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［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（ＶＣＡＭ１）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（ＣＣＫ８）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ＶＣＡＭ１表达水平；采用ＲＴＰＣＲ法检测细胞中ＶＣＡＭ１

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ＶＣＡＭ１ｍＲＮＡ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，ＶＣＡＭ１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ＶＣＡＭ１ｍＲＮＡ
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。

［关键词］　登革病毒；人脐静脉内皮细胞；血管细胞黏附分子１
［中图分类号］　Ｒ３７３．３３　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２００８）０７０７５００６

ＥｆｆｅｃｔｏｆＤｅｎｇｕｅｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｖａｓｃｕｌａｒｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１ｉｎｈｕｍａｎｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ

ＸＩＡＯＲｕｉ１，ＪＩＡＮＧＺｈｅｎｙｏｕ２，ＺＨＡＮＧＱｉａｎ３

１．ＣｌｉｎｉｃａｌＳｋｉｌｌＣｅｎｔｅｒ，ＧｕａｎｇｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ５１０１８２，Ｃｈｉｎａ

２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙａｎｄＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，ＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅｏｆＪｉ’ｎａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ５１０６３２

３．ＷｕｈｕＣｅｎｔｅｒｆｏｒＤｉｓｅａｓｅＣｏｎｔｒｏｌａｎｄＰｒｅｖｅｎｔｉｏｎｏｆＡｎｈｕｉＰｒｏｖｉｎｃｅ，Ｗｕｈｕ２４１０００

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＤｅｎｇｕｅｖｉｒｕｓ２（ＤＶ２）ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆｖａｓｃｕｌａｒｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎ

ｍｏｌｅｃｕｌｅ１（ＶＣＡＭ１）ｉｎｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（ＨＵＶＥＣｓ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＨＵＶＥＣｓｗｅｒｅｐｒｉｍａｒｉｌｙｉｓｏｌａｔｅｄ，ｐｕｒｉｆｉｅｄａｎｄ

ｃｕｌｔｕｒｅｄ．Ｃｅｌｌｓｏｆ２３ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｗｅｒｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＤＶ２ ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔＭＯＩｖａｌｕｅｓ（１，２，４，８ａｎｄ１６）．ＨＵＶＥＣｓｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈ

ＲＰＭＩ１６４０ｍｅｄｉｕｍｗｅｒｅｔａｋｅｎａｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．ＴｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＵＶＥＣｓｗａｓａｓｓｅｓｓｅｄｂｙＣＣＫ８ａｓｓａｙｂｅｆｏｒｅａｎｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ

ｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒＤＶ２ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ（６ｈ，１２ｈ，２４ｈ，４８ｈ，７２ｈａｎｄ９６ｈ）．ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅＶＣＡＭ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ

ＨＵＶＥＣｓ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃＶＣＡＭ１ｍＲＮＡｗａｓａｓｓａｙｅｄｂｙｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴＰＣＲ）．

Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＷｈｅｎｔｈｅＭＯＩｖａｌｕｅｗａｓ２，ＤＶ２ｈａｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｎｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＤＶ２ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆＶＣＡＭ１ｍＲＮＡｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＣＡＭ１

ｍＲＮＡｐｅａｋｅｄａｔ１２ｈａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎａｎｄｒｅｍａｉｎｅｄａｔａｈｉｇｈｅｒｌｅｖｅｌｗｉｔｈｉｎ９６ｈ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｔ１２４８ｈａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗａｓ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔａｔｏｔｈｅｒｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（Ｐ＜０．０５）．ＨＵＶＥＣｓｈａｒｄｌｙｈａｄＶＣＡＭ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｕｎｄｅｒｎｏｒｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎ．

ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＣＡＭ１ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄａｔ１２７２ｈａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．

Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＤＶ２ｃａｎｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＣＡＭ１ｍＲＮＡｉｎＨＵＶＥＣｓ，ｗｈｉｃｈｍｉｇｈｔｂｅｏｎｅｏｆｔｈｅｉｍｐｏｒｔａｎｔｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｆｏｒ

ｅｌｅｖａｔｅｄｖａｓｃｕｌａｒｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙａｎｄｐｌａｓｍａｌｅａｋａｇｅａｆｔｅｒＤＶ２ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ｄｅｎｇｕｅｖｉｒｕｓ；ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；ｖａｓｃｕｌａｒｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００８，２９（７）：７５０７５５］

［收稿日期］　２００７１１２８　　　　［接受日期］　２００７１２１７
［基金项目］　广东省医学科研基金（Ａ２００５３４０）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＭｅｄｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＧｕａｎｇｄｏｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈｉｎａ（Ａ２００５３４０）．
［作者简介］　肖　瑞，硕士生．Ｅｍａｉｌ：ｘｉａｏｒｕｉａｒｒｕｉ＠１２６．ｃｏｍ
通讯作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２０８５２２０２５７，Ｅｍａｉｌ：ｔｉｚｈｙ＠ｊｎｕ．ｅｄｕ．ｃｎ



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
（ＶＣＡＭ１）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 ＶＣＡＭ１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 ＶＣＡＭ１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（ＣＣＫ８）为日本同仁化学研究所产品。ＴＲＩｚｏｌ购
自上海申能博采公司。ＲＴＰＣＲ试剂盒为上海申能
博采公司产品。ＶＣＡＭ１和βａｃｔｉｎ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。ＶＣＡＭ１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ＣＣＫ８
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　ＶＣＡＭ１ｍＲＮＡ 表达的 ＲＴＰＣＲ 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。ＶＣＡＭ１上游引物为５′
ＣＴＧＡＧＡＧＴＧＴＣＡＡＡＧＡＡＧＧＡＧ３′，下游引
物为５′ＴＧＧＣＡＧＧＴＡ ＴＴＡ ＴＴＡ ＡＧＧ ＡＧＧ
３′。扩增片段长度为２７８ｂｐ。同时设置βａｃｔｉｎ为
内参照，其上游引物为５′ＡＣＣＣＣＣ ＡＣＴ ＧＡＡ
ＡＡＡＧＡＴＧＡ３′，下游引物为５′ＡＴＣＴＴＣＡＡＡ
ＣＣＴＣＣＡＴＧＡＴＧ３′，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βａｃｔｉｎ上下游引物各

１μｌ，ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ２μｌ，Ｈ２Ｏ １２．２ μｌ。混 匀。

ＶＣＡＭ１与βａｃｔｉｎ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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ＶＣＡＭ１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 ＶＣＡＭ１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ＶＣＡＭ１）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ＣＣＫ８
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 ＶＣＡＭ１ｍＲＮＡ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ＲＴＰＣＲ扩增
的ＶＣＡＭ１／βａｃｔｉｎ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
ＶＣＡＭ１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ＶＣＡＭ１ｍＲＮＡ／βａｃｔｉｎｍＲＮＡＰＣＲ产物的琼脂糖凝胶电泳结果

Ｆｉｇ４　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＶＣＡＭ１ｍＲＮＡ／βａｃｔｉｎｍＲＮＡ
Ａ：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎ；Ｂ：ＤＶ２ｉｎｄｕｃｅｄ．Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１６：ＶＣＡＭ１ａｎｄβａｃｔｉｎｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｔ６，１２，２４，４８，７２，ａｎｄ９６ｈａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

表１　ＤＶ２诱导的ＨＵＶＥＣｓ表达ＶＣＡＭ１ｍＲＮＡ／βａｃｔｉｎｍＲＮＡ的变化

Ｔａｂ１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＶＣＡＭ１ｍＲＮＡ／βａｃｔｉｎｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎＨＵＶＥＣｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＤＶ２
（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

ＶＣＡＭ１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ＶＣＡＭ１蛋
白不等或不全相等。ＤＶ２组不同时段的 ＶＣＡＭ１
蛋白表达也不同或不全等。ＶＣＡＭ１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 ＶＣＡＭ１，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ＶＣＡＭ１蛋白水平的变化

Ｔａｂ２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＶＣＡＭ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨＵＶＥＣｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＤＶ２
（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ＩＣＡＭ１／ＶＣＡＭ１流式细胞仪双染检测结果

Ｆｉｇ５　ＩＣＡＭ１／ＶＣＡＭ１ｄｏｕｂｌｅｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｉｎＨＵＶＥＣｓｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
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［７８］，如不及时治疗
可危及生命。而许多研究证实［９１０］，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ＣＣＫ８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

ＶＣＡＭ１的表达状况。结果显示：与对照组比，ＤＶ２
感染可以显著增强ＶＣＡＭ１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ＶＣＡＭ１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 ＶＣＡＭ１蛋白产生这种变化
的分子环节，我们进一步应用ＲＴＰＣＲ检测ＤＶ２感
染对血管内皮细胞黏附分子ＶＣＡＭ１ｍＲＮＡ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

ＶＣＡＭ１ｍＲＮＡ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

ＶＣＡＭ１ｍＲＮＡ的表达。已知ＶＣＡＭ１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 ＶＣＡＭ１
的转录，进而增加ＶＣＡＭ１蛋白的表达，ＶＣＡＭ１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ＶＣＡＭ１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

ＶＣＡＭ１表达和释放，从而在周围血液中可以检测
到升高的 ＶＣＡＭ１ 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

ＶＣＡＭ１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：ＤＨＦＤＳＳ患者血浆中
有ｓＶＣＡＭ１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］。ＶＣＡＭ１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。

［参 考 文 献］

［１］　ＧｕｚｍáｎＭ，ＫｏｕｒíＧ，ＤíａｚＭ，ＬｌｏｐＡ，ＶａｚｑｕｅｚＳ，ＧｏｎｚáｌｅｚＤ，ｅｔａｌ．
Ｄｅｎｇｕｅ，ｏｎｅｏｆｔｈｅｇｒｅａｔｅｍｅｒｇｉｎｇｈｅａｌｔｈｃｈａｌｌｅｎｇｅｓｏｆｔｈｅ２１ｓｔ
ｃｅｎｔｕｒｙ［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｔＲｅｖＶａｃｃｉｎｅｓ，２００４，３：５１１５２０．

［２］　ＶｉｌｌａｒＣｅｎｔｅｎｏＬＡ，ＤíａｚＱｕｉｊａｎｏＦＡ，ＭａｒｔíｎｅｚＶｅｇａＲ Ａ．
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓａｓｍａｒｋｅｒｓｏｆｄｅｎｇｕｅｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｆｅｖｅｒ
［Ｊ］．ＡｍＪＴｒｏｐＭｅｄＨｙｇ，２００８，７８：３７０３７４．

［３］　ＫｏｒａｋａＰ，ＭｕｒｇｕｅＢ，ＤｅｐａｒｉｓＸ，ＶａｎＧｏｒｐＥＣ，ＳｅｔｉａｔｉＴＥ，

ＯｓｔｅｒｈａｕｓＡ Ｄ，ｅｔａｌ．ＥｌｅｖａｔｉｏｎｏｆｓｏｌｕｂｌｅＶＣＡＭ１ｐｌａｓｍａ
ｌｅｖｅｌｓｉｎｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈａｃｕｔｅｄｅｎｇｕｅｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｏｆｖａｒｙｉｎｇ
ｓｅｖｅｒｉｔｙ［Ｊ］．ＪＭｅｄＶｉｒｏｌ，２００４，７２：４４５４５０．

［４］　李琴山，冯赞杰，刘　洋，徐海燕，钱民章．一种改进的人脐静脉
内皮细胞的培养方法［Ｊ］．第四军医大学学报，２００７，２７：２７６２７８．

［５］　ＶｉｊａｙａｋｕｍａｒＴＳ，ＣｈａｎｄｙＳ，ＳａｔｈｉｓｈＮ，Ａｂｒａｈａｍ Ｍ，Ａｂｒａｈａｍ
Ｐ，ＳｒｉｄｈａｒａｎＧ．Ｉｓｄｅｎｇｕｅｅｍｅｒｇｉｎｇａｓａｍａｊｏｒｐｕｂｌｉｃｈｅａｌｔｈ

ｐｒｏｂｌｅｍ［Ｊ］？ＩｎｄｉａｎＪＭｅｄＲｅｓ，２００５，１２１：１００１０７．
［６］　ＧｕｂｌｅｒＤＪ．Ｅｐｉｄｅｍｉｃｄｅｎｇｕｅ／ｄｅｎｇｕｅｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｆｅｖｅｒａｓａ

ｐｕｂｌｉｃｈｅａｌｔｈ，ｓｏｃｉａｌ，ａｎｄｅｃｏｎｏｍｉｃｐｒｏｂｌｅｍｉｎｔｈｅ２１ｓｔｃｅｎｔｕｒｙ
［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００２，１０：１００１０３．

［７］　ＳｈｉｖｂａｌａｎＳ，Ａｎａｎｄｎａｔｈａｎ Ｋ，ＢａｌａｓｕｂｒａｍａｎｉａｎＳ，Ｄａｔｔａ Ｍ，

ＡｍａｌｒａｊＥ．ＰｒｅｄｉｃｔｏｒｓｏｆｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｂｌｅｅｄｉｎｇｉｎＤｅｎｇｕｅ［Ｊ］．
ＩｎｄｉａｎＪＰｅｄｉａｔｒ，２００４，７１：３３３６．

［８］　ＳｅｔｌｉｋＲＦ，ＯｕｅｌｌｅｔｔｅＤ，ＭｏｒｇａｎＪ，ＭｃＡｌｌｉｓｔｅｒＣＫ，ＤｏｒｓｅｙＤ，

ＡｇａｎＢＫ，ｅｔａｌ．Ｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｅｍｏｒｒｈａｇｅｓｙｎｄｒｏｍｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｗｉｔｈａｎａｕｔｏｃｈｔｈｏｎｏｕｓｃａｓｅｏｆｄｅｎｇｕｅｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｆｅｖｅｒ［Ｊ］．
ＳｏｕｔｈＭｅｄＪ，２００４，９７：６８８６９１．

［９］　ＨｕａｎｇＹＨ，ＬｅｉＨＹ，ＬｉｕＨＳ，ＬｉｎＹＳ，ＬｉｕＣＣ，ＹｅｈＴＭ．Ｄｅｎｇｕｅ
ｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｓｈｕｍａｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓａｎｄｉｎｄｕｃｅｓＩＬ６ａｎｄＩＬ８

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｍＪＴｒｏｐＭｅｄＨｙｇ，２０００，６３：７１７５．
［１０］ＢｕｒｇｏｓＧＳ，ＰａｎｄｏＲＨ，ＣａｍｐｂｅｌｌＩＬ，ＣａｓｔａｎｅｄａＪＲ，Ｒａｍｏｓ

Ｃ．Ｃｙｔｏｋｉｎｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎｂｒａｉｎｏｆｍｉｃｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｌｙｉｎｆｅｃｔｅｄ
ｗｉｔｈｄｅｎｇｕｅｖｉｒｕｓ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｒｅｐｏｒｔ，２００４，１５：３７４２．

［１１］ＰｉｇｏｔｔＲ，ＤｉｌｌｏｎＬＰ，ＨｅｍｉｎｇｗａｙＩＨ，ＧｅａｒｉｎｇＡＪ．Ｓｏｌｕｂｌｅ

ｆｏｒｍｓｏｆＥｓｅｌｅｃｔｉｎ，ＩＣＡＭ１ａｎｄＶＣＡＭ１ａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｔｈｅ

ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅａｃｔｉｖａｔｅｄｃｕｌｔｕｒｅｄｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ
［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，１９９２，１８７：５８４５８９．

［１２］ＢｏｌｄｔＪ，ＫｕｍｌｅＢ，ＰａｐｓｄｏｒｆＭ，ＨｅｍｐｅｌｍａｎｎＧ．Ａｒｅｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ

ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｃｈａｎｇｅｄｉｎ ｃａｒｄｉａｃ ｓｕｒｇｉｃａｌ

ｐａｔｉｅｎｔ［Ｊ］？ＡｎｎＴｈｏｒａｃＳｕｒｇ，１９９８，６５：６０８６１４．
［１３］ＭｕｒｇｕｅＢ，Ｃａｓｓａｒ Ｏ，Ｄｅｐａｒｉｓ Ｘ．Ｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ

ｓＶＣＡＭ１ａｎｄｓｅｖｅｒｉｔｙｏｆｄｅｎｇｕｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＪＭｅｄＶｉｒｏｌ，

２００１，６５：９７１０４．

［本文编辑］　曹　静


