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摘　要：本研究旨在初步探索乙脑病毒（ＪＥＶ）感染ＰＫ１５细胞后的增殖情况，筛选与病毒感染相关的ｌｎｃＲＮＡ，并

对其进行亚细胞定位及靶基因预测。通过免疫荧光试验来检测病毒结构蛋白Ｅ的表达情况，采用ＴＣＩＤ５０法检测

ＰＫ１５细胞中病毒的增殖情况，利用实时荧光定量ＰＣＲ检测病毒感染后ｌｎｃＲＮＡ的表达水平，在 ＮＯＮＣＯＤＥ数据

库对ｌｎｃＲＮＡ进行亚细胞定位，通过ｓｔａｒＢａｓｅ、ＮＯＮＣＯＤＥ、ＫＥＧＧ等数据库对其进行靶基因预测和信号通路分析。

结果显示，ＪＥＶ感染ＰＫ１５细胞后，２４～３６ｈ为病毒滴度指数增长期，感染后３６ｈ病毒滴度已达１０－５．７５　ＴＣＩＤ５０／ｍＬ。

ＰＫ１５细胞在感染ＪＥＶ　１２ｈ后，ｌｎｃＲＮＡ　Ａ、Ｂ、Ｃ表达水平均无显著变化（Ｐ＞０．０５），ｌｎｃＲＮＡ　Ｄ表达水平极显著下

降（Ｐ＜０．０１）；感染ＪＥＶ　２４、３６和４８ｈ后ｌｎｃＲＮＡ　Ａ、Ｂ、Ｃ表达水平极显著上升（Ｐ＜０．０１），ｌｎｃＲＮＡ　Ｄ表达水平极

显著下降（Ｐ＜０．０１）。ｌｎｃＲＮＡ　Ａ主要定位在胞质溶胶，ｌｎｃＲＮＡ　Ｂ在细胞核和细胞质中均有分布，ｌｎｃＲＮＡ　Ｃ主要

定位在细胞质中，在细胞核中也有可能分布，ｌｎｃＲＮＡ　Ｄ可能在细胞内呈现广泛性分布。通过靶基因预测和信号通

路分析，ｌｎｃＲＮＡ　Ａ、Ｂ、Ｃ的靶基因主要为ＯＡＳ１、ＯＡＳ２、ＯＡＳＬ、ＣＯＸ１等，ｌｎｃＲＮＡ　Ｄ的靶基因主要为ＤＳＴ、ＮＤ１、

ＮＤ２、ＮＤ４等。信号通路分析发现ｌｎｃＲＮＡ可能通过肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）、ＮＦ－κＢ和Ｔｏｌｌ样受体（ＴＬＲ）等信号通

路参与病毒感染后的增殖过程。本研究为进一步探索宿主细胞ｌｎｃＲＮＡ对病毒增殖的影响奠定一定的基础。
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　　流行性乙型脑炎是由乙脑病毒（Ｊａｐａｎｅｓｅ　ｅｎ－
ｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ，ＪＥＶ）引起的蚊媒性人畜共患病，主
要在亚洲和环太平洋各国发生。猪是ＪＥＶ最主要
的自然增殖和越冬宿主，在“猪－蚊－人”传播中扮
演着十分重要的角色，在中国感染猪群的ＪＥＶ主要
是基因Ⅰ型和Ⅲ型［１］。目前，ＪＥＶ仍是影响猪繁殖
力的重要因素之一，猪不分品种和性别均易感，以每
年的７～９月份发生感染较多，感染率高，发病率

２０％～３０％。妊娠母猪感染ＪＥＶ会导致流产，产出
死胎、弱胎和木乃伊胎；染病公猪发生睾丸炎、睾丸
缩小、变硬甚至丧失产精功能，最终失去配种繁殖的
能力而被淘汰；仔猪也会因ＪＥＶ引发的脑炎病死，
从而影响猪群数量的扩大，造成巨大的经济损失，严
重影响养猪业的发展［２－３］。由于大量使用疫苗和传
统兽药在一定程度上对机体的抗病力和环境产生不

利影响，所以寻求抗病毒的分子试剂对于防治ＪＥＶ
引起的疾病具有重要意义。

ＪＥＶ是一种急性传染病毒，属于黄病毒科黄病
毒属。病毒基因组为单股正链ＲＮＡ，全长１１ｋｂ，自

５′至３′依次为结构蛋白Ｃ、Ｅ、Ｍ及非结构蛋白ＮＳ１～
ＮＳ５，病毒 ＲＮＡ 在宿主细胞的胞浆内直接作为

ｍＲＮＡ翻译出结构蛋白和非结构蛋白，并在胞浆粗
面内质网装配成熟，最终出芽释放［４］。目前关于

ＪＥＶ入侵宿主细胞的分子机制已有了较系统的研
究。研究发现，在小鼠和大鼠神经元细胞中，ＪＥＶ
进入细胞主要依赖于发动蛋白（ｄｙｎａｍｉｎ）和膜穴样
凹陷介导的胞吞作用［５－６］，但在Ｃ６／３６、Ｖｅｒｏ、ＰＫ１５
等细胞中ＪＥＶ 的入侵是依赖网格状蛋白的［７－９］。

Ｙａｎｇ等［１０］研究发现，网格状蛋白介导的胞吞途径

在ＪＥＶ入侵ＰＫ１５细胞过程中发挥关键作用。Ｌｉｕ
等［１１］研究发现，在ＢＨＫ２１细胞中网格状蛋白介导
了ＪＥＶ颗粒内吞进入细胞的过程，之后经囊泡

Ｒａｂ５蛋白传递运输至循环囊泡Ｒａｂ１１，最后将病毒
传递给溶酶体。长链非编码ＲＮＡ（ｌｏｎｇ　ｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）是一类长度 ＞２００ｎｔ的非编码

ＲＮＡ，起初被认为是基因组转录的“噪音”，不具有
生物学功能。近年来，国内外学者对ｌｎｃＲＮＡ的关注
度日益增高，研究表明，ｌｎｃＲＮＡ在转录水平调控、
染色体修饰、表观遗传调控和核内运输等生命活动
中发挥重要作用［１２－１３］。ｌｎｃＲＮＡ作为一种功能多样
性的非编码ＲＮＡ也在抗病育种相关研究中受到广
泛关注。越来越多证据表明，病毒感染后宿主

ｌｎｃＲＮＡ的转录也随之发生较大变化，ｌｎｃＲＮＡ可在
病毒感染引起的宿主反应和天然免疫等过程中发挥

重要作用［１４－１５］。本试验通过对ＪＥＶ感染后ｌｎｃＲＮＡ
表达情况的研究和靶基因分析，推测ｌｎｃＲＮＡ可能
在ＪＥＶ感染细胞过中发挥重要作用，以期为进一步
探索ｌｎｃＲＮＡ对病毒感染增殖过程的影响提供一定
的理论依据。

１　材料与方法
１．１　材料

１．１．１　细胞及毒株　　ＰＫ１５细胞购自 ＡＴＣＣ细
胞库，所用的病毒为ＪＥＶ弱毒株ＳＡ１４－１４－２。

１．１．２　主要试剂和仪器　　ＦＢＳ（ＳＨ３００８７．０２）、

ＭＥＭ培养基（ＳＨ３００２４．０１）、ＰＢＳ（ＳＨ３０２５６．０１）均
购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；ＢＳＡ（ＮＹＢＩＯ，Ｙ４１８０Ｃ）、９６孔
板和细胞培养皿均购自杭州诺扬生物技术有限公
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司；鼠单克隆抗体ＪＥ１（Ａｂｃａｍ，ａｂ４１６７１）购自艾博
抗（上海）贸易有限公司；Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８标记山羊
抗鼠二抗（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，Ａ２８１７５）购自Ｔｈｅｒｍｏ公
司；反转录试剂盒（ＴａＫａＲａ，ＲＲ０３６Ａ）购自北京宝
日医生物技术有限公司；甲醇购自上海凌峰化学试
剂有限公司；Ｔｒｉｔｏｎｘ－１００（Ａｌａｄｄｉｎ，Ｔ１０９０２６）购自
上海阿拉丁生化科技股份有限公司；ＤＡＰＩ（Ｓｏｌａｒ－
ｂｉｏ，Ｃ００６０）、４％多聚甲醛（ＢＢＩ　ｌｉｆｅ　ｓｃｉｅｎｃｅ）均购自
北京索莱宝科技有限公司。

ＣＯ２ 培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）购自杭州宝诚
生物技术有限公司；荧光显微镜（Ｎｉｋｏｎ，Ｃ－ＳＨＧ１）
购自上海千欣仪器有限公司；实时荧光定量ＰＣＲ仪
（ＣＦＸ９６Ｔｏｕｃｈ）购自Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养和处理　　用含有１０％ＦＢＳ、１％
双抗的 ＭＥＭ 培养基培养ＰＫ１５细胞，放入饱和湿
度、５％ＣＯ２ 培养箱中培养。细胞长到７０％汇合度
时，加入ＪＥＶ弱毒株ＳＡ１４－１４－２感染细胞１ｈ，用

ＰＢＳ洗去未吸附的病毒，接着用含有２％ ＦＢＳ的

ＭＥＭ培养基继续培养至汇合度８０％以上用于后续
试验。

１．２．２　免疫荧光试验检测病毒结构蛋白Ｅ的表达

　　将培养至贴壁的细胞在ＰＢＳ中清洗３次，然后
加入含４％多聚甲醛的ＰＢＳ中室温固定３０ｍｉｎ或

４℃过夜，用ＰＢＳ清洗３次，洗去多余多聚甲醛，每
次５ｍｉｎ；１００％甲醇处理１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗２遍后，每
次５ ｍｉｎ；然后用含有 （０．３％ Ｔｒｉｔｏｎｘ－１００，１％
ＢＳＡ）的ＰＢＳ封闭１～２ｈ，用封闭液稀释一抗，然后

取适量滴在细胞上，贴上封口膜放入湿盒中４℃孵
育过夜，ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ，用封闭液配制的相
应二抗孵育４５～６０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ，

ＤＡＰＩ染色１５ｍｉｎ检测ＤＮＡ，将盖玻片细胞面盖向

Ｖｅｃｔａｓｈｉｅｌｄ液滴中，用荧光显微镜观察并拍照。

１．２．３　病毒滴度检测　　ＪＥＶ感染ＰＫ１５细胞后
在１２、２４、３６和４８ｈ后收集病毒，将病毒液连续１０
倍梯度稀释（１０－１至１０－８），将稀释好的病毒接种到
含有ＰＫ１５细胞的９６孔板中，每一梯度接种８孔，

１００μＬ／孔。逐日观察细胞病变情况，根据 Ｒｅｅｄ－
Ｍｕｅｎｃｈ两氏法计算病毒滴度，得到病毒的ＴＣＩＤ５０值。

１．２．４　实时荧光定量ＰＣＲ检测病毒感染后ｌｎｃＲＮＡ
的表达水平　　用Ｐｒｉｍｅｒ　Ｐｒｅｍｉｅｒ　５．０对 ＮＯＮ－
ＣＯＤＥ数据库获取的ｌｎｃＲＮＡ　Ａ、Ｂ、Ｃ和Ｄ的转录
本序列设计扩增引物，引物信息见表１。以猪的

ＧＡＰＤＨ 基因作为内参基因（上游引物：５′－ＧＧＡＣ－
ＴＣＡＴＧＡＣＣＡＣＧＧＴＣＣＡＴ－３′；下游引物：５′－ＴＣＡ－
ＧＡＴＣＣＡＣＡＡＣＣＧＡＣＡＣＧＴ－３′，预期扩增产物大
小为２２０ｂｐ）。通过Ｔｒｉｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，利用反
转录试剂盒反转录为ｃＤＮＡ。用所设计的ｌｎｃＲＮＡ
扩增引物进行ｌｎｃＲＮＡ的实时荧光定量ＰＣＲ反应。
反应体系２０μＬ：ＳＹＢＲ　Ｐｒｅｍｉｘ　１０μＬ，上、下游引物
各０．４μＬ，Ｒｏｘ　０．４μＬ，模板２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ　６．８μＬ。

ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性１５ｓ，

６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共４０个循环。熔解
曲线分析：９５℃５ｓ，然后以０．５℃／５ｓ的速度从

６５℃升到９５ ℃。最终采用 ２－ΔΔＣｔ方法［１０］计算

ｌｎｃＲＮＡ不同感染时间的表达情况。

表１　引物序列信息
Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｌｎｃＲＮＡ
ＮＯＮＣＯＤＥ登录号

ＮＯＮＣＯＤＥ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′→３′）

产物长度

Ｐｒｏｄｕｃｔ
ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ

退火温度

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃

ｌｎｃＲＮＡ　Ａ　 ＮＯＮＳＵＳＧ００８６５２．１ Ｆ：ＣＴＣＣＴＧＧＡＧＡＣＡＡＧＡＡＴＧＣＣ　 １８７　 ５８
Ｒ：ＧＧＡＴＧＴＣＣＴＣＣＧＡＴＣＣＴＡＡＡ

ｌｎｃＲＮＡ　Ｂ　 ＮＯＮＳＵＳＧ００３８７９．１ Ｆ：ＣＡＣＣＣＧＴＴＴＣＴＴＧＣＴＧＴＣ　 １７１　 ６０
Ｒ：ＧＴＧＡＧＴＧＴＣＣＡＣＣＣＴＴＧＣ

ｌｎｃＲＮＡ　Ｃ　 ＮＯＮＳＵＳＧ０１２７５３．１ Ｆ：ＴＧＴＣＡＣＣＴＣＣＴＴＴＣＡＣＣＡＧ　 １５６　 ５７
Ｒ：ＴＧＴＡＣＣＡＧＧＣＡＧＡＣＡＧＡＧＣ

ｌｎｃＲＮＡ　Ｄ　 ＮＯＮＳＵＳＧ０１３９２７．１ Ｆ：ＧＴＧＡＧＣＡＴＣＴＧＧＧＡＴＴＧＣ　 １４０　 ６１
Ｒ：ＴＧＧＣＡＧＡＧＧＣＴＧＴＧＡＧＡＡ

１．２．５　ｌｎｃＲＮＡ 生物信息学分析　　通过 ＮＯ－
ＣＯＤＥ数据库获取目的ｌｎｃＲＮＡ的转录本序列，把

ｌｎｃＲＮＡ的转录本序列输入ｌｎｃｌｏａｃｔｏｒ数据库，预测

ｌｎｃＲＮＡ在细胞中的定位。通过ｓｔａｒＢａｓｅ、ＮＯＮ－

ＣＯＤＥ、ＥＮＳＥＭＢＬ、ＮＣＢＩ、Ｕｎｉｐｒｏｔ、ＧＯ、ＫＥＧＧ 等
数据库，结合ｌｎｃＲＮＡ　ＩＤ及序列进行靶基因预测，
并分析靶基因相关的信号通路。
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２　结　果
２．１　ＪＥＶ感染猪ＰＫ１５细胞后结构蛋白Ｅ的表达
情况

ＪＥＶ感染ＰＫ１５细胞后，用４％多聚甲醛固定
细胞，通过免疫荧光试验检测ＪＥＶ结构蛋白Ｅ的表
达。结果显示，ＪＥＶ感染后１２ｈ后ＪＥＶ结构蛋白Ｅ

（ＪＥ１）表达量较低（图１Ａ）；感染后２４ｈ后ＪＥ１蛋白
表达与１２ｈ相比无明显上升（图１Ｂ），说明此时病
毒增殖处于相对静止期，感染后３６和４８ｈ后ＪＥ１
的表达明显上升（图１Ｃ、１Ｄ），说明此时病毒增殖不
受宿主细胞控制，快速增殖。

图１　ＪＥＶ感染ＰＫ１５细胞后结构蛋白Ｅ的表达情况（２００×）

Ｆｉｇ．１　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅ　ａｆｔｅｒ　ＪＥＶ　ｉｎｆｅｃｔｉｎｇ　ＰＫ１５ｃｅｌｌｓ（２００×）

２．２　ＪＥＶ滴度检测
为确定ＪＥＶ在ＰＫ１５细胞中的增殖情况，在不

同时间段收集病毒，通过ＴＣＩＤ５０法检测病毒滴度，

结果显示，ＪＥＶ感染ＰＫ１５细胞２４～３６ｈ为病毒滴
度指数增长期，在ＪＥＶ感染后３６ｈ病毒滴度已经
达到较高的水平，为１０－５．７５　ＴＣＩＤ５０／ｍＬ（图２）。

图２　ＴＣＩＤ５０法检测ＪＥＶ滴度

Ｆｉｇ．２　ＪＥＶ　ｔｉｔｅｒ　ｄｅｔｅｃｔｅｄ　ｂｙ　ＴＣＩＤ５０ｍｅｔｈｏｄ
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２．３　感染ＪＥＶ后ｌｎｃＲＮＡ的表达变化
利用实时荧光定量ＰＣＲ技术检测ＪＥＶ感染后

４个ｌｎｃＲＮＡｓ表达水平的变化，结果见表２。由表

２可知，与对照组相比，ＪＥＶ 感染后１２ｈ，ｌｎｃＲＮＡ
Ａ、Ｂ、Ｃ的表达水平无显著变化（Ｐ＞０．０５），ｌｎｃＲＮＡ
Ｄ的表达水平极显著下降（Ｐ＜０．０１）；ＪＥＶ感染后

２４、３６和４８ｈ，ｌｎｃＲＮＡ　Ａ、Ｂ、Ｃ的表达水平均极显

著升高（Ｐ＜０．０１），ｌｎｃＲＮＡ　Ｄ的表达水平极显著下
降（Ｐ＜０．０１），其中，ＪＥＶ感染后３６ｈ，ｌｎｃＲＮＡ　Ａ、

Ｂ、Ｃ的表达水平极显著高于其他时间点（Ｐ＜
０．０１），ＪＥＶ感染后２４和４８ｈ两个时间点ｌｎｃＲＮＡ
Ａ、Ｂ、Ｃ的表达水平差异不显著（Ｐ＞０．０５）；ＪＥＶ感
染后３６和４８ｈ，ｌｎｃＲＮＡ　Ｄ的表达水平极显著低于
其他时间点（Ｐ＜０．０１）。

表２　ＪＥＶ感染ＰＫ１５细胞后ｌｎｃＲＮＡ　ｍＲＮＡ的表达情况
Ｔａｂｌｅ　２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｌｎｃＲＮＡ　ｍＲＮＡ　ａｆｔｅｒ　ＪＥＶ　ｉｎｆｅｃｔｉｎｇ　ＰＫ１５ｃｅｌｌｓ

时间 Ｔｉｍｅ／ｈ　 ｌｎｃＲＮＡ　Ａ　 ｌｎｃＲＮＡ　Ｂ　 ｌｎｃＲＮＡ　Ｃ　 ｌｎｃＲＮＡ　Ｄ

０　 １．６４４０±０．１５８３Ａａ　 １．１７５０±０．１４６２Ａａ　 １．１５０５±０．１９４８Ａａ　 １．０３６１±０．１０６６Ａａ

１２　 １．８２８８±０．１３９１Ａａ　 ５．３６３７±０．２９８３Ａａ　 １．２１２７±０．２４３６Ａａ　 ０．７６９７±０．０１５６Ｂｂ

２４　 １０．９９７２±１．０７０７Ｂｂ　 １６．８１３８±２．５１４７Ｂｂ　 ３．１６２４±０．３９１０Ｂｂ　 ０．６４４８±０．０６４３Ｂｂ

３６　 ２１．３２７８±３．８１０４Ｃｃ　 ５２．７２２８±２．６４２５Ｃｃ　 １６．８４６３±１．３５１３Ｃｃ　 ０．３１８０±０．０１４７Ｃｃ

４８　 １３．１６０５±０．３８３１Ｂｂ　 １２．１５５３±０．９４６５Ｂｂ　 ３．５４７７±０．３９５４Ｂｂ　 ０．４６８７±０．０２５８Ｃｃ

同列数据肩标不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）；肩标不同大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）；肩标相同字母表示差异
不显著（Ｐ＞０．０５）

Ｉｎ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｃｏｌｕｍｎ，ｖａｌｕｅｓ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｍａｌｌ　ｌｅｔｔｅｒ　ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ　ｍｅａｎ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）；Ａｎｄ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃａｐｉｔａｌ　ｌｅｔｔｅｒ　ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ　ｍｅａｎ　ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）；Ｗｈｉｌｅ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｌｅｔｔｅｒ　ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ　ｍｅａｎ　ｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５）

２．４　ｌｎｃＲＮＡ亚细胞定位分析
通过亚细胞定位发现，ｌｎｃＲＮＡ　Ａ主要定位在

胞质溶胶（细胞质基质），ｌｎｃＲＮＡ　Ｂ在细胞核和细

胞质中均有分布，ｌｎｃＲＮＡ　Ｃ主要定位在细胞质中，
细胞核中也有可能分布，ｌｎｃＲＮＡ　Ｄ则可能在细胞
内呈现广泛性分布（表３）。

表３　ｌｎｃＲＮＡ在细胞中的分布
Ｔａｂｌｅ　３　Ｔｈｅ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｌｎｃＲＮＡ　ｉｎ　ｃｅｌｌｓ

ｌｎｃＲＮＡｓ 基因组定位 Ｇｅｎｏｍｉｃ　ｍａｐｐｉｎｇ 亚细胞富集区域Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ　ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　ｒｅｇｉｏｎ

ｌｎｃＲＮＡ　Ａ　 ２＋：１４０１０４１２９～１４０２１９３８０ 胞质溶胶

ｌｎｃＲＮＡ　Ｂ　 １３＋：１１１０４９４５７～１１１０５１１７３ 细胞核和细胞质

ｌｎｃＲＮＡ　Ｃ　 ６－：５７８８１４９０～５７８８２０３１ 细胞核和细胞质

ｌｎｃＲＮＡ　Ｄ　 ７＋：３９２１０６８０～３９２１８７３０ 细胞核、细胞质、核糖体和胞质溶胶

＋，ｌｎｃＲＮＡ定位于染色体正义链；－，ｌｎｃＲＮＡ定位于染色体反义链
＋，ｌｎｃＲＮＡ　ｌｏｃａｌｉｚｅｓ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ　ｓｅｎｓｅ　ｓｔｒａｎｄ；－，ｌｎｃＲＮＡ　ｌｏｃａｌｉｚｅｓ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ　ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　ｓｔｒａｎｄ

２．５　靶基因预测和信号通路分析
通过ｓｔａｒＢａｓｅ、ＮＯＮＣＯＤＥ、ＧＯ和ＫＥＧＧ等数

据库对筛选的基因进行靶基因预测和信号通路分

析，发现ｌｎｃＲＮＡ　Ａ、Ｂ和Ｃ的靶基因主要为ＯＡＳ１、

ＯＡＳ２、ＯＡＳＬ、ＣＯＸ１和ＺＢＰ１等，ｌｎｃＲＮＡ　Ｄ的靶

基因主要为 ＤＳＴ、ＮＤ１、ＮＤ２和 ＮＤ４等（表４）。
信号通路分析发现，ｌｎｃＲＮＡ可能通过ＴＮＦ、ＮＦ－κＢ
和Ｔｏｌｌ样受体（ＴＬＲ）等信号通路参与病毒感染后
的增殖过程。

表４　靶基因预测和信号通路分析
Ｔａｂｌｅ　４　Ｔａｒｇｅｔ　ｇｅｎｅ　ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｓｉｇｎａｌ　ｐａｔｈｗａｙ　ａｎａｌｙｓｉｓ

ｌｎｃＲＮＡｓ 靶基因 Ｔａｒｇｅｔ　ｇｅｎｅｓ

ｌｎｃＲＮＡ　Ａ　 ＯＡＳ１、ＯＡＳ２、ＯＡＳＬ、ＰＭＬ、ＡＲＨＧＥＦ２、ＣＯＸ１、Ｓ１００Ａ１４

ｌｎｃＲＮＡ　Ｂ　 ＣＯＸ１、ＯＡＳ１、ＯＡＳ２、ＯＡＳＬ、ＩＬ６、ＺＢＰ１、ＰＭＬ、ＡＲＨＧＥＦ２

ｌｎｃＲＮＡ　Ｃ　 ＯＡＳ１、ＯＡＳ２、ＯＡＳＬ、ＳＯＸ９、ＩＬ６、ＺＢＰ１、ＩＦＩＴ１、ＰＭＬ、ＣＯＸ１

ｌｎｃＲＮＡ　Ｄ　 ＮＤ１、ＮＤ２、ＮＤ４、ＦＰＧＳ、ＩＦＴ１４０、ＥＮＳＳＳＣＧ００００００２６６９１、ＡＴＧ２Ｂ、ＤＳＴ

９４０２
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３　讨　论
ＪＥＶ感染后一般会侵染中枢神经系统，病毒的
大量复制会引发广泛的天然免疫，导致神经细胞坏
死［１６］。ＪＥＶ引起的神经炎症主要与小胶质细胞的
失控有关，小胶质细胞可释放炎症相关的细胞激素
和趋化因子如白介素１β（ＩＬ－１β）、ＩＬ－６、肿瘤坏死因
子－α（ＴＮＦ－α）、单核细胞趋化蛋白１Ｃ（ＭＣＰ１）等引
起不可逆的炎症反应导致神经坏死，且小胶质细胞
还可作为ＪＥＶ的长期容器［１７］。ｍｉＲＮＡ调控ＪＥＶ
复制和增殖的分子机制已有了较多的研究［１８－２１］，目
前ｌｎｃＲＮＡ 对ＪＥＶ 增殖的影响研究相对较少。

Ｂｈａｔｔａｃｈａｒｙｙａ等［２２］研究表明，ｌｎｃＲＮＡ　Ｍａｌａｔ１通
过ＰＥＲＫ内质网应激信号通路在ＪＥＶ感染的小鼠

Ｎｅｕｒｏ２ａ细胞中显著上调；Ｌｉ等［２３］研究发现，沉默

ｌｎｃＲＮＡＥ５２３２９和 Ｎ５４０１０ 可通过降低 ＪＮＫ 和

ＭＫＫ４的磷酸化水平调节ＪＥＶ引起的小鼠小胶质
细胞（ＢＶ２）的炎症反应。

ＪＥＶ感染宿主细胞后，细胞可通过基因、ｍｉＲＮＡ
等表达调控抑制病毒的增殖。Ｙａｎｇ等［２４］在ＪＥＶ
感染小鼠脑组织后，通过基因表达芯片分析发现

１　１１９个基因差异表达，这些基因几乎涉及所有细胞
信号通路。研究者在人和小鼠的小胶质细胞中研究
发现，宿主细胞内的 ｍｉＲＮＡ在ＪＥＶ感染后也发生
不同程度的差异表达，同时发现 ｍｉＲ－２９ｂ和 ｍｉＲ－
１５５在激活宿主天然免疫抑制ＪＥＶ增殖过程中发
挥十分重要的作用［２５－２６］。ｌｎｃＲＮＡ是一类不具有编
码蛋白质功能的长链 ＲＮＡ分子，近年来ｌｎｃＲＮＡ
调控病毒感染和增殖的研究逐渐成为热点。Ｔａｏ
等［２７］研究发现，ｌｎｃＲＮＡ　ＭＥＧ３在呼吸道合胞病毒
（ＲＳＶ）感染后表达受到抑制，ＭＥＧ３可通过抑制

ＴＬＲ４依赖的ｐ３８ＭＡＰＫ和 ＮＦ－κＢ信号通路抑制

ＲＳＶ对呼吸道上皮细胞感染。Ｚｈａｎｇ等［２８］发现

ｌｎｃＲＮＡ在猪繁殖与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）引起
的猪 天 然 免 疫 过 程 中 也 担 负 着 重 要 的 角 色。

ｌｎｃＲＮＡ还可作为登革热病毒感染引起的肝损伤的
诊断标记和治疗靶点［２９－３０］。有研究证明一些病毒可
通过激活 ＮＦ－κＢ信号通路劫持ｌｎｃＲＮＡ改变细胞
代谢相关的酶如ＧＯＴ２（ＧＯＴ２主要富集在线粒体
中）促 进 病 毒 自 身 的 复 制 和 增 殖［３１－３２］。因 此，

ｌｎｃＲＮＡ在细胞中不仅扮演着抗病毒的角色，也有可
能成为病毒的帮凶。本研究发现，筛选的ｌｎｃＲＮＡ
Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ均有可能参与调控ＪＥＶ感染细胞后的复
制增殖过程，但其具体作用机制还有待于进一步深

入探索。
本研究结果表明，ＰＫ１５细胞感染ＪＥＶ后，病毒

滴度逐渐升高，细胞内的ｌｎｃＲＮＡ的表达也呈现显
著差异，尤其是在感染ＪＥＶ后３６ｈ，ｌｎｃＲＮＡ的表
达变化最为显著。综合实时荧光定量ＰＣＲ结果发
现，ＪＥＶ感染后３６ｈ，ｌｎｃＲＮＡ的表达显著上升，但

ＪＥＶ感染４８ｈ后ｌｎｃＲＮＡ的表达显著下降，因此推
测ＪＥＶ感染ＰＫ１５细胞后，ｌｎｃＲＮＡ由于病毒感染
刺激先上调表达水平，而之后的３６～４８ｈ之间可能
由于某种机制，与天然免疫相关的ｌｎｃＲＮＡ开始大量
降解，病毒的复制也开始不受控制大量增殖，最终
导致细胞病变死亡。Ｃｈｉｙｏｍａｒｕ等［３３］研究证明

ｍｉＲ－３４ａ可直接与ｌｎｃＲＮＡ－ＨＯＴＡＩＲ 结合，抑制

ｌｎｃＲＮＡ－ＨＯＴＡＩＲ 的 表 达 水 平。ｌｎｃＲＮＡ－ＵＣＡ１
作为ｍｉＲ－２１６ｂ的“分子海绵”，与其靶 ｍＲＮＡ竞争

ｍｉＲ－２１６ｂ，降低了游离ｍｉＲ－２１６ｂ的含量，从而实现
对基因的表达调控。但ｌｎｃＲＮＡ－ＵＣＡ１自身也是

ｍｉＲ－２１６ｂ的一个靶基因，ｍｉＲ－２１６ｂ降低ｌｎｃＲＮＡ－
ＵＣＡ１的稳定性，促进其降解［３４］。ｍｉｃｒｏＲＮＡ不仅
可以促进ｌｎｃＲＮＡ 降解，也可通过靶向 ＤＮＭＴ３Ｂ
抑制其表达的方式上调ｌｎｃＲＮＡ－ＭＥＧ３的表达［３５］。
通过靶基因预测和信号通路分析发现，ｌｎｃＲＮＡ　Ａ、

Ｂ和 Ｃ的靶基因主要为ＯＡＳ１、ＯＡＳ２、ＯＡＳＬ 和
ＣＯＸ１等，ｌｎｃＲＮＡ　Ｄ的靶基因主要为ＤＳＴ、ＮＤ１、

ＮＤ２和ＮＤ４等。研究发现，ＯＡＳ和ＯＡＳＬ 基因为
天然免疫相关的基因，在ＰＫ１５细胞中过表达对于

ＪＥＶ的复制和增殖有很显著的抑制效果［３６］。ＣＯＸ
家族基因也跟病毒感染后增殖有关，Ｓｗａｒｕｐ等［３７］

研究发现，在ＪＥＶ感染后抑制ＣＯＸ２可显著降低因
病毒感染而引起的炎症反应，减轻对小鼠细胞的损
伤［３７］。而Ｌｉ等［２３］研究结果显示，ｌｎｃＲＮＡ主要通
过ＪＮＫ信号通路而不是 ＮＦ－κＢ通路调控ＪＥＶ增
殖，这可能是由于研究的物种不同所致。本研究初
步探索的ｌｎｃＲＮＡ可能在猪ＪＥＶ增殖调控中发挥
作用，具体的调控机制和信号通路还有待进一步
研究。

４　结　论
本研究发现，在ＪＥＶ感染ＰＫ１５细胞３６ｈ后，

病毒开始大量增殖，且细胞内ｌｎｃＲＮＡ　Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ表
达水平呈显著差异。通过靶基因预测发现，筛选的

ｌｎｃＲＮＡ的靶基因ＯＡＳ和ＯＡＳＬ（天然免疫相关的
基因）对ＪＥＶ的复制和增殖有显著的抑制作用，通
过信号通路分析发现筛选的ｌｎｃＲＮＡ 可能通过

０５０２
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ＴＮＦ、ＮＦ－κＢ和Ｔｏｌｌ样受体等通路调控病毒增殖。
本研究结果为进一步探索ｌｎｃＲＮＡ在ＪＥＶ增殖过
程中调控机制的研究提供一定理论依据。

参考文献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）：
［１］　ＣＨＡＩ　Ｃ，ＷＡＮＧ　Ｑ，ＣＡＯ　Ｓ，ｅｔ　ａｌ．Ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ　ａｎｄ　ｍｏ－

ｌｅｃｕｌａｒ　ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｊａｐａｎｅｓｅ　ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ　ｉｎ－
ｆｅｃｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ｓｗｉｎｅ　ｈｅｒｄｓ　ｉｎ　Ｃｈｉｎａ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｖｅｔ－
ｅｒｉｎａｒｙ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０１８，１９（１）：１５１－１５５．

［２］　ＺＨＡＮＧ　Ｙ，ＪＩＮＧ　Ｊ，ＬＩ　Ｘ，ｅｔ　ａｌ．Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ

ｍｉＲＮＡ　ａｎｄ　ｍＲＮＡ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｐｒｏｆｉｌｅｓ　ｉｎ　ｓｗｉｎｅ　ｔｅｓｔｉｓ

ｃｅｌｌｓ　ｉｎｆｅｃｔｅｄ　ｗｉｔｈ　Ｊａｐａｎｅｓｅ　ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ［Ｊ］．Ｉｎ－

ｆｅｃｔｉｏｎ，Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　ａｎｄ　Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ，２０１５，３２：３４２－３４７．
［３］　ＦＡＮ　Ｊ　Ｍ，ＬＵＯ　Ｊ，ＣＨＥＮ　Ｌ，ｅｔ　ａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ

ｓｔｒａｉｎｓ　ｏｆ　Ｊａｐａｎｅｓｅ　ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｆｒｏｍ

ｓｗｉｎｅ　ｉｎ　ｃｅｎｔｒａｌ　Ｃｈｉｎａ［Ｊ］．Ｖｉｒｕｓ　Ｇｅｎｅｓ，２０１０，４０（３）：

３５７－３６１．
［４］　ＹＵＮ　Ｓ　Ｉ，ＬＥＥ　Ｙ　Ｍ．Ｊａｐａｎｅｓｅ　ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ：Ｔｈｅ　ｖｉｒｕｓ

ａｎｄ　ｖａｃｃｉｎｅｓ［Ｊ］．Ｈｕｍａｎ　Ｖａｃｃｉｎｅｓ　＆Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａ－

ｐｅｕｔｉｃｓ，２０１４，１０（２）：２６３－２７９．
［５］　ＺＨＵ　Ｙ　Ｚ，ＸＵ　Ｑ　Ｑ，ＷＵ　Ｄ　Ｇ，ｅｔ　ａｌ．Ｊａｐａｎｅｓｅ　ｅｎｃｅｐｈ－

ａｌｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ　ｅｎｔｅｒｓ　ｒａｔ　ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ　ｃｅｌｌｓ　ｖｉａ　ａｐＨ－
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ，ｄｙｎａｍｉｎ　ａｎｄ　ｃａｖｅｏｌａ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｅｎｄｏｃｙｔｏｓｉｓ

ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２０１２，８６（２４）：

１３４０７－１３４２２．
［６］　ＫＡＬＩＡ　Ｍ，ＫＨＡＳＡ　Ｒ，ＳＨＡＲＭＡ　Ｍ，ｅｔ　ａｌ．Ｊａｐａｎｅｓｅ

ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ　ｉｎｆｅｃｔｓ　ｎｅｕｒｏｎａｌ　ｃｅｌｌｓ　ｔｈｒｏｕｇｈ　ａ

ｃｌａｔｈｒｉｎ－ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｅｎｄｏｃｙｔｉｃ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍ［Ｊ］．Ｊｏｕｒ－
ｎａｌ　ｏｆ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２０１３，８７（１）：１４８－１６２．

［７］　ＹＡＮＧ　Ｓ，ＨＥ　Ｍ　Ｈ，ＬＩＵ　Ｘ　Ｄ，ｅｔ　ａｌ．Ｊａｐａｎｅｓｅ　ｅｎｃｅｐｈａ－
ｌｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ　ｉｎｆｅｃｔｓ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｋｉｄｎｅｙ　ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　ＰＫ１５ｃｅｌｌｓ

ｖｉａｃｌａｔｈｒｉｎ－ａｎｄ　ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｅｎｄｏｃｙｔｏｓｉｓ［Ｊ］．

Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　Ｊｏｕｒｎａｌ，２０１３，１０：２５８．
［８］　ＣＨＵＡＮＧ　Ｃ　Ｋ，ＹＡＮＧ　Ｔ　Ｈ，ＣＨＥＮ　Ｔ　Ｈ，ｅｔ　ａｌ．Ｈｅａｔ

ｓｈｏｃｋ　ｃｏｇｎａｔｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　７０ｉｓｏｆｏｒｍ　Ｄ　ｉｓ　ｒｅｑｕｉｒｅｄ　ｆｏｒ

ｃｌａｔｈｒｉｎ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｅｎｄｏｃｙｔｏｓｉｓ　ｏｆ　Ｊａｐａｎｅｓｅ　ｅｎｃｅｐｈａｌｉ－
ｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ　ｉｎ　Ｃ６／３６ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｖｉｒｏｌ－
ｏｇｙ，２０１５，９６（Ｐｔ　４）：７９３－８０３．

［９］　ＮＡＷＡ　Ｍ．Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ　ｉｎ　Ｊａｐａｎｅｓｅ　ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ

ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｖｅｒｏ　ｃｅｌｌｓ　ｂｙ　ａ　ｃａｔｉｏｎｉｃ　ａｍｐｈｉｐｈｉｌｉｃ　ｄｒｕｇ，

ｃｈｌｏｒｐｒｏｍａｚｉｎｅ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，

２００３，８４（７）：１７３７－１７４１．
［１０］　ＹＡＮＧ　Ｓ　Ｂ，ＰＥＩ　Ｙ，ＬＩ　Ｘ，ｅｔ　ａｌ．ｍｉＲ－１２４ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ

Ｊａｐａｎｅｓｅ　ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ　ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｂｙ　ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ＤＮＭ２［Ｊ］．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　Ｊｏｕｒｎａｌ，２０１６，１３：１０５．

［１１］　ＬＩＵ　Ｃ　Ｃ，ＺＨＡＮＧ　Ｙ　Ｎ，ＬＩ　Ｚ　Ｙ，ｅｔ　ａｌ．Ｒａｂ５ａｎｄ

Ｒａｂ１１ａｒｅ　ｒｅｑｕｉｒｅｄ　ｆｏｒ　ｃｌａｔｈｒｉｎ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｅｎｄｏｃｙｔｏｓｉｓ

ｏｆ　Ｊａｐａｎｅｓｅ　ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ　ｉｎ　ＢＨＫ－２１ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．

Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２０１７，９１（１９）：ｅ０１１１３－１７．
［１２］　ＬＡＵＲＥＮＴ　Ｇ　Ｓ，ＷＡＨＬＥＳＴＥＤＴ　Ｃ，ＫＡＰＲＡＮＯＶ　Ｐ．

Ｔｈｅ　ｌａｎｄｓｃａｐｅ　ｏｆ　ｌｏｎｇ　ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ　ＲＮＡ　ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．

Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｔｉｇ，２０１５，３１（５）：２３９－２５１．
［１３］　ＰＯＮＴＩＮＧ　Ｃ　Ｐ，ＯＬＩＶＥＲ　Ｐ　Ｌ，ＲＥＩＫ　Ｗ．Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ

ａｎｄ　ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｌｏｎｇ　ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ　ＲＮＡｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，

２００９，１３６（４）：６２９－６４１．
［１４］　ＬＩＵ　Ｗ　Ｗ，ＣＨＡＮ　Ｄ．Ｒｏｌｅｓ　ｏｆ　ｌｎｃｒｎａｓ　ｉｎ　ｖｉｒａｌ　ｉｎｆｅｃ－

ｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｎｄ　Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　Ｍｉｃｒｏ－
ｂｉｏｌｏｇｙ，２０１７，７：２０５．

［１５］　ＣＡＲＰＥＮＴＥＲ　Ｓ，ＡＩＥＬＬＯ　Ｄ，ＡＴＩＡＮＡＮＤ　Ｍ　Ｋ，

ｅｔ　ａｌ．Ａ　ｌｏｎｇ　ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ　ＲＮＡ　ｍｅｄｉａｔｅｓ　ｂｏｔｈ　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

ａｎｄ　ｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｉｍｍｕｎｅ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｇｅｎｅｓ［Ｊ］．Ｓｃｉ－
ｅｎｃｅ，２０１３，３４１（６１４７）：７８９－７９２．

［１６］　ＣＨＥＮ　Ｃ　Ｊ，ＣＨＥＮ　Ｊ　Ｈ，ＣＨＥＮ　Ｓ　Ｙ，ｅｔ　ａｌ．Ｕｐｒｅｇｕｌａ－

ｔｉｏｎ　ｏｆ　ＲＡＮＴＥＳｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｎｅｕｒｏｇｌｉａ　ｂｙ　Ｊａｐ－
ａｎｅｓｅ　ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｖｉ－
ｒｏｌｏｇｙ，２００４，７８（２２）：１２１０７－１２１１９．

［１７］　ＳＭＩＴＨ　Ｊ　Ａ，ＤＡＳ　Ａ，ＲＡＹ　Ｓ　Ｋ，ｅｔ　ａｌ．Ｒｏｌｅ　ｏｆ　ｐｒｏ－

ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ　ｒｅｌｅａｓｅｄ　ｆｒｏｍ　ｍｉｃｒｏｇｌｉａ　ｉｎ

ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ　ｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｂｕｌｌｅ－
ｔｉｎ，２０１２，８７（１）：１０－２０．

［１８］　ＣＨＥＮ　Ｚ，ＹＥ　Ｊ，ＡＳＨＲＡＦ　Ｕ，ｅｔ　ａｌ．Ｍｏｄｕｌａｔｅｓ　Ｊａｐａ－

ｎｅｓｅ　ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ　ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｂｙ　ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　ｅｕ－

ｋａｒｙｏｔｉｃ　ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ　ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ　ｆａｃｔｏｒ　１Ａ１［Ｊ］．Ｊｏｕｒ－
ｎａｌ　ｏｆ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２０１６，９０（７）：３７２２－３７３４．

［１９］　ＡＳＨＲＡＦ　Ｕ，ＺＨＵ　Ｂ，ＹＥ　Ｊ，ｅｔ　ａｌ．ｍｉｃｒｏＲＮＡ－１９ｂ－３ｐ

ｍｏｄｕｌａｔｅｓ　Ｊａｐａｎｅｓｅ　ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｉｎ－

ｆｌａｍｍａｔｉｏｎ　ｖｉａｔａｒｇｅｔｉｎｇ　ＲＮＦ１１［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｖｉ－
ｒｏｌｏｇｙ，２０１６，９０（９）：４７８０－４７９５．

［２０］　ＣＡＲＤＯＳＯ　Ａ　Ｌ，ＧＵＥＤＥＳ　Ｊ　Ｒ，ＬＩＭＡ　Ｍ　Ｃ　Ｐ　Ｄ．Ｒｏｌｅ

ｏｆ　ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｎｎａｔｅ　ｉｍｍｕｎｅ

ｃｅｌｌｓ　ｕｎｄｅｒ　ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｃｕｒｒｅｎｔ

Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，２０１６，２６：１－９．
［２１］　ＲＡＳＴＯＧＩ　Ｍ，ＳＲＩＶＡＳＴＡＶＡ　Ｎ，ＳＩＮＧＨ　Ｓ　Ｋ．Ｅｘ－

ｐｌｏｉｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ　ｂｙ　Ｊａｐａｎｅｓｅ　ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ　ｖｉ－

ｒｕｓ　ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌ　ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃａｌ

Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２０１７，９０（４）：６４８－６５４．
［２２］　ＢＨＡＴＴＡＣＨＡＲＹＹＡ　Ｓ，ＶＲＡＴＩ　Ｓ．Ｔｈｅ　ｍａｌａｔ１ｌｏｎｇ

ｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇ　ＲＮＡ　ｉｓ　ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ　ｂｙ　ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ　ｔｈｒｏｕｇｈ　ｔｈｅ

ＰＥＲＫ　ａｘｉｓ　ｏｆ　ｕｎｆｏｌｄｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｄｕｒｉｎｇ　ｆｌａｖｉｖｉｒｕｓ

ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｒｅｐｏｒｔｓ，２０１５，５（１１）：１７７９４．
［２３］　ＬＩ　Ｙ，ＺＨＡＮＧ　Ｈ，ＺＨＵ　Ｂ，ｅｔ　ａｌ．Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　ａｎａｌｙｓｉｓ

ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ　ｔｈｅ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｒｏｌｅ　ｏｆ　ｌｏｎｇ　ｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇ　ＲＮＡ

ｉｎ　ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ　ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ　ｄｕｒｉｎｇ　Ｊａｐａｎｅｓｅ　ｅｎ－

ｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏ－

ｇｙ，２０１７，８：１２３７．
［２４］　ＹＡＮＧ　Ｙ，ＹＥ　Ｊ，ＹＡＮＧ　Ｘ，ｅｔ　ａｌ．Ｊａｐａｎｅｓｅ　ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ

１５０２



中　国　畜　牧　兽　医 ４６卷　

ｖｉｒｕｓ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　ｉｎｄｕｃｅｓ　ｃｈａｎｇｅｓ　ｏｆ　ｍＲＮＡ　ｐｒｏｆｉｌｅ　ｏｆ　ｍｏｕｓｅ

ｓｐｌｅｅｎ　ａｎｄ　ｂｒａｉｎ［Ｊ］．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　Ｊｏｕｒｎａｌ，２０１１，８：８０．
［２５］　ＰＡＲＥＥＫ　Ｓ，ＲＯＹ　Ｓ，ＫＵＭＡＲＩ　Ｂ，ｅｔ　ａｌ．ｍｉＲ－１５５ｉｎ－

ｄｕｃｔｉｏｎ　ｉｎ　ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌ　ｃｅｌｌｓ　ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ　Ｊａｐａｎｅｓｅ　ｅｎ－
ｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ　ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ　ｍｏｄｕｌａｔｅｓ

ｉｎｎａｔｅ　ｉｍｍｕｎｅ　ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｎｅｕｒｏｉｎ－

ｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，２０１４，１１（１）：９７．
［２６］　ＴＨＯＵＮＡＯＪＡＭ　Ｍ　Ｃ，ＫＡＵＳＨＩＫ　Ｄ　Ｋ，ＫＵＮＤＵ　Ｋ，

ｅｔ　ａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ－２９ｂｍｏｄｕｌａｔｅｓ　Ｊａｐａｎｅｓｅ　ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ

ｖｉｒｕｓ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ｍｉｃｒｏｇｌｉａ　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｂｙ　ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　ｔｕｍｏｒ

ｎｅｃｒｏｓｉｓ　ｆａｃｔｏｒ　ａｌｐｈａ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ　３［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ

ｏｆ　Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１４，１２９（１）：１４３－１５４．
［２７］　ＴＡＯ　Ｘ　Ｗ，ＺＥＮＧ　Ｌ　Ｋ，ＷＡＮＧ　Ｈ　Ｚ，ｅｔ　ａｌ．ＬｎｃＲＮＡ

ＭＥＧ３ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ　ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ　ｓｙｎｃｙｔｉａｌ　ｖｉｒｕｓ　ｉｎｆｅｃ－
ｔｉｏｎ　ｂｙ　ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ　ＴＬＲ４ｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　Ｒｅｐｏｒｔｓ，２０１８，１７（３）：４１３８－４１４４．
［２８］　ＺＨＡＮＧ　Ｊ，ＳＵＮ　Ｐ，ＧＡＮ　Ｌ，ｅｔ　ａｌ．Ｇｅｎｏｍｅ－ｗｉｄｅ　ａｎａｌ－

ｙｓｉｓ　ｏｆ　ｌｏｎｇ　ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ　ＲＮＡ　ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ　ｉｎ　ＰＲＲＳＶ－
ｉｎｆｅｃｔｅｄ　ＰＡＭ　ｃｅｌｌｓ　ｂｙ　ＲＮＡ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎ－
ｔｉｆｉｃ　Ｒｅｐｏｒｔｓ，２０１７，７（１）：４９５２．

［２９］　ＷＡＮＧ　Ｘ　Ｊ，ＪＩＡＮＧ　Ｓ　Ｃ，ＷＥＩ　Ｈ　Ｘ，ｅｔ　ａｌ．Ｔｈｅ　ｄｉｆｆｅｒ－
ｅｎｔｉａｌ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎｄ　ｐｏｓｓｉｂｌｅ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｌｏｎｇ　ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡｓ　ｉｎ　ｌｉｖｅｒ　ｃｅｌｌｓ　ｉｎｆｅｃｔｅｄ　ｂｙ　ｄｅｎｇｕｅ　ｖｉｒｕｓ［Ｊ］．Ｔｈｅ

Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｔｒｏｐｉｃａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　ａｎｄ　Ｈｙ－

ｇｉｅｎｅ，２０１７，９７（６）：１９０４－１９１２．
［３０］　ＦＵ　Ｎ，ＺＨＡＯ　Ｓ　Ｘ，ＫＯＮＧ　Ｌ　Ｂ，ｅｔ　ａｌ．ＬｎｃＲＮＡ－ＡＴＢ／

ｍｉｃｒｏＲＮＡ－２００ａ／β－ｃａｔｅｎｉｎ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ａｘｉｓ　ｉｎｖｏｌｖｅｄ　ｉｎ

ｔｈｅ　ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＨＣＶ－ｒｅｌａｔｅｄ　ｈｅｐａｔｉｃ　ｆｉｂｒｏｓｉｓ［Ｊ］．

Ｇｅｎｅ，２０１７，６１８：１－７．
［３１］　ＫＯＴＺＩＮ　Ｊ　Ｊ，ＭＯＷＥＬ　Ｗ　Ｋ，ＨＥＮＡＯＭＥＪＩＡ　Ｊ．Ｖｉｒｕ－

ｓｅｓ　ｈｉｊａｃｋ　ａ　ｈｏｓｔ　ｌｎｃＲＮＡ　ｔｏ　ｒｅｐｌｉｃａｔｅ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，

２０１７，３５８（６３６６）：９９３－９９４．
［３２］　ＷＡＮＧ　Ｐ，ＸＵ　Ｊ，ＷＡＮＧ　Ｙ，ｅｔ　ａｌ．Ａｎ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－ｉｎｄｅ－

ｐｅｎｄｅｎｔ　ｌｎｃＲＮＡ　ｐｒｏｍｏｔｅｓ　ｖｉｒａｌ　ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｂｙ　ｍｏｄｕｌａ－
ｔｉｎｇ　ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０１７，３５８（６３６６）：

１０５１－１０５５．
［３３］　ＣＨＩＹＯＭＡＲＵ　Ｔ，ＹＡＭＡＭＵＲＡ　Ｓ，ＦＵＫＵＨＡＲＡ　Ｓ，

ｅｔ　ａｌ．Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ　ｉｎｈｉｂｉｔｓ　ｐｒｏｓｔａｔｅ　ｃａｎｃｅｒ　ｃｅｌｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｂｙ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　ｍｉＲ－３４ａａｎｄ　ｏｎｃｏｇｅｎｉｃ　ＨＯＴＡＩＲ［Ｊ］．ＰＬｏＳ

Ｏｎｅ，２０１３，８（８）：ｅ７０３７２．
［３４］　郑　伟．ＬｎｃＲＮＡ－ｍｉＲＮＡ－ｍＲＮＡ 相互作用初步研

究［Ｄ］．北京：中国人民解放军军事医学科学院，２０１７．

ＺＨＥＮＧ　Ｗ．Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ　ｓｔｕｄｙ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ　ｏｆ

ＬｎｃＲＮＡ－ｍｉＲＮＡ－ｍＲＮＡ［Ｄ］．Ｂｅｉｊｉｎｇ：Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ａｃａｄ－
ｅｍｙ　ｏｆ　Ｍｉｌｉｔａｒｙ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，２０１７．（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ）

［３５］　ＪＩＡ　Ｌ　Ｆ，ＷＥＩ　Ｓ　Ｂ，ＧＡＮ　Ｙ　Ｈ，ｅｔ　ａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｒｅｇｕ－
ｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｒｏｌｅｓ　ｏｆ　ｍｉＲ－２６ａａｎｄ　ＭＥＧ３ｉｎ　ｔｏｎｇｕｅ

ｓｑｕａｍｏｕｓ　ｃｅｌｌ　ｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｊｏｕｒｎａｌ

ｏｆ　Ｃａｎｃｅｒ，２０１４，１３５（１０）：２２８２－２２９３．
［３６］　ＬＩＵ　Ｋ，ＬＩＡＯ　Ｘ，ＺＨＯＵ　Ｂ，ｅｔ　ａｌ．Ｐｏｒｃｉｎｅ　ａｌｐｈａ　ｉｎｔｅｒ－

ｆｅｒｏｎ　ｉｎｈｉｂｉｔ　Ｊａｐａｎｅｓｅ　ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ　ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｂｙ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ＩＳＧｓ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ［Ｊ］．Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ｉｎ　Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ
Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０１３，９５（３）：９５０－９５６．

［３７］　ＳＷＡＲＵＰ　Ｖ，ＧＨＯＳＨ　Ｊ，ＧＨＯＳＨ　Ｓ，ｅｔ　ａｌ．Ａｎｔｉｖｉｒａｌ

ａｎｄ　ａｎｔｉ－ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃ　ａｃｉｄ　ｉｎ　ａｎ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｍｕｒｉｎｅ　ｍｏｄｅｌ　ｏｆ　Ｊａｐａｎｅｓｅ　ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ［Ｊ］．

Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ　Ａｇｅｎｔｓ　ａｎｄ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ，２００７，５１（９）：

３３６７－３３７０．

（责任编辑　董晓云）

２５０２


