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ｍｉＲｌｅｔ７ｆ对流行性乙型脑炎病毒
在神经元细胞中复制的调控作用
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　　摘　要　目的　探讨ｍｉＲｌｅｔ７ｆ对流行性乙型脑炎病毒（Ｊａｐａｎｅｓｅｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓｖｉｒｕｓ，ＪＥＶ）在神经元细胞中复
制的影响。方法　培养人神经母细胞瘤 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞，ｍｉＲＮＡ芯片检测 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞感染 ＪＥＶ后 ｍｉＲＮＡ表
达谱，荧光定量ＲＴＰＣＲ检测确认ｍｉＲｌｅｔ７ｆ表达情况；实验随机分为ｍｉＲｌｅｔ７ｆｍｉｍｉｃｓ组、ｍｉＲｌｅｔ７ｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组
和ｍｉＲＮＡｃｏｎｒｏｌ组，分别将ｍｉＲｌｅｔ７ｆｍｉｍｉｃｓ、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ和ｍｉＲＮＡｃｏｎｒｏｌ转染ＳＨＳＹ５Ｙ细胞后感染ＪＥＶ，荧光定
量ＲＴＰＣＲ和空斑法检测病毒复制变化情况。结果　ＳＨＳＹ５Ｙ细胞感染ＪＥＶ后差异表达的ｍｉＲＮＡ有３７个，上
调的有２８个，下调的有９个，其中ｍｉＲｌｅｔ７ｆ表达明显升高（３．５１倍）；ＳＨＳＹ５Ｙ细胞感染ＪＥＶ１２ｈ后 ｍｉＲｌｅｔ７ｆ
表达明显上升（３．６７倍），与ｍｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌ组和ｍｉＲｌｅｔ７ｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组相比，ｍｉＲｌｅｔ７ｆｍｉｍｉｃｓ组细胞培养上清中
病毒滴度降低，细胞内ＪＥＶＲＮＡ也显著减少，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０２５）。结论　ｍｉＲｌｅｔ７ｆ在神经元细
胞中能够有效抑制ＪＥＶ复制，在开发ＪＥＶ感染的分子治疗方面具有潜在应用价值。

关键词　流行性乙型脑炎病毒；ｍｉＲｌｅｔ７ｆ；神经元；ＳＨＳＹ５Ｙ细胞
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　　流行性乙型脑炎病毒（Ｊａｐａｎｅｓｅｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓｖｉ
ｒｕｓ，ＪＥＶ）隶属于黄病毒科（Ｆｌａｖｉｖｉｒｉｄａｅ）黄病毒属
（Ｆｌａｖｉｖｉｒｕｓ），为单股正链 ＲＮＡ病毒。ＪＥＶ感染能
够引起严重的中枢神经系统疾病，即流行性乙型脑

炎（Ｊａｐａｎｅｓｅｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ，ＪＥ），简称乙脑。作为蚊
媒病毒，ＪＥＶ可被多种蚊虫携带和传播，鸟被认为
是ＪＥＶ的传播宿主，病毒可通过候鸟迁徙进行远
距离播散［１］。据世界卫生组织报道，目前在亚洲

和西太平洋地区的２４个国家或地区存在乙脑的流
行，全世界约３０亿人生活在乙脑流行区，每年乙脑
病例发生约５００００例，其中死亡１５０００例［２］。随着

全球变暖以及旅游和贸易的发展，全球每年出现大

量乙脑非流行地区的输入性病例。因此，乙脑成为

国际关注的严重公共卫生问题。

目前，对乙脑的控制主要依赖监测和疫苗接

种，尚无特异性疗法。因此，阐明 ＪＥＶ感染发生过
程中神经元损伤以及基因表达与调控机制尤为重

要。ｍｉＲＮＡ作为一类具有调控功能的非编码ＲＮＡ
分子，可能是影响宿主免疫反应和病毒复制过程的

关键因素，在病毒与宿主相互作用过程中发挥重要

的调控作用。我们在前期研究中利用ｍｉＲＮＡ芯片
检测了ＳＨＳＹ５Ｙ细胞感染ＪＥＶ后ｍｉＲＮＡ表达谱。
在此基础上，我们选择表达差异显著的 ｍｉＲｌｅｔ７ｆ
作为研究对象，探索其对 ＪＥＶ在神经元细胞中复
制的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
ＳＨＳＹ５Ｙ细胞为本实验室保存培养。细胞培

养所需ＤＭＥＭ培养基和胎牛血清均购自美国Ｇｉｂ
ｃｏ公司，青霉素和链霉素购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ。ｍｉＲＮＡ表
达谱检测采用ＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘｍｉＲＮＡ表达谱芯片，由上
海吉凯公司完成检测。细胞总 ＲＮＡ提取所需 Ｔｒ
ｉｚｏｌ试剂和转染试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００均购自 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ｍｉＲＮＡ检测所需 ＡｌｌｉｎｏｎｅｍｉＲＮＡ
ｑＲＴＰＣＲＤｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔ购自美国 Ｇｅｎｅｃｏｐｏｅｉａ公
司。特异性引物 ｈｉｓｍｉＲｌｅｔ７ｆｐｒｉｍｅｒｓ、ｍｉＲｌｅｔ７ｆ
ｍｉｍｉｃｓ、ｍｉＲｌｅｔ７ｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和ｍｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌ均购自
ＧｅｎｅＰｈａｒｍａ公司。反转录试剂盒 ＲｅａｄｙｔｏＧｏＴＭ

ＹｏｕｐｒｉｍｅＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄＢｅａｄｓ购自ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公
司。实时荧光定量检测试剂ＳｕｐｅｒＲｅａｌＰｒｅＭｉｘＰｌｕｓ
（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ）购自天根公司。

１．２　方法
１．２．１　 细胞培养和病毒感染　ＳＨＳＹ５Ｙ细胞培
养采用 ＤＭＥＭ培养基，加入 １００Ｕ／ｍｌ青霉素、
１００μｇ／ｍｌ链霉素和 １０％胎牛血清。细胞置于
３７℃，５％ ＣＯ２培养箱进行培养。待ＳＨＳＹ５Ｙ细胞
生长至约 ９０％单层时，对照组加入病毒稀释液，
ＪＥＶ感染组将ＪＥＶ以ＭＯＩ＝１感染细胞，分别于感
染后不同时间分别收获细胞和上清用于后续检测。

１．２．２　 ｍｉＲＮＡ芯片检测　采用ＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘｍｉＲＮＡ
表达谱芯片进行 ｍｉＲＮＡ表达谱检测。以 Ｔｒｉｚｏｌ法
进行总 ＲＮＡ抽提，抽提所得总 ＲＮＡ经 ＮａｎｏＤｒｏｐ
２０００和ＡｇｉｌｅｎｔＢｉｏａｎａｌｙｚｅｒ２１００质检合格后，按照
标准操作规程进行芯片实验。ｍｉＲＮＡ表达有显著
差异的筛选标准为表达量变化倍数在２倍以上（Ｐ
＜０．０５）［３］。
１．２．３　ｍｉＲｌｅｔ７ｆ表达检测　采用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取
细胞的总 ＲＮＡ，采用 ＡｌｌｉｎｏｎｅｍｉＲＮＡｑＲＴＰＣＲ
ＤｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔ和特异性引物ｈｉｓｍｉＲｌｅｔ７ｆｐｒｉｍｅｒｓ检
测ｌｅｔ７ｆ表达水平，以 Ｕ６作为内参，采用２△△Ｃｔ相
对定量法进行ｍｉＲｌｅｔ７ｆ表达相对定量。
１．２．４　ｍｉＲｌｅｔ７ｆ的过表达和抑制表达　为明确
ｍｉＲｌｅｔ７ｆ对病毒复制的影响，设置ｍｉＲｌｅｔ７ｆｍｉｍ
ｉｃｓ组、ｍｉＲｌｅｔ７ｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组和 ｍｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌ组进
行检测。使用转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００分别将
ｍｉＲｌｅｔ７ｆｍｉｍｉｃｓ、ｍｉＲｌｅｔ７ｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和 ｍｉＲＮＡ阴
性对照转入 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞，具体操作按照说明书
进行。转染后 ２４ｈ，以 ＭＯＩ＝１感染 ＪＥＶ，感染后
１２ｈ分别收获细胞和上清用于后续检测。
１．２．５　ＪＥＶＲＮＡ检测　 利用反转录试剂盒Ｒｅａｄ
ｙｔｏＧｏＴＭＹｏｕｐｒｉｍｅＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄＢｅａｄｓ将总ＲＮＡ逆
转录成ｃＤＮＡ，采用安捷伦Ｍｘ３０００Ｐ荧光定量ＰＣＲ
仪和 ＳｕｐｅｒＲｅａｌＰｒｅＭｉｘＰｌｕｓ（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ）进行
ｑＲＴＰＣＲ对ＪＥＶ进行核酸定量。所用引物和 ＰＣＲ
条件参考文献［４］。实验重复３次，结果以３次实验
结果的 珋ｘ±ｓ表示。
１．２．６　病毒滴度测定　采用空斑形成试验测定细
胞培养上清中的病毒滴度。将ＢＨＫ２１细胞传至６
孔板，３７℃ ５％ＣＯ２培养至细胞达９０％融合。将待
测细胞上清进行１０倍系列稀释，感染６孔板内细
胞，吸附６０ｍｉｎ后每孔加入３ｍｌ营养琼脂覆盖，待
琼脂完全凝固后继续培养。当观察到细胞病变时，

覆盖添加０．７５％中性红的第二层营养琼脂。通过
观察计数空斑数量计算病毒滴度。实验重复３次。
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１．３　统计学方法
使用ＳＰＳＳ１９．０统计学软件进行统计分析。采

用方差分析进行多组间总体比较，采用 ＳＮＫｑ检
验作进一步地两两比较，Ｐ＜０．０２５认为差异具有
统计学意义。

２　结果

２．１　ｍｉＲＮＡ芯片结果
与对照组相比，ＳＨＳＹ５Ｙ细胞感染 ＪＥＶ后有

３７个ｍｉＲＮＡ呈现显著表达差异，其中上调的ｍｉＲ
ＮＡ有２８个，下调的ｍｉＲＮＡ有９个，表达差异最大
的１０个 ｍｉＲＮＡ见表１。ＪＥＶ感染引起了 ｍｉＲＮＡ
表达谱变化。其中 ｍｉＲｌｅｔ７ｆ的表达上升了３．６７
倍，提示ｍｉＲｌｅｔ７ｆ参与了ＪＥＶ感染过程。

表１　ｍｉＲＮＡ芯片检测ＳＨＳＹ５Ｙ细胞
感染ＪＥＶ后ｍｉＲＮＡ表达变化

ｍｉＲＮＡ名称 ＪＥＶ感染组 对照组 ｜ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ｜ 表达变化

ｍｉＲ３０７４３ｐ ３．９３５０７ １．９５６４４ ３．９４ 上调

ｍｉＲ３９２１ １．２２５３５ ３．１４０３３ ３．７７ 下调

ｍｉＲ３４ａ３ｐ ２．６００８５ ０．６９９０９ ３．７４ 上调

ｍｉＲ２２７７３ｐ ２．１２５５９ ３．９５１９２ ３．５５ 下调

ｍｉＲｌｅｔ７ｆ５ｐ ５．２６６１５ ３．４５３５１ ３．５１ 上调

ｍｉＲ１２９９ ２．８０５６９ １．０４２９２ ３．３９ 上调

ｍｉＲ３０６４５ｐ ２．１４６０６ ０．５２９５６ ３．０７ 上调

ｍｉＲ４６８８ ４．３９１０１ ２．８４０６８ ２．９３ 上调

ｍｉＲ１８１ｃ３ｐ ２．６７２６１ ４．１９４８８ ２．８７ 下调

ｍｉＲ４６６８５ｐ ３．５５５２９ ２．０４９７８ ２．８４ 上调

２．２　ＳＨＳＹ５Ｙ细胞感染ＪＥＶ后 ｍｉＲｌｅｔ７ｆ表达升
高

将ＪＥＶ以 ＭＯＩ＝１感染 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞，分别
在感染 ０、６、１２、２４ｈ收集细胞。以 Ｕ６为内参对
照，利用ｑＲＴＰＣＲ检测细胞内ｍｉＲｌｅｔ７ｆ相对表达
量，发现 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞感染 ＪＥＶ６ｈｍｉＲｌｅｔ７ｆ表
达升高２．７９倍，感染１２ｈ升至３．６７倍，达最高水
平。见图１。
２．３　ｍｉＲｌｅｔ７ｆ对ＪＥＶ病毒ＲＮＡ的影响

与ｍｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌ组和ｍｉＲｌｅｔ７ｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组相
比，ｍｉＲｌｅｔ７ｆｍｉｍｉｃｓ组细胞内ＪＥＶ病毒ＲＮＡ拷贝
数明显降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０２５）。
见图２。

图１　ＳＨＳＹ５Ｙ细胞感染ＪＥＶ后ｍｉＲｌｅｔ７ｆ表达变化

注：３组间比较，Ｆ＝４５．９５，Ｐ＜０．０５；
　 与ｍｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌ组及ｍｉＲｌｅｔ７ｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较，Ｐ＜０．０２５，ｎ＝６

图２　ｍｉＲｌｅｔ７ｆ对ＪＥＶ感染ＳＨＳＹ５Ｙ细胞内
病毒ＲＮＡ的影响

２．４　ｍｉＲｌｅｔ７ｆ对ＪＥＶ病毒滴度的影响
与ｍｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌ组和ｍｉＲｌｅｔ７ｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组相

比，ｍｉＲｌｅｔ７ｆｍｉｍｉｃｓ组细胞上清中 ＪＥＶ滴度明显
降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０２５）。见图３。

注：３组间比较，Ｆ＝７６．１１，Ｐ＜０．０５；
　 与ｍｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌ组及ｍｉＲｌｅｔ７ｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较，Ｐ＜０．０２５，ｎ＝６

图３　ｍｉＲｌｅｔ７ｆ对ＪＥＶ感染ＳＨＳＹ５Ｙ细胞
培养上清中病毒滴度的影响
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３　讨论

乙脑是世界最严重的病毒性脑炎，病死率高达

３５％～４０％，２０％～７０％的患者会留下永久性神经
系统后遗症，给国家和家庭带来严重疾病负担。目

前，乙脑尚无特异性疗法，探索乙脑发生过程的分

子机制成了重要的科学问题。在乙脑感染过程中，

ＪＥＶ突破血脑屏障后首先靶向神经元，引起神经元
损伤和死亡，从而导致一系列神经系统临床症状。

考虑到 ＪＥＶ的嗜神经性，以及神经元细胞损伤和
死亡在乙脑发生中的重要作用，本研究选用人神经

母细胞瘤ＳＨＳＹ５Ｙ细胞作为模型进行相关研究。
ｍｉＲＮＡ在ＪＥＶ感染和乙脑的发生发展过程中

发挥重要作用。ＪＥＶ感染后 ｍｉＲ１５５可以抑制
ＳＨＩＰ１表达，增强ＩＦＮβ和前炎性细胞因子的产生
和释放，促进中枢神经系统损伤中的炎症反应和氧

化应激［５］；人小胶质细胞 ＣＨＭＥ３中过表达 ｍｉＲ
１５５会显著抑制ＪＥＶ的增殖［６］；ＪＥＶ感染神经胶质
细胞后，通过上调 ｍｉＲ１４６ａ抑制 ＮＦκＢ活性，破
坏ＪａｋＳＴＡＴ信号传导通路，有利于病毒逃脱细胞
免疫，促进病毒复制［７］。上述研究主要集中于

ｍｉＲＮＡ在ＪＥＶ感染神经胶质过程中的作用，关于
ＪＥＶ感染神经元细胞后ｍｉＲＮＡ的差异表达谱则鲜
有报道。本研究利用 ｍｉＲＮＡ芯片，将感染 ＪＥＶ的
ＳＨＳＹ５Ｙ细胞和未感染的 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞进行
ｍｉＲＮＡ表达比较，发现差异表达超过２倍的 ｍｉＲ
ＮＡ有３７个，其中上调的有２８个，下调的有９个。
这表明在 ＪＥＶ感染神经元细胞过程中的确存在
ｍｉＲＮＡ的参与。

本研究发现的３７个差异表达 ｍｉＲＮＡ中，ｍｉＲ
ｌｅｔ７ｆ表达显著上调，并采用 ｑＲＴＰＣＲ加以验证。
ｌｅｔ７最早在肿瘤学领域被广泛研究，肺癌、卵巢
癌、乳腺癌中均有不同程度的表达，通过与

ＲＡＳ［８］、ＨＭＧＡ２［９］、ｃＭＹＣ［１０］这些原癌基因的 ３＇
ＵＴＲ结合，抑制肿瘤的发生和发展。ｌｅｔ７家族在
许多病毒感染过程也发挥重要的调控作用，如 ｌｅｔ
７ｂ通过与丙肝病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）基因组
相互作用抑制 ＨＣＶ的感染性［１１］；ｌｅｔ７ａ通过靶向
ＭＡＰ４Ｋ４信号通路抑制卡波西肉瘤相关疱疹病毒
（Ｋａｐｏｓｉ’ｓｓａｒｃｏｍａａｓｓｏｃｉａｔｅｄｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ，ＫＳＨＶ）的

复制［１２］；ｌｅｔ７ｇ能够抑制乙肝病毒（ｉｎｈｉｂｉｔｓｈｅｐａｔｉ
ｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）ｐｒｅＳ２蛋白表达和病毒增殖［１３］。

尤其值得关注的是，ｌｅｔ７ａ和 ｌｅｔ７ｂ（ｌｅｔ７ａ／ｂ）在感
染ＪＥＶ的神经胶质细胞中表达上调，通过外泌体
释放到细胞外的ｌｅｔ７ａ／ｂ可以转入神经元细胞，通
过活化 ｃａｓｐａｓｅｓ促进神经元损伤［１４］。因此，ｌｅｔ７
家族在乙脑的发生过程中可能发挥重要的调控作

用，ｌｅｔ７ｆ在 ＪＥＶ感染神经元细胞中的作用值得进
一步探索。

在病毒感染过程中，宿主 ｍｉＲＮＡ参与包括
ＪＥＶ在内的许多病毒的生命周期［４６，１０１２］。本文将

ｌｅｔ７ｆｍｉｍｉｃｓ转染 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞后感染 ＪＥＶ，细胞
内ＪＥＶ病毒ＲＮＡ拷贝数明显减少，释放至细胞上
清中的病毒颗粒数量也明显降低，表明 ｌｅｔ７ｆ对
ＪＥＶ复制具有抑制作用。ｍｉＲＮＡ对于病毒复制的
调控主要有以下途径：通过直接与病毒基因组结

合，影响病毒的复制；通过调控宿主自身基因的表

达，尤其是固有免疫相关基因表达，从而间接影响

病毒复制［１５］。那么 ｌｅｔ７ｆ通过何种机制影响 ＪＥＶ
复制仍是重要的科学问题。后续可以采用生物信

息软件预测 ＪＥＶ与 ｌｅｔ７ｆ之间是否存在结合位点
并加以验证，以明确 ｌｅｔ７ｆ是否通过与病毒基因组
结合抑制病毒复制。此外，ＪＥＶ需要依赖细胞内膜
结构进行病毒的复制和组装，而神经元细胞感染

ＪＥＶ后产生内质网压力和活性氧可诱导细胞凋亡
和炎症反应，这些与细胞自噬和病毒复制密切相

关［１６］。ｌｅｔ７家族参与中枢神经系统炎症的发生发

展［１７］；ｌｅｔ７ａ／ｂ在ＪＥＶ感染过程中可以转入神经元
细胞活化ｃａｓｐａｓｅｓ促进神经元损伤［１３］。在ＪＥＶ感
染神经元细胞过程中，ｌｅｔ７ｆ是否参与神经元细胞
的损伤凋亡以及细胞自噬需要进一步的工作进行

阐释。

综上所述，ｍｉＲＮＡ作为一种重要的转录后调
控机制，在ＪＥＶ感染过程中具有重要地位，ｍｉＲｌｅｔ
７ｆ在感染ＪＥＶ的神经元细胞中呈现差异表达，并
对病毒复制具有显著的抑制作用，进一步阐释其具

体作用机制将为开发分子治疗靶点提供基础数据。

参考文献：
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