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摘要： 旨在分析 Ｈ１Ｎ１ 亚型流感病毒 Ａ ／ ＷＳＮ ／ １９３４ （ＷＳＮ） 感染 Ａ５４９ 细胞后差异表达的长链非编码 ＲＮＡ （ｌｎｃＲＮＡ） ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 作用， 为

阐明流感病毒致病相关 ｌｎｃＲＮＡ 的功能及机制提供基础。 利用实时荧光定量 ＰＣＲ 验证 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 的表达； 通过空斑试验确定

ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 对病毒复制的影响； 检测天然免疫相关基因的表达并对 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 潜在靶基因进行分析。 结果： ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 对 ＷＳＮ
的感染具有促进作用， 能够下调多个干扰素刺激基因 （ＩＳＧｓ） 的表达。 综上， ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 通过抑制 ＩＳＧｓ 介导的天然免疫信号通路促进流感

病毒复制， 为宿主和病毒相互作用提供了一定理论依据， 为后续防控流感病毒感染提供了新思路。
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　 　 流感病毒属于正黏病毒科流感病毒属， 根据核蛋

白抗原性的不同， 可以将流感病毒分为甲、 乙、 丙和

丁型流感病毒［２］， 其中甲型流感病毒 （ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ
ｖｉｒｕｓ， ＩＡＶ） 是一种重要的病原体， 研究较多［３］， 可

引起人和多种动物 （包括猪、 马、 禽、 犬和水貂、
海洋哺乳动物、 蝙蝠等） 感染。 ＩＡＶ 基因组由 ８ 个分

节段的 ＲＮＡ 片段构成， 具有高度易变性［１］。 根据

ＨＡ 抗原性的不同， 可以将 ＩＡＶ 分为不同亚型， 不同

亚型之间易发生基因重配， 产生新的病毒， 即出现抗

原漂移［４］。
　

收稿日期： ２０２４－０３－０６； 修回日期： ２０２４－１１－１９
基金项目： 国家重点研发计划项目 （２０２１ＹＦＤ１８００２０５）
第一作者： 金佳昱， 女， 硕士
∗通信作者： 平继辉， 博士， 教授， 主要从事流感病毒的遗传进

化、 抗原变异机制、 致病机理等方面的研究， Ｅ－ｍａｉｌ： ｊｉｈｕｉ􀆰 ｐｉｎｇ＠
ｎｊａｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ。

　 　 非编码 ＲＮＡ （ｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ， ｎｃＲＮＡｓ）， 包

括微 ＲＮＡ （ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ）、 长链非编码 ＲＮＡ （ ｌｎｃＲ⁃
ＮＡｓ ）、 环 状 ＲＮＡ （ ｃｉｒｃＲＮＡｓ ） 和 穹 顶 ＲＮＡ
（ｖｔＲＮＡｓ） 等， 参与调控多种细胞生物学过程， 包括

生长、 分化、 存活和凋亡［５］。 ｌｎｃＲＮＡｓ 一般被定义为

长度大于 ２００ ｎｔ 且不具有蛋白质编码能力的 ＲＮＡ，
主要分布在细胞核中。 研究表明， ｌｎｃＲＮＡｓ 作为病毒

与宿主相互作用的新型调节因子， 能够参与调节病毒

感染及宿主免疫应答。 ｌｎｃＲＮＡｓ 种类繁多， 作用机制

复杂， 主要包括表观遗传学修饰［６］、 ｍＲＮＡ 转录调

控［７］、 转录后调控等。 目前发现调控 ＩＡＶ 复制的

ｌｎｃＲＮＡｓ， 主要通过作用于视黄酸诱导基因蛋白

（ＲＩＧ－Ｉ）、 转录因子蛋白家族核因子 κＢ （ＮＦ－κＢ）
等经典天然免疫信号通路来发挥其生物学功能［８－１１］。
例 如， ＮＲＡＶ［１２］ 是 一 种 反 义 ｌｎｃＲＮＡ， 也 称 为

ＤＹＮＬＬ１ － ＡＳ１， 通 过 作 用 于 黏 病 毒 抗 性 蛋 白 Ａ
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（ＭｘＡ） 和感染素诱导跨膜蛋白 ３ （ ＩＦＩＴＭ３） 的转录

结合蛋白的起点 Ｈ３Ｋ４ｍｅ３ 和 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３ 并降低

ＩＦＩＴＭ３ 转录水平， 进而促进干扰素刺激基因 （ＩＳＧｓ）
和干扰素 β （ＩＦＮ－β） 水平， 最终促进 ＩＡＶ 复制。 本

研究中尝试挖掘新的调控 ＩＡＶ 复制的 ｌｎｃＲＮＡｓ 并探

究其调控机制。
前期利用高通量测序技术分析了 Ａ５４９ 在 Ａ ／

ＷＳＮ ／ １９３４ （Ｈ１Ｎ１） 感染前后全转录组差异， 发现

一种新的 ｌｎｃＲＮＡ， ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５， 其在 ＷＳＮ 感染

后显著上调。 本研究通过干扰 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 进一

步分析这条 ｌｎｃＲＮＡ 在 ＷＳＮ 感染复制中的作用， 以

期望获得防治 ＩＡＶ 新型药物的新靶点。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞和病毒

人非小细胞肺癌细胞 （Ａ５４９） 和 ＩＡＶ 经典毒株

ＷＳＮ 由实验室保存。
１􀆰 ２　 主要试剂

反转录试剂 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅱ Ｑ Ｓｅｌｅｃｔ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ
ｑＰＣＲ （＋ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ）， 荧光染料 ＡｃｅＱ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 和 ＲＮＡ 提取试剂 ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｅｒ Ｔｏｔａｌ
ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 购自南京诺唯赞生物科技有限

公司； ＤＭＥＭ 培养基粉末购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司； Ｌｉｐｏ⁃
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ® ２０００ Ｒｅａｇｅｎｔ 和 ＡｍｂｉｏｎＴＭ ＰＡＲＩＳＴＭ 核质分

离试剂盒购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； 胎

牛血清 ＦＢＳ 购自森贝伽生物科技公司； 干扰素购自

Ｍｅｄ Ｃｈｅｍ Ｅｘｐｒｅｓｓ 公司。
１􀆰 ３　 引物设计与合成

引物有 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５、 核蛋白 （ＮＰ）、 干扰

素诱导四肽重复序列蛋白 １ （ ＩＦＩＴ１）、 干扰素诱导四

肽重复序列蛋白 ３ （ ＩＦＩＴ３）、 干扰素刺激基因 １５
（ＩＳＧ１５）、 黏性抗病毒蛋白 １ （Ｍｘ１） 和甘油醛－３－磷
酸脱氢酶 （ＧＡＰＤＨ）， 采用 Ｏｌｉｇｏ ７􀆰 ０ 软件设计并委

托通用生物股份有限公司合成， 引物序列如表 １
所示。
１􀆰 ４　 ＷＳＮ 感染 Ａ５４９ 后 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 的表达

　 　 Ａ５４９ 接种 ６ 孔细胞板， 培养至 ９５％密度后， 按

照病毒感染复数 （ＭＯＩ） 为 １ 感染 ＷＳＮ 病毒。 病毒

感染后 ６、 １２、 ２４ 和 ４８ ｈ 收集细胞， 提取总 ＲＮＡ 并

利用反转录试剂将 ２ μｇ 总 ＲＮＡ 反转成 ｃＤＮＡ。 再分

别按照 ＭＯＩ 为 ０􀆰 １、 １、 ３ 的 ＷＳＮ 感染 Ａ５４９， ２４ ｈ 后

收集细胞。 使用 Ｈ１Ｎ１、 Ｈ３Ｎ２、 Ｈ９Ｎ２ 以及 Ｈ１０Ｎ３ 亚

型 ＩＡＶ 按照 ＭＯＩ ＝ １ 感染 Ａ５４９ 细胞， 收集感染后

２４ ｈ 后的样品。 按照上述方法， 获得 ｃＤＮＡ， 随后按

照说明书所述进行实时荧光定量 ＰＣＲ 分析。

表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物

引物名称 序列 （５′→３′）

ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５－Ｆ ＧＴＡＡＴＧＧＧＣＴＡＣＣＴＧＧＴＧＧＴ

ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５－Ｒ ＣＣＡＧＧＡＡＣＴＧＧＣＣＴＴＡＧＧＡＡ

ＮＰ－Ｆ ＴＣＡＡＡＣＧＴＧＧＧＡＴＣＡＡＴＧ

ＮＰ－Ｒ ＧＴＧＣＡＧＡＣＣＧＴＧＣＴＡＧＡＡ

ＩＦＩＴ１－Ｆ ＡＧＡＡＧＣＡＧＧＣＡＡＴＣＡＣＡＧＡＡＡＡ

ＩＦＩＴ１－Ｒ ＣＴＧＡＡＡＣＣＧＡＣＣＡＴＡＧＴＧＧＡＡＡＴ

ＩＦＩＴ３－Ｆ ＡＡＡＡＧＣＣＣＡＡＣＡＡＣＣＣＡＧＡＡＴ

ＩＦＩＴ３－Ｒ ＣＧＴＡＴＴＧＧＴＴＡＴＣＡＧＧＡＣＴＣＡＧＣ

ＩＳＧ１５－Ｆ ＣＧＣＡＧＡＴＣＡＣＣＣＡＧＡＡＧＡＴＣＧ

ＩＳＧ１５－Ｒ ＴＴＣＧＴＣＧＣＡＴＴＴＧＴＣＣＡＣＣＡ

Ｍｘ１－Ｆ ＣＧＴＴＡＧＣＣＧＴＧＧＴＧＡＴＴＴＡＧ

Ｍｘ１－Ｒ ＣＣＣＴＴＴＣＣＣＡＧＴＡＣＧＡＡＧＡＣ

ＧＡＰＤＨ－Ｆ ＣＴＧＧＧＣＴＡＣＡＣＴＧＡＧＣＡＣＣ

ＧＡＰＤＨ－Ｒ ＡＡＧＴＧＧＴＣＧＴＴＧＡＧＧＧＣＡＡＴＧ

１􀆰 ５　 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 的生物学特性

利用软件 ＣＰＣ 对 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 的蛋白编码能

力进行预测， 并利用在线软件 ＲＮＡｆｏｌｄ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｒｎａ．
ｔｂｉ．ｕｎｉｖｉｅ． ａｃ． ａｔ ／ ／ ｃｇｉ － ｂｉｎ ／ ＲＮＡＷｅｂＳｕｉｔｅ ／ ＲＮＡｆｏｌｄ． ｃｇｉ）
生成 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 二 级 结 构 示 意 图［１３］。 利 用

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司试剂盒 ＡｍｂｉｏｎＴＭ ＰＡＲＩＳＴＭ

进行核质定位试验［１４］， 根据说明书， 从全细胞裂解

物中分离 ＲＮＡ 和蛋白质， 并进一步从 ＲＮＡ 组分中分

离细胞质和细胞核组分， 洗脱出的高质量 ＲＮＡ 可进

行后续的实时荧光定量 ＰＣＲ。 使用 １０～１００ ｎｇ ／ ｍＬ 梯

度浓度干扰素刺激 Ａ５４９ 细胞， ２４ ｈ 收取总 ＲＮＡ 样

品， 检测 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 的表达水平。
１􀆰 ６　 干扰 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 后 ＷＳＮ 复制能力检测

针对 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 设 计 合 成 小 干 扰 ＲＮＡ
（ｓｉＲＮＡ）， 具体序列如下： ｓｉ －ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ － ｓ１：
５′ － ＧＧＧＣＵＧＵＵＡＵＣＡＵＣＵＵＵＧＵＴＴ － ３′； ｓｉ －
ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ － ｓ２： ５′ － ＧＧＧＣＵＧＡＧＡＡＵＡＣ⁃
ＣＵＡＡＣＵＴＴ－３′。 ｓｉＲＮＡ 由上海吉玛制药技术有限公

司设计合成。
Ａ５４９ 细胞接种 ６ 孔板培养， 按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ®

２０００ Ｒｅａｇｅｎｔ 说明书将 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ ｓｉＲＮＡ 转染

至 Ａ５４９ 细胞。 转染后 ３６ ｈ， 按照 ＭＯＩ ＝ １ 感染 ＷＳＮ
病毒。 病毒感染后分别收集 １２、 ２４、 ３６、 ４８、 ７２ ｈ
的细胞上清液。 将全部时间点的上清液样品统一进行

空斑滴定。 将 ＭＤＣＫ 细胞传代铺至 １２ 孔板中， 细胞

密度达到 ９５％以上进行空斑滴定。 用 １×ＤＭＥＭ 培养

基将病毒原液 １０ 倍倍比稀释至 １０－６ 稀释度， 将

１００ μＬ 病毒液从高至低稀释度分别加入每个细胞孔，
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后放置于 ＣＯ２培养箱以 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２孵育 １ ｈ， 每

隔 １５ ｍｉｎ 晃动细胞板 １ 次， 使病毒分散均匀［１５］。 结

束后弃去病毒液， 加入包含 １×ＤＭＥＭ 的 ０􀆰 ９％低熔点

琼脂糖， 同时加入 １ μｇ ／ ｍＬ ＴＰＣＫ 胰酶， 待琼脂糖凝

固后， 倒置放入培养箱， 培养 ４８ ｈ 后读取空斑数量，
计算病毒滴度。
１􀆰 ７　 天然免疫相关基因表达的检测及潜在靶基因

预测

　 　 Ａ５４９ 接 种 ６ 孔 板 培 养， 按 照 说 明 书 将

ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ ｓｉＲＮＡ 转染至 Ａ５４９ 细胞。 转染后 ３６
ｈ， 按照 ＭＯＩ＝ １ 感染 ＷＳＮ 病毒。 ２４ ｈ 后收集细胞提

取总 ＲＮＡ， 检测 ＩＳＧｓ （ ＩＦＩＴ１、 ＩＳＧ１５、 Ｍｘ１、 ＩＦＩＴ３）
的表达水平［１６］。 通过网站 ＲＢＰＤＢ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｒｂｐｄｂ．ｃｃｂｒ．
ｕｔｏｒｏｎｔｏ．ｃａ）、 ＭＥＭ（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｉｉｔ． ｃｓ． ｕｔ． ｅｅ ／ ｍｅｍ）、 ｃａ⁃
ｔＲＡＰＩＤ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅ． ｔａｒｔａｇｌｉａｌａｂ． ｃｏｍ ） 对

ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 的潜在靶基因进行预测， 并使用

ＤＡＶＩＤ（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄａｖｉｄ． ｎｃｉｆｃｒｆ． ｇｏｖ ／ ） 进行基因本体论

（ＧＯ） 和京都基因与基因组百科全书 （ＫＥＧＧ） 富集

分析， 预测 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 潜在靶基因富集的信号

通路及生物学功能。

１􀆰 ８　 数据统计与分析

采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行统计学分析， 独立样本

ｔ 检验用于两组数据之间的差异性分析， Ｐ＜０􀆰 ０５ 表

示差异显著， Ｐ＜０􀆰 ０１ 表示差异极显著， Ｐ＜０􀆰 ００１ 表

示差异极显著。

２　 结果

２􀆰 １　 ＷＳＮ 感染 Ａ５４９ 后 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 表达

　 　 首先分析 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 在 ＷＳＮ 感染 Ａ５４９ 细

胞中的表达情况。 如图 １Ａ 所示， 与 ０ ｈ 未感染组相

比， ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 在感染后的 ６、 １２、 ２４ 和 ４８ ｈ
均显著上调， 在 ４８ ｈ 达到最高值 （图 １Ａ）。 既然在

感染后不同时间点 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 均能显著上调，
由此， 进一步验证在不同 ＭＯＩ 和不同亚型流感病毒

刺激下， 该 ｌｎｃＲＮＡ 的表达情况。 如图 １Ｂ 所示， 与

对照组相比， 随着 ＭＯＩ 的增加， ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 的

表达量也随之升高。 此外， 如图 １Ｃ 所示， 不同亚型

流感病毒均能诱导该 ｌｎｃＲＮＡ 的上调， 且 ＷＳＮ 感染

后 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 的上调最为显著。

Ａ． ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 在 ＷＳＮ 感染后 ６、 １２、 ２４、 ４８ ｈ 的表达水平； Ｂ． ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６ 在 ＭＯＩ ＝ ０􀆰 １、 １、 ３ 时的表达水平； Ｃ． Ｈ１Ｎ１、 Ｈ３Ｎ２、
Ｈ９Ｎ２、 Ｈ１０Ｎ３ 流感病毒刺激之后的 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６ 表达水平。 ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１， 下同。

图 １　 甲型流感病毒感染 Ａ５４９ 后 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 表达水平

２􀆰 ２　 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 的生物学特性

ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 位于第 １７ 号染色体上， 全长 ６
９７５ ｂｐ。 利用 ＲＮＡｆｏｌｄ 结合该 ｌｎｃＲＮＡ 序列信息使用

热力学最小自由能法预测并生成二级结构。 如图 ２Ａ
所示， 其由大量茎环、 发卡环、 内环以及少量的多分

支 环 构 成。 此 外， 核 质 定 位 结 果 显 示，

ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 在 Ａ５４９ 细胞质中的分布为 ７􀆰 ５２％，
在细胞核中的分布为 ９２􀆰 ４８％ （图 ２Ｂ）。 在线软件

ＣＰＣ 预测显示 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 没有编码蛋白潜能

（图 ２Ｃ）。 另外， 干扰素刺激结果显示， 这条 ｌｎｃＲＮＡ
不具有 ＩＳＧｓ 特点 （图 ２Ｄ）， 其中 Ｍｘ１ 为阳性对照。
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Ａ． ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 二级结构预测； Ｂ． ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 核质定位检测结果； Ｃ． ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 编码蛋白能力预测； Ｄ． ＩＦＮ－β 刺激 Ａ５４９ 细胞

后 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 表达水平检测及 Ｍｘ１ 阳性对照。 ∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１， ｎｓ 表示 Ｐ＞０􀆰 ０５， 下同。

图 ２　 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 的生物学特性

２􀆰 ３　 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 对 ＷＳＮ 复制影响

ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 在 ＩＡＶ 感染后上调， 意味着其

可 能 影 响 流 感 病 毒 的 复 制 能 力。 干 扰

ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 后， 感染 ２４ ｈ ＷＳＮ 病毒滴度显著降

低 （图 ３Ａ）； 图 ３Ｂ 为 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 干扰效率；

复制 动 力 学 结 果 显 示， 与 对 照 组 相 比， 干 扰

ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 后， 病毒滴度在接毒后的 １２、 ２４、
３６、 ４８ 和 ７２ ｈ 均 显 著 降 低 （ 图 ３Ｃ ）， 表 明

ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 在 ＷＳＮ 感染过程中发挥促进病毒复

制的作用。

Ａ． 干扰 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５， 感染后 ２４ ｈ ＷＳＮ 病毒滴度； Ｂ． 感染后 ２４ ｈ 后 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 干扰效率； Ｃ． 干扰 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５， 感染后 １２、
２４、 ３６、 ４８、 ７２ ｈ ＷＳＮ 病毒滴度。

图 ３　 干扰 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 后 ＷＳＮ 复制能力
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２􀆰 ４　 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 抑制 ＩＳＧｓ 的表达

如图 ４ 所示， 干扰 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 后， 抗病毒

天然免疫相关基因 （ＩＦＩＴ１、 ＩＳＧ１５、 Ｍｘ１、 ＩＦＩＴ３） 在

Ａ５４９ 细胞中的表达增加， 推测 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 可能

通过抑制 ＩＳＧｓ 的表达来促进流感病毒复制。 利用方

法中所述的 ３ 个网站， 预测到 ２５３ 个潜在靶基因， 接

着对这些潜在靶基因进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 功能富集分析

（图 ５）。 ＧＯ 富集分析显示，ｌｎｃＲＮＡ－ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５

的靶基因主要与 ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ启动子的转录正调控、
ＲＮＡ 聚合酶Ⅰ启动子的转录正调控、 ＤＮＡ 模板转录

和延伸的调控、 序列特异性 ＤＮＡ 结合转录因子活性

的正调控及核小体组装等相关。 ＫＥＧＧ 未富集到显著

差异的信号通路。 因此， 在 ＷＳＮ 感染 Ａ５４９ 细胞后，
ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 很有可能在 ＩＳＧｓ 的转录过程中发挥

重要作用。

∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 干扰 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 后 Ａ５４９ 细胞中天然免疫基因表达水平

图 ５　 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 潜在靶基因 ＧＯ 分析
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３　 讨论

流感病毒感染机体后， 宿主的天然免疫系统能够

通过多种途径清除病毒， 然而其也进化出了多种策略

来劫持宿主因子以逃避宿主天然免疫。 ｌｎｃＲＮＡｓ 对病

毒复制有重要影响， 且主要通过作用于 ＲＩＧ－Ｉ、 ＮＦ－
κＢ 等经典天然免疫信号通路。 本研究中发现一种 ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ， 并将其命名为 ｌｎｃＲＮＡ－ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５。 该

ｌｎｃＲＮＡ 在 ＩＡＶ 感染后上调， 这可能是细胞抵御病毒

感染的一种普遍防御手段， 也可能是被病毒劫持后引

起该 ｌｎｃＲＮＡ 从 而 上 调。 有 研 究 显 示， ｌｎｃＲＮＡ －
ＭｘＡ［１７］在 ＩＡＶ 感染后上调， 并通过与 ＩＦＮ－β 启动子

形成 ＲＮＡ－ＤＮＡ 三重链来抑制 ＩＦＮ－β 的转录； 此外，
ｌｎｃＲＮＡ－ＮＳＰＬ［１８］在病毒感染后上调并直接与 ＲＩＧ－Ｉ
结合， 进而阻断 ＲＩＧ－Ｉ 和 Ｅ３ 连接酶 ＴＲＩＭ２５ 之间的

相互作用， 限制 ＴＲＩＭ２５ 介导的 ＲＩＧ－Ｉ Ｋ６３ 泛素化，
最终促进 ＩＡＶ 的复制； 而 ｌｎｃＲＮＡ－ＴＳＰＯＡＰ１－ＡＳ１［１９］

是一个宿主抗病毒天然免疫应答的负调控因子， 过表

达 ＴＳＰＯＡＰ１－ＡＳ１ 显著抑制了 ＩＡＶ 诱导的 ＩＳＲＥ 转录

激活、 Ｉｆｎｂ１ 和 ＩＳＧｓ 基因的表达。 以上这些 ｌｎｃＲＮＡｓ
在病毒感染后， 被病毒劫持上调， 通过调节天然免疫

信号通路中的重要分子从而拮抗宿主天然免疫。 细胞

试验证明， 干扰细胞中 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 的表达会极

大地抑制病毒复制， 降低细胞中的病毒滴度， 因此，
ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 在宿主先天免疫中起着关键的促进

病毒复制作用。 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 能被不同亚型流感

病毒所诱导， 指示它的作用可能具有广谱性。 后续试

验证明， ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 能显著抑制干扰素刺激基

因 （ ＩＦＩＴ１、 ＩＦＩＴ３、 ＩＳＧ１５ 和 Ｍｘ１） 的表达， 这些

ＩＳＧｓ 都是抑制病毒进入 （Ｍｘ１） 以及复制 （ ＩＦＩＴ１、
ＩＦＩＴ３、 ＩＳＧ１５） 的重要基因。 因此， 我们推测 ＷＳＮ
很有可能通过劫持 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 来削弱宿主抗病

毒天然免疫信号的功能， 从而促进 ＷＳＮ 的复制。
研究表明， ｌｎｃＲＮＡｓ 参与调控宿主天然免疫的不

同阶段。 在本研究中， ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 能显著抑制

干扰素刺激基因， 如 ＩＦＩＴ１、 ＩＦＩＴ３、 ＩＳＧ１５ 和 Ｍｘ１ 等

抗病毒天然免疫基因的表达。 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 功能富集

分析发现， ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 的潜在靶基因主要集中

在 ＲＮＡ 聚合酶 ＩＩ 启动子的转录正调控、 ＲＮＡ 聚合酶

Ｉ 启动子的转录正调控等生物学过程。 这与某些有过

报道的 ｌｎｃＲＮＡ 相似， 例如， ｌｎｃＲＮＡ ＮＲＡＶ 在 ＩＡＶ
感染期间显著下调， ＮＲＡＶ 可能通过影响 ＩＦＩＴＭ３ 和

ＭＸＡ 等关键 ＩＳＧｓ 的组蛋白修饰， 进而抑制其初始转

录， 从而促进流感病毒复制［１２］。 ｌｎｃＲＮＡ ＣＨＲＯＭＲ
被 ＩＡＶ 和 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ 感染诱导， 并协调执行抗病

毒反应的 ＩＳＧｓ 的表达［２０］。 人类巨噬细胞中 ＣＨＲＯＭＲ

的缺失会减少 ＩＳＧｓ 基因位点调控区的组蛋白乙酰化，
并减弱 ＩＳＧｓ 在微生物刺激下的表达［２１］。 这提示， 在

ＷＳＮ 感染 Ａ５４９ 细胞后， ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 很有可能

在 ＩＳＧｓ 的转录过程中发挥重要作用。 后续研究可以

进一步挖掘 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 在 ＩＳＧｓ 转录激活中的作

用， 评估 组 蛋 白 转 录 活 性 的 表 观 遗 传 学 标 记

Ｈ３Ｋ２７Ａｃ 的全基因组分布， 利用 ＣｈＩＰ 测序 （ＣｈＩＰ －
ｓｅｑ） 探究不同基因组位点 Ｈ３Ｋ２７Ａｃ 标记缺失以及富

集的情况［２２］， 并对 Ｈ３Ｋ２７Ａｃ 降低的基因的进行免疫

相关生物过程的富集， 对所有 ＩＳＧｓ 转录起始位点 （±
１ ５００ ｂｐ） 的 Ｈ３Ｋ２７Ａｃ 读数分布进行表征， 就可以

对 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 调控的 ＩＳＧｓ 及其如何发挥调控作

用进行预测。 此外， ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 位于 １７ 号染色

体上， 主要分布于细胞核中， 二级结构预测分析发现

ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 有许多内环和长茎结构， 这些独特

的 ＲＮＡ 结构很有可能在天然免疫信号通路的识别中

发挥作用， 但具体的调节机制尚不清楚， 还有待进一

步研究。
ＬｎｃＲＮＡ 可以和 ＤＮＡ 产生杂合结构， 从而影响

染色质的可及性， 通过 ＲＮＡ－ＤＮＡ－ＤＮＡ 三链体或 Ｒ
环的形式， 与靶 ＤＮＡ 结合， 调节邻近基因中靶基因

组基因座的转录， 称为顺式转录。 这些复杂的结构变

化可以影响基因转录的效率和准确性， 从而在基因表

达调控中发挥重要作用。 由于许多核 ｌｎｃＲＮＡ 可以通

过顺式作用调节相邻基因座， ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 在细

胞 核 中 的 分 布 为 ９２􀆰 ４８％， 所 以 本 研 究 对

ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 是否可以调节邻近基因的表达进行

预测。 通过全转录组结果综合分析， 病毒感染后邻近

基因的表达没有显著差异， 且 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 与其

邻近基因之间不存在弱相互作用， 所以不考虑

ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 顺式调节邻近基因发挥促进病毒复

制的作用机制。 ｌｎｃＲＮＡｓ 还可以竞争性结合基因阻遏

物来促进抗病毒基因的表达。 例如， ｌｎｃ － ＩＳＧ２０ 与

ＩＳＧ２０ 共享大部分序列， ｌｎｃ－ＩＳＧ２０ 作为竞争性内源

性 ＲＮＡ （ ｃｅＲＮＡ）， 能结合 ｍｉＲ － ３２６ 以减少其对

ＩＳＧ２０ 翻译的抑制， 最终抑制 ＩＡＶ 复制［２３］。 目前

ｌｎｃＲＮＡ 靶基因预测技术还不成熟， 不同的预测网站

对 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 的 预 测 结 果 不 存 在 交 集，
ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 如何调节下游 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 发挥抗病毒

功能还需大量试验探究。
病毒感染可导致宿主细胞中 ｌｎｃＲＮＡ 的异常表

达， 一些 ｌｎｃＲＮＡ 甚至由病毒基因组编码， 这些宿主

和病毒编码的 ｌｎｃＲＮＡ 通过多种调节机制调节病毒感

染， 因此， 对先天免疫反应期间相关 ｌｎｃＲＮＡ 进行研

究和功能表征， 并探究病毒感染后细胞代谢的变化，
将有助于阐明宿主针对病毒的防御机制， 并为干预病

·２０１· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２４　 Ｖｏｌ􀆰 ５６　 Ｎｏ􀆰 １２



毒复制以及发病提供潜在的靶点。 在本研究中，
ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 在 ＷＳＮ 感染后上调， ＷＳＮ 很有可

能通过劫持 ＭＳＴＲＧ􀆰 １５２９６􀆰 ５ 来削弱宿主抗病毒天然

免疫信号的功能进而促进 ＷＳＮ 的复制。 本研究为宿

主和病毒相互作用提供了一定的试验基础和理论依

据， 其有助于阐明流感病毒的致病机理， 也为后续防

控流感病毒感染提供了新思路。
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