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摘   要：【背景】MiR-107 异常表达可引起肿瘤细胞中 Wnt/β-catenin 信号通路主要蛋白表达发

生改变，但其能否在柯萨奇病毒 B3 (coxsackievirus B3，CVB3)感染的人宫颈癌细胞(HeLa cells)中

发挥同样作用却未见报道。【目的】探讨 miR-107 能否影响 CVB3 感染 HeLa 细胞中的糖原合成

酶激酶-3β (GSK-3β)蛋白、P-GSK-3β 蛋白和 β 连环蛋白(β-catenin)的表达水平。【方法】体外培养

HeLa 细胞，感染 CVB3 不同时间，通过显微镜观察 HeLa 细胞的形态学变化、实时荧光定量 PCR

实验检测 HeLa 细胞中 miR-107 表达量、免疫印迹实验检测 HeLa 细胞中的 GSK-3β、P-GSK-3β、

β-catenin 蛋白及病毒衣壳蛋白(VP1)的表达水平。【结果】CVB3 感染 HeLa 细胞 6 h 后，细胞病变

效应明显，miR-107 表达量及 GSK-3β、P-GSK-3β 和 VP1 蛋白的表达水平随 CVB3 感染时间(0−8 h)

的延长逐渐增加，而 β-catenin 蛋白的表达水平逐渐减少。过表达 miR-107 的 CVB3 感染 6 h 的 HeLa

细胞死亡细胞增多，GSK-3β、P-GSK-3β 和 VP1 蛋白表达水平增加(P<0.05)，β-catenin 蛋白表达水

平减少(P<0.001)；抑制 miR-107 的 CVB3 感染 6 h 的 HeLa 细胞 GSK-3β、P-GSK-3β 及 VP1 蛋白

表达水平明显减少(P<0.05)，β-catenin 蛋白表达水平明显增加(P<0.05)。【结论】MiR-107 异常表

达可影响 CVB3 感染 HeLa 细胞中 Wnt/β-catenin 信号通路蛋白和病毒衣壳蛋白的表达水平。 
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Abstract: [Background] Abnormal expression of miR-107 can change the expression of the main 

proteins of Wnt/β-catenin signaling pathway in tumor cells, while miR-107 plays the same role in human 

cervical cancer cells (HeLa cells) infected with coxsackievirus B3 (CVB3) has not been reported. 

[Objective] To investigate whether miR-107 can affect the expression levels of glycogen synthase 

kinase-3β (GSK-3β), P-GSK-3β, and β-catenin in CVB3-infected HeLa cells. [Methods] The HeLa cells 

were cultured in vitro and infected with CVB3 for different time periods. The morphological changes of 

HeLa cells were observed by microscopy. The expression of miR-107 in HeLa cells was measured by 

real-time fluorescent quantitative PCR. The protein levels of GSK-3β, P-GSK-3β, β-catenin and viral 

capsid protein (VP1) in HeLa cells were determined by western blotting. [Results] After CVB3 infection 

for 6 h, the cytopathic effect was obvious. The expression level of miR-107 and the protein levels of 

GSK-3β, P-GSK-3β, and VP1 increased, while the protein level of β-catenin decreased, with the 

prolongation of CVB3 infection time (0−8 h). MiR-107 overexpression in the HeLa cells infected with 

CVB3 for 6 h increased the cell deaths, up-regulated the protein levels of VP1, GSK-3β, and P-GSK-3β 

(P<0.05), and down-regulated the protein level of β-catenin (P<0.001). The inhibition of miR-107 

expression in the HeLa cells infected with CVB3 for 6 h reduced the cell deaths, down-regulated the 

protein levels of VP1, GSK-3β, and P-GSK-3β (P<0.05), and up-regulated the protein level of β-catenin 

(P<0.05). [Conclusion] Abnormal expression of miR-107 can affect the expression levels of proteins in 

the Wnt/β-catenin signaling pathway and VP1 in CVB3-infected HeLa cells. 

Keywords: coxsackievirus B3; viral myocarditis; miR-107; Wnt/β-catenin 

柯萨奇病毒 B3 (coxsackievirus B3，CVB3)

是引起病毒性心肌炎(viral myocarditis，VMC)

的主要病原体[1]，为单股正链小 RNA 病毒，基

因组大小为 7.4 kb，编码 4 种病毒结构蛋白(衣

壳蛋白 VP1−VP4)、7 种非结构蛋白(2A−2C、

3A−3D)及前体蛋白(2BC、3AB、3CD)；暴露在

病毒表面的 VP1 是与受体特异性结合的部位，

具有维持病毒形态完整性活性[2-3]。 

MiR-107 定位于 10 号染色体，由细胞代

谢 相 关 的 泛 酸 激 酶 (pantothenate kinase ，

PANK)基因编码，可通过调控不同的信号通路

调节细胞代谢过程 [4]，在恶性肿瘤、缺血性脑

损伤等疾病中异常表达 [5-6]。课题组前期研究

结果表明 miR-107 可通过 NF-κB 信号通路促

进 CVB3 的复制 [7]。本研究以 HeLa 细胞为工

具细胞，初步探讨 miR-107 对 CVB3 感染的

HeLa 细胞中 GSK-3β、P-GSK-3β 和 β-catenin

蛋白的影响，旨在明确 miR-107 对 CVB3 的

调控作用，为相关病毒性疾病的研究提供理论

依据。 
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1  材料与方法 

1.1  病毒株 
柯萨奇病毒 B3 毒株(CVB3)由上海复旦大

学附属中山医院教授陈惠珍惠赠，并保藏于江

苏大学检验医学研究所。 

1.2  细胞株 
HeLa 细胞系由江苏大学检验医学研究所

提供。 

1.3  主要试剂和仪器 
转染试剂 Lipofectamine 3000，Thermo Fisher 

Science 公司；miR-107 引物由上海桑尼生物技

术有限公司合成；miR-107 mimics、miR-107 

inhibitor、miR-NC 和 Inhibitor NC，上海吉玛公

司；VP1 抗体，Genetex 公司；GSK-3β 抗体、

P-GSK-3β 抗体和 β-catenin 抗体，万类生物公

司；GAPDH 抗体和辣根过氧化物酶(HRP)标记

的山羊抗兔二抗，CST 公司；细胞蛋白提取试

剂 RIPA 和 PMSF，上海碧云天生物技术有限公

司；HRP-ECL 曝光液和荧光定量试剂盒，南京

诺唯赞生物科技有限公司。实时荧光定量 PCR

仪和 ABI StepOnePlus 荧光仪，应用生物系统公

司；细胞培养箱，Eppendorf 公司；显微镜，尼康

公司；NanoDrop 2000，Thermo Fisher 公司；Pierce 

ECL Western Blot Substrate，Pierce 公司；凝胶

成像分析系统，Bio-Rad 公司。 

1.4  HeLa 细胞培养及病毒感染 
HeLa 细胞用含 10%胎牛血清(fetal bovine 

serum，FBS)的新鲜 DMEM 培养基常规培养于

37 °C、5% CO2细胞培养箱中。取稳定培养的 HeLa

细胞按 2.5×105 个/孔转种于 6 孔板。当板内细胞

生长至 70%−90%，补充 1 mL 新鲜无血清培养液

继续培养 1 h，每孔加入 10 感染复数(mutiplicity 

of infection，MOI)病毒液继续培养 1 h，设立空

白对照孔。磷酸缓冲盐 (phosphate buffered 

saline，PBS)洗涤细胞，补充 2 mL 新鲜含 2% FBS

培养液，放入培养箱内继续培养，用于后续实验。 

1.5  HeLa 细胞分组及细胞转染 
实验分组见表 1。将生长状态良好的 HeLa

细胞按 2.5×105 个/孔转种于 6 孔板，37 °C、5% 

CO2 条件下培养。次日细胞汇合度约达到 70%

时进行转染。根据 Lipofectamine 3000 操作说明

书分别将 miR-107 mimics、miR-107 inhibitor、

miR-NC、Inhibitor NC 转染到细胞中继续培养

48 h，备用。 

1.6  HeLa 细胞形态学变化观察 
分别在光学显微镜下观察 6 孔板中空白

组、病毒组、miR-CL+CVB3 组、miR-107+CVB3

组、CL-in+CVB3 组、107-in+CVB3 组 HeLa 细

胞形态，拍照并保存图像。 
 

表 1  HeLa 细胞分组 
Table 1  HeLa cell groupings 

Group Treatment 

Mock group  

CVB3 group  

MiR-CL group  

MiR-107 group  

CL-in group  

107-in group  

MiR-CL+CVB3 group 

MiR-107+CVB3 group  

CL-in+CVB3 group 

107-in+CVB3 group 

Normal culture without CVB3 infection 

CVB3 was infected for 2, 4, 6, and 8 h, respectively 

Transfection of miR-NC  

Transfection of miR-107 mimics  

Transfection of inhibitor NC  

Transfection of miR-107 inhibitor 

CVB3 infection 6 h after transfection of miR-NC  

CVB3 infection 6 h after transfection of miR-107 mimics  

CVB3 infection 6 h after transfection of miR-107 inhibitor NC 

CVB3 infection 6 h after transfection of miR-107 inhibitor 
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1.7  HeLa 细胞总蛋白提取及免疫印迹实

验(Western blotting) 
分别收集各组细胞，加入 100 μL 含 1% 

PMSF 的 RIPA 提取细胞蛋白。用 NanoDrop 2000

分光光度仪测量样品的浓度和纯度。加入蛋白上

样缓冲液，100 °C金属浴加热 10 min。SDS-PAGE

分离蛋白，湿转法(恒流 300 mA，100 min)转移

到聚偏二氟乙烯膜上，室温封闭 2 h。加入浓度

合适的一抗(VP1、GSK-3β、P-GSK-3β、β-catenin

和 GAPDH)，4 °C 孵育过夜。TBST 洗膜 3 次，

每次 15 min。加入 HRP 标记的二抗(抗体稀释

比为 1:2 000)孵育 1 h。TBST 洗膜 3 次，每次

15 min。在 HRP-ECL 系统下进行显色，保存图

片。蛋白灰度值分析以 GAPDH 为参照，使用

Imagine J 软件对信号强度进行量化。 

1.8  HeLa 细胞总 RNA 提取及逆转录 
分别收集空白组、病毒组、miR-CL 组、

miR-107 组、CL-in 组和 107-in 组细胞。用 Trizol

试剂裂解细胞，异丙醇、氯仿、75%乙醇分离

纯化 RNA，NanoDrop 2000 分光光度仪检测样

品的浓度和纯度。根据 TaKaRa 公司提供的逆

转录试剂盒(RR036)说明书进行逆转录。 

1.9  实时荧光定量 PCR 实验 
从Pubmed和GenBank数据库获取人miR-107

和 U6 序列。由 Primer 软件设计引物序列。miR-107

上游引物序列(F)：5ʹ-CTCAACTGGTGTCGTGG 

AGTCGGCAATTCAGTTGAGTGATAGCC-3ʹ，

下游引物序列(R)：5ʹ-ACACTCCAGCTGGGAG 

CAGCATTGTACAGGG-3ʹ；U6 上游引物序列

(F)：5ʹ-CTCGCTTCGGCAGCACA-3ʹ，下游引物

序列(R)：5ʹ-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3ʹ。

PCR 反应体系(20 μL)：上、下游引物(10 μmol/L)

各 0.4 μL，ROX Reference Dye 0.4 μL，TB Green 

Premix Ex Taq 10 μL，模板 2 μL，无 RNA 酶水

补足至 20 μL。PCR 反应条件：95 °C 5 min；95 °C 

15 s，60 °C 40 s，共 45 个循环；4 °C 保存。以

U6 为内参基因，每组各 3 个复孔，各组细胞中

mRNA 水平以 2–ΔΔCt 法计算。 

1.10  统计学方法 
选用 GraPhad Prism 8.0 软件处理数据。两

组间比较用 t 检验，数据用均数±标准差( x̄±SD)

表示，以 P<0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  CVB3 在 HeLa 细胞中的复制 
如图 1A 所示，与空白组比较，CVB3 感染

后 0−2 h 细胞形态无明显变化；4 h 细胞出现轻

微圆缩；6 h 细胞出现不同程度的圆缩、脱落；

8 h 细胞圆缩、脱落明显。图 1B 的 Western 

blotting 结果显示，病毒组 VP1 蛋白表达水平随

感染时间(0−8 h)延长逐渐升高，于 8 h 时表达

水平最高。 

2.2  MiR-107 在 CVB3 感染的 HeLa 细胞

中的表达情况 
如图 2 所示，与空白组比较，病毒组

miR-107 的表达量随病毒感染时间的延长逐渐

增加，CVB3 感染后 6 h 时达最高值(P<0.01)。 

2.3  MiR-107 对 CVB3 复制的影响 
如图 3 所示，与 miR-CL 组比较，miR-107

组 miR-107 的表达量显著增加(P<0.01)；与 CL-in

组比较，107-in组miR-107表达量显著减少(P<0.01)；

与 miR-CL+CVB3 组比较，miR-107+CVB3 组 VP1

蛋白表达水平升高(P<0.001)，细胞明显圆缩和

脱落，细胞死亡数明显增加；与 CL-in+CVB3

组比较，107-in+CVB3 组 VP1 蛋白表达水平显

著降低(P<0.001)，细胞死亡数明显减少。 

2.4  CVB3 感染 HeLa 细胞后 GSK-3β、

P-GSK-3β 和 β-catenin 蛋白表达的变化 
如图 4 所示，与空白组比较，病毒组细胞

GSK-3β、P-GSK-3β 蛋白表达水平随着 CVB3 
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图 1  CVB3 感染所致 HeLa 细胞形态学变化特征(X100)及 VP1 蛋白表达   A：HeLa 细胞形态学变

化；B：HeLa 细胞 VP1 蛋白表达水平；C：VP1 蛋白灰度扫描 

Figure 1  Morphological changes (X100) and the protein level of VP1 in CVB3-infected HeLa cells. A: 
Morphological changes of HeLa cells; B: The protein level of VP1 in HeLa cells; C: Gray scanning of VP1 
protein. 

 

 
 

图 2  CVB3 感染对 miR-107 表达量的影响    
Figure 2  Effect of CVB3 infection on miR-107 
expression. *: P<0.05; **: P<0.01. 

感染时间延长而逐渐上升，β-catenin 蛋白表达

水平逐渐下降，其中感染后 8 h 时差异最显著

(P<0.001)。根据实验结果，而且为了避免临界

效应，选择 6 h 进行后续实验。 

2.5  MiR-107 对 CVB3 感染的 HeLa 细胞

中 GSK-3β、P-GSK-3β和 β-catenin 蛋白表

达的影响 
如图 5 所示，与 miR-CL 组比较，miR-107

组细胞 GSK-3β、P-GSK-3β蛋白表达水平均升高

(P<0.001)，β-catenin 蛋白表达水平轻微降低

(P<0.05)；与 miR-CL+CVB3 组比较，miR-107+ 

CVB3 组 GSK-3β蛋白表达水平轻微升高(P<0.05)，
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P-GSK-3β 蛋白表达水平明显升高 (P<0.01) ，

β-catenin 蛋白表达水平明显降低(P<0.001)；与

CL-in 组比较，107-in 组 GSK-3β、P-GSK-3β 蛋

白表达水平均降低(P<0.001)，β-catenin 蛋白表

达水平明显升高(P<0.01)；与 CL-in+CVB3 组比

较，107-in+CVB3 组 GSK-3β、P-GSK-3β 蛋白

表达水平明显降低(P<0.001)，β-catenin 蛋白表

达水平升高(P<0.05)。 

 

 
 

图 3  MiR-107 对 CVB3 复制的影响   A 和 B：qRT-PCR 检测 miR-107 mimics (A)和 miR-107 inhibitor 

(B)的转染效率；C 和 F：过表达 miR-107 (C)和抑制 miR-107 (F)后 VP1 蛋白表达水平；D 和 G：VP1

蛋白灰度扫描；E 和 H：过表达 miR-107 (E)和抑制 miR-107 (H)对 CVB3 诱导的细胞病变的影响。**：

P<0.01；***：P<0.001 

Figure 3  Effect of miR-107 on CVB3 replication. A, B: Transfection efficiency of miR-107 mimics (A) and 
miR-107 inhibitor (B) measured by qRT-PCR; C, F: The protein levels of VP1 after miR-107 overexpression 
(C) and miR-107 inhibition (F); D, G: Gray scanning of VP1 protein; E, H: Effect of miR-107 overexpression 
(E) and miR-107 inhibition (H) on CVB3-induced cytopathic effects. **: P<0.01; ***: P<0.001. 
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图 4  CVB3 感染对 Wnt/β-catenin 信号通路相关蛋白表达的影响   A：CVB3 感染 HeLa 细胞后

Wnt/β-catenin 信号通路相关蛋白表达水平；B−D：GSK-3β/GAPDH、P-GSK-3β/GAPDH 和 β-catenin/GAPDH

灰度扫描。*：P<0.05；***：P<0.001 

Figure 4  Effect of CVB3 infection on expression of Wnt/β-catenin signaling pathway-related proteins. A: 
Levels of Wnt/β-catenin signaling pathway-related proteins in CVB3-infected HeLa cells; B−D: 
GSK-3β/GAPDH, P-GSK-3β/GAPDH and β-catenin/GAPDH gray scanning. *: P<0.05; ***: P<0.001. 

 

3  讨论与结论 

MicroRNA (miRNA)是一种长约 21 个核苷

酸的非编码单链短 RNA，通过与靶 mRNA 结

合，诱导靶 mRNA 降解或者影响靶 mRNA 翻

译从而负调控基因的表达 [8]。近年的研究表

明，miR-107 在多种肿瘤细胞中发挥着促癌或

抑癌的作用，包括胃癌细胞[9]、宫颈癌细胞[10]、

鼻咽癌细胞[11]等。然而 miR-107 在 CVB3 感染

细胞中的作用及其机制的报道较少。本研究通

过系列实验探讨了 miR-107 表达对 CVB3 感染

的 HeLa 细胞糖原合成酶激酶-3β蛋白和 β-连环

蛋白表达的影响。 

细胞膜皱缩、细胞脱落、折光颗粒增加、细

胞破碎等细胞病变效应(cytopathic effect，CPE)

改变，可以间接反映病毒在细胞中的复制情况。

本研究中，CVB3 感染 HeLa 细胞 6 h 时，显微

镜下可见明显的细胞病变效应，而且 VP1 蛋白

大量表达，提示 CVB3 在 HeLa 细胞中复制；

miR-107表达量随 CVB3感染时间的延长而不断

增加，提示 miR-107 表达与 CVB3 感染相关。

多种 miRNA 在 CVB3 复制中起到促进或抑制的

作用。miR-30a 在 HeLa 细胞中高表达促进 CVB3

复制[12]，而 miR-324-3p 在 HeLa 细胞和病毒性

心肌炎模型小鼠组织中高表达则抑制 CVB3 复

制[13]。为了进一步证明 miR-107 对 CVB3 复制

的影响，本研究通过脂质体瞬时转染法分别在

HeLa 细胞中过表达、抑制 miR-107 后，Western 
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blotting 实验结果和细胞形态学变化显示，HeLa

细胞内过表达 miR-107 可促进病毒复制，导致更

严重的细胞病变。相反地，HeLa 细胞内抑制

miR-107 可抑制病毒复制，细胞死亡数减少。以

上实验结果提示 miR-107 表达量上调对 CVB3

复制具有正调控作用。值得注意的是，过表达

miR-107 时 VP1 蛋白表达水平未显著上升，而抑

制 miR-107 后 VP1 蛋白表达水平显著下降。这可

能与 CVB3 感染时 miR-107 表达量上调已经达到

生物学功能的饱和有关，因此，过表达 miR-107

后 VP1 蛋白表达水平未呈现显著上升，而抑制

miR-107 后 VP1 蛋白表达水平则显著下降。 
 

 
 

图 5  MiR-107 对 CVB3 感染细胞 Wnt/β-catenin 信号通路相关蛋白表达的影响   A 和 E：过表达

miR-107 (A)和抑制 miR-107 (E)后 Wnt/β-catenin 信号通路蛋白表达情况；B−D 和 F−H：GSK-3β/GAPDH、

P-GSK-3β/GAPDH 和 β-catenin/GAPDH 灰度扫描。*：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001 

Figure 5  Effect of miR-107 on the expression of Wnt/β-catenin signaling pathway-related proteins in 
CVB3-infected cells. A, E: Expression of Wnt/β-catenin signal pathway proteins after miR-107 
overexpression (A) and miR-107 inhibition (E); B−D and F−H: GSK-3β/GAPDH, P-GSK-3β/GAPDH and 
β-catenin/GAPDH gray scanning. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 
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Wnt/β-catenin 信号通路是一种复杂的蛋白

网络调控系统，参与炎症、肿瘤等多种疾病过

程[14-16]。GSK-3β 是 Wnt/β-catenin 信号通路中的

负调控因子，β-catenin 是 GSK-3β 的下游底物，

激活状态下的 GSK-3β 能够磷酸化 β-catenin，促

使 β-catenin 泛素化降解[17-19]。既往研究证实，

CVB3 感染后细胞中 GSK-3β 的活性增加，

β-catenin 蛋白的表达量减少，CVB3 感染通过

酪氨酸激酶依赖机制增加 GSK-3β 活性，使

β-catenin 积累和核易位减少，从而介导 CVB3

诱导的 CPE 和细胞凋亡[20]。在本研究中，用

CVB3 感染 HeLa 细胞后，随着病毒感染时间的

延长，Wnt/β-catenin 信号通路中 GSK-3β 和

P-GSK-3β 蛋白的表达水平持续升高，β-catenin

蛋白表达水平持续降低，提示 CVB3 感染过程

中伴随着 Wnt/β-catenin 信号通路的改变。 

miRNA 通过多种复杂的信号通路调控病毒

的复制增殖过程。miR-126 可调控 Wnt/β-catenin

信号通路蛋白的活性，从而促进 CVB3 的复制，

导致严重的细胞病变效应 [21] 。本研究关于

miR-107 调控 CVB3 复制中 GSK-3β/β-catenin 级

联反应的变化实验结果显示，在 CVB3 感染状

态下，过表达 miR-107 后细胞的 GSK-3β 蛋白

表达轻度增加，P-GSK-3β 蛋白的表达显著升

高，β-catenin 蛋白的表达显著降低；而抑制

miR-107 后细胞 GSK-3β、P-GSK-3β 蛋白表达

均显著降低，β-catenin 蛋白表达升高。此结果

与在骨肉瘤细胞中转染 miR-107 mimics 后

β-catenin 的蛋白表达降低、GSK-3β 蛋白的表达

升高结果[22]一致，提示 miR-107 在促进 CVB3

复制过程中可能影响了 GSK-3β 蛋白及其磷酸

化形式及 β-catenin 蛋白的表达。 

综上所述，本研究阐明了 miR-107 异常表达

可影响 CVB3 感染的 HeLa 细胞中 Wnt/β-catenin

信号通路蛋白和病毒衣壳蛋白的表达水平，但

其具体分子机制有待进一步探究。 
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