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要!病毒入侵易感细胞是病毒建立感染的必要过程!猪瘟病毒如何入侵易感细胞尚未明确'笔者对猪瘟病毒

入侵细胞与网格蛋白介导的内吞途径的关系进行了初步研究'通过利用抑制剂氯丙嗪和
>

E

-B,#?P

及
,F234

技

术!对网格蛋白及动力蛋白功能进行抑制!干扰网格蛋白介导的内吞途径!发现猪瘟病毒的细胞入侵效率明显下

降&通过利用内体酸化抑制剂
3G

)

Y;

及
,F234

技术下调内体标志蛋白
2BOC

和
2BO1

的表达量!发现内体酸化过

程受到抑制后猪瘟病毒的感染效率受到了明显抑制'本研究初步证明猪瘟病毒能够利用网格蛋白介导的内吞途

径完成对易感细胞的入侵!感染的过程依赖于初级内体和次级内体!为了解猪瘟病毒的感染过程积累了新的数据'

关键词!猪瘟病毒&入侵&网格蛋白&内体
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有囊膜的病毒往往通过内吞的方式进入细

胞+

%

,

'网格蛋白介导的内吞途径是一种经典的内吞

途径!被诸多病毒利用而完成对细胞的入侵+

0!)

,

'网

格蛋白由轻链和重链组成!形成一种三角复合体结

构&当病毒和受体结合后!网格蛋白三角复合体会应

答内吞信号被募集到细胞膜表面!并拖拽细胞膜内

陷形成网格蛋白内陷小窝+

C

,

'在动力蛋白"

"

E

!

-B7$-

#的介导下+

.

,

!内陷小窝最终脱离细胞膜!形

成网格蛋白包被小泡!并最终将内吞物质传递给内

体"

P-"#,#7P

#'内体成熟是不断酸化的过程!由初
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细胞

级内体形成次级内体'诸多囊膜病毒正是利用了内

体中的酸性环境来诱发蛋白质结构改变!从而触发

病毒囊膜和内体的膜融合+

1

,

'

猪瘟病毒"

5;B,,$5B;,Q$-PTPUP?U$?K,

!

Y@Va

#

是一种有囊膜的单股正链
234

病毒'近年来猪瘟

病毒的囊膜蛋白的功能及复制机制研究都取得了一

定的进展!然而
Y@Va

入侵易感细胞的机制尚未清

楚+

(

,

'因此!本研究对
Y@Va

与网格蛋白介导的内

吞途径的关系进行了初步研究!并对初级内体和次

级内体在
Y@Va

感染细胞过程中的必要性进行了

检测!以期对
Y@Va

入侵细胞的机制有初步的了

解'

#

!

材料与方法

#L#

!

材料

%'%'%

!

细胞(病毒和质粒
!!

猪睾丸细胞"

@:

#由

实验室培养保存&猪瘟病毒石门株购自于中国兽医

药品监察所&干扰载体
=

IV\!a!2@

由王晶钰教授

馈赠&大肠杆菌工程菌"

>GC

)

#购自于
:B]B2B

公

司'

%'%'0

!

主要试剂和仪器
!!

>[A[

培养基(胎牛

血清购自
I$O5#

公司&抗猪瘟病毒多克隆抗体由实

验室保存&

VM:Y

标记的兔抗猪
M

N

I

抗体"

V%.*(

#购

自
@$

N

7B

公司&抑制剂氯化铵"

3G

)

Y;

#(氯丙嗪

"

Y\H

#(

>

E

-B,#?P

购 自
@$

N

7B

公 司&嘌 呤 霉 素

"

\̂C/*

#购自生工生物工程"上海#有限公司&反转录

用
\?$7P@5?$

=

S2:

试剂盒(荧光定量用
0m@:_2

I?PP-

购自
:B]B2B

公司&细胞转染试剂
+

PS\2M[A

S?B-,TP5S$#-?PB

N

P-S

购自
\#;

E=

;K,!S?B-,TP5S$#-

公

司&荧光倒置显微镜为
3$W#-

公司产品&荧光定量

\Y2

仪为
_$#!2P"

公司产品'

#L!

!

干扰载体的构建

通过
_LZY]!$:

:[

234$>P,$

N

-P?

"

:FP?7#

V$,FP?

#软件设计各基因的干扰序列"表
%

#!由华大

基因公司合成&将合成片段与双酶切处理的干扰载

体
=

IV\!a!2@

连接后!转化大肠杆菌!并提取质

粒'所得质粒经测序比对正确后冻存备用'

#LF

!

抑制剂安全浓度检测

将药物连续
%&

倍梯度稀释后加入到
/.

孔板中

@:

细胞单层上!每个药物浓度做
)

个重复'药物与

细胞共孵育
0)F

后将药物去除!添加
C&

%

L [::

"

0

%

N

/

7L

d%

#与细胞孵育
)F

!添加
0&&

%

L>[!

@Z

!在酶标仪上
)/&-7

波长下读取吸光值'

表
#

!

各基因干扰片段序列

*8@=,#

!

-8.8?,5,.1/25+,1+/.5+89.

G

94'()

"

1+'()

#

,F234

序列"

C8!*8

#

@P

D

KP-5P

YGY,F234!% IY4I4:44I:I4I444Y4:I4

YGY,F234!0 IY4I:::IY:Y444:I::4I:

YGY,F234!* IY4I4I444IY44Y:I::4:I

"

E

-B7$-!0,F234!% IY:II:I44I4:II4I:::I4

"

E

-B7$-!0,F234!0 IYY44I:::I44I:I:I::I4

"

E

-B7$-!0,F234!* II4I44YY44II4YY4I4::Y

2BOC,F234!% IIIYY44:::Y4:I44:::Y4

2BOC,F234!0 IYY:4IY4YY44:I:4Y:4Y4

2BOC,F234!* IY4Y4I:YY:4:IY4I4:I4Y

2BO1,F234!% II44I4Y4:Y4Y:Y4:I44YY

2BO1,F234!0 II4I4I4:I4I:::Y:Y4:YY

2BO1,F234!* II4IY:I:4Y44YI44:::YY

@5?B7O;P",F234 I4:I444:II4:4I44I:4Y4

YGY'

网格蛋白重链

YGY'Y;BSF?$-FPBU

E

5FB$-

#L%

!

病毒感染和药物处理

药物在病毒感染前
%F

添加到细胞中!并且在

Y@Va

与细胞孵育的
%F

过程中维持药物浓度'在

病毒与细胞孵育完成后!药物和病毒一起连同上清

弃掉!用
\_@

对细胞清洗
*

次!并用胰酶消化
*&,

!

以去除吸附在细胞表面的病毒粒子'细胞添加维持

液继续培养'

#LH

!

细胞转染和阳性细胞筛选

将
@:

细胞培养于
.

孔板中!待细胞汇合度

达 到
1CX

时!将 构 建 好 的 干 扰 载 体 按 照

+

PS\2M[AS?B-,TP5S$#-?PB

N

P-S

操 作说 明 进 行 转

染'转染
0)F

后向细胞中添加嘌呤霉素对阳性

细胞进行筛选!待阳性细胞率达到
/&X

以上时!

对干扰效率进行检测!筛选出干扰效率好的细胞

用于后续试验'

#LO

!

'()

提取及
',8=:59?,-Q'

细胞总
234

通过
:?$b#;

法进行提取!提出的

总
234

经浓度测定后按照反转录试剂盒操作指导

生成
5>34

'

2PB;!S$7P\Y2

用引物由华大基因公

司合成"表
0

#!反应程序按照如下进行$

/Ci

预变性

%&7$-

&

/Ci

变性
%&,

!

.&i

退火和延伸
*&,

!反应

)&

个循环'

)

J$"#()

基因作为内参基因'

%)%
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表
!

!

用于定量
-Q'

的引物序列

*8@=,!

!

-.9?,.1<1,6945+9115<6

A

引物
\?$7P?,

序列"

C8!*8

#

!

@P

D

KP-5P

Y@Va!V I4:YY:Y4:4Y:IYYY4Y::4Y

Y@Va!2 I:4:4YYYY::Y4YY4IY::I

$

!B5S$-!V Y44II4YY:Y:4YIYY44Y4Y

$

!B5S$-!2 :II4IIYIYI4:I4:Y::

YGY!V Y4I4:4YY4:YYI:YII::YY

YGY!2 :I44I:4YYIIYY:4Y4Y4I::Y

"

E

-B7$-!0!V Y4Y4I4IY4I4II44YI:Y:4Y44

"

E

-B7$-!0!2 Y:IIIY:YY4:YY:Y4::Y:Y

2BOC!V YY444I44:I44YY4Y4I44:YY

2BOC!2 :4Y:4Y44Y4Y:I4Y:YY:II::II

2BO1!V 44II:IY:YY4I:II:Y:I4Y:Y

2BO1!2 :I44II:4I:IIYI::II:44Y4

#L$

!

间接免疫荧光检测"

ZM)

#

细胞单层用
)X

多聚甲醛室温固定
0&7$-

!

\_@

清洗
*

次!用
%X:?$S#-6!%&&

室温穿透
%&

7$-

&

CX

脱脂奶粉封闭
.F

!然后将抗
Y@Va

多抗按

照
%c%&&

的比例稀释后孵育过夜&用
\_@

清洗
*

次

后添加
0&&

倍稀释的
VM:Y

标记的兔抗猪
M

N

I

二抗!

室温孵育
%F

&

\_@

清洗后在荧光显微镜下观察'

!

!

结
!

果

!L#

!

Q-b

抑制
QIMJ

入侵细胞

Y\H

是网格蛋白组装抑制剂'在用于
Y@Va

入侵抑制试验之前!首先检测了
Y\H

的细胞安全浓

度'结果发现!

Y\H

浓度小于
0&

%

7#;

/

L

d%时细胞

活力没有显著差异!因此用于后续试验的最大安全

浓度设定为
0&

%

7#;

/

L

d%

"图
%4

#'

Y@Va

感染
*

F

后收取细胞!通过
2PB;!S$7P\Y2

检测
Y\H

对

Y@Va

入侵细胞的影响'与未用
Y\H

处理过的
@:

细胞相比!

Y\H

处理后
Y@Va

入侵细胞的效率明显下

降'随着
Y\H

处理浓度的增大!胞内
Y@Va

含量下

降程度逐步增加!用
0&

%

7#;

/

L

d%

Y\H

处理细胞后!

进入细胞的
Y@Va

下降了约
/0X

"图
%_

#'

Y@Va

感

染后
0)F

!通过
MV4

观测
Y\H

处理对
Y@Va

入侵效

率的影响'结果显示!

0&

%

7#;

/

L

d%

Y\H

处理后
Y@!

Va

感染的细胞数量显著减少"图
%Y

#'

4'

抑制剂
Y\H

在
@:

细胞上的安全浓度检测&

_'2PB;!S$7P\Y2

检测不同浓度
Y\H

处理后胞内
Y@Va

含量&

Y'

MV4

观测
Y\H

处理后
Y@Va

感染细胞的变化&

"

'A

$

&'&C

!

""

'A

$

&'&%

4':FP,BTP5#-5P-S?BS$#-#TY\H

&

_'YP;;K;B?Y@Va234$-@:5P;;,Q$SF#?Q$SF#KSY\HS?PBS7P-S

&

Y'Y@Va!$-!

TP5SP"@:5P;;,Q$SF#?Q$SF#KSY\HS?PBS7P-SQB,#O,P?UP"O

E

MV4

&

"

'A

$

&'&C

!

""

'A

$

&'&%

图
#

!

网格蛋白组装抑制剂
Q-b

对
QIMJ

入侵细胞的影响

M9

0

L#

!

>22,35/2Q-b/4QIMJ3,==,45.

A

0)%
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细胞

!L!

!

QIMJ

细胞入侵过程对
K

A

481/.,

敏感

>

E

-B,#?P

是动力蛋白的抑制剂'

>

E

-B,#?P

在

@:

细胞上的最大安全浓度为
%C

%

7#;

/

L

d%

"图

04

#'

Y@Va

在经过
>

E

-B,#?P

处理后入侵
@:

细胞

的效率有所下降!并且随着
>

E

-B,#?P

添加浓度的增

加下降程度增加'当
>

E

-B,#?P

使用浓度达到
%C

%

7#;

/

L

d%时!细胞内
Y@Va

含量下降到了对照组

的
*&X

"图
0_

#'

MV4

观测结果显示!

>

E

-B,#?P

的

处理对
Y@Va

的细胞入侵过程有明显抑制作用"图

0Y

#'

4'

抑制剂
>

E

-B,#?P

在
@:

细胞上的安全浓度检测&

_'2PB;!S$7P\Y2

检测不同浓度
>

E

-B,#?P

处理后胞内
Y@Va

含

量&

Y'MV4

观测
>

E

-B,#?P

处理后
Y@Va

感染细胞的变化&

"

'A

$

&'&C

!

""

'A

$

&'&%

4':FP,BTP5#-5P-S?BS$#-#T>

E

-B,#?P

&

_'YP;;K;B?Y@Va234$-@:5P;;,Q$SF#?Q$SF#KS>

E

-B,#?PS?PBS7P-S

&

Y'

Y@Va!$-TP5SP"@:5P;;,Q$SF#?Q$SF#KS>

E

-B,#?PS?PBS7P-SQB,#O,P?UP"O

E

MV4

&

"

'A

$

&'&C

!

""

'A

$

&'&%

图
!

!

动力蛋白抑制剂
K

A

481/.,

对
QIMJ

入侵细胞的影响

M9

0

L!

!

>22,35/2K

A

481/.,/4QIMJ3,==,45.

A

!LF

!

网格蛋白和动力蛋白的下调影响
QIMJ

对细胞

的入侵

!!

为进一步验证网格蛋白和动力蛋白在
Y@Va

入侵中的作用!在抑制剂研究的基础上!通过
,F2!

34

下调网格蛋白重链"

5;BSF?$-FPBU

E

5F$B-

!

YGY

#

和动力蛋白"

"

E

-B7$-!0

#!进一步检测网格蛋白介导

的内吞途径受阻后
Y@Va

入侵细胞的效率'首先!

构建了针对
YGY

和
"

E

-B7$-!0

的干扰载体并转染

细胞!经嘌呤霉素筛选后进行干扰效率的检测'每

个基因针对
*

个靶点设计了
,F234

载体!随机序

列"

,5?B7O;P",F234

#充当对照组'经过嘌呤霉素

筛选!转染干扰载体的阳性细胞达到了
/&X

以上

"图
*4

#'利用
2PB;!S$7P\Y2

对干扰细胞和空白

细胞中各基因转录情况进行检测!结果显示干扰载

体能够有效的下调靶标基因'其中对
YGY

下调最

为明显的为
,F234!0

"图
*_

#!与对照组相比
/;/

转录量下调了约
1CX

&对
4

6

)$3()!0

基因下调最为

明显的是
,F234!*

!转录量下调了
(&X

"图
*Y

#'

而随机序列对
/;/

和
4

6

)$3()!0

基因转录量没有

显著 影 响'因 此
/;/ ,F234!0

和
4

6

)$3()!0

,F234!*

被选择用于后续试验'

将
Y@Va

接种于
/;/

和
4

6

)$3()!0

干扰细胞

上!观测
/;/

和
4

6

)$3()!0

转录量下调对
Y@Va

入侵细胞是否产生影响'

2PB;!S$7P\Y2

检测结果

显示!

Y@Va

对
/;/

干扰细胞的入侵效率与
@:

细

胞相比!下降了约
1&X

!对
4

6

)$3()!0

干扰细胞的

*)%
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4'/;/

和
4

6

)$3()!0,F234

载体转染筛选后的细胞荧光照片&

_'/;/

干扰效果检测&

Y'4

6

)$3()!0

干扰效果检

测&

"

'A

$

&'&C

!

""

'A

$

&'&%

4'/;/B-"4

6

)$3()!0$-SP?TP?P-5P5P;;,$7B

N

P,

&

_'>#Q-!?P

N

K;BS$#-PTTP5S#T/;/

&

Y'>#Q-!?P

N

K;BS$#-PTTP5S#T

4

6

)$3()!0

&

"

'A

$

&'&C

!

""

'A

$

&'&%

图
F

!

;:;

和
<

=

0>?.0@!

干扰细胞系的筛选和检测

M9

0

LF

!

I3.,,494

0

8465,1594

0

/2;:;846<

=

0>?.0:!1+'()945,.2,.94

0

3,==1

入侵效率下降了约
C&X

!而对随机序列干扰细胞的

入侵效率没有显著差异"图
)4

和
)_

#'

MV4

试验结

果显示!

Y@Va

感染
@:

细胞和随机干扰细胞的效

率显著高于
/;/

和
4

6

)$3()!0

干扰细胞"图
)Y

#'

!L%

!

QIMJ

建立感染依赖于酸性环境诱导

3G

)

Y;

可以用于延缓内含体酸化的过程'

Y@!

Va

感染的过程中添加
3G

)

Y;

后发现!

Y@Va

对细胞

的感染效率会显著下降'通过
2PB;!S$7P\Y2

检测发

现!

Y@Va

建立感染的效率随着
3G

)

Y;

使用浓度的增

加而下降!当
3G

)

Y;

使用浓度达到
%&77#;

/

L

d%

时!

Y@Va

感染效率下降到对照组的
CX

"图
C4

#'

MV4

检测结果显示!与未处理的细胞相比!

3G

)

Y;

处

理后
Y@Va

感染的细胞数量显著减少"图
C_

#'

!LH

!

QIMJ

感染细胞依赖于
'8@H

和
'8@$

蛋白

2BOC

和
2BO1

蛋白分别是初级内体和次级内

体的标志蛋白质'试验针对
>$@C

和
>$@1

基因分

别设计了
*

对干扰载体!并通过转染和筛选建立了

干扰细胞系"图
.4

#'通过检测发现!针对于
>$@C

基因的
*

个干扰载体中!

,F234!%

下调效果最为明

显!与对照组相比
>$@C

转录量下调约
.CX

&针对于

>$@1

基因
*

个干扰载体中!

,F234!*

下调其
1&X

的转录量!效果最为显著"图
._

和
.Y

#'因此选择

>$@C,F234!%

和
>$@1,F234!*

用于后续试验'

将
Y@Va

接种于
>$@C

和
>$@1

干扰细胞!对比检

测
Y@Va

感染细胞的效率'

2PB;!S$7P\Y2

检测发

现!

>$@C

和
>$@1

基因转录下调后!

Y@Va

对细胞的感

染效率有所下降!在
>$@C

干扰细胞上
Y@Va

细胞感

染效率约为对照组的
)CX

!而在
>$@1

干扰细胞上

Y@Va

细胞感染效率为对照组的
*&X

"图
14

和
1_

#'

MV4

检测发现!

Y@Va

感染
>$@C

和
>$@1

干扰细胞的

效率与对照组相比有显著下降"图
1Y

#'

F

!

讨
!

论

网格蛋白介导的内吞是将外源物质从细胞膜递

送到内体中的一类受体介导的吞噬反应!被诸多病

毒所利用来完成细胞入侵过程!如流感病毒+

/

,

(丙型

肝 炎 病 毒 "

GYa

#

+

%&

,

(牛 病 毒 性 腹 泻 病 毒

"

_a>a

#

+

%%

,等'

Y@Va

入侵细胞的过程还尚未知

晓!本研究对
Y@Va

利用网格蛋白介导的内吞途径

入侵细胞进行了研究'

氯丙嗪能够有效抑制网格蛋白的组装!在网格

))%
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期 梁武龙等$猪瘟病毒通过网格蛋白介导的内吞途径入侵
@:

细胞

4'Y@Va

对
/;/

干扰细胞入侵效率的检测&

_'Y@Va

对
4

6

)$3()J0

干扰细胞入侵效率的检测&

Y'MV4

检测
Y@!

Va

对
@:

细胞(随机干扰细胞(

/;/

和
4

6

)$3()!0

干扰细胞的感染效率&

"

'A

$

&'&C

!

""

'A

$

&'&%

4'YP;;P-S?

E

PTT$5$P-5

E

#TY@Va$-/;/,F234$-SP?TP?$-

N

5P;;,

&

_'YP;;P-S?

E

PTT$5$P-5

E

#TY@Va$-4

6

)$3()!0

,F234$-SP?TP?$-

N

5P;;,

&

Y'MV4#O,P?UBS$#-#TY@Va!$-TP5SP"@:5P;;,

!

,5?B7O;P",F234S?B-,TP5SP"5P;;,

!

B-"

/;/#?4

6

)$3()!0"#Q-!?P

N

K;BS$#-5P;;,

&

"

'A

$

&'&C

!

""

'A

$

&'&%

图
%

!

QIMJ

对
;:;

和
<

=

0>?.0:!

干扰细胞入侵效率的检测

M9

0

L%

!

QIMJ3,==,45.

A

94;:;846<

=

0>?.0:!1+'()945,.2,.,43,3,==1

C)%
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4'2PB;!S$7P\Y2

检测不同浓度
3G

)

Y;

处理后胞内
Y@Va234

含量&

_'MV4

观测
3G

)

Y;

处理后
Y@Va

感染细胞

的变化&

"

'A

$

&'&C

!

""

'A

$

&'&%

4'YP;;K;B?Y@Va234$-@:5P;;,Q$SF#?Q$SF#KS3G

)

Y;S?PBS7P-S

&

_'Y@Va!$-TP5SP"@:5P;;,Q$SF#?Q$SF#KS

3G

)

Y;S?PBS7P-S

"

#O,P?UP"O

E

MV4

#&

"

'A

$

&'&C

!

""

'A

$

&'&%

图
H

!

(S

%

Q=

对
QIMJ

入侵的影响

M9

0

LH

!

>22,35/2(S

%

Q=/4QIMJ3,==,45.

A

4'>$@C

和
>$@1,F234

载体转染筛选后的细胞荧光照片&

_'>$@C

干扰效果检测&

Y'>$@1

干扰效果检测&

"

'A

$

&'&C

!

""

'A

$

&'&%

4'>$@CB-">$@1$-SP?TP?P-5P5P;;,$7B

N

P,

&

_'>#Q-!?P

N

K;BS$#-PTTP5S#T>$@C

&

Y'>#Q-!?P

N

K;BS$#-PTTP5S#T>$@1

&

"

'A

$

&'&C

!

""

'A

$

&'&%

图
O

!

*>AH

和
*>A$

干扰细胞系的筛选和检测

M9

0

LO

!

I3.,,494

0

8465,1594

0

/2*>AH846*>A$1+'()945,.2,.94

0

3,==1

.)%
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期 梁武龙等$猪瘟病毒通过网格蛋白介导的内吞途径入侵
@:

细胞

4'Y@Va

对
>$@C

干扰细胞感染效率的检测&

_'Y@Va

对
>$@1

干扰细胞感染效率的检测&

Y'Y@Va

对
@:

细胞(随

机干扰细胞(

>$@C

和
>$@1

干扰细胞感染效率的
MV4

观测&

"

'A

$

&'&C

!

""

'A

$

&'&%

4'YP;;$-TP5S$#-PTT$5$P-5

E

#TY@Va$->$@C,F234$-SP?TP?$-

N

5P;;,

&

_'YP;;$-TP5S$#-PTT$5$P-5

E

#TY@Va$->$@1

,F234$-SP?TP?$-

N

5P;;,

&

Y'MV4#O,P?UBS$#-#TY@Va!$-TP5SP"@:5P;;,

!

,5?B7O;P",F234S?B-,TP5SP"5P;;,

!

B-"

>$@C#?>$@1"#Q-!?P

N

K;BS$#-5P;;,

&

"

'A

$

&'&C

!

""

'A

$

&'&%

图
$

!

QIMJ

对
*>AH

和
*>A$

干扰细胞感染效率的检测

M9

0

L$

!

QIMJ3,==,45.

A

94*>AH846*>A$1+'()945,.2,.,43,3,==1

蛋白介导的内吞研究中被广泛应用+

%0

,

'本研究发

现!当在
Y@Va

入侵过程中添加氯丙嗪后!

Y@Va

入

侵的效率会显著下降'

>

E

-B,#?P

是针对于动力蛋

白的一种特异性抑制剂+

%*

,

'通过使用
>

E

-B,#?P

对

4

6

)$3()!0

抑制后!

Y@Va

对细胞的入侵效率也发

生了明显的下降'这些结果提示!网格蛋白和动力

蛋白在
Y@Va

入侵过程中可能发挥了重要的作用'

为进一步验证此结果!本研究利用
,F234

干扰的

方法!下调了细胞内网格蛋白重链和动力蛋白的转

录量!观察
Y@Va

入侵的效率是否发生变化'结果

1)%
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显示!

Y@Va

对网格蛋白重链和动力蛋白转录量下

调细胞的入侵效率显著低于对照组细胞!进一步证

明
Y@Va

能够利用网格蛋白介导的内吞途径完成

对细胞的入侵'

网格蛋白介导的内吞途径会将吞噬物传递给内

体+

%)

,

'内体是膜包裹的囊泡结构!可以分为初级内

体"

PB?;

E

P-"#,#7P

#和次级内体"

;BSPP-"#,#7P

#!

初级内体向次级内体成熟的过程中伴随着内部环境

的不断酸化'诸多病毒利用了内体不断酸化的特

征!诱发病毒逃逸出囊泡!从而完成感染的过程+

1

,

'

为验证
Y@Va

建立感染是否也利用的这一酸化过

程!笔者首先用
3G

)

Y;

处理细胞来抑制
Y@Va

感染

过程中内体的酸化过程'通过检测细胞内
Y@Va

的含量发现!经过
3G

)

Y;

处理的细胞!

Y@Va

感染

效率会发生明显下降!初步说明
Y@Va

建立感染的

过程依赖于酸性环境'不同病毒对于内体的依赖性

有所差异'

GYa

的病毒囊膜与初级内体融合!释放

出核衣壳+

%&

,

'而流感病毒则需要经历次级内体结

构!进而完成感染过程+

%C

,

'为进一步研究
Y@Va

入

侵需要依赖哪种内体结构!本试验对初级内体标志

蛋白
2BOC

+

%.

,和次级内体标志蛋白
2BO1

+

%1

,在
Y@!

Va

感染建立中的作用做了初步研究'通过
,F2!

34

干扰的方式得到了猪
>$@C

和
>$@1

基因转录下

调的细胞株'通过对比检测
Y@Va

在
@:

细胞和

>$@C

和
>$@1

干扰细胞上的感染效率发现!当
>$@C

和
>$@1

基因转录量下调后!

Y@Va

的感染效率都显

著下降!说明
Y@Va

建立感染利用了初级内体和次

级内体这两种细胞结构'

Y@Va

建立感染是一个细致而复杂的过程'诸

多病毒会利用多种入侵方式侵染易感细胞!或者针

对于不同细胞有着不同的入侵策略'那么
Y@Va

是否还利用了其他方式入侵细胞0 对不同细胞
Y@!

Va

是否采用了不同的入侵策略0 在次级内体之

后!

Y@Va

在细胞内又经历了怎样的过程才能建立

感染0 这些问题的阐释对于进一步了解
Y@Va

的

感染过程有重要的意义!需要进一步研究探索'

%

!

结
!

论

Y@Va

能够利用网格蛋白介导的内吞途径入侵

细胞!感染建立过程依赖于酸性环境诱导'

2BOC

和

2BO1

对于
Y@Va

感染建立至关重要'
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