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流感病毒非结构蛋白对 TBK一1的抑制作用 

周国平 陈吉庆 吴升华 陈晓禹 陈辉 

【摘要 】 目的 流感病毒非结构蛋白1(nonstmctural protein 1，NS1)抑制干扰素调节因子(inter— 

femn regulatory factors，IRF)3的机制未明，TANK结合激酶 1(TANK—binding kinase 1，TBK一1)能使 IRF-3 

活化，研究 NS1是否对 TBK-1有抑制作用。方法 亚克隆 IRF-3、NS1和 TBK-1至 peDNA3．1-flag构建 

flag-lRF-3、flag-NS1和 flag-TBK一1质粒；用 1]3K-1对 TBK-1+NS1以及 IRF-3+TBK-1对 IRF-3+TBK-1+ 

NS1两组实验，分别共转染人胚胎肾上皮 293细胞，用抗 flag抗体作 Western blot分析，鉴定 1RF-3、NS1 

和 TBK-1的表达，观测 NSI对 TBK一1活化 IRF-3的抑制作用；荧光素酶功能分析方法观测 NS1对 TBK- 

1诱导的干扰素 p(I 一p)启动子一pGI，2B荧光素酶活性的影响。结果 IRF-3、NS1和 TBK-1均有高表 

达。TBK-1能使 IRF-3活化，Western blot分析显示：TBK-1转染的细胞出现迁移较慢的 IRF-3Ill和Ⅳ型， 

NS1共转染可使 IRF-3 Ill和Ⅳ型几乎消失；荧光素酶功能分析显示 ，NS1能抑制 TBK-1活化内源性 

IRF-3所诱导的 IFN．p启动子活性 ，约为对照组的 1，4，TBK-1+IRF一3共转染可使 IFN一8启动子活性增 

高近 1000倍，NS1可使 TBK-1活化外源性 IRF一3所诱导的1FN一8启动子的活性降至对照组的约 1，2至 

1／3。结论 流感病毒 NS1可抑制 TBK-1所致的IRF一3活化，功能分析提供了NS1显著抑制TBK-1诱导 

的IFN—p启动子活性的证据，首次阐明了流感病毒 NS1抑制 IRF-3因而抑制干扰素 p产生的机制之一 

是通过 TBK-I信号通路所取得，为新的抗病毒治疗及新药开发战略提供了基础。 
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【Abstract】 Objective To explorewhetherNSI is abletoinhibitthe activity ofTBK一1．Methods IR 

3，NS1 and TBK-1 were subcloned into peDNA3．1-flag respectively．1]3K-1 vs TBK-1+NS1 were transfected into 

HEK 293 cells．CeU extracts were analysed by Westem blot and then probed with monoclonal flag antibodv．Lucif- 

erase assay was carried out by co-transfection of reporter plasmid，interferon-p promoter-pGL-2B，with two groups 
of cDNA expression plasmids：TBK-1 vs TBK-1+NS1：an d IRF-3+TBK-1 vs 1RF-3+TBK．1+NS1

． Cells were 

coilected an d assayed for lilciferase activity 24 hours after transfection
． As positive contro1．cells were transfected 

th or without NS1 an d then infected  with Sendai vires for 8 hours after 16 hours transfection
． Results IRF-3． 

NS1 and rBK_1 were strongly expressed．TBK-1 can activate IRF-3，NS1 inhibited the lucife activit、r 0f I 一G 

promoter．TBK·1 an d IRF-3 co-Wansfection induced a 10130-fold stimulation of IFN一8 promoter
． NS1 induced  a 1／2 

to near 1／3 inhibition of lucirerase activity of IFN．B promoter compared with contro1．Condusion Influenza NS1 

protein eaR inhibit the phosphorylation of IRF-3 activated by TBl，-1．Functional analysis provides evidence that 

NS1 can significantly inhibit the luciferase activity ofIFN—p promoter induced by TBK一1．The results have impor． 

taut impact Oil antiviral therapeutic strategy and pharmaceutical development． 

【Key words J Inteffemn regulatory factor3(IRF-3)；TANK-binding kiI1ase 1(TBK-1)；Nonstmctural Dro— 

tein l(NS1) 

流行性感冒病毒在人群中的流行估计可导致 

全世界每年50万人的死亡 ，它似乎有无穷的逃避 

人类机体免疫反应的能力，因而是研究病原与机体 

相互作用的经典研究工具，专家们担心禽流感病毒 

H5N2将来可能会进化或重组成能在人群中传播的 
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病毒而引起大流行 ，所以对流感病毒基因分子结 

构与人体防御系统相互作用的研究应提上日程。流 

感病毒 A有一负链 RNA基因组，编码 8个 RNA片 

段和由于不同拼接所致的 lO或 11种蛋白，第 8片 

段可编码一种蛋白，称为非结构蛋白 1(nonstructural 

proteinl，NS1)，NS1蛋白通过多个机制抑制宿主的 

抗病毒反应，这些机制包括抑制 PKR激酶，通过阻 

止 NF—KB和干扰素调节因子(interferon regulatory fac— 
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tors，肼 )3的激活而阻断干扰素 的产生 。一种 

名为PR8的病毒(野生型流感病毒 A)能抑制 IRF-3 

的激活及 IRF．3所诱导的 IFN． mRNA的产生，而缺 

失 NS1的 delNS1同源病毒却无这些作用。NS1与 

H5N1流感病毒对干扰素和肿瘤坏死因子 a的耐受 

相关 ，然而 NS1抑制 IRF．3激活的机制尚未阐明。 

最近 kB激酶(kB kinase，IKK)相关通路在干 

扰素抗病毒中的作用研究方面取得突破性成果 ， 

首次证明IKK相关通路 TBK．1和 IKKE是病毒激活 

激酶的成分，可磷酸化从而活化 IRF．3和 IRF-7。 

TNF受体相关 因子 (TNF receptor associated factor， 

TRAF)家族成员相关的 NF．xB激活因子(TRAF fami． 

1y member associated NF．xB aetivator，TANK)结合激酶 

1(TBK．1)，与 IKKE均为新发现的 IKK成员，研究发 

现它可磷酸化 I ＆ 的36位丝氨酸而不是 32位丝氨 

酸 ]。TBK．1在各组织中广泛分布，而 IKKE主要分 

布在淋巴组织。由于TBK一1可激活 IRF．3，而 NS1能 

抑制 IRF．3的激活，本研究试图探索 NS1是否通过 

抑制 TBK．1这一信号通路来抑制 IRF．3的激活。 

材料和方法 

质粒构建：TBK．1 cDNA购自Origene公司，用作 

PCR模板，特异性的引物为：上游引物 5 ．GCGGC． 

CGCGATGCAGAGCACTI'CTAATCATC．3 ，下游引物 5 ． 

TCTAGA0 A A AGACAGTCAACGr几℃C．3 ， IRF．3 和 

NS1的 PCR方法参照文献[3，7]，NS1的PCR模板来 

自野生型流感病毒 A／PR8病毒，亚克隆 IRF．3、NS1 

和TBK．1 PCR产物至 pcDNA3．1．flag构建 flag—IRF一3、 

flag—NS1和 flag-TBK一1质粒。 

细胞培养：人胚胎肾(Hl1K)293细胞用修饰的培 

养液(Gibco—BRL公司)加 10％胎牛血清、2 mmol／L谷 

氨酰胺、100 U／ml青霉素和 100 U／ml链霉素培养。 

转染和荧光素酶分析：在 布满 60％ ～80％ 

HEK293细胞的 12孔培养板中用磷酸钙共沉淀方法 

进行转染，用于荧光素酶功能分析的报告质粒为 

IFN． —PGL-3报告子(萤火虫荧光素酶，实验报告子) 

和 pRLTK报告子 (Renilla一荧光素酶，内对 照报告 

子)，每孔用 10 ng pRLTK报告子，50 ng IFN一8一PGL-3 

报告子与0．1／xg表达质粒 pcDNA3．1一flag—TBK．1和／ 

或0．1／xg pcDNA3．1-flag—IRF-3和／或 0．5／xg、1．5／xg 

或2．0／xg pcDNA3．1-flag-NS1共转染，转染后 24 h收 

集细胞，表达质粒分组有 2种方法：①检测 NS1对 

TBK一1活化内源性 IRF一3所诱导的干扰素 启动子 

活性：TBK一1和TBK一1+NS1；②检测 NS1对TBK一1活 

Chin J Microbiol Imnmnol，May 2005， 堑! ： 

化外源性 IRF．3所诱导的干扰素 启动子活性：IRF- 

3+TBK．1和 IRF一3+TBK．1+NS1，转染 pcDNA 3．1- 

flag或 O．5／xg，1．5／xg pcDNA3．1-flag-NS1后 16 h，感 

染 Sendai病毒(SV，血凝单位 25 HAU／1o6)8 h，然后 

收集细胞，用荧光素酶分析仪(Promega公司)按厂家 

说明做活性分析。根据需要可用 pcDNA3．1．flag补 

充使转染的总 DNA维持一致。部分转染细胞用于 

Western blot鉴定蛋白表达。 

Western blot分析：为证实 pcDNA3．1-flag-TBK- 

1，pcDNA3．1．flag．IRF．3以及 pcDNA3．1．flag．NS1的 

表达，用转染细胞的全细胞提取物 2O g上样于含 

10％的聚丙烯酰胺的凝胶做 SDS．PAGE，经硝酸纤维 

膜(Amersham公司)转移和膜封闭后，用 1：3000抗 

flag单克隆抗体 M2(Sigma公司)室温孵育 1 h，PBS 

洗膜，10 min×4，然后与 1：2500山羊抗小鼠抗体进 

行反应，反应用加强的化学发光 (ECL)测定系统 

(Amersham公司)按说明曝光观测。 

结 果 

1．NS1对磷酸化的IRF．3lU和Ⅳ型的作用：IRF． 

3、NS1和 TBK．1均有高表达。TBK．1能使 IRF．3活 

化，表现为用抗 flag的 Western blot分析，显示用 

TBK．1转染的细胞出现迁移较慢的磷酸化 IRF．3Ⅲ 

和Ⅳ型，NS1共转染可使 IRF．3Ⅲ和Ⅳ型几乎消失 

(图 1)。 

(×1O ) 

91(TBK-1) 

图 1 NS1对 TBK-1所诱导的磷酸化IRF-3 III和Ⅳ型的 

作用 

Fig 1．The effect of NS1 to ph~ horylaaon form III and 

Ⅳ of IRF-3 resolved by SDS-PAGE in cells transfected、’ri廿l 

TBK-1 in W estern blot analysis by~t-flag 

1：IRF-3+113K-1+ NS1：2：IRF-3+TBK-1 

2．NS1对 TBK．1活化内源性 IRF．3所诱导的 

干扰素 p启动子荧光素酶功能分析：如图 2所示， 

NS1能抑制 TBK．1活化内源性 IRF一3所诱导的干扰 

素 启动子活性，约为对照组的 1／4，NS1对 sV所诱 
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导的 IFN．8启动子活性的抑制作用更明显，约为对 

照组的 1／8，TBK．1活化内源性 IRF．3使诱导的 IFN-』3 

启动子活性增高 397倍。 

_

一 ．n．一．一． _n-n_n 
l 2 3 4 5 6 7 

The inhibitory effects ofNS1 to IFN-口promoter 

function activated by TBK-I 

图2 NS1对 TBK．1活化内源性 IRF．3所诱导的干扰素 

启动子荧光素酶的功能分析 

Fig 2．The finldional luciferase aclivity analysis of inlfibi- 

lion ot NS1 toⅡN_B promoter，which was induced by endoge- 

llOlllS IRF-3 aclJvatecl by T]BK-1 

1：Vector；2：SV；3：SV +0．5 g NS1；4：SV+ I 5 g NS1；5： 

TBK-1：6：TBK-1+0．5 tag NS1：7：TBK-1+1．5 NS1；8：TBK-1+ 

2．0 NS1 

3．NS1对 TBK．1活化外源性 IRF-3所诱导 的 

干扰素 p启动子荧光素酶功能分析：TBK．1+IRF．3 

共转染可使 IFN． 启动子活性增高近 1000倍，NS1 

可使这种 TBK．1活化外源性 IRF．3所诱导的干扰素 

8启动子活性降至对照组的约 1／2到 1／3，NS1的该 

作用随 NS1转染量的增加而增加，呈剂量与效应关 

系(图 3)。 
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The inhibitory effects ofNS1 to IFN一目promoter 

function activated by TBK一1+JRF-3 

图3 NS1对 TBK-1活化转染的外源性 IRF-3所诱导的 

干扰素 B启动子荧光素酶功能分析 

№ 3．The funclJonal luciferase activity analysis of inhibi． 

1ion of NS1 toⅡN．B promoter，which Wills induced by trails． 

fected extrinsic IRF-3 activated by TBK-1 

1：Vector；2：TBK-1+IRF-3；3：TBK-1+IRF-3+0．5 NS1；4： 

TBK·1+IRF-3+1．5 g NS1；TBK-1+IRF-3+2．0 g NS1 

讨 论 

细胞有通过激活干扰素系统而对入侵病毒产生 

快速反应的潜力，这种反应须通过像 IRF．3这种细 

胞本身具有的转录调节因子的活化所取得。IRF．3 

在非感染细胞存在于细胞浆中，病毒感染后所形成 

的病毒活化激酶(virus．activated kinase，VAK)使 IRF． 

3的 C．端的丝氨酸和苏氨酸磷酸化而使 IRF．3发生 

构型改变和双聚，双聚的 IRF．3转移至细胞核内而 

与有关启动子包括干扰素 8启动子结合 j，TBK．1 

和 IKKe是病毒激活激酶的成分 ，IRF．3在启动天 

然抗病毒免疫反应中的重要性近年来被人们所认 

识 j，它是调节干扰素 a和 8基因表达的关键调节 

因子。 

病毒逃避人体免疫攻击的机制中有许多是通过 

攻击 IRF．3而取得的，Foy等 的研究显示，丙型肝 

炎 NS3／4A丝氨酸蛋白酶阻断 IRF．3的磷酸化和效 

应作用而使感染持续，用变异或抑制剂的方法打断 

NS3／4A蛋白酶可使该阻断作用减缓而恢复 IRF．3的 

磷酸化，因而NS3／4A蛋白酶代表了一种具有双重作 

用的治疗靶，抑制它既可阻断病毒复制，又可恢复 

IRF．3控制丙型肝炎感染的作用。流感病毒 A的 

NS1蛋白也可抑制 IRF．3的磷酸化，尽管有一学说 

认为病毒感染时产生的双股 RNA能激活 1RF．3。而 

NS1也能与病毒感染时产生的双股 RNA相结合，因 

而 NS1与双股 RNA竞争而抑制 IRF．3的激活 J，但 

该学说未获普遍接受，细节也有待进一步阐明。 

由于TBK．1能磷酸化而活化 IRF．3l5j，使我们自 

然联想到NS1是否可作用于TBK．1从而抑制 IRF．37 

本研究试图从 TBK．1这一通路寻找 NS1抑制 IRF．3 

活化的机制，结果证实了 NS1可抑制 TBK．1所致的 

IRF-3的活化，功能分析提供了 NS1可显著抑制 

TBK．1所诱导的干扰素 8启动子活性的证据，首次 

阐明了流感病毒 NS1抑制 IRF．3因而抑制干扰素 8 

产生的机制之一是通过 TBK．1信号通路所取得。由 

于NS1抑制 TBK．1活化内源性 IRF．3所诱导的干扰 

素 8启动子活性约为对照组的 1／4，NS1对 Sv所诱 

导的干扰素 启动子活性的抑制作用更明显，约为 

对照组的 1／8，因而推测 NS1通过抑制TBK．1这一信 

号通路可能为 NS1抑制 IRF．3总作用的一部分，NS1 

与 SV病毒感染时产生的双股 RNA相结合而抑制 

IRF．3的机制可能同时存在。 

NS1使 TBK．1活化外源性 IRF．3所诱导的干扰 

素』3启动子活性下降幅度较内源性 IRF．3所诱导的 

干扰素 』3启动子活性下降幅度低，造成这种现象的 

原因可能为 NS1对 TBK．1的抑制无放大作用，而 

TBK-1对 IRF-3的作用却不同，即使少量的TBK．1也 
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可使过度表达的 IRF．3大量磷酸化，本研究中已显 

示 TBK一1活化内源性 IRF一3使诱导的干扰素 启动 

子活性增高 397倍(图2)，而TBK．1活化外源性 IRF- 

3后使诱导的干扰素 口启动子活性增高 963倍(图 

3)，与我们以前的报道一致 ]。NS1的该作用随转 

染量的增加而增加，呈剂量与效应关系，这一证据也 

可支持上述推测。 

总之，本研究首次阐明了流感病毒 NS1蛋白抑 

制 IRF．3因而抑制干扰素 J3产生的通路之一是通过 

TBK一1信号通路所取得这一新机制。这对抗病毒治 

疗有潜在意义，今后对易发生病毒感染者可设法提 

高其 TBK．1的表达。正如其它新机制对药物学的潜 

在含义一样 】，在抗病毒新药开发方面，方向之一是 

可设计阻止 NS1与 TBK一1结合的化学复合物，对于 

流感病毒将来可能会进化或重组成能在人群中大流 

行的病毒学监测方面 可关注变异的 NS1与 TBK一1 

的结合能力的改变。 
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