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摘   要：【目的】探究热休克蛋白 27 (heat shock protein 27, HSP27)在脑心肌炎病毒

(encephalomyocarditis virus, EMCV)体外增殖过程中对多种信号通路的调控作用，为明确其他

宿主因子体外调控 EMCV 增殖的机制研究奠定基础，并为进一步揭示 EMCV 致病的分子机

制提供有力证据。【方法】利用实时荧光定量 PCR (real-time quantitative PCR, RT-qPCR)、免

疫印迹、间接免疫荧光和核质分离等方法检测干扰或过表达 HSP27 对 EMCV 感染引起的细

胞自噬、翻译起始因子 2α (eukaryotic translation initiation factor 2α subunit 1, EIF2S1)-应激特

异性转录因子 4 (activating transcription factor 4, ATF4)信号通路及髓样分化因子 (myeloid 
differentiation factor 88, MyD88)/核转录因子 κB (nuclear transcription factor kappa B, NF-κB)
信号通路的影响。【结果】干扰宿主细胞中 HSP27 的表达可促进自噬及 EIF2S1-ATF4 信号
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通路，抑制 EMCV 诱导的 MyD88/NF-κB 信号通路的活化。相反，过表达 HSP27 不仅能有效

降低 EMCV 诱导的自噬及 EIF2S1-ATF4 信号通路，还能促进 MyD88/NF-κB 信号通路分子的

表达、p65 的核移位和炎症相关因子的转录表达。【结论】HSP27 既可以通过抑制 EIF2S1-ATF4
信号通路来负调控 EMCV 诱导的自噬，还可以正向调控 EMCV 触发的 MyD88/NF-κB 信号通

路，表明 HSP27 在 EMCV 感染中具有多重调控作用。   

关键词：热休克蛋白 27；脑心肌炎病毒；细胞自噬；内质网应激反应；NF-κB 信号通路  
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Abstract: [Objective] We explored the regulatory effects of heat shock protein 27 (HSP27) on 
various signaling pathways during the proliferation of encephalomyocarditis virus (EMCV) in 
vitro, aiming to lay a foundation for deciphering the mechanism of other host factors in 
regulating EMCV proliferation in vitro and provide evidence for comprehensively revealing the 
pathogenic mechanism of EMCV. [Methods] Real-time quantitative PCR (RT-qPCR), Western 
blotting, indirect immunofluorescence, and nucleocytoplasmic separation were employed to 
evaluate the effects of the knockdown and overexpression of HSP27 on the EMCV 
infection-induced autophagy, eukaryotic translation initiation factor 2α subunit 1 
(EIF2S1)-activating transcription factor 4 (ATF4) signaling pathway, and myeloid 
differentiation factor 88 (MyD88)/nuclear transcription factor kappa B (NF-κB) signaling 
pathway. [Results] Interfering with the expression of HSP27 in host cells promoted autophagy 
and activated EIF2S1-ATF4 signaling pathway, and inhibited EMCV-induced activation of 
MyD88/NF-κB signaling pathway. On the contrary, overexpression of HSP27 not only reduced 
EMCV-induced autophagy and inhibited EIF2S1-ATF4 signaling pathway, but also 
up-regulated the expression of the proteins in MyD88/NF-κB signaling pathway and promoted 
the nuclear translocation of p65 and the transcription of inflammation-related cytokines. 
[Conclusion] HSP27 can not only negatively regulate EMCV-induced autophagy by inhibiting 
the EIF2S1-ATF4 signaling pathway, but also positively regulate the EMCV-triggered 
MyD88/NF-κB signaling pathway, playing multiple regulatory roles in EMCV infection. 
Keywords: heat shock protein 27; encephalomyocarditis virus; autophagy; endoplasmic reticulum 
stress; nuclear transcription factor kappa B (NF-κB) signaling pathway 
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脑心肌炎病毒(encephalomyocarditis virus, 
EMCV)是一种重要的自然疫源性人兽共患病病

原体，呈全球性分布，可使偶蹄类动物、啮齿

动物甚至灵长类动物出现脑炎、心肌炎或心肌

周围炎等临床症状[1]。血清学调查发现，我国

规模化猪场普遍存在 EMCV 感染，而且人类也

易感染 EMCV，统计数据显示，健康中国人血

清中 EMCV 的抗体阳性率大约为 30.56%[2]。此

外，EMCV 常作为病毒性心肌炎和糖尿病的研

究模型，并且在免疫学中可用作双链 RNA 
(double-stranded RNA, dsRNA)的刺激剂，被广

泛用于 Toll 样受体(Toll-like receptors, TLRs)和
胞质受体的研究[1]。因此深入了解 EMCV 的感

染机制对于 RNA 病毒的防控具有重要的指导

意义。病毒作为一类严格的胞内寄生生物，在

侵入宿主细胞后通常会利用宿主细胞的内质网

(endoplasmic reticulum, ER)合成系统生产自身

蛋白，为其复制服务；同时，内质网中大量的

病毒蛋白迅速聚集，迫使蛋白质加工超负荷运

转，极易导致内质网中未折叠蛋白及错误折叠

蛋 白 的 过 度 堆 积 ， 引 起 内 质 网 应 激 反 应

(endoplasmic reticulum stress, ERS)[3-5]。葡萄糖

调节蛋白 78 (glucose regulated protein 78 kDa, 
GRP78)作为内质网稳态的感受器，通常被认为

是 ERS 发生的标志分子[6]。当堆积的蛋白质量

超过 ER 的降解能力时，会诱发非折叠蛋白反

应(unfolded protein response, UPR)，激活蛋白激

酶 R 样内质网激酶(protein kinase R-like ER 
kinase, PERK)、激活转录因子 -6 (activating 
transcription factor 6α, ATF6) 及 肌 醇 酶 -1α 
(inositol-requiring ER-to-nucleus signal kinase 
1α, IRE-1α)这 3 种不同的信号通路，促使 ER 恢

复正常生理功能，利于细胞存活 [5]。此外，为

了进一步协助 ER 恢复稳态，抵抗 ERS 的持续

发生，宿主细胞还能通过 UPR 诱导细胞自噬

(autophagy)来降解和清除 ER 中的错误折叠蛋

白[7]。已有研究显示，很多 RNA 病毒比如柯萨

奇病毒 B3 (coxsackievirus B3, CVB3)、肠病毒

71 (enterovirus 71, EV71)、鼻病毒(rhinovirus, 
RV)都能诱导 ERS 的发生，并且越来越多的研

究揭示 ERS 能诱导细胞自噬的发生[8-9]。PERK
是 ERS 的重要传感器之一，它能诱导翻译起始

因子 2α  (eukaryotic translation initiation factor 
2α subunit 1, EIF2S1)的第 51 位丝氨酸发生磷酸

化，促进应激特异性转录因子 4 (activating 
transcription factor 4, ATF4)翻译，激活自噬相关

因子的表达，有助于自噬的发生[7]。Hou 等研

究报道 EMCV 的非结构蛋白 2C 和 3D 能够通

过激活 PERK 和 ATF6α 这两条内质网应激途径

参与病毒诱导的细胞自噬[10]。而关于宿主因子

在 EMCV 感染过程中是否参与这两条内质网应

激信号通路，目前国内外尚无相关报道。 
通常在病毒感染期间，核转录因子 κB 

(nuclear transcription factor kappa B, NF-κB)信
号通路的活化被认为是宿主为抵抗病原体感染

而产生的一种保护机制[11]。NF-κB 介导的信号

通路在细胞增殖、细胞凋亡、炎症反应及机体

的免疫应答反应等过程中发挥着重要的调控作

用，参与多种生命进程[12]。研究表明多种 RNA
病毒感染均能激活 NF-κB 信号级联反应，如

EMCV、猪繁殖与呼吸综合征病毒 (porcine 
reproductive and respiratory syndrome virus, 
PRRSV)及新型冠状病毒(severe acute respiratory 
syndrome coronavirus 2, SARS-CoV-2)，并促使多

种细胞因子和趋化因子的表达[1,13-14]。髓样分化

因子(myeloid differentiation factor 88, MyD88)
是一种重要的 TLRs 信号通路转导分子，它能

与大多数 TLRs 直接作用，如 TLR1/2/5/6/7/8/9，
活化 NF-κB 信号通路，调控炎症反应和疾病发

生发展[15]。本课题组前期研究发现 MyD88 在
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EMCV 感染期间能被活化 (未发表 )，但对

MyD88 介导的 NF-κB 信号通路是否参与

EMCV 感染过程未进行深入研究。 
热休克蛋白(heat shock proteins, HSPs)又称

应激蛋白(stress protein, SP)，是指细胞在高温、

低温、缺氧、微生物感染、饥饿或创伤等应激

原的刺激下表达量急剧升高的一类蛋白质[16]。

热休克蛋白 27 (heat shock protein 27, HSP27)隶
属于该家族中的小分子热休克蛋白(small heat 
shock proteins, sHSPs)，它在自然界生物中分布

比较广泛，不仅见于细菌、酵母菌，也普遍存

在于植物和动物中[17-18]，在细胞增殖分化、细

胞凋亡、细胞应激、病毒增殖及肿瘤的发生和

转移等免疫调节过程中均发挥重要作用[19-21]。

Kumano 等[20]研究发现使用 siRNA 沉默前列腺

癌细胞中 HSP27 基因表达后，能够诱导 ERS，
并激活 UPR 中 3 条内质网应激信号通路和细胞

自噬。近年来有研究证实 HSP27 还可以与猪瘟

病毒(classical swine fever virus, CSFV)、A 型流

感病毒(influenza A virus, IAV)及与 EMCV 同科

的口蹄疫病毒 (foot-and-mouth disease virus, 
FMDV)等多种病毒的结构或非结构蛋白互作，

调控病毒诱导的 NF-κB 信号通路、Ⅰ型干扰素或

自噬通路[22-24]，进而影响病毒的增殖过程。本课

题组前期研究表明 EMCV 非结构蛋白 2Cpro 和

3Apro 能够与 HSP27 相互作用，降解 HSP27 蛋

白表达；而 HSP27能够负向调控 EMCV的增殖，

并通过特异性地与黑色素瘤分化相关基因 5 
(melanoma differentiation-associated gene 5, 
MDA5)结合来稳定 MDA5的表达从而促进病毒

触发的Ⅰ型干扰素(interferon, IFN)信号级联反

应[25]。鉴于 HSP27 可参与机体的多种免疫调节

过程，在 EMCV 感染过程中 HSP27 是否还参与

其他信号通路尚无明确报道。本研究拟通过探

究在 EMCV感染过程中 HSP27与内质网应激介

导的 EIF2S1-ATF4 信号通路、MyD88 介导的

NF-κB 信号通路的关系，为明确其他宿主因子

体外调控 EMCV 增殖的机制研究奠定基础，并

为进一步揭示 EMCV 致病的分子机制提供有力

证据。 

1  材料与方法   
1.1  细胞、质粒及毒株 

人肺泡腺癌基底上皮细胞(A549)、叙利亚

地鼠肾细胞(BHK-21)、pCMV-Myc 质粒(简称

vector)、pCMV-Myc-HSP27质粒(简称Myc-HSP27)

及 EMCV PV21 毒株(GenBank 登录号：X74312)

均由西北民族大学生物医学研究中心提供。 

1.2  主要试剂及抗体 
新生牛血清，兰州民海生物工程有限公司；

DMEM 培养基、RPMI-1640 培养基，兰州百灵

生物技术有限公司；RIPA 裂解液、PMSF、鼠

抗 SQSTM1、兔抗 GRP78、兔抗 ATF4、兔抗

ATG5、兔抗 NF-κB p65 亚基(简称 p65)及兔抗

phospho-p65 (简称 p-p65)，上海碧云天生物技

术有限公司；Evo M-MLV RT kit with gDNA 
clean for qPCR Ⅱ及 TransStart Top Green qPCR 
SuperMix(+Dye Ⅱ)，北京全式金生物技术股份

有限公司；Lipofectamine® 2000 及 Opti-MEM® I 
减血清培养基，Thermo Fisher 公司；Premix Ex 
Taq Probe qPCR 及 RNAiso Plus，宝日医生物技

术 (北京 )有限公司；鼠抗 Myc Tag、鼠抗

GAPDH、兔抗 HSP27、兔抗 LC3B、兔抗 MyD88、
兔抗 TAK1、兔抗 EIF2S1、兔抗 phospho-EIF2S1 
(简称 p-EIF2S1)、Cy3 标记山羊抗小鼠 IgG(H+L)
及 CoraLite488 标记的山羊抗兔 IgG(H+L)，
Proteintech 公司；兔抗 IKKα，生工生物工程(上
海)股份有限公司；兔抗 HIST3H3，北京索莱宝

科技有限公司；兔抗 Beclin1，亚科因(武汉)生
物技术有限公司；鼠抗 ATF6α，Santa cruz 公司；

DAPI，Sigma-Aldrich 公司；细胞膜/胞浆/核膜
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蛋白分步提取试剂盒，上海贝博生物科技有限

公司；辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠 /兔
IgG (H+L)，Jackson ImmunoResearch 公司；

EMCV VP1 单克隆抗体由南京农业大学白娟副

教授惠赠。 

1.3  引物 
根据 NCBI 中公布的人源 p65、TNFα、

CXCL10、IL-6 和 IL-1β核苷酸序列，利用 Primer 
Express v3.0 软件分别设计 1 对荧光定量 PCR
引物，引物序列如表 1 所示；GAPDH 及 HSP27
基因的荧光定量引物序列参见 Li 等[25]研究，所

有引物均由西安擎科泽西生物科技有限责任公

司合成。 

1.4  EMCV 感染对自噬及内质网应激信号

通路分子表达的影响 
为了探究 EMCV 感染对自噬相关蛋白表达

的影响，以 0.000 1 感染复数(multiplicity of 
infection, MOI) EMCV 感染 A549 细胞，或者以

0.1 MOI EMCV 感染 BHK-21 细胞，然后分别

于不同时间收集细胞，免疫印迹分别检测 VP1、
Beclin1、SQSTM1 及 LC3B 等蛋白表达的情况。

随后分别以 0.000 1、0.001、0.01 及 0.1 MOI 
EMCV 感染 BHK-21 细胞，12 h 后收集细胞，

免疫印迹检测 VP1、Beclin1、SQSTM1 及 LC3B
等蛋白表达的情况。为进一步明确 EMCV 感染

对内质网应激介导的 EIF2S1-ATF4 信号通路的

影响，以 0.1 MOI EMCV 感染 BHK-21 细胞，

分别于不同时间(0、6、9 和 12 h)收取细胞，免

疫印迹检测 Beclin1、GRP78、ATG5、ATF6α、
ATF4、EIF2S1、p-EIF2S1 及 VP1 等蛋白的表

达变化。 

1.5  干扰 HSP27 对自噬及 EIF2S1-ATF4
信号通路分子表达的影响 

参考 NCBI 中公布的人源 HSP27 核苷酸序

列(NM_001540.5)，由广州锐博生物技术有限公

司设计并合成 2 条靶向 HSP27 的 siRNA，其中

siHSP27-001 靶序列为 5′-GCTGCAAAATCCGA 
TGAGA-3′，siHSP27-002 靶序列为 5′-GGTGCT 
TCACGCGGAAATA-3′。因这两个 siRNA 均具

有降低 HSP27 蛋白表达的效果[25]，故将两者混

合，命名为 siHSP27-Mix。将形态正常且生长

状态良好的 A549 细胞接种于 6 孔细胞培养板

中，次日待细胞密度达到约 50%时，利用

Lipofectamine 2000 将 siHSP27-Mix 或 siNC 转

染细胞，37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 24 h。
然后以 0.01 MOI EMCV 感染上述细胞，36 h 后

收集细胞，免疫印迹检测 HSP27、VP1、LC3B、

SQSTM1 及 ATG5、EIF2S1、p-EIF2S1、ATF4
等 1.4 中 EMCV 感染激活的自噬及内质网应激

通路相关蛋白表达的变化。 
 

表 1  核苷酸序列 
Table 1  Nucleotide sequences 
Names Nucleotide sequences (5′→3′) 
Homo-p65-qF TGAACCGAAACTCTGGCAGCTG 
Homo-p65-qR CATCAGCTTGCGAAAAGGAGCC 
Homo-TNFα-qF GCCGCATCGCCGTCTCCTAC 
Homo-TNFα-qR CCTCAGCCCCCTCTGGGGTC 
Homo-CXCL10-qF GGTGAGAAGAGATGTCTGAATCC 
Homo-CXCL10-qR GTCCATCCTTGGAAGCACTGCA 
Homo-IL-6-qF TTCTCCACAAGCGCCTTCGGTC 
Homo-IL-6-qR TCTGTGTGGGGCGGCTACATCT 
Homo-IL-1β-qF TGGCAATGAGGATGACTTGTTC 
Homo-IL-1β-qR CTGTAGTGGTGGTCGGAGATT 
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1.6  过表达HSP27对自噬及EIF2S1-ATF4
信号通路分子表达的影响 

将形态正常且生长状态良好的 A549 细胞

接种于 6 孔培养板中，次日待细胞密度达到约

80%时，利用 Lipofectamine 2000 将 pCMV-Myc
或 Myc-HSP27 转染细胞[26]，37 ℃、5% CO2

培养箱中培养 24 h。然后以 0.01 MOI EMCV 感

染上述细胞，36 h 后收集细胞，免疫印迹检测

Myc、VP1、LC3B、SQSTM1、Beclin1 及 ATG5、
EIF2S1、p-EIF2S1、ATF4 等 1.4 中 EMCV 感染

激活的自噬及内质网应激通路相关蛋白表达的

变化。 

1.7  干扰 HSP27 对 MyD88/NF-κB 信号通

路分子及炎症相关因子表达的影响 
将形态正常且生长状态良好的 A549 细胞

接种于 6 孔细胞培养板中，次日待细胞密度达

到约 50% 时，利用 Lipofectamine 2000 将

siHSP27-Mix 或 siNC 转染细胞，37 ℃、5% CO2

培养箱中培养 24 h。然后以 0.01 MOI EMCV 感

染上述细胞，36 h 后收集细胞，RT-qPCR 检测

IL-1β、IL-6、CXCL10、TNFα 及 p65 等炎症相

关因子基因水平的变化，免疫印迹检测 HSP27、
VP1、p65、p-p65、IKKα、TAK1、MyD88 等

MyD88/NF-κB 信号通路蛋白表达的变化。 

1.8  过表达 HSP27 对 MyD88/NF-κB 信号

通路分子及炎症相关因子表达的影响 
将形态正常且生长状态良好的 A549 细胞

接种于 6 孔细胞培养板中，次日待细胞密度达

到约 80% 时，利用 Lipofectamine 2000 将

pCMV-Myc 或 Myc-HSP27 转染细胞，37 ℃、

5% CO2 培养箱中培养 24 h。然后以 0.01 MOI 
EMCV 感染上述细胞，36 h 后收集细胞，

RT-qPCR 检测 IL-1β、IL-6、CXCL10、TNFα及

p65 等炎症相关因子基因水平的变化，免疫印

迹检测 Myc、VP1、p65、p-p65、IKKα、TAK1、

MyD88 等 MyD88/NF-κB 信号通路蛋白表达的

变化。 

1.9  HSP27 对 p65 核移位的影响 
为了深入探索 HSP27 对 MyD88/NF-κB 信

号通路下游关键分子 p65 核移位的影响，一组

将 pCMV-Myc 或 Myc-HSP27 转染 A549 细胞，

36 h 后收集细胞，按照贝博生物的细胞膜、胞

浆和核膜蛋白提取试剂盒说明书进行核质分离

实验；另一组将 pCMV-Myc 或 Myc-HSP27 转

染 A549 细胞，24 h 后固定细胞，加入兔抗 p65
和鼠抗 Myc 孵育一定时间，然后加入 Cy3 标记

的山羊抗小鼠 IgG (H+L)及 CoraLite488 标记的

山羊抗兔 IgG (H+L)避光作用 1 h，再加入荧光

染料 4′,6-二脒基-2-苯基吲哚(4′,6-diamidino-2- 
phenylindole, DAPI)，最后利用蔡司激光共聚焦

显微镜(LSM900)进行拍照。 

1.10  数据统计分析 
数据以 3 个独立实验的平均值±标准差

(standard deviation, SD)来表示，统计学显著性

分析采用 one-way ANOVA 或 Student’s t-test 进
行(*: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001)。 

2  结果与分析 
2.1  EMCV 感染对自噬及内质网应激信号

通路分子表达的影响 
结果显示，随着 EMCV 感染时间的延长及

感染复数的增加，LC3B-Ⅰ型向 LC3B-Ⅱ型转化

明显增多，Beclin1 的表达也明显增加，而

SQSTM1 的表达逐渐降低，说明 SQSTM1 在

EMCV 感染过程中被大量降解(图 1A−1C)，以

上结果均说明 EMCV 感染不同细胞后均可诱导

细胞自噬的发生。EMCV 感染 BHK-21 细胞后，

ATG5 表达无明显变化，说明 EMCV 诱导的细

胞自噬可能与 ATG5 无关；GRP78 表达有增加

趋势，提示 EMCV 感染可能与内质网应激信号 
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图 1  EMCV 感染对自噬及内质网应激信号通路分子表达的影响 
Figure 1  Effects of EMCV infection on the expression of autophagy and endoplasmic reticulum stress 
signaling pathway molecules. A: A549 cells were infected with EMCV at a multiplicity of infection (MOI) of 
0.000 1 for 0 h, 6 h, 9 h, 12 h, 24 h or 36 h, respectively. Cells were collected and treated, and the expression 
of autophagy markers such as SQSTM1, LC3B were analyzed by Western blotting. GAPDH was used as a 
loading control. B: BHK-21 cells were infected with EMCV at an MOI of 0.1 for 0 h, 6 h, 9 h or 12 h, 
respectively. Cells were collected and treated, and the expression of autophagy markers such as SQSTM1, 
LC3B were analyzed by Western blotting. GAPDH was used as a loading control. C: BHK-21 cells were 
infected with EMCV at an MOI of 0.000 1, 0.001, 0.01 or 0.1 for 12 h, respectively. Cells were collected and 
treated, and the expression of autophagy markers such as SQSTM1, LC3B were analyzed by Western blotting. 
GAPDH was used as a loading control. D: BHK-21 cells were infected with EMCV at an MOI of 0.1 for 0 h, 
6 h, 9 h or 12 h, respectively. Cells were collected and treated, and the expression of ATG5, GRP78, ATF6α, 
EIF2S1, p-EIF2S1 and ATF4 were analyzed by Western blotting. GAPDH was used as a loading control. 

 
通路相关，进一步检测发现 EIF2S1 蛋白表达没

有改变，而磷酸化的 EIF2S1(p-EIF2S1)、ATF6α
及 ATF4 表达均明显上升(图 1D)。综上所述，

均说明 EMCV 感染可通过激活 EIF2S1-ATF4 及

ATF6α 这 2 条内质网应激信号通路从而诱导细

胞自噬。 
2.2  干扰 HSP27 对自噬及 EIF2S1-ATF4
信号通路分子表达的影响 

为探索 HSP27 对 EMCV 诱导的自噬和

EIF2S1-ATF4 内质网应激信号通路的影响，干

扰宿主细胞中的 HSP27 表达后感染 EMCV，结

果发现干扰 HSP27 有利于 EMCV 增殖 (图
2A–2C)，促进 Beclin1 和 LC3B-Ⅱ表达的增加

及 SQSTM1 的降解(图 2B)，从而更利于细胞自

噬的发生；而且干扰 HSP27 后也能显著增加

p-EIF2S1 和 ATF4 的表达(图 2C)，促进内质网

应激信号通路的激活。 

2.3  过表达HSP27对自噬及EIF2S1-ATF4
信号通路相关蛋白表达的影响 

为了进一步验证过表达 HSP27 对上述信号

通路的激活是否具有反向调控作用，结果发现

过表达 HSP27能够抑制 EMCV增殖(图 3A–3C)， 
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图 2  干扰 HSP27 对自噬及 EIF2S1-ATF4 信号通路分子表达的影响 
Figure 2  Effects of knockdown of HSP27 on the expression of autophagy and EIF2S1-ATF4 signaling 
pathway molecules. A549 cells were transfected with either 150 nmol of siHSP27-Mix or siNC for 24 h 
before infecting with EMCV at an MOI of 0.01 for 36 h. Cells were collected and treated. A: Viral titers were 
measured by TCID50 assay. B: The expression of autophagy markers such as SQSTM1, LC3B were analyzed 
by Western blotting. GAPDH was used as a loading control. C: The expression of ATG5, EIF2S1, p-EIF2S1 
and ATF4 were analyzed by Western blotting. GAPDH was used as a loading control. Data were represented 
as mean±SD of three independent experiments, **: P<0.01. 
 

有效降低 EMCV 感染激活的 Beclin1 及 LC3B-
Ⅱ的表达，减少 SQSTM1 的降解，从而削弱细

胞自噬的进程 (图 3B)；并且也能显著抑制

EMCV 感染激活的 p-EIF2S1 和 ATF4 的表达(图

3C)，抑制内质网应激信号通路的激活。总之，这

些结果均表明 HSP27 抑制 EMCV 增殖还可通过  
抑制 EIF2S1-ATF4 信号通路从而负调控自噬而 
实现。 

 
图 3  过表达 HSP27 对自噬及 EIF2S1-ATF4 信号通路分子表达的影响 
Figure 3  Effects of overexpression of HSP27 on the expression of autophagy and EIF2S1-ATF4 signaling 
pathway molecules. A549 cells were transfected with either pCMV-Myc or Myc-HSP27 for 24 h before 
infecting with EMCV at an MOI of 0.01 for 36 h. Cells were collected and treated. A: Viral titers were 
measured by TCID50 assay. B: The expression of autophagy markers such as SQSTM1, LC3B were analyzed 
by Western blotting. GAPDH was used as a loading control. C: The expression of ATG5, EIF2S1, p-EIF2S1 
and ATF4 were analyzed by Western blotting. GAPDH was used as a loading control. Data were represented 
as mean±SD of three independent experiments, **: P<0.01. 
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2.4  干扰 HSP27 对 MyD88/NF-κB 信号通

路分子及炎症相关因子表达的影响 
为了验证 HSP27 对其他信号通路是否也具

有调控作用，沉默细胞中 HSP27 表达再感染

EMCV 后发现病毒滴度明显上调(图 4A)，p65、
IL-1β、IL-6、CXCL10、TNFα等炎症相关因子基

因水平均下调(图 4B–4D)，并且也可以减少EMCV
感染激活的 MyD88、TAK1、IKKα、p-p65 蛋白

的表达(图 4E)，说明干扰 HSP27 能抑制 EMCV

诱导的 MyD88/NF-κB 信号通路的活化。 

2.5  过表达 HSP27 对 MyD88/NF-κB 信号

通路分子及炎症相关因子表达的影响 
同样，验证在 EMCV 感染过程中过表达

HSP27 对 MyD88/NF-κB 信号通路的影响，结

果显示过表达 HSP27 能显著抑制 EMCV 的增

殖，并且抑制程度与转染的质粒剂量呈正相  
关(图 5A)，促进 p65、IL-1β、IL-6、CXCL10、
TNFα等炎症相关因子基因的表达水平(图5B–5D)， 

 

 
 

图 4  干扰 HSP27 对 MyD88/NF-κB 信号通路分子及炎症相关因子表达的影响 
Figure 4  Effects of knockdown of HSP27 on the expression of MyD88/NF-κB signaling pathway molecules 
and inflammation related factors. A549 cells were transfected with either 150 nmol of siHSP27-Mix or siNC 
for 24 h before infecting with EMCV at an MOI of 0.01 for 36 h. Cells were collected and treated. A: Viral 
titers were measured by TCID50 assay. B: The mRNA expression level of HSP27 was detected by RT-qPCR. 
C: The mRNA expression level of p65 was detected by RT-qPCR. D: The mRNA expression levels of p65, 
IL-1β, IL-6, CXCL10, TNFα were detected by RT-qPCR. E: The expression of MyD88, TAK1, IKKα, p65 and 
p-p65 were analyzed by Western blotting. GAPDH was used as a loading control. Data were represented as 
mean±SD of three independent experiments, **: P<0.01, ***: P<0.001. 
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增强 MyD88、TAK1、IKKα、p-p65 蛋白的表达，

并呈现明显的剂量依赖关系(图 5E)。综合这些

结果表明，HSP27 在 EMCV 感染宿主细胞过程

中，还能促进 MyD88/NF-κB 信号通路的活化及

下游炎症相关因子的表达。 

2.6  HSP27 对 p65 核移位的影响 
为了验证 HSP27 对 NF-κB p65 亚基核移位

的影响，结果发现过表达HSP27后细胞核中 p65

的表达明显增加，证实了 HSP27 能够促进 p65
的入核(图 6A)；激光共聚焦显微镜检测发现，

对照组细胞中 p65 几乎都弥散性地分布在胞质

中，而过表达 HSP27 后 p65 分子在细胞核中的

分布呈增加趋势 (图 6B)。这些结果均说明

HSP27 正调控 EMCV 触发的 MyD88/NF-κB 信

号通路下游炎症相关因子的表达是通过促进

p65 的核移位来实现的。 
 

 
图 5  过表达 HSP27 对 MyD88/NF-κB 信号通路分子及炎症相关因子表达的影响 
Figure 5  Effects of overexpression of HSP27 on the expression of MyD88/NF-κB signaling pathway 
molecules and inflammation related factors. A549 cells were transfected with either pCMV-Myc or 
Myc-HSP27 (500 ng and 1 000 ng) for 24 h before infecting with EMCV at an MOI of 0.01 for 36 h. Cells 
were collected and treated. A: Viral titers were measured by TCID50 assay. B: The mRNA expression level of 
HSP27 was detected by RT-qPCR. C: The mRNA expression level of p65 was detected by RT-qPCR. D: The 
mRNA expression levels of p65, IL-1β, IL-6, CXCL10, TNFα were detected by RT-qPCR. E: The expression of 
MyD88, TAK1, IKKα, p65 and p-p65 were analyzed by Western blotting. GAPDH was used as a loading control. 
Data were represented as mean±SD of three independent experiments, *: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001. 
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图 6  HSP27 对 p65 核移位的影响 
Figure 6  Effects of HSP27 on nuclear translocation of p65. A: A549 cells were transfected with either 
pCMV-Myc or Myc-HSP27 for 24 h before infecting with EMCV at an MOI of 0.01 for 36 h. Cells were 
collected and detected for nucleocytoplasmic separation. The expression of p65 and HSP27 were analyzed by 
Western blotting. GAPDH was used as a cytoplasmic loading control; HIST3H3 was used as a nuclear 
loading control. B: A549 cells were transfected with either pCMV-Myc or Myc-HSP27 for 12 h before fixing 
cells for immunofluorescence imaging under a confocal microscope for Myc-HSP27 (red), nuclei (blue) and 
p65 protein (green). Scale bar=10 μm (630×1.4). 
 

3  讨论与结论 
ERS 和细胞自噬是机体为了维持自身环境

稳态而形成的两种生理机制，研究表明 ERS 能

够促使自噬的发生，与此同时自噬会通过降解错

误折叠或未折叠的蛋白质，减少或缓解内质网的

压力，保证细胞生存[3,7]。本研究发现在 EMCV
感染过程中 GRP78 表达有增加趋势，推测可能

EMCV 感染与内质网应激信号通路相关，经验

证发现 EIF2S1-ATF4及 ATF6α信号通路被激活，

这与 Hou 等的研究结果一致 [10]。同时发现在

EMCV 感 染 过 程 中 腺 苷 酸 活 化 蛋 白 激 酶

(adenosine 5′-monophosphate (AMP)-activated 
protein kinase, AMPK)的磷酸化水平有所增加，

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mammalian target of 
rapamycin, mTOR)的磷酸化水平有明显减弱(图
片略)，推测 EMCV 感染还能通过激活 AMPK
和抑制 mTOR 活性，促进自噬的形成，但具体

机制还需要进一步探索和证实。而且发现 EMCV
诱导的自噬和 HSP27 对自噬的调控作用均与  
Beclin1 紧密相关，而与 ATG5 无关。近年来大

量研究表明 EMCV、丙型肝炎病毒(hepatitis C 

virus, HCV)及 PRRSV[27-29]等多种病毒在诱导宿

主细胞发生自噬的同时又可借助自噬来促进病

毒的复制。本研究发现干扰宿主细胞中的

HSP27 可促进自噬及 EIF2S1-ATF4 信号通路，

而过表达 HSP27能有效降低 EMCV诱导的自噬

及 EIF2S1-ATF4 信号通路，综合这些表明

HSP27 还可以通过抑制 EIF2S1-ATF4 信号通路

来负调控自噬，从而抑制 EMCV 的体外增殖。 

NF-κB 信号通路的活化能促进天然免疫和

获得性免疫中的许多炎症因子和趋化因子的表

达，故 NF-κB 具有抗感染的作用，但是过度激

活的炎症反应也可能会启动“细胞因子风暴”效
应，引起免疫病理反应 [11]。本研究结果表明

EMCV 感染可以诱导 MyD88/NF-κB 信号通路

的活化，干扰 HSP27 能抑制病毒诱导的

MyD88/NF-κB 信号通路的活化，相反过表达

HSP27 能促进 MyD88/NF-κB 信号通路分子的

表达、p65 的核移位和炎症相关因子的转录表

达，表明 HSP27 在 EMCV 感染过程中还可以正
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调控 MyD88/NF-κB 信号通路。故推测 HSP27
抑制 EMCV 增殖可能不仅仅是因为它作为

MDA5 的伴侣分子在Ⅰ型干扰素信号级联反应

中的作用，还与它参与内质网应激介导的自噬

途径及 NF-κB 信号通路相关。但这些信号通路

中哪种优先触发或是发挥主导作用，而且各个

信号通路之间是否存在交互作用，这些问题都

有待进一步研究予以解决。结合本课题组对

HSP27 的前期研究结果，表明 HSP27 在 EMCV
感染过程中具有多种调控作用。但鉴于不同的

RNA 病毒生命周期及复制的分子机理等都不

尽相同，故 HSP27 在不同 RNA 病毒的具体调

控机制可能存在不同，不能一概而论。 
本研究是在课题组前期研究基础上进行的

补充和延续，更加详尽地揭示了 HSP27 在

EMCV 感染中发挥着多重调控作用，为明确其

他宿主因子体外调控 EMCV 增殖的机制研究提

供思路；也愈发深刻地了解了 RNA 模式病毒

EMCV 在感染宿主细胞过程中为了实现自身增

殖，逃避机体免疫系统的清除，可利用多种免

疫逃逸策略，为进一步揭示 EMCV 致病的分子

机制提供有力证据。 
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