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［摘　 要］ 　 以茶皂素（Ｔｅａｓａｐｏｎｉｎ，ＴＳ）作为候选药物，研究茶皂素对 Ｍａｒｃ－１４５ 细胞受体 ＣＤ１６３ 和

波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）基因合成和蛋白表达的影响，以及茶皂素是否能通过细胞凋亡内源性通路影响

ＰＲＲＳＶ 感染细胞，探究茶皂素抗 ＰＲＲＳＶ 的作用机制。 通过 ｑＲＴ－ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＳ 对细

胞受体 ＣＤ１６３ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 的基因合成和蛋白表达的影响。 运用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测 ＴＳ 对细胞内

源性凋亡通路启动子 ｃａｓｐａｓｅ－９ 活化的影响，初探 ＴＳ 的抗 ＰＲＲＳＶ 机制。 ｑＲＴ－ＰＣＲ 结果表明 ＴＳ 能

显著抑制感染 ＰＲＲＳＶ 的 Ｍａｒｃ－１４５ 细胞受体 ＣＤ１６３ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 基因的合成。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表

明 ＴＳ 能显著抑制细胞受体 ＣＤ１６３ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 的蛋白表达。 ＴＳ 能够引起细胞内源性凋亡通路启动

子 ｃａｓｐａｓｅ－９ 的活化。 研究表明，ＴＳ 能抑制 ＰＲＲＳＶ 在 Ｍａｒｃ－１４５ 细胞上的穿入过程，从而达到抗

ＰＲＲＳＶ 的作用；亦可通过激活细胞凋亡内源性通路以早期促进细胞凋亡的方式产生抗 ＰＲＲＳＶ 的

作用。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔａｋｉｎｇ ｔｅａ ｓａｐｏｎｉｎ （ＴＳ） ａｓ ｔｈｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｄｒｕｇ ｏｆ ａｎｔｉ－ＰＲＲＳＶ， ｔｈｅ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＴＳ ｗａｓ
ｅｘｐｌｏｒｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ Ｍａｒｃ－１４５ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＣＤ１６３ ａｎｄ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｇｅｎｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｗｈｅｔｈｅｒ ｃｏｕｌｄ ａｆｆｅｃｔ ＰＲＲＳＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｃｅｌｌ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ．
ｑＲＴ－ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ＴＳ ｏｎ ｃｅｌｌ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＣＤ１６３ ａｎｄ
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｇｅｎｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＴＳ ｏｎ ｔｈｅ ｃａｓｐａｓｅ－９ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｗｈｉｃｈ ｉｓ
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ｃｅｌｌ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． ｑＲＴ－ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＴＳ
ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ＣＤ１６３ ａｎｄ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ＰＲＲＳＶ ｉｎｆｅｃｔｅｄ Ｍａｒｃ － １４５ ｃｅｌｌｓ．
Ｍｏｒｅｏｖｅｒ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＴＳ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ１６３ ａｎｄ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅ ｃａｓｐａｓｅ－９ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ． ＴＳ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ＰＲＲＳＶ ｅｎｔｅｒ ｉｎｔｏ Ｍａｒｃ－１４５ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｅ ｔｈｅ
ｃｅｌｌ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｔｏ ａｎｔｉ－ＰＲＲＳＶ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＰＲＲＳＶ；Ｔｅａ ｓａｐｏｎｉｎ；ＣＤ１６３；Ｖｉｍｅｎｔｉｎ；ｃａｓｐａｓｅ－９

　 　 猪繁殖与呼吸综合征（Ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ
ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＲＲＳ）是猪的一种病毒性急性

传染病，是由猪繁殖与呼吸综合征病毒（Ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅ⁃
ｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ，ＰＲＲＳＶ）所
引起的［１］。 目前，ＰＲＲＳ 已经严重影响了全世界的

养猪业，给养猪业造成了巨大的经济损失［２］。 目

前，主要通过接种疫苗来防治本病，但随着不同毒

株的出现，对 ＰＲＲＳ 的防控难度日益增加。 天然产

物在药物研发过程中起着相当重要的作用，市面上

的大多数药物都是直接或间接源自于天然产物。
研究前期筛选出了多种具有抗病毒作用的天然化

合物，例如苦参碱能够抑制 ＰＲＲＳＶ［３］ 和 ＰＣＶ２［４］ 在

细胞 上 的 复 制； 丹 参 酮 ＩＩＡ 磺 酸 钠 可 以 干 扰

ＰＲＲＳＶ［５］和 ＭＤＶ［６－７］的增殖。
茶皂素是前期体外筛选抗 ＰＲＲＳＶ 天然化合物

时，筛选出来的一种从茶树种子中提取出来的一类

糖苷化合物。 实验室前期结果已经证实了茶皂素

的体外抗 ＰＲＲＳＶ 作用，并已证实茶皂素能显著抑

制 ＰＲＲＳＶ Ｎ 蛋白的表达，从而影响病毒在细胞内

的复制［８］。 但茶皂素的抗 ＰＲＲＳＶ 作用是否只局限

在直接作用于病毒尚未报到。 文献报道清道夫受

体 ＣＤ１６３［９］和波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ） ［１０］是 ＰＲＲＳＶ 穿

入 Ｍａｒｃ－１４５ 细胞的重要受体［１１］。 细胞受体可能

是茶皂素抗病毒作用的靶点之一。 此外，ＰＲＲＳＶ
可以通过内源性线粒体通路引起细胞凋亡，凋亡亦

可作为研究抗病毒机制方向之一［１２］。
前期的细胞毒性试验和抗病毒试验，已经证实

茶皂素在 Ｍａｒｃ－１４５ 细胞上的最大安全浓度（ｍａｘｉ⁃
ｍｕｍ ｎｏ－ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＮＴＣ）为３０ μｇ ／ ｍＬ，
且在该浓度下， ＴＳ 对 ＰＲＲＳＶ 的复制有抑制作

用［８］。 因此，试验在此浓度下，从 ＰＲＲＳＶ 感染细胞

的受体入手，在 ｍＲＮＡ 和蛋白水平研究 ＴＳ 对感染

ＰＲＲＳＶ 的 Ｍａｒｃ－１４５ 细胞上 ＣＤ１６３ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 两

种受体的表达量影响，并在蛋白水平上初步研究

ＴＳ 对感染 ＰＲＲＳＶ 的 Ｍａｒｃ－１４５ 细胞中 ｃａｓｐａｓｅ－９
活化的影响，以补充 ＴＳ 抗 ＰＲＲＳＶ 的机制，为茶皂

素的后续开发提供数据支撑。
１　 材料与方法

１．１　 试剂　 细胞级 ＤＭＳＯ 及 ＤＭＥＭ 高糖液体培养

基购于美国 Ｓｉｇｍａ 公司；β－ａｃｔｉｎ 单克隆抗体、高灵

敏度化学发光检测试剂盒购于北京康为世纪生物

科技有限公司；ｃａｓｐａｓｅ－９ 抗体购于美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａ⁃
ｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司；ＦＩＴＣ 标记山羊抗鼠 ＩｇＧ 购于

北京博奥森生物技术有限公司；ＨＲＰ 标记山羊抗兔

ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）抗体购于北京全式金生物技术有限公

司；脱脂奶粉、兔抗 ＣＤ１６３ 抗体购于武汉博士德生

物工程有限公司；Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 多克隆抗体购于南京巴

傲德生物科技有限公司；ＳＹＢＲ ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ
Ⅱ及 ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ
购于大连 ＴａＫａＲａ 公司；蛋白提取试剂盒购于北京

普利莱基因技术有限公司。
１．２　 药品　 试验所用药物 ＴＳ 浓度为 ９８％，由北京

中医药大学中药学院雷海民教授惠赠。 阳性药物

利巴韦林标准品（批号：１４０６２９－２００２０２）购于中国

食品药品检定研究所。
１．３　 细胞、病毒　 Ｍａｒｃ－１４５ 细胞购买于中国兽医

药品监察所。 高致病性 ＪＸＡＪ －Ｒ 株 ＰＲＲＳＶ 活疫

苗，购于广东大华农动物保健品股份有限公司，其
生产批号为 １０１２００１，毒力为 １０－６。
１．４　 ＴＳ 对 ＣＤ１６３、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 基因作用的测定

１．４． １ 　 细胞总 ＲＮＡ 的提取与反转录 　 根据文

献［１３］进行样品制备，分别设细胞对照组、病毒对照
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组（１００ＴＣＩＤ５０）、３０ μｇ ／ ｍＬ ＴＳ 试验组、０．１２５ ｍｇ ／ ｍＬ
利巴韦林对照组。 在 ６ 孔板中，接种 Ｍａｒｃ－１４５ 细

胞，待细胞长至 ８０％左右，与 ＰＲＲＳＶ（１００ＴＣＩＤ５０）
在 ４ ℃下共孵育 ２ ｈ，弃掉病毒液。 然后加入 ２％
ＤＭＥＭ 细胞生长维持液，放入 ３７ ℃培养箱中（从此

时开始计时，即为穿入 ０ ｈ），２ ｈ 将 ２％ＤＭＥＭ 细胞

生长维持液用药液替换，并继续放入 ３７ ℃培养箱

中，到穿入 ５ ｈ 时，将 ＴＳ 试验组和利巴韦林对照组

培养液换为 ２％ＤＭＥＭ 细胞生长维持液，仍放入

３７ ℃培养箱中继续孵育 ２４ ｈ。 使用 ＴＲＩｚｏｌ ® Ｒｅａ⁃
ｇｅｎｔ 试剂盒，进行 ＲＮＡ 样品的提取。 根据 ＴａＫａＲａ
反转录试剂盒说明进行 ｃＤＮＡ 合成，普通 ＰＣＲ
扩增。
１．４．２　 ｑＲＴ－ＰＣＲ 反应检测 ＣＤ１６３ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｍＲＮＡ
基因的表达量　 根据 ＮＣＢＩ 数据库中猴属 ＣＤ１６３、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 １８Ｓ 基因核酸 ＣＤＳ 区序列，运用 Ｐｒｉｍ⁃
ｅｒ３ Ｐｌｕｓ 软件设计出以下 ３ 对引物见表 １，由华大基

因公司合成。

表 １　 引物序列及 ＰＣＲ 产物大小

Ｔａｂ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ
基因
Ｇｅｎｅ 引物基因序列号

引物序列（５＇－３＇）
Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

产物大小
ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

ＣＤ１６３ ＸＭ ０２１９２１９９０．１ Ｆ：ＴＧＴＴＴＣＴＴＧＴＣＧＴＧＧＧＡ
Ｒ：ＡＴＴＣＧＴＣＡＧＣＣＴＣＡＴＴＴ １３９ ｂｐ

１８ｓ－ＲＮＡ ＮＲ １４６１６６．１ Ｆ：ＡＴＧＧＣＣＧＴＴＣＴＴＡＧＴＴＧＧＴＧ
Ｒ：ＧＡＣＣＡＣＡＴＧＡＴＧＣＧＴＡＣＴＧＧ ２１７ ｂｐ

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ＸＭ ０１１７５２０９２．２ Ｆ：ＡＡＡＴＧＧＣＴＣＧＴＣＡＣＣＴＴＣＧＴ
Ｒ：ＣＧＴＴＴＣＧＴＴＧＡＴＡＡＣＣＴＧＴＣＣ ２５１ ｂｐ

　 　 以 ｃＤＮＡ 为模板，加入各检测基因的对应引

物，进行 ＳＹＢＰ Ｇｒｅｅｎ ＲＴ－ＰＣＲ 反应，反应条件依次

为：９０ ℃ 预变性 ３０ ｓ，９５ ℃ 变性 ５ ｓ，退火温度

５６ ℃，退火 ３０ ｓ，整个过程设 ４０ 个循环数。 以

１８ｓＲＮＡ 作为内参，所得数据采用 ２－△△Ｃｔ法对目的

基因的表达量进行比较分析。
１．５　 ＴＳ 对 ＣＤ１６３ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白作用的测定 　
根据 １．４．１ 项样品，使用蛋白提取试剂盒提取蛋白。
使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ 核酸蛋白分析仪进行蛋白浓度测

定。 分别以兔抗 ＣＤ１６３ 单克隆抗体、兔抗 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
（Ｉ４４４）单克隆抗体和鼠抗 β－ａｃｔｉｎ 单克隆抗体为一

抗，山羊抗兔 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）二抗（１ ∶ １００００）或山羊抗鼠

ＩｇＧ 二抗（１ ∶ ５０００）为二抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。
１．６　 ＴＳ 对 ｃａｓｐａｓｅ－９ 蛋白活化作用的测定　 设细

胞对照组，病毒对照组 （ １００ＴＣＩＤ５０ ），ＴＳ 对照组，
３０ μｇ ／ ｍＬ ＴＳ 加毒试验组（先加 １００ＴＣＩＤ５０ ＰＲＲＳＶ
６ ｈ，用 ＰＢＳ 洗 ２ 遍，再加 ＴＳ），利巴韦林 １２５ μｇ ／ ｍＬ
加毒对照组， ３０ μｇ ／ ｍＬ ＴＳ 加毒试验组 （先加

１００ＴＣＩＤ５０ ＰＲＲＳＶ １２ ｈ，用 ＰＢＳ 洗 ２ 遍，再加 ＴＳ），

在 ２４ ｈ 后使用蛋白提取试剂盒提取蛋白，收集

ｃａｓｐａｓｅ－９ 蛋白样品。 使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ 核酸蛋白分

析仪进行蛋白浓度测定。 分别以兔抗 ｃａｓｐａｓｅ－９ 单

克隆抗体和鼠抗 β－ａｃｔｉｎ 单克隆抗体为一抗，山羊

抗兔 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）二抗（１ ∶ １００００）或山羊抗鼠 ＩｇＧ 二

抗（１ ∶ ５０００）为二抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。
１．７ 　 数据分析 　 本试验均通过 （ ＧｒａｐｈＰａｄ Ｓｏｆｔ⁃
ｗａｒｅ，Ｉｎｃ．Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ，ＵＳＡ）软件计算处理而得到所有

相关数据以及方差分析，∗Ｐ＜０．０５，∗∗Ｐ＜０．０１，∗
∗∗Ｐ＜０．００１。 所有实验均经过 ３ 次独立重复试

验，且每次试验设有 ４ 个重复。
２　 结果与分析

２．１　 ＴＳ 对 ＣＤ１６３ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 基因表达量的测定

如图 １ 所示，与细胞对照组相比，病毒组 ＣＤ１６３ 和

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 基因表达量差异不显著（Ｐ＞０．０５）；ＴＳ 试

验组及利巴韦林对照组 ＣＤ１６３ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 基因表

达量显著降低（Ｐ＜０．０５）。 与病毒组相比，ＴＳ 试验

组 ＣＤ１６３ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 基因表达量显著降低 （Ｐ ＜
０．０５）；利巴韦林对照组 ＣＤ１６３ 基因表达量显著降

·８１·
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低（Ｐ＜０．０５），而 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 基因表达量差异不显著

（Ｐ＞ ０． ０５）；与利巴韦林对照组相比， ＴＳ 试验组

ＣＤ１６３、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 基因表达量差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

相同字母表示组与组之间差异不显著（Ｐ＞０．０５），不同字母表示组与组间差异显著（Ｐ＜０．０５）

Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＞０．０５）， ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｓｈｏｗ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）

图 １　 ＣＤ１６３ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 各组基因的表达量

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ１６３ ａｎｄ Ｖｉｍｅｎｔｉｎｉｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２．２　 ＴＳ 对 ＣＤ１６３ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白合成的影响 　
以 β－ａｃｔｉｎ 作为内参蛋白，采用 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 软件

对各组蛋白条带灰度值进行定量分析。 结果如图 ２
所示，ＴＳ 试验组 ＣＤ１６３、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达量均显

著少于细胞对照组和病毒对照组（Ｐ＜０．０５），细胞对

照组与病毒对照组两种蛋白的表达量差异不显著

（Ｐ＞０．０５），利巴韦林对照组两种蛋白的表达量高于

ＴＳ 试验组，但差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

相同字母表示组与组之间差异不显著（Ｐ＞０．０５），不同字母表示组与组之间差异显著（Ｐ＜０．０５）

Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＞０．０５）， ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｓｈｏｗ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）

图 ２　 ＣＤ１６３ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 各组蛋白的表达量

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ１６３ ａｎｄ Ｖｉｍｅｎｔｉｎｉｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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２．３　 ＴＳ 对 ｃａｓｐａｓｅ－９ 蛋白活化的影响　 本试验采

用 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 对各组 ｃａｓｐａｓｅ－９ 的表达情况进行

检测，以 β－ａｃｔｉｎ 作为内参蛋白，结果如图 ３ 所示。
正常细胞对照组、病毒对照组、ＴＳ 对照组以及利巴

韦林对照组在细胞培养 ２４ ｈ 时，均不出现 ｃａｓｐａｓｅ－

９ 的活化；先加毒 ６ ｈ 和 １２ ｈ 再加 ＴＳ 的两个试验

组均能检测到明显的 ｃａｓｐａｓｅ－９ 活化片段；六个组

均能检测到以酶原形式存在的 ｃａｓｐａｓｅ－９。

图 ３　 ２４ｈ ｃａｓｐａｓｅ－９ 蛋白的表达

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ－９ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｔ ２４ｈ

３　 讨论与结论

３．１　 ＴＳ 对细胞受体 ＣＤ１６３ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 的基因合

成和蛋白表达的影响 　 ＰＲＲＳＶ 进入 Ｍａｒｃ－１４５ 细

胞过程中 ＣＤ１６３ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 具有重要作用［１３］。 据

研究报道证实，细胞受体 ＣＤ１６３ 在 ＰＲＲＳＶ 侵入与

复制的过程中起着一定作用［２，１４－１５］。 Ｋｉｍ 等［１０］ 于

２００６ 年报道证实 Ｍａｒｃ－１４５ 细胞受体 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 可

以与 ＰＲＲＳＶ 中的 Ｎ 蛋白相互作用介导病毒侵入。
目前，常见的抑制 ＰＲＲＳＶ 增殖的报道都是以细胞

受体 ＰＣＢＰ１ 和 ＰＣＢＰ２ 为靶点进行抗 ＰＲＲＳＶ 研

究［１６－１７］，ＴＳ 能否抑制感染 ＰＲＲＳＶ 细胞的 ＣＤ１６３

和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 表达，可以作为研究其抗病毒活性的途

径之一。 试验选择以 ＣＤ１６３ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 两种 Ｍａｒｃ
－１４５ 细胞受体为靶点进行抗 ＰＲＲＳＶ 侵入机制的

研究。 从 ｑＲＴ－ＰＣＲ 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果来看，ＴＳ
可显著抑制感染 ＰＲＲＳＶ 的 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞受体

ＣＤ１６３ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｍＲＮＡ 和蛋白水平的表达。 推

测 ＴＳ 可通过抑制 ＰＲＲＳＶ 入侵细胞的过程来发挥

其抗 ＰＲＲＳＶ 作用。

３．２　 ＴＳ 对细胞内源性凋亡通路启动子 ｃａｓｐａｓｅ－９
活化的影响　 药物能够通过促进病毒感染早期宿

主细胞的凋亡或者抑制病毒感染晚期细胞的凋亡，
是凋亡的一种抗病毒机制［１８］。 然而，目前针对抗

ＰＲＲＳＶ 凋亡机制的研究并未有报道。 中药抗病毒

凋亡通路机制可以选用 ｃａｓｐａｓｅ － ８、 ｃａｓｐａｓｅ － ９、
ｃａｓｐａｓｅ－３ 的活化作为检测指标［１９－２１］。 在本实验室

课题组前期的研究中，已证实在 ＰＲＲＳＶ 感染 Ｍａｒｃ
－１４５ 细胞 ２４ ｈ 时检测不到活化的 ｃａｓｐａｓｅ－３，而在

第 ４８ ｈ 和 ６０ ｈ 均能检测到活化的 ｃａｓｐａｓｅ － ３ 片

段［１０］，因此推测病毒感染细胞 ２４ ｈ 可能是感染细

胞发生凋亡的早期阶段。 Ｒｏｙ 等［２２］ 于 ２０００ 年研究

发现，ＰＲＲＳＶ 能够激活依赖 ｃａｓｐａｓｅ－９ 的细胞内源

性凋亡途径，即当细胞受到死亡受体信号刺激时，
通过一系列的信号传导途径，激活 ｃａｓｐａｓｅ－９，最终

导致宿主细胞的凋亡。 同样，Ｓａｎｇ－Ｍｙｅｏｎｇ Ｌｅｅ［１９］

等于 ２００７ 年研究证实，ＰＲＲＳＶ 体外感染 Ｍａｒｃ－１４５
细胞，能够引起细胞内源性凋亡信号通路的关键因

子细胞色素 Ｃ 从线粒体内释放到细胞质，使得 Ｂａｘ
的表达上升。 因而试验选择 ｃａｓｐａｓｅ－９ 为靶点，进
行 ＴＳ 作用于 ＰＲＲＳＶ 感染 Ｍａｒｃ－１４５ 细胞早期时

ｃａｓｐａｓｅ－９ 是否能够活化的研究。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果

显示，在 ＰＲＲＳＶ 感染宿主细胞 ２４ ｈ 时，细胞自身、
病毒感染的细胞、阳性药物利巴韦林与病毒作用的

细胞 ｃａｓｐａｓｅ－９ 均不出现活化，而在 ＴＳ 作用于病毒

感染细胞的两个试验组中，ＴＳ 明显促进了内源性

凋亡信号 ｃａｓｐａｓｅ－９ 的活化，从而使细胞启动不可

逆的凋亡过程。 该结果表明，当病毒完全侵入宿主

细胞，在进入复制阶段，加入 ＴＳ 出现了细胞凋亡现

象，表明 ＴＳ 有可能在病毒复制早期通过内源性信

号途径促进细胞凋亡，从而起到了抗病毒作用，这
为 ＴＳ 抗病毒机制研究提供了一条新的思路。 ＴＳ
可通过抑制 ＣＤ１６３ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 的表达，进而抑制

ＰＲＲＳＶ 在 Ｍａｒｃ－１４５ 细胞上的侵入过程，从而达到

抗 ＰＲＲＳＶ 的作用；亦可通过激活细胞凋亡内源性

通路以早期促进细胞凋 亡 的 方 式， 进 而 抑 制

ＰＲＲＳＶ 的复制，发挥其抗 ＰＲＲＳＶ 的作用。

·０２·
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