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ＩＦＩＴ１ 负反馈上调干扰素 β表达促进抗 ＨＳＶ￣１病毒保护

方义军ꎬ　 胡　 好ꎬ　 蔡少丽ꎬ　 丰志华ꎬ　 傅雅娟∗

(福建师范大学南方生物医学研究中心ꎬ 福州 ３５００００)

摘要　 Ⅰ型单纯疱疹病毒(ＨＳＶ￣１)是危害人类健康的常见病原体之一ꎬ能够通过受损皮肤或黏膜

感染宿主细胞并引起多种疾病ꎮ ＨＳＶ￣１ 的侵入激活先天免疫模式识别受体ꎬ诱导干扰素 β( ＩＦＮ￣β)
的产生ꎬ通过表达干扰素刺激基因( ＩＳＧ)发挥抗病毒功能ꎮ 近年来ꎬ干扰素诱导的四肽重复蛋白 １
( ＩＦＩＴ１)在病毒感染过程中的作用引起了广大研究者的关注ꎮ 然而ꎬ其具体机制尚未完全清楚ꎮ 本

研究利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术构建了小鼠成纤维细胞(Ｌ９２９) ＩＦＩＴ１ 敲除细胞株ꎬ免疫印迹方法检测

敲除细胞株 ＩＦＩＴ１ 在蛋白质水平的表达ꎮ 转染 ＨＴ￣ＤＮＡ 和 Ｐｏｌｙ[ Ｉ:Ｃ]刺激 Ｌ９２９ ＷＴ 和 ＩＦＩＴ１ 敲除

细胞株ꎬ实时定量 ＰＣＲ 技术检测发现ꎬＨＴ￣ＤＮＡ 刺激敲除细胞时ꎬＩＦＮ￣β 及下游 ＩＳＧｓ 的表达量显著

升高ꎮ ＩＦＮ￣β 的表达量比 Ｌ９２９￣ＷＴ 组平均高出 １３􀆰 ４ 倍ꎬ ＩＦＩＴ１ 和趋化因子 １０ (ＣＸＣ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ
ｌｉｇａｎｄ￣１０ꎬＣＸＣＬ１０)的表达量比 Ｌ９２９ ＷＴ 组分别平均高出 ６􀆰 ７ 倍和 ２１ 倍(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ而 Ｐｏｌｙ[ Ｉ:Ｃ]
刺激无明显变化(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ表明 ＩＦＩＴ１ 是通过 ＤＮＡ 信号通路来行使其负反馈调节作用ꎮ 为研究

ＩＦＩＴ１ 基因的抗病毒作用ꎬ利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术改造的 ＨＳＶ￣１￣ＶＰ２６￣ｍＣｈｅｒｒｙ 病毒感染该敲除细

胞株ꎬ通过测定病毒荧光数及病毒拷贝数ꎬ发现 ＩＦＩＴ１ 敲除细胞株与 Ｌ９２９ ＷＴ 细胞相比ꎬ存活率提

高了 ６０％(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ病毒增殖能力在 ４８ ｈ 后降低 ２８􀆰 ６ 倍(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ 该结果表明ꎬＩＦＩＴ１ 基因

的缺失有利于抵抗 ＨＳＶ￣１ 的感染ꎮ 综上所述ꎬＩＦＩＴ１ 通过 ＤＮＡ 信号通路负反馈上调 ＩＦＮ￣β 及 ＩＳＧ
的表达ꎬＩＦＩＴ１ 的缺失对病毒入侵发挥了保护作用ꎮ 该结果为后续研究开发治疗 ＨＳＶ￣１ 感染相关

的治疗药物提供了一个新思路ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅⅠ (ＨＳＶ￣１) ｉｓ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｍｏｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｅｎｄａｎｇｅｒ
ｈｕｍａｎ ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ ｉｎｆｅｃｔ ｈｏｓｔ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｄａｍａｇｉｎｇ ｓｋｉｎ ｏｒ ｍｕｃｏｕｓ ｍｅｍｂｒａｎｅｓꎬ ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ ｃａｕｓｉｎｇ ａ
ｖａｒｉｅｔｙ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅｓ. Ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＨＳＶ￣１ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ｉｎｎａｔｅ ｉｍｍｕｎｅ ｐａｔｔｅｒｎ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓꎬｉｎｄｕｃｅｓ
ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ￣β ( ＩＦＮ￣β)ꎬ ｗｈｉｃｈ ｐｅｒｆｏｒｍｓ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｂｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｇｅｎｅ ( ＩＳＧ). Ｉｎ ｒｅｃｅｎｔ ｙｅａｒｓꎬ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ￣ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ｔｅｔｒａｔｒｉｃｏｐｅｐｔｉｄｅ
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ｒｅｐｅａｔｓ １ (ＩＦＩＴ１) ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ｖｉｒａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｈａｓ ａｔｔｒａｃｔｅｄ ｔｈｅ ａｔｔｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｒｓꎬｂｕｔ ｔｈｅ
ｄｅｔａｉｌｓ ｏｆ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｒｅｍａｉｎ ｕｎｃｌｅａｒ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ (Ｌ９２９) ＩＦＩＴＩ ｋｎｏｃｋｏｕｔ
ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｂｙ ｔｈｅ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＦＩＴ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ. Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ￣β ａｎｄ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ＩＳＧｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ Ｌ９２９ ＩＦＩＴ１ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｔｈａｎ ＷＴ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ. ＩＦＮ￣β ｗａｓ １３􀆰 ４ ｆｏｌｄ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｏｎ ａｖｅｒａｇｅꎬＩＦＩＴ１ ａｎｄ ＣＸＣＬ１０ ｗｅｒｅ ６􀆰 ７ ｆｏｌｄ ｈｉｇｈｅｒ ａｎｄ ２１ ｆｏｌｄ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ Ｐ < ０􀆰 ００１. Ｗｈｅｎ ＨＴ￣ＤＮＡ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｃｅｌｌｓꎬ Ｐｏｌｙ [ Ｉ: Ｃ] ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅ (Ｐ>０􀆰 ５).Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ＩＦＩＴ１ ｅｘｅｒｃｉｓｅｄ ｉｔｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｆｅｅｄｂａｃｋ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＤＮＡ ｓｅｎｓｉｎｇ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ. Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ＩＦＩＴ１ ｇｅｎｅꎬ ｔｈｅ
ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｗａｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ￣ｍｏｄｉｆｉｅｄ ＨＳＶ￣１￣ＶＰ２６￣ｍＣｈｅｒｒｙ ｖｉｒｕｓ.
Ｂｙ ｍｅａｓｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｖｉｒａｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒꎬｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｒａｔｅ ｏｆ ＩＦＩＴ１ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｗａｓ ６０％ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ Ｌ９２９ ＷＴ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ (Ｐ < ０􀆰 ００１).Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ＩＦＩＴ１ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ ｔｏ ｒｅｓｉｓｔ ＨＳＶ￣１ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ.Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬＩＦＩＴ１ ｕｐ￣
ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＦＮ￣β ａｎｄ ＩＳＧ ｔｈｒｏｕｇｈ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｆｅｅｄｂａｃｋ ｏｆ ｔｈｅ ＤＮＡ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎬ
ｔｈｅｒｅｂｙ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ＩＦＩＴ１ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｖｉｒｕｓ ｉｎｖａｓｉｏｎ. Ｔｈｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｎｅｗ ｉｄｅａ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｄｒｕｇｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＨＳＶ￣１ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ 　 ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｖｉｒｕｓ Ｉ ｔｙｐｅ (ＨＳＶ￣１)ꎻ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ꎻ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ
ｔｅｔｒａｔｒｉｃｏｐｅｐｔｉｄｅ ｒｅｐｅａｔｓ １(ＩＦＩＴ１)ꎻ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ β(ＩＦＮ￣β)

　 　 单纯疱疹病毒(ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｖｉｒｕｓꎬＨＳＶ)是人

类常见的病原体之一ꎬ能够通过受损皮肤黏膜或唾

液进行传播ꎬ并且引起人类多种疾病的发生ꎬ例如新

生儿感染、生殖系统感染、疱疹病毒性脑炎和疱疹性

角膜结膜炎等人类疾病ꎬ人类感染率高达 ８０％ ~
９０％[１]ꎮ 单纯疱疹感染已经成为世界上第 ４ 大传染

性疾病ꎬ具有难治愈和传播范围广等特点[２]ꎮ 根据

血清型可将 ＨＳＶ 分为 ＨＳＶ￣１( ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｖｉｒｕｓ
ｔｙｐｅⅠꎬＨＳＶ￣１)和 ＨＳＶ￣２( ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ
ⅡꎬＨＳＶ￣２)两种类型ꎮ ＨＳＶ￣１ 是一类双链 ＤＮＡ 病

毒ꎬ主要在上皮细胞或黏膜细胞中感染ꎬ并能在神经

元中形成终身潜伏感染[３]ꎮ 近些年研究表明:ＨＳＶ￣
１ 可能与阿尔兹海默症和多发性硬化的发病机制有

关ꎬ严重危害人类的生命与健康ꎮ
天然免疫系统对抵御病原微生物的入侵发挥重

要作用ꎬ由于 ＨＳＶ￣１ 是双链 ＤＮＡ 病毒ꎬ因此 ＨＳＶ￣１
病毒感染细胞后ꎬ其病毒双链 ＤＮＡ 与 ＤＮＡ 受体环

鸟苷酸￣腺苷酸合成酶( ｃｙｃｌｉｃ ＧＭＰ￣ＡＭＰ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ
ｃＧＡＳ) 结 合ꎬ 产 生 第 二 信 使 ｃｙｃｌｉｃ ＧＭＰ￣ＡＭＰ
(ｃＧＡＭＰ )ꎮ ｃＧＡＭＰ 结合干扰素基因刺激因子

(ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｇｅｎｅｓꎬＳＴＩＮＧ)招募 ＴＡＮＫ 结

合激酶 １(ＴＡＮＫ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｋｉｎａｓｅ １ꎬＴＢＫ１)ꎮ 诱导干

扰素调节因子 ３( ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ３ꎬＩＲＦ３)
磷酸化后产生 Ｉ 型干扰素ꎬ接着进一步诱导产生干

扰素刺激基因( ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｓ ｇｅｎｅｓꎬＩＳＧ)ꎬ发
挥抗病毒作用[４]ꎮ ＩＳＧ 基因如何发挥抗病毒作用具

有重要的研究意义和应用前景ꎮ 近年来ꎬ干扰素诱

导的四肽重复蛋白( ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ
ｔｅｔｒａｔｒｉｃｏｐｅｐｔｉｄｅ ｒｅｐｅａｔｓꎬＩＦＩＴ)的抗病毒作用引起了

广大研究者的关注ꎮ 其作用方式主要有 ＩＦＩＴ 家族

蛋白通过结合未加帽ꎬ或不完全加帽的病毒 ＲＮＡ 抑

制翻译起始ꎬ病毒蛋白质或 ＲＮＡ 被隔离在细胞质中

来抑制病毒感染[５]ꎮ ＩＦＩＴ 家族基因主要由干扰素 β
(ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ￣βꎬＩＦＮ￣β)诱导表达产生的一类 ＩＳＧꎬ通
过不同的作用机制发挥功能ꎬ主要有 ４ 个成员ꎬ分别

是 ＩＦＩＴ１、ＩＦＩＴ２、ＩＦＩＴ３ 和 ＩＦＩＴ５ꎮ 该家族基因均含有

２ 个外显子和 １ 个内含子ꎬ其编码的蛋白质均在 ４７
~５６ ｋＤꎬ并具有多个 ＴＰＲ(ｔｅｔｒａｔｒｉｃｏｐｅｐｔｉｄｅ ｒｅｐｅａｔ)结
构域[６]ꎮ 目前ꎬ研究已发现 ＩＳＧ 中 ＩＦＩＴ３ 通过招募

ＳＴＩＮＧ 和 ＴＢＫ１ 对 视 黄 酸 诱 导 基 因 １
(ｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄｉｎｄｕｃｉｂｌｅｇｅｎｅ￣１ꎬＲＩＧ￣１)信号通路有正调

控作用ꎬ加强 ＩＲＦ３ 与核因子￣ｋＢ(ＮＦ￣ｋＢ)通路的活

化ꎬ促进 ＩＦＮ￣β 的表达ꎬ限制病毒增殖ꎬ最终发挥抗

病毒作用[７]ꎬ但 ＩＦＩＴ 基因家族中其他成员的抗病毒

功能仍有待定义和证实ꎮ
本研究利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术成功构建了小

鼠成纤维细胞(Ｌ９２９) ＩＦＩＴ１ 敲除细胞株ꎬ发现 ＩＦＩＴ１
通过影响 ＤＮＡ 信号通路对 ＩＦＮ￣β 存在显著负反馈

调节作用ꎮ ＩＦＩＴ１ 敲除细胞株感染 ＨＳＶ￣１ 疱疹病毒

后ꎬＨＳＶ￣１ 疱疹病毒复制及增殖能力较 Ｌ９２９ ＷＴ 细

胞株明显减弱ꎮ 从 ＨＳＶ￣１ 与干扰素相互作用角度

出发ꎬ寻找新的药物来抑制 ＩＦＩＴ１ꎬ减弱病毒的复制

及增殖能力ꎬ为将来有效治疗 ＨＳＶ￣１ 感染及其造成

的人体疾病提供一个新的解决思路ꎮ

９８
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１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

本研究采用 Ｌ９２９ 细胞系作为实验材料ꎬＬ９２９
细胞为小鼠成纤维细胞ꎬ培养基为高糖 ＤＭＥＭ 购自

Ｈｙｃｌｏｎｅꎬ该细胞为贴壁细胞ꎬ保存于本实验室ꎮ
ＨＳＶ￣１￣ＶＰ２６￣ｍＣｈｅｒｒｙ 由本实验室构建获得ꎬ可表达

带 樱 桃 色 的 ＨＳＶ￣１ 病 毒ꎮ ｐＸ４５９ 质 粒 购 自

Ａｄｄｇｅｎｅｓꎬ可用于 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑技术ꎬ质
粒上携带嘌呤霉素抗性ꎬ可用于转染后阳性细胞

筛选ꎮ
１􀆰 ２　 试剂及仪器

Ｅ. ｃｏｌｉ Ｔｒａｎ５α 购自 ＴｒａｎｓＧｅｎｅꎻＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ􀳏
２０００ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ ( Ｌ０００１５０) 购自赛默飞ꎬ
ＢｓｂⅠ限制性内切酶(ＦＤ１０１４)购自赛默飞ꎻＢＣＡ 蛋

白质测定试剂盒(Ｐ００１０)购自 ＢｅｙｏｔｉｍｅꎻＡｎｔｉ￣ＩＦＩＴ１
ｍＡｂ(ＴＤＹ０４１)购自天德悦ꎮ 其他使用的抗体、试剂

还包括 ８００ＣＷ 驴抗鼠 Ａｂ 购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ ｇｒｏｕｐꎻ
Ｇｂｉｃｏ 胎牛血清购自赛默飞ꎬＯｐｔｉ ＭＥＭ 培养基购自

赛默飞ꎬＴ４ ＤＮＡ 连接酶购自 ＴｒａｎｓＧｅｎｅꎬＰＭＳＦ 蛋白

酶抑制剂购自赛默飞ꎬＡｇａｒｏｓｅ 购自诺和致源等ꎮ
梯度 ＰＣＲ 仪ꎬ美国 ＡＢＩ Ｖｅｒｉｔｉꎬ ＰＣＲ 仪ꎻ美国

ＡＢＩ２７２０ 型ꎬ实时荧光定量 ＰＣＲ 仪ꎬＳｔｅｐＯｎｅｐｌｕｓ 美

国 ＡＢＩꎻ超微量紫外分光光度计ꎬＮＤ￣２０００Ｃ 赛默飞ꎻ
细胞二氧化碳培养箱、紫外生物超静工作台来自力

康生物医疗控股有限公司ꎻ超纯水系统ꎬ湖南科尔顿

水务有限公司ꎻ槽式蛋白转膜仪ꎬ美国 Ｈｏｅｆｅｒ ＴＥ４２ꎻ
Ｂｉｏ￣ＲＡＤ 蛋 白 凝 胶 成 像 系 统ꎻ 德 国 Ｚｅｉｓｓ Ａｘｉｏ
Ｏｂｓｅｒｖｅｒ Ａ１ 等ꎮ
１􀆰 ３　 ｓｇＲＮＡ 的设计与合成

通过 ｈｔｔｐｓ: / / ｚｌａｂ. ｂｉｏ / ｇｕｉｄｅ￣ｄｅｓｉｇｎ￣ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ 网

站设计最优 ｓｇＲＮＡ(Ｔａｂｌｅ １)ꎬ由福州擎科生物有限

公司合成获得ꎮ ｓｇＲＮＡ 退火ꎬ反应条件为 ９５ ℃ꎬ １０
ｍｉｎꎻ９５ ℃降至 ８５ ℃ꎬ２􀆰 ５ ℃ / ｓꎻ８５ ℃降至 ２５ ℃ꎬ２５
℃ / ｓꎬ２５ ℃ꎬ５ ｍｉｎꎻ最终保存在 ４ ℃ꎻ
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ＩＦＩＴ１ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｓｇＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｎａｍｅ Ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′)

ｓｇＲＮＡ ＩＦＩＴ１￣２￣Ｆ:ＡＡＧＣＴＡＴＧＴＣＡＴＴＣＧＣＴＡＴＧ
ＩＦＩＴ１￣２￣Ｒ:ＣＡＴＡＧＣＧＡＡＴＧＡＣＡＴＡＧＣＴＴ

１􀆰 ４　 ＩＦＩＴ１ 敲除质粒的构建

ｐＸ４５９ 质粒用 Ｆａｓｔ Ｄｉｇｅｓｔ ＢｂｓⅠ 酶在 ３７ ℃ 反

应 ３０ ｍｉｎꎬ配制 １％琼脂糖凝胶ꎬ未酶切的 ｐＸ４５９ 质

粒做对照ꎬ琼脂糖凝胶电泳检测是否酶切成功ꎮ 酶

切后的 ｐＸ４５９ 质粒与退火后的 ｓｇＲＮＡ 用 Ｔ４ ＤＮＡ

连接酶 １６ ℃连接过夜ꎮ 最后将连接产物转化到 Ｅ.
ｃｏｌｉ Ｔｒａｎ ５α 中ꎬ测序鉴定阳性克隆ꎮ
１􀆰 ５　 敲除质粒的转染及敲除细胞株的筛选

Ｌ９２９ 细胞培养在 １０ ｃｍ２ 培养皿中ꎬ待贴壁细胞

汇合达到 ８０％时进行转染ꎬ脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００
与敲除质粒 １ ∶１混合转染 Ｌ９２９ 细胞ꎮ 转染 ４８~７２ ｈꎬ
用 ｐＸ４５９ 质粒上携带的嘌呤霉素(ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ)进行筛

选ꎬ设置未转染组为阴性对照ꎬ加入的 Ｐｕｒｏ 为 ８ μｇ /
ｍＬꎬ筛选到阴性对照组的细胞死光为止ꎮ 筛选后的

细胞有限稀释ꎬ培养在 ４８ 孔板ꎬ提取基因组测序ꎬ通
过 ＤＮＡ 和氨基酸序列与 Ｌ９２９ ＷＴ 细胞株比较ꎬ初步

鉴定为 ＩＦＩＴ１ 敲除细胞株ꎮ
１􀆰 ６　 免疫印迹验证敲除细胞株在蛋白质水平的

表达

待细胞在培养皿中长到 ３×１０６ 个细胞数时ꎬ提
取总蛋白质ꎬ 磷酸缓冲盐溶液 ( ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ
ｓａｌｉｎｅꎬＰＢＳ)清洗残余的培养基ꎬ加入 ７０ μＬ 蛋白质

裂解液ꎬ无菌干净的细胞刮刀快速将细胞从培养皿

中刮下ꎬ转移到 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管ꎬ１４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎꎬ吸取上清ꎬＢＣＡ 蛋白质浓度测定试剂盒测定

蛋白质浓度ꎬ免疫印迹技术鉴定 ＩＦＩＴ１ 敲除细胞株ꎮ
１􀆰 ７　 实时定量 ＰＣＲ 检测 ＩＦＮ￣β 及 ＩＳＧ 的表达量

ＨＴ￣ＤＮＡ 和 Ｐｏｌｙ[ Ｉ:Ｃ]分别刺激 ＩＦＩＴ１ 敲除细

胞株ꎬ６ ｈ 时 ＴＲＩｚｏｌ 提取细胞总 ＲＮＡꎬ超微量紫外分

光光度计测其浓度ꎬ定量后逆转录为 ｃＤＮＡꎮ ＩＦＮ￣β
及其 ＩＳＧ 的表达量通过实时定量 ＰＣＲ 方法测定ꎬ其
原理为在 ＰＣＲ 扩增过程中ꎬ通过检测荧光信号的强

度对 ＰＣＲ 进程进行实时检测ꎬ计算出变化量ꎮ 反应

条件为等待阶段 ９５ ℃ １０ ｍｉｎꎻＰＣＲ 阶段 ９５ ℃ １５
ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ熔解曲线阶段 ９５ ℃ １５ ｓꎬ
６０ ℃ １ ｍｉｎꎬ９５ ℃ １５ ｓꎮ ＰＣＲ 引物使用 Ｐｒｉｍｅｒ ５ 设

计并由福州擎科生物有限公司合成(Ｔａｂｌｅ ２)ꎮ
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｖｅｒｉｆｙ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ
Ｎａｍｅ Ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′)
Ｍ￣ＨＰＲＴ￣Ｆ ＣＡＧＴＣＣＣＡＧＣＧＴＣＧＴＧＡＴＴＡＧ
Ｍ￣ＨＰＲＴ￣Ｒ ＡＡＡＣＡＣＴＴＴＴＴＣＣＡＡＡＴＣＣＴＣＧＧ
Ｍ￣ＩＦＮβ￣Ｆ
Ｍ￣ＩＦＮβ￣Ｒ
Ｍ￣ＩＦＩＴ１￣Ｆ
Ｍ￣ＩＦＩＴ１￣Ｒ
Ｍ￣ＣＸＣＬ１０￣Ｆ
Ｍ￣ＣＸＣＬ１０￣Ｒ

ＴＣＣＧＡＧＣＡＧＡＧＡＴＣＴＴＣＡＧＧＡＡ
ＴＧＣＡＡＣＣＡＣＣＡＣＴＣＡＴＴＣＴＧＡＧ
ＴＧＧＣＧＧＴＴＴＣＣＴＡＣＡＧＴＴ
ＴＣＣＴＣＣＡＡＧＣＡＡＡＧＧＡＣＴＴＣ
ＧＣＣＧＴＣＡＴＴＴＴＣＴＧＣＣＴＣＡ
ＣＧＴＣＣＴＴＧＣＧＡＧＡＧＧＧＡＴＣ

１􀆰 ８ 　 实时定量 ＰＣＲ 测定 ＨＳＶ￣１￣ＶＰ２６￣ｍＣｈｅｒｒｙ
病毒的拷贝数

为了更直观地观察细胞生死情况ꎬ选用本室保

０９
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存的 ＨＳＶ￣１￣ＶＰ２６￣ｍＣｈｅｒｒｙ 病毒ꎮ ＶＰ２６ 是 ＨＳＶ￣１
疱疹病毒核衣壳组成中最小的蛋白质ꎬ本室利用

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术在其终止密码子前加入可以表

达樱桃色的 ｍＣｈｅｒｒｙ 蛋白序列ꎬ构建 ＨＳＶ￣１￣ＶＰ２６￣
ｍＣｈｅｒｒｙ 融合表达蛋白ꎮ 该融合蛋白几乎不会对病

毒的毒力和侵袭造成影响ꎬ而且方便后续研究有关

疱疹病毒的相关疾病ꎬ是一种间接检测病毒的方

法[８]ꎮ 取 １０ μＬ 浓缩后的 ＨＳＶ￣１￣ＶＰ２６￣ｍＣｈｅｒｒｙ 病

毒液提取全基因组ꎬ测其基因组浓度ꎮ 然后ꎬ以

ＨＳＶ￣１￣ＶＰ２６￣ｍＣｈｅｒｒｙ 病毒基因组和 ｐｃＤＮＡ ３􀆰 １￣ＧＬ
质粒作为模板(ＧＬ 是 ＨＳＶ￣１ 病毒中已经被命名的

一种糖蛋白质ꎬ作为一个活性单位促进病毒囊膜与

宿主细胞膜结合)ꎬ设计引物 ( ＧＬ￣Ｆ: ＣＴＣＧＧＡＡＴ
ＧＧＧＧＡＴＴＴＴＧꎻＧＬ￣Ｒ: ＣＴＡＧＴＧＧＡＴＴＡＧＡＧＧＣＧＣＣ)
实时定量 ＰＣＲꎬ最后病毒拷贝数的计算:(１)计算出

作为模板的 ｐｃＤＮＡ ３􀆰 １￣ＧＬ 质粒的摩尔数:摩尔数＝
总质量 /分子量ꎻ(２)根据实时定量 ＰＣＲ 结果ꎬ计算

ＨＳＶ￣１￣ ＶＰ２６￣ｍＣｈｅｒｒｙ 病毒相比于 ｐｃＤＮＡ ３􀆰 １￣ＧＬ
质粒表达的倍数ꎬ将倍数乘 ｐｃＤＮＡ ３􀆰 １￣ＧＬ 质粒表

达的 拷 贝 数ꎻ ( ３ ) 计 算 出 １０ μＬ ＨＳＶ￣１￣ＶＰ２６￣
ｍＣｈｅｒｒｙ 病毒的拷贝数ꎮ
１􀆰 ９　 感染 ＩＦＩＴ１ 敲除细胞株检测病毒的复制及增

殖能力

成功构建 ＩＦＩＴ１ 敲除细胞株后ꎬＨＳＶ￣１￣ＶＰ２６￣
ｍＣｈｅｒｒｙ 病毒感染 Ｌ９２９ ＷＴ、ＩＦＩＴ１ 敲除细胞ꎬ倒置

荧光显微镜观察细胞形态变化情况和台盼蓝细胞计

数检测活细胞数目ꎬ以验证 ＩＦＩＴ１ 基因缺失对 ＨＳＶ￣
１ 感染宿主细胞的影响ꎮ 将 Ｌ９２９ ＷＴ、ＩＦＩＴ１ 敲除细

胞分别计数ꎬ取 ４×１０５ 个细胞铺于 ６ 孔板中ꎬ根据感

染细胞所加病毒量的浓度梯度ꎬ确定感染 Ｌ９２９ ＷＴ
细胞株的最佳 ＨＳＶ￣１￣ＶＰ２６￣ｍＣｈｅｒｒｙ 病毒量(ＭＯＩ ＝
２)ꎮ 待细胞贴壁后ꎬ每孔加入 ＭＯＩ ＝ ２ 的 ＨＳＶ￣１￣
ＶＰ２６￣ｍＣｈｅｒｒｙ 病毒量ꎬ８ ｈ 后更换新鲜的培养基ꎬ于
３７ ℃、５％ ＣＯ２ 中继续培养ꎬ每隔 ２４ ｈ 用荧光显微

镜记录细胞死亡情况ꎮ 随着病毒侵染时间延长ꎬ细
胞形态逐渐变圆漂浮在培养基中ꎬ表明细胞已经死

亡ꎮ 荧光越多表示病毒感染的细胞越多ꎮ 在 ２４ ｈ、
４８ ｈ、７２ ｈ 连续拍照观察细胞荧光数变化情况及使

用台盼蓝计数测定活细胞数目ꎮ
１􀆰 １０　 数据处理及统计学分析

每次实验至少重复 ３ 次ꎬ免疫印迹结果用 Ｂｉｏ￣
ＲＡＤ 软件处理ꎬ 实时定量 ＰＣＲ 结果将 ＣＱ 值转换

为 ２－ΔΔＣｑ 值后进行比较ꎬ应用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件

进行统计学分析并作图ꎬ ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ 具有统计学

意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９￣ＩＦＩＴ１ 基因敲除质粒及敲除细

胞株的鉴定

根据 ｐＸ４５９ 质粒的多克隆位点ꎬ Ｆａｓｔ Ｄｉｇｅｓｔ Ｂｂｓ
Ⅰ将其酶切ꎬ未酶切的 ｐＸ４５９ 质粒作为对照ꎮ 因为

酶切后质粒由原来的超螺旋变为线性结构ꎬ经琼脂

糖凝胶电泳检测ꎬｐＸ４５９ 质粒成功被酶切(Ｆｉｇ.１Ａ)ꎮ
在设计好的 ｓｇＲＮＡ 序列前填加 ＢｂｓⅠ酶切位点ꎬ酶
切位点为 ５′→３′ ＧＡＡＧＡＣꎮ ｓｇＲＮＡ 退火后ꎬ利用 Ｔ４
ＤＮＡ 连接酶的“缝合”作用ꎬ将其构建到酶切成功的

ｐＸ４５９ 质粒内ꎮ 将连接产物转化到 Ｔｒａｎ５α 中ꎬ挑单

克隆菌株测序鉴定是否正确连接ꎮ 测序结果表明ꎬ
Ｃａｓ９ / ｓｇＲＮＡ 敲除质粒被成功构建(Ｆｉｇ.１Ｂ)ꎮ 为获

得 ＩＦＩＴ１ 敲除细胞株ꎬ将构建好的敲除质粒转染

Ｌ９２９ 细胞 ４８ ｈꎬ利用嘌呤霉素筛选ꎬ获得 Ｃａｓ９ /
ｓｇＲＮＡ 阳性表达的细胞ꎮ 对 ｓｇＲＮＡ 相应的靶基因

序列测序分析发现套峰(验证引物 Ｔａｂｌｅ ３)ꎬ说明

ｓｇＲＮＡ 有效实现了基因序列突变ꎮ 用有限稀释法

挑取 Ｌ９２９ 单克隆细胞ꎬ进一步对单克隆细胞进行基

因测序鉴定ꎮ 以克隆 ５ 为例ꎬＴＡ 克隆及蛋白质水平

验证基因突变情况ꎮ 由于 Ｌ９２９ 细胞是三倍体ꎬ选取

克隆 ５ 的 ８ 个亚克隆测序检测ꎬ有插入 １ 个碱基和

缺失 １４ 个碱基的两种敲除方式(Ｆｉｇ.１Ｃ)ꎮ 利用生

物学软件 ＭＥＧＡ５ 比对氨基酸发现ꎬ其蛋白质序列

完全紊乱(Ｆｉｇ.１Ｄ)ꎮ ＨＴ￣ＤＮＡ 刺激后ꎬ免疫印迹结

果发现ꎬ敲除细胞株 ＩＦＩＴ１ 蛋白均不表达ꎬ而 Ｌ９２９
ＷＴ 细胞 ＩＦＩＴ１ 蛋白有明显条带(Ｆｉｇ.１Ｅ)ꎮ 以上结

果均表明ꎬ已成功在 Ｌ９２９ 细胞株构建了 ＩＦＩＴ１ 敲除

细胞株ꎮ
Ｔａｂｌｅ ３　 ｓｇＲＮＡ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
Ｎａｍｅ Ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′)

ｓｇＲＮＡ ＩＦＩＴ１￣Ｆ:ＧＣＡＧＴＣＧＴＡＧＣＣＴＡＴＣＧＣ
ＩＦＩＴ１￣Ｒ:ＴＧＣＡＣＴＴＣＡＧＣＣＡＴＧＣＡＡＡＣ

２􀆰 ２　 实时定量 ＰＣＲ 检测 ＩＦＩＴ１ 基因的缺失上调

ＩＦＮ￣β及 ＩＳＧ 的表达量

为进一步研究 ＩＦＩＴ１ 对先天免疫通路的作用ꎬ
随机挑选 ４ 株 ＩＦＩＴ１ 敲除细胞株 ４、５、６、８ꎬ分别用

ＨＴ￣ＤＮＡ 和 Ｐｏｌｙ[ Ｉ:Ｃ]处理细胞株ꎬ实时定量 ＰＣＲ
测定其 ｍＲＮＡ 相对表达量(Ｆｉｇ.２)ꎮ 结果显示ꎬＨＴ￣
ＤＮＡ 处理 ６ ｈ 时ꎬ４ 株 Ｌ９２９ ＩＦＩＴ１ 敲除细胞株中

ＩＦＮ￣β 及下游 ＩＳＧ 的 ｍＲＮＡ 表达量均显著升高ꎬ
ＩＦＩＴ１ 敲除细胞 ＩＦＮ￣β 的表达量比 Ｌ９２９￣ＷＴ 组平均

１９
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Ｆｉｇ.１　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ 　 　 (Ａ) ＢｂｓⅠ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｌａｓｍｉｄ ｐＸ４５９ ｖｅｃｔｏｒ. Ｍ: １０ ０００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １: Ｐｌａｓｍｉｄ ｐＸ４５９ ｖｅｃｔｏｒ ｂｅｆｏｒｅ ＢｂｓⅠ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎꎻ ２: Ｐｌａｓｍｉｄ ｐＸ４５９ ｖｅｃｔｏｒ ａｆｔｅｒ
ＢｂｓⅠ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ. (Ｂ) ｓｇＲＮＡ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｖｅｃｔｏｒ ｆｏｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎻ (Ｃ) Ｓａｎｇｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｉｎｄｅｌｉｂｌｅ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｔ ｔｈｅ ｓｇＲＮＡ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｏｆ Ｌ９２９ ｃｌｏｎｅ ５. ｓｇＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｓ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｒｅｄ. (Ｄ) Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
Ｌ９２９ ｃｌｏｎｅ ５. ( Ｅ) ＩＦＩＴ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ. ＩＦＩＴ１ ｄｅｌｅｔｅｄ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｕｂｊｅｃｔ ｔｏ ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｉｔｈ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｔｏ ＩＦＩＴ１ ａｎｄ ＧＡＰＤＨ. Ｌ９２９ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＨＴ￣ＤＮＡꎬ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｆｔｅｒ １２ ｈｏｕｒｓ

高出 １３􀆰 ４ 倍(∗∗∗ Ｐ<０􀆰 ００１) (Ｆｉｇ. ２Ａ)ꎮ ＣＸＣＬ１０ 和

ＩＦＩＴ１ 的表达量比 Ｌ９２９￣ＷＴ 组分别平均高出 ２１ 倍

和 ６􀆰 ７ 倍(∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１)(Ｆｉｇ.２Ｂꎬ ２Ｃ)ꎬ而 Ｐｏｌｙ[Ｉ:Ｃ]
处理后则无明显变化 (Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ 该结果说明ꎬ
ＩＦＩＴ１ 的缺失会提高 ＩＦＮ￣β 及下游 ＩＳＧ 的表达量ꎬ并
且说明 ＩＦＩＴ１ 是通过 ＤＮＡ 信号通路来负反馈调节

增加 ＩＦＮ￣β 及下游 ＩＳＧ 的表达ꎮ
２􀆰 ３　 ＨＳＶ￣１￣ＶＰ２６￣ｍＣｈｅｒｒｙ 病毒浓度测定

为测定病毒在细胞中复制情况ꎬ需要检测其拷

贝数变化来间接反映ꎮ ＧＬ 是病毒稳定表达的一种

糖蛋白质ꎬ根据已知拷贝数的 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １￣ＧＬ 质粒做

标准曲线ꎬ浓度梯度稀释为 １、 ０􀆰 １、 ０􀆰 ０１、 ０􀆰 ００１、
０􀆰 ０００１、 ０􀆰 ００００ｌ ｎｇ / μＬꎬ 根 据 病 毒 ＧＬ 基 因 与

ｐｃＤＮＡ ３􀆰 １￣ＧＬ 基因的量比值ꎬ计算出所用模板病毒

的 拷 贝 数ꎬ 进 而 计 算 出 总 的 病 毒 拷 贝 数ꎮ

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １￣ＧＬ 的拷贝数 ＝ ｐｃＤＮＡ ３􀆰 １ 质粒为 ５ ４２８
ｂｐ＋ＧＬ 基因 ６７４ ｂｐ×６６０ꎬ即 ６ １０２×６６０ ｇ / ｍｏｌꎬ０􀆰 １５
ｎｇ ｐｃＤＮＡ ３􀆰 １￣ＧＬ 质粒拷贝数 ＝ ６􀆰 ０２×１０２３ ×０􀆰 １５×
１０￣９ / (６ １０２×６６０)＝ ２􀆰 ２×１０７ 拷贝数ꎮ 根据 Ｆｉｇ.３ 同

理计算出每毫升 ＨＳＶ￣１￣ＶＰ２６￣ｍＣｈｅｒｒｙ 病毒的拷贝

数为 ３􀆰 ５×１０７ꎮ
２􀆰 ４　 ＩＦＩＴ１ 基因缺失抑制 ＨＳＶ￣１病毒的增殖

将 ＨＳＶ￣１￣ＶＰ２６￣ｍＣｈｅｒｒｙ ( ＭＯＩ ＝ ２) 病毒感染

Ｌ９２９ ＷＴ 和 ＩＦＩＴ１ 敲除细胞ꎬ表达的 ｍＣｈｅｒｒｙ 红色

荧光间接反映 ＨＳＶ￣１ 病毒的感染及复制能力ꎮ 荧

光越多则病毒感染及复制能力越强ꎬ反之亦然(Ｆｉｇ.
４Ａ)ꎮ Ｌ９２９ ＷＴ 出现红色荧光ꎬ而 ＩＦＩＴ１ 敲除细胞无

红色荧光ꎮ 该结果说明ꎬＨＳＶ￣１ 病毒成功感染 Ｌ９２９
细胞并进行表达ꎬ但并未在 ＩＦＩＴ１ 敲除细胞中表达ꎮ
对红色荧光个数进行生物学统计(Ｆｉｇ. ４Ｂ)ꎮ 感染

２９
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Ｆｉｇ.２ 　 ＩＦＩＴ１ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｙｐｅ Ｉ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ａｎｄ
ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ＩＳＧ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ 　 　 ＩＦＩＴ１ ｄｅｌｅｔｉｏｎ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＩＦＮ￣β ａｎｄ ＩＳＧ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｌ９２９ ＷＴ ａｎｄ
Ｌ９２９ ＩＦＩＴ１ ＫＯ ｃｅｌｌｓ (４×１０５) ｗｅｒｅ ｐｌａｔｅｄ ｉｎ ６￣ｗｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ
ｄｉｓｈｅｓ. ＨＴ￣ＤＮＡ ｏｒ Ｐｏｌｙ [ Ｉ:Ｃ] ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＷＴ
ａｎｄ ＩＦＩＴ１ ＫＯ ｃｅｌｌｓ ｆｏｒ ｓｉｘ ｈｏｕｒｓ. Ｔｈｅｎ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ
ａｎｄ ＲＮＡ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ. Ｔｈｅ ｃＤＮＡ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗａｓ １ ０００ ｎｇ. ＩＦＮ￣β (Ａ)ꎬ ＣＸＣＬ１０
(Ｂ) ａｎｄ ＩＦＩＴ１ (Ｃ) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ.
∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎬｎ＝ ３

２４ ｈ 时ꎬＬ９２９ ＷＴ 红色荧光数比 ＩＦＩＴ１ 敲除组高 ９
倍(∗∗∗Ｐ< ０􀆰 ００１)ꎮ 随着培养时间的增加ꎬ第 ７２ ｈ
时ꎬ Ｌ９２９ ＷＴ 红色荧光数比 ＩＦＩＴ１ 敲除组高 １５ 倍

(∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ 利用台盼蓝细胞计数检测存活的

细胞数(Ｆｉｇ.４Ｃ)ꎮ 结果显示ꎬＬ９２９ ＷＴ 细胞随着感

染时间延长ꎬ活细胞数目明显降低ꎬ而 ＩＦＩＴ１ 敲除细

Ｆｉｇ. ３ 　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＳＶ￣１￣ＶＰ２６￣ｍＣｈｅｒｒｙ ｖｉｒｕｓ
ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒｓ 　 　 Ｔｈｅ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １￣ＧＬ Ｐｌａｓｍｉｄ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｉｌｕｔｅｄ ｂｙ ｇｒａｄｉｅｎｔ ( １ꎬ ０􀆰 １ꎬ ０􀆰 ０１ꎬ
０􀆰 ００１ꎬ ０􀆰 ０００１ꎬ ０􀆰 ００００１ ｎｇ / μＬ). Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ＲＴ￣
ＱＲＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓꎬ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｌａｓｍｉｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｓ ｐｌｏｔｔｅｄ
ｏｎ ｔｈｅ ａｂｓｃｉｓｓａꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｙｃｌｅ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｌａｓｍｉｄ ｉｓ ｐｌｏｔｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｏｒｄｉｎａｔｅ. Ａ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ
ｉｓ ｄｒａｗｎ. Ｔｈｅ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｋｎｏｗｎ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｃＤＮＡ ３􀆰 １￣ＧＬ ｐｌａｓｍｉｄ

胞数无明显变化ꎮ 感染 ７２ ｈ 后ꎬ Ｌ９２９ ＷＴ 细胞几乎

全部死亡ꎬ而 ＩＦＩＴ１ 敲除细胞仍有 ８０％细胞存活ꎬ与
Ｌ９２９ ＷＴ 细胞的存活率相比提高了 ６０％ (∗∗∗ Ｐ <
０􀆰 ００１)ꎮ 上述结果均表明ꎬＨＳＶ￣１￣ＶＰ２６￣ｍＣｈｅｒｒｙ 病

毒可以正常感染 Ｌ９２９ 细胞ꎬ而且随着感染时间的增

加ꎬ其复制及增殖能力加强ꎬ而 ＩＦＩＴ１ 敲除细胞病毒

的复制及增殖能力明显减弱ꎮ
２􀆰 ５　 ＩＦＩＴ１ 基因缺失抑制 ＨＳＶ￣１病毒的拷贝数

为检测病毒的复制能力ꎬ在 Ｌ９２９ ＷＴ 细胞和

ＩＦＩＴ１ 敲除细胞中ꎬ加入 ＨＳＶ￣１￣ＶＰ２６￣ ｍＣｈｅｒｒｙ 病

毒ꎬ设置 ０ ｈ、３ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ、６０ ｈ 时间梯度ꎬ检
测该病毒拷贝数的变化ꎮ 在病毒感染 ３ ｈ 后ꎬＬ９２９
ＷＴ 和 ＩＦＩＴ１ 敲除细胞中病毒的拷贝数无显著性差

异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 延长培养时间显示ꎬ在 Ｌ９２９ ＷＴ 细

胞中ꎬ病毒拷贝数逐渐增加ꎬ４８ ｈ 到达最高峰ꎬ每微

升病毒拷贝数为 ５６ ２３１ꎬ而 ＩＦＩＴ１ 敲除细胞中ꎬ病毒

拷贝数变化较小ꎬ在 ４８ ｈ 每微升病毒拷贝数为 １
９６６ꎬ较 Ｌ９２９ ＷＴ 组相比病毒拷贝数降低了 ２８􀆰 ６ 倍

(∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ 继续延长培养时间到 ６０ ｈꎬ发现

Ｌ９２９ ＷＴ 和 ＩＦＩＴ１ 敲除细胞中病毒的拷贝数均开始

降低(Ｆｉｇ.５)ꎮ 该结果说明ꎬＩＦＩＴ１ 基因的缺失显著

抑制了 ＨＳＶ￣１￣ＶＰ２６￣ｍＣｈｅｒｒｙ 病毒的复制ꎮ

３　 讨论

ＨＳＶ￣１ 是疱疹病毒科最广泛传播的病毒之一ꎬ
能引起常见的口腔、唇部和面部疱疹ꎬ以及疱疹性角

膜炎[９]ꎬ并且 ＨＳＶ￣１ 病毒反复激活与阿尔兹海默症

３９
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Ｆｉｇ.４ 　 ＩＦＩＴ１ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＨＳＶ￣１￣ＶＰ２６￣ｍＣｈｅｒｒｙ ｖｉｒｕｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｓｔｏｒｅｄ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ 　 　 (ＡꎬＢ) ＩＦＩＴ１
ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＨＳＶ￣１￣ＶＰ２６￣ｍＣｈｅｒｒｙ ｖｉｒｕｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ. Ｌ９２９ ＷＴ ａｎｄ Ｌ９２９ ＩＦＩＴ１ ＫＯ ｃｅｌｌｓ (４ × １０５) ｗｅｒｅ ｐｌａｔｅｄ ｉｎ ６￣ｗｅｌｌ
ｃｕｌｔｕｒｅ ｄｉｓｈｅｓ. Ｔｈｅ ＨＳＶ￣１￣ＶＰ２６￣ ｍＣｈｅｒｒｙ ｖｉｒｕｓ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｉｎｔｏ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ７２ ｈｏｕｒｓ. Ｔｈｅ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｉｇｎａｌｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ
ｅａｃｈ ｄａｙ ｕｎｄｅｒ ａ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ. Ｔｈｒｅｅ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｔｈａｔ ｅｍｉｔ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｗｅｒｅ
ｃｏｕｎｔｅｄ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. (Ｃ) ＩＦＩＴ１ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｒｅｓｔｏｒｅｄ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ. Ｌ９２９ ＷＴ ａｎｄ Ｌ９２９ ＩＦＩＴ１ ＫＯ ｃｅｌｌｓ (４ ×
１０５) ｗｅｒｅ ｐｌａｔｅｄ ｉｎ ６￣ｗｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｄｉｓｈｅｓ. Ｔｈｅ ＨＳＶ￣１￣ＶＰ２６￣ｍＣｈｅｒｒｙ ｖｉｒｕｓ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｉｎｔｏ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ７２ ｈｏｕｒｓ. Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒ
ｗａｓ ｃｏｕｎｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｒｙｐａｎ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ＷＴ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ＩＦＩＴ１ ＫＯ ｇｒｏｕｐ ｄｉｄ ｎｏ ｃｈａｎｇｅ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ ｗｉｔｈｉｎ ７２
ｈｏｕｒｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＷＴ ＨＳＶ￣１￣ＶＰ２６￣ｍＣｈｅｒｒｙ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ＩＦＩＴ１ ＫＯ ＨＳＶ￣１￣ＶＰ２６￣ｍＣｈｅｒｒｙ ｇｒｏｕｐ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ６０％.∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎬ ｎ＝ ３

的发生有关[１０]ꎮ 最新研究发现ꎬｃＧＡＳ￣ＳＴＩＮＧ 介导

的Ⅰ型干扰素信号通路在宿主抵御病毒发挥了非常

重要的作用ꎮ 因此ꎬ一类 ＤＮＡ 病毒也进化出多种机

制来逃避宿主抗病毒ꎬ促进病毒感染和复制[４ꎬ１１]ꎮ

胞质 ＤＮＡ 与 ｃＧＡＳ 结合后传递至第二信使 ｃＧＡＭＰꎬ
二聚化的 ＳＴＩＮＧ 与 ｃＧＡＭＰ 结合ꎬ构象发生变化ꎮ
通过自噬小体经内质网、高尔基体再到内体ꎬ期间被

泛素化后募集 ＴＢＫ１ 蛋白ꎬ磷酸化并激活干扰素调

４９
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Ｆｉｇ.５ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＩＦＩＴ１ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｎ ｔｈｅ ＨＳＶ￣１ ｃｏｐｙ
ｎｕｍｂｅｒ　 　 Ｌ９２９ ＷＴ ａｎｄ ＩＦＩＴ１ ＫＯ ｃｅｌｌｓ (４×１０５) ｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅ ｐｌａｔｅｄ ｉｎ ６￣ｗｅｌｌ ｐｌａｔｅ ｄｉｓｈｅｓ. Ｔｈｅ ＨＳＶ￣１￣ＶＰ２６￣
ｍＣｈｅｒｒｙ ｖｉｒｕｓ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｉｎｔｏ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ６０ ｈｏｕｒｓ. Ｖｉｒｕｓ
ｃｏｐｉｅｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｑＰＣＲ. ＨＳＶ￣１ ｃｏｐｉｅｓ ｗｅｒｅ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｖｉｒｕｓ ｔｏ ｐｃＤＮＡ
３􀆰 １￣ＧＬ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＧＬꎬ ｉｎ ａ ｓｉｍｉｌａｒ ｗａｙ ａｓ Ｆｉｇ.３ꎬ
ｗｉｔｈ ｔｉｍｅ ａｓ ｔｈｅ ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ａｓ ｔｈｅ ｖｅｒｔｉｃａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅꎬ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｌ９２９ ＷＴ ａｎｄ ＩＦＩＴ１ ＫＯ ｃｅｌｌｓ. ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎬ
ｎ＝ ３

节因子( ＩＲＦｓ)和 ＮＦ￣ｋＢꎮ 后者诱导Ⅰ型干扰素和

其他免疫应答基因表达ꎮ 卡波西肉瘤相关疱疹病毒

(ｋａｐｏｓｉ’ ｓ ｓａｒｃｏｍａ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓꎬＫＳＨＶ) 通

过膜蛋白开放读码框 ５２(ＯＲＦ５２)ꎬ直接与 ｃＧＡＳ 结

合ꎬ阻断 ＳＴＩＮＧ￣ＴＢＫ１ 相互作用ꎬ抑制 ｃＧＡＳ￣ＳＴＩＮＧ
介导的Ⅰ型干扰素信号通路进行免疫逃逸[１２]ꎮ 郑

春福团队研究表明ꎬ小基质蛋白 ＶＰ２４ 通过阻断

ＴＢＫ１ 和 ＩＲＦ３ 之间的相互作用抑制 ｃＧＡＳ￣ＳＴＩＮＧ 信

号通路ꎬ同时该团队也发现病毒基因组独特区中的

４１ 号开放读码框架蛋白(ＵＬ４１)ꎬ通过靶向几个 ＩＳＧ
降解 ｃＧＡＳ 的 ｍＲＮＡꎬ降低 ｃＧＡＳ 的表达来介导免疫

逃逸[１３ꎬ１４]ꎮ ＩＦＩＴ 家族分子中的 ＩＦＩＴ３ 基因通过与

ＵＬ４１ 蛋白结合来发挥其功能ꎬ使病毒成功发生免疫

逃逸[１４ꎬ１５]ꎮ 而该家族基因在细胞中表达量较低ꎬ干
扰素、病毒感染和脂多糖(ＬＰＳ)等刺激可诱导其强

烈表达[９]ꎮ 目前ꎬ对该基因家族个体基因的功能及

作用机制仍未完全证实ꎮ 有文献报道ꎬＩＦＩＴ１ 可以在

病原体感染细胞后直接被 ＩＲＦ 家族蛋白诱导产

生[１６]ꎮ 多个团队研究表明ꎬ在Ⅰ型干扰素刺激后ꎬ
细胞内的 ＩＦＩＴ１、ＩＦＩＴ２、ＩＦＩＴ３ 之间有较强的相互结

合作用[１７]ꎮ 也有研究称ꎬＩＦＩＴ２ 敲除后ꎬＩＦＩＴ１ 的表

达量升高ꎬ反之亦然ꎬ提示 ＩＦＩＴ１ 和 ＩＦＩＴ２ 之间有相

互补充的作用[１８]ꎮ 这些结果均表明ꎬＩＦＩＴ 家族分子

参与Ⅰ型干扰素产生的具体机制仍有待进一步

阐释ꎮ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 是目前基因编辑的强大工具ꎬ可

以对基因进行精确的定点编辑ꎬ是研究各种基因功

能的重要研究手段[１９]ꎮ 本研究利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９
基因编辑技术ꎬ建立 ＩＦＩＴ１ 基因敲除细胞株ꎬ发现在

ＨＴ￣ＤＮＡ 处理后ꎬ其 ＩＦＮ￣β 及下游 ＩＳＧ 的表达量显

著高于 Ｌ９２９ ＷＴ 细胞株ꎬ而 Ｐｏｌｙ[ Ｉ:Ｃ]处理无显著

性差异ꎬ说明 ＩＦＩＴ１ 是通过 ＤＮＡ 信号通路来负反馈

调节 ＩＦＮ￣β 及下游 ＩＳＧ 的表达量ꎬ但其作用的靶点

仍有待进一步研究ꎮ 可能该基因的存在会抑制

ＤＮＡ 信号通路中的某个蛋白质ꎬ或者通过结合病毒

某些成分使病毒发生免疫逃逸ꎮ 其中ꎬＩＦＩＴ１￣ＫＯ４
细胞株在蛋白质水平未检测到 ＩＦＩＴ１ 蛋白的表达ꎬ
但其 ＩＦＮ￣β 及下游 ＩＳＧ 的 ｍＲＮＡ 表达量与 ＷＴ 相比

显著性较少ꎬ表明该单克隆细胞可能已经产生细胞

免疫耐受或其他原因ꎬ其他克隆株均有显著性差异ꎮ
有研究证实ꎬ在临床方面发现ꎬⅠ型干扰素的增加与

癌症的免疫反应有良好的相关性ꎬ并且在自发肿瘤

排斥反应或各种其他抗肿瘤治疗中ꎬ启动抗肿瘤 Ｔ
细胞反应是必不可少的[２０]ꎬ同时Ⅰ型干扰素的增加

也被报道可以激活病毒感染时的记忆 Ｔ 细胞[２１]ꎮ
从Ⅰ型干扰素与肿瘤的相互作用方面出发ꎬ通过抑

制 ＩＦＩＴ１ 基因来提高Ⅰ型干扰素的表达ꎬ起到抗肿

瘤的作用ꎮ 但是ꎬⅠ型干扰素的能力有限且副作用

严重ꎬ在临床治疗中一直谨慎使用ꎮ ＨＳＶ￣１ 病毒感

染细胞后ꎬ随着时间的延长ꎬＬ９２９ ＷＴ 细胞株 ４８ ｈ
病毒拷贝数达到最高峰ꎬ７２ ｈ 细胞几乎全部死亡ꎬ
但 ＩＦＩＴ１ 敲除细胞株随着时间的延长ꎬ病毒的拷贝

数和细胞的存活率无明显变化ꎬ表明 ＩＦＩＴ１ 基因的

敲除通过 ＤＮＡ 信号通路负反馈调节 ＩＦＮ￣β 及下游

ＩＳＧ 的表达量ꎬ增加的 ＩＳＧ 发挥主要的生物学功能ꎬ
抑制病毒的复制情况及其增殖ꎮ

综上所述ꎬＩＦＩＴ１ 基因的缺失会通过 ＤＮＡ 信号

通路增加 ＩＦＮ￣β 及下游 ＩＳＧ 的表达量ꎬ实现抗病毒

的功能ꎬ但其在 ＤＮＡ 信号通路的作用靶点及作用方

式有待进一步研究ꎮ 从 ＨＳＶ￣１ 与干扰素相互作用

角度出发ꎬ通过某种药物来阻断 ＩＦＩＴ１ 基因的表达ꎬ
避免病毒的免疫逃逸ꎬ或者增强 ＩＦＮ￣β 及下游 ＩＳＧ
的表达量ꎬ减弱病毒的复制及增值能力ꎬ为后续彻底

治疗 ＨＳＶ￣１ 病毒感染提供一个新思路ꎬ同时也为阐

明 ＩＦＩＴ１ 基因的作用机制提供参考意义ꎮ
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