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A549细胞针对A型流感病毒的抗病毒反应*
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【摘要】 目的 了解IAV在 A549细胞中的增殖,探究IAV感染 A549细胞后所被激活的抗病毒反应。 方法 以

IAV感染人肺腺癌上皮细胞(A549)细胞为模型,通过实时荧光定量PCR法(qRT-PCR)、Western
 

blot以及噬斑实验测

定IAV在A549细胞中的增殖。Western
 

blot检测IAV感染 A549细胞36
 

h后,p-NF-κB、IκBα和p-IκBα蛋白表达水

平。通过qRT-PCR检测IFN信号通路的激活以及IFN刺激基因的表达。收集IAV感染A549细胞36
 

h及48
 

h上清,

与新鲜培养基混合培养IAV感染A549细胞,qRT-PCR法检测内源性IFN对IAV增殖的抑制作用。 结果 IAV感

染A549细胞36
 

h后RNA水平达到最高值4.86×106,Western
 

blot与噬斑试验均证明IAV在A549细胞中有效增殖。

IAV显著促进A549细胞中磷酸化NF-κBp65和磷酸化IκBα的蛋白表达。IAV可有效激活A549细胞中的IFN信号通

路,并诱导产生Ⅰ型IFN(IFNβ)以及Ⅲ型IFN(IFNλ1、IFNλ2、IFNλ3)为主的细胞因子,其中36
 

h分别是0
 

h的(16.77±
0.6614)、(323.5±41.88)、(3632±240.2)和(4690±231.3)倍。同时,IAV感染A549细胞后可诱导产生一系列具有广

谱抗病毒作用的IFN刺激基因(IFN-stimulated
 

genes,ISGs),如CXCL10、RIG-I、MX1、CCL5、IFI27、STAT1、ISG15,分
别是对照组的(684.8±50.37)、(70.19±2.917)、(290.8±10.71)、(203.8±4.994)、(205.0±6.046)、(5.974±0.1550)

和(603.0±70.25)倍。此外,收集的病毒感染36h和48
 

h的细胞培养上清对病毒复制均有显著的抑制作用,分别为对

照组的(-0.1231±0.05704)和(-0.3519±0.05257)倍。 结论 IAV感染 A549细胞激活IFN与ISGs,有效促进磷酸

化NF-κBp65的蛋白表达,为研究不同细胞系针对不同亚型流感病毒的抗病毒反应的差异提供参考依据,有助于进一步

探究IAV与常用细胞系A549的相互作用机理。
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【Abstract】 Objective To
 

verify
 

the
 

proliferation
 

of
 

influenza
 

A
 

virus
 

in
 

A549
 

cells
 

and
 

explore
 

the
 

antiviral
 

response
 

activated
 

by
 

IAV
 

infection
 

in
 

A549
 

cells. Methods Using
 

human
 

lung
 

adenocarcinoma
 

epithelial
 

cells
 

(A549)
 

as
 

a
 

model
 

for
 

IAV
 

infection,IAV
 

proliferation
 

in
 

A549
 

cells
 

was
 

determined
 

by
 

Quantitative
 

Real-time
 

PCR
 

(qRT-PCR),

Western
 

blot
 

and
 

Plaque
 

assay.
 

NF-κB,IκBα
 

and
 

p-IκBα
 

protein
 

level
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot
 

while
 

the
 

activation
 

of
 

IFN
 

signaling
 

pathway
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

IFN
 

stimulated
 

genes
 

(ISGs)
 

were
 

tested
 

through
 

qRT-PCR.
 

The
 

supernatants
 

of
 

A549
 

cells
 

infected
 

with
 

IAV
 

for
 

36h
 

or
 

48h
 

were
 

collected
 

and
 

mixed
 

with
 

fresh
 

culture
 

medium,which
 

in
 

turn
 

used
 

to
 

culture
 

new
 

IAV
 

infected
 

A549
 

cells.
 

Finally,qRT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

endogenous
 

IFN
 

on
 

IAV
 

proliferation. Results After
 

36
 

hours
 

of
 

IAV
 

infection
 

in
 

A549
 

cells,the
 

RNA
 

level
 

reached
 

its
 

highest
 

value
 

of
 

4.86×106.IAV
 

proliferates
 

efficiently
 

in
 

A549
 

cells
 

and
 

induces
 

p-NF-κBp65
 

and
 

p-IκBα
 

protein
 

expression
 

significantly.
 

IAV
 

effectively
 

activate
 

the
 

IFN
 

signaling
 

pathway
 

in
 

A549
 

cells
 

and
 

induce
 

the
 

production
 

of
 

cytokines
 

dominated
 

type
 

I
 

IFN
 

(IFNβ)
 

and
 

type
 

III
 

IFN
 

(IFNλ1,IFNλ2,IFNλ3)
 

with
 

36
 

hours
 

being
 

(16.77±0.6614),
(323.5±41.88),(3632±240.2)

 

and
 

(4690±231.3)
 

times
 

higher
 

than
 

0
 

hours.
 

Meanwhile,IAV
 

infection
 

of
 

A549
 

cells
 

can
 

induce
 

the
 

production
 

of
 

a
 

series
 

of
 

IFN
 

stimulated
 

genes
 

(ISGs)
 

with
 

broad-spectrum
 

antiviral
 

effect,such
 

as
 

CXCL10,RIG-I,MX1,CCL5,IFI27,STAT1
 

and
 

ISG15,which
 

are
 

(684.8±50.37),(70.19±2.917),(290.8±10.71),
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(203.8±4.994),(205.0±6.046),(5.974±0.1550)
 

and
 

(603.0±70.25)
 

times
 

higher
 

than
 

the
 

control
 

group.
 

Furthermore,the
 

cell
 

culture
 

supernatants
 

collected
 

after
 

36
 

and
 

48
 

hours
 

of
 

IAV
 

infection
 

showed
 

significant
 

inhibitory
 

effects
 

on
 

IAV
 

replication,which
 

were
 

(-0.1231±0.05704)
 

and
 

(-0.3519±0.05257)
 

times
 

higher
 

than
 

the
 

control
 

group. Conclusion In
 

this
 

study,IAV
 

infection
 

activates
 

IFN
 

and
 

ISGs
 

and
 

significantly
 

promoted
 

phosphorylation
 

of
 

NF-κBp65proteinin
 

A549
 

cells.
 

To
 

provide
 

reference
 

basis
 

for
 

studying
 

the
 

differences
 

in
 

antiviral
 

responses
 

of
 

different
 

cell
 

lines
 

against
 

different
 

subtypes
 

of
 

influenza
 

virus,and
 

to
 

further
 

explore
 

the
 

interaction
 

mechanism
 

between
 

IAV
 

and
 

commonly
 

used
 

cell
 

line
 

A549.
【Keywords】 Influenza

 

A
 

virus
 

(IAV);interferon
 

(IFN);nuclear
 

factor-κB
 

(NF-κB);antiviral
 

response

  急性呼吸道病毒感染仍是影响全球的严重疾病,
已经过去的SARS

 

CoV-2大流行以及当前的流感病

毒流行带来的挑战愈加严峻[1-2]。流感病毒属正粘病

毒科得一种包膜病毒,包含由8条单股负链RNA片

段组成的基因组,能够编码十余种病毒侵染宿主以及

完成 自 身 复 制 所 依 赖 的 蛋 白[3]。A 型 流 感 病 毒

(Influenza
 

A
 

virus,IAV)易发生抗原变异且常造成临

床重症,对全球公共卫生安全及经济健康发展造成严

重危害。
流感病毒在侵入机体后,激活宿主的抗病毒反应,

其中干扰素及干扰素刺激因子在抗病毒过程中发挥着

重要作用[4]。但三种干扰素可能在流感病毒侵染过程

所发挥的抗病毒作用并不一致,明确何种干扰素能够

发挥较好的抗病毒作用以及在宿主细胞和病原微生物

之间的差异,对干扰素的抗病毒作用研究具有重要意

义。经典的NF-κB通路作为抗病毒反应中的重要组

成部分,常被认为是病毒入侵机体后,能够被激活并显

著增强抗病毒因子的表达水平[5-6]。通过NF-κB通路

调节IFN反应激活IFN刺激基因也是机体发挥抗病

毒效应的重要组成部分[7-8]。病毒入侵后,宿主特异性

识别 病 原 体 相 关 模 式 分 子 (pathogen
 

associated
 

molecular
 

patterns,PAMP)并激活转录因子,例 如

IFN调节因子和NF-κB,使这些转录因子易位至细胞

核,激活IFN和其他促炎细胞因子的表达。IFN被分

泌并与相同和邻近细胞上的受体结合,激活更广泛的

IFN刺激基因(interferon-stimulated
 

genes,ISGs),从
而激活了一系列抗病毒反应[9]。此外,NF-κB也会通

过调节T细胞受体(T
 

cell
 

receptor,TCR)影响T细

胞的功能,这将影响 T 细胞所介导的细胞免疫反

应[10-11]。为了应对宿主免疫反应的攻击,病毒为了自

身的复制进行免疫逃避和抑制宿主免疫应答。因此,

IAV在侵染宿主时会通过NF-κB来抑制IFN的信号

转导,从而促进自身的复制[12]。研究表明 NF-κB的

激活促进病毒RNA的复制[13-16]。同时,本课题组前

期研究发现,现有的免疫抑制剂能够以不同的作用机

制抑制IAV在 A549细胞中的增殖[17]。这表明流感

病毒可能将这种抗病毒和促炎反应转化为有利于病毒

复制的途径,抑制宿主免疫反应也会影响病毒的复制。
流感病毒激活的宿主先天免疫反应(Innate

 

immunity
 

response)是复杂且多样的,研究IAV激活A549细胞

的抗病毒反应有助于进一步探究IAV与 A549细胞

的相互作用机理。
本研究以IAV感染A549细胞为模型,检测病毒

感染后是否通过激活NF-κB和IFN的产生发挥宿主

细胞的先天性免疫应答,以及产生的IFN及其诱导的

ISGs是否发挥抗病毒作用,以期为探究不同细胞系针

对不同亚型流感病毒的抗病毒反应的差异提供参考依

据。

材料与方法

1 材料

1.1 细胞株和毒株 A549(人肺腺癌上皮细胞)和
MDCK(犬肾上皮细胞)细胞由西北民族大学生物医学

研究中心提供;IAV疫苗毒株A/Singapore/GP1908/

2015
 

(IVR-180)为武汉生物制品研究所国家联合疫苗

工程技术研究中心提供,-80
 

℃保存备用。

1.2 主要试剂及仪器 F12培养基、DMEM 培养基

和0.25%胰酶-EDTA购自兰州百灵生物工程有限公

司;胎牛血清(FBS)购自兰州民海生物工程有限公司;
总RNA提取试剂盒(Total

 

RNA
 

Isolation
 

Reagent)
购自美国Biosharp公司;反转录试剂盒和

 

qRT-PCR
试剂盒购自南京诺唯赞医疗科技有限公司;核转录因

子-κB
 

p65(NF-κB
 

p65)抗 体 购 自 美 国 Affinity
 

Biosciences公司;核转录因子-κB(NF-κB)抑制蛋白

(IκBα)、p-IκBα和IAV-NP蛋白抗体购自美国 Cell
 

Signaling
 

Technology公司;GAPDH 抗体(AP0066)
购自南京Bioworld公司;β-Tubulin抗体、辣根过氧化

物酶(HRP)标记羊抗鼠二抗、HRP标记羊抗兔二抗

购自 武 汉 Abbkine
 

Scientific公 司;RIPA
 

裂 解 液、

PMSF购自北京索莱宝公司;特超敏ECL发光底物显

色液、BCA蛋白浓度测定试剂盒购自美国Biosharp公

司;聚偏氟乙烯(PVDF)膜购自美国Sigma-Aldrich公

司。

2 方法

2.1 细胞培养 将保存于液氮中的A549和 MDCK
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细胞于37
 

℃温水中快速溶解,1
 

000g离心6
 

min,弃
上清,分别用含10%

 

FBS的F12培养基和DMEM培

养基重悬细胞,转移至细胞培养瓶中,置于37
 

℃,5%
 

CO2 培养箱中培养,传代2次以上。

2.2 IAV 在A549细胞中增殖以及IFN、ISGs的检

测
 

将A549细胞按照3×105 个/孔接种于6孔板中,
用含10%

 

FBS的F12培养基于37
 

℃,5%CO2 培养

箱中培养12
 

h,用0.1
 

MOI的IAV感染细胞,分别培

养12、24、36、48、60
 

h后收获细胞及上清,同时设不接

毒对照组。TRIzol法提取细胞RNA,使用反转录试

剂盒 反 转 录 合 成cDNA,qRT-PCR 法 检 测 病 毒 在

A549细胞中的增殖情况以及IFN和ISGs的激活水

平。以 GAPDH 为内参,通过2-△△Ct 法计算 mRNA
相对表达量。培养后36及48

 

h上清液,经紫外线照

射30
 

min,与新鲜培养基1∶1混合后加入新的IAV
感染的A549细胞中,继续培养36

 

h,以不接毒收获的

上清培养IAV感染的 A549细胞作为对照组。收获

细胞,TRIzol法提取RNA,使用反转录试剂盒反转录

合成cDNA,qRT-PCR法检测内源性IFN的抗病毒

作用。IAV(H1N1)
 

PB1、GAPDH、IFN以及ISG基

因等检测引物序列见表1,引物由生工生物工程(上
海)股份有限公司合成。具体实验方法参考文献[18]。

2.3 噬斑试验 将 MDCK细胞接种于6孔板中,用
含10%

 

FBS的DMEM培养基于37
 

℃,5%CO2 培养

箱中培养,待细胞汇合度达到95%时,用稀释的细胞

培养上清液感染细胞2
 

h,然后弃掉上清液,加入琼脂

糖覆盖层,包含1×DMEM、1%低熔点琼脂糖和2
 

μg/

mL
 

TPCK处理的胰蛋白酶。在37
 

℃下孵育72
 

h后,
可见明显斑块出现,用4%多聚甲醛固定细胞1

 

h,后
用2%结晶紫溶液染色30

 

min。

2.4 Western
 

blot 将A549细胞接种于6孔板中,
细胞汇合度达到80%按 MOI=0.1接种IAV,后置于

37
 

℃,5%
 

CO2 培养箱中培养。分别收取0
 

h、36
 

h和

48
 

h细胞,加入RIPA中性蛋白裂解液,在冰上裂解

30
 

min后,12
 

000
 

r/min
 

4
 

℃离心20
 

min。后收取裂

解液上清,使用BCA蛋白浓度测定试剂盒定量所收取

蛋白,后加入蛋白上样缓冲液混匀后100
 

℃煮样15
 

min,将15
 

μg蛋白样品加入10%的SDS-PAGE中,然
后转移到PVDF膜上。转膜后,使用5%脱脂奶粉将

膜在室温下封闭2h,然后一抗4
 

℃过夜孵育,后使用

TBST洗膜后,二抗在室温下孵育1
 

h,后使用TBST
洗膜。将膜浸入特超敏ECL发光底物显色液2

 

min,
使用电化学发光检测系统检测p-NF-κBp65、IκBα和

p-IκBα蛋白表达情况。

3 统计学分析

使用GraphPad
 

Prism
 

version
 

6软件进行统计学

分析,实验数据以x±s表示,组间比较采用One
 

Way
 

ANVOA
 

test、t-test分析。以P<0.05为差异有统计

学意义。

表
 

1 qRT-PCR引物

Table
 

1 Primers
 

for
 

qRT-PCR
基因
Genes

引物序列(5􀆳-3􀆳)
Primer

 

sequences

IAV
 

PB1-F ATGGAATATGACGCTGTTG
IAV

 

PB1-R TTGGCTTGTGTTGAGAATAG
Humo-GAPDH-F CTCTGGTAAAGTGGATATTGT
Humo-GAPDH-R GGTGGAATCATATTGGAACA
Humo

 

-IFN-α-F GCTTGGGATGAGACCCTCCTA
Humo-IFN-α-R CCCACCCCCTGTATCACAC
Humo-IFN-β-F ATGACCAACAAGTGTCTCCTCC
Humo-IFN-β-R GGAATCCAAGCAAGTTGTAGCTC
Humo-IFN-γ-F TCGGTAACTGACTTGAATGTCCA
Humo-IFN-γ-R TCGCTTCCCTGTTTTAGCTGC
Humo-IFN-λ1-F CACATTGGCAGGTTCAAATCTCT
Humo-IFN-λ1-R CCAGCGGACTCCTTTTTGG
Humo-IFN-λ2-F GAGACCTGAATTGTGTTG
Humo-IFN-λ2-R AATTAAGACAAGTGGCTAAT
Humo-IFN-λ3-F ACATAGCCCAGTTCAAGT
Humo-IFN-λ3-R CGACTCTTCTAAGGCATCT
Humo-IFI27-F TGCTCTCACCTCATCAGCAGT
Humo-IFI27-R CACAACTCCTCCAATCACAACT
Humo-RIG-Ⅰ-F CTGGACCCTACCTACATCCTG
Humo-

 

RIG-Ⅰ-R GGCATCCAAAAAGCCACGG
Humo-STAT1-F CAGCTTGACTCAAAATTCCTGGA
Humo-STAT1-R TGAAGATTACGCTTGCTTTTCCT
Humo-CXCL10-F GTGGCATTCAAGGAGTACCTC
Humo-CXCL10-R TGATGGCCTTCGATTCTGGATT
Humo-MX1-F GTTTCCGAAGTGGACATCGCA
Humo-MX1-R CTGCACAGGTTGTTCTCAGC
Humo-CCL5-F GGCAGCCCTCGCTGTCATCC
Humo-CCL5-R GCAGCAGGGTGTGGTGTCCG
Humo-ISG15-F GTTCATGAATCTGCGCCTGC
Humo-ISG15-R ATTTCCGGCCCTTGATCCTG

结 果

1 IAV在A549细胞中的增殖

IAV感染A549细胞后12、24、36
 

h,病毒增殖逐

渐增强,36
 

h时RNA水平达到4.86×106,36~48
 

h
病毒增殖达到峰值并开始下降,Western

 

blot检测病

毒NP蛋白表达增加和噬斑实验检测病毒的释放增加

(图1)。

2 检测p-NF-κBp65、IκBα、p-IκBα蛋白表达水平

与对照组比较,IAV感染 A549细胞36
 

h后,显
著促进磷酸化NF-κBp65和磷酸化IκBα的蛋白表达,
接毒组IκBα与对照组IκBα蛋白表达未见明显差异。

3 IAV对A549细胞IFN通路的激活作用

IAV感染12
 

h后,A549细胞中IFNβ、IFNλ1、

IFNλ2、IFNλ3的转录水平有不同程度的升高,36
 

h达

到峰值(图3),分别是0
 

h的(16.77±0.6614)、(323.5
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±41.88)、(3632±240.2)和(4690±231.3)倍,差异均

有统 计 学 意 义(t 分 别 为25.36、7.722、15.12和

20.28,P 均<0.05)。同时,IAV感染A549细胞36
 

h
后,刺激了IFN下游通路一些具有广谱抗病毒作用的

IFN刺激基因 CXCL10、RIG-I、MX1、CCL5、IFI27、

STAT1、ISG15的表达(图4),分别是0
 

h的(684.8±
50.37)、(70.19±2.917)、(290.8±10.71)、(203.8±
4.994)、(205.0±6.046)、(5.974±0.1550)和(603.0
±70.25)倍,差异均有统计学意义(t分别为13.60、

24.06、27.16、40.81、33.91、38.53和8.584,P 均<
0.05)。

图
 

1 IAV在A549细胞中的增殖

Fig.1 IAV
 

replication
 

in
 

A549
 

cells

图
 

2 p-NF-κBp65、IκBα和p-IκBα蛋白表达水平

Fig.2 p-NF-κBp65,IκBα
 

and
 

p-IκBα
 

protein
 

expression
 

level

4 IAV感染A549细胞产生IFN的抗病毒作用

与对照组相比,收集的病毒感染36
 

h和48
 

h的

细胞培养上清对病毒的RNA复制均有显著的抑制作

用,分别为对照组的(-0.1231±0.05704)和(-0.3519
±0.05257)倍,差异均有统计学意义(t分别为2.157
和6.695,P 均<0.05)。

注:与0
 

h组比较,*P<0.05,**P<0.01
图

 

3 IAV感染A549细胞后诱导产生的IFN
Fig.3 IFNs

 

induced
 

by
 

IAV
 

infection
 

in
 

A549
 

cells

注:与0
 

h组比较,*P<0.05,**P<0.01
图

 

4 IAV感染A549细胞后诱导产生的ISGs
Fig.4 ISGs

 

induced
 

by
 

IAV
 

infection
 

in
 

A549
 

cells

注:与0
 

h组比较,*P<0.05,**P<0.01
图

 

5 IAV在A549细胞中诱导产生IFN的抗病毒作用

Fig.5 The
 

antiviral
 

effects
 

of
 

IFNs
 

induced
 

by
 

IAV
 

infection
in

 

A549
 

cells
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讨 论

流感病毒激活的先天免疫反应是宿主重要的保护

屏障,明确IAV感染A549细胞后所激活的抗病毒反

应,有助于探究IAV与 A549细胞的相互作用机理。
本研究发现,在IAV侵染 A549细胞后,病毒增殖达

到峰值时,其所诱导的Ⅰ型IFN(IFNβ)和Ⅲ型IFN
(IFNλ1、IFNλ2、IFNλ3)干扰素的表达水平也同步到

达最大值,但IFNα和IFNγ未被显著激活表达。与此

前本课题组在IBV的研究中发现,在侵染 MDCK细

胞后主要诱导的Ⅰ型IFN(IFNα、IFNβ)和Ⅲ型IFN
(IFNλ1、IFNλ3)干扰素表达显著增加所不同,这可能

是所使用毒株之间的差异,也可能是感染细胞的不同,
但值得注意的是IAV与IBV在所诱导的干扰素反应

类型有差异[19]。因此,在针对不同的病毒感染时,有
关干扰素的治疗更应该关注病原微生物之间的差异

性。此外,干扰素相关的治疗方法也被考虑到用来抑

制SARS-CoV2,其中研究人员开发的I型和II型IFN
的稳定肽模拟物具有有效的广谱抗病毒活性[20]。Ⅱ
型IFN(IFNγ)虽然在本研究中并未有显著增强,但可

能是细胞株差异所造成的,因先前有研究发现在包括

流感病毒等多种病毒感染后,组织中驻留的1型固有

淋巴样细胞(ILC1)是产生IFNγ的主要来源[21]。此

外,还发现IFNγ可以抑制ILC2活性并减少IL5的产

生,从而加剧甲型 H1N1
 

pdm09流感感染期间疾病的

严重程度[22]。在流感病毒感染期间,宿主IFNγ还被

发现能够与病毒PB1-F2蛋白互作并调节ILC2和T
细胞的功能,从而发挥抗病毒效应[23]。因此,宿主

IFNγ在流感病毒感染的过程中同样也发挥着至关重

要的作用,在特殊细胞株或者体内实验中更应该考虑

IFNγ的差异。
研究表明,激活的NF-κB协同调控IFN基因的表

达,不仅在受感染细胞中诱导
 

IFN刺激基因的表达,
而且还以旁分泌方式作用于周围细胞,使机体处于抗

病毒状态,从而限制病毒的传播[24-25]。缺乏编码抑制

NF-κB的A20蛋白基因的骨髓细胞在IAV感染后表

现出过度的NF-κB激活,促进了促炎细胞因子的产生

和I型干扰素水平的升高。然而,敲除骨髓细胞中的

A20蛋白基因可以保护小鼠免受致命的IAV感染,从
而表明NF-κB活性增加具有抗病毒作用[26]。本研究

中I型干扰素水平的升高可能与 NF-κB的激活紧密

相连。IAV激活NF-κB也有助于病毒复制和传播,在
抑制 NF-κB 的 同 时 会 影 响 IAV 在 宿 主 内 的 增

殖[16,27]。通过显性失活的IKKβ突变体或不可降解的

IκBα突变体的表达抑制 NF-κB也会阻遏 A549细胞

中IAV复制,进一步表明激活 NF-κB能够促进IAV

子代病毒的合成[13]。本研究中NF-κB的激活可能促

进了IAV的复制。此外,也有研究报道 NF-κB增强

IAVPB1-F2辅助蛋白的活性[28]。因此,关于 NF-κB
及其相关通路在流感病毒感染宿主过程中所发挥的作

用需要科研工作者给予更多的关注。

IAV感染 A549细胞可诱导产生Ⅰ型和Ⅲ型

IFNRNA水平的升高。此外,本研究发现,诱导产生

的IFN具有抗病毒作用。A549细胞内诱导产生的

ISGs也相应升高,表明IAV感染A549细胞后分泌产

生了有活性的IFN,并通过自分泌或旁分泌形式诱导

细胞产生ISGs,同时说明这几种ISGs在宿主细胞抗

IAV感染过程中起重要作用。Mx蛋白仅在I型和III
型IFN的控制下表达,能够通过抑制病毒基因组进入

细胞核来抑制病毒转录和复制[29-31]。这与本研究中I
型和III型IFN 高表达可能有关。CXCL10能够被

IFNγ在多种细胞中诱导,促进免疫细胞的趋化作用,
从而促进对细胞免疫对病毒的杀伤作用[32]。IFNγ在

本研究中未见显著促进,可能还有其他 机 制 促 进

CXCL10的表达,这为研究CXCL10的激活提供参考。
在IAV感染宿主后,IFI27的上调主要集中在特定免

疫细胞群中,如单核细胞和树突状细胞[33]。A549细

胞中IFI27也显著上调,或将为抗病毒研究提供新的

依据。STAT1参与了IFN激活基因的调控,STAT1
的显著上升可能也促进了I型和III型IFN 的表

达[34]。ISGs是IFN介导的抗病毒反应的终极效应因

子,在本研究中被显著上调以参与抗病 毒 反 应 的

ISGs,对于不同的病毒所发挥的效应可能截然不同,
后续应针对特定的ISG进行更深入的研究,使其发挥

更好的抗病毒效应。
综上所述,本研究初步揭示了 A549细胞在IAV

侵染后所诱导的一系列抗病毒反应,激活了NF-κB通

路并诱导了不同水平的IFN和ISGs,以及产生的IFN
及ISGs发挥抗病毒活性,为今后研究不同亚型流感

病毒激活不同细胞系或体内的抗病毒反应提供参考依

据。
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