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病毒－细胞互作机制和细胞工程改造及工艺放大等相关
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　 　 摘要:　 本研究旨在分析宿主细胞周期对猪流行性腹泻病毒(ＰＥＤＶ)增殖能力的调控效果ꎮ 使用 ＰＥＤＶ[感染复

数(ＭＯＩ)＝ １]分别感染猪睾丸(ＳＴ)细胞、猪小肠上皮(ＩＰＥＣ￣Ｊ２)细胞ꎬ用流式细胞术(ＦＡＣＳ)和免疫印迹(ＷＢ)技术鉴

定细胞周期ꎬ用免疫荧光法观察纤毛组装效果ꎬ通过测定半数组织培养感染剂量(ＴＣＩＤ５０)鉴定病毒的增殖能力ꎮ 结

果表明ꎬＰＥＤＶ 感染 ＳＴ 细胞、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞 ７ ｈ 后ꎬ会导致宿主细胞阻滞于合成期(Ｓ 期)ꎬ感染 ３１ ｈ 后则会导致宿主细

胞阻滞于合成前期(Ｇ１ 期)ꎻＦＡＣＳ、ＷＢ 检测结果证实ꎬ通过双胸苷(Ｔｈｙ)释放协同诺考达唑(Ｎｏｃ)能够将细胞周期分

别阻滞于 Ｇ１￣Ｓ 转换期、Ｓ 期和细胞分裂期(Ｍ 期)ꎻＰＥＤＶ(ＭＯＩ ＝ １)感染处于各细胞周期的 ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞ꎬ同步化

于 Ｇ１￣Ｓ 转换期的细胞感染 ＰＥＤＶ 后的 ＴＣＩＤ５０最高ꎬ诱导纤毛去组装的细胞对 ＰＥＤＶ 的敏感性下降ꎮ 由研究结果可

知ꎬＰＥＤＶ 感染导致宿主细胞阻滞于 Ｇ１￣Ｓ 转换期ꎬＧ１ 期细胞因具有纤毛细胞器而最有利于 ＰＥＤＶ 增殖ꎮ
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　 　 猪流行性腹泻病毒(ＰＥＤＶ)是 α 冠状病毒属成

员ꎬ可引起急性新生仔猪腹泻、呕吐、脱水和死亡ꎮ
ＰＥＤＶ 于 ２０ 世纪 ７０ 年代末首次在英国出现[１]ꎬ自
２０１０ 年以来ꎬ中国[２]、美国[３]、日本[４]、韩国[５] 和越

南[６]相继暴发了猪流行性腹泻ꎬ其他国家随后也报

道了疫情ꎬ该病对全球养猪业造成了重大经济损失ꎮ
病毒必须依靠宿主细胞资源来完成自身的复

制ꎬ常见机制是通过改变宿主细胞周期等生物过程ꎬ
从而获得有利于自身复制的条件[７]ꎮ 冠状病毒根

据自身复制的特点ꎬ进化出了多种调控宿主细胞周

期的策略ꎬ如通过调节细胞周期相关蛋白质、ｐ５３ 信

号通路和细胞凋亡相关通路调控细胞周期[８￣１２]ꎮ 细

胞周期阻滞可能会抑制被感染细胞的早期死亡ꎬ使
细胞逃避免疫防御ꎬ或者帮助促进病毒组装ꎮ 目前ꎬ
虽然冠状病毒介导的宿主细胞周期阻滞机制已经被

广泛研究ꎬ但仍有许多问题尚不清楚ꎬ关于病毒在细

胞周期被阻滞的细胞中的复制情况仍有待研究ꎮ
本研究分别从感染 ＰＥＤＶ 后对宿主细胞周期的

影响和将细胞同步化于特定细胞周期或去组装纤毛

[合成前期(Ｇ１ 期)特定细胞器]后接毒检测半数组

织培养感染剂量(ＴＣＩＤ５０)２ 个方面进行研究ꎬ对于

揭示 ＰＥＤＶ 和细胞周期的相互关系及相互调控作

用ꎬ以及以此为依据进行 ＰＥＤＶ 新疫苗的开发和生

产具有重要的意义ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 病毒、细胞、抗体和试剂

ＰＥＤＶ(ＡＨ２０１２ / １２ 株)、猪睾丸(ＳＴ)细胞为本

实验室留存ꎮ 猪小肠上皮( ＩＰＥＣ￣Ｊ２)细胞购自北纳

生物￣河南省工业微生物菌种工程技术研究中心ꎮ
细胞周期蛋白(Ｃｙｃｌｉｎ) Ａ、Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ、Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ、

乙酰化￣α￣微管蛋白(ＡｃＴｕｂ)、α￣微管蛋白、纤毛内转

运(ＩＦＴ)８８ 蛋白、甘油醛￣３￣磷酸脱氢酶(ＧＡＰＤＨ)等
多克隆抗体和羊抗兔免疫球蛋白(ＩｇＧ)￣辣根过氧化

物酶(ＨＲＰ)抗体均购自武汉爱博泰克生物科技有

限公司ꎮ 抗 ＰＥＤＶ 核衣壳(Ｎ)蛋白抗体购自北京溯

本源和生物科技有限公司ꎮ
胸苷(Ｔｈｙ)、诺考达唑(Ｎｏｃ)购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ

ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清购自赛默飞世尔科技公

司ꎮ 碘化丙啶(ＰＩ)染色液购自 ＢＤ 公司ꎮ
１.２　 细胞同步化

用 ２.５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｈｙ 处理 ＳＴ 或 ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞 １７

ｈꎬ然后在新鲜培养基中释放 １０ ｈꎮ 细胞经第 ２ 轮

１６ ｈ 的 ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｈｙ 处理后阻滞于合成前期￣合
成期(Ｇ１￣Ｓ)转换期ꎮ 随后ꎬ使用新鲜培养基释放细

胞４~５ ｈ 至合成期(Ｓ 期)ꎮ
用 ５ μｍｏｌ / Ｌ Ｎｏｃ 处理细胞 ６ ｈꎬ将细胞阻滞于

细胞分裂期(Ｍ 期)ꎮ 用含有 ０.５％血清的培养基培

养并诱导细胞进入静止期(Ｇ０ 期)ꎮ
１.３　 流式细胞术(ＦＡＣＳ)

将 ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞固定于－２０ ℃预冷的 ７０％
乙醇中过夜ꎬ用磷酸缓冲盐溶液(ＰＢＳ)清洗后重悬

细胞ꎬ使用 ＰＩ 于室温染色 ３０ ｍｉｎꎬ用 ＡｃｃｕｒｉＴＭ Ｃ６ 流

式细胞仪收集细胞周期分布数据ꎬ用 ＦｌｏｗＪｏ 软件分

析并作图ꎮ
１.４　 免疫印迹(ＷＢ)鉴定

将 ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞分别接种于 ６ 孔板中ꎬ培养

２４~４８ ｈ 后加入细胞裂解液ꎬ离心后取上清液ꎬ对蛋

白质样品进行聚丙烯酰胺凝胶电泳分析ꎬ将蛋白质

样品转至硝酸纤维素膜上后ꎬ在室温下用 １％脱脂

奶粉封闭 １ ｈꎻ用一抗(按１ ∶ １ ０００的体积比稀释于

１％脱脂奶粉溶液中)于 ４ ℃ 孵育过夜ꎬ再用二抗

(抗体与 １％脱脂奶粉溶液体积比为１ ∶ ５ ０００)于室

温孵育 １ ｈꎻ通过化学发光法显影观察并记录 Ｗｅｓｔ￣
ｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ(ＷＢ)结果ꎮ
１.５　 ＰＥＤＶ ＴＣＩＤ５０的测定

将 ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞接种于 ９６ 孔板中ꎬ待细胞

汇合度生长至 ９５％时ꎬ接入待测 ＰＥＤＶꎮ 在无菌 １.５
ｍＬ 离心管中ꎬ用加入 １０ μｇ / ｍＬ胰酶的 ＤＭＥＭ 培养

基对病毒进行 １０ 倍体积连续稀释ꎬ取各稀释度的病

毒液依次接种到 ９６ 孔板中ꎬ每孔接种 １００ μＬꎬ每个

稀释度设置 ８ 个重复孔ꎮ 同时ꎬ以正常 ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２
细胞作为对照ꎮ 将 ９６ 孔板置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２细胞

恒温培养箱中培养 ４８ ｈꎬ观察细胞病变(ＣＰＥ)情况

并计数ꎬ按照 Ｒｅｅｄ￣Ｍｕｅｎｃｈ 法测定病毒的 ＴＣＩＤ５０ꎮ
１.６　 免疫荧光染色

分别将 ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞接种于 １７ ｍｍ 载玻片

上ꎬ用含有 ０.５％血清的培养基培养细胞ꎬ于３６~７２ ｈ
诱导纤毛组装ꎬ用含有 ４％多聚甲醛的溶液于室温

固定细胞 ２０ ｍｉｎꎬ用含有 ０.２％ Ｔｒｉｔｏｎ 的溶液对细胞

进行打孔ꎬ用乙酰化￣α￣微管蛋白(纤毛指示物)标记

纤毛ꎬ 用 ４′ꎬ ６￣二脒基￣２￣苯基吲哚 ( ＤＡＰＩ ) 标记

ＤＮＡꎮ
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１.７　 ＲＮＡ 干扰

将 ＳＴ 细胞分别接种于 １７ ｍｍ 载玻片上ꎬ转染

ＩＦＴ８８ ｓｉＲＮＡ(正义链:５′￣ＣＧＡＣＵＡＡＧＵＧＣＣＡＧＡＣＵ￣
ＣＡＵ￣３′ꎻ反义链:５′￣ＡＡＵＧＡＵＣＵＧＧＧＣＡＣＵＵＡＧＵＣＧ￣
３′)ꎬ收取细胞后进行免疫荧光标记染色ꎮ
１.８　 数据统计分析

所有试验均重复 ３ 次及以上ꎬ用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
软件进行作图和统计分析ꎬ用 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ ｔ 检验进行统

计学分析ꎬ数据用平均值±标准差表示ꎻｎｓ 表示无显

著差异(Ｐ≥０􀆰 ０５)ꎻ∗表示在 ０.０５ 水平差异显著(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ∗∗表示在 ０.０１ 水平差异显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ∗∗∗
表示在 ０.００１ 水平差异显著(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＰＥＤＶ 感染导致宿主细胞 Ｇ１￣Ｓ 阻滞的结果

为了研究 ＰＥＤＶ 对宿主细胞周期的影响ꎬ用

ＰＥＤＶ 分别感染 ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞ꎮ 流式结果显示ꎬ
与对照细胞相比ꎬＰＥＤＶ 感染 ７ ｈ 后ꎬ处于 Ｓ 期的

ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞占比升高ꎬ处于合成后期(Ｇ２)￣Ｍ
期的 ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞占比下降ꎻＰＥＤＶ 感染 ３１ ｈ
后ꎬ处于 Ｇ１、Ｓ 期的 ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞占比升高ꎬ处于

Ｇ２￣Ｍ 期的 ＳＴ、 ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞占比下降 (图 １ )ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示ꎬＰＥＤＶ 感染 ７ ｈ 后ꎬＳＴ、
ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞中的 Ｃｙｃｌｉｎ Ａ 得到高表达ꎬ提示细胞

被阻滞于 Ｓ 期ꎬ此时可以检出 ＰＥＤＶ Ｎ 蛋白ꎬ但是需

要长曝光才能检出ꎻＰＥＤＶ 感染 ３１ ｈ 后ꎬＮ 蛋白的检

出量增加ꎮ 此外ꎬ被 ＰＥＤＶ 感染后ꎬＣｙｃｌｉｎ Ｂ 的检出

量降低ꎬ提示处于 Ｇ２￣Ｍ 转换期的细胞减少(图 １)ꎮ
综合流式细胞术、ＷＢ 结果得出ꎬＰＥＤＶ 感染会使

ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞发生 Ｇ１￣Ｓ 转换阻滞ꎮ

Ａ:ＰＥＤＶ 感染猪睾丸(ＳＴ)细胞 ７ ｈ、３１ ｈꎻＢ:ＰＥＤＶ 感染猪小肠上皮(ＩＰＥＣ￣Ｊ２)细胞 ７ ｈ、３１ ｈꎮ 使用流式细胞术测定细胞周期ꎬ使用免疫印迹

(ＷＢ)方法检测 ＰＥＤＶ Ｎ 蛋白ꎬＣｙｃｌｉｎ Ｅ、Ａ 和 Ｂ 蛋白ꎮ ｍｏｃｋ:空白对照ꎻＧＡＰＤＨ:甘油醛￣３￣磷酸脱氢酶ꎬ内参蛋白ꎻＰＥＤＶ 核衣壳(Ｎ):ＰＥＤＶ
指示物ꎻ细胞周期蛋白(Ｃｙｃｌｉｎ)Ｅ:Ｇ１ 期指示物ꎻＣｙｃｌｉｎ Ａ:Ｓ 期指示物ꎻＣｙｃｌｉｎ Ｂ:Ｍ 期指示物ꎮ Ｇ１ 期:合成前期ꎻＳ 期:合成期ꎻＧ２ 期:合成后

期ꎻＭ 期:细胞分裂期ꎮ 左侧 ３ 列图为液式细胞图ꎬ右侧 １ 列图为 ＷＢ 图ꎮ
图 １　 猪流行性腹泻病毒(ＰＥＤＶ)感染诱导的 Ｇ１￣Ｓ 阻滞

Ｆｉｇ.１　 Ｇ１￣Ｓ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｂｌｏｃｋ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ (ＰＥＤＶ) ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

２.２　 ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞同步化至细胞周期各时期的

结果

　 　 分别使用双 Ｔｈｙ 释放结合 Ｎｏｃ 抑制的方式[１３]ꎬ
将 ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞同步化于 Ｇ１￣Ｓ 转换期、Ｓ 期和

Ｍ 期ꎮ 流式细胞术验证结果显示ꎬＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞

被成功富集于相应细胞周期中(图 ２)ꎮ
　 　 进一步用 ＷＢ 检测 Ｇ１￣Ｓ 转换时期的标志物

Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ、Ｓ 期的标志物 Ｃｙｃｌｉｎ Ａ 和 Ｍ 期的标志物

Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ[１３]ꎬ证实 ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 被成功同步化于相应

的细胞周期中(图 ３)ꎮ
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以非同步化细胞(Ａｓｙ)为对照ꎬ使用双胸苷(Ｔｈｙ)释放结合诺考达唑(Ｎｏｃ)阻滞法将猪睾丸(ＳＴ)、猪小肠上皮(ＩＰＥＣ￣Ｊ２)细胞同步化至 Ｇ１￣Ｓ
转换期、Ｓ 期和 Ｍ 期ꎮ Ｇ１ 期:合成前期ꎻＳ 期:合成期ꎻＧ２ 期:合成后期ꎻＭ 期:细胞分裂期ꎮ
图 ２　 ＳＴ 和 ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞周期同步化流式细胞术鉴定结果

Ｆｉｇ.２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｗｉｎｅ ｔｅｓｔｉｓ (ＳＴ) ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ￣Ｊ２ ( ＩＰＥＣ￣Ｊ２) ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｖｉａ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃｅｌｌ
ｓｏｒｔｉｎｇ (ＦＡＣＳ)

Ａｓｙ:非同步化细胞(对照)ꎮ 使用双胸苷(Ｔｈｙ)释放结合诺考达唑(Ｎｏｃ)阻滞法将猪睾丸(ＳＴ)、猪小肠上皮(ＩＰＥＣ￣Ｊ２)细胞同步化至 Ｇ１￣Ｓ 转

换期(Ｇ１￣Ｓ)、Ｓ 期和 Ｍ 期ꎮ Ｃｙｃｌｉｎ:细胞周期蛋白ꎻ以甘油醛￣３￣磷酸脱氢酶(ＧＡＰＤＨ)为内参蛋白ꎬ用免疫印迹法检测细胞周期指示物 Ｃｙｃｌｉｎ
Ｅ、Ｃｙｃｌｉｎ Ａ 和 Ｃｙｃｌｉｎ Ｂꎮ Ｇ１ 期:合成前期ꎻＳ 期:合成期ꎻＭ 期:细胞分裂期ꎮ

图 ３　 ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞周期同步化免疫印迹鉴定结果

Ｆｉｇ.３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｗｉｎｅ ｔｅｓｔｉｓ (ＳＴ) ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ￣Ｊ２ (ＩＰＥＣ￣Ｊ２) ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｖｉａ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ (ＷＢ)

２.３　 最有利于 ＰＥＤＶ 复制的细胞周期具体时期分

析

　 　 为了进一步研究宿主细胞所处细胞周期对

ＰＥＤＶ 病毒增殖的影响ꎬ分别将 ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞同

步化至 Ｇ１￣Ｓ 转换期、Ｓ 期和 Ｍ 期ꎬ按照感染复数

(ＭＯＩ)＝ １ 的标准接入 ＰＥＤＶꎮ ２２ ｈ 后镜下观察可

见同步化于 Ｇ１￣Ｓ 转换期的 ＳＴ 细胞 (图 ４Ａ) 和

ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞(图 ４Ｂ)中出现以大量合胞体为代表

的细胞病变效应ꎻ同步化于 Ｓ 期、Ｍ 期的 ＳＴ、ＩＰＥＣ￣
Ｊ２ 细胞病变效应则较少ꎬ其中同步化于 Ｍ 期的细胞

由于自身细胞周期特性ꎬ大量细胞呈圆形(图 ４Ａ、图

４Ｂ)ꎮ ＴＣＩＤ５０结果显示ꎬ与非同步化的对照细胞相

比ꎬ同步化于 Ｇ１￣Ｓ 转换期的 ＳＴ 细胞 (图 ４Ｃ) 和

ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞(图 ４Ｄ)的 ＴＣＩＤ５０ꎬ无显著差异ꎻ与同

步化于 Ｇ１￣Ｓ 转换期的细胞相比ꎬ同步化于 Ｓ 期的

ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞的 ＴＣＩＤ５０ 显著下调 (图 ４Ｃ、 图

４Ｄ)ꎻ与同步化于 Ｇ１￣Ｓ 转换期的细胞相比ꎬ同步化

于 Ｍ 期的 ＳＴ 细胞的 ＴＣＩＤ５０显著下调ꎬ同步化于 Ｍ
期的 ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞的 ＴＣＩＤ５０高于同步化至 Ｓ 期的细

胞ꎬ与同步化于 Ｇ１￣Ｓ 转换期的细胞相比则表现出极

显著下调ꎮ 由此可见ꎬ位于 Ｇ１ 期、Ｇ１￣Ｓ 转化期的细

胞最有利于 ＰＥＤＶ 的感染和增殖ꎮ
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Ａ:ＰＥＤＶ 感染细胞 ２２ ｈ 后镜下观察同步化猪睾丸(ＳＴ)细胞的结果ꎬ标尺对应 ５０ μｍꎻＢ:ＰＥＤＶ 感染细胞 ２２ ｈ 后镜下观察同步化猪小肠上皮

(ＩＰＥＣ￣Ｊ２)细胞的细胞病变效应(ＣＰＥ)ꎬ标尺对应 ５０ μｍꎻＣ:用统计学方法分析同步化至不同细胞周期的 ＳＴ 细胞的相对半数组织培养感染

剂量(ＴＣＩＤ５０)ꎻＤ:用统计学方法分析同步化至不同细胞周期的 ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞的相对 ＴＣＩＤ５０ꎮ Ａｓｙ:非同步化细胞(对照)ꎮ 用双胸苷(Ｔｈｙ)

释放结合诺考达唑阻滞法将 ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞同步化至 Ｇ１￣Ｓ 转换期、Ｓ 期和 Ｍ 期ꎮ ｎｓ 表示差异不显著(Ｐ≥０􀆰 ０５)ꎬ∗表示在 ０.０５ 水平差异

显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ∗∗表示在 ０.０１ 水平差异显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ Ｇ１ 期:合成前期ꎻＳ 期:合成期ꎻＭ 期:细胞分裂期ꎮ
图 ４　 最适于猪流行性腹泻病毒(ＰＥＤＶ)增殖细胞周期具体时期分析结果

Ｆｉｇ.４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｐｈａｓｅ ｆｏｒ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ (ＰＥＤＶ) ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

２.４　 Ｇ１ 期 ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞纤毛细胞器的观察结

果

　 　 Ｇ１ 期细胞的一大特性为有大量纤毛细胞器ꎬ
且与 ＰＥＤＶ 同为冠状病毒的新型冠状病毒已被报

道经由纤毛进入细胞ꎬ为了研究 Ｇ１ 期细胞适合

ＰＥＤＶ 增殖的机制ꎬ本研究使用纤毛指示物乙酰

化￣α￣微管蛋白( ＡｃＴｕｂ)标记 ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞的

纤毛(图 ５)ꎮ 随后ꎬ为了研究纤毛细胞器是否参

与 ＰＥＤＶ 增殖的调控ꎬ通过血清饥饿法诱导 ＳＴ、
ＩＥＰＣ￣Ｊ２ 细胞进入静止期(Ｇ０ 期ꎬ特殊的 Ｇ１ 期ꎬ其
间组装大量纤毛)ꎬ有 ４０％ ~５０％的 ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细

胞组装纤毛(图 ６Ａ)ꎮ 分别敲低 ＳＴ 细胞纤毛组装

关键基因 ＩＦＴ８８ 的相对表达量或使用纤毛组装小

分子抑制剂 Ｃｉｌｉｏｂｒｅｖｉｎ Ｄ 处理 ＳＴ 细胞ꎬ处理后纤

毛的组装比例均下降ꎬ其中用 Ｃｉｌｉｏｂｒｅｖｉｎ Ｄ 处理细

胞后ꎬ纤毛的比例下降至 １０％左右ꎬ效果好于敲低

纤毛组装关键基因 ＩＦＴ８８ 相对表达量的处理(图

６Ｂ)ꎮ

２.５　 诱导纤毛去组装对宿主细胞对 ＰＥＤＶ 敏感性

的影响

　 　 分别用 ５ μｍｏｌ / Ｌ、１５ μｍｏｌ / Ｌ和 ５０ μｍｏｌ / Ｌ纤毛

组装小分子抑制剂 Ｃｉｌｉｏｂｒｅｖｉｎ Ｄ 处理非同步化的 ＳＴ
细胞和经血清饥饿诱导于静止期的 ＳＴ 细胞ꎬ用
ＰＥＤＶ(ＭＯＩ＝１)感染 ２４ ｈ 后ꎬ在光学显微镜下观察

ＣＰＥꎮ 结果显示ꎬ与非同步化组相比ꎬ静止期细胞的

ＣＰＥ 更广泛ꎬ与对照细胞相比ꎬ几乎所有细胞发生了

病变ꎮ 用 ５ μｍｏｌ / Ｌ、１５ μｍｏｌ / Ｌ Ｃｉｌｉｏｂｒｅｖｉｎ Ｄ 处理的

ＳＴ 细胞部分发生 ＣＰＥꎬ用 ５０ μｍｏｌ / Ｌ Ｃｉｌｉｏｂｒｅｖｉｎ Ｄ 处

理的 ＳＴ 细胞的 ＣＰＥ 较少ꎬ呈现随着 Ｃｉｌｉｏｂｒｅｖｉｎ Ｄ 处

理浓度的升高 ＣＰＥ 水平下降的趋势(图 ７)ꎮ
继续培养细胞ꎬ使 ＰＥＤＶ 完全感染细胞ꎬ当感染

时间达到 ７２ ｈ 时测定 ＴＣＩＤ５０ꎮ 结果显示ꎬ静止期对

照 ＳＴ 细胞的 ＴＣＩＤ５０极显著高于非同步化细胞对照

的 ＳＴ 细胞ꎬ静止期 ＳＴ 细胞的 ＴＣＩＤ５０普遍高于非同

步化细胞组的 ＳＴ 细胞ꎮ 静止期细胞与非同步化细

胞均呈现出随着 Ｃｉｌｉｏｂｒｅｖｉｎ Ｄ 处理浓度升高ꎬ
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Ａ:未同步化的猪睾丸(ＳＴ)细胞ꎻＢ:未同步化的猪小肠上皮( ＩＰＥＣ￣Ｊ２)细胞ꎮ 细胞固定后ꎬ用乙酰化￣α￣微管蛋白(ＡｃＴｕｂꎬ纤毛指示物)标记

纤毛ꎬ４′ꎬ６￣二脒基￣２￣苯基吲哚(ＤＡＰＩ)标记 ＤＮＡꎬ标尺为 １０ μｍꎻＣｙｔｏｋｉｎｅｓｉｓ:胞质分裂期ꎮ Ｇ１ 期:合成前期ꎻＳ 期:合成期ꎻＭ 期:细胞分裂期ꎮ
图 ５　 ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞 Ｇ１ 期生长纤毛

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｃｉｌｉａ ｏｆ ｓｗｉｎｅ ｔｅｓｔｉｓ (ＳＴ) ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ￣Ｊ２ (ＩＰＥＣ￣Ｊ２) ｃｅｌｌｓ ｉｎ Ｇ１ ｐｈａｓｅ

Ａ:血清饥饿法诱导猪睾丸(ＳＴ)、猪小肠上皮(ＩＰＥＣ￣Ｊ２)细胞进入静止期(Ｇ０ 期ꎬ特殊 Ｇ１ 期)后统计得到的组装有纤毛的细胞与比例ꎻＢ:分
别用 ｓｉＲＮＡ 干扰纤毛组装关键基因 ＩＦＴ８８(ｓｉＩＦＴ８８)、纤毛组装抑制剂 Ｃｉｌｉｏｂｒｅｖｉｎ Ｄ 药物诱导 ＳＴ 细胞纤毛去组装后统计得到的组装有纤毛

的细胞图像与比例ꎮ ＮＣ:阴性对照ꎻＡｓｙ:非同步化细胞(对照)ꎮ 用乙酰化￣α￣微管蛋白(ＡｃＴｕｂ)标记纤毛ꎬ用 ４′ꎬ６￣二脒基￣２￣苯基吲哚(ＤＡ￣
ＰＩ)标记 ＤＮＡꎬ标尺表示 １０ μｍꎮ

图 ６　 ＳＴ 和 ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 纤毛细胞器组装和诱导去组装

Ｆｉｇ.６　 Ａｓｓｅｍｂｌｙ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉｓａｓｓｅｍｂｌｙ ｏｆ ｃｉｌｉａ ｉｎ ｓｗｉｎｅ ｔｅｓｔｉｓ (ＳＴ) ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ￣Ｊ２ (ＩＰＥＣ￣Ｊ２) ｃｅｌｌｓ

ＴＣＩＤ５０下降的趋势(图 ７)ꎮ 由此可见ꎬ诱导纤毛去

组装的 ＳＴ 细胞对 ＰＥＤＶ 的敏感性随着纤毛比例的

下降而降低ꎮ

３　 讨 论

细胞周期由一系列受到高度调控的事件组成ꎬ包
括细胞成分的严格复制和单细胞分离成 ２ 个子细胞ꎮ
细胞周期控制的基本机制无论是在酵母还是人类中都

保守ꎬ主要分为 Ｇ１ 期、Ｓ 期、Ｇ２ 期和 Ｍ 期[１４]ꎮ 在本研

究中ꎬ非同步化细胞大部分处于 Ｇ１ 期ꎬ因此与同步化

于 Ｇ１￣Ｓ 转换期的细胞感染 ＰＥＤＶ 后的 ＴＣＩＤ５０差异不

显著ꎮ 动物机体内的大多数细胞都是非循环细胞并且

含有非常低水平的核苷酸、复制因子ꎬ因此限制了病毒

复制ꎬ调控细胞周期因而成为许多病毒为了创造适合

生存的环境而采取的策略[１５]ꎮ 尽管该调控对病毒生命

周期有益ꎬ但是病毒介导的细胞周期的改变可能对细
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分别使用 ５ μｍｏｌ / Ｌ、１５ μｍｏｌ / Ｌ和 ５０ μｍｏｌ / Ｌ Ｃｉｌｉｏｂｒｅｖｉｎ Ｄ(一种细胞质动力蛋白抑制剂)处理非同步化和处于静止期的猪睾丸(ＳＴ)细胞ꎬ用
ＰＥＤＶ[感染复数(ＭＯＩ)＝ １]感染细胞 ７２ ｈꎬ在镜下观察细胞病变(ＣＰＥ)情况并计数ꎬ用 Ｒｅｅｄ￣Ｍｕｅｎｃｈ 法测定病毒半数组织培养感染剂量

(ＴＣＩＤ５０)并进行统计学分析ꎮ Ａｓｙ:非同步化细胞(对照)ꎻＧ０:静止期细胞ꎻＤＭＳＯ:二甲基亚砜ꎮ ｎｓ 表示差异不显著(Ｐ≥０􀆰 ０５)ꎬ∗表示在

０.０５ 水平差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ∗∗表示在 ０.０１ 水平差异显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ∗∗∗表示在 ０.００１ 水平差异显著(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬＧ０ 表示静止期ꎬ标尺

代表 ５０ μｍꎮ
图 ７　 抑制纤毛细胞器组装对于宿主细胞抗猪流行性腹泻病毒(ＰＥＤＶ)感染能力的分析

Ｆｉｇ.７　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｉｌｉａｒｙ ｄｉｓａｓｓｅｍｂｌｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ａｎｔｉ￣ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ (ＰＥＤＶ) ａｂｌｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌｓ

胞生理产生有害影响ꎬ并可能最终导致与病毒感染相

关的病理现象ꎬ包括细胞转化和癌症发生等[７]ꎮ
纤毛组装、去组装过程与细胞周期紧密关联ꎬ正

常增殖的细胞中约有１０％~２５％可以观测到纤毛ꎬ当
通过血清饥饿诱导的细胞进入静止期时ꎬ组装纤毛的

细胞比例大幅提高ꎬ成体体内各种组织中的细胞即接

近或类似于这一状态ꎮ 纤毛长度由纤毛组装、去组装

的平衡调控ꎮ ＰＥＤＶ 是单股正链 ＲＮＡ 病毒ꎮ ＰＥＤＶ
基因组长度约为 ２８ ｋｂꎬ包含 ５′帽子、３′多腺苷酸化尾

巴、５′非翻译区域(ＵＴＲ)和 ３′ＵＴＲ 及至少 ７ 个开放阅

读框[１６]ꎮ ＯＲＦ１ａ、ＯＲＦ１ｂ 编码病毒复制酶ꎬ其余 ＯＲＦ

编码结构蛋白ꎬ包括刺突蛋白(Ｓ)、包膜蛋白(Ｅ)、膜
蛋白(Ｍ)和核衣壳蛋白(Ｎ)ꎮ ＰＥＤＶ Ｅ 蛋白[１７]、Ｍ 蛋

白[１８]、Ｎ 蛋白[１９￣２０] 均被报道能够引起宿主细胞的周

期阻滞ꎮ 目前ꎬ猪流行性腹泻已成为制约中国养猪行

业发展的重要传染病之一ꎮ
本研究选取 ＰＥＤＶ 天然宿主细胞 ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 和可

用于疫苗生产的 ＳＴ 细胞作为试验对象ꎬ２ 种细胞均

为猪来源细胞ꎬ且能增殖 ＰＥＤＶꎮ 通过 Ｔｈｙ 释放、Ｎｏｃ
阻滞等方法分别将 ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞同步化至 Ｇ１￣Ｓ
转换期、Ｓ 期和 Ｍ 期ꎬ并通过细胞周期标志蛋白进行

鉴定ꎬ确认同步化效果ꎮ 随后进一步深入探究同步化
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后的 ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞对 ＰＥＤＶ 感染的反应ꎬ结果显

示ꎬ同步化于 Ｇ１￣Ｓ 转换期的细胞的 ＴＣＩＤ５０最高ꎮ 目

前已有对 ＰＥＤＶ Ｎ 蛋白造成的细胞周期阻滞和由

Ｔｈｙ 诱导的非洲绿猴肾(Ｖｅｒｏ)细胞周期阻滞差异的

研究[２０]ꎬ但 Ｖｅｒｏ 细胞具有干扰素分泌缺陷的特点ꎮ
本研究对 ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 的细胞周期进行同步化ꎬ明确

ＰＥＤＶ 感染和宿主细胞周期之间的相互调控关系ꎬ并
发现纤毛细胞器的去组装有助于宿主细胞抗 ＰＥＤＶ
反应和能力的提升ꎬ对于进一步研制 ＰＥＤＶ 新型疫苗

和改进相关病毒生产工艺具有重要意义ꎮ

４　 结 论

ＰＥＤＶ 感染会导致 ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞阻滞于 Ｇ１￣
Ｓ 转换时期ꎮ 本研究使用双 Ｔｈｙ 释放结合 Ｎｏｃ 抑制

方法ꎬ分别成功将 ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞阻滞于 Ｇ１￣Ｓ 转

换期、Ｓ 期和Ｍ 期ꎬ并通过比较同步化于不同时期的

ＳＴ、ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞感染 ＰＥＤＶ 后的 ＴＣＩＤ５０ꎬ证实 Ｇ１￣Ｓ
转换期的细胞最适于 ＰＥＤＶ 的增殖ꎬ并证明细胞去

组装纤毛后增殖 ＰＥＤＶ 的能力下降ꎮ
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