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摘要： 为了研究日本脑炎病毒 （ＪＥＶ） 感染宿主后在体内外对 ｍ６Ａ 甲基化相关蛋白表达和定位的影响， 本试验建立了 ＪＥＶ 感染的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠

模型及乳仓鼠肾细胞 （ＢＨＫ－２１） 模型， 检测 ＪＥＶ 感染后小鼠的脑、 肾及 ＢＨＫ－２１ 细胞的 ｍ６Ａ 修饰水平， 通过蛋白免疫印迹检测小鼠脑、 肾以及

ＪＥＶ 感染不同时间点的细胞中 ｍ６Ａ 相关蛋白的表达水平， 共聚焦显微镜观察 ＪＥＶ 感染细胞的 ｍ６Ａ 相关蛋白的亚细胞定位变化。 结果显示： 与对

照组相比， 感染 ＪＥＶ 后 ｍ６Ａ 修饰水平极显著上升 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 感染 ＪＥＶ 的小鼠脑、 肾中 ｍ６Ａ 甲基转移酶样蛋白 （ＭＥＴＴＬ） ３ 表达量大幅上升，
细胞中 ＭＥＴＴＬ３ 表达量随感染时间推移而逐渐增加； ＭＥＴＴＬ３ 和 ＭＥＴＴＬ１４ 的亚细胞定位发生改变， 大量由细胞核转移至细胞质。 综上所述， ＪＥＶ
可使体内外的 ｍ６Ａ 水平和 ＭＥＴＴＬ３ 的表达水平上升， 细胞中 ＭＥＴＴＬ３ 和 ＭＥＴＴＬ１４ 的亚细胞定位改变， 表明 ＪＥＶ 的感染与 ｍ６Ａ 修饰具有较强的关

联性， 为进一步研究 ｍ６Ａ 及其相关蛋白调控 ＪＥＶ 复制的机制奠定了基础。
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属于黄病毒科 （Ｆｌａｖｉｖｉｒｉｄａｅ） 黄病毒属 （Ｆｌａｖｉｖｉｒｕｓ），
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是一种单股正链 ＲＮＡ 病毒［１－２］。 由 ＪＥＶ 感染引起的

日本脑炎是一种蚊媒嗜神经性人兽共患病毒性传染

病， 严重危害畜牧养殖业和公共卫生安全［３］。 研究

ＪＥＶ 与宿主的互作， 有助于发掘新的抗病毒靶点， 为

研发有效的抗病毒药物提供理论基础。 ｍ６Ａ 甲基化

（Ｎ６－ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ） 是 ＲＮＡ 中腺嘌呤 ６ 号碳原子

发生甲基化修饰， 是真核生物 ｍＲＮＡ 上最重要的表

观遗传修饰方式之一， 参与调控 ｍＲＮＡ 的转录、 剪
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接、 翻译、 降解等过程， 在真核生物的生长、 代谢、
生殖、 疾病发生发展等多种生理或病理过程中起着重

要的作用［４］。 ｍ６Ａ 甲基化修饰是个动态可逆的过程，
主要由其相关蛋白家族如甲基转移酶样蛋白 ３
（ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ－ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ３， ＭＥＴＴＬ３）， 甲基转

移酶样蛋白 １４ （ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ － ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ １４，
ＭＥＴＴＬ１４）， 去甲基化酶肥胖和脂肪相关蛋白 （ ｆａｔ
ｍａｓｓ ａｎｄ ｏｂｅｓｉｔｙ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ， ＦＴＯ）， 结合蛋白如 ＹＴＦ
家族蛋白 （ＹＴＨＤＦ１、 ＹＴＨＤＦ２、 ＹＴＨＤＦ３） 等发挥各

自的功能而共同完成［５－１０］。 近年来， 关于 ｍ６Ａ 及其

相关蛋白影响病毒－宿主互作的研究屡有报道， 它们

可通过对病毒基因组的修饰直接影响病毒的生命周

期， 或者通过调控宿主免疫、 代谢等途径等间接影响

病毒复制， 提示 ｍ６Ａ 是调节抗病毒免疫的潜在靶点。
目前已发现黄病毒科、 黄病毒属的一些成员如寨

卡病 毒 （ Ｚｉｋａ ｖｉｒｕｓ， ＺＩＫＶ ） 和 丙 型 肝 炎 病 毒

（ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｃ ｖｉｒｕｓ， ＨＣＶ） 的感染与 ｍ６Ａ 及其相关蛋

白具有关联性， ｍ６Ａ 通过不相同的机制， 调控它们

的复制［１１－１２］。 然而对于 ＪＥＶ 是否受到 ｍ６Ａ 调控， 目

前暂未有研究报道。 因此， 本研究选择 ＪＥＶ 的易感

动物 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠作为体内模型， 易感细胞 ＢＨＫ－
２１ 作为体外模型， 通过 ｍ６Ａ 水平检测、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、
激光共聚焦等试验探究 ＪＥＶ 感染在体内外两个层面

的 ｍ６Ａ 水平的变化及其主要相关蛋白的表达水平和

亚细胞定位的变化， 对 ＪＥＶ 的感染与 ｍ６Ａ 的关系进

行初步探究， 为后续进一步研究 ｍ６Ａ 对 ＪＥＶ 感染的

调控及其相关机制奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞、 病毒和试验动物

乳仓鼠肾细胞 （ ＢＨＫ － ２１） 和 ＪＥＶ ＮＪ２００８ 株

（ＧｅｎＢａｎｋ 序列号： ＧＱ９１８１３３） 由本实验室保存。 ３
周龄 ＳＰＦ 级雌性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠购自南京青龙山动物

繁殖场。
１􀆰 ２　 主要抗体、 试剂

鼠源 ＪＥＶ－ＮＳ５ 单克隆抗体由华中农业大学曹胜

波教 授 惠 赠； 兔 源 ＭＥＴＴＬ３ （ １５０７３ － １ － ＡＰ ）、
ＭＥＴＴＬ１４ （２６１５８－ １ －ＡＰ）、 ＦＴＯ （２７２２６ － １ －ＡＰ）、
ＹＴＨＤＦ１ （１７４７９－１－ＡＰ）、 ＹＴＨＤＦ２ （２４７４４－１－ＡＰ）、
ＹＴＨＤＦ３ （２５５３７－１－ＡＰ） 多克隆抗体购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
公司。

高糖 ＤＭＥＭ 培养基、 胎牛血清 （ＦＢＳ）、 青链霉

素购自 Ｇｉｂｃｏ 公司； 预染蛋白Ｍａｒｋｅｒ 购自南京诺唯赞

生物科技股份有限公司； 鼠源 β－ａｃｔｉｎ 单抗， 羊抗

鼠、 羊抗兔 ＩｇＧ ＨＲＰ， 购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司； ＴＲＩｚｏｌ
购自 ＴａＫａＲａ 公司； 羊抗兔 ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ （ Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ

４８８）、 羊抗鼠 ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ （Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５９４） 购自 Ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司； ＥｖａＧｒｅｅｎ ２×ｑＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ、 ５×Ａｌｌ－
Ｉｎ－Ｏｎｅ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 快速反转录试剂盒购自南京爱

必梦生物材料有限公司； 增强型 ＥＣＬ 化学发光检测

试剂盒购自 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司； ＡＲ 级纯度化学试剂购自

南京寿德试验器材有限公司； ＲＩＰＡ 细胞裂解液购自

北京索莱宝科技有限公司； ＤＡＰＩ 染色液购自上海碧

云天生物技术有限公司； ＥｐｉＱｕｉｋＴＭ ｍ６Ａ ＲＮＡ 甲基化

定量比色法检测试剂盒 （ Ｐ － ９００５） 购自 ＥｐｉＧｅｎｔｅｋ
公司。
１􀆰 ３　 细胞接毒及样本处理

将 ＢＨＫ－２１ 细胞传代后均匀铺至 ３５ ｍｍ 细胞碟

皿进行培养， 待细胞密度长至 ８０％左右时， 接种稀

释好的 ＪＥＶ 病毒液， 感染复数 （ＭＯＩ） ＝ ０􀆰 １， 孵育

１􀆰 ５ ｈ 后弃去病毒液， 用含有 ２％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养

基维持， 继续培养相应的时间， 收取样本用于后续试

验。 若收样用于 ｍ６Ａ 水平检测， 则提取 ＲＮＡ； 若收

样用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， 则提取总蛋白， 将 ３５ ｍｍ 细胞

碟皿弃上清液， 用预冷的 １×ＰＢＳ 清洗后加入 ＲＩＰＡ 裂

解液， 置于 ４ ℃摇床孵育 ３０ ｍｉｎ， 于冰浴中用细胞刮

子刮下残留团块， 将液体转移到离心管， 以 ４ ℃，
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 弃沉淀， 将上清液转移到

新的离心管， 测定蛋白浓度， 按体积比 １ ∶ ５ 的比例

加入 ５×ＳＤＳ Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ， 待上样用。 上样时根据每

个样品蛋白浓度加入不同体积样品， 以调齐蛋白上样

量 （统一为 ３０ μｇ）。
１􀆰 ４　 小鼠模型建立与脏器样本的处理

将同批次小鼠分别设置对照组 １０ 只和 ＪＥＶ 攻毒

组 １０ 只， 随机分笼饲养。 为了使腹腔注射的病毒能

较完全地进入血脑屏障， 攻毒前将所有小鼠用微量注

射器进行破脑处理， 并缓慢注射 ５０ μＬ 无菌 １×ＰＢＳ
以保证破脑成功， 待小鼠状态恢复后开始攻毒。 攻毒

组每只小鼠腹腔注射稀释好 ２×１０４ ＰＦＵ （０􀆰 ２ ｍＬ 毒

价为 １０５ ＰＦＵ ／ ｍＬ 的病毒液） 的 ＪＥＶ 病毒， 对照组腹

腔注射等量无菌 １×ＰＢＳ。 每日观察小鼠生命体征和精

神状态， 攻毒组每次有小鼠出现 ＪＥＶ 感染典型症状

（拒食、 离群、 精神沉郁、 共济失调、 颤抖） 后， 抽

取等量同日对照组小鼠， 一同断颈处死后剖取脑、 脾

和肾等脏器， 迅速冻存于液氮中， 待后续试验取用。
若样本用于 ｍ６ Ａ 水平检测或荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ －
ｑＰＣＲ）， 则将样品各切取 ０􀆰 １ ｇ， 在冰浴中加入 ＲＩＰＡ
充分研磨后， 在 ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 的条件下离心

２ ｍｉｎ， 弃沉淀将研磨液转至离心管， 进行 ＲＮＡ 的提

取； 若样本用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， 则提取总蛋白， 加入

ＲＩＰＡ 裂解液充分研磨， 于 ４ ℃摇床孵育 ３０ ｍｉｎ， 孵

育后每个样品超声破碎 １０ ｍｉｎ， 再以 ４ ℃、 １２ ０００
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ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ， 将上清液转移到新的离心管， 测

定蛋白浓度， 按 １ ∶ ５ 比例加入 ５×ＳＤＳ Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ，
待上样用。 上样时根据每个样品蛋白浓度加入不同体

积样品， 以调齐蛋白上样量 （统一为 ３０ μｇ）。
１􀆰 ５　 ＲＮＡ 的提取和反转录

用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂抽提总 ＲＮＡ， 根据 ５×Ａｌｌ－Ｉｎ－Ｏｎｅ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ 快速反转录试剂盒配制反转录体系。 体系

１： 将 ４ μＬ 提取的 ＲＮＡ 和 ２ μＬ ４×ＡｃｃｕＲＴ Ｒｅａｃｔｉｏｎ
Ｍｉｘ 加入 ＰＣＲ 管中， 总体系为 ６ μＬ， 混匀、 瞬离，
室温静置 ５ ｍｉｎ。 体系 ２： 将 ２ μＬ ５×Ａｃｃｕｒｔ Ｒｅａｃｔｉｏｎ
Ｓｔｏｐｐｅｒ、 ４ μＬ ５×Ａｌｌ－Ｉｎ－Ｏｎｅ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 以及 ６ μＬ
ＤＥＰＣ 水同时加入 ＰＣＲ 管中， 总体系为１２ μＬ， 混

匀、 瞬离。 将体系 ２ 与体系 １ 混匀、 瞬离。 置于 ＰＣＲ
仪中进行反转录， 反转录程序： ２５ ℃ １０ ｍｉｎ， ４２ ℃
１５ ｍｉｎ， ８５ ℃ ５ ｍｉｎ （３５ 个循环）。
１􀆰 ６　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测小鼠脏器中病毒载量

选取 １􀆰 ４ 中每个发病日同一只发病小鼠的脑、 脾

和肾， 各脏器切取等质量的 ３ 份 （均为 ０􀆰 １ ｇ）， 进

行样本处理、 ＲＮＡ 的提取和反转录。 设计 ｑＰＣＲ 引

物序列， 由南京金斯瑞生物科技有限公司合成引物。
本研究所使用的引物序列如表 １ 所示。 根据 ＥｖａＧｒｅｅｎ
试剂盒说明书配制反应体系， 设置 ｑＰＣＲ 反应程序。
根据 ｑＰＣＲ 试验数据比较各脏器中病毒载量。 试验数

据使用相对定量法进行分析， 每组数据均设置 ３ 个重

复。 将试验得到的 ＪＥＶ 的目的基因 Ｃｔ 值与自身内参

（ＧＡＰＤＨ） Ｃｔ 值相减得到每一组的 ΔＣｔ， 再将试验组

ΔＣｔ 与对照组 ΔＣｔ 相减可得 ΔＣｔ， ２－ΔＣｔ表示目的基因

表达水平与对照组的倍数差异。

表 １　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 引物序列

基因名称 引物名称 引物序列 （５′→３′）

ＧＡＰＤＨ
ＧＡＰＤＨ－Ｆ ＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴ

ＧＡＰＤＨ－Ｒ ＴＧＧＧＴＧＧＡＡＴＣＡＴＡＣＴＧＧＡＡＣＡ

ＪＥＶ－Ｅ
ＪＥＶ－Ｆ ＡＧＡＧＣＧＧＧＧＡＡＡＡＡＧＧＴＣＡＴ

ＪＥＶ－Ｒ ＴＴＴＣＡＣＧＣＴＣＴＴＴＣＴＡＣＡＧＴ

１􀆰 ７　 细胞和小鼠脏器的 ｍ６Ａ 水平检测

按照 １􀆰 ３ 的方法在 ３５ ｍｍ 细胞碟皿铺细胞， 同

时设置对照组， 感染 ＪＥＶ ２４ ｈ 后， 收集和处理样品，
提取 ＲＮＡ； 切取 １􀆰 ４ 中第 １ 个发病日 （第 ９ 天） 的

感染小鼠和对照小鼠的脑、 肾， 处理样品， 将上述样

品提取 ＲＮＡ。 按照 ＥｐｉＱｕｉｋＴＭ ｍ６ Ａ ＲＮＡ Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 说明书中的具体步骤检测样本中

ｍ６Ａ 水平。
１􀆰 ８　 蛋白免疫印迹试验检测细胞和小鼠脏器 ｍ６Ａ 相

关蛋白表达水平

　 　 选取 １􀆰 ２ 中第 １ 个发病日 （第 ９ 天） 的 ＪＥＶ 感

染小鼠和对照小鼠的脑、 肾切取等质量 （０􀆰 １ ｇ） 样

品， 收取 ３５ ｍｍ 中细胞碟皿中 ＪＥＶ （ＭＯＩ ＝ ０􀆰 １） 感

染 ０、 ６、 １２、 ２４ 和 ３６ ｈ 的细胞样品， 按照 １􀆰 ３ 和

１􀆰 ４ 中的方法提取总蛋白。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测组

织和细胞中 ｍ６Ａ 相关蛋白水平， 以 β－ａｃｔｉｎ 为内参

蛋白。
１􀆰 ９　 激光共聚焦

将 ＢＨＫ－２１ 细胞均匀铺于共聚焦小皿， 待细胞

汇合度为 ９０％左右， 感染 ＪＥＶ （ＭＯＩ＝ ０􀆰 １） ２４ ｈ， 设

对照组和感染组。 感染 ２４ ｈ 后， 收获细胞样本， 用

４％多聚甲醛室温固定 １５ ｍｉｎ， 并用 ０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－
１００ 室 温 透 膜 处 理， 然 后 各 组 使 用 ＭＥＴＴＬ３、
ＭＥＴＴＬ１４、 ＦＴＯ、 ＹＴＨＤＦ１、 ＹＴＨＤＦ２、 ＹＴＨＤＦ３ 和

ＪＥＶ ＮＳ５ 抗体 ４ ℃孵育过夜， 并通过 ＦＩＴＣ 和 ＴＲＩＴＣ
标记的荧光二抗染色， 使用 ＤＡＰＩ 染核， 使用共聚焦

显微镜观察蛋白在胞内的定位分布。
１􀆰 １０　 数据统计与分析

使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件分析， 用 ｔ 检验方法

比较对照组和试验组中的数据， 各试验均独立重复 ３
次。 所有数据均表示为 “平均值±标准差”。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＪＥＶ 感染小鼠模型的生存曲线和脏器病毒载量

　 　 初步建立了 ＪＥＶ 感染的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠模型， 攻

毒组部分小鼠分别于攻毒后的第 ９、 １３ 和 １４ 天开始

出现感染症状， 第 １５ 天后未出现发病小鼠， 最终存

活率为 ３０％ （图 １Ａ）。 每个发病日选取同一只发病

鼠的脑、 脾和肾 ３ 种 ＪＥＶ 靶器官， 各器官切取等质

量的 ３ 份 （均为 ０􀆰 １ ｇ） 提取 ＲＮＡ 进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ。
检测各器官中病毒载量， 以 ＪＥＶ 在小鼠中组织嗜性

最强的靶器官脑为参照， 对 ３ 种器官的病毒载量进行

比较。 结果显示， ３ 个发病日的样品中， 均只在脑和

肾中检出有病毒， 且脑中的病毒载量极显著高于肾

（Ｐ＜０􀆰 ００１）， 而脾脏中始终未检出病毒 （图 １Ｂ、 １Ｃ、
１Ｄ）。 因此采用脑和肾进行后续试验。
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Ａ􀆰 生存曲线； Ｂ． 感染第 ９ 天； Ｃ． 感染第 １３ 天； Ｄ． 感染第 １４ 天。 ∗∗∗表示肾组织与脑组织比较差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ００１）。

图 １　 ＪＥＶ 感染小鼠模型的生存曲线和不同感染天数脏器中病毒载量比较

２􀆰 ２　 ＪＥＶ 感染对体内外 ｍ６Ａ 水平的影响

采取同一个发病日的对照小鼠和发病小鼠的脑和

肾以及感染 ＪＥＶ （ＭＯＩ ＝ ０􀆰 １） 的 ＢＨＫ－２１ 细胞， 分

别提取 ＲＮＡ 并检测总体 ｍ６Ａ 水平。 结果显示， 与对

照组小鼠相比， 攻毒组小鼠的脑、 肾中带有 ｍ６Ａ 修

饰的 ＲＮＡ 占总 ＲＮＡ 的比例极显著升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１，
图 ２Ａ、 ２Ｂ）； 同样地， 感染 ＪＥＶ 的 ＢＨＫ－２１ 细胞和

未感染细胞相比， ｍ６Ａ 修饰的 ＲＮＡ 占比也极显著升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１， 图 ２Ｃ）。 结果说明， ＪＥＶ 感染能使小

鼠脑、 肾以及 ＢＨＫ－２１ 细胞总体 ｍ６Ａ 水平上升， 推

测 ＪＥＶ 的感染可能通过 ｍ６Ａ 水平的上升来触发细胞

内的某些生物学变化， 这些变化与 ＪＥＶ 的感染具有

关联性。

∗∗表示差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

图 ２　 ＪＥＶ 感染后小鼠脑 （Ａ）、 肾 （Ｂ） 和细胞 （Ｃ） 中的总体 ｍ６Ａ 修饰水平变化

２􀆰 ３　 ＪＥＶ 感染对体内外 ｍ６Ａ 相关蛋白表达水平的

影响

　 　 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测同一个发病日 （第 ９ 天）
的 ＪＥＶ 感染小鼠和对照小鼠脑、 肾中 ＭＥＴＴＬ３、
ＭＥＴＴＬ１４、 ＦＴＯ、 ＹＴＨＤＦ１、 ＹＴＨＤＦ２ 和 ＹＴＨＤＦ３ 蛋

白表达量。 结果发现， 与对照组相比， 在感染 ＪＥＶ
小鼠的脑和肾中， ＭＥＴＴＬ３ 表达均显著增加， 且脑中

该蛋白与对照组相比的上升幅度远大于肾， 而其他蛋

白未发生明显变化 （图 ３Ａ）。 随着时间点的推移，
感染 ＪＥＶ （ＭＯＩ ＝ ０􀆰 １） 的 ＢＨＫ－２１ 细胞中 ＭＥＴＴＬ３
表达量逐渐增加， 而其他蛋白未呈现出明显的或有规

律的变化趋势 （图 ３Ｂ、 ３Ｃ）。 以上结果说明， ＪＥＶ
感染促进了 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠脑、 肾以及 ＢＨＫ－２１ 细胞

中 ＭＥＴＴＬ３ 的表达。
２􀆰 ４　 ＪＥＶ 感染对细胞中ｍ６Ａ 相关蛋白亚细胞定位的

影响

　 　 将 ＪＥＶ （ＭＯＩ ＝ ０􀆰 １） 感染 ＢＨＫ－２１ 细胞 ２４ ｈ，
用共聚焦显微镜进行观察。 结果显示， 对照组细胞中

的 ＭＥＴＴＬ３、 ＭＥＴＴＬ１４、 ＦＴＯ 基本分布在细胞核中，
ＹＴＨＤＦ１、 ＹＴＨＤＦ２、 ＹＴＨＤＦ３ 基本分布在细胞质中，
而感染 ＪＥＶ 后 ＭＥＴＴＬ３、 ＭＥＴＴＬ１４ 的亚细胞定位发

生了明显的改变， 从核中往外弥散到细胞质， 与 ＪＥＶ
的 ＮＳ５ 蛋白共存于细胞质中 （图 ４Ａ、 ４Ｂ）， 但其他

蛋白的亚细胞定位未出现明显变化 （图 ４Ｃ、 ４Ｄ、 ４Ｅ
和 ４Ｆ）。 这个现象说明 ＪＥＶ 具备 “招募” 甲基转移

酶并改变其亚细胞定位的能力， 这样更多的 ＭＥＴＴＬ３
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和 ＭＥＴＴＬ１４ 蛋白出现在细胞质中， 然后与 ＪＥＶ 产生 某些联系， 调控其复制。

图 ３　 ＪＥＶ 感染后小鼠脑、 肾 （Ａ） 和 ＢＨＫ－２１ 细胞 （Ｂ） 中 ｍ６Ａ 相关蛋白的变化

图 ４　 ＪＥＶ 感染后 ＢＨＫ－２１ 细胞中 ｍ６Ａ 相关蛋白的亚细胞定位 （标尺＝１０ μｍ）

３　 讨论

以 ＪＥＶ、 ＺＩＫＶ、 ＨＣＶ、 登革病毒 （ＤＥＮＶ）、 西

尼罗河病毒 （ＷＮＶ） 和黄热病毒 （ＹＦＶ） 为代表的

黄病毒严重危害人类和动物健康［１３］， 揭示病毒与宿

主互作关系是不断提升病毒病诊断与防治技术的基
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础。 近年来， 学者们填补了 ｍ６Ａ 甲基化在黄病毒中

作用研究的空白， ｍ６Ａ 对 ＺＩＫＶ 和 ＨＣＶ 的负向调控

作用被发现， 其通过加速病毒 ＲＮＡ 转录本的降解抑

制 ＺＩＫＶ 的复制， 通过结合蛋白 ＹＴＨＤＦ１、 ＹＴＨＤＦ２、
ＹＴＨＤＦ３ 作用于脂滴影响病毒的装配、 释放， 抑制

ＨＣＶ 的复制［１１－１２］， 但仍然存在许多未知的机制有待

发掘， 并且同为黄病毒属的 ＪＥＶ 的 ｍ６Ａ 相关研究也

仍是一片空白。 因此， 探究 ｍ６Ａ 是否调控以及如何

调控 ＪＥＶ 的复制， 揭示 ｍ６Ａ 修饰在 ＪＥＶ 感染中的作

用， 具有重要意义。
ＪＥＶ 具有强烈的神经嗜性， 脑是 ＪＥＶ 在小鼠体内

十分重要的靶器官［３，１４－１５］。 除脑外， 脾脏、 肾脏、 肝

脏、 肺脏和肠也是较为重要的靶器官， 且侵染选择

性、 侵染效率因毒株、 小鼠种类、 周龄和个体差异而

异［１４，１６］。 本文以 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠作为 ＪＥＶ 体内感染模

型， 在脑和肾脏中检测出明显的病毒载量， 而脾脏未

检测出， 说明在 ３ 周龄雌性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠中， ＪＥＶ
在脑和肾脏中具有较强的复制能力， 而在脾脏中的复

制能力极其微弱。 随后发现感染了 ＪＥＶ 的小鼠脑和

肾脏以及 ＢＨＫ－２１ 细胞中总体 ｍ６Ａ 水平都显著高于

对照组， 说明 ＪＥＶ 的感染可诱导体内外 ｍ６Ａ 水平上

调， 这表明 ＪＥＶ 的复制可能受到 ｍ６Ａ 修饰的调控。
在 ｍ６Ａ 修饰的过程中， ＭＥＴＴＬ３ 和 ＭＥＴＴＬ１４ 等

甲基转移酶催化甲基化过程， ＦＴＯ 等去甲基化酶催化

去甲基化过程， 两过程动态可逆， 而结合蛋白 ＹＴＨ⁃
ＤＦ１、 ＹＴＨＤＦ２、 ＹＴＨＤＦ３ 发挥了辅助作用， 帮助

ｍ６Ａ 修饰实现对靶 ＲＮＡ 的生物学功能， 如提高翻译

效率， 延缓或加速 ｍＲＮＡ 的降解， 调控 ＲＮＡ 的剪切

和核转运等［４－１０］。 而 ｍ６Ａ 对不同病毒复制的促进或

者抑制， 通常由上述蛋白中的 １ ～ ２ 种起着决定性作

用， 如 ｍ６Ａ 在 Ａ５４９ 细胞中正向调控甲型流感病毒

（ＩＡＶ） 复制由 ＭＥＴＴＬ３ 和 ＹＴＨＤＦ２ 主导［１６］， 在小鼠

源巨噬细胞中正向调控水疱性口炎病毒 （ＶＳＶ） 和仙

台病毒 （ＳｅＶ） 由 ＭＥＴＴＬ１４ 主导［１７－１８］。 参考 Ｗｉｎｋｌｅｒ
等［１９］、 李卫宇［２０］的相关研究方法进一步试验， 发现

感染 ＪＥＶ 小鼠的脑和肾中 ＭＥＴＴＬ３ 的表达量相比对

照组有了明显增加， 且病毒载量较高的脑中 ＭＥＴＴＬ３
表达量上升幅度显著高于病毒载量相对较低的肾脏；
感染 ＪＥＶ 的 ＢＨＫ－２１ 细胞中 ＭＥＴＴＬ３ 表达量随感染

时间推移而上升， 初步推测 ＪＥＶ 感染 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠

和 ＢＨＫ－２１ 细胞造成的 ｍ６Ａ 水平上升， 是由 ＭＥＴＴＬ３
主导， ＪＥＶ 的感染与 ＭＥＴＴＬ３ 存在较大关联。

与其他黄病毒一样， ＪＥＶ 复制的全过程在细胞质

中完成［３］。 正常情况下， ＭＥＴＴＬ３、 ＭＥＴＴＬ１４ 和 ＦＴＯ
定位于细胞核中表达［５，７］， 而 ＹＴＨＤＦ１、 ＹＴＨＤＦ２、
ＹＴＨＤＦ３ 则分布在细胞质中［８－１０］。 因此， 在共聚焦显

微镜下观察， 理论上感染 ＪＥＶ 后如果 ＭＥＴＴＬ３、
ＭＥＴＴＬ１４ 和 ＦＴＯ 不发生易位， 则不会和病毒蛋白共

存于细胞质内， 而 ＹＴＨＤＦ１、 ＹＴＨＤＦ２、 ＹＴＨＤＦ３ 能

和病毒蛋白共存于细胞质内。 已有文献报道一些在细

胞质 中 复 制 的 病 毒 如 柯 萨 奇 病 毒 Ａ 组 １６ 型

（ＣＶＡ１６）、 肠 病 毒 ７１ （ ＥＶ７１ ）、 新 型 冠 状 病 毒

（ＳＡＲＳ － ＣｏＶ － ２） 感染细胞后， 可诱导 ＭＥＴＴＬ３、
ＭＥＴＴＬ１４ 和 ＦＴＯ 定位改变， 即大量蛋白由细胞核被

“招募” 到了细胞质， 从而细胞核、 细胞质均有弥散

分布该蛋白的情况［１９－２２］。 研究者发现， ＭＥＴＴＬ３ 与

ＥＶ７１ 的 ３Ｄ 蛋白之间存在互作， 并通过降低 ３Ｄ 的泛

素化和 ＳＵＭＯ 化修饰提高 ３Ｄ 稳定性及聚合酶活性进

而促进病毒复制， 这个过程却与 ｍ６Ａ 修饰没有直接

关系［２１］。 不同的是， ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ 的 ＲｄＲＰ （ＲＮＡ
依赖的 ＲＮＡ 聚合酶） 可反过来抑制 ＭＥＴＴＬ３ 的泛素

化和 ＳＵＭＯ 化而促进 ＭＥＴＴＬ３ 的表达， 进而加强

ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ 自身 ＲＮＡ 的 ｍ６Ａ 修饰， 促进病毒复制，
这个发现的前提是建立在他们已发现 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ 基

因组 ＲＮＡ 上存在 ｍ６Ａ 修饰， 且 ｍ６Ａ 修饰促进该病毒

复制［２３］。 本研究的共聚焦显微镜结果表明， 在感染

ＪＥＶ 的 ＢＨＫ－２１ 细胞中也发现了类似现象， ＪＥＶ 感染

“招募” ＭＥＴＴＬ３ 和 ＭＥＴＴＬ１４ 出核， 而这种亚细胞定

位改变的具体机制有待进一步探究。
本研究将 ＪＥＶ 的感染和 ｍ６Ａ 甲基化建立起联系，

ＪＥＶ 感染后在体内外引起 ｍ６Ａ 水平和 ＭＥＴＴＬ３ 蛋白

上调， 但是 ｍ６Ａ 调控 ＪＥＶ 复制的具体机制是今后试

验中需要解决的问题。 总之， 本文为 ＪＥＶ 的感染机

制研究提供了新思路。
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