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Abstract 
Objective: In order to clarify the role of glycogen synthase kinase-3β (GSK-3β) in the process of in-
fluenza virus infection. Methods: We preformed the RNAi to knock down the GSK-3β gene expres-
sion, then we determined the virus titers in the A549 cell supernatants by performing TCID 50 as-
say, and examined the influence of GSK-3β to cell viabilities of the infected cells as well as the in-
fluenza virus-induced A549 cell apoptosis using CCK-8 Kit and Caspase-Glo 3/7 Kit. Results: The 
results demonstrated that down-regulation of GSK3 expression decreased the viral titers in the 
A549 cells supernatants. Down-regulation of GSK-3β expression decreased the A549 cell viability, 
at the same time, increased the influenza virus induced cell apoptosis. Conclusion: Hence, GSK-3β 
negatively regulated the influenza virus-induced host cell apoptosis, and it was essential for the 
efficient replication of influenza virus. 
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摘  要 

目的：明确GSK-3β在流感病毒感染过程中所发挥的作用。方法：我们应用RNA干扰技术下调GSK-3β的
表达水平后，用TCID50法测定A549细胞上清中的流感病毒滴度，并使用CCK-8细胞活力检测试剂盒和

Caspase-Glo凋亡检测试剂盒检测了GSK-3β对流感病毒感染A549细胞活力及流感病毒诱导的A549细胞

凋亡的影响。结果：下调GSK-3β的表达降低了流感病毒感染A549细胞上清中的病毒滴度，并且GSK-3β
的表达下调还降低了流感病毒感染A549细胞的细胞活力同时增强了流感病毒诱导的细胞凋亡。结论：

GSK-3β对流感病毒诱导的宿主细胞凋亡具有负调节作用并且是病毒在细胞中高效复制所必需的。 
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1. 引言 

糖原合成激酶-3(GSK-3)是在哺乳动物细胞中普遍表达的丝氨酸/苏氨酸激酶[1] [2]。虽然 GSK-3 是因

为可以磷酸化糖原合成酶而阻止糖原合成而被发现，但是很快发现它可以磷酸化多达 50 种底物，这些众

多的底物使得 GSK-3 参与了很多的细胞过程[3]。对于细胞凋亡的影响，GSK-3 表现出两面性，GSK-3
可以促进由线粒体途径介导的内源性细胞死亡信号传导，而对于死亡受体介导的外源性凋亡信号传导产

生抑制[4]。本文研究了 GSK-3β 对甲型流感病毒在 A549 细胞中复制的影响以及它在流感病毒感染诱导

的宿主细胞凋亡中的作用。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

2.1.1. 细胞株和病毒株 
A549 (人肺腺癌上皮细胞)为本室保存；MDCK (狗肾细胞)为中国医学科学院病原所王健伟研究员惠

赠；毒株为 Influenza A virus A/Puerto Rico/8/34 (H1N1)。 

2.1.2. 主要试剂和仪器 
细胞培养基 DMEM，胎牛血清和真核转染试剂 Lipofectamine 2000 购自 Invitrogen 公司；CCK-8 细

胞增殖检测试剂盒购自同仁化学；Caspase-Glo 3/7 细胞凋亡检测试剂盒购自 Promega 公司；细胞总蛋白

提取试剂盒购自碧云天生物技术研究所；NC 膜购自 Millipore 公司；GSK-3β单克隆抗体购自 Cell Signaling 
Technology 公司；流感病毒 NP 单克隆抗体购自 Millipore 公司；二抗购自北京中杉金桥生物技术有限公

司；ECL 超敏发光底物为 Thermo 公司产品；显影胶片为 Kodak 公司产品；细胞核染料 DAPI 购自 Sigma
公司；倒置荧光显微镜 TE2000-S 为 Nikon 公司产品；酶标仪；siRNA 由上海吉玛制药技术有限公司合成，

序列如下：阴性对照，UUCUCCGAACGUGUCACGUTT；GSK-3β，GUAAUCCACCUCUGGCUACTT。 

2.2. 方法 

2.2.1. 病毒感染 
A549 细胞使用 DMEM 培养基 37℃培养，细胞长满后按 1:3 传代，待细胞汇合度至 70%~80%时，PBS
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洗涤细胞 3 次，换含有病毒原液的病毒吸附液，接毒剂量为 m.o.i = 5.37℃于二氧化碳孵箱中吸附 1 小时，

弃吸附液，PBS 洗涤 3 次，换病毒维持液后置于二氧化碳培养箱 37℃继续培养。 

2.2.2. GSK-3β基因沉默 
将 A549 细胞按照 5000 个每孔的密度铺 96 孔板，37℃过夜培养，按照每孔 5pmol siRNA 和 0.25 ul

脂质体的条件进行转染，设置对照组和实验组各 3 个平行孔，操作按照 Lipofectamine 2000 说明书，在转

染后 48 小时进行接毒等实验。 

2.2.3. 细胞间接免疫荧光 
接毒后不同时间的 A549 经 PBS 洗涤后用 4%多聚甲醛室温固定 15 分钟，0.1% Triton X-100 透膜 20

分钟，PBS 洗涤 3 次，1%BSA 室温封闭 1 小时，加入按 1:500 稀释于 PBS 中的流感病毒 NP 蛋白单克隆

抗体，4℃于湿盒中孵育过夜。PBS 洗涤 3 次，加入按 1:100 稀释的罗丹明标记的羊抗小鼠 IgG 抗体，室

温孵育 2 小时，PBS 洗涤 3 次，DAPI 染色后置于倒置荧光显微镜下观察。 

2.2.4. 细胞活力的测定 
将 A549 细胞铺 96 孔板，24 小时后转染阴性对照 siRNA，GSK-3β siRNA，48 小时后以 m.o.i = 5 感

染流感病毒。感染 24 小时后，每孔加入 10μl CCK-8 试剂，放入二氧化碳培养箱 37℃继续放置 2 小时。

取出 96 孔板，使用酶标仪测定 450 nm 处吸收值。 

2.2.5. 细胞凋亡的检测 
将 A549 细胞铺 96 孔板，24 小时后转染阴性对照 siRNA，GSK-3β siRNA，48 小时后以 m.o.i = 5 感

染流感病毒。感染 24 小时后取出，待温度降至室温后每孔加入 100 μl Caspase-Glo 3/7 试剂，使用荧光读

板机测定 562 nm 处吸收值。 

2.2.6. SDS-PAGE 与蛋白免疫印迹 
病毒感染后一定时间收集的 A549 细胞用试剂盒提取总蛋白，操作按说明书，调整蛋白浓度后，加 5×

上样缓冲液并煮样变性，每孔上等量蛋白样品。进行 SDS 聚丙烯酰胺电泳，12%分离胶和 5%积层胶，

80V电泳 120分钟后将蛋白转移至NC膜，室温封闭 2小时，分别加入一抗，稀释度如下：GSK-3β (1:1000)、
GAPDH (1:10,000)，4 ℃缓缓摇动过夜孵育。辣根过氧化酶标记二抗稀释度为 1:5000，室温孵育 2 小时后

加入 ECL 底物于暗室中压片、洗片。 

2.2.7. 病毒滴度测定 
感染流感病毒 24 小时的 A549 细胞上清液，取 100 μl使用铺于 96 孔板的 MDCK 细胞测定组织半数

感染量(TCID 50)，然后计算病毒滴度。 

3. 结果 

3.1. 流感病毒在 A549 细胞中的复制 

流感病毒可以在人肺腺癌上皮细胞中高效的复制，我们用甲型流感病毒 PR8 株以 m.o.i = 5 感染 A549
细胞，在感染后不同时间点进行间接免疫荧光来检测流感病毒的核蛋白来反映流感病毒在 A549 细胞内

的复制情况。如图 1 所示，相对于未感染对照组，感染流感病毒 3 小时后，细胞内即出现明显的 NP 蛋

白表达，NP 蛋白的表达量随感染时间逐渐上升，并且由细胞核逐渐输出至细胞浆，感染 24 小时后，几

乎所有细胞均被感染。我们在 8 小时，12 小时和 24 小时检测 A549 细胞悬液中的病毒滴度，如图 2 所示，

病毒滴度随时间上升。 
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Figure 1. Indirect immunofluorescent of influenza virus NP 
protein (20 × 10) 
图 1. 流感病毒 NP 蛋白间接免疫荧光(20 × 10) 

 

 
Figure 2. Viral titers at various time points after infection 
图 2. 感染流感病毒后不同时间的病毒滴度 

3.2. GSK-3β基因沉默效果 

为了验证基因沉默效果我们用 GSK-3β 的抗体检测了蛋白表达水平，如图 3 所示，转染了 GSK-3β 
siRNA 的细胞相对于转染了阴性对照 siRNA 的 A549 细胞，GSK-3β的表达水平明显下调。Bandscan 5.0
灰度扫描结果显示，转染了 GSK-3β siRNA 后，GSK-3β的表达量下降为对照的 60%左右(图 3)。 

3.3. GSK-3β对流感病毒滴度的影响 

为了研究 GSK-3β 对于流感病毒复制的影响，我们测定了转染阴性对照 siRNA 组和转染

GSK-3βsiRNA 组 A549 细胞感染流感病毒后 24 小时的细胞上清中的病毒滴度，如图 4 所示，阴性对照组

的 24 小时细胞上清中的病毒滴度明显高于 GSK-3β转染组。 

3.4. GSK-3β对流感病毒感染的 A549 细胞活力的影响 

转染阴性对照 siRNA 和 GSK-3β siRNA 48 小时后的 A549 细胞以 m.o.i = 5 感染流感病毒，24 小时后

测定 A549 细胞的细胞活力。在感染流感病毒 24 小时后，GSK-3β表达下调的 A549 细胞活力明显低于转

染阴性对照 siRNA 的 A549 细胞(图 5)。 
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Figure 3. The expression levels of GSK-3β, GAPDH 
as a loading control 
图 3. GSK-3β的表达水平，GAPDH 作为上样内参 

 

 
Figure 4. The influenza virus titers of A549 cell supernatants at 24 
hours (*P < 0.05) 
图 4. 24 小时细胞 A549 细胞上清中的流感病毒滴度(*P < 0.05) 

 

 
Figure 5. The influence of GSK-3β on cell viability (*P < 0.05) 
图 5. GSK-3β对细胞活力的影响(*P < 0.05) 
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Figure 6. The regulation of influenza virus induced apoptosis by GSK-3β (**P < 0.01) 
图 6. GSK-3β对流感病毒诱导的细胞凋亡的调节(**P < 0.01) 

3.5. GSK-3β对流感病毒诱导的宿主细胞凋亡的影响 

在感染的后期，流感病毒可以使宿主细胞发生明显的凋亡。我们使用 Caspase-Glo 3/7 凋亡检测试剂

盒流感病毒感染过程中 A549 细胞凋亡的情况。如图 6 所示，在流感病毒感染 12 小时和 24 小时的 A549
细胞中，GSK-3β siRNA 转染组与阴性对照 siRNA 转染组相比，A549 细胞凋亡水平升高。 

4. 讨论 

细胞凋亡也称为细胞程序性死亡(Programmed Cell Death)，是细胞应对细胞损伤或病毒感染等外界压

力而产生的应答反应。在流感病毒感染细胞时，细胞发生快速凋亡可以缩短流感病毒的复制过程以达到

抵抗病毒复制的目的。GSK-3β对于细胞凋亡的调控比较复杂，对于由 DNA 损伤、内质网压力、氧化应

激和生长因子缺失照成的细胞凋亡有促进作用[5] [6] [7] [8] [9]，而对于由肿瘤坏死因子和死亡受体引起

的凋亡则起到抑制作用[10]。GSK-3β还可以调节一些参与凋亡控制的转录因子和翻译因子的表达水平并

以此参与细胞凋亡的调控[8] [9] [11] [12] [13]。 
此前有研究报道 GSK-3β在流感病毒感染过程中磷酸化水平增加[14]。为了明确 GSK-3β在流感病毒

感染过程中所起的作用，我们应用 RNA 干扰技术对细胞内 GSK-3β的表达进行阻断，蛋白免疫印迹检测

GSK-3β 的表达下降为对照组的 60%左右。我们发现 GSK-3β 基因表达下调降低了流感病毒感染的 A549
细胞上清中的病毒滴度，提示 GSK-3β在流感病毒在 A549 细胞中高效复制过程中起到了重要作用。同时

我们发现 GSK-3β 的表达下调降低了宿主细胞活力；GSK-3β 表达下调组的 Caspase 3/7 活性增强即宿主

细胞凋亡水平提高。综合分析，上述研究结果提示 GSK-3β 参与了流感病毒感染诱导的宿主细胞凋亡的

调控，很可能该分子通过抑制流感病毒感染细胞的凋亡而为流感病毒在细胞内的复制和增殖提供条件。

流感病毒是通过哪些信号通路促发了 GSK-3β 的抗凋亡效应以及这一效应具体是经由哪些分子或过程来

实现的，尚有待进一步研究。揭示流感病毒感染过程中的复杂的病毒-宿主相互作用将为流感病毒的防治

提供新的线索。 

5. 结论 

1) 使用 Caspase-Glo 3/7 凋亡检测试剂盒，我们发现 GSK-3β表达下调可以增强流感病毒造成的宿主

细胞凋亡。 
2) GSK-3β的表达下调造成了流感病毒滴度的下降，说明GSK-3β在流感病毒的复制中发挥重要作用。 
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