分析物配制成  500µM，缓冲液组分与运行缓冲液 2 保持一致（2mM 

KH2PO4，137mM NaCl，10mM Na2HPO4，2.7mM KCl，5%DMSO，0.05%吐温，

pH7.4），将分析物用运行缓冲液 2 进行梯度稀释（100µM、50µM、25µM、

12.5µM、6.25µM、3.13µM、1.56µM、0.78µM、0.39µM、0.19µM、0.09µM、

0µM）。将稀释后的分析物依次以 30µL/min 的流速注入到实验通道（Fc2、Fc3、

Fc4）与参比通道（Fc1），结合时间 60s，解离时间 60s。NaOH 用去离子水稀

释为 0.5mM 作为再生液，流速 30µL/min，再生时间 5s。结合解离再生步骤均在

运行缓冲液 2 中进行。 

使用分析软件“Biacore T200 Evaluation Software”对实验结果进行数据分

析。根据蛋白与小分子配体的 KD 值，分析两者之间是否能够相结合及结合力

的大小。  

2.2.13  统计学方法 

使用 GraphPad Prism 8.0.1 软件进行统计分析及相关结果作图，计量资料采

用𝑋̅ ±S 表示。组间比较采用单因素 ANOVA 检验和 Student’s T 检验。P < 0.05，

表示差异存在统计学意义。 
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第 3 章  结  果 

3.1  扩增的 H1N1 流感病毒测定 

3.1.1 扩增的 H1N1 具有血凝抑制作用 

经过鸡胚扩增的 H1N1 流感病毒，血凝实验如图 3.1 所示，在稀释到 1:256

倍的时候 50％的鸡红细胞（RBC）发生血凝，表现为鸡红细胞在孔底呈一环状，

四周有小凝集块。以使 50％的红细胞发生凝集的最高稀释倍数，为病毒的血凝

效价。扩增后的 H1N1 流感病毒血凝效价测定为 1:256。 

 

 
 

图 3.1 H1N1 流感病毒血凝实验 

3.1.2  扩增的 H1N1 具有蚀斑毒性 

经过鸡胚扩增的 H1N1 流感病毒，空斑实验如图 3.2 所示，感染 H1N1 流

感病毒的 MDCK 细胞经过 72 h 培养后，固定染色，在 125 倍稀释的情况下，

出现 20 个空斑，经计算，扩增后的 H1N1 流感病毒 PFU 为 1.25×104/mL。 
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图 3.2 H1N1 流感病毒空斑实验 

3.2  视黄醛对 H1N1 流感病毒感染 MDCK 细胞的影响  

3.2.1  视黄醛浓度的确定  

如图 3.3 所示，在 MDCK 细胞中加入视黄醛共同孵育，根据公式计算得

到，随着视黄醛浓度的增加，MDCK 细胞的增殖率逐渐降低，并在浓度为

0.1µM 时开始出现明显下降，0.03µM 浓度时视黄醛对 MDCK 细胞无增殖毒性

影响。因此选用 0.03µM 浓度的视黄醛作为实验用浓度。 

 

 

图 3.3 CCK8 测定视黄醛对 MDCK 细胞毒性作用 
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3.2.2  视黄醛对 H1N1 感染细胞具有抑制作用  

视黄醛对 H1N1 感染 MDCK 细胞的抑制作用如图 3.4 所示，qRT-PCR 检

测 H1N1 流感病毒的 NA 基因。与 H1N1 组相比，H1N1+RE 组的 H1N1 流感病

毒表达量明显降低（P＜0.01）；与 H1N1+RE 组相比，H1N1+RE+RAa 组的

H1N1 流感病毒表达量明显升高（P＜0.05）。 

 

图 3.4  视黄醛抑制 H1N1 流感病毒感染 MDCK 细胞 

（**P＜0.01 H1N1 vs H1N1+RE, *P＜0.05 H1N1+RE vs H1N1+RE+RAa） 

3.3  计算机模拟 H1N1 四种蛋白与视黄醛存在结合位点 

根据 3.2 的研究结果可知，体外试验中，视黄醛对 H1N1 流感病毒毒性起

到直接抑制作用。但是其抑制的过程和机制尚未明确，这些机制的缺失一定程

度上限制了视黄醛对 H1N1 流感治疗方面的假设和预测。因此，我们拟运用理

论化学方法建立可预测分子间相互作用的模拟模型，探讨视黄醛与 H1N1 流感

病毒蛋白之间的结合情况，为视黄醛对 H1N1 流感病毒的作用和实际应用提供

理论基础和实验参考。 

3.3.1  视黄醛和 H1N1 流感病毒蛋白分子结构建模 

视黄醛分子结构借助 Discovery Studio 4.0 可视化工具构建，H1N1 流感病
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毒蛋白的结构来自于蛋白质数据库（ PDB ID: PA protein: 4YYL ， M1 

protein:1EA3，NP protein: 3ZDP，NA protein: 3B7E），视黄醛分子结构式如图

3.5。 

研究采用 B3LYP 方法，在 6-311+g（d,p）基组条件下，使用 Gaussian 

09 软件包对两种分子结构进行了优化。经优化后的分子结构用于后续研究。 

 

图 3.5  视黄醛分子结构式 
 

3.3.2   视黄醛和 H1N1 流感病毒蛋白分子对接 

 

从结构上来看，视黄醛配体与 H1N1 流感病毒蛋白分子的相互作用情况分

别如图 3.6 所示。白色为 H1N1 蛋白结构，蓝色为视黄醛分子，红色为可能结

合的位点。分子对接结果表明，视黄醛配体与四种蛋白均有结合位点。 

从结合能上来看，视黄醛配体与 H1N1 流感病毒蛋白分子的相互作用能如

表 3.1 所示。结合能（binding energy）越低，表示亲和性越高。可见视黄醛与

4 种蛋白均有亲和性，且结合强度接近。 
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图 3.6  视黄醛配体与 H1N1 流感病毒蛋白结合结构示意图 

（A:4YYL  B:3B7E  C:1EA3  D:3ZDP） 

 

 

表 3.1  视黄醛配体与 H1N1 流感病毒蛋白结合能 
 

 

3.4  

H1N1 蛋白与视黄醛结合能力的验证  

3.4.1  qRT-PCR 鉴定 H1N1 基因转染成功  

为了鉴定质粒转染后得到的蛋白是否是目的蛋白，采用 qRT-PCR 法检测，

结果如图 3. 7 所示。目的蛋白的 RNA 水平表达均显著高于对照组（P＜0.05），

说明转染构建的目的蛋白表达成功。 

Protein PDB ID Binding energy (kcal/mol) 

PA 4YYL -7.79 

NA 3B7E -7.03  

M1 1EA3 -6.69  

NP 3ZDP -6.64  
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图 3.7 qRT-PCR 鉴定 H1N1 基因转染成功 

（A: 4YYL, B:3ZDP, C: 3ZDP, D: 3B7E, **P＜0.05 vs Con 组） 

3.4.2 SDS-PAGE 鉴定 H1N1 蛋白纯化成功  

 为了鉴定 HIS 重力柱纯化后得到蛋白的效率，采用 SDS-PAGE 法检测，

结果如图 3.8 所示。纯化后的蛋白表达出相应的单一的条带，表明纯化成功，

可以用于后续实验。 

 

图 3.8 SDS-PAGE 鉴定 H1N1 蛋白纯化成功 
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3.4.3  表面等离子共振技术测定 H1N1 蛋白与视黄醛的结合力 

根据 SDS-PAGE 和 qRT-PCR 鉴定转染、纯化后的蛋白为计算机模拟对应

的病毒蛋白。为了检验计算机模拟结果的 H1N1 流感病毒蛋白和视黄醛是否能

够直接结合，表面等离子共振技术测定 H1N1 蛋白与视黄醛的结合力，根据响

应-浓度曲线评估平衡解离常数（KD）。结果如图 3.9 所示，上图是仪器记录

的传感图，每个浓度的分析物进样后随着时间变化会时刻记录响应值；下图是

拟合图，分析软件根据传感图拟合出亲和力，亲和力落在检测样品浓度范围内

就是有效的。拟合图中一直向右延伸到响应值的最高处就是 Rmax。结果显

示，4YYL 与全反式视黄醛在本次条件下没有结合、1EA3 与全反式视黄醛在

本次条件下亲和力 KD 大于 0.029mM、3ZDP 与全反式视黄醛在本次条件下亲

和力 KD 大于 0.181mM、3B7E 与视黄醛在本次条件下亲和力 KD 大于

0.227mM。表明三者与视黄醛具有很强的结合力。 
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图 3.9 H1N1 流感病毒蛋白与视黄醛结合传感图及亲和力拟合图 

（A: 4YYL  B:1EA3  C: 3ZDP  D: 3B7E） 

 

 

  

KD=1.81E-04 KD=2.27E-04 

KD=2.87E-05 
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第4章  讨  论 

4.1  维生素 A 与视黄酸受体的关系 

维生素A的作用主要由 2个核激素受体家族介导——RAR和RXR。但RAR

和 RXR 均由 α，β 和 γ 三种不同的亚型组成，每种 RAR 与 RA 结合具有不同的

亲和力，扮演着不同的角色及发挥不同的功能。细胞中的大多数视黄醇信号传

导被认为是由全反式视黄酸结合 RAR/RXR 异二聚体中的 RAR 介导的。与全

反式视黄酸（RARα/β/γ Kd=15/13/18 nM）相比，其靶向所有三种 RAR 亚型的

亲和力更高（RARα/β/γ  Kd=3/2/5 nM），且不影响 RXR 亚型。 

人们普遍认为，维生素 A 本身是无活性的，它的大部分功能是由靶细胞中

产生的活性氧化代谢物发挥的。在眼睛中，活性代谢物是 11-顺式-视黄醛，它

作为发色团起作用并与光敏膜结合的 G 蛋白偶联受体视蛋白共价结合，从而形

成视觉色素视紫红质起到维护视觉的作用。在其他组织器官中，由视黄醛转化

形成的全反式视黄酸是维生素 A 发挥作用的主要代谢产物，与视黄酸受体结合

发挥生物学效应，例如细胞增殖和分化、胚胎发生和体内平衡。 

综上所述，结合维生素 A 在体内的代谢途径以及本课题组前期研究结果，

采用视黄醛模拟维生素 A 发挥作用，采用视黄酸受体阻断剂建立了维生素 A 阻

断模型，降低维生素 A 在细胞内发挥的作用。从机制上讲，视黄酸除了与视黄

酸受体结合，还可以在核外以非转录的形式影响基因表达。尽管维生素 A 通过

多种途径及代谢产物发挥其生理功能，但在大多数细胞中，视黄酸是发挥维生

素 A 主要生理功能的物质。因此，我们通过阻断主要活性物质视黄酸，以一定

程度上模拟降低外源性维生素 A 的作用。 

4.2  H1N1 流感病毒与免疫反应 

既往研究表明，当 H1N1 流感病毒感染呼吸道后，机体通过树突状细胞和

巨噬细胞分泌 TNF-α、IL-12、IL-18 等来协调有效的先天免疫反应并激活 NK 细

胞和 CD4+T、CD8+T 淋巴细胞来对抗病毒感染[62]。已经证实，H1N1 流感病毒

的发病机制和严重程度与不同水平的 IFN-β 和 IL-6 有关[63]，感染患者的血清和

感染小鼠的肺部中观察到促炎细胞因子和单核因子（如 IL-6）增加。IFN-β 作为

一种重要的细胞因子，参与机体的免疫调节，可以增强NK细胞、巨噬细胞和 T
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淋巴细胞的活性，从而提高抗病毒能力[64]。它还通过诱导抗病毒蛋白的表达在

抗病毒和免疫调节中发挥重要作用。有一项关于体外抗 H1N1 流感病毒的研究

显示，MDCK 细胞感染流感病毒后，细胞上清液中 IFN-β 和 IL-6 的含量以及

Toll 样受体 7 （ Toll-like receptor ， TLR7 ）、髓系分化初级反应蛋白 

（88Myeloid differentiation primary response protein 88，MyD88）、肿瘤坏死因

子受体相关蛋白 6（TNF receptor associated factor 6，TRAF6）、应激活化蛋白

激酶（c-Jun N-terminal kinase，JNK）、p38 丝裂原活化蛋白激酶（P38 mitogen-

activated protein kinase，p38 MAPK）和 p65 核因子 κB（RelA Nuclear factor-κB，

p65 NF-κB 基因表达水平显著上调（P<0.01），提示流感病毒感染激活了 TLR7-

MyD88 通路，诱导了炎症反应，并导致 MDCK 细胞中细胞因子和趋化因子的

产生。高、中剂量处理流感病毒感染MDCK细胞后，细胞上清液中 IFN-β和 IL-

6 含量以及细胞 TLR7、MyD88、TRAF6、JNK、p38 MAPK 和 p65 NF-κB 基因

表达显著降低（P < 0.01）[65]。 

本研究显示，不同处理组的 MDCK 细胞感染 H1N1 流感病毒后，病毒 NA

蛋白基因表达量被视黄醛抑制。这表明，视黄醛抑制了 H1N1 流感病毒在

MDCK 细胞中感染复制的过程。在这个过程中，虽然未存在免疫系统发挥作用，

但是相关细胞因子的改变仍然存在。这为我们进一步的相关机制研究提供了方

向。 

4.3  维生素 A 与 H1N1 流感病毒 

迄今，甲型流感已造成全球超过 5000 万人感染，维生素 A 缺乏也广泛存在

于全年龄段人群，特别是婴幼儿[66]。为了应对两项重大公共卫生事件，制定预

防和治疗方法至关重要。已有研究通过基于硅片的分子对接和 MD 模拟技术证

实维生素 A 可以抑制新型冠状病毒 SARS-CoV-2 病毒 e 蛋白活性并影响病毒组

装和感染[67]。又基于现有研究表明，维生素 A 能够增强机体免疫系统改善

H1N1 流感病毒感染，那么，维生素 A 能否像抑制 SARS-CoV-2 一样抑制 H1N1

流感病毒。 

在本研究中，我们先在体外试验中证实维生素 A 的重要中间代谢产物视黄

醛能够抑制 H1N1 流感病毒感染细胞，然后将视黄醛与 H1N1 流感病毒各蛋白

进行对接和模拟研究。结果表明，维生素 A 很有可能与 H1N1 流感病毒蛋白直
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接结合，在 H1N1 流感病毒-宿主的过程中产生影响。最后为了验证计算机模拟

的结果，我们通过哺乳动物蛋白表达系统将可能与视黄醛结合的 H1N1 流感病

毒蛋白进行转录翻译，然后通过表面等离子共振技术证实它们与视黄醛之间存

在相互作用的可能。我们的研究结果表明视黄醛分子可能优先与 H1N1 流感病

毒的 NA protein（PDB ID:3B7E）、M1 protein（PDB ID:1EA3）和 NP protein

（PDB ID:3ZDP）蛋白结合，并具有较高的亲和力。这三种病毒蛋白影响着

H1N1 病毒-宿主过程中的复制和释放，在病毒的生命周期过程中扮演者极为重

要的角色。这又进一步印证了我们体外试验的结果，维生素 A 不仅仅通过维持

黏膜屏障完整性和增强机体免疫系统来改善 H1N1 流感病毒的感染，还可以直

接与 H1N1 流感病毒蛋白相结合影响病毒宿主的感染过程。这一研究结果，为

H1N1 流感的膳食预防提供了新的可能。另一方面，结合位点预测可用于对

H1N1 流感病毒抗原突变后新药的研制。 

本研究值得注意的是，①以视黄醛分子作为维生素 A 的主要活性代谢产物

与 H1N1 流感病毒进行作用；②以视黄酸受体阻断剂阻断维生素 A 发挥作用；

③H1N1流感病毒蛋白中存在许多膜蛋白以及多聚体结构蛋白，由于其功能特点

及复杂性被排除在研究之外；④维生素 A 与 H1N1 流感病毒蛋白结合后，究竟

在病毒宿主结合的哪一个过程中发挥作用是我们后续研究的重点。 

4.4  计算机模拟的优势 

在以往的研究过程中，需要通过多种生化分析手段全面判定小分子之间的

相互作用，这些结果数据的获得漫长且具有不确定性，并且难以确定小分子相

互间作用的具体位点和方式。随着理论化学领域的不断发展，计算机模拟成为

脱颖而出的新兴研究手段之一。它可以利用经典的理化定理和计算机高效的运

算能力，快速产生大量计算数据，对数据进行优化，并得到符合研究假设要求

的实验结果，而不受研究环境的限制。该手段既节约物料成本，又极大地缩短

了研究进程。作为计算机模拟技术的一种，分子对接技术能够在原子水平上预

测小分子和蛋白质之间的相互作用，研究小分子和靶蛋白结合位点内的行为，

并了解相互作用背后的基本生化过程。分子对接技术已经广泛应用在药物研发、

生物修复、分子动力学模拟和蛋白结果后解析和预测小分子吸收、分布、代谢、

排泄和毒性特性等领域。 
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因此，本文选择计算机模拟分子对接技术，探索视黄醛分子和 H1N1 流感

病毒蛋白之间的相互作用关系。首先通过模拟视黄醛和 H1N1 流感病毒蛋白复

合物的化学构象，预测能够相互作用的有效靶点。然后计算模拟其结合能，即

二者通过强有力的氢键相结合时释放的能量。二者的结果说明分子对接的可靠

性较高。虽然计算机模拟的研究结果不能完全代替实验结果，但是通过大量演

算得到的优化结果符合相关的理化原理基础，并且与实际分析化学表征的结果

互为印证，对后续试验研究提供了思路。为视黄醛预防和治疗 H1N1 流感病毒

的研究和实际应用提供了理论基础。 
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 第 5 章  结  论 

5.1 结论 

1. 视黄醛能够抑制 H1N1 流感病毒体外感染细胞。 

2. 视黄醛与 H1N1 流感病毒的 NA protein（PDB ID：3B7E）、M1 protein

（PDB ID：1EA3）和 NP protein（PDB ID：3ZDP）存在结合位点，并能够结

合。 

3. 视黄醛通过直接与 H1N1 病毒蛋白结合，抑制 H1N1 流感病毒感染复制

的过程。 

5.2 创新性 

本研究在已有对维生素 A 抑制 H1N1 流感病毒毒性的基础上，从新的分子

学机制发现了维生素 A 对 H1N1 流感病毒毒性的抑制作用途径。更加完善了维

生素 A 和 H1N1 流感病毒的相关性作用。在营养与疾病的方向中，为维生素 A

的预防和治疗流感提出了新的思路，也为相关药物的研发提供了新的理论基础。 

5.3 局限性与展望 

本研究仍然有一些需要完善的地方，①由于试验的繁琐，我们的研究并没

有将 H1N1 流感病毒全部蛋白的靶点进行验证；②没有进行体内实验，缺乏动

物模型的验证；③维生素 A 与 H1N1 流感病毒蛋白结合后，究竟在病毒宿主结

合的哪一个过程中发挥作用是我们后续研究的重点；④我们仍然在探究相关的

分子学机制及通路，以期望在将来通过营养素食源性解决 H1N1 流感的预防及

治疗问题。 
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