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摘　要：旨在探讨ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ在猪流行腹泻病毒（ＰＥＤＶ）引起的细胞凋亡过程中所起的作用，并探讨其发挥作用

的机制。以ＰＥＤＶ感染 ＭＡＲＣ－１４５细胞为模型，检测ＰＥＤＶ感染过程中细胞的凋亡情况以及６个与凋亡相关ｍｉ－
ｃｒｏＲＮＡｓ的表达差异，ＲＴ－ｑＰＣＲ检测ＰＥＤＶ感染过程中与凋亡相关ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ的表达差异，合成ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ的

模拟物和抑制剂，转染 ＭＡＲＣ－１４５细胞，采用流式细胞术检测ＰＥＤＶ感染 ＭＡＲＣ－１４５细胞的凋亡情况，流式细胞

术检测过表达和敲低ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ后细胞的凋亡情况，采用生物信息学方法预测 ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ的靶基因，荧光素酶

报告基因检测了ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ和靶基因的结合情况，Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测了过表达 ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ对ＢＣＬ－ｗ和ＰＥＤＶ
蛋白表达水平的调控，用ｓｉＲＮＡ敲低ＢＣＬ－ｗ蛋白检测细胞凋亡情况。结果显示，ＰＥＤＶ的感染可以诱导 ＭＡＲＣ－
１４５细胞凋亡（Ｐ＜０．０５），与凋亡相关的 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，如 ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ和 ｍｉＲ－１４９－５ｐ的表达上调（Ｐ＜０．０５；Ｐ＜
０．００１），ｍｉＲ－１３８－３ｐ的表达下调（Ｐ＜０．０５）。其中，ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ在病毒感染后升高了约５倍（Ｐ＜０．０１）。过表达

ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ后，细胞凋亡率显著升高（Ｐ＜０．０１）；敲低 ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ后，细胞凋亡率降低（Ｐ＜０．０５）。用生物信息

学方法预测ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ与ＢＣＬ２Ｌ２的３′ＵＴＲ区域有结合位点，荧光素酶报告基因试验显示 ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ可以和

ＢＣＬ２Ｌ２基因靶向结合（Ｐ＜０．０１），过表达ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ后细胞内ＢＣＬ－ｗ蛋白的表达明显下调，且病毒的感染可以降

低ＢＣＬ－ｗ的表达水平，敲低ＢＣＬ－ｗ后细胞凋亡率显著升高（Ｐ＜０．０１）。ＰＥＤＶ感染后可以通过上调 ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ
的表达来下调ＢＣＬ２Ｌ２的表达，从而促进细胞的凋亡。
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Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：ｐｏｒｃｉｎｅ　ｅｐｉｄｅｍｉｃ　ｄｉａｒｒｈｅａ　ｖｉｒｕｓ；ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ；ＢＣＬ２Ｌ２；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
＊Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　ａｕｔｈｏｒ：ＷＵ　Ｘｕｊｉｎ，Ｅ－ｍａｉｌ：ｙａｏｙｕａｎｗｘｊ＠１６３．ｃｏｍ

　　猪流行性腹泻病毒（ｐｏｒｃｉｎｅ　ｅｐｉｄｅｍｉｃ　ｄｉａｒｒｈｅａ
ｖｉｒｕｓ，ＰＥＤＶ）最早于１９７１年发现于英国［１］，２０１０年
之前的毒株由于有疫苗毒株的保护，以零星发病为
主要特征。习惯上把２０１０年之前的ＰＥＤＶ毒株分
到Ｇ１ａ组［２］。在２０１０年１０月，我国南方几个省发
现了新的变异毒株，这些毒株主要危害７日龄以内
的仔猪，仔猪发病率和死亡率可高达 ９０％［３］。

ＰＥＤＶ属于冠状病毒科α冠状病毒属，是有膜的单
股正义ＲＮＡ病毒，核酸长约２８ｋｂ，包括５′端帽子
结构和３′的ｐｏｌｙ　Ａ尾。基因组有６个开放阅读框，
分别为ＯＲＦ１ａ／１ｂ，分别编码Ｓ、Ｍ、Ｅ、Ｎ和ＯＲＦ３，
其中 ＯＲＦ１ａ／１ｂ又被切割成１６个非结构蛋白［４］。
这些非结构蛋白对于病毒基因的复制至关重要。Ｓ
基因可被切割成Ｓ１和Ｓ２亚单位，与病毒的进入和
膜融合有关。由于ＲＮＡ病毒的易突变决定了ＰＥＤ

疫苗研发的难度［５］，目前ＰＥＤＶ突变毒株已经在世
界范围内进化了４个主要的组群，给我国和世界养
猪业造成了重大经济损失［３］。
微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡｓ）是非编码

ＲＮＡ，长１８～２５ｂｐ，不编码蛋白质。成熟的 ｍｉ－
ｃｒｏＲＮＡｓ是单链的，通过与靶蛋白 ｍＲＮＡ　３′ＵＴＲ
区域的结合，导致靶蛋白 ｍＲＮＡ被切割，从而调控
基因的转录水平，甚至影响蛋白翻译的水平，调控蛋
白的表达，进而调控细胞内多种生物学过程［６］。近
年来的研究表明，ｍｉＲＮＡｓ也可以通过直接与病毒
基因组ＲＮＡ结合或者通过改变细胞的转录谱来影
响ＲＮＡ 病毒的复制和致病性［７］。在关于 ｍｉＲ－
１３３ｃ－３ｐ的研究中发现，它在多种细胞中发挥着调
控细胞凋亡和增殖的作用。体内试验发现，ｍｉＲ－
１３３ｃ－３ｐ可抑制心肌细胞的纤维化和心肌肥大［８］。

４３２２
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另外，在癌细胞的研究中发现，ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ可抑制
细胞的增殖和迁移［９－１１］。

ＢＣＬ２蛋白家族整合了触发细胞存活或凋亡的
信号，ＢＣＬ－ｗ蛋白（又称为ＢＣＬ２样蛋白２），属于

ＢＣＬ２家族的成员，由ＢＣＬ２Ｌ２基因编码［１２］。研究
表明，ＢＣＬ－ｗ的ＢＨ１结构域的 Ｇｌｙ９４残基可以抑
制ＢＡＫ的活性，ＢＣＬ－ｗ的抗凋亡作用主要通过与

ＢＡＫ、ＢＡＸ相互作用发挥抑制细胞凋亡的作用［１３］。
非刺激情况下，ＢＣＬ－ｗ蛋白通常通过其疏水结构域
与线粒体、内质网和核膜的脂质双分子层结合，在静
息细胞中，ＢＣＬ－ｗ的ｃ端结构域在疏水囊内折叠，
仅松散地附着在线粒体膜上，当接收到凋亡信号时，

ＢＣＬ－ｗ的ｃ端臂通过促凋亡ＢＨ３－ｏｎｌｙ蛋白的连接
释放，从而促进ＢＣＬ－ｗ与线粒体之间的紧密相互作
用发挥抗凋亡的作用［１４－１５］。
关于ＰＥＤＶ感染引起细胞凋亡的机制，有研究

对ＰＥＤＶ感染细胞转录组测序发现，感染前后与凋
亡相关信号通路分子表达水平差异显著［１６］，并且

ＰＥＤＶ也可以通过ｐ５３和线粒体凋亡通路促进细胞
凋亡［１７－１８］。ＰＥＤＶ感染诱导 Ｖｅｒｏ细胞凋亡［１９］，那
么ＰＥＤＶ是否也诱导ＭＡＲＣ－１４５细胞的凋亡，这种
凋亡是否由于 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ的表达丰度改变影响凋
亡相关蛋白的表达，而凋亡蛋白表达量的改变抑制
或促进了细胞凋亡呢？对这个问题的研究将对阐明

ＰＥＤＶ致病机制具有重要意义。
本研究首先以ＰＥＤＶ感染 ＭＡＲＣ－１４５细胞为

模型，分析了在ＰＥＤＶ感染过程中与细胞凋亡相关
的ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ表达丰度的变化，选取差异表达最明
显的 ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ进一步探究ＰＥＤＶ感染诱导细
胞凋亡的可能机制，以期为明确ＰＥＤＶ的胞内复制
机制及抵抗ＰＥＤＶ感染提供新的参考资料。

１　材料与方法
１．１　材料和仪器

ＭＡＲＣ－１４５细胞（非洲绿猴肾上皮细胞）（咸阳
市动物疫病分子生物学诊断技术研究重点实验室）
实验室保存，Ｖｅｒｏ细胞为实验室保存，高糖ＤＭＥＭ
细胞培养液购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；减血清培养基

ＯＰＴＩ－ＭＥＭ、胰蛋白酶、转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００、ｍｉｃｒｏＲＮＡ 模拟物（ｍｉＲ－１３３－３ｐ　ｍｉｍｉｃｓ）、模
拟物对照（ｍｉｍｉｃｓ　ｃｏｎｔｒｏｌ）、抑制剂（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）和抑
制剂 对 照 （ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　ｃｏｎｔｒｏｌ）、ＳＣ、ｓｉＢＣＬ－ｗ－１、

ｓｉＢＣＬ－ｗ－２、ｓｉＢＣＬ－ｗ－３、ＣＯ２培养箱、生物安全柜均

购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；胎牛血清购自德国ＰＡＮ－
Ｂｉｏｔｅｃｈ公司；荧光定量试剂盒、ｍｉｃｒｏＲＮＡ第一股

ＲＮＡ合成试剂盒、总ＲＮＡ提取试剂ＲＮＡｉｓｏ均购
自宝生物工程（大连）有限公司；辣根过氧化物酶
（ＨＲＰ）标记的羊抗兔ＩｇＧ（货号：ｂｓ－０２９５Ｇ－ＨＲＰ）和

ＨＲＰ标记羊抗小鼠ＩｇＧ（货号：ｂｓ－４０２９６Ｇ－ＨＲＰ）购自
北京博奥森生物技术有限公司；引物由北京擎科生物
公司合成，引物序列见表１；ＭＴＴ细胞增殖及细胞毒
性检测试剂盒购自碧云天公司；ＰＥＤＶ　Ｎ蛋白单克
隆抗体由上海兽医研究所童光志研究员馈赠；细胞内
参β－ａｃｔｉｎ和ＢＣＬ－ｗ蛋白的抗体购于细胞信号通路技
术公司；ｐｍｉｒＧＬＯ质粒购自普洛麦格公司。ａｎｔｉ－
ＢＣＬ－ｗ（２７２４）购自Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＣＳＴ）。

１．２　病毒和细胞培养
本研究使用的ＰＥＤＶ毒株为ＣＨ／ＨＢＴＳ／２０１７

（ＧｅｎＢａｎｋ收录号：ＭＨ５８１４８９．１），作者于２０１８年分
离自河北唐山某暴发猪流行性腹泻猪场的病料中。

ＭＡＲＣ－１４５细胞用含有１０％ 胎牛血清、１％双抗的高
糖ＤＭＥＭ 培养基，在３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养。
细胞传代时用０．２５％胰蛋白酶进行消化传代。

１．３　猪流行性腹泻病毒感染 ＭＡＲＣ－１４５细胞
用Ｖｅｒｏ细胞扩增病毒，待细胞病变８０％时收

毒，ＴＣＩＤ５０测病毒滴度，细胞长到８０％融合度，用

ＰＢＳ缓冲液清洗３遍，配制含５μｇ·ｍＬ
－１胰酶的

ＤＭＥＭ感染液，将病毒加到 ＭＡＲＣ－１４５细胞上，轻
轻摇匀，孵育１．５ｈ后弃掉毒液，换液在ＣＯ２ 培养箱
继续培养。

１．４　免疫荧光试验

ＭＡＲＣ－１４５长成单层细胞后，用含２μｇ·ｍＬ
－１胰

酶的ＤＭＥＭ培养液感染ＣＨ／ＨＢＴＳ／２０１７毒株，感
染复数为０．１ＭＯＩ。１２ｈ后留样用４％多聚甲醛

４℃固定３０ｍｉｎ，再用１％ Ｔｒｉｔｏｎ　１００室温通透

１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ，５％脱脂奶粉封闭

１ｈ，一抗ＰＥＤＶ　Ｎ蛋白抗体过夜孵育，ＰＢＳ洗３次，
每次５ｍｉｎ。ＦＩＴＣ标记的羊抗小鼠ＩｇＧ（货号：ｂｓ－
０２９６Ｇ－ＦＩＴＣ）室温孵育１ｈ，Ｈｏｃｈｅｓｔ　３３２５８染核

５ｍｉｎ，封片观察。

１．５　ＴＣＩＤ５０的测定
经过２４ｈ培养生长状态良好的 ＭＡＲＣ－１４５细

胞，消化后将浓度稀释到２×１０５个·ｍＬ－１左右，铺
到９６孔板，每孔加１００μＬ细胞混悬液，将培养板放
到细胞培养箱培养２４ｈ长成单层细胞。用１０支

１．５ｍＬ离心管，每管９００μＬ含１０μｇ·ｍＬ
－１胰酶

５３２２
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的ＤＭＥＭ培养基依次将病毒倍比稀释（从１０－１稀
释到１０－１０），将９６孔板培养的单层细胞用ＰＢＳ洗

３遍后，按照９６孔板上的列数从第１～１０列将病毒
稀释液依次加入，剩余只加培养基作对照。第３天
用Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ方法计算ＴＣＩＤ５０。

１．６　细胞转染
将 ＭＡＲＣ－１４５细胞以２×１０５个·孔－１的密度

接种至１２孔板，待细胞长到８０％融合度时进行转
染。按照ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂使用说明
书，将 ｍｉｍｉｃｓ　ｃｏｎｔｒｏｌ（ＭＣ）、ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ、ｉｎｈｉｂｉ－
ｔｏｒ、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　ｃｏｎｔｒｏｌ（ＩＣ）和 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００
分别跟ＯＰＴＩ－ＭＥＭ混合，室温静置５ｍｉｎ后，将合
成的模拟物和抑制剂的混合液及其对照分别跟Ｌｉ－
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ混合液混合，轻轻混匀，静置１５ｍｉｎ
后，轻轻滴到细胞培养液上。

１．７　荧光定量ＰＣＲ（ＲＴ－ｑＰＣＲ）
培养细胞处理后用ＰＢＳ冲洗３遍，加ＲＮＡｉｓｏ

到细胞表面，静置５ｍｉｎ，按照厂家说明书提取细胞
的总ＲＮＡ。用５００ｎｇ的细胞总ＲＮＡ用逆转录试
剂盒得到ｃＤＮＡ，按照 ｍｉｃｒｏＲＮＡ逆转录试剂盒说
明书所示，合成 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 的ｃＤＮＡ，使用定量

ＰＣＲ试剂盒和特异性引物（表１）进行荧光定量

ＰＣＲ的反应体系配制，使用荧光定量ＰＣＲ仪在反
应条件：９５℃５ｍｉｎ，９５℃２０ｓ、６２℃３０ｓ，４０个循

环，７２℃３ｍｉｎ条件下进行反应。
其中 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 内参使用试剂盒中的 Ｕ６

ｓｍａｌｌ　ＲＮＡ 引物，ＢＣＬ２Ｌ２内参为ＧＡＰＤＨ，采用

２－ΔΔＣｔ法计算ｍｉＲＮＡ和ＢＣＬ２Ｌ２ｍＲＮＡ表达。

１．８　ＭＴＴ试验
每孔约５×１０３个细胞接种于９６孔板，到８０％

融合度时将模拟物对照按照０、２０、５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１转
染ＭＡＲＣ－１４５细胞，６ｈ后更换新鲜培养基，２４ｈ后
移除培养基，每孔加２０μＬ　５ｍｇ·ｍＬ

－１无菌的

ＭＴＴ染料，３７℃培养４ｈ，每孔加１５０μＬ的ＤＭ－
ＳＯ，读取４９０ｎｍ的吸光值。

１．９　流式细胞术
经过不同处理的细胞用胰酶消化下来，用ＰＢＳ

洗１遍，用ＦＡＣＳ　ｂｕｆｆｅｒ重悬，单细胞悬液在 Ａｎ－
ｎｅｘｉｎ　Ｖ中室温孵育３０ｍｉｎ上机检测。

１．１０　荧光素酶报告基因试验
将含有 ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ结合位点的 ＢＣＬ２Ｌ２　３′

ＵＴＲ区域的野生型（ＷＴ）和突变型（ＭｕＴ）连接到

ｐｍｉｒＧＬＯ荧光素酶报告基因质粒，分别命名为

ｐｍｉｒ－ＢＣＬ２Ｌ２－ＷＴ和ｐｍｉｒ－ＢＣＬ２Ｌ２－ＭｕＴ，将 ｍｉＲ－
１３３ｃ－３ｐ模拟物和模拟物对照（ＭＣ）跟上述２个质
粒分别转染进 ＭＡＲＣ－１４５细胞，４８ｈ后，按照荧光
素酶报告基因试剂盒使用说明使用多功能酶标仪检

测荧光素酶活性。

表１　引物序列

Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ

基因

Ｇｅｎｅ

引物序列（５′→３′）

Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｍｍｌ－ｍｉＲ－７ Ｆ：ＣＧＧＴＧＧＡＡＧＡＣＴＡＧＴＧＡＴＴＴＴＧＴＴＧＴ
ｍｍｌ－ｍｉＲ－１３８－５ｐ Ｆ：ＡＧＣＴＧＧＴＧＴＴＧＴＧＡＡＴＣＡＧＧＣＣＧ
ｍｍｌ－ｌｅｔ－７ａ－５ｐ Ｆ：ＧＴＧＡＧＧＴＡＧＴＡＧＧＴＴＧＴＡＴＡＧＴＴ
ｍｍｌ－ｍｉＲ－１４９－５ｐ Ｆ：ＴＣＴＧＧＣＴＣＣＧＴＧＴＣＴＴＣＡＣＴＣ
ｍｍｌ－ｍｉＲ－２１０－３ｐ Ｆ：ＣＴＧＴＧＣＧＴＧＴＧＡＣＡＧＣＧＧＣＴＧＡＡ
ｍｍｌ－ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ Ｆ：ＴＴＴＧＧＴＣＣＣＣＴＴＣＡＡＣＣＡＧＣＴＧ
ｍｍｌ－ｍｉＲ－１５５ Ｆ：ＴＴＡＡＴＧＣＴＡＡＴＣＧＴＧＡＴＡＧＧＧＧＴＧ
ｍｍｌ－ｍｉＲ－２５ Ｆ：ＣＡＴＴＧＣＡＣＴＴＧＴＣＴＣＧＧＴＣＴＧＡ
ｍｍｌ－ｍｉＲ－１７－３ｐ Ｆ：ＡＣＴＧＣＡＧＴＧＡＡＧＧＣＡＣＴＴＧＴ
ｍｍｌ－ｍｉＲ－１８６－５ｐ Ｆ：ＣＡＡＡＧＡＡＴＴＣＴＣＣＴＴＴＴＧＧＧＣＴ

β－ａｃｔｉｎ　 Ｆ：ＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＴＡＡＧ

Ｒ：ＡＴＴＧＣＣＡＡＴＧＧＴＧＡＴＧＡＣ

ＢＣＬ２Ｌ２ Ｆ：ＡＴＧＡＧＴＴＣＧＡＧＡＣＣＣＧＣＴＴＣ

Ｒ：ＣＴＴＴＧＴＣＴＴＴＧＧＧＧＣＴＧＣＡＣ

ｓｉＢＣＬ－ｗ－１ ＣＡＣＴＧＡＡＧＣＴＧＡＧＡＴＧＧＣＴＧＡＴＧＡＡ
ｓｉＢＣＬ－ｗ－２ ＧＡＧＡＴＧＧＣＴＧＡＴＧＡＡＧＴＡＡＴＴＴＧＣＡ
ｓｉＢＣＬ－ｗ－３ ＧＧＣＴＧＡＴＧＡＡＧＴＡＡＴＴＴＧＣＡＧＴＧＡＡ

６３２２



　８期 郑红青等：猪流行性腹泻病毒通过ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ／ＢＣＬ２Ｌ２轴调控细胞凋亡

１．１１　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ
将含蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ加到处理细胞表

面，冰上孵育３０ｍｉｎ，１２　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，
吸取上清提取细胞的总蛋白。提取的总蛋白用蛋
白定量试剂盒定量，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳时每孔加相
同的蛋白量，电泳完毕转到ＰＶＤＦ膜，转膜完成后
用５％的脱脂奶粉液封闭，然后用一抗［ＰＥＤＶ　Ｎ
蛋白抗体或ａｎｔｉ－ＢＣＬ－ｗ（２７２４）］４℃孵育过夜，再
用 ＨＲＰ标记二抗（羊抗小鼠ＩｇＧ或羊抗兔ＩｇＧ）室
温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗３遍，使用曝光显影液进行
曝光。

１．１２　统计分析
用Ｇｒａｐｈｐａｄ　Ｐｒｉｓｍ　６进行统计分析，图表使用

Ｕｎｐａｉｒｅｄ　ｔ－ｔｅｓｔ、ｏｎｅ－ｗａｙ　ＡＮＯＶＡ 和 ｔｗｏ－ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ统计方法。用ＳＰＳＳ　２０．０软件对数据进
行统计学分析，数据以“ｘ－ ±ｓ”表示，两组间比较采
用独立样本ｔ检验，多组间比较采用单因素方差分
析；以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果
２．１　ＰＥＤＶ感染 ＭＡＲＣ－１４５细胞并诱导细胞凋亡
将ＰＥＤＶ 毒株 ＣＨ／ＨＢＴＳ／２０１８株以０．１和

１ＭＯＩ感染 ＭＡＲＣ－１４５细胞，细胞在０、１２和２４ｈ
后细胞病变如图１ａ所示，在感染１２ｈ后细胞也出
现了融合的现象，但融合细胞数量比较少，在感染

２４ｈ后１ＭＯＩ感染的细胞病变出现了片状融合。

１２和２４ｈ病毒的滴度如图１ｂ所示，１ＭＯＩ感染后

２４ｈ病毒滴度在６．５ｌｇＴＣＩＤ５０·ｍＬ－１左右，０．１
ＭＯＩ感染２４ｈ后病毒滴度在４．２ｌｇ　ＴＣＩＤ５０·ｍＬ－１

左右。由结果可知，病毒可以在 ＭＡＣＲ－１４５细胞高
效增殖。在病毒感染１２ｈ后留样，间接免疫荧光示
踪病毒，检测病毒感染细胞的情况，如图１ｃ所示，病
毒以０．５和０．１ＭＯＩ感染可以在 ＭＡＲＣ－１４５细胞
内高效复制。分别以０．０、０．１、０．５、１．０ＭＯＩ感染

ＭＡＲＣ－１４５细胞，流式细胞术检测 ＰＥＤＶ 感染

ＭａｒＣ１４５细胞２４ｈ后细胞的凋亡情况，如图１ｅ所
示，与对照组相比，感染０．１ＭＯＩ病毒１２ｈ后，细
胞凋亡率显著升高（图１ｄ）（Ｐ＜０．０５），随着感染复
数的增大，细胞凋亡率显著增加（Ｐ＜０．０１）。

２．２　ＰＥＤＶ感染引起ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ显著上调
为了进一步探究ＰＥＤＶ感染引起细胞凋亡的

原因，进一步从ＲＮＡ水平揭示ＰＥＤＶ诱导细胞凋
亡的机制，选择了６个文献中报道的影响细胞凋亡

的 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，分别是 ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ、ｍｉＲ－７、ｍｉＲ－
１８６－５ｐ、ｍｉＲ－１５５、ｍｉＲ－１４９－５ｐ、ｍｉＲ－１３８－５ｐ。使用

ＲＴ－ｑＰＣＲ方法检测在ＰＥＤＶ感染前后它们的表达
差异。如图２所示，ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ的表达显著上调
（Ｐ＜０．０１），ｍｉＲ－１４９－５ｐ略有升高（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ－
１３８－５ｐ表达下调（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ－７、ｍｉＲ－１８６－５ｐ和

ｍｉＲ－１５５的表达在ＰＥＤＶ感染前后差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）。

２．３　过表达ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ促进了细胞凋亡
将合成的 ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ的模拟物对照（ＭＣ）转

染细胞后，用ＭＴＴ试验检测细胞活性，结果表明０、

２０、３０、５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１的转染浓度不影响细胞活性
（图３ａ）。转染 ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ后６ｈ感染ＰＥＤＶ，继
续感染１８ｈ后收样，流式细胞术检测细胞凋亡，结
果显示，ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ过表达并感染ＰＥＤＶ后细胞
凋亡率显著升高（Ｐ＜０．００１）（图３）。

２．４　敲低 ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ抑制了病毒感染引起的细
胞凋亡

　　将ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ的抑制剂转染ＭＡＲＣ－１４５　１２ｈ
换液后感染１ＭＯＩ病毒，继续培养１２ｈ后收取细
胞样品，流式细胞术检测细胞凋亡情况，结果显示，
敲低 ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ后细胞凋亡率明显下降（Ｐ＜
０．０１）（图４）。

２．５　ＰＥＤＶ感染后下调了 ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ的靶基因

ＢＣＬ－ｗ的表达

　　为了进一步确认 ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ调控的靶基因，
使用生物信息学在线预测网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｔａｒ－
ｇｅｔｓｃａｎ．ｏｒｇ／ｖｅｒｔ＿７２／）预测其靶基因，荧光素酶报
告基因用来验证 ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ和ＢＣＬ２Ｌ２　３′ＵＴＲ
区域的结合。结果发现，ＢＣＬ２Ｌ２基因的３′ＵＴＲ区
域有ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ的结合位点（图５ａ），进一步检测
了 ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ的模拟物（ｍｉｍｉｃ）和模拟物对照
（ＭＣ）转染组的荧光素酶活性，结果发现，ｍｉＲ－１３３ｃ－
３ｐ可以显著降低野生型报告基因质粒的荧光素酶
活性，而对突变型质粒没有影响（Ｐ＜０．０１），这表明

ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ可以与 ＢＣＬ２Ｌ２靶基因区域的结合
（图５ｂ）。Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测了细胞内转染 ｍｉＲ－
１３３ｃ－３ｐ　２４ｈ时 ＢＣＬ－ｗ 蛋白的表达，结果发现，

ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ可以在细胞内下调ＢＣＬ－ｗ基因的表
达水平，并且ＰＥＤＶ感染也可以下调ＢＣＬ－ｗ的表
达水平（Ｐ＜０．００１）（图５ｃ）。

２．６　敲低ＢＣＬ－ｗ可以促进细胞凋亡
为了检测ＢＣＬ－ｗ是否影响细胞凋亡，合成３条
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ａ．不同感染复数ＰＥＤＶ感染 ＭＡＲＣ－１４５细胞的病变；ｂ．不同感染复数感染 ＭＡＲＣ－１４５细胞后１２和２４ｈ后病毒的滴度；ｃ．
ＩＦＡ检测ＰＥＤＶ感染 ＭＡＲＣ－１４５细胞的感染情况；ｄ．不同剂量 ＰＥＤＶ 导致细胞凋亡百分比柱状图；ｅ．流式细胞仪检测
ＰＥＤＶ诱导 ＭＡＲＣ－１４５细胞凋亡程度；与 Ｍｏｃｋ组比较，＊．Ｐ＜０．０５和＊＊．Ｐ＜０．０１表示显著差异。下同
ａ．Ｃｙｔｏｐａｔｈｙ　ｉｎｆｅｃｔｅｄ　ｗｉｔｈ　０．１ａｎｄ　１ＭＯＩ　ｖｉｒｕｓ　ｉｎ　ＭＡＲＣ－１４５ｃｅｌｌｓ．ｂ．Ｖｉｒｕｓ　ｔｉｔｅｒ　ｉｎｆｅｃｔｅｄ　ｗｉｔｈ　０．１ａｎｄ　１ＭＯＩ　ｖｉｒｕｓ　ｉｎ
ＭＡＲＣ－１４５ｃｅｌｌｓ；ｃ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｏｆ　ＭＡＲＣ－１４５ｃｅｌｌｓ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ　ｔｈａｔ　ａｒｅ　ｄｅｔｅｃｔｅｄ　ｂｙ　ｆｌｏｗ　ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　ａｆｔｅｒ　０，０．１，０．５，１ＭＯＩ
ｏｆ　ｔｈｅ　ＰＥＤＶ　ｉｎｆｅｃｔｅｄ；ｄ．Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ａｐｏｐｔｏｔｉｃ　ｒａｔｅ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｄｏｓｅ　ｏｆ　ＰＥＤＶ；ｅ．Ｔｈｅ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ　ｏｆ　Ｍａｒｃ－１４５ｃｅｌｌｓ　ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙ　ＰＥＤＶ　ｄｅｔｅｃｔｅｄ　ｂｙ　ｆｌｏｗ　ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　Ｍｏｃｋ　ｇｒｏｕｐ，＊．Ｐ＜０．０５，＊＊．Ｐ＜０．０１ａｎｄ＊ ＊ ＊．Ｐ＜０．００１
ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ａｔ　０．０５，０．０１ａｎｄ　０．００１ｌｅｖｅｌ，ｓｅｐａｒａｔｅｌｙ，ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　ｂｅｌｏｗ
图１　流式细胞术检测猪流行性腹泻病毒感染 ＭＡＲＣ－１４５细胞的凋亡率
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ａｐｏｐｔｏｔｉｃ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ＭＡＲＣ－１４５ｃｅｌｌｓ　ｗａｓ　ｍｅａｓｕｒｅｄ　ａｆｔｅｒ　ＰＥＤＶ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　ｂｙ　ｕｓｉｎｇ　ｆｌｏｗ　ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

ｓｉＲＮＡｓ，分别将ｓｉＲＮＡ　ｃｏｎｔｒｏｌ（ＳＣ）、ｓｉＢＣＬ－ｗ－１、

ｓｉＢＣ－Ｌｗ－２、ｓｉＢＣＬ－ｗ－３（序列见表１）转染 ＭＡＲＣ－
１４５，Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测细胞内ＢＣＬ－ｗ的表达水平，
由图６ａ可知，ｓｉＢＣＬ２Ｌ２－３敲除效率最高。将ＳＣ和

ｓｉＢＣＬ－ｗ－３转染细胞后流式细胞术检测细胞凋亡情
况，结果显示，敲低ＢＣＬ－ｗ的表达水平促进了细胞

凋亡（图６ｂ）。

３　讨　论
ＰＥＤＶ感染仔猪后能引起仔猪尤其是７日龄以
内的仔猪严重的腹泻，给我国和世界养猪业造成了
严重的经济损失［２０－２１］。由于ＲＮＡ病毒易突变的特
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图２　与凋亡相关的ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ表达情况
Ｆｉｇ．２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｔｏ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

性，至今没有有效的疫苗可用，因此急需对病毒感染
细胞的机制进行深入研究。
本试验通过检测ＰＥＤＶ感染细胞时凋亡相关

ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ的表达差异，发现了与ＰＥＤＶ感染关系
密切的ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ，为了进一步研究 ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ
在ＰＥＤＶ 感染过程中所起的作用，过表达 ｍｉＲ－
１３３ｃ－３ｐ后发现 ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ抑制了 ＰＥＤＶ 的复
制，并且促进了感染细胞的凋亡。为了确定 ｍｉＲ－
１３３ｃ－３ｐ调控的主要靶点，用生物信息学的方法预
测，发现在ＢＣＬ２Ｌ２的３′ＵＴＲ区域有其结合位点，
荧光素酶报告基因试验证明 ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ可以
在体外与ＢＣＬ２Ｌ２　３′ＵＴＲ区域结合，在过表达

ａ．转染不同浓度的模拟物对照，ＭＴＴ检测细胞活性的影响；ｂ．凋亡率的柱状图；ｃ．流式细胞术检测过表达 ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ后
细胞的凋亡率
ａ．ＭＴＴ　ｔｏ　ｄｅｔｅｃｔ　ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｃｅｌｌ　ｖｉａｂｉｌｉｔｙ　ａｆｔｅｒ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｍｉｍｉｃ　ｃｏｎｔｒｏｌ；ｂ．Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ　ｏｆ
ａｐｏｐｔｏｔｉｃ　ｒａｔｅ；ｃ．Ｔｈｅ　ｃｅｌｌ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ　ｒａｔｅ　ａｆｔｅｒ　ｏｖｅｒ－ｅｘｐｒｅｓｓ　ｏｆ　ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ　ａｎｄ　ｔｈｅｎ　ａｎａｌｙｚｅｄ　ｂｙ　ｆｌｏｗ　ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
图３　过表达ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ对细胞凋亡的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｏｖｅｒ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ　ｏｎ　ｃｅｌｌｓ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ后发现细胞内 ＢＣＬ－ｗ 的表达水平
下调。

凋亡是细胞为了适应外界刺激发生的程序性的

死亡，病毒感染诱导细胞凋亡，而细胞凋亡会抑制病

毒持续感染和扩散，从而防止组织进一步损伤［２２］。

研究表明，许多冠状病毒可以诱导细胞凋亡，如中东
呼吸道综合征冠状病毒（ＭＥＲＳ）和ＳＡＲＳ冠状病毒

感染都可以诱导感染细胞的凋亡［２３－２４］，传染性胃肠

炎病毒可以诱导ＰＫ－１５细胞的凋亡［２５］，而ＰＥＤＶ
可以诱导 Ｖｅｒｏ细胞凋亡［１８］，本研究结果显示，

ＰＥＤＶ感染可诱导 ＭＡＲＣ－１４５细胞的凋亡，并且随
着感染复数的增大凋亡率也相应增加。病毒可以通
过诱导凋亡促进病毒释放，也可以在病毒感染的前
期抑制细胞凋亡促进病毒的复制［２６－２７］，这可能也意

味着凋亡在病毒感染的不同阶段发挥不同的作用。

ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ是一类很短的ＲＮＡ分子，在细胞

９３２２
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与ＩＣ组比较，＊＊．Ｐ＜０．０１表示显著差异
Ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｔｏ　ＩＣ　ｇｒｏｕｐ，＊＊．Ｐ＜０．０１ｉｎｄｉｃａｔｅ　ａ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
图４　敲低ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ后细胞的凋亡率
Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ｃｅｌｌｓ　ａｆｔｅｒ　ｋｎｏｃｋ－ｄｏｗｎ　ｏｆ　ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ

ａ．生物信息学方法预测在ＢＣＬ２Ｌ２　３′ＵＴＲ的靶向结合位点；ｂ．ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ可以下调野生型质粒的荧光素酶活性；ｃ．过表
达ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ下调细胞内ＢＣＬ－ｗ和ＰＥＤＶ蛋白的表达的水平；与 ＭＣ组比较，＊＊．Ｐ＜０．０１和＊＊＊．Ｐ＜０．００１表示
显著差异
ａ．Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｔｏ　ｐｒｅｄｉｃｔ　ｔｈｅ　ｔａｒｇｅｔ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｓｉｔｅ　ｉｎ　ＢＣＬ２Ｌ２　３′ＵＴＲ；ｂ．ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ　ｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅ　ｔｈｅ　ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅ　ｐｌａｓｍｉｄｓ；ｃ．Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ　ｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｓ　ｔｈｅ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ＢＣＬ－ｗ　ａｎｄ　ＰＥＤＶ　ｉｎ　ｃｅｌｌｓ；
＊＊．Ｐ＜０．０１ａｎｄ＊＊＊．Ｐ＜０．００１ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
图５　ＢＣＬ２Ｌ２是ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ的靶基因
Ｆｉｇ．５　ＢＣＬ２Ｌ２ｉｓ　ｔｈｅ　ｔａｒｇｅｔ　ｇｅｎｅ　ｏｆ　ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ

增殖、分化、死亡和发育这些生物过程中发挥重要的
作用，它发挥作用的机制是通过调控基因转录后水
平而影响相应蛋白表达水平［２２］。病毒在感染细胞
的过程中会改变细胞内ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ的表达谱，而这
些ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ会靶向重要的细胞元件，导致细胞生
理过程的改变。Ａ型流感病毒感染 Ａ５４９细胞后，

ｍｉＲ－３４ａ的表达显著下降［２８］，而另一篇报道称Ａ型

流感病毒引起ｍｉＲ－２９ｃ的表达上调［２９］，我们先前在

ＭＡＲＣ－１４５细胞的研究中发现ＰＥＤＶ的感染能引
起ｍｉＲ－６７１－５ｐ表达的上调［３０］，本研究发现ＰＥＤＶ
的感染能引起细胞 ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ表达的上调，该结
果说明病毒感染可能通过改变 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ表达的
丰度来改变细胞的生理状态。从 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ水平
解释ＰＥＤＶ感染细胞时对凋亡的调控，这将为阐明

０４２２
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ａ．Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测ｓｉＲＮＡｓ的敲除效率；ｂ．流式细胞术检
测检测敲低ＢＣＬ－ｗ后细胞的凋亡情况，＊＊＊．Ｐ＜０．００１
表示显著差异
ａ．Ｔｈｅ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ＢＣＬ－ｗ　ａｆｔｅｒ　ｋｎｏｗ－ｄｏｗｎ　ｏｆ　ｓｉＲＮＡｓ；ｂ．Ｔｈｅ
ｃｅｌｌ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ　ｒａｔｅ　ａｆｔｅｒ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｉＢＣＬ－ｗ　ａｎｄ　ｔｈｅｎ　ａｎ－
ａｌｙｚｅｄ　ｂｙ　ｆｌｏｗ　ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ；＊＊．Ｐ＜０．０１ａｎｄ＊＊＊．Ｐ＜
０．００１ｉｎｄｉｃａｔｅ　ａ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
图６　敲低ＢＣＬ－ｗ诱导细胞凋亡
Ｆｉｇ．６　Ｋｎｏｗ－ｄｏｗｎ　ｏｆ　ＢＣＬ－ｗ　ｐｒｏｍｏｔｅ　ｔｈｅ　ｃｅｌｌ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

病毒和细胞互作的分子机制提供依据，从而为抗

ＰＥＤＶ新方法的开发提供理论基础。

病毒感染引起的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ变化有可能影响
病毒的复制，很可能病毒存在多种促进和抑制自身
复制的机制，这些机制受多种因素的影响处于动态
变化中。一方面，ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ通过下调凋亡抑制蛋
白的表达水平诱导细胞凋亡，如 ｍｉＲ－１５／１６通过下
调ＢＣＬ２促进细胞凋亡［３１］，ｍｉＲ－１８６－５ｐ通过下调

ＩＧＦ－１（胰岛素样生长因子）促进细胞凋亡［３２］，ｍｉＲ－
１４６ａ通过下调ＢＣＬ２诱导细胞凋亡［３３］，另一方面，

ｍｉＲＮＡｓ通过下调凋亡激活通路的蛋白抑制细胞凋
亡，如ｍｉＲ－Ｃ１２通过抑制细胞凋亡促进疱疹病毒的
复制［３４］，并且，先前研究表明，ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ可以通
过靶向几个凋亡抑制蛋白诱导细胞凋亡，如在狼疮
肾炎中ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ通过靶向ＬＡＳＰ１抑制细胞增
殖，促进细胞凋亡［３５］；在胶质母细胞瘤细胞的研究

中发现，ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ可以通过抑制ＥＧＦ的表达水
平促进细胞凋亡，从而抑制了细胞增殖［１１］。而在本
研究中，ＰＥＤＶ感染上调了ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ的水平，而
上调的ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ又促进了细胞凋亡，而且敲低

ＢＣＬ－ｗ后诱导细胞凋亡，但是凋亡率没有过表达

ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ所引起的凋亡率高，这可能提示，ｍｉＲ－
１３３ｃ－３ｐ可能靶向多个凋亡抑制蛋白或通过多种途
径影响细胞凋亡。本研究不仅证明了 ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ
诱导凋亡的作用，而且进一步丰富了 ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ
的调控凋亡的机制。

ＢＣＬ２Ｌ２作为ＢＣＬ２家族蛋白的分子，是重要
的凋亡抑制剂，ｍｉＲ－３３５ｃ－５ｐ通过下调ＢＣＬ２Ｌ２的
水平促进了卵巢癌细胞的凋亡，从而促进了化疗的
敏感性［３６］，ｍｉＲ－１２６ａ－５ｐ通过下调ＢＣＬ２Ｌ２促进宫
颈癌细胞的凋亡［３７］，ＢＣＬ２Ｌ２是 ｍｉｃｒｏＲＮＡ影响细
胞凋亡的过程中一个很重要的靶基因，本研究中，

ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ靶向调控ＢＣＬ２Ｌ２。该结果提示，ｍｉＲ－
１３３ｃ－３ｐ通过靶向ＢＣＬ２Ｌ２调控细胞凋亡机制有可
能是ＰＥＤＶ感染 ＭＡＲＣ－１４５细胞引起凋亡很重要
的因素。
综上所述，ＰＥＤＶ的感染诱导 ＭＡＲＣ－１４５细胞

的凋亡，进一步研究发现，ＰＥＤＶ的感染显著上调了

ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ的表达，而ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ通过下调其靶
基因下调了凋亡抑制蛋白ＢＣＬ－ｗ的表达进而诱导
了细胞凋亡，本研究为抵抗ＰＥＤＶ新方法的研究提
供了理论依据。

４　结　论
ＰＥＤＶ的感染上调了 ｍｉＲ－１３３ｃ－３ｐ的表达，导
致ＢＣＬ－ｗ表达水平降低，从而促进了细胞凋亡。
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