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缩略语表 
 

缩略词 英文全称 中文全称 

ANDV Andes virus 安第斯病毒 

BUN blood urea nitrogen 血尿素氮 

Co-IP co-immunoprecipitation 免疫共沉淀 

CK cytokine 细胞因子 

DC dendritic cell 树突状细胞 

DGE digital gene expression 数字基因表达谱 

DENV Dengue virus 登革病毒 

DOBV Dobrava-Belgrade virus 多布拉伐-贝尔格莱德病毒 

dpi days post infection 感染后第„天 

EBV Epstein-Barr virus EB 病毒 

ECGS endothelial cell growth supplement 内皮细胞生长添加剂 

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 酶联免疫吸附实验 

eRNA enhancer-like lncRNA 增强子样 lncRNA 

FBS fetal bovine serum 胎牛血清 

FCM flow cytometry 流式细胞技术 

FDR false discovery rate 假阳性发现率 

FISH fluorescence in situ hybridization 荧光原位杂交 

GP envelope glycoprotein 包膜糖蛋白 
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HCMV Human cytomegalovirus 人巨细胞病毒 

HE 染色 hematoxylin eosin stain 苏木精-伊红染色 

HFRS hemorrhagic fever with renal syndrome 肾综合征出血热 

HIV Human immunodeficiency virus 人类免疫缺陷病毒 

hnRNA heterogeneous nuclear RNA 核不均一 RNA 

hpi hours post infection 感染后第„小时 

HPS hantavirus pulmonary syndrome 汉坦病毒肺综合征 

HSV Herpes simplex virus 单纯疱疹病毒 

HTNV Hantaan virus 汉滩病毒 

HUVECs human umbilical vein endothelial cells 人脐静脉血管内皮细胞 

HMVEC-L human microvascular endothelial cells-lung 人肺微血管内皮细胞 

HVS Herpesvirus Saimiri 猴疱疹病毒 

ICW in-cell western 细胞内 Western 

IFA immunofluorescence assay 免疫荧光法 

IFN interferon 干扰素 

ISG interferon stimulated gene 干扰素刺激基因 

KSHV Kaposi’s sarcoma virus 卡波奇肉瘤病毒 

lincRNA intergenic long noncoding RNA 基因间 lncRNA 

lncRNA long noncoding RNA 长链非编码 RNA 

MECs microvascular endothelial cells 微血管内皮细胞 

miRNA microRNA 微小 RNA 

Mo monocyte 单核细胞 

MONO % monocyte percentage 单核细胞百分比 
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Mφ macrophage 巨噬细胞 

NAT natural antisense transcript 天然反义转录本 

NEAT1 
nuclear paraspeckle assembly transcript 1 

/nuclear enriched abundant transcript 1 

核旁斑组装转录物 1 

/核内富集转录物 1 

ncRNA noncoding RNA 非编码 RNA 

NONO 
containing nucleotide octamet-binding  

protein without POU domain 

不含 POU 结构域的 

八聚核苷酸结合蛋白 

NP nucleocapsid protein 核衣壳蛋白 

NYV New York virus 纽约病毒 

ORF open reading frame 开放阅读框 

PAMP pathogen-associated molecular pattern 病原体相关分子模式 

PFU plaque forming unit 蚀斑形成单位 

PHV Prospect hill virus 希望山病毒 

PLT platelets 血小板 

PRC polycomb repressive complex 多梳抑制复合物 

PRR pattern-recognition receptor 模式识别受体 

PUUV Puumala virus 普马拉病毒 

qRT-PCR quantitative real-time PCR 实时定量 PCR 

RBP RNA bing protein RNA 结合蛋白 

RdRp RNA-dependent RNA polymerase  RNA 依赖的 RNA 聚合酶 

RIP RNA-binding protein immunoprecipitation RNA 结合蛋白免疫共沉淀 

RLR RIG-I like receptor RIG-I 样受体 

RNA-pol II RNA polymerase II RNA 聚合酶 II 
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RBP RNA-binding protein RNA 结合蛋白 

SCID severe combined immune deficiency 重症联合免疫缺陷 

Scr serum creatinine 血肌酐 

SEOV Seoul virus 汉城病毒 

SFPQ splicing factor proline and glutamine rich 
脯氨酸及谷氨酰胺富集  

剪接因子 

SLE systemic lupus erythematosus 系统性红斑狼疮 

snoRNA small nucleolar RNA 核仁小 RNA 

snRNA small nuclear RNA 核内小 RNA 

SNV Sin Nombre virus 辛诺柏病毒 

TCID50 50% tissue culture infectious dose 半数组织感染量 

TF transcription factor 转录因子 

TLR Toll-like receptor Toll 样受体 

TULV Tula virus 图拉病毒 

vRNA viral RNA 病毒 RNA 

WBC white blood cells 白细胞 

WNV West Nile virus 西尼罗病毒 

YFV Yellow fever virus 黄热病毒 
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中文摘要 
 

【研究背景】 

汉滩病毒（Hantaan virus，HTNV）属于布尼亚病毒目（Bunyavirales）汉坦病毒

科（Hantaviridae），是我国重症肾综合征出血热（hemorrhagic fever with renal 

syndrome，HFRS）的主要病原体。HFRS 死亡率为 0.1%-15%，迄今尚无针对 HTNV

感染的特异性药物。以干扰素（interferon, IFN）为核心的固有免疫应答在机体抵御

HTNV感染的过程中发挥重要作用，而RIG-I作为宿主细胞的模式识别受体（pathogen 

recognition receptor, PRR）能够识别病毒的病原体相关分子模式（pathogen-associated 

molecular pattern，PAMP），促进机体产生 IFN。目前尚不清楚 HTNV 感染后宿主细

胞中 RIG-I 信号通路的调控机制。近期研究表明长链非编码 RNA（long noncoding 

RNA, lncRNA）可调控 PRR 等多种固有免疫相关基因的表达，与病毒感染增殖及其

所致疾病的发生发展关系密切，但尚无文献报道 HTNV 感染后宿主 lncRNA 表达变

化及其作用。 
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【研究目的】 

本研究旨在通过数字基因表达谱（digital gene expression, DGE）分析 HTNV-宿

主细胞相互作用过程中宿主 lncRNA 的表达变化，从中筛选出具有抗病毒作用的分子

并明确其抗 HTNV 感染的分子机制，为抗 HTNV 药物的研发提供理论基础。 

【方法与结果】 

1. NEAT1 正向调控 I 型 IFN 信号通路活化进而抑制 HTNV 感染的作用确定 

1.1 NEAT1 在 HTNV 感染后表达上调，且其表达与感染时间及感染剂量相关 

为研究 HTNV 感染后宿主细胞 lncRNA 表达变化，将 HTNV 以 MOI=1 感染人

脐静脉血管内皮细胞（human umbilical vein endothelial cells, HUVECs），同时设置

Mock 组（纯细胞组）、Co
60

-HTNV 组（Co
60灭活病毒处理组），24hpi 提取 RNA 进

行 DGE 分析，结果表明与 Mock 组或 Co
60

-HTNV 组相比，HTNV 组中 NEAT1、GAS5、

IPW 等多种 lncRNA 分子表达变化具有统计学意义，其中 lncRNA NEAT1 表达上调

显著。荧光原位杂交（FISH）和实时定量 PCR（qRT-PCR）等实验结果证实 HTNV

感染可在 HUVECs、HEK293、A549、HeLa 等多种细胞系中诱导 NEAT1 表达上调，

且 NEAT1 表达上调趋势与感染时间、感染剂量在一定范围内呈正相关。 

1.2 体外干预 NEAT1-2 表达可影响宿主细胞 IFN 产生及 HTNV 复制 

为明确 NEAT1 在汉坦病毒感染过程中的作用，在 HUVECs 中分别转染敲减

NEAT1 的 siRNA 或过表达 NEAT1 的质粒，转染 24h 后以 MOI=0.1 或 1 感染 HTNV，

48hpi 进行相关实验。qRT-PCR、Western Blot 及 in-cell western 等实验结果表明，敲

减 NEAT1-2 可促进 HTNV S 片段复制及 HTNV NP 表达，而过表达 NEAT1-2 可抑制

HTNV 感染。qRT-PCR 及 ELISA 等实验结果表明，敲减 NEAT1-2 可抑制 HTNV 感

染后宿主细胞 IFNβ、IL-8、CCL5 的产生，而过表达 NEAT1-2 则促进 HTNV 感染后

宿主细胞 IFNβ、IL-8、CCL5 的产生。NEAT1-2 敲减条件下使用 IFNβ 处理细胞可抑

制 HTNV 感染，而 NEAT1-2 过表达条件下使用 IFNβ 中和抗体可抑制 HTNV 感染。

上述实验结果提示 NEAT1-2 可通过正向调控宿主细胞 IFNβ 产生进而抑制 HTNV 复

制。 

1.3 体内敲减 NEAT1-2 可在 HTNV 感染早期抑制机体 IFN 产生并加重 HTNV 感染  

为进一步研究 NEAT1-2 在体内对 HTNV 感染的影响，通过尾静脉注射 siRNA

的方式在 C57BL/6J 小鼠体内敲减 NEAT1-2 分子，之后感染 HTNV，于 3dpi 进行
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ELISA、qRT-PCR、HE 染色、流式细胞实验（FCM）等实验，结果表明，与 NC+HTNV

组相比，Si-NEAT1-2+HTNV 组小鼠外周血 IFNβ 水平降低，肝、脾、肾等脏器中 HTNV 

S 片段及 NP 表达升高、病毒滴度增加，各脏器炎症细胞浸润减少但病理损伤加重，

其中脾脏中 CD11b
+
F4/80

+ 
Mφ、及 CD8

+
IFNγ

+
T 细胞数目减少。 

2. NEAT1-2 与 RIG-I 信号通路交互作用调控 I 型 IFN 信号通路的分子机制研究 

2.1 HTNV 感染通过 RIG-I-IRF7 信号通路诱导 NEAT1-2 表达上调 

上述实验利用细胞及动物感染模型明确了 NEAT1-2 抗 HTNV 感染的作用，但尚

不清楚 HTNV 诱导 NEAT1 上调的分子机制。qRT-PCR 实验结果表明，在 HUVECs

中过表达 HTNV NP/Gn/Gc，或使用 IFNα/β/γ、IL-1β、TNFα 等不同细胞因子刺激

HUVECs 均不能诱导 NEAT1-2 上调；在 HUVECs 中敲减 TLR3/4 或 MDA5 亦不能阻

遏 HTNV 感染后 NEAT1-2 表达，而在 HUVECs 中敲减 RIG-I 或 IRF7，或在 RIG-I

敲除的细胞系 Huh 7.5 中，HTNV 感染不能诱导 NEAT1-2 表达，上述实验结果提示

HTNV 主要通过 RIG-I-IRF7 信号通路诱导宿主细胞 NEAT1-2 表达。 

2.2 NEAT1-2 正向调控 HTNV 感染后 RIG-I 及 DDX60 表达间接促进 IFNβ表达 

为了明确 NEAT1 调控 IFNβ 表达的作用机制，在 HUVECs 中敲减 NEAT1-2 后

感染 HTNV，qRT-PCR 及 Western Blot 实验结果表明 NEAT1-2 敲减后宿主细胞的

RIG-I 及 DDX60 分子显著下调。为明确 RIG-I 及 DDX60 分子在 HTNV 感染中的作

用，在 HUVECs 中单独敲减 RIG-I 或 DDX60，或共同敲减两者后感染 HTNV，

qRT-PCR、Western Blot 等实验结果表明与 NC 对照组或单独敲减组相比，共同敲减

组 IFNβ 产生减少，HTNV 复制增加；在 HUVECs 中单独过表达 RIG-I 或 DDX60，

或共同过表达两者后感染 HTNV，qRT-PCR、Western Blot 等实验结果表明与 Vector

对照组或单独过表达组相比，共同过表达组 IFNβ 产生增加，HTNV 复制减少。上述

实验结果提示 HTNV 感染诱导 NEAT1 上调， NEAT1 可促进 RIG-I 及 DDX60 表达，

两者协同调控 HTNV 感染后宿主细胞 IFNβ 产生，抑制 HTNV 感染增殖。 

2.3 NEAT1-2 通过募集 SFPQ 调控 RIG-I 及 DDX60 表达间接发挥抗 HTNV 作用 

既往生物信息预测结果表明脯氨酸及谷氨酰胺富集剪接因子（the splicing factor 

proline-glutamine rich, SFPQ）可能结合与 RIG-I 及 DDX60 启动子区域进而抑制其转

录，而 NEAT1-2 结合 SFPQ 解除其转录抑制作用。为研究 NEAT1-2 调控 RIG-I 及

DDX60 表达的分子机制，通过 RNA 免疫共沉淀技术（RIP）检测 HTNV 感染前后
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NEAT1-2 与蛋白 SFPQ 的结合变化，结果提示 HTNV 感染后 NEAT1 与 SFPQ 结合增

加。通过 Western Blot、免疫荧光技术（IFA）分别检测 SFPQ 在 HTNV 感染前后的

蛋白表达量及亚细胞定位变化，结果表明 SFPQ 在 HTNV 感染前后表达量并无变化，

而在感染前其弥散分布于核内，感染后在核内形成斑点。通过免疫共沉淀技术

（Co-IP）检测 SFPQ 与核旁斑形成蛋白 NONO 在 HTNV 感染前后的结合情况，结

果显示 HTNV 感染后 SFPQ 和 NONO 结合增加，上述结果提示 HTNV 感染后核旁斑

形成增加。通过 qRT-PCR 等技术检测 SFPQ 敲减条件下 HUVECs 中 RIG-I、DDX60

分子表达变化及 HTNV 病毒复制情况，结果表明敲减 SFPQ 可促进 RIG-I 及 DDX60

表达，抑制 HTNV 感染后 S 片段复制。上述实验结果提示 HTNV 感染后 NEAT1-2

可募集 SFPQ 形成核旁斑，解除其对 RIG-I 及 DDX60 的转录抑制作用，间接发挥抗

HTNV 感染的功能。 

3. HFRS 患者外周血单核细胞中 NEAT1-2 表达水平与疾病进展的相关性研究 

为明确 NEAT1-2 与 HFRS 疾病进展的关系，本研究利用阴性选择法分离 HFRS

患者外周血中的单核细胞（monocytes，Mo），通过 qRT-PCR 检测 NEAT1-2 的表达

水平，分析其与疾病病程及病情严重程度的关系，结果表明与健康人或 HFRS 恢复

期患者相比，HFRS 发热期、低血压休克期及少尿期患者外周血 Mo 中的 NEAT1-2

水平明显升高。将外周血 Mo 中 NEAT1-2 表达水平与患者血清病毒载量、血肌酐（Scr）

最高值、血小板数目（PLT）最低值及血白细胞数（WBC）进行回归分析，结果提

示 NEAT1-2 表达水平与外周血病毒载量、Scr 最高值呈负相关，与 PLT 最低值呈正

相关，与 WBC 不存在回归关系。 

【实验结论】 

综上，HTNV 感染通过 RIG-I-IRF7 信号通路诱导宿主细胞上调 lncRNA NEAT1，

而 NEAT1 通过募集 SFPQ 形成核旁斑，解除 SFPQ 对 RIG-I、DDX60 等分子的转录

抑制作用，从而使 RIG-I 及 DDX60 协同促进 HTNV 感染后 IFNβ 产生，抑制 HTNV

感染复制。 

【关键词】 

汉滩病毒，长链非编码 RNA，NEAT1，RIG-I 信号通路，干扰素，固有免疫
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Abstract 
 

Background 

Hantaan virus (HTNV), belonging to Bunyavirales and Hantaviridae, is the major 

causative agent for severe hemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS) in China. Since 

there is no effective therapeutic medicine against HTNV infection, the fatality rate of 

HFRS can reach 15%. The innate immune system, characterized by interferon (IFN) 

responses, provides the initial defense against viral invasion. Cellular pathogen 

recognition receptors (PRRs), including Toll like receptors (TLRs) and RIG-I like 

receptors (RLR), can detect distinct pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) and 

trigger IFN responses. RIG-I has been shown to recognize hantaviral invasion, but its 

regulatory process remains unclear. Over the past decades, accumulating evidence 

suggests that long noncoding RNAs (lncRNAs) play key regulatory roles in innate 
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immune system. However, the involvement of host lncRNAs in hantaviral control remains 

uncharacterized. In the present work, a new unexplored function of lncRNA NEAT1 in 

suppressing HTNV replication was found. NEAT1 promoted interferon (IFN) responses 

by acting as positive feedback for RIG-I signaling. 

 

Objective 

Our study focus on the the function and mechanism of lncRNA in the host innate 

immune response against HTNV infection. The potential antiviral lncRNA was selected 

based on the digital gene expression (DGE) analysis, whose role during HTNV-host 

interaction was investigated by overexpressing and silencing experiments. We hope our 

study could provide new therapeutic targets for clinical treatment to limit the HTNV 

infection and promote the HFRS convalescence. 

 

Methods and Results 

1. lncRNA NEAT1 suppresses HTNV infection by modulating type I IFN signaling 

1.1 lncRNA NEAT1 is upregulated by HTNV in a time- and dose-dependent manner 

To study the relationship between HTNV infection and host lncRNA expression, 

HUVECs were infected with HTNV at an MOI 1, with the mock and Co
60

-inactivated 

virus (Co
60

-HTNV) infection as control groups. DGE was applied at 24 hpi to analyze the 

differentially expressed genes. DGE results indicate that there is a significant alteration of 

lncRNA expression after HTNV infection, including lncRNA NEAT1, GAS5 and IPW etc. 

The FISH and qRT-PCR results hint that lncRNA NEAT1 was indeed upregulated by 

HTNV at an MOI of 1 in HUVECs, HEK293, A549 and HeLa cells on a time-dependent 

manner, whose elevation at 72 hpi occurred in an HTNV dose-dependent manner.  

1.2 Alteration of NEAT1 expression affects HTNV replication by modulating IFN 

responses in human cells 

In order to clarify the role of NEAT1 in the process of HTNV infection, HUVECs were 

transfected with different small interfering RNAs (siRNAs) or plasmids targeted for 

NEAT1, and then infected with HTNV at an MOI of 0.1 or 1. Related experiments were 
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performed at 48hpi. The knockdown or overexpression efficiencies of NEAT1 with 

relevant siRNAs or plasmids were confirmed by qRT-PCR and FCM. The results of 

qRT-PCR and other experiments further demonstrate that NEAT1-2 knockdown 

suppressed IFNβ expression but promoted the HTNV replication, whereas NEAT1 

overexpression inhibited IFNβ expression but promoted HTNV replication. Notably, the 

anti-hantaviral effects of NEAT1-2 could be blocked by applying type I IFN neutralizing 

antibodies. Additionally, qRT-PCR and ELISA results showed that silencing NEAT1-2 

could promote IL-8 and CCL5 expression. 

1.3 NEAT1 silencing has profound effects on innate immune responses after HTNV 

infection in mice 

Although cell-based experiments revealed that NEAT1-2 is a crucial regulator of innate 

anti-hantaviral responses, its in vivo function remains unclear. In order to study the effect 

of NEAT1-2 on the innate immune response against HTNV infection in vivo, 

Si-NEAT1-2 was injected to C57BL/6J mice through the tail veins, and the NC group 

mice were treated with scrambled siRNAs (negative control, NC). Mice were challenged 

with HTNV by intramuscular injection on the second day after injection of siRNA. 

NEAT1-2 expression levels in liver, kidney and spleen were reduced at 2 dpi as measured 

by qRT-PCR after intravenously injecteting Si-NEAT1-2. Following experiments were 

performed at 3dpi to detect mice immune responses in different groups. Compared with 

NC+HTNV group, body weight loss of Si-NEAT1-2+ HTNV group was observed from 2 

dpi to 5 dpi. Likewise, NEAT1-2 knockdown mice showed considerably lower serum 

IFNβ production but higher HTNV levels in the liver, spleen and kidney at 3 dpi as 

assessed by qRT-PCR or ELISA. Moreover, the virus titers in related organs were higher 

in the NEAT1-2 silenced group compared with the NC group as detected by ELISA. In 

addition, reduced inflammatory cell filtration but anabatic tissue injury was found in 

NEAT1-2 knockdown mice during the early stage of infection by HE staining. Moreover, 

as FCM results shown, CD11b
+
F4/80

+ 
Mφ and CD8

+ 
IFNγ

+ 
T cells were reduced in the 

spleen of NEAT1-2 knockdown mice in comparison to the NC group at 3 dpi.  

2. Study on the interaction between NEAT1-2 and RIG-I signaling  
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2.1 RIG-I signaling is crucial for NEAT1 expression after HTNV infection 

NEAT1 expression could suppress HTNV infection, while it is still opaque that how 

HTNV activated NEAT1 transcription. Interestingly, qRT-PCR results suggest 

overexpression of the S or M segment of HTNV in HUVECs failed to induce NEAT1-2 

expression, suggesting that NEAT1 transcription was closely related to live viral 

replication. Meanwhile, NEAT1-2 expression could not be induced by stimulation with 

different types of IFNs or cytokines. Using RIG-I and TLR4 deficient cell lines, RIG-I 

was confirmed to be indispensable for NEAT1-2 induction after HTNV infection. 

Additionally, silencing IRF7 also inhibited the HTNV-induced NEAT1-2 transcription. 

2.2 NEAT1-2 regulates HTNV-induced IFNβ production by promoting RIG-I and 

DDX60 expression 

To investigate the regulatory mechanisms of NEAT1-2 on IFNβ expression, we 

examined the effects of NEAT1-2 knockdown on the expression of multiple PRRs (TLR1, 

TLR2, TLR3, TLR4, RIG-I, DDX60, MDA5) upon HTNV infection through qRT-PCR or 

Western Blot. Both qRT-PCR and Western Blot results indicate that NEAT1-2 

knockdown or overexpression remarkably suppressed or promoted RIG-I and DDX60 

expression, respectively. RIG-I and DDX60 were knocked downed or overexpressed in 

HUVECs, and then qRT-PCR and dual luciferase reporter assay were performed to assess 

IFNβ mRNA transcrition and IFNβ promoter activation after HTNV infection, 

respectively. Ectopic expression of either RIG-I or DDX60 promoted IFNβ expression and 

inhibited viral replication, whereas overexpression of both resulted in superior antiviral 

effects as assessed by qRT-PCR, indicating that efficient anti-HTNV responses might 

depend on the interactive effects of DDX60 and RIG-I. More importantly, RIG-I or/and 

DDX60 overexpression enhanced HTNV-induced IFNβ expression as measured by 

Western Blot or dual luciferase reporter assay, showing that they had synergistic effects on 

IFNβ production. In addition, we designed a series of siRNAs targeting RIG-I and DDX60, 

and we selected the si-RIG-I-2 and siRNA-DDX60-1 with the highest knockdown 

efficiency by qRT-PCR in HUVECs. Silencing RIG-I or DDX60, or both of them could 

suppress IFNβ and promote HTNV replication with similar experiments as foresaid. 
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2.3 NEAT1-2 promotes RIG-I and DDX60 expression by relocating SFPQ after 

HTNV infection 

NEAT1 was found to interact with SFPQ (the splicing factor proline-glutamine rich) by 

RIP after HTNV infection, indicating that the modulatory effects of NEAT1 might be 

involved in SFPQ. Interestingly, the protein level of SFPQ, as well as another 

paraspeckle-forming constituent, NONO, remained unchanged after HTNV infection or 

after NEAT1 overexpression and knockdown as detected by Western Blot. However, IFA 

results showed that SFPQ became centralized rather than diffused in the nucleus after 

HTNV infection. The Co-IP results indicated enhanced interaction of SFPQ and NONO, 

showing excess formation of paraspeckles in the nucleus and re-localization of SFPQ. The 

qRT-PCR results showed that SFPQ knockdown could inhibit HTNV replication, which 

might have been related to the increasement of RIG-I and DDX60. 

3. NEAT1-2 expression in patients’ monocytes is inversely correlated with HFRS 

severity 

In order to study the relationship between NEAT1-2 and HFRS disease process, we 

collected the blood samples from 86 HFRS patients of different disease stages or severity, 

with 24 healthy human blood samples as control. The NEAT1-2 expression levels in the 

peripheral blood mononuclear cells were measured through qRT-PCR. The qRT-PCR 

results showed that NEAT1 levels in the acute (febrile/ hypotensive/ oliguric) stage were 

overtly higher than those in the diuretic/convalescent stage or in healthy individuals. In the 

early disease stage, HFRS patients in the mild/moderate group maintained higher NEAT1 

levels compared with those in the severe/critical group.  

The relationship between NEAT1-2 level and patients’ serum viral loads, peak serum 

creatinine values, lowest platelet counts, and peripheral white blood cells were analyzed. 

Here, statistical analysis revealed significant negative associations of NEAT1 with the 

plasma viral load and peak creatine level. In addition, the NEAT1 level was clearly 

positively correlated with the lowest platelet count. These data suggested that patients with 

higher NEAT1 levels tended to have less tissue injury and better outcomes. Nevertheless, 

no relationship of NEAT1 levels with the peak white blood cell count was found.  
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Conclusion 

In this study, we identified the lncRNA, NEAT1, as a vital antiviral modulator. HTNV 

infection activated NEAT1 transcription through the RIG-I-IRF7 pathway, whereas 

NEAT1 removed the transcriptional inhibitory effects of SFPQ by relocating SFPQ to 

paraspeckles, thus promoting the expression of RIG-I and DDX60. RIG-I and DDX60 had 

synergic effects on IFNβ production, inhibiting HTNV infection and replication. 

Additionally, IL-8 or CCL5 was also secreted in response to NEAT1, which influenced 

immunocyte activation after HTNV infection. Notably, NEAT1 levels in peripheral blood 

monocytes were closely related with disease development and severity. Taken together, 

our findings demonstrate that NEAT1 modulates the innate immune response against 

HTNV infection, providing another layer of information about the role of lncRNAs in 

controlling viral infections. 
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前    言 
 

肾综合征出血热（hemorrhagic fever with renal syndrome，HFRS）是由汉坦病毒

感染引起的自然疫源性疾病，疫源地遍布五大洲近 80 个国家，其流行广、发病急、

病死率高、危害极大。我国是世界上 HFRS 疫情最严重的国家，每年发病人数占世

界的 85%以上，汉滩病毒（Hantaan virus, HTNV）是我国重症 HFRS 的主要病原体[1]。

HFRS 死亡率高达 15%
[2]，迄今缺乏针对汉坦病毒感染的特效药物。目前我国的双价

灭活疫苗、韩国使用的灭活疫苗均存在免疫后中和抗体效价低、人群免疫保护效果

不确定等诸多问题[3]，而在国际上尚无美国 FDA 批准的相关疫苗[4]。HFRS 传染源和

宿主动物广泛（目前世界上已查明能携带汉坦病毒的动物包括啮齿类等百余种动

物），传播途径多样，主要危害对象为青壮年；此外，汉坦病毒还是一种潜在的生物

战剂，已被列入国际《禁止生物武器公约》议定书核查清单。因此，研究汉坦病毒

与宿主细胞的相互作用，明确汉坦病毒感染机体后的发病机制，对于汉坦病毒感染

的防治具有重要意义。 

固有免疫是机体抵抗病原体入侵的第一道防线，也是宿主适应性免疫应答的调

节器。汉坦病毒感染细胞后产生的核酸或蛋白质等病原体相关分子模式（pathogen- 

associated molecular pattern，PAMP）可激活 Toll 样受体（Toll-like receptor，TLR）、

RIG-I 样受体（RIG-I like receptor，RLR）等多种模式识别受体（pattern-recognition 

receptor，PRR），PRR 识别 PAMP 后激活相关转录因子（如 IRF3/7、NF-κB），促进

干扰素（interferon，IFN）及 IL-8 等细胞因子（cytokine，CK）产生。IFN 作用于自

身或邻近细胞的 IFN 受体，转录产生多达数百种的干扰素刺激基因（ interferon 

stimulated gene，ISG）和促炎细胞因子（pro-inflammation cytokine），IL-8 可活化巨

噬细胞（macrophage，Mφ）等固有免疫细胞，促使机体处于抗病毒状态。值得注意

的是，在自然感染进程中，致病性汉坦病毒可在感染早期拮抗宿主 I 型 IFN 的产生，

且宿主后续产生的 IFN 也不能有效抑制致病性汉坦病毒复制[5]。那么，汉坦病毒-宿

主细胞相互作用过程中，I 型 IFN 信号通路存在哪些调控机制，其又是如何影响汉坦 
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病毒感染与复制？ 

RIG-I 是细胞感知大多数病毒侵染的重要 PRR，主要识别 RNA 病毒在宿主细胞

复制过程中形成的 dsRNA 结构[6]；其诱导干扰素（IFN）表达的过程一直是细胞抗

病毒固有免疫研究的热点[7]。已有文献报道汉坦病毒感染可以激活 RIG-I 信号通路，

促进宿主细胞产生 IFNβ、CXCL10 等抗病毒分子[8; 9]。然而，既往研究报道，汉坦病

毒感染后在宿主细胞中并不能检测到 dsRNA 的存在，因此，尚需深入研究汉坦病毒

是如何被 RIG-I 识别，RIG-I 信号通路在宿主细胞中又存在怎样的反馈调节作用。 

长链非编码 RNA（long noncoding RNA, lncRNA）能够在转录或转录后水平调控

多种固有免疫相关基因的表达，与病毒感染性疾病的发生和发展有着密切的联系

[10-12]。本研究利用数字基因表达谱（digital gene expression, DGE）技术分析了 HTNV

感染人脐静脉血管内皮细胞（human umbilical vein endothelial cells, HUVECs）后宿主

细胞 lncRNA 表达谱的变化，发现 lncRNA NEAT1 表达显著上调。通过在细胞水平

敲减和/或过表达 NEAT1-2，我们发现 NEAT1-2 可正向调控 IFNβ 产生，抑制 HTNV

感染复制，并进一步通过体内敲减实验验证了上述机制。同时，我们发现 HTNV 感

染激活 RIG-I-IRF7 信号通路上调 NEAT1-2，而 NEAT1-2 通过募集 SFPQ 促进 RIG-I

及 DDX60 表达，对 RIG-I 信号具有正反馈作用。本研究揭示了 lncRNA NEAT1 与

RIG-I 信号通路交互作用调控宿主抗 HTNV 固有免疫应答的分子机制，为深入研究

HTNV-宿主相互作用过程及开发相关抗病毒药物奠定了理论基础。 
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文献回顾 
 

从 1944 年 Avery 等[13]通过肺炎链球菌（Pneumococcus）致病性转化实验证实

DNA 为遗传物质，到 1961 年 Jacob 等[14]通过放射性核素追踪蛋白质合成实验首次提

出“信使 RNA（mRNA）”的假说，再到 1980 年以“DNA-mRNA-Protein”为核心的

中心法则（central dogma）在生物学界得到广泛认可[15]，在过去的半个多世纪里，基

因表达及其调控规律的研究几乎均围绕 mRNA 及其编码蛋白而展开。直到 1993 年

Ambros 等[16]首次发现线虫体内微小 RNA（microRNA，miRNA）可结合 LIN-4 蛋白

mRNA 3’UTR 促进其降解，人们才逐渐认识到调控性非编码 RNA 在细胞生命活动过

程中的重要性。 

本世纪初，人类基因组计划（human genome project）意外发现人体内仅有约 2.5

万个基因，即在庞大的基因组中只有不到 3%的片段可编码蛋白质，而约有 85%的基

因组转录成为非编码 RNA（noncoding RNA, ncRNA）[17]。在细胞内组成性表达的

ncRNA 称管家 ncRNA，如核内小 RNA（small nuclear RNA, snRNA）、核仁小 RNA

（small nucleolar RNA, snoRNA）等，参与真核细胞核不均一 RNA（heterogeneous 

nuclear RNA, hnRNA）剪接、tRNA 修饰等基本细胞生物学过程；外界刺激诱导产生

的 ncRNA 称调节性 ncRNA，包括 miRNA、环状 RNA（circRNA）及长链非编码 RNA

（long noncoding RNA, lncRNA），其可通过多种方式调控蛋白编码基因的表达。 

近年来随着高通量测序技术的应用及发展，越来越多的 lncRNA 被发现，其具有

细胞特异性和时空表达特异性，能与 DNA、RNA 或者相关蛋白质直接作用，可通过

表观遗传修饰等方式参与细胞的发育、分化及增殖等过程，而最新研究提示 lncRNA

在病毒感染与宿主抗病毒免疫应答中发挥了关键的调节作用[12]。 

1. lncRNA 的表达特点及其生物学功能 

1.1 lncRNA 的表达特点 

1.1.1 lncRNA 的定义与分类 

lncRNA 是一类转录本长度大于 200nt 的非编码 RNA 的总称，多数由 RNA 聚合

酶 II（RNA polymerase II, RNA-pol II）转录产生，可有 5’-m7G 帽及 poly-A 尾，可
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结合核糖体但是不能翻译出有功能的蛋白质，部分 lncRNA 在物种进化过程中具有高

度保守性[18]。lncRNA 亚细胞定位多样，其命名没有统一规则；和其他 ncRNA 相比，

其种类繁多、功能更为复杂。 

根据 lncRNA 在基因组中的转录起始点与编码基因的关系可将 lncRNA 分为 3 大

类，即重叠型（overlapping）lncRNA、基因间（intergenic）lncRNA 和反向（divergent）

lncRNA（如图 1）[19]。①重叠型 lncRNA：转录位点与编码基因的内含子（intron）

或外显子（exon）重叠，依据其转录方向又可分为顺义（sense）lncRNA、反义（antisense）

lncRNA 及内含型（intronic）lncRNA。②基因间 lncRNA（lincRNA）的转录位点位

于两个编码基因间。③反向 lncRNA 又称双向（bidirectional）lncRNA，其转录方向

与编码基因完全相反[20]。lncRNA 可由蛋白质编码基因的主要启动子或次要启动子序

列 转 录 产 生 ， 其 中 由 主 要 启 动 子 转 录 而 来 的 lncRNA 又 称 为 pncRNA

（promoter-associated ncRNA）。当次要启动子位于蛋白质编码基因内，且转录方向

与主要启动子相反时，其转录产生的 lncRNA 是蛋白质编码基因的反义 RNA，此类

lncRNA 又称为天然反义转录本（natural antisense transcript, NAT）[21]。目前人体基因

组中已有 15,767 个 lncRNA 被发现并鉴定（GENCODE 第 25 版）[12]。 

 

图 1 依据 lncRNA 与编码基因转录位点的关系对 lncRNA 分类[19]
 

Fig. 1 lncRNA classification according to its transcription locus 

lncRNA 自身转录的调控过程较为复杂，其稳定性也受多种因素影响。lncRNA

对基因转录的调控可分为两大类，即对邻近的基因进行直接调控（顺式调节）或对

较远的基因间接激活/抑制（反式调节）[19]。lncRNA 作用方式复杂，可在 mRNA 合

成过程、蛋白质翻译过程等环节，扮演诱饵分子（decoy）、支架分子（scaffold）及
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引导分子（guide）的角色，与多种 RNA 结合蛋白（RNA bing protein，RBP）或者

miRNA、mRNA、DNA 等核酸片段相互作用，通过染色质重塑、遗传印记、组蛋白

及 DNA 修饰等表观遗传方式调控转录，或者通过结合核糖体、mRNA 及 miRNA 直

接影响蛋白质翻译过程。在病毒感染及抗病毒免疫应答过程中，宿主编码的 lncRNA

可通过影响干扰素或者 NF-кB 等炎症信号通路相关基因表达、促进树突状细胞

（dendritic cell, DC）、T/B 淋巴细胞等免疫细胞的发育与成熟等方式，调节宿主固有

及适应性抗病毒免疫应答。值得注意的是，某些病毒编码的 lncRNA 可通过调控其生

活周期或者抑制宿主的抗病毒反应等方式，促进病毒感染与复制。 

1.1.2 lncRNA 的表达调控与稳定性 

目前已鉴定出的 lncRNA 中，大部分的转录调控机制尚不清楚。多数 lncRNA 基

因的启动子受蛋白编码基因的转录因子调控，如 Oct3/4、CREB、Sox2、NF-кB 及

p53 等；部分 lncNRA 转录受外界刺激影响，如离子辐射或者 DNA 损伤可诱导 cyclin 

D1-pncRNA 表达[22]。 

稳定性是影响 lncRNA 表达的重要因素之一。部分 lncRNA 的 3’-末端可形成三

螺旋结构（triple helix）从而保护其免受 3’→5’核酸外切酶的破坏[23]。有些 lncRNA

的稳定性与特定的 RBP 有关并受 miRNA 调控。例如 miRNA let-7b 可识别结合

lincRNA-21 ，募集 RBP HuR 及 AGO2 ，促进 miRNA 诱导的沉默复合体

（miRNA-inducible silencing complex, miRISC）形成降解 lincRNA-21
[24]。值得注意的

是，上述机制只能解释部分 lncRNA 的稳定性调控，大部分 lncRNA 降解机制尚不清

楚。 

1.2 lncRNA 调控基因表达的作用机制 

1.2.1 lncRNA 调控 mRNA 的合成 

① lncRNA 调控染色质的结构 

染色质的结构变化包括区域结构重塑、组蛋白修饰及 DNA 修饰等，是影响蛋白

质编码基因转录起始的关键因素。早在 1975年 Paul等[25]就发现染色质所结合的RNA

是 DNA 的两倍，提示 RNA 可能通过影响染色质结构变化决定基因表达的开放和关

闭。近年来研究发现 Xist
[26]、Air

[27]、H19
[28]等多种 lncRNA 可通过调节异染色质形

成（heterochromatin formation）、遗传印记（imprinting）、组蛋白及 DNA 甲基化修饰

等过程，参与基因表达的表观遗传调控（epigenetic regulation）。 
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lncRNA 促进异染色质形成的经典例子是雌性哺乳动物中 X 染色体的剂量补偿

（dosage compensation）效应。Xist 是 Xist 基因转录的长约 17kb 的 lncRNA，其通过

重复 A（Repeat A, RepA）结构域结合多梳抑制复合物 2（polycomb repressive complex 

2, PRC2），并将其募集到两条 X 染色体中的一条并促进其形成致密结构，同时对

H3K27 进行甲基化修饰，最终导致此条 X 染色体的失活[29; 30]。植物中感受气温变化

的花期调节基因 FLC 受 lncRNA COLDAIR 的调控机制与 Xist 类似[31]。遗传印记属

非经典的孟德尔遗传现象，即子代细胞中亲本的等位基因经过特异性加工修饰后差

异表达，在该过程中 lncRNA 具有识别等位基因位点、调控遗传印迹过程的功能[32]。

例如，lncRNA Air
[33]及 Kcnq1ot1

[34]由沉默的亲代等位基因转录，其可结合 H3K9 甲

基化酶 G9a 反式负向调节 Kcnq1 及 Igf2r 基因表达。此外，某些 lncRNA 受遗传印记

的调控。例如，lncRNA H19 序列在啮齿类动物和人类中具有高度保守性，其活性转

录本来自亲代母方的等位基因位点；过表达 H19 的转基因小鼠会在胚胎期死亡，提

示遗传印记所致的剂量调控效应至关重要[28]。 

越来越多的研究表明 lncRNA 主要通过影响组蛋白不同位点的甲基化修饰调控

哺乳动物目的基因表达。冠心病相关 lncRNA ANRIL 与 PRC1 复合物组成蛋白 CBX7

相互作用促进 H3K27me3，进而抑制 Ink4a 基因表达 [35]。增强子样 lncRNA

（enhancer-like lncRNA，eRNA）如 HOTTIP 可以结合 MLL/Trx 复合物组成蛋白

WDR5，对 H3K4 位点进行甲基化修饰，增强相关基因表达[36; 37]。另一类 eRNA 如

lncRNA SRA 可通过募集 CTCF 蛋白，促进染色体形成高度有序的环化结构

（chromosomal looping），将特定基因序列从复杂的基因组结构中隔离出来，利于其

转录[38]。这些 eRNA 多为反向 lncRNA，缺乏 polyA 尾，且其基础表达量较低[39]。

lncRNA 调控 DNA 甲基化修饰的功能在植物中普遍存在[40]，而近期研究中发现哺乳

动物中存在 150-250nt 长的 lncRNA，其与 rRNA 基因编码位点的重复序列区（rDNA）

形成三链结构（triplex），并将 DNA 甲基转移酶 DNMT3b 募集至 rDNA 对其进行甲

基化修饰，抑制 rDNA 转录[41]。 

② lncRNA 调控转录因子的功能 

lncRNA 可结合转录因子（transcription factor, TF）或者转录调控蛋白，作为转录

共激活因子（coactivator）或共阻遏因子（corepressor）调节相关基因表达。部分 eRNA

由基因组中增强子元件转录产生，可促进转录激活因子与增强子序列结合，在转录
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调节过程中作为关键蛋白的共激活因子。例如，lncRNA Evf-2 由 Dlx-5/6 基因远端的

增强子元件转录产生，可作为辅因子结合并募集同源盒转录因子 DLX-2 至 Dlx-5/6

基因增强子区域，促进该位点基因的表达；lncRNA Evf-2 缺失的条件下 DLX-2 无转

录激活作用[42]。 

lncRNA 亦可通过不同方式抑制 TF 功能。lncRNA 分子内形成的双链可模拟顺式

作用元件竞争性结合相应的转录调控蛋白，例如 lncRNA GAS5 在饥饿环境中被诱导

表达，其可结合糖皮质激素受体抑制下游靶基因的转录[43]。从蛋白质编码基因次要

启动子转录的 lncRNA 可以直接与通用 TF 相互作用，抑制其结合主要启动子。例如

二氢叶酸还原酶（DHFR）基因次要启动子转录产生的 DHFR pncRNA 可形成三链结

构结合到 DHFR 顺式作用元件区，同时其又可直接结合通用 TFIIB，阻止 TFIIB 与

Dhfr 基因主要启动子结合，抑制转录起始复合物形成，阻碍 Dhfr 基因表达[44]。lncRNA

还可与转录调控蛋白结合调控其活性。例如，cyclin D1-pncRNA 在 DNA 损伤后上

调，其可结合 TLS 蛋白，解除其自身的自我抑制作用，并将其募集至 Ccnd1 基因启

动子位点，而活化的 TLS 作用于 CBP/p300-CREB 复合物，抑制 CBP/p300 的组蛋白

乙酰化酶（HAT）活性而对 Ccnd1 基因表达产生转录抑制作用[45]。此外，lncRNA 还

可通过调控 TF 亚细胞定位进而抑制靶基因表达，例如 lncRNA NRON（noncoding 

repressor of NFAT）与输入蛋白（importin）相互作用可阻止去磷酸化的 NFAT（nuclear 

factor of activated T cell）入核从而抑制相关基因转录[46]。 

③ lncRNA 影响 RNA 聚合酶 II 的转录功能  

人类基因组中存在许多短散的核元件序列（short interspersed element, SINE）如

Alu 序列，可在应激条件下（如热刺激）诱导由 RNA-pol III 转录产生的 lncRNA，此

类 lncRNA 可模拟反式作用因子结构与 RNA-pol II 结合进而抑制转录前活性复合物

的形成，阻止转录起始[47; 48]。此外，当 NAT 与其邻近基因同时转录时，相向移动的

RNA-pol 可因碰撞而导致转录终止，故 NAT 可对蛋白质编码基因产生转录干扰，如

lncRNA AS-IL1α 可抑制促炎细胞因子 Il-1α 基因的转录表达[49]。 

④ lncRNA 调控 mRNA 转录后加工修饰 

    蛋白质编码基因由 hnRNA 到 mRNA 的剪接过程是基因表达的重要环节，不同

的剪接位点和剪接方式可产生不同的 mRNA。lncRNA 可封闭剪接位点抑制 hnRNA

剪接过程，例如 ZEB2 基因的 NAT 可与 ZEB2 mRNA 的 5’UTR 结合抑制剪接体
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（spliceosome）形成[50]。lncRNA 还可通过影响剪接调控因子影响 hnRNA（mRNA

前体）的剪接。如 SR 蛋白是 hnRNA 选择性剪接的调节因子，当其大量表达且处于

非磷酸化状态时，可识别并结合所有剪接位点；当其少量表达且处于磷酸化状态时，

含有弱剪接位点（week slice site）的外显子不能被 SR 蛋白识别因而在剪接过程中被

除去。lncRNA MALAT1 在细胞核内大量表达，是哺乳动物进化过程中高度保守的

lncRNA，其可结合 SR 蛋白并促进其磷酸化，因而调控 hnRNA 的选择性剪接[51]。

mRNA细胞核质转运是基因表达的可控环节，也可被 lncRNA影响。如 lncRNA NEAT1

（nuclear paraspeckle assembly transcript 1），即核旁斑组装转录物 1，又称细胞核富

集转录物 1（nuclear enriched abundant transcript 1），其主要分布于细胞核，可以募集

SFPQ、NONO 及 PSPC1 等蛋白在细胞核内形成核旁斑（paraspeckles），调控 mRNA

腺苷-肌酐转换（adenosine-to-inosine editing）使 mRNA 滞留于细胞核（nuclear 

retention），抑制基因表达[52]。 

1.2.2 lncRNA 调控蛋白质的合成 

① lncRNA 直接干扰 mRNA 翻译抑制蛋白合成 

lncRNA 主要通过两大类方式干扰 mRNA 翻译。一方面，lncRNA 可抑制翻译相

关蛋白与 mRNA 结合，如 lncRNA BC1 的 3’-端茎环结构可以直接与翻译起始因子

eIF-4E 结合，且 lncRNA BC1 序列中富含 A 的区域模拟 poly A 尾竞争性结合 PABP

（poly A binding protein），从而抑制 eIF-4E 及 PABP 与 mRNA 结合，抑制翻译起始

复合物的组装 [53]。另一方面， lncRNA 可结合 mRNA 并募集阻遏蛋白，例如

lincRNA-p21 通过碱基互补的方式结合 Ctnnb1 mRNA（编码 β-catenin）和 Junb mRNA

（编码 JUNB）形成局部双链，募集翻译阻遏蛋白 Rck 及 Fmrp 从而抑制上述 mRNA

翻译[54]。 

② lncRNA 通过促进 mRNA 降解抑制蛋白合成 

lncRNA 主要通过两种机制促进 mRNA 降解：①lncRNA 可募集特定蛋白质因

子促进 mRNA 降解，例如，lncRNA 可通过其自身含有的 Alu 元件与部分 mRNA 

3’-UTR 中的 Alu 元件通过不完全碱基配对的方式结合，产生被 Staufen 1 蛋白识别的

结合位点，而 Staufen 1 可促进 mRNA 降解，此类 lncRNA 又称为 1/2-sbsRNA

（1/2-Staufen 1-binding site lncRNA）[55]；②lncRNA 也可以通过竞争结合 RNA 稳定

蛋白来促进 mRNA 降解，例如，DNA 损伤后可诱导 lncRNA gadd7 表达，其可竞争
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结合 RBP TDP-43，导致 TDP-43 不能结合 Cdk6 mRNA，加速 Cdk6 mRNA 降解，降

低细胞内 CDK6 水平，导致细胞周期停滞[56]。值得注意的是，lncRNA 对蛋白合成具

有双向调控作用，即除了通过以上两种方式抑制蛋白合成，在某些条件下还可促进

蛋白合成。 

③ lncRNA 结合 mRNA 促进其翻译 

lncRNA 主要通过三种方式促进 mRNA 翻译：①lncRNA 可促进 mRNA 与核糖

体的相互作用，例如 lncRNA AS-UCHL1 是由泛素羧基端水解酶 L1（ubiquitin 

carboxy-terminal hydrolase L1, UCHL1）基因反向转录而产生，其与 Uchl1 mRNA 结

合并通过自身的 SINEB2 元件促进核糖体与 Uchl1 mRNA 结合，利于翻译起始[56]；

②lncRNA 封闭 mRNA 中 miRNA 的结合位点抑制 mRNA 降解，例如，lncRNA 

BACE1-AS 由 β 淀粉样裂解酶 1（Bace1）基因反向转录产生，其可结合并稳定 Bace1 

mRNA，抑制 RNA 酶对此 mRNA 降解，与阿尔茨海默病（Alzheimer's disease）的发

病关系密切[57]；③lncRNA 吸收 miRNA 抑制其结合 mRNA，如 lncRNA BACE1-AS

可像海绵一样吸附 miR-485-5p，抑制 miR-485-5p 引导 miRISC 结合 Bace1 mRNA；

部分 lncRNA 有多个 miRNA 识别位点，如 lncRNA HULC 可同时吸附 miR-372 和

miR-613 并促进其降解[57]。 

1.3 lncRNA 的基本作用方式 

越来越多的研究表明 lncRNA 可以在基因选择性转录、转录后剪接修饰及翻译

等基因表达的各个过程中起调控作用，故 lncRNA 的功能具有多层次性和复杂性。尽

管现阶段对 lncRNA 复杂调控作用的认识有限，以下三种 lncRNA 的基本作用方式逐

渐在分子生物界得到认可，即 lncRNA 可作为诱饵分子、支架分子和引导分子调控基

因表达[32]（如图 2）。 

 

图 2 lncRNA 调控基因表达基本作用方式总结[32]
 

Fig. 2  The working pattern of lncRNA to regulate gene expression 
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作为诱饵分子，lncRNA 可以结合转录调控蛋白并阻止其结合 DNA，最终起到

抑制基因表达的作用，如前述的 lncRNA GAS5。近期研究发现 p53 下游 lncRNA 

PANDA 作为诱饵分子可以结合转录因子 NF-Y 进而抑制 p53 介导的细胞凋亡[58]。作

为支架分子，lncRNA 可将两种或两种以上蛋白衔接在一起组成独立且离散分布的复

合物，如端粒酶 RNA TERC 及前述的 lncRNA ANRIL、Kcnq1ot1 等。作为引导分子，

lncRNA 可通过将相应蛋白募集到特定区域而发挥调控作用，如前述的 lncRNA Xist、

Air 等。另外，lincRNA-p21 可在 DNA 损伤后被 p53 诱导上调，其可直接结合核因

子 hnRNP-K 并将其引导至多个基因的启动子区域，阻遏转录起始[59]。值得注意的是，

同一种 lncRNA 既可以作为支架分子，又可以作为诱饵分子或者引导分子，如 lncRNA 

HOTAIR 作为支架分子可以募集 PRC2 及 G9a，同时其作为引导分子，将上述蛋白导

向至靶基因位点，催化 H3K27 的甲基化修饰及 H3K4me2 的去甲基化修饰，最终导

致相关基因沉默[60]。 

2. 宿主编码 lncRNA 调控抗病毒免疫应答 

宿主依靠自身的免疫系统抵抗外界各种病原微生物入侵。哺乳动物的免疫系统

由固有免疫系统（innate immune system）和适应性免疫系统（adaptive immune system）

组成。固有免疫应答涉及多种固有免疫细胞和固有免疫分子，即宿主细胞通过模式

识别受体（pathogen-recognition receptor, PRR）识别病原微生物的病原相关分子模式

（pathogen- associated molecular pattern, PAMP），激活下游干扰素（interferon, IFN）

及炎症等一系列信号通路，诱导机体产生一种非特异的抗病原体反应。适应性免疫

包括细胞免疫和体液免疫，是宿主 T/B淋巴细胞识别特定的病原微生物表位（epitope）

后活化、增殖，并分化为成熟的效应细胞，产生有记忆的抗病原体反应。近年来研

究发现，宿主编码的 lncRNA 可通过促进免疫细胞发育[12]，或者调控 PRR、IFN、细

胞因子等基因表达，调节机体抗病毒免疫应答；与此同时，病毒编码的 lncRNA 可通

过多种方式调控自身的生活周期[61]。 

2.1 lncRNA 与固有免疫应答 

2.1.1 lncRNA 调控固有免疫分子的表达 

在固有免疫应答过程中，Toll 样受体（TLR）、RIG-I 样受体（RLR）等 PRR 识

别病毒 PAMP 后，通过 TLR-TRIF 通路、RLR-MAVS-TBK 通路等促进 I 型 IFN 表达

并分泌，I 型 IFN 与邻近细胞上的相应受体结合，激活 JAK-STAT 信号通路促进多种
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具有抗病毒效应的干扰素相关基因（interferon stimulated genes, ISGs）及具有活化免

疫细胞作用的促炎细胞因子（pro-inflammatory cytokines）表达，上述过程最终导致

机体处于一种抗病毒状态。现在比较公认的具有广谱抗病毒作用的 ISG 分子包括

MxA、OAS、PKR 等，其在病毒生活周期的不同环节起到关键的抗病毒作用，而病

毒也可编码蛋白、lncRNA 等方式抑制宿主抗病毒固有免疫反应。 

① lncRNA 与 TLR2 信号通路 

lncRNA 可作为模式识别信号通路的下游分子，调控多种细胞因子和趋化因子表

达，并与免疫稳态失调的临床疾病关系密切。利用 TLR2 激动剂 Pam3CSK4 在鼠源

巨噬细胞（macrophage, Mφ）激活 TLR1/2，或利用 LPS 在鼠源 DC 激活 TLR4，可

活化下游 MyD88 依赖的 NF-кB 信号通路，诱导 lincRNA-COX2 转录上调，而

lincRNA-COX2 可以激活或者抑制特定的免疫相关基因表达[11]。lincRNA-COX2 因转

录位点位于鼠源环氧合酶基因（Cox2 gene）上游而得名，其在 TLR4 信号通路活化

后上调约 1000 倍，而 TLR3 信号通路激活后其上调并不显著[11; 62; 63]。在静息态 Mφ

中，lncRNA-COX2 作为支架分子结合 RBP hnRNP-A/B 及 A2/B1，抑制 700 多种基

因表达，包括趋化因子基因（如 Ccl5、Cx3cl1 等）和 ISG（如 Irf7, Isg15, Ifi204, Oas2

等）；而在活化态 Mφ 中，lncRNA-COX2 可以促进 IL-6、Tlr1 及 IL-23α 表达（如图

3-A）。lncRNA PACER 转录位点位于人源 Cox2 基因上游，作为引导分子，其通过结

合转录因子 NF-кB 的同源二聚体 p50/p50 并将此转录抑制复合物从 Cox2 基因启动子

区域移除，进而活化 Cox2 基因转录，在人单核巨噬细胞系或原代乳腺上皮细胞中顺

式调控 Cox2 基因表达[11]。 

另有研究小组表明，利用 Pam3CSK4 在人源单核巨噬细胞中激活 TLR1/2 可诱

导 lncRNA THRIL 转录[64]。THRIL 作为引导分子，结合 hnRNP-L 并将其募集至肿瘤

坏死因子 α（TNFα）启动子，促进 TNFα 产生；高表达的 TNFα 又可负反馈调控 THRIL

产生（如图 3-B）。有研究表明 THRIL 与儿童炎症性疾病川崎病（Kawasaki disease）

发病相关，其在患儿外周血表达量于川崎病急性期明显降低，提示 THRIL 失调与炎

症因子紊乱关系密切[64]。 

② lncRNA 与 TLR3 信号通路 

通过 polyI:C 激活 TLR3 信号通路，或者单纯疱疹病毒（herpes simplex virus, 

HSV）、流感病毒（influenza virus）、人类免疫缺陷病毒（human immunodeficiency virus, 
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HIV）感染均可诱导 lcnRNA NEAT1 上调[65; 66]。lncRNA NEAT1 位于 11 号染色体，

有 3.7kb 的 NEAT1-1（又称 MENε）及 23kb 的 NEAT1-2（又称 MENβ）两个转录本，

主要位于细胞核内，是核旁斑的重要组成部分，其在除胚胎干细胞外的所有哺乳动

物细胞中均表达[67; 68]。NEAT1 可以将核旁斑组成蛋白 SFPQ 从部分基因的启动子区

域募集至核旁斑，解除其转录抑制作用，促进 IL-8 等多种固有免疫相关基因的表达

[66]（如图 3-D）。NEAT1 亦参与 mRNA 核滞留过程抑制基因转录，其可通过抑制 HIV 

INS 转录本的核质转运起到抗 HIV 复制和感染的作用[65]。 

③ lncRNA 与 TLR4 信号通路 

利用 LPS 活化 TLR4 信号通路可上调 IL1β-RBT46、IL1β-eRNA、Lnc-IL7R、

AS-IL1α 等多种 lncRNA
[69]。IL1β-RBT4 及 IL1β-eRNA 正向调控 IL1β、CXCL8 等细

胞因子表。Lnc-IL7R 的序列与 IL7R 3’UTR 重叠，其可通过促进 H3K27 甲基化修饰

抑制 IL-7 受体、IL-8、VCAM-1 及 E-selection 表达[70]。AS-IL1α 调控 IL-1α 的机制已

述于前。除此之外，细胞因子刺激诱导转录的 lncRNA 在调节炎性免疫应答过程中也

发挥重要作用。TNFα、IL-1β 或者地塞米松等糖皮质激素刺激小鼠胚胎成纤维细胞

可诱导功能性假基因（pseudogene）Rps15a-ps4 编码的 lncRNA Lethe 转录[71]。Lethe

阻遏转录活化因子 p65（RelA）结合靶基因启动子，抑制 IL-6、IL-8 及超氧化物歧

化酶 2（SOD2）的表达，负向调控 NF-кB 信号通路，并可促进 HCV 感染[71; 72]。 

④ lncRNA 可调控 IFN 及其下游 ISG 基因表达 

lncRNA NeST（又称 Tmevpg1）位于小鼠 10 号染色体 IFNγ基因附近，其作为

引导分子结合接头蛋白（adaptor protein）WDR5/MLL 并将其募集至 IFNγ 基因启动

子，WDR5具有甲基转移酶功能可增强H3K4me3，从而促进 CD8
+
 T细胞分泌 IFNγ

[73; 

74]。通过 SJL/J 及 B10.S 小鼠，即 NeST 过表达和 NeST 突变小鼠的感染实验发现，

NeST 的表达可导致泰勒病毒（Theiler’s virus）持续感染，但也能促进机体清除沙门

菌（Salmonella）（如图 3-C）。此外，据报道 I 型 IFN 刺激 Huh7 细胞可诱导 lncISG15、

lncBST2 等 lncRNA 转录，后者调控 ISG15、BST2 等 ISG 分子，促进宿主抗 HSV、

HCV 及流感病毒感染的固有免疫应答[75]。另一方面，流感病毒感染可以抑制 lncRNA 

NRAV 表达，而 NRAV 可以结合多功能转录因子 ZONAB 等方式对 H3K27 等位点进

行甲基化修饰，抑制 MxA、IFITM3 等关键抗病毒 ISG 表达[76]。 
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图 3 部分 lncRNA 调控固有免疫应答的分子机制[10]
 

Fig. 3 Regulation of innate immune responses by lncRNAs 

2.1.2 lncRNA 调控固有免疫细胞发育 

lncRNA 在髓系细胞发育，如 DC、Mφ 等固有免疫细胞的分化、成熟及活化过

程中发挥重要作用（如图 4-a）。如 lnc-DC 促进传统 DC（conventional dendritic cell）

分化，敲减 lnc-DC 可阻碍 DC 成熟，并抑制 DC 活化 T 细胞的功能[77]。lnc-DC 3’端

与信号转导及转录活化分子 STAT3 的羧基端相互作用，保护 STAT3 的 Y705 位点磷

酸化不被磷酸酶 SHP1 破坏，使 STAT3 信号持续活化，对 DC 分化发育、抗原递呈

与免疫激活功能起到至关重要的作用[77]。值得注意的是，lnc-DC 在基因组中的转录

位点位于 Wdnm1-like，而该位点已被证明为蛋白质编码基因位点；进一步研究发现

只有人源 DC 可产生 lnc-DC，而其他哺乳动物在该位点的转录本均为蛋白质编码基

因，故 lnc-DC 在其他物种中的保守性及其相关功能仍需进一步验证[78; 79]。 
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图 4 lncRNA 介导髓系细胞发育分化[12]
 

Fig. 4 LncRNAs in the development and functions of myeloid cells 

2.2 lncRNA 与适应性免疫应答 

2.2.1 lncRNA 调控 T 淋巴细胞的功能 

lncRNA 在 CD4
+
 T 细胞的分化过程中扮演重要角色。lncRNA NRON 在机体外

周淋巴细胞中高表达，其可通过影响静息态 T 淋巴细胞中 NFAT 信号通路调控 CD4
+
 

T 细胞的分化。磷酸化 NFAT 处于无活性状态，钙离子依赖的钙调磷酸酶可以将 NFAT

去磷酸化，NFAT 以活化状态入核激活 T 细胞并促进其向 Th 方向分化[80]。NRON 可

与 importin-β 家族蛋白 KPNB1 相互作用抑制 NFAT 入核；后续研究发现 NRON 在胞

浆中可以通过募集 NFAT、GTP 酶活化蛋白 IQGAP、蛋白酶 LRRK2 等形成复合物将

无活性的 NFAT 阻滞在胞浆中[46]。亦有研究表明 NRON 可以促进 HIV 的潜伏感染[81]。 

在 T 细胞由 Th0 向 Th1、Th2 或 Th17 分化的过程中，lncRNA 也发挥着重要的

调节作用。lncRNA NeST 及 linRNA-MAF-4 可调控 Th1 细胞分化及功能（如图 5-a

及 5-b），其中 NeST 作用机制已述于前。linRNA-MAF-4 作为支架分子和引导分子，

可结合转录抑制因子 LSD1 及 EZH2 并将其募集至 MAF 启动子区，促进 H3K27 甲

基化，抑制 Th0 细胞中 MAF 表达，阻止 Th0 向 Th2 分化，促进 Th0 向 Th1 分化[82]。

敲减 linRNA-MAF-4 可诱导 MAF 表达促进 Th0 向 Th2 细胞分化（如图 5-a 及 5-c）。

lincR-Ccr2-5’AS 是 Ccr2 基因的反向转录本，选择性在 Th2 细胞中表达。敲减

lincR-Ccr2-5’AS 并不影响 Th2 细胞发育，但可导致多种趋化因子基因表达受阻，如

Ccr1、Ccr2、Ccr3 及 Ccr5，进而抑制 Th2 细胞本身的免疫调节功能[83]（如图 5-a）。 
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Th17 细胞调控机体黏膜免疫，与多种人体自身免疫疾病的发病机制密切相关

[84]。IL-6及TGFβ刺激Th细胞可诱导核激素受体RORγt （retinoic acid receptor–related 

orphan nuclear receptor γt）表达，RORγt 在 RNA 解旋酶 DDX5 等活化因子的作用下

促进 IL-17A、IL-17F 及 IL-22 等炎症调节因子产生，激活 Th17 细胞[85; 86]。lncRNA 

RMRP (the RNA component of the mitochondrial Rnase complex)作为引导分子，可以结

合 DDX5 并促进其与 RORγt 的相互作用，在 Th17 细胞分化成熟的过程中扮演重要

角色[87]（如图 5-a 及 5-d）。 

 

图 5 lncRNA 调控 T 淋巴细胞分化成熟[12]
 

Fig. 5 lncRNAs in the development and functions of T lymphoid cells 

2.2.2 lncRNA 调控 B 淋巴细胞的功能 

B 淋巴细胞可产生高度特异性的抗体，介导针对不同病原体的长效适应性免疫

应答，其发育成熟、活化增殖受 miR-150、miR-155 等多种 microRNA 调控[88]，而

lncRNA 对 B 细胞功能的调控作用机制尚不明确。鼠源或者人源 B 细胞发育的不同

阶段有不同的 lncRNA 表达谱[89; 90]，其中转录因子 PAX5 可促进鼠源 B 细胞分化成

熟，且可诱导多种 lncRNA 转录[89]。B 细胞通过 V(D)J 重排的方式产生免疫球蛋白，

在感染状态或者炎症环境中通过 AID（activation-induced deaminase）酶介导的体细

胞高频突变（somatic hypermutation）和抗体类型转换（class switch recombination）

产生覆盖范围更广、特异性更高的抗体。现研究表明 B 细胞中 lncRNA 转录活化[91; 92]

及外泌体依赖的 lncRNA 表达丰度变化[93]可调控 AID 介导的高频突变与类型转换，
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影响抗体产生。lncRNA 对 B 细胞本身的增殖亦有调节作用，且与 B 细胞淋巴瘤关

系密切。如反义 lncRNA FAS-AS1 结合 RNA 结合蛋白 RBM5 阻碍 FAS pre-mRNA 剪

接，抑制可溶性 FAS（sFAS）产生，而 sFAS 通过结合受体诱导 B 细胞凋亡，故 lncRNA 

FAS-AS1 可抑制 B 细胞增殖[94]。有研究表明外周血 sFAS 表达量与非霍奇金淋巴瘤

预后相关，sFAS 高提示预后差[95]，因此 lncRNA FAS-AS1 可作为潜在的药物靶点。 

值得注意的是，lncRNA 并非只能由宿主细胞编码，病原生物，例如病毒、细

菌、寄生虫等亦可根据自身的核酸编码相应的 lncRNA，在其自身生活周期调控及对

抗宿主免疫应答过程中发挥重要作用。 

3. 病毒编码 lncRNA 调控病毒及宿主的基本生物进程 

为适应生存，病原微生物与宿主在共同进化并不断增强对抗对方的能力。宿主

免疫系统通过快速激活炎症反应可识别并抑制病毒感染，而病毒则可通过多种机制

逃避并破坏宿主免疫系统，在确保宿主细胞存活的同时利于自身的复制及子代产生。

近期研究发现部分病毒，尤其是以 DNA 为遗传物质且基因组较大的病毒，可编码

lncRNA 调控自身生活周期、抑制宿主免疫应答（如表 1）。 

3.1 腺病毒科及疱疹病毒科病毒编码 lncRNA 

据报道，人腺病毒（Human adenovirus）编码的 lncRNA VAI
[96]及 EB 病毒

（Epstein-Barr virus, EBV）编码的 lncRNA EBER
[97]可结合宿主细胞 ISG 分子 PKR

抑制其抗病毒功能。人巨细胞病毒（Human cytomegalovirus, HCMV）编码的 2.7kb 长

的 lncRNA β2.7，在感染初期表达丰度占 CMV 转录谱的 20%以上，其可结合线粒体

酶复合物 I 并稳定线粒体膜电位，抑制被感染的宿主细胞凋亡，从而间接促进 CMV

完成自身生活周期产生子代病毒[98]。猴疱疹病毒（Herpesvirus Saimiri, HVS）编码的

HSUR 作为支架分子吸附 miR-16、miR-27、miR-142-3p 等 microRNA 并促进其降解，

间接调控 T 细胞增殖与活化[99; 100]。 

卡波奇肉瘤病毒（Kaposi’s sarcoma virus, KSHV）编码的多聚腺苷核 RNA

（Polyadenylated nuclear, PAN）既可以调控 KSHV 基因表达又可以抑制宿主细胞的

抗病毒免疫反应。PAN 作为支架分子结合去甲基化酶 UTX 及 JMJD3，并作为引导分

子将其募集至KSHV基因H3K23me2位点促进其去甲基化；同时 PAN作为诱饵分子，

与潜伏感染相关核抗原（latency associated nuclear antigen, LANA）相互作用并阻碍

其结合 KSHV 基因[99; 100]。通过上述两种机制，PAN 可活化 KSHV 基因表达，使之
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由潜伏感染状态进入溶细胞周期。PAN 还可以募集 PCR2 抑制宿主细胞内抗病毒免

疫分子基因的表达。 

3.2 黄病毒科病毒核酸不完全降解片段形成 lncRNA 

西尼罗病毒（West Nile virus, WNV）、登革病毒（Dengue virus, DENV）、黄热病

毒（Yellow fever virus, YFV）等黄病毒科病毒感染宿主细胞后，其基因组可被宿主 5’ 

3’核酸外切酶XRN1切割降解为长约500nt的RNA片段，称之为亚基因组黄病毒RNA

（subgenomic flavivirus RNA, sfRNA），其亦属于 lncRNA 的范畴[101; 102]。由于 sfRNA

本身来自病毒基因组，其可与未被宿主细胞降解的病毒基因片段的 3’-UTR 结合，并

形成一种称为假节（pseudoknot）的茎环结构，从而抑制宿主细胞内 XRN1 对病毒核

酸的降解作用。近期 sfRNA 晶体结构解析结果提示其可直接结合 XRN1 并抑制其解

旋酶活性[103]。sfRNA 可抑制 I 型 IFN 信号通路并增强病毒毒力，但其具体机制尚不

清楚。 

3.3 逆转录病毒科病毒编码 lncRNA 

Kobayashi-Ishihara 等[104]发现并鉴定了由 HIV DNA 的 env 区 3’-LTR U3 区域编

码的反向 RNAs，并将其命名为 ASP-L（ASP RNA-Long variant），包括高表达转录

本 ASPL-1 及低表达转录本 ASP-L2，其亦符合 lncRNA 的定义。ASP-L 转录本长约

2.6kb，主要分布于宿主细胞核内；敲减 ASP-L 可促进 HIV 基因表达，提示其功能为

抑制 HIV 复制。Saayman 等[105]进一步研究发现 HIV 5’-LTR 启动区亦可编码反向

lncRNA，此 lncNRA 可募集 Dnmt3a、HDAC1 及 EZH2 形成转录抑制复合物，抑制

HIV 基因表达。 
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表 1 病毒编码 lncRNA 的基本生物学特征[61]
 

Table 1. Basic biological characteristics of viral lncRNAs 

 

4. 汉坦病毒与宿主细胞的相互作用 

近年来随着埃博拉疫情在非洲国家蔓延，急性病毒感染所致的出血热类疾病逐

渐受到人们关注。在该类疾病中，肾综合征出血热（hemorrhagic fever with renal 



第四军医大学硕士学位论文 

-33- 

syndrome，HFRS）是由汉坦病毒感染引起的自然疫源性疾病，疫源地遍布五大洲近

80 个国家，其流行广、发病急、病死率高、危害极大[1]。我国是世界上 HFRS 疫情

最严重的国家，每年发病人数占世界的 85%以上[1]；其中汉滩病毒（Hantaan virus，

HTNV）是引起我国重症 HFRS 的主要病原体，其属于布尼亚病毒目汉坦病毒科。迄

今尚无针对 HTNV 感染的有效治疗药物，其重要原因是宿主抗 HTNV 的免疫机理还

未得到深入理解和阐明。因此，研究汉坦病毒与宿主细胞的相互作用，明确汉坦病

毒感染机体后的发病机制，对相关抗病毒药物的研发有着重要意义。 

4.1 汉坦病毒的基本生物学特征 

根据国际病毒命名委员会（international committee on taxonomy of viruses, ICTV）

既往命名规则，HTNV 属布尼亚病毒科（Bunyaviridae）汉坦病毒属（Hantavirus），

而布尼亚病毒科由 5 个病毒属组成，包括 4 个动物病毒属及 1 个植物病毒属，即布

尼亚病毒属（Bunyavirus genus）、 汉坦病毒属（Hantavirus genus）、内罗病毒属

（Nairovirus genus）、白蛉病毒属（Phlebovirus genus）和番茄斑萎病病毒属（Tospovirus 

genus）。近期 ICTV 重新定义了布尼亚病毒科，将该病毒科（family）升级为病毒目

（order），其下病毒属（genus）升格为病毒科（family），故现汉坦病毒（Hantavirus）

属布尼亚病毒目（Bunyavirales）汉坦病毒科（Hantavirade）（详见 https://talk.ictvonline. 

org /taxonomy）。 

汉坦病毒是有包膜、分节段的单负链 RNA 病毒，基因组分为三个节段，即

1.7-2.0kb 长的 S 片段、3.6-3.7kb 长的 M 片段、约 6.5kb 长的 L 片段，分别编码核衣

壳蛋白（nucleocapsid protein, NP）、包膜糖蛋白（envelope glycoprotein, GP）和病毒

RNA 依赖的 RNA 聚合酶（RNA-dependent RNA polymerase, RdRp）[106]。NP 是汉坦

病毒感染过程中含量最多的蛋白质，主要功能是通过形成 NP 六聚体，包绕病毒的

RNA 基因组起到保护作用。GP 在翻译完成后即被切割为 Gn 及 Gc 两个蛋白片段，

其中Gn介导与细胞表面受体的结合，而Gc在病毒入胞阶段发挥膜融合的作用；RdRp

分别锚定在 L、M、S 三个片段上，参与病毒的复制和转录[107]。汉坦病毒科各病毒

属致病特点如表 2，其中汉滩病毒（Hantaan virus, HTNV）是我国重症肾综合征出血

热的主要病原体。 
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表 2 各型汉坦病毒的致病特点 

Table 2 Pathogenic characteristics of different Hantaviruses 

致病特点 名称 所致疾病 

非致病 希望山病毒（PHV）、图拉病毒（TULV） — 

 

致病 

 

旧大陆汉坦病毒 

普马拉病毒（PUUV） 

多布拉伐-贝尔格莱德病（DOBV） 

汉滩病毒（HTNV） 

汉城病毒（SEOV） 

 

肾综合征出血热 

（HFRS） 

 

 

新大陆汉坦病毒 

安第斯病毒（ANDV） 

辛诺柏病毒（SNV） 

纽约病毒（NYV） 

 

汉坦病毒肺综合征 

（HPS） 

4.2 汉坦病毒的致病机制 

汉坦病毒感染所致 HFRS 的临床表现包括发热、出血和肾功能损害三大主症，

其典型病程可分为发热期、低血压休克期、少尿期、多尿期和恢复期等五期。低血

压休克期和少尿期是病情最凶险的阶段，其基本病理变化包括全身广泛的炎症反应

及血管渗漏[107]。当前多数学者认为病毒感染对机体造成的直接损伤是发病的始动因

素，而致病过程中机体的免疫病理损伤则起了重要作用，相关机制包括固有免疫细

胞活化及细胞因子介导的免疫损伤、抗体介导的免疫损伤和 CTL 细胞介导的免疫损

伤等[1]。固有免疫是机体抵御病原微生物入侵的第一道防线，近年来，越来越多的研

究表明，固有免疫在汉坦病毒感染致病过程中发挥重要作用[9; 108; 109]。 

4.2.1 汉坦病毒感染诱导固有免疫细胞活化加重病理损伤 

汉坦病毒感染所致的免疫损伤与多种固有免疫细胞的活化有关，这些固有免疫

细胞不表达特异性抗原识别受体，而是通过 PRR 识别病毒 PAMP 而活化。有研究表

明汉坦病毒感染可激活 NK 细胞，促进 IFNγ 等细胞因子分泌，且 NK 细胞活化程度

与 HFRS 病情严重程度成正相关，提示 NK 细胞可能与 HFRS 病理损伤相关[110]；汉

坦病毒可诱导 DC 分泌 TNF-α、IFN-α 加重血管渗漏，同时成熟 DC 激活 T 细胞加重

CTL 细胞介导的免疫损伤[110]。 
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4.2.2 汉坦病毒感染与细胞因子风暴 

已有研究表明汉坦病毒可以激活 TLR3、TLR4、RIG-I、MDA5 等多种 PRR 介

导的信号通路，诱导多种细胞因子分泌，若调节失控则引起细胞因子风暴，参与 HFRS

发病过程[107; 111]。多项研究发现 HFRS 患者外周血中多种促炎细胞因子（如 TNF-α、

IL-1β、IL-6、IL-8、IP-10、IL-12、IFN-γ 等）含量显著增加[8; 112-114]，重症患者中抗

炎因子（如 TGF-β 等）含量明显减少，这些变化与机体炎症反应、血管渗漏等病理

变化息息相关。TNF-α 在 HFRS 中可引起寒战、发热、头痛、肌痛、血压下降等临

床表现[115]；IL-1β、VEGF、IP-10 与汉坦病毒感染所致血管渗漏管相关[107]；IL-6 和

IL-8 可以活化单核（monocyte, Mo）-巨噬细胞（macrophage, Mφ）等多种免疫细胞，

有助于清除汉坦病毒，但过量释放则会使机体免疫系统持续激活，加重病理损伤[116]；

TGF-β 对免疫应答有重要的调控作用，它通过 Smad 等分子抑制 T-bet 和 GATA-3 转

录，分别抑制Th0向Th1和Th2分化而促进其向Treg分化，同时它还可以抑制TNF-α、

IFN-γ 等多种促炎因子的产生，有强大的抗炎作用，其可能是影响 HFRS 患者病情发

展的重要因素[117]；也有研究发现急性期HFRS患者 IFN-λ含量比康复期明显下调[118]，

而 IFN-λ 可以刺激 Mo 产生 IL-10，具有免疫调节作用。 

4.2.3 汉坦病毒感染与 I 型 IFN 信号通路 

尽管上述固有免疫细胞活化及细胞因子风暴在汉坦病毒感染所致出血热类疾病

的发病过程中发挥着重要作用，但病毒感染及其复制是病毒性疾病的始动因素；汉

坦病毒感染后病毒血症与疾病严重程度相关，亦提示及时识别并清除病毒可以减少

机体病理损伤并缓解病情[119; 120]。多项研究表明，以 I 型 IFN 信号通路为主体的机体

固有免疫应答在宿主抵抗病毒感染、清除病毒的过程发挥关键作用。在急性病毒感

染早期，宿主细胞主要通过 RIG-I 等 PRR 分子介导的 I 型 IFN 信号通路活化，进而

产生强烈的抗病毒固有免疫反应，促进机体清除病毒[111]。已有研究表明 IFN 诱导表

达的多种 ISG 分子，如 MxA
[121]、IFITM3

[122]等可有效抑制汉坦病毒的感染及复制。 

RIG-I 是最早发现且公认最为重要的识别病毒 RNA（viral RNA，vRNA）的 PRR，

其通过 CTD 结构识别 vRNA，借助自身 CARD 区域与位于线粒体膜上的接头分子

MAVS 相互作用，通过 TRAF3-TBK1-IRF3/7 及 TRAF6-IKK-NF-κB 等信号通路，分

别促进 I 型 IFN 及多种促炎因子分泌[123]。RIG-I 识别 ssRNA 去帽结构的 5’-三磷酸盐

端或 dsRNA 突出端，故正黏病毒科（如甲型流感病毒）、副黏病毒科（如新城疫病
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毒、仙台病毒、麻疹病毒）、黄病毒科（如丙型肝炎病毒）、弹状病毒科（如水泡性

口炎病毒）均可激活 RIG-I 信号通路[6]；而近期的研究也显示，呼肠孤病毒的 5'-二

磷酸（5'pp）dsRNA 基因组或合成的 5'pp-dsRNA 也可以被 RIG-I 识别[6]。有研究指

出汉坦病毒感染的细胞中未检出 dsRNA 的存在，因此，理论上讲汉坦病毒不能被

RIG-I 识别[124]；同时，汉坦病毒产生的 Gn 在感染早期可通过抑制 TRAF3-TBK1 形

成、阻断 IRF3 磷酸化等方式拮抗 IFN 产生[113; 114]。然而，另有研究表明汉坦病毒感

染可活化 RIG-I 信号通路促进 CXCL10 等细胞因子释放[8]。然而，尚不清楚是否存在

RIG-I 的正向或负向反馈调控机制，RIG-I 在发挥作用过程中是否存在协同或拮抗分

子，这些问题的阐明对研究汉坦病毒与宿主细胞的相互作用有重要意义。 

4.3 汉坦病毒感染与宿主非编码 RNA  

已有研究表明 HTNV 感染内皮细胞、表皮细胞、Mo-Mφ 等均可引起宿主细胞内

miRNA 表达谱的明显变化，且不同 miRNA 分子发挥不同的作用[125]。Pepini T 等[126]

研究发现，汉坦病毒 NP 结合 miRNA 并定位于内皮细胞 P body 中，提示汉坦病毒可

能参与 miRNA 成熟过程并调控其相关功能；致病性 ANDV 可感染诱导内皮细胞产

生 miR-410、miR-126、miR-218 等多种 miRNA，调控内皮细胞迁移及通透性，而非

致病性 TULV 则不能诱导上述 miRNA 改变，提示上述 miRNA 可能参与了汉坦病毒

感染致病的过程。Shin OS 等[126]将 HTNV 等分别感染内皮细胞、表皮细胞及 Mo-Mφ，

利用测序技术检测 miRNA 表达谱变化，发现宿主细胞 miRNA 的改变有细胞特异性

及病毒特异性，而信号通路分析（pathway analysis）结果提示差异 miRNA 与炎症反

应及 PRR 介导的信号通路关系密切。 

值得注意的是，目前国内外尚无研究报道 HTNV 感染后宿主细胞 lncRNA 谱的

变化，及宿主 lncRNA 在抗 HTNV 固有免疫应答过程中的作用机制。但多项研究表

明 lncRNA 对宿主细胞中多种抗病毒分子的表达具有重要的调控作用，因此，我们试

图通过高通量测序技术检测宿主细胞感染 HTNV 后基因转录表达谱的变化，筛选差

异表达的 lncRNA，并进一步研究其在 HTNV-宿主相互作用过程中所扮演的角色，为

HTNV 感染发病机制的研究及抗 HTNV 药物的研发奠定理论基础。
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正    文 

 

 

第一部分 NEAT1 正向调控 I 型 IFN 信号通路

活化进而抑制 HTNV 感染的作用确定 
 

在 HTNV 的感染过程中，固有免疫尤其是 IFN 系统是抵抗其感染的第一道防线。

有研究表明，在 HTNV 感染前或者感染初期使用 I型 IFN 处理细胞可有效阻止 HTNV

感染，而在感染后期使用 IFN 则不能起到抗病毒作用[127]。为此，研究 HTNV 感染过

程中宿主细胞 I 型 IFN 信号通路活化的调控机制，有助于深入了解 HTNV 与宿主的

相互作用，并对抗病毒药物研发具有重要意义。目前，尽管 IFN 及部分 ISG 抗 HTNV

感染的分子机制已有报道，但尚不清楚宿主 lncRNA 在 HTNV 与宿主相互作用中所

扮演的角色。本部分研究以原代人脐静脉血管内皮细胞（human umbilical vein 

endothelial cells, HUVECs）为研究对象，在 HTNV 感染 24h 后进行数字基因表达谱

（Digital Gene Expression, DGE）分析，结果提示 lncRNA NEAT1 表达明显上调。为

明确 NEAT1 表达与 HTNV 感染的关系，本研究通过实时定量 PCR（qRT-PCR）、荧

光原位杂交（FISH）等技术，在 HUVECs、A549、HeLa、HEK293 等多个细胞系中

验证了 HTNV 感染后 NEAT1 的变化情况，明确了 NEAT1 的抗病毒作用，探索了

NEAT1 与 I 型 IFN 信号通路活化的关系；并在动物水平研究了其对 HTNV 感染及宿

主固有免疫应答的影响。 

1 材料 

1.1 细胞、病毒株与菌株 

1.1.1 细胞 

HEK293 细胞（Human Embryonic Kidney Cell 293, 人胚肾细胞）、A549 细胞（人

肺腺癌细胞）、HeLa 细胞（人宫颈癌细胞）、Vero-E6 细胞（非洲绿猴肾细胞）及 THP-1

细胞（人单核细胞）均购自中国典型培养物保藏中心（China Center for Type Culture 
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Collection, CCTCC）（中国武汉），人脐静脉血管内皮细胞（Human Umbilical Vein 

Endothelial Cells, HUVECs）购自 ScienCell 公司。 

上述细胞均培养于 37℃、5%CO2 孵箱，其中 HEK293、A549、HeLa 及 Vero-E6

所用培养基为 DMEM（含 10%或 2% FBS），THP-1 所用培养基为 RPMI 1640（含 15% 

FBS），HUVECs 所用培养基为 ECM（含 5% FBS 及 1% ECGS）。 

1.1.2 病毒株 

    所用 HTNV 病毒株为 76-118 株（国际标准株），由中国疾病预防控制中心杭长

寿研究员惠赠，后由本实验室保存并扩增。HTNV 经鼠脑增毒后感染 Vero-E6 细胞，

Vero-E6 细胞扩增所得病毒经病毒滴度测定后用于本研究。 

1.1.3 菌株 

分子克隆实验所用大肠埃希菌 DH5α、JM109 由本实验室保存。 

1.2 引物序列 

NEAT1 位于哺乳动物 11 号染色体，有 NEAT1-1 及 NEAT1-2 两个转录本，可募

集 SFPQ、NONO、PSPC1 等蛋白在细胞核内形成核旁斑（paraspeckles）（如图 1.1）。

为在多种细胞系中验证 HTNV 感染后 NEAT1 表达变化情况，针对 NEAT1-1 及

NEAT1-2 分别设计相应 qRT-PCR 引物（如图 1.1）。本部分研究所用实时定量 PCR

（qRT-PCR）引物（由北京奥科公司设计并合成，并经 pubmed-BLAST 及 qRT-PCR

验证）如表 1.1，以 GAPDH mRNA 为内参。 

 

图 1.1 NEAT1 转录本及相应 qRT-PCR 引物、siRNA 及 FISH 探针设计位点 

Fig. 1.1  Design of primers for quantitive real time PCR, siRNA targets and FISH  

probes to detect the transcripts of NEAT1 
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表 1.1 qRT-PCR 引物 

Table1.1 qRT-PCR primer sequences  

Gene Name (Homo) Primer sequences (5’-3’) 

NEAT1-F TTGTTCCAGAGCCCATGAT 

NEAT1-R TGAAAACCTTTACCCCAGGA 

NEAT1-2-F GATCTTTTCCACCCCAAGAGTACATAA 

NEAT1-2-R CTCACACAAACACAGATTCCACAAC 

HTNV-S-F TCTAGTTGTATCCCCATCGACTG 

HTNV-S-R ACATGCGGAATACAATTATGGC 

IFNβ-F CGACACTGTTCGTGTTGTCA 

IFNβ-R GAAGCACAACAGGAGCAA 

IL-8-F AGACAGCAGAGCACACAAGC 

IL-8-R ATGGTTCCTTCCGGTGGT 

CCL5-F TGCCCACATCAAGGAGTATTT 

CCL5-R CTTTCGGGTGACAAAGACG 

IL-1β-F ATGATGGCTTATTACAGTGGCAA 

IL-1β-R GTCGGAGATTCGTAGCTGGA 

IL-6-F ACTCACCTCTTCAGAACGAATTG 

IL-6-R CCATCTTTGGAAGGTTCAGGTTG 

TNFα-F GTGCTTGTTCCTCAGCCTCTT 

TNFα-R ATGGGCTACAGGCTTGTCACT 

iNOS-F TGCTTCTGTGCTAATGCGGA 

iNOS-R TCAGAGTCTGCCCATTGCTG 

IL-10-F ACCTGCCTAACATGCTTCGAG 

IL-10-R CTGGGTCTTGGTTCTCAGCTT 

Arg-1-F TCCTTAGAGATTATCGGAGCGCCT 

Arg-1-R TTTCCAGCAGACCAGCTTTCCTCA 

Ym-1-F CATTCAGTCAGTTATCAGATTCC 

Ym-1-R AGTGAGTAGCAGCCTTGG 

CD206-F CGTTTACCAAATGGCTTCGT 

CD206-R CCTTGGCTTCGTGATTTCAT 

GAPDH-F GCACCGTCAAGGCTGAGAAC 

GAPDH-R TGGTGAAGACGCCAGTGGA 

1.3 小干扰 RNA（siRNA）序列及荧光原位杂交（FISH）探针 

1.3.1 靶向 NEAT1（Homo）的 siRNA 

为检测 NEAT1 在 HTNV-宿主相互作用过程中的分子机制，根据已有文献分别针

对人源 NEAT1（包括 NEAT1-1 及 NEAT1-2）及 NEAT1-2 设计 siRNA，即 Si-NEAT1

和 Stealth siRNA NEAT1-2（St-NEAT1-2）（如图 1.1），并由上海吉玛公司合成。 
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Si-NEAT1 正义序列为：5’-Phos-GUGAGAAGUUGCUUAGAAACUUUdCdC-3’ 

反义序列为：5’-UCUGCGACUAGUCAGGUACGG-3’  

St-NEAT1-2 正义序列为：5’-GAGUACACAGAGAACUGCCCUCAUU-3’ 

           反义序列为：5’-AAUGAGGGCAGUUCUCUGUGUACUC-3’ 

小鼠体内敲减实验所用Si-NEAT1-2由上海吉玛公司设计并合成，其正义序列为：

5’-CAGCUGUACUGUGAGAUCAUGUUCU-3’。 

1.3.2 靶向 NEAT1-2（Homo）的 FISH 探针 

    由于已有研究表明 NEAT1-2 在核旁斑形成及基因表达调控中起主要作用，为观

察 NEAT1-2 亚细胞定位情况，针对人源 NEAT1-2（红色荧光标记）由广州锐博生物

科技有限公司设计并合成。 

1.4 质粒载体 

pCMV-NEAT1-1 及 pCMV-NEAT1-2 由日本理化学院 Nakagawa Shinichi 教授（现

单位为北海道大学）惠赠[66; 128]，质粒图谱如图 1.3。报告基因质粒 pIF（-Δ116）为

Steve Goodbourn 教授惠赠[129]。 

 

图 1.2 pCMV-NEAT1-1（A）及 pCMV-NEAT1-2（B）质粒图谱 

Fig. 1.2 The map of the plasmids of pCMV-NEAT1-1 (A) and pCMV-NEAT1-2 (B) 
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1.5 主要试剂 

1.5.1 分子克隆实验相关试剂 

2×YT 培养基 Invivogen 公司 

LB 固体培养基 Invivogen 公司 

卡那或氨苄霉素 Invivogen 公司 

稻瘟菌素 Invivogen 公司 

质粒小提试剂盒 Axygen 公司 

质粒大提试剂盒 Axygen 公司 

1.5.2 实时定量 PCR （qRT-PCR）实验相关试剂 

RNA fast 1000 试剂盒 先锋科技有限公司 

逆转录试剂盒 Prime Script RT regent Kit TaKaRa 公司 

实时定量 PCR 试剂盒 SYBR Premix EX Taq TaKaRa 公司 

1.5.3 免疫荧光（IFA）及荧光原位杂交（FISH）实验相关试剂 

4%多聚甲醛（PFA） 索莱宝公司 

Triton X-100 MP 公司 

牛血清白蛋白（BSA）（粉剂） MP 公司 

DAPI 碧云天生物技术研究所 

甘油 碧云天生物技术研究所 

去 RNA 酶 PBS（粉剂） 武汉博士德生物工程有限公司 

4×SSC（溶液） 武汉博士德生物技术有限公司 

NEAT1 FISH 检测试剂盒 广州锐博生物科技有限公司 

1.5.4 In-cell Western（ICW）及 Western Blot 实验相关器材 

ICW 专用 96 孔板 Falcon 公司 

Odessey Blocking Solution（封闭液） LI-COR 公司 

蛋白裂解液（RIPA） 碧云天生物技术研究所 

蛋白酶抑制剂及磷酸酶抑制剂 Roche 公司  

蛋白上样缓冲液（5×） ProteinTech 公司 
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预染蛋白质 Marker Fermentas 公司 

Western Blot 电泳缓冲液及电转移缓冲液 ProteinTech 公司 

TBS 及 TBST 缓冲液 ProteinTech 公司 

1.5.5 抗体 

抗 HTNV NP 鼠单抗 1A8 

（用于 Western Blot/IFA/ELISA） 

本实验室制备保存 

HRP-1A8（用于 ELISA） 本实验室制备保存 

抗 GAPDH 鼠单抗（用于 Western Blot） ProteinTech 公司 

抗 Tubulin 兔多抗（用于 Western Blot） ProteinTech 公司 

IRDye 700/800CW-山羊抗鼠抗体 

（用于 Western Blot/ICW） 

LI-COR 公司 

IRDye 700/800CW-山羊抗兔抗体 

（用于 Western Blot/ICW） 

LI-COR 公司 

FITC 或 Cy3 标记的山羊抗鼠 IgG（用于 IFA） 上海生工生物工程公司 

FITC 或 Cy3 标记的山羊抗兔 IgG（用于 IFA） 上海生工生物工程公司 

Cy3 标记的山羊抗驴 IgG（用于 IFA） 上海生工生物工程公司 

Cy5 标记的山羊抗兔 IgG（用于 IFA） 上海生工生物工程公司 

兔抗人 IFNα 抗体（用于中和 IFNα） CST 公司 

兔抗人 IFNβ 抗体（用于中和 IFNβ） CST 公司 

PE 标记的抗鼠 F4/80 抗体（用于 FCM） BD 公司 

FITC 标记的抗鼠 CD11b 抗体（用于 FCM） BD 公司 

PerCP 标记的抗鼠 CD8 抗体（用于 FCM） BD 公司 

PE 标记的抗鼠 IFNγ 抗体（用于 FCM） BD 公司 

1.5.6 其他试剂 

DMEM 培养液 Thermo 公司（Hyclone） 

RIPA 1640 培养液 Thermo 公司（Hyclone） 

ECM 培养液 ScienCell 公司 

胎牛血清（FBS） Thermo 公司（Hyclone） 
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100×青链霉素 索莱宝公司 

胰蛋白酶/EDTA-胰蛋白酶 索莱宝公司 

DMSO Sigma 公司 

DPBS（溶液） Thermo 公司（Hyclone） 

FAM-siRNA 上海吉玛公司 

pGFP 质粒 Lonza 公司 

polyI:C Sigma 公司 

Amaxa™ 4D-Nucleofector HUVECs 电转试剂盒 

（P5 Primary Cell 4D-Nucleofector™ X Solution） 

Amaxa 公司 

BCA 蛋白定量试剂盒 碧云天生物技术研究所 

人源 IL-8/CCL5/IFNβ ELISA 试剂盒 R&D 公司 

鼠源 IFNβ ELISA 试剂盒 R&D 公司 

流式固定透膜液 

（eBioscience Fixation & Permeabilization Kit） 

Biolegend 公司 

双荧光素酶报告检测试剂盒 

（Dual Luciferase Reporter Assay System） 

Promega 公司 

1.6 实验动物 

    用于扩增 HTNV 实验的昆明小鼠乳鼠（3d 龄）、HTNV 攻毒实验的 C57BL/6J 小

鼠乳鼠（7w 龄，18-22g）及所用标准饲料均购自第四军医大学实验动物中心。小鼠

实验遵照第四军医大学伦理委员会规定，符合中华人民共和国《实验动物管理条例》。 

1.7 主要仪器 

Amaxa™ 4D-Nucleofector Lonza 电转仪 Amaxa 公司 

Epoch 分光光度计 Bio-tek 公司 

Take3 Micro-Volume Plate Bio-tek 公司 

Synergy 2 多功能微孔板检测仪 Bio-tek 公司 

PTC-200 梯度 PCR 扩增仪 MJReserach 公司 

LightCycler96 实时定量 PCR 仪 Roche 公司 

IX71 倒置荧光显微镜 奥林巴斯公司 
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2 方法 

2.1 HTNV 的增殖及细胞感染实验 

2.1.1 HTNV 的乳鼠脑内接种 

1)  动物实验中心领取 1~2 d 龄的昆明窝鼠，处死雄鼠，保留雌鼠。  

2)  在实验台铺一块浸有 3~5%的来苏液纱布，左手捏乳鼠两耳及颈部使其侧卧于纱

布上，酒精消毒眼耳连线中点处，右手持注射器刺入眼耳连线中点略偏耳侧硬

脑膜下，进针 2~3 mm，注入 HTNV 病毒悬液 0.02~0.03 ml，注射完毕用酒精

消毒局部。 

3)  将注射完的乳鼠放回笼之前，需要用酒精棉球擦拭母鼠鼻部，以破坏其嗅觉，以

免母鼠吃掉乳鼠，接种后的乳鼠仍然与母鼠一起喂养。逐日观察，48h 内死亡者

为非特异性死亡。 

2.1.2 乳鼠脑内增毒 HTNV 的获取 

1)  正常情况下接种病毒的乳鼠一般在 10d 左右发病，发病乳鼠的特征主要有离群、

颤抖、抽动等；一旦乳鼠发病，应立即取出母鼠，以免母鼠吃掉乳鼠，并尽快

进行取鼠脑操作。  

2)  待小鼠发病垂死前，应立即杀死，取出鼠脑传代或-80℃保存。取鼠脑的方法为：

用无菌的手术剪刀剪乳鼠颈动脉放血，使乳鼠死亡。酒精消毒乳鼠脑部皮肤，

BX60 正置荧光显微镜 奥林巴斯公司 

微型蛋白电泳仪 Bio-Rad 公司 

Western Blot 电转仪 Tanon 公司 

Odyssey 红外扫描仪 LI-COR 公司 

Sorvall 台式离心机 Kendro 公司 

Scout 生物安全柜 Ohaus 公司 

HEV-50 高压蒸汽灭菌器 Hirayama 公司 

二氧化碳细胞培养箱 Thermo 公司 

超纯水仪 中国 Rephile/瑞枫公司 
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用无菌的手术剪刀剪开乳鼠脑部皮肤，再用另一副眼科剪剪开硬脑膜，并朝上

翻起，暴露鼠脑。换一套无菌剪刀、镊子，镊子夹住皮肤和硬脑膜，用剪刀的

弯头挑起鼠脑，放入无菌的容器（本实验使用的一般为无菌的青霉素小瓶）。 

3)  全部鼠脑取完后，按 1 g 换算 1 ml 计算，加 9 倍体积的双无 1640 培养液（不

含双抗和血清）进行匀浆，尽量将鼠脑组织研磨充分，并注意全程操作应在冰

上进行。  

4)  将匀浆好的鼠脑悬液移至 50 ml 离心管（圆底），冻融三次，之后 4℃ 13,000g×30 

min。  

5)  将离心后的上清用钟罩过滤器过滤，之后再用 0.22 μm 小滤器过滤至 2 ml EP 管

中，-80℃保存。 

2.1.3 HTNV 在 Vero-E6 细胞中的扩增 

1)  T-75 培养的 Vero-E6 待到汇合度在 70%左右时接种鼠脑扩增的 HTNV 病毒（1

瓶 T-75 加入 300 μl HTNV，并补充 3 ml 无血清 DMEM 培养基），感染 2h 后弃

去上清，换用 2% FBS DMEM；  

2)  T-75 继续培养 3~4 天换液（2% FBS DMEM） 

3)  继续培养 4~5d 后，将培养瓶冻入-80℃冰箱待处理；  

4)  将 T-75培养瓶中的Vero-E6 细胞反复冻融三次（37℃/-80℃）后将上清转移至 50 

ml 离心管，13,000g 离心×10 min。上清即为扩增好的病毒液，冻入-80℃冰箱

备用。部分密封好的病毒液送本校辐照中心进行 Co
60

 辐照灭活。 

2.1.4 夹心 ELISA 法检测 HTNV 病毒滴度（TCID50/ml） 

1)  将 Vero-E6 细胞以 10
4
/孔接种于 96 孔板，使用 10% FBS DMEM 培养基，于 37℃

孵箱中进行细胞培养。 

2)  用 DMEM 培养液梯度稀释上述 Vero-E6 细胞中扩增所得 HTNV（10
-1

~10
-8），待

96 孔板中细胞汇合度达到 70%时感染 Vero-E6 细胞（每个稀释度的 HTNV 感染

8 个孔，每孔加入 100 μl HTNV），2h 后换液（2% FBS DMEM 培养基）。  

3)  于 4dpi、8dpi 换液，于 10dpi 将 96 孔板反复冻融三次待用。 

4)  包被 1:1000 的 1A8 和 Sp2/0 纯化腹水，100 μl/孔，4℃过夜。同时，每块平板设

空白对照孔（只加 100 μl 包被液）；  
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5)  洗涤 3 次，每孔加入 3% BSA-PBS 封闭 30~60min；  

6)  洗涤 3 次，每孔加入上述 Vero-E6 细胞上清 100 μl，37℃孵育 1h，同时设阳性对

照 HTNV 病毒鼠脑抗原（HTNV-Ag），空白孔只加稀释液；  

7)  洗涤 3 次，每孔加 100 μl 1:4000 稀释的 HRP-1A8，37℃孵育 1h，空白孔只加

稀释液；  

8)  洗涤 3 次，每孔加 100 μl TMB 底物液，显色 30min；  

9)  直接加终止液，50 μl/孔，迅速在酶标仪上在 OD490 /OD492 处读数，所得读数

（positive）比 Sp2/0 读数（negative）（P/N 值）大于/等于 2.1 时记为阳性孔，

同时 Sp2/0 孔的数值应小于 0.10。计数每个稀释梯度病毒的阳性、阴性孔数。 

10) 根据 Reed-Meunch 公式计算 HTNV 的病毒滴度（TCID50/ml）。 

2.1.5 HTNV 感染细胞实验 

    按照以下细胞数将不同细胞接种于培养板：10
4
/孔-96 孔板、5×10

4
/孔-24 孔板、 

2.5×10
5
/孔-6 孔板。利用测得的病毒滴度 TCID50/ml，结合公式 PFU=0.7×TCID50/ml 

[130]，MOI=PFU/细胞数，并根据不同实验目的所需的 MOI 量计算每孔所需的病毒体 

积。 

HTNV 感染前将细胞按上述要求接种于不同培养板，带细胞汇合度达

60%~70%，弃去原有培养液并用 DPBS 洗涤 2 次后加入所需病毒量，并补加无血清

培养液（96 孔板每孔补加至 100 μl，24 孔板每孔补加至 500 μl，6 孔板每孔补加至

2500 μl），37℃、CO2孵箱中培养 2h 后换液（含 2% FBS 的培养基），之后根据不同

研究目的进行下一步实验。 

2.2 测序样本制备与 DGE 分析 

HUVECs 按上述要求接种于 6 孔板并以 MOI=1 感染 HTNV（HTNV 组），或加

入等体积 Co
60 灭活的 HTNV（Co

60
-HTNV 组）、无血清 ECM（Mock 组）。24h 后弃

去上清，Trizol 裂解细胞，送华大公司进行 DGE 分析，结果已上传至 GEO（Gene 

Expression Omnibus）数据库，编号为 GSE89950。 

2.3 siRNA 或质粒的转染 

   HUVECs 从培养板中消化离心后，使用 P5 Primary Cell 4D-Nucleofector™ X 

Solution 重悬并计数细胞，按照如下体系加入 siRNA 或质粒并进行电转： 
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    电转方法按照 Amaxa™ 4D-Nucleofector HUVECs 电转试剂盒的说明书进行，电

转结束后依据实验目的选择合适细胞数铺于培养板中，培养方法见 1.1.1。 

2.4 实时定量 PCR（qRT-PCR）检测 HTNV 感染细胞中不同分子 mRNA 的表达 

2.4.1 细胞总 RNA 的提取 

采用先锋生物的 RNA fast 1000 试剂盒提取各组细胞总 RNA，参照说明书进行实

验操作，具体如下： 

1) 实验前准备：第一次使用前在漂洗液 RW 中加入 45 ml 无水乙醇； 

2) 各组细胞弃去培养基，PBS 漂洗 3 次； 

3) 6 孔板中每个孔加入 1ml Trizol 裂解液，置于冰上低温裂解 5 min； 

4) 用移液器轻轻吹打 6 孔板底壁，吹打至底壁光滑干净； 

5) 转移细胞裂解悬液于 1.5 ml 去 RNA 酶 EP 管中，加入氯仿 200 μl，充分颠倒混匀

1 min，冰上低温静置 5 min； 

6) 4℃、12,000 rpm 离心 5 min，转移上层无色透明溶液 400 μl 于新的去 RNA 酶 EP

管中； 

7) 加入等体积聚合液 RB2，充分颠倒混匀 1 min，转移入带有 RNase-free 吸附柱的

收集管中，4℃、13,000 rpm 离心 1 min； 

8) 弃去收集管中的液体，在吸附柱内加入漂洗液 RW 500 μl，4℃、13,000 rpm 离心

1 min，此过程重复两次； 

9) 弃去收集管中的液体，不加漂洗液 RW，再次 4℃、13,000 rpm 离心 1 min； 

10) 弃去收集管，将吸附柱转移至新的去 RNA 酶 EP 管中，在吸附柱中央过滤膜上

加入 30 μl 的 RNase-free H2O，4℃冰箱静置 5 min 后，4℃、13,000 rpm 离心 1min； 
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11) 收集离心后的液体即为提取的各组细胞总 RNA 溶液，标记并置于-80℃超低温冰

箱保存备用。 

2.4.2 RNA 浓度测定 

采用 Take3 Micro-Volume Plate 和 Epoch 2 多功能微孔板检测仪进行 RNA 浓度

的测定，具体如下： 

1) 采用 ddH2O 反复清洗 Take3 Micro-Volume Plate 测量孔，并用滤纸吸干多余水分； 

2) 分别在测量孔内加入 ddH2O 作为本底和待测总 RNA 溶液； 

3) 将 Take3 Micro-Volume Plate 放入 Epoch 2 多功能微孔板检测仪进行 RNA 浓度

（ng/μl）测定，保存并记录结果。 

2.4.3 反转录反应 

采用 PrimeScript™ RT Master Mix (Perfect Real Time) 反转录试剂盒进行总 RNA

的反转录。反应体系如下： 

试剂 体积（μl） 

5×PrimeScript Buffer  2 

总 RNA 溶液 体积=（1000 ng/浓度） 

RNase Free dH2O 补齐总体积 

总体积 20 

反应条件如下： 

37℃， 15min 

85℃， 5s 

4℃， forever 

所得反应液即为反转录液，标记并置于-80℃超低温冰箱保存备用。 

2.4.4 实时定量 PCR 

(A)  20 μl实时定量 PCR 反应体系如下： 

试剂 用量（μl） 

SYBR Premix Ex Taq II 10 

Forward Primer 1.6 

Reverse Primer 1.6 

反转录液 1 

ddH2O 5.8 
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(B)  实时定量 PCR 反应条件： 

95℃，      3min； 

95℃，      3s   

60℃，      20s  

10℃，      forever 

(C)  获取各组 CT 值，进行统计学分析。 

2.5 免疫荧光法（IFA）检测 HTNV 感染细胞中不同蛋白的表达及亚细胞定位 

实验前将细胞铺于小圆片（玻片，一片可铺于 24 孔板一孔），根据不同研究目的

处理细胞，于预期时间点进行 IFA 实验： 

1) 吸弃培养基，PBS 洗涤玻片 3 次，每次 5 min；  

2) 固定：在每张玻片上轻轻滴加 200 μl 的 4%多聚甲醛，使玻片完全没入多聚甲醛

中，室温固定 15 min；  

4) 透膜：吸弃多聚甲醛溶液，PBS 洗涤玻片 3 次，每次 5 min，随后每张玻片上轻

轻滴加 300 μl 0.5% Triton X-100，室温透膜 20 min；  

5) 封闭：吸弃 Triton X-100，PBS 洗涤玻片 3 次，每次 5 min，每张玻片滴加 200 μl

封闭液（3% BSA-DPBS），室温封闭 30 min； 

6) 孵育一抗：吸弃封闭液，不洗，每张玻片滴加足量一抗，湿润环境 4℃孵育过夜； 

7) 孵育二抗：PBST 洗涤玻片 3 次，每次 5 min，加入相应荧光二抗，避光湿润环境

37℃孵育 1h，避光 PBST 再次清洗 3 次，每次 5 min； 

8) 染核：用稀释后的 DAPI 避光孵育 5 min，染核；PBST 洗涤 3 次，每次 5 min； 

9) 保存与结果观察：甘油封片于盖玻片上，做好标记，-80℃冰箱保存，择期使用激

光共聚焦扫描显微镜观察目的蛋白在细胞核内的分布情况。 

2.6 荧光原位杂交（FISH）检测 HTNV 感染细胞中 NEAT1-2 的表达及亚细胞定位 

细胞爬片后进行不同处理，于预期时间点通过 FISH 技术在激光共聚焦扫描显微

镜下观察 NEAT1-2 的表达。具体实验操作如下： 

1) 固定：PBS 洗涤细胞后 4%多聚甲醛室温固定 10 min，并用 PBS 洗涤细胞 3 次，

每次 5 min； 

2) 透膜：每孔加入 300 μl 0.5% Triton X-100，置于 4℃冰箱 5 min，随后用 PBS 洗涤 

35 个循环 



第四军医大学硕士学位论文 

-50- 

细胞 3 次，每次 5 min； 

3) 预杂交与杂交：每孔加入 200 μl 预杂交液，37℃孵育 30min 后，避光下加入已 

37℃预热的杂交液，37℃避光孵育过夜； 

4) 洗涤：避光条件下用 42℃预热的 4×SSC 洗涤 3 次，每次 5 min，随后分别用 42℃ 

预热的 2×SSC 和 1×SSC 各洗涤 1 次，每次 5 min； 

5) 避光下 PBS 洗涤细胞 5 min； 

6) 染核：用稀释后的 DAPI 避光孵育 5 min，染核；PBST 洗涤 3 次，每次 5 min； 

7) 结果观察与保存：甘油封片于盖玻片上，做好标记，-80℃冰箱保存，择期使用激 

光共聚焦扫描显微镜观察 NEAT1-2 在细胞核内的表达情况。 

2.7 In-cell Western（ICW）及 Western Blot 检测 HTNV 感染细胞后不同蛋白的表达 

2.7.1 In-cell Western 检测 HTNV 感染细胞后不同蛋白的表达 

    将细胞铺于 ICW 专用 96 孔板，进行处理后于预期时间点进行 ICW 实验： 

1) 固定：向每孔中加入 4℃预冷 4%多聚甲醛 100 μl 进行固定，静置于室温条件孵育

20 min。加固定缓冲液时，小心地用移液器沿管壁加入，避免细胞脱落。 

2) 透膜：吸弃固定缓冲液，用 1% Triton X-100 100 μl/孔分 3 次洗脱细胞，每次 5 min，

以保证完全渗透细胞。 

3) 封闭：吸弃透膜缓冲液，沿管壁向每孔加入 150 μl 封阻液，在摇床上缓慢摇动室

温下孵育 1.5 h。 

4) 孵育一抗：吸弃封阻液，沿管壁向每孔加入 50 μl 一抗，一抗是两种不同抗体的

混合液，包括抗 HTNV NP 的鼠单抗 1A8 及抗 Tubulin 兔多抗。4℃不摇动孵育过

夜。 

5) 洗涤：吸弃一抗，沿管壁向每孔加入洗涤缓冲液（0.1% Tween-20），300 μl/孔，

室温下缓慢摇动 5 min，洗涤 5 次以上。 

6) 孵育二抗：吸弃洗涤缓冲液，沿管壁向每孔加入二抗 50 μl。二抗是两种抗体的混

合液，包括 Goat anti-rabbit IRDyeTM 680 和 Goat anti-mouse IRDyeTM 800CW，

均按照 1:5000 稀释。室温下避光缓慢摇动，孵育 1 h。 

7) 洗涤：沿管壁向每孔加入洗涤缓冲液 200 μl，室温下避光缓慢摇动，洗脱 5 min。

洗涤 5 次以上。 
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8) 结果判读及保存：微孔板采用 Odyssey 近红外双色荧光成像系统进行扫描，使用

700 nm 和 800 nm 两个通道同时扫膜，选择中等质量、169 μm 分辨率、3.0 nm 焦

距、亮度 5。一台 Odyssey 扫描仪可同时扫描 8 块 96 孔板。 

2.7.2 Western Blot 检测 HTNV 感染细胞后不同蛋白的表达 

   将细胞铺于 6 孔板，处理后于预期时间点进行 Western Blot 实验： 

(A) 提取各实验组细胞总蛋白： 

1) 弃去细胞培养液，PBS 润洗 3 次并吸干； 

2) 将每孔加入 100 μl 含蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的 RIPA 裂解液，置于冰上裂

解 10 min； 

3) 用干净的细胞刮将细胞刮下，使用移液器将含有细胞碎片的裂解液转移至 1.5 ml 

EP 管中。 

4) 4℃、13,000 rpm 离心 30 min，弃去沉淀，所得上清即为提取的各组细胞总蛋白； 

5) 将各组上清分装并做好标记，置于-80℃冰箱保存待用。 

(B) BCA 法测蛋白浓度： 

1) 配置 BCA 测定标准品，测量并绘制标准品浓度梯度标准曲线； 

2) 按 A 液:B 液比例为 50:1 和待测样本数准备工作液； 

3) 分别在 96 孔板中加入各组待测样本和工作液，混匀后 37℃孵育 30 min； 

4) 将孵育后的 96 孔板置于 Synergy 2 多功能微孔板检测仪中测定 562 nm 吸光度值； 

5) 结合标准曲线计算得出待测样本的蛋白浓度。 

(C) Western Blot 检测目的蛋白表达情况： 

1) 样本准备：实验中蛋白上样量 10 μg，根据测出的蛋白浓度吸取适量体积的蛋白，

加入 5×SDS-PAGE 蛋白加样缓冲液，水浴煮沸 10 min； 

2) 上样：组装 SDS-PAGE 电泳系统，将蛋白 Marker 和煮好的蛋白样本加入电泳槽

内； 

3) 电泳：170V 恒压 1 h 进行电泳； 

4) 转膜前准备：剪裁好 PVDF 膜并用甲醇激活，将滤纸、PVDF 膜及电泳完成的凝

胶按照负极-滤纸-凝胶-PVDF 膜-滤纸-正极的顺序组装； 

6）转膜：0.2A 恒流 2h 进行转膜； 
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7）封闭：取出 PVDF 膜，放入 3%BSA 中封闭 1 h； 

8）孵育一抗：将封闭好的 PVDF 膜置于一抗中， 4℃孵育过夜； 

9）洗涤：回收抗体，并将 PVDF 膜置于 1×TBST 中洗涤 3 次，每次 5 min； 

10）孵育一抗：将 PVDF 膜置于 1:200 稀释的抗兔红外二抗中，室温避光孵育 2 h； 

11）洗涤：回收抗体，再次用 1×TBST 洗涤 3 次，每次 5 min，避光； 

12）结果分析：使用 Odyssey 扫描仪对 PVDF 膜扫描并分析图像。 

2.8 双荧光素酶报告系统检测 IFNβ启动子活性 

    使用双荧光素酶报告检测试剂盒（Dual Luciferase Reporter Assay System）进行相

关操作，方法如下：在转染前一天将细胞铺于 24 孔板，转染体系为：Opti-MEM 150 

μl，Luciferase plasmid 1500ng，Renilla plasmid（pRL-TK） 30 ng， 待测质粒或者 siRNA 

3 μg，转染试剂（PEI-MAX）9 μl，孵育 30 min 后等量加入 3 个复孔，6 h 换液，24h

后感染 HTNV，在 48hpi，细胞用 DPBS 洗涤 3 次，每孔加入 100 μl 被动裂解液（PLB），

低速震荡 20 min，取一支 1.5 ml EP 管加入 100μl LARII 与 20 μl 裂解液共作用后在

Promega GloMax 20/20 发光检测仪上检测萤火虫荧光素酶值，后加入 100 μl 终止液，

读取海肾荧光素酶值，取两者之比（ratio）。 

2.9 C57BL/6J 小鼠体内 HTNV 攻毒实验及组织病理损伤等指标的检测 

2.9.1 小鼠体内 HTNV 攻毒实验 

    在 C57BL/6J 小鼠大腿内侧肌注 HTNV 400 μl（1000TCID50），对照组注射等体

积 RPMI-1640。从 0dpi 至 10dpi 监测各组小鼠体重变化。在预期时间点脱臼处死小

鼠，取肝、脾、肾等脏器，称重后加入适量的无血清 DMEM 或 Trizol，研磨后取上

清用于 ELISA、Western Blot、qRT-PCR、病毒滴度检测等实验。在预期时间点眼球

取血用于 ELISA 实验。 

2.9.2  ELISA 法检测血清细胞因子 

使用 R&D 公司提供的各细胞因子试剂盒检测 IL-8 等细胞因子的浓度，方法如

下：梯度稀释标准品，按照 1:1 比例在酶标板每孔加入包被反应液、标准品或者样品

各 50 μl（样品 1:10 稀释），37℃孵育 1h，洗涤后加入二抗，37℃孵育 1min，洗涤后

加入底物显色液，37℃孵育 15min，加入终止液，用酶标仪检测 450nm 处吸光度值，
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根据标准品绘制的标准曲线计算各细胞因子浓度。 

2.9.3 各组织 HE 染色 

    小鼠经水合氯醛麻醉后打开胸腔，将生理盐水注入左心室灌注 3~5min，取脾脏、

肝脏、肾脏，经固定后，常规石蜡包埋，4 μm 切片。切片常规用二甲苯脱蜡，经各

级乙醇至水洗：二甲苯（I）5min→二甲苯（Ⅱ）5min→100％乙醇 2min→95％的乙

醇 1min→80％乙醇 1min→75％乙醇 1min→蒸馏水洗 2min。苏木素染色 5min，自来

水冲洗；盐酸乙醇分化 30s；自来水浸泡 15min 后置伊红液 2min。常规脱水，透明，

封片：95％乙醇（I）min→95％乙醇（Ⅱ）1min→100％乙醇（I）1min→100％乙醇

（Ⅱ）1min→二甲苯石碳酸（3:1）1min→二甲苯（I）1min→二甲苯（Ⅱ）1min→中

性树脂封固。 

2.9.4 流式细胞技术检测脾脏中巨噬细胞聚集及 T 细胞活化 

 提取脾脏细胞用 0.14 M NH4Cl 裂解红细胞后进行细胞计数。取 5×10
5 个细胞

离心沉降，重悬于 100 μl 流式细胞仪用缓冲液中，用抗 F4/80 及 CD11b 抗体进行表

面抗原染色，4°C 染色 30 min，再用缓冲液洗涤 3 次后上机检测巨噬细胞数目；或

重悬先用抗 CD8 抗体进行表面抗原染色，染色洗涤后尽量弃去上清，加 100 μl 固定

液，然后室温下保存于黑暗中 20 min。洗涤后加 1 ml 穿膜液重悬，4°C、1300 rpm

离心 5 min，再重悬于 50 μl 穿膜液，加入抗 IFNγ 抗体进行胞内染色，4°C 染色 30 

min，洗涤后上机分析活化的 T 细胞数。 

2.10 统计分析方法 

     使用SPSS 18.0软件进行统计分析，两组组间比较采用Student’s t检验（非配对），

三组及三组以上的组间比较采用 One-Way ANONA，P＜0.01 视为组间差异有统计学

意义，*P＜0.01，**P＜0.001，***P＜0.0001。利用 GraphPad Prism 6 软件处理数据

并作图，结果以均值±标准差（mean±SD）形式表示。 

3 结果 

3.1  HTNV 感染 HUVECs 诱导 NEAT1 表达水平上调 

为检测 HTNV 感染后宿主 lncRNA 表达情况及相关特点，利用 illumina 测序技术

对感染 HTNV 的 HUVECs 进行 DGE 分析，找出差异表达基因（含 lncRNA）。将
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HUVECs 分为 Mock 组（纯细胞组）、Co
60

-HTNV 组（Co
60 灭活病毒处理组）及 HTNV

组（将 HTNV 以 MOI=1 感染细胞）。Co
60 辐照可以有效破坏病毒核酸，使其失去复

制及转录能力，但对病毒蛋白的结构及功能并无影响。在感染后第 24h 提取各组

RNA，送华大公司进行 DGE 分析，在 P 值小于 0.001 的基础上，以假阳性发现率（False 

Discovery Rate，FDR）小于等于 0.001，且 log2Ratio 绝对值大于等于 1 为标准筛选

差异基因。结果如图 1.3 所示，与 Mock 组相比，HTNV 组有 1224 个基因表达上调，

516 个基因表达下调；与 Co
60

-HTNV 组相比，HTNV 感染组有 689 个基因表达上调，

825 个基因表达下调；与 Mock 组相比，Co
60

-HTNV 感染组有 881 个基因表达上调，

282 个基因表达下调。 

 

图 1.3 DGE 分析各组 HUVECs 差异基因的比较结果 

Fig. 1.3 Differential genes of different groups based on DGE analysis 

如图 1.4 所示，与 Mock 组相比，Co
60

-HTNV 感染组及 HTNV 感染组的 PRR（如

TLR2 等）、I 型 IFN 信号通路相关转录因子（如 IRF3 等）、IFNβ 及多种 ISG（如 IFIT1

等）具有不同程度表达上调；值得注意的是，与 Mock 组及 Co
60

-HTNV 组相比，HTNV

组 lncRNA NEAT1 表达分别上调 6.09 倍（P=6.86×10
-13,

 FDR=9.75×10
-12）及 3.54 倍

（P=1.75×10
-14

, FDR=3.10×10
-13）；与 Mock 组相比，Co

60
-HTNV 组 lncRNA NEAT1

表达变化无统计学意义(P=0.21034, FDR=0.58211)，上述实验结果提示宿主细胞

lncRNA NEAT1 的表达与 HTNV 病毒复制相关。 
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图 1.4 DGE 分析各组 HUVECs 固有免疫相关基因及 lncRNA 差异表达情况 

Fig. 1.4 Innate immunity related differential genes shown by heat map 

    为进一步观察 HTNV 感染对宿主细胞 NEAT1 转录水平的影响，以 MOI=1 感染

HUVECs、HEK293、A549、HeLa 等细胞，于 72hpi 检测 HTNV 感染复制及子代病

毒产生情况，IFA 结果提示 HTNV 可有效感染上述细胞并在其中复制，感染效率均

在 80%以上（如图 1.5-A）；将上述细胞先置于-80°C 上冻存后于 37°C 后融化，反复

冻融 3 次后取上清感染 Vero-E6 细胞，10dpi 进行 ELISA 计算 HTNV 滴度，结果显

示 HTNV 病毒滴度均高于 3×10
3 

TCID50/ml，提示 HTNV 可在上述细胞产生子代病毒

（图 1.5-B）。在保证 HTNV 有效感染且可产生子代病毒的情况下检测 NEAT1 表达情

况，qRT-PCR 结果提示，与 Control 组相比，HTNV 感染可上调 HUVECs、HEK293、

A549、HeLa 等细胞中 NEAT1 及 NEAT1-2 的转录水平（3dpi）；NEAT1 及 NEAT1-2

的表达在 HUVECs 及 HEK293 细胞中上调 5 倍以上，A549 及 HeLa 细胞中上调 2 倍

以上（如图 1.5-C）。 

Mock 

Mock 
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图 1.5 HTNV 感染后病毒感染效率及 NEAT1 转录水平 

Fig. 1.5 HTNV infection efficiency and NEAT1 transcription level in different cell lines 
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（A. HTNV 以 MOI=1 感染 HUVECs、HEK293、A549、HeLa 等细胞后于 74hpi 通过 IFA 检测 

HTNV NP 表达，其中 HUVECs 及 HEK293 细胞中使用 FITC 标记的荧光二抗，即绿色显示 HTNV  

NP，而 A549 及 HeLa 细胞中使用 Cy3 标记的荧光二抗，即红色显示 HTNV NP。B. HTNV 感染 

上述细胞 72hpi，反复冻融 3 次后取上清感染 Vero-E6 细胞，7dpi 进行 ELISA，利用 Reed-Muench 

法计算 TCID50/ml，以此评估 HTNV 病毒滴度。C. HTNV 感染上述细胞 72hpi 进行 qRT-PCR 检 

测 NEAT1 及 NEAT1-2，其中 Control 组使用等量的 Co
60 灭活 HTNV 刺激 HUVECs 作为对照， 

*P＜0.01，**P＜0.001，***P＜0.0001；Student’s t 检验。此部分实验及后续实验结果均设生物学 

重复，若无特殊说明则 n=3。） 

    已有研究表明 NEAT1 中长为 23kb 的转录本 NEAT1-2 在核旁斑形成及基因表达

调控过程中起到主要作用，且其在 polyI:C刺激后表达水平明显升高[66]。为检测HTNV

感染后 NEAT1-2 的亚细胞定位，针对其设计并合成 FISH 探针（如图 1.1）。在 HeLa

细胞中，以 Co
60 灭活 HTNV 处理为 Control 组，以 polyI:C 刺激为阳性对照组，以

HTNV感染为实验组，观察HTNV感染后NEAT1-2的表达情况及其亚细胞定位。FISH

结果提示，与 Control 组相比，在 HeLa 细胞中，polyI:C 刺激或 HTNV 感染（72hpi）

均能有效诱导 NEAT1-2 表达，且诱导产生的 NEAT1-2 主要分布于细胞核，聚集成片

状（图 1.6-A）。在 HUVECs 中，以 Co
60 灭活 HTNV 处理为 Control 组，以 HTNV 感

染为实验组，观察 24hpi、72hpi 等不同时间点 NEAT1-2 的表达情况，FISH 及 IFA

结果提示随着 HTNV NP 表达增多，NEAT1-2 转录水平上调，且其同样定位于细胞

核，聚集成片状（图 1.6-B）。值得注意的是，HeLa 细胞中细胞核核周围可见少量红

色荧光，而 HUVECs 中仅在核内可见红色荧光。提示 NEAT1-2 在不同细胞系中的亚

细胞定位可能不同。 
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图 1.6 FISH 检测 HTNV 感染 HeLa 及 HUVECs 中 NEAT1-2 的表达水平及亚细胞定位 

Fig. 1.6 NEAT1-2 expression and intracellular location shown by FISH in HeLa cells（A） and 

HUVECs（B）with different treatments 

（A. HTNV 以 MOI=1 感染 HeLa 细胞，在 72hpi 进行 FISH 检测 NEAT1-2 表达及亚细胞定位， 

其中以等量的 Co
60灭活 HTNV 刺激 HeLa 细胞 24h 作为 Control 组，以 20 μg polyI:C 刺激 12h 为 

阳性对照组。B. HTNV 以 MOI=1 感染 HUVECs，在 24hpi、72hpi 进行 FISH 检测 NEAT1-2 表达 
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及亚细胞定位，其中以等量的 Co
60灭活 HTNV 刺激 HUVECs 24h 作为 Control 组。） 

3.2  NEAT1 表达水平在一定范围内与 HTNV 感染时间及感染剂量呈正相关 

通过上述实验初步证实 HTNV 感染可诱导 lncRNA NEAT1 表达，但尚不明确

NEAT1 转录水平与 HTNV 感染时间及感染剂量的关系。HTNV 以 MOI=1 感染

HUVECs、HEK293、A549、HeLa 等细胞，分别于 0hpi、2hpi、6hpi、12hpi、24hpi、

48hpi、72hpi、96hpi、120hpi 等时间点进行 qRT-PCR 检测细胞内病毒复制、IFNβ 及

NEAT1 表达水平。随着感染时间的延长，可见细胞内 HTNV 病毒载量逐步上升并于

96hpi进入平台期（图1.7-A）；在HTNV感染12h内未见上述细胞产生 IFNβ（P＞0.05），

直至 24hpi 方可见 HUVECs 产生少量 IFNβ（P＜0.05），而 48hpi 后上述细胞均可产

生大量 IFNβ（图 1.7-B）；NEAT1 及 NEAT1-2 的表达在感染 12h 以内并无明显变化，

而在 24h 后随感染时间延长而逐渐增加，并于 96hpi 进入平台期（图 1.7-C）。NEAT1

在 2hpi 有一过性上调，可能与 HTNV 作用初期刺激所导致的细胞应激反应有关，而

并非病毒本身感染及复制所致（图 1.7-C）。为研究 NEAT1 表达水平与感染剂量的关

系，分别将 HTNV 以 MOI=0.1、1、5 感染 HUVECs、HEK293、A549、HeLa 等细胞，

于 72hpi进行 qRT-PCR检测不同MOI感染后NEAT1的表达情况，结果提示MOI=0.1、

1、5 感染上述细胞均能诱导 NEAT1 及 NEAT1-2 转录上调，且在 MOI=0.1 及 1 时

NEAT1 表达呈递增趋势，而在 MOI=1 及 5 时 NEAT1 表达进入平台期（图 1.7-D）。

上述结果提示 NEAT1 在 HUVECs、HEK293、A549、HeLa 等细胞中的表达水平在

一定范围内与 HTNV 感染时间及感染剂量呈正相关，进一步提示 NEAT1 有可能在

HTNV 与宿主细胞的相互作用中扮演重要角色。 
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图 1.7 NEAT1 表达水平在一定范围内与 HTNV 感染时间及感染剂量呈正相关 

Fig. 1.7 NEAT1 expression is time- and dose-dependent upon HTNV infection  

（A-C 图，HTNV 以 MOI=1 感染 HUVECs、HEK293、A549、HeLa 等细胞。A. 通过 qRT-PCR

技术检测不同时间点 HTNV S 片段的 Ct 值，利用前期通过绝对定量 PCR 技术建立标准曲线，计

算 HTNV 病毒载量。B. GAPDH 为内参，通过 qRT-PCR 检测 IFNβ mRNA 的表达，以 GAPDH 

mRNA 的表达水平为标准，图示不同时间点 IFNβ mRNA 的绝对表达量。C. GAPDH 为内参，通

过 qRT-PCR 检测 NEAT1 表达，以 0hpi 的 NEAT1 及 NEAT1-2 转录水平为 1，图示不同时间点
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NEAT1-1 及 NEAT1-2 的相对表达量，后续实验结果均按照此法进行计算和展示。D. GAPDH 为

内参，通过 qRT-PCR 检测 NEAT1 表达，图示不同 MOI 感染后 NEAT1 及 NEAT1-2 的相对表达

量，其中 MOI=0 为使用 Co
60 灭活 HTNV 刺激。） 

3.3  在 HUVECs 中敲减或过表达 NEAT1-2 可分别促进或抑制 HTNV 感染  

HTNV 感染可诱导宿主细胞 lncRNA NEAT1 表达，且其转录水平与病毒感染时

间、感染剂量关系密切，因此我们推测 NEAT1 可能参与病毒复制的相关过程。为验

证 NEAT1 在 HTNV-宿主互作过程中的作用，我们首先通过 siRNA 敲减 NEAT1 检测

HTNV 病毒复制情况。HUVECs 为原代细胞，化学转染效率低，本研究采用电转技

术转染 siRNA，流式细胞技术结果提示 FAM 标记 siRNA 的转染效率为 52.7%，满足

后续实验需求（如图 1.8 左）；qRT-PCR 结果提示 Si-NEAT1 可有效敲减 NEAT1-1 及

NEAT1-2（敲减效率接近 80%），而 St-NEAT1-2 则可特异性敲减 NEAT1-2（敲减效

率效率大于 60%）（如图 1.8 右），与预期设计相符，且与以往文献报道一致[66]。 
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图 1.8 HUVECs 中 siRNA 转染效率（左）及敲减效率（右） 

Fig. 1.8 The siRNA transfection efficiency (left) and silencing efficiency (right) in HUVECs 

（铺有 HUVECs 的 6 孔板每孔转染 3 μg FAM-siRNA、Si-NEAT1 或 St-NEAT1-2，电转 72h 检测

以下指标：左，通过流式细胞技术检测 FAM-siRNA，计数 10 万 HUVECs 并计算荧光阳性细胞

数，评价 siRNA 转染效率；右，通过 qRT-PCR 检测 NEAT1 及 NEAT1-2 转录水平。） 

在HUVECs中梯度增加Si-NEAT1转染剂量，转染 24h后以MOI=0.1感染HTNV，

分别于 2hpi、48hpi 提取细胞总蛋白，检测 HTNV NP 的表达量。Western Blot 结果提
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示，随着 Si-NEAT1 转染剂量的增加，在 2hpi（冰上），HTNV NP 的吸附量并无明显

变化，提示敲减并不影响 HTNV 吸附过程；NEAT1 而在 48hpi，HTNV NP 的表达呈

递增趋势，提示敲减 NEAT1 可促进 HTNV 在宿主细胞内的复制（如图 1.9）。 

 

图 1.9 Western Blot 检测敲减 NEAT1 对 HTNV 复制的影响 

Fig. 1.9 The HTNV NP expression detected by Western Blot after silencing NEAT1  

（按照 0 μg、0.1 μg、0.5 μg、1 μg、3 μg 的递增浓度在 HUVECs 中电转 Si-NEAT1，转染 24h 后

以 MOI=0.1 感染 HTNV，冰上吸附 2h 后，收集上清并提取细胞蛋白分别进行 Western Blot，上

清中 NP 量即为 Input NP，2hpi 细胞上 NP 量为吸附的 HTNV NP；重复上述过程，48hpi 提取蛋

白进行 Western Blot，检测 HTNV NP 表达量。） 

敲减 NEAT1 促进 HTNV NP 在 HUVECs 中表达，提示 NEAT1 具有潜在的抗

HTNV 作用，但仍不清楚是转录本 NEAT1-1 还是转录本 NEAT1-2 发挥主要的抗病毒

作用。通过在 HUVECs 中分别转染 Si-NEAT1 及 St-NEAT1-2，转染 24h 后以 MOI=0.1

感染 HTNV，48hpi 利用 In-cell Western（ICW）技术检测 HTNV NP 的表达，结果显

示与阴性对照（Negative Control，NC）组相比，Si-NEAT1 组及 St-NEAT1-2 组 HTNV 

NP 表达明显增加（P＜0.001），而 Si-NEAT1 组和 St-NEAT1-2 组之间 HTNV NP 的

表达量无统计学差异（P＞0.05）（如图 1.10-A）。通过 qRT-PCR 进一步检测各组 HTNV

复制水平，结果显示与 NC 组相比，Si-NEAT1 组和 St-NEAT1-2 组 HTNV S 片段增

加约 1 倍（P＜0.01）（如图 1.10-B）；利用 ELISA 法检测 HTNV 滴度，结果显示与

NC 组相比，Si-NEAT1 组和 St-NEAT1-2 组 HTNV 滴度增加约 1 倍（如图 1.10-C）；
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而 Si-NEAT1 组和 St-NEAT1-2 组 HTNV S 片段产生水平及病毒滴度无统计学差异（P

＞0.05）（如图 1.10-B 及 1.10-C）。上述结果提示敲减 NEAT1-2 与同时敲减 NEAT1-1

及NEAT1-2有类似的作用，即NEAT1-2可能在宿主抗病毒感染过程中发挥主要作用。 

 

图 1.10 敲减 NEAT1-2 对 HTNV 复制的影响 

Fig. 1.10 The effects of silencing NEAT1-2 on HTNV infection in HUVECs 

（A.铺有 HUVECs 的 ICW 专用 96 孔板每孔转染 0.25 μg Si-NEAT1 或 St-NEAT1-2，NC 组转染 

0.25 μg scrambled siRNA，Mock 组不做任何处理，转染 24h 后以 MOI=0.1 感染 HTNV，同时平 

行设 Co
60灭活病毒组，48hpi 进行 ICW 检测 HTNV NP 表达量。左图为 ICW 扫描后 NP 在各孔 

A 

B C 
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细胞中的分布；右图为以 Tubulin 为内参计算 NP 相对荧光强度后的比较结果。*P＜0.01，**P＜ 

0.001，***P＜0.0001；One-Way ANOVA。B. 铺有 HUVECs 的 24 孔板每孔转染 1 μg Si-NEAT1 

或 St-NEAT1-2，NC 组转染 1 μg scrambled siRNA，Mock 组不做任何处理，转染 24h 后以 MOI=0.1 

感染 HTNV，48hpi 进行 qRT-PCR 检测 HTNV S 片段的表达量。*P＜0.01，**P＜0.001，***P 

＜0.0001；One-Way ANOVA。C. 铺有 HUVECs 的 6 孔板每孔转染 3 μg Si-NEAT1 或 St-NEAT1-2， 

NC 组转染 3 μg scrambled siRNA，Mock 组不做任何处理，转染 24h 后以 MOI=0.1 感染 HTNV， 

72hpi 将其先置于-80℃冻存后于 37℃融化，反复冻融 3 次后取上清感染 Vero-E6 细胞，10dpi 进 

行 ELISA，计算 HTNV 滴度。*P＜0.01，**P＜0.001，***P＜0.0001；One-Way ANOVA。） 

为进一步明确 NEAT1-2 的抗病毒作用，通过在 HUVECs 中分别转染质粒

pCMV-NEAT1-1 及 pCMV-NEAT1-2，检测过表达 NEAT1-1 及 NEAT1-2 对 HTNV 复

制的影响。流式细胞技术结果提示 HUVECs 中质粒电转效率为 48.1%（如图 1.11 左）；

qRT-PCR 结果提示转染 pCMV-NEAT1-1 后 NEAT1 整体表达水平升高（P＜0.0001），

而 NEAT1-2 表达下调（P＜0.01）；转染 pCMV-NEAT1-2 后 NEAT1-2 及 NEAT1 整体

转录水平升高（P＜0.0001）（如图 1.11 右）。 
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图 1.11 HUVECs 中质粒转染效率（左）及过表达效率（右） 

Fig. 1.11The plasmid transfection efficiency (left) and overexpression efficiency (right) in 

HUVECs 

（铺有 HUVECs 的 6 孔板每孔转染 3μg pGFP、pCMV-NEAT1-1 或 pCMV-NEAT1-2，电转 72h

检测以下指标：左，通过流式细胞技术检测 pGFP，计数 10 万 HUVECs 并计算荧光阳性细胞数，

评价质粒转染效率；右，通过 qRT-PCR 检测 NEAT1 及 NEAT1-2 转录水平。） 
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将 pCMV-NEAT1-1 及 pCMV-NEAT1-2 共转染后以 MOI=1 感染 HTNV，分别于

2hpi、48hpi 提取细胞总蛋白，检测 HTNV NP 的表达量。Western Blot 结果提示，随

着质粒转染剂量的增加，在 2hpi，HTNV NP 的表达水平并无明显变化，而在 48hpi，

HTNV NP 的表达呈递减趋势，提示过表达 NEAT1 可抑制 HTNV 在宿主细胞内的复

制，但并不影响 HTNV 吸附过程（如图 1.12）。 

 

图 1.12 Western Blot 检测过表达 NEAT1 对 HTNV 复制的影响 

Fig 1.12 The HTNV NP expression detected by Western Blot after overexpressing NEAT1  

（按照 0 μg、0.1 μg、0.5 μg、1 μg、3 μg 的递增浓度在 HUVECs 中电转 pCMV-NEAT1-1+pCMV- 

NEAT1-2，转染 24h 后以 MOI=1 感染 HTNV，冰上吸附 2h 后，收集上清并提取细胞蛋白分别进

行 Western Blot，上清中 NP 量即为 Input NP，2hpi 细胞上 NP 量为吸附的 HTNV NP；重复上述

过程，48hpi 提取蛋白进行 Western Blot，检测 HTNV NP 表达量。） 

在 HUVECs 中分别转染质粒 pCMV-NEAT1-1 及 pCMV-NEAT1-2，转染 24h 后以

MOI=0.1 感染 HTNV，48hpi 利用 ICW 技术检测 HTNV NP 的表达，结果显示与空载

体组相比，pCMV-NEAT1-1 组 NP 表达量增加（P＜0.001），而 pCMV-NEAT1-2 组

HTNV NP 表达明显减少（P＜0.001）（如图 1.13-A）。通过 qRT-PCR 进一步检测各组

HTNV 复制水平，结果显示与空载体组相比，pCMV-NEAT1-1 组 HTNV S 片段复制

拷贝数升高 1.5 倍以上（P＜0.001），而 pCMV-NEAT1-1 组则降低 0.5 倍（P＜0.01）

（如图 1.13-B）；利用 ELISA 法检测 HTNV 滴度，结果显示与空载体组相比，

pCMV-NEAT1-1 组 HTNV 滴度明显升高（P＜0.01），pCMV-NEAT1-1 组 HTNV 滴度



第四军医大学硕士学位论文 

-66- 

显著降低（P＜0.01）（如图 1.13-C）。上述结果提示过表达 NEAT1-1 可抑制 NEAT1-2

转录，进而促进 HTNV 在 HUVECs 中复制并产生子代病毒，而过表达 NEAT1-2 则

可显著抑制 HTNV 感染。综合 HUVECs 中敲减及过表达 NEAT1-2 的实验结果，本

部分研究发现宿主编码的 lncRNA NEAT1-2 在 HTNV-宿主细胞相互作用的过程中起

抗 HTNV 感染的作用。 

 

图 1.13 过表达 NEAT1-2 对 HTNV 复制的影响 

Fig. 1.13 The effects of overexpressing NEAT1-2 on HTNV infection in HUVECs 

A 

B C 
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（A.铺有 HUVECs 的 ICW 专用 96 孔板每孔转染 0.25 μg pCMV-NEAT1-1 或 pCMV-NEAT1-2， 

Vector 组转染 0.25 μg 空质粒，Mock 组不做任何处理，转染 24h 后以 MOI=0.1 感染 HTNV，同 

时平行设 Co
60灭活病毒组，48hpi 进行 ICW 检测 HTNV NP 表达量。左图为 ICW 扫描后 NP 在 

各孔细胞中的分布；右图为以 Tubulin 为内参计算 NP 相对荧光强度后的比较结果。*P＜0.01， 

**P＜0.001，***P＜0.0001；One-Way ANOVA。B. 铺有 HUVECs 的 24 孔板每孔转染 1 μg  

pCMV-NEAT1-1 或 pCMV-NEAT1-2，Vector 组转染 1 μg 空质粒，Mock 组不做任何处理，转染 

24h 后以 MOI=0.1 感染 HTNV，48hpi 进行 qRT-PCR 检测 HTNV S 片段的表达量。*P＜0.01， 

**P＜0.001，***P＜0.0001；One-Way ANOVA。C. 铺有 HUVECs 的 6 孔板每孔转染 3 μg  

pCMV-NEAT1-1 或 pCMV-NEAT1-2，Vector 组转染 3 μg 空质粒，Mock 组不做任何处理，转染 

24h 后以 MOI=0.1 感染 HTNV，72hpi 将其先置于-80℃冻存后于 37℃融化，反复冻融 3 次后取 

上清感染Vero-E6细胞，10dpi进行ELISA 计算HTNV滴度。*P＜0.01，**P＜0.001，***P＜0.0001； 

One-Way ANOVA。） 

3.4  NEAT1-2 正向调控 I 型 IFN 信号通路促进宿主抗 HTNV 固有免疫应答 

HTNV 感染可诱导宿主细胞上调 NEAT1-2 表达水平，而在 HUVECs 中敲减

NEAT1-2促进HTNV复制，过表达NEAT1-2则可有效抑制HTNV感染，提示NEAT1-2

在宿主细胞抗 HTNV 固有免疫应答中扮演重要角色。已有研究表明 HTNV 的包膜糖

蛋白 Gn 可在 HTNV 感染早期抑制宿主细胞 I 型 IFN 信号通路的活化[131]，而本部分

研究发现 HUVECs 在 MOI=0.1 的感染条件下，直至 12hpi 方可见 IFNβ mRNA 表达

（P＜0.0001）（如图 1.14-A 左）及 IFNβ 大量分泌（P＜0.0001）（如图 1.14-A 右），

在 MOI=1 的感染条件下，直至 24hpi 方可检测到 IFNβ 的产生和分泌（P＜0.0001）

（如图 1.14-A），且在相同时间点，MOI=1 组 IFNβ 的产量低于 MOI=0.1 组（如图

1.14-A），提示不同剂量 HTNV 对感染早期 IFNβ 的产生有不同的抑制作用。有趣的

是，我们发现在 MOI=0.1 的感染条件下，HUVECs 中 NEAT1-2 转录水平于 8hpi 显

著上调（P＜0.001），在 MOI=1 的感染条件下，NEAT1-2 转录水平于 20hpi 显著上调

（P＜0.01）（如图 1.14-B），即 NEAT1-2 表达水平升高的时间点恰好早于 IFNβ mRNA

增加的时间点，提示 NEAT1-2 有可能正向调控 IFNβ 的表达。 
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图 1.14 HTNV 感染后不同时间点 IFNβ及 NEAT1-2 表达变化 

Fig. 1.14 The expression of IFNβ and NEAT1-2 at different time post HTNV infection 

（HTNV 以 MOI=0.1 或 1 感染 HUVECs，以等量 Co
60 灭活病毒处理为对照组。A. 左，在感染

后不同时间点通过 qRT-PCR 检测 IFNβ mRNA 表达水平，右，取细胞上清通过 ELISA 法检测 IFNβ

产生量；B. 在感染后不同时间点通过 qRT-PCR 检测 NEAT1-2 转录水平。与 Co
60

-HTNV 组相比，

*P＜0.01，**P＜0.001，***P＜0.0001；One-Way ANOVA。） 

为明确 NEAT1-2 是否影响 HTNV 感染后 IFNβ 的产生，本部分研究通过分别敲

减或过表达 NEAT1-2，检测其在不同感染条件下对 IFNβ 分泌的影响。在 HUVECs

中转染 St-NEAT1-2 特异性敲减 NEAT1-2，转染 24h 后以 MOI=0.1 感染 HTNV 并于

12hpi、24hpi 进行 qRT-PCR，结果提示 St-NEAT1-2 组 IFNβ mRNA 表达量比 NC 组

减少约 1/2（P＜0.01）（如图 1.15-A）；以 MOI=1 感染 HTNV 并于 24hpi、48hpi 进行

qRT-PCR，结果提示 St-NEAT1-2 组 IFNβ mRNA 表达量比 NC 组减少一半以上（P＜

0.01）（如图 1.15-B）。在 HUVECs 中转染 pCMV-NEAT1-2 特异性过表达 NEAT1-2，

转染 24h 后以 MOI=1 感染 HTNV 并于 0hpi、2hpi、6hpi、12hpi、24hpi、48hpi 进行
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qRT-PCR，结果显示与 Vector+HTNV 组相比，pCMV-NEAT1-2+HTNV 组 IFNβ mRNA

于 12hpi 显著上调（P＜0.0001）（如图 1.15-C），即与 HTNV 自然感染状态相比，过

表达NEAT1-2可提前诱导 IFNβ产生（MOI=1，自然感染下直至24hpi方可检测到 IFNβ 

mRNA 上调，如图 1.14-A，而过表达 NEAT1-2 后则可于 12hpi 可检测到 IFNβ mRNA

上调，如图 1.15-C）。 

 

 

图 1.15 敲减或过表达 NEAT1-2 对 HTN 感染后 IFNβ产生的影响 

Fig. 1.15 The effects of silencing or overexpressing NEAT1-2 on HTNV-induced IFNβ production 

（A. 转染 St-NEAT1-2，以 MOI=0.1 感染 HTNV，在 12hpi、24hpi 检测 IFNβ mRNA；B. 转染 

St-NEAT1-2，以 MOI=1 感染 HTNV，在 24hpi、48hpi 检测 IFNβ mRNA; C. 转染 pCMV-NEAT1-2， 

以 MOI=0.1 感染 HTNV，在 12hpi、24hpi 检测 IFNβ mRNA。） 

为进一步证实 NEAT1-2 对 I型 IFN 信号通路的正向调节作用，本研究在 NEAT1-2

敲减或过表达条件下，通过双荧光素报告体系检测 IFNβ 启动子的活化情况。在

HUVECs 中转染含有 IFNβ 启动子的双荧光素报告质粒，同时转染 St-NEAT1-2 特异

性敲减 NEAT1-2，NC 组转染对照 siRNA，转染 72h 裂解细胞直接检测 IFNβ 启动子

A B 

C 
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活化情况，或转染 24h 后以 MOI=5 感染 HTNV，48hpi 裂解细胞检测 IFNβ 启动子活

化情况。双荧光素报告结果提示与 NC+HTNV 组相比，St-NEAT1-2+HTNV 组 IFNβ

启动子活性显著下降（P＜0.0001），而与 NC 组相比，St-NEAT1-2 组 IFNβ 启动子活

性变化无统计学意义（P＞0.05）（如图 1.16）。在 HUVECs 转染含有 IFNβ 启动子的

双荧光素报告质粒，同时转染 pCMV-NEAT1-2 过表达 NEAT1-2，Vector 组转染对照

质粒，转染 72h 裂解细胞直接检测 IFNβ 启动子活化情况，或转染 24h 后以 MOI=1

感染 HTNV，48hpi 裂解细胞检测 IFNβ 启动子活化情况。双荧光素报告结果提示与

Vector+HTNV 组相比，pCMV-NEAT1-2+HTNV 组 IFNβ 启动子活性显著增加（P＜

0.0001），而与 Vector 组相比，pCMV-NEAT1-2 组 IFNβ 启动子活性变化无统计学意

义（P＞0.05）。上述结果进一步证实 NEAT1-2 可正向调控 HTNV 诱导的 IFNβ 转录

表达；值得注意的是，单独过表达 NEAT1-2 而不感染 HTNV 并不能有效活化 IFNβ

启动子（如图 1.16），提示 NEAT1-2 并非直接调控 IFNβ 表达，其可能促进 I 型 IFN

信号通路上游分子的表达或活化间接影响 IFNβ 的产生。 

 

图 1.16 敲减或过表达 NEAT1-2 对 IFNβ启动子活性的影响 

Fig. 1.16 The effects of silencing or overexpressing NEAT1-2 on the activation of IFNβ promoter 

（在 HUVECs 中转染含有 IFNβ 启动子的双荧光素报告质粒，同时转染 St-NEAT1-2 或

pCMV-NEAT1-2，平行设置 NC 组或 Vector 组作为对照，非 HTNV 感染组于转染后 72h，HTNV
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感染组于 48hpi 检测相对荧光强度。与 NC 组或 Vector 组相比，*P＜0.01，**P＜0.001，***P＜

0.0001；Student’s t 检验。） 

上述实验初步明确了 NEAT1-2 对 IFNβ 产生的促进作用，且有研究表明感染早期

IFNβ 处理细胞可有效抑制 HTNV 感染[5]，提示 NEAT1-2 抗 HTNV 感染的分子机制

很可能与 NEAT1-2 对 IFNβ 的调控作用有关。为进一步证实 NEAT1-2 通过活化 I 型

IFN 信号通路参与宿主抗 HTNV 固有免疫应答，我们通过在 NEAT1-2 敲减状态下补

偿 IFNβ，或在 NEAT1-2 过表达状态下使用 IFNβ 中和抗体封闭 IFNβ 作用，之后检

测 HTNV 复制情况。在 HUVCEs 中转染 St-NEAT1-2 特异性敲减 NEAT1-2，在转染

24h 后以 MOI=0.1 感染 HTNV 并于 12hpi 加入不同浓度的 IFNβ，48hpi 提取蛋白进

行 Western Blot 检测 HTNV NP 表达，结果提示在 NEAT1-2 敲减状态下补偿 IFNβ 可

有效抑制 HTNV 复制，且其抑制作用与 IFNβ 浓度呈正相关（如图 1.17）。 

 

图 1.17 敲减 NEAT1-2 条件下补偿 IFNβ可抑制 HTNV 复制 

Fig. 1.17 Compensating IFNβ with NEAT1-2 knockdown could inhibit HTNV replication 

（在 HUVCEs 中转染 St-NEAT1-2，在转染 24h 后以 MOI=0.1 感染 HTNV 并于 12hpi 加入浓度

梯度递增的 IFNβ，48hpi 提取蛋白进行 Western Blot 检测 HTNV NP 表达。） 

相应地，在 HUVCEs 中转染 pCMV-NEAT1-2 过表达 NEAT1-2，在转染 24h 后以

MOI=1 感染 HTNV 并于 12hpi 加入不同浓度的 IFNβ 中和抗体，48hpi 提取蛋白进行
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Western Blot 检测 HTNV NP 表达，结果提示在 NEAT1-2 过表达状态下使用 IFNβ 中

和抗体封闭 IFNβ 作用可有效促进 HTNV 复制，且其促进作用与 IFNβ 中和抗体浓度

呈正相关（如图 1.18）。上述结果提示，HTNV 感染诱导宿主细胞内 lncRNA NEAT1-2

上调，NEAT1-2 间接活化 I 型 IFN 信号通路促进 IFNβ 产生，而 IFNβ 的早期产生对

HTNV 感染有明显的抑制作用。 

 

图 1.18 过表达 NEAT1-2 条件下中和 IFNβ可促进 HTNV 复制 

Fig. 1.18 Neutralizing IFNβ with NEAT1-2 overexpression could promote HTNV replication 

（在 HUVCEs 中转染 pCMV-NEAT1-2，在转染 24h 后以 MOI=1 感染 HTNV 并于 12hpi 加入浓度

梯度递减的 IFNβ 中和抗体，48hpi 提取蛋白进行 Western Blot 检测 HTNV NP 表达。） 

3.5  NEAT1 正向调控 IL-8 及 CCL5 表达促进 Mφ活化 

已有研究表明 Mφ 活化在宿主清除病原体过程中发挥重要作用，而 IL-8、CCL5

参与 Mφ 趋化及 M1 过程，M1 极化可增强机体抗病毒免疫反应[132]；近期研究表明

NEAT1-2 可通过募集 SFPQ 解除其转录抑制作用，进而正向调控 IL-8、CCL5 表达文

献[66]，故我们推测 NEAT1 可通过促进 IL-8、CCL5 分泌激活 Mφ，调控宿主抗 HTNV

固有免疫应答。将 HTNV 感染 HUVECs 及 HEK293 细胞，ELISA、qRT-PCR 结果显

示，HTNV可诱导细胞分泌 IL-8，且 IL-8分泌量随感染时间延长而增加（如图 1.19-A）。

而在 HUVECs 中敲减 NEAT1 可抑制 IL-8 mRNA 表达及 IL-8 分泌，过表达 NEAT1

或敲减 SFPQ 可促进 IL-8 产生，而敲减 NONO 不影响 IL-8 表达（如图 1.19-B）。
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图 1.19 NEAT1 正向调控 HTNV 感染后 IL-8 表达 

Fig. 1.19 NEAT1 promotes IL-8 expression post HTNV infection 

（A. HTNV 以 MOI=1 感染 HUVECs 或 HEK293 细胞，在不同时间点通过 ELISA 或 qRT-PCR 分 

别检测细胞上清 IL-8 浓度及细胞内 IL-8 mRNA 表达水平；与 0dpi 相比，*P＜0.01，**P＜0.001， 

***P＜0.0001；Student’s t 检验。B. 在 HUVECs 中转染 Si-NEAT1、Si-SFPQ、Si-NONO 或 

pCMV-NEAT1-1+pCMV-NEAT1-2，转染 24h 后以 MOI=1 感染 HTNV，在 3dpi 通过 ELISA 或 

qRT-PCR 分别检测细胞上清 IL-8 浓度及细胞内 IL-8 mRNA 表达水平；与 NC 组相比，*P＜0.01， 

B 

A 
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**P＜0.001，***P＜0.0001；One-Way ANOVA。） 

类似地，HTNV 感染 HUVECs 及 HEK293 细胞可诱导其分泌 CCL5，且 CCL5

分泌量随感染时间延长而增加（如图 1.20-A）。在 HUVECs 中敲减 NEAT1 可抑制

CCL5 mRNA 表达及 CCL5 分泌，过表达 NEAT1 可促进 CCL5 产生，而敲减 SFPQ

或 NONO 不影响 CCL5 表达（如图 1.20-B）。 

 

   

图 1.20 NEAT1 正向调控 HTNV 感染后 CCL5 表达 

Fig. 1.20 NEAT1 promotes CCL5 expression post HTNV infection 

（A. HTNV 以 MOI=1 感染 HUVECs 或 HEK293 细胞，在不同时间点通过 ELISA 或 qRT-PCR 分 

A 

B 
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别检测细胞上清CCL5浓度及细胞内CCL5 mRNA表达水平；与 0dpi相比，*P＜0.01，**P＜0.001， 

***P＜0.0001；Student’s t 检验。B. 在 HUVECs 中转染 Si-NEAT1、Si-SFPQ、Si-NONO 或 

pCMV-NEAT1-1+pCMV-NEAT1-2，转染 24h 后以 MOI=1 感染 HTNV，在 3dpi 通过 ELISA 或 

qRT-PCR 分别检测细胞上清 CCL5 浓度及细胞内 CCL5 mRNA 表达水平；与 NC 组相比，*P＜ 

0.01，**P＜0.001，***P＜0.0001；One-Way ANOVA。） 

收集 NC+HTNV 组及 Si-NEAT1+HTNV 组上清并用其刺激 THP-1 细胞，刺激

48h 后通过 qRT-PCR 检测巨噬细胞 M1 极化及 M2 极化情况，结果提示与 NC+HTNV

组上清相比，Si-NEAT1+HTNV 组上清刺激 THP-1 后可下调 THP-1 中 IL-1β、IL-6、

TNFα、iNOS 等分子 mRNA 表达（如图 1.21-A），而 IL-10、Arg-1、Ym-1、CD206

等分子 mRNA 表达水平变化无统计学意义（P＞0.05）（如图 1.21-B），提示 NEAT1

敲减后的细胞上清不能有效诱导 M1 极化，但并不影响 M2 极化。上述实验结果提示

NEAT1 不仅可以激活 IFN 信号通路，还可通过正向调控 HTNV 感染后 IL-8、CCL5

等细胞因子产生，进而促进 M1 活化，辅助机体清除 HTNV。值得注意的是，HTNV

感染后 IL-8 的产生与 SFPQ 有关，而 CCL5 的产生则不受 SFPQ 及 NONO 等核旁斑

组成蛋白的影响。 
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图 1.21 HTNV 感染后 NEAT1 表达与 M1 极化关系密切  

Fig. 1.21 NEAT1 induced by HTNV infection was related with M1 polarization 

A 

B 
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（于 3dpi 收集 NC+HTNV 组及 Si-NEAT1+HTNV 组 HUVECs 的细胞上清，使用等量的上清刺激 

THP-1 细胞，刺激 48h 后通过 qRT-PCR 检测不同分子 mRNA 变化。与 NC+HTNV 组上清刺激组

相比，*P＜0.01，**P＜0.001，***P＜0.0001；Student’s t 检验。A. qRT-PCR 检测 L-1β、IL-6、

TNFα、iNOS 等分子 mRNA 表达；B. qRT-PCR 检测 IL-10、Arg-1、Ym-1、CD206 等分子 mRNA

表达。） 

3.6 体内敲减 NEAT1-2 可在 HTNV 感染早期抑制机体 IFN 产生并加重 HTNV 感染 

体外细胞实验结果提示 NEAT1-2 通过促进 IFNβ、IL-8、CCL8 等细胞因子可增

强抗 HTNV 的固有免疫应答，但 NEAT1-2 在体内的抗病毒作用有待进一步证实。由

于 HTNV 目前尚无疾病动物模型，仅有感染动物模型，因此本部分实验通过在

C57BL/6J 小鼠体内敲减 NEAT1-2，检测 HTNV 感染后小鼠体内病毒复制水平、各脏

器病理损伤情况等指标，来探索 NEAT1-2 在体内的抗病毒作用及相关分子机制。通

过尾静脉注射 Si-NEAT1-2（小鼠每 g 体重注射 1 μg siRNA），2 天后肌肉注射 HTNV

（1000TCID50）400 μl，HTNV 攻毒后每隔 2d 加强注射 Si-NEAT1-2 一次。尾静脉注

射 Scrambled siRNA 作为对照。通过 qRT-PCR 检测 3dpi 各组小鼠肝、脾、肾脏等脏

器中 NEAT1 及 NEAT1-2 表达水平，结果显示与 PBS 组相比，PBS+HTNV 组及

NC+HTNV 组中上述脏器中 NEAT1 及 NEAT1-2 表达均上调；与 NC+HTNV 组相比，

Si-NEAT1-2+HTNV 组 NEAT1-2 表达下调，提示尾静脉注射 Si-NEAT1-2 可在体内特

异敲减 NEAT1-2（如图 1.22）。 

图 1.22 尾静脉注射 siNEAT1-2 后各脏器 NEAT1-2 表达水平 

Fig. 1.22 NEAT1-2 expression as measured by qRT-PCR after  

intravenously injecteting Si-NEAT1-2 
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（将 C57BL/6J 小鼠随机分为 4 组，Si-NEAT1+HTNV 组尾静脉注射 Si-NEAT1，每 2 天加强一次，

且在首次注射后第 2 天进行 HTNV 攻毒实验；NC+HTNV 组注射 Scrambled siRNA，PBS+HTNV

组、PBS 组均注射 PBS 作为阴性对照；NC+HTNV 组及 PBS+HTNV 组感染同等剂量 HTNV，PBS

组注射同等量 PBS 作为阴性对照。*P＜0.01，**P＜0.001，***P＜0.0001；One-Way ANOVA。

下同。在 3dpi 脱臼处死小鼠取肝、脾、肾，研磨后提取 RNA 进行 qRT-PCR 检测各组 NEAT1 及

NEAT1-2 表达情况，n=6。） 

与 PBS 组相比，PBS+HTNV 组 C57BL/6J 小鼠在 HTNV 攻毒后 10d 内体重并无

降低（如图 1.23-A），且 3dpi 可在 PBS+HTNV 组中检测出 IFNβ 浓度显著升高（如

图 1.23-B），提示 HTNV 自然感染可有效诱导 C57BL/6J 小鼠 I 型干扰素应答，HTNV

并不影响小鼠生理功能；而与 NC+HTNV 组相比，Si-NEAT1-2+HTNV 组 C57BL/6J

小鼠在 2dpi、3dpi、4dpi 及 5dpi 出现一过性体重下降（P＜0.01）（如图 1.23-A），且

在 3dpi 取小鼠外周血，ELISA 检测 IFNβ 浓度，结果显示 Si-NEAT1-2+ HTNV 组 IFNβ

浓度明显降低（P＜0.001）（如图 1.23-B），提示体内敲减 NEAT1-2 可抑制 HTNV 感

染后 IFNβ 的产生，且可影响小鼠正常生理功能，导致小鼠体重下降。 

 

A 
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图 1.23 HTNV 攻毒后各组小鼠体重变化（A）及外周血 IFNβ产生量（B） 

Fig. 1.23 The body weight change (A) and serum IFNβ production (B) of different groups 

（A. 观察 HTNV 攻毒后不同组小鼠体重变化，n=10；B. 在 3dpi 通过眼球取血方式获得各组小 

鼠外周血，通过 ELISA 法检测 IFNβ 浓度，n=8。） 

为进一步检测 NEAT1-2 敲减后 HTNV 在 C57BL/6J 各脏器中感染复制及子代病

毒产生情况，在 3dpi 取小鼠肝、脾、肾等脏器，分别通过 ELISA 及 qRT-PCR 法检

测 HTNV NP 的表达情况及 HTNV S 片段的复制情况，结果提示与 NC+HTNV 组相

比，Si-NEAT1-2+HTNV 组各脏器中 HTNV 的复制水平均有不同程度的升高（P＜0.01

或 P＜0.001）（如图 1.24-A）；值得注意的是，与 PBS 组相比，PBS+HTNV 组的肾脏

中几乎检测不出 HTNV 复制，提示 HTNV 感染正常 C57BL/6J 后并不在小鼠肾脏中

复制增殖，而在 Si-NEAT1-2+HTNV 组 C57BL/6J 小鼠的肾脏中可检出 HTNV NP 及

HTNV S 片段表达，提示 HTNV 可在 NEAT1-2 敲减小鼠的肾脏中复制增殖（如图

1.24-B）。将各组小鼠的脏器研磨后反复冻融 3 次，取上清感染 Vero-E6 细胞，按照

前述方法计算 HTNV 滴度，结果显示与 NC+HTNV 组相比，Si-NEAT1-2+HTNV 组

各脏器中 HTNV 滴度均显著升高（P＜0.01 或 P＜0.001）（如图 1.14-C）。上述实验

结果提示在体内敲减 NEAT1-2 可促进 HTNV 在肝、脾、肾等脏器中增殖。 

B 
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图 1.24 各组小鼠肝、脾、肾等脏器病毒复制水平及病毒滴度 

Fig. 1.24 The HTNV replication and viral titer in livers, spleens and kidneys of different groups 

（ A-B. 在 3dpi 脱臼处死小鼠取肝、脾、肾，研磨后收集上清或提取 RNA，进行 ELISA（A）

或 qRT-PCR（B），分别检测各组 HTNV NP 表达情况或 HTNV S 片段转录情况，n=8。C. 在 3dpi

脱臼处死小鼠取肝、脾、肾，研磨后收集上清感染 Vero-E6 细胞，按前述方法检测 HTNV 病毒

滴度，n=8。） 

 

A 

B 

C 
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感染早期炎症细胞的浸润及活化在机体识别并清除 HTNV 过程中发挥重要作用。

上述各组小鼠脏器 HE 染色结果提示，与 PBS 组相比，3dpi NC+HTNV 组肝、肾等

脏器均有不同程度的炎症细胞浸润，脾脏中淋巴小结增生（如图 1.25 中 NC+HTNV

组箭头所示），而 Si-NEAT1-2+HTNV 组各脏器未见明显的炎症细胞浸润，但可见典

型的病毒性感染、脾脏出血、肾细胞凋亡坏死等病理表现（如图 1.25 中

Si-NEAT1-2+HTNV 组箭头所示），提示体内敲减 NEAT1-2 抑制了 HTNV 感染所致的

炎性细胞浸润与活化，进而加重了 HTNV 感染初期各脏器的病理损伤。 

 

图 1.25 各组小鼠肝、脾、肾等脏器 HE 染色结果 

Fig. 1.25 The HE staining results of different groups 

（在 3dpi 脱臼处死小鼠，取肝、脾、肾，切片石蜡固定后进行 HE 染色,；400×）。 
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通过流式细胞技术检测各组小鼠脾脏中 CD11b
+
F4/80

+的 Mφ 浸润情况，结果显

示，与 PBS 组脾脏中 Mφ 数目（3.03%、3.6%、3.09%、4.97%）相比，NC+HTNV

组 Mφ 数目明显增多（7.84%、9.6%、13.2%、10.9%），而 Si-NEAT1-2+HTNV 组未

见明显 Mφ 浸润（5.59%、6.59%、5.56%、4.26%）（如图 1.26）。 

图 1.26 各组小鼠脾脏巨噬细胞浸润情况 

Fig. 1.26 The macrophage filtration in spleens of different groups 

（在 3dpi 脱臼处死小鼠取脾脏，研磨成单细胞悬液通过流式细胞技术计数 10 万细胞，计算

CD11b
+
F4/80

+
 Mφ 的数目） 

进一步研究发现，与 PBS 组脾脏中 CD8
+
IFNγ

+的 T 细胞数目（1.49%、1.94%、

1.36%）相比，NC+HTNV 组 T 细胞活化数目明显增多（3.36%、5.84%、11.6%），

而 Si-NEAT1-2+HTNV 组活化 T 细胞数增加并不明显（2.27%、2.57%、2.33%）（如

图 1. 27）。上述结果提示体内敲减 NEAT1-2 可能影响 HTNV 感染后 Mφ 及 T 细胞的

活化过程。 
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图 1.27 各组小鼠脾脏 CD8
+
T 细胞活化情况 

Fig 1.27 The activated CD8
+ 

T cell in spleens of different groups 

（在 3dpi 脱臼处死小鼠取脾脏，研磨成单细胞悬液通过流式细胞技术计数 10 万细胞，计算

CD8
+
IFNγ

+
 T 细胞的数目） 

4 讨论 

在病毒-宿主相互作用的过程中，宿主细胞产生的以 I 型 IFN 信号通路为核心的

固有免疫应答是机体抵御病毒感染的首要环节。近期研究表明 lncRNA 对多种固有免

疫分子的表达起到关键的调节作用，但尚无研究报道 lncRNA 在 HTNV 感染过程中

的作用。因此，本研究以目前公认的 HTNV 靶细胞 HUVECs 为研究对象，通过 DGE

测序技术分析了 HTNV 感染后宿主细胞 lncRNA 表达谱变化，并利用 HTNV 的细胞

和动物模型，初步明确了 lncRNA NEAT1 正向调控 IFN 信号通路、促进机体抗 HTNV
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固有免疫反应的作用。 

在病毒-宿主相互作用的研究中，合适的细胞模型及动物模型是研究病毒-宿主相

互作用的基础。病毒在吸附过程中需要特定受体，故不同病毒易感细胞不同。在体

外细胞实验筛选获得的具有潜在抗/促病毒感染功能的分子需要进一步在体内动物实

验中进行验证，因此还需要有适合的动物模型。 

4.1 汉坦病毒研究模型 

4.1.1 汉坦病毒体外细胞模型 

已有研究表明致病性汉坦病毒的受体为 αVβ3，其在体内感染的靶细胞是血管内

皮细胞，经由 Mo 扩散至机体全身[111]，提示内皮细胞、Mo-Mφ 等是较为理想的体外

细胞感染模型。同时亦有研究报道 Huh7
[124]等细胞系可被汉坦病毒感染，提示汉坦

病毒具有广泛嗜性。 

① 已报道的细胞模型 

目前在汉坦病毒感染研究领域应用最为广泛、最为认可的细胞是血管内皮细胞。

以血管内皮细胞（如 HUVECs、EVC 等）为研究对象，通过内皮细胞迁移实验、VEGF

分泌实验、内皮细胞通透性实验等，可研究 HTNV 感染导致血管渗漏的分子机制。

Gorbunova EE 等 [133]研究发现 ANDV 体外感染微血管内皮细胞（microvascular 

endothelial cells, MECs）后，其产生的 NP 可选择性结合结节硬化症相关复合物

(tuberous sclerosis complex, TSC) TSC2/TSC1/TBC1D7 中的 TSC2，解除内源性 TSC2

对 Rheb-mTOR-pS6K 通路的抑制作用，进而激活 GTP 酶 RhoA，促进细胞形变，导

致 MECs 通透性增加。张宇丝等[8]研究发现 HTNV 感染 HUVECs 后可激活 TLR3、

RIG-I 及 MDA5 信号通路，促进 CXCL10 表达分泌，与 HFRS 疾病发生及病情进展

关系密切。 

除血管内皮细胞外，Markotić A 等[134]研究还发现汉坦病毒体外感染 HEK293（人

胚肾细胞）后可产生细胞病变，诱导细胞凋亡。尽管 HUVECs、HEK293 是体外研

究汉坦病毒与宿主细胞相互作用的理想细胞模型，但由于其属于原代细胞，分离、

培养条件较为严格，且其传代次数有限、转染效率低，故其应用受到很大限制。多

项研究表明汉坦病毒具有广泛嗜性，即其在体外可感染 A549（人肺腺癌细胞）、Huh7

（人肝癌细胞）、HaCaT（人皮肤角质细胞永生化细胞系）等多种细胞系。Handke W
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等[112]研究发现 HTNV 感染 A549 后激活 TLR3 信号通路诱导 I 型 IFN 产生，促进

MxA 等 ISG 分子表达。Min-Hi Lee 等[124]发现在 Huh7.5 中过表达 RIG-I 可显著抑制

HTNV 的感染复制。本课题组前期研究也发现 HTNV 可感染 HaCaT 细胞并诱导

TLR3、RIG-I、MDA5 等 PRR 分子上调，转录因子 IRF3 入核促进 IFNβ 表达[9]。 

本课题组前期研究发现 HTNV 感染 THP-1（人源 Mo）可通过活化 NLRP3 炎症

小体诱导 IL-1β 产生，参与 HFRS 发病过程[135]；而 Markotić A 等[136]研究发现 THP-1

及人原代 Mo/Mφ 感染汉坦病毒后可产生不同的免疫应答，THP-1 主要分泌 α 亚家族

（CXC）趋化因子及相应受体，而人原代 Mo/Mφ 则主要分泌 β 亚家族（CC）趋化

因子及相应受体，提示THP-1并不能模拟汉坦病毒感染后Mo/Mφ所产生的免疫应答，

即 THP-1 是否能作为 HTNV 体外细胞感染模型尚存在争议。 

② 本研究所用细胞模型 

本部分研究以 HUVECs 为主要研究对象，而 HUVECs 作为原代细胞其转染效率

极低，在实验初期我们尝试通过脂质体转染等技术转染 siRNA 或者质粒，转染效率

均低于 20%。虽然目前研究多使用慢病毒感染的方式在 HUVECs 中对相应基因进行

敲减或过表达，但是慢病毒质粒构建、病毒包装、滴度检测等步骤繁琐、准备周期

长且费用昂贵，难以大规模应用。同时，本研究所关注的 lncRNA NEAT1-2 分子长

达 23kb，不能直接包装慢病毒。经过多次摸索，我们发现利用 lonza 电转技术可大

幅度提高 siRNA 及质粒在 HUVECs 中的转染效率，且该方法操作简单、准备时间短、

价格便宜，可应用于本研究实验。 

同时，我们通过 IFA、qRT-PCR、ELISA 等实验证实 HTNV 可感染 HEK293、A549、

HeLa 等多种细胞系，复制并产生具有感染能力的子代病毒，为后续实验奠定了基础。

值得注意的是，HTNV NP在不同细胞中分布不同，其在原代细胞HUVECs及HEK293

中主要分布于核周，且多偏居于核旁的一侧，有部分 NP 在胞浆呈散在的点状分布；

而 HTNV NP 在细胞系 A549 及 HeLa 中则散在分布于整个细胞胞浆（如图 1.5-A），

其原因可能与原代、传代细胞中内质网分布不同有关。 

4.1.2 汉坦病毒体内动物模型 

病毒感染的动物模型分为两大类，即感染模型和疾病模型。某种动物可自然或人

工感染某病毒，可发病甚至死亡，但动物所发病时的症状与人不同，称为某病毒的
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感染模型。HTNV 等病毒感染成年 C57BL/6J 小鼠并不能引起明显的临床表现，仅可

在肝脏、脾脏等脏器中检测到病毒蛋白的一过性表达，小鼠不发病亦不死亡[137]，此

类病毒的动物模型为感染动物模型。若某种动物可自然或人工感染某病毒，感染后

发病甚至死亡，且发病时的症状与人相同，则称为某病毒的疾病模型。如流感病毒

可通过气溶胶、腹腔注射等方式感染 C57BL/6J 小鼠，小鼠发病并死亡，发病时有病

毒性肺炎的症状[76]，此类病毒的动物模型为疾病动物模型。 

① 新大陆汉坦病毒的动物模型 

汉坦病毒是布尼亚病毒目各病毒科中唯一的非虫媒传播病毒，其在自然界中主

要以隐性感染的方式存在于啮齿类动物，通过平行传播和垂直传播两种方式在啮齿

类动物中传播扩散，人类进入自然疫源地后接触含汉坦病毒的动物排泄物而感染获

病[138]。新大陆汉坦病毒包括 ANDV、SNV 等超过 15 种病毒，主要分布于美洲大陆，

所致疾病为 HPS
[138]。Hooper 等[139; 140]首次报道叙利亚黄金仓鼠（Syrian golden 

hamsters）对 ANDV 易感，感染方式包括皮下/肌肉注射、腹腔/静脉注射、鼻腔内气

溶胶感染等；进一步研究表明 ANDV 感染后仓鼠表现为呼吸困难、肺水肿、低血压

休克等，与人类 HPS 临床表现类似，故 ANDV 感染叙利亚黄金仓鼠为疾病动物模型

[141; 142]。然而，SNV 感染仓鼠后则无上述临床表现，亦无病毒血症，提示 SNV 尚无

相应的疾病动物模型[141]。但研究发现提前使用免疫抑制剂如环磷酰胺等处理仓鼠，

或在联合重症免疫缺陷（severe combined immune deficiency, SCID）小鼠中，SNV 感

染可诱导 HPS 样的表现并导致小鼠死亡，但是在免疫抑制或者免疫缺陷的动物中无

法评价病毒疫苗的效价及抗病毒药物的疗效，故上述两种 SNV 疾病动物模型的应用

价值有限[143]。 

② 旧大陆汉坦病毒的动物模型 

不同于 ANDV 等新大陆汉坦病毒，PUUV、HTNV、SEOV 等旧大陆汉坦病毒主

要分布于亚欧大陆，感染所致疾病为 HFRS。目前尚无旧大陆汉坦病毒感染啮齿类动

物的疾病动物模型，仅存在相应的感染模型[138]。虽然有研究证实 HTNV 可感染乳鼠

并致乳鼠死亡，但是乳鼠死因是神经系统病变（表现为下肢瘫痪、角弓反张等）而

并非 HFRS 的临床表现[144]。还有研究表明，HTNV 或 SEOV 均可感染 SCID 小鼠并

致其死亡[145]，但其在疫苗及抗病毒药物研究领域的应用价值有限。值得注意的是，

食蟹猴感染 PUUV 后可有类似于轻型 HFRS 的临床表现[146]；利用该动物模型，
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Klingstrom J 等[147]进行了被动免疫在 PUUV 感染过程中的相关研究。但是，灵长类

动物不易获取，且其饲养及后期管理需到大量的人力、物力及财力，其在实验研究

中难以推广。 

③ 本研究所用动物模型 

目前尚无 HTNV 感染啮齿类动物的疾病动物模型，仅存在相应的感染模型[138]。

本研究在细胞层次初步证实 lncRNA NEAT1 的抗 HTNV 作用后，利用 siRNA 尾静脉

注射法敲减小鼠体内 NEAT1-2，并通过 HTNV 的感染模型探索敲减 NEAT1-2 对

HTNV 体内感染的影响。本研究发现与 PBS 组相比，PBS+HTNV 组小鼠在感染后

1dpi 至 10dpi 期间并未出现明显的体重变化（如图 1.23-A）；于 3dpi 可在小鼠肝脏及

脾脏中检出 HTNV NP 及 S 片段表达（如图 1.24），HE 染色可见明显的组织出血及

脏器的炎性细胞浸润（如图 1.25），与以往文献报道一致[4]。此外，本研究还发现 HTNV

感染可诱导小鼠产生大量 IFNβ，提示 HTNV 的动物感染模型可用作 IFN 相关抗病毒

固有免疫应答的研究模型。 

在该感染模型中，本研究发现与 PBS+HTNV 组小鼠相比，Si-NEAT1-2+HTNV

组在 2dpi~5dpi 出现明显的体重下降，IFNβ 产生显著减少，提示 NEAT1-2 可调控 

HTNV 感染小鼠的 IFN 免疫应答，进而影响病毒感染的发病过程。值得注意的是，

Si-NEAT1-2+HTNV 组小鼠在 6dpi 出现体重回升，且并无小鼠死亡，提示即便在

NEAT1-2 敲减抑制宿主固有免疫的条件下，机体仍可能通过细胞免疫、体液免疫等

方式限制并清除病毒，但其具体分子机制尚需通过检测不同组小鼠中和抗体效价等

实验进一步验证。 

4.2 lncRNA 在宿主抗汉坦病毒固有免疫应答中的作用 

4.2.1 lncRNA 研究技术 

以往 lncRNA 作为“遗传噪音”并不受到人们关注，而近年来随着测序技术的发

展，越来越多的 lncRNA 分子被发现并被证实对基因表达具有重要的调控作用。

lncRNA 测序分析多基于第二代高通量测序平台进行，该平台不像基因芯片技术受芯

片容量的限制，其具有覆盖基因谱广、可发现新剪接体等优势。测序所发现的新型

lncRNA 需要通过多方面实验证实其不具有编码蛋白的功能方可列入长链非编码

RNA 的范畴。常用的方法包括鉴定新型 lncRNA 的亚细胞定位（核内/胞浆）、与核
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糖体结合能力分析（有结合则说明具有潜在编码蛋白的能力）、不存在开放阅读框

（open reading frame, ORF）或仅有较短的 ORF 等[18]。lncRNA 多与相应蛋白结合发

挥功能，故通常通过 RIP 实验与质谱分析去确定 lncRNA 的结合蛋白，进而预测其

相关功能[78; 79]。为进一步分析 lncRNA 在细胞生物学进程中所起的作用，一般需要

构建其过表达质粒或相应的敲减 siRNA/shRNA，或者构建过表达/敲除的转基因小

鼠，结合疾病的体内外模型，探索其在某一疾病发生、发展过程中所起到的作用[76]。 

本研究对 HTNV 感染的 HUVECs 进行了 DGE 测序分析，其具有定量准确、可

重复性高、检测范围广、分析可靠等特点，与芯片技术相比，可以得到较为全面的

差异表达基因。DGE 分析结果显示 HTNV 可诱导 NEAT1、MGC12982 等多种 lncRNA

表达发生显著变化（如图 1.4），本研究之所以挑选 NEAT1 作为研究对象，是因为其

为已知 lncRNA 分子中上调倍数最高的 lncRNA 分子，且已有研究报道提示 NEAT1

具有抗 HIV 感染[65]、调控 IL-8
[66]等固有免疫应答分子表达的作用，因此我们推测

NEAT1 可能参与宿主抗 HTNV 感染的过程。值得注意的是，由于 DGE 分析是基于

Tag 探针技术进行测序，故其只能检测到含有 polyA 尾的 lncRNA 分子，因此其应用

亦存在一定的局限性[148; 149]，若要深入探索 HTNV 感染后宿主 lncRNA 表达谱变化，

还需要通过去核糖体测序技术等方法进一步进行相关研究。 

在对 NEAT1-2 分子的研究中，由于该分子长达 23kb，使用普通的 siRNA 会引

起非特异性的细胞压力反应（stress response），导致细胞的死亡或改变许多基因的正

常表达水平，致使对 RNA 干涉结果的分析变的很困难，且容易造成脱靶效应。为高

效、精确敲减 NEAT1-2 分子，本研究使用了 stealth siRNA，其为经过特殊化学修饰

的、钝末端双链 25 聚体（25mer），有效地消除了细胞的压力反应，确保只有反义链

进入 RNAi 通路，使实验的结果更加清晰，而这种修饰也提高了其靶向特异性及其

稳定性[66]。为过表达 NEAT1 分子，本研究从 Nakagawa Shinichi 教授研究小组[66]获

得质粒 pCMV-NEAT1 -1 及 pCMV-NEAT1-2，并且发现过表达 NEAT1-1 可以抑制细

胞本身 NEAT1-2 的表达（如图 1.11），提示 NEAT1 分子在转录过程中存在相应的负

反馈调控机制。 

4.2.2 HTNV 感染后宿主 lncRNA 表达谱变化 

近年来多项研究结果表明 lncRNA 在宿主抗病毒固有免疫应答中发挥重要的调
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控作用，而目前尚无研究报道汉坦病毒感染后宿主 lncRNA 表达谱变化及其相关功

能。本研究通过对各组HUVECs进行DGE分析，明确了HTNV感染后GAS5、NEAT1、

CMPK2 等 lncRNA 的变化（如图 1.4）。 

lncRNA GAS5 在非小细胞肺癌、肝癌、胃癌、膀胱癌、肾细胞癌、前列腺癌、

乳腺癌及卵巢癌等肿瘤组织中均呈低表达，其表达低表达患者的预后和生存时间较

高表达患者差[150; 151]；进一步研究发现 lncRNA GAS5 是 p53 信号通路的下游分子，

可通过促进 CDK6、PTEN 等基因表达，抑制 miR-103 表达等机制抑制癌细胞的增殖

及转移，并促进癌细胞凋亡[152; 153]。HTNV 感染后，与 Mock 组相比，HTNV 组 lncRNA 

GAS5 升高约 4 倍（如图 1.4），提示 HTNV 可能通过上调 lncRNA GAS5 诱导 HUVECs

细胞凋亡。 

lncRNA CMPK2 是 I 型 IFN 的下游分子，研究表明，IFNα 刺激人源或鼠源肝细

胞可通过 JAK-STAT 信号通路诱导 CMPK2 上调，而 CMPK2 可负向调控 ISG15、

CXCL10、IFIT3、IFITM1 等 ISG 分子的表达，但并不影响宿主细胞 IFNβ 的表达，

敲减CMPK2可促进HCV的感染及复制[154]，上述结果提示CMPK2通过抑制多种 ISG

分子产生促进病毒感染。HTNV 感染后，与 Mock 组相比，HTNV 组 CMPK2 下调约

1.5 倍（如图 1.4），提示 HUVECs 通过抑制 CMPK2 表达促进 ISG15、IFIT3 等 ISG

分子表达，进而抑制 HTNV 感染。 

4.2.3 lncRNA NEAT1 与抗汉坦病毒固有免疫 

lncRNA NEAT1（nuclear paraspeckle assembly transcript 1），即核旁斑组装转录物

1，又称细胞核富集转录物 1（nuclear enriched abundant transcript 1），是核旁斑的重

要组成部分，而核旁斑（Paraspeckles）是哺乳动物细胞核内特殊的亚核结构，参与

应激反应和细胞分化多种生命活动的调控过程。已有多项研究表明 NEAT1 的高表达

与甲状腺癌、肝癌、乳腺癌、胰腺癌、结肠癌、胰腺癌等多种肿瘤的发生及发展相

关[155-159]，其具体分子机制可能与 NEAT1 拮抗 p53 信号通路有关[128]。近期研究表明

NEAT1 可通过抑制 HIV mRNA 出核[65]、解除 SFPQ 转录抑制进而增强 IL-8 等细胞

因子分泌[66]等机制参与抗病毒固有免疫应答。 

检测 NEAT1-2 的 FISH 实验结果显示，HeLa 细胞中，Control 组细胞核周围可见

NEAT1-2 分布，细胞核内几乎无 NEAT1-2 表达，而 polyI:C 组及 HTNV 组细胞核内
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NEAT1-2 表达明显增加（如图 1.6-A）；HUVECs 中，Control 组细胞核核周及核内均

未见 NEAT1-2 表达，HTNV 组细胞核核内 NEAT-1-2 表达随感染时间延长而增加（如

图 1.6-B），提示不同细胞中基础表达 NEAT1-2 的亚细胞定位不同，但诱导表达的

NEAT1-2 则主要分布于细胞核。同时，我们发现 HTNV 感染后 NEAT1 上调表达的

时间点恰好早于 IFNβ 产生的时间点，提示 NEAT1 可能对宿主细胞 IFN 反应具有调

控作用，而后续 NEAT1 的敲减及过表达实验亦证实了此猜测。 

本研究在细胞水平初步证实了 lncRNA NEAT1 的抗 HTNV 作用后，利用 siRNA

尾静脉注射法敲减小鼠体内 NEAT1-2，并通过 HTNV 的感染模型探索敲减 NEAT1-2

对 HTNV 体内感染的影响。siRNA 体内注射法多用于肿瘤相关的体内研究，即 SCID

小鼠荷瘤后，通过尾静脉或者肿瘤区域注射 siRNA 以研究某分子的促肿瘤作用，此

法已被多个研究小组采用并受到国际学术界认可[160-162]；本研究动物实验结果亦提示

尾静脉注射 Si-NEAT1-2 可有效敲减肝、脾、肾等脏器组织中的 NEAT1-2 分子（如

图 1.22）。实验中我们观察到，Si-NEAT1-2+HTNV 组小鼠出现了一过性体重下降（如

图 1.23-A）、IFNβ 产生降低（如图 1.23-B）等表现，提示 NEAT1-2 敲减后机体固有

免疫受损，但 6dpi 后小鼠体重回升（如图 1.23-A），且 Si-NEAT1-2+HTNV 组并无小

鼠死亡，提示在感染后期，机体可能通过中和抗体产生等适应性免疫应答的方式抑

制 HTNV 感染并清除 HTNV，最终自愈。通过实验我们证实了 NEAT1 在体内发挥重

要的固有免疫调节作用，但实验仍有可改进的地方，如研究动物实验 NC+HTNV 组

小鼠所用对照 siRNA（scrambled siRNA）序列为公司设计的随机序列，若使用

Si-NEAT1-2 序列的反向序列或者 Si-NEAT1-2 序列的点突变序列，则实验设计和结果

将更加严谨、可靠。此外，如使用基因敲除小鼠进行相关实验，将可进一步说明 NEAT1

分子在抗病毒免疫应答中所发挥的作用。目前 Nakagawa Shinichi 教授研究小组已成

功构建 NEAT1 敲除的 C57BL/6J 的转基因小鼠[163]，并被用于研究 NEAT1 在肿瘤发

生及进展中所起的作用[128]；NEAT1 敲除的转基因小鼠也将为研究 NEAT1 分子在机

体抗病毒固有免疫应答过程中的作用提供了可靠的动物模型。 

4.2.4 汉坦病毒与 IFN 信号通路 

以往国外学者发现，非致病毒性汉坦病毒在感染早期即可诱导宿主细胞 IFN 相

关转录因子磷酸化和转位入核，最终激活 IFN 信号通路。例如，Spiropoulou CF 等[164]
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研究发现 PHV 感染人肺静脉内皮细胞（human microvascular endothelialcells-lung,  

HMVEC-L）12h 即可检测到 IRF3 二聚体形成及 STAT1 磷酸化。与之相反，致病性

汉坦病毒可抑制宿主细胞在感染初期产生 IFN，阻碍 IFN 信号通路活化。例如，

Mackow ER 研究组 [131; 165]发现 NYV 产生的 GnT 可与 TRAF3 共沉淀，阻断

TBK1-TRAF3 复合体形成进而抑制 RIG-I 信号通路所诱导的 IFN 产生；Wiebke 

Handke 等[112]报道称 HTNV 感染 A549 2h 至 48h 均未见 STAT1 入核，Spiropoulou CF

等[164]亦报道 ANDV 感染 HMVEC-L 24h 仍未见 STAT1 入核，上述结果均提示 IFN

信号通路活化受到抑制；有研究表明过表达 ANDV 的 GP 可抑制 STAT1 入核，但不

能阻断 IRF3 入核[164]，提示致病性汉坦病毒的 GP 可能是逃逸宿主 I 型 IFN 信号通路

的重要因素。 

在自然感染进程中，HTNV 可在感染早期拮抗宿主 I 型 IFN 的产生，而宿主后

续产生的 IFN 并不能有效抑制 HTNV 复制[5]；而在感染初期或感染前使用 IFN 预处

理细胞则可有效阻止致病性汉坦病毒感染复制，提示明确致病性汉坦病毒感染宿主

细胞 IFN 产生的调控机制对研发抗病毒药物有重要意义。在本研究第一部分，我们

发现过表达 NEAT1 可在 HTNV 感染早期有效诱导 IFN 产生并抑制 HTNV 复制，通

过体内外实验我们初步明确了 NEAT1 分子通过正向调控 I 型 IFN 分泌增强机体抗

HTNV 感染的作用，但尚不清楚 HTNV 是如何诱导宿主细胞 NEAT1 分子转录，以及

NEAT1通过怎样的方式调控 IFNβ的表达。因此，我们进一步探索了NEAT1-2与RIG-I

信号通路交互作用调控 I 型 IFN 信号通路活化的分子机制。 
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第二部分 NEAT1-2 与 RIG-I 信号通路交互作

用调控 I型 IFN信号通路活化的分子机制研究 
 

第一部分实验研究分别在体外及体内明确了HTNV感染可诱导宿主上调 lncRNA 

NEAT1 表达，且 NEAT1-2 可通过正向调控 I 型 IFN 信号通路促进 IFNβ、IL-8、CCL5

等细胞因子产生，激活宿主 Mφ、CD8
+
 T 细胞等方式增强机体抗 HTNV 固有免疫应

答，然而尚不清楚 HTNV 通过何种方式诱导 NEAT1-2 表达，以及 NEAT1-2 通过怎

样的分子机制调控宿主 IFNβ 产生。已有研究表明 HTNV 可激活宿主细胞 TLR3、

TLR4、RIG-I、MDA5 等 PRR 促进 IFNβ 表达[107; 111]，提示 NEAT1-2 的转录可能与

上述信号通路关系密切；亦有研究结果提示敲减 NEAT1-2 可抑制 polyI:C 刺激诱导

上调 RIG-I 及 DDX60 的作用[66]，而近期有多项研究显示 DDX60 可协同 RIG-I 促进

病毒感染后 I 型 IFN 信号通路的活化[166-168]，因此我们推测 NEAT1-2 可能通过调控

RIG-I 及 DDX60 表达发挥抗 HTNV 感染作用。本部分研究在细胞水平，通过 siRNA

敲减、IFA、RIP 等技术手段，进一步探究了 NEAT1-2 与 RIG-I 信号通路交互作用调

控 I 型 IFN 信号通路活化的分子机制。 

 

1 材料 

1.1 细胞、病毒株与菌株 

1.1.1 细胞 

    Huh7 细胞（人肝癌细胞）、Huh7.5 细胞（RIG-I 缺陷的人肝癌细胞）、EVC304

（Endothelial vein cells，人静脉血管内皮细胞）购自中国典型培养物保藏中心（China 

Center for Type Culture Collection, CCTCC）（中国武汉），EVC304 TLR4
-（TLR4 缺陷

株）由唐都医院传染科白雪帆教授惠赠[66]。其他细胞参见本论文第一部分 1.1.1。 
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1.1.2 病毒株 

    HTNV 76-118 株，参见本论文第一部分 1.1.2。 

1.1.3 菌株 

    参见本论文第一部分 1.1.3。 

1.2 引物序列 

    如表 2.1 

    表 2.1 qRT-PCR 引物 

Table 2.1 qRT-PCR primer sequences  

Gene Name (Homo) Primer sequences (5’-3’) 

SFPQ-F AGGAGAGAGAAACCCCTCCTC 

SFPQ-R AAACGTTGTCAGTCTGCTTGTG 

RIG-I-F CCATGTAAGACTTGCCTGCTT 

RIG-I-R AAGAGGCTTAATAGATTCACAGTTCC 

DDX60-F AGAGGATGCCAAGGCAAA 

DDX60-R TCCATGACTCTGGGTTGCTT 

TLR1-F TCTGTTTTTGTGGCCAGGGT 

TLR1-R GGAACGTGGATGAGACCGTT 

TLR2-F GAGTTCTCCCAGTGTTTGGTG 

TLR2-R GTGTTGGAAACTCGAGGCAG 

TLR3-F ACATACTCAACCTAACCA 

TLR3-R AAAGGAGTTCCTAGTCAG 

TLR4-F CAGTGCTTCCTGCTCTTT 

TLR4-R GGTTTCTTCTCCCATCCT 

MDA5-F AGGCACCATGGGAAGTGAT 

MDA5-R ATTTGGTAAGGCCTGAGCTG 

其他引物序列参见本论文第一部分 1.2。 

1.3 小干扰 RNA（siRNA）序列 

1.3.1 靶向宿主细胞 NEAT1（Homo）的 siRNA 

     参见本论文第一部分 1.3.1。 

1.3.2 靶向宿主细胞不同 PRR 分子 mRNA（Homo）的 siRNA 

通过 ThermoFisher 官网中 BLOCK-iT™ RNAi Designer 板块在线设计针对人源

TLR3、TLR4、MDA5 等分子 mRNA 的 siRNA，并送由上海吉玛公司合成。 

NC（对照 siRNA）的正义序列为：5’-UUCUUCGAACGUGUCACGUTT-3’; 
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Si-TLR3（969）正义序列为：5’-GGUAACGAUUCCUUUGCUU-3’， 

Si-TLR4（667）正义序列为：5’-GGAUUUAUCCAGGUGUGAA-3’， 

Si-MDA5（1845）正义序列为：5’-CCUCAGAUACUGGGACUAA-3’。 

靶向人源 RIG-I 及 DDX60 分子 mRNA 的 siRNA 由上海吉玛公司设计并合成，

即 Si-RIG-I-1、Si-RIG-I-2、Si-RIG-I-3 及 Si-DDX60-1、Si-DDX60-2、 Si-DDX60-3。 

Si-RIG-I-1 正义序列为：5’-GCCCAUUUAAACCAAGAAATT-3’， 

Si-RIG-I-2 正义序列为：5’-GGUGGAGGAUAUUUGAACUTT-3’, 

Si-RIG-I-3 正义序列为：5’-CCCAACGAUAUCAUUUCUTT-3’, 

Si-DDX60-1（1832）正义序列为：5’-GUCCAGGUGUCAGUUUGAUTT-3’, 

Si-DDX60-2（2255）正义序列为：5’-CCGAAGUGAAGAAGGUAAATT-3’, 

Si-DDX60-3（3488）正义序列为：5’-GAUGGAUGCUAGGAAAUAUTT-3’。 

根据以往文献[66]设计 Si-SFPQ 并送上海吉玛公司合成。 

Si-SFPQ 正义序列为：5’-CUUUCUGUUCGUAAUCUUUCA-3’ 

1.4 质粒载体 

    Flag-RIG-I、pcDNA3.1-HTNV-S、pcDNA3.1-HTNV-Gn 及 pcDNA3.1-HTNV-Gc

由本实验室构建并鉴定，pcDNA3.1 空载体（vector）由本实验室保存。pUNO-DDX60

购自 Invitrogen 公司。 

1.5 主要试剂 

1.5.1 分子克隆实验相关试剂 

    参见本论文第一部分 1.5.1。 

1.5.2 实时定量 PCR （qRT-PCR）实验相关试剂 

    参见本论文第一部分 1.5.2。 

1.5.3 免疫荧光（IFA）实验相关试剂 

参见本论文第一部分 1.5.3。 

1.5.4 Western Blot 实验相关器材 

     参见本论文第一部分 1.5.4。 
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1.5.5 抗体 

抗 RIG-I 兔多抗（用于 Western Blot） ProteinTech 公司 

抗 RIG-I 驴多抗（用于 IFA） 上海生工生物工程公司 

抗 DDX60 兔多抗（用于 Western Blot/IFA） Sigma 公司 

抗 SFPQ 兔多抗（用于 Western Blot/Co-IP） ProteinTech 公司 

抗 NONO 兔多抗（用于 Western Blot/Co-IP） ProteinTech 公司 

抗 IRF7 兔多抗（用于 IFA） Abcam 公司 

抗 IRF3 兔多抗（用于 IFA） Abcam 公司 

抗 NF-B/p65 兔多抗（用于 IFA） Abcam 公司 

抗 STAT1 兔多抗（用于 IFA） Abcam 公司 

 其他抗体参见本论文第一部分 1.5.5。 

1.5.6 其他试剂 

纯化细胞因子 IFNα PeproTech 公司 

纯化细胞因子 IFNβ PeproTech 公司 

纯化细胞因子 IFNγ PeproTech 公司 

纯化细胞因子 TNFα PeproTech 公司 

RNA 结合蛋白免疫沉淀（RIP）试剂盒 

（Magna RIP™ RNA-binding protein 

immunoprecipitation Kit） 

Millipore 公司 

免疫沉淀试剂盒（KIP-1） ProteinTech 公司 

其他试剂参见本论文第一部分 1.5.6。 

1.6 主要仪器 

    参见本论文第一部分 1.6。 

2 方法 

2.1 HTNV 的增殖及细胞感染实验 

    参见本论文第一部分 2.1。 



第四军医大学硕士学位论文 

-96- 

2.2 siRNA 或质粒的转染 

参见本论文第一部分 2.3。 

2.3 实时定量 PCR（qRT-PCR）检测细胞中不同分子 mRNA 的表达 

参见本论文第一部分 2.4。 

2.4 免疫荧光法（IFA）检测细胞中不同蛋白的表达及亚细胞定位 

参见本论文第一部分 2.5。 

2.5 Western Blot 检测细胞中不同蛋白的表达 

参见本论文第一部分 2.7。 

2.6 双荧光素酶报告系统检测 IFNβ启动子活性 

参见本论文第一部分 2.8。 

2.7 RNA 结合蛋白免疫共沉淀（RNA-binding protein immunoprecipitation, RIP）  

检测 NEAT1 与 SFPQ 相互作用 

1) 在 HTNV 感染后不同时间点收集 HUVECs 并使用 RIP 试剂盒内 RIP Lysis Buffer

裂解细胞。 

2) 取免疫共沉淀磁珠A+G 50 μl加入RNA酶灭活的EP管中，再加入RIP Wash Buffer 

500 μl 洗 2 次，在磁性分离器上弃上清。加入 Wash Buffer 100 μl 重悬磁珠，及 5 

μg 兔抗 SFPQ 多抗，对照组加等体积兔血清 IgG，室温摇床上孵育 30 min，再加

入 Wash Buffer 500 μl 洗 2 次，在磁性分离器上将上清弃去。 

3) 每个 EP 管中加入 RIP Immunoprecipitation Buffer 900 μl 重悬沉淀。将 1)中细胞裂

解液 12,000g 离心 l0 min，分别吸取 100 μl 上清至各 EP 管中，终体积为 1 ml。 

4) 将 EP 管置摇床上 4 ℃孵育过夜，在磁性分离器上将上清弃去。加入 Wash Buffer 

500 μl 清洗免疫共沉淀，共洗涤 6 次，在磁性分离器上将上清弃去；每 EP 管中

加入 150 μl 蛋白酶 K Buffer 重悬沉淀。 

5) 所有 EP 管置于 55℃摇床混匀 30 min，让蛋白质消化完全。把 EP 管放在磁性分

离器上，吸取上清于新 EP 管中，加入 Wash Buffer 250 μl，终体积为 400 μl。每

EP 管中再加入苯酚：氯仿：异戊醇(体积比 125：24：1) 400 μl，振荡 l5s 后，12,000g

离心 10 min。 
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6) 吸出上层水相 350 μl 于新 EP 管中，加入氯仿 400 μl，振荡 15s 后，12,000g 离心

l0 min。吸出上层水相 300 µl 于新 EP 管中，每管加入 Salt Solution I 液 50 μl，Salt 

Solution II 液 15 µl，沉淀增强剂 5 μl，无水乙醇 850 μl，充分混匀，-80℃使 RNA

沉淀，12,000g 离心 30 min，弃上清。  

7) 加入 80%乙醇 1 ml 洗涤沉淀，12,000g 离心 30min，弃上清，风干沉淀；加入

RNAse-free 双蒸水 10 μl 溶解沉淀，测定 RNA 纯度与浓度，qRT-PCR 法检测 NEAT1

的表达情况。 

2.8 免疫免疫共沉淀（Co-IP）检测 SFPQ 与 NONO 相互作用 

使用免疫共沉淀试剂盒进行如下操作： 

1) 细胞制备：Mock 组及 HTNV 组 HUVECs 在冰上使用预冷 1 ×PBS 洗涤三次，每 

10
6 个细胞加入 100 μl 预冷的 IP lysis buffer（含有 1 × Protease inhibitor）。在 IP 

lysis buffer 中重悬细胞，冰上裂解 30 min，期间每 10 min 轻柔颠倒一次。 

2) 裂解：在 180 W 功率下超声 10 s 停 10 s，超声 1 min，  

3) BCA 法测定裂解物的总蛋白浓度：参见本论文第一部分 2.7.2。 

4) Protein A sepharose beads 的准备：旋转储存Protein A sepharose beads slurry的管子，

取出所需数量的 Protein A sepharose beads slurry，以其 10 倍体积的 1 × PBS 通过

瞬时离心洗涤Protein A sepharose beads slurry，并将Protein A sepharose beads slurry

重悬至原体积。 

5) 免疫沉淀：吸取含有 1~3 mg 总蛋白的裂解物 350 μl，加入下端带有 End caps 的 

Spin columns 中，同时加入 4 μg 特异性抗体（抗 SFPQ 兔多抗）以及 300 μl 

Incubation buffer。向相同数量的裂解物与 Incubation buffer 中加入同种属相同数

量的 Control IgG 作为阴性对照。4℃ 下，旋转孵育过夜。向 Spin columns 中加

入 50 μl 重悬的 Protein A sepharose beads slurry 以沉淀免疫复合物，4 °C 旋转

孵育 4 h。取下 End caps，弃除上清，必要时，可以通过重悬 Protein A sepharose 

beads slurry 以提高上清的流速。 

6) 洗涤：用 800 μl 1 ×Washing buffer（纯水稀释 20 ×Washing buffer；含有 1 ×Protease 

inhibitor）洗涤沉淀复合物 5 次。洗涤结束后，在 4℃，500 rpm 下将 Spin 

columns 置入 Collection tubes 中离心 30 s，弃 Collection tubes 以及离心产物。 
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7) 洗脱：将 Spin columns 置入新的 1.5 ml EP 管中以收集洗脱产物，用 40 μl Elution 

buffer 洗脱沉淀复合物，并在 4 ℃、10,000 rpm 下离心 1 min 收集产物，重复洗

脱一次。向洗脱产物中加入 10 μl Alkali neutralization buffer 以及 30 μl 5 ×Sample 

Buffer，沸水浴加热 5 min。 

8) Western Blot 分析：取 40 µl IP 样品进行 Western Blot 检测 NONO 蛋白。 

2.10 统计分析方法 

参见本论文第一部分 2.10。 

3 结果 

3.1  HTNV 感染通过 RIG-I-IRF7 信号通路诱导 NEAT1-2 上调 

HTNV 感染可促进宿主细胞表达 NEAT1，且 NEAT1 上调水平与 HTNV 感染时

间及感染剂量在一定范围内呈正相关，提示 HTNV 自身的病毒蛋白可能直接刺激

NEAT1 表达，或者通过刺激细胞产生 IFNβ、IL-1β、TNFα 等细胞因子间接活化 NEAT1

转录。然而，通过在 HUVECs 中分别过表达 HTNV NP、Gn 及 Gc 等病毒蛋白后进

行 qRT-PCR 检测 NEAT1 及 NEAT1-2 转录情况，结果提示其并不能诱导 NEAT1 及

NEAT1-2 上调（如图 2.1-A）。以 MOI=0.1 感染 HTNV 的同时，使用 IFNα 及 IFNβ

中和抗体处理HUVECs，在 12hpi、24hpi、48hpi通过 qRT-PCR检测NEAT1及NEAT1-2

表达，结果提示 NEAT1 及 NEAT1-2 的转录上调并未受到抑制（如图 2.1-B），初步

提示 NEAT1 及 NEAT1-2 并非 I 型 IFN 的下游分子；使用不同剂量的 IFNα（如图

2.1-C）、IFNβ（如图 2.1-D）、IFNγ（如图 2.1-E）刺激 HUVECs 均不能诱导 NEAT1

及 NEAT1-2 上调，进一步提示 NEAT1 及 NEAT1-2 不属于 ISG 家族。通过不同浓度

IL-1β（如图 2.1-F）、TNFα（如图 2.1-G）刺激 HUVECs 均不能诱导 NEAT1 及 NEAT1-2

上调，提示 NEAT1 及 NEAT1-2 并非 IL-1β 及 TNFα 等炎性细胞因子信号通路下游分

子。 
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图 2.1 HTNV 病毒蛋白及多种细胞因子刺激 HUVECs 均不能诱导 NEAT1 表达 

Fig. 2.1 NEAT1 upregulation is dependent on live viral replication instead of the overexpression 

of viral proteins or the stimulation of different cytokines 

（HUVECs 经过以下不同处理后通过 qRT-PCR 检测 NEAT1 及 NEAT1-2 表达水平：A. 在铺有

HUVECs 的 6 孔板中按 3 μg/孔分别转染质粒 pcDNA3.1-NP、pcDNA3.1-Gn、pcDNA3.1-Gc，Vector

组转染 pcDNA3.1 的对照质粒，转染 48h 后提取 RNA 进行检测；B. 以 MOI=0.1 感染 HTNV，

同时加入 IFNα 及 IFNβ 中和抗体，在感染后不同时间点提取 RNA 进行检测；C-G. 不同浓度 IFNα

（C）、IFNβ（D）、IFNλ（E）、IL-1β（F）、TNFα（G）刺激 HUVECs 24h 后提取 RNA 进行检测。） 

上述实验结果初步排除了HTNV自身病毒蛋白及部分细胞因子对NEAT1转录的

诱导作用，因此我们推测NEAT1可能作为某些PRR信号通路的下游分子。利用 siRNA
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技术对 TLR3、TLR4、RIG-I、MDA5 等多种 PRR 分子进行敲减，在 siRNA 转染 24h

后以 MOI=1 感染 HTNV，于 3dpi 通过 qRT-PCR 检测 NEAT1 及 NEAT1-2 表达水平，

结果提示与 NC+PBS 组相比，NC+HTNV 组细胞中上述 PRR 分子均有不同程度上调，

提示 HTNV 感染可活化上述 PRR，与既往报道一致；而与 NC+HTNV 组相比，敲减

TLR4 及 RIG-I 均能抑制 NEAT1 及 NEAT1-2 转录上调（P＜0.01 或 P＜0.001），且敲

减 RIG-I 的抑制作用更为明显（如图 2.2）。 

 

图 2.2 敲减不同 PRR 分子对 HTNV 感染后 NEAT1 表达的影响 

Fig. 2.2 The effects of silencing different PRRs on HTNV-induced NEAT1 expression 

（通过不同 siRNA 干扰 TLR3、TLR4、RIG-I、MDA5 等 PRR 分子表达，NC 组转染等量 Scrambled 

siRNA；在 siRNA转染 24h后以MOI=1感染HTNV，于 3dpi通过qRT-PCR检测NEAT1及NEAT1-2

表达水平。*P＜0.01，**P＜0.001，***P＜0.0001；One-Way ANOVA。） 

为进一步明确 RIG-I 及 TLR4 在 HTNV 诱导 NEAT1 上调过程中的作用，我们检

测了上述分子稳定敲除的细胞系中 HTNV 感染后 NEAT1 的表达水平。HTNV 以

MOI=1 感染 Huh 7、Huh 7.5（RIG-I
-）、EVC304、EVC304（TLR4

-）等细胞系，IFA

结果提示 HTNV 在 Huh 7 及 EVC304 细胞系中的感染效率大于 60%，在 Huh 7.5

（RIG-I
-）及 EVC304（TLR4

-）稳转细胞系中的感染效率大于 80%（如图 2.3-A）。

在 3dpi 通过 qRT-PCR 检测 NEAT1 及 NEAT1-2 表达，结果提示 RIG-I 敲除后， HTNV
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感染不能诱导 NEAT1 上调；而敲除 TLR4 后，NEAT1 及 NEAT1-2 在 HTNV 感染后

虽然上调水平显著下降后，但其表达量仍可增加（如图 2.3-B），提示 RIG-I 信号通

路在 HTNV 感染诱导宿主细胞表达 NEAT1 的过程中扮演重要角色。 

 

 

图 2.3 HTNV 感染不同细胞系后 NEAT1 表达变化 

Fig. 2.3 The NEAT1 expression in different cell lines after HTNV infection 

（HTNV 以 MOI=1 感染 Huh 7、Huh 7.5（RIG-I
-）、EVC304、EVC304（TLR4

-）等细胞系，于

3dpi 进行 IFA 检测 HTNV NP 表达情况（A），并通过 qRT-PCR 检测 NEAT1 及 NEAT1-2 表达水

B 

A 
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平（B），*P＜0.01，**P＜0.001，***P＜0.0001；Student’s t 检验） 

RIG-I 信号通路活化后可通过 IRF3 或 IRF7 等转录因子入核进而诱导下游分子表

达。HTNV 以 MOI=1 感染 HUVECs，于 1dpi 通过 IFA 检测 IRF3、IRF7、p65（NF-κB

信号通路下游转录因子）、STAT1（IFN 信号通路下游转录因子，阳性对照）入核情

况，结果显示 IRF7 及 STAT1 入核（如图 2.4-A）；敲减 IRF7 可明显抑制 HTNV 感染

后 NEAT1 及 NEAT1-2 上调（P＜0.001）（如图 2.4-B）。上述实验结果提示 HTNV 感

染通过 RIG-I-IRF7 信号通路诱导 NEAT1 上调。 

 

 

A 
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图 2.4 HTNV 感染通过 IRF7 信号通路诱导 NEAT1 上调 

Fig. 2.4 IRF7 signaling is crucial for NEAT1 expression after HTNV infection 

（A. 通过 IFA 检测 3dpi 不同转录因子入核情况；B. 通过转染 siRNA 敲减 IRF7，转染 24h 后以 

MOI=1 感染 HTNV，于 3dpi 进行如下实验：左，通过 Western Blot 检测 IRF7 敲减效率；右，通 

过 qRT-PCR 检测 NEAT1 及 NEAT1-2 表达水平，*P＜0.01，**P＜0.001，***P＜0.0001；Student’s  

t 检验。） 

3.2  NEAT1-2 正向调控 HTNV 感染后 RIG-I 及 DDX60 表达间接促进 IFNβ产生 

NEAT1-2 可正向调控 HTNV 感染后 I 型 IFN 信号通路活化，但其具体的分子机

制尚不清楚。第一部分 3.4 中实验结果显示过表达 NEAT1-2 可促进 HTNV 感染后

IFNβ 表达，但在非 HTNV 感染条件下单独过表达 NEAT1-2 并不能直接激活 IFNβ 启

动子，提示 NEAT1-2 间接调控 I 型 IFN 信号通路活化。近期有研究提示敲减 NEAT1-2

可抑制 polyI:C 对 RIG-I 及 DDX60 表达的诱导作用[66]，因此我们推测 NEAT1-2 有可

能通过调控相关 PRR 分子的表达进而间接影响 HTNV 感染后 IFNβ 的产生。在

HUVCEs 中敲减 NEAT1-2 后感染 HTNV，在 48hpi 通过 qRT-PCR 检测 TLR1、TLR2、

TLR3、TLR4、RIG-I、DDX60 及 MDA5 等 PRR 分子的表达情况，结果显示敲减

B 
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NEAT1-2 可抑制 HTNV 感染后 RIG-I 及 DDX60 的上调（P＜0.01 或 P＜0.001）（如

图 2.5）。 

 

图 2.5 敲减 NEAT1-2 对 HTNV 感染后不同 PRR 分子的影响 

Fig. 2.5 The effects of silencing NEAT1-2 on PRRs expression after HTNV infection 

（在 HUVECs 中转染 St-NEAT1-2，NC 组转染等量 Scrambled siRNA，转染 24 后以 MOI=1 感染

HTNV，于 48hpi 通过 qRT-PCR 检测 TLR1、TLR2、TLR3、TLR4、RIG-I、DDX60 及 MDA5

等 PRR 分子的表达情况。*P＜0.01，**P＜0.001，***P＜0.0001； Student’s t 检验。） 

为进一步明确 NEAT1-2 对 RIG-I 及 DDX60 的调控作用，在 HUVECs 中转染不

同浓度 St-NEAT1-2，转染 24h 后以 MOI=1 感染 HTNV，于 48hpi 通过 Western Blot

检测 RIG-I 及 DDX60 表达水平，结果提示敲减 NEAT1-2 可明显抑制 RIG-I 及 DDX60

表达，且其抑制程度与 St-NEAT1-2 转染剂量呈正相关（如图 2.6-A）；在 HUVECs

中转染不同浓度 pCMV-NEAT1-2，转染 24h 后以 MOI=0.1 感染 HTNV，于 48hpi 通

过 Western Blot 检测 RIG-I 及 DDX60 表达水平，结果提示过表达 NEAT1-2 可显著促

进 RIG-I 及 DDX60 表达，且其促进程度与 pCMV-NEAT1-2 转染剂量呈正相关（如

图 2.6-B）。上述结果初步证实 NEAT1-2 在 HTNV 感染后对 RIG-I 及 DDX60 的表达

具有正向调控作用。 
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图 2.6 敲减或过表达 NEAT1-2 对 HTNV 感染后 RIG-I 及 DDX60 的调控作用 

Fig. 2.6 The effects of NEAT1-2 on RIG-I and DDX60 expression after HTNV infection 

（A. 在 HUVECs 中转染 St-NEAT1-2，NC 组转染等量 Scrambled siRNA，转染 24 后以 MOI=1 

感染 HTNV，于 48hpi 通 Western Blot 检测 RIG-I 及 DDX60 表达情况；B. 在 HUVECs 中转染

pCMV-NEAT1-2，Vector 组转染等量对照质粒，转染 24 后以 MOI=0.1 感染 HTNV，于 48hpi 通

Western Blot 检测 RIG-I 及 DDX60 表达情况。） 

 

近期有研究表明 DDX60 作为协同分子与 RIG-I 相互作用，促进 RIG-I 信号通路

活化及 I 型 IFN 分泌，增强机体抗病毒固有免疫应答[166-168]，但对于 DDX60 是否具

有广谱抗病毒作用，目前研究尚存在争议。通过 IFA 实验检测 HTNV 感染 HUVECs

后 RIG-I 及 DDX60 的表达情况及其亚细胞定位，结果显示 HTNV 感染可显著诱导

RIG-I 及 DDX60 表达，且在 HTNV NP 阳性的细胞中，RIG-I 及 DDX60 在胞浆中有

共定位（如图 2.7），提示 HTNV 感染后 RIG-I 及 DDX60 之间存在相互作用。 

 

 

A 

B 
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图 2.7 HTNV 感染 HUVECs 后 RIG-I 及 DDX60 的亚细胞定位 

Fige. 2.7 The intracellular location of RIG-I and DDX60 inHUVECs after HTNV infection 

（HTNV 以 MOI=1 感染 HUVECs，于 0hpi、48hpi 通过 IFA 检测 RIG-I（红）、DDX60（紫）、

HUVECs 0dpi 

HUVECs 48hpi 
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HTNV NP（绿）的表达情况及亚细胞定位。） 

为进一步明确 RIG-I 及 DDX60 是否协同促进 IFNβ 产生进而发挥抗 HTNV 感染

的作用，我们分别敲减 RIG-I 和/或 DDX60，或过表达 RIG-I 和/或 DDX60，并在此

条件下检测 HTNV 感染及 IFNβ 表达的相关指标。分别设计并合成三组敲减 RIG-I

及 DDX60 的 siRNA，通过 qRT-PCR 在 mRNA 水平初步筛选出具有较高敲减效率的

Si-RIG-I-2 及 Si-DDX60-1（如图 2.8-A），并通过 Western Blot 进一步在蛋白水平证实

上述 siRNA 的敲减作用（如图 2.8-B）。 

 

 

 

图 2.8 靶向 RIG-I 及 DDX60 mRNA 的 siRNA 的筛选 

Fig. 2.8 The interfering efficiency of different siRNAs targeting at RIG-I or DDX60 mRNA 

（在HUVECs中转染不同 siRNA分子，转染24h后以MOI=0.1感染HTNV，于48hpi通过 qRT-PCR

检测 RIG-I 及 DDX60 mRNA 的水平（A），通过 Western Blot 检测 RIG-I 及 DDX60 表达（B）。） 

在 HUVECs 中分别转染 Si-RIG-I-2、Si-DDX60-1、Si-RIG-I-2+Si-DDX60-1，转

染 24h 后以 MOI=0.1 感染 HTNV，于 48hpi 通过 Western Blot 检测 HTNV NP 的表达，

结果提示同时敲减 RIG-I 及 DDX60 可有效促进 HTNV NP 表达，且其效果优于单独

敲减 RIG-I 或 DDX60（如图 2.9-A）；通过 qRT-PCR 检测细胞内 IFNβ mRNA 表达情

况，结果提示与 NC 组相比，单独敲减 RIG-I 或 DDX60 均可抑制 IFNβ 产生，而同

A 

B 
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时敲减二者的抑制作用更为明显（如图 2.9-B）。在 HUVECs 中进行双荧光素报告实

验，检测敲减 RIG-I 和/或 DDX60 对 HTNV 感染后 IFNβ 启动子活性的影响，可得到

与上述实验一致的结果，即同时敲减 RIG-I 及 DDX60 比单独敲减二者之一对 IFNβ

启动子的活性具有更为明显的抑制作用（如图 2.9-C）。 

 

 

  

图 2.9 敲减 RIG-I 及 DDX60 对 HTNV 复制及 IFNβ产生的影响 

Fig. 2.9 The effects of silencing RIG-I and DDX60 on HTNV replication and IFNβ production 

（在 HUVECs 中转染 Si-RIG-I-2、Si-DDX60-1、Si-RIG-I-2+Si-DDX60-1，转染 24h 后以 MOI=0.1

感染 HTNV，于 48hpi 通过 Western Blot 检测 HTNV NP 表达（A，左），通过 qRT-PCR 检测 HTNV 

S 片段（A，右）、IFNβ mRNA 的表达水平（B）；在 HUVECs 中转染含有 IFNβ 启动子的双荧光

素报告质粒，同时转染 Si-RIG-I-2、Si-DDX60-1、Si-RIG-I-2+Si-DDX60-1，转染 24h 后以 MOI=0.1

A 

B C 
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感染 HTNV，通过检测相对荧光强度评价 IFNβ 启动子活性（C）。*P＜0.01，**P＜0.001，***P

＜0.0001；One-Way ANOVA。） 

在 HUVECs 中分别转染 Flag-RIG-I、pUNO-DDX60、Flag-RIG-I+pUNO-DDX60，

转染 24h 后以 MOI=1 感染 HTNV，于 48hpi 通过 Western Blot 检测 HTNV NP 表达，

结果提示同时过表达 RIG 及 DDX60 可有效抑制 HTNV NP 的产生，且其效果优于单

独过表达 RIG-I 或 DDX60（如图 2.10-A），且同时过表达 RIG-I 及 DDX60 对 IFNβ

产生的促进作用（如图 2.10-B），以及对 IFNβ 启动子的活化作用（如图 2. 10-C）均

优于单独过表达二者之一。上述结果提示 HTNV 感染可通过 RIG-I-IRF7 信号通路诱

导 NEAT1-2 转录，而 NEAT1-2 可通过正向调控 RIG-I 及 DDX60 表达促进 I 型 IFN

产生，即 NEAT1-2 与 RIG-I 信号通路交互作用参与宿主细胞抗 HTNV 的固有免疫应

答。 

 

 

 

A 
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图 2.10 过表达 RIG-I 及 DDX60 对 HTNV 复制及 IFNβ产生的影响 

Fig. 2.10 The effects of overexpressing RIG-I and DDX60 on HTNV replication  

and IFNβ production 

（在 HUVECs 中转染 Flag-RIG-I、pUNO-DDX60、Flag-RIG-I+pUNO-DDX60，转染 24h 后以

MOI=0.1 感染 HTNV，于 48hpi 通过 Western Blot 检测 HTNV NP 表达（A，左），通过 qRT-PCR

检测 HTNV S 片段（A，右）、IFNβ mRNA 的表达水平（B）；在 HUVECs 中转染含有 IFNβ 启动

子的双荧光素报告质粒，同时转染 Flag-RIG-I、pUNO-DDX60、Flag-RIG-I+pUNO-DDX60，转

染 24h 后以 MOI=0.1 感染 HTNV，通过检测相对荧光强度评价 IFNβ 启动子活性（C）。*P＜0.01，

**P＜0.001，***P＜0.0001；One-Way ANOVA。） 

3.3  NEAT1 通过募集 SFPQ 调控 RIG-I 及 DDX60 表达间接发挥抗 HTNV 作用 

NEAT1-2 是哺乳动物核旁斑的重要组成部分，已有研究表明应激刺激诱导上调

的 NEAT1-2 可募集 SFPQ、NONO 等蛋白，在细胞核内形成斑片结构，即核旁斑[68]；

Imamura K 等[66]通过生物信息学软件预测 SFPQ 的 DNA 结合位点，结果提示其可结

合 IL-8、CCL5、RIG-I、DDX60 等与固有免疫相关分子基因的启动子区域（如表 2.2），

且该研究小组已证实 SFPQ 结合 IL-8 启动子抑制 IL-8 mRNA 转录。我们推测 HTNV

感染诱导的 NEAT1-2 可通过类似机制调控 RIG-I 及 DDX60 的表达。 

为检测 HTNV 感染诱导上调的 NEAT1 是否结合 SFPQ，在 HUVECs 感染 HTNV

后不同时间点进行 RIP 实验，结果显示与 0dpi 相比，感染后第一天 SFPQ 结合 NEAT1

的量并无显著变化（P＞0.05），但随着感染时间的延长（2dpi、3dpi），SFPQ 结合

NEAT1 及 NEAT1-2 的量逐渐增加（P＜0.01 或 P＜0.001）（如图 2.11-A）。值得注意

B C 
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是，HTNV 以 MOI=1 感染 HUVECs 或 HeLa 细胞，在不同时间点提取细胞蛋白进行

Western Blot 检测 NEAT1 结合蛋白 SFPQ 及 NONO 的表达水平，结果提示 HTNV 感

染并不影响 SFPQ 及 NONO 在细胞中的表达量（如图 2.11-B）；在 HUVECs 或 HeLa

细胞中过表达 NEAT1-2 或者敲减 NEAT1-2 亦不影响 SFPQ 及 NONO 在细胞中的表

达量（如图 2.11-C），上述实验可基本排除 HTNV 感染后宿主细胞通过改变 SFPQ 表

达量进而影响调控下游分子表达的可能。 

 

图 2.11 不同条件下 SFPQ 与 NEAT1 的相互作用 

Fig. 2.11 The interaction between SFPQ and NEAT1 under different conditions 
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（A. HTNV 以 MOI=1 感染 HUVECs，分别于 0dpi、1dpi、2dpi、3dpi 进行 RIP 实验，即利用 SFPQ 

抗体捕捉 SFPQ，通过 qRT-PCR 法检测 SFPQ 所结合的 NEAT1 及 NEAT1-2，以 0dpi 组的 NEAT1 

或 NEAT1-2 结合量设为 1，计算 1dpi、2dpi、3dpi 组 NEAT1 或 NEAT1-2 的相对结合量。*P＜0.01， 

**P＜0.001，***P＜0.0001；Student’s t 检验。B. HTNV 以 MOI=1 感染 HUVECs 或 HeLa 细胞， 

感染后不同时间点提取细胞蛋白进行 Western Blot，检测 SFPQ 及 NONO 表达量的变化。C. 在 

HUVECs 中分别转染 pCMV-NEAT1-2、Si-NEAT1 及 St-NEAT1-2，转染 48h 后提取细胞蛋白进行 

Western Blot，检测 SFPQ 及 NONO 表达量的变化。） 

为进一步明确 HTNV 感染后 SFPQ 亚细胞定位的变化，以 MOI=1 感染 HUVECs

及 HeLa 细胞，于 2dpi 通过 IFA 观察细胞内 HTNV NP 及 SFPQ 表达及分布情况，结

果提示在 HTNV NP 阳性的细胞中，SFPQ 在细胞核内由原来的散在分布（0dpi）变

为聚集的点状分布（2dpi）（如图 2.12-A，HUVECs；B，HeLa 细胞）；HTNV 感染

HUVECs 后的 Co-IP 结果显示，与 Mock 组相比，SFPQ 和 NONO 结合明显增加（如

图 2.12-B）。上述实验结果提示 HTNV 感染后 NEAT1-2 募集 SFPQ、NONO 等分子，

促进核旁斑形成。 

 

 

A 
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图 2.12 HTNV 感染后 SFPQ 亚细胞定位（A, B）及其与 NONO 相互作用（C） 

Fig. 2.12 The intracellular location of SFPQ (A, B) and  

the interaction between SFPQ and NONO (C) 

(A-B. HTNV 以 MOI=1 感染 HUVECs（A）或 HeLa 细胞（B），于 2dpi 通过 IFA 检测 HTNV NP 

（红）及 SFPQ（绿）在细胞内的表达及分布情况。C. HTNV 以 MOI=1 感染 HUVECs，于 2dpi 

通过免疫共沉淀法检测 SFPQ 是否结合 NONO。） 

为明确 SFPQ 在宿主细胞抗 HTNV 固有免疫中的作用，以 NEAT1-2 敲减为对照， 

检测 SFPQ 敲减后 HTNV 感染复制水平、宿主细胞 RIG-I 及 DDX60 分子的表达变化。

结果显示，HUVECs 中转染 Si-SFPQ 可有效敲减 SFPQ 的表达（如图 2.13-A 上）；在

NEAT1-2 或 SFPQ 敲减条件下以 MOI=1 感染 HTNV，2dpi 进行 Western Blot 检测

HTNV NP 表达，结果显示，与 NC 组相比 St-NEAT1-2 组 HTNV NP 表达显著上调，

B 

C 
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Si-SPFQ 组 HTNV NP 表达显著下调（如图 2.13-A 下）；同时，通过 qRT-PCR 检测

HTNV S 片段复制情况、RIG-I 及 DDX60 mRNA 表达情况，结果显示，与 NC 组相

比，St-NEAT1-2 组 HTNV S 片段显著上调（P＜0.001，如图 2.13-B），RIG-I 及 DDX60 

mRNA 表达下调（P＜0.01，如图 2.13-C、D）；而与 NC 组相比，Si-SPFQ 组 HTNV 

S 片段显著下调（P＜0.001，如图 2.13-B）, RIG-I 及 DDX60 mRNA 表达上调（P＜

0.001，如图 2.13-C、D），提示敲减 SFPQ 可促进 RIG-I 及 DDX60 表达，抑制 HTNV

感染复制。本部分实验结果提示 HTNV 感染后 NEAT1 通过募集 SFPQ，解除其对

RIG-I 及 DDX60 分子的转录抑制作用，促进 RIG-I 及 DDX60 表达，最终起到抑制

HTNV 感染的作用。 

 

    

       

图 2.13 SFPQ 调控 RIG-I 及 DDX60 表达发挥抗 HTNV 作用 

Fig. 2.13 SFPQ regulates the expression of RIG-I and DDX60 and inhibits HTNV infection 

（A. 上，在 HUVECs 中转染 Si-SFPQ 通过 Western Blot 检测敲减效率；下，在 HUVECs 中分别 

转染 St-NEAT1-2 及 Si-SFPQ，转染 24h 后以 MOI=1 感染 HTNV，2dpi 通过 Western Blot 检测 

A B 

C D 
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HTNV NP 表达量。B-D. 在 HUVECs 中分别转染 St-NEAT1-2 及 Si-SFPQ，转染 24h 后以 MOI=1 

感染 HTNV，于 2dpi 通过 qRT-PCR 分别检测 HTNV S 片段（B）、RIG-I mRNA（C）、DDX60 mRNA 

（C）的表达水平，*P＜0.01，**P＜0.001，***P＜0.0001；Student’s t 检验。） 

4 讨论 

哺乳动物细胞核精细复杂，具有高度的组织性，由多种无膜结构的细胞核小体

（nuclear bodies）构成。这些核小体中包含具有 RNA 加工处理功能的特殊蛋白或者

RNA，其可以调控某些特殊基因的表达，并可作为大分子核糖核蛋白（macromolecular 

ribonucleoprotein）的装配车间促进核糖体（ribosomes）及剪接体（spliceosomes）的

形成。许多 lncRNA 被发现定位于这些核小体结构内。核旁斑（paraspeckles）即邻

近细胞核核斑结构（nuclear speckles），直径约为 360nm，主要由 lncRNA NEAT1 及

40 多种 RNA 结合蛋白（RNA-binding protein，RBP）组成，其中的 RBP 包括黑腹果

蝇行为及人剪接（Drosophila melanogaster behavior and human splicing，DBHS）蛋白

即核旁斑组成蛋白（Paraspeckle component 1）、不含 POU 结构域的八聚核苷酸结合

蛋白（containing nucleotide octamet-binding protein without POU domain, NONO）和脯

氨酸及谷氨酰胺富集剪接因子（splicing factor proline and glutamine rich, SFPQ）等蛋

白[68]。lncRNA NEAT1 通过介导核旁斑形成参与多种应激反应、细胞凋亡等多种生

物学进程，已有多项研究报道 lncRNA NEAT1 通过拮抗 p53 信号通路参与与肿瘤的

发生及进展[128]，而其在固有免疫领域的研究则较少。 

我们研究发现 HTNV 感染后可诱导 RIG-I 及 DDX60 表达，且 IFA 结果显示两者

有共定位，提示其两者存在相互作用；进一步的过表达及敲减实验显示两者协同促

进 HTNV 感染后 IFNβ 的表达。同时，本部分研究发现 HTNV 感染通过 RIG-I-IRF7

信号通路上调 lncRNA NEAT1，NEAT1 可将 SFPQ 募集至细胞核核旁斑位置，而生

物信息软件预测 SFPQ 在正常条件下可能结合于 RIG-I、DDX60 等固有免疫相关分

子的启动子区域，起到转录抑制作用。NEAT1 可能通过解除 SFPQ 对上述分子的转

录抑制作用，促进 RIG-I 及 DDX60 表达，进而正反馈 HTNV 感染后 RIG-I 信号通路，

增强机体 IFNβ 的产生，辅助宿主识别并清除 HTNV。 

4.1 lncRNA NEAT1 调控机体固有免疫反应 

已有研究表明流感病毒、polyI:C 刺激等方式可激活 TLR3-p38 信号通路诱导
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NEAT1 转录表达，而 NEAT1 募集原本结合于 IL-8 启动子区域的 SFPQ，进而促进 IL-8

等促进 Mφ 活化的细胞因子产生，辅助机体清除病毒[66]。有趣的是，Imamura K 等[66]

研究人员通过基因芯片技术发现在 HeLa TO 细胞中敲减或过表达 NEAT1，可分别抑

制或促进 RIG-I、DDX60、IL-8、CCL5 等分子表达；但使用 polyI:C 直接刺激敲减

NEAT1 分子的 HeLa TO 细胞，与对照组组相比，NEAT1 敲减组细胞的 IFNβ 产生水

平并不受影响，但 RIG-I、DDX60、IL-8、CCL5 等分子表达下调，提示在该条件下

NEAT1 不调控 IFN 信号而只影响 IL-8 等分子表达。我们的研究也发现，单独过表达

或者抑制 NEAT1 表达并不会直接影响 IFNβ 产生，与上述报道一致；但在 HTNV 感

染条件下，lncRNA 可正向调控宿主细胞 IFNβ 的产生，与上述结果矛盾的原因有可

能为所用细胞系不同，或者使用的刺激物不同因而所激活的信号通路不同。 

Imamura K 等[66]研究表明 polyI:C 刺激是通过 TLR3-p38 信号通路诱导 NEAT1 上

调，而本研究发现 HTNV 是通过 RIG-I-IRF7 信号通路诱导 NEAT1 表达，其差异的

主要原因可能有两点，一是所用细胞不同，Imamura K 等实验细胞为 HeLa 细胞，即

肿瘤细胞系，而我们实验细胞为 HUVECs，即原代细胞；二是所用刺激不同，Imamura 

K 等实验刺激为人工合成的 dsRNA，即 polyI:C，可激活 TLR3、RIG-I 等信号通路以

促进 I 型 IFN 产生，而我们实验刺激为 HTNV 感染，HTNV 感染可激活 RIG-I、TLR4

等信号通路从而促进 I 型 IFN 产生。 

既往研究结果提示 IRF3 是诱导 IFN 的主要转录因子，而 IRF7 很少作为独立的

转录因子，多以配体形式与 IRF3 共同入核发挥作用，但我们发现 HTNV 感染后 IRF7

入核而未见 IRF3 入核，且敲减 IRF7 可抑制 HTNV 感染后 NEAT1 的上调，提示 IRF7

可能是促进 NEAT1 表达的重要转录因子。 

4.2 DDX60 协同 RIG-I 促进机体产生 IFN 

DDX60 与 RIG-I（DDX58）同属于 DExD/H 盒解旋酶（DexD/H-box helicase）家

族，该家族成员还包括 DDX1、DDX3、DDX7、DDX9、DDX36、DDX50 等分子。

最近越来越多研究表明 DExD/H 盒解旋酶家族成员参与细菌、病毒核酸的识别过程

[167]；另有部分研究提示多种 DDX 分子可通过协同病毒核酸的解旋、核衣壳蛋白的

转运、病毒核酸的组装等促进病毒的复制及装配过程[171]。 

Miyashita M 等[172]首次报道 DDX60 在 polyI:C 刺激或者仙台病毒（sendai virus, 
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SeV）等病毒感染后上调，其定位于细胞浆。DDX60 结合 RIG-I、MDA5，辅助其识

别病毒 dsRNA，促进 RIG-I 及 MDA5 信号通路的活化；沉默 DDX60 可抑制 polyI:C

转染或 SeV、水疱性口炎病毒（vesicular stomatitis virus，VSV）、脊髓灰质炎病毒

（poliovirus）、HSV-1 等感染后宿主细胞 IFNβ 及 CXCL-10 的产生。该课题组后续又

发现 DDX60 除协同 RIG-I 辅助 IFN 产生外，其自身亦可作为抗病毒分子直接识别并

降解病毒核酸，但是病毒可通过活化细胞表皮生长因子受体（epidermal growth factor 

receptor，EFGR）进而将 DDX60 磷酸化，使之失去抗病毒作用[168]。与之相反，Goubau 

D 研究小组[166]通过构建 DDX60 缺陷的转基因小鼠发现，使用流感病毒、脑心肌炎

病毒、辛德毕斯病毒、牛痘病毒、HSV-1 感染 DDX60 缺陷小鼠本身或其细胞，均未

发现其与野生型小鼠存在差异，提示 DDX60 可能并不影响机体抗病毒免疫应答；

DDX60 缺失情况下，使用 RIG-I 激动剂刺激小鼠成纤维细胞，其 I 型 IFN 信号应答

并未受到影响，提示 DDX60 可能并非 RIG-I 必须的协同分子。 上述研究表明不同

病毒感染条件下 DDX60 的功能不同，其抗病毒谱及其抗病毒的具体分子机制尚不清

楚。 

有研究指出汉坦病毒感染的细胞中未检出 dsRNA 的存在，因此，理论上讲汉坦

病毒不能被 RIG-I 识别[124]；同时，汉坦病毒产生的 Gn 在感染早期可通过抑制

TRAF3-TBK1 形成、阻断 IRF3 磷酸化等方式拮抗 IFN 产生[113; 114]。然而，另有研究

表明汉坦病毒感染可活化 RIG-I 信号通路促进 CXCL10 等细胞因子释放[8]。我们研究

发现 HTNV 感染后 NEAT1 可正向调控 DDX60 及 RIG-I 表达，而 DDX60 与 RIG-I

起到协同抗 HTNV 感染的作用，且两者共同促进宿主细胞 IFN 的产生，因此，我们

推测 DDX60 可能参与辅助 RIG-I 识别 HTNV 病毒核酸的过程，但此推测仍需进一步

实验研究证实。
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第三部分 HFRS 患者外周血单核细胞中

NEAT1-2 表达水平与疾病进展的相关性研究 
 

 

前两部分实验通过敲减和/或过表达实验，分别在细胞及动物层次验证了 lncRNA 

NEAT1-2 抗 HTNV 感染的作用，并在细胞水平明确了 NEAT1-2 与 RIG-I 信号通路交

互作用的分子机制。上述实验结果为 NEAT1-2 抗 HTNV 研究提供了理论基础，本部

分研究拟从临床样本出发，检测肾综合征出血热（HFRS）患者外周血单核细胞中

NEAT1-2 的表达水平，探索其与 HFRS 疾病病程、病情严重程度的相关性，并通过

最高值秩相关检验（the rank correlation test）分析 NEAT1-2 表达量与血清病毒载量

（serum viral load）、血肌酐最高值（serum creatinine）、血小板计数最低值（platelet 

count）及白细胞计数（white blood cell count）的关系，明确检测外周血单核细胞

NEAT1-2 在 HFRS 发病过程中的作用，为 HFRS 疾病的发病机制研究奠定基础，同

时为相关抗病毒药物的研发提供新靶点。 

 

1 材料 

1.1 标本和病历资料 

经第四军医大学伦理委员会批准收集唐都医院感染病科 2015 年 9 月～2016 年 3

月 HFRS 患者血液标本 86 份，同时收集西京医院输血科健康志愿献血者（24~35 岁）

健康对照血浆 20 份。患者基本资料及相关临床信息见表 3.1。 

表 3.1 研究样本的临床特点及实验室相关检测指标 

Table 3.1 Clinical and laboratory characteristics of the study population 

 轻型/中型患者 重型/危重型患者 P 值 

年龄 

 

42.91 ± 1.881  41.28 ± 1.549  0.5073 

性别（女/男） 10/22 8/24 0.7816 

WBC (×10
9
) 14.09 ± 2.190  17.59 ± 1.418  0.1842 

MONO % 10.97 ± 0.5358  9.739 ± 0.8122  0.2094 

异型淋巴细胞百分比 9.539 ± 0.8992  10.54 ± 0.8366  0.4186 
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PLT (×10
9
) 106.0 ± 7.198 81.16 ± 6.535 0.0132* 

BUN, mmol/l 10.34 ± 0.9818 22.27 ± 1.340 < 0.0001** 

Scr, μmol/l 206.6 ± 22.84  302.6 ± 26.01  0.0073** 

    
WBC, 白细胞数; PLT, 血小板数; MONO %, 单核细胞百分比; BUN,血尿素氮; Scr,血肌酐. 结果

以均值±标准误（mean±SE）形式表示。组间比较采用非配对 t 检验, 其中各组年龄的比较采用

Fisher's 精确检验校正. *P < 0.05，**P < 0.01。 

1.2 试剂及器材 

人外周血淋巴细胞分离液 索莱宝公司 

人单核细胞分离试剂盒（负选） 

（EasySep™ Human Monocyte Isolation Kit） 

StemCell 公司 

EDTA 抗凝管 湖北金杏科技发展有限公司 

其他实时定量 PCR （qRT-PCR）实验相关试剂参见本论文第一部分 1.5.2 

1.3 仪器  

    参见本论文第一部分 1.7 

2 方法 

2.1 HFRS 患者外周血 Mo 的分离 

1) 外周血单个核细胞的分离（白膜层细胞） 

取新鲜抗凝血 1ml 与注射用生理盐水 1:1 混匀后小心加于 2ml 的细胞分离液之

液面上。以 400g 离心（半径 15cm 水平转子）20min，此时离心管中由上至下细胞分

四层：第一层为血浆层，第二层为环状乳白色淋巴细胞层，第三层为透明分离液层，

第四层为红细胞层。收集第二层细胞放入含注射用生理盐水 4~5 ml 的试管中充分混

匀后 400g 离心 20min。沉淀经反复洗 2 次即得所需白膜层细胞。 

2) 从白膜层细胞阴性筛选（负筛）Mo 

    使用无血清 RIPA 1640 培养基以 5×10
7
/ml 重悬白膜层细胞，取 2ml 重悬细胞加

入 5ml EP 管，并加入 100 μl 试剂盒中 Isolation Cocktail 及 100 μl Paltelet Removal 

Cocktail，混匀后室温静置 5min。握旋磁珠 30s，将 100 μl 磁珠混匀后加入上述 EP

管中，混匀后室温静置 5min，最后补加试剂盒推荐补充液至 2.5ml，温和摇晃并用移

液枪混匀 2~3 次。将 EP 管放置于磁力架室温静置 5min 后吸取上清，1000 rpm 离心

5min 即可获得 Mo。 
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2.2 实时定量 PCR（qRT-PCR）检测 HFRS 患者外周血 Mo 中 NEAT1 的表达 

参见本论文第一部分 2.4。 

2.3 统计分析方法 

     使用 SPSS 18.0 软件进行统计分析，通过 Mann–Whitney U 检验分析各组间

NEAT1-2 表达水平的差异；通过最高值秩相关检验（the rank correlationtest）分析

NEAT1-2 表达与临床实验室指标的线性回归关系。P＜0.05 则认为差异有统计学意

义。利用 GraphPad Prism 6 软件处理数据并作图。 

3 结果 

3.1  患者外周血 Mo 中 NEAT1-2 表达水平与疾病病程及病情严重程度的关系 

根据中华人民共和国卫生部 2008 年颁布的流行性出血热诊断标准（diagnostic 

criteria for epidemic hemorrhagic fever，WS278-2008），按照 HFRS 疾病病程分类，将

86 份患者外周血分为五组，即发热期组（febrile stage，n=14）、低血压休克期组

（（hypotensive stage， n=14）、少尿期组（（oliguric stage，n=24）、多尿期（diuretic stage，

n=24）、恢复期组（convalescnet stage，n=10）；按照 HFRS 病情严重程度分类，将上

述血样分为轻型/中型组（mild/moderate，n=54）及重型/危重型组（severe/critical，

n=32）。分离外周血单个核淋巴细胞，并通过阴性筛选试剂盒筛选 Mo，通过 qRT-PCR

计算 Mo 中 NEAT1-2 相对 GAPDH mRNA 的表达量。分析外周血 Mo 中 NEAT1-2 与

HFRS 疾病病程的关系，结果显示，与健康人相比 HFRS 发热期 NEAT1-2 表达显著

升高（P＜0.001）；与发热期相比，低血压休克期及少尿期 NEAT1-2 变化无统计学意

义（P＞0.05），但多尿期及恢复期 NEAT1-2 表达水平显著下降（P＜0.001）（如图

3.1-A），提示外周血 Mo 中 NEAT1-2 表达水平在 HFRS 发病早期升高，但随病程的

进行而逐渐下降至正常水平。值得注意的是，轻型/中型组 HFRS 患者外周血 Mo 中

NEAT1-2 表达水平高于重型/危重型（如图 3.1-B），即 NEAT1-2 的高表达提示 HFRS

患者预后较好。 
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图 3.1 患者外周血 Mo 中 NEAT1-2 表达水平与疾病病程（A）及病情严重程度（B）的关系 

Fig. 3.1 The relationship between NEAT1-2 expression and the stage (A) or severity (B) of HFRS 

3.2  患者外周血 Mo 中 NEAT1-2 表达水平与临床部分实验室检测指标的关系 

已有研究表明 HFRS 外周血病毒载量与 HFRS 病情严重程度呈正相关，血肌酐升

高提示 HFRS 患者肾功能受损，外周血血小板数目与 HFRS 病情严重程度呈负相关

[175]；多数 HFRS 患者外周血白细胞数升高，但其升高水平与疾病严重程度并无关系

[175]。通过最高值秩相关检验（the rank correlationtest）分析 NEAT1-2 表达量与上述

临床实验室指标的关系，结果提示，NEAT1-2 表达水平与 HFRS 患者外周血病毒载

量呈负相关（R
2
=0.114，P=0.0022，如图 3.2-A），与 Scr 最高值呈负相关（R

2
=0.1279，

P=0.001，如图 3.2-B），与 PLT 最低值呈正相关（R
2
=0.0878，P=0.0069，如图 3.2-C），

但与 WBC 无线性回归关系（R
2
=0.0008480，P=0.7951，如图 3.2-D）。 
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图 3.2 患者外周血 Mo 中 NEAT1-2 表达水平与临床实验室检测指标的关系 

Fig. 3.2 The relationship between NEAT1-2 expression and different clinical parameters 

 

4 讨论  

肾综合征出血热（hemorrhagic fever with renal syndrome，HFRS）是由布尼亚病

毒目汉坦病毒科各型病毒引起的自然疫源性疾病，在我国其致病病毒类型为汉滩型

和汉城型，主要传染源为黑线姬鼠、褐家鼠等啮齿类动物[176]。作为 HFRS 主要疫

区，我国每年发病人数为 5~10 万人，约占全球总病例数的 85%
[127]。该病以男性青

壮年为主要发病人群，成人 HFRS 患者有典型的三大主症，即发热、出血和肾脏损

害，同时，“三痛”（头痛、腰痛、眼眶痛）和“三肿”（球结膜水肿、眼睑、颜面浮

肿）表现突出。 

HFRS 发病机制与病毒直接作用和自身免疫病理损害有关[177]。病毒本身的作用

可直接损害毛细血管内皮细胞，造成广泛性的小血管损害，进而导致各脏器的病理

损害和功能障碍；病毒抗原刺激机体免疫系统，引起 I 型和 III 型超敏反应。病程早

A B 

C D 
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期可能有 I 型变态反应参与，表现为血清中 Ig E 抗体增高，在病毒抗原诱导下，嗜

碱性粒细胞和肥大细胞释放组织胺，由此引起小血管扩张、通透性增加、血浆外渗，

形成早期充血、水肿等症状。III 型变态反应在疾病的发生发展中起着重要作用。免

疫复合物形成并广泛沉积于小血管壁、肾小球、肾小管基底膜以及红细胞和血小板

表面，激活补体系统，致全身小血管内皮细胞损伤，导致血管通透性增加，从而引

起血浆外渗、血液浓缩、组织水肿、低血压、休克和急性肾功能不全。 

汉坦病毒感染机体后，无论通过哪种致病机制引起疾病的发生，病毒都是诱导

疾病发生的始动因素，因此病毒载量的高低与疾病进展及病情严重程度息息相关。

一方面，病毒血症导致病毒全身播散，感染靶细胞并在其中大量复制，直接损伤血

管内皮细胞，使之通透性增加，加重疾病病情。另一方面，血液中的病毒成分，或

者感染细胞所表达病毒抗原均可刺激机体免疫细胞（如 Mo-Mφ、NK 细胞、CTL 细

胞等）活化，或者诱导 IL-1α、TNFα、IFNγ 等多种促炎细胞因子释放，引起细胞因

子风暴加重病理损伤，或者免疫细胞直接攻击损害血管内皮细胞，引起血管渗漏和

出血。已有多项研究表明 HFRS 或 HPS 患者外周血病毒载量与疾病的病程及病情严

重程度相关，如 Saksida 等[178]检测了 DOBV 感染引起的 HFRS 患者外周血的病毒载

量，也发现病情重的患者病毒载量高。Xiao 等[179]检测了 SNV 感染引起的 HPS 患

者的外周血病毒载量，发现病毒载量随着病情发展由高逐渐变低，重症患者早期外

周血病毒载量显著高于轻型患者，差异具有统计学意义。Yi J 等[175]检测了 HTNV 感

染引起的 HFRS 患者急性期外周血病毒载量，发现重型/危重型 HFRS 患者病毒载量

明显高于轻型/重型 HFRS 患者，差异有统计学意义；且 HFRS 患者发热期/休克期

病毒载量与血小板计数最低值呈负相关，与肌酐最高值呈正相关，提示病毒复制以

及病毒直接损害作用可能是 HFRS 的重要致病机制之一。 

本研究前期体内外实验结果均提示 lncRNA NEAT1 具有抗 HTNV 感染的作用；

本部分临床样本检测结果表明，HFRS 患者外周血 Mo 中 NEAT1-2 表达水平与患者

外周血病毒载量呈负相关，我们还发现轻型/中型组 NEAT1-2 表达水平显著高于重型

/危重型，差异有统计学意义，提示 HTNV 感染早期 NEAT1 的高表达有助于 HTNV

的清除，进而有助于病情缓解。血清肌酐最高值反应临床患者肾脏损伤情况，外周

血血小板数目最低值反应临床患者出血倾向。HFRS 患者外周血 Mo 中 NEAT1-2 表

达水平与血清肌酐最高值呈负相关，提示 NEAT1-2 表达高的患者肾脏损伤小；HFRS
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患者外周血 Mo 中 NEAT1-2 表达水平与外周血血小板数目最低值呈正相关，提示

NEAT1-2 表达高的患者出血倾向低，血凝状态较好。 

值得注意的是，最新研究发现 NEAT1 与自身免疫性疾病关系密切。Zhang F 等[180]

研究发现体外使用 LPS 刺激单核细胞可活化 p38 信号通路进而诱导 NEAT1 表达，而

NEAT1 在系统性红斑狼疮（systemic lupus erythematosus，SLE）的患者外周血单核

细胞中高表达，其与 IL-6、CXCL-10 等细胞因子的产生呈正相关，亦与 SLE 患者病

情的严重程度呈正相关，因此 NEAT1 可作为评价 SLE 预后的重要指标之一。由此可

见 NEAT1 的持续活化可能导致细胞因子风暴和免疫紊乱，而 HFRS 患者 NEAT1 表

达自感染早期升高（发热期、低血压休克期、少尿期），到晚期下降（多尿期、恢复

期），并未出现持续升高的趋势，故 NEAT1 在 HTNV 感染早期发挥作用，即感染早

期 NEAT1 的表达可以促进机体清除 HTNV，其亦可作为判断 HFRS 预后的指标之一。

在 HFRS 疾病早期（发热期/低血压休克期），通过检测患者外周血 Mo 中 NEAT1 的

表达水平可初步判断疾病病情，若 NEAT1 表达低，提示患者未能有效抑制 HTNV 在

体内的感染复制，可能为重型或危重型 HFRS，应及时进行抗病毒、补液、透析等治

疗手段以降低死亡率，改善预后。 
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小    结 
 

1. DGE 结果显示 HTNV 感染 HUVECs 后可诱导 NEAT1、GAS5、IPW 等 lncRNA 表

达上调，CMPK2、FTX 等 lncRNA 表达下调，其中 lncRNA NEAT1 变化显著。HTNV

感染 HUVECs、HEK293、A549、HeLa 等细胞可诱导宿主细胞 lncRNA NEAT1 的

表达上调，且其上调趋势与 HTNV 感染时间和感染剂量在一定范围内呈正相关。 

2. 在细胞水平敲减 NEAT1 可促进 HTNV 复制，而过表达 NEAT1 可明显抑制 HTNV

复制，其中转录本 NEAT1-2 起主要的抗 HTNV 作用。HTNV 感染后，NEAT1-2

表达上调早于 IFNβ，进一步研究表明 NEAT1-2 对 HTNV 感染后宿主细胞 IFNβ、

IL-8、CCL5 等细胞因子的产生具有正向调控作用。使用 IFNβ 中和抗体可以拮抗

过表达 NEAT1-2 的抗 HTNV 感染作用；使用 IFNβ 可抑制 NEAT1-2 敲减对 HTNV

复制的促进作用。 

3. 在小鼠体内敲减 NEAT1-2 可以抑制 HTNV 感染后小鼠 IFNβ 的分泌，抑制小鼠脾

脏 Mφ 的聚集活化及 CD8
+
 T 细胞的活化，促进 HTNV 感染，加重小鼠各脏器病理

损伤。 

4. 过表达 HTNV NP 或者 GP 均不能上调 NEAT1，使用不同类型的细胞因子刺激亦

不能诱导 NEAT1 表达。HTNV 主要通过 RIG-I-IRF7 信号通路诱导 NEAT1 上调。 

5. HTNV 感染后 NEAT1-2 可正向调控 RIG-I 和 DDX60 的表达，而 RIG-I 和 DDX60

协同促进 HTNV 感染后干扰素的产生，进而抑制 HTNV 感染。 

6. HTNV感染后NEAT1与 SFPQ结合形成核旁斑，从而解除 SFPQ对RIG-I及DDX60

的转录抑制作用，抑制 HTNV 感染复制。 

7. HFRS 患者外周血 Mo 中 NEAT1-2 表达水平与疾病进展相关。HFRS 发热期、低

血压休克期、少尿期患者外周血 Mo 中 NEAT1-2 水平显著高于恢复期患者及健康

人。HFRS 患者外周血 Mo 中 NEAT1-2 表达量与外周血病毒载量、Scr 最高值呈负

相关，而与 PLT 最低值呈正相关。 
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综上，本研究通过体内外实验初步明确了HTNV感染后宿主细胞 lncRNA NEAT1

通过正反馈调控 RIG-I 信号通路促进 IFNβ 产生，进而发挥抗 HTNV 感染的分子机制

（如下图），即 HTNV 感染后通过 RIG-I-IRF7 信号通路诱导 lncRNA NEAT1 表达，

而 NEAT1 通过结合 SFPQ 形成核旁斑结构，解除 SFPQ 对 RIG-I、DDX60 等固有免

疫相关分子的转录抑制作用，促进上述分子表达；而 RIG-I 及 DDX60 协同作用，促

进 IFNβ 产生进而发挥抗 HTNV 感染的作用。 

 

【小结】 NEAT1 通过正反馈调控 RIG-I 信号通路发挥抗 HTNV 作用 

Summary  NEAT1 exerts anti-hantaviral effects by acting as  

        a positive feedback for RIG-I signaling
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学习经历： 

2009 年 9 月~2014 年 6 月  第四军医大学   临床医学专业   医学学士学位 

2014 年 9 月  至今          第四军医大学   微生物学专业   攻读硕士学位 

所获荣誉： 

      第四军医大学硕士研究生军训优秀教官（2014 年） 

      第四军医大学校庆阅兵嘉奖（2014 年） 

      第四军医大学硕士研究生二等奖学金（2016 年） 

 

研究成果 

一、学术论文（第一/共一） 

(1) Hongwei Ma, Wei Ye, He-Song Chen, Tie-Jian Nie, Lin-Feng Cheng, Liang Zhang, 

Pei-Jun Han, Xing-an Wu, Zhikai Xu, Ying-Feng Lei, Fanglin Zhang. In-Cell Western 

Assays to Evaluate Hantaan Virus Replication as a Novel Approach to Screen Antiviral 

Molecules and Detect Neutralizing Antibody Titers[J]. Frontiers in Cellular and Infection 
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Microbiology. Manuscript ID: 257847. (Accepted, IF 5.22) 

(2) Hong-Wei Ma, Pei-jun Han, Wei Ye, He-Song Chen, Xu-Yang Zheng, Lin-Feng 

Cheng, Liang Zhang, Lan Yu, Xing-An Wu, Zhikai Xu, Ying-Feng Lei, Fang-Lin Zhang. 

The Long Noncoding RNA NEAT1 Exerts Anti-Hantaviral Effects by Acting as a Positive 

Feedback for RIG-I Signaling [J]. J Virol. 2017 Feb 15. doi: 10.1128/JVI.02250-16. [Epub 

ahead of print]. (IF 4.61) 

(3) Tiejian Nie, Shaosong Yang, Hongwei Ma (Co-First Author), Lei Zhang, Fangfang 

Lu, Kai Tao, Ronglin Wang, Ruixin Yang, Lu Huang, and Zixu Mao. Regulation of ER 

stress- induced autophagy by GSK3β-TIP60-ULK1 pathway[J]. Cell Death Dis. 2016, 29; 

7(12):e2563. (IF 5.38) 

(4) MA Hong-Wei, WU Ya-Qiong, ZHANG Hai-Feng. Oral administration of hyper- 

oxygenated solution for prophylasis of gastric ulceration induced by stress or Helicobacter 

pylori[J]. 医学争鸣. 2015;6(6): 28-34. 

(5) Hongwei Ma, Dunquan Xu, Yaqiong Wu, Yongtao Ma, Zhichao Li. To decipher the 

hypoxic pulmonary hypertension: Vascular heterogeneity and the hypothesis of hypoxic 

responsive threshold[J]. Journal of Medical Hypotheses and Ideas. 2015, 9(1): 29-37. 

(6) 马宏炜，吴亚琼，张海锋. Notch 信号通路与骨形成和骨疾病[J]. 中华医学遗传学

杂志. 2015, 32(2) : 274-279. 

(7) 马宏炜，刘丽辉，徐数娜，胡文青，马永涛，张永清. HLA 单倍体相合造血干细

胞移植治疗 Wiskott-Aldrich 综合征 1 例报告及文献复习[J]. 中华血液学杂志. 2014, 

35(11): 1027-1029. 

(8) 马宏炜，乜铁建，马永涛，吴亚琼，贾战生，白雪帆. 小儿肾综合征出血热临床

特征分析[J]. 中国当代儿科杂志. 2014, 16(11) :1091-1095. 

二、国家专利 

名称：一种高通量快速检测汉滩病毒（HTNV）中和抗体效价的方法 

（申请号：201610125321.6） 

发明人：张芳琳；马宏炜；雷迎峰；张亮；程林峰；陈何嵩；石静琦；韩佩君；叶

伟；吴兴安；徐志凯 

三、参编专著 

《埃博拉出血热》  张永生，李谨革 主编，第四军医大学出版社，2015 年 
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四、参加会议 

1.  2014 年  第三届全国大学生基础医学实验设计大赛暨创新论坛 

感染与免疫组创新论坛二等奖（上海） 

mDC 中 A20 失调促使 HCV 感染慢性化 

2.  2016 年  全国微生物学学术年会 墙报交流（西安） 

Long Noncoding RNA NEAT1 Exerts Anti-hantaviral Effects through 

Modulating Innate Responses 

3.  2016 年  全国临床微生物及免疫学学术年会 

青年英语学术论坛报告三等奖（南宁） 

The Long Noncoding RNA NEAT1 Exerts Anti-Hantaviral Effects by 

Acting as a Positive Feedback for RIG-I Signaling 
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致    谢 
 

 

“我是宇宙间的尘埃/漂泊在这茫茫人海 

若你是我必然的存在/多想从此不再离开 

是什么 让我遇见这样的你 

是什么 让我不再怀疑自己 

是什么 让我不再害怕失去 

在这茫茫人海里 我不要变得透明” 

 

    又是凌晨，在基础部通往研究生管理大队的小道中踽踽独行。天空划过一丝细

雨，带着春夏之交的清爽气息，却掩饰不住毕业前夕的淡淡忧伤。回眸从指尖偷偷

溜走的八年韶华，蹒跚的脚印一步步深深地烙在四医大这片钟灵之地。或悲或喜的

泪水都已随风而逝，只有那些人，那些事，在这阑珊的夜色中叩击着我别样的心

扉…… 

世界上有太多的意外。有人说，意外多是令人黯然神伤的悲情事件，但总有一

些美丽的意外，它如晶莹剔透的雪花一般从天而降，悄然无声地带来一段奇妙的―姻‖

缘。 

十六年前，当我带着 Claire 在 Biohazard2 世界中的 Raccoon City 胆战心惊地对

抗着感染 T virus 的 Walking Dead 时，没想到有一天我会正真成为研究病毒感染与免

疫的一线斗士；七年前，当我在分子生物学讨论课上阐述自己对 Junk DNA 表观遗传

调控基因表达的想法时，没想到有一天我会在 lncRNA 领域中研究相似的内容；三年

前，当我获得免试攻读硕士研究生资格后，在收拾库房时偶然间拾到一本徐志凯教

授主编的《分子病毒学》研究生教材，没想到这竟成为我为之奋斗三年乃至终身的

事业。 

研究生入学后，在填写导师申请表时，我脑海中第一个浮现的身影是曾精彩讲
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授―出血热病毒‖课程的张芳琳教授。当我在申请表上认真地填下她的名字时，一场

遨游于病原微生物世界的奇妙之旅就此拉开序幕„„ 

―小马，自噬与 lncRNA 两个领域，你对哪个更感兴趣？‖ 

―虽然自噬方面有叶师兄前期的研究基础，但我还是对 lncRNA 更感兴趣，因为

我在本科时就曾想研究 JunK DNA 的功能意义，两者有很多相似点。‖ 

仿佛就是在昨天，导师张芳琳教授和蔼地征询我关于选题的意见。lncRNA 相关

研究较为复杂，但您毅然支持我在该领域的选题，并悉心指导我的实验研究。衷心

感谢导师您在专业知识领域给予我的谆谆教导，您精益求精的学术态度和严谨求是

的工作风格敦促我在学术研究的漫漫长路中上下而求索；衷心感谢导师您在实验过

程中给予我充分的支持及帮助，您兼容并包的学术思想和因材施教的教育理念不断

地激发着我的科研潜力、启迪着我的科研思路；衷心感谢导师您在日常生活中给予

我无微不至的关怀，您如亲人般地呵护陪伴、如朋友般地理解支持使我三年硕士生

活温馨而绚丽。自己今天取得的点滴成绩无不凝聚着导师您的心血，您作为我科研

工作的引路人以及生活中为人处世的榜样将深刻影响着我今后的工作和生活。 

衷心感谢辅导老师雷迎峰副教授，感谢您对本研究进行悉心指导并提出宝贵意

见，实验中每每遇到瓶颈之处，您都凭借着自己丰富的实践经验和扎实的理论知识

帮助我化险为夷，给我前进的勇气和动力。衷心感谢辅导老师叶伟讲师，感谢您手

把手教我细胞培养、分子克隆等基本实验技术，您对实验室的严格管理为本研究提

供了良好的工作环境，您慷慨地分享自己的实验经验及前期的科研成果，这使我在

本研究中能少走弯路、事半功倍。 

衷心感谢徐志凯教授在实验过程中对我的点播和教导，是您让我明晰并深刻理

解了 HFRS、流行性肾病（nephropathia epidemica，NE）等出血热基本概念，并在研

究的关键环节及时提出问题和解决方案。衷心科室主任吴兴安教授在工作学习中给

予我的热心支持和真诚鼓励，是您把微生物大家庭紧紧团结在一起，为我们的科研

工作保驾护航。 

感谢帅气师兄程林峰讲师及其夫人张明明讲师，本研究的动物实验是在您们的

指导下完成，而每当需要其他科室帮助时，您们总能及时找到―外援‖。感谢温柔师

姐韩佩君博士，本研究的 PCR 及 Western Blot 等实验都离不开您的帮助，尤其是刚

入科时，在寒冬腊月凌晨三点，看到您依然在会议室裹着大衣等待收样的场景，使
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我意识到科研之路无捷径，唯有脚踏实地、勤奋努力。感谢美女师姐张亮实验师，

本研究相关实验的保障离不开您的帮助，您在科室新年晚会中精彩的小提琴表演使

我脱离科研的苦闷，逐渐学会体验生活的乐趣。感谢热心同窗陈何嵩硕士，本研究

HFRS 患者外周血单核细胞分离等实验是在你的帮助下完成，而在课余时间，我们曾

一起在―王者荣耀‖的排位赛中齐心协力，共同打拼铂金、钻石称号，曾一起在学校

游泳馆中强身健体，共同学习蛙泳、自由泳，我们的欢声笑语将成为永不磨灭的美

好回忆。感谢勤快师弟刘赫硕士，是你在我最忙碌的考博期间帮我照看小鼠、打理

部分实验，本研究的成绩也有你的功劳。 

感谢遗传教研室秦鸿雁主任及赵阳实验员在FCM技术方面给予的细心指导和无

私帮助；感染病理教研室叶菁副主任在百忙中抽出时间帮我分析小鼠各组织的病理

切片；感谢口腔医院儿牙科袁帅硕士、杜样硕士与我共同熬夜摸索并优化 FISH、

Western Blot 的实验条件；感谢唐都医院传染科贾战生主任、郑旭阳博士、叶传涛博

士及边培育硕士在本研究临床样本收集及病史采集过程中给予的热心帮助。这里尤

其要感谢我的挚友，唐都医院神经外科乜铁建硕士，本研究每一个实验细节的完善

都离不开你对实验经验的无私分享，更重要的是，我们每一次关于课题设计的探讨

都能碰撞出创新的火花，每一次关于人生意义的讨论都能帮对方重塑前进的自信，

我们成为彼此夜空中那颗最亮的星。 

感谢本教研室马铁军硕士及马瑞雪硕士帮我完成小鼠眼球取血等实验，感谢王

芳讲师、刘蓉蓉讲师在 FlowJo 分析软件使用过程中对我的帮助，特别感谢你们放在

办公室的零食水果，请原谅我悄悄偷吃，因为它们是吃货熬夜工作的―精神支柱‖。

感谢吕欣副教授、丁天兵副教授、黎志东副教授、柏银兰副教授、王丽梅讲师、宁

唤唤硕士、秦岭硕士、张晓晓硕士、刘梓榆硕士、王媛实验师、康健实验师、惠倩

倩实验员、高欢实验员、罗亚妮实验员、胡佳敏实验员、王冬玲阿姨、陈瑞敏阿姨

等教研室全体同仁给予我的关心、帮助和鼓励。硕士三年，有你们的陪伴，是我这

一生最大的福分。 

如果把科研比作战场，作为战士的我之所以能英勇地冲锋，是因为后方有为我

默默奉献的家人。在这里我要向父母致谢，感谢您们一如既往对我的坚定支持，感

谢您们通过生活的点点滴滴教会我如何做一个坚强的男子汉；更要感谢我的爱人吴

亚琼硕士及我们的宝贝儿子，感谢你们在我实验最艰难时的陪伴与理解，感谢你们
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在我考博复习时对我的支持和鼓励，每当我工作懈怠时，每当我想要放弃时，每当

我犹豫不决时，你们是我坚持下去的动力。 

 

谨以此论文献给关心我的每一个人。 

 

冰花未有情 冷彻不似卿 

劝君杯莫停 与君同醉醒 

揭帘映红镜 

一笑倾城天下名 

多情太招摇 长情催人老 

痴情人肠断 无情最逍遥 

只是年犹少 

夜来霜尽梦醒时 

竟被花香侵扰 

 


