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! 型流感病毒 "#$ 蛋白研究进展

李建丽，张万坡，毕丁仁"

（华中农业大学动物医学院 湖北 武汉 !($$"$）

摘 要：IJ/ 蛋白是 ) 型流感病毒的唯一的非结构蛋白，是一种 KI) 结合蛋白，具有重要的调节活性。IJ/ 蛋白仅

存在于病毒感染的细胞内，且在感染的早期，大量存在于细胞核中，而在感染的晚期，也可出现于细胞浆中。IJ/ 蛋

白具有 KI) 结合区和效应区，在抑制宿主细胞蛋白质的合成、诱导细胞凋亡和拮抗干扰素!L"的产生等方面具有

重要的作用。另外，IJ/ 蛋白在野毒感染的鉴别诊断、外源基因的载体及抗病毒药物的设计等方面，均显示了良好

的应用价值。
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IJ/ 蛋白（IH>5J-?*D-*?74 / N?H-3;>，IJ/）是 ) 型流感病毒

唯一的非结构蛋白，由第 % 个基因编码的，可编码 #$# ’ #("
氨基酸（):;>H )D;=，77），不同毒株有差异，是一个具有多种

活性的调控因子。IJ/ 蛋白仅存在于病毒感染的细胞内，且

在感染的早期，大量存在于细胞核中，而在感染的晚期，IJ/
蛋白也可出现于细胞浆中，且能刺激机体产生抗 IJ/ 蛋白的

抗体［/］。近年来，关于 IJ/ 蛋白的进化、结构、调节病毒的致

病性及其应用等方面进行了深入研究，进一步揭示了 ) 型

流感病毒的致病机理，也为禽流感病毒感染人并引起死亡的

机理提供重要的参考价值。

$ "#$ 蛋白的分群及进化分析

关于 IJ/ 蛋白的分群，根据不同的分类依据将有不同的

分群。根据 IJ/ 基因核苷酸序列的同源性，将其分为 ) 和 O
两个等位基因群，群内同源性高，约为 &$P，群间同源性低，

仅为 "#G(P左右。Q*=R;+ 等［#］对 (% 株 ) 群和 /$ 株 O 群 )
型流感病毒的 IJ/ 基因进行了遗传分析，结果表明，) 群包

含禽源和哺乳动物流感病毒，而 O 群只包含禽源流感病毒。

J*7?3C 等［(］对不同来源的 /$1 株 ) 型流感病毒的 IJ/ 基因进

行比较，把基因 ) 群分为 . 个分支，而基因 O 群则分为两个

分支。S;44;7: T 等［!］分析了 /&&& ’ #$$( 年间流行于意大利

北部的 !$ 株禽流感病毒（U"I/ 亚型）的 IJ/ 基因，结果表

明，IJ/ 基因相对保守，但也有变异，其中 /1 株编码全长 #($
77，1 株因 V5端缺失而编码 ##$ 77，/% 株因间隔性缺失而编码

##! 77，并且所有的高致病性毒株都具有 V5端的间隔性缺

失；还发现，所有的低致病性毒株的 IJ/ 蛋白在流行初期均

是完整的，而于流行后期就出现缺失现象。O7>3-5IH7DB V
等［.］也有类似的报道，他们分析了 #$$$ ’ #$$1 年间流行于以

色列的 #/ 株 U&I# 和 # 株 U.I/ 亚型禽流感病毒，指出所有

的 U&I# 亚型只属于 / 个群，而按分离年代又分为 ( 个亚群；

而所有的 U.I/ 亚型均有 . 个氨基酸的缺失，这些氨基酸的

缺失与病毒毒力及流行时间的相关性，还有待于进一步研

究。

% "#$ 蛋白的结构

目前认为 IJ/ 蛋白有两个重要的功能区，即 KI) 结合

区和效应区。KI) 结合区由 "( 个 77 组成，核心区由 /& ’ (%
位 77 构成，能结合异源 KI)［1］。KI) 结合区是由环连接的 (
个!螺旋构成，( 个螺旋分别由第 / ’ ($ 位，($ ’ .$ 位，.$ ’
"( 位 77 组成，其中第二个螺旋 K(% 和 W!/ 在 IJ/ 蛋白和

=,KI) 结合过程中发挥重要作用［"，%］。效应区位于羧基端

/(! ’ /1/ 位 77，具有阻断宿主 :KI) 剪接、多聚腺苷酸化和

核转运的功能［&］。此外，IJ/ 蛋白还有 # 个核定位信号区，

第一个信号区位于 (! ’ (% 位 77，非常保守，其顺序为 ),X5
)?+5Q3*5)?+5)?+，所有的 ) 型流感病毒均有该区；第二个信号

区位于 #$( ’ #(" 位 77，并非所有的 ) 型流感病毒都含有

该区。

随着技术的发展，IJ/ 蛋白的结构得到了更深入的认

识，其结构与功能的关系也更加清晰。OH?>BH4=- 等［/$］利用 Y
衍射技术对 IJ/ 蛋白的效应区的晶体结构进行了分析，指出

该区具有一个独特的折叠结构与 U.I/ 亚型 )Z[ 的毒力有

关。另 外，IJ/ 蛋 白 还 具 有 3Z6!TZ（ 3*\7?]H-;D -?7>,47-;H>
;>;-;7-;H> ^7D-H? !TZ）结合区域，其位于第 %/ ’ //(77 之间，该区

能与真核细胞启动因子 3Z6!6 的亚单位（3Z6!TZ）结合，启动

病毒蛋白的合成［//］。_<3>7-*3? 等［/#］发现 IJ/ 蛋白的羧基端

有 N0‘ 结构的结合域，即 9J9[ 和 9N9[。N0‘ 结构是一种标

准的蛋白质间相互作用的结构，而含有 N0‘ 结构的蛋白在

细胞信号传导通路上发挥重要功能。进一步分析发现，绝大



多数禽源 !"#$ 亚型毒株含有 %&%’，而高致病性人源 !"#$
亚型毒株具有 %(%’，因此，推测 #&$ 蛋白可能通过该结合域

调节流感病毒的致病性和毒力，还有待于进一步研究。

! "#$ 蛋白与 % 型流感病毒的致病性

目前，) 型流感病毒的致病机制仍不甚清楚，是多基因

及其产物共同作用的结果。#&$ 蛋白是一种多功能调节蛋

白，在调节流感病毒的致病性及毒力方面发挥着重要的作

用。#&$ 蛋白从宿主和病毒两个方面来调节病毒的致病性

和毒力。在宿主方面，#&$ 蛋白可通过抑制宿主细胞蛋白的

合成、诱导细胞凋亡以及拮抗干扰素的产生等方式调节机体

的抗病毒反应，间接地发挥增强病毒致病性的功能；另一方

面，#&$ 蛋白可通过增强病毒 *+#) 的翻译来提高病毒的复

制，直接增强 ),’ 抵抗宿主的抗病毒反应的能力。

!孙博兴 - !.#/ 亚型禽流感非结构蛋白 #&$) 基因的克隆表达及其诱导 !012 细胞凋亡的研究 -吉林大学博士学位论文 - /33" -
!!余丹丹 -两株 !"#$ 亚型禽流感病毒诱导的细胞凋亡研究 -南京农业大学硕士学位论文 -/33" -

!&$ 抑制宿主蛋白的合成

#&$ 蛋白主要通过两种途径来抑制宿主蛋白的合成。

其一，#&$ 蛋白通过其 +#) 结合区与异源 +#) 结合而影响

宿主基因的转录及转录后加工过程。异源 +#) 包括 *+#)
的 (415（)）、67 &8+#)、病毒 +#)、病毒 *+#) "9端非翻译区

和 :;+#)。其机制可能有："与宿主 *+#) 的 (415（)）结合，

抑制宿主细胞 *+#) 的核输出［$<］；#与 67 &8+#) 的特定区

域结合，阻断 =>0?*+#) 的剪接过程［$@］；$与 :;+#) 结合或

直接作用于蛋白激酶 +（(A+），阻碍 :;+#) 介导的 (A+ 及

0,B?/%的激活，抑制 (A+ 诱导的翻译起始［$"］。其二，#&$ 蛋

白能与宿主的多种蛋白直接相互作用，并产生生理活性，在

转录、转录后加工及翻译水平上影响宿主蛋白的表达。业已

证明，#&$ 蛋白能与 <3CD2 的裂解与多聚腺苷酸特异性因子

（E(&B）亚单位、(415（)）结合蛋白&（()F&）和 #&$ 结合蛋

白（#&$?F(）相互作用，影响了宿主蛋白的 =>0?*+#) <9 端的

剪切、多聚腺苷酸化、*+#) 核输出，从而抑制宿主蛋白的合

成［$7 G $H］。

!&’ 下调细胞凋亡

细胞凋亡（)=4=I4;J;）是机体维持自身稳定的一种机制，

在自我平衡的保持以及抵御外界各种因素的干扰方面都起

着非常关键的作用。研究发现，#&$ 蛋白能够下调感染细胞

凋亡，可能是通过抑制 (A+?,B# 途径和 (,<A 激活途径来实

现的。KLJ>84M 等［$.］的研究表明，流感病毒 #&$ 蛋白可以下

调被感染细胞的细胞凋亡。通过对野生型（NO）流感病毒株

)P(+PHP<@ 及其缺失了 #&$ 基因的突变毒株，对被感染细胞

诱导凋亡作用的比较发现，对能产生干扰素的宿主细胞，例

如 QDEA 细胞、鸡成纤维细胞、R 日龄的鸡胚，#&$ 基因缺失

突变株诱导的细胞凋亡比野生型病毒株更迅速和有效，相

反，对于不能产生干扰素的宿主细胞，例如 ’0>4 细胞，野生

型病毒株与 #&$ 基因缺失突变株两者所诱导的细胞凋亡作

用无明显差别，因此，认为流感病毒 #&$ 蛋白能下调细胞凋

亡，且这种抗凋亡作用具有干扰素依赖性。研究显示，(A+

与 ,+B?< 可通过活化“ 死亡诱导信号复合物”来促进细胞凋

亡，但 #&$ 蛋白能抑制 (A+ 和干扰素活化因子 ,+B?<、#B?’F
的活化，因此，#&$ 蛋白能上调“凋亡阈值”来延迟被感染细

胞发生凋亡。另外，#&$ 蛋白也可通过 (,<A 激活途径来调

节感染细胞的凋亡。%L>L2>:I E 等［/3］研究指出 #&$ 蛋白可结

合并激活 (,<A，经一系列级联反应，抑制感染细胞的凋亡，

从而确保病毒的有效复制。

国内的相关研究比较少，孙博兴! 首次观察到了 !.#/
亚型 ),’ 的 #&$ 蛋白能诱导 !0S2 细胞发生凋亡。余丹丹!!

用两株生物学特性不同的 !"#$ 亚型 !(), 进行了 #&$ 蛋白

诱导细胞凋亡的研究，结果表明两株均能诱导 !0 S2 细胞发

生凋亡，但差别不大，而诱导鸡胚成纤维细胞发生的凋亡差

异极显著，且与毒力有关。因此，进一步研究流感病毒诱导

细胞凋亡，可对其致病机制有更为深入的理解。

!&! 拮抗干扰素的产生

干扰素?%P(（,B#?%P(）在机体抗病毒过程中发挥重要功

能，,B#?%P(的产生需要 ,+B?<、,+B?R、)(?$、#B?’F 等多种调节

因子在转录水平调节 ,B# 基因 *+#) 的合成。#&$ 蛋白能

通过多种机制抑制 ,B#?%P(的产生和释放，这主要与 #&$ 蛋

白的 +#) 结合区有关。这些机制主要有：抑制抗病毒活性

的 (A+ 和 /9?"9合成酶（/9?"941JT42:08512I0 ;58IL0I2;0）的激活；

阻止 :;+#) 活化的抗病毒信号传导通路；抑制干扰素调节

因子的激活等［/$，//］。&I0=L28 等［/<］研究发现，#&$ 蛋白能够

抑制 U#A（UV8 #?I0>*J821 AJ82;0）和 )(?$ 转录因子的激活。由

于 )(?$ 因子能转录活化多种抗病毒和炎性细胞因子的基

因，故其激活对机体在急性病毒感染时的初始免疫应答起重

要作用。另外，#&$ 蛋白个别位点氨基酸也影响 ,B#?%P(的

产生，如 +<H、%./ 和 )$@.。QJ8 等［/@］将 #&$ 蛋白 <H 位 )>T
突变为 )1V，导致该突变株并不抑制 ,B#?(的 *+#) 的产生。

SJ K 等［/"］证实 #&$ 蛋白第 $@. 位的 )12 与 #&$ 蛋白颉颃干扰

素效应有关。#&$ 蛋白 ./ 位 W1V 的存在对于 #&$ 蛋白拮抗

,B# 和 O#B 介导的抗病毒反应也具有决定性的作用［/7］。

!&( "#$ 蛋白与宿主蛋白相互作用

#&$ 蛋白可与宿主蛋白相互作用，以改变宿主蛋白的重

新分布及增强病毒蛋白的表达等方式，增强病毒的致病性和

毒力。这些蛋白主要有 &I2VX08 蛋白、真核生物翻译起始因

子 @W,（0,B@W,）、#&$ 结合因子（#&$?)）、(145（)）结合蛋白)
（()(F)）。B21YZ8 ) 等［/R］证实 #&$ 蛋白能与 &I2VX08 蛋白特

异性地结合，且二者的结合有助于病毒 *+#) 定位于适当的

位置，以利于病毒蛋白的有效合成。O4*[; 等［/H］研究表明

#&$ 蛋白能与 0,B@W, 相互作用，使 0,B@W, 特异的结合于病毒

*+#) "9?6O+，竞争宿主 *+#) 的翻译起始，从而利于病毒

*+#) 的优先翻译。N41XX O 等［/.］证明了 #&$?)能与 #&$ 蛋

白结合，而该蛋白与 #&$ 蛋白的结合能够抑制机体的抗病毒

反应，增强病毒的复制，在流感病毒的生活周期中具有重要

作用，其机理可能是通过调节感染细胞中的类固醇激素的水

3<R S, UJ28?1J !" #$ - P%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（/33R）@R（@）



平来完成的。另外，!"# 蛋白、$%$&!和 ’()*+( 三者结合形

成的翻译起始复合物，能使病毒 ,-!% 的 ./端更有效地游走

于核糖体，从而促进病毒 ,-!% 的翻译。基于以上的研究成

果，本实验室正欲利用细菌双杂交系统从构建的 %(0 感染鸡

的脾组织 12!% 文库中，试图筛选能与 !"# 蛋白相互作用的

宿主蛋白，从而探讨 !"# 蛋白调节病毒致病性和毒力的新的

途径和作用方式。

! "#$ 蛋白的应用

!%$ "#$ 蛋白在禽流感鉴别诊断上的应用

禽流感，尤其是高致病性禽流感在全球流行，并引起了

人的感染和死亡，赋予了禽流感更大的公共卫生意义。目

前，在我国多采用灭活疫苗免疫和扑杀相结合的措施控制禽

流感的流行，并取得一定的成效，但疫苗免疫不仅干扰了血

清学监测，且不利于国际贸易。如何有效区分疫苗免疫和野

毒感染，如何鉴别疫苗接种的动物是否感染了禽流感病毒，

成为当前禽流感鉴别诊断的当务之急。

目前，在疫苗免疫和野毒感染禽的鉴别诊断（2344’5’67387’
(64’17’9 45:, 08113687’9 %63,8;<，2(0%）方 面 有 四 种 不 同 策

略［=>］。一是免疫群内安插未免疫过的哨兵禽；二是采用亚

单位疫苗免疫定向检测血凝素蛋白；三是接种与野毒血凝素

同源而神经氨酸酶异源的疫苗；四是检测非结构蛋白 !"# 的

抗体。由于 !"# 蛋白自身的特点，在鉴别诊断灭活疫苗免疫

动物与自然感染病毒动物方面有着广阔的应用前景。首先，

!"# 蛋白相对保守。用多克隆抗血清对 !"# 的抗原性进行

研究发现，不同亚型毒株之间存在明显的交叉反应。从人、

猪、马分离的 % 型流感病毒，其 !"# 的抗原性非常相似，一

般方法难以区分。其次，!"# 蛋白是非结构蛋白，仅存在于

流感病毒感染的细胞内，且能刺激机体产生针对该蛋白的抗

体，而灭活疫苗免疫的动物不会产生针对 !"# 蛋白抗体，故

!"# 蛋白及其抗体可以作为病毒感染的一个重要标记，已成

为区分 %(0 野毒感染重要工具。

目前鉴别诊断方法主要是 ?@("%，通过检测 !"# 蛋白的

抗体来达到鉴别诊断的目的。&351ABC851A36［=#］和 DE8F3 等［=G］

分别应用 ?@("% 技术 !"# 抗体，成功地区分流感病毒感染马

和灭活疫苗免疫马。HI,J’K 等［==］用重组 !"# 蛋白和人工合

成的 !"# 多肽（!"#GL M *# 和 !"#=N M *O）作为抗原，成功地建立了

区分野毒感染鸡群和灭活疫苗免疫鸡群。赵思亭等［=*］也利

用表达的 !"# 蛋白建立了鉴别野毒感染的间接 ?@("%，显示

了良好的应用前景。作者也成功建立了区分野毒感染的间

接 ?@("% 方法。除了 ?@("% 方法外，本实验室采用免疫金技

术建立了一种快速、方便、经济的检测 !"# 抗体的胶体金检

测试纸条（专利正在申报中），达到鉴别诊断的目的。

上述鉴别诊断有其不足之处。其一，该方法灵敏度不

高。可能是因为病毒感染细胞产生的 !"# 蛋白的量不高，导

致其抗体水平也不高。其二，存在较低的干扰现象。主要是

由于当前使用的禽流感疫苗纯度不高，有低剂量 !"# 蛋白的

污染，导致灭活疫苗免疫的群体中也存在低水平的 !"# 抗

体，干扰了该方法的特异。尽管免疫群体中也存在 !"# 抗

体，但野毒感染会产生更高水平的 !"# 抗体，因此，该方法能

够区分野毒感染和疫苗免疫群体。

另外，研究发现，!"# 蛋白部分缺失可致弱病毒，但不影

响其免疫原性，且免疫后检测不到已修饰的 !"# 蛋白的抗

体，因此通过检测该抗体的有无，也可判断是否有野毒感染。

-31A7 等［=.］研究发现用只表达含 #GN 个氨基酸的 !"# 蛋白的

猪流感弱毒株（HPLO）免疫四周龄猪，不仅能抵抗同型和异型

毒株的感染，且免疫猪检测不到其 !"# 抗体，这提示，可以利

用 HPLO 弱毒株作为疫苗，并通过检测 !"# 抗体的有无来鉴

别免疫动物是否感染野毒。该方法避免了当前灭活疫苗中

由于低剂量的 !"# 蛋白的存在而导致非特异性的问题，但也

存在弱毒反强的风险。

!%& 可作为携带外源基因的载体

研究发现，!"# 蛋白可作为携带外源基因的载体。主要

有两个原因，其一，由于 !"# 基因在流感病毒的 O 个基因中

最短，便于反向遗传操作；其二，!"# 蛋白能够接受超过 G.>
个氨基酸的外源片段，且能在感染细胞中大量产生，并诱导

产生较强的针对外源蛋白的免疫反应。Q377’; 等［=N］在 !"# 蛋

白 !B端的 #G. 位氨基酸处插入了绿色荧光蛋白（+)$），并获

得了表达。"8R36’ 等［=S］在 !"# 蛋白 !B端的 #G. 位氨基酸处

插入了结核分支杆菌的 ?"%HBN 蛋白，免疫小鼠后，产生了结

核分支杆菌特异的 T2*U 免疫反应；免疫的小鼠和猪均能抵

抗结核分支杆菌的感染。因此，我们可利用 !"# 蛋白能够接

纳外源蛋白特点，可以将不同病原微生物的保护性蛋白与

!"# 蛋白融合表达，构建基因重组活载体疫苗，达到“一针多

防”的目的。

’ 结语

!"# 蛋白通过多种机制参与流感病毒逃避宿主的抗病

毒应答，因此，颉颃 !"# 蛋白的功能，在 % 型流感病毒的防

制方面具有重要的应用价值。另外，近年来关于 !"# 蛋白与

宿主蛋白相互作用的研究较深入，但多见于人源蛋白，而其

与禽源蛋白的相互作用还未见报道，!"# 蛋白与禽源蛋白互

作的研究不仅有助于进一步阐明 %(0 感染禽类的致病机理，

还可以揭示其感染人并致人死亡的机制，这一点应值得关

注。在临床应用方面，!"# 蛋白在鉴别诊断中的应用已受到

广泛关注，但目前的鉴别诊断还存在不足之处，因此研究更

加灵敏、特异、快速、经济的鉴别诊断方法，将是今后的重点

研究方向。另外，!"# 蛋白在活载体疫苗的研制和抗病毒药

物靶点的设计方面也显示了良好应用的前景。
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本书为《T7&2@ 微生物生物学》（原书第十版）的影印版，涵盖了微生物学的许多新进展，展现了一

个全新的组织结构和表达方式，同时也保留了以往版本的精华以便灵活适应新世纪的教学手段。

本书共六个部分：微生物学原理，进化微生物学和微生物的多样性，代谢多样性和微生物生态学，免

疫、病原和寄主的响应，微生物疾病和微生物在工业生产和科学研究中的应用，其知识全面、内容丰

富。
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