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ODR4 响应蛋氨酸代谢重塑调控抗病毒固有免疫应答:  

宿主与病毒的代谢-免疫博弈? 

                      郑若汐 

                

摘要 

甲型流感病毒（Influenza A virus，IAV）因其高度变异性，易引发反复感染与季节性

流行，严重威胁公共卫生安全；宿主与病毒的相互博弈受到机体营养代谢状态调控。IAV

感染可诱导宿主细胞发生代谢重塑，促进病毒复制；然而，代谢产物的动态变化亦可作为

反馈调节信号，调控宿主固有免疫应答。本研究以人Ⅱ型肺泡上皮细胞（hpAT2EC）和小

鼠为模型，结合代谢组学、蛋氨酸饮食干预、S-腺苷蛋氨酸（S-adenosyl methionine，SAM）

水平检测及 siRNA 干扰等技术，探究宿主如何响应 IAV 感染诱导的代谢重塑，进而调控

抗病毒固有免疫应答。 

结果显示，IAV 感染显著改变 hpAT2EC 细胞的整体代谢谱，并导致蛋氨酸代谢通路

活化及其核心代谢物 SAM 积累。小鼠实验表明，低蛋白饮食可降低肺组织 SAM 水平，

减轻 IAV 感染导致的体重下降、肺组织损伤和病毒基因 NS1 的 mRNA 表达，而在低蛋白

饮食基础上补充蛋氨酸，则可逆转其保护作用；与之同时，蛋氨酸限制性饮食（methionine 

restriction diet，MRD）可降低感染小鼠肺组织 SAM 水平，减轻 IAV 感染相关损伤并抑制

病毒基因表达，但促进固有免疫应答相关基因 IFN-β 和 ISG15 的表达。体外蛋氨酸限制培

养同样可降低细胞内 SAM 水平和 IAV-GFP 阳性细胞比例，并增强 IFN-β 和 ISG15 的表

达。上述结果表明，胞内 SAM 稳态参与调控甲型流感感染进程。 

进一步通过转录组筛选和细胞实验发现，外源 SAM 可诱导 ODR4（odr-4 GPCR 

localization factor homolog）的表达，而下游代谢物 SAH 未产生相同作用；抑制 SAM 合成

则可显著减弱 IAV 感染诱导的 ODR4 上调。敲低 ODR4 后，IAV-GFP 阳性细胞比例增加，

并伴随 IFN-β 和 ISG15 表达下降。这些结果表明 ODR4 可响应 IAV 感染诱导的 SAM 累积

而表达上调，促进抗病毒固有免疫应答。  

  综上，本研究发现 IAV 感染可引起蛋氨酸代谢重塑和 SAM 积累，蛋氨酸限制能够在

细胞和小鼠模型中抑制 IAV 感染。同时，ODR4 可能是连接 SAM 代谢变化与抗病毒固有
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免疫应答的重要效应分子。本研究为理解营养代谢影响流感感染结局的机制，以及探索代

谢靶向的膳食干预策略提供了实验依据。  

 

关键词：抗病毒固有免疫；甲型流感病毒；代谢重塑；S-腺苷蛋氨酸；ODR4；  
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缩略词表 

IAV Influenza A virus 甲型流感病毒 

SAM S-adenosylmethionine S-腺苷蛋氨酸 

SAH S-adenosyl-L-homocysteine S-腺苷同型半胱氨酸 

ODR4 odr-4 GPCR localization factor homolog odr-4 G 蛋白偶联受体定

位因子同系物 

GPCR G Protein-Coupled Receptors G 蛋白偶联受体 

IFN-I Type I Interferons I 型干扰素 

TLRs Toll-like receptors Toll 样受体 

RLRs Retinoic acid-inducible gene I (RIG-I)-like 

receptors 

RIG-I 样受体 

ISGs Interferon-Stimulated Genes 干扰素刺激基因 

hpAT2EC Human primary type II alveolar epithelial 

cells 

人原代Ⅱ型肺泡上皮细胞 

UFM1 Ubiquitin Fold Modifier-1 泛素折叠修饰因子-1 

CD Chow Diet 对照饲料 

LPD Low-protein diet 低蛋白饲料 

MRD Methionine restriction diet 蛋氨酸限制性饲料 

Met Methionine 蛋氨酸 

Phe Phenylalanine 苯丙氨酸 

Thr Threonine 苏氨酸 

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbnent Assay 酶联免疫吸附测定 

qPCR Quantitative Polymerase Chain Reaction 荧光定量 PCR 

H&E Hematoxylin and eosin (H&E) stains 苏木精和伊红染色 

GFP Green Fluorescent Protein 绿色荧光蛋白 

MOI Multiplicity of infection 感染复数 

Pfu Plaque Forming Unit 病毒空斑形成单位 

DMSO                Dimethyl sulfoxide                  二甲基亚砜 

20
26
 S
. -
T. 
Ya
u 
Hi
gh
 S
ch
oo
l S
cie
nc
e 
Aw
ar
d 

仅
用
于
20
26
丘
成
桐
中
学
科
学
奖
论
文
公
示
 

https://zhida.zhihu.com/search?content_id=237232692&content_type=Article&match_order=1&q=%E9%85%B6%E8%81%94%E5%85%8D%E7%96%AB%E5%90%B8%E9%99%84%E6%B5%8B%E5%AE%9A&zd_token=eyJhbGciOiJIUzI1NiIsInR5cCI6IkpXVCJ9.eyJpc3MiOiJ6aGlkYV9zZXJ2ZXIiLCJleHAiOjE3ODc4OTQxODUsInEiOiLphbbogZTlhY3nlqvlkLjpmYTmtYvlrpoiLCJ6aGlkYV9zb3VyY2UiOiJlbnRpdHkiLCJjb250ZW50X2lkIjoyMzcyMzI2OTIsImNvbnRlbnRfdHlwZSI6IkFydGljbGUiLCJtYXRjaF9vcmRlciI6MSwiemRfdG9rZW4iOm51bGx9.yqBgKT4sURWlqjt38JnNYsZSO7UxYQtDe1OCXMv1AWI&zhida_source=entity
https://zhida.zhihu.com/search?content_id=235812050&content_type=Article&match_order=1&q=%E4%BC%8A%E7%BA%A2%E6%9F%93%E8%89%B2&zd_token=eyJhbGciOiJIUzI1NiIsInR5cCI6IkpXVCJ9.eyJpc3MiOiJ6aGlkYV9zZXJ2ZXIiLCJleHAiOjE3ODc4OTQ0MjIsInEiOiLkvIrnuqLmn5PoibIiLCJ6aGlkYV9zb3VyY2UiOiJlbnRpdHkiLCJjb250ZW50X2lkIjoyMzU4MTIwNTAsImNvbnRlbnRfdHlwZSI6IkFydGljbGUiLCJtYXRjaF9vcmRlciI6MSwiemRfdG9rZW4iOm51bGx9.B8qU_Vp2BNSslhAP6k1lZ_wge1K-AGUKBgKeyGvcQNQ&zhida_source=entity


6 

 

1.研究背景 

1.1 流感防控形势日趋严峻，营养代谢靶向干预为流感防治提供新视角 

甲型流感病毒（Influenza A virus, IAV）具有高频突变特性，易造成季节性流行及大规

模传播，长期严重威胁人类公共卫生安全。据相关估计，2009 年甲型流感大流行在全球造

成广泛感染, 并导致约 50 万人死亡[1]。据相关监测报道，2025 年初国内流感疫情有所回

升，南、北方省份流感样病例就诊占比分别达 7.2%和 7.5%，其中甲型流感占比超过 90%[2]。

IAV 主要通过识别呼吸道及肺泡上皮细胞表面唾液酸受体侵入宿主，破坏呼吸道上皮屏障，

诱发炎症浸润与急性肺损伤，重症感染可进一步引发急性呼吸窘迫综合征、多器官衰竭，

最终导致患者死亡[3]。目前临床针对 IAV 的防控手段，以疫苗接种与靶向病毒蛋白的抗病

毒药物为主，但 IAV 基因组持续变异，不仅会削弱疫苗保护效力，还易诱导耐药毒株产生

[4]。此时，营养免疫学研究的发展为流感防治提供了新的思路。已有研究表明，机体营养

代谢稳态可影响调控宿主与流感病毒的相互作用，进而调控病毒感染易感性与疾病进展进

程 [5]。膳食纤维与生酮饮食可通过调控机体免疫应答，展现出抗流感病毒的干预潜力[6-7]。

补充维生素、矿物质等膳食干预方式也可有效调控流感感染病程、改善感染预后[8]。因此，

解析病毒感染过程中宿主代谢重塑及其如何调控宿主与病原体的博弈结局，可为开发代谢

靶向和营养干预策略提供理论依据。 

 

1.2 固有免疫是机体抗流感的核心防线，营养代谢调控固有免疫应答的研究日趋深入 

Ⅰ型干扰素（IFN-I）是机体抗流感固有免疫应答的核心效应介质，当病毒感染机体时，

宿主模式识别受体 TLRs 与 RLRs 可特异性识别流感病毒 RNA，活化 IRF3 等信号分子，

诱导Ⅰ型干扰素大量合成。干扰素通过 JAK-STAT 信号通路上调干扰素诱导基因（ISGs）的

表达，广泛抑制病毒感染与复制，构建机体抗病毒屏障[9]。目前临床也常采用Ⅰ型干扰素雾

化疗法治疗病毒性肺炎（如流感和新冠病毒感染）[10]。然而，一些病毒包括流感病毒通过

影响宿主Ⅰ型干扰素的产生及其应答过程抑制宿主免疫，实现免疫逃逸[11]。 

氨基酸是机体蛋白质合成的基本原料，也是维系细胞代谢、调控机体免疫稳态的关键

物质基础[12]。其中，必需氨基酸无法在人体内自主合成，依靠膳食摄取，是保障机体正常

生命活动、维持免疫防御功能的核心营养组分。对于病毒感染过程而言，氨基酸既是病毒

合成子代蛋白的原料，同时也作为信号分子，参与调控抗病毒免疫信号通路与抗病毒效应
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分子的合成[12]。已有研究，新型冠状病毒等多种病毒感染均会诱发宿主氨基酸代谢紊乱，

且代谢异常程度与感染康复进程密切相关[13]。在病毒与宿主的博弈过程中，氨基酸代谢发

挥双向作用：一方面，病毒劫持宿主氨基酸代谢通路，满足自身增殖的物质与能量需求[14]；

另一方面，氨基酸代谢产物能够调控机体抗病毒免疫应答。例如，病毒感染过程中精氨酸

代谢产生的精胺、亚精胺会抑制 I 型干扰素生成[15]；而酪氨酸代谢产物 4-羟基苯丙酸则能

够增强干扰素信号通路，提升抗病毒能力[16]。这些研究提示，氨基酸代谢是宿主与病毒博

弈过程中的重要调控环节。 

氨基酸代谢水平与膳食摄入模式密切相关。有文献认为低蛋白膳食可能有益于病毒感

染预后，但该推论仍有待进一步验证[17]。UK Biobank 流行病学研究同样观察到，过量摄

入富含蛋氨酸的红肉，会显著升高人群呼吸道感染风险[18]。上述研究提示，病毒感染相关

的氨基酸代谢重塑并非单纯的感染伴随性变化，而是连接机体营养状态、固有免疫应答与

疾病结局的调控因素 [12]。因此，有必要深入研究 IAV 感染如何重塑氨基酸代谢网络，以

及宿主如何响应代谢波动并调控抗病毒免疫应答。这样的研究有助于揭示宿主与病毒相互

博弈的内在本质，也可为膳食营养干预调节宿主免疫状态、调控流感感染病程提供了实验

依据。 

1.3 蛋氨酸代谢核心产物 SAM 参与调控流感感染结局 

为系统解析 IAV 感染时宿主氨基酸代谢规律，本研究以人原代肺泡Ⅱ型上皮细胞

（hpAT2EC）为模型，构建 IAV（PR8 株）体外感染模型并开展代谢组学检测。初步观察

到，IAV 感染可显著激活宿主蛋氨酸代谢通路，导致通路核心产物 S-腺苷蛋氨酸（SAM）

胞内水平升高。蛋氨酸为人体必需膳食氨基酸，可在蛋氨酸腺苷转移酶催化下生成 SAM；

SAM 是机体核心甲基供体，广泛参与蛋白修饰、表观遗传调控等多种生命过程（图 1）[19]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1. 蛋氨酸代谢通路 
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已有研究提示，SAM 参与病毒核酸的甲基化修饰，增强核酸稳定性并有利于 IAV 等

病毒复制[20-21]；与此同时，细胞内过度累积的 SAM 介导干扰素通路关键蛋白甲基化修饰，

抑制固有免疫应答 [22-23]。本研究前期实验观察到，补充蛋氨酸导致 SAM 升高并加重流感

感染损伤；而蛋氨酸限制可下调 SAM 水平，激活抗病毒固有免疫应答，有效抑制 IAV 感

染。上述结果表明，SAM 稳态参与流感感染转归。 

1.4 ODR4 响应 SAM 代谢波动并参与宿主抗病毒免疫应答 

机体如何感知病毒感染引发的 SAM 稳态失衡并调控抗病毒免疫应答？为了回答这一

问题，本研究首先对 SAM 处理的细胞开展转录组测序，发现 ODR4（odr-4 GPCR localization 

factor homolog）基因上调最为明显。而 IAV 感染亦可显著诱导 ODR4 表达上调。ODR4 是

一种高度保守的内质网膜蛋白，参与 G 蛋白偶联受体（GPCR）的折叠、成熟与胞内转运，

维持细胞信号转导稳态[24]。已有研究表明，GPCR 及其下游 G 蛋白信号可直接调控宿主的

抗病毒固有免疫应答[25]。此外，ODR4 可特异性结合 de‑UFMylation 酶 UFSP2，并将其锚

定在内质网膜上，维持内质网 UFM1 修饰动态平衡[26]。UFM1 修饰可调控 RIG-I 等干扰素

通路核心分子的活性，调控抗病毒免疫应答[27]。但 ODR4 是否参与抗病毒免疫应答，目前

尚不明确。本研究发现，干扰 ODR4 的表达可抑制 IFN-β 和 ISG15 等固有免疫应答相关基

因的表达，促进 IAV 感染，提示 ODR4 是连接蛋氨酸代谢与宿主抗病毒免疫的效应分子。 

综上，本研究初步揭示，在甲流病毒与宿主的相互博弈过程中，甲型流感病毒活化蛋

氨酸通路，并利用其核心代谢物 SAM 蓄积为自身复制提供有利条件；与此同时，宿主可

响应病毒感染引发的 SAM 代谢紊乱，上调 ODR4 表达，促进抗病毒免疫防御，进而抑制

病毒感染（图 2）。本研究也初步证实蛋氨酸限制这一营养干预策略对流感具有保护作用，

为甲型流感的营养膳食干预方案提供了实验依据。 

 

 

 

              

 

 

 

 

图 2. SAM-ODR4：甲型流感病毒与宿主细胞的博弈  
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2.材料与方法 

2.1 实验动物和试剂 

动物实验伦理：所有动物实验均严格按照《实验室动物饲养和使用指南》（国家标准）

及浙江大学实验动物管理相关规定执行，实验方案详细列明实验动物的使用数量、品系、

处理方式、安乐死流程等内容，经浙江大学实验动物饲养与使用伦理委员会（IACUC）全

面审核通过（No. ZJU20250065）。实验过程中尽量减少动物痛苦，严格控制实验操作的规

范性，遵循 3R 原则（替代、减少、优化），确保动物实验的科学性与伦理性。 

实验动物品系与主要试剂来源： 

C57BL/6J 小鼠：购自上海斯莱克实验动物有限公司，动物许可证号：SCXK（沪）2023-

0001，购回后适应性饲养 1 周，确认无异常后用于实验。 

小鼠饲养条件：所有小鼠均饲养于浙江大学实验动物中心无特定病原体级动物房内，

饲养环境参数：温度 22-25℃，湿度 50%-60%，光照周期为 12 hrs 光照/12 hrs 黑暗，自由

饮用无菌去离子水，饲喂无菌标准啮齿类饲料。实验用小鼠选择：所有动物实验均选用 6-

8 周龄雌性 C57BL/6J 小鼠，体重 18-20g，随机分组。 

主要试剂：AG-270 （MCE， HY-138630），S-Adenosylmethionine (SAM) （MCE, HY-

B0617)，S-Adenosylhomocysteine (SAH)（MCE， HY-19528）TRIzol reagent （Accurate 

Biology，AG21102），SYBR GreenMix （Accurate Biology， AG11701），ODR4 抗体（Target 

Mol，TMAB-09752)，GAPDH 抗体（Protein tech， 60004-1-Ig）， L-Phenylalanine （MCE，

HY-N0215)，L-Threonine（ MCE，HY-N0658 ），Low-protein Rodent Diet (LPD) (Shanghai 

BoPai, M21083104). Control Diet (Shanghai BoPai, M20121704), L-Amino Acid Rodent Diet 

with 0.17% Methionine (MRD) (Shanghai BoPai, M22121202)，L-Methionine (MCE, HY-

N0326),Methionine restriction Medium (Pro cell, PM150143)。 

 

2.2 饮食干预 IAV 感染小鼠 

2.2.1 IAV 感染小鼠模型建立 

对照组正常饮食（CD 组）：饲喂含 21%的 L-氨基酸啮齿类对照饲料（含 0.85%的蛋

氨酸）； 

低蛋白饮食喂养组（LPD 组）：饲喂含 7%的 L-氨基酸啮齿类饲料，自由采食、饮水。 
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低蛋白饮食喂养并分别回补必需氨基酸： 

LPD+Met 组:饲喂含 7%的 L-氨基酸啮齿类饲料并回补蛋氨酸（Met，4.6 g/kg）; 

LPD+Phe 组:饲喂含 7%的 L-氨基酸啮齿类饲料并回补苯丙氨酸（Phe，4.8 g/kg）； 

LPD+Thr 组:饲喂含 7%的 L-氨基酸啮齿类饲料并回补苏氨酸（Thr，6.7 g/kg）； 

蛋氨酸限制组（MRD 组）：饲喂含 0.17%蛋氨酸的 L-氨基酸啮齿类蛋氨酸限制饲料； 

所有组别小鼠均自由采食、饮水。 

饲料喂养时间节点为感染后治疗：小鼠先饲喂标准对照饲料，感染后第 2 天（2 dpi）

开始更换为相应饲料，持续饲喂至实验结束。IAV 感染小鼠模型构建如下：（1）病毒制

备：从-80℃冰箱中取出 IAV 病毒储备液，冰上融化后用无菌 PBS 稀释至 300 PFU/25 μL，

现配现用。（2）小鼠麻醉：经腹腔注射 10%水合氯醛（300mg/kg）麻醉，当小鼠呼吸平

稳、角膜反射消失、肢体松弛时，表明麻醉成功，取出小鼠，仰卧固定于小鼠手术台上。

（3）鼻内接种：用无菌微量移液器吸取 25 μL 稀释后的 IAV 病毒液(每只小鼠接种 300 PFU

病毒)，缓慢滴入小鼠单侧鼻腔，滴入后轻轻按压小鼠胸廓，使病毒液充分进入小鼠肺部，

避免病毒液溢出；接种完成后，将小鼠置于温暖环境中，待小鼠苏醒（约 10-15 min）后，

放回饲养笼中。对照组：接种 25 μL 无菌 PBS，接种方式与病毒感染组一致，用于排除麻

醉、接种操作对小鼠的影响。 

检测指标： 

（1）体重与存活率监测：感染后连续观察 14 天，每天定时称量每只小鼠的体重，记

录体重变化（以感染当天体重为初始体重，计算体重变化百分比）；同时观察小鼠的存活

情况，记录死亡小鼠的死亡时间，绘制体重变化曲线和存活率曲线。 

（2）样本收集：感染后 5 天（急性期），经腹腔注射 10%水合氯醛（300 mg/kg）麻

醉后，仰卧位固定，逐层解剖暴露胸腔，处死后收集小鼠的肺组织，检测小鼠体内 SAM

水平，病毒感染程度与肺组织损伤。 

2.2.2 HE 染色和免疫组化染色 

感染小鼠完整肺组织，用无菌生理盐水冲洗表面血迹，滤纸吸干水分。取右下肺组织，

立即放入 4%多聚甲醛固定液中，固定体积为组织体积的 10 倍以上，室温固定 24~48 hrs，

固定期间避免组织挤压。随后将固定好的组织送至浩克生物技术有限公司进行包埋切片与

HE 染色和 ODR4 抗体免疫组化染色。染色后用显微镜观察。 

2.2.3 病理评分 
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每张小鼠肺组织 HE 染色片子选取 5~10 个视野，由病理专家采用肺组织病理评分标

准（ATS）进行盲法阅片，统计各视野评分并计算平均值。 

 

2.3 细胞系与培养条件 

细胞系来源：人Ⅱ型肺泡上皮细胞（hpAT2EC，源自原代）由浙江大学于晓方教授课

题组提供，用含 10% FBS 的 DMEM 培养基培养细胞，放入 37℃、5% CO₂培养箱中培养；

细胞贴壁并恢复约 12 hrs 后用于后续实验。 

 

2.4 IAV-GFP 病毒感染 

IAV（PR8）和 IAV-GFP (PR8) 流感病毒由哈尔滨兽医研究所惠赠。GFP 报告基因插

入 NS 片段（NS1-GFP），不影响病毒复制但随病毒感染表达 GFP。人原代肺泡Ⅱ型上皮

细胞（hpAT2EC），1×10⁵/孔密度接种于 24 孔培养板中，待细胞融合度达 70%~80%时进

行感染。感染前弃去原培养液，用预温 PBS 轻柔洗涤细胞 2 次；按感染复数（MOI）为 1

加入稀释的 IAV-GFP 病毒液。将细胞置于 37 ℃、5% CO₂培养箱中吸附 1 hr。吸附结束后

弃去病毒接种液，PBS 洗涤 1 次，更换为含 2% FBS 的培养基，继续于 37 ℃、5% CO₂条

件下培养。分别于感染后 0、4、8 hrs 收集细胞，用于后续流式细胞术检测或荧光显微镜

观察。 

 

2.5 流式细胞术 

IAV-GFP 感染后收集细胞。弃去培养液，PBS 洗涤 1 次，加入 100 μL 胰酶-EDTA 进

行消化，消化至细胞变圆脱落，立即加入含 2% FBS 的 DMEM 终止消化。1000 r/min 离

心 5 min，弃上清，PBS 重悬细胞沉淀，再次离心洗涤。最终将细胞重悬于 300 μL 预冷的

PBS 中。使用流式细胞仪进行检测，收集绿色荧光信号。每管至少采集 10000 个细胞事件。

以对照组细胞的荧光信号设定GFP阳性门阈值，分别统计各时间点或不同处理的hpAT2EC

细胞 GFP 阳性率。数据采用 FlowJo 软件进行分析。 

 

2.6 荧光显微镜观察 

将 hpAT2EC 接种于预置无菌盖玻片的 24 孔板中，按 2.4 所述方法以 IAV-GFP 感染细
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胞，于各时间点将细胞置于荧光显微镜下观察，随机选取多个视野采集图像。 

 

 

 

 

 

 

 

图 3.荧光显微镜观察 IAV-GFP 感染细胞 

 

2.7 酶联免疫吸附测定（ELISA）检测 SAM 与 IFN-β 水平 

（1）细胞水平 

收集细胞沉淀，向细胞沉淀中加入 200 μL 预冷的细胞裂解液，涡旋重悬后反复冻融 3

次裂解，裂解后于 4 ℃、12000 r/min 离心 15 min，吸取上清即为细胞内 SAM 待测样本。

采用 S-腺苷甲硫氨酸（SAM）ELISA 试剂盒（江莱生物）进行检测，严格按说明书操作：

①将 SAM 标准品用样本稀释液倍比稀释为系列浓度标准品，向预包被 SAM 特异性抗体

的 96 孔板中分别加入标准品及待测样本各 50μL；②再加入 HRP 标记的结合液 50 μL，振

荡混匀后封板，37 ℃避光孵育 60 min；③弃去孔内液体，以洗涤液 300 μL 洗板 5 次并

拍干；④每孔先后加入反应液 A 液：B 液（1：1）各 50 μL，37 ℃避光显色 15 min；⑤随

后加入终止液 50 μL，于 15 min 内在酶标仪 450 nm 波长处测定吸光度。 

 

（2）细胞培养上清 

收集细胞沉淀，于 4 ℃、12000 r/min 离心 15 min，吸取上清即为 IFN-β 待测样本。采

用人 β 干扰素（IFN-β）ELISA 试剂盒（Elabscience 生物）进行检测，严格按说明书操作：

向预包被 IFN-β特异性抗体的 96 孔板中分别加入标准品及待测样本各 100 μL；②再加入

HRP 标记的结合液 100 μL，振荡混匀后封板，37 ℃避光孵育 60 min；③弃去孔内液体，

洗板 5 次并拍干；④每孔先后加入反应液 A 液：B 液（1：1）各 90 μL，37 ℃避光显色 15 

min；⑤随后加入终止液 50 μL，立即在酶标仪 450 nm 波长处测定吸光度。 
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（3）小鼠肺组织水平 

随机选取流感模型小鼠，取出全肺，预冷 PBS 冲洗后滤纸吸干称重，取 0.05g 肺组织

加入含 1 mL 的预冷 PBS，冰水浴机械匀浆至无肉眼可见组织块，4 ℃、12000 r/min 离心

15 min，取上清即为肺组织匀浆待测样本。肺组织样本经稀释 5 倍后加样，其余配制、加

样、孵育、洗板、显色、终止及读数步骤均与细胞水平的 SAM 和人 β 干扰素 ELISA 试剂

盒检测一致。 

 

2.8 细胞 siRNA 干扰 

将 hpAT2EC细胞在 37℃、5% CO₂培养箱中常规培养至对数生长期。消化细胞后计数，

按 2×10⁵个细胞/孔的密度接种于 12 孔板，加入 500 μL 完全培养基。置于 CO₂培养箱中过

夜培养，待细胞融合度达到约 50%时进行转染干扰。ODR4 干扰序列为:Sense (5′-3′) 

GCAGAUUGGAAGUAUCAAAGU, Antisense (5′-3′)-UUUGAUACUUCCAAUCUGCUG。

准备 Opti-MEM 无血清培养基与 INTERFERNin（Polyplus，Sartorius）转染试剂，按照试

剂说明书配置转染体系（表 2）： 

表 2 转染体系 

试剂 体积 

Opti-MEM 50 μL 

INTERFERNin 1 μL 

20 μM siRNA 0.5 μL 

配制步骤： 

取 1.5 mL 无菌 EP 管，先加入 50 μL Opti-MEM，再加入 1 μL INTERFERNin 试剂，

轻轻混匀，向上述混合液中加入 0.5 μL 20 μM siRNA（使 siRNA 终浓度为 20 nM），轻轻

吹打混匀，室温静置 20 min。将配制好的 siRNA-转染试剂复合物逐滴加入对应孔中，轻

轻摇晃混匀。将孔板放回 37℃、5%CO₂培养箱中，继续培养 24-36 hrs。提取细胞总 RNA/

蛋白，通过 RT-PCR 或 Western Blot 检测基因的表达水平。敲降成功的细胞用于后续实验。 
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2.9 蛋白提取与免疫印迹分析 

对于细胞总蛋白提取，收集约 1×10⁶个细胞，直接加入适量 1×SDS 上样缓冲液（含 β-

巯基乙醇）裂解，并于 99℃金属浴变性 10 min。蛋白样品通过 10%-15%的梯度 SDS-聚丙

烯酰胺凝胶电泳进行分离，然后使用湿转法或半干转法将蛋白转移至 0.45 μm 孔径的硝酸

纤维素膜（Millipore）上。转膜条件通常为：恒流 330 mA，根据目的蛋白大小调整时间（1-

2 hrs）。 

转膜后用含 5% BSA 的 TBST 缓冲液室温封闭 1 hr，以阻断非特异性结合位点。随后

与稀释于封闭液中的一抗 4℃孵育过夜。一抗稀释比例分别为：anti-GAPDH (1:5000)，anti-

ODR4 (1:2500)。次日，TBST 洗膜三次，每次 10 min，然后与辣根过氧化物酶（HRP）标

记（1:5000）的二抗室温孵育 1 hr。再次 TBST 洗膜三次。蛋白信号检测：HRP 标记的二

抗使用化学发光底物孵育后，通过凝胶成像系统曝光成像。  

 

2.10 RNA 提取与荧光定量 PCR（Quantitative Polymerase Chain Reaction, qPCR） 

使用 TRIzol 试剂（Accurate Biology）按照制造商说明书提取小鼠肺组织（约 20 mg）

或培养细胞（约 1×10⁶个）的总 RNA。组织样本需在液氮中充分研磨后再加入 TRIzol。使

用 PrimeScript RT Reagent Kit（Takara）将提取的总 RNA 逆转录为互补 DNA（cDNA），

反应体系及条件严格按试剂盒说明书进行。定量 PCR 使用 SYBR Green Pro Taq HS Mix

（Accurate Biology）在 CFX96 Real-Time System（Bio-Rad）上进行。反应程序通常为：95℃

预变性 30 s；40 个循环的 95℃变性 5 s，60℃退火延伸 30 s。熔解曲线分析用于验证扩增

产物的特异性。目的基因的相对表达量采用 2^-ΔΔCt 法计算。以 β-肌动蛋白（β-actin）作

为小鼠组织的内参基因，以甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）作为 hpAT2EC 的内参基因。

所用引物序列见表 3。 
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表 3 qPCR 引物序列表 

基因 引物序列（5’-3’） 

human-ODR4-F GATCCACAGCCACAGTCCAG  

human-ODR4-R AAGGGAGGACGTGGAACTCT 

Human IFNB-F CCTACAAAGAAGCAGCAA 

Human IFNB-R TCCTCAGGGATGTCAAAG 

Human ISG15-F CGCAGATCACCCAGAAGATCG 

Human ISG15-R TTCGTCGCATTTGTCCACCA 

Human GAPDH-F CGGAGTCAACGGATTTGGTC 

Human GAPDH-R GACAAGCTTCCCGTTCTCAG 

NP-F CTAGCACGGTCTGCACTCAT 

NP-R TCAAAGTCGTACCCACTGGC 

NS1-F GTCAAGCTTTCAGGTAGATTG 

NS1-R CTCTTAGGGATTTCTGATCTC 

Mouse actin -F AACAGTCCGCCTAGAAGCAC 

Mouse actin -R CGTTGACATCCGTAAAGACC 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4.荧光定量 PCR 实验 

 

2.11 代谢组学分析 

为分析病毒感染对细胞代谢谱的影响，将 hpAT2EC 细胞接种于 6 孔板（约 70%融合
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度），用 IAV 病毒（MOI=1）感染 8 hrs。迅速取出培养板，立即弃去孔内含病毒的培养

基，随后用预热至 37℃的 PBS 缓冲液（pH=7.4）轻轻洗涤细胞（避免由于温度差异导致

的代谢变化）。洗涤完成后弃尽剩余 PBS，立即将整个培养板放入液氮中快速淬灭细胞，

防止细胞内代谢物发生降解或转化，确保细胞代谢完全停滞。 

每孔加入 1 mL 预冷至-20℃的 60%质谱纯甲醇溶液，以无菌细胞刮收集细胞裂解物并

转移至 1.5 mL 无菌无酶离心管，样本经液氮冻融-剧烈涡旋循环 5 次充分裂解细胞、释放

胞内代谢物后，于 4℃、12000 r/min 离心 15 min，小心吸取上层清亮上清液，样本送至联

川生物进行代谢组质谱检测和数据分析。实验设置 4 个生物学重复。同时设置未感染病毒

的空白对照组。 

 

2.12 数据量化与统计分析 

所有实验数据的统计分析均采用 GraphPad Prism 9 软件完成；图像分析使用 ImageJ 软

件（Fiji 版本，https://fiji.sc/）；代谢物主成分分析（PCA）及代谢通路富集分析依托

MetaboAnalyst 6.0 在线平台（https://www.metaboanalyst.ca/）开展；差异代谢物的火山图与

热图绘制基于联川云平台（https://www.omicstudio.cn/home）；除非图例另有说明，数据均

以均值±标准差（mean ± SD）表示。两组间比较采用双尾 Student's t 检验；多组间比较采

用单因素或双因素方差分析（ANOVA），并进行适当的事后检验（如 Tukey 校正），生存

曲线分析采用 Kaplan-Meier 法并进行 log-rank 检验。P<0.05 被认为具有统计学显著性。具

体的样本量（n 值）和 P 值已在相应图例中注明。 
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3.结果 

3.1 蛋氨酸代谢通路在甲流病毒感染过程中活化 

为明确甲型流感病毒对人原代Ⅱ型肺泡上皮细胞（human primary alveolar type 2 

epithelial cells，hpAT2EC）的感染特性，本研究首先建立体外细胞感染模型。采用携带绿

色荧光蛋白标记的重组甲型流感病毒（IAV-GFP)感染 hpAT2EC，感染复数（multiplicity of 

infection，MOI）为 1，分别于感染 0 、4 、8 小时（hrs）收集细胞，流式细胞术检测 GFP

阳性细胞比例，定量分析病毒对靶细胞的感染效率。流式检测结果表明：感染 4 小时后，

hpAT2EC 的 GFP 阳性率可达 13.2%‑15.9%；感染 8 小时细胞感染阳性率升高至

27.8%‑29.7%，随感染时间延长，病毒感染细胞比例呈显著上升趋势（图 5A，B）。上述

结果提示，MOI=1 条件下 IAV-GFP 能够有效感染 hpAT2EC，该体外感染模型稳定可靠，

可用于后续细胞层面抗病毒效应及相关研究。 

 

图 5. IAV-GFP 感染 hpAT2EC 细胞模型。A：流式检测感染后细胞；B：流式检测 IAV-GFP 对 hpAT2EC

细胞的感染效率；C：统计分析不同时间下 IAV-GFP 的感染效率。**** P<0.0001，具有显著统计学意

义。 

为进一步探究甲型流感病毒感染对细胞代谢稳态的影响，本研究以 MOI=1 的条件

对细胞进行 IAV 感染 8 小时处理，并开展代谢组学测序分析（图 6A）。通过 MetaboAnalyst

在线软件对 IAV 感染前后的细胞进行代谢主成分分析（Principal Component Analysis, 

PCA)，结果显示，两组样本在主成分空间中明显分离，提示 IAV 感染可引起 hpAT2EC

宿主细胞发生整体代谢重塑（图 6B）。 
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图 6. IAV 感染诱导细胞代谢重塑。A：代谢组学检测技术平台与实验流程示意图，采用 MOI=1 的

IAV 毒株感染 hpAT2EC 细胞，8 小时收集样本后进行代谢组学分析；B：MetaboAnalyst 在线软件分

析胞内代谢主成分。 

 

为明确 IAV 感染调控宿主细胞的核心代谢通路，本研究利用 MetaboAnalyst 在线软

件对筛选得到的差异代谢物进行 KEGG 代谢通路富集分析。结果显示，IAV 感染可导致

宿主胞内多条代谢通路发生显著改变；在所有差异通路中，蛋氨酸代谢通路（Methionine 

metabolism）的富集因子最高且显著性最强（图 7A）。进一步针对氨基酸代谢通路富集

分析，结果显示蛋氨酸代谢、苯丙氨酸代谢以及苏氨酸代谢高度富集（图 7B）。利用联

川云平台对差异代谢物的火山图分析进一步揭示，相较于对照组，蛋氨酸代谢通路的关

键核心代谢物 S-腺苷甲硫氨酸（SAM）显著上调，但下游代谢物 SAH 没有显著性差别

（图 7C）。同时，ELISA 检测 hpAT2EC 细胞中 SAM 水平变化，进一步明确 IAV 病毒

感染诱导胞内 SAM 显著升高（图 7D）。上述结果表明，IAV 感染重塑并激活宿主细胞

的蛋氨酸代谢通路，诱导核心代谢中间体 SAM 的异常积累。 
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图 7. IAV 感染活化蛋氨酸代谢通路。A，B：代谢通路富集分析；C：差异代谢物火山图分析；D：

ELISA 检测 hpAT2EC 细胞 SAM 水平。***：P<0.001，具有显著统计学意义。 

 

3.2 蛋氨酸调控 IAV 感染 

作为体内无法自主合成、必须由食物供给的营养素，必需氨基酸（Essential Amino 

Acids, EAAs）如蛋氨酸（Methionine）、缬氨酸（Valine），异亮氨酸（Isoleucine），亮

氨酸（Leucine），苯丙氨酸（Phenylalanine），色氨酸（Tryptophan），赖氨酸（Lysine）

及苏氨酸（Threonine），不仅是蛋白翻译与组织修复的基石，且在宿主免疫应答与病原

体复制的博弈中发挥重要作用。 

为了明确饮食中氨基酸干预对宿主抗病毒免疫及感染病程的具体影响，本研究在小

鼠经滴鼻感染 IAV 后第 2 天（2 dpi），分别给予正常饮食（CD）、低蛋白饮食（LPD），

以及在 LPD 基础上分别回补富集分析排名前列的必需氨基酸（蛋氨酸 Met、苯丙氨酸 

Phe、苏氨酸 Thr）（图 7B），实验期间每日记录小鼠体重变化与生存状态，整体观察

周期持续至感染后第 14 天（14 dpi）。并在感染后第 5 天（5 dpi）处死部分小鼠并采集

肺组织标本，用于后续病理损伤评估、病毒相关基因检测（图 8A）。结果显示，与 CD

20
26
 S
. -
T. 
Ya
u 
Hi
gh
 S
ch
oo
l S
cie
nc
e 
Aw
ar
d 

仅
用
于
20
26
丘
成
桐
中
学
科
学
奖
论
文
公
示
 



20 

 

组相比，LPD 组小鼠终点生存率由 20%升至 80%，且体重下降幅度较小（图 8B、C）。

进一步的氨基酸回补实验表明，补充蛋氨酸（LPD+Met）可逆转 LPD 的保护效应，显著

加重流感病毒感染所致的小鼠死亡率和体重降低；而回补苯丙氨酸（LPD+Phe）或苏氨

酸（LPD+Thr）小鼠的生存率及体重变化与 LPD 组相比无显著差异（图 8B，C）。 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 8. 补充蛋氨酸促进 IAV 感染。A：小鼠经鼻腔滴注 300 PFU IAV 建立呼吸道感染模型，于感染后

2 天分别给予正常对照饮食（CD）或低蛋白饮食（LPD）并回补不同必需氨基酸（Met，Phe，Thr）

干预，监测小鼠体重变化与生存率。B：小鼠生存率；C：小鼠体重变化；n=5 per group, *：P<0.05，

**：P<0.01，具有显著统计学意义，ns：无显著差异。 

 

为进一步评估不同饮食干预对 IAV 感染小鼠肺部病理损伤及病毒相关基因表达的

影响，本研究对各组小鼠肺组织进行了病理学分析（H&E 染色）与病毒基因表达检测

（图 9）。肺组织 H&E 染色显示，CD 组小鼠肺组织呈现严重的炎性细胞浸润、肺泡间

隔增厚及结构破坏，而 LPD 干预可显著减轻肺部病理损伤（图 9A，B）。氨基酸回补实

验表明，补充蛋氨酸（LPD+Met）促进了肺组织病变；而补充苯丙氨酸（LPD+Phe）或

苏氨酸（LPD+Thr）组的肺部组织形态与病理评分与 LPD 组相比无明显差异（ns，图 9A，

B）。 

同时，取小鼠肺组织研磨后进行荧光定量 PCR(qPCR)，分析小鼠肺组织 IAV 基因

NS1 的表达水平。结果显示，LPD 可显著降低 IAV 基因 NS1 mRNA 水平（图 9C）。在
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LPD 的基础上回补蛋氨酸（LPD+Met）导致 NS1 mRNA 水平显著升高；而回补苯丙氨

酸（LPD+Phe）或苏氨酸（LPD+Thr）与 LPD 组无显著差异（图 9C）。ELISA 结果显

示，低蛋白饮食显著降低了小鼠肺组织中 SAM 水平，而补充蛋氨酸可恢复组织中 SAM

水平，补充 Phe 与 Thr 不影响小鼠肺组织中 SAM 水平（图 9D）。上述结果表明，限制

蛋氨酸摄入并减少 SAM 合成，可能是低蛋白饮食减轻 IAV 诱导肺部损伤及抑制病毒复

制的重要因素。 

 

图 9. 补充蛋氨酸促进 IAV 感染小鼠肺组织病理损伤与病毒相关基因表达。A：小鼠肺组织 HE 染色

（×200）；B：肺组织病理评分；C：小鼠肺组织中 IAV 病毒基因 NS1 的 mRNA 相对表达水平；D：

小鼠肺组织中 SAM 水平。n=5 per group，*：P<0.05，**：P<0.01，具有显著统计学意义，ns：无显

著差异。 

 

3.3 蛋氨酸限制抑制 IAV 感染 

为进一步探究蛋氨酸代谢在病毒感染中的作用，本研究于流感病毒感染 2 天后将小

鼠随机分为两组，分别进行正常对照饮食（CD，含 0.85%的蛋氨酸）与蛋氨酸限制性饮

食（methionine restriction diet，MRD，含 0.17%的蛋氨酸）喂养，（图 10A）。结果显

示，相较于 CD 组，MRD 干预可减缓 IAV 诱导的小鼠体重下降（图 10B），并提升了

IAV 感染小鼠的生存率，终点生存率由 15%升至约 80%（图 10C）。 
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图 10. 蛋氨酸限制性饮食抑制 IAV 感染。A：小鼠经鼻腔滴注 300 PFU IAV 建立呼吸道感染模型，

于感染后 2 天分别给予正常对照饮食（CD）或蛋氨酸限制性饮食（MRD）干预。B：小鼠感染后生

存曲线。C：小鼠感染后体重变化曲线。CD 组: n=7, MRD 组: n=5。 **：P<0.01，***：P<0.001，具

有显著统计学意义。 

 

观察急性期小鼠肺组织损伤程度与炎细胞浸润情况发现，相较于对照组，MRD 喂

养的小鼠肺组织损伤更轻，肺泡更完整，炎细胞浸润减少（图 11A，左）。对肺组织病

理损伤进行评分分析，结果显示 MRD 组的病理评分显著低于 CD 组（图 11A，右）。

qPCR 结果显示小鼠肺组织 IAV mRNA（NS1/NP）显著降低, 抗病毒固有免疫关键分子

的表达变化，I 型干扰素（IFN-β）与其诱导基因（ISG15）表达显著升高（图 11B）；而

肺组织中 SAM 的水平也明显下降（图 11C）。这些结果表明蛋氨酸限制饮食具有抗病

毒保护作用。 

 

图 11. 蛋氨酸限制性饮食减轻 IAV 感染小鼠肺组织病理损伤并抑制病毒相关基因表达。A：小鼠肺
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组织 HE 染色（×200），左；肺组织病理评分，右；B：小鼠肺组织中 IAV 病毒基因（NS1 与 NP）

及 I 型干扰素与其诱导基因（IFN-β/ISG15）的 mRNA 相对表达水平；C：ELISA 检测小鼠肺组织中

SAM 水平。n=5 per group，**：P<0.01，***：P<0.001，具有显著统计学意义，ns：无显著差异。 

 

随后本研究在体外细胞实验中进一步验证蛋氨酸限制对 IAV 感染的影响，本研究用

蛋氨酸缺乏的培养基（MetR）预处理 hpAT2EC 细胞 1 小时，IAV-GFP 病毒感染后 8 小

时，ELISA 检测细胞 SAM 水平，荧光显微镜观察与流式细胞术检测病毒感染情况。相

较于完全培养基（complete medium，CM）组，MetR 组的 SAM 水平显著下降(图 12A)，

GFP 阳性细胞数量显著减少（图 12B-D）。 

 

图 12. 蛋氨酸限制抑制 IAV-GFP 感染。A：ELISA 检测胞内 SAM 水平；B：荧光显微镜观察 IAV-

GFP 感染阳性的 hpAT2EC 细胞；C，D：流式细胞术检测细胞感染效率。*** P<0.001，**** P<0.0001

具有显著统计学意义。 

 

同时，本研究用实时荧光定量 PCR 检测病毒相关基因及宿主抗病毒固有免疫关键

分子的表达变化。结果显示，MetR 显著降低 IAV 基因 NS1 与 NP 的 mRNA 水平（图

13A、B），并促进 I 型干扰素（IFN-β）与干扰素刺激基因 ISG15 的表达（图 13C、D）。

ELISA 结果进一步验证，MetR 促进 I 型干扰素分泌。上述结果表明，胞内 SAM 代谢

稳态是调控机体抗病毒免疫应答和甲型流感感染进程的重要代谢因素之一。 
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图 13. 蛋氨酸限制促进抗病毒固有免疫。A，B：IAV 病毒基因 NS1（A）与 NP（B）的 mRNA 相对

表达水平；C，D：宿主抗病毒固有免疫关键分子 IFN-β（C）与 ISG15（D）的 mRNA 相对表达水平；

E：IFN-β 细胞因子水平。* P<0.05，** P<0.01，**** P<0.0001，具有显著统计学意义。 

 

3.4 ODR4 响应 SAM 水平波动表达上调 

接下来，本研究探讨细胞是否存在响应病毒感染过程中 SAM 代谢稳态变化的防御

机制。为筛选响应 SAM 水平变化的关键调控分子，本研究用 SAM（50 μM）处理 hpAT2EC

细胞 8 小时后进行 RNA 测序，利用联川云平台在线软件分析差异表达基因。在显著变

化的基因中，ODR4（odr-4 GPCR localization factor homolog）上调最为明显（图 14A，

B）。Western Blot 实验进一步证明 SAM 上调 ODR4 蛋白表达，但下游代谢物 SAH（50 

μM）没有此效应（图 14C）。 

 

图 14. SAM 上调 ODR4 分子表达。A：差异表达基因热图分析；B：差异表达基因火山图；C：Western 

blot 检测 SAM 与 SAH 分别刺激后胞内 ODR4 表达水平。 
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ODR4 是进化上高度保守的内质网定位蛋白，帮助 GPCR 在细胞内的正确定位[24]。

为系统明确 ODR4 在人体与小鼠上皮组织中的表达分布特征，本研究利用公共数据库

（The Human Protein Atlas 与 BioGPS）对其转录组表达谱进行了生物信息学分析（图

15A，B）。 

数据分析结果显示，ODR4/Odr4 在人体及小鼠的多种上皮组织中均呈现广泛表达。

在人上皮组织中（图 15A），ODR4 表达量整体处于较高水平，其中在肺组织（Lung）

中的表达水平最高；在小鼠上皮组织中（图 15B），胃、小肠以及呼吸道上皮（肺、支

气管、气管）中均维持着较高的 ODR4 表达丰度。 

上述结果表明，ODR4 在跨物种的上皮组织（尤其是呼吸道及消化道黏膜上皮）中

具有高度保守且广泛的表达分布，提示其可能作为基础代谢或生理功能调控分子，在屏

障组织的稳态维持与抗病毒应答中发挥作用。 

 

 

图 15. ODR4 在人体与小鼠上皮组织中表达谱。A：ODR4 在人体各上皮组织中的 mRNA 表达水平；

B：Odr4 在小鼠各组织中的 mRNA 表达水平。数据分别来源于 Human Protein Atlas 与 BioGPS 数据

库。 

 

为进一步验证病毒感染过程中 ODR4 的表达变化，本研究对病毒感染后 5 天小鼠的肺

组织进行荧光定量 PCR 与免疫组化分析（IHC）。相较于未感染组（Ctrl）, qPCR 结果显

示流感模型小鼠肺组织中 ODR4 表达水平显著升高（图 16A），免疫组化检测也得到一致

结果（图 16B）。细胞实验结果进一步证明 IAV 感染促进 ODR4 的 mRNA 和蛋白表达（图

16C，D）。 
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图 16. IAV 感染诱导 ODR4 表达上调。A：小鼠肺组织中 ODR4 的 mRNA 相对表达水平；B：小鼠

肺组织 ODR4 免疫组化染色代表性结果（×200），n=5 per group；C：hpAT2EC 细胞中 ODR4 的

mRNA 相对表达水平；D：hpAT2EC 细胞中 ODR4 的蛋白表达水平。*** P<0.001，具有显著统计学

意义。 

 

为进一步探究 ODR4 是否响应 IAV 感染诱导 SAM 波动而表达上调，本研究利用 SAM

合成酶抑制剂（AG270，50 μM）预处理 hpAT2EC 细胞 1 小时，抑制 SAM 的合成（图

17A）。并在不同感染时间点检测细胞内 ODR4 在转录与蛋白水平的表达变化（图 17B、

C）。qPCR 分析显示，IAV 感染可显著诱导 ODR4 mRNA 表达，而 AG270 处理后，IAV

感染诱导的 ODR4 转录上调被显著减弱（图 17B）。Western Blot 检测进一步证实，AG270

处理能够有效阻断 IAV 感染引起的 ODR4 蛋白表达上调（图 17C）。上述结果表明，ODR4

响应 IAV 感染诱导的蛋氨酸代谢重塑而表达上调，提示该分子可能参与病毒感染过程中的

宿主防御应答。 

       

图 17. IAV 感染诱导的 ODR4 表达上调依赖于胞内 SAM。A：ELISA 检测 SAM 水平；B：qPCR 检

测 ODR4 mRNA 水平；C：Western Blot 检测 hpAT2EC 细胞中 ODR4 蛋白的表达水平。* P<0.05，** 

P<0.01，*** P<0.001，具有显著统计学意义。DMSO 作为溶剂对照。 

3.5 ODR4 抑制病毒感染并促进抗病毒免疫应答 

为了进一步阐明 ODR4 在抗病毒感染中的功能，本研究首先构建了 ODR4 敲降
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（siODR4）hpAT2EC 细胞（图 18A）。IAV-GFP 分别感染对照组（siNC，无关序列）与

ODR4 敲降组细胞（siODR4）8 小时。荧光显微镜结果显示，与对照组相比，siODR4 组细

胞中绿色荧光阳性细胞数量显著增多（图 18B）,流式细胞术检测结果进一步证实，敲降

ODR4 可显著促进 IAV 感染 hpAT2EC 细胞，相较于 siNC 组，感染阳性细胞比例从 27%升

至 54.8%左右（图 18C，D）。 

 

图 18. 敲降 ODR4 促进 IAV 感染 hpAT2EC 细胞。A: Western Blot 检测 ODR4 的敲降效率；B：荧

光显微镜观察 IAV-GFP 感染情况；C，D：流式细胞术检测细胞感染情况。*** P<0.001，具有显著统

计学意义。 

为进一步明确 ODR4 调控 IAV 感染的作用机制，本研究通过实时荧光定量 PCR 检测

病毒相关基因表达及宿主固有免疫应答强度。检测结果证实 ODR4 敲降显著升高 IAV 基

因 NS1 与 NP 的转录水平（图 19A），并抑制宿主抗病毒固有免疫关键分子 IFN-β 与 ISG15

表达（图 19B,C）。以上结果表明，ODR4 可能是宿主响应 IAV 感染过程中 SAM 代谢动

态 变 化 的 关 键 效 应 分 子 ， 在 机 体 抗 IAV 防 御 应 答 中 发 挥 调 控 作 用 。

 

图 19. 敲降 ODR4 抑制抗病毒固有免疫，促进 IAV 感染。A：IAV 病毒基因 NS1 与 NP 的 mRNA 相

对表达水平；B：IFN-β 与 ISG15 的 mRNA 相对表达水平；C：IFN-β 分泌水平。* P<0.05，** P<0.01，

**** P<0.0001，有显著统计学意义。 
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4.讨论 

甲型流感病毒感染可重塑宿主细胞代谢网络，构建利于自身复制的胞内微环境；同时，

宿主可响应感染相关的代谢变化并启动免疫防御[13]。病毒与宿主的代谢免疫博弈，影响感

染进程与疾病预后[13]。本研究的代谢组学结果显示，IAV 感染可显著激活肺泡上皮细胞蛋

氨酸代谢通路，导致代谢产物 SAM 水平升高。体内外干预实验观察到，蛋氨酸限制可下

调胞内 SAM 水平，增强Ⅰ型干扰素介导的固有免疫应答，有效抑制 IAV 感染、减轻肺部病

理损伤并提升感染小鼠存活率；反之，补充蛋氨酸可上调 SAM 水平，显著促进 IAV 感染

进程。以上结果表明，SAM 参与调控甲型流感感染进程，但其因果作用仍需进一步验证。

需要指出的是，NS1/NP 的 qPCR 结果反映病毒相关 RNA 水平，不能直接等同于感染性

活病毒滴度。 

本研究进一步观察到，IAV 感染和 SAM 处理均能诱导 ODR4 表达上调，而抑制 SAM 

合成则可阻断 IAV 介导的 ODR4 表达上调。敲降 ODR4 后，IAV 感染增多，并伴随 IFN-

β、ISG15 等抗病毒基因表达下降。这些结果提示，ODR4 可能作为蛋氨酸代谢响应分子参

与宿主抗病毒固有免疫应答。综合体内外实验结果，本研究初步建立了蛋氨酸代谢-SAM-

ODR4-固有免疫调控模型。这一调控模型提示，病毒诱导的蛋氨酸代谢重塑不只是感染伴

随现象，而是参与宿主与病毒博弈的相互调节。同时，蛋氨酸限制性饮食在本研究小鼠模

型中呈现保护效应，为后续研究代谢靶向的营养干预提供了思路，但尚不能直接外推至人

群或其他呼吸道病毒感染。 

本研究的主要创新点在于，初步发现内质网膜蛋白 ODR4 可能连接蛋氨酸代谢与宿主

抗病毒固有免疫调控。ODR4 主要介导 G 蛋白偶联受体的折叠与转运，维持细胞信号稳态

[24]；另一方面可通过结合 de‑UFMylation 酶 UFSP2，调控内质网蛋白的 UFMylation 修饰

动态平衡[26]。本研究观察到，ODR4 敲降伴随固有免疫相关分子表达下降。结合 ODR4 的

已知生物学功能，本研究推测其可能通过两条途径调控 I 型干扰素通路：一是调控特定

GPCR 的转运，介导下游信号变化；二是通过 UFSP2-UFMylation 相关机制影响 RIG-I 信

号通路。上述机制目前仍属于工作假说，需通过 ODR4 过表达、通路活性检测及蛋白互作

等实验进一步验证。 

同时，本研究仍存在诸多局限性。首先，SAM 介导 ODR4 表达上调的具体分子机制

尚未阐明。SAM 作为体内核心甲基供体，是否通过启动子甲基化、组蛋白甲基化等表观

遗传修饰激活 ODR4 转录，仍需后续分子生物学实验加以验证。其次，本研究仅观察到
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ODR4 敲低抑制抗病毒固有免疫应答，但其具体分子机制尚不明确。此外，低蛋白饮食和

蛋氨酸限制可能同时改变摄食量、体重及全身营养状态，现有设计尚不能完全排除这些混

杂因素；部分实验样本量较小，且缺少病毒滴度等活病毒学评价指标。蛋氨酸限制的保护

效应也仅在动物模型中得到验证，其适宜干预时机、安全有效剂量、长期代谢影响及人群

适用性仍有待进一步研究。 

综上，本研究在细胞和小鼠模型中观察到 IAV 感染相关的蛋氨酸代谢及 SAM 水平变

化，并发现 ODR4 能够响应 SAM 水平表达上调，调控抗病毒固有免疫应答。据此，本研

究初步提出以蛋氨酸代谢响应为核心的宿主抗病毒防御调控模型（图 20）。该模型不仅为

甲型流感感染的代谢调控机制提供了实验依据，也为基于营养免疫的膳食干预策略提供理

论参考，但蛋氨酸限制能否转化为安全有效的人群干预策略，仍有待更多研究加以验证。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 20：ODR4 响应病毒诱导蛋氨酸代谢重塑，调控抗病毒固有免疫 
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