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宿主蛋白酶在流感病毒进入阶段的作用研究进展
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摘要: 流感病毒血凝素 (hemagglutinin, HA) 是病毒入侵宿主细胞的关键因素, 涉及病毒与靶细胞的结合及膜融

合过程。宿主体内的蛋白酶对HA进行裂解和激活, 是病毒识别宿主细胞及启动膜融合的先决条件, 也是病毒感染

宿主的必要条件。本文总结了 II型跨膜丝氨酸蛋白酶、人类组织激肽释放酶及其他宿主蛋白酶对不同亚型流感病

毒HA的蛋白水解激活作用, 并对其作为潜在抗病毒治疗靶点的可能性进行了探讨。
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Abstract: Influenza virus hemagglutinin (HA) is a key factor in the virus's invasion of host cells, involving 

the binding of the virus to target cells and the fusion of membranes. The proteolytic cleavage and activation of HA 

by host proteases are prerequisites for the virus to recognize host cells and initiate membrane fusion, and are also 

essential for viral infection of the host. This article summarizes the proteolytic activation of different subtypes of 

influenza virus HA by type II transmembrane serine proteases, human tissue kallikreins, and other host proteases, 

and discusses their potential as targets for antiviral therapy.
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流感病毒属于正黏病毒科, 是具有分段、负义、单

链 RNA 基因组的包膜病毒[1]。流感病毒每年造成约

500 万例严重感染病例 , 导致 250 000～500 000 人死

亡, 对人类健康构成严重威胁[2]。流感病毒根据其核

蛋白和基质蛋白的不同, 可以被划分为甲、乙、丙和丁

4 种类型[3,4], 其中甲型和乙型流感病毒 (influenza A 

and B virus, IAV/IBV) 是人类季节性流感暴发的主要

病原体。 IAV/IBV 表面包含 3 种包膜蛋白 : 血凝素 

(hemagglutinin, HA)、神经氨酸酶 (neuraminidase, NA) 

及基质蛋白 2 (matrix protein 2, M2)。在病毒颗粒内部

存在 8个病毒RNA片段, 它们以病毒核糖核蛋白复合

物的形式存在 , 每个病毒 RNA 片段都被核蛋白所包

裹, 并与 3种RNA聚合酶形成复合体[5,6]。IAV根据其

表面糖蛋白HA和NA的抗原特征和基因序列的差异, 

可以进一步细分为不同的亚型[7]。目前, 自然界中已

发现有 18 种 HA 亚型 (H1～H18) 和 11 种 NA 亚型 

(N1～N11)[8]。乙型流感病毒则主要分为B/Victoria和

B/Yamagata两个谱系[9]。

流感病毒HA与宿主细胞表面唾液酸聚糖的特异

性结合启动感染, 随后通过网格蛋白依赖性途径、网格

蛋白和小窝蛋白非依赖性途径以及巨胞饮作用等多种

内吞途径进入宿主细胞[10,11]。当病毒通过内吞作用进

入宿主细胞后, 病毒包膜上的M2离子通道打开, H+离

子从内体腔室进入病毒粒子内部, 这一酸性环境触发
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HA 发生不可逆的构象变化, 导致病毒包膜与内体膜

融合[11-13]。流感病毒的HA属于 I类病毒融合蛋白, 其

前体 HA0在细胞内合成, 随后通过内质网、高尔基体

以及囊泡分泌途径被运输到细胞质膜[14,15]。未经过裂

解的 HA0无法响应酸性环境的诱导发生构象变化从

而促进膜融合。宿主细胞的蛋白酶可以将 HA0裂解

为通过二硫键连接的 HA1和 HA2亚基[16], 其中, HA1

亚基的球状结构域携带着与宿主细胞表面唾液酸受体

结合的位点, 而HA2亚基则包含驱动膜融合的融合肽

片段[17]。因此, 流感病毒入侵宿主细胞的过程, 依赖于

宿主蛋白酶对 HA蛋白的裂解激活, 这是病毒成功侵

入宿主细胞的关键步骤。

1 参与流感病毒血凝素裂解的宿主蛋白酶 

流感病毒HA蛋白的裂解位点由特定的氨基酸序

列构成, 这一序列的差异性影响了其对宿主细胞中蛋

白酶的敏感性。HA0在HA茎区暴露的肽环上的一个

特定的精氨酸−甘氨酸肽键处被裂解, 而该肽环的序

列和大小在各种病毒株之间表现出多样性。低致病性

禽流感 (low pathogenic avian influenza virus, LPAIV) 

和季节性人类流感病毒株通常具有一个精氨酸 

(arginine, R) 构成的单碱基HA裂解位点, 少数情况下, 

该位点由赖氨酸 (lysine, K) 组成。相比之下, 高致病

性 禽 流 感 (highly pathogenic avian influenza virus, 

HPAIV) 病毒则具有多碱基裂解位点R-X-R/K-R[18], 这

种结构能够被广泛存在的弗林蛋白酶 (Furin) 或前蛋

白转化酶 5/6 (proprotein convertases 5/6, PC5/6) 等特

异性识别并裂解[19,20]。

多碱基裂解位点主要分为两种类型: 第一种类型

是通过连续插入多个碱性氨基酸 (如精氨酸、赖氨酸) 

形成一个扩大的切割位点环, 这一特征是HPAIV所特

有的, 并且能够被Furin所识别。第二种类型则通过用

精氨酸或赖氨酸残基取代单个非碱性氨基酸, 形成二

碱基或三碱基的切割基序, 如R-X-X-R或R-X-R-R, 这

种裂解位点环的大小与单碱基环相似, 存在于LPAIV

中的H9病毒分离株中[21]。

目前, 已鉴定出多种能够参与流感病毒HA裂解的

宿主细胞蛋白酶, 包括胰蛋白酶[22]、II型跨膜丝氨酸蛋白

酶 (type II transmembrane serine proteases, TTSPs)[23]、人

类组织激肽释放酶相关肽酶 (Kallikrein-related pepti‐

dases, KLKs)[24]、Furin[20]、类胰蛋白酶 Clara[25]、微纤溶

酶[26]和因子 Xa 酶[27]等 (表 1)[24,28-38]。由于 IAV 是季节

性流感的主要病原体, 因此本文将从该角度出发, 针对

人体中参与 IAV HA 裂解活化的宿主蛋白酶进行

综述。

1.1　II型跨膜丝氨酸蛋白酶　丝氨酸蛋白酶主要存

在于真核生物、原核生物及病毒中[39]。TTSPs属于丝

氨酸蛋白酶家族成员[40], 主要表达于细胞膜上。在人

类中, TTSPs家族包含 17个成员, 如跨膜丝氨酸蛋白

酶 2 (transmembrane serine protease 2, TMPRSSS2)[41]、

跨膜丝氨酸蛋白酶 4 (transmembrane serine protease 4, 

TMPRSSS4) [42]、人气道胰蛋白酶样蛋白酶 (human 

airway trypsin-like protease, HAT/TMPRSS11D) [28]、鳞

状细胞癌差异表达基因 1 (differentially expressed in 

squamous cell carcinoma gene 1, DESC1)[34]、跨膜丝氨

酸 蛋 白 酶 13 (transmembrane serine protease 13, 

TMPRSSS13/MSPL)[43]、跨膜丝氨酸蛋白酶 matriptase 

Table 1　 Expression and cleavage sites of host proteases in human tissues. TMPRSS2: Transmembrane serine protease 2; TMPRSS4: 

Transmembrane serine protease 4; TMPRSS11D: Human airway trypsin-like protease; Matriptase: Transmembrane serine protease 

matriptase; TMPRSS13/MSPL: Transmembrane serine protease 13; DESC1: Differentially expressed in squamous cell carcinoma gene 1; 

KLK1: Tissue kallikrein-1; KLK5: Kallikrein related peptidase 5; KLK12: Kallikrein related peptidase 12; PC5/6: Proprotein convertases 5/6

Protease

TMPRSS2

TMPRSS4

TMPRSS11D

Matriptase

TMPRSS13/MSPL

DESC1

KLK1

KLK5

KLK12

Furin

PC5/6

Cleavage site 

sequence
R↓

R↓
R↓
R/K‐X‐X/S‐R↓

R/K‐K‐K‐R↓
R↓
R↓
R↓
R↓
R‐X‐R/K‐R↓
R‐X‐R/K‐R↓

Expression in human tissue

Nasal epithelium, trachea, bronchus, lungs (type II lung cells), larynx, tonsils, myocardium, 

prostate, pancreas, liver, kidney, skin

Esophagus, lung, small intestine, stomach, colon, bladder, kidney

Trachea, bronchus, esophagus, tongue, nasal epithelium, larynx, epiglottis, tonsil, skin, brain

Widely expressed in epithelial tissues: nasal epithelium, trachea, bronchus, salivary glands, 

esophagus, kidney, small intestine, stomach, prostate, skin, hair follicles

Lung, brain, kidney, liver, spleen, prostate, pancreas, skin, small intestine, colon, testes, thymus

Esophagus, prostate, salivary glands, skin, bladder

Colon, kidney, pancreas, salivary glands, skin, small intestine

Lungs, esophagus, skin, testicles, salivary glands

Colon, duodenum, esophagus, prostate, salivary glands, skin, small intestine, testicles, stomach

Widely expressed in various tissue

Widely expressed in various tissue

Reference

[28]

[29]

[28]

[30-32]

[33]

[34,35]

[36]

[24,37]

[24]

[38]

[38]
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(transmembrane serine protease matriptase, ST14/

matriptase)[30]等。TTSPs家族成员具有相同的结构域, 

包括N端细胞质结构域、疏水性跨膜结构域、茎区和C

端细胞外丝氨酸蛋白酶结构域。C端结构域由催化三

联体—组氨酸 (His)、天冬氨酸 (Asp) 和丝氨酸 (Ser) 

构成, 它们是胰蛋白酶样丝氨酸蛋白酶催化活性的核

心[44]。TTSPs的细胞外部分从茎区开始, 包含 11个高

度保守的结构域, 有助于TTSPs的激活和与底物的相

互作用[23,44]。跨膜丝氨酸蛋白酶不仅可以调节各种肽

激素、生长因子、酶、受体的功能[45], 还参与裂解活化一

些包膜病毒, 如仙台病毒[46]和流感病毒[28]的表面糖蛋

白配体, 启动病毒感染过程。

TTSPs通过裂解 IAV HA, 在病毒进入阶段发挥重

要作用。Böttcher 等[28]证实人源的 TMPRSS2 和 HAT

体外能够促进 3 种血凝素亚型 (H1、H2 和 H3) 的 IAV

感染 , 并在缺乏外源性胰蛋白酶的情况下 , 支持

MDCK细胞中 IAV的多周期复制。进一步对HA裂解

的亚细胞定位进行研究, 发现 HA是被位于细胞膜上

的 TMPRSS2和 HAT裂解, 而不是被释放到上清液中

的可溶性蛋白酶裂解。其中, TMPRSS2只能裂解细胞

内合成的 IAV HA, 而 HAT 可以裂解细胞内合成及细

胞表面吸附的 IAV HA[47]。Matriptase选择性裂解流感

病毒H1亚型中特定毒株的HA, 且支持人呼吸道上皮

细胞中 IAV 的多周期复制 , 但不能裂解 H2 及 H3 型

IAV[31]。此外, 据报道TMPRSS2和HAT还可以激活所

有的甲型 H9N2 毒株 , Matriptase 仅可激活部分毒

株[32]。而人肺组织中表达的 TTSPs 其他家族成员

MSPL 和 DESC1, 同样具有裂解 H1、H2 及 H3 型 IAV 

HA的能力[35]。Laporte等[29]检测了 18种人源TTSPs对

于 H1 及 H3 亚型的 HA 的裂解作用 , 结果同样显示

TMPRSS2及HAT可裂解活化甲型H1N1及H3N2流感

病毒的 HA, TMPRSS4 仅限于裂解活化 H1N1 型的

HA, 然而 TMPRSS3 及 TMPRSS6 缺乏 HA 裂解能力 , 

或许是由于蛋白酶结构域空间呈现的不同所导致的。

在 TTSPs家族中, TMPRSS2和 TMPRSS4不仅在结构

域组成上具有高度的相似性, 而且在其蛋白酶结构域

的序列上也展现出较高的一致性, 大约在 43%～44%

之间。因此, 它们对流感病毒HA裂解的特异性一致, 

能够识别并切割HA0蛋白的单碱基切割位点, 从而激

活流感病毒[48,49]。

除人源的 TTSPs之外, 鼠源的 TMPRSS13和跨膜

丝 氨 酸 蛋 白 酶 1 (transmembrane serine protease 1, 

TMPRSSS1/Hepsin) 在体外也可以有效地裂解 H3 亚

型的 HA[50]。在体内研究中 , Hatesuer 等[51]发现 , 在

Tmprss2基因敲除 (Tmprss2-/-) 小鼠模型中, 甲型H1N1

流感病毒的传播受到了显著抑制, 肺部病变程度明显

降低。Tmprss2-/-小鼠感染重组H2亚型病毒后, 仅检测

到肺部轻微的组织损伤和免疫细胞浸润[52]。可见 , 

TMPRSS2对H1及H2亚型流感病毒在小鼠中的传播

和致病性至关重要。在另一项研究中, Tmprss2-/-小鼠

感染甲型H3N2流感病毒, 其复制仅部分受到抑制, 而

Tmprss2-/-、Tmprss4-/-双敲除小鼠感染后其死亡率显著

减少 , 体重减轻情况明显好转 , 表明 TMPRSS2 和

TMPRSS4 对于小鼠中甲型 H3N2 流感病毒的复制发

挥协同调控作用[53]。TTSPs在人类和小鼠中对不同亚

型的 HA裂解能力存在差异。Bestle等[54]研究了人类

和小鼠气道细胞中的TMPRSS2在不同亚型流感病毒

中的激活和多周期复制作用, 发现人类气道上皮细胞

Calu-3 中的 TMPRSS2 能够裂解 H1～H8、H10、H11、

H14和H15亚型的流感病毒HA, 而小鼠气道细胞中的

TMPRSS2则能够裂解 H1、H2、H7和 H10亚型的流感

病毒HA。并且, 小鼠气道细胞中的H3亚型及Calu-3

细 胞 中 的 H16 亚 型 流 感 病 毒 的 激 活 不 依 赖 于

TMPRSS2的活性。

TTSPs不仅裂解活化具有单碱基位点的HA, 还可

以裂解具有多碱基氨基酸裂解位点的 HPAIV HA。

TMPRSS2 是甲型 H7N9 流感病毒小鼠嗜肺性和致病

性所必需的宿主因子, TMPRSS2敲除显著抑制流感病

毒在小鼠气管、支气管和肺外植体中的复制[55]。此外, 

MSPL及其剪接变体 TMPRSS13位于细胞质膜中, 具

有识别裂解 R-X-K/R-R 和 K-X-K/R-R 两种基序的

HPAIV HA的能力[33]。

1.2　组织激肽释放酶　激肽释放酶同样属于丝氨酸

蛋白酶, 根据其理化性质、功能、底物和体内分布不同, 

分为两大类: 参与血浆激肽形成的血浆激肽释放酶[56]

和参与组织激肽形成的组织激肽释放酶家族[57]。该家

族由人类组织激肽释放酶 (tissue kallikrein-1, KLK1) 

和 14 种激肽释放酶相关肽酶 (KLK2～15) 组成[58-61]。

KLKs在皮肤、中枢神经系统、胰腺、乳房、前列腺、肾

脏等多种组织中表达水平不同[62]。尽管KLKs在结构

上具有高度的同源性, 但它们的蛋白水解活性不同。

KLK3、KLK7 和 KLK9 具有糜蛋白酶样活性 , KLK1、

KLK10、KLK11和KLK4具有糜蛋白酶和胰蛋白酶样

双重活性, 而其他组织型KLKs具有胰蛋白酶样活性。

KLKs已被确定为流感病毒感染的关键调控因子, 

大多数 KLKs 在呼吸道上皮细胞和气道黏膜中产

生[63,64]。气道上皮细胞既是流感病毒的靶细胞, 也是

KLKs合成的场所。人呼吸道分泌的KLK5和KLK12

具有裂解和激活H1、H2和H3亚型HA的能力。然而, 

不同KLKs对不同流感亚型HA的裂解效率存在差异, 
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其中 KLK5 能有效裂解 H1 和 H3 亚型 HA, 而 KLK12

可裂解H1和H2亚型HA[24]。Magnen团队[37]发现 IAV

感染可导致人呼吸道上皮细胞中KLK1和KLK5的表

达水平增加, 并且人源 KLK1 和 KLK5 体外可以裂解

部分H1和H3亚型的重组HA, 但只有KLK5促进体内

外 H3N2型流感病毒的感染。随后, 他们进一步证实

小鼠同源蛋白酶 KLK5 在体内外均不能激活流感病

毒[65]。流感病毒感染导致小鼠肺部 KLK1 的水平升

高 , 而人激肽释放酶结合蛋白 (human kallistatin, 

SERPINA4) 的表达水平下降 , SERPINA4 与 KLK1 形

成复合物并抑制 KLK1活性, 在 IAV 感染前增加小鼠

肺部 SERPINA4 的表达 , 可抑制甲型 H1N1 (A/WSN/

1933) 流感病毒对小鼠的攻击[36]。此外, 另一项研究表

明, 鼠源KLK1不仅不能促进甲型H3N2流感病毒的感

染, 还在感染的早期阶段发挥抗病毒的作用[66]。

1.3　其他参与流感病毒激活的宿主蛋白酶　除了

TTSPs家族和KLKs家族之外, 其他类型的宿主蛋白酶

对于 IAV HA的裂解活化同样至关重要。膜联蛋白 II

在甲型 H1N1 流感病毒 (A/WSN/1933) 的复制过程中

介导纤溶酶原的激活, 从而增强病毒在小鼠体内的致

病性和嗜神经性[67]。膜联蛋白 II同样促进甲型H9N2

流感病毒 HA 蛋白的裂解[68]。类胰蛋白酶 Clara 被证

明可以裂解血凝素并以剂量依赖的方式激活 IAV[25]。

微纤溶酶可以促进甲型 H1N1 (A/WSN/1933)、H3N2 

(A/Aichi/2/68) 及 H7N7 (A/seal/Massachusetts/1/81) 流

感病毒的传染性[26]。因子Xa样蛋白酶则可以在鸡胚

中裂解 IAV HA0[69]。另一项研究中, Harbig 等[50]采用

RNA测序技术探究小鼠下气道组织、原代 II型肺泡上

皮细胞和小鼠肺细胞系 MLE-15 的蛋白酶表达情况 , 

结果证实 H3型流感病毒 HA还可以被鼠源的丝氨酸

蛋白酶 prostasin 激活, 但不能被人源的 prostasin 裂解

激活。Furin 和 PC5/6 是枯草杆菌蛋白酶样丝氨酸蛋

白酶家族成员, 在脊椎动物和无脊椎动物细胞中广泛

表达 , 它们多数位于反面高尔基体网状结构 (trans-

Golgi network, TGN) 中, 并通过内体系统循环到质膜

并返回TGN。它们能够催化TGN及转迁细胞区室中

受体、激素、酶原生长因子和细胞表面蛋白的生理激活

过程, 并且具有识别流感病毒 HA裂解位点的共有序

列R-X-K/R-R的能力[19,20,38]。

2 宿主蛋白酶抑制剂在抗流感病毒中的应用 

流感病毒HA的裂解激活是流感病毒复制周期中

由宿主细胞蛋白酶驱动的重要步骤, 是病毒包膜与内

体膜融合及随后流感病毒基因组释放到细胞质的必要

条件。随着研究的深入, TTSPs和KLKs等宿主蛋白酶

在体内激活流感病毒复制的作用被逐渐揭示, HA 裂

解位点的氨基酸序列因 IAV HA 亚型而不同, 但对于

每种 IAV亚型都高度保守[70]。因此, 开发靶向宿主蛋

白酶活性位点的抑制剂, 为广谱抗病毒药物的研发提

供了一种新的策略。

Aprotinin 是一种从牛肺中纯化的 58 个氨基酸组

成的多肽, 它能够与胰蛋白酶、糜蛋白酶、纤溶酶、激肽

释放酶等多种酶发生相互作用从而调节酶的活性。

Camostat作为一种广谱丝氨酸蛋白酶抑制剂, 已被证

实能有效抑制 TMPRSS2 的活性。根据文献报道 , 

aprotinin和 camostat均能抑制流感病毒在细胞及小鼠

中的复制[71,72]。雾化 aprotinin (在俄罗斯获批的治疗方

法) 被证明可以缩短流感或副流感病毒感染者的症状

持续时间[71]。然而, 由于 aprotinin是从牛肺中分离出

来的, 其反复使用可能增加患者发生超敏反应和过敏

反应的风险。丝氨酸蛋白酶抑制剂的安全性很大程度

上取决于其与酶的结合是否可逆。Camostat作为一种

不可逆的共价结合剂, 在临床治疗其他疾病方面已有

应用, 但是仍存在潜在的不良反应[73]。

在抗击 SARS-CoV-2 的过程中 , 科学家们也开发

了一些针对 TMPRSS2 等 TTSPs 家族成员的抑制剂。

Shapira团队[74]设计了一系列拟肽四肽化合物, 发现其

对 TMPRSS2 和相关 TTSP 有良好的抑制活性 , 其中

N-0385具有良好的抗COVID-19作用, 被认为是一种

具有很高潜力的抗病毒候选药物。通过利用

matriptase 的晶体结构构建了 TMPRSS2 的同源模型 , 

发现 N-0385 能够与 TMPRSS2 的催化三联体中的

Ser441 形成共价键 , 从而形成紧密结合的抑制模式。

在另一项研究中, Li等[75]发现一种来自链霉菌 1647的

代 谢 产 物 — 假 四 肽 omicsynin B4, 它 通 过 抑 制

TMPRSS2及组织蛋白酶 L的活性阻断冠状病毒的感

染途径 , 并且显示出对流感病毒的良好抑制活性。

IAV HA 与 SARS-CoV-2 刺突蛋白在激活机制上具有

相似性 , 两者都需要宿主细胞表达的蛋白酶来裂解

病毒表面蛋白的同源三聚体蛋白 , 从而促进病毒进

入宿主细胞 , 因此这些抑制剂在抗流感病毒治疗中

同样具有治疗潜力。但是 , 宿主蛋白酶抑制剂作为

一种潜在的抗病毒策略, 仍处于研究和开发阶段, 尚

未成为主流的临床治疗手段。随着研究的深入, 未来

可能会有更多针对宿主蛋白酶的抑制剂进入临床应

用 (表2)[71,74-87]。

3 总结与展望 

流感病毒的大流行对人类健康及全球经济发展造

成重要影响, 尽管疫苗与抗病毒药物的出现在一定程

度上抑制了流感病毒的传播, 但是随着病毒的不断变

异, 需要更有效的抗流感病毒策略[88]。目前, 针对流感
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病毒复制过程中的关键靶点, 如流感病毒HA、流感病

毒 RNA依赖的 RNA聚合酶、神经氨酸酶等的抑制剂

都得到了极大的发展, 它们在流感病毒吸附、复制及释

放等不同阶段有效抑制流感病毒复制。然而, 随着耐

药株的出现和药物不良反应问题, 研发新型抗流感病

毒药物显得尤为迫切[89,90]。

宿主蛋白酶对流感病毒的结合及膜融合至关重

要 , TTSPs 和 KLKs 等宿主蛋白酶通过识别特异性的

HA裂解位点在LPAIV和HPAIV的激活中起到关键作

用, 它们的活性位点区域具有高度的结构同源性, 其中

包含催化三联体 His57、Asp102 和 Ser195。除了催化

结构域之外, 还存在一些结构多样性的外部位点, 在底

物结合和识别中发挥关键作用[70]。并且, HA裂解位点

的突变对蛋白酶抑制剂产生耐药性的可能性较小, 因

此靶向HA裂解活化的宿主蛋白酶可以作为广谱抗病

毒药物研发新路径, 最大程度地减少耐药突变体暴发

的可能性。

宿主蛋白酶不仅影响流感病毒复制过程, 还广泛

参与调控其他生理活动。因此, 在设计和应用宿主蛋

白酶抑制剂时, 需要格外谨慎, 避免可能引发的不良反

应。此外, 宿主蛋白酶在流感病毒感染中发挥的作用

具有高度选择性, 人和小鼠之间蛋白酶的功能也存在

差异, 这提示了研究者利用小鼠作为模型动物探究蛋

白酶抑制剂在预防和治疗流感病毒传播方面具有局限

性。这种认识有助于研究者更深入地理解宿主蛋白酶

在流感病毒复制中的具体作用机制, 并为开发更安全、

更有效的抗流感病毒策略提供科学依据。

作者贡献: 李博负责文献检索和文章撰写; 颜海燕负责

文章修改; 李玉环负责文章整体构思和修改。

利益冲突: 所有作者均声明不存在利益冲突。

References

[1] Taubenberger JK, Morens DM. The pathology of influenza virus 

infections [J]. Annu Rev Pathol, 2008, 3: 499-522.

[2] Thompson WW, Shay DK, Weintraub E, et al. Mortality 

associated with influenza and respiratory syncytial virus in the 

United States [J]. JAMA, 2003, 289: 179-186.

[3] Koutsakos M, Nguyen TH, Barclay WS, et al. Knowns and 

unknowns of influenza B viruses [J]. Future Microbiol, 2016, 11: 

119-135.

[4] Adams MJ, Lefkowitz EJ, King AMQ, et al. Changes to 

taxonomy and the International Code of Virus Classification and 

Nomenclature ratified by the International Committee on 

Taxonomy of Viruses (2017) [J]. Arch Virol, 2017, 162: 2505-

2538.

[5] Krammer F, Smith GJD, Fouchier RAM, et al. Influenza [J]. Nat 

Rev Dis Primers, 2018, 4: 3.

[6] Thompson AJ, de Vries RP, Paulson JC. Virus recognition of 

glycan receptors [J]. Curr Opin Virol, 2019, 34: 117-129.

[7] Kosik I, Yewdell JW. Influenza hemagglutinin and neuraminidase: 

Yin-Yang proteins coevolving to thwart immunity [J]. Viruses, 

2019, 11: 346.

[8] Wu Y, Wu Y, Tefsen B, et al. Bat-derived influenza-like viruses 

H17N10 and H18N11 [J]. Trends Microbiol, 2014, 22: 183-191.

[9] Rota PA, Wallis TR, Harmon MW, et al. Cocirculation of two 

distinct evolutionary lineages of influenza type B virus since 

1983 [J]. Virology, 1990, 175: 59-68.

[10] Sieczkarski SB, Whittaker GR. Influenza virus can enter and 

infect cells in the absence of clathrin-mediated endocytosis [J]. J 

Virol, 2002, 76: 10455-10464.

[11] de Vries E, Tscherne DM, Wienholts MJ, et al. Dissection of the 

influenza A virus endocytic routes reveals macropinocytosis as 

an alternative entry pathway [J]. PLoS Pathog, 2011, 7: e1001329.

[12] Kesic MJ, Meyer M, Bauer R, et al. Exposure to ozone 

modulates human airway protease/antiprotease balance contributing 

to increased influenza A infection [J]. PLoS One, 2012, 7: 

e35108.

[13] Lakadamyali M, Rust MJ, Zhuang X. Endocytosis of influenza 

viruses [J]. Microbes Infect, 2004, 6: 929-936.

[14] Chen J, Lee KH, Steinhauer DA, et al. Structure of the 

hemagglutinin precursor cleavage site, a determinant of 

influenza pathogenicity and the origin of the labile conformation 

Table 2　 The host protease inhibitors. Serpin E1: Plasminogen 

activator inhibitor-1; Serpin A1: Alpha1-antitrypsin, alpha1-

proteinase inhibitor; Serpin C1: Serine protease inhibitor C1; α/

β -SNAP: Alpha/beta soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor 

attachment protein; GBP2/5: Guanylate binding protein 2/5; 

MARCH8: Membrane-associated ring-CH-type finger 8; SPINK6: 

Serine proteinase inhibitor Kazal-type 6; BAPA: Benzylsulfonyl-

D-arginine-proline-4-amidinobenzylamide

Protease inhibitor
Aprotinin

N-0385
Omicsynin B4
Serpin E1
Serpin A1
Serpin C1
α-SNAP, β-SNAP
GBP2, GBP5
MARCH8
SPINK6
BAPA
Camostat
Nafamostat
Abz-Arg-Gln-Asp-Arg

(Lys)-H

Protease
HAT, TMPRSS2, TMPRSS4, 

plasmin, mini plasmin
TMPRSS2, DESC, matriptase
TMPRSS2
HAT, TMPRSS2
TMPRSS2
TMPRSS2
Furin
Furin
Furin
HAT, KLK5
HAT, TMPRSS2
Serine protease inhibitors
Serine protease inhibitors
HAT

Reference
[71]

[74]
[75]
[76]
[77]
[78]
[79]
[80]
[81]
[82,83]
[84]
[85]
[86]
[87]

·· 2713



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2024, 59(10): 2709−2716

[J]. Cell, 1998, 95: 409-417.

[15] Wiley DC, Skehel JJ. The structure and function of the 

hemagglutinin membrane glycoprotein of influenza virus [J]. 

Annu Rev Biochem, 1987, 56: 365-394.

[16] Steinhauer DA. Role of hemagglutinin cleavage for the 

pathogenicity of influenza virus [J]. Virology, 1999, 258: 1-20.

[17] Bottcher-Friebertshauser E, Garten W, Matrosovich M, et al. The 

hemagglutinin: a determinant of pathogenicity [J]. Curr Top 

Microbiol Immunol, 2014, 385: 3-34.

[18] Lu X, Shi Y, Gao F, et al. Insights into avian influenza virus 

pathogenicity: the hemagglutinin precursor HA0 of subtype H16 

has an alpha-helix structure in its cleavage site with inefficient 

HA1/HA2 cleavage [J]. J Virol, 2012, 86: 12861-12870.

[19] Horimoto T, Nakayama K, Smeekens SP, et al. Proprotein-

processing endoproteases PC6 and furin both activate 

hemagglutinin of virulent avian influenza viruses [J]. J Virol, 

1994, 68: 6074-6078.

[20] Stieneke-Grober A, Vey M, Angliker H, et al. Influenza virus 

hemagglutinin with multibasic cleavage site is activated by Furin, 

a subtilisin-like endoprotease [J]. EMBO J, 1992, 11: 2407-2414.

[21] Garten W, Braden C, Arendt A, et al. Influenza virus activating 

host proteases: identification, localization and inhibitors as 

potential therapeutics [J]. Eur J Cell Biol, 2015, 94: 375-383.

[22] Klenk HD, Rott R, Orlich M, et al. Activation of influenza A 

viruses by trypsin treatment [J]. Virology, 1975, 68: 426-439.

[23] Hooper JD, Clements JA, Quigley JP, et al. Type II 

transmembrane serine proteases. Insights into an emerging class 

of cell surface proteolytic enzymes [J]. J Biol Chem, 2001, 276: 

857-860.

[24] Hamilton BS, Whittaker GR. Cleavage activation of human-

adapted influenza virus subtypes by kallikrein-related peptidases 

5 and 12 [J]. J Biol Chem, 2013, 288: 17399-17407.

[25] Kido H, Yokogoshi Y, Sakai K, et al. Isolation and 

characterization of a novel trypsin-like protease found in rat 

bronchiolar epithelial Clara cells. A possible activator of the viral 

fusion glycoprotein [J]. J Biol Chem, 1992, 267: 13573-13579.

[26] Murakami M, Towatari T, Ohuchi M, et al. Mini-plasmin found 

in the epithelial cells of bronchioles triggers infection by broad-

spectrum influenza A viruses and Sendai virus [J]. Eur J 

Biochem, 2001, 268: 2847-2855.

[27] Gotoh B, Ogasawara T, Toyoda T, et al. An endoprotease 

homologous to the blood clotting factor X as a determinant of 

viral tropism in chick embryo [J]. EMBO J, 1990, 9: 4189-4195.

[28] Böttcher E, Matrosovich T, Beyerle M, et al. Proteolytic 

activation of influenza viruses by serine proteases TMPRSS2 

and HAT from human airway epithelium [J]. J Virol, 2006, 80: 

9896-9898.

[29] Laporte M, Stevaert A, Raeymaekers V, et al. Hemagglutinin 

cleavability, acid stability, and temperature dependence optimize 

influenza B virus for replication in human airways [J]. J Virol, 

2019, 94: e01430-19.

[30] List K, Bugge TH, Szabo R. Matriptase: potent proteolysis on 

the cell surface [J]. Mol Med, 2006, 12: 1-7.

[31] Beaulieu A, Gravel E, Cloutier A, et al. Matriptase proteolytically 

activates influenza virus and promotes multicycle replication in 

the human airway epithelium [J]. J Virol, 2013, 87: 4237-4251.

[32] Baron J, Tarnow C, Mayoli-Nussle D, et al. Matriptase, HAT, 

and TMPRSS2 activate the hemagglutinin of H9N2 influenza A 

viruses [J]. J Virol, 2013, 87: 1811-1820.

[33] Okumura Y, Takahashi E, Yano M, et al. Novel type II 

transmembrane serine proteases, MSPL and TMPRSS13, 

proteolytically activate membrane fusion activity of the 

hemagglutinin of highly pathogenic avian influenza viruses and 

induce their multicycle replication [J]. J Virol, 2010, 84: 5089-

5096.

[34] Kyrieleis OJ, Huber R, Ong E, et al. Crystal structure of the 

catalytic domain of DESC1, a new member of the type II 

transmembrane serine proteinase family [J]. FEBS J, 2007, 274: 

2148-2160.

[35] Zmora P, Blazejewska P, Moldenhauer AS, et al. DESC1 and 

MSPL activate influenza A viruses and emerging coronaviruses 

for host cell entry [J]. J Virol, 2014, 88: 12087-12097.

[36] Leu CH, Yang ML, Chung NH, et al. Kallistatin ameliorates 

influenza virus pathogenesis by inhibition of kallikrein-related 

peptidase 1-mediated cleavage of viral hemagglutinin [J]. 

Antimicrob Agents Chemother, 2015, 59: 5619-5630.

[37] Magnen M, Gueugnon F, Guillon A, et al. Kallikrein-related 

peptidase 5 contributes to H3N2 influenza virus infection in 

human lungs [J]. J Virol, 2017, 91: e00421-17.

[38] Remacle AG, Shiryaev SA, Oh ES, et al. Substrate cleavage 

analysis of furin and related proprotein convertases. A 

comparative study [J]. J Biol Chem, 2008, 283: 20897-20906.

[39] Hedstrom L. Serine protease mechanism and specificity [J]. 

Chem Rev, 2002, 102: 4501-4524.

[40] Bugge TH, Antalis TM, Wu Q. Type II transmembrane serine 

proteases [J]. J Biol Chem, 2009, 284: 23177-23181.

[41] Meyer D, Sielaff F, Hammami M, et al. Identification of the first 

synthetic inhibitors of the type II transmembrane serine protease 

TMPRSS2 suitable for inhibition of influenza virus activation 

[J]. Biochem J, 2013, 452: 331-343.

[42] Chaipan C, Kobasa D, Bertram S, et al. Proteolytic activation of 

the 1918 influenza virus hemagglutinin [J]. J Virol, 2009, 83: 

3200-3211.

[43] Kido H, Okumura Y. Mspl/Tmprss13 [J]. Front Biosci, 2008, 13: 

754-758.

[44] Antalis TM, Buzza MS, Hodge KM, et al. The cutting edge: 

membrane-anchored serine protease activities in the pericellular 

microenvironment [J]. Biochem J, 2010, 428: 325-346.

[45] Murray AS, Varela FA, List K. Type II transmembrane serine 

proteases as potential targets for cancer therapy [J]. Biol Chem, 

·· 2714



李 博等: 宿主蛋白酶在流感病毒进入阶段的作用研究进展

2016, 397: 815-826.

[46] Kido H, Beppu Y, Sakai K, et al. Molecular basis of proteolytic 

activation of Sendai virus infection and the defensive 

compounds for infection [J]. Biol Chem, 1997, 378: 255-263.

[47] Bottcher-Friebertshauser E, Freuer C, Sielaff F, et al. Cleavage 

of influenza virus hemagglutinin by airway proteases TMPRSS2 

and HAT differs in subcellular localization and susceptibility to 

protease inhibitors [J]. J Virol, 2010, 84: 5605-5614.

[48] Paoloni-Giacobino A, Chen H, Peitsch MC, et al. Cloning of the 

TMPRSS2 gene, which encodes a novel serine protease with 

transmembrane, LDLRA, and SRCR domains and maps to 

21q22.3 [J]. Genomics, 1997, 44: 309-320.

[49] Bertram S, Glowacka I, Steffen I, et al. Novel insights into 

proteolytic cleavage of influenza virus hemagglutinin [J]. Rev 

Med Virol, 2010, 20: 298-310.

[50] Harbig A, Mernberger M, Bittel L, et al. Transcriptome profiling 

and protease inhibition experiments identify proteases that 

activate H3N2 influenza A and influenza B viruses in murine 

airways [J]. J Biol Chem, 2020, 295: 11388-11407.

[51] Hatesuer B, Bertram S, Mehnert N, et al. TMPRSS2 is essential 

for influenza H1N1 virus pathogenesis in mice [J]. PLoS Pathog, 

2013, 9: e1003774.

[52] Lambertz RLO, Gerhauser I, Nehlmeier I, et al. H2 influenza A 

virus is not pathogenic in Tmprss2 knock-out mice [J]. Virol J, 

2020, 17: 56.

[53] Kuhn N, Bergmann S, Kosterke N, et al. The proteolytic 

activation of (H3N2) influenza A virus hemagglutinin is 

facilitated by different type II transmembrane serine proteases 

[J]. J Virol, 2016, 90: 4298-4307.

[54] Bestle D, Limburg H, Kruhl D, et al. Hemagglutinins of avian 

influenza viruses are proteolytically activated by TMPRSS2 in 

human and murine airway cells [J]. J Virol, 2021, 95: e0090621.

[55] Tarnow C, Engels G, Arendt A, et al. TMPRSS2 is a host factor 

that is essential for pneumotropism and pathogenicity of H7N9 

influenza A virus in mice [J]. J Virol, 2014, 88: 4744-4751.

[56] Bjorkqvist J, Jamsa A, Renne T. Plasma kallikrein: the 

bradykinin-producing enzyme [J]. Thromb Haemost, 2013, 110: 

399-407.

[57] Yousef GM, Chang A, Scorilas A, et al. Genomic organization of 

the human kallikrein gene family on chromosome 19q13.3-q13.4 

[J]. Biochem Biophys Res Commun, 2000, 276: 125-133.

[58] Filippou PS, Karagiannis GS, Musrap N, et al. Kallikrein-related 

peptidases (KLKs) and the hallmarks of cancer [J]. Crit Rev Clin 

Lab Sci, 2016, 53: 277-291.

[59] Yousef GM, Luo LY, Diamandis EP. Identification of novel 

human kallikrein-like genes on chromosome 19q13.3-q13.4 [J]. 

Anticancer Res, 1999, 19: 2843-2852.

[60] Yousef GM, Diamandis EP. The expanded human kallikrein gene 

family: locus characterization and molecular cloning of a new 

member, KLK-L3 (KLK9) [J]. Genomics, 2000, 65: 184-194.

[61] Yousef GM, Diamandis EP. The new human tissue kallikrein 

gene family: structure, function, and association to disease [J]. 

Endocr Rev, 2001, 22: 184-204.

[62] Prassas I, Eissa A, Poda G, et al. Unleashing the therapeutic 

potential of human kallikrein-related serine proteases [J]. Nat 

Rev Drug Discov, 2015, 14: 183-202.

[63] Shaw JL, Diamandis EP. Distribution of 15 human kallikreins in 

tissues and biological fluids [J]. Clin Chem, 2007, 53: 1423-1432.

[64] Petraki CD, Papanastasiou PA, Karavana VN, et al. Cellular 

distribution of human tissue kallikreins: immunohistochemical 

localization [J]. Biol Chem, 2006, 387: 653-663.

[65] Magnen M, Elsasser BM, Zbodakova O, et al. Kallikrein-related 

peptidase 5 and seasonal influenza viruses, limitations of the 

experimental models for activating proteases [J]. Biol Chem, 

2018, 399: 1053-1064.

[66] Magnen M, Gueugnon F, Petit-Courty A, et al. Tissue kallikrein 

regulates alveolar macrophage apoptosis early in influenza virus 

infection [J]. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol, 2019, 316: 

L1127-L1140.

[67] LeBouder F, Morello E, Rimmelzwaan GF, et al. Annexin II 

incorporated into influenza virus particles supports virus replica‐

tion by converting plasminogen into plasmin [J]. J Virol, 2008, 

82: 6820-6828.

[68] Su H, Yang X, Wang S, et al. Effect of annexin II-mediated 

conversion of plasmin from plasminogen on airborne 

transmission of H9N2 avian influenza virus [J]. Vet Microbiol, 

2018, 223: 100-106.

[69] Gotoh B, Yamauchi F, Ogasawara T, et al. Isolation of factor Xa 

from chick embryo as the amniotic endoprotease responsible for 

paramyxovirus activation [J]. FEBS Lett, 1992, 296: 274-278.

[70] Barre O, Dufour A, Eckhard U, et al. Cleavage specificity 

analysis of six type II transmembrane serine proteases (TTSPs) 

using PICS with proteome-derived peptide libraries [J]. PLoS 

One, 2014, 9: e105984.

[71] Zhirnov OP, Klenk HD, Wright PF. Aprotinin and similar 

protease inhibitors as drugs against influenza [J]. Antiviral Res, 

2011, 92: 27-36.

[72] Lee MG, Kim KH, Park KY, et al. Evaluation of anti-influenza 

effects of camostat in mice infected with non-adapted human 

influenza viruses [J]. Arch Virol, 1996, 141: 1979-1989.

[73] Spraggon G, Hornsby M, Shipway A, et al. Active site 

conformational changes of prostasin provide a new mechanism 

of protease regulation by divalent cations [J]. Protein Sci, 2009, 

18: 1081-1094.

[74] Shapira T, Monreal IA, Dion SP, et al. A TMPRSS2 inhibitor 

acts as a pan-SARS-CoV-2 prophylactic and therapeutic [J]. 

Nature, 2022, 605: 340-348.

[75] Li Y, Wang K, Sun H, et al. Omicsynin B4 potently blocks 

coronavirus infection by inhibiting host proteases cathepsin L 

and TMPRSS2 [J]. Antiviral Res, 2023, 214: 105606.

·· 2715



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2024, 59(10): 2709−2716

[76] Dittmann M, Hoffmann HH, Scull MA, et al. A serpin shapes the 

extracellular environment to prevent influenza A virus 

maturation [J]. Cell, 2015, 160: 631-643.

[77] Azouz NP, Klingler AM, Callahan V, et al. Alpha 1 antitrypsin is 

an inhibitor of the SARS-CoV-2-priming protease TMPRSS2 [J]. 

Pathog Immun, 2021, 6: 55-74.

[78] Rosendal E, Mihai IS, Becker M, et al. Serine protease inhibitors 

restrict host susceptibility to SARS-CoV-2 infections [J]. mBio, 

2022, 13: e0089222.

[79] Wang J, Luo J, Wen Z, et al. Alpha-soluble NSF attachment 

protein prevents the cleavage of the SARS-CoV-2 spike protein 

by functioning as an interferon-upregulated furin inhibitor [J]. 

mBio, 2022, 13: e0244321.

[80] Braun E, Hotter D, Koepke L, et al. Guanylate-binding proteins 

2 and 5 exert broad antiviral activity by inhibiting Furin-

mediated processing of viral envelope proteins [J]. Cell Rep, 

2019, 27: 2092-2104.e10.

[81] Yu C, Li S, Zhang X, et al. MARCH8 inhibits Ebola virus 

glycoprotein, human immunodeficiency virus type 1 envelope 

glycoprotein, and avian influenza virus H5N1 hemagglutinin 

maturation [J]. mBio, 2020, 11: e01882-20.

[82] Meyer-Hoffert U, Wu Z, Kantyka T, et al. Isolation of SPINK6 

in human skin: selective inhibitor of kallikrein-related peptidases 

[J]. J Biol Chem, 2010, 285: 32174-32181.

[83] Wang D, Li C, Chiu MC, et al. SPINK6 inhibits human airway 

serine proteases and restricts influenza virus activation [J]. 

EMBO Mol Med, 2022, 14: e14485.

[84] Bottcher-Friebertshauser E, Lu Y, Meyer D, et al. Hemagglutinin 

activating host cell proteases provide promising drug targets for 

the treatment of influenza A and B virus infections [J]. Vaccine, 

2012, 30: 7374-7380.

[85] Kawase M, Shirato K, van der Hoek L, et al. Simultaneous 

treatment of human bronchial epithelial cells with serine and 

cysteine protease inhibitors prevents severe acute respiratory 

syndrome coronavirus entry [J]. J Virol, 2012, 86: 6537-6545.

[86] Li K, Meyerholz DK, Bartlett JA, et al. The TMPRSS2 inhibitor 

nafamostat reduces SARS-CoV-2 pulmonary infection in mouse 

models of COVID-19 [J]. mBio, 2021, 12: e00970-21.

[87] Wysocka M, Spichalska B, Lesner A, et al. Substrate specificity 

and inhibitory study of human airway trypsin-like protease [J]. 

Bioorg Med Chem, 2010, 18: 5504-5509.

[88] Shin WJ, Seong BL. Recent advances in pharmacophore 

modeling and its application to anti-influenza drug discovery [J]. 

Expert Opin Drug Discov, 2013, 8: 411-426.

[89] Jia HN, Jia RF, Zhang JW, et al. Recent advances in small-

molecule inhibitors targeting influenza virus RNA-dependent 

RNA polymerase [J]. Acta Pharm Sin (药学学报), 2024, 59: 43-60.

[90] Jiang YM, Zhang JW, Jia RF, et al. Recent advances in small-

molecule inhibitors targeting influenza virus glycoproteins [J]. 

Acta Pharm Sin (药学学报), 2023, 58: 3254-3269.

·· 2716


