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SARS-CoV-2 S1 蛋白通过ATP/P2Y2 和ERK1/2 信号通路引起呼吸道上
皮细胞 IL-6 和 IL-8 分泌

刘兴健 1，方晓敏 1，郭羽玲 2，张锐钢 1*　（广东医科大学 1. 基础医学院生理学教研室；2. 第一临床医学院，
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摘　 要：目的　 探究严重急性呼吸综合征冠状病毒 2 （SARS-CoV-2）S1 蛋白诱导呼吸道上皮细胞炎症反应机制

以及嘌呤能受体（P2Y2）参与 S1 蛋白引起的炎症反应。方法　酶联免疫吸附实验（ELISA）测量 S1 蛋白和 / 或单克隆抗

体（MAb）刺激的 16HBE14o- 细胞培养上清中白介素 -6（IL-6）、白介素 -8（IL-8）和腺嘌呤核苷三磷酸（ATP）水平，实时

荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）检测血红素氧合酶 1（HO-1）、双特异性磷酸酶 1（MKP-1）和 P2Y2 mRNA 的转录水

平；小干扰 RNA（siRNA）敲低 P2Y2 表达后，ELISA 检测 S1 蛋白刺激的 16HBE14o- 细胞培养上清中 IL-6 和 IL-8 水平。

结果　S1 蛋白和 MAb 对细胞活力无显著影响（P>0.05）。S1 蛋白刺激 16HBE14o- 细胞引起 IL-6 和 IL-8 分泌增加，上调

HO-1、MKP-1 和 P2Y2 mRNA 表达，增加了胞外ATP 水平（P<0.001 或 0.01），MAb 显著抑制了 S1 蛋白引起的 IL-6 和 IL-8
分泌（P<0.001 或 0.01）。siRNA 敲低 P2Y2 的表达能够显著降低 S1 蛋白诱导的 IL-6 和 IL-8 分泌，同时 ERK1/2 抑制剂

PD98059 也抑制了 S1 蛋白引起的 IL-6 和 IL-8 分泌（P<0.001）。结论　 SARS-CoV-2 S1 蛋白能够通过 ATP/P2Y2 和 ERK
信号通路诱导呼吸道上皮细胞发生炎症反应。
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SARS-CoV-2 spike S1 protein promotes IL-6 and IL-8 release via ATP/P2Y2 and ERK1/2 signaling 
pathways in human bronchial epithelial cells

LIU Xing-jian1, FANG Xiao-min1, GUO Yu-ling2, ZHANG Rui-gang1*(1. Department of Physiology, Basic Medical 
School, Guangdong Medical University; 2.First Clinical School, Guangdong Medical University, Zhanjiang 524023, 
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Abstract: Objective　To explore the mechanisms by which SARS-CoV-2 S1 protein induce pro-inflammatory responses 

in human bronchial epithelial cells and purinegic receptors were involved in the inflammatory by the S1 protein stimulation. 

Methods　The pro-inflammatory cytokine (interleukin-6) IL-6 and (interleukin-8) IL-8 secretion and adenosine triphosphate 

(ATP) level in16HBE14o- cells induced by S1 protein and/or monoclonal antibody (MAb) were determined by using Enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA). The  (Heme Oxygenase-1) HO-1, (dual specificity phosphatases-1) MKP-1 and P2Y2 

mRNA expression in 16HBE14o- cells after  S1 protein stimulation were determined by Real-time quantitative fluorescence 

PCR (qRT-PCR). Small interfering RNA (siRNA) knockdown P2Y2 expression ELISA detected the IL-6 and IL-8 release in 

16HBE14o- cells after S1 protein stimulation. Results　S1 protein and MAb hadno significant effects on cell viability (P>0.05). 

S1 protein induced IL-6 and IL-8 secretion, regulated  HO-1, MKP-1, and P2Y2 mRNA expression, and increased extracellular 

ATP levels in 16HBE14o- cells(P<0.001 or 0.01).The  MAb significantly inhibited the secretion of IL-6 and IL-8 induced byS1 

protein (P<0.001 or 0.01).  siRNA knockdown of P2Y2 expression significantly reduced S1 protein-induced IL-6 and IL-8 

secretion, while ERK1/2 inhibitor PD98059 also inhibited S1 protein-induced IL-6 and IL-8 secretion (P<0.001). Conclusion 

SARS-CoV-2 S1 protein induce inflammatory responses in respiratory epithelial cells through the ATP/P2Y2 and ERK signaling 

pathways.
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新型冠状病毒肺炎（COVID-19）是由SARS-CoV-2
引起的全球性传染病，其传播速度快、影响范围广，对

人类健康构成了巨大威胁，全球公共卫生体系受到前

所未有的挑战。SARS-CoV-2 是一种单链RNA病毒，S
蛋白是SARS-CoV-2 的主要抗原，包含两个功能性亚基

蛋白（S1 蛋白和S2 蛋白）。其中S1 蛋白含有受体结合

结构域（RBD），负责与血管紧张素转换酶 2（ACE2）结

合，而S2 蛋白则负责将S蛋白锚定在细胞膜上，并促进

病毒与宿主细胞膜的融合 [1]。

研究发现，S蛋白诱导的细胞因子产生与核因子-κB
（NF-κB）和蛋白-1（AP-1）信号通路的激活有关 [2-3]。这

些炎症信号通路的激活或失调可能导致细胞因子风暴，

这在COVID-19 患者的血清和支气管肺泡灌洗液中得到

了证实 [4-5]。S蛋白是SARS-CoV-2 的主要结构蛋白，能

够在多种细胞类型中诱导炎性细胞因子和趋化因子的

表达，如IL-6、IL-1β、TNF-α等 [6-8]。此外，S蛋白还能够引

起细胞自噬和凋亡，进而加剧炎症反应 [9-10]。然而，关于

S蛋白如何独立于病毒在呼吸道上皮细胞中引发炎症反

应的具体机制目前尚不完全清楚。SARS-CoV-2 Omicron
变异株B.1.1.529 自发现以来，因其传播速度快、免疫逃

逸能力较强而备受关注。BA.2.12.1 是Omicron的一个分

支，其在传播速度和免疫逃逸能力方面较Omicron有所

增强。因此，本研究选择B.1.1.529 和BA.2.12.1 作为实验

对象，为了解这一变异株的传播能力及免疫逃逸机制，

以探究S1 蛋白诱导呼吸道炎症机制。

三磷酸腺苷（ATP）不仅是细胞内的能量载体，而且

在人体生理学和病理学中扮演着核心角色。细胞外ATP
与嘌呤能受体 P2XR 和 P2YR 的结合，被认为是引发炎

症的关键因素 [11-12]。在正常生理状态下，由于外核苷酸

酶的调节，细胞外ATP的浓度保持在较低水平。然而，

在感染或炎症条件下，细胞外ATP的浓度会显著增加 [13]。

ATP在调节人气道上皮功能方面起着重要作用，临床研

究表明，嘌呤能受体激动剂可以增强黏膜纤毛的清除能

力 [14]。在慢性阻塞性肺疾病（COPD）患者的气道中，急

性烟雾暴露会导致支气管内ATP浓度升高，这表明细胞

外 ATP 可能通过促进炎症和组织降解来加速 COPD 的

发展 [15]。因此，本研究的目的是深入探究S1 蛋白如何独

立于病毒诱导呼吸道上皮细胞炎症反应的机制，并明确

嘌呤能受体在S1 蛋白引发的炎症反应中的作用。

1　材料和方法

1.1　试剂

人呼吸道支气管上皮细胞系（16HBE14o-）细胞

培养所需试剂如胎牛血清、MEM 基础培养基、青链霉

素等购自 Invitrogen（Carlsbad，CA，USA）和 Hyclone
（泰勒，中国广州），ERK1/2 抑制剂 PD98059 购自 GLP-
BIO（Montclair，CA，USA）。SARS-CoV-2 B.1.1.529 
Spike S1 蛋白（Omicron，Catalog：40591-V08H41），

SARS-CoV-2 BA.2.12.1 Spike S1 蛋白（Omicron，Cat-
alog：40591-V08H45）和 SARS-CoV-2 Spike Antibody
（Omicron Reactive，Monoclonal antibody，Catalog：

40592-MM117）购自 Sino Biological。
1.2　细胞培养

按照参考文献提供的方法培养 16HBE14o- 细

胞 [16]。将获得的 16HBE14o- 细胞于 37 ℃、5% CO2、

80% 湿度的细胞培养箱中培养。待细胞长满后，用细

胞消化液消化传代并接种于 96 孔板、24 孔板或 6 孔

板中；当细胞长满后添加无血清培养基过夜处理，之

后施加药物。抑制剂等药物提前 1 h 添加，随后 S1 蛋

白和 / 或单克隆抗体（monoclonal antibody，MAb）刺

激细胞 6、18 h；Cell Counting Kit-8 （CCK-8）检测细

胞活力，实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）检测

mRNA 的表达情况，酶联免疫吸附实验（ELISA）检测

细胞培养上清中细胞因子 [ 白介素 -6（IL-6）、白介素 -8
（IL-8）] 的分泌。

1.3　ELISA
收集细胞培养物上清，使用市售的 ELISA 试剂盒

分析ATP（酶联，中国上海）、IL-6（Invitrogen Bioscienc-
es，Carlsbad，CA，USA）和 IL-8（BD Biosciences，San 
Diego，CA，USA）。每个样品设置 2 个复孔，实验分别

独立重复至少 3 次，然后通过标准曲线计算浓度。

1.4　RT-PCR
1.4.1　RNA提取　使用细胞 /细菌总RNA提取试剂盒

（TIANGEN，北京），按照试剂盒说明提取 16HBE14o-
总RNA，nanodrop测量RNA浓度和纯度。

1.4.2　 反转录反应　 用 RT 试剂盒（Bio-Rad） 将总

RNA 逆转录为 cDNA，严格按照说明书进行操作，整

个过程均在冰上进行。逆转录反应体系，总体积 20 
µL，即 4 µL 的 5×Reverse Transcription 预混液，1 µL
的 PrimeScript 反转录酶，1 µg RNA 样品，加入 ddH2O
使总体系为 20 µL，反应条件：25 ℃ 5 min，42 ℃ 30 
min，85 ℃ 5 min。

1.4.3　qRT-PCR 反应　qRT-PCR 反应在 96 孔板中进

行， 反应体系为 10 µL 的 SYBR®Green Realtime PCR 
MasterMix，上、下游引物各 0.5 µL，cDNA 1 µL，ddH2O 
8 µL，共计 20 µL。95 ℃预变性 60 s后进行PCR反应，
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95 ℃变性 15 s，60 ℃退火 15 s，72 ℃延伸 45 s，共 45
个循环，在荧光定量PCR仪（QuantStudio1，美国Applied 
Biosystems 公司）中进行 qRT-PCR 反应，反应结束后计

算各反应孔中的Ct值。通过GAPDH标准化，采用 2–ΔΔCt

相对定量血红素氧合酶 1（HO-1）、双特异性磷酸酶 1
（MKP-1）和P2Y2 mRNA表达，引物序列如表 1 所示。

1.5　小干扰RNA（siRNA）转染

将常规培养的 16HBE14o- 细胞接种于 6 孔板

和 24 孔细胞培养板，当细胞达到 60%~70% 后，将

培 养 基 改 为 Opti-MEMTM 减 血 清 培 养 基（Gibco，

Invitrogen，USA）。将 P2Y2 siRNA 或 control siRNA（吉

玛基因，中国苏州）和 Lipofectamine®RNAiMAX 试剂

（Thermo Fisher Scientific，Waltham，USA）转染。使

用 Opti-MEMTM 稀释 siRNA 得到 siRNA 预混液，随后

使用 Opti-MEMTM 稀释 Lipofectamine®RNAiMAX 得

到 Lipofectamine®RNAiMAX 转染预混液，将稀释的

siRNA 预混液缓慢加入到 Lipofectamine®RNAiMAX
转染试剂中混匀（体积比 1:1） 室温孵育 5 min， 将

50 μL 的 siRNA-Lipofectamine®RNAiMAX 复 合 物

加 入 24 孔 细 胞 培 养 板，将 250 μL 的 siRNA-Lipo-
fectamine®RNAiMAX 复合物加入 6 孔细胞培养板，前

后移动培养板混合均匀，转染 24 h 后进行后续实验。

1.6　Western blot
用 Western/IP 裂解缓冲液裂解细胞，提取总蛋

白进行 SDS-PAGE 电泳，分离蛋白，然后将胶转移至

PVDF 膜；用 5% 脱脂牛奶封闭液室温封闭 1 h，洗涤

后按比例稀释双标一抗 P2Y2（Bioss，中国北京） 和

GAPDH（Cell Signaling Technology，USA），4 ℃ 孵育

过夜，洗涤后将 PVDF 膜与辣根过氧化物酶标记的二

抗孵育 1 h；洗涤后将化学发光底物加于 PVDF 膜上，

X 射线胶片曝光、扫描。以 GAPDH 作为内参，用 Image 
J 软件定量分析。

1.7　统计学处理

采用 PraphPad Prism 9.5.1 软件进行统计学分析。

数据采用夏皮洛 - 威尔克检验（Shapiro-Wilk）方法进

行正态分布检验，绝对值检验（Brown-Forsythe test）进

行方差齐性分析。符合正态分布且方差齐性的计量资

料以 x-±s 表示，两组间比较采用两独立样本 t 检验，多

组间比较采用单因素方差分析（one-way ANOVA），两

两比较采用 Šídák>s 检验。若符合正态分布但方差不齐

则采用 Welch 单因素方差分析（Welch’s ANOVA）。计

数资料以频数和百分比表示，检验水准 α=0.05（双尾）。

样本均一式两份，除非另有说明，否则所有实验至少独

立重复 3 次。P<0.05 表示差异有统计学意义。

2　结果

2.1　SARS-CoV-2 Omicron 变 异 株 S1 蛋 白 诱 导

16HBE14o-细胞中 IL-6 和 IL-8 分泌

CCK-8 结果表明 S1 蛋白和 MAb 均未对细胞活

力产生显著影响（P>0.05），见图 1A、B。B.1.1.529 和

BA.2.12.1 S1 蛋白处理 6 h 和 18 h，IL-6（6 h B.1.1.529：

t=6.084，P<0.001；6 h BA.2.12.1：t=8.592，P<0.001；

18 h B.1.1.529：t=8.208，P<0.001；18 h BA.2.12.1：

t=8.801，P<0.001） 和 IL-8（6 h B.1.1.529：t=4.261，

P<0.01；6 h BA.2.12.1：t=3.828，P<0.001；18 h 
B.1.1.529：t=6.306，P<0.001；18 h BA.2.12.1：

t=8.109，P<0.001）水平均明显增加，见图 1C~F。而

MAb 的存在则显著抑制了 B.1.1.529 和 BA.2.12.1 S1
蛋白诱导的 IL-6（6 h B.1.1.529：t=9.505，P<0.001；

6 h BA.2.12.1：t=6.224，P<0.001；18 h B.1.1.529：

t=7.112，P<0.001；18 h BA.2.12.1：t=11.42，

P<0.001） 和 IL-8（6 h B.1.1.529：t=3.103，P<0.01；

6 h BA.2.12.1：t=5.283，P<0.001；18 h B.1.1.529：

t=6.475，P<0.001；18 h BA.2.12.1：t=7.612，

P<0.001）的分泌。

2.2　SARS-CoV-2 Omicron 变 异 株 S1 蛋 白 刺 激

16HBE14o-细胞上调HO-1 和MKP-1 mRNA的表达

使 用 B.1.1.529 和 BA.2.12.1 S1 蛋 白 刺 激

表 1　HO-1、MKP-1、P2Y2 和 GAPDH 引物序列

名　称 序列 ( 5′ → 3′ ) 产物长度 /bp
HO-1 Forward: AAGACTGCGTTCCTGCTCAAC

247
Reverse: AAAGCCCTACAGCAACTGTCG

MKP-1 Forward: CCATCTGCCTTGCTTACCTT
139

Reverse: AGCACCTGGGACTCAAACTG
P2Y2 Forward: AGTGAGGAACCCGTGCAG

74
Reverse: CCTCCAAGCTCTGGAACCT

GAPDH Forward: CGGGAAGGAAATGAATGGGC 179
Reverse: GCCCAATACGACCAAATCAGAGAAT
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16HBE14o- 细 胞，qRT-PCR 检 测 HO-1、MKP-1 
mRNA 表达，结果显示 S1 蛋白引起 HO-1（B.1.1.529：

t=4.748，P<0.01；BA.2.12.1：t=6.072，P<0.001）

和 MKP-1 （B.1.1.529：t=4.063，P<0.01；BA.2.12.1：

t=5.615，P<0.001）mRNA 的表达显著上调，见图 2，

表明 B.1.1.529 和 BA.2.12.1 S1 蛋白能够独立于病毒

诱导呼吸道上皮细胞产生炎症反应。

2.3　SARS-CoV-2 Omicron 变 异 株 B.1.1.529 和

BA.2.12.1 S1 蛋白诱导呼吸道上皮细胞胞外 ATP 水平

升高

ELISA检测 B.1.1.529 和BA.2.12.1 S1 蛋白刺激的

16HBE14o- 细胞 6、18 h 培养物上清中 ATP 水平，结果

发现，S1 蛋白刺激 6 h（B.1.1.529：t=8.100，P<0.001；

BA.2.12.1：t=8.826，P<0.001） 和 18 h（B.1.1.529：
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A、B. CCK-8 检测 B.1.1.529 、BA.2.12.1 S1 蛋白和 MAb 刺激 16HBE14o- 细胞 6、18 h 的细胞活力；C、D. ELISA 检测 B.1.1.529、
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图 1　B.1.1.529 和 BA.2.12.1 S1 蛋白诱导 16HBE14o- 分泌 IL-6 和 IL-8
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图 2　B.1.1.529 和 BA.2.12.1 S1 蛋白上调 HO-1（A）、MKP-1（B） mRNA 的表达
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t=8.699，P<0.001；BA.2.12.1：t=10.33，P<0.001）均能

够诱导细胞分泌ATP，见图 3，表明S1 蛋白能够引起呼

吸道上皮细胞胞外 ATP 水平升高，而高水平的 ATP 可

能是S1 蛋白引发炎症反应的关键介质。

2.4　细胞外ATP通过P2Y2 诱导 IL-6 和 IL-8 释放

通过核酸电泳分析了 16HBE14o- 细胞中 P2Y2

和 P2Y4 受体的表达，结果显示，16HBE14o- 细胞主

要表达 P2Y2 受体，而不表达 P2Y4 受体（图 4）。采用

qRT-PCR 探究 S1 蛋白是否能够上调 P2Y2 mRNA 的

表达，结果显示，S1 蛋白显著诱导了 P2Y2 mRNA 的

表 达 上 调（B.1.1.529：t=5.814，P<0.01；BA.2.12.1：

t=6.630，P<0.001）。Western blot 和 qRT-PCR 验证了

siRNA 敲低 P2Y2 受体效果（F=11.64，P<0.01），见图

5。使用 P2Y2 siRNA（2-3）敲低 P2Y2 受体，检测 S1 蛋

白诱导的炎症因子释放的变化，结果如图 6 所示，敲

低 P2Y2 的表达，S1 蛋白刺激 16HBE14o- 细胞 6 、18 
h 能够显著降低 IL-6 和 IL-8 分泌（IL-6 6 h：F=25.99，

P<0.001；IL-6 18 h：F=30.44，P<0.001；IL-8 6 h：
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图 5　B.1.1.529 和 BA.2.12.1 S1 蛋白上调 P2Y2 mRNA 的表达
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F=55.49，P<0.001；IL-8 18 h：F=32.95，P<0.001），表

明 S1 蛋白能够通过诱导胞外 ATP 水平的升高，进而通

过 P2Y2 受体引发呼吸道上皮细胞炎症因子的释放。

2.5　ERK1/2 抑制剂抑制Omicron S1 蛋白引起的呼吸

道上皮细胞 IL-6、IL-8 的释放

采用 ERK1/2 抑制剂 PD98059 处理 16HBE14o-
细胞 1 h 后，S1 蛋白刺激细胞 6、18 h 以探索 ERK1/2
是 否 参 与 SARS-CoV-2 S1 蛋 白 诱 导 的 炎 症 反 应，

结果显示 PD98059 显著抑制了 S1 蛋白引起的 IL-6
（6 h B.1.1.529：t=6.619，P<0.001；6 h BA.2.12.1：

t=5.028，P<0.001；18 h B.1.1.529：  t=5.146，

P<0.001；18 h BA.2.12.1：t=5.441，P<0.001） 和 IL-8
（6 h B.1.1.529：t=6.804，P<0.001；6 h BA.2.12.1：

t=5.485，P<0.001；18 h B.1.1.529：  t=5.883，

P<0.001；18 h BA.2.12.1：t=7.055，P<0.001）的分泌，

见图 7，表明 ERK1/2 信号通路在 SARS-CoV-2 S1 蛋

白引发的炎症反应中发挥着重要作用。

3　讨论

本 研 究 结 果 发 现 SARS-CoV-2 Omicron 变 异 株

B.1.1.529 和 BA.2.12.1 S1 蛋白能够独立于病毒诱导呼

吸道上皮细胞释放 IL-6 和 IL-8，并上调 HO-1、MKP-
1 mRNA 的表达（图 1C~F，图 2），表明 Omicron 变异株

的 S1 蛋白能够直接诱导呼吸道上皮细胞的炎症反应。

炎症因子（如 IL-6 和 IL-8） 的释放可能与 COVID-19
中的细胞因子风暴有关，并可能加剧气道炎症。MAb
抑制 S1 蛋白引起 IL-6 和 IL-8 的释放，这与 Omicron 对

抗体的敏感性一致 [17]。HO-1 和 MKP-1 的上调进一步

证实了 S1 蛋白能够引起气道炎症。重要的是，S1 蛋
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A、B. 敲低 P2Y2 后，ELISA 检测 S1 蛋白刺激细胞 6 h 细胞培养液上清中 IL-6、IL-8 水平；C、D. 敲低 P2Y2 后，ELISA 检测 S1 蛋
白刺激细胞 18 h 细胞培养液上清中 IL-6、IL-8 水平；n=5，***P<0.001

图 6　细胞外 ATP 通过嘌呤能受体 P2Y2 诱导 IL-6 和 IL-8 释放
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白对呼吸道上皮细胞的影响并非由于其本身的毒性，

因为细胞的活力并未受到显著影响（图 1A、B）。此

外，S1 蛋白不仅诱导胞外 ATP 的分泌，还上调了 P2Y2 
mRNA 的表达（图 3 和图 5A）。通过 siRNA 敲低 P2Y2

后，本研究结果发现 S1 蛋白诱导的 IL-6 和 IL-8 的释

放显著降低（图 6），表明 SARS-CoV-2 的 S1 蛋白通

过 ATP/P2Y2 信号通路引起呼吸道上皮细胞的炎症反

应。同时，结果还发现 S1 蛋白能够激活 ERK1/2 信号

通路，因为 ERK1/2 抑制剂 PD98059 能够抑制 S1 蛋白

诱导的 IL-6 和 IL-8 的释放（图 7）。综上所述，本研究

结果揭示了 ATP/P2Y2 信号通路和 ERK 信号通路介导

S1 蛋白诱导呼吸道炎症反应的新机制，为理解 SARS-
CoV-2 感染引起的炎症机制提供了新的视角。

嘌呤能信号传导存在于免疫和炎症的各个方面，

并且越来越多的研究表明细胞外ATP及其腺苷（Ado）
代谢物是炎症反应的主要介质 [18]。本研究发现S1 蛋白

诱导胞外 ATP 水平升高，高水平的胞外 ATP 通过 P2Y2

受体在 S 蛋白诱导的呼吸道上皮细胞炎症中发挥重要

作用。ATP 作为嘌呤能系统中的信号分子，参与细胞

外环境中几种病理过程的调节。当细胞受到损伤后，

核苷酸被释放到细胞外环境中充当附近细胞和组织的

信号传导，随着细胞外核苷酸水平增加，嘌呤能受体如

P2X 受体被激活，其在巨噬细胞和中性粒细胞中表达

上调，并激活免疫系统，产生炎症 [19]。此外，释放到细

胞外环境中的 ATP 也会激活 P2Y 受体如 P2Y2，产生高

水平的细胞因子 IL-6、IL-1β 和 TNF-α，引发肺上皮和

内皮损伤，进而产生恶性循环，加剧炎症反应，导致细

胞因子风暴 [20]。本文推测 ATP 可能参与 SARS-CoV-2
诱导的气道和肺部炎症。本研究中 S1 蛋白不仅能够

引起 ATP 分泌还可上调 P2Y2 的表达（图 3、4、5A），敲

低P2Y2 表达亦能明显抑制S1 蛋白的促炎作用（图 6），

结果表明 ATP/P2Y2 参与了 S1 蛋白引起的人支气管上

皮细胞炎症。Lin 等 [21] 研究表明 ATP 可激活 ERK1/2
信号通路。 前期研究亦发现 PD98059 能够显著抑制
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A、B. ERK1/2 抑制剂 PD98059 处理后，ELISA 检测 S1 蛋白刺激细胞 6 h 细胞培养液上清中 IL-6、IL-8 的水平；C、D. ELISA 检
测 ERK1/2 抑制剂 PD98059 处理后，S1 蛋白刺激细胞 18 h 细胞培养液上清中 IL-6、IL-8 的水平；n=5，*** P<0.001

图 7　MAPK/ERK1/2 信号通路参与 S1 蛋白诱导的 IL-6 和 IL-8 的释放
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ATPγS诱导的 IL-6 和 IL-8 的分泌 [22]。本研究也证实了

PD98059 能够抑制 S1 蛋白诱导的细胞因子的释放（图

7），表明ERK1/2 参与了S1 蛋白引起的炎症反应。

导致 COVID-19 恶化的主要原因之一是细胞因子

风暴，而细胞因子会引发风暴导致急性呼吸窘迫综合

征和多器官衰竭。S 蛋白是 SARS-CoV-2 病毒表面主

要结构蛋白，它可以与宿主细胞中的 ACE2 结合，随后

在跨膜丝氨酸蛋白酶 2（TMPRSS2）和其他宿主蛋白

酶辅助作用下导致病毒感染细胞，而 ACE2 存于肺泡

细胞和上皮细胞，这导致呼吸道成为SARS-CoV-2 的主

要感染部位 [23]。小胶质细胞直接暴露于S1 导致 IL1β、

IL6、TNF、Nlrp3 基因表达上调和 IL-1β、IL-6、TNF、

CXCL1、IL-10 分泌增加，也可以导致人和鼠巨噬细胞、

内皮细胞炎症 [24-26]。这表明 S 蛋白可能利用其他途径

进入细胞，引起各种疾病 [27-28]。此外有报道称 SARS-
CoV-2 可能通过激活或调节 G 蛋白偶联受体导致肺

离子和液体运输失衡 [29]。 本研究发现，SARS-CoV-2 
S1 蛋白通过引起 ATP 分泌诱导炎症反应，但 S1 如何

引起 ATP 分泌还未可知。SARS-CoV-2 S 蛋白可以通

过 ACE2 感染细胞，截至目前，研究发现多种与 S 蛋白

有关的受体或相互作用蛋白，如：TLR2、TLR4[6, 30]、 
跨膜糖蛋白 CD147[31]、整合素（αVβ3 和 α5β1）[32]、葡

萄 糖 调 节 蛋 白 78（GRP78）[33]、dipeptidyl peptidase 
Ⅳ（DPP4）、TMEM206B、neuropilin-1（NRP1）、

Asialoglycoprtein receptor 1（ASGR1）、Transmembrane 
protein 30（ATMEM30A）、 C-type lectin domain family 
4 member G（CLEC4G）、low-density lipoprotein receptor 
class A domain-containing protein 3（LDLRAD3）[34]。因

此研究SARS-CoV-2 S1 蛋白如何引起ATP分泌具有很

大挑战，仍需要我们进一步探索。

突变对于蛋白质的稳定性有一定的影响，SARS-
CoV-2 S 蛋白突变增强了病毒的传播和对宿主感染

的能力。SARS-CoV-2 突变主要发生在受体结合域

（RBD）中，RBD 突变后的病毒表现出相当强的传播

力并且与受体结合强度和概率明显提高，可显著增强

免疫逃逸能力。从原始的变异株到 Omicron 变异株，

突变导致不同变异株之间存在明显差异。而 Omicron
变异株与原始株在 S1 蛋白的氨基酸序列上存在差异，

这些差异主要集中在 RBD 和 S2 亚单位上，这些区域

与病毒和宿主细胞的结合密切相关。Omicron 变异株

S1 蛋白在 RBD 区域引入了多个氨基酸替换，这些替

换可能导致病毒与宿主细胞受体的结合亲和力降低，

从而影响病毒进入宿主细胞的过程。其次，Omicron

变异株的 S1 蛋白可能通过不同的机制诱导细胞炎

症。本研究结果表明Omicron 变异株 S1 蛋白可能通过

ATP/P2Y2 信号通路和 ERK 信号通路介导呼吸道炎症

反应。此外，Omicron 变异株 S1 蛋白可能通过激活宿

主细胞内的炎症信号通路，导致细胞因子风暴，从而加

剧气道炎症。目前，JN.1 变异株在全球流行毒株中的

占比迅速上升，但其传播能力与 XBB 变异株差异并不

明显，且含 XBB.1.5 成份的新冠疫苗仍对 JN.1 变异株

有效。此外，其他结构蛋白如 N 蛋白也已被发现可以

单独引起呼吸道炎症，因此对 SARS-CoV-2 的认识仍

在持续更新，需要进一步报道和阐述，它们的特征和影

响还需要进一步的研究。

综上所述，SARS-CoV-2 Omicron 变异株 B.1.1.529
和 BA.2.12.1 S1 蛋 白 通 过 ATP/P2Y2 和 ERK1/2 信

号通路诱导呼吸道上皮细胞炎症。 而炎症反应是

COVID-19 患者临床症状之一，本研究为预防和治疗

SARS-CoV-2 感染提供了参考。
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