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摘要 

I 

摘要 

天然免疫反应为机体提供了对于病原微生物感染而进行反击的第一道防线，

与人类的许多感染性及非感染性疾病密切相关。其中，I 型干扰素（IFN-α/β）是

病毒感染后产生的介导抗病毒反应的关键分子，介导了后续的先天免疫抗病毒反

应。I 型干扰素通过 IFNR（interferon receptor）-JAK/STAT 的信号通路诱导激活

下游数百个 ISGs（interferon-stimulated genes）的表达。这些蛋白可以起到直接

影响病毒吸附、脱壳、复制、包装和释放以及影响宿主细胞的生长和存活，从而

达到广谱抗病毒的作用。虽然 ISGs 已经发现了超过 25 年，只有一些蛋白被报道

具有抗病毒的作用，但是大部分干扰素诱导基因的抗病毒功能，靶点以及抗病毒

机制并不完全清楚。I 型单纯疱疹病毒（HSV-1）是双链 DNA 病毒。HSV-1 在

人群中的感染非常广泛，亚洲成年人约有 80%以上都是 HSV 病毒的携带者。此

外，HSV-1 感染会引起散发性脑膜炎的，这一疾病主要出现在婴幼儿中，具有较

高的致死率。为了找 I 型干扰素激活的基因中具有真正起到抗病作用的蛋白，我

们通过 RNA 测序的方法检测 HEK293 细胞中能够被干扰素刺激上调的基因。并

构建了一个约 600 个基因的过表达质粒库，通过 HEK293 细胞中过表达确定了这

600 个基因对于 HSV 以及 VSV 病毒的抑制作用。我们筛选出 10 个具有抑制病

毒合成的候选基因。并通过 CRISPR-Cas9 基因敲除的技术确定了其中的环前列

腺素受体以及其家族的前列腺素 D2 受体具有抗病毒作用。前列腺素受体家族属

于 G 蛋白偶联受体，可以激活下游 G 蛋白。通过基因敲除的方式确定了 Gαq 蛋

白可能在其抗病毒作用中起到了主要的作用。而 Gαs 过表达以及下游 PKAG 蛋

白，可以增强 Gαq 的抗病毒效果。这些研究发现为我们寻找治疗 HSV-1 诱发的

脑膜炎提供了一个潜在的治疗靶点。 

关 键 词：ISGs ；前列腺素受体 ； 单纯疱疹病毒 
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Abstract 

II 

Abstract 

The innate immunity is the first line of defense against microbial infection, 

which is related to infectious and noninfectious disease. Among them, the type-1 

interferon（IFN-α/β） is an important cellular factors which can mediate the antiviral 

activity. The type-1 interferon stimulate the IFNR（interferon receptor）-JAK/STAT 

signal pathway and transcriptionally regulate hundreds of interferon-stimulated 

genes(ISGs). Collectively, they can target almost any step in a virus life cycle (e.g. 

entry, uncoating, genome replication, particle assembly, egress) and influence the 

growth and survival of the host cell. Consequently, the type-1 IFN help the cell 

defense against multiple microbial infection. Although hundreds of ISGs have been 

identified more than 25 years ago, only a few of them have been characterized with 

respect to antiviral effect. For most ISG products, little is known of their antiviral 

activity, target specificity and mechanisms of action. Herpes simplex virus type 1 

(HSV-1) is a double stranded DNA virus. It is a widespread virus and it is infects 

approximately 80% of adults worldwide. HSV-1 infection can cause the fatal 

childhood HSV-1 encephalitis (HSE). To conduct the screen we use the RNA deep 

sequencing to identify the gene which can be induced by interferon in the HEK293 

cell, and construct an almost 600 plasmid pool. These ISGs were tested for their 

ability to inhibit the replication of two important human and animal viruses HSV and 

VSV. Using this screen we find more than 10 candidate. Through the gene editing 

method based on CRISPR-CAS9 nuclease we identify the prostaglandin I2 receptor 

(IP) and the same family member prostaglandin D2 receptor (DP) have the antiviral 

activity. Using the overexpress and CRISPR-CAS9 nuclease we can confirm that the 

downstream factor Gαq has the important role in the antiviral activity. In addition 

overexpressing Gαs protein and the downstream factor PKAG can enhance the effect 

of Gαq respectively. These results may provide a new perspective for the exploration 

of pharmaceutical approaches against HSV-1 related disease. 

Keywords: ISGs；Prostaglandin receptor；HSV
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第一章 前言 

1 

 第一章 前言 

1.1 免疫系统 

1.1.1 免疫系统概述 

在我们的生活环境中有着各种各样的病原微生物，如：细菌、病毒、支原体、

真菌、寄生虫等。人类作为宿主为这些病原微生物提供了能量代谢和繁殖提供的

资源。幸运的是，人体进化出一系列防止病原微生物入侵的途径。 

免疫系统是防卫病原微生物入侵最有效的武器，它能监控并清除外来病原微

生物等引起的反应。人体的免疫系统不仅防御病原微生物的入侵而且监视清除体

内的肿瘤细胞、死亡细胞、衰老细胞或其他有害的成分以及通过自身免疫调节使

免疫系统保持稳态。免疫系统主要由免疫器官、免疫细胞、免疫活性物质等组。

它们通过协同作用共同保护机体免受外来病原微生物入侵的危害。 

根据对病原微生物入侵的识别的不同，免疫系统可分为先天免疫系统(innate 

immune system)和适应性免疫系统(adaptive immune system)。先天免疫系统，又

叫做天然免疫系统、固有免疫系统，包括生理屏障(皮肤和粘膜组织、血脑屏障

和胎盘屏障等)、化学屏障(pH 值、酶、脂肪酸以及补体系统)以及参与天然免疫

的细胞(如上皮细胞、粒细胞、单核细胞、自然杀伤细胞、巨噬细胞和树突状细

胞等)。 ―适应性免疫‖又叫做获得性免疫(acquired immunity)，又包括体液免疫和

细胞免疫，获得性免疫抵抗的是被感染过的较为特意的某些病原体，它为机体提

供了一个较长时间的保护[1]。获得性免疫主要通过体内 T/B 淋巴细胞表面受体识

别病原微生物的表面抗原 (epitope)，并进行自身活化、增殖、分化成效应细胞，

并能对该抗原起到特异性反应。 

 虽然先天免疫与适应性免疫的作用机制不同，但它们并非是两个完全独立的

系统，而是协同执行免疫功能。首先，生理屏障为机体提供了第一道防线。致密

的上皮细胞组成的皮肤和黏膜可阻挡病原入侵，并且分泌多种杀菌、抑菌物质，

如胃酸、唾液等。但是病原微生物进化出各种手段入侵人体。当病原微生物突破

生理屏障后，可被局部的巨噬细胞迅速吞噬。另外，补体系统也会激活免疫和炎
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症反应。在病原微生物突破机体的物理和化学屏障后，会激活被感染细胞产生大

量的细胞因子（inflammatory factors）和趋化因子(chemokines)如白细胞介素

（interleukin, IL)、.干扰素（interferon, IFN)、肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor, 

TNF)等，这些细胞因子一方面通过自分泌(autocrine)和旁分泌(paracrine)的方式激

活下游信号通路，合成抑制病原微生物的蛋白；另一方面炎症细胞因子和趋化因

子吸引免疫细胞中的中性粒细胞(neutrophil)、自然杀伤细胞(natural killer cell)、

巨噬细胞(macrophage)和树突状细胞(dendritic cell)，来吞噬、杀伤被感染的细胞，

同时清除病原微生物产生炎症反应。如果天然免疫系统没能成功清除外来病原微

生物，巨噬细胞和树突状细胞会对病原微生物表面抗原进行加工，通过细胞表面

的主要组织相容性复合物 I/II（major histocompatibility complex class I/II， 

MHC-I/II）呈递给 T 细胞和 B 细胞，通过增殖、分化、转化成效应 T 细胞、浆

细胞和记忆细胞从而起到更为特异的和较长时间对病原体监控与清除作用。 

1.1.2 天然免疫中抗病毒机制 

天然免疫是抵抗病毒扩散的第一道防线。先天免疫系统能够识别病毒的感染

并引发一系列的抗病毒反应。其中，I 型干扰素比如 IFN-α 和 IFN-β 是病毒感染

后产生的抗病毒反应的关键分子,从而起到了抗病毒，抑制恶性肿瘤细胞扩增以

及免疫调节的作用[2,3,4,5]。天然免疫系统抗病毒需要两个事件，首先免疫系统的

受体对入侵病毒进行识别，然后通过激活蛋白通路信号来调节干扰素合成。细胞

的天然免疫系统表达模式识别受体（pattern recognition receptors ,PRR） 检测病

原体特定的病原相关分子模式(pathogen-associated molecular patterns, PAMP) ，如

基因组 DNA、dsRNA 等[6,7]。宿主细胞中识别病毒病的模式识别受体大概可以分

为三类：一是细胞外膜和核内体中的 Toll 样受体（Toll like receptor）；二是细胞

质中识别病原体 RNA 的受体；三是识别胞内病毒 DNA 的受体。在病毒感染过

程中产生主要作用的 Toll 样受体主要是 Toll like receptors 3,7,8,9 
[8,9]。它们识别

病毒 DNA 和 RNA 等。具体为：TLR3 主要识别核内体中 dsRNA；人源的 TLR7/8

识别单链 RNA 片段（ssRNA）；TLR9 主要识别含有未甲基化的 CpG 的 DNA 片

段[8]。TLR7/TLR8/TLR9 是通过 MyD88 介导的信号通路诱导 I型干扰素产生的，

特别是 IFN-α
[11,12]。有报道在树突状细胞（pDCs）中，MyD88 与 IRF7 形成分子
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复合体介导下游的信号传递产生 I 型干扰素[13,14]。TLR3 作为非经典的 Toll 样受

体是通过接头分子-TRIF 介导 IRF3 以及 I 型干扰素产生的[15,16]。近年来 RIG-I

（ retinoic acid inducible gene – I)样受体被发现可以识别细胞适中的双链

RNA(dsRNA) 
[10]。RIG-I 和 MDA5 是通过募集下游线粒体抗病毒蛋白

（Mitochondrial antiviral protein，MAVs）[17-20]，其 N 端含有 CARD 结构域，通

过和 RLRs 上 CARD 结构域相互作用，MAVs 能够通过 EYA4、TRAF3、

NAP1/SINTBAD、TBK1/IKKi 和 IRF3/7 介导激活介导下游 NF-κB 的激活和 I 型

干扰素的产生。（如图 1.1 所示）。 

 

图 1.1 天然免疫抗病毒 TLR 和 RIG-I 两条信号通路 

Figure 1.1 TLR and RIG-I – two antiviral innate immunity pathways
[21]

 

现在已经报道过的胞质 DNA 受体主要有：DAI（DNA dependent activator of 

IFN-regulatory factors）、IFI16（IFN-gamma-inducible protein 16）、DDX41（DEAD 

box polypeptide 41）和 cGAS (cyclic guanosine monophosphate-adenosine 

monophosphate synthase)。这些胞质受体均通过下游一个叫做干扰素基因激活子

（stimulator of interferon genes ，STING)的蛋白，也称为 MITA、 ERIS 或者
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