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摘要： 旨在探索牛结节性皮肤病病毒 （ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ， ＬＳＤＶ） ＯＲＦ１４０ 在病毒感染宿主细胞中的作用。 利用前期构建的 ＬＳＤＶ ＯＲＦ１４０ 缺

失株， 荧光定量分析缺失 ＯＲＦ１４０ 基因在 ＬＳＤＶ 感染宿主细胞后细胞因子转录水平的变化， 同时选取 ＬＳＤＶ 保守基因 ＯＲＦ０７７ 建立检测 ＬＳＤＶ
ＯＲＦ０７７ 的标准曲线， 检测 ＬＳＤＶ ＯＲＦ１４０ 缺失株与野毒株在不同时间点的拷贝数变化， 然后通过蛋白质谱技术和免疫共沉淀技术分析 １４０ 蛋白与

宿主细胞内存在相互作用的蛋白， 最后敲低此蛋白的基因转录水平检测宿主细胞内细胞因子转录水平的变化。 结果： ＬＳＤＶ ＯＲＦ１４０ 缺失株会引起

宿主细胞 β－ｃａｔｅｎｉｎ 基因转录水平显著下调 （Ｐ＜０􀆰 ０００ １） 且缺失株拷贝数始终比野毒株高， 推测 ＬＳＤＶ ＯＲＦ１４０ 基因的存在能激活宿主细胞的

Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ （Ｗｎｔ ／ β－连环蛋白信号通路） 信号通路， 并且该通路的激活会影响 ＬＳＤＶ 的复制， 宿主细胞中的连接斑珠蛋白 （ ＪＵＰ） 与 ＬＳＤＶ
１４０ 蛋白存在相互作用， 敲低宿主细胞 ＪＵＰ 基因转录水平， 发现 β－ｃａｔｅｎｉｎ 基因转录水平下调 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 感染 ＬＳＤＶ 后， β－ｃａｔｅｎｉｎ 基因转录水平

仍处于下调状态， 并且检测到此时病毒拷贝数比野毒株高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 以此推测 ＬＳＤＶ ＯＲＦ１４０ 是通过与 ＪＵＰ 结合激活 Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路，
从而影响 ＬＳＤＶ 的复制。 综上， 本研究证实 ＬＳＤＶ １４０ 蛋白能够与宿主细胞中的 ＪＵＰ 蛋白结合， 激活 Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路， 从而抑制 ＬＳＤＶ 的

复制， 为揭示 ＬＳＤＶ 与宿主之间的相互作用及 ＬＳＤＶ 的致病机制提供参考。
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Ｊｕｎｃｔｉｏｎ Ｐｌａｋｏｇｌｏｂｉｎ （ＪＵＰ） ｉｎ ｔｈｅ ｈｏｓｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＬＳＤＶ １４０ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｋｎｏｃｋｉｎｇ ｄｏｗｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｏｓｔ ｃｅｌｌ
ＪＵＰ ｇｅｎｅ ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｉｎ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ β－ｃａｔｅｎｉｎ ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ａｆｔｅｒ ＬＳＤＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ｔｈｅ β－ｃａｔｅｎｉｎ ｇｅｎｅ ｔｒａｎ⁃
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ＬＳＤＶ ＯＲＦ１４０ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｔｈｅ Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｂｙ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ＪＵＰ， ｔｈｅｒｅｂｙ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ＬＳＤＶ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ
ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｉｍｅ ｔｈａｔ ＬＳＤＶ １４０ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃａｎ ｂｉｎｄ ｔｏ ＪＵＰ ｉｎ ｈｏｓｔ ｃｅｌｌｓ， ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔ ＬＳＤＶ ｒｅｐｌｉ⁃
ｃａｔｉｏｎ． Ｔｈｉｓ ｆｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＬＳＤＶ ａｎｄ ｉｔｓ ｈｏｓｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＬＳＤＶ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ； ＪＵＰ； Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ； ｖｉｒａｌ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ

　 　 牛结节性皮肤病 （ ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ， ＬＳＤ） 又

称牛结节、 牛结节疹、 牛结节性皮炎或牛疙瘩皮肤

病， 是由牛结节性皮肤病病毒 （ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉ⁃
ｒｕｓ， ＬＳＤＶ） 引起牛的一种急性、 亚急性传染病， 是

世界动物卫生组织 （ＷＯＡＨ） 要求通报的疫病［１－２］。
ＬＳＤＶ 基因组包含 １５６ 个预测的开放阅读框 （ ｏｐｅｎ
ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ， ＯＲＦ） ［３］， 编码 ５３ ～ ２ ０２５ 个氨基酸的

蛋白质［４］。 中间保守基因编码的蛋白质参与 ＤＮＡ 复

制、 转录、 ｍＲＮＡ 合成、 核苷酸代谢、 结构形成和稳

定性、 毒力和宿主范围， 基因组两端则是基因家族和

与毒力和宿主范围功能密切相关的基因［５］。 ２０１９ 年 ８
月， 我国在新疆维吾尔自治区伊犁州首次确诊

ＬＳＤ［６］， ２０２０ 年在我国多地发生疫情［７］， 该病对我

国养牛业构成了严重的威胁。 目前， ＬＳＤＶ 只有一个

血清型， 代表毒株为 Ｎｅｅｔｈｌｉｎｇ 株［８］。 ＬＳＤＶ 感染宿主

细胞后， 能够诱导宿主细胞产生炎症反应， 细胞凋亡

等多种损伤性变化［９］。 因此， 深入研究宿主和 ＬＳＤＶ
的互作机制对认识病毒和开展有效防控措施具有重要

意义。
ＬＳＤＶ ＯＲＦ１４０ 是假定的具有含指环结构的 Ｎ１Ｒ ／

ｐ２８ 样蛋白的 Ｅ３ 泛素连接酶类似物［４］。 Ｅ３ 泛素连接

酶是病毒的重要的毒力基因， 鼠痘病毒 （ ｅｃｔｒｏｍｅｌｉａ
ｖｉｒｕｓ， ＥＣＴＶ） 中能够编码一种 ２８ ｋＤａ 含指环结构域

的蛋白， 被称为 “ｐ２８”， 是重要的毒力和抗凋亡因

子［１０］。 ｐ２８ 蛋白包含 ＲＩＮＧ 锌指结构域和 ＫｉｌＡ －Ｎ
ＤＮＡ 结构域［１１］， ＲＩＮＧ ｆｉｎｇｅｒ 结构域在不同的痘病毒

属中相对保守。 ＫｉｌＡ－Ｎ 结构域一般与 Ｅ３ 酶类似物定

位于胞浆病毒工厂有关， 环状结构域则与泛素连接酶

发挥作用有关［１２］。 当 ＲＩＮＧ 结构发生改变时， 会导

致 Ｅ３ 酶 失 活［１３］。 连 接 斑 珠 蛋 白 （ ｊｕｎｃｔｉｏｎ
ｐｌａｋｏｇｌｏｂｉｎ， ＪＵＰ）， 又叫 γ－ｃａｔｅｎｉｎ， 存在于细胞与细

胞间的桥粒和黏着连接处， 介导细胞间的连接［１４－１５］，
新近研究表明， ＪＵＰ 可以与泛素连接酶 ＦＢＷ７ 结合导

致 ＪＵＰ 蛋白的泛素化， 从而促进细胞增殖； 同时 ＪＵＰ
蛋白又作为 β－连环蛋白 （β－ｃａｔｅｎｉｎ） 同源蛋白［１６］，

参与 Ｗｎｔ 通路［１７－２１］。 经典的 Ｗｎｔ 通路又被称为 Ｗｎｔ ／
β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路， Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 一般被认为在细

胞生长和迁移、 肿瘤形成等方面发挥着重要作用［２２］。
有报道显示， Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路在病毒的复制

和天然免疫中发挥重要作用［２３－２５］； 该通路被激活后

能够影响裂谷热病毒和人巨细胞病毒的复制［２６－２７］。
然而 Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路参与调控 ＬＳＤＶ 的作用

机制尚且不清楚。 本研究首先基于 ＬＳＤＶ 保守基因

ＯＲＦ０７７ 构建了检测 ＬＳＤＶ 的荧光定量检测方法， 利

用其检测 ＬＳＤＶ ＯＲＦ１４０ 缺失株 （ＬＳＤＶΔＯＲＦ１４０） 发

现其复制能力有所上升， 之后探究 ＬＳＤＶ ＯＲＦ１４０ 与

ＪＵＰ 相互作用对牛乳腺上皮 （ＭＡＣ－Ｔ） 细胞内 Ｗｎｔ ／
β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路相关信号分子水平， 最后通过一系列

试验方法检测 Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路的激活对 ＬＳＤＶ 复

制的影响， 以期为抗 ＬＳＤＶ 治疗提供新的靶点。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料

非洲绿猴肾细胞 （ Ｖｅｒｏ ）、 牛乳腺上皮细胞

（ＭＡＣ－Ｔ）、 真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ －Ｎ － ｆｌａｇ （ ＋）
均由本实验室保存， ＬＳＤＶΔＯＲＦ１４０ 缺失株由本实验

室构建并保存， ＬＳＤＶ ＨＯＮＧＫＯＮＧ 株 （ＧｅｎＢａｎｋ 登录

号： ＭＷ７３２６４９􀆰 １） 在中国动物卫生与流行病学中心

保存， 总 ＲＮＡ 抽提试剂盒 ＦａｓｔＰｕｒｅ Ｃｅｌｌ ／ ｔｉｓｓｕｅ Ｔｏｔａｌ
ＲＮＡ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｖ２、 荧 光 定 量 试 剂 盒 ＣｈａｍＱ
Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 ＡＣＥＱ Ｕ＋ Ｐｒｏｂｅ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 同源重组试剂盒 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ®Ⅱ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ
Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 均购自南京诺唯赞生物科技有限公司，
ｐＣｌｏｎｅ００７ Ｖｅｒｓａｔｉｌｅ Ｓｉｍｐｌｅ Ｖｅｃｔｏｒ Ｋｉｔ 购自北京擎科生

物科技股份有限公司， Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ ／ Ｇ 免疫沉淀磁珠购

自 ｓｅｌｌｅｃｋ 公司， 胎牛血清购自 ＶｉｖａＣｅｌｌ 公司， ＤＭＥＭ
培养基、 Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ 减血清培养基和转染试剂、 Ｌｉｐｏ⁃
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 购自 Ｔｈｅｒｍｏ ＦＩｓｈｅｒ 公司， ＮＰ－４０ 裂解

液、 蛋白酶抑制剂均购自碧云天生物技术公司， ＨＡ
兔源多抗购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ， Ｆｌａｇ 鼠源单抗 （ ３Ｂ９）、
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ＨＲＰ 标记的羊抗鼠 ＩｇＧ 均购自 Ａｂｍａｒｔ。
１􀆰 ２　 引物设计与合成

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＬＳＤＶ ＯＲＦ１４０ （ＧｅｎＢａｎｋ 登录

号： ＮＰ＿１５０５７４􀆰 １）、 ＬＳＤＶ ＯＲＦ０７７ （ＧｅｎＢａｎｋ 登录

号： ＮＣ＿００３０２７􀆰 １） 和 ＪＵＰ （ＧｅｎＢａｎｋ 登录号： ＮＭ＿
００１００４０２４􀆰 ３） 的基因序列， 采用 ＳｎａｐＧｅｎｅ 分别于上

下游设计引物扩增全长。 所用的 ＬＳＤＶ ＯＲＦ１４０、 ＪＵＰ

ＰＣＲ 扩增引物、 ｐｃｌｏｎｅ００７ 反向 ＰＣＲ 扩增引物 （表

１） 及 β－ａｃｔｉｎ、 ＬＳＤＶ ＯＲＦ０７７、 β－ｃａｔｅｎｉｎ、 Ｇｓｋ３β、
ＤＫＫ１、 ＪＵＰ 荧 光 定 量 ＰＣＲ （ ｑＰＣＲ） 检 测 引 物、
ＬＳＤＶ ＯＲＦ０７７ 探针 （表 ２） 及敲低 ＪＵＰ 的 ｓｉＲＮＡ－
ＪＵＰ 和用于对照的 ｓｉＲＮＡ－ＮＣ （表 ３） 均由北京擎科

生物科技股份有限公司提供。

表 １　 ＰＣＲ 扩增目的基因引物序列

引物名称 序列 （５′→３′）

ＬＳＤＶ ＯＲＦ１４０－Ｆ

ＬＳＤＶ ＯＲＦ１４０－Ｒ

ＬＳＤＶ ＯＲＦ０７７－Ｆ

ＬＳＤＶ ＯＲＦ０７７－Ｒ

ＪＵＰ－Ｆ

ＪＵＰ－Ｒ

ｐｃｌｏｎｅ００７－Ｆ

ｐｃｌｏｎｅ００７－Ｒ

ｇｃｃｇｇｔａｃｃｇａｇｃｔｃｇｇａｔｃｃＡＴＧＧＡＴＴＣＴＧＡＴＡＴＴＣＧＣＡＡＣ

ｇｇｔｔｔａａａｃｇｇｇｃｃｃｔｃｔａｇａＴＴＡＴＧＧＡＡＡＡＡＡＴＣＴＡＣＴＴＴＴＴＡＴＡＡＣＡＡＡＴＡＡＧ

ａｃｔｃａｇｇａｔｃａｃｔｃｇｔｃｔｔａｃＡＴＧＡＧＡＧＧＡＴＴＡＴＴＴＴＡＴＡＡ

ｔｔｃａｇｇｔｇｇａｃｔｃａａｇＴＴＡＴＡＴＡＧＴＧＴＣＴＣＴＡＴＴＴＡＣＴＡＣＴＡＴＡＴＡＡＴＣ

ｇｃｔｇｇｃｔａｇｃｃｔｔｔａａａｃｔｔａｃｇｇｔｔＡＴＧＧＡＧＧＴＧＡＴＧＡＡＣＣＴＧ

ｃａｃｔｇｔｇｃｔｇｇａｔａｔｃｔｇｃａｇａａｔｔｃＣＴＡＧＧＣＣＡＧＣＡＴＧＴＧ

ＣＴＴＧＡＧＴＣＣＡＣＣＴＧＡＡＧＧ

ＧＴＡＡＣＡＣＧＡＧＴＧＡＴＣＣＴＧＡＧＴ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 注： 小写部分表示同源臂， 大写部分表示目的基因扩增引物。

表 ２　 ｑＰＣＲ 检测引物序列及探针序列

引物名称 寡聚核苷酸序列 （５′→３′）

β－ａｃｔｉｎ－Ｆ

β－ａｃｔｉｎ－Ｒ

ＧＳＫ３β－Ｆ

ＧＳＫ３β－Ｒ

β－ｃａｔｅｎｉｎ－Ｆ

β－ｃａｔｅｎｉｎ－Ｒ

ＪＵＰ－Ｆ

ＪＵＰ－Ｒ

ＬＳＤＶ ＯＲＦ０７７－Ｆ

ＬＳＤＶ ＯＲＦ０７７－Ｒ

ＬＳＤＶ ０７７ Ｐｒｏｂｅ

ＧＡＴＧＡＧＡＴＴＧＧＣＡＴＧＧＣＴＴＴＡ

ＡＡＣＣＧＡＣＴＧＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣ

ＡＣＡＧＣＡＧＣＣＴＣＡＧＡＴＧＣＴＡＡ

ＴＧＴＴＣＣＴＧＴＧＴＡＧＣＴＧＧＣＴＧ

ＡＣＴＧＣＴＧＧＧＡＣＣＴＴＧＣＡＣＡＡ

ＡＣＴＧＧＴＧＡＡＣＣＧＡＧＣＡＴＣＴＴＣＡ

ＣＣＴＧＡＣＧＡＧＣＡＡＴＡＧＣＣＣＣ

ＴＧＣＡＴＧＴＣＡＧＧＴＴＧＧＡＣＡＧＡ

ＣＴＡＣＡＴＣＴＡＴＡＡＡＡＣＡＡＡＣＧＧＣＴＧＡＡＡ

ＴＡＡＣＡＧＴＴＧＴＴＧＣＧＡＴＡＴＡＴＧＣＡＣＴＴ

ＴＧＴＴＧＧＴＣＡＴＡＧＴＣＣＴＴＣ

表 ３　 ｓｉＲＮＡ 序列

名称 序列 （５′→３′）

ＪＵＰ ｓｉＲＮＡ－Ｆ ＣＧＧＵＣＵＵＧＵＵＣＵＡＵＧＣＣＡＵＴＴ

ＪＵＰ ｓｉＲＮＡ－Ｒ ＡＵＧＧＣＡＵＡＧＡＡＣＡＡＧＡＣＣＧＴＴ

ＮＣ ｓｉＲＮＡ－Ｆ ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ

ＮＣ ｓｉＲＮＡ－Ｒ ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ

１􀆰 ３ 　 ＴａｑＭａｎ ｑＰＣＲ 检测方法的建立及 ＬＳＤＶ
ΔＯＲＦ１４０ 毒株复制能力检测

　 　 用病毒 ＤＮＡ 提取试剂盒提取 ＬＳＤＶ 的基因组

ＤＮＡ， ＰＣＲ 扩增目的片段 ＬＳＤＶ ＯＲＦ０７７， 长度为

９９１ ｂｐ， 反向 ＰＣＲ 线性化 ｐｃｌｏｎｅ００７ 载体， ＰＣＲ 产物

经 ２􀆰 ０％ 琼脂糖凝胶电泳鉴定后， 切胶回收， 将

ＬＳＤＶ ＯＲＦ０７７ 与 ｐｃｌｏｎｅ００７ 连接， 转化至大肠杆菌

ＤＨ５α 感受态细胞， 经 ＰＣＲ 和酶切鉴定无误后， 送

上海生工生物工程公司测序， 后对鉴定正确的阳性重

组质粒进行扩大培养， 即得到阳性标准品 ｐｃｌｏｎｅ００７－
０７７。 使用分光光度计测定阳性标准质粒的浓度， 计

算其拷贝数后分装于－２０ ℃保存备用。 对引物浓度、
探针浓度、 退火温度进行优化后， 将标准质粒进行

１０ 倍梯度稀释， 取 １０１１至 １０４拷贝数 ／ μＬ， ８ 个稀释

度作为标准品模版， 用优化后的 ＴａｑＭａｎ ｑＰＣＲ （实
时荧光定量聚合酶链式反应） 体系及反应程序进行

检测， 同时设置空白对照， 每个标准品及空白对照均

做 ３ 个平行重复。 最后以起始模板拷贝数对数为 Ｘ
轴， Ｃｔ 值为 Ｙ 轴做回归曲线建立检测 ＬＳＤＶ ＯＲＦ０７７
的标准曲线。

将 ＬＳＤＶ ΔＯＲＦ１４０ 与 ＬＳＤＶ 野毒株分别接种 ８０％
Ｖｅｒｏ 细胞的 １２ 孔细胞培养板， ３７ ℃ ５％ＣＯ２孵育２ ｈ，
加入 ２％细胞维持液， 于细胞培养箱继续培养。 分别

在接种病毒后培养 ２４、 ４８、 ７２、 ９６ 和 １２０ ｈ 时回收

病毒液， 检测各个时间段收集得到的病毒液的 ＴＣＩＤ５０

（半数组织细胞感染剂量）， 同时用所建立的 ｑＰＣＲ 方

法检测病毒拷贝数。
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１􀆰 ４　 ＬＳＤＶ ΔＯＲＦ１４０ 感染 ＭＡＣ－Ｔ 细胞对 Ｗｎｔ 信
号通路的影响

　 　 将 ＬＳＤＶ ΔＯＲＦ１４０ 与 ＬＳＤＶ ＨＯＮＧＫＯＮＧ 株以

ＭＯＩ （感染复数） ＝ ０􀆰 １ 的剂量感染 ＭＡＣ－Ｔ 细胞，
分别在感染后的 １６、 ２０ 和 ２４ ｈ 提取细胞总 ＲＮＡ， 反

转录为 ｃＤＮＡ， 利用表 ２ 中 ｑＰＣＲ 检测引物检测 Ｗｎｔ
信号通路相关基因的转录水平。
１􀆰 ５　 ＬＳＤＶ ＯＲＦ１４０ 编码蛋白与宿主细胞互作蛋白

的鉴定

　 　 ＰＣＲ 扩增目的片段 ＬＳＤＶ ＯＲＦ１４０， 与线性化载

体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＨＡ 同源重组合成真核表达质粒 ｐｃＤ⁃
ＮＡ３􀆰 １－ＨＡ－１４０， 将真核表达质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＨＡ－
１４０ 转染于 ８５％的 ２９３Ｔ 细胞， 设置转染 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－
ＨＡ 组作为对照， ４８ ｈ 后加入 ＮＰ － ４０ 细胞裂解液

（含蛋白酶抑制剂）， 冰上裂解， 取 １０ ｕＬ 作为 Ｉｎｐｕｔ
（阳性对照） 组。 将 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ ／ Ｇ 免疫沉淀磁珠提前

用预冷的细胞裂解液清洗后， 按 １： １００ 用细胞裂解

液稀释 ＨＡ 兔源多抗， 加入到磁珠沉淀中， 在旋转仪

上 ４ ℃孵育 ８ ｈ， 同时设置 ｌｇＧ 抗体结合磁珠作为阴

性对照。 按照 ２００ μＬ 样品加 ５０ μＬ 磁珠悬液， 加入

结合了抗体的 ｐｒｏｔｅｉｎＡ ／ Ｇ 磁珠， 置于旋转仪上 ４ ℃过

夜。 磁性分离， 加入预冷的细胞裂解液， 轻轻吹打后

磁性分离， 重复此操作 ８ 次， 加入用 ＮＰ－４０ （含蛋

白酶抑制剂） 细胞裂解液冰上裂解的 ＭＡＣ－Ｔ 细胞置

于旋转仪上 ４ ℃孵育 ８ ｈ， 磁性分离， 用预冷的细胞

裂解液反复吹洗 ８ 遍以上， 将磁珠重悬于 ５０ μＬ 细胞

裂解液中， ９５ ℃ １０ｍｉｎ， 送至北京诺禾致源公司进

行质谱检测。
对质谱数据进行分析后， 选取靶标基因与真核表

达载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ － ｆｌａｇ 连接， 构建重组真核表达质

粒， 待 ２９３Ｔ 细胞长至 ８５％密度， 将 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＨＡ－
１４０ 分别与重组真核表达质粒共转染至 ２９３Ｔ 细胞，
设置 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＨＡ－１４０ 与 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ｆｌａｇ 共转染为

阴性对照组， ４８ ｈ 后加入 ＮＰ－４０ 细胞裂解液 （含蛋

白酶抑制剂）， 冰上裂解。 将 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ ／ Ｇ 免疫沉淀

磁珠提前用预冷的细胞裂解液清洗后， 用预冷的细胞

裂解液按 １ ∶ １００ 比例稀释 ＨＡ 多抗， 加至磁珠沉淀

中， 在旋转仪上 ４ ℃孵育 ８ ｈ。 按照 ２００ μＬ 样品加

５０ μＬ 磁珠悬液， 加入结合有抗体的 ｐｒｏｔｅｉｎＡ ／ Ｇ 磁

珠， 置于旋转仪上 ４ ℃过夜。 磁性分离， 加入预冷的

细胞裂解液， 轻轻吹打后磁性分离， 重复此操作 ８
次， 将磁珠重悬于 ５０ μＬ 细胞裂解液中， ９５ ℃
１０ ｍｉｎ， 进行免疫共沉淀 （Ｃｏ－ＩＰ）。

将细胞裂解液经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 后， 蛋白转印至 ＮＣ
膜上， 加入 ５％脱脂奶， 于摇床 ８０ ｒ ／ ｍｉｎ 室温孵育

１􀆰 ５ ｈ， ＰＢＳＴ 洗 ３ 次， 以 Ｆｌａｇ 单抗 （３Ｂ９） 作为一

抗， 于摇床 ６０ ｒ ／ ｍｉｎ， ４ ℃孵育 ８ ｈ， ＰＢＳＴ 洗 ３ 次，
ＨＲＰ 标记的羊抗鼠 ＩｇＧ 作为二抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
鉴定。
１􀆰 ６　 ＪＵＰ 基因转录水平对 Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路和

ＬＳＤＶ 复制的影响

　 　 待 １２ 孔板中 ＭＡＣ－Ｔ 细胞汇合度达到 ７０％左右，
采用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 转染试剂将 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ｆｌａｇ－
ＪＵＰ 转染至 ＭＡＣ－Ｔ 细胞， 以 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ｆｌａｇ 作为对

照， 同时设置 ＭＯＣＫ （空白细胞） 组。 此外， 采用

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 转染试剂将 ＪＵＰ ｓｉＲＮＡ 转染 ＭＡＣ－
Ｔ 细胞， 同时以 ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 作为对照， 设置空白细胞

组， ３７ ℃培养 ２４ ｈ 后提取细胞总 ＲＮＡ， 检测 ＪＵＰ 基

因转录水平以及 Ｗｎｔ 信号通路相关基因的转录水平。
同时， 在过表达或敲低 ＪＵＰ 基因表达水平后， 以

ＭＯＩ＝ ０􀆰 １ 的 ＬＳＤＶ 感染细胞， 检测 Ｗｎｔ 信号通路相

关基因的转录水平； 提取的总 ＤＮＡ 利用所建立的

ｑＰＣＲ 方法检测病毒拷贝数。
１􀆰 ７　 数据统计与分析

荧光定量数据均采用 ２－ΔΔＣｔ方法进行相对定量分

析， 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５􀆰 ０ 软件作图， 并对所有试

验数据进行 ｔ 检验或单向方差分析， Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示存

在差异， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 表示差异显著， Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ 和 Ｐ ＜
０􀆰 ０００ １ 表示差异极显著。

２　 结果

２􀆰 １　 ｑＰＣＲ 检测方法建立及 ＬＳＤＶ ΔＯＲＦ１４０ 复制能

力检测

　 　 重组质粒 ｐｃｌｏｎｅ００７－０７７ 的拷贝数与 Ｃｔ 值存在良

好的线性关系， 线性方程 ｙ ＝ － ３􀆰 １７２ ７ｘ ＋ ３９􀆰 ３１２，
Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９７ ９， 扩增效率 （Ｅ） ＝ １０６％ （图 １Ａ）。 将

ＬＳＤＶ ΔＯＲＦ１４０ 和 ＬＳＤＶ 分别以 ＭＯＩ ＝ ０􀆰 １ 感染 Ｖｅｒｏ
细胞， 缺失株在 ２４ ｈ 毒价上升缓慢， 在 ４８ ｈ 后增长

速度超过了野生毒， 在 ９６ ｈ 后增长减缓 （图 １Ｂ）；
接种病毒后 ２４～７２ ｈ 缺失株的拷贝数是野生株的 ８ 倍

左右 （Ｐ＜０􀆰 ００１）， 接种病毒 ９６ ｈ 后缺失株的拷贝数

是野生株的 ３ 倍左右 （Ｐ＜０􀆰 ００１）， 接种病毒 １２０ ｈ
后缺失株的拷贝数是野生株的 １􀆰 ５ 倍左右 （Ｐ＞０􀆰 ０５）
（图 １Ｃ）。
２􀆰 ２　 ＬＳＤＶ ΔＯＲＦ１４０ 感染 ＭＡＣ－Ｔ 细胞对 Ｗｎｔ 信
号通路的影响

　 　 采用 ｑＰＣＲ 检测 ＬＳＤＶ ΔＯＲＦ１４０ 感染 ＭＡＣ－Ｔ 细

胞不同时间点 β－ｃａｔｅｎｉｎ 转录水平， 结果显示， 与感

染野毒相比， ＬＳＤＶ ΔＯＲＦ１４０ 感染细胞后的 １６、 ２０
和 ２４ ｈ， β－ｃａｔｅｎｉｎ 基因转录水平均下调 （图 ２）。 结

果表明 ＬＳＤＶ ＯＲＦ１４０ 基因缺失后， 可抑制 Ｗｎｔ ／ β －
ｃａｔｅｎｉｎ 通路。
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Ａ． ＬＳＤＶ ｑＰＣＲ 标准曲线； Ｂ． ＬＳＤＶ 与 ＬＳＤＶ ΔＯＲＦ１４０ 感染 Ｖｅｒｏ 细胞不同时间点 ＴＣＩＤ５０检测； Ｃ． ＬＳＤＶ 与 ＬＳＤＶ ΔＯＲＦ１４０ 感染 Ｖｅｒｏ 细胞不同

时间点病毒拷贝数检测。

图 １　 ＬＳＤＶ ΔＯＲＦ１４０ 复制能力检测

∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０００ １。
下同。

图 ２　 ＬＳＤＶ ΔＯＲＦ１４０ 感染 ＭＡＣ－Ｔ 细胞不同时间点
β－ｃａｔｅｎｉｎ 基因转录水平检测

２􀆰 ３　 鉴定 ＬＳＤＶ ＯＲＦ１４０ 编码蛋白与宿主细胞互作

的蛋白

　 　 将质谱分析的结果利用网站 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｎ．ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ．

ｏｒｇ ／和软件 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 对结果进行分析， 得到关于与

ＬＳＤＶ ＯＲＦ１４０ 编码蛋白互作的宿主细胞蛋白的蛋白

网络 （图 ３）。 选取蛋白网络中分数较高的 １２ 个蛋

白， 构建真核表达质粒， 利用 Ｃｏ－ＩＰ 验证。 以 Ｆｌａｇ
标签鼠抗作为一抗， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测到大小为 ８０
ｋＤａ 带 Ｆｌａｇ 标签的 ＪＵＰ 蛋白， 与 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ －Ｆｌａｇ －
ＪＵＰ 转染细胞裂解得到的条带大小一致， 转染 ｐｃＤ⁃
ＮＡ３􀆰 １－Ｆｌａｇ 组未检测到相应大小蛋白， ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－
Ｆｌａｇ－ＪＵＰ 与 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＨＡ－１４０ 共转染后收获的细

胞裂解液内存在带有 Ｆｌａｇ 标签的 ７０ ｋＤａ 左右大小的

杂蛋白， 经免疫共沉淀后可被洗脱， 不与 １４０ 蛋白结

合 （图 ４Ａ）。 以 ＨＡ 标签鼠抗作为一抗， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测到大小为 ３０ ｋＤａ 带 ＨＡ 标签的 １４０ 蛋白， 转染

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＨＡ－１４０ 组未检测到相应大小的蛋白 （图
４Ｂ）， 表明只有 ＪＵＰ 蛋白与 １４０ 蛋白存在互作。

图 ３　 ＬＳＤＶ １４０ 蛋白与宿主细胞互作的蛋白网络
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Ａ． 以 Ｆｌａｇ 标签鼠抗作为一抗的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果 ； Ｂ． 以 ＨＡ 标签鼠抗作为一抗的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。

图 ４　 ＬＳＤＶ １４０ 蛋白与宿主细胞互作的蛋白的验证

２􀆰 ４　 宿主细胞 ＪＵＰ 基因转录水平对 Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ
通路的影响

　 　 ＭＡＣ － Ｔ 细胞转染 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ － Ｆｌａｇ － ＪＵＰ 后经

ｑＰＣＲ 检测各细胞因子转录水平， 结果显示， 与转染

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－Ｆｌａｇ 的细胞相比， β－ｃａｔｅｎｉｎ 基因转录水

平上调 （图 ５Ａ）， 表明过表达 ＪＵＰ 后， Ｗｎｔ ／ β －

ｃａｔｅｎｉｎ 通路被激活。 转染 ＪＵＰ ｓｉＲＮＡ 后经 ｑＰＣＲ 检测

敲低效率以及 β－ｃａｔｅｎｉｎ 基因转录水平， 结果显示与

转染 ＮＣ ｓｉＲＮＡ 的细胞相比， ＪＵＰ 基因表达水平明显

下调 （图 ５Ｂ）， β －ｃａｔｅｎｉｎ 基因转录水平下调 （图

５Ｃ）， 表明敲低 ＪＵＰ 后， Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路被抑制。

∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ５　 宿主细胞 ＪＵＰ 基因转录水平对 Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路的影响
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２􀆰 ５　 过表达或敲低 ＪＵＰ 基因的宿主细胞感染 ＬＳＤＶ
后 Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路和 ＬＳＤＶ 复制能力的变化

　 　 过表达 ＪＵＰ ２４ ｈ 后， 感染 ＬＳＤＶ 野毒 ２４ ｈ 收集

的细胞经 ｑＰＣＲ 检测， β－ｃａｔｅｎｉｎ 基因转录水平上调

（图 ６Ａ）； 病毒拷贝数相比转染 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－Ｆｌａｇ 后接

毒组降低 （图 ６Ｂ）。
转染 ＪＵＰ ｓｉＲＮＡ ２４ ｈ 后， 感染 ＬＳＤＶ 野毒 ２４ ｈ

收集的细胞经 ｑＰＣＲ 检测， β－ｃａｔｅｎｉｎ 基因转录水平

处于下调状态 （图 ６Ｃ）； 病毒拷贝数相比转染 ＮＣ
ｓｉＲＮＡ 后接毒组升高 （图 ６Ｄ）。

Ａ： 过表达 ＪＵＰ 后接 ＬＳＤＶ 上调 β－ｃａｔｅｎｉｎ ｍＲＮＡ 表达； Ｂ： 敲低

ＪＵＰ 后接 ＬＳＤＶ 抑制 β－ｃａｔｅｎｉｎ ｍＲＮＡ； Ｃ： 过表达 ＪＵＰ 抑制 ＬＳＤＶ 复

制； Ｄ： 敲低 ＪＵＰ 增强 ＬＳＤＶ 复制。

图 ６　 过表达、 敲低 ＪＵＰ 基因转录水平后感染 ＬＳＤＶ 对

Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路活性和 ＬＳＤＶ 复制影响

３　 讨论

病毒感染宿主细胞是一个复杂的过程， 涉及病毒

与宿主细胞之间的相互作用。 病毒依赖于宿主细胞完

成自身的复制和传播， 同时也会引发宿主细胞的免疫

反应和应激反应。
Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路主要通过关键信号分子

β－ ｃａｔｅｎｉｎ 来调节细胞功能， 介导信号的传递［２８］。
Ｗｎｔ 途径是多种病毒的靶标［２９－３１］， 病毒感染可以对

经典 Ｗｎｔ 信号通路产生影响。 研究表明， 丙型肝炎

病毒的 ＮＳ５Ａ 蛋白可以激活 Ｗｎｔ ／ β － ｃａｔｅｎｉｎ 信号通

路［３２］。 利用前期构建的 ＬＳＤＶ ＯＲＦ１４０ 缺失株进行试

验， 荧光定量 ＰＣＲ 的结果显示宿主细胞中的 β －
ｃａｔｅｎｉｎ 基因表达水平明显下调。 这一发现表明， 在

ＯＲＦ１４０ 基因缺失后， 宿主细胞的 Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 信

号通路受到了抑制。 因此我们推测 ＬＳＤＶ 感染宿主细

胞后， ＯＲＦ１４０ 基因可以激活宿主细胞的 Ｗｎｔ ／ β －
ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路。 结合蛋白质谱技术分析和免疫共

沉淀试验确认了 １４０ 蛋白与宿主细胞的 ＪＵＰ 蛋白之间

存在互作， 这一互作可能是 ＯＲＦ１４０ 调控 Ｗｎｔ ／ β －
ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的途径之一。 ｍＲＮＡ 水平上检测表

明， 过表达 ＪＵＰ 会引起 β－ｃａｔｅｎｉｎ 基因表达水平的上

调， 而敲低 ＪＵＰ 则会引起 β－ｃａｔｅｎｉｎ 基因表达水平下

调。 感染 ＬＳＤＶ 后， 由于敲低 ＪＵＰ 引起的 β－ｃａｔｅｎｉｎ
基因表达水平下调状态没有显著变化， 因此推测

ＬＳＤＶ ＯＲＦ１４０ 激活 Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路依赖 ＪＵＰ
蛋白。

在病毒感染期间， 宿主细胞会通过调节 Ｗｎｔ ／ β－
ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路进而影响病毒的复制。 对于不同的

病毒而言， Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路对病毒复制的影

响不尽相同。 研究表明， 在甲型流感病毒感染期间，
使用 Ｗｎｔ ／ β －ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路抑制剂会促进病毒复

制［３３］。 而在人类免疫缺陷病毒的增殖复制过程中，
Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的激活对病毒的复制起促进

作用［３４］。 最近研究表明， 使用 Ｗｎｔ 抑制剂可以阻断

人类巨细胞病毒的复制［３１］。 本研究通过建立的

ＴａｑＭａｎ ｑＰＣＲ 检测方法检测到缺失 ＯＲＦ１４０ 基因 ２４ ｈ
后， ＬＳＤＶ 缺失株拷贝数是野毒株的 ８ 倍以上。 进一

步研究表明， 敲低 ＪＵＰ 表达水平后感染 ＬＳＤＶ， 病毒

复制能力比未敲低 ＪＵＰ 表达水平感染 ＬＳＤＶ 组有所提

高， 推测 Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路能够抑制 ＬＳＤＶ 在

ＭＡＣ－Ｔ 细胞的复制。
综上， 本研究揭示了 ＬＳＤＶ ＯＲＦ１４０ 蛋白可能通

过与 ＪＵＰ 互作来激活 Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路， 从而

影响病毒的复制和传播。 这一发现为深入探究病毒与

宿主细胞相互作用的分子机制提供了重要线索， 也为

未来开发相关治疗策略提供了新思路。
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