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摘要 目的：构建 B19病毒 XA株 VPlu基因的真核表达载体和稳定转染细胞系，探讨 B19病毒 XA株 VPl独特区蛋白对 Hela细

胞凋亡的影响。方法：采用本课题组前期构建的真核表达载体 plRES2-EGFP-Vplu及 plRES2-EGFP对照质粒，将其稳定转染至

Hela细胞，通过流式细胞术检测 EGFP阳性细胞的比例以确定稳定转染的细胞系是否成功构建；提取稳定转染的 Hela细胞的总

蛋白，通过Western blot检测细胞内凋亡相关基因 Caspase3的表达；转染 plRES2-EGFP-Vplu及 plRES2-EGFP的 Hela细胞经过

Annexin V和 PI的染色后，通过流式细胞术检测其凋亡率。结果：本实验成功构建了 plRES2-EGFP-VPlu稳定转染的 Hela细胞

系，plRES2-EGFP-Vplu稳定转染的 Hela细胞中 Caspase3的表达较转染对照质粒的 Hela细胞明显增加，细胞凋亡率亦显著升高，

差异均具有统计学意义(P<0.05)。结论：B19病毒 XA株 VP1独特区蛋白能够显著促进 Hela细胞的凋亡。
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Effect of VP1-unique Region Protein of Parvovirus B19-XA on the
Apoptosis in Hela Cells*

To clone VP1-unique region of parvovirus B19-XA and construct eukaryotic expression plasmid and stable

transfection cell line, and explore the effect of VP1-unique region of parvovirus B19-XA on the apoptosis in Hela cells.

plRES2-EGFP-VPlu constructed previously was used and transfected to Hela to construct a stable transfection cell line. Flow cytometry

was used to detect the transfection rate, western blot was used to detect the expression of caspase3. Hela cells transfected with

plRES2-EGFP-Vplu and plRES2-EGFP were stained with Annexin V and PI and flow cytometry was used to detect the apoptotic rate.

A cell line stably expressed VP1-unique region of parvovirus B19-XA was successfully constructed. The expression of Caspase3

and apoptotic rate were significantly incireased in the cell line stably expressed VP1-unique region of parvovirus B19-XA (P＜0.05).

VP1-unique region of parvovirus B19-XA could obviously promote the apoptosis of Hela cells.

Vplu Gene; Stable transfection; Cell apoptosis; Caspase3

前言

B19病毒感染与多种疾病相关，感染疾病谱广，涉及人体

系统多，严重可致死[1]。B19病毒核酸全长 5596个碱基，为单链

线性 DNA 分子，病毒基因组编码 5 个蛋白，分别为 84kDa 的

结构蛋白 VP1、58kDa 的结构蛋白 VP2，77kDa 的非结构蛋白

NS1和功能不确切的 11kDa和 7.5kDa小分子量蛋白。结构蛋

白 VP1氨基酸末端比结构蛋白 VP2多 220余个氨基酸，多出

的 220余个氨基酸所组成的蛋白被叫做 VPl独特区蛋白（VPlu

蛋白）[1,2]。有关研究证实，VPlu蛋白在温度、Ph值变化及 Ca2+

参与的情况下，具有 PLA2 酶活性，通过分子模拟刺激宿主产

生多种自身抗体，导致机体免疫紊乱[3,4]。VPlu蛋白含有许多线

性抗原决定簇，可被中和抗体识别，具备良好的抗原性。其良好

的抗原性被认为可作为疫苗研究的候选分子。Moffatt S等提出
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NS1蛋白通过激活 caspase 3，引发细胞凋亡[5]。NS1蛋白中三磷

酸核苷结合结构域与 B19病毒诱导细胞凋亡有关，通过触发

TNF受体信号通路，分别激活 caspase3、caspase6、caspase9 完

成 [6]。Chen AY通过研究证实如果抑制 11kDa蛋白合成，B19

病毒致细胞凋亡的能力明显减弱，11kDa蛋白诱导细胞凋亡可

能与激活 caspase 10有关[7]。VP1u蛋白导致免疫紊乱的过程中

是否伴随细胞凋亡的发生呢？本实验利用已构建好的真核表达

载体 plRES2-EGFP-VPlu，将其转染至 Hela 细胞，构建稳定转

染细胞系，旨在研究 VPlu蛋白对 Hela细胞凋亡的影响，为基

因疫苗的可行性奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

质粒 plRES2-EGFP-VPlu 由我科保存，Hela 细胞购自

ATCC，Lipofectamine 2000购买自 Invitrogen公司，蛋白 Mark-

er购买自天根公司，细胞裂解液 RIPA 购买自碧云天公司，

BCA定量试剂盒和化学发光液购于康为试剂公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞转染 将 Hela细胞接种于六孔板，每孔 4× 105个，

加含 10%血清的 DMEM 2 mL，置于 37℃孵箱培养过夜。第二

天，每孔换成 800 滋L不含血清的 DMEM培养液，将重组质粒

plRES2-EGFP-VPlu (或者 plRES2-EGFP)2 滋g和 Lipofectamine

2000 5 滋L分别加入 DMEM（100 滋L，不含血清）培养液中，室

温孵育 5分钟，再将两者混合室温孵育 30分钟。然后将混合液

加入含 800 滋l不含血清的 DMEM培养液的六孔板中，于 5%

CO2，37℃培养 5 h，再将培养液换成含 10%血清的 DMEM，并

且在培养液中加入 G418，使其终浓度为 600 滋g/mL，每 3天换

液更新 G418，连续培养 4周，筛选稳定转染的细胞株。

1.2.2 细胞流式检测 收集稳定转染或正常的 Hela细胞 5× 105

个，1000 rpm，离心 5 min后重悬于 300 滋L的流式液(含 2 %胎

牛血清的 PBS)中，通过流式细胞仪进行检测。

1.2.3 Western blot检测 正常和稳定转染的 Hela细胞培养 48

h后用 RIPA裂解液裂解，提取细胞总蛋白并用 BCA定量试剂

盒定量，在蛋白液中加入蛋白 Loading Buffer，于沸水中煮 10

min。蛋白样品进行蛋白电泳后，100 V恒压 1 h转至 PVDF膜，

5%的脱脂奶粉封闭 2 h，一抗(抗人 Caspase3或 GAPDH)4℃孵

育过夜，PBST漂洗 15 min× 4 次，二抗 HRP标记的山羊抗小

鼠抗体室温孵育 1 h，PBST漂洗 15 min× 4次，化学发光液反

应 30s，通过发光仪进行检测。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 12.0软件进行统计学分析，Western blot的结果

通过软件灰度扫描，展示为均值± 标准差，流式细胞术的结果

统计凋亡率，展示为均值± 标准差，两组间的比较采用 t检验，

以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 plRES2-EGFP-VPlu稳定转染的 Hela细胞的鉴定

采用常规脂质体转染的方法将 plRES2-EGFP-VP1u 转染

至 Hela细胞，G418压力筛选 (G418使用终浓度为 600滋g/ml)获

得稳定转染的细胞系。为了检测所建立的细胞系是否成功，我们同

时转染了 plRES2-EGFP-VP1u和对照质粒，通过流式细胞仪检

测其转染效率，结果显示转染效率在 90%以上，表明本研究成功

构建了稳定转染 plRES2-EGFP-VPlu的 Hela细胞系(见图 1)。

图 1 plRES2-EGFP-VPlu稳定转染 Hela细胞的鉴定

Fig. 1 Identification of Hela cells stablely transfected by

plRES2-EGFP-VPlu

注：Hela细胞稳定转染 pIRES2-EGFP-VP1u或 pIRES2-EGFP

后通过流式细胞术检测 EGFP的表达。

Note: Hela cells (parental) were stably transfected with

pIRES2-EGFP-VPlu or pIRES2-EGFP, and were analyzed by FACS

for the expression of EGFP.

图 2 plRES2-EGFP-VPlu稳定转染的 Hela细胞中 Caspase3的表达

Fig. 2 The expression of Caspase3 in Hela cells stablely transfected by

plRES2-EGFP-VPlu

注：Hela细胞稳定转染 pIRES2-EGFP-VP1u(VPlu)或 pIRES2-EGFP

(GFP)后提取细胞全蛋白，Western Blot检测 Caspase3的表达，***P<0.

001与 GFP组比较。

Note: The protein level of Caspase3 in Hela cells transfected with

pIRES2-EGFP-VP1u(VPlu)or pIRES2-EGFP(GFP) examined by Western

blot, ***P<0.001 compared with GFP group.
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2.2 plRES2-EGFP-VPlu 稳定转染的 Hela 细胞中 Caspase3 的

表达

如图 2所示，转染 plRES2-EGFP-VPlu的 Hela细胞中 Cas-

pase3的表达量较转染 plRES2-EGFP的对照 Hela 细胞显著增

加(P<0.001)，提示 B19病毒 XA株的 VPlu基因能够促进 Hela

细胞凋亡。

2.3 plRES2-EGFP-VPlu稳定转染的 Hela细胞的凋亡率

如 图 3 所 示 ，稳 定 转 染 了 pIRES2-EGFP-VP1u 或

pIRES2-EGFP的 Hela细胞经过 Annexin V和 PI的染色之后，

进行流式细胞检测凋亡情况。转染 plRES2-EGFP-VPlu的 Hela

细胞的凋亡率较转染 plRES2-EGFP 的对照 Hela 细胞显著升

高(P<0.05)。

3 讨论

B19病毒在人群中感染率高，主要通过呼吸道、血制品及

血 -胎途径传播[1]。B19病毒 VP1u蛋白的分子量为 22kDa，延

伸于病毒表面[8]，但其功能位点没有显露，只有在适宜的温度及

pH值等情况下才能暴露其功能位点[9]，该功能位点有助于 B19

病毒进入细胞[10]。VP1u蛋白与心磷脂和 β 2糖蛋白 I有类似的

抗原决定簇[11]，含有较多抗原决定簇 VP1u 蛋白决定了其较好

的抗原性[12]。Lindner J等构建了含有 VP1u基因的重组质粒，转

染重组质粒的 B 细胞可刺激外周血产生较多的 CD4+T 细胞
[13,14]。VP1u蛋白具有 PLA2酶活性，VP1u蛋白保守结构域序列

与蛇毒及蜂毒中 PLA2酶具有同源性[15,16]。保守性的 PLA2样序

列相继在 30多种细小病毒 VP1蛋白中发现 [16,17]。另外，VP1u

蛋白中的氨基酸残基对 PLA2酶活性的产生同样有非常关键

的作用[18,19]。红细胞糖苷脂(P抗原)存在于红系细胞表面，可能

作为 B19病毒感染细胞过程中的受体。B19病毒与红细胞糖苷

脂结合后病毒蛋白构象发生变化，经内吞作用进入细胞质，内

吞作用产生的内吞泡内 pH值发生变化，病毒 PLA2样序列产

生 PLA2酶活性，病毒进入细胞核 [16]，诱导细胞凋亡及细胞

DNA损伤[20-22]。

B19病毒感染后，VP1u蛋白发挥 PLA2 酶活性，打通细胞

膜上 Ca2+通道，改变细胞内外 Ca2+浓度，继而导致细胞功能障

碍[23]。B19病毒 NS1蛋白的细胞毒性与细胞凋亡有关，B19病

毒核酸侵入宿主细胞核，NS1蛋白中三磷酸核苷结构域与 B19

病毒诱导细胞凋亡有关，通过影响细胞膜内外的酸碱平衡，触

发 TNF受体信号通路，继而激活 caspase3、caspase6、caspase9

酶，产生细胞凋亡[24-26]。B19病毒 VP1u蛋白致细胞凋亡可能有

NF-κ B 信号通路和 p38MAPK 信号通路参与。 PKC-α 、

NF-κ B、TNF-α 、iNOS 等参与了细胞凋亡，PKC 活化后激活

p38MAPK产生 iNOS [27,28]。iNOS过量表达，上调 Bax和抑制

Bcl-2，活化 caspase酶，进而致细胞凋亡[29]。活化的 PKC可使靶

蛋白的丝氨酸 /苏氨酸残基发生磷酸化反应而激活细胞凋亡

基因[30]。Caspase酶在细胞凋亡中发挥重要作用，caspase3通过

其水解作用，参与细胞凋亡[31]。B19病毒编码的 11kDa 小分子

量蛋白可能通过激活 caspase10启动细胞凋亡。聂晓晶等通过

研究发现，B19 病毒 XA株 VP1u蛋白可使受免疫动物免疫紊

乱继而产生免疫损伤[32]。

为了进一步研究 VP1u 蛋白导致机体免疫损伤的机制以

及作为疫苗研究的候选蛋白的可能性，我们首先构建了稳定表

达 VP1u蛋白的稳转细胞系，随后通过 Western blot、流式细胞

术分别检测其凋亡相关基因 Caspase3 的表达和细胞凋亡情

况，结果显示过表达 B19病毒 VPlu蛋白可以显著上调 Hela细

胞内 Caspase3 的表达，并提高其凋亡率，提示 B19 病毒 VPlu

蛋白促进 Hela细胞的凋亡。本研究的结果为 B19病毒 XA株

在疫苗的研究方面奠定了基础。
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