
!"#$% &#’’()*+,%*#) 研究简报
微生物学报 !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
!"（#）：#$% & #$’；! ()*+),- $.."
/001 ...# & 2$."；31 ## & #""456
7889：55:;+,*)<=> ?@> )A> A*5)A8)@?A,;A*

基金项目：国家“B2%计划”（$..2CC.$D#"2）
!通信作者。EF<：G B2H$%H2B!B4!".；I)J：G B2H$%H2B!B4###；KH@)?<：LF*M> N?F4BOM@)?< > A;@
作者简介：余建萍（#"B% &），女，四川乐山人，硕士研究生，研究方向为中枢神经系统感染。KH@)?<：4.’$.BO#2%P A;@
收稿日期：$..BH.BH$B；修回日期：$..BH#.H#!

博尔纳病病毒磷蛋白在 !"#$% 细胞内的稳定表达及对其增殖
的影响

余建萍，徐鸣明，彭丹，曾志磊，张英英，谢鹏!

（重庆医科大学附属第一医院神经内科，重庆 !...#2）

摘要：【目的】建立博尔纳病病毒磷蛋白在神经源性 L3H#$细胞内的稳定表达体系，初步探讨博尔纳病病毒磷
蛋白对 L3H#$细胞的生长是否有影响。【方法】培养 L3H#$细胞，用阳离子脂质体的方法将带有博尔纳病病
毒磷蛋白基因的表达质粒转染到细胞内进行稳定表达，用荧光显微镜和 QEHL3Q的方法检测细胞内磷蛋白
的表达，用 REE方法检测磷蛋白对细胞生长的影响。【结果】转染细胞经培养 #.代后仍然表达目的蛋白，成
功建立稳定表达体系。REE检测显示博尔纳病病毒磷蛋白对 L3H#$细胞的生长具有明显的抑制作用，其生
长明显滞后，但粘附能力增加。【结论】通过本文建立的体系能在 L3H#$细胞内稳定表达博尔纳病病毒磷蛋
白，该体系可用于进一步深入研究博尔纳病病毒磷蛋白的作用机制，进而为研究博尔纳病病毒持续感染中

枢神经系统的机制提供基础。此外本文通过检测细胞的增殖活性发现博尔纳病病毒磷蛋白对 L3H#$细胞的
生长具有明显的抑制作用，可能是博尔纳病病毒持续感染中枢神经系统的重要机制之一。
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博尔纳病病毒（S;,*) T?=F)=F U?,+=，STU）是一种
嗜神经性、单股负链 Q1C病毒，主要感染马和羊，但
实验发现其宿主范围比我们认识的更为广泛，可能

包括人在内的所有温血动物，有研究显示 STU通过
调节病毒的多聚酶活性来适应新的宿主［#］。目前对

STU的研究主要集中在两个方面，一方面是 STU是
否感染人的问题，流行病学研究在部分精神病人的

血液和脑脊液中检测到 STU的主要抗原和核酸，提
示其感染可能与人类精神疾病相关［$ & 4］，但由于病

毒分离困难，缺乏特异性和敏感性均很高的可靠的

诊断方法，STU 与人类疾病的关系至今仍未有结
论；另一方面是 STU的发病机制，STU主要侵犯神
经元，有时也累及神经胶质细胞、施旺细胞和室管膜

细胞［2 & ’］。博尔纳病病毒致病主要由抗 STU的 3TB

G E细胞介导的免疫反应引起［B & "］，但是 STU也可
以感染免疫系统尚未发育完善的新生大鼠，并导致

行为障碍、学习和记忆能力降低等中枢神经系统表

现，说明非免疫学致病机制在博尔纳病中也发挥重

要作用，包括抑制神经递质及其受体的表达、影响神

经营养因子及信号传导、分子模拟机制及影响神经

可塑性等［#. & #2］。本研究拟通过建立持续表达 STU
磷蛋白的细胞模型，为进一步研究 STU的非免疫学
发病机制提供条件，同时初步探讨 STU 磷蛋白对
L3H#$细胞增殖的影响。

$ 材料和方法

$&$ 材料
$&$&$ 细胞株和质粒：L3H#$ 细胞购自上海中国科



学院细胞库，含 !"# 磷蛋白的荧光表达质粒
（$%&’()!"# (*+）及其空质粒（$%&’( ,-）由张凤民
教授惠赠，"./!感受态细胞由重庆医科大学基础研
究所冻存。

!"!"# 主要仪器和试剂：水浴锅（荣华 ..)0+*1）、
摇床（2345678 9:7;<3 =>)-）、普通离心机（湘仪 ="?/)
0>）、凝胶成像分析系统（!@A)BC" &<8"2D *111）、分
光光度仪（&% .<786:D73< &<E< FG7E6 $32）、荧光显微
照相系统（,5;2E >H?)-1C 和 ’"I)J/）、低温离心机
（.%BHK% ? *JJ HL)*）、普通 (MB仪（<$$<EN23O）、酶
标仪（=%MC, >P,B@>% Q-)=R++-+）、K!培养基（实验
室自配）、质粒小抽试剂盒（!52O8GS）、卡那霉素
（&@!MA 公司）、新生胎牛血清（天津 =!")9D5<ED<）、
"H%HT’-*培养基、(!>和胰酶由实验室自配、A$65)
H%H 培 养 基（ 5EU5632V<E）、637E9O<D67W5E<=H *111
B<7V<E6（5EU5632V<E）、&+-X抗生素（&@!MA公司）、=35Y28
（=7L7B7）、B= 试 剂 盒（ =7L7B7）、(MB 试 剂 盒
（F57EV<E）。
!"!"$ 引物：针对 !"#磷蛋白的基因设计引物为：
/Z)CC&M==MMM=MMCC&=&&CCCMMC=M)JZ 和 /Z)
&=M&CMMC&=C=M==&C=&==M=M&M)JZ，反应产物的
长度为 Q[4$。选大鼠的 &C(". 作为内参，上游引
物为：/Z)&=&M=&C&=C=&=M&=&&C&=M=)JZ，下游引
物为：/Z)&=&&CC&CC=&&&C&==&M=&=)JZ，反应产
物的长度为 [-14$。
!"# %&’()*+,- )#.质粒的构建
将质粒 $%&’()!"# (*+和 $%&’( ,-分别转化

到大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）"./!感受态细胞中，在
含有卡那霉素的 K!培养基上铺板、J\]孵育过夜。
挑取单克隆菌落进行质粒抽提，将抽提出的质粒进

行 -^琼脂糖凝胶电泳，并用分光光度仪测定浓度。
在确定大小正确后，将质粒送测序，将测序结果在

,M!@ &<E!7E;中进行 !8796。
!"$ 细胞培养和转染

(M)-*细胞用 "H%HT’-* 培养基，加入 -1^胎
牛血清，+DW _ \‘/DW培养瓶，J\]，/^ MA* 培养箱
内培养。按照转染试剂说明进行转染，转染后 [:换
液，*+: 后观察荧光。荧光表达量达到 -1^时加
&+-X（终浓度 -111"VTWK）进行筛选，J a / N后，未转
染成功的细胞大量死亡，&+-X浓度减半维持剂量培
养，筛选过程中用 *1^胎牛血清培养。
!". /0*)1/鉴定 +,- )#.的表达
为了检测各组细胞内 !"# 磷蛋白的表达情况，

针对 !"# 磷蛋白的 WB,C进行 B=)(MB。采用异硫

氰酸胍)酚)氯仿法提取各组细胞的总 B,C，按照 B=
试剂使用说明进行逆转录反应。(MB 反应体系共
*1"K，包括 (MB H5S -1"K、NN.*A \"K、上下游引物
各 -"K 及逆转录产物 -"K。反应条件是：Q+]
/ W5E；Q+] J1 9，[J] J1 9，\*] - W5E，循环 +1 次；
\*]-1 W5E。反应产物进行 J^琼脂糖凝胶电泳。
!"2 细胞活性检测
分转染 $%&’()!"# (*+ 的细胞组（(）、转染

$%&’( ,-空质粒的细胞组（,）、未转染的细胞组
（0）和培养基作为空白对照组（,D）。收获细胞后进
行细胞计数，于 Q[孔板内每孔接种细胞 /111个，每
组细胞接种 J个孔，*+:重复种板一次，第 +天将所
有细胞用 H==检测其生长速度，并描绘生长曲线，
组间差异的统计方法采用方差分析（>(>>-[‘1），( b
1‘1/认为差异有统计学意义。

# 结果
#"! 质粒的扩增和鉴定
将扩增的质粒进行 -^琼脂糖凝胶电泳（图 -），

结果证实 $%&’()!"# (*+质粒为 /‘+ ;4大小条带，
为 $%&’( ,-质粒（+‘\ ;4）和 !"#（\11 4$）磷蛋白基
因大小的和。为排除质粒扩增过程中可能出现点突

变的可能性，将质粒送测序，测序结果与 ,M!@
&<E!7E;中序列号 Cc*+[X\J‘- 的序列完全吻合，证
实质粒中插入片段为 !"#磷蛋白的全基因序列，可
用于 !"#磷蛋白的表达实验。

图 ! 质粒鉴定电泳图
’5Vd - "<O5E5652E 2O 6:< $879W5N 79 /‘+ ;4d H：# ",CT!#)B$
W73;<3；-：$%&’()!"# (*+ $879W5N；*：$%&’( ,- $879W5Nd =:< 95Y<
2O $%&’( ,- $879W5N 59 +‘\ ;4d =:< 95Y< 2O $%&’()!"# (*+ $879W5N 59
/‘+ ;4d

#"# 荧光显微镜观察转染细胞
将 $%&’()!"# (*+和 $%&’( ,-空质粒分别转

染到 (M)-*细胞中，由于该质粒在插入的 !"#磷蛋
白基因前有一个绿色荧光蛋白的基因，在细胞内表

达的目的蛋白末端会带上绿色荧光蛋白，这样在荧

+*- c57E$5EV RG<6 78 d T+#,( -’#&).’)*)/’#( 0’1’#(（*11Q）+Q（-）
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光显微镜下就可以观察到目的蛋白在细胞内的表达

情况。转染后 !" #观察荧光，可见 $%&磷蛋白具有
明显的核定向，仅在细胞核内能看见绿色荧光，而

’()*+ ,-空质粒的绿色荧光蛋白主要在细胞浆中
表达（图 !）。由于 +./-! 细胞贴壁较差，在阳离子
脂质体转染的过程中容易脱落死亡或者细胞状态不

好，所以转染效率比较低，!" #观察荧光时荧光表达
量不足 -01。"2# 后加用 )"-2 进行筛选，由于
’()*+ ,-质粒能够使细胞具有抗 )"-2 的抗性，转

染了质粒的细胞能够生存下来，而部分未转入质粒

的细胞将被杀死，筛选后的细胞荧光表达量明显增

加。经传 -0代后仍然表达荧光认为是稳定转染的
细胞，可用于下游试验。在传代和换液的过程中，可

以观察到 +组细胞的贴壁能力明显比 ,和3组强，
在各组细胞中加入 4 56温浴的 +$7清洗 !遍后，3、
,、+组细胞分别有 801、"01、-01的细胞脱落。传
代时在各组细胞内加入 -8 滴胰酶后，3、,、+组细
胞全部消化所需要的时间分别是 90 :、20 :、;0 :。

图 ! 细胞转染前后的荧光表达情况（!"" #）
*<=>! (?’@A::<BC BD D6EB@A:FACG ’@BGA<C <C ’@B/ HCI ’B:G/G@HC:DAFGAI +./-! FA66:（!00 J ）>（K，%）：CBC/G@HC:DAFGAI FA66:；（$，(）：’()*+/$%& +!"

G@HC:DAFGAI FA66:；（.，*）：’()*+ ,- G@HC:DAFGAI FA66:；（$，.）：!"# HDGA@ G@HC:DAFG<BC；（(，*）：G#A -0G# =ACA@HG<BC BD G@HC:DAFGAI FA66:> )@AAC D6EB@A:FACG
’@BGA<C（)*+）H6BCA H’’AH@: <C FLGB’6H:5（.），MEG N<G# $%& ’#B:’#B’@BGA<C )*+ :GHL: <C CEF6AE: BC6L（$）> O@AHGAI N<G# )"-2，)*+ NH: <CF@AH:AI
:<=C<D<FHCG6L（(，*）>

!$% &’()*&鉴定 +,-磷蛋白的表达
为了进一步证实 $%&磷蛋白的稳定表达体系

建立成功，使用 PO/+.P的方法检测各组细胞中磷
蛋白的表达情况，以 )K+%Q作为内参（图 4/$），结
果显示有且只有 +组细胞内有磷蛋白基因的表达
（图 4/K），说明转染及筛选成功。
!$. 细胞活性鉴定
为了明确磷蛋白对细胞的生长是否有影响，使

用 ROO检测各组细胞活性。由于空质粒中绿色荧
光蛋白的表达对细胞的生长也有一定的干扰，,组
细胞较 3组细胞生长稍慢，但 +组细胞的生长明显
慢于 ,组和 3组细胞，差异具有统计学意义（! S
0T08），说明 + 组细胞生长缓慢是表达磷蛋白的作
用，而非单纯是质粒的作用（图 "）。

% 结论

$%&具有强嗜神经性，首先通过特异性的糖蛋
白识别、结合并感染神经元，再通过细胞与细胞间的

传播扩散到神经胶质细胞［-U］，并可长期寄居在神经

系统内而不被机体免疫系统清除，明确其致病机制

对许多神经系统的疾病及病毒持续感染的研究具有

重要的意义。

本实验将 ’()*+/$%& +!" 转染到 +./-! 细胞
中，经培养 -0代后仍然表达目的蛋白，建立了 $%&
磷蛋白的稳定表达体系，以绿色荧光蛋白作为标记

直接用荧光显微镜观察磷蛋白的表达情况。该体系

可用于进一步深入研究 $%&磷蛋白的作用，及博尔
纳病的非免疫学发病机制。用神经元细胞模型研究

8!-余建萍等：博尔纳病病毒磷蛋白在 +./-!细胞内的稳定表达及对其增殖的影响 > V微生物学报（!00;）";（-）
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图 ! 各组细胞表达 "#$磷蛋白的情况
!"#$% &’()*++",- ,. /01 (2,+(2(),3*"- "- 32)** #),4(+ ,. 5*66+$ 7
+2,8+ 32* 9:; (),<453+ ,. /01 (2,+(2,(),3*"-（=>?(），/ +2,8+ 32* 9:;
(),<453+ ,. @790A（BCD?(）$ E：0F GDDD 0H7 IJ)K*)；C：32* 9:;
(),<453 ,. (&@!9L/01 9GM (6J+I"<；G：32* 9:; (),<453 ,. 9:LCG 5*66+
3)*J3*< 8"32 (&@!9L/01 9GM (6J+I"<；%：32* 9:; (),<453 ,. 9:LCG
5*66+ 3)*J3*< 8"32 (&@!9 HC (6J+I"<；M：32* 9:; (),<453 ,. -,-L3)*J3*<
9:LCG 5*66+$ N- 32* 32)** #),4(+ ,. 5*66+，,-6O 5*66+ 3)*J3*< 8"32 (&@!9L
/01 9GM (6J+I"< *’()*++ /01 (2,+(2,(),3*"-$

图 % "#$磷蛋白对 &’()*细胞生长的影响
!"#$M /01 (2,+(2,(),3*"- <*()*++ 32* (),6".*)J3",- ,. 9:LCG 5*66 $ 9：
5*66+ 3)*J3*< 8"32 (&@!9L/01 9GM (6J+I"<；H：5*66+ 3)*J3*< 8"32 (&@!9
HC (6J+I"<；P：5*66+ 4-3)*J3*<$ QDDD 5*66+ ,. 32)** #),4(+ 8*)* +**<*<
"- J (,)*$ &R*)O #),4( 2J< 32)** 5,("*+ "- *R*)O GM2$ S2* ESS RJ64*+
8*)* <*3*53*< ?O 32* T0 ,. QUD-I$ :,I(J)*< 8"32 H J-< P， 32*
(),6".*)J3",- ,. 9 8J+ +"#-"."5J-36O <*()*++*<（! V DWDQ）$

/01的发病机制，排除了机体内免疫系统的干扰，
单纯研究单个蛋白对神经细胞的直接作用。但由于

原代神经细胞仅能存活 G周左右，且无法将质粒转
染到原代神经细胞内，所以我们选择 9:LCG 细胞代
替原代神经细胞。9:LCG细胞是大鼠的嗜铬细胞瘤

细胞，来源于神经外胚层，具有神经元的特性，分泌

儿茶酚胺类神经递质，是研究神经生物学的主要细

胞之一。由于 9:LCG细胞贴壁能力差且具有神经元
特性，所以转染效率很低，本实验中转染后 GM 2 观
察荧光表达量不足 CDX，经筛选足够时间后细胞内
的荧光表达量也增多，本实验稳定表达的细胞体系

中荧光表达量达到 >DX左右。
我们用 ESS的方法检测各组细胞的增殖活性，

发现表达 /01磷蛋白的细胞其生长明显慢于对照
组细胞，说明 /01磷蛋白对 9:LCG细胞的增殖有抑
制作用。在 /01感染的动物和细胞中其磷蛋白的
含量非常丰富，因此磷蛋白很可能通过与某些细胞

因子结合而诱导被感染细胞或脑组织的功能改变。

PJ3J)4等以重组的 /01磷蛋白作为探针，用P*+3*)-
?6,3、层析、微序列分析等方法研究显示 /01磷蛋白
能与各种细胞提取物中的两性酸碱兼性蛋白结合，

该蛋白是一种轴突生长因子，富含于发育阶段的大

脑组织中［C>］。因此 /01磷蛋白对神经细胞生长的
抑制作用可能与抑制神经营养因子的表达有关。本

实验中我们还观察到表达 /01磷蛋白的细胞贴壁
能力较对照组强，可能与 /01磷蛋白改变神经细胞
的突出生长从而影响了细胞骨架有关，但在本实验

中未观察到明显的细胞形态的改变，可能是因为改

变比较轻微或者放大倍数不够等，尚需要进一步实

验确证。
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