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英汉缩略语名词对照 

 
英文缩写 英文全称 中文全称 

hMPV Human metapneumovirus 人偏肺病毒 

IL-1β Interleukin-1β 白细胞介素-1β 

16HBE Human bronchial epithelioid cells 人支气管上皮细胞 

cGAS Cyclic GMP-AMP synthase 环GMP-AMP合成酶 

STING Interferon stimulating factor 干扰素刺激基因 

siRNA Small interfering RNA 小干扰RNA 

FBS Fetal bovine serum 胎牛血清 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 杜氏改良伊戈尔培养基 

Vero-E6 African green monkey kidney cells 非洲绿猴肾细胞 

PBS Phosphate buffer solution 磷酸盐缓冲液 

cDNA Complementary deoxynucleic acid 互补脱氧核糖核酸 

qRT-PCR Quantitative Real-time PCR 实时荧光定量PCR 

MOI Multiplicity of infection 感染复数 

WB Western Blot 蛋白质印迹 

PVDF Polyvinylidene fluoride 聚偏氟乙烯 

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 聚丙烯酰氨凝胶电泳 

BCA Bicinchoninicacid 聚氰基丙烯酸正丁酯 

DMSO Dimethyl sulfoxide 二甲基亚砜 

IF Immunofluorescence 免疫荧光 

MFI Mean fluorescence intensity 平均荧光强度 

mtDNA 

 

Mitochondrial DNA 线粒体DNA 
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rhL-1β Recombinant human interleukin-1β 重组人白细胞介素-1β 

ml Milliliter 毫升 

ul Microliter 微升 

h Hour 小时 

min Minute 分钟 

um Micron 微米 

RSV Respiratory Syncytial Virus 呼吸道合胞病毒 

HIV Human Immunodeficiency Virus 人类免疫缺陷病毒 

HBV Hepatitis B Virus 乙型肝炎病毒 

HDV Hepatitis D Virus 丁型肝炎病毒 

WNV West Nile Virus 西尼罗病毒 

DENV Dengue Virus 登革热病毒 

RABV Rabies Virus 狂犬病病毒 
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IL-1β对人偏肺病毒感染的作用及机制研究 

 

摘要 

 

2019 年新型冠状病毒的爆发给人类健康带来了巨大威胁，严重影响了社会经

济和人们日常生活。这一全球性事件揭示了我们对呼吸道病毒的理解和研究仍然

不足。其中，人偏肺病毒（hMPV）作为呼吸道病毒家族中的一员，其研究的重

要性愈发凸显。这种病毒常常悄无声息地侵袭着人类的呼吸系统，尤其在儿童、

老年人和免疫功能低下的人群中，其致病力更为显著。由于其传播途径多样、感

染症状隐匿，hMPV往往能够在人群中悄然传播，给公共卫生安全带来潜在威胁。

100%儿童在 5 岁前都感染过人偏肺病毒，已成为一种重要的全球性病原体。然而

目前尚无特定的抗病毒药物来治疗hMPV感染。近年来细胞因子尤其是IL-1β在病

毒感染领域受到了相当大的关注，有临床研究发现hMPV感染患儿IL-1β水平明显

高于健康儿童，且IL-1β水平的升高较另一常见的呼吸道病毒RSV更为显著。多项

研究表明IL-1β与病毒的复制相关。研究发现hMPV感染的IL-1β-/-敲基因小鼠的死

亡率低于感染的野生型小鼠，然而IL-1β是否影响hMPV复制尚不清楚。在本研究

中，我们探讨了IL-1β对hMPV感染的影响，并探讨了其具体的作用机制。 

 

关键词：人偏肺病毒，IL-1β，病毒感染  
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INTERACTION OF IL-1β WITH hMPV INFECTION 

AND ITS MECHANISM STUDY 

 

ABSTRACT 

 

Background: The outbreak of the novel coronavirus in 2019 has had a 

significant impact on human health, as well as the economy and daily life.  

This global event highlighted the inadequacy of our understanding and 

research on respiratory viruses. As a member of the respiratory virus family, 

hMPV has become increasingly important to study. hMPV is a virus that 

attacks the respiratory system, especially in children, the elderly, and 

immunocompromised people. Since all children are infected by the age of 

five, hMPV has become a significant global pathogen. Due to its diverse 

transmission routes and subtle infection symptoms, hMPV can silently 

spread in the population, posing a potential threat to public health security. 

However, there are currently no specific antiviral drugs to treat hMPV 

infection. In recent years, IL-1β has received considerable attention in the 

field of viral infection. Clinical studies have found that the level of IL-1β in 

children infected with hMPV is significantly higher than that in healthy 

children. The increase in IL-1β level is more significant than that of RSV. 

Multiple studies have shown that IL-1β is associated with viral replication. 

The study found that hMPV-infected IL-1β-/- knockout mice had lower 

mortality than infected wild-type mice. However, whether IL-1β affected 

hMPV replication was unclear. In this study, we investigated the effect of IL-

1β on hMPV infection and explored its specific mechanism of action. 

Keywords： human metapneumovirus, IL-1β, virus infection 
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IL-1β对人偏肺病毒感染的作用及机制研究 

 

前言 

 

人偏肺病毒（hMPV）是一种包膜的负义单链RNA病毒，是急性呼吸道感染

的主要病原之一，可引起上呼吸道或下气道感染[1]。hMPV感染的临床症状，如

咳嗽、发烧、喉咙痛等与其他呼吸道病毒引起的症状相似[2-4]。在婴幼儿、老年人

和免疫功能低下者等易感人群中，hMPV可致支气管炎和肺炎等严重疾病，是高

危年龄患者住院和经济负担的主要原因[5]。其在全球范围内呈现季节性流行趋势，

主要发生在每年 2到 4月份，高峰通常在 3月份。近几年来，hMPV在美国的检出

率出现了明显的高峰，引起了国际社会的广泛关注。在某些地区，hMPV感染的

发病率甚至高达 43%[6]。然而，目前没有抗病毒药物或疫苗可用于治疗或预防

hMPV感染。 

近年来，随着对呼吸道病毒感染和IL-1β研究的深入，越来越多的研究开始关

注IL-1β在呼吸道病毒感染中的作用机制。IL-1β在呼吸道病毒感染中诱导的信号

通路是一个复杂且精细的过程，涉及多个步骤和组件的相互作用，这个过程对于

机体抵御病毒感染、启动和调控免疫反应具有重要意义。cGAS-STING信号通路

在病毒感染中扮演着重要的角色，而IL-1β作为炎症反应的关键分子，与cGAS-

STING信号通路之间的关联逐渐受到关注。IL-1β可以激活环鸟苷单磷酸（GMP）

-AMP合成酶（cGAS）和干扰素基因（STING）途径的刺激物，指导有效的先天

免疫反应，限制病原体感染[7]。这一途径是病毒检测与宿主免疫防御机制之间的
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关键纽带[8, 9]。越来越多的证据表明，该通路在RNA病毒中发挥着重要作用[10-12]。

然而，IL-1β在病毒复制中的作用仍然存在争议[13]。不同病毒感染模型和细胞类型

之间可能存在差异，需要我们进一步深入研究以揭示它们之间的确切关系。然而，

目前关于IL-1β与cGAS-STING信号通路之间的具体作用机制和调控关系仍不清楚。 

在本研究中，我们旨在探讨IL-1β与hMPV感染的相互作用并阐述其作用机制。 

  



重庆医科大学硕士研究生学位论文 

 

7 

 

第一部分 IL-1β促进人偏肺病毒的感染 

 

人偏肺病毒是 2001年新发现的一种呼吸道病原体。这种病毒具有较强的传

染性，主要通过呼吸道飞沫传播，轻症患者主要累及上呼吸道，一般会持续 1周

左右，临床表现为鼻塞、咳嗽等；重症患者可累及下呼吸道，发展为支气管炎、

肺炎等病症，临床表现为发热、气促、喘息、呼吸困难等症状[14]。它是一种能够

引起各年龄段人群感染的呼吸道病毒，多表现为轻度自限性疾病，但在免疫功能

低下的人群中，感染可能会进展为重症肺炎、多器官功能衰竭，甚至导致死亡

[15]。值得一提的是，随着 2019年新冠疫情的爆发，人们对 hMPV等呼吸道病毒

的认识和重视程度进一步提高，国内外对 hMPV的研究不断取得新的进展。 

IL-1β，作为炎症细胞因子家族的一员，在机体应对病原感染和损伤时扮演重

要的角色[16]。当病毒侵入人体时，IL-1β的表达和释放会受到严格的调控，以应

对感染。IL-1β的释放涉及一系列复杂的步骤，包括无活性前体的产生、前体的

成熟活化以及活化蛋白向胞外的分泌。在病毒感染的过程中，病原相关分子模式

（PAMPs）和损伤相关的分子模式（DAMPs）会刺激这一过程。这些分子模式通

过激活细胞膜上的 Toll样受体（TLR）和胞内 Nod样受体（NLR），从而诱导 IL-

1β的释放[17]。IL-1β在病毒感染中的作用是多方面的。研究发现，某些病毒如乙

型肝炎病毒（HBV）可以通过调控 IL-1β的表达和分泌来影响其自身的复制和感

染过程[18]。然而，IL-1β发挥的作用在 hMPV感染中尚不清楚。 
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1 材料与方法 

1.1 材料  

1.1.1  材料与设备 

1.1.2  主要试剂 

设备名称 生产公司 

-80℃超低温冰箱 美国Thermo Fisher Scientific 

-20℃/4℃冰箱 青岛海尔集团 

恒温水浴锅 英国GRANT 

生物安全柜 美国Thermo Fisher Scientific 

CO2培养箱 美国Thermo Fisher Scientific 

超速离心机 美国Bio-Rad 

微量核酸蛋白检测仪 美国Thermo Fisher Scientific 

Real-time PCR仪 美国Bio-Rad 

普通光学显微镜 日本Nikon 

Countstar 细胞计数仪 睿钰生物科技有限公司 

酶标仪 美国Bio-Tek 

红外激光成像仪 美国LI COR 

激光共聚焦扫描显微镜 日本Nikon 

制冰机 江苏雪科电器有限公司 

超纯水系统 德国Merek Millipore 

磁力搅拌器 德国IKA 

小型台式涡旋仪 德国Eppendorf 

小型台式高速离心机 德国Eppendorf 

金属锅 杭州奥盛仪器有限公司 



重庆医科大学硕士研究生学位论文 

 

9 

 

试剂名称 生产公司 

DMEM液体培养基 美国Gibio 

青链霉素抗生素 苏州新赛美生物科技有限公司 

胰酶 苏州新赛美生物科技有限公司 

FBS 美国NTC 

PBS(磷酸盐缓冲溶液) 北京鼎国昌盛生物技术有限公司 

细胞冻存液 苏州新赛美生物科技有限公司 

RNA提取试剂盒 广州美基生物科技有限公司 

逆转录试剂盒 武汉爱博泰克生物科技有限公司 

SYBR Green Dye 武汉爱博泰克生物科技有限公司 

PAGE凝胶快速制备试剂盒 上海雅酶生物医药科技有限公司 

蛋白maker 北京博奥龙生物有限公司 

QuickblockTMWestern封闭液 苏州新赛美生物科技有限公司 

Western一抗稀释液 上海碧云天生物技术有限公司 

超敏ECL化学发光底物 苏州新赛美生物科技有限公司 

Glycine 美国Genview 

Tris 美国Genview 

 SDS 美国Genview 

TBS粉末 武汉赛维尔生物科技有限公司 

Tween 20 上海碧云天生物技术有限公司 

Lipofectamine 8000 上海碧云天生物技术有限公司 

Recombinant IL-1β 近岸蛋白生物有限公司 

GAPDH抗体 杭州华安生物技术有限公司 

IL-1β抗体 杭州华安生物技术有限公司 

hMPV抗体 美国 Abcam  
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1.1.3  主要试剂配制 

（1）10%完全培养基: 10%FBS+1%青链酶素抗生素+90% DMEM培养基。 

（2）3%病毒维持液: 3%FBS+0.1%胰酶（浓度为 2.5%）+1% 青链酶素抗生素

+97%DMEM培养基。 

（3）转染培养基：Lipo8000 转染试剂于使用前混匀，100ul DMEM培养基中

加入 5ul Lipo8000。 

（4）1×电泳液：称量 18.88g Glycine，3.03g Tris，1g SDS加入 ddH2O定容到

1L，加入磁力搅拌器搅拌均匀。 

（5）1×电转液：称量 14.4g Glycine，2.9g Tris，100ml无水乙醇，后加入

ddH2O定容到 1L，加入磁力搅拌器搅拌均匀。 

（6）TBST：取一包2×TBS粉末，加入ddH2O定容到2L，加入磁力搅拌器搅

拌均匀。 

驴抗小鼠IgG H&L(HRP) 美国Abcam 

HRP标记的山羊抗兔IgG 美国CST 

4%多聚甲醛 上海碧云天生物技术有限公司 

QuickblockTM免疫染色封片剂 上海碧云天生物技术有限公司 

QuickblockTM免疫染色一抗稀释液 上海碧云天生物技术有限公司 

QuickblockTM免疫染色二抗稀释液 上海碧云天生物技术有限公司 

抗荧光淬灭剂封片 上海碧云天生物技术有限公司 

山羊抗小鼠IgG H&L Alexa Fluor 488 美国Abcam 

DMSO 美国Sigma-Aldrich 

CCK8 上海碧云天生物技术有限公司 
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1.2 方法 

1.2.1  细胞培养、传代与细胞冻存 

16HBE和Vero-E6 细胞系来源于中国典型培养物保藏中心(China Center for 

Type Culture Collection，CCTCC)，保存在重庆医科大学附属儿童医院感染与免疫

重点实验室。 

（1）细胞复苏：从-80℃超低温冰箱取出细胞，在 37℃水浴锅中快速融化，

转移至 15ml离心管，加入 2ml 10% FBS完全培养基 1000rpm离心 3min。离心后弃

上清，加入 1ml 10% FBS完全培养基进行重悬，转移至培养皿中，在 37℃、含 5% 

CO2孵箱中培养。 

（2）细胞传代：显微镜下观察细胞状态，待细胞生长至 70-80% 时，PBS溶

液洗三次，用 0.25% 胰酶进行消化，其中 16HBE消化 7min，Vero-E6消化 3min，

消化完成后，加入 2ml 10% FBS完全培养基终止消化，1000rpm离心 3min后重悬，

按 1:3的比例进行细胞传代。 

（3）细胞冻存：PBS缓冲液清洗细胞 3次，加入 0.25% 胰酶进行消化，消化

完成后加入 2ml 10% FBS完全培养基终止消化，1000rpm离心 3min后加入无血清

细胞冻存液，吹打均匀后转入细胞冻存管中，随后转入-80℃超低温冰箱保存。 

1.2.2  病毒培养 

课题组前期通过反向遗传技术重组构建hMPV，病毒基因型为A型（hMPV 

NL/1/00）。采用Vero-E6细胞进行病毒扩增，待细胞铺满至 70-80%，PBS液清洗细

胞 3 次，每瓶加入 1ml hMPV病毒液摇晃均匀，待病毒吸附 2h后，更换 15ml 
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3%FBS病毒维持液进行病毒扩增。当GFP荧光量达到 80%时，收集细胞和上清液，

于-80℃冰箱冷冻保存。样品经过反复冻融 3次，然后在 4℃下 5000rpm离心 30min。

然后用 0.22um过滤器过滤得到的上清液。 

1.2.3  核酸提取 

（1）收集不同处理组的细胞裂解液。孔板细胞数≤2×106cells，加入 350 ul 

RTL Lysis Buffer；>2×106cells，加入 700ul RTL Lysis Buffer。小心吹打使细胞从

壁上脱落下来，转移至 1.5ml离心管。 

（2）加入等倍体积的RNA Binding Buffer至细胞裂解液中，吹打 5-10次。转

移≤700ul 混合液到HiPure RNA Mini Column柱子中，12000xg离心 60秒。 

（3）离心后倒弃滤液，加入 350ul Buffer RW1至柱子中，12000xg 离心 1min。

倒弃滤液，加入 500ul Buffer RW2在柱子中，离心 1min，重复此操作一次。 

（4）将柱子装入 1.5ml离心管中，加入 50ul RNA Free Water至柱子膜中央。

室温静置 2min，12000xg 离心 1min。最后，弃去柱子，搜集RNA测浓度后逆转录。  

（5）合成cDNA：根据ABclonal逆转录试剂盒说明书将RNA逆转录成cDNA，

冻存于-20℃备用。   

反转录条件为： 

温度 时间 

37℃ 2min 

55℃ 15min 

85℃ 5min 

4℃ 30s 

1.2.4  实时荧光定量PCR 
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（1）SYBR Green Dye染料法：采用SYBR Green Dye检测IL-1β基因的相对表

达量，以GAPDH为内参。 

反应体系为： 

SYBR 5ul 

F 0.5ul 

R 0.5ul 

H2O 2ul 

cDNA 2ul 

反应设置程序为：95℃ 3 min, 95℃ 5 s, 63℃ 30 s, 40个循环。 

在实时荧光定量PCR仪中进行反应，使用CFX Manager软件对数据进行分析。

用 2-△△ct法分析靶基因表达的相对定量。具体引物序列见表 1。 

表 1引物序列及长度 

 

1.2.5  蛋白质印迹 

（1）配制含有蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂（PMSF）的RIPA裂解缓冲液

（PMSF:RIPA=1:100），PBS洗三次，每孔加入 200ul裂解液，用细胞刮裂解细胞，

置于冰上裂解细胞 30分钟,每隔 10min涡旋一次。 

（2）4℃，12000rpm离心 10min，吸取上清液，采用BCA法测定蛋白浓度。

按照说明书在 96 孔板加入标准品及样本，提前配好BCA工作液（A液：B液

基因 引物序列（5'-3'） 长度（bp） 

GAPDH 

 

IL-1β 

GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT 

GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG 

ATCAGCACCTCTCAAGCAG 

AGTCCACATTCAGCACAGG 

21 

23 

19 

19 
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=1:50），每孔加入 200ul工作液，37℃孵育 30min，采用酶标仪检测样本浓度。 

（3）将样品与 5×SDS-PAGE蛋白上样缓冲液按 1:4的比例混合均匀。金属锅

100℃煮 10分钟。冻存于-80℃超低温冰箱备用。 

（4）制胶：根据说明书制备 10%浓度的胶。 蛋白质样品上样量统一为 30-

50ug，蛋白maker上样为 5ul。 

（5）电泳：采用SDS-PAGE凝胶电泳分离蛋白质。先低电压 80V跑浓缩胶，

再 120V跑分离胶。 

（6）转膜：预先裁剪合适的PVDF膜，根据目标条带位置进行裁剪，按照

“黑胶白膜”的顺序组装成三明治夹， 设定电流为 230mA，进行冰转。设置转膜

时间，1kDa 1min。 

（7）封闭：转膜结束后，先用TBST溶液洗膜 5min，而后将膜置于快速密封

溶液中，室温下封闭 15min。封闭结束后再次洗涤 5min。 

（8）一抗孵育：将特异性一抗与膜在 4°C温度下孵育过夜，抗体稀释比例为

1:1000。所用抗体如下:hMPV、IL-1β 和GAPDH 。 

（9）二抗孵育：用TBST洗涤三次，每次 10min，用HRP标记的绵羊抗兔或

山羊抗小鼠IgG在室温下孵育 1h。随后，用TBST快速洗涤三次，每次 10min。 

（10）曝光：使用ECL发光液进行曝光和显影，并使用Image J软件分析所得

灰度值。 

1.2.6 免疫荧光 

（1）细胞用PBS洗涤一次，4%多聚甲醛在室温下固定 15min。 
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（2）PBS冲洗三次，随后用荧光封闭液在室温下孵育 1h。 

（3）一抗孵育：配制hMPV N蛋白一抗稀释液（稀释比例为 1:500），每孔加

入 250ul一抗，在 4°C下孵育过夜。 

（4）二抗孵育：PBS洗涤三次后，用山羊抗小鼠IgG H&L Alexa Fluor 488 (稀

释比例为 1:2 000) 处理，37℃孵育 1h。注意接下来的步骤都要避光处理。 

（5）DAPI孵育：PBS洗涤三次，室温下用DAPI孵育 1h（稀释比例为 1:5 

000），进行细胞核染色。 

（6）封片：PBS洗涤三次，然后加入 10ul含 4,6 -二氨基-2-苯乙烯醇的抗荧光

猝灭密封溶液，在防滑片上制备细胞载玻片。 

（7）荧光拍照：制片结束后，将玻片放入湿盒中（避光保存，防止滑片），

在激光共聚焦显微镜下观察荧光并拍照保存。 

1.2.7  小干扰RNA 

使用IL-1β小干扰RNA及其阴性对照（siRNA-NC）进行后续实验。转染实验

前，提前一天将 2×105细胞接种到 24 孔板中，将 8×105细胞接种到 6 孔板中。当

孔板细胞培养密度达到 70-80%时进行转染效果最好。根据试剂制造商的说明，将

1.6ul Lipo8000 和 40pmol si-IL-1β转染到 24 孔板中 24 小时，检测IL-1β mRNA水

平。同时，将 5ul Lipo 8000 和 100pmol si-IL-1β转染到 6孔板中。转染 48h后检测

IL-1β蛋白水平。NC与实验组作为空白对照进行比较。具体引物序列见表 2。 

 

表 2引物序列及长度 
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1.2.8  外源性补充重组人IL-1β 

预先接种 8×105 cells到 6 孔板中。当细胞达到 70-80%密度时，用 30ng/ml 

rhIL-1β处理 24h后感染hMPV（MOI=10），2h后更换 3%的病毒维持液继续培养

48h。收集细胞裂解液，测定蛋白表达水平。 

1.2.9  ELISA检测 

（1）收集 16HBE细胞感染hMPV不同时间点的 6孔板细胞培养上清，检测细

胞因子IL-1β的表达。 

（2）从室温平衡 10min后的铝箔袋中取出所需板条，剩余放回 4℃冰箱。 

（3）加样：分别将样品或不同浓度标准品按 100ul每孔加相应孔中，空白孔

中加入 100ul通用稀释液。盖上板膜 37℃孵育 1h。 

（4）加生物素化抗体：取出酶标板，弃去液体，直接计入生物素化抗体

100ul，盖上板膜后温育 1h。 

（5）洗板：弃去液体，每孔加 300ul 1×洗涤液重复洗涤三次，用力拍干。 

基因 引物序列（5'-3'） 长度（bp） 

NC（阴性对照） 

 

1#siRNA 

 

2#siRNA 

 

3#siRNA 

GGCUCUAGAAAAGCCUAUGC 

CCGAGAUCUUUUCGGAUACG 

CCUUCAUCUUUGAAGAAGA 

UCUUCUUCAAAGAUGAAGG 

GAGAAGAAAGUAAUGACAA 

UUGUCAUUACUUUCUUCUC 

CAAUAACAAGCUGGAAUUU 

AAAUUCCAGCUUGUUAUUG 

20 

20 

19 

19 

19 

19 

19 

19 
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（6）加酶结合工作液：每孔加入酶结合工作液 100ul，盖上板膜后 37℃温育

30min。 

（7）洗板：同操作（5）。 

（8）加底物：每孔加入底物（TMB）90ul, 盖上封板膜，37℃避光温育

15min。 

（9）加终止液：每孔加入 50ul终止液，立即在 450nm波长处测定各孔OD值。  

（10）最后绘制标准曲线计算结果。 

1.2.10  统计分析 

实验数据采用GraphPad prism8.0 进行统计分析。两组均数比较采用组间t检验。

多组间比较采用单因素方差分析。进一步两两比较采用LSD-t检验。以P < 0.05*、

P < 0.001 **、0.05 < P < 0.001 ***为判定标准，判断是否有统计学意义。这些统计

检验用于确定组间是否存在显著差异。 

 

2 结果 

2.1 hMPV感染 16HBE细胞模型构建 



重庆医科大学硕士研究生学位论文 

 

18 

 

首先我们检测了hMPV在 16HBE细胞中复制的能力，以评估其是否可以作为

hMPV感染的模型。细胞被 10MOI的hMPV感染并培养 24、48、72h，对感染和未

感染hMPV的细胞进行免疫荧光分析，如图 1A-B所示，结果显示hMPV N蛋白的

表达随着感染时间增加而上升。通过Western Blot在每个时间点检测细胞的病毒载

量，定量分析结果显示hMPV N蛋白表达随时间增加，如图 1C-D所示。以上结果

表明hMPV能成功感染 16HBE细胞。  

 

图 1 hMPV成功感染 16HBE细胞 

(A-B) 免疫荧光检测hMPV N蛋白的表达及平均荧光强度分析 (C-D) WB检测

hMPV感染不同时间点N蛋白的表达及其相对表达柱状分析图 

Figure 1 hMPV successfully infects 16HBE cells 



重庆医科大学硕士研究生学位论文 

 

19 

 

(A-B) The expression and average fluorescence intensity of hMPV N protein were 

detected by IF (C-D) The expression of N protein and its relative expression at different 

time points of hMPV infection were detected by WB 

2.2 hMPV感染 16HBE细胞后IL-1β的表达 

我们检测了hMPV感染 16HBE细胞 24、48、72h后IL-1β的表达变化。10MOI 

hMPV感染 16HBE细胞后，在不同时间点收集细胞及其上清。如图 2A、2C所示，

hMPV感染后，IL-1β蛋白表达以时间依赖性方式明显增加且差异具有统计学意义。

然后我们分别用 0.1，1，10MOI的hMPV感染 16HBE细胞 72h后收集细胞。如图

2B所示，IL-1β蛋白表达与病毒滴度呈剂量依赖性增加且差异具有统计学意义。

以上数据表明，hMPV感染促进了 16HBE细胞中IL-1β的表达。 
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图 2 hMPV感染 16HBE细胞后IL-1β表达升高 

(A) 16HBE细胞感染hMPV后 0、24、48、72h IL-1β的表达及其相对表达柱状

分析图 (B) 不同MOI的hMPV感染 16HBE细胞 72h后IL-1β的表达及其相对表达柱

状分析图 (C) ELISA法检测hMPV感染 0、24、48、72h后细胞培养上清分泌IL-1β

的蛋白浓度 

Figure 2 IL-1β expression was increased after hMPV infection with 16HBE cells 

(A) Expression of IL-1β in 16HBE cells at 0, 24, 48, 72 hours after infection with 

hMPV and its histogram analysis of relative expression (B) Expression of IL-1β in 

16HBE cells after 72h infection with hMPV with different MOI and its histogram analysis 

of relative expression (C) ELISA was used to detect the concentration of IL-1β secreted 

by cell culture supernatant after 0, 24, 48 and 72h of hMPV infection 

2.3 小干扰RNA (siRNA)敲除 16HBE细胞中的IL-1β 

为了进一步研究IL-1β对hMPV感染的作用，我们采用小干扰RNAs靶向敲低

IL-1β的表达。如图 3A-B所示，通过qRT-PCR检测以及Western Blot检测IL-1β的敲

低效率，结果显示 3# siRNA序列效果最佳，后续实验均选择该序列。  
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图 3 选择IL-1β沉默的最佳序列 

(A) qRT-PCR检测siRNAs转染到 16HBE细胞中 24h后IL-1β mRNA表达水平 (B) 

WB检测siRNAs转染到 16HBE细胞中 48h后IL-1β蛋白表达水平及其相对表达柱状

分析图 

Figure 3 Selecting the optimal sequence for IL-1β knockdown 

(A) The expression level of IL-1β mRNA was detected by qRT-PCR after 

transfection of siRNAs into 16HBE cells for 24h (B) The expression of IL-1β protein was 

detected by WB after transfection of siRNAs into 16HBE cells for 48h and its histogram 

analysis of relative expression 

2.4 小干扰RNA作用下IL-1β的检测 

为了确保IL-1β的表达在整个hMPV感染过程中被抑制，我们分别通过ELISA

检测了细胞上清IL-1β的分泌，如图 4A所示，采用qRT-PCR检测IL-1β mRNA表达

水平，如图 4B所示，Western Blot检测IL-1β成熟蛋白表达水平，如图 4C所示。以
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下结果证实，在hMPV感染时，IL-1β的表达受到抑制。 

 

图 4 3# siRNA处理 16HBE细胞后IL-1β的表达水平 

(A) ELISA检测 3#siRNA处理后细胞上清液中成熟IL-1β表达水平 (B) qRT-PCR

检测 3# siRNA处理下pro-IL-1β的mRNA水平 (C) WB检测 3#siRNA处理后IL-1β蛋

白的表达 

Figure 4 Expression levels of IL-1β in 16HBE cells treated with 3# siRNA 

(A) The expression level of mature IL-1β in cell supernatant treated with 3#siRNA 

was detected by ELISA (B) The mRNA level of pro-IL-1β was detected by qRT-PCR 

after 3# siRNA treatment (C) The expression of IL-1β protein after 3#siRNA treatment 

was detected by WB 

2.5 小干扰RNA对hMPV复制的影响 

我们通过靶向IL-1β的siRNA转染 16HBE细胞，再感染 10MOI hMPV48h，进

而研究IL-1β对hMPV复制的影响。通过免疫荧光和Western Blot检测IL-1β敲低后

hMPV N蛋白的表达情况。如图 5A-D所示，在 3# siRNA处理下，hMPV N蛋白荧

光表达及病毒载量均表达下调，差异有统计学意义。以上结果证明IL-1β的敲低能

抑制hMPV复制。 
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图 5 IL-1β的敲低能抑制hMPV复制 

(A-B) 免疫荧光检测 3# siRNA处理下hMPV N蛋白表达水平及其平均荧光强度

统计分析图 (C-D) WB检测靶向IL-1β的 3# siRNA处理下hMPV N蛋白的表达及其相

对表达柱状图 

Figure 5 IL-1β knockdown inhibits hMPV replication 

(A-D) The expression level of hMPV N protein was detected by IF and its average 

fluorescence intensity after treatment with 3# siRNA (C-D) WB detected the expression 

of hMPV N protein and its relative expression histogram after treatment with 3# siRNA  

2.6 外源性添加rhIL-1β对hMPV复制的影响 
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我们外源性添加 30ng/ml rhIL-1β刺激 16HBE细胞 24h，然后再感染 10MOI 

hMPV 48h。通过免疫荧光和Western Blot检测hMPV N蛋白的表达，如图 6A-D所

示。结果表明，与单独感染hMPV细胞组相比，rhIL-1β刺激细胞组中hMPV复制

增加。我们重复了在 3# siRNA处理下外源性添加rhIL-1β蛋白的实验，如图 6E-F所

示。3#siRNA沉默IL-1β后，hMPV N蛋白表达降低，外源性添加rhIL-1β刺激后，

hMPV N蛋白表达升高。以上研究证明了IL-1β可以促进hMPV在 16HBE细胞中的

复制 
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图 6 外源性添加rhIL-1β促进hMPV复制 

(A-B) 免疫荧光检测 30ng/ml IL-1β蛋白处理后hMPV N蛋白表达水平及其平均

荧光强度统计分析图 (C-D) WB检测靶向rhIL-1β处理后hMPV N蛋白的表达及其相

对表达柱状图 (E-F) WB检测 3# siRNA处理下外源性补充 30ng/ml rhIL-1β后的

hMPV N蛋白的表达及其相对表达柱状图 

Figure 6 IL-1β promotes hMPV replication in 16HBE cells 

(A-B) The expression level of hMPV N protein was detected by IF and its average 

fluorescence intensity after treatment with 30ng/ml IL-1β protein (C-D) WB detected the 

expression of hMPV N protein and its relative expression histogram after treatment with 

rhIL-1β (E-F) WB detected the expression of hMPV N protein and its relative expression 

histogram after exogenous supplement of 30ng/ml rhIL-1β under 3# siRNA treatment 

2.7 IL-1β促进hMPV感染的示意图 

根据第一部分的研究结果绘制IL-1β在hMPV感染中作用的示意图，如图 7所

示，hMPV感染后诱导IL-1β分泌，IL-1β反过来促进了hMPV感染。 

图 7 IL-1β促进hMPV感染 

Figure 7 IL-1β promote hMPV infection 
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3 讨论 

hMPV是一种单负链RNA病毒，在全球范围内广泛传播。鉴于RNA病毒特有

的快速进化能力，hMPV持续构成潜在的流行病威胁[19]。在免疫应答中，IL-1β作

为关键的细胞因子，不仅参与细胞间通讯，还在病毒感染过程中发挥至关重要的

作用。研究表明IL-1β的水平与hMPV感染的严重程度密切相关[20, 21]。临床数据显

示，在严重hMPV感染病例中，IL-1β的水平显著升高，这种升高程度相比呼吸道

合胞病毒（RSV）患者更为明显[22, 23]。因此，目前尚不清楚IL-1β在病毒感染期间

对宿主是有益还是有害。 

病毒复制的调控对疾病的进展至关重要，IL-1β在不同病毒感染中扮演不同的

角色。IL-1β主要由单核细胞和巨噬细胞产生，是宿主抵抗病毒感染的一种常见免

疫反应[24, 25]。尽管IL-1β在病毒复制中的作用机制复杂且多样，但其在某些病毒复

制过程中的重要性已得到验证。例如，研究表明细胞因子IL-1β在感染时的释放会

启动炎症性正反馈回路，从而促进逆转录病毒复制、免疫激活和发病机制[26]。此

外，IL-1β可以增加小鼠免疫细胞对人类免疫缺陷病毒（human immunodeficiency 

virus，HIV）感染的敏感性，并促进病毒在CD4+T淋巴细胞和单核细胞/巨噬细胞

中的复制[27]。然而，值得注意的是，研究发现用外源性IL-1β治疗可减少分化的

HepaRG（dHepaRG）或原代人肝细胞（PHH）细胞内HBV及HDV复制，首次证

明了极低剂量的IL-1β对乙型肝炎病毒（HBV）和丁型肝炎病毒（HDV）诱导的

强烈而快速的抗病毒作用[28]。缺乏IL-1β受体的动物对西尼罗病毒（WNV）的易

感性增加[13]，这表明IL-1β的作用具有病毒特异性。外源性添加IL-1β可以激活
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cGAS-STING信号通路诱导强大的先天免疫应答，从而抑制登革热病毒的复制[31]。

在动物中敲低IL-1β显示出Sindbis病毒感染的发病机制和致死率增加[33]。然而，

IL-1β在hMPV感染中发挥的作用尚不清楚。 

在本研究中，我们首先成功建立了 hMPV 感染细胞模型。hMPV 感染细胞后，

我们发现 IL-1β 的表达呈现出时间依赖性和剂量依赖性增加。当细胞转染靶向 IL-

1β 基因的 siRNA 后，hMPV 的复制减少，外源补充 rhIL-1β 后，hMPV 的复制增

加。同时我们还在 IL-1β 沉默的基础上补加了 rhIL-1 蛋白进行 hMPV 感染回复验

证，进一步证实了 IL-1β 与 hMPV 复制的相互作用关系。研究表明 IL-1β 表达与

hMPV 复制呈正相关，即 IL-1β 能促进 hMPV 复制，然而其作用的具体机制有待

进一步研究。 

4 小结 

本研究通过小干扰RNA及外源性添加rhIL-1β调节IL-1β的表达从而揭示了IL-

1β与hMPV之间的相互作用关系，IL-1β能促进hMPV的复制，但其发挥作用的具

体机制尚不清楚。 
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第二部分 IL-1β通过cGAS-STING调控人偏肺病毒感

染的机制研究 

 

在全球范围内，呼吸道病毒占急性下呼吸道感染（包括肺炎和细支气管炎）

所有病因的一半，超过一半的呼吸道疾病住院患儿检测到呼吸道病毒[29]。在众多

呼吸道病毒中，hMPV 是仅次于 RSV 的第二大儿童易感呼吸道病毒。血清阳性率

研究表明，hMPV 在全球范围内广泛分布，并且儿童在生命早期就有可能接触到

这一病毒，到 5岁时，大约 70%的儿童产生 hMPV抗体[30]。该病毒已在人群中传

播至少 70年。然而，我们对它的了解却仍然有限。我们迫切需要加强对 hMPV的

研究，为未来的预防和治疗提供更有力的支持。 

在第一部分的细胞实验中，我们已经证实了 IL-1β能促进hMPV感染的作用，

然而其具体发挥作用的机制仍不清晰。研究表明，在病原体感染期间，IL-1β能够

导致线粒体损伤以产生活性氧（ROS），然后被 cGAS 和 STING 途径识别以诱导

干扰素（IFN）并指导限制病原体感染的强效先天免疫反应[31]。cGAS-STING 信

号通路在多种病毒感染中扮演着重要的角色，而 IL-1β 作为重要的炎症介质，与

cGAS-STING信号通路之间的关联逐渐受到关注。 

cGAS 是一种先天 DNA 传感器，在各种生理和病理过程中起着关键作用，例

如细胞衰老、自噬、针对微生物感染的先天免疫反应、肿瘤免疫和其他炎症性疾

病[32]。在细胞质中感应 DNA或 RNA：DNA杂交体后，cGAS催化其底物 GTP和

ATP，以产生环磷酸鸟苷一磷酸腺苷（cGAMP），这是结合并激活内质网（ER）
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相关的 STING的第二信使[33]。研究表明 IL-1β可能以时间和剂量依赖性方式触发

DNA损伤和 STING表达的增加[31]。越来越多的 RNA病毒感染过程中也观察到了

cGAS-STING 信号通路的激活[7]。最近的研究主要集中在 cGAS-STING 信号通路

在抗病毒和抗菌免疫反应中的作用。因此我们将研究在 hMPV感染中，IL-1β能否

通过调控 cGAS-STING通路发挥重要作用。 

 

1 材料与方法 

1.1  材料  

1.1.1  材料与设备 

同第一部分 

1.1.2  主要试剂 

其他试剂同第一部分 

1.1.3  主要试剂配制 

同第一部分 

1.2  方法 

试剂名称 生产公司 

cGAS抗体 杭州华安生物技术有限公司 

STING抗体 杭州华安生物技术有限公司 

Phospho-STING抗体 美国Abmart 

RU.521 Selleck 

G150 Selleck 

H-151 Selleck 
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同第一部分 

1.2.1  细胞培养、传代与细胞冻存 

同第一部分 

1.2.2  病毒培养 

同第一部分 

1.2.3  核酸提取 

同第一部分 

1.2.4  实时荧光定量PCR 

（1）SYBR Green Dye染料法：采用SYBR Green Dye检测cGAS、STING、I型

干扰素（IFN-Is，如IFN-α、IFN-β）基因的相对表达量，以GAPDH为内参。在 3#

或IL-1β蛋白处理下提取hMPV复制过程中的细胞质线粒体DNA（mtDNA）和总

DNA。采用qRT-PCR定量检测含特定线粒体（MT-ATP6）和核（RPL13A）基因

的DNA水平，以RPL13A为内参。 

反应体系及反应设置程序同第一部分。 

在实时荧光定量PCR仪中进行反应，使用CFX Manager软件对数据进行分析。

用 2-△△ct法分析靶基因表达的相对定量。 

（2）TaqMan探 针 法 用 于 病 毒 滴 度 测 定 。 探 针 序 列 为 5′- 

TTGCCAACACACGAACTCCATTCCC - 3′; 

 

反应体系为： 
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Taq qPCR Pemix 5ul 

F 0.5ul 

R 0.5ul 

P 0.5ul 

H2O 1.5ul 

cDNA 2ul 

反应程序设置为：95℃ 30 s、95℃ 5 s、65℃ 30 s、40个循环。 

具体引物序列见表 3。 

表 3引物序列及长度 

1.2.5  蛋白质印迹 

同第一部分 

1.2.6  免疫荧光 

基因 引物序列（5'-3'） 长度（bp） 

hMPV 

 

cGAS 

 

STING 

 

RPL13A 

 

MT-ATP6 

 

IFN-α 

 

IFN-β 

GAGCAATAGCACTCGGTGTTG 

TCACAAAATCTTTCAGCTCTCTCAC 

TAACCCTGGCTTTGGAATC 

TGGGTACAAGGTAAAATGGCTTT 

CCAGAGCACACTCTCCGGTA 

CGCATTTGGGAGGGAGTAGTA 

GCCCTACGACAAGAAAAAGCG 

TACTTCCAGCCAACCTCGTGA 

AATCCAAGCCTACGTTTTCACA 

AGTATGAGGAGCGTTATGGAGT 

GCCTCGCCCTTTGCTTTACT 

CTGTGGGTCTCAGGGAGATCA 

GCTTCTCCACTACAGCTCTTTC 

CAGTATTCAAGCCTCCCATTCA 

21 

25 

19 

23 

20 

21 

21 

21 

22 

22 

20 

21 

22 

22 
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同第一部分 

1.2.7  外源性补充重组人IL-1β 

同第一部分 

1.2.8  抑制剂处理 

提前接种 8×106 cells于 6孔板中，当细胞密度达到 70-80%时，用不同浓度的

RU.521、G150 或H-151 和二甲基亚砜（DMSO）处理细胞 24h。细胞感染 10MOI 

hMPV 2h后，更换 3%FBS病毒维持液，在培养箱中继续培养 48h。最后，收集细

胞裂解液检测hMPV N蛋白。 

1.2.9  统计分析 

同第一部分 

2 结果 

2.1 cGAS-STING通路参与hMPV感染 

研究报道IL-1β可以激活cGAS-STING信号通路在病毒感染中发挥重要作用。

然而该通路是否参与hMPV感染期间IL-1β的诱导尚不清楚。在 0、24、48和 72h用

10MOI hMPV 感染16HBE细胞，通过qRT-PCR检测cGAS、STING mRNA水平，如

图 1A-B，通过Western Blot检测cGAS、STING通路蛋白表达，如图 2C-E所示。结

果显示感染hMPV后，cGAS和STING的mRNA和蛋白水平均上调。值得注意的是，

经Western Blot证实，STING及其磷酸化表达均在 48h显著增高，因此后续实验我

们选取 48h进行实验。 
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图 1 hMPV 感染激活cGAS-STING通路 

(A-B) qRT-PCR检测cGAS和STING mRNA表达水平 (C-E) WB检测感染hMPV

不同时间点cGAS和p-STING/STING蛋白表达水平及其相对表达柱状分析图 

Figure 1 cGAS-STING pathway activated by hMPV infection 

(A-B) The mRNA levels of cGAS and STING were detected by qRT-PCR (C-E) The 

expression levels of cGAS and p-STING/STING proteins and their relative expression 

histogram at different time points of infected hMPV were detected by WB 

2.2 IL-1β对cGAS-STING通路的影响 

将NC和 3# siRNA转染到 16HBE细胞中，然后用 10MOI hMPV感染 48h，通

过Western Blot检测cGAS和p-STING/STING蛋白水平并进行统计分析。沉默IL-1β

后cGAS和p-STING/STING蛋白表达降低，如图 2A-C。用外源性添加rhIL-1β刺激

细胞24h，然后感染hMPV 48h后评估cGAS和p-STING/STING蛋白水平的变化并进
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行 统 计 分 析 ， 如 图 2D-F所 示 。 外 源 添 加 30ng/ml rhIL-1β后cGAS和p-

STING/STING蛋白的表达增加。以上结果表明，在hMPV感染过程中，IL-1β可调

节cGAS-STING信号通路相关蛋白的表达。 

 

图 2 IL-1β可调节cGAS-STING通路 

(A-C) WB检测siRNA处理下 16HBE细胞中cGAS或p-STING/STING蛋白的表

达及其相对表达柱状统计分析图 (D-F) WB检测rhIL-1β处理下的 16HBE细胞中

cGAS或p-STING/STING蛋白的表达及其相对表达柱状统计分析图 

Figure 2 IL-1β activation of cGAS-STING pathway affects hMPV replication 

(A-C) The expression of cGAS or p-STING/STING protein and its relative 

expression in 16HBE cells treated with siRNA were detected by WB (D-F) The 

expression of cGAS or p-STING/STING protein and its relative expression in 16HBE 

cells treated with rhIL-1β were detected by WB  

2.3 细胞质mtDNA检测 
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研究表明，胞质mtDNA在诱导cGAS-STING通路激活中的作用必不可少。因

此，在 3# siRNA或rhIL-1β处理下，我们检测了hMPV复制过程中的细胞质mtDNA

的表达。细胞质和细胞核部分通过qRT-PCR量化含有特定线粒体（MT-ATP6）和

核（RPL13A）基因的DNA水平，如图 3A-B。结果发现，在 3# siRNA存在下，

MT-ATP6 的表达下调。然而，与病毒处理的细胞相比，rhIL-1β刺激组细胞在细胞

质部分出现显著的mtDNA富集。我们证实了IL-1β可通过mtDNA激活cGAS-

STING通路从而在hMPV感染中发挥作用。 

 

图 3 IL-1β诱导mtDNA释放 

(A-B) 采用qRT-PCR检测含特异性线粒体 (MT-ATP6) 的DNA水平, 细胞质

mtDNA基因归一化为各自的核RPL13A 

Figure 3 IL-1β induces mtDNA release 

(A-B) DNA levels containing specific mitochondria (MT-ATP6) were detected by 

qRT-PCR, and cytoplasmic mtDNA genes were normalized to their respective nuclear 

RPL13A 

2.4 抑制剂的种类和浓度的探索 
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为了进一步研究cGAS-STING通路在hMPV复制中的作用，我们选取了不同类

型的抑制剂如cGAS抑制剂RU.521、G150 及STING抑制剂H-151 进行实验。当细

胞密度达到 70-80%时，用不同浓度的抑制剂和DMSO预处理细胞 24h，然后感染

10MOI hMPV继续培养 48h。用Western Blot检测hMPV N蛋白的表达情况，如图

4A-C所示，RU.521 较其他两种抑制剂效果最佳，其最佳抑制浓度是 10uM。因此，

我们选取RU.521进一步实验 

图 4 不同抑制剂处理下hMPV N蛋白的表达 

(A-C) WB检测RU.521、G150、H-151 三种抑制剂处理后hMPV N蛋白的表达

情况及其相对柱状统计分析图 

Figure 4 Expression of hMPV N protein under different inhibitor treatments 

(A-C) The expression of hMPV N protein was detected by WB after treatment with 
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three inhibitors RU.521, G150, H-151, and their relative expression histogram 

2.5 cGAS抑制剂RU.521 对hMPV病毒复制的影响 

我们通过免疫荧光和Western Blot检测了 10uM RU.521处理细胞组中hMPV N

蛋白的表达，结果显示RU.521可抑制hMPV的复制，如图 5A-D所示。以上结果证

明阻断cGAS-STING通路可使hMPV复制减少。 

 

图 5 RU.521抑制hMPV复制 

(A-B) 免疫荧光检测hMPV N蛋白表达水平及其平均荧光强度相对表达柱状分

析图 (C-D) WB检测RU.521处理后hMPV N蛋白的表达及其相对表达柱状分析图  
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Figure 5 RU.521 inhibits hMPV replication 

(A-B) The expression level of hMPV N protein and its average fluorescence intensity 

were detected by IF (C-D) The expression of hMPV N protein and its relative expression 

after treatment with RU.521 were detected by WB 

2.6 不同抑制剂处理IL-1β的表达 

我们还检测了不同抑制剂处理下IL-1β的表达情况，结果如图 6A-F所示。使

用通路抑制剂抑制cGAS或STING表达，通过Western Blot和qRT-PCR检测IL-1β的

表达。结果表明，cGAS-STING通路抑制剂也抑制了IL-1β的表达。 

 

图 6 cGAS-STING通路抑制剂可减少IL-1β的表达 

(A-C) WB检测不同抑制剂作用下IL-1β的表达 (D-F) qRT-PCR检测在最佳抑制

剂浓度下pro-IL-1β 的mRNA水平 

Figure 6 Inhibitors of cGAS-STING pathway can reduce the expression of IL-1β 

(A-C) WB detected the expression of IL-1β under different inhibitors (D-F) The 

mRNA levels of pro-IL-1β were detected by qRT-PCR at optimal inhibitor concentrations  

2.7 RU.521 及rhIL-1β联合作用下hMPV病毒滴度及IL-1β蛋白表达 
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为了进一步验证IL-1β对hMPV感染作用的机制，我们检测了RU.521 后用补加

rhIL-1β时hMPV病毒滴度及IL-1β的表达。如图 7A所示，RU.521 处理 24h后rhIL-

1β再刺激 16HBE细胞 24h，再感染 10MOI hMPV48h，通过qRT-PCR检测hMPV病

毒滴度，通过Western Blot检测IL-1β蛋白表达，我们发现当cGAS-STING通路受到

抑制时，补加rhIL-1β后hMPV病毒滴度及IL-1β蛋白表达均不受影响。结果进一步

表明IL-1β可通过cGAS-STING通路促进hMPV复制。 

 

图 7 RU.521处理后补加rhIL-1β不影响hMPV复制 

(A) 采用qRT-PCR检测RU.521和rhIL-1β处理与否时hMPV的病毒滴度 (B) WB

检测RU.521和rhIL-1β处理与否时IL-1β的蛋白表达水平 

(A) The expression level of hMPV titers was detected by qRT-PCR in the presence 

or absence of RU.521 or rhIL-1β (B) The expression level of IL-1β protein was detected 

by WB in the presence or absence of RU.521 or rhIL-1β 

2.8 Ⅰ型干扰素（IFN-Ⅰs）的表达 
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如前所述，我们证明IL-1β可通过激活cGAS-STING通路从而促进hMPV复制。

有研究表明，cGAS-STING通路激活可诱导IFN-Ⅰs的产生，而IFN-Ⅰs是先天免疫系

统的主要抗病毒分子。为了研究IFN-Ⅰs在hMPV感染中发挥的作用，我们利用qRT-

PCR检测了IFN-Ⅰs在 0、24、48 和 72h的表达。如图 8A-B所示，研究发现IFN-α仅

在 72h时显著升高，IFN-β在 48h后升高。 

 

图 8 hMPV感染后Ⅰ型干扰素(IFN-Ⅰs)的表达 

(A-B) qRT-PCR检测hMPV感染 0、24、48、72h后I型干扰素（IFN-α和IFN-β）

mRNA水平 

Figure 8 The expression of type I interferon with hMPV infection 

(A-B) The lever of IFN-α and IFN-β mRNA at 0, 24, 48, and 72 hours after hMPV 

infection was measured by qRT-PCR 

2.9 IL-1β通过cGAS-STING调控hMPV感染的机制研究示意图 

根据上述实验结果绘制IL-1β在hMPV感染后发挥作用的机制研究示意图，如

图 9所示，IL-1β促进hMPV N蛋白复制，该过程有cGAS-STING通路参与。 

 



重庆医科大学硕士研究生学位论文 

 

41 

 

图 9 IL-1β通过cGAS-STING调控hMPV感染的机制研究 

Figure 9 The mechanism of IL-1β regulation of hMPV infection via cGAS-STING 

 

3 讨论 

目前，有关hMPV的研究主要集中在流行病学和临床层面，而对其在人体内

的复制机制，特别是与关键免疫因子如IL-1β的相互作用，研究尚显不足。鉴于

hMPV作为一种常见的呼吸道病毒，对公众健康构成的潜在威胁不容忽视，深入

了解其感染通路显得至关重要。了解hMPV的感染通路，可以帮助我们更深入地

理解病毒作用机制，从而更有效地预防和控制其感染。前期研究已证实IL-1β能促

进hMPV复制，其具体的作用机制尚待深入探究。 

在病原体感染期间，IL-1β发挥着关键作用，它能够引发线粒体mtDNA的释

放，随后被cGAS-STING信号通路所识别，进而诱导干扰素（IFN）的产生，并指

导一系列强效的先天免疫反应，以限制病原体的感染[7, 34]。已知cGAS可以催化三

磷酸鸟苷（GTP）和三磷酸腺苷（ATP）之间的反应，并激活STING以应对病毒
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感染[35]。过去的研究多集中在DNA病毒如单纯疱疹病毒 1（HSV-1）和卡波西肉

瘤相关疱疹病毒（KSHV）对cGAS的激活作用[36]。然而，最新研究表明，RNA病

毒如登革热病毒（DENV）、寨卡病毒（ZIKV）、甲型流感病毒（IAV）等在感染

期间同样能够激活cGAS-STING信号通路[37-39]。特别值得注意的是，有研究显示

IL-1β介导的cGAS-STING途径对登革热病毒（DENV）或狂犬病病毒（RABV）

的复制具有抑制作用[7, 34]。这些发现不仅丰富了我们对IL-1β与cGAS-STING通路

相互作用的理解，也为开发新的抗病毒策略提供了潜在的靶点。在本文中，我们

首先验证了hMPV感染能够诱导cGAS-STING信号通路的活化。然后，我们检测了

感染hMPV后IL-1β的敲低导致cGAS和STING磷酸化表达降低。相反，外源性增加

rhIL-1β能导致cGAS的表达和STING的磷酸化增加。此外，我们利用cGAS抑制剂

RU.521 来研究该途径对hMPV复制的影响。正如预期，RU.521 明显抑制了hMPV

的复制。因此，我们得出结论，IL-1β主要通过激活cGAS-STING途径促进hMPV

的复制，这与PCV2和流感病毒相似[40, 41]。 

I型干扰素（IFN-Is）作为宿主抗病毒反应的重要组成部分，能有效抑制病毒

复制[42-44]。研究表明，cGAS-STING通路可以触发IFN-Is的产生，从而在宿主防御

病毒入侵过程中发挥关键作用[12]。根据课题组前期研究发现[45, 46]，随着hMPV感

染时间的延长，96h后病毒复制明显减少。通过检测IFN-Is的表达，我们发现IFN-

α仅在 72h时显著升高。在本文中，我们的实验均在 48h内进行的，因此IFN-Is可

能在hMPV感染的晚期发挥抗病毒作用，其发挥的具体作用有待进一步研究。 

本研究的局限性是仅通过细胞模型来研究hMPV感染。然而，这一模型仍具
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有重要意义，因为上皮细胞不仅是抵抗病毒的前沿屏障，也是病毒复制的关键场

所，是研究呼吸道病毒感染不可或缺的模型[47]。事实上，大多数关于呼吸道病毒

的研究均聚焦于上皮细胞，其在触发和调节免疫系统功能中扮演重要角色[48]。此

外，已有研究证实IL-1β在上皮细胞与单核细胞间的通讯及病毒感染引发的炎症反

应中发挥着关键作用[49]。尽管体外实验无法完全模拟宿主在病毒感染后的全身免

疫调节过程，但它为我们提供了一个病毒感染初期状态的近似状态。这些研究结

果不仅有助于我们更好地理解IL-1β在hMPV感染中的作用，同时也为未来的药物

研发提供了有益的启示。 

4 小结 

本研究发现IL-1β能够通过激活cGAS-STING信号通路从而促进hMPV的复制。

这一发现不仅揭示了IL-1β在病毒感染过程中的新功能，也提示了cGAS-STING信

号通路的活性可能是IL-1β表达的一个必要条件。 
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研究的不足之处 

研究的不足之处： 

1、由于hMPV感染可诱导机体分泌多种细胞因子，不同的细胞因子可诱导多

种信号通路，因此需要进一步研究其他细胞因子在 hMPV感染中的作用。 

2、我们通过细胞实验研究了IL-1β对hMPV感染的特异性作用和机制，这并

不能真正反映hMPV感染后宿主的全身免疫调节过程，如果使用相应的IL-1β敲基

因小鼠进行hMPV复制能力的检测将进一步丰富我们的实验结论。 

3、细胞因子IL-1β在病毒感染中可介导多条信号通路，需要排除IL-1β介导的

其他通路在hMPV感染中发挥的作用。 
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全文总结 

人偏肺病毒（hMPV）在医学界被广泛关注，其在呼吸道疾病中扮演着重要

的角色，尤其对于儿童、老年人以及免疫系统较弱的人群来说，hMPV 的感染可

能引发严重的健康问题。因此，对于 hMPV 的研究不仅是理解其致病机制的关键，

更是开发有效治疗策略的基础。 

本研究深入探索了 IL-1β与 hMPV感染之间的相互关系，并通过 Western Blot

及免疫荧光等方法揭示了 IL-1β 通过 cGAS-STING 通路促进 hMPV 复制的分子机

制。这一机制的发现，不仅丰富了我们对 hMPV 感染过程的理解，同时也为开发

新的治疗策略提供了潜在的靶点。具体来说，我们的研究结果显示，hMPV 感染

能够诱导宿主细胞产生 IL-1β，反过来 IL-1β又促进了 hMPV的复制。 

因此我们提出了抗 IL-1β的治疗策略。通过抑制 IL-1β的活性或表达，我们可

能能够有效阻断 hMPV 的复制，从而达到治疗的目的。这一策略为 hMPV感染的

治疗提供了新的方向，也为其他呼吸道病毒感染的治疗提供了借鉴。此外，本研

究不仅关注 hMPV 本身，还将其置于更多呼吸道病毒感染背景中进行考察。我们

认为 IL-1β 可能在其他呼吸道病毒感染中也发挥着类似的作用。因此，未来的研

究将进一步探索 IL-1β 在呼吸道病毒感染中的作用机制，以期发现更多潜在的治

疗靶点。 

综上所述，本研究不仅揭示了 IL-1β 与 hMPV 感染之间的作用机制，还为开

发新的治疗策略提供了关键线索。我们期待在未来的研究中，能够进一步深入探

索呼吸道病毒感染的奥秘。  
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文献综述 

IL-1β在病毒感染中的研究现状 

 

摘要：病毒是急性上呼吸道感染（ARTI）的最常见病原体。急性病毒性上呼

吸道感染是由流感病毒、副流感病毒、呼吸道合胞病毒、人偏肺病毒等多种病毒

引起的，回顾过去，2019 年爆发的COVID-19 无疑给全球带来严重的经济负担。

人偏肺病毒（hMPV）于 2001年被发现，此后世界各大洲 10余个国家均有报道，

其传播速度和感染范围不容忽视。呼吸道病毒感染可诱导细胞因子IL-1β分泌，多

项研究表明，IL-1β的释放能够激活免疫细胞，促进炎症反应，从而帮助机体清除

病毒。然而，另一方面，过度的IL-1β分泌也可能导致炎症失控，加重组织损伤，

甚至引发其他并发症。目前关于IL-1β对病毒的作用仍存在争议。因此，本文通过

研究IL-1β在病毒感染的研究现状，为进一步研究病毒阻断、药物靶向干预治疗等

提供关键线索，为hMPV病毒防治提供研究思路，以期更好地为易感儿童服务。 

 

关键词：呼吸道病毒，人偏肺病毒，IL-1β 

 

1. 呼吸道病毒感染 

急性病毒性上呼吸道感染由多种病毒诱发，其中包括流感病毒、呼吸道合胞

病毒（RSV）、人偏肺病毒及严重急性呼吸系统综合症冠状病毒 2（SARS-CoV2）

[1]。严重的病毒感染可引起急性呼吸衰竭，并迅速发展为急性呼吸窘迫综合征

（ARDS），导致症状加重，尤其是在感染风险较高的人群中，包括老年人和患有
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哮喘、糖尿病和慢性呼吸系统或心血管疾病等合并症的人[2]。流感病毒作为一种

急性病毒性呼吸道感染的主要诱因，其影响范围广泛，从轻微的上呼吸道炎症到

致命的急性肺炎均有涉及，大流行期间更是与高死亡率紧密相连[3]。据统计，每

年流感影响全球近 10%的人口，导致约五十万人不幸离世[4]。RSV是一种来自副

粘病毒科的RNA病毒，其感染是北美儿童住院的重要原因，也是全球 1 岁以下婴

儿死亡的主要原因之一，仅次于疟疾，目前针对RSV感染的有效治疗或预防措施

仍相对匮乏[5]。由SARS-CoV2感染引起的 COVID-19 大流行，不仅对公共卫生造

成重大冲击，也对全球经济产生了深远影响[6]，其发病率高，死亡率高，已成为

过去几个世纪对人类最重要的威胁之一[7]。SARS-CoV2 感染可引起特征性的高炎

症反应，引起血管损伤、微血管病、血管生成和广泛的血栓形成等[8]。病毒和宿

主因素都决定了病毒诱导的组织损伤的程度和疾病严重程度。 

人偏肺病毒（hMPV）是新描述的Metapneumovirus属的成员，是副粘病毒科

肺病毒亚科的重要呼吸道病原体[9]。首次在患有不同呼吸综合征的幼儿呼吸道样

本中被发现，如普通感冒、下呼吸道感染和哮喘加重等[10]。hMPV由单个负链

RNA组成，其基因组是 3'-N-P-M-F-M2-SH-G-L-5'，共 8个基因，可编码 9种不同

的蛋白质[11]。研究表明，hMPV是一种全球性病原体，感染多见于 5 岁以下儿童，

人类终生都会再次感染，这意味着由自然感染诱导的宿主免疫反应提供了不完全

的保护[12]。其引发的慢性炎症和促炎细胞因子水平升高是主要危险因素，hMPV

感染后对免疫缺陷者、移植后病人、老人可能带来致死性后果[13]。血清学调查显

示其在人群中流行至少已超过 70 年，研究报道在呼吸道感染患者中的hMPV的检
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测率从 1.5%到 43%不等，存在地区差异[14]。另一项研究表明在全球范围内，5 岁

以下儿童中估计有 1400万人感染hMPV, 60万人住院，1.6万多人死亡[15]。2022年

12月和 2023年 1月hMPV感染出现高峰，5.4%的成年患者和 12%的 0-4岁儿童检

测出hMPV阳性[16]。根据 2015 年新英格兰杂志发表的一项多中心、人群监测研究，

因肺炎住院的患儿中有 13%检出了hMPV[17]。然而，一直以来，hMPV的严重程度

是被严重忽视的，其感染通常都被认为是轻度病程，但实际上hMPV和RSV具有

相似的临床特征，在儿童中都会引起低氧血症、发热、咳嗽、喘息，且hMPV更

容易导致发热[18]。然而，至今尚无有效的药物和疫苗来预防或治疗hMPV感染，

这使得对hMPV的重视程度亟待提升。 

2. IL-1β的来源及其免疫功能 

白细胞介素-1β（IL-1β）是一种重要的细胞因子，主要来源于活化的单核细

胞和巨噬细胞[19]。免疫细胞受细菌、病毒感染等外界刺激被激活，进而释放IL-1β，

在病毒、细菌、真菌和寄生虫感染的患者中发现IL-1β产生增加[20]。此外，IL-1β

也可以由其他细胞类型，如内皮细胞、成纤维细胞和角质细胞等产生，但其主要

来源还是免疫细胞[21]。其介导的疾病通常被称为“自身炎症”，主要源于单核细

胞和巨噬细胞的内源性分子驱动的IL-1β活性形式的释放。然而IL-1β活性受到严

格控制，需要通过有限的蛋白水解过程将无活性的IL-1β前体（pro-IL-1β）转化为

活性细胞因子。这一过程可以通过丝氨酸蛋白酶在细胞外进行，特别是通过浸润

中性粒细胞释放或通过半胱氨酸蛋白酶半胱天冬氨酸酶-1 在细胞内释放[22]。病原

体相关分子模式（PAMPs）通过巨噬细胞上的模式识别受体（PRR）识别无活性
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的pro-IL-1β前体，进而调节控制基因表达的通路。进一步的PAMP或DAMP（危

险相关分子模式）刺激能够诱导活性IL-1β分子的加工和分泌[23]。在此过程中，

ccaspase-1 的活化是IL-1β成熟和释放的关键步骤，pro-IL-1β被caspase-1 裂解，而

NLRP3 的PYD结构域通过与ASC的PYD结构域相互作用，促进caspase-1 的激活。

一旦caspase-1处理完成，成熟的IL-1β会迅速从细胞中分泌[5,24,25]。 

IL-1β水平的变化与多种疾病状态紧密相关，其升高不仅与动脉粥样硬化、2

型糖尿病以及类风湿性关节炎、多发性硬化症和克罗恩病等自身免疫性疾病相关

[22]。在免疫功能方面，IL-1β的作用非常广泛，它能够激活和调节免疫细胞的活性，

包括中性粒细胞、单核细胞、巨噬细胞和T细胞等，提高机体对病原体的防御能

力。作为炎症反应的中枢介质，IL-1β增加IL-6、细胞间粘附分子和血管细胞粘附

分子的合成和释放，激活淋巴细胞并促进白细胞和嗜酸性粒细胞浸润到炎症部位

[26]。适量的IL-1β表达可以修复损伤，减少病毒增殖。然而，IL-1β表达过多会加

剧炎症程度，从而增加发病率和死亡率。例如，在缺血性损伤如心肌梗死或中风

的情况下，IL-1β的爆发可能诱发急性全身或局部炎症。而在动脉粥样硬化、2 型

糖尿病和骨关节炎等疾病中，IL-1β则与缓慢进展的炎症过程相关[21]。此外，IL-

1β在癌症的发生和发展中也扮演着重要的角色。作为免疫放大信号，它参与了癌

症、心血管疾病以及多种自身免疫性和炎症性疾病的进展。特别是在慢性炎症的

背景下，循环中高水平的IL-1β能够促进致癌介质的产生，从而诱导肿瘤的发生[27]。

因此，关键在于维持IL-1β在适当的水平，以平衡其益处与潜在的风险。总之，

IL-1β在人类健康中扮演着双重角色，既参与机体对感染的防御，也可能成为某些
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疾病发生和发展的关键因素。因此，深入了解IL-1β的调节机制，并探索其在疾病

治疗中的潜在应用，对于维护人类健康具有重要意义。 

3. IL-1β在病毒感染中的作用 

在感染过程中，IL-1β的产生与先天抗菌素防御的开始同时发生，它对宿主反

应和对病原体的抵抗力至关重要，其在呼吸道病毒感染中发挥着重要作用[28]。首

先，作为炎症反应的关键调节因子，IL-1β在呼吸道病毒感染的初期阶段就迅速响

应，通过激活免疫细胞、诱导趋化因子和黏附分子的表达，以及促进炎症反应等

方式，参与抗病毒免疫应答。在呼吸道病毒感染过程中，NLRP3 炎性小体识别

PAMPs触发IL-1β的成熟和分泌的过程对于清除病毒感染的细胞、限制病毒复制以

及促进机体恢复具有重要意义[23]。然而，IL-1β的过度表达或不当调节也可能导致

呼吸道病毒感染后的病理损伤。高水平的IL-1β可以引发过度的炎症反应，导致气

道上皮细胞的损伤、黏液分泌过多以及气道高反应性等病理改变，从而加重呼吸

道病毒感染的症状和病程。此外，IL-1β还可能影响呼吸道病毒感染后的免疫反应。

一方面，它可以通过促进T细胞和B细胞的活化，增强机体的特异性免疫应答；另

一方面，过度的IL-1β表达也可能导致免疫失衡，抑制抗病毒免疫应答的有效性[26]。 

病毒复制的调控对疾病的进展至关重要，IL-1β在不同病毒感染中扮演不同的

角色。例如，抑制IL-1β受体可以改善RSV感染的新生小鼠肺部的炎症损伤[29]。用

特异性中和抗体中和IL-1β可有效减轻甲型流感病毒引起的呼吸道炎症。一项关于

甲型流感病毒的研究发现，在抑制IL-1β受体后，由流感病毒引起的肺部病变显著

减少，表明IL-1β是H1N1 流感病毒感染期间与肺部炎症相关的主要成分[30]。其他
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研究表明，用特异性中和抗体中和IL-1α和IL-1β可有效减少甲型流感病毒诱发的

呼吸道炎症。然而，外源性添加IL-1β可以激活cGAS-STING信号通路诱导强大的

先天免疫应答，从而抑制登革热病毒的复制[31]。因此，目前尚不清楚IL-1β通路在

病毒感染期间对宿主是有益还是有害[32]。既往研究证明IL-1β可通过cGAS-STING

途径诱导mtDNA释放从而激活先天免疫信号。该信号通路参与了多种DNA及

RNA病毒的复制[33]。SARS-COV-2 已被证明可激活cGAS-STING通路，抑制

STING可减轻SARS-COV-2 引起的严重肺部炎症，改善疾病预后[8]。泛素特异性

肽酶 18（USP18）的过表达可通过cGAS-STING途径促进甲型流感病毒感染[34]。

猪环状病毒 2型（PCV2）感染激活cGAS-STING信号通路，诱导IFN-β的产生，敲

除cGAS和STING，可减少病毒在PK-15 细胞中的复制[35]。但cGAS-STING信号通

路在hMPV感染中的作用尚未可知，IL-1β信号对hMPV感染细胞内在免疫的贡献

尚未清楚。 

因此，在呼吸道病毒感染的治疗过程中，合理调控IL-1β的表达水平对于减轻

炎症反应、促进疾病恢复具有重要意义。未来研究可以进一步探索IL-1β在呼吸道

病毒感染中的具体作用机制，以及开发针对IL-1β的特异性治疗策略，为呼吸道病

毒感染的防治提供新的思路和方法。 
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