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摘要

小反刍兽疫PPR(Peste des Petits Rumillants，PPR)是由PPRV(Peste des Petits Ruminants

Villls，PPRⅣ)引起的高致病性疫病，死亡率达50—80％。是世界动物卫生组织(o伍ce

IIltemationaldes Epizooties，OⅢ)规定必须报告的烈性动物传染病。PPRV对宿主的天然免疫

抑制非常严重，但目前关于宿主对PPlw感染的天然免疫应答过程、抗病毒药物以及新型抗

病毒技术开发等方面的研究不多。本文对上述问题进行了初步研究，取得如下结果：

1．PPRV在遗传进化过程中，其密码子使用模式受到基因组自身突变压力以及与宿主相

关的翻译选择压力的影响。N蛋白作为一种重要的病毒复制相关蛋白，其编码基因高度适应

宿主密码子使用模式，并且在形成正确的蛋白结构的过程中，其密码子使用偏嗜性以及宿主

细胞tIⅢA丰度变化都受到影响。N蛋白在PPRV复制过程中发挥着重要作用，其蛋白高级

构象的形成与密码子使用模式具有明显的相关性。

2．PPRV感染HEK293T细胞后可诱导细胞内IFN．B、IFN一入2、IFN一入3三种干扰素及

ISGl5、ISG56、CxCLl0等几种抗病毒蛋白(ISG)的表达，外源加入IFN—alpha．2b及IFN．

九3后对PPR-V复制有明显的抑制作用，而IFN信号通路抑制剂Jak—iIlllibitor，对宿主细胞

自身产生的IFN的应答无抑制作用，反之，未感染PPR-v的脏K293T细胞对外源加入的IFN

的应答具有显著抑制作用。

3．PPRV感染细胞可以诱导宿主细胞自噬相关蛋白At913蛋白的表达，该蛋白可以激活

I型IFN及相关细胞因子的表达，这些表达产物同样具有抗病毒作用。此外，At913蛋白具

有抑制PPRV的复制的功能，说明宿主At913蛋白除了具有自噬功能之外还具有激活天然免

疫及抗病毒等其它重要功能。

4．病毒唑(砌baVirin)与霉酚酸(Mycophen01ic)均具有显著的抗PPRV的作用，深入研究

发现，砌bavirill通过抑制IMPDH酶的活性来阻止GTP pool的形成从而发挥抗病毒作用。

5．Vero细胞敲除所以czf砌基因后，细胞的迁移率降低， PPRV在细胞中的复制效率也

有所降低。

6．筛选到了抗PPRV感染的两种干扰素，初步分析了RibaViriIl及Mycophenolic两种药

物治疗PPIW感染的可能性，这也为藏羚羊等我国特有的珍稀小反刍动物感染PPRV后的治

疗提供了可靠的依据。

以上研究结果为我们深入了解PPRV与宿主细胞天然免疫系统的相互关系奠定了基础，

为PPR的防控提供了新的思路。

关键词：小反刍兽疫病毒，抗病毒，天然免疫，病毒唑，黏着斑蛋白
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Abstract

Peste des petlts rumjllantS disease(PPR)js a如gmy contagious，and iIllmuIlosuppressive
8maJJ mmlnantS disease caused by PPR Vims(PPRv)，with the monal时of50—80％．n is sedousIv
monitored by Food and Agricul亡ure O唱anization of廿1e United Nations．PPRV inhib“ed

iI】terf酹on(IFN)responses seriously，but there was a Iack of repons that were reIated to iImate
1mmune response i11duced by Pf，RV infection，selection of drugs agaillst PPRV i11fection and

deVelopmentS ofnew antiV妇l pamway．FI．om this study，、ve can get conclution：
1· Du渤g PPRV eVolution，synonymous codon usage pattems ofdi虢rent viraI genes were

m士Juenced by mutatlon pressure of nucleotide conlposition and natural seIection of host．The

secondary stnlcture of PPRV N pmteill was obviousIy influenced by synonymous codon usage
pat亡ems ofN gene and translation speed oftRNA abundances ofhost．

2· In this study，when PPRV iIlVaded缸o HE勉93T cell Iine，IFN_B，IFN一尥，IFN一九3 and
seVeral mter士emn st蚰ulation genes(ISG)，such as ISG56，ISG 1 5 and cXCL1 0，can be stronglv
lnduced· When exogenous IFN。alpha一2b and IF卜卜九3 did with HEK293T cell line．PPRV

m尼ction canbe blocked．HoweVer，Jak-讪ib：itor which is an mibitorblockillg si印al pamway
induced by IFN did not inhibit production of IFN and other cytokilles，but it was able to block

iInmulle response by exogenous IFN．

3· Apan的m autophage，the autophage-reIated(Atg) proteins take pan i11 many
pnysIoJ091cal processes，such as Viralreplication，inn锄mato巧iIIlmune response and so on．In
the preVlous study，we studied for the roles ofA唔pmteills i11 the 1ife cycle of viralinfection。and

士'ound that Atg proteills can be actiVated and play important roles in regulatillg irulate immunity

8y8tem agalnst V1raI i11fbction．We get the conclution that Atg 1 3 proteill inhibits PPRV

prolification by actiVating the signaling pamway of IFN—B．

4· RibaV协and Mycophenolic are ribonucleoic analogs which have iIllpact on IMPDH
actlvltles to stop GTP pooI，which are used for antiviral infections．In this study，RibaVill a11d

T订ycophenoIic had s订ong antiviral ef诧ct on PPRV infection．

5· Funhemore，d印ending on CⅪSPR-cas9 mehtod，ViIlculm protein was knocked out
疗om Vero cen Iille．A1though this Vero cell line which did not contaill阳nc甜，砌gene had a low

舒。州h rate，this cell lille r印resented a11 obvious resistance to PPRV reDlication．

6· ‘nle似o important IFNs were found durillg PPRV infection，the two ef诧ctive antiviral

dmgs(黜baVirill and Mycophen01ic)were primarily identified．

1 hese tmdmgs mlght 91Ve new strategies to perfom resistance to PPRV i11fection to some
cherlsh wlld small mminants，especially Tibetan antelope．Imerestillgly，At913 protein of脏K293
ce儿lme had a11 iIIlportant role in mediating iInmune signalling pamway of i1111ate曲muIle

response，and Vinculill proteill of Vero ceU lille劬ctioned as antiviral response duI．i】19 PPRV
r印lication·These findillgs giVe new insights imo some proteins of host cell perfonning antiviral

Ⅱ
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III向nctions during PPRV mfection，at t11e same time；provide novel ideas for preventillg and

controUing PPR．

Key words：PPRV，AntiViral，Innate，immuni够，Ribavirin，IIIVinculill
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第一章引 言弟一旱jI 置

小反刍兽疫(Peste des Petits烈lIIlinants，PPR)是由小反刍兽疫病毒(Peste des Petits

Ruminants vims，PPRV)引起的高致病性疫病，死亡率达50—80％。是世界动物卫生组织(0f![ice

hltemational des Epizooties，OIE)规定必须报告的烈性动物传染病。联合国粮农组织估计，

2012～2017年间每年仅印度(世界最大养羊国)因PPR发病造成的经济损失超过25亿美

元，全球小反刍动物约62．5％(11．2亿头)面临感染PPRV风险。PPRV为有囊膜病毒，基因

组由负链不分节段I斟A组成，属副黏病毒科、麻疹病毒属成员。我国农业部将PPR列为一

类动物传染病，是《国家动物疫病中长期防治规划(2012．2020年)》明确规定重点防范的动

物疫病之一(贺洞杰等，2014；刘斌等，2017；张学虎等，2013)。PPRV具有强大的逃避天然免

疫应答的能力，所以加强PPRV分子生物学、免疫学等方面的研究、开发新的针对PPR-v的

防治技术迫在眉睫。

1．1国内外研究进展

1．1．1 PPRV的分子病原学特点

1．1．1．1 PPRv的分布

埃及至少是在1989年就出现了PPRV(Ismail a11d House，1990)，北非的摩洛哥在2008年

报道了PPRV，这也是北非继埃及之后，第二个报道PPIW的国家。突尼斯在2006年时就已

经出现了PPRV的病例(Ay撕．Fal(11f-al(11 et a1．，201 1)。经过2008年的那次大暴发后，摩洛哥全

国都实施了疫苗免疫措施，尽管接下来的几年内PPRV消失了，但2015年该国再次出现了

PPRV病例。边境非法交易及频繁的羊群迁移加之广泛实施的育肥措施是造成这种现象的原

因。摩洛哥的经验告诫我们，必须出台地区性的防控PPR的政策来保证在全国范围内可持

续性的消灭PPRV。

近几年，田间数据及实验室检测结果显示，PPRV传播到了非洲南部，受影响的国家有

加蓬、刚果、索马里、肯尼亚以及坦桑尼亚(Swai et a1．，2009)。2015年7月，赞比亚兽医组

织向OIE提交了在该国南部检测到PPRV的报告。2012年10月，安哥拉首次报道了PPRv。

所以，PPIW入侵养羊业为主的国家的风险很大，尤其是与上述国家毗邻的国家，如南非和

莫桑比克。

除了非洲外，许多亚洲国家也出现了PPRV，包括我国。2007年在我国的西藏鉴定出

PPR后，又在2013—14年期间经历了一场PPR的大流行，因此也采取了大规模的疫苗强制

免疫的举措(wu et a1．，2015)。然而有趣的是，在2013．14期间我国流行的PPRV毒株基因

型更接近于在巴基斯坦及塔吉克斯坦鉴定的毒株，而非早期西藏出现的毒株。

1．1．1．2 PPRV感染的宿主范围
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PPR可以感染山羊及绵羊，山羊更易感。然而，该疫病暴发后，在对山羊及绵羊的血清

学检测中发现阳性率呈现不同规律，导致这种现象的因素很多，如家畜管理制度、养殖密度、

病毒毒力以及宿主品种等。例如，萨赫勒山羊比几内亚矮山羊更易感PPRV，而阿尔卑斯山

羊在实验条件下也非常敏感(Diop et a1．，2005)。

尽管竟10％的牛及家养的或野生的非洲水牛在PPRV暴发时也会检测到血清学阳性，

但普遍认为PPRV并非感染牛的病原(Abrah锄et a1．，2005；Ayari．Fakhfhldl et a1．，2011)。2015
年，在塞内加尔实施的一项全国性的血清调查中，有些地区的血清阳性率达80％，这些地

区牛羊养殖很集中，但没有报道牛表现出明显的临床症状。相反的是，印度报道称其国内家

养的水牛感染PPR-V后，死亡率达96％，且PPR在这些动物中迅速传播(GoviIldar萄an et

a1．，1997)。此外，有研究者认为PPRV感染骆驼，在埃及、苏丹，骆驼感染PPRV后，呼吸

综合征是最主要的症状(Khalafalla et a1．，2010；Roger et a1．，2000)。然而，实验表明，PPR-V无

法在骆驼体内增殖(Weme巧，2011)。但感染了PPRV的患病水牛及骆驼是否是小反刍兽的传

染源还不得而知。其它野生反刍动物，包括瞪羚、羚羊也会感染PPR-V。在有些特殊环境下，

野生动物在PPR流行病学研究中扮演重要角色，这些野生动物也曾出现在阿拉伯伊比利亚

半岛，但是至今还没有定论，野生动物是PPlw的携带者还是其受害者(Anderson，1995；

Mahapa仃a et，a1．，2015)。这个地区，野生反刍动物及山羊和绵羊的密度却很高，但人们对该

病毒的认识却很缺乏，特别是对已感染病毒的骆驼、牛、野生动物的治疗及利用动物尿液和

粪便鉴定PPR-V等这些方面的知识很欠缺(郭昌明，2017；李景玉等，2014)。

已感染病毒的动物(大多数家养的反刍动物)是PPRV的传染源。在感染初期，主要通过

呼吸向空气中散毒。相比I心V，PPRV可在数米的距离内实现非接触性传播(Idllani，1944)。

口鼻分泌物、唾液及排泄物中同样含有大量病原。山羊感染PPRV 2个月后，会在粪便中排

出PPRV RNA或抗原，但还不确定是否具有感染性。由于PPRV在环境中会快速失活，所

以PPRV的传播通常是通过被感染与健康动物的直接接触进行的。然而，也不能完全排除短

时间内接触感染物造成的间接传播。

1．1．1．4病毒的分子生物学特征

1．1．1．4．1病毒蛋白功能

小反刍兽疫病毒(peste des petits ruminants vims，PPRV)，在分类学上属副粘病毒科

(Paramyxoviridae)，麻疹病毒属(Morbillivims，MV)，单股负链无节段RNA病毒。PPRV

的基因组全长15，948bp(Bailey et a1．，2005)，最近在中国但最近在中国疫区检测到的PPRV

比之前报道的病毒多了6个碱基(Bao et a1．，2014；Su et a1．，2015)。该病毒基因包含6个转录

单元，按照序列顺序依次为，核衣壳蛋白(N)、磷蛋白(P)、基质蛋白(M)、融合蛋白(F)、血

凝素蛋白(H)、大蛋白(L)，L蛋白与P蛋白共同构成病毒的I矾A依赖的RNA聚合酶(骆学

农等，2007；翟军军等，2009； 蒙雪莲等，2014；邓瑞雪等，2016)。基因组IⅢA被核衣壳蛋

白所包裹，避免了其被RNA酶降解。部分P蛋白、L蛋白与核衣壳蛋白结合，因为感染性

’
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病毒负链基因组的翻译起始需要一些P蛋白及L蛋白的参与。PPRV病毒衣壳中N蛋白的

结构与麻疹病毒的相关蛋白很相似，最近研究者通过冷冻电镜观察到麻疹病毒N蛋白类似

原子的结构特征(信爱国等，2003；李翠翠等，2016；Gutsche et a1．，2015)。

基质蛋白在病毒粒子中的定位及其所发挥的功能尚待进一步研究。已有研究表明，M

蛋白具有连接N蛋白与细胞膜的作用，但目前还没有证据表明N蛋白与病毒囊膜蛋白的胞

质区结构域有稳定的互作。最新研究表明，通过杆状病毒载体共表达PPRV V、M、N或M

蛋白与PPRV的任何一种囊膜蛋白均可组装病毒空衣壳(Ⅵ。P)，而在PPRV感染的细胞中阻

止M蛋白的合成则导致更多的细胞间的融合并减少病毒的释放(Liu et a1．2015)。这些数据表

明，M蛋白参与病毒包装过程，这些已在麻疹病毒中得到证实(Cathomen et a1．，1998)。通过

麻疹病毒的生物学特征我们推断，PPRV M蛋白以一种稳定的结构形式包裹病毒核衣壳

(Lilieroos et a1．，2011)，且病毒的成熟可以调节F蛋白活性，从而改变M蛋白的分布(C础omen
et a1．，1998b)。

病毒囊膜蛋白包含两种糖蛋白H及F，病毒吸附到宿主细胞表面及与细胞膜融合的过程

都发生在细胞质膜上。F蛋白属于I型膜蛋白，PPRVF基因的5’非翻译区(UTR)长约500bp，

可以通过在细胞中稳定mIⅢA提高下游蛋白的翻译效率(Chulakasian et a1．，2013)。相反，RPV

及犬瘟热病毒F基因的5’UTR对下游蛋白翻译没有影响(Evans et a1．1990)。MV F基因的

5’uTR则对F蛋白翻译有抑制作用(Tal(eda et a1．，2005)或者没有影响(Chulal(asian et a1．，

2013)。这可能是由于研究者采用了不同的检测系统以及不同的病毒株，所以未来还需要进

一步确定是病毒还是宿主的因素。

H蛋白参与结合到宿主细胞的受体，PPRV与同属其它病毒一样都将淋巴细胞表面的

cDl 50(即sLAM，淋巴细胞信号激活分子)及上皮细胞表面的nectin一4作为其受体(Birch et

a1．，2013)。有趣的是，尽管麻疹病毒属病毒都利用同样的受体分子，且这些受体在能感染

PPRV的哺乳动物中很保守，而不同的麻疹病毒成员的H蛋白则不如F蛋白保守性高

(Baron，2011)。H蛋白的变异大的区域位于蛋白的“茎”的结构域而非与细胞受体结合的“球状”

结构域。这种“球状”结构域属于H蛋白自身寡聚化及与F蛋白结合的区域(Lee et a1．，2008)。

麻疹病毒属不同病毒的该区域的变异性可能是由于PPRVH及F蛋白可发生功能互作而不会

与RPV的H或F互作的原因(Das et a1．，2000)。

目前，只有MV的H蛋白结构已经很明确，其可与SLAM(Hashiguchi et a1．，2011)及

nectm一4(zhallg et a1．，2013b)形成晶体复合物。PPR-V H蛋白球状头部部分与MV H蛋白与

SLAM及nectin一4结合的区域结构相似。该区域的氨基酸只在Pr0545(PPRV H为1k)及

Phe483(PPRV H为Leu)两个位点有差异。然而，PPRV H及MV H在191—195位氨基酸序列

也有差异，该区域介导了H—SLAM的互作，决定病毒与宿主识别敏感性，该区域单个氨基

酸改变有可能增加病毒对人细胞的敏感性，而PPRV通常对人的细胞不敏感(Bailey et a1．，

2013、。

目前还不确定麻疹病毒属成员对不同SL—气M的偏嗜性是否可以归为病原对宿主的选择性

(Birch et a1．，2013；Tatsuo et a1．，2001)。我们知道，PPRV可以使一些物种(绵羊和山羊)致病，

而另一些物种(如奶牛，水牛)呈现亚临床感染状态，如血清中可以检测到PPlw抗体。所以

了解SLAM及nectill．4的偏嗜性是否是造成上述现象的主要因素是很有意义的。通过基因
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突变麻疹病毒属病毒能否可以更有效的利用其它宿主的sL舢Ⅵ受体?这是否将扩大它们的

宿主范围?进一步的对PPRv H蛋白与山羊／绵羊sLAM复合体及PPIW H蛋白与非敏感细

胞SLAM复合体晶体结构的研究将帮助我们掌握PPlw感染其它哺乳动物细胞所需要的条

件。

决定PPRV H宿主嗜性的其它因素也需要考虑(李景玉等，2014；蒙学莲等，2014)。如

MVH蛋白结合宿主受体的区域是保守的中和抗原表位区域(Tallara et a1．，2013)。麻疹病毒属

病毒H蛋白具有相同的结合sLAM及nectill．4的结构域，由于病毒识别宿主受体的需要，

基因突变型的免疫逃避是无法实现的。这也许可以解释为什么麻疹病毒属病毒均只有一种血

清型并且几十年来很少发生抗原性转换。PPRV是通过宿主进行传播的，病毒感染早期主要

在淋巴节中，当病毒通过受体nectill．4进入上皮组织，在感染后期才能在这些组织中检测到

病毒。nectm．4只存在于上皮细胞中，所以PPRV感染出现病毒血症后，这些细胞才能被感

染。目前对PPRV受体功能的研究还不十分透彻，进一步的深入研究需要建立H基因修饰

的PPItv的感染性克隆株(即H基因修饰后不能感染细胞)。与其它麻疹病毒属成员相似，

PPRV P基因编码P蛋白，随后与N、L蛋白及非结构蛋白C蛋白及V蛋白共同作用形成功

能性复制体(Bailey et a1．，2007)。V蛋白及C蛋白有多种功能，麻疹病毒属病毒V蛋白可抑

制I型干扰素(IFN—p及IFN—a)的诱导产生及其抗病毒作用(Chillllal(aIulan et a1．，2013)，PPRV

v蛋白不仅可以结合信号分子STATl及STAT2(Chinnakannan et a1．，2013；Ma et a1．，2015)，

还可以通过抑制IFN受体相关激酶Jal(1及Jak2来阻碍sTATl及STAT2的磷酸化

(ChinllakaIulan et a1．，2014)。此外，V蛋白结合STATl对II型干扰素(IFN吖)也有抑制作用

(chinnakannan et a1．，2013)。

PPRV V蛋白通过多种方式抑制IFN诱导产生MDA5(识别双链IⅢA)或RJG—I(识别双链

或者单链RNA)。这两种病原相关受体(PPRS)可以识别细胞质内复制的病毒(Gitlm et a1．，2016；

Habian et a1．2008)。PPRVV蛋白通过结合MDA5来阻碍其对胞内双链I斟A的识别(Andrejeva

et a1．，2004)。除了MDA5，PPRV V蛋白还可以结合与之相关的两种蛋白，LGP2及RJG．I。

LGP2的出现不会增强对G．I与V蛋白的结合，二者的结合的功能还不清楚。LGP2对病毒

感染诱导产生的IFN同时有正向及负向的调控作用(Rodriguez et a1．，2014)，但它对MDA5

及RjG—I介导的抗病毒作用非常重要(satoh et a1．，2010)。正如PPlw v蛋白在IFN信号通路

的多个位点阻碍IFN的作用，所以我们推测V蛋白可与IFN信号通路多个重要接头分子作

用从而干扰IFN的激活。

PPRV C蛋白同样对IFN的激活具有调控作用，且可能在病毒感染初期发挥比V蛋白更

重要作用。研究者通过反向遗传技术敲除PPRV V或c蛋白来研究其在IFN诱导产生中的

抑制作用。有趣的是，v蛋白敲除后病毒感染依然可以抑制IFN的诱导产生，相反，敲除C

蛋白后病毒感染则不能抑制I刚的诱导。此外，V蛋白敲除的PPRV，同野生型一样在病毒
感染的24小时不产生IFN，但C蛋白敲除的PPRv却可产生IFN。以上这些表明，PPRV V

蛋白通过MDA5途径来抑制IFN的诱导产生且这种作用发生在病毒感染后期(Killip et a1．，

2011)。而c蛋白对I烈通路的抑制作用更加严格且发生在病毒感染早期，但目前还不清楚

c蛋白是否通过调控IFN翻译来抑制IFN诱导产生的(Pfaller et a1．，2014)。

4
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1．1．1．5．1减毒活疫苗

由于PPRv的传播是已感染动物与健康动物密切接触造成的，所以最有效的防控措施是

将易感动物隔离至非疫区。可以采取扑杀、消毒及对农民的补偿等方式控制疫情暴发。由于

大多数PPR流行地区在发展中国家，这些强制措施实施起来比较困难，所以，在发展中国

家，疫苗免疫是现有的最有效的防控措施(蒙学莲等，2014)。

如其它麻疹属病毒一样，PPRV感染后最主要的病理学特征是病毒诱导产生的免疫抑

制，并增加动物感染几率及导致更多动物感染该病毒(Baron et a1．，2014a；Pope et a1．，2013)。

这种免疫抑制不仅是由病毒在淋巴细胞中增殖引起的，而且也是由于病毒在感染的不同阶

段，发生了针对宿主天然免疫及适应性免疫应答反应。然而，这种免疫抑制效应是短暂的，

当机体康复后也会获得针对该病原的特异、长效的免疫保护力(Cosby et a1．，2006)。相比野生

型毒株，麻疹属病毒弱毒苗引起机体的免疫抑制较弱，但依然可以产生有效的免疫保护力

(Cosby et a1．，2006；Rajak et a1．，2005)。正是由于这些特征，致弱的牛瘟弱毒苗在全球消灭牛

瘟的运动中发挥重要作用(Plo、)l，right a11d Fe盯is，1962)。有了牛瘟弱毒苗的成功经验，研究者

也尝试了PPR的减毒活疫苗，但起初并没有成功(Benazet，1973；Gilben and Momier，1962)。

有了失败的经历后，后来的学者对PPR及PPRV的抗原性进行了对比并尝试利用I冲V的减

毒活疫苗免疫小反刍动物做免疫保护实验。尽管在免疫动物血清中检测不到PPRV的中和抗

体，但这些动物可以得到有效保护，所以可作为预防PPRV的疫苗(Bourdin et a1．，1970；

Taylor et a1．，1990)。随后在1989年，研究者通过将PPRVNigeria75／1在Vero细胞中连续传

代而得到了致弱的PPR减毒活疫苗(Diallo et a1．，1989)。在1989年至1996年期间多次对该

弱毒苗开展了田间试验并证实了其对山羊及绵羊的保护性。免疫动物所产生的抗PPRV抗体

可至少持续三年，足以对动物进行有效保护。在该疫苗试验阶段，科研人员用不同的野生型

PPIW去感染免疫动物，但均未发病，表明其可用于针对PPRV任何基因群的免疫接种。幸

运的是科学家能开发出PPRV的疫苗，因为随着牛瘟在全球范围的消灭，牛瘟疫苗的使用也

是被禁止的。

有了前期的经验，科学界也成功的将其它PPIW病毒株进行传代致弱。其中，PPRV

Nigeria75／1(品系II)及PPR^V Sullg州96(品系Iv)是现阶段使用最多、效果最好、基因组信息

最清楚的弱毒苗(Diallo，2003，Diallo et a1．，2007；Sin曲and Bandyopadllyay，2015)。和其它副

黏病毒一样，PPRV也是热敏感性的。PPRV疫苗从疫苗厂到田间的运输需要冷链条件。然

而，大多数PPR流行的地区处于热带，而且供电等基础设施欠缺。这个问题的解决方案是

改善PPRV弱毒苗冻干工艺，使其性能更加稳定，确保其可在45℃保藏至少14天(Riyesh et

a1．，2011；Silva et a1．，2014)。

1．1．1．5．2新型疫苗

PPIW减毒活疫苗最大的缺陷是无法通过血清学方法区分免疫了该疫苗的动物与自然感

染及感染后康复的动物。所以对即将及已经实施疫苗免疫的地区开展流行病学调查增加了困

难。解决这个问题并且能很好地防控PPV的办法就是使用一种能够区分自然感染与疫苗免

5
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疫的疫苗。随着DNA重组技术的出现，人们可以通过不同的方法开发新型疫苗，方便暴发

疫情的国家同时进行疫苗免疫及流行病学调查活动(Diallo et a1．，2007)。

一种可能性是开发表达PPRV的抗原蛋白或抗原表位的重组疫苗，如采用I冲V及新城

疫病毒标记疫苗的制备方法(Walsh et a1．，2000；Peeters et a1．，2001)。但至今此种PPRV疫苗尚

未报道。目前可行的方案是利用其它病毒作为载体表构建PPRV囊膜蛋白H及F或二者之

一的重组表达质粒。由于此系统不表达N蛋白(免疫刺激蛋白)，免疫动物后不产生N蛋白

的抗体，所以可以区分自然感染及疫苗免疫的动物。

研究人员最初使用的载体是羊痘病毒(山羊及绵羊痘病毒)疫苗株，这样可以获得预防小

反刍兽的两种重要疫病，PPR及羊痘的二价疫苗。策略是将PPRV H及F蛋白基因分别插

入致弱的羊痘病毒载体中，该重组质粒可以表达PPR-V蛋白并能高效地保护免疫动物免受

PPRV和羊痘的感染(Berhe et a1．，2003；Caufour et a1．，2014)。这种载体系统自身的免疫反应

不会对表达的PPRV蛋白有影响，但会对PPIW的感染起到保护作用(Caufour et a1．，2014)。

另一种PPR DIVA疫苗利用了腺病毒载体。大量研究报道显示腺病毒可作为疫苗制备载

体(Tatsis and Enl，2014)。它们通常可以很稳定地在细胞中进行复制并且成本较低，蛋白表达

量却很高。由于腺病毒载体应用性很广，所以人5型腺病毒作为PPRV疫苗载体，不会因为

其具有免疫原性影响对小反刍兽的保护性。研究人员还开发了许多提高PPRV疫苗的热稳定

性的方法，方便去储存、运输及在热带地区的使用。实验证明，PPRV的腺病毒载体疫苗可

使免疫动物有效引起特异性的体液免疫及T细胞介导的细胞免疫，从而很好地使接种动物

免于PPRV感染(Herbert et a1．，2014；Rojas et a1．，2014)。此外，犬腺病毒也用于PPRv H的表

达载体，可诱导产生PPRV中和抗体，但是否具有免疫保护力尚无定论(Qill et a1．，2012)。

1．1．2宿主对PPRV的天然免疫应答

天然免疫是机体防御病毒入侵的第一道防线，通过模式识别受体(pattem recogllition

receptors，PRjb)，识别病毒的核酸和蛋白质等病原相关分子模式(pathogen-associated

m01ecular pattems，P』d山口s)， 将信号传导至细胞内重要的枢纽分子

Myd88／TRIF／MAVS／STING／caspase．1等进行整合， 激活相应的转录因子

II心3／IRF7／I盯一心／AP一1及STAT6，诱导I型干扰素和炎症因子的表达，进而激活JA刚STAT

信号通路和细胞内的信号级联反应，诱导多种抗病毒蛋白表达。抗病毒蛋白主要通过抑制病

毒基因转录、降解病毒mRNA、阻断病毒的翻译起始、限制病毒蛋白生理功能等途径，介

导抗病毒效应。另一方面病毒以多种方式逃避免疫监视，对抗模式识别受体及其信号通路，

以建立有效的持续性感染。PPRV就是这场博弈的一个典型实例(Alexopoulou，2001；

Andreieva，2002)。病毒进入细胞后，其核酸和蛋白质等P』心佃s将遭遇到胞内的PI水s，识

别后进一步激活下游信号，如NF一心(nuclear facto卜l(B)和干扰素调节因子

(i11terf．eron．regulatow factors，II心s)的活化、炎性小体(inn眦masome)的组装等，诱导蛋白酶、

核酸酶、干扰素(协terferon，IFN)等效应分子的表达，清除PAMPs。细胞的主要的PR黜包括

TLRs(Toll-1il(e receptors)家族、NLRs(NOD一1il(e rec印tors)家族、PYmN(Py血and HIN

domaill。containing)家族和RLRs(RjG—I—lme receptorS)家族等(李天亮等，2016)。副粘病毒

RNA会在感染后释放到细胞质内，宿主细胞通过MDA5、LGP2或RJG．I等胞内PR风识
6
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别病毒鼢蛆，激活的PPRs结合线粒体上的MAVs蛋白，将信号转导至IRF3／7，最终激
活IRF3／7形成异源二聚体，作为反式作用因子结合宿主细胞基因组I烈启动子区，启动

IFN的表达，经下游信号转导，激活IFN活化基因(IFN．stimulated gene，ISG)的表达。可检

测到副黏病毒诱导的抗病毒因子及IsG产物，包括dsRNA依赖的蛋白激酶、2’一5’寡腺苷酸

合成酶和Mx蛋白等抗病毒因子(Berke，2002；B10m et a1．，1999；B1umberg，1988)。研究显示，

PPlw感染的绵羊外周血淋巴细胞中IFN-v、IsGl5、IRF3和ILl0等表达量升高，这些天

然免疫因子在抗PPRV感染过程中可能发挥作用。

然而，副粘病毒通过多条途径对抗天然免疫应答。逃避宿主的免疫监视，是病毒建立感

染的前提。病毒的逃避策略包括：(1)干扰酬的信号转导； (2)抑制IFN的产生； (3)
抑制IFN诱导的抗病毒蛋白功能。副粘病毒科成员多利用第2类方式达到逃避宿主免疫系

统的目的。相关研究起始于仙台病毒和副流感病毒3型，发现副黏病毒能改变细胞的I烈

信号转导途径，使细胞对自分泌的IFN失去应答的能力。几乎所有副粘病毒的V蛋白都能

通过阻碍Tyl(2的磷酸化，抑制STATl及STA他的活化，阻断I型IFN信号通路。麻疹病

毒(Measles Vims，MeV)V蛋白可以通过结合MDA5、LGP2、IIu3及II疆7来抑制IFN的

产生。V蛋白富含半胱氨酸的C端不仅可以结合MDA5及IKKa来抑制II心7的活性，还可

以结合NF一心的亚基P56来抑制IFN．6及相关细胞因子的产生。MeV P蛋白通过上调泛素

修饰酶A20活性来干扰TLR4信号通路，进而负调控NF．1(B活性。牛瘟病毒(砌，V)及M6V

C蛋白可以通过结合细胞核内的II心3来影响IFN—B的转录而非通过抑制IRF3活性(Blom，

1999)。RPV及MeVN蛋白也可以干扰sTATl及STAT2向细胞核内的运输，从而影响IFN

下游信号的活化。

PPRV的V、N及P蛋白都被发现能通过抑制ISRE及GAS启动子活性来阻碍IFN信

号转导，以V蛋白的抑制活性最强。PPRV V蛋白的c端利用其Cys残基和Trp残基结合

STAT2，改变s1AT2的细胞定位，抑制STAT2介导的干扰素的信号转导；而PPRV v蛋白

的N端Y1 10位残基参与结合STATl，改变STATl的细胞定位，抑制STATl介导的干扰

素的信号转导。PPRV C蛋白虽不与MAD5或RjG—I结合，但C蛋白缺失的PPRV病毒失

去抑制MAD5、RJG—I介导的IFN—B产生的能力。PPRV所编码的8种蛋白中有4种能借助

不同途径介导免疫逃避，由此赋予病毒强大的压制天然免疫反应的能力，这很可能是PPR

烈性暴发和形成巨大危害的原因(B1umber瓯1988)。

1．1．3干扰素的抗病毒作用

干扰素是一种具有广谱的抗肿瘤、抗病毒、免疫佐剂及免疫调节作用的细胞因子，在

免疫调控中处于中心位置。干扰素有一个大家族，包括I型、II型及III型。I型干扰素由多

基因家族IFN一0【、IFN—p、IFN．￡、口N．6等成员构成，II型由单基因家族IFN吖组成。而新发

现的III型干扰素IFN一九与I型IFN类似。干扰素与特异性受体结合，起着第一信号的作用，

活化细胞膜腺苷酸环化酶，促使cAMP增高作为第二信使，从而激活细胞内抗病毒作用机

制，产生一组抗病毒物质。由于干扰素具有如此强大的功能，因此在人类临床医学中得到了

广泛应用。IFN类药物中，IFN．a一2a和IFN．伐．2b被用于抗各种病毒感染，特别是由}Ⅱ3V、

HCV引起的慢性非活动性肝炎、人T细胞白血病病毒骨髓症等。IFN吖可激活n1细胞从
7
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而促进细胞免疫功能，使免疫原性弱的癌细胞可激活细胞免疫应答。IFN—v也有可能成为慢

性肉芽肿、慢性风湿性关节炎及部分肿瘤的治疗药物。IFN．九具有抗病毒功能，但科学界对

其的研究还处于初期，将IFN．九开发为II缶床药物相关药物有很长的路要走。研究表明，在

HepG2细胞上，重组的人源IL．29和IL。28a可以有效的减弱单纯疱疹病毒(11erpes simplex

vims，HSV)在细胞中的复制和对细胞的毒性。当流感病毒侵染肺脏后，外源性的IL一28a／b具

有很强的抗病毒活性，这在一定程度上说明IFN．九在黏膜免疫方面发挥重要作用。ⅢV侵染

人巨噬细胞后，IL一29和IL一28a可有效抑制ⅢV在细胞中的活性，甚至IFN一九可以有效阻止

耐药性ⅢV侵入巨噬细胞(Belgnaoui et a1．，201 1)。这些实验结果表明，IFN一九在抗击人类病

毒侵染的过程中其抗病毒功能与I型IFN极为相似，暗示了二者在一些生物学功能上具有相

似性。但是需要指出的是，I型IFN与IFN-九作用的效应靶细胞不同。I型IFN的受体IFNARs

在哺乳动物细胞上普遍存在，而IFN．九受体IL．28RⅡ仅能在上皮细胞或者免疫细胞(诸如，

树突状细胞和巨噬细胞)中表达。因此，IFN．九的免疫功能在黏膜组织中的作用更加明显。

随着体外实验对IFN．九抗病毒活性的不断被证实，研究者开始利用小鼠模型来研究

IFN。九在体内的抗病毒功能。当疱疹类病毒感染小鼠后，利用外源重组IFN一九可以有效抵抗

诸如HSV和牛痘病毒在小鼠表皮上的增殖。腮腺炎病毒能够借助RjG—I与MAVS模式识别

受体途径，在IRF3的参与下，激活IFN．九与IFN．B编码基因，从而令机体进入抗病毒模式

(Bellilli，1985)。为了评估I型IFN与III型IFN在抗病毒方面的权重，研究人员利用重组IFN一

治疗被流感病毒侵染的缺失I型IFN受体小鼠(IFNAR_／_基因鼠)后发现，外源重组IFN．九可

以有效在患鼠肺部开展抗病毒效应。这些实验进一步证实IFN一九在抗击病毒侵染过程中发挥

着与I型IFN相似的功能。是由此推测，在I型IFN存在的情况下，IFN．九似乎是一个“双保

险”。这也给机体免疫系统提出了一个新的问题，病毒所表现出来的对I型IFN免疫逃避的

功能对IFN一九也是有效的。然而，酪氨酸激酶2㈣rosine killase 2，TⅥQ)这种在I型、III

型IFNs以及众多白细胞介素相关的信号转导中十分重要的信号分子活性受到抑制的时候，

虽然I型IFN的抗病毒效果明显降低，但是III型I刚与自然杀伤细胞组成的抗病毒防线依
旧抵抗着病毒侵染。

1．1．4自噬相关蛋白在天然免疫中的作用

细胞自噬(autophage)，又称为II型细胞死亡，是细胞在自噬相关基因(autophagy—related

gene，Atg)的调控下利用溶酶体降解自身受损的细胞器和大分子物质的过程(Samie et a1．

2018)。细胞自噬与细胞凋亡、细胞衰老一样，是十分重要的生物学现象，参与生物的发育、

生长等多种过程(subramani and Mamo仃a，2013；Kemp et a1．，2017；wani et a1．，2018)。自噬

的发生依赖于Atg编码的自噬相关蛋白，己发现的8个Atg及5个自噬相关因子组成了5

个功能复合体：At91／ULKl蛋白激酶复合体、、，ps34一At96／Beclilll和III型P13K复合体、

At99／ⅡAt99、At95一At912-At916连接系统和At98／LC3连接系统，其中ULKl激酶复合物由

ULKl、RBlCCl及ATGl01构成，在调控自噬起始过程中发挥重要作用(Bestebroer et a1．，

2013；Mauthe et a1．，2016；Zhou et a1．，2017)。而At913蛋白是ULKl复合体的核心蛋白，可作

为一个纽带招募ULKl、I也1Ccl及ATGl01形成IJIⅨ1复合物，从而迈出自噬发生的第

一步(图1．1)。
8
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Atgl3蛋白由三个功能结构域组成．』￡中N端为HORMA结构域，结合Atgl01。是

uLKl复合体形成的基础；c端及中部的MAPlLc3／Lc3结合结构域可结合除uLKl复合体

之外的自噬相关蛋f】。但具体的功能还不十分清楚。A1913蛋广{在自噬过程中发挥豆要的生

理功能·是自噬研究的焦点之一(Popelka and Klionsky，2017)：随着研究的深入．研究者发

现Atgl3蛋|L除j7启动自噬过程外．还参与了细胞其他重要的生理过程，如基因修复、蛋白

逆转运、细胞凋亡以及免疫应答等：与其它Atg基冈不同．当敲除／4壕，3基因后．小鼠胚胎

发育停滞且心肌发育缺陷，最终导致胚胎在子宫中死r：。此外．At913及FIP200敲除的个

体·对TNF0c诱导的细胞凋亡也更敏感(Niu et aI．，20l 8)，Mauthe等通过siRNA screen方法

筛选到至少36％的Atg蛋白参与调控6种病毒的复制．证实其中Atgl3及FIP200两种蛋白

参与调控小RNA病毒脑心肌炎病毒(Encephalomyocarditisvirus，EMcv)及柯萨奇病毒

(coxsackieVirus，cV)的复制!研究者还发现．At913敲除后cv复制受到厂抑制，而EMcv

及其它小RNA科病毒的复制能力却提高了．提示At913蛋白具有自噬以外的生理功能(Luo
et a1．2017；Wallot—Hieke et a1．，2017)。研究者也发现其他Atg蛋白同样会参与自噬以外的生

理功能·其中ATG5一ATGl2能IE向调控NF．1(B信号通路．参与口蹄疫病毒：、Foot．and．Mouth

Disease Virus·FMDV)的复制。与正常细胞相比．FMDV在ATG5．ATGl2敲除的PK．15

细胞中的复制能力显著提高(Fan et a1．，20171。

1．1．5病毒唑(ribavirin)在抗病毒临床中的应用

病毒唑(三氮唑核苷，Ribavirin)是一种具有广谱的抗病毒功能的核苷类似物．经体内及体

外实验证实对多种DNA和RNA病毒有明显的抑制作用．临床使用广泛。用j二防治流感、

9
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副流感、甲、乙、丙型肝炎、麻疹、腮腺炎、水痘、单纯疱疹、带状疱疹、病毒性眼角膜炎、

疱疹性口腔炎、小儿腺病毒肺炎，可能还有抗肿瘤作用(Fuii et a1．，1999)。Ribavirm是一种

临床上常用的药物，它通常单独或与其它药物结合使用，对治疗HCV感染、呼吸综合征病

毒感染及拉沙热病毒感染引起的疾病有良好的疗效。动物病毒实验表明，Ribavirm具有抗口

蹄疫病毒、三文鱼贫血症病毒、病毒性出血性败血症病毒、副流感病毒的活性。在小鼠体内，

RibaVi血与黄岑素结合治疗流感的效果好于单独使用其中任何一种药物。值得一提的是，博

尔纳病毒(Boma disease vims，BDV)是一种高度嗜神经的对辽A病毒，是人畜共患病博尔

纳病(Boma disease，BD)的病原体，可引起从鸟到灵长类的多种动物的中枢神经系统感染，

表现为以中枢神经系统功能障碍为特征的BD。研究人员利用浓度为1到10肛g／mL的

Ribavi血处理感染BDV的MDCK细胞，发现BDV的复制被抑制。此外，当用20 uM砌bavirm

处理急性感染BDV的神经细胞，发现病毒的毒价及基因转录水平均明显下降。mbavir洫可

能通过以下几种机制来抑制病毒复制的：①减少细胞内的GTP；②调控免疫应答；③致死

突变；④抑制病毒聚合酶活性；⑤通过阻遏翻译起始因子4E从而阻碍病毒基因翻译过程。

研究证实Ribavirill抑制脏V感染可能是通过抑制肌苷酸一5一磷酸脱氢酶

(i110sille一5’-monophosphate dehydrogenase，I^佃DH)，阻断肌苷酸转化为鸟苷酸，减少细胞内

的GTP pool，从而抑制病毒的RNA和DNA合成的机制。霉酚酸(Mycophen01ic acid，MPA)，

是一种免疫抑制剂，可逆地抑制T和B淋巴细胞的增殖以及抗体形成，也是一种IMPDH非

竞争性的抑制剂，通过取代烟酰胺腺嘌呤二核苷酸辅因子的烟酰胺部分和一个催化的水分

子，抑制IMPDH活性，而IMPDH是嘌呤合成过程中一种关键的酶，所以也被国内外广泛

用作一种抗病毒药物。

1．1．6宿主细胞黏着斑蛋白对病毒复制的影响

黏着斑蛋白(Vinculill)，是一种细胞骨架蛋白兼粘着斑组成蛋白，主要分布于细胞骨

架及其信号通路，在病毒吸附及进入细胞过程中发挥不可或缺的作用。Vinculill通过与多种

粘着斑蛋白、细胞骨架蛋白及细胞骨架F．肌动蛋白相结合并相互作用，参与细胞的动力学、

化学信号转导，在细胞粘附、伸展、运动、增殖、存活等过程中起重要作用fGarakani et a1．．

2017)。黏着斑复合体发挥整合细胞骨架及细胞表面信号的功能。黏着斑蛋白是黏着斑的成

员之一，主要介导整合素与细胞骨架的连接，该蛋白具有8个0【螺旋束组成的5个结构域

(Huang et a1．，2017)。Villculill通过与自身结构域与踝蛋白、桩蛋白等其它黏着斑蛋白相互作

用，共同参与信号转导从而参与信号转导调节黏着斑及细胞骨架动力学(Sehgal et a1．，2018)。

研究表明，黏着斑蛋白可通过介导黏着斑的形成、解散以及微丝与细胞膜的连接、解聚来促

使细胞迁移，也可以通过稳定黏着斑抑制细胞迁移。所以我们推测，Vinculill可能会介导病

毒进入细胞后沿着细胞骨架迁移过程。研究发现，在逆转录病毒感染过程中，vinculill参与

整合素蛋白与肌动蛋白的结合，当过表达Vinculill基因时，宿主细胞对艾滋病病毒(】Ⅲv)及

鼠白血病病毒的敏感性降低。相反，当Vinculill基因被瞬时敲低后，HIv及猿猴免疫缺损病

毒对宿主细胞的感染性增强，表明Vinculill蛋白具有抑制逆转录病毒的功能。

CRjsPR／CAS(clustered regularly i11terspaced shon palmdromic repeats)系统由cRJsPR基

因簇和CAS蛋白组成，是古细菌和细菌应对噬菌体感染的一种适应性免疫应答机制，最早
10
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在大肠杆菌基因中发现。cRJSP通常由前导区(1eader)、间隔区(speacer)以及重复序列区

(repeats)三部分组成。原间隔序列旁侧存在一个保守的短序列，称为PAM

①rotospace卜adjacent motif)，该序列作为cas蛋白对原间隔序列识别的一个序列信号。在

CRJSPR位点侧旁通常包含一组保守的c砒sPR相关基因(c对sPR_associated genes，cas

genes)，可以编码具有核酸酶和解旋酶活性的cas蛋白。Cas蛋白与cRjsPR转录出来的I矾A

共同组成蛋白质核酸复合物，并发挥免疫功能(Kelllledy et a1．，2015)。cas9是cas蛋白家族

中的一员，与cRjSPR共同构成II型cRJSP刚Cas系统，行使其核酸内切酶功能，对靶点

DNA序列进行特异性切割，从而实现对基因组的精确编辑(YiIl et a1．，2015)。原核细胞大多

缺乏非同源末端连接修复系统，需对切割的基因组DNA进行人工同源重组修复，进而实现

原核基因组精确的敲除、修饰等(Jia et a1．，2017)。自1987年首次发现C对SPR基因簇，到

如今仅仅经历了三十年时间，CRJSPR／Cas技术得到了广泛应用，如构建动物模型、修复突

变基因、敲除致病基因、诱导多能干细胞等，随着该技术的进一步优化，相信该系统必将在

以后的临床治疗中发挥更重要的作用(BaItkowial(et a1．，2015；Mef衔d et a1．，2015)。

1．2研究的目的与意义

综上所述，在PPIW相关的研究领域内，PPRV所表现出来针对易感动物的高度宿主适

应性以及抵抗机体免疫反应的能力仍旧是困扰广大研究人员的难题。本研究借助病毒遗传特

征分析手段、成熟的抗病毒免疫筛选技术以及细胞特定基因定点敲除技术来开展针对PPR-v

在遗传进化以及哺乳动物细胞在抗击PPRV侵染过程中相关免疫因子以及细胞自身蛋白对

病毒复制的抵抗作用。通过本研究所获得的相关结果可以为今后在开发防控PPIW侵染宿主

新技术提供具有参考价值的实验数据。
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第二章PPRV基因组逮传进化的特征

PPR_v是一种高度传染性和烈性的致病原，PPRV被划归在副黏病毒科，麻疹病毒属。

这种具有囊膜结构的病毒在长度约为16，000nt的负链RNA中含有6个编码结构蛋白的基因。

分别是核衣壳蛋白基因(N基因)、磷酸化蛋白基因(P基因)、基质蛋白基因(M基因)、融

合蛋白基因(F基因)、血凝素蛋白基因(H基因)以及多聚蛋白基因(L基因)。H和F蛋白

(两种膜表面糖基化蛋白)在PPRV侵染靶细胞的过程中起到粘附和侵入细胞的生物学作

用，M蛋白是维持病毒颗粒稳定的重要蛋白，而L蛋白、P蛋白和N蛋白是PPIW产生病

毒时蛆多聚酶学活性的重要病毒蛋白。其中，N基因在PPIW病毒基因组复制过程中起到

重要作用，且N蛋白在麻疹病毒属中十分保守。当前，由于PPRV流行毒株全序列被公布

的较为稀少，对于深入研究PPRV在遗传进化过程中遗传特质的改变带来了种种限制。为了

在有限的全序列资源中找到更多PPRV的遗传特点，本研究分析比较现己公布的PPRv全序

列，分析了不同基因在遗传进化中的特点，并且深入分析了N基因遗传物质的结构布局对

于N蛋白高级结构的正确形成过程中所发挥的潜在作用。

2．1实验材料

2．1．1 PPRv基因组序列

45株PPRv在世界上流行并且被研究人员成功获取全基因组序列的相关信息是从

National Center for Biotecllnology hlfonllation(NCBI)网站的 Genbank数据库中

(垃；厶鱼迎型：卫也i：旦虹：坠也：gQ型Q星也垫型)获得的。所有PPRV毒株序列的背景信息参见表2．1。

表2 1 45个PPRV全基因组的背景信息

Table 2．1 Infonnation about 45 PPRV genOmes
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2．1．2宿主密码子数据
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万方数据



中国农业科学院博士学位论文 第二章 PPRv基因组遗传进化的特征

羊(G～西臼，．胁)是PPRV的易感动物，羊的密码子使用数据是参考已有研究报告而获得的

(参见表2．2)。

表2．2羊密码子相对使用频率

Table 2．2 The relatiVe synonymous codon usage Values(RSCU)of Ovis aries

2．2实验方法

14
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2．2．1 PPRV基因核苷酸使用偏嗜性的分析

我们利用生物分析软件MEGA5．0将每条全基因组序列中六种病毒基因(F、H、L、M、

N和P基因)的核苷酸成分进行计算。然后利用信息熵(i11fomation en仃opy)对四种核苷

酸成分变化进行综合评价(wang et a1．，2017)。所分析的内容包括核苷酸在基因水平上的使

用偏嗜性(Total)、核苷酸在密码子第一位核酸位置处的使用偏嗜性(N1)、核苷酸在密

码子第二位核酸位置处的使用偏嗜性(N2)以及核苷酸在密码子第三位核酸位置处的使用

偏嗜性(N3)。计算公式如下：

∑Z×log：(，)砌呦一上—广
，=而丽蒜

其中：F(A)、F(T)、F(G)和F(C)分别是四种核苷酸A、T、G和C的百分含量，FI是任意一

种核苷酸的含量，』是任意核苷酸含量的比值。勘fr咧数值的值域为[0，1]，其反映的是四种
核苷酸含量变化导致整体核苷酸使用模式的离散程度大小。勘驴9∥数值越低说明整体核苷

酸使用离散度越小，也就是核苷酸使用模式的偏嗜性越强；与之相反，互汤护9∥数值越高说

明整体核苷酸使用离散度越大，也就是核苷酸使用模式的偏嗜性越强。

2．2．2 PPRV基因密码子使用偏嗜性的分析

为了在分析密码子的过程中不被所分析基因的长度以及所编码氨基酸成分变化所影响，

我们利用相对密码子使用模式(relative synonymous cod叽usage value，RSCU)的计算公式

来进行相关计算。计算公式如下：

胱u=告协
∑助
，

其中，g，，是第．，个氨基酸对应的第f个密码子的实际观测值，n，是这个氨基酸所对应的同义

密码子的个数。RScU数值大于1．0说明密码子使用程度强，反之，RscU数值小于1．0说

明密码子使用程度弱。当RSCU值等于1．0说明此种同义密码子在使用上是等均机会并且是

随机的(Sharp a11d Li，1986)。

我们将45株PPRV按照分离地点和分离时间分为6组，I—VI组分别对应的是中国以外

国家和地区流行的三种遗传谱系(1i11eage I．III)的毒株，IV组为国外流行PPRv遗传谱系

IV(1ineage IV)的病毒株，V组为PPRV遗传谱系为lineage IV的病毒首次在中国西藏地区

(2007年．2008年)暴发的病毒株，Ⅵ组为PPRv遗传谱系为1i11eage Iv在2013至2015年

大流行于中国多个地区的病毒株。利用RScu计算公式针对这6组病毒株的计算，可以很

15

万方数据



中国农业科学院博士学位论文 第二章PPR_V基因组遗传进化的特征

好地分析我国两次暴发PPRV疫情所流行的毒株与国外已经报道的毒株之间同义密码子使

用的异同点。

2．2．3 PPRV与宿主密码子使用的相似性

通过C趟cal服务器进行相关计算(h鲤；如星坠Q翌星§：坐Y：星s丝趟壁垒!)(Pui曲o et a1．，2008)，

我们借助密码子适应指数(codon adaptation协dex，cm)来分析PPRV不同基因对于易感宿

主在密码子使用方面的适应程度(Sha印a11d Li，1987)。CAJ的值域为[0，1】，数值越大说明

PPRV基因在密码子使用模式上与宿主密码子使用模式的相似性越高。

2．2．4 PPRV核衣壳蛋白(N)二级结构的分析

由于PPIW N蛋白在病毒基因组复制过程中发挥着关键作用，并且N蛋白在麻疹病毒

属成员中十分保守，这就为分析PPRVN蛋白结构提供了可信度高的参考模板。麻疹病毒N

蛋白的高级结构已经通过晶体衍射的方法获得，相关信息将为PPRV N蛋白利用

SwISS-MODEL服务器@地§；丛§型§§堡Q鱼星!：幽旦§Y：Q!幽来进行PPRV N蛋白高级结构的模拟
提供可靠的信息支持。通过计算模拟所获得的PPRV N蛋白结构文件可以利用DeepView

(Swiss Pdb Viewer)软件进行读取和分析。

依靠模拟出来的PPRVN蛋白的结构信息，三种多肽折叠构象(a．螺旋、B一折叠和无规

卷曲)在PPRVN蛋白结构中的分布和组成结构就可以确定。根据计算PPRVN蛋白含有的

特定折叠构象对密码子使用的选择偏嗜性来鉴定同义密码子使用的偏嗜性与不同折叠构象

之间的相关性。计算公式如下：

P：血
工。，

，一Ⅳ(u。。卅厶2寄
岛=砦

其中，Ⅳ(¨。c．∞是氨基酸对应特定同义密码子在特定的折叠构象中的实际观测值，s已c一后代表

了目标折叠构象(Ⅱ．螺旋、p一折叠或者无规卷曲)；Ⅳf女)代表特定折叠构象中特定氨基酸的

实际观测值。∑Ⅳ(。。。叫是特定折叠构象中氨基酸的总数，J已cj是特定折叠构象(cc一螺旋、
B．折叠或者无规卷曲)的代号，而Ⅳfo埘，则是PPRV N蛋白中密码子的总数。当尸值大于1．5

的时候，说明这个密码子具有强偏嗜来翻译对应氨基酸于特定的折叠构象中；而当尸值小

于0．5的时候，则说明特定折叠构象所对应的目标氨基酸避免使用此种同义密码子来进行翻

译表达(Zhou et a1．，2013)。

此外，我们依靠PPRV易感宿主(羊)密码子使用频率的数据(表2．2)来模拟宿主细

胞tRNA丰度的变化对两种不同折叠构象过渡节点处翻译速率的影响，从而分析宿主细胞中

翻译速率对不同折叠构象之间的转换是否有影响。计算公式如下：
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R=厣而
其中，尺值代表PPIW N基因特定密码子位点的总体密码子使用偏嗜性，Wp代表氨基

酸(，)所对应的特定密码子(力，w?代表氨基酸∽所对应的最大使用频率(RScU值)的同义密

码子，而n代表45个PPRV N基因数量。当某种密码子位点对应的尺值接近于1．0的时候，

则表示此处密码子位点所对应的是高丰度tRNA，反之，密码子位点对应的R值接近于O．00

的时候，则说明tRNA丰度在此处密码子位点的丰度低。

2．3实验结果

2．3．1 PPRV在基因水平上核苷酸使用模式

通过分析PPRV 6个基因核苷酸成分以及密码子每个位点核苷酸成分的变化，A％、

A1％、U2％以及A3％在F基因中含量较高；A％、A1％、U2％以及U3％在H基因

中的含量较高；A％、A1％、A2％以及C3％在L基因中含量较高；A％、A1％、U2％

以及C3％在M基因中含量较高；A％、G1％、U2以及G3％在N基因中含量较高；

A％、G1％、A2％以及C3％在P基因中含量较高(表2．3)。

表2．3 PPRv 6种基因核苷酸成分

Table 2．3 Nucleotlde usages in t11e six genes ofPPRV
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中国农业科学院博士学位论文 第二章PPRV基因组遗传进化的特征

通过单因素方差分析，整体基因水平上每种核苷酸成分的变化都是与不同密码子位点相

应核苷酸成分变化差异显著的(p<0．o001)(图2．1)。这也充分体现出核酸成分的变化是因

病毒基因种类的差异而改变的。

值得注意的是，四种核酸含量变化无法量化整体核酸使用模式的偏嗜性，因此利用信息

熵的计算方法来将图2。1中核酸使用模式进行量化后发现，整体核酸使用模式以及不同密码

子位点核酸使用模式之间差异极显著Q<O．0001)(图2．2)。对于最强偏嗜的整体核酸使用

模式出现在H基因(图2．2a)；密码子第一位点核酸使用模式的最强偏嗜存在于L基因(图

2．2b)；密码子第二位点核酸使用模式的最强偏嗜性存在于N基因(图2．2c)；密码子第三

位点核酸使用模式的最强偏嗜性存在于L基因(图2．2d)。量化后的核酸使用模式进一步

表明PPRV不同基因在核酸成分变化过程中主要是根据基因种类的不同而形成差异的，而不

是单纯受到整体PPRV基因组核酸成分变化的特点来改变的。
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Fig．2．2 The a11alysis ofnucleotide usage bias ofPPRV coding scquences performed by
infbmation entropy·

(a)整体核酸使用模式偏嗜性在PPRv不同基因中的偏嗜程度(p<O．0001)：(b)PPRV不同基因中密码子第一

位点核酸使用偏嗜性(p<0．0001)；(c)PPRV不同基因中密码子第二位点核酸使用偏嗜性(p<O．0001)：(d)PPRV

不同基因中密码子第三位点核酸使用偏嗜性(p<O．0001)。单因素方差分析的p值<0．00l时，标记为“++”。

2．3．2 PPRv不同基因在密码子使用模式上与宿主的适应性

通过CAI计算公式分析PPRv的不同基因在易感宿主(羊)体内密码子使用模式的相

似性来评判病毒基因对宿主细胞的适应性后发现，6种基因在宿主细胞内的密码使用适应性

较强(cAI>0．5)(图2．3)，这说明病毒基因可以有效利用密码子使用模式的相似性来实现

其自身蛋白产物的表达。进一步分析发现，N基因比其他病毒基因在密码子使用模式上更加
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中国农业科学院博士学位论文 第二章PPRV基因组遗传进化的特征

表现出极强的适应性(图2．3)。这些遗传特点说明PPlw通过进化使其自身病毒基因有效

适应宿主细胞，从而提高病毒蛋白产物的加工合成。

0．75

0．70

o
：

譬o．65
《
o

0．60

0．55

弋∥／／／枣，R芦
图2．3 PPRV不同基因在密码子使用方面与宿主的相似性

F培2．3 The ad印tation ofPPRV genes to hoSt at codon usage pa№m．

2．3．3 PPRV不同基因同义密码子使用的特点

通过RScU对不同基因的计算，所有PPRV基因中优势同义密码子的使用并不是像其

它鼢队病毒那样以核苷酸G／C或者A／T结尾，并且大多数劣势密码子均含有CG核苷酸对

(表2．4)。这一结果表现出PPIW基因在进化过程中除了受到突变压力的进化选择，同时

还受到其他进化压力的影响。

通过比对不同PPRV不同遗传谱系以及在中国流行的遗传谱系N基因密码子使用模式

后发现，遗传谱系II、III和IV以及在中国流行的遗传谱系Iv均不会利用两种同义密码子

UGU(cys)和CAU(His)来翻译半胱氨酸和组氨酸；而对于遗传谱系I来说，N基因也是以

劣势密码子来对其进行选择翻译的(表2．5)。这一遗传特点也进一步表明PPRV N基因遗

传进化是受到多种进化压力选择的。
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中国农业科学院博士学位论文 第二章pPRv基因组遗传进化的特征

表2．4 PPRV不同基因中优势／劣势的同义密码子

Table 2．4 The over-／under-representatiVe synonymous codons in genes ofPPRV genome

表2．5 PPRV N基因中同义密码子使用模式

TabJe 2．5 RSCU Values for Ngene ofPPRV
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a Rscu埴是由PPRv谱系I病毒株的N基因计算得出。

bRscu值是由PPRV谱系ll病毒株的N基因计算得出。

cRscu值是由PPRV谱系川病毒的N基因计算得出。

d RScu值是由流行于国外的PPRV谱系Iv病毒的N基因计算得出。

e Rscu值是由暴发于中国(2007．2008)的PPRv谱系Iv病毒的N基因计算得出。

fRscu值是由流行于中国(20l 3．2015)的PPRv谱系Iv病毒的N基因计算得出。

2．3．4 PPRV N蛋白高级结构的分析

根据swlss-MODEL蛋白程序对PPRV N蛋白的高级结构进行模拟后发现(I图2．4)．

PPRV N蛋白是一个富含o【．螺旋折叠构象的病毒蛋白．这些C【．螺旋折叠构象分布住

(AA46。AA59，AA66-AA76，AA84一AA9I．AAI 24一AAI，o，AAl 60-AAl 82，AAl90-AA20()，AA2l 3一AA223，

AAl27。AA242，AA249-AA246，AA268-AA278，AA29I-AA305，AA319一AA324，AA330—AA344，AA360．AA383，

AA㈣-AA4()3)。而富含C【-螺旋折叠构象有利于PPRv基因组与核衣壳蛋白的结合．从而顺利

实现病毒的复制，

N termInatlon

吨零
C termination

图2 4利用swIss—M()DIjL程序进行PPRv N蛋白的3D结构分析

Fig．2 4|Ihe pro九le 01’3D strLlcture of、PPRV N protein made by SWlSS—M0【)EI。pr()gram

2．3．5密码子使用对于PPRV N蛋白折叠构象的影响

根据密码f尸值在PPRV N蛋r]3种折叠构象中的高低．这3种折叠构象在同义密码

ji的选择方面存在着明湿的偏嗜性f表2．6)：具体来说．在c【．螺旋折叠构象中．同义密百马
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子AUU(11e)、GUc(Val)、ucU／AGc(ser)、UAU(Tyr)、UGU／uGC(cys)、cGG(Arg)、

AUG(Met)和UGG(Trp)明显倾向于被使用，而同义密码子cCU、cCA／ccG(Pro)、AcA／

AcG(Thr)、GAu(Asp)、cGC∽g)以及GGC(Gly)被利用来进行表达的程度很低；在p-
折叠构象中，同义密码子cUU(Leu)、删／AuA(11e)、GUU／Guc／GuA(Val)、AGU(Ser)、
ccc／CCG(Pro)、 Acc(Tl岫、AAu(Asn)、cGC O气rg)、GGG(GIy)以及uGG(1印)利用程

度高，而Uuc(Phe)、CUC／cuA(Leu)、GuG(Val)、UCu／ucc／UCA／UCG／AGc(Ser)、

cCU／CCA(Pro)、AcU／ACA／AcG(Thr)、GCu／GCC／GCG(A1a)、UAU／uAC(Tyr)、

CAU／CAC(His)、cAG(Glll)、GAU(Asp)、GAG(G1u)、UGu／UGC(Cys)以及cGu／CGA

／CGG／AGG(Arg)被利用的程度很低；在无规卷曲中，同义密码子CCU／CCA(Pm)、ACA

／ACG(n岫、CAU／CAC(His)、GAU(Asp)、GGC(Gly)被利用的程度高，而CUU(Leu)、

删(Ile)、GUA／GUC(Val)、UGU／UGC(Cys)、CGC(Arg)以及UGG(Trp)被使用的程度
低。通过比较这些在不同折叠构象中被使用的同义密码子的种类，虽然删(Ile)、GUC(Val)
以及UGG(rI印)在0【．折叠构象以及p．折叠构象中都是倾向于被利用的同义密码子，但是没有

任何一种密码子在3种不同构象中同时倾向于被使用。这些遗传特点表明密码子使用模式在

PPRV N蛋白二级结构形成中具有潜在的调节作用。

2．3．6翻译速率在两种不同折叠构象连接处的变化

根据图2．4所展示出来PPRV N蛋白的二级结构信息，对四种类型折叠构象连接部位

Ⅱ斟A丰度的变化趋势进行了分析(图2．5)。同无规卷曲与旺一螺旋连接处tI斟A丰富变化

的趋势相比(图2．5 c，d)，无规卷曲与p．折叠连接处的tI矾A丰度变化导致的翻译速率在

这两种折叠构象的形成过程中的作用明显(图2．5 a，b)。这些分析结果暗示了同义密码子

在使用过程中是受到宿主tIⅢA丰富的影响，不同密码子对应的tI斟A丰度导致翻译速度的

变化，从而在一定程度上调节无规卷曲与B一折叠的形成。
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图2．5 PPRv N蛋白不同折叠构象连接处R值的变化

Fig．2．5 The changes ofRvalue fbmone t)，pe offblding unlt to another in PPRV N protein．

(a)无规卷曲向B．折叠过渡的6个密码子位点，x轴代表无规卷曲c端的最后3个密码子位点以及B．

折叠N端的前3个密码子位点；(b)B．折叠向无规卷曲过渡的6个密码子位点，X轴代表B．折叠C端

的最后3个密码子位点以及无规卷曲N端的前3个密码子位点；(c)无规卷曲向Q．螺旋过渡的6个

密码子位点，X轴代表无规卷曲C端的最后3个密码子位点以及a一螺旋N端的前3个密码子位点；(d)

a．螺旋向无规卷曲过渡的6个密码子位点，x轴代表。．螺旋C端的最后3个密码子位点以及无规卷

曲N端的前3个密码子位点

(a)仃{msition boundary仔om coil to p-s订and，x-axls showing the mree positions at the C-temination of coil

aIld the three positions at the N-te肌ination of p-s打and，(b)订aIlsition bounda叫行om p—straIld to coil，x—axis

showing the three positions at the C—te肌ination of p·strand and the three positions at the N-temination of

coil，(c)仃aIlsmon bounda叮疔om coll to a_heliX，x-axls showing t11e廿lree positions at me C-termiIlation of

coil a11d the three positions at the N-tennination of a_helix，(d)订a11sitlon bounda口f}om a-helix to coil，x-aXis

showing me mree positions at the C-teHnination of a_helix and the mree positions at the N-teⅡIlination of

coil．
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2．4讨论

我国西藏地区在2007—2008年首次发现PPRV疫情(wang et a1．，2009)，由于及时采取

了有效的防疫措施(紧急免疫和扑杀)，从而有效控制了PPR在我国的大面积地流行。但

是2013年年底，新疆地区暴发PPR疫情，并且随着动物运输等途径迅速传播到多个其他省

份(wang et a1．，2009；wu et a1．，2016a)。PPRV基因组核苷酸的高突变率是此种病毒广泛扩

散的主要原因mambulli et a1．，2016)。PPRV不同基因中核苷酸使用模式所呈现出来的复杂

性不能简单利用AU核苷酸高含量或者GC核苷酸高含量来进行衡量。PPRV不同基因核苷

酸所表现出来的差异、密码子第1和第2位点核苷酸使用模式的稳定性以及密码子第3位核

苷酸使用模式的高变都反映出突变压力与自然选择这两种主流遗传进化压力共同推动

PPR_v基因的遗传进化方向。已有研究表明，PPRV核酸变异所表现的是PPRV基因组的可

塑性(genome plastici够)，这也是PPRV不断扩大易感宿主范围以及流行区域的重要遗传动力

(Mullira{u et a1．，2014；Wu et a1．，2016b)。对于一些微生物来说，基因组中高丰度AU核酸含

量或者GC含量都与其同义密码子使用模式的偏嗜性显著相关，也就是说如果基因组中AT

含量是占多数的，那么同义密码子的高频使用就是多以A／U结尾，反之，如果基因组中GC

含量是占多数的，那么同义密码子的高频使用就是多以G／C结尾(Nasrullah et a1．，2015；

Roychoudllu巧and MukheI：jee，2010；Wong et a1．，2010；zhou et a1．，2014；zhou et a1．，2013a)。有

趣的是，PPRV基因核酸使用模式并不是简单的GC高丰度或者AU高丰度，而是呈现出一

种复杂性。RNA病毒基因组核酸的高突变率最终决定了病毒基因编码出来蛋白产物的生物

学功能，但是很多核酸突变都是在密码子第3位上的同义突变，这就说明同义密码子在核酸

突变后的变化在调节病毒蛋白翻译表达方面也发挥着潜在的作用(Bera et a1．，2017；Chen et

a1．，2017；He et a1．，2017；Roy et a1．，2017)。对于I斟A病毒来说，基因组中CpG二核苷酸含

量的高低直接影响病毒复制能力和毒力，进而影响病毒在宿主体内的适应性(Atkillson et a1．，

2014；Bums et a1．，2009；Tulloch et a1．，2014)。CpG基序或者合成的cpG寡核苷酸链可以作为

良好的疫苗佐剂(Amtonialli et a1．，2017；1119elsson et a1．，201 8；Jenberie et a1．，2018；Ma et a1．，

2018)。虽然CAl分析显示PPIW不同基因(尤其是N基因)在密码子使用模式方面具有很

强的宿主适应性，但是PPR_V基因对于含有CpG二核苷酸的同义密码子的选择程度很低，

这也在某种程度上影响了PPRV刺激机体产生良好的免疫反应。同义密码子作为核苷酸与氨

基酸之间的纽带，对其分析研究将有助于为研究者提供一些病毒与宿主之间共进化方面的遗

传信息。自然选择压力与病毒序列自身突变压力之间的稳态共同推动病毒对其宿主的适应性

(Butt et a1．2016；Nasmllah et a1．2015)。黄病毒科(用洲zv护玩笼)成员在世界范围内有着广泛

的流行和易感宿主，其病毒科成员在密码子使用模式方面表现出很高的宿主适应性，从而实

现其自身病毒产物的高效表达(Bu仕et a1．，2016；Lobo et a1．，2009)。一些小I斟A病毒科

(Pz∞聊鲫护，砌e)成员的密码子使用模式也是明显受到了易感宿主的影响(magones et a1．，

2010：zhou et a1．，2013a)。在PPRV在宿主细胞中复制机制的研究中，研究人员发现无论PPRV

基因组核酸使用模式如何改变，都可以顺利地与N蛋白缠绕结合，从而实现病毒自身顺利

复制。这一结果也说明N蛋白的正确构象对于PPRV基因组与N蛋白组成蛋白核酸复合物

起到了关键作用。利用CAI计算PPRV基因与宿主密码子相似性的显著优点在于：cAI值
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越高，说明翻译选择在同义密码子使用模式上的影响力越强(carbone et a1．，2003；Pui曲o et

a1．，2008b)。本研究发现，PPRV N基因在密码子使用模式上与宿主细胞密码子使用模式高度

相似，这也为N蛋白的高效翻译表达提供了物质基础。因为外源基因密码子与宿主的高度

相似将有助于外源基因的高效表达(Hickey et a1．，1995)，而PPRvN蛋白结构中不同折叠构

象在密码子使用偏嗜性上也存在着明显差异，更进一步说明翻译压力在对PPR_V N基因密码

子使用模式的形成过程中发挥着重要作用。有研究学者指出，在病毒mI斟A翻译的过程中，

同义密码子可以在调节基因的过程中发挥精微调控的作用C舡agones et a1．，2008；magones

et a1．，2010)。这也就进一步说明PPRV基因的密码子使用模式并不是单纯由自身突变压力来

无序形成的，而是在翻译选择压力的协同作用下共同调节形成的。本研究所分析出来的结果

与之前所报道的结果是一致的(Gupta et a1．，2000；Gu et a1．，2003；Ma et a1．，2013；Xie and

DiIlg，1998；zhou et a1．，2013b)。此外，细胞中tIⅢA丰度的变化在影响PPRV N蛋白不同构

象之间的过渡转变也是发挥着一定的作用。这是因为，tRNA丰度的变化所产生的翻译动力

学(仃anslation kinetics)通过翻译加速或者翻译延迟在一定程度上调节折叠构象的形成

(Komar，2009；Kramer et a1．，2009)。这也从侧面说明，单纯优化外源基因的密码子来适应宿

主细胞密码子的使用模式，虽然可以明显提高外源基因在宿主细胞中的高效表达，但是可能

会在一定程度上影响蛋白产物的正确构象的形成，从而影响蛋白的生物学功能。总之，同义

密码子使用模式以及翻译速率在病毒适应宿主细胞的进化过程中起到了不可忽视的作用

(Tsai et a1．，2008；Zhang and Ignatova，2009)。这些研究结果可以为今后研究人员设计开发

PPRV相关的基因工程疫苗提供一些具有参考价值的理论依据。
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第三章宿主细胞抗PPlw感染的天然免疫应答

病毒入侵宿主后会激活宿主的天然免疫应答反应从而发挥抗病毒作用。而宿主所产生的

的干扰素是最主要也是最早产生的抗病毒因子。本研究结果显示，PPRv感染髓K293T细

胞后，主要诱导产生的是III型IFNs(IFN．九3)以及I型IFNs(IFN—D)。此外，外源加入的IFN

可以抑制PPRv在HEK293T细胞中的增殖。本研究中发现PPR-v感染如二K293T细胞后，

细胞内的ISG56、ISGl5、CXCLl0等部分ISG也被诱导产生。同时，当JAK．STAT通路被

抑制后，IFN的抗PPRV效应被显著抑制，且ISG也相应被抑制。

细胞自噬(A-utophage)，又称为II型细胞死亡，是细胞在自噬相关基因(autophagyrelated

gene，Atg)的调控下利用溶酶体降解自身受损的细胞器和大分子物质的过程。细胞自噬与细

胞凋亡、细胞衰老一样，是十分重要的生物学现象，参与生物的发育、生长等多种过程自噬

的发生依赖于自噬相关基因(a1Jtophage-related gene，A培)编码的自噬相关蛋白，现阶段己发

现的8个Atg及5个自噬相关因子组成了5个功能复合体，它们是真核生物自噬过程的核心

成员，贯穿自噬的整个过程。然而，随着研究的深入，研究者发现，Atg蛋白除了参与自噬

过程外，还参与了细胞其他重要的生理过程，如基因修复、蛋白逆转运、细胞凋亡以及免疫

应答等，而这些过程往往与自噬过程无关。本实验将PPRV感染细胞后，细胞内At913的转

录水平显著提高。在HEK293T细胞中过表达At913基因后，PPRV的复制被明显抑制。此

外，IFN—B及下游基因ISG56mI矾A相对表达量均下降。这样，PPR-V感染所诱导产生的At913

反过来抑制PPRV的复制，形成了牵涉着天然免疫和自噬在内的完整环路，预示着细胞内存

在某种抑制PPRV感染的可能性，对其加以放大或许可开发为控制PPRV感染的新手段。本

研究为进一步阐明PPRV与宿主相互作用提供线索。

3．1实验耗材、试剂及其配制方法

3．1．1细胞、病毒、质粒和引物

HEK293T细胞；PPRV弱毒菌一PPRv／Nigeria 75／1(实验室保存)；E．coli DH5a、pEGx

4T一1、pCMV-HA、pMD-18一T(实验室保存)。此外，扩增和检测相关基因的引物参见表3．

1。

3．1．2主要溶液的配置

试剂

DMEM培养基、M199培养基(民海生物)；胰酶、小牛血清(民海生物)；DMSO(S

igma-A1drich)；TRjz01、RNA酶抑制剂、M—MLV反转录酶、荧光定量试剂盒(Promega

公司)、CCK8试剂盒(北京博奥龙生物科技有限公司)；人I型干扰素IFN alpha 2b
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(Si舯a．A1drich)；人III型干扰素IL28B(I烈硒；Abnova)；Jak抑制剂Jak iIlllibitor I(Santa
cmz Biotech，CA)；prher s吖峡DNA polymerase(Takara)；限制性内切酶如BamHi、)丑10l、

EcoRj、T4一DNA 1igase等酶、dNTP、2Kb DNA Marker、5Kb DNA Marker均购自大连Takara

生物科技有限公司；质粒提取试剂盒、DNA纯化试剂盒、无内毒素质粒提取试剂盒均购自

北京索莱宝生物科技有限公司；脂质体2000、TRjz01(InVi仃ogen)；poly(I：C)(Sigma—A1drich)；

鼠源抗HA、鼠源抗flag、辣根过氧化物酶标记山羊抗鼠IgG等抗体均购自Sigma公司；

兔源抗IRF3单克隆抗体、兔源抗IRF3一P单抗；辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠IgG等抗

体均购自sallta Cmz公司；蛋白预染或非预染Marker(Fementas公司)；west锄_blot化
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学发光如心底物ECL发光液(Millopore)；6孔板、24孔板、96孔板、25cm2及75cm2细

胞瓶购自(corillg公司)。

主要溶液的配置

细胞冻存液：10％DMso与90％FBs混合，现配现用。

LB液体培养基配制：称取10 g胰蛋白胨、5 gNacl、5 g酵母提取物溶于蒸馏水，调节

pH至7．0，定容至1000 m1，121℃高压灭菌20 miIl。

Amp或Kan抗性LB固体培养基配制：称取10 g胰蛋白胨，5 g Nacl、5 g酵母提取物、

15 g琼脂粉溶于蒸馏水，调节pH至7．O，定容至1000 mI，121℃高压灭菌20 mill，待室温

冷却至55—60℃，加入相应的Amp或Kan终浓度(10¨g／m1)在超净台内倒平板。

Annealillg Buf艳r：50mM如巳PES、 100mM NaCl调PH至7．4。

500 mmol／L Tris—HCl①H8．0)：100 mm01／L Reduced G1utathione，还原性谷胱甘肽的工作液浓

度为10 mmo儿，4℃保存。

2×sDs．PAGE上样缓冲液：1 00 mm01几Tris—Hcl(pH6．8)，4％sDs，o．2％溴酚蓝，20％

甘油，2％p一巯基乙醇，4℃保存；5×Tris甘氨酸缓冲液：15．19 Tris碱，949甘氨酸，59 SDS

溶解于800m1双蒸水中，定容至1000ml，使用前稀释为1×工作液，室温保存；

转膜缓冲液：3．029 Tris碱，14．49甘氨酸，溶解于500ml双蒸水中，加入200m1甲醇，

定容至1000ml，常温保存。PBST洗膜缓冲液：8．09 NaCl、0．29 Kcl、1．449 Na2}口04和0．249

KH2P04加入800m1双蒸水中，溶解后定容至1L，121℃，高压灭菌30mill，室温保存。使

用时加入0．5％o Tween．20，完全混匀使用。蛋白封闭液：PBST中加入5％的脱脂奶粉

(111vitrogen)，即用即配。

1．5M Trjs．Hcl(pH8．8)：181．79 Tris碱，加入到800ml双蒸水中，用浓盐酸调节pH

至8．8，定容至1000ml，4℃保存。

1．0M Tris．HCl(pH=6．8)：121．19 Tris碱，加入到800ml双蒸水中，用浓盐酸调节pH

至6．8，定容于1000m1，4℃保存。

10％SDS：109 SDS溶解于100 m1双蒸水中，室温保存(沉淀可以加热后溶解)。

10％(w，v，g，m1)过硫酸铵(APs)：称取19过硫酸铵，加入10 ml的去离子水，将

固体粉末彻底溶解进行分装保存。4℃可以储存两周左右，．20℃可以长期保存。Ⅱ!MED，4℃

保存。

蛋白电泳的配制方法：

10％分离胶的配制：在10ml的烧杯内加入2ml去离子水，1．7m130％聚丙烯酰胺溶液，

1．3m11．5M Tris-Hcl(PH8．8)溶液，50p110％SDs，50p110％过硫酸铵，2“l TEMED，混匀

所有试剂后，加入制胶板中，在分离胶上层加入1m1无水乙醇，使得胶面保持水平，室温

静置15．20mill。

5％浓缩胶的配制：在loml的烧杯内加入o．68ml去离子水，o．17m130％聚丙烯酰胺溶液，

0．13m11M Tris—HCl(PH6．8)溶液，10u110％SDS，10¨1 10％过硫酸铵，1肛l TEMED，混匀

所有试剂后，加入制胶板中，然后轻轻插入梳子，室温静置15—20min。

考马颤演；蓝染色液的配制：称取1．og考马斯亮蓝于lL的烧杯中，向其中加入250m1异

丙醇，再加入100ml冰醋酸充分混匀后加入去离子水至1L。
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考马斯亮蓝脱色液的配制：将100ml甲醇、700m1去离子水和200ml冰醋酸充分混匀。

5 mg／mL．Jak i1111ibitor I储存液配制：取0．5mg Jak inhibitor I干粉加入0．1／mL DMso中，分

装至1．5m1EP管中，．20保存。

IFN玛储存液配制：取10mg IFN九3干粉加入o．1／mL DMso中，分装至1．5mlEP管中，

一20保存。

3．1．3实验设备

倒置显微镜(OIympas)；荧光定量PcR扩增仪(美国Bio—RAD公司)；超净工作台(安泰

空气技术(苏州)有限公司)；台式高速冷冻离心机(湖南湘仪)；高压灭菌器(上海申安)；超

低温冰箱(海尔)；核酸蛋白测定仪(德国Eppendorf公司)；电子天平(梅特勒)；pH计(梅

特勒)；磁力搅拌器(上海梅颖浦)；核酸电泳仪(美国Bio一凡∞公司)；蛋白电泳仪(美国

Bio．m～D公司)；涡旋振荡器(上海梅颖浦)；恒温摇床(上海智成)；CK40．32PH普通光学显

微镜(日本Olympus公司)、Ⅸ71荧光倒置相差显微镜(日本Olympus公司)；3111型C02培

养箱(美国，nlemo—Fisher公司)；Haier超低温冰箱(海尔股份(青岛)有限公司)；

MSC—Advantage生物安全柜(美国rnlemloIFisher公司)WD一9413C凝胶成像分析仪(北京

天驰仪诚)、化学发光仪(北京六一仪器厂)；台式高压灭菌锅(山东新华医疗器械股份有限公

司)；DHG．9140A型电热恒温鼓风干燥箱(上海精宏实验设备有限公司)；湿转转印仪(美国

Bio．RAD公司)。

3．2实验方法

3．2．1 PPRV在HEK293T细胞中的增殖

(1)HEK293T细胞加入6孔板中，置37℃、5％C02培养箱培养12h。

(2)用1 MOI PPRV病毒感染眦K293T细胞，同时设立不接病毒对照，再次置37℃、5％

C02培养箱培养，每天观察细胞病变情况并分别在培养24h、36h、48h后取出培养物，弃掉

培养物上清，提取I矾A，反转录及荧光定量PCR检测病毒基因的转录水平。

3．2．2 PPRV感染HEI(293T细胞后激活删及IsG

(1)HEK293T细胞及加入6孔板中，置37℃、5％C02培养箱培养12h。

(2)用1 MOI PPRV／Nigeria 75／1病毒感染HEK293T细胞，同时设立不接病毒对照，再次

置37℃、5％c02培养箱培养。并且在培养48h后取出培养物，弃掉培养物上清，并提砒蛆，
反转录及荧光定量RcR检测病毒基因、I型IFN、II型IFN、III型IFN及下游IsG的转录

水平。

3．2．3外源IFN的抗病毒作用
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3．2．3．1 IFN aIpha 2b的抗病毒作用

(1)HEK293T细胞加入6孔板中，培养基中加入IFN alpha 2b，浓度分别为0 IU恤1、1 I

U／ml、10Ⅳ／ml、100 IU／m1、1000 IU／m1，并置37℃、5％c02培养箱培养12h。

(2)用1 MOI PPRV，，Nigeria 75／1病毒感染HEK293T细胞，同时设立不接病毒对照，再次

置37℃、5％C02培养箱培养并且在培养后72h取出培养物，弃掉培养物上清，每孔加入1

m1 TRjzol并提取RNA，反转录及荧光定量RCR检测病毒基因的转录水平。

(3)经上一步确定了IFNa一2b的最佳作用浓度为1000 m／ml，印jK293T细胞加入6孔板中，

培养基中加入IFNc【．2b，浓度为1000 IU恤l，并置37℃、5％C02培养箱培养24h。

(4)用1MOI PPRv／Nigeria 75／1病毒感染HEK293T细胞，同时设立不接病毒对照，再次置

37℃、5％C02培养箱培养并且在培养后0h、12h、36h、48h取出培养物，弃掉培养物上清，

并提取RNA，反转录及荧光定量PCR检测病毒基因及下游ISG的转录水平。

3．2．3．2 IFN硒的抗病毒作用

(1)胍K293T细胞加入6孑L板中，培养基中加入IFN九3，浓度分别为100 ng／ml及1000 n∥
m1并置37℃、5％C02培养箱培养12h。

(2)用1MOI PPRV／Nigeria 75／1病毒感染HEK293T细胞，同时设立不接病毒对照，再次置

37℃、5％c02培养箱培养并且在培养后72h取出培养物，弃掉培养物上清，每孔加入1m1

TRizol并提取RNA，反转录及荧光定量PCR检测病毒基因的转录水平。

3．2．4 Jak inhibitor抑制IFN通路

3．2．4．1 Jak iⅡhibitor抑制内源性的IFN通路

(1)HEK293T细胞加入6孔板中，并置37℃、5％C02培养箱培养12h。

(2)用1MOI PPRV／Nigeria 75／1病毒感染髓K293T细胞，并在培养基中加入Jak i1111ibitor，

终浓度分别为0 u mo№1，1 u m01／m1，10 u mol／ml，再次置37℃、5％C02培养箱培养并且
在培养后48h取出培养物，弃掉培养物上清，每孔的培养物加入O．5ml T砌z01并提取IⅢA，

反转录及荧光定量PCR检测病毒基因的转录水平。

3．2．4．2 Jak inhibitor抑制外源性的IFN通路

(1)HEK293T细胞加入6孔板中，并置37℃、5％c02培养箱培养12h，并在培养基中加入

IFN alpha-2b，终浓度1000IUhl，同时在培养基中加入Jal(irlllibitor，终浓度分别为0 u mo

妇11，1 u mol／ml，10 u mol／ml，设立不加IFN alpha．2b及Jak i1111ibitor的对照组，置37℃、

5％c02培养箱培养12h。
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(2)用1 MOI PPRV／Nigeria 75／1病毒感染HEK293T细胞，再次置37℃、5％c02培养箱培

养并且在培养后48h取出培养物，弃掉培养物上清，每孔的培养物加入0．5m1 TRiz01并提

取I矾A，反转录及荧光定量PCR检测病毒基因的转录水平。

3．2．5 PPlw激活At913基因的转录

(1)参照Geneballk中公布的人At913基因的mINA序列，利用Pr妇er软件设计扩增At913

基因的引物及检测At913基因及本章中用到的IFN—p及下游基因(IFN．p、ISG56、CIASL、

CxcL．10)的荧光定量PCR引物(参照附表)。

(2)髓K293T细胞加入6孔板中，置37℃、5％C02培养箱培养12h。

(3)1 MOI PPRV，Nig耐a 75／1病毒感染每孔细胞，同时设立不接病毒对照，再次置37℃、

5％C02培养箱培养0h、12h、24h、36h、48h、72h后分别收获细胞，弃掉培养物上清，提

取细胞总对寸A，并通过反转录及荧光定量PCR方法检测At913基因的转录水平。

3．2．6 At913蛋白对PPRV复制的调控作用

3．2．6．1过表达At913基因对PPRV复制的影响作用

(1)提取HEK293T细胞总RNA、反转录并扩增At913基因，构建重组真核表达质粒

pcMV．HA．At913并送北京金维智生物公司进行测序验证。

(2)将重组表达质粒pCMV—HA—At913转化至大肠杆菌感受态细胞DH5a中进行扩大培养，

并参照无内毒素质粒提取试剂盒操作说明提取pcMV-HA-At913，测定其浓度并于一20℃保

存。

(3)}玎iK293T细胞加入6孑L板中，置37℃、5％C02培养箱培养12h。形成单层细胞，细

胞密度达到70％．80％为宜。

(4)转染实验前，先分别将提取无内毒素的重组质粒pCMV—HA—At913，加入Opti．MEM

中混匀，并将Lipof．ectamille 2000与质粒按2：1的比例混匀于Opti—MEM(参照Invitrogen

Lipo fectamine操作说明，注意：为防止破坏脂质体结构，此步骤需要非常轻柔)中，静置

5min。

(5)将分别混匀的质粒和脂质体轻柔混匀，静置30mill。

(6)弃去原来的细胞培养液，使用Opti—MEM(InVitrogen)清洗一遍细胞，再次加入新鲜的

opti—MeM，并将混匀的液体逐滴加入到含有Opti．MEM的细胞培养板中，37℃细胞培养箱

培养。5．6h后细胞板的Opti．MEM用DMEN细胞完全培养液替换，继续置37℃、5％C02

培养箱培养。

(7)上一步转染的细胞培养24h后用1 MOI PPRV／Nigeria 75／1病毒感染每孔细胞，同时设

立不接病毒对照，再次置37℃、5％c02培养箱培养0h、12h、24h、36h、48h、72h后分别

收获细胞，后一组收细胞提取RNA，反转录并通过荧光定量PCR方法检测PPRV H基因、

IFN．B及部分ISG mRNA相对表达量，另一组收获细胞并通过Westem-blottillg方法检测A

t913蛋白的表达。
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3．2．6．2敲低At913基因对I型IFN信号通路的影响作用

(1)既K293T细胞加入6孔板中，置37℃、5％c02培养箱培养12h。形成单层细胞，细
胞密度达到70％一80％为宜。

(2)将上海生工合成及构建的At913基因的干扰基因质粒sh—At913及对照质粒分别加入Op

ti．MEM中混匀，并将Lipofectamille 2000与质粒按2：1的比例混匀于Opti—MEM(注意：

为防止破坏脂质体结构，此步骤需要非常轻柔)中，静置5mill。

f5)将分别混匀的质粒和脂质体轻柔混匀，静置30mill。

(6)弃去原来的细胞培养液，使用Opti．MEM(hlvi仃ogen)清洗一遍细胞，再次加入新鲜的

Opti．MEM，并将混匀的液体逐滴加入到含有Opti．MEM的细胞培养板中，37℃细胞培养箱

培养。5—6h后，细胞板的Opti．MEM用DMEN细胞完全培养液替换，继续置37℃、5％C

02培养箱培养0h、12h、24h、36h、48h、72h后分别收获细胞，弃掉培养物上清，提取细

胞总耐蛆，反转录并通过荧光定量PCR方法检测IFN．B及部分ISG mI斟A相对表达量。

3．2．7 At913蛋白激活产生的IFN抑制PPRv的作用

(1)皿K293T细胞加入6孔板中，置37℃、5％C02培养箱培养12h，形成单层细胞，细胞
密度达到70％一80％为宜。

(2)HEK293T细胞转染At913基因表达质粒pCMV—HA．At913及对照质粒继续置37℃、5％

C02培养箱培养。

(3)上一步转染的细胞培养48h后收取培养物上清，并在紫外灯下照射30mill。

(4)HEK293T细胞加入6孔板中，置37℃、5％C02培养箱培养12h，形成单层细胞，细胞

密度达到70％。80％为宜。

(5)1 MOI PPRV小igeria 75／1病毒感染每孔细胞，并将上述处理过的上清与新鲜培养基按

照1：1的量加入病毒感染的细胞中，同时设立不加上清的对照组，再次置37℃、5％C02培

养箱培养，24h及48h后分别收获细胞，提取I斟A，反转录并通过荧光定量PCR方法检测

PPRV H基因mI斟A相对表达量。

3．2．8荧光定量PcR

RNA提取

(1)从一80℃冰箱取出加入TRizol的细胞培养物，

mill，4℃，12000×g离心15mill。

(2)转移上层水相到新的离心管中(45。倾斜取样)。

(3)向上述水相中加入500 u 1 100％异丙醇混匀，

n，弃上清。

加入200 u l氯仿，涡旋混匀15s，静置2．3

冰上放置10min，，随后2000×g离心10mi

(4)向上述体系中加入1m1 75％的乙醇，重悬并2000×g离心10mill，静置10—15m洫。

(5)最后向体系中加入20—50 u l ddH20，放置10-15mill，以ddH20为参照，用分光光度计

于波长280砌和260 m处测得RNA的浓度和纯度，置于于一70℃保存。
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反转录

参照以下体系将对叮A反转录为cDNA

RNA 6¨l dNTP 1 pl Random primer 1肛l ddH20 2Ul

加热至65℃，恒温6mill，冰浴5min加入以下试剂

5×Prime Script II Buf．fer 4肛1

RNase h【11ibitor 0．5ul

Prime Script II RTase 1 ul

ItNase丘ee dd}王20 4．5u1

30℃反应10mill，42℃反应60mm，95℃反应5min

表3-2 qPCR扩增参数

Table3．2 Par锄eters used to amplifing

组分 体积(u1)

2×SYBR Green

Reaction Mi)(

priIIlerl

priIllerl

cDNA

牢h力口ddH20

10

0．5

0．5

1

8

其反应条件为95℃预变性10mill；95℃变性10 s，60℃复性20 s，72℃延伸30 s，30

个循环。

3．2．9 ccK8检测药物对细胞的毒性实验

检测IFN alpha．2b及Jak i11llibitor对细胞活性的影响是通过CCK8试剂盒来测定的。将

HE怼93T细胞加入96孔培养板中，置37℃、5％C02培养箱培养，24h后换新鲜培养基(IFN

Q一2b终浓度分别为1IU／InL、10 IU／mL、100Ⅳ／mL及Jal(i1111ibitor浓度为1 um01／L、

10umol／L)，同时设立未加药物的对照组。细胞继续培养48h、96h后分别取出培养板，并每

孑L加入10血ccK8溶液，孵育1．4h后通过酶标仪读出450m处的光密度值，用公式
％Viabilit)，2x 1 00％．

计算出细胞活性。

3．2．10统计学分析
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运用one Way ANVOA test分析软件(GrapllPad Prism Version 5．01；GraphPad so脚

are)对所得数据进行分析，结果用Mean士sD表示。若两组数据间的P值小于0．05，则标

记为存在差异，若P<0．01则差异显著；P<0．001则极显著。

3．3实验结果

3．3．1 PPlw在HEK293T细胞中的增殖

PPRV的敏感细胞为vero细胞，为了验证PPRV是否可感染HEK293T细胞，我们用

PPRV／Nigeria 75／1感染瑚jK293T细胞，发现病毒在感染细胞后36h增殖效率较高，且随着

时间增长，PPIW在细胞中的增殖效率提高，如图3．1。以上结果表明，PPRV，Nigeria 75／1

可以在}玎二K293T细胞中增殖，HEK293T细胞可作为研究PPRV的敏感细胞。

薅 蕊 葶 蔷 苓

图3．1 PPIⅣ在腼K293T细胞中增殖

Fig 3 1 PPRV proIifbration in}mK293T cens

3．3．2 PPlw感染HEK293T细胞后可激活产生邛N．队IFN．蝎及相关IsG

为了研究PPRv是否可以在皿IQ93T细胞中诱导激活三种类型干扰素及下游ISG的产

生，用PPRV／Nigeria 75／1感染}玎二K293T细胞，并继续培养24h及48h。我们用荧光定量PCR

的方法检测了三种类型干扰素lFN一0【、lFN假lFN—v、IL29(IFN一九1)、IL28(IFN-九2／IFN一九3)及

ISGl5，ISG56，CXCLl0等相关ISG的转录水平。结果显示，相对于对照组，IFN一入2在病

毒感染后36小时，转录水平无明显差异，48小时后其转录水平显著提高。IFN—B及IFN一九3

在病毒感染后36小时及48小时，基因的转录水平均显著提高，而IFN—aIpha及IFN—y则无

明显变化，基于此结果，我们在检测IsG时，选取PPRV感染细胞后48小时的样品检测了

部分ISG mRNA水平，结果显示，只有IsGl5、ISG56、CXCLl0、Mxl、RANTEs这六种

的转录水平显著提高，其他几种ISG基因转录水平无显著差异，如图3．2。
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图3．2 PPRv感染HEK293T细胞后激活的干扰素

Fig 3．2 The IFNs induced by the inf’ection of PPRV on HEK293T cells

3．3．3外源IFN的抗病毒作用

3．3．3．1IFN—aIpha．2b在HEK293T细胞中的抗PPRV感染作用

3．3．2中已经表明PPRv激活HEK293T细胞所产生的干扰素具有抗病毒功能，我们将进

一步验证外源加入的lFN—aIpha．2b是否对PPRV在HEK293T细胞中的增殖具有抑制的效应。

PPRV感染后的HEK293T细胞分别用0 IU／ml、1 IU／ml、10 IU／ml、100 IU／ml、1000 lU／m1

的IFN．alpha．2b进行处理，72后发现PPRv的增殖相对于对照组(IFN—alpha一2b=0)被显著

抑制，且随着浓度增大，病毒被抑制的效果越显著，即当IFN—aIpha．2b浓度为1000IU／ml

时，其对PPRv的抑制作用最显著，如图3．3。下一步，我们用浓度为1000IU／m1的IFN—aIpha一2b

对HEK293T细胞进行预处理后感染PPRV，结果显示，相对于对照组，IFN相关1SG，如

ISGl5，ISG56，CxCLl0等基因的转录水平在lFN—aIpha一2b处理后48小时与对照组(处理0
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第一瀑 宿土i细胞抗PPRv感染火然免疫心答

小时)相比显著升高，如图3．4。说明IFN—aIpha一2b对HEK293T细胞进行预处理后激活了细

胞内的IFN抗病毒通路。我们还发现，JFN—alpha一2b预处理HEK293T细胞后IFN—aIpha一2b

未处理组相比ISG mRNA水平无显著变化，如图3．5。

1．5

1．0

O．5

O．0

SG{5

S §

FN—aIpha 2b(IU，mI)

图3．3 lI刊-alpha-2b的抑制PPRV增殖的作用

Fig 3．3 The anti、’iral actiVit)of IFN—alpha一2b on PPRV
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图3．4 IFN—alpha一2b预处理PPRV接毒的HEK293T细胞后激活的lsG

Fig 3．4The ISGs induced by the treatnlent ofIFN-aIpha一2b on HEK293丁cells and inf、ected、、7ith PPRV
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鬟冀ji t?eated with I}誓一“一2b

图3．5． IFN—alpha-2b预处理后激活的1SG

Fig 3．5 The ISGs induced by the treatment of IFN·alpha-2b

3．3．3．2 IFN一玛在HEK293T细胞中的抗PPRv感染作用

由于在3．2中我们己发现IFN．)~3也是PPRV感染HEK293T细胞后能激活产生的主要干

扰素，我们将进一步验证外源加入的IFN．九3是否同样具有抗PPRV感染作用。HEK293T细

胞用浓度分别为100 ng／ml，及1000 ng／ml的IFN．九3进行预处理，72后发现PPRV的增殖

相对于对照组(IFN．九3=0)被显著抑制，且随着浓度增大，病毒被抑制的效果越显著，即当

1FN．九3浓度为1000ng／ml时，其对PPRv的抑制作用最显著，如图3．6。此结果说明IFN．九3

对HEK293T细胞进行预处理后激活了细胞内的lFN抗病毒通路。

1．5

o
>

o

《1．O
Z
比
∞

>O．5

∞

∞

Q=O．O

FN．≯3 0 ’00 1 DOO ng，mL

图3．6 IFN．硒的抑制PPRv增殖的作用

Fig 3．6 The anti、7iral actj、’i哆of JFN囊3 on PPRV

3．3．4 Jak inhibitor抑制IFN通路

3．3．4．1 Jak inhibitor抑制内源性的IFN通路
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为了检测Jak inhibitor对细胞内源性的IFN通路是否具有抑制作用，本研究中利用PP

RV感染HEK293T细胞，并在培养基中加入终浓度分别为0 u mol／ml，lumol／ml，10“mol／

ml的Jak inhibitor，结果显示，与对照组相比(0}lm01／m1的Jak inhibitor)，在1“nlol／ml及l

0umol／mI两种浓度的Jak inhibitor作用下，PPRV的复制过程未受到影响。我们推断，

Jak inhibitor对内源性的IFN的通路无抑制作用，如图3．7。

i 1．S

0

§1．o
盘

工

)

簧o．5
正

叠o．o

≯ 梦 梦。
图3．7 Jak inhibitor对内源性IIN信号通路的作用

Fjg 3．7 The inhibition e仃ect ofJak㈣bit()r on endogenous IFN signaling patgway

3．3．4．2 Jak inhibitor抑制外源性的IFN通路

为了检测Jak inhibitor对细胞外源性的IFN通路是否具有抑制作用，我们在HEK293T

细胞培养基中加入终浓度为1000Iu／m1的IFN alpha 2b及终浓度分别为1umol／m1，10u1110】

／m1的Jak inhibitor，设立不加IFN alpha 2b及Jak inhibitor的对照组。PPRV感染HEK29

3T细胞，荧光定量RCR检测病毒基因的转录水平结果显示，与对照组(0umol／ml Jak inhibi

tor+1000IU／ml IFN0【-2b)相比，1pmol／ml Jak inhibitor+1000IU／m1 IFNQ．2b及10umol／m J

ak inhjbitor+1000Iu／m1 JFN0【-2b两组PPRV H基因mRNA水平升高，且呈剂量依赖性，

如图3．8。由此，我们推断，Jak inhibitor对外源性的IFN的通路有显著抑制作用。

∞

三n5
要
∞

芷O，O

lF№1—2b O O O 10。o 1000 1000 lUmL

JAKlnhjb摊or O 1 10 O 1 ’O }IM，mL

图3．8 Jak inhibjtor对外源性IFN信号通路的作用

Fig 3 8 The inhibition e仃ect of Jak㈣bitor on exogenous IFN signaling patgwa>

3．3．5细胞毒性实验
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为了检测本实验中用到的IFN 0【．2b及Jak inhibitor是否对HEK293T细胞活性有影响作

用，我们通过CCK8法(MTT替代法)对细胞进行活性检测。结果表明，本实验中使用的

IFNc【．2b的浓度分别为lIU／m110IU／ml、100IU／m1及1000lU／ml，而Jak inhibitor浓度分别为：

1 umol／L、10umol／L。结果显示，与对照组相比，四种浓度的IFN 0【．2b所产生的细胞毒性对

细胞活性影响较小，不会对其抗病毒的效果产生影响。而与对照组相比，当细胞培养物中加

入浓度为lumol／L及10“mol／L的Jak inhibitor时，细胞活性会有所改变，说明Jak inhibitor

可能对HEK293T细胞的活性有或多或少的影响作用，如图3．9。

150

100

Q 、 零 p ◇ Mm

lFN-alpha 2b

爹 爹 爹
弩 心 ◇

Jak．inhibitor

图3．9 IFNQ．2b及Jak inhibitor对HEK293T细胞活性的影响作用

Fig 3．9 The et、f、ect ofIFN“-2b and Jak inhibitor on cell Viabilit)ofHEK293T
cells

3．3．6 PPRV激活Atgl3基因的转录

已有研究发现，At913蛋白具有抗多种病毒复制的功能，为了验证PPRV是否具有抗病

毒作用及At913蛋白在宿主抗PPRv感染过程中的作用，我们前期用PPRV感染HEK293T

细胞，并于感染后的0h、12h、24h、36h、48h、72 h后分别收获细胞，提取RNA，检测

At913基因mRNA相对表达量。实验结果显示，PPRV感染HEK293T细胞后，细胞内At91 3

蛋白表达量显著升高，且在PPRV感染后的0—36h内，病毒mRNA水平呈递增状态，且在

36h时达到最高值，36．72h之间病毒mRNA水平呈递增状态，如图3．10。此结果表明PPRV

感染后可激活细胞内At913蛋白表达。

蹲 零 零 擎 警 零

图3．10 PPRv感染HEK293T细胞后激活Atgl3基因转录

Fig 3．10 The transc ription orAt913 gene was induced by the infectjon ofPPRV on HEK293T cells
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3．3．7过表达At913基因对PPRV复制的影响作用

为了验证At913基因对PPRv复制的影响作用，我们首先将Atgl3基因在HEK293T细

胞中进行了过表达，然后用PPRv／Nigeria 75／1病毒感染细胞，并收取PPRv感染后0h、12h、

24h、36h、48h、72h的样品，检测PPRvH基因mRNA相对表达量及At913蛋白的表达情

况。结果显示，在该系统中，Atgl3蛋白能正确表达，其次，过表达At91 3基因后，PPRv H

基因mRNA相对表达量显著下降，如图3．1l，该结果说明过表达At913基因后，PPRv的

复制被显著抑制。此外，根据上述结果，我们猜测At913是否是通过激活IFN信号通路来

抑制PPRV增殖的，所以，我们检测了当PPRV感染过表达At913的HEK293T细胞系统时，

细胞内IFN及其相关ISG的mRNA水平，结果显示，At91 3能够激活HEK293T细胞中的

IFN信号通路，从而发挥抗病毒作用，如图3．12。

：25000

言2D∞o

￡15DD0

T 10000

匿5000

RRPV reDIjca盯0n jn 293T ceJls

|{“一。7{L瑚扩j。；山|：|U扎：iLjli砌一{‰
图3．12 At91 3蛋白激活I型IFN信号通路

Fig 3．12 At913 protein actiVate l—Jl?N signaling pathway

3．3．8敲低Atgl3基因对I型IFN信号通路的影响

为了验证敲低At913基因对PPRV复制的影响作用，我们将At913基因在HEK293T细

胞中进行了干扰，然后用PPRV厂Nigeria 75门病毒感染细胞，并收取PPRV感染后48h的样

品，检测PPRV H基因mRNA相对表达量。结果显示，敲低At913基因后，1FN．j3、CCL5、
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lsG56
mRNA相对表达量显著下降，如图3．】3，该结果说明敲低Atg】3基因后，即使有激活

IFN的信号，I型IFN信号通路激活作用被抑制。
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图3．13敲低Atgl 3基因后I型IFN信号通路被抑制

Fig 3-l 3 l_IFN sig训ng path哪wa妯J。cked b)k力。ckjng Atg l 39en。

3·3·9 At913蛋白激活产生的IFN对PPRv的抑制作用

我们在前期研究中已经发现At913蛋白具有抑制PPRv复制的功能，所以推测At91 3蛋

白可能是通过激活IFN通路产生干扰素及其它抗病毒因子抑制病毒复制的。为了验证At213

蛋白通过激活IFN通路产生干扰素及其它抗病毒因子是否具有抗病毒作用，我们将过表达

A‘913蛋白之后的培养物上清孵育PPRV感染的HEK293T细胞，进一步用PPRV感染该

HElQ93T细胞，培养一定时间检测PPRV
H基因转录水平，结果显示，与对照组即未加At913

转染后的培养物上清的实验组相比，PPRV H基因mRNA水平显著降低，如图3．14所示。

该结果表明，Atg】3蛋白可以激活IFN通路并产生干扰素及其它抗病毒因子且具有抑制
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3．4讨论

Atg 1 3 superna瞳ant

参

图3．14 At91 3蛋白激活产生的IFN抑制PPRv

Fig 3．14 The antiviral activ时ofAt913 supematallt

天然免疫是机体防御病毒入侵的第一道防线，通过模式识别受体识别病毒的核酸和蛋白

质等病原相关分子模式，通过信号传导激活相应的转录因子，诱导I型干扰素和炎症因子的

表达，进一步诱导多种抗病毒蛋白表达。干扰素(interferon，IFN)是机体抵抗病毒侵染的一道

重要免疫屏障。在对IFN九的研究过程中就已经发现病毒侵染机体在诱导I型lFN产生的同

时还可以产生多种免疫因子，包括III型IFN(IFN．九)，也被称为IL．28a、IL．28b和IL一29，

它们均具有I型IFN样的免疫活性，在机体抵御病毒入侵的天然免疫体系中具有重要地位，

同时在适应性免疫反应过程中发挥调节作用。近年来，关于宿主细胞的自噬相关蛋白在调控

天然免疫、炎症反应、抗病毒等各个方面均发挥重要功能，而这些过程往往不依赖于自噬过

程。由于PPRV刷igeria 75门可以在HEK293T细胞中增殖，所以HEK293T细胞可作为研究

PPRV的敏感细胞，这也为PPRV激活天然免疫应答的研究提供了依据。本研究通过检测

PPRV感染后宿主细胞内的l型、lI型、lIl型干扰素及部分lsG的MRNA水平发现，PPRv

感染HEK293T细胞后，主要激活细胞内的IFN．D、lFN．也、IFN．九3三种干扰素，同时也可

以激活ISGl 5、ISG56、CXCLl0等几种lSG。此外，外源加入IFN c【．2b及IFN一九3均具有抑

制PPRV的作用，我们还检测了干扰素下游信号通路中的抑制剂Jak inhibitor对内源性及外

源性干扰素的抑制作用，结果表明Jak inhibitor只对外源性的干扰素具有抑制作用，而对内

源性即PPRV感染宿主细胞后所产生的的干扰素信号通路无显著抑制作用。然而，本研究中

将PPRV感染用IFN．alpha．2b预处理的HEK293T细胞后，检测到IFN相关lSG相对于对

照组无显著变化，推断IFN相关ISG可能在IFN作用的短时间内，如6小时已经发挥了作

用并降解了，此外，PPRV本身可以激活ISG的表达，所以我们检测不到显著变化。我们的

研究还发现，PPRV感染宿主细胞后，宿主细胞内的自噬相关蛋白Atgl3蛋白被激活，At213

蛋白激活IFN—p信号通路及At91 3具有抑制PPRV复制的功能。这样，PPRv感染所激活的

At913反过来抑制PPRV的复制，形成了牵涉着天然免疫和自噬在内的完整环路，预示着细
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胞内存在某种抑制PPRV感染的可能性，对其加以放大或许可开发为控制PPRV感染的新手

段。我们推测，At913是借助I型干扰素途径抑制PPRV在HEK293T细胞中复制的，探索

一个自噬相关蛋白选用天然免疫相关路径抑制病毒复制的机制，正是本研究的目的。此外，

IFN一九3作为一种近年内新发现的干扰素，具有抗多种病毒感染的功能，本研究也证实了其

对PPlw的抗病毒作用，这也为一些珍贵的反刍动物治疗PPRV感染提供了新的思路。
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第四章病毒唑和霉酚酸的抗PPRV作用

病毒唑(三氮唑核苷，砌bavir血，TFT)又称利巴韦林或病毒三唑，系广谱抗病毒药，经体

内外实验证实对多种DNA和RNA病毒有明显的抑制作用，临床使用广泛，用于防治流感、

副流感、甲、乙、丙型肝炎、麻疹、腮腺炎、水痘、单纯疱疹、带状疱疹、病毒性眼角膜炎、

疱疹性口腔炎、小儿腺病毒肺炎，可能还有抗肿瘤作用。病毒唑(RibaVi渤)通过抑制肌苷酸

．5．磷酸脱氢酶(i110sille．5’一monophosphate dehydrogenase，IMPD邱，阻断肌苷酸转化为鸟苷

酸，从而抑制病毒的砒叮A和DNA合成，对DNA病毒和砌、『A病毒均有抑制复制作用。霉

酚酸(Mycophen01ic acid，MPA)是一种免疫抑制剂，可逆地抑制T和B淋巴细胞的增殖以及

抗体形成，也是一种IMPDH非竞争性的抑制剂，通过取代烟酰胺腺嘌呤二核苷酸辅因子的

烟酰胺部分和一个催化的水分子，抑制IMPDH活性， (IMPDH是嘌呤合成过程中一种关

键的酶)，所以也被国内外广泛用作一种抗病毒药物。但关于砌bavirm和MPA体外抗小

反刍兽疫病毒的作用还未见报道，因此本研究采用体外实验法就Ribavirill和MPA对PPIW

的作用及作用机制进行了探索。

4．1实验材料

4．1．1细胞、病毒

Vero细胞；PPIW弱毒苗一PPRv，N蟾eria 75／1(实验室保存)。

4．1．2实验耗材、试剂及其配制方法

Ribavirill(Sigma．A1drich)；DMEM培养基、M199培养基(兰州民海生物工程有限公

司)；胰酶、小牛血清(兰州民海生物工程有限公司)；Guanos协e(Sigma)；

DMSO(Sigma—Al埘ch)；TRjzol、反转录试剂盒、荧光定量试剂盒(Promega公司)、CCK8

试剂盒(北京博奥龙生物科技有限公司)、6孔板、24孔板、96孑L板、25cm2及75cm2细胞瓶

(Corillg公司)；砌baViriIl、Guallos洫e、Mycophen01ic(Sigma—Aldrich)。

细胞培养液：培养基M199购买自兰州民海生物工程有限公司，无血清培养基，在使用前加

入3％的小牛血清4℃保存。

细胞冻存液：10％DMso与90％FBs混合，现配现用。

4×10～mo忱Ribavi咖储存液配制：取50mg黜bavir洫干粉加入5118．76ulDMso中，分装至

1．5m1EP管中，．20保存。

Guanosine储存液配制：用DMso溶解Mycophenolic粉末，终浓度为10 mm01／L。

MycopheⅡolic储存液配制：用DMso溶解Mycophenolic粉末，终浓度为o．15mol／L。

pH7．4的0．01M PBS溶液配制：称取8．0 g Nacl、0．44 g NaHP04、0．2 g KCl、0．24 gⅪ{2P04

加入900 m1蒸馏水，调节pH为7．4，用蒸馏水定容至1000 ml，121℃高压20 mill。
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4．1．3实验设备

倒置显微镜(01ympas)；酶标仪(The珊ol公司)；荧光定量PcR扩增仪(美国Bio．m①

公司)；超净工作台(安泰空气技术(苏州)有限公司)；台式高速冷冻离心机(湖南湘仪)；高

压灭菌器(山东新华医疗器械股份有限公司)；DHG．9140A型电热恒温鼓风干燥箱(上海精

宏实验设备有限公司))；超低温冰箱(海尔)；核酸蛋白测定仪(德国Eppendorf公司)；C

K40．32PH普通光学显微镜(日本01ympus公司)、Ⅸ71荧光倒置相差显微镜(日本01ympus

公司)；3111型C02培养箱(美国TheHno．Fisher公司)。

4．2实验方法

4．2．1药物毒性实验

砌baVirm药物对细胞毒性的实验是通过CCK8试剂盒来测定的。本实验中，我们将Vero

细胞加入96孔培养板中，置37℃、5％C02培养箱培养，24h后换新鲜培养基(含阳baViriIl

终浓度分别为o．1肛m01／L、1 Hmol／L、10“mo儿、100肛mo儿；将未加Ribavirill的实验组设定

为各自的对照组。细胞继续培养48h、96h后分别取出培养板，并每孔加入10此CCK8溶

液，孵育1．4h后通过酶标仪读出450m处的光密度值，用公式％viabilit)，=×100％计算出细
胞活性。

4．2．2 Ribavirin抑制病毒增殖实验

4．2．2．1 Ribavirin抑制PPlw增殖的作用

(1)Vero细胞加入12孔板中，置37℃、5％C02培养箱培养12h。

(2)1 MOI PPRV／Nigeria 75／1病毒感染每孔细胞，同时设立不接病毒对照，再次置37℃、

5％C02培养箱培养24h。

(3)弃掉旧的培养基，换成含有ribaVirm的新鲜培养基，终浓度分别为Opm01／L，0．1 pmol／L，

1umo儿，10¨m01／L，100斗mol／L，继续置37。C、5％C02培养箱培养，并每天观察细胞病变

情况。

“)72h后再次弃掉旧的培养基，换成新鲜的含上述ribavirill浓度的培养基，置37℃、5％C

02继续培养48h。

(5)上述细胞培养物弃上清且每孔加入1ml T砌zol混匀并于一80℃保存。

(6)Vero细胞加入12孔板中，置37℃、5％c02培养箱培养12h。

(7)1 MOI PPR、，／Nigeria 75／1病毒感染每孔细胞，同时设立不接病毒对照，再次置37℃、

5％C02培养箱培养24h。

(8)弃掉旧的培养基，换成含有ribavirm的新鲜培养基，终浓度分别为0pm01／L，0．1 umol／L，

1umo儿，10“mo儿，100“m01／L，继续置37℃、5％c02培养箱培养，并每天观察细胞病变

情况。
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(9)72h后再次弃掉旧的培养基，换成新鲜的含上述ribavm浓度的培养基，置37℃、5％c
02继续培养48h。

(10)上述培养物用PBs清洗一遍，加70％酒精固定观察。

4．2．2．2 Ribavirin抑制PPRV增殖作用的时间敷应关系

(1)Vero细胞加入12孔板中，置37℃、5％c02培养箱培养12h。

(2)1 MOI PPRV／Nigeria 75／1病毒感染每孔细胞，同时设立不接病毒对照，再次置37℃、

5％C02培养箱培养24h。

(3)弃掉旧的培养基，换成含有ribaVirin的新鲜培养基，终浓度为100umol／L，并设不加

Ribavirill的对照，继续置37℃、5％C02培养箱培养，每天观察细胞病变情况并分别在培养

24h、48h、72h、96h、120h后取出培养物，弃培养物上清，每孔加入1ml TRizol并于．80℃

保存。

(4)剩余两孔培养物弃掉旧的培养基，换成新鲜的含100肛m01／L ribaVi血的新鲜培养基，置

37℃、5％C02继续培养24h及48h后上述两孔细胞培养物弃上清每孔加入1ml TRizol混匀

并于一80℃保存。

4．2．2．3 Ribavirin抑制PPRV增殖作用的剂量敷应关系

(1)Vero细胞加入12孔板中，置37℃、5％C02培养箱培养12h。

(2)l MoI PPRV／Nigeria 75／1病毒感染每孔细胞，同时设立不接病毒对照，再次置37℃、

5％C02培养箱培养24h。

(3)弃掉旧的培养基，换成含有ribaviriIl的新鲜培养基，终浓度分别为0“mol／L，0．1umo儿，

1¨mol／L，10岬。儿，100umo儿，继续置37℃、5％c02培养箱培养，并每天观察细胞病变

情况。

(4)72h后上述细胞培养物弃上清每孔加入1ml T砌zol混匀并于．80℃保存。

4．2．2．4确定Ribavirin作用72h的最佳抗病毒作用浓度

(1)Vero细胞加入6孔板中，置37℃、5％C02培养箱培养12h。

(2)1 MOI PPRV／N蟾eria 75／1病毒感染每孔细胞，同时设立不接病毒对照，再次置37℃、

5％C02培养箱培养24h。

(3)弃掉旧的培养基，换成含有0岫01／L，1肛mol／L，10pmo儿，100“mol／L，ribaVi血的新鲜
培养基，继续置37℃、5％c02培养箱培养，每天观察细胞病变情况72h后将上述细胞培

养物弃上清每孔加入1ml Trizol混匀并于．80℃保存。

4．2．2．5 Guanosine抑制ribavirin抗PPRV增殖作用

(1)Vero细胞加入6孔板中，置37℃、5％C02培养箱培养12h。
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(2)1 MOI PPR_V病毒感染每孔细胞，同时设立不接病毒对照，再次置37℃、5％c02培养

箱培养24h。

(3)弃掉旧的培养基，换成含有100umol／L ribaVi血及GuaIlosiIle的新鲜培养基，Guanosine

终浓度分别为0蝉lo儿， 1叫101／L，10umol／L，继续置37℃、5％C02培养箱培养，并每天

观察细胞病变情况。

(4)72h后上述细胞培养物弃上清每孔加入1m1 Triz01混匀并于一80℃保存。

4．2．3 Mycophenolic抑制PPRV增殖作用

4．2．3．1 MycophenoIic抑制PPRV增殖作用

(1)Vem细胞加入6孔板中，置37℃、5％C02培养箱培养12h。

(2)用1 MOI PPRV／，Nigeria 75／1病毒感染每孔细胞，同时设立不接病毒对照，再次置37℃、

5％C02培养箱培养24h。

(3)弃掉旧的培养基，换成含有0．1}Imo儿，1umol／L及10岫ol几Mycophenolic的新鲜培养

基，继续置37℃、5％C02培养箱培养72h，并每天观察细胞病变情况。

(4)72h后上述细胞培养物弃上清每孔加入1m1 Trizol混匀并于一80℃保存。

4．2．3．2 Guansine抑制Mycophenolic抗PPRV增殖作用

(1)Vero细胞加入6孔板中，置37℃、5％c02培养箱培养12h。

(2)用1 MOI PPRv／Nigeria 75／I病毒感染每孔细胞，同时设立不接病毒对照，再次置37℃、

5％C02培养箱培养24h。

(3)弃掉旧的培养基，换成含有1¨mo儿^匆cophen01ic及Guallosille的新鲜培养基，Guanos

i11e终浓度分别为0¨mol／L，1umol／L，10um01／L，继续置37℃、5％C02培养箱培养，并每

天观察细胞病变情况。

(4)72h后上述细胞培养物弃上清每孔加入1ml Tnzol混匀并于一80℃保存。

4．2．4荧光定量PcR

RNA提取、反转录、荧光定量PCR均参照第三章。

4．2．5统计学分析

统计学分析参照第三章。

4．3结果

4．3．1药物毒性实验
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为了检测本实验中用到的抗病毒药物Ribavirin是否对vero细胞活性有影响作用，我们

通过cCK8法(MTT替代法)对细胞进行活性检测。结果表明，本实验中使用的Ribavirin的

四种浓度：0．1¨mol／L、lumol／L、10umol／L、100“mol／L所产生的细胞毒性对细胞活性影响

较小，不会对Ribavirin抗病毒的效果产生影响。当我们用纯度三98％的Ribavirin孵育细胞时，

不同浓度的药物处理的Vero细胞活性与对照组细胞活性无明显差异。如图4．1，当Vero细

胞用0．1“mol／L、l¨mol／L、10pmol／L、100umol／L分别处理72h后细胞活性跟对照相比，亦

无显著差异，说明Ribavirin对细胞活性无显著影响，不会对实验结果造成干扰，如图4．1。
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≯≯≯≯≯
图4．1 RibarⅢn对Vero细胞的毒性实验

Fig．4．1 Cytotoxici妙of Ribaririn on vem cel

4．3．2 Ribavirin抑制PPRV增殖的作用及最佳作用浓度

为了研究ribavirin的抗病毒效应，我们分别用含有终浓度分别为0“mol／L、0．1umol／L、1

umol／L、10umol／L、100um01／L ribavirin的培养基孵育接有PPRv／Nigeria75／1病毒的Vero

细胞120小时，并检测每组实验中ribavirin对PPRV病毒复制功能的抑制作用。结果显示，

ribavirin对PPRV刷igeria75／1病毒复制有抑制作用，且Vero细胞经ribavirin作用120小时

后发现浓度为100umol／L的ribavirin抑制病毒复制的效果最佳，如图4．2。此外，经过以上

ribavirjn浓度作用的接PPRV／N碴eria 75／l病毒的Vero细胞，5天后细胞经染色发现，在浓

度为100“m01／L的ribavi rin的作用下，存活细胞数量最多，如图4．3。再次说明ribavirin具

有抗PPRV／Nigeria 75／1增殖的作用，且100uml／L为最佳作用浓度。
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图4．2 Riba、’irin}叩韦0 PI)Rv复制

Fjg 4．2 Riba、1irin lnhibit PPRV proliI、eration
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4．3．3 Ribavirin抑制PPRV增殖的时间效应

我们在上一步实验中已经确定100岬∞l／L为ribavirin为抑制PPRV复制最佳作用浓度·

为J，进～．步验证ribavirin作用的最佳浓度，此后实验均设定100 ulnol／L为rmaVirin的作用

浓度，并在ribavirin对接PPRV刷igeria 75／l后的Vero细胞作用24h、48h、72h、96h、120

h后测定病毒复制情况．结果显示．ribavirin作用72h其抑制病毒增殖的效应最强，如图4．

Oh 24h 48h 72h 96h 120h

+ UntrealfTlen(
+Ribavi rIn

图4．4 Riba、irjn抑制PPRV增殖最佳作用时间

№．4．4 Inhibitory ef’f’ccI of RibaVⅢn()n PPRV proljfemtion

4．3．4确定Ribavirin对PPRV作用的最佳浓度

前面实验中已经确定ribavirin最佳作用时间时m]为72h．且发现0．1umol／L ribaVirin无

明显抗病毒作用．本次实验我们设定ribavirin最作用时间时间为72h·再次确定4：『Ii]浓度的

ribavirin的抗病毒效果．结果如图4．5．表明rIbavirin抑制PPRV／Nigeria
75／1侄Vero细胞

中增殖过程巾，当其浓度为100肛lnol／L．作用时问为72h时其抗病毒作闱最佳：
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图4．5 Riba、，Ⅲn对PPRV作用的最佳浓度

F唔4．5 concentration of Riba、7irin on PPRV

4．3．5 Ribavirin．Guanosine抑制病毒增殖实验

我们在上一步实验中已确定ribavirin对PPRV刷igeria 75／l复制具有显著抑制作用。且

研究发现，ribavirin可能通过抑制肌苷酸．5．单磷酸脱氢酶(IMPDH)活性，继而阻断肌苷酸转

化为鸟苷酸，使得细胞内GTP无法正常供应从而抑制病毒的RNA和DNA合成。为了进一

步确定ribavirin是否也通过相同的作用机制来抑制PPRV／Nigeria 75门增殖的，在本实验中

除了加入100 umol／L ribavirin外还加入不同浓度的guanosine来观察病毒复制的过程是否得

到部分恢复。结果表明，当反应体系中加入100}lmol／L ribavirin+1¨g／ml guansine或者100

umol／L ribavirin+10¨g／m1 guansine，mavirin抑制PPRV／Nigeria 75／1复制的作用被减弱，

PPRV复制能力得到恢复；单独加入lug／ml或10¨g／ml guansine对病毒复制过程无影响，见

图4．6。

暮2-
皇

暑

趸1-
警
’‘

耋1．
>

爱
急o·
点
卫

芷O．

R沁av两n(}lM) 0 100 100 100 O O

Guanoslne(ug，m1) 0 0 1 10 1 '0

图4．6 Ribavinn．GuaJlosine抑制病毒增殖

Fi94 6 Antiviral activity of Riba、mn-Guanosine

4．3．6 MycophenoIic抑制PPRV增殖作用
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为了研究lMPDH的非竞争性的抑制剂Mycophen01ic的抗病毒效应，我们分别用含有

终浓度分别为0pmol／L、0．1“mol／L、1p1110l／L、10Ⅲ110I／L的培养基孵育接有PPRv病毒的

Vero细胞，并检测Mycophenolic是否对PPRV刷jgeria 75／1病毒复制有抑制作用。结果显

示，ribaVirin对PPRV／Nigeria 75／l病毒复制有抑制作用，且Mycophen01jc浓度在l umol／L，

10umoI／L下作用5天后对病毒复制抑制效果最佳，如图4．7。

≯，≯≯
mycopheno瓤c 8cjd concentf裔tion

图4．7 M)7cophen01ic抑制病毒增殖

Fi94．7 AntiViral actiVi睁ofMycophen01ic

4．3．7 Guansine抑制Mycophenolic抗PPRV／Nigeria 75／l增殖作用

我们在上一步实验中己确定Mycophenolic对PPRV刷igeria 75门复制具有显著抑制作

用。且研究发现，ribavirin作为肌苷酸．5．单磷酸脱氢酶(1MPDH)的竞争性抑制剂，可以抑制

细胞内GTP正常供应从而抑制病毒的RNA和DNA合成。为了进一步确定Mvcophenolic

是否也通过相同的作用机制来抑制PPRV小igeria 75／1增殖的，我们在本实验中除了加入l

“mol／L Mycophenolic外还加入不同浓度的guanosine来观察病毒复制的过程是否得到部分

恢复。结果表明，当反应体系中加入1¨mol／L Mycophenolic+1ug／ml guansine或者1“mol

／L Mycophenolic+10“g／ml guansine，Mycophenolic抑制PPRV刷igeria 75／1复制的作用被减

弱，PPRV小ige“a 75／l复制能力得到恢复，见图4．8。
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4．4讨论

图4．8 Mycophen01ic-Guanosine抑制病毒增殖

Fjg 4．8 AntjViral actiVity of Mycophenoljc—Guanosine

小反刍兽疫是由PPRV引起的高致病性疫病，死亡率达50—80％。国内外学者对该病毒

进行了大量研究，对PPRV分子生物学、细胞生物学特性及流行病毒特征有了新的认识，但

其致病机制及免疫学特性是亟需全世界相关研究机构进一步开展深入研究的领域，以期更好

的解决该病毒造成的威胁。Ribavirin作为一种核苷类似物具有广谱的抗病毒的功能，广泛应

用于临床治疗多种病毒感染疾病，如用于治疗慢性及急性病毒感染，如丙肝、戊肝、副流感

病毒等。由于国际公认PPRV敏感细胞为Vero细胞，本研究中将Vero细胞作为研究PPRv

的细胞。本实验中PPRV／Nigeria 75门感染的Vero细胞用不同浓度的ribavirin即0umol／L、

0．1“mol／L、1umol／L、10umol／L、100umol／L处理120h，通过荧光定量PCR方法检测PPRv

H基因mRNA水平及显微镜直接观察PPRV阳性细胞两种方式，揭示ribavirin对

PPRV／Nigeria 75门增殖有显著抑制作用且呈剂量依赖，从而我们初步确定100umol／L位最佳

作用浓度。进一步用100um01／L的ribavirin分别处理接毒的vero细胞0h、24h、48h、72h、

96h、120h后测得在ribavirin作用72h时，其抗病毒效果最佳。Ribavirin可能通过以下几种

机制来抑制病毒复制的：①减少细胞内的GTP；②调控免疫应答；③致死突变；④抑制病

毒聚合酶活性；⑤通过阻遏翻译起始因子4E从而阻碍病毒基因翻译过程。虽然本研究没有

深入探究Ribavirin抑制PPRV增殖的其它机制，但己证实Ribavirin通过抑制GTP D001的形

成米抑制PPRV复制足其重要机制之一。除此之外，本硎l：究叫I还分析J，IMPDH的非竞争性

的抑制剂一Mycophenolic的抗病毒作用，结果表明1 umol／L及1 0}Inlol／L Mycophenolic对

PPRv厂Nigeria 75／1增殖有显著抑制作用。且guansine的加入同样抑制了Mycophen01ic抗

PPRV小igeria 75门复制的作用。这一结论与Mycophenolic抑制MPDH酶活性阻碍GTP形

成的机制是相吻合的，这也进一步证实了Rjbavirin抑制PPRv复制的机制。然而，Ribavirin

抑制病毒复制还·，J‘能迎过』乓它几种机制，如其刈+天然免疫化Ij。通路n，J调节作川。研究报道称，

Ribavirin能够提高Raf、MEK、ERK、Tyk2S以及TATl等分子的磷酸化水平，活化ERK

及STAT信号通路的活化，ISG56、ISG56、CXCLl0等抗病毒相关因子也相应被诱导产生，
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最终达到抗病毒的效果。故在临床中，ribavirin和IFN．仪通常会被配合用于Hcv感染患者

的治疗。此外，MPA在临床上也常被用于治疗肝脏移植后病人的排异反应症状。总之，这

两种药物都是成本低、较安全的，且在临床上广泛使用的药物，未来这两种药物可用作治疗

PPR-v感染的家养的或者野生珍稀观赏动物。然而，由于ribaVirill及Mycophen01ic具有免疫

抑制效应，在临床上的应用还需进一步开展动物实验来确定其疗效。
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第五章细胞内黏着斑蛋白对病毒复制的影响

宿主细胞的细胞骨架及其信号通路在病毒吸附及进入细胞过程中发挥不可或缺的作用。

黏着斑复合体发挥整合细胞骨架及细胞表面信号的功能。黏着斑蛋白(villculin)是黏着斑的成

员之一，主要介导整合素与细胞骨架的连接，该蛋白具有8个旺螺旋束组成的5个结构域。

vinculill通过与自身结构域与踝蛋白、桩蛋白等其它黏着斑蛋白相互作用，共同参与信号转

导从而参与信号转导调节黏着斑及细胞骨架动力学。研究表明，黏着斑蛋白可通过介导黏着

斑的形成、解散以及微丝与细胞膜的连接、解聚来促使细胞迁移，也可以通过稳定黏着斑抑

制细胞迁移。研究者还发现，在逆转录病毒感染过程中，Villculm参与整合素蛋白与肌动蛋

白的结合。当过表达Vinculill基因时，宿主细胞对艾滋病病毒(ⅢV)和鼠白血病病毒的敏感

性降低。相反，当Villculin基因被瞬时敲低后，mV和猿猴免疫缺损病毒对宿主细胞的感染

性增强，表明Vinculill蛋白具有抑制逆转录病毒的功能。

成簇、规律间隔的短回文重复序列(cIustered regularlynerspaced shortpalilldromic repeats，

CRjSPR)是许多细菌和古细菌抵御外来噬菌体入侵的一种免疫机制，最早在大肠杆菌基因

中发现。CRjSP通常由前导区(1eader)、间隔区(speacer)和重复序列区(repeats)三部分组成。

原间隔序列旁侧存在一个保守的短序列，称为PAM Qrotospacer_adjacent motiD，该序列作

为Cas蛋白对原间隔序列识别的一个序列信号。在CRJSPR位点侧旁通常包含一组保守的

CRjSPR相关基因(cRJsPR—associated genes，Cas genes)，可以编码具有核酸酶和解旋酶活性

的cas蛋白。Cas蛋白与cRJSPR转录出来的I斟A共同组成蛋白质核酸复合物，并发挥免

疫功能。Cas9是Cas蛋白家族中的一员，与CRjSPR共同构成II型CⅪSP刚Cas系统，行使

其核酸内切酶功能，对靶点DNA序列进行特异性切割，从而实现对基因组的精确编辑。原

核细胞大多缺乏非同源末端连接修复系统，需对切割的基因组DNA进行人工同源重组修

复，进而实现原核基因组精确的敲除、修饰等。

本研究基于C对SP刚Cas基因编辑技术，构建含villculill基因靶向I斟A(sgRNA)和用于

同源修复的Donor序列的质粒，并在较短的时间内筛选出viIlculill基因缺失Vero细胞，为

深入探析viIlcul协基因功能奠定基础，同时也为研究其他重要基因功能及其作用机制提供重

要平台。

5．1实验材料

5．1．1细胞、病毒及质粒

质粒：

细胞：

病毒：

cas9，pcDNA3．1(带puro抗性)，u6质粒均由本实验室保藏。

Vero细胞由本实验室保藏。

PPRV弱毒苗一PPRV／Nigeria 75／1(实验室保存)。

5．1．2实验耗材、试剂及其配制方法
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琼脂粉、胰蛋白胨、酵母提取物购自英国OxOID公司；酚氯仿，无水乙醇，氨苄抗生素，

PBs购自生工生物工程(上海)股份有限公司；buffer D、Opti—mM培养基、转染试剂
Lipofectamine3000购自Invi仃ogen公司；puromycm(抗生素)购自Sigma公司；KOD FX酶、

Taq酶等购自大连宝生物有限公司；HEPEs、NaCl、真核细胞蛋白酶抑制剂、30％丙烯酰

胺、50×核酸电泳缓冲液(TAE)、6×蛋白上样buffer购自索莱宝生物股份有限公司；PVDF

膜、EcL发光液购自Milli pore；蛋白Marker购自，nlemol scientific。

细胞培养液、细胞冻存液、sDS—PAGE所需溶液等均参照第四章的配制方法。

5．1．3实验设备

主要实验设备见3．1．1和4．1．3。

5．2实验方法

5．2．1敲除质粒的构建

(1)在Ncbi上查找vero细胞villculill的基因序列、mIⅢA序列、CDS序列并比对寻找第一

外显子区。进行villculill序列比对和sgRNA设计，将设计的sgI斟A加入酶切位点BbsI，标

记为sgEl．sgE6，表3．2中列出了针对Vero细胞vinculm的基因序列设计的六对sgRNA序

列。

表3．2构建Vinculin敲除质粒引物

Table 3．2 Infonnation ofprimers used to conshllction Vinculin knockout plasmids

Vinculill．F Vinculill．R

ACCGGCGCACGATCGAGAGCATCC

ACCGCGAGAGCATCCTGGAGCCGG

ACCGGGCACAGCAGATCTCCCACC

ACCGCCACCTGGTGATAATGCACG

ACCGCACGAGGAGGGCGAGGTGGA

ACCGATCGTGCGCGTATGA A ACAC

AAACGGATGCTCTCGATCGTGCGC

AAACCCGGCTCCAGGATGCTCTCG

AAACGGTGGGAGATCTGCTGTGCC

AAACCGTGCATTATCACCAGGTGG

AAACTCCACCTCGCCCTCCTCGTG

AAACGTGTTTCATACGCGCACGAT

此外，设计一对检测引物，其扩增产物长度400bp．500bp。引物序列为，

Vinculill-J．F：AGTCCGTGAGGCTGGTTA： Vinculill一J-R：CGAGGCACTCCACA A ATA AT。

(2)引物退火：

引物用ArulealillgBu行er稀释，终浓度为100uM，两条引物各加5“l互为模板，PcR程

序为：90℃，4 mill；70℃，10 min；60℃，10 min；50℃，10 min；37℃，15 min；25℃，10 mill；

4℃保存。
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(3)退火产物连接并转化

用内切酶BbsI酶切环状载体U6，回收酶切产物，并与退火产物进行连接，反应程序如

下：

组分 体积(山)

PCR产物

gRNA载体u6

T4

T4连接酶

补加ddH20至

上述反应在16度进行3h后进行转化实验，待长出菌落后进行阳性克隆的PCR验证。反

应体系如下：

组分 体积(LLl)

Taq

Taqbuffer

dNTPs

DMSO

Primer

ddH20

0．2

，)

2

1

0．I／0．1

15

同时设立阴性对照，其反应条件为95℃预变性5 mill；95℃变性35 s，55℃复性35 s，72℃

延伸2 in，30个循环；72℃再延伸10 min，16℃保存。产物大小在200—300bp，假如与预期

结果相符，挑菌落，摇菌进行质粒提取，并进一步进行测序验证。

(4)质粒提取

质粒提取参照质粒小提试剂盒说明书进行，步骤如下：

(1)1．5m1EP管中加满菌液，13，800rpm离心5mill，用真空泵吸干上清。

(2)加入200肛1溶液I，含RNaSe，重悬细胞。可用vortex，也可在平板上刮10下。

(3)‘加入200“l溶液II，轻轻颠倒EP管10次，静置2分钟。

(4)加入200“l溶液III，轻轻混匀。

(5)13，800rpm离心10miIl，取中层清液于新的EP管，注意EP管对应编号。

(6)加入420u1异丙醇，颠倒10次，13，800rpm离心10mm。

(7)直接弃去上清，加入800pl 75％乙醇(从侧壁缓缓加入，稍微摇匀)，13，800印m离心2min。

(8)弃去上清，short离心，吸干上清，真空烘干2mill。
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(9)加入20“l MilliQ—H 2 O溶解，冷冻保存。

5．2．2基因敲除细胞系构建

(1)vero细胞加入6孔板中，置37℃、5％C02培养箱培养12h。

(2)分别将1pg质粒cas9、质粒0．5 ll gpcDNA3．1(带puro抗性)与2肚g sgRNA的混合物及

3 u1 Lipofect锄me 3000用100 u1 Opti—MEM培养基稀释，二者混匀并室温孵育5min。

(3)细胞换新鲜培养基并将上述混合物加入到细胞中，轻轻混匀，继续置37℃、5％C02培

养箱培养。

(4)细胞培养

转染的细胞弃掉旧的培养基，换成分别含有浓度为0“g／m1，2肛g／ml L，4肛g／ml L，8岭／m1，

16ug／ml，20¨g／ml puro的新鲜培养基，继续置37℃、5％C02培养箱培养作用48h，每12小

时观察细胞情况，未转染的细胞加药作负对照，待对照全部死亡即可收样。

5．2．3敲除细胞系的鉴定

加药初步筛得的阳性细胞提取基因组，并通过PCR进行进一步验证，反应体系如下：

反应体系：50ul

KODFX

KODbuff．er

dNTPs

DMSO

基因组DNA

检测引物

ddH20

0．5

25

5

1

1

1／1

15．5

35cycle同时设立阴性对照，其反应条件为95℃预变性5 min；95℃变性30s； 55℃复性

35 s；68℃延伸40s，32个循环；68℃再延伸10 miIl；最后反应产物送测序。观察测序结果

是否在sgI斟A插入的位点图谱上出现套峰。

5．2．4细胞分选

将测序图谱中出现套峰的细胞进行流式细胞仪分选单克隆，并且将单克隆收集到96孔

培养板中进行培养，随后逐步扩大培养至六孔板及细胞瓶中。待筛选后的单克隆细胞可正常

传代后，冻存一部分细胞，并留存一部分继续传代及进行后续实验。

5．2．5 western-blot检测

(1)Vero细胞加入6孔板中，置37℃、5％C02培养箱培养12h。
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(2)细胞转染后48h收样，反复冻融三次，使用PBs吹打收集，离心，弃去PBs，加入细胞

裂解液，冰上孵育20mill。

(3)制备10％浓度的sDs．PAGE胶，蛋白样品与上样buf衔混合、煮沸10mm并离心，上样

电泳[80V 30mill(浓缩胶) 120V 90mill(分离胶)1。

(4)电泳结束后，恒压80V转膜90mm(湿转)。

(5)转膜结束后，取膜将水分吸干，切膜放入甲醇再次活化(直到没有白点)。

(6)PVDF膜用TBST洗涤并在3％一5％t脱脂奶粉中封闭30mill。

(7)PVDF膜用TBST洗涤三次(一次5mill)并将其浸泡在含有一抗的5％的脱脂奶粉中，室温

孵育2h。

(8)P、，DF膜用TBST洗涤三次(一次5m协)并将其浸泡在含有二抗的5％的脱脂奶粉中，室温

孵育1h。

(9)用TBST洗涤PⅥ)F膜并滴加ECL发光液，通过化学放光仪观察。

5．2．6单克隆细胞的PcR及测序鉴定

将PCR鉴定合格的单克隆细胞送至上海生工进行测序。

5．2．7细胞迁移实验

(1)先用marker笔在6孔板背后，用直尺比着，均匀的划横线，大约每隔0．5～1cm一道，横

穿过孔。每孔至少穿过5条线。

(2)每孔加入约5×105个Vero细胞，37℃，5％C02培养约12h，融合率达到100％。

(3)第二天用枪头比着直尺，尽量垂至于背后的横线划痕。

(4)利用PBS洗涤细胞3次，去除划下的细胞，加入无血清培养基。

(5)培养的Vero细胞置37℃5％C02培养箱培养，并在培养后0，6，12，24h时间点取样，

拍照(具体时间依实验需要而定)。

(6)利用hnage J软件计算细胞间距离的均值。

5．2．8 PPlw在Vero细胞中的增殖实验

(1)将待传代的叭(野生型)及ko—v(敲除V基因)Vero细胞加入6孔板中，置37℃、5％C02

培养箱培养12h。

(2)用1 MOI PPRv／N逸eria 75／1病毒感染叭Vero细胞及ko Vero细胞，同时设立不接病

毒对照，再次置37℃、5％C02培养箱培养并且每天观察细胞病变情况并分别在培养24h、4

8h、72h后取出培养物，弃培养物上清，每孔加入1m1 TRiz01并于一80℃保存。

5．2．9统计学分析

统计学分析见3．2．10。
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5．3．1 vinculin敲除质粒的构建

将退火形成的双链sgRNA定向克隆到sgRNA-u6载体中，将构建好的sgRNA-u6-vinculm

sgRNA经PCR验证正确后送检测序，测序正确，可用于下一步实验。

5．3．2基因敲除细胞系

分别取1 u g cas9质粒、0．5}Ig pcDNA3．1质粒(带puro抗性)、2pg sgRNA共转染到Vero

中进行villculiIl基因敲除。培养24 h后，培养基中加入含有0 u∥ml、2¨g／ml L、4 u∥ml L、

8“∥mll6pg／ml、0pg／ml puro的新鲜培养基，继续置37℃、5％C02培养，每12小时观察细

胞情况，未转染的细胞加药作对照，待对照全部死亡即可收获细胞。同时，以对照组细胞为

标准，加药筛选最佳的药物浓度(加药使得细胞在48内全部死亡，筛选的vero细胞的药物

浓度为20删m1)。待药物筛选6．8代时即可收集剩余的活细胞并进行扩大培养。

5．3．3敲除细胞系的PcR及测序鉴定

初步筛得的阳性细胞提取基因组，并通过PCR进行进一步验证，以Vinculin．J—F及

Vinculin—J—R检测引物，对长度为400bp·500bp的检测产物进行扩增。观察到测序结果在

sgRNA插入的位点图谱上出现低矮的套峰，表明基因敲除成功，如图5．1。

图5．1 ko．VinculinVem Vinculin基因测序结果

Fig 5．1 Sequencing ofVinculin gene ofko-VinculinVero cells

5．3．4 western-blot检测

对测序图谱中出现套峰的细胞进行流式细胞仪分选单克隆，收集单克隆于96孔培养板

中，并逐步扩大培养至六孔板中，冻存一部分细胞，留存的一部分Vincul血基因敲除细胞进

行westem-blot检测，结果表明，KOl、K02、K03、K04、K05五株为筛选的敲除vinculin

基因的Vero细胞，其Vinculm蛋白表达缺失，CTL为野生型Vero细胞，其Vinculin蛋白

正常表达，如图5．2。
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5．3．5细胞迁移实验

图5．2 westem-hlol检测vinculin蛋白表达

rig 5．2 Vinculin prolein、～’as tesIed b)WesIern．blol

黏着斑复合体定位于细胞膜表明．可连接细胞基质和细胞骨架蛋白．而黏着斑蛋白是黏

着斑复合体的核心蛋白，其在细胞迁移、信号传递等方面发挥重要作用：本实验中．我们检

测J’wt Vero细胞及ko．Vinculin Vero细胞在细胞迁移方面的差异，结果显示．ko—Vinculin

vero细胞迁移较wt vero慢．说明．vinculin蛋白在细胞迁移过程中起重要作用．此外．我

们通过Image J软件对细胞划痕进行测量．如图5．3：
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5．3．6 PPRV在Vero细胞中的增殖实验

为了检测Vinculin基因敲除的Vero细胞对PPRv感染敏感性是否发生改变，我们用1

Mol PPRV刷igeria 75／1病毒感染wt Vero细胞和ko Vero细胞，同时设立不接病毒对照，

分别在培养24h、48h、72h后取样检测PPRV H基因mRNA转录水平，结果显示，同、~rt

Vero细胞实验组相比，ko Vero细胞实验组PPRV的H基因mRNA转录水平下降，说明在

Vero细胞中，敲除Vinculin基因后会降低PPRV复制的水平，从而表明宿主vinculin基因

在病毒增殖过程中发挥重要作用，如图5．4。

心 葶 岱 蕊

●弧玎
i KO

图5．4 Vinculin基因敲除后对PPRv在vero细胞中增殖的影响作用

5．4讨论

宿三ji细胞的匆l{胞骨架及其信号通路在病毒吸附及进入细胞过程中发挥不叮或缺的作月J。

黏着斑复合体发挥整合细胞骨架和细胞表面信号的功能。细胞内的黏着分子，如黏着斑蛋白

(Vinculin)、黏着斑激酶、斑联蛋白、桩蛋白等，能够结合或被招募到黏附结构中整合素的

胞内结构上，形成复杂而且巨大的蛋白质复合物，最终与微丝骨架相连。黏着斑蛋白可通过

介导黏着斑的形成、解散以及微丝与细胞膜的连接、解聚来促使细胞迁移，也可以通过稳定

黏着斑抑制细胞迁移。黏着斑蛋白是黏着斑的成员之一，主要介导整合素与细胞骨架的连接。

此外，Vinculin通过与自身结构域与踝蛋白、桩蛋白等其它黏着斑蛋白相互作用，共同参与

O

a

O

00

O

O

0

O

O

O

O

O

O

O

OO

O

O

O

O

O

O

O

O

O

OO

O

0

O

5

0

5

O

O

O

OO

5

O

5，，

5

4

3

22

1

1

m》m—co一蚺瓣∞k△×∞工>芷乱乱．1。芷

万方数据



中国农业科学院博士学位论文 第五章细胞内黏着斑蛋白对病毒复制的影响作用

信号转导从而参与信号转导调节黏着斑及细胞骨架动力学。除此之外，在逆转录病毒感染过

程中，vinculiIl参与整合素蛋白与肌动蛋白的结合。当过表达vinculill基因时，宿主细胞对

艾滋病病毒(mV)和鼠白血病病毒的敏感性降低。相反，当Vmculill基因被瞬时敲低后，HIV

和猿猴免疫缺损病毒对宿主细胞的感染性增强，表明Vinculill蛋白具有抑制逆转录病毒的功

能。由于国际公认PPRV敏感细胞为Vero细胞，本研究中将Vero细胞作为研究PPRV的细

胞。本研究通过cⅪSPR．cas9技术敲除了Vero细胞黏着斑蛋白，随后检测了Ko．Villculill vero

细胞增殖、PPRV增殖效率及细胞迁移率的变化状况，证实宿主的V证culill蛋白在细胞增殖、

迁移以及病毒感染性方面发挥重要作用，为开发PPRV新的预防及治疗措施提供了新的思

路。
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第六章全文结论

1．N蛋白在PPRV复制过程中发挥着重要作用，其蛋白高级构象的形成与密码子使用模式具

有明显的相关性。

2．PPRv感染宿主细胞可激活细胞内IFN．p、IFN一尥、IFN．九3三种干扰素，它们在宿主抗PPRV

过程中发挥重要作用。

3外源加入口附一alpha一2b、I】附．九3三种干扰素可以有效抑制PPRV增殖，Jal(i1111ibitor，只对

外源性的干扰素通路的激活具有抑制作用。

4．At913蛋白通过激活IFN信号通路来抑制PPRV在宿主细胞中的增殖。

5．ribaVirin和Mycophen01ic两种核苷类似物均可通过抑制GTP—p001的机制抑制PPRV的复

制。

6．Villculill蛋白对细胞的迁移和病毒在宿主细胞中的复制效率均有影响。
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