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［［摘 要］］   目的目的：：探讨水泡性口炎病毒 （VSV） 对血管内皮 （VE） 屏障的损伤作用，并阐明其作用

机制。方法方法：：采用犬肾细胞对 VSV 进行扩增，采用小鼠脑血管内皮瘤 bEnd. 3 细胞检测 VSV 的半数组

织培养感染剂量 （TCID50），采用 300 倍 TCID50 进行后续实验。将 bEnd. 3 细胞分为感染 0 h 组、感染

4 h 组、感染 8 h 组和感染 12 h 组，进行 VSV 感染损伤 VE 屏障实验；将 bEnd. 3 细胞分为对照组、感

染组和纠正组，进行抑制 VSV 复制与 VE 屏障恢复实验。将 bEnd. 3 细胞接种于 Transwell 小室，构建

体 外 VE 屏 障 模 型 ， 采 用 细 胞 电 压 电 阻 仪 检 测 感 染 VSV 不 同 时 间 后 各 组 bEnd. 3 细 胞 中 跨 上 皮 电 阻

（TER），采用异硫氰酸荧光素-葡聚糖渗漏实验检测各组渗透系数，采用免疫荧光染色法观察 VSV 感

染 后 各 组 bEnd. 3 细 胞 骨 架 及 黏 附 连 接 （AJs） 中 VE-钙 黏 蛋 白 、 β-连 环 蛋 白 （β-catenin） 和 磷 酸 化

β-连环蛋白 （p-β-catenin） 定位变化，采用实时荧光定量 PCR （RT-qPCR） 法检测各组细胞中 Wnt 和

β-catenin mRNA 表达水平，采用 Western blotting 法检测各组细胞中 Wnt、β-catenin 和 p-β-catenin 表达

水平。结果结果：：VSV 的 TCID50 为 10-4. 5·100 μL-1。Transwell 小室实验检测，与感染 0 h 比较，其他各组

细胞中 TER 明显降低 （P<0. 05），渗透系数明显升高 （P<0. 05）。免疫荧光染色，与对照组比较，感

染组 bEnd. 3 细胞骨架紊乱，细胞间隙增大，AJs 线性指数明显降低 （P<0. 05），β-catenin 和 p-β-catenin
从细胞膜转移至细胞核周围。RT-qPCR 法检测，与感染 0 h 比较，其他各组细胞中 Wnt mRNA 表达水

平 明 显 降 低 （P<0. 05）， β-catenin mRNA 表 达 水 平 差 异 无 统 计 学 意 义 （P>0. 05）。 Western blotting
法检测，与感染 0 h 比较，其他各组细胞中 Wnt 蛋白表达水平明显降低 （P<0. 05），β-catenin 表达水

平差异无统计学意义 （P>0. 05），p-β-catenin 表达水平明显升高 （P<0. 05）。在抑制 VSV 复制并纠

正低密度脂蛋白受体 （LDLR） 异常后，Transwell 小室实验检测，与感染组比较，纠正组  bEnd. 3 细

胞中 TER 明显升高 （P<0. 05），渗透系数明显降低 （P<0. 05）。免疫荧光染色，与感染组比较，纠

正组细胞间隙减小，细胞中 β-catenin 和 p-β-catenin 核周聚集现象有所改善。RT-qPCR 法检测，与感染

组比较，纠正组细胞中 Wnt mRNA 表达水平明显升高 （P<0. 05）。Western blotting 法检测，与感染

组比较，纠正组细胞中 Wnt 蛋白表达水平明显升高 （P<0. 05），β-catenin 表达水平差异无统计学意义

（P>0. 05），p-β-catenin 表达水平明显降低 （P<0. 05）。结论结论：：VSV 感染后可引起 LDLR 失活，降低

Wnt 蛋白表达水平，造成 β-catenin 磷酸化水平升高并发生内化，破坏 AJs 稳定性，最终导致 VE 屏障

损伤。
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ABSTRACT  Objective：To discuss the damage effect of vesicular stomatitis virus （VSV） on the vascular 
endothelial （VE） barrier， and to clarify its mechanism.  Methods：The canine kidney cells were used to 
amplify VSV.  The half tissue culture infective dose （TCID50） of VSV was determined using mouse brain 
endothelial tumor bEnd. 3 cells， and subsequent experiment was conducted using 300 times the TCID50.  
The bEnd. 3 cells were divided into infection 0 h group， infection 4 h group， infection 8 h group， and 
infection 12 h group for VE barrier damage experiments due to VSV infection.  The bEnd. 3 cells were also 
divided into control group， infection group， and correction group for experiments to inhibit the VSV 
replication and restore the VE barrier.  The bEnd. 3 cells were inoculated into Transwell chambers to 
construct an in vitro VE barrier model.  Cell voltage resistance meter was used to detect the transepithelial 
resistance （TER） in various groups after the bEnd. 3 cells were infected with VSV at different time points；

fluorescein isothiocyanate-dextran leakage assay was used to detect the permeability coefficients of the cells 
in various groups；  immunofluorescence staining was used to observe the localization changes of 
VE-cadherin， β-catenin， and phosphorylated β-catenin （p-β-catenin） in cytoskeleton and adherens junctions 

（AJs） of the bEnd. 3 cells after VSV infection； real-time fluorescence quantitative PCR （RT-qPCR） 
method was used to detect the expression levels of Wnt and β-catenin mRNA in the cells in various groups； 
Western blotting method was used to detect the expression levels of Wnt， β -catenin， and p- β -catenin 
proteins in the cells in various groups.  Results：The TCID50 of VSV was  10-4. 5·100 μL-1.  The Transwell 
chamber experiment results showed that compared with infection 0 h group， the TERs in the cells in the 
other groups were significantly decreased （P<0. 05）， and the permeability coefficients were significantly 
increased （P<0. 05）.  The immunofluorescence staining results showed that compared with control group， 
the cytoskeleton of the bEnd. 3 cells in infection group was disordered， the cell gaps was increased， the 
linear index of AJs was significantly decreased （P<0. 05）， and β-catenin and p-β-catenin translocated from 
the cell membrane to the perinuclear area.  The RT-qPCR results showed that compared with infection 0 h 
group， the expression levels of Wnt mRNA in the cells in the other groups were significantly decreased 

（P<0. 05）， while the expression levels of β -catenin mRNA showed no statistically significant difference 
（P>0. 05）.  The Western blotting results showed that compared with infection 0 h group， the expression 
levels of Wnt protein in the cells in the other groups were significantly decreased （P<0. 05）， the expression 
levels of β -catenin showed no statistically significant differences （P>0. 05），  and the expression levels of 
p-β -catenin were significantly increased （P<0. 05）. After inhibiting the VSV replication and correcting the 
low density lipoprotein receptor （LDLR） abnormalities， the Transwell chamber experiment results showed 
that compared with infection group， the TER in the cells in correction group was significantly increased 

（P<0. 05）， and the permeability coefficient was significantly decreased （P<0. 05）. The immunofluorescence 
staining results showed that compared with infection group， the gaps in the cells in correction group were 
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reduced ， and the perinuclear aggregation of β -catenin and p- β -catenin in the cells was restrained.  The 
RT-qPCR results showed that compared with infection group， the expression level of Wnt mRNA in the 
cells in correction group was significantly increased （P<0. 05）.  The Western blotting results showed 
that compared with infection group， the expression level of Wnt protein in the cells in correction group was 
significantly  increased （P<0. 05），  the expression level of β -catenin showed no statistically significant 
difference （P>0. 05），  and the expression level of p- β -catenin was significantly decreased （P<0. 05）.  
Conclusion：VSV infection can cause the LDLR inactivation， reduce the expression level of Wnt protein， 
increase the phosphorylation level of β-catenin and cause its internalization， disrupt the stability of AJs， and 
ultimately lead to VE barrier damage.
KEYWORDS Vesicular stomatitis virus； Vascular endothelial barrier； Adherent junction； Low density 
lipoprotein receptor；Wnt/β-catenin signaling pathway

水 泡 性 口 炎 病 毒 （vesicular stomatitis virus，

VSV） 是 一 种 负 性 单 链 RNA 病 毒 ， 属 弹 状 病 毒

科 ［1］，可破坏血脑屏障 （blood-brain barrier，BBB），

侵犯中枢神经系统，引起病毒性脑炎 ［2-3］，但其具

体机制尚未阐明。

血 管 内 皮 细 胞 （endothelial cells， ECs） 分 布

于 血 管 内 表 面 ， 通 过 彼 此 相 连 接 形 成 血 管 内 皮

（vascular  endothelial，VE）   屏   障。  黏   附   连   接
（adherent junctions， AJs） 是 相 邻 ECs 连 接 的 关 键

结构 ［4］，由细胞外 VE-钙黏蛋白和细胞中连环蛋白

（catenin） 组成。β-连环蛋白 （β-catenin） 作为细胞

中 重 要 的 连 接 蛋 白 之 一 ， 受到细胞外信号如 Wnt/ 
β-catenin 信号通路调节［5］。研 究 ［6］ 显 示 ： 低 密 度 脂

蛋 白 受 体 （low density lipoprotein receptor，

LDLR） 是 VSV 感染人类和小鼠细胞的重要受体，

其 家 族 亚 群 LDLR 相 关 蛋 白 5 （LDLR-related 
protein 5， LRP5） 和 LRP6 是 Wnt 通 路 的 共 受

体 ［7］，可触发典型的 Wnt/β-catenin 信号传导。

VSV 是 否 可 通 过 LDLR 影 响 Wnt/β-catenin 信

号通路，引起 AJs 结构异常并最终破坏 VE 屏障尚

无 相 关 研 究 。 本 研 究 通 过 构 建 体 外 VE 屏 障 模 型 ，

探讨 VSV 对 VE 屏障的损伤作用及其机制，为阐明

VSV 破坏 BBB 的机制提供依据。

1 材料与方法  

1. 1　　细胞细胞、、病毒病毒、、主要试剂和仪器主要试剂和仪器　　小鼠脑血管内

皮瘤 bEnd. 3 细胞 （中国国家生物医学实验细胞资

源 库）， VSV 病 毒 和 犬 肾 细 胞 （本 实 验 室 自 备），

RNA 提取试剂盒 （上海奕杉生物科技有限公司），

实 时 荧 光 定 量 PCR （real-time fluorescence 
quantitative PCR， RT-qPCR） 试 剂 盒 （大 连 宝 生

物工程有限公司），逆转录试剂盒 （美国赛默飞世

尔科技公司），二喹啉甲酸蛋白定量试剂盒 （上海

碧  云  天  公  司），  增  强  化  学  发  光 （enhanced 
chemiluminescence， ECL） 试 剂 盒 、 4× 十 二 烷 基

硫 酸 钠 - 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 （sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis， SDS-

PAGE） 上样缓冲液 （日本 TaKaRa 公司），β-肌动

蛋 白 引 物 （广 州 复 能 基 因 公 司）， 胎 牛 血 清 （fetal 
bovine serum， FBS）、 杜  氏  改  良  Eagle 培  养  基

（Dulbecco’s modified Eagle’s medium，DMEM） 和

0. 25% 胰酶 （美国 Gibco 公司），干扰素 α1b （北京

三 元 基 因 工 程 有 限 公 司）， 磷 酸 盐 缓 冲 液

（phosphate buffer saline，PBS） 干粉 （武汉博士德

生 物 公 司）， VE- 钙 黏 蛋 白 抗 体 （英 国 Abcam 公

司），Wnt 抗体、β-catenin 抗体、β-肌动蛋白抗体、

CoraLite594-标记山羊抗兔荧光二抗、CoraLite488-

标记山羊抗兔荧光二抗、羊抗兔和羊抗鼠 IgG 抗体

（武汉三鹰生物技术有限公司），磷酸化 β-连环蛋白

（phosphorylated β -catenin， p- β -catenin） 抗 体 （美

国亲科生物公司），微丝红色荧光探针、4'，6-二脒

基 -2- 苯 基 吲 哚 （4'， 6-diamidino-2-phenylindole，

DAPI） 和防淬灭封片剂 （上海碧云天生物技术有

限 公 司）， 异 硫 氰 酸 荧 光 素 - 葡 聚 糖 （fluorescein 
isothiocyanate-dextran， FITC-Dextran）（上 海 麦 克

林 生 化 科 技 股 份 有 限 公 司）。 CO2 细 胞 培 养 箱 、 低

温 高 速 离 心 机 和 转 膜 仪 （美 国 赛 默 飞 世 尔 科 技 公

司）， 荧 光 显 微 镜 （日 本 奥 林 巴 斯 公 司）， PCR 仪

（美 国 珀 金 埃 尔 默 仪 器 有 限 公 司）， RT-qPCR 仪

（美 国 应 用 生 物 系 统 公 司）， 微 量 紫 外 分 光 光 度 计

（美国通用电器公司）， Infinite F500 多功能高端酶

标仪 （奥地利帝肯公司），电转套装 （美国赛默飞

世 尔 科 技 公 司）， 电 泳 仪 （ 美 国 伯 乐 公 司），

Gelview 6000Plus 智能图像工作站 （广州博鹭腾生

1277



第  50 卷  第  5 期  2024 年  9 月吉林大学学报  （医学版）  

物科技有限公司），Millicell ERS-2 细胞电阻电压仪

器 （美  国  Millipore 公  司），Transwell 小  室 （孔  径
0. 4 μm）（美国 Corning 公司）。

1. 2　　病毒扩增病毒扩增　　提前将犬肾细胞接种于 T25 细胞

培 养 瓶 中 ， 待 细 胞 融 合 率 达 80% 后 采 用 无 血 清 培

养 基 洗 涤 3 次 。 吸 净 残 余 培 养 液 ， 加 入 100 μL 
VSV 原液和 900 μL 2% FBS DMEM，置入培养箱

中孵育。每 15 min 振荡 1 次，使病毒悬液充分均匀接

触 细 胞 表 面 。 1 h 后 加 入 4 mL 2% FBS DMEM，

置 于 37 ℃ 、 CO2 细 胞 培 养 箱 中 培 养 。 待 细 胞 80%
变圆飘起后，采用吹打管多次吹打混匀病毒培养上

清液，分装置于－80 ℃保存。

1. 3　　VSV 感染感染 bEnd. 3 细胞半数组织培养感染剂细胞半数组织培养感染剂

量量（（50% tissue culture infective dose，，TCID50））的测的测

定定　　提前将 bEnd. 3 细胞以每孔 2×104个的密度接种

于 96 孔细 胞 培 养 板 中 ， 待 细 胞 完 全 贴 壁 后 ， 弃 去

培养基。采用无血清培养基洗涤 3 次，10 倍梯度向

下将待测病毒原液稀释 10 个浓度。每个浓度 5 个复

孔，每孔加入相应病毒稀释液 100 μL，同时设置对

照组。置于 37 ℃、CO2细胞培养箱中培养 24 h，观察

细胞病变情况并统计不同稀释倍数下出现病变的孔

数 ， 根 据 Reed&Muench 法 检 测 VSV 的 TCID50
［8］：

TCID50=log10 （高于 50% 感染病毒稀释度） +距离

比 ×log10 稀 释 系 数 ， 距 离 比 计 算 公 式 ： 距 离 比 =
（高 于 50% 的 病 变 病 毒 百 分 率 －50%） / （高 于

50% 的病变百分率－低于 50% 的病变病毒百分率）

1. 4　　细胞分组和培养方式细胞分组和培养方式　　 bEnd. 3 细 胞 采 用 含

10%FBS 和 1% 双 抗 DMEM， 置 于 37 ℃ 、 CO2 细

胞培养箱中培养，每 24 h 更换培养液 1 次，取对数

生长期细胞进行后续实验。

VSV 感染损伤 VE 屏障实验：以 300 倍 TCID50

感 染 细 胞 ， 感 染 前 24 h 将 培 养 液 更 换 为 无 血 清

DMEM。 将 细 胞 分 为 感 染 0 h 组 、 感 染 4 h 组 、 感

染 8 h 组和感染 12 h 组。

抑制 VSV 复制和 VE 屏障恢复实验：将细胞分

为 对 照 组 、 感 染 组 和 纠 正 组 ， 纠 正 组 细 胞 于 VSV
感 染 4 h 后 将 培 养 液 更 换 为 含 干 扰 素 的 10%FBS 
DMEM 继续培养。

1. 5　　Wnt 和和 β--catenin 引物序列引物序列　　本研究所采用的

引物由吉林省库美生物科技有限公司设计合成。引

物序列见表 1。

1. 6　　VE 屏障跨上皮电阻屏障跨上皮电阻（（transepithelial electrical 

resistance，， TER））和渗透系数检测和渗透系数检测　　将各组 bEnd. 3

细胞以每孔 5×104 个的密度接种于 Transwell 小室，

同时设置空白无细胞孔。每日检测 TER 直至数值

稳定。上室加入 VSV 进行诱导，并在不同时间点

进行 TER 检测，TER 计算公式 ［9］：电阻值= （检

测 值 － 无 细 胞 孔 值） ×0. 33 Ω·cm2。 诱 导 结 束 后

将 上 室 每 孔 加 入 10 g·L-1 FITC-Dextran 10 μL，

37 ℃作 用 5 min。收集上下室培养液，各取 100 μL
加 入 96 孔 细 胞 培 养 板 中 ， 将 多 功 能 酶 标 仪 调 整 为

荧光模式，检测各孔吸光度 （A） 值，计算渗透系

数。渗透系数=下室荧光 A 值/上室荧光 A 值。

1. 7　　RT--qPCR 法检测各组细胞中法检测各组细胞中 Wnt 和和 β--catenin 

mRNA 表达水平表达水平　　VSV 感 染 后 ， 各 组 细 胞 弃 培 养

液 并 采 用 PBS 冲 洗 ， 加 入 500 μL 细 胞 裂 解 液 ， 用

力 吸 吹 10 次 后 转 移 至 微 量 离 心 管 中 ， 振 荡 10 s 以

充分裂解细胞。加入等体积无水乙醇充分混匀后加

入离心柱，按照试剂盒说明书操作步骤进行后续操

作 。 采 用 微 量 分 光 光 度 计 检 测 所 提 取 RNA 浓 度 ，

按 照 1 ng 取 相 应 体 积 RNA， 根 据 逆 转 录 试 剂 盒 说

明 书 加 入 逆 转 录 试 剂 、 RNA 和 ddH2O， 置 于 PCR
仪 中 进 行 逆 转 录 。 获 得 cDNA 后 ， 采 用 SYBRTM 
Green PCR Master Mix 进 行 RT-qPCR 反 应 。 采 用

2-ΔΔCt 法 计 算 各 组 细 胞 中 Wnt 和 β-catenin mRNA 表

达水平。

1. 8　　 Western blotting 法 检 测 各 组 细 胞 中法 检 测 各 组 细 胞 中 Wnt、、

β --catenin 和和 p--β --catenin 蛋白表达水平蛋白表达水平　　采 用 放 射

免疫沉淀法裂解液裂解各组 bEnd. 3 细胞，提取总

蛋 白 。 采 用 BCA 蛋 白 定 量 试 剂 盒 测 定 蛋 白 浓 度 ，

剩余按照 1/3 体积，加入 4×SDS-PAGE 上样缓冲

液 ， 100 ℃ 水 浴 5 min， 每 样 本 取 等 量 蛋 白 进 行

SDS-PAGE，将电泳分离蛋白转移至聚偏二氟乙烯

膜 上 ， 采 用 5% 脱脂奶粉封闭 1 h 后，将膜分别与

Wnt 抗体 （1∶1 000）、β-catenin 抗体 （1∶5 000）、

p- β -catenin 抗 体 （1∶ 2 000） 和 β - 肌 动 蛋 白 抗 体

（1∶5 000） 室温孵育 2 h 后，4 ℃条件下孵育过夜，

磷 酸 盐 吐 温 缓 冲 液 （phosphate buffer solution with 
Tween-20， PBST） 洗 膜 5 次 ， 每 次 10 min， 二 抗

表表 1　　引物序列引物序列

TabTab.. 11　　Sequences of primersSequences of primers

Gene

Wnt

β-catenin

Primer sequence (5'-3')
F：CGAGGCTGCCGAGAAACAG
R：GCCAAAGAGGCGACCAAAA
F：CCCAAGCCTTAGTAAACATAA
R：AGCAGACAGACAGCACCTT
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（1∶ 8 000） 室 温 孵 育 1 h， PBST 洗 膜 3 次 ， 每 次

10 min，ECL 发光后使用凝胶成像系统成像，拍照

保存。采用 Image J 软件分析蛋白条带灰度值，计

算目的蛋白表达水平。目的蛋白表达水平=目的蛋

白条带灰度值/β-肌动蛋白条带灰度值。

1. 9　　免疫荧光法检测各组细胞中免疫荧光法检测各组细胞中 VE--钙黏蛋白和钙黏蛋白和

细胞骨架形态表现并计算细胞骨架形态表现并计算 AJs 线性指数线性指数　　 bEnd. 3
细胞接种于 24 孔细胞培养板上，生长至 80% 左右

分 组 诱 导 。 4% 多 聚 甲 醛 固 定 10~20 min， 0. 1% 
Triton X-100 作 用 10 min， 1% 牛 血 清 白 蛋 白

（bovine serum albumin， BSA） 封 闭 液 室 温 封 闭

30 min，加入 VE-钙黏蛋白 （1∶1 000） 一抗，4 ℃
孵育过夜。加入对应抗兔 488 荧光二抗室温避光孵

育 1 h， 细 胞 骨 架 染 色 直 接 采 用 微 丝 红 色 荧 光 探

针 室 温 避 光 孵 育 1 h， DAPI 核 染 料 染 色 10 min，

采用防淬灭封片剂进行封片。荧光显微镜下对各组

细胞进行拍摄，采用 Image J 软件进行分析。细胞

AJs 线 性 指 数 = 细 胞 外 围 连 接 总 周 长/净 线 性 连 接

长度 ［9］。

1. 10　　 免 疫 荧 光 法 检 测 各 组 细 胞 中免 疫 荧 光 法 检 测 各 组 细 胞 中 β --catenin 和和

p--β--catenin 定位情况定位情况　　bEnd. 3 细胞接种于 24 孔细

胞培养板上，生长至 80% 左右分组诱导。4% 多聚

甲 醛 固 定 10~20 min， 0. 1% Triton X-100 作 用

10 min， 1%BSA 封 闭 液 室 温 封 闭 30 min， 分 别 加

入 β -catenin （1∶ 300）、 p- β -catenin （1∶ 200） 一

抗 ， 4 ℃ 孵 育 过 夜 。 加 入 对 应 荧 光 二 抗 室 温 避 光

孵育 1 h，DAPI 核染料染色 10 min，采用防淬灭封

片 剂 进 行 封 片。荧 光 显 微 镜 下 观 察 各 组 细 胞 中

β-catenin 和 p-β-catenin 的定位情况。

1. 11　　统计学分析统计学分析　　采用 GraphPad Prism 9. 5 统计

软 件 进 行 统 计 学 分 析 。 各 组 细 胞 TER、 渗 透 系 数

和 线 性 指 数 ， 各 组 细 胞 中 Wnt 和 β -catenin mRNA
表达水平及 Wnt、β-catenin 和 p-β-catenin 蛋白表达

水 平 均 符 合 正 态 分 布 ， 以 x±s 表 示 ， 多 组 间 样 本

均数比较采用单因素方差分析，组间样本均数两两

比较采用 Tukey 检验。以 P<0. 05 为差异有统计学

意义。

2 结  果  

2. 1　　VSV 感染感染 bEnd. 3 细胞的细胞的 TCID50　　采 用 显 微

镜 观 察 并 记 录 VSV 感 染 后 bEnd. 3 细 胞 病 变 情 况 。

见表 2。采用 Reed&Muench 法测定 VSV 的 TCID50

为 10-4. 5·100 μL-1。

2. 2　　VSV 感染后各组感染后各组细胞细胞 VE 屏障屏障 TER 和渗透系和渗透系

数数　　bEnd. 3 细胞接种于 Transwell 小室后连续检测

上 室 和 下 室 TER， 5~6 d 可 形 成 稳 定 屏 障 。 随 着

VSV 感染时间延长，与感染 0 h 比较，其他各组细

胞中 TER 明显降低 （P<0. 05），渗透系数明显升

高 （P<0. 05）。见图 1。

2. 3　　VSV 感染后感染后 VE--钙黏蛋白和细胞骨架形态表钙黏蛋白和细胞骨架形态表现现　　

 感染 0 h 组 bEnd. 3 细胞间 AJs 为清晰、连续且紧

密的线状分布，AJs 线性指数几乎为 1。与感染 0 h
组 比 较 ， VSV 感 染 不 同 时 间 组 AJs 由 线 状 变 为 锯

齿状，细胞间距增宽，形成间隙，AJs 线性指数明

显降低 （P<0. 05）。感染 12 h 组细胞中 VE-钙黏蛋

白 连 接 中 断 ， 细 胞 膜 结 构 出 现 损 伤 。 VSV 感 染 后

细胞骨架发生重组，在核周聚拢且出现典型的应力

纤维。见图 2 和 3。

2. 4　　 VSV 感 染 后 各 组 细 胞 中感 染 后 各 组 细 胞 中 Wnt 和和 β --catenincatenin 

mRNA 及蛋白表达水平及蛋白表达水平　　RT-qPCR 法检测结果显

示：随着 VSV 作用时间延长，与感染 0 h 组比较，

其 他 各 组 细 胞 中 Wnt mRNA 表 达 水 平 明 显 降 低

（P<0. 05），β-catenin mRNA 表达水平差异无统计

学意义 （P>0. 05），见表 3。Western blotting 法检

测结果显示：与感染 0 h 组比较，随着 VSV 感染时

间延长，与感染 0 h 组比较，其他各组细胞中 Wnt
蛋白表达水平明显降低 （P<0. 05），β-catenin 表达

水平差异无统计学意义 （P>0. 05）。见图 4。

2. 5　　VSV 感染后各组细胞中感染后各组细胞中 p--β--catenin 表达水平表达水平

及其细胞内定位及其细胞内定位　　 Western blotting 法 检 测 结 果 显

示：随着 VSV 感染时间延长，与感染 0 h 组比较，

感 染 8 h 和 感 染 12 h 组 细 胞 中 p-β-catenin 表达水平

表表 2　　bEnd.3 细胞细胞 VSV 感染情况感染情况

TabTab.. 22　　VSV infection conditions of bEndVSV infection conditions of bEnd.. 33 cells cells

Dilution
10-1

10-2

10-3

10-4

10-5

10-6

10-7

10-8

10-9

10-10

10-11

Positive
5
5
4
3
2
1
0
0
0
0
0

Negative
0
0
1
2
3
4
5
5
5
5
5
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明显升高 （P<0. 05）。见图 5。免疫荧光染色结果

显示：与对照组比较，VSV 感染后 bEnd. 3 细胞中

β-catenin 内化进入细胞质，p-β-catenin 呈现核周围

聚集增加。见图 6。

2. 6　　纠正纠正 LDLR 异常后各组细胞异常后各组细胞 TER 和渗透系和渗透系数数　　

 与对照组比较，感染组和纠正组 TER 均明显降

低 ， 渗 透 系 数 均 明 显 升 高 （P<0. 05）； 与 感 染 组

比较，纠正组 TER 明显升高，渗透系数明显降低

（P<0. 05）。见图 7。

2. 7　　纠正纠正 LDLR 异常后各组细胞中异常后各组细胞中 Wnt mRNA 表表

达 水 平达 水 平　　 对 照 组 、 感 染 组 和 纠 正 组 细 胞 中 Wnt 
mRNA 表 达 水 平 分 别 为 1. 00±0. 06、 0. 78±0. 03
和 0. 89±0. 02。 与 对 照 组 比 较 ， 感 染 组 和 纠 正 组

细胞中 Wnt mRNA 表达水平明显降低 （P<0. 05）；

与 感 染 组 比 较 ， 纠 正 组 细 胞 中 Wnt mRNA 表 达 水

平明显升高 （P<0. 05）。

2. 8　　纠正纠正 LDLR 异常后各组细胞中异常后各组细胞中 Wnt、、β--catenin

和和 p--β--catenin 表达水平表达水平　　与对照组比较，感染组和

纠 正 组 细 胞 中 Wnt 蛋 白 表 达 水 平 明 显 降 低 （P<
0. 05），β-catenin 表达水平差异无统计学意义 （P>
0. 05），p-β-catenin 表达水平明显升高 （P<0. 05）；

与感染组比较，纠正组细胞中 Wnt 蛋白表达水平明

显升高 （P<0. 05），β-catenin 表达水平差异无统计

学意义 （P>0. 05），p-β-catenin 表达水平明显降低

（P<0. 05）。见图 8。

2. 9　　各组细胞中各组细胞中 β--catenin 和和 p--β--catenin 细胞内定细胞内定

位及位及 VE--钙黏蛋白荧光染色情况钙黏蛋白荧光染色情况　　 免 疫 荧 光 结 果

显示：与感染组比较，纠正组细胞中 β-catenin 内化
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图图 1　体外　体外 VE 屏障模型的屏障模型的 TER 和和 VSV 感染后体外感染后体外 VE 屏障模型的屏障模型的 TER（（B））及渗透系数及渗透系数（（C））

Fig. 1　　 TER (A) in  in vitro VE barrier model and TER (B) and permeability coefficients (C) of VE barrier model after 

VSV infection

VE-cadherin

0 h                                          4 h                                             8 h                                          12 h 

F-actin

Arrows indicated serrated change of VE-cadherin and the recombination of F-actin.
图图 2　　VSV 感染后各组细胞中感染后各组细胞中 VE--钙黏蛋白和钙黏蛋白和 F--肌动蛋白表达情况肌动蛋白表达情况（（免疫荧光免疫荧光，，×400））

Fig. 2　　Expressions of VE--cadherin and F--actin in cells in various groups after VSV infection (Immunofluorescence，，×400)
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进 入 细 胞 质 的 现 象 减 少 ， 在 细 胞 核 周 围 聚 集 的 程

度 减 轻 ， p-β -catenin 的 内 化 和 核 周 围 聚 集 现 象 均

有 所改善，VE-钙黏蛋白染色后锯齿状程度减轻 ，

细胞间隙变小，细胞膜损伤减轻。与感染组比较，

纠正组细胞中 AJs 线性指数明显升高 （P<0. 05）。

见图 9 和 10。
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图图 3　　VSV 感染后各组细胞中感染后各组细胞中 AJs 线性指数线性指数

Fig. 3　　Linear indexes of AJs in cells in various groups 

after VSV infection (×400)

表表 3　　VSV 感染后各组细胞中感染后各组细胞中 Wnt 和和 β--catenin mRNA 表达表达

水平水平

TabTab.. 33　　 Expression levels of Wnt and Expression levels of Wnt and ββ --catenin mRNA in catenin mRNA in 
cells in various groups after VSV infection             cells in various groups after VSV infection               (n=3, x±s)

Group
Infection 0 h
Infection 4 h
Infection 8 h
Infection 12 h

Wnt mRNA
1.00±0.06
0.69±0.03*

0.55±0.06*

0.48±0.04*

β-catenin mRNA
1.00±0.04
0.99±0.11
1.03±0.12
0.99±0.06

*P<0.05 compared with infection 0 h group.
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Lane 1： Infection 0 h group； Lane 2： Infection 4 h group； Lane 3： Infection 8 h group； Lane 4： Infection 12 h group. *P<0.05 compared 
with infection 0 h group.

图图 5　　VSV 感染后各组细胞中感染后各组细胞中 p--β--catenin 表达电泳图表达电泳图（（A））和直条图和直条图（（B））

Fig. 5　　Electrophoregram (A) and histogram (B) of expressions of p--β--catenin in cells in various groups after VSV 

infection
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Lane 1： Infection 0 h group； Lane 2： Infection 4 h group； Lane 3： Infection 8 h group； Lane 4： Infection 12 h group. *P<0.05 compared 
with infection 0 h group.

图图 4　　VSV 感染后各组细胞中感染后各组细胞中 Wnt 和和 β--catenin 表达电泳图表达电泳图（（A））和直条图和直条图（（B，，C））

Fig. 4　　 Electrophoregram (A) and histograms (B, C) of expressions of Wnt and β --catenin in cells in various groups 

after VSV infection
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3 讨  论  

VSV 是 一 种 较 为 常 见 的 人 畜 共 患 病 毒 ， 其 神

经 嗜 性 和 神 经 毒 力 在 动 物 模 型 中 已 被 证 实 。 研

究 ［10-12］ 显示：VSV 具有诱导 BBB 损伤的作用，可

引起脑和脊髓病变等，但其机制尚未明确。

VE 屏 障 由 ECs、 细 胞 间 连 接 和 细 胞 外 成 分 组

成，其中 ECs 是防止病毒、细菌等病原微生物侵入

组织器官的“守门人”［10］。研究 ［11-12］ 显示：VSV 等

病毒感染能够破坏 AJs 并导致血管渗漏。Transwell
小室常用于模拟 VE 屏障模型，同时联合细胞电阻

仪 测 量 TER， 能 够 较 好 地 反 映 VE 屏 障 的 损 伤 情

况 ［9］。 本 研 究 采 用 bEnd. 3 细 胞 构 建 体 外 VE 屏 障

模型，结果显示：VSV 感染后 TER 降低且渗透系

数 增 加 ， 表 明 VSV 感 染 能 够 损 伤 VE 屏 障 ， 导 致

VE 屏障通透性增加。

细胞间连接主要由 AJs、紧密连接和间隙连接

组成，其中 AJs 具有介导细胞识别、黏附、形态发

生 和 组 织 完 整 性 的 功 能 ， 是 VE 屏 障 的 关 键 结

构 ［13］。AJs 是 VE-钙黏蛋白与连接蛋白共同构成的

复合体，VE-钙黏蛋白的胞外域相互连接形成异源

二聚体，胞内域尾端借助 β-连环蛋白等连接蛋白与

细胞骨架肌动蛋白相连 ［14］。因此，AJs 的稳定性与

VE-钙 黏 蛋 白 、 β-catenin 和 肌 动 蛋 白 有 密 切 关 联 。

VE 屏障的稳定性是细胞间连接代表的离心力和细

胞 骨 架 代 表 的 收 缩 力 共 同 作 用 的 结 果 ［15］。 本 研 究

结果显示：VSV 感染 bEnd. 3 细胞后，ECs 力平衡

被打破，细胞骨架肌动蛋白形成应力纤维提示收缩

力 增 强 ， VE-钙 黏 蛋 白 呈 现 锯 齿 状 提 示 离 心 力 减

弱，从而引起细胞间隙增大，VE 屏障破坏。另一

方面，β-catenin 在 VE 屏障中的作用也得到了较多

关注。研究 ［16］ 显示：黄病毒的非结构蛋白 1 （non-

structural  1， NS1） 可 通 过 改 变 VE- 钙 黏 蛋 白 和

β-catenin 的正常分布导致 VE 通透性增加和血管功

能障碍。WENG 等 ［17］ 研究显示：β-catenin 磷酸化

会导致细胞间连接完整性降低和 ECs 通透性升高。

本研究结果显示：随着 VSV 感染时间延长，细胞

β-catenin

0 h                                          4 h                                             8 h                                          12 h 

p-β-catenin

Arrows indicated perinuclear aggregation phenomenon of β-catenin and p-β-catenin.
图图 6　　VSV 感染后各组细胞中感染后各组细胞中 β--catenin 和和 p--β--catenin 表达情况表达情况（（免疫荧光免疫荧光,×400））

Fig. 6　　Expressions of β --catenin and p--β --catenin in cells in various groups after VSV infection (Immunofluorescence，， 

×400)
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with infection group.
图图 7　 纠 正　 纠 正 LDLR 异 常 后 各 组 细 胞 中异 常 后 各 组 细 胞 中 TER（（A））和 渗 透和 渗 透

系数系数（（B））

Fig. 7　　TER （（A）） and permeability coefficients （（B））  in 

cells in various groups after correction of abnormal 

LDLR 
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中 β-catenin 表 达 水 平 并 未 发 生 改 变 ， 说 明 VSV 并

不 会 影 响 细 胞 中 总 β-catenin 表 达 水 平 。 bEnd. 3 细

胞膜处的 β-catenin 会内化进入细胞，同时 p-β-连环

蛋白表达水平升高，并且 p-β-catenin 在细胞核周围

聚 集 ， 说 明 VSV 可 能 通 过 影 响 β-catenin 的 分 布 和

磷酸化状态进而影响 VE-钙黏蛋白，导致 VE 屏 障
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图图 8　纠正　纠正 LDLR 异常后各组细胞中异常后各组细胞中 Wnt、、β--catenin 和和 p--β--catenin 表达电泳图表达电泳图（（A））和直条图和直条图（（B~D））

Fig. 8　　Electrophoregram (A) and histograms (B-D) of expressions of Wnt, β--catenin, and p--β--catenin in cells in various 

groups after correction of abnormal LDLR

β-catenin

p-β-catenin

VE-cadherin

Control

p-β-catenin

VE-cadherin

Infection Correction

Arrows indicated perinuclear aggregation phenomenon of β-catenin and p-β-catenin， and serrated change of VE-cadherin.
图图 9　纠正　纠正 LDLR 异常后各组细胞中异常后各组细胞中 β--catenin、、p--β--catenin 和和 VE--钙黏蛋白钙黏蛋白表达情况表达情况（（免疫荧光免疫荧光，，×400））

Fig. 9　　Expressions of β--catenin, p--β--catenin，， and VE--cadherin proteins in cells in various groups after correction of 

abnormal LDLR (Immunofluorescence，，×400)
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通透性增加，而与其表达水平变化无关。β-catenin
的 磷 酸 化 和 异 常 分 布 是 VSV 作 用 于 ECs 引 起 AJs
结构破坏的关键。

Wnt 是一种分泌性糖蛋白，具有调节细胞生物

活性的作用，可激活不同的细胞内信号转导途径，

参 与 维 持 机 体 的 稳 态 ［5］。 Wnt/β -catenin 信 号 通 路

是 维 持 VE 屏 障 或 者 ECs 正 常 生 理 功 能 的 重 要 通

路 ［18］，其功能丧失影响脑血管发育和 BBB 的完整

性 ［19］。 研 究 ［20-21］ 显 示 ： Wnt/β-catenin 信 号 通 路 激

活可以促进血管生成，有助于损伤后的血管修复，

维 持 BBB 功 能 的 完 整 性 。 MARTIN 等 ［22］ 研 究 显

示：特异性调节 Wnt 信号能够恢复 BBB 正常功能。

当 Wnt 信 号 异 常 时 ， β -catenin 在 细 胞 质 中 被 磷 酸

化；当 Wnt 信号被激活时，β-catenin 磷酸化蛋白质

复合物破坏，β-catenin 结构恢复稳定 ［23］。本研究结

果显示：VSV 感染后 bEnd. 3 细胞中 Wnt 表达水平

降低。抑制 VSV 复制，  bEnd. 3 细胞表面 LDLR 的

正常生理状态恢复后，细胞中 Wnt 信号表达水平升

高，β-catenin 内化程度和磷酸化水平降低，AJs 的

损伤得到修复，ECs 间隙缩小。本研究结果显示：

VSV 感 染 可 能 通 过 LDLR 影 响 Wnt 蛋 白 的 表 达 水

平，引起 ECs 中 β-catenin 修饰和定位的改变，进而

影响 VE 屏障的通透性，涉及的 Wnt/β-catenin 信号

通路具体分子机制有待进一步探讨。

综 上 所 述 ， VSV 通 过 LDLR 感 染 血 管 ECs 后

影 响 Wnt/β-catenin 信 号 通 路 相 关 蛋 白 表 达 ， 引 起

VE-钙 黏 蛋 白 异 常 分 布 和 AJs 损 伤 ， 最 终 导 致 VE
屏障的通透性增加。
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图图 10　纠正　纠正 LDLR 异常后各组细胞中异常后各组细胞中 AJs 线性指数线性指数

Fig. 10　　Linear indexes of AJs in cells in various groups 

after correction of abnormal LDLR
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