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　　［摘要］　目的　探索含 ａＡｒｒｅｓｔｉｎ结构域蛋白 ３（ａＡｒｒｅｓｔｉｎｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ３，ＡＲＲＤＣ３）在肠道
病毒Ｄ组６８型 （ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓＤｓｐｅｃｉｅｓ，ＥＶＤ６８）感染Ａ５４９中的表达以及对Ａ５４９细胞株生物学行为的
影响。方法　对ＥＶＤ６８感染宿主细胞前后的样本进行全转录组高通量测序分析，通过生物信息学分
析筛选出差异表达基因 ＡＲＲＤＣ３；ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证 ＡＲＲＤＣ３的表达水平；设计实验分组
４组，对照组（未感染ＥＶＤ６８的Ａ５４９细胞）、感染组（感染ＥＶＤ６８的Ａ５４９细胞）、敲低 ＡＲＲＤＣ３感染
组（感染ＥＶＤ６８的Ａ５４９细胞转染ＡＲＲＤＣ３ＳｉＲＮＡ干扰片段）、敲低对照感染组（感染ＥＶＤ６８的Ａ５４９
细胞转染ＮＣＳｉＲＮＡ干扰片段），通过流式细胞术、ＣＣＫ８、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测 ＡＲＲＤＣ３在 ＥＶＤ６８感染
模型中对Ａ５４９细胞周期、增殖、迁移的影响。结果　从测序结果中共筛选出差异表达２倍以上的差异
表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ）２３９个，其中上调基因１３５个，下调基因１０４个，ＡＲＲＤＣ３
是差异表达基因之一。ＥＶＤ６８感染Ａ５４９后，通过ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果发现ＡＲＲＤＣ３的表达
水平显著增加（Ｐ＜０．０５）。细胞周期明显缩短，抑制细胞迁移。进一步通过转染成功干扰 ＡＲＲＤＣ３表
达载体，沉默 ＡＲＲＤＣ３可以增强 ＥＶＤ６８感染 Ａ５４９细胞，沉默 ＡＲＲＤＣ３细胞周期 ＤＮＡ合成期延长
（Ｐ＜０．０５），虽然对宿主细胞增殖无显著影响，但沉默 ＡＲＲＤＣ３可引起细胞迁移能力增强（Ｐ＜０．０５）。
结论　ＡＲＲＤＣ３在ＥＶＤ６８感染Ａ５４９后表达明显上调，通过阻滞宿主细胞ＤＮＡ合成期，抑制宿主细胞
迁移等作用来发挥对宿主细胞的影响。

　　［关键词］　ＡＲＲＤＣ３；肠道病毒Ｄ６８型；Ａ５４９；细胞周期；细胞增殖和迁移
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Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＡＲＲＤＣ３ｉｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄａｆｔｅｒＥＶＤ６８ｉｎｆｅｃｔｓＡ５４９ｃｅｌｌｓ，ａｎｄｅｘｅｒｔｓｉｔｓｉｎｆｌｕｅｎｃｅ
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＡＲＲＤＣ３；ＥＶＤ６８；Ａ５４９ｃｅｌｌｓ；ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎ
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　　ＥＶＤ６８属于小ＲＮＡ病毒科、肠道病毒属、肠道病
毒种 Ｄ（ｈｕｍａｎｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓＤｓｐｅｃｉｅｓ）组为单股正链
ＲＮＡ病毒，最早于 １９６２年在美国加利福尼亚州 ４名
患有肺炎和细支气管炎的儿童患者中分离得到［１］。

在２００９年之前，每年仅有少量的 ＥＶＤ６８病毒感染病
例被报告，但是在 ２０１０－２０１５年间出现了大规模流
行［２］。ＥＶＤ６８感染导致的重症病例的主要临床表现
为重症呼吸道、中枢神经系统感染，少数病例表现为急

性弛缓性麻痹［３－６］。ＥＶＤ６８感染病例临床表型多变，
多为亚临床或轻症感染；且儿童为高危人群，显性感染

多呈急性呼吸道感染，全球临床分离病毒株在持续快

速变异及进化，存在潜在暴发流行的可能［７］。

　　ＥＶＤ６８感染宿主细胞前后的样本进行全转录组
高通量测序分析，通过生物信息学分析筛选出的差异

表达基因（ａＡｒｒｅｓｔｉｎｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ３，ＡＲＲＤＣ３）。
ａＡｒｒｅｓｔｉｎｓ是一个细胞内蛋白家族，可与 Ｇ蛋白偶联
受体（ＧＰｒｏｔｅｉｎＣｏｕｐｌｅｄＲｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＧＰＣＲ）结合并调节
其信号转导［８］。Ａｒｒｅｓｔｉｎ家族是一类重要的信号调控
蛋白，通过使ＧＰＣＲ脱敏，参与肿瘤发生、发展、血管生
成等过程［９－１０］。近几年的研究报道 ＡＲＲＤＣ３与多种
疾病（如 ＣＯＶＩＤ１９和 ＨＰＶ）、肿瘤的发生密切相关，
且都呈现出病毒相关的表达增强［１１－１２］。有研究发现

在ＨｅＬａ细胞中敲低ＡＲＲＤＣ３会导致细胞生长缓慢且
对ＨＰＶ１６假病毒颗粒感染的敏感性显著降低，这表明
ＡＲＲＤＣ３参与了ＨＰＶ进入细胞的感染［１２］。迄今尚未

见ＡＲＲＤＣ３在ＥＶＤ６８感染后的相关功能报道。本次
研究旨在探究 ＡＲＲＤＣ３在 ＥＶＤ６８感染 Ａ５４９细胞中
的功能及影响，为防治 ＥＶＤ６８感染呈现一个新的研
究视角。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　Ａ５４９由金麦研究中心惠赠。ＤＭＥＭ／Ｆ１２．购自美
国Ｇｉｂｃｏ公司。蛋白质裂解液 ＲＩＰＡ、抗兔二抗、电泳
缓冲液、转膜缓冲液、ＥＣＬ发光液检测试剂盒均购自上
海碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司。ＡＲＲＤＣ３抗 体
（ａｂ６４８１７）购自 Ａｆｆｉｎｉｔｙ公司。细胞增殖检测试剂
ＣＣＫ８试剂购自日本同仁化学研究所。
１．２　实验方法
１．２．１　ＥＶＤ６８感染 Ａ５４９细胞　　Ａ５４９细胞复苏
后，经换液及扩大培养，将 Ａ５４９细胞以 ４．２５×１０５／孔
接种于６孔板中；６ｈ待细胞完全贴壁，将６孔板培养
基换成２％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ；分别以ＭＯＩ为０、０．０１、０．１、
０．５、１、３、５、１０、１５、２０、２５、３０的病毒量感染细胞，２４ｈ
后镜下观察并拍照记录细胞病变效应（ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ
ｅｆｆｅｃｔｓ，ＣＰＥ）。
１．２．２　ｍＲＮＡ表达谱差异分析　　将 ＥＶＤ６８以
ＭＯＩ＝１、感染宿主细胞２４ｈ后提取总ＲＮＡ制备样本，
送至华大基因进行高通量测序，后续获得表达谱数据

库。根据实验设计，使用华大基因系统软件 Ｄｒ．Ｔｏｍ
来筛选差异表达的基因（ＤＥＧｓ）。计算差异基因的软
件方法是 ＤＥＳｅｑ２，设定｜Ｌｏｇ２（Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ）｜≥１和
Ｑ．Ｖａｌｕｅ＜０．０５作为识别感染组和非感染组之间显著
差异的指标。

１．２．３　细胞转染　　合成的 ｓｉＲＮＡ开盖前，稍稍离
心，将粉末收集管底，再用灭菌的 ｄｄＨ２Ｏ配制成
２０μｍｏｌ／Ｌ的储存溶液；将其分装至ＥＰ管中，放－２０℃冰
箱保存；１２ｈ后，取出接种的细胞，显微镜下观察细胞
密度为４０％，细胞状态良好；稀释 ｓｉＲＮＡ及转染试剂
（ｌｉｐｏ２０００）。以１个孔为例：取 ２支 ＥＰ管，分别加入

０４５１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



１００μＬ的不完全培养基，一管加入 ｓｉＲＮＡ５μＬ，另一
管加入 ｌｉｐｏ２０００４μＬ；分别轻轻混匀后，室温孵育
５ｍｉｎ；将稀释好的 ｓｉＲＮＡ及转染试剂混匀至一管中，
室温孵育２０ｍｉｎ；每孔加入２００μＬ的ｓｉＲＮＡ转染混合
物，轻轻混匀。转染 ６ｈ取出细胞，将原有转染液去
掉；每孔加入２ｍＬ的完全培养基，放培养箱培养２４～
７２ｈ，根据后续检测目的收集样本。
１．２．４　实验分组　　ＲＴｑＰＣＲ检测 Ａ５４９细胞中
ＡＲＲＤＣ３表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，流式细胞仪检测细
胞周期，ＣＣＫ８检测细胞增殖和细胞迁移检测实验分
组均分为４组：对照组（未感染ＥＶＤ６８的Ａ５４９细胞）、
感染组（感染ＥＶＤ６８的Ａ５４９细胞）、敲低ＡＲＲＤＣ３感染
组（感染 ＥＶＤ６８的 Ａ５４９细胞转染 ＡＲＲＤＣ３ＳｉＲＮＡ
干扰片段）、敲低对照感染组（感染ＥＶＤ６８的Ａ５４９细
胞转染ＮＣＳｉＲＮＡ干扰片段）。
１．２．５　ＲＴｑＰＣＲ检测 Ａ５４９细胞中 ＡＲＲＤＣ３表达　
　Ｔｒｉｚｏｌ提取 ＥＶＤ６８感染 Ａ５４９细胞组和对照组总
ＲＮＡ，并进行反转录获得 ｃＤＮＡ。ＡＲＲＤＣ定量引物序
列为：上游５′ＡＴＧＣＴＣＡＣＣＣＴＣＣＣＡＣＴＴＴＣ３′，下游 ５′
ＧＴＣＴＴＣＴＴＣＣＣＡＣＡＧＴＴＣＴＣＡＣＡＧ３′。内参引物 ＧＡＰＤＨ
序列为：上游５′ＡＣＣＣＣＧＴＧＣＴＧＣＴＧＡＣＣＧＡＧ３′，下游
５′ＴＣＣＣＧＧＣＣＡＧＣＣＡＧＧＴＣＣＡ３′。定量 ＰＣＲ体系为
９５℃变性１０ｍｉｎ，９５℃，１５ｓ；５４℃，１ｍｉｎ共４０个循
环。结果使用 ＡＢＩ７３００系统实时荧光定量 ＰＣＲ仪分
析软件 ＳＤＳｖ２．４＿ＦＣＯ３＿Ｂ１２４＿ＷｅｂＲｅｌｅａｓｅ对结果进
行分析，采用２－ΔΔＣｔ法计算ＡＲＲＤＣ３相对表达量。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　使用蛋白裂解液 ＲＩＰＡ
提取实验组及对照组细胞总蛋白。提取的蛋白进行

ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，并将凝胶上蛋白转制 ＰＶＤＦ膜
上。按１∶５００浓度加入抗 ＡＲＲＤＣ３抗体，置于４℃冰
箱孵育过夜。后加入抗兔二抗（１∶２０００），３７℃孵育
２ｈ。ＥＣＬ发光液显色。以 βａｃｔｉｎ为内参，比较各组
蛋白表达差异。

１．２．７　流式细胞仪检测细胞周期　　Ａ５４９细胞接种
至６孔板感染 ＥＶＤ６８，消化、沉淀、适当分散细胞，避
免细胞成团，固定细胞。参考试剂盒说明书，根据待测

样本的数量配制适量的碘化丙啶染色液染色，用流式

细胞仪在激发波长４８８ｎｍ波长处检测红色荧光，同时
检测光散射情况。

１．２．８　ＣＣＫ８检测细胞增殖　　将待测细胞接种至
９６孔板，每孔１×１０３细胞，将培养板放在培养箱培养，
分别在培养２４、４８、７２ｈ时取出培养板将原液去掉，加
入现配制好的含 １０％ ＣＣＫ８的 １００μＬ培养基，置
３７℃培养箱培养２ｈ，将待测培养基吸于 ９６孔板中，
测定４５０ｎｍ的光密度。
１．２．９　细胞迁移检测　　 取细胞悬液 １００μＬ加入
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，２４孔板下加入５００μＬ的完全培养基，
置培养箱培养４８ｈ，取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，弃去孔中培
养基，用ＰＢＳ洗２遍，４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，取出小
室置ＰＢＳ洗２次，０．１％的结晶紫染液染色２ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗２次；用棉签轻轻擦掉上层未迁移细胞，用手术刀片
将小室的膜取下，甘油封片拍照。

１．３　统计学方法
　　计量资料使用 珋ｘ±ｓ表示，组间比较使用 ｔ检验，实
验进行３次重复，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＥＶＤ６８感染Ａ５４９模型构建
　　为验证ＥＶＤ６８感染Ａ５４９模型构建成功，用不同
浓度ＭＯＩ感染细胞２４ｈ后，除对照组外，各组细胞均
出现了不同程度的ＣＰＥ（图１），且轻重程度与加入的
病毒量呈正相关。细胞从最开始皱缩、变圆直至碎裂，

然后从瓶壁脱落。证明 ＥＶＤ６８成功感染了 Ａ５４９，后
续通过ＡＲＲＤＣ３在ＥＶＤ６８感染 Ａ５４９模型中基因表
达和蛋白水平的验证进一步证实感染成功。

!" !# !" !#

$%&'" $%&'"(! $%&')

!" !#

图１　以不同ＭＯＩ的ＥＶＤ６８感染Ａ５４９细胞２４ｈ时细胞形态观察结果

１４５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１４）



２．２　差异表达基因的生物信息学分析
　　将ＥＶＤ６８感染宿主细胞前后转录组的表达变化
进行生物信息学分析，数据经过定量且标准化处理后

筛选出 ｜Ｌｏｇ２ＦＣ｜≥１差异表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ）ｍＲＮＡ２３９个。其中上调基因
１３５个、下调基因１０４个，绘制了火山图（图２Ａ）和聚
类热图（图２Ｂ）。考虑到蛋白编码ＲＮＡ在病毒感染中
的调控作用，从２３９个 ｍＲＮＡ中选择了较为感兴趣的
ＡＲＲＤＣ３做后续的研究。图２Ｃ、Ｄ显示了ＡＲＲＤＣ３在
测序样本中的表达量水平变化：较之对照组，ＡＲＲＤＣ３
在感染组表达明显上调。由此，本研究结果提示

ＡＲＲＤＣ３表达量差异可能与ＥＶＤ６８病毒感染有关。

２．３　ＡＲＲＤＣ３在ＥＶＤ６８感染Ａ５４９模型中基因表达
和蛋白水平的验证

　　通过 ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测验证 ＥＶＤ６８
感染 Ａ５４９后 ＡＲＲＤＣ３表达水平上调。图 ３Ａ显示
ＥＶＤ６８感染Ａ５４９之后，ＡＲＲＤＣ３在ＲＮＡ水平显著提
高（Ｐ＜０．０５）。与感染前相比，感染后 ＡＲＲＤＣ３的蛋
白水平也显著增加（图３Ｂ），与ＲＴｑＰＣＲ的结果一致。
构建ＳｉＡＲＲＤＣ３转染至 Ａ５４９细胞，ＲＴｑＰＣＲ结果显
示：ＡＲＲＤＣ３表达水平下降，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５，图 ３Ｃ）。敲低 ＡＲＲＤＣ３在 ＥＶＤ６８感染 Ａ５４９
模型中蛋白水平也显著下降（图３Ｄ），与 ＲＴｑＰＣＲ结
果一致，并为后续的实验做准备。
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Ａ：差异表达基因的火山图　使用｜Ｌｏｇ２（Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ）｜≥１，Ｑ．Ｖａｌｕｅ＜０．０５作为介质标准；Ｂ：差异表达基因热图的聚类分析；
Ｃ：ＡＲＲＤＣ３在测序样本中的表达量折线图；Ｄ：ＡＲＲＤＣ３在测序样本中的表达量

图２　差异表达基因的生物信息学分析结果
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ａ：Ｐ＜０．０５　１：对照组；２：敲低对照感染组；３：敲低ＡＲＲＤＣ３感染组　Ａ：ＲＴｑＰＣＲ验证ＡＲＲＤＣ３在ＥＶＤ６８感染Ａ５４９细胞
后的表达水平；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＲＲＤＣ３在ＥＶＤ６８感染模型中的蛋白水平；Ｃ：ＲＴｑＰＣＲ验证干扰 ＡＲＲＤＣ３在 ＥＶＤ６８感
染Ａ５４９细胞后的表达水平；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测干扰ＡＲＲＤＣ３在ＥＶＤ６８感染模型中的蛋白水平

图３　ＡＲＲＤＣ３在ＥＶＤ６８感染Ａ５４９模型中基因表达和蛋白水平的验证　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２４５１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：流式细胞术结果；Ｂ：各组细胞的细胞周期变化（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与敲低对照感染组比较；
１：对照组，２：感染组，３：敲低对照感染组，４：敲低ＡＲＲＤＣ３感染组

图４　ＡＲＲＤＣ３在ＥＶＤ６８感染Ａ５４９模型中对宿主细胞周期的影响

２．４　ＡＲＲＤＣ３在ＥＶＤ６８感染Ａ５４９模型中对宿主细
胞周期的影响

　　如图 ４所示，ＥＶＤ６８感染 Ａ５４９后，宿主细胞的
细胞周期明显缩短。沉默 ＡＲＲＤＣ３的表达后，发现宿
主细胞的细胞周期较对照组明显缩短，但较感染组有

所增加（Ｐ＜０．０５）。说明 ＡＲＲＤＣ３在 ＥＶＤ６８感染
Ａ５４９模型中可以通过改变细胞周期（ＤＮＡ合成期）发
挥宿主细胞在病毒感染后的细胞功能变化的作用。

２．５　ＡＲＲＤＣ３在ＥＶＤ６８感染Ａ５４９模型中对宿主细
胞迁移的影响

　　如图 ５所示，ＥＶＤ６８感染 Ａ５４９后，宿主细胞的
迁移能力明显下降，干扰 ＡＲＲＤＣ３的表达后，发现宿
主细胞的迁移能力较对照组明显下降，但较感染组有

所增加（Ｐ＜０．０５）。说明 ＡＲＲＤＣ３在 ＥＶＤ６８感染
Ａ５４９模型中可以通过改变细胞迁移水平从而发挥宿
主细胞在病毒感染后的细胞功能变化的作用。

２．６　ＡＲＲＤＣ３在ＥＶＤ６８感染Ａ５４９模型中对宿主细
胞增殖的影响

　　如图６所示，对照组、感染组、敲低 ＡＲＲＤＣ３感染
组、敲低对照感染组细胞接种后 ２４、４８和 ７２ｈ，使用
ＣＣＫ８检测细胞的吸光度，看对宿主细胞的细胞增殖
能力影响。干扰ＡＲＲＤＣ３的表达４８ｈ后，虽然宿主细
胞的细胞增殖能力较对照组低，较感染组高，但是干扰

ＡＲＲＤＣ３的表达 ７２ｈ后，增殖能力与感染组差别不
大，说明ＡＲＲＤＣ３在ＥＶＤ６８感染Ａ５４９模型中对增殖
无显著影响。

３　讨论

　　ＥＶＤ６８虽然是肠道病毒，但主要引发呼吸系统疾
病，严重者可出现呼吸困难、血氧下降等情况。ＡＲＲＤＣ３
是哺乳动物α抑制家族中的一员，具有与蛋白质的抑
制蛋白家族结构同源性，具有一簇酸性和嗜水性基团，

３４５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１４）
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图５　ＡＲＲＤＣ３在ＥＶＤ６８感染Ａ５４９模型中对宿主细胞迁移的影响
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图６　ＣＣＫ８检测 ＡＲＲＤＣ３在 ＥＶＤ６８感染 Ａ５４９模型
中对宿主细胞增殖的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

能内化膜蛋白阻断 ＧＰＣＲ激活，从而影响下游相关信
号蛋白变化。可以内化和脱敏 ＧＰＣＲ，进而调控一些
信号蛋白如ＪＮＫ３、ＡＫＴ的活性，增加 Ｐ５３介导的凋亡
等［１３］。之前的研究表明，ＡＲＲＤＣ３主要介导Ｇ蛋白偶
联受体的泛素化途径降解，在 ＣＯＶＩＤ１９和 ＨＰＶ中有
报道，且都呈现出病毒相关的表达增强，近几年的研究

发现 ＡＲＲＤＣ３与多种肿瘤的发生密切相关［１４］。在结

直肠癌中，ＡＲＲＤＣ３表达量在结肠癌组织比正常组织
低，并且通过与癌破坏蛋白（ｙｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，
ＹＡＰ）结合可以抑制结肠癌细胞的增殖迁移作用［１５］。

在三阴性乳腺癌中，ＡＲＲＤＣ３在调节 ＧＰＣＲ诱导的乳

腺癌细胞系中Ｈｉｐｐｏ通路转录共激活因子活性中的作
用，从而抑制乳腺癌细胞系迁移和侵袭［１６］。还有研

究［１７］报道前列腺癌中ＡＲＲＤＣ３表达降低Ｃａｓｐａｓｅ３酶
活性，在前列腺癌进展中起着抑制癌症形成发展的作

用。ＡＲＲＤＣ３在多种疾病的发生发展中，通过不同的
机制影响着疾病的进程。

　　高通量测序技术近年来被广泛运用在科研及临床
医学领域，它有完美的定量功能，能对细胞群体进行精

准的分析，还能对信号通路进行全面的研究。本研究

通过高通量测序筛选了差异表达基因ＡＲＲＤＣ３。在本
实验室前期研究成果中发现，当敲除 ＡＲＲＤＣ３时，发
现较对照组病毒的 ＶＰ１在 ＲＮＡ水平表达上升，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验证实 ＶＰ１蛋白明显上升。ＶＰ１是
ＥＶＤ６８外露的主要衣壳蛋白，与病毒的吸附致病有
关。同时，病毒滴度实验发现病毒复制能力上升。由

此，前期研究结果得出 ＡＲＲＤＣ３抑制病毒复制，产生
抗病毒效应［１８］。目前，在国内外关于 ＥＶＤ６８的研究
中，通常使用ＲＤ细胞（人恶性胚胎横纹肌瘤细胞）作
为宿主细胞［１９－２０］，ＥＶＤ６８虽然是肠道病毒，但主要引
起呼吸系统疾病，Ａ５４９细胞是人肺腺癌细胞，用 Ａ５４９

４４５１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



作为 ＥＶＤ６８感染的宿主细胞探究病毒对宿主细胞
的影响更具说服力。故本研究重点探讨 ＥＶＤ６８感
染 Ａ５４９细胞后，ＡＲＲＤＣ３对宿主细胞的作用及潜在
机制。

　　本研究分别通过 ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ揭示
ＥＶＤ６８感染Ａ５４９后，宿主细胞表达ＡＲＲＤＣ３在ＲＮＡ
和蛋白质水平上水平均显著提高，二者相互印证。

ＥＶＤ６８感染 Ａ５４９后，ＡＲＲＤＣ３明显上调，Ａ５４９细胞
周期显著缩短，抑制细胞迁移。进一步通过沉默

ＡＲＲＤＣ３，探讨ＡＲＲＤＣ３在ＥＶＤ６８感染 Ａ５４９细胞后
对宿主细胞周期、增殖及迁移等生物学行为的影响。

有研究发现，敲除 ＡＲＲＤＣ３在肾透明细胞癌７８６Ｏ细
胞内，可通过降低 ＡＲＲＤＣ３对 ＡＸＬ的泛素化降解，上
调ＡＸＬ蛋白水平和ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的活性，并促
进肾癌细胞的增殖［２１］。Ａｒｒｅｓｔｉｎ家族是一类重要的信
号调控蛋白，通过使ＧＰＣＲ脱敏，参与肿瘤发生、发展、
血管生成等过程。ａＡｒｒｅｓｔｉｎ蛋白家族是一类介导受
体内吞，泛素化降解的接头蛋白，ＡＲＲＤＣ３是其蛋白家
族的成员之一［２２］。泛素化修饰对蛋白的调节机制在

多种疾病的病理过程中均发挥着十分重要的作用。

ＳＯＵＮＧ等［２３］近期的研究发现，除抑制肿瘤增殖、侵

袭、转移以外，ＡＲＲＤＣ３还与 ｍｉＲ２００ｂ之间存在正反
馈回路，这一机制在逆转肿瘤上皮间充质转化和 ＤＮＡ
损伤剂的化疗耐药方面也发挥了关键的作用。本研究

结果表明：ＡＲＲＤＣ３在 ＥＶＤ６８感染 Ａ５４９后，宿主细
胞周期阻滞于 ＤＮＡ合成期。结合既往的文献和研究
结果，本研究推测 ＡＲＲＤＣ３可能对宿主细胞 ＤＮＡ合
成期的阻滞进而对宿主细胞的周期蛋白及周期蛋白泛

素化水平产生影响。此外，ＡＲＲＤＣ３在 ＥＶＤ６８感染
Ａ５４９后，通过抑制宿主细胞迁移，更有利于宿主细胞
分泌细胞因子充分发挥旁分泌作用而实现细胞功能。

结果提示ＥＶＤ６８感染 Ａ５４９后可能通过上调宿主细
胞ＡＲＲＤＣ３水平，发挥抑制宿主细胞相关功能和致细
胞病变效应。然而本研究未深入系统地探讨ＡＲＲＤＣ３
在ＥＶＤ６８感染后对宿主细胞影响的具体蛋白及蛋白
通路及致病机制，这些工作也是下一步主要研究内容。

　　综上所述，ＡＲＲＤＣ３在ＥＶＤ６８感染 Ａ５４９后表达
明显上调，通过阻滞宿主细胞 ＤＮＡ合成期，抑制宿主
细胞迁移等作用来发挥对宿主细胞的影响，为探究

ＡＲＲＤＣ３在病毒感染后宿主细胞的发生发展提供了新
的研究思路。
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ｌｉｍｉｔｓｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｔｕｂｅｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｉｓ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ［Ｊ］．Ｐｌａｃｅｎｔａ，２０２０，８９：１０－

１９．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｐｌａｃｅｎｔａ．２０１９．１０．００９．
［１４］ＷＥＤＥＧＡＥＲＴＮＥＲＨ，ＰＡＮＷＡ，ＧＯＮＺＡＬＥＺＣＣ，ｅｔａｌ．

ＴｈｅαａｒｒｅｓｔｉｎＡＲＲＤＣ３ｉｓａｎｅｍｅｒｇｉｎｇｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ａｄａｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＡｎｔｉｏｘｉｄＲｅｄｏｘＳｉｇｎａｌ，２０２２，
３６（１３／１４／１５）：１０６６－１０７９．ＤＯＩ：１０．１０８９／ａｒｓ．２０２１．
０１９３．

［１５］ＳＨＥＮＸ，ＳＵＮＸＨ，ＳＵＮＢ，ｅｔａｌ．ＡＲＲＤＣ３ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ
ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｄｅｓｔａｂｉｌｉｚｉｎｇ ｔｈｅ
ｏｎｃｏｐｒｏｔｅｉｎＹＡＰ［Ｊ］．ＦＥＢＳＬｅｔｔ，２０１８，５９２（４）：５９９－

６０９．ＤＯＩ：１０．１００２／１８７３３４６８．１２９８６．
［１６］ＡＲＡＫＡＫＩＡＫＳ，ＰＡＮＷ Ａ，ＷＥＤＥＧＡＥＲＴＮＥＲＨ，

ｅｔａｌ．αＡｒｒｅｓｔｉｎＡＲＲＤＣ３ｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｆｕｎｃｔｉｏｎｉｓ
ｌｉｎｋｅｄｔｏＧＰＣＲｉｎｄｕｃｅｄＴＡＺａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ
ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＳｃｉ，２０２１，１３４（８）：ｊｃｓ２５４８８８．
ＤＯＩ：１０．１２４２／ｊｃｓ．２５４８８８．

［１７］洪善超，俞蕾，黄嘉琪，等．ＡＲＲＤＣ３在前列腺癌中的表
达及对前列腺癌细胞增殖、凋亡的影响［Ｊ］．实用医学杂
志，２０１６，３２（２１）：３５８２－３５８５．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．
１００６５７２５．２０１６．２１．０３４．
ＨＯＮＧＳＣ，ＹＵＬ，ＨＵＡＮＧＪＱ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＡＲＲＤＣ３ｉｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒａｎｄｉｔｓｅｆｆｅｃｔｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＰｒａｃｔＭｅｄ，
２０１６，３２（２１）：３５８２－３５８５．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００６
５７２５．２０１６．２１．０３４．

［１８］ＳＩＪＺ，ＴＡＮＧＸ，ＸＵＬ，ｅｔａｌ．Ｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

ｏｆｗｈｏｌｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅａｎｄｃｏｎｓｔｒｕｃｔｏｆｃｅＲＮＡｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｎｅｔｗｏｒｋｉｎＲＤｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓＤ６８［Ｊ］．Ｖｉｒｏｌ
Ｊ，２０２１，１８（１）：２１６．ＤＯＩ：１０．１１８６／ｓ１２９８５０２１０１６８６ｘ．

［１９］ＪＨＥＮＧＪＲ，ＣＨＥＮＹＳ，ＨＯＲＮＧＪＴ．Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｏｓｔａｓｉｓ ｎｅｔｗｏｒｋ ｄｕｒｉｎｇ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ： ａ
ｆｅｅｄｆｏｒｗａｒｄｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｆｏｒＥＶＡ７１ａｎｄＥＶＤ６８［Ｊ］．
ＡｎｔｉｖｉｒＲｅｓ，２０２１，１８８：１０５０１９．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．
ａｎｔｉｖｉｒａｌ．２０２１．１０５０１９．

［２０］ＥＬＲＩＣＫＭＪ，ＰＥＫＯＳＺＡ，ＤＵＧＧＡＬＰ．ＥｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓＤ６８
ｍｏｌｅｃｕｌａｒａｎｄｃｅｌｌｕｌａｒｂｉｏｌｏｇｙａｎｄｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌ
Ｃｈｅｍ，２０２１，２９６：１００３１７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｊｂｃ．２０２１．
１００３１７．

［２１］陈暮霖，穆星宇，李维国，等．敲除含αＡｒｒｅｓｔｉｎ结构域
蛋白３对肾癌细胞ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路及增殖能力的影
响［Ｊ］．现代生物医学进展，２０２０，２０（１３）：２４０１－２４０５．
ＤＯＩ：１０．１３２４１／ｊ．ｃｎｋｉ．ｐｍｂ．２０２０．１３．００１．
ＣＨＥＮＭＬ，ＭＵＸＹ，ＬＩＷＧ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆαａｒｒｅｓｔｉｎ
ｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ３ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｎ ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．
ＰｒｏｇＭｏｄＢｉｏｍｅｄ，２０２０，２０（１３）：２４０１－２４０５．ＤＯＩ：１０．
１３２４１／ｊ．ｃｎｋｉ．ｐｍｂ．２０２０．１３．００１．

［２２］ＤＯＲＥＳ Ｍ Ｒ， ＴＲＥＪＯ Ｊ． Ｅｎｄｏｌｙｓｏｓｏｍａｌｓｏｒｔｉｎｇ ｏｆ
Ｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｓｂｙｕｂｉｑｕｉｔｉｎ：ｄｉｖｅｒｓｅｐａｔｈｗａｙｓ
ｆｏｒＧｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄｂｅｙｏｎｄ［Ｊ］．
Ｔｒａｆｆｉｃ，２０１９，２０（２）：１０１－１０９．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｔｒａ．
１２６１９．

［２３］ＳＯＵＮＧＹＨ，ＣＨＵＮＧＨ，ＹＡＮＣ，ｅｔａｌ．Ａｒｒｅｓｔｉｎｄｏｍａｉｎ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ３ｒｅｖｅｒｓｅｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ
ａｎｄ ｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆＴＮＢＣ ｃｅｌｌｓｂｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２００ｂ［Ｊ］．Ｃｅｌｌｓ，２０１９，８（７）：６９２．
ＤＯＩ：１０．３３９０／ｃｅｌｌｓ８０７０６９２．

（收稿：２０２２１１１１；修回：２０２３０４２３）

（编辑　邓强庭）
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