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登革２型病毒对人血管内皮细胞自噬的影响

杨　杨，左　丽

（贵州医科大学 基础医学院 免疫学教研室，贵州 贵阳　５５００２５）

［摘　要］目的：研究登革２型病毒ＮＧＣ株（ＤＥＮ２）感染人血管内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）后对ＨＵＶＥＣ自噬的影响。
方法：采用免疫组织化学法检测Ⅷ因子表达，鉴定 ＨＵＶＥＣ，５０％组织细胞感染量（ＴＣＩＤ５０）测定 ＤＥＮ２ＮＧＣ株
对白纹伊蚊Ｃ６／３６细胞的毒力，实时荧光定量ＰＣＲ检测感染ＤＥＮ２的 ＨＵＶＥＣ中病毒 ｍＲＮＡ表达水平的变化，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＤＥＮ２感染对ＨＵＶＥＣ自噬标记性蛋白ＬＣ３Ｂ表达的影响，激光共聚焦显微镜观察 ＤＥＮ２感染
ＨＵＶＥＣ自噬现象。结果：免疫组织化学法结果显示，细胞表达Ⅷ因子，符合ＨＵＶＥＣ特点；接种ＤＥＮ２后５～７ｄ
Ｃ６／３６细胞出现肿胀、融合、产生空泡等典型的细胞病变，ＴＣＩＤ５０为１０－５．６；随着感染 ＤＥＮ２量增加，ＨＵＶＥＣ中
ＤＥＮ２ｍＲＮＡ相对表达量呈上升趋势，在加入１×１０４ＴＣＩＤ５０病毒量时ＤＥＮ２ｍＲＮＡ相对表达量最高（Ｐ＜００５）；
用巴伐洛霉素Ａ１（Ｂａｆ）抑制后，与未用Ｂａｆ相比，相同ＴＣＩＤ５０ＤＥＮ２感染ＨＵＶＥＶ后ＤＥＮ２ｍＲＮＡ表达减少（Ｐ＜
００５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与空白对照组比较，１×１０２、１×１０３、１×１０４ＴＣＩＤ５０ＤＥＮ２感染组ＬＣ３ＢⅡ／Ⅰ比值
升高，ＬＣ３ＢⅡ、Ⅰ条带灰度值增加（Ｐ＜００５）；用 Ｂａｆ抑制后，与未用 Ｂａｆ相比，１×１０２、１×１０３、１×１０４ＴＣＩＤ５０
ＤＥＮ２感染组ＬＣ３ＢⅡ／Ⅰ比值上高，ＬＣ３ＢⅡ、Ⅰ条带灰度增加（Ｐ＜００５）。激光共聚焦扫描显微镜检测结果显
示，在正常ＨＵＶＥＣ胞浆内有ＬＣ３Ｂ（绿色荧光）及ＬＡＭＰ１（红色荧光），荧光融合后绿色、红色荧光重叠；用Ｂａｆ抑
制后，ＨＵＶＥＣ胞浆内绿色红色荧光强度增加，荧光融合后绿色、红色荧光重叠部分减少；与正常 ＨＵＶＥＣ相比，１
×１０４ＴＣＩＤ５０ＤＥＮ２感染组ＨＵＶＥＣ胞浆内可观察到绿色、红色及橘黄色荧光（ＤＥＮ２ＮＳ１），绿色、红色荧光强度
增加，在荧光融合后绿色、红色与橘黄色荧光重叠。结论：ＨＵＶＥＣ在ＤＥＮ２感染后２４ｈ，随着感染量增加，病毒
载量增加，加Ｂａｆ抑制后ＤＥＮ２增殖被抑制；ＤＥＮ２感染ＨＵＶＥＣ后，在胞浆内ＤＥＮ２ＮＳ１与ＬＣ３Ｂ、溶酶体标记蛋
白ＬＡＭＰ１共定位；ＤＥＮ２可诱导ＨＵＶＥＣ自噬增强，Ｂａｆ可抑制ＤＥＮ２感染ＨＵＶＥＣ自噬的发生。
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ｖｅｒｌａｐｐｅｄ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ：１．ＡｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＤＥＮ２ｆｏｒ２４ｈ，ａｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＤＥＮ２ｉｎｃｒｅａｓｅｓ，
ｖｉｒａｌｌｏａｄｉｎＨＵＶＥＣｉｎｃｒｅａｓｅｓ；ＤＥＮ２ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｓｉｎｈｉｂｉｔｅｄａｆｔｅｒａｕｔｏｐｈａｇｙｗａｓｉｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙＢａｆ．２．
ＤＥＮ２ｃａｎｅｎｈａｎｃｅＨＵＶＥＣａｕｔｏｐｈａｇｙ；ＢａｆｃａｎｉｎｈｉｂｉｔＨＵＶＥＣａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙＤＥＮ２．３．Ａｆｔｅｒ
ｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＤＥＮ２，ｉｎＨＵＶＥＣｃｙｔｏｐｌａｓｍ，ＤＥＮ２ＮＳ１，ａｕｔｏｐｈａｇｙｍａｒｋｅｒｐｒｏｔｅｉｎＬＣ３Ｂａｎｄｌｙｓｏｓｏｍ
ａｌｍａｒｋｅｒｐｒｏｔｅｉｎＬＡＭＰ１ｗｅｒｅｃｏｌｏｃａｌｉｚｅｄ．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］Ｄｅｎｇｕｅｖｉｒｕｓ２；ｈｕｍａｎｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；ａｕｔｏｐｈａｇｙ；ＬＣ３Ｂ；ｌｙｓｏｓｏｍａｌｍａｒｋ
ｅｒｐｒｏｔｅｉｎ；ｂａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１

　　登革病毒（ｄｅｎｇｕｅｖｉｒｕｓ，ＤＥＮ）属于黄病毒科
黄病毒属，为被覆包膜的单股正链ＲＮＡ病毒，分为
１、２、３、４四个血清型，其中 ＤＥＮ２引起的症状较为
严重。ＤＥＮ主要通过埃及伊蚊和白纹伊蚊等媒介
昆虫传播，引起登革热（ｄｅｎｇｕｅｆｅｖｅｒ，ＤＦ）以及死亡
率很高的登革出血热（ｄｅｎｇｕｅｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｆｅｖｅｒ，
ＤＨＦ）和登革休克综合征（ｄｅｎｇｕｅｓｈｏｃｋｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＤＳＳ）。ＤＥＮ感染广泛流行于热带和亚热带地区，
ＷＨＯ估计全球每年有２５亿人处于ＤＥＮ感染威胁
当中，其中有５０００万人感染ＤＥＮ，２５万～５０万为
ＤＨＦ和（或）ＤＳＳ。ＤＥＮ对人类健康的影响在近十
年来越来越严重，其感染已成为世界面临的重大公

共卫生问题［１－２］。被ＤＥＮ感染后，可表现为发热、
剧烈肌肉疼痛或骨关节痛，重则广泛出血、迅速休

克。ＤＨＦ和ＤＳＳ是ＤＥＮ感染的严重的临床类型，
以血管内皮细胞肿胀、通透性增加和出血为主要的

病理特征，其发病机制尚未阐明［３－４］。自噬（ａｕｔｏ
ｐｈａｇｙ）是在１９６２年被发现的，Ａｓｈｆｏｒｄ和 Ｐｏｒｔｅｒ在
发现细胞内有“自己吃自己”的现象，是指降解细

胞内物质如损伤的蛋白质和细胞器来维持细胞的

稳态，以实现细胞本身的代谢需要和某些细胞器的

更新［５］。自噬在机体的生理和病理过程中都能见

到，其所起的作用是正面还是负面的尚未完全阐

明［６］，对病毒的研究尤其如此。最近的研究表明，
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自噬在病毒感染和病毒复制中起着双重作用，细胞

可以利用自噬抵抗病毒感染，亦可利用自噬保护病

毒，逃避细胞对病毒的抑制和清除［７］。本课题以

体外培养脐静脉血管内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）为模型，
观察ＤＥＮ２对ＨＵＶＥＣ自噬的影响，为ＤＥＮ致病机
制的研究提供科学依据。

１　材料及方法

１１　材料及主要试剂
白纹伊蚊细胞株（Ｃ６／３６）是中山大学医学院

微生物学教研室江丽芳、郭辉玉教授惠赠，常规液

氮保存。ＤＥＮ２ＮＧＣ株购于中国预防科学院流行
病研究所，常规液氮保存。ＨＵＶＥＣ购于上海拜力
生物公司，ＡＴＣＣＣａｔａｌｏｇＮｏＣＲＬ１７３０ＴＭ。细胞培
养试剂 Ｍｅｄｉｕｍ１９９／ＥＢＳＳ购于 Ｈｙｃｌｏｎｅ，胎牛血清
购于 ＧＩＢＣＯ，ＥｎｄｏｔｈｅｌｉａｌＣｅｌｌＧｒｏｗｔｈＳｕｐｐｌｅｍｅｎｔ
（ＥＣＧＳ）购于 ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ，ＰｅｎｉｃｉｌｉｎＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎＳｏｌｕ

ｔｉｏｎ和０２５％胰蛋白酶（１ｘ）购于 Ｈｙｃｌｏｎｅ，ＤＭＳＯ
购于Ａｍｒｅｓｃｏ，常规方法配制Ｈａｎｋｓ’液和ＰＢＳ。免
疫组化ＤＡＢ显色试剂盒，通用型二步法检测试剂，
Ⅷ因子相关抗原 Ｆ兔多抗均购于中杉金桥。Ｔｒ
ｉｚｏｌ，ＭＭＬＶ逆转录试剂盒，ＰｌａｔｉｎｕｍＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ｑＰＣＲ，ＤＮａｓｅＩＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＧｒａｄｅ为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ产
品。ＲＥＧＵＬＡＲＡＧＡＲＯＳＥＧ１０为 ＳＰＡＩＮ产品，
ＲＮＡｌｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ为Ｔａｋａｒａ产品，Ｒａｐａｍｙｃｉｎ（Ｒａｐ，
雷帕霉素）购于碧云天，ＢａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１（Ｂａｆ，巴伐洛
霉素）为 ＳＩＧＭＡ产品。ＡｎｔｉＬＣ３Ｂａｎｔｉｂｏｄｙ为 Ａｂ
ｃａｍ产品，ＡｎｔｉＲａｂｂｉｔＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）Ａｎｔｉｂｏｄｙ和Ｐｅｒ
ｏｘｉｄａｓｅｌａｂｅｌｅｄ为 ＫＰＬ产品，ＥＣＬ试剂盒 购于

Ｔｈｅｒｍｏ，凯基核蛋白和胞浆蛋白抽提试剂盒购于凯
基生物，ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液购于 Ｂｅｙｏ
ｔｉｍｅ，ＰｒｅｓｔａｉｎｅｄＰｒｏｔｅｉｎＬａｄｄｅｒ为 Ｔｈｅｒｍｏ产品。甲
醇、胎牛血清（杭州四季青），ＴｒｉｔｏｎＸ１００为 Ｓｏｌａｒ
ｂｉｏ产品，抗荧光衰减封片剂购于博士德。实验所
用部分抗体及试剂见表１。

表１　实验所用部分抗体及试剂
Ｔａｂ．１　Ａｎｔｉｂｏｄｙｕｓｅｄｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

抗体 编号 公司

ＡｎｔｉＬＣ３Ｂａｎｔｉｂｏｄｙ ａｂ５１５２０ Ａｂｃａｍ
ＡｎｔｉＬＡＭＰ１ａｎｔｉｂｏｄｙ［Ｈ４Ａ３］ＬｙｓｏｓｏｍｅＭａｒｋｅｒ ａｂ２５６３０ Ａｂｃａｍ
ＡｎｔｉＤｅｎｇｕｅＶｉｒｕｓＮＳ１ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ａｂ４１６２３ Ａｂｃａｍ
ａｎｔｉｂｏｄｙ［ＤＮ２］ＧｏａｔＡｎｔｉＭｏｕｓｅＩｇＧ，ＤｙｌｉｇｈｔＴＭ５５０ ＮＣ１６８２５４ Ｐｉｅｒｃｅ
ＧｏａｔＡｎｔｉＭｏｕｓｅＩｇＧ，ＤｙｌｉｇｈｔＴＭ６６３ ＮＢ１６７３９８ Ｐｉｅｒｃｅ
ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎＬａｂｅｌｅｄＡｆｆｉｎｉｔｙＰｕｒｉｆｉｅｄＡｎｔｉｂｏｄｙＴｏＲａｂｂｉｔＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ） ０２１５－０６ ＫＰＬ
４＇，６Ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ Ｄ９５４２ ＳＩＧＭＡ

１２　ＨＵＶＥＣ培养及鉴定
用含 １０％胎牛血清、内皮细胞生长添加物

（ＥＣＧＳ，稀释比例１∶１００）、１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００ｍｇ／
Ｌ链霉素的Ｍ１９９培养液，３７℃、５％ ＣＯ２条件下常
规培养。采用免疫组织化学法鉴定 ＨＵＶＥＣ；接种
ＨＵＶＥＣ细胞１０５个／孔，３７℃ ５％ ＣＯ２培养２４ｈ，
常规ＴｒｉｔｏｎＸ１００破膜，ＨＲＰ标记的抗Ⅷ因子单克
隆抗体２００μＬ／孔，ＤＡＢ显色。
１３　ＤＥＮ２ＮＧＣ株毒力鉴定

常规培养，传代白纹伊蚊细胞株 Ｃ６／３６，根据
ＲｅｅｄＭｕｅｎｃｈ法计算病毒对 Ｃ６／３６细胞的５０％组
织细胞感染量（ＴＣＩＤ５０）。
１４　ＤＥＮ２感染ＨＵＶＥＣＤＥＮ２ｍＲＮＡ的水平检测

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ相对定量法检测 ＤＥＮ２感染
ＨＵＶＥＣＤＥＮ２ｍＲＮＡ的水平。取对数生长期的ＨＵ
ＶＥＣ，接种于六孔板内，１×１０６／孔。２４ｈ用 Ｈａｎｋｓ，

液洗３遍，加入巴伐洛霉素 Ａ１（Ｂａｆ，２０μｍｏｌ／Ｌ），
３７℃孵育２ｈ后，再分别加入１×１０２、１×１０３、１×
１０４ＴＣＩＤ５０ＤＥＮ２，３７℃孵育２ｈ。于２４ｈ收获细
胞。常规方法提取细胞总 ＲＮＡ，ＯＮＥＤＲＯＰ检测
ＲＮＡ浓度，以 ＲＮＡ为模板逆转录合成 ｃＤＮＡ，
－８０℃冻存备用。以ｃＤＮＡ为模板，设空白对照，３
个复孔，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ引物序列见表２，反应体系为
ＤＥＰＣＨ２Ｏ１５μＬ、１０μｍｏｌ／Ｌ上游引物 ０５μＬ、
１０μｍｏｌ／Ｌ下游引物０５μＬ、ｃＤＮＡ１００μＬ（５０ｎｇ）、
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘＵＤＧ／ＲＯＸ１２５μＬ，
总体系为２５０μＬ。９５℃预变性３ｍｉｎ，９５℃变性
１０ｓ、６０５℃ 退火３０ｓ、６５℃延伸００５ｓ、共３９个
循环。记录 Ｃｔ值，计算平均值，根据△△Ｃｔ＝
ＤＥＮ２处理组（Ｃｔ目的基因 －ＣｔＧＡＰＤＨ）－阴性对照组
（Ｃｔ对照基因ＣｔＧＡＰＤＨ）计算２

－△△Ｃｔ，利用２－△△Ｃｔ进行统
计学分析。
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表２　ＤＥＮ２及ＧＡＰＤＨ引物序列
Ｔａｂ．２　ＴｈｅＰｒｉｍｅｒＳｅｑｕｅｎｃｅｆｏｒＤＥＮ２ａｎｄＧＡＰＤＨ

基因 序列
预期扩增　
长度（ｂｐ）　

合成

公司

ＤＥＮ２　 上游５′ＡＡＧＣＡＴＴＡＣＡＡＣＣＣＡＧＣＡＡＣＣ３′ ８３　 ＴＡＫＡＲＡ
下游５′ＣＣＡＣＡＧＣＡＴＡＣＡＧＣＧＴＣＣＡ３′

ＧＡＰＤＨ 上游５′ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ３′ １３８　 ＴＡＫＡＲＡ
下游５′ＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＧＧＡ３′

１５　检测ＨＵＶＥＣ自噬蛋白ＬＣ３Ｂ
取对数生长期的 ＨＵＶＥＣ，接种于６孔板分别

加入１×１０２、１×１０３、１×１０４ＴＣＩＤ５０ＤＥＮ２病毒液，
３７℃孵育２ｈ，同时设阳性对照，雷帕霉素（Ｒａｐ，
１０ｎｍｏｌ／Ｌ）３７℃孵育２ｈ，于２４ｈ收获细胞；取对
数生长期的 ＨＵＶＥＣ，接种于 ６孔板，加入 Ｂａ
ｆ（２０μｍｏｌ／Ｌ），３７℃孵育２ｈ后，再分别加入１×
１０２、１×１０３、１×１０４ＴＣＩＤ５０ＤＥＮ２病毒液，３７℃孵
育２ｈ，同时设阳性对照，Ｒａｐ（１０ｎｍｏｌ／Ｌ）３７℃孵
育２ｈ，收集２４ｈ的 ＨＵＶＥＣ，加入１００μＬ预冷的
ｂｕｆｆｅｒ，常规方法获取胞浆蛋白，－８０℃保存。取
ＨＵＶＥＣ胞浆蛋白，常规方法 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，ＮＣ
膜转膜，ＬＣ３Ｂ抗体（ＬＣ３ＢⅠ及 ＬＣ３ＢⅡ），ＨＲＰ标
记的羊抗兔ＩｇＧ，覆盖ＮＣ膜３７℃孵育１ｈ，ＥＣＬ化
学发光法显色、曝光；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＬＣ３Ｂ水
平，计算感染ＤＥＮ２２４ｈ时 ＨＵＶＥＣ中 ＬＣ３ＢⅡ／Ⅰ
比值及Ｂａｆ抑制组 ＨＵＶＥＣＬＣ３ＢⅡ／Ⅰ比值。
１６　ＨＵＶＥＣ自噬现象

取对数生长期的 ＨＵＶＥＣ，接种于激光共聚焦
专用培养皿，１×１０６／孔。设 Ｂａｆ（２０μｍｏｌ／Ｌ），１×
１０４ＴＣＩＤ５０ＤＥＮ２病毒对照，３７℃孵育，于２４ｈ检
测。收集２４ｈＨＵＶＥＣ，１×１０５／孔，接种于激光共

聚焦专用皿，冰甲醇固定，Ｔｒｉｔｏｎｘ１００破膜，孵育
一抗（１∶１００兔抗ＬＣ３Ｂ、１∶１０鼠抗 ＬＡＭＰ１、１５鼠抗
ＮＳ１），４℃过夜；孵育二抗（１１０ＦＩＴＣ标记抗兔、
６３３标记抗鼠、５５０标记抗鼠），５０ｍ／ＬＤＡＰＩ染细
胞核ＤＮＡ，激光共聚焦扫描显微镜下观察。
１７　统计学分析　

使用ＳＰＳＳ１７０统计软件包进行单因素方差
分析，以Ｐ＜００５认为差异有统计学意义，计量资
料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示。

２　结果

２１　ＨＵＶＥＣ的鉴定
免疫组织化学结果显示，ＨＵＶＥＣ着色呈棕黄色，

提示Ⅷ因子阳性表达，符合ＨＵＶＥＣ特点，见图１。
２２　ＨＵＶＥＣ培养与ＤＥＮ２的毒力鉴定

接种ＤＥＮ２后５～７ｄ出现 Ｃ６／３６细胞肿胀、
融合、产生空泡等典型的细胞病变，结果见图 ２。
将ＤＥＮ２接种Ｃ６／３６细胞，逐日观察细胞病变，根
据 ＲｅｅｄＭｕｅｎｃｈ法计算ＴＣＩＤ５０为１０－５６。
２３　感染ＤＥＮ２的 ＨＵＶＥＣ中ＤＥＮ２ｍＲＮＡ水平

图３显示ＤＥＮ２、ＧＡＰＤＨｍＲＮＡ的熔解曲线，
波峰单一，波形锐利，排除非特异性扩增。感染

ＤＥＮ２病毒量增加，ＨＵＶＥＣ中ＤＥＮ２ｍＲＮＡ相对表
达量也随之增加，在加入１×１０４ＴＣＩＤ５０病毒量时
ＤＥＮ２ｍＲＮＡ相对表达量最高（Ｐ＜００５），用 Ｂａｆ
抑制后，与未用 Ｂａｆ相比，相同 ＴＣＩＤ５０ＤＥＮ２感染
ＨＵＶＥＶ后ＤＥＮ２ｍＲＮＡ表达减少（Ｐ＜００５）。见
图４。

　　　ＨＵＶＥＣ空白对照　　　　　　　　　　　ＨＵＶＥＣ中Ⅷ因子阳性表达

图１　ＨＵＶＥＣ鉴定（ＤＡＢ，×２００）
Ｆｉｇ．１　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｙｏｆｆａｃｔｏｒⅧ ｉｎＨＵＶＥＣ
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　　　　　空白对照　　　　　　　　　　　　　ＤＥＮ２感染Ｃ６／３６细胞

图２　ＤＥＮ２所致Ｃ６／３６细胞病变（２００×）
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｃｙｔｏｐａｔｈｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆＣ６／３６ｃｅｌｌｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＤＥＮ２

图３　ＤＥＮ２、ＧＡＰＤＨｍＲＮＡ的熔解曲线
Ｆｉｇ．３　ＤｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎＣｕｒｖｅｏｆＤＥＮ２ａｎｄＧＡＰＤＨｍＲＮＡ

注：１为对照，２、３、４分别为１×１０２ＴＣＩＤ５０、１×１０３ＴＣＩＤ５０、

１×１０４ＴＣＩＤ５０，５、６、７分别为１×１０２ＴＣＩＤ５０＋Ｂａｆ，

１×１０３ＴＣＩＤ５０＋Ｂａｆ，１×１０４ＴＣＩＤ５０＋Ｂａｆ

图４　感染ＤＥＮ２２４ｈ时ＨＵＶＥＣ中 ＤＥＮ２
ｍＲＮＡ相对表达量

Ｆｉｇ．４　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤＥＮ２ｍＲＮＡ２４ｈ

２４　ＨＵＶＥＣ自噬蛋白ＬＣ３Ｂ表达
与空白对照组相比，１×１０２、１×１０３、１×

１０４ＴＣＩＤ５０ＤＥＮ２感染组 ＬＣ３ＢⅡ／Ⅰ比值升高，
ＬＣ３ＢⅡ、Ⅰ条带灰度值增加（Ｐ＜００５）；用Ｂａｆ抑制
后，与未用 Ｂａｆ相比，１×１０２、１×１０３、１×１０４ＴＣＩＤ５０
ＤＥＮ２感染组ＬＣ３ＢⅡ／Ⅰ比值升高，ＬＣ３ＢⅡ、Ⅰ条带灰度
增加（Ｐ＜００５）。见图５、表３。
２５　感染 ＤＥＮ２的 ＨＵＶＥＣ中自噬蛋白 ＬＣ３Ｂ、溶
酶体标记性蛋白ＬＡＭＰ１、ＤＥＮ２ＮＳ１表达

在正常 ＨＵＶＥＣ，胞浆内可观察到 ＬＣ３Ｂ（绿色
荧光）、ＬＡＭＰ１（红色荧光）及 ＤＡＰＩ染细胞核（蓝
色），荧光合成后，绿色、红色荧光重叠（见图６）；用

图５　ＤＥＮ２感染ＨＵＶＥＣ２４ｈ时ＬＣ３Ｂ表达
Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｌｅｖｅｌｏｆＬＣ３Ｂ２４ｈｏｆＨＵＶＥＣｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＤＥＮ２
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表３　ＤＥＮ２感染２４ｈ时ＨＵＶＥＣ
中ＬＣ３ＢⅡ／Ⅰ比值

Ｔａｂ．３　ＴｈｅｌｅｖｅｌｏｆＬＣ３ＢⅡ／Ⅰ２４ｈｏｆ
ＨＵＶＥＣｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＤＥＮ２

组别
ＨＵＶＥＣ中ＬＣ３ＢⅡ／Ⅰ比值

未加Ｂａｆ 加入Ｂａｆ
对照　　　　　　　 ０８５９０±００６５０ 　５５１２７±００９６４（２）

１×１０２ＴＣＩＤ５０ＤＥＮ２１４０２７±００３０９（１）２６７９２７±０２９１６（１）（２）

１×１０３ＴＣＩＤ５０ＤＥＮ２１８７８３±００６９６（１）１９２１０３±０２８６９（１）（２）

１×１０４ＴＣＩＤ５０ＤＥＮ２１５６０７±００５２３（１）２４２７９３±０６０９１（１）（２）

Ｒａｐ　　　　　　　 ５６１１０±０２３１２（１）２２３５７３±０５１０４（１）（２）

（１）与对照组比较，Ｐ＜００５；（２）与未加Ｂａｆ比较，Ｐ＜００５

Ｂａｆ抑制后，ＨＵＶＥＣ胞浆内可观察到绿色、红色荧
光强度增加，荧光融合后，绿色、红色荧光重叠部分

减少。与正常 ＨＵＶＥＣ相比，１×１０４ＴＣＩＤ５０ＤＥＮ２
感染组，在胞浆内可观察到绿色、红色及 ＤＥＮ２
ＮＳ１（橘黄色荧光），绿色、红色荧光强度增加，在荧
光融合后，绿色、红色与橘黄色荧光重叠，见图７。

３　讨论

ＤＥＮ在Ｃ６／３６细胞株、猴肾细胞株、１～３日龄
新生小白鼠脑及伊蚊胸肌内生长良好，并产生恒定

图６　正常ＨＵＶＥＣ中ＬＣ３Ｂ及ＬＡＭＰ１的表达（８００×）
Ｆｉｇ．６　ＩｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎＨＵＶＥＣｃｅｌｌ

的细胞病变。ＤＦ是登革病毒引起的一种急性传染
病，临床特征为起病急骤，高热，全身肌肉、关节及

骨髓痛，可有皮疹、出血倾向和淋巴结肿大。ＤＨＦ
和ＤＳＳ临床症状严重、死亡率较高。ＤＨＦ病理变
化为全身微血管损害，导致血浆蛋白渗出及出血。

消化道、心内膜下、皮下、肝包膜下、肺及软组织均

有渗出和出血，内脏小血管及微血管周围水肿、出

血和淋巴细胞浸润［１］。

目前关于自噬对人类疾病的研究知之甚少。

在疾病进程的早期阶段，自噬可能作为一种代偿机

制维持自身稳态［８］。细胞自噬在疾病晚期阶段可

诱导持续的适应性反应或防御不足来阻碍疾病进

程。自噬在疾病的发病机制中可以发挥重要的作

用［９］。最近的研究发现自噬在很多人类疾病发生

过程中起作用，许多研究都存在相似的结论。用来

调节自噬的一类基因被称为自噬相关基因（Ａｔｇ），
通过对酵母的遗传研究已经确定自噬所需的２０多
种Ａｔｇ基因［１０］。

现在已有研究证明，某些病毒可以利用自噬为

自己的复制和生存提供优势条件［１１］。髓灰质炎病
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图７　ＤＥＮ２诱导ＨＵＶＥＣ２４ｈ自噬（８００×）
Ｆｉｇ．７　ＩｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆＨＵＶＥＣ２４ｈａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏＤＥＮＶ２ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

毒和马动脉炎病毒（正链 ＲＮＡ病毒）可以诱导自
噬的发生。ｓｉＲＮＡ减少Ａｔｇ１２和ＬＣ３的表达，不仅
导致细胞外的脊髓灰质炎病毒和鼻病毒复制减

少［１２］，细胞内的病毒载量也降低。某些病毒诱导

细胞自噬增强从而有利于自身复制，例如轮状病

毒，双链 ＲＮＡ病毒，呼肠孤病毒家族，通过 ＮＳＰ４
蛋白诱导细胞自噬增强并在自噬体内复制［１３］。

Ｂ１９细小病毒，单链ＤＮＡ病毒，甲、乙、丙肝病毒把
诱导自噬作为一种手段延长感染细胞的寿命。这

些研究共同表明病毒已经进化到可以利用细胞自

噬促进病毒复制的能力。病毒的复制在何种程度

上依赖于自噬作用还需要进一步的研究。ＤＥＮ２
是否能够诱导自噬的发生，以及自噬的发生对病毒

复制的影响，是本课题研究的重点，为研究 ＤＥＮ２
感染损伤血管内皮细胞的机制提供科学依据。

Ｂｅｃｌｉｎ１（Ａｔｇ６同源染色体编码）在介导其他自
噬蛋白定位于前自噬小体起关键作用，参与调控细

胞自噬体的形成［１４］。Ｂｅｃｌｉｎ１通过与Ⅲ型 ＰＩ３Ｋ及
ＶＰＳ３４形成复合体诱导自噬发生［１５］，有研究证明

位点２４４－３３７缺失的 Ｂｅｃｌｉｎ１不能与 ＰＩ３Ｋ结合，
无法促进饥饿诱导的自噬作用。在敲除了小鼠

Ｂｅｃｌｉｎ１基因的胚胎干细胞后，发现缺乏 Ｂｅｃｌｉｎ１基
因的小鼠死于胚胎早期，Ｂｅｃｌｉｎ１不足的胚胎存活

也不能超过８５ｄ，Ｂｅｃｌｉｎ１的不足导致小鼠不能经
受细胞重塑和内胚层的分化，引起胚胎死亡［１６］。

细胞自噬形成有两条泛素调节途径：第一泛素

调节途径，自噬基因 １２（Ａｔｇ１２）激活后相继与
Ａｔｇ７、Ａｔｇ１０、Ａｔｇ５共价结合，随后在自噬隔离膜与
Ａｔｇ１６共价结合生成 Ａｔｇ５Ａｔｇ１２Ａｔｇ１６复合物；第
二泛素调节途径，在微管相关的羧基末端氨基酸蛋

白轻链３（ＬＣ３，由Ａｔｇ８同源染色体编码）被半胱氨
酸蛋白酶Ａｔｇ４分解暴露出保守的甘氨酸残基，是
自噬体形成必需的。裂解 ＬＣ３瞬时相继与 Ａｔｇ７、
Ａｔｇ３、磷脂酰乙醇胺共价结合形成 ＬＣ３ＢⅡ，ＬＣ３Ｂ
Ⅱ在自噬体与溶酶体结合时被降解。细胞自噬过
程中两条泛素途径互相调节和影响。自噬形成过

程中 ＬＣ３合成增多，使之成为自噬的标志物。
ＬＣ３ＢⅡ／Ⅰ比值，是近年来比较完善的检测自噬蛋
白的指标。本课题采用自噬标志性蛋白 ＬＣ３ＢⅡ／
Ⅰ比值检测自噬的发生。

Ｂａｆ是一种抗生素，使空泡型 Ｈ＋ＡＴＰ酶的活
性被抑制。已有研究证明在肿瘤细胞发生自噬后，

加入Ｂａｆ，可使自噬蛋白降解被抑制，自噬体增多
而自噬溶酶体数目减少，证明自噬体与溶酶体的融

合过程中被阻断。本课题所用的自噬抑制剂为

Ｂａｆ。
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本研究以ＨＵＶＥＣ为模型，采用免疫组织化学
法检测细胞Ⅷ因子的表达，鉴定该细胞系确为ＨＵ
ＶＥＣ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＤＥＮ２感染 ２４ｈ对 ＨＵ
ＶＥＣ中 ＬＣ３ＢⅡ／Ⅰ比值的变化。与空白对照组相
比，１×１０２、１×１０３、１×１０４ＴＣＩＤ５０ＤＥＮ２感染组
ＬＣ３ＢⅡ、Ⅰ条带灰度增加，ＬＣ３ＢⅡ／Ⅰ比值上升，
说明 ＤＥＮ２能够诱导自噬增强。在 １×１０２、１×
１０３ＴＣＩＤ５０ＤＥＮ２感染组，随着ＤＥＮ２浓度增加，自
噬增强；与１×１０３ＴＣＩＤ５０ＤＥＮ２感染组相比，在１
×１０４ＴＣＩＤ５０ＤＥＮ２感染组ＬＣ３ＢⅡ、Ⅰ条带灰度降
低，可能与 ＤＥＮ２浓度较高造成细胞凋亡增多所
致。用Ｂａｆ后，与空白对照相比，１×１０２，１×１０３，１
×１０４ＴＣＩＤ５０ＤＥＮ２感染组ＬＣ３ＢⅡ、Ⅰ条带灰度增
加，ＬＣ３ＢⅡ／Ⅰ比值上升，说明在Ｂａｆ作用下，ＤＥＮ２
可诱导ＨＵＶＥＣ自噬发生。与未用 Ｂａｆ相比，１×
１０２，１×１０３，１×１０４ＴＣＩＤ５０ＤＥＮ２感染组，ＬＣ３ＢⅡ、
Ⅰ条带灰度增加，ＬＣ３ＢⅡ／Ⅰ比值上升，提示 Ｂａｆ
抑制ＨＵＶＥＣ自噬小体与溶酶体的融合，自噬成熟
被抑制，ＬＣ３Ｂ降解被抑制。

为了更直观的看到自噬的发生，本课题用激光

共聚焦技术观察自噬现象。在自噬体的成熟阶段

与溶酶体融合过程中，形成自噬溶酶体［１７］，获得

ＬＡＭＰ１和ＬＡＭＰ２，ＬＡＭＰ１是溶酶体标记蛋白。激
光共聚焦自噬检测选择的靶分子是自噬标记蛋白

ＬＣ３Ｂ（绿色荧光标记），ＬＡＭＰ１（红色荧光标记），
登革病毒选择标记蛋白为 ＤＥＮ２ＮＳ１（橘黄色荧光
标记）。与空白对照组相比，在 Ｒａｐ阳性对照组，
ＨＵＶＥＣ胞浆绿色荧光和红色荧光强度明显增强，
说明雷帕霉素诱导ＨＵＶＥＣ自噬增强；与空白对照
组相比，用Ｂａｆ后，ＨＵＶＥＣ胞浆绿色荧光和红色荧
光强度明显增强，但荧光重叠的部分明显减少，说

明Ｂａｆ抑制 ＨＵＶＥＣ自噬的发生，Ｂａｆ抑制自噬小
体与溶酶体的融合，抑制自噬体成熟使 ＬＣ３Ｂ、
ＬＡＭＰ１积累；与空白对照组相比，在１×１０４ＴＣＩＤ５０
ＤＥＮ２感染组，ＨＵＶＥＣ胞浆绿色荧光和红色荧光
强度明显增加，说明 ＤＥＮ２可以诱导自噬增强。
ＨＵＶＥＣ胞浆绿色、红色荧光与橘黄色荧光有部分
重叠，说明ＮＳ１与ＬＣ３Ｂ、ＬＡＭＰ１共定位。

ＤＥＮ２是否能够利用ＨＵＶＥＣ自噬发生免疫逃
逸，从而促进ＤＥＮ２复制，基于这个问题，进行了实
时荧光定量ＰＣＲ检测ＤＥＮ２ｍＲＮＡ，从分子水平研
究自噬对 ＤＥＮ２复制的作用。结果表明，随着
ＤＥＮ２感染浓度增加，ＨＵＶＥＣＤＥＮ２ｍＲＮＡ含量升
高；用Ｂａｆ抑制自噬后，随着 ＤＥＮ２感染浓度增加，

ＨＵＶＥＣＤＥＮ２ｍＲＮＡ含量升高；与未用 Ｂａｆ相比，
相同ＤＥＮ２浓度感染，ＨＵＶＥＣＤＥＮ２ｍＲＮＡ含量降
低，说明ＨＵＶＥＣ自噬增强，有利于ＤＥＮ２复制［１８］。

虽然机体利用细胞自噬能清除胞内微生物，但是致

病微生物也进化了一套很精巧的系统来适应细胞

的这种机制。对于ＤＥＮ２来说，就是利用细胞自噬
进行免疫逃逸，从而利于 ＤＥＮ２的复制，为 ＤＥＮ２
感染血管内皮细胞损伤机制提供理论依据。
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