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　 　 【摘要】 　 目的 　 探讨内质网应激诱导剂毒胡萝卜素 ( thapsigargin, TG) 对柯萨奇病毒 B3
(coxsachievirus B3,CV-B3)病毒复制的影响。 方法　 将 10 个 MOI 的病毒感染 HeLa 细胞后,在病毒

的吸附和补液过程中加入 0. 25 μmol / L 的 TG,分别在药物刺激的 3 h、6 h 和 9 h 收集病毒感染的样

品。 通过荧光定量 PCR(qRT-PCR)检测 CV-B3 病毒复制效率;分别使用 0. 25 μmol / L、0. 08 μmol / L
和 0. 025 μmol / L 的 TG 刺激 CV-B3 病毒感染细胞,通过噬斑形成试验进一步验证 TG 对病毒复制的

影响;通过内质网应激 3 条通路的抑制剂分别作用于 TG 刺激的病毒感染细胞,通过 qRT-PCR 检测病

毒量的变化。 结果　 qRT-PCR 结果显示,TG 刺激后,相对于对照,病毒量在 3 h 没有发生明显的变

化;在病毒感染的 6 h 和 9 h,病毒量分别增加了 2. 5 倍和 158. 6 倍。 噬斑形成试验显示,TG 作用后,
病毒的噬斑明显增大。 通过加入内质网应激的 3 条通路 PERK、ATF6 和 IRE1 的抑制剂 GSK2656157、
AEBSF 和 STF-083010 发现,加入 ATF6 的抑制剂 AEBSF 6 h 后,病毒增加量下降了 90%;AEBSF 作用

9 h 后,病毒增加量下降了 55%。 结论　 TG 能够通过 ATF6 途径诱导内质网应激并有效的促进 CV-
B3 病毒的复制。
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【Abstract】 　 Objective 　 To investigate the effect of thapsigargin ( TG ) which can induce
endoplasmic reticulum stress (ERS) on the replication of coxsackievirus B 3 (CV-B3). Methods　 After 10
MOI CV-B3 infected HeLa cells were exposed 0. 25 μmol / L TG for 3 h, 6 h and 9 h, virus RNA of HeLa
cells were extracted and viral replication was evaluated by real time PCR. After 0. 25 μmol / L、0. 08 μmol / L
and 0. 025 μmol / L TG exposed, the plaque of CV-B3 was used to confirm further replication of CV-B3. To
verify TG induced ERS through three signal pathway, one of among PERK, ATF6 and IRE1 inhibitors
GSK2656157, AEBSF and STF-083010, and 0. 25 μmol / L TG were used in HeLa cells infected with 10
MOI CV-B3, replication of CV-B3 was evaluated by qRT-PCR. Results 　 The stimulation of TG did not
induce increase of virus replication after post-infection 3 h. However,TG induced replication of virus to
increase 2. 5 times after post-infection 6 h and 158. 6 times after post-infection 9 h. And, the area of viral
plaque was significantly increased. ATF6 inhibitors AEBSF significantly inhibited promotion of virus
replication from TG. Conclusions　 TG can promote the replication of CV-B3 through ATF6 signal pathway.
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　 　 内质网(endoplasmic reticulum,ER)是真核细胞

中的基本细胞器,主要在蛋白的折叠、翻译后的蛋白

修饰以及细胞膜和细胞浆蛋白的运输和分泌过程中

发挥着重要的作用。 在应激条件下,如钙离子平衡

紊乱、蛋白质糖基化状态改变、突变蛋白表达等引起

ER 腔内未折叠或错误折叠蛋白聚集,导致 ER 内稳

态失衡[1],进而触发内质网应激反应( endoplasmic
reticulum stress,ERS) [2]。

柯萨奇病毒 B3(CV-B3)病毒属于小 RNA 病毒

科,肠道病毒属,是引起病毒性心肌炎的重要病原,
严重时可引发病人猝死[3-4]。 ERS 在多种病毒感染

性疾病中发挥了重要作用[5]。 小 RNA 病毒可以引

起 ERS 促进病毒复制,人鼻病毒 16 型(HRV 16)可
以诱导细胞钙离子变化而引起 ERS[6], CV-B3 病毒

复制引起内质网膜结构重排,病毒蛋白定位于 ER,
引起内质网穿孔,导致内质网钙离子紊乱,病毒复制

对细胞内环境的改变等都能造成内质网功能紊乱,
引起 ERS[7-8]。 但诱导 ERS 是否对 CV-B3 病毒的复

制有影响,目前尚不清楚。 本研究通过 ERS 诱导剂

毒胡萝卜素(thapsigargin,TG)刺激 CV-B3 病毒感染

的 HeLa 细胞,分析 TG 诱导 ERS 后对 CV-B3 病毒

复制的影响。

1　 材料与方法

1. 1　 材料及试剂 　 HeLa 细胞和 CV-B3 W 株由中

国疾病预防控制中心病毒病预防控制所病毒资源中

心所保存;DMEM 细胞培养液购自美国 Gibco 公司。
GRP78 抗体购自 Cell Signaling 公司;肠道病毒通用

引物和 actin 引物均在 Invitrogen 公司合成;荧光定

量一步法试剂盒购自 ABI 公司;4%多聚甲醛来购自

北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司;草酸铵结晶

紫染色液购自北京雷根生物技术有限公司;PERK、
ATF6 和 IRE1 的抑制剂 GSK2656157、 AEBSF 和

STF-083010 均购自 MedChemExpress 公司。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 细胞的培养、病毒接种和 TG 刺激:细胞培

养:含 10%胎牛血清的 DMEM 培养基重悬 HeLa 细

胞,调整细胞浓度为分别为 6×105 / ml 和 1×106 / ml。

然后加入 10 个 MOI 的病毒到 96 孔板或 3×10-4MOI
到 6 孔板中,病毒吸附 1 h 后,弃去病毒液,用 PBS
洗 3 遍。 然后加入含 0. 25、0. 08、0. 025 μmol / L TG
的 2%的维持液。
1. 2. 2　 噬斑:在 6 孔板中接种病毒并吸附 1 h 后,
补充的维持液为 1. 5%低熔点琼脂糖的溶液和 4%
的 DMEM 的等体积混合物。 病毒培养 3 d 后,观察

噬斑的形成。 每孔加入 500 ml 4%的多聚甲醛溶

液,置于 4 ℃作用 10 min。 倒掉液体,将琼脂糖凝胶

取出。 随后加入去离子水清洗残留的凝胶碎渣;加
入结晶紫草酸铵溶液(500 μl /孔),静置 1 min,去离

子水清洗细胞 3 次;对噬斑进行计数。
1. 2. 3　 Western blot 检测内质网应激相关蛋白

GRP78: 将 HeLa 细胞接种于 6 孔板中,12 h 后用终

浓度为 0. 25 μmol / L 的 TG 刺激 HeLa 细胞,分别在

刺激之后的 12 h、24 h 和 36 h 收集细胞,裂解细胞

后留取上清,加入 5×的缓冲液,煮沸 10 min 后上样,
SDS-PAGE 电泳后进行电转膜。 用稀释好的 GRP78
抗体孵育醋酸纤维素膜过夜,洗膜 3 次,然后用带有

辣根过氧化物酶标记羊抗兔 IgG 单克隆抗体

(1 ∶5 000),洗膜后进行发光显影。
1. 2. 4　 内质网通路抑制剂对病毒复制的影响: 将

细胞传代至 96 孔板,细胞量为 1×106 / ml,在细胞传

代 12 h 后,加入内质网应激抑制剂,抑制剂加入 2 h
后,接种病毒。 在病毒吸附和加入维持液的过程中

都同 时 再 加 入 PERK、 ATF6 和 IRE1 抑 制 剂

GSK2656157(0. 1 μmol / L)、AEBSF(300 μmol / L)和
STF-083010(60 μmol / L)和 0. 25 μmol / L 毒胡萝卜

素,分别在接种病毒后的 3 h、6h 和 9 h 收取病毒液。
1. 2. 5　 荧光定量 PCR: 收取 TG 刺激和加入内质网

应激抑制剂后的病毒培养液,然后提取样品中的总

RNA;配置荧光定量 PCR 体系,按照试剂盒的说明

加入反庆液、肠道病毒和 actin 的上下游引物以及带

有发光集团的探针各 0. 5 μl,用无 RNA 酶的水补充

至 20 μl。 荧光定量 PCR 的过程为:45℃ 10 min;
95℃10 min;95℃30 s,60℃30 s,共 40 个循环。 肠道

病毒通用引物,上游: 5′-CCCTGAATGCGGCTAAT
CC-3′,下游:5′-ATTGTCACCATAAGCAGCCA-3′,探
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A.TG 刺激 3、6、9 h 后的 GRP-78 表达量经 Western blot 检测结果。 B:GRP-78vs action 灰度扫描分析结果

实验独立进行 3 次,6 h 和 9 h 结果差异,P<0.001
图 1　 TG 刺激可诱导 HeLa 细胞的内质网应激的标志蛋白 GRP78 表达增加

A:The expression levels of GRP-78 and actin were detected by Western blot at 3, 6, and 9 h post stimulation.B: Gray scanning
analysis of GRP-78 to actin. The experiment was repeated three times independently, 6 h and 9 h, P< 0. 001

Fig.1　 Effect of TG on GRP78 of ERS marker in HeLa cells

针:FAM-5′-AACCGA CTACTTTGGGTGTCCGTGTTTC
-3′-TAMRA;actin 引物,上游:5′-GGACATCCGCAAA
GACCTGTA-3′,下游:5′-TGCATCCTGTCGGCAAT G-
3′,探针:VIC-5′-CCAACACA GTGCTGTCT GGCGGC-
3′-TAMRA。

2　 结果

2. 1　 毒胡萝卜素诱导细胞的内质网应激　 Western
blot 结果显示,当用 0. 25 μmol / L 的 TG 刺激 HeLa
细胞 3 h 后,HeLa 细胞的 GRP78 的表达未出现明显

变化,而在刺激的 6 h 和 9h,TG 可诱导 HeLa 细胞的

GRP78 表达明显增加,差异均有统计学意义(P <
0. 001,图 1)。
2. 2　 毒胡萝卜素促进了 CV-B3 病毒的复制　 使用

0. 25 μmol / L 的 TG 刺激 CV-B3 病毒感染的 HeLa
细胞,通过 qRT-PCR 检测,并计算使用 TG 和不使

用 TG 的病毒量的 2-ΔΔCt,发现病毒感染 3 h 后,病毒

量增加不明显。 在感染的 6 h 和 9 h,与对照相比,
病毒量增加了 2. 5 倍和 158. 6 倍(图 2)。 因此,TG
可以诱导 CV-B3 病毒在 HeLa 细胞中扩增。
2. 3　 噬斑形成试验进一步验证了 TG 对病毒复制

的促进 　 病毒接种细胞后,用 0. 25、 0. 08、 0. 025
μmol / L 的 TG 刺激后,与对照组相比,噬斑的数量

没有出现显著性变化,但病毒的噬斑明显增大。 进

一步说明 TG 促进了 CV-B3 病毒的复制(如图 3)。
2. 4　 毒胡萝卜素通过 ATF6 信号通路提高了病毒

的复制率　 细胞通过 3 种经典的途径激活 ERS,分
别为 PERK、ATF6 和 IRE1。 为了确认 TG 通过哪条

通路激活 ERS 的途径,本研究在上述实验结果的基

图 2　 CV-B3 荧光定量检测显示 TG 刺激促进了 CV-B3 病毒的复制

Fig.2　 TG promotes replication of CV-B3 through real
time PCR detection

图 3　 噬斑形成试验显示 TG 促进了病毒的复制

Fig.3　 TG promotes CV-B3 replication through plaque formation

础上,分别加入内质网应激 3 条通路 PERK、ATF6 和

IRE1 的抑制剂 GSK2656157、AEBSF 和 STF-083010,
通过 qRT-PCR 检测,并计算使用抑制剂和不使用抑

制剂 的 病 毒 量 的 2-ΔΔCt, 发 现 PERK 的 抑 制 剂

GSK2656157 和 IRE1 的抑制剂 STF-083010 均未显示

明显抑制病毒的复制。 而加入了 ATF6 的抑制剂

AEBSF,TG 对病毒复制率的促进作用出现明显的降

低。 相对于 TG 对 CV-B3 复制率的促进作用,AEBSF
作用 6 h 后,病毒增加量下降了 90%;AEBSF 作用 9 h
后,病毒增加量下降了 55%(图 4)。 结果提示,TG 通
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过 ATF6 途径促进 CV-B3 病毒的复制效率。

图 4　 CV-B3 荧光定量检测显示 ATF6 抑制剂 AEBSF
抑制了 TG 对 CV-B3 复制率的促进作用

Fig.4　 Inhibitor AEBSF of ATF6 inhibited the promotion of
TG to CV-B3 replication

3　 讨论

GRP78 是 ERS 过程中重要的分子伴侣,在蛋白

的折叠和组装过程中发挥着重要作用[9]。 本研究

结果显示,毒胡萝卜素刺激细胞后,GRP78 表达明

显增加,并且随着刺激时间的延长,表达量逐渐增

多。 实验结果显示,毒胡萝卜素能够诱导 HeLa 细

胞 ERS 的产生。
小 RNA 病毒的翻译起始方式不同于真核细胞

的依赖于帽样结构的翻译起始途径,而是通过依赖

IRES 序列的蛋白翻译起始途径。 在正常生长状态

下,机体更倾向于通过帽样结构依赖的起始途径合

成蛋白。 在应激状态下,帽样结构依赖的蛋白起始

过程被抑制,而 IRES 依赖的起始途径则发挥着至

关重要的作用[10]。 ERS 是病毒感染并诱发相关疾

病的重要环节[5]。 CV-B3 病毒通过诱导细胞 ERS,
抑制细胞蛋白的合成,同时促进自身蛋白的合成。
而 TG 能够诱导 ERS 的产生,因此,HeLa 细胞在加

入 TG 时,提前诱导了 ERS 的环境,为 CV-B3 病毒

的复制提供了病毒蛋白合成的适合环境。 本研究结

果显示,在病毒感染的 6 h,病毒的复制开始增加,在
病毒感染的 9 h,病毒复制量相较与对照增长了

158. 6 倍,所以 TG 促进了 CV-B3 病毒的复制。 通

过噬斑实验,同样验证了该过程,CV-B3 的噬斑面积

大大增加,也说明病毒的复制增加。 通过两个实验

都证明了毒胡萝卜素促进了病毒的复制过程。
ERS 会引发非折叠蛋白反应,它是细胞的保护性

反应,它通过 4 种途径来减缓 ERS,使内质网和细胞

恢复正常的生理状态。 非折叠蛋白反应的保护性功

能主要是由位于内质网的 3 个跨膜蛋白完成的,即
PERK、ATF6 和 IRE1。 当细胞处于正常状态时,这 3

个蛋白与内质网伴侣蛋白葡萄糖调控蛋白 78×103

(glucose-regulated protein 78, GRP78)结合,处于静息

状态。 当内质网中错误折叠或者非折叠蛋白超载引

起 ERS 时,PERK、ATF6 和 IRE1 分别与 GRP78 分离,
随后各自激活,引起非折叠蛋白反应。 为了了解 TG
通过哪条通路引起的 ERS 诱导病毒复制增加,本研

究在实验体系中引入 ERS 的 3 条通路的抑制剂:
PERK 抑制剂 GSK2656157,ATF6 抑制剂 AEBSF 和

IRE1 抑制剂 STF-083010。 结果发现,PERK 抑制剂

GSK2656157 和 IRE1 抑制剂 STF-083010 没有对 TG
诱导的病毒复制产生显著影响,而 ATF6 的明显抑制

剂 AEBSF 抑制了 TG 对病毒复制增强作用。 因此,
TG 可通过ATF6 信号通路诱导 ERS 促进 CV-B3 病毒

在 HeLa 细胞中的复制。
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