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[摘 要] 【目的】
 

探究传染性脾肾坏死病毒(ISKNV)复制增殖与Rho
 

A-Rock
 

1通路的关系。【方法】
 

采用实

时荧光定量PCR(RT-qPCR)检测ISKNV感染CPB细胞12,24,48,72和96
 

h后病毒DNA拷贝数的变化;同时采用

RT-qPCR和蛋白免疫印迹方法检测病毒感染CPB细胞12,24,48和72
 

h后Rho
 

A与Rock
 

1转录及蛋白表达水平的

变化;通过Rho
 

A抑制剂(CCG-1423和Rhosin)、Rock
 

1抑制剂(Thiazovivin和Y-27632)及siRNA抑制Rho
 

A-Rock
 

1通路,研究Rho
 

A-Rock
 

1通路抑制对ISKNV复制增殖的影响。【结果】
 

ISKNV感染12~48
 

h,病毒的DNA拷贝

数无显著变化,感染72
 

h病毒DNA拷贝数显著上升,感染96
 

h病毒的拷贝数上升变缓,说明ISKNV感染72
 

h时病

毒正处于复制增殖的高峰期。RT-qPCR及蛋白免疫印迹结果表明,ISKNV感染72
 

h时,Rho
 

A和Rock
 

1
 

mRNA转

录水平和蛋白水平均显著上调。Rho
 

A抑制剂Rhosin和CCG-1423及Rock
 

1抑制剂
 

Y-27632和Thiazovivin均可使

ISKNV基因组拷贝数和病变的CPB细胞数显著下调;利用siRNA敲降Rho
 

A和Rock
 

1时,ISKNV的基因组拷贝数

也显著下调。【结论】
 

Rho
 

A-Rock
 

1信号通路可正调控ISKNV的感染,抑制Rho
 

A-Rock
 

1通路可显著抑制ISKNV
复制增殖。
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Abstract:【Objective】
 

This
 

study
 

explored
 

the
 

relationship
 

between
 

infectious
 

spleen
 

and
 

kidney
 

necro-
sis

 

virus
 

(ISKNV)
 

replication
 

and
 

Rho
 

A-Rock
 

1
 

signaling
 

pathway.【Method】
 

RT-qPCR
 

was
 

used
 

to
 

de-
tect

 

the
 

changes
 

of
 

viral
 

DNA
 

copy
 

numbers
 

at
 

12,24,48,72
 

and
 

96
 

h
 

after
 

infection
 

of
 

CPB
 

cells
 

with
 

ISKNV.RT-qPCR
 

and
 

Western
 

Blotting
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

changes
 

of
 

Rho
 

A
 

and
 

Rock
 

1
 

transcription
 



and
 

protein
 

expression
 

in
 

CPB
 

cells
 

at
 

12,24,48
 

and
 

72
 

h
 

after
 

virus
 

infection.The
 

effect
 

of
 

Rho
 

A-Rock
 

1
 

pathway
 

inhibition
 

on
 

ISKNV
 

replication
 

and
 

proliferation
 

was
 

determined
 

by
 

Rho
 

A
 

inhibitors
 

(CCG-1423
 

and
 

Rhosin),Rock
 

1
 

inhibitors
 

(Thiazovivin
 

and
 

Y-27632)
 

and
 

siRNA
 

inhibition
 

of
 

Rho
 

A-Rock
 

1
 

path-
way.【Result】

 

There
 

was
 

no
 

significant
 

change
 

in
 

DNA
 

copy
 

number
 

of
 

ISKNV
 

from
 

12
 

to
 

48
 

h
 

after
 

infec-
tion,but

 

it
 

increased
 

significantly
 

at
 

72
 

h
 

and
 

slowed
 

down
 

at
 

96
 

h,indicating
 

that
 

peak
 

of
 

replication
 

and
 

proliferation
 

was
 

at
 

72
 

h.RT-qPCR
 

and
 

Western
 

Blotting
 

showed
 

that
 

the
 

mRNA
 

transcription
 

levels
 

and
 

protein
 

levels
 

of
 

Rho
 

A
 

and
 

Rock
 

1
 

were
 

significantly
 

up-regulated
 

at
 

72
 

h
 

after
 

ISKNV
 

infection.Rho
 

A
 

inhibitors
 

of
 

Rhosin
 

and
 

CCG-1423
 

and
 

Rock
 

1
 

inhibitors
 

of
 

Y-27632
 

and
 

Thiazovivin
 

significantly
 

down-
regulated

 

copy
 

number
 

of
 

ISKNV
 

genome
 

and
 

number
 

of
 

cytopathic
 

cells.Rho
 

A
 

and
 

Rock
 

1
 

knockdown
 

by
 

siRNA
 

also
 

significantly
 

down-regulated
 

genomic
 

copy
 

number
 

of
 

ISKNV.【Conclusion】
 

Rho
 

A-Rock
 

1
 

signaling
 

pathway
 

positively
 

regulated
 

ISKNV
 

infection
 

and
 

inhibition
 

of
 

Rho
 

A-Rock
 

1
 

signaling
 

pathway
 

significantly
 

inhibited
 

ISKNV
 

replication
 

and
 

proliferation.
Key

 

words:spleen
 

and
 

kidney
 

necrosis
 

virus;viral
 

replication;Rho
 

A-Rock
 

1
 

signaling

  传染性脾肾坏死病毒(infectious
 

spleen
 

and
 

kidney
 

necrosis
 

virus,ISKNV)属于双链 DNA 病

毒,是虹彩病毒科(Iridovirudae)、细胞肿大病毒属

(Megairidovirus)的模式种,可感染50多种鱼类,
以脾肾作为主要靶器官,可造成鱼类脾肾细胞肿大

和坏死[1-4]。病毒作为严格的胞内寄生者,通常会利

用细胞的信号通路完成自身增殖,这一过程常涉及

细胞信号通路的激活[5]。
小鸟苷酸三磷酸酶(Rho

 

GTPase)家族调控多

种细胞活动进程,包括肌动蛋白聚合与组装、细胞极

性、细胞迁移和膜运输等[6]。Rho
 

GTPase超家族

的亚家族成员A(Rho
 

member
 

A,Rho
 

A)一旦被激

活会从细胞质移位至细胞膜,并与下游Rho关联含

卷曲螺旋结合蛋白激酶1(Rho
 

associated
 

coiled
 

coil
 

forming
 

protein
 

kinase
 

1,Rock
 

1)效应分子结合,调
控肌动蛋白微丝重组[7]。Rock

 

1是一种丝氨酸/苏

氨酸激酶,是Rho
 

A下游的重要效应分子,可使多

种底物磷酸化[8]。Rock
 

1能磷酸化并激活LIM 结

构域激酶(LIM
 

domain
 

kinase,LIMK),LIM 结构

域是一种蛋白质结构域,由2个疏水氨基酸残基连

接2个锌指结构组成,能介导下游肌动蛋白解聚因

子调控微丝重排[9]。研究发现,流感病毒(influenza
 

A
 

virus,IAV)可通过活化 Rho
 

A-Rock
 

1信号通

路,调控微丝向胞质聚集,形成大量应力纤维,加剧

病毒的致病性[10]。已知多种病毒的复制增殖与肌

动蛋白密切相关[11-14]。目前,Rho
 

A-Rock
 

1信号通

路是否参与ISKNV感染调控的研究尚未见报道。
本研究探究了Rho

 

A-Rock
 

1通路与ISKNV复制

增殖的关系,阐明Rho
 

A-Rock
 

1通路对ISKNV复

制增殖的调控作用,旨在为ISKNV的防控提供有

效的治疗靶点。

1 材料与方法

1.1 材 料

鳜脑组织细胞系(Chinese
 

perch
 

brain
 

cells,

CPB),由中国水产科学研究院珠江水产研究所农业

农村部渔用药物创制重点实验室制备,在含10%
 

胎

牛血清(fetal
 

bovine
 

serum,FBS)的L-15培养基中

传代培养。ISKNV,由中国水产科学研究院珠江水

产研究所农业农村部渔用药物创制重点实验室保

存,在CPB细胞中传代增殖。FBS和L-15培养基,
购自 Hyclone公司;兔抗 Rho

 

A(67B9)、Rock
 

1
(C8F7)单克隆抗体,购于 CST公司;鼠抗β-actin
(66009-1-Ig),购于Proteintech公司;Rho

 

A抑制剂

Rhosin、CCG-1423及Rock
 

1抑制剂Y-27632、Thi-
azovivin,购于 Med

 

Chem
 

Express公司;病毒基因

组提取试剂盒(DP315),购自北京天根生化科技有

限公司;SYBR
 

Green
 

Pro
 

Taq
 

HS预混试剂盒,购
自湖南艾科瑞生物工程有限公司;12%蛋白预制胶,
购于Life

 

technologies公司;CCK-8(C6605-500T),
购自广州峰硕生物科技有限公司;TransIntroEL

 

Transfection
 

Reagent,购自全式金公司。试验所用

引物由广东艾基生物有限公司合成。

1.2 方 法

1.2.1 CPB细胞中ISKNV复制高峰期测定 用

ISKNV(感染复数(MOI)=1.0)感染长满的CPB
细胞,分别于病毒感染的12,24,48,72和96

 

h收取

细胞样品,每个样品设置3个重复。利用病毒基因

组提取试剂盒提取病毒DNA,采用实时荧光定量

PCR(RT-qPCR)检测胞内ISKNV基因组拷贝数。
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1.2.2 ISKNV增殖过程中Rho
 

A和Rock
 

1表达

变化 参照1.2.1节的方法用ISKNV感染CPB细

胞,以未感染病毒的细胞为对照,分别于病毒感染的

12,24,48和72
 

h收取细胞样品,每个样品设置3个

重复。利用 TIANGEN
 

TIANamp
 

Genomic
 

RNA
 

Kit试剂盒提取RNA,使用Abm
 

OneScript
 

cDNA
 

synthesis
 

Kit(with
 

AccuRT
 

Genomic
 

DNA
 

Re-
moval

 

Kit)试剂盒进行反转录,每个样品用1
 

μg
 

RNA
 

进行反转录。以18S
 

rRNA为内参,采用RT-
qPCR测定Rho

 

A和Rock
 

1的
 

mRNA。同时,以

β-actin作为内参,采用蛋白免疫印迹方法(Western
 

Blotting)检测病毒感染72
 

h
 

Rho
 

A和Rock
 

1的蛋

白表达情况。

1.2.3 Rho
 

A和Rock
 

1抑制剂安全浓度的确定 
高浓度抑制剂对细胞存在一定的毒性,为了排除通

路抑制剂对细胞存在毒性而影响ISKNV的增殖,
采用CCK-8法检测抑制剂安全浓度。取对数生长

期CPB细胞,制成2×104
 

μL
-1 的细胞悬液,加入

96孔培养板,28
 

℃恒温培养24
 

h后,加入100
 

μL
不同浓度的Rho

 

A、Rock
 

1抑制剂(Rhosin终浓度

分别为5
 

000,2
 

500,1
 

250,625,312,156,78,39,20
和10

 

μmol/L;CCG-1423终浓度分别为100,50,

25,12.5,6.25,3.13,1.56和0.78
 

μmol/L;Y-
27632终浓度分别为5

 

000,2
 

500,1
 

250,625,312,

156,78,39,20和10
 

μmol/L;Thiazovivin终浓度分

别为20
 

000,10
 

000,5
 

000,2
 

500,1
 

250,625,312和

156
 

nmol/L),培养箱中培养72
 

h后弃上清,向每孔

加入10
 

μL
 

CCK-8溶液,将培养板在培养箱内孵育

1~4
 

h,用酶标仪在450
 

nm处测定吸光度(OD450),
以添加等量抑制剂溶剂二甲基亚砜(dimethyl

 

sul-
foxide,DMSO)的处理作为对照,计算各处理组细胞

活力:细胞活力=处理组 OD450/对照组 OD450×
100%。以Prism软件(以抑制剂浓度为横轴,细胞

活力为纵轴)绘制抑制剂作用于CPB
 

细胞的安全浓

度图。

1.2.4 抑制Rho
 

A-Rock
 

1通路对ISKNV增殖的

影响 为 了 进 一 步 探 究 Rho
 

A-Rock
 

1通 路 对

ISKNV增殖的影响,分别测定Rho
 

A抑制剂Rho-
sin(20,10和5

 

μmol/L)、CCG-1423(10,5和2.5
 

μmol/L)和 Rock
 

1抑制 剂 Y-27632(20,10和5
 

μmol/L)、Thiazovivin(500,250和125
 

nmol/L)对

ISKNV基因组复制及其引起细胞病变的影响。取

铺好CPB细胞的12孔细胞培养板,加入上述浓度

的Rho
 

A和Rock
 

1抑制剂孵育1
 

h,以等量抑制剂

溶剂DMSO处理的细胞作为阳性对照(DMSO),以
未处理的细胞作为空白对照(Control),加入 MOI=
1.0的ISKNV病毒液孵育上述细胞,病毒感染后抑

制剂一直存在,感染72
 

h观察细胞病变情况,并对

病变细胞进行计数。同时收取细胞样品,提取病毒

基因组DNA,采用RT-qPCR测定抑制剂对ISKNV
复制的影响。

1.2.5 敲降Rho
 

A-Rock
 

1对ISKNV增殖的影响

 为了进一步验证 Rho
 

A-Rock
 

1通路对ISKNV
增殖的影响,利用siRNA对细胞Rho

 

A和Rock
 

1
基因进行敲降。参照鳜的Rho

 

A和Rock
 

1编码序

列,设计合成靶向沉默 Rho
 

A 和 Rock
 

1的干扰

siRNA序列(Rho
 

A-siRNA、Rock
 

1-siRNA)及阴性

对照序列(negative
 

control,NC)。用siRNA及NC
转染敲降:取10

 

μL
 

25
 

pmol/μL的siRNA加入200
 

μL
 

Opti-MEM中,轻柔混匀;取10
 

μL
 

TransIntro

EL试剂加入到稀释好的siRNA 中,室温静置15
 

min后,将混合物加入到铺满CPB细胞的12孔细

胞培养板中;6
 

h后更换为5%
 

FBS的L-15培养基,
继续培养细胞24

 

h,收取细胞样品,提取RNA,反转

录获得cDNA后,以18S
 

rRNA为内参,采用 RT-
qPCR法测定siRNA的敲降效果。

选取敲降效果较好的siRNA及 NC处理CPB
细胞24

 

h,以未处理的 CPB细胞作为空白对照

(Control),加入 MOI=1.0的ISKNV病毒液孵育

上述细胞,病毒感染后72
 

h收取细胞样品,提取病

毒基因组DNA,RT-qPCR测定抑制剂对ISKNV复

制的影响。

1.2.6 RT-qPCR ISKNV拷贝数的测定采用实

验室已建立的RT-qPCR法进行[15]。Rho
 

A-Rock
 

1
通路基因的相对定量测定以18S

 

rRNA为内参进

行[16]。SYBR
 

Green
 

Pro
 

Taq
 

HS的反应体系为:

2×SYBR
 

Premix
 

10
 

μL,cDNA
 

2
 

μL,正、反引物各

1
 

μL,ROX
 

Reference
 

Dye
 

(4
 

μmol/L)
 

0.4
 

μL,

ddH2O
 

5.6
 

μL。反应程序为:95
 

℃
 

1
 

min,95
 

℃
 

15
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,40个循环。每个样品设3次重复。用

2-ΔΔCt 法计算 mRNA相对表达量。试验引物见表

1。

1.2.7 蛋白质免疫印迹 利用 Western
 

Blotting
检测Rho

 

A和 Rock
 

1蛋白表达量。PBS清洗细

胞,加入适量RIPA裂解液置于冰上裂解30
 

min,4
 

℃、12
 

000
 

r/min离心20
 

min,取上清液重悬于5×
聚丙烯酰胺凝胶电泳缓冲液中,煮沸10

 

min制备蛋

白样品。蛋白样品在12%
 

聚丙烯酰胺凝胶电泳凝
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胶上进行分离,转移到孔径0.45
 

μm聚偏二氟乙烯

(PVDF)膜上,用5%牛血清白蛋白(BSA)封闭并加

入一抗,4
 

℃孵育过夜,TBST 清洗3次,每次5
 

min,加入相应二抗室温孵育1
 

h,TBST充分洗涤后

用ECL法显影,以β-actin作为内参。

表1 本研究所用引物及序列

Table
 

1 Primers
 

and
 

siRNA
 

sequences
 

used
 

in
 

this
 

study

项目
Item

引物序列(5'➝3')
Primer

 

sequence
 

(5'➝3')

18S
 

rRNA q-18S-F:CATTCGTATTGTGCCGCTAGA,q-18S-R:CAAATGCTTTCGCTTTGGTC

Rho
 

A q-Rho
 

A-F:CCCTGACAGTCTTGAGAACATCC,q-Rho
 

A-R:AGGCACCGATCCTGTTAGCC

Rock
 

1 q-Rock
 

1-F:AGGACTTGTGCAGTGAAAGGGAC,q-Rock
 

1-R:CAAGCCGTGCAATAGTAGCC

Rho
 

A-siRNA Rho
 

A-siRNA-1:GACAUGCUUGCUCAUAGUCTTd
 

Td
 

T

Rho
 

A-siRNA-2:UGGCAGAUAUCGAGGUGGAd
 

Td
 

T

Rho
 

A-siRNA-3:UCCACCUCGAUAUCUGCCAd
 

Td
 

T

Rock
 

1-siRNA Rock
 

1-siRNA-1:GACGCAAGAAAGCAAGAAAd
 

Td
 

T

Rock
 

1-siRNA-2:UUUCUUGCUUUCUUGCGUCd
 

Td.T

Rock
 

1-siRNA-3:GGCACGACUAGCAGAUAAAd
 

Td
 

T

NC NC:UUCUCCGAACGUGUCACGUTTd
 

Td
 

T

1.3 统计学分析

利用GraphPad
 

Prism
 

5.0软件进行数据分析,

2组间差异用双边非配对t-test检验,3组及3组以

上组间差异用单因素方差分析检验。

2 结果与分析

2.1 CPB细胞中ISKNV复制高峰期

如图1所示,病毒感染12~24
 

h,ISKNV的基

因组DNA拷贝数无显著变化;感染48
 

h,病毒基因

组DNA
 

拷贝数下调;感染72
 

h时,病毒基因组

DNA拷贝数快速上升;感染96
 

h,病毒基因组DNA
拷贝数上升变缓。上述结果说明,ISKNV感染72

 

h
时,病毒的DNA大量合成,96

 

h时病毒的DNA合

成进入平台期,感染后72
 

h是病毒复制的高峰期。
因此,后续试验选择在病毒感染后72

 

h时进行研

究。

图1 ISKNV在CPB细胞中的增殖情况

Fig.1 ISKNV
 

proliferation
 

in
 

CPB
 

cells

2.2 ISKNV增殖过程中Rho
 

A和Rock
 

1表达的

变化

通过RT-qPCR和 Western
 

Blotting检测Rho
 

A和Rock
 

1
 

在mRNA和蛋白水平的表达变化,结
果见图2。RT-qPCR结果(图2-A和2-B)显示,与
对照组相比,在ISKNV感染CPB细胞12,24和72

 

h时,Rho
 

A和Rock
 

1
 

mRNA表达水平均升高;而
在感染48

 

h时,Rho
 

A和Rock
 

1
 

mRNA表达水平

均下调,与ISKNV
 

DNA
 

拷贝数在CPB细胞中的变

化结果一致。

Western
 

Blotting结果(图2-C和2-D)显示,

CPB细胞感染ISKNV
 

72
 

h后Rho
 

A和Rock
 

1蛋

白表达量均明显上调。上述结果表明,Rho
 

A-Rock
 

1信号通路参与了ISKNV的感染。

2.3 Rho
 

A和Rock
 

1抑制剂的安全浓度

图3结果显示,Rho
 

A抑制剂CCG-1423浓度

小于12.5
 

μmol/L时对CPB细胞无影响,细胞活力

在80%以 上;Rhosin浓 度 小 于20
 

μmol/L 时 对

CPB细胞无影响,细胞活力在90%以上。Rock
 

1抑

制剂Thiazovivin浓度小于625
 

nmol/L时对CPB
细胞无影响,细胞活力在90%以上;Y-27632浓度小

于20
 

μmol/L时对CPB细胞无影响,细胞活力在

90%以上。上述研究结果说明,低于12.5
 

μmol/L
是CCG-1423的安全浓度,低于20

 

μmol/L是Rho-
sin的安全浓度,低于625

 

nmol/L是Thiazovivin的

安全浓度,低于20
 

μmol/L是 Y-27632的安全浓

度。
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A,B.分别为ISKNV感染后不同时间点Rho
 

A
 

和Rock
 

1
 

mRNA的变化;C,D.分别为ISKNV感染72
 

h
 

Rho
 

A和Rock
 

1蛋白水平的变化。

图柱上标*
 

表示差异显著(P<0.05),**
 

表示差异极显著(P<0.01),下图同。

A,B.Relative
 

expression
 

of
 

Rho
 

A
 

and
 

Rock
 

1
 

mRNA
 

after
 

ISKNV
 

infection;C,D.Protein
 

levels
 

of
 

Rho
 

A
 

and
 

Rock
 

1
 

at
 

72
 

h
 

after
 

ISKNV
 

infection.

*
 

represents
 

significant
 

difference
 

(P<0.05)
 

and
 

**
 

represents
 

very
 

significant
 

difference
 

(P<0.01),The
 

same
 

below.

图2 CPB细胞感染ISKNV后Rho
 

A和Rock
 

1
 

在 mRNA和蛋白水平表达的变化

Fig.2 Changes
 

of
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

of
 

Rho
 

A
 

and
 

Rock
 

1
 

after
 

CPB
 

cells
 

infection
 

by
 

ISKNV

图3 不同浓度Rho
 

A和Rock
 

1抑制剂对CPB细胞活力的影响

Fig.3 Effects
 

of
 

Rho
 

A
 

and
 

Rock
 

1
 

inhibitors
 

at
 

different
 

concentrations
 

on
 

cell
 

viability
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2.4 抑制Rho
 

A-Rock
 

1通路对ISKNV增殖的调控

不同浓度Rho
 

A和Rock
 

1抑制剂对ISKNV

基因组拷贝数及其致CPB细胞病变数的影响见图4
和图5。

图4 不同浓度Rho
 

A和Rock
 

1抑制剂对ISKNV基因组拷贝数的影响

Fig.4 Effects
 

of
 

Rho
 

A
 

and
 

Rock
 

1
 

inhibitors
 

at
 

different
 

concentrations
 

on
 

copy
 

number
 

of
 

ISKNV
 

genome

图5 不同浓度Rho
 

A和Rock
 

1抑制剂对ISKNV致CPB细胞病变数的影响

Fig.5 Effect
 

of
 

Rho
 

A
 

and
 

Rock
 

1
 

inhibitors
 

at
 

different
 

concentrations
 

on
 

number
 

of
 

CPB
 

cytopathy
 

induced
 

by
 

ISKNV
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  由 图 4 可 知,Rho
 

A 抑 制 剂 CCG-1423
 

10
 

μmol/L、Rhosin
 

20
 

μmol/L和Rock
 

1抑制剂Thia-
zovivin

 

500
 

nmol/L、Y-27632
 

20
 

μmol/L 处 理 组

ISKNV的DNA拷贝数显著下调,而其他抑制剂处

理组及DMSO和Control组无显著差异。由图5可

以看出,Rho
 

A 抑制剂 Rhosin
 

20
 

μmol/L、CCG-
1423

 

10
 

μmol/L 和 Rock
 

1 抑 制 剂 Y-27632
 

20
 

μmol/L、Thiazovivin
 

500
 

nmol/L处理组病变细胞

数均显著低于其余各组,其余各组间无显著差异,与

ISKNV
 

DNA拷贝数变化趋势一致。上述结果表

明,一定浓度的Rho
 

A抑制剂Rhosin、CCG-1423和

Rock
 

1抑制剂
 

Y-27632、Thiazovivin均可显著抑制

ISKNV基因组DNA的复制,同时减少ISKNV引

起的细胞病变。

2.5 敲降Rho
 

A-Rock
 

1对ISKNV增殖的影响

图6结果表明,与NC组相比,Rho
 

A-siRNA-1
和Rock

 

1-siRNA-1处理组显著下调,说明Rho
 

A-
siRNA-1和Rock

 

1-siRNA-1可显著敲降CPB细胞

的Rho
 

A 和 Rock
 

1基因(图6-A 和6-B)。利用

Rho
 

A-siRNA-1与Rock
 

1-siRNA-1敲降CPB细胞

的Rho
 

A和Rock
 

1后,ISKNV
 

DNA拷贝数也显

著降低(图6-C和6-D)。上述结果说明,敲降Rho
 

A和Rock
 

1基因可显著抑制ISKNV的增殖。

A,B.分别为siRNA敲降Rho
 

A和Rock
 

1的效果;C,D.分别为敲降Rho
 

A和Rock
 

1基因后对ISKNV复制增殖的影响。

A,B.Effect
 

of
 

siRNA
 

knockdown
 

on
 

Rho
 

A
 

and
 

Rock
 

1;C,D.Effect
 

of
 

knockdown
 

Rho
 

A
 

and
 

Rock
 

1
 

on
 

ISKNV
 

replication.

图6 siRNA敲降Rho
 

A-Rock
 

1对ISKNV增殖的影响

Fig.6 Effect
 

of
 

Rho
 

A-Rock
 

1
 

knockdown
 

by
 

siRNA
 

on
 

ISKNV
 

replication

3 讨 论

大量的研究表明,病毒的复制及组装常利用微

丝及其细胞信号传导途径[17-19]。已知ISKNV感染

需要利用细胞的骨架运输系统,而微丝
 

(F-actin)
 

是

细胞骨架的主要组成部分,由Rho
 

GTPase家族进

行调控[14,20]。Rho
 

A是Rho
 

GTPase家族的主要成

员,Rock
 

1是研究最为详细的下游靶效应分子。本

研究结果发现,Rho
 

A-Rock
 

1在ISKNV复制增殖

中具有重要作用,且Rho
 

A-Rock
 

1信号通路可正调

控ISKNV的感染,这为ISKNV的防控提供了新思

路。

Rho
 

A-Rock
 

1信号通路与众多疾病的发生发

展密切相关,以该通路作为疾病的治疗靶点越来越

受到人们的广泛关注。为了探究Rho
 

A-Rock
 

1通

路是否影响ISKNV的复制增殖,对病毒感染72
 

h
的Rho

 

A和Rock
 

1
 

mRNA进行测定,发现病毒感

染72
 

h的
 

Rho
 

A 和 Rock
 

1
 

mRNA 显著上调。
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Western
 

Blotting结果也显示,病毒感染72
 

h的

Rho
 

A 和 Rock
 

1 蛋 白 水 平 均 明 显 上 调,说 明

ISKNV感染激活了Rho
 

A-Rock
 

1通路。

Rho
 

A一旦被激活则从细胞质移位至细胞膜,
并与其下游Rock

 

1效应分子结合,参与病毒的入

侵、复制、组装及释放。番鸭感染呼肠孤病毒后,病
毒可激活Rho

 

A-Rock
 

1通路,从而促进自身的复制

增殖[21]。Rho
 

A调控日本脑炎病毒(Japanese
 

en-
cephalitis

 

virus,JEV)吞噬路径从而促进病毒入

侵[22]。Rock
 

1激活后会参与 HIV的组装、释放和

细胞-细胞间传播[23]。人类免疫缺陷病毒(Human
 

immunodeficiency
 

virus,HIV)结合到细胞膜表面

会活化Rho
 

GTPase调控微丝骨架,促进细胞因子

受体CD4和CXC的聚集,从而促进病毒入侵[24];

HSV病毒粒子可激活Rho
 

A调节微丝,在细胞表

面形成 突 起,使 病 毒 受 体 簇 集 从 而 促 进 病 毒 入

侵[25]。IAV感染可以激活Rho
 

A-Rock
 

1通路,加
剧其本身的致病性[10]。抑制Rho

 

A和Rock
 

1会导

致马立克氏病毒形成的噬斑变小[26]。上述研究说

明,Rho
 

A-Rock
 

1通路在多病毒复制中发挥正调控

作用。本研究通过抑制剂及siRNA 抑制 Rho
 

A-
Rock

 

1通路后,ISKNV基因组DNA拷贝数及病变

细胞数均显著减少,表明抑制Rho
 

A-Rock
 

1通路可

显著抑制ISKNV复制增殖,降低病毒对宿主细胞

的致病性。本研究结果表明,Rho
 

A-Rock
 

1信号通

路正调控ISKNV的复制增殖,与上述研究结果一

致。

4 结 论

ISKNV感染可激活Rho
 

A-Rock
 

1信号通路,
而Rho

 

A-Rock
 

1信号通路可正调控ISKNV的复

制增殖,说明Rho
 

A-Rock
 

1信号通路在ISKNV感

染中发挥正调控作用。此研究结果为后续ISKNV
致病机制的研究提供了思路,同时为ISKNV防控

提供了新的靶点,也丰富了Rho
 

A-Rock
 

1信号通路

的功能研究。
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