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神经介素 Ｂ 及受体 ＮＭＢＲ 和 ＰＤ－Ｌ１ 在 Ｈ９Ｎ２ 亚型流感病毒
感染过程中的相互作用研究

李春雨＃， 田世茂＃， 孔迎迎， 陈灿辉， 田也，
刘莎莎， 陈吉龙， 杨桂红∗

（福建农林大学动物科学学院， 福建 福州　 ３５０００２）

摘要： 神经介素 Ｂ （ＮＭＢ） 及其 Ｇ 蛋白偶联受体 （ＮＭＢＲ） 发挥的抗甲型流感病毒免疫反应， 以及甲型流感病毒感染诱导细胞程序性死亡配体 １
（ＰＤ－Ｌ１） 高表达均与 ＮＦ－κＢ 信号通路有直接关系， 而 ＮＦ－κＢ 信号通路的激活受 ＥＲＫ 信号通路的调控。 为深入探究 ＮＭＢ 与 ＮＭＢＲ 调节 Ｈ９Ｎ２ 亚

型流感病毒感染诱导 ＰＤ－Ｌ１ 上的作用， 本研究以 Ｈ９Ｎ２ 亚型流感病毒为模式毒株， 基于 ＮＭＢＲ 干扰和过表达细胞系、 ＰＤ－Ｌ１ 干扰和过表达细胞

系以及 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠， 采用 ＲＴ－ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法分析 ＮＭＢ 与 ＮＭＢＲ 对 ＰＤ－Ｌ１ 表达变化以及 ＥＲＫ 磷酸化的影响。 结果显示： Ｈ９Ｎ２ 亚型

流感病毒感染诱导的 ＮＭＢＲ 和 ＰＤ－Ｌ１ 表达之间存在着负调控的关系， 外源性 ＮＭＢ 可以有效激活小鼠体内 ＮＭＢＲ 的表达， 进而抑制 ＰＤ－Ｌ１ 表达，
ＮＭＢ 与 ＮＭＢＲ 也能影响 Ｈ９Ｎ２ 感染诱导的 ＥＲＫ 磷酸化水平。 综上， Ｈ９Ｎ２ 亚型流感病毒感染诱导表达的 ＮＭＢ 与 ＮＭＢＲ 通过 ＥＲＫ 信号通路调节

ＰＤ－Ｌ１ 的表达而发挥抗流感病毒作用， 将为深度剖析宿主－甲型流感病毒之间的互作关系提供新的科学依据。
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　 　 甲型流感病毒 （ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ｖｉｒｕｓ， ＩＡＶ） 是困扰

养殖业的一种重要的病原微生物， 属于正黏病毒科、
单股负链 ＲＮＡ 病毒， 根据病毒表面的 １８ 种血凝素

（ＨＡ） 和 １１ 种神经氨酸酶 （ＮＡ） 而被划分为若干亚

型［１］。 目前， 在我国养殖业流行的亚型主要有鸡群

Ｈ９Ｎ２［２］、 犬群 Ｈ３Ｎ２［３］ 以及猪群 Ｈ１Ｎ１、 Ｈ１Ｎ２ 和

Ｈ３Ｎ２［４］。 ＩＡＶ 可通过空气传播， 季节性引起人或动

物急性上呼吸道感染， 造成细胞因子风暴， 诱发急性

肺损伤， 导致人和大量动物的死亡， 给公共卫生健康

带来严重的威胁［５］。 Ｈ９Ｎ２ 亚型流感病毒是家禽中的

优势毒株， 并为多种亚型禽流感病毒提供基因片

段［６－７］。 因此， 开展 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＩＡＶ 的相关研究对公

共卫生和动物健康的意义重大。
神经介素 Ｂ （ｎｅｕｒｏｍｅｄｉｎ Ｂ， ＮＭＢ） 是神经内分

泌免疫系统中的重要生物活性肽， 可与 Ｇ 蛋白偶联

受体 （ＮＭＢＲ） 结合发挥多种生理功能［８］。 本项目组

前期研究发现， ＮＭＢ 与 ＮＭＢＲ 可以通过 ＮＦ－κＢ 信号

通路发挥抗 ＩＡＶ ／ Ｈ１Ｎ１ 的先天性免疫反应［９－１０］。 在分

析 ＮＭＢ 与 ＮＭＢＲ 在 ＩＡＶ 诱导的肺炎症损伤反应中发

现， ＮＭＢ 与 ＮＭＢＲ 发挥抗流感的作用途径与 ＩＡＶ 诱

导细胞程序性死亡配体 （程序性死亡配体 １， 简称

ＰＤ－Ｌ１） 介导的信号通路均为 ＮＦ－κＢ 信号通路。 目

前， 部分研究发现 ＰＤ－Ｌ１ 参与 ＩＡＶ 感染诱导的免疫

调节反应。 ＩＡＶ 感染诱导人树突状细胞和 Ｔ 细胞上

ＰＤ－Ｌ１ 的表达上升， 阻断 ＰＤ－Ｌ１ 可显著降低 ＣＤ８＋ Ｔ
细胞凋亡并增加 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞诱导的 γ 干扰素 （ＩＦＮ－
γ）、 白细胞介素 １０ （ ＩＬ － １０） 和肿瘤坏死因子

（ＴＮＦ） 表达， 从而改变 ＩＡＶ 的感染进程［１１］。 研究表

明， ＰＤ－Ｌ１ 对 Ｔ 细胞功能的影响主要是通过 ＮＦ－κＢ
通路实现的［１２］。 以上研究表明， ＩＡＶ 感染诱导的

ＮＭＢ 与 ＮＭＢＲ 信号和 ＰＤ－Ｌ１ 表达之间可能存在一定

的作用关系。 因此， 本研究利用 Ｈ９Ｎ２ 亚型流感病毒

毒株感染宿主细胞， 分析 ＮＭＢ 与 ＮＭＢＲ 和 ＰＤ－Ｌ１ 之

间的调节关系， 为寻找更有效的新型抗 ＩＡＶ 感染药

物提供理论基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞与病毒

人 肺 腺 癌 细 胞 （ Ａ５４９ 细 胞 ）、 人 胚 肾 细 胞

（２９３Ｔ 细胞） 购买自中国科学院上海细胞库。 甲型流

感病毒 Ｈ９Ｎ２ 亚型毒株 （ Ａ ／ Ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｆｕｊｉａｎ ／ ＭＱ０１ ／
２０１５） 由本实验室分离、 鉴定后保存。
１􀆰 １􀆰 ２　 质粒与抗体

Ｐａｃｋａｇｅ、 Ｐｖｓｖｇ 和 ｐＮＬ－ＥＧＦＰ －ＣＭＶ－ＷＰＲＥｄＵ３
质粒均由本实验室保存。 本课题组前期使用 ｐＮＬ－

ＥＧＦＰ－ＣＭＶ－ＷＰＲＥｄＵ３ 载体于酶切位点 ＮｈｅⅠ和 Ｘｈｏ
Ⅰ插入 ＮＭＢＲ、 ＰＤ－Ｌ１ 片段构成 ｐＮＬ－ＮＭＢＲ、 ｐＮＬ－
ＰＤ－Ｌ１ 重组质粒， 用于构建 ＮＭＢＲ 过表达细胞系

（ＮＭＢＲ＋ ／ ＋）、 ＰＤ－Ｌ１ 过表达细胞系 （ＰＤ－Ｌ１＋ ／ ＋）， 并

将该质粒保存于本实验室。
ＧＡＰＤＨ 抗体 （货号：ＨＣ３０１ － ０１） 购自 ＴｒａｎｓＧｅｎ

Ｂｉｏｔｅｃｈ 公司； ＮＭＢＲ 抗体 （货号： ａｂ１３４１４１）、 ＥＲＫ
抗体 （货号： ａｂ１８４６９９） 均购自 Ａｂｃａｍ 公司； ｐＥＲＫ
抗体 （货号： ＃ ＥＴ１６０３ － ２２） 购自华安生物公司；
ＰＤ－Ｌ１ 抗体 （货号： ＃ １３６８４） 购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； ＮＰ 抗体由本实验室制备并保存；
鼠抗兔 （货号： ２１１－００５－１０９） 二抗购自 Ｊａｃｋｓｏｎ Ｉｍ⁃
ｍｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ 公司。
１􀆰 １􀆰 ３　 引物序列

使用 ＮＣＢＩ 数据库在线引物设计工具 Ｐｒｉｍｅｒ －
ＢＬＡＳＴ 设计引物， 序列的合成在生工生物工程 （上
海） 股份有限公司完成， 具体信息见表 １。

表 １　 ＲＴ－ＰＣＲ 引物

引物名称 序列 （５′→３′） 退火温度 ／ ℃ 循环数

ＮＭＢＲ－Ｆ ＣＧＧＴＡＴＴＴＣＡＣＣＴＧＴＧＣＣＣＴ

ＮＭＢＲ－Ｒ ＧＴＣＣＧＧＡＴＣＧＴＣＧＴＡＧＣＡＴＴ
５５ ３５

ＧＡＰＤＨ－Ｆ ＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧ

ＧＡＰＤＨ－Ｒ ＡＧＧＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ
５５ ２０

ＰＤ－Ｌ１－Ｆ ＧＴＴＧＴＧＧＡＴＣＣＡＧＴＣＡＣＣＴＣＴ

ＰＤ－Ｌ１－Ｒ ＡＡＴＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＣＴＴＡＣ
５６ ３５

１􀆰 １􀆰 ４　 多肽合成

本研究中使用到的 ＮＭＢ 由中国杭州专肽生物技

术有限公司合成， 采用 ＰＢＳ 缓冲液溶解 ＮＭＢ （１００
μｍｏｌ ／ Ｌ）， 分装保存在－８０ ℃备用。

ＮＭＢ 氨基酸序列： Ａｌａ－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｓｅｒ－Ｔｒｐ－Ａｓｐ－
Ｌｅｕ－Ｐｒｏ－Ｇｌｕ－Ｐｒｏ－Ａｒｇ－Ｓｅｒ－Ａｒｇ－Ａｌａ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－Ｉｌｅ －
Ａｒｇ－Ｖａｌ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｎ－Ｌｅｕ－Ｔｒｐ－Ａｌａ－Ｔｈｒ－
Ｇｌｙ－Ｈｉｓ－Ｐｈｅ－Ｍｅｔ－ＮＨ２。
１􀆰 ２　 细胞培养

将 Ａ５４９ 细胞或 ２９３Ｔ 细胞从 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２培养

箱中拿出， 弃完全培养基， ＰＢＳ 清洗 ２ 遍； 用 ０􀆰 ２５％
胰酶溶液消化细胞， 视细胞情况而定消化时长，
Ａ５４９ 细胞消化 ３ ｍｉｎ， ２９３Ｔ 细胞消化 ３０ ｓ， 待细胞变

圆并轻敲后脱落即可； 用 ２ ｍＬ 完全培养基吹下细胞

终止消化， 各吸 １ ｍＬ 转移到 ２ 盘含 ６ ｍＬ 完全培养基

的 １０ ｃｍ 培养皿中， 或各吸 １６６ μＬ 转移到每孔含

２ ｍＬ 完全培养基的 ６ 孔板中， 盖上盖子摇匀， 放入

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２培养箱中继续培养。
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１􀆰 ３　 ＮＭＢＲ 和 ＰＤ－Ｌ１ 过表达细胞系的构建

取 １􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管配制转染试剂： Ａ 管中加入 ８ μｇ
重组质粒 （ ｐＮＬ－ＮＭＢＲ 或 ｐＮＬ－ＰＤ－Ｌ１ 或对照质粒

ｐＮＬ－ＧＦＰ） 和 ８ μｇ 包装质粒 （ Ｐａｃｋａｇｅ 和 Ｐｖｓｖｇ），
再加入转染液至总体积为 ５００ μＬ， 温和地混匀后静

置 ５ ｍｉｎ； Ｂ 管中加入 １０ μＬ 转染试剂 ＶｉｇｏＦｅｃｔ ［威
格拉斯生物技术 （北京） 有限公司］ 到 ４９０ μＬ 转染

液中， 轻轻混匀后静置 ５ ｍｉｎ。 轻轻混匀 Ａ 管和 Ｂ 管

试剂， 室温放置 ２０ ～ ２５ ｍｉｎ 后， 滴入到生长良好的

２９３Ｔ 细胞中， 摇匀， ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养。 ４ ～ ６ ｈ
后， 换成含 ８ ｍＬ 完全培养基继续培养。 ４８ ｈ 后， 用

０􀆰 ２２ μｍ 孔径滤膜过滤上清液， 加入浓度为 ０􀆰 １％的

ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ （碧云天－Ｃ０３５１）， 用上清液吹下提前消化

好的 Ａ５４９ 细胞放入 ６ 孔板培养， 每孔约 ２􀆰 ５ ｍＬ 病毒

液。 悬浮感染 １２０ ｍｉｎ （２ １００ ｒ ／ ｍｉｎ， ３２ ℃） 后， 在

６ 孔板中补加 １ ｍＬ 完全培养基， 然后置于 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２中继续培养。 ２４ ｈ 后进行细胞传代， 利用

ＲＴ－ＰＣＲ 或 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测目的基因的过表达效果，
最终可获得具有稳定过表达 ＮＭＢＲ （ＮＭＢＲ＋ ／ ＋ ） 或

ＰＤ－Ｌ１ （ ＰＤ － Ｌ１＋ ／ ＋ ） 的细胞系以及对照组细胞系

（Ｃｏｎｔ）。
１􀆰 ４　 ｓｉＲＮＡ 的转染

待 Ａ５４９ 细胞汇合度达到 ７０％ ～ ８０％时更换为

Ｏｐｔｉ － ＭＥＭ 培养基， 将细胞分别设为 ｓｉＰＤ － Ｌ１ 和

ｓｉＮＭＢＲ转染组， 同时设置平行阴性对照组 （ＮＣ），
即 ｓｉＮＣ。 转染组及其对照组各设置 ３ 个复孔。 按 Ｌｉ⁃
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００ 转染试剂盒说明书分别配置转染试

剂， 将配置好的转染试剂混合后孵育 １５ ｍｉｎ， 然后在

每孔细胞培养液中各加入 ２００ μＬ， 轻摇混匀后置于

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２培养细胞 ４ ～ ６ ｈ， 弃混合液换新鲜完

全培养基， 培养 ２４～４８ ｈ 后利用 ＲＴ－ＰＣＲ 或 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测目的基因的干扰效果后， 用于后续试验。
１􀆰 ５　 Ｈ９Ｎ２ 感染细胞系和小鼠

ｓｉＮＭＢＲ 细胞、 ＮＭＢＲ＋ ／ ＋ 细胞、 ｓｉＰＤ－Ｌ１ 细胞和

ＰＤ－Ｌ１＋ ／ ＋ 细胞分别生长至 ８０％后， 弃完全培养基，
ＰＢＳ 清洗 ２ 次， 加入 １ ｍＬ 维持液 （基础培养基＋双
抗＋ ２ μｇ ／ ｍＬ ＴＰＣＫ 胰酶）； 每孔加入 Ｈ９Ｎ２ 病毒

（ＭＯＩ＝ １） 后置于培养箱吸附 １ ｈ， 每 １５ ｍｉｎ 摇 １ 次；
１ ｈ 后， 弃维持液， ＰＢＳ 清洗 ２ 次， 加入 ２ ｍＬ 新鲜维

持液， 放入 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２培养箱中， 在病毒感染后

设定的时间点 （感染后小时数， 简称 ｈｐｉ） 收取各组

细胞样品。
６～８ 周龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠购自上海吴化实验动物，

平均体重至 （１８±２） ｇ ／只。 用挥发性麻醉药乙醚麻

醉小鼠， 试验组小鼠滴鼻感染 Ｈ９Ｎ２ 病毒液， 阴性对

照组小鼠滴鼻等体积 １×ＰＢＳ， 滴鼻后继续放回笼中饲

养， 在病毒感染后设定的时间点用乙醚麻醉处死小鼠

收取各组肺脏组织样品。
１􀆰 ６　 ＮＭＢ 处理 Ｈ９Ｎ２ 感染的 Ａ５４９ 细胞和小鼠

基于 Ｈ９Ｎ２ 感染 Ａ５４９ 细胞， 添加 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 外

源性 ＮＭＢ 作用于细胞， 试验分为 ４ 组： ①对照组，
②攻毒组， ③攻毒＋ＮＭＢ 组， ④对照＋ＮＭＢ 组， 每组

重复 ６ 个孔。 具体操作如下： 将 Ａ５４９ 细胞预先铺在

６ 孔板细胞板， 待细胞的生长状态良好时， 弃掉完全

培养基， 用 １×ＰＢＳ 缓冲液清洗细胞 ２ 次， ①和④组

加入 １ ｍＬ 维持液， ②和③组加入 １ ｍＬ 维持液 （含
１０ μＬ 病毒）， 放入 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２培养箱培养， 期

间每 １５ ｍｉｎ 摇 １ 次。 １ ｈ 后， 弃掉 ６ 孔板中维持液，
用 １×ＰＢＳ 缓冲液清洗细胞 ２ 次。 ①和②组加 ２ ｍＬ 维

持液， ③和④组加入 ２ ｍＬ 维持液 （含 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ
ＮＭＢ）， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２细胞培养箱中培养。 ６ ｈ
后收取各组 ＲＮＡ 样或蛋白样。

按 １􀆰 ５ 方法攻毒感染小鼠 １２ ｈ 后， 在小鼠后腿

肌肉注射 ＮＭＢ， 连续注射 ３ ｄ， 观察小鼠感染情况与

死亡情况， ３ ｄ 后乙醚麻醉处死小鼠， 取肺组织进行

后续试验。
１􀆰 ７　 ＲＴ－ＰＣＲ

使用 ＮｕｃｌｅｏＺｏｌ 提取细胞 ＲＮＡ， 按照 ＮｏｖｏＳｃｒｉｐｔ®

Ｐｌｕｓ Ａｌｌ － ｉｎ － ｏｎｅ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘ
（ｇＤＮＡ Ｐｕｒｇｅ） 反转录试剂盒说明书进行反转录。
ＲＴ－ＰＣＲ 反应条件： ９５℃ ５ ｍｉｎ； ９５℃ ３０ ｓ， ５５～５６ ℃
３０ ｓ， ７２ ℃ ３０ ｓ， 共 ２０～３５ 个循环； ７２ ℃ ５ ｍｉｎ。 反

应结束后， 取 ＰＣＲ 扩增产物 １０ μＬ 经 １􀆰 ５％琼脂糖凝

胶电泳分析目的条带。 以 ＧＡＰＤＨ 作为内参。
１􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

提取上述细胞样品蛋白， 用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分离蛋

白后转移到硝酸纤维素 （ＮＣ） 膜上； ５％牛奶中封闭

２ ｈ， １×ＴＢＳ 中漂洗干净， 一抗孵育 ２～３ ｈ， 孵育结束

后用 １× ＴＢＳ 漂洗 ３０ ｍｉｎ， １０ ｍｉｎ ／次； 再用二抗孵育

２ ｈ， １ ×ＴＢＳ 漂洗 ３０ ｍｉｎ， １０ ｍｉｎ ／次， 将条带置于

ｔＥＣＬ 化学发光液 （苏州新赛美生物科技公司） 后放

入化学发光仪 （Ｔａｎｏｎ ５２００） 曝光。

２　 结果

２􀆰 １　 ＮＭＢ ／ ＮＭＢＲ 调节 Ｈ９Ｎ２ 感染诱导的 ＰＤ－Ｌ１
表达

　 　 分别收集 Ｈ９Ｎ２ （ＭＯＩ ＝ １） 感染的 ｓｉＮＭＢＲ 细

胞、 ｓｉＮＣ 细胞、 ＮＭＢＲ＋ ／ ＋细胞、 Ｃｏｎｔ 细胞、 Ｈ９Ｎ２ 感

染后 ＮＭＢ 处理的 Ａ５４９ 细胞和相应的阴性对照组的

细胞于 ０、 ６ 和 １２ ｈ 的核酸样品和蛋白样品， 采用

ＲＴ－ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分别分析 ＰＤ－Ｌ１ 在各组的表

达变化。 结果显示： ｓｉＮＭＢＲ 细胞中 ＰＤ－Ｌ１ 的表达水
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平在感染后 ６～ １２ ｈ 明显升高； ＮＭＢＲ＋ ／ ＋细胞中 ＰＤ－
Ｌ１ 的表达水平在感染后 ６ ～ １２ ｈ 出现了下降趋势；
ＮＭＢ 处理后， 不仅可以刺激 Ａ５４９ 细胞中 ＮＭＢＲ 的

表达水平上升， 还可抑制 ＰＤ－Ｌ１ 的表达 （图 １）。 该

结果表明， ＮＭＢ ／ ＮＭＢＲ 可以直接调控 Ｈ９Ｎ２ 感染诱

导的 ＰＤ－Ｌ１ 的表达。

Ａ． ＲＴ－ＰＣＲ 结果显示干扰 ＮＭＢＲ 导致 Ｈ９Ｎ２ 感染诱导的 ＰＤ－Ｌ１ 表达增强； Ｂ． ＲＴ－ＰＣＲ 结果显示过表达 ＮＭＢＲ 导致 Ｈ９Ｎ２ 感染诱导的 ＰＤ－Ｌ１
表达下调； Ｃ． ＲＴ－ＰＣＲ 结果显示外源性 ＮＭＢ 刺激导致 Ｈ９Ｎ２ 感染诱导的 ＰＤ－Ｌ１ 表达下调； Ｄ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示干扰 ＮＭＢＲ 导致 Ｈ９Ｎ２ 感染诱

导的 ＰＤ－Ｌ１ 表达增强； Ｅ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示过表达 ＮＭＢＲ 导致 Ｈ９Ｎ２ 感染诱导的 ＰＤ－Ｌ１ 表达下调； Ｆ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示外源性 ＮＭＢ 刺激

导致 Ｈ９Ｎ２ 感染诱导的 ＰＤ－Ｌ１ 表达下调。

图 １　 Ｈ９Ｎ２ 感染诱导 ＮＭＢ／ ＮＭＢＲ 调节 ＰＤ－Ｌ１ 的表达

２􀆰 ２　 ＰＤ－Ｌ１ 调节 Ｈ９Ｎ２ 感染诱导的 ＮＭＢＲ 表达

分别收集上述 Ｈ９Ｎ２ （ＭＯＩ ＝ １） 的 ｓｉＰＤ－Ｌ１ 细

胞、 ｓｉＮＣ 细胞、 ＰＤＬ－１＋ ／ ＋ 细胞、 Ｃｏｎｔ 细胞和阴性对

照组细胞于 ０ 和 １８ ｈ 的核酸样品和蛋白样品， 采用

ＲＴ－ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分别分析 ＰＤ－Ｌ１ 在各组细胞

中的表达变化。 结果如图 ２ 显示： Ｈ９Ｎ２ 感染诱导

ｓｉＰＤ－Ｌ１ 细胞中的 ＮＭＢＲ 表达水平明显上升， Ｈ９Ｎ２
感染诱导 ＰＤ－Ｌ１＋ ／ ＋细胞中的 ＮＭＢＲ 的表达水平出现

明显下降趋势。 该结果表明， ＰＤ－Ｌ１ 也可以直接参

与调控 Ｈ９Ｎ２ 亚型流感病毒感染诱导的 ＮＭＢＲ 的表达

水平。 综合以上结果显示， ＮＭＢＲ 和 ＰＤ－Ｌ１ 在 Ｈ９Ｎ２
感染过程中可能存在着相互作用的关系。

Ａ． ＲＴ－ＰＣＲ 结果显示干扰 ＰＤ－Ｌ１ 导致 Ｈ９Ｎ２ 感染诱导的 ＮＭＢＲ 表达增强； Ｂ． ＲＴ－ＰＣＲ 结果显示过表达 ＰＤ－Ｌ１ 导致 Ｈ９Ｎ２ 感染诱导的 ＮＭＢＲ
表达下调； Ｃ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示干扰 ＰＤ－Ｌ１ 导致 Ｈ９Ｎ２ 感染诱导的 ＮＭＢＲ 表达增强； Ｄ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示过表达 ＰＤ－Ｌ１ 导致 Ｈ９Ｎ２ 感染诱

导的 ＮＭＢＲ 表达下调。

图 ２　 Ｈ９Ｎ２ 感染 １８ ｈ 后诱导 Ａ５４９ 细胞中 ＰＤ－Ｌ１ 调节 ＮＭＢＲ 的表达
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２􀆰 ３　 ＮＭＢＲ 通过 ＥＲＫ 通路抑制 Ｈ９Ｎ２ 感染诱导的

ＰＤ－Ｌ１ 表达

　 　 本课题组前期发现， 甲型流感病毒感染诱导的

ＮＭＢ ／ ＮＭＢＲ 抗病毒免疫反应及 ＰＤ－Ｌ１ 高表达均与

ＮＦ－κＢ 信号通路有直接关系， 而 ＮＦ－κＢ 信号通路的

激活受 ＥＲＫ 信号通路的调控。 因此， 为进一步验证

Ｈ９Ｎ２ 亚型感染诱导的 ＮＭＢＲ 和 ＰＤ－Ｌ１ 的作用关系，
本试验在上述明确干扰 ＮＭＢＲ 诱导 ＰＤ－Ｌ１ 表达显著

增强的基础上， 对 ＥＲＫ 的磷酸化水平进行了分析。
如图 ３Ａ 所示， Ｈ９Ｎ２ 感染诱导 ｓｉＮＭＢＲ 细胞中的ＰＤ－

Ｌ１ 表达水平明显上升， 而 ＥＲＫ 的磷酸化水平明显降

低。 该结果提示， 干扰 ＮＭＢＲ 可以有效缓解 Ｈ９Ｎ２ 诱

导的 ＥＲＫ 磷酸化水平。 同时， 用 ＮＭＢ 刺激 Ｈ９Ｎ２ 感

染的小鼠， 观察小鼠肺组织中 ＥＲＫ 磷酸化水平的变

化。 图 ３Ｂ 显示， ＮＭＢ 刺激不仅可以诱导 Ｈ９Ｎ２ 感染

的小鼠肺组织中 ＮＭＢＲ 表达， 也可以抑制 ＰＤ－Ｌ１ 表

达， 促进 ＥＲＫ 的磷酸化水平。 该结果显示， ＮＭＢ 刺

激 ＮＭＢＲ 表达进而激活 ＥＲＫ 信号通路参与 Ｈ９Ｎ２ 亚

型感染诱导的 ＰＤ－Ｌ１ 的表达。

Ａ． 干扰 ＮＭＢＲ 抑制 Ｈ９Ｎ２ 感染诱导的 ＥＲＫ 磷酸化水平； Ｂ． 外源 ＮＭＢ 刺激抑制 ＰＤ－Ｌ１ 表达和 ＥＲＫ 磷酸化。

图 ３　 ＮＭＢ ／ ＮＭＢＲ 调节 Ｈ９Ｎ２ 感染诱导的 ＥＲＫ 磷酸化水平

３　 讨论

ＩＡＶ 感染可诱发机体快速产生细胞因子， 激活动

员机体众多防御机制， 将免疫细胞募集到肺部， 改变

维持肺屏障结构的完整性和蛋白分子的功能， 造成肺

组织免疫病理性损伤。 相对于病毒的高度变异性， 宿

主的抗病毒因子比较保守， 通过稳定调控宿主的抗病

毒作用达到阻止病毒入侵的目的是动物疫病防控的一

种新思路［１３］。 鉴于 ＮＭＢ 多肽活性和 ＮＭＢＲ 属于 Ｇ
蛋白偶联受体而具有的重要的药物靶标属性的结构特

征， 以及二者在信号传导中的稳定调节作用， 课题组

前期将 ＮＭＢ 与 ＮＭＢＲ 应用于 ＩＡＶ 引起的免疫防控研

究， 发现其可以平衡调节 Ｈ１Ｎ１ 亚型病毒 Ａ ／ ＰＲ ／ ８ ／
１９３４ 毒株诱导的 ＩＬ－６ 和 ＩＦＮ－α 表达， 进而有效抑制

该病毒复制［９－１０］。 本文在此基础上进一步分析了

ＮＭＢ 与 ＮＭＢＲ 信号轴和 ＰＤ－Ｌ１ 在 Ｈ９Ｎ２ 感染过程中

的关联性。
ＮＦ－κＢ 信号通路在 ＩＡＶ 复制中发挥着双刃剑的

作用［１４－１５］。 现有的资料表明， ＮＦ －κＢ 信号通路与

ＩＡＶ 诱导的 ＮＭＢ 与 ＮＭＢＲ 和 ＰＤ－Ｌ１ 的表达均有密切

关联。 但是， ＮＦ－κＢ 信号通路是否关联 ＩＡＶ 诱导的

ＮＭＢ 与 ＮＭＢＲ 和 ＰＤ－Ｌ１ 的功能尚不明确。 本研究证

实， Ｈ９Ｎ２ 亚型病毒感染过程中， ＮＭＢ 与 ＮＭＢＲ 和

ＰＤ－Ｌ１ 的表达存在互相调节的现象。 基于 ＮＭＢ 与

ＮＭＢＲ 抗 ＩＡＶ 的免疫应答反应［１２］和 ＰＤ－Ｌ１ 在炎症反

应中的免疫抑制作用［１０］， 本研究证实 ＮＭＢ 与 ＮＭＢ
可以通过调节 ＥＲＫ 的磷酸化水平参与 Ｈ９Ｎ２ 感染诱

导的 ＰＤ－Ｌ１ 的表达而发挥抗 ＩＡＶ 的免疫应答反应。
研究表明， ＮＦ－κＢ 信号通路的激活受 ＥＲＫ 信号通路

的调控［１６－１７］。 因此， 本研究结果也间接暗示了 ＮＦ－
κＢ 信号通路在 ＩＡＶ 诱导的 ＮＭＢ 与 ＮＭＢＲ 和 ＰＤ－Ｌ１
相互作用中发挥着重要作用。

综上， 本研究揭示了 Ｈ９Ｎ２ 亚型流感病毒感染诱

导的 ＮＭＢ 与 ＮＭＢＲ 和 ＰＤ－Ｌ１ 之间存在着相互的调节

关系， 这种调节关节与 Ｈ９Ｎ２ 感染激活的 ＥＲＫ 信号

通路密切相关。 本文研究结果揭示了 ＮＭＢ 与 ＮＭＢＲ
发挥抗 ＩＡＶ 感染免疫调节作用的分子基础， 为深度

剖析宿主－流感病毒之间的互作关系提供了理论基

础， 也为筛选新型抗 ＩＡＶ 药物的作用靶标提供了新

思路。
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ＥＲＫ ／ ＮＦ－κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｌ Ｒｅｐ， ２０２０， ４３ （５）：
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