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【摘要】 目的 探讨免疫抑制剂雷帕霉素对流感病毒复制的影响及在流感病毒感染后调节

糖酵解和炎性因子的作用。方法 本研究为实验研究,采用甲型 H1N1流感病毒株 A/PR/8分

别感染人肺泡上皮细胞系A549和永生化小鼠骨髓源巨噬细胞 (iBMDM),构建流感病毒感染细

胞模型。使用人非小细胞肺癌细胞系A459设置空白对照组、感染对照组、感染雷帕霉素组、感

染二甲亚砜组,在流感病毒感染及雷帕霉素处理48h后,使用空斑法和血凝法测定上清液病毒

滴度,定量聚合酶链反应法检测细胞内病毒基因、糖酵解相关基因 (PDK3、PKM、GAPDH、

LDHA、HK2、PGAM1、PGK1)和 炎 性 因 子 干 扰 素 α (IFN-α)、Caspase-1、白 细 胞 介 素

(IL)-1β、IL-18、IL-6、IL-8、凋亡相关斑点样蛋白 (ASC)〛 基因相对量的表达。设置巨噬细

胞空白对照组,巨噬细胞感染对照组和巨噬细胞感染雷帕霉素组,使用小鼠永生化骨髓巨噬细

胞 (iBMDM)在流感病毒感染及雷帕霉素处理24h后,酶联免疫吸附测定法检测上清肿瘤坏死

因子 (TNF)-α浓度。进行3次平行重复实验。结果 感染雷帕霉素组A549细胞上清中的病毒

滴度与感染对照组、感染二甲亚砜组比较差异均无统计学意义 (均P >0 05)。感染雷帕霉素组

NP基因CT值较感染对照组和感染二甲亚砜组升高,分别为 [(17 50±0 35)比 (16 43±

0 12)和 (16 52±0 27),差异有统计学意义,均P <0 05];感染对照组 A549细胞上清中炎

性因子基因GAPDH、LDHA、HK2、PGAM1表达量均较空白对照组上调,分别为 [(2 34±

0 32)比 (1 01±0 16)、 (2 43±0 18)比 (1 01±0 18)、 (2 63±0 48)比 (1 00±0 06),

(17 97±1 13)比 (1 00±0 09)差异有统计学意义,均P <0 05];与感染对照组相比,感染

雷帕霉素组下调了 GAPDH、LDHA、HK2、PGAM1的相对表达量,分别为 [(1 48±0 19)

比 (2 34±0 32)、(1 79±0 09)比 (2 43±0 18)、(1 65±0 28)比 (2 63±0 48)、(10 48±

0 81)比 (17 97±1 13),差异有统计学意义,均P <0 05];感染雷帕霉素组基因 PDK3、

PKM、PGK1与感染对照组比较差异无统计学意义 (均P >0 05)]。感染对照组 A549细胞上

清中Caspase-1、IL-6、IL-8基因的相对表达量较空白对照组上调,分别为 [(47 02±2 07)比

(1 00±0 09)、(17 59±2 14)比 (1 00±0 04)、(3 86±0 44)比 (1 01±0 19),差异有统计学

意义,均P <0 05]。以感染复数=20流感病毒感染iBMDM 细胞24h后,巨噬细胞感染对照

组上清液中TNF-α的浓度较巨噬细胞空白对照组升高 (260 60±38 90)ng/L 比 (44 96±

3 12)ng/L,而巨噬细胞感染雷帕霉素组的 TNF-α的浓度降低了 (132 20±12 29)ng/L比

(260 60±38 90)ng/L,差异有统计学意义 (均P <0 05)。结论 雷帕霉素减少流感病毒 NP
蛋白基因在肺泡上皮细胞中的表达,同时可有效减轻流感病毒感染引起的糖酵解通路激活,并

降低感染后巨噬细胞炎症反应。
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【Abstract】 Objective Toinvestigatetheeffectoftheimmunosuppressantrapamycinonviral

replicationininfluenzavirus-infectedcell andtodetermineitsroleinregulatingglycolysispathway
andinflammatoryresponseduringinfluenzavirusinfection Methods Thiswasanexperimental

study HumanalveolarepithelialcellA549andiBMDM immortalizedmurinebonemarrow-derived
macrophages celllineswereinfectedwithinfluenzavirusA H1N1 PR 8toconstructacellmodel

ofinfluenzavirusinfection Humannon-smallcelllungcancercelllineA459wasusedtosetupa

blankcontrolgroup aninfectioncontrolgroup arapamycininfectiongroup andadimethyl
sulfoxideinfectiongroup At48hourspostinfectionandrapamycintreatment thecellculture

supernatantvirustiterwasdeterminedbyplaqueassayandhemagglutinationassay theexpression
levelsofviralgene glycolysisgenes PDK3 PKM GAPDH LDHA HK2 PGAM1 andPGK1  

andinflammatoryfactorinterferonα Caspase-1 Interleukin IL -1β IL-18 IL-6 IL-8 and
apoptosisassociatedspecklelikeprotein ASC genesweredeterminedwithrealtimequantitative

PCR RQ-PCR  Amacrophageblankcontrolgroup amacrophageinfectioncontrolgroup anda

macrophagerapamycininfectiongroupweresetup At24hourspostmouseiBMDMinfectionand
rapamycintreatment thesupernatantcytokinetumornecrosisfactor TNF -αiniBMDMculture

wasmeasuredbyELISA Threeparallelreplicateexperimentswereperformed Results Therewas
nosignificantdifferenceinviraltiterinthesupernatantofA549cellsbetweentherapamycin

infectiongroupandinfectioncontrolgroup rapamycininfectiongroupanddimethylsulfoxide
infectiongroup bothP>0 05  TheCTvalueofinfluenzavirusNPgeneintherapamycininfection

groupwashigherthanthatintheinfectioncontrolgroup 17 50±0 35vs16 43±0 12 andinthe
dimethylsulfoxideinfectiongroup 17 50±0 35vs16 52±0 27  withsignificantdifferences

 bothP <0 05  TheexpressionsofGAPDH LDHA HK2 andPGAM1intheinfectioncontrol

groupwereup-regulatedcomparedwiththoseintheblankcontrolgroup withsignificantdifferences

 2 34±0 32vs1 01±0 16 2 43±0 18vs1 01±0 18 2 63±0 48vs1 00±0 06 17 97±1 13vs
1 00±0 09  allP <0 05  Comparedwiththeinfectioncontrolgroup rapamycintreatmentdown-
regulatedtheexpressionsofGAPDH LDHA HK2 andPGAM1 withsignificantdifferences 1 48±

0 19vs2 34±0 32 1 79±0 09vs2 43±0 18 1 65±0 28vs2 63±0 48 10 48±0 81vs17 97±
1 13  allP <0 05  therewasnosignificantdifferencesforPDK3 PKM andPGK1betweenthe
twogroups P >0 05  TherelativeexpressionsofCaspase-1 IL-6 andIL-8intheinfection

controlgroupwereup-regulatedcomparedwiththeblankcontrolgroup 47 02±2 07 1 00±
0 09 17 59±2 14vs1 00±0 04 3 86±0 44vs1 01±0 19  allP <0 05  After24hof
infectionwithinfluenzavirusmultiplicityofinfection MOI =20 theconcentrationofTNF-αinthe
cellsupernatantofthemacrophageinfectiongroupincreasedcomparedwiththatofthemacrophage

blankcontrolgroup  260 60±38 90 ng Lvs 44 96±3 12 ng L  whiletheconcentrationof
TNF-αintherapamycininfectiongroupwasreduced withsignificantdifferences  132 20±12 29 
ng Lvs 260 60±38 90 ng L  allP<0 05  Conclusions Rapamycinreducestheexpressionof
NPgeneofinfluenzavirusinalveolarepithelialcells andcaneffectivelyreducetheup-regulationof

glycolysis-relatedenzymegenescaused byinfluenzavirusinfection as wellasreducethe

inflammatoryresponseofmacrophagesafterinfection 
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流行性感冒 (流感)是由流感病毒引起的急

性呼吸道传染病,每年导致全球约29万~65万例

呼吸道疾病相关死亡[1]。其中,重症流感的病死率

较高,而现有的抗病毒治疗药物如奥司他韦等单独

应用对重症流感疗效欠佳。在重症流感病程中,过

度激活的免疫反应是导致患者死亡的主要原因[2],
在抗病毒治疗的同时联合免疫调节治疗 (如糖皮质

激素)可降低病死率[3],近年来糖皮质激素在重症

新型冠状病毒感染治疗中也已获得广泛应用[4]。但

糖皮质激素的抗炎靶点非常广泛,且大剂量应用时

可能会有较多不良反应,反而造成不良临床结

局[5]。因此,临床需寻找一种新的重症流感辅助免

疫调节治疗方法。
雷帕霉素是用于器官移植患者术后抗排异治疗

的免疫抑制剂,其衍生物在某些肿瘤的治疗中也有

应用,此外研究还发现雷帕霉素具有延长若干种动

物寿命[6-8]和免疫调节作用[9]。近期有个案报道显

示,在重症流感病毒和禽流感病毒感染病例中联合

使用雷帕霉素和抗病毒药物 (在重症流感中再加用

糖皮质激素)可改善患者预后[10-11]。此前也有随机

对照临床研究显示,早期糖皮质激素联合雷帕霉素

的应用可以改善重症甲型 H1N1流感患者的预后,
缩短呼吸机使用时间[12]。但是,雷帕霉素在治疗

重症流感感染中的具体机制尚不清楚。哺乳动物雷

帕霉素靶蛋白 (mammaliantargetofrapamycin,

mTOR)是雷帕霉素的作用靶点。它是一种保守

的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶,其介导的mTOR信号

通路参与细胞内许多重要的生物学过程,包括糖代

谢、线粒体代谢、蛋白质合成、核酸合成和脂质代

谢等[13]。流感病毒感染可能导致细胞中的这些代

谢相关通路发生改变,而抑制这些代谢通路的激活

可能也会降低重症流感的病死率[14]。雷帕霉素是

否通过抑制糖酵解等代谢通路激活减轻重症流感损

伤有待探究。本研究通过构建流感病毒感染的细胞

模型,分别从雷帕霉素对于流感病毒复制的影响、
对糖酵解相关酶基因表达和炎性因子的调控角度,
对雷帕霉素治疗重症流感潜在的机制进行研究。

1 材料与方法

1 1 细胞及病毒培养 人非小细胞 肺 癌 细 胞

(A549)及犬肾细胞 (MDCK)购自武汉普诺赛生

命科 技 有 限 公 司,小 鼠 永 生 化 骨 髓 巨 噬 细 胞

(iBMDM)为北京生命科学研究所邵峰实验室惠

赠,均在 DMEM 高糖培养基+10%胎牛血清+
1%青霉素-链霉素 (美国Gibco公司)中于37℃、

5%CO2 环境培养。甲型 H1N1流感病毒株 A/

PR/8由本实验室保存并在鸡胚中传代[15]。

1 2 其他材料 雷帕霉素、CellCountingKit-8
(CCK8)试剂盒购自美国 MCE公司,雷帕霉素以

二甲亚砜溶解保存。RNA 提取试剂盒购自德国

QIAGEN公司,逆转录试剂购自日本 TaKaRa公

司,定 量 聚 合 酶 链 反 应 (quantitative PCR,

qPCR)预混液购自美国Thermo公司,小鼠肿瘤

坏死因子α(tumornecrosisfactor,TNF-α)酶联免

疫吸附测定 (enzymelinkedimmunosorbentassay,

ELISA)试剂盒购自杭州联科生物技术公司。

1 3 细胞活性检测 iBMDM和A549细胞培养至

对数生长期,以每孔100μl培养基、3×103 细胞

接种于96孔板,培养过夜后进行实验。细胞上清

液 更 换 为 含 有 10-1、10-2、10-3、10-4、10-5 和

10-6mmol/L雷帕霉素的完全培养基 (DMEM+
10%胎牛血清+1%青霉素-链霉素),对照组加入

不含药物的完全培养基,每组设置6个平行孔。

iBMDM 和A549分别培养24h或48h后,将细胞

上清更换为含10% CCK8的完全培养基,放入培

养箱培养2~4h,用酶标仪检测450nm下的吸光

度值。

1 4 流感病毒感染和雷帕霉素处理

1 4 1 A549流感模型建立及处理 将A549细胞

以6×105 个/T25培养瓶铺板并培养过夜,设置空

白对照组、感染对照组、感染二甲亚砜组和感染雷

帕霉素组。感染对照组加入甲型 H1N1流感病毒

株A/PR/8,感染复数 (multiplicityofinfection,

MOI)为10;感染雷帕霉素组以相同剂量流感病

毒感染,孵育1 5h后在培养基中加入雷帕霉素使

其终浓度为1μmol/L;感染二甲亚砜组在病毒感

染孵育1 5h后培养基中加入等量稀释的雷帕霉素

溶剂二甲亚砜。均在感染或处理48h后收样。

1 4 2 iBMDM流感模型建立及处理 将iBMDM
细胞以7 5×106 个/T25培养瓶铺板,设置空白对

照组、感染对照组和感染雷帕霉素组。待细胞贴壁

后用流感病毒A/PR/8以 MOI=20感染,感染或

处理24h后收样,其余条件同前。

1 5 流感病毒滴度测定

1 5 1 血凝法 在 V型96孔板中加入原液、2
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倍、4倍、8倍、16倍 稀 释 的 待 测 样 品 (每 孔

50μl),再分别向每孔加入50μl的1%鸡红细胞悬

液 (广州鸿泉生物科技有限公司),静置40min后

观察红细胞凝集情况。

1 5 2 空斑法 将 MDCK细胞种于12孔板培养

过夜,次日弃上清,用PBS清洗细胞2次,分别

加入10倍稀释的病毒液200μl,每个梯度设置2
个平行孔,10-3、10-4、10-5、10-6、10-7、10-8的病

毒的稀释梯,置于37℃培养箱孵育1 5h。孵育结

束后吸去病毒稀释液,将2%琼脂糖与覆盖营养液

[1 43XMEM+0 3%牛血清白蛋白+2 86mmol/L
L-谷氨酰胺+0 21%碳 酸 氢 钠+14 29mmol/L
HEPES+1%青霉素-链霉素 (美国 Gibco公司)

0 01%DEAEDextran美国BioRuler公司]混合后

加入孔内,冷却凝固后倒置放入培养箱,培养72h
后去除孔内凝胶,用龙胆紫溶液染色后清洗,观察

空斑形成。

表1 A549和iBMDM细胞经不同浓度雷帕霉素处理后的细胞存活率 (%,x-±s)

细胞 10-1mmol/L 10-2mmol/L 10-3mmol/L 10-4mmol/L 10-5mmol/L 10-6mmol/L

A549 9 47±3 27 77 43±7 46 76 81±9 47 73 80±5 85 73 00±10 53 79 16±9 10
iBMDM -2 00±1 08 51 11±4 43 69 50±10 93 67 78±9 70 71 14±11 76 72 07±9 51

  注 A549为人非小细胞肺癌细胞 iBMDM为小鼠永生化骨髓巨噬细胞

1 6 qPCR检测基因表达 使用qPCR法测定细

胞中病毒NP基因的表达量。弃去细胞培养上清,
用试剂 盒 提 取 细 胞 RNA 并 进 行 逆 转 录。使 用

SYBRGreen法进行实时荧光定量PCR,以β-actin
为内参,采用ΔΔCT法计算病毒NP基因表达量以

及 糖 酵 解 相 关 基 因 (PDK3、PKM、GAPDH、

LDHA、HK2、PGAM1、PGK1)和炎症因子 [干
扰 素 α (interferon-α,IFN-α)、Caspase-1、IL-1β、

IL-18、IL-6、凋 亡 相 关 斑 点 样 蛋 白 (apoptosis-
associatedspeck-likeprotein,ASC)、IL-8]基因的

相对表达量,每个样本设置3个平行孔。

1 7 ELISA检测细胞上清炎症因子 按照试剂盒

说明书所示步骤测定感染后iBMDM 细胞上清中

TNF-α浓度,每个样本设置2个平行孔。

1 8 统计学分析 应用GraphPadPrism9软件进

行统 计 学 处 理,计 量 资 料 数 据 经 Shapiro-Wilk
检验,满足正态分布的数据以x-±s表示,多组比

较采 用 单 因 素 方 差 分 析,组 间 两 两 比 较 采 用

Tukey's法。不满足正态分布或方差不齐的数据以

M (Q1,Q3)表示,多组比较采用Kruskal-Wallis
检验,组间两两比较采用Dunn's法。所有实验进行

3次重复。P<0 05为差异有统计学意义。

2 结果

2 1 雷帕霉素对细胞生长的影响 采用CCK8法

分别测定不同浓度雷帕霉素对 A549 (处理48h)
和iBMDM (处理24h)细胞生长的影响。当雷帕

霉素浓度不超过10-3mmol/L时,不同浓度雷帕霉

素处理对iBMDM和A549细胞生长影响相近,因

此,最终选取10-3mmol/L (1μmol/L)作为处理

浓度。见表1。

2 2 肺泡上皮细胞中流感病毒复制 分别使用空

斑法、血凝法测定以 MOI=10感染48h后细胞上

清液中病毒滴度,感染雷帕霉素组细胞上清中的病

毒滴度与感染对照组、感染二甲亚砜组差异无统计

学意义 (均P >0 05),感染雷帕霉素组细胞中流

感 病 毒 NP 基 因 CT 值 [CT 值 (17 50±
0 35))]比 感 染 对 照 组 [CT 值 (16 43±
0 12)]、感 染 二 甲 亚 砜 组 [CT 值 (16 52±
0 27))]升高 (均P<0 05),见图1、2,表2。

图1 空斑法测定流感病毒感染后48h不同处理组 A549
细胞上清液病毒滴度

2 3 流感病毒感染后肺泡上皮细胞糖酵解相关酶

基因表达 以流感病毒 MOI=10感染 A549细胞

48h后,qPCR法检测细胞内糖酵解基因表达量,
以内参基因β-actin作为对照计算与空白对照组的

相对表达量。在 流 感 病 毒 感 染 后,感 染 对 照 组

GAPDH [(2 34±0 32)比 (1 01±0 16)]、

LDHA [(2 43±0 18)比 (1 01±0 18)]、

HK2 [(2 63±0 48)比 (1 00±0 06)]和

PGAM1 [(17 97±1 13)比 (1 00±0 09)]基

因的表达较空白对照组上调(均P<0 05);与感
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图2 血凝法测定流感病毒感染后48h不同处理组A549细胞上清液病毒滴度

染对照组相比,感染雷帕霉素组较感染对照组降

低,GAPDH [(1 48±0 19)比 (2 34±0 32)]、

LDHA [(1 79±0 09)比 (2 43±0 18)]、

HK2[(1 65±0 28)比 (2 63±0 48)]和

表2 流感病毒感染后48h不同处理组A549细胞病毒复制情况

组别 次数 上清液病毒滴度 [log10,M (Q1,Q3)] 细胞内NP基因CT值 (x-±s) 内参基因CT值 (x-±s)

感染对照组 3 5 70 5 63 5 74 16 43±0 12 22 16±0 02
感染二甲亚砜组 3 5 81 5 68 5 81 16 52±0 27 21 95±0 15
感染雷帕霉素组 3 5 54 5 54 5 68 17 50±0 35ab 22 53±0 25b

统计值 H =4 54 F =15 28 F =9 24
P 值 0 111 0 004 0 015

  注:与感染对照组比较,aP <0 05;与感染二甲亚砜组比较,bP <0 05

表3 流感病毒感染48h后不同处理组A549细胞糖酵解相关基因的相对表达量

组别 次数
PDK3
(x-±s)

PKM
(x-±s)

GAPDH
(x-±s)

LDHA
(x-±s)

HK2
(x-±s)

PGAM1
(x-±s)

PGK1
[M (Q1,Q3)]

空白对照组 3 1 01±0 15 1 01±0 17 1 01±0 16 1 01±0 18 1 00±0 06 1 00±0 09 1 09 0 85 1 09 
感染对照组 3 0 47±0 02a 0 84±0 08 2 34±0 32a 2 43±0 18a 2 63±0 48a 17 97±1 13a 0 80 0 78 0 86 
感染雷帕霉素组 3 0 37±0 05a 0 70±0 07a 1 48±0 19b 1 79±0 09ab 1 65±0 28b 10 48±0 81ab 0 46 0 41 0 48 a

统计值 F =40 01 F =5 38 F =24 37 F =62 62 F =19 46 F =335 90 H =6 49
P 值 <0 001 0 046 0 001 <0 001 0 002 <0 001 0 011

  注:与空白对照组比较,aP <0 05;与感染对照组比较,bP <0 05

PGAM1 [(10 48±0 81)比 (17 97±1 13)]
(均P<0 05)。而对于基因PDK3 [(0 37±0 05)
比 (0 47±0 02)],PKM [(0 70±0 07)比

(0 84±0 08)],PGK1 [0 46 (0 41,0 48)比

0 80 (0 78,0 86)]感染雷帕霉素组与感染对照

组相比则差异无统计学意义 (均P >0 05)。见

表3。

2 4 流感病毒感染后肺泡上皮细胞炎性因子基因

表达 流感病毒感染48h后,感染对照组以下基

因相 对 表 达 量 较 空 白 对 照 组 上 调:Caspase-1
[(47 02±2 07)比 (1 00±0 09)]、IL-6
[(17 59±2 14)比 (1 00±0 04)]、IL-8
[(3 86±0 44)比 (1 01±0 19)] (均P <
0 05)。此 外,感 染 雷 帕 霉 素 组 细 胞 中 的 ASC

[(1 68±0 13)比 (1 10±0 03)]、Caspase-1
[(59 97±6 11)比 (47 02±2 07)]基因相对表

达量较感染对照组进一步上调 (P<0 05)。见表4。

2 5 流感病毒感染后巨噬细胞巨噬细胞TNF-α分

泌 ELISA结果显示,以 MOI=20流感病毒感染

iBMDM细胞24h,巨噬细胞感染对照组细胞上清

液中TNF-α的浓度较巨噬细胞空白对照组升高

(260 60±38 90)ng/L比 (44 96±3 12)ng/L,
而巨噬细胞感染雷帕霉素组则部分降低了 (132 20±
12 29)ng/L 比 (260 60±38 90)ng/L 上 清 中

TNF-α的浓度 (均P <0 05)。见表5。
3 讨论

虽然近年来有许多新型抗病毒药物上市[16],
但是流感的疾病负担仍然较重,特别是重症流感临

床救治的手段仍有限。目前认为重症流感的致病机

制除病毒的直接破坏外,还包括病毒感染造成的免

疫反应失衡,进一步造成免疫病理损伤[17]。因此,
在重症流感的治疗中需联合免疫调节治疗。雷帕霉
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表4 流感病毒感染后48h不同处理组A549细胞炎性因子基因的相对表达量 (x-±s)

组别 次数 IFN-α Caspase-1 IL-1β IL-18 IL-6 ASC IL-8

空白对照组 3 1 01±0 16 1 00±0 09 1 01±0 16 1 01±0 19 1 00±0 04 1 02±0 26 1 01±0 19
感染对照组 3 0 70±0 08a 47 02±2 07a 1 25±0 22 0 52±0 02a 17 59±2 14a 1 10±0 03 3 86±0 44a

感染雷帕霉素组 3 0 90±0 01 59 97±6 11ab 1 22±0 20 0 72±0 04a 21 67±3 11a 1 68±0 13ab 3 89±0 56a

F 值 6 75 207 80 1 33 13 81 75 51 13 61 44 49
P 值 0 029 <0 001 0 332 0 006 <0 001 0 006 <0 001

  注:IFN-α为干扰素α,IL-1β为白细胞介素1β,ABC为凋亡相关半点样蛋白;与空白对照组比较,aP <0 05;与感染对照组比较,bP <

0 05

素是近年来受到广泛关注的免疫调节药物,已有病

例报告和小规模的临床研究显示在重症流感治疗中

雷帕霉素可能发挥重要作用[10-12],但雷帕霉素治疗

的具体机制尚不明确。本文通过构建甲型流感病毒

感染的体外上皮细胞、巨噬细胞模型,发现雷帕霉

素可能部分降低流感病毒在上皮细胞中的复制,减

少巨噬细胞炎症因子释放,并改变流感病毒感染细

胞的糖代谢激活状态,为进一步探究雷帕霉素作用

的分子机制打下基础。

表5 流感病毒感染后24h不同处理组iBMDM细胞上

清液TNF-α浓度 (ng/L,x-±s)

组别 次数 TNF-α

巨噬细胞空白对照组 3 44 96±3 12
巨噬细胞感染对照组 3 260 60±38 90a

巨噬细胞感染雷帕霉素组 3 132 20±12 29ab

F 值 63 26
P 值 <0 001

  注:TNF-α为肿瘤坏死因子α;与巨噬细胞空白对照组比

较,aP <0 05;与巨噬细胞感染对照组比较,bP <0 05

雷帕霉素是一种常用的免疫抑制剂,因此有观

点担心在流感病毒感染后雷帕霉素可能会促进流感

病毒的复制。本研究发现,雷帕霉素不但未增加呼

吸道上皮细胞中流感病毒的复制,流感感染A459
细胞后48h细胞中病毒NP蛋白基因表达在雷帕霉

素处理后轻度下降。既往有研究表明,流感病毒通

过HA蛋白激活 mTORC1,从而增加病毒蛋白的

表达[18],而雷帕霉素恰好是 mTORC1的抑制剂,
故有可能降低病毒复制。初步的临床研究也提示,
雷帕霉素可加快流感病毒清除[12]。但本研究仅在

体外的上皮细胞模型中进行探究,还需进一步在动

物实验中验证雷帕霉素影响病毒复制的作用,以及

对于适应性免疫细胞的影响。
对于雷帕霉素作用机制的讨论,大多集中在调

节感染后过度激活的炎症反应。在流感病毒感染的

急性期,巨噬细胞会释放大量的促炎因子[19-21],其

中TNF-α作为一种重要的促炎因子促进免疫应

答[22],而过度分泌的TNF-α则会导致肺部严重的

病理损伤。本课题组的前期研究显示,雷帕霉素联

合奥司他韦治疗重症 H1N1流感感染小鼠,可减

轻小鼠肺部病理损伤,其机制可能与减轻 NLRP3
炎症小体的激活有关[23]。本研究结果亦显示,雷

帕霉素处理巨噬细胞后,可减少流感病毒感染诱导

的TNF-α分泌,进而减轻炎症反应;但是在上皮

细胞模型中,未观察到雷帕霉素对于炎症因子相关

基因表达量的抑制作用,反而观察到雷帕霉素处理

可进一步上调部分炎症因子的表达。这可能与不同

细胞类型的作用不同有关,需进一步在体内实验中

进行观察验证,通过细胞分选或单细胞测序方法,
进一步探究雷帕霉素对于不同类型细胞的影响。

当机体发生炎症反应时,细胞内发生糖代谢重

塑,糖酵解途径增强,这一现象被称为 Warburg
效应,最早在肿瘤中发现[24-25];不难理解,在感染

后的炎症反应中,由于中性粒细胞、T细胞、M1
型巨噬细胞等促炎细胞都需要大量能量,糖酵解通

路会被激活[24,26]。已知流感病毒感染后细胞中一

系列细胞代谢通路发生改变[27],包括糖代谢、氨

基酸代谢、脂肪代谢等。以甲型 H1N1流感病毒

感染肺泡上皮细胞后,观察到缺氧诱导因子1信号

通路被激活,进一步促进细胞糖酵解过程以及病毒

复制,因此该通路中的缺氧诱导因子1-糖酵解信

号通路也被看作是治疗甲型 H1N1流感感染的靶

点之一[28]。因此,改变糖酵解通路的激活状态,
可能会调节感染后过度激活的炎症状态,并且抑制

流感病毒的复制。通过动物模型中探究糖酵解抑制

剂对于病毒复制、炎症反应的影响,可进一步回答

这个问题。此外,还可通过构建基因敲除或敲低模

型,在体外进一步探究定位糖酵解通路中影响流感

病毒复制和炎症反应的关键分子靶点。
糖酵解通路可能还与其他细胞功能调节有关,

值得进一步研究。近期有研究发现,在脂多糖刺激

的免疫细胞模型中,IFN-γ通过增强PI3K/Akt/

mTOR信号通路激活促进 Warburg效应,进而逆

转脓毒症所导致的免疫抑制[29];雷帕霉素治疗同

时也可逆转真菌感染后机体的免疫抑制状态[30]。
此外,糖酵解在肺泡上皮再生和修复中也起重要作
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用[31],雷帕霉素处理是否也影响了感染后肺泡上

皮的修复,有待进一步探索。
除重症流感外,其他病毒性肺炎中可能也存在

糖酵解的上调,并与过度激活的免疫反应相关联,
雷帕霉素不仅可以用于重症流感的治疗,也可能用

于其他病毒性肺炎所致的免疫反应过度激活和细胞

因子风暴的治疗。同时,其他代谢过程如线粒体内

部代谢,脂质代谢和蛋白质代谢的改变也可能发生

在重症病毒性肺炎过程中,以这些代谢改变为靶点

的针对宿主的治疗也可能成为调节重症病毒性肺炎

中过度激活的免疫反应和细胞因子风暴的新方向。
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