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外泌体包裹的miR-19b抑制EV71复制的影响
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摘 要:[目的]探讨外泌体包裹的miR-19b对EV71病毒复制的影响,为EV71病毒的miRNA防治药物的开

发提供参考.[方法]将游离的 miR-19b-cy3.5分子和转染 miR-19b-cy3.5的 HT29细胞分泌的外泌体分别处理T98G
细胞,观察进入细胞的效率;分别提取未处理的、转染 mimic-n.c.和转染 miR-19b的 HT29细胞分泌的外泌体,并给

予T98G细胞孵育后,检测细胞内 miR-19b的表达;分别以60mg/L转染 mimic-n.c.的 HT29细胞分泌的外泌体、

60mg/L和40mg/L转染 miR-19b的 HT29细胞分泌的外泌体孵育T98G细胞并感染EV71病毒,检测病毒RNA
载量;将携带包裹的 miR-19b-cy3.5的 HT29细胞来源的外泌体,通过尾静脉注射小鼠检测 miR-19b在小鼠各个器

官中的表达.[结果]miR-19b-cy3.5能够通过外泌体的形式进入T98G细胞中,而游离的 miR-19b-cy3.5无法进入细

胞;转染 miR-19b的 HT29细胞分泌的外泌体在处理T98G细胞后,胞内 miR-19b高表达,同时,外泌体处理后的

T98G细胞中EV71病毒RNA复制量显著降低;动物实验中,外泌体包裹的 miR-19b能够在小鼠的脑、肝及肺有效

表达.[结论]外泌体包裹的 miR-19b能够有效进入靶细胞中,并且可以抑制靶细胞中EV71病毒的复制;同时,外泌

体包裹的 miR-19b能够有效进入小鼠脑、肝以及肺等组织中并表达.
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肠道病毒71型(Enterovirus71,EV71)病毒属于A型肠道病毒,是无包膜正向单链RNA病毒,衣壳为

二面体立体对称,对中枢神经系统有极高的感染性.EV71主要引起5岁以下儿童手足口病(hand-footand
mouthdisease,HFMD),重症感染常导致急性脑损伤(Acutebraininjury,ABI),临床症状包括脑炎(en-
cephalitis)、无菌性脑膜炎(asepticmeningitis)、急性无力肢体麻痹(acuteflaccidparalysis)等,据统计约

0.2%~1%EV71感染的儿童发展为神经系统综合征[1].由于肠道病毒的传染性强,HFMD经常于夏秋季在

幼儿园或小学生发生小规模流行[2].目前在临床上尚无有效的抗病毒特效药物,对EV71感染的患者主要以

对症和支持治疗为主.
外泌体是由细胞释放到细胞外基质中的一种双层膜结构的囊泡,内含的核酸及蛋白质在病毒的持续性

感染及扩散中起到了重要作用.2013年,SHTAM等[3]发现了细胞囊泡运输的调节机制,为外泌体作为基因

和药物递送的载体提供了理论依据,具有重要的临床意义.相对于脂质体制剂来说,外泌体是天然存在的分

泌性信息载体,毒性较低,生物相容性好、具有高通透性和滞留效应、能透过血脑屏障.
miRNA是外泌体中含量最丰富的一种RNA,是一类长度为19~24个核苷酸的非编码RNA,通过加速

mRNA降解或者抑制mRNA翻译调控基因表达[4],进而参与细胞生长、增殖、凋亡和信号转导的半蛋白编

码基因的表达[5-6].有证据表明,病毒感染可以影响miRNA的表达,改变miRNA的表达可以抑制或增强抗

病毒反应[7].研究发现人类免疫缺陷病毒(HIV-1)受体CD4蛋白受miR-221和miR-222的调控[8],miR-34a
是黄病毒复制的有效抑制剂[9],miRNA-221具有增强IFN-I抗丙型肝炎病毒(HCV)的作用[10].较多证据表

明miRNA与EV71感染复制有关.miR-197的过表达会抑制EV71的复制,而抑制 miR-197表达后EV71
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复制水平将显著升高[11].EV71感染细胞分泌的外泌体选择性地包装了高水平 miR-146a,miR-146a可通过

抑制I型干扰素应答功能转移到受体细胞并促进外泌体EV71RNA在受体细胞中复制[12].在EV71感染过

程中hsa-miR-17(~92)的表达显著下调,过表达hsa-miR-17(~92)EV71的复制受到抑制,而抑制内源性

hsa-miR-17(~92)促进了EV71复制[13].microRNA-23b通过下调EV71VPl蛋白抑制肠病毒71复制[14].
miR-19b是一个与细胞分化和生长等有关的 miRNA 分子,与心肌分化以及肿瘤侵袭迁移等有

关[15-16].有研究报道gga-miR-19b-3p促进新城疫病毒(NDV)诱导的炎症细胞因子的产生抑制NDV的复

制,而抑制内源性 miR-19b表达则有相反的效果上调 miR-19b可以抑制 NDV的复制[17].还有研究发现

miR-19b是调控人类免疫缺陷病毒(HIV)感染期间CD8+T细胞功能的“磷酸酶和紧张素同源物”,可以直

接抑制体外感染HIV的T细胞中的病毒产生[18].目前,miR-19b是否影响EV71病毒的复制尚未有报道.本
研究以期为EV71的以外泌体为载体的 miRNA防治药物的开发提供新的参考与策略,探讨了外泌体包裹

的miR-19b对EV71复制的影响.

1 材料与方法

1.1 材料

人结肠癌细胞株HT-29,EV71、人脑胶质瘤细胞T98G以及 miR-19b-cy3.5质粒由生物医学研究院保

存;DMEM、1640培养液、胎牛血清购自Gibco公司;ExoQuickTC外泌体提取试剂盒(美国SBI);超过滤管

(美国 Millipore);Trizol试剂(北京天漠生物科技有限公司);miRNA 反转录试剂盒(广州锐博科技生物有

限公司).
1.2 方法

1.2.1 细胞转染实验

HT29细胞接种至24孔板中,待细胞生长至50%~70%,将细胞分为空白对照组、转染mimic-n.c.对照

组和转染miR-19b组.转染方式如下,A管:将20pmolsiRNA溶于25μL无血清培养基中;B管:将1.5μL
Lipofectamine3000溶于25μL无血清培养基中混匀;将A和B两管混合,放置5min,将混合液加入24孔

板对应孔中.
1.2.2 外泌体提取

将HT29细胞培养上清以10000r/min,4℃离心45min,去除死细胞及细胞碎片,并通过0.22μm过

滤器进行过滤.使用Exoquick-TC(美国SystemBioscieonce公司)提取细胞培养上清中的外泌体,将培养基

与Exoquick-T试剂混匀,置于4℃冰箱静置过夜,以1500r/min,4℃离心30min,去掉上清,将离心管底部

的外泌体沉淀用PBS悬浮.
1.2.3 荧光定量PCR

将T98G细胞接种至12孔板中,待细胞生长至70%~80%后分为3组,其中空白对照组加入正常的

HT29分泌的外泌体,mimic-n.c.对照组加入转染mimic-n.c.的 HT29分泌的外泌体,处理组加入转染 miR-
19b的HT29分泌的外泌体,培养48h.

将T98G细胞接种至12孔板中,待细胞生长至70%~80%后分为3组,60mg/L转染 mimic-n.c.的

HT29分泌的外泌体、40mg/L转染miR-19b的HT29分泌的外泌体以及60mg/L转染miR-19b的HT29
分泌的外泌体分别与 MOI=2的EV71混匀共培养T98G细胞48h.

收集以上6组细胞,使用Trizol法(InvitrogenTM TRIzol)提取细胞总RNA,使用逆转录试剂盒(First
StrandcDNASynthesis)分别将总RNA分别逆转录成对应的cDNA,再利用荧光定量 PCR(Quantitative
realtimepolymerasechainreaction,qRT-PCR)技术以 GAPDH 为内参基因,检测EV71病毒RNA以及

miR-19b的表达量.反应程序设置为95℃,10min,95℃,15s,60℃,1min,共计40个循环.引物序列如下:

EV71viralRNA:

Forward:5'-GCTCTATAGGAGATAGTGTGAGTAGGG-3'
Reverse:5'-ATGACTGCTCACCTGCGTGTT-3'
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miR-19b:

Forward:5'-CCTGTCGCCCAATCAAA-3'
Reverse:5'-CAACCTGTGTAGAAAGGGGTT-3'
GAPDH:

Forward:5'-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3'
Reverse:5'-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3'

1.2.4 外源性外泌体包裹的miR-19b-cy3.5在小鼠体的分布

尾静脉注射BALB/c小鼠转染miR-19b-cy3.5的HT29细胞分泌的外泌体,对照组注射PBS.48h后取

脑、肺、肝组织置于4%多聚甲醛固定8h;冷冻切片机切片5μm,室温放置30min;PBS洗3次,每次5min;
免疫组化笔画圈,2%BSA室温封闭1h;一抗4℃孵育过夜;PBS洗3次,每次5min;二抗室温避光孵育

1h,PBS洗3次,每次5min;DAPI染色,PBS洗3次,每次5min;滴加防淬灭剂,封片,在激光共聚焦显微

镜下观察miR-19b-cy3.5的表达情况.
1.2.5 细胞的固定及免疫荧光

在培养板中培养好细胞后,吸除培养基,使用PBS轻洗细胞2次,然后加入4%多聚甲醛(PBS配制)固
定15min;除去多聚甲醛,PBS轻洗细胞3次,每次5min.用0.5%TritonX-100室温通透20min,除去

TritonX-100,使用PBS轻洗细胞3次,每次5min;用3% H2O2 孵育15min,除去 H2O2,PBS轻洗细胞

3次,每次5min;用10%的与二抗同源的血清封闭30min;滴加足够量适宜浓度的一抗,4℃孵育过夜,除去

一抗,使用PBS轻洗细胞3次,每次5min;滴加足够量适宜浓度的二抗,室温避光孵育60min,除去二抗,使
用PBS轻洗细胞3次,每次5min;用0.5mg/LDAPI避光孵育5min,PBS轻洗细胞3次,每次5min,将爬

片轻轻勾起,用小镊子取出,用吸水纸吸干爬片上的液体,封片液封片,用激光共聚焦采集图像.
1.3 统计学处理

采用SPSS17.0统计软件进行分析,上述实验均重复3次,组间差异比较采用t检验.P<0.05表示差异

有统计学意义.

2 结 果

2.1 外泌体携带包裹的miR-19b可以有效地形式进入靶细胞

将 miR-19b-cy3.5 分 子 转 染

HT29细胞,提取分泌的外泌体并

加入T98G细胞中,外泌体包裹的

miR-19b-cy3.5 可 以 有 效 进 入

T98G 细 胞,而 游 离 的 miR-19b-
cy3.5分子无法进入T98G细胞(图

1(a)).另外,我们在 T98G细胞中

过 表 达 外 泌 体 的 分 子 标 志 物

CD63,发现miR-19b与CD63发生

共定位,这说明 miR-19b随外泌体

一同进入T98G细胞(图1(b)).
2.2 外泌体包裹的 miR-19b在靶

细胞中可有效抑制EV71病毒复制

T98G细 胞 分 别 与 未 处 理 的

HT29 细 胞、转 染 mimic-n.c.的

HT29细胞以及转染 miR-19b的

HT29细胞分泌的外泌体共孵育,
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48h后检测发现,与转染miR-19b的HT29
细胞分泌的外泌体共孵育的T98G细胞中

的miR-19b表达显著增加(图2(A)).另外,
转染 miR-19b的 HT-29细胞分泌的外泌

体,使其携带miR-19b后并处理T98G细胞

(40mg/L),T98G胞内的病毒 RNA 复制

载量显著低于转染 mimic-n.c.的 HT29细

胞分泌的外泌体处理组,同时,60mg/L的

携带miR-19b外泌体处理T98G细胞后,其
病毒RNA复制载量显著低于40mg/L外

泌体处理组,说明外泌体携带的 miR-19b
在抑制靶细胞中病毒复制过程中显示出剂

量依赖性(图2(B)).
2.3 外泌体携带包裹的 miR-19b在小鼠组

织内的分布

小鼠尾静脉分别注射转染 miR-19b-
cy3.5的HT29细胞分泌的外泌体,对照组

给予PBS处理,48h后共聚焦分析组织切

片,结果显示,外泌体携带的 miR-19b-cy3.5
能够有效进入小鼠脑、肝以及肺并表达(图3).

3 结 论

外泌体是细胞分泌

的一种胞外囊泡,直径为

30~150nm,由包括T细

胞、上皮细胞、少突胶质

细胞等多种细胞分泌,广
泛分布于血液、唾液、脑
脊液等生物体液中[19-20].
研究证实,外泌体中含有

DNA,miRNA,4次跨膜

蛋白超家族(CD9,CD63,

CD81,CD82)以及与病毒

感 染 复 制 有 关 的 分 子

等[5,20-22],是细胞间信号

传递和信息交流的重要方式,可参与机体免疫应答、抗原提呈、细胞迁移、细胞分化、肿瘤侵袭等[23].近年来,
一些研究表明外泌体中还包含有STING蛋白,miR-H5,miR-H3和 miR-H6等 miRNA参与病毒的复制和

传播[24].HIV感染后通过DC信号将病毒粒子与外泌体一起释放并增强了病毒的感染能力[25-26].丙型肝炎

病毒(HCV)的RNA可在感染细胞的外泌体中检测到,并可以作为感染颗粒发挥作用[27-28].不同病原体感

染不同细胞产生的外泌体具有不同的表面分子,可作为后期药物及疫苗研发的重要靶点.
miR-19b是 miR-17-92基因簇中重要的致癌成员之一,可能与血小板聚集和活化密切相关,在非小细胞

肺癌、前列腺癌等多种肿瘤中高表达,能够调控肿瘤细胞的侵袭和迁移能力 [15,29-31],也参与NDV和 HIV
病毒的感染与复制[17-18].miR-19b与EV71的感染复制是否有关系还没有相关研究.本研究利用不同质量浓
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度的外泌体包裹的miR-19b处理EV71感染的T98G细胞,通过检测病毒RNA的表达量,发现 miR-19b可

以浓度依赖性抑制EV71在T98G细胞内的复制.
miR-19b可以抑制EV71的具体机制还不清楚,有待于进一步研究.据目前报道,miR-221可以通过靶向

IFN/JAK/STAT通路中的抑制因子SOCS1和SOCS3增强IFN的抗HCV作用[10];miR-34家族成员通过

加强干扰素调节因子3(IRF3)磷酸化和核易位发挥抗黄病毒作用[9];EV71感染细胞分泌的外泌体选择性

地包装高水平的miR-146a,可以通过抑制I型干扰素反应,功能上转移到并促进外泌体EV71RNA在受体

细胞中复制[12];DNA甲基化也可能是hsa-miR-1792调控EV71病毒感染的一种新机制[13];miR-23b和

miR-23b的上调可通过靶向EV713UTR保守序列直接抑制EV71的复制[14].由此可见,miRNA可以通过

多种途径参与病毒感染与复制.
目前在临床上对EV71感染的患者主要以对症和支持治疗为主,外泌体包裹的 miR-19b在体内是否也

可以如进入T98G细胞顺利在机体组织中表达? 本实验将外泌体包裹的miR-19-cy3.5尾静脉注射BALB/c
小鼠后,冷冻切片观察发现小鼠脑、肝以及肺组织均可检测到miR-19b-cy3.5.

综上,外泌体包裹的miR-19b可以浓度依赖性抑制EV71在T98G细胞内的复制,也可以在体内的脑、
肝及肺组织在表达;这为EV71的以外泌体为载体的miRNA防治药物的开发提供了理论依据.我们将会对

外泌体包裹的miR-19b可以抑制EV71复制的具体机制做进一步的研究.
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ExosomemediatedmiR-19beffectonthereplicationofEV71
LiYanmei1,ChengXiaju1,WangYan2

(1.InstituteofBiologyandMedicalSciences,SoochowUniversity,Suzhou215123,China;

2.SuzhouMunicipalHospital,Suzhou215008,China)

  Abstract:[Objective]ThepaperaimstoexamineexosomemediatedmiR-19beffectonthereplicationofEnterovirus71
inT98Gcells.[Methods]T98GcellsweretreatedwithmiR-19bmolecμlesandexosomessecretedbymiR-19b-cy3.5transfect-
edHT29cellstodeterminetheirentrymode.T98GcellswererespectivelytreatedwithexosomessecretedbynormalHT29
cells,mimic-n.c.transfectedHT29cellsandmiR-19btransfectedHT29cellstodetectmiR-19bexpression.60mg/Lexosomes
secretedbymimic-n.c.transfectedHT29cells,60mg/Land40mg/LexosomessecretedbymiR-19btransfectedHT29cells
wererespectivelyco-cμlturedwithEV71todetecttheexpressionofviralRNA.[Results]TheexpressionofmiR-19binmice
wasdetectedbyintravenousinjectionofexosomessecretedbymiR-19b-cy3.5transfectedHT29cells.miR-19bmediatedbyex-
osomescoμldenterT98Gcells.miR-19bwashighlyexpressedinT98GcellstreatedwithexosomessecretedbymiR-19btrans-
fectedHT29cells.ThevirusRNAsignificantlydecreasedinT98GcellstreatedwiththeexosomessecretedbymiR-19btrans-
fectedHT29cells.[Conclusion]miR-19bmediatedbyexosomeswasexpressedinthebrain,liverandlungsofmice.exosomes
mediatedmiR-19bwashighlyexpressedinT98Gcells,andconcentrationdependentinhibitionofEV71replication.Itisex-

pressedinmicebrain,liverandlung.
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