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蛋白激酶抑制剂 Flavopiridol对流感病毒复制的体外抑制作用

汪世雄，张军杰，叶昕*

中国科学院微生物研究所，北京 100101

摘要:【目的】在细胞水平上研究黄酮类化合物 flavopiridol 的抗流感病毒效果，初步探索了其抗流感病毒的
机制。【方法】首先用Western blot初步检测了在蛋白激酶抑制剂 flavopiridol处理下流感病毒 NP和 M1 蛋白
的水平，然后通过免疫荧光实验观察了宿主细胞中流感病毒 vRNP 的合成，又利用噬斑实验检测了
flavopiridol对病毒复制的影响，最后通过检测 flavopiridol处理的宿主细胞内 RNA 聚合酶Ⅱ的磷酸化状态和
病毒各种 RNA的合成量，探究了 flavopiridol 抑制流感病毒复制的机理。【结果】结果表明，flavopiridol 在细
胞水平上可以显著抑制流感病毒蛋白质和 vRNP 的合成及病毒的复制，同时 flavopiridol 也可以抑制宿主
RNA聚合酶Ⅱ大亚基 CTD结构域七肽重复序列中的 2 位丝氨酸的磷酸化来抑制聚合酶的转录延伸活性，
显著地减少病毒 vRNA的合成。【结论】Flavopiridol可以通过抑制宿主细胞 RNA 聚合酶Ⅱ的转录延伸活性
有效地抑制流感病毒的复制。
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流感病毒( Influenza virus)属于正粘液病毒科，
是一种负链 RNA病毒，包括 A、B和 C三种亚型［1］。
A型流感病毒( IAV)基因组包括八条负链 RNA 片
段，可编码 11 种病毒蛋白质［2］。流感病毒一直是人
类健康安全的极大威胁，仅 20 世纪就发生了 4 次流
感大流行，其中 1918 年的西班牙流感造成了最为严
重的后果，2500 － 4000 万人死于此次大流行［3］。尽
管接种免疫是防治流感病毒最主要的手段，但仍不
是一种完全有效的方法，高效的抗流感病毒药物的
开发具有很重要的意义［4］。之前有研究发现 RNA
聚合酶Ⅱ的活性对于流感病毒的复制是必须的，其
必要性不仅仅体现在其可以提供流感病毒转录起始
所需要的 5'末端帽子结构作为引物［5 － 6］，RNA 聚合

酶Ⅱ的转录延伸活性的抑制可以阻断流感病毒
HA、M1 和 NS1 mRNA的核输出［7］。真核生物 RNA
聚合酶Ⅱ的转录延伸活性受到转录因子 P-TEFb
(positive transcription elongation factor b)的调控，P-
TEFb是一种周期蛋白依赖的蛋白激酶复合物，是由
周期蛋白 CyclinT1 和激酶 CDK9 所构成的异二聚
体［8］。它可以通过磷酸化转录负调控因子和 RNA
聚合酶Ⅱ大亚基 C 末端结构域(CTD)上七肽重复
序列上的 2 位丝氨酸来激活 RNA 聚合酶Ⅱ的转录
延伸活性［9］。Flavopiridol 是一种黄酮类化合物，是
一种周期蛋白依赖的蛋白激酶(CDK)的抑制剂，可
以抑制 HIV的复制［10］，并且具有抗肿瘤的功效［11］。
它可以通过与 CDK的 ATP位点结合有效地抑制 P-
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TEFb的活性［12］。因此我们推测，flavopiridol很可能
会通过抑制 RNA 聚合酶Ⅱ的延伸活性阻断流感病
毒 mRNA 的出核，从而减少流感病毒的复制。为了
研究 flavopiridol对流感病毒复制的抑制作用，本实
验在细胞水平上检测了其抗流感病毒的功效，并对
其作用机理做了初步的验证。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 细胞和病毒:A549 和 MDCK 细胞由本实验
室保存，培养在含有 10%胎牛血清(购自 PAA 公
司)的 DMEM培养基(购自 invitrogen公司)中，流感
病毒 A /WSN /33 通过 12 质粒反向遗传学系统包
装。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:flavopiridol 购自 Sigma 公
司，溶解于 DMSO中，RNA聚合酶Ⅱ、RNA聚合酶Ⅱ
CTD结构域 2 位磷酸化丝氨酸和 5 位磷酸化丝氨酸
抗体购自 Covance 公司，β-actin 抗体购自 Santa
Cruze公司，流感病毒 NP 蛋白和 M1 蛋白抗体来自
微生物所刘文军研究员，MLV 逆转录酶购自
Promega公司，rTaq DNA聚合酶购自 TaKaRa公司。
1. 2 病毒感染和免疫印迹法检测

将 A549 细胞的培养液吸出，并用 PBS 清洗 2
遍，然后把与无血清的 DMEM培养基预混的流感病
毒 A /WSN /33 加入培养皿中，1 h 后吸出含病毒的
培养基，PBS清洗两遍后加入含有血清的 DMEM 培
养基继续培养。感染病毒后加入浓度为 2 ×
10 －6mol /L 的 flavopiridol，将仅加入 DMSO的细胞作
为对照，染毒后 7h 收取细胞裂解液，SDS-PAGE 后
转膜继而进行 Western blot 实验。Western blot 实验
中，用抗 NP、M1、actin、RNA 聚合酶Ⅱ、RNA 聚合酶
Ⅱ CTD结构域 2 位丝氨酸磷酸化和 5 位丝氨酸磷
酸化抗体作为一抗，二抗为辣根过氧化物酶标记抗
兔或鼠的 IgG。
1. 3 免疫荧光染色

将 MDCK细胞培养于玻片上，感染病毒并加入
浓度为 2 × 10 －6mol /L flavopiridol或 DMSO，感染 7 h
后用 PBS 清洗，然后用 4% 多聚甲醛室温固定
10 min，固定后的细胞用含有 1% TritonX-100 的
PBS打孔 1 min，再以 10%的山羊血清室温封闭1 h，
随后一抗 37℃ 孵育 1 h，清洗液清洗 3 遍，每次

10 min，荧光二抗避光室温孵育 1 h，再用清洗液清
洗 3 遍，最后 1 ng /L DAPI 室温染色 5 min用 PBS清
洗 3 次，封片并在荧光显微镜下观察。(清洗液为
含有 0. 5% NP-40 的 PBS，封闭液、一抗和二抗均配
制于清洗液中)
1. 4 病毒生长曲线的测定

将 A549 细胞在 24 孔板中培养，感染流感病毒
后加入浓度为 10 －6 mol /L 的 flavopiridol 或 DMSO，
分别在指定时间点收取上清培养基，然后用收取的
上清以不同的稀释度感染培养于 24 孔板中的
MDCK细胞。将用 PBS配制的 2%的低熔点琼脂糖
加热融化后冷却至 42℃和加热至 42℃无血清无酚
红的 DMEM等体积混合，将混合好的琼脂糖培养基
以每孔 500 μL 的用量加入感染过流感病毒的
MDCK细胞中，3 d 后进行病毒噬斑计数，根据稀释
度计算出感染培养基上清中的病毒滴度。
1. 5 RNA的提取和半定量 RT-PCR

将 A549 细胞培养在 24 孔板中，感染流感病毒
后加入浓度为 2 × 10 －6 mol /L flavopiridol 或 DMSO，
在不同时间点用 Trizol 法提取样品 RNA，并用 MLV
逆转录酶反转录流感病毒的 vRNA、cRNA、mRNA和
细胞的 18S rRNA。其中 vRNA和 cRNA使用流感病
毒末端保守序列作为引物，mRNA 使用 OligodT，而
18S rRNA则是使用随机引物反转录(表 1)。随后
取等量的 cDNA样品对流感病毒的 NP 片段进行扩
增，引物序列为见表 1。PCR扩增后，样品经用琼脂
糖凝胶电泳检测。

表 1 反转录和 PCR所用引物
table 1 Primers for reverse transcription and PCR reaction

Primers Primer sequence (5 &→3 &)
vRNA-1 for RT AGCGAAAGCAGG
vRNA-2 for RT AGCAAAAGCAGG
cRNA for RT AGTAGAAACAAGG
PCR-NP-F TGGCACTCCAATTTGAATGATG
PCR-NP-R TCCATTCCTGTGCGAACAAG
PCR-18s-F GTAACCCGTTGAACCCCATT
PCR-18s-R CCATCCAATCGGTAGTAGCG

Primers for reverse transcription of mRNA and 18s rRNA were oligo dT

andrandom hexmer respectively．

2 结果

2. 1 Flavopiridol能有效地抑制流感病毒蛋白的合成
为了检测 flavopiridol是否可以对流感病毒的
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复制具有抑制作用，我们将 A549 细胞感染流感
病毒 A /WSN /33(MOI = 5 )，同时在培养基中加
入浓度为 2 × 10 － 6 mol /L 的 flavopiridol，感染后六
小时裂解细胞收取细胞裂解液上清，用 Western
blot检测病毒蛋白合成情况。如图 1A 所示，流
感病毒蛋白的合成受到了很大的抑制，经过
flavopiridol处理过后 NP 和 M1 蛋白与对照组相

比几乎消失，显示出 flavopiridol 具有很强的抗流
感病毒的效果。而后在又 MDCK 细胞感染流感
病毒 A /WSN /33 (MOI = 1 ) 同时加入 2 × 10 － 6

mol /L flavopiridol，染毒 6 h 后固定，用免疫荧光
的方法观察流感病毒 NP 蛋白的含量。如图 1-B
所示，免疫荧光实验也验证了 flavopiridol 对流感
病毒的抑制作用。

图 1 Flavopiridol可以显著抑制流感病毒蛋白的合成
Fig. 1 The replication of influenza virus is significantly inhibited by treatment of flavopiridol． A: A549 cells were infected with influenza virus A /

WSN /33 for 1 h and treated with flavopiridol(FLA) for 6 h． The cell lysates were harvested for immunoblotting with indicated antibodies． B: MDCK

cells were infected with influenza virus A /WSN /33 and treated with flavopiridol or with DMSO as control． The cells were then immunostained with NP

antibody (green) and DAPI (blue) ．

2. 2 Flavopiridol抑制流感病毒的复制
由于 flavopiridol 是一种细胞自身转录的抑制

剂，可能具有一定的细胞毒性，因此我们将 A549 细
胞培养在不同浓度的 flavopiridol 中，观察其对细胞
是否具有毒性。我们发现在浓度为 10 －6 mol /L 的
flavopiridol中生长的细胞在 36 h 后状态依然较好。
然后我们将 A549 细胞感染流感病毒 A /WSN /33
(MOI = 0. 01)并加入 10 －6mol /L flavopiridol，分别在
0，12，24 和 36 h收取感染后的细胞上清，如图 2 所
示，噬 斑 实 验 检 测 上 清 中 的 病 毒 滴 度 显 示
flavopiridol对流感病毒的复制具有明显的抑制
作用。
2. 3 Flavopiridol的处理可以降低细胞内 RNA 聚
合酶Ⅱ的的延伸活性，使流感病毒复制受到抑制

为了检测 flavopiridol 是否可以通过抑制 CDK9
的活性从而抑制 RNA聚合酶Ⅱ的延伸活性，我们将
A549 细胞感染病毒(MOI = 5)后在培养基中加入浓

图 2 Flavopiridol的处理可以减少子代流感病的复制
Fig. 2 Flavopiridol inhibites the replication of influenza virus． A549

cells were infected with influenza virus A /WSN /33 and treated with or

without flavopiridol． The medium were harvested at different time

points and the virus titers were measured by plaque assay．

度为 2 × 10 －6 mol /L flavopiridol 或 DMSO，同时用已
知 RNA 聚合酶Ⅱ的活性抑制剂 DRB 作为阳性对
照，感染 6h后收取细胞裂解液，Western blot检测流
感病毒复制情况以及 RNA聚合酶Ⅱ及其 CTD 结构
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域的磷酸化状态。RNA 聚合酶ⅡCTD 结构域 7 肽
重复序列中的 2 位和 5 位丝氨酸的磷酸化状态可以
代表 RNA 聚合酶Ⅱ所处的功能状态。其中 5 丝氨
酸的磷酸化是转录起始活性的标志，而 2 位丝氨酸
的磷酸化是转录延伸活性的标志。如图 3 所示，
DRB和 flavopiridol 的处理均可以抑制流感病毒在
细胞内的复制，而且 flavopiridol 的抑制效果更好。
DRB和 flavopiridol 对 RNA 聚合酶ⅡCTD 结构域 5
位磷酸化基本无影响，而 flavopiridol对 CTD结构域
2 位丝氨酸磷酸化的抑制效果较之 DRB 更为明显。
RNA磷酸化状态的改变表明 flavopiridol 很可能通
过抑制 RNA 聚合酶Ⅱ的活性来抑制流感病毒在宿
主中的复制。

图 3 Flavopiridol可以抑制细胞内 RNA 聚合酶Ⅱ的延
伸活性
Fig. 3 Flavopiridol reduces the phosphorylation of Ser2 in RNA

polymerase Ⅱ CTD heptad repeat sequence． A549 cells were infected

with influenza virus A /WSN /33 and treated with ethanol，DRB，

DMSO or flavopiridol． The cell lysates were harvested for

immunoblotting with indicated antibodies． Pol-Ⅱ:RNA polymeraseⅡ;

p-Ser5: phosphorylated Ser-5 in heptad repeat sequence of RNA

polymerase ⅡCTD domain; p-Ser2: phosphorylated Ser-2 in heptad

repeat sequence of RNA polymerase ⅡCTD domain．

2. 4 Flavopiridol 抑制流感病毒 mRNA 和 vRNA
的合成，但对 cRNA无显著影响

为了验证 flavopiridol 对病毒基因组复制的影
响，我们将 A549 细胞感染流感病毒 A /WSN /33
(MOI = 5)，分别在 4 h、5 h 和 7 h 三个时间点收取
细胞提取病毒 RNA 并进行反转录，将得到的 cDNA
进行半定量 PCR，检测 mRNA、vRNA 和 cRNA 的含
量，18 s rRNA作为内参。如图 4 所示，在不同时间

点上，加入 flavopiridol 以后病毒 cRNA 的减少量并
不明显而 mRNA和 vRNA 则明显下降，而且相比之
下 vRNA合成量的下降更为显著。上述结果表明
flavipiridol可以影响病毒基因组的合成，同时也可以
降低随之而来的 mRNA 转录，而对于以 vRNA 作为
模板的病毒早期转录以及 cRNA 合成的影响不是
很大。

图 4 Flavopiridol对病毒 RNA合成的抑制效果
Fig． 4 The inhibition effect of flavopiridol on the expression of viral RNA．

A549 cells were infected with influenza virus A /WSN /33 and treated with

or without flavopiridol． At indicated time point， the total RNA were

extracted and subjected to RT-PCR with primers specific for viral RNA NP

segment．

3 讨论

由于流感病毒对人类健康的巨大威胁，抗流感
病毒化合物的开发具有重要的意义。为了研究黄酮
类化合物 flavopiridol 对于流感病毒的抑制作用，本
实验直接对感染病毒的细胞施用 flavopiridol，用
Western blot的方法检测宿主细胞内流感病毒的 NP
和 M1 蛋白合成量。NP 蛋白与病毒的 vRNA 以及
聚合酶复合体一同组成病毒的 vRNP复合体，而 M1
蛋白是流感病毒中最为丰富的蛋白，因此这两种蛋
白的含量一般可以作为检测病毒含量的标志，可以
真实地反映流感病毒的复制情况。

目前主要使用的抗流感病毒化合物主要包括两
大类，一类是干扰病毒去包被与宿主细胞融合过程
的金刚烷胺等药物，另一类是针对病毒从宿主细胞
表面释放过程的流感病毒神经氨酸酶(NA)抑制剂，
包括扎那米韦和奥司他韦等，上述两类抗流感病毒
药物作用靶点都是病毒蛋白，并且均出现了具有抗
药性的毒株［13 － 14］，而本研究中使用的 flavipiridol 作
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用靶点是宿主因子 P-TEFb。P-TEFb 是细胞内转录
的正调控因子，可以磷酸化包括 RNA聚合酶Ⅱ等一
系列转录因子从而促进转录的延伸。本研究通过检
测 RNA聚合酶Ⅱ大亚基 CTD结构域七肽重复序列
中 2 位丝氨酸磷酸化的下降，验证了 flavopiridol 可
以抑制宿主细胞 RNA聚合酶Ⅱ的转录延伸活性，且
与对流感病毒的抑制效果相吻合。

之前的研究表明 RNA 聚合酶Ⅱ延伸活性的抑
制并不会阻断流感病毒的转录，但可以导致流感病
毒 mRNA的出核受到抑制，从而抑制流感病毒的复
制。本实验通过半定量 PCR的方法发现 flavopiridol
并没有阻断病毒的转录，而且病毒 cRNA 的复制并
未受到影响，但 vRNA 的产量却有极大的下降。根
据结果推测这种现象很可能是由于转录出的病毒
mRNA没能成功翻译生成病毒蛋白，使得病毒无法
复制出其子代基因组所致。对于 flavopiridol作用机
理的进一步深究，需要对流感病毒 mRNA 的核质分
布情况进行进一步的分析。本实验利用 18 s rRNA
作为 PCR的内参是因为 P-TEFb活性的抑制可以影
响宿主细胞内的转录过程，因此无法使用持家基因
的 mRNA作为内参。

本研究在细胞水平上证实了黄酮类化合物
flavopiridol可以显著地抑制流感病毒的复制，为抗
流感病毒化合物的开发开辟了另一条途径。但其在
活体动物上的效果尚需进一步证明和研究。
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Protein kinase inhibitor flavopiridol inhibits the replication
of influenza virus in vitro
Shixiong Wang，Junjie Zhang，Xin Ye*

Institute of Microbiology，Chinese Academy of Sciences，Beijing 100101，China

Abstract:［Objective］To investigate the antiviral effect of the flavonoid compound flavopiridol on influenza A virus and
explore its antiviral mechanism． ［Methods］The A549 or Madin-Darby canine kidney (MDCK) cells were infected with
influenza A virus A /WSN /33 and treated with flavopiridol． The viral proteins were determined by immunolotting and
immunofluorescence． The virus titer was measured by plaque assay． To verify whether the activity of host RNA polymerase
Ⅱ was affected by flavopiridol， the phosphorylation status of RNA polymerase Ⅱ CTD domain was analyzed by
immunoblotting with phosphor-specific antibody． The amount of viral mRNA，vRNA and cRNA was measured by reverse
transcription and PCR． ［Results］ The amount of viral proteins was significantly decreased and the titer of virus was
greatly reduced in cells treated with flavopiridol． Further analysis showed that the phosphorylation of Ser-2 in the heptad
repeat of the CTD domain in RNA polymeraseⅡ was decreased in falvopiridol treated cell． This result indicated that the
transcription elongation activity of RNA pol II was impaired upon treatment with flavopiridol． Then we found that the
amount of viral vRNA was significantly decreased in flavopiridol treated cells while only moderate decrease of mRNA was
observed and almost no reduction of cRNA was detected． ［Conclusion］Flavopiridol can greatly suppress the replication
of influenza virus． We propose that the inhibition of the transcription elongation activity of host RNA polymeraseⅡ would
cause the decrease of viral mRNA transcription．
Keywords: flavopiridol，influenza virus，RNA polymerase Ⅱ
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关于细菌中 spore的中文名称

本刊编委、华中农业大学生命科学技术学院教授孙明博士对“细菌 spore的中文名称”有着深刻的了解、并为这个名词
在我国微生物学领域的规范化使用做了很多的工作。以下内容节选自孙明教授近日为本刊撰写的一组内容，利于更多的研
究人员规范使用微生物学名词。

1. 在全国科学技术名词审定委员会、微生物学名词审定委员会编辑出版的《微生物学名词》(1988，科学出版社)中，关于
细菌 spore这一名词的中文名称，使用的是“芽胞”。理由是，“孢”指真菌和放线菌中的“孢子”，是指繁殖体;而细菌中的“芽
胞”是指分化体，不是繁殖体，二者有本质的区别，其差异是有科学意义的。就像中文当中有一词多意的现象一样，spore 也可
一词多意。

2. 2006 年 4 月成立了以中国科学院微生物研究所程光胜为主任的新一届微生物学名词审定委员会，该委员会在 2006 年
10 月的工作会议上决定维持 1988 年版《微生物学名词》中关于芽胞的命名方式。

3. 在我国，越来越多的使用“芽胞”二字，证明生物工作者有意识的在更正和推广“芽胞”来替代以前使用的“芽孢”。如:
许多教材、书籍在依据《微生物学名词》使用“芽胞”;部分学术期刊在使用“芽胞”;在网上搜索的电子教案、教学资料或试卷
中，找到许多使用“芽胞”的例子;在因特网如 google(www． google． com)和百度(www． baidu． com)上输入“芽胞”进行搜索，可发
现海量的使用“芽胞”例子。
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