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人偏肺病毒通过活化EGFR促进其入胞的机制研究
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(重庆医科大学附属儿童医院儿科研究所/国家儿童健康与疾病临床医学研究中心/儿童发育疾病研究教育部重点

实验室/儿童发育重大疾病国家国际科技合作基地/儿童感染免疫重庆市重点实验室, 重庆 400014)

摘要      研究发现人偏肺病毒入胞过程有脂筏的参与, 而EGFR是定位于胞膜脂筏上的一种跨

膜糖蛋白, 在多种病毒的感染中发挥重要作用, 该文主要探索表皮生长因子受体(EGFR)在人偏肺病

毒(hMPV)感染中的作用及其相关机制。利用人支气管上皮细胞16HBE, 用Western blot检测细胞感染

hMPV特定时间后EGFR的活化情况。使用EGFR的激活剂和抑制剂改变EGFR的表达和活化水平后再

感染hMPV, 实时荧光定量PCR检测病毒滴度的变化。结果显示, hMPV入胞5 min就可观察到EGFR磷
酸化水平明显增高, 15 min时达到最大值。活化剂预先激活EGFR可以促进病毒入胞, 而抑制EGFR则
可降低病毒的滴度。该研究阐述了hMPV入胞可以激活EGFR, 且EGFR的活化会促进病毒入胞。
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EGFR to Promote Virus Entry
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Abstract       Previous researches have revealed that lipid rafts involve in the cell entry of hMPV (human 
metapneumovirus virus). EGFR is a transmembrane glycoprotein located on membrane lipid rafts, which plays 
an important role in the infection of a variety of viruses. Therefore, this study aims to explore the role and related 
mechanism of EGFR (epidermal growth factor receptor) in hMPV infection. Human bronchial epithelial cells 
16HBE were used to detect EGFR activation after hMPV infection at a specific time using Western blot. The acti-
vators and inhibitors were used to alter the expression and activation levels of EGFR, which was applied to hMPV 
and the virus titer was determined by real-time quantitative PCR. The results showed that the phosphorylation level 
of EGFR was significantly increased within 5 min of hMPV entry and reached the maximum at 15 min. Activated 
EGFR prior to infection promoted hMPV entry, while inhibition of EGFR reduced viral titer. The results demon-
strate that hMPV infection activates EGFR, which promotes virus entry.
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急性呼吸道感染是目前世界上呼吸道疾病

发病及致死的重要原因 , 主要是由病毒感染引起。

2019年新型冠状病毒在武汉爆发 , 感染后主要导致

肺炎、严重急性呼吸道综合征、多器官损伤甚至死

亡 [1-2]。同样作为呼吸道病毒的人偏肺病毒 (human 
metapenu-movirus, hMPV)属于副黏病毒科 , 偏肺病

毒属, 是一种有包膜的单负链RNA病毒, 自2001年在

荷兰被发现以来 [3], 世界范围内都有相继报道 , 其主

要易感人群为儿童、老年人与免疫力低下患者 [4-7]。

hMPV感染后的常见临床表现为发烧、咳嗽、缺氧、

气喘、呼吸道感染等症状 , 往往被诊断为细支气管

炎、支气管炎和肺炎[8]。然而到目前为止, 尚无针对

hMPV感染的特异性抗病毒药物或疫苗。

病毒入胞在病毒侵犯人体中至关重要。本课

题组前期研究发现, hMPV可以通过内吞途径入胞[9], 
且在这一过程中脂筏发挥了重要作用 [10]。脂筏是位

于质膜上的一段微结构域 , 主要由胆固醇和鞘磷脂

构成。脂筏具有多种生物学功能 , 如细胞黏附、信

号转导和蛋白质转运等。表皮生长因子受体(epider-
mal growth factor receptor, EGFR)是定位于胞膜脂筏

上的一种跨膜糖蛋白 [11], 具有配体诱导的酪氨酸激

酶活性。研究表明, EGFR在多种病毒的感染中发挥

了重要作用 [12-16], 但EGFR和hMPV感染的关系目前

未见报道。本研究采用人支气管上皮细胞作为病毒

感染模型 , 来研究EGFR在hMPV感染中的作用 , 以
期为临床治疗提供参考依据。

1   材料与方法
1.1   主要试剂

16HBE细胞株和Vero E6细胞株为本实验室保

存。DMEM高糖培养基和胎牛血清购自Gibco公司。

胰酶购自上海索莱宝生物科技有限公司。青 –链霉

素溶液、Western blot配胶试剂盒、蛋白提取试剂盒、

BCA浓度测定试剂盒均购自上海碧云天生物技术

有限公司。Human EGF购自PeproTech公司。EGFR
抑制剂gefitnib、AG-1478购自Selleck公司。兔源单

克隆抗体磷酸化EGFR(p-EGFR)、EGFR、GAPDH
及HRP酶标记的羊抗兔 IgG二抗均购自CST公司。

hMPV引物序列由生工生物工程 (上海 )股份有限公

司合成。逆转录试剂盒购自日本TaKaRa公司。

1.2   病毒培养、保存及测定

hMPV病毒株NL/1/00前期经反向遗传技术构

建, 并在F基因质粒上插入了一个表达绿色荧光蛋白

(green fluorescent protein, GFP)的基因。病毒在Vero 
E6细胞中使用含有3%胎牛血清 (fetal bovine serum, 
FBS)、1%青–链霉素和0.1%胰酶的DMEM(病毒维

持液 )进行扩增。待绿色荧光至 80%时 , 连同培养

瓶一起放入 –80 °C冰箱 , 冻融 3次后离心过滤取上

清, 分装, 再保存于–80 °C备用, 提取RNA, 逆转录为

cDNA, 采用实时荧光定量PCR(qRT-PCR)检测病毒

滴度。 
1.3   细胞培养与细胞饥饿

16HBE细胞正常生长于含10% FBS的DMEM培

养基中, 37 °C、5% CO2孵箱中常规培养。待细胞在

培养瓶中长至致密单层后, 用胰酶消化后重新铺于6
孔板中, 前后十字摇晃使细胞均匀生长, 置于孵箱孵

育12 h待细胞充分贴壁后, 将培养基换为不含FBS的
DMEM不完全培养基, 进行细胞饥饿12 h, 此步骤目

的为使所有细胞同步化。若无特殊说明, 所有实验

操作前均进行此步骤。

1.4   细胞毒性实验

为了检测抑制剂是否会对细胞有毒性作用 , 
将 16HBE细胞接种于 96孔板。细胞分别在添加有

DMSO、不同浓度gefitinib、AG-1478的培养基中孵

育48 h, PBS洗3次, 每孔加入100 μL 10% CCK8溶液

(每100 μL DMEM培养基中含有10 μL CCK8), 在培养

箱中37 °C孵育60 min, 检测孔板450 nm处的吸光度

(D)值。根据公式细胞活力=(实验组D值–空白组D
值)/(对照组D值–空白组D值)×100%, 计算细胞的存

活率。

1.5   病毒内化实验

16HBE细胞生长于 6孔板中 , PBS洗 3次 , 以
MOI=10的hMPV感染细胞。将6孔板置于4 °C孵育

2 h, 使病毒只吸附但不入胞, 用冰PBS洗去未结合的

病毒颗粒 , 然后转入37 °C孵箱中启动入胞 , 孵育特

定的时间后裂解细胞提取总蛋白 , 以用于后续蛋白

免疫印迹分析。

1.6   qRT-PCR检测hMPV病毒滴度

用RNA提取试剂盒提取经不同处理后的细胞

RNA, 然后逆转录为cDNA, 使用探针法进行绝对定

量, 用标准曲线计算病毒拷贝数。标准曲线是由载

有hMPV F的质粒倍比稀释后检测hMPV的拷贝数绘

制而来。引物序列如下:
探针序列为5′-TTG CCA ACA CAC GAA CTC 
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CAT CCC-3′; 上游引物为 5′-GAG CAA TAG CAC 
TCG GTG TTG-3′; 下游引物为5′-TCA CAA ATC TTT 
CAG CTC TCT CAC-3′。病毒感染细胞后在37 °C孵
箱中孵育1 h, 提取病毒RNA, 逆转录为cDNA后 , 用
于检测病毒滴度。

1.7   蛋白免疫印迹分析

用含有蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的RIPA裂

解液裂解细胞 , 离心后取上清 , 用BCA方法检测蛋白

浓度, 将蛋白样品与蛋白上样缓冲液混匀, 煮沸5 min。
置于–20 °C保存备用。蛋白样品经SDS-PAGE凝胶电

泳分离后转到PVDF膜上 , 5%脱脂奶粉室温封闭1 h, 
分别与特异性的一抗 (1:1 000) p-EGFR、EGFR和

GAPDH在4 °C孵育过夜 , 再经TBST洗涤3次后 , 与
HRP标记的羊抗兔IgG二抗(1:5 000)室温孵育1 h, 洗
涤3次, 最后使用发光液曝光显影, 利用Quantity One
软件分析灰度值。

1.8   统计学方法

实验数据采用Graphpad prism 7软件进行统计

学分析,以均数±标准误(x
_
±s)来表示, 两组数据之间

比较采用t检验, P<0.05为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   hMPV诱导表皮生长因子受体活化

在 hMPV入胞 5、10、15、30、60 min后检测

EGFR的磷酸化水平。结果显示 , hMPV入胞5 min

就可观察到EGFR磷酸化水平升高, 15 min时达到峰

值 (图1A), 对照组EGFR磷酸化水平无明显变化 (图
1B)。
2.2   EGFR活化可以促进hMPV入胞

如图2A所示 , 用10 ng/mL EGF刺激细胞 , 可检

测到EGFR在刺激5~15 min时磷酸化明显升高, 我们

采用EGF刺激15 min来激活EGFR, 以供后续实验使

用。用10 ng/mL EGF刺激细胞15 min后感染hMPV, 
37 °C孵育 1 h后提取细胞RNA并逆转录为 cDNA, 
qRT-PCR测定病毒滴度, 单纯hMPV组病毒滴度低于

10 ng/mL EGF+hMPV组的病毒滴度 (图2B), 差异有

统计学意义。

2.3   EGFR降解或活化受到抑制可以降低病毒滴度

使用 100 ng/mL的EGF分别刺激细胞 60、90、
120 min, 检测细胞中EGFR的表达水平。Western 
blot结果显示 , EGF刺激 16HBE细胞 120 min后 , 
EGFR显著降解 (图3A)。于是 , 我们使用100 ng/mL
的EGF刺激细胞120 min, 再用PBS洗3次, 感染病毒, 
37 °C孵箱孵育1 h后检测病毒滴度。单纯hMPV组

的病毒滴度高于100 ng/mL EGF+hMPV组(图3B), 差
异有统计学意义。

我们使用EGFR特异性抑制剂处理细胞, 抑制

EGFR的活化后进一步验证EGFR对病毒感染的影

响。CCK8试剂盒检测抑制剂的细胞毒性, 结果显

示均无明显毒性效应。抑制剂预先处理16HBE细

A: Western blot检测hMPV入胞中的EGFR活化情况。**P<0.01, 与对照组比较; B: 空白处理作为对照。

A: the activation levels of EGFR were detected by Western blot in cell entry of hMPV. **P<0.01 compared with the control group; B: blank treatment 
as a control.

图1   hMPV入胞诱导EGFR活化

Fig.1   hMPV entry induces activation of EGFR
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图2   EGFR活化可以促进hMPV入胞

Fig.2   EGFR activation promotes hMPV entry

A: Western blot分析EGFR的降解程度; B: 100 ng/mL EGF处理对病毒滴度的影响; C: 抑制剂处理后的病毒滴度, 右图为使用抑制剂后EGFR的磷

酸化水平明显受到了抑制。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 与对照组相比。

A: the degradation degree of EGFR was analyzed by Western blot; B: the effect of 100 ng/mL EGF treatment on virus titer; C: virus titer after 
inhibitor treatment. The phosphorylation of EGFR was significantly inhibited after treatment with inhibitors, shown on the right. *P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001 compared with control group.

图3   EGFR降解或活化受到抑制可以降低病毒滴度

Fig.3   Degradation or inhibition of EGFR reduce viral titer
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胞12 h后感染hMPV, 37 °C孵育1 h后, qRT-PCR检测

病毒滴度, 结果显示, 抑制剂处理组的病毒RNA明显

低于病毒对照组。

3   讨论
hMPV作为一种呼吸道病毒, 其发病率与死亡

率与呼吸道合胞病毒一样危险。血清学研究表明, 
绝大多数儿童5~10岁时已被感染[3]。由于首次感染

时未能产生有效的免疫记忆, 或是感染的病毒基因

型不同, 成年以后可再次感染, 目前临床仍无有效的

治疗药物或疫苗。

本课题组前期研究发现 , hMPV可以通过脂筏

入胞 , 脂筏是质膜上富含胆固醇、鞘磷脂以及特定

蛋白质的微结构域 , 而EGFR是定位在脂筏上的一

种跨膜糖蛋白, 能够与特定的配体结合, 将生物信号

从胞外传递到细胞内 , 以往大量的研究主要集中在

EGFR与癌症的相互关系上 [17-20], 但近年来 , 越来越

多的研究指出病毒可以利用EGFR信号来促进其入

胞和复制 , 或是劫持EGFR信号通路来抑制宿主抗

病毒系统。比如 , 在甲型流感病毒感染中 , EGFR可
以促进其进入宿主细胞 , 在EGFR增加的情况下 , 加
快病毒内化速度[21]; EGFR是传染性胃肠炎病毒(por-
cine transmissible gastroenteritis virus, TGEV)感染靶

细胞的辅助因子, 而TGEV表面的S1蛋白与EGFR胞
外受体结合域 I相互作用 [16]。RSV激活EGFR后 , 可
以进一步抑制干扰素调节因子 I依赖的干扰素 -λ和
呼吸道上皮的抗病毒防御系统 [13,22]。于是 , 我们提

出EGFR可能也参与了hMPV感染。

本研究主要探索EGFR是否参与了hMPV入胞这

一过程。选取了入胞5、10、15、30、60 min时检测

细胞膜EGFR的磷酸化水平, 结果发现, EGFR在hMPV
入胞5 min时就可观察到明显的磷酸化, 15 min时磷酸

化水平最高 , 这提示hMPV入胞过程可以激活EGFR
信号。这一结果同猪流行性腹泻病毒的研究类似 , 
该病毒在入胞5~15 min时EGFR磷酸化水平较高 [23]。

为了进一步研究EGFR在 hMPV感染中的作用 , 我
们使用一种重要的调节细胞生长和存活的生长因

子—表皮生长因子(epidermal growth factor, EGF), 
低剂量 (10 ng/mL)短时间刺激可以诱导受体发生同

源或异源二聚体化、自磷酸化以及下游信号通路的

激活 , 高剂量 (100 ng/mL)长时间刺激可以引起受体

的降解或内化。一方面 , 我们使用10 ng/mL的EGF

刺激细胞, 结果显示, EGFR在5~15 min磷酸化最高。

接下来 , 在10 ng/mL的EGF刺激15 min的基础上感

染hMPV 1 h, 结果显示 , 10 ng/mL EGF+hMPV组的

病毒滴度高于 hMPV组 , 说明EGFR激活可以促进

hMPV入胞。另一方面 , 使用100 ng/mL的EGF降解

细胞表面的EGFR后再感染hMPV, 结果显示, 高剂量

处理组病毒滴度低于单纯病毒组。为了进一步验证

EGFR在hMPV入胞中的作用 , 使用EGFR抑制剂抑

制EGFR的活性后再感染hMPV, 病毒滴度低于未使

用抑制剂病毒组, 说明EGFR丰度降低或者活化受到

抑制, 可以抑制hMPV病毒感染。我们的结果同之前

的关于甲型流感病毒、鼻病毒和猪流行性腹泻病毒

的研究结果相类似, EGFR受到抑制后会导致病毒滴

度降低[23-24]。

综上所述 , 本研究利用细胞模型首次对EGFR
与 hMPV感染进行了初步研究。hMPV入胞可以激

活EGFR, 活化的EGFR可以促进病毒入胞 , 而抑制

EGFR可以降低病毒滴度。然而在 hMPV感染中 , 
EGFR是如何被激活的, 为什么在15 min左右时磷酸

化水平较高, 这些问题值得被深入研究。
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