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登革病毒感染对人血管内皮细胞血管细胞黏附分子１表达的影响

肖　瑞１，江振友２，张　倩３

１．广州医学院临床技能实验中心，广州５１０１８２

２．暨南大学医学院微生物学与免疫学教研室，广州５１０６３２

３．安徽省芜湖市疾病预防与控制中心，芜湖２４１０００

［摘要］　目的：研究登革病毒２型（ＤＶ２）体外感染对人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）表达血管细胞黏附分子１（ＶＣＡＭ１）的影响。

方法：原代分离、纯化、培养人ＨＵＶＥＣ细胞，用生长良好的２～３代细胞进行实验。分别用病毒感染复数（ＭＯＩ）为１、２、４、８、１６的

ＤＶ２病毒液感染ＨＵＶＥＣ，阴性对照组直接以ＲＰＭＩ１６４０培养，应用细胞计数试剂８（ＣＣＫ８）法测定ＤＶ２感染前和感染后６、１２、

２４、４８、７２和９６ｈ的细胞活性。另以ＭＯＩ＝２的ＤＶ２病毒液感染细胞，阴性对照组直接以ＲＰＭＩ１６４０培养，于感染后６、１２、２４、４８、

７２、９６ｈ分别收集病毒感染的ＨＵＶＥＣ，采用流式细胞术测定细胞表面ＶＣＡＭ１表达水平；采用ＲＴＰＣＲ法检测细胞中ＶＣＡＭ１

ｍＲＮＡ转录水平。结果：当病毒 ＭＯＩ＝２时对细胞活力的影响与对照组相比差异无统计学意义。ＤＶ２感染可以促进 ＨＵＶＥＣｓ
中ＶＣＡＭ１ｍＲＮＡ的转录，９６ｈ内均有增加，与对照组相比有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。其中，正常状态下ＨＵＶＥＣ基本无ＶＣＡＭ

１ｍＲＮＡ转录，感染１２ｈ达到最高峰，１２～４８ｈ表达量显著高于其他时间（Ｐ＜０．０５）。ＤＶ２感染 ＨＵＶＥＣ后，ＶＣＡＭ１蛋白表达

在１２～７２ｈ显著升高（Ｐ＜０．０５），与对照组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论：ＤＶ２感染上调ＨＵＶＥＣ的ＶＣＡＭ１ｍＲＮＡ
转录和蛋白表达。这可能是ＤＶ２感染诱发患者血管通透性升高和血浆渗漏的重要分子机制之一。
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第７期．肖　瑞，等．登革病毒感染对人血管内皮细胞血管细胞黏附分子１表达的影响 ·７５１　　 ·

　　登革病毒（ＤＶ）通常引起登革热（ｄｅｎｇｕｅｆｅｖｅｒ，

ＤＦ），严 重 者 可 发 展 为 登 革 出 血 热 （ｄｅｎｇｕｅ
ｈａｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｆｅｖｅｒ，ＤＨＦ）以及登革休克综合征
（ｄｅｎｇｕｅｓｈｏｃｋｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＤＳＳ）。其中 ＤＨＦ／ＤＳＳ
最明显的标志是血浆渗漏和全身出血，血浆渗漏通
常是毛细血管通透性升高造成的［１］，提示血管的功
能病变在ＤＨＦ／ＤＳＳ的发生发展中起重要作用。

　　研究表明某些病原微生物感染可使血管内皮细
胞过度表达分泌一些黏附分子，参与炎症因子和炎
症细胞的聚集、渗出和炎症反应的发生［２］。临床研
究发现［３］患者血清中高水平的血管细胞黏附分子１
（ＶＣＡＭ１）与ＤＨＦ的发生以及疾病的严重程度密
切相关。但是关于ＤＶ直接感染对血管内皮细胞表
面黏附分子 ＶＣＡＭ１表达的影响及在血液渗漏和
出血中的作用还不完全清楚。因此，体外研究ＤＶ
诱导黏附分子 ＶＣＡＭ１表达变化，对进一步完善

ＤＨＦ／ＤＳＳ的血浆渗漏和出血的发病机制具有重要
的意义。

　　本研究以人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）为研究
对象，探讨登革病毒２型（ＤＶ２）在与 ＨＵＶＥＣｓ相互
作用过程中黏附分子表达的变化并探讨变化产生的

环节，为深入阐明ＤＶ感染的血管内皮细胞功能改变
在ＤＨＦ／ＤＳＳ的发病机制中的作用提供一定的实验
依据。

１　材料和方法

１．１　材料　ＤＶ２ 标准株（ＮｅｗＧｕｉｎｅａＣ株，ＮＧＣ
株）为本教研室冻存，采用微量病毒空斑法滴定，病
毒的滴度为２×１０１０ｐｆｕ／Ｌ。白蚊伊蚊（Ｃ６／３６）细胞
株为本教研室长期传代和冻存。新生小牛血清购于
杭州四季青生物公司。ＲＰＭＩ１６４０培养基、胰蛋白
酶和ＨＥＰＥＳ均为Ｇｉｂｃｏ公司产品。细胞计数试剂
８（ＣＣＫ８）为日本同仁化学研究所产品。ＴＲＩｚｏｌ购
自上海申能博采公司。ＲＴＰＣＲ试剂盒为上海申能
博采公司产品。ＶＣＡＭ１和βａｃｔｉｎ引物由北京赛
百盛公司合成。新生儿脐带由暨南大学第一附属医
院妇产科提供。ＳＡＢＣ免疫组化染色试剂盒为武汉
博士德公司产品。鼠抗ＤＶ２ＩｇＧ免疫血清为本教研
室制备。ＦＩＴＣ标记的羊抗鼠ＩｇＧ为Ｓｉｇｍａ公司产
品。ＶＣＡＭ１荧光抗体试剂盒（ＦＩＴＣ标记）购自美
国ＢＤ公司。

１．２　ＨＵＶＥＣｓ的分离与培养　取新生儿脐带约２０
ｃｍ，０．１２５％胰酶０．０１％ＥＤＴＡ消化液灌注消化
法，从ＨＵＶＥＣｓ细胞中分离出血管内皮细胞。离心
沉淀后加入２０％ＦＣＳ培养液（２０％ＦＣＳ、ＲＰＭＩ１６４０

培养液、ＨＥＰＥＳ５ｍｇ／ｍｌ、Ｌ谷氨酰胺３０μｇ／ｍｌ、青
霉素１００Ｕ／ｍｌ和链霉素１００μｇ／ｍｌ），接种于２５
ｃｍ２培养瓶中，３７℃体积分数为５％ＣＯ２箱内培养。
培养３～４ｄ后，待细胞贴壁生长至８０％～９０％融合
状态，消化传代。选择生长良好的２、３代细胞进行
实验。ＡＢＣ酶标法检测胞质中Ⅷ因子相关抗原［４］。

１．３　ＤＶ２对 ＨＵＶＥＣｓ的感染性　将 ＨＵＶＥＣｓ混
悬的培养液（４×１０４／ｍｌ）分别加入６块９６孔板上，

２４ｈ后每块板上均分２组，即对照组和ＤＶ２组，ＤＶ２
感染复数（ＭＯＩ）分别设置为１、２、４、８、１６，每组接种

１２孔，２ｈ后吸出培养液，加４％ＦＣＳ的ＲＰＭＩ１６４０
培养液每孔１３０μｌ，阴性对照孔中加入ＲＰＭＩ１６４０
培养液。分别培养６、１２、２４、４８、７２和９６ｈ。取出其
中一块９６孔板，吸出培养液，加无ＦＣＳ的 ＲＰＭＩ
１６４０培养液１００μｌ，并于实验各孔分别加入ＣＣＫ８
试剂１０μｌ，３７℃继续孵育１ｈ，选择４５０ｎｍ波长，并
以６５５ｎｍ波长作参照，在酶联免疫检测仪上测定光
密度（Ｄ）值。

１．４　ＶＣＡＭ１ｍＲＮＡ 表达的 ＲＴＰＣＲ 检测　
ＨＵＶＥＣｓ接种于２５ｃｍ２的培养瓶中，２４～４８ｈ后待
细胞铺满后，ＤＶ２组以浓度为 ＭＯＩ＝２的ＤＶ２病毒
液接种细胞，对照组以含４％ＦＣＳ的ＲＰＭＩ１６４０培
养液代替病毒液，２ｈ后，ＤＶ２组ＰＢＳ洗２次去除未
吸附病毒，然后两组均加入新的４％ＦＣＳ的 ＲＰＭＩ
１６４０液４ｍｌ。对照组和ＤＶ２组孵育相应时间后，用

０．１２５％胰酶０．０１％ＥＤＴＡ液消化，室温，２００×ｇ
离心５ｍｉｎ，收集细胞，ＲＮＡ提取方法按照Ｇｉｂｃｏ试
剂盒说明书中的操作步骤进行。提取的ＲＮＡ沉淀
用２０μｌＤＥＰＣ处理过的水溶解，并用紫外分光光度
计测定Ｄ２６０／Ｄ２８０进行总 ＲＮＡ纯度及含量计算。实
验重复３次，每次做复管。逆转录和ＰＣＲ操作步骤
参照试剂盒说明书进行。ＶＣＡＭ１上游引物为５′
ＣＴＧＡＧＡＧＴＧＴＣＡＡＡＧＡＡＧＧＡＧ３′，下游引
物为５′ＴＧＧＣＡＧＧＴＡ ＴＴＡ ＴＴＡ ＡＧＧ ＡＧＧ
３′。扩增片段长度为２７８ｂｐ。同时设置βａｃｔｉｎ为
内参照，其上游引物为５′ＡＣＣＣＣＣ ＡＣＴ ＧＡＡ
ＡＡＡＧＡＴＧＡ３′，下游引物为５′ＡＴＣＴＴＣＡＡＡ
ＣＣＴＣＣＡＴＧＡＴＧ３′，其扩增片段长度为１１４ｂｐ。

ＰＣＲ反应体系为：Ｔａｑ酶０．４μｌ，ｄＮＴＰ０．４μｌ，目的
基因上下游引物各１μｌ，内参βａｃｔｉｎ上下游引物各

１μｌ，ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ２μｌ，Ｈ２Ｏ １２．２ μｌ。混 匀。

ＶＣＡＭ１与βａｃｔｉｎ反应条件为：９５℃预变性５ｍｉｎ；

９４℃４０ｓ，６２℃４０ｓ，７２℃６０ｓ，３０个循环；７２℃５
ｍｉｎ。ＰＣＲ产物于２％琼脂糖凝胶上电泳，并用

Ｍａｒｋｅｒ作比较，判断ＰＣＲ产物片段大小，同时将
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ＶＣＡＭ１不同时相的条带与相应内参照带的Ｄ 值
作比较。

１．５　流式细胞术检测细胞表面 ＶＣＡＭ１蛋白分
子　细胞长至８０％融合后分组，对照组：４％ＦＣＳ的

ＲＰＭＩ１６４０培养基培养。感染组：ＭＯＩ＝２的ＤＶ２
病毒液感染，吸附２ｈ后更换新鲜完全培养液，分别
于感染后６、１２、２４、４８、７２、９６ｈ收集细胞。（１）将各
组细胞分别用０．１２５％胰酶＋０．０１％ＥＤＴＡ 消化

２～３ｍｉｎ，消化、收集 ＨＵＶＥＣｓ，计数。（２）用含４％
ＦＣＳ的ＲＰＭＩ１６４０将消化下来的细胞制成细胞悬
液，２００×ｇ离心８～１０ｍｉｎ。（３）用磷酸盐缓冲液＋
０．１％叠氮钠离心洗涤１次。重悬细胞并计数，调整
细胞密度为５×１０６～１×１０７／ｍｌ。（４）取４０μｌ细胞
悬液预加入５０μｌ工作浓度的羊抗鼠荧光（双标：ＰＥ
标记ＶＣＡＭ１）标记物，充分振摇，４℃３０ｍｉｎ。（５）
洗涤液（ＤＰＢＳ）洗涤２次，每次加液２ｍｌ左右，

２００×ｇ，离心５ｍｉｎ。（６）加１ｍｌ固定液，流式细胞
仪检测，计数１００００个细胞，黏附分子的表达量用
平均荧光强度（ＭＦＩ）表示。每组检测３份标本。

１．６　统计学处理　所有数据均以珚ｘ±ｓ表示，应用
方差分析进行统计学检验各因素的作用效果，进一
步应用独立样本ｔ检验比较不同组别相同时段目的
基因表达水平的差异性，应用单因素方差分析比较

ＤＶ２组不同时段时效变化的差异性。Ｐ＜０．０５表示
差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＨＵＶＥＣｓ分离和鉴定　所分离的ＨＵＶＥＣ在
相差倒置显微镜下细胞为单层细鹅卵石样排列，排
列紧密，胞质丰富。ＡＢＣ酶标法结果显示细胞质中
阳性棕黄色颗粒弥散分布（图１）。证明所分离的为
血管内皮细胞。间接免疫荧光法（ＩＦＡ）可检测到

ＤＶ２蛋白在细胞质内呈现片状或颗粒状黄绿色荧光
（图２）。通过不同感染时间观察，发现黄绿色荧光
的强度变化与时间有一定的关系，结果显示：感染后

１２ｈ，开始出现荧光阳性的细胞，胞质及胞膜呈现微
弱荧光（＋），ＤＶ２特异性抗原在 ＨＵＶＥＣｓ的胞质内
呈灶性分布，２４ｈ后荧光强度增强，４８ｈ胞质内荧
光达到最大强度。结果提示１２～９６ｈ均显示出病
毒对 ＨＵＶＥＣｓ的有效感染。

２．２　ＤＶ２对 ＨＵＶＥＣｓ活性的影响　应用ＣＣＫ８
所测得的５组不同浓度ＤＶ２组和对照组细胞在６～
９６ｈ不同时相的活性结果如图３所示，当 ＤＶ２的

ＭＯＩ＝１、２、４时，Ｄ４５０值与对照组差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）；而ＤＶ２的 ＭＯＩ＝８、１６时，Ｄ４５０值呈下

降趋势，且与对照组相比差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。因此实验选择与对照组 ＨＵＶＥＣｓ活性最接
近的 ＭＯＩ＝２作为感染 ＤＶ２的实验浓度。

图１　人脐静脉内皮细胞中Ⅷ因子表达的

免疫组化ＡＢＣ法染色检测

Ｆｉｇ１　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＦａｃｔｏｒⅧｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ

ＨＵＶＥＣｓｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ（ＡＢＣ）ｓｔａｉｎｉｎｇ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图２　ＤＶ２感染人脐静脉内皮细胞后４８ｈＤＶ２
特异性抗原的ＩＦＡ染色检测

Ｆｉｇ２　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＤＶ２ｓｐｅｃｉｆｉｃａｎｔｉｇｅｎｉｎ

ＨＵＶＥＣｓｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＤＶ２ｆｏｒ４８ｈｂｙＩＦＡｓｔａｉｎｉｎｇ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图３　ＤＶ２对ＨＵＶＥＣｓ的活性影响

图３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＤＶ２ｏｎＨＵＶＥＣｓｖｉａｂｉｌｉｔｙ
Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．３　ＤＶ２对 ＨＵＶＥＣｓ的 ＶＣＡＭ１ｍＲＮＡ转录的
影响　应用图像分析处理系统进行灰度扫描并进行
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扫描面积积分，比较ＤＶ２组和对照组ＲＴＰＣＲ扩增
的ＶＣＡＭ１／βａｃｔｉｎ目的ＤＮＡ片段灰度比值（图４，
表１）。析因分析结果：因素Ｆ组别 ＝６５５．０８，Ｐ＜
０．０１；因素Ｆ时间＝９２９９．６，Ｐ＜０．０１。提示不同处
理方法及不同观察时间的差异有统计学意义。单因

素方差分析 ＤＶ２组不同时相间也有差别（Ｐ＜
０．０５）。其中表达在１２ｈ达到高峰，之后的２４、４８ｈ
ＶＣＡＭ１的表达维持在较高水平，且１２、２４和４８ｈ
与其他各组均存在差别（Ｐ＜０．０５），ＤＶ２组与对照组
各相应时间之间差别有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图４　扩增的目的基因ＶＣＡＭ１ｍＲＮＡ／βａｃｔｉｎｍＲＮＡＰＣＲ产物的琼脂糖凝胶电泳结果

Ｆｉｇ４　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＶＣＡＭ１ｍＲＮＡ／βａｃｔｉｎｍＲＮＡ
Ａ：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎ；Ｂ：ＤＶ２ｉｎｄｕｃｅｄ．Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１６：ＶＣＡＭ１ａｎｄβａｃｔｉｎｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｔ６，１２，２４，４８，７２，ａｎｄ９６ｈａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

表１　ＤＶ２诱导的ＨＵＶＥＣｓ表达ＶＣＡＭ１ｍＲＮＡ／βａｃｔｉｎｍＲＮＡ的变化

Ｔａｂ１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＶＣＡＭ１ｍＲＮＡ／βａｃｔｉｎｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎＨＵＶＥＣｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＤＶ２
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎｔ／ｈ

６ １２ ２４ ４８ ７２ ９６
Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．００５±０．００１ ０．００５±０．０３３ ０．００４±０．０１８ ０．００４±０．００８ ０．００４±０．００８ ０．００３±０．０５９
ＤＶ２ ０．６５１±０．０１７ ４．２７４±０．２１１△ ３．４０３±０．０８７△ １．９８４±０．１０３△ ０．８４５±０．０５７ １．００７±０．１０１

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｏｆｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆ６，７２，ａｎｄ９６ｈｉｎＤＶ２ｇｒｏｕｐ

２．４　流式细胞术测定ＤＶ２感染对 ＨＵＶＥＣｓ表达

ＶＣＡＭ１蛋白的影响　ＤＶ２组和对照组的ＶＣＡＭ
１蛋 白 表 达 的 双 因 素 方 差 分 析：因 素 Ｆ组别 ＝
１１６．０９７，Ｐ＜０．０１；因素Ｆ时间＝５４９．２１３，Ｐ＜０．０１，
可以认为，ＤＶ２组与对照组之间表达的ＶＣＡＭ１蛋
白不等或不全相等。ＤＶ２组不同时段的 ＶＣＡＭ１
蛋白表达也不同或不全等。ＶＣＡＭ１蛋白的表达

ＤＶ２组明显高于对照组，提示ＤＶ２作用可以影响内
皮细胞表达 ＶＣＡＭ１，且这种改变有一定时效性。

单因素方差分析表明：ＤＶ２组实验各个时间段表达
有差异性。ＤＶ２感染后１２ｈ开始增加，在２４ｈ达到
最高峰，随后逐渐下降，感染的２４～４８ｈ一直维持
较高表达（Ｐ＞０．０５），９６ｈ恢复到感染前水平（表

２）。正常对照组内皮细胞平均荧光强度为０．２８±
０．０２。ＤＶ２刺激后平均荧光强度为０．５４±０．０４，明
显高于正常对照组（Ｐ＜０．０５）。这些变化与该分子
转录水平的变化基本一致。具体结果见图５。

表２　ＤＶ２诱导的人脐静脉内皮细胞ＶＣＡＭ１蛋白水平的变化

Ｔａｂ２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＶＣＡＭ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨＵＶＥＣｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＤＶ２
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎｔ／ｈ

６ １２ ２４ ４８ ７２ ９６
Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．２７±０．０１ ０．２９±０．０３ ０．３１±０．０４ ０．２８±０．０１ ０．２７±０．０２ ０．２８±０．０２
ＤＶ２ ０．２７±０．０２ ０．６４±０．０２ ０．９３±０．０３△ ０．６９±０．０５ ０．３９±０．０３ ０．３０±０．０２

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｏｆｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｉｎＤＶ２ｇｒｏｕｐ
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图５　不同时间点人脐静脉内皮细胞表达ＩＣＡＭ１／ＶＣＡＭ１流式细胞仪双染检测结果

Ｆｉｇ５　ＩＣＡＭ１／ＶＣＡＭ１ｄｏｕｂｌｅｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｉｎＨＵＶＥＣｓｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
Ａ：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＤＶ２ｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　据 ＷＨＯ估计，全球约２／５的人口不同程度受
到ＤＶ２ 病毒的威胁，每年至少有５千万至１亿人受
到感染［５］。可见 ＤＶ感染已是严重的公共卫生问
题［６］。ＤＨＦ／ＤＳＳ主要临床表现为血浆的渗漏和出

血，当出现血容量减少性休克时［７８］，如不及时治疗
可危及生命。而许多研究证实［９１０］，ＤＶ可以通过直
接和间接途径诱导ＶＥＣｓ的活化、炎症和免疫损伤、
甚至凋亡，表明血管内皮细胞结构和功能的改变是

ＤＨＦ／ＤＳＳ的发病过程中一个极其重要的病理生理因
素。但是ＤＶ对血管内皮细胞表达黏附分子的影响
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却未见报道。我们的研究以ＨＵＶＥＣｓ为ＤＶ２感染靶
细胞，研究ＤＶ感染 ＨＵＶＥＣｓ对其黏附分子表达的
影响，为进一步阐明黏附分子在ＤＶ作用的血管功能
损伤中可能的作用提供实验支持和理论依据。

　　本研究首先应用ＣＣＫ８检测ＤＶ对 ＨＵＶＥＣｓ
毒性和增殖进行分析，其灵敏度和精密度远高于

ＭＴＴ法。结果选择与对照组 ＨＵＶＥＣｓ活性最接
近而且与对照组之间差异无显著性的病毒滴度

ＭＯＩ＝２作为感染 ＨＵＶＥＣｓ的实验浓度。

　　我们应用流式细胞术检测了不同时间点

ＶＣＡＭ１的表达状况。结果显示：与对照组比，ＤＶ２
感染可以显著增强ＶＣＡＭ１在细胞膜表面的表达，
其中阳性细胞数变化不明显，但相对平均荧光强度
显著增加。而且，ＤＶ２对ＶＣＡＭ１表达的影响表现
出明显的时效性，即在感染的１２ｈ表达开始上升，

２４ｈ达高峰，之后的４８、７２ｈ逐步开始下降，９６ｈ恢
复到感染前水平。但在整个实验时间内感染组与对
照组之间差异均有显著性。

　　为探讨黏附分子 ＶＣＡＭ１蛋白产生这种变化
的分子环节，我们进一步应用ＲＴＰＣＲ检测ＤＶ２感
染对血管内皮细胞黏附分子ＶＣＡＭ１ｍＲＮＡ表达
的时效变化，希望从转录水平阐述对蛋白的影响。
结果发现 ＤＶ２的感染可显著增加 ＨＵＶＥＣｓ的

ＶＣＡＭ１ｍＲＮＡ表达，１２ｈ达到峰值，随后这种效
应渐减弱，这种变化同样显示了一定时效性。与感
染组相比，整个实验时间正常对照组均未发现有

ＶＣＡＭ１ｍＲＮＡ的表达。已知ＶＣＡＭ１在静息状态
下没有表达，只有当受到一定的刺激才会有表达或增
加表达［１１］，提示ＤＶ２感染可激活血管内皮 ＶＣＡＭ１
的转录，进而增加ＶＣＡＭ１蛋白的表达，ＶＣＡＭ１转
录水平的变化与蛋白表达变化基本一致。

　　总之，我们的研究已经显示，ＤＶ２感染血管内皮
细胞后，血管内皮细胞被活化，表现为其表面的黏附
分子ＶＣＡＭ１表达的量在蛋白和转录水平发生相
应的变化。已知活化的血管内皮细胞可以促进

ＶＣＡＭ１表达和释放，从而在周围血液中可以检测
到升高的 ＶＣＡＭ１ 等细胞黏附分子的可溶形
式———可溶性细胞黏附分子，可溶性细胞黏附分子
升高是血管内皮细胞损害或激活的标志［１２］。由于

ＶＣＡＭ１可以表达于激活内皮细胞、树突状细胞及
神经细胞和肾的上皮细胞，因此我们的研究结果还
可以部分解释临床上的发现：ＤＨＦＤＳＳ患者血浆中
有ｓＶＣＡＭ１水平升高，与疾病严重程度及感染时
间相关，与ＤＨＦ血管的渗漏有关［１３］。ＶＣＡＭ１的
升高引起血管内皮细胞对白细胞黏附功能的改变，

并表现出有一定的时效性。因为血管内皮细胞是血
管的主要组成部分，我们推测：ＤＶ２作用后，血管内
皮表达黏附分子这一改变，将加重血管局部内环境
的紊乱，造成血管内白细胞、淋巴细胞的黏附增加，
增加的免疫细胞又可以释放多种炎症介质，造成血
管局部炎症介质的大量聚集，共同诱发局部炎症反
应，破坏血管的稳态。而血管的急性炎症引起血管
损伤，通透性增加。所有这些必将对ＤＨＦ／ＤＳＳ患
者血管渗漏及ＤＨＦ／ＤＳＳ病情的发生发展起到一定
的促进作用。
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