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ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ２０２６ꎬ４９(４):８５３－８６４.

Ｃｏｒｔａｃｔｉｎ 蛋白与猪瘟病毒 Ｃｏｒｅ 蛋白互作
对外泌体与病毒感染的影响
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(１.南京农业大学动物医学院ꎬ江苏 南京 ２１００１４ꎻ２.江苏省农业科学院动物免疫工程研究所ꎬ江苏 南京 ２１００１４)

摘要:[目的]本文旨在筛选并验证与猪瘟病毒(ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓꎬＣＳＦＶ)核心(Ｃｏｒｅ)蛋白互作的宿主调控因子ꎬ系统

解析外泌体依赖性 ＣＳＦＶ 感染的分子机制ꎬ为基于宿主细胞工程化改造优化疫苗生产工艺提供理论依据ꎮ [方法]基于体

外蛋白互作沉淀(ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ)－质谱联用技术筛选 Ｃｏｒｅ 互作宿主蛋白ꎻ采用免疫共沉淀(Ｃｏ￣ＩＰ)和激光共聚焦显微术验证皮

层肌动蛋白(ｃｏｒｔａｃｔｉｎꎬＣＴＴＮ)与 Ｃｏｒｅ 的亚细胞共定位ꎻ构建 ＣＴＴＮ 过表达(ｏｖｅｒ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬＯＥ)及敲低(ｋｎｏｃｋ￣ｄｏｗｎꎬＫＤ)细
胞株ꎻ运用纳米颗粒追踪分析(ＮＴＡ)定量外泌体分泌动力学ꎬ联合蛋白免疫印记(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎬＷＢ)和间接免疫荧光( ＩＦＡ)
技术解析病毒蛋白时空分布特征及感染效价ꎮ [结果]蛋白质互作组学鉴定 ＣＴＴＮ 为 Ｃｏｒｅ 蛋白互作蛋白ꎬＣｏ￣ＩＰ 与共聚焦成

像证实二者在细胞质各处均存在特异性互作ꎻＷＢ 分析显示 ＣＴＴＮ 敲低使外泌体的 Ｃｏｒｅ 载量提升并加速其分泌ꎬ而 ＣＴＴＮ
过表达则延迟 Ｃｏｒｅ 外泌体装载ꎻＮＴＡ 定量表明 ＣＴＴＮ￣ＫＤ 显著提高外泌体分泌效率ꎬＣＴＴＮ￣ＯＥ 则抑制分泌活性ꎻＩＦＡ 检测显

示 ＣＴＴＮ 敲低通过外泌体途径提升胞外病毒滴度ꎬ而 ＣＴＴＮ 过表达导致总病毒滴度下降ꎮ [结论]本研究证实宿主 ＣＴＴＮ 蛋

白与 ＣＳＦＶ Ｃｏｒｅ 蛋白存在互作ꎬ并对外泌体介导的 ＣＳＦＶ 病毒组分释放及感染起重要调控作用ꎬ为基于宿主细胞改造的猪

瘟病毒增殖效率优化及疫苗生产模式改进提供了全新靶标ꎮ
关键词:猪瘟病毒ꎻ核心蛋白(Ｃｏｒｅ)ꎻ皮层肌动蛋白(ＣＴＴＮ)ꎻ外泌体ꎻ病毒－宿主互作
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(１.Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ＭｅｄｉｃｉｎｅꎬＮａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＮａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬＣｈｉｎａꎻ２.Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ
Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ ＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬＪｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ＳｃｉｅｎｃｅｓꎬＮａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ] Ｔｈｅ ｐａｐｅｒ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｅ ｈｏｓｔ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ
(ＣＳＦＶ)Ｃｏｒｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃａｌｌｙ ｅｌｕｃｉｄａｔｅ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ＣＳＦＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ
ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇ ｖａｃｃｉｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｈｏｓｔ ｃｅｌｌ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ]Ｃｏｒｅ￣ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｈｏｓｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ ｃｏｕｐｌｅｄ ｗｉｔｈ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ(ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ￣ＭＳ) . Ｔｈｅ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｒｔａｃｔｉｎ(ＣＴＴＮ)
ａｎｄ Ｃｏｒｅ ｗａｓ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｃｏ￣ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ(Ｃｏ￣ＩＰ)ａｎｄ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ. Ｓｔａｂｌｅ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｗｉｔｈ ＣＴＴＮ ｏｖｅｒ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ(ＯＥ)
ｏｒ ｋｎｏｃｋ￣ｄｏｗｎ(ＫＤ)ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ. Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ ｔｒａｃｋｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ(ＮＴＡ)ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｑｕａｎｔｉｆｙ ｅｘｏｓｏｍｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｄｙｎａｍｉｃｓꎬ
ｗｈｉｌｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ(ＷＢ)ａｎｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ( ＩＦＡ)ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｓｐａｔｉｏｔｅｍｐｏｒａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｒａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃａｃｙ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ]Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ＣＴＴＮ ａｓ ａ Ｃｏｒｅ￣ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬａｎｄ Ｃｏ￣ＩＰ ａｎｄ
ｃｏｎｆｏｃａｌ ｉｍａｇｉｎｇ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈｅｉｒ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ. ＷＢ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ＣＴＴＮ￣ＫＤ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ Ｃｏｒｅ
ｌｏａｄｉｎｇ ｉｎｔｏ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ａｎｄ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ ｉｔｓ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ＣＴＴＮ￣ＯＥ ｄｅｌａｙｅｄ Ｃｏｒｅ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｐａｃｋａｇｉｎｇ. ＮＴＡ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ＣＴＴＮ￣ＫＤ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙꎬｗｈｉｌｅ ＣＴＴＮ￣ＯＥ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ. ＩＦＡ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＣＴＴＮ￣ＫＤ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｉｒａｌ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｖｉａ ｔｈｅ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｐａｔｈｗａｙꎬｗｈｅｒｅａｓ ＣＴＴＮ￣ＯＥ ｌｅｄ ｔｏ ａ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ
ｉｎ ｔｏｔａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃａｃｙ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ]Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｓ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｏ ｃｏｎｆｉｒｍ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｏｓｔ ＣＴＴＮ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ＣＳＦＶ Ｃｏｒｅ
ｐｒｏｔｅｉｎꎬｈｉｇｈｌｉｇｈｔｉｎｇ ｉｔｓ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｏｌｅ ｉｎ ｅｘｏｓｏｍｅ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ＣＳＦＶ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｒｅｌｅａｓｅ ａｎｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ. Ｔｈｅｓｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｎｏｔ ｏｎｌｙ
ｐｒｏｖｉｄｅ ｄｅｅｐｅｒ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ＣＳＦＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｖｉｒｕｓ￣ｈｏｓｔ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｂｕｔ ａｌｓｏ ｏｆｆｅｒ ａ ｎｏｖｅｌ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇ ＣＳＦＶ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｖａｃｃｉｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｈｏｓｔ ｃｅｌｌ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ(ＣＳＦＶ)ꎻｃｏｒｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎻｃｏｒｔａｃｔｉｎ(ＣＴＴＮ)ꎻｅｘｏｓｏｍｅｓꎻｖｉｒｕｓ￣ｈｏｓｔ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
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猪瘟是由猪瘟病毒(Ｈｏｇｃｈｏｌｅｒａ ｖｉｒｕｓꎬｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓꎬＣＳＦＶ)引起的具有高度传染性和致死

性的疾病ꎮ 猪感染 ＣＳＦＶ 后可出现出血、弥散性血管内凝血、白细胞减少等临床现象[１]ꎮ 作为养猪大国ꎬ
我国生猪养殖量占全球一半左右ꎬ而猪瘟严重危害生猪健康ꎬ对养猪行业威胁重大ꎬ一旦暴发将带来巨大

经济损失ꎮ
我国猪瘟防控主要依赖传统减毒活疫苗进行预防免疫ꎬ其中猪瘟兔化弱毒株(Ｃ 株)疫苗因其免疫原

性高、安全性良好及保护率高等优势占疫苗防控主导地位ꎬ覆盖全国约 ９０％的规模化猪场[２]ꎬ其单剂接种

后 ３ ｄ 内即可诱导中和抗体ꎬ临床保护率接近 １００％[３]ꎮ 目前我国 ＣＳＦＶ 疫苗的工业化生产普遍采用 ＳＴ
细胞微载体悬浮培养体系ꎬ其核心策略为低感染复数(ＭＯＩ 为 ０.０１ ~ ０.１０)接毒结合多代次长周期培养

(９~１５ ｄ)以逐步累积病毒滴度ꎮ 然而ꎬ这一模式存在局限性:低 ＭＯＩ 条件下病毒需经历多轮复制ꎬ导致宿

主细胞代谢活性下降及凋亡加速ꎬ也限制病毒产量的提升ꎮ 此外ꎬ长时间培养不仅增加污染风险与生产成

本ꎬ还因中间代次 ＭＯＩ 难以精准控制而影响批次间一致性ꎬ与疫苗生产“过程强化”原则形成矛盾[４]ꎮ 尽

管提高 ＭＯＩ 理论上可通过缩短复制周期优化生产效率ꎬ但高 ＭＯＩ 引发的细胞快速死亡及病毒粒子释放障

碍导致总滴度无法实现有效增加[５]ꎬ这一矛盾长期制约着 ＣＳＦＶ 疫苗生产的工艺提升ꎬ需通过 ＣＳＦＶ 感染

机制及与宿主细胞互作的深入研究来解决ꎮ
近年来ꎬ越来越多研究显示病毒感染宿主细胞后会与宿主蛋白外泌体系统产生互作ꎬ并借助其功能完

成感染过程[６－７]ꎬ黄病毒科病毒感染与宿主细胞外泌体系统间的联系已被广泛报道[８－１０]ꎮ 笔者之前也报

道了 ＣＳＦＶ 感染宿主细胞后分泌的外泌体含 Ｃｏｒｅ 蛋白且能够介导病毒感染的研究结果[１１]ꎮ ＣＴＴＮ 是一种

广泛表达于多种细胞类型的肌动蛋白结合蛋白ꎬ在肌动蛋白细胞骨架动态及细胞迁移、黏附和胞内运输等

过程中发挥关键作用ꎮ 其主要功能包括促进肌动蛋白聚合和分支以调节肌动蛋白动态、参与囊泡的形成

和运输以及调控信号通路等[１２－１４]ꎮ 近年研究表明ꎬ该蛋白通过介导病毒入侵、胞内运输及释放等关键环

节ꎬ在多种病毒感染机制中具有重要调控功能[１５－１６]ꎮ 在前期研究[１１] 的基础上ꎬ本研究综合运用互作沉淀

(ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ)技术、蛋白质谱分析(ｐｒｏｔｅｉｎ ＭＳ)、免疫共沉淀(Ｃｏ￣ＩＰ)及荧光共聚焦显微术等试验体系ꎬ验证

皮层肌动蛋白(ｃｏｒｔａｃｔｉｎꎬＣＴＴＮ)与 ＣＳＦＶ Ｃｏｒｅ 蛋白存在特异性相互作用ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 细胞及毒株

猪睾丸(ＳＴ)细胞(ＡＴＣＣ® ＣＲｙＬ－１７６４ＴＭ)及人胚胎肾细胞 ２９３(ＨＥＫ２９３)(ＡＴＣＣ® ＣＲＬ－１１２６８ＴＭ)购自

美国 ＡＴＣＣ 生物标准品资源中心ꎬ用含 １００ ＩＵ􀅰ｍＬ－１ 青霉素、链霉素及 １０％胎牛血清(ＦＢＳꎬＧｉｂｃｏ Ｃａｔ.
１０２７０)的 ＤＭＥＭ 培养基在 ３７ ℃下培养于含 ５％ ＣＯ２ 的细胞培养箱(ＣｅｌＭａｔｅꎬＥＳＣＯ)中ꎮ 猪瘟兔化弱毒株

Ｃ 株购自国家兽医微生物菌(毒)种保藏中心(ＣＶＣＣ ＡＶ１４１２)ꎮ
１.２　 间接免疫荧光(ＩＦＡ)检测病毒滴度

收取完成 ＣＳＦＶ 增殖的 ＳＴ 细胞完整培养体系(细胞＋培养上清液)ꎬ－８０ ℃及室温下反复冻融 ３ 次后

经 ０.４５ μｍ 滤膜(Ｍｅｒｃｋ￣ＭｉｌｌｉｐｏｒｅꎬＳＬＨＶ０３３ＲＢ)过滤得待检病毒液ꎮ １０ 倍梯度稀释病毒液(１００ μＬ)并接

种生长在 ９６ 孔板上的单层 ＳＴ 细胞ꎻ７２ ｈ 后细胞用磷酸盐缓冲液(ＰＢＳꎬＴｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ１００１０００２)
洗涤 ３ 次ꎬ４ ℃ 下用预冷的 ８０％丙酮固定 ４５ ｍｉｎꎻ室温下以 ０. ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００( Ｓｏｌａｒｂｉｏ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ
Ｔ８２００)渗透 １５ ｍｉｎꎮ 封闭液(ＢｅｙｏｔｉｍｅꎬＰ０２６０)室温封闭 ２ ｈ 后加入稀释至工作浓度的鼠抗 Ｅ２ 抗体

(ＣＶＣＣꎬＺ２９４)(１ ∶２００)ꎬ３７ ℃下孵育 １.５ ｈꎬ再与荧光标记偶联的山羊抗鼠 ＩｇＧ(ＳｏｌａｒｂｉｏꎬＳＦ１３１)在室温下

孵育 １ ｈꎮ 用双蒸水替换培养板中的液体后使用荧光显微镜(ＺｅｉｓｓꎬＡｘｉｏ Ｏｂｓｅｒｖｅｒ Ｚ１)观察记录荧光孔数

并进行统计分析ꎮ
１.３　 外泌体提取及纯化

参照笔者之前研究[１１]ꎬ采用梯度超速离心结合免疫磁珠法进行外泌体提取纯化:健康或接毒细胞培

养适当时间后收取培养上清液ꎬ用台式离心机(ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒꎬＭｕｌｔｉｆｕｇｅ Ｘ３Ｒ)分别以 ５００ ｇ、２ ０００ ｇ 和

１０ ０００ ｇ 速度离心 ３０ ｍｉｎ 以及 ０.２２ μｍ 滤膜(ＳａｒｔｏｒｉｕｓꎬＭｉｎｉｓａｒｔ ＰＥＳ)处理ꎬ去除细胞碎片及大囊泡( ｌａｒｇｅ
ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓꎬｌＥＶｓ)ꎬ再用超速离心机(Ｂｅｃｋｍａｎ ＣｏｕｌｔｅｒꎬＯｐｔｉｍａ Ｌ－１００ＸＰ)１００ ０００ ｇ 离心 ２ ｈ 沉淀

外泌体ꎬ弃上清液后用 ＰＢＳ 重悬沉淀ꎬ得到超离沉淀(ＵＣ￣ｐｅｌｌｅｔｓ)ꎮ 用 ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ 磁珠(ＢｅｙｏｔｉｍｅꎬＰ２１０２)包
被 Ｅ２ 单抗(ＣＶＣＣꎬＺ２９４)ꎬ将超离沉淀与 Ｅ２ 单抗包被的磁珠混合后置于旋转反应器ꎬ４ ℃反应过夜ꎬ反应

４５８
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完后收集上清液ꎮ 重复以上过程 ３ 次ꎬ收集上清液即得到纯化后外泌体ꎮ
１.４　 ＣＴＴＮ 蛋白的免疫印记(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎬＷＢ)

收集健康、转染及接毒后的 ＳＴ 细胞ꎬ加入适量 ＲＩＰＡ 裂解液(ＢｅｙｏｔｉｍｅꎬＰ１００１３Ｂ)在冰上裂解后与上

样缓冲液 ( ＣＷＢＩＯꎬ ＣＷ００２８) 混合并在金属浴中以 ９５ ℃ 煮样 １０ ｍｉｎ 后得 ＷＢ 样品ꎮ 免疫沉淀

( ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎꎬＩＰ)样品在 ＩＰ 反应完成后用 １×ＴＢＳ 清洗磁珠ꎬ重复清洗 ３ 次后直接加入上样缓冲液

并进行混合及煮样操作ꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳及转膜完成后ꎬ将硝酸纤维素(ＮＣ)膜置于脱脂奶中室温下封闭

２ ｈꎬ接着用一抗及二抗进行孵育ꎮ 本研究中所用抗体:本课题组自制兔抗 Ｅ０、Ｅ２ 及 Ｃｏｒｅ 蛋白多克隆抗体

(抗原特异性已验证[１１ꎬ１７])、兔抗 ＣＡＮＸ 多克隆抗体(Ａ２４４３３)、兔抗 ｓｙｎｔｅｎｉｎ 多克隆抗体(Ａ５３６０)、兔抗

ＴＳＧ１０１ 抗体(Ａ１６９２)、兔抗 β￣ａｃｔｉｎ 抗体(ＡＣ００６)、鼠抗 Ｆｌａｇ 抗体(ＡＥ００５)、兔抗 ＣＴＴＮ 抗体(Ａ９５１８)、兔
抗 Ｈｉｓ 抗体(ＡＥ０８６)、ＨＲＰ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ(ＡＳ０１４)及山羊抗鼠 ＩｇＧ 抗体(ＡＳ００３)均为爱博泰克

(Ａｂｃｌｏｎａｌ)公司产品ꎮ 用增强型化学发光液(爱博泰克ꎬＲＭ０００２１)显色并用化学发光成像仪(天能ꎬ５２００)
观察结果ꎮ
１.５　 细胞转染及目的蛋白表达检测

将待转染细胞接种至培养装置中ꎬ控制细胞密度为 ７０％~９０％ꎬ２４ ｈ 后计算细胞总量并取适量质粒加

入相应体积 ＯＰＴＩ￣ＭＥＭ(Ｇｉｂｃｏꎬ３１９８５０８８)中ꎬ轻轻吹打混合均匀ꎬ再加适量转染试剂(Ｑｉａｇｅｎꎬ３０１００５)ꎬ吹
打混合后室温静置ꎮ １５ ｍｉｎ 后将混合液逐滴加入细胞培养基ꎬ轻轻晃动使其均匀分布ꎮ 转染 ４ ~ ６ ｈ 后半

量更换新鲜完全培养基ꎮ 转染 ２４~４８ ｈ 后进行 ＷＢ 及荧光检测目的蛋白表达情况ꎬ或将细胞裂解后用于

Ｃｏ￣ＩＰꎮ
１.６　 体外蛋白互作沉淀(ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ)及免疫共沉淀(Ｃｏ￣ＩＰ)

ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ:以 ｐｃＤＮＡ ３.１ 为载体构建表达携带 Ｆｌａｇ 标签 Ｃｏｒｅ 蛋白的真核表达质粒 ｐ￣Ｆｌａｇ￣Ｃｏｒｅꎬ经酶

切后核酸电泳检测及测序验证序列正确ꎮ 用 ｐ￣Ｆｌａｇ￣Ｃｏｒｅ 质粒转染 ＳＴ 细胞ꎬ并通过 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳检测

Ｆｌａｇ￣Ｃｏｒｅ 外源蛋白表达情况ꎮ 确认蛋白表达无误后ꎬ培养并收集转染细胞ꎬ按 １.４ 节中所述方法进行细胞

裂解作为样品ꎮ 用 １×ＴＢＳ 将偶联 Ｆｌａｇ 标签抗体的磁珠(爱博泰克ꎬＡＥ０３７)重复清洗 ３ 次ꎬ以 Ｖ(样品) ∶
Ｖ(磁珠)＝ ２５ ∶１ 的比例将磁珠与样品混合ꎬ置于旋转反应器上ꎬ４ ℃反应过夜后以 １０ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０
ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ收集磁珠ꎬ再以 １×ＴＢＳ 清洗 ３ 次后按 １.４ 节步骤制备成 ＷＢ 样品ꎮ 阴性对照为仅表达 Ｆｌａｇ
标签载体细胞裂解液的 ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ 产物ꎮ

Ｃｏ￣ＩＰ:使用商用 ＣＴＴＮ 兔单克隆抗体(爱博泰克ꎬＡ９５１８)进行 Ｃｏ￣ＩＰ 检测ꎮ 磁珠处理、磁珠－样品反应

及样品的收取、制备步骤与 ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ 试验相同ꎮ 采用未偶联 ＣＴＴＮ 抗体的磁珠沉淀产物作为阴性对照ꎮ
１.７　 蛋白质的质谱(ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎬＰｒｏｔｅｉｎ ＭＳ )检测及分析

ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ 复合物经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分离后ꎬ依次采用脱色工作液及脱水液进行凝胶脱色及脱水处理ꎬ经
真空冷冻干燥仪冻干后依次经吸胀液及脱水液梯度处理ꎬ最终加入胰蛋白酶酶解缓冲液于 ３７ ℃进行过夜

酶解ꎬ取酶解产物进行离心后收集上清液ꎮ 肽段脱盐采用 Ｃ１８ ＳｔａｇｅＴｉｐ 固相萃取柱ꎮ 具体流程如下:１)柱
活化:依次用 １００ μＬ 乙腈、１００ μＬ ０.１％甲酸－５０％乙腈及 １００ μＬ ０.１％甲酸平衡萃取柱ꎻ２)上样:将真空

浓缩离心干燥的多肽样品复溶于 ０.１％甲酸－２％乙腈溶液ꎬ以 １ μＬ􀅰ｍｉｎ－１流速上 Ｃ１８ ＳｔａｇｅＴｉｐ 固相萃取

柱ꎻ３)清洗:使用 １００ μＬ ０.１％甲酸进行 ３ 次脱盐处理ꎻ４)洗脱:依次用 ４０ μＬ ０.１％甲酸 / ５０％乙腈和 ４０ μＬ
０.１％甲酸 / ８０％乙腈分步洗脱ꎬ收集洗脱液经 ＳｐｅｅｄＶａｃ 真空浓缩系统干燥后于－８０ ℃保存ꎮ

质谱分析采用 ＵｌｔｉＭａｔｅ ３０００ ＲＳＬＣｎａｎｏ 纳升液相色谱系统(Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)与 Ｑ Ｅｘａｃｔｉｖｅ Ｐｌｕｓ
四极杆－静电场轨道阱高分辨质谱仪(Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)联用平台ꎮ 多肽样品经 Ａｃｃｌａｉｍ ＰｅｐＭａｐ
１００ Ｃ１８毛细管色谱柱(７５ μｍ×１５ ｃｍꎬ２ μｍ)梯度分离后以纳升电喷雾离子化方式导入质谱仪ꎬ采用数据

依赖采集模式(ＤＤＡ)进行全扫描(分辨率 ７０ ０００)及离子扫描(分辨率 １７ ５００)ꎮ 原始数据经 Ｐｒｏｔｅｏｍｅ
Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ ２.５ 软件(Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)进行谱图解析ꎬ再用 ＳＥＱＵＥＳＴ ＨＴ 算法比对 ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ 数据

库完成蛋白质鉴定ꎮ
１.８　 荧光共聚焦( ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃｏｎｆｏｃａｌ)

将直径 １２ ｍｍ 圆形玻片置于 ６ 孔板中ꎬ经 ７０％乙醇清洗并紫外灭菌后于超净台内干燥ꎮ 每孔接种 ＳＴ
细胞(每孔细胞数约 ３×１０５)ꎬ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中孵育过夜ꎬ待细胞融合度达 ５０％ ~７０％时ꎬ使用之前

试验中构建的 ＧＦＰ 标记 Ｃｏｒｅ 蛋白表达载体转染 ＳＴ 细胞ꎬ继续培养 ２４~４８ ｈ 诱导靶蛋白表达ꎮ 转染完成

５５８
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后使用 ４％多聚甲醛固定细胞 １５ ｍｉｎꎬ０.１％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 透膜处理 １０ ｍｉｎꎬ用含 ３０ ｇ􀅰Ｌ－１ ＢＳＡ 的 ＰＢＳ 溶液

封闭非特异性结合位点ꎮ
将细胞爬片与 ＣＴＴＮ 兔单克隆抗体 ４ ℃孵育过夜ꎬＰＢＳ 漂洗后加入激发波长 ５９３ ｎｍ 的荧光染料标记

山羊抗兔二抗(ＡｂｃｌｏｎａｌꎬＡＳ０５３)ꎬ室温避光孵育 １ ｈꎮ 经充分洗涤后使用抗荧光淬灭封片剂封片ꎬ再以透

明指甲油(ＭＩＮＩＳＯꎬ０１)密封玻片边缘ꎮ 最后ꎬ使用 ＳＯＰＴＯＰ ＸＤ 荧光成像系统在相应激发波长下观察ꎬ采
集 Ｃｏｒｅ 蛋白与 ＣＴＴＮ 的亚细胞定位图像并进行图像处理ꎮ
１.９　 ＣＴＴＮ 稳定过表达及敲低 ＳＴ 细胞系构建

使用 ｐＬＶ３ 慢病 毒 载 体 实 现 ＣＴＴＮ 转 录 水 平 的 稳 定 改 变ꎮ 使 用 ＢＬＯＣＫ￣ｉＴＴＭ ＲＮＡｉ Ｄｅｓｉｇｎｅｒ
(ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ)设计 ３ 条 ＣＴＴＮ ｓｈＲＮＡ 序列ꎬ经试验验证ꎬ最终选择其中敲低效果最显著的用于构建敲低

载体(表 １)ꎮ 过表达载体基于 ＮＣＢＩ 记载的 ＣＴＴＮ ＣＤＳ 序列构建(ＸＭ＿０２１０８２６４９.１)ꎮ 载体构建完成并经

酶切及测序验证序列无误后将慢病毒载体与辅助质粒共转染 ＨＥＫ２９３ 细胞ꎬ分别于转染后 ４８ 和 ７２ ｈ 收

集上清液ꎬ用慢病毒浓缩液(Ｃｌｏｎｔｅｃｈꎬ６３１２３１)浓缩后测定病毒滴度ꎬ确定 ＭＯＩ 并感染 ＳＴ 细胞ꎮ 感染后

６~８ ｈꎬ弃培养上清液ꎬ用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次后换含 １００ ｍＬ􀅰Ｌ－１ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基于 ５％ ＣＯ２ 培养箱中

３７ ℃培养ꎻ４８ ｈ 后消化细胞并在培养基中加入 ５ μｇ􀅰ｍＬ－１嘌呤霉素ꎬ培养箱中培养 ６~８ ｈ 后弃上清液ꎬ用
ＰＢＳ 清洗 ３ 次后加不含嘌呤霉素培养基培养ꎮ 该过程重复至嘌呤霉素浓度达到 ２０ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ换普通培养

基进行传代培养后收集细胞ꎬＷＢ 检测蛋白过表达及敲低效果ꎮ
表 １　 ＣＴＴＮ ｓｈＲＮＡ 引物序列设计

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ｓｈＲＮＡ ｐｒｉｍｅｒｓ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＣＴＴＮ

序列代号 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ＩＤ 引物序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′)

　 ＣＴＴＮ￣ｓｈＲＮＡ １ ｔｏｐ ｓｔｒａｎｄ 　 ＡＴＣＣＧＧＣＡＡＧＴＡＣＧＧＧＡＴＴＧＡＣＡＡＴＴＣＡＡＧＡＧＡＴＴＧＴＣＡＡＴＣＣＣＧＴＡＡＣＴＴＧＣＴＴＴＴＴＴＧ
　 ＣＴＴＮ￣ｓｈＲＮＡ １ ｂｏｔｔｏｍ ｓｔｒａｎｄ 　 ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＡＴＣＴＣＴＴＧＡＡＧＣＡＡＧＴＴＡＣＧＧＧＡＴＴＧＡＣＡＡＴＣＴＣＴＴＧＡＡＧＴＴＧＴＣＡＡＴＣＣＣＧＴＡＡＣＴＴＧＣＧ
　 ＣＴＴＮ￣ｓｈＲＮＡ ２ ｔｏｐ ｓｔｒａｎｄ 　 ＣＡＴＣＣＧＧＡＧＴＡＣＣＡＧＴＣＧＡＡＧＣＴＴＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡＡＡＡＧＣＴＴＣＧＡＣＴＧＧＴＡＣＴＣＴＴＴＴＴＴＧ
　 ＣＴＴＮ￣ｓｈＲＮＡ ２ ｂｏｔｔｏｍ ｓｔｒａｎｄ 　 ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＡＴＣＴＣＴＴＧＡＡＧＡＧＴＡＣＣＡＧＴＣＧＡＡＧＣＴＴＴＴＣＴＣＴＴＧＡＡＧＡＡＡＧＣＴＴＣＧＡＣＴＧＧＴＡＣＴＣＧ
　 ＣＴＴＮ￣ｓｈＲＮＡ ３ ｔｏｐ ｓｔｒａｎｄ 　 ＧＡＴＣＣＧＧＡＧＡＧＡＧＡＡＣＧＴＧＴＴＴＣＡＡＴＴＣＡＡＧＡＧＡＴＴＧＡＡＡＣＡＣＧＴＴＣＣＴＣＴＣＴＴＴＴＴＴＴＧ
　 ＣＴＴＮ￣ｓｈＲＮＡ ３ ｂｏｔｔｏｍ ｓｔｒａｎｄ 　 ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＡＴＣＴＣＴＴＧＡＡＧＡＧＡＧＡＧＡＡＣＧＴＧＴＴＴＣＡＡＴＣＴＣＴＴＧＡＡＧＴＴＧＡＡＡＣＡＣＧＴＴＣＣＴＣＴＣＴＣＧ

１.１０　 纳米粒子示踪分析(ＮＴＡ)
使用 ＮａｎｏＳｉｇｈｔ ＮＳ３００ 分析仪(Ｍａｌｖｅｒｎ Ｐａｎａｌｙｔｉｃａｌꎬ英国)完成 ＮＴＡ:取－８０ ℃冻存的超离浓缩样品ꎬ室

温下完全解冻ꎬ用移液器轻柔反复吹吸分散ꎮ 检测前仪器预热 １５ ｍｉｎꎬ注入超纯水调节背景散射强度至小

于 １００ ｃｏｕｎｔｓ􀅰ｓ－１ꎬ加载 ０.５ ｍＬ 样品后静置 ６０ ｓꎮ 参数设置:检测温度(２５±０.５)℃ꎬ采集时间 ６０ ｓꎬ快门速

度 １ ０００ꎬ增益水平 １５~２０ꎮ 每个样品平行测定 ３ 次并更换检测区域ꎮ 数据通过 ＮＴＡ ３.４ 软件基于 Ｓｔｏｋｅｓ￣
Ｅｉｎｓｔｅｉｎ 方程计算流体力学直径ꎬ记录各样本的粒径分布ꎬ并提取特定粒径范围(５０ ~ ２２０ ｍｍ)的颗粒浓

度ꎬ用于外泌体数量的组间比较ꎮ 背景浓度采用空白对照校正ꎮ

图 １　 Ｃｏｒｅ 外源蛋白表达验证(Ａ)及 Ｆｌａｇ 磁珠

捕获效果验证(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ Ｃｏｒｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ(Ａ)ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆｌａｇ￣
ｔａｇｇｅｄ ｂｅａｄｓ ｃａｐｔｕｒｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ(Ｂ)

１.１１　 数据统计分析

所有试验均重复 ３ 次以上ꎬ数据用平均值±标准差表示ꎮ 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件进行绘图和统计分

析ꎬ采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ􀆳ｓ ｔ ｔｅｓｔ 进行统计学分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ 试验可靠性验证及复合物质谱(ＭＳ)检测

ＷＢ 检测结果显示ꎬＦｌａｇ 标签与 Ｃｏｒｅ 蛋白均显示清晰

单一条带ꎬ表明所用抗体特异性良好ꎬ２ 种蛋白在分子质

量和表达量上的一致性提示其以融合蛋白复合体形式表

达(图 １ －Ａ)ꎮ 磁珠 ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ 效果验证结果显示ꎬ转染

Ｆｌａｇ￣Ｃｏｒｅ 表达质粒的细胞裂解物( Ｉｎｐｕｔ)经 Ｆｌａｇ 抗体包被

的免疫磁珠 ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ 后ꎬ可特异性检测到高丰度 Ｆｌａｇ￣
Ｃｏｒｅ 蛋白ꎬ而阴性对照组未出现相应条带(图 １－Ｂ)ꎮ 该结

果说明基于 Ｆｌａｇ 抗体的免疫沉淀体系对目标蛋白的高效

富集能力及其严格的特异性ꎬ表明 ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ 试验条件合
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理ꎬ数据可靠性满足后续互作分析要求ꎮ
对 ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ 试验得到的 Ｃｏｒｅ 蛋白复合物进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分离ꎬ经胶内酶解后开展质谱分析ꎮ 通过

试验组与阴性对照组对比筛选潜在互作蛋白ꎬＧＯ 富集分析显示这些蛋白主要参与 ＲＮＡ 结合、核仁组织及

核质组成等生物学过程ꎬ与 Ｃｏｒｅ 蛋白基因组结合及核定位功能特性高度吻合(图 ２)ꎮ 基于独特肽段数

(ｕｎｉｑｕｅ ｐｅｐｔｉｄｅｓ)及肽段覆盖率(ｃｏｖｅｒａｇｅ)筛选出互作概率较高的候选宿主蛋白(表 ２)ꎮ 其中 ＭＹＯ１Ｂ 蛋

白已证实能与 Ｃｏｒｅ 蛋白产生特异性结合[１７]ꎬ本研究针对同样具有较高肽段覆盖率的 ＣＴＴＮ 蛋白开展与

Ｃｏｒｅ 蛋白的互作验证ꎮ

图 ２　 蛋白质质谱检测数据 ＧＯ 富集分析

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｄａｔａ

表 ２　 ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ 复合物中宿主蛋白质谱检测

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｏｓｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ ｃｏｍｐｌｅｘ

宿主蛋白
Ｈｏｓｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

肽段覆盖率 / ％
Ｃｏｖｅｒａｇｅ

肽段匹配量
Ｐｅｐｔｉｄｅ￣ｓｐｅｃｔｒｕｍ

ｍａｔｃｈｅｓ

特异肽段数
Ｕｎｉｑｕｅ
ｐｅｐｔｉｄｅｓ

宿主蛋白
Ｈｏｓｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

肽段覆盖率 / ％
Ｃｏｖｅｒａｇｅ

肽段匹配量
Ｐｅｐｔｉｄｅ￣ｓｐｅｃｔｒｕｍ

ｍａｔｃｈｅｓ

特异肽段数
Ｕｎｉｑｕｅ
ｐｅｐｔｉｄｅｓ

ＭＹＯ１Ｂ １２ ９ ８ ＲＡＢ８Ａ ７ １４ ６
ＣＴＴＮ １０ ８ ５ ＵＢＥ２Ｎ ８ ０ ５
ＡＮＸＡ２ ５ ５ ４ ＩＱＧＡＰ１ ９ １１ ８
ＴＭＥＭ１９ ４ ７ ６

　 　 注:ＭＹＯ１Ｂ:肌球蛋白 １Ｂ Ｍｙｏｓｉｎ ＩＢꎻ ＣＴＴＮ:皮层肌动蛋白 ＣｏｒｔａｃｔｉｎꎻＡＮＸＡ２:膜联蛋白 Ａ２ Ａｎｎｅｘｉｎ Ａ２ꎻ ＴＭＥＭ１９:跨膜蛋白 １９
Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ １９ꎻＲＡＢ８Ａ:Ｒａｓ 相关蛋白 Ｒａｂ８Ａ Ｒａｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｒａｂ８ＡꎻＵＢＥ２Ｎ:泛素结合酶 Ｅ２Ｎ Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣ｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇ
ｅｎｚｙｍｅ Ｅ２ＮꎻＩＱＧＡＰ１:含 ＩＱ 基序 ＧＴＰ 酶激活蛋白 １ ＩＱ ｍｏｔｉｆ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＧＴＰａｓｅ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １.

２.２　 Ｃｏｒｅ 蛋白与宿主 ＣＴＴＮ 蛋白互作验证

ＷＢ 检测 ＣＳＦＶ 感染后不同时间点胞内 ＣＴＴＮ 蛋白表达水平ꎬ结果(图 ３)显示ꎬＣＳＦＶ 感染后胞内

ＣＴＴＮ 浓度呈现时间依赖性上调趋势ꎮ 值得注意的是ꎬ尽管感染早期(２４ ｈ)ＣＴＴＮ 上调幅度较小ꎬ但其累

积效应随感染进程(７２ ｈ)显著增强ꎮ 该结果表明 ＣＳＦＶ 感染会显著影响胞内 ＣＴＴＮ 蛋白表达水平ꎬ间接

表明 ＣＴＴＮ 蛋白在 ＣＳＦＶ 感染中发挥重要作用ꎮ

图 ３　 ＣＳＦＶ 感染对宿主胞内 ＣＴＴＮ 表达水平的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＳＦＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＣＴＴＮ ｉｎ ｈｏｓｔ ｃｅｌｌｓ
∗ Ｐ<０.０５. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.
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Ｃｏ￣ＩＰ 样品的 ＷＢ 检测结果(图 ４)显示ꎬ在正向 Ｃｏ￣ＩＰ 试验中ꎬ抗 ＣＴＴＮ 抗体沉淀复合物的 Ｃｏｒｅ 蛋白

信号强度较 ＩｇＧ 对照组显著增强ꎬ同时 Ｆｌａｇ 标签蛋白亦呈现特异性富集ꎮ 该结果证实 ＣＴＴＮ 与 Ｆｌａｇ￣Ｃｏｒｅ
融合蛋白存在特异性相互作用ꎬ提示 ＣＴＴＮ 可与病毒 Ｃｏｒｅ 蛋白形成复合物ꎮ 对照组中 Ｆｌａｇ 蛋白含量显著

低于 ＣＴＴＮ Ｃｏ￣ＩＰ 产物ꎬ表明其可能来自非特异性吸附ꎮ

图 ４　 免疫共沉淀(Ｃｏ￣ＩＰ)检测 ＣＴＴＮ 与 Ｃｏｒｅ 蛋白互作

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｏ￣ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ(Ｃｏ￣ＩＰ)ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣＴＴＮ ａｎｄ Ｃｏｒｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
阴性对照组为兔 ＩｇＧ 抗体ꎮ Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ ａｎｔｉｂｏｄｙ. ∗ Ｐ<０.０５ꎬ∗∗ Ｐ<０.０１. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

双荧光标记系统结合激光共聚焦显微成像分析结果显示:外源表达的 Ｃｏｒｅ 蛋白在胞质与核区均呈现

显著分布特征ꎬ其核定位可能由 Ｃｏｒｅ 蛋白 Ｃ 端保守的核定位序列(ＮＬＳ)介导ꎻ而内源性 ＣＴＴＮ 主要定位

于胞质ꎬ与已知的细胞骨架调控功能一致ꎮ 荧光共定位分析(图 ５)表明ꎬ二者在胞质区域(尤其是细胞皮

层及内吞囊泡富集区)存在显著共定位现象ꎬ提示 Ｃｏｒｅ 蛋白与 ＣＴＴＮ 可能通过动态的亚细胞结构(如网格

蛋白包被小窝或内吞体)实现空间互作ꎮ

图 ５　 ＣＴＴＮ 与 Ｃｏｒｅ 蛋白在 ＳＴ 细胞内的荧光共定位

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃｏ￣ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＴＴＮ ａｎｄ Ｃｏｒｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＳＴ ｃｅｌｌｓ
上排为 ４０ 倍放大ꎬ下排为 ６０ 倍放大ꎮ

Ｔｈｅ ｔｏｐ ｐａｎｅｌ ｄｉｓｐｌａｙ ａ ４０× ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬａｎｄ ｔｈｅ ｂｏｔｔｏｍ ｐａｎｅｌ ｄｉｓｐｌａｙ ａ ６０× ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ.

２.３　 ＣＴＴＮ 敲低及过表达 ＳＴ 细胞系构建及 ＣＳＦＶ 感染后外泌体与病毒滴度变化

不同细胞内蛋白 ＷＢ 检测结果(图 ６)显示ꎬＣＴＴＮ 蛋白表达呈现显著差异ꎮ 在未归一化条件下ꎬ
ＣＴＴＮ 敲低组在 ２４、４８、７２ ｈ 蛋白水平分别为对照组的 ２４.１％、１４.５％和 ３１.７％ꎬ而 ＣＴＴＮ 过表达组分别达到

对照组的 ５６３.２％、２８１.３％和 ４０７.９％ꎬ表明敲低及过表达效果持续存在ꎬＣＴＴＮ 敲低及过表达细胞系构建成

功ꎬ分别命名为 ＳＴ￣ＣＴＴＮ￣ＯＥ(过表达)及 ＳＴ￣ＣＴＴＮ￣ＫＤ(敲低)ꎮ 值得注意的是ꎬ内参蛋白浓度也受 ＣＴＴＮ
表达水平影响ꎬ提示 ＣＴＴＮ 变化对细胞存活率产生影响ꎬ后续胞内蛋白浓度结果需经归一化处理后再

比对ꎮ

８５８
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图 ６　 感染后不同时间 ＣＴＴＮ 过表达及敲低株胞内 ＣＴＴＮ 浓度变化

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｔｉｍｅ ｃｏｕｒｓｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ＣＴＴＮ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ
∗∗∗ Ｐ<０.００１ꎬ∗∗∗∗ Ｐ<０.０００ １.

基于内参归一化的 ＣＳＦＶ 感染后胞内病毒蛋白定量分析结果显示:ＣＴＴＮ 表达水平显著影响 ＣＳＦＶ 感

染细胞后 Ｅ２ 及 Ｃｏｒｅ 蛋白在胞内的积累水平ꎮ 感染后 ２４、４８、７２ ｈ ＣＴＴＮ 敲低组 Ｅ２ 蛋白相对浓度分别为

对照组的 ８２.３％、１０６.８％和 ７６.２％ꎬ而过表达组分别达到对照组的 １６３.２％、１８５.８％和 １６５.９％ꎮ 结果表明:
ＣＴＴＮ 敲低在感染早期(２４ ｈ)可能通过增强外泌体介导的 Ｅ２ 蛋白胞外分泌减少其胞内积累ꎬ但中后期

(４８~７２ ｈ)Ｅ２ 蛋白复制效率提升ꎬ促进其积累ꎻ而 ＣＴＴＮ 过表达则持续增强 Ｅ２ 蛋白水平ꎬ可能与高浓度

ＣＴＴＮ 导致的 Ｅ２ 蛋白外泌体分泌途径受阻或病毒复制效率提升相关ꎮ Ｃｏｒｅ 蛋白的变化更明显:感染后

２４、４８、７２ ｈ 敲低组分别较对照组上调 １０５.２％、２７９.７％和 ３１１.２％ꎬ过表达组则呈现早期抑制(２４ ｈ 下降

５７.６％)与后期促进(７２ ｈ 时上调 ２７６.６％)的双相调控模式(图 ７)ꎮ 该结果表明ꎬ相较于 Ｅ２ 蛋白ꎬＣｏｒｅ 蛋

白的胞内累积对 ＣＴＴＮ 表达量变化具有更高的调控敏感性(Ｐ < ０.０１)ꎬ其含量变化与外泌体分泌途径存

在更显著的关联性ꎮ
外泌体中病毒结构蛋白的富集模式与胞内分布呈现显著异质性:所有试验组外泌体中均未检出 Ｅ２

糖蛋白信号ꎬ可能与其跨膜结构域阻碍外泌体腔室分选相关ꎮ ＳＴ￣ＣＴＴＮ￣ＫＤ 在感染后 ２４ ｈ 即出现外泌体

Ｃｏｒｅ 蛋白浓度峰值ꎬ显著高于原始细胞及过表达组ꎻ至 ４８ ｈ 时敲低组 Ｃｏｒｅ 浓度快速回落ꎬ至 ７２ ｈ 维持基

线水平以上ꎮ 过表达组则呈现时序性分选补偿效应:２４ ｈ Ｃｏｒｅ 浓度最低ꎬ４８ ｈ 激增ꎬ７２ ｈ 又有所回落ꎻ而
ＷＴ 组全程维持稳态分选(图 ８)ꎮ

以标志蛋白 Ｓｙｎｔｅｎｉｎ 作为内参对外泌体分泌总量进行定量ꎬ结果显示ꎬ敲低组总分泌量较 ＷＴ 组增加

２.３ 倍(Ｐ<０.００１)ꎬ而过表达组降低 ３０％(Ｐ ＝ ０.０７８)ꎮ 值得注意的是ꎬＣｏｒｅ 蛋白的绝对载量与 Ｓｙｎｔｅｎｉｎ 标

准化相对丰度呈现解耦特征:敲低组 ２４ ｈ 绝对载量极高ꎬ但其相对丰度因分泌通量激增而被稀释ꎬ表明

ＣＴＴＮ 通过双途径调控病毒传播———增强多泡体(ＭＶＢｓ)分泌通量ꎬ又通过肌动蛋白网络重塑影响分选效

９５８
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率ꎮ 该结果表明 ＣＴＴＮ 转录水平能够调控外泌体介导的 ＣＳＦＶ Ｃｏｒｅ 蛋白转运及分泌ꎮ Ｓｙｎｔｅｎｉｎ 在外泌体

中含量受亚群异质性影响较大ꎬ其作为内参蛋白进行外泌体中蛋白相对表达量计算时ꎬ准确度不如 Ａｃｔｉｎ
等内参蛋白ꎬ因此结果可能存在一定误差ꎬ但仍能够反映外泌体内容物蛋白相对变化趋势ꎮ

图 ７　 不同细胞株感染 ＣＳＦＶ 后胞内 Ｅ２ 和 Ｃｏｒｅ 蛋白浓度变化

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ｅ２ ａｎｄ Ｃｏｒｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅｓ ｐｏｓｔ ＣＳＦＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

图 ８　 不同细胞株感染 ＣＳＦＶ 后外泌体中 Ｃｏｒｅ 蛋白浓度变化

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ Ｃｏｒｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｐｏｓｔ ＣＳＦＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
外泌体经纯化不含病毒颗粒ꎬ导致 Ｅ２ 蛋白无法检出ꎮ

　 　 Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｏ ｂｅ ｆｒｅｅ ｏｆ ｖｉｒａｌ ｐａｒｔｉｃｌｅｓꎬｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｅ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｗａｓ ｏｍｉｔｔｅｄ ａｓ ｔｈｅ Ｅ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｍａｉｎｅｄ
ｕｎｄｅｔｅｃｔａｂｌｅ.

通过 ＮＴＡ 检测系统解析 ＣＳＦＶ 感染条件下 ＣＴＴＮ 表达差异细胞系的外泌体分泌动力学ꎮ 定量结果

(图 ９)显示:ＳＴ￣ＣＴＴＮ￣ＯＥ 在感染后 ２４ ｈ 外泌体分泌量显著下降至对照组 ８５.７％ꎬ而 ＳＴ￣ＣＴＴＮ￣ＫＤ 则升高

０６８
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至对照组的 １０５.５％ꎮ 感染后 ４８ ｈꎬ调控效应呈现时序依赖性增强ꎬＳＴ￣ＣＴＴＮ￣ＫＤ 外泌体分泌量达到对照组

的 １１１.８％ꎬ而 ＳＴ￣ＣＴＴＮ￣ＯＥ 进一步下降至对照组的 ８３.４％ꎮ 感染后 ７２ ｈꎬＳＴ￣ＣＴＴＮ￣ＫＤ 外泌体仍维持高分

泌量ꎬ而 ＳＴ￣ＣＴＴＮ￣ＯＥ 分泌量恢复至对照组的 ９８.２％ꎬ呈现分泌量的动态平衡ꎮ 该外泌体分泌动力学特征

与 Ｓｙｎｔｅｎｉｎ 蛋白表达谱检测结果形成互证:ＳＴ￣ＣＴＴＮ￣ＫＤ 组在感染早期(２４ ｈ)即呈现外泌体分泌通量与

Ｃｏｒｅ 蛋白分泌效率的同步上调ꎬ而 ＳＴ￣ＣＴＴＮ￣ＯＥ 组则表现为外泌体分泌抑制延迟ꎻ至感染后期ꎬ尽管分泌

量差异收窄至小于 １０％ꎬ但病毒组分的分泌效率通过代偿机制达到各组平衡ꎮ

图 ９　 不同细胞株感染 ＣＳＦＶ 后外泌体分泌数变化情况

Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｅｘｏｓｏｍｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｑｕａｎｔｉｔｙ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｐｏｓｔ ＣＳＦＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

图 １０　 不同细胞株感染 ＣＳＦＶ 后胞内、胞外及混合物中病毒滴度变化情况

Ｆｉｇ􀆰 １０　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｖｉｒｕｓ ｔｉｔｅｒ ｉｎ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒꎬｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒꎬａｎｄ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｐｏｓｔ ＣＳＦＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

ＩＦＡ 检测结果(图 １０)显示ꎬＣＴＴＮ 表达水平对病毒粒子及组分在胞内积累和外泌体释放均有显著调

控作用ꎮ 总滴度方面ꎬ敲低株在 ４８ 和 ７２ ｈ 呈现持续升高趋势ꎬ较对照组同期变化表现出更明显的上升幅

度ꎬ但始终略低于对照组ꎻ而过表达株总滴度增长缓慢ꎬ与对照组相比明显降低ꎮ
胞内滴度测定结果显示ꎬ２４ ｈ 内敲低株胞内滴度与原始细胞接近ꎬ但 ４８ ｈ 后增速放缓ꎬ７２ ｈ 敲低株显

著低于对照组ꎮ 过表达株在感染后期胞内滴度亦明显低于对照组ꎬ表明 ＣＴＴＮ 过表达可能抑制病毒复制

或胞内运输减少病毒颗粒的积累ꎮ 值得注意的是ꎬ敲低株与过表达株的胞内滴度变化方向相反ꎬ暗示

ＣＴＴＮ 对胞内病毒动力学存在双向调节机制ꎮ
外泌体介导的胞外病毒滴度呈现显著差异ꎮ 敲低株在 ４８ 和 ７２ ｈ 的胞外病毒滴度均高于对照组ꎬ增

幅达 ５７％ꎬ表明 ＣＴＴＮ 缺失促进胞外感染性粒子的显著增加ꎮ 反之ꎬ过表达株的胞外病毒滴度在所有时间

点均显著降低ꎬ仅为对照组的 ８２.９％ꎮ 结果表明ꎬＣＴＴＮ 过表达可显著抑制感染性外泌体的生成ꎮ 外泌体

含量的大幅改变是造成病毒总滴度差异的核心原因ꎮ 在转染后 ７２ ｈ 的 ＣＴＴＮ 敲低组中ꎬ感染性外泌体来

源的滴度占总滴度比例为 ２９.４％ꎬ显著高于对照组的 １９.０％ꎮ
综合 ＷＢ 及 ＮＴＡ 结果发现ꎬＣＴＴＮ 能够通过多重途径调控 ＣＳＦＶ 滴度:ＣＴＴＮ 敲低可显著增强病毒

１６８
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Ｃｏｒｅ 蛋白的胞内复制效率及外泌体介导的释放途径ꎬ导致胞外病毒滴度显著升高ꎬ但同时抑制胞内 Ｅ２ 蛋

白的生物合成ꎬ破坏完整病毒粒子的胞内组装过程并降低胞内病毒滴度ꎮ 在低 ＭＯＩ 条件下ꎬ病毒粒子胞

内滞留现象显著ꎬ胞外滴度在总滴度中占比较低ꎬ因此尽管胞外病毒滴度升高ꎬ其增量仍被胞内病毒滴度

的显著下降所抵消ꎬ最终 ＣＴＴＮ 敲低组总病毒滴度较对照组仍呈现轻微降低ꎮ 而 ＣＴＴＮ 过表达虽能短暂

提升 Ｅ２ 蛋白表达水平ꎬ但其引发的 Ｃｏｒｅ 蛋白转录及外泌体依赖性转运分泌通路的双重阻滞会显著抑制

感染性外泌体的生成与释放ꎬ导致病毒滴度增速减缓及胞外病毒滴度显著降低ꎬ最终引发总滴度的急剧下

降ꎮ 综上所述ꎬＣＴＴＮ 通过双向调控病毒结构蛋白合成ꎬ以及外泌体介导的病毒核心蛋白、基因组转运分

泌通路ꎬ显著干预 ＣＳＦＶ 感染进程ꎻＣＴＴＮ 蛋白表达量对胞内和以感染性外泌体为主的胞外病毒滴度均具

有明显调控作用ꎮ

３　 讨论

ＣＳＦＶ 作为黄病毒科(Ｆｌａｖｉｖｉｒｉｄａｅ)的重要成员ꎬ其感染机制与宿主因子互作网络始终是病毒学领域的

研究热点ꎮ 笔者在前期研究中发现ꎬＣＳＦＶ 感染的 ＳＴ 细胞可通过外泌体途径分泌携带病毒 Ｃｏｒｅ 蛋白及基因

组 ＲＮＡ 的感染性颗粒ꎬ提示非经典释放途径在病毒传播中发挥重要作用[１１]ꎮ 然而ꎬＣｏｒｅ 蛋白向外泌体的

选择性转运的机制及其调控网络尚未明确ꎮ 本研究聚焦于鉴定与 Ｃｏｒｅ 蛋白互作的宿主因子ꎬ旨在解析外

泌体介导的病毒传播机制ꎬ提高宿主细胞 ＣＳＦＶ 增殖效率ꎬ改进 ＣＳＦＶ 疫苗生产模式ꎮ
通过整合蛋白质质谱筛选、Ｃｏ￣ＩＰ 验证及荧光共定位分析ꎬ本研究首次证实皮层肌动蛋白 ＣＴＴＮ 与

ＣＳＦＶ Ｃｏｒｅ 蛋白存在特异性互作ꎮ ＣＴＴＮ 作为多结构域支架蛋白ꎬ其功能模块呈特征性分布:Ｎ 端酸性结

构域(ＮＴＡ)通过激活 Ａｒｐ２ / ３ 复合体介导肌动蛋白成核ꎻ中央 ４.１－ＥＲＭ 结构域直接锚定 Ｆ￣ａｃｔｉｎ 微丝ꎻＣ 端

ＳＨ３ 结构域则特异性招募 Ｄｙｎａｍｉｎ￣２、ＷＡＳｐ 等膜重塑调控因子[１２－１３]ꎮ 其多结构域协同作用机制揭示了

该蛋白作为连接细胞骨架动态与外泌体生物发生关键分子枢纽的功能本质ꎮ 基于上述分子特征与试验结

果ꎬ本研究证实 ＣＴＴＮ 通过与 Ｃｏｒｅ 蛋白互作直接参与其外泌体转运分选过程ꎮ
在病原体感染领域ꎬＣＴＴＮ 已被证明是多种病毒劫持宿主机制的重要靶点ꎮ 例如ꎬ人免疫缺陷病毒 １

型(ＨＩＶ￣１)的感染会诱导包括 ＣＴＴＮ 在内的一系列细胞骨架相关蛋白的转录水平上调和磷酸化ꎬ而通过

拮抗剂阻断这一过程能够有效阻止 ＨＩＶ￣１ 对巨噬细胞的感染ꎬ并减少病毒诱导的单核细胞与人脑微血管

内皮细胞(ＨＢＭＥＣ)的黏附[１４]ꎻ在流感病毒( ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ｖｉｒｕｓ)感染中ꎬＣＴＴＮ 则呈现时间依赖性的募集模

式———蛋白在感染初期被激活ꎬ随后发生下调[１５－１６]ꎮ 而呼吸道合胞病毒(ＲＳＶ)的感染会导致气道上皮细

胞中 Ｆ－肌动蛋白的解聚ꎬ并显著降低 ＣＴＴＮ 的表达水平ꎬ过表达 ＣＴＴＮ 可保护上皮屏障免受 ＲＳＶ 的侵

害[１８]ꎮ 这些研究表明 ＣＴＴＮ 在病毒感染中具有“双刃剑”特性———既可作为病毒增效因子促进感染进程ꎬ
亦可作为宿主防御元件限制病毒扩散ꎮ 同时研究发现 ＣＳＦＶ 感染可引发 ＣＴＴＮ 胞内浓度上升ꎮ 通过构建

ＣＴＴＮ 差异表达细胞株ꎬ发现 ＣＴＴＮ 浓度升高对病毒结构蛋白分泌及病毒滴度提升具有显著抑制作用ꎬ提
示 ＣＴＴＮ 上调可能是宿主抗病毒应答的重要环节ꎮ 然而ꎬ该防御效应的分子开关机制及其与病毒免疫逃

逸策略的互作关系ꎬ仍有待通过时空分辨的蛋白互作组学及动态感染模型深入解析ꎮ
对 ＣＴＴＮ 差异表达细胞株感染 ＣＳＦＶ 后外泌体变化的研究结果显示ꎬＣＴＴＮ 对病毒组分转运调控呈显

著浓度依赖性效应:过表达 ＣＴＴＮ 导致含 Ｃｏｒｅ 蛋白外泌体的分泌峰值延迟至感染后 ４８ ｈ(较对照组延迟

１２ ｈ)ꎬ外泌体载量下降及病毒滴度降低ꎬ而敲低 ＣＴＴＮ 则使外泌体分泌提前载量增加ꎬ但总病毒滴度与野

生型细胞差异无统计学意义ꎮ 这种“负调控外泌体－维持病毒滴度”的表型与肿瘤细胞中 ＣＴＴＮ 促进外泌

体分泌的报道[１９]形成鲜明对比ꎬ提示敲低 ＣＴＴＮ 可能通过提高 Ｃｏｒｅ 蛋白外泌体分选转运至外泌体效率ꎬ
促进感染性外泌体生成ꎬ实现病毒传播途径的代偿性切换ꎮ 这种“此消彼长”的传播模式可能增强病毒在

宿主群体中的扩散韧性[２０]ꎬ但其对 ＣＳＦＶ 长期传代稳定性的影响仍需通过连续传代试验评估ꎮ
由于本研究聚焦 ＣＴＴＮ 在 Ｃｏｒｅ 蛋白转运及分选中的功能ꎬ对其与外泌体分泌的直接关联未做深入探

究ꎬ但 ＮＴＡ 检测结果表明 ＣＴＴＮ 敲低 /过表达可分别上调 /下调外泌体分泌量ꎮ 结合微丝网络重构调控多

泡体(ＭＶＢ)－质膜融合效率的经典理论[２１]ꎬ推测 ＣＴＴＮ 可能通过动态调控细胞骨架张力影响外泌体生物

发生过程ꎮ ＷＢ 检测结果显示 ＣＴＴＮ 过表达导致病毒 Ｅ２ 蛋白胞内异常聚集ꎬ提示其可能通过抑制

Ｄｙｎａｍｉｎ￣２ 依赖性经典分泌途径干扰病毒组分释放[２２]ꎮ 同时ꎬ有研究表明 ＣＴＴＮ 的过表达可能激活

ＰＥＲＫ￣ｅＩＦ２α 通路引发未折叠蛋白反应(ＵＰＲ)ꎬ导致 ＣＳＦＶ 病毒蛋白加工效率降低[２３]ꎬ但这些机制假说均

２６８
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需后续通过动态成像及囊泡示踪技术进行验证ꎮ
此外ꎬ通过显微成像检测发现ꎬ与对照组相比ꎬ健康状态下 ＣＴＴＮ 过表达的细胞已出现肌动蛋白分支

网络结构的区域性崩解及伪足结构显著缩短ꎻＣＴＴＮ 敲低细胞则呈现相反的形态学改变ꎬ表现为细胞体

积轻微缩减、胞体密度增加及细胞边界清晰度提升ꎮ 上述形态学特征提示ꎬ单纯改变 ＣＴＴＮ 的转录水平即

可引发细胞骨架动态重构与细胞形态重塑ꎬ此类改变可能通过干扰病毒囊膜蛋白的微管依赖性运输途径ꎬ
从而间接抑制病毒粒子的组装效率[２４－２５]ꎮ 然而ꎬ此类由 ＣＴＴＮ 表达量波动引发的细胞骨架与形态学变化

是否参与调控 ＣＴＴＮ 转录异常细胞系中 ＣＳＦＶ 的增殖模式转变ꎬ其分子机制是否与病毒复制周期中的特

定步骤(如核衣壳装配或出芽释放)存在直接关联ꎬ仍需通过功能获得 /缺失试验结合实时动态成像技术

深入解析ꎮ
综上ꎬ基于前期对感染性外泌体生物组分及其功能调控网络的系统性解析ꎬ本研究通过系统性筛选试

验证实宿主蛋白 ＣＴＴＮ 与 ＣＳＦＶ Ｃｏｒｅ 蛋白存在特异性互作ꎻ利用构建的 ＣＴＴＮ 敲低及过表达细胞模型ꎬ首
次揭示其转录水平变化可显著调控 Ｃｏｒｅ 蛋白通过外泌体途径的转运分选效率及感染性外泌体的生物合

成与分泌过程ꎬ从而改变 ＣＳＦＶ 的感染动力学特征ꎮ 此结果为 ＣＴＴＮ 作为 ＣＳＦＶ 增殖周期关键宿主调控因

子的功能提供了直接证据ꎮ 需特别指出的是ꎬＣＴＴＮ 表达量异常不仅通过上述直接作用影响病毒增殖ꎬ还
可通过诱导宿主细胞形态重构及代谢稳态失衡产生间接调控效应ꎬ但相关分子通路细节及其对 ＣＳＦＶ 感

染的潜在级联调控网络ꎬ仍需通过整合转录组学、蛋白质组学与代谢组学的跨维度分析进行系统解析ꎮ
本研究首次系统解析了 ＣＴＴＮ 在 ＣＳＦＶ 病毒组分运输、外泌体依赖病毒感染中的关键调控作用ꎮ 为

阐明黄病毒科成员与宿主的互作机制提供了新的研究思路ꎬ也为改进 ＣＳＦＶ 增殖效率、优化 ＣＳＦＶ 细胞苗

生产模式奠定试验基础ꎮ
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