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摘要 

甲型流感病毒（Influenza A virus, IAV）是有包膜的、负义、单链 RNA 病毒，

常引起季节性流感，新型 IAV 具有引起流感大流行的潜在风险。IAV 首先通过病

毒表面蛋白 HA 与细胞表面的唾液酸受体结合而侵入呼吸道或肺上皮细胞，病毒

感染的结果取决于病毒复制和宿主免疫反应之间的平衡。IAV 感染引起炎症反应

的过度激活会导致促炎细胞因子的过度表达，形成的“细胞因子风暴”被认为是

IAV 感染机体诱导肺部炎症和引起致病性的重要原因。正常细胞朊蛋白（Normal 

Cellular Prion Protein, PrPc）是一种细胞表面膜糖蛋白，在脑中表达最丰富，肺次

之。PrPc 参与神经保护、免疫反应，并在各种病毒感染中发挥调节作用。 

最新研究表明 PrPc 通过抗氧化应激能够发挥抗 IAV 病毒感染的作用，其机

制是通过 PrPc N 末端 OR 区与 Cu2 +结合，进一步调节活性氧产生酶（Superoxide 

Dismutase, SOD1）的活性，降低细胞内过量的活性氧 (Reactive Oxygen Species, 

ROS) 的产生，抑制细胞凋亡，保护小鼠免受 IAV 的致死性感染。然而，PrPc 的

非 OR 区（除了 OR 区以外的功能域）是不是也具有抗病毒感染的作用，目前尚

未有文献深入探讨。此外，PrPc 能够在 T 淋巴细胞、自然杀伤细胞、巨噬细胞等

免疫细胞，以及Ⅰ型、Ⅱ型肺泡上皮细胞和细支气管 Clara 细胞中表达，因此 PrPc

可能在肺部的免疫系统中扮演重要角色。IAV 感染肺上皮细胞，直接或间接诱导

炎性细胞因子产生，但是 PrPc 在 IAV 诱导的炎症反应中到底发挥哪些重要作用

尚不清楚。 

基于此，本论文通过 PrPc 两种基因敲除小鼠及 PrPc 过表达质粒分别在体内

和体外两个层次探讨其在 IAV感染及炎性反应中的作用，并借助RNA-Seq测序、

差异基因表达谱的分析和验证，进一步探讨其中的分子机制。主要研究内容和实

验结果如下： 

1. 从体内水平研究 PrPc 对小鼠致病性的影响。首先利用 CRISPR/Cas9 技术构建

两类 PrP-/-小鼠，分别是朊蛋白全基因敲除小鼠（119KO）和朊蛋白 OR 区敲除小

鼠（120KO），比较野生型小鼠（WT）与 PrP-/-基因敲除小鼠（119KO 和 120KO）

在 H7N7-IAV 感染后 3、5、8、11 天时的临床症状和肺组织病理学变化。结果表



华东师范大学博士学位论文 

II 

明，与 WT 小鼠相比，120KO 小鼠更容易感染 H7N7 病毒，即小鼠存活率降低，

体重下降明显以及肺部病理损伤更严重；而 PrPc 全基因敲小鼠（119KO）不易感

染 H7N7 病毒，即临床症状及肺组织病理学变化均轻于野生型小鼠。因此，我们

推测朊蛋白在病毒感染的过程中具有双重调节作用，即朊蛋白 OR 区可能具有抗

流感病毒感染，保护机体，减轻机体损伤的作用，而 PrPc 非 OR 区可能对于病毒

感染具有促进作用。  

2. 对病毒感染后 3、5、8、11 天的 120KO、119KO、WT 小鼠和生理盐水对照组

小鼠的肺组织进行 RNA-seq 分析与 q-PCR 验证，进一步探讨 PrPc 在 IAV 诱导炎

症反应中的作用。结果表明，H7N7 感染小鼠肺后能够诱导大量细胞炎症因子表

达，如 TLRs 通路基因（如 TLR4/7/3、MyD88、TAK1、IRF3）、干扰素（IFNα/β

和 IFNγ）、IL6、TNFα、Nrf2和两类趋化因子及其受体（CCL2/3/11和受体CCR2/3，

CXCL2/3/10/11 和受体 CXCR3/4/6）。与野生型 WT 小鼠相比，大部分细胞因子

和趋化因子在 120KO 小鼠中的表达量显著升高，而在 119KO 小鼠中显著降低。

因此我们认为 OR 区能够抑制细胞因子和趋化因子在 H7N7 感染后的上调表达，

在 IAV 感染诱导的炎症风暴中发挥保护作用；而 PrPc 的非 OR 区可能促进了炎

症因子上调表达，即增强 H7N7-IAV 感染诱导的炎症反应。综上所述，朊蛋白的

不同功能域在 H7N7-IAV 感染小鼠的肺损伤及炎症反应中可能具有不同的调节

作用。 

3. 通过 PrPc 过表达质粒转染小鼠肺上皮细胞（MLE-12），进一步验证 PrPc 在流

感病毒 H7N7 感染中的作用。结果表明，在 H7N7 侵染细胞后的不同时期，病毒

与 PrPc 互相作用的结果不同：感染早期（12h），病毒诱导 PrPc 上调表达；感染

24h 后，PrPc 的表达显著下降，并能持续下调病毒 M 基因的表达；感染 48h 后，

PrPc 的表达又开始升高。转染 24h 后，过表达的 PrPc 诱导了 MLE-12 细胞中的

IFN-β 和 TLR3 显著上调，但当病毒感染后，过表达的 PrPc 显著降低了 IFN-β 表

达，升高了 TLR3 的表达，该结果与 120KO 小鼠中表达趋势一致。因此，在 IAV

感染过程中，PrPc 对不同的细胞因子可能有不同的调节作用。 

综上所述，本研究首次揭示了朊蛋白在 IAV 病毒感染诱导炎症反应中的作
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用，为朊蛋白作为抗流感的分子靶标研究提供了重要依据。另外，我们也首次对

朊蛋白不同功能域所发挥的作用进行了探讨，进一步拓展了对 PrPc 生理功能的

认识。 

 

关键词： 朊蛋白、流感病毒、炎症反应、肺损伤、调节作用
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Abstract 

Influenza A virus (IAV) is an enveloped, negative sense, single-stranded RNA 

virus, which often causes seasonal epidemics, posing a potential risk for a new influenza 

pandemic. IAV first invades respiratory tract or lung epithelial cells via binding virus 

surface protein hemagglutinin (HA) to sialic acid receptor on cell surface. The result of 

infection depends on the balance between the virus replication and host immune 

response. Overactivation of inflammatory response caused by IAV will lead to over-

production of pro-inflammatory cytokines, as well as "cytokine storm". Several lines 

of evidence indicate that inflammatory response cytokines induced by IAV play a 

pivotal role in virus infection-induced lung injury and inflammation. The normal 

cellular prion protein, designated PrPc, is a membrane glycoprotein expressed 

abundantly in brains and to a lesser extent in lungs and other tissues. PrPc participates 

in neuroprotection, immune response and plays a complex regulatory role in various 

virus infections. A recent study indicated that PrPc has a protective role against lethal 

infection with IAV. It was believed that PrPc functions in combining the copper ions, 

and regulates the reactive oxygen species producing enzyme (SOD1) through the N-

terminal OR region, thereby reducing excessive reactive oxygen species (ROS) in IAV-

infected lungs, inhibiting cell apoptosis, eventually protecting them from lethal 

infection with IAV. However, whether the non-OR region (other regions of PrPc) has 

the function of anti-virus infection remains to be studied. In addition, PrPc is expressed 

in T lymphocytes, natural killer cells, macrophages and alveolar type Ⅰ, type Ⅱ epithelial 

cells and bronchiolar Clara cells. Therefore, PrPc may play an important role in the 

immune system of the lung. However, the function of PrPc in the inflammatory response 

induced by IAV remains largely unknown.  

Based on this, this thesis intended to explore the role and the mechanism of PrPc 

in in pathogenicity and inflammation of IAV infection in vitro and in vivo by two types 

of PrPc knockout mice and PrPc overexpression plasmid, and the molecular mechanism 
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was further discussed by RNA-Seq, differential genes expression analysis and 

verification. The content of the thesis could be briefly summarized as follows. 

The first part, to explore the effect of PrPc in the pathogenicity of mice post IAV 

infection in vivo. We constructed two types of PrPc-deficient mice by CRISPR/Cas9 

(119 KO mice with prion protein knocked out and 120 KO mice with N-terminal-OR 

region of PrPc deleted). We then investigated the differences in clinical symptoms and 

lung histopathology between wild-type (WT) mice and 119KO/120KO mice at day 3, 

5, 8 and 11 post H7N7-IAV infection. Compared with WT mice, 120 KO mice were 

more susceptible to H7N7, showed lower survival rate and more wight loss, 

accompined with more severe lung damage. In contrast, 119 KO mice were less 

susceptible to H7N7 compared with WT mice. These results suggested that the OR 

region could play an important role for PrPc to protect against lethal infection with 

H7N7-IAV in mice, while non-OR-domains of PrPc might promote virus infection 

significantly. Therefore, we speculated that PrPc could have double regulatory efffects 

in the process of IAV infection. 

The second part of this thesis was RNA-seq sequencing, differential gene 

expression profile analysis and qPCR were performed of 120KO, 119KO and WT mice 

lungs at at day 3, 5, 8 and 11 post infection of H7N7 and equal saline. Analysis and 

qPCR results showed that cytokines TLRs pathways (TLR4/7, MyD88, TAK1, IRF3), 

interferons (IFNα/β/γ), IL6, TNFα, Nrf2, CSF3 and chemokines CCL2/3/11 and 

receptors CCR2/3, CXCL2/3/10/11 and receptors CXCR3/4/6 and CX3CR1 were 

significantly up-regulated post infection of H7N7. The expression level of these 

cytokines and chemokines in 120KO mice were significantly higher than WT mice; 

while these genes in 119KO mice were significantly lower than in WT mice. Therefore, 

we believe that OR region could inhibit the up-regulation of cytokines and chemokines 

after H7N7 infection and played a protective role in inflammatory storms induced by 

IAV infection. However, the non-OR region of PrPc might act in promoting up-
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regulated of chemokines, as well as in enhancing the inflammatory response post H7N7 

infection. That is, the prion protein might have a dual-regulatory effects on lung injury 

and inflammatory response in H7N7-IAV infection.  

The third part of this thesis was transfection of overexpression PrPc plasmid on 

mouse lung epithelial cells (MLE-12) in vitro, to further verify the role of PrPc in 

influenza virus H7N7 infection on MLE-12. The qPCR results showed that at different 

stages after H7N7 infected cells, the interactions between virus particles and PrPc were 

different. During the early stage, within 12h post H7N7 infection, the virus induced up-

regulation of PrPc on the basis of transfectio PrPc overexpression plasmid. After 24h of 

virus infection, the expression of PrPc decresed significantly and continuously down-

regulated M gene. 48h post-infection, PrPc recovered to its original expression level. 

Moreover, 24h post transfection of mo-PrPc-pcDNA3.1, IFN-β and TLR3 were 

significantly up-regulated, and IFN-β expression level was significantly reduced but 

TLR3 expression level was obviously up-regulated after IAV infection. It was 

speculated that overexpressed PrPc might have different regulatory effects on different 

cytokines during IAV infection. 

Overall, it came a conclusion that PrPc was involved in lung injury and 

inflammatory responses induced by H7N7-IAV in mice and MLE-12 cells for the first 

time. These data could be helpful for further understanding the the role of PrPc in 

pathogenesis of RNA virus infection and suggest that PrPc might be a novel target 

molecule for anti-influenza A virus therapeutics. 

Keywords:  prion protein, influenza virus, inflammatory response, lung injury, 

regulating effect.  
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第一章 绪论 

1.1 甲型流感病毒概述 

随着全球化进程的快速发展，人与自然的交互变得更加频繁，我们面临新发

和再发传染病的威胁也日益加剧，病毒的传播速度也大大加快。甲型流感病毒

（Influenza A virus, IAV）可以突破种间屏障，对全球公共卫生构成了重大威胁。

此外，IAV作为一种高度传染性的呼吸道病原体，导致了全球范围内的年度流行

和偶尔的大流行。 

IAV 是一种包膜病毒，在分类学上属于正黏病毒科（Orthomyxoviridae），流

感病毒属 (Influenza virus)，为单股、负链、分节段 RNA 病毒（ss vRNA）。禽流

感病毒（Avian influenza virus, AIV）属于甲型流感病毒，根据 AIV 对鸡的致病性

可以将其分为高致病性禽流感病毒（Highly pathogenic avian influenza virus, 

HPAIV）和低致病性禽流感病毒（Low pathogenic avian influenza virus, LPAIV）

[2,3]。野生水禽是 LPAIV 的自然宿主，LPAIV 感染家禽后可引起体重下降和产蛋

量下降[3]。HPAIV 在野生水禽/水鸟和陆生鸟类中可引起致命的爆发[4,5] ，对鸟类

的致死率高达 100%。甲型流感病毒根据其表面的糖蛋白血凝素（Hemagglitinin，

HA）和神经氨酸酶（Neuraminidase，NA）进行分型，有少数 IAV 亚型会在人类

中传播和进化[6]，并导致季节性流感或偶发大流行[7,8]。不同亚型及不同宿主来源

的病毒之间发生的重组与变异，不仅加快了病毒的传播与扩散速度[9,10]，而且有

可能产生新的病毒使其能够跨越物种屏障从鸟类传播到哺乳动物或人类，如

H5N1 和 H7N7 等[11–17]。  

在中国，每年因流感引起的呼吸系统疾病，造成死亡人数大概平均在 9 万人

左右[20]，死亡率约为 0.1%。流感的破坏力如此巨大，部分原因在于流感病毒的

变异速度极快，人们体内的抗体无法识别新的流行病毒株[21]。甲型流感病毒感染

通常会导致轻度自限性疾病，能够引起呼吸道传染病。症状从轻微到严重程度不

等，有时甚至伴随危及生命的并发症，即使是年轻人、健康儿童和成人也无法避
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免。轻微的症状通常包括发烧、咳嗽、喉咙痛、流鼻涕、肌肉或身体疼痛，头痛

和疲劳，偶有伴随呕吐和腹泻[22]。IAV 对患有基础疾病的个体，可能会导致健康

状况的恶化，最终发展为病毒性肺炎、继发性细菌性肺炎甚至死亡等。 

1.2 甲型流感病毒的致病机制研究进展 

IAV 是人类主要的病原体之一。流感感染可以在没有任何亚临床症状的情况

下传播，或在呼吸道出现感染，从而导致致命的后果。IAV 的感染始于病毒通过

将病毒表面蛋白 HA 与 α2,3-或 α2,6-唾液酸受体（Sialic acid receptor, SA receptor）

特异性结合而附着在气道或肺上皮细胞和肺泡巨噬细胞表面[2,4]。IAV 病毒 RNA

进入细胞后，病毒利用宿主的细胞系统进行复制与增殖。机体可以通过免疫应答

（immune response）防御和消除病原体（如病毒）的入侵、维持自我稳定。如果

入侵体内的病原微生物突破了机体的免疫防护，可能会导致机体感染。下文将对

机体免疫应答过程与分子机制逐一介绍。 

1.2.1 甲型流感病毒诱导的免疫应答与炎症反应 

1.2.1.1 甲型流感病毒诱导的免疫应答 

宿主机体的免疫系统也有不同的防线来对抗病毒。通过细胞内的各种手段和

机制对抗病毒，成为第一道防线即先天免疫。后天免疫也称为获得性免疫则组成

第二道防线，当机体再次识别病毒时，会产生对应抗体，特异性识别抗原并中和

病毒颗粒，将病毒包裹起来，从而阻止病毒对靶细胞的识别和结合。同时免疫系

统还会启动杀伤细胞，清除被病毒感染的细胞。 

先天免疫是抗病原体入侵的第一条也是最古老的防线。它通过编码模式识别

受体[5]（Pattern recognition receptor, PRR）的不同家族识别病原体相关分子模式[6]

（Pathogen associated molecular patterns, PAMP）以及内源性危险信号并产生快速、

广泛的响应将感染组织和细胞调整为警报状态。然后分泌细胞因子（如干扰素

IFN），上调邻近细胞中的促炎性细胞因子；分泌趋化因子来招募和激活细胞毒性
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效应细胞和抗原递呈细胞[7]（antigen-presenting cells, APCs），诱导感染细胞凋亡。 

基于体液或者基于抗体的适应性免疫反应对于预防流感感染至关重要。适应

性免疫取决于B细胞受体对抗原呈递细胞（APC）的特异性响应。体液免疫中的

抗病毒反应被广泛研究，使用B细胞μMT缺陷小鼠，对于致死剂量的IAV感染，抗

体应答发挥了重要作用[8] ；而将HA特异性抗体转移到严重的联合免疫缺陷

（SCID）小鼠中可以保护这些动物免受致命的IAV感染[8]。中和性抗体应答主要

针对病毒颗粒表面的HA、NA或离子通道蛋白M2[9]，抗体介导的免疫力可以维持

数月甚至一生。1918年西班牙流感幸存者在90年后，体内仍能检测到HA特异性

B细胞[9,10]。 

先天免疫和获得性免疫都在病毒感染不久后被激活，提供了抗感染的保护。

先天免疫和后天免疫细胞的许多活动是由细胞因子协调的。适度的炎症反应可以

防止疾病的进一步发展；然而，过度或失衡的免疫反应可能会导致细胞因子和趋

化因子的过度产生，加剧炎症的发生，包括在感染部位中性粒细胞和单核细胞的

过度募集[1]，这最终可能损害肺组织，降低呼吸能力，并导致严重的疾病和死亡。 

1.2.1.2 甲型流感病毒诱导的炎症反应 

感染发生后，感染部位附近的免疫细胞，如巨噬细胞，会被激活并分泌两类

多肽物质——细胞因子和趋化因子[11]。 

细胞因子（cytokine）是先天免疫反应和适应性免疫的一部分，是由多种细

胞如淋巴细胞，抗原递呈细胞，上皮细胞等分泌的“低分子量的局部激素”[12]。细

胞因子可以分为 4 类，包括具有抗病毒作用的干扰素（interferon，IFN）；具有免

疫调节活性的因子，包括白介素（interleukin，IL）2/4/5/7/9/10/12、肿瘤坏死因子

（tumor-necrosis factor,TNF）和 β 型转化生长因子（transforming growth factor, 

TGFβ）；介导炎症活性的因子，如 IL-6/8/10，CXCL8 等趋化因子；具有造血生

长活性的细胞因子，如 IL1/3、集落刺激因子（colony stimulating factor, CSF）、干

细胞因子（stem cell factor, SCF）等[11,13]。这些细胞因子参与并负责免疫细胞的活

化、增殖和分化；调节细胞存活、凋亡和炎症，影响整个免疫系统的作用。细胞
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因子需要与胞外受体结合才能发挥作用，在细胞间传递信息；不同因子相互促进

产生叠加或协同效应，抑制产生拮抗效应，这些相互作用常常重叠交错[14,15]。机

体运用这一点来调控炎症反应，让其与感染的程度相匹配。当调控失调时，炎症

反应也失调了，产生免疫紊乱。 

趋化因子是由许多小分泌蛋白组成的大家族，由 40 多种趋化型细胞因子组

成，可由多种细胞分泌，趋化因子作为免疫细胞的趋化剂发挥作用，控制白细胞

在体内的迁移并招募促炎性细胞（噬中性粒细胞、巨噬细胞、T 淋巴细胞、内皮

细胞、噬酸性粒细胞等）[16]。趋化因子的生物学效应是通过与这些细胞表面的特

异性 G 蛋白偶联受体结合，导致血管内皮细胞活化、促炎细胞通过血管迁移到

炎症部位[17]。根据趋化因子 N 端半胱氨酸的基序，它们由 CC 和 CXC（α 类），

XC（γ 类）和 CX3C（δ 类）趋化因子[18,19]四类组成，包括调节活化正常 T 细胞

表达与分泌的因子 RANTES（CCL5 配体），单核细胞趋化蛋白（MCP）MCP-1、

MCP-3，巨噬细胞炎性蛋白 1α（MIP-1α），干扰素 γ 诱导蛋白 10（IP-10）和白介

素 8（IL-8），促炎性细胞因子 IL-1β、IL-6、IL-18 和肿瘤坏死因子 α（TNF-α）

和抗病毒细胞因子 IFNα/β[13]，图 1-1 展示了 IAV 感染上皮细胞和巨噬细胞诱导

分泌的细胞因子。 

图 1-1. IAV 感染上皮细胞和巨噬细胞产生的细胞因子 

Figure 1-1. Cytokines production in influenza A virus-infected epithelials and macrophages[1]. 
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在炎症早期，促炎性细胞因子发挥作用，细胞因子像信号弹一样，招募免疫

细胞参与免疫反应，被激活的免疫细胞释放更多的细胞因子，并继续招募更多的

细胞，产生更多细胞因子[20,21]。由此可见，炎症反应是随着细胞因子信号的增强

而不断放大的。值得注意的是，炎症是一把双刃剑。一方面，炎症反应可以清除

病原，促进损伤组织细胞修复，维护机体环境；另一方面，免疫细胞在打击病原

体的过程中，不具有特异性，释放的杀伤性物质也会损伤正常组织[22]。促炎细胞

因子和抗炎细胞因子同时在体内发挥作用，就有可能造成一种极度复杂的免疫功

能紊乱。在加重炎症反应的同时，也会使得机体对病原体的识别和吞噬功能减弱，

引起机体免疫防御能力下降[23]。 

针对IAV感染的炎症反应过度激活，诱导细胞因子/趋化因子的过度产生，即

形成“炎症因子风暴”，这被认为是H5N1病毒和1918年大流行毒株致死性感染的

根本原因[24,25]。炎症风暴造成全身性的过度炎症反应之后，机体组织和细胞受到

严重损害，炎症失控遍及全身，机体就如同浸泡在无数细胞因子、趋化因子、氧

自由基、凝血因子、等炎症介质的海洋里面[26]。下文对流感感染后不同固有免疫

信号通路及其作用进行整理。 

1.2.2 甲型流感病毒感染后参与调节的固有免疫信号通路 

先天免疫系统通过宿主细胞对病毒的识别来检测IAV的感染，通过病毒感染

过程中产生的PAMPs与PRRs的相互作用来进行。已有记录的PRR四大家族包括：

Toll样蛋白受体（Toll like receptor，TLR）；核苷酸寡聚域（nucleotide oligomerization 

domain，NOD）和富含亮氨酸的重复序列（Leucine-rich repeat containing，LRR）

组成的NOD样蛋白受体（NLR）；视黄酸/维甲酸诱导基因I（Retinoic acid-inducible 

gene I，RIG-I）类解螺旋受体（Retinoic acid-inducible gene I-like receptors，RLRs ）

和I型干扰素信号（Type I interferon，IFNα/β）[27]。病毒和细胞分子的这些相互作

用会激活针对IAV感染的先天免疫，刺激促炎细胞因子的产生，募集免疫细胞到

感染部位，激适应性免疫反应，最终清除IAV感染[28]。 

TLR家族是最具代表性的PRR家族，是PRR中研究时间最久、最透彻的家族
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[29,30]。TLRs在质膜或细胞表面表达，可以结合各种病毒和微生物分子。对于流感

病毒感染，TLR3(识别RNA病毒的双链RNA, dsRNA)[31]和TLR7/8 (识别病毒单链

RNA，ssRNA)被认为是与RNA病毒的识别有关[32,33]。 

最近，NLR家族作为先天性免疫效应分子成员的作用成为人们关注的焦点[34]。

类似于TLR，在被感染的细胞质内检测到广泛的PAMP，能够调控促炎细胞因子

IL-1β和IL-6的分泌和释放。最近，研究表明NLR能够形成炎症小体，参与IAV免

疫，如NLRP3（NLR family， Pyrin domain containing protein 3），也称为

NALP3/PYPAF3，在上皮细胞、单核细胞、巨噬细胞中表达，与ASC蛋白和caspase-

1一起形成炎症体多蛋白复合物，激活炎症小体[35]，能够激活pro-IL-1β和IL-18和

pro-IL-33，在IAV感染后通过这样的调节通路防止肺损伤和上皮坏死的发生[36]。

近年来，大量研究拓宽了我们对RLR激活和信号传导的理解。 

干扰素IFN是免疫系统的重要组成部分之一，名字源于其干扰病毒复制的能

力。目前，根据抗原结构和产生的活性，已经识别出I型和II型IFN。I型IFN主要

在调节自然免疫中发挥作用，II型IFN主要协调细胞免疫。IFNγ属于II型IFN，由

淋巴细胞、巨噬细胞等分泌，具有多种功能。IFNα和IFNβ属于I型IFN，分别由淋

巴细胞和上皮细胞分泌。IFNα/β是直接的抗病毒介质，并具有抗增殖和免疫调节

活性[16,37]，通常在病毒感染后数小时内被诱导激活，可以上调趋化因子MCP-1、

MCP-3和IP-10的表达，诱导单核细胞、巨噬细胞和Th1型细胞进一步募集到感染

部位[38]。 IFNα/β与被感染细胞和邻近细胞表面的共同受体（IFNAR）相互作用，

通过多条级联反应信号通路诱导数百种基因（IFN刺激基因，ISGs）的转录，包

括包括RIG-I、Mda5、 IRF7、 TLR3/7、STAT1[39]，以及抑制病毒复制的蛋白编

码基因[40]。此外，IFN自身通过正反馈回路触发诱导IFN表达的蛋白，如RIG-I、

IKK3、STAT等的表达。而IFN刺激的基因ISGs通过各种机制抵消IAV的复制和传

播[39]，暗示了ISG抗病毒反应的正反馈机制。其中一些通路在图1-2中展示。 
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自 1918 年 20 世纪第一个有记录的流感大流行开始，流感病毒通过突变和重

组而显示出高遗传和抗原多样性，逐步表现出适应哺乳动物宿主的重要变化[41]。

IAV 的分布广泛性和宿主多样性使它们能够适应包括人类在内的不同鸟类和哺

乳动物宿主。近年来，已经出现新的 AIV 具有跨越动物-人的物种屏障并在人类

中引起轻度或致命的并发症，存在形成新的更易感染人类的病毒亚型并在人群中

传播的风险；随着 IAV 获得对目前可用的抗流感药物如病毒神经氨酸酶（NA）

抑制剂的抵抗力，因此，寻找新的抗流感药物的靶分子变得尤为迫切。 

1.3 朊蛋白 PrPc在病毒感染中的研究综述 

正常细胞朊蛋白(PrPc)是一种膜糖蛋白，在大脑中表达最最丰富，尤其是神

经元细胞；肺次之。正常构象 PrPc 向淀粉样构象的转化是朊病毒疾病中的关键致

病事件。PrPc 转化为同工型淀粉样蛋白 PrPsc 是朊蛋白疾病中的关键致病事件。

研究表明，PrPc 具有多种多样的生物调节功能，包括记忆和炎症反应；调节神经

细胞、免疫细胞以及各种细胞的增殖、分化和程序性细胞凋亡的敏感性；调节多

种信号转导途径的活性，包括 cAMP-蛋白激酶 A（Cyclic-AMP dependent protein 

图 1-2. IAV 感染后调节的细胞内信号通路. 

Figure 1-2. Schematic representation of intracellular signaling pathways regulated 

upon IAV infection[ 8 ]. 
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kinase A），促分裂原激活的蛋白激酶（mitogenactivated protein kinase, MAPK，包

括 ERK1/2、JNK1/2 和 p38 共 3 个家族）等。 

下文详细介绍近年来 PrPc 病的构象与朊病毒病、结构、生理功能以及 PrPc

在病毒诱导的机体免疫中的作用，并探究 PrPc 作为一种新的宿主靶分子进行抗

病毒研究的可能性。 

1.3.1 朊蛋白的构象与朊蛋白病 

“Prion”——朊蛋白（celluar prion protein），一种仅由氨基酸构成的、不依赖

于核酸的可自我复制的感染性蛋白因子，具有致病性的形式为 PrPsc （scrapie prion 

protein）或 PrPres 或 PrP*。Creutzfeldt 和 Jacob 在 1920 年发现了一种迟发性的神

经退行性疾病，进展迅速并且症状严重[42,43]，称之为“Creutzfeldt- Jacob”病，由此

命名为朊蛋白病。 

朊蛋白病——传染性海绵状脑病（Transmissible spongiform encephalopathies, 

TSE），包括人类的 Creutzfeldt–Jakob 病（CJD）、动物的瘙痒病（Scrapie）和牛海

绵状脑病（Bovine sponspongiform encephalopathy，BSE）等，无法治愈且始终致

命，是一种神经退行性疾病，具有传染性[44]、偶发性和可获得性[45,46]，影响动物

和人类。阮蛋白病由 PrPc的同型异构体 PrPsc聚集形成淀粉样聚集聚合物导致[47]，

PrPsc 的积累是导致神经病变的主要致病原因[48]。PrPc-PrPsc 的转化是朊病毒产生

的关键，这点最终通过 PrnP 敲除动物对朊病毒的抗性和重组 PrP 形式产生“人工”

朊病毒（保留天然朊病毒的复制和感染性）而得到证实[49,50]。PrPc 到 PrPsc 的转变

机制备受研究人员关注。 

代替核酸，PrPsc 蛋白质成为能够自我复制的病原体，从根本上改变了“传染

性”的概念[51]。PrPsc 是 PrPc 的异常构象，主要结构由 α 螺旋转变成 β 折叠[52,53]），

PrPsc 能够形成紧密的、不溶性、蛋白酶耐受的蛋白聚集体在脑中积累[54]，并且对

经典病原体灭活程序不敏感。PrPsc 转化为 PrPc 已经有几种模型和假说，最基本

的解释是感染过程中 PrPsc 将 PrPc 转化为 PrPsc并引起一些突变，使得蛋白变得不

稳定[55]，后者的结合会使 PrPc 继续转化，导致 PrPsc 进一步积累[56,57]（见图 1-3）。
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这一假说同朊蛋白突变体的进展性和 Prnp 敲除小鼠对患瘙痒症羊脑提取物的抗

感染性状一致[57]。病原体（图 1-3 亮绿色）感染正常 PrPc 蛋白（叉状）发生构像

变化，而进入神经系统。异常异构体整合到 β 折叠构成的蛋白（不断增长的蓝色

片状）中，破坏 α 螺旋结构。功能获得性假说的基本原则是 PrPsc 聚集会使神经

元对程序性细胞凋亡敏感并诱发病毒性疾病[58]。功能丧失假说则是，PrPc 的丧失

会导致细胞脆弱和病毒性疾病[59]。两种假说并非互相排斥，但 PrPsc 积累、细胞

凋亡和疾病发生之间的相互依赖性关系依然有待解决。 

1.3.2 朊蛋白的结构与生理功能 

朊蛋白编码基因 prnp，位于 20 号染色体，编码细胞蛋白质 PrPc。正常细胞

朊蛋白和感染性朊蛋白的基因结构相同[60,61]。PrPc 在所有哺乳动物物种中普遍存

在，是由约 254 个氨基酸残基组成的蛋白，大小为 25-35kDa，属于通过糖基磷脂

酰肌醇（GPI）锚定在细胞外膜上的膜糖蛋白，在神经和免疫系统的细胞中表达

丰度高[62]。朊蛋白结构见图 1-4。小鼠 PrPc 蛋白主要有两个结构域组成，N 端结

图 1-3. 朊蛋白疾病发病机理的功能获得和功能丧失假说 

Figure 1-3.  The gain- and loss -of -function hypothese of prion disease pathogenesis.[57] 
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构域和 C 端结构域。N 端结构域高度灵活并且缺乏可识别的二级结构[63]。PrPc N

末端包含五个八肽重复序列（OR 区）[64]，该区域可以通过组氨酸与 Cu2 +的紧密

结合[65]；C 端结构域[66]由三个 α 螺旋和两个短的反相平行的 β 折叠组成，并在

螺旋之间包含两个 N 型糖基化位点和一个二硫键维持稳定[67]。 

氧化应激是细胞失调和死亡的主要原因之一。过量的活性氧（Reactive oxygen 

species，ROS）会过度氧化蛋白质、脂质和 DNA，导致细胞损伤、炎症和细胞凋

亡[68]。已经有研究提出，PrPc 可能通过将结合的铜离子转移到酶上来调节抗氧化

酶（如 Superoxide dimeutase-1，SOD1）的活性，从而发挥抗氧化功能[69]。有报

道表明 Prnp-/-小鼠易受缺血性脑损伤的影响，受伤脑部的氧化应激增强[70]；而缺

少 OR 区的 PrP 无法将 Prnp-/-小鼠从缺血性脑损伤中拯救出来，说明 PrPc 能够保

护神经元免受缺血性损伤[71]。也有报道称 PrP 缺失小鼠的心脏和肾脏易受到高氧

化应激的缺血性损伤[72,73]。还有研究证明 PrPc 还可以通过调节去除过氧化氢酶

和 p66shc 的表达或活性来减少心脏中的 ROS 产生，并且可以保护心脏免受氧化

损伤[74]。以上研究表明 PrPc 在非神经元组织中也可能具有保护功能，但是 PrPc

保护功能的确切机制仍然难以捉摸。 

几十年的发展及研究表明，作为一种脂筏锚定的膜糖蛋白，PrPc 拥有 40 多

种与之相互作用的分子，能够接收多种信号并向下级转导[75]，因此其具有丰富的

生理功能，包括参与细胞粘附、细胞增殖与分化、细胞存活与死亡、金属离子运

输和跨膜信号传导等[76,77]。PrPc 参与肿瘤的形成 [78,79]，可以作为肿瘤的潜在分子

标记物。PrP-/-疾病动物模型研究表明，其通过 PI3K/Akt，Erk/Erk2-STAT1-

caspase3/STI-1，mTOR/p-mTOR 等阻止神经细胞凋亡，阻止细胞自噬，起到神经

保护、促进血管生成的作用[80–82]。通过 cAMP/PKA/PI3k/Akt、Erk1/Erk2-STAT1-

图 1-4. PrPc 的结构示意图 

Figure 1-4．Schematic diagram of PrPc[61]. (SS: disulfide bound) 
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caspase3/STI-1 细胞信号通路、p-IKK-NF-κB-TNFα 级联信号通路等，PrPc 参与肿

瘤发生、神经保护与机体免疫[83–86]。 

PrPc 可能在免疫系统的发育和维持以及特定的细胞免疫反应中起重要作用

[87,88]，目前对朊蛋白在免疫和炎症中的作用研究主要集中在神经退行性疾病方面。

白介素（IL-6）或 NGF 诱导的 PC12 细胞的神经元样分化伴随着 PrPc mRNA 表

达的增加[89]。不同的细胞类型对生长因子的反应不同。SK-N-SH 神经母细胞瘤

细胞响应 IL-1β，肿瘤坏死因子（TNF-α）而上调 PrPC mRNA，而用干扰素（IFN-

γ）处理后下调 PrPc mRNA[90]。相反，在 IMR-32 神经母细胞瘤，U-373MG 星形

细胞瘤或畸胎瘤来源的分化神经元中未检测到对这些细胞因子的反应[91]。在神经

母细胞瘤细胞中，热休克会同时增加 PrPc mRNA 和蛋白质以及 Hsp70[92,93]。高

压氧和低血糖均上调了 Prnp，皮肤和胃肠道上皮的炎症都导致 PrPc 的上调，可

能与 PrPc 对氧化应激的反应有关[94,95]。 

最近有研究使用基因靶向策略将 Prnp 的开放阅读框（ORF）用选择标记代

替，小鼠表现出正常的早期发育，并针对瘙痒病感染具有保护作用，表明 PrPc是

胚胎发育中不可或缺的蛋白质，对于诱导朊蛋白病至关重要[96]。对转基因 PrPc 小

鼠的研究说明朊蛋白直接参与了 Purkinje 神经的长期存活以及胶质细胞和

Schwann 细胞的髓鞘形成能力[97]。PrP 106-126 多肽能够诱导星型胶质细胞增殖，

并具有 PrPc 表达的依赖性[98]；而 PrP106-126 合成多肽则对表达 PrPc的神经元和

神经元细胞有毒性[99]。缺乏 PrPc 的神经元前体细胞在无血清培养基会发生细胞

凋亡，通过 Prnp 转基因则可以避免凋亡[100]。这些结果表明 PrPc 在神经细胞凋亡

和炎症反应中具有重要的抑制作用。 

在幽门螺杆菌（Helicobacter pylori）和牛结核杆菌（Mycobacterium bovis）

感染动物模型过程中转化生长因子 α（Transforming growth factor-α，TGFα）和

IFN-γ 上调 PrPc 的表达，进而上调促炎症因子表达，促进细胞凋亡[101,102]。在这

里 PrPc 扮演促炎症因子的作用。LPS 感染过程中，PrPc 的表达既受到血清中细胞

因子 TGFβ 和糖皮质激素的调节,也受下丘脑-垂体-肾上腺的神经调节[103]。同时

在 LPS 感染的急性期，PrPc 参与促炎症反应，上调 TNFα、IL1β、IL6、一氧化氮
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合酶 2（Nitric oxide synthase2，NOS2）等细胞因子的水平；而在感染恢复期，PrP

则上调 IL10、精氨酸酶 1（Arg1）、甘露糖受体 1（Mrc1）等抗炎症因子的水平，

表明 PrPc 发挥的是抗炎症作用[103,104]。IFN-γ 能够刺激人 CD14+pB 单核细胞中

PrPc 的上调表达[105]。TFN-α 和 IFNγ 能够诱导牛淋巴细胞过表达 PrPc[106]。也有

数据表明，PrPc 调节由 TLR2，TLR4 或 Fas 的配体诱导的周围炎症的各个方面，

但尚未确定 PrPc 发挥作用的具体机制[107,108]。PrPc 调节免疫细胞对细胞因子的反

应，暗示了 PrPc 在免疫系统中发挥着“双面性”或“多效性”的作用[109,110]，朊蛋白

的确切功能仍然有待阐明。 

1.3.3 朊蛋白在病毒感染中的作用 

细菌和病毒感染是细胞必须抵抗的生存压力，基于此，细胞已经形成能够特

异性阻断病原体复制的宿主因子系统。PrPc 在物种之间高度保守，并在体外和体

内参与各种重要的细胞过程。在过去的十年中，许多报告表明 PrPc 可以抑制不同

病毒的复制，说明 PrPc 可能参与宿主的病毒防御途径[111]，充当宿主细胞防御因

子。 

据报道，原代胚胎成纤维细胞感染了脑心肌炎病毒 B（Encephalomyocarditis 

virus B，EMCV-B）后会发生凋亡。在感染 EMCV-B 后，Prnp-/-小鼠脑中神经元

凋亡高于对照组 WT 小鼠，被感染 Prnp-/-小鼠脑中炎症细胞（包括小胶质细胞）

浸润少于对照组[44]；而 Prnp+/+小鼠中有更加强烈的脑部炎症，炎性细胞浸润更

多。同时，EMCV-B 在 Prnp-/-感染小鼠和 WT 小鼠大脑中复制，说明 PrPc 可能通

过激活针对这一病毒感染的脑部炎症反应，减少感染小鼠大脑中的神经元凋亡，

但不影响病毒的复制[44]。 

也有研究表明PrPc可能参与了神经营养性病毒1型单纯疱疹病毒（HSV-1）的

潜在感染的预防。过表达PrPc的转基因小鼠（Tga20，PrP的表达水平为WT的10倍）

对中枢和外周神经组织中HSV-1病毒株SC16的急性感染敏感，表现出比对照组小

鼠更高的死亡率（70%-90% vs 20%-30）[112]。然而，病毒在中枢和外周神经组织

中的感染在过表达PrPc小鼠中被显著抑制，然而， PrPc表达的缺乏则有利于HSV-
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1潜伏期的建立[112]，PrP-/-小鼠的外周和中枢神经系统中含有更高水平的潜伏病毒。

并且病毒的复制则与PrPc的过表达有关[112]，HSV在表达PrPc的神经元组织中会更

有效的进行复制。另有研究表明，感染HSV-1病毒株后，PrP0/0星形胶质细胞的自

噬诱导程度低于WT星形胶质细胞，表明PrPc可能通过响应细胞应激而调节感染

HSV-1后星形胶质细胞的自噬诱导[113]，有助于保护被感染的细胞。进一步的数据

表明，朊蛋白介导的代谢途径导致HSV感染的神经元凋亡[114]。然而，在PrPc过表

达小鼠中HSV-1急性感染的增强和HSV-1潜伏感染的抑制是否可归因于HSV-1感

染星形胶质细胞的自噬诱导程度更强，这一点仍有待研究[115]。 

多项研究表明 PrPc 通过限制不同病毒的复制来显示抗病毒特性，特别是逆

转录病毒，例如鼠白血病病毒（MuLV）和 I 型人类免疫缺陷病毒（HIV-1）[111]。

最近，Zinkernagel 研究小组观察到，病毒免疫刺激后，小鼠脾脏生发中心内源性

鼠逆转录病毒（IMERV-1）的激活导致 PrPC 的上调和对 IMERV-1 复制的相关特

异性抑制[116]。 

PrPc 表达的分析显示，在感染 HIV-1 的人原代星形胶质细胞或感染 HCV 的

人肝细胞中，PrPc mRNA 表达上调，这表明 PrPc 上调可能对应于针对感染的细

胞反应[111]。已有研究表明人类 PrPc 是一种核酸伴侣蛋白，可在体外模拟 HIV-1

核衣壳蛋白 NCp7[116]。NCp7 是 HIV-1 组装和复制所必需的病毒蛋白，在 RNA

分子伴侣中起着关键作用[117]。有趣的是，当 293T 细胞共表达 PrPc 时，HIV-1 病

毒的产生和感染力大大降低[118]，并且 PrPc 被募集到 HIV 病毒体中，PrPc 可能通

过与基因组核糖核酸的结合来干扰 HIV-1 基因组核糖核酸的翻译[116,119]。综上所

述，PrPC 与 HIV-1 核衣壳蛋白显示出重要的相似性，并发现人细胞系中 PrPC 的

表达强烈降低了 HIV-1 的表达和病毒的产生。PrPc 与 HIV-1 的病毒基因组 RNA

结合并对其翻译产生负面影响。这些数据表明 PrPc 可能是 HIV-1 复制的调节剂

[111]，PrPc 沉默则会增强 HIV-1 目标细胞中的病毒复制，已经发现位于 PrPC 的非

结构化 N 末端的基本结构域 24-KRPKP-28，是该抑制作用的主要决定因素[111]。 

同时还有研究表明 PrPc 可能参与预防柯萨奇病毒 B3（Coxsackievirus B3，

CVB-3），CVB-3 病毒可以在新生儿中枢神经系统引起严重感染[120]。朊蛋白基因
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缺失的小鼠海马原代细胞（HpL3-4）相较于 WT 细胞对 CVB3 病毒更敏感，表

现出快速和完全的细胞病变以及细胞凋亡[120]。而向 Prnp 缺失细胞中转染 Prnp

基因后则会抑制 CVB-3 的复制，细胞凋亡也得到抑制。这项研究提出了在 CVB3

感染期间 PrPC的两种可能的作用:一种是 PrPc通过较高水平的 IFN 活性增加神经

元的抗病毒活性；另一种是 PrPc 的缺失会刺激细胞凋亡信号通路。 

朊蛋白可以通过细胞自主的方式在腺病毒 5（Adenovirus 5）感染过程中参与

宿主的防御策略[121]。腺病毒感染早期可以激活 Prnp 基因的转录以及 PrPc 蛋白在

细胞质和细胞膜中的积累，这是细胞对腺病毒感染早期的特异性反应[121]。而 PrPc

的下调则会增强 Ad5 病毒的复制和表达，说明 PrPc 的表达又可以控制病毒的复

制。PrPc 还在脊髓灰质炎病毒 1（Poliovirus-1）[122]的感染中发挥保护作用。 

综上所述，尽管 PrPc 表达对不同病毒的复制具有一定的抑制作用[123]，但其

作用的具体分子机制仍未得到证实。 

1.3.4 朊蛋白在甲型流感病毒感染中的作用 

 2018 年 Sakaguchi 团队研究发现敲除 PrPc 蛋白 OR 区小鼠更易受到 PR8，

A/ Aichi/2/68 (H3N2), 和 A/WSN/33 (H1N1)-IAV 的感染，受感染的 Prnp-/-小鼠肺

受到严重破坏，炎性细胞的浸润度更高，ROS 产生酶 XO 的水平高于 WT 肺，肺

中 ROS 水平也上升，而 PrPc 转基因使 PrP-/-小鼠免于 IAV 致死性感染[124]。ROS

在 IAV 感染的细胞中引起氧化应激，其引起的肺损伤发病机理中起着关键作用

[125–127]。以上研究表明 PrPc 可以在降低 IAV 感染的小鼠肺中 ROS 的水平方面发

挥抗氧化作用，为小鼠抵抗 IAV 的致命感染提供一定的保护作用。并且敲除小鼠

的肺中 Cu 含量和抗氧化酶 Cu/Zn 超氧化物歧化酶(SOD1)的活性都较低，表明

PrPc 的抗氧化活性可能是由于其通过调节 Cu 激活 SOD1 的功能发生的[128]（见图

1-5）。 
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图1-6. PrPc对IAV感染引起的细胞凋亡的保护作用的可能机制 

Figure1-6. A possible mechanism for the protective role of PrPc against IAV infectioninduced 

apotosis[312]. 

图1-5. PrPc对IAV感染的抗氧化作用 

Figure1-5. Anti-oxidative role of PrPc against IAV infection[128]. 

IAV 感染诱导炎性细胞因子的产生，导致 NADPH 氧化酶和 XO 的表达升高，最终导致

ROS 产生，引起氧化应激。PrPC 的功能是通过转移结合到 OR 区的 Cu 离子通过调节 SOD1

来降低 ROS。但是，PrP∆OR 没有抗氧化活性，因为由于缺少 OR 区而无法与 Cu 离子结

合，从而导致更高的 ROS 产生并最终导致更高的氧化应激。 
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另一方面，由于缺乏 PrPc，IAV 感染感染 Prnp 0/0 中 AT2 和 clara 肺上皮细胞

无法充分抵抗氧化应激，因此这些细胞相比于 WT 上皮细胞有更高凋亡，从而引

起更高的炎症反应，最终导致小鼠死亡率更高[124]。Sakaguchi 认为 PrPc 通过影

响肺上皮细胞的抗凋亡活性而不是直接影响肺中的病毒复制效率来发挥保护作

用[123,124]。具体作用机制是 Cu2+的氧化还原反应会产生 ROS[129]，而 PrPc 通过位

于 N 末端 OR 区的组氨酸残基与 Cu2 +结合[130,131]，将 Cu2 +结合到细胞表面，上

调 SOD1 的活性，赋予了细胞抗氧化应激的能力，进而降低 ROS 的产生，抑制

细胞的凋亡（图 1-6）。然而，PrPc 的抗氧化活性是否是其抗病毒感染的作用机制

仍然有待研究[132,133]。 

1.4 本研究的科学问题，研究内容与意义 

1.4.1 科学问题 

     IAV 感染首先通过将病毒表面蛋白 HA 与细胞表面的唾液酸受体结合而使

病毒侵入呼吸道或肺上皮细胞[134]，随后病毒开始增殖并造成肺部感染。病毒感

染的结果取决于病毒复制和宿主免疫反应之间的平衡[135]。先天免疫系统通过病

毒中的病原体相关分子模式（PAMP）与细胞模式识别受体（PRR，如 TLR、RLR

和 NLR）的相互作用导致促炎性细胞因子的产生[136]，将免疫细胞募集到感染部

位，激活针对 IAV 感染的免疫应答与炎症反应[28,137]。然而，IAV 感染引起的炎

症反应的过度激活会导致促炎细胞因子的过度产生，即产生“细胞因子风暴”，后

者被认为是 H5N1 病毒和 1918 年大流行毒株致死性感染的根本原因[24,25]；也是

IAV 感染机体诱导肺部炎症和机体致病性的重要原因。 

    PrPc 在能够在 T 淋巴细胞、自然杀伤细胞、巨噬细胞和肥大细胞等免疫细胞

中表达，因此 PrPc 在免疫系统中具有重要的作用。PrPc 在 IAV 诱导的炎症免疫

反应或“炎症风暴”中是否发挥作用目前尚未有研究给出解读。另外，IAV 感染机

体后攻击的主要靶器官是肺，PrPc 在 I 型、II 型肺泡上皮细胞以及细支气管 Clara

细胞中均具有表达，当流感病毒感染后，PrPc在肺部抵抗流感病毒感染中如何发
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挥作用也有待于进一步的研究。 

    PrPc 与各种病毒感染之间的相互作用愈加复杂，要充分阐明 PrPc在病毒感染

中的功能，需要进一步研究和探索[142]。关于朊蛋白 PrPc 在 IAV 感染中的作用及

作用机制的解读源于 2018 年发表的一篇文章，作者初步认为 PrPc 通过抗氧化应

激发挥抗病毒作用，具体是通过其 N 末端 OR 区 Cu2 +结合活性调节活性氧产生

酶 SOD1 的活性，从而降低过量 ROS 的产生，抑制细胞凋亡，保护小鼠免受 IAV

的致死性感染感染[127]。然而，PrPc 的抗氧化活性是否是其抗病毒感染的主要作

用仍然有待研究[138]。基于这些研究背景，我们提出以下两个科学问题： 

（1） 前期研究表明 PrPc 通过抗氧化应激发挥抗流感病毒的作用，那么 PrPc

在流感病毒感染诱导的炎症反应中是否也具有重要的作用？其具体的作用机制？ 

（2） 由于朊蛋白的不同结构域可能发挥不同的生理功能。但是目前的研究

更多的集中于氨基端的 OR 区，而对于其他功能域的功能知之甚少。那么 PrPc 的

不同结构域在 IAV 诱导炎症反应中发挥作用是否相同？  

1.4.2 研究内容与技术路线 

根据文献调研与前期研究，我们做出假设，朊蛋白参与宿主抵抗甲型流感病

毒的感染，并且通过调节不同的细胞因子，参与不同信号通路与侵入机体的病毒

互相作用发挥抗病毒作用，具体研究内容及技术路线如下： 

（1）研究内容 

为了探究 PrPc 在 IAV 感染诱导炎症反应中的作用以其作用机制，本课题拟

借助近交系小鼠模型 C57BL/6 小鼠与小鼠肺上皮细胞系 MLE-12 来研究体内和

体外水平上 PrPc 在 H7N7-IA 诱导的免疫应答和炎症中的作用。本研究主要内容

包括： 

① 构建 Cas9-PrP-/-基因敲除小鼠，探究 PrP-/-对病毒诱导小鼠致病性的影响：

首先利用 Cas9 技术构建 2 类 PrPc 缺失小鼠（分别敲除朊蛋白使之表达完全缺失

和仅 OR 区缺失）；然后通过比较 WT 小鼠与 PrPc 敲除小鼠在 H7N7 禽流感病毒

感染后临床症状（包括体重和存活率）和肺组织病理学方面的改变，进一步探讨
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朊蛋白或其 OR 区对 H7N7 病毒感染小鼠致病性的影响。 

② 流感病毒感染 PrP-/-基因敲除小鼠肺组织 RNA-seq 测序及差异基因表达

谱分析：从病毒感染的小鼠肺中分离出等量 RNA，并将其与感染生理盐水的对

照组小鼠相比，来进行转录组测序分析。从病毒感染小鼠肺引发复杂的宿主免疫

反应网络，在 mRNA 水平上对不同基因型小鼠肺的差异基因表达谱的分析，探

究 PrPc 对 H7N7-AIV 感染小鼠诱导炎症反应及“炎症因子风暴”中的调节作用。 

③ 体外 Prnp 过表达质粒转染小鼠肺上皮细胞进一步验证 PrPc 在流感病毒

感染中的作用：鉴于 IAV 首先通过小鼠肺上皮细胞侵入机体，我们在体外水平即

MLE-12 细胞系上，构建 Prnp 过表达质粒，研究在 H7N7 感染 MLE-12 细胞后诱

导细胞因子表达变化的过程中，过表达的 Prnp 对病毒复制以及炎症因子表达调

节作用。 

（2）技术路线 

根据以上研究内容，本课题的技术路线图如下图 1-7。 

1.4.3 创新点与研究意义 

随着 IAV 耐药毒株的不断出现，引起了人们对这些的 IAVs 在人群中大流行

图 1-7. 技术路线图 

Figure 1-7. Routemap. 
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的担忧[139]。目前广泛使用的抗病毒药如 NA 抑制剂是靶向流感病毒 NA 基因，

阻止子代的病毒颗粒在宿主细胞的复制和释放[140]。靶向宿主分子的药物被认为

不会诱导耐药性 IAVs 的产生，因此，针对 IAV 感染的宿主基因或蛋白开发抗流

感药物具有潜在的重大意义。 

正常细胞朊蛋白（PrPc）的转变为异常折叠的淀粉样蛋白 PrPsc 会导致 PrPsc

在大脑中积累，这是神经退行性疾病——朊蛋白病的致病机制。作为细胞膜糖蛋

白，PrPc 具有丰富的生理功能，能够参与细胞粘附、细胞增殖与分化、细胞存活

与死亡、金属离子运输和跨膜信号传导、肿瘤发生、神经保护与机体免疫等。PrPc

还通过不同的作用机制如调节感染细胞的自噬诱导、模拟病毒核衣壳参与病毒复

制、抗氧化应激、激活脑细胞炎症反应等机制参与细胞应对不同病毒的感染，发

挥保护作用。鉴于目前对于 PrPc 在甲型流感病毒感染诱导的炎症反应中的作用

及机制研究的空白，本研究利用 Cas9 技术构建 PrPc 缺失小鼠和 Prnp 过表达质

粒，分别从体内水平探究 H7N7 感染小鼠诱导肺损伤和炎症反应甚至 “炎症因子

风暴”中的作用；以及体外水平（MLE-12 细胞）探究 PrPc 对 H7N7 感染后病毒

复制以及炎症因子表达的调节作用。本研究能够帮助我们探讨朊蛋白是否具有抗

IAV 病毒感染的作用，以及了解其具体的作用机制。另外，为朊蛋白可能作为新

的宿主分子靶标治疗流感提供新的思路。 

另一方面本研究能够增加我们对 PrPc 生理功能和作用机制的认识和理解。

朊蛋白致病构象 PrPsc 作为一种可自我复制并具有感染性的特殊蛋白质，有别于

DNA 和 RNA 病毒，探究正常细胞朊蛋白在单股负链 RNA 病毒—甲型流感病毒

IAV 感染小鼠和细胞中的作用及和作用机制有助于拓宽对 PrPc在 RNA 病毒感染

中生理功能的解读。 
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第二章 PrPc 在 H7N7 亚型 IAV 诱导的小鼠炎症反应中的

作用 

2.1 前言 

PrPC 是神经退行性疾病领域引发广泛关注的蛋白分子。2018 年日本德岛大

学 Suehiro Sakaguchi 课题组通过转基因方法构建 PrPc 基因敲除小鼠

（Tg(PrP∆OR)/Prnp0/0）模型，证实朊蛋白通过铜离子结合区域 OR 区调节铜离子

依赖的超氧化物歧化酶 SOD1 的表达，最终在病毒感染中降低活性氧的产生，对

小鼠起到保护作用，由此认为朊蛋白具有抵抗 IAV 的致命性感染。该课题组进行

这样的机制解读，是基于神经疾病领域几十年研究的积累，Cu2+/SOD1/ROS 机制

是朊蛋白构象改变引起的神经退行性疾病的经典作用机制。而朊蛋白在 IAV 诱

导的炎症反应中是否具有抗病毒作用以及具体的作用机制还有待研究。 

禽流感病毒（AIV）变异速度快，并且能够不断适应人体，具有形成流感大

流行的潜在可能，给人类健康、公共卫生安全和经济社会发展带来了巨大挑战。

H7N7 作为甲型禽流感病毒的一种，曾出现过多次聚集性野鸟/禽类疫情，并且

H7N7 亚型病毒能够直接感染人。小鼠模型被广泛用于确定流感病毒的毒力，使

用 H7N7 亚型毒株感染小鼠构建动物模型，将有助于我们了解该亚型禽流感病毒

的致病性和宿主感染甲型流感病毒后的免疫应答机制。本研究中我们使用

C57BL/6 近交系小鼠，采用 CRISPR/Cas9 基因敲除技术构建两种基因型小鼠，

即朊蛋白全基因敲除小鼠（119KO）和朊蛋白 OR 区敲除小鼠（120KO）。然后构

建 PrP-/-小鼠感染 IAV 模型，模拟肺部病毒感染、急性肺损伤以及“炎性”因子风

暴，探究 PrPc 在 H7N7 感染小鼠后诱导的肺损伤中的作用，以期为抗 IAV 研究

和 PrP 的认识提供一定的数据支撑与科学依据。 
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2.2 实验材料与方法 

2.2.1 实验毒株与小鼠 

（1）病毒株 

H7N7 亚型 IAV 病毒-A/common teal/Shanghai/CM1216/2018 由本实验室保存，

下文简称 CM1216。通过对病毒全基因组序列分析，发现该毒株具有低致病性禽

流感病毒特征，并与韩国同时期野鸟体内分离到的毒株具有高度相似性（99%以

上）。小鼠致病性试验表明，CM1216 无需预先适应可直接感染小鼠，引起小鼠明

显的临床症状，并且病毒可以在肺部有效感染，使肺部具有典型的肺损伤病理特

征。经鸡胚增殖病毒 CM1216-H7N7 及纯化，并用 TCID50（Reed-Muench[141]）

测定病毒滴度为 10-7.318/100μl。 

（2）实验动物 

 C57BL/6 小鼠（包括 119WT，119KO，120WT，120KO 小鼠）7-9 周龄，

体重 20-24g(同等周龄雌鼠较雄鼠轻 2g 左右)，雌雄各半。小鼠分笼正常饲养驯

化。实验前和实验中小鼠均正常饮食。病毒感染实验及感染后小鼠饲养于聊城大

学动物生物安全 2 级实验室（ABSL-2），病毒感染实验于生物安全柜中操作，小

鼠饲养于独立通风饲养笼具（IVC）。 

利用已有的 PrP-/-（119KO、120KO）小鼠，各 6 雌 3 雄进行繁殖培育，雌、

雄鼠按照 2:1 配对合笼扩增，每次合笼 3 组，雌鼠受孕成功后分笼饲养。用 PCR

方法对新生小鼠趾甲或尾部组织做基因型鉴定，分离纯合子小鼠进行后续实验，

杂合子雄鼠延续饲养用于保种繁殖。培育过程中不用于繁殖或者实验的杂合子小

鼠进行脱颈或者二氧化碳窒息的安乐死处理。 

2.2.2 实验试剂、耗材与仪器 

（1）实验试剂与耗材 

病毒 RNA 提取试剂盒 RNeasy Mini Kit（74104，QIAGEN）， 

Superscript Ⅲ逆转录试剂盒（18080051，Invitrogen）， 
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PCR 试剂盒（Takara）， 

SYBR Green PCR Kit（208054，QIAGEN）， 

胶回收试剂盒（Promega，A9282）， 

Hind III/ BamH I （Takara）， 

T4-ligase（EL0012，生工）， 

电泳缓冲液 TAE（生工，B548101）， 

胰蛋白胨（LP00042，OXOID）， 

酵母提取物（LP00021，OXOID）， 

琼脂糖（N605，Amresco）， 

BSA（KC3038，Kingmorn）， 

Nacl 等固体盐类、醇类、氯仿、酸、碱试剂（分析纯，国药试剂）， 

E.coli（DH5α，生工），X-gal（B541006，生工）， 

Bradford 蛋白浓度测定试剂盒（P0006C，碧云天）， 

丽春红染色液（KC1084，Kingmorn）， 

TGX Stain-free FastCast Acrylamide Kit（1610185，Bio-Rad）， 

CAP，3-环已基氨基丙烷磺酸（1135406，Sigma）， 

ECL 特超敏化学发光试剂盒（P10018AFT，碧云天）， 

DMEM，DMEM/F-12（HyClone, ）， 

胎牛血清 FBS（044001A，Bioind)， 

100×双抗（青霉素-链霉素，E607011，生工）， 

链霉素（A100382，生工）， 

氨苄霉素（A100339，生工）， 

青霉素（A600135-0025，BBI Life Sciences）， 

0.25%胰酶-EDTA (25200-072，Gibco)， 

二甲基亚砜 DMSO (D8370，Solarbio)， 

PBS (SH30256.01，Hyclone)， 

琼脂糖（A505255，生工）， 
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CO2（上海气体有限公司）， 

乙醇（无水、95%、75%），（国药）， 

10%多聚甲醛（KA1418，Kingmorn）， 

病毒消毒粉（Rely on）， 

组织包埋盒 (31050102W, CITOTEST)， 

脱脂奶粉（232100，BD）， 

BSA（Fraction V，碧云天）， 

冻存管(1.8mL，Nunc)， 

200µm 针头式过滤器（F513151，生工）， 

T25/T75细胞培养瓶、6/12/96孔板、5/10ml移液管、PCR管、EP管 (Corning)， 

24 孔、96 孔板细胞板、96 孔 U 形板(Corning)， 

15ml/50ml 离心管、(滤芯)枪头（Axygen）， 

封口膜（PARAFILM）， 

石蜡切片粘附载玻片（7105，Leica）， 

石蜡组织切片机刀片（819，Leica）， 

玻璃器皿（量筒、烧杯、蓝口瓶、广口瓶、棕色瓶等）（国药集团）， 

PVDF 膜（0.2μm，0.45μm，Immobilon）， 

（2）实验仪器 

不同量程微量移液器、多通道移液器（Eppendorf、Gilson、Thermo）， 

ABI 7300、7500 实时荧光定量 q-PCR 仪 (ABI)， 

Biometra ProfessionalTRIO Thermocycler 、Veriti 96 Well Thermocycler (ABI）， 

微量分光光度计（ND5000，Bioteke）， 

热空气消毒箱（GRX-9053A，上海齐欣科学仪器有限公司）， 

电热恒温鼓风干燥箱（DGG-9146A，上海齐欣）， 

电热恒温水槽 （DK-8D，上海齐欣）， 

台式恒温振荡器（TCYQ，太仓市实验设备厂）， 

单人单面净化工作台（SW-CJ-1FD，苏州净化）， 
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摇床（TS-1000，ORBITAL）， 

低温高速离心机（Centrifuge 5424R，Eppendorf ）， 

低温高速离心机（Multifuge X1R，Thermo ）， 

低速离心机（LX-400 Centerifng Kylin-Bell，Eppendorf）， 

4℃冰箱（SC-329GB，海尔）， 

-20℃低温冰箱（海尔）， 

-80℃超低温冰箱（海尔; Thermo）， 

捞片机（HI1210，Leica）， 

烤片机（HI122，Leica）， 

手摇式切片机（RM2235，Leica）， 

显微镜（DM2500，Leica）， 

组织包埋一体机（HistoCore Arcadia C，HistoCore Arcadiia H，Leica）， 

微波炉（Galanz）， 

立式压力蒸汽灭菌器 (LDZF-50KB, Shenan)， 

通风柜（SW-TFG12，苏州净化）， 

pH 计（Mettler toledo）， 

分析天平（Mettler toledo）， 

电子天平（YP202N，Hangping）， 

纯水仪（Elix，Millipore）， 

GelDoc-lt Imaging System（UVP）， 

多功能紫外线分析仪 (ZF1-I, 上海嘉鹏科技有限公司)， 

琼脂糖凝胶电泳槽（HE-120，Tanon）， 

凝胶电泳电源（EPS 300，Tanon）， 

Bead Mill Homogenizer 匀浆器（BEAD RUPTOR ELITE，OMNI）， 

MULTISKAN Sky 酶标仪（Thermo）， 

蛋白质免疫印迹电泳和转膜电源（PowerPac Basic，Bio rad）， 

电泳槽（Mini protcan tetra cell, Bio rad）， 
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Amersham Imager 680（GE Healthcare Bio-Sciences AB）， 

恒温湿细胞培养箱（Thermo）， 

恒温循环水浴锅（DK-8D，上海一恒科技有限公司）， 

石蜡包埋机（Lecia）， 

手动轮式切片机（Lecia）， 

石蜡切片水浴锅（Lecia）， 

石蜡切片 烘片机（Lecia）， 

生物显微镜（Lecia）， 

纯水仪（Elix5,Millipore）， 

细胞计数板（上海医用仪器有限公司）， 

细胞刮刀（生工）。 

2.2.3 CRISPR/Cas9-PrPc-/-小鼠的构建与鉴定 

（1）小鼠 Prnp 基因敲除 

① Prnp 基因靶点的构建：目的是精确删除 C57BL/6 小鼠 Prnp 基因 OR 区

（八肽重复区，51-90aa，图 2-1a。氨基酸序列为彩色标注），同时将删除区域前

的 CCA 突变成 CCC，将删除区后的 GGA 突变成 GGG，编码的氨基酸不变，从

而在删除位点引入一个 SmaI 酶切位点（见图 2-1b，黄色高亮序列为删除区域，

原密码子为红色字体，突变后的密码子为绿色字体，见图 2-1c）。采用

CRISPR/Cas9 技术，设计、合成并筛选靶向目的基因 Prnp 的单向导 RNA（single-

guide RNA, sgRNA）[142]。通过 CRISPR/9 技术，在待突变位点处设计靶点，同时

设计一条删除 OR 区并带有点突变的寡聚片段（CCA-CCC，GGA-GGG，突变后

的密码子为绿色字体，图 2-1c），通过同源重组的方式获得删除 OR 区并含有

SmaI 酶切位点的小鼠。GuideRNA 信息见图 2-1d。 
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②亲代雌性小鼠（C57BL/6）超数排卵：用马绒毛膜促性腺激素（Pregnant 

serum gonadotropin, PMSG）处理供体雌性小鼠诱导超数排卵，两天后注射人绒毛

膜促性腺激素（Human chrorionic gonadotropin, hCG），将雌鼠与雄鼠合笼交配。 

③ 取受精卵，将 sgRNA 和 Cas9 mRNA 显微共注射单细胞期大鼠胚胎的细

胞质中，之后将注射的胚胎转移到假孕小鼠汇总，即胚胎移植。 

④  Founder 鼠鉴定：F0 小鼠将于胚胎移植手术后 19-20 天左右出生，小鼠

出生约一周内剪脚趾提取 DNA 并通过 PCR 产物测序进行基因型鉴定。 

⑤  F1 小鼠鉴定：待雄性 F0 小鼠到 7 周龄，雌性小鼠到 4 周龄，可分别与 

野生型小鼠杂交，通过种系传递建立突变株。子代小鼠出生后一周内剪尾，提取

DNA，通过 PCR 产物测序鉴定子代小鼠基因型。如果 F1 中有阳性小鼠，则表明

靶基因已经整合到生殖细胞，表明目标小鼠品系建立成功。 

图 2-1. 小鼠 Prnp 基因敲除信息 

Figure 2-1. Information of knockout mouse Prnp gene.  

（a），彩色标注为 OR 区即八肽重复区的氨基酸徐磊，（b），黄色高亮区域为删除区，为

编码 OR 区多肽的核苷酸序列，两端红色字体为原始密码子，蓝色高亮为起始密码子

AGG，（c），为寡聚核苷酸片段，绿色字体为突变后的密码子，（d）为 guide RNA 序列。  
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（2） 基因型鉴定 

① 提取基因组 DNA 

组织消化：小鼠出生 7 天内，剪取约 5mm 脚趾，置于 1.5mL RNase-free EP

管中，低速离心后加入 0.5mL 裂解液（配方：100mM Tris pH8.0，5mM EDTA 

pH8.0，0.5% SDS，NaCl 1.17g/100ml）、0.5ul 蛋白酶 K（浓度为 20mg/ml，溶解

在 pH7.4, 20mM Tris 和 1mM CaCl2 中，用 50%甘油做缓冲液，以上试剂均来自

Sigma）。混匀后于 55℃水浴锅中消化过夜，随后保存在-20℃冰箱中，。 

DNA 提取：取出组织消化后的 EP 管，上下颠倒混匀，4℃ 1,2000rpm 离心

10min；移液器吸取上清 400ul 到加入新的 EP 管中，随后加入等体积苯酚/三氯

甲烷，上下颠倒混匀，静置 3min 后，4℃ 1,2000rpm 离心 5min；随后吸取上清到

新的 EP 管中（尽量精确吸取，不要吸到下层的苯酚或沉淀物），向上清中加入等

体积的氯仿，上下颠倒混匀，稍微静置 3min 后，4℃ 1,2000rpm 离心 3min；吸取

上清到新的 EP 管中，加入 1/10 体积的醋酸钠溶液和 2.5 倍体积的无水乙醇，涡

旋混匀，-20℃放置 30min；4℃ 1,2000rpm 离心 10min，弃上清，将 EP 管倒置约

10min 晾干以除去乙醇；等 EP 管干燥后，加入 30μL Rnase-free H2O 溶解管底沉

淀，随后检测 DNA 浓度，保存在-20℃冰箱。 

②  PCR 

针 对 Prnp 基 因 靶 点 位 置 设 计 PCR 引 物 Prnp-F1-

TGGCGAACCTTGGCTACTG ， Prnp-R1-GTGCTGCTTGATGGTGATATTGA ，

PCR 产物长度 557bp。普通 PCR 反应体系如下表 2-1，试剂盒来自 Takara。 

表 2-1. PCR 反应体系与程序 

Table 2-1. PCR reaction system and procedure 

试剂 体积/μL 终浓度 反应程序（30cycles） 

cDNA 2.5 500ng/μl 94℃ 3min 

Primer-Forward/Reverse 2.5 10μm 94℃ 30s 

dNTP 5 2.5mM TM  30s 

10×buffer 5  72℃ 1kb/min 

Easy-taq 0.5  72℃  8min 

补 ddH2O 至 50  12℃  ﹤1h 
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③  测序分析 

PCR 产物直接测序（生工），电泳结果图可以观察到缺失或插入片段，割胶

回收送测。将测序回来的序列通过 Chromas 查看是否单峰，采用 DNAMAN8.0

进行序列比对，分析基因型是野生型还是纯合子，以及是否为突变序列，突变序

列为 437bp, WT 为 557bp。分为两种类型，一种是移码突变，编码氨基酸和翻译

的 蛋 白 质 不 同 ， 称 为 完 全 突 变 ， 119type 。 序 列 为

GGAAGCCCTGGAGGCAACCGTTACCCAC------(119)------GGAGGGGGTACC 

CATAATCAGTGGAACA，长度为 119bp;一种是同时点突变，翻译出的蛋白仅有

OR 区 敲 除 ， 即 部 分 敲 除 ， 称 为 120type 。 序 列 为

GGGAAGCCCTGGAGGCAACCGTTACCCC------(120)------GGGGGGGTACCC 

ATAATCAGTGGAACAAGCCCA，长度为 120bp。 

④ 结果鉴定 

亲代小鼠 F0，2017 年 3 月 22 日进行原核注射，2017 年 4 月 9 号小鼠出生，

以图 2-2a 为电泳结果图，标记处为 Founder。F0×WT 得到 F1，2017 年 6 月 22

日，产 13 只小鼠，同样的方法进行基因型鉴定。电泳结果见图 2-2b。对下方的

条带进行测序，得到结果 1-4 号，6-8 号为移码突变，是 119 type；5 号，9-13 号

小鼠为同时点突变，是 120 type。由此，我们得到两种类型的 Prnp 基因敲除小

图 2-2. Prnp 基因敲除小鼠 F0 和 F1 基因型鉴定电泳结果图 

Figure 2-2. Electrophoresis of F0 and F1mice genotype identification of Prnp gene.  
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鼠，分别进行后续实验，以探究朊蛋白完全缺失和 OR 区对其在 IAV 感染中的 

生理功能的影响。 

⑤子代小鼠自交获得纯合子，后续实验需要的小鼠数量较多时，繁殖 4-5 代 

后还需要与野生型小鼠杂交以保持小鼠性状稳定。分离纯合子小鼠进行后续实验，

杂合子雄鼠延续饲养用于保种繁殖。对培育过程中不用于繁殖或者实验的杂合子

小鼠脱颈或二氧化碳窒息的安乐死处理。 

经由以上步骤，我们通过 CRISPR/Cas9 敲除 Prnp 基因获得了两种小鼠。OR

区缺失型（120KO）小鼠和移码突变型小鼠（119KO）。随后建立 H7N7-IAV 诱导

小鼠肺损伤和炎症模型，并对 WT 型和 PrP-/-小鼠的感染状况进行评价，为进一

步探究 PrPc 的作用机制提供一定理论基础。 

2.2.4 H7N7 感染小鼠诱导肺损伤模型的建立 

（1）H7N7 感染小鼠模型于 ABSL-2 实验动物中心进行。 

（2）A型流感病毒毒株H7N7（SPF鸡胚增殖的尿囊液经4℃，离心、0.22μm

滤膜过滤、1%双抗4℃过夜处理）；无菌生理盐水（高温高压灭菌处理，0.22μm滤

膜过滤），用量80μL-95μL/18g-24g（106.4-107.3 TCID50/18g-24g）。 

（3）选取同等数量、重量（20-24g）、7-9 周龄的小鼠包括 119WT，119KO，

120WT，120KO 小鼠）小鼠称重，确定病毒或生理盐水剂量，给药体系 80-100μl，

乙醚麻醉小鼠，进入急促、高频呼吸状态后 10s，移液枪经软管枪头吸取病毒液

后，缓慢滴鼻，根据小鼠呼吸频率进行滴注，滴注后小鼠自然苏醒。滴鼻给毒同

自然状态下病毒感染的的部位和途径一致。 

（4）病毒/生理盐水感染小鼠后，在第 3、5、8、11 天后颈椎脱臼法处死小

鼠，称重，取小鼠血样，及肺、脑组织，称量湿肺重量，检测小鼠肺、肺部相关

细胞因子、趋化因子及病毒含量，检查肺水肿情况，出血点等肺部病变情况，以

初步明确病毒感染情况，确认模型构建成功。实验流程简图见图 2-3。 
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（5）分组情况，120WT 和 119WT 小鼠，实验组和对照组各半，随机分

组，每组雌雄各半，感染后第 3、5、8、11 天取样，每次取 6 只，分别用于后

续石蜡切片，用于免疫组化、HE 染色（1/4 组织），WB 检测蛋白水平变化，组

织匀浆液病毒含量检测（均匀区 1/2 组织，上述 3 项一起进行），转录组测序

（1/4 组织），每项实验均有 3 生物个体重复。 

（6）120KO，119KO 小鼠，实验组、对照组按需要分配，随机分组，雌雄

各半，攻毒后取样，对照组每次取 3 只，实验组取 6 只，后续分析同上。 

（7）以上样品，石蜡切片样本及时置于 4%多聚甲醛中，其余样本迅速置

于-80℃或液氮中保存以维持样本活性待后续实验。 

（8）剩余小鼠留作观察。观察期结束后，安乐死处理小鼠，并按照

ABSL-2 实验室(二级动物生物安全实验室)规定进行消毒及灭菌处理。 

2.2.5 H7N7 感染 PrP-/-小鼠后临床症状评价 

小鼠攻毒前和攻毒后每天测量体重（g）并统计，直至感染后 14-15 天。称量

体重；记录死亡情况，计算小鼠存活率（存活小鼠数量/攻毒小鼠总数，不含处死

取样小鼠×100%）统计。 

2.2.6 H7N7 感染 PrP-/-小鼠后肺组织病理评价 

（1）小鼠肺指数测定 

病毒感染后的 3，5，8，11 天分别取三只小鼠，称量体重后解剖，并计算肺

指数，即湿肺重量占体重的百分比（wet lung/body weight of mice, g/g×100%）。 

图 2-3.小鼠鼻腔注射 H7N7 感染实验流程简图 

Figure 2-3. Schematic diagram of mice infection with H7N7 
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（2）石蜡切片 

采用 4%或 10%多聚甲醛（福尔马林）固定组织、石蜡切片以及 HE 染色。

石蜡切片的具体步骤如下： 

① 肺组织放入加了 10 倍体积的 4%多聚甲醛的 10ml 离心管中，室温固定

过夜；随后转入 4℃冰箱固定 2 天-7 天，确保组织形态完好以及固定透彻。 

② 固定液换成 PBS，室温摇床低转速振荡 30min，重复一次。 

③ 乙醇梯度脱水，30% 乙醇 30min，50% 乙醇 30min，75%乙醇 1h，85% 

乙醇 30min，95% 乙醇 30min，，无水乙醇 30min，重复一次。 

④ 二甲苯透明，50%二甲苯（乙醇配制）15min，二甲苯 15min，二甲苯 15min

待组织透明完全又不至于过脆化。 

⑤ 组织放入预热融化的纽扣石蜡（Lecia）中，65℃1h，换入新的石蜡，1h， 

重复一次。最后组织包埋盒（世泰）包埋，置于冰上降温至凝固。于-20℃保存。 

⑥ 石蜡切片，厚度调整为 4μm，阳离子载玻片捞片，展片（40℃），58℃烤 

片，可过夜。降温后-20℃保存。 

（3）苏木精-伊红（hematoxylin-eosin staining，HE）染色。苏木精-伊红染色

经过了时间的考验，成为组织学检测的标准染色剂，苏木精和伊红分别是碱性和

酸性染料，而大多数细胞器和细胞外基质嗜酸性，细胞核、内质网和核糖体嗜碱

性，因此可以分别染成红色和蓝色[143]。 

① 石蜡切片置于烘片机上 40℃烤片，30min-1h。 

② 脱蜡复水，二甲苯（Ⅰ）、（Ⅱ）脱蜡各 10min，重复一次。依次移入无水乙

醇（Ⅰ）、（Ⅱ），95%乙醇，85%乙醇，75%乙醇，30%乙醇各 5min，ddH2O 中 5min。 

③ 苏木精染色 3-5min， ddH2O 冲洗 1-2min。 

④ 1%盐酸乙醇分化 30s。 

⑤ 1%氨水返蓝 30s，ddH2O 洗 3min。 

⑥ 30%、75%、85%、95%、无水乙醇（Ⅰ）、（Ⅱ）脱水各 5min，二甲苯透明 

（Ⅰ）、（Ⅱ）各 min。 

⑦ 中性树胶封片，镜检。根据结果调整各步骤的时间已达到最佳效果。细
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胞核呈蓝紫色，细胞质呈粉、红色，对比鲜明即可。 

（4）组织蛋白质提取 

① 选用 RIPA 裂解液Ⅰ（Sangon Biotech）进行蛋白提取。新鲜或保存在-80℃

的组织取 0.1g 置于破碎管中，加入 1mL 溶液 A、1μL 溶液 B 和 5μL 溶液 C，以

及 10μL 蛋白酶抑制剂（Roche）；破碎管中加入适量陶瓷破碎珠（大珠子 10 颗，

小珠子 15 颗），置于匀浆器上破碎，5500r，20s，随后置于冰上降温 1min；重复

5-6 次，直至组织完全破碎，无明显组织块。 

② 用移液器将匀浆液转移至 2mL EP 管，置于冰上静置 10min，在这期间每

隔 2-3min 涡旋振荡，充分裂解组织。 

③  4℃，1,2000rpm 离心 10min，移液器吸取上清即为蛋白。 

④  测定蛋白浓度并定量后；进行蛋白质变性，蛋白中加入对应量的 5×SDS-

PAGE 蛋白上样缓冲液，混匀后煮沸 10min，冷却到室温，即得到更加稳定的变

性蛋白，保存在-20℃冰箱。 

（5）蛋白定量 

选用 Bradford 蛋白浓度测定试剂盒，测定原理是，酸性条件下，考马斯亮蓝

G-250 染料与蛋白质的碱性疏水区和芳香氨基酸如精氨酸结合，溶液颜色由棕色

变蓝，导致最大吸收峰从 465nm 转移到 595nm，蓝色化合物的颜色深浅与样品

中的蛋白质浓度成正比。 

① 配置蛋白标准品，用裂解液（溶液 A）稀释标准品 BSA（20mg/mL）。完

全融化并混匀后使用。梯度稀释成 1.5、1.0、0.75、0.5、0.25、0.125mg/mL 的蛋

白标准，充分混匀待用。 

② 取 10μL 不同浓度的蛋白标准加到 96 孔板中，3 重复，取 10μL 样品（一

般稀释 10-50 倍后测量）加到样品孔中，设置 3 重复，空白孔中加入裂解液 10μL。

每孔中加入 200μL 考马斯亮蓝染色液，37℃温度下孵育 15-30min，随后用酶标

仪测定混合液在 A595nm 处的吸光度。 

③ 绘制标准曲线（Y=0.4148*X2+1.5801*X+0.0097, R2=0.9951），根据标准曲

线和样品浓度与体积计算蛋白浓度。 
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（6）SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE） 

①  十二烷基硫酸钠 (SDS)-聚丙烯酰胺凝胶电泳（ polyacrylamide gel 

electrophoresis, PAGE）。SDS-PAGE 是根据蛋白质分子量的不同而分离蛋白质的

电泳成像方法。凝胶形成的原理是在加速剂 TEMED 和 APS 催化剂的作用下，

产生自由基，引发单体丙烯酰胺和甲叉双丙烯酰胺聚合并发生交联形成三维网状

结构，具有分子筛效应。 

② 清洗和组装玻璃板。将玻璃板充分清洗干净，晾干。两块玻璃板叠放整

齐，下边缘对齐，两边扣好固定在胶台上。 

③ 配置分离胶，12%分离胶，1.5mm 玻璃板（Bio-Rad），四甲基乙二胺

（Tetramethyl-ethylene diamine, TEMED, Bio Rad），过硫酸铵（Ammonium 

Persulfate, APS, Bio rad）。配置好分离胶，手动轻柔混匀。 

表 2-2.分离胶体系 

Table 2-2. Resolver solution system  

试剂 体积 

Resolver A 3mL 

Resolver B 3mL 

TEMED 4μL 

10% APS 40μL 

④ 加入分离胶，快速保证无气泡，加至梳子下沿 1-2cm 处，缓缓加入无水

乙醇压胶，使之成为一条水平直线。 

⑤ 室温静置 30min-1h 凝胶，倒掉乙醇，吸水纸吸干玻璃板上的乙醇。 

⑥ 配置浓缩胶。 

表 2-3.浓缩胶体系 

Table 2-3. Stacker solution system 

试剂 体积 

Staker A 1.5 mL 

Staker B 1.5 mL 

TEMED 3μL 

10% APS 15μL 
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⑦ 快速加入浓缩胶，随后插入相应厚度的梳子（1.5mm），避免气泡产生，

室温静置 1h 凝胶。  

⑧ 组装电泳槽。SDS-PAGE 胶凝固好，将胶板放在电源架上，固定在电泳

槽中，加电泳缓冲液验漏，3-5min，保证电源架中（上槽）的缓冲液与电泳槽（下

槽）中的缓冲液互不相通；轻轻拔掉梳子。 

⑨ 上样。样品稀释至 1μg/μL，10μL 长枪头缓慢上样，避免冲散样品。边上

泳道加入等体积 Marker（Bio-rad，161-0374）和上样缓冲液。 

⑩ 电泳。接通电泳，电泳槽外周加冰袋降温。浓缩胶，85V，30min；分离

胶 180V，45-50min。待样品中的溴酚蓝条带跑至底端时，停止电泳，关闭电源。

取下胶板。回收电泳缓冲液。 

（7）蛋白质免疫印迹（Western Blotting） 

① SDS-PAGE 见上一步骤。 

② 转膜，提前准备好 PVDF 膜（Bio-rad，0.22/0.45μm 根据目的蛋白大小选

用不同孔径的膜），做好标记，并置于甲醇溶液中浸泡 1min 去极化，甲醇用完回

收。 

③ 将 SDS-PAGE 胶缓慢拆下，注意正反面，做好标记。 

④ 将海绵，双层滤纸、转膜夹置于乐扣盒中，倒入转膜缓冲液，充分浸透

并赶走气泡，按照转膜夹白色面→海绵→滤纸→PVDF 膜→胶→滤纸→海绵→转

膜夹黑色面的顺序层层铺好，并确保无气泡。 

⑤  将上述“三明治”结构放入转膜槽中，放入冰盒降温，加入足量预冷的转

膜缓冲液，电泳转膜。确认好正负极，110V 恒压转膜，33-45min，时间根据蛋白

大小决定。 

⑥ 转膜结束，先退出程序，再关闭电源。根据蛋白大小和位置，拆下并切

割 PVDF 膜。放入 5mL 封闭液（5%脱脂奶粉+1%BSA，1×TBST 稀释）中室温

封闭 1-2h。 

⑦ 孵一抗。弃封闭液，1×TBST 摇床洗涤 3 次，5min 每次。一抗用封闭液

配置（3F:10，1:1000；NP，Abclone，1:300；内参 β-actin mAb (5B7)，Bio-dragon，
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B1029，1:2000），将膜放入孵育盒中，加入 2-3mL 一抗，室温摇床孵育 2h 或 4℃

过夜孵育。 

⑧ 孵二抗。回收一抗，1×TBST 摇床洗涤 4 次，每次 5min，配置二抗（NP

二抗，羊抗兔，Abclone，1:2000 稀释；其余二抗，羊抗鼠，Biodragon，货号 BF03001，

1:1500 稀释）室温孵育 2h。 

⑨ 回收二抗，1×TBST 摇床洗涤 4 次，每次 5min。ECL 显色液（Kingmorn，

KC3069）显色。原理是 ECL 显色液是 HRP 的催化底物，被 HRP 催化产生化学

发光反应。显色液现配现用，避光条件下，加在膜上，混匀孵育 30s-1min。 

⑩ GEA6000 呈像并拍照。 

⑪ 实验结果处理分析。WB 图片用 Image J 处理，数据分析和制图用

GraphpadPrism 8.0 和 Adobe Illustrator 完成。数值为均值 mean ± SD，N=3~25，

采用 Student’s T 检验，* P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001。 

2.3 实验结果 

综合文献调研和前期研究，我们构建了两种不同突变类型的 Cas9-PrP-/-小鼠，

背景是 C57BL/6 品系，获得了两种基因型突变小鼠，119 KO 是 Prnp 基因移码

突变，为完全突变，即 PrPc 蛋白表达完全缺失；120 KO 是部分突变，PrPc 蛋白

的 N 端八肽重复区即 OR 区不表达。针对朊蛋白的两种缺失类型，我们用 H7N7

亚型禽流感病毒（A/common teal/Shanghai/CM1216/2018，10-7.318/100μL，）滴鼻途

径分别感染 119KO/120KO 小鼠与 WT 小鼠（用量 80μL/18g~95μL/24g），每天记

录体重、小鼠死亡情况，在感染病毒后 3、5、8、11 天取样并统计相应参数。从

死亡率、体重变化临床指标和肺组织病理损伤方面初步探究 PrPc 在 H7N7 感染

小鼠中的作用。 
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2.3.1 PrPc 缺失小鼠朊蛋白表达验证 

Prnp 基因缺陷小鼠（C57BL/6 背景）的鉴定，通过对 Prnp 基因测序和基因

型鉴定（电泳结果见图 2-2）以及蛋白质免疫印迹（Western blot）鉴定（图 2-4）

确认。从图 2-2 中我们可以看到两种基因型小鼠的 Prnp 基因 PCR 产物电泳的结

果，说明两种小鼠 Prnp 基因突变后，DNA 大小的差异。图 2-4 说明同样的上样

量条件下，相较于肺，小鼠脑中 PrPc 蛋白表达量更高，因此验证 PrPc 蛋白的缺

失与否，从脑中蛋白的表达情况可以看到更明显的区别。相对于野生型小鼠，

120KO 脑的 PrPc蛋白在 30-35kDa 的位置缺失表达，缺失部分为 OR 区；而 119KO

脑中则完全不表达。因此，我们成功获得了两种朊蛋白缺失小鼠的基因型，为我

们后续实验奠定基础。 

 

2.3.2 H7N7 感染 PrP-/-小鼠后临床症状评价结果 

 存活率是能够反映 H7N7 病毒感染小鼠致病性严重程度的参数，我们记录

了攻毒后小鼠的存活率变化趋势。总体来看，攻毒 5 天后，120 WT 小鼠存活率

在 70%左右，120 KO 小鼠的存活率则降为 50%左右；随后，野生型小鼠的存活

率在第 9 天降到最低，为 60%左右，而敲除鼠存活率则一直降低，直到 11 天降

为 24%（图 2-5c）。120KO OR 区缺失小鼠的存活率一直明显低于 WT 小鼠，即

图 2-4. PrPc 蛋白在 KO 小鼠和 WT 小鼠脑和肺组织中的表达验证 

Figure 2-4. PrPc is expressed in brains and lungs from WT and KO mice. 

图中为 120KO、120WT、119KO、119WT 小鼠脑和肺中 PrPc 的表达验证，n=4，抗体为 PrP

的抗体 3F:10，内参为 β-actin。 
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敲除 PrPc 蛋白 OR 区之后，小鼠的死亡率高于 WT。以上结果表明敲除朊蛋白 N

端 OR 区后，小鼠更易于感染 H7N7 病毒。 

将小鼠雌性和雄性分别来看，图 2-5（a、b），120 KO 和 WT 雄鼠在感染后

7 天内存活率没有明显分别，随着感染时间的持续延长，120 WT 雄鼠的存活率

维持不变，120 KO 雄鼠的死亡率持续增高，存活率持续走低，直到第 11 天降至

22%左右。对雌鼠而言，KO♀鼠存活率一直低于 WT♀，WT♀鼠在第 8 天达到最

低存活率，为 60%，KO♀则在感染后第 5 天降至最低，为 32%左右。综合所述，

同种基因型雌鼠和雄鼠在感染病毒后的存活率随时间变化，存活率和病程长短稍

有不同，但是无显著差异，均为基因敲除鼠的存活率低于野生型小鼠。这跟同周

龄雌鼠一般体重都较雄鼠轻，并且存活率跟小鼠个体的状态有关。因此我们认为，

在 H7N7 病毒感染小鼠后两周内，小鼠存活率的变化没有性别依赖性。 

病毒感染后小鼠体重随时间的变化趋势如图 2-5（d-f）所示，与存活率趋势

一致，KO 和 WT 小鼠体重都在第 5-7 天达到最低值，随后恢复，并且 120 KO 小

鼠体重一直低于 WT 小鼠，体重减轻程度更严重，并且也无性别依赖性。说明感

染 H7N7 后，120 KO 小鼠减重更多，机体受到的影响更大。推测朊蛋白 OR 区

可能对小鼠抗病毒 H7N7 感染具有保护作用。 

图 2-5. H7N7 感染后 120 KO/WT 小鼠存活率与体重随时间变化图 

Figure 2-5. Survival rate and body weight of 120 KO/WT mice post H7N7 infection. 
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由图 2-6c 可知，119KO 小鼠存活率明显高于 WT 小鼠。随着感染时间的延

长，119KO 组小鼠存活率最后维持在 40%，而 WT 小鼠存活率逐渐降低到 20%

以下。因此，119 野生型小鼠死亡率更高，并且这一趋势也不存在性别依赖性（图

2-6，a，b）。小鼠体重随时间的变化趋势如图 2-6（d-f）与存活率趋势一致，KO

和 WT 小鼠体重都在第 5-8 天达到最低值，并且无性别依赖性。以上结果表明

PRNP 基因移码突变后，119 KO 小鼠减重更少，相对于野生型小鼠具有一定的抗

病毒感染的能力，因此 PrPc 蛋白缺失表达的小鼠对 H7N7 具有抗病毒感染的能

力。  

图 2-5（a）为 120♂小鼠存活率随时间变化图，120KO♂，n=17；120WT♂，n=25；（b）

为 120 ♀小鼠存活率随时间变化图 120KO♀，n=15；120WT♀，n=15；（c）为 H7N7 感染

后，120KO 和 WT 小鼠存活率随时间变化图，120KO，n=32，120WT，n=40；（d）为

120♂小鼠体重随时间变化图；（e）为 120♀小鼠存活率随时间变化图；（f）为 H7N7 感染

后，120KO 和 WT 小鼠体重随时间变化图。 

图 2-6. H7N7 感染后 119 KO/WT 小鼠存活率与体重随时间变化图 

Figure 2-6. Survival rate and body weight of 119 KO/WT mice post H7N7 infection. 

（a）为 119♂小鼠存活率随时间变化图，119KO♂，n=23；120WT♂，n=14；（b）为

119♀小鼠存活率随时间变化图 119KO♀，n=19；119WT♀，n=27；（c）为 H7N7 感染后

119KO 和 WT 小鼠存活率随时间变化图，119KO，n=42，119WT，n=41；（d）为 119♂小

鼠体重随时间变化图；（e）为 119♀小鼠存活率随时间变化图；（f）为 H7N7 感染后

119KO 和 WT 小鼠体重随时间变化图。 
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综合以上，H7N7-LPAIV 感染后，PrPc N 端八肽重复区多肽（OR 区）缺失

能降低小鼠的存活率及体重的下降程度；而完整的 PrPc 缺失则提高了小鼠的存

活率及体重的下降程度。因此，在小鼠感染 H7N7-AIV 的致病过程中，PrPc 蛋白

可能双重调节作用，即 PrPc N 端八肽重复区多肽可能具有降低 H7N7-IAV 对小

鼠的致病性，起到保护小鼠免受感染的作用；而非 OR 区可能具有促进甲型流感

病毒感染的作用。 

2.3.3 H7N7 感染 PrP-/-小鼠后肺组织病理评价结果 

（1）肺指数和肺匀浆病毒滴度 

肺指数 (lung index=lung/body weight×100) 表征肺质量在小鼠体重中的占比。

根据肺感染后的肝样实变程度、炎症细胞和渗出液多、全肺重量大的相关性，及

小鼠体重与肺重的关系等因素[144]，选用肺指数来反映病毒感染对肺部的影响。             

我们选取攻毒后第 3、5、8、11 天取样，并称其肺重量，得到结果如图 2-7。由

图 2-7 可知，病毒感染后 3-11 天，120KO 小鼠肺指数均高于 WT 小鼠，说明

120KO 小鼠肺实变程度更大一些，但不同天数之间，KO 肺指数无显著差别，说

明感染病毒后 3-11 天，小鼠肺水肿、肺组织病变都比较严重，并且肺病变的严

重状况没有逆转。相反，119KO 小鼠的肺指数在每个时间点都小于 WT 小鼠，说

明 119KO 小鼠肺实变都小于野生型小鼠。这一结果同存活率和体重变化一致，

表明 120KO 小鼠感染 H7NN7-IAV 后死亡率更高的同时，并且肺组织病变和肺

水肿程度更高，而 119KO 小鼠则相反。 
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肺组织破碎、匀浆后，经过滤除去大颗粒组织块和细胞团，以及双抗（P/S）

处理排除细菌污染，随后在 96 孔板中培养的 MDCK 细胞上接种肺匀浆，采用

TCID50 方法检测肺匀浆中的有效病毒含量。结果见图 2-8。由图可知，120KO 和

119KO 肺匀浆病毒滴度同各自 WT 相比，没有显著区别。 

（2）H7N7 感染小鼠后肺组织 HE 染色结果 

图 2-9 和 2-10 为 HE 染色图谱，用来表征不同基因型小鼠的肺组织病理变

化。图 2-9 为 120KO 小鼠和 120WT 小鼠感染 H7N7-AIV 后 3、5、8、11 天的

肺组织 HE 染色图谱。感染后 3 天可以看到 120KO 小鼠肺炎性细胞渗出，集合

在肺泡腔中；第五天肺部病理稍微加重，有较多中性粒细胞、免疫细胞等浸润

和渗出、脱落，伴随非常明显的出血；到第 8 天出血加重，炎性细胞脱落有所

减轻；到 11 天依然可见肺泡扩张和出血点，并保留水肿。对比来看，120WT

小鼠在感染 3 天后发现少量免疫细胞渗漏；第 5 天有明显出血和较多炎性细胞 

图 2-8. 小鼠感染 H7N7 后不同时间肺匀浆 TCID50 

Figure 2-8. Lung titers of mice post infection. 

（a）为 120KO 与 WT 小鼠在感染 H7N7 后 3、5、8、11 天的肺匀浆病毒滴度；（b）为 119KO

与 WT 小鼠在感染 H7N7 后 3、5、8、11 天的肺匀浆病毒滴度。  

图 2-7. 小鼠感染 H7N7 后不同时间肺指数 

Figure 2-7. Lung index of mice post infection. 

（a）为 120KO 与 WT 小鼠在感染 H7N7 后 3、5、8、11 天的湿肺指数（g/g×100）, （b）

为 119KO 与 WT 小鼠在感染 H7N7 后 3、5、8、11 天的湿肺指数（g/g×100）。 

 



华东师范大学博士学位论文 

41 

  

图 2-9. H7N7 感染 120KO 和 120WT 小鼠后肺组织 H&E 染色图谱 

Figure 2-9. The histopathology of 120KO and 120 WT mice lung post H7N7 infection shown by 

HE staining. 

图（a）、（c）、（e）、（g）表示 H7N7 感染 120KO 小鼠后 3、5、8、11 天肺组织病理切片的

HE 染色图谱，图（i）为 120KO 小鼠的阴性对照（生理盐水）组；图（b）、（d）、（f）、（h）

表示 H7N7 感染 120WT 小鼠后 3、5、8、11 天肺组织病理切片的 HE 染色图谱，图（j）为

120WT 小鼠阴性对照（生理盐水）组。箭头标注处为出血点、炎性细胞浸润和脱落位点。 
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图 2-10. H7N7 感染 119KO 和 119WT 小鼠后肺组织 H&E 染色图谱 

Figure 2-10. The histopathology of 119KO and 119 WT mice lung post H7N7 infection shown by 

HE staining. 

图（a）、（c）、（e）、（g）表示 H7N7 感染 119KO 小鼠后 3、5、8、11 天肺组织病理切片的

HE 染色图谱，（i）为 119KO 小鼠的阴性对照（生理盐水）组；（b）、（d）、（f）、（h）表示

H7N7 感染 119WT 后 3、5、8、11 天小鼠后肺组织病理切片的 HE 染色图谱，（j）为 119WT

小鼠阴性对照（生理盐水）组。箭头标注处为出血点、炎性细胞浸润和脱落位点。 
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渗出及脱落；第 8 天出血点减少，炎性细胞渗出明显；11 天可见出血，细胞渗

出减少。横向对比图 2-9（a）与（b）、（c）与（d）、（e）与（f）、（g）与

（h），整体来看， 120KO 小鼠的肺部病理比 120WT 小鼠略微严重，说明敲除

朊蛋白 OR 区（120KO）后可能会诱导小鼠略为严重的肺部病理。 

图 2-10 表明 119KO 小鼠和 119WT 小鼠感染 H7N7 病毒不同时间点的肺组

织病理变化。由图可知，119KO 和 119WT 小鼠感染病毒 3 天后肺部都发生明

显的炎性细胞脱落、浸润，WT 组还伴随明显出血；第 5 天和第 8 天 KO 组出

血点稍有增多，WT 组在第 5 天维持不变，第 8 天细胞浸润和渗漏增多，范围

变大；感染 11 天，两组切片依然有细胞渗出、脱落和出血。总体上看，在感染

H7N7 不同时间 119WT 小鼠肺的水肿和病理情况比 119KO 小鼠严重。 

从图 2-9 和 2-10 我们可以得知，感染 H7N7-AIV 后不同时间点小鼠肺均有

不同程度的肺组织炎性细胞浸润、渗出、出血、肺泡扩张和水肿。总体的病理

趋势是 120KO 的肺损伤程度高于 120WT 小鼠；而 119KO 小鼠的肺病变弱于

119WT 小鼠。 

2.4 讨论  

本研究中我们使用近交系小鼠模型来探讨 PrPc 在 H7N7 病毒诱导免疫应答

和炎症中的作用，这可以帮助我们更好的理解病毒与宿主以及宿主因子 PrPc 之

间的复杂相互作用以及对病毒感染结果的影响，更好的了解病毒并制定适当的干

预策略，同时增加对 PrP 的生理功能的认识。 

本章研究中我们通过比对 PrPc 不同基因敲除型小鼠对 H7N7 禽流感病毒感

染后存活率、体重、肺指数、感染后肺中的病毒滴度及肺部的组织病理学变化，

发现这两种基因敲除小鼠对 H7N7 禽流感病毒的感染表现出不同的临床症状及

肺损伤程度。其中 OR 区缺失小鼠（120KO）对 H7N7-IAV 高度敏感，我们推测

朊蛋白 OR 区可能对小鼠抗病毒 H7N7 感染具有保护作用。这与 Chida 等人的研

究结果一致，感染 H1N1-LPIAV 后，小鼠表现出严重的体重减轻和比较早的平均

死亡时间[124]。而 Prnp 基因移码突变后，PrPc蛋白完全缺失表达的小鼠相对于 WT
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小鼠则对 H7N7 具有抗病毒感染的能力。我们推测以下两种情况可能导致了这样

的实验结果： 

（1）H7N7-IAV 感染肺组织，引发炎症反应，大量的免疫细胞和渗出液在肺

部积累，影响肺的正常功能。病毒感染期间细胞和组织发生炎性细胞浸润、炎性

物质渗出以及血管内皮细胞脱落、肺泡壁增厚等细胞和组织损伤会进一步加重肺

功能失调，危害小鼠机体健康，导致小鼠发病甚至死亡。其中，病毒感染诱导小

鼠肺组织和细胞的过度炎症部分归因于促炎性细胞因子的应答升高（细胞因子风

暴）[145]，例如，人们广泛认为细胞因子风暴是 HPAIV-H5N1 的严重病理并最终

导致死亡的主要原因[146]。细胞因子的多种功能可能使它们影响宿主的存活，促

进淋巴细胞活化和肺组织的浸润，并发挥直接的抗病毒作用；但是，失调的细胞

因子的分泌和活化则可能变的过度和有害[147]。PrPc 蛋白在病毒感染诱导机体的

炎症与免疫反应中扮演重要角色，它可能在炎症反应信号通路的上游发挥作用，

诱导下游细胞因子和炎性介质的级联反应[308]，当 PrPc 缺失后，减弱了小鼠对

H7N7 感染后的过度炎症应答，因此体重损失和死亡率会低于正常小鼠。 

（2）在朊蛋白功能区中，存在一段结构域在 IAV 感染中发挥与 OR 区相反

的调节作用，能够增强病毒的感染，促进小鼠的致病性和肺损伤，加重肺部炎症

反应和肺部组织病理学变化。由此，PrPc 蛋白在小鼠感染 H7N7-AIV 的过程中，

可能发挥多重的调节作用，并且 PrPc 蛋白的不同功能域有不同的作用，有待于今

后进一步的研究。 

两组基因敲除 KO 组与野生型 WT 组小鼠相比，肺指数变化趋势与小鼠存活

率和体重变化趋势一致，但感染后 3-11 天，两种基因敲除小鼠 KO 组的肺指数

之间均无显著差别，说明 H7N7 病毒感染对小鼠肺部的损伤比较严重，但被感染

小鼠 120KO/WT 和 119KO/WT 肺组织匀浆的病毒效价都比较低，并且两种 KO

组和 WT 组均没有显著差异。但是 H7N7 病毒感染小鼠的致病性相对较高，我们

推测，肺匀浆中的病毒滴度普遍较低可能同 MDCK 细胞对肺匀浆液中病毒的敏

感度有关，也可能是 H7N7 病毒的特征导致了这一实验结果。HPAIV-H7N71 意

大利株在小鼠感染过程中表现出高毒力表型，但是受感染小鼠肺中的复制并不高
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效[148]。类似的，在肺内皮细胞中，H7N9 病毒也能够有效的引发感染，但没有检

测到释放的传染性病毒颗粒[146]。H5N1 感染小鼠也有类似的报道，与肺中严重且

广泛的组织病理学变化相反，在肺中仅发现少量散布的上皮细胞带有病毒[149]。

由于这种对比是出乎意料的，因此认为病毒对呼吸道上皮细胞的直接损伤不太可

能引起如此严重的病理变化，细胞因子和趋化因子的过度诱导可能参与了 H5N1

流感的发病机制[149]。Junji Chidada 的研究也发现 IAV/PR8 感染同品系小鼠后

Prnp-/-肺的病毒载量也仅略高于肺，他们推测 PrPc 可能通过 caspase3 在肺上皮细

胞中的抗凋亡活性而不是直接影响病毒复制效率来发挥保护作用 [123,128]。

Sakaguchi 在 2020 年的一篇综述文章中提出 PrPc 可能通过其在肺上皮细胞中的

抗凋亡活性而不是直接影响肺中的病毒复制效率来发挥其对 IAV 感染的保护作

用[123,128]。组织病理学研究表明感染 600 PFU 的神经嗜性病毒 EMCV-B 的野生

型小鼠比 Prnp 基因缺失小鼠表现出更严重的炎性细胞浸润，并伴有海马周围小

胶质细胞更高的活化，但两种小鼠的脑病毒滴度之间没有差异[44]。说明在 PrPc 表

达水平不同的小鼠体内，针对 IAV 病毒感染，PrPc 并没有通过影响病毒在感染组

织中的滴度来发挥调节作用。也可能类似于 HSV-1[112]感染，肺组织中存在潜伏

感染，此时病毒没有发生有效复制，可能在肺匀浆多次在小鼠体内传代后，会增

强致病性或病毒效价。 

2.5 小结 

本章利用 CRISPR/Cas9 基因敲除技术构建 Prnp 两种缺失类型的小鼠（部分

缺失型 120KO 和完全缺失型 119KO），随后建立 H7N7-AIV 感染小鼠诱导肺损

伤和炎症反应的动物模型，从小鼠生存曲线、体重变化曲线、感染后不同时间的

肺指数、肺匀浆病毒效价以及肺组织病理变化等参数研究 PrPc 蛋白在甲型流感

病毒诱导的肺损伤和炎症中是否发挥作用以及发挥怎样的调节作用。初步得到实

验结果如下： 

（1）敲除朊蛋白 N 端 OR 区后，小鼠更易于感染 H7N7 病毒，体重损失和

死亡率更高，致病性更严重。我们推测 PrPc OR 区对小鼠抗病毒 H7N7 感染具有
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保护作用。  

（2）PrPc 蛋白完全缺失后小鼠临床参数相较于 WT 小鼠好，伴随着更少的

体重损失，更高的存活率、肺指数低以及肺部病理损伤较小。说明完全缺失朊蛋

白后的小鼠具有抗病毒感染的能力，与 OR 区缺失结果相反。推测 PrPc 可能具

有影响小鼠对 IAV 的免疫应答和炎症反应的作用，即非 OR 区具有显著的促炎症

作用，导致小鼠对 IAV 感染产生更高的致病性。这表明朊蛋白在病毒感染的过程

中具有双重的调节作用或 PrPc 不同功能域具有不同的炎症和免疫调节作用。 

（3）感染病毒后，小鼠机体损伤与肺损伤程度可能与 H7N7-AIV 病毒对小

鼠的致病性密切相关，PrPc 可能不直接影响病毒复制效率来发挥其对 IAV 感染的

调节作用。 
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第三章 H7N7 感染小鼠肺的 RNA-seq 及差异基因表达谱分

析及验证 

3.1 前言 

转录组可用于对任何细菌、病毒或病原体及其他疾病进行基因组分析。基于

NGS 的 RNA-seq 基因表达技术，从高水平的转录组数据中识别出与特定性状相

关的 DEGs 或转录本[150]，已经成为研究病毒与宿主之间相互作用的重要工具。

通过在不同条件下对同一宿主的 mRNA 的差异分析来获得宿主在不同条件下差

异变化的基因，从而可以在被感染的宿主 mRNA 水平上鉴定不同条件下的 DEGs，

阐明宿主与病毒之间的相互作用关系[151]。病毒在感染宿主过程中，与宿主互作

的本质和复杂性等大部分都可以通过宿主基因转录变化谱来解析，可以筛选到与

病毒复制等过程相关的关键候选基因[152]。 

上一章体内实验的研究结果表明，PrPc参与并调节H7N7-IAV诱导的小鼠机

体损伤与肺病理变化，并且PrPc蛋白的NH2端OR区在H7N7-IAV感染小鼠诱导高

度致病性的过程中发挥保护作用，能够减轻病毒造成的小鼠体重的损失程度并降

低死亡率，减弱肺部水肿、炎症细胞浸润和凋亡等肺部病变情况；而完全敲除朊

蛋白则导致相反的结果。因此，PrPc在IAV感染小鼠并致病的过程中，可能不同

结构域发挥不同的功能，并且与病毒和宿主免疫和炎症应答具有直接的关系。为

了进一步理解这两种不同基因敲除小鼠对H7N7流感病毒致病性的不同，我们希

望借助转录组测序和基因表达分析及q-PCR验证来进一步对这一实验结果进行

解读，即研究炎症和免疫相关信号通路受到的调节以及这些调节作用随感染时间

的变化，探究Prnp在复杂的差异表达基因作用网络中的作用将有助于我们理解病

毒感染宿主致病性和对炎症的影响范围，增加我们对IAV致病机制的理解，也能

够为我们探究PrPc在病毒感染中的作用和机制提供一定的数据支撑。 
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3.2 实验材料与方法 

3.2.1 实验材料 

实验用毒株 H7N7 和实验动物信息同 2.2.1。 

测序前准备，各个基因型的小鼠 120KO 和 120WT 小鼠和 119KO、119WT

小鼠，分别鼻腔滴注病毒和等体积的生理盐水作为对照，感染后 3、5、8、11 天，

每种类型中取 4 只小鼠收集肺，总共 80 只小鼠。 新鲜的肺组织获取后迅速放入

液氮中，待测序前提取 RNA 并测量浓度（单个样品 RNA 总量不少于 5μg，微量

分光光度计 Thermo NanoDrop 2000）、构建 cDNA 文库等。测序样品信息见表 3-

1，并且经琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 完整性， RNA 总量和浓度都满足测序和建

库要求。 

表 3-1. RNA-seq 样本信息 

Table 3-1. Samples information for RNA-seq. 

样本名称/肺组织 浓度(ng/μL) 纯度(OD260/280)/(OD260/230)  

H7d11_119KO 267.8 1.99/1.79  

H7d11_119WT 159.9 2.01/1.53  

H7d11_120KO 356.1 2.08/1.62  

H7d11_120WT 175.0 1.94/1.01  

H7d3_119KO 130.4 2.01/1.49  

H7d3_119WT 148.5 2.01/1.49  

H7d3_120KO 131.2 2.00/1.37  

H7d3_120WT 145.0 2.02/1.40  

H7d5_119KO 171.9 2.01/1.58  

H7d5_119WT 225.7 2.03/1.63  

H7d5_120KO 160.9 2.03/1.36  

H7d5_120WT 287.4 2.06/1.72  

H7d8_119KO 161.5 1.98/1.83  

H7d8_119WT 244.1 2.05/1.49  

H7d8_120KO 284.6 2.06/1.67  

H7d8_120WT 301.7 2.04/1.75  

Saline_119KO 135.8 1.95/1.36  

Saline_119WT 109.5 1..90/1.58  

Saline_120KO 159.3 2.00/1.52  

Saline_120WT 131.3 2.00/1.55  
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3.2.2 技术路线与分析方法 

小鼠肺 mRNA 测序交由元莘生物。以下简要介绍技术路线与分析方法。 

（1）操作流程如下简图 3-1。 

（2）数据处理与分析 

对测序得到的数据进行处理，包括测序数据质量评估[153]；测序数据质量剪

切；参考序列比对分析（Genome Reference Consortium,GRC)[154]；测序文库质量

评估；样品间的相关性分析；样本表达量主成分分析（Principal component analysis, 

PCA）；差异基因可视化分析（Differentially expressed genes, DEGs）。随后根据我

们的研究目的，对差异基因进行聚类、富集和预测分析，本章研究内容我们关注

感染病毒后的小鼠肺在不同时间，120KO 与 120WT 组、119KO 与 119WT 组以

及感染后同一时间点 120KO 与 119KO 小鼠的差异基因表达以及这些差异表达基

因聚类的生物学功能和信号通路。 

3.2.3 差异表达基因的 q-PCR 验证 

（1）采用 Trizol 法提取小鼠肺组织 RNA。具体步骤如下： 

① 新鲜小鼠肺组织，按照 0.1g 组织加入 1mL Trizol 的比例（组织量多的话，

可以多用几个破碎管最后混合在一起），置于 RNase-free 的破碎管中，每管加入

25 颗陶瓷珠（大珠子 10 颗，小珠子 15 颗），置于匀浆器上破碎，5500r，20s，

随后置于冰上降温 1min；重复 5-6 次，直至组织完全破碎，无可见大颗粒状组

织。 

② 4℃，12000rpm 离心 5min。 

图 3-1. 测序实验流程图 

Figure3-1. Flow diagram of mRNA-sequencing. 
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③ 弃顶层脂肪物质和底层沉淀，每加入 200μL 氯仿，手动颠倒混匀，手动

振荡 15s，静置 2-10min。本步骤氯仿能够使有机相中的蛋白质和无机相中的 RNA

迅速分离，RNA 进入水相。 

④ 4℃，1,2000rpm 离心 15min。 

⑤ 取上清至新的 RNase-freeEP 管中，注意不要吸取到中间层；每管内加入

500μL 异丙醇，轻轻上下颠倒混匀，室温静置 10min，沉淀 RNA。 

⑥ 4℃，1,2000rpm 离心 10min。 

⑦ 弃上清，每管加 1mL 预冷的 75%乙醇，轻轻洗涤沉淀，温和振荡，悬浮

沉淀。 

⑧ 4℃，8000rpm 离心 5min，弃上清。 

⑨ 充分晾干 EP 管，每管加 35μL RNase-free H2O 溶解，4℃暂存待用。 

⑩ 微量分光光度计ND5000（北京百泰克）测量RNA浓度和纯度A260/280。 

（2） 逆转录 

采 用 逆 转 录 试 剂 盒 PrimeScriptTM Ⅱ 1st Strand cDNA Synthesis Kit 

6210A(TaKaRa)，以小鼠肺 RNA 为模板进行逆转录合成 cDNA。反应体系下如下

表 3-2。 

表 3-2. 组织 RNA 逆转录体系与程序 

Table 3-2. Reverse transcription system and procedure of tissue RNA. 

试剂 体积/μL 终浓度 反应程序（30cycles） 

RNA 5-8 100ng  

dNTP Mixture 1 10mM 65℃  5min 

Oligo dT Primer 1 10μM On ice 

PrimerScript II buffer 4   

RNase Inhibitor 0.5 40U/μl 30℃  10min 

PrimerScript II RTase 1 200U/μl 45℃  50min 

RNase H2O 4.5  95℃  5min 

   4℃   ∞ 

（3）采用实时荧光定量 q-PCR 方法验证差异表达基因（DEGs）mRNA 表达

水平的变化。根据 QuantiNova SYBR Green PCR Kit 试剂盒（QIAGEN）说明 

建立以下反应体系如下表 3-3。 
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40× 

表 3-3. q-PCR 体系与程序 

Table 3-3. q-PCR system and procedure. 

试剂 体积/μL 终浓度 反 应 体 系

（30cycles） 

cDNA 1-2 100ng 95℃  30s 

2×SYBR Green master Mix 10  95℃  5s 

Rox Dye 2.0 10mM 60℃  27s 

Primer-F 1.4  65℃  5min 

Primer-R 1.4  95℃  15s 

RNase H2O 补至 20  60℃  20s 

   95℃  15s 

   60℃  15s 

对实验结果用 Sequence Detector System software(Life Technologies)软件进行

分析，再利用 2-△△CT统计方法，Excel，Sigmaplot，Adobe Illustrator 等软件进行

数据分析来比较各基因 mRNA 在 H7N7 感染后 3、5、8、11 天相对于对照组（生

理盐水）的相对表达量变化。q-PCR 检测 DEGs 的引物序列见表 3-4。 

表 3-4. q-PCR 引物序列 

Table 3-4. Primers sequences for q-PCR. 

目的基因 引物序列（5’-3’） 扩增长度（bp） 

β-actin 
F: AACCCTAAGGCCAACCGTGAAAAG 

241 
R: TCATGAGGTAGTCTGTCAG 

Prnp 
F: TCCACTTCGGCAATGACTGG 

311 
R: GAAGTTTTCGCCCTTGGTGG 

TLR3 
F: GCTCATTCTCCCTTGCTCAC 

165 
R: CCCGAAAACATCCTTCTCAA 

TLR4 
F: TCAGAGCCGTTGGTGTATCTT 

115 
R: CCTCAGCAGGGACTTCTCAA 

TLR7 
F: GGGTCCAAAGCCAATGTG 

192 
R: TGTTAGATTCTCCTTCGTGATG 

MyD88 
F: CGATTATCTACAGAGCAAGGAATG 

144 
R: ATAGTGATGAACCGCAGGATAC 

TRAF6 
F: AGGAATCACTTGGCACGACACTTG 

194 
R: TGGTCCTGTCTTACTAGGCGACTC 
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TAK1 F: ATTCCACAGATACCAATGGCTC 233 

R: TGTAGTAACAATGCGATTTCGG 

IRF3 
F: CTACACCCCGGGGAAGGATA 

182 
R: GAGAGGCACCCAGATGTACG 

IRF7 
F: CCTCTGCTTTCTAGTGATGCCG 

124 
R: CGTAAACACGGTCTTGCTCCTG 

Nrf2 
F: GCTCCTATGCGTGAATCCCAATG 

292 
R: GGGCGGCGACTTTATTCTTACCT 

MAVS 
F: GAATCCAGGTAGACGAAAGCC 

180 
R: GCCTACTACGGTACAGCATCAC 

NLRP3 
F: AGCCTTCCAGGATCCTCTTC 

152 
R: CTTGGGCAGCAGTTTCTTTC 

Wnt3a 
F: AGGACAAGTATGACAGTGCC 

296 
R: AACACAGTGGCATTTCTCCC 

SOCS1 
F: CACTCACTTCCGCACCTTCC 

488 
R: CAGCCGGTCAGATCTGGAAG 

SOCS3 
F: CTCAAGACCTTCAGCTCCAA 

554 
R: TTCTCATAGGAGTCCAGGTG 

TREM2 
F: ACCCACCTCCATTCTTCTCC 

82 
R: GGGTCCAGTGAGGATCTGAA 

TREML2 
F: CACCTGTGGTGTTGGTCGTA 

233 
R: CCTTCTGAACCCACTGGAAA 

NF-κB 

p65 

F: ATTCTGACCTTGCCTATCTAC 
181 

R: TCCAGTCTCCGAGTGAAG 

IL-1α 
F: ATGTATGCCTACTCGTCGGG 

139 
R: TGAGTTTTGGTGTTTCTGGC 

IL-1β 
F: TCCTTGTGCAAGTGTCTGAAGC 

226 
R: ATGAGTGATACTGCCTGCCTGA 

IL-6 
F: GACTGATGCTGGTGACAACC 

260 
R: AGACAGGTCTGTTGGGAGTG 

IL-33 
F: GGTGTGGATGGGAAGAAGCTG 

155 
R: GAGGACTTTTTGTGAAGGACG 
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IFNα F: ATGGCTAGGCTCTGTGCTTT 107 

R: CTCTTGTTCCTGAGGTTAT 

IFNβ 
F: TGGGTGGAATGAGACTATTGTTG 

109 
R: CTCCCACGTCAATCTTTCCTC 

IFNγ 
F: GCAAGCTTATGAACGCTACACACTGCAT 

133 
R: CTGGATCCTCAGCAGCGACTCCTTTTCC 

TGFβ 
F: GACTCTCCACCTGCAAGACC 

168 
R: GACTGGCGAGCCTTAGTTTG 

TNFα 
F: CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA 

175 
R: TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC 

CSF3 
F: ATGGCTCAACTTTCTGCCCAG 

147 
R: CTGACAGTGACCAGGGGAAC 

CXCL2 
F: CAGAAGTCATAGCCACTCTCAAG 

187 
R: CTTTCCAGGTCAGTTAGCCTT 

CXCL3 
F: CTGTCAGTGCCTGAACACCC 

121 
R: TTGACCATCCTTGAGAGTGGC 

CXCL10 
F: ATTTTCTGCCTCATCCTGCT 

264 
R: TGATTTCAAGCTTCCCTATGGC 

CXCL11 
F: CTGCTCAAGGCTTCCTTATGTT 

167 
R: CCTTTGTCGTTTATGAGCCTTC 

CXCR3 
F: AACAGCACCTCTCCCTACGA 

353 
R: AAGGCCCCTGCATAGAAGTT 

CXCR4 
F: TAGGATCTTCCTGCCCACCAT 

77 
R: TGACCAGGATCACCAATCCA 

CXCR6 
F: GAGTCAGCTCTGTACGATGGG 

101 
R: TCCTTGAACTTTAGGAAGCGTTT 

CCL2 
F: TTAAAAACCTGGATCGGAACCAA 

121 
R: GCATTAGCTTCAGATTTACGGGT 

CCL3 
F: GCCCTTGCTGTTCTTCTCTGT 

258 
R: GGCATTCAGTTCCAGGTCAGT 

CCL11 
F: CAGATGCACCCTGAAAGCCATA 

96 
R: TGCTTTGTGGCATCCTGGAC 
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3.3 实验结果 

3.3.1 肺转录组常规分析结果 

（1）原始数据统计结构表见附录 1 和读长（reads）与参考基因组比对结果

统计表见附录 2。表明测序质量较高，数据可靠，可用于后续转录组数据分析。 

（2） 基因表达量分布图见附录3。说明所有样品的基因表达分布相对一致。 

（3）样本相关系数聚类图见图 3-2。如图所示，同一个时间点的样品，生物

学重复之间的组内相关性强，而相邻样本之间相关性弱，说明每个时间点的样本

之间测序数据相对一致，而不同样本之间的数据可明显区分，表明样本之间没有

交叉污染。从图中看，感染后不同时间点 3-11 天样本相关性较强，生理盐水组

（saline）相关性较强，因此说明，本实验的对照组和实验组设计合理，数据可信。 

CCR2 F: ATCCACGGCATACTATCAACATC 89 

R: TCGTAGTCATACGGTGTGGTG 

CCR3 
F: CCCGTACAACCTGGTTCTCC 

187 
R: AAAGAGCCGAAGGTGTTTCC 

CX3CR1 
F: CCTGTTATTTGGGCGACATT 

400 
R: ACGCCCAGACTAATGGTGAC 

图 3-2. 样本相关系数聚类图 

Figure 3-2. Correlation coefficient clustering of samples. 
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（4）样本主成分分析结果见附录 4。 

3.3.2 肺转录组差异表达基因分析结果 

（1）差异基因统计分析。根据分组，将差异表达基因两两比较后统计各组

的差异基因数目以及上调和下调表达的基因数目，见表 3-5。 

表 3-5. H7N7 感染后差异基因统计表 

Table 3-5. Statistics of DEGs at day3, 5, 8, 11 post H7N7 infection. 

groupA vs group B total genes  total DEGs up dowm 

control 119KO vs d3 119KO  15194 1332 842 489 

control 119KO vs d5 119KO  15801 1214 653 560 

control 119KO vs d8 119KO  15536 1276 561 714 

control 119KO vs d11 119KO   15782 1837 950 886 

control 119WT vs d3 119WT   16230 2379 1181 1197 

control 119WT vs d5 119WT   16165 1446 824 621 

control 119WT vs d8 119WT  15754 1097 662 434 

control 119WT vs d11 119WT   15409 1221 739 481 

119KO d3 vs d3 119WT 15635 2967 1056 1910 

119KO d5 vs d5 119WT 16397 829 380 448 

119KO d8 vs d8 119WT 16019 817 388 428 

119KO d11 vs d11 119WT 15743 2630 1902 727 

control 120KO vs d3 120KO  16114 2409 1274 1134 

control 120KO vs d5 120KO  16044 1997 1075 921 

control 120KO vs d8 120KO  16219 2725 1265 1459 

control 120KO vs d11 120KO  16234 2031 1074 956 

control 120WT vs d3 120WT  16103 2396 1374 1021 

control 120WT vs d5 120WT  15857 1202 597 604 

control 120WT vs d8 120WT  16070 1095 464 630 

control 120WT vs d11 120WT  16540 1758 463 1294 

图中颜色与相关性系数 r 2 (r, Pearson’s correlation coefficient)有关，红色表示高数值，蓝色表

示低数值，颜色从红到蓝，数值越高表示相关性越高。 
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120KO d3 vs d3 120WT 16157 2116 1033 1082 

120KO d5 vs d5 120WT 16283 811 280 530 

120KO d8 vs d8 120WT 16496 1056 432 623 

120KO d11 vs d11 120WT 16338 2206 818 1387 

由表 3-2 可知，每组总的基因数目没有显著差异，保持在 15,400-16,500 个

基因之间，但是差异表达基因（DEGs）数量有较大区别，并且上调和下调基因

数量也随着变化。这些差异基因的变化反应了感染后不同时间点基因数量的不同，

可能和感染后不同时间免疫和炎症反应的变化相关。与各自的对照组相比，感染

后 3、5、8、11 天 DEGs 中上调、下调基因数量的不同我们整理在下图 3-3 中。

从图 3-3(a-c)可见，感染病毒后 119KO 小鼠和 120KO 小鼠与各自生理盐水组相

比，上调、下调基因数目不同，并且变化趋势也不同。119KO 的 DEGs 明显少于

WT，120KO 则相反，DEGs 分子水平的变化趋势同小鼠体重等变化趋势一致。 

图 3-3. 感染 H7N7 3、5、8、11 天后差异表达基因（DEGs）统计图 

Figure 3-3. Summary of DEGs at day3, 5, 8, 11 post H7N7infection. 
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利用差异基因 Venn 图[155]，能够更为直观的展示不同组差异基因的共同之处，

根据图 3-4 (a-c)，control 119KO vs d3/d5/d8/d11 119KO 不同时间点的 DEGs 中有

568 个共同的差异基因，119WT 组的则有 635 个差异基因，这两组 Venn 图中的

差异基因中又有 319 个（图中未展示）。而图 3-4 (d-f)，control 120KO vs 

d3/d5/d8/d11 120KO 不同时间点的 DEGs 中有 698 个共同的差异基因，120WT 组

则有 292 个差异基因。 

（a）为感染 H7N7 3、5、8、11 天后小鼠肺转录组的 DEGs，119KO 与 control 119KO 相比，

119WT 与 control 119WT 相比不同时间点的上下调基因数目；（b）为感染 H7N7 3、5、8、

11 天后小鼠肺转录组的 DEGs，120KO 与 control 120KO 相比，120WT 与 control 120WT 相

比不同时间点的上下调基因数目。（c）为 120KO 与 120WT 相比，119KO 与 119WT 相比，

感染 H7N7 3、5、8、11 天后小鼠肺转录组的 DEGs 的上下调基因数目。 

图 3-4. 差异表达基因 Venn 图 

Figure 3-4. DEGs Venn diagram. 

图（a）为 control 119KO vs d3 119KO、control 119KO vs d5 119KO、control 119KO vs d8 

119KO、 control 119KO vs d11 119KO 的差异基因 Venn 图，control 119KO 为生理盐水组，

d3/d5/d8/d11 119KO 分别为感染病毒 3、5、8、11 天后的样本。 
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取这两组 Venn 图中与炎症及免疫相关的 DEGs（共 109 个）做热图（如图 3-

5）观察差异表达基因在病毒感染后不同时间表达量的变化模式。从图中可以看

到，与免疫和炎症相关的有 Toll 样受体基因（TLR1/3/4/6/7/8/9/13）、干扰素调节

基因（IRF1/3/4/7）、核转录因子（NF-κB1/2）、髓样分化因子（MyD88）、白介素

家族（ IL1α/β/6/11/33/10rα/10rβ/17 等）基因、肿瘤坏死因子（TNF/TNFaip2/ 

TNFaip6/TNFaip813/TNFsf18 ）、趋化因子（ CCL1/2/3/11/12/17/20/21α/22 和

CXCL2/3/10/11/12/13/14/16 等）、趋化因子受体（CXCR2/3/4/6、CCR1/2/5/7/8/9

等）、线粒体抗病毒信号蛋白（MAVs）、核因子 E2 相关因子（Nrf2）、髓样细胞

触 发 受 体 2 （ Trem2 ）、 髓 细 胞 触 发 受 体 样 蛋 白 2 （ Treml2 ）、

Wnt2β/3α/4/5β/7α/7β/Wnt7α/7β/10α/10β/11、细胞信号抑制因子 SOCS1 和 SOCS3、

干扰素γ受体 2（IFNγr2）、干扰素γ（IFNγ）、干扰素刺激应答基因（ISG15 和

ISG 20）、转化生长因子受体（TGFβr2、TGFβr3 和 TGFr31）、转化生长因子 1

（TGFβ1）、转化生长因子受体相关蛋白 1（TGFβrap1）、集落刺激因子 2 受体 β

（CSF2rβ1和CSF2rβ2）、集落刺激因子 1受体（CSF 1r）、集落刺激因子 1（CSF1）、

和 Prnp 等。病毒感染后，KO 组与 WT 组小鼠肺中这些差异表达基因的表达量

变化有待于后续的实验验证。 

图（b）为 control 119WT vs d3 119WT、control 119WT vs d5 119WT、control 119WT vs d8 

119WT、 control 119WT vs d11 119WT 的差异基因 Venn 图，control 119WT 为生理盐水组，

d3/d5/d8/d11 119WT 分别为感染病毒 3、5、8、11 天后的样本。（c）为 d3 119KO vs d3 119WT、

d5 119KO vs d5 119WT、d8 119KO vs d8 119WT、d11 119KO vs d11 119WT 的差异基因 Venn

图，为 119KO 攻毒组与 119WT 攻毒组在感染病毒 3、5、8、11 天后的 DEGs Venn 图。 

图（d）为 control 120KO vs d3 120KO、control 120KO vs d5 120KO、control 120KO vs d8 

120KO、 control 120KO vs d11 120KO 的差异基因 Venn 图，control 120KO 为生理盐水组，

d3/d5/d8/d11 120KO 分别为感染病毒 3、5、8、11 天后的样本。（e）为 control 120WT vs d3 

120WT、control 120WT vs d5 120WT、control 120WT vs d8 120WT、 control 120WT vs d11 

120WT 的差异基因 Venn 图，control 120WT 为生理盐水组，d3/d5/d8/d11 120WT 分别为感

染病毒 3、5、8、11 天后的样本。（f）为 d3 120KO vs d3 120WT、d5 120KO vs d5 120WT、

d8 120KO vs d8 120WT、d11 120KO vs d11 120WT 的差异基因 Venn 图，为 120KO 攻毒组与

120WT 攻毒组在感染病毒 3、5、8、11 天后的 DEGs Venn 图。Venn 图由 jvenn 绘制。 
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等。 图 3-5. 炎症与免疫相关差异表达基因热图。 

Figure 3-5. Heatmap of DEGs related to inflammation and Immunity. 
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（2）DEGs 基因 GO 功能注释和 GO 功能富集分析 

将差异基因表达模式相同或者相近的基因聚集成类，得到差异表达基因

（DEGs）模式聚类图，进一步识别具有相似功能或参与同一代谢、信号通路的

基因。用 GO(Gene Ontology) 用 GO(Gene Ontology)来注释差异表达基因和基因

产物[156]。对两两分组的差异表达基因的注释进行统计，以一个样本为对照，绘

图 3-6. 上下调基因 GO 功能注释柱形图 

Figure 3-6. GO annotations of Differentially expressed genes. 

图为 d3 119KOvs d3 119WT 的 DEGs GO 注释图, 横坐标为注释到某 GO term 的基因个数，

上方横坐标表示注释到该 GO term 的基因数占 GO 注释基因总数的比例（基因和 GOterm 是

多对多的关系）；纵坐标表示 GO 的详细分类， 代表 GO 的三个二级分类，分别为生物过程

（Biological Process）、细胞组分（Cellular Component）、分子功能（Molecular Function）；红

色柱形代表上调基因，蓝色柱形代表下调基因。   

图中每列为一个样本，每行表示一个基因，共 109 个差异表达基因。图中红色表示基因在该

组样本中表达量的相对多少（log2FC(KO/WT)），红色表示该基因在样本中 KO 相对于 WT

表达量上调，颜色越深上调越显著，蓝色表示表达量下调。左边 4 列从左到右为 d3 119KO 

vs d3 119WT、d5 119KO vs d5 119WT、d8 119KO vs d8 119WT、d11 119KO vs d11 119WT，

右边 4 列为 d3 120KO vs d3 120WT、d5 120KO vs d5 120WT、d8 120KO vs 120WT、d11 

120KO vs d11 120WT。 
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制上调、下调基因的 GO 注释柱形图[157]。例如图 3-6 为 d3 119KOvs d3 119WT

的差异基因 GO 注释图，其他两两分组的 DEGs 的 GO 注释图见附录 5。 

差异基因 GO 功能富集分析研究 DEGs 在 Gene Ontology 中的分布状况以阐

明实验中样本差异在基因功能上的体现。通过将全部基因作为背景列表，差异基

因列表作为从背景列表中筛选出来的候选列表，采用 Fisher 精确检验，使用

Bonferroni、Holm Sidak 和 false discovery rate 4 种多重检验方法对 p 值进行校正

来控制计算的假阳性率。通常当 p 值（fdr）≤ 0.05 时，认为此 GO 功能存在显著

富集情况。得到 DEGs 功能富集分析柱状图如图 3-7（d3 119KO vs d3119WT）和

图 3-8（d3 120KO vs d3 120WT）以及附录 6。从炎症和免疫的角度来看，不同组

之间的功能富集分析发现显著富集到的 GO terms 主要有免疫过程(immune 

system process)，免疫应答 (immune response)，对干扰素的应答 (response to 

interferon-β/γ)，固有免疫反应(innate immune response)，对病毒的响应（response 

to virus/defense response to virus），响应趋化因子(response to cytokine/cellular 

response to cytokine stimulus)，免疫系统的调节(positive regulation of immune 

system process)，细胞表面受体信号通路(cell surface receptor signaling pathway)，

信号转导的调节(regulation  of signal transduction)，细胞交流调节(regulation of 

cell communication )，信号通路调节(regulation of signaling)等过程。 

图 3-7. 差异表达基因 GO 功能富集柱状图（d3 119KOvs d3 119WT）。 

Figure 3-7. GO terms of functional enrichment DEGs (d3 119KOvs d3 119WT). 

图为 d3 119KOvs d3 119WT 的 DEGs GO 富集柱状图，图中为不同时间富集最显著的前 40

个 GO terms，横坐标为名称和分类，纵坐标为 GO term，柱高为富集率（Sample 

Number/Background Number），颜色为 fdr 显著性，颜色越深富集越显著，fdr < 0.001 的标

记为***，fdr <0.01 的标记为**, fdr <0.05 的标记为*，右侧颜色梯度表示 fdr 大小。 
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（3）DEGs 基因的 KEGG 通路注释和通路富集分析 

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)是系统分析基因功能、基

因组信息的数据库，是有关 Pathway 的主要公共数据库[158]，由于 KEGG 主要提

供代谢途径查询、代谢分析和代谢网络研究，本研究主要关注流感感染小鼠后肺

组织的损伤与免疫调节，因此不再展示 KEGG 注释通路图。通过 KEGG 通路富

集分析能够确定 DEGs 参与的主要生化代谢途径和信号转导途径。使用 Fisher 精

确检验和 BH（FDR）方法进行多重校验校正的 P 值 0.05 为阈值，得到 DEGs 中

最显著富集的 KEGG 通路图，图 3-9 为 d3119KOvs d3119WT 和图 3-10 为 d3 

120KOvs d3 120WT 的 DEGs KEGG 富集柱状图，其余分组的 DEGs KEGG 富集

柱状图见附录 7。 

图 3-8. 差异表达基因 GO 功能富集柱状图（d3 120KOvs d3 120WT）。 

Figure 3-8. GO terms of functional enrichment DEGs (120KOvs 120WT). 

图为 d3 120KOvs d3 120WT 的 DEGs GO 富集柱状图，图中为不同时间富集最显著的前 40

个 GO terms，横坐标为名称和分类，纵坐标为 GO term，柱高为富集率（Sample 

Number/Background Number），颜色为 FDR 显著性，颜色越深富集越显著，fdr < 0.001 的

标记为***，fdr <0.01 的标记为**，fdr <0.05 的标记为*，右侧颜色梯度表示 fdr 大小。 

图 3-9. 差异表达基因 KEGG 通路富集柱状图（d3 119KOvs d3 119WT） 

Figure 3-9. KEGG pathways of enrichment DEGs（d3 119KOvs d3 119WT）. 
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KEGG 富集分析显著的通路主要包括，细胞因子-细胞因子受体互作用  

(cytokine-cytokine receptor interaction)，磷脂酰肌醇 3-激酶（Phosophoinosmde-3-

kinase, PI3K）/蛋白激酶 B（Protein kinase B, PKB, 也称 Akt）信号通路，白介素

-17（Interleukin, IL-17）信号通路，趋化因子信号（Chemokine signaling pathway）

通路，朊蛋白病（Prion diseases），肿瘤坏死因子信号通路（Tumor necrosis factor, 

TNF signaling pathway），Toll 样受体信号通路（Toll like receptor, TLR signaling 

pathway），NOD 样受体信号通路（nucleotide oligomerization domain, NOD-like 

receptor，NLR signaling pathway），维甲酸诱导基因 I 样受体信号通路（Retinoic 

acid-inducible gene I-like receptors, RIG-I-like 受体，RLRs），丝裂原活化蛋白激酶

信号通路（Mitogen-activated protein kinase，MAPK signaling pathway），甲型流感

病毒相关通路， NF-κB 信号通路，趋化因子受体信号通路（chemokine receptors 

图为 d3 119KOvs d3 119WT 的 DEGs KEGG 富集柱状图，图中为富集最显著的前 40 个 KEGG 

terms ，横坐标为名称和分类，纵坐标为 KEGG term ，柱高为富集率（ Sample 

Number/Background Number），颜色为 fdr 的显著性，颜色越深富集越显著，fdr< 0.001 的标

记为***，fdr <0.01 的标记为**，fdr <0.05 的标记为*，右侧颜色梯度表示 fdr 大小。 

 

图 3-10. 差异表达基因 KEGG 通路富集柱状图（d3 120KOvs d3 120WT） 

Figure 3-10. KEGG pathways of enrichment DEGs（d3 120KOvs d3 120WT）. 

图为 d3 120KOvs d3 120WT 的 DEGs KEGG 富集柱状图，图中为富集最显著的前 40 个 KEGG 

terms ，横坐标为名称和分类，纵坐标为 KEGG term ，柱高为富集率（ Sample 

Number/Background Number），颜色为 fdr 显著性，颜色越深富集越显著，fdr < 0.001 的标记

为***，fdr <0.01 的标记为**，fdr <0.05 的标记为*，右侧颜色梯度表示 fdr 大小。 
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signaling pathway，包括 CXCR、CCR、CR 和 CX3CR 亚家族），酪氨酸激酶-转

录因子 STAT 信号通路（Janus-kinase-Signal transducer and activator of transduction, 

Jak-STAT signaling pathway），环磷酸鸟苷和其依赖性蛋白激酶信号通路(cGMP, 

cyclic guanosine monophosphate，cGMP-dependent protein kinase，PKG；cGMP-

PKG 信号通路)，钙离子信号通路（Calcium signal transduction pathway）等。这

些通路在不同感染时间的差异表达中均被显著富集，说明它们在病毒感染中发挥

重要作用，是影响病毒感染或者作出应答的重要候选通路和基因。 

（4）DEGs 基因的 IPA 通路富集分析 

为了进一步研究这些差异表达基因参与的信号通路以及通路的上调、下调变

化，我们运用 Ingenuity Pathway Analysis（IPA）预测 DEGs 参与的信号通路分析。

将 119KOvs119WT 和 120KOvs120WT 在感染病毒后 3、5、8、11 天中的所有

DEGs ID 号及其表达量的倍率变化上传至 IPA 数据库中，通过基于 Ingenuit 

Knowledge Base 的知识体系，按照检验方法（Activation z-score 和 p-value）的排

序，得到上调表达和下调表达的信号通路（见表 3-6），差异显著（-2 >Z score >2）

的信号通路（图 3-11）。 

表 3-6. H7N7 感染后差异表达基因的 IPA 通路分析 

Table 3-6. IPA analysis of DEGs at day 3, 5, 8, 11 post H7N7 infection. 

KO vs WT 
Up regulated pathways 

(-2 >Z score >2) 

Down rgulated pathways 

(-2 >Z score >2) 
Total pathways 

119 d3 18 36 301 

119 d5 1 8 364 

119 d8 2 11 424 

119 d11 37 10 552 

120 3 31 10 543 

120d5 1 16 426 

120 8 4 20 452 

120 11 13 36 519 
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从表 3-6 得知，病毒感染后表达差异显著的信号通路在第 3 天和第 11 天数

量最多。这与前面 DEGs 在感染后不同时间的数量分布一致。图 3-11 表明在感

染后 3 天和 11 天上调和下调表达的通路较 5 天和 8 天多。其中，119KO 相对于

119WT 在感染后不同天数上调表达的炎症与免疫相关通路主要有 TREM1 通路

（TREM1 signaling）、IL-6 通路、Toll 样受体信号通路（Toll-like receptors signaling）、

炎症小体信号通路（Inflammasome pathway）、iNOS 信号通路、凝血酶信号通路

（Thrombin signaling）、蛋白激酶 C 信号通路（PKC Signaling）、活化 T 细胞核

因子（Nuclear factor of activated T cells，NFAT）调节免疫反应的通路、MIF 介导

的糖皮质激素的调节、肿瘤坏死因子样凋亡微弱诱导剂（Tumor necrosis factor- 

like weak inducer of apoptosis，TWEAK）信号通路；下调表达的信号通路主要有

Figure 3-11. Heatmap of significantly regulated pathways in IPA analysis. 

图 3-11. IPA 分析中随时间变化差异显著的信号通路热图。 

图 a 为 119KOvs 119WT 在 H7N7 病毒感染后第 3、5、8、11 天时-2>Z score>2 的信号通路；

图 b 为 120KOvs 120WT 在 H7N7 病毒感染后第 3、5、8、11 天时-2>Z score>2 的信号通路。

图中每行表示一条信号通路，每列表示一组样本，红色表示通路上调表达，蓝色表示通路下

调表达，颜色深浅用 log（p-value）表示。 
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C-Jun 氨基末端激酶/应激活化蛋白激酶信号通路（SAPK/JNK signaling）、钙离子

信号通路、干扰素信号通路、IL-7 信号通路、STAT3 信号通路、p38MAPK 信号

通路、ERK5 胞外信号通路、Nrf2 介导的氧化应激信号通路。而 120KO 相对于

120WT 在感染后不同天数上调表达的炎症与免疫相关通路主要有 TGF-β 信号通

路、IL-8 通路、IL-17α 通路、mTOR 通路、ERK5 通路、干扰素通路、PAK 通路、

TREM1 通路、PI3K/AKT 通路和 Toll 样受体通路；下调表达的信号通路主要有

钙离子信号通路、PRRs 通路、p38MAPK 通路、PKC 通路、NAFT 通路、IL-7 通

路、氧化磷酸化通路等。 

3.3.3 肺转录组差异表达基因的 q-PCR 验证结果 

为了更加清楚的了解 DEGs 在感染后的表达变化和其可能参与的信号通路，

我们采用 q-PCR 验证差异表达基因在 mRNA 水平上表达量随时间的变化，根据

图 3-5 和通路富集分析获得的数据，我们检测了 109 个基因，最后获得 38 个

DEGs的 q-PCR结果。q-PCR结果以 2-△△CT 方法计算得到基因的相对表达量（Fold 

change，FC），随后我们用 log2FC（119KO/119WT）和 log2FC（120KO/120WT）

做热图，总体上展示差异表达基因在病毒感染后 mRNA 水平上随时间的变化趋

势。见图 3-12。 

由 q-PCR 结果我们知道，大部分基因如 Prnp、TNF-α、IRF3、IFN-β、TREM2、

CCCL2、CXCL2、CCR2、CXCR4 等在病毒感染后的不同时间，相对于生理盐水

组显著上调表达。从图 3-12 我们得到，以上基因在 119KO 中的表达水平低于

119WT，而在 120KO 中的相对表达量则高于 120WT。另外，我们发现 SOCS3、

TLR3、IRF7、TRAF6和TREML2则是相反的情况，119KO中的表达量高于 119WT，

而 120KO 中的表达量则低于 120WT。 
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图 3-12. q-PCR 验证的差异表达基因热图 

Figure 3-12. Heatmap of DEGs by q-PCR. 

图中每行表示一个基因，每列表示一组样本，颜色深浅用 log2FC(KO/WT)表示。FC 为 q-PCR

结果的 Fold change（2-△△CT 值）。红色表示该基因的相对表达量在感染后不同时间 KO 高

于 WT，颜色越深说明差异越显著，蓝色表示 KO 表达量低于 WT，颜色越深说明差异越显

著。左边 4 列从左至右分别为 d3 119KO/d3 119WT、d5 119KO /d5 119WT、d8 119KO /d8 

119WT、d11 119KO /d11 119WT，右边 4 列为 d3 120KO/d3 120WT、d5 120KO/d5 120WT、

d8 120KO/120WT、d11 120KO/d11 120WT。 



华东师范大学博士学位论文 

68 

 

各个基因在 119KO 和 119WT 小鼠肺中相对表达水平随时间的变化，即病毒

感染后上调表达的基因在 119KO 中相对于 119WT 的变化，120KO 中相对于

120WT 的变化，以及病毒感染后下调表达的基因见下图。 

（1）病毒感染后小鼠肺中 Prnp 的表达验证结果。见图 3-13。 

图 3-13 表明病毒感染小鼠后的不同时间，完全缺失小鼠（119KO）肺中的

Prnp 表达量显著低于野生型小鼠，基本与阴性对照组（119KO 滴鼻注射生理盐

水）表达水平一致。而 WT 小鼠感染病毒后，肺中 Prnp 均显著高于对照组，并

且 Prnp 在感染后随时间延长而升高，到 8 天达到最高，到 11 天又降低。OR 区

缺失小鼠（120KO）与 WT 小鼠肺中 Prnp 在感染病毒后均显著上调表达，并且，

在每一个时间点，120KO 小鼠肺中 Prnp 均显著高于 WT 小鼠。在感染后的 3、

5、8 天 120KO 小鼠肺中 Prnp 表达水平都较高，第 11 天出现明显下降。 

（2）病毒感染诱导小鼠肺中 TLR4/TLR7 信号通路基因上调表达的验证结果

（见图 3-14 和图 3-15），TLR4/7 通路效应基因干扰素 α/β/γ 和促炎性细胞因子

（见图 3-16 和图 3-17）；其他炎性细胞因子以及负调节作用的 SOCS3 和 TLR3

通路相关因子。 

图 3-13. H7N7 感染 119KO/WT 和 120KO/WT 小鼠后不同时间 Prnp 基因的表达变化。 

Figure 3-13. Gene expression of Prnp in mice lung at different time post infection of H7N7. 

图（a）为 H7N7 滴鼻感染 119KO 与 WT 小鼠后不同时间肺中 Prnp 基因在 mRNA 水平的表

达变化；图（b）为 H7N7 滴鼻感染 120KO 与 WT 小鼠后不同时间肺中 Prnp 基因在 mRNA

水平的相对表达量变化。由 q-PCR 检测，统计方法为 2-ΔΔCT，mean±SD。* 表示与两组之间

的统计学差异，*P＜0.05 表示两组 Prnp 基因表达差异显著；***P＜0.001 表示两组相比 Prnp

基因表达差异极显著。 
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从图 3-14 可以看到病毒感染小鼠肺后 3、5、8、11 天，诱导 TLR4 和 TLR7

信号通路相关基因 TLR4、TLR7、MyD88、MAVs、TAK1、IRF3、Wnt3a、TGFβ

在 119KO和WT小鼠肺中显著上调表达，并且这些基因在WT小鼠肺中的mRNA

水平普遍显著高于 119KO 小鼠。WT 小鼠肺中的这些基因基本在感染后第 8 天

表达量达到最高（如 MyD88、MAVs、TAK1、IRF3、TGFβ）。图 3-15 表明病毒

感染后不同时间，病毒诱导这些基因在 120KO 和 WT 小鼠肺中显著上调表达。

有趣的是，与 119KO 小鼠相反，这些基因在 120KO 小鼠肺中的表达水平显著高

于 WT 组。这些基因分别在感染后的 3（Wnt3a 和 TGFβ）、5（MyD88 和 IRFF3）、

8（MAVs 和 TAK1）、11（TLR4 和 TLR7）天时表达量达到最高。 

图 3-16 展示了 TLR4 和 TLR7 信号通路调节的下游信号分子 I 型干扰素

（IFNα/β）和 II 型干扰素（IFNγ）以及 IL6、TNFα 和模式识别受体 NLRP3 在病

毒感染后较对照组均显著上调表达，并且 119WT 小鼠肺中的表达水平显著高于

WT 组。同时，我们发现，TLR4 和 TLR7 通路中的关键转录因子 NF-κB 下游的

信号分子 IL-1α、IL-1β 以及 IL-33 相对于对照组均下调表达（图中未展示）。图

3-17 则展示了相反的结果，感染后的不同时间点，120KO 组小鼠肺中的干扰素、

IL6、TNFα 和 NLRP3 的表达量均显著高于 WT 小鼠。 
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图 3-14. H7N7 感染 119KO 和 WT 小鼠后不同时间 TLR4/TLR7 通路相关基因的表达变化。 

Figure 3-14. Gene expression of genes in TLR4/TLR7 signaling pathway in 119KO and WT mice 

lung at different time post infection of H7N7. 

图 a-h 分别为 H7N7 滴鼻感染 119KO 与 WT 小鼠后 3、5、8、11 天肺中基因 TLR4、TLR7、

MyD88、MAVs、TAK1、IRF3、Wnt3a、TGFβ 在 mRNA 水平的相对表达量变化。由 q-PCR

检测，统计方法为 2-ΔΔCT，mean±SD。* 表示与两组之间的统计学差异显著性，分别表示*P

＜0.05，**P＜0.01；***P＜0.001。 
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图 3-15. H7N7 感染 120KO 和 WT 小鼠后不同时间 TLR4/TLR7 通路相关基因的表达变化。 

Figure 3-15. Gene expression of genes in TLR4/TLR7 signaling pathway in 120KO and WT mice 

lung at different time post infection of H7N7. 

图 a-h 分别为 H7N7 滴鼻感染 120KO 与 WT 小鼠后 3、5、8、11 天肺中基因 TLR4、TLR7、

MyD88、MAVs、TAK1、IRF3、Wnt3a、TGFβ 在 mRNA 水平的相对表达量变化。由 q-PCR

检测，统计方法为 2-ΔΔCT，mean±SD。* 表示与两组之间的统计学差异显著性，分别表示*P

＜0.05，**P＜0.01；***P＜0.001。 
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图 3-16. H7N7 感染 119KO 和 WT 小鼠后不同时间 I 型、II 型干扰素及炎性细胞因子的表达

变化。 

Figure 3-16. Expression of type I and II interferons and pro-inflammmatory cytokines in 119KO 

and WT mice lung at different time post H7N7 infection. 

图 a-f 分别为 H7N7 滴鼻感染 119KO 与 WT 小鼠后 3、5、8、11 天肺中 I 型干扰素基因

IFNα/β、II 型干扰素 IFNγ 和促炎细胞因子 IL-6、TNFα 以及 NLRP3 在 mRNA 水平的相对

表达量变化。由 q-PCR 检测，统计方法为 2-ΔΔCT，mean±SD。* 表示与两组之间的统计学差

异显著性，分别表示*P＜0.05，**P＜0.01；***P＜0.001。 
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图 3-18 和 3-19 分别是病毒感染 119KO 与 WT 以及 120KO 与 WT 小鼠肺中

炎性细胞因子 Nrf2、CSF3 和 TREM2 和炎症反应负调节因子 SOCS3 以及 Treml2

以及 TLR3 信号通路中的相关基因 TLR3、TRAF6 与 IRF7。值得注意的是，病毒

感染后上调表达的这些分子中，Nrf2、CSF3 和 TREM2 在 119KO 的表达显著低

图 3-17. H7N7 感染 120KO 和 WT 小鼠后不同时间 I 型、II 型干扰素及炎性细胞因子的表达

变化。 

Figure 3-17. Expression of type I and II interferons and pro-inflammmatory cytokines in 120KO 

and WT mice lung at different time post H7N7 infection. 

图 a-f 分别为 H7N7 滴鼻感染 120KO 与 WT 小鼠后 3、5、8、11 天肺中 I 型干扰素基因

IFNα/β、II 型干扰素 IFNγ 和促炎细胞因子 IL-6、TNFα 以及 NLRP3 在 mRNA 水平的相对

表达量变化。由 q-PCR 检测，统计方法为 2-ΔΔCT，mean±SD。* 表示与两组之间的统计学差

异显著性，分别表示*P＜0.05，**P＜0.01；***P＜0.001。 
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于 119WT，在 120KO 中则显著高于 WT 组；而 SOCS3、Treml2、TLR3、TRAF6

与 IRF7 则呈现相反的趋势，在 119KO 中的表达量显著高于 WT，以及在 120KO

中的表达量显著低于 WT。 

图 3-18. H7N7 感染 119KO 和 WT 小鼠后不同时间诱导的 TLR3 通路相关细胞因子及其他

细胞因子的表达变化。 

Figure 3-18. Expression of cytokines of TLR3 signaling pathway and other cytokines in 119KO 

and WT mice lung at different time post H7N7 infection. 

图 a-c 为 H7N7 滴鼻感染 119KO 与 WT 小鼠后 3、5、8、11 天肺中促炎细胞因子 Nrf2、CSF3

和 TREM2 在 mRNA 水平的相对表达量变化；d-h 为 TLR3 通路相关基因 TLR3、TRAF6、

IRF7 与 TREML2、SOCS3 负调节细胞因子在 mRNA 水平的相对表达量变化。由 q-PCR 检

测，统计方法为 2-ΔΔCt，mean±SD。* 表示与两组之间的统计学差异显著性，分别表示*P＜

0.05，**P＜0.01；***P＜0.001。 
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图 3-19. H7N7 感染 120KO 和 WT 小鼠后不同时间诱导的 TLR3 通路相关细胞因子

及其他细胞因子的表达变化。 

Figure 3-19. Expression of cytokines of TLR3 signaling pathway and other cytokines in 

120KO and WT mice lung at different time post H7N7 infection. 

图 a-c 为 H7N7 滴鼻感染 120KO 与 WT 小鼠 3、5、8、11 天后肺中促炎细胞因子

Nrf2、CSF3 和 TREM2 在 mRNA 水平的相对表达量变化；d-h 为 TLR3 通路相关基

因 TLR3、TRAF6、IRF7 与 TREML2、SOCS3 负调节细胞因子在 mRNA 水平的相

对表达量变化。由 q-PCR 检测，统计方法为 2-ΔΔCT，mean±SD。* 表示与两组之间

的统计学差异显著性，分别表示*P＜0.05，**P＜0.01；***P＜0.001。 
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（3） 病毒感染诱导小鼠肺中趋化因子及其受体的 q-PCR 验证结果 

图 3-20 和 3-21 分别是病毒感染 119KO 与 WT 以及 120KO 与 WT 小鼠肺后

CC 类趋化因子 CCL2、CCL3、CCL11 和此类趋化因子受体 CCR2 和 CCR3 基因

的表达变化。其中，这些分子在 119KO 中的表达水平都显著低于 119WT，而在

120KO 中的表达水平则显著高于 WT。 

图 3-20. H7N7 感染 119KO 和 WT 小鼠后不同时间诱导的 CC 类趋化因子和 CC 类趋化因子

受体基因的表达变化。 

Figure 3-20. Expression of CC chemokines and receptors of CC chemokines in 119KO and WT 

mice lung at different time post H7N7 infection. 

图 a-e 为 H7N7 滴鼻感染 119KO 与 WT 小鼠后 3、5、8、11 天肺中 CC 类趋化因子 CCL2、

CCL3、CCL11 和 CC 类趋化因子受体 CCR2、CCR3 在 mRNA 水平的相对表达量变化。由

q-PCR 检测，统计方法为 2-ΔΔCT，mean±SD。* 表示与两组之间的统计学差异显著性，分别

表示*P＜0.05，**P＜0.01；***P＜0.001。 



华东师范大学博士学位论文 

77 

 

   图 3-22 和 3-23 分别是病毒感染 119KO 与 WT 以及 120KO 与 WT 小鼠肺后

CXC 类趋化因子 CXCL2、CXCL3、CXCL10、CXCL11 和此类趋化因子受体

CXCR3、CXCR4 和 CXCR6 以及 CX3C 类趋化因子受体 CX3CR1 基因的表达变

化情况。这些分子在 119KO 中的表达水平显著低于 119WT，而在 120KO 中的表

达水平则显著高于 WT。其中，CXCL2 基因在感染后 5、8 天表达量降低，并低

于对照组。 

图 3-21. H7N7 感染 120KO 和 WT 小鼠后不同时间诱导的 CC 类趋化因子和 CC 类趋化因子

受体基因的表达变化。 

Figure 3-21. Expression of CC chemokines and receptors of CC chemokines in 120KO and WT 

mice lung at different time post H7N7 infection. 

图 a-e 为 H7N7 滴鼻感染 120KO 与 WT 小鼠后 3、5、8、11 天肺中 CC 类趋化因子 CCL2、

CCL3、CCL11 和 CC 类趋化因子受体 CCR2、CCR3 在 mRNA 水平的相对表达量变化。由

q-PCR 检测，统计方法为 2-ΔΔCT，mean±SD。* 表示与两组之间的统计学差异显著性，分别

表示*P＜0.05，**P＜0.01；***P＜0.001。 
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图 3-22. H7N7 感染 119KO 和 WT 小鼠后不同时间诱导的 CXC 类趋化因子和 CXC 类趋化

因子受体基因的表达变化。 

Figure 3-22. Expression of CXC chemokines and receptors of CXC chemokines in 119KO and 

WT mice lung at different time post H7N7 infection. 

图 a-h 为 H7N7 滴鼻感染 119KO 与 WT 小鼠 3、5、8、11 天后肺中 CXC 类趋化因子 CXCL2、

CXCL3、CXCL10、CXCL11 和 CXC 类趋化因子受体 CXCR3、CXCR4、CXCR6 和 CX3C

类趋化因子受体 CX3CR1 在 mRNA 水平的相对表达量变化。由 q-PCR 检测，统计方法为 2-

ΔΔCT，mean±SD。* 表示与两组之间的统计学差异显著性，分别表示*P＜0.05，**P＜0.01；

***P＜0.001。 
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图 3-23. H7N7 感染 120KO 和 WT 小鼠后不同时间诱导的 CXC 类趋化因子和 CXC 类趋化

因子受体基因的表达变化。 

Figure 3-23. Expression of CXC chemokines and receptors of CXC chemokines in 120KO and 

WT mice lung at different time post H7N7 infection. 

图 a-h 为 H7N7 滴鼻感染 120KO 与 WT 小鼠后 3、5、8、11 天肺中 CXC 类趋化因子 CXCL2、

CXCL3、CXCL10、CXCL11 和 CXC 类趋化因子受体 CXCR3、CXCR4、CXCR6 和 CX3C

类趋化因子受体 CX3CR1 在 mRNA 水平的相对表达量变化。由 q-PCR 检测，统计方法为 2-

ΔΔCT，mean±SD。* 表示与两组之间的统计学差异显著性，分别表示*P＜0.05，**P＜0.01；

***P＜0.001。 
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3.4 讨论 

转录组（Transcriptome）狭义上指细胞中转录出来的所有 mRNA 的总和[159]。

细胞或组织的转录组学反映了其执行的生物学过程。分子生物学中的一个基本问

题是细胞和组织在基因表达上如何不同以及这些差异是如何形成特定的生物学

功能的[160]。RNA-seq (deep sequencing of RNAs)被用于定量基因和异构体的表达

[161–164]，具体过程包括样本的所有 RNA（或 polyA+RNAs）被随机片段化、反转

录、连接到衔接子上，然后进行测序，从每个基因衍生的序列 reads 估计基因的

表达水平[165]，是转录组分析的强大工具[166]。转录组分析可以帮助阐明宿主与病

原体的相互作用以及宿主的免疫机制，如对猪外周血单个核细胞转录组分析，显

示猪瘟病毒 CSFV 通过诱导 USP18 分子的上调表达，抑制 IFN-I 通路，从而逃避

天然免疫防御，进而促进自身复制[167]。RNA-seq 可以揭示牛磺酸丁酸酯诱导的

表观基因组调控机制[168]。并且能够解析出差异表达基因中的上调和下调基因以

及基因之间的互相作用关系[169]。 

有研究发现，高致病性 IAV 感染过程中促炎细胞因子的异常且不受控制的增

加与 IAV 感染导致很高的死亡率相关[170]。肺部差异基因表达谱能够在一定程度

上反应并解释小鼠感染病毒后致病性的差异。本章对 H7N7 感染小鼠肺的转录组

数据分析、筛选获得差异表达基因，对这些基因进行注释、聚类、GO/KEGG 聚

集分析以及 IPA 通路预测后获得 109 个炎症与免疫相关的差异表达基因。这些基

因分别参与 DNA 合成、调节细胞生长[171]；响应炎性细胞因子的刺激[172,173]；调

节细胞内外的信号传导[174]；调节组织损伤与炎症[175]；调节对病毒的识别和宿主

对病毒的适应性；调节病毒复制[176]以及宿主病毒因子发挥抗病毒作用[177]等。随

后我们通过 q-PCR 方法获得 38 个 DEGs 的验证结果，以下从细胞因子和趋化因

子两方面分别展开讨论。 

首先，有意思的是，Prnp 与其它炎性基因在病毒感染后均显著上调表达，并

且随时间变化呈现不同的表达差异。119KO 组即 Prnp 基因完全敲除组小鼠肺中

的 Prnp 缺失表达，并不随时间延长产生变化。再次验证了 Prnp 完全敲除在小鼠

肺中的表达。其次，除 Treml2、TLR3、TRAF6、IRF7、SOCS3 基因外，Prnp 与
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其他细胞因子和趋化因子在 119KO 中的表达水平显著低于 119WT 组小鼠肺；而

在 120KO 中的表达量则显著高于 WT。Prnp 完全缺失小鼠（119KO）和 OR 区缺

失小鼠（120KO）表现炎性基因表达的不同调节作用，从细胞因子水平表明 PrPc

的 OR 区以及非 OR 区在 IAV-H7N7 感染小鼠诱导炎症反应中发挥不同的作用。

进一步验证了 OR 区具有抑制病毒诱导的细胞因子上调，即抑制病毒诱导的炎症

反应。而完全缺失 PrPc（119KO，同时缺失 OR 区和非 OR 区）则有助于减弱 IAV

诱导的炎症反应，说明 PrPc 的非 OR 区可能发挥促进炎症因子上调表达，促进炎

症反应，加重了对小鼠的肺损伤程度和致病性。 

研究表明小鼠肺上皮细胞感染 H7N7 病毒后导致大量病毒释放，伴随细胞死

亡与细胞坏死，之后肺内皮细胞容易被感染，产生高水平的细胞因子和趋化因子，

升高的炎性细胞因子和趋化因子可以将淋巴细胞募集到肺中，促进对病毒清除。

类似于 H5N1 和 H7N9[176]，炎症因子风暴或炎症因子的过度诱导会导致淋巴细

胞浸润和肺部炎症及损伤，导致肺炎和急性肺损伤，可能是AIV如H5N1, H5N2，

H9N2，H1N1 等诱导宿主发病的一个重要因素[178]。甲型流感病毒通过感染哺乳

动物呼吸道系统如肺和支气管等诱导肺损伤及并发症致病，基因组分析表明

H1N1 流感病毒诱导的宿主免疫和细胞死亡应答增加[179]；H5N1 病毒感染初期

RIG-I 样受体信号转导通路中的基因显著上调，导致 IFN 信号转导抑制子的表达，

进而导致后期宿主抗病毒感染机制的激活[180]。Li 等研究团队发现 H9N2-AIV 会

引起肠道菌群失调、损伤和肠粘膜炎性损害，并且发现肠上皮细胞中的炎性细胞

因子 IFN-γ、IL-22 和 IFN-α 和 IL-17A 的 mRNA 显著上调[181]。 

与上述研究相似的是，本章研究表明 H7N7 感染小鼠肺后能够诱导一系列细

胞因子显著上调表达，包括 PRRs 如 TLR4、TLR7 和 NLRP3，其他细胞因子如

MyD88、MAVs、TAK1、IRF3、Wnt3a、TGFβ、I 型干扰素（IFNα/β）和 II 型干

扰素（IFNγ）、IL6、TNFα、Nrf2、CSF3、TREM2 以及 SOCS3、Treml2、TLR3、

TRAF6 与 IRF7。有趣的是，除 SOCS3、Treml2、TLR3、TRAF6 与 IRF7 外，其

他细胞因子在 OR 区缺失后，表达量显著高于 WT 小鼠，说明 OR 区能够抑制细

胞因子在 H7N7 感染后的上调表达，在 IAV 感染诱导的炎症风暴中发挥保护作
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用；另一方面，在 PrPc完全缺失（同时缺失 OR 区和非 OR 区）后，这些细胞因

子相对于 WT 显著上调表达，而 OR 区发挥抑制细胞因子的上调表达，因此我们

推测，PrPc 的非 OR 区可能具有促进细胞因子上调表达的作用，即促进或增强

H7N7-IAV 感染诱导的炎症反应。 

SOCS3、Treml2、TLR3、TRAF6 与 IRF7 这 5 个细胞因子在 H7N7 感染后均

显著上调表达，但在 119KO 与 WT 以及 120KO 与 WT 小鼠肺中的表达差异与其

它细胞因子相反，说明这些细胞因子在 H7N7 感染诱导 OR 区缺失和 PrPc 完全缺

失的小鼠肺的中可能发挥负向调节炎症反应的作用。病毒感染机体启动有效的免

疫反应后，必须及时对其进行负调控，以减少对宿主形成更大损害和细胞因子风

暴。因此，病毒感染后对炎症反应的负调节作用对机体维持免疫和炎症反应的平

衡非常重要。 

本研究中，病毒感染后激活先天免疫系统与炎症反应，通过病毒感染产生

PAMP 与 PRRs 结合发挥作用。其中 TLR7 识别 ssRNA、TLR3 识别 dsRNA、

TLR4 识别病毒感染中并发或继发的细菌脂多糖（LPS）以及能够形成炎症小体

的 NLRP3[182]。根据与不同接头蛋白的结合，可以将 TLRs 分成两类：一类是髓

样分化因子 88(MyD88)依赖型 TLR 信号通路，主要诱导促炎细胞因子的产生，

另一类是 TIR 结构域接头蛋白(TRIF)依赖型信号通路，会激活 I 型 IFN 的反应

[183,184]
。其中 TLR7 的配体激活 MyD88 依赖型 TLR 信号通路，TLR3 的配体激活

TRIF 依赖型 TLR 信号通路，而 TLR4 兼有以上两种信号通路[182]。MyD88 依赖

型 TLR 信号通路以 TIR 配体蛋白(TIRAP)和衔接蛋白 MyD88 招募 IL-1 受体蛋

白激酶 1(IRAK1)并与之结合，随后 IRAK4 使 IRAK1 磷酸化。磷酸化的 IRAK1

与 TNF 受体相关因子 3(TRAF3)结合[185,186]。MyD88 还可以激活线粒体抗病毒信

号接头蛋白（MAVs）， MAVs 与 TRAF 会招募 TRAF3 来活化 IRF3[187]。同时

TRAF3 与 TGFβ 激酶(TAK1)结合蛋白 1(TAB1)、TAB2、TAK1 结合形成复合体

进一步激活 TAK1，TLR7/MyD88/TRAF3/IRF3/TAK1 信号途径能够很强的激活 I

型干扰素表达[188]。TRIF 依赖型 TLR 信号通路通过 TRIF 相关配体分子(TRAM) 

激活 TRAF6[189]，随后激活 IKKs、NF-κB 激活剂(TANK)结合激酶 1(TBK1)复合
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物，引起干扰素调节因子 3(IRF3)或 IRF7 磷酸化，随后诱导 I 型 IFN 活化[188,190]。

抗病毒先天免疫反应的标志是 I 型干扰素和炎性细胞因子的产生。干扰素途径能

够诱导大量的炎性细胞因子（如 TNF-α、IL-6、CCL2、CCL3 和 CCL10 等）和

干扰素刺激基因（ISGs，包括 TLR7、IRF3、IRF7 等数百种基因）的产生[191]。

这些分子不仅通过抑制病毒复制、装配和聚集来迅速控制病毒感染，而且在激活

适应性免疫系统以及清除病毒方面发挥至关重要重要的作用[192]。 

TLR4 识别革兰氏阴性菌的 LPS 或者宿主自身的配体蛋白如热休克蛋白等

后，会发生二聚化，二聚化的 TLR4 能够组成型的激活下游信号通路。二聚化的

TLR4 会招募 TRAM，后者会招募接头蛋白 TRIF，激活 I 型干扰素的产生[193]。

在缺失 TRAF 的小鼠中，I 型干扰素的产生被大大削弱[194]。TLRs 信号通路诱导

多种细胞因子和趋化因子表达，如 IFNα/β、IL-6、TNFα 和 TGFβ；介导炎症活性

的 MCP-1、CXCL8 等趋化因子、CSF 等，协调机体应对 IAV 感染的早期反应，

也为后续激活适应性免疫打下基础。 

另外，模式识别受体NLRPL3与配体蛋白和半胱天冬酶 caspase1或 caspase11

形成炎症小体，激活下游白介素分子（pro-IL-1α/β 和 IL-18 和 pro-IL-33），调节

病毒诱导的肺损伤和上皮细胞的凋亡与坏[195]。NLRP3 诱导的炎症小体在检测和

清除细菌感染以及病毒并发的细菌感染中起着重要作用[196]。 

与细胞因子的调节趋势相似，本章研究还表明 H7N7 感染小鼠肺后能够诱导

CC 类和 CXC 类趋化因子其受体显著上调表达，包括 CCL2、CCL3、CCL11 和

受体 CCR2 和 CCR3，CXCL2、CXCL3、CXCL10、CXCL11 和受体 CXCR3、

CXCR4 和 CXCR6 以及 CX3CR1 分子。这些趋化因子在 OR 区缺失小鼠中表达

量显著高于 WT 小鼠，说明 OR 区能够抑制趋化因子在 H7N7 感染后的上调表

达，在 IAV 感染诱导的炎症风暴中发挥保护作用；另一方面，在 PrPc 完全缺失

（同时缺失 OR 区和非 OR 区）后，这些趋化因子相对于 WT 显著上调表达。因

此我们推测，PrPc 的非 OR 区可能具有促进趋化因子上调表达的作用，即促进或

增强 H7N7-IAV 感染诱导的炎症反应。 

IAV 感染机体的过程中，趋化因子（CCL2、CCL3 、CCL11 和 CCR3）能够



华东师范大学博士学位论文 

84 

 

被细胞因子（TLRs 和 TNF 等）诱导激活，介导单核细胞、巨噬细胞和嗜酸性粒

细胞到炎症部位，参与炎症反应[197]；参与 T 淋巴细胞募集到炎症部位（CXCL10、

CXCL11）[198]，并能被 IFNγ诱导。CCR2 和 CCR3 还能够在肥大细胞的募集和

活化中发挥重要作用[199]；CXCL2/3/10/11 能够介导中性粒细胞的趋化，并激活该

细胞参与炎症与免疫反应。趋化因子和趋化因子受体（属于 G 蛋白偶联受体）结

合，激活 G 蛋白，随后激活磷脂酶 C（PLC），后者将磷脂酰肌醇（4,5）-二磷酸

（PIP2）分裂成两个第二信使分子，磷脂酰肌醇（IP3）和二酰基甘油（DAG），

分别激活 PKC 和活化细胞内钙离子信号，从而促发细胞内的 MAPK、PI3K/JNK、

整合素信号通路等信号级联反应[200–202]。以上趋化因子以及细胞因子参与的信号

通路对应了前述 KEGG 富集和 IPA 预测的通路。 

先前的研究表明，人流感病毒感染巨噬细胞，诱导 TNF-α、IFNα/β、趋化因

子 RANTES、MIP-1α/β、MCP-1、MCP-3 和 IL8、IL18、IL19 的释放[203]。也有

研究表明，IL-6 和趋化因子 CCL-2/MCP-1、CCL-4/MIP-1β、CXCL-8/IL-8、CXCL-

9/MIG、和 CXCL10/IP-10 与人类 H1N1 和 H3N2 病毒的致病性相关，这些趋化

因子也与死亡率相关[1]。在肺泡上皮细胞、支气管上皮细胞等最初被甲流感病毒

感染后，少量中性粒细胞和大量血液单核细胞/巨噬细胞被募集到受感染的部位。

随着病毒在上皮细胞中继续复制，感染扩散到巨噬细胞[204] 。在被感染的巨噬细

胞中激活一系列炎症性 CC 趋化因子 CCL2、CCL3、CCL5、CCL11 和干扰素 γ

（IFNγ）反应性趋化因子 CXCL1、CXCL8、CXCL9 和 CXCL10[138,205–207]。然而，

它们可能对被感染的宿主有害，导致炎症和组织病理[208,209]。CCL3、CCL5、

CXCL10 可能通过诱导细胞毒性Ｔ淋巴细胞的活化和迁移至流感感染部位而对

肺病理产生影响[210,211]，不受控制的促炎性细胞因子产生可能导致炎症部位发病。 

以上分析说明朊蛋白在炎症反应中可能发挥重要作用并且可能具有双重的

调节功能，这在很多病毒感染机体其他器官或组织的过程中也得到证实 [44,111–

113,116,121,122,124]。到目前为止，仅有一篇文章研究了 PrPc 在 IAV-H1N1 和 H3N2 感

染中的作用，发现朊蛋白通过减少感染 IAV 的小鼠肺中的活性氧，帮助小鼠抵抗

病毒的感染，并且认为 PrPc 通过调节肺中的 Cu 含量激活抗氧化酶 Cu/Zn 超氧化
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物歧化酶 SOD1 这一经典的神经调节通路来发挥抗氧化活性[124]。由于这篇报道

对 PrPc 蛋白结合 Cu 离子活性的研究不足（PrPc 的 C 端也具有 Cu 结合活性）

[212]，并且该文章是从氧化应激的角度探讨 PrPc 参与抗流感感染的作用[213]，而忽

略了 IAV 感染诱导致病或致命的重要因素——“炎症风暴”方面的影响。本章研究

认为 PrPc 的 OR 区能够抑制趋化因子在 H7N7 感染后的上调表达，在 IAV 感染

诱导的炎症风暴中发挥保护作用；而非 OR 区可能具有促进趋化因子上调表达的

作用，即促进或增强 H7N7-IAV 感染诱导的炎症反应。PrPc 可能通过调节

TLR7/TLR4/TLR3-MyD88-MAVs/TRAF3-IRF3-TAK1-IFNα/β 等众多细胞因子以

及趋化因子的表达水平来发挥双重调节作用。 

3.5 小结 

为了深入了解 PrPc 在 H7N7 感染小鼠中的作用和机制，我们比较了感染

H7N7-AIV 3、5、8、11 天后，120KO 和 WT 小鼠以及 119KO 和ＷT 的小鼠肺组

织（n=3~5）转录组差异基因表达谱，并采用 q-PCR 对炎症与免疫相关的细胞因

子和趋化因子进行验证。我们发现 H7N7 感染小鼠肺后能够诱导细胞因子 TLR4、

TLR7、NLRP3、 MyD88、MAVs、TAK1、IRF3、Wnt3a、TGFβ、I 型干扰素（IFNα/β）

和 II 型干扰素（IFNγ）、IL6、TNFα、Nrf2、CSF3、TREM2 以及 SOCS3、Treml2、

TLR3、TRAF6 与 IRF7 和趋化因子包括 CCL2、CCL3、CCL11 和受体 CCR2 和

CCR3，CXCL2、CXCL3、CXCL10、CXCL11 和受体 CXCR3、CXCR4 和 CXCR6

以及 CX3CR1 分子。这些细胞因子和趋化因子在 OR 区缺失小鼠中表达量显著

高于 WT 小鼠，而在 PrPc 完全缺失（同时缺失 OR 区和非 OR 区）后，这些趋化

因子相对于 WT 显著下调表达。因此我们认为 OR 区能够抑制细胞因子和趋化因

子在 H7N7 感染后的上调表达，在 IAV 感染诱导的炎症风暴中发挥保护作用；而 

PrPc 的非 OR 区可能具有促进趋化因子上调表达的作用，即促进或增强 H7N7-

IAV 感染诱导的炎症反应。即朊蛋白在 H7N7-IAV 感染的小鼠肺损伤及炎症反应

中具有双重调节作用。并且，我们推测，PrPc 可能通过调节 TLR7/TLR4/TLR3-

MyD88-MAVs/TRAF3-IRF3-TAK1-IFNα/β 等众多细胞因子以及趋化因子的表达
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水平来发挥双重调节作用。 

宿主对 IAV 病毒感染的响应取决于病毒与宿主因子和肺微环境之间的相互

作用[170]，以及细胞类型和感染细胞的分化水平[214]，因此，对 PrPc在 IAV 感染小

鼠诱导的炎症反应中的调节作用机制包括其对其他炎症因子的调节作用需要进

一步在细胞水平进行研究与分析。 
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第四章 PrPc在 H7N7 感染 MLE-12 细胞诱导的炎症反应中的

作用 

4.1 前言 

甲型流感病毒感染宿主后，主要引起肺损伤、肺部炎症等呼吸系统疾病，严

重时甚至引起急性呼吸窘迫综合征（ARDS）。IAV 病毒主要感染小鼠肺泡巨噬细

胞、呼吸道上皮细胞和肺泡上皮细胞，这些细胞被病毒感染后招募巨噬细胞等其

他细胞种群，通过产生和释放诸如 IFN 的介质来形成促炎环境，从而提高病毒的

清除效率和改善疾病进展[215,216]。上皮细胞是流感病毒感染的主要目标细胞研究

显示肺泡上皮细胞和巨噬细胞通过增强炎症反应和免疫病理反应，从而在 IAV 感

染后诱导肺损伤中起重要作用[217,218]。IAV 感染后肺泡上皮细胞屏障的功能和结

构受损会导致肺水肿，并诱导组织和细胞的先天免疫应答和适应性免疫应答[219]。 

体内实验的结果表明 H7N7-IAV 感染小鼠后，小鼠存活率和体重大幅降低，

在肺中引起广泛且严重的组织病理变化；但肺组织匀浆的病毒滴度很小，并且

PrPc 缺失小鼠与 WT 小鼠没有显著差别。根据这种出乎意外的对比，我们认为病

毒对肺泡上皮细胞、内皮细胞和肺组织的直接病毒损伤不太可能引起如此严重的

病理损伤和致病性。结合第三章的差异基因表达谱分析，我们推测可能是细胞因

子和趋化因子的过度诱导参与了病毒对小鼠的致病机制，并且前期实验数据表明

这些炎性介质的表达变化可能受到 PrPc 的调节。细胞水平上也有类似的细胞因

子表达谱，IAV 感染细胞后诱导炎性细胞因子 IFN-β、IL-6、RANTS、IL-12 和

IP-10 的高表达[220]，肺泡巨噬细胞和肺泡上皮细胞是促炎性细胞因子的重要来源

[215,215]。病毒（如高致病性 H5N1 和 2009 年流感大流行病毒 H1N1）感染期间细

胞因子的过度产生会导致肺损伤[218,221,222]。机体应对流感病毒感染的机制错综复

杂，体内水平研究需要考虑的因素太多，小鼠肺上皮细胞（MLE-12）是研究甲

型流感病毒感染常用的细胞系之一[223–225]。并且 PrPc 能够在肺泡上皮细胞 AT1/2

和细支气管 Clara 上皮细胞中表达[226,227]。 

我们在体外水平上首先构建AIV-H7N7感染已转染PrPc过表达质粒mo-PrPc-
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pcDNA3.1 的 MLE-12 细胞，验证并观察 PrPc 过表达对 H7N7 感染 MLE-12 的影

响，及对病毒感染的调节作用，探究细胞水平上朊蛋白在 A 型流感病毒感染小

鼠肺上皮细胞 MLE-12 的过程中发挥的作用。 

4.2 实验材料与方法 

4.2.1 实验材料 

（1） 实验毒株与细胞 

实验毒株 H7N7-CM2016，具体信息见 2.2.1。 

小鼠肺上皮细胞（murine lung epithelial cell line, MLE-12，Shanghai Suer 

Technology）。 

质粒: moPrPc-pcDNA3.1(+)，原核抗性氨苄青霉素(Ampicillin)，真核筛选标记

新霉素  (Neomycin/G418)，强启动子 CMV 来调控外源基因表达。moPrPc-

pcDNA3.1(+)和 pcDNA3.1-GFP 载体结构见图 4-1。 

（2）实验试剂与耗材 

转染试剂为 GP-transfect-Mate(180718，吉玛生物)；Lipo-2000 Transfection 

图 4-1. pcDNA3.1 和 pcDNA3.1-EGFP 质粒图谱 

Figure 4-1. pcDNA3.1 and pcDNA3.1-EGFP cloning vectors. 

图（a）为 moPrPc-pcDNA3.1(+)质粒图谱，图（b）为 pcDNA3.1-GFP 质粒图谱。 
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reagent（Thermo Fisher）、Biodragon Quickshuttle（博奥龙）及 jetPRIM transfection 

reagent (Polyplus transfection)。质粒提取（TIANGEN 无内毒素大提质粒试剂盒

DP117）。 DMEM 完全培养基（10%胎牛血清 FBS+1%双抗/1000U+DMEM）；病

毒孵育液（2%双抗+DMEM）；病毒维持液（2%FBS+1%双抗/1000U+DMEM）。

其余试剂与耗材同 2.2.2（1）。 

（3） 实验设备 

细胞培养箱（Thermo scientific, 3111），荧光电子显微镜（Life technologies, 

EVOS FL）。其余同 2.2.2（2）。 

4.2.2 实验方法 

4.2.2.1 过表达质粒 moPrPc-pcDNA3.1(+)的构建 

（1）小鼠 Prnp 基因的调取 

① 小鼠肺 RNA 的提取，同 2.3.4.3（1）Trizol 法提取组织 RNA。 

② 逆转录合成 cDNA，同 2.3.4.3（2）。 

③ PCR 扩增 Prnp 基因，小鼠 Prnp 基因 PCR 引物为 prnp-F：TGG CGA ACC 

TTG GCT ACT G；prnp-R: GTG CTG CTT GAT GGT GAT ATT GA。PCR 体系和

条件如下表 4-1。 

表 4-1. 小鼠 Prnp 基因扩增的 PCR 体系和程序 

Table 4-1. PCR system and procedure for amplification of mouse Prnp gene. 

试剂 体积/μL 终浓度 反应体系（30cycles） 

cDNA 1 100ng/μl 94℃ 5min 

prnp-F 1 10μM 94℃ 20s 

prnp-R 1 10μM 55℃ 20s 

2×Taq-buffer 10  
72℃ 1min 

72℃ 1min 

补 ddH2O 至 20  12℃  ﹤1h 

④ 将获得的的 PCR 产物分别送生工测序和 1.2%琼脂糖凝胶电泳。 

⑤ 目的条带割胶回收。采用 Promega（A9282）试剂盒，切下目的条带置于

离心管中，加入等体积膜结合溶液，涡旋并 50-65℃水浴溶解至完全；溶解的溶
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液加入柱子中，配套放置收集管，室温孵育 1min，16,000g 离心 1min，弃废液，

重复离心一次，彻底弃废液；加入 500μL 膜结合液，16,000g 离心 5min；弃收集

管，换成新的离心管，开盖状态下离心 16,000g 1min；柱子中加 30μL ddH2O，室

温静置 1min, 离心 16,000g 1min，得到纯化 PCR 产物。 

⑥ 双酶切及产物回收，酶切位点为 Hind III/ BamH I，体系见下表 4-2。 

表 4-2.双酶切体系和程序 

Table 4-2. Double enzyme cutting system and procedure. 

试剂 体积/μL 反应条件   

pcDNA3.1 5 37℃水浴 2h 

Prnp DNA 15  

Hind III 1  

BamH I 1  

ddH2O 补至 50  

将得到的酶切产物按照⑤的流程回收。 

⑦ 分子克隆—连接，连接体系如下表 4-3。 

表 4-3.分子克隆的连接体系和程序 

Table 4-3. Linkage system and procedure of molecular cloning. 

试剂 体积/μL 反应条件   

pcDNA3.1 1 4℃过夜连接 

Prnp DNA 3  

2×buffer 5  

T4-ligase 1  

⑧ LB 培养基制备，LB-为液体培养基，LB+为 LB-液体培养基中添加了氨苄

霉素（300μL/500mL）。LB 培养基(1L)配方如下表 4-4。 

表 4-4. LB 培养基配方表 

Table 4-4. Composition of LB medium. 

成分 质量/g 条件   

胰蛋白胨 10 121℃ 30min 灭菌 

酵母提取物 5  
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NaCl 10  

琼脂粉(固体培养基) 15  

灭菌后 60℃左右加 Amp+液体培养基为 LB+；固体培养基倒平板后存放于 4℃备

用。 

⑨ 转化。10μL 枪头-80℃预冷，水浴锅设为 42℃；取出连接体系，从-80℃

冰箱迅速取出 E.coli 于冰上解冻 5min；使用预冷枪头向 90μL E.coli 中加入 10μL

连接体系，冰上反应 30min；LB-培养基 37℃预热，E.coli 体系 42℃热激 90s，冰

上反应 3min；超净台上操作，将 E.coli 菌液加入 700 LB-培养基，摇床上 180r 摇

60-90min。  

⑩ 涂平板。将菌液 3000rpm 离心 3min；弃部分菌液，余 200μL，用移液枪

充分吹打混匀菌液，加入 50μL X-gal（购自生工，B541006。含 IPTG，X-gal：

IPTG 体积比为 40:7）；混匀后加至 LB 固体培养基平板上，涂平板后置于培养箱

倒置，37℃过夜培养。 

⑪ 蓝白斑筛选，鉴定阳性单克隆重组质粒。挑取单菌落，用灭菌牙签挑取

“白斑”单菌落放在含有 PCR 体系的 EP 管中轻沾一下，然后放入 LB+液体培养基

中继续培养。 

⑫ 菌落 PCR，体系和条件见下表 4-5 

表 4-5. 菌落 PCR 的体系和程序 

Table 4-5. The system and procedure of colony PCR. 

试剂 体积/μL 反应条件   

dNTP 0.8 94℃ 5min 

10×buffer 1 94℃ 30s 

Prnp-F 0.2 53℃ 30s 

Prnp-R 0.2 
72℃ 1min10s  

72℃ 10min 

Easy-Taq 0.2 12℃  ﹤1h 

ddH2O 1  

得到的 PCR 产物跑电泳，条带正确者取菌液送测，测序引物，moPrP-

F(Hind-III) ： GTA AGC TTA TGG CGA ACC TTG GCT ACT G, moPrP-

795R(BamH I): ATG GAT CCT CAT CCC ACG ATC AGG AAG ATG 测序结果
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blast 后取阳性克隆样品的菌液扩大培养，同时部分菌液甘油保存。 

⑬ 提取重组质粒并测序。 

选用 TIANGEN 无内毒素大提质粒试剂盒 DP117。首先将扩大培养的菌液分

装到 50mL 离心管中离心，8000rpm 8min 尽量弃上清；向留有菌体沉淀的离心管

中加入 8mL 溶液 P1(对应原始菌液 100mL)，涡旋彻底悬浮菌液沉淀；离心管中

加入 8mL 溶液 P2，温和上下翻转 8 次，以充分裂解菌体，室温静置 5min 后观

察到菌液清亮粘稠；离心管中加入 8mL 溶液 P4，温和上下翻转 8 次混匀，出现

白色絮状沉淀，室温静置 10min；8000rpm 离心 8min 确保白色沉淀沉在管底，全

部容易倒入过滤器 CS1 中，过滤后滤液收集在 50mL 干净离心管中；加入 0.3 倍

体积的异丙醇，混匀后加入 CP6 吸附柱中，可分多次过柱；室温 8000rpm 离心

2min，弃废液；向 CP6 中加入 10mL 漂洗液 PW，8000rpm 离心 2min，弃废液；

重复上一步；向 CP6 中加入 3mL 无水乙醇，8000rpm 离心 2min，弃废液；CP6

放回收集管中，8000rpm 离心 5min，将 CP6 中残余液体去掉；换新的收集管，

吸附膜中心位置悬空滴加 1mL RNase-H2O，静置 5min，8000rpm 离心 2min；洗

脱液转入新的 1.5mLEP 管，检测质粒浓度和纯度（moPrPc-pcDNA3.1 为 300ng/μL, 

A260/280 为 1.80），随后置于-80℃保存。 

⑭ 测序回来的序列，在酶切位点 Hind III/ BamH I 之间，NCBI blast 结果表

示能够比对上小鼠Prnp的基因序列和蛋白序列，表明测序正确，成功获得moPrPc-

pcDNA3.1 重组质粒。 

4.2.2.2 H7N7 感染 MLE-12 细胞 

（1）H7N7 病毒感染细胞后病毒含量的检测 

① 细胞准备：7 个 T75 的细胞培养瓶，将 MLE-12 细胞胰酶消化传代，长

至 80%左右时，消化并均匀传代至 36×T25 瓶内，每瓶加完全培养基（DMEM/F-

12+10%FBS+1%双抗）4ml（以下简称全培），37℃，5%CO2 过夜培养。待细胞丰

度长至 80-90%时备用。 

② 吸弃细胞全培，PBS 洗涤两次，在 2.0mlEP 管中，加 1350μL DMEM/F-
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12 稀释 200µl H7N7-AIV 尿囊液原液（双抗 4℃过夜处理并 200µm 滤芯过滤，含

1.5×107.31.8TCID50, 即 100 倍稀释尿囊液），混匀后加入 T25 瓶中，放在细胞培养

箱孵育 1h， 每隔 10min 轻轻晃动细胞培养瓶，时贴壁细胞充分接触病毒液。对

照组细胞不加病毒同样处理。 

③ 1h 后，去除含病毒的细胞培养液，1×PBS 润洗两次，换 2×双抗、无 FBS

的 DMEM 培养基，对照组 37℃，5%CO2 培养继续。对照组做同样处理。 

④自 0h 开始，每隔 2h，收取细胞 3 瓶作为 3 重复，弃细胞培养上清液，加

入 600µl 细胞裂解液（QIAGEN RNeasy Mini Kit），用细胞刮刀刮取细胞待用，

的时间点为 0h、2h、4h、6h、8h、10h、12h、24h、36h、48h、72h，对照组细胞

为阴性对照。 

    （2）采用 QIAGEN 试剂盒（QIAGEN RNeasy Mini Kit）提取细胞 RNA，步

骤如下： 

前述步骤（1）④中获得的细胞样品；每管加入 700µl 70%乙醇，涡旋混匀，

低转速离心；取 700µl 混合液加入 RNeasy 柱子中，10000rpm 离心 15s，弃收集

管；重复上步，直到全部离心完毕；加 700µl 缓冲液 RW1，10000rpm 离心 15s；

加 500 缓冲液 RPE，10000rpm 离心 15s；加 500 缓冲液 RPE，10000rpm 离心 15s；

空离，14000rpm,1min；将 RNeasy 柱子转移至新的 1.5mL RNase-free 的 EP 管中，

加 35µL RNase -free 的水，静置 1min,10000rpm 离心 1min；检测 RNA 浓度和纯

度，计算后续步骤中 RNA 用量。 

（3） 逆转录合成 cDNA。 

采用逆转录试剂盒 Superscript Ⅲ逆转录试剂盒（Invitrogen），以 RNA 为模

板于 PCR 仪上进行逆转录实验。逆转录反应体系（50µl）如下表 4-6。 

表 4-6.细胞 RNA 逆转录的体系和程序 

Table 4-6. The system and procedure of cell RNA reverse transcription. 

试剂 体积/μL 终浓度 反应体系（30cycles） 

RNA 2.5-5 500-1000ng  

Random Hexmer 2.5   

dNTP 2.5 10mM  

RNase-free H2O 17.5  65℃  5min 

补 ddH2O 至 50  On ice 1min 

10×RT buffer 6.5   
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MgCl2 10 25mM 25℃ 10min 

DTT 5 0.1mM 50℃ 50min 

RNase out enzyme 2.5  85℃ 5min 

SSⅢ RT enzyme 1.0   

RNase H 1.0  37℃ 20min 

得到 cDNA 原液，按照比例稀释 5-10 倍待用，-20℃冰箱保存。 

（4） 实时荧光定量 q-PCR 检测病毒 M 基因含量变化。 

采用 QuantiNova SYBR Green PCR Kit 试剂盒（QIAGEN），步骤同 3.2.3（3）。 

4.2.2.3 过表达质粒转染 MLE-12 细胞 

（1） 细胞准备，MLE-12 丰度达 60%-80%时，经胰酶消化后加完全培养基，

传代至 24 孔板，每孔 500μL，37℃，5%CO2，过夜培养至各孔细胞丰度至 60-

80%。预实验得知细胞贴壁密度为 60%时转染效果较好； 

（2） 配置转染复合物。选用吉玛生物的 GP-transfect-Mate(货号 180718)。

① 将 GP-transfect-mate 转染试剂置于室温，轻轻混匀； 

② 1.5mL 无菌 EP 管+50μL 无血清全培+转染试剂 GP-transfect-Mate，移液

枪轻轻混匀，室温静置 5min；  

③ 1.5mL 无菌 EP 管中+50μL 无血清全培+ moPrP-pcDNA3.1 或空质粒

pcDNA3.1-GFP 做阳性对照，以便后续观察转染效率。 

④ 将 GP-transfect-Mate 培养基混合物滴加到 DNA 培养基混合物中，移液

枪轻轻吹打混匀，室温静置 15-20min 后，立即转染。阴性对照组同样处理。 

（3）转染 

① 静置时，给 24 孔板换液，每孔 400μL 预热的新鲜全培； 

② 将 100μL 转染混合液加入孔中充分混匀，每孔终体积为 500μL，轻轻摇

晃混匀。用量优化实验和不同时间点均设置 3 个复孔。 

③ 37℃，5%CO2 静置培养 4-6h 后更换完全培养基。24-72h 收样，观察转

染效率，确定最佳转染试剂用量和 DNA 用量后，q-PCR 检测 mRNA 表达。 

（4）转染试剂与 DNA 对应用量（24 孔板，终体积 500μL），见下表 4-7。 
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表 4-7.转染试剂与 DNA 用量 

Table 4-7. Dosage of transfection reagent and DNA. 

DNA /μg DNA /μL 转染试剂/μL  

0.6 2 1.2  

0.9 3 1.2  

1.5 5 1.2  

0.6 2 2.0  

0.9 3 2.0  

1.5 5 2.0  

0.6 2 3.0  

0.9 3 3.0  

1.5 5 3.0  

（5）每次观察完毕，各取 1 个 24 孔板，收取培养液上清和胞浆，提取 RNA，

方法参照 4.2.2.2（2）；逆转录合成 cDNA 同 4.2.2.2（3）；Real-time q-PCR 检测

同 3.2.3（3）。 

（6）后续观察转染结果，存在细胞凋亡现象，转染效率最高为 30-40%，研究推

测为常用转染试剂并不适用于 MLE-12 细胞，并不适用随后选择其他转染试剂

Lipo-2000 Transfection reagent（ThermoFisher）、Biodragon Quickshuttle 及 jetPRIM 

transfection reagent (Polyplus transfection)对比，分别进行转染条件优化，最后选

择 jetPRIM transfection reagent 为转染试剂。基本流程为 50μL jetPRIM buffer 稀

释 0.5μg DNA（24 孔板），涡旋 10s 混匀，微离心 10s，加入 1μL jetPRIM 转染试

剂，同样涡旋和微离心，室温孵育 10min，加入到含有血清的培养基中，充分混

合转染细胞，4h 后换全培，24-72h 观察荧光判断转染效果。 

4.2.2.4 H7N7 感染已转染 moPrP-pcDNA3.1 的 MLE-12 细胞后检测基因表达 

     前述条件优化实验，分别得到 H7N7 感染 MLE-12 后 12h 后病毒含量达到

最高，转染实验表明加入转染试剂和质粒，24h 后 GFP 荧光强度最高，转染效率

达到 50%。根据优化结果，我们进行以下实验，流程见图 4-2。 
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（1） 实验分组和处理情况如下表 4-8。 

表 4-8. 转染实验分组表 

Table 4-8. Different groups of transfection experiment. 

Groups Vector H7N7 Time to detect  

A moPrP-pcDNA3.1 ＋ 24h 

B pcDNA3.1-GFP ＋ 24h 

C moPrP-pcDNA3.1 ＋ 48h 

D pcDNA3.1-GFP ＋ 48h 

E moPrP-pcDNA3.1 ＋ 72h 

F pcDNA3.1-GFP ＋ 72h 

G pcDNA3.1-GFP － 72h 

H － － 72h 

（2）细胞准备：MLE-12 细胞消化传代至 T25 细胞培养瓶 24 孔（24 孔板），

分为 8 组，每组 3 重复，编号分别为 A1、A2、A3，B1、B2、B3 依次类推至 H1、

H2、H3，添加完全培养基（DMEM/F-12+10%FBS+1×双抗）至 500μL/孔，37℃，

5%CO2，过夜培养至细胞密度度达到 60-70%； 

（3）450μL jetPRIM buffer 稀释 4.5μg DNA（moPrP-pcDNA3.1 和 pcDNA3.1-

GFP 分别稀释），涡旋 10s 混匀，微离心 10s，加入 9μL jetPRIM 转染试剂，同样

涡旋和微离心，室温孵育 10min，加入到含有血清的培养基中，每孔（50+0.5μg

质粒体积）μL 充分混合转染细胞，4h 后换成完全培养基，阴性对照组 H 组用等

量完全培养基作同样的处理。 

（4）转染 12h 后，H7N7-AIV 感染细胞。弃完全培养基，PBS 洗涤两次，

图 4-2. H7N7 与 moPrP-pcDNA3.1 干扰 MLE-12 基因表达实验流程图 

Figure 4-2. Schematic diagram of moPrP-pcDNA3.1 transfection and H7N7 infection of MLE-12 

cells. 
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在 2.0mlEP 管中每 1350μL DMEM/F-12 稀释 200µLH7N7-AIV 尿囊液原液（双抗

4℃过夜处理并 200µm 滤芯过滤，含 1.5×107.31.8TCID50,），混匀后加入 24 孔板中，

按照分组，每孔加 500µL。细胞培养箱孵育 1h， 每隔 10min 轻轻晃动细胞培养

瓶，时贴壁细胞充分接触病毒液。对照组细胞不加病毒做同样处理。 1h 后，去

除含病毒的细胞培养液，1×PBS 润洗两次，换 2×双抗、无 FBS 的 DMEM 培养

基，对照组 37℃，5%CO2 培养继续。对照组做同样处理。 

（5）病毒感染细胞 12h、24h、48h 即转染后 24h、36h、60h，收取细胞.弃

细胞培养上清液，每孔加入 100µl 细胞裂解液（QIAGEN RNeasy Mini Kit），用

细胞刮刀刮取细胞待用。RNA 提取同 4.2.2.2（2）、逆转录合成 cDNA 同 4.2.2.2

（3）；Real-time q-PCR 检测同 3.2.3（3）。 

4.3 实验结果 

4.3.1 H7N7 感染细胞后 M 基因表达评价 

根据图 4-3，我们用 H7N7 毒株感染 MLE-12 细胞，并在感染后 0h、2h、4h、

6h、8h、10h、12h、24h、36h、48h、72h 收集细胞并用 q-PCR 方法检测了病毒

保守基因 M 基因的表达水平，选用 ACTB（β-actin）做内参基因，以阴性对照组

为基准，2-ΔΔCt方法计算得到各组 M 基因的相对表达量。以 12h 为节点，H7N7 体

外侵染小鼠肺上皮细胞后，病毒在细胞内的含量变化逐渐上升，到 12h 达到最高

值，随后下降，到 72h 降低到略高于阴性对照组水平，表明病毒侵入细胞病毒基

因组即开始复制并增殖，到 12h 细胞内病毒含量达到最高，并显著高于其他时间

点，随后开始降低，病毒可能通过与细胞相互作用被清除到细胞外或裂解细胞后

以出芽等方式离开细胞。我们选择 12h 为 H7N7 病毒感染 MLE-12 后取样检测

的时间点。 
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图 4-3. H7N7 感染 MLE-12 细胞后 M 基因表达量变化的动态评价结果 

Figure 4-3. The expression level of M gene on MLE-12 post H7N7 infection at different time points. 

图为 q-PCR 检测 H7N7-AIV 病毒保守基因 M 基因的相对表达量变化，统计方法为 2-ΔΔCT，

mean±SD，* 表示与对照组之间的统计学差异，**P＜0.01 表示感染病毒组与阴性对照组相

比 M 基因表达差异极显著。 

4.3.2 moPrP-pcDNA3.1 转染细胞后基因表达评价 

我们采用双酶切与分子克隆技术将小鼠 prnp 基因插入到常用的真核表达载

体 pcDNA3.1(+)上构建了 prnp 的过表达质粒。经测序、序列比对表明质粒构建成

功。 

为探究moPrPc-pcDNA3.1重组质粒对MLE-12的转染效率，我们采用moPrPc-

pcDNA3.1 和带有 GFP 绿色荧光标签的阳性对照质粒 pcDNA3.1-GFP 同时转染

细胞，使用 jetPRIM transfection reagent 转染试剂，并通过荧光显微镜连续 3 天观

察荧光记录转染效率，由图 4-4 可知，在转染后 24h 荧光密度达到最高，约为

50%，这是在我们尝试了众多转染试剂，包括 GP-transfect-Mate、Lipo-2000、

Biodragon Quickshuttle 以及 jetPRIM transfection reagent 在 MLE-12 细胞上观察到

的最高转染效率。随着时间的延长，荧光强度逐渐降低，到 72h 时荧光变得相当

微弱。由此，结合图 4-5，Prnp 表达量最高，我们选择 24h 为转染效率最高的时

间点，供后续实验采用。 
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moPrPc-pcDNA3.1 转染 MLE-12 细胞，采用 q-PCR 检测了 PrPc 蛋白在 12h、

24h、36h、60h 时 mRNA 水平的表达量变化，如下图 4-5 所示，可以看出，阳性

对照质粒 pcDNA3.1-GFP 转染细胞对 Prnp 基因的表达基本无影响，基于此我们

排除空质粒转染 MLE-12 细胞对细胞中基因表达含量变化的影响。 

图 4-5. 过表达质粒 moPrPc-pcDNA3.1 转染 MLE-12 后不同时间点 Prnp 基因表达变化 

Figure 4-5. Gene expression of prnp at different time post transfection of moPrPc-pcDNA3.1 on 

MLE-12 cell line. 

图为 moPrPc-pcDNA3.1 转染 MLE-12 后不同时间 Prnp 基因的表达变化，由 q-PCR 检测，统

计方法为 2-ΔΔCt，mean±SD，* 表示与两组之间的统计学差异，***P＜0.001 表示两组相比 

Prnp 基因表达差异极显著。 

图 4-4. 质粒 moPrP-pcDNA3.1 与 pcDNA3.1-GFP 转染细胞效率评价 

Figure 4-4. Evalution of transfection of moPrPc-pcDNA3.1 and pcDNA3.1-GFP on MLE-12 cell 

line. 

图中分别为重组质粒 moPrPc-pcDNA3.1 和阳性对照质粒 pcDNA3.1-GFP 转染 MLE-12 细胞

后，在 24h、36h、48h、72h 时细胞状态和荧光图。 
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4.3.3 moPrP-pcDNA3.1 转染 MLE-12 细胞后基因表达评价 

随后我们用 moPrPc-pcDNA3.1 和 pcDNA3.1-GFP 质粒转染 MLE-12 细胞，

12h 后用 H7N7 感染细胞，在感染后 12h、24h、48h（即转染后 24h、36h、60h）

检测病毒 M 基因、Prnp 以及其他炎性因子的表达量变化，探讨 PrPc 过表达对

H7N7 感染 MLE-12 细胞后诱导细胞炎症应答的影响。 

首先如图 4-6（a）右侧为 H7N7 感染细胞后 12h、24h、48h M 基因表达量的

变化，结合图 4-3 表明，感染病毒后细胞中 M 基因表达水平极显著上调表达。

图 4-6（a）左侧为过表达质粒转染细胞后，病毒感染细胞后不同时间 M 基因的

表达量，相较于空白对照细胞显著上升，转染后 24-60 h（即感染病毒后 12-48 h），

M 基因水平显著降低（相对表达量从 800 降低到 700，再到 200 fold change），到

60h 降低了 4 倍。相对于受到 H7N7 侵染的对照组细胞，每个对应的时间点，转

染了过表达质粒以及受到 H7N7 感染的细胞，M 基因都是显著低表达的。由此我

们推测 Prnp 基因的过表达可能下调了 M 基因的表达，即抑制了细胞内 H7N7 病

毒的复制和扩增。 

图 4-6（b）为过表达质粒转染细胞后，又感染 H7N7 病毒，不同时间 Prnp 基

因表达水平。由图 4-5 可知， moPrPc-pcDNA3.1 质粒转染后，诱导细胞过表达

Prnp 基因，质粒转染 12h 后，H7N7 侵染细胞 12h 后，相对于仅转染质粒（图 4-

5）朊蛋白编码基因上调表达，36h 后表达量下降至较低水平，到转染后 60h，Prnp

基因表达回升到与仅 moPrPc-pcDNA3.1 刺激的同一表达水平。推测在 moPrPc-

pcDNA3.1 诱导 MLE-12 细胞过表达 Prnp 的基础上，添加 H7N7 感染细胞 12h

内，能够刺激 Prnp 基因再次上调表达，细胞内过度表达的 Prnp 基因与 AIV 病毒

颗粒互相作用，Prnp 抑制病毒增殖，下调 M 基因表达；之后 12h 内，病毒含量

继续降低，同时 Prnp 表达量显著下调；随着感染时间继续延长，病毒含量继续

减少，Prnp 基因则恢复表达，到 60h 基本恢复到与仅 moPrPc-pcDNA3.1 转染细
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胞诱导过表达一致的水平。 

随后我们检测了 IFN-β、TLR3、TNF-α 和 IL-6 在 mRNA 水平的表达变化。

后两个细胞因子在不同时间点的表达变化无显著差异。由图 4-7（a，b）可知，

转染 moPrP-pcDNA3.1 后诱导 Prnp 基因过表达，并且在转染后 24h Prnp 的过表

达水平最高。与之相关的是，在转染质粒 24h 后干扰素 β（IFN-β）和 TLR 样受

体 3（TLR3）的表达量显著上调，随后又明显下降到基本水平线，说明过表达的

Prnp 能够在 MLE-12 中诱导 IFN-β 和 TLR3 显著上调表达，并且上调表达与否可

能与 Prnp 过表达的程度有关。图 4-7（c）展示了在 moPrPc-pcDNA3.1 转染 MLE-

12 细胞 12h 后，H7N7 感染细胞，12h 后，过表达质粒诱导上调表达的 IFN-β 在

moPrPc-pcDNA3.1 和 H7N7 的共同作用下显著下调，在随后的 36h 和 60h 表达水

平也都低于空白细胞对照组。 

图 4-6. H7N7 感染 moPrPc-pcDNA3.1 转染的 MLE-12 后 Prnp、M 基因表达量变化 

Figure 4-6. Gene expression at different time post transfection of moPrPc-pcDNA3.1 and H7N7 

infection on MLE-12 cell line. 

图 4-6(a)左侧为 moPrPc-pcDNA3.1 转染 MLE-12 细胞 12h 后，H7N7 侵染细胞，不同时间点

M 基因的表达变化；右侧为仅 H7N7 感染 MLE-12 后不同时间 M 基因的表达量变化。 

4-6(b)为 moPrPc-pcDNA3.1 转染 MLE-12 细胞 12h 后，H7N7 侵染细胞，不同时间点 Prnp 基

因的表达变化。由 q-PCR 检测，统计方法为 2-ΔΔCt，mean±SD，* 表示与两组之间的统计学

差异，*P＜0.05 表示两组对比基因差异显著，**P＜0.01 表示两组相比该基因表达差异极显

著。 
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与之相反的是，图 4-7（d）中 TLR3 在转染 24h 后表达量显著上升，并且上

调水平显著高于只有 moPrPc-pcDNA3.1 作用的调节。此时我们假设，过表达的

Prnp 诱导的 IFNβ 和 H7N7 病毒感染诱导的 IFNβ 作用结合在一起时，结果是显

著降低 IFNβ 水平的，可能是过表达的 Prnp 能够抑制上皮细胞中病毒的复制，也

能够负向调节病毒诱导的 IFNβ 基因的上调表达。Prnp 与 H7N7 共同作用的结果

是更加显著的上调 TLR3 的基因表达水平，其中具体的作用机制有待于进一步研

究。 

 

图 4-7. moPrP-pcDNA3.1 转染及 H7N7 感染干扰 MLE-12 的基因表达 

Figure 4-7. Interference of gene expression by transfection of moPrP-pcDNA3.1 and H7N7 

infection on MLE-12 cell line. 

图 4-7（a, b）为 moPrP-pcDNA3.1 转染 MLE-12 细胞不同时间点 IFNβ 和 TLR3 表达量变化。

图 4-7（c, d）为 H7N7 侵染已转染 moPrP-pcDNA3.1 的 MLE-12 细胞后不同时间点 IFNβ 和

TLR3 表达量变化。由 q-PCR 检测，统计方法为 2-ΔΔCT，mean±SD，* 表示与两组之间的统

计学差异，*P＜0.05 表示两组对比基因差异显著，**P＜0.01 表示两组相比该基因表达差异

极显著。 
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4.4 讨论 

H7N7 病毒感染小鼠，在小鼠体内导致高致病性、高死亡率和严重肺部病理

损伤，病毒感染 PrPc OR 区缺失小鼠会增加死亡率，加重肺部损伤；而感染 PrPc

完全缺失的小鼠后，致病性则会减轻，我们推测 PrPc 在小鼠体内的不同表达水平

对小鼠感染 IAV-H7N7 诱导的损伤中发挥不同的作用。随后我们感染病毒的小鼠

肺在不同时间取样并进行转录组测序，对转录组中差异表达基因进行一系列分析

后得知，正常细胞朊蛋白编码基因 Prnp 在病毒感染小鼠肺后不同的时间的病毒

感染小鼠和对照组小鼠以及朊蛋白缺失小鼠和野生型小鼠之间都发生差异表达，

同时 IAV 感染诱导肺部强烈炎症反应的相关免疫因子、趋化因子差异表达显著；

以及抗病毒反应、细胞信号调节、宿主免疫等信号通路显著富集。我们认为朊蛋

白编码基因 Prnp 参与调节 IAV 感染诱导的小鼠肺损伤和高致病性相关的“炎症

风暴”。但 Prnp 具体的作用机制尚不清楚，需要在细胞水平进行进一步的研究。 

呼吸道上皮细胞是流感病毒的主要靶标。本章在体外水平构建 Prnp 过表达

质粒 moPrPc-pcDNA3.1 转染 MLE-12 细胞，随后用 H7N7 感染细胞，探究 Prnp

过表达在 H7N7-AIV 感染小鼠肺上皮细胞 MLE-12 的过程中发挥的作用。实验结

果表明 moPrPc-pcDNA3.1 转染细胞后 Prnp 基因过表达，并且在转染后 24h 表达

量达到最高。而在 H7N7 侵染细胞后，在感染的不同时期，病毒与 Prnp 互相作

用的结果不同，感染早期诱导 Prnp 基因继续上调表达；随后，Prnp 抑制病毒扩

增，持续降低 M 基因水平；之后， Prnp 表达量发生显著下降后又恢复其过表达

水平。说明在 IAV 感染 MLE-12 的不同时期，PrPc 在细胞内发挥不同的作用，具

有阶段依赖性。病毒感染诱导细胞内 Prnp 显著上调表达，属于宿主细胞应对病

毒感染的炎症响应；12h 后，外源转染进入细胞的 PrPc 在细胞中过表达，能够反

过来下调病毒基因的表达，抑制病毒复制，发挥抗病毒感染，保护细胞的作用。

尽管此时作为抗病毒因子的 Prnp 的作用机制仍有待探究。 

由此，我们认为，首先，PrPc 在 IAV 感染小鼠肺上皮细胞的不同时间或不同

阶段发挥不同的作用。与这一点类似的是，外源细胞因子刺激能够上调 PrPc 的表

达，然后 PrPc的激活和表达会进一步上调促炎症因子的表达，促进细胞凋亡[101,102]，
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PrPc 作为促炎症因子起作用。而在感染后的恢复期，PrPc 上调 IL10 等抗炎症因

子的水平，发挥抗炎症作用[103,104]。在 LPS 感染过程中 PrPc 的表达既受到细胞因

子 TGFβ 和糖皮质激素的调节,也受下丘脑-垂体-肾上腺的神经调节[103]。 

其次，不同表达水平的 PrPc 对 IAV 病毒的复制发挥不同的调节作用。与这

一点一致，也研究发现 PrPc 的缺失有助于 HSV 潜伏期建立[112]，PrPc表达则会使

HSV 在神经细胞中有效复制[113]，PrPc 过表达则会抑制病毒的复制，但过表达小

鼠感染 HSV 后致病性更高是，死亡率更高[113,115]。Nakamura 等人的研究显示 PrP-

/-小鼠大脑细胞中对柯萨奇病毒 B3（CVB3）更敏感，病毒复制更有效，并促进

细胞凋亡；而外源 PrPc转染到缺失朊蛋白的细胞则会抑制该病毒的复制[120]。2001

年 Gabus 研究发现 PrPc可能具有影响病毒复制和组装的 RNA 结合与分子伴侣特

性[116]，PrPc 蛋白 N 端区域具有逆转录病毒编码的核酸结合蛋白（NC）类似的特

性，对核酸有很强的的亲和力，表现出与这些病毒的 NC 蛋白非常相似的分子伴

侣特性，能够参与逆转录病毒如 HIV-1、MoMuLV 以及猫免疫缺陷病毒（FIV）

的核酸代谢[228]，从而干扰病毒复制[116]。为了更全面的了解 PrPc 的不同表达水平

在 IAV 感染细胞中的作用，后续有待构建 Prnp 缺失质粒来探究其对 IAV 病毒感

染细胞的干扰。 

另一方面，过表达的 Prnp 能够激活细胞中细胞因子 IFNβ 和 TLR3 的表达；

IAV 病毒感染激活细胞炎症因子，上调细胞中 Prnp、TLR3 的表达。感染中期，

病毒与过表达的 Prnp 基因叠加作用的结果是下调 IFNβ 与 Prnp 的表达但仍然上

调 TLR3 的表达水平。这个过程中病毒与 PrPc，病毒与细胞因子以及 PrPc 与细胞

因子之间的相互作用机制尚不清楚。 

我们知道 I 型干扰素是 IAV 感染诱导固有免疫中关键的抗病毒因子[229]，会

限制病毒的复制和感染，许多 IAV 病毒感染机体或 MLE-12 细胞、A549 细胞后

能够诱导 IFNβ 的强表达[230]，，包括 H5N1[192]、H3N2 [231]、H7N9[232]、H7N7[233–

235]；并且病毒诱导的 IFNβ 的激活依赖于 RIG-I 基因（视黄酸诱导基因 I）[236]，

RIG-I 信号通过上调转录因子 IRF-3/7、NF-κB 和 ATF-2/c-jun 以及 100 多个 I 型

干扰素刺激基因的表达来激活 IFNβ 基因的表达[237–239]。同时，细胞病毒的 NS1
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蛋白能够很好的抑制 IFNβ 的诱导[192]，说明 IFN-β 会受到 NS1 的拮抗[240]。如果

上调的 IFNβ 没有被病毒处理或抑制，被激活的 IFNβ 能够上调 JAK 和 STAT 通

路，诱导上百个 IFN 刺激基因 ISGs 的表达[241]，抵消 IAV 的复制和传播。会导

致感染细胞和旁边细胞建立抗病毒状态，有效抑制病毒复制[242]。季节性流感病

毒一般通过 NS1 蛋白和 RNA 聚合酶聚合物（PB1、PB2、PA 聚合物）[243–245]抑

制 IFNβ 基因的激活（抑制 RIG-I 通路、NF-κB 通路、干扰素调节因子 3（IRF-

3）、c-Jun 激酶和 AP-1 转录因子、线粒体抗病毒信号蛋白 MAVS 等多种途径）

来实现有效复制[236,237,246–252]。另外，2013 年 Wolff 的研究证明了肺泡巨噬细胞分

泌的 IFNβ 通过诱导促凋亡因子 TNF 相关的凋亡诱导配体途径(TNF-related 

apoptosis inducing ligand, TRAIL)显著促进了 IAV-H1N1 诱导的肺泡上皮细胞的损

伤[253]，发现 IFN-β 的表达和细胞凋亡的诱导与病毒生长呈负相关[254]。 研究表

明 Prnp 的缺乏会延迟 CVB3 病毒诱导的 IFN 的激活，使得病毒复制增加和细胞

凋亡，而转染 Prnp 到缺失细胞后，Prnp 在小鼠脑细胞 HpL3-4 中过表达，I 型 IFN

水平升高，细胞凋亡减少[120]。研究表明 PrPc 能够与 HIV-1 病毒在体内相互作用，

干扰 HIV-1 的复制和组装[255]，并可能通过诱导神经元中 IFN 高水平表达介导增

加神经细胞的抗病毒活性[120]。 

参考以上分子调节机制，第三章体内转录组分析表明 IRF7 为 KO 与 WT 组

在病毒感染后不同时间的差异表达基因，与本章实验结果结合在一起，我们推测

过表达质粒转染细胞后，Prnp 上调 IFNβ 的表达；H7N7 感染小鼠肺上皮细胞，

上调 Prnp 的表达（在 Prnp 过表达转染细胞的基础上）并可能通过 RIG-I/IRF7 通

路调节 IFNβ 的上调表达，病毒感染 12h 后，被 Prnp 上调的 IFNβ 又被病毒 NS1

蛋白和 RNA 聚合酶聚合物（PB1、PB2、PA 聚合物）等抑制，显著下调，其中

介导 IFNβ 下调的通路，可能有 RIG-I/NF-κB/IRF-3/c-Jun/MAVS[236,237,246–252]等参

与。这有待于我们进一步研究。与此同时，病毒 M 基因也在显著降低，说明过表

达的 Prnp 抑制病毒复制，具体机制尚不清楚，我们可以确定的是，Prnp 介导上

调表达的 IFNβ 不参与抗病毒作用。 

过表达的 Prnp 对感染细胞的 H7N7 具有负调节作用，而 Prnp 对 IFNβ 和
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TLR3 的调节作用可能跟 PrP 的过表达水平相关，当 Prnp 过度表达到一定程度时

（本研究是上调表达 1000 倍以上），才能显著诱导细胞因子 IFNβ 和 TLR3 的表

达升高（图 4-7a，b）。 

先天免疫受体 Toll 样受体 3（TLR3）介导 IAV 诱导的急性肺炎[256,257]。TLR3

及其信号传导相关分子 TRIF 在呼吸道上皮细胞对 IAV 的免疫应答中起关键作用

[258] ， TLR3 有助于呼吸道上皮细胞对 IAV 感染的免疫响应，介导

MAPK/PI3K/Akt/TRIF 并能诱导转录因子 IFN 调节因子 3 (IRF3）产生[259]，启动

IFNβ 转录[260]，上调 IFNβ[257]，激活促炎因子，引起促炎反应[261]。TLR3 缺陷小

鼠表现出更高的死亡率，并伴随 IAV 引起的炎症反应减弱[262]，小鼠对病毒感染

的适应性反应也大大降低，说明 TLR3 具有保护小鼠及抗病毒作用。在小鼠肺和

肺上皮细胞，TLR3 组成型表达，有研究证实通过 TLR3/TRIF 介导的磷酸化 NF-

κB 的活性以及 AP-1 而减轻肺组织炎性病理损伤及增强抗体的抗病毒能力

[191,257,263]。 

根据以上研究进展，TLR3 具有抗甲型流感病毒作用，过表达的 Prnp 能有显

著上调 TLR3 的表达水平，病毒感染 MLE-12 细胞 12h 后，TLR3 依然显著上调

表达，而病毒复制显著降低，我们推测 Prnp 可能通过诱导 TLR3 的显著上调表

达来抑制病毒复制，有助于细胞抵抗病毒，减轻细胞损伤和炎症反应。参与这一

作用的信号通路有待进一步研究。 

4.5 小结 

病毒感染肺泡上皮细胞，能够有效的引发复制，诱导炎性细胞因子表达水平

增加，同时细胞活力降低、细胞增殖减少[176]。上皮细胞产生高水平的细胞因子、

趋化因子可能是病毒感染小鼠出现严重肺炎的原因[203,205,207,264]。体内实验和基因

表达谱分析表明PrPc在小鼠体内的不同表达水平在IAV-H7N7诱导的损伤和炎症

中发挥不同作用。我们认为朊蛋白编码基因Prnp参与调节IAV感染诱导的小鼠肺

损伤和高致病性相关的炎症反应，但作用机制仍不清楚。本章对小鼠肺上皮细胞

感染H7N7诱导的炎症反应中，PrPc发挥的作用进行探究。MLE-12细胞转染Prnp
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过表达质粒moPrPc-pcDNA3.1 12h后，用H7N7感染细胞，检测不同时间病毒M基

因、Prnp、IFNβ和TLR3的表达变化。我们推测，而Prnp对IFNβ和TLR3的调节作

用可能跟PrPc编码基因的过表达水平相关，当Prnp过度表达到一定程度时（本研

究是上调表达1000倍以上），才能显著诱导细胞因子IFNβ和TLR3的表达升高。 

我们发现，过表达质粒转染细胞后，Prnp 上调 IFNβ 和 TLR3 的表达，并在

转染后 24h 变化最显著。H7N7 感染小鼠肺上皮细胞，在 Prnp 过表达的基础上，

上调 Prnp 的表达；病毒感染 12h 后，被 Prnp 上调的 IFNβ 又被病毒 NS1 蛋白和

RNA 聚合酶聚合物（PB1、PB2、PA 聚合物）等抑制，显著下调。其中，可能有

RIG-I/NF-κB/IRF-3/c-Jun/MAVS 等分子参与介导 IFNβ 下调。与此同时，病毒 M

基因也在显著降低。说明过表达的 Prnp 抑制病毒复制，我们认为 IFNβ 不参与帮

助 Prnp 发挥抗病毒作用。在病毒感染 MLE-12 细胞 12h 后，TLR3 依然显著上调

表达，而病毒复制显著降低，我们推测 Prnp 可能通过诱导 TLR3 的显著上调表

达来抑制病毒复制，介导细胞抵抗病毒，减弱炎症反应。 

 与前面 PrPc 在体内应对 IAV-H7N7 感染发挥的作用对比来看，OR 区缺失

小鼠致病性加重，相对于表达 PrPc 的小鼠（WT 小鼠）而言，PrPc 完全缺失则导

致小鼠致病性和死亡率降低。表明，OR 区可能具有抗 IAV-H7N7 病毒感染的作

用，而 PrPc 缺失可能导致炎症反应大幅减弱，免疫应答反应发生缺失或降低。结

合转录组分析结果，PrPc 可能作为一个重要的宿主因子，参与多条 IAV 诱导炎症

和免疫应答信号通路，在 H7N7 病毒感染后，在上游参与诱导广泛而迅速的过度

炎症反应。有趣的是，与 PrPc 完全缺失的结果形成对比，在 MLE-12 细胞水平

上，病毒诱导 PrPc 及细胞因子 IFNβ 和 TLR3 显著上调表达，过表达的 PrPc 能够

抑制病毒复制，减弱细胞损伤和炎症。进一步分析表明，PrPc 可能通过 TLR3 依

赖的通路而非 IFNβ 下调 M 基因水平，抑制病毒复制，发挥抗病毒作用。 
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第五章 总结与展望 

 甲型流感病毒（IAV）感染并入侵宿主呼吸道和肺上皮细胞，随后病毒增殖

并在宿主体内传播，通过PAMP与细胞中的PRR相互作用诱导细胞因子/趋化因子

的产生，激活相应的免疫应答和炎症反应。IAV对宿主细胞的致病性依赖于病毒

的复制和宿主免疫反应之间的平衡。当IAV诱导的免疫应答或炎症反应失调时，

会导致细胞因子过度产生，形成“细胞因子风暴”，这可能是IAV致病性或致命性

感染的重要原因之一。流感病毒通过突变和重组产生更多亚型并广泛传播，这使

它们能够适应鸟类和包括人类在内的不同哺乳动物宿主[12,16]。跨越动物-人的物

种屏障的新型AIV的出现[14]，使流感大流行成为潜在威胁[19]。 

正常细胞朊蛋白（PrPc）作为细胞表面的膜糖蛋白，最初仅被认为与朊病毒

疾病有关。近年来出现许多有趣的研究表明朊蛋白不仅参与神经保护，而且在细

胞增殖、细胞凋亡、信号转导、肿瘤免疫。过去几年中，许多研究揭示了 PrPc 的

表达与病毒复制之间的密切关系。多数情况下 PrPc的表达可以抑制病毒的复制，

这暗示 PrPc 可能参与宿主的病毒防御途径[111]，充当宿主细胞防御因子。有研究

表明 IAV 感染肺上皮细胞，诱导炎性细胞因子产生，而导致过量 Cu/Zn 超氧化

物歧化酶（ROS）产生，使被感染的上皮细胞凋亡。PrPc 可以同转移结合在 N 端

OR 区的铜离子来调节 SOD1 的酶活性，减轻感染细胞中的 ROS 负担，最终保护

细胞免于凋亡[124]。 

为了探究PrPc在IAV病毒感染诱导的炎症反应中的作用以及病毒与PrPc等宿

主因子之间的相互作用，本课题借助近交系C57BL/6小鼠与小鼠肺上皮细胞

MLE-12来研究体内和体外水平上PrPc在H7N7-IAV诱导的免疫应答和炎症中的作

用，并得出一些有意思的结论。 

5.1 主要结论 

（1）体内水平上，敲除朊蛋白 N 端 OR 区后，相对于 WT 小鼠，PrPc的 OR

区缺失小鼠更易于感染 H7N7 病毒，并且小鼠肺中细胞因子和趋化因子的表达水

平显著高于 WT 小鼠。推测朊蛋白 OR 区可能对小鼠抗病毒 H7N7 感染具有保护
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作用。这与 Chida 的研究结果一致[123]，PrPc N 端八肽重复区多肽可能具有抗 IAV

感染，有助于提高存活率和维持体重，减轻肺损伤，降低肺部细胞因子和趋化因

子的表达水平以及肺部炎症反应保护小鼠免受致命性感染的作用。 

（2）体内水平上，相较于 WT 小鼠，PrPc 完全缺失（同时缺失 OR 区和非

OR 区）小鼠在 H7N7 感染后死亡率降低，体重损失减轻，病毒诱导的致病性减

弱；肺中细胞因子以及趋化因子的表达水平显著低于 WT 小鼠。表明 PrP-/-小鼠

更不易感染病毒。肺转录组差异基因表达分析表明病毒有效的引发肺部感染，诱

导了大量的基因显著上调表达。我们认为，PrPc 的非 OR 区可能具有促进趋化因

子上调表达的作用，即促进或增强 H7N7-IAV 感染诱导的炎症反应。即朊蛋白在

H7N7-IAV 感染的小鼠肺损伤及炎症反应中具有双重调节作用。并且，我们推测，

PrPc 可能通过调节 TLR7/TLR4/TLR3-MyD88-MAVs/TRAF3-IRF3-TAK1-IFNα/β

等众多细胞因子以及趋化因子的表达水平来发挥双重调节作用。 

（3）体外 MLE-12 细胞水平，与 PrP-/-形成对比，过表达的 Prnp 基因可能下

调病毒 M 基因的表达，抑制细胞内 H7N7 病毒的复制和扩增。过表达的 Prnp 能

够显著诱导细胞因子 IFNβ 和 TLR3 的表达升高，这种调节作用可能跟 Prnp 的过

表达水平相关，当 Prnp 过表达到一定程度时（本研究是上调表达 1000 倍以上），

才能显著诱导 IFNβ 和 TLR3 的高表达。在 H7N7 侵染细胞后的不同时期，病毒

与 Prnp 互相作用的结果不同，感染早期，病毒诱导 Prnp 基因显著上调表达；随

后，Prnp 持续下调 M 基因水平，抑制病毒扩增；进一步分析表明，PrPc 可能通

过 TLR3 依赖的通路而非 IFNβ 来下调 M 基因水平，抑制病毒复制，发挥抗病毒

作用。 

综合上述，本研究首次探究了 PrPc 在 H7N7 感染小鼠诱导的肺损伤与炎症因

子反应中的作用。研究表明，朊蛋白 PrPc 的不同表达水平（或不同功能域）在

IAV-H7N7 病毒感染的过程中具有不同的作用。OR 区缺失的 PrPc 更易于感染

H7N7 病毒，表明 PrPc N 端 OR 区可能具有抗甲型流感病毒感染的作用，能够保

护小鼠免受 IAV 致死性感染的作用。PrPc 缺失（PrP-/-）小鼠则更不易感染病毒。

我们认为，PrPc 蛋白的非 OR 区（可能包含其他功能域）具有促进 H7N7 病毒感
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染的作用，可能促进细胞因子过度分泌，加剧炎症反应，诱导细胞凋亡，导致小

鼠更严重的肺损伤和致病性。并且，我们推测， PrPc 可能通过调节

TLR7/TLR4/TLR3-MyD88-MAVs/TRAF3-IRF3-TAK1-IFNα/β 等众多细胞因子以

及趋化因子的表达水平来发挥双重调节作用。细胞水平上，我们认为过表达的

PrPc 可能通过 TLR3 依赖的通路而非 IFNβ 抑制 IAV-H7N7 病毒复制，在 MLE-12

上发挥抗病毒作用。 

总的来说，本研究的结果为我们全面了解 PrPc 在病毒感染中的作用提供了

重要信息和证据，拓宽了我们对正常细胞朊蛋白生理功能的认识，为进一步探究

PrPc 能否成为宿主抗病毒靶分子提供了科学依据。 

5.2 后续研究建议 

本研究从体内、体外以及肺 mRNA 表达谱层面对 PrPc 在甲型流感病毒感染

中的作用展开了研究，也取得了一些十分有趣的研究结果，然而，想要了解 PrPc

在 IAV 病毒感染中更加精确的调控机制，仍有待于进一步研究。 

首先，我们发现缺失 OR 区 PrPc 更易于感染 H7N7 病毒。推测朊蛋白 OR 区

可能对小鼠抗病毒 H7N7 感染具有保护作用而完全敲除 PrPc 则会减轻病毒感染。

这里我们推测有两种可能，一种是 PrPc 缺失可能导致免疫应答反应发生缺失或

缺陷, 导致 IAV 感染小鼠诱导的炎症风暴减弱，从而致病性降低，存活率提高。

另一种可能是，PrPc蛋白的另外一段氨基酸序列组成的多肽结构域，具有促进 IAV

诱导的促炎症因子上调，增强炎症反应，从而导致小鼠更严重的肺损伤和致病性。，

仅从 H7N7 病毒感染小鼠获得的信息有限。因此，可以构建 PrPc 过表达小鼠以及

朊蛋白其他结构域缺失小鼠，感染 H7N7 以及其他不同亚型的病毒，如 HPAIV-

H5N1 或者 LPAIV-H9N2，多方面、多角度探究朊蛋白在甲型流感病毒感染中的

具体作用。其他亚型 AIV 感染小鼠的实验我们已经进行了，并在小鼠临床指标

和肺组织病理方面得到了一些非常有趣的结果。我们认为，要更全面的理解 PrPc

在流感病毒诱导的感染中的作用和机制，还需要在其它动物模型上进行试验，包

括雪貂、猪和非人灵长类动物。描述这些宿主对病毒感染包括 LPAIV 和 HPAIV
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感染中 PrPc 的作用对我们理解 PrPc 的生理功能和其在病毒感染到底发挥了怎样

的作用非常重要。 

其次，我们在 MLE-12 水平的探究得知，过表达的 PrPc 在 H7N7-AIV 感染

的不同时期，对病毒和不同的细胞因子具有不同的调节作用，可能通过上调 TLR3

的相关通路抑制病毒的复制，但具体的信号机制尚不清楚。后续可以将病毒感染

时间更加细化，区分更多感染阶段；以及沉默 Prnp 的表达，完成“gain of function 

and loss of function”的双向验证，来探究 PrPc在病毒感染不同阶段发挥的调节作

用。 

最后，转录组水平的差异基因表达谱分析和 q-PCR 验证提供给我们一些信

息，仍然需要我们下一步对更多相关的差异表达基因进行验证并对通路上下游加

以调控来获得更确切的调控机制。 

总而言之，本论文从体内小鼠临床症状、肺组织病理变化，细胞水平 PrPc过

表达干扰以及肺组织的 mRNA 差异基因变化等方面对朊蛋白在病毒甲型流感病

毒感染中的作用进行了研究，并得出了一些有意思的结论。通过以上研究，可以

帮助我们更好的了解朊蛋白的生理功能，并使进一步探究其能否作为抗病毒感染

的宿主基因靶点成为可能。  
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附录 

附录 1.  

 

 

 

 

 

 

 

附录 1. 原始数据统计结果表 

Appendix 1. Rawdata of mRNA-sequencing 

 

 

 

注：Q20、 Q30% ： Phred 数值（测序质量值）大于 20、 30 的碱基占总体碱基的百分

比； Error %：碱基错误率； GC %：碱基 G 和 C 的数量总和占总的碱基数量的百分比。 
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附录 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

附录 2. Reads 与参考基因组比对结果统计表 

Appendix 2. Alignment results of mapped reads. 

 

 

注：sample, 样品名， all_read 过滤后的 reads 总数，mapped_read 比对上参考基因组的 reads

数，mapped_ratio 比对上的 reads 比例，unique_mapped_read 唯一比对上参考基因组的 reads

总数，unique_mapped_ratio, 唯一比对上参考基因组的 reads 比例。 
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附录 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

附录 3. 基因表达量分布图 

Appendix 3. Expression density distribution of all genes (FPKM scores). 

图 3 为所有基因的表达量概率密度分布图，图中横坐标为 log2FPKM，该值越高，基因表

达量越高；纵坐标为基因的密度，即为对应横轴表达量的基因数/检测已表达基因的总数；

图中每种颜色表示一个样本，所有概率的总和为 1，即每个区域的面积均为 1；密度曲线

的峰值表示整个样本基因表达量最集中的区域。 
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附录 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

附录 4. 样本主成分分析结果图 

Figure 4. PCA analysis result of samples. 

图中 X、Y 轴表示样品表达量经过降维处理后得到的对应主成分的新的数据集，表示样品

之间的差距；X、Y 轴数值代表对应主成分解释总体方差的百分比。圆点代表每个样品，同

一个颜色形状代表同一个样品组。以上所有样品都为肺组织，属于同一样品组。 
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附录 5 
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附录 5. 上下调基因 GO 功能注释柱形图 

Figure 5. GO annotations of Differentially expressed genes. 

图 a 为 d3 119KOvs d3 119WT、b 为 d5 119KOvs d5 119WT、c 为 d8 119KOvs d8 119WT、d

为 d11 119KOvs d11 119WT 的 DEGs GO 注释图, e 为 d3 120KOvs d3 120WT、f 为 d5 120KOvs 

d5 120WT、g 为 d8 120KOvs d8 120WT、h 为 d11 120KOvs d11 120WT 的 DEGs GO 注释图。

横坐标为注释到某 GO term 的基因个数，上方横坐标表示注释到该 GO term 的基因数占 GO

注释基因总数的比例（基因和 GOterm 是多对多的关系）；纵坐标表示 GO 的详细分类， 代

表 GO 的三个二级分类，分别为生物过程（Biological Process）、细胞组分（Cellular 

Component）、分子功能（Molecular Function）；红色柱形代表上调基因，蓝色柱形代表下调

基因。   
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附录 6 
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附录 6. 差异表达基因 GO 功能富集柱状图 

Figure 6. GO terms of functional enrichment DEGs. 

图 a 为 d3 119KOvs d3 119WT、b 为 d5 119KOvs d5 119WT、c 为 d8 119KOvs d8 119WT、

d 为 d11 119KOvs d11 119WT 的 DEGs GO 富集柱状图, e 为 d3 120KOvs d3 120WT、f 为 d5 

120KOvs d5 120WT、g 为 d8 120KOvs d8 120WT、h 为 d11 120KOvs d11 120WT 的 DEGs 

GO 富集柱状图，图中为不同时间富集最显著的前 40 个 GO terms，横坐标为名称和分类，

纵坐标为 GO term，柱高为富集率（Sample Number/Background Number），颜色为 fdr 显著

性，颜色越深富集越显著，fdr <0.001 的标记为***，fdr <0.01 的标记为**，fdr <0.05 的标

记为*，右侧颜色梯度表示 fdr 大小。 
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附录 7 
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附录 7. 差异表达基因 KEGG 通路富集柱状图 

附录 7. KEGG pathways of enrichment DEGs. 

图 a 为 d3 119KOvs d3 119WT、b 为 d5 119KOvs d5 119WT、c 为 d8 119KOvs d8 119WT、d

为 d11 119KOvs d11 119WT 的 DEGs KEGG 富集柱状图, e 为 d3 120KOvs d3 120WT、f 为 d5 

120KOvs d5 120WT、g 为 d8 120KOvs d8 120WT、h 为 d11 120KOvs d11 120WT 的 DEGs 

KEGG 富集柱状图，图中为富集最显著的前 40 个 KEGG terms，横坐标为名称和分类，纵坐

标为 KEGG term，柱高为富集率（Sample Number/Background Number），颜色为 fdr 显著性，

颜色越深富集越显著，fdr < 0.001 的标记为***，fdr <0.01 的标记为**，fdr <0.05 的标记为

*，右侧颜色梯度表示 fdr 大小。 
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附录 8 

缩略词 英文全称 中文全称 

IAV Influenza A virus 甲型流感病毒 

PrPc Prion protein 朊蛋白 

SOD1 Superoxide dimeutase-1 活性氧产生酶 

AIV Avian influenza virus 禽流感病毒 

HPAIV Highly pathogenic avian influenza virus 高致病性禽流感病毒 

LPAIV Low pathogenic avian influenza virus 低致病性禽流感病毒 

HA Hemagglitinin 血凝素 

NA Neuraminidase 神经氨酸酶 

SA  Sialic acid 唾液酸 

PRR Pattern recognition receptor 模式识别受体 

PAMP Pathogen associated molecular patterns 病原体相关分子模式 

IFN Interferon 干扰素 

APCs antigen-presenting cells 抗原递呈细胞 

IL interleukin 白介素 

TNF tumor-necrosis factor 肿瘤坏死因子 

TGFβ transforming growth factor β 型转化生长因子 

CSF colony stimulating factor 集落刺激因子 

TLR Toll like receptor Toll 样蛋白受体 

NOD nucleotide oligomerization domain 核苷酸寡聚域 

LRR Leucine-rich repeat containing 富含亮氨酸的重复序列 

NLR NOD-like receptor NOD 样蛋白受体 

RIG-I Retinoic acid-inducible gene I 视黄酸/维甲酸诱导基因 I 

RLR Retinoic acid-inducible gene I-like receptors 解螺旋受体 

NLRP3 NLR family，Pyrin domain containing protein 3 含有 NLR3 蛋白的嘧啶结构域 

MAPK mitogenactivated protein kinase 促分裂原激活的蛋白激酶 

PrPsc  scrapie prion protein 感染性蛋白 

TSE Transmissible spongiform encephalopathies 传染性海绵状脑病 

BSE Bovine sponspongiform encephalopathy 牛海绵状脑病 

ROS Reactive oxygen species 活性氧 

TGFα Transforming growth factor-α 转化生长因子 α 

NOS2 Nitric oxide synthase2 一氧化氮合酶 2 

CVB-3 Coxsackievirus B3 柯萨奇病毒 B3 

HSV-1 Herpes simplex virus 1 1 型单纯疱疹病毒 

EMCV-B Encephalomyocarditis virus B  脑心肌炎病毒 B 

hCG Human chrorionic gonadotropin 人绒毛膜促性腺激素 

TEMED Tetramethyl-ethylene diamine 四甲基乙二胺 

APS Ammonium Persulfate 过硫酸铵 

GRC Genome Reference Consortium 参考序列比对分析 

PCA Principal component analysis 主成分分析 
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DEGs Differentially expressed genes 差异表达基因 

PI3K Phosophoinosmde-3-kinase 磷脂酰肌醇 3-激酶 

PKB Protein kinase B 蛋白激酶 B 

NFAT Nuclear factor of activated T cells 活化 T 细胞核因子 

TWEAK 
Tumor necrosis factor- like weak inducer of 

apoptosis 
肿瘤坏死因子样凋亡微弱诱导剂 

ARDS Acute respiratory distress syndrome 急性呼吸窘迫综合征 
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6. 实用新型专利 3 项，皆为第一发明人：一种凝胶切割刀，已授权，专利号：
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刮刀，已授权，专利号：ZL201520955934.0。 

参与的科研项目 

1. 国家自然科学基金（青年项目）：MIF 在 H9N2 禽流感病毒诱导急性肺损伤中

的作用及机制研究（31402163），2015-2017 

2. 上海市科委（18DZ2293800）：上海市野生动物源疫病监控专业技术服务平台

能力提升专项 

3. 上海市 CDC 合作项目：禽流感病毒溯源调查（48105990），2014-2015 

4. 上海市野生动植物保护管理站合作项目：上海野生鸟类禽流感病毒监控，

2017-2019 
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致谢 

学生时代最后一段求学生涯，时光如白驹过隙，已然进入 20 年代第一个年

头，冬去、春归、夏至，因疫情而安静的校园依旧古典又美丽。窗外的蔷薇、百

合和鸢尾花依次烂漫，岁月悠长，尽头已是曙光。 

落笔毕业论文的最后一部分，内心五味杂陈、百感交集。在华东师范大学的

六年时光里，获益良多。在这里，我不仅收获了丰富的专业知识，而且获得了对

待科学问题和科学研究的严谨态度。与老师们和同学们一起，在实验室和办公室

的朝朝暮暮，这些宝贵又充实的时光，将是我人生中的财富。 

首先，感谢我的导师王天厚教授，岁月如梭，我仍清楚地记得在会议室得知

可以报名并成为您的博士的那一天，之后如愿成为大家庭的一员。记得每一次大

组会上您对待科学问题严肃认真的态度，举重若轻的指出学生汇报中的每一个问

题。您严谨的治学态度、在科学研究上专注又敬业的精神、在工作中的睿智让我

无比敬佩和崇敬。您在科学问题、论文的框架和逻辑上的指导，给予我莫大的帮

助与思考；您的每次鼓励，都给我信心和动力。“学向勤中得”，从您那里，我领

会了天道酬勤的道理，也从您的一言一行里学会了给自己更长远的职业规划。谢

谢您，王老师！ 

感谢六年来悉心指导我的老师何桂梅副研究员，您不仅在学业上给我各方面

的指导和帮助，更是我科研道路上的领路人，是我敬爱的、亲爱的导师。您条理

清晰的逻辑，对待实验研究和论文写作的严谨态度，对待科学问题敏锐的洞察力

和敏捷的思维都深深改变着我。您对生活的热爱，对工作的积极参与和灵活处理，

对学生的关心爱护，点点滴滴都刻在我心里。您教会我专业上的入门，实验操作

上的精确和严谨，论文阅读与写作的方法、思路和逻辑，给我课题研究上的自由。

言传身教，从您那里我学会了许多为人处世，做人做事的道理。何老师，您辛苦

了！谢谢您！您不仅是我尊敬的导师和指导老师，也是我们喜爱的大姐姐，人生

路上的前辈，从您那里我收获了太多太多生活、学习与工作上的道理和经验。感

谢实验室已经毕业的陈秦师兄、桂博翔师兄，感谢你们带我入门实验，适应科研

生活的日子。感谢潘逸萱老师组的李洋洋师妹和郑珊师妹在动物实验包括小鼠喂
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养、基因型鉴定、小鼠给毒、解剖等方面给予的帮助，你们辛苦了！感谢已毕业

的朱才会师弟、李晓芳、李智慧师妹；感谢实验室的汤王鋆师妹、唐玲师妹、明

乐师妹、宋宁宁师妹、钟淑蓉师妹；感谢徐颖师妹在实验上的帮助。感谢张祥毅

同学在实验方面给我的帮助和鼓励；感谢李贲师兄、刘晶师兄；感谢赵闪闪、徐

欢、刘宁宁师弟。感谢大家在实验和生活中给我的诸多关心与帮助，与你们一起

做实验、一起讨论问题、一起思考人生、一起聚餐的日子是明亮又开心的。感谢

康静怡学妹，在春夏之交我们一起做实验和交流的日子，是紧张又充实的！学术

之外的收获，让我惊喜与感恩。 

感谢潘逸萱老师在毕业课题和实验方面给予的巨大支持，包括实验动物的喂

养、繁殖和处理，您在实验方法和数据处理方面不厌其烦的给我指导和帮助，以

及不断的鼓励，都让我获益良多，感谢您，潘老师！感谢马继延老师在课题思路

和实验规划方面给予的指导和帮助！感谢聊城大学的李旭勇老师和高鑫鑫同学在

动物实验、动物伦理申请给予的支持！还要感谢实验室的王正寰老师、陈珉老师、

汪成焕老师在论文撰写方面给我的意见和帮助！感谢华攀玉老师、毛秀光老师、

张树义老师、张俊鹏老师、王喆老师、马骥老师、辅导员李初旭老师、王琛老师、

赵娟老师、丁媛媛老师和学院各位老师六年来在学习和生活方面给予的关心和帮

助！还要感谢已经毕业的戴梦瑶师姐、石慧珍师姐、葛含笑师姐、方涛师兄、董

骥师兄、杨天笑师兄、朱光剑师兄、王人杰师兄、韩怡捷师姐、张伟师兄、谢汉

斌师兄、邢宇彤师妹、孙海建师兄、马大成师兄 、殷诚聪师兄在实验、科研、

学习和生活方面给我帮助和关心。感谢石玉帛师弟在学院工作中给予的指出和帮

助。感谢同级的翁晓东、潘李念、王义丹、张祥毅，读博和准备毕业论文期间的

相互鼓励和帮助；感谢刘娣、任敏、石达、黄文杰、花永杰、吴浩楠、鲍振宇，

感谢我们一起上课、做实验和写论文的日子，感谢室友柴瑞娟、张亚娟、刘婷婷、

刘娣，感谢宿管阿姨和大叔，感谢你们不管在凌晨几点都等我们回宿舍的温暖。

感谢可爱的你们，让实验室和宿舍成为温馨有爱的家庭。 

 

感谢挚友刘娣，我们一起学习和生活，以及后来工作和科研的时光，在得意
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和失意的日子里互相鼓励、帮助和安慰，分享、总结和学习人生的种种失去与收

获，互相陪伴走过这段珍贵的时光。期待我们拥有更多关于生活平淡的、深刻的

交流和人生一个又一个阶段的不同收获。 

最后，感谢家人一直给我支持、鼓励、陪伴与爱，让我在这几年中安心求学。

感谢父母的培养和言传身教，父母亲的严格与温柔、勤奋与善良，一直影响我，

从他们那里，我学到关于为人处世、立言立行最初的道理。感谢胡元厚先生、秦

显玲女士、传震同学、路仰兰女士、胡培芹老先生，谨以此文献给你们！ 

在实验室安静自由的氛围里实验、阅读、思考与记录，这段孤独时光使我清

醒，在实验顺利与失败的交织中愈挫愈勇。命运埋伏的草蛇灰线，伏脉千里，明

日可期。 

愿秉烛夜游、砥砺前行！ 

人生聚散，愿大家一帆风顺，万事胜意。 

 


