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摘要      谷氨酰胺(glutamine, Gln)在细胞生长和代谢过程中起重要作用, 能够激活磷脂酰肌

醇-3-激酶(phosphatidylinositol-3-kinase, PI3K)/蛋白激酶B(protein kinase B, Akt)/哺乳动物雷帕霉素

蛋白(mammalian target of rapamycin, mTOR)信号通路。多种病毒能通过PI3K/Akt信号通路维持细

胞生存和抑制细胞凋亡, 维持病毒的感染。为了探讨Gln在痘苗病毒(vaccinia virus strain western 
reserve, WR)感染人肺癌细胞A549过程中的调控作用及其潜在机制, 该文通过蛋白免疫印迹

(Western blot)检测PI3K/Akt信号通路蛋白质磷酸化水平, 流式细胞术检测细胞阳性率, 结晶紫染色

检测WR滴度, 实时定量PCR(quantitative Real-time PCR, qPCR)检测WR基因E3L和A46R mRNA水

平。结果显示, Gln处理后PI3K/Akt信号通路蛋白质磷酸化水平显著升高。抑制PI3K/Akt信号通路

后, 细胞阳性率显著降低(P<0.05), WR滴度显著降低(P<0.05), WR基因E3L和A46R mRNA水平显著

降低(P<0.05)。该研究结果表明, Gln通过激活PI3K/Akt信号通路从而促进A549细胞中WR的复制。
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Abstract       Glutamine (Gln) plays an important role in cell growth and metabolism. It can activate 
phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/protein kinase B (Akt)/mammalian target of rapamycin (mTOR) signaling 
pathway. A variety of viruses can maintain cell survival through the PI3K/Akt signaling pathway, and inhibit cell 
apoptosis and maintain the virus infection. This study mainly investigated the role of Gln in the process of vaccinia 
virus strain western reserve (WR) infection and its potential mechanism. The protein levels of PI3K/Akt signaling 
pathway were measured by Western blot. The cell positive rate was determined by flow cytometry. The WR titer 
was assessed by crystal violet dyeing test. The mRNA levels of gene E3L and A46R were determined by qPCR 
(quantitative Real-time PCR). The results showed that Gln significantly promoted the levels of proteins in PI3K/Akt 
signaling pathway. Compared with normal Gln group, PI3K/Akt signaling pathway inhibitors significantly reduced 
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the cell positive rate, the titer and the mRNA levels of E3L and A46R (P<0.05). The results showed that glutamine 
could promote the WR replication by activating PI3K/Akt signaling pathway in A549 cell.

Keywords       Gln; WR; PI3K/Akt signaling pathway; mTOR

谷氨酰胺(glutamine, Gln)是细胞生长所必需的

氮源, 能够促进细胞生长[1-2]。细胞中, 哺乳动物雷帕

霉素蛋白(mammalian target of rapamycin, mTOR)谷
氨酰胺代谢存在多种复杂调控关系, 同位素标记等

研究证明, Gln能够激活体内mTOR信号通路[3]。痘苗

病毒(vaccinia virus strain western reserve, WR)具有

一系列逃逸宿主抗病毒反应的机制, 能够利用宿主

细胞的蛋白质合成机制来合成其自身复制所需要的

蛋白质[4-5]。研究表明, WR感染细胞时, 病毒的高效

复制依赖于Gln。在Gln缺失的环境下, 病毒复制能

力显著下降, 而且Gln代谢抑制剂会阻碍病毒蛋白质

合成[6]。磷脂酰肌醇-3-激酶(phosphatidylinositol-3-
kinase, PI3K)/蛋白激酶B(protein kinase B, Akt)信号

通路在WR感染过程中起着至关重要的作用, 病毒通

过激活PI3K来刺激mTOR分子, 失活真核翻译起始因

子4E结合蛋白1(eukaryotic translation initiation factor 
4E binding protein 1, 4E-BP1), 促进帽状结合复合物

起始因子的形成, 促进翻译起始[7], 合成病毒复制所

必需的蛋白质。

PI3K可被Ras信号通路以及一些生长因子及细

胞因子激活。胞外受体与配体结合后, 经信号转导

激活PI3K, 活化的PI3K催化磷脂酰肌醇磷酸化而生

成PI-3,4,5-P3, 招募下游的Akt到细胞膜上。PI-3,4,5-
P3激活磷脂酰肌醇依赖性激酶-1(phosphatidylinositol 
kinase-1, PLK-1), 在PLK-2的存在下 , 激活Akt[8]。

mTOR是PI3K/Akt信号通路的重要底物之一, 是一种

丝/苏氨酸激酶, 也是重要的信号调节分子, 最初是在

啤酒酵母中作为雷帕霉素的靶分子被发现的[9]。根

据结构和功能的不同, mTOR可以分为两种不同的

形式, 即mTORC1和mTORC2。研究表明, 谷氨酰胺

对mTORC1的激活作用对细胞的生长、增殖和代

谢是必要的[10]。mTOR在PI3K/Akt信号通路中位于

Akt的下游, 主要功能是调节基因的转录翻译。活

化的mTORC1可以通过磷酸化p70S6K及4E-BP1来
调节mRNA的翻译起始。活化的Akt可以直接磷酸

化mTOR或者通过失活结节硬化症蛋白质复合物

2(tuberous sclerosis complex 2, TSC2), 阻止对小G蛋白

Rheb的负调控, 增强mTOR的激活[11-13]。哺乳动物细

胞中, 异源二聚体TSC2是mTOR的抑制因子[14], 因此, 
在TSC2异常的细胞中,  mTOR和其下游效应物被激

活, 使细胞不断生长[13]。

4E-BP1是哺乳动物真核翻译的负调控因子, 与
翻译起始因子eIF-4E(eukaryotic translation initiation 
factor-4E)的mRNA帽状结构相结合阻止其翻译, 抑制

翻译的起始。mTORC1磷酸化4E-BP1, 使其与eIF-4E
的mRNA相解离, 促进翻译复合物的形成, 促进(帽结

构依赖性)翻译的起始[15]。核糖体40S小亚基蛋白S6 
(ribosomal protein S6, RPS6)可以促进mRNA的翻译, 
而p70S6K是S6蛋白激酶, 能够磷酸化S6蛋白, 调节

mRNA翻译起始[16-18]。

本研究结果表明, Gln对WR复制的影响与PI3K/
Akt信号通路有关, Gln通过激活PI3K/Akt信号通路

增强WR的复制能力。本研究为抗病毒药物的设计

提供了新的潜在分子靶点, 也有助于病毒感染引起

的肿瘤的预防和治疗。

1   材料与方法
1.1   实验材料

1.1.1   细胞和病毒      人肺癌细胞株(A549细胞)及
人胚肾细胞株(293A细胞)购自美国菌种保藏中心

(American type culture collection, ATCC)。野生型痘

苗病毒WR来自本实验室保存。

1.1.2   主要试剂      胎牛血清FBS和GLN– DMEM培

养基购自Gibco公司; BSA购自AMRESCO公司; IP细
胞裂解液和SDS-PAGE凝胶配制试剂盒购自上海碧

云天生物技术有限公司; 抑制剂Akt1/2 kinase inhibitor
购自Sigma公司; Protease Inhibitor Cocktail购自Reche
公司 ; ReverTra Ace Qpcr RT Kit购自TOYOBO公司 ; 
抑制剂LY294002(PI3K inhibitor)和Rapamycin(FRAP/
Mtor inhibitor), 抗体Phospho-eIF4E(Ser209)、 Phospho-
Akt(Ser473)、 Phospho-eIF2α(Ser51)、 Phospho-4E-
BP1(Thr37/46)、 Phospho-p70S6 Kinase(Thr389)、 
Phospho-S6 Ribosomal Protein (Ser235/236)、Total 
Akt、Actin及二抗均购自Cell Signaling公司; 蛋白质

定量试剂盒(Lowry法)购自Bio-Rad公司; 血液基因组

DNA提取试剂盒购自上海捷瑞生物工程有限公司; 
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AceQqPCR SYBR Green Master Mix购自TIANGEN
公司; Alexa Fluor® 488 Protein Labeling Kit(A-10235)
购自Thermo Fisher Scientific公司; TRLzon Reagent购
自Cwbiotech公司; WR抗体Rabbit anti Vaccinia Virus 
Antibody(1 mL)购自Aviva Systems Biology公司。

1.1.3   主要仪器      常规的PCR仪购自MJ Research
公司; 荧光定量PCR仪购自Bio-Rad公司; 生物发光

影像分析仪购自FUJIFILM公司; 共聚焦荧光倒置

显微镜购自Olympus公司; 超速冷冻离心机购自

Beckman公司。

1.2   方法

1.2.1   Western blot      A549细胞铺6孔板, 贴壁后加

10感染复数(multiplicity of infection, MOI)的WR株, 
感染48 h后裂解并收集细胞。用试剂盒进行蛋白质

定量, 然后加入5×蛋白质上样缓冲液, 100 °C加热

5 min, 用10% SDS-PAGE分离蛋白质样品, 湿转法转

至PVDF膜。5% BSA室温封闭30 min, 一抗4 °C孵
育过夜, 洗膜后用辣根过氧化物酶(HRP)标记的二抗

于室温孵育1 h, 再次洗膜后加显影液, 在凝胶成像

系统上摄片并分析。

1.2.2   实时定量PCR(quantitative Real-time PCR, qPCR)      
提取细胞总RNA并逆转录成cDNA, 荧光定量PCR检
测痘病毒WR早期基因E9L、 E3L及晚期基因A46R的
表达[19]。E9L上游引物序列: 5′-ATG GAT GTT CGG 
TGC ATT AA-3′, 下游引物序列: 5′-GCA TTA AAT 
GGA GGA GGA GA-3′。E3L上游引物序列: 5′-GCA 
GAG ATT GTG TGT GCG GCT ATT-3′, 下游引物序

列:  5′-GGT GAC AGG GTT AGC ATC TTT CCA-3′。
A46R上游引物序列: 5′-CAG GGA AAC GGA TGT 
ATA-3′, 下游引物序列: 5′- TGT GTT ACA GAA TCA 
TAT AAG G-3′。
1.2.3   草酸铵结晶紫染色计算病毒滴度      (Gln–

WR+)对照组: 不加Gln只加WR处理; (Gln+WR+)实验

组: Gln饥饿2 h的A549细胞经WR感染并补充Gln; 
(WR+)实验组: Gln正常培养的A549细胞经WR感染; 
(Gln+WR+LY, Gln+WR+Rap)实验组: Gln正常培养的

A549细胞经WR感染6~7 h后再加抑制剂处理。WR
感染24 h收取病毒, 并经10倍梯度稀释加入6孔板铺

好的293A细胞中, 于37 °C、5% CO2条件下培养48 h
后, 用结晶紫染色, 计数空斑数量并计算病毒滴度

(病毒滴度=2倍的空斑数×病毒稀释倍数)。
1.2.4   共聚焦免疫荧光显微镜检测      A549细胞接种

于爬片上, 于12孔板(每孔105个A549细胞)中培养。隔

夜贴壁后感染50 MOI WR病毒, 4 °C放置1 h。细胞

爬片置于共聚焦专用培养皿里, 4 °C预冷的冰PBS洗
净后, 用4%多聚甲醛室温固定, 0.5% Triton X-100试
剂覆盖细胞10 min。5% BSA室温封闭30 min。痘

病毒抗体(1200׃)4 °C避光孵育过夜。绿色荧光二抗

Goat anti-rabbit IgG(H&L)(1200׃)室温避光孵育1 h。
0.1% Tween及PBS清洗后, 使用特异性一抗和红色

荧光二抗标记CD147膜蛋白。通过DAPI染核并清

洗后, 避光条件下加入防荧光淬灭封片剂。用共聚

焦免疫荧光显微镜观察并拍照。

1.2.5   流式细胞术检测      A549细胞接种于6孔板

(每孔3×105个A549细胞)中培养。隔夜贴壁后加药

处理, 1 h后感染50 MOI经Alexa Fluor® 488 Protein 
Labeling Kit (A-10235)标记的WR病毒, 4 °C避光放

置1 h。多聚甲醛室温固定15 min后用PBS冲洗, 然
后收集贴壁细胞, 并用枪头尽量吹打, 散开成单个细

胞, 清洗并离心、悬浮、吹散。最后, 流式细胞仪绿

色通道检测细胞膜表面荧光强度。

1.2.6   统计学处理      采用SPSS 19.0软件进行统计

学分析。实验数据用均数±标准差表示, 两样本均数

比较采用t检验, P<0.05为差异显著, P<0.01为差异

极显著。

2   结果
2.1   Gln调节A549中Akt信号通路的表达

图1结果显示, WR–及Gln–条件下, FBS+处理组

促进翻译起始的蛋白p70S6K及RPS6磷酸化水平差

异不明显, 说明FBS不能上调蛋白质合成从而不能

促进病毒复制。其次, WR–条件下, Gln+处理组中Akt
及p70S6K、RPS6磷酸化水平明显升高, 而总的Akt
水平未见明显变化, 表明Gln能够激活Akt/mTOR信
号。另外, Gln–及FBS–条件下, WR+组Akt及p70S6K、

RPS6磷酸化水平升高, 表明WR也能够增强PI3K/
Akt信号。Gln+处理组与WR+组相比较, Gln对PI3K/
Akt信号通路蛋白质磷酸化的增强效果更明显, 而与

WR+Gln+处理组相比差异不明显, 表明Gln对PI3K/
Akt信号通路的激活具有主导作用。

2.2   抑制剂降低疫苗病毒WR株对Akt信号通路

的激活作用

为了进一步分析WR与PI3K/Akt信号通路关系, 
我们选择mTOR抑制剂雷帕霉素(rapamycin, Rap)、
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PI3K特异性抑制剂(LY294002, LY)及Akt抑制剂

(Akt-inhibitor, Akt-i)来抑制PI3K/Akt信号通路。图

2显示, WR–组中, 抑制剂LY、Rap及Akt-i处理组与

Gln+单独处理组相比较, Akt及p70S6K、RPS6磷酸

化水平显著降低。此外, Gln+处理后, 与WR–组相比

较, WR+条件下Akt及p70S6K、RPS6磷酸化水平显

著升高, 而抑制剂LY及Rap处理组中Akt及p70S6K、

RPS6蛋白磷酸化水平显著降低。这说明, WR感染

能够激活PI3K/Akt信号通路, 而PI3K/Akt信号通路

的抑制剂则会抑制这种激活作用, 提示PI3K/Akt信
号通路在WR调节细胞蛋白合质成中起着重要作

用。

2.3   抑制剂LY、Rap对WR吸附能力的影响

多种病毒能通过PI3K/Akt信号通路维持细胞

存活, 维持病毒的感染。为了探讨PI3K/Akt信号通

路对WR的影响作用, 我们利用流式细胞术检测抑

制PI3K/Akt信号通路前后WR吸附的细胞阳性率变

化。共聚焦显微镜免疫荧光检测结果显示, 感染2 h
后WR吸附在A549细胞表面上(图3A)。同样地, 感
染2 h后流式细胞术检测结果发现, Gln+条件下抑制

剂处理前后吸附WR的细胞比例发生改变, LY处理

组 (46.50%±2.52%)及Rap处理组(50.23%±1.35%)细
胞阳性率显著低于WR处理组(54.10%±2.42%), 差异

具有统计学意义(P<0.05)(图3B和图3C)。WR感染

条件下, Gln+处理组(54.10%±2.42%)细胞阳性率显

著高于Gln–处理组(39.90%±2.11%), 差异具有统计学

意义(P<0.01)。此结果提示, PI3K/Akt信号通路可能

对WR吸附细胞有调控作用。

图1   Gln调节A549中Akt信号通路蛋白质磷酸化水平

Fig.1   Gln altered the levels of phosphorylated proteins in Akt signaling pathway in A549

FBS

p-4E-BP1

p-eIF-2α

p-p70S6K

p-Akt

Akt

p-RPS6

Actin

Gln

WR

图2   不同抑制剂对WR的影响

Fig.2   Effect of different inhibitions on WR
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2.4   Gln对WR在A549中复制的影响

结晶紫染色实验结果显示, Gln饥饿条件下WR
滴度下降极显著(P<0.001), (Gln+WR+)处理组WR
滴度也显著降低(P<0.05), 但与对照组(Gln–WR+)相
比较, WR滴度极显著升高(P<0.001)。与(WR+)处理

组相比较, 抑制剂处理组(Gln+WR+LY, Gln+WR+Rap)
WR滴度也显著降低(P<0.05)(图4A和图4B)。为了进

一步证明Akt信号通路对WR的影响, 以WR早期转录

基因E9L为参照, 绝对定量WR的滴度, 与其他处理组

相比较, (Gln+WR+)处理组病毒滴度显著升高, 差异具

有统计学意义(P<0.05), 说明扩增效率最高(图4C)。
以GAPDH作为内参, qPCR定量WR早、晚期转录基

因mRNA水平的改变, 结果显示, 两个抑制剂处理组

中E3L mRNA水平较(Gln+WR+)处理组极显著下降

(P<0.01), 两个抑制剂处理组中A46R mRNA水平较

(Gln+WR+)处理组显著下降(P<0.05), 表明Akt信号通

路抑制剂能够影响WR转录基因E3L和A46R mRNA
水平, 降低WR基因转录水平(图4D)。此结果表明, 
Akt信号通路对WR的复制有调控作用, Gln也能够影

响WR复制, 而Gln能够激活Akt信号通路, 提示Gln能
够调控Akt信号通路从而影响WR复制。

3   讨论
当外界刺激PI3K激活, 使Akt富集并被激活, 活

化mTORC1并导致4E-BP1和p70S6K的高度磷酸化, 
促进了细胞内蛋白质的合成[20]。α亚基真核起始因

A: 共聚焦免疫荧光显微镜检测WR的吸附能力, CD147标记细胞质膜; B: 流式细胞术检测Gln及不同抑制剂对WR吸附A549细胞的影响; C: 统
计学分析细胞的阳性率, n=3, *P<0.05, **P<0.01。
A: detection of WR absorbability by confocal immunofluorescence microscopy. Cell membrane were labeled by CD147; B: effects of different 
inhibitors on WR binding A549 cell by flow cytometry; C: cell positive rate was analysed by statistics, n=3, *P<0.05, **P<0.01.

图3   Gln对WR的吸附能力的影响

Fig.3   Effect of Gln on WR adsorptivity
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子2(α subunit of eukaryotic initiation factor 2, eIF-2α)
是真核细胞翻译起始因子, 被磷酸化后会引起翻译

受阻, 抑制蛋白质合成。在病毒感染, 营养缺乏等刺

激下, 胞内eIF-2α会被激活, 而E3L表达产物会通过

各种方式降低eIF-2α磷酸化, 从而促使翻译起始, 能
抵御细胞自身的防御机制[21]。Gln作为外界刺激能

够激活PI3K/Akt信号通路。人乳头瘤病、人疱疹病

毒潜伏感染期间能够激活PI3K/Akt信号通路, 维持

细胞生存, 从而有利于病毒复制和蛋白质合成[22-23]。

那么Gln与WR增殖有关系么？本研究以A549细胞

为实验对象, 探讨Gln对细胞中WR复制的影响。

首先, Western blot检测细胞内PI3K/Akt信号

通路蛋白质磷酸化水平。实验结果显示, Gln存在

时A549细胞中Akt信号通路蛋白质磷酸化水平升

高, 说明了Gln能够激活Akt信号通路。WR感染时, 
A549细胞中Akt蛋白质磷酸化水平升高, 而这一现

象被Akt信号通路抑制剂所抑制。研究发现, 信号通

路抑制剂LY处理会抑制4E-BP1的失活, 破坏eIF-4F
复合体的形成[7]。我们的实验结果表明, Rap也能抑

制WR引起的4E-BP1的失活。

接着, 我们采用流式细胞术探究PI3K/Akt信号

通路与WR吸附的关系, 发现PI3K/Akt信号通路抑制

剂显著降低细胞阳性率, 表明Akt信号通路受到抑制

会降低WR的吸附能力。通过病毒滴度检测来说明

PI3K/Akt信号通路与WR吸附复制的关系, 补充Gln
的(Gln+WR+)处理组比正常(WR+)组的病毒滴度显著

降低; 抑制剂处理后病毒滴度也显著降低, 提示Gln
会影响病毒吸附, 进而影响其复制; 抑制PI3K/Akt信
号通路也会减弱WR吸附能力。

痘苗病毒基因E3L是非常保守的早期转录基因, 
其编码的E3L蛋白是一种重要的毒力蛋白, 通常能

够抑制宿主阻断病毒感染的防御机制[21,24-26]。A46R
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A: 结晶紫染色检测WR在A549细胞中的复制能力; B: WR滴度统计分析, n=3; C: 实时定量PCR以E9L基因mRNA表达水平为标准绝对定量WR
滴度, n=4; D: 实时定量PCR相对定量E3L和 A46R mRNA水平, n=3。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: detection of WR replication in A549 cell bycrystal violet assay; B: WR virus titer analysis of the statistics, n=3; C: detection of WR titer with E9L 
mRNA level using qPCR, n=4; D: detection of E3L and A46R mRNA level using qPCR, n=3. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图4   Gln对WR复制能力的影响

Fig.4   Effect of Gln on WR replication
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是痘苗病毒晚期转录基因, 也是病毒逃逸宿主免疫

的关键[27]。PCR实验结果显示, Gln缺失处理组病毒

滴度和LY及Rap处理组病毒滴度显著降低; Gln缺失

处理组和LY及Rap处理组E3L及A46R mRNA水平也

显著降低(P<0.05), 说明了Gln和Akt信号通路抑制

剂能影响WR的复制能力。

综上所述, 本研究发现, 在A549细胞中Gln通过

激活Akt信号通路, 从而促进WR的复制。为深入研

究Gln和WR感染的关系, 从分子水平上认识病毒感

染机制提供了新的方向。
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