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摘 要 

流行性乙型脑炎病毒（Japanese encephalitis virus, JEV）主要通过三带喙库

蚊传播，该病毒会引起中枢神经系统（Central nervous system, CNS）的急性炎

症反应，也被称为流行性乙型脑炎（Japanese encephalitis, JE）。感染 JEV 后出现

脑炎症状患者的死亡率高达 30%，30%-50%的脑炎幸存患者可出现永久性的神

经系统后遗症。JEV 直接感染人脑血管内皮细胞（Human brain microvascular 

endothelial cells, hBMEC）进入 CNS 是引发 JE 最便捷的途径，但其感染与致病

机制尚未完全解析，有待进一步研究。蛋白棕榈酰化属于蛋白质翻译后修饰

（Protein translational modifications, PTMs）中的脂质修饰。病毒感染过程中，棕

榈酰化修饰的蛋白对宿主-病毒相互作用至关重要。本研究通过探究棕榈酰化修

饰的干扰素诱导跨膜蛋白 1（Interferon induced transmembrane protein 1, IFITM1）

以及关键棕榈酰化转移酶 DHHC21 在 hBMEC 中对 JEV 复制和致病性的影响。

本研究为进一步解析 JEV 感染的机制和探索新的治疗策略提供线索，具体内容

如下：  

1. IFITM1 具有抗病毒感染和稳定血脑屏障的作用 

hBMEC 是血脑屏障（Blood brain barrier, BBB）的主要组成细胞，在抗病毒

感染、防止病毒入侵 CNS 中发挥着至关重要的作用。IFITM1 是干扰素

（Interferon, IFN）下游的一种多功能膜蛋白。在本研究中，我们发现 IFN-β 介

导了 JEV 感染 hBMEC 后 IFITM1 的上调表达。在 hBMEC 中使用 CRISPR/Cas9

敲除 IFITM1 增强了 JEV 的复制，而过表达 IFITM1 则限制了 JEV 的复制。此

外，定位于细胞质膜的 IFITM1 可以与紧密连接（Tight junction, TJ）蛋白

Occludin相互作用，增强内皮屏障的稳定性。在 JEV感染由 hBMEC组成的体外

单层 BBB 模型后，敲除 IFITM1 会导致 BBB 的跨膜细胞阻抗（Trans epithelial 

electrical resistance, TEER）降低，渗漏增加，以及更多的病毒粒子穿越。在

hBMEC 中过表达 IFITM1 不仅能在静息状态下促进单层屏障的形成，且在 JEV

感染后，BBB 模型可以维持更好的完整性和更高的 TEER。上述结果表明，

IFITM1可以在 JEV感染过程中发挥抗病毒感染及维持BBB稳定性的双重作用。 
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2. 棕榈酰化修饰对于 IFITM1 发挥正常功能至关重要 

虽然，IFITM1 在 JEV 感染的 hBMEC 后显著上调表达。但并没有观察到

BBB 模型 TEER 的变化，而且 JEV 可以在 hBMEC 中长期存在。表明内源性表

达的 IFITM1 蛋白没有发挥生物学功能。因此我们探究了翻译后修饰（Post-

translation modification, PTM）对于 IFITM功能的影响。经预测与鉴定 IFITM1在

CD225 保守结构域具有 C51、C52 和 C84 三个半胱氨酸（Cysteine, Cys）棕榈酰

化修饰位点。棕榈酰化位点突变导致 IFITM1蛋白在细胞内累积，不能正确定位

在细胞膜上。IFITM1 发挥生物学功能依赖于其细胞中的正确定位，棕榈酰化修

饰位点突变削弱了 IFITM1 的抗病毒功能，并减少了其与 TJ 蛋白 Occludin 的相

互作用。在 hBMEC 中，IFN-β 处理 hBMEC 后 IFITM1 上调表达并定位在细胞

膜，但是 JEV 感染后上调表达 IFITM 大部分在胞内累积，无法正确定位。另外

在 IFN-β 通路未激活条件下， JEV 感染会导致 IFITM1 的蛋白质含量降低。 

同时，JEV 感染下调了部分调节 IFITM1 棕榈酰化修饰的 DHHCs 的表达，

而去棕榈酰化酶 ABHD16A 表达上调。这些结果表明，JEV 可以通过调节

IFITM1的棕榈酰化修饰，实现在 hBMEC中的免疫逃逸。综上所述， IFITM1的

棕榈酰化修饰对于其在 hBMEC 中发挥正的抗病毒功能以及维持 BBB 稳态至关

重要。 

3. 在 hBMEC 中，2-BP 可以抑制 JEV 复制以及细胞的炎症应答 

2-BP（2-bromopalmitate, 2-BP）作为广谱的棕榈酰化抑制剂，处理 hBMEC

后 JEV 复制显著降低，活病毒粒子减少。此外在佛波酯（phorbol ester, PMA）

诱导的内皮细胞炎症模型中，低剂量的 2-BP处理可以降低炎症因子（IL-4、6、

8、1β 和 TNF-α）的表达。在体外由 hBMEC 构成的 BBB 模型中，2-BP 处理同

样可以减缓 TNF-α 诱导的 BBB 通透性增加。 

4. DHHC21 是促进 JEV 感染的关键棕榈酰化转移酶 

为了探究 2-BP 抑制 JEV 复制的具体靶点，首先我们根据人类蛋白质图谱

（www.proteinatlas.org）提供的单细胞测序结果，分析了血管内皮细胞中不同

DHHCs 的表达分布情况，并利用 PCR 进行鉴定，确定 DHHC21 在内皮细胞中

表达。在 JEV 感染 hBMEC 后共有 11 个 DHHCs 上调表达，其中五个呈现显著
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差异。通过构建 DHHC2、6、13、17、21 基因敲低细胞系，并检测 JEV 在这些

细胞系中的复制差异。我们首次证明了棕榈酰化转移酶 DHHC21 是促进 JEV 复

制的关键调节因子，DHHC21 的缺失会抑制 JEV 的复制。此外我们还构建了

DHHC21 的启动子的双荧光素酶报告系统，证实了 JEV 的 PrM 和 NS4 蛋白诱导

激活转录因子 3（Activating transcription factor 3, ATF3）上调表达，ATF3 直接结

合到 DHHC21 的启动子的-1330—-1321 位点，进而调控 DHHC21 的转录。通过

免疫沉淀-质谱（IP-MS）联用技术，我们发掘了 DHHC21 的靶蛋白 HSPA8，使

用 CO-IP 与 IF 鉴定了 DHHC21 和 HSPA8 的蛋白间相互作用。此外还通过酰基-

聚乙二醇交换 （Acyl-PEGyl exchange, APE）实验确定了 DHHC21 可以催化

HSPA8 棕榈酰化修饰，且 HSPA8 在 574 位 Cys 上具有棕榈酰化修饰位点，棕榈

酰化修饰位点突变会导致 HSPA8 半衰期缩短，蛋白含量降低。本研究还进一步

探究了DHHC21的偏好底物，SRC家族激酶（Src family kinases, SFKs）中的Yes

和 Lck 蛋白可以通过磷酸化促进 JEV 复制。 

综上所述，本研究证明了棕榈酰化修饰的 IFITM1具有抑制 JEV复制和增强

BBB 稳定性的作用。同时发现了 DHHC21 是 JEV 复制过程中的关键棕榈酰化转

移酶。同时初步阐释 ATF3 可以调控 DHHC21 表达，及 DHHC21 通过靶蛋白

HSPA8 和 SFKs 促进 JEV 复制的分子机制。及 DHHC21 通过靶蛋白 HSPA8 和

SFKs促进 JEV复制的分子机制。本研究为阐明棕榈酰化修饰影响 JEV复制的机

制提供了新的见解，有助于深入了解 JEV 感染的致病机制和寻找新的药物靶点，

为相关疾病的治疗提供理论依据。 

关键词：流行性乙型脑炎病毒（JEV）；IFITM1；DHHC21；棕榈酰化修饰；人

脑微血管内皮细胞（hBMEC） 
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Abstract 

Japanese encephalitis virus (JEV) is primarily transmitted by Culex 

tritaeniorhynchus and leads to acute inflammation of the central nervous system (CNS), 

resulting in Japanese encephalitis (JE). Patients infected with JEV and manifesting 

symptoms of encephalitis have a mortality rate reaching 30%, while 30% to 50% of 

those who survive may encounter lasting neurological or psychiatric issues. Direct 

infection of JEV in Human brain microvascular endothelial cells (hBMEC) is the most 

convenient route to enter the CNS and cause JE, yet the infection and pathogenic 

mechanisms are still not fully understood, requiring additional research. Protein 

palmitoylation, a type of lipid modification in protein translational modifications 

(PTMs), plays a crucial role in host-virus interactions during viral infections. This study 

explores the palmitoylation modification of interferon induced transmembrane protein 

1 (IFITM1) and investigates the impact of the key palmitoyl transferase DHHC21 on 

JEV replication and pathogenicity. This study offers insights for advancing the 

understanding of JEV infection mechanisms and exploring new treatment strategies. 

1. IFITM1 has a dual role of anti-viral infection and stabilizing the blood-brain 

barrier 

hBMEC is the main component of the Blood brain barrier (BBB), which plays a 

crucial role in antiviral infection and preventing virus from invading the CNS. IFITM1 

is a multifunctional membrane protein downstream of Interferon (IFN). In this study, it 

was noted that IFN-β facilitate the upregulation of IFITM1 expression in hBMECs after 

JEV infection. Knockdown of IFITM1 in hBMECs via CRISPR/Cas9 enhanced JEV 

replication, whereas IFITM1 overexpression inhibited JEV replication. Furthermore, 

plasma membrane localized IFITM1 can interact with Tight Junction (TJ) protein 

Occludin, fortifying endothelial barrier stability. In an in vitro monolayer BBB model 

consisting of hBMECs and following JEV infection, the absence of IFITM1 resulted in 

decreased Trans-Epithelial Electrical Resistance (TEER), increased permeability, and 



棕榈酰化修饰的 IFITM1 和棕榈酰化转移酶 DHHC21 在 JEV感染中的机制研究 

v 

 

enhanced viral transmission across the BBB. Consistent with the above results, 

overexpression of IFITM1 not only promotes monolayer barrier formation in its rest 

state but also preserved superior integrity and higher TEER in BBB model after JEV 

infection. These findings imply that IFITM1 may have a dual function in antiviral 

infection and preserving BBB stability during JEV infection. 

2. Palmitoylation is essential for the proper function of IFITM1 

Although IFITM1 expression was significantly upregulated in JEV infected 

hBMECs, there were no changes in TEER were observed in the BBB model, and JEV 

could persist in hBMECs for extended periods. These findings suggest that the 

endogenous IFITM1 protein may not play a significant biological role. Subsequently, 

we delved into the impact of PTMs on IFITM function. Predictions and identifications 

revealed three Cysteine (Cys) palmitoylation modification sites (C51, C52, and C84) 

within the conserved CD225 domain of IFITM1. Mutations in the palmitoylation site 

result in intracellular accumulation of IFITM1 protein, hindering its correct localization 

to the cell membrane. The biological functionality of IFITM1 relies on its accurate 

cellular localization, mutations in the palmitoylation modification sites impair the 

antiviral function of IFITM1 and reduce its interaction with TJ protein Occludin. In 

hBMECs, IFITM1 was up-regulated and localized on the cell membrane after IFN-β 

treatment, but most of the up-regulated IFITM accumulated in the cells after JEV 

infection and could not be correctly localized. In addition, when the IFN-β pathway 

was not activated, JEV infection reduced the protein content of IFITM1. Additionally, 

JEV infection downregulated the expression of DHHCs, which partially regulate 

IFITM1 palmitoylation, while upregulating ABHD16A expression. These findings 

imply that JEV can evade immune responses in hBMECs by modulating the 

palmitoylation modification of IFITM1. In conclusion, palmitoylation modification of 

IFITM1 is crucial for its effective antiviral role in hBMECs and for the maintenance of 

BBB homeostasis. 
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3. 2-BP has the capability to inhibit JEV replication and cellular inflammatory 

response in hBMECs 

As a broad spectrum palmitoylation inhibitor, 2-bromopalmitate(2-BP) demonstrated a 

significant decrease in JEV replication and viable virions in hBMEC post treatment. 

Furthermore, a low dosage of 2-BP treatment led to a reduction in the expression of 

inflammatory cytokines (IL-4, 6, 8, 1β, and TNF-α) in endothelial cells stimulated by 

phorbol ester (PMA). Within an in vitro BBB model comprising hBMEC, 2-BP 

treatment effectively attenuated the increase in BBB permeability induced by TNF-α.  

4. DHHC21 is a key palmitoyltransferase that promotes JEV infection 

To investigate the specific targets of 2-BP inhibition on JEV replication, we 

initially examined the expression patterns of different DHHCs in vascular endothelial 

cells using single cell sequencing data from the Human Protein Atlas 

(www.proteinatlas.org) and then confirmed the expression of DHHC21 in endothelial 

cells through PCR. Following JEV infection in hBMEC, 11 DHHCs were found to be 

up-regulated, with five showing significant differences. We established knockdown cell 

lines for DHHC2, 6, 13, 17, and 21 and observed variations in JEV replication within 

these cell lines. Our findings indicate that palmitoyltransferases (PAT) DHHC21 plays 

a crucial role in promoting JEV replication, and its loss inhibits JEV replication. 

Moreover, we developed a dual luciferase reporting system for the DHHC21 promoter 

and verified that the PrM and NS4 proteins of JEV induce the upregulation of 

Activating Transcription Factor 3 (ATF3). ATF3 directly interacts with the -1330 to -

1321 site of the DHHC21 promoter, thereby influencing DHHC21 transcription. 

Through immunoprecipitation-mass spectrometry (IP-MS), we identified HSPA8 as the 

target protein of DHHC21 and confirmed the DHHC21-HSPA8 interaction using co-

immunoprecipitation (CO-IP) and immunofluorescence (IF) assays. Acyl-PEGyl 

exchange (APE) experiments validated that DHHC21 could catalyze palmitoylation 

modification of HSPA8 at the 574 Cys site, mutation in the palmitoylation modification 

site can shorten the half-life of HSPA8 and reduce the protein content. This study further 
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explored the preferred substrates of DHHC21, showing that Yes and Lck proteins in the 

Src family kinases (SFKs) can promote JEV replication through self-phosphorylation. 

In conclusion, our study demonstrates that palmitoylated IFITM1 inhibits JEV 

replication and enhances blood-brain barrier (BBB) stability. DHHC21 is identified as 

a critical palmitoyltransferase in JEV replication, while ATF3 regulates DHHC21 

expression. The molecular mechanism through which DHHC21 promotes JEV 

replication via target proteins HSPA8 and SFKs is elucidated. These findings shed light 

on the impact of palmitoylation modification on JEV replication, enhance our 

understanding of JEV infection pathogenesis, aid in the search for new drug targets, and 

offer a theoretical basis for related disease treatments. 

Key words: Japanese encephalitis virus (JEV); IFITM1; DHHC21; Palmitoylation; 

Human brain microvascular endothelial cells (hBMEC) 
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缩略语表（Abbreviation） 

英文缩写 英文全称 中文全称及注释 

2-BP 2-Bromohexadecanoic acid 2-溴棕榈酸 

AP Ammonium persulphate 过硫酸铵 

ATF3 Activating transcription factor 3 激活转录因子 3 

BBB Blood brain barrier 血脑屏障 

BSA Bovine albumin 牛血清白蛋白 

℃ Degree celsius 摄氏度 

Cav-1 Caveolin-1 小窝蛋白 1 

CHX Cycloheximide 环己酰亚胺 

CNS Central nervous system 中枢神经系统 

ddH2O Double distilled H2O 双蒸水 

DEPC Diethyl pyrocarbonate 焦碳酸二乙酯 

DHHC palmitoyltransferase 棕榈酰转移酶 

DMEM Dulbecco's modified eagle medium 细胞培养基 

DMSO Dimethyl sulfoxide 二甲基亚砜 

dNTP dNTP 脱氧三磷酸核苷 

EDTA Ethylene diamine tetraacetic Acid 乙二胺四乙酸 

FBS Fetal bovine serum 胎牛血清 

GO Gene ontology 基因本体论 

HBMEC 
Human brain microvascular endothelial 

cells 
人脑微血管内皮细胞 

HRP Horse radish peroxidase 辣根过氧化物酶 
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HSPA8 Heat shock protein family A  member 8 
热休克蛋白家族 A 成

员 8 

IF Immunofluorescence 免疫荧光 

IFITM1 Interferon induced transmembrane protein 干扰素诱导跨膜蛋白 

IFN Interferon 干扰素 

JE Japanese encephalitis 日本乙型脑炎 

JEV Japanese encephalitis virus 日本乙型脑炎病毒 

kD Kilodalton 千道尔顿 

KEGG 
Kyoto encyclopedia of Genes and 

genomes 

京都基因与基因组百

科全书 

KOG Cluster of orthologous groups of proteins 蛋白相邻类的聚簇 

mol/L Mole per liter 摩尔每升 

MOI Multiplicity of infection 感染复数 

mPEG-Mal Methoxypolyethylene glycol maleimide 
甲氧基聚乙二醇-马来

酰亚胺 

PA Palmitic acid 棕榈酸 

PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 聚丙烯酰胺凝胶电泳 

PBS Phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液 

PCR Polymerase chain reaction 聚合酶链式反应 

PFU Plaque forming unit 蚀斑形成单位 

pH pondus hydrogenii 酸碱度 

PVDF Polyvinylidene difluoride 聚偏二氟乙烯 

RNA Ribonucleic Acid 核糖核酸 

r/min Rotation per minute 转每分钟 
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RT-PCR 
Reverse transcription-polymerase chain 

reaction 

反转录聚合酶链式反

应 

RT-qPCR 
Real-time quantitative polymerase chain 

reaction 
实时荧光定量 PCR 

sec, min, h, 

d 
Second, Minute, Hour, Day 秒，分，小时，天 

SFKs SRC-family kinases Src 家族激酶 

WB Western Bloting 蛋白免疫印迹 

μg, mg, g Microgram, Milligram, Gram 微克，毫克，克 

μL, mL, L Microliter, Milliliter, Liter 微升，毫升，升 

μM Micromolar 微摩尔 

μm Micron 微米 
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第一章文献综述 

1.1 流行性乙型脑炎 

1.1.1 流行性乙型脑炎流行病学特征及危害 

流行性乙型脑炎（Japanese encephalitis, JE）是一种由乙型脑炎病毒

（Japanese encephalitis virus, JEV）引起的病毒性疾病，JEV 于 1935 年首次在日

本分离出来，但早在 1870 年就有描述 ，通常使用 PrM 和 E 蛋白编码基因对 JEV 

进行系统发育分析(Yin et al 2024)。目前已知的 JEV 有五种基因型。JEV 主要通

过蚊子叮咬传播，如亚洲（如三带喙库蚊）和西太平洋部分地区（如环状库蚊）

受感染的库蚊传播(Pearce et al 2018)。该病在亚洲地区广泛流行，2021 年后在澳

大利亚开始出现新发病例及死亡病例报的报告，并在 80 多个猪场检测到 JEV 阳

性(Mackenzie et al 2022)。据 WHO 2019 年报道 JEV 是亚洲国家病毒性脑炎的主

要病因，估计每年有 68000例临床病例，约 13600至 20400人死亡。JEV在东南

亚和西太平洋地区有 24 个国家流行，使 30 多亿人面临感染风险(Mansfield et al 

2017)，每隔 2-15 年就会爆发一次大规模疫情。JEV 等黄病毒的传播与快速全球

化、人口爆炸以及工业化和森林砍伐导致的全球气候条件变化密切相关

(Oliveira et al 2020, Paulraj et al 2022)。 

JEV 主要在猪、涉禽和马等动物中储存和扩增，形成宿主间循环。猪是向

人间传播 JEV 的主要储存宿主和传染源。最近有证据证明 JEV 可以在缺少蚊虫

媒介的情况下在猪之间传播。猪在口鼻分泌物中脱落病毒，极易通过口鼻感染

其他猪只，而且通过针头、接触也可以感染。感染的临床症状、病毒趋性和中

枢神经系统组织学病变与自然感染相似。同时研究表明，在高水平的中和抗体

存在的情况下，JEV 仍可在猪的扁桃体中存活至少 25 天(Ricklin et al 2016, Park 

et al 2022)。在我国除了青藏地区之外，其他地区均存在 JEV 传播风险。每年的

5 至 10 月是主要传播季节，发病高峰通常在 7 至 9 月与当地的雨季重合。由于

JE 的严重危害，预防和控制该疾病的重要性不容忽视(Zhang et al 2019) (Fang et 

al 2021)。 
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图 1-1 流行性乙型脑炎的流行范围(Mackenzie et al 2022) 

Fig. 1-1 Epidemic range of Japanese encephalitis(Mackenzie et al 2022) 

1.1.2 流行性乙型脑炎的症状，诊断及治疗 

JEV 易感人群广泛，但多数感染者表现出轻微或无症状，只有少数人会发

展成典型的乙型脑炎症状。JE 常见症状包括突发高烧、寒战、头痛、肌痛、精

神错乱、抽搐、恶心、呕吐、嗜睡等。据统计，JEV 感染发展为脑炎后，病死

率为 20%-30%。在幸存者中，约有 30%-50% 的人有长期的神经系统后遗症，并

伴有智力或身体残疾(Joe et al 2022)。 

JE 患者会出现急性脑病综合征症状，而该综合征的潜在病因众多，难以诊

断。因此，实验室确诊对准确诊断 JE 至关重要，但由于病毒血症极低，诊断过

程较为困难。JE 的实验室诊断通常是通过检测血清或脑脊液（Cerebrospinal 

fluid, CSF）的病毒的特异性 IgM 抗体(Vannice et al 2021)。JE 病毒 IgM 抗体通常

可在发病后 3d-8d 检测到， IgM 捕获酶联免疫吸附试验一直是检测 JE 最广泛使
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用的诊断方法，发病后 10 d 内采集的血清可能检测不到 IgM，因此应在恢复期

样本中重复检测。对于有 JE 病毒 IgM 抗体的患者，应进行中和抗体确证试验。

在死亡病例中，核酸扩增、组织病理学免疫组化和尸检组织病毒培养是有效且

准确的方法(Sahu et al 2022)。目前还没有针对 JE 特定的治疗方案，通常是支持

性治疗为主，也很少有随机临床试验测试了 JE 的治疗方法(Turtle and Solomon 

2018)。 

1.1.3 流行性乙型脑炎病毒的致病机理 

JEV 从神经入侵，引起神经炎症，介导神经细胞损伤，其致病机制十分复

杂，至今尚未完全阐明。人被携带 JEV 的蚊子叮咬后，病毒首先感染叮咬部位

的皮肤免疫系统细胞如肥大细胞、角质形成细胞和朗格汉斯细胞等，之后迁移

至局部淋巴结增殖，引起原发性无症状病毒血症，通过循环系统扩散到身体其

他实质性器官中(Wang et al 2017)。与猪不同的是，由于人的病毒血症窗口期短

和病毒载量低不足以感染蚊媒，因此人不会成为 JEV 的中间宿主，也就不会发

生人际传播(Zhang et al 2020c)。 

据估计，0.1%-1%的 JEV 感染最终会导致脑炎。JEV 感染中枢神经系统

（Central nervous system, CNS）诱发神经炎症和神经细胞损伤，需要通过血脑

屏障（Blood brain barrier, BBB）。脑微血管内皮细胞（Brain microvascular 

endothelial cells, BMEC）、神经血管单元和细胞外基质组成的 BBB，通过调免疫

细胞和生物分子从血液到 CNS的运输来维持大脑内环境的稳态。其中 BMEC被

认为是维持 BBB 结构和功能完整性的关键细胞。神经血管细胞之间的相互作用

对于紧密连接和调节 BBB 的完整性也非常重要。JEV 穿过 BBB 进入中枢神经

系统的机制有四种可能的途径：（1）直接途径：病毒在 BMEC 内增殖，然后病

毒颗粒通过基底侧膜释放或直接被动运输穿过进入 CNS；（2） 特洛伊木马途径：

携带 JEV 的免疫细胞在外周与 CNS 之间穿行造成 CNS 感染；（3）神经轴突运

输：JEV 感染外周神经元沿运动神经纤维或嗅觉和视觉神经元进入 CNS；（4）

BBB 破坏后，屏障保护功能丧失，大量病毒直接渗漏进入 CNS (Ashraf et al 

2021)。 
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JEV 进入中枢神经系统后，会感染胶质细胞和神经元细胞，小胶质细胞和

星形胶质被激活后，释放大量炎症细胞因子和趋化因子，列如 IL-6、TNF-α、

IFN-γ、IL-1β、IL-10、IL-4 和 MMP2/3/9 等(Chhatbar and Prinz 2021)。这些细胞

因子不仅会破坏血脑屏障，还会诱导大量炎症细胞渗入血管周围。进一步形放

大炎症反应，最后造成神经细胞损伤和死亡(Filgueira and Lannes 2019)。研究表

明，死亡患者 CSF 中炎症因子 TNF-α、IL-6 和 IL-8 和血浆中的趋化因子 

RANTES 均高于幸存者(Winter et al 2004)。此外 CSF 中的炎症因子浓度越高，

JE 患者的预后越差。2018 年夏季，在宁夏北部的 JEV 感染疫情，并出现了吉兰

-巴雷综合征病例群。对 40 名患者的血清样本进行的分析中，有 30% 的患者出

现了抗糖类自身免疫反应（主要是神经节苷脂 GM1、GM2、GD1a 和 GD1b）。

因此，提示 JEV 持续发展到后期可能会产生自身抗体，从而损害周围神经，增

加致残风险(Xiang et al 2014, Wang et al 2020)。 

 

图 1-2 流行性乙型脑炎发病机制概述 (Miao et al 2021) 

Fig. 1-2 Overview of the pathogenesis of Japanese Encephalitis (Miao et al 2021) 
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1.1.4 流行性乙型脑炎疫苗及预防  

由于目前尚无特效药物治疗，预防是控制 JE 最有效的方法。根据乙脑的传

播方式，主要通用的控制方式有 2 种（1）做好防蚊、灭蚊，避免蚊虫叮咬，降

低感染风险；（2）接种疫苗，其中猪和人为重点免疫对象，人类免疫接种是对

JE 长期保护的首选方法。现在全球有两类疫苗：（1）小鼠脑源和细胞培养源的

灭活疫苗；(2) 细胞培养源和基因工程减毒活疫苗。其中在我国最广泛使用的疫

苗是细胞培养的减毒活疫苗，由强毒株 SA-14，通过传代致弱的，自疫苗获批

上市，在中国已经生产了超过 3 亿剂(Barzon and Palù 2018)。由于，减毒疫苗在

理论上仍有可能通过重组恢复毒力，使得 SA14-14-2 株减毒活疫苗在全球范围

内推广中受到限制。此外，灭活疫苗也能够产生良好的免疫效果(Hu and Lee 

2021, Vannice et al 2021)。尽管接种疫苗能够减少病例，但由于其人畜共患病的

特性以及病毒的环境传播，根除这种疾病充满严峻挑战。预防措施仍然是最有

效的方法，对于这种毁灭性疾病，开发新的治疗方法和持续的疫苗接种计划都

是至关重要的。 

1.1.5 流行性乙型脑炎病毒复制周期 

JEV 与宿主细胞的结合分为两个阶段：最初，JEV 包膜糖蛋白 E 中含有正

电荷的氨基酸和宿主细胞表面的硫酸肝素氨基糖（负电荷）之间通过非特异性

的静电相互作用，病毒在宿主细胞表面集中。随后，诱导病毒与宿主细胞表面

的受体相互作用。多种细胞受体均可以介导 JEV 与细胞的吸附，如 HSP70、

CLEC5A、TIM/TAM 磷脂酰丝氨酸受体、GRP78、D2 受体和 αvβ3（整合素家

族的一种糖蛋白）等受体可协助 JEV 通过内吞作用进入宿主细胞(Adetunji et al 

2021)。病毒与内吞受体相互作用后，可通过网格蛋白或小窝蛋白介导的内化进

入宿主细胞。由于内体内部酸化， E 蛋白发生寡聚化，促进内体膜与病毒膜融

合，释放病毒基因组进入细胞(Yun and Lee 2018)。病毒 RNA 进入宿主细胞后，

会被转运到宿主的 ER 膜上进行复制和翻译。通过复制翻译后多聚蛋白被病毒

和宿主蛋白酶裂解为 3 个 结构蛋白和 7 个非结构（Non-structural, NS）蛋白。

NS 蛋白参与病毒复制，其中 NS1、NS2A、NS2B、NS4A 和 NS4B 参与重塑 ER 
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以形成复制工厂，NS3 参与解螺旋，NS5 参与 JEV 基因组 RNA 的聚合。NS2A 

与新合成的 RNA 相互作用，并从复制复合体转移到组装复合体。结构蛋白 在

病毒颗粒的组装过程中起着至关重要的作用，新合成的 RNA 在此与囊膜蛋白相

互作用并进行封装，PrM固定并稳定外包膜中的 E蛋白。但这些蛋白在 ER膜上

的排列还不清楚，需要进一步研究(Kumar et al 2022)。 

 

图 1-3 黄病毒的复制周期(Pierson and Diamond 2020) 

Figure 1-3 Replication cycle of flavivirus (Pierson and Diamond 2020) 

1.1.6 热休克蛋白家族在流行性乙型脑炎病毒复制中的作用 

在病毒复制周期中，蛋白-蛋白相互作用发挥至关重要的作用。HSP70 家族

由一些高度保守的蛋白组成，如 HSP70、HSC70、GRP75 和 GRP78。HSP70 家

族成员主要作为细胞质伴侣发挥作用，存在于多种细胞中，包括肿瘤细胞、神

经干细胞、表皮细胞(Rosenzweig et al 2019) (Vostakolaei et al 2021)。位于细胞表
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面的 HSPs 可作为病毒受体介导多种病毒感染，如轮状病毒、人类冠状病毒、人

类 T 淋巴细胞病毒 I 型、柯萨奇病毒 A9 和 登革病毒（Dengue virus, DENV）等

(Li et al 2020, Lubkowska et al 2021, Han et al 2023)。研究表明 HSP 家族蛋白，参

与了 JEV 生命周期中从受体结合、进入到复制的多个步骤，突显了它在病毒感

染中的重要作用。在小鼠神经母细胞瘤（Neuro2a）细胞和纯化的 JEV-E 蛋白进

行 "病毒覆盖蛋白结合测定"，发现  HSP70 与 JEV-E 蛋白互作，并定位于 

Neuro2a 细胞表面。抗 HSP70 多克隆抗体能够阻止 JEV 进入 Neuro2a 细胞。推

测 HSP70 可能是 JEV 的假定受体(Das et al 2009)。JEV 感染 Huh7 细胞，HSP70

迁移到脂筏结构，脂筏通过将 JEV 和 HSP70 聚集到富含胆固醇的微域中来促进

病毒的进入 (Zhu et al 2012a)。HSP70 作为伴侣蛋白可能参与了 JEV-E 蛋白在膜

融合过程中的构象变化(Mandl et al 2000)。脂质筏也可通过重组和聚集 HSP70 促

进信号转导，因为 HSP70 也是信号转导蛋白的伴侣，在反复应激期间调节级联

信号。在 JEV 感染的早期阶段，HSC70 在 mRNA 和蛋白质水平上都出现了上调

PI3K /Akt 信号通路的激活需要 HSP70 被招募到脂筏中(Wang et al 2011)。HSC70 

高度参与了凝集素介导的内吞作用，JEV 通过与受体相互作用，包裹在凝集素

覆盖的小泡（Clathrin coated vesicles, CCVs）中，通过内吞作用进入宿主细胞。

在病毒感染的后期，需要在酸性条件下脱去 CCVs。敲除 HSC70 导致细胞中酸

化囊泡的数量减少，内化的 JEV 颗粒可能被保留在 CCVs 内进而影响 JEV 的复

制(Newmyer and Schmid 2001, Chuang et al 2015)。据观察，在 JEV 感染过程中，

细胞质中的 HSP70 部分存在病毒复制工厂与病毒复制酶复合物的成分真核延伸

因子 1-α 和 Ras 相关核蛋白以及病毒成分包括 NS3、NS5 和病毒 dsRNA 互作，

HSP70 能增强 JEV 复制酶复合物中病毒蛋白的稳定性(Hung et al 2011) 。GRP78 

是一种与重组 JEV 包膜蛋白结构域 III 相互作用的蛋白质，GRP78 参与了 JEV- 

E 蛋白的正确折叠和病毒包装。GRP78 还可能参与了 JEV 复制所需的蛋白质的

折叠(Nain et al 2017)。其他热休克蛋白家族成员也参与 JEV 的复制过程， 

HSP40/DnaJ 同源物 Hdj2 与编码病毒 RNA 复制酶的 NS5 一起相互作用。在 JEV

感染细胞中过表达Hdj2会导致病毒RNA合成增加，病毒滴度升高约 4.5-10倍。

用 siRNA 敲除 Hdj2 能显著减少病毒的产生(Cao et al 2019b)。 
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图 1-4 热休克蛋白参与 JEV 不同的复制过程 (Taguwa et al 2015) 

Fig.1-4 Heat shock proteins are involved in different replication processes of JEV 

 (Taguwa et al 2015) 

1.2 棕榈酰化修饰 

1.2.1 棕榈酰化修饰概述 

翻译后修饰（Post translational modifications, PTMs）是指蛋白质在生物合

成后的氨基酸侧链修饰。有 400 多种不同类型的 PTMs 会影响蛋白质功能

(Barber and Rinehart 2018, Ramazi and Zahiri 2021)。PTMs 一般发生在氨基酸的

R 基侧链上，改变氨基酸和蛋白质的化学性质。PTMs 影响蛋白质的多种功能和

特性，蛋白质与其他生物组分相互作用、蛋白质的降解速度、溶解度、构象改

变以及亚细胞定位等(Ye et al 2022, Suskiewicz 2024)。PTMs 发生在多种细胞器

中，这些修饰是调节各种细胞生物学过程的重要分子调控机制(Müller 2018)，

同时对蛋白质的结构和功能有重大影响。PTMs 根据修饰基团的大小/化学性质
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可以分为以下四类， 蛋白质修饰、碳水化合物分子修饰、脂质分子修饰以及小

分子修饰（图 1-5）。  

 

图 1-5 翻译后修饰的类型 (Kumar et al 2021) 

Fig.1-5 Types of post-translational modifications (Kumar et al 2021) 

蛋白质脂化大致可分为两类：组成型脂化，其中的脂质作为蛋白质合成或

成熟的一个组成部分；动态脂化，其中的脂质在成熟蛋白质中动态添加或移除。

蛋白质脂化在信号传导、蛋白质稳定性、细胞死亡、代谢和蛋白质运输起关键

作用（图 1-6）。脂质从生物合成前体向蛋白质的转移显著增加了蛋白质在脂化

位点的疏水性。蛋白质脂化对细胞功能的影响是通过调节蛋白质-膜相互作用、

蛋白质-蛋白质相互作用以及蛋白质稳定性和酶活性来实现的。添加到蛋白质中

的脂质部分可以是脂肪酰基或聚异戊烯基，修饰通常发生在氨基酸的 R 基上，

这些 R 基含有硫、氮和氧等元素，例如半胱氨酸（Cysteine, Cys）、丝氨酸和赖

氨酸。蛋白质棕榈酰化是一种常见的脂质修饰方式，通过将棕榈酰基与底物蛋

白质上的一个或多个半胱氨酸硫醇反应形成硫酯键。这种修饰具有可逆性，而

且能够快速调节许多细胞蛋白的功能(Li et al 2021, Suskiewicz 2024)。 
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图 1-6 蛋白质脂酰化修饰类型(Jiang et al 2018) 

Fig.1-6 Types of protein lipid acylation modifications (Jiang et al 2018) 

1.2.2 棕榈酰化修饰过程 

棕榈酰化是一种可逆的动态修饰(Bijlmakers and Marsh 2003)，首先，在细

胞质中，PA 和辅酶 A（Coenzyme A, CoA）结合后活化生成棕榈酰-CoA，然后

棕榈酰转移酶（Palmitoyltransferase, PATs）将棕榈酰基团转移到蛋白质 R基的 C

ys 硫原子上。 (Kodakandla et al 2024)。棕榈酰基团的去除则由一系列酶催化去

棕榈酰化，细胞硫醇交换去棕榈酰化酶的总数尚不清楚(Lin and Conibear 2015)。

酰基蛋白硫酯酶（acyl-protein thioesterases, APTs）属于代谢丝氨酸水解酶超家

族，其特点是存在一个用于底物水解的丝氨酸活性位点，该丝氨酸参与肽、蛋

白质或脂类中酰胺、酯或硫酯键的裂解。最初被认定为溶血磷脂酶，但越来越

多的证据表明 APT1 和 APT2 是介导多种细胞底物去棕榈酰化的主要 APTs (Kath

ayat and Dickinson 2019)。最近 α-β 水解酶折叠蛋白家族（ABHD）的部分成员

被证实具有脱棕榈酰化基团的能力，包括 ABHD7 与层粘连蛋白 A 之间的相互

作用促进层粘连蛋白 A 在 Cys 522、588 和 591 残基上去棕榈酰化 (Shen et al 202

4)；ABHD10 可调节 PRDX5 亲核活性位点残基的棕榈酰化状态，这提供了 AB
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HD10 介导的 PRDX5 S-脱棕榈酰化与其抗氧化能力之间直接的机制联系。(Cao 

et al 2019a) 。ABHD16A 能催化 IFITM 3 蛋白 S-棕榈酰化的去棕榈酰化反应，从

而降低其对 RNA 病毒的抗病毒活性(Shi et al 2022)。其中研究最多的为 ABHD1

7A/B/C，能使 N-Ras 去棕榈酰化并促进其重新定位到内膜(Remsberg et al 2021)。

这些酶在细胞内的不同位置发挥作用，其中 APT1 分布于高尔基体、线粒体和

质膜，APT2分布于细胞质和高尔基体，PPT1/2分布于溶酶体，分布于细胞膜和

线粒体。为了方便起见，这些去棕榈酰化酶被统称为 APTs。 

 

图 1-7 蛋白质棕榈酰化修饰过程 (Cai et al 2023) 

Fig. 1-7 The process of protein palmitoylation(Cai et al 2023) 

1.2.3 蛋白质酰基转移酶家族  

棕榈酰化在生物系统中扮演着关键的角色，参与调节细胞信号传导、膜蛋

白的定位和功能，以及细胞生命周期的调控。蛋白棕榈酰化主要由含锌指结构

（DHHC）的棕榈酰 PATs 家族催化。最早发现的棕榈酰转移酶是酿酒酵母的 Er

f2p 和 Erf4p，它们被认定为 Ras 蛋白酰基转移酶。至今，已有 23 个人类 DHHC

 蛋白被鉴定或预测。蛋白质 PATs 含有 Zn2+ 结合域和保守的 "Asp-His-His-Cys"

（DHHC）基团，该结构域直接参与棕榈酰转移反应。DHHC 富 Cys 结构域是

一个高度保守的结构域，可在多种真核蛋白质中找到，被认为是 DHHC 类酶的

主要特征。该结构域包含一个 Cys-His 区域，可概括为 CX2CX9HCX2CX2CH4



华中农业大学 2024 届博士研究生学位（毕业）论文 

12 

 

DHHCCX5X4NX3FX4。研究发现，DHHC 盒突变会使 DHHC 蛋白的失去 PATs 

活性，除了 DHHC 结构域外， DHHCs 还含有四个或更多跨膜结构域(Ohno et al

 2012)。 

 

图 1-8 人类 DHHCs 的系统发育分析(Malgapo and Linder 2021) 

Fig. 1-8 Phylogenetic analysis of human DHHCs(Malgapo and Linder 2021) 

1.2.4 蛋白质棕榈酰化修饰鉴定方法 

棕榈酰化在生命活动的调控中发挥着关键作用，这一点已得到公认，但检

测蛋白质棕榈酰化的技术难题极大地阻碍了这一领域的进一步研究。相关的检

测方法主要是基于“以标记棕榈酸酯为中心”和 “以标记 Cys 为中心”两种思

路进行开发。 

1）用放射性 PA 进行代谢标记 

蛋白质棕榈酰化的经典方法是使用放射性同位素标记的PA（如 3H、14C 和 

125I- PA）对发生棕榈酰化修饰的蛋白进行代谢标记，然后对所选蛋白质进行免

疫沉淀，并通过自显影法检测结合的脂肪酸，但是灵敏度低是该技术最明显的

缺点，而且需要较长的曝光时间和使用放射性物质(Tsai et al 2014, Antoniewicz 

2018, Barreca et al 2023)。 

2）用 PA 的非放射性衍生物进行代谢标记 
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基于生物正交化学研发的 PA 探针，如 17-十八碳炔酸（17ODYA）或 alk-

16，提高了检测棕榈酰化修饰蛋白的灵敏度。该技术结合点击化学可以对蛋白

进行可视化标记。另外通过生物素-链霉亲和素的特异相互作用，对全局棕榈酰

化蛋白质进行质谱和蛋白质组学分析。结合邻近连接技术，通过免疫荧光确定

棕榈酰化蛋白的亚细胞定位。(Martin and Cravatt 2009, Martin 2013)。基于点击

化学的检测方虽然可以提高棕榈酰化修饰蛋白的检测特异性，但需要引入带有

特定化学团的氨基酸或其他分子标记到蛋白质中，这些标记可以用于检测新合

成的蛋白质。对于已经存在且未经修改的蛋白质，点击化学方法可能无法有效

地标记和检测。虽然 17ODYA 或 alk-16 优先用掺入蛋白质的棕榈酰化，但它也

能以较低的效率加入蛋白质的 N-肉豆蔻酰化位点。此外，那些带有糖基磷脂酰

肌醇（GPI）锚的蛋白质也可以用 PA 类似物标记此外，而且 PA 类似物中引入

的炔基通常具有副作用，可能会干扰整体代谢状态。(Sobocińska et al 2018, 

Karthigeyan et al 2021)。 

 

图 1-9 使用 17-ODYA 代谢标记的动态棕榈酰化实验示意图(Sobocińska et al 2017) 

Fig. 1-9 Schematic of a dynamic palmitoylation assay using metabolic labeling with 17-

ODYA (Sobocińska et al 2017) 

3）酰基生物素交换 

酰基生物素交换（Acyl biotinyl exchange ，ABE）法是通过硫酯键棕榈酸酯

与生物素的衍生物进行体外交换(Edmonds et al 2017)。其中涉及以下三个主要

步骤： （1）通过烷基化（通常使用 N-乙基马来酰亚胺）阻断蛋白质中的所有

的 Cys，保护 Cys 不被后续反应影响，从而确保后续实验中的特异性；（2） 使
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用中性羟胺溶液裂解棕榈酰化中的硫酯键，打开棕榈酰化修饰的硫酯键，释放

出硫原子位点，为后续的分析和检测做准备；（3） 使用巯基反应性生物素（如

生物素-HPDP）或巯基反应性固相载体，对这些修饰蛋白进行富集和分析。另

外不同质量的 Mal-PEG（5 或 10 kDa）也可用于结合棕榈酰化蛋白质中的 S-酰

基，称为酰基-PEG 交换（Acyl-PEG exchange, APE）。在这种方法中，PEG 与蛋

白偶联会导致蛋白质质量漂移，可通过 SDS-PAGE 和蛋白免疫印迹（ Western 

Blot, WB）观察到，因此它不仅能量化 S-酰基的数量，还能确定每种棕榈酰化

形式和非棕榈酰化形式的相对丰度(Zhou et al 2019, Zhang et al 2020a, Lei et al 

2022)。  

 

图 1-10 酰基-聚乙二醇交换凝胶移位（APEGS）实验示意图(Li et al 2022b) 

Fig. 1-10 Schematic diagram of Acyl-PEGyl exchange gel-shift (APEGS) assay (Li et al 

2022b) 
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1.2.5 棕榈酰化修饰与病毒感染 

许多基于细胞和动物的研究都报道了蛋白质修饰在病毒性传染病中的多重

作用。由于病毒本身不编码棕榈酰酰基转移酶，但它们可以“劫持”宿主的棕

榈酰化机制来促进自身复制(Bakhache et al 2020)。其中研究最广泛的病毒棕榈

酰化蛋白是病毒包膜中的蛋白质，这些包膜蛋白中含有棕榈酰化的糖蛋白和膜

蛋白，如流感病毒的 M2 蛋白、HA 蛋白、NB 蛋白；狂犬病毒和水泡口炎病毒

的 GD蛋白；SARS-CoV-2和 SARS-CoV的 S蛋白；埃博拉病毒和马尔堡病毒的

Gp 蛋白；麻疹病毒和人呼吸道合胞病毒的 F 蛋白及辛德毕斯病毒和森林脑炎病

毒的 E 蛋白等均被证实具有棕榈酰化修饰(Grantham et al 2009, Li et al 2022b)。

这些棕榈酰化的病毒蛋白通过介导与细胞质膜的受体结合，促进病毒膜和细胞

膜的后续融合，增强感染。研究揭示 SARS-CoV-2 的 S 蛋白棕榈酰化在控制膜

融合和病毒感染性中的关键作用。DHHC5 和 GOLGA7 能协同增强 SARS-CoV-

2 S 蛋白的棕榈酰化。更重要的是，通过敲除 DHHC5 或使用蛋白棕榈酰化抑制

剂来减弱 S 蛋白棕榈酰化，可抑制 S 蛋白介导的膜融合和 SARS-CoV-2 假病毒

进入宿主细胞(Sun et al 2021, Wu et al 2021b)。棕榈酰化位点突变导致 SARS-

CoV-2 S 蛋白的膜和脂筏分布没有变化，但该突变导致 S 三聚体形成明显减少。

然而，棕榈酰化如何影响 S 蛋白的三聚体化还不清楚(Li et al 2022a, Ramadan et 

al 2022)。 

棕榈酰化的糖蛋白还参与新形成的病毒颗粒从细胞中释放出去的过程。包

膜病毒在复制过程中从宿主细胞膜上获取脂质双分子层覆盖的病毒。蛋白的棕

榈酰化修饰可促进病毒膜上糖蛋白的迁移，从而促进后代病毒在受感染上皮细

胞上的组装和出芽，如流感病毒的衣壳蛋白在 M2 在两亲性螺旋区域发生棕榈

酰化修饰，提高病毒衣壳蛋白与细胞膜的结合率(Meng et al 2023)。M2 蛋白在棕

榈酰化、胆固醇结合和跨膜片段特性的共同作用下，定位于病毒筏的边缘，改

变膜曲率，从而促进膜裂解和病毒释放(Grantham et al 2009)。 

其他非膜病毒蛋白也可以通过参与病毒工厂的组装和抑制细胞的免疫应答，

如丙型肝炎病毒（Hepatitis C virus, HCV）核心蛋白借助棕榈酰基团内质网膜结
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合，随后结合基因组 RNA 和其他病毒组成蛋白完成病毒组装，此外 HCV NS2 

等非结构性病毒蛋白的棕榈酰化可以增强病毒的感染性(Wu et al 2019)。基孔肯

雅病毒（Chikungunya virus, CHIKV）复制复合物锚定在质膜上。CHIKV 的非结

构蛋白 1 的 C 端 Cys 的棕榈酰化增强了其与脂质双分子层的相互作用，这对于

靶向富含胆固醇的脂质筏和病毒基因组复制至关重要(Bakhache et al 2020)。 

在对感染人类免疫缺陷病毒1型（Human immunodeficiency virus type 1, HIV-

1）的细胞中的蛋白质肉豆蔻酰化和棕榈酰化进行分析时，发现宿主蛋白质酰化

发生了全局性变化，其中 17 种棕榈酰化蛋白质和 7 种肉豆蔻酰化蛋白质在 HIV-

1 感染细胞和未感染细胞之间的丰度存在显著差异(Rousso et al 2000)。换句话说， 

HIV-1 不仅编码在宿主细胞中酰化的蛋白质，而且还改变了宿主蛋白质的棕榈

酰化，以利于它们的复制和出芽(Sengupta et al 2019)。因此，进一步研究这些蛋

白对于更好地了解病毒感染至关重要。基于点击化学的方法在揭示宿主蛋白棕

榈酰化变化方面非常有效，为鉴定新型抗病毒药物靶点提供了新的可能性。 

1.2.6 棕榈酰化修饰与天然免疫 

先天性免疫反应是抵御微生物感染的第一道主动防御线，是宿主生存的进

化反应，依赖于种系编码受体，也称为模式识别受体（PRR）(Li and Wu 2021)。

溶酶体和细胞膜是检测病原体相关分子模式的两个主要场所(Hatinguais et al 202

0)。先天性免疫反应是由不同的先天性免疫传感器启动的：内体定位的跨膜 Tol

l 样受体、C 型凝集素受体、和位于内质网的干扰素基因刺激器（Stimulator of i

nterferon genes, STING）和细胞膜核苷酸结合寡聚结构域样受体。这些作为 DN

A 和 RNA 传感器可确保对低水平刺激做出快速免疫反应。基于点击化学和 ABE

 方法的应用及蛋白质棕榈酰化的大规模分析中的应用，极大地促进了对参与先

天性免疫反应的宿主受体和信号蛋白棕榈酰化作用的理解。 

已经表明多个 DHHCs 均可以增加 STING 两个膜近端 Cys 残基（Cys 88 和

91）棕榈酰化，虽然棕榈酰化修饰不影响 STING 的转运，但在 STING的跨高尔

基网络中的集群聚类需要其棕榈酰化和由胆固醇定义的高尔基脂质秩序，这对

于下游 IRF3 和 TBK1 的招募和激活至关重要(Mukai et al 2016, Kemmoku et al 
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2024)。核苷酸寡聚化结构域样受体 1 和 2（Nucleotide binding oligomerization 

domain，NOD1/2）这两种负责检测细菌产物的蛋白质需要棕榈酰化修饰才能被

招募到细胞膜上并发挥作用。NOD1/2 被 DHHC5 在多个 Cys 残基上（NOD1 上

的 Cys 558、567 和 592）催化棕榈酰化修饰，NOD1/2 棕榈酰化缺陷会破坏 

NOD1/2 被招募到含细菌的吞噬体，不能激活 NF-kB 信号的以及有效地启动下

游信号传导(Lu et al 2019)。Toll 样受体（Toll like receptors, TLR）家族也存在棕

榈酰化修饰。TLR2 的棕榈酰化位点位于其跨膜结构域下端的 Cys 609 位上。这

种修饰存在于未受刺激的细胞中，并与 TLR2 细胞表面定位的上调有关。

Cys609 的突变削弱了该受体诱导促炎症信号传导的能力(Chesarino et al 2014a)。

TLR9 在 C258 和 C265 处发生棕榈酰化，棕榈酰化循环开始于 DHHC3 在高尔基

体中对 TLR9 进行棕榈酰化，在溶酶体，PPT1 在此对 TLR9 进行去棕榈酰化。

TLR9 的棕榈酰化循环直接调节其与配体的结合(Ni et al 2024)。TLR 信号的适配

蛋白 MYD88 也受棕榈酰化的调控，DHHC6 负责 MYD88 的 Cys 113 和 Cys 274 

位点上的棕榈酰化。Cys113 棕榈酰化修饰对 MYD88 与 IRAK4 的相互作用非常

重要，IRAK4是一种丝氨酸/苏氨酸激酶，对来自 TLR的先天性免疫反应信号非

常重要(Kim et al 2019)。 

 

图 1-11 蛋白质棕榈酰化修饰参与调节天然免疫途径(Cai et al 2023) 

Fig. 1-11 Protein palmitoylation modification is involved in the regulation of innate immune 

pathways(Cai et al 2023) 
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1.3 永生化的脑微血管内皮细胞 

BBB 是一个动态的复杂系统，负责通过调节营养物质、免疫细胞转运以及

毒素和病原体等物质的进入来维持大脑的平衡(Wu et al 2023)。构成人脑约 600 

千米毛细血管的 BMEC 在血管系统与脑内神经元、胶质细胞和壁细胞之间传递

生化和生物力学等信号(Smyth et al 2024)。与外周内皮细胞相比，BMEC 具有独

特的特性，BMECs 的主要特征包括：高跨内皮屏障电阻（Trans epithelial 

electrical resistance, TEER）（TEER > 1000 Ω cm2）、低通透性、表达紧密连接蛋

白如 Claudin-5、ZO1 和 Occluidin 以及葡萄糖转运蛋白 1 型的高表达可将葡萄糖

转运到大脑以满足能量需求。小鼠全身来自不同器官的的内皮细胞种类有 78 种

亚群，其中脑内的血管内皮细胞的异质性更强可分为 9 个亚群(Kalucka et al 

2020)。 

 

图 1-12 血脑屏障示意图(Yang et al 2019) 

Fig. 1-12 Schematic diagram of the Blood-brain barrier (Yang et al 2019) 
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1.4 IFITM1 的功能概述 

IFITM1 是 IFN 信号传导的关键效应物，由一个短的胞浆域、一个跨膜域和

一个较大的胞外域组成，分子量为 16-18 KD (Diamond and Farzan 2013)。

IFITM1 的保守 Cys 残基中含有三个棕榈酰化位点，与蛋白稳定性、细胞膜定位

和多种细胞过程相关(Das and Hang 2023)。IFITM1 蛋白阻隔病毒包膜与细胞膜

的融合过程，限制病毒进入和传播(Sun et al 2020)。棕榈酰化是一种可逆的翻译

后修饰过程，通过将 PA 脂肪酸附着到靶蛋白上的 Cys 残基上。IFITMs 的棕榈

酰化是由一组 PATs 催化的，其中多个 DHHCs 参与棕榈酰化 IFITMs，调节它们

的生物功能(Das and Hang 2023)。研究表明，IFITM1 在抑制西尼罗病毒（West 

Nile Virus, WNV）、DENV、埃博拉病毒和 SARS-CoV-2 的进入和复制，在抗病

毒免疫应答中扮演关键角色(Meischel et al 2021, Prelli Bozzo et al 2021)。此外，

IFITM1 对于功能性血管的形成至关重要，它通过管理紧密连接的组装，在内皮

管腔的发育过程中稳定内皮细胞之间的连接。IFITM1 可以调节 HCV 共受体

CD81 和 Occludin 之间的相互作用，从而阻止 HCV 的进入。 

 

图 1-13 IFITM 蛋白作为抗病毒限制因子发挥作用(Wilkins et al 2013) 

Fig. 1-13 IFITM proteins function as anti-viral restriction factors(Wilkins et al 2013) 
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1.5 DHHC21 的生物学功能  

DHHC21 人体中主要在大脑组织和内皮细胞中高表达，在细胞内与其他大

多数 DHHCs 定位于内质网和高尔基体不同,DHHC21 在质膜和胞内同时表达，

而且这使得 DHHC21 有可能具有更多的调节功能。DHHC21 主要生物学功能包

括介导 Src 家族激酶（Src family kinases, SFKs）的 S-棕榈酰化，启动其自身的

磷酸化与 S-棕榈酰化之间一种新的 PTM-串联关系和调控 T细胞的激活与分化。

DHHC21 的其他重要靶点包括性类固醇受体，如孕酮、雌激素和雄激素受体、

血小板内皮细胞粘附分子 1（PECAM1）、小窝蛋白 1（Caveolin1, CAV1）和 

α1D 肾上腺素受体(Marin et al 2012, Pedram et al 2012, De and Sadhukhan 2018)。

此外已发现 DHHC21 在乳腺癌、淋巴瘤和白血病等多种癌症类型中过度表达，

这表明 DHHC21 是一种促癌蛋白(Sosa et al 2019, Coronel Arrechea et al 2021)。 

 

图 1-14 DHHC21 器官与组织表达特异性及亚细胞定位(Stelzer et al 2016) 

Fig. 1-14 Organ and tissue expression specificity and subcellular localization of 

DHHC21 (Stelzer et al 2016) 

1.5.1 DHHC21 调控内皮细胞炎症 

与其他大多数 DHHCs 不同，DHHC21 在质膜和胞内同时表达，而且

DHHC21 在各个器官的内皮细胞高表达，这使得 DHHC21 有可能具有更多的调
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节功能(Shao et al 2023)。关于 DHHC21 的研究主要集中在内皮细胞相关功能，

DHHC21 通过催化血管 α1-肾上腺素能受体（α1A adrenergic receptor, α1AR）棕

榈酰化调节血管张力。在盲肠结扎和穿刺诱导的脓毒症模型中， DHHC21 通过

促进 α1AR 棕榈酰化及其下游效应物 ERK 的激活引起血管收缩，导致脓毒症损

伤期间肾脏灌注和功能受损(Yang et al 2021)。在全身炎症模型中，炎症增强需

要 PLCβ1 的棕榈酰化和信号活性，DHHC21 作为 PLCβ1 棕榈酰化修饰酶参与了

内皮炎症。DHHC21 功能缺失的小鼠（DHHC21dep/dep）在炎症模型中表现出

血浆渗漏减少、白细胞粘附减少及肺部病理变化改善和明显的抗损伤能力，最

终提高了存活率(Beard et al 2016)。DHHC21 能特异性地催化线粒体腺苷酸激酶

2的棕榈酰化，并进一步激活白血病细胞中的线粒体氧化磷酸化削弱急性髓性白

血病（Acute myeloid leukemia, AML）细胞干性潜能，阻止 AML 的体内生长。

抑制 DHHC21 可延长接种了急性髓细胞白血病细胞系和病人异种移植急性髓细

胞白血病细胞的小鼠的存活时间(Shao et al 2023)。这些研究表明，DHHC21 可

能通过影响特定蛋白质的棕榈酰化来调节炎症信号通路的激活。 

1.5.2 DHHC21 调控 T 细胞活化 

T 细胞活化是一个复杂的过程，对 T 细胞的增殖、调节和正确获得效应功

能至关重要。抗原递呈细胞递呈的肽通过主要组织相容性复合物与 T 细胞受体

（T cell receptor, TCR）连接后，会触发一系列信号传导事件，引发 T 细胞的活

化。这些信号传导事件包括细胞内信号通路的激活，导致细胞增殖、分化和产

生特定的效应功能(Hwang et al 2020)。Cys 残基的可逆棕榈酰化修饰是 T 细胞信

号传导过程中的一种重要调节机制。DHHC21 通过招募蛋白质到 T 细胞受体复

合物后迅速触发由 TCR 诱导的细胞质 Ca2+ 流入，启动随后的信号级联。

DHHC21 是 T 细胞受体信号转导机制的重要组成部分(Akimzhanov and Boehning 

2015)。DHHC21 是一种 Ca2+/钙调蛋白依赖性酶，对激活幼稚 CD4+ T 细胞以应

对 T 细胞受体刺激至关重要。破坏 DHHC21 的 Ca2+/calmodulin 结合域不会影响

胸腺 T 细胞的发育，但会阻止外周 CD4+ T 细胞分化成 Th1、Th2 和 Th17 效应 

T 辅助细胞以及主要 T 细胞激活标记物的上调显著减少(Bieerkehazhi et al 2022)。
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DHHC21 的 C 端尾部的一个苯丙氨酸残基是经典的 Ca2+/ calmodulin 结合基团中

的第一个苯丙氨酸，该残基的缺失会破坏钙调蛋白与 DHHC21 之间的 Ca2+ 依赖

性相互作用。ER 贮存的钙耗尽会导致质膜上的钙通道被激活，这一过程被称为

储存操作 Ca2+通道（Store-operated Ca2+ entry, SOCE）。储存耗竭时，质膜定位的 

DHHC21 被动态地招募到 Orai1/STIM1 点中，DHHC21 催化 Orai1 和 STIM1 动

态地发生棕榈酰化，这是 SOCE 所必需的。抑制 DHHC21 的表达会抑制 SOCE 

并导致 STIM1/Orai1 S-酰化减少。通过脱毛小鼠模型，我们发现 STIM1 和 Orai1 

S-酰化以及随后的体内 T 细胞信号传导都需要 DHHC21 (Kodakandla et al 2024)。 

棕榈酰化影响 TCR 信号通路中特征明确的成分如 Lck、Fyn、LAT 和 ZAP-

70 的质膜定位和功能(Palacios and Weiss 2004)。DHHC21 对 Lck 和 Fyn 以及 

PLC-γ1 具有底物偏好，而最近已鉴定所有这些蛋白都具有棕榈酰化修饰

(Salmond et al 2009, Katz et al 2017)。同时发现 DHHC21 底物 Lck 的 S-酰化依赖

于 PLC-γ1 介导的 Ca2+从 ER 储存库中释放，而消除 Ca2+信号可阻止激动剂诱导

的 Lck 棕榈酰化。破坏 DHHC21 的 Ca2+/ calmodulin 结合基团并不会影响基础棕

榈酰化水平，但会减弱 TCR 诱导的 DHHC21 蛋白靶标的棕榈酰化水平

(Akimzhanov and Boehning 2015)。此外 DHHC21 的靶蛋白 PLC-γ1 和 Lck 还参与

了由 Fas诱导细胞凋亡和活化 T 细胞死亡的调控(Akimzhanov et al 2010) (Wozniak 

et al 2006)。因此，DHHC21 有可能在调节 TCR 和 Fas 受体信号通路中发挥双重

作用(Yu et al 2004)。 

 

图 1-15 DHHC21 调节 T 细胞激活(Chen et al 2021) 

Fig. 1-15 DHHC21 regulates T cell activation (Chen et al 2021) 
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第二章 目的与意义 

JEV属于人畜共患病病毒，是引起人类病毒性脑炎的一种主要病毒。JEV

可以通过感染 hBMEC 直接进入 CNS 引起炎症，最终导致 BBB 破坏。重症脑

炎患者死亡率高，可留下长期的神经系统后遗症。目前尚无特效治疗药物。

宿主体内多种蛋白质均可进行棕榈酰化修饰，其中包括抗病毒蛋白与促病毒

蛋白。在 JEV 感染过程中是否可以通过改变 hBMEC 的棕榈酰化修饰状态，

从而促进自我复制和进行免疫逃逸，还没有得到详细阐述。 

因此本研究首先研究了 JEV通过抑制抗病毒蛋白 IFITM1的棕榈酰化修饰

进行免疫逃逸，接着探究了关键棕榈酰化转移酶 DHHC21 通过多个靶蛋白促

进 JEV 复制过程来阐明棕榈酰化修饰与 JEV 复制的关系，为我们理解病毒感

染机制提供了重要线索，并有助于发展相关的治疗和预防策略。 
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第三章 材料和方法 

3.1 实验材料 

3.1.1 细胞、病毒、质粒与小鼠 

日本乙型脑炎强毒株 JEV P3 由华中农业大学曹胜波教授实验组赠与，本实

验室扩毒保存。 

A549 人非小细胞肺癌细胞系、BHK-21 仓鼠肾上皮细胞系、293T 人胚肾细

胞系和 hBMEC 人脑脑微血管内皮细胞系由本实验室扩增保存。 

pGL3-DHHC21-Luc 荧光素酶报告系统质粒是通过克隆人基因组中的

DHHC21 的启动子区域，并连接到 pGL3-Luc  骨架上，质粒由实验室保存扩增。 

真核细胞瞬时表达质粒为 pCAGGS-HA、pCAGGS-Flag、pCDNA3.1；真核

细胞慢病毒包装质粒 pLKO.1-shRNA、pHKO-EGFP 均由实验室保存扩增。 

DH5α 菌株和 Stbl3 菌株均购买于易白生物。 

实验所使用的 C57BL/6 小鼠均为 6-8 周龄雌鼠，购于华中农业大学动物中

心，所有验动物均在 SPF 级环境下饲养，并进行实验。 

3.1.2 仪器设备 

实验仪器 品牌 

CO2
 培养箱 日本 SANYO 公司 

MCO-18AIC 生物安全柜 美国 LABCONCO 公司 

荧光倒置显微镜 日本 OLYMPUS 公司 

倒置显微镜 德国 ZEISS 公司 

4 ℃ 药品保存柜 Haier 公司 

-20 ℃ 冰箱 Haier 公司 

-80 ℃ 超低温冰箱 日本 SANYO 公司 

SIM-F140 制冰机 日本 SANYO 公司 

超净工作台 哈尔滨东联公司 

普通 PCR 仪 德国 Biometra 公司 
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3.1.3 实验药品、抗体与试剂盒 

荧光定量 PCR 仪 美国 ABI 公司 

超纯水仪 美国 Millipore-Q 公司 

冷冻离心机 德国 Hettich 公司 

常温离心机 德国 Eppendorf 公司 

FACS Calibur 流式细胞仪 美国 BD 公司 

FV1000 共聚焦显微镜 日本 OLYMPUS 公司 

SIM 超分辨显微镜 日本 Nikon 公司 

RTCA 实时无标记细胞分析仪 美国 ACEA 公司 

Millicell-ERS 电压电阻表 美国  Merck millipore 公司 

试剂名称 品牌 

0.22 μm PVDF 膜 Sigma-Aldrich 

2×Universal SYBR Green Fast qPCR Mix Abclonal 

2 ×MultiF Seamless Assembly Mix Abclonal 

Anti-Flag magnetic beads  Bimake 

BCA 蛋白定量试剂盒 碧云天 

BeyoZonase™超级核酸酶 碧云天 

CCK8 翌圣 

DMEM Cytiva 

DNA Marker Abclonal 

ECL 化学发光底物试剂盒 雅酶生物 

First strand cDNA 反转录试剂盒 Abclonal 

Flag-tag 抗体 Proteintech 

Goat anti-Mouse IgG, Alexa Fluor 488 Thermo Fisher Scientific 

Goat anti-Rabbit IgG, Alexa Fluor 555 Thermo Fisher Scientific 

Gsk2606414 Selleck 

HA-tag 抗体 Proteintech 

HighGene transfection reagent Abclonal 

HRP goat-anti-mouse IgG 博奥龙 

HRP goat-anti-rabbit IgG 博奥龙 

JEV-E 单克隆抗体 实验室留存 
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3.1.4 试剂的配制 

DMEM 基础培养基：DMEM 粉末一瓶，称取 NaHCO3 3.7 g，加入 800 mL 

ddH2O，充分搅拌至完全溶解后，用 1 mol/L HCl 调 pH 值至 7.0-7.2，定容至

1000 mL，0.22 μm 滤膜过滤除菌，置于 4 ℃ 冰箱保存。 

hBMEC细胞培养基：在 RPMI 1640培养基中添加 L-谷氨酰胺溶液（终浓度

为 2 mM）、丙酮酸钠溶液（终浓度为 1 mM）、MEM animo acid solution 50×溶

液（按体积比 1:50 添加）、MEM non-animo acid solution 100×溶液（按体积比 

1:100 添加）、MEM vitamin solution 100×溶液（按体积比 1:100 添加）、1%双抗

和热灭活的 FBS（终浓度为 10%）。 

细胞生长液：在 DMEM 基础培养基中加入 10%的胎牛血清、100 U/mL 青

霉素、100 μg/mL 链霉素，置于 4 ℃ 冰箱保存。 

细胞维持液：在 DMEM 基础培养基中加入 2%的胎牛血清、100 U/mL 青霉

素、100 μg/mL 链霉素，置于 4 ℃ 冰箱保存。 

胰酶：称取 EDTA 0.20 g、NaCl 8.00 g、KCl 0.20 g、NaH2PO4 0.06 g、

NaHCO3 1.00 g、五水柠檬酸钠 1.12 g、葡萄糖 1.00 g、胰酶粉 2.50 g，加入 800 

mL ddH2O 搅拌溶解后，定容至 l000 mL，-20 ℃ 保存备用。 

细胞冻存液：FBS 9 mL，DMSO 1 mL，现用现配，注意放热。 

TNF-α Proteintech 

甲基纤维素 Sigma-Aldrich 

2-Bromopalmitate Sigma-Aldrich 

PMA eBioscience 

FITC-Dextran Sigma-Aldrich 

pSFK 单克隆抗体 艾比玛特 

MPEG-MAL 芃硕生物 

RIAP 裂解液 碧云天 

T4 DNA 连接酶 New England Biolabs 

Dual Luciferase Reporter Assay Kit 诺唯赞 

蛋白分子量 Marker Abclonal 

蛋白酶抑制剂 Sigma-Aldrich 

限制性内切酶 Thermo Fisher Scientific 
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磷酸缓冲盐溶液（PBS）：称 NaCl 8.0 g、KCl 0.2 g、Na2HPO4 1.42 g、

KH2PO40.27 g，加入 800 mL ddH2O 搅拌溶解后，调 pH 到 7.2，ddH2O 定容至

1000 mL，高压灭菌后室温保存备用。 

 蛋白酶抑制剂：将一片cocktail 药片溶于50 mL 细胞裂解液中配成工作液，

溶解后分装，-20 ℃ 保存。 

空斑固定液：固定液 A，称取 4 g 羧甲基纤维素钠于100 mL ddH2O 中，搅

拌溶解后于高压灭菌锅内 121 ℃，20 min。固定液B，2×DMEM，将固定液A 

和固定液B 按1:1 的比例混合，置 4 ℃ 冰箱保存。 

结晶紫染色液：取 0.34 g 粉剂加到 15 mL 无水酒精中，溶解后再用蒸馏水

定溶到100 mL。 

细胞裂解液：罗氏蛋白酶抑制剂 1 片加入 50 mL RIPA buffer，充分混匀，

置于 4 ℃ 保存备用。 

10% AP：称取 0.2 g 的 AP 溶于2 mL ddH2O 中，置于 4 ℃ 冰箱保存备用。 

5×Tris-甘氨酸电泳缓冲液：称取 Tris-Base 15.1 g，甘氨酸 94.0 g，SDS 5.0 

g，溶于 800 mL ddH2O 中，搅拌溶解后，定容至1000 mL，室温保存备用。 

10×TBS 缓冲液：称取 Tris 24.2 g，NaCl 80.0 g，溶于 1000 mL ddH2O 中，

用1 mol/L HCl 调 pH 值至 7.6，置室温保存。 

1×TBST 缓冲液：10×TBS 缓冲液100 mL，Tween-20 1 mL，用蒸馏水定容 

到1000 mL。 

封闭液/抗体稀释液：称取 5 g 脱脂奶粉溶于100 mL 1×TBST 缓冲液中，溶

解后置于 4 ℃ 冰箱保存，一周内使用。 

5% 封闭液：称取 5 g BSA 分别溶解于 100 mL PBS 中，4 ℃ 保存备用。 

10×TEA 缓冲液：三乙醇胺 372.98 mg，NaCl 438.3 mg，50 mL ddH2O，用

1 mol/L HCl 调节 pH 至 7.3，在室温下保存。 

4% SDS TEA 缓冲液：5 mL 10×TEA 缓冲液，2 g SDS，45 mL ddH2O，在

室温下长期保存。 

0.2% Triton X-100 TEA 缓冲液：5 mL 10×TEA 缓冲液，100 μL Triton X-100，

44.9 mL ddH2O，在室温下保存长达 1 年。 
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羟胺（NH2OH）：称取 347.4 mg 羟胺盐酸盐，加入 4 mL 0.2%Triton X-100 

TEA 缓冲液中，用 1 mol/L NaOH 中和至 pH = 7.3，0.2%Triton X-100 TEA 缓冲

液调整至 5 mL。 

N-乙基马来酰亚胺（N-Ethylmaleimide, NEM）：NEM 25.03 mg，加入 200 

μL 无水乙醇，冰上保存，现配现用。 

1.33 mM PEG-MAL 5 kDa：5 kDa PEG-MAL 6.66mg，1 mL 0.2%Triton X-100 

TEA 缓冲液，现配现用。 

200 mM TCEP 溶液：TCEP-HCl 286.6 mg，加入 1 mL ddH2O，用 1mol/L 

NaOH 中和至 pH 7.3，ddH2O 定容至 5 mL。 

LB 液体培养基：酵母提取物 5 g，胰化蛋白胨 10 g，NaCl 10 g，加入 800 

mL ddH2O 搅拌溶解后，用 1mol/L NaOH 调节 pH 至 7.0，定容至 1000 mL ，

121 ℃，20 min 高压灭菌。 

LB 固体培养基：LB 液体培养基 1000 mL，琼脂粉 15 g，121 ℃，20 min 高

压灭菌后，加入抗生素倒平皿，4 ℃ 保存备用。 

3.2 实验方法 

3.2.1 细胞的复苏 

从液氮罐中分别取出冻存 BHK-21 细胞、A549 细胞、293T 细胞和 hBMEC

细胞的冻存管，立即放入 37 ℃ 水浴锅中，快速摇晃，直至冻存液完全融化。将 

细胞悬液分别移入无菌的 15 mL 离心管中，缓慢加入 9 mL 培养液，混匀后于 

1000 r/min 离心 5 min。弃上清，用含 10% FBS 的培养液培养细胞，调整细胞浓

度，移入 37 ℃，5% CO2 培养箱中培养。 

3.2.2 JEV P3 株的扩增与毒价测定 

3.2.2.1 乳鼠脑内扩增 JEV P3 株 

1) 购买孕鼠（昆明鼠）5 只； 

2) 用无血清的 DMEM 将 JEV P3 株进行 10 倍倍比稀释到 100 倍（5 窝乳鼠大

概需要 900 μL），并将微量注射器消毒备用； 
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3) 用酒精棉球轻轻擦拭乳鼠颅脑皮肤； 

4) 微量注射器吸取 15 μL 已稀释的病毒液，经脑部顶端三角区插入约 2-3 mm 

注射（注射时一定要戴手套，防止小鼠沾上异味）； 

5) 用酒精棉球擦拭注射部位后，将小鼠放回鼠笼中； 

6) 注射完成之后每天观察小鼠症状两次； 

7) 三天后当小鼠出现运动失调，四肢抽搐等症状时处死小鼠，取脑组织，每

个鼠脑用 1 mL DMEM 进行匀浆化。研磨后将匀浆液冻于 -80 ℃，24 h 后解

冻； 

8) 匀浆液解冻后于 8,500 r/min 离心 45 min，去除沉淀后再用 8,500 r/min 离心 

15 min，将上清分装在 500 μL EP 管内，每管 100 μL，于 -80 ℃ 贮存。 

3.2.2.2 JEV P3 株毒价的测定 

采用空斑实验对 JEV P3 株进行毒价滴定，具体步骤如下： 

1) 将 BHK-21 细胞接种于 12 孔板内，每孔接种 1-2×105 个，均匀接种； 

2) 置于 37 ℃ 培养箱中培养 12-18 h，待细胞长满单层，弃去生长液，用无血 

清 DMEM 洗涤2次； 

3) 用无血清 DMEM 将病毒液进行10 倍倍比稀释，稀释度为10-1-10-7； 

4) 12 孔板中每孔加入 300 μL 病毒稀释液，每个稀释度做两个复孔，置于 

37 ℃ 培养箱中孵育 1-1.5 h； 

5) 将病毒吸附液吸出，每孔加入 2 mL 空斑固定液； 

6) 置于 37 ℃ 培养箱中5 d（5 d 内勿动培养板）； 

7) 5 d 后，向12 孔板中每孔加满 10% 甲醛，室温固定过夜； 

8) 用自来水温和地冲去甲醛固定液和空斑固定液后，每孔加入 500 μL 结晶紫

染色液过夜；自来水冲去染色液，将细胞板倒扣于卫生纸上晾干后，计算

空斑数目。 
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3.2.3 细胞和组织样品 RNA 的提取及处理 

3.2.3.1 细胞和组织 RNA 样品的提取及浓度测定 

1) 将细胞板孔内的上清弃掉； 

2) 加入 1 mL Trizol 将细胞刮下来，转移至无 RNA 酶 1.5 mL EP 管中； 

3) 样品可放入 -80 ℃ 冰箱暂存； 

4) 将细胞和组织样品取出，静置溶解 10 min； 

5) 每管加入 200 μL 氯仿，涡旋振荡 15 sec，冰上静置 10 min； 

6) 4 ℃，12000 r/min 离心 10 min； 

7) 取 400 μL 上清于另一无 RNA 酶  1.5 mL EP 管中； 

8) 加入等体积的异丙醇，混匀，静置 10 min； 

9) 4  ℃，12,000 r/min 离心 10 min； 

10) 小心弃掉上清，加入含 75 %无水乙醇的 DEPC 水，涡旋混匀； 

11) 4 ℃，12,000 r/min 离心 5 min，重复 10）-11）两次； 

12) 弃掉上清，吸净液体，将 EP  管置于超净工作台中静置 5-10 min； 

13) 每管加入 20 μL DEPC 水溶解，用 Nano Drop 检测浓度； 

14) 调整浓度为  50 ng/μL，以备后续使用。 

3.2.3.2 RNA 处理和反转录 

表 3-1 反转录 PCR 体系 

Table 3-1 Reverse transcription PCR reaction system 

将上述反应体系轻轻地搅拌混匀后，按以下温度进行反应。37 ℃ 15 min，50 ℃ 

5 min，98 ℃ 5 min。将得到的 cDNA 置于 -80 ℃ 冰箱保存。 

体系成分 体积（μL） 

5 ×RT Master Mix 4 

RNA template 15 

20× gDNA remover 1 

Total 20 
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3.2.3.3 荧光定量引物及扩增引物 

表 3-2 DHHCs 相关表达谱鉴定引物 

Table 3-2 Identification primers for DHHCS-related expression profiles 

表 3-3 其他相关基因 RT-qPCR 引物 

Table 3-3 RT-qPCR primers for other related genes 

Gene name Sense primer (5’-3’) Antisense primer (5’-3’)  

DHHC1 CAACAAGCCCTCCAACAAGACG GGTCTCAGACGTTCGCACTTTATAC 

DHHC2 CTCCTGCTCGGCTGGTCCTACTACG CCTGGGTTTATGCTGCTCTCCGTCC 

DHHC3 TACCTCCAGCCAGAGAAGTGTGTCC ACATACTGGTACGGGTCTGCCTTCC 

DHHC4 GTTCTTATCTGCGTCTGCTCG GATCTCTTGAAGGTTGCTCCG 

DHHC5 CGGCTGTCACAATGGCAGTAATG GATTGTCGTAACGGACTGGTGAGGG 

DHHC6 AGCCCTTGGTGTTATAGCAATATG TCAGCATCACAGGGACACTTTTC 

DHHC7 ACGTCGAGCATCATCCTCTCCTGGC CCTTTTCTGGGTCTCGTGGGCAGTC 

DHHC8 CAAGGTGCCCTTCTGTGGACCAG AGCGTCATAGACGCCTGAGTCGC 

DHHC9 TGATGGTGGTGAGAAAGAAGGTGA CATCTCTTCGGGAGTGCTGCTGTC 

DHHC11 TGGAGAGCCGTTTTCCGTTGCC GGCTTCCCACGCAGTTGTTGATCC 

DHHC12 ACCGTGCTGACCTGGGGAATCAC CTGCTGCCCTCTTCCTCCTCCTCAG 

DHHC13 AGACCCCACTCTTATTGATGGAGAG TTTGAATGTTGTGGCACAATGACTG 

DHHC14 TGGAGGCTGTGGTGTGCTTCTTC CAGGGCAACACAGCAGTTGGTAAAG 

DHHC15 TGCCAGTGCTCGTTATTGTCCTC GTTGTCATCCTCGTTGTCTTCCCAG 

DHHC16 CGCCTACCTGTGTGTCCTGCCTCTC AGCACCCGAGTAAGCCAGTGCCTTC 

DHHC17 GGTGAACCTCTTGGACGGAAAACT AGGTCTGCTATAAACCCAACCAGCC 

DHHC18 TACCTGGCTCGCAAGCTGACCCTTG GCTTCTGATGGGTGAGGGCAACACG 

DHHC19 GGAGCCCCATCCCCTGCCTCTGG CAGCCTCACCACGCCCCGGGGG 

DHHC20 TTTCACATCTCCCGCTTCCCCCTC TCAGCTCCATTCTCCAGCCACTGAG 

DHHC21 CGGATTCACTTTGTTGTTGACCCAC TTGCCTCTGCCTGAAAGGAATGAAC 

DHHC22 ATGCTGGCCCTGCGGCTGCTC CTACTTATCCTGCTGCTTGGAGCTCTCA 

DHHC23 TGCGAGTACATAGATCGGAATGGGG TCCAAGTAACCCTGTGTCCACGATG 

DHHC24 TGGCTTACGTGCTGGTGCTCGGTC AGGAGGCTGTGTGTCCCACATCTGC 

GAPDH TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTG CATGTGGGCCATGAGGTCCACCAC 

Gene name Sense primer (5’-3’) Antisense primer (5’-3’) 

LIPA GTGGGTCATTCTCAAGGCACCA CCATAGGGCTAGTACAGAAGGC 

CD36 CAGGTCAACCTATTGGTCAAGCC  GCCTTCTCATCACCAATGGTCC 

PPAR AGCCTGCGAAAGCCTTTTGGTG GGCTTCACATTCAGCAAACCTGG 

ACAT1 TTCACTCCACCTTGTCAGCGGA GTCAGAGAAGCAGCCCATCACT 

PGC1  TGAGCAGACCTTGACAGTGGAG GACTATGCTTGATGTCTGGTTTGA 

β-actin  AGCGGGAAATCGTGCGTGAC GGAAGGAAGGCTGGAAGAGTG 

JEV-C GGCTCTTATCACGTTCTTCAAGTTT TGCTTTCCATCGGCCYAAAA 

GAPDH CAACAGCCTCAAGATCATCAG GAGTCCTTCCACGATACCA 
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表 3-4 DHHCs 的 RT-qPCR 引物 

Table 3-4 RT-qPCR primers for DHHCs 

3.2.4 质粒构建 

3.2.4.1 过表达及突变质粒构建 

本研究中过表达质粒为 pCAGGS-N-HA、pCAGGS-C-Flag、以及慢病毒包

装质粒 pHKO-EGFP-pour。克隆目标基因片段均由 cDNA 扩增得到，载体连接

使用无缝克隆技术。构建成功后的载体通过 PCR 及测序检测，确认克隆成功并

IFITM1 TATGCCTCCACCGCCAAGT GTCACAGAGCCGAATACCAGTA 

IFITM2 CGTCCAGGCCCAGCGATAGAT GTCACAGAGCCGAATACCAGTA 

IFITM3 CGCCAAGTGCCTGAACAT TGATGCCTCCTGATCTATCCA 

Gene name Sense primer (5’-3’) Antisense primer (5’-3’) 

DHHC1 CAACAAGCCCTCCAACAAGACG GGTCTCAGACGTTCGCACTTTATAC 

DHHC2 CTCCTGCTCGGCTGGTCCTACTACG CCTGGGTTTATGCTGCTCTCCGTCC 

DHHC3 TACCTCCAGCCAGAGAAGTGTGTCC ACATACTGGTACGGGTCTGCCTTCC 

DHHC4 GTTCTTATCTGCGTCTGCTCG GATCTCTTGAAGGTTGCTCCG 

DHHC5 CGGCTGTCACAATGGCAGTAATG GATTGTCGTAACGGACTGGTGAGGG 

DHHC6 AGCCCTTGGTGTTATAGCAATATG TCAGCATCACAGGGACACTTTTC 

DHHC7 ACGTCGAGCATCATCCTCTCCTGGC CCTTTTCTGGGTCTCGTGGGCAGTC 

DHHC8 CAAGGTGCCCTTCTGTGGACCAG AGCGTCATAGACGCCTGAGTCGC 

DHHC9 TGATGGTGGTGAGAAAGAAGGTGA CATCTCTTCGGGAGTGCTGCTGTC 

DHHC11 TGGAGAGCCGTTTTCCGTTGCC GGCTTCCCACGCAGTTGTTGATCC 

DHHC12 ACCGTGCTGACCTGGGGAATCAC CTGCTGCCCTCTTCCTCCTCCTCAG 

DHHC13 AGACCCCACTCTTATTGATGGAGAG TTTGAATGTTGTGGCACAATGACTG 

DHHC14 TGGAGGCTGTGGTGTGCTTCTTC CAGGGCAACACAGCAGTTGGTAAAG 

DHHC15 TGCCAGTGCTCGTTATTGTCCTC GTTGTCATCCTCGTTGTCTTCCCAG 

DHHC16 CGCCTACCTGTGTGTCCTGCCTCTC AGCACCCGAGTAAGCCAGTGCCTTC 

DHHC17 GGTGAACCTCTTGGACGGAAAACT AGGTCTGCTATAAACCCAACCAGCC 

DHHC18 TACCTGGCTCGCAAGCTGACCCTTG GCTTCTGATGGGTGAGGGCAACACG 

DHHC19 GGAGCCCCATCCCCTGCCTCTGG CAGCCTCACCACGCCCCGGGGG 

DHHC20 TTTCACATCTCCCGCTTCCCCCTC TCAGCTCCATTCTCCAGCCACTGAG 

DHHC21 CGGATTCACTTTGTTGTTGACCCAC TTGCCTCTGCCTGAAAGGAATGAAC 

DHHC22 ATGCTGGCCCTGCGGCTGCTC CTACTTATCCTGCTGCTTGGAGCTCTCA 

DHHC23 TGCGAGTACATAGATCGGAATGGGG TCCAAGTAACCCTGTGTCCACGATG 

DHHC24 TGGCTTACGTGCTGGTGCTCGGTC AGGAGGCTGTGTGTCCCACATCTGC 

GAPDH TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTG CATGTGGGCCATGAGGTCCACCAC 
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确认所需的序列已经正确插入后，用于下一步实验。本实验使用的 PCR 反应体

系、程序及引物如下所示： 

表 3-5 PCR 反应体系 

Table 3-5 The PCR reaction system 

组分 体积（μL） 

模板 DNA 2 

上游引物（10 μM） 2 

下游引物（10 μM） 2 

2 × Phanta Max Master Mix 25 

ddH2O up to 50 

表 3-6 PCR 反应程序 

Table 3-6 PCR reaction procedure 

循环步骤 温度 时间 循环数 

预变性 95 ℃ 3 min  

变性 95 ℃ 15 sec  

退火 56 ~ 72 ℃ 15 sec 25 - 35 循环 

延伸 72 ℃ 30 - 60 sec/kb  

彻底延伸 72 ℃ 5 min  

表 3-7 突变体引物 

Table 3-7 Mutant primers 

Primers Sequence（5’-3’） 

 HSPA8 突变引物 

WT-F gttccagattacgctgaattcATGTCCAAGGGACCTGCAGTT         

WT-R ccttaattaattaagatctgctagcTTAATCAACCTCTTCAATGGTGGG 

17-F       TACTCTgctGTGGGTGTTTTCCAGCACGGAAA                   

17-R       ACACCCACagcAGAGTAGGTGGTGCCAAGATCAA                 

267-F      TACTGCTgctGAACGTGCTAAGCGTACCCTCT                   

267-R      CACGTTCagcAGCAGTACGGAGGCGTCTTACA                   

574-F      CTGGACAAGgctAATGAAATTATCAACTGGCTTGATAAG            

574-R      TCATTagcCTTGTCCAGAATCTTCTGTTTGTCC                  
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小写字母为同源臂序列和突变序列 

对于 PCR 扩增的产物，进行琼脂糖凝胶检测，回收。将测序正确的产物与

双酶切线性化的载体连接。无缝克隆连接体系如下：  

表 3-8 无缝克隆反应体系 

Table 3-8 Seamless cloning reaction system 

组分 体积（μL） 

线性化载体 X 

插入片段 Y 

2 ×MultiF Seamless Assembly Mix 10 

ddH2O to 20 

X= 0.02×碱基对数 /载体产物浓度 

Y= 0.04×碱基对数 /PCR 产物浓度 

3.2.4.2 shRNA 和 sgRNA 设计与相关质粒构建 

本实验涉及 shRNA 靶向序列，均通过 BLOCK-iT™ RNAi Designer 设计，

使用 NCBI 网站对得到的靶向序列进行 BLAST 验证，最后进行载体连接。本研

究使用 shRNA 质粒为 pLKO.1-EGFP-pour，在合成的引物上面分别添加 5’ 端

（CCGG）和 3’ 端（CTTAA）粘性末端序列，以及中间添加茎环序列

（TCAAGAG）。随后将合成好的序列，按照程序退火磷酸化，并使用 T4 连接

酶进行连接。具体程序及引物如下表： 

603-F      GAAAGTTgccAACCCCATCATCACCAAGCTGT                   

603-R      TGGGGTTggcAACTTTCTCCAGCTCTTTCTGTTGA                

 IFITM1 突变引物 

WT-F ctagcgtttaaacttaagcttGCCACCATGGATTACAAAGACG 

WT-R tgctggatatctgcagaattcCTAGTAACCCCGTTTTTCCTGTATT 

C2A-F TTCTTGAACTGGgctgcgCTGGGCTTCATAGCATTCGC 

C2A-R cgcagcCCAGTTCAAGAAGAGGGTGTTGA 

C84A-F GCCAAGgcaCTGAACATCTGGGCCCTGATT 

C84A-R ATGTTCAGtgcCTTGGCGGTGGAGGCATAG 

S16E-F GAGGTGGCTGTGCTGGGGCCACCCCCCgagACCATCCTTC 
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表 3-9 shRNA 引物序列 

Table 3-9 shRNA primer sequences  

Primers Sequence（5’-3’） 

 与 DHHCs 相关的 shRNA 引物序列 

DHHC2F 
CCGGTAGCTACTGCTAGAAGTCTTATCAAGAGTAAGACTT

CTAGCAGTAGCTATTTTTG 

DHHC2R 
AATTCAAAAATAGCTACTGCTAGAAGTCTTACTCTTGATAA

GACTTCTAGCAGTAGCTA 

DHHC6F 
CCGGAAGGCTAAAGATCGAATTCAGTCAAGAGCTGAATTC

GATCTTTAGCCTTTTTTTG 

DHHC6R 
AATTCAAAAAAAGGCTAAAGATCGAATTCAGCTCTTGACT

GAATTCGATCTTTAGCCTT 

DHHC13F 
CCGGCAGCATAGTAGCCTTTCTATATTCAAGAGATATAGA

AAGGCTACTATGCTGTTTTTG 

DHHC13R 
AATTCAAAAACAGCATAGTAGCCTTTCTATATCTCTTGAAT

ATAGAAAGGCTACTATGCTG 

DHHC17F 
CCGGTAGCGACATCTTATCCTATGATTCAAGAGATCATAG

GATAAGATGTCGCTATTTTTG 

DHHC17R 
AATTCAAAAATAGCGACATCTTATCCTATGATCTCTTGAAT

CATAGGATAAGATGTCGCTA 

DHHC21F 
CCGGCACCTTCTTATAGTATAGGTATCAAGAGTACCTATAC

TATAAGAAGGTGTTTTTG 

DHHC21R 
AATTCAAAAACACCTTCTTATAGTATAGGTACTCTTGATAC

CTATACTATAAGAAGGTG 
 与 SFKs 相关 shRNA 序列 

Lck1F 
CCGGGCACACATCAGGAGTTCAATATCAAGAGTATTGAAC

TCCTGATGTGTGCTTTTTG 

Lck1R 
AATTCAAAAAGCACACATCAGGAGTTCAATACTCTTGATA

TTGAACTCCTGATGTGTGC 

Lck2F 
CCGGAGCCATTAACTACGGGACATTTCAAGAGAATGTCCC

GTAGTTAATGGCTTTTTTG 

Lck2R 
AATTCAAAAAAGCCATTAACTACGGGACATTCTCTTGAAA

TGTCCCGTAGTTAATGGCT 

Yes1F 
CCGGGCTGCACTGTATGGTCGGTTTTCAAGAGAAACCGAC

CATACAGTGCAGCTTTTTG 

Yes1R 
AATTCAAAAAGCTGCACTGTATGGTCGGTTTCTCTTGAAAA

CCGACCATACAGTGCAGC 

Yes2F 
CCGGCCAGCCTACATTCACTTCTAATCAAGAGTTAGAAGT

GAATGTAGGCTGGTTTTTG 

Yes2R 
AATTCAAAAACCAGCCTACATTCACTTCTAACTCTTGATTA

GAAGTGAATGTAGGCTGG 

Lyn1F 
CCGGGAGTGACGATGGAGTAGATTTTCAAGAGAAATCTAC

TCCATCGTCACTCTTTTTG 

Lyn1R 
AATTCAAAAAGAGTGACGATGGAGTAGATTTCTCTTGAAA

ATCTACTCCATCGTCACTC 
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表 3-10 与 IFITM1 相关的 sgRNA 序列 

Table 3-10 sgRNA sequences associated with IFITM1 

Primers  Sequence（5’-3’）  

sgRNA-1F CACCGCCAGCATCCGGACACCACAG 
5'UTR 区域 

sgRNA-1R AAACCTGTGGTGTCCGGATGCTGG 

sgRNA-2F CACCGCAGGGCCAGCATTGCACAG 
3'UTR 区域 

sgRNA-2R AAACCTGTGCAATGCTGGCCCTGC 

表 3-11 寡聚核苷酸磷酸化与 T4 连接酶体系 

Table 3-11 Oligonucleotide phosphorylation and T4 ligase system 

成分 体积（μL） 

正义链 2 

反义链 2 

10×T4 缓冲液 2 

T4 PNK 1 

ddH2O 17 

反应程序设定为：37°C 孵育 30 min， 95°C 保持 2min，0.1°C/s  降至 25°C 

3.2.4.3 组装产物转化和鉴定 

将重组产物按照下列步骤转化到感受态细胞中： 

1) 取 5 μL 组装产物加入到 100 μL 感受态细胞中：将重组产物与感受态细胞混

合，注意重组产物的体积不要超过感受态细胞的 10%，然后轻轻混合混匀，

保持冰上静置 30 min； 

Lyn2F 
CCGGGGAAGAAGCCAACCTCATGAATCAAGAGTTCATGAG

GTTGGCTTCTTCCTTTTTG 

Lyn2R 
AATTCAAAAAGGAAGAAGCCAACCTCATGAACTCTTGATT

CATGAGGTTGGCTTCTTCC 

Fyn1F 
CCGGGCCTATTCACTTTCTATCCGTTCAAGAGACGGATAGA

AAGTGAATAGGCTTTTTG 

Fyn1R 
AATTCAAAAAGCCTATTCACTTTCTATCCGTCTCTTGAACG

GATAGAAAGTGAATAGGC 

Fyn2F 
CCGGGCGCATGAATTATATCCATAGTCAAGAGCTATGGAT

ATAATTCATGCGCTTTTTG 

Fyn2R 
AATTCAAAAAGCGCATGAATTATATCCATAGCTCTTGACT

ATGGATATAATTCATGCGC 
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2) 42 ℃ 水浴热激 60 sec 后，立即置于冰上冷却 2-3 min：将样品在 42 ℃ 水浴

中短暂加热，然后立即转移到冰上冷却，这一步有助于促进 DNA 的转化； 

3) 加入 900 μL LB 培养基：加入适量的培养基，然后在 37 ℃ 条件下摇菌 1 h，

培养基中不含抗生素； 

4) 4000 r/min 离心 3 min，弃掉 800 μL，用剩余的 200 μL 液体重悬：通过离心

将细胞沉淀，然后弃掉上层的溶液，再将细胞沉淀悬浮在剩余的 200 μL 液

体中； 

5) 将悬浮的细胞均匀涂布在含有抗性的平板上，然后在 37 ℃ 条件下过夜培养； 

6) 在培养后的平板上挑选出单个克隆，然后进行菌液 PCR，最后进行一代测

序来鉴别目标克隆； 

7) 对测序正确菌株进行，扩大培养，提取质粒保存备用。 

3.2.4.4 质粒的提取 

对于构建完成的载体，扩大培养后按照一下步骤进行质粒提取： 

1) 取 5-15 mL 的培养 14 h 菌液，加入离心管中，以 12,000 r/min 离心 1 min，

去除全部上清； 

2) 向留有菌体沉淀的离心管中加入 500 μL 的 Buffer P1，使用移液器或涡旋振

荡器彻底悬浮细菌沉淀； 

3) 向离心管中加入 500 μL 的 Buffer P2，温和地上下颠倒混匀 8-10 次使菌体充

分裂解； 

4) 向离心管中加入 500 μL 的 Buffer P4，混匀后室温静置 10 min，然后 12,000 

r/min 离心 10 min，使沉淀在离心管底部； 

5) 将收集的上清液分次加入吸附柱，12,000 r/min 离心 2 min，将滤液转移到干

净的 2 mL 离心管中； 

6) 向滤液中加入 0.3 倍滤液体积的异丙醇，混匀后转移到吸附柱中； 

7) 12,000 r/min 离心 1 min，倒掉废液，重新放回吸附柱； 

8) 向吸附柱中加入 500 μL的 Buffer DW，12,000 r/min 离心 30 sec，倒掉废液，

重新放回吸附柱。重复两次； 

9) 12,000 r/min 离心 3 min，去除残留的 Buffer DW2； 
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10) 将吸附柱置于新的 1.5 mL 离心管中，加入 100-300 μL  的 Buffer EB2，室温

放置 1 min，12,000 r/min 离心 1 min 将质粒溶液收集到离心管中。最后提取

的 DNA 应保存在 -20 ℃，以防 DNA 降解。 

3.2.5 细胞蛋白样品提取及检测 

3.2.5.1 细胞蛋白样品提取  

1) 将细胞孔内的上清弃掉，用预冷的 PBS 洗细胞 3 遍； 

2) 每孔加入 100 μL 含 Cocktail 的 RIPA。将细胞刮下来，冰上静置 15 min； 

3) 超声破碎仪 30% 功率破碎 4 sec 停 8 sec，3 个循环； 

4) 4  ℃，12,000 r/min，离心 5 min； 

5) 取上清，分装，可置 -20 ℃ 冰箱暂存。 

3.2.5.2 BCA 蛋白浓度测定 

1) 取 1.2 mL 蛋白标准配制液加入到蛋白标准品（30 mg BSA）中，充分溶解

后配制成  25 mg/mL  的蛋白标准溶液。配制后可立即使用，也可  -20 ℃ 长

期保存； 

2) 取适量 25 mg/mL 蛋白标准溶液，稀释至终浓度为 0.5 mg/mL； 

3) 将标准品按 0、1、2、4、12、16 和 20 μL 分别加到 96 孔板的标准品孔里，

加标准品稀释液补足到 20 μL； 

4) 加待测样品稀释到合适浓度，每孔 20 μL； 

5) 根据样品数量，按 50: 1 的比例将 BCA 试剂 A 与试剂 B 混合，配制成工作

液； 

6) 在各孔中加入 200 μL BCA 工作液，37 ℃培养箱放置 20-30 min； 

7) 测定 A562，根据标准曲线计算出样品的蛋白浓度。 

3.2.5.3 Western Blot 样品制备及分析 

1) 加入5× Loading Buffer，将细胞蛋白样品浓度调为 2 μg/μL，组织蛋白样品

浓度调为 5 μg/μL 后，煮沸10 min，冰上静置10 min； 
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2) 80 V恒压30 min，120 V 恒压1 h，电泳结束后，取出凝胶，采用湿法转 

PVDF 膜，200 mV 湿转30-45 min。转膜结束后，将 PVDF 膜置于含5% BSA

封闭液中，室温封闭1-2 h； 

3) 一抗包括HA-tag、Flag-tag、HSPA8、β-actin、pSFK、用含5%脱脂奶粉封

闭液稀释，稀释倍数参见说明书，4 ℃ 孵育过夜； 

4) TBST 洗3遍，每次 5 min。HRP 标记的羊抗鼠或抗兔 IgG 作为二抗，用含 5%

脱脂奶粉封闭液稀释，稀释比例为1：5,000，37 ℃ 孵育1 h。TBST清洗3遍，

每次 5 min； 

5) 用 ECL 化学发光进行底物显色，于化学发光成像系统中成像拍照。 

3.2.6 间接免疫荧光，激光共聚焦和 SIM 超分辨 

本研究的间接免疫荧光（Indirect immunofluorescence, IF）图像获得均按照以下

步骤进行： 

1) 用预冷的 PBS 洗液三次，每次洗涤 5 min，以确保清洁细胞并去除残留的培

养基； 

2) 在室温条件下使用 4% 多聚甲醛固定细胞，固定时间为 30 min，以保留细胞

结构； 

3) 使用 PBS 洗涤细胞三次，每次洗涤 5 min，去除多余的多聚甲醛； 

4) 使用 0.2% Triton X-100 进行通透处理，处理时间为 10 min ，有助于细胞膜

的通透性； 

5) 用 PBS 洗涤细胞三次，每次洗涤 5 min，去除残留的 Triton X-100； 

6) 在室温条件下使用 2% BSA 封闭细胞，封闭时间为 2 h 或 4 ℃过夜，减少非

特异结合； 

7) 用 PBS 洗涤细胞三次，每次洗涤 5 min，去除残留的 BSA； 

8) 加入对应的一抗，按照说明书稀释倍数，使用室温摇床孵育 2 h； 

9) 用 PBS 洗涤细胞三次，每次洗涤 5 min，去除未结合的一抗； 

10) 加入与一抗种属对应的荧光二抗，使用摇床室温孵育 2 h； 

11) 使用 DAPI（1：5,000）染色细胞核，然后 PBS 洗涤细胞三次，每次洗涤 5 

min； 
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12) 使用甘油，或封片剂进行封片； 

13) 最后，使用普通荧光显微镜、激光共聚焦或 SIM 超分辨显微镜拍摄照片，

并记录观察结果。 

3.2.7 甲醇氯仿法沉淀蛋白质 

本研究中使用甲醇氯仿法从溶液中富集和纯化蛋白质，具体步骤如下： 

1) 150 μL 蛋白样品加入 1.5 mL 离心管中，加入 4 倍体积，600 μL 预冷的甲醇，

涡旋混合； 

2) 加入 1.5 倍体积，225 μL 氯仿，涡旋混合； 

3) 加入 3 倍体积，450 μL 氯仿，涡旋混合； 

4) 室温 14,000 r/min，离心 10 min 分离相，应分为两相，蛋白层在两相之间； 

5) 弃去上层与下层液体，保留中间蛋白，加入 1 mL 预冷甲醇清洗； 

6) 室温 14,000 r/min，离心 10 min，弃去甲醇，保留沉淀，以备后用。 

3.2.8 酰基聚乙二醇交换法 

本研究使用酰基聚乙二醇交换法（Acyl-PEG Exchange,  APE）检测棕榈酰

化修饰蛋白，APE 利用 Cys 特异性化学交换脂肪酰化位点，在棕榈酰化位点上

偶联 5 kDa 的质量标签，并通过 WB 检测。具体操作如下： 

1) 140 μL 蛋白上清加入 1.4 μL（0.5 mol/L，PH=8，EDTA），终浓度为 5 mM； 

2) 加入 7 μL 的 200 mM TCEP，终浓度为 10 mM，室温转动孵育 30 min； 

3) 加入 3.75 μL NEM，溶解在无水乙醇中（现配现用），终浓度为 25 mM，室

温转动孵育 2 h； 

4) 甲醇氯仿法沉淀蛋白，沉淀完使用预冷甲醇清洗 1 次，重复 2 次； 

5) 干燥，保持湿润无明显水分，过分干燥不能溶解； 

6) 60 μL TEA 缓冲液（4% SDS, 4 mM EDTA）重悬，完全溶解后，分成两份 A，

B 两份； 

7) A 加入 90 μL 1mol/L 中和的 NH2OH（TEA 缓冲液，0.2%TX-100），B 加入

90 μL TEA 缓冲液（0.2%TX-100），室温转动孵育 2 h； 

8) 甲醇氯仿法沉淀蛋白，沉淀完使用预冷甲醇清洗 1 次。重复 2 次； 

9) 干燥，保持湿润无明显水分，过分干燥不能溶解； 
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10) 每管使用 30 μL 的 TEA 缓冲液（4% SDS, 4mM MEDTA）重悬； 

11) 每管加入 90 μL 的 TEA buffer（1.33 mM MPEG-MAL, 0.2% TX-100），现配

现用，室温转动孵育 2 h； 

12) 甲醇氯仿法沉淀蛋白，沉淀完使用预冷甲醇清洗 1次，重复沉淀清洗 2次； 

13) 干燥，保持湿润无明显水分，过分干燥不能溶解； 

14) 100 μL TEA 缓冲液（4% SDS）重悬，WB 检测漂移条带。 

3.2.9 体外血脑屏障模型建立及检测 

本研究使用康宁公司 24 孔板 Transwell 培养小室，膜孔径为 0.4 μm（货号：

3413），建立屏障使用细胞系为 hBMEC。具体步骤如下所示： 

1) 包被 transwell 小室，每孔中加入 50 μL，50 mg/mL 的鼠尾胶原蛋白，室温

静置 1 h 后，吸出多余的鼠尾胶原蛋白，使用 PBS 清洗膜表面 3 次。包被完

成的小室可直接使用或  4 ℃ 冰箱保持一周； 

2) Transwell 小室预处理，上室中加入无血清 DMEM，置于 37 ℃ 培养箱中静

置 1.5 h 后，弃去 DMEM，即可使用； 

3) 消化 hBMEC 细胞，并调整细胞密度为 4×105 个/ mL。然后在上室加入 

0.1 mL 细胞悬液，同时下室加入 0.6 mL 完全培养基； 

4) 观察并测定模型的 TEER 值，待 TEER 值达到最大，且稳定后进行后期实

验。 

3.2.10 Millicell® ERS-2 使用方法 

本研究中使用Millicell® ERS-2电压电阻表（货号：MERS00002）测量体外

BBB 的 TEER 值，测量之前需要对电极进行预处理，将电极插入 70%乙醇浸泡

15 min进行灭菌，取出电极风干 15 sec；然后用培养基冲洗电极。在测量电阻之

前，确保电极已经平衡，并将电极放入培养皿内测量电阻值。测量步骤如下 

1) 将细胞置于室温下平衡 30 min 

2) 测试 Millicell ERS-2 系统，并确保电极经过平衡； 

3) 将模式调至 Ohms，将开关打开； 
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4) 将电极短端浸入培养皿内部，长端浸入外部。短端不要碰到膜上生长的细

胞，长端需碰到外侧的底部。为了实验结果的稳定和可重复性，确保电极

平稳，并与培养板成 90 度垂直； 

5) 记录电阻值。 

3.2.11 FITC-Dextran 检测血脑屏障渗透性 

FITC-Dextran（10 kDa 和 70 kDa）是一种异硫氰酸荧光素葡聚糖荧光探针，

用来检测体外 BBB 模型的渗漏情况。具体操作步骤如下： 

1) 在 Transwell 上室的中加入 FITC-Dextran（0.1 mg/mL）； 

2) 在 15 min 后分别在从 transwell 上室和下室中收集培养基； 

3) 测量荧光信号（激发波长 = 485 nm, 发射波长 = 538 nm）； 

4) 根据荧光强度计算 FITC-Dextran 浓度； 

5) 计算渗透率。 

3.2.12 双荧光素酶实验 

本研究按照双荧光素酶试剂盒为 Dual Luciferase Reporter Assay Kit（货号：

DL101-01），进行样品收集与检测，具体操作步骤如下所示： 

1) 吸弃细胞培养基，用 PBS洗涤两次，将 5×Cell Lysis Buffer与 ddH2O按 1：

4 的比例混合，并置于冰上备用； 

2) 按照 100 µL， 1×Cell Lysis Buffer/孔的比例，在 24 孔板中振摇裂解 5 min。

吹打并吸取细胞裂解产物至 1.5 ml离心管中，以 12,000 r/min常温离心 2 min，

取上清用于后续检测； 

3) 将 100 µl 平衡至室温的 Luciferase Substrate 加入黑色酶标板中。小心吸取 20 

µl 细胞裂解上清至酶标板孔中，迅速混匀后立即于酶标仪中检测 Firefly lu-

ciferase 报告基因活性； 

4) 以 50：1 的比例将 Stop & Reaction Buffer 和 Renilla Substrate 混匀，配置成

Renilla substrate 工作液。在以上反应液中加入 100 µL 新鲜配制的 Renilla 

subst-rate 工作液，迅速混匀后立即于酶标仪中检测 Renilla luciferase 报告基

因活性。 
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3.2.13 慢病毒包装与浓缩 

本研究涉及的慢病毒包装及浓缩程序如下所示（以 12 孔细胞培养板为例）： 

1) 将 293T细胞接种至 12孔细胞培养板中，细胞密度约为 5×105个/mL，当细

胞融合程度为 75%-85%时，进行细胞转染； 

2) 在 12 孔板中，每孔转染质粒按照固定比例，pMD2G: 0.5 μg/孔、psPAX: 1 

μg/孔和 pLenti plasmid: 1 μg/孔； 

3) 细胞转染完成后 48 h，收取第一次病毒上清液，存放于 4 ℃； 

4) 更换细胞维持液（2% FBS 培养液+双抗），继续培养，36 h 后收取第二次病

毒上清液； 

5) 将两次病毒液混合后，使用经  0.45 μm 滤器过滤； 

6) 将过滤后的病毒液加入 5×慢病毒浓缩液进行混合，4 ℃ 浓缩过夜； 

7) 在 4 ℃ 下以  8,000 r/min 离心 60 min； 

8) 弃去上清，将病毒沉淀使用 5% FBS 培养液重悬，直接用于细胞感染或分装

后冻存备用。 

3.2.14 实时无标记动态细胞分析技术 

本研究中使用的实时无标记动态细胞分析技术（Real Time Cellular Analysis, 

R-TCA）是一种先进的细胞分析技术，利用每孔中覆盖 70% - 80% 的表面面积

的金微电极生物传感器，来实现对细胞形态、功能和状态的实时监测和跟踪。

通过测量细胞生长、扩散、形态变化等引起的细胞-电极界面阻抗的变化，对屏

障功能等进行无标记实时研究。具体操作步骤如下： 

1) 向 16 孔板的 E-Plate 检测板中加入培养基并测定背景阻抗值； 

2) 消化并计数，调整细胞浓度为 1×105 个/mL，向 E-Plate 检测板中加入 100 

µL 的细胞，然后在 37 ℃ 培养箱内放置 30 min； 

3) 将 E-Plate 接入检测电极进行检测；  

4) 待细胞增殖曲线稳定后，按照实验设计加入 TNF-α 和 2-BP，并以 30 min 间

隔的 RTCA 检测； 

5) 获得不同时间点的德尔塔细胞指数（Delta cell index，DCI），并作图。 
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3.2.15 CCK8 细胞增殖检测 

CCK-8（Cell Counting Kit-8）含有水溶性的甲臜染料，在细胞内的脱氢酶

的作用下被氧化还原成橙黄色，这个染料可以溶解在组织培养基中。生成的染

料的量与活细胞的数量成正比。是一种用于评估细胞数量、活力和增殖能力的

方法。具体操作步骤如下： 

1) 首先，分别将 WT-HB、IFITM1-OE和 IFITM1-KO细胞消化重悬，调整细胞

密度为 5×103/mL，每孔 100 μL 接种在 96 孔板中，使其适应培养条件； 

2) 在培养后的不同时间点，在 96 孔板中每孔加入 10 μL  CCK-8 试剂，使其与

细胞反应； 

3) 孵育：将 96 孔板放入细胞培养箱中，让细胞与 CCK-8 试剂孵育 45 min；  

4) 测量吸光度：使用多功能酶标仪，在 OD450 nm 波长下，测量各组细胞的

吸光度值。 

3.2.16 手术器械消毒 

在开始消毒之前，对器械进行预处理，将器械进行清洁，去除表面的血液、

油脂和其他污物。清洗后，对器械进行充分冲洗，确保清洁剂残留物完全被清

除。使用无菌包装袋对器械进行包装，最后进行高压蒸汽灭菌。 

3.2.17 实验动物及废物的无害化处理 

对于完成实验的小鼠进行引颈处死后，使用消毒剂浸泡 1 h，送至专业处理

机构处理。实验过程中产生的实验用品垃圾，按照分类要求进行分类，最后送

至专业处理机构处理。 

3.2.18 数据的统计与分析 

本研究使用数据应用分析软件 GraphPad Prism 9.5 进行分析并作图，数据以

平均数±标准偏差（Mean ± SD）的形式表示。统计数据的相关性分析使用 t-检

验、One-Way ANOVA 或 Two-Way ANOVA 进行计算。统计显著性报告使用下列

符号表示“ns”： P > 0.05 无显著差异， “*”：P ≤ 0.05 存在显著差异， “**”： 

P ≤ 0.01 差异较显著，“***”：P ≤ 0.001 差异极显著。 
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第四章 棕榈酰化的 IFITM1 可抑制 JEV 感染并稳定 BBB 

4.1 IFN-β 介导 JEV 感染 hBMEC 引起的 IFITM1 上调表达 

4.1.1 IFITM1 在 JEV 感染 hBMEC 后显著上调 

通过对 JEV（MOI=1）感染 hBMECs后不同时间间隔内 IFITMs表达变化的

转录组数据进行分析，发现感染后 IFITM1 和 IFITM3 的表达均上调（图 4-1）。

随后，使用 RT-qPCR 的方法验证了在 JEV 感染 hBMECs 24 h 后，IFITMs

（IFITM1、23）的 mRNA 转录水平均显著增加。值得注意的是，在 JEV 感染

后，hBMECs 中的 IFITM1 的在 mRNA 水平增加的最为显著（图 4-2A）。与

mRNA 检测结果一致，在 JEV 感染后 24 h 和 48 h，通过 WB 检测 IFITM1 蛋白

含量的变化，结果显示与对照组相比，IFITM1 的蛋白表达显著上调（图 4-2C）。

同样在 JEV 感染人胶质瘤细胞 U251 后，在 mRNA水平 IFITMs 的上调表达规律

与 hBMEC 一致，IFITM1 是 IFITMs 中上调幅度最为显著的基因（图 4-2B）。同

时与 U251 细胞相比，未感染状态下， hBMECs 中内源性 IFITM1 蛋白的表达水

平较低（图 4-2D）。 

 

图 4-1 热图表示 JEV 感染 hBMEC 后 hIFITMs 基因的表达情况 

Fig. 4-1 A heat map was constructed based on FPKM expression values of IFITMs 

genes in hBMEC at different time point after JEV infection 
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图 4-2 JEV 感染后 IFITM1 的表达上调 

Fig. 4-2 Up-regulated expression of IFITM1 after JEV infection 

（A）RT-qPCR 检测 JEV 感染后 hIFITMs基因的转录水平；（B）WB 检测 JEV 感染

hBMEC 后 IFITM1 的表达情况；（C）RT-qPCR 检测 JEV 感染 U251 后 IFITM1 的表达情

况；（D）WB 检测 JEV 感染 U251 后 IFITM1 的蛋白质含量变化情况； 

(A) Transcription levels of the hIFITMs' gene in JEV infected hBMEC were determined with RT-

qPCR; (B) The expression of IFITM1 was examined at various time points following JEV 

infection hBMEC cells;  (C) RT-qPCR are used to detect the expression of IFITM1 after JEV 

infects U251 cells; (D) Western blot was used to detect the changes of IFITM1 protein content 

after JEV infection in U251 cells. 

4.1.2 IFN-β 刺激 IFITM1 上调表达 

Ⅰ型、Ⅱ型和 Ⅲ型的 IFNs 均可以诱导 IFITM 蛋白的表达(Zhao et al 2014, 

Ogony et al 2016, Forero et al 2019)。根据实验室前期结果验证和转录组分析显示，

在参与调控 IFITM1 的基因中，只有 IFN-β1 和 IFN-λ 1-3 在 JEV 感染后上调表达

（图 4-3A）(Zhang et al 2023)。因此我们使用不同浓度的 IFN-β（1 ng/mL、10 

ng/mL）或 IFN-λ（1 ng/mL、10 ng/mL）处理 hBMEC 24 h 后，收集蛋白样本检

测 IFITM1 的变化。结果显示，Ⅲ型 IFN-λ 刺激 IFITM1 上调表达的程度较低，Ⅰ
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型 IFN-β 可以显著刺激 IFITM1 的上调表达，且 1 ng/mL 和 10 ng/mL 的 IFN-β 在

促进 IFITM1 表达程度上没有差异（图 4-3B）。 

 

图 4-3 IFN-β 处理刺激 IFITM1 上调表达 

Fig.4-3 IFN-β treatment stimulates upregulation of IFITM1 expression 

（A）使用 FPKM 值热图可视化 IFN-β 和 IFN-λ 基因的表达；（B）hBMECs 用 IFN-β 

（1 ng/mL、10 ng/mL）或 IFN-λ （1 ng/mL、10 ng/mL）处理 24 H，通过 WB 测定 IFITM1

的表达。 

(A) The FPKM values heat map was  used to visualize the expression of IFN-β and IFN-λ 

genes; (B) hBMECs were treated with IFN-β (1 ng/ml, 10 ng/ml) or IFN-λ(1 ng/ml, 10 ng/ml) for 

24 h, then the expression of IFITM1 was determined by WB. 

同时，为了进一步探究 JEV复制与 IFITM1表达之间的关系，我们使用 JEV

以 MOI=1 感染 b-End3 细胞系（只感染不复制的细胞）和 Vero细胞（I型干扰素

受体缺失的细胞），JEV 在这两个细胞系中无法诱导 IFITM1 的上调表达（图 4-

4A，B）。此外，经过紫外（Ultraviolet, UV）灭活的 JEV 也无法刺激 hBMEC 上

调 IFITM1 的表达（图 4-4C，D）。这些结果表明， JEV 复制激活了 IFN 信号通

路，其中 IFN-β 介导了 hBMEC 中 IFITM1 的上调表达。 
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图 4-4 IFN-β 介导了 JEV 感染后 IFITM1 的上调表达 

Fig.4-4 IFN-β mediates up-regulation of IFITM1expression after JEV infection 

JEV 感染后，使用 RT-qPCR 测定 IFITM1 和 JEV-C 基因的 mRNA 水平，黑色柱状图表

示 IFITM1 的相对定量，红色折线表示不同细胞系中 JEV-C 基因拷贝的绝对定量。（A）b-

end3 细胞、（B）Vero 细胞、（C）UV 灭活 JEV 感染 HBEMC；（D）WB 检测 UV 灭活 JEV

感染 HBEMC 后 IFITM1 的表达情况。 

RT-qPCR was used to determine the mRNA levels of IFITM1 and JEV-C genes after JEV 

infection, and the black bars indicate the relative quantification of IFITM1, while the red lines 

represent the absolute  quantification of JEV-C gene copies in different cell lines. (A) b-end3,  (B) 

Vero cells,  (C) UV inactivated JEV infection hBEMC; (D) WB was used to detect the expression 

of IFITM1 in HBEMC infected with UV-inactivated JEV. 

4.2 IFITM1 在 hBMEC 中限制 JEV 的复制 

IFITM1 为典型的干扰素刺激基因（Interferon-stimulating gene, ISG），主要

作为抗病毒因子发挥作用，如在 WNV 和 ZIKV 感染中发挥作用。为了阐明
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IFITM1 在 hBMEC 是否抑制可以发挥抑制 JEV 复制的功能，我们利用慢病毒在

hBMEC 中过表达 IFITM1（IFITM1-OE），并通过 WB 实验证实 Flag-IFITM1 的

过表达情况（图 4-5A）。随后，我们采用 CRISPR/Cas9 技术成功建立了 IFITM1

基因敲除细胞系（IFITM1-KO），由于 hBMEC 本底表达 IFITM1 表达水平较

低，因此在使用 IFN-β 处理后对 IFITM1 敲除效率进行了检测（图 4-5B）。实验

结果显示，过表达和敲除效率符合我们的预期。 

 

图 4-5 IFITM1 过表达和敲除细胞系鉴定 

Fig.4-5 Identification of over expression and knockout cell lines of IFITM1 

然后使用 RT-qPCR 检测野生型 hBMEC（WT-HB）和 IFITM1-OE 细胞中

JEV 的复制动力学。从 JEV 感染后 12 h 开始，WT-HB 细胞比 IFITM1-OE 细胞

表现出更高的病毒 mRNA 拷贝数（图 4-6A）。此外，与 WT-HB 细胞相比，在

JEV 感染后 24 h 和 48 h，IFITM1-OE 细胞中的 JEV-E 蛋白含量显著降低（图 4-

5B）。与过表达结果一致的是，与 WT-HB细胞相比，在用 JEV感染 IFITM1-KO

细胞的 24 h 和 48 h， IFITM1-KO 细胞中的 JEV-C 基因拷贝数显著增加（图 4-

6C）。同时，WB 结果也显示 IFITM1-KO 细胞中的 JEV-E 蛋白含量高于对照组

（图 4-6D）。在 hBMEC 中感染 JEV 24 h 后，对 JEV-E 蛋白和 IFITM1 进行抗体

标记，IFA结果显示在 IFITM1高表达的区域中 JEV-E蛋白表达较少（图 4-6E）。

以上结果提示 IFITM 可以有效限制 JEV 在 hBMEC 中复制。 
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图 4-6 IFITM1 在 hBMEC 中限制 JEV 的复制 

Fig. 4-6 IFITM1 restricts JEV replication in hBMEC 

（A）使用 JEV 以 MOI=0.01 感染 IFITM1-OE 和 WT-HB，以绝对定量方法测定 JEV 的生长

动力学；（B）WB 检测不同时间点 WT-HB 和 IFITM1-OE 细胞中 JEV-E 蛋白的表；（C）

RT-qPCR 检测 JEV 感染 24 和 48 h 后 WT-HB 和 IFITM1-KO 细胞中 JEV-C 基因；（D）WB

检测 WT-HB 和 IFITM1-KO 细胞在 JEV 感染 24 和 48 h 后的 JEV-E 蛋白表达。（E）IF 显示

JEV 感染 hBMEC 24 h 后 E 蛋白（红色）和 IFITM1（绿色）的分布情况。比例尺，100 

μm。 

(A) JEV growth kinetics were measured by absolute quantification of JEV-C gene in IFITM1-OE 

and WT-HB cells infected with JEV at MOI of 0.01; (B) Expression of JEV-E protein was 

determined by WB WT-HB and HB -OE cells at different time points of JEV infection; (C) RT-

qPCR detection of JEV-C gene in WT-HB and IFITM1-KO cells at 24 and 48 hours post infection 

of JEV; (D) Expression of JEV-E protein was determined by WB both WT-HB and IFITM1-KO 

cells at 24 and 48 hours post infection of JEV; (E) IF shows the distribution of E protein(red) and 

IFITM1(green) after 48 h of JEV infection in hBMEC. Scale bar, 100 μm. 



棕榈酰化修饰的 IFITM1 和棕榈酰化转移酶 DHHC21 在 JEV感染中的机制研究 

51 

 

4.3 IFITM1 维持血脑屏障的完整性 

IFITM1 是一种高度保守的多功能膜蛋白，除了抗病毒功能外，IFITM1 还

参与其他生物过程，如生殖细胞增殖、内皮管腔形成和免疫反应调节等(Huang 

et al 2011, Yánez et al 2020)。考虑到 hBMEC 在维持 BBB 稳定性方面的重要性

(Eigenmann et al 2016)，接下来，我们探究了 IFITM1 对 BBB 稳定性的影响。为

了评估 IFITM1 对屏障功能的影响，我们分别使用 WT-HB、IFITM1-OE 和

IFITM1-KO 细胞系建立了体外 BBB 模型（图 4-7A）。首先通过 CCK8 实验确定，

IFITM1 的过表达或基因敲除不影响 hBMEC 的增殖（图 4-7B）。然后通过测量

体外 BBB 模型的跨 TEER 和对相对分子量为 10 kDa 和 70 kDa 荧光素异硫氰酸

酯-葡聚糖（FITC-dextran）的渗透性来评估 BBB 的完整性。结果显示，过表达

IFITM1 在静息状态下增加了单层 BBB 的 TEER 值，但对 FITC-dextran（10 kDa

和 70 kDa）渗透性没有影响（图 4-7C，D）。 
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图 4-7 IFITM1 增强 BBB 稳定性 

Fig. 4-7 IFITM1 enhances BBB stability 

（A）体外血脑屏障模型示意图;（B）CCK-8 法检测 WT-HB、IFITM1-OE 和 IFITM1-

KO 细胞系细胞增殖情况；（C）在 WT-HB、IFITM1-KO 和 IFITM1-OE 细胞系的单层形成

过程中测定 TEER；（D）细胞接种在 BBB 模型上室中 72 h 后，10 kDa 和 70 kDa 的 FITC-

dextran 穿过 BBB 的百分比，以 WT-HB 组归一化。 

(A) Schematic diagram of the invitro BBB model; (B) Cell proliferation was detected with 

CCK-8 assays in WT-HB, IFITM1-OE and IFITM1-KO cell lines; (C) TEER was determined 

during the formation of monolayer in WT-HB, IFITM1-KO and IFITM1-OE cell lines; (D) Graphs 

showing the percentage of 10 KD and 70 KD FITC-dextran that crosses the BBB after 72 h of cell 

seeded into the upper chambers, normalized to WT-HB. 

接下来，我们检测了在 JEV 感染后不同时间点，不同细胞系构建的 BBB 模

型中 TEER 值的差异，结果显示与 WT-HB 组和 IFITM1-OE 组相比 IFITM1-KO

组的 TEER 值显著降低，而 IFITM1-OE 组和 WT-HB 组在 96 h 和 120 h 的 TEER

值未显示出显著差异（图 4-8A）。同时，病毒空斑试验表明敲除 IFITM1后 BBB

模型中下室内感染性病毒颗粒显著增多（图 4-8B）。接下来，我们使用 FITC-
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dextran 来测试 BBB 模型的渗透性。与 WT-HB 组和 IFITM1-OE 组相比，敲除

IFITM1 后 10 kDa 和 70 kDa FITC-dextran 渗漏至下室的比例显著增加，但 WT-

HB 组和 IFITM1-OE 组未表现出明显差异（图 4-8C，D）。这些结果表明，在

hBMEC 中敲除 IFITM1 的基因导致 BBB 渗漏增加和 JEV 病毒穿透增加。 

 

图 4-8 敲除 IFITM1 破坏 BBB 完整性 

Fig. 4-8 Knockout of IFITM1 disrupts BBB integrity 

（A）JEV 感染后，WT-HB、IFITM1-KO 和 IFITM1-OE 细胞系形成的单层 BBB 模型

的 TEER 变化；（B）病毒噬斑法检测 BBB 下室的病毒滴度；（C）和（D）JEV 感染后，10 

kDa 和 70 kDa 的 FITC-dextran 穿过 BBB 的百分比，以 WT-HB 组归一化。 

(A) TEER changes of BBB monolayer model formed by JEV infection in WT-HB, IFITM1-

KO and IFITM1-OE cell lines; (B) Virus titer in the lower BBB chamber was detected by virus 

plaque assay; (C) and (D) Percentage of 10 kDa and 70 kDa FITC-dextran crossing the BBB after 

JEV infection, normalized to the WT-HB group. 
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4.3.2 IFITM1 直接与 occludin 相互作用 

为了验证 IFITM1 与紧密连接蛋白（Tight junction protein, TJP）之间是否存

在物理的直接相互作用，我们在 293T 细胞中过表达 Flag-IFITM1 蛋白，进行免

疫共沉淀（Co-immunoprecipitation, Co-IP）实验，将偶联 Flag 抗体的磁珠与细

胞裂解液孵育后，对酸性洗脱液进行 WB检测。使用 ZO1、Occludin和 Claudin-

5 抗体进行免疫印迹显色，观察到 IFITM1 与 Occludin 以及 ZO-1 之间存在相互

作用，而与 Claudin-5 无相互作用（图 4-9A）。IFA 图像显示，在 JEV 感染

hBMEC48 H 后，IFITM1 与 Occludin 有明显的共定位，但与 ZO-1 的共定位程度

较低。使用 Fiji软件沿白色线段获得二维的荧光强度分布图，对 Occludin或 ZO-

1与 IFITM1的荧光强度，进行皮尔森共定位系数（Pearson correlation coefficient, 

Pearson's r）分析。结果显示 Occludin 与 IFITM1 呈强正相关（r = 0.8975），而

ZO-1 与 IFITM1 呈弱负相关（r = -0.1939） （图 4-9）。 

 

图 4-9 IFITM1 与紧密连接蛋白 Occludin 互作 

Fig. 4-9 IFITM1interactswiththetightjunctionproteinOccludin 

（A）Co-IP 检测 IFITM1 与紧密连接蛋白 ZO-1、Occludin 和 Claudin 互作情况；（B）IF 检

测 IFITM1 与 Occludin 和 ZO-1 的共定位情况。 

(A ) Co-IP was used  to detect the interaction between IFITM1 and tight junction proteins ZO-1, 

Occludin, and Claudin-5; (B) Colocalization of IFITM1 with Occludin and ZO-1was detected by 

IF. 

此外，在 Poly(I:C) 刺激 hBMEC后对分别使用抗体对 IFITM1和 Occludin进

行标记染色，通过 IFA 分析观察到在 Occludin（绿色）蛋白缺失的区域，
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IFITM1（红色）高表达（图 4-10）。以上结果表示 IFITM1 可以与 Occludin 相互

作用，且在 Occludin 缺失区域高表达参与屏障的维持。 

 

图 4-10 IFITM1 参与紧密连接蛋白形成 

Fig. 4-10 IFITM1participatesintightjunctionproteinformation 

4.4 棕榈酰化修饰是 IFITM1 蛋白发挥功能的关键修饰 

4.4.1IFITM1 的棕榈酰化位点突变体构建 

作为一种跨膜蛋白，IFITM1 的正确定位是其正常发挥功能的先决条件，

IFITM1的亚细胞定位受到 PTMs的调控。棕榈酰化和磷酸化修饰都影响 IFITMs

的亚细胞定位(Chesarino et al 2014b, Ramazi and Zahiri 2021)。根据 CSS-palm 6.0

（https://csspalm.biocuckoo.org/）预测，IFITM1 的棕榈酰化位点位于 51、52 和

84 位的 Cys。基于 GPS6.0（https://gps.biocuckoo.cn/）预测发现 IFITM1 第 16 位

丝氨酸（Serine, Ser）存在磷酸化位点。为了探究翻译后修饰对于 IFITM1 功能

的影响，我们分别构建了 IFITM1的 16位Ser突变为谷氨酸磷酸化突变体（S16E）

和棕榈酰化修饰位点 Cys 突变丙氨酸（Alanine, Ala）的突变体 C51-52A（C2A）、

C84A 和 C51-52-84A（C3A）（图 4-11A，B）。在 12 孔板中转染相同质量（1ng/

孔）的质粒进入 293T细胞 48 h后收集蛋白样品进行 WB检测，通过对蛋白条带

灰度分析发现棕榈酰化突变体的 IFITM1 的蛋白质含量低于野生型（Wild Type, 

WT）的 IFITM1（图 4-11B）。同时，对转染了WT-IFITM1和突变体质粒的 293T

细胞进行间接免疫荧光标记，IFA结果显示 WT-IFITM1和 S16E突变体的蛋白定

位在细胞膜周围，磷酸化位点的突变不影响 IFITM1的亚细胞定位，而棕榈酰基

化位点（C2A 和 C3A）的突变导致 IFITM1 聚集在细胞核周围，不能正确定位

到细胞膜上（图 4-11C）。 
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图 4-11 IFITM1 的棕榈酰化位点影响其亚细胞定位 

Fig. 4-11 Palmitoylation sites of IFITM1 influence its subcellular localization 

（A） IFITM1 磷酸化和棕榈酰化修饰位点示意图；（B） 磷酸化和棕榈酰化位点突变

载体的构建；（C）不同 IFITM1 构建体转染 293T 细胞 24 h 后，用共聚焦成像评估 IFITM1

及其突变体的亚细胞定位。 

(A) Schematic representation of the phosphorylation and palmitoylation modification sites of 

IFITM1; (B) Construction of vectors with mutated phosphorylation and palmitoylation sites; (C) 

The subcellular  localization of IFITM1 and mutants was assessed with confocal imaging after 24 

h of transfection with different IFITM1 constructs to 293T cells. 
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随后，为了确定预测位点是否存在棕榈酰化修饰，我们转染含有棕榈酰化

位点突变的 IFITM1 质粒进入 293T 细胞，48 h 后收集蛋白裂解液，采用 APE 方

法检查了不同位点突变对 IFITM1 棕榈酰化修饰状态的影响。WB 结果显示，

WT-IFITM1 显示出 3 条质量漂移带，C2A 显示 1 条，C84A 显示 2 条，而 C3A

没有显示任何质量漂移带（图 4-12）。以上结果表明，IFITM1 具有三个棕榈酰

化（C51、52、84）修饰位点，且棕榈酰化修饰影响其亚细胞定位。 

 

图 4-12 酰基-聚乙二醇交换质量漂移实验检测 IFITM1 的棕榈酰化修饰 

Fig. 4-12 Palmitoylation of IFITM1 was detected by acyl-peg exchange 

Mass drift test 

4.4.2 棕榈酰化修饰位点突变损害 IFITM1 的正常功能 

以上结果表明 IFITM1 的棕榈酰化位点突变会导致 IFITM1 不能正确定位于

细胞膜上，而 IFITM1发挥生物学功能依赖于其正确定位。因此接下来我们检测

了在不同棕榈酰化位点突变体与 WT-IFITM1 之间抗病毒功能的差异，首先将不

同修饰位点突变体质粒转染进入 293T 细胞，24 h 后使用 JEV 以 MOI=1 感染

293T 细胞，感染 24 h 收集 RNA 样品，最后使用 RT-qPCR 检测 JEV-C 基因的复

制，结果显示与转染了空载体的对照相比，JEV在转染了WT-IFITM1的 293T细

胞中的复制受到显著抑制，而与其他转染不同修饰的突变体的细胞没有显著差

异（图 4-13A）。前期结果，我们实验已经证明 IFITM1 可以直接与 Occludin 互

作，为了阐明 IFITM1的棕榈酰化修饰对其与 Occludin相互作用的影响，我们用
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WT-IFITM1 以及棕榈酰化位点突变体 C2A 或 C3A 质粒转染进入 293T 细胞。最

后通过 Co-IP 实验检测 IFITM1 与 Occludin 的互作差异。WB 结果显示，与 WT-

IFITM1相比，C2A和C3A与Occludin蛋白的相互作用都显著降低（图 4-13B）。 

 

图 4-13 IFITM1 的棕榈酰化位点影响其生物学功能 

Fig. 4-13 The palmitoylation site of IFITM1 affects its biological function 

（A）RT-qPCR 检测转染 IFITM1 突变体后，JEV-C 基因的拷贝数；（B）Co-IP 测定

Occludin 与 WT-IFITM1、IFITM1（C2A）和 IFITM1（C3A）的相互作用。 

(A) RT-qPCR to detect the copy number of the JEV-C gene after transfection of different IFITM1 

mutants; (B) Co-immunoprecipitation (Co-IP) to determine the interaction of Occludin with WT-

IFITM1, IFITM1(C2A) and IFITM1(C3A). 

随后的 IFA 显示，棕榈酰化位点突变的 IFITM1 聚集在核周侧的细胞质中，

呈点状分布，只有一小部分蛋白与 Occludin 在细胞膜上共定位。相比之下， 

WT-IFITM1 蛋白与 Occludin 在细胞膜上共定位良好（图 4-14A）。皮尔森共定位

系数（Pearson correlation coefficient，Pearson's r）分析显示 Occludin 与 WT-

IFITM1之间共定位程度呈强正相关（r = 0.8807）。相反，C2A和C3A与 IFITM1

之间共定位程度呈强呈弱负相关（r = -0.2533，-0.4664）（图 4-14A）。通过随机

选择同时表达 IFITM1 和 Occludin 的细胞，测定整个细胞中 Occludin 与 IFITM1

的 Pearson's r，与 WT-IFITM1 组（r = 0.575 ± 0.013）相比，C2A 组（r = 0.044 

± 0.165）和 C3A 组（r = 0.148 ± 0.021）的 Pearson's r 显著下降且具有统计学

意义（图 4-14B）。这一发现表明棕榈酰化在 IFITM1 向 Occludin 的定位中起着

至关重要的作用。综合以上研究结果，我们可以得出结论：棕榈酰化修饰对于

IFITM1 发挥抗病毒作用以及维护 BBB 稳定性具有重要作用。  
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图 4-14 榈酰化位点修饰影响 IFITM1 与 Occludin 共定位 

Fig. 4-14 The palmitoylation site of IFITM1 affects its biological function 

（A）IF 显示 Occludin 与 Flag-IFITM1 及其突变体共定位情况，细胞核（蓝色）、

IFITM1（红色）和 Occludin（绿色）；（B）、（C）和（D）用 FiJi 软件计算 IFITM1（红

色）和 Occludin（绿色）沿白线分布的荧光强度；（E）Pearson's r 表示完整细胞中 WT（n 

= 22）、C2A（n = 15）、C3A（n = 16），IFITM1 和 Occludin 共定位程度。 

(A) IF shows the co-localization of Occludin with Flag-IFITM1 and its mutants, nuclei(blue), 

IFITM1(red) and Occludin(green); (B), (C), and (D) The fluorescence intensities of IFITM1(red) 

and Occludin(green) distributed along the white line were calculated using FiJi software; (E) 

Pearson's r represents the degree of IFITM1 and Occludin colocalization in WT(n = 22), C2A(n = 

15), and C3A(n =16) in intact cells. 
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4.5 JEV 在感染早期抑制 IFITM1 的表达 

前期结果已知，IFN-β 是可以诱导 IFITM1 上调表达，但通常情况 JEV 感染

细胞的早期不能诱导在 IFN-β 的产生(Zhang et al 2023)，我们的结果也表明 JEV

感染 hBMEC 24 h 后 IFN-β 的基因才出现上调表达(Bian et al 2020)。因此我们接

下来探究在感染早期在缺乏 IFN-β的情况下 JEV对 IFITM1的调控作用。大多数

肿瘤细胞系内源性表达 IFITM1，如 U251 和 A549(Yu et al 2015, Liang et al 2020)。

因此首先我们使用 JEV 以 MOI=1 感染 A549 和 U251 细胞，通过 WB 检测在 12 

H 时发现 IFITM1 蛋白丰度下降（图 4-15A）。同时，在缺乏 I 型干扰素受体的

Vero 细胞中用慢病毒过表达 IFITM1，观察到 JEV 感染后 Flag-IFITM1 蛋白呈时

间依赖性逐渐减少（图 4-15B）。此外，在 MOI=1和 MOI=10时感染 IFITM1-OE

细胞，均可以导致在 12 h 时 Flag-IFITM1 蛋白含量下降（图 4-15C）。在 JEV 感

染后，IF 检测到大量的 IFITM1，但仍有相当一部分 IFITM1 定位在细胞质中，

而不是锚定在细胞膜上。相反，在 IFN-β 刺激下，大部分 IFITM1 定位在细胞膜

上（图 4-16D）。JEV 在感染早期时间点负调控 IFITM1 的表达。 

 

图 4-15 JEV 感染降低 IFITM1 蛋白含量 

Fig. 4-15 JEV infection reduces the protein content of IFITM1 

WB 检测不同类型细胞中 IFITM1 蛋白含量的变化。实验设置如下：（A）使用 JEV 以

MOI=1 感染 A549 和 U251 细胞；（B）用 MOI=1 的 JEV 感染过表达人 IFITM1 的 Vero 细

胞；（C）JEV 感染 IFITM1-OE 细胞的 MOI 分别为 1 和 10. 

WB detects the changes in IFITM1 protein levels in different types of cells. The experimental 

settings are as follows: (A) JEV infects A549 and U251 cells at an MOI of 1; (B) JEV infects Vero 

cells overexpressingIFITM1 with an MOI of 1; (C) JEV infects IFITM1-OE cells at MOIs of 1 or 

10, respectively. 

 



棕榈酰化修饰的 IFITM1 和棕榈酰化转移酶 DHHC21 在 JEV感染中的机制研究 

61 

 

 

图 4-16 JEV 感染或 IFN-β处理后 hBEMC 中 IFITM1 蛋白的分布。比例尺，50 μm 

Fig. 4-16 The images show the distribution of IFITM1 protein in HBEMC after JEV 

infection or IFN-β treatment. Scalebar, 50 μm 

IFITMs 的棕榈酰化主发生在 CD225 结构域三个半胱氨酸上，所有的棕榈酰

化修饰均受棕榈酰化转移酶 DHHC 家族调控(Korycka et al 2012)。氨基酸序列分

析表明，CD225 区域在 IFITMs 中高度保守（图 4-15A）。使用 AlphaFold 预测

IFITM1 和 IFITM3 中 CD225 的三维结构。在 SWISS-MODEL Workspace 模型中

进行比较，所有三个棕榈酰化位点的Cys的空间位置一致性 > 0.97（图4-17B）。

因此，我们在 JEV 感染后用 RT-qPCR 检测了 12 个 DHHCs，这些 DHHCs 鉴定

为能增强 IFITM3 的棕榈酰化。JEV 感染后，DHHC1、23 和 24 的表达明显降低

（图 4-157）。此外，去棕榈酰化酶 ABHD16A 表达上调（图 4-17C）。综上所述，

JEV 感染负调控 IFITM1 棕榈酰化过程，调节其在细胞内的定位和功能。 
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图 4-17 JEV 感染改变 IFITM1 棕榈酰化相关基因的表达 

Fig. 4-17 JEV infection alters the expression of genes related to IFITM1 palmitoylation 

（A）CD225 区域氨基酸序列一致性分析；（B）IFITM1 与 IFITM3 之间 CD225 的 3D

结构域集合的一致性分析。半胱氨酸代表棕榈酰化位点；（C）RT-qPCR 检测 JEV 感染后

ABHD16A mRNA 表达情况；（D）利用 RT-qPCR 检测 JEV 感染后 hBMEC 中 DHHCs 变化

情况。 

(A) Analyzing the consistency of the amino acid sequence in the CD225 region; (B) Consistency 

analysis of the assembly of the 3D structural domain of CD225 between IFITM1 and IFITM3; 

Cysteine represents palmitoylation  sites; (C) RT-qPCR detects the expression of ABHD16A 

mRNA after JEV infection; (D)  RT-qPCR to detect the changes in DHHCs in hBMEC after JEV 

infection. 
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4.6 讨论 

JE 是一种主要通过库蚊传播的病毒性人畜共患病，JEV 对 CNS 具有嗜性，

会导致严重的炎症性脑病，可能引起脑部损伤和神经系统问题。目前尚无有效

的治疗方案。hBMEC 是 BBB 的主要组成和功能细胞，在外周和 CNS 之间发挥

着直接屏障作用，可以有效阻止嗜神经病毒进入 CNS (Benmimoun et al 2020)。

IFITM1 属于 ISG 家族的成员之一，对许多种病毒的感染具有抑制作用，包括流

感病毒、DENV 和非洲猪瘟病毒等(Muñoz-Moreno et al 2016)。但是在 JEV 通过

感染 hBMEC 直接进入 CNS 的过程中，IFITM1 是否发挥作用研究仍未得到阐明。

本研究发现在 JEV 感染 hBMEC 后产激活了 IFN-β1 和 IFN-λ2/3/4 的表达，其中

只有 IFN-β 可以显著刺激 IFITM1 的上调表达，通过在 hBMEC 中过表达和敲低

IFITM1 证实了 IFITM1 在 hBMEC 中具有抑制 JEV 复制的能力（结果 4.2）。同

时发现 IFITM1 可以可以与 TJ 蛋白 Occludin 相互作用，增强由 hBMEC 组成的

BBB 的稳定性（结果 4.2）。但是这些功能受 IFITM1 的棕榈酰化修饰的调控，

通过 APE 实验鉴定了 IFITM1 具有 C51、C52 和 C84 三个棕榈酰化修饰位点，

若缺失棕榈酰化修饰，将导致其无法准确地定位在细胞膜上，及蛋白质稳定性

降低，损害了它的抗病毒和稳定 BBB的功能。JEV感染 IFN信号缺陷的 Vero细

胞，随着感染时间的延长发现 IFITM1的蛋白含量逐渐降低。此外，在 JEV感染

24 h 之前 IFN 信号没有被激活的条件下(Zhang et al 2023)，用 JEV 感染内源性高

表达 IFITM1 癌细胞系 U251 和 A549 (Wang et al 2019a, Gobillot et al 2020)，也发

现 IFITM1 的表达量也显著降低。在 IFN 信号缺失情况下，JEV 感染负调控了

IFITM1 蛋白的含量。棕榈酰化是通过将棕榈酸共价结合到蛋白质上来改变其属

性。这种修饰可以影响蛋白质的定位和稳定性(Kong et al 2023)。JEV 感染降低

了 IFITM1 的棕榈酰化修饰酶 DHHC1/23/24 的表达量，同时激活了去棕榈酰化

酶 ADBH16A的上调表达。抑制 IFITM1的棕榈酰化修饰，改变其亚细胞定位使

其更容易被降解，从而影响其功能。这些结果进一步提示了 JEV 可以通过负调

控抗病毒蛋白的翻译后修饰进行免疫逃逸，有助于深入了解 JEV 感染过程中对

宿主免疫应答的影响机制。 
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4.6.1 棕榈酰化 IFITM1 抑制 JEV 复制 

先天免疫系统是宿主细胞防御的第一道防线，负责识别和消除威胁。IFN

信号是免疫调节的核心，其中 IFITMs 可以限制多种包膜病毒病原体如，甲型流

感病毒、黄病毒、横纹肌病毒、布尼亚病毒和人类免疫缺陷病毒等(Meischel et 

al 2021) (Wilkins et al 2013)。鉴于 IFITM1 是 JEV 感染后 hBMEC 中表达上调最

显著的 IFITMs，我们基于 hBMEC构建了敲除和过表达 IFITM1的稳定细胞系。

敲除 IFITM1 增强了 JEV 的复制，过表达 IFITM1 可以抑制 JEV 在 hBMEC 中复

制，同时减少了病毒颗粒从 hBMEC 基底侧向外释放（结果 4.4.2）。 

作为一种跨膜蛋白，IFITM1 的细胞膜定位是其发挥抗病毒能的先决条件，

报道称，IFITM1 在病毒感染早期通过调节膜的刚度和曲率，以防止病毒膜和细

胞膜的融合(Li et al 2013)。也可以在病毒感染的晚期抑制病毒 mRNA 的合成。

但有报道称，人爱知病毒（Aichi virus, AiV）毒感染细胞后，AiV 感染可以劫持

细胞膜上的 IFITM1 参与胆固醇转运到高尔基衍生病毒 RNA 复制位点。此外过

表达 AiV 生的病毒蛋白（非结构膜相关蛋白 2B、2BC、2C、3A 和 3AB），也会

导致导致 IFITM1 定位到高尔基体上(Ishikawa-Sasaki et al 2023)。在 Vero 细胞、

A549 细胞或 HTX 细胞中也发现 IFITM1 不在细胞膜上定位(Amini-Bavil-Olyaee 

et al 2013，Weston et al 2014)。IFITM1 不能在细胞膜定位的机制尚不明晰，拓扑

结构和翻译后修饰的改变都可能影响其亚细胞定位(Spence et al 2019)。有报道称，

棕榈酰化修饰和磷酸化修饰都影响 IFITMs 的亚细胞定位(Das and Hang 2023)。

棕榈酰化可以通过在蛋白质中加入 PA 基团增加了它们的疏水性，可以促进膜结

合，从而使蛋白质折叠更稳定，从而可以防止蛋白质降解并延长其半衰期。在

我们的结果中发现棕榈酰化位点突变改变了 IFITM1 的膜定位，并使 IFITM1 滞

留在细胞质中，但磷酸化突变（S16E）没有改变（结果 4.4.1）。棕榈酰化位点

突变可能影响 IFITM1 蛋白的稳定性。当转染相同质量的质粒时，与野生型和

S16E突变体相比，棕榈酰化位点突变的 IFITM1蛋白水平较低（结果 4.4.1）。同

时，过表达 IFITM1 棕榈酰化突变体也失去了抗 JEV 感染的功能（结果 4.4.2）。

在 SARS-CoV-2 的研究中同样发现，在 293T 细胞中过表达 IFITMs 蛋白可阻止

含有 S-刺突蛋白的假病毒和 SARS-CoV-2 进入细胞。然而，在人肺细胞中过表

达 IFITMs 表达后，却观察到相反的结果，IFITM 蛋白促进了 SARS-CoV-2 的增
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殖，SARS-CoV-2 劫持了具有抗病毒作用的因子，作为自己复制的辅助因子

(Prelli Bozzo et al 2021)。IFITM1 可以在 B 细胞（BJAB）和内皮细胞（HMVEC-

d）也可以促进 KSHV、 EBV 和 HSV-2 的复制(Hussein and Akula 2017)。在这些

研究中均出现，病毒感染导致 IFITM1 向胞内迁移的现象，IFITM1 的错误定位

可能会使其抗病毒功能转化。造成这种差异的原因目前尚不清楚，可能是由于

不同细胞的棕榈酰化修饰水平的差异或在病毒感染情况下改变了 IFITM1的棕榈

酰化修饰状态。这提示我们，病毒感染可能可以在不影响蛋白表达的情况，通

过调节抗病毒蛋白的翻译后修饰达到免疫逃逸及促进自身复制的目的。 

4.6.2 棕榈酰化 IFITM1 有助于稳定 BBB  

IFITM1 是一种高度保守的多功能膜蛋白，赋予细胞对许多病毒的抵抗力。

此外 IFITM1还参与其他生物过程，如生殖细胞规范、内皮管腔形成和免疫反应

调节。本实验室前期研究表明， IFN-β 可以发挥稳定 BBB 的作用，但相关的干

扰素诱导基因（IFITs）处理并不影响 hBMEC 的完整性(Zhang et al 2023)。此外，

IFN-β 被批准用于治疗复发缓解型多发性硬化症（RRMS），但其潜在机制尚未

完全了解。在我们研究中发现与 WT-HB 相比，IFITM1-OE 形成的单层 BBB 模

型具有较高的 TEER 和较低的 FITC-Dextran 通透性。一项关于不同内皮屏障特

点的研究表示，与 Huh7.5 细胞和 HUVECs 相比，iBMECs 表达内源性高水平的

IFITM1。与 HUVECs 或 BMEC 形成的 BBB 模型相比，iBMECs 单层 BBB 模型

具有更高的 TEER 和更低的渗透率(Eigenmann et al 2013)。据报道 IFITM1 在肿

瘤组织和癌细胞系中，如胆囊癌、食管癌、结直肠癌、胃癌均有高表达，

IFITM1 过表达促进肿瘤细胞增殖、侵袭、转移、血管生成和(Liang et al 2020)。

此外，IFITM1 也在原始生殖细胞中表达，在小鼠胚胎发育过程中由中胚层过渡

到内胚层是必需的(Tanaka et al 2005)。这些生物学过程都涉及了新的细胞间连接

的形成。在我们的实验中，发现 IFITM1 可以与 TJ 蛋白 Occludin 互作，同时观

察到在 Occludin 缺失的区域，IFITM1 的表达量升高。表明 IFITM1 可能与

Occludin 一起组成复合物，增强内皮屏障稳定的稳定性。同样这个过程也受到

棕榈酰化修饰的调控，棕榈酰化位突变削弱了与 Occludin 的相互作用，同时不

能定位至细胞膜。与前述报道一致的是 IFITM1 调节与 Occludin 和 Claudin-5 在
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胞内循环，参与内皮发芽和管腔形成过程 (Wilkins et al 2013)。I 型 IFN 还参与免

疫调节作用包括调节抗体产生、抑制淋巴细胞增殖、抑制延迟型超敏反应以及

增强 T 细胞和 NK 细胞的细胞毒性等(Chen et al 2017)。同时 I 型 IFN 信号通路在

预防 DENV、WNV 和 ZIKV 等脑部病毒感染中扮演关键保护角色(Chotiwan et al 

2023，van Leur et al 2021)。干扰素虽然具有多重生物学功能，但同时也有许多

不可避免的副作用 (Neilley et al 1996，Stübiger et al 2011)。可能是由于 IFN 下游

的干扰素刺激基因涉及多个信号通路，因此在治疗时不能避免副作用产生。因

此探究单个具有功效的干扰素刺激因子，可以为发挥更为独特单一的干扰素效

应提供新的见解。这里我们显示 IFITM1在 JEV感染过程中，可以发挥抗病毒感

染和稳定 BBB 作用的双重功能，但正确的棕榈酰化修饰是发挥 IFITM1 功能的

必要条件。上述研究为理解 JEV 的免疫逃逸机制和理解 I 型干扰素保护 BBB 的

机制提供新的思路，同时为抗 JEV 感染治疗提供新的方法。 
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4.7 小结 

 

图 4-18 棕榈酰化调节 IFITM1 在抗 JEV 感染和 BBB 稳定中的功能 

Fig.4-18 Palmitoylation regulates IFITM1 function in anti-JEV infection and blood-

brain barrier stabilization 

在这里我们总结了棕榈酰化对 IFITM1 在抗 JEV 感染和维持 BBB 稳定中的

功能（图 4-18）。IFN-β 可显著增强 IFITM1 的 mRNA 转录和蛋白翻译。IFITM1

在翻译后需要进行棕榈酰化，促进其定位于细胞膜，从而阻止 JEV 进入细胞，

限制病毒复制。此外，棕榈酰化的 IFITM1 与紧密连接蛋白 occludin 相互作用，

有助于增强 BBB稳定性，防止病毒通过 BBB的细胞旁路进入 CNS。然而，JEV

可以通过干扰 IFITM1 的棕榈酰化来实现免疫逃避。JEV 感染导致与催化

IFITM1棕榈酰化修饰的DHHCs表达下降，去棕榈酰化酶ADBH16A表达上调，

从而阻止 IFITM1 的棕榈酰化。这一发现强调了棕榈酰化对于 IFITM1 的生物学

功能的影响。 
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第五章 DHHC21 促进 JEV 复制的机制研究 

5.1 棕榈酰化修饰调控 JEV 复制 

5.1.1 2-BP 抑制 JEV 在 hBMEC 中复制 

为了探究棕榈酰化修饰在 JEV 复制的过程中是否发挥作用，待 hBMEC 细

胞生长至致密单层后，我们使用不同浓度的 2-BP（0-70 μM）处理 hBMEC 细胞，

24 h 后利用 CellTiter-Lumi 检测细胞内 ATP 的含量，来表征细胞活性的变化，结

果显示 2-BP 并不影响细胞活性（图 5-1A）。在 2-BP 处理的同时，使用 JEV 以

MOI=1 感染 hBMEC，24 h 后收集感染样品的 RNA 和蛋白样品进行检测，结果

显示随着 2-BP 浓度的增加，JEV-C 基因的拷贝数呈剂量依赖性的下降且具有显

著性差异，同时 JEV-E 蛋白的含量在 2-BP 浓度大于 30μM 时已不能被检测到

（图 5-1B，C）。以上结果说明 2-BP处理 hBMEC细胞在基因和蛋白水平可以显

著抑制 JEV 的复制。 

 

图 5-1 2-BP 抑制 JEV 的复制 

Fig.5-1 2-BP inhibits the replication of JEV 

使用 2-BP 处理 hBMEC，同时使用 JEV 感染 24 h。（A）检测其胞内 ATP 含量；（B）RT-

qPCR 检测 JEV-C 基因的拷贝数；（C）WB 检测 JEV-E 蛋白的含量。 

The hBMECs were treated with 2-BP and simultaneously infected with JEV for 24 h. (A) 

Intracellular ATP  levels were measured; (B)  RT-qPCR was used to detect the copy number of the 

JEV-C gene; (C) WB was used to  detect the  content of the JEV-E protein. 
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随后，我们通过空斑试验检测了 JEV 感染 hBMEC 24 h 后上清液中的感染

性的病毒粒子个数。对比结果显示，相较于未经处理的组别，2-BP 处理组的上

清液在孵育 BHK 细胞的过程中，需要将时间延长到 6 h 才能观察到病毒嗜斑

（图 5-2 A，B）。在 2-BP 浓度在 25 μM 时，hBMEC 上清液中的病毒毒价约为

1.2×102 PFU/mL 对照组的毒价约为 1.38×104 PFU/mL。与（图 5-1C）中 E 蛋白

检测结果一致，2-BP 浓度大于 25 μM 后细胞上清液中不能检测出病毒粒子。 

 

图 5-2 不同浓度 2-BP 处理后，空斑形成法测定 JEV 滴度 

Fig.5-2 After treatment with different concentrations of 2-BP, the plaque assay method 

was used to determine the titer of JEV 
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5.1.2 2-BP 抑制 JEV 复制具有广谱性 

为了进一步明确 2-BP 是否能够广泛地抑制 JEV 的复制，我们选取了三种

JEV 敏感的 BHK、A549 以及 293T 细胞系 (Ye et al 2016, Yu et al 2021, Zhang et al 

2021)。在 JEV 感染同时使用不同浓度的 2-BP 处理的 24 h 后，收集 RNA 样本，

并进行 JEV-C 基因的检测，我们发现 25 μM 以及 50 μM 的 2-BP 都能在 mRNA

水平显著抑制 JEV 的复制（图 5-3A、B、C）。综合以上结果来看，我们得出结

论，2-BP 在一定浓度范围内可以抑制 JEV 的复制，并且抑制作用具有浓度依赖

性，同时它的抑制效果是广泛适用的。 

 

图 5-3 2-BP 抑制 JEV 的复制具有广谱性 

Fig. 5-3 Replication inhibition of JEV by 2-BP is broad-spectrum 

5.1.3 2-BP 抑制 hBMEC 的炎症反应 

JEV感染引起不可控的炎症反应是导致 CNS病理损伤和 BBB破坏的主要原

因(Filgueira and Lannes 2019, Mohapatra et al 2023)。先前的研究已证实在多种因

素诱发的细胞炎症中，2-BP 能起到缓解作用 (Kim et al 2019, Xie et al 2021)。因

此我们在 hBMEC 细胞中，检测 2-BP 是否具有缓解炎症的作用，首先使用佛波

酯（Phorbol12-myristate13-acetate，PMA）处理 hBMEC 构建炎症模型，同时在
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培养基中加入不同浓度的 2-BP，3 h 后收集 RNA 样品，对相关的炎症因子（IL-

4、6、8、1β 和 TNF-α）、趋化因子（MCP-1）以及细胞间黏附分子（ICAM-1）

进行检测。结果显示 PMA可以显著刺激炎症因子的上调表达，即使低浓度的 2-

BP 处理也可以抑制 hBMEC 细胞的激活（图 5-4）。综上所述，2-BP 可以抑制

JEV 在 hBMEC 细胞中复制同时具有抑制细胞炎症反应的功能。 

 

图 5-4 2-BP 抑制 hBMEC 炎症反应 

Fig. 5-4 Inhibition of hBMEC inflammation by 2-BP 

TNF-α 已被证明可以通过多种机制破坏 BBB(Cheng et al 2018, Gao and 

Bayraktutan 2023)。本实验室前期实验也证实 TNF-α 介导了 JEV 感染后引起的

BBB 破坏，并构建了相关体外 BBB 模型(Wang et al 2018, Zhang et al 2023)。接

下来我们使用 RTCA 来探究 2-BP 是否可以缓解由炎症因子导致的屏障破坏。在

本研究中我们分别使用 100 ng/mL 和 200 ng/mL TNF-α 处理接种于 E-Plate 检测

板中的 hBMEC 细胞，以 30 min 为时间间隔收集一次数据，一共收集 25 h。数

据收集并计算后以 DCI 的形式呈现出来。结果显示在 100 ng/mL 的 TNF-α 处理
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组，没有添加 2-BP组的 DCI迅速下降，且低于所有浓度的 2-BP处理组。在 200 

ng/mL 的 TNF-α 处理组中只有 20 μM 2-BP 处理组的 DCI 高于无 2-BP 组（图 5-5 

A，B）。以上结果表明 2-BP 处理可以缓解由 TNF-α 引起的屏障功能损坏。 

 

图 5-5 2-BP 处理对德尔塔细胞指数（DCI）的影响 

Fig. 5-5 Effect of 2-BP treatment on Delta cell index 

随后我们在 RTCA的检测数据中，截取第 8 h的观测时间点，并对其差异性

进行分析，在 100 ng/mL 处理组，与 Mock 组比较后发现，TNF-α 处理导致 DCI

下降，10 μM 和 20 μM 的 2-BP 处理均可以恢复 DCI，且差异具有显著性。但是

100 ng/mL 处理组，只有 20 μM 处理组可以恢复 DCI，但尚未达到显著水平。 5 
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μM 和 10 μM 处理却导致 DCI 下降幅度增加，其具体机制还需探究。总体来说

2-BP 在一定条件下可以保护 BBB 屏障的完整性（图 5-6）。 

 

图 5-6 2-BP 和 TNF-α 处理在第 8 h 对德尔塔细胞指数的影响 

Fig. 5-6 Effect of 2-BP and TNF-α treatment on Delta cell index at 8 H 

5.1.4 JEV 感染促进 hBMEC 对 PA 吸收 

PA 作为棕榈酰化修饰活性基团，具备与其他分子中的巯基及胺基进行反应，

以此构建酯键或是酰胺键的能力，从而实现对分子的棕榈酰化修饰(Ge et al 2022, 

Jeong et al 2023)。棕榈酰化修饰改变分子的亲水性、脂溶性、溶解度和生物活

性等性质(Yuan et al 2024)。2-BP 是一种 PA 的溴代化合物，通过将溴原子引入

PA 分子中第二位碳原子而得到。与 PA 相比，2-BP 在一些生物活性和化学性质

上可能有所不同。在研究中，2-BP 常用于模拟棕榈酰化修饰或干扰相关的生物

6 过程。上述结果已表明 2-BP 处理可以显著抑制 JEV 的复制，因此接下来探究

在 JEV 感染过程中 hBMEC 细胞对于 PA 的吸收变化情况。我们利用绿色荧光标

记的 PA，BODIPY™FLC16探究 JEV感染过程中 hBMEC对于 PA的吸收和利用

情况，在以 MOI=1 的 JEV 感染 hBMEC 的 12 h、24 h 和 48 h 后分别加入终浓度

为 2 μM 的 BODIPY™FLC16，置于 37 ℃ 培养箱吸附和内化 1H，清洗多余的

BODIPY™FLC16 并用流式检测，并统计每个时间点的平均荧光强度（Mean 

fluorescence intensity，MFI）结果显示在 JEV 感染 24 h 后 hBMEC 开始对于 PA

的吸收增加且随着时间差异逐渐加大（图 5-8A，B）。 
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图 5-8 流式检测 hBMEC 对 PA 的吸收情况 

Fig. 5-8 Flowcytometry detection of hBMEC absorption of PA 

随后在 JEV 感染 48 h 后，我们使用 IFA 分析，并统计 PA 形成荧光斑点的

面积和数量变化，结果显示在 JEV 感染 48 h 后 hBMEC 吸收 PA 后单位面积内

（104 Pixels2）形成的荧光斑点数量显著增加，但荧光斑点的面积没有明显差异

（图 5-9C，D）。 
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图 5-9 共聚焦显微镜检测 hBMEC 对 PA 的吸收情况 

Fig. 5-9 Detection of PA absorption by hBMEC by confocal microscopy 

（A）和（B）共聚焦显微镜观察 JEV 感染 48 h 后 PA 的分布差异，PA（绿色），JEV-E

（红色）；（C）FiJi 软件统计单位面积内 PA 荧光斑点数；（D）FiJi 软件统计 PA 荧光斑点

面积。 

(A) and (B) Confocal microscopy was used to observe the distribution of PA (green) and JEV-E 

(red) at 48 h after JEV infection; (C) The number of PA fluorescent spots per unit area was 

counted by FiJi software; (D) FiJi software was used to calculate the area of PA fluorescent spots. 

5.1.5 JEV 感染抑制 hBMEC 对 PA 的分解利用 

接下来，我们对在 JEV 感染过程中 hBMEC 对 PA 的利用情况进行了检测和

分析。首先，我们使用终浓度为 2 μM 的 BODIPY™FLC16 处理 hBMEC，在 37 ℃

培养箱中使其吸附和内化 1 h，并清洗掉多余的 BODIPY™FLC16。随后，我们

使用 MOI=1的 JEV感染 hBMEC，并在感染后的 12、24和 48 h收集样本进行流

式细胞术检测。结果显示，JEV 感染后导致 hBMEC 对 PA 的利用减少。通过统
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计 MFI，我们发现随着感染时间的增加，差异利用的减少程度逐渐增大（图 5-

10A，B）。 

 

 

 

图 5-10 流式细胞术检测 hBMEC 对 PA 利用情况 

Fig. 5-10 Flowcytometry detection of hBMEC utilization of PA 

接下来，通过对感染 48 h后免疫荧光图片分析可知，JEV感染 hBMEC后，

不仅单位面积内（104 Pixels2）BODIPY™FLC16 形成的荧光斑点数更多，而且

荧光斑点的面积也显著大于未感染组（图 5-11C，D）。以上结果表明 JEV 感染

后，增强了 hBMEC 对于 PA 的吸收，但对 PA 的分解利用降低（图 5-8）。 
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图 5-11 共聚焦显微镜检测 hBMEC 对 PA 利用情况 

Fig. 5-11 Detection of PA utilization by hBMEC by confocal microscopy 

5.1.6 PA 通过棕榈酰化修饰途径调节 JEV 复制 

上述结果表明，2-BP处理可以抑制 JEV的复制，且 JEV感染增强了hBMEC

对于 PA 的吸收。2-BP 作为 PA 的溴代衍生物，在 PA 和 2-BP 具有相互竞争性作

用。接下来在使用 25 μM 的 2-BP 处理 hBEMC 时，同时添加 PA（20 μM 或 40 

μM），在 JEV 感染 24 h后收取 RNA 样品进行 RT-qPCR 检测，结果显示 PA 可以

恢复 2-BP 对于 JEV 复制的抑制作用，当 PA 的终浓度为 40 μM 时可以将 JEV 的

复制恢复至正常水平（图 5-12）。 

 

图 5-12 PA 和 2-BP 处理 hBMEC 后检测 JEV-C 基因的表达 

Fig. 5-12Detection of JEV-C gene expression after treatment of hBMECs 
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PA 可以恢复 2-BP 对 JEV 复制的抑制。同时 JEV 感染 hBMEC 后促进了 PA

的吸收，但对于 PA 的分解利用没有增加，PA 在细胞内累积。因此我们想探究

PA 以什么方式参与了 JEV 的复制过程？PA 在细胞内的代谢途径主要有三种分

别为 1）β 氧化：PA 可以通过 β 氧化途径进行分解，产生 ATP 提供能量；2）酯

化：PA 可以与辅酶 A 发生酯化反应，形成棕榈酰辅酶 A（Palmitoyl-CoA），从

而参与蛋白质棕榈酰化修饰；3）脂肪酸合成：PA 的合成通常发生在细胞质的

脂肪酸合成途径中，通过连续的脂肪酸合成酶催化反应逐渐增加碳链长度脂肪

酸合成途径中，通过连续的脂肪酸合成酶催化反应逐渐增加碳链长度（图 5-9）。 

 

图 5-13 PA 在细胞内代谢途径机制图 

Fig. 5-13 Schematic diagram of PA metabolism pathway in cells 

为了探究 PA 在 JEV 感染中的作用，首先我们使用了脂肪酸合成酶（FASN）

的小分子抑制剂 C75 处理 hBMEC，结果显示 C75 可以抑制 JEV 的复制，同时

添加 PA 可以恢复 C75 对 JEV 复制的抑制作用（图 5-14A）。接下来，我们检测

了 JEV 感染后胞内 ATP 含量的变化，实验结果显示 JEV 感染 hBEMC 后胞内的

ATP 含量在 24 h 和 48 h 显著低于对照组（图 5-14B）。有文献报道 JEV 非结构蛋

白 5（NS5）与参与长链脂肪酸（棕榈酸酯）β 氧化的线粒体三功能蛋白相互作

用损害细胞的 β 氧化作用(Kao et al 2015)。使用终浓度为 20 μM、40 μM 和 60 

μM 的 PA 处理 hBMEC 24 h 后检测细胞内 ATP 含量的变化，胞内 ATP 含量与对

照组相比没有显著差异（图 4-10C）。脂肪酸吸收，氧化利用相关基因 CD36、

LIAP、PPARG、PPARGA1B 和 ATCA1 基因，在 60 μM PA 处理后有上调趋势但

没有显著性差异（图 5-14D）。综上，PA处理促进 JEV的复制并不是通过长链脂

肪酸的 β 氧化途径供能的途径。 
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图 5-14 PA 处理 hBMEC 后，关于脂肪酸吸收和氧化利用基因变化 

Fig.5-14 Changes in genes related to fatty acid uptake and oxidative utilization after PA 

treatment of cells 

（A）RT-qPCR 检测不同处理条件下 JEV-C 基因的相对表达量；利用 CellTiter-Lumi检测细

胞内 ATP 的变化水平。（B）JEV 感染 hBMEC 后不同时间点；（C）不同浓度 PA 处理

hBMEC 后；（D）RT-qPCR 检测 PA 处理细胞后脂肪酸吸收，氧化利用基因的变化。 

(A) RT-qPCR was used to detect the relative expression of JEV-C gene under different treatment 

conditions; CellTiter-Lumi was used to detect intracellular ATP levels. (B) different time points 

after JEV infection of hBMEC; (C) HBMECs treated with different concentrations of PA; (D) RT-

qPCR was used to detect the changes in fatty acid uptake and oxidation utilization genes after PA 

treatment. 

在使用由 PA 生成的长链脂肪酸硬脂酸（Stearicacid, SA）处理 hBMEC 后我

们同样检测了胞内的ATP变化和长链脂肪酸吸收，氧化利用相关基因，与 PA处

理一致的，SA 处理也没有改变胞内的 ATP 含量。 
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图 5-15 SA 处理细胞后脂肪酸吸收，氧化利用相关基因变化 

Fig. 5-15 Changes in genes related to fatty acid up take and  oxidative utilization after 

SA treatment of cells 

接下来我们检测了 JEV感染 hBMEC后整体棕榈酰化修饰水平的变化情况，

在 JEV 感染后 24 h 和 48 h 收集蛋白样品，首先 NEM 阻断未修饰的半胱氨酸巯

基， HAM 异性切割暴露棕榈酰化半胱氨酸的巯基，最后使用巯基偶联琼脂糖

凝胶标记并富集棕榈酰化的蛋白，对富集的蛋白进行 SDS-PAGE 电泳并染色，

结果显示，JEV 感染后整体的棕榈酰化修饰水平增加（图 5-16）。 

 

图 5-16 JEV 感染 hBMEC 后整体棕榈酰化修饰水平检测 

Fig. 5-16 Detection of overall palmitoylation modification levels in hBMEC after JEV 

infection 
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5.2 DHHC21 为促进 JEV 复制的关键棕榈酰化转移酶 

5.2.1 DHHCs 在内皮细胞中的表达谱鉴定 

已知所有的棕榈酰化修饰是有棕榈酰化转移酶 DHHCs介导，上述实验已经

明确 JEV 通过改变 hBMEC 的棕榈酰化修饰水平来促进病毒复制。DHHCs 家族

基因在不同类型的器官、组织、和细胞中 DHHCs表达差异较大，因此我们首先

根据人 类蛋白质图谱（www.proteinatlas.org）提供的单细胞测序结果，分析了

血管内皮细胞中不同DHHCs的表达情况，血管内皮细胞共分为4个簇，Cluster2、

15、16 和 19。统计不同 DHHCs 在四个内皮细胞簇中的归一化百万转录本

（Normalized transcript per million, nTPM）然后按照平均值进行降序排列，其中

DHHC11、19、22 在 4 个内皮细胞簇中 nTPM 统计值均为 0（图 5-17）。 

 

图 5-17 根据人类蛋白质图谱的的单细胞测序结果，总结了不同 DHHCs 在血管内皮细胞中

的表达情况 

Fig. 5-17 The expression of  different DHHCs in vascular endothelial cells was summarized 

based on single-cell sequencing results from  the HPA 

为了进一步确定 DHHCs在 hBMEC中的表达情况，接下来我使用 PCR扩增

DHHCs 片段，同时使用已经报道过的 A549 和 293-T 作为阳性对照(Ohno et al 
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2012, Gadalla et al 2021)。结果显示在 hBMEC 中 DHHC1、2、5、19、22 表达较

弱或不表达（图 5-18）。 

 

图 5-18 利用 PCR 扩增不同 DHHCs 片段 

Fig. 5-18 Amplification of different DHHCs fragments using PCR 

5.2.2 与 JEV 复制相关的棕榈酰转移酶筛选 

为了探究那个 DHHC 在 JEV 复制的过程中起到关键作用，我们用 JEV 以

MOI=1 感染 hBMEC，分别在感染后的 12 h、24 h 和 48 h 取 RNA 样品，并用

RT-qPCR 检测不同 DHHCs 的表达变化，其中 DHHC1、12、23、24 表达量逐渐

降低。13 个 DHHCs 表达量均上调，DHHC2、6、13、17 和 21 上调最为显著

（图5-19A）。因此我们选择使用 shRNA分别敲低DHHC2、6、13、17以及21，

使用RT-qPCR检测敲低效效率结果显示敲低的DHHCs表达量均下降 50%以上。

然后在筛选出来的稳定细胞系中检测了 JEV 复制的差异，敲低 DHHC13、17 并

不影响 JEV的复制，敲低 DHHC2、6和 21均在 hBMEC中抑制 JEV复制且具有

显著性差异其中 DHHC21 的差异最为显著（图 5-19B）。因此我们选取 DHHC21

作为下一步试验的靶蛋白进行分析。 
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图 5-19 DHHC21 为调控 JEV 在 hBMEC 中复制的关键酶类 

Fig. 5-19 DHHC21 as a key palmitoyltransferases regulating JEV replication in hBMEC 

（A）RT-qPCR 检测 JEV 感染 hBMEC 后的 12、24、48 h，不同的 DHHCs 表达变化情

况；（B）RT-qPCR 检测 shRNA 对不同 DHHCs 的敲低效率；（C）RT-qPCR 检测 JEV 在不

同 DHHCs 敲低的细胞系上的复制差异 

(A) RT-qPCR to detect the expression changes of different DHHCs at 12, 24, and 48 h after 

JEV infection with hBMEC; (B) RT-qPCR to detect the efficiency of shRNA knockdown on 

different DHHCs; (C) RT-qPCR to detect the replication differences of JEV on different DHHCs  

knockdown cell lines 

5.2.3 DHHC21 促进 JEV 复制不依赖 CAV1 介导的内化途径 

内化是病毒进入细胞的关键一步，多数病毒会利用宿主蛋白进入细胞细胞

内。网格蛋白介导内化是 JEV 进入大多数细胞易感细胞的主要方式，如 HeLa、

Huh7、C6/36、BS-C-1 和 BHK-21 等(Tani et al 2010, Khasa et al 2019)。但也存在

非网格蛋白依赖的途径进入，对于神经元衍生的 B104细胞、SK-N-SH细胞以及

hBMEC 是通过小窝蛋白（caveolin-1，CAV1）依赖性途径内化(Kalia et al 2013)。
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JEV 感染 hBMEC 后，Src、ezrin 和 CAV1 依次被激活并形成复合物并介导 JEV

进入(Liu et al 2020)。CAV1 需要棕榈酰化后才可以发挥作用，DHHC7 和

DHHC21 共通作用才可以使 CAV1 棕榈酰化(Tonn Eisinger et al 2018)。因此我们

想知道敲低 DHHC21 是否能通过抑制 CAV1 的棕榈酰化过程实现对 JEV 复制的

抑制。因此在下一步实验中我们在 hBMEC 中同时敲低了 DHHC7 和 DHHC21，

RT-qPCR 检测双敲低后相对表达量均低于 30%（图 5-20A）。用 JEV 以 MOI=1

感染 DHHC7 和 21 双敲低的细胞系，检测 JEV 复制的动力学曲线，与对照细胞

系相比两者在不同时间点的复制没有显著的差异（图 5-20B）。 

同时我们在以 MOI=20 检测了 shRNA 敲低与对照组对于 JEV 吸附和内化的

差异，敲低 DHHC21 不会影响 JEV的吸附和内化过程（图 5-20C）。且我们检测

了与 DHHC21酶催化区域一致的同家族其他棕榈酰化转移酶 DHHCs、13、16、

17 和 20 在 JEV 感染后两个细胞系中 DHHCs 的表达模式没有改变，敲低

DHHC21 没有引起其他棕榈酰化转移酶的代偿作用（图 5-20D）。上述结果证明

DHHC21 不通过 CAV1 介导的内化途径影响 JEV 的复制，同时敲低 DHHC21 也

不影响 JEV 的吸附与内化。 

 

图 5-20 敲低 DHHC7 和 DHHC21 不影响 JEV 在 hBMEC 中复制 

Fig. 5-20 Knockdown of DHHC7 and DHHC21 does not affect JEV replication in 

hBMEC 
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5.2.4 敲低 DHHC21 抑制 JEV 在 hBMEC 中复制 

使用 JEV 以 MOI=1 感染 hBMEC 和 shRNA DHHC21 敲低的 hBMEC 细胞系

（shDHHC21）后，不同时间点分别收集 RNA 和蛋白样品，根据 RT-qPCR 和

WB 检测结果可知敲低 DHHC21 可以在 mRNA 水平和蛋白质水平抑制 JEV 的复

制，具有显著性差异（图 5-21A，B）。对 24 h 和 48 h 的感染性上清进行空斑试

验,同样观察到在 DHHC21 敲低组上清中的感染性病毒粒子数显著下降（图 5-

21D）。JEV 感染未纯化的 shDHHC21 敲低的 hBMEC 细胞系后，对 JEV-E 蛋白

进行抗体标记染色， IFA 显示，在 shRNA-EGFP 高表达的细胞内检测不到 JEV-

E蛋白，未表达 EGFP的细胞中可以检测到大量的 JEV-E蛋白（红色）积累（图

5-21C）。最后使用 20、40 和 60 μM 的 PA 处理 shDHHC21 细胞，探究 PA 能过

恢复 JEV 的复制。结果显示由于 DHHC21 的敲低，不能有效利用 PA，在 PA 敲

低细胞系中 PA对 JEV复制的促进作用有限，不能恢复 JEV的复制至正常水平。

以上结果说明 DHHC21 为促进 JEV 复制的关键棕榈酰化酶。 
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图 5-21 敲低 DHHC21 抑制 JEV 在 hBMEC 中复制 

Fig. 5-21 Knockdown of DHHC21 inhibits JEV replication in hBMEC 

（A）RT-qPCR 检测不同时间点 JEV-C 基因表达；（B）WB 检测 JEV-E 蛋白在 24 h、48 h

的表达量；（C）IF 检测 JEV-E 蛋白在不同细胞上的分布。JEV-E 蛋白-红色、shDHHC21-绿

色、细胞核-蓝色；（D）病毒噬斑形成试验检测感染性病毒粒子；（E）RT-qPCR 检测 PA 处

理条件下 JEV-C 基因的相对表达量。 

(A)The expression of JEV-C  gene was detected by RT-qPCR at different time points; (B) The 

expression level of JEV-E protein at 24 H and 48 h was detected by WB; (C) IF detected the 

distribution of JEV-E protein on different cells. JEV-E protein-red, shDHHC21-green, nucleus-

blue. 
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5.3 转录因子 ATF3 介导 DHHC21 上调的表达 

我们探索了哪些转录因子可以直接或间接地调控 DHHC21 的表达，首先利

用 hTFtarget 和 GeneHancer 转录因子数据库，下载了与 DHHC21 有关的转录因

子(Fishilevich et al 2017, Zhang et al 2020b)。并结合本实验室前期对 JEV 感染

hBMEC的 RNA-seq行合并筛选，在两个转录因子数据库中共有 10个基因 ATF3、

KLF4、EGR1、STAT1、GATA3、MYC、GATA2、FOS、NR2F1、FOXA3 在感

染后上调表达（图 5-21A）。ATF3、KLF4、EGR1、STAT1 和 GATA3 与对照组

相比在两个时间点持续上调表达符合 DHHC21 的表达模式（图 5-21B）。因此我

们用RT-qPCR对持续上调表达的基因进行mRNA水平的验证，结果显示ATF3、

KLF4、EGR1 和 STAT1 在感染后上调表达与测序结果一致，GATA3 上调幅度不

明显，且不具有差异显著性（图 5-21C）。下一步我们构建了 ATF3、KLF4、

EGR1 和 STAT1 蛋白的真核表达载体和 DHHC21 的启动子双荧光素酶报告系统，

并利用双荧光素酶试验探究影响 DHHC21 启动子活性的蛋白。与对照组相比，

转染 ATF3 蛋白可以显著提高 DHHC21 启动子的活性（图 5-21D）。这些结果表

明 JEV感染 hBMEC后刺激转录因子ATF3的上调表达，ATF3可以增强DHHC21

启动子活性。 
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图 5-22 ATF3 激活 DHHC21 启动子 

Fig. 5-22 Activation of DHHC21 promoter by the transcription factor ATF3 

（A）hTFtarget 和 GeneHancer 中与 DHHC21 相关转录因子筛选；（B）热图表示转录因

子在 JEV 感染不同时间点的表达情况；（C）RT-qPCR 检测 JEV 感染后转录因子表达变

化；（D）双荧光素酶试验检测 DHHC21 表达 

(A) DHHC21-related transcription factor screening in hTFtarget and GeneHancer; (B) Heatmap 

showed the expression of transcription factors at different time points of JEV infection; (C) The  

expression of transcription factors after JEV  infection was  detected by RT-qPCR; (D) Dual  

luciferase assay to  detect DHHC21expression 

为了进一步检测 ATF3 与 DHHC21 启动子区域的结合位点，我们利用

JASPAR 预测和评估 ATF3 的结合位点(Castro-Mondragon et al 2022)，在相对配

置文件分数阈值为 75%时，启动子区域正义链共有三个ATF3的结合位点。其中

-1330--1321 结合位点得分最高。我们构建了 DHHC21 启动子截短的双荧光素酶
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报告系统，并转染 ATF3蛋白后检测荧光素酶活性。PGL3-1和 PGL3-2截短体产

生的的荧光素酶活性较高，PGL3-3、PGL3-4 和 PGL3-5 无荧光素酶活性。根据

以上结果可以判断 ATF3 的结合位点在-1330—-1321。 

 

图 5-23 转录因子 ATF3 结合位点检测 

Fig. 5-23 Transcription factor ATF3 binding site detection 

（A）ATF3 结合位点示意图；（B）ATF3 结合位点预测；（C）DHHC21 启动子序列截

短表达；（D）双荧光素酶实验检测 DHHC21 启动子活性。 

(A)Schematic diagram of ATF3 binding site; (B) ATF3 binding site prediction; (C) DHHC21 

promoter sequence truncated expression; (D) Dual luciferase assay to detect DHHC21 promoter 

activity. 

转录激活因子 3（Activated transcription factor3，ATF3）是 ATF/cAMP 反应

元件结合家族的一员，它通过与启动子中的 cAMP 反应元件共有序列

TGACGTCA 结合。(Ku and Cheng 2020)。已知在 ZIKV 寨卡病毒感染期间刺激

ATF4/ATF3 上调表达，JEV 通过 PERK-eIF2α 轴激活激活 ATF4 表达(Tan et al 

2018, Wang et al 2019b)。在本实验中我们探究了，JEV 是否通过 PERK 途径激活

ATF3 上调表达，在 JEV 感染 hBMEC 之前，使用 1nM 和 5nM 的 PERK 磷酸化

抑制剂 GSK2606414 处理细胞 6 h，24 h 后收获蛋白样品，进行 WB 检测。JEV

感染后 PERK 的磷酸化程度以及 ATF3 的蛋白表达量均升高，但在 GSK2606414

处理组可以发现 pPERK 和 ATF3 的蛋白含量均下降。据报道 JEV 的 NS4B 蛋白

可以在小鼠脑神经瘤细胞（Neuro-2a）中诱导 PERK 的磷酸化。为了鉴别诱导
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ATF3 上调表达的病毒蛋白，我们分别用表达 JEV 的 PrM、E、NS1、NS2A、

NS2B、NS4A、NS4B 和 NS5 蛋白的质粒转染 293T 细胞。转染完成 24 h 后，使

用 WB 分析 ATF3 的表达差异，与转染空载体（Vec）相比，NS4B 蛋白仅可以

轻微上调 ATF3 表达，而 PrM 蛋白可以显著诱导 ATF3 上调表达。以上结果表

明，在 JEV 感染后可以通过 PrM 和 NS4B 蛋白诱导转录因子 ATF3 上调表达，

ATF3与DHHC21的启动子区域-1330—-1321位点结合，促进DHHC21的mRNA

转录。 

 

图 5-24 PrM 和 NS4B 蛋白诱导 ATF3 表达 

Fig. 5-24 PrM and NS4B proteins of JEV induce ATF3 expression 

5.4 DHHC21 互作蛋白筛选 

5.4.1 DHHC21 修饰的 SRC 家族蛋白参与 JEV 的复制过程 

为了进一步探究在 JEV 感染过程中 DHHC21 通过哪些下游蛋白促进 JEV 复

制？首先，我们利用 Swiss-Palm（https://swisspalm.org/）数据库下载了 293T 细

胞、人脐静脉内皮细胞（human umbilical vein endothelial cells, HUVEC）细胞、

小鼠脑和人脑的棕榈酰化蛋白质组学数据(Blanc et al 2015)。然后，我们对这些

数据进行了筛选，在这 4 组数据中共同存在的棕榈酰化修饰蛋白共有 748 个蛋

白（图 5-25A）。我们通过 String（https://string-db.org/）蛋白质相互作用网络数

据库，筛选了宿主与黄病毒相关的棕榈酰化蛋白 CAV1、EGFR 和 Furin，这些
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蛋白已被证明具有棕榈酰化位点且与 JEV 复制相关(Liu et al 2020, Xiong et al 

2022, Zhang et al 2022) （图 5-25B）。此外，SFKs 是非受体型酪氨酸激酶，参与

黄病毒家族组装和分泌过程(Chu and Yang 2007, Valencia et al 2021)。SFKs 的完

全激活通常按以下顺序实现，N 端结构域进行脂质修饰，接着是 C 端保守酪氨

酸残基（Tyr-527）磷酸化激活发挥作用。SFKs包括八个成员，分别是 Src、Yes、

Fyn、Fgr、Lyn、Hck、Lck 和 Blk，五个成员 Yes、Fyn、Lyn、Lck 和 Fgr 具有

N端保守的棕榈酰化位点（图 5-25C）。同时 DHHC21是催化 SFK棕榈酰化的关

键棕榈酰化修饰转移酶(Fan et al 2020, Gauthaman et al 2022)。 

 

图 5-25 与 JEV 复制相关棕榈酰化蛋白筛选  

Fig. 5-25 Screening of palmitoylated proteins associated with JEV replication 

（A）韦恩图分析 293T 细胞、HUVEC 细胞、小鼠脑和人脑的棕榈酰化蛋白质；（B）String 

分析与黄病毒相关的棕榈酰化蛋白的蛋白互作网络；（C）SFKs 的棕榈酰化修饰位点和磷

酸化修饰位点示意图。 

(A) Venn diagram analysis of palmitoylated proteins in 293T cells, HUVEC cells, mouse brain, 

and human brain; (B) String analysis of the protein interaction network of palmitoylated proteins 

related to flaviviruses; (C) Schematic diagram of SFK palmitoylation sites and phosphorylation 

sites. 
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因此我们接下来探究 DHHC21 是否可以通过介导 SFKs 的棕榈酰化修饰影

响 JEV 的复制。SFKs 包括八个成员，Src、Yes、Fyn、Fgr、Lyn、Hck、Lck、

Blk。在 JEV感染 hBMEC后，用 RT-qPCR检测了棕榈酰化修饰蛋白 Yes、Fyn、

Lyn、Lck 和 Fgr 的 mRNA 变化情况，Lck、Yes、Lyn、Fyn 均在 JEV 感染后的

24 h 和 48 h 表达显著上调（图 5-26A）。Fgr在 hBMEC 细胞系中不能检出，据报

道 Fgr 表达受限于髓系造血细胞，在淋巴癌细胞过度表达并持续活跃(Shen et al 

2018)。随后我们检测了 JEV 感染后，SFKs 的磷酸化程度，在 hBMEC 和 U251

细胞中，WB 检测结果显示 JEV 感染 6 H 后 SFKs 的磷酸化水平升高。不同的是

在 hBMEC 中，磷酸化程度在 24 h 后开始下降，U251 细胞中磷酸化水平持续升

高（图 5-26B，C 左图）。使用 SFKs 磷酸化抑制剂 SU6656（5 μM）分别处理

hBMEC 和 U251 后，WB 检测发现 SFK 的磷酸化被抑制的同时，JEV-E 蛋白的

含量也显著下降（图 4-1B，C 右图）。上述结果表明，Lck、Yes、Lyn 和 Fyn 在

JEV 感染后 mRNA 上调表达，蛋白质磷酸化水平增加。 

 

图 5-26 SFKs mRNA 表达及蛋白质磷酸化水平变化 

Fig. 5-26 Changes in SFKs mRNA expression and protein phosphorylation 

上述结果显示， Lck、Yes、Lyn、Fyn在 JEV复制过程中发挥作用。因此接

下来我们使用 shRNA技术敲低 Lck、Yes、Lyn和 Fyn基因（图 5-27A），然后使

用 JEV 感染不同的敲低细胞系并在 24 h 和 48 h 检测 JEV-E 蛋白的表达差异，敲
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低 Lck和 Yes对 JEV的复制有明显的抑制作用。这里可以得出结论 Lck和 Yes可

以促进 JEV 复制。 

 

图 5-27 敲低 Lck 和 Yes 抑制 JEV 的复制 

Fig. 5-27 Knockdown of Lck and Yes inhibits JEV replication 

5.4.2 DHHC21 互作蛋白的提取与质量鉴定 

首先我们构建过了表达 DHHC21 的过表达细胞系，我们利用 IF与 WB 对过

表达细胞系进行鉴定，在 IFA 实验中，使用 Flag 抗体对细胞进行一抗孵育，随

后用 Alexa Fluor Plus 555 二抗进行标记显色，在转染细胞中可以明显观察到红

色荧光（图 5-28A）。由于 DHHC21 含有跨膜结构域，因此我们选择使用室温

（R-T）、37°C、50°C、60°C、75°C 以及 100°C 的温度梯度处理蛋白质裂解液 5 

min 后，接着对处理的蛋白样品进行 SDS-PAGE 上样前，最后进行 WB 显色。

结果显示高温处理过后 Flag-DHHC21的蛋白含量在 21 KD位置减少（图 5-28B）。 
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图 5-28 DHHC21 过表达细胞系的验证 

Fig. 5-28 Construction of DHHC21 overexpressing cell lines 

接下来使用 JEV 感染表达了 Flag-DHHC21 的细胞 24 h 后，收集细胞进行裂

解收获蛋白裂解液，将蛋白裂解液与偶联 Flag 抗体的磁珠进行孵化，再通过洗

脱去掉没有与 Flag-DHHC21 蛋白结合的杂蛋白，最后进行 SDS-PAGE 和 WB 鉴

定最后进行质谱分析（图 5-29A）。并鉴定蛋白的质量偏差整体分布、所含的

Unique 肽段数、肽段长度分布进行鉴定，确定样品的可信度和重复性符合实验

要求（图 5-29B，C，D）。 

 

图 5-29 DHHC21 互作蛋白的质量鉴定 

Fig. 5-29 Quality identification of DHHC21 interacting proteins 
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5.4.3 DHHC21 互作蛋白的生物信息学分析 

接下里我们将质谱获得的蛋白条目进行基本功能注释包括 KEGG、EDG 和

KOG 分析。KEGG 分析中富集蛋白较多的信号通路为 Human diseases 和

Metabolism，在 Human diseases 目录下富集到大量与细菌、病毒、寄生虫有关的

蛋白，其中与病毒感染有关的蛋白质最多为 117 个。此外在 GO、EDG 和 KOG

分析中存在大量与胞内蛋白转运、蛋白质折叠、锌离子结合等通路的蛋白，这

些蛋白质功能与棕榈酰化修饰有关。 

 

图 5-30 DHHC21 互作蛋白 KEGG 富集分析 

Fig. 5-30 KEGG enrichment analysis of DHHC21 interacting protein 
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图 5-31 DHHC21 互作蛋白 EDG 富集分析 

Fig. 5-31  EDG enrichment analysis of DHHC21 interacting protein 

 

图 5-32 DHHC21 互作蛋白 KOG 注释分析 

Fig. 5-32 KOG annotation analysis of DHHC21 interacting proteins 
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由于前期结果已经表明 DHHC21 主要在细胞质内存在，因此我们利用 Cell-

PLoc2.0 对与病毒相关的 117 个蛋白进行亚细胞定位注释。发现其中 45%为核蛋

白，剩余 65 个相关蛋白。我们通过 CSS-palm 6.0 对 65 个蛋白的全氨基酸序列

进行棕榈酰化修饰预测，发现 29 个蛋白具有棕榈酰化位点。然后利用 String 构

建 29个蛋白的互作网络，HSPA8位于互作网络的中心位置，HSPA8作为一个多

功能蛋白参与 JEV 复制的多个环节。虽然 CDC42 和 CDK1 也被证实与 JEV 复

制有关，但他们分别是通过促进 JEV 内化和抑制一型干扰素途径增强 JEV 的复

制，前期结果已经证实 2-BP 处理不影响这两个环节。 

 

图 5-33 与病毒感染相关的蛋白质分析 

Fig. 5-33 Analysis of proteins associated with viral infection 
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（A）DHHC21 互作蛋白分析流程示意图；（B）Cell-PLoc2.0 预测互作蛋白的细胞定位；

（C）利用 String 进行蛋白质互作网络分析 

(A) Schematic diagram of DHHC21 interacting proteins analysis process; (B) Cell-PLoc2.0 

predicted the cellular localization of interacting proteins; (C) protein-protein interaction network 

analysis using String. 

5.4.4 DHHC21 与 HSPA8 相互作用的验证 

为了验证 DHHC21 与 HSPA8 是否存在相互作用，首先我们对 DHHC21 和

HSPA8进行分析对接预测，用 PyMol 2.4完成蛋白质的预处理（删除水分子和多

余配体，添加氢原子）。选择 HSPA8 为受体蛋白，DHHC2 为配体蛋白，使用

HDOCK SERVER（http://hdock.phys.hust.edu.cn/）对为 DHHC21（Uniprot ID：

Q8IVQ6）和 HSPA8（Uniprot ID：A0A3Q7X441)、进行蛋白质-蛋白质的分子对

接。以 Docking Score、Confidence Score 和 Ligand RMSD 被作为对接的评价标

准，得分为 Docking Score：-291.75、Confidence Score：0.9445 和 Ligand RMSD：

49.63。最后，我们使用 Pymol 2.0 软件对对接结果进行了可视化处理（图 5-33）。 

 

图 5-34 DHHC21 与 HSPA8 的分子对接预测  

Fig. 5-33 Molecular docking prediction of the interaction between DHHC21 and HSPA8 

根据上述分析结果，HSPA8 可能是 DHHC21 的下游分子参与棕榈酰化修饰

对 JEV 复制的调控，为了验证 DHHC21 与 HSPA8 的互作，我们在 293T 细胞中

同时过表达 Flag-DHHC21 和 HA-HSPA8，在质粒转染 12 h 后，使用 JEV 以
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MOI=1 感染 24 h 收取蛋白样品。随后将裂解液分别与偶联了 Flag 和 HA 抗体的

磁珠进行孵育，免疫共沉淀，随后对酸性洗脱产物进行 WB 显色分析，结果显

示 HSPA8 可以与 DHHC21 共沉淀（图 5-34A，B）。随后 IFA 实验进一步证

HSPA8 与 DHHC21 在胞内共定位（图 5-34C）。以上结果说明 DHHC21 可以与

HSPA8 互作。 

 

图 5-35 验证 DHHC21 与 HSPA8 互作 

Fig. 5-35 Validation of DHHC21 interaction with HSPA8 
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CO-IP 检测 Flag-DHHC21 与 HA-HSPA8 的互作情况。（A）偶联 Flag 抗体的磁珠进行免疫

沉淀；（B）偶联 HA 抗体的磁珠进行免疫沉淀；（C）IF 鉴定 HA-HSPA8 与 Flag-DHHC21

共定位。 

CO-IP assay of Flag-DHHC21 and HA-HSPA8. (A) immunoprecipitation using magnetic beads 

conjugated  with Flag antibody; (B) immunoprecipitation with magnetic beads conjugated with 

HA antibody; (C) Co-localization of HA-HSPA8 and Flag-DHHC21 was identified by IF. 

5.4.5 HSPA8 棕榈酰化位点预测与鉴定 

虽然在前面预测中 HSPA8 存在棕榈酰化修饰，但还没有文献报道关于

HSPA8 的棕榈酰化修饰情况，为了验证 HSPA8 是否会被棕榈酰化修饰，及其潜

在的修饰位点。我们在 293T 细胞中过表达 HA-HSPA8，48 h 后收集裂解液，利

用 APE 的方法标记棕榈酰化蛋白，WB 检测结果表明 HSPA8 存在棕榈酰化修饰，

根据质量漂移条带显示 HSPA8 只存在一个棕榈酰化位点（图 5-35）。 

 

图 5-36 HSPA8 棕榈酰化修饰鉴定 

Fig. 5-36 The detection of HSPA8 palmitoylation modification 

为了进一步解析 HSPA8 的棕榈酰化修饰位点，我们使用棕榈酰化位点预测

软件 CSS-Palm 6.0 对 HSPA8 氨基酸序列进行分析，结果显示，HSPA8 上可能存

在 4个Cys修饰位点，C17、C267、C574和C603。C17和C267位点位于HSPA8

的核酸结合区域（NBD）和 ATP 结合区域（ATPase Domain），C574 和 C603 位
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点位于 C末端的盖子区域（图 5-36A）。根据预测结果，我们分别构建了 HSAP8

的棕榈酰化位点突变体（Cys-Ala），命名为 C17A、C267A、C574 和 C603A 并

使用 WB 检测载体表达情况图（图 5-36B）。 

 

图 5-37 HSPA8 棕榈酰化位点的预测与载体构建 

Fig. 5-37 Prediction of HSPA8 palmitoylation sites and construction of mutant vectors 

（A）利用 CSS-Palm6.0 对 HSPA8 进行棕榈酰化位点预测；（B）HSPA8 的棕榈酰化位点突

变体构建。 

(A)The palmitoylation sites of HSPA8 were predicted by CSS-Palm6.0; (B) Construction of 

palmitoylation site mutants of HSPA8. 

棕榈酰化修饰是一种能够广泛存在的修饰，会特定蛋白质亚域的疏水性，

影响蛋白质的定位、积累、分泌和功能。(Dennis and Heather 2023)。因此我们

接下来探究了棕榈酰化突变是否影响 HSPA8 的亚细胞定位，首先转染 WT-

HSPA8 与棕榈酰化位点突变 C17A、C267A、C574 和 C603A 质粒进入 293T 细

胞。在转染 24 h 后对细胞进行固定，分别使用 HA 抗体标记 HA-HASPA8（红

色），细胞膜荧光探针 DiO（绿色）标记细胞质膜。利用共聚焦显微镜观察不同

棕榈酰化突变体在胞内的分布情况（图 5-37）。根据 IFA 结果显示，与转染 WT-

HSPA8 相比，棕榈酰化位点突变并未影响蛋白质在亚细胞内的空间分布。 
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图 5-38 HSPA8 棕榈酰化突变体亚细胞分布鉴定 

Fig. 5-38 Identification of subcellular distribution of HSPA8 palmitoylation mutants 

最后，转染含有棕榈酰化位点突变的 HSPA8 质粒进入 293T 细胞，48 h 后

收集蛋白裂解液，我们采用 APE方法检查了不同位点突变对 HSPA8棕榈酰化状

态的影响。WB 结果显示野生型的 WT、C17A、C267A 和 C603A 均存在一条质

量漂移条带，而 C574A 不存在质量漂移条带（图 5-38）。以上结果说明 HSPA8

存在棕榈酰化修饰现象，棕榈酰化修饰位点位于 574 位半胱氨酸，棕榈酰化位

点突变不影响 HA-HAPS8 的亚细胞空间分布。 

 

图 5-39 HSPA8 棕榈酰化位点的鉴定 

Fig. 5-39 Identification of the HSPA8 palmitoylation site 
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5.4.6 DHHC21 促进 HSPA8 棕榈酰化修饰 

上述实验已经证明了 HSPA8 可以与 DHHC21 互作，且 HSAP8 的 574 位半

胱氨酸存在棕榈酰化修饰。因此接下来我们探究 DHHC21 是否可以催化 HSPA8

的棕榈酰化修饰，我们在 12 孔板中接种 293T 细胞，待细胞密度至 80% 后，同

时转染 HA-HSPA8（1ng）和不同浓度的 Flag-DHHC21（0.4、0.6、0.8、1.0 ng）

质粒进入293T细胞，在转染48 h后处理细胞收集裂解液，利用APE法对HSPA8

棕榈酰化修饰程度进行鉴定（图 5-39）。根据 WB结果显示，DHHC21可以促进

HSPA8 的棕榈酰化修饰，对 WB 条带进行灰度分析，并计算棕榈酰化的 HSPA8

蛋白含量在总 HSPA8 蛋白中的比例，发现 DHHC21 在一定范围内可以增加

HSPA8的棕榈酰化程度，但当转染 DHHC21浓度过高时反而会抑制 HSPA8的棕

榈酰化修饰程度。 

 

图 5-40 DHHC21 促进 HSPA8 棕榈酰化修饰 

Fig. 5-40 DHHC21 enhances HSPA8 palmitoylation modification 
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5.4.7 棕榈酰化位点突变缩短 HSPA8 的半衰期  

棕榈酰化修饰是一种重要的蛋白质翻译后修饰方式，可以影响蛋白质的稳

定性和功能。一些研究表明，棕榈酰化可以影响蛋白质的半衰期。在一些情况

下，棕榈酰化会减慢蛋白质的降解速率，从而延长其在细胞内的寿命。接下来

我们对 WT-HSPA8 与 C574A 突变体的半衰期进行检测，首先，在 293T 细胞中

转染等量的 WT-HSPA8 和 C574A 突变体质粒（1ng/mL）。转染 36 H 后，向细胞

培养基中加入终浓度为 50 mg/mL的环己酮霉素（Cycloheximide, CHX），用于抑

制蛋白质合成, 在 CHX 处理后的每隔 2 h 取样，以研究蛋白质的降解速率。结果

显示 WT-HSPA8 的蛋白质半衰期约为 10 h，HSPA8 的 C574A 突变体的蛋白质半

衰期缩短至 4 h，经过统计分析表明具有差异显著性（图 5-40A，B）。 

 

图 5-41 HSPA8 蛋白质半衰期检测 

Fig. 5-41 HSPA8 protein half-life assay 
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5.5 讨论 

JEV 作为典型的嗜神经病毒可以通过多种途径进入 CNS，进而引发病毒性

脑炎，造成死亡或严重的神经系统后遗症。我们之前的研究表明，JEV 可以在

hBMEC 中建立持续感染，并且不会导致细胞病变效应，这表明 hBMEC 可能是

JEV 的潜在病毒库，有助于病毒跨越 BBB 传播并侵袭 CNS(Wang et al 2018)。而

且 JEV 单独感染 hBMEC 不会导致 BBB 的渗漏，JEV 进入 CNS 后，感染胶质细

胞引起大量炎症因子释放作用于BMEC导致BBB的破坏(Zhang et al 2023)。CNS

具有“免疫特权”， 98% 的小分子药物和几乎 100%的大分子药物无法穿越 BBB，

因此在发生病毒性脑炎后，尚无有效的治疗方案(Pardridge et al 1991)。hBMEC

作为 BBB 的主要组成细胞，在抑制毒感染和阻止病毒通过细胞旁路穿越进入

CNS，发挥不可替代的作用。因此研究 JEV 在 hBMEC 中的研究具有重要现实

意义。 

棕榈酰化修饰可以调控多种疾病的发生和发展，包括病毒感染（流感病毒、

SARS-CoV-2 和 HIV 等）、神经系统疾病（阿尔茨海默病、亨廷顿病和精神分裂

症）和癌症(Cho and Park 2016, Yuan et al 2024)。棕榈酰化相关蛋白或酶很可能

成为未来重大疾病治疗的突破点(Young et al 2012, Wu et al 2021a)。因此在本实

验中探究了 hBMEC 的整体棕榈酰化修饰与 JEV 复制的关系。首先我们发现 2-

BP 具有广谱抑制 JEV 复制的能力，且可以抑制内皮炎症提高攻毒小鼠的死亡率

（结果 5.1）。JEV感染后不仅改变了 hBMEC的棕榈酰化修饰水平而且增加了细

胞对棕榈酰基 PA的吸收。通过对 JEV感染后上调表达的 DHHCs进行 shRNA敲

低，JEV 感染筛选，发现 DHHC21 在 JEV 复制过程中发挥主要促进作用的棕榈

酰化转移酶。由于 DHHC21 具有多个底物蛋白，我们通过 IP-MS 发掘 DHHC21

互作蛋白并进行 APE 实验验证，发现 DHHC21 可以催化 HSPA8 在 C574 位点发

生棕榈酰化修饰。HSPA8 作为伴侣蛋白参与了 JEV 的吸附、内化以及复制复合

体形成， 在 JEV 复制过程中起着重要的辅助作用，帮助病毒完成其复制周期

(Zhu et al 2012b, Weng et al 2018, Yadav et al 2022)。HSAP8 的 C574 位点的棕榈

酰化修饰，没有改变 HSPA8的亚细胞定位，但是缩短了 HSPA8的半衰期。同时

检测了 DHHC21的偏好底物 SFKs中 Lck和 Yes两个蛋白磷酸化激活后，促进了
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JEV 的复制。这些结果表明，JEV 可以通过调控细胞的棕榈酰化修饰，促进自

身的增殖。 

5.5.1 2-BP 抑制 JEV 的复制 

据估计，多达 10%的人类蛋白质可被棕榈酰化修饰调节。其中一些是与抗

病毒应答有关的棕榈酰化化蛋白如 STING、MyD8 和 STAT3。以及本研究涉及

的 IFITM1均需要棕榈酰化修饰才可以发挥抗病毒。但与预测相反的是在棕榈酰

化广谱抑制剂 2-BP 处理 hBMEC 细胞后，JEV 的复制并没有上调，反而出现显

著下调。此外有研究表明 2-BP 对多种病毒均表现出抗病毒作用如 SARS-CoV-2、

MHV-A59、 hCoV-OC43 以及 CHIKV 等(Liu et al , Alonso et al 2012)。在我们对

Swiss-Palm的数据库进行 String分析时发现多个是已被证明具有棕榈酰化修饰且

与 JEV 复制相关的蛋白如 CAV1、EGFR 和 Furin (Zhao et al 2021) (Liu et al 2020) 

(Monson et al 2021)，其中 Furin 可以介导的多种病毒包膜糖蛋白的切割，包括疱

疹病毒、冠病毒、黄病毒、丝状病毒、正粘病毒、逆转录病毒等(Braun and 

Sauter 2019)。因此，整体水平的棕榈酰化抑制通常会抑制病毒的增殖。 

2-BP 作为一种不能参与代谢的 PA 溴代衍生物，可用作棕榈酰化抑制剂，

它无差别且不可逆地抑制所有 DHHCs 活性(Yao et al 2019, Cheng et al 2021)。同

时也可以参与脂质化代谢过程中。2-BP 处理可能会影响到多个生物学过程，从

而影响病毒的复制。有研究表明证明了 2-BP 能够在一定浓度下可以消耗各种细

胞系的脂滴（Lipid droplets, LD）(Cho and Park 2016, Ramli et al 2020)。同时，

2BP 处理显著降低了线粒体脂肪酸的含量(Dong et al 2022)。LD 是病毒复制的能

量来源，它们的消耗导致病毒复制受到抑制。而且研究表明LD可以作为病毒的

转运和组装场所，参与病毒复制的其他环节。因此 2-BP 可以通过破坏 LD 的途

径抑制病毒的复制(Crawford and Desselberger 2016, Liu et al 2024)。但在我们的

实验中发现在，不同浓度的 PA 和 SA 处理 hBMEC 细胞后，hBMEC中关于脂肪

酸吸收，氧化利用的基因没有发生显著变化。在 JEV 感染，使用偶连荧光基团

的 PA 处理 hBMEC 后没有观察到病毒与 PA 的共定位现象。同时 JEV 感染后，

hBMEC 对于 PA 的吸收虽然增加，但是利用减低了，且 JEV 感染后胞内的 ATP

含量是下降的。这些结果提示 2-BP对于 JEV 的抑制不是通过脂肪酸代谢途径。
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BMEC 激活上调表达细胞粘附分子与趋化因子可以介导外周免疫细胞浸润，加

剧 BBB 的破坏(Li et al 2015)。CNS 中大量的炎症因子，作用于 BMEC 引起的紧

密连接蛋白的下调是导致 BBB 破坏的主要诱因(Yadav et al 2022)。因此在 JEV

感染过程中，降低 BMEC的敏感度可以保护 BBB的完整性。我们在实验中发现

2-BP 处理还降低了 hBMEC 的炎症反应，在 PMA 处理后可以抑制相关的炎症因

子（IL-4、6、8、1b 和 TNF-α）、趋化因子（MCP-1）以及细胞间黏附分子

（ICAM-1）的上调。虽然 2-BP 被认为是一种蛋白棕榈酰化抑制剂，它可能通

过抑制其他参与脂质代谢的酶，具有脱靶效应，抑制过于广泛对细胞具有细胞

毒性。因此开发新的特异的棕榈酰化抑制剂可以可以帮助减少脱靶效应并提高

治疗的针对性和安全性。这些发现提示，2-BP 处理可以抑制病毒复制和保护体

外 BBB，抑制棕榈酰化修饰可能为治疗 JEV 感染提供新的思路和方案。 

5.5.2 HSPA8 的棕榈酰化修饰影响其蛋白降解 

据报道热休克蛋白 HSP90α 可以发生棕榈酰化修饰 (Xue et al 2023)。此外

HSPA1A、HSPA9、HSPB1 和 HSPB5 均有报道称可以与脂质膜反应或具有与脂

质结合的功能，这些结合过程可能与蛋白自身的脂质修饰相关(De Maio et al 

2019，Dores-Silva et al 2020，Smulders et al 2020)。在对 HSPA8 的 4 个 Cys 残基

反应性差异的机制探究实验中发现，质谱检测时发现，HSPA8 的 524-616 属于

底物结合结构域（substrate-binding domain, SBDα），除了含有常规分子量为

10952道尔顿的分子内二硫键合的 HSPA8的 SBDα，还存在一个 11018 道尔顿未

确定的成分，在 SBDα 内 Cys 除了形成二硫键外，还具有其他结合活性(Hong et 

al 2023)。在我们对 IP-MS 的结果进行验证时，可以观察到 HSPA8 与 DHHC21

共定位表达，且存在相互作用，并且首次确认了 HSPA8 的 C574 位点上存在棕

榈酰化修饰。在探究棕榈酰化位点对 HSPA8 的影响是发现，C754A 位点突变导

致 HSPA8 的半衰期缩短，蛋白含量降低。IF 显示棕榈酰化位点突变并不影响蛋

白的亚细胞定位（结果 4.3.6 和 4.3.7），这些结果说明，在 HSPA8 蛋白中不是通

过影响其亚细胞定位进而影响蛋白质的稳定性。C574位点位于HSPA8的LID结

构域(残基 510-606)，LID 结构域的功能主要是提高 HSPA8 与客户蛋白的结合亲

和力，降低交换率。研究表明，泛素连接酶 HSP70 羧基末端相互作用蛋白
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（Carboxyl terminus of HSP70 interacting protein, CHIP）通过泛素化 HSP70/ 

HSPA8 和 HSP90 的客户蛋白，从而靶向这些底物蛋白进行降解， CHIP 和

HSC70 LID 结构域之间的相互作用是 HSP70/ HSPA8 或 HSP70/ HSPA8 结合底物

蛋白泛素化的必要条件(Zhang et al 2015)。有报道称 HSP70/ HSPA8 的 LID 结构

域和尾部存在多种 PTMs，如 636 位苏氨酸和 611 位酪氨酸的磷酸化修饰以及

561 位赖氨酸的甲基化修饰，这些位点的翻译后修饰均直接影响 HSP70/ HSPA8

与底物的结合效率与稳定性(Jakobsson et al 2013，Ruse et al 2008)。本研究发现

HSPA8在C574位点存在的棕榈酰化修饰，可能会影响其与客户蛋白的结合效率

与稳定性，以及影响其蛋白质的降解途径及速率。 

5.5.3 DHHC21 通过多种靶蛋白促进 JEV 复制 

在 JEV 感染 hBMEC 过程中，细胞整体的蛋白质棕榈酰化修饰增加，24 个

DHHCs 表特征变化，通过对上调表达的 DHHCs 进行基因敲低，发现敲低

DHHC2、6和 21均可以抑制 JEV的复制，其中敲低 DHHC21抑制最为显著（结

果 4.2.2）。根据蛋白质全氨基酸序列的同源性将 PATs 划分为 4 个亚家族，一般

情况下底物对应的 DHHCs 是有冗余的，多个 DHHCs 可以催化同一个底物，且

具有代偿作用(Liao et al 2023, Essandoh et al 2024)。其中通过 PDZ 结合基序预测

发现DHHC3、DHHC7、DHHC16、DHHC17、DHHC20和DHHC21中具有相似

的功能(Barker et al 2024)。但在本实验中，使用 shRNA 敲低 DHHC21 后没有检

测到其具有相似 PDZ 结合基序 DHHCs 的基因变化，在细胞系中敲除 DHHC21

没有代偿作用的发生。而且与 2-BP处理情况一致，DHHC21敲低到之后 JEV复

制下降，这表明 DHHC21 棕榈酰化修饰的底物的 PATs 没有冗余（JEV 感染过程

中），DHHC21 在促进 JEV 感染过程中发挥的作用是特异的（结果 4.2.4）。在大

多数使用蛋白过表达的催化实验中可以发现多个 DHHCs可以对同一底物进行催

化，过表达大量的蛋白可能会造成 DHHCs亚细胞定位的改变，导致出现错误判

断(Dennis and Heather 2023)。但是真实条件下，会发现底物与 DHHCs 在同一个

细胞系中不能被同时检测到，因此在确定 DHHCs与底物是否存在关系时，明确 

DHHCs 与底物的组织及细胞特异性表达至关重要(Jin et al 2021)。 
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在本研究中发现过表达不同剂量的DHHC21，探究DHHC2-1是否对HSPA8

具有催化作用时发现，在较低剂量的质粒转染的情况下，DHHC21 对于 HSPA8

的棕榈酰化修饰具有促进作用，但是当转染质粒剂量较高时，反而会抑制

HSAP8 的棕榈酰化。棕榈酰化修饰包含两个步骤，在第一个自棕榈酰化步骤中

形成共价棕榈酰硫酯酶中间体，第二个步骤中将棕榈酰部分从 PAT 转移到底物

蛋白上(Guan and Fierke 2011, Ikushiro and Hayashi 2011)。如果在细胞内存在大量

的外源 DHHCs 表达，在经过第一个棕榈酰化修饰步骤后，会出现棕榈酰-COA

被消耗，难以有效转移到底物蛋白，这也表明了 DHHCs催化过程中复杂的调节

机制。此外。几种内皮棕榈酰化蛋白已被确定为 DHHC21 的直接底物，包括血

小板内皮细胞粘附分子（PECAM-1）、eNOS、CAV-1、SOD1 和 Fyn，其中许多

与内皮炎症和屏障功能有关如，PECAM-1 促进白细胞跨内皮迁移，Fyn 介导内

皮细胞-细胞连接的解离，eNOS 衍生的 NO 增加血管通透性(Yeste-Velasco et al 

2015, Tonn Eisinger et al 2018)。在最近的一项研究中，DHHC21 敲低导致 eNOS

棕榈酰化降低和 NO 释放受损(Shu et al 2015)。在脓毒症模型和烧伤模型中，也

证实 DHHC21 可以调节内皮炎症型信号通路中的蛋白质棕榈酰化，增强炎症反

应，DHHC21 功能缺陷可以保护炎症期间的内皮损伤。此外，还存一些棕榈酰

化修饰共性的问题制约了 DHHC21 的研究，在 DHHCs 酶的特异性活性量化存

在技术上的挑战，因此对于这些酶在不同细胞和组织中的确切作用和底物范围

的了解还很有限。这些技术和模型方面的挑战使得我们对棕榈酰化过程中底物

和功能的认识受到限制(Mukherjee et al 2017，Yang et al 2024)。因此，进一步阐

明内皮中在病毒感染和炎症条件下 DHHC21 对全部靶蛋白的作用，有助于揭示

病毒感染和内皮炎症的病理生理机制，同时促进细胞靶向药物的开发。 

综上所述，本研究表明了棕榈酰化的 IFITM1 具有抗病毒和维持 BBB 稳定

的双重作用，但 JEV 通过改变 DHHCs 家族的表达模式，可以抑制 IFITM1 的棕

榈酰化修饰，进而导致其错误定位，失去生物学功能。但随后的实验发现，在

JEV感染过程中 hBMEC的整体棕榈酰化水平升高，2-BP处理可以显著抑制 JEV

的复制，表明整体的棕榈酰化修饰是有利于 JEV 复制的，同时我们发现 JEV 的

PrM 和 NS4B 激活 ATF3 上调表达进而促进 DHHC21 转录， DHHC21 通过下游

靶蛋白 HSPA8 和 SFKs 促进 JEV 复制。表明 JEV 可以通过调节宿主棕榈酰化修
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饰，进行免疫逃逸和促进自身复制。这些发现为理解 JEV 复制机制与棕榈酰化

修饰之间的关系提供了新的见解，有助于深入了解 JEV 感染的分子机制以及相

关疾病的治疗途径。 
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5.6 小结 

 

图 5-42 DHHC21 促进 JEV 增殖的机制 

Fig. 5-42 Illustrates the mechanism by which DHHC21 promotes JEV proliferation. 

最后，对上述研究结果做出总结，棕榈酰化抑制剂 2-BP 处理不仅可以抑制

JEV 在多种细胞中复制，而且可以减缓 hBMEC 的炎症反应，此外 2-BP 还可以

缓解由 TNF-α 引起的 BBB 模型的破坏。JEV 感染不仅促进了 hBMEC 对棕榈酰

基 PA 的吸收，同时上调了细胞的整体棕榈酰化修饰水平，在感染过程中棕榈酰

化修饰有助于 JEV 复制。通过研究我们发现 DHHC21 是 JEV 复制过程中的关键

棕榈酰化酶，敲低 DHHC21 可以抑制 JEV 的复制。JEV 的 PrM 和 NS4B 蛋白可

以刺激转录因子 ATF3 上调表达，进一步激活 DHHC21 的表达。通过 IP-MS 我

们鉴定了 DHHC21 的下游靶蛋白 HSPA8，并且通过 APE 实验首次表明 HSPA8

在 C574 位点存在棕榈酰化修饰，棕榈酰化位点突变导致 HSPA8 半衰期缩短，

蛋白含量降低。另外 DHHC21的偏好底物 Lck、Yes也可以磷酸化修饰促进 JEV

的复制。 
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第六章 结论 

1) 棕榈酰化修饰的 IFITM1在 hBMEC中具有抗病毒和稳定 BBB的双重功能。 

2) IFITM1具有 C52、53和 84三个棕榈酰化修饰位点，棕榈酰化修饰位点对于

IFITM1 发挥正确生物学功能是必须的。 

3) JEV 可以通过抑制 DHHC1、23 和 24 的表达，抑制 IFITM1 的棕榈酰化修饰

过程，进行免疫逃逸。 

4) 2-BP 抑制 JEV 的复制具有广谱性，且可以降低 hBMEC 的炎症反应。 

5) HSPA8 具有 C574 一个棕榈酰化位点，C574 位点突变导致 HSPA8 半衰期缩

短。 

6) DHHC21是 JEV复制过程中的关键棕榈酰化修饰酶，可以通过底物蛋白 Lck、

Yes 和 HSPA8 促进 JEV 复制。 
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