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白纹伊蚊唾液ralb34k2-1对DENV2在不同细胞中
复制的影响*

李莹1,黄贞植1,覃燕春1,朱亚妮2,吴家红3,商正玲1**

(1.贵州医科大学基础医学院免疫学教研室,贵州贵阳
 

550025;2.联勤保障部队第九四○医院检验科;
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【摘要】 目的 探讨白纹伊蚊ralb34k2-1对DENV2在不同宿主细胞中复制的影响。 方法 采用Dot-ELISA和间接

ELISA检测ralb34k2-1与DENV2/DENV-EDⅢ的结合特性。采用qRT-PCR检测不同剂量ralb34k2-1对蚊细胞C6/

36、Aa23T,哺乳动物细胞BHK-21、RAW264.7、HacaT、THP-1中DENV2-E基因表达的影响;检测C6/36细胞中抗菌

肽DEFE、DPT以及RAW264.7、THP-1细胞中抗病毒因子IFN-β、ISG15、ISG56基因表达的影响。 结果 Dot-ELISA
和间接ELISA检测显示ralb34k2-1能与DENV2、DENV-EDⅢ结合,其中与DENV-EDⅢ结合的A值最高,为0.9177±
0.04422。

 

ralb34k2-1预孵育可促进DENV2在C6/36、Aa23T细胞中的复制(2-ΔΔCT 值最高为2.0419±0.1027)。5
 

μg
 

ralb34k2-1对C6/36中DEFE的抑制率可达73%(P<0.05)。ralb34k2-1能促进 HacaT、THP-1细胞中DENV2的复

制,瞬时混合组DENV-E
 

2-ΔΔCT 值最高,为2.8024±0.3091,高于预孵育组的2.1325±0.06746,但对鼠源细胞BHK-
21、RAW264.7中DENV-E基因的表达无显著影响(均P>0.05)。抗病毒因子检测显示,ralb34k2-1单独作用能诱导

RAW264.7、THP-1中IFN-β、ISG15、ISG56的表达,其中5
 

μg
 

ralb34k2-1作用于RAW264.7细胞后ISG56
 

RNA相对表

达(2-ΔΔCT)值为377.9795±12.5457,THP-1细胞ISG56
 

RNA的相对表达(2-ΔΔCT)值为9.5703±1.0332。 结论 
ralb34k2-1可与DENV2、DENV-EDⅢ结合,推测该蛋白可能通过抑制蚊细胞中抗菌肽的表达协助蚊源细胞中DENV2
的复制,而在人源细胞中ralb34k2-1协助DENV2复制的机制与蚊源细胞不同,可为伊蚊雌蚊唾液中34k2蛋白参与

DENV2在蚊-人细胞中循环的研究提供实验线索。
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

ralb34k2-1
 

on
 

DENV2
 

replication
 

in
 

different
 

cells
 

derived
 

from
 

mosquito
 

and
 

mammal. Methods 1)
 

The
 

binding
 

characteristics
 

of
 

ralb34k2-1
 

with
 

DENV2/rEDIII
 

was
 

evaluated
 

by
 

Dot-ELISA
 

and
 

indirect
 

ELISA.
 

2)
 

DENV2-E
 

gene
 

expression
 

in
 

mosquito
 

cells
 

C6/36
 

and
 

Aa23T
 

and
 

mammal
 

cells
 

BHK-21,RAW264.7,HacaT
 

and
 

THP-1
 

cells
 

treated
 

with
 

ralb34k2-1
 

was
 

detected
 

by
 

qRT-PCR,DEFE、DPT
 

genes
 

expression
 

in
 

C6/36
 

and
 

IFN-β,ISG15,ISG56
 

treated
 

with
 

ralb34k2-1
 

in
 

RAW264.7
 

and
 

THP-1
 

was
 

detected
 

by
 

qRT-
PCR. Results 1)

 

The
 

binding
 

results
 

showed
 

that
 

ralb34k2-1
 

could
 

interact
 

with
 

DENV2
 

and
 

DENV-EDⅢ.
 

The
 

highest
 

binding
 

A
 

value
 

of
 

ralb34k2-1
 

combined
 

with
 

DENV2
 

is
 

0.08775±0.01436,and
 

the
 

highest
 

A
 

value
 

of
 

Ralb34k2-
1

 

combined
 

with
 

DENV-EDⅢ
 

was
 

0.9177±0.04422.
 

2)
 

The
 

mRNA
 

expression
 

of
 

DENV-E
 

in
 

C6/36
 

and
 

Aa23T
 

cells
 

pre-incubated
 

with
 

ralb34k2-1
 

were
 

increased
 

(2-ΔΔCT
 

value
 

was
 

2.0419±0.1027).
 

The
 

inhibitory
 

rate
 

of
 

5
 

μg
 

ralb34k2-
1

 

on
 

DEFE
 

in
 

C6/36
 

was
 

73%
 

(P<0.05).
 

3)
 

The
 

mRNA
 

expression
 

of
 

DENV-E
 

of
 

DENV2
 

was
 

increased
 

in
 

HacaT
 

and
 

THP-1
 

cells
 

infected
 

with
 

DENV2
 

mixed
 

with
 

ralb34k2-1
 

(The
 

2-ΔΔCT
 

values
 

was
 

2.8024±0.3091
 

which
 

mixed
 

instantaneously
 

with
 

ralb34k2-1
 

while
 

pre-incubated
 

with
 

ralb34k2-1
 

was
 

2.1325±0.06746.
 

But
 

it
 

had
 

no
 

significant
 

effect
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

DENV-E
 

gene
 

in
 

BHK-21
 

and
 

RAW264.7
 

cells
 

(P>0.05).
 

4)
 

The
 

mRNA
 

expression
 

of
 

IFN-
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β,ISG15
 

and
 

ISG56
 

was
 

induced
 

by
 

ralb34k2-1
 

strongly
 

whether
 

virus
 

mixed
 

in
 

it
 

or
 

not.
 

The
 

mRNA
 

relative
 

expression
 

of
 

ISG56
 

in
 

RAW264.7
 

(377.9795±12.5456)
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

THP-1
 

(9.5703±1.0332).
 

There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

antiviral
 

factors
 

between
 

ralb34k2-1
 

instantaneous
 

mixing
 

and
 

pre-incubated
 

THP-1(P>0.05). 
Conclusion The

 

ralb34k2-1
 

can
 

bind
 

to
 

DENV2
 

and
 

DENV-EDⅢ,and
 

may
 

up-regulate
 

the
 

replication
 

of
 

DENV2
 

in
 

mosquito
 

cells
 

by
 

inhibiting
 

antimicrobial
 

peptides.
 

Moreover,the
 

replication
 

of
 

DENV2
 

in
 

human
 

cells
 

enhanced
 

by
 

ralb34k2-1
 

is
 

different
 

from
 

that
 

in
 

mosquito-derived
 

cells.
 

These
 

results
 

provides
 

a
 

novel
 

paradigm
 

for
 

DENV2
 

transmission
 

between
 

mosquito
 

and
 

human
 

cells
 

under
 

the
 

condition
 

of
 

Aedes
 

albopictus
 

saliva
 

34k2.
【Key

 

words】 Aedes
 

albopictus;ralb34k2-1
 

protein;DENV2;mosquito
 

cells;mouse
 

cells;human
 

cells

  登革病毒(dengue
 

virus,DENV)是全球传播速度

最快的虫媒病毒之一,分为4种血清型(DENV1-4),
其中DENV2流行最为广泛[1]。埃及伊蚊和白纹伊蚊

是DENV传播的主要媒介[2],由于全球气候变暖,贸
易经济等全球化影响,近20年来白纹伊蚊成为全球扩

散速度最快的物种之一[3]。蚊吸食DENV感染患者

血液后,病毒突破蚊的肠道屏障进入蚊体内进行复制

并在蚊唾液腺蓄积,当携带病毒的蚊虫再次吸血时,通
过蚊刺叮破坏宿主皮肤屏障,含有病毒的唾液被注入

宿主体内而引起感染[4]。人感染DENV可导致类似

流感症状的登革热(DF)或临床危重症的登革出血综

合征(DHF)、登革休克综合征(DSS),由于缺乏有效的

疫苗及特异性药物治疗,DENV感染在全球造成严重

的医疗卫生负担[5]。
在蚊媒病毒的传播中,病毒随蚊唾液一起进入宿

主体内,探究蚊唾液组分在蚊媒病毒感染中的作用成

为解析蚊媒-病毒-宿主三者间相互作用的关键。研

究显示,源自埃及伊蚊唾液蛋白LTRIN可通过干扰

宿主细胞淋巴毒素-β受体介导的信号参与促进寨卡

病毒的传播[6],埃及伊蚊唾液中富含的D7唾液蛋白

可与 DENV2结合而降低病毒在宿主细胞中的复

制[7]。
伊蚊唾液中的34ku蛋白家族是雌蚊唾液腺特异

性高表达的分泌性蛋白组分,含有2个成员(34k-1、

34k-2),生物信息学分析未发现其具有已知功能的结

构域[8]。在埃及伊蚊和白纹伊蚊聚集区的人群血清中

检测到相应的特异性IgG抗体,提示该蛋白家族成员

进入宿主体内后能诱导机体产生特异性体液免疫应

答[9-10]。Surasombatpattana等[11]报道重组埃及伊蚊

34k-1具有增强DENV在人角质形成细胞中的复制并

同时抑制胞内抗菌肽和I型IFN活性的效应。利用

RNAi技术的检测显示埃及伊蚊唾液中的AaSG34蛋

白(即34k1蛋白)与DENV2在蚊子唾液腺中的复制

有关联[10]。但鲜有关于34k-2蛋白生物学功能的报

道。
李方站等[12]报道白纹伊蚊唾液腺中的34k2蛋白

具有两种可变剪切的转录本(34k2-1和34k2-2)。重

组表达的白纹伊蚊34k2-1(ralb34k2-1)可在6
 

h内抑

制DENV2在C6/36细胞中的复制[13]。为了进一步

探究ralb34k2-1与DENV-2的互作效应,本研究利用

Dot-ELISA 和 间 接 ELISA 检 测 ralb34k2-1 与

DENV2病毒颗粒及DENV2包膜E蛋白III结构域

的结合情况,探讨ralb34k2-1与DENV2预孵育对蚊

虫细胞和不同种属宿主细胞中病毒复制的影响,以明

确ralb34k2-1参与DENV2在蚊-人源细胞中循环可

能的分子机制。

材料与方法

1 材料

1.1 蛋白、病毒及细胞 ralb34k2-1,r7510(白纹伊蚊

唾液分泌型蛋白),rDENV-EDⅢ,2型DENV新几内

亚株(DENV2
 

NGC,简写为DENV2),白纹伊蚊幼虫

细胞C6/36,白纹伊蚊胚胎细胞Aa23T,鼠成纤维细胞

BHK-21,鼠巨噬细胞RAW264.7,人单核细胞THP-
1,人角质形成细胞 HacaT,均由贵州医科大学免疫学

实验室提供。

1.2 主要试剂 DMEM培养基,青霉素和链霉素,胎
牛血清,美国Gibco公司产品;鼠抗HIS和羊抗鼠IgG

 

HRP,美国Invitrogen公司产品;鼠抗DENV-E,美国

GeneTex公司产品;Trizol购于上海优宁维生物科技

公司;逆转录试剂盒和QPCR荧光定量试剂盒购于武

汉ABclonal公司。

1.3 主要仪器 凝胶成像系统,购于上海天能公司;
超微量微孔板分光光度计,美国 Molecular

 

Devices公

司生产;实时荧光定量PCR仪,美国Bio-Rad公司生

产。

2 方法

2.1 ralb34k2-1、DENV-EDⅢ蛋白的表达与纯化 
用E.coli

 

BL21(DE3)和载体pET28a进行蛋白表达,
不同浓度IPTG诱导重组蛋白的表达(ralb34k2-1:0.2

 

mmol/L,DENV-EDⅢ
 

1
 

mmol/L),120
 

r/min培养

12
 

h。使用亲和层析纯化,不同浓度咪唑洗脱纯化重

组蛋白(ralb34k2-1:300
 

mmol/L咪唑,DENV-EDⅢ:

200
 

mmol/L咪唑)。洗脱后蛋白透析袋透析后浓缩,

Western
 

blot鉴定。
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2.2 细胞培养与病毒扩增 所有细胞均用含90%
 

DMEM、10%胎牛血清及100
 

U/mL青霉素和0.1
 

mg/mL链霉素的培养液培养。其中,C6/36、Aa23T
细胞 培 养 温 度 为 28

 

℃,二 氧 化 碳 浓 度 为 5%。

RAW264.7、BHK-21、HacaT、THP-1细胞在37
 

℃、

5%二氧化碳的培养箱中培养。病毒扩增按照文献

[14]的方法进行。

2.3 ralb34k2-1与DENV2、DENV-EDⅢ结合特性检

测 采 用 Dot-ELISA 和 间 接 ELISA 法。将2
 

μg
 

ralb34k2-1抗原点于硝化纤维素(NCM)或包被96孔

微量滴度板,4
 

℃过夜,5%脱脂牛奶在37
 

℃封闭1
 

h,

PBST洗涤5次;分别加入10~80
 

μl
 

DENV2,37
 

℃孵

育2
 

h,PBST洗涤;加入1/1000鼠抗DENV-E单克

隆抗体,37
 

℃孵育1
 

h,洗涤;加入1/1000羊抗鼠IgG-
HRP,室温孵育1

 

h,洗涤;加入ECL
 

blot化学发光显

影或TMB显色后用酶标仪检测A450 值。
分别将0.2~2

 

μg
 

ralb34k2-1,2
 

μg
 

r7510、BSA
抗原滴加于硝化纤维素(NCM),或包被96孔微量滴

度板,4
 

℃过夜,5%脱脂牛奶37
 

℃封闭1
 

h,PBST洗

涤;加入2
 

μg
 

DENV-EDⅢ,37
 

℃孵育2
 

h。其余步骤

同上。

2.4 RT-qPCR检测ralb34k2-1对DENV2感染的影

响 按2×105 个细胞/孔将受试细胞接种于24孔板

中,待细胞长满至80%时弃去原培养基,PBS洗涤;将

0.5~5
 

μg
 

34k2与DENV2
 

(MOI=2)混合室温孵育

1
 

h或瞬时接种于细胞板,37
 

℃吸附1
 

h,洗涤去除混

合物后加入新鲜培养基进行培养。Trizol法提取不同

方式处理的细胞总RNA,根据逆转录试剂盒说明书逆

转录为cDNA,采用SYBR
 

Green染料法检测目的基

因表达水平[15]。目的基因的 mRNA表达采用2-ΔΔCT

公式计算。引物序列见表1。

表
 

1 qRT-PCR引物
Table

 

1 Primer
 

sequences
 

for
 

qRT-PCR
 

in
 

this
 

study
基因名称
Gene

 

name
上游引物

 

(5'-3')
Forward

 

sequences(5'-3')
下游引物(5'-3')

Reverse
 

sequences(5'-3')

β-actin(human) TGACGTGGACATCCGCAAAG CTGGAAGGTGGACAGCGAGG

β-actin(Mouse) GGCTGTATTCCCCTCCATCG CCAGTTGGTAACAATGCCATGT
RPS6 CATGACAGGAGACATCAA GAGATGGTCAGCGGTGATTT
DEFE GATGGGGTCACAGTATCTGT CATGTGCGGCAGACGCAGAC
DPT AGACGTCAGTTTTCGATGAAC CGGTGGTTCCGCTTTTACTTC
IFN-β CCAACAAGTGTCTCCTCCAAATT GTAGGAATCCAAGCAAGTTGTAGCT
ISG15 AGGACAGGGTCCCCCTTGCC CCTCCAGCCCGCTCACTTGC
ISG56 TCATCAGGTCAAGGATAGTC CCACACTGTATTTGGTGTCTAGG
DENV-E CATTCCAAGTGAGAATCTCTTTGTCA CAGATCTCTGATGAATAACCAACG

  注:β-actin 和 IFN-β、ISG15、ISG56 基 因 引 物 引 自 PrimerBank
 

(https://pga.mgh.harvard.edu/
primerbank/),RPS6基因引物引自文献[16],DENV-E基因引物引自文献[17],DEDE、DPT基因引物引自

文献[18]。引物均由上海生工生物工程有限公司合成。

2.5 统计学分析 实验数据均用(x±s)表示,组间

比较采用独立样本的t检验,P<0.05为差异有统计

学意义。

结 果

1 ralb34k2-1蛋白与
 

DENV2和
 

DENV-EDⅢ的结合

作用

使用BL21(DE3)表达重组病毒包膜蛋白DENV-
EDⅢ(rEDⅢ)(Western

 

blot结果见图1A)以及白纹

伊蚊唾液蛋白ralb34k2-1、r7510(Western
 

blot结果见

图1B),采用ELISA检测ralb34k2-1捕获rEDⅢ
 

蛋白

和DENV2病毒颗粒的能力(图1C、D)。结果显示,

ralb34k2-1均能与DENV2病毒颗粒和rEDIII结合。

2
 

μg的ralb34k2-1与加入不同体积的病毒颗粒结合

A值介于0.05~0.15之间(图1G);随包被浓度的增

加,ralb34k2-1与2μg
 

rEDⅢ
 

蛋白结合的A值在0.5
~1.0之间(图1H)。Dot-ELISA检测ralb34k2-1捕

获DENV2/rEDIII的能力与ELISA结果相一致(图

1E、F)。且 在 Dot-ELISA 试 验 中,与 包 被7510和

BSA组比较,ralb-34k2-1与rEDIII的结合具有一定

的特异性(图1F)。

  A、B 分别为 Western
 

blot检测纯化重组蛋白 DENV-EDⅢ和

ralb34k2-1、7510 C、D 分别为ELISA测定ralb34k2-1与 DENV2、
DENV2-EDⅢ结合示意图 E、G 分别为

 

ralb34k2-1与DENV2结合
的Dot-ELISA 和 间 接 ELISA 检 测  F、H 分 别 为ralb34k2-1与

DENV-EDⅢ结合的Dot-ELISA和间接ELISA检测A值
图

 

1 白纹伊蚊ralb34k2-1蛋白与DENV2
 

和
 

DENV2-EDⅢ
结合特性检测

A,B The
 

recombinant
 

proteins
 

DENV-EDⅢ,ralb34k2-1
 

and
 

7510
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot C,D Schematic
 

diagram
 

of
 

ELISA
 

analysis
 

the
 

combination
 

of
 

ralb34k2-1
 

and
 

DENV2,DENV2-ED
Ⅲ E,G Dot-ELISA,indirect

 

ELISA
 

analysis
 

the
 

combination
 

of
 

ralb34k2-1
 

and
 

DENV2 F,H Dot-ELISA,indirect
 

ELISA
 

analysis
 

the
 

combination
 

of
 

ralb34k2-1
 

and
 

DENV-EDⅢ.
Fig.1 A.

 

albopictus
 

protein
 

ralb34k2-1
 

can
 

bind
 

to
 

DENV2
and

 

DENV-EDⅢ

2 DENV-2和ralb34k2-1预孵育对C6/36、Aa23T蚊

细胞中病毒复制的影响

已经证明将ralb34k2-1与DENV2瞬时混合后引

发感染早期(6
 

h)C6/36蚊细胞中病毒复制被抑制的
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现象[18],并确定ralb34k2-1与rEDIII有较好的结合

能力。为进一步探讨预先孵育的混合物对DENV2在

不同 蚊 细 胞 中 复 制 的 影 响,本 实 验 用0.5~5
 

μg
 

ralb34k2-1与DENV2(MOI=2)于28
 

℃预孵育1
 

h,
结果显示预混物均能增强DENV2在C6/36、Aa23T
蚊细 胞 中 的 复 制。在 C6/36细 胞,0.5、2.5、5

 

μg
 

ralb34k2-1组DENV-E
 

RNA
 

2-ΔΔCT 值分别为1.7194
±0.3591,2.2601±0.07181,2.0419±0.1027(图

2A);在 Aa23T 细胞,0.5、2.5、5
 

μg
 

ralb34k2-1组

DENV-E
 

RNA
 

2-ΔΔCT 值分别为2.0274±0.2222,

1.8107±0.2385,1.9198±0.4191(图2B),差异均有

统计学意义(均P<0.05)。RT-qPCR检测C6/36细

胞内DEFE、DPT两种抗菌肽 mRNA表达水平,结果

表明 ralb34k2-1 抑 制 胞 内 AMPs 的 表 达,5
 

μg
 

ralb34k2-1组 DEFE
 

RNA
 

2-ΔΔCT 值 为 0.2740±
0.2078,DPT

 

RNA
 

2-ΔΔCT 值为0.6563±0.3114(图

2C、D),差异均有统计学意义(均P<0.05)。2.5
 

μg
 

ralb34k2-1组 DEFE/DPT
 

RNA
 

2-ΔΔCT 值为0.3182
±0.04775(P<0.01)(图2E)。

  A、B 分别为C6/36、Aa23T使用0.5-5
 

μg
 

ralb34k2-1与DENV2
预孵育后感染55

 

h胞内DENV-E相对表达量(2-ΔΔCT) C、D、E 分

别为感染的C6/36细胞中,DEDE、DPT以及DEDE/DPT的相对表达
量(2-ΔΔCT)

图
 

2 预先与DENV-2孵育的ralb34k2-1可增强DENV-2
在C6/36、Aa23T蚊细胞中的复制

A,B The
 

relative
 

expression
 

of
 

DENV-E
 

(2-ΔΔCT)
 

in
 

C6/36and
 

Aa23T
 

were
 

infected
 

for
 

55
 

hours
 

with
 

DENV2
 

pre-incubated
 

with
 

0.5-
5

 

μg
 

ralb34k2-1 C,D,E The
 

relative
 

expression
 

of
 

DEDE,DPT
 

and
 

DEDE/DPT(2-ΔΔCT)in
 

C6/36
Fig.2 The

 

replication
 

of
 

DENV-2
 

in
 

C6/36
 

and
 

Aa23T
 

cells
 

was
increased

 

when
 

infected
 

with
 

DENV-2
 

pre-incubated
 

with
 

ralb34k2-1

3 ralb34k2-1与DENV2结合对不同哺乳细胞中病毒

复制的影响

采用两种鼠源细胞BHK21和Raw264.7及两种

人源细胞 HacaT和THP-1进行试验,观察ralb34k2-
1对DENV2复制的影响。结果显示,ralb34k2-1对不

同哺乳细胞中病毒复制的调控作用显著不同:在鼠源

细胞,无论ralb-34k2-1是否与DENV-2预孵育,病毒

在细胞内的复制强度与对照组比较差异均无统计学意

义(均 P >0.05)。在 RAW264.7 细 胞,5
 

μg
 

ralb34k2-1瞬时作用组与预孵育组 DENV-E
 

RNA
 

2-ΔΔCT 值 分 别 为 0.9182±0.1392 和 0.8510±
0.1154。在BHK-21细胞,5

 

μg
 

ralb34k2-1瞬时作用

组与预孵育组DENV-E
 

RNA
 

2-ΔΔCT 值分别为1.1894
±0.3618,0.9913±0.2785(图3A、B)。在人源细胞,

ralb34k2-1能促进病毒的复制,尤其在瞬时混合组中

促 复 制 作 用 更 显 著。如 在 HacaT 细 胞,5
 

μg
 

ralb34k2-1瞬时作用组 DENV-E
 

RNA
 

2-ΔΔCT 值为

2.2597±0.3156,预孵育组为1.0355±0.1319;在

THP-1细胞,5
 

μg
 

ralb34k2-1瞬时作用组 DENV-E
 

RNA
 

2-ΔΔCT 值 为 2.8024±0.3091,预 孵 育 组 为

2.1325±0.06746,差异均有统计学意义(均P<0.05)
(图3C、D)。

  A、B、C、D 分别为BHK-21、RAW264.7、HacaT、THP-1使用不
同剂量ralb34k2-1与 DENV2瞬 时 混 合、预 孵 育 后 感 染12

 

h胞 内

DENV-E相对表达量(2-ΔΔCT)
图

 

3 ralb34k2-1与DENV2结合可影响宿主细胞中的病毒复制

A,B,C,D The
 

relative
 

expression
 

of
 

DENV-E
 

of
 

BHK-21,
RAW264.7,HacaT

 

and
 

THP-1
 

infected
 

with
 

DENV2
 

mixed
 

with
 

ralb34k2-1
 

instantaneously
 

or
 

pre-incubated
 

after
 

12
 

hours
Fig.3 The

 

combination
 

of
 

ralb34k2-1
 

with
 

DENV2
 

can
affect

 

DENV2
 

replication
 

in
 

host
 

cells

4 ralb34k2-1对THP-1细胞和raw264.7细胞I型干

扰素相关基因表达的影响

细胞内抗病毒基因的表达是细胞抵抗病毒复制的

重要机制,其中I型干扰素及干扰素诱导基因(ISG)尤
为重要。为比较ralb34k2-1对不同种属单核巨噬细

胞抗病毒基因的调控是否存在差异性,本实验用0.5
~5

 

μg
 

34k2分别刺激THP-1和RAW264.7细胞,比
较胞内抗病毒因子IFN-β(图4A)、ISG-15(图4B)、

ISG-56(图 4C)表 达 的 差 异 性。结 果 显 示,5
 

μg
 

ralb34k2-1作用于 RAW264.7细胞后,ISG56
 

RNA
的相对表达(2-ΔΔCT)值为377.9795±12.5457,THP-1
细胞 为 9.5703±1.0332。表 明 ralb34k2-1 上 调

RAW264.7细胞中抗病毒因子的能力显著强于对
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THP-1细胞的调控。进一步分析感染THP-1细胞预

孵育与未预孵育组中抗病毒因子表达的差异性,结果

见图4D-F。5μg
 

ralb34k2-1瞬时作用组与预孵育组

胞内IFN-β
 

RNA
 

2-ΔΔCT 值分别为2.2348±0.6102和

1.5766±0.4201,ISG15
 

RNA
 

2-ΔΔCT 值 分 别 为

4.3299±0.7164、5.2534±1.0699,ISG56
 

RNA
 

2-ΔΔCT 值分别为6.8263±1.1167、6.4532±2.0045。

ralb-34k2-1与DENV-2瞬时作用组与预孵育组胞内

IFN-β、ISG-15、ISG-56
 

mRNA的表达水平差异均无

统计学意义(均P>0.05)。

  A、B、C 分别为RAW264.7、THP-1细胞使用0.5-5
 

μg
 

ralb34k2-
1刺激后12

 

h胞内IFN-β、ISG15、ISG56相对表达量(2-ΔΔCT) D、E、F
 分别为感染的 THP-1细胞中,IFN-β、ISG15、ISG56的相对表达量
(2-ΔΔCT)。

图
 

4 ralb34k2-1对THP-1细胞和Raw264.7细胞中

I型干扰素相关基因表达的影响

A,B,C The
 

relative
 

expression
 

of
 

IFN-β,ISG15
 

and
 

ISG56
 

in
 

THP-1,RAW264.7
 

cells
 

was
 

detected
 

after
 

stimulated
 

with
 

0.5-5
 

μg
 

ralb34k2-1
 

for
 

12
 

h D,E,F The
 

relative
 

expression
 

of
 

IFN-β,ISG15
 

and
 

ISG56
 

in
 

infected
 

THP-1
 

cells
 

(2-ΔΔCT)
Fig.4 Effect

 

of
 

ralb34k2-1
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

interferon
 

type
 

I
related

 

genes
 

in
 

THP-1
 

cell
 

and
 

Raw264.7
 

cell

讨 论

蚊唾液腺中的分泌性蛋白具有调控蚊吸血、抗凝

及调控宿主免疫等多种生物学功能,可参与蚊媒病毒

的传播和感染[6,18]。本研究克隆表达了白纹伊蚊雌蚊

唾液腺特异性的34ku蛋白家族成员中的34k2蛋白

(ralb-34k2-1),发现该蛋白与DENV2预孵育后能增

强病毒在C6/36细胞(白纹伊蚊幼虫细胞)和 Aa23T
细胞(白纹伊蚊胚胎细胞)中的复制,并抑制蚊细胞中

DEFE(防御素)和DPT(抗菌肽)的表达,且ralb-34k2
促进DENV2在哺乳动物细胞 HacaT和THP-1复制

的效应显著强于在BHK21和Raw264.7细胞中的复

制。
本研究采用Dot-ELISA和间接ELISA法检测了

ralb34k2-1、ralb7510以及BSA与DENV2病毒颗粒/

rEDIII结合情况,结果显示ralb34k2-1能与
 

DENV2
及DENV-EDⅢ

 

蛋白结合,且ralb34k2-1与rEDⅢ蛋

白结合的A值高于DENV2,而ralb7510及BSA与病

毒的rEDIII无明显结合作用,这为ralb34k2-1直接调

控DENV2的复制奠定了基础。
前期研究发现,在ralb34k2-1与DENV2瞬时混

合后感染C6/36蚊细胞的早期(6
 

h),病毒的复制被抑

制[13]。本实验将ralb34k2-1与DENV2预孵育1
 

h后

分别感染C6/36细胞及Aa23T细胞,发现病毒在两种

细胞内的复制显著增强。在白纹伊蚊,ralb-34k2蛋白

属于蚊细胞的内源性蛋白,理论上蚊细胞对ralb34k2-
1无免疫反应。含ralb34k2-1的预混物使DENV2在

蚊细胞中的复制增强,可能是ralb34k2-1与病毒的结

合改变了蚊细胞对DENV2的摄取作用。有研究报道

在DENV和DTMUV(Duck
 

Tembusu
 

virus)感染后

2~4
 

d,埃及伊蚊唾液腺提取物中 AaSG34(34K1)表
达增多,且利用 RNAi技术下调表达34k1蛋白后

DENV2及DTMUV在蚊唾液腺中的复制和病毒蛋白

表达均显著下降,推测埃及伊蚊的34k1蛋白能促进病

毒在蚊唾液腺中的复制[6,18]。以上结果均提示34ku
家族成员可能具有促进病毒在蚊细胞中复制的作用。
同时,蚊细胞内天然免疫分子的表达可抵御病原体感

染,蚊体内的防御素(DEF)家族已被证明对DENV有

抑制效应,下调C6/36细胞中该家族分子的表达可显

著提高胞内病毒的滴度[18-19]。本实验结果显示,预混

物中的ralb34k2-1参与下调C6/36细胞中DEFE(防
御素)和DPT(抗菌肽)的表达,提示内源性34k2蛋白

可通过抑制蚊细胞中抗病毒反应协助胞内DENV2的

复制。
在自然界中,蚊媒病毒借助蚊吸血方式入侵宿主,

可能与病毒自身突破宿主物理屏障的能力有限有关。
在吸血过程中,蚊唾液腺释放的分泌性蛋白可能协助

病毒感染,这一现象对理解蚊媒病毒的致病机制具有

重要价值[6,18]。不同来源的靶细胞可能存在种属和组

织差异,因此本研究选择了 HacaT细胞(人角质形成

细胞系)、THP-1细胞(人单核细胞系)、BHK-21细胞

(鼠成纤维细胞系)及Raw264.7(鼠巨噬细胞系)进行

感染试验,观察34k2对DENV2复制的影响。分别用

预孵育或瞬时混合的病毒与蛋白混合物感染细胞,结
果显示无论是用预孵育或瞬时混合物感染细胞,34k2
仅在人源细胞中显示出更强的协助DENV2复制的效

应。有研究显示SARS-Cov2在Calu-3细胞中的复制

较VeroE6细胞中更佳,该效应是由于不同靶细胞中

TMRPSS2的差异表达从而导致病毒入侵的差异性,
提示同一病毒入侵不同细胞时感染效率不同[20]。本

实验中34k2协助DENV2在人源细胞中复制的作用

更强,可能与34k2调控不同种属细胞胞内的免疫差异

性有关。胞内PRRs识别病毒核酸后通过IRF3/IRF7
通路启动IFN-β的转录、翻译及分泌。INF-β通过与
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细胞表面的IFN受体结合激活胞内stat1/2信号通

路,介导ISG应答。I型干扰素及ISG表达是哺乳细

胞快速抗病毒的重要方式[21]。ISG15是一种泛素样

分子,通过对蛋白质的ISG标记发挥抗病毒效应[22]。

ISG56能选择性抑制病毒 mRNA的翻译[23]。本研究

用ralb34k2-1刺激Raw264.7和THP-1细胞,观察到

ralb34k2-1能直接诱导上述细胞抗病毒因子表达上

调,但ralb34k2-1对Raw264.7细胞的调控作用显著

强于对 THP-1细胞的调控作用,这部分解释了在

Raw264.7细胞中ralb34k2-1的促病毒复制效应不明

显的现象。由于在人源细胞(THP-1和 HacaT)中瞬

时混合组ralb34k2-1促病毒复制的效应较预孵育组

强,因此本研究比较了不同作用方式对胞内抗病毒因

子表达的影响,结果表明不同作用方式 均 未 造 成

THP-1细胞IFN-β、ISG15及ISG56表达的显著变化。
鉴于临时混合组胞内病毒复制更明显,推测ralb34k2-
1可通过其他免疫调控方式协助 DENV2抵抗胞内

IFN抗病毒效应。预孵育组34k2与病毒EDIII结构

域预先结合,干扰了病毒E蛋白与细胞膜受体的结

合,部分阻碍了病毒的入侵或改变靶细胞对ralb34k2-
1与病毒混合物的摄取方式与降解。Kaczmarek等[7]

报道能与DENV2
 

E蛋白结合的D7唾液蛋白也能抑

制小 鼠 U937 细 胞 中 DENV2 的 复 制。Andrejeva
等[24]报道 Antigen

 

5
 

protein
 

(AAEL000793),Factor
 

Xa
 

inhibitor
 

( AAEL007420 ), Apyrase
(AAEL006347)等 多 种 蚊 唾 液 蛋 白 均 能 与 ZIKV-
VLPs、ZIKV-E直接结合,但这些蚊唾液蛋白均未参

与调控 内 皮 细 胞 和 角 质 形 成 细 胞 中 病 毒 的 复 制。

DENV包膜E蛋白已被公认为是介导病毒入侵的关

键蛋白,E 蛋 白 与 受 体 结 合 后,其 第 3 个 结 构 域

(EDIII)的构象改变开启了病毒穿入细胞的过程[25]。
迄今 已 发 现 硫 酸 肝 素 软 骨 素,CLEC5A,DC209,

HSP90等多种DENV受体可通过黏附因子或共受体

方式浓缩细胞表面的病毒,或参与病毒内吞、抑制靶细

胞的免疫反应或协助囊泡酸化促病毒基因组释放等不

同机制启动病毒的感染[26]。推测ralb34k2可作为

DENV2病毒的黏附分子通过不同的免疫调控机制进

而造成病毒在不同细胞中的复制差异。
本研究 结 果 表 明 白 纹 伊 蚊 的ralb-34k2 可 与

DENV2结合,并发现该蛋白可通过调控胞内免疫反

应的不同方式促进蚊源细胞和人源细胞中病毒的复

制,为探讨ralb34k2-1调控DENV在蚊-人循环的机

制提供了线索。
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